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养殖鳖的引入对稻田土壤细菌群落结构的影响
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摘要：农业—水产复合生产体系(integrated agri-aquaculture system, IAAS)因其具有良好的
生态环境效应及能生产满足市场对食品安全需求的绿色稻米而成为了农业可持续发展的
主要方向之一。了解这种农水复合系统中土壤细菌群落结构特征对于种养工艺的改进和
生态调控的实现具有重要意义。实验采用高通量测序技术比较稻鳖共作(R-T)和稻田单作
(R-M)2种模式下稻田表层和根系土壤微生物的群落结构，旨在为稻鳖种养生态学积累资
料和为稻鳖综合种养的生产技术优化提供理论依据。高通量测序结果显示，两种模式下
稻田表层及根系土壤中主要细菌门类为变形菌门、酸杆菌门、拟杆菌门、硝化螺旋菌门
和绿弯菌门。与R-M相比，R-T表层土壤中绿弯菌门、硝化螺旋菌门和酸杆菌门的相对
丰度增加，变形菌门和拟杆菌门的相对丰度减少；而其根系土壤硝化螺旋菌门、拟杆菌
门和变形菌门的相对丰度增加，绿弯菌门和酸杆菌门的相对丰度减少。主要优势菌属为
酸杆菌属、亚硝化单胞菌属、硝化螺旋菌属、地杆菌属、芽单胞菌属、黄单胞菌属
6类。其中亚硝化单胞菌属、硝化螺旋菌属、芽单胞菌属和酸杆菌属在两种模式的表层
土壤中的相对丰度存在显著差异；硝化螺旋菌属和地杆菌属在根系土壤中的相对丰度存
在显著差异。引入养殖鳖(R-T)后，稻田根系和表层土壤的细菌Chao指数及Shannon指数
均增加。PCA以及聚类分析结果显示，养殖鳖引入后，稻田表层土壤的细菌群落结构产
生明显变化，同时也在一定程度上对水稻根系的菌群产生了影响。研究初步揭示了稻鳖
共作复合生态系统优于稻田单作系统的微生物生态基础。
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土壤微生物是土壤中的重要组成部分，其

对于土壤的养分循环、有机质分解、土壤结构

变化起着重要的作用 [1]。土壤微生物群落结构以

及数量也受到包括土壤理化性质、土壤类型以

及田间管理方式等的影响 [2-3]。土壤微生物数量

庞大、种类繁多。传统的培养法仅能培养不足

1% 的土壤微生物 [4]，难以反映土壤微生物群落

的丰度及其作用机制。近年来，随着分子生物

学技术，尤其是高通量测序技术在环境微生物

领域研究中的不断应用与发展，为研究揭示环

境样品中微生物种群结构和组分分析提供了一

种高效可靠的技术 [5-6]。同时由于细菌16S rDNA
具有多个保守片段，因而可被广泛应用于土壤

以及环境样品的细菌多样性研究中[7]。

在现代农业生产中化肥和农药是两个最重

要的投入品。长期的农药和化肥使用，不仅增

加了农业生产的成本，同时还引起土壤肥力下

降、药残及环境污染等一系列问题 [8-9]，从而危

及农业的可持续发展。21世纪以来，由于稻田种

养复合生态系统的良好生态环境效应及市场对
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绿色安全稻米的需求，其应用范围不断扩大。

国内外研究也表明，稻田种养模式将是促进农

业持续发展、保证粮食安全的有效途径[10]。当前

对稻田养殖模式的生态学机理和环境效益研

究，主要集中在病、虫、草害的控制、土壤理

化性质及温室气体的排放等方面 [11-12]。然而有关

稻田养殖系统中的土壤微生物数量及多样性、

对稻田土壤中细菌功能基因的多样性及其功能

的研究还较少，仅见甘德欣等[13]对稻田养鸭后土

壤微生物数量的研究。该研究发现，稻田养鸭

之后土壤微生物的数量增加。

在稻渔复合生态系统中，养殖生物引入

后，由于其爬行扰动、摄食和排泄等活动，稻

田表层生态系统的物质循环和能量流动产生相

应的影响[14]，这种影响可能会轻而易举地体现在

表层土壤的菌群上；同时由于稻田是一个完整

的生态系统，养殖动物在表层土壤的活动和生

存，会从食物网、能量流动和物质循环等多方

面对根系土壤的生态系统结构和功能产生影

响，因此也可能会间接影响到根系土壤的菌群，

而根系土壤菌群与水稻的生长关系可能更密

切。然而目前国内针对稻渔共生系统中养殖生

物对微生物影响的研究鲜见。本实验拟采用高

通量测序技术对稻鳖共作 (R-T)与稻田单作 (R-
M)两种模式下表层以及根系土壤细菌(16S rDNA)
多样性特征进行比较，探讨不同种养模式对水

稻表层和根系土壤微生物群落结构以及组成的

影响，以期揭示土壤微生物群落结构、多样性

特征与稻田种养之间的内在联系。

1    材料与方法

1.1    实验设计以及地点

养 殖 场 位 于 上 海 崇 明 岛 ( 3 1 ° 2 7 ′ 0 0 ″ ~
31°5l′15″ N, 121°09′30″~121°54′00″E)，地处长

江口，属于典型的亚热带季风气候区，日照时

数  2104 h，年平均气温15.2 °C，年平均降雨量

1030 mm，年平均降雨 118 d，主要集中在 4—9
月。实验前土壤 p H为 8 . 1 1 ~ 8 . 2 2，有机质为

17.57~20.48 g/kg，全N为2.14~2.72 g/kg，速效P为
7.07~8.87 mg/kg，速效K为80.40~88.31 mg/kg。

实验采用随机大田块设计，设置稻鳖共作

组(R-T)和稻田单作组(R-M)共2个处理，每个处

理各3个重复，共6块稻田，每块稻田总面积为

1000 m2，且田块之间田埂有围隔，围隔高0.5 m
且深入土壤30.0 cm。其中稻鳖共作组(R-T)的种

植面积为773 m2，养殖环沟的面积为267 m2，外

围养殖环沟宽2.0 m，中间种水稻，环沟上宽2.0 m，

底宽1.5 m，深0.5 m，除种植水稻外，每块稻田

还在水稻移栽后20 d投入150只500 g左右的中华

鳖(Trionyx sinensis)。整个水稻生长期间不施用农

药且灌溉水位始终保持在5.0~10.0 cm。

水稻于6月9日进行移植，栽培水稻品种为

‘南粳46’，株间距为30 cm×20 cm，株距为南北

走向，10月25日进行水稻收割。实验所施肥料为

复合肥 (N∶P: K=24%∶8%∶10%)，施用量为

487.5 kg/ha，各稻田施肥均分2次完成，第一次为

水稻种植前，施用量为412.5 g/ha作为基肥；第

二次为水稻移栽后39 d的分蘖期施用75 g/ha。稻

田单作组(R-M)田块施用化肥为48.75 kg；稻鳖共

作(R-T)田块除施用35.75 kg复合肥外，还每天按

鳖重的5%~8%进行饵料投喂，各养殖田块共投

喂冷冻野杂鱼200 kg。

1.2    土壤样品采集与处理

2015—2016 年进行 2 年的定位实验，每年

水稻收获后稻茬翻入土中，养殖沟渠进行清塘

处理，且下一年按前一年小区排列进行种植。

土壤样品的采集于2016年9月2日进行(水稻抽穗

期)。每块稻田随机5个点各取1株水稻，整株挖

起后，取深度为 10.0~20.0 cm的根系周围土壤(根
系土壤)，5株水稻根系取得的土壤混合为1个样

品，样品编号分别为RRT1、RRT2、RRT3、
RRM1、RRM2和RRM3，其中RRT为稻鳖共作模

式的根系土壤，而RRM为稻田单作模式的根系

土壤样品；同时于每块稻田随机选 5 个点采集土

层深度约为 0~5.0 cm的土壤(表层土壤)，将 5 点
采集的土壤混合为1个样品，样品编号分别为

RT1、RT2、RT3、RM1、RM2、RM3，其中

RT为稻鳖共作模式的表层土壤，而RM为稻田单

作模式的表层土壤。鲜土于实验室内去除动植

物残体、杂草和石块杂质后混匀装入50 mL离心

管后–20 °C冷冻保存，用于微生物多样性分析。

同时采用5点取样法 (专用的稻田土采样器 )取
0~15.0 cm土壤并混匀，进行土壤理化性状测定。

1.3    土壤理化性质测定

土壤理化性质的测定采用Bao[15]的方法。土
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NH+
4

NO¡
3

壤 p H值测定采用酸碱度玻璃电极法 (土水比

1∶2.5)，有机质测定方法为重铬酸钾容量法，速

效磷测定采用碳酸氢钠浸提—钼锑抗比色法，

速效钾测定采用乙酸铵—火焰光度法，土壤全

氮采用重铬酸钾—硫酸消化法，土壤 -N、

-N含量用2 mol/L KCI浸提土壤分析仪测定。

1.4    土壤总DNA提取

称取  0.5 g于–20 °C保存的土壤样品，采用

OMEGA公司生产的E.Z.N.A Soil DNA试剂盒进行

土壤微生物总DNA的提取并用1%琼脂糖凝胶电

泳检测后，于–20 °C冰箱保存待用。

1.5    PCR扩增及高通量测序

运用通用引物对515F (5′-GTGCCAGCMGC-
CGCGG-3′) 和907R (5′-CCGTCAATTCMTTTRA
GTTT-3′) 对16S rRNA基因高变区V3~V4进行扩增[7]，

每个样品3次重复，之后使用AxyPrepDNA凝胶回

收试剂盒 (AXYGEN公司 )切胶回收PCR产物，

Tris_HCl洗脱；2% 琼脂糖电泳检测。参照电泳

初步定量结果，将PCR产物用QuantiFluorTM -ST蓝

色荧光定量系统 (Promega公司 )进行检测定量，

之后对各样品浓度进行标准化，混合后进行测

序。文库构建使用Illumina公司TruSeq DNA PCR-
Free Sample Prep Kit (FC-121-3001/3002)，测序平

台为Illumina公司MiSeq PE300平台。

1.6    数据分析

焦磷酸高通量测序后，运用软件Trimmo-
matic和FLASH对reads的质量进行质控过滤，在

去除低质量碱基及接头污染序列等操作过程后

完成数据过滤，得到可供后续分析的高质量目

标序列。后续的生物信息学操作使用Usearch和
mothur软件完成 [16]，比对数据来源为Silva[17]的细

菌和古菌核糖体数据库，数据统计和作图使用

R [18]完成。2种模式下稻田土壤理化性质数据、

微生物多样性指标数据及主要菌属的相对丰度

的差异运用SPSS 16. 0 软件进行单因素方差(One-
Way ANOVA)分析，P<0.05表示差异显著。

2    结果

2.1    2种模式下稻田土壤理化性质

对两种模式下稻田土壤的理化性质进行了

测定，比较发现，不同种养模式下稻田土壤理

化性质变化较大(表1)。与水稻单作组相比，稻

鳖共作组土壤的有机质、速效磷和速效钾含量

都有一定的提高，pH值下降，但两组差异不显

著(P>0.05)，而稻鳖共作组土壤中的全氮、硝态

氮和氨态氮含量均显著升高(P<0.05)。

2.2    高通量测序情况概述以及多样性分析

稻鳖共作的根系(RRT)及表层(RT)和稻田单

作的根系(RRM)及表层(RM)高通量测序所获得的

平均总序列数分别为70 384.33±1848.63、70 167.67±
4432.42、61 342.33±2636.83、68 536.67±3990.81，
序列长度在417. 74~420.63(表2)。去除引物、模

糊碱基和带有嵌合体的序列后，将序列长度控

制在  401~450，最终得到的总有效序列数是716
922条，平均片段长度  420 bp。在97% 相似度的

OTU划分水平下，其测序覆盖度达到了97% 左

右，反映出本次测序结果是足够代表了样本中

微生物的真实情况。同时为保证所用样品的测

序深度相同，我们从每个样品中选出51 792个(即

所有样品中有效序列数最少的一个)有效序列进

行标准化处理，用于下一步数据分析。

2种种养模式下的水稻根系和表层土壤生物

多样性分析结果显示，稻鳖共作的表层土壤组

(RT)的微生物Chao指数及Shannon指数均为最

高，其次为稻田单作的表层土壤组(RM)，然后

表 1    2种模式下稻田土壤理化性质

Tab. 1    The soil properties of paddy field in two models

处理组

treatment pH
有机质/(g/kg)

soil organic carbon
全氮(g/kg)

total nitrogen
速效P/(mg/kg)

available P
速效K/(mg/kg)

available K NH+
4

氨态氮/(mg/kg)
-N NO¡

3

硝态氮/(mg/kg)
-N

R-T 7.87±0.05a 19.10±1.44a 2.67±0.05a 10.11±1.79a 94.44±12.53a 30.79±1.92a 0.73±0.06a

R-M 8.09±0.03a 18.53±0.48a 2.57±0.05b 8.31±0.54a 89.67±1.18a 26.94±1.92b 0.83±0.05b

注：相同字母代表处理间不存在显著差异(P>0.05)，不同字母代表处理间存在显著差异(P<0.05)
Notes: The same letters mean no significant differences (P>0.05), while different letters mean that there are statistically significant differences (P<0.05)
between groups
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为稻鳖共作的根系土壤组(RRT)，而稻田单作的

根系土壤组(RRM)为最低；无论是Chao指数还是

S h a n n o n指数，稻田单作模式的根系土壤组

(RRM)均显著(P<0.05)低于其他3个处理组(图2)，
说明养殖鳖的引入能增加稻田土壤微生物的多

样性与丰富度，且对根系土壤的影响更加明显。

在97%的相似性下得到的  8247 个OTU中有

3682 个OTU为4个处理组共用OTU，占总OTU的

44.6%，说明微生物种类的分布在各处理之间较

集中(图2)。两两共享的OTU中，稻鳖共作模式

中的根系(RRT)与表层(RT)土壤共享数量最多，

有1506个占总OTU的18.2%，最低的为稻田单作

的表层(RM)与根系(RRM)土壤，只有651个占总

OTU的7.9%。这说明，引入养殖鳖后，能加强稻

田表层及根系土壤之间的菌群交流。

2.3    不同种养模式的根系和表层土壤的细菌

群落结构分析

在本次测序中，得到的所有序列均为细菌

序列，其中只有6.78%的序列在门(Phyla)分类级

别上没有被归类。在微生物组成上，2种模式下

水稻根系及表层土壤所含的优势门(相对丰度大

于5%)是相似的，它们分别是变形菌门 (Proteo-
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图 1    2种模式下表层及根系土壤的微生物多样性

图中不同字母代表着处理组间存在显著差异(P<0.05)。RRT. 稻鳖共作根系土壤组；RRM. 稻田单作根系土壤组；RT. 稻鳖共作表层土

壤组；RM. 稻田单作表层土壤组

Fig. 1    Diversity index of rhizosphere and surface soils in paddy field in two models
The different letters in the figure represent significant differences between treatment groups (P<0.05). RRT. rhizosphere soils of R-T group; RRM. rhizo-
sphere soils of R-M group; RT. surface soils of R-T group; RM. surface soils of R-M group
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图 2    2种模式下水稻根系和表层土壤OTU Venn图

RRT. 稻鳖共作根系土壤组；RRM. 稻田单作根系土壤组；RT. 稻
鳖共作表层土壤组；RM. 稻田单作表层土壤组

Fig. 2    The statistical result of OTU of samples RRT,
RRM, RT and RM

RRT. rhizosphere soils of R-T group; RRM. rhizosphere soils of R-M
group; RT. surface soils of R-T group; RM. surface soils of R-M group

表 2    2种模式下稻田根系及表层土壤高通量测序结果概述

Tab. 2    Summary of high throughput sequencing of rhizosphere and surface soils in paddy field in two models

处理组

treatments
总序列数

total reads
高质量序列数

high quality reads
覆盖度/%
coverage

序列长度/bp
reads average size

RRT 70 384.33±1848.63 62 976.67±2186.45 98.02±0.08 419.22±1.40

RRM 70 167.67±4432.42 61 894.00±4461.07 98.13±0.31 420.24±0.46

RM 61 342.33±2636.83 53 310.00±1887.93 97.52±0.13 420.43±0.17

RT 68 536.67±3990.81 60 793.33±3566.24 97.75±0.21 419.18±0.71
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bacteria)，酸杆菌门 (Acidobacteria)，拟杆菌门

(Bacteroidetes)，硝化螺旋菌门(Nitrospirae)，绿弯

菌 门 ( C h l o r o f l e x i ) ， 其 共 占 总 序 列 数 的

71.07%~76.72%(图3)。变形菌门(Proteobacteria)为
所有样品中相对丰度最高的门，其具有2416个
O T U，平均相对丰度为 4 1 . 7 4 % [最高达到了

42.86%±5.32%(RT)，最低为 40.87%±3.78%
(RRM)]和以前的研究相比，本研究中使用高通

量测序在水稻土壤当中得到的变形菌门(Proteo-
bacteria)相对丰度更高[19-21]。

对样品中的5个主要菌门的16S rRNA的序列

相对丰度进行对比可以看到，各类群在不同样

品中的相对丰度存在较大差异。引入养殖鳖

后，稻田表层土壤的绿弯菌门(Chloroflexi)、硝

化螺旋菌门(Nitrospirae)和酸杆菌门(Acidobacteria)
的 相 对 丰 度 都 得 到 提 升 ， 尤 其 是 酸 杆 菌 门

(Acidobacteria)其相对丰度显著(P<0.05)高于未放

鳖组，同时变形菌门(Proteobacteria)和拟杆菌门

(Bacteroidetes)的相对丰度则减少了；从根系土壤

上看，引入养殖鳖后硝化螺旋菌门(Nitrospirae)、
拟杆菌门(Bacteroidetes)和变形菌门(Proteobacteria)

的相对丰度得到了提升，其中硝化螺旋菌门(Ni-
trospirae)的相对丰度显著 (P<0.05)高于未放鳖

组，而绿弯菌门(Chloroflexi)和酸杆菌门(Acidobac-
teria)的相对丰度则减少，其中绿弯菌门 (Chlo-
roflexi)显著(P<0.05)低于未放鳖组。

2.4    优势属分析

在属的分类级别上，样品中有很大一部分

的序列没有被归类(40.89%~43.78%)，同时与其

他的高通量测序结果一样，本次测序当中出现

了很多特殊的菌属(比如菌属后面带有uncultured)，
Albertsen等 [22]推测这一类无法人工培养的菌属可

能包含有土壤当中对土壤的理化性状以及水稻

生长过程具有重大作用的细菌。在属水平上得

到的587个分类单元的细菌当中，有541个分类单

元共存于4个处理组当中，它们所包含的序列占

有整个序列的比例为97.97%，仅仅只有很小部分

的序列 (0.01%)为单独某一处理组中所有 (表3)。
对每一类样品中含量占前  55 的微生物种群进行

含量排序(图4)。
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图 3    2种模式下稻田根系和表层土壤门水平的微生物组成丰度图

分析过程中将相对丰度低于1% 的归于“其他”组内。RRT. 稻鳖共作根系土壤组；RRM. 稻田单作根系土壤组；RT. 稻鳖共作表层土壤

组；RM. 稻田单作表层土壤组

Fig. 3    Percentages of the major phyla of rhizosphere and surface soils in paddy field in two models
Sequences whose relative abundance was lower than 1% were assigned as “others”. RRT. rhizosphere soils of R-T group; RRM.
rhizosphere soils of R-M group; RT. surface soils of R-T group; RM. surface soils of R-M group
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为土壤当中平均相对丰度最高的属，在OTU分类

当中，共有541个OTU被归于该属，其在RRT、

RRM、RT和RM组的相对丰度分别为3.54%±0.64%、

4.54%±1.65%、4.56%±2.21%和1.34%±0.41%。可

以看到引入养殖鳖后，该菌在稻鳖共作组的表

层土壤 ( R T )的相对丰度显著高于未养殖组

(RM)(P<0.05)，而在根系土壤当中相对丰度则相

差不大。

亚硝化单胞菌属(Nitrosomonadaceae_uncul-
tured)与硝化螺旋菌属(Nitrospiraceae_uncultured)
为土壤当中常见硝化菌群 [23]，同样的在本研究

中，这2类菌群同样也是所有样品当中具有较高
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图 4    2种模式下水稻根系和表层土壤主要属的微生物组成丰度图

分析过程中将相对丰度低于1%的归于“其他”组。RRT. 稻鳖共作根系土壤组；RRM. 稻田单作根系土壤组；RT. 稻鳖共作表层土壤组；

RM. 稻田单作表层土壤组

Fig. 4    Percentages of the major genera of rhizosphere and surface soils in paddy field in two models
Sequences whose relative abundance was lower than 1%were assigned as “others”. RRT. rhizosphere soils of R-T group; RRM.
rhizosphere soils of R-M group; RT. surface soils of R-T group; RM. surface soils of R-M group

表 3    2种模式下水稻根系及表层土壤微生物共有属

和它们所对应的序列的百分比

Tab. 3    The percentages of rhizosphere and surface soils
common genera and their corresponding sequences

in two models

处理

treatments

属数量

numbers of
genera

共有属百分比/%
percentage in

genera

共有属所占序列

百分比/%
percentage in

sequences

RRT 550 93.7 99.98

RRM 541 92.2 99.97

RT 587 100 100

RM 573 97.6 99.99
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相对丰度的菌属，其平均相对丰度分别达到了

3.46%±0.65% 和3.44%±1.09%。与不养鳖组相

比，无论在表层还是根系土壤中，稻鳖共作模

式中这2类菌的丰度都高于前者，且硝化螺旋菌

属(Nitrospiraceae_uncultured)和亚硝化单胞菌属

(Nitrosomonadaceae_uncultured)在表层土壤当中差

异显著(P<0.05)，而硝化螺旋菌属(Nitrospiraceae_
uncultured)则在根系土壤当中差异显著(P<0.05)。

地杆菌属(Geobacter)为4组处理当中另一类

优势种属，是一类具有将S元素以及硫酸盐氧化

成硫酸的兼性厌氧性微生物 [24]。在本次研究中，

共有23个OTU被检索为该属，与不养鳖组相比，

稻鳖共作组无论在表层还是根系土壤中的相对

丰度都少于稻田单作组，同时根系土壤当中稻

鳖共作组的相对丰度显著(P<0.05)的低于稻田单

作组。同时该属在两种模式下的根系土壤的相

对丰度均显著(P<0.05)高于表层土壤。

除了上述4类外，芽单胞菌属(Gemmatimon-
adaceae_uncultured)和黄单胞菌属 (Xanthomon-
adales_norank)在稻田土壤当中也都具有较高的相

对比丰度(在4个处理组中的平均相对丰度均大于

1%)。从表层土壤看，稻鳖共作模式土壤当中的

芽单胞菌属(Gemmatimonadaceae_uncultured)和黄

单胞菌属(Xanthomonadales_norank)高于稻田单作

模式，且芽单胞菌属(Gemmatimonadaceae_uncul-
tured)在2种模式之间存在显著差异(P<0.05)。从

根系土壤上看，与不养鳖稻田组相比，稻鳖共

作组根系土壤当中芽单胞菌属 (Gemmatimon-
adaceae_uncultured)的平均相对丰度较高于稻田

单作组，而黄单胞菌属 (Xanthomonadales_nor-
ank)的平均相对丰度则低于后者。

NH+
4

NO¡
3

NH+
4

NO¡
3

NO¡
3

为了解这6类主要菌属与稻田当中土壤理化

性质的变化的关系，运用典范对应分析(CCA)对
这6类主要菌属与土壤环境因子进行分析，结果

表明前2个排序轴的特征值分别为0.016和0.008。
AP (0.466)、pH (–0.273)、TN (0.462)、 -N
(0.480)主要贡献于第一排序轴，OM (–0.269)和

-N (0.479)主要贡献于第二排序轴，前2轴中

物种与环境关系的累积百分比为23.80%(图5)。
图中亚硝化单胞菌属(S2)、地杆菌属(S4)与黄单

胞菌属(S6)与 -N、N、AK、AP和OM呈负相

关，与 -N呈正相关；硝化螺旋菌属 (S3)与
- N负相关、与 O M正相关；芽单胞菌属

(S5)与pH呈正相关；酸杆菌属(S1)与pH呈负相关。

2.5    基于细菌群落的相似性分析

对2种模式下的表层和根系土壤的微生物群

落进行聚类分析可看出相同处理下的3个重复组

的样品菌群聚集在一起，表明样品具有很好的

重复性 (图 6-a)。同时稻鳖共作模式根系土壤

(RRT)以及稻田单作模式中的根系土壤(RRM)菌
群群落聚集在一个分支，而2种模式下的表层土

壤则较根系土壤相距较远。对4组处理下样品的

细菌群落结构进行PCA分析，2种模式的根系土

壤菌群群落聚集在一起，而表层土壤的菌群群

落则相隔较远的(图6-b)。结合聚类结果，表明稻

田引入养殖鳖后，相对于稻田根系土壤菌群，

稻田的表层土壤的菌群结构和组成的差异更加

的明显。

3    讨论

稻渔综合种养依据的最重要生态学原理之

一是稻—渔之间的共生性。在稻—渔共生关系

中，最引人关注的自然是水产动物为水稻除

虫、除草等直接作用，相比之下，水产动物引

入后对稻渔共生系统中微生物群落的影响等间

接作用，尚未引起足够的重视。本研究表明，

在稻鳖共生系统中，由于鳖的残饵和粪便及鳖

的排泄作用，使得稻鳖共作稻田中土壤的TN、
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图 5    6种主要菌属与土壤环境因子的CCA排序图

S1. 酸杆菌属；S2. 亚硝化单胞菌属；S3. 硝化螺旋菌属；S4. 地
杆菌属；S5. 芽单胞菌属；S6. 黄单胞菌属

Fig. 5    CCA ordination biplot of six major genera and
soil environmental factors

S1. Acidobacteria bacterium_uncultured; S2. Nitrosomonadaceae_un-
cultured; S3. Nitrospiraceae_uncultured; S4. Geobacter; S5. Gemmati-
monadaceae_uncultured; S6. Xanthomonadales_uncultured
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NH+
4 NO¡

3-N和 -N均出现了显著升高，养分的增

加必然为其中微生物的生长提供了充足的养

料；同时微生物生长又与碳氮比有关，尽管本

研究没有测定其中的TN或总有机碳，但可以肯

定的是，由于氮含量的增加，必然会使其碳氮

比下降，从而对微生物群落组成产生影响。此

外，鳖的活动也会对土壤产生扰动，可以改变

土壤的透气性，从而有利于改善次表层土壤的

氧气条件，这些也可能对稻鳖共生系统土壤微

生物组成产生影响。

为了更好地了解稻鳖共作可能对稻田系统

微生物群落组成的上述影响，本研究采用了高

通量测序技术来开展相关研究。从现有结果来

看，稻田土壤的微生物种类丰富，在4个处理组

97% 的相似性下共得到  8247 个OTU，在门和属

的微生物分类水平，共检测到66门1044属的微生

物种群。在门的分类水平上，各样品中均以变

形 菌 门 ( P r o t e o b a c t e r i a ) ， 酸 杆 菌 门

(Acidobacteria)，拟杆菌门(Bacteroidetes)，硝化螺

旋菌门(Nitrospirae)，绿弯菌门(Chloroflexi)这5个
门为主要种类。此外，无论是在表层土壤还是

根系土壤都以变形菌门(Proteobacteria)占主导地

位，这与Jangid[25]等的研究一致。与传统的PCR-
DGGE技术仅仅局限于分析相对丰度大于  1% 的

优势类群相比[26]，本研究中采用的高通量测序技

术能检测出土壤大量丰度较低的细菌类群[27]，因

此能相对全面地反映细菌群落组成。

稻田土壤微生物作为稻田土壤生态系统的

重要组成部分，其对外界环境的作用(养殖鳖引

入)具有敏感而快速的响应 [28]。本研究发现，种

养模式的不同不仅引起了稻田土壤理化性质变

化，而且也对稻田表层和根系土壤微生物产生

了明显影响。对于稻田表层土壤微生物而言，

由于水产养殖动物的引入及其摄食、排泄等活

动，有效地改善土壤物理性结构及土壤细菌的

营养条件，进而提高了土壤微生物类群的活性

及土壤微生物的多样性[29]；根系土壤虽然与地上

养殖动物等其他因素没有直接接触，但甘欣德

等[30]对稻田养鸭的土壤理化性质研究表明，养殖

动物的引入对深层土壤的理化性质也具有相关

的影响，因而养殖动物的引入对根系土壤微生

物群落也具有一定的影响。此外，2种模式下各

自的根系土壤微生物与表层土壤微生物之间也

出现明显差异。这可能是由于根际效应的存

在，根系对根系周围土壤的微生物具有选择性[31]，

同时根系土壤的pH、组成结构、有机物和营养

水平与非根系土壤也有差异[32]。因此，其微生物

的组成和结构与非根系土壤微生物之间差异显
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图 6    基于OTU水平下12个不同土壤细菌群落的聚类分析树(a)以及主成分(PCA)分析图(b)

RRT. 稻鳖共作根系土壤组；RRM. 稻田单作根系土壤组；RT. 稻鳖共作表层土壤组；RM. 稻田单作表层土壤组

Fig. 6    Hierarchical Clustering (a) and Principal Component Analysis (b) of
the 12 different soil bacterial community at OTU level.

RRT. rhizosphere soils of R-T group; RRM. rhizosphere soils of R-M group; RT. surface soils of R-T group; RM. surface soils of R-M group
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著 [33]，这与江其同等 [34]对杨树根系与非根系细菌

群落的研究一致。

NH+
4

NO¡
3

NH+
4

NO¡
3

在主要的优势种属中，比较2种模式下的表

层土壤微生物，具有显著差异的有4类，分别为

亚硝化单胞菌属(Nitrosomonadaceae_uncultured)、
硝化螺旋菌属(Nitrospiraceae_uncultured)、芽单胞

菌属(Gemmatimonadaceae_uncultured)和酸杆菌属

(Acidobacteria bacterium_uncultured)，且稻鳖共作

组中的相对丰度均高于稻田单作组；在根系土

壤上，硝化螺旋菌属(Nitrospiraceae_uncultured)在
稻鳖共作组中显著(P<0.05)高于稻田单作组，而

地杆菌属(Geobacter)则在稻田单作组中的相对丰

度显著高于稻鳖共作组。Martiny等[35]认为亚硝化

单胞菌和硝化螺旋菌在硝化过程中发挥重要作

用，这2类细菌较高的相对丰度表明养殖鳖的引

入使稻田土壤富集了具有高效除氨功能的菌

群，有效促进了稻鳖种养过程中的氮循环，因

而 在 稻 鳖 共 作 组 土 壤 中 三 态 氮 含 量 显 著

(P<0.05)高于稻田单作组，结合CCA分析也可以

看出来这两类菌属生长受限于土壤当中的 -

N与 -N含量；酸杆菌属(Acidobacteria bacteri-

um_uncultured)在2种模式下的根系与表层土壤中

都具有较高的丰度，其在CCA分析中与pH呈负

相关，表明pH值的降低是导致该类菌生长的重

要因素[36]。引入养殖动物后，养殖动物在田间的

活动、摄食及粪便排泄，在一定程度上起到了

不间断施肥效果[37]，使土壤有机质和氮磷钾等养

分含量得到提高及pH值下降，为酸杆菌提供了

适宜的生长环境，从而增加了其相对丰度；芽

单胞菌属(Gemmatimonadaceae_uncultured)是芽单

胞菌门唯一正式命名的菌属，在土壤当中的富

集还鲜见研究，并且对其功能尚未明确；地杆

菌属(Geobacter)是典型的异化铁还原菌，其在缺

氧或无氧条件下，能够利用乙酸盐作为唯一碳

源，以Fe (Ⅲ)作为电子受体进行厌氧呼吸 [38]，在

CCA分析中，其相对丰度与 -N含量呈负相

关，与 -N含量呈正相关，这可能是由于铵

根离子对于乙酸根离子具有良好的结合性减少

了乙酸以离子存在的形式，而硝酸根离子能增

加土壤当中乙酸离子的存在进而增加地杆菌属

的碳源。

生物多样性是评价群落结构特征和稳定度

的重要因素，较高的生物多样性更能保证生态

系统的功能冗余，从而维持生态系统的稳定 [39]。

本研究结果显示，无论是在根系土壤还是表层

土壤，稻鳖共作模式的微生物多样性均高于稻

田单作模式(图1)，可推测出土壤微生物群落结

构在稻鳖共作模式中较稻田单作模式稳定，使

稻鳖共作组具有更强的抗冲击能力。此外，多

样性指数在表层土壤微生物之间的差值低于根

系土壤微生物间。这可能是由于表层微生物的

种类多，根系土壤的微生物种类数量较少[40]，因

此根系土壤的微生物多样性指数在数值上差异

较大。

综上所述，通过高通量测序技术可以很好

地探究稻田土壤中细菌组成和群落结构状况。

同时2种种养模式下稻田的表层土壤细菌群落均

比根系土壤细菌群落组成更为复杂，表层土壤

细菌的种群多样性指数也高于根系土壤；稻田

引入养殖鳖后对表层土壤的细菌群落结构以及

组成产生的变化更加明显，同时稻田的表层以

及根系土壤微生物的Chao指数及Shannon指数均

得到提升。由于稻鳖共作组土壤中有机物降解

菌和硝化亚硝化菌丰度的提高，促进了土壤氮

循环效率，从而保证了土壤中的有机物及无机

氮污染负荷在可控范围内。本研究从微生物角

度来揭示稻田引入养殖动物后，其共作复合生

态系统的土壤供肥能力和理化性状所产生的变

化机制，但这一机制缺乏长期的土壤理化性质

检测指标验证。因此，仍需进一步深入地对稻

渔复合系统中土壤微生物群落进行研究，尤其

是增加长期的稻田种养模式下的土壤相关指标

的变化。同时，在野外大田块试验，稻田表层

的细菌除受到本实验设计的相关变量的影响

外，也易受到外界环境(如天气、温度等自然状

况)及相关人为采样定点的随机性的影响，因而

需开展相关室内实验，从而更好地控制误差的

影响。
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Effects of the introduction of cultured turtle on soil bacterial
community structure in paddy field

LUO Heng 1,     ZHAO Liangjie 2,     LI Feng 1,     GUO Haisong 1,     SHEN Hong 3,     LIU Qigen 1*

(1. Key Laboratory of Aquatic Genetic Resource and Utilization, Ministry of Agriculture,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Fishery Biological Engineering Technology Research Center, Henan Province, Xinyang    464000, China;
3. Shanghai Mooyuu Farm, Shanghai    202150, China)

Abstract: The integrated agri-aquaculture system (IAAS) has become one of the main directions for the sustain-
able development of agriculture because of its good ecological environmental effect and the ability to produce
enough green rice to meet the market demand for high quality food. It is important to understand the structural
characteristics of soil bacterial community in this compound system for the improvement of planting and breeding
and the realization of ecological regulation. In this study, Illumina high-throughput sequencing was used to com-
pare the surface soil and rhizosphere soil bacterial community structure among rice-turtle co-culture (R-T) and rice
monoculture (R-M), and provide the theoretical basis for the accumulation of data of rice-turtle co-culture ecology
and the optimization of production technology for comprehensive cultivation of rice turtle co-culture. The results
showed that Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Nitrospirae and Chloroflexi were the main phyla in all
paddy soil. Compared with R-M, the relative abundance of Chloroflexi, Nitrospirae and Acidobacteria increased
and the relative abundance of Proteobacteria and Bacteroidetes was reduced in the surface soil of the R-T. In rhizo-
sphere soil, compared with R-M, the relative abundance of Nitrospirae, Bacteroidetes and Proteobacter increased,
and the relative abundance of Chloroflexi and Acidobacteria reduced in R-T treatments. The main genera were
Acidobacteria bacterium_uncultured, Nitrosomonadaceae_uncultured, Nitrospiraceae_uncultured, Geobacter,
Gemmatimonadaceae_uncultured and Xanthomonadales_norank. In the two models, the relative abundance of Ni-
trospiraceae_uncultured and Geobacter in rhizosphere soil was significantly different (P<0.05), and the relative
abundance of Nitrosomonadaceae_uncultured, Nitrospiraceae_uncultured, Gemmatimonadaceae_uncultured and
Acidobacteria bacterium_uncultured in the surface soils was significantly different (P<0.05). PCA and cluster ana-
lysis showed that R-T treatments exerted a significant effect on the bacterial community structure of surface soils,
and also affected the rhizosphere soil bacterial community structure to a certain extent. Overall, this study provides
microbial ecological evidences for the advantages of rice – turtle integrated system over rice monoculture.

Key words:  rice-turtle  co-culture;  paddy field;  community  structure;  16S rDNA; illumina high-throughput
sequencing

Corresponding author: LIU Qigen. E-mail: qgliu@shou.edu.cn

Funding projects: Special Fund for Agro-scientific Research in the Public Interest(201203083); Shanghai Uni-
versity Knowledge Service Platform Project (ZF1206)

732 水    产    学    报 42 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn

