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　　摘要：为了解煤矸石填埋区复垦土壤细菌群落对覆土厚度的响应机制，以山西省屯兰矿区不同覆土厚度下（４０、
８０、１２０ｃｍ）玉米根际与非根际土壤样品为试验材料，对土壤细菌 Ｖ３－Ｖ４区进行高通量测序，分析细菌群落群落结
构、多样性及其与土壤养分的相关性。研究结果表明，不同覆土厚度下玉米根际细菌扩增序列变体（ＡＳＶ）数量均高于
非根际土壤，８０ｃｍ覆土厚度下根际与非根际土壤中细菌的ＡＳＶ数量最多；放线菌门和变形菌门为该复垦区各覆土厚
度下的玉米根际与非根际土壤中的优势细菌门，溶杆菌属、分枝杆菌属、类诺卡式属和６７－１４属为优势细菌属。覆土
厚度可以改变玉米根际与非根际土壤中的细菌群落结构及其多样性。覆土８０ｃｍ为该复垦区较为适宜的覆土厚度，
该覆土厚度不仅能够提高玉米根际放线菌门、类诺卡式属的相对丰度，增加非根际土壤中变形菌门６７－１４属的相对
丰度，而且可以增加复垦土壤中的细菌群落的物种多样性和均一度指数，土壤速效钾、有效磷和有机质含量是驱动土

壤细菌群落物种多样性变化的主要养分因子。
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　　煤炭开采过程中排放的煤矸石约占原煤产量
的１５％～２０％［１］。据不完全统计，目前我国煤矸石

累积排放量已达３８亿 ｔ，并以每年２亿 ｔ的增长量
逐年增加［２］。堆积的煤矸石不仅占用了大量土地，

而且对水体、土壤和大气也造成严重污染。采煤矿

区通常采用煤矸石回填覆土的方式进行复垦［３－４］。

Ｌｕｂｏｓ等通过比较露天煤矿废弃地表层覆土与未覆
土后的土壤特性变化，发现在采煤废弃地表层覆土

后矿区土壤有机碳、腐殖质和有效磷含量显著增

加，促进了复垦土壤的发育［５］。洪坚平等通过研究

不同复垦措施对山西阳泉煤矸石山土壤培肥的影

响，发现矸石上覆土并种植豆科牧草可显著改善土

壤有机质，快速培肥土壤［６］。郭友红等的研究表

明，覆土厚度会影响农作物的长势、外观和产量［７］。

刘会平等的研究表明，煤矸石填埋覆土厚度差异会

影响土壤生产力［８］。刘鑫尧等的研究表明，煤矿复

垦地覆土厚度与小麦产量呈正相关［９］。黄凯的研

究表明，覆土厚度会影响充填土壤表层含水量［１０］。

张轩等的研究表明，６０ｃｍ覆土厚度相较于 ４０ｃｍ
有利于提高复垦土壤的保水保肥能力，可以增加大

豆地下与地上生物量［１１］。张轩研究发现，８０ｃｍ和
１２０ｃｍ覆土厚度相较于４０ｃｍ的复垦土壤，容重、
沙粒含量明显降低，气相比例增加，虽然覆土厚度

对复垦土壤微生物数量、酶活性及土壤呼吸的影响

没有明显规律，但８０ｃｍ和１２０ｃｍ覆土厚度利于改
善复垦土壤微生物群落功能多样性［１２］。陈孝杨等

的研究表明，煤矸石充填复垦时，覆土较薄（２０～
４０ｃｍ）会降低土壤呼吸速率，对温度敏感性较强，
不利于生物活动；覆土较厚（＞１００ｃｍ）会使有利于
生物活动的积极因素消失［１３］，且会浪费资源从而加

大复垦成本［１２］。因此，适宜的覆土厚度是矿区复垦

成功的关键［１４］。

土壤微生物多样性是表征土壤肥力水平高低

的敏感性指标。然而，综上所述，当前利用现代高

通量测序技术对不同覆土厚度下复垦土壤细菌群

落结构及其多样性的研究鲜见报道。由于根际是

土壤微生物与植物相互作用的重要场所［５］。所以

本研究选择山西屯兰矿区复垦地为研究对象，分析

不同覆土厚度下玉米根际与非根际土壤细菌群落
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组成及其多样性，以期为矿区生态恢复和重建技术

提供一定参考依据。

１　材料与方法

１．１　研究区概况
试验区位于山西省古交屯兰煤矸石复垦区，年

平均气温约９．５℃，年平均降水量约４６０ｍｍ。本试
验设置３个覆土厚度，分别为４０、８０、１２０ｃｍ。不同
覆土厚度下的试验小区面积均为 ２０ｍ２（４ｍ×
５ｍ）。于２０２０年５月２８日采用人工点播的方式种
植玉米，施肥方式为人工撒施肥料，施肥种类为有

机肥配施无机肥，施肥量为有机肥７５００ｋｇ／ｈｍ２、无
机肥６００ｋｇ／ｈｍ２，株距、行距分别为３０、５５ｃｍ。
１．２　样品采集

于２０２０年７月９日（玉米花期），在不同覆土厚
度下（４０、８０、１２０ｃｍ）的试验小区，进行根际与非根
际土壤样品采集。

根际土壤：在各试验小区选择长势差不多的玉

米３株，利用挖掘法和抖落法［１５］进行采集，先抖落

掉玉米根系大块土，然后将用毛刷轻轻刷下的０～
２ｍｍ的根际土收集在无菌塑料袋中，密封后放入
装有冰袋的保温箱内，带回实验室进行室内分析

化验。

非根际土壤：利用土钻按照对角线法采集不同

覆土厚度下玉米株间深度为０～２０ｃｍ的土壤样品，
放入灭菌袋，密封后放入（４℃保温箱）带回室内进
行化验。

根际与非根际土壤样品，每个处理 ３次重复。
未能及时做微生物培养试验的土样放在 －８０℃冰
箱冷冻保存。

１．３　试验方法与数据处理
高通量测序由上海派森诺生物科技有限公司

对玉米根际与非根际土壤进行微生物组ＤＮＡ提取、
目标片段聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增、产物回收纯
化、荧光定量等，使用ＭｉＳｅｑ型测序仪测定玉米根际
与非根际土壤中细菌 Ｖ３－Ｖ４扩增于序列变体区
（ａｍｐｌｉｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｖａｒｉａｎｔｓ，ＡＳＶ）序列单元。

土壤全氮含量采用半微量开氏法测定，有机质

含量采用重铬酸钾氧化 －外加热法测定；有效磷含
量采用碳酸氢钠浸提 －钼锑抗比色法测定；速效钾
含量采用乙酸铵浸提 －火焰光度法测定；碱解氮含
量利用碱解扩散法进行测定；ｐＨ值采用水土比为
２．５ｍＬ∶１ｇ的方法测定。

利用 Ｏｒｉｇｉｎ、Ｑｉｉｍｅ与 Ｃａｎｏｃｏ软件对土壤中细
菌数据进行整理和统计分析。

２　结果与分析

２．１　不同覆土厚度下复垦土壤细菌ＡＳＶ分析
ＡＳＶ指扩增子测序中按照１００％相似水平下聚

类形成的序列单元。由图１可知，不同覆土厚度下
玉米根际与非根际土壤中细菌 ＡＳＶ数量范围为
１１３３～３８６２个。覆土厚度为８０ｃｍ处理的复垦地
玉米根际土壤中 ＡＳＶ数量最多。对于玉米根际土
壤，细菌ＡＳＶ数量从大到小为Ｒ８０＞Ｒ４０＞Ｒ１２０；对
于非根际土壤，顺序则为Ｓ８０＞Ｓ１２０＞Ｓ４０。

２．２　不同覆土厚度下复垦土壤细菌门和属特征
从图２可以看出，不同覆土厚度下玉米根际与

非根际细菌中相对丰度较高的前十种细菌门包括

放 线 菌 门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 绿 弯 菌 门 （Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（酸杆菌门）、Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单
胞菌门）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、异常球菌 －栖
热菌 门 （Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ－Ｔｈｅｒｍｕｓ）、厚 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、 Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ 门、 蓝 藻 门

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。放线菌门和变形菌门的相对丰度
均大于 １０％，相对丰度范围分别为 ３４．７１％ ～
６３６１％和１８．５６％ ～３２．０３％，为该复垦区不同覆
土厚度下的优势细菌门。同一覆土厚度下，玉米根

际土壤放线菌门的相对丰度均高于非根际土壤，变

形菌门的相对丰度均低于非根际土壤，８０ｃｍ厚度
处理相较于４０ｃｍ和１２０ｃｍ处理玉米根际放线菌
门的相对丰度有所增加，根际变形菌门的相对丰度

有所降低。而 ４０ｃｍ厚度处理相较于 ８０ｃｍ和
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１２０ｃｍ处理非根际土壤中放线菌门的相对丰度有
所降低；８０ｃｍ厚度处理相较于４０ｃｍ和１２０ｃｍ厚
度处理非根际土壤中变形菌门的相对丰度有所

增加。

　　从图３可以看出，不同覆土厚度下根际与非根
际土壤中相对丰度较高的前２０种细菌属中，相对丰
度均大于１％的细菌属有溶杆菌属（Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ）、分
枝 杆 菌 属 （Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、类 诺 卡 式 属

（Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ）和６７－１４属；还发现同一覆土厚度
下非根际土壤中溶杆菌属、分枝杆菌的相对丰度均

高于根际土壤，类诺卡式属的相对丰度则表现为非

根际土壤低于根际土壤。在根际土壤中，相较于

４０、１２０ｃｍ厚度处理，８０ｃｍ厚度处理溶杆菌属、分
枝杆菌的相对丰度有所降低，类诺卡式属的相对丰

度有所提高；在非根际土壤中，８０ｃｍ厚度处理相较
于４０ｃｍ和１２０ｃｍ厚度处理６７－１４属的相对丰度
有所增加。

总体来看，覆土厚度可以改变根际与非根际土

壤中细菌门和属的相对丰度，根际与非根际土壤中

的细菌群落有差异。

２．３　不同覆土厚度下复垦土壤中的细菌α多样性
微生物α多样性通常用 Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｐｉｅｌｏｕ

和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数表征，它们分别表示微生物丰富度、
物种多样性、均一度和优势度。

从图４可以看出，对于根际土壤而言，８０ｃｍ厚
度下玉米根际土壤 Ｃｈａｏ１指数显著高于１２０ｃｍ厚
度处理，但与４０ｃｍ厚度处理差异不显著；８０ｃｍ厚
度处理Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｐｉｅｌｏｕ和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数均最低，但与

４０ｃｍ和１２０ｃｍ厚度处理差异不显著。对于非根际
土壤而言，８０ｃｍ厚度下Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｐｉｅｌｏｕ均显
著高于４０ｃｍ厚度处理，但与１２０ｃｍ厚度处理差异
不显著。各覆土厚度处理间 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数无显著
差异。

　　从图４也可以看出，同一覆土厚度下，根际与非
根际土壤间 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数无显著差异。８０ｃｍ厚度
下，非根际土壤 Ｓｈａｎｎｏｎ和 Ｐｉｅｌｏｕ指数显著高于玉
米根际土壤，４０ｃｍ和１２０ｃｍ厚度下根际与非根际
土壤间差异不显著。对于 Ｃｈａｏ１指数，８０ｃｍ和
１２０ｃｍ厚度下均表现为根际土壤低于非根际土壤，
但１２０ｃｍ厚度下差异显著；４０ｃｍ厚度下则表现为
根际土壤显著高于非根际土壤。

总体来看，覆土厚度可以改变复垦土壤细菌多

样性，８０、１２０ｃｍ的覆土厚度相较于４０ｃｍ有利于
提高复垦区非根际土壤细菌多样性。

２．４　不同覆土厚度下复垦土壤细菌群落结构的 β
多样性

利用 Ｏｒｉｇｉｏｎ软件对不同覆土厚度下玉米根际
与非根际土壤细菌群落结构进行主坐标分析

（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓａｎａｌｙｓｉｓ，简称 ＰＣｏＡ）。由图５
可以看出，ＰＣｏ１和 ＰＣｏ２分别解释 ２４．７％ 和
１３４％。ＰＣｏＡ１将玉米根际与非根际土壤细菌群落
隔开，非根际土壤分布在第一、第四象限，根际土壤

基本分布于第二、第三象限。ＰＣｏＡ２将４０ｃｍ厚度
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与８０、１２０ｃｍ厚度分隔开，对于非根际土壤，８０ｃｍ
和１２０ｃｍ厚度分布于第一象限，４０ｃｍ分布于第四
象限，说明８０ｃｍ与１２０ｃｍ厚度下土壤细菌群落差
异不大，但它们与４０ｃｍ厚度间差异较大。对于根
际土壤而言，８０ｃｍ覆土厚度位于第三象限，但与
４０ｃｍ和１２０ｃｍ厚度的间距较近，所以不同覆土厚
度间根际细菌群落差异不大。

２．５　玉米根际与非根际土壤细菌群落结构与土壤
环境因子相关性的冗余分析（ＲＤＡ）

利用Ｃａｎｏｃｏ软件对不同覆土厚度下玉米根际
与非根际土壤中前２０种细菌属与土壤中全氮含量、
有机质（ＯＭ）含量、速效钾（ＡＫ）含量、有效磷（ＡＰ）

含量、碱解氮含量和ｐＨ值进行了 ＲＤＡ分析。结果
表明，不同覆土厚度下玉米根际与非根际土壤中细

菌群落结构与根际与非根际土壤中速效钾含量、有

机质含量显著相关，其中速效钾含量的贡献率最

大，达５８．２％，其次为有机质和有效磷，贡献率分别
为１３．４％和５７％（表１）。同时，从图６也可以看
出，不同覆土厚度下根际与非根际差异较大。对于

非根际土壤而言，４０ｃｍ厚度处理与８０、１２０ｃｍ厚
度处理间差异较大；而不同覆土厚度下根际土壤间

差异不大。

表１　ＲＤＡ前选择结果

指标
解释率

（％）
贡献率

（％） ｐｓｅｕｄｏ－Ｆ Ｐ值

ＡＫ ３９．３ ５８．２ １０．３ ０．００２

ＯＭ １３．４ １９．９ ４．３ ０．００６

ＡＰ ５．７ ８．５ １．９ ０．０５４

３　讨论

３．１　覆土厚度影响玉米根际与非根际土壤细菌微
生物群落结构

本研究结果表明，该复垦区各覆土厚度下玉米

根际与非根际土壤中放线菌门和变形菌门的相对

丰度最高，是该煤矸石填埋复垦区优势细菌门。该

结果与李金融等报道的结果［１６］类似。因为放线菌
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门、变形菌门均为适应环境能力强的细菌。变形菌

门多为异养或者兼性营养细菌；放线菌门能降解大

量不同种类的有机化合物，对有机物的矿化有着重

要功能［１６］，能在矿区恶劣环境中生存［１７］。

许多研究表明，植物根际和非根际土壤中微生

物群落有差异［１８－２１］。本研究表明，同一覆土厚度

下，玉米根际土壤放线菌门、类诺卡式属的相对丰

度均高于非根际土壤；玉米非根际变形菌门、溶杆

菌属、分枝杆菌属的相对丰度均高于根际土壤。这

是因为植物２０％ ～５０％的光合同化产物转移到地
下部，大部分以有机和无机分泌物形式释放到根

区［２２］，能够促进或抑制某些特定类群的增殖和丰度

的提高。本研究也发现，覆土厚度会改变根际与非

根际细菌群落结构，如８０ｃｍ厚度相较于４０、１２０ｃｍ
玉米根际放线菌门、类诺卡式属的相对丰度有所增

加，根际变形菌门、溶杆菌属、分枝杆菌的相对丰度

有所降低。原因是覆土厚度会影响复垦区作物根

系的生长［８］。本研究表明，８０ｃｍ的覆土厚度或可
促进玉米根系分泌有利于根际放线菌门、类诺卡式

属生长的物质，为其提供充足的基质与能量，进而

增加其相对丰度。

３．２　覆土厚度影响作物根际与非根际土壤细菌微
生物多样性

覆土可以改变矿区土壤水分、结构及作物根系

生长，适宜的覆土厚度在矿区植被恢复和生态重建

中有重要的作用。众多研究表明，较高的微生物多

样性对于增强生态系统和微生物功能的稳定性较

好［２３－２４］，且作物根系活动会导致作物根际与非根际

土壤间的微生物多样性产生明显差异［２５－２６］。Ｂｅｒｇ
等研究发现，根际细菌群落的多样性普遍低于非根

际土壤［２７］。本研究也发现，８０ｃｍ厚度下非根际土
壤细菌群落 Ｓｈａｎｎｏｎ和 Ｐｉｅｌｏ－Ｅｖｅｎｅｓｓ指数显著高

于玉米根际土壤；８０ｃｍ覆土厚度下玉米根际土壤
细菌丰富度指数（Ｃｈａｏ１）均高于４０ｃｍ和１２０ｃｍ厚
度处理，且８０ｃｍ厚度下非根际土壤中物种多样性
指数、均一度指数均显著高于４０ｃｍ厚度处理，但与
１２０ｃｍ厚度间无显著差异。β多样性分析表明，非
根际土壤细菌群落结构在 ８０ｃｍ厚度处理与 ４０、
１２０ｃｍ厚度处理差异显著。加之由于８０ｃｍ相较
于１２０ｃｍ的覆土厚度利于节约成本，所以覆土
８０ｃｍ应是该煤矸石填埋复垦区较为适宜的覆土厚
度，不仅可以增加复垦土壤细菌多样性，为玉米生

长提供良好的土壤环境，而且对于维持煤矸石填埋

复垦区生态系统功能有良好的作用。

３．３　各覆土厚度下作物根际与非根际土壤细菌群
落与土壤养分关系

Ｗａｎｇ等研究发现，土壤养分在根际与非根际
微生物群落多样性中作用有差异，认为土壤养分中

全氮含量、有效磷含量、速效钾含量和有机质含量

与根际细菌群落多样性显著相关［２８］。本研究表明，

各覆土厚度下玉米根际与非根际土壤中细菌群落

结构与土壤中速效钾含量、有机质含量显著相关。

这是因为矿区复垦土壤由于本身具有有机质含量

低、养分贫瘠的特征，土壤中细菌群落特征会因土

壤性质不同而有差异［２９］。

４　结论

本研究表明，放线菌门和变形菌门为该复垦区

各覆土厚度下的玉米根际与非根际土壤中的优势

细菌门，溶杆菌属、分枝杆菌属、类诺卡式属和６７－
１４属为优势细菌属。覆土厚度可以改变玉米根际
与非根际土壤中的细菌群落结构及其多样性。无

论玉米根际还是非根际土壤，８０ｃｍ覆土厚度下土
壤中ＡＳＶ数量最多，且玉米根际细菌 ＡＳＶ数量均
高于非根际。该覆土厚度不仅能够提高玉米根际

放线菌门、类诺卡式属的相对丰度，增加非根际土

壤中变形菌门、６７－１４属的相对丰度；而且可以增
加复垦土壤中的细菌群落物种多样性和均一度指

数，土壤中的速效钾、有效磷和有机质驱动其变化

的主要养分因子。结合经济投入，认为覆土８０ｃｍ
为该复垦区较为适宜的覆土厚度。
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