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稻田不同轮作休耕模式下土壤反硝化
功能基因群落结构

李娜，徐慧芳，黄国勤

江西农业大学生态科学研究中心，南昌330045

摘要 为了探索不同轮作休耕种植模式下稻田土壤氮素及相关微生物群落结构的变化，采用乙炔抑制法测

定土壤反硝化潜势，利用高通量测序手段分析反硝化微生物群落多样性和组成，以传统种植模式紫云英-早稻-
晚稻（A）为对照，比较分析 4种轮作休耕种植模式：紫云英-早稻-玉米||甘薯（B）、油菜-甘蔗||春大豆（C）、紫云英-
春大豆-秋大豆（D）和休耕（E）的土壤理化性状、土壤反硝化潜势及相关微生物组成变化。结果显示：4种轮作休

耕模式的土壤反硝化潜势显著低于传统轮作模式，有效减少了土壤氮素气态损失；4种轮作休耕模式的 nirK和

nirS功能基因群落结构存在显著差异，其中 nirK基因群落结构受轮作休耕模式的影响小于 nirS功能基因；与传

统种植模式相比，休耕模式更有利于 nirS功能基因α多样性的积累；从nirS和 nirK基因群落物种相对丰度来看，

轮作休耕模式的优势物种丰度高于传统轮作模式，其中紫云英-早稻-玉米||甘薯（B）和休耕（E）的菌属丰度相对

较高。并且影响反硝化潜势的关键菌属是大豆根瘤菌 Bradythizobium（r2 = 0.85，P <0.05）和 unclassi⁃
fied_p_Proteobacteria（r2= 0.88，P<0.05）；相关性分析及冗余分析发现，pH、有效磷、速效钾、硝态氮（NO3--N）
与反硝化潜势呈显著相关，而影响 nirK和 nirS功能基因群落结构的重要影响因子是含水率。结果表明：稻田适

当采用水旱、旱旱轮作及休耕模式，会改变土壤的淹水环境，影响反硝化功能基因群落结构，有助于抑制土壤氮

素的气态流失，促进土壤肥力提高及土壤结构改良，其中“紫云英-早稻-玉米||甘薯”和“休耕”种植模式效果最佳。
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水稻是世界三大粮食作物之一。2019年，我国

水稻收获面积为 6 092.19万 hm2，居世界首位，约占

全球水稻收获面积的 1/3（http：//www. fao. org/
home/en/）。稻田土壤长期处于淹水厌氧状态，反硝

化作用强烈，导致稻田氮素气态损失严重，氮肥利用

率低下，约为 30%~40%［1］。反硝化产物氧化亚氮

（N2O）是一类重要的温室气体［2］。因此，稻田反硝化

作用过程成为人们关注的热点问题。

水稻田属于典型的人工湿地生态系统［3］，土壤生

境长期处于淹水厌氧条件下，其中N2O的产生和稻

田的氮素转化受到反硝化作用影响。稻田氮素的积

累、迁移和流失等循环转化过程会导致施入稻田中

氮肥的流失、氮肥利用率下降，直接或间接地影响稻

田生态系统健康和土壤可持续发展等问题。近年

来，国内外针对稻田反硝化过程的研究主要在稻田的

不同施肥配比［4］、稻田水分调控［5］、稻田根际土壤［6］、反

硝化抑制剂［7］、稻虾共作［8］、秸秆还田［9］及种植绿肥作

物［10］等方面，但对不同轮作休耕模式下稻田的特殊

生境研究较少。稻田长期大量化肥的投入及土壤高

强度连作种植，在短期内会增加粮食的产量，但从长

期来看，会产生很多对生态环境的不利影响［11］。连

作和单一作物种植导致根系分泌的有机酸和酚酸积

累、土壤养分枯竭、病原微生物滋生和生物多样性降

低等［12］，最终影响作物生产及土壤环境的可持续性

发展。与连作或单一种植模式相比，轮作休耕是改

善土壤环境质量和提高作物生产力的替代模式，在

增加作物多样性的同时储蓄了土壤养分［13］。因此，

轮作休耕农业管理制度在世界许多国家越来越受欢
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迎，轮作休耕对稻田土壤反硝化过程的影响值得

探索。

本试验通过研究不同轮作休耕模式下土壤理化

性质、土壤反硝化潜势及土壤反硝化功能基因 nirS
和 nirK群落结构的变化，分析土壤反硝化功能微生

物种群的丰度和群落组成，并明确其变化的重要影

响因子及关键菌属，旨在为提高农田生态系统氮素

利用效率提供科学参考。

1 材料与方法

1.1 试验地概况

于2020年 10月至 2021年 11月在 江西省鹰潭

市余江区农业科学研究所试验田（28°14′8″N，

116°51′22″E）进行，该试验地属亚热带气候，周年总太

阳辐射量为4 542.7 kJ/m2，周年平均日照时长1 852.4
h；周年平均气温 17.7 ℃，极端最高温 40.5 ℃，极端最

低温 5.1 ℃；周年平均降雨量 1 796.8 mm；试验地为

泥沙淤土，土质肥沃，偏微酸性。种植前的土壤理

化 性 质 为 pH 4.28；碱解氮 159.6 mg/kg，有效磷

31.98 mg/kg，速效钾 26.67 mg/kg，全氮 1.86%，有机

质 36.19 g/kg，NH4+-N 3.73 mg/kg，NO3--N 8.79
mg/kg，容重2.23 mg/kg，含水率22.56%。

1.2 试验设计

本研究 5种种植模式，A（CK）为传统轮作模式，

B、C、D为 3个多种作物轮作模式，E处理为休耕模式

（表 1）。每个处理 3次重复，每个小区面积为 66.7
m2，随机区组排列，小区周边设置同步种植同种品种

的水稻保护区。小区间的田埂、保护行和环沟的宽

度分别为 0.5、1.0和 0.5 m。试验作物品种：紫云英

（余江大叶籽），油菜（华赣油1号），早稻（中早33），晚

稻（黄华占），春大豆（沪鲜豆 6号），秋大豆（奎鲜二

号），玉米（赣 1号），甘蔗（赣紫皮果蔗），甘薯（赣南瓜

红薯）。紫云英播种量约为 22.5 kg/hm2，播种时间

2020年 10月，2021年 4月紫云英在盛花期直接翻压

还田；油菜种植密度约为 11.1万株/hm2，移栽时间在

2020年12月，收获时间2021年5月；早稻播种量约为

45 kg/hm2，移栽时间在 2021年 4月，收获时间在

2021年 7月；晚稻播种量约为 42 kg/hm2，移栽时间在

2021年7月，收获时间在2021年11月；大豆种植密度

约为6.7万株/hm2，春大豆移栽时间在 2021年 4月，收

获期在 6月，秋大豆移栽时间在 2021年 6月，收获

时间在 2021年 11月；玉米播种量为 6.7万株/hm2，
播种时期在 2021年 7月，收获时间 2021年 10月；甘

蔗种植密度约为 8 230株/hm2，移栽时间在 2021年 5
月，收获时间在 2021年 12月；甘薯种植密度约为 5.6
万株/hm2，移栽时间在 2021年 7月，收获时间在 2021
年 10月。作物施肥量采用当地习惯施肥量，土壤取

样时间为试验收获后进行取样。

1.3 土壤理化性质分析

用 5点取样法分别取每小区 0~20 cm耕层土，混

合土样，带回实验室自然风干后分析土壤理化性质。

用 pH计测定土壤 pH，采用重铬酸钾法-浓硫酸外加

热法测定有机质，NH4OAc浸提-火焰光度法测定土

壤速效钾含量，NaHCO3浸提-钼锑抗比色法测定土

壤有效磷含量，半微量凯氏法测定土壤全氮，KCl浸
提-靛酚蓝比色法测定铵态氮，紫外分光光度法测定

硝态氮，碱解扩散法测定土壤碱解氮，环刀法测定土

壤容重和土壤含水率。

1.4 土壤反硝化潜势测定

采用乙炔抑制法测定土壤反硝化潜势，参照Pell
等［14］的方法进行。

1.5 土壤反硝化功能基因测定

从每个小区随机挑选 5株作物，用无菌勺子刮取

其根系表面土壤，装入 50 mL无菌离心管中，加入液

氮，用干冰将土壤样品运到实验室于-80 ℃冰箱储

存。再将取好的土样委托上海美吉生物医药科技有

限公司扩增测序。根据 biowest agArose（biowest，E.
S.）说明书进行土壤微生物群落总DNA抽提。nirS
基因采用的引物为：cd3aF_R3cdR（5' - GTSAAC⁃

表1 试验设计

Table 1 Test design

注：“-”代表接茬，“||”代表间作。Note：“-”represents connection
and“||”represents interworking.
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迎，轮作休耕对稻田土壤反硝化过程的影响值得

探索。

本试验通过研究不同轮作休耕模式下土壤理化

性质、土壤反硝化潜势及土壤反硝化功能基因 nirS
和 nirK群落结构的变化，分析土壤反硝化功能微生

物种群的丰度和群落组成，并明确其变化的重要影

响因子及关键菌属，旨在为提高农田生态系统氮素

利用效率提供科学参考。

1 材料与方法

1.1 试验地概况

于2020年 10月至 2021年 11月在 江西省鹰潭

市余江区农业科学研究所试验田（28°14′8″N，

116°51′22″E）进行，该试验地属亚热带气候，周年总太

阳辐射量为4 542.7 kJ/m2，周年平均日照时长1 852.4
h；周年平均气温 17.7 ℃，极端最高温 40.5 ℃，极端最

低温 5.1 ℃；周年平均降雨量 1 796.8 mm；试验地为

泥沙淤土，土质肥沃，偏微酸性。种植前的土壤理

化 性 质 为 pH 4.28；碱解氮 159.6 mg/kg，有效磷

31.98 mg/kg，速效钾 26.67 mg/kg，全氮 1.86%，有机

质 36.19 g/kg，NH4+-N 3.73 mg/kg，NO3--N 8.79
mg/kg，容重2.23 mg/kg，含水率22.56%。

1.2 试验设计

本研究 5种种植模式，A（CK）为传统轮作模式，

B、C、D为 3个多种作物轮作模式，E处理为休耕模式

（表 1）。每个处理 3次重复，每个小区面积为 66.7
m2，随机区组排列，小区周边设置同步种植同种品种

的水稻保护区。小区间的田埂、保护行和环沟的宽

度分别为 0.5、1.0和 0.5 m。试验作物品种：紫云英

（余江大叶籽），油菜（华赣油1号），早稻（中早33），晚

稻（黄华占），春大豆（沪鲜豆 6号），秋大豆（奎鲜二

号），玉米（赣 1号），甘蔗（赣紫皮果蔗），甘薯（赣南瓜

红薯）。紫云英播种量约为 22.5 kg/hm2，播种时间

2020年 10月，2021年 4月紫云英在盛花期直接翻压

还田；油菜种植密度约为 11.1万株/hm2，移栽时间在

2020年12月，收获时间2021年5月；早稻播种量约为

45 kg/hm2，移栽时间在 2021年 4月，收获时间在

2021年 7月；晚稻播种量约为 42 kg/hm2，移栽时间在

2021年7月，收获时间在2021年11月；大豆种植密度

约为6.7万株/hm2，春大豆移栽时间在 2021年 4月，收

获期在 6月，秋大豆移栽时间在 2021年 6月，收获

时间在 2021年 11月；玉米播种量为 6.7万株/hm2，
播种时期在 2021年 7月，收获时间 2021年 10月；甘

蔗种植密度约为 8 230株/hm2，移栽时间在 2021年 5
月，收获时间在 2021年 12月；甘薯种植密度约为 5.6
万株/hm2，移栽时间在 2021年 7月，收获时间在 2021
年 10月。作物施肥量采用当地习惯施肥量，土壤取

样时间为试验收获后进行取样。

1.3 土壤理化性质分析

用 5点取样法分别取每小区 0~20 cm耕层土，混

合土样，带回实验室自然风干后分析土壤理化性质。

用 pH计测定土壤 pH，采用重铬酸钾法-浓硫酸外加

热法测定有机质，NH4OAc浸提-火焰光度法测定土

壤速效钾含量，NaHCO3浸提-钼锑抗比色法测定土

壤有效磷含量，半微量凯氏法测定土壤全氮，KCl浸
提-靛酚蓝比色法测定铵态氮，紫外分光光度法测定

硝态氮，碱解扩散法测定土壤碱解氮，环刀法测定土

壤容重和土壤含水率。

1.4 土壤反硝化潜势测定

采用乙炔抑制法测定土壤反硝化潜势，参照Pell
等［14］的方法进行。

1.5 土壤反硝化功能基因测定

从每个小区随机挑选 5株作物，用无菌勺子刮取

其根系表面土壤，装入 50 mL无菌离心管中，加入液

氮，用干冰将土壤样品运到实验室于-80 ℃冰箱储

存。再将取好的土样委托上海美吉生物医药科技有

限公司扩增测序。根据 biowest agArose（biowest，E.
S.）说明书进行土壤微生物群落总DNA抽提。nirS
基因采用的引物为：cd3aF_R3cdR（5' - GTSAAC⁃

表1 试验设计

Table 1 Test design

处理

Treatment

A(CK)

B

C

D

E

种植模式

Cropping pattern

紫云英-早稻-晚稻

Chinese milk vetch-early
rice-late rice

紫云英-早稻-玉米||甘薯

Chinese milk vetch - early rice -
maize || batatas

油菜-甘蔗||春大豆

Rapeseed-sugarcane || spring
soybeans

紫云英-春大豆-秋大豆

Chinese milk vetch - spring soy⁃
beans - autumn soybeans

休耕

Annual fallow

类型

Planting type

传统轮作

Traditional crop
rotation

水旱轮作

Water and drought
rotation

旱旱轮作

Drought and dry
crop rotation

旱旱轮作

Drought and dry
crop rotation

休耕

Fallow

注：“-”代表接茬，“||”代表间作。Note：“-”represents connection
and“||”represents interworking.
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GTSAAGGARACSGG - 3'、 5'- AGTTCTGS⁃
GTRGGCTTSAG - 3'），nirK基因引物为：F1aCu_R3
Cu（5' - TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA -
3'、5' - TCTGGACCTGGTGAGTTTCC - 3'）［15］。

扩增条件（PCR 仪：ABI GeneAmp® 9700型）为：

95 ℃预变性 3 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，
共27个循环；然后在 72 ℃延伸 10 min；最后于 4 ℃保

存。PCR反应体系为：5×TransStart FastPfu缓冲液

4 μL，2.5 mol/L dNTPs 2 μL，上游引物（5 μmol/L）
0.8 μL，下游引物（5 μmol/L）0.8 μL，TransStart Fast⁃
Pfu DNA聚合酶 0.4 μL，模板DNA 10 ng，ddH2O补

足至 20 μL，每个样本 3个重复。利用 Illumina公司

的 Illumina Miseq PE300平台（上海美吉生物医药科

技有限公司）进行测序。

1.6 数据分析

根据条形码的精确匹配，对不同样品进行 nirS、
nirK基因配对端读码解复，与条形码序列出现 1个或

多个错配，或至少出现 2个与引物序列错配的读数被

丢弃［16］。然后利用 FLASH（fast length adjusting of
short reads）将得到的读数进行合并，合并后的读数

至少有 10 bp的重叠区域［17］。删除长度超出预期

200~500 bp的序列或含有任何模糊碱基的序列，获

得的干净读取数分别为：421 362和232 177。经过筛

选和嵌合体去除后，使用UCLUST以 97%的序列同

源性进行de novo操作分类单元（OTU）的筛选［18］。最

后，分别获得nirS和nirK基因OTUs 1 642和1 653。
采用Microsoft Excel 2019处理数据；采用SPSS

软件（version18.0，Chicago，Illinois，USA）对土壤理

化性质进行方差分析（ANOVA），Duncan’s法进行

多重比较（α=0.05）。采用 QIIME（Version 1.9.0）
软件估算 nirS、nirK基因的 α-多样性，采用未加权

的UniFrac距离来计算多样性［19］。采用非度量多

维度尺度分析（NMDS）可视化样本间群落结构的

差异［20］。相似性分析（ANOSIM）被用来评估群落

结构的相似性和差异性［21］。用群落 barplot分析图来

表示不同样品间 nirS、nirK基因的组成［22］。利用

Canoco 5.0（Microcoputer Power，Ithaca，NY，USA），

采用基于Bray-Curtis距离的冗余分析（RDA）来解释

环境因子对反硝化群落的影响。

2 结果与分析

2.1 不同轮作休耕模式下土壤理化性质

如表 2所示，土壤 pH、碱解氮、速效磷、速效钾、

NO3--N均为 A（CK）处理最低（P <0.05），且均为

B、C处理的养分指数较高。而全氮、有机质、NH4+-
N含量中，A（CK）、B和 E处理显著高于其他处理

（P <0.05）。土壤化学性质均为B、C处理更有利于

土壤肥力的增加，利于土壤氮含量的积累。在土壤

物理性质中，A（CK）处理的土壤容重显著高于其他

处理（P<0.05），分别高出 0.81%、0.76%、0.86%、

0.90%。E处理的土壤含水率显著高于其他处理，其

次是A处理，E处理显著高出了 32.14%、101.86%、

83.58%、780.87%。E处理能有效降低土壤容重，改

善土壤团粒结构，且保水性较好。结果表明，不同轮

作休耕模式均能改善土壤肥力和土壤结构，并抑制

了土壤氮含量的流失，其中B（紫云英-早稻-玉米||甘
薯）、C（油菜-甘蔗 ||春大豆）和 E（休耕）处理效果

较好。

2.2 不同轮作休耕模式下土壤反硝化潜势

由图 1可见，各处理的土壤反硝化潜势中 A
（CK）处理最高，其次是 E处理，C处理最低。各处

理 分 别 低 于 A（CK）处 理 82.49%、93.23%、

表2 不同轮作休耕模式下土壤理化性质

Table 2 Soil physicochemical properties

处理

Treatment
A(CK)
B
C
D
E

pH

4.78c
5.73b
6.28a
6.11a
6.14a

AN/
(mg/kg)
177.01b
189.63a
187.33a
189.43a
188.55a

AP/
(mg/kg)
41.58c
74.34ab
80.98a
74.02ab
70.01b

AK/
(mg/kg)
31.33d
61.67bc
76.00a
70.00ab
52.33c

TN/
%
2.00a
1.92b
1.95b
1.93b
1.96ab

SOM/
(g/kg)
33.08a
30.92a
26.80b
31.86a
33.22a

NH4+-N/
(mg/kg)
14.32a
15.56a
9.19b
9.49b
9.45b

NO3--N/
(mg/kg)
8.80b
36.75a
33.14a
28.85a
29.56a

SBD/
(mg/kg)
2.01a
1.11b
1.14b
1.08b
1.06b

SWC/
%

32.08b
20.99c
23.08c
4.81d
42.37a

注：数据为 3个重复的平均值，同列不同小写字母分别表示在 5%水平的显著差异（P<0.05）。SOM：有机质，AP：有效磷，AK：速效钾，

AN：碱解氮，TN：全氮，NH4+-N：铵态氮，NO3--N：硝态氮，SWC：土壤含水率，SBD：土壤容重。下同。Note：Data are the average of 3
replicates，and different lowercase letters in the same column represent significant differences at the 5% level（P <0.05）. SOM：Soil organic
matter，AP：Soil available phosphorus，AK：Soil available potassium，AN：Soil alkaline hydrolyzable nitrogen，TN：Soil total nitrogen，
NH4+-N：Soil ammonium nitrogen，NO3--N：Soil nitrate-nitrogen，SWC：soil water content，SBD：Soil bulk density. The same as follows.
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89.43%、70.08%。 通 过 Pearson 相 关 性 分 析（表

3），可知土壤反硝化潜势与 pH 呈极显负相关

（r2 =-0.935，P<0.01），而与 AP、AK和 NO3--N
呈现显著负相关，相关系数分别为 r2 =-0.992、
r2 =-0.938和 r2 =-0.944（P<0.05）。上述结果表

明，除传统轮作模式A（CK，紫云英-早稻-晚稻）以外，

其他轮作休耕模式均减少了氮素的气态损失，pH、

AP、AK、NO3--N与土壤反硝化潜势呈显著性相关。

2.3 不同轮作休耕模式下土壤 nirS和 nirK基因型

微生物的多样性

由表 4可知，土壤反硝化功能基因的 α-多样性指

数受轮作休耕模式影响存在显著差异（P<0.05）。

nirS基因除 Simpson指数是B处理最高（0.110 2）以

外，其他指数均为E处理最高，分别高出A（CK）处理

11.73%、64.50%、43.52%。nirK基因 α-多样性指数

各处理间无显著性差异。

由图 2可以看出，在 β-多样性指数方面，nirS基

因除B、C和D处理有部分重叠以外，其他处理间无

重叠，通过ANOSIM相似性检验 β-多样性指数，P值

为 0.013，表明各处理间有显著差异（P <0.05）。

nirK基因中除A（CK）和E处理没有与其他处理间有

重叠以外，各处理均有重叠，进一步进行ANOSIM
相似性检验，P值为 0.015，表明各处理间有显著性差

异（P<0.05）。

结果表明，不同轮作休耕模式的反硝化功能基

因的多样性指数有显著性差异（P<0.05），且 nirS基

因的多样性指数及群落结构受影响程度大于 nirK基

因，E处理（休耕）更有利于土壤 nirS基因α-多样性指

数的提高，B、C、D处理的 nirS和 nirK基因群落结构

相似。

图1 不同轮作休耕模式对土壤反硝化潜势的影响

Fig.1 Effects of different crop rotation-fallow patterns
on denitrification potential

表 3 土壤反硝化潜势与理化性质相关性分析

Table 3 Correlation analysis between soil denitrification
potential and physical chemical properties

指标 Indicator

pH

SOM

AP

AK

AN

TN

NH4+-N

NO3--N

SBD

SWC

r2

-0.935**

0.555

-0.992*

-0.938*

-0.190

0.878

0.501

-0.944*

-0.519

0.459

P

0.001

0.332

0.020

0.018

0.759

0.050

0.398

0.016

0.371

0.437

注 Note：*：P<0.05；**：P<0.01.

表4 土壤反硝化功能基因α-多样性

Table 4 Study on soil denitrification function gene α-diversity

基因类型

Gene type

nirS

nirK

处理

Treatment
A(CK)
B
C
D
E

A(CK)
B
C
D
E

香农指数

Shannon index
3.92±0.19a
3.28±0.53b
3.94±0.19a
4.20±0.15a
4.38±0.02a

3.85±0.26a
3.82±0.42a
4.20±0.52a
4.27±0.04a
3.65±0.19a

辛普森指数

Simpson index
0.056 3±0.012 1b
0.110 2±0.061 6a
0.046 5±0.013 2b
0.036 3±0.007 0b
0.032 3±0.005 3b

0.071 9±0.018 0a
0.088 4±0.050 2a
0.059 0±0.033 1a
0.035 4±0.003 2a
0.091 8±0.019 8a

ACE指数

ACE index
576.03±32.28b
525.11±96.48b
554.19±64.31b
448.82±47.39b
947.56±162.87a

633.00±148.16a
478.29±36.78a
622.97±271.20a
646.90±76.89a
554.03±45.49a

Chao 1指数

Chao 1 index
526.29±14.99b
449.50±60.37b
510.18±17.61b
442.00±50.68b
755.31±52.10a

552.34±157.07a
446.62±58.90a
538.64±154.09a
565.38±55.03a
489.34±38.43a

注：数据为3个重复的平均值和标准误差，同列不同小写字母表示在5%水平有显著差异（P<0.05）。Note：The data are the mean and stan⁃
dard error of three replicates，and different lowercase letters in the same column indicate significant differences at the 5% level（P<0.05）.
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2.4 稻田不同轮作休耕模式下土壤 nirS和 nirK基

因菌属相对丰度

属水平下，各处理的反硝化功能基因的相对丰

度具有显著性差异（P<0.05）。由图 3可见，不同轮

作休耕模式的土壤反硝化基因菌属具有一致性，但

不同处理下菌属相对丰度不同。nirS基因的优势菌

属 有 unclassified_k_norank_d、unclassified_p_Proteo⁃
ba、红杆菌属Rhodanobacter。其中B处理（72.27%）

在 unclassified_K_norank_d 菌属相对丰度最高，C
（20.21%）和 E处理（21.76%）在 unlasified_p_Proteo⁃
ba相对丰度高于其他处理，而D处理（12.70%）在红

杆菌属Rhodanobacter丰度最高。nirK基因优势菌属

有 unclassified_k_norank_d_Bacteria、norank_d_Bacte⁃
ria、大豆根瘤菌 Bradythizobium、unclassified_p_Pro⁃
teobacteria、亚硝化螺菌属Nitrosospira。D（24.26%，

14.70%）和 E处理（18.48%，14.97%）中 norank_d__
Bacteria和大豆根瘤菌 Bradythizobium的相对丰度

高于其他处理，B处理（15.46%，12.12%）的 unclassi⁃
fied_p_Proteobacteria和亚硝化螺菌属 Nitrosospira
相对丰度高于其他处理。A处理（55.97%）仅有 un⁃
classified_k_norank_d_Bacteria的相对丰度高于其他

处理。综上，不同轮作方式下 nirS、nirK基因在属水

平的相对丰度存在差异（P<0.05），其中B、D、E处理

的菌属相对丰度高于其他处理。

2.5 nirS和 nirK反硝化功能基因的优势菌属与土

壤反硝化潜势的相关性

由表 5可知，通过Pearson相关性分析发现，nirS
基因的优势菌属与土壤反硝化潜势无显著相关性

（P>0.05）。nirK基因的大豆根瘤菌 Bradythizobi⁃
um和 unclassified_p_Proteobacteria是影响土壤反硝

化潜势的关键菌属（P<0.05），其中大豆根瘤菌Bra⁃
dythizobium与土壤反硝化潜势呈现负相关性（r2=

图2 土壤反硝化功能基因nirS（A）和nirK（B）的β-多样性指数

Fig.2 Study on β-diversity of soil denitrification function gene nirS（A）and nirK（B）

图3 nirS基因（A）和nirK基因（B）群落组成相对丰度

Fig.3 nirS gene（A）and nirK gene（B）community composition abundance
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-0.85，P<0.05），unclassified_p_Proteobacteria与土

壤反硝化潜势呈现正相关性，（r2=0.88，P<0.05）。

2.6 nirS和 nirK反硝化功能基因细菌群落结构与

土壤理化性质的相关性

基于RDA分析，采用Bray-Curtis距离冗余度分

析对群落组成排序的环境变量进行分析（图 4），结果

显示，反硝化功能基因的群落结构与土壤理化性质

之间有显著相关性（P <0.05），SWC是影响 nirS、
nirK基因群落结构的重要影响因子，相较于其他土

壤理化性质，SWC的贡献度较高，显著性影响较大。

不同轮作休耕模式下，SWC是土壤反硝化功能基因

群落结构的重要关键因子，水田转旱作的种植模式

改变了稻田土壤的含水率，从而影响了土壤反硝化

功能基因群落结构。

3 讨 论

本研究探讨了不同轮作休耕模式下土壤反硝化

潜势和反硝化功能微生物（nirS/nirK）群落的多样性

和组成，结果表明，不同轮作休耕处理改变了土壤肥

力及土壤结构，土壤反硝化潜势及反硝化功能基因

群落结构均受到显著性影响。传统轮作模式A（CK）
（紫云英-早稻-晚稻）对土壤综合肥力及土壤结构的

改善较为缓慢，土壤反硝化潜势也较大，使得土壤氮

素气态损失严重。稻田适当采用水旱轮作和休耕模

式可以通过不同作物相互作用及土壤生境的改变，

增加 nirK和 nirS功能基因的物种多样性及菌属的相

对丰度，不仅有利于土壤环境质量的提高，还促进了

稻田土壤氮素循环的可持续发展。

3.1 稻田不同种植模式下土壤反硝化潜势及土壤

理化性质相关性

5种稻田轮作模式下土壤反硝化潜势存在显著

差异，pH、AP、AK和NO3--N是影响土壤反硝化潜

势的关键因子。含水量较高的A（CK）（紫云英-早
稻-晚稻）处理反硝化潜势较强，可能由于长期淹水条

件导致土壤容易酸化，土壤结构不良，加快了土壤氮

的流失。研究表明，稻田土壤淹水上层（氧化层）中

的氮在硝化细菌的作用下转化为硝态氮，而NO3--N

不能被土壤胶粒所吸附，随水渗漏于下边的土壤层，

逐渐在反硝化细菌作用下还原成水稻难以吸收利用

的气体逸失于大气中，土壤反硝化潜势增强［23］。其

他轮作休耕模式的反硝化潜势较低，原因可能是土

壤环境由厌氧变成好氧，改善了土壤结构，有利于土

壤养分的吸收，有效阻止土壤次生潜育化和酸化。

Shcherbak等［24］研究发现，土壤 pH增加有效抑制了

N2O的排放，降低了反硝化潜势。陈盟［25］研究表明，

当土壤含水量稍高时，形成低氧或厌氧条件，土壤中

表 5 土壤反硝化潜势与优势菌属相关性分析

Table 5 Correlation analysis of soil denitrification poten⁃
tial and dominant bacterial genus

基因类型

Gene type

nirS

nirK

优势菌属

Dominant genera

Unclassified_k_norank_d

Unclasified_p_Proteoba

Rhodanobacter

Unclassified_k_norank_d_Bacteria

Norank_d_Bacteria

Bradythizobium

Unclassified_p_Proteobacteria

Nitrosospira

r2

1.00

-0.60

-0.64

0.23

-0.56

-0.85*

0.88*

0.33

P

0.00

0.14

0.12

0.35

0.16

0.03

0.02

0.29

图4 土壤反硝化基因nirS（A）、nirK（B）群落与土壤环境因子的相关性

Fig.4 Correlation analysis of soil denitrification gene nirS（A），nirK（B）communities with soil environmental factors
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N2O的排放主要是受土壤的反硝化过程所主导。C
处理（油菜-甘蔗||春大豆）的N2O释放量和反硝化潜

势最低，原因可能是大豆作为养地作物有效减少了

甘蔗施肥量，从而减少蔗田土壤N2O的释放量和反

硝化潜势。这与龙鹏宇等［26］的研究结果相似，他们

认为合理的滴灌施肥措施能有效提高甘蔗产量且减

少土壤N2O的排放。邢肖毅等［27］也发现 pH是影响

土壤反硝化作用的最重要因素，认为较低的 pH会限

制土壤反硝化微生物的生长。综上，稻田长期淹水

下NO3--N不容易被土壤胶粒所吸附，并还原成水稻

难以吸收的气体，导致N2O大量排放、土壤结构遭到

破坏、土壤养分降低、土壤酸化，加快了土壤反硝化

的作用。

3.2 不同稻田种植模式下土壤 nirS和 nirK基因群

落结构

本试验中稻田不同轮作休耕模式对 nirS基因群

落结构的影响大于 nirK基因，可能是试验年限较短，

nirK基因不敏感，不容易受短时间环境的改变所影

响。朱杰等［8］发现由于稻虾种植年限较短，nirK基

因微生物多样性指数无显著性差异。尽管 nirK和

nirS行使的功能相同，但 nirK的丰度与磷或钾的供

应量有关，而 nirS的丰度由氮的供应量决定［28］。谢

婉玉等［29］研究表明秸秆还田处理提供了提供氮底

物，对 nirS基因丰度有显著影响，对 nirK基因丰度没

有显著影响。本研究除E处理（休耕）外均种植豆科

作物，豆科作物可固氮，所以 nirS基因的物种多样性

出现显著性差异。试验中E处理更有利于土壤 nirS
基因 α-多样性指数的提高，其原因可能是休耕处理

的土壤容重较低，保水性较好，土壤养分不易流失。

在本研究中，种植豆科绿肥作物及施肥处理 nirS、
nirK功能基因丰度均有显著性差异。本研究中 unla⁃
sified_p_Proteoba是 nirS和 nirK型反硝化细菌的共

同优势菌属，这与 Snaidr等［30］对土壤反硝化微生物

的研究结果吻合。nirS、nirK功能基因中的各菌属丰

度均为B处理（紫云英-早稻-玉米 ||甘薯）较高，主要

是 unclassified_k_norank_d、unclassified_p_Proteobac⁃
teria、亚硝化螺菌属Nitrosospira菌属的丰度较高，可

能由于该处理作物类型多且采用了水旱轮作模式，

使得根系分泌物及作物的凋落物增加，相应增加了

细菌相对丰度。D处理（紫云英-春大豆-秋大豆）和E
处理（休耕）红杆菌属Rhodanobacter和大豆根瘤菌

Bradythizobium相对丰度较高，且只有D处理中有博

斯氏菌属（Bosea），可能由于该模式有养地作用（种植

豆科作物和休耕），所以增加了有益菌属的丰度。衷

炜华等［31］研究也表明，红杆菌喜光合好氧细菌，所

以，红杆菌属Rhodanobacter在旱地种植模式中相对

丰度较高。

通过Pearson相关性分析发现，大豆根瘤菌Bra⁃
dythizobium和 unclassified_p_Proteobacteria是影响

土壤反硝化潜势的关键菌属（P<0.05），其中大豆根

瘤菌 Bradythizobium与土壤反硝化潜势呈现负相

关，unclassified_p_Proteobacteria与土壤反硝化潜势

呈正相关，原因可能是大豆根瘤菌 Bradythizobium
能够固氮，可以减少土壤中的氮素损失。程玉柱

等［32］研究表明禾本科作物可以利用豆科作物所固定

的氮素，促进对氮素的吸收。unclassified_p_Proteo⁃
bacteria属于变形菌纲，有研究表明反硝化菌主要为

原核生物，大量存在于在 α-，β-和 y-变形菌纲中［23］。

冗余度分析表明，影响土壤反硝化功能基因群落结

构的重要关键因子是土壤含水率，水田转旱作或者休

耕的种植模式改变了稻田土壤生境，土壤水分减少，

对土壤反硝化功能基因群落结产生了影响，周维［33］

研究也证实土壤水分对反硝化微生物群落组成的影

响最大且最敏感。
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Community structure of gene with denitrification function in soil
under different rotation and fallow patterns in paddy fields

LI Na,XU Huifang,HUANG Guoqin
Center for Ecological Sciences，Jiangxi Agricultural University，Nanchang 330045，China

Abstract The physicochemical properties，denitrification differences and related microbial composi⁃
tion in soil under four rotation and fallow patterns including B（Chinese milk vetch - early rice-maize || bata⁃
tas），C（ rapeseed - sugarcane || spring soybeans），D（Chinese milk vetch - spring soybeans - autumn soy⁃
beans）and E（annual fallow）were compared and analyzed using the traditional cropping pattern A（Chi⁃
nese milk vetch-early rice-late rice）as the control to study the effects of different rotation and fallow pat⁃
terns on the nitrogen loss，the denitrification potential and related microbial community structure in soil of
paddy fields. The acetylene inhibition method was used to determine the denitrification rate. The high-
throughput sequencing was used to analyze the diversity and composition of denitrifying microbial communi⁃
ties.The results showed that the denitrification potential in soil under four rotation and fallow patterns was
significantly lower than that under the control，which effectively reduced the gaseous loss of nitrogen in soil.
There were significant differences in the community structure of functional genes nirK and nirS under differ⁃
ent rotation and fallow patterns，among which the community structure of gene nirK was less affected by
the rotation and fallow patterns than that of gene nirS.Compared with the control，the E pattern was more
conducive to the accumulation of α-diversity of gene nirS.In terms of the relative species abundance of nirS
and nirK gene communities，the abundance of dominant species under four rotation and fallow patterns was
higher than that under the control，and the abundance of fungal genera in the pattern B and pattern E was
relatively higher.The key genera affecting denitrification potential were Bradythizobium（r2 = 0.85，P<
0.05）and unclassified_p，Proteobacteria（r2 = 0.88，P <0.05）.The results of correlation and redundancy
analyses showed that pH，the available phosphorus（AP），available potassium（AK）and nitrate-nitrogen
（NO3--N）in soil was significantly correlated with the denitrification potential in soil，while the important
factor affecting the community structure of gene nirK and nirS was the content of water in soil（SWC）.It is
indicated that the rotation and fallow patterns of appropriate water-drought and dry-drought crop in paddy
fields can change the flooding environment in soil，affect the community structure of gene with denitrifica⁃
tion function，help inhibit the gaseous loss of nitrogen in soil，and promote the improvement of the fertility
and structure in soil，among which the pattern B and pattern E is the best.

Keywords rotation and fallow；loss of nitrogen；denitrification potential；the community structure of
gene；nitrogen use efficiency；microbial population
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