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（吉林省农业科学院农业资源与环境研究所，农业农村部东北作物生理生态与耕作重点实验室，长春 130033） 

摘  要：为揭示长期耕作对农田黑土几丁质降解菌群及酶活性的影响及其驱动因子，以黑土区耕法长期定位试验为平台，采

用荧光定量和高通量测序技术研究不同耕作措施（灭茬起垄、免耕、间隔深松和翻耕）下 0～40 cm 土层 chiA 几丁质降解菌

基因丰度、微生物群落结构和酶活性。结果表明：0～20 cm 土层，免耕显著提高 chiA 基因丰度；20～40 cm 土层，免耕降

低 chiA 基因丰度、alpha 多样性和变形菌门（Proteobacteria）相对丰度，但是增加放线菌门（Actinobacteria）相对丰度。土

壤 pH、平均重量直径和养分含量显著影响 chiA 基因丰度和群落结构。与灭茬起垄相比，免耕显著提高 0～20 cm 土层几丁

质酶活性，而间隔深松和深翻显著提高 0～40 cm 土层几丁质酶活性。结构方程模型模拟发现耕作方式、土壤深度、平均重

量直径、土壤有机碳、全氮、全磷、chiA 基因丰度和放线菌门相对丰度对几丁质酶活性具有显著直接效应。研究结果为明

确黑土区不同耕作措施对土壤几丁质降解的影响提供理论基础。 

关键词：耕作措施；几丁质降解菌；chiA 基因；几丁质酶活性；黑土 
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Abstract: 【Objective】This study aimed to illustrate the impacts of different tillage practices on chitin degrading microbial 

communities and chitinase activity in farmland black soil, and to explore the main environmental factors in driving a change in 
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chitin degrading microbial communities and chitinase activity.【Method】Based on the long-term positioning platform of different 

tillage practices in black soil and the combination of fluorescence quantification and high throughput sequencing technology, this 

research intends to study the effects of long-term different tillage practices (Conventional tillage, No-tillage, Sub-soiling tillage, 

Moldboard plowing tillage) on chitin degrading bacteria harboring chiA gene abundance, microbial communities and chitinase 

activity in 0 - 40 cm soil layers.【Result】Results showed that no-tillage increased chiA gene abundance in the 0 - 20 cm soil layer. 

Lower chiA gene abundance, alpha diversity and proteobacteria relative abundance, and higher actinobacteria relative abundance 

in the 20 - 40 cm soil layer of no-tillage than other tillage practices. The abundance of chiA gene and microbial community 

structure was significantly affected by soil pH, mean weight diameter and nutrients. Compared with conventional tillage, the 

chitinase activity increased in 0 - 20 cm soil layer under no-tillage, and the chitinase activity was enhanced in 0 - 40 cm soil layer 

under sub-soiling tillage and moldboard plowing tillage. The simulation result of the structural equation modeling showed that 

chitinase activity was directly affected by the tillage practice, soil depth, mean weight diameter, organic carbon, total nitrogen, 

total phosphorus, chiA gene abundance, and actinobacteria relative abundance.【Conclusion】These results provide a theoretical 

basis for understanding the effect of different tillage practices on soil chitin degradation in black soil areas. 

Key words: Tillage practices; Chitin degrading microorganism; chiA gene; Chitinase activity; Black soil 

几丁质是自然界中含量仅次于纤维素的第二大

生物聚合物，是无脊椎动物外骨骼和真菌细胞壁的

主要成分，广泛存在于土壤中[1]。由于几丁质是土

壤碳氮主要来源之一，土壤中几丁质的生物降解对

陆地生态系统，尤其是农业土壤的养分循环有重要

贡献[2]。同时几丁质也被称作控释氮肥，可通过释

放铵态氮或其他形式氮素来促进植物生长[3]。此外，

几丁质调控也是一种先进的农业管理措施，可加强

植物对病虫害的防御，提高作物产量[4]。几丁质降

解微生物能够分解线虫、昆虫和致病性真菌的几丁

质结构，从而成为一种生物防治剂[5]。几丁质降解

过程中首先被内切几丁质酶分解成水溶性低聚体，

再被外切几丁质酶（脱乙酰几丁质酶和 β-N-乙酰葡

糖氨糖苷酶）分解成二聚体和单体[6-7]。根据氨基酸

序列，几丁质酶可分为不同的糖苷水解酶（GH）家

族，如 GH18、GH19 和 GH20[8]。GH18 内切几丁质

酶存在于细菌、真菌、动物和部分植物内，GH19

主要在植物和细菌中[9-10]。GH18 几丁质酶形成三个

深度系统发育链，分别由 сhiA、сhiВ 和 сhiC 三个基

因控制。其中 сhiA 大，所以通常使用 сhiA 基因

作为几丁质降解微生物多样性的标记[11]。 

土壤环境中存在多种几丁质降解菌，国内外对

几丁质降解菌的分离、纯化和鉴定进行了大量研究，

其菌群主要以细菌为主，常见的包括放线菌、厚壁

菌和变形菌等，在农业生防和培肥中作为生物防治

剂、土壤改良剂等得到广泛应用[12]。放线菌是重要

的土壤腐生菌，能生产抗生素、次生代谢物以及合

成几丁质酶，是几丁质降解菌群中 重要的种群之

一，其数量超过已检测陆地生态系统几丁质降解菌

基因组公共数据库的 50%[13]。厚壁菌群中的很多芽

孢杆菌是生产几丁质酶的菌株，可筛选出作为微生

物肥料，施用后能促进玉米生长[14]。灰化棕壤土表

层分离出的几丁质降解菌中发现单胞菌和色杆菌

能抑制马铃薯包囊线虫卵的孵化[15]。假单胞菌能分

离得到 GH18 几丁质酶，具有体外抗真菌几丁质溶

解活性，有效增加鹰嘴豆的结瘤数[16]。土壤几丁质

降解菌群与土壤含水量、可溶性有机碳氮、有效磷

和铵态氮等养分含量显著相关[17]。这些结果显示，

土壤中几丁质降解菌存在极高生物多样性，农业管

理的诸多措施中以不同耕作方式对土壤扰动 大，

其对几丁质降解微生物和酶活性的影响值得深入

研究。 

不同耕作方式通过改变耕层土壤结构和作物残

茬在土壤中的空间分布，影响土壤微生物群落和酶

活性[18-19]。已有报道指出，免耕 5～20 cm 土层较 0～

5 cm 表层细菌多样性显著降低，放线菌相对丰度显

著提高，而旋耕垄作两土层间差异均不显著，同时

底层细菌多样性明显高于免耕[20]。全球 141 个试验

的 Meta 分析发现免耕后显著降低放线菌相对丰度，

变 形 菌 相 对 丰 度 差 异 不 显 著 ， 施 氮 量 高 于 200 

kg·hm–2 会较翻耕降低厚壁菌相对丰度[21]。19 年免

耕后进行 2 年深松处理，0～20 cm 土层 chiA 基因丰

度较连续免耕差异不显著[22]。免耕表层土壤几丁质

酶活性显著高于翻耕处理[23]。以上研究多通过测定
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16S rRNA 分析不同耕作方式下细菌群落结构，很少

测定 chiA 功能基因直接反应几丁质降解菌群特征，

也未明晰菌群与几丁质酶活性的互作关系。此外，

研究大多集中于 0～20 cm 土层，很少对深层土壤进

一步探索。基于以上研究背景和现状，本研究依托

黑土区耕法长期定位平台，采用荧光定量和高通量

测序技术分析长期耕作对农田黑土 0～40 cm 土层

几丁质降解菌群及酶活性的影响，研究结果将为东

北黑土保育和适宜耕作措施的选择与应用提供理论

依据。 

1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

定位试验位于吉林省农业科学院公主岭院内试

验田（43°52.23′N，124°81.18′E），该地区是中温带大

陆性季风气候，年均气温 4.5℃，有效积温 2 800℃，

太阳有效辐射 4 800 MJ·m–2，年均降雨量 567 mm。

土壤类型为中层黑土、壤质黏土。 

1.2  试验设计 

耕法长期定位试验始于 1983 年，设灭茬起垄

（CT）、免耕（NT）、间隔深松（ST）和翻耕（MP）

4 种耕作措施。具体田间机械操作如下：灭茬起垄

为秋季将秸秆移出农田后旋耕灭茬起垄，春季播种

机等行 距 65 cm 播 种 ； 免耕为 秋季收获后 留茬

40 cm，春季免耕播种机等行距 65 cm 播种，苗带行

间交替休闲，生育期内不进行任何田间机械作业；

间隔深松为秋季收获后留茬 40 cm，春季免耕播种

机宽窄行播种，宽行 90 cm，窄行 40 cm，宽窄行交

替休闲，并在玉米拔节期采用刀踵式深松铲进行宽

行深松 35 cm；翻耕为秋季秸秆移除后深翻 35 cm

埋茬后耙平镇压，春季播种机等行距 65 cm 机械播

种。各小区面积 1 950 m2，3 次重复，20 行区，150 m

行长，供试玉米品种为翔玉 998。每年 5 月 1 日左

右播种，10 月 1 日左右收获。种植密度为 60 000

株·hm–2。施纯 N 225 kg·hm–2、P2O5 90 kg·hm–2 和 K2O 

80 kg·hm–2，全部的磷、钾肥和 1/3 氮肥作基肥，2/3

氮肥在玉米拔节前追施（6 月中下旬）。耕法定位试

验除耕整地和播种为机械作业外，打药、除草、追

肥、收获及秸秆移除均为人工操作，避免其他环节

机械压实对耕层产生影响。 

1.3  样品采集及测定方法 

土壤样品于 2020 年 10 月中旬玉米收获后秋整

地前采集，每个处理 3 次重复，各小区使用 S 型采

样法分别采集 5 个苗带和 5 个行间 0～20 cm 和 20～

40 cm 土层混合样品 2 kg、原状土 2 kg 和环刀样品。

混合样品分成两份，一份存储在–80℃下用于荧光定

量 PCR 测定和 DNA 提取。一份自然风干，过筛研

磨后用于土壤理化性质和几丁质酶活性测定。原状

土带回实验室后将大土块按自然裂痕剥离为 1 cm3

左右小土块，待自然风干后再挑除粗根系和小石块。 

将风干原状土样分别过孔径为 5 mm 和 2 mm 的

筛子，土样被分为>5 mm、5～2 mm、<2 mm 三个

级别。然后计算三个级别土样在原状土中所占比例，

取混合土样 50 g，慢慢放入振荡式土壤团粒筛分仪

（DM200-Ⅳ型，中国），筛网没入水面的套筛（孔径

依次分别为 2，0.25 及 0.053 mm）顶部，浸泡 10 min，

再以 3 cm 振幅、20 次·min–1 的运动频率振荡 2 min

后，从上到下依次取下套筛，收集筛上土样于 60℃

烘干称重保存。土壤基本理化性质按照《土壤农化

分析》的方法测定[24]：土壤酸碱度采用土水比 1︰1

电极法；容重采用烘干法；有机碳采用高温外加热

重 铬 酸 钾 氧 化 容 量 法 ； 全 氮 用 凯 氏 法 ； 全 磷 用

HClO4-H2SO4 消煮—钼锑抗比色法；有效氮采用碱

解扩散法；有效磷采用 Olsen 法；几丁质酶采用酶

标法测定。测定结果见表１。 

使用 FastDNA® SPIN kit 试剂盒提取土壤总

DNA，称取–80℃下保存的新鲜土壤样品 0.5 g，按

照说明书步骤，使用 NanoDropND-1000 光谱仪测定

260 nm 的 OD 值，检测提取 DNA 的浓度和纯度。

使用 ABI7500 实时 PCR 系统对 chiA 基因的拷贝数

进行测定。chiA 基因的引物为 chif2（5′-GACGGCAT 

CGACATCGATTGG-3′）和 chir（5′-CSGTCCAGCCG 

CGSCCRTA-3′）[25]。扩增程序为 98℃预变性 5 min；

95℃变性 60 s，35 个循环，60℃退火 30 s；72℃延

伸 60 s；每个样品 3 次重复。qPCR 反应体系包括

10 μL（5×SYBR® Premix Ex-TaqTM）PCR 缓冲液，

正反引物各 0.8 μL，1 μL DNA 模板，超纯水（ddH2O）

补充至 20 μL。每个反应后绘制溶解曲线分析，用

质量分数为 1.5%的琼脂糖凝胶电泳确保 PCR 扩增

的特异性。样品的基因丰度基于干土重进行计算，

单位为 copies·g–1。 
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表 1  不同耕作措施 0～40 cm 土层理化性质 

Table 1  Soil physicochemical properties of 0～40 cm soil layer under different tillage practices 

土壤深度 

Soil depth 

处理

Treatment 
pH 

BD/ 

（g·cm–3） 

MWD/

mm 

SOC/ 

（g·kg–1） 

TN/ 

（g·kg–1）

TP/ 

（g·kg–1） 

AN/ 

（mg·kg–1） 

AP/ 

（mg·kg–1）

CT 5.48 1.36 0.98 13.31 1.51 0.54 135.6 24.69 

NT 5.45 1.43 1.19 17.10 1.49 0.58 141.2 31.83 

ST 5.15 1.30 1.17 14.52 1.64 0.48 158.7 19.95 
0～20 cm 

MP 5.48 1.32 1.06 15.55 1.48 0.55 135.1 27.17 

CT 5.96 1.56 1.01 7.67 0.94 0.37 83.2 3.98 

NT 6.31 1.55 1.04 6.72 0.76 0.32 64.6 3.59 

ST 5.67 1.44 1.05 9.21 1.21 0.42 106.7 8.44 
20～40 cm 

MP 6.13 1.43 1.06 15.13 1.08 0.43 99.7 6.17 

注：CT，灭茬起垄；NT，免耕；ST，间隔深松；MP，翻耕；BD，土壤容重；MWD，平均重量直径；SOC，土壤有机碳；TN，

全氮；TP，全磷；AN，有效氮；AP，有效磷。下同。Note：CT，conventional tillage；NT，no-tillage；ST，sub-soiling tillage；MP，

moldboard plowing tillage；BD，soil bulk density；MWD，mean weight diameter；SOC，soil organic carbon；TN，total nitrogen；TP，

total phosphorus；AN，available nitrogen；AP，available phosphorus. The same below. 

 
对上述引物进一步进行扩增子测序测定 chiA 几

丁质降解菌群落多样性和物种组成。利用 QIIME2

软件 DADA2 方法进行去引物、质量过滤、去噪、

拼接和去嵌合体等步骤。共获得 3 080 842 条有效

DNA 序列，每个样本序列数在 77 970～247 454 之

间，按照 97%的序列相似性对所有序列进行聚类，

共 获 得 27 131 个 可 操 作 分 类 单 元 （ Operational 

taxonomic unit，OTU），各样品文库的覆盖率均达到

99%以上。选择每个 OTU 中 具代表性序列进行系

统发育分类。利用本地化的 nt 或 nr（2019.8 下载，

ftp：//ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/）数据库进行注释。

利用 QIIME2 软件分析各样本多样性和物种分类。

用 Chao 1 丰富度指数和 Shannon 多样性指数表征

chiA 群落 Alpha 多样性，用 PCoA 排序表征 chiA 群

落 Beta 多样性。 

1.4  数据处理 

水稳性团聚体稳定性指标使用平均重量直径

（MWD）[26]表示： 

 

MWD=
1

n

i i
i

x w

  

 
式 中 ， xi 为 任 一 级 别 范 围 内 团 聚 体 的 平 均 直 径

（mm），wi 为对应于 xi 的团聚体百分含量。 

在 SPSS 25.0 软件中利用单因素方差分析 chiA 

基因丰度和 α 多样性在不同耕作措施中的差异，采

用 Duncan 法进行多重比较。用 PCoA 排序的第一轴

（PCoA1）表征微生物的 β 多样性。用 Pearson 相关

分析解析环境因子与 chiA 基因丰度和多样性的关

系。采用 Canoco 4.5 软件中冗余分析（Redundancy 

anlysis，RDA）解析环境因子与微生物群落结构的

相关性。采用 Amos 24.0 构建结构方程[27]揭示土壤

环境因子和几丁质降解菌群对几丁质酶活性的调控

机制，并利用比较拟合指数（Comparative fitting 

index，CFI））、拟合优度（Goodness-of-fit，GFI）

和 近 似 误 差 均 方 根 （ Root mean square error of 

approximation，RMSEA）评价结构方程模型拟合度。

采用 Origin 9.0 进行制图。 

2  结  果 

2.1  不同耕作措施下 chiA基因丰度和微生物群落

多样性 

由图 1 可知，chiA 基因丰度在 4 种耕作措施中

差异显著，chiA 基因拷贝数在两土层中变化幅度为

6 867～20 888 copies·g–1。在 0～20 cm 土层中，NT

处理的 chiA 基因丰度显著高于其他 3 种耕作措施，

提高幅度为 35.8%～80.9%；在 20～40 cm 土层中，

ST 和 MP 处理的 chiA 基因丰度较 CT 和 NT 处理更高。 
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注：CT、NT、ST、MP 分别代表灭茬起垄、免耕、间隔深

松、翻耕。下同。Note：CT、NT、ST、MP means conventional tillage，

no-tillage，sub-soiling tillage，and moldboard plowing tillage，

respectively. The same below. 

 
图 1  不同耕作措施下 chiA 基因丰度 

Fig. 1  Gene abundance of chiA in different tillage practices 

不同耕作措施几丁质降解菌群的 Chao 1 丰富度

和 Shannon 多样性指数见图 2。在 0～20 cm 土层，

ST 处理 Chao 1 丰富度显著高于 CT 和 MP，而 MP

较 NT 和 ST 处理显著提高 Shannon 多样性，此外

NT 处理 Shannon 多样性显著低于 CT 处理。在 20～

40 cm 土层，深耕（ST 和 MP）对比 NT 显著提高

Chao 1 丰富度，同时，NT 会显著降低 Shannon 多

样性指数。主坐标分析（PCoA）表明（图 3），PCoA1

轴和 PCoA2 轴分别解释了土壤几丁质降解菌群落

结构差异的 35.5%和 21.6%，不同耕作措施和土壤

深度下几丁质降解菌群 β 多样性具有显著差异，不

同处理及深度间 chiA 微生物群落聚集为 8 组，表明

不同耕作措施和采样深度对几丁质降解菌群落结构

有显著影响。 

相关分析表明（表 2）：chiA 基因丰度与土壤平

均重量直径、有机碳、全氮、全磷、有效氮和有效

磷 含 量 呈 显 著 正 相 关 ， 与 土 壤 pH 显 著 负 相 关

（P<0.05）；几丁质降解菌群 β 多样性与土壤容重和

pH 显著正相关，与土壤有机碳、全氮、全磷、有效

氮和有效磷含量呈极显著负相关（P<0.01）。几丁质

降解菌群 α 多样性与已测定的土壤理化指标相关性

不显著。 

2.2  不同耕作措施下 chiA 微生物群落组成 

不同耕作措施和采样深度下土壤几丁质降解菌

群中总共检测出优势菌群（相对丰度>1%）为 2 个

菌门，2 个菌纲，6 个菌目，5 个菌科和 3 个菌属（图

4a）。在 0～20 cm 土层，NT 较 MP 处理显著提高变

形菌门相对丰度。在 20～40 cm 土层，NT 较其他耕

作处理显著提高放线菌门相对丰度，降低变形菌门

的相对丰度，增幅和降幅度分别为 8.3%～9.9%和

49.2%～60.1%；NT 和 ST 处理γ变形菌纲相对丰度

显著低于 CT；此外，NT 处理奈瑟菌目、黄单孢菌

目、色杆菌科和拟无枝酸菌属相对丰度同样低于 CT  

 

图 2  不同耕作措施下 chiA 微生物的 alpha 多样性 

Fig. 2  Alpha diversity of chiA microbial in different tillage 
practices 

 

注：20 和 40 分别代表 0～20 cm 土层和 20～40 cm 土层。

下同。Note：20 and 40 means 0～20 cm soil layer and 20～40 cm 

soil layer，respectively. The same below. 

 
图 3  几丁质降解菌的主坐标分析 

Fig. 3  Principal coordinates analysis（PCoA）ordinations of 

microbial community for chitin-degrading bacteria 
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表 2  土壤理化性质与 chiA微生物多样性指标的相关性 

Table 2  Pearson correlation of soil physicochemical properties and chiA microbial diversity index 

指标 

Index 

chiA 基因丰度 

chiA gene abundance 

Chao1 丰富度指数 

Chao1 richness index 

Shannon 多样性指数 

Shannon diversity index 

β 多样性 

β-diversity 

BD –0.159 –0.210 –0.256 0.808** 

MWD 0.701** 0.342 –0.292 –0.168 

SOC 0.599** 0.138 0.248 –0.800** 

TN 0.443* 0.138 0.167 –0.731** 

TP 0.505* –0.115 0.194 –0.747** 

AN 0.493* 0.131 0.170 –0.728** 

AP 0.498* –0.163 –0.032 –0.725** 

pH –0.481* –0.153 –0.167 0.661** 

**，P<0.01；*，P<0.05。 

 

注：Phylum，Class，Order，Family，Genus 分别代表门水平、纲水平、目水平、科水平、属水平；Acti 放线菌门，Prot 变形菌

门，Beta β 变形菌纲，Gamm γ 变形菌纲，Micr 小单孢菌目，Stre 链霉菌目，Burk 伯克霍尔德氏菌目，Pseu 假诺卡氏菌目，Neis 奈

瑟菌目，Xant 黄单孢菌目，Micro 小单孢菌科，Strep 链霉菌科，Pseud 假诺卡氏菌科，Chrom 色杆菌科，Xanth 黄单孢菌科，Actin

游动放线菌属，Strept 链霉菌属，Amycol 拟无枝酸菌属。下同。Note：Acti，Actinobacteria；Prot，Proteobacteria；Beta，Betaproteobacteria；

Gamm，Gammaproteobacteria；Micr，Micromonosporales；Stre，Streptomycetales；Burk，Burkholderiales；Pseu，Pseudonocardiales；

Neis，Neisseriales；Xant，Xanthomonadales；Micro，Micromonosporaceae；Strep，Streptomycetaceae；Pseud，Pseudonocardiaceae；

Chrom，Chromobacteriaceae；Xanth，Xanthomonadaceae；Actin，Actinoplanes；Strept，Streptomyces；Amycol Amycolatopsis. The same 

below. 

 
图 4  不同耕作措施下土壤几丁质降解菌群落组成（a）和 ASV/OTU 韦恩图（b） 

Fig. 4  Microbial community（a）and venn diagram（b）of chitin-degrading bacteria under different tillage practices 
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处理；而 MP 较其他处理显著提高 β 变形菌纲和伯

克霍尔德氏菌目相对丰度。在 0～40 cm 土层，NT

较其处理显著提高小单孢菌目相对丰度，降低链霉

菌目相对丰度，增幅和降幅分别为 28.4%～84.7%和

51.9%～65.1%；此外，NT 还较 CT 处理显著降低假

诺卡氏菌目相对丰度。 

ASV/OTU 韦恩图（图 4b）反映不同耕作措施

间的共有物种和独有物种。在 0～20 cm 土层，NT、

ST 和 MP 均较 CT 处理显著提高 ASV/OTU 个数，

增幅为 34.3%～70.5%，其中以 ST 增幅 高。在 20～

40 cm 土层，深耕（ST 和 MP）较浅免耕（CT 和

NT）处理显著增加 ASV/OTU 个数，提高幅度为 1.7

倍～2.8 倍，其较 NT 处理增幅 大。 

采用冗余分析进一步明确土壤理化性质对 chiA

几丁质降解菌群落结构的影响（图 5）。结果表明，

冗余分析两坐标轴共解释了 chiA 几丁质降解菌群落

结构 73.6%的变异，且已测定的土壤理化指标均对

chiA 微生物群落结构变异有较大贡献。变形菌门、β

变形菌纲和伯克霍尔德氏菌目均与土壤有机碳、全

氮、全磷、有效氮和有效磷含量显著正相关，与土

壤容重和 pH 显著负相关。与之相反，放线菌门、

黄单胞菌目和黄单胞菌科均与土壤有机碳、全氮、

全磷、有效氮和有效磷含量显著负相关，与土壤容

重和 pH 显著正相关。小单孢菌目、小单孢菌科和

游动放线菌属与平均重量直径显著正相关，而γ变

形菌纲、链霉菌目、假诺卡氏菌目、链霉菌科、假

诺卡氏菌科、链霉菌属和拟无枝酸菌属均与平均重量

直径显著负相关。此外，奈瑟菌目和色杆菌科均与全

氮和有效氮含量显著正相关，与 pH 显著负相关。 

2.3  不同耕作措施下几丁质酶活性及其影响因素 

图 6 为不同耕作措施下土壤几丁质酶活性，对

比可发现，在 0～20 cm 土层中，NT 和 MP 处理的

几丁质酶活性显著高于其他 2 种耕作措施，同时 ST

较 CT 处理显著提高几丁质酶活性。在 20～40 cm

土层中，深耕处理（ST 和 MP）对比浅免耕处理（CT

和 NT）几丁质酶活性更高。 

如图 7 所示，本研究所选择结构方程模型可以

解释几丁质酶活性变化的 97%，主要解释因子包含

耕作方式、土壤深度、土壤有机碳、全氮、全磷、

平均重量直径、chiA 基因丰度、放线菌门和变形菌

门相对丰度，该模型整体拟合效果可接受（χ2=0.164，

df=4 ， P=0.997 ， RMSEA=0.000 ， CFI=1.000 ，

GFI=0.999，）。模型结果表明，耕作方式、土壤深度、

土壤有机碳、全氮、全磷、平均重量直径和 chiA 基

因丰度对几丁质酶活性具有显著的直接和间接影

响，而放线菌门相对丰度对几丁质酶活性具有显著

的直接影响。综合直接与间接影响发现，增加耕作

强度、提升土壤平均重量直径、有机碳和全磷含量，

促进 chiA 基因丰度和放线菌门相对丰度均显著提高

几丁质酶活性，而随着土壤深度增加、全氮含量提

高则显著降低几丁质酶活性。 

3  讨  论 

3.1  长期耕作对农田黑土 chiA 基因丰度的影响 

长期耕作会对农田耕层和亚耕层土壤养分循环

和土壤肥力维持造成不同的影响，该过程首先是调

控土壤微生物活性，再进一步作用于土壤生物化学 

 

图 5  几丁质降解菌群与土壤理化性质的冗余分析（RDA） 

Fig. 5  Redundancy analysis（RDA）of chitin-degrading bacteria 

community with soil physicochemical properties 

 

图 6  不同耕作措施下几丁质酶活性 

Fig. 6  Chitinase activity in different tillage practices 
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注：Tillage 耕作方式，Depth 土壤深度，ChiA chiA 基因丰度，Chitinase 几丁质酶活性。Note：Tillage，tillage practice；Depth，

soil depth；ChiA，chiA gene abundance. 

 
图 7  几丁质降解菌群与几丁质酶活性的结构方程模型分析（a）及标准化效应（b） 

Fig. 7  Chitin-degrading bacteria community and chitinase using structural equation modeling（a）and standardized effects（b） 

循环[28]。本研究中，与免耕相比，长期耕作后 0～

20 cm 土层 chiA 基因丰度显著降低，表明耕作后显

著降低该类功能微生物数量，进而降低土壤几丁质

降解潜力（图 1）。该结论与 Chaudhary 等[23]的研究

结果相反，可能是其进行 19 年的免耕后连续进行 2

年深松并没有显著影响耕层土壤养分情况，而本研

究中连续 37 年不同耕作措施定位，土壤基础理化性

质差异较大，耕作显著降低耕层有机碳、全磷和速

效磷的表聚，使土壤微生物数量受到养分限制。与

耕层情况相反，在 20～40 cm 土层，深耕处理（间

隔深松和翻耕）显著提高 chiA 基因丰度。相关分析

结果表明，chiA 基因丰度与土壤结构稳定性和养分

含量均显著正相关（表 2）。深耕显著降低亚耕层土

壤容重，增加其通透性，利于深层根系发育，而根

茬作为新鲜碳源对 chiA 微生物组成中大部分的异养

微生物的生长繁殖起到重要作用[29]。此外，Turner

等[30]通过磷添加试验证明，土壤磷养分限制将降低

chiA 几丁质降解微生物活性。本研究中免耕和灭茬

起垄亚耕层土壤全磷和有效磷含量均低于深耕处理，

这很可能是几丁质降解细菌数量降低的原因之一。 

3.2  长期耕作对农田黑土几丁质降解微生物多样

性与群落组成的影响 

本研究中，对比传统耕作，长期免耕后显著降

低几丁质降解菌群 Shannon 多样性（图 2）。免耕处

理每年进行秸秆留高茬还田，显著降低风蚀和提高

耕层土壤结构稳定性，促进有机碳固定，但还田秸

秆与土壤接触面积小，不利于土壤中微生物利用秸

秆碳源，同时紧实的土壤环境和难获得的有机底物，

促进其优势微生物活性的提高，降低群落多样性。

该结果与邓超超等 [31]相反，主要是因为其连续 15

年免耕秸秆全量覆盖还田，为土壤微生物提供有机

能源，改善生态环境，进而提高细菌多样性指数。

本研究中放线菌和变形菌是优势菌群，并以放线菌

为主导，其相对丰度高达 78%～94%（图 4a）。放线

菌是农田土壤中分布 广的细菌之一，在有机底物

分解中发挥重要作用，同时其也是相对寡营养菌，

能在低水平碳环境中生活 [20]。本研究中免耕 20～

40 cm 土层中的放线菌相对丰度 高，这些放线菌

主要包括小单孢菌目、小单孢菌科和游动放线菌属

（图 4a）。长期免耕增加土壤养分表聚，促进养分分

层，同时免耕玉米根系主要集中在 0～20 cm 土层，

降低亚耕层根系发育[32]，造成亚耕层土壤养分匮乏，

新鲜有机物料投入较少，只能促进放线菌等寡营养

菌群活性的提高，增加土壤有机碳分解与利用。此

外，非优势菌种数量的减少和缺失，也使得免耕亚

耕层独有物种数目远低于耕作处理（图 4b）。 

本研究中，放线菌门相对丰度与土壤容重和 pH

显著正相关，与土壤养分含量显著负相关（图 5）。
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土壤容重能反映土壤结构、透气性、透水性和保水

能力，当土壤容重较低时，很高比例的大孔隙将充

满空气，当土壤容重超过 1.3 g·cm–3 时，大量微孔隙

则会充满水，均在一定程度上影响土壤微生物群落

组成[33]。土壤 pH 与细菌群落组成显著相关，与 Li

等[20]结果相同，很可能因为以下两点原因。一是土

壤 pH 通过影响土壤养分有效性和金属阳离子溶解

性等调控微生物群落组成。二是当土壤 pH 超过或

低于一定范围后将改变微生物间相互作用，或者影

响那些无法单独生存的微生物类群的生长[34]。洪艳

华[35]研究同样发现，长期耕作后黑土 pH 低于未耕

作土壤，同时耕作土壤 pH 季节性差异较大，而免

耕降低土壤扰动，土壤 pH 季节性变化较小。张淼

等[36]亦发现，土壤 pH 是黑土区氮循环微生物空间

分布的主要影响因子。免耕亚耕层较低的根茬投入

量和较高土壤容重促进厌氧细菌繁殖，放线菌群同

属 r 型和 K 型微生物，参与复杂及难分解底物的分

解过程，当土壤中活性养分含量较低时，将增加该

类微生物数量来活化土壤养分，促进微生物利用[37]。 

3.3  长期耕作对农田黑土几丁质酶活性的影响 

土壤几丁质酶水解几丁质，参与几丁质转化氨

基糖的过程，氨基糖是可矿化氮的主要来源，占土

壤有机氮的 5%～10%，因此几丁质酶分解几丁质是

控制氮循环速率的关键步骤[38]。土壤中不仅几丁质

降解菌能合成几丁质酶，还有其他生物体，包括动

物、植物和病毒等也能合成几丁质酶[9]。不同耕作

措施能改变土壤有机碳含量，从而调控微生物底物

供应，进而影响微生物数量和几丁质酶分泌[38]。本

研究中，免耕和翻耕均显著提高 0～20 cm 土层几丁

质酶活性，且两者差异不显著（图 6），与 Chaudhary

等[23]研究发现免耕对比翻耕显著提高表层土壤几丁

质酶活性的结果有差异，是因为本研究中长期翻耕

后耕层有机碳含量和 chiA 基因丰度虽然低于免耕，

但可能通过促进作物根系分泌等其他来源增加几丁

质酶的合成。间隔深松和翻耕显著提高 20～40 cm

土层几丁质酶活性，可能是因为深耕降低亚耕层土

壤容重，增加通气性，提高土壤养分含量和微生物

数量，从而促进几丁质酶的分泌。 

土壤碳氮的可用性取决于土壤聚合物（例如木

质素、几丁质等）的分解情况，这些聚合物受微生

物所分泌的分解酶活性调控，以优化土壤碳氮供需

平衡，当土壤碳利用率高，而氮利用率低时，则增

加几丁质等富氮聚合物的分解，这是微生物氮开采

（Microbial N mining）理论[39]。本研究结构方程模

型结果表明，增加耕作强度、提高土壤结构稳定性、

有机碳和全磷含量，提升 chiA 基因丰度和放线菌门

相对丰度均显著提高几丁质酶活性，而增加土壤深

度和全氮含量均显著降低几丁质酶活性（图 7）。深

耕促进几丁质酶活性提高主要表现在亚耕层，其中

翻耕直接将作物根茬翻入该土层，提高有机底物供

应，而间隔深松则打破犁底层，降低亚耕层土壤容

重，促进深层根系发育[40]，从而提高几丁质降解菌

群数量和几丁质酶活性。土壤平均重量直径对几丁

质酶活性有显著的直接和间接正向效应（图 7b），

表现在少免耕降低土壤扰动，提高耕层土壤结构稳

定性，促进 chiA 基因丰度的提高和几丁质酶的合成。

虽然土壤有机碳对几丁质酶总效应表现为促进作

用，但直接效应为负向（图 7b）。Kumeta 等[41]进行

90 d 培养实验发现，当土壤中添加几丁质后，为满

足微生物碳需求，会促进土壤中有机碳的降解，提

高铵态氮含量，而全氮含量则变化较小。表明当土

壤中有机底物供应不足时，几丁质降解过程需要分

解土壤碳来满足微生物增殖的碳需求。土壤全磷对

几丁质酶活性具有显著的直接和间接正向效应，表

明土壤全磷含量较高时，磷养分不受限制，将提高

几丁质降解微生物活性，增加几丁质酶分泌[30]。Wild

等[42]土壤培养试验发现，将富含碳的木质素、几丁

质和蛋白质添加到同一土壤中，再添加氮素，几丁

质解聚反应显著降低，而蛋白质和木质素解聚反应

不受氮添加影响，表明几丁质在土壤低氮条件下会

被降解为微生物氮源，并被优先分解。本研究与其

结论相同，当土壤全氮含量较低时，会促进参与几

丁质降解的放线菌数量增加，进而提高几丁质酶的

活性，达到增加土壤有机氮含量的目的，满足微生

物的氮需求。 

4  结  论 

东北黑土区不同耕作措施的长期应用使农田土

壤几丁质降解菌群和酶活性发生显著分异。免耕促

进效果仅表现在耕层土壤，显著降低亚耕层几丁质

降解菌群数量及多样性，而间隔深松和翻耕则增加
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亚耕层几丁质降解菌数量，并维持其群落多样性，

提高几丁质酶活性。几丁质降解菌群和土壤理化性

质密切相关。耕作方式和土壤深度直接影响几丁质

酶活性，也通过调控土壤结构稳定性、全量养分含

量和几丁质降解菌群间接影响几丁质酶活性。 
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