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水稻土厌氧氨氧化对不同耕作方式与秸秆还田的响应* 
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摘  要：研究稻田土壤厌氧氨氧化微生物活性、丰度和群落结构对不同耕作方式与秸秆还田的响应，可为稻田土壤氮素管理

提供科学依据。设 3 个不同耕作方式（翻耕、旋耕、免耕）+秸秆还田处理，以翻耕+秸秆不还田处理作为对照，采用 15N 示

踪法、荧光定量 PCR 及 Illumina 测序分析厌氧氨氧化菌潜在活性、功能基因 hzsB 拷贝数及群落组成。结果表明，秸秆还田

显著改变了土壤理化性质，与不还田相比，土壤有机质、全氮、容重均呈明显增加趋势，尤其是免耕还田条件下差异显著。

秸秆还田条件下，厌氧氨氧化菌潜在活性表现为免耕>旋耕>翻耕（P<0.05），对照与旋耕+秸秆还田处理无显著性差异。各

处理之间厌氧氨氧化菌功能基因（hzsB）拷贝数无显著性差异。Illumina 测序从属水平鉴定出 Kuenenia 和 Scalindua 两种已

知的厌氧氨氧化菌及部分未鉴定属，且各处理间二者的相对丰度具呈负相关（P<0.05）。相关性分析结果显示，厌氧氨氧化

菌活性与土壤反硝化活性显著相关，与功能基因拷贝数及群落组成无显著相关性。试验表明，免耕条件下秸秆还田显著提升

了土壤容重，降低了土壤氧化势，可能是其厌氧氨化活性强的重要原因。与无机氮含量和土壤全氮等理化性质相比，水稻土

氧化还原状况可能更好解释水稻土厌氧氨氧化活性，长期秸秆还田和不同耕作方式改变了厌氧氨氧化菌活性和群落组成，但

其数量未发生显著变化。水稻田秸秆还田加翻耕可在一定程度提高土壤透气性，降低厌氧氨氧化活性，而秸秆还田与免耕结

合则可能降低土壤通透性并导致更多的土壤氮素损失。 
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Abstract: 【Objective】This study was carried out to evaluate the response of paddy soil anammox bacterial activity, abundance 

and community structure to rice straw returning and different tillage practices.【Method】Three different till treatments 

(conventional till, rotary till and no-till) + rice straw returning were set up, with conventional till and no rice straw returning as 

control. The potential activity, functional gene (hzsB) abundance and community structure of anammox bacteria were analyzed by 
15N tracing, fluorescent quantitative PCR and Illumina sequencing, respectively.【Result】Anammox activity showed a significant 

difference and the values ranked as no-till > rotary till > conventional till (P<0.05), while no significant difference was observed 

between control and rotary tillage+rice straw. Also, no significant difference was detected in the copy number of hzsB among 

treatments. Two known anammox bacteria (Kuenenia and Scalindua) and some unidentified genera were identified by Illumina 

sequencing, and the relative abundance of Kuenenia and Scalindua showed a negative correlation (P<0.05). Pearson correlation 

analysis showed that anammox activity was significantly correlated with denitrification activity, but not with hzsB abundance and 

community composition.【Conclusion】We conclude that anammox activity and community composition but not the functional 

gene abundance respond to long term straw returning and different tillage practices. Rice straw returning + conventional till in 

rice field may inhibit N loss to some extent, while rice straw returning + no-tillage increased soil N loss. This study may provide a 

scientific basis for nitrogen (N) management in paddy fields. 

Key words: Anammox; Straw returning; Conventional till; Rotary till; No-till 

微生物介导的稻田土壤氮循环对稻田生产力和

生态环境产生影响。传统观点认为稻田土壤氮损失

途径为氨挥发、反硝化和淋溶损失作用，但我国农

业土壤仍有 13%的氮素去向未知[1]。近年来的研究

表明厌氧氨氧化是稻田生态系统氮损失的重要原

因[2-3]。对南方典型水稻土的研究发现每年约 2.5×

106 Mg 氮通过厌氧氨氧化损失到大气中，占氮肥施

用量的 10%[4]。Nie 等[3]认为农业土壤的厌氧氨氧化

对氮气损失的贡献量为 5%～10%，表明农田土壤厌

氧氨氧化与氮素损失关系密切。 

环境因素是决定厌氧氨氧化菌活性与分布的

主要原因。相比于海洋和淡水生态系统，土壤环境

中的厌氧氨氧化菌的活性、丰度与生物多样性更

高，原因是土壤环境异质性较大，而厌氧氨氧化菌

本身具有代谢多样化的特点，土壤可为其提供有利

生境[3]。农业土壤中可检测到各种不同的厌氧氨氧

化菌，最常见的两类是 Brocadia 和 Kuenenia。农

业土壤系统由于大量氮肥的投入，刺激了厌氧氨氧

化菌的生长，提高了其丰度和活性，加快了土壤氮

素损失[3]。目前对厌氧氨氧化的研究集中于低氧或

厌氧环境。溶解氧是厌氧氨氧化过程的重要调控因

子，厌氧氨氧化菌对环境中的氧具有一定的耐受

力，但高氧浓度条件下具有明显抑制作用[5]。有研

究表明，在氧分压<0.4%的环境中，厌氧氨氧化过

程可正常进行；但在高氧浓度时发生不可逆的抑制

作用[6]。淹水稻田表层土壤氧分压较高但亚表层以

下土壤氧气浓度较低[7]，受不同农田管理方式的影

响，如秸秆还田后微生物对有机物料的降解、不同

耕作方式对土壤的扰动强度的差别，可能在不同时

期造成土壤中氧分压发生差异，因此稻田厌氧氨氧

化菌活性、菌群丰度和多样性对农田管理方式的响

应值得探索。 

秸秆还田和耕作方式影响厌氧氨氧化过程。顾

超[8]的研究表明，水旱轮作系统中，秸秆还田后土

壤的厌氧氨氧化反应速率明显变低，秸秆中有机碳

抑制了土壤厌氧氨氧化活性；但周慧芳[9]发现稻草

还田后提高了厌氧氨氧化活性和厌氧氨氧化菌数

量，需深入研究秸秆还田对厌氧氨氧化过程的影响。

土壤耕作使土壤中水、肥、气、热等发生改变，进

而影响土壤微生物的活性与群落结构[10]。南方稻田

土壤常见的耕作方式有翻耕、旋耕及少免耕等。免

耕改善了土壤理化性质，可提高水稻产量[11]，而翻

耕和旋耕在一定程度上破坏了土壤结构和土壤微生

物生存环境[12]。本研究选择中国南方典型稻区土壤，

研究经过 15 a 不同耕作措施和秸秆还田对厌氧氨氧

化过程的影响，重点分析厌氧氨氧化菌的潜在活性、

功能基因丰度和群落组成差异。采用 15N 示踪培养

分析厌氧氨氧化速率，定量厌氧氨氧化功能基因，

通过 Illumina 测序平台检测厌氧氨氧化菌群落组

成，旨在探讨不同耕作方式与秸秆还田对水稻土厌

氧氨氧化过程的影响，为预测稻田生态系统氮损失、

合理有效氮调控提供科学依据。 



6 期 孙  梅等：水稻土厌氧氨氧化对不同耕作方式与秸秆还田的响应 1697 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

1  材料与方法 

1.1  试验设计 

研究依托 2005 年建立于湖南省宁乡市回龙铺

镇（28°07'N，112°18'E）的长期定位试验，种植制

度为冬闲-早稻-晚稻，土壤类型为红壤水稻土。试

验开始前耕作层（0～20 cm）土壤有机质 34.90 

g·kg–1，全氮 1.29 g·kg–1，pH6.26，容重 1.21 g·cm–3。

设 置 4 个 处 理 ：（ 1） 秸 秆 不 还 田 +翻 耕 （ CT：

conventional till）、（ 2） 秸 秆 还 田 +翻 耕 （ CTS：

conventional till + rice straw）、（3）秸秆还田+旋耕

（RTS：rotary till + rice straw）、（4）秸秆还田+免耕

（NTS：no till + rice straw），每个处理 3 次重复。小

区之间用水泥埂隔开，采用随机区组排列。CT 处理

在种植水稻前翻地 1 次，旋耕 2 次，水稻收获后秸

秆全部移出；CTS 处理耕作方式与 CT 处理一致，

但秸秆全量还田；RTS 处理在水稻抛秧前旋耕 4 次，

秸秆全量还田；NTS 处理免耕，秸秆全部覆盖还田。

秸秆还田量多年平均值为 12 500 kg·hm–2。抛秧前基

施复合肥 391 kg·hm–2（N 195.5 kg·hm–2，P 34.14 

kg·hm–2，K 97.33 kg·hm–2），返青后追施尿素 47 

kg·hm–2（N 21.62 kg·hm–2）。晚稻抛秧前基肥施用复

合 肥  469 kg·hm–2 （ N 234.50 kg·hm–2 ， P 40.95 

kg·hm–2，K 116.75 kg·hm–2），返青后追施尿素 39 

kg·hm–2（17.94 kg·hm–2）。各处理其他田间管理措施

保持一致。 

1.2  土壤样品采集与理化性质分析 

定位试验开始第 15 年，在前茬稻草全部还田且

耕作未开始之前采集土壤样品，采样深度 0～15 cm，

采样时间为 2019 年 3 月。采用对角线采样法，每个

小区用不锈钢土钻采集 5 个土壤样品，迅速混匀，

取少部分置于自封袋后密闭保存于冰盒内用于绝对

定量 PCR 和高通量测序分析，其他样品带回实验室

分析。土壤 pH 和电导率（盐度）分析采用多参数

测定仪（SX751，中国）测定，液土比为 2.5︰1。

土壤有机质分析采用重铬酸钾容量法。全氮采用凯

氏消煮法，铵态氮和硝态氮采用 KCl（2 mol·L–1）

浸提，凯氏定氮仪（K9860，中国）测定。土壤容

重分析采用环刀法。具体方法参考《土壤农业化学

分析方法》[13]。 

1.3  15N 稳定同位素分析 

采用稳定同位素技术分析厌氧氨氧化潜势，可

同时分析反硝化潜势，分析方法参照聂三安等[14]的

方法。根据厌氧氨氧化和反硝化产生氮气的原理不

同，通过氮同位素标记以区分二者产生的氮气量，

估算厌氧氨氧化和反硝化潜势。称取 3.50 g 鲜土至

20 mL 柱状培养管中，加满氮气饱和的去离子水，

厌氧预培养至少 24 h 以消耗硝酸盐。预培养结束后，

培养管加入配制好的同位素溶液至无机氮总浓度为

100 μmol·L–1。每个样品分为 3 个处理添加不同同位

素：处理 1 加入 99.09%的 15NH4Cl，在 0 h 和 24 h

加入 200 µL ZnCl2（7 mol·L–1）以终止反应，验证硝

酸盐消耗彻底；处理 2 加入 99.09%的 15NH4NO3，

在 0 h 和 24 h 加入 ZnCl2，验证是否发生厌氧氨氧

化反应；处理 3 加入 99.21%的 Na15NO3，分别在加

入同位素溶液后的 0、3、6、12 和 24 h 加入 ZnCl2，

通过氮气产生量对时间的线性回归方程计算厌氧氨

氧化反应潜势。反应终止后，在厌氧培养箱内将 2 

mL 反应液转移至新的柱状培养管中，剧烈摇晃释放

氮气，产生的氮气同位素（28N2、
29N2、

30N2）由稳

定同位素质谱仪连接 Gasbench 进行分析。 

1.4  DNA 提取与 qPCR 

采用 FastDNA® Spin Kit for Soil 试剂盒（天根

生化科技（北京）有限公司）的方法提取土壤总

DNA，之后采用超微量紫外分光光度计（Nanodrop 

2000）检测 DNA 纯度和浓度。采用绝对定量的方

法分别检测 DNA 样品中的厌氧氨氧化功能基因

hzsB 和 细 菌 总 数 的 拷 贝 数 。 细 菌 16S 引 物 为

341F-517R， 厌 氧 氨 氧 化 菌 定 量 引 物 采 用 396F- 

742R。反应体系和扩增条件如表 1，定量 PCR 检

测仪器为 ABI7500。 

1.5  高通量测序 

采用巢式 PCR 对厌氧氨氧化菌的 16S rRNA 基

因进行扩增。第一次采用引物 PLA46f-630 对浮霉菌

属进行扩增，第二步以第一步 PCR 产物稀释 300 倍

后 作 为 模 板 ， 用 厌 氧 氨 氧 化 菌 特 异 性 引 物

Amx368F-Amx820R 进行全长 PCR 扩增。反应体系

和反应条件参照 Hefting 等[15]的方法。PCR 产物经

电泳检测和纯化后，通过 Illumina MiSeq 平台（美

吉生物医药科技有限公司，上海）进行测序。 
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表 1  细菌 16S rRNA 和厌氧氨氧化 hzsB 基因反应体系和扩增条件 

Table 1  Reaction mixture and profiles used for real-time qPCR 

目的基因 

Target gene 

反应体系 

Reaction mixture 

扩增条件 

Thermal profile 

细菌 16S rRNA 

Bacterial 16s rRNA 

10 μL 2×Master Mix，0.5 μL 上下游引物（10 μmol·L–1），2 μL 

DNA 模板，5 μL ddH2O 

95℃ 30 s，95℃ 55 s，60℃，40 s 共 40 个

循环 

hzsB 
25 μL 2×Master Mix，1 μL 上下游引物（10 μmol·L–1），2 μL DNA

模板，20 μL ddH2O 

94℃ 5 min，94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 

30 s 共 30 个循环，72℃延伸 10 min 

 

1.6  数据处理与分析 

所有数据均为 3 个生物学重复，数据处理采用

Microsoft Excel 2016，图形处理采用 Sigmaplot 14.0，

正 态 分 布 检 验 与 相 关 性 分 析 采 用 IBM SPSS 

Statistics 25，方差齐性采用 Duncan 检验，方差不齐

采用 Dunnett’s T3 检验，在 P<0.05 水平表示显著性

差异。相关性分析采用双尾检验，分别在 0.05 和 0.01

水平表示显著和极显著相关。高通量测序分析在美

吉生物云平台运行。 

2  结  果 

2.1  不同耕作方式与秸秆还田对土壤理化性质的

影响 

经过 15 年的秸秆还田与耕作管理，土壤的主要

理化性质发生了不同程度变化，总体上改善了水稻

土肥力状况。各处理间土壤 pH 无显著差异，说明

秸秆还田和不同耕作方式均对水稻土 pH 无显著性

影响（表 2）。CTS、RTS 和 NTS 处理土壤有机质、全 

氮、盐度显著性高于 CT 处理（CTS 全氮含量大于

CT，但未达到显著性水平）。各处理土壤硝态氮含

量均较低，从数量级上相比低于铵态氮含量。CTS

和 CT 处理相比 NH4
+浓度无显著差异，但均显著性

低于 RTS 和 NTS 处理，说明翻耕条件下，秸秆还田

并未显著提高铵态氮浓度；但秸秆还田条件下，旋

耕和免耕可显著提高土壤铵态氮浓度。NTS 处理的

土壤容重显著高于其他处理，且 CT、CTS 和 RTS

处理间差异不显著，因此免耕提高了水稻土的容重。 

2.2  厌氧氨氧化和反硝化活性 

同位素示踪培养实验中土壤厌氧氨氧化和反硝

化潜在活性见图 1。厌氧培养条件下，各处理土壤

反硝化活性为 N 7.45～12.33 nmol·g–1·h–1，而厌氧氨

氧化活性为 0.49～1.17 nmol·g–1·h–1，反硝化活性远大

于厌氧氨氧化活性。处理间反硝化活性与厌氧氨氧化

活性之间存在显著性相关关系（表 3）。CTS 的反硝

化活性（7.45±0.18 nmol·g–1·h–1）和厌氧氨氧化活性

（0.49±0.04 nmol·g–1·h–1）显著低于 CT 处理（分别为

9.21±0.53 nmol·g–1·h–1 和 0.61±0.02 nmol·g–1·h–1），  

表 2  不同耕作方式与秸秆还田下土壤理化性质 

Table 2  Effects of different tillage practices and rice straw return on soil physical-chemical properties（n=3） 

处理 

Treatment 

pH 

2.5︰1 

土壤有机质 

SOM 

/（g·kg–1） 

全氮 

TN 

/（g·kg–1） 

盐度 

Salinity 

/（μS·cm–1） 

NH4
+
-N 

/（mg·kg–1）

NO3
–
-N 

/（mg·kg–1） 

容重 

Bulk density 

/（g·cm–3） 

CT 6.10±0.15a 33.93±2.08b 1.96±0.11b 109.61±12.01b 21.79±6.63c 0.97±0.04b 1.00±0.02b 

CTS 6.01±0.18a 38.07±2.70a 2.18±0.10ab 144.67±12.10a 22.92±7.01c 1.19±0.14ab 1.04±0.06b 

RTS 6.08±0.32a 41.10±2.44a 2.34±0.10a 150.00±21.07a 38.58±5.61a 1.80±0.41a 1.14±0.03b 

NTS 6.05±0.11a 43.83±2.60a 2.46±0.10a 155.33±16.62a 27.19±7.26b 1.49±0.50a 1.23±0.04a 

注：CT，秸秆不还田+翻耕；CTS，秸秆还田+翻耕；RTS，秸秆还田+旋耕；NTS，秸秆还田+免耕。同一列中不同字母表示处

理间差异显著（P<0.05）。下同。Note：CT，conventional till；CTS，conventional till+rice straw；RTS，rotary till+rice straw；NTS：

no till+rice straw. Different letters in the same row indicate significant difference between treatments（P<0.05）. The same below. 

 



6 期 孙  梅等：水稻土厌氧氨氧化对不同耕作方式与秸秆还田的响应 1699 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 

图 1  秸秆还田与不同耕作方式下水稻土反硝化和厌氧氨

氧化活性 

Fig. 1  Potential denitrification and anammox activity of soil under 
straw returning and different tillage practices 

说明翻耕条件下，秸秆还田降低了水稻土反硝化和

厌氧氨氧化活性。秸秆还田条件下，不同耕作方式

之间厌氧氨氧化和反硝化活性表现为 NTS>RTS> 

CTS（P<0.05），因此，不同耕作方式显著改变了厌

氧氨氧化和反硝化微生物活性，免耕提高了稻田土

壤潜在氮素损失，而翻耕可能会减少氮损失。 

2.3  厌氧氨氧化菌和总细菌拷贝数 

通过对 16S rRNA 基因和 hzsB 功能基因定量分

析土壤中总细菌与厌氧氨氧化细菌的丰度（图 2a）。 

各处理总细菌数量具有一定差异，NTS 处理（1.66×

109 copies·g–1）显著性高于其他处理，而 CTS 与 RTS

之间无显著性差异（分别为 8.25×108 copies·g–1 和

1.07×109 copies·g–1 ）， CT 处 理 最 低 （ 4.93×108 

copies·g–1）。因此，尽管耕作方式不同，但秸秆还田

后土壤细菌总量均显著性高于对照处理。此外，免

耕处理也有利于细菌的富集。四个处理厌氧氨氧化

功 能 基 因 hzsB 拷 贝 数 为 1.2 × 106～ 1.61 × 106 

copies·g–1，且处理之间无显著性差异。不同处理之

间 厌 氧 氨 氧 化 菌 占 细 菌 的 比 例 表 现 为 CT>CTS> 

RTS>NTS，说明秸秆还田降低了厌氧氨氧化菌的相

对比例，但翻耕和旋耕提高了其在水稻土中的相对

比例。以上结果表明，水稻土秸秆还田或免耕均利

于土壤细菌的富集，但厌氧氨氧化菌的生长可能受

土壤综合因子的调控。 

2.4  厌氧氨氧化菌的群落组成 

总体而言，不同处理之间厌氧氨氧化菌的组成

较为相似，但相对丰度有所差异。各处理中均检测

到 Kuenenia 和 Scalindua（属水平），且 Kuenenia 属

的 相 对 丰 度 含 量 范 围 74 . 0 5 %～9 3 .0 3 % ， 高 于

Scalindua（6.11%～23.37%），此外还有少量未鉴定

浮霉菌属（0.39%～1.87%）（图 2b）。与 CT 比，CTS

和 NTS 处理 Kuenenia 属的相对丰度无显著性差异，

但 RTS 处理显著更高，说明旋耕加秸秆还田更有利

于 Kuenenia 属厌氧氨氧化菌的积累。Scalindua 的相 

 

图 2  秸秆还田与不同耕作方式下土壤厌氧氨氧化菌和细菌总量丰度（a）、土壤厌氧氨氧化菌群落组成与相对丰度（b） 

Fig. 2  Abundance of hzsB gene of anammox and total bacteria（a） and composition and relative abundance of soil anammox bacteria（b） in 

soil under straw returning and different tillage practices 
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对丰度，CTS 显著低于 CT 处理，说明翻耕条件下，

秸秆还田降低了其相对丰度；不同翻耕处理之间表

现为 NTS>CTS>RTS，说明旋耕不利于 Scalindua 的

生长。因此，秸秆还田和耕作方式未改变水稻田厌

氧氨氧化菌的群落组成，但改变了主要菌属的相对

丰度。 

2.5  相关性分析 

表 3 列出了本研究中厌氧氨氧化的重要参数

（潜在活性、功能基因丰度、群落相对丰度）与土壤

关键因子之间的皮尔森相关性。土壤细菌总数、容

重、有机质与全氮含量之间均显著相关，说明秸秆

还田和不同耕作后，水稻土的碳、氮供应潜力与土

壤细菌总数和容重密切相关。此外，厌氧氨氧化活

性与土壤反硝化活性显著相关（P<0.01），而与功能

基因 hzsB 丰度、NH4
+和 NO3

–浓度无显著相关性。不

同处理间厌氧氨氧化功能基因 hzsB 丰度无显著性

差异（图 2a），且与群落组成相对丰度和土壤理化

因 子 均 无 显 著 相 关 性 。 Kuenenia 相 对 丰 度 与

Scalindua 极显著负相关（P<0.01），说明秸秆还田

和耕作方式可能对水稻土关键厌氧氨氧化菌的影响

不同。推测秸秆还田和不同耕作处理后，水稻土厌

氧氨氧化过程受土壤综合因素的影响。 

表 3  不同处理厌氧氨氧化活性、基因丰度、群落相对丰度与土壤理化性质的皮尔森相关性（n=4） 

Table 3  Pearson correlations between anammox indexes and physicochemical properties in different treated paddy soils（n=4） 

指标 

Index 
pH 

有机质

SOC 

全氮 

TN 

盐度 

Salinity
NO3

–
-N NH4

+
-N

容重

Bulk 

density

16S 

rRNA
hzsB Kuenenia Scalindua 

厌氧氨氧化

活性 

Anammox 

activity 

有机质 SOC –0.326            

全氮 TN –0.331 0.999**           

盐度 

Salinity 
–0.578 0.930 0.940          

NO3
–-N 0.009 0.801 0.819 0.780         

NH4
+-N 0.250 0.562 0.586 0.544 0.943        

容重 

Bulk density 
–0.123 0.966* 0.958* 0.804 0.747 0.525       

16S rRNA –0.289 0.966* 0.955* 0.834 0.647 0.380 0.980*      

hzsB –0.828 0.319 0.345 0.644 0.330 0.212 0.063 0.144     

Kuenenia –0.175 0.235 0.274 0.465 0.667 0.750 0.050 –0.023 0.694    

Scalindua 0.189 –0.214 –0.253 –0.452 –0.645 –0.729 –0.025 0.044 –0.706 –0.999**   

厌氧氨氧化活性 

Anammox activity 
0.080 0.778 0.754 0.505 0.450 0.240 0.906 0.894 –0.313 –0.357 0.383  

反硝化活性 

Denitrification 

activity 

0.249 0.644 0.618 0.326 0.344 0.177 0.816 0.787 –0.496 –0.471 0.496 0.980* 

注：双尾检验，*，**分别表示在 0.05 和 0.01 水平显著相关。Note：two-tailed test，*，and * * showed significant correlation at 0.05 

and 0.01 levels，respectively. 
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3  讨  论 

3.1  厌氧氨氧化活性响应不同耕作方式与秸秆

还田 

本研究采用稳定同位素示踪分析厌氧氨氧化活

性，由于未考虑某些其他过程（如共反硝化、铁氨

氧化等），结果可能高估了厌氧氨氧化的活性。厌氧

培养条件下，反硝化和厌氧氨氧化的最终产物为氮

气 ， 厌 氧 氨 氧 化 对 氮 气 损 失 的 贡 献 为 6.17%～

8.67%，剩余由反硝化产生（图 1），且二者活性显

著正相关（表 3）。该结果反映了厌氧氨氧化对稻田

土壤氮损失的贡献比例，与 Nie 等[3]的结果一致。

稻田土壤反硝化作用强烈，为厌氧氨氧化提供亚硝

酸盐作为反应底物，对长期不同施肥水稻土的研究

也发现，反硝化是决定厌氧氨氧化的关键因子[16]，

二者具有潜在耦合性[3]。 

土壤理化因子与厌氧氨氧化活性无显著相关性

（表 3），很可能与秸秆还田后多种因素的综合影响

有关。秸秆作为有机物料，还田后改善土壤物理、

化学和生物学性质[17]。本研究中，翻耕加秸秆还田

处理的厌氧氨氧化和反硝化活性显著低于对照，说

明水稻秸秆还田可在一定程度上减少氮损失。通常

水稻秸秆 C/N 比较高，分解较慢，一定程度上抑制

氮矿化[18]，减缓氮损失。王改玲等[19]认为，土壤中

加入高 C/N 比的秸秆后会发生生物固定，在高氮水

平时，可降低反硝化速度；秸秆分解过程中还可能

发生化感作用，抑制反硝化，而反硝化与厌氧氨氧

化具有正相关性（表 3）。此外，秸秆还田后有机物

的增加可能抑制了厌氧氨氧化菌的脱氮功能[20]，降

低了其反应活性。这些因素在不同程度上影响了稻

田土壤的厌氧氨氧化过程。秸秆还田后，土壤的厌

氧氨氧化受土壤整体环境条件而非微观环境的综合

调控，其关键的环境驱动因子有待深入研究。 

不同耕作方式下土壤厌氧氨氧化活性由低至高

依次为翻耕、旋耕、免耕（P<0.05），很可能与土壤

理化性质差异有关。厌氧氨氧化菌生长较为缓慢，

偏好较为稳定的环境[21]，而免耕对水稻土扰动较少，

这种长期且稳定的厌氧环境有利于厌氧氨氧化菌的

生长和代谢。此外，免耕条件下土壤总有机质、全

氮、盐度均较高（表 1），可为厌氧氨氧化菌的代谢

提供更为充足的底物。而翻耕或旋耕对土壤的扰动

加快了土壤中的物质与能量交换，土壤养分总体上

低于免耕处理[22]，因此，其厌氧氨氧化菌的代谢受

到一定程度影响，显著低于免耕处理。稻田土壤中，

耕作方式显著影响了反硝化和厌氧氨氧化，其活性

受土壤环境的稳定性的影响。 

3.2  厌氧氨氧化菌丰度与不同耕作方式与秸秆

还田 

水稻土长期淹水和氮肥投入形成的厌氧且高氮

条件可为厌氧氨氧化菌的生长提供有利生境[3]。本

研究中，水稻土厌氧氨氧化菌丰度为 1.20×106～

1.61×106 g–1，其值范围与长期施用粪肥的水稻土

（2.0×105～2.7×106 g–1）[23]及长期不同施肥的水稻

土（1.3×106～3.6×106 g–1）[24]较为相近。秸秆还

田后，改善了土壤理化性质（表 1），土壤养分呈增

加趋势[25]，本研究中总细菌数量处理显著高于对照

也印证了这一观点（图 2a）。然而，各处理间厌氧

氨氧化菌丰度无显著性差异（图 2a），推测受可利

用底物的影响。一方面，各处理土壤中铵盐浓度较

高但硝酸盐浓度均较低，厌氧氨氧化菌对亚硝酸盐

的利用受限；另一方面，秸秆还田处理有机质含量

显著高于对照（表 1），可能抑制了厌氧氨氧化菌的

生长，因为较高的有机质为反硝化微生物提供了充

足的氮源，其对底物的利用强于厌氧氨氧化菌，这

一点在生物反应器中的研究已经得到印证[26]。因此，

尽管秸秆还田和不同耕作方式改善了土壤理化性

质，提高了水稻土肥力水平，但厌氧氨氧化菌的生

长可能受稻田土壤综合因素的影响。同时，相关性

分析表明，厌氧氨氧化菌丰度与其活性及土壤理化

因子无显著相关性（表 3），很可能因本研究仅在

DNA 水平进行厌氧氨氧化微生物的丰度分析，无法

准确定量活性厌氧氨氧化菌的数量。本研究仅对上

层水稻土进行分析，受氧气渗透的影响，土壤表层

的部分厌氧氨氧化菌可能处于休眠状态[3]。 

3.3  厌氧氨氧化菌群落响应不同耕作方式与秸秆

还田 

稻 田 生 态 系 统 最 常 见 的 厌 氧 氨 氧 化 菌 为

Brocadia 和 Kuenenia，本研究中鉴定出 Kuenenia 和

Scalindua，很可能与母质有关。在不同水稻土中均

检测到不同丰度的 Kuenenia[7]，说明其可适应稻田

生态系统。Scalindua 通常与盐度密切相关，如在高
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盐度的海洋中仅能检测到 Scalindua[27]，在河口和河

流沉积物中 Scalindua 与盐度密切相关[28]。通常水稻

土盐度与海洋或沉积物存在较大差异，因此仅在某

些水稻土中能检测到一定丰度的 Scalindua。对黄泥

田水稻土的研究发现长期有机-无机配施肥后显著

提高了土壤盐度，有利于 Scalindua 的生长[24]。对东

北地区的白浆水稻土的研究发现 Scalindua 是厌氧

氨氧化优势菌属，很可能与其高盐基饱和度有关[29]。

本研究中水稻土母质为河沙泥，其盐度含量较高

（表 1），因此可检测到一定数量的 Scalindua。对照

与免耕加秸秆还田处理 Kuenenia 和 Scalindua 相对

丰度均无显著性差异，但翻耕加秸秆还田及旋耕加

秸秆还田后其相对丰度发生了显著变化（图 2b），

说明秸秆还田和耕作同时影响了厌氧氨氧化菌的群

落组成。秸秆还田后对水稻土进行不同程度的耕作，

有利于 Kuenenia 的生长。相关分析表明，不同耕作

方式与秸秆还田处理之间 Kuenenia 和 Scalindua 相

对丰度具有显著负相关性，但与活性无显著关系，

很可能与其代谢差异性有关。推测 Kuenenia 可能对

土壤耕作不敏感，而稳定的土壤条件可能更有利于

Scalindua 的生长。 

4  结  论 

稻田长期不同耕作方式与秸秆还田措施下，厌

氧氨氧化活性发生不同变化，但厌氧氨氧化菌功能

基因丰度无显著性差异，厌氧氨氧化菌群落种类未

发生改变但相对丰度发生了变化，厌氧氨氧化过程

很可能受土壤秸秆还田后综合因素的调控。以后研

究可重点关注厌氧氨氧化过程对秸秆还田后的响应

机理。 
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