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摘 要：土地复垦是高潜水位矿区土壤生产力恢复的重要手段，但多数复垦土壤肥力等功能低下，复垦土壤多功能性

形成与恢复的微生物学机制缺少深入认知。为此，本研究选取山东省邹城市东滩矿区复垦 9 年、12 年、15 年和 18 年

等 4 个复垦年限和 1 个对照样，共采集 75 个 0～20 cm 表层土样，测定有机碳等 18 个土壤物理化学生物指标，探究

复垦土壤微生物多样性与土壤多功能性之间互作关系及多功能性变化的微生物学机制。结果表明:（1）土地复垦显著

改善了矿区土壤多功能性，复垦 18 年土壤多功能性几乎达到对照样水平，其中土壤有机碳、pH、有效磷和大多数酶

活性是多功能性的重要影响因子；（2）微生物群落多样性随复垦年限增加呈现显著增长，但丰富度表现迥异，细菌丰

富度在复垦 12 年后增长率趋于平缓，真菌丰富度仅复垦 18 年有显著增加。（3）微生物群落多样性正向作用于网络

复杂程度，增强了物种之间关联，从而提高多功能性。相比真菌，细菌网络复杂程度对复垦土壤多功能性恢复的影响

更大。本研究揭示了东部平原矿区复垦土壤多功能性恢复的驱动机制，对深入理解复垦土壤微生物区系发育与功能

演替及质量管护具有重要指导意义。 
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Abstract: 【Objective】Land reclamation is a significantly important way to restore soil productivity in high groundwater 

mining areas. However, most of the reclaimed soil always shows poor functions, such as lower fertility and biodiversity, while 

the in-depth understanding of microbiological mechanisms underlying the formation and restoration of multifunctional re-
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claimed soil is still deficient. 【Method】Four reclamation plots including 9 years, 12 years, 15 years, and 18 years of recla-

mation, and 1 control plot from the Dongtan mining area in Zoucheng City, Shandong Province, were selected as the research 

objects. A total of 75 surface soil samples were collected, and 18 soil physical, chemical, and biological indicators such as 

organic carbon were measured to explore the interaction between soil microbial communities and soil multifunctionality, as 

well as the microbiological mechanisms of multifunctionality variation. Moreover, based on the molecular ecological network 

methods, supplemented by statistical analysis methods, several microbial networks were constructed to investigate the interac-

tion between microbial community diversity, network structure, and soil multifunctionality. 【Result】 The results showed 

that: (1) Land reclamation activities and the normal vegetation rotation of the cultivated land have significantly improved soil 

multifunctionality, with soil multifunctionality almost reaching the undisturbed control level after 18 years of reclamation. 

Moreover, among the soil properties, soil organic carbon, pH, available phosphorous, and most enzyme activities were im-

portant influencing factors for multifunctionality. (2) With the increasing reclamation years, soil microbial diversity signifi-

cantly increased, while the richness performance of bacteria and fungi was different. The increasing trend of bacteria was not 

significant after 12 years of reclamation whereas fungi increased significantly until 18 years of reclamation. However, the 

abundance of bacteria and fungi reached normal farmland levels after 15 years and 18 years of reclamation, respectively. (3) 

The analysis results of the microbial co-occurrence network showed that the nodes, edges, average degree, average path length, 

network density, clustering coefficient, and betweenness centrality in the bacterial community co-occurrence network signifi-

cantly increased with the increase of reclamation time. Moreover, the topological properties of bacterial and fungal subnetworks 

such as edge, degree, and network density were significantly positively correlated with soil multifunctional properties. The 

diversity of microbial communities showed a positive impact on the network complexity, enhancing the association between 

species and thereby enhancing their versatility. Both the complexities of bacterial and fungal community networks presented 

significant correlations with soil multifunctionality. The impact of bacterial network complexity on soil multifunctionality was 

not affected by other indicators, whereas the correlation between fungal network complexity and soil multifunctionality was 

influenced by bacterial richness, soil microbial diversity, and fungal richness. The structural equation model results indicated 

that microbial diversity can directly and positively regulate soil multifunctionality, or indirectly manipulate soil multifunction-

ality by positively influencing the network complexity of bacteria and fungi.【Conclusion】 This study has revealed the driving 

mechanism of multifunctional restoration of reclaimed soil in the eastern plain mining area, which would provide important 

guidance for the deeper understanding of the development and functional succession of reclaimed soil microbiota, as well as 

soil quality management and protection.    

Key words: Land reclamation; Microbial community; Co-occurrence network; Soil Multifunctionality; High groundwater 

level mining area 

 

东部平原煤矿多采用长壁式井工开采，易产生地表塌陷，一般沉陷深度为 2~3 m，最大深度可

达 20 m 以上。不均匀沉陷不仅严重威胁建筑物、构筑物安全，还损害上覆农田质量和生态安全。

东部平原地下潜水位高、地质环境复杂、降水相对丰富，沉陷区极易积水成塘[1]。采煤沉陷改变了

区域水系及循环，导致工矿废水、生活污水和农业下泄废水直排入洼地，造成水体污染和富营养化
[2]。同时，东部平原又多为我国重要的粮食主产区，煤粮叠合占比达 40.0%。未来东部平原高潜水

位煤矿仍持续开采，最终形成的沉陷区将达 31 800 km2，积水面积超过 19 100km2[3]。如此大范围

沉陷势必影响农田物质循环和水土平衡，威胁粮食安全和生态安全。因此，东部平原矿区控制采动

损害、加大土地复垦力度已势在必行。 

耕地保护乃重中之重，东部平原矿区复垦的主要任务为恢复耕作[4]。目前多采用表土剥离—固

废充填—表土回填—上覆压实—重构土壤的复垦工艺[5]。少数采用挖深垫浅的非充填工艺或挖深垫

浅与固废充填相结合的复垦工艺，故而矿区复垦土壤常呈现出保水差、结构散、质地砂和肥力低等

特点，严重限制农田利用方式和作物产量[1]。为此，科学培肥复垦土壤、提升质量不可或缺。土壤

微生物对促进养分循环、物质分解和植物生长等起着关键作用[6]，并且能够敏锐地改变自身结构与
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组成去适应外界环境的变化[7-8]。因此，监测和评估复垦土壤微生物群落特征变化，对理解复垦土

壤多功能性及其变化十分有益。 

当前，土壤微生物多样性与土壤多功能性之间互作关系已成为研究热点[9-10]。先前研究表明微

生物多样性能够显著提升土壤系统对多种生态功能的支持能力，一些原位调查研究和控制实验结果

表明土壤微生物多样性与生态功能之间存在显著正相关关系[11]，但亦有研究表明二者不相关，甚至

负相关[12]。因此，围绕土壤微生物多样性与生态功能之间互作关系的争议不断，主要原因是初期研

究多侧重于单一生态功能与微生物多样性中物种数目间的关系，忽视了微生物种群间复杂的相互关

系对生态功能维持的重要作用[13-14]。土壤微生物通过协同、竞争及拮抗等一系列直接和间接作用相

互关联形成复杂多样化的网络关系，并为能量流动、物质循环和信息传递等基本功能的实现奠定基

础[15]。事实上，微生物群落间复杂的相互作用关系在土壤功能维持中的作用可能较微生物群落本身

物种多样性更大[16-17]。先前对矿区复垦土壤的研究关注点多在土壤物理化学和生物指标以及微生物

群落多样性和组成方面[2, 18-19]，而对不同复垦年限下土壤微生物共现网络模式或结构特征及与土壤

多功能性之间的互作关系缺乏深入研究。 

土壤养分循环、物质代谢、持水净水、固碳等多种功能对复垦土地生产力至关重要，复垦土壤

微生物区系发育可直接影响上述功能的形成和恢复，故可以借助分子生态网络技术构建复垦土壤微

生物的共现网络[20]，刻画微生物物种多样性无法表达的生态联系和生态过程[21-22]，揭示土壤微生物

群落与土壤多功能性之间互作关系。为此，本文从山东省邹城市东滩矿区 4 个不同时间复垦区和 1

个对照样地采集了 75 个表层土样，测定了有机碳等 18 个土壤物理化学生物指标。本研究具体目标

如下：（1）厘清不同复垦年限下土壤微生物多样性与土壤多功能性变化特征；（2）探究复垦土壤多

功能性的驱动因子；（3）揭示土壤多功能性变化的微生物学机制，为科学评估矿区复垦土壤微生物

区系发育和采矿扰动土壤功能恢复提供新见解。 

1 材料与方法 

1.1 研究区概况 

本研究选择山东省邹城市东滩矿采煤沉陷复垦区（35°25'52''N、116°52'39''E）为研究对象（图

1），该区属暖温带季风气候，年均气温 14.1℃，年均降水 752.9 mm。地势平坦，海拔为 45.2±1.0 

m，土壤类型为黄潮土，土壤容重为 1.48 g·cm-3，砂粒、粉粒和黏粒质量百分含量分别为 22.33%、

65.87% 和 11.80%。2001—2011 年采用表土剥离+矸石充填（200～400 cm）+表土回填（60～80 

cm）+二次机械压实工艺分 4 次对采煤沉陷区开展土地复垦，每一次复垦采用的工艺和客土来源完

全相同，复垦方向为耕地，每个地块大小约为 2.0 hm2，复垦后由矿业集团农业开发公司统一实施

种植，小麦大豆轮作，一年两熟。小麦单季施用 600.0 kg·hm-2 常规复合肥作为底肥，拨节时追施氮

肥 150.0 kg·hm-2，收割留茬约高 20 cm。大豆单季施用 450.0 kg·hm-2 常规复合肥作为底肥，收获时

机械粉碎全还田。研究区除复垦年限不同外，成土母质、地形条件、气候水文、种植方式和施肥管

理等基本一致。 
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图 1 研究区及采样点分布示意图 

Fig. 1 Location map of study area and sampling sites 

1.2 样品采集与处理 

2020 年 8 月 21-22 日，从同一地块中采用五点采样法，采集 0～20 cm 表层土样。复垦 9 年、

12 年、15 年、18 年 4 个复垦处理和一个对照分别记为 R9、R12、R15、R18 和 CK，每个组设 15

个重复，总共 75 个土样。采集后剔除植物根系、残体和矸石等杂物，充分混合后分成两份。采用

无菌聚乙烯袋密封包装，保存于车载冰箱迅速运回实验室处理。一份室内风干，研磨过 2 mm 筛，

测定理化性质和部分酶活性；另一份新鲜土样直接提取微生物总 DNA，用于高通量测序。 

土壤 pH 采用电位法（水:土=2.5:1）（DDS-307A，上海雷磁），土壤体积含水率（SWC）和电

导率（EC）采用一体检测仪测定（TR-8D，北京顺科达），易氧化有机碳（EOC）含量采用高锰酸

钾氧化法测定，全氮（TN）采用半微量凯氏定氮法测定，铵态氮（AN）采用氯化钾浸提—紫外分

光光度法测定，硝态氮（NN）采用氯化钙浸提—比色法测定，有效磷（AP）采用碳酸氢钠浸提—

钼锑抗比色法测定，土壤有机碳（SOC）采用重铬酸钾—比色法[23] 测定。FDA 水解酶、多酚氧化

酶（PPO）、过氧化氢酶（CAT）、碱性磷酸酶（AKP）、脲酶（URE）、β-葡萄糖苷酶（BG）、脱氢

酶（DHA）、蛋白酶（PRO）和亮氨酸氨基肽酶（LAP）采用活性试剂盒（索莱宝生物科技，北

京）可见分光光度计测定[24]。 

1.3 土壤微生物测定分析方法 

根据 FastDNA™ SPIN Kit for Soil（MP Biomedicals 公司，美国）试剂盒说明书分别提取 75 个

新鲜土壤样品的 DNA，使用 NanoDrop one 测量 DNA 浓度和纯度。然后对土壤细菌 16S rRNA 的

V4、V5 区进行 PCR 扩增，引物为 515F（5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′）和 907R

（CCGTCAATTCMTTTRAGTTT）；使用 ITS5F(5′-GGATGTAGGTCTTAATAAGG-3′)和

ITS1R(GCTTCGTTGTTCACGACGC)对真菌进行 PCR 扩增。再用 2%琼脂糖凝胶电泳对土壤样品进

行 PCR 扩增产物检测，采用 E.Z.N.A. Gel Extraction Kit（Omega，美国）凝胶回收试剂盒对目标片

段进行切胶回收。按照以上电泳初步定量结果，选取 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit 荧光试

剂，Microplate reader（BioTek，FLx800，美国）定量仪器，将 PCR 扩增回收产物进行荧光定量，

对各样本按等比混合。利用 Illumina 公司（Illumina，美国）开发的 TruSeq Nano DNA LT Library 

Prep Kit 制备测序文库。将构建好的文库经过 Qubit 和 Q-PCR 定量，文库合格后使用 HiSeq2500 

PE2500（Illumina，美国）进行测序（美格基因，深圳）。 

利用 Trimmomatic 软件对双端的 Raw Reads 数据分别进行质量过滤；FLASH 软件对每对 PE 

reads 进行拼接，将成对的 reads 拼成一条序列；根据序列首尾两端的 barcode 和引物信息等，利用

Mothur 软件将序列分配到对应的样品中，得到有效拼接片段。利用 usearch V10 软件对所有样品的

R9

R12
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CK
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500m

邹城市
Zoucheng

复垦区
Reclamation area
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全部 Clean Tags 进行聚类，默认以 97%的一致性将序列聚类成为 OTU。在聚类的同时，用 usearch

剔除嵌合体和 singleton 序列，然后进行代表性序列物种注释。为减少样本间不同测序深度的影响，

将 OTU 丰度数据抽平至最小样本序列深度，得到 21 394 个细菌 OTU，3 312 个真菌 OTU。 

1.4 土壤生态系统多功能性的量化 

本研究测定了 18 个指标来表征与土壤系统养分固存和利用、生物地球化学循环、微生物生产

力等多个功能[25]。利用三种方法计算单个样本多功能性指数：(a)单功能性指数（Single function in-

dex，SFI）：对所有单个功能指标分别标准化，数值大小代表功能强弱[26]。(b)平均多功能性指数

（Averaging multifunctionality index，AMI）：标准化后的单功能性指数和的均值[27]。(c)主坐标多功

能性指数(Principal coordinate multifunctionality index，PMI)：该指数通过从所有单一功能的主坐标

分析中提取多个主轴来表征多功能的不同维度[11]。 

在进行计算单功能性指数和平均土壤多功能性指数前，先将上述 18 个指标分别进行 Z-score 标

准化，再使用 R 程序包“multifunc”分别计算。主坐标多功能性指数使用 R 程序包“vegan”基于 Bray-

Curtis 距离提取前 5 个主轴表征多功能的不同维度，可有效防止某一个单功能的过度代表[11]。Z-

score 标准化计算公式如下： 

Z-score=
F-MeanF

SDF
                                                                （1） 

式中，F 表示实际测定值，MeanF 代表平均测定值，SDF 代表标准差。 

1.5 微生物多样性分析、共现网络构建及网络复杂性提取 

利用 R 软件中使用“metacoder”建系统发育树，“vegan”及“picante”程序包计算每个样品的物种

丰富度（Richness）及谱系发育多样性指数（PD whole tree）。使用物种丰富度作为土壤微生物多样

性的指标，这是最广泛、最简单的生物多样性度量标准[28]。并对细菌和真菌的丰富度值进行标准化

处理（式（2）），将标准化分数平均，综合土壤生物多样性特征，得到多元多样性指数。标准化公

式如下： 

STD =
𝑋−𝑋𝑚𝑖𝑛

𝑋𝑚𝑎𝑥−𝑋𝑚𝑖𝑛
                                                              （2） 

式中，STD 为标准化变量，X、Xmin和 Xmax分别为所有样本的目标变量、最小值和最大值。 

为避免稀有 OTUs 之间存在假阳性，使用同一复垦年限样品中物种出现频率大于 50%的 OTUs

构建网络。通过 R 软件中“psych”包计算 OTU 两两间 Spearman 秩相关系数（r），保留|r|>0.08 且

P<0.01（FDR 矫正）的节点和边，利用“ggClusterNet”软件包构建共现网络。用 R 包“igraph”计算了

它们的拓扑特征，包括节点和边的数量、平均度、聚类系数、平均路径长度、网络密度和介数中心

性，再分别提取单个样本子网络拓扑特征；随后，对子网络拓扑特征进行主坐标分析（PcoA），以

获得反映网络复杂性的指标。 

1.6 数据处理与统计分析 

使用单因素方差分析（one-way ANOVA）检验不同年限下土壤多功能性、土壤微生物多样性的

差异，数据检验采用最小显著差异法 (LSD)，显著性水平设定为 P=0.05。使用 R 软件包“rfPer-

mute”进行随机森林模型（RF）分析，确定多功能性的主要驱动因素，并使用均方误差的百分比表

示估算变量的重要性。利用皮尔逊相关性分析明确微生物多样性和网络拓扑性质与多功能性之间相

关关系。利用偏相关分析判断特定变量是否影响土壤多功能性及这种影响如何依赖于其他变量，若

零阶和控制之间偏相关系数差异越大，说明被控制因素的影响越大。利用 R 软件包构建结构方程模

型（SEM），判断微生物多样性和网络参数对土壤多功能性的影响，采用极大似然法对 SEM 模型参

数进行估计。SEM 模型分析数据采用 R 软件包中 scale 函数进行标准化，并通过皮尔逊相关性分析
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保证所有变量之间均存在显著性线性关系（P<0.05），且不存在多重共性（r<0.8）。模型拟合度符合

以下条件：0.97≤CFI≤1.00；0.95≤GFI≤1.00；0≤χ2/df≤2；0.95≤NFI≤1.00；0≤RMSEA≤0.05；且

0.10<P≤1.00。 

2 结 果 

2.1 不同复垦年限下微生物多样性和土壤多功能性变化 

从图 2a 可知，随复垦年限增加细菌丰富度持续上升，单因素方差分析显示 R15 时细菌丰富度

增长率趋于平缓（P<0.05）。真菌丰富度在 R15 前并无显著性变化，但 R18 较其他复垦时间显著增

加了约 11.3%（P<0.05）（图 2b）。土壤微生物谱系发育多样性指数随复垦年限增加呈显著性上升，

与 R9 相比，R12、R15 和 R18 环比增加 39.8%、9.5%和 11.4%（P<0.05），增长速度减缓，但 R18

时谱系发育多样性指数已与 CK 无显著性差异（图 2c）。从图 2d 可知，土壤平均多功能性指数随复

垦年限增加稳步上升，且 R18 时土壤平均多功能性指数已与 CK 持平。与 R9 相比，R18 土壤平均

多功能性指数增加了 17.1%（P<0.05）。此外，主坐标多功能性指数（第一轴）亦显示土壤多功能

性呈现显著上升趋势（P<0.001）（图 2e）。 

对 18 个单功能性指数做主坐标分析，提取主坐标多功能性指数。将前两个轴所代表的指数

（PMI.1 和 PMI.2）与土壤平均多功能性指数作普通最小二乘法线性回归分析（图 3a、图 3b），

PMI.1 和 PMI.2 主坐标多功能性指数与平均土壤多功能性指数高度正相关（R2=0.744，P<0.001；

R2=0.090，P<0.01）。前 5 轴主坐标多功能性指数与单个功能性指数作皮尔森相关分析显示（图

3c），第一轴所代表的指数与单个功能指数之间几乎全部呈显著相关关系（P<0.05），除了 SWC 和

PPO。第二轴所代表的指数与单个功能指数之间有 50%呈显著相关关系（P<0.01），如 TN 和 PPO

等。因此，主坐标土壤多功能性指数完全可以表征土壤多功能性。 

 

土
壤

多
功

能
性
（

均
值

法
）

S
o

il
 m

u
lt

if
u

n
ct

io
n

al
it

y
（

A
M

I）
 

R9 R12 R15 R18 CK

d)

a)

a

0.5

0.55

0.6

0.65

0.7

a

b

c c

真
菌

丰
富

度
 F

u
n

g
i 

ri
c
h

n
es

s

细
菌
丰
富
度

 

B
ac

te
ri

a 
ri

c
h

n
es

s

3300

3100

2900

2700

2500

CKR18R15R12R9

850

750

650

550

450

CKR18R15R12R9

a

a
a

a

b a
a

b
b

b

R9 R12 R15 R18 CK

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

土
壤
微
生
物
多
样
性

S
o
il

 m
ic

ro
b

ia
l 
d
iv

er
si

ty

aa

ab
b

c

c)

e)

0.12

0.08

0.04

0.00

-0.04

-0.08

-0.12

土
壤
多
功
能
性
（
主
坐
标
法
）

S
o

il
 m

u
lt

if
u

n
ct

io
n

al
it
y

(P
M

I.
1

)

R2= 0.700***

R9 R12 R15 R18 CK

处理 Treatment

b)

 

注：不同小写字母表示不同处理组间单因素方差分析检验存在显著性差异（P<0.05）。下同。Note: 

Different capital letters indicate significant differences in one-way ANOVA tests between different treatment 
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groups (P<0.05). The same as below. 

图 2 土壤微生物多样性和多功能性特征变化 

Fig. 2 Characteristic changes in soil microbial diversity and soil multifunctionality 
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注：PMI.1~PMI.5分别表示主坐标法提取的前5个主轴数值，EC：电导率，SWC：土壤含水量，AP：

有效磷，SOC：土壤有机碳，EOC：易氧化有机碳，TN：全氮，NN：硝态氮，AN：铵态氮，FDA；

二乙酸酯水解酶，PPO；多酚氧化酶，CAT;过氧化氢酶，AKP;碱性磷酸酶，URE：脲酶，DHA：脱

氢酶， PRO：蛋白酶，LAP：亮氨酸氨基肽酶。蓝色和红色分别表示两个变量间负相关和正相关关

系。颜色越深，关系越紧密。*, **和*** 分别表示显著性水平为P<0.05、P<0.01 和 P<0.001，下同。

Note: PCMI.1~PCMI.5 respectively represent the first 5 principal axis values extracted by the principal co-

ordinate method; EC: electrical conductivity; SWC: soil water content; AP: available phosphorus; SOC: soil 

organic carbon; EOC: easily oxidized organic carbon; TN: total nitrogen; NN: nitrate nitrogen; AN: ammo-

nium nitrogen; FDA: diacetate hydrolase. PPO: polyphenol oxidase; CAT: catalase; AKP: alkaline phospha-

tase; URE: urease; DHA: dehydrogenase; PRO: protease; LAP: leucine aminopeptidase. Blue and red indi-

cate negative and positive correlations between the two variables, respectively. The deeper the color, the 

stronger the relationship. Significant results are indicated by * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. The same 

as below. 

图 3 多个土壤功能指标之间相关关系 

Fig. 3 Correlation between multiple soil functional indicators 

2.2 微生物多样性对多功能性的贡献及联系 

线性回归和 Spearman 相关分析表明，细菌/真菌丰富度、谱系发育多样性指数与土壤平均多功

能性指数和主坐标多功能性指数之间呈极显著正相关（P<0.01），此外，谱系多样性与土壤主坐标

多功能性指数之间也呈显著正相关（图 4a，4b）。细菌和真菌丰富度与土壤主坐标多功能性的线性

回归分析，发现细菌和真菌多样性指数与土壤主坐标多功能性的回归方差系数（R2）比只考虑两者
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其中之一的回归方差系数更大，表明土壤微生物共同作用对土壤多功能性的功能效应更高（图

4a，4c）。 

 

注：功能效应是微生物多样性与土壤多功能性的线性回归的标准化斜率。Note：Functional effects are 

the standardized slope of linear regression between microbial diversity and soil multifunctionality. 

图 4 微生物多样性与土壤多功能性的线性回归（a）、相关性热图（b）和微生物多样性对土壤

多功能性的功能效应哑铃误差棒图（c） 

Fig. 4 Linear regression (a), correlation heat map (b), and Functional effects of microbial diversity on 

soil multifunctionality dumbbell error bar map (c) 

2.3 复垦土壤微生物网络特征与土壤多功能性之间的关联 

图 5 显示，随着复垦年限增加，细菌群落共现网络中节点、边、平均度、平均路径长度、网络

密度、聚类系数及介数中心性均呈显著性上升（P<0.05）。随着复垦年限的增加，真菌群落共现网

络中边、平均度、网络密度有明显上升，但节点、聚类系数和介数中心性无明显变化。 
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图 5 不同复垦年限下微生物共现网络拓扑属性 

Fig. 5 Topological properties of microbial co-occurrence network under different reclamation years 

图 6a 共现网络分析显示，细菌的 CK 网络结构远比复垦的更加复杂，模块数量亦是较多，复

垦组 R9、R12、R15 和 R18 网络分别由 351、236、390、669 个 OTU 节点和 768、254、472、1453

条边构成，远低于 CK（1019 个节点和 2854 条边）。且细菌 CK 网络的模块数量为 25，远高于所有

复垦组的模块数量（7、7、15 和 15）。而真菌的 CK 网络结构没有复垦 R15 和 R18 的网络结构复

杂，R15 和 R18 网络分别由 305、294 个 OTU 节点和 820、859 条边构成，高于 CK（254 个节点和

800 条边）。此外，真菌 CK 模块数量为 12，亦是低于复垦 R9、R12、R15 和 R18 的网络模块数量

（15、15、14 和 16）。图 6b 显示，Spearman 分析中细菌子网络拓扑性质中节点、边、度、网络密

度及介数中心性均与土壤平均、主坐标多功能性呈极显著正相关（P<0.01），路径长度与土壤平

均、主坐标多功能性呈极显著负相关（P<0.001）。但真菌子网络拓扑性质中仅有边、度和网络密度

与土壤均值和主坐标多功能性呈极显著正相关（P<0. 01）。线性回归分析显示（图 6c），细菌网络

复杂性与土壤多功能性呈极显著正相关（P<0.001），真菌群落网络复杂性与土壤多功能性有显著相

关性（P<0.05）。 
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图 6 不同复垦时长下土壤微生物群落共现网络（a）、土壤多功能性与子网络拓扑性质的相关

性热图（b）、土壤多功能性与微生物网络复杂性的线性回归（c） 

Fig. 6 Soil microbial community co-occurrence network (a), correlation heat map between soil multi-

functionality and topological properties of subnetworks (b), linear regression between soil multifunctional-

ity and microbial network complexity (c) under different reclamation duration 

2.4 矿区复垦土壤多功能性变化的驱动机理 

偏相关分析（图 7a）显示，细菌网络复杂性对土壤多功能性的影响显著且稳定，细菌网络复

杂性与土壤多功能性之间相关关系几乎不受其他指标影响，但真菌网络复杂性与土壤多功能性之间

相关关系受细菌丰富度、土壤微生物多样性和真菌丰富度影响，因素控制时相关系数分别下降

18.27%、35.87%和 29.15%。细菌丰富度对土壤多功能性的影响受其他指标的影响较大，控制条件

下，与土壤微生物多样性、真菌网络复杂性和真菌丰富度相关系数下降 148.28%、57.08%和

46.35%。 

结构方程模型拟合（图 7b）显示，微生物多样性既可直接正向极显著调节土壤多功能性（通

径系数为 0.323，P<0.01），也可显著正向影响细菌和真菌的网络复杂性（通径系数为 0.250，

P<0.05；通径系数为 0.503，P<0.001），进而间接影响土壤多功能性，但仅细菌网络复杂性可极显

著直接正向影响土壤多功能性（通径系数为 0.400，P<0.001）。 

Fungi***

***

***

***

***

***

***

**

** *

**

***

**

AMI

PMI.2

PMI.1

细菌 Bacteria

***

***

***

**

***

*** **

**

***

***

*** *

真菌 Fungi

***

***

b)

-0.4 -0.2 0 0.2 0.4

细菌网络复杂性  Bacteria network complexity

0.75

0.7

0.65

0.6

0.55

0.5

0.45

R
2
 = 0.241***

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1

真菌网络复杂性  Fungi network complexity

0.75

0.7

0.65

0.6

0.55

0.5

0.45

R
2
 = 0.134*

土
壤
多
功
能
性

S
o

il
 m

u
lt

if
u

n
ct

io
n

al
it

y
 

土
壤
多
功
能
性

S
o

il
 m

u
lt

if
u

n
ct

io
n

al
it

y
 

-0.5 0.0 0.5

R9 R12 R15 R18 CK

Nodes:351  Edges:768

Module number:7

Nodes:236  Edges:254

Module number:7

Nodes:390  Edges:472

Module number:15

Nodes:669  Edges:1453

Module number:15

Nodes:1019  Edges:2854

Module number:25

Nodes:249  Edges:535

Module number:15

Nodes:290  Edges:719

Module number:15

Nodes:305  Edges:820

Module number:14

Nodes:294  Edges:859

Module number:16

Nodes:254  Edges:800

Module number:12

细
菌

 B
ac

te
ri

a
真
菌

 F
u

n
g

i 
a)

土
壤
多
功
能
性

S
o

il
 m

u
lt

if
u

n
ct

io
n

al
it

y
 

c)



土  壤  学  报 

Acta Pedologica Sinica 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 

部分相关控制
Partial correlation controls

细菌丰富度
Bacteria richness

细菌网络复杂性
Bacteria network complexity

土壤微生物多样性
Soil microbial diversity

真菌网络复杂性
Fungi  network complexity

土壤多功能性 Soil multifunctionality

**

*** ***** ***

*** **** ***

* *****

*** * ***

**

***

***

**

***
真菌丰富度

Fungi richness

***

a)
b)

***

土壤微生物多样性
Soil microbial diversity

土壤多功能性
Soil multifunctionality 

细菌网络复杂性
Bacteria network complexity

真菌网络复杂性
Fungi network complexity

χ2= 0.855, df=1, P=0.355, GFI=0.994, AIC=18.855, RMSEA=0.000

0.250* 0.503***

0.400***

0.323**

R2 =0.063 R2=0.253

R2=0.450

正相关 Positive 负相关 Negative

0.194

 

注：（a）中，横轴表示被控制的因素和零阶（Zero-order，不控制任何因素），纵轴表示因素与土壤

多功能性之间的相关性。圆圈的大小表示相关性的强度，圆圈的粉色和蓝色分别表示正相关和负相

关。零阶因子和受控因子之间圆的大小和颜色的差异表明多功能性和被检查因子之间的相关性对受
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强度的减少/增加=相关性的损失/增加）。图（b）中，χ2表示卡方检验值，GFI代表拟合优度指数，

AIC代表赤池信息量，RMSEA代表均方根误差逼近度，箭头上的数值代表标准通径系数，箭头粗细

代表相关性高低，R2 表示通径解释度。*、**、***分别表示显著性水平为P<0.05、P<0.01 和 P<0.001。

Note: In Figure (a), the horizontal axis shows the factors controlled and the Zero-order (no factors controlled), 

and the vertical axis shows the correlation between the factors and soil multifunctionality. The size of the 

circle indicates the strength of the correlation, and the pink and blue of the circle indicate the positive and 

negative correlation, respectively. The difference in the size and color of the circle between the zero-order 

factor and the controlled factor indicates the degree to which the multifunctionality and correlation between 

the examined factors depend on the controlled variable (no change in the size and color of the circle between 

the controlled factor and the zero-order factor = no dependence; Decrease/increase in circle size and color 

intensity = loss/increase in correlation). In Figure (b), χ2 represents the Chi-square test value, GFI represents 

the goodness of fit index, AIC represents Akaike information volume, RMSEA represents the standard path 

coefficient on the root-mean-square error approximation arrow, arrow thickness represents the correlation 

level, and R2 presented above every response variable in the model denotes the proportion of variance ex-

plained. Significant results are indicated by * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. 

图 7 土壤多功能性和微生物因素之间的部分相关性（a）、土壤多功能性直接和间接影响的结构方

程模型（b） 

Fig. 7 Partial correlations between soil multifunctionality and microbial factors (a), structural equation 

models of direct and indirect effects of soil multifunctionality (b) 

3 讨 论 

3.1 土壤微生物多样性及其多功能性对复垦年限的响应 

本研究结果表明，矿区土地复垦过程中土壤多功能性随复垦时长增加显著升高，复垦 18 年的
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土壤多功能性与对照无显著差异（图 2 和图 3）。有研究表明，土壤多功能性受植被类型和微生物

区系发育影响，植物根系分泌物与凋落物可作为底物在一定程度上缓解养分限制，随之分解产生代

谢中间物或最终产物，同时根系的生长亦是可以发挥调节土壤孔隙的作用，为微生物生命活动，如

生长和繁育提供更多营养和良好的环境条件，促进微生物多样性提高，进而提升土壤多功能性，这

与本研究结果一致[29]。本文选择的研究区耕作制度完全一致，土壤多功能性变化主要归结于不同复

垦年限差异导致的土壤微生物区系发育差异，随机森林的分析结果也验证了这一结论（图 8），除

却 SOC、pH 和 AP 土壤理化参数，绝大多数生物因子，如土壤微生物多样性及 AKP、LAP、BG

和 PRO 等土壤酶活性是影响土壤多功能性的重要预测指标（P<0.05）。 
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图 8 基于随机森林模型预测环境因子对土壤平均多功能性的重要性 

Fig. 8 Predicting the importance of environmental factors to soil average multifunctionality based on 

random forest models 

随着复垦年限的增加，植被凋落物、枯死根系及微生物等带来的残体碳不断输入，有效促进了

SOC 积累[30]。土壤 pH 主导着土壤微生物多样性和丰富度，影响土壤养分有效性[31]。本研究区地下

潜水位按年周期变化，地下水可能会将下层充填煤矸石中金属阳离子带至表土，并与腐殖酸发生化

学反应，从而影响复垦土壤多功能性。相关研究也证实 SOC 和 pH 是影响土壤多功能性的重要因素
[16-17, 32]。AP 对土壤多功能性的影响可能与复垦区大豆种植有关，大豆对磷吸收是玉米、小麦的 1.3

倍～1.7 倍[33]，长期轮作显著增加对 AP 的需求。而且磷是微生物代谢所需的必要元素，一些土壤

微生物可通过代谢产生酸性物质，然后溶解土壤中部分不溶性磷酸盐，作为自身代谢底物。随复垦

年限增加，土壤胞外酶，如 AKP、LAP、BG 和 PRO 等，作为有机质降解、养分循环和外来生物

分解的驱动力，会显著影响土壤养分有效性、积累和矿化。BG 可在纤维素降解中催化末端反应参

与土壤碳循环，LAP 可从多肽 N-端氨基酸水解亮氨酸和其他疏水氨基酸，PRO 与 URE 等与土壤氮

矿化和循环密切相关，AKP 从磷酸糖和磷脂中水解磷酸，参与磷的代谢和转化，这些土壤酶全程

参与土壤养分到能量的转变过程，故能深入影响土壤功能，是土壤多功能性的显著影响因子。 

一般而言，农作物生长为微生物生存繁殖提供了理想场所，且凋落物和根系分泌物分解过程可

有效提高土壤酶活性，促进微生物多样性恢复[34]。本研究表明，随着复垦年限增加，土壤养分提
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升，土壤生物多样性显著增加（图 2）。其中真菌丰富度恢复不如细菌，可能主要归结于真菌群落

更稳定，对环境的适应性相对较差[35-36]。细菌和真菌对土壤生态系统功能的重要性主要取决于生态

系统类型，如土壤细菌在调节农田和草地的土壤多功能性方面更为重要[37]。农作物作为禾本植物，

对真菌和细菌群落恢复有着不同的调节作用，会优先给予细菌群落碳、氮、磷等营养元素的供应
[38]。总体土壤微生物多样性随复垦时长增加显著上升，与先前研究的结果一致[39]。总之，矿区土

地复垦活动改善了土壤部分理化性能，使其可耕作性增强，促进土壤微生物多样性和丰富度提高，

土壤多功能性逐渐恢复，形成良性循环。 

3.2 土壤微生物区系发育特征对土壤多功能性的影响 

近年来，生物多样性与生态系统功能之间的关系在地上和地下生态系统中得到了广泛的研究
[40]。本研究表明，细菌和真菌丰富度与土壤平均和主坐标多功能性呈显著正相关（图 4）。在替换

为谱系多样性或其他土壤多功能性指标时，两者之间也呈显著正相关，且同时考虑细菌和真菌的土

壤生物多样性指标对土壤多功能性功能效应更高。随机森林分析表明土壤生物多样性是影响土壤多

功能性的重要预测指标。上述结果表明，微生物多样性对于促进土壤多功能性具有重要作用。微生

物多样性的控制试验结果表明多样性与生态功能间呈正相关关系，较高的多样性可为各种时空环境

条件下功能的维持提供更大的保障[41-42]。Delgado-Baquerizo 等[43]在对农田、草地和森林生态系统

的研究中，发现土壤微生物多样性对土壤多功能性有正效应，但也有研究发现，土壤微生物系统多

样性与土壤多功能性呈负相关，而诸如土壤温度等环境因素是造成结果差异的可能原因[44]。土壤生

态系统具有环境异质性，故环境因子可能会影响土壤微生物群落和土壤生态系统功能，进而影响土

壤微生物多样性与土壤生态功能间的关系。例如，某一环境因子可同时正向或负向影响微生物多样

性和土壤生态功能，会导致两者出现正向关系，若对两者产生一个正向一个负向的影响则可能会导

致两者出现负向关系，这取决于对微生物多样性和土壤生态功能哪一个影响更甚[45]。故不同环境因

子对微生物多样性和土壤多功能的影响十分复杂，可能相互抵消或协同，从而掩盖了微生物多样性

与土壤多功能性之间的真实关系。 

微生物群落及其互作在土壤生态系统功能与服务的形成、维持等方面有重要的作用，不同微生

物物种间的相互作用，协同驱动了土壤生态系统功能过程，因此微生物类群及网络结构对土壤生态

系统会产生积极影响，利于土壤多功能性形成[46]。网络拓扑性质分析表明，细菌网络的节点、边、

平均度、网络密度和介数中心性均与土壤平均和主坐标多功能性显著正相关，细菌网络的边、平均

度和网络密度土壤平均和主坐标多功能性显著正相关（图 5 和图 6）。细菌群落的网络复杂度亦是

随复垦时间增加而提高，意味着细菌群落彼此间功能联系的增加，能够提高土壤生态系统能量流动

及物质循环效率，进而对土壤多功能性产生正向影响。复杂的土壤微生物网络亦是常被认为利于生

态系统功能维持，例如土壤养分循环和对环境干扰的耐受力。这可能是由于更复杂的网络协作在资

源利用和信息传递方面提供了更多优势，以支持多种生态功能。在荒漠、草地生态系统及青藏高原

的研究均揭示了微生物群落内部的相互作用对提高生态系统多功能性的重要性[10]，如果土壤微生物

群落组成简单化和复杂性降低，生态系统功能就会受到损害，且抑制作用会随时间的推移会越来越

强[47]。 

偏相关分析显示网络复杂性对土壤多功能性的显著而稳健的影响，细菌网络复杂性与土壤多功

能性之间的相关性几乎不受其他土壤微生物指标的影响，而真菌网络复杂性与土壤多功能性之间的

相关性受到真菌丰富度及土壤生物多样性等因素影响（图 7a）。结构方程模型进一步表明，土壤微

生物多样性可通过网络结构正向影响土壤多功能性，也可直接正向影响土壤多功能性。微生物多样

性增加可以提高微生物网络的复杂度，使得微生物间的生态联系更紧密，从而促进土壤多功能性提

高。本研究结果亦显示，部分因素控制下，细菌网络复杂性对多功能性的影响要强于细菌丰富度、

真菌丰富度和土壤微生物多样性（图 7a），这说明细菌网络复杂性可能较微生物多样性更好地预测

和正向影响土壤多功能性。而微生物多样性可直接或间接通过促进网络复杂性维持土壤生态系统功
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能（图 7b），二者对土壤多功能性的影响效应较为复杂。与本文结果类似，有研究证实，土壤微生

物共现网络复杂性在增强土壤多功能性方面较微生物多样性和群落组成发挥的作用更大[48]。细菌和

真菌对土壤多功能性影响的差异性可能是因为二者的生理结构不同。相比于真菌群落，土壤细菌群

落主要参与易降解底物的周转，易获得碳源等营养元素促进自身群落发育，虽其抗逆性可能较差，

但恢复能力很强[49]；而真菌倾向于分解难降解碳化合物（如纤维素和木质素），且多数菌根真菌选

择树木根系作为其宿主。本研究区属于农田生态系统，限制了上述菌根真菌的生长发育，加上真菌

孢子本身的传播扩散距离有限，从而影响真菌的群落结构，进而决定了其网络复杂性弱于细菌群

落。例如，马静等[19]的研究表明当地土壤细菌的群落构建过程均以确定性过程中的同质性选择为主

导，主要归结于东部平原地区高潜水特征和长期耕作管理实践及形成的特定农田土壤环境。因此，

在这种特定环境下，真菌群落有着不同的生存效应。 

4 结 论 

鉴于微生物群落间的关联是生态系统物质循环、能量流动和信息传递等生态功能的基础，土壤

养分有效性、营养元素循环等诸多生态过程亦是土壤微生物间相互作用和协同驱动的结果，微生物

类群及网络结构对土壤生态系统产生积极影响，对土壤多功能性恢复有重要意义。本文构建了复垦

土壤微生物网络结构，辅以统计学分析手段，考察微生物群落多样性、网络结构与土壤多功能性的

互作关系。结果表明矿区采煤塌陷地复垦过程中，麦豆轮作促进了土壤多功能性显著增加，在复垦

18 年土壤多功能性可恢复至未扰动水平。随复垦年限增加，土壤微生物多样性显著上升。细菌和

真菌丰富度均表现出上升趋势，且分别在复垦 15 年和 18 年达到正常耕地水平。微生物共现网络分

析结果显示细菌群落共现网络中节点、边、平均度、平均路径长度、网络密度、聚类系数及介数中

心性均随复垦时长增加而显著提高，且细菌和真菌子网络拓扑性质中边、度和网络密度均与土壤多

功能性极显著正相关。细菌和真菌群落网络复杂性均与土壤多功能性显著相关，但细菌网络复杂性

对土壤多功能性之间相关关系不受其他指标影响，真菌网络复杂性与土壤多功能性之间相关关系受

细菌丰富度、土壤微生物多样性和真菌丰富度影响。微生物多样性可直接正向调节土壤多功能性，

也可通过正向影响细菌和真菌的网络复杂性，进而间接操控土壤多功能性。 
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