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Effects on carbon, nitrogen, and phosphorus cycling functional genes under straw mulching and fallow
cultivation
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Abstract：To explore a protective tillage method based on planting and land cultivation suitable for sloped farmland, field experiments in
combination with gene chip research methods were used to study the effects of straw mulching and fallow cultivation technology（including
alternate year straw mulch fallow with rotary tillage（RF）and 2-year rotary tillage with annual straw mulch fallow（RRF））in comparison
with conventional tillage（CRT, rotary tillage after straw removal）measures on soil carbon, nitrogen, and phosphorus cycling functional
genes. The results showed that inputting exogenous C stimulated the organic matter degradation potential of soil microorganisms, whether
straw mulching was performed in the previous season or the current season, and that the abundance of degradation functional genes（acsE,
xylA and rbcL）involved in the soil C cycle increased to a certain extent. The average relative abundance of the xylA gene increased by
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摘 要：为了探索一种适于坡耕地的基于种养结合的耕作方式，采用田间试验结合基因芯片研究方法，探究了秸秆覆盖休耕技术

[包括隔年秸秆覆盖休耕+旋耕（RF）、2年旋耕+1年秸秆覆盖休耕（RRF）]与常规耕作（CRT，秸秆移除后旋耕）对土壤C、N、P循环的

影响。结果表明：外源C的投入激发了土壤微生物对有机物料的降解潜力，无论是RF处理，还是RRF处理，参与土壤C循环的降

解功能基因（acsE、xylA和 rbcL）丰度均有一定程度的增加，xylA基因平均相对丰度较CRT处理增加 43.12%，而秸秆不还田的CRT
处理中参与C同化基因（acsA）的丰度显著增加，平均增加 33.03%；CRT处理参与N循环基因的丰度降低，而秸秆覆盖还田促进了

土壤中N从NH+4-N向NO-3-N的转化，gdh基因丰度增加；秸秆覆盖还田后土壤活性P的积累增强，碱性磷酸酶基因（phoD）丰度较

CRT处理平均增加 59.57%，phoD与速效P和 phnk基因丰度呈显著正相关。研究表明，秸秆覆盖还田促进了土壤微生物C、N、P周

转，进而促进外源有机C的转化和土壤有机C的积累，短期内秸秆当季覆盖休耕与上季覆盖休耕处理间差异不大。研究结果为东

北黑土区坡耕地实施保护性耕作和防控土壤侵蚀提供了科学依据。
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秸秆是农田生态系统的重要组成部分，其在维持

土壤肥力、保障作物正常生长以及改善土壤物理环境

中发挥着重要作用，而微生物是这一过程的重要驱动

力[1]。长期秸秆还田通过外源 C、N输入改变土壤微

生物潜力与功能，进而影响土壤元素循环[2]和呼吸作

用，导致土壤C、N循环和温室气体排放的变化[3]。微

生物功能的变化对土壤有机质的积累和分解有重要

影响[4]。首先，微生物功能的变化直接影响土壤活性

C、N、P的周转，而土壤C和养分的变化反过来限制了

微生物对土壤有机质的降解能力，进一步影响土壤C、
N周转过程。因此，揭示土壤C、N、P等元素周转的微

生物机制对提升土壤肥力、提高作物产量、减缓温室效

应至关重要。

功能基因芯片是在芯片上编码各种与生态学和

生物功能过程[5]（如C和N的固定、硝化和反硝化、P的

活化以及 S的形态转化等）或生物降解作用相关的酶

的基因，利用功能基因丰度表征土壤元素循环过程相

关功能微生物的数量变化，以及功能基因与土壤性

质、微生物群落结构间的关系，进而揭示土壤元素循

环过程的分子机制[6]。通过微生物土壤元素周转功

能基因的高通量定量检测，可综合分析土壤 C、N、P
循环的整体水平及其影响因素，为土壤质量与功能评

价提供新的切入点[7-8]。

以秸秆覆盖为主的保护性耕作是防控地表径流

和土壤侵蚀的有效措施。目前东北黑土区坡耕地土

壤侵蚀呈扩大趋势，而关于秸秆覆盖休耕对坡耕地土

壤微生物元素周转的影响研究还较少。本研究应用

含有C、N、P循环等相关功能基因的芯片，分析了坡耕

地秸秆覆盖间歇式休耕土壤微生物功能基因多样性，

探讨土地耕种/覆盖变化对土壤C、N、P循环微生物功

能基因的影响，为东北黑土区坡耕地应用以秸秆覆盖

为主的保护性耕作技术提供科学的理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验区概况

试验区位于黑龙江省牡丹江市海林镇（44°50′
N，129°57′E），年平均气温 5.7 ℃，年平均降水量 550
mm，平均活动积温 2 400~2 600 ℃，土壤类型为暗棕

壤，地形坡度 5°~10°。试验地坡度为 6°，其土壤基础

理化指标：全N 1.60 g·kg-1，碱解N 105.20 mg·kg-1，有

效P 36.50 mg·kg-1，有机质 24.30 g·kg-1，pH 5.30。
试验区 1981—2010 年 30 年间平均降水量为

530.5 mm，7—8 月降雨最为集中，占全年降水量的

46.2%，冬季和春季平均降水量和总降水量均较低。

2020年全年降水量为 650.4 mm，高于历年平均水平，

但降雨分配不均现象明显：最高降雨时段出现在 8月

和 9月，降雨量分别达到 180 mm和 142.3 mm，占全年

降水量的 49.6 %；1—4 月和 11—12 月降水量仅为

42.5 mm 和 30.5 mm。冬季少雪、春季干旱是当地显

著的气候特征。

1.2 试验设计

试验于 2019 年 3 月—2021 年 10 月进行，设置 3
个处理：①旋耕-休耕（RF），1年耕种 1年休耕；②旋

耕-旋耕-休耕（RRF），2年耕种 1年休耕；③旋耕-旋
耕-旋耕（CRT），3年连续耕种且秸秆离田。其中，休

耕季秸秆均覆盖地表且当季休闲，旋耕季秸秆均全部

离田，仅留根茬。休耕处理的秸秆覆盖还田于每年春

季进行，用集行机（9GHJ-H（4），长春）将秸秆归行后

直接覆盖地表，旋耕区采用根茬耙茬旋耕方式。每个

处理面积为 4行×0.60 m×40 m，3次重复。选择当地

主栽玉米品种，生育期 120~125 d，种植密度为 5 000
株·hm-2。N-P2O5-K2O 施肥总量分别为 150-100-50
kg·hm-2，其中追施N肥量为纯N 100 kg·hm-2，田间管

理措施保持一致。

43.12% compared with that of the CRT treatment. Conventional tillage without straw return to the field significantly increased the relative
abundance of the genes involved in C assimilation, such as acsA, which increased by 33.03%. After straw mulching and fallow cultivation,
the abundance of the gdh gene was increased, indicating promotion of the transformation of soil N from ammonium N to nitrate N. Similarly,
accumulation of active P was higher, and the abundance of the alkaline phosphatase gene phoD, which was positively correlated with that of
AP and phnk genes, increased by an average of 59.57% compared with the value of CRT. The turnover capacity of soil microorganism C, N,
and P was improved under straw return, and the conversion of exogenous organic carbon and accumulation of soil SOC were increased.
Although there was little difference between straw mulching in the current season and that in the previous season in the short term, these
results provide a scientific basis for the implementation of protective farming techniques on sloped farmland to prevent and control water
and soil loss in the black soil region of northeast China.
Keywords：straw return; gene chip; soil element recycling; microbial function; tillage
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1.3 测定项目与方法

1.3.1 样品采集

2021 年 10 月采集 0~20 cm土层土壤样品，一部

分自然风干后，参照相关研究[9-10]测定土壤全量 N
（TN）、碱解 N（AN）、有机 C（SOC）、水溶性有机 C
（WSOC）、颗粒有机C（POC）、矿物态有机C（MOC）、速

效P（AP）、溶解态有机P（DOP）等指标；一部分新鲜土

样低温保存用于铵态氮（NH+4-N）、硝态氮（NO-3-N）、微

生物生物量C（MBC）、微生物生物量N（MBN）以及微

生物功能基因芯片检测。

1.3.2 功能基因芯片检测

基于 SmartChip Real-Time PCR System 可对多个

样本进行高效性、高通量、高精确性和高灵敏度的

目标基因检测和定量计算。首先对样本中的微生物

总 DNA 进行提取，再进行总量及纯度检测。检测合

格后将 DNA 样品和 qPCR 所用的试剂添加至 384 孔

板作为样品板（Sample Source plate），同时将引物和

qPCR 所用的试剂添加至另一 384 孔板作为引物板

（AssaySource plate）。采用高通量自动微量加样设备

分别将样品板和引物板试剂添加至高通量 qPCR芯

片的纳米孔中，在 SmartChip Real-Time PCR System
中进行 qPCR反应及荧光信号检测，检测后系统自动

生成扩增曲线和溶解曲线。使用 Canco软件获得各

基因在各样本中的检出情况和CT值（扩增循环数），

并以 16S rRNA作为内参对数据进行标准化得到各基

因在各样本中相对定量信息。利用Roche 仪器检测

获得 16S rRNA 基因的绝对定量信息，经过换算获得

其他基因的绝对定量信息（广州美格测序公司）。细

菌和基因丰度以每克土中的拷贝数表示。

1.3.3 数据分析

试验数据用 Excel 2013 处理，采用 SPSS 25.0 软

件进行不同处理间的显著性分析（P<0.05），采用

R4.1.3软件中 corrplot 包制作相关性分析热图。

2 结果与分析

2.1 秸秆覆盖休耕对细菌丰度的影响

不同处理对细菌丰度无显著影响，处理间变化不

大（图 1），但对主要元素循环功能基因组成有一定的

影响（图 2）。试验共检测到 71个基因，其中包括C循

环的 16个降解基因、11个C固定基因、4个甲烷代谢

基因和N、P、S循环的 35个基因，以及 5个其他基因。

RF、RRF和 CRT处理土壤 C循环基因相对丰度分别

为 33.45%、33.54%和 30.25%，N循环基因相对丰度分

别为 16.03%、13.99% 和 11.40%，其他基因相对丰度

分别为 39.27%、41.81%和 49.72%，RF和RRF处理间

C循环基因和其他基因相对丰度差异不大。RF、RRF
和CRT处理土壤 P循环基因相对丰度分别为 7.46%、

6.73%和5.56%。

2.2 秸秆覆盖休耕对土壤C循环基因丰度的影响

秸秆覆盖还田可通过提高表层土壤活性有机 C
组分含量来增加土壤微生物C源，从而促进土壤微生

物 C源利用。acsA同化基因是供试土壤 C循环丰度

最高的基因类型，相对丰度 27.26%，其次为 mct和

acsE同化基因。C循环降解基因中 abfA和 xylA丰度

较高（图 3），相对丰度分别为 7.75% 和 6.12%。秸秆

不还田下微生物为了获取足够的C源，C同化能力增

强，CRT 处理 acsA基因丰度显著高于 RF 和 RRF 处

理，相对丰度增加 33.03%（P<0.05）。与 acsA基因变

图2 土壤主要元素循环基因相对丰度变化

Figure 2 Change of relative abundance of main elements cycling
genes in soil

图1 土壤细菌丰度变化

Figure 1 Variation of soil bacterial abundance

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。
Different small letters indicate significant difference among treatments at

the 0.05 level. The same below.
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化不同，CRT处理C同化基因mct 和 acsE基因丰度均

低于RRF和RF处理，而 rbcL基因在各处理间变化不

大。abfA、xylA和manA基因均为C降解基因，秸秆还

田处理后 C的降解潜力增强，RRF和RF处理 xylA基

因丰度显著高于 CRT 处理，平均相对丰度增加

43.12%（P<0.05），而 RF与 RRF、CRT处理manA基因

丰度差异不显著。RF和RRF处理由于均有秸秆C的

输入，无论是C的同化基因还是降解基因，两者丰度

差异均不显著。

2.3 秸秆覆盖休耕对土壤N循环基因丰度的影响

硝化和反硝化过程是土壤N循环的两个重要过

程[11]，其中UreC、nirK-3和 nirS-1是研究硝化和反硝

化过程的重要功能基因[12]，而亚硝酸还原酶基因 nirK

和 nirS作为反硝化微生物最重要的功能基因参与反

硝化过程[13]。由图 4可见，UreC基因是供试土壤N循

环丰度最高的基因类型，无秸秆还田的 CRT 处理

UreC基因丰度较RRF和RF处理平均降低 51.81%，差

异显著（P<0.05）。与 UreC基因丰度变化一致，CRT
处理 gdh基因与RRF和 RF处理差异显著。3个处理

均检测出参与 N 循环反硝化作用的主要功能基因

nirS-1、nirK-3和 nosZ 2，但处理间丰度无显著差异。

N循环基因丰度表明，进行秸秆覆盖还田后微生物

的 N 循环能力显著提升，而 CRT 处理由于连续无秸

秆输入，导致 N 循环基因的丰度降低。参与微生物

固 N（nifH、nifD、nifK）、硝化（amoA、amoB）和反硝化

（narG、napA）等过程的功能基因丰度在处理间均未

表现出差异，可能与土壤类型和秸秆还田及休耕周

期有关[14]。

2.4 秸秆覆盖休耕对土壤P循环基因丰度的影响

玉米秸秆中同时富含 P元素。phnK基因是土壤

P循环中丰度最高的基因类型（图 5），RRF处理 phnK

基因丰度最高，CRT 处理最低，两者差异显著（P<

0.05）。RF 和 RRF 处理的 phoD与 ppx丰度均与 CRT
处理差异显著，平均较 CRT 处理增加 59.57% 和

55.68%，表明秸秆覆盖还田处理显著提升了土壤微

生物的 P循环能力，而秸秆不还田的常规耕作处理 P
循环基因丰度降低。

2.5 土壤化学性质与C、N、P循环基因相关性分析

秸秆覆盖还田能够促进土壤有机质在表层积累，

使养分分布状况出现成层现象。由表 1 可见，0~20
cm土层有秸秆覆盖处理的RF与RRF处理NH+4-N含量

较CRT处理分别降低 38.67%和 48.99%，AP含量分别

增加 16.31%和 19.93%，差异显著（P<0.05）。由于秸

秆还田时间、腐解速率不同，上季秸秆覆盖本季旋耕

与当季秸秆覆盖休耕对土壤有机碳及其组分的影响

不同，RF 处理土壤 SOC、WSOC、POC 含量较 RRF 和

CRT处理显著增加，其中WSOC含量RF较当季秸秆

图3 不同处理土壤C循环基因丰度

Figure 3 Abundance of C cycling genes in soils under
different treatments
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图4 不同处理土壤N循环基因丰度

Figure 4 Abundance of N cycling genes in soils under
different treatments
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图5 不同处理土壤P循环基因丰度

Figure 5 Abundance of P cycling genes in soils under
different treatments
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覆盖休闲的RRF处理增加15.16%。

通过分析土壤 SOC组分及N、P组分与C、N、P循

环功能基因的相关性发现，SOC组分含量与C循环功

能基因丰度呈现显著的相关关系（图 6a）。SOC主要

表1 不同处理土壤化学指标变化

Table 1 Changes of soil chemical indexes under different treatments

（a）土壤SOC与C循环功能基因相关性；（b）土壤N组分与N循环功能基因相关性；（c）土壤P组分与P循环功能基因相关性。*表示P<0.05。
（a）Correlation between SOC and C cycling function genes；（b）Correlation between N components and N cycle functional genes；（c）Correlation between P

components and P cycle functional genes. * indicate P<0.05.
图6 C、N、P循环功能基因的相关性分析

Figure 6 Correlation analysis of C，N，and P cycle function genes

（c）

注：同行不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。
Note：Different small letters in the same row indicate a significant difference among treatments at the 0.05 level.

指标 Indicator
全氮TN/（g·kg-1）

碱解氮AN/（mg·kg-1）

硝态氮NO-3-N/（mg·kg-1）

铵态氮NH+4-N/（mg·kg-1）

微生物生物量氮MBN/（mg·kg-1）

pH
速效磷AP/（mg·kg-1）

溶解态有机磷DOP/（mg·kg-1）

水溶性有机碳WSOC/（mg·kg-1）

有机碳SOC/（g·kg-1）

颗粒有机碳POC/（g·kg-1）

矿物态有机CMOC/（g·kg-1）

微生物生物量碳MBC/（mg·kg-1）

RF
1.75±0.10a

110.01±2.76a
11.58±0.94a
5.17±0.95b
13.01±0.66a
5.34±0.03a
42.65±0.89a
6.82±0.29a
21.72±1.03a
16.71±1.12a
0.94±0.02a
6.81±0.03a

305.85±6.42a

RRF
1.58±0.03a
97.04±4.02b
12.55±1.29a
4.30±0.76b
10.87±0.47b
5.38±0.13a
43.98±0.47a
2.70±0.53c
18.86±0.95b
14.03±1.18b
0.45±0.05b
6.42±0.05a

236.06±3.91b

CRT
1.62±0.02a
98.01±2.35b
10.02±0.98b
8.43±0.61a
13.37±0.43a
5.23±0.07a
36.67±0.64b
4.21±0.46b
17.31±0.69b
13.55±0.26b
0.30±0.02b
6.90±0.07a

200.97±5.46b
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与 C 降解功能基因（manA、abfA和 xylA）及同化基因

（mct）丰度正相关，表明秸秆还田促进了微生物降解

秸秆的功能潜力，有利于 SOC积累。而土壤WSOC含

量与 acsE基因丰度显著正相关，表明微生物同化的C
是WSOC的主要来源。

秸秆还田措施能够提升 gdh基因丰度，表明微

生物N周转能力的增加促进了土壤中N从NH+4-N向

NO-3-N的转化，因此 gdh基因丰度与NH+4-N含量显著

负相关（图6b），UreC、nosZ 2基因与gdh基因也显著正

相关。phoD基因是土壤中最重要的碱性磷酸酶基因，

热图结果（图6c）表明，phoD与AP显著正相关，秸秆还

田促进了活性P的积累，使其更容易被微生物和作物

根系利用，phoD基因丰度与phnK基因显著正相关。

3 讨论

微生物在元素的生物地球化学循环中可促进有

机物的分解、无机离子的生物同化、无机离子和化合

物的氧化作用。秸秆还田、耕作与施肥等措施均可影

响土壤微生物的多样性和功能基因的丰度。

3.1 秸秆覆盖休耕促进外源有机C的降解和土壤SOC
的积累

秸秆还田方式影响土壤微生物群落分布和功能

特征[15]，秸秆覆盖同时减少耕作可提高表层土壤细菌

总量，增加微生物多样性[16]。与传统耕作秸秆不还田

相比，免耕、免耕秸秆还田和秸秆翻耕还田均显著提

高了土壤微生物多样性指数[17]，免耕秸秆覆盖后土壤

微生物总 C源利用率及不同 C源利用率均高于秸秆

翻耕还田和传统耕作[18]。张于光等[19]研究认为，土地

覆盖直接影响土壤有机C降解微生物的多样性和丰

度，进而影响土壤有机C的动态变化和微生物C、N循

环[18]。本研究发现无论是隔年秸秆覆盖休耕，还是 2
年旋耕 1年秸秆覆盖休耕，参与土壤C循环的降解功

能基因（mct、acsE、xylA和 rbcL）丰度均有一定程度的

增加，而常规耕作秸秆不还田处理参与C同化的基因

（ascA）丰度增加，表明秸秆还田后，外源 C的投入激

发了土壤微生物的有机物料的降解潜力，促进有机C
的周转；而在没有秸秆还田的处理下，由于缺少外源

C的投入，为了平衡土壤中的C/N，微生物的固C潜力

提升，从而增加了acsA基因丰度。

微生物对环境因子的选择存在差异性。张淼

等[14]发现黑土区农田土壤细菌群落主要受 pH 的影

响，而真菌群落则主要受TC含量的制约，土壤 pH、全

N、全P、NO-3-N、NH+4-N、MBC和MBN等理化指标与土

壤微生物群落结构变化显著相关，而土壤固C细菌群

落结构受土壤 pH和全N含量显著影响[18]。本研究表

明，土壤 SOC与 C降解功能基因（manA、abfA和 xylA）

及同化基因（mct）丰度正相关，WSOC与 acsE基因丰

度显著正相关，表明秸秆还田使微生物降解外源有机

物料的功能潜力提升，进而使更多的外源 C 转化为

SOC，有利于 SOC的积累。本研究结果表明，供试土

壤具有较强的C同化能力，秸秆还田是影响土壤微生

物C循环功能潜力的重要措施，秸秆覆盖还田后微生

物的功能从C同化转化为C分解，有利于 SOC的积累

和土壤肥力提升。

3.2 秸秆覆盖休耕促进土壤NH+4-N向NO-3-N的转化

与N循环相关的微生物功能基因丰度是预测土

壤N循环（如硝化和反硝化）速率的重要指标，其中硝

化速率的最佳预测变量为细菌 amoA 基因丰度，其次

是NH+4-N含量。反硝化速率的最佳预测变量为 nosZ 2
基因丰度，其次是 nirK/nirS 基因丰度。东北黑土农

田土壤中氨氧化古菌（AOA）amoA基因丰度显著高于

氨氧化细菌（AOB）amoA 基因丰度[14]。本研究中氨氧

化古菌 amoA基因丰度在各处理间差异不大，但高于

氨氧化细菌 amoA 基因丰度，与张淼等[14]的研究结果

一致。吴汉卿等[20]发现 N2O 还原酶的编码功能基因

nosZ 在不同生境类型和环境条件下，nosZ 谱系广泛

多样且相对丰度不同，随土壤深度增加 nirS 型反硝

化微生物的基因丰度逐渐降低，说明土壤反硝化过程

主要发生在土壤的浅表层[21]。本研究中 nosZ 与 nirK/

nirS基因丰度均较高，也表明土壤反硝化速率增

强[20-22]，硝化速率降低[23]与秸秆覆盖地表和旋耕作业

对表土层的扰动有关。UreC参与尿素水解产生氨和

氨基甲酸酯，从而为微生物提供N源。本研究发现秸

秆覆盖还田后细菌脲酶结构基因UreC丰度显著高于

传统耕作秸秆不还田处理，秸秆中富含N元素，可为

微生物生长提供一定的养分，因此增加了UreC基因

丰度。有研究认为，土壤 pH 和 TC 是 N循环微生物

基因丰度空间分布的最主要驱动因子[14]，而本研究发

现参与 N 循环的 amoA 基因丰度与 SOC 含量显著相

关，这与秸秆覆盖还田提高了土壤有机碳含量有关。

作物根茬及还田秸秆可提高土壤 nifH 基因和 napA

基因丰度[24]，种植大豆的土壤 nifH 基因丰度显著高

于种植玉米的土壤，说明作物类型对基因丰度也有一

定的影响[14-18]。综合分析表明，秸秆覆盖还田促进了

微生物对秸秆N和化肥N的快速利用，以及土壤中N
素由NH+4-N向NO-3-N的转化，有利于土壤N的积累。
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3.3 秸秆覆盖休耕促进土壤微生物的P循环

磷酸酶基因家族中的 phoD 基因可作为探究农业

生态系统中有机 P矿化过程的生物指示物[25]。种植

玉米 60 a后，土壤中含 phoD 基因细菌的多样性显著

下降，群落结构发生明显改变，而土壤 pH 值改变及

C、N元素含量降低是影响 phoD细菌群落结构改变进

而影响土壤 P素循环的主要因素[26-28]。本研究中RF
与RRF处理的 phoD和 ppx基因丰度均与不还田的常

规耕作处理差异显著，且土壤 AP 变化与 phoD基因

显著正相关，表明秸秆覆盖还田与休耕处理显著提

升了土壤微生物的 P循环能力。

4 结论

（1）与常规耕作秸秆不还田比较，秸秆覆盖休耕

影响了土壤微生物功能，促进了土壤微生物 C、N、P
等功能基因的周转，进而促进 SOC和AP的积累以及

土壤N由NH+4-N向NO-3-N的转化，有利于土壤C、N、

P的积累。

（2）一个轮耕周期内，当季秸秆覆盖休耕与上季

秸秆覆盖休耕对土壤主要元素循环功能基因的影

响差异不明显，但与未秸秆还田的连续常规耕作差

异较大。
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