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短期紫云英替代无机氮肥对再生稻田土壤硝化微生物群落结构

的影响
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摘 要  为探讨不同比例紫云英替代无机氮肥对南方再生稻田土壤氨氧化细菌（AOA）和氨氧化古菌（AOB）群落

结构的影响及驱动因子，设置 5 个处理：不施氮（CK）、100% 尿素（CF）、20% 紫云英＋80% 尿素（MVCF1）、40% 紫

云英＋60% 尿素（MVCF2）、100% 紫云英（CMV），测定土壤理化性质及微生物群落结构。结果表明：不同时期所

导致的土壤理化性质变化幅度（0. 7%~279. 7%）要高于不同紫云英还田处理的影响（1. 4%~105. 9%）。在绿肥腐

解期，与 CF 相比，MVCF2 和 CMV 的铵态氮显著升高 167. 5% 和 79. 3%（P<0. 05）。同一时期 MVCF2 处理的

AOA 和 AOB 群落丰富度最高。主成分分析显示 AOA 和 AOB 群落结构在不同时期发生显著分离，而同一时期不

同紫云英处理间变化较小。冗余分析表明，全氮、全碳和碳氮比是 AOA 群落结构的主要环境因子，硝态氮则是

AOB 群落的主要驱动因子。此外，与 CF 相比，紫云英处理降低了氨氧化群落结构的复杂性（网络节点和边数量降

低了 57. 0%~92. 5%），提高了群落结构的稳定性（模块化系数升高了 2. 48 倍）。本研究为南方再生稻田绿肥管理

提供了科学依据，对粮食安全保障及水稻产业的环境友好型可持续发展具有重要意义。
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Abstract In order to explore the effects of different proportions of Chinese milk vetch instead of inorganic nitrogen 

fertilizer on the community structure of ammonia-oxidizing bacteria （AOA） and ammonia-oxidizing archaea （AOB） 

in reclaimed paddy soil in southern China and their driving factors.  In this study， five treatments were set up：

No nitrogen （CK）， 100% urea （CF）， 20% Chinese milk vetch+80% urea （MVCF1）， 40% Chinese milk vetch +60% 

urea （MVCF2）， 100% Chinese milk vetch （CMV）.  The soil physical and chemical properties and microbial 

community structure were determined.  The variation range of soil physical and chemical properties caused by 

different periods （0. 7%‑279. 7%） was higher than that of different Chinese milk vetch returning treatments 

（1. 4%‑105. 9%）. During the decomposition period of green manure， compared with CF， the ammonium nitrogen 

of MVCF2 and CMV was significantly increased by 167. 5% and 79. 3%（P<0. 05）， respectively.  During the same 

period， the AOA and AOB community richness of MVCF2 treatment was the highest.  Principal component analysis 

showed that the community structure of AOA and AOB was significantly separated in different periods， while there 

was little change between different Asinicus treatments in the same period.  Redundancy analysis showed that 

total nitrogen， total carbon and carbon-nitrogen ratio were the main environmental factors of AOA community 

structure， while nitrate nitrogen was the main driving factor of AOB community.  In addition， compared with CF， 

Chinese milk vetch returning treatment reduced the complexity of ammonia-oxidizing community structure （the 

number of network nodes and edges decreased by （57. 0%‑92. 5%）， and improved the stability of community 

structure （the modularity coefficient increased by 2. 48 times）. In summary， compared with fertilization， the effect 

of period changes on soil nitrifying microbial community structure is more significant.  MVCF2 treatment can 

increase community richness， and Chinese milk vetch returning to the field helps to enhance the stability of 

nitrifying microbial community structure.  This study provides scientific basis for the management of green manure 

in southern reclaimed rice fields， which is of great significance for food security and environmentally friendly 

sustainable development of the rice industry.

Keywords ratoon rice； green manure； ammonia oxidizing bacteria； ammonia oxidizing archaea； co-occurrence 

networks

土壤微生物是土壤的重要组成部分，在维持土壤

肥力、品质和作物生产力方面发挥着不可或缺的作

用［1-2］。土壤中的氮素转化过程主要包括硝化与反硝

化。硝化过程中，铵被氨氧化古菌（AOA）和氨氧化

细菌（AOB）氧化为亚硝酸氮和硝氮，因此，这些微生

物类群在农田生态系统的可持续发展中扮演着关键

角色［3］。过量施肥常导致土壤酸化、硝态氮淋失和肥

料利用效率下降等问题，这与硝化微生物的活动密切

相关［4-5］。因此，研究土壤硝化微生物对农田施肥管

理措施的响应，有助于提高肥料利用效率、减少温室

气体排放，并促进农业生态发展。

绿肥作为优质有机肥源，能够通过翻压还田改善

土壤结构、增强肥力、缓解土壤酸化、提高微生物活性

与多样性，从而减少化肥依赖，提升产量［6-7］。紫云英

（Astragalus sinicus L.）是中国常见的冬季绿肥作物，

研究表明，紫云英还田能够改善土壤理化性质，增加

土壤微生物数量及多样性［8-9］。例如，紫云英还田能

增加土壤有机质含量，降低铵态氮浓度，并影响 AOA
和 AOB 的丰度［10-11］。部分研究指出，紫云英还田改

变了土壤的氮素状态，促进了 AOA的群落结构变化，

但对 AOB的影响较小［10］。施氮肥对 AOA和 AOB的

影响有所不同。氮肥施用通常显著改变 AOB的群落

结构，降低 AOB 的丰度，而对 AOA 的影响较小［12-13］。

AOB 偏好高氨氮环境，因此对化肥氮的响应较为敏

感；而 AOA对紫云英绿肥的响应更为显著，长期种植

紫云英会提高 AOA 的多样性指数。AOA 偏好矿化

氮，且其群落结构与土壤有机质和全氮含量密切相

关［14-15］。有相关研究表明，AOA 丰度随氮肥添加量

的增加而显著下降，并形成了更加复杂的微生物网络

结构，加剧了物种间的竞争［16］。

不同紫云英还田量对于土壤硝化微生物的活性

影响有所不同，随着紫云英还田量的升高，其腐解时

间也会随之增长，导致土壤氧化还原电位（Eh）降低，

低 Eh环境会促进硝酸盐被还原为 N2O 或 N2，从而抑

制硝化微生物的生长［17-18］。同时水稻生长过程中

AOA 和 AOB的丰度呈现出不同的趋势。具体来说，

在水稻的不同生育期，如孕穗期、分蘖期和成熟期，

AOA 和 AOB 的丰度依次降低［19］。这可能与水稻根

系的泌氧能力相关，随着水稻生长，氧化还原电位增

高，促进了氨氧化微生物的生长［20-21］。然而，在紫云
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英的腐解期，紫云英分解过程中消耗大量水分，可能

导致土壤缺氧，进而影响硝化微生物的生长［22-23］。

目前，针对紫云英与氮肥减量配施对土壤硝化

微生物群落的调控机制的研究仍较为有限，尤其是

在紫云英腐解期的相关研究较少。该模式对土壤

硝化微生物群落结构的影响，特别是在绿肥还田腐

解期和水稻生育期，仍需进一步探索。再生稻作为

一种新型的水稻栽培模式，近年来在长江中下游地

区得到迅速发展。该模式与绿肥的应用相结合，不

仅能提高土壤肥力，还能促进农业生产的绿色低碳

发展。也有相关研究表明在再生稻田中，绿肥和化

肥配施可以降低硝化微生物的丰度，减少亚硝酸盐

积累，从而减少 N2O 产生［24-25］。目前针对紫云英与

氮肥减量配施对土壤硝化微生物群落的影响鲜见

报道。因此，本研究拟通过 3 年短期的田间定位试

验，采用高通量测序技术，探究紫云英不同还田量

对再生稻田土壤硝化微生物群落结构的动态影响

及驱动因素，以期为稻田养分管理提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验地概况

试验于 2020—2022年在湖北省荆州市长江大学

农学院太湖农场试验基地（30°6′N， 111°54′E）开展。

试验区地处江汉平原核心地带，属北亚热带湿润季风

气候区，水热同期特征显著。年均气温 16. 9 ℃，年降

水量 1 100 mm 左右，年均日照时数 1 800 h，无霜期

251 d。供试土壤为潴育型水稻土（粉质中壤），基础

肥 力 指 标 ：pH 5. 53，有 机 质 16. 80 g/kg，全 氮

1. 59 g/kg，C/N=8. 26（全碳 13. 13 g/kg），速效磷

5. 17 mg/kg，速效钾 129. 59 mg/kg。
1. 2　试验设计

基于紫云英-再生稻轮作模式，采用随机区组试

验设计，设置 5 个处理：1）不施氮（对照，CK），2）
100% 尿素（CF），3）MVCF1（20% 紫云英+80% 尿

素），4）MVCF2（40% 紫云英+60% 尿素），5）CMV
（100% 紫云英），小区面积为 1 m×1 m 的微区，每个

处理 3 次重复。除 CK 外，其余施肥处理再生稻全生

育期施氮总量为 300 kg/hm2（头季∶再生季=6∶4），
头季氮肥按基肥∶分蘖肥∶孕穗肥=4∶3∶3分施，再生

季按催芽肥∶穗肥=6∶4 施用。紫云英（‘湘肥 3 号’）

于 盛 花 期 收 获 ，按 实 测 含 氮 量 2. 19%、含 水 率

85. 6% 折算施用量，用于替代无机氮肥投入。其中

磷肥为过磷酸钙，钾肥为氯化钾，磷钾肥施用量为

180 P2O5 kg/hm2 和 150 K2O kg/hm2，均作基肥一次

性施入。

1. 3　样品采集及处理

分别于 2022 年紫云英还田 14 d 后（2022 年 4 月

26 日）和再生稻分蘖盛期（2022 年 6 月 15 日）采集

2 次样品。使用小型不锈钢土钻采样器利用五点取

样法采集 5~20 cm 土样。剔除植物残渣和石砂等

杂物后，均匀混合后储存于封口袋中，一部分土壤

样本采用液氮速冻，冷藏于− 80 ℃冰箱保存，用于

微生物丰度和结构分析；一部分样本带回实验室

后，冷藏于 4 ℃冰箱，用于铵态氮、硝态氮及含水量

测定；最后一部分样本经自然风干后过筛，用于可

溶性有机碳（DOC）、全碳、全氮含量检测。

1. 4　理化指标分析

土壤基础理化性状的测定参考《土壤农化分

析》［26］。土壤 pH 采用便携式土壤 pH 检测仪原位测

定，土温采用土温计（TM902C 型）原位测定，铵态

氮采用 KCl浸提-靛酚蓝法测定，硝态氮采用双波长

紫外法测定，全碳和全氮采用元素分析仪（Costech 
ECS 4010）测定，可溶性有机碳采用油浴重铬酸钾

法测定，土壤含水量采用烘干法测定。

1. 5　DNA提取

DNA 采用 DNA 试剂盒（FastDNA Spin Kit for 
Soil，USA），从−80 ℃低温冷冻处理后的 0. 35 g 土

壤样品中提取。用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测总

DNA，提 取 DNA 的 浓 度 和 纯 度（A260/280）用

NanoDrop ND-1000 UVevis 分 光 光 度 计 检 测

（ThermoScientific，Rockwood，TN，USA）。

1. 6　高通量测序

DNA 提取之后使用 PCR 仪（ABI GeneAmp® 
9700 型）进行 PCR 的扩增，PCR 扩增的引物同上。

PCR 扩 增 采 用 TransGen AP221-02（TransStart 
Fastpfu DNA Polymerase），以实现目的片段的快速

扩增，保障扩增序列准确性。全部样本按照正式实验

条件进行，每个样本 3个重复，将同一样本的 PCR 产

物 混 合 后 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ，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

QuantiFluor ™ -ST 蓝色荧光定量系统（Promega 公

司，美国）进行检测定量，之后按照每个样本的测序量
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要 求 ，进 行 相 应 比 例 的 混 合 ，使 用 NEXTFLEX 
Rapid DNA-Seq Kit进行建库。利用 Illumina公司的

Miseq PE300平台进行测序，测序工作委托上海美吉

生物医药科技公司完成。基于最小测序深度原则

（Minimum sample sequencing depth）进行稀疏曲线

标准化（Rarefaction analysis），对各个样品进行抽平

处理，采用基于属频数分布的 Chao1估算法表征物种

丰 富 度（Community richness），应 用 shannon 群 落

nnon-Wiener index 评 估 群 落 多 样 性（Community 
diversity）。
1. 7　数据分析

OTU聚类采用 Uparse v7. 0（97% 相似度），物种

注释基于 RDP 分类器。本研究数据用 Excel 2019和

SPSS 26. 0进行保存和统计分析；方差分析比较采用

LSD 法，在 P<0. 05 的水平下检验差异显著性。利

用 Z-score 标准化对土壤理化性质进行标准化处

理［27］。采用 mothur 软件（http：//www. mothur. org/
wiki/Calculators）计算 Alpha 多样性指数的 Chao 指

数和 Shannon 指数，采用 CANOCO 进行基于欧式距

离算法的主成分分析（PCA）并作图，并结合 Adonis
非参数检验分析微生物群落结构样本间是否差异显

著，土壤理化因子和群落组成热图采用 Origin 2019

作图。R 语言中的“vegan”包用于冗余分析（RDA），

利用 R 语言的“Hmisc”包和 Gephi0. 9. 2 进行共线性

网络分析。其中网络中的节点代表群落中的物种，节

点的大小代表节点与其周边环境（邻接的节点）的连

通程度。边代表物种间的联系，平均连通度评估种间

的物质信息传递效率，模块化评估群落结构稳定

性［28］。试验结果均以 3 次重复的平均值±标准误

表示。

2　结果与分析

2. 1　不同紫云英和氮肥配施对稻田土壤理化性质

的影响

由图 1 可知，在绿肥腐解期，MVCF2 处理的铵

态氮浓度和土温最高，其中 CF 处理的 pH 最低；

MVCF2 和 CMV 处理的 TC 值均高于其他处理，但

显著不差异；pH 随着紫云英替代率的增加而增加，

与 CF 相 比 ，CMV 处 理 的 pH 显 著 升 高 10. 9%
（P<0. 05）；MVCF2 和 CMV 的铵态氮显著升高

167. 5% 和 79. 3%（P<0. 05）。水稻分蘖期，土壤

TC 随着紫云英替代率的增加而增加，但处理间显

著不差异，其中施肥处理的 C/N 均显著高于 CK
（P<0. 05）；与 CK 相比，不同紫云英还田量处理下

CK，不施氮；CF，100% 尿素；MVCF1，20% 紫云英＋80% 尿素；MVCF2，40% 紫云英＋60% 尿素；CMV，100% 紫云英。不同的小写字母

表示处理间差异显著（P<0. 05）。下同。

CK，No nitrogen； CF，100% urea；MVCF1，20% Chinese milk vetch+80% urea； MVCF2，40% Chinese milk vetch+60% urea； CMV， 
100% Chinese milk vetch.  Different lowercase letters indicated significant differences between treatments （P<0. 05）.  The same below.

图 1　不同紫云英和氮肥配施对土壤理化性质的影响

Fig. 1　Effects of different Chinese milk vetch and nitrogen fertilizer on soil physical and chemical properties
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TN 和 C/N 分别显著降低 48. 2%~56. 1% 和增加

56. 1%~92. 2%（P<0. 05），而其他理化性状在这

一时期无明显差异；各处理土壤全碳、全氮和土壤

pH 高出绿肥腐解期 7. 3%~279. 7%，但铵态氮、土

温和土壤含水量比绿肥腐解期降低了 14. 3%~
61. 0%；除 CK 外，其余各处理土壤硝态氮浓度均低

于绿肥还田期。不同紫云英还田处理下土壤理化

性质变化幅度为 1. 4%~105. 9%，不同取样时期下

土壤理化性质变化幅度为 0. 7%~279. 7%。综上，

不同紫云英还田处理对土壤理化性质的影响较小，

而时期变化对土壤理化性质的影响更为强烈。

2. 2　不同紫云英和氮肥配施对 AOA 和 AOB 群落

α多样性的影响

对于 AOA，不同时期以及施肥处理对 Shannnon

指数没有显著影响，但不同时期群落的Chao指数存在

显著差异（P<0. 05，图 2（a）和 2（b））。在分蘖期，AOA
群落的 Chao 指数高于绿肥还田期，增加的百分比为

60. 9%~159. 8%，其中 MVCF2 处理的 Chao 指数最

高；此外，相同时期下不同紫云英还田处理间 AOA 群

落的丰富度和多样性没有显著差异。

对 于 AOB，不 同 时 期 群 落 的 Chao 指 数 和

Shannnon指数均存在显著差异（P<0. 05），分蘖期群

落的 Chao 指数和 Shannon 指数都高于绿肥腐解期

（图 2（c）和 2（d））。其中，不同处理对分蘖期 AOB 群

落的 Chao指数有显著影响（P<0. 05），MVCF2处理

的 Chao 指数同样也是最高的。综上，时期变化对

AOA 群落的丰富度、AOB群落的多样性及丰富度存

在显著影响（P<0. 05），其中 AOB 群落多样性对时

S，时期；T，施肥处理；S×T，时期与施肥处理的交互作用。***表示差异极显著（P<0. 001）；ns 表示差异不显著（P>0. 05）。黑线代表平均

值，红线代表整个时期的平均值。

S，Period；T，Fertilization treatment；S×T，Interaction between period and fertilization treatment. *** indicates extremely significant difference
（P<0. 001）； ns indicates no significant difference（P>0. 05）. The black line represents the average value， and the red line represents the average 
value of the whole period.

图 2　不同紫云英和氮肥配施对土壤中 AOA和 AOB群落 Alpha多样性的影响

Fig. 2　Effects of different Chinese milk vetch and nitrogen fertilizer on the Alpha diversity of AOA and AOB communities in soil
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期更为敏感，并且在紫云英还田比例为 40% 时，可优

化 AOA和 AOB群落丰富度。

2. 3　不同紫云英和氮肥配施对 AOA 和 AOB 群落

组成的影响

AOA 群落组成中 norank_p_Thaumarchaeota、

norank_d_Bacteria、unclassified_d_Unclassified、no⁃

rank_p_Crenarchaeota 为属水平上的 4个主要类群，分

别 占 比 43. 9%~59. 7%、16. 5%~32. 0%、4. 7%~
14. 6% 和 3. 4%~28. 0%（图 3（a））。在分蘖期，AOA

各属水平的类群占比各处理间没有显著差异。在绿肥

腐解期，紫云英还田处理的 unclassified_d_Unclassified

属的相对丰度相较于单施氮肥都有所降低，其中MVCF1
处理降低的最多，下降了9. 1%（P<0. 05）。MVCF1还

田处理的 unclassified_k_norank_d_Archaea 属的相对

丰度相较于不施氮肥处理增加了 5. 8%（P<0. 05）。就

时期变化而言，紫云英还田绿肥腐解期各处理（除了

MVCF1以外）的 norank_p_Thaumarchaeota 相对丰度

均高于水稻分蘖期。

图 3　不同紫云英和氮肥配施对 AOA和 AOB优势属水平群落相对丰度的影响

Fig. 3　Effects of combined application of different Chinese milk vetch and nitrogen fertilizer on the relative abundance of AOA 
and AOB dominant genus level communities
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unclassified_k_norank_d_Bacteria、 norank_f_

Nitrosomonadaceae、norank_d_Bacteria、Nitrosospira

为 AOB属水平上 4个主要的类群，分别占比 63. 8%~
89. 5%、0. 9%~22. 8%、0. 6%~13. 8%、0. 3%~9. 7%
（图 3（b））。在分蘖期，已分类的微生物中的 Ni⁃

trosovibrio 在各处理间存在显著差异（P<0. 05）。其

中紫云英还田和施氮肥降低了 Nitrosovibrio属相对丰

度。可见，不同紫云英还田处理与不施肥或施氮肥相

比均能改变稻田土壤 AOA、AOB群落结构，且绿肥腐

解期和水稻分蘖期 AOA、AOB群落结构也存在差异。

两时期 AOA群落结构存在极显著差异（图 4（a），
P<0. 001），轴 1 和轴 2 解释了总变异的 43. 9%，绿肥

PC1 和 PC2 代表主成分分析中最重要的 2 个组分。

PC1 and PC2 represent the two most important components in principal component analysis.
图 4 不同紫云英和氮肥配施下 AOA和 AOB的主成分（PCA）分析

Fig. 4 Principal component analysis （PCA） of AOA and AOB under different combined application of Chinese milk vetch and 
nitrogen fertilizer
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还田期的样本比分蘖期的样本更为集中。在腐解期，

轴 1和轴 2解释了总变异的 63. 5%（图 4（c）），其中 CK
和 CF 的群落结构彼此之间更为相似，而与紫云英替

代氮肥的处理之间群落结构则差异较大。在分蘖期，

轴 1和轴 2解释了总变异的 49. 6%（图 4（e）），各处理

间显著不差异（图 5（c），P=0. 95）。两时期 AOB群落

结构同样存在极显著差异（图 4（b），P<0. 001），轴 1和

轴 2解释了总变异的 55. 6%，其绿肥腐解期的样本比

分蘖期的样本更为集中。在腐解期，轴 1 和轴 2 解释

了不同处理在腐解期总变异的 70. 7%（图 4（d））。在

分蘖期，轴 1 和轴 2 解释了分蘖期总变异的 55. 9%
（图4（f）），各处理间没有显著差异（图5（d），P=0. 99）。
总之，相比于施肥，时期变化对于 AOA 和 AOB 群落

结构的影响更大，腐解期不同紫云英还田处理间的群

落结构较为稳定。

2. 4　Alpha 多样性、AOA 和 AOB 群落相对丰度与

土壤理化性质的关系

由图 6 可知，AOA 群落的 Chao 指数与土壤

TC、TN 及 pH 呈显著正相关，与铵态氮、土温和土

壤含水量呈显著负相关（P<0. 05）。AOB 群落的

Chao 指数与土壤的 TC 和 TN 呈显著正相关，与土

温和土壤含水量呈显著负相关（P<0. 05）；而 AOB
群落 Shannon 指数与 TC 和 pH 呈显著正相关，与铵

态氮、土温和土壤含水量呈显著负相关（P<0. 05）。
在已分类属水平的微生物群落结构中，AOA 群

落结构组成中的属与土壤理化性质呈不同的相关

关系，其中 Nitrososphaera 的相对丰度与土壤 TC、

DOC 和 pH 呈显著负相关，但与土温显著正相关

（P<0. 05）。而在 AOB 群落结构中，Nitrosomonas

的相对丰度与 TC 呈显著正相关，与土温和土壤含

水量呈负相关（P<0. 05）；Nitrosovibrio 的相对丰度

与 TN 呈显著负相关（P<0. 05）。以上结果表明，

AOA、AOB 群落结构会受到土壤理化性质的不同

影响，土温、土壤含水量及 TC、TN 对群落相对丰度

的影响较大。

2. 5　AOA 和 AOB 群落结构与土壤性质关系的冗

余分析

基于 RDA 分析，进一步揭示影响土壤群落结

图 5　不同紫云英和氮肥配施下 AOA和 AOB的 ANOSIM 分析

Fig. 5　ANOSIM analysis of AOA and AOB under different combined application of Chinese milk vetch and nitrogen fertilize
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构的主要环境因子（图 7 和表 1）。AOA 群落在 2 个

排 序 轴 上 的 解 释 度 分 别 为 30. 29% 和 21. 72%；

Monte Carlo 检验表明，土壤全碳（P=0. 003）、土壤

全氮（P=0. 003）、碳氮比（P=0. 038）是 AOA 群落

结构产生显著变化的主要环境因子。AOB 群落在

排序轴上的解释度分别为 31. 47% 和 18. 28%，硝态

氮（P=0. 046）是 AOB 群落产生显著变化的关键

因子。

2. 6　不同紫云英和氮肥配施对 AOA 和 AOB 共线

性网络结构的影响

由图 8和表 2可知，AOA 群落网络的节点从大到

小依次为 CMV>CF>CK>MVCF2>MVCF1，边从

*表示差异显著（P<0. 05）；TC，全碳；TN，全氮；DOC，可溶性有机碳；NH4
+-N，铵态氮；NO3

--N，硝态氮；Soil temperature，土温；Soil 
moisture，土壤含水量。下同。

* indicates significant difference（P<0. 05）；TC，Total carbon；TN，Total nitrogen；DOC，Dissolved organic carbon；NH4
+-N，Ammonium 

nitrogen；NO3
--N，Nitrate nitrogen；Soil temperature；Soil moisture. The same below.

图 6　AOA和 AOB群落相对丰度及 Alpha多样性与环境因子的相关热图

Fig. 6　Correlation heat map of relative abundance and Alpha diversity of AOA and AOB communities with environmental factors
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图 7　AOA和 AOB群落结构与土壤性质关系的冗余分析

Fig. 7　Redundancy analysis of the relationship between AOA and AOB community structure and soil properties

表 1　AOA和 AOB群落结构的冗余分析参数

Table 1　Redundancy analysis parameters of AOA and AOB community structure

理化因子

Physical and chemical factor

全氮  TC
全碳  TN
碳氮比  C/N
可溶性有机碳  DOC
铵态氮  NH4

+-N
硝态氮  NO3

--N
土温  Soil temperature
pH
土壤含水量  Soil moisture

氨氧化古菌

Ammonia-oxidizing archaea
r2

0. 252
0. 360
0. 255
0. 012
0. 014
0. 011
0. 154
0. 025
0. 124

P

0. 003
0. 003
0. 038
0. 807
0. 746
0. 812
0. 106
0. 723
0. 132

氨氧化细菌

Ammonite-oxidizing bacteria
r2

0. 007
0. 011
0. 002
0. 109
0. 177
0. 387
0. 141
0. 210
0. 014

P

0. 964
0. 819
0. 961
0. 154
0. 153
0. 046
0. 121
0. 074
0. 905

注：r2：决定系数。

Note： r2： Coefficient of determination.

（a1）~（a5），不同处理下的氨氧化古菌共线性网络；（b1）~（b5），不同处理下的氨氧化细菌共线性网络。

（a1）-（a5），ammonia-oxidizing archaea collinearity network under different treatments；（b1）-（b5）， ammonia-oxidizing bacteria collinearity network 
under different treatments.

图 8　不同紫云英和氮肥配施对 AOA和 AOB的共线性网络结构的影响

Fig. 8　Effects of different Chinese milk vetch and nitrogen fertilization on the collinearity network structure of AOA and AOB
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大到小依次为 CMV>CF>MVCF2>CK>MVCF1，
CMV和 CF处理节点、边和密度均高于其他处理。单

一氮源输入（CF、CMV）的模块化系数更低，而混合氮

源输入（MVCF1、MVCF2）模块化系数更高，其中

MVCF2处理的模块化系数最高，表明该处理下 AOA
的群落结构最稳定。

与 AOA 相比，AOB 群落对于氮肥的响应更加

迅速，单施氮肥（CF）的平均连通度与网络密度均居

首位，但模块化系数仅为 0. 198。紫云英还田处理

同时也可以降低 AOB 群落的平均连通度与网络密

度，但模块化系数更高，其中 MVCF2 处理在降低平

均连通度的同时，具有高于 CMV 和 MVCF1 的模块

化系数。总之，单施尿素会导致 AOA 和 AOB 群落

结构的复杂性增加和稳定性减弱，而混合氮源的输

入，例如 MVCF1 和 MVCF2 的紫云英还田处理可

以降低 AOA 和 AOB 群落结构的复杂性，形成更加

稳定的群落结构。其中 MVCF2 处理下的群落稳定

性最高，同时有较合适的物质传递效率。

3　讨  论

3. 1　不同紫云英和氮肥配施对稻田理化性质的

影响

本研究发现，在分蘖期各处理土壤全碳、全氮

和土壤 pH 均高于绿肥还田期，这与严嘉慧等［29］研

究结果一致。可能是绿肥还田期的紫云英没有完

全腐解，在水稻分蘖期随着紫云英的腐解程度提

高，紫云英残体分解释放的盐基离子一定程度上缓

解了土壤酸化，并且紫云英腐解及其根系的固氮作

用为土壤提供外源碳氮供给，从而提升了土壤碳氮

养分含量［30］。

同时，在本研究中与水稻分蘖期 CF（全施氮

肥）相比，不同紫云英替代均能提高土壤全碳含量，

这与马艳芹等［31］研究结果一致。这主要是因为外

源有机物料的添加激发了土壤微生物的活性，促进

了土壤中碳的积累［32］。本研究中两时期中 MVCF2
的硝态氮明显高于其他处理，这与王利民等［33］的研

究结果一致，紫云英连年还田后水稻土硝态氮含量

显著增加。

3. 2　不同紫云英和氮肥配施对稻田硝化微生物群

落多样性及组成的影响

本研究发现，AOA 群落的丰富度在分蘖期显著

高于绿肥还田期，而 AOB 群落的丰富度和多样性

在不同时期均存在显著差异。这可能与水稻分蘖

期生长活跃、根系分泌物增加有关，同时随着紫云

英腐解程度的提高，提高了土壤铵态氮的含量，从

而促进土壤硝化微生物及优势菌落的生长［34-35］。值

得注意的是，在水稻分蘖期紫云英还田处理（尤其

是 MVCF2）显著提高了 AOA 和 AOB 的丰富度。

这主要是因为紫云英还田后，在腐解过程中会释放

有机酸，从而降低土壤 pH。而 AOB 在微酸性环境

中更加活跃，同时紫云英还田改善了土壤团粒结

构 、增 强 通 气 性 ，为 AOB 群 落 创 造 良 好 的 生 存

环境［36］。

Beta 多样性是研究物种群落间相似性程度的

指数。本研究中稻田土壤氨氧化微生物的群落结

构（ANOSIM 结果有显著差异）受时期的影响较大，

显著改变了 AOA 和 AOB 的结构组成。这主要是

因为紫云英还田处理会较为缓慢地释放氮素，随着

表 2　不同紫云英和氮肥配施下共现网络的拓扑特征参数

Table 2　Topological characteristic parameters of co-occurrence network under different Chinese milk vetch and nitrogen fertilizer

特征参数

Characteristic 
parameter

节点  Node

边  Edge

平均连通度  
Average degree

密度  Density

模块化  Modularity

氨氧化古菌网络  
Ammonia-oxidizing

archaea network
CK
49

160

6. 531

0. 136

0. 548

CF
86

1 046

24. 326

0. 286

0. 178

MVCF1
37

118

6. 378

0. 177

0. 589

MVCF2
48

180

7. 498

0. 160

0. 620

CMV
94

1 348

28. 681

0. 308

0. 169

氨氧化细菌网络

Ammonia-oxidizing
bacteria network

CK
67

579

17. 284

0. 262

0. 525

CF
102

2 194

43. 02

0. 426

0. 198

MVCF1
39

165

8. 462

0. 223

0. 690

MVCF2
47

224

9. 532

0. 207

0. 565

CMV
43

190

8. 837

0. 210

0. 515
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紫云英的完全腐解、化肥的施入，从而影响氨氧化

微生物的群落结构［37］。而不同施肥处理间微生物

群落结构并没有显著差异，这可能是由于本研究的

紫云英还田只是一个短期效应，环境因子变化幅度

小的原因。但连年的紫云英翻压还田会导致土壤

有效氮有所增加，且化肥与翻压紫云英配合能显著

提高微生物数量［38］。而本次研究中所检测到的氨

氧化微生物中未明确分类的相对丰度较高，可能是

因为紫云英还田会促进有机氮和碳源的增加，从而

促进一些新型功能微生物的富集［39］。本研究根据

已分类的氨氧化微生物的属水平相对丰度结果显

示，AOA 中亚硝化球菌属（Nitrosophaera）占比最

高，AOB 中亚硝化螺菌属（Nitrosospira）占比最高，

与 Zhang 等［40］研 究 一 致 。 其 中 亚 硝 化 球 菌 属

（Nitrososphaera）可能是酸性土壤硝化作用的重要

驱动者，在硝化活性中有重要的作用［41］。

3. 3　微生物群落结构与土壤理化性质的关系

本 研 究 表 明 ，在 水 稻 分 蘖 期 ，AOB 中

Nitrosovibrio 属相对丰度随着替代率的升高而升

高。这主要是因为随着紫云英替代率提高，土壤的

NH4
+ 浓 度 增 加 ，且 有 了 稳 定 的 碳 源 供 给 ，为

Nitrosovibrio 提供了充足底物［42］。有相关研究表

明，20%~40% 化肥替代比能够提高土壤中的养分

含量，优化土壤中的菌落类群，但单施绿肥会导致

土壤养分供给不足，影响作物产量及土壤菌落相对

丰度［43］。这表明科学合理地利用紫云英替代无机

氮肥对优化农田生态环境和土壤硝化群落结构有

重要意义。

RDA 冗余分析表明，全氮、碳氮比（C/N）和全

碳是 AOA 群落结构的主要环境因子；而硝态氮是

AOB 群落结构的主要环境因子。这与紫云英还田

下全氮及硝态氮含量等是导致土壤微生物群落结

构和功能变化的核心影响因子的研究结果一致［44］。

同时，也有相关研究表明紫云英还田下土壤有机

碳、全氮及硝态氮含量增加，是导致土壤微生物群

落结构和功能变化的核心影响因子［45］。

3. 4　不同紫云英和氮肥配施对 AOA 和 AOB 共线

性网络结构的影响

对氨氧化微生物群落内的共现性网络分析表

明，与 CF 相比，紫云英还田提高了群落结构稳定

性、降低了复杂性。这是因为施单一氮肥会使农田

生态系统稳定性降低，同时会使土壤微生物种群结

构发生改变。这主要是因为紫云英还田可以显著

增加土壤有机质含量，从而提供稳定的碳源，减少

微生物之间的竞争压力，同时还可以促进土壤大团

聚体形成，缓解环境扰动对 AOA 和 AOB 群落的冲

击［46］。其中氮肥施用量过多，会导致土壤团聚体稳

定性下降，而有机肥替代化肥后可以提高土壤质量

及结构的稳定性，且替代比例越高效果越好，因此

紫云英还田可以提高硝化微生物群落的稳定性［47］。

同时紫云英和氮肥配施后，土壤中硝态氮含量显著

上升，会导致 AOB 菌株（如适应高 NH4
+-N 环境的

Nitrosomonas）成 为 优 势 种 ，降 低 群 落 网 络 的 复

杂性［48］。

4　结  论

相比于施肥管理，取样时期对 AOA/AOB 群落

结构的影响更为强烈，紫云英还田让 AOA/AOB 群

落更加集中。其中 MVCF2 处理可提高 AOA/AOB
群落丰富度。紫云英还田对 AOB 群落结构的影响

强于 AOA。冗余分析显示，全氮、碳氮比和全碳是

AOA 群落结构的主要环境因子；而硝态氮是 AOB
群落结构的主要环境因子。此外，单一氮源的输入

会增加 AOA 和 AOB 群落结构的复杂性并降低群

落 稳 定 性 ，而 混 合 氮 源 输 入（ 如 MVCF1 和

MVCF2）可降低群落结构复杂性。总之，采用紫云

英替代还田不仅能改善土壤理化性质，还能在一定

程度上促进硝化微生物群落的平衡与稳定，为稻田

的施肥管理提供了宝贵的理论依据。
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