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设施菜地种植年限对土壤 ｎｏｓＺ型反硝化微生物
群落结构和丰度的影响

王喜英，赵　辉，谭智勇，余　高
（铜仁学院，贵州铜仁５５４３００）

　　摘要：反硝化微生物在土壤氮素损失和温室气体转化方面具有重要的作用，研究设施菜地土壤反硝化微生物群落
结构和数量变化，对评价设施菜地长期种植土壤质量状况和提高氮转化认知水平具有重要意义。应用荧光定量 ＰＣＲ
和 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ高通量测序技术，以ｎｏｓＺ基因为靶标，研究设施菜地种植３、５、７年和露天菜地（ＣＫ）对土壤反硝化微
生物群落结构和数量的影响。结果表明：露天菜地（ＣＫ）ｎｏｓＺ基因丰度显著高于其他处理，分别是３、５、７年的１．３２
倍、１．４５倍和１．６９倍。随种植年限延长，ｎｏｓＺ基因丰度逐渐降低。不同处理土壤反硝化微生物群落α多样性指数差
异显著，α多样性指数随种植年限延长逐渐降低，且露天菜地（ＣＫ）的 Ｃｈａｏ１指数和 ＡＣＥ指数最高。门水平上优势类
群为变形菌门；属水平上优势类群为慢生根瘤菌属和无色杆菌属；变形菌门和慢生根瘤菌属相对丰度随设施种植年限

延长逐渐降低。主成分分析（ＰＣＡ）结果表明，随种植年限延长ｎｏｓＺ群落结构差异较大；其中３年和５年群落结构相
似，７、３、５年群落结构差异较大。土壤速效钾、铵态氮和硝态氮含量是ｎｏｓＺ型反硝化微生物数量、α多样性和群落结
构的主要影响因素。综上可知，设施菜地长期种植显著降低了ｎｏｓＺ型反硝化微生物数量，并对群落结构有显著影响。
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　　设施蔬菜是现代农业集约化发展的一个重要
分支，对提高自然资源利用率和增加农民收入具有

重要的意义。随着人口的不断增长和对蔬菜消费

需求的增加以及有限的耕地资源，设施蔬菜在过去

的４０年里得到了高度发展［１］。截至２０１６年，我国
设施蔬菜种植面积已达３８７多万 ｈｍ２，位居世界第
一，产值占蔬菜总产值的５０％以上［２］。然而，设施

蔬菜具有种植指数高、农业投入大、棚内温湿度较

高的封闭或半封闭环境，且无雨水淋溶等特点。因

此，设施蔬菜长期种植已经引起了人们对土壤质量

退化、土壤和蔬菜潜在污染以及对人类健康的负面

影响的担忧［３－４］。

土壤微生物在土壤生态系统中起着养分循环、

有机质转化、污染物降解和土传病害防治等作

用［５］。相关研究认为，设施蔬菜长期种植对土壤微

生物群落结构和功能有负面影响，主要指从细菌为

主到以真菌为主的群落演替，功能相关微生物群落

成员和物种相互作用的减少，导致一些土传病原菌

替代了对生态有益的微生物群落［６－９］。目前，研究

者更多关注的是土壤微生物群落的整体变化或某

些选定的与土传病害有关的微生物。由于土壤微

生物具有高度的结构和功能多样性，不同类型的土

壤生物过程由所涉及的功能群微生物驱动完成。

迄今为止，在设施蔬菜生产中，土壤功能微生物对

蔬菜长期生产的响应仍然知之甚少，尤其是与养分

循环相关的微生物。

氮（Ｎ）是植物生长的主要限制因子，土壤氮有
效性在决定植物氮素吸收和产量方面起着重要作

用［１０］。氮转化主要包括氮固定、矿化、硝化和反硝

化过程［１１］。反硝化作用产生的温室气体（Ｎ２Ｏ）是
大气臭氧的主要消耗物质，变暖潜力是二氧化碳的

２９８倍［１２］。其中，由土壤微生物驱动的反硝化作用

对调节氮循环及维持全球氮平衡起着重要的作
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用［１３］。Ｎ２Ｏ主要由反硝化作用产生，耕地土壤是最
大的来源［１４－１５］。设施菜地由于投入大量氮肥和大

水漫灌，导致土壤反硝化作用强烈，Ｎ２Ｏ释放通量比
大田高１．４１倍［１６］。因此，如何通过微生物来调控

Ｎ２Ｏ转化已经成为许多学者关注的焦点
［１７－１８］。目

前，反硝化中唯一已知的是通过 ｎｏｓＺ基因编码的
Ｎ２Ｏ还原酶还原 Ｎ２Ｏ的生物过程

［１９］。在森林、草

地和耕地中已开始利用 ｎｏｓＺ基因来研究反硝化微
生物群落结构和多样性［２０－２１］。然而，关于设施蔬菜

长期种植对土壤 ｎｏｓＺ型反硝化微生物群落结构和
数量的研究未见报道。

为此，本研究运用荧光定量 ＰＣＲ和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＭｉＳｅｑ高通量测序技术对不同种植年限设施菜地土
壤ｎｏｓＺ型反硝化微生物群落结构及丰度进行研究，
主要目的在于：（１）随设施菜地种植年限延长，反硝
化微生物群落结构和多样性如何变化？有哪些优

势类群发生变化？（２）设施蔬菜长期种植中，哪些
土壤环境因子对反硝化微生物群落结构影响较大？

揭示设施蔬菜长期种植过程中的反硝化能力，为深

入了解设施蔬菜土壤氮循环过程提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　研究区域概况
试验 样 地 位 于 贵 州 省 铜 仁 市 和 平 乡

（１０９°０７′４４″Ｅ，２７°４６′４６″Ｎ），属于亚热带季风气候，
年均温１８℃，年降水量１３１３ｍｍ，土壤类型为黄壤，
有机碳含量为２２．３２ｇ／ｋｇ，全氮含量为１．０５ｇ／ｋｇ，
ｐＨ值为６．１５，容重为１．２３ｇ／ｃｍ３。
１．２　试验设计

选择３个种植年限（３、５和７年）设施大棚（长、
宽规格分别为８、４０ｍ）各３个，以周围种植的露天
蔬菜为对照（ＣＫ）。设施菜地基肥施用氮磷钾复合
肥８０～１００ｋｇ／６６７ｍ２，追施氮肥４０～５０ｋｇ／６６７ｍ２。
露天菜地施用基肥 ４０～５０ｋｇ／６６７ｍ２，追肥 ２０～
３０ｋｇ／６６７ｍ２。设施大棚每年蔬菜种植类型一致，
主要种植黄瓜和豇豆等。在整个试验处理中，除种

植年限差异外，其余生产管理措施一致。

于２０１７年 ７月取样，当季种植的作物均为黄
瓜，每个样地按“Ｓ”形（五点法）采集０～１０ｃｍ土壤
样品，用低温冰盒保存带回实验室进行２ｍｍ过筛
处理。土样分为３份，一份新鲜土壤用于铵态氮和
硝态氮含量测定；一份 －８０℃冰箱保存用于 ｎｏｓＺ
基因群落结构和丰度分析；一份室内风干处理用于

土壤化学指标测定。

１．３　测定方法
１．３．１　土壤化学性质测定　采用鲍士旦的方法［２２］

进行测定。土壤 ｐＨ值采用电位法测定；有机碳
（ＳＯＣ）含量采用重铬酸钾氧化法测定；全氮（ＴＮ）含
量采用凯氏定氮法测定；速效磷（ＡＰ）含量采用碳酸
氢钠浸提 －钼锑抗比色法测定；速效钾（ＡＫ）含量
采用乙酸铵提取 －火焰光度法测定；铵态氮
（ＮＨ＋４ －Ｎ）含量采用靛酚蓝比色法测定；硝态氮
（ＮＯ－３ －Ｎ）含量采用酚二磺酸比色法测定。
１．３．２　土壤 ＤＮＡ提取及 ｎｏｓＺ基因扩增和荧光定
量ＰＣＲ　称取０．５ｇ土壤，按照Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． Ｍａｇ－
ＢｉｎｄＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ（Ｏｍｅｇａ，ＧＡ，ＵＳＡ）试剂盒操作
步骤提取土壤ＤＮＡ。用１％的琼脂糖凝胶电泳检测
ＤＮＡ完整性，用核酸定量仪（Ｎａｎｏｄｒｏｐ－ＮＣ２０００）检
测ＤＮＡ浓度和纯度。采用引物ｎｏｓＺ－Ｆ（５′－ＧＧＧＣ
ＴＢＧＧＧＣＣＲＴＴＧＣＡ－３′）与ｎｏｓＺ－Ｒ（５′－ＧＡＡＧＣＧＲ
ＴＣＣＴＴＳＧＡＲＡＡＣＴＴＧ－３′）扩增ｎｏｓＺ基因高变区片
段［２３］。

ＰＣＲ产物纯化回收后，将其连接至ｐＭＤ８－Ｔ载
体，转化至大肠杆菌ＤＨ５α感受态中进行培养，筛选
阳性克隆，提取 ｎｏｓＺ基因重组质粒，质粒浓度经核
酸定量仪测定后，计算基因拷贝数，按照１０倍梯度
稀释至１０３～１０８拷贝数，制备标准曲线［２４］。

１．３．３　高通量测序　ＰＣＲ产物扩增后，样品送至
上海派森诺生物科技有限公司，运用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ
测序平台进行测序。使用ＱＩＩＭＥ软件调用ＵＣＬＵＳＴ
序列比对工具，按照９７％的序列相似度进行ＯＴＵ划
分和归并，并选取丰度最高的序列作为该ＯＴＵ的代
表序列。利用 ＱＩＩＭＥ软件将 ＯＴＵ的代表序列与功
能基因数据库进行比对，获取每个ＯＴＵ对应的分类
学信息。

１．４　数据分析
采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行土壤化学性质、反硝

化细菌α多样性指数、丰度和群落组成相对丰度的
差异显著性分析（α＝０．０５）和相关性分析。采用 Ｒ
软件进行主成分分析和冗余分析。

２　结果与分析

２．１　土壤化学性质
由表１可知，不同设施菜地种植年限土壤 ｐＨ

值及有机碳、速效钾含量均显著小于 ＣＫ，随种植年
限延长逐渐降低。种植３、５、７年土壤全氮、速效磷、
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铵态氮和硝态氮含量均高于 ＣＫ。种植５、７年土壤
全氮含量分别比ＣＫ显著增加３８．２６％、５１．３０％，种
植３年和ＣＫ差异不显著。不同处理土壤速效磷含

量大小顺序为７年＞３年＞５年＞ＣＫ。土壤铵态氮
和硝态氮含量随种植年限延长而增加，大小顺序为

７年＞５年＞３年＞ＣＫ。

表１　设施菜地种植年限土壤化学性质

处理 ｐＨ值 有机碳含量

（ｇ／ｋｇ）
全氮含量

（ｇ／ｋｇ）
速效磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ）
铵态氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
硝态氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）

ＣＫ ６．２２±０．０３ａ ２３．３５±０．３３ａ １．１５±０．０５ｃ １３．８３±１．２８ｃ ２１５．２３±３．０８ａ ７．６６±０．３６ｄ ８．４３±０．７７ｄ

３年 ５．５２±０．２７ｂ ２１．４９±０．６４ｂ １．２０±０．０２ｃ ２８．９１±１．８１ａ １７６．５１±８．２４ｂ １４．４８±１．２７ｃ １８．７６±１．３８ｃ

５年 ４．８２±０．０４ｃ ２０．８５±０．２９ｂ １．５９±０．０４ｂ ２２．３８±０．６８ｂ １３０．９１±３．１３ｃ １７．７４±１．３７ｂ ２４．３９±１．３４ｂ

７年 ４．５３±０．０６ｃ １７．７５±０．３３ｃ １．７４±０．０５ａ ３１．４２±０．４２ａ ８７．２５±２．０８ｄ ２１．５６±１．０７ａ ３０．６７±２．３３ａ

　　注：表中数值为平均值±标准差（ｎ＝３）。同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２同。

２．２　ｎｏｓＺ基因丰度
由图１可知，不同设施菜地种植年限土壤 ｎｏｓＺ

基因拷贝数变化范围为５．１９×１０６～８．７８×１０６拷
贝／ｇ。不同设施种植年限 ｎｏｓＺ基因拷贝数均显著
小于ＣＫ（Ｐ＜０．０５），ＣＫ分别是设施种植３、５、７年
的１．３２倍、１．４５倍、１．６９倍。设施种植３、５、７年的
ｎｏｓＺ基因拷贝数之间差异不显著，随种植年限延长
逐渐降低。

　　为明确ｎｏｓＺ基因丰度差异的影响因素，由ｎｏｓＺ
基因丰度与土壤化学性质进行相关性分析。由图２
可知，ｎｏｓＺ基因丰度分别与土壤 ｐＨ值和有机碳含
量呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）；与土壤全氮、铵态氮和
硝态氮含量呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１）；与速效磷
含量呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）；与速效钾含量呈极
显著正相关（Ｐ＜００１）。
２．３　ｎｏｓＺ型反硝化微生物α多样性指数

由表２可知，Ｃｈａｏ１指数和ＡＣＥ指数变化趋势相
同，范围分别为１０５７．５１～１４２３．８４和１０７０．０６～
１４２９．９６，各设施蔬菜种植年限的 Ｃｈａｏ１指数和
ＡＣＥ指数均小于 ＣＫ，随种植年限延长而逐渐降低。
Ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数范围为６．２０～７．０２和

０．８２～０．８６，种植 ７年均显著小于其他处理（Ｐ＜
００５）。Ｓｈａｎｎｏｎ指数在种植３年时最高，大小顺序
为３年＞ＣＫ＞５年 ＞７年。Ｓｉｍｐｓｏｎ指数在种植５
年时最高，大小顺序为５年＞３年＞ＣＫ＞７年。

由相关性分析（图２）可知，Ｃｈａｏ１指数和 ＡＣＥ
指数分别与土壤 ｐＨ值、有机碳和速效钾含量呈极
显著正相关（Ｐ＜０．０１）；与全氮、速效磷、铵态氮和
硝态氮含量呈显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）。
Ｓｈａｎｎｏｎ指数与土壤有机碳含量呈显著正相关（Ｐ＜
０．０５）；与全氮含量呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１）；与
速效钾含量呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１）；与铵态氮
和硝态氮呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）。

２．４　ｎｏｓＺ群落组成
由图 ３可知，通过对样品获得的 ｎｏｓＺ群落

ＯＴＵｓ进行归类，在门水平上共获得６个类群，分别
为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、
芽单 胞 菌 门 （Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、拟 杆 菌 门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和绿弯菌
门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）。不同设施蔬菜种植年限土壤变形
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表２　设施菜地种植年限土壤ｎｏｓＺ型反硝化细菌α多样性指数

处理 Ｃｈａｏ１指数 ＡＣＥ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

ＣＫ １４２３．８４±６５．５３ａ １４２９．９６±６０．４９ａ ７．０２±０．０８ａ ０．８４±０．０１ｂ

３年 １３５８．６８±７３．９３ａ １３６６．９３±７７．７７ａ ７．１８±０．２４ａ ０．８５±０．０２ａｂ

５年 １３０５．４０±９７．９２ａ １３１２．０８±９８．２３ａ ６．９６±０．１０ａ ０．８６±０．０１ａ

７年 １０５７．５１±１５４．８３ｂ １０７０．０６±１５７．５８ｂ ６．２０±０．３２ｂ ０．８２±０．０２ｃ

菌门、Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、酸杆菌门和绿弯菌门相
对丰度差异显著或极显著。变形菌门、Ｂａｃｔｅｒｉａ＿
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ和芽单胞菌门为主要优势类群，相对丰
度范围为６２．２７％ ～７０．４２％、１６．６６％ ～２５．１９％和
２．８８％～３．８２％。种植５、７年的变形菌门相对丰度
均小于 ＣＫ，分别比 ＣＫ降低 ２．６９％、１０．３４％。
Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ相对丰度在种植 ７年中最高，
显著高于种植３年和５年。芽单胞菌门相对丰度在
３年中最高，种植５年中最低，大小顺序为３年 ＞７
年＞ＣＫ＞５年。设施菜地种植年限对变形菌门有
抑制作用，随种植年限增加抑制作用增强。

　　在属水平上，可得到平均相对丰度＞１％的１０个
类群（图４），分别为慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、
Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、无色杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）、
Ａｒｏｍａｔｏｌｅｕｍ、芽单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、苍白杆
菌 属 （Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）、Ａｚｏａｒｃｕｓ、固 氮 螺 菌 属
（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、中慢生根瘤菌属（Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和
红假单胞菌属（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。其中慢生根瘤
菌属、Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、无色杆菌属和红假单胞
菌属相对丰度在不同设施蔬菜种植年限中差异显

著或极显著。慢生根瘤菌属、Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ
和无色杆菌属为主要优势类群，相对丰度范围为

３９．０１％～４７８８％、１８４８％ ～２７．６８％和５．２８％ ～
８．５７％。慢生根瘤菌属相对丰度在不同设施种植年
限均大于ＣＫ，分别是 ＣＫ的１．２３倍、１．１２倍、１．０７
倍。无色杆菌属相对丰度在种植７年显著小于其他

处理，大小顺序为 ５年 ＞ＣＫ＞３年 ＞７年。
Ａｒｏｍａｔｏｌｅｕｍ相对丰度随设施蔬菜种植年限的延长
逐渐增加，种植３年和５年均小于ＣＫ。

２．５　ｎｏｓＺ群落结构及其与土壤化学性质的关系
通过对ｎｏｓＺ群落进行主成分分析（图５）可知，

不同设施种植年限土壤ｎｏｓＺ群落结构差异明显，第
１、第 ２主成分轴共解释了细菌群落结构变异的
６９９４％，其中第 １主成分轴解释了总变异的
４８４１％，第２主成分轴解释了总变异的２１．５３％。
种植７年分别与种植３、５年在 ＰＣ１和 ＰＣ２上分离
都较大，说明随设施蔬菜种植年限延长，ｎｏｓＺ群落
结构变化较大；种植３、５年的群落相聚较近，说明群
落相似度较大。

　　为分析土壤化学性质对ｎｏｓＺ群落结构的影响，
对ｎｏｓＺ群落结构与土壤化学指标进行冗余分析。
由图 ６可知，第 １主轴能够解释所有信息的
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４６６１％，第２主轴解释２２．４４％，两者累计解释信
息量达６９．０５％。由此可知，前２轴很好地反映了
ｎｏｓＺ群落组成与土壤化学性质的关系，且第１主轴
作用较大。

　　在属水平上，进一步对ｎｏｓＺ群落和土壤化学性
质进行相关性分析（表３）。Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｅｄ与土
壤速效磷含量呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）。无色杆菌
属与土壤有机碳含量呈极显著正相关（Ｐ＜００１），
与速 效 钾 含 量 呈 显 著 正 相 关 （Ｐ＜０．０５）。
Ａｒｏｍａｔｏｌｅｕｍ与土壤有机碳含量和速效钾呈显著负
相关，与全氮、铵态氮呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），与
速效钾呈显著负相关。苍白杆菌属与土壤 ｐＨ值呈
显著正相关（Ｐ＜０．０５）。固氮螺菌属与土壤全氮、
铵态氮含量呈显著正相关，与速效钾含量呈显著负

相关（Ｐ＜０．０５）。红假单胞菌属与土壤ｐＨ值、有机
碳和速效钾含量呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），与全
氮含量呈极显著负相关（Ｐ＜０．０１），与铵态氮和硝
态氮含量呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）。

表３　ｎｏｓＺ型反硝化细菌属水平优势菌群与土壤化学性质的相关性分析

属水平
相关系数

ｐＨ值 ＳＯＣ含量 ＴＮ含量 ＡＰ含量 ＡＫ含量 ＮＨ＋４ －Ｎ含量 ＮＯ－３ －Ｎ含量

慢生根瘤菌属 －０．１９６ －０．０５５ －０．０４５ ０．５２１ －０．０７６ ０．２２８ ０．２１１

Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｅｄ ０．４０７ ０．２１０ －０．１９６ －０．５８９ ０．３３５ －０．５０３ －０．４２２

无色杆菌属 ０．４９４ ０．７１１ －０．４８６ －０．５７１ ０．５８１ －０．５２３ －０．４８３

Ａｒｏｍａｔｏｌｅｕｍ －０．４２０ －０．６４３ ０．６３１ ０．４４４ －０．６６７ ０．５８１ ０．５３８

芽单胞菌属 ０．０４２ －０．０９４ －０．２９４ ０．１７５ ０．０４８ －０．０２９ －０．０５５

苍白杆菌属 ０．６１３ ０．５０９ －０．４５３ －０．４３７ ０．４９６ －０．５３９ －０．５１７

Ａｚｏａｒｃｕｓ －０．２９４ －０．１２７ ０．４７８ －０．１４７ －０．２９０ ０．３０３ ０．２６０

固氮螺菌属 －０．４６３ －０．５４４ ０．６８２ ０．３３４ －０．６５３ ０．６０９ ０．５６８

中慢生根瘤菌属 －０．２１３ －０．０６６ －０．０２４ ０．１９５ －０．０２８ ０．１４５ ０．１９４

红假单胞菌属 ０．７３０ ０．８１５ －０．７８４ －０．４９１ ０．７４６ －０．６８１ －０．５９３

３　讨论与结论

长期种植设施蔬菜对土壤化学指标有显著影

响，土壤全氮、铵态氮和硝态氮含量随设施种植年

限增加而显著增加，同时也高于露天菜地（ＣＫ），可
能由于设施栽培集约化种植，肥料持续高投入且长

期连作限制植物生长，影响植物对养分的吸收，大

部分养分在土壤中逐年积累［２５－２６］。由本研究结果

可知，设施菜地土壤有机碳含量低于露天菜地

（ＣＫ），随种植年限延长逐渐降低，与前人研究结
果［２７－２８］相反，但与 Ｓｏｎｇ等的研究结果［２９］相似，可

能与该区域很少施用有机肥及植物残体归还较少

等因素有关。本研究中土壤 ｐＨ值随种植年限延长
逐渐降低，与许多研究结果［３０－３１］相同，可能是由于

长期过量施（氮）肥导致ＳＯ２－４ 和ＮＯ
－
３ 等不断积累，

最终引起土壤酸化增强。

反硝化作用主要由微生物驱动完成，与土壤施

肥密切相关［３２］。本研究中，ｎｏｓＺ数量随设施种植年
限增加逐渐下降，且显著小于露天菜地（ＣＫ），可能
由于设施蔬菜高水肥投入，土壤 ｐＨ值降低，不利于
微生物的Ｎ２Ｏ还原酶组装，降低 Ｎ２Ｏ还原酶活性，
导致微生物对 Ｎ２Ｏ还原能力下降

［３３－３４］。Ｈａｌｌｉｎ等
研究认为，ｎｏｓＺ基因拷贝数随施氮量增加快速下
降［３２］。本研究中ｎｏｓＺ基因丰度与土壤ｐＨ值、有机
碳含量呈显著正相关，由于反硝化微生物为化能异

养型生物，有机质可作为能量来源［３５］。Ｍａｔｌｏｕ等研
究认为，土壤有机碳含量与土壤微生物群落结构关

系紧密，有机碳为土壤微生物活动提供需要的底物

以及能量来源［３６］。在本研究，随设施蔬菜种植年限

延长，土壤有机碳含量逐渐降低，不能为反硝化微
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生物提供充足的能量来源。Ｂｏｗｄｅｎ等研究认为，土
壤有机碳积累是因为微生物生物量减少导致［３７］。

土壤ｐＨ值是反硝化微生物数量变化的主要环境因
子［３８］。土壤ｐＨ值随设施蔬菜种植年限延长逐渐
降低，土壤酸化会引起铁、铝等积累，铁、铝氢氧化

物通过吸附土壤可溶性碳来降低微生物对碳源的

利用［３９］；土壤酸性越强，Ａｌ３＋积累越多，对土壤细菌
细胞膜损害越大［４０］。Ｂａｕｈｕｓ等研究表明，在酸性
森林土壤中，添加磷可以促进土壤反硝化［４１］。本研

究中，ｎｏｓＺ基因拷贝数与速效磷含量呈显著相关，
进一步支撑了土壤磷对反硝化微生物具有调控作

用，然而关于磷如何调控反硝化微生物生长的机制

仍不清楚。硝态氮可作为反硝化底物和反硝化过

程的电子受体，影响反硝化微生物生长［４２］。本研究

中，ｎｏｓＺ反硝化微生物群落 ɑ多样性指数在各处理
差异显著。Ｃｈａｏ１指数和 ＡＣＥ指数均是露天菜地
（ＣＫ）最高，随种植年限延长逐渐降低，可能由于设
施蔬菜长期种植，土壤酸化和盐渍化严重，导致土

壤反硝化细菌物种丰度降低。Ｓｈａｎｎｏｎ指数和
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数是种植３年较高，７年较低，随种植年
限延长土壤反硝化微生物物种多样性降低；可能是

由于设施蔬菜长期种植，导致土壤有机碳含量下

降，不能为反硝化微生物生长提供丰富碳源。

ｎｏｓＺ型反硝化细菌中优势类群均为变形菌门，
与许多研究结果［１２，４３］一致。变形菌门的高低可反

映土壤有机质等养分含量高低，同时在 ｐＨ值较高
的土壤环境中生长较好［４４］。本研究中，变形菌门丰

度随种植年限延长表现出递降趋势，露天菜地（ＣＫ）
和种植３年土壤最高，可能与土壤养分含量高及ｐＨ
值较高有关，有利于变形菌门生长。属水平上共有优

势类群为慢生根瘤菌属，相对丰度平均占ｎｏｓＺ基因
序列的４３％。种植３、５、７年的慢生根瘤菌属相对丰
度均大于露天菜地（ＣＫ），随种植年限延长逐渐降低。

相关研究人员认为，反硝化微生物对施肥的反

映差异性在于土壤ｐＨ值、全氮、铵态氮和硝态氮含
量［３２］。土壤ｐＨ值被认为是影响反硝化微生物群
落结构的主要因子，ｐＨ值对反硝化微生物具有选择
效应，其变化可以影响反硝化微生物的群落结构，

并进而影响它们对环境变化的响应［３８］。本研究中，

土壤ｐＨ值在不同处理中存在显著差异，并且土壤
ｐＨ值与ｎｏｓＺ相对丰度之间存在显著相关关系，说
明土壤ｐＨ值是引起反硝化微生物群落结构发生变
化的主要因素。硝态氮是反硝化的底物，硝态氮含

量直接影响反硝化微生物的利用程度［４５］。

ｎｏｓＺ基因丰度、Ｃｈａｏ１指数和 ＡＣＥ指数变化趋
势一致，随种植年限延长逐渐降低。门水平上，变

形菌门相对丰度占 ｎｏｓＺ型反硝化微生物总量的
６２．２７％～７０．４２％，是设施菜地土壤共有优势类群，
在种植３年土壤中最高。属水平上，慢生根瘤菌属
和无色杆菌属为共有优势类群。为准确评价设施

土壤反硝化作用变化规律，需要开展长期试验，同

时还需要对涉及反硝化途径的其他功能微生物群

落进行研究。
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电子供体对向日葵秸秆厌氧发酵产酸

和微生物群落结构的影响

封丽梅，林　淼，姜茂成，程秀花，吉慧敏
（扬州大学动物科学与技术学院，江苏扬州２２５００９）

　　摘要：为探究电子供体对瘤胃微生物发酵向日葵秸秆产Ｃ２～Ｃ６脂肪酸的影响，采用体外连续传代和高通量测序
技术，比较添加乙醇或乳酸对脂肪酸产量及细菌和真菌群落结构的影响。结果表明，添加乙醇和乳酸显著提高了总

Ｃ２～Ｃ６脂肪酸的产量，乙醇提高了乙酸、戊酸和己酸产量，乳酸提高了丙酸、丁酸、戊酸和己酸产量。与对照组相比，
乙醇组的拟杆菌门相对丰度下降，而变形菌门相对丰度上升；乳酸组的变形菌门相对丰度下降，而放线菌门相对丰度

上升。添加乙醇或乳酸对相对丰度前５的真菌菌门无显著影响。添加２种电子供体都显著改变了细菌和真菌的群落
结构。添加乙醇显著提高萨特氏菌属、解琥珀酸菌属和脱硫弧菌属的相对丰度，添加乳酸显著提高巨型球菌属、

Ｓｈｕｔｔｌｅｗｏｒｔｈｉａ、互营球菌属、光冈菌属、未定义的普雷沃氏菌的相对丰度。在种水平上，普雷沃氏菌、亨氏丁酸弧菌、埃
氏巨型球菌与丁酸、戊酸产量呈显著相关。

　　关键词：乙醇；乳酸；瘤胃微生物；向日葵秸秆；Ｃ２～Ｃ６脂肪酸
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基金项目：扬州大学研究生科研与实践创新计划（编号：ＸＳＪＣＸ２０＿

０３２）；国家现代农业产业技术体系建设专项；江苏省高校优势学科

建设工程。

作者简介：封丽梅（１９９６—），女，江苏盐城人，硕士研究生，主要从事

瘤胃挥发性脂肪酸的功能及代谢研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｅｎｇｌｉｍｅｉ１９９６＠

１６３．ｃｏｍ。

通信作者：林　淼，博士，副教授，主要从事瘤胃微生态及分子营养研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｎｍｉａｏ＠ｙｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　我国是农业大国，主要农作物秸秆产生量为
９８４亿ｔ，可收集量达８．２４亿ｔ，占全球秸秆总产量
的２０％左右［１］。２０１９年全球向日葵总种植面积约
为２５９０万ｈｍ２，大部分地区在向日葵收获后采用焚
烧的方式处理，不仅污染环境，也浪费能源［２－５］。农

作物秸秆含有很高的纤维性碳水化合物，对其进行

有效的降解利用和转化已成为研究的热点，而生物

质的资源化和能源化利用对能源发展和环境保护

具有重要的价值和意义。目前生物法降解废弃物，

主要有酶处理法和微生物处理法，用于生产甲烷、

乙醇和挥发性脂肪酸［６－８］。因具有反应条件温和、

污染小的特点，具有巨大的应用潜力［９－１０］。

向日葵秸秆作为丰富的木质纤维素资源，可以

发酵生产燃料乙醇，也可直接饲喂反刍动物［１１－１２］。

瘤胃微生物栖息在反刍动物瘤胃中，是分解利用纤

维类物质效率最高的天然微生态体系［１３］。瘤胃微

生物可实现厌氧发酵秸秆，获得甲烷和挥发性脂肪

酸，这在新型高值化利用方面也具有深度挖掘的价

值［１４］。厌氧发酵产生的挥发性脂肪酸主要通过水

解和产酸步骤形成，其中，戊酸和己酸是乙酸、丙酸

和丁酸进一步合成的产物，并且可提供更多能

量［１５－１６］。利用乙醇或乳酸作为电子供体，在特定微

生物的作用下进行脂肪酸β氧化的逆循环实现短链
脂肪酸碳链延长，提高戊酸和己酸的产量［１７－１８］。相

关研究表明，乙醇有助于奶牛瘤胃细菌发酵纤维类

底物产生更多的乙酸和己酸，该类电子供体具备帮

助细菌利用有机废弃物生产己酸的潜力［１９－２０］。目
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