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Abstract：Soil soluble organic nitrogen（SON）, an important component of the soil active nitrogen pool, plays an important role in plant and
microbial uptake and utilization, mineralization, and leaching and loss of nitrogen due to its strong solubility and mobility. However, the
response of the soil SON variation rate（VSON）to bacteria remains unclear. In this study, taking subtropical paddy soil as the research object,
three treatments were designed：chemical fertilizer（CK）, fertilizer with Chinese milk vetch（CMV1）, and Chinese milk vetch（CMV2）. The
dynamics and variation rate of soil SON during the growth period of rice were studied, and the response of VSON to microorganisms was
explored. The results showed that the soil SON content under the different fertilization treatments showed a change trend of rapid decrease,
then slow fluctuating decrease, and finally steadiness during the growing period of rice. The soil SON content in treatments CMV1 and
CMV2 were 16.90% and 20.20% higher than the content in CK, and VSON was 22.26% and 33.37% lower than that in CK, respectively,
during the growing period. The soil SON decreased greatly during the early growth period of rice（0~24 d）, and the maximum VSON value was
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摘 要：为揭示土壤可溶性有机氮（SON）变化速率（VSON）对细菌的响应，以水稻土为研究对象，研究了单施化肥（CK）、化肥配施紫

云英（CMV1）和单施紫云英（CMV2）处理水稻生育期内耕层土壤 SON含量及其变化速率，并探讨了VSON对细菌数量及群落结构的

响应。结果表明：水稻生育期内CMV1和CMV2处理耕层土壤 SON含量较CK处理分别高 16.90%和 20.20%，VSON则分别低 22.26%
和33.37%；水稻生育前期（0~24 d）耕层土壤SON下降幅度较大，且以移栽期VSON数值最大（1.02~2.02 mg·kg-1·d-1）。水稻生育期耕

层土壤VSON与细菌群落多样性和丰富度密切相关，且对放线菌门微球菌科和变形菌门草酸杆菌科的响应最为敏感；水稻移栽期土

壤VSON对微球菌科和草酸杆菌科的响应较为敏感，水稻分蘖期土壤VSON对草酸杆菌科、绿弯菌门和 Solibacteraceae Subgroup_3科

的响应较为敏感，而水稻成熟期土壤VSON则对放线菌门的响应更为敏感。研究表明，紫云英翻压可显著提高耕层土壤 SON含量，

降低水稻生育期内耕层土壤VSON，耕层土壤VSON与施肥和生育期密切相关，且其对细菌的响应有所不同。
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土 壤 可 溶 性 有 机 氮（Soluble organic nitrogen，
SON）是土壤氮素矿化为无机氮的中间产物，其转化

速率（VSON）在农田生态系统氮循环中具有重要作

用[1]。近年来的研究表明，土壤蛋白转化为氨基酸是

氮素矿化的限速步骤，其转化速率与土壤氮素的有效

性密切相关[2]。Schimel 等[3]研究也指出，高分子量

SON转化为低分子量 SON的速率是控制新的可利用

氮向生态系统持续流动和氮素循环的关键。然而，目

前的研究主要集中于土壤 SON含量方面，而对土壤

VSON的研究欠缺，因此水稻生育期土壤VSON还有待进

一步研究。

微生物在土壤氮循环中起着关键的作用，其可通

过矿化作用将大分子有机氮转化为 SON，包括植物可

吸收的多肽和氨基酸，并通过氨化和硝化作用将 SON
转化为可溶性无机氮（SIN，即 NH+4-N 和 NO-3-N）[4]。

此外，微生物可直接吸收低分子量 SON如氨基酸，并

通过转氨作用进行同化，多余氮素以NH+4-N形式排

出体外[5]。植物根系捕获 SON和 SIN的相对数量也依

赖于根际微生物群落对氮素的竞争能力[6]。因此，微

生物在 SON转化过程中至关重要。但已有的研究大

部分局限于土壤物理性质（温度和黏粒含量）、化学性

质（pH和有机质含量）及生物性质（酶活性和微生物

量氮）对 SON含量的影响[7-9]。微生物数量、多样性和

群落结构对土壤VSON的影响还有待研究。

施肥是农业生产的重要措施，也是农田土壤 SON
的重要来源。长期施用氮肥能够提高土壤 SON的含

量，且 SON含量随施氮量增加而升高[10]，但尿素、硫酸

铵和缓释尿素处理间无显著差异[11]。有机物料施用

可显著提高土壤 SON的含量，但不同种类有机物料

对 SON动态变化的影响不同，低C/N的有机物料施入

土壤后，显著提高了 SON累积量，而高C/N的有机物

料施用后，土壤 SON 累积量较长时间内无明显增

加[12]。可见，氮肥类型对 SON累积量具有显著影响。

但目前的研究主要集中于不同氮肥对农田系统中

SON 含量的影响方面，而不同氮肥施用后对水稻土

VSON的研究鲜见报道，有关紫云英施用对水稻土VSON
的影响及该过程中微生物的作用仍待进一步研究。

因此，本研究以南方典型的灰黄泥田水稻土为研究对

象，分析水稻生育期不同施肥方式（单施化肥、化肥配

施紫云英和单施紫云英）下土壤VSON的差异及VSON对

细菌群落的响应，为完善水田生态系统 SON转化过

程提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验地概况

试验地位于福建省闽侯县白沙镇（119°04′10″E，
26° 13′ 31″ N），该地属于亚热带气候，年均气温

19.5 ℃，年均降水量 1 350 mm，年日照时数 1 812.5 h。
试验地土壤类型为灰黄泥田，成土母质为中性岩红

壤，质地类型为壤质黏土。耕层土壤的初始基本理化

性质为：pH 5.53，有机质含量 17.65 g·kg-1，碱解氮含

量 29.95 mg·kg-1，速效磷含量 20.85 mg·kg-1，速效钾

含量96.65 mg·kg-1。

1.2 试验设计

根据当地的施肥模式及紫云英的常规施用量，试

验设置单施化肥（对照，CK）、紫云英配施化肥（紫云

英翻压量 30 000 kg·hm-2，CMV1）、单施紫云英（紫云

英翻压量 45 000 kg·hm-2，CMV2）3种处理，每种处理

设置 3个重复，小区面积为 12 m2（3 m×4 m），采用随

机区组排列。试验采用等氮磷钾的施肥方案，施用的

化肥为尿素481.7 kg·hm-2、过磷酸钙900 kg·hm-2和氯

化钾 300 kg·hm-2，尿素和氯化钾的 50%作基肥（紫云

英翻压后第 9 d），50%作分蘖肥施用（紫云英翻压后

第 25 d），过磷酸钙均作基肥施用。供试紫云英品种

found in the transplanting period（1.02~2.02 mg · kg-1 · d-1）. During the growth period of rice, soil VSON was significantly related to the
diversity and richness of the bacterial community, but it was not closely related to the bacterial biomass. Redundancy analysis showed that
soil VSON was positively correlated with family micrococcaceae of phylum Actinobacteria and negatively related with family
Oxalobacteriaceae of phylum Proteobacteria. Different soil microorganisms in different growth stages of rice led to differences in VSON. The
soil VSON was more sensitive to the responses of Micrococcaceae and Oxalobacteriaceae in the rice transplanting stage. It was more sensitive
to the responses of the phylum Chloroflexi and Oxalobacteriaceae and Solibacteraceae Subgroup_3 in the tillering stage. Soil VSON was more
sensitive to phylum Actinobacteria during the rice maturity stage. Therefore, application of Chinese milk vetch can significantly increase
soil SON content and reduce soil VSON during the growth period of rice. Soil VSON is closely related to fertilization and growth period, and its
responses to bacteria varied.
Keywords：Chinese milk vetch; paddy soil; soluble organic nitrogen; variation rate; bacterial community

1510



杨静，等：不同施肥水稻土可溶性有机氮变化速率及对细菌的响应2021年7月

www.aes.org.cn

为闽紫 7号，于 2017年 10月 21日种植，2018年 4月 6
日紫云英盛花期收获后进行异地翻压。紫云英干物

质中有机质、全氮、全磷和全钾的含量分别为 752.75、
30.94、5.91 g·kg-1和 32.47 g·kg-1，含水量为 90%。施

用紫云英处理中氮磷钾不足的部分在施用基肥时用

化肥补齐。试验区种植再生稻，品种为Ⅱ优 673，于
紫云英翻压后第 10 d移栽，株距 20 cm，行距 15 cm，

水稻农事管理措施与当地保持一致。

1.3 样品采集与处理

在紫云英翻压后 10 d（水稻移栽期）、17 d（水稻

幼苗期）、24、38 d（水稻分蘖期）、59、80 d（水稻扬花

期）、101、122 d（水稻成熟期）分别采用梅花形采样法

采集各处理耕层土壤（0~20 cm）样品。去除土样中的

侵入体、植物残体和根系并混合均匀后，采用棋盘式

采样法将样品分为两份，一份鲜样直接用于土壤 SON
测定，另一份鲜样用于水稻生育期土壤细菌数量和群

落分析。

1.4 测定项目与方法

1.4.1 土壤SON测定

土壤SON采用差减法测定。称取5 g新鲜土样于

50 mL三角瓶中，根据土水比 1∶5加入蒸馏水后置于

恒温振荡器中 70 ℃浸提 18 h，浸提液采用 0.45 μm滤

膜过滤。滤液中的可溶性总氮（TSN）和 SIN（NH+4-N、

NO-3-N、NO-2-N之和）分别采用带有氮检测器的总有机

碳分析仪（TOC-L，Shimadzu，日本）和连续流动注射分

析仪（Flowsys，Systea，意大利）进行测定。土壤SON通

过TSN和SIN差减法获得，即SON=TSN-SIN[13]。

1.4.2 土壤DNA提取与实时荧光定量PCR
称取 0.25 g 新鲜土壤，参照 PowerSoil DNA 试剂

盒（MoBio Laboratories，美国）的具体方法和步骤提取

土壤DNA。提取得到的DNA样品用 1%琼脂糖凝胶

电泳和分光光度法（260 nm/280 nm光密度比）进行检

测。采用引物 515F和 806R对土壤细菌 16S rRNA基

因进行实时荧光定量扩增，测定细菌 16S rRNA基因

拷贝数。反应体系构成：1 μL 模板 DNA，5 μL 2×
SYBR Premix Ex TaqTM，正反向引物（10 μmol·L-1）各

0.5 μL、3 μL ddH2O。荧光定量采用两步法进行，具

体条件为 94 ℃预变性 5 min，94 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、
72 ℃ 30 s，30个循环，循环结束后 72 ℃延伸 10 min。
提取质粒作为制备标准曲线的标准品，建立定量标准

曲线，具体方法参考文献[14]。
1.4.3 高通量测序及数据分析

通过 Illumina Miseq PE300 高通量测序平台，采

用 338F和 806R引物对细菌 16S rRNA基因的V3~V4
区进行 PCR 扩增和测序[15]。PCR 反应体系：2 μL 模

板 DNA，正反向引物（5 μmol·L-1）各 0.5 μL，12.5 μL
2×Taq PCR MasterMix，3 μL BSA（2 ng·μL-1），5.5 μL
ddH2O。反应参数：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 45
s、55 ℃退火 50 s、72 ℃延伸 45 s，32个循环；72 ℃延伸

10 min。测序原始序列上传至NCBI的 SRA数据库。

测序结束后，对原始下机数据进行质控处理。使用

QIIME（v1.8.0）软件对原始序列进行过滤、拼接、去除

嵌合体，去除引物错配或测序长度小于 150 bp的序

列[14]。根据 Barcodes 归类将各处理组序列信息划分

为 用 于 物 种 分 类 的 OTU（Operational taxonomic
units），OTU 相似性设为 97%。对比 Silva 数据库，得

到每个OTU对应的物种分类信息，并用于后续分析。

1.5 数据统计与分析

利用 Excel 2007和 SPSS 19.0软件进行数据统计

分析、Origin 2019和R 3.5.1软件作图，采用单因素方

差分析法（One-way analysis of variance，ANOVA）对不

同处理间差异显著性进行分析，水稻生育期耕层土壤

SON含量及其变化速率采用Origin 2019软件进行拟合

计算，耕层土壤 VSON 对细菌群落结构的响应采用

CANOCO 4.5统计软件中的冗余分析方法（RDA）分析。

2 结果与分析

2.1 耕层土壤SON含量及其变化速率

2.1.1 不同施肥处理耕层土壤SON含量

水稻生育期内不同施肥处理耕层土壤 SON含量

变化均呈“快速下降-缓慢波动-趋于平稳”的变化趋

势（图 1）。紫云英翻压 10 d（移栽期），不同施肥处理

土壤 SON含量达到峰值，CK、CMV1和 CMV2处理的

SON 含 量 分 别 较 其 他 时 期 高 50.63%~192.94%、

43.29%~105.73% 和 30.59%~111.44%（P<0.05）；紫云

英翻压 38 d（分蘖期），CK、CMV1和 CMV2处理土壤

SON含量最低，仅分别为移栽期的 34.14%、49.04%和

47.29%。水稻生育期内 CMV1 和 CMV2 处理土壤

SON含量均值分别较CK处理高16.90%和20.02%，水

稻生长中前期（0~80 d），CMV1 和 CMV2 处理土壤

SON 含量均显著高于 CK 处理，而水稻生长后期

（101~122 d），不同施肥处理间土壤 SON含量无显著

差异。可见，施用紫云英能够显著增加水稻生育中前

期耕层土壤的SON含量，且在移栽期达到峰值。

2.1.2 不同施肥处理耕层土壤VSON
根据水稻生育期内耕层土壤 SON含量呈快速下
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降-缓慢波动-趋于平稳的变化趋势，分别采用单指

数衰减、双指数衰减和三指数衰减模型对土壤 SON
含量变化进行拟合，结果表明单指数衰减模型拟合试

验数据的R2最接近于 1（表 1），表明采用单指数衰减

模型对供试土壤 SON含量变化的拟合效果最佳，CK、

CMV1和CMV2处理水稻土耕层土壤 SON含量（y）随

时间（t）变化的单指数衰减拟合模型分别为 y1=
62.58exp（-t/6.29）+10.19，y2=38.86exp（-t/8.12）+12.29
和 y3=27.94exp（-t/11.21）+12.68（图 2a）。通过对上述

最佳拟合曲线进行求导，获得 CK、CMV1和 CMV2处

理水稻生育期内耕层土壤 SON 含量变化速率（y′）

随时间（t）的模型分别为 y1′=-9.95exp（-t/6.29），y2′=
-4.79exp（-t/8.12）和 y3′=-2.49exp（-t/11.21）（图2b）。

由不同处理土壤 SON含量及其变化速率曲线可

以看出（图 2），不同施肥处理耕层土壤 SON含量在水

稻生育前期（0~24 d）呈快速下降趋势，其中以移栽期

土壤VSON值最大，不同施肥处理VSON值介于 1.02~2.02
mg·kg-1·d-1之间，是幼苗期的1.87~3.04倍。CK处理土

壤SON含量下降速率最快，水稻生育期内CK处理VSON
分别是 CMV1 和 CMV2 处理的 1.29 倍和 1.50 倍。可

见，水稻生育前期耕层土壤 SON含量降低速率较快，

施用紫云英能够减缓耕层土壤SON含量的变化速率，

处理
Treatments

CK
CMV1
CMV2

模型拟合决定系数Model fitting determination coefficient（R2）

单指数衰减模型
Single exponential

decay model
0.79±0.02
0.94±0.04
0.88±0.07

双指数衰减模型
Double exponential

decay model
0.65±0.03
0.91±0.06
0.80±0.06

三指数衰减模型
Triple exponential

decay model
拟合失败

0.73±0.06
0.40±0.05

不同大写字母表示不同施肥处理间差异显著，不同小写字母表示不同生育期间差异显著（P<0.05）。下同
Different capital letters show significant differences among treatments，and different lowercase letters show significant differences

among sampling time（P<0.05）. The same below
图1 水稻生育期不同施肥处理耕层土壤SON含量

Figure 1 SON content of topsoil under different fertilization treatments in the rice growth period

表 1 水稻生育期耕层土壤SON含量变化的
不同模型拟合效果

Table 1 Fitting effects of different models on variation of SON
content in topsoil during the rice growth period
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Figure 2 SON content variation curve（a）and variation rate（b）of topsoil under different

fertilization treatments in the rice growth period
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在一定时期内维持耕层土壤中SON含量的相对稳定。

2.2 耕层土壤细菌数量、多样性及其与 SON变化速率

的关系

2.2.1 耕层土壤细菌数量

水稻生育期不同施肥处理耕层土壤细菌数量具

有一定差异（图 3）。CK处理移栽期耕层土壤细菌数

量较 CMV1 和 CMV2 处理分别显著增加 22.77% 和

37.01%（P<0.05）；幼苗期耕层土壤细菌数量显著降

低，CK处理幼苗期耕层土壤细菌数量较移栽期显著

降低了 32.27%。施用分蘖肥后，耕层土壤细菌数量

呈先逐渐升高后降低的变化规律。随着紫云英的不

断腐解，水稻生育期内施用紫云英处理的耕层土壤细

菌数量逐渐增加，且随施用量的增加而增大，并于扬花

期达到峰值，CMV1和CMV2处理水稻扬花期土壤细菌

数量分别较 CK 处理显著提高 25.44% 和 29.15%（P<
0.05）。可见，施肥能够显著增加耕层土壤细菌数量，

CK处理耕层土壤细菌数量波动较大，而施用紫云英处

理耕层土壤细菌数量随水稻生育期推移逐渐增加。

2.2.2 耕层土壤细菌多样性

水稻移栽期和分蘖期 CK 处理耕层土壤细菌

Chao1指数显著低于其他生育期，而施用紫云英处理

的细菌 Chao1指数均有一定程度提高（图 4a）。分蘖

期 CMV1和 CMV2处理细菌 Chao1指数显著高于 CK
处理，较CK处理分别提高 61.83%和 33.03%，但其他

时期不同施肥处理间细菌 Chao1 指数无显著差异。

不同施肥处理间耕层土壤细菌Shannon指数无显著差

异。成熟期不同施肥处理细菌Shannon指数最高，CK、

CMV1和CMV2处理的细菌 Shannon指数分别较移栽

期显著提高22.22%、20.52%和26.02%。可见，不同施

肥处理对耕层土壤细菌丰富度和多样性具有一定影

响，单施化肥可显著抑制耕层土壤细菌群落的丰富

度，而施用紫云英则会有一定的减缓作用，不同施肥

处理成熟期耕层土壤细菌群落的多样性显著提高。

2.2.3 土壤细菌数量及多样性与VSON的关系

如表 2所示，相关性分析结果表明，耕层土壤细

图4 水稻生育期不同施肥处理耕层土壤细菌多样性指数

Figure 4 The bacterial diversity of topsoil under different fertilization treatments in the rice growth period
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图3 水稻生育期不同施肥处理耕层土壤细菌数量
Figure 3 The bacterial biomass of topsoil under different

fertilization treatments in the rice growth period
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细菌数量
Bacterial biomass

1

0.504**
0.396**
0.128

Shannon指数
Shannon index

1
-0.609**
-0.461**

Chao1指数
Chao1 index

1
-0.430**

VSON

1

表2 水稻生育期不同施肥处理细菌数量及多样性与

VSON的相关分析
Table 2 Correlation analysis between bacterial biomass and

diversity and the VSON under different fertilization treatments in
the rice growth period

注：*和**分别表示显著相关（P<0.05）和极显著相关（P<0.01）。
Note：* and ** indicate significant correlation at P<0.05 and P<0.01,

respectively.
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菌 Shannon指数和 Chao1与 VSON呈极显著负相关，相

关系数分别为-0.461和-0.430，而细菌数量与VSON无

显著相关，相关系数仅为 0.128。可见，耕层土壤细菌

物种数目和多样性提高，可显著减缓土壤 SON的变

化速率，而细菌数量对VSON无显著影响。

2.3 耕层土壤细菌群落及其与VSON的关系

2.3.1 耕层土壤细菌群落组成

水稻生育期内不同施肥处理耕层土壤细菌群落

门水平以变形菌门（Proteobacteria）、绿弯菌门（Chloro⁃
flexi）、酸杆菌门（Acidobacteria）和放线菌门（Actino⁃
bacteria）为主，合计相对丰度达 79.30%~90.90%（图

5a）。成熟期耕层土壤绿弯菌门和酸杆菌门生长较旺

盛，而变形菌门和放线菌门的生长则受到抑制。与CK
处理相比，水稻生育期内CMV2处理土壤变形菌门相

对丰度均值显著降低19.60%，放线菌门相对丰度均值

显著增加 28.93%，绿弯菌门和酸杆菌门无显著差异，

而CMV1处理 4种菌群均与CK处理无显著差异。在

科水平（图 5b），水稻生长发育中前期（0~80 d）耕层土

壤细菌均以草酸杆菌科（Oxalobacteraceae）、微球菌科

（Micrococcaceae）和 Acidobacteriaceae_（Subgroup_1）

科为主，合计相对丰度达29.30%~50.90%，而成熟期耕

层土壤草酸杆菌科和微球菌科生长受到抑制，未出现

明显的优势菌种。与 CK 处理相比，水稻生育期内

CMV2处理土壤草酸杆菌科相对丰度均值显著降低

45.09%，微球菌科相对丰度均值显著增加39.67%，Ac⁃
idobacteriaceae_（Subgroup_1）科无显著差异，而CMV1
处理3种菌群均与CK处理无显著差异。

2.3.2 耕层土壤细菌群落与VSON的关系

水稻生育期VSON与细菌门水平相对丰度的冗余

分析结果表明（图 6a），第一和第二排序轴分别解释

了土壤VSON变异的 86.0%和 6.2%，说明前两排序轴尤

其是第一排序轴可较好地反映土壤VSON与细菌门水

平的关系。在13个门水平的细菌群落中，放线菌门相

对丰度与第一排序轴呈最大正相关（r=0.834），变形菌

门相对丰度与第一排序轴呈最大负相关（r=-0.568）。

水稻生育期VSON与细菌科水平相对丰度的冗余分析

结果表明（图 6b），第一排序轴和第二排序轴分别解

释了土壤 VSON 变异的 90.5% 和 7.1%，累积解释了

97.6%的土壤VSON变异。在 14个科水平的细菌群落

中，微球菌科相对丰度与第一排序轴呈最大正相关（r=

图5 水稻生育期不同施肥处理耕层土壤细菌门水平（a）和科水平（b）相对丰度

Figure 5 Relative abundances of bacteria at the phylum level（a）and family level（b）of topsoil under different fertilization
treatments in the rice growth period

相
对

丰
度

Re
lati

ve
abu

nda
nce

122CMV2

OthersIganvibacteriaeBacteroidetesLatescibacteriaVerrucomicrobiaGemmatimonadetesFirmicutesPlanctomycetesNitrospiraeActinobacteriaActinobacteriaChloroflexiProteobacteria

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

（a）

10CK
10CMV1

10CMV2 17CK
17CMV1

17CMV2 38CK
38CMV1

38CMV2 80CK
80CMV1

80CMV2
122CK

122CMV1

相
对

丰
度

Re
lati

ve
abu

nda
nce

122CMV2

Others0319-6A21GallionellaceaeGemmatimonadaceaeNitrospiraceaeArchangiaceaePlanctomycetaceaeXanthobacteraceaeHSB_OF53-F07AnaerolineaceaeSolibacteraceae（Subgroup_3）Acidobacteriaceae（Subgroup_1）MicrococcaceaeOxalobacteraceae

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

（b）

10CK
10CMV1

10CMV2 17CK
17CMV1

17CMV2 38CK
38CMV1

38CMV2 80CK
80CMV1

80CMV2
122CK

122CMV1

1514



杨静，等：不同施肥水稻土可溶性有机氮变化速率及对细菌的响应2021年7月

www.aes.org.cn

0.790），0319-6A21科相对丰度与第一排序轴呈最大

负相关（r=-0.552），其次为草酸杆菌科（r=-0.490）。

可见，水稻生育期内放线菌门和微球菌科的相对丰度

与VSON呈显著正相关，而变形菌门和草酸杆菌科的相

对丰度与VSON呈显著负相关。

2.4 耕层土壤显著性差异物种及其与VSON的关系

2.4.1 耕层土壤显著性差异物种分析

由于不同施肥处理间差异物种的影响均较小

（LDA差异分析的对数得分值均<3.0），因此本研究仅

对不同生育期耕层土壤具有显著性差异的关键细菌

菌群进行LEfSe分析。结果表明（图 7），5个时期共有

12 个显著性差异物种，其中，移栽期 4 个，分蘖期 3
个，成熟期 5个。水稻移栽期耕层土壤放线菌门、放

线菌纲（Actinobacteria）、微球菌目（Micrococcales）、微

球菌科的相对丰度较高；分蘖期耕层土壤变形菌门、

伯克氏菌目（Burkholderiales）、草酸杆菌科的相对丰

度最高。而绿弯菌门、酸杆菌门的索利氏菌纲（Soli⁃
bacteres）、索利氏菌目（Solibacterales）、Solibacterace⁃
ae Subgroup_3科和变形菌门的 a-变形菌纲（Alphap⁃
roteobacteria）是成熟期耕层土壤较丰富的菌群。水

稻幼苗期和扬花期耕层土壤细菌科水平上无显著差

异菌群。可见，耕层土壤细菌显著差异物种的组成因

水稻生育期不同而异。

2.4.2 耕层土壤显著性差异物种与VSON的关系

不同生育期耕层土壤VSON和显著性差异物种相

对丰度的相关分析结果表明（图 8），移栽期耕层土壤

VSON与微球菌目、微球菌科的相对丰度呈极显著正相

关，与伯克氏菌目、草酸杆菌科的相对丰度呈极显著

负相关。分蘖期耕层土壤VSON与索利氏菌纲、索利氏
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图6 水稻生育期耕层土壤VSON与微生物门（a）和科（b）水平相对丰度的冗余分析

Figure 6 Redundancy analysis（RDA）ordination of topsoil VSON and relative abundance of bacterial phylum level（a）and family level（b）
under different fertilization treatments in the rice growth period
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图7 水稻不同生育期土壤细菌群落间LEfSe分析的分支图

Figure 7 Diagram based on linear discriminant analysis effect size
（LEfSe）analysis of soil bacterial communities during the

different rice growth periods

进化分支图展示了样本群落中门至种的分类级别（由内至外
依次排列）；节点直径大小对应相对丰度大小。

未分类和未培养的细菌种属未体现
The branch diagram shows the taxonomic level from phylum to species
（from inside to outside）in the sample community. The node diameter

corresponds to the relative abundance. Unclassified and uncultured
bacterial species are not reflected
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菌目、Solibacteraceae Subgroup_3 科的相对丰度均呈

极显著正相关，与伯克氏菌目、草酸杆菌科的相对丰

度呈极显著负相关。成熟期耕层土壤VSON与放线菌

门的相对丰度呈极显著正相关。可见，在水稻移栽期

土壤VSON对微球菌科和草酸杆菌科的响应较为敏感，

分蘖期土壤VSON对草酸杆菌科、绿弯菌门和 Solibacte⁃
raceae Subgroup_3 科的响应较为敏感，而成熟期土壤

VSON则对放线菌门的响应更为敏感。

3 讨论

3.1 不同施肥处理和水稻生育期对耕层土壤VSON的

影响

土壤 SON 是土壤氮库中最活跃的组分之一，其

转化速率与土壤氮素有效性密切相关。刘春增等[10]

的研究表明，单施紫云英和紫云英配施化肥均可显著

提高土壤 SON的含量。本研究结果也表明施用紫云

英可显著增加稻田土壤 SON含量（图 1），降低VSON（图

2），且紫云英施用量越大影响越明显。究其原因是因

为CMV1处理中添加的尿素属于低分子量 SON，其施

入土壤后能被快速降解为无机氮，周转速度较快[16]，

导致 SON含量快速降低；而CMV2处理中由于供试紫

云英自身含有大量的蛋白质（193.4 g·kg-1）和酸解氨

基酸（82.35 mg·kg-1），施入土壤后不但可快速增加土

壤中 SON含量，且有利于水稻生长，促进根系分泌物

增加，从而刺激微生物生长[17]；紫云英的施用向土壤

输入了大量的外源有机质（CMV2和CMV1分别输入

3 429.04 kg·hm-2和 2 286.02 kg·hm-2外源有机质），这

为土壤微生物活动提供了大量的能量和营养物质，增

强了土壤微生物活性，加速有了机质分解产生低分子

量 SON[18]，从而减缓土壤 SON 含量的变化，降低了

VSON。然而，程会丹等[19]的研究表明紫云英翻压量超

过 22 500 kg·hm-2时，腐解产生的还原性气体和有害

离子会使微生物数量降低，从而降低土壤 SON含量，

这与本研究结果有所差异，可能与土壤类型、有机无

机肥配施比例及田间管理等不同有关。

水稻不同生育期耕层土壤VSON也各异。水稻生

育前期耕层土壤 SON含量快速降低，VSON变化大，其

中以移栽期的VSON最高，这主要是由于水稻生长前期

施入土壤中的紫云英分解处于营养控制阶段，有机物

的分解和氮矿化过程迅速进行[20]，导致不同施肥处理

耕层土壤 SON 均快速周转。水稻分蘖期耕层土壤

SON含量及变化速率降至最低，这可能是由于该时期

紫云英所含的易分解可溶性有机物质已基本分解[21]，

致使土壤 SON的补充减少，且该时期水稻生长旺盛，

根系吸收无机氮和低分子量 SON的能力增强[22]，导致

土壤 SON含量和变化速率下降。分蘖期后VSON逐渐

平稳并趋于 0，主要是由于水稻生长后期紫云英的分

解处于木质素控制阶段，分解速率缓慢并停留在一个

较低的水平[20]，因此水田耕层土壤的VSON低。

3.2 耕层土壤VSON对细菌的响应

VSON主要取决于土壤有机氮矿化为 SON及 SON
通过氨化作用产生NH+4-N的过程，且均受微生物调

控。本研究结果表明土壤细菌群落结构多样性与耕

层土壤VSON呈极显著负相关，这可能是由于微生物多

样性的提高利于有机氮分解[23]，从而提高了土壤 SON
的保留量，降低了土壤VSON。土壤微生物群落组成是

调控土壤 SON含量的主要因素[24]。本研究冗余分析

结果表明，放线菌门微球菌科相对丰度与VSON呈正相

关，变形菌门草酸杆菌科相对丰度与VSON呈负相关，

表明放线菌门微球菌科可能与 SON 的累积显著相

关，而草酸杆菌科则可能与 SON 的分解显著相关。

草酸杆菌科是与有机质降解有关的细菌群落，其参与

植物残体的矿化[25]，能够将土壤有机质降解为低分子

量有机氮如氨基酸、氨基糖等，从而提高 SON的保留

量，降低 VSON。而微球菌科参与易分解有机化合物

（如蛋白质、多肽和断链碳水化合物等）的降解[25]，促

进SON的分解转化。

水稻不同生育期土壤中差异性微生物有所不同，

导致VSON也有所差异。水稻移栽期耕层土壤中微球

菌科富集，其丰度与VSON呈极显著正相关（图 8），这一

图8 显著性差异物种相对丰度与耕层土壤VSON的相关性

Figure 8 Correlation between relative abundance of biomarkers
and topsoil VSON
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时期微球菌科的富集主要是由于该科中Pseudarthro⁃

bacter属（数据未显示）的显著富集促进了 SON 的周

转。Liu 等[26]的研究发现 Pseudarthrobacter有利于提

高土壤NH+4-N的含量，本研究中水稻移栽期不同施

肥处理 NH+4-N的含量较背景土壤显著提高了 4.25~
6.59 mg·kg-1。Pseudarthrobacter原名节杆菌（Arthro⁃
bacter），其可促进有机氮分解为氨[27]，从而加速 SON
的转化。冗余分析结果也表明微球菌科丰度与VSON
呈正相关，且主要作用于水稻生育前期。水稻分蘖期

耕层土壤中草酸杆菌科富集，其丰度与VSON呈极显著

负相关（图 8），该时期草酸杆菌科富集主要是由于该

科的Massilia属富集，这与Obermeier等[28]的研究结果

一致。Massilia被认为是农业土壤中几丁质的初级降

解者之一[29]，其可将几丁质分解为低分子量 SON（N-
乙酰葡糖胺），从而提高土壤 SON 的保留量，降低

VSON。VSON和差异性细菌菌群相对丰度的相关分析结

果表明，分蘖期VSON还与酸杆菌门中的 Solibacterace⁃
ae Subgroup_3科呈极显著正相关，这可能是由于水稻

分蘖期追施氮肥，导致不同施肥处理土壤 pH较幼苗

期显著减低 0.20~0.31个单位，酸性土壤环境有利于

酸杆菌门细菌的代谢活动[30]。研究表明酸杆菌门在

氮循环中起重要作用，其可降低土壤中硝酸盐和亚硝

酸盐含量[31]。水稻分蘖期不同施肥处理硝酸盐含量

较移栽期降低 1.91~6.57 mg·kg-1，SON 转化产物降

低，促进了 SON的转化。此外，研究表明酸杆菌门与

土壤脲酶显著相关，其可能是土壤脲酶的重要来源，

可促进尿素分解，从而加速 SON的转化[32]。水稻分蘖

期后，VSON逐渐平稳并于水稻成熟期趋于 0。水稻成

熟期差异性菌群相对丰度与VSON的相关性结果表明，

放线菌门与VSON呈极显著相关，而与微球菌目无显著

相关性，表明水稻成熟期VSON对放线菌门的响应较为

敏感，但响应敏感的具体科属还有待进一步研究。

4 结论

（1）水田耕层土壤可溶性有机氮变化速率受外源

有机物料输入及水稻生育期的显著影响，紫云英还

田能够显著减缓水田耕层土壤可溶性有机氮的下降

速率。

（2）水稻生育期内耕层土壤可溶性有机氮变化速

率呈“快速降低-缓慢波动-趋于平稳”的变化趋势，

其中以水稻移栽期的可溶性有机氮变化速率最高。

（3）水稻生育期内耕层土壤可溶性有机氮变化速

率与细菌群落多样性和丰富度显著相关，且对微生物

种群的响应因水稻生育期而异。
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