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　　21世纪以来 ,由于其良好的生态环境效应、及

市场对绿色安全稻米的需求 ,稻田种养复合生态系

统的应用范围不断扩大 ,模式多种多样 ,在我国南

方地区主要以稻田养鸭、养鱼、养虾为主。同时对

稻田种养复合生态系统的机理及其效应也进行了

较为广泛的研究。相关研究表明 :稻鸭共生可利用

鸭子的活动、觅食产生中耕除虫的效果 [ 1, 2 ] ,减少农

药对环境的污染 ;稻鸭共生有利于稻田通风透光 ,

改善水稻群体结构 ;提高土壤肥力 [ 3～5 ] ;还能减少稻

田中的产甲烷菌数量 ,减少甲烷排放 [ 6～9 ]等方面作

用。然而对于稻田养鸭、养鱼后对土壤微生物数量

及多样性方面的研究还很少 ,甘德欣等 [ 10 ]研究表明

稻田养鸭后能增加土壤微生物的数量 ,但对土壤微

生物多样性影响的研究还有待深入。

土壤生态系统是保证农业可持续发展的基础。

土壤微生物群落是其中重要的活性组分 , 对土壤养

分循环、有机质分解、土壤结构和肥力维持、温室气

体产生、环境污染物净化等发挥着重要作用。正是

由于土壤微生物在陆地生态系统中的重要性 , 有关

土壤生物多样性的研究得到了广泛的重视。传统

的培养法仅能培养不足 1%的土壤微生物 ,对研究

土壤微生物多样性存在很大的局限性。近年来 ,非

培养法得到了广泛应用 ,为微生物多样性的深入研

究带来了新的契机。如生物标记法的磷脂脂肪酸

分析研究土壤微生物的结构多样性 ; B IOLOG碳源

利用法研究功能 (代谢 )多样性 ;分子生物学方法研

究基因多样性 [ 11, 12 ]。B IOLOG法因其快捷、简便在

国内外的土壤微生物多样性的研究中得到了较为

广泛的应用 [ 13～17 ]。

本研究利用 B IOLOG碳源利用法和传统培养法

研究稻田复合生态系统土壤微生物多样性特征 ,一

方面揭示地上生物多样性的增加对土壤微生物多

样性的影响 ,另一方面为进一步评价稻 2鸭 (鱼 )复

合生态系统的生态经济效应提供科学依据。

1　材料与方法

111　试验地概况

试验地设在华中农业大学试验农场。土壤为

第四纪黄土沉积物发育的水稻土 ,耕层土壤厚 20

cm ,下为 10 cm 厚的犁底层。土壤全氮 0135

g kg- 1 ,全磷 1117 g kg- 1 ,有机质 1618 g kg- 1 ,硝态

氮 1211 mg kg- 1 ,铵态氮 0152 mg kg- 1 , pH618。前

茬为油菜。

112　供试材料

中稻品种为两优培九 ,鸭为本地麻鸭 ,鱼为长
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江流域常见的鲤鱼。

113　田间试验方法

试验设 3个处理 : (1)放鸭 (每小区 4只 ) (D ) ;

(2)不放鸭、不养鱼 (CK) ; (3)养鱼 ( F) ,各小区随

机区组设计 , 3次重复。小区面积为 160 m
2。养鸭

处理田间开挖围沟深 30 cm、宽 40 cm,以便鸭子嬉

水和取样。小区之间用泥巴砌成田埂 ,覆上地膜 ,

防止水肥串流。沿田埂围 016～018 m的尼纶丝网 ,

以防鸭逃走。养鱼处理田间挖两条交叉的十字形

沟 ,沟深 30 cm,供鲤鱼栖息。水稻种植方式以宽窄

行栽插 ,各小区均实行浅水淹灌 (无沟处水深 10

cm)。2006年 4月 20日播种 , 5月 27日移栽 , 6月

10日放入鸭、鱼 ,至 8月 15日水稻齐穗期收鸭和

鱼。鸭放养期间 ,根据田间饵料情况酌情补饲料 ,

在水稻全生育期不进行化学除草治虫、不施肥。

114　室内培养与分析

于 2006年 6月 9日放鸭、放鱼前及 2006年 7

月 10日养鸭、养鱼 1个月时两次取土样 ,每小区按

“S”曲线五点取样 ,迅速带回实验室 ,过 2 mm筛后 ,

混合均匀 ,放在 4℃下冷藏备用。

11411　土壤细菌、真菌、放线菌的培养和测定　　细

菌采用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基 ,放线菌采用改良

高氏Ⅰ号培养基 ,真菌采用马丁氏培养基 ,均采用

平板菌落计数法计算其数量。

11412　B IOLOG碳素利用法测定土壤微生物代谢

多样性　　B IOLOG GN和 GP测试盘有 95个含有

不同碳源的孔和一个水对照孔 ,不同的微生物群落

对不同碳源的利用能力不同 ,因而其每孔的光密度

值不同 ,以此为基础分析评价土壤微生物的代谢多

样性。称取 10 g新鲜土样于 250 m l的三角瓶中 ,加

入 100 m l灭菌的生理盐水 (0185% ) , 150 r m in - 1震

荡 40 m in,取上清液接种至 B IOLOG GN和 GP微孔

板的微孔内 ,每孔为 150μl。将接种土壤微生物的

微平板于 28℃培养箱中培养 7 d,每隔 24 h用

B IOLOG自动读数仪在 590 nm波长下读数 ,使用

M icrolog4101软件转化数据。

115　数据处理

使用统计软件 SPSS1310进行方差分析和主成分

分析 ( Principal Component Analysis, PCA )。对于

B IOLOG碳素利用的数据 , 为避免接种密度造成的微

孔光密度值的差异 ,每孔的光密度值用相对光密度值

表示 ,即每孔实际光密度值和对照孔的差值与所有孔

光密度值总和的比值。采用 Shannon多样性指数和

Shannon均匀度指数来表征土壤微生物群落代谢功

能多样性。其表达公式为 : H = - ∑pi lnpi ( H为

Shannon多样性指数 , pi为某孔的相对光密度值与所

有孔总相对光密度值的比例 ) ; E = H / lnS ( E为 Shan2
non均匀度指数 , S为最终发生颜色反应的孔数 )。

2　结果与分析

211　不同处理土壤细菌、真菌、放线菌的数量特征

利用传统的培养平板计数法研究了稻田养鸭、养

鱼后土壤三大区系微生物数量上的差异。从表 1可

看出 ,随着水稻生育进程的延长、稻田凋落物的增多

及水稻根系的生长 ,释放至土壤中的分泌物增多 ,土

壤微生物的数量增加 ,主要是土壤细菌的数量增加明

显。稻田养鸭、养鱼后 ,虽然土壤三大类型微生物均

较对照有所增加 ,但 3个处理之间差异不显著。

表 1　稻田养鸭、养鱼后不同处理土壤微生物数量状况

取样

时间
处理

细菌

( ×106 cfu

g - 1干土 )

放线菌

( ×104 cfu

g - 1干土 )

真菌

( ×102 cfu

g - 1干土 )

养鸭、养鱼前 D 417 ±019 a 716 ±216 a 518 ±115 a

CK 310 ±015 a 319 ±110a 515 ±311a

F 619 ±110a 915 ±216 a 1316 ±410 a

养鸭、养鱼 D 2418 ±618 a 1217 ±315 a 619 ±218 a

31 d CK 2118 ±116 a 618 ±312 a 412 ±216a

F 2511 ±917 a 816 ±312a 511 ±313 a

212　不同土壤微生物群落对碳源利用的动力学

特征

　　土壤微生物群落对碳源利用的动力学过程符

合 Logistic增长方程曲线 [ 16, 18, 19 ]
: Y = OD590 = K /1 +

e
- r( t - s)。式中 , K表示在培养过程中土壤微生物群

落的最大平均吸光值 , r表示其平均吸光值的变化

指数 , t为测定微生物群落功能代谢的培养时间 , s

为当达到最大平均吸光值 1 /2时所需的时间。为了

避免培养时间上的差异 ,本模拟曲线方程中的培养

时间 t为时间间隔 , OD值为相邻时间段的平均吸光

值的差值。通过模拟 ,微生物群落对 GP板和 GN板

上碳源的利用均符合 Logistic增长曲线 (图 1、图

2) ,相关性均达到极显著水平。随着水稻生育进程

的延长 ,土壤微生物对 GP和 GN板上的碳源利用速

率 r均增大。稻田养鸭、养鱼后对 GP板的碳源利用

的代谢剖面相似 ,差异极小。稻田养鸭后 ,与对照

相比 ,对 GN板的碳源利用速率 r虽有所增加 ,但 3

个处理之间差异不显著。
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213　土壤微生物群落功能多样性的变化

表 2中的多样性和均匀度指数为培养 96 h左

右时不同碳源微孔光密度值计算而得。由表 2可看

出 ,稻田养鸭、养鱼前 ,不同处理土壤微生物多样性

差异不显著。稻田养鸭、养鱼 31 d时 ,土壤微生物

GN板碳源代谢功能的 Shannon多样性指数较对照

增加 ,养鸭处理与对照之间差异达到了显著水平 ,

养鱼处理与两者之间均差异不显著 ; 3处理土壤微生

物 GP板碳源代谢功能的 Shannon多样性指数之间差

异不显著。养鸭、养鱼后 GN板和 GP板碳源代谢功

能的 Shannon均匀度指数与对照之间差异均不显著。

表 2　稻田养鸭、养鱼对土壤微生物群落代谢功能

Shannon多样性和均匀度指数的影响

取样时间 处理
GN板 GP板

Shannon

多样性

指数

Shannon

均匀度

指数

Shannon

多样性

指数

Shannon

均匀度

指数

养鸭、养鱼前 D 41385 a 01972 a 41347 a 01958 a

CK 41399 a 01968 a 41321 a 01959 a

F 41382 a 01969 a 41315 a 01952 a

养鸭、养鱼 D 41411 a 01981 a 41356 a 01964 a

31 d CK 41315 b 01959 a 41309 a 01953 a

F 41337ab 01966 a 41319 a 01958 a
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214　土壤微生物群落代谢功能主成分分析

对 3个处理 9个小区微生物群落对 GN板 95

种碳源利用情况进行主成分分析 ,从图 3可看出 ,养

鸭、养鱼前除因区间的差异引起 3个处理中各有一

个小区落在较远的区间外 ,其他小区均落在了较相

近的区间内。而养鸭、养鱼 31 d后 ,土壤微生物群

落对碳源的利用发生了较大的差异 ,从图 4可看出 ,

与养鸭、养鱼前相比 , 3处理在 PC1、PC2、PC3三轴的

区间上分散度增大 ,而且每个处理的 3个小区在图

中的分布距离较近 ,说明养鸭、养鱼使稻田土壤微

生物的多样性发生了较大的变化。

3　结论与讨论

稻田生态系统引入其他物种后 ,随着地上部分

组成的变化和多样性的增加 ,对地下部土壤生态系

统也会带来影响。如杨志辉等 [ 5 ]研究表明稻田养

鸭能增加土壤养分含量 ,提高土壤肥力。甘德欣

等 [ 10 ]等研究表明免耕稻田养鸭能提高土壤微生物

生物量 ,增加土壤三大区系微生物的数量。本试验

研究表明稻田养鸭、养鱼后能提高土壤微生物的多

样性 ,且养鸭后 ,土壤微生物的多样性与未养鸭处

理差异达到了显著水平。虽然养鸭、养鱼后提高了

土壤微生物的数量 ,但 3处理之间并未达到显著水

平。说明在本试验条件下稻田养鸭、养鱼后能提高

土壤微生物的丰富度 ,对其均匀度、数量及其代谢

强度没有影响。结合前人研究及本研究的结果来

看 ,稻田土壤微生物的数量、物种丰富度、均匀度受

复合稻田生态系统引入的物种种类、数量 (干扰强

度 )的影响 ,其更深一层的相互作用机制有待进一

步研究。

稻田养鸭、养鱼后提高了土壤微生物的丰富

度 ,增加了微生物的功能种类。从对 B IOLOG微生

物鉴定仪的革兰氏阳性板 ( GP板 )和革兰氏阴性板
( GN板 )的研究来看 ,稻田养鸭、养鱼对 GN板的代

谢多样性有显著影响 ,而对 GP板的代谢多样性影

响不显著。已有的研究证明 ,土壤微生物中 ,与土

壤有机质降解有关的细菌多数属于革兰氏阳性细

菌 ,其他与物质循环有关的很多功能细菌属于革兰

氏阴性菌 [ 20 ]。这表明本研究中稻田养鸭、养鱼后 ,

能增加不同生态功能的细菌种类 ,但对与土壤有机

质降解有关的细菌种类影响并不大。本研究仅从

GN板和 GP板代谢的差异上进行分析 ,还需要辅以

其他方法和进一步的研究加以证明。
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