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　　摘要：对稻虾共作模式下水稻土壤反硝化细菌群落进行研究，以期揭示稻虾复合种养模式下土壤反硝化细菌丰
度、群落多样性及组成，为科学研究稻虾共作模式的土壤微生物多样性，维持土壤地力提供理论依据。依托长江大学

农学院基地设置常规中稻种植模式（ＭＲ）、稻虾共作模式（ＣＲ）等２种模式，利用荧光定量 ＰＣＲ和高通量测序平台比
较２种模式下水稻土壤反硝化细菌ｎｏｓＺ基因的数量、群落多样性及群落组成。结果表明，稻虾共作显著提高水稻土
壤硝态氮、全碳、全氮含量，对碱解氮含量、ｐＨ值、碳氮比及铵态氮含量无显著影响。ｎｏｓＺ基因在ＭＲ、ＣＲ处理中的基
因丰度分别为１ｇ干土１．５１×１０６、２．２３×１０６拷贝数，ＣＲ处理中ｎｏｓＺ基因丰度是 ＭＲ的１．４８倍。ＣＲ处理显著提高
了土壤ｎｏｓＺ基因的丰度。通过对α群落多样性指数进行方差分析可知，ＣＲ处理与 ＭＲ处理间微生物群落多样性差
异不显著。经韦恩（Ｖｅｎｎ）分析，在目和科水平上，ＭＲ处理与 ＣＲ处理的微生物群落组成显示出较高的相似度，在属
与种水平上，２个处理下的土壤微生物群落结构存在差异性，ＣＲ处理下的土壤缺失沼泽红假单胞菌。经冗余分析，土
壤总碳（ＴＣ）含量对ｎｏｓＺ基因群落结构的影响最为显著，其次是ｐＨ值、碱解氮含量、硝态氮含量与铵态氮含量。综合
分析，稻虾共作可显著提高水稻土壤ｎｏｓＺ基因丰度，稻虾轮作对群落多样性的影响较小，其在种水平上缺失了沼泽红
假单胞菌。常规中稻种植模式与稻虾共作模式下的土壤微生物群落结构虽保有一定的相似度，但仍存在差异，土壤总

碳含量是影响群落结构差异的主要原因。
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　　反硝化作用作为土壤氮循环的组成部分，在土壤氮素转
化中占据重要地位［１－２］。反硝化过程在厌氧的条件下由微生

物驱动，可产生氧化亚氮（Ｎ２Ｏ），被认为是土壤释放 Ｎ２Ｏ的
主要过程［３－７］，主要指硝化作用产生的硝酸根（ＮＯ３

－）最终被

还原成氮气（Ｎ２）的过程，中间过程会产生一氧化碳（ＮＯ）和
Ｎ２Ｏ等气体，造成氮素损失，并引起一系列环境问题

［８－１０］。

反硝化过程分为４个部分［１１］：第１步在由ｎａｒ或ｎａｒｐ基因编
码的硝酸盐还原酶的催化作用下，将硝酸盐（ＮＯ３

－）还原成

亚硝酸盐（ＮＯ２
－）；第２步反应是在由 ｎｉｒＫ基因或 ｎｉｒＳ基因

编码的亚硝酸盐还原酶的催化作用下，将亚硝酸盐还原成

ＮＯ；第３步反应在由 ｎｏｒＢ基因编码的一氧化氮还原酶的催
化作用下，将ＮＯ还原为Ｎ２Ｏ，此步可将氮素以气态的形式排
放；第４步是在由ｎｏｓＺ基因编码的氧化亚氮还原酶的催化作
用下，将Ｎ２Ｏ还原为 Ｎ２。由于氧化亚氮还原酶是控制 Ｎ２Ｏ
排放的主要调节因子，是完全脱氮途径最后一步的重要催化

剂，因此ｎｏｓＺ基因通常被用作研究反硝化群落的遗传标记。
稻田是重要的农业用地，其中约７０％位于亚热带和热带地

区，同时也是Ｎ２Ｏ的主要来源
［１２］。与旱地土壤不同，常年淹

水的稻田土壤提供的厌氧条件有利于反硝化作用的发生［１３］。

稻虾种养是将水稻种植与克氏螯虾养殖相结合组成的互利共

生复合生态农业系统，是稻田综合种养模式之一。该模式实

现了一水两用、一田双收，在节约稻田水土资源的同时带来可

观的经济效益［１４］。当前，我国农业正面临着资源与环境约束

加剧和农民增收难度加大的难题，稻虾生态种养高效模式的

兴起，被农业部誉为“现代农业的一次革命”，很快在长江中

下游地区获得大面积的推广种植。截至２０１６年，稻虾种养模
式在江汉平原推广面积已经达到２０万ｈｍ２以上［１５］。统计显

示，全国适合稻虾种养模式的稻田面积高达４５０万 ｈｍ２［１６］。
稻虾种养模式面积逐年扩大，但国内外关于稻虾种养模式下

参与稻田土壤反硝化反应微生物的研究较少。通过研究微生

物种群数量和群落结构，可以明确稻虾土壤反硝化过程的作

用机制及影响因素。本试验以江汉平原典型稻虾种养区湖北

省荆州市为研究对象，研究该模式下土壤反硝化微生物的变

化特征，以期揭示稻虾种养模式土壤微生物群落结构和多样

性的变化规律，丰富稻虾种养模式反硝化微生物理论，同时为

该地区土地利用改良、农业结构战略性调整以及发展稻虾种

养高产高效生态友好型农业提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验设计
试验地位于湖北省荆州市长江大学农学院基地（地理位
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置３０°６′Ｎ，１１１°５４′Ｅ）。该地区处于江汉平原地带，具有四
季分明、雨热同季、年降水量充沛等特点，冬季受极地大陆气

团影响，气温偏低，降水量少；夏季受热带海洋气团影响，高温

多雨，水分季节分配不均，属于亚热带季风气候区，年均降水

量在１１００ｍｍ左右，无霜期２００ｄ。土壤类型为潮土，土壤母
质为河流冲积物。供试土壤全氮、全磷、速效钾含量分别为

０．７５ｇ／ｋｇ、０．５４ｇ／ｋｇ、１７．０９ｍｇ／ｋｇ，有机质含量为３８．８ｇ／ｋｇ，
ｐＨ值为７．５。

试验设置常规中稻种植模式（ＭＲ）与稻虾共作模式
（ＣＲ），本研究自２０１５年开始，连续开展２年，于中稻抽穗期
采集土壤样品作为研究对象。试验小区由长１２ｍ、宽５ｍ的
田埂围成，每个处理３次重复，为防止小龙虾逃出，田埂加高
加固并在田埂周围铺设塑料膜。水稻品种为隆两优华占，小

龙虾品种为克氏原鳌虾，施肥量采用当地习惯用量，年均施肥

量为氮肥１８０ｋｇ／ｈｍ２、磷肥７５ｋｇ／ｈｍ２、钾肥１０５ｋｇ／ｈｍ２，以尿
素（含Ｎ４６％）、过磷酸钙（含 Ｐ２Ｏ５１２％）、氯化钾（含 Ｋ２Ｏ
６０％）的形式施用。氮肥按基肥：蘖肥：穗肥＝５∶２∶３施用，
磷肥用作底肥１次基施，钾肥按照５０％基肥、５０％追肥的方
式施肥。２种模式水稻期间田间水分管理为前期灌水、中期
晒田、后期干湿交替的模式。虾田于每年水稻收获后覆水泡

田，随即投放虾苗，投放密度约为２０万只／ｈｍ２，来年４月至６
月上旬捕捞成虾，捕捞完成后开始整体准备中稻的移栽，等待

水稻收获后进行下一轮的小龙虾养殖。

１．２　土壤样品采集
土壤样品在水稻抽穗期采集，用于基本理化性质分析与

土壤微生物测定。采用不锈钢土钻按照５点采样法采集用于
测定土壤基本理化性质的土样，重复３次，将土样带回实验室
剔除石子、根系等杂物，存放在阴凉处混匀风干，待土样风干

磨碎后分别过２０目与１００目筛用于室内分析。用谷物采样
器采集用于测定水稻土壤微生物的样品，每个处理重复３次，
样品采集后剔除石子与根系，然后立即放入锡箔纸中包裹，存

放在液氮罐中，并带回实验室存放于－８０℃冰箱备用。
１．３　土壤基本理化性质测定

土壤基本理化性质分析参考鲍士旦的方法［１７］。土壤全

氮、全碳含量采用 ＥＣＳ４０２４元素分析仪（意大利 Ｃｏｓｔｅｃｈ公
司）测定；土壤碱解氮含量测定采用碱解扩散法；土壤硝态氮

含量采用 ２ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液浸提并在２０３、２７０ｎｍ下测定；铵
态氮含量测定采用靛酚蓝比色法；ｐＨ值测定采用电位法（水
与土质量比为２．５∶１）。
１．４　土壤总ＤＮＡ提取

取 ０．２５ｇ低温保存的土壤样品，用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ
ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（美国 Ｍｏｂｉｏ公司）ＤＮＡ试剂盒提取土壤总
ＤＮＡ。采用１％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＤＮＡ，并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
ＮＤ－１０００ＵＶｅｖｉｓ分光光度计（美国赛默飞世尔科技公司）检
测提取的ＤＮＡ浓度与纯度。

１．５　反硝化微生物ｎｏｓＺ基因扩增与荧光定量ＰＣＲ分析
用引物对［１８］ｎｏｓＺＦ（ＣＧＹＴＧＴＴＣＭＴＣＧＡＣＡＧＣＣＡＧ）和

ｎｏｓＺ－１６２２Ｒ（ＣＧＳＡＣＣＴＴＳＴＴＧＣＣＳＴＹＧＣＧ）扩增 ｎｏｓＺ基因。
ＰＣＲ反应体系总体积为 ２０μＬ，包括：１０μＬ２×ｓｙｂｅｒＭＩＸ，
０．２μＬ的２种上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ稀释８倍后的
样品，最后用无ＲＮＡ酶的ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ。ＰＣＲ扩增程
序为：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５７℃退火 ４５ｓ，
７２℃ 延伸５５ｓ，３２个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ，通过１％琼脂
糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。

标准曲线的制备：将 ＰＣＲ产物纯化回收后，选取荧光假
单胞菌的ｎｏｓＺ基因阳性克隆转接过夜培养，质粒浓度经分光
光度计测定后，按照１０倍梯度逐渐将质粒稀释至１０３～１０８

拷贝数，－８０℃低温保存。
荧光定量 ＰＣＲ反应在 ＡＢＩ７５００荧光定量 ＰＣＲ仪（美国

应用生物系统公司）上进行，引物序列前文已标出，反应体系

总体积为２５μＬ，包括２×ＳＹＢＥＲＧｒｅｅｎ１２．５μＬ，上下游引物
各０．８μＬ，ＲＯＸ０．４μＬ，ＤＮＡ模板 ２．０μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ补至
２５μＬ，试验试剂购宝生物工程（大连）有限公司。
１．６　高通量测序
　　扩增产物经切胶纯化后连接至 ｐＵＣ－Ｔ载体上，转至大
肠杆菌ＤＨ５α中进行培养，选用阳性克隆进行测序，序列提交
至ＮＣＢＩ数据库进行比对，并将同源性大于等于９７％的序列
进行可操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，简称 ＯＴＵ）
聚类。

１．７　数据处理与作图
　　利用ＳＰＳＳ２２．０对土壤基本理化性质数据进行方差分
析；采用ＣＡＮＯＣＯ５．０软件对土壤基本理化性质与反硝化微
生物ｎｏｓＺ基因群落结构进行冗余分析（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓ，
简称ＲＤＡ），使用Ｍｏｔｈｕｒ１．３０．１在同源性达９７％上进行群落
多样性指数分析，ｎｏｓＺ基因数量采用Ｅｘｃｅｌ软件作图，Ｒ语言
绘制曲线与相关热图。

２　结果与分析

２．１　不同处理下土壤基本理化性质
稻虾共作处理显著影响了部分土壤基本理化性质（表

１）。方差分析结果表明，除土壤碱解氮含量、ｐＨ值、铵态氮
含量及碳氮比（Ｃ／Ｎ）无显著变化外，稻虾共作显著增加了土
壤硝态氮、全碳、全氮的含量。相比常规中稻种植模式，硝态

氮含量提升了２９．０３％，全碳含量增加了２．３７％，全氮含量提
升了４．３０％，对土壤ｐＨ值、碱解氮含量、铵态氮含量及 Ｃ／Ｎ
无显著影响。

２．２　测序结果及多样性指数
采用Ｍｉｓｅｑ技术对微生物ｎｏｓＺ基因进行测序分析，数据

经过优化筛选后，６个样品共测得原始序列２１８１０８条，序列
平均长度为４０７．７４ｂｐ，共测得碱基８８９３７５４３个，所有样品

表１　稻虾共作模式对稻田土壤理化性质的影响

模式 ｐＨ值 碱解氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
硝态氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
铵态氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
全碳含量

（ｍｇ／ｋｇ）
全氮含量

（ｍｇ／ｋｇ） 碳氮比

常规中稻种植 ７．４７±０．０７ａ １３６．１７±８．１９ａ ０．３１±０．０３ｂ １３．６１±３．４１ａ １８．１６±０．１８ｂ １．８６±０．０１ｂ ９．７８±０．１２ａ
稻虾共作 ７．４１±０．１５ａ １４１．２８±３．５９ａ ０．４０±０．０１ａ １９．８４±４．０１ａ １８．５９±０．１４ａ １．９４±０．０２ａ ９．５８±０．１０ａ

　　注：表中所有数据为平均值±标准误；同列数字后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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的序列长度在２１８～５５２ｂｐ之间（表２）。按９７％的相似度对
非重复序列进行 ＯＴＵ分析，共得到３４４个 ＯＴＵｓ。对各样本
序列采用随机抽样方法进行抽样，以抽到的序列数与它们对

应的物种多样性指数，构建稀释曲线。由图１可知，样本覆盖
度（ｃｏｖｅｒａｇｅ）指数为０．９９８２～０．９９９２，稀释性曲线均趋于平
坦饱和，表明此测序深度获得的序列数据量可以反映土壤样

品ｎｏｓＺ基因微生物信息。

表２　不同样品测序结果

样品
序列数

（条）

碱基数

（个）

平均长度

（ｂｐ）
最短序列

长度（ｂｐ）
最长序列

长度（ｂｐ）

ＣＲ１ ４１９５６ １７１１５０１９ ４０７．９３ ２４２ ５４４
ＣＲ２ ３６４３２ １４８７８２９５ ４０８．３９ ２４６ ５５０
ＣＲ３ ３０９９５ １２６１８１３２ ４０７．１０ ２３３ ５５０
ＭＲ１ ３４６５４ １４１３０１２９ ４０７．７５ ２４４ ５５２
ＭＲ２ ３７９６３ １５４９７７８７ ４０８．２３ ２３３ ５４４
ＭＲ３ ３６１０８ １４６９８１８１ ４０７．０６ ２１８ ５５０
合计 ２１８１０８ ８８９３７５４３ ２４４６．４６ １４１６ ３２９０

　　对α多样性指数进行单因素方差分析，结果（表３）显示，

２个处理间多样性指数差异不显著（Ｐ＜０．０５）。ＭＲ处理的
Ａｃｅ指数、Ｃｈａｏ指数、香浓（Ｓｈａｎｎｏｎ）指数、Ｓｏｂｓ指数均高于
ＣＲ处理，差异不显著；ＭＲ处理的辛普森（Ｓｉｍｐｓｏｎ）指数低于
ＣＲ处理，差异不显著。多样性分析结果表明，稻虾种养模式
（ＣＲ）没有显著改变 ｎｏｓＺ基因微生物群落丰富度及群落多
样性。

表３　不同处理的多样性指数

处理 Ａｃｅ指数 Ｃｈａｏ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｓｏｂｓ指数
ＭＲ ２７８．３２±１２．９ａ ２８０．９６±８．６２ａ ３．５８±０．０９ａ ０．０５±０．００ａ ２４５．３３±２０．１３ａ
ＣＲ ２６９．６４±１７．７４ａ ２７３．８２±１４．２２ａ ３．３１±０．３４ａ ０．０７±０．０３ａ ２４０．３３±２０．５５ａ

２．３　稻虾种养对土壤ｎｏｓＺ基因丰度的影响
利用荧光定量技术对氧化亚氮还原酶 ｎｏｓＺ基因进行定

量分析，结果（图２）表明，ＣＲ处理 ｎｏｓＺ基因丰度显著高于
ＭＲ处理。其中ＣＲ处理中ｎｏｓＺ基因丰度为１ｇ干土２．２３×
１０６拷贝数，ＭＲ处理中 ｎｏｓＺ基因丰度为１ｇ干土１．５１×１０６

拷贝数，ＣＲ处理 ｎｏｓＺ基因丰度是 ＭＲ处理基因丰度的１．４８
倍。与常规中稻种植模式相比，稻虾种养模式可以显著提升

稻田土壤ｎｏｓＺ基因丰度。

２．４　稻虾种养对土壤中ｎｏｓＺ基因物种组成的影响
在水稻抽穗期，对 ＣＲ处理和 ＭＲ处理 ｎｏｓＺ基因微生物

进行目、科、属、种的物种分类学水平韦恩（Ｖｅｒｎ）分析，结果
见图３。在目和科水平上，ＣＲ处理和ＭＲ处理具有相同的１０
个目（图３－ａ）和１２个科（图３－ｂ），在目和科水平的群落组
成上表现出极大的相似性；在属水平上，ＣＲ处理和 ＭＲ处理
有１７个相同的属，ＭＲ处理独有红假单胞菌属（图３－ｃ）；在
种水平上，ＣＲ处理和ＭＲ处理有１９个相同的种，ＭＲ处理独
有沼泽红假单胞菌（图３－ｄ）。分析表明，在科水平以上，稻
虾种养模式（ＣＲ）ｎｏｓＺ基因微生物群落组成与常规稻田表现

出极大的相似性，在属和种水平上，２个处理之间的微生物群
落组成存在差异，稻虾种养模式（ＣＲ）缺失红假单胞菌属下的
沼泽红假单胞菌。

２．５　稻虾种养模式对ｎｏｓＺ基因物种目水平相对丰度的影响
样品获得的ｎｏｓＺ基因微生物物种分类在２个域、２个界、

４个门、６个纲、１０个目、１２个科、１８个属和２０个种。将无法
分类的序列定义为无法归类，样品获得的 ｎｏｓＺ基因 ＯＴＵｓ在
分类学界、门、纲、目、科、属、种水平上可归类比例为 ９５．０％、
９５．０％、９０．０％、８５．０％、７５．０％、５０．０％、３５．０％。

在目水平上，未分类ｃ＿β－变形菌目、未分类＿ｐ＿变形菌
目、嗜氢菌目、红环菌目、未分类＿ｋ＿ｎｏｒａｎｋｄ＿细菌目、根瘤菌
目是２个处理平均相对丰度同时大于１％的６个优势菌目
（图 ４），ＣＲ处理 ３次重复平均相对丰度分别为 ５２．４５％、
２９．４９％、６．７２％、５．５７％、２．９１％、１．８２％；ＭＲ处理３次重复
平均相对丰度分别为 ５８．４３％、１５．５７％、８．８５％、９．７７％、
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２．９８％、２．４０％。对ｎｏｓＺ目水平上相对丰度大于 ＞０．１％的
群落物种进行显著性分析，结果（表４）显示，红环菌目在 ＣＲ
处理中的相对丰度显著低于 ＭＲ处理（Ｐ＜０．０５），ｎｏｒａｎｋ＿ｐ＿
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ＿ｓａｍｐｌｅｓ在ＣＲ处理中的相对丰度显著高于 ＭＲ
处理（Ｐ＜０．０５）。稻虾种养模式显著降低了红环菌目的相对
丰度，增加了 ｎｏｒａｎｋ＿ｐ＿ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ＿ｓａｍｐｌｅｓ的相对丰度，改
变了ｎｏｓＺ基因微生物目水平相对丰度的组成。
２．６　ｎｏｓＺ型反硝化细菌群落结构与土壤理化性质的相关性

对９７％相似水平上的ＯＴＵ代表序列进行决策曲线分析
法（ｄｅｃｉｓｉｏｎｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，简称 ＤＣＡ）进行分析，看分析结果
中ｌｅｎｇｔｈｓｏｆｇｒａｄｉｅｎｔ的第一轴的大小，如果大于４．０，就应该
选典型关联分析（ｃａｎｏｎｉｃａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，简称ＣＣＡ），如
果介于３．０～４．０之间，选 ＲＤＡ和 ＣＣＡ分析均可，如果小于
３．０，ＲＤＡ分析优于ＣＣＡ分析。分析结果中ｌｅｎｇｔｈｓｏｆｇｒａｄｉｅｎｔ

表４　稻虾共作模式和常规中稻模式下土壤ｎｏｓＺ目水平群落组成显著性分析

处理

ｎｏｓＺ群落目水平组成

伯克霍尔

德氏菌目
嗜氢菌目

ｎｏｒａｎｋ＿ｐ＿
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ＿ｓａｍｐｌｅｓ 根瘤菌目 红环菌目

ＣＲ １１８．３３±３７．３８ａ ２０３５±１４２．２２ａ ５．３３±１．４５ａ ５５２．３３±１２３．８６ａ １６８７．３３±８９．９１ｂ
ＭＲ ２７２±９５．０６ａ ２４８９．３３±１３６．８５ａ ０．６７±０．３３ｂ ６７５．３３±１１６．２５ａ ２７４７．３３±２９６．７２ａ

处理

ｎｏｓＺ群落目水平组成

未分类＿ｃ＿
α－变形杆菌目

未分类＿ｃ＿
β－变形菌目

ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｄ＿
Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ

未分类＿ｋ＿
ｎｏｒａｎｋ＿ｄ＿细菌目

未分类＿ｐ＿
变形菌目

ＣＲ １２４．３３±１０．４１ａ １５８８７±５５９．１７ａ ６８．６７±１０．１７ａ ８８２±９８．０２ａ ８９３２．３３±３７９６．１６ａ
ＭＲ ２０４±２９．０１ａ １６４３０．６７±５１３．７４ａ ８２．６７±１４．２４ａ ８３９±１９５．８６ａ ４３７８±２５７．１１ａ

　　注：同列不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

第一轴的大小为０．５５３，因此选用ＲＤＡ分析环境因子、样本、
菌群三者间的关系。

对ｎｏｓＺ群落结构与土壤理化性质进行冗余分析，结果
（图５）表明，２个排序轴共解释了９８．３５％的变化，第一排序
轴（ＲＤＡ１）解释了９５．５６％的群落变化，第二排序轴（ＲＤＡ２）
解释了２．７９％的变化。第一排序轴与土壤全碳（ＴＣ）含量、
ｐＨ值、硝态氮（ＮＯ３

－－Ｎ）含量的关系最为密切，第二排序轴
与土壤碱解氮（ＡＮ）含量的关系最为密切。总体而言，土壤
全碳（ＴＣ）含量对群落结构的影响最为显著（Ｒ２＝０．４８２８），
影响顺序依次是土壤总碳含量 ＞ｐＨ值 ＞碱解氮含量 ＞硝态
氮含量＞铵态氮含量。沿第一排序轴看，稻虾种养的３个样
本全部分布在常规中稻处理左侧，其中ＣＲ２、ＣＲ３分别与常规
中稻的ＭＲ１、ＭＲ２、ＭＲ３样本距离较近，而ＣＲ１处理与其他样
本距离较远。表明２个处理群落结构存在差异，但稻虾种养
模式与常规稻田模式在群落结构上仍保留着一定的相似性，

土壤总碳含量是影响２种模式群落结构的主效因子。

３　讨论与结论

!

国涵等研究表明，长期稻虾轮作显著提高水稻土０～
４０ｃｍ耕层有机碳、全钾、碱解氮含量，０～３０ｃｍ耕层的土壤
全氮含量及０～１０ｃｍ土壤速效钾、全磷含量在稻虾轮作下也
显著提高，该模式可改善土壤结构增加土壤养分［１９］。金乃康

研究结果显示，稻虾种养模式下虾子的粪便可增强土壤肥力，

减少化肥使用量，在降低生产投入的情况下又可提高农田利

用效率与经济效益［２０］。本研究的结果与前人研究基本一致，

与常规中稻种植模式相比，稻虾轮作模式显著提高了土壤全

氮、全碳、硝态氮含量。目前，稻虾稻田种养复合模式的研究

多数集中在土壤物理化学性质、稻虾田温室气体以及稻虾种

养技术等方面，对于稻虾土壤反硝化微生物方面的研究较少。

研究结果表明，稻田养虾对ｎｏｓＺ基因微生物群落丰富度及群
落多样性的影响均不显著。稻虾种养模式与常规中稻种植模

式ｎｏｓＺ基因微生物群落结构存在差异，但二者在群落结构上
仍保留着一定的相似性。该结果与之前的研究发现一致，在

不同的土地利用方式、不同环境条件下，ｎｏｓＺ基因的微生物
群落组成变化不大，ｎｏｓＺ基因微生物群落在土壤中相对比较
稳定，受到环境条件影响的变化不大［２１－２２］。在中稻抽穗期，

稻虾种养模式 ｎｏｓＺ基因丰度是常规中稻种植模式的 １．４８
倍，显著提升了稻田土壤中ｎｏｓＺ基因的丰度。稻虾种养模式
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显著提升了土壤中硝态氮含量，而 ＮＯ３
－ －Ｎ是反硝化反应

第１步硝酸还原反应的底物，反应生成的Ｎ２Ｏ是ｎｏｓＺ基因编
码的Ｎ２Ｏ还原酶的原料，能够促进 ｎｏｓＺ的增长。所以，硝态
氮间接地为ｎｏｓＺ基因微生物提供了原料，促进了 ｎｏｓＺ基因
丰度的增加［９］。沼泽红假单胞菌是一种菌体富含蛋白质、维

生素、类胡萝卜素等营养物质，被广泛应用于渔业的光合细

菌，作为饲料添加剂可以有效地提高饲料效率，促进鱼虾生

长［２３］。沼泽红假单胞菌和红螺菌同属红螺菌科，二者生存条

件相似，均是在光照和厌氧条件下适宜生长［２４］。稻虾种养模

式缺失沼泽红假单胞菌可能与缺失红螺菌的原因相似，一方

面是抽穗期株高较高，遮光效应不利于沼泽红假单胞菌的生

长；另一方面可能在浅水状态下，克氏螯虾的扰动带入了水体

氧气，打破了厌氧环境，不利于沼泽红假单胞菌的生长［２５］。

Ｍｉｌｌｅｒ等在研究短期内（７２ｈ）碳源对小麦反硝化基因丰度的
影响发现，碳含量较高是氮施入可以提高反硝化微生物丰度

的前提［２６］。自然界中多种环境因素，如土壤 ｐＨ值［２７］、土壤

含氧量［２８－２９］、土壤温度［３０］、土壤含水量［３１］、土壤中的养分供

应状况［３２］以及植物种类［３３－３４］等均能够影响反硝化细菌群落

的结构。续勇波等认为，凡是能促进土壤碳、氮积累和厌氧微

生物活性的土地利用方式和耕作管理措施均会促进反硝化作

用进行，可见碳、氮是影响反硝化活性的主要因子［３５］。本研

究结果显示，土壤总碳是影响２种模式ｎｏｓＺ基因微生物群落
结构的主效因子，与前人的研究结果基本一致。此外，由于稻

虾田土壤的环境较为复杂，须经历干湿交替阶段，且受水稻植

株根系分泌物的影响，因此对于稻虾土壤反硝化细菌群落的

研究也就更为复杂，须要更加深入系统的研究。

本研究结论如下：（１）相比常规中稻种植模式，稻虾共作
显著增加了水稻土壤硝态氮、全碳、全氮含量，对土壤 ｐＨ值、
碱解氮含量及土壤碳氮比无显著影响。（２）本研究借助荧光
定量ＰＣＲ对常规中稻种植模式与稻虾共作模式下的土壤反
硝化细菌ｎｏｓＺ基因数量进行研究，结果表明，稻虾共作模式
中ｎｏｓＺ基因丰度显著高于常规中稻种植模式。（３）与常规中
稻种植模式相比，稻虾种养模式没有显著改变ｎｏｓＺ基因微生
物群落丰富度及群落多样性。在目和科水平以上，稻虾种养

模式ｎｏｓＺ基因微生物群落组成与常规稻田表现出极大的相
似性；在属和种水平，２个处理微生物群落组成存在差异，稻
虾种养模式缺失红假单胞菌属下的沼泽红假单胞菌。２种种
植模式群落结构存在差异，但稻虾种养模式与常规稻田种植

模式在群落结构上仍保留着一定的相似性。与常规中稻种植

模式相比，稻虾种养模式显著降低了红环菌目的相对丰度，改

变了ｎｏｓＺ基因微生物目水平相对丰度的组成。此外，土壤
ｐＨ值、碱解氮含量、硝态氮含量、铵态氮含量与群落结构存在
显著相关关系，而土壤总碳含量是影响２种模式 ｎｏｓＺ基因微
生物群落结构的主效因子。
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