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摘　要　　研究长期不同施肥稻田土壤厌氧氨氧化微生物丰度和群落结构组成，深入认识稻田

厌氧氨氧化菌对不同施肥的响应机理，可为合理施肥和理解湿地生态系统厌氧氨氧化过程提供科学

依据。设置不施肥（CK）、单施无机肥（NPK）、无机肥配施牛粪（NPKM）、无机肥加秸秆还田

（NPKS）四个处理，采用荧光定量PCR和高通量测序对不同施肥模式下水稻土厌氧氨氧化细菌丰度和

群落结构进行分析。结果发现，不同处理之间厌氧氨氧化细菌丰度具有显著差异（p<0.05），表现为

NPKM>NPKS>NPK>CK，且与有机质、全氮和铵态氮含量具有显著相关性（p<0.05）。高通量测序

结果表明，不同施肥处理主要的厌氧氨氧化菌为Candidatus Brocadia、Candidatus Anammoxoglobus和

Candidatus Scalindua，其中优势种群为Candidatus Brocadia。菌群的多样性分析表明，CK和NPKS处

理的厌氧氨氧化菌群落结构多样性香农指数（Shannon index）、辛普森指数（Simpson index）和丰富

度指数（Chao 1 index）显著高于NPKM和NPK处理（p<0.05）。上述结果表明，长期施肥改变了厌氧

氨氧化菌的数量和群落结构。有机无机肥配施更有利于提高厌氧氨氧化菌丰度。然而，不同施肥措施

对厌氧氨氧化菌的多样性影响不同，无机肥加秸秆还田提高了厌氧氨氧化菌多样性，但单施无机肥和

无机肥配牛粪降低了厌氧氨氧化菌多样性。厌氧氨氧化菌的数量和群落结构对不同施肥的响应不同。
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稻田是我国典型的农业生态系统，与人类关系

密切，受人为干扰较大。为了获得高产，各种不同

形式的氮肥长期大量投入，引起氨挥发和硝酸盐淋

溶、径流及反硝化等氮损失过程［1］。长期以来，反

硝化被认为是稻田土壤氮素损失的最主要生物学途

径，但随着20世纪末厌氧氨氧化的发现改变了这一

传统观点［2］，厌氧氨氧化导致土壤氮素的损失不可

忽略［3-4］。厌氧氨氧化是在厌氧或微氧条件下，厌

氧氨氧化菌以亚硝酸盐为电子受体将氨氮氧化为氮

气和水的生物反应过程，是生态系统氮循环的重要

环节，在湿地生态系统中广泛发生。过去的研究大

多集中在海洋［5-6］、湖泊［7-8］、河流岸边带［9］的厌
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氧氨氧化过程，针对稻田的研究主要针对单一肥料

在短期内对厌氧氨氧化过程的影响［10-11］，而关于长

期不同施肥（化肥、有机肥、有机无机配施）对厌

氧氨氧化过程的效应研究十分有限。

厌 氧 氨 氧 化 菌 广 泛 存 在 于 农 业 土 壤 
中 ［11-12］。参与厌氧氨氧化反应的微生物属于细

菌 域 浮 霉 菌 门 的 B r o c a d i a l e s （ 目 名 ， 中 文 译 名

未 定 ） ， 目 前 已 探 知 的 厌 氧 氨 氧 化 菌 有 5个 属 ：

Candidatus  Brocadia、Candidatus  Kuenenia、

Candidatus Anammoxoglobus、Candidatus Jettenia
和Candidatus Scalindua，这5个属均已在农业土壤

中发现［4,11,13］，但这些研究因大部分未进行高通量

测序无法获得具体的厌氧氨氧化菌相对丰度及多样

性数据。利用新一代高通量测序技术可以破译微生

物群落结构，结合土壤因子的变化，可以反映微

生物对环境因子的响应机制［14］。中国不同地区旱

地农田土壤的研究表明，厌氧氨氧化菌丰度为每

克干土6.4×104～3.7×106个拷贝数，厌氧氨氧化

菌的优势种群为Candidatus Brocadia，其多样性和

群落结构与土壤有机质和氨含量显著相关［13］。中

国东北典型白浆土水稻土的优势种群是Candidatus 
Scalindua，且4 a种植水稻的厌氧氨氧化菌多样性

高于1 a和9 a种植水稻土壤［12］。对中国南方典型

水稻土的研究表明，厌氧氨氧化菌丰度为每克干土

1.2×104～9.6×104个拷贝数，可检测到Candidatus 
Brocadia和Candidatus Kuenenia两个属，厌氧氨氧

化菌群落结构受pH和氨浓度显著影响［11］。已有的

研究表明，厌氧氨氧化菌在不同稻田土壤中的数量

和群落结构不尽相同，不同肥料种类和种植方式的

土壤中丰度和种群分布也具有一定差异。

因此，本研究选择福建省农业科学院33 a长期

定位试验田为研究对象，设置不施肥、单施化肥、

无机肥配施牛粪、无机肥加秸秆还田四个处理，针

对厌氧氨氧化的功能基因hzsA进行定量，并对厌氧

氨氧化菌的16S rRNA基因在Illumina Miseq平台进

行高通量测序，研究长期不同施肥稻田厌氧氨氧化

微生物的数量和群落结构特征。

1　材料与方法

1.1　试验设计

本研究依托福建省农业科学院位于福建省闽侯

县白沙镇（119°04′10″E，26°13′31″N）的

长期定位试验田。供试土壤类型为黄泥田，成土母

质为低丘红壤坡积物。定位试验于1983年开始。试

验地1983—2004年采用双季稻轮作，2005年开始

采用单季稻种植。

设置（1）不施肥（CK）、（2）单施氮磷钾

化肥（NPK）、（3）氮磷钾加牛粪（NPKM）、

（4）氮磷钾加秸秆还田（NPKS）四个处理，每

个处理3次重复，小区面积12 m2（3 m×4 m），

小区之间采用随机区组排列，用水泥埂隔开。施

肥量为：CK处理不施用任何肥料，其余处理无机

肥施用量均为N 103.5 kg hm-2（尿素），P2O5 27.0 
kg hm-2（过磷酸钙）和K2O 135.0 kg hm-2（氯化

钾）。牛粪养分含量为有机质394.2 g kg-1，N 15.8 
g kg-1，P2O5 8.8 g kg-1和K2O 11.7 g kg-1，施用量

（干基）为3 750 kg hm-2；秸秆养分含量为有机质

647.4 g kg-1，N 11.0 g kg-1，P2O5 3.8 g kg-1和K2O 
20.4 g kg-1，施用量为上茬秸秆全部回田，多年平

均还田量为4 500 kg hm-2。

1.2　土壤样品采集与基本理化性质分析

土壤样品采集于2016年7月，为水稻种植之

前。采样方法：用土钻在每个小区采用对角线多点

采样法采集耕层（0～20 cm）土壤样品，混匀后采

用四分法保留样品。样品分为两部分，一部分立即

液氮冷却后带回实验室冷冻干燥，用于分子生物学

分析；另一部分鲜样带回实验室后，或直接用于铵

态氮（NH4
+-N）和硝态氮（NO3

--N）分析，或室

内自然风干后过2 mm筛用于总有机碳、全氮、盐

度（电导率）和pH分析。

土壤样品相关理化性质分析参照《土壤农业

化学分析方法》［15］中的分析方法。其中，铵态氮

（NH4
+-N）和硝态氮（NO3

--N）采用KCl（2 mol L-1）

浸提，流动注射仪（FIA QC8500，Lacha t，美

国）分析测定。总有机碳、全氮采用总有机碳分

析仪（TOC-V CPH，SHIMADZU，日本）进行

分析。土壤pH采用水土比为1︰2.5，pH计测定。

盐度测定采用中华人民共和国环境保护标准（HJ 
802-2016）方法［16］测定。

1.3　DNA提取与实时荧光定量PCR
称 取 约 0 . 5  g 冷 冻 干 燥 后 的 土 壤 ， 按 照 土 壤

DNA快速提取试剂盒的方法提取土壤总DNA。超

微量紫外分光光度计（ND2000，Thermo，美国）
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检测DNA纯度。采用实时荧光定量PCR方法对土

壤 D N A 中 h z s A 基 因 进 行 定 量 检 测 。 定 量 仪 器 为

TIB-8600（泰普，中国），引物为hzsA_1594F和

hzsA_1857R，反应条件为预变性95℃ 3 min，扩增

95℃ 10 s，63℃ 10 s，72℃ 10 s（45个循环），

最终溶解曲线为82℃  10 s。每个独立样品3次重

复，反应体系20 μL，包括4 μL DNA模板，0.6 μL
前引物和后引物，10 μL SYBR 2 Premix Ex Taq
酶，1.0 μL牛血清白蛋白（20 mg mL-1），3.8 μL
灭菌水。

1.4　高通量测序和序列分析

对 于 厌 氧 氨 氧 化 菌 1 6 S  r R N A 基 因 ， 采 用

巢 式 P C R 反 应 。 第 一 次 反 应 采 用 引 物 P L A 4 6 f -
630r，反应条件为：预变性96℃  10  min，扩增

96℃  60 s，56℃  1 min（35个循环），溶解曲线

72℃  1 min。然后取1 mL PCR产物稀释500倍作

为第二步扩增反应的模板。第二次反应的引物为

Amx368f-Amx820r，反应条件为：预变性96℃  
10  min，扩增96℃  30  s，58℃  1  min（25个循

环），溶解曲线72℃  1  min。反应体系和反应条

件参照Hef t ing等 ［17］的方法。扩增产物由2%琼

脂糖凝胶电泳进行检测，经琼脂糖凝胶纯化试剂

盒（Promega，Madison，WI）后用超微量紫外

分光光度计ND 2000（Thermo，美国）测定浓

度，通过 I l lumina Miseq平台（派森诺生物科技

有限公司，上海）进行测序。

序列分析步骤如下：①序列整理和过滤：为

了整合原始双端测序数据，首先采用滑动窗口法

对FASTQ格式的双端序列逐一作质量筛查，要求

碱基平均测序准确率大于99%，且不允许存在模糊

碱基。随后，利用FLASH软件对通过质量初筛的

双端序列根据重叠碱基进行配对连接，要求两条

序列的重叠碱基长度大于10 bp，且不允许碱基错

配。最后，根据每个样本所对应的Barcode序列信

息，将连接后的序列识别分配入对应样本，获取

有效序列。②操作分类单元（OTU）划分和分类

地位鉴定：使用QIIME软件，调用序列比对工具

UCLUST，对前述获得的序列按97%的序列相似度

进行归并和OTU划分，并选取每个OTU中丰度最

高的序列作为该OTU的代表序列。随后，根据每

个OTU在样本中所包含的序列数，构建OTU在各

样本中丰度的矩阵文件。在QIIME软件中通过将

OTU代表序列与对应数据库的模板序列相比对，

获取每个OTU所对应的分类学信息。

1.5　数据分析

数据处理采用Microsof t  Excel  2010，图形

处理采用SigmaPlot 12.5软件，采用SPSS 21.0软

件进行单因素方差分析（one-way  ANOVA），

显 著 性 检 验 采 用 邓 肯 （ D u n c a n ） 法 ， 不 同 字 母

表示在p<0.05水平具有显著性差异，相关性分析

采用双尾检验。高通量测序多样性指数包括香农

指数（Shannon index）、辛普森指数（Simpson 
index）、丰富度指数（Chao 1 index）等采用R 
3.1.0软件运行。

2　结　果

2.1　长期不同施肥对土壤理化性质的影响

表 1 列 出 了 长 期 不 同 施 肥 管 理 模 式 下 稻 田 土

壤 基 本 理 化 性 质 。 由 表 1 可 知 ， 由 于 长 期 施 肥

（33 a）改变了土壤养分，有机质（OM）、全氮

（TN）、铵态氮（NH 4
+-N）和盐度（EC）均发

生了显著变化。与CK处理相比，NPKM和NPKS
处理均显著增加了土壤有机质、全氮、氨态氮和

盐含量，但CK处理与NPK处理差异不明显，说明

有机无机配施更有利于土壤养分的提高。此外，

NPKM处理的有机质、全氮、铵态氮含量与NPKS
处理无显著差异。盐度的方差分析表明，有机无

机配施有利于土壤盐的提高，且NPKS显著高于

NPKM。不同处理之间土壤pH无显著差异。各处

理硝态氮（NO3
--N）含量均较低，且含量无显著

差异。

2.2　长期不同施肥土壤厌氧氨氧化菌功能基因

为研究不同施肥对厌氧氨氧化菌数量的影响，

采用荧光定量PCR技术分析了厌氧氨氧化菌功能基

因hzsA的拷贝数。结果表明，不同处理之间hzsA
基因丰度存在显著差异，且长期施肥处理基因丰度

高于不施肥处理2个数量级（图1）。总体而言，

有机无机配施高于单施无机肥，单施无机肥高于不

施肥。其中，NPKM处理hzsA丰度最高（每克干土

（3.6±0.2）×106个），NPKS处理次之（每克干

土（2.9±0.2）×106个），且显著高于NPK处理

（每克干土（1.3±0.2）×106个）和CK处理（每

克干土（6.9±0.6）×104个）。因此，长期施肥显
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表1　不同处理下的土壤理化性质

Table 1　Effects of long-term different fertilization on soil physical-chemical properties relative to formula of the fertilization （n=3）

处理

Treatment
pH

EC

（µS cm-1）

OM

（g kg-1）

TN

（g kg-1）

NH4
+-N

（mg kg-1）

NO3
--N

（mg kg-1）

CK 5.30±0.08a 49.01±1.38c 25.87±0.09c 1.24±0.02b 21.22±1.52b 1.15±0.15a

NPK 5.22±0.02a 47.98±0.71c 30.23±0.18bc 1.52±0.07b 26.48±2.23b 1.04±0.06a

NPKM 5.25±0.05a 56.95±0.22b 37.13±2.09a 1.90±0.18a 38.80±3.37a 1.31±0.56a

NPKS 5.28±0.07a 81.26±3.61a 34.90±2.69ab 1.88±0.11a 34.55±2.41a 0.75±0.36a

　　注：不同字母表示同一个参数不同处理间具有显著差异（p<0.05）。EC，盐度；OM，有机质；TN，全氮；NH4
+-N，铵态

氮；NO3
--N，硝态氮；CK，不施肥；NPK，单施无机肥；NPKM，无机肥配施牛粪；NPKS，无机肥加秸秆还田。下同  Note: 

Different letters in the same column indicate significant difference between treatments （p<0.05）. EC, electrical conductivity; OM, 

organic matter; TN, total nitrogen; NH4
+-N, ammonia nitrogen; NO3

--N, nitrate nitrogen; CK, control or no fertilization; NPK, chemical 

fertilizer N, P and K; NPKM, chemical fertilizer combined with cattle manure; NPKS, chemical fertilizer combined with straw. The 

same below

著提高了厌氧氨氧化菌丰度，且有机无机配施

效果更为明显。

将 厌 氧 氨 氧 化 菌 功 能 基 因 h z s A 丰 度 与 土 壤

理 化 性 质 做 相 关 性 分 析 （ 表 2 ） ， 结 果 发 现 ，

不 同 施 肥 处 理 厌 氧 氨 氧 化 菌 丰 度 与 土 壤 有 机 质

（ r = 0 . 9 9 9 ， p = 0 . 0 0 1 ） 和 铵 态 氮 （ r = 0 . 9 9 8 ，

p=0.002）均呈极显著正相关，与全氮呈显著相关

关系（r=0.988，p=0.012）。厌氧氨氧化菌功能基

因的数量与土壤pH、盐度和硝态氮含量无显著相

关关系。表明长期施肥土壤中，高土壤肥力（有机

质及全氮）和铵态氮利于厌氧氨氧化菌的生长。

2.3　厌氧氨氧化菌的群落组成与多样性

2 . 3 . 1 厌 氧 氨 氧 化 菌 的 群 落 组 成 　 　 根 据 厌 氧 氨

氧 化 菌 1 6 S  r R N A 基 因 高 通 量 测 序 结 果 ， 对 不

同 施 肥 稻 田 土 壤 厌 氧 氨 氧 化 细 菌 的 所 有 序 列 在

9 7 % 的 相 似 度 下 进 行 聚 类 ， 挑 选 出 1  3 5 5 条 代

表 性 序 列 ， 挑 选 出 每 个 O T U s 的 代 表 序 列 加 入

DNA序列数据库（Genebank）中与已探明的厌

氧 氨 氧 化 菌 序 列 做 参 比 序 列 ， 总 共 获 得 4类 厌 氧

氨氧化菌：Candida tus  Brocad ia、Candida tus 
Anammoxoglobus、Candidatus  Scal indua以及

相 当 一 部 分 未 分 离 或 不 可 培 养 的 厌 氧 氨 氧 化 菌

（Unidentified Planctomycetaceae）。然后对代

表性序列对应的OTUs中的样品序列进行注释，

获 得 每 个 样 品 的 厌 氧 氨 氧 化 细 菌 群 落 组 成 的 相

对 丰 度 （ 图 2） 。 结 果 显 示 ， 长 期 不 同 施 肥 土 壤图1　长期不同施肥土壤厌氧氨氧化菌hzsA基因丰度

Fig. 1　hzsA gene abundance in paddy soils under long-term 

fertilization relative to formula of the fertilization （n=3）

注 ： 不 同 字 母 表 示 同 一 个 属 不 同 处 理 间 具 有 显 著 性 差 异

Note: Different letters indicate significant difference between 

treatments the same in genera

图2　长期不同施肥土壤厌氧氨氧化菌相对丰度

Fig. 2　Relative abundance of anammox bacteria in paddy 

soils under long-term fertilization relative to formula of the 

fertilization
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厌氧氨氧化菌的优势种群为Candidatus  Brocadia
（74 .70%～89 .27%），且不同处理间无显著差

异。其次为不可培养的厌氧氨氧化菌Unidentified 
Planctomycetaceae，相对丰度为9.00%～19.53%，

其 中 C K 处 理 （ 1 5 . 0 0 % ± 2 . 1 8 % ） 、 N P K M
处 理 （ 1 2 . 1 0 % ± 2 . 2 3 % ） 和 N P K S 处 理

（19.53%±2.39%）之间无显著差异，但显著高

于NPK处理（9.00%±2.40%）。另外两种厌氧氨

氧化菌Candidatus Anammoxoglobus和Candidatus 

S c a l i n d u a 丰 度 较 低 （ 0 . 0 3 % ～ 5 . 5 3 % ） 。

其 中 C K 处 理 C a n d i d a t u s  A n a m m o x o g l o b u s
相 对 丰 度 最 高 （ 5 . 5 3 % ± 0 . 6 1 % ） ， N P K S
处 理 次 之 （ 4 . 7 0 % ± 0 . 6 1 % ） ， N P K M 处

理 为 3 . 6 7 % ± 0 . 4 4 % ， 显 著 高 于 N P K 处 理

（ 1 . 7 0 % ± 0 . 1 7 % ） 。 不 同 土 壤 中 ， 仅 有 少 量

Candidatus  Scalindua（0.03%～1.07%）被鉴定

出来，有机无机配施处理（NPKS和NPKM）相 
对丰度（1.00%～1.07%）显著高于NPK处理和CK

表2　不同施肥土壤厌氧氨氧化功能基因（hzsA）与理化性质的相关性

Table 2　Pearson correlations between hzsA gene copies and soil physical-chemical properties under long-term fertilization relative to 

formula of the fertilization （n=4）

hzsA pH EC OM TN NH4
+-N NO3

--N
hzsA 1
pH -0.713 1
EC 0.597 -0.264 1
OM 0.999** -0.742 0.578 1
TN 0.988* -0.741 0.689 0.988* 1

NH4
+-N 0.998** -0.680 0.571 0.996** 0.977* 1

NO3
--N -0.041 0.157 -0.737 -0.037 -0.192 0.012 1

　　注：*表示显著相关（p<0.05）；**表示极显著相关（p<0.01）。下同  Note: *indicated significant correlation （p<0.05）; 
**indicated extremely significant correlation （p<0.01）. The same below

处理（0.03%～0.27%）。

通过不同施肥处理厌氧氨氧化菌的群落组成

与土壤基本理化因子的相关性分析发现（表3），

所有样品中，仅发现Candidatus Scalindua相对丰

度与土壤有机质（r=0.619，p=0.032）及氨态氮

（r=0.607，p=0.036）呈正相关，其他种的相对丰

度与所测土壤理化性质均无显著相关性。因此，

在一定范围内高有机质和氨氮有利于Candidatus 
Scalindua在土壤中的富集生长。土壤厌氧氨氧化

菌的相对丰度可能受土壤综合因素的影响。

表3　不同施肥土壤厌氧氨氧化菌群落组成与理化性质的相关系数

Table 3　Pearson correlations coefficient between community structure of anammox bacteria and soil physical-chemical properties 

under long-term fertilization relative to formula of the fertilization （n=12）

pH EC OM TN NH4
+-N NO3

--N

Candidatus Brocadia -0.280 -0.376 0.165 -0.024 -0.263 0.335

Candidatus Anammoxoglobus 0.475 0.248 -0.164 0.041 -0.075 0.046

Candidatus Scalindua 0.043 0.454 0.619* 0.244 0.607* -0.416

未鉴定菌属

Unidentified Planctomycetaceae
0.230 0.364 0.189 0.015 0.289 -0.391

2 . 3 . 2 　 厌 氧 氨 氧 化 菌 的 α 多 样 性 　 　 本 研 究

从 O T U s 水 平 上 通 过 分 析 香 农 指 数 （ S h a n n o n 
index）、辛普森指数（Simpson index）及丰富

度指数（Chao1  index）考察不同施肥处理厌氧

氨氧化菌的α多样性。其中，香农指数表示物种

的丰富度和均匀度；辛普森指数表示一个群落或

生境内优势种的地位和作用，其值越高表明群落

内物种数量分布越不均匀，优势种群的地位越突

出；丰富度指数表示一个群落或生境内物种的复

杂程度，值越高表明群落内物种数目越多。通过
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R3.1.0软件对样品OTUs进行多样性分析得出计算

结 果 ， 见 表 4。 总 体 而 言 ， 不 同 施 肥 处 理 的 土 壤

样品中，不施肥（CK处理）和氮磷钾加秸秆还田

（NPKS处理）厌氧氨氧化菌的群落多样性明显

高于单施氮磷钾肥（NPK处理）和氮磷钾加牛粪 
（NPKM处理）。

表4　长期不同施肥土壤厌氧氨氧化菌的α多样性指数

Table 4　α-diversity index of anammox bacteria in paddy soils under long-term fertilization relative to formula of the fertilization 

（n=3）

处理

Treatment

香农指数

Shannon index

辛普森指数

Simpson index

丰富度指数

Chao 1 index

CK 4.61±0.04a 0.92±0.00a 111.9±12.17a

NPK 2.87±0.24b 0.59±0.06c 62.69±13.45c

NPKM 3.60±0.58b 0.74±0.05b 88.75±3.25ab

NPKS 4.87±0.17a 0.93±0.01a 114.8±2.30a

比较不同施肥处理土壤厌氧氨氧化菌的α多

样性指数发现，CK处理和NPKS处理多样性较高

且差异不显著，说明这两个处理厌氧氨氧化菌多样

性较为接近。NPK处理和NPKM处理多样性较低，

除香农指数无显著差异外，NPKM处理的辛普森

指数（0.74±0.05）和丰富度指数（88.75±3.25）

显 著 高 于 N P K 处 理 （ 分 别 为 0 . 5 9 ± 0 . 0 6 和

62.69±13.45）。因此，单施化肥和化肥加牛粪均

降低了厌氧氨氧化菌的多样性，且在单施化肥处理

中更为明显。通过分析不同处理α多样性指数与土

壤理化因子之间的相关性，发现二者之间无显著相

关关系（数据未列出），说明厌氧氨氧化菌多样性

可能受土壤因子综合因素的影响。

3　讨　论

本研究应用新一代高通量测序技术结合荧光定

量PCR技术，针对厌氧氨氧化菌的16S rRNA基因

进行扩增测序，并对功能基因进行定量，研究了长

期不同施肥对土壤厌氧氨氧化菌群落结构、多样性

和数量的影响及其与土壤因子的关系。

3.1　 长期不同施肥稻田土壤厌氧氨氧化菌群落组

成差异的原因

已有研究表明 Cand ida tu s  Brocad i a是土壤

中最主要的厌氧氨氧化菌 ［18-19］，本研究结果表

明，长期不同施肥处理稻田土壤的优势种群也是

Candidatus Brocadia。大量研究表明，这类厌氧

氨氧化菌更适合在土壤系统中生长，原因可能是

相比于其他厌氧氨氧化菌，Candidatus Brocadia
本身的代谢途径多样 ［20］，可以利用更多的电子

供体，如小分子有机酸、Fe 2+、Mn 2+等，还原亚

硝酸盐（NO 2
-）生成氮气（N 2） ［21］。不同施肥

处理可以检测到少量的Candidatus  Scal indua，

且 有 机 无 机 配 施 处 理 相 对 丰 度 显 著 高 于 不 施 肥

和 单 施 化 肥 （ 图2 ） ， 这 很 可 能 与 盐 度 有 关 。 在

高盐度区域如海洋中优势种群通常是Candidatus  
S c a l i n d u a ［ 2 2 ］， 对 河 口 和 河 流 沉 积 物 的 研 究 表

明，Sca l indua与盐度高度相关，但Brocad ia和

Kuenenia在低盐中丰度更高［23］，说明Scalindua
对高盐度具有更好的适应性。对中国东北白浆土的

厌氧氨氧化菌群落结构研究表明，Scalindua是白

浆水稻土中的优势种群［12］，尽管原文未指出具体

原因，推测很可能是白浆土的高盐基饱和度造成 
的［24-25］。本研究中，长期有机无机配施后显著提

高了土壤盐度（表1），利于Scalindua的生长。但

由于其盐度相对于海洋与河流沉积物等生态系统存

在数量级上的差异，因此，在土壤中仅能检测到少

量的Scalindua。相关分析结果还表明，Scalindua
丰度也与土壤有机质和氨态氮含量具有一定的正相

关关系，因此，土壤中Scalindua的生长不仅受盐

度调控，也可能与有机质和氨态氮有关。不同施

肥处理均可以检测到一定数量的Anammoxoglobus
属（1.7%～5.5%），与中国32个不同旱地农田土

壤Anammoxoglobus平均丰度3%接近［13］，说明不

同农业土壤Anammoxoglobus属的相对丰度较为接

近。其他研究也在长期施肥土壤中鉴定出一定数量
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的Anammoxoglobus属［4,26］，但不同处理之间的相

对丰度差异原因仍有待深入研究。

3.2　 长期不同施肥稻田土壤厌氧氨氧化菌多样性

差异的原因

研究表明，土壤中厌氧氨氧化菌的生物多样

性高于海洋［22］和淡水生态系统［27］，这可能与土

壤中存在复杂的多种微生态有关。本研究表明，

不同施肥处理对厌氧氨氧化菌的多样性影响也不

同。综合而言，不施肥和无机肥加秸秆还田处理的

厌氧氨氧化菌多样性高于无机肥加牛粪处理，无

机肥加牛粪处理又高于单施无机肥处理（表4）。

一般认为，施肥处理会增加土壤微生物结构多样 
性［28-29］，然而本研究表明，施肥在一定程度上降

低了厌氧氨氧化菌多样性，且单施无机肥处理最为

明显。对不同施氮水平的研究［30］表明，稻田厌氧

氨氧化菌群落结构对高氮水平具有较高的响应，高

氮处理的厌氧氨氧化菌群落多样性显著高于中、低

氮和不施肥对照。但该研究仅对同一种施肥条件下

进行，且因未进行测序分析无法得到具体的微生物

群落信息［30］。最近，王蓥燕等［31］对石灰性紫色

水稻土的研究结果表明，单施化肥和化肥配施猪厩

肥均在一定程度上降低了厌氧氨氧化菌的多样性，

本研究结果与之类似。然而，无机肥加秸秆还田不

仅未降低厌氧氨氧化菌多样性，与不施肥处理相

比，还有一定程度的提高（表4）。本研究认为这

主要与施用有机肥料的组成成分、性质及腐解速度

有关［32］。牛粪中含有较多的易分解有机氮成分，

C/N比较低（约20.2～42.4:1），分解速度较快；

秸秆的C/N较高（约43.5～58.2:1）［33］，分解速率

较慢。一方面，牛粪中较低的C/N可能会影响厌氧

氨氧化菌的碳源代谢，使其养分和能源受限，如Li
等［34］的研究表明，C/N比可能是影响厌氧氨氧化

的重要因素；另一方面，过快的分解速度不能为厌

氧氨氧化菌提供稳定的外界环境，而厌氧氨氧化菌

自身是一类生长缓慢的微生物，本研究不施肥处理

厌氧氨氧化菌多样性较高的结果也证实了该观点。

因此，厌氧氨氧化菌的多样性对不同肥料种类的响

应不尽相同。

3.3　厌氧氨氧化菌丰度与土壤性质的关系

长期定位施肥可以改善土壤理化性质，提高

土壤肥力和作物产量，对土壤微生物生长的影响

更加深刻 ［35］。厌氧氨氧化菌多样性与肥料性质

有 关 ， 但 其 数 量 受 土 壤 性 质 影 响 较 大 。 本 研 究

结 果 表 明 ， 由 于 长 期 施 肥 显 著 提 高 了 土 壤 肥 力 
（表1），厌氧氨氧化菌的数量也发生了显著变化

（图1）。厌氧氨氧化菌数量与土壤有机质、全氮

和铵态氮含量显著相关（表2）。铵态氮是厌氧氨

氧化菌的底物来源，高铵态氮利于其生长，不同

地区农田土壤的研究也表明，厌氧氨氧化菌丰度

与有机质或铵态氮含量显著正相关 ［13］。土壤有

机质和全氮也是微生物利用底物的重要来源，其

含量往往对微生物的生长具有重要影响。本研究

中，由于长期施肥，土壤肥力发生显著变化，有

机无机配施有机质含量显著高于单施化肥，因此

更利于厌氧氨氧化菌的生长。此外，长期施肥可

以改善土壤结构和通气性，促进大颗粒团聚体的

形成［36］，这些环境也可能利于厌氧氨氧化菌在土

壤中的富集。单施化肥也在一定程度上提高了土

壤肥力，其厌氧氨氧化菌数量显著高于不施肥处

理（图2）。

本研究从一定范围内揭示了厌氧氨氧化菌对长

期施肥的响应及与土壤理化因子的关系。由于土壤

是复杂的多相系统，且受人为因素干扰较大，对厌

氧氨氧化菌与土壤关键因子的生物调控机理及其他

指标（如容重、溶解氧、氧化还原电位、温度、土

壤团聚体、孔隙度等）与厌氧氨氧化菌的关系尚有

待深入研究。此外，不同田间管理措施，如灌溉、

轮作方式、耕作如何通过影响土壤进而对厌氧氨氧

化过程进行调控也有待进一步研究。

4　结　论

本文通过高通量测序和荧光定量PCR技术对

不同施肥模式下厌氧氨氧化微生物的数量和群落

多 样 性 进 行 分 析 ， 主 要 有 以 下 结 论 ： （ 1） 长 期

不同施肥显著改变了厌氧氨氧化菌的数量，厌氧

氨氧化菌数量与有机质、全氮和氨态氮呈显著正

相 关 关 系 ； （ 2） 长 期 施 肥 稻 田 土 壤 中 主 要 的 厌

氧氨氧化菌为Candidatus  Brocadia、Candidatus 
Anammoxoglobus和Candidatus Scalindua，其中优

势种群为Candidatus Brocadia；（3）厌氧氨氧化

菌多样性与土壤基本理化性质无显著相关性，但很

可能与肥料性质有关，厌氧氨氧化菌对不同施肥的

响应不同。
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Response of Paddy Soil Anammox Bacteria to Long-Term Fertilization in 
Community Structure

NIE San’an1,2　WANG Yi2　WANG Fei3　YANG Jing2　ZHOU Biqing2　XING Shihe2†
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Abstract　【Objective】 This study was conducted to investigate abundance and community structure 
of anaerobic ammonia oxidizing （anammox） bacteria in paddy soils under long-term fertilization and 
explore mechanism of anammox bacteria responding to different fertilizers, in an attempt to provide a 
scientific basis for rationalizing fertilization and understanding ammonia oxidizing processes in wetland 
ecosystems. 【Method】 Four treatments, i.e. control （CK）, chemical fertilizer （NPK）, chemical 
fertilizer plus cattle manure （NPKM）, and chemical fertilizer plus straw （NPKS）, were set in the 
field experiment of the study. Soil samples were collected from the treatments for analysis of abundance 
and community structure of soil anammox bacteria, using the fluorescent quantitative PCR assay targeting 
hydrazine synthase α-subunit （hzsA） gene and high-throughput sequencing technology aiming at 16S 
rRNA gene of anammox bacteria. 【Result】Significant differences were observed between the treatments in 
abundance of hzsA gene （p<0.05）, exhibiting an order of NPKM>NPKS>NPK>CK. Correlation analysis 
（p<0.05） shows that abundance of hzsA gene was significantly and positively related to soil organic 
matter, total nitrogen and ammonia content. High-throughput sequencing shows Candidatus Brocadia, 
Candidatus Anammoxoglobus and Candidatus Scalindua were the main anammox bacteria and Candidatus 
Brocadia the dominant one in all the treatments. Bacteria diversity analysis shows that treatments CK and 
NPKS were significantly higher than treatment NPKM and NPK in Shannon index, Simpson index and Chao 
1 index （p<0.05）. 【Conclusion】 Long-term fertilization alters the anammox bacteria community in 
population and structure. The application of chemical fertilizers combined with organic manure is conducive 
to abundance of the anammox bacteria. However, the anammox bacteria community in the soil varies in 
structure with difference in fertilization. The anammox bacteria community increased in α-diversity in the 
soil applied with chemical fertilizer plus straw, but decreased in the soil applied with chemical fertilizer 
only and chemical fertilizer plus cattle manure. It can, therefore, be concluded that anammox bacteria vary 
in their response to different fertilizer or manure used in abundance and community structure. 

Key words　Anammox bacteria; Long-term fertilization; High-throughput sequencing; q-PCR; 
Candidatus Brocadia
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