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引言

随着全球人口持续增长与耕地资源紧张并存，农业生产正面
临如何在保障粮食安全的前提下实现可持续发展的双重挑战。在
此背景下，传统以高强度化肥施用为支撑的增产路径，已暴露
出氮素利用效率低、土壤退化、温室气体排放上升等一系列生
态环境问题。大量研究表明，农业生态系统中高达50%~70%的
施用氮肥未被作物吸收，最终以硝态淋失、氨挥发、反硝化等
形式流失至大气或水体，对生态环境造成严重负担。因此，探
索低投入、高效率、生态友好的氮素管理策略成为现代农业亟
需突破的关键课题。

在众多技术路径中，基于“作物–绿肥”耦合的轮作制度因
其具备提升土壤肥力、增加微生物活性、改良耕层结构及抑制病
虫草害等多重生态功能，逐渐成为当前绿色农业发展的热点领
域。绿肥作物作为一种“绿色生物肥料”，在其生长过程中可通
过根际排泄物激活土壤微生物活性，收获后又能以还田方式增加
土壤有机质，改善养分循环效率，显著提升土壤养分库与缓冲能
力。其中，紫云英（Astragalus sinicus）和苕子（Vicia villosa）等
豆科绿肥因其固氮能力强、根系发达、种植适应性好而被广泛用
于我国南北方农田轮作体系中。

与此同时，近年来“根际微生物驱动氮素转化机制”逐渐成
为农业微生态研究的新兴方向。根际微生物群落不仅在固氮、矿
化、硝化、反硝化等关键过程发挥核心作用，还通过代谢产物调
节根–土互作过程，影响作物养分吸收和生长发育。已有研究发
现，植物种类、根系分泌物、轮作模式等因素均会显著影响微生
物群落组成与功能表达，进而调控土壤养分有效性。然而，当前
多数研究聚焦于单一施肥制度或作物类型对微生态的影响，系统
探究绿肥–粮食作物轮作体系中微生物演替与氮素转化耦合机制
的研究仍较为薄弱。

特别是在我国东北地区，作为国家玉米主产区与重要的黑土
生态带核心区，合理配置绿肥轮作制度对于保障区域粮食产能与
改善土壤质量具有重要战略意义。然而，该区域目前绿肥应用水
平较低，轮作体系以玉米–大豆为主，种植单一、微生态活力不
足，存在氮素损耗严重、有机质下降等问题。因此，选用适应性
强、固氮能力高的绿肥作物构建“玉米–绿肥”轮作模式，结合
根际微生物调控机制，有望提升氮素生物有效性与系统生态稳定
性，为区域农业可持续发展提供有效路径。

基于此，本文以沈阳农业大学辽宁省旱地试验田为平台，围
绕“玉米–绿肥轮作体系对根际微生物群落结构与氮素转化机
制”的主题，设置玉米单作、玉米–紫云英轮作、玉米–苕子轮
作三种典型处理，结合高通量测序与氮素形态分析，系统解析轮
作制度下土壤微生态演替规律及其与氮素转化效率之间的关联关
系。研究目标包括：

1.明确不同轮作模式下根际微生物群落的结构变化特征；
2.揭示优势功能菌群在氮素转化过程中的作用机制；
3.分析轮作制度对土壤氮素形态分布及转化速率的影响；
4.构建轮作调控–微生态演替–氮素高效利用的理论模型。
本研究不仅可丰富轮作制度生态效应的微生物学机制研究，

也为东北旱作农业绿色转型提供数据支持和路径参考，具有重要

的学术价值与实践意义。

文献综述

一、根际微生物群落与土壤功能的生态作用机制
根际被认为是土壤中微生物最活跃、群落最复杂的生态位之

一，植物根系通过分泌多种碳源和信号物质影响微生物群落的
组成与代谢功能（Philippot et al., 2013）。这些微生物在物质循环
中扮演着不可替代的角色，参与有机质降解、养分转化、病害
防控及土壤结构稳定等关键过程。根际微生态系统的稳定性与功
能性直接决定着作物对环境胁迫的响应能力及资源的吸收效率
（Mendes et al., 2011）。

研究表明，特定微生物类群如固氮菌、硝化菌、反硝化菌等
在氮素转化通路中具有关键功能。固氮菌通过转化大气氮为铵态
氮增强土壤氮库，硝化菌则将铵转化为硝酸盐以供植物吸收，反
硝化过程在调控氮素过剩与温室气体排放中也发挥着双刃剑作用
（Kuzyakov & Xu, 2013）。因此，研究微生物群落结构的演替及
其功能特征，对于构建高效、低排的农业系统至关重要。

二、轮作制度对土壤微生态与氮素行为的影响
轮作作为传统农业管理技术之一，其生态价值随着现代农业

系统复杂化而被重新认识。轮作可有效打破病虫害循环、改善土
壤结构、优化作物根系分布，从而提升系统整体抗逆性与养分利
用率（Govaerts et al., 2007）。更为关键的是，轮作通过改变植物
根系分泌物和养分输入方式，驱动土壤微生物群落结构发生动态
变化，进而影响养分的转化路径与速率。

国内外已有研究表明，不同轮作模式对微生物α多样性与功
能基因的表达具有显著影响（Li et al., 2018）。例如，玉米–豆
科作物轮作能显著提高固氮功能基因（如nifH）的丰度，增强土
壤氮素生物固定潜力；而豆–谷交替还能稳定土壤pH值与微生
物网络复杂度，维持生态系统稳定性（Zhang et al., 2021）。但目
前多数研究仍聚焦于微生物数量与种类的描述，缺乏将微生物结
构变化与氮素动态行为进行系统关联的机制研究。

三、绿肥植物的生态功能与氮素管理潜力
绿肥作物是一类可在休耕期种植并还田的植物，兼具生物固

氮、有机质积累与土壤改良功能，特别适合用于轮作体系中的生
态调控。豆科绿肥如紫云英、苕子、三叶草等，根瘤菌共生能
力强，固氮效率高，还田后可显著提高土壤氮素含量和矿化速
率（Liu et al., 2014）。

研究显示，不同绿肥品种对微生物群落影响存在显著差异。
如紫云英可显著提升Proteobacteria、Actinobacteria等优势菌群比
例，促进营养物质矿化与转化；而苕子则更易富集放线菌与特定
解磷微生物，有利于养分释放与植物利用（Zhao et al., 2022）。
此外，绿肥残体降解速度快，可作为碳氮比优化的天然资源输入
源，增强土壤缓冲能力。

尽管绿肥在生态农业中的作用已得到充分认可，但目前在东
北旱作区的系统研究仍属空白。特别是对绿肥–粮食作物轮作体
系中微生态变化与氮素效率的协同调控机制尚未建立。

四、微生物与氮素转化过程的耦合关系

玉米–绿肥轮作调控根际微生物及氮素转化机制研究
蔡润杰

摘　要：
为探究玉米–绿肥轮作对根际微生物结构及氮素转化过程的影响，以辽宁省典型旱作试验田为平台，设置玉米单作、玉米–紫云英轮作、

玉米–苕子轮作3种处理，采用16S rRNA高通量测序与氮素形态检测技术，分析根际微生物群落的演替规律及其与土壤氮素转化的耦合关系。结果
表明，绿肥轮作显著提升了微生物多样性与固氮菌属的丰度，促进了铵态氮、硝态氮与有机氮的动态平衡，增强了氮素转化速率。玉米–紫云英
轮作处理在微生物结构优化与氮素利用效率方面效果最佳。本研究为构建高效、生态友好的轮作制度提供了理论支持与实践依据。
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•pH 值：电极法（1:2.5 水土比）；
•有机质：重铬酸钾氧化法；
•铵态氮与硝态氮：连续流动分析仪测定；
•全氮与有机氮：凯氏定氮法；
•土壤水分：烘干称量法。
四、根际微生物群落结构分析
1. DNA提取与PCR扩增
采用E.Z.N.A Soil DNA Kit（Omega Bio-tek, USA）提取

DNA，使用NanoDrop 2000测定浓度与纯度。选用通用引物：
•16S rRNA基因V3–V4区：338F/806R；
•ITS区用于真菌分析（可选）；
每个样品设置3个PCR重复反应，使用2%琼脂糖凝胶电泳确

认片段长度。
2. 高通量测序
将扩增产物经纯化与定量后送Illumina MiSeq平台进行PE300

双端测序，由北京某生物公司（或实验室名称）完成。测序数
据按标准流程进行质控、拼接与过滤，最终获得有效Tags用于
后续分析。

五、数据分析方法
1. 微生物群落组成分析
•采用QIIME 2对序列进行OTU聚类（97%相似性）；
•计算α多样性指标（Chao1、Shannon、Simpson）；
•β多样性分析采用PCA、NMDS方法；
•群落结构绘制堆叠柱图、热图与网络图。
2. 功能基因预测与注释
•使用PICRUSt2工具进行微生物功能基因预测；
•聚焦固氮（nifH）、硝化（amoA）、反硝化（nirK/nirS）

功能群；
•分析KEGG数据库注释的氮代谢通路表达丰度。
3. 氮素形态统计分析
•运用SPSS 26.0或R语言对各处理氮素数据进行方差分析

（ANOVA）；
•显著性检验设定为p<0.05，采用LSD法进行多重比较。
4. 微生物–氮素关联性分析
•构建微生物与氮素指标的Spearman相关矩阵；
•运用冗余分析（RDA）揭示氮素形态与群落结构间的解

释关系；
•网络分析识别关键调控菌属。
六、数据可靠性与重复性控制
为确保实验重复性与数据可靠性：
•所有实验重复3次以上；
•样品采集、DNA提取及测序均设空白对照；
•理化检测采用标准方法，分析人员进行交叉校验；
•研究过程符合沈阳农业大学科研伦理与数据安全要求。

结果与分析

一、土壤氮素形态的响应变化
为评估绿肥轮作制度对土壤氮素供应的影响，分别对铵态

氮（NH-N）、硝态氮（NO-N）与有机氮（Org-N）含量进行
了检测。结果如图1所示，在玉米拔节期、抽雄期与灌浆期三个
时期，轮作处理T2（玉米–紫云英）与T3（玉米–苕子）在铵
态氮和有机氮含量上显著高于单作处理T1（P<0.05），而硝态
氮在轮作处理中呈现出更稳定的变化趋势，避免了T1中高波动
带来的潜在淋失风险。

其中，T2处理在抽雄期NH-N含量达到最高值（29.4 
mg·kg），较T1提升了42.7%；T3在灌浆期的NO-N含量最低，
仅为T1的65.3%，显示出良好的氮素保持能力。整体上，绿肥轮
作有效延缓了氮素矿化–吸收–转化过程中的失衡波动，促进
氮素供需的动态协调。

二、根际微生物群落结构变化

土壤中氮素的形态转化由一系列生物化学过程组成，其中微
生物群体的多样性与功能基因的表达在很大程度上决定了转化路
径。固氮作用主要依赖含有nifH基因的自养或兼养菌类；硝化作用
主要由AOB（氨氧化细菌）与AOA（氨氧化古菌）主导，而反硝
化则依赖nirK、norB等基因表达的异养菌种（Prosser & Nicol, 2012
）。

在轮作系统中，这些功能群的丰度、活性与环境因子之间呈现
高度动态性。绿肥轮作可能通过改变土壤pH、有机碳供应、根际
竞争关系等，间接影响功能菌群的激活与抑制。例如，一项研究
发现，豆科绿肥处理能显著提高nirS基因表达量，从而增强反硝化
能力（Sun et al., 2020）。但当前关于绿肥–玉米体系下根际氮转化
微生物的动态变化研究仍较缺乏，尤其是从群落结构到功能表达
层面的系统追踪尚不充分。

五、当前研究不足与本研究的理论定位
综上所述，尽管大量研究已揭示轮作制度与绿肥管理在提升

农业系统氮素利用效率方面的重要作用，但现有成果仍存在以下
不足：

1.缺乏以“绿肥–粮食作物”组合为核心的轮作制度下，根际
微生物演替与氮素动态的长期联合分析；

2.研究区域多集中于南方稻作区与设施农业区，对东北旱作区
典型生态类型关注不足；

3.多数研究停留在微生物群落结构的描述，未能深入挖掘功能
基因表达与氮素行为的耦合路径；

4.数据整合程度不高，少有研究实现微生物–土壤–作物三者
的动态建模。

因此，本文将以“玉米–绿肥轮作模式”为研究框架，构建基
于微生物生态学与氮素行为过程融合的研究模型，深入探究轮作
制度如何通过微生态系统调节实现氮素高效利用，填补当前微生
物驱动氮循环机制研究在轮作管理中的空白，为东北地区绿色农
业发展提供理论支撑与实践路径。

研究方法

一、试验区概况与土壤背景
本研究于辽宁省沈阳市沈阳农业大学所属旱地试验田开

展，该区域属温带季风气候，年均降水量为680 mm，年均气温
为8.5°C，霜冻期约为180天。试验田土壤类型为典型的栗钙土
（Luvic Phaeozems），pH值为6.4，土壤有机质含量为14.7 g·kg，
碱解氮78.3 mg·kg，速效磷12.5 mg·kg，速效钾103.6 mg·kg。试
验地多年进行玉米–小麦轮作，管理制度稳定，适宜开展长期轮
作制度与微生物生态相关研究。

二、试验设计与处理设置
本研究采用随机区组设计，设置以下3种处理方式：
1.T1：玉米单作（CK）：传统种植模式，不种植绿肥，玉米

连作；
2.T2：玉米–紫云英轮作（MV）：休耕期种植紫云英

（Astragalus sinicus），5月翻压还田，6月种植玉米；
3.T3：玉米–苕子轮作（VV）：休耕期种植毛苕子（Vicia 

villosa），与T2同样翻压还田后种植玉米。
每个处理重复3次，每小区面积20 m（4m × 5m），小区之间

设置隔离带，避免养分流动干扰。绿肥种子均采自本地种植区，
覆播量20 kg·ha，翻压深度为15 cm。所有田间管理措施除处理变
量外保持一致。

三、样品采集与处理方法
1. 土壤采样
在玉米拔节期、抽雄期和灌浆期三个关键阶段，对各处理区采

集根际土壤样品。在每小区随机选取5株玉米，剖取根际0~20 cm
土壤，混合后过2 mm筛，分为2部分：

•一部分4°C冷藏，用于理化性质检测；
•一部分-80°C保存，用于DNA提取与测序。
2. 土壤理化性质测定
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基于Illumina MiSeq平台高通量测序结果，共获得有效Tags
数量为64.8万条，经OTU聚类（97%相似性）共识别出3125个细
菌OTUs。α多样性分析结果见表1，T2与T3处理在Shannon指
数、Chao1指数上均显著高于T1，表明绿肥轮作显著提升了微生
物群落的物种丰富度与均匀性。

在门水平（Phylum）上，Proteobacteria、Actinobacteria和
Acidobacteria为优势菌群，其中Proteobacteria在T2处理中占比高
达39.6%，比T1高出约12个百分点。Genus水平分析发现，固氮相
关菌属如Azospirillum、Bradyrhizobium、Rhizobium在轮作处理中
显著富集（P<0.01），为氮素生物可用性提供微生物基础。

三、微生物功能预测与氮素相关基因丰度
利用PICRUSt2对微生物功能进行预测，聚焦与氮素代谢相关

的功能通路，结果如图3所示。轮作处理显著提升了nifH（固氮
基因）与nirK（反硝化还原酶）功能基因的表达丰度。其中，T2
处理中nifH相对丰度为2.13%，显著高于T1的1.22%；T3处理中
nirK丰度升高但nirS表达相对平稳，提示轮作处理在一定程度上
可调控氮素气体损失路径。

功能通路注释发现，“Nitrogen metabolism”（KEGG 
Pathway ko00910）与“Carbon–nitrogen compound metabolism”
相关基因群在轮作处理中表达上调，表明绿肥–玉米轮作有利于
微生物多营养网络的构建。

四、氮素转化与微生物群落间的关联性分析
冗余分析（RDA）结果见图4，氮素形态指标

（NH、NO、TN）可解释微生物群落结构变化的73.2%变异量
（P=0.002）。其中，Azospirillum与NH正相关，Rhizobium与有
机氮显著正相关，而硝态氮与Acidobacteria呈负相关，提示绿肥
轮作可能通过调节菌群结构，间接控制氮素释放节奏。

相关性热图进一步揭示微生物–氮素指标之间具有高度耦合
性：Proteobacteria门与TN、nifH等功能基因显著正相关，固氮菌
的富集与氮素供应提升呈强正相关（r>0.75，P<0.01）。

讨论与结论

一、玉米–绿肥轮作对氮素形态转化的调控效应
本研究结果表明，玉米–绿肥轮作处理（特别是玉米–紫云

英）显著提升了土壤铵态氮和有机氮含量，且在整个生育期内维
持了较稳定的氮素供应水平。相较之下，单作处理中硝态氮含量
波动剧烈，存在较大淋失风险。该现象与已有研究相符：轮作通
过增加有机质输入与根系分泌物，有助于铵态氮的形成与稳定释
放，同时抑制硝化过程的过度活跃（Li et al., 2019）。

绿肥轮作还田后，微生物矿化作用加强，为氮素提供了缓慢
释放源，尤其是豆科绿肥本身具有一定的固氮能力，使系统氮素
供需更加平衡。这一结果提示，在东北地区旱作农业体系中，通
过合理构建“绿肥+玉米”轮作结构，可有效提升氮素资源的生
物可利用性与田间保持能力。

二、根际微生物群落演替驱动氮素高效转化
本研究通过16S rRNA测序发现，绿肥轮作处理下根际微生物

群落结构发生显著演替，优势菌群从以Actinobacteria、Firmicutes
为主的低多样性群落，转向以Proteobacteria、Bacteroidetes为主
的高多样性生态群落。尤其是Azospirillum、Bradyrhizobium等固
氮菌属在绿肥处理中显著富集，为氮素生物固定提供了关键生
物支撑。

同时，通过功能基因预测发现，轮作处理显著增强了nifH等
关键固氮基因的表达，而nirK表达的增强也提示系统中反硝化过
程被激活。这一现象反映出轮作制度不仅改变了养分环境，还驱
动了微生物代谢通路的重构，使其向有利于氮素循环的方向发
展。与Zhang et al.（2021）的研究一致，微生物群落演替在调节
生态系统功能过程中具有核心作用。

三、轮作微生态机制模型的构建与意义
本研究揭示了一种“土壤氮素供需–微生物结构响应–功能

基因表达–氮素形态调节”联动机制，即绿肥–玉米轮作制度可

通过微生态过程优化土壤氮素转化路径，形成以固氮为基础、以
微生物调控为核心的生态反馈系统。

该机制具有如下意义：
1.在理论上，弥补了当前轮作研究中缺乏微生物–功能基

因–养分行为耦合分析的空白；
2.在方法上，提供了一种微生态驱动土壤氮素调控的新技术

路径；
3.在实践上，为东北旱作区推广绿肥应用与构建节肥型轮作

制度提供技术依据。
四、研究局限性与未来研究方向
尽管本研究在系统性分析方面具备一定创新性，但仍存在以

下局限：
1.试验周期为单季轮作，未覆盖多轮次连续演替过程，微生

物群落的长期稳定性与可持续性需进一步验证；
2.功能基因预测基于PICRUSt2工具，尚未通过宏基因组或

qPCR方法在表达层面进行实证验证；
3.未引入作物产量、根系分泌物特征等因素，无法全面评估

轮作对作物系统的整体生态效应。
未来研究可从以下方面拓展：
•建立长期定位轮作试验，探究绿肥轮作对生态系统的多年

度响应；
•引入多组学分析手段（宏基因组、宏转录组、代谢组）加

强机制层次解析；
•纳入作物表型、经济性状与碳氮互作过程，实现“微生

物–土壤–作物”系统层面的多维评价。
五、结论
本研究基于辽宁省典型旱作区试验，系统评估了玉米–绿肥

轮作制度对根际微生物群落结构与土壤氮素转化的影响，得到
以下结论：

1.玉米–绿肥轮作显著改善了土壤氮素形态动态，提升了氮
素利用效率，减少了硝态氮波动；

2.轮作制度显著提升了微生物群落多样性，富集了固氮菌等
功能类群；

3.功能基因预测表明轮作促进了氮素转化相关通路的表达，
构建了以固氮–反硝化为主导的微生态氮素调控机制；

4.本研究提出了“绿肥–轮作–微生物–氮素”联动模型，
为构建高效、绿色、生态友好的农业轮作制度提供了理论支撑
和实践路径。
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