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摘　要：硝酸盐异化还原成铵（DNRA）过程有利于氮素在土壤中的固持。研究长期（2013—2022 年）不同施

氮措施对水稻土 DNRA 过程微生物丰度和群落结构的影响，可为稻田合理施肥提供科学依据。试验设不施氮肥

（CK）、常规化肥（NPK）、控释氮肥（CRU1）、控释氮肥减氮 30%（CRU2）4 个处理，对稻田土壤 pH、有机

质、全氮、无机氮、碱解氮、全硫和二价铁等土壤理化指标进行测定，采用荧光定量 PCR 和高通量测序对水稻

土 DNRA 菌丰度和群落结构进行分析。结果表明，施氮肥对 DNRA 菌有一定的抑制作用，nrfA 基因丰度表现为

CK>CRU2>CRU1>NPK，且 NPK 处理与 CK 差异显著（P<0.05）。水稻土中 DNRA 菌优势菌门为变形菌门、疣微菌

门和浮霉菌门等，施氮肥下，浮霉菌门相对丰度提高，变形菌门则降低，CRU1 处理变形菌门相对丰度最低，浮

霉菌门则最高。冗余分析分析表明，变形菌门与土壤 pH 和全硫呈正相关，与有机质、全氮、硝态氮和铵态氮呈

负相关，浮霉菌门与有机质、全氮和碱解氮呈正相关，与土壤 pH、全硫和亚铁呈负相关。多样性指数 Shannon 和

Simpson 均以 CRU1 处理最高。因此，施用控释氮肥改善了水稻土 DNRA 过程的微生物群落和结构，有利于农田

生态系统的氮固持。
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我国水稻耕作面积占据了全国耕地总面积的近

1/4，水稻产量几乎占全国粮食总量的一半［1-3］。水

稻土对于我国粮食生产系统的稳定性和国家安全至

关重要，确保其生产力持续高效，乃是我国保障粮

食供给、维护国家粮食安全的核心要务［4］。稻田

通过施肥等管理措施满足水稻生长的需求，其中氮

肥施用是增加产量的关键，但过度施用会引发氮损

失和环境污染。研究显示，有 20% ～ 50% 的氮通

过径流、淋溶、氨挥发和温室气体的形式流失，这

些损失会引发严重的环境问题，如土壤退化、酸雨

及水体富营养化［5-7］。稻田土壤中的氮循环复杂多

样，硝酸盐异化还原过程主要分为反硝化和硝醇盐

异化还原成铵（DNRA）两种途径［8］。硝酸盐经微

生物催化可发生反硝化作用将 NO3
- 还原成 N2，不

仅造成氮损失，还会产生具有温室效应的中间产物

N2O。DNRA 过程是由 nrfA 基因编码的硝酸还原酶

Nrf 将硝态氮或亚硝态氮还原为铵态氮的过程，该

过程中产生的 NH4
+ 一部分与 NO2

- 进行厌氧氨氧化

反应，另一部分在硝化微生物作用下重新生成 NO2
-

和 NO3
-，新生成的 NO2

- 和 NO3
- 又再次参加反硝

化、DNRA 和厌氧氨氧化反应，生成 NO2
- 和 NH4

+，

有助于减少氮损失，促进氮在稻田内的有效循环和

作物吸收利用［9-11］。反硝化和 DNRA 二者因其反

应底物及所需环境条件类同而形成了协同竞争的关

系。合理调控这两种过程对于稻田氮素保持和环境

保护意义重大。

传统观点认为，异养反硝化是稻田土壤硝酸盐

还原的最主要途径［12］，最近的研究表明，厌氧氨

氧化与 DNRA 也参与其中，对硝酸盐的还原贡献可

达 5% ～ 27%［13］，并且研究发现，在稻田土壤中

也存在 DNRA 过程［12-16］。以往的研究大多集中于

沉积物、自然湿地和活性污泥的 DNRA，稻田土壤

中 DNRA 细菌的分布特征亦有所探究［10，17-18］，但

关于长期不同氮肥管理对稻田土壤 DNRA 菌的群落

结构产生何种影响还有待探索。氮肥的合理施用能

促进作物生产，但长期大量施氮对生态环境及人类
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健康的潜在风险不可忽视。农田施氮肥是土壤中铵

态氮（NH4
+）的主要来源，但由于其不合理施用，

加剧了环境压力。氮肥的施用深刻影响土壤有机质

与养分水平，进而间接调控硝酸盐异化还原微生物

群落结构特征，而这些微生物是反映土壤质量的敏

感性指标［19］。例如，在温带森林土壤中，尿素施

用可提高土壤的总硝化作用、NO3
- 固定和 DNRA

作用［20］，表明氮肥直接调控 DNRA 的关键过程。

不同施肥策略对 DNRA 微生物群落有显著影响。在

低氮管理的稻田中，DNRA 在土壤固氮方面的作用

一直被忽视，经研究发现，连续施加低水平氮肥的

稻田中，微生物借助 DNRA 过程保留了大部分易流

失的 NO3
-，并且转化为土壤、植物可利用的 NH4

+，

使反硝化损失达到最小。相反，在长期高量施氮的

稻田土壤中，DNRA 作用并不明显，表明硝酸盐的

去向受土壤氮管理措施的强烈影响［21］。尽管以上

研究揭示了氮肥施用对 DNRA 以及土壤氮素的影

响，但是，针对 DNRA 菌群落丰度与结构对不同施

氮的响应还有待进一步探究。

双季稻作为我国南方重要的稻田种植模式，

通过大量施用尿素提高水稻产量［22］。然而，普

通尿素的低热稳定性和高溶解度导致其施用到土

壤后快速水解，从而影响后期植物对土壤的氮供

应，氮肥利用率低。近年来，控释氮肥和减氮施肥

在双季稻施肥中应用比较普遍，是提高双季稻产

量和氮的持续可用性的重要措施。研究表明，与

普通尿素相比，施用控释尿素肥料可使水稻产量

增加 13.6% ～ 26.5%［23］。由于长期定位试验在研

究稻田土壤微生物对施肥响应上的优势，本研究

以长期不同施氮处理的定位试验为研究对象，对

DNRA 功能基因 nrfA 进行定量，并进行高通量测

序，研究不同施氮处理对稻田 DNRA 微生物数量

和群落结构的影响，以期为稻田合理施氮提供科学 

依据。

1　材料与方法

1.1　试验地概况

试验于 2013 年开始，位于湖南省浏阳市原种

场沿溪镇花园村（113°49′E，28°19′N），该区域

属于亚热带季风性湿润气候，年平均气温 24℃，

年均日照时间 1594.8 h，全年降水集中在 6—9

月，年均降水量为 1551.3 mm。供试土壤为河流冲

积物发育的潮沙泥田，土壤质地为壤土。种植制

度为双季稻，试验开始前土壤（0 ～ 20 cm 土层）

基本理化性质为 pH 5.61、有机质 16.62 g/kg、全

氮 1.21 g/kg、全磷 0.54 g/kg、全钾 11.51 g/kg、碱

解氮 105.09 mg/kg、有效磷 21.25 mg/kg、速效钾 

155.68 mg/kg。

1.2　试验设计

采用田间小区试验，设 4 个处理：①不施氮肥

（CK）；②常规化肥（NPK）；③控释氮肥（CRU1）； 

④控释氮肥减氮（CRU2）。随机区组排列，3 次

重复，小区面积为 20 m2（4 m×5 m）。小区间用

水泥田埂（宽 20 cm，高 20 ～ 25 cm）隔开，以

防串水串肥。从 2013 年开始，供试水稻品种早稻

为中早 39、晚稻为金优华占（水稻品种未更改），

株行距分别为 16.7 cm×20.0 cm 和 20.0 cm×20.0 

cm，每穴 2 苗。供试氮肥为普通尿素（N 46%）和

控释尿素（山东金正大生态工程股份有限公司生

产的树脂包膜肥，N 42%，控释期 3 个月）；磷

肥为过磷酸钙（P2O5 12%）；钾肥为氯化钾（K2O 

60%）。CK、NPK、CRU1 和 CRU2 处 理 田 中， 每

季 施 N 量 分 别 为 0、150、150 和 105 kg/hm2， 

P2O5 和 K2O 施用量均分别为 72 和 90 kg/hm2，其

中，磷肥全部作基肥一次性施入。氮肥和钾肥 60%

作基肥，40% 作分蘖肥。试验过程中，每年早稻移

栽和收获时间分别在 4 月中旬和 7 月上旬；晚稻移

栽和收获时间分别在 7 月下旬和 10 月下旬。

1.3　样品采集与分析

2022 年 10 月于水稻收获期采用五点取样法采

集 0 ～ 20 cm 表层土壤。土样去除砾石和植物残体

等杂质物后，充分混匀，分为两部分，一部分样品

保存于冰箱（-20℃）中，用于土壤总 DNA 的提取

与后续分子生物分析，另一部分样品自然风干后，

过直径 2 mm 筛，用于土壤理化性质的测定。

1.3.1　土壤理化性质测定

土壤理化性质的测定方法参考《土壤农业化学

分析方法》［24］。土壤含水率采用烘干法测定，于

105℃烘干至恒重；土壤 pH 采用 pH 计测定（水土

比 2.5∶1）；土壤有机质含量采用重铬酸钾 - 浓硫

酸氧化法测定；土壤总氮含量采用凯氏定氮消煮法

测定；土壤总硫含量采用燃烧碘量法测定；二价铁

含量采用邻菲罗啉比色法测定；土壤硝态氮和铵态

氮含量采用 KCl（2 mol/L）浸提，连续流动分析仪

（FIAQC8500，Lachat）分析；土壤碱解氮采用碱解

扩散法（1 mol/L NaOH）测定。
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1.3.2　荧光定量聚合酶链式反应（PCR）与高通量

测序

首先按照试剂盒（Omega M5635-02，USA）流

程方法提取土壤总 DNA，用超微量紫外风光光度

计（ND-2000，Thermo）对 DNA 浓度和纯度进行

检测。质量检测合格后，选用特异性引物 nrfA-F

（5′-CARTGYCAYGTBGARTA-3′）和 nrfA-R（5′- 

TWNGGCATRTGRCARTC-3′）对样品DNA进行PCR

扩增，扩增产物由 2% 琼脂糖凝胶电泳进行检

测。定量 PCR 反应体系如下：2×SYBR real-time 

PCR premixture  10 mL，10 μmol/L 的 nrfA-F 和

10 μmol/L 的 nrfA-R 各 0.4 mL， 稀 释 30 倍 的 模

板 DNA 1 mL。使用 MA-6000 实时荧光定量 PCR

仪（雅睿生物技术有限公司，苏州）进行荧光

定量 PCR 反应。定量 PCR 的程序为 95℃预变性 

5 min；95℃变性 15 s，60℃退火 30 s，40 个循环，

按 10 倍浓度梯度的稀释质粒设置 8 个梯度，3 个

平行。根据梯度曲线扩增得的 Ct 值（阈值循环：

PCR 扩增过程中，扩增产物的荧光信号达到设定

的阈值时所经过的扩增循环次数）和拷贝数绘制标

准曲线。每个样品设有 3 个平行样。用 6000 SDS 

System 配套软件进行分析计算 DNRA 细菌丰度值。

对 DNRA 的功能基因进行扩增子测序，测序

由上海派森诺生物科技股份有限公司完成，运用

Illumina MiSeq 测序平台进行测序。测序样品数据

下机后，根据 barcode 标签序列和前引物序列筛

选出有效序列，去除接头和 barcode 序列，利用

FLASH 对通过质量初筛的双端序列根据重叠碱基

进行配对连接，同时利用 Vsearch 检查并剔除嵌合

体序列，从而获得高质量有效序列。使用 QIIME

调用 Vsearch 序列比对工具，按照 97% 的序列相

似度进行操作分类单元（OTU）划分和归并，并选

取丰度最高的序列作为该 OTU 的代表序列。利用

QIIME 将 OTU 的代表序列与功能基因数据库（Fun-

Gene）进行比对，获取每个 OTU 对应的分类学信

息。

1.4　数据分析

采用 Excel 2013 处理数据，应用 SPSS 26.0 进

行单因素 ANOVA 分析，采用 Duncan 法检验差异

显著性（P<0.05）。利用 Origin 2021 作图。高通量

测序多样性指数等在派森诺基因云平台运行。利

用 CANOCO 5.0 对土壤 DNRA 菌与化学性质进行

冗余分析（RDA）。利用 QIIME2（2019.4）以及自

编 perl 脚本获得水稻土 DNRA 菌群落组成信息，

Alpha 多样性指数（Chao1 指数、Shannon 指数和

Simpson 指数）和物种丰度图等分析在派森诺基因

云平台运行，数据均为平均值 ± 标准差。

2　结果与分析

2.1　稻田土壤理化性质

不同处理下，稻田土壤各理化性质发生了一定程

度的变化（表1），不同施氮改变了土壤不同形态的

氮含量。总体上，与CK相比，施氮肥处理均显著增

加了土壤有机质、硝态氮和铵态氮的含量，CRU1和

CRU2处理均显著增加了土壤全氮、硝态氮、铵态氮

和碱解氮的含量（P<0.05），显著降低了二价铁含量

（P<0.05），但NPK处理的全氮和碱解氮含量与CK差

异不显著。不同施氮肥处理间，CRU1和CRU2处理

的土壤有机质、全氮、硝态氮、铵态氮和碱解氮含量

均高于NPK处理，尤其是CRU1处理达到显著水平

（P<0.05）。此外，CRU1处理的土壤有机质、全氮和

碱解氮含量与CRU2处理无显著差异，各处理间土壤

pH和全硫含量无显著差异，说明控释氮肥更有利于

土壤有机质和氮素的提高。

表 1 不同施氮处理下土壤理化性质

处理
pH

（2.5∶1）

有机质 

（g/kg）

全氮 

（g/kg）

全硫 

（g/kg）

二价铁

（mg/kg）

硝态氮 

（mg/kg）

铵态氮 

（mg/kg）

碱解氮 

（mg/kg）

CK 5.70±0.05a 22.50±1.45c 1.55±0.02c 0.25±0.01a 45.53±2.92a 4.21±0.07d 1.34±0.02d 153.00±2.31c

NPK 5.62±0.02a 26.06±0.44b 1.65±0.02bc 0.26±0.02a 40.77±2.43ab 4.89±0.07c 4.11±0.71c 164.00±4.16bc

CRU1 5.83±0.07a 28.64±0.50a 1.85±0.05a 0.26±0.05a 36.00±1.78b 6.31±0.23a 12.85±1.10a 182.33±5.81a

CRU2 5.66±0.09a 26.96±0.83ab 1.72±0.06ab 0.25±0.00a 34.90±1.80b 5.89±0.01b 8.27±1.50b 172.67±7.36ab

注：数据为均值 ± 标准差（n=3）；不同小写字母表示处理之间在 P<0.05 水平差异显著。下同。
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2.2　DNRA 菌的功能基因丰度

对 DNRA 过程的功能基因 nrfA 进行荧光定量

PCR，基因丰度如图 1 所示，各处理 DNRA 过程的

功能基因 nrfA 丰度范围在（2.45±0.24）×107～ 

（3.58±0.08）×107 拷 贝 /g。 与 CK 相 比， 氮 肥 

的 施 入 降低 了 nrfA 基 因 丰 度， 其 中 NPK 处 理

（2.45×107 拷 贝 /g） 降 低 31.6%， 达 显 著 水平

（P<0.05）。CRU2 处理 nrfA 基因丰度（3.49×107  拷

贝 /g）高于 NPK 和 CRU1 处理，且与 NPK 处理差

异达到显著水平（P<0.05），但与 CRU1 处理无显

著差异（3.06×107 拷贝 /g），CRU1 与 NPK 处理之

间无显著差异。可见，施氮肥降低了 nrfA 基因的

绝对丰度，控释氮肥则降低了氮肥施用对 nrfA 基

因丰度的抑制。

CRU2CK

a
4.0

3.2

2.4

nr
fA

×1
07

/

1.6

0.8
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图 1　不同施肥处理下 DNRA 菌功能基因的绝对丰度

注：不同小写字母表示处理之间在 P<0.05 水平具有显著性差异。

2.3　不同处理对稻田土壤 DNRA 菌群落结构的影响

2.3.1　稻田土壤 DNRA 菌的群落组成

根据土壤样品 OTU 中代表序列的物种注释

结果，选取相对丰度大于 1% 的门水平物种生成

柱状图（图 2），将相对丰度 <1% 类群归类为

其他，共定义到 5 个菌门，主要菌群为变形菌

门（Proteobacteria，47.21% ～ 49.87%）、 疣 微 菌

门（Verrucomicrobia，27.18% ～ 29.21%）和浮霉菌

门（Planctomycetes，13.26% ～ 16.67%）， 累 计 相

对丰度超过 90%；另外，还有相对丰度较低的绿

弯菌门（Chloroflexi，2.60% ～ 3.16%）和酸杆菌门

（Acidobacteria，2.32% ～ 2.60%）。整体上，与 CK 相

比，NPK、CRU1、CRU2 处理提高了浮霉菌门的相

对丰度，但降低了变形菌门的相对丰度；与 NPK 处

理相比，CRU1 处理增加了浮霉菌门、绿弯菌门和

酸杆菌门的相对丰度，降低了变形菌门和疣微菌门

的相对丰度。CRU2 处理增加了变形菌门和酸杆菌门

的相对丰度，降低了疣微菌门、浮霉菌门和绿弯菌

门的相对丰度。其中 CRU1 处理的浮霉菌门、绿弯

菌门和酸杆菌门的相对丰度在 4 个施肥处理中最高，

分别为 16.67%、3.16% 和 2.60%，而变形菌门和疣

微菌门的相对丰度在 4 个施肥处理中最低，分别为

46.84% 和 27.18%。综上，施氮改变了水稻土 DNRA

菌的群落组成，各细菌群落对氮素的响应不同。
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图 2　不同施肥处理下稻田土壤 DNRA 菌群落门水平相对丰度

2.3.2　稻田土壤 DNRA 菌 OTU 丰度及多样性

对稻田土壤样品进行α多样性分析，OTU数

目、丰富度指数（Chao1）、优势度指数（Simpson）和

多样性指数（Shannon）如表2所示，在97%序列相

似度水平下有1008411个OTU，样品的OTU数量为

表 2 不同施肥处理水稻土 DNRA 菌α多样性指数

处理 OTU 数目
α 多样性指数

Chao1 Simpson Shannon

CK 5561±224b 7449.42±142.38b 0.992±0.001b 9.16±0.07b

NPK 6118±62a 8257.80±114.31a 0.994±0.000ab 9.48±0.05a

CRU1 6051±181ab 8000.12±166.60a 0.995±0.000a 9.56±0.09a

CRU2 5928±85ab 7986.93±90.78a 0.993±0.001ab 9.35±0.13ab
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5561～ 6118个。比较不同施肥处理土壤DNRA菌的

α多样性指数发现，NPK、CRU1、CRU2处理的OTU

数目、Chao1、Shannon和Simpson指数均高于CK，且

Chao1指数具有显著差异（P<0.05），NPK处理的OTU

数目和Shannon指数显著高于CK处理（P<0.05），

CRU1处理的Simpson指数和Shannon指数与CK处理

达到显著性水平（P<0.05）。NPK、CRU1、CRU2处理

之间的Chao1指数、Simpson指数和Shannon指数均无

显著性差异（P>0.05）。可见，施氮增加了DNRA菌的

α多样性，但各施氮处理之间无显著性差异。

2.3.3  DNRA 菌群落的 RDA 分析

为进一步分析不同土壤理化因子对稻田土壤

DNRA 菌群落结构的影响，选取土壤门水平下所有

菌群为物种变量，土壤理化性质为环境变量进行冗

余分析（图 3）。门水平下，第一排序轴（RDA1）

和第二排序轴（RDA2）分别解释 66.57% 和 6.90%

的变异，前两轴共解释了 DNRA 菌群落总变异的

73.47%。变形菌门与土壤 pH、全氮和碱解氮呈正相

关，与土壤有机质、硝态氮和铵态氮呈负相关；疣

微菌门与土壤 pH、碱解氮、全氮、有机质、硝态氮

和铵态氮呈负相关；浮霉菌门与土壤有机质、全氮、

硝态氮和铵态氮呈正相关，与土壤 pH、碱解氮、全

硫和二价铁呈负相关；酸杆菌门与土壤 pH、碱解

氮、全氮、有机质、硝态氮和铵态氮呈正相关。
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图 3　稻田土壤 DNRA 菌群落结构门水平与土壤理化 

性质间的冗余分析

注：SOM 为有机质，TN 为总氮，TS 为总硫，Fe2+ 为二价铁，NO-
3-N

为硝态氮，NH-+
4-N 为铵态氮，AN 为碱解氮。

3　讨论

3.1　不同施氮对稻田土壤 DNRA 菌功能基因丰度

的影响

长期施肥可以改变土壤理化性质，也是影响土

壤微生物多样性和生长的重要因素［25-26］。DNRA

是由 nrfA 基因编码的亚硝酸盐还原酶酶将硝态氮

向铵态氮转化的过程，这一转化不仅促进了植物

可直接吸收利用的铵态氮生成，也增强了土壤体

系中氮素的保留能力［27］。本研究结果显示，NPK、

CRU1、CRU2 处理较 CK 处理有降低 nrfA 基因丰度

的趋势，说明施氮肥对 DNRA 菌具有一定的抑制作

用。这可能是因为 DNRA 途径主要通过有机质发酵

调控，长期施用铵态氮肥会导致土壤 pH 下降，造

成土壤酸化，不利于依赖有机物质发酵的 DNRA 微

生物生存，从而抑制了土壤微生物的存活［11，28-29］。

功能基因丰度可以在一定程度上反映其介导的物质

循环过程发生的潜力，例如，nrfA 基因丰度越高，

DNRA 作用越强［30-32］。本研究在不同施氮处理的

对比中发现，NPK 处理的 nrfA 基因丰度显著低于

CK，但 CRU1 和 CRU2 处理则与 CK 无显著差异，

这表明，相较于传统的化学施肥，控释氮肥的施

用可能有效缓解氮肥对 nrfA 基因丰度的抑制作用，

从而更有利于维持土壤中 DNRA 过程的潜在活性。

Li 等［33］的研究结果同样显示，NPK 处理会削弱稻

田土壤氮素的保留。控释氮肥对 nrfA 基因丰度的

抑制作用可能与其养分释放缓慢有关，并且以往研

究显示在氮素受限的条件下有利于 DNRA 菌的生

长，如前人［15，34-35］在利用 qPCR 技术研究稻田土

壤 DNRA 基因（nrfA）丰度变化的试验中发现，施

氮显著降低了 DNRA 速率，且 DNRA 在低氮条件

下有助于保留氮素，这表明，传统速效氮肥的快速

释放可能抑制 DNRA 菌的活性，导致反硝化作用成

为主要的氮素损失途径。相比之下，控释氮肥的缓

释特性可能模拟了低氮胁迫环境，为 DNRA 菌提供

了竞争性生长优势，进而增强土壤对铵态氮的固持

能力。因此，在稻田土壤生态系统中通过优化施氮

管理，可提升 nrfA 基因丰度，减少氮素以气态形式

损失，同时增加土壤铵态氮库的稳定性，为作物氮

素高效利用和农业可持续发展提供理论依据。

3.2　不同施氮对稻田土壤 DNRA 菌群落组成的 

影响

高通量测序结果显示，水稻土 DNRA 菌在
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门水平下的主要优势菌门为变形菌门、疣微菌

门、浮霉菌门、绿弯菌门和酸杆菌门，这与王元

涛等［36］、周利等［37］对旱地土壤和人工湿地的研

究结果相似，说明这些菌在土壤硝酸盐异化还原

成铵过程中发挥重要作用。本研究表明，NPK、

CRU1、CRU2 处理较 CK 处理提高了浮霉菌门的

相对丰度，降低了变形菌门的相对丰度，可能

是施氮肥处理提高了土壤有机碳含量，而较高

有机碳含量提高了某些微生物与变形菌门的竞 

争，从而不利于变形菌门的生长和繁殖［38-39］。

CRU1 处理浮霉菌门的相对丰度最高，可能与土壤

氮素含量相关，因为浮霉菌偏好于高氮环境［40］，本

研究也表明，浮霉菌门与土壤全氮、硝态氮和铵态

氮呈正相关关系（图 3）。酸杆菌群具有喜酸的特

点［41］， 与NPK处 理 相 比，CRU1和CRU2处 理 增

加了酸杆菌门的相对丰度，且CRU1处理酸杆菌门的

相对丰度在施氮肥处理中最高，可能是因为控释氮肥

提高了土壤pH，有利于嗜酸菌的生长与繁殖。大多

数绿弯菌门的微生物是严格厌氧菌，能够将糖和多

糖发酵成有机酸和氢，从而加快稻田土壤中有机质

的分解［42］。本研究结果显示，NPK、CRU1、CRU2

处理均显著增加了土壤有机质，且在 CRU1 处理中

土壤有机质含量最大，这可能是 CRU1 处理绿弯菌

门的相对丰度在 4 个施肥处理中最高的主要原因。

可见，控释氮肥优化了水稻土 DNRA 菌群落组成。

3.3　不同施氮对水稻土 DNRA 细菌多样性的影响

微生物群落的多样性指数（如 Chao1、Shannon

和 Simpson 指数）是衡量细菌群落组成复杂性的关

键指标，多样性指数越高表明细菌群落的多样性和

丰富度越高［35］，细菌多样性受土壤理化性质、养

分供应及管理措施等多种因素的影响［43-44］。本研

究中，不同氮肥处理之间 DNRA 菌的 α 多样性均

发生不同程度的变化，但总体上施氮肥处理提高

了细菌的 α 多样性。可能原因是控释氮肥通过缓

慢释放氮素，模拟了低氮胁迫环境，从而激活了

DNRA 菌的竞争优势。DNRA 菌可将硝酸盐（NO-
3）

转化为铵（NH+
4），减少氮素以气态形式流失，从

而增强土壤氮素固持能力［45-46］。这一过程与有机

肥的作用类似：有机肥料通过提供碳源和养分，促

进适应富营养环境的微生物参与有机化合物的分

解，能增加土壤细菌的多样性，不同的施肥方式还

会影响对植物有益微生物和有害微生物群体的相对

丰富程度，进一步维持土壤细菌的多样性［47］。本

研究中 NPK、CRU1、CRU2 处理较 CK 处理明显增

加了 DNRA 菌的 OTU 数目、Chao1 指数、Shannon

指数和 Simpson 指数，且 Chao1 指数达到显著性

水 平（ 表 2），CRU1 处 理 的 Simpson 指 数 与 CK

处理达到显著性水平。因此，不同施氮处理对水

稻土 DNRA 菌群落多样性的影响不同，控释氮肥

提高了 DNRA 菌群落的多样性。在稻田土壤中可

通过缓控释氮肥对 DNRA 的影响进而调控氮素固

持。另外，常规施肥（NPK 处理）降低了 DNRA

菌的丰度（图 1），但群落组成并未发生明显变化 

（图 2），α 多样性与缓控释肥无显著性差异 

（表 2），这可能与速效氮的快速释放抑制了 DNRA

菌活性，导致反硝化作用占主导有关［48-49］。本研

究中缓控释肥全部为包膜尿素，考虑到控释氮肥的

成本较高，后续研究可以分析缓控释氮肥与常规氮

肥配施对 DNRA 过程的影响。

4　结论

本研究通过高通量测序和荧光定量 PCR 技术对

不同施肥处理下 DNRA 菌的数量和群落多样性进行

分析。主要有以下结论：

（1）长期不同施氮处理改变了 DNRA 细菌的数

量，常规氮肥处理降低了 DNRA 菌功能基因的丰度，

对 DNRA 过程的发生具有抑制作用，控释氮肥降低

了氮肥对 DNRA 过程功能基因丰度的抑制作用；

（2）长期施肥水稻土中 DNRA 菌优势种群为变

形菌门、疣微菌门、浮霉菌门、绿弯菌门和酸杆菌

门，控释氮肥处理增加了浮霉菌门、酸杆菌门和绿

弯菌门的相对丰度，但降低了变形菌门和疣微菌门

的相对丰度；

（3）DNRA 细菌的多样性及群落组成对不同

施肥的响应不同，控释氮肥增加了 DNRA 细菌的

Simpson 指数和 Shannon 指数。

下一步可探索 DNRA 微生物对不同施氮措施，

尤其是缓控释氮肥与常规氮肥配施过程的响应，从

而进一步确认 DNRA 在稻田氮循环中的作用，深入

理解其对稻田生态系统氮素转化和固持的影响。
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Response of DNRA bacterial abundance and community to different nitrogen applications in paddy soils 
ZHANG Yi1，SUN Mei2，LONG Ze-dong2，NIE San-an1，TIAN Chang1，HUANG Jing3，YAO Li4，SUN Geng2* 

（1．College of Resources，Hunan Agricultural University，Changsha Hunan 410128；2．Hunan Soil Fertiliser Research 

Institute，Changsha Hunan 410125；3．Institute of Agricultural Resources and Regional Planning，Chinese Academy of 

Agricultural Sciences，Beijing 100081；4．Xianning Flood Control and Drought Relief Service Center，Xianning Hubei 437000）

Abstract：Nitrate isomerization and reduction to ammonium（DNRA）is conducive to nitrogen fixation in the soil. The effects 

of long-term different nitrogen application on microbial abundance and community structure of DNRA process in paddy soil 

were studied to provide scientific basis for rational fertilization in paddy fields. Four treatments of no nitrogen fertilizer（CK），

conventional urea（NPK），controlled-release urea（CRU1）and controlled-release urea with 30%nitrogen reduction （CRU2）

were set up，and the abundance and community structure of DNRA bacteria  in rice soil were analyzed by  fluorescence 

quantitative PCR and high-throughput sequencing. The results showed that nitrogen fertilization had a certain inhibitory effect 
on DNRA bacteria，the nrfA gene abundance showed as CK>CRU2>CRU1>NPK，and NPK treatment was significantly 

different  from CK（P<0.05）. The dominant phylum of DNRA bacteria  in rice soil were Proteobacteria，Verrucomicrobia 

and Planctomycetes and so on. The relative abundance of Planctomycetes was increased under nitrogen fertilization，while 

the relative abundance of Proteobacteria was decreased. The relative abundance of Proteobacteria in CRU1 treatment was the 

lowest but that of Planctomycetes was the highest. RDA analysis showed that Proteobacteria was positively correlated with soil 

pH and total sulfur，negatively correlated with organic matter，total nitrogen，nitrate nitrogen and ammonium nitrogen，and 

Planctomycetes was positively correlated with organic matter，total nitrogen and hydrolyzable nitrogen，negatively correlated 

with soil pH，total sulfur and ferrous iron. The Shannon and Simpson diversity indices were the highest in CRU1 treatment. 

Therefore，the application of controlled-release nitrogen fertilizer  improved the microbial community and structure of  the 

DNRA process in paddy soil，which was beneficial to the nitrogen retention in the field ecosystem.

Key words：long-term different nitrogen application；controlled-release nitrogen fertilizer；DNRA community abundance and structure


