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封面图说: 塞罕坝地处内蒙古高原南缘向华北平原的过渡带,地势分为坝上、坝下两部分。 解放初期,这里是“飞鸟无栖树,黄
沙遮天日冶的荒原沙丘,自 1962 年建立了机械化林场之后,塞罕坝人建起了 110 多万亩人工林,造就了中国最大的

人工林林场。 这是让人叹为观止的落叶松人工林海。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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短期淹水培养对水稻土中地杆菌和
厌氧粘细菌丰度的影响

朱摇 超 1,2,Stefan Ratering 2,曲摇 东 3,*,Sylvia Schnell 2

(1. 西北农林科技大学 生命科学学院,杨凌摇 712100;2. Justus鄄Liebig University Giessen Institute for Applied Microbiology,

Giessen 35392;3. 西北农林科技大学 资源环境学院,杨凌摇 712100)

摘要:模拟水稻土淹水过程,采用 Real鄄time PCR 技术测度了不同水稻土中地杆菌 (Geobacteraceae spp. ) 和厌氧粘细菌

(Anaeromyxobacter spp. )在不同淹水时期 16S rDNA 拷贝数的变化,比较了地杆菌和厌氧粘细菌丰度与培养过程中微生物

Fe (芋)还原的关系。 结果表明,在 4 类稻作区采集的水稻土样品中,Fe (芋)还原潜势有明显的区别,表现出由北向南逐渐降

低的趋势。 从淹水 12 h 的地杆菌和厌氧粘细菌拷贝数变化看出,采自浙江和天津的水稻土样品对淹水过程具有高度敏感性,
而采自吉林和广西的水稻土样品对淹水响应不敏感。 在 17 d 的短期淹水培养中,地杆菌丰度明显高于厌氧粘细菌,表明地杆

菌对水稻土中铁还原的贡献大于厌氧粘细菌。 地杆菌和厌氧粘细菌拷贝数总体上表现出在 11 d 时达到峰值,17 d 时显著下

降。 吉林水稻土中地杆菌丰度在 5 d 时达到 38. 3% ,与其最大铁还原速率到达时间(TVmax)为 4. 07 d 相对应,表明地杆菌对其

铁还原过程具有重要贡献。 四川水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌丰度均较低,暗示其他兼性铁还原菌对其铁还原的作用值得

重视。
关键词:水稻土;地杆菌;厌氧粘细菌;丰度;real鄄time PCR

Effects of short鄄term flooding on Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp.
abundance in paddy soil
ZHU Chao 1,2, Stefan Ratering 2, QU Dong 3,*, Sylvia Schnell 2

1 College of Life Sciences, Northwest A & F University, Yangling 712100, China

2 Justus鄄Liebig University Giessen Institute for Applied Microbiology, Giessen 35392, Germany
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Abstract: We investigated the Fe (芋) reduction capacity and the responses of Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter
spp. to 12鄄hour flooding, in terms of their 16S rRNA copy numbers, in five different paddy soils from four rice planting
areas. We also studied the correlation between variations in abundance of Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp.
and microbial Fe (芋) reduction in soils of Jilin and Sichuan. The abundances of Geobacteraceae spp. and
Anaeromyxobacter spp. were defined as the proportions of their 16S rRNA copy numbers to the bacterial count. Water
logging was simulated and slurry samples were taken at 0 hours, 12 hours, 1 day, 3 days, 5 days, 7 days, 11 days, and 17
days. The results indicated that Fe (芋) reduction potential varied in different paddy soils and could be ranked in
decreasing order as Jilin (5. 18 g / kg), Tianjin (4. 40 mg / g), Sichuan (3. 40 mg / g), Zhejiang (3. 07 mg / g), and
Guangxi (1. 86 mg / g) . Thus, there appeared to be a declining trend that correlated with their geographical distributions
from the north to the south. Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp. in Jilin and Guangxi soils showed no sensitivity
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to 12鄄h flooding; however, Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp. were sensitive to flooding in the soils of
Zhejiang and Tianjin. Geobacteraceae spp. showed high sensitivity to flooding in Sichuan soil. During this short鄄term (17
day) incubation, the 16S rDNA copy number of Geobacteraceae spp. was on average significantly higher than that of
Anaeromyxobacter spp. Thus Geobacteraceae spp. made a greater contribution to the overall Fe (芋) reduction compared
with Anaeromyxobacter spp. The 16S rDNA copy numbers of both of these iron reducers reached their peaks at 11 days and
fell to 20. 0% (Geobacteraceae spp. ) and 4. 1% (Anaeromyxobacter spp. ) of the level observed at day 11, after incubation
for 17 days. Meanwhile, after 1 day of incubation in flooding conditions, the numbers of Geobacteraceae spp. were static,
whereas the numbers of Anaeromyxobacter spp. decreased. After day 1, they accounted for just 0. 1%—4. 0% of the total
bacteria, suggesting little contribution to Fe (芋) reduction at this stage. Notably, the abundance of Geobacteraceae spp.
in Jilin soil was 38. 3% on day 5, while the highest Fe (芋) reduction rate was observed on day 4, indicating the important
role played by Geobacteraceae spp. in Fe (芋) reduction at this stage. The numbers of Geobacteraceae spp. and
Anaeromyxobacter spp. in Jilin soil increased slowly from day 5 to day 11, which coincided with the replacement of Fe (芋)
with sulfate as the electron accepter from 5 days after flooding. Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp. both showed
low abundance in the flooding soil of Sichuan, indicating that other, more abundant microbes were responsible for
facultative Fe (芋) reduction and that these other microbes might be more worthy of further study. Euclidean distance
clustering showed that the abundances of Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp. in different soils after flooding of
0 hours and 12 hours could reflect the differences in their capacities for Fe (芋) reduction. The results demonstrated that
the type of soil, its property, the planting area, and the variations in abundances of Geobacteraceae spp. in the different
soils were closely related to the capacity for microbial Fe (芋) reduction in flooded paddy soils.

Key Words: paddy soil; Geobacter; Anaeromyxobacter; abundance; real鄄time PCR

地杆菌和厌氧粘细菌是两类隶属变形杆菌 啄鄄亚纲的异化铁还原细菌,呈革兰氏阴性,广泛分布于厌氧沉

积环境[1鄄2],并且能够参与变价重金属的氧化还原、放射性金属元素稳定化及有机卤化物的生物代谢过

程[3鄄5]。 鉴于地杆菌和厌氧粘细菌在环境修复以及微生物电池方面的重要作用,二者成为目前的研究热

点[6鄄7]。 地杆菌和厌氧粘细菌具有代谢乙酸盐的特征,在厌氧条件下通过异化Fe (芋)还原作用,能够有效地

竞争电子供体使水稻土中依赖乙酸盐的产甲烷过程被抑制[8鄄9]。 Hori 等[10]的研究进一步发现,地杆菌和厌氧

粘细菌对氧化铁的利用具有差别,地杆菌可高效还原诸如水铁矿等易还原氧化铁,而厌氧粘细菌则能够偶联

乙酸盐氧化进行还原针铁矿的呼吸代谢,显示出铁还原功能群落在抑制甲烷产生方面的重要环境意义。 目

前,针对水稻土中微生物丰度和群落结构的研究多集中在产甲烷菌、氨氧化细菌和古菌等功能群落上[11],关
于铁还原群落的丰度特别是其动态变化鲜有报道。

我国水稻种植历史悠久,且水稻土资源丰富。 由于植稻区及耕作方式的不同,导致不同类型水稻土中土

壤性质、微生物组成以及微生物铁还原能力等有一定的差别[11鄄12]。 地杆菌和厌氧粘细菌作为典型的铁还原

微生物对不同水稻土中微生物铁还原的贡献是否存在差异? 或者不同水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌对淹水

培养过程的敏感性有何不同? 这些问题的回答对于深入认识铁还原微生物的环境效应具有重要的理论意义。
Noll 等[13]的研究显示,水稻土细菌群落结构在淹水 1 h 到 2 d 内变化最大。 那么,在此期间地杆菌和厌氧粘

细菌的丰度是否也存在显著变化? 这些变化能否影响不同水稻土的微生物铁还原能力? 为此,本研究通过水

稻土厌氧培养试验,采用 real鄄time PCR 技术,比较不同淹水培养时期土壤中地杆菌和厌氧粘细菌相对丰度的

变化,以期探讨地杆菌和厌氧粘细菌丰度变化与不同水稻土中异化铁还原能力之间的关系,为进一步阐明地

杆菌和厌氧粘细菌在土壤中的环境功能提供必要的理论依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 供试土壤

摇 摇 供试水稻土分别采自我国 4 类不同的稻作区[14]:东北早熟单季稻稻作区,采样点位于吉林省吉林市丰满

2524 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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区前二道乡河东村(43毅44忆 N,126毅30忆 E,以 JL 表示),土壤类型为简育水耕人为土(Hap鄄Stagnic Anthosols);华
北单季稻稻作区,采样点位于天津市塘沽区四道桥农场(38毅59忆 N,117毅40忆 E,以 TJ 表示),土壤类型为简育水

耕人为土(Hap鄄Stagnic Anthosols);华中双季稻稻作区的 2 个采样点分别位于四川省成都市邛崃县回龙镇柏

杨村(30毅18忆 N,103毅41忆 E,以 SC 表示)和浙江省宁波市宁海县梅林镇新村(29毅22忆 N,121毅26忆 E,以 ZJ 表示),
土壤类型分别为铁聚水耕人为土(Fec鄄Stagnic Anthosols)和潜育水耕人为土(Gen鄄eluvial鄄Stagnic Anthosols);华
南双季稻稻作区,采样点位于广西省北海市铁山港区南康镇(21毅35忆 N,109毅26忆 E,以 GX 表示),土壤类型为

铁聚水耕人为土(Fec鄄Stagnic Anthosols)。 在水稻收获后分别采集稻田耕层 0—20 cm 的土壤,捡去植物残体,
自然风干,磨细,过 1 mm 土壤筛,储存于塑料容器中,备用。 土样的基本理化性质见表 1。

表 1摇 土壤样品基本理化性质

Table 1摇 Properties of soil samples

土样
Soil sample

无定形铁
Amorphous Fe

/ (g / kg)

游离铁
Free iron
/ (g / kg)

有机碳
Organic Carbon

/ (g / kg)

全氮
TN

/ (g / kg)

硝态氮

NO-
3 鄄N

/ (mg / kg)

全磷
TP

/ (g / kg)

速效磷
Available P
/ (mg / kg)

pH

JL 4. 94 10. 10 41. 20 2. 78 1. 43 0. 37 4. 96 4. 92

SC 3. 08 11. 69 48. 90 2. 45 17. 50 0. 72 14. 50 7. 34

ZJ 3. 30 11. 90 29. 60 2. 94 7. 20 0. 49 33. 70 6. 11

GX 1. 92 11. 24 38. 40 2. 69 1. 32 0. 62 14. 60 5. 10

TJ 2. 69 4. 22 20. 40 1. 25 1. 40 1. 26 52. 83 7. 85

摇 摇 JL、SC、ZJ、GX 和 TJ 分别表示采集自吉林省、四川省、浙江省、广西省和天津市的水稻土

1. 2摇 培养及测定方法

试验采用土壤淹水培育方法。 称取风干水稻土样品 3. 000 g 若干份,置于 10 mL 血清瓶中,加 3 mL 无菌

水,充 N2除 O2,加橡胶塞及铝盖密封,25 益恒温避光培养。 分别设置 0 h、12 h、1 d、3 d、5 d、7 d、11 d、17 d 的

淹水培养时间处理,各处理重复 3 份。 采样时随机取出 1 瓶培养的泥浆,采用涡旋仪充分摇匀。 迅速从瓶中

分别吸取 0. 4 mL 泥浆置于预先称量过的含有 4. 6 mL 浓度为 0. 5 mol / L 的 HCl 溶液中,称重,确定采集的泥

浆质量,平行 3 份。 置于 25 益恒温箱中浸提 24 h,3500 r / min 离心,收集滤液进行 Fe(域)含量及测定[15]。 另

取一瓶摇匀后将泥浆转入 2. 0 mL 离心管中,10000 r / min 离心 5 min,收集滤液,采用 HPLC 方法测定硫酸盐

含量[16]。 取第 3 份泥浆样品,置于-20 益冰箱中冷冻保存,用于提取土壤总 DNA。 铁还原反应动力学拟合方

法参见文献[15]。
1. 3摇 土样中微生物总 DNA 提取

将冻藏的泥浆样品室温融解后混匀,吸取 0. 75 mL 泥浆使用土壤 DNA 提取试剂盒(FastDNA誖 SPIN,MP
Biomedicals 公司)提取土样总 DNA。 提取后的核酸用无菌去离子水溶解,于-20 益保存,备用。
1. 4摇 16S rDNA 的 real鄄time PCR

分别采用 COM1 / COM2[17]、GEO494F / GEO825R[18]和 FAc12鄄66f / FAc12鄄432r[19] 引物进行真细菌、地杆

菌科细菌和粘液球菌科下厌氧粘细菌属细菌 16S rDNA 的定量 PCR 测定。 实时定量 PCR 使用 ABsoluteTM

QPCR SYBR誖 Green Mix 试剂盒,在 Rotor Gene 3000 定量 PCR 仪上进行。 反应体系为:SYBR Green 2伊Buffer
5 滋L,引物 Geo494F 和 Geo825R 各 0. 07 滋L(10 pmol / 滋L),BSA 0. 14 滋L(20 mg / mL),总 DNA 模板 1 滋L,
ddH2O 补足 10 滋L,设置 4 个重复。 反应条件为 94 益预变性 15 min,94 益变性 30 s,使用降落 PCR 技术 65 益
退火 30 s,10 个循环,每个循环退火温度降低 1 益,72 益延伸 30 s,总反应 35—40 个循环,再在 72 益延伸 7
min,融解温度为 72—99 益。 数据处理使用定量 PCR 仪配套软件 version 6. 0. 23 进行。 用细菌通用引物 27F
和 1492R 扩增 Geobacter surfulreducens 的 16S rDNA,并与 T鄄easy 载体连接,转化到 JM109 感受态细胞,筛选阳

性克隆子进行质粒提取,测定质粒浓度并计算质粒拷贝数(滋L-1) [20],以 10 倍梯度稀释后的质粒为模板,构建

标准曲线。
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1. 5摇 数据处理

用 CurveExpert 1. 3 软件对铁还原数据进行拟合分析,采用 SPSS 16. 0 统计软件进行方差分析(ANOVA)
和基于欧氏距离的土壤聚类分析,Origin 8. 0 用于数据处理与做图。
2摇 结果与分析
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图 1摇 水稻土淹水培养过程中 Fe(域)含量变化

Fig. 1摇 Fe(域) content in flooding paddy soils during incubation

2. 1摇 不同水稻土中Fe (芋)还原特征

厌氧培养过程中不同水稻土的 Fe(域)浓度变化如

图 1 所示。 总体上看,JL 和 TJ 水稻土样品中产生的 Fe
(域)较多,而广西水稻土的 Fe(域)较少。 不同土样中

Fe(域)浓度的快速增长期都在 7 d 以前。 厌氧培养的

7—17 d 之间,SC、ZJ 和 GX 水稻土的Fe (芋)还原过程

基本达到稳定状态,而 JL 和 TJ 水稻土中 Fe(域)浓度

依然处于缓慢增加的趋势。 采用 Logistic 模型对不同水

稻土的铁还原过程进行拟合,获得的铁还原特征参数见

表 2。
从表 2 看出,Fe (芋)最大还原潜势(a)在不同稻

作区的样品之间差异显著,位于东北早熟单季稻稻作区

的 JL 样品中最高,其次为位于华北单季稻稻作区的 TJ 土样,随后是同处华中双季稻稻作区的 SC 和 ZJ 土样,
而华南双季稻稻作区的 GX 样品中 a 值最低。 总体上表现出由北向南 a 值逐渐减小的变化趋势。 与 a 类似,
JL 水稻土中最大反应速率(Vmax)最高,数值为 0. 632 mg·g-1·d-1;GX 水稻土中 Vmax最低,为 0. 197 mg·g-1·d-1,
TJ、SC 和 ZJ 水稻土中 Vmax 值较为相近,在 0. 424 到 0. 468 mg·g-1·d-1 之间。 从最大反应速率对应的时间

(TVmax)比较,TJ、SC 和 ZJ 水稻土中数值接近(1. 77 — 2. 79 d),而 JL 与 GX 水稻土的 TVmax相似。 Fe (芋)还
原特征参数的差异一方面反映出土壤中能够被微生物还原的氧化铁数量、Fe (芋)还原微生物丰度和性质的

不同,另一方面也与气候及土壤耕作状况有关。 东北早熟单季稻作区土壤大多时间处于温度较低的环境,微
生物活动性相对较弱,土壤中氧化铁形态变化较南方高温、高湿度环境下缓慢,而华南双季稻作区土壤中氧化

铁主要以晶体态(如赤铁矿)存在,无定形氧化铁数量显著降低,所以导致不同土壤中Fe (芋)最大还原潜势

和 Vmax产生明显区别。

表 2摇 不同淹水水稻土中的Fe (芋)还原反应的 Logistic 模型动力学参数

Table 2摇 The kinetics parameters of Fe(芋) reduction in different flooding paddy soils

土样
Soil sample

动力学模型参数 Parameters of Logistic model

a / (mg / g) b c
Vmax

/ (mg·g-1·d-1)
TVmax

/ d

JL 5. 181依0. 070A 7. 301依0. 739A 0. 488依0. 060A 0. 632依0. 079a 4. 074依0. 308A

TJ 4. 399依0. 174B 1. 978依0. 308D 0. 386依0. 133A 0. 424依0. 130b 1. 767依0. 252C

SC 3. 404依0. 097C 4. 350依0. 193C 0. 526依0. 046A 0. 448依0. 025b 2. 792依0. 153B

ZJ 3. 065依0. 120C 5. 178依0. 821B 0. 610依0. 102A 0. 468依0. 066b 2. 694依0. 255B

GX 1. 859依0. 018D 5. 219依1. 117B 0. 425依0. 045A 0. 197依0. 023c 3. 891依0. 257A

摇 摇 所有参数的测定值表示为“均值依标准差值冶;不同大写字母表示不同土样同一参数差异极显著(P<0. 01);不同小写字母表示不同土样同一

参数差异显著(P<0. 05)

2. 2摇 淹水初期不同水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌的丰度变化

针对 Noll 提出的水稻土细菌群落结构在淹水 1 h 到 2 d 内变化最大的观点[13],本研究首先探讨了不同水

稻土淹水 12 h 后细菌、地杆菌和厌氧粘细菌的拷贝数变化(表 3)。 整体上地杆菌的拷贝数大于厌氧粘细菌,
但在 GX 样品中二者拷贝数可达到相同数量级。 采用地杆菌和厌氧粘细菌拷贝数占细菌的比例来表示其相

应的丰度变化,分别以 G / B 和 A / B 表示。 淹水 12 h 后 JL 和 TJ 样品中的地杆菌丰度较之 0 h 处理分别增加
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了 394%和 26% ,而 SC、ZJ 和 GX 样品中其丰度分别为 0 h 处理的 8. 75% 、7. 10%和 12. 50% ,表现出明显的

降低趋势;厌氧粘细菌丰度变化特征与地杆菌相似,JL 和 TJ 样品在淹水培育 12 h 后丰度增加了 321% 和

41% ,而 SC、ZJ 和 GX 土样中的丰度有所降低,分别为 0 h 处理的 10. 89% 、11. 10%和 11. 61% 。 G / B 和 A / B,
降低的原因与细菌拷贝数的迅速增大有关。

表 3摇 淹水初期不同水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌丰度变化

Table 3摇 Abundance variations of Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp. at initial stage of flooding incubation

土样
Soil sample

淹水时间
Flooding time

/ h

16S rDNA 拷贝数 Copies of 16S rDNA / g 干土

地杆菌伊107

Geobacteraceae
厌氧粘细菌伊106

Anaeromyxobacter
细菌伊109

Bacteria
G / B A / B

JL 0 1. 42依0. 160A 4. 99依0. 414A 4. 45依0. 562A 3. 18伊10-3 1. 12伊10-3

12 1. 47依0. 078A 4. 40依0. 209A 0. 932依0. 078B 1. 57伊10-2 4. 72伊10-3

TJ 0 3. 39依0. 567A 2. 03依0. 529A 2. 17依0. 046A 1. 56伊10-2 9. 35伊10-4

12 8. 33依0. 443B 5. 58依0. 074B 4. 22依0. 213B 1. 97伊10-2 1. 32伊10-3

SC 0 2. 62依0. 090A 2. 02依0. 176A 2. 05依0. 105A 1. 28伊10-2 9. 83伊10-4

12 2. 05依0. 154B 1. 97依0. 053A 18. 4依1. 130B 1. 12伊10-3 1. 07伊10-4

ZJ 0 2. 63依0. 159A 2. 26依0. 257A 1. 07依0. 061A 2. 45伊10-2 2. 10伊10-3

12 4. 18依0. 414B 5. 58依0. 202B 24. 0依1. 180B 1. 74伊10-3 2. 33伊10-4

GX 0 1. 55依0. 087A 11. 9依1. 380A 1. 34依0. 105A 1. 16伊10-2 8. 87伊10-3

12 1. 69依0. 124A 12. 0依1. 130A 11. 7依0. 461B 1. 45伊10-3 1. 03伊10-3

摇 摇 不同大写字母表示相同土样同一菌群不同培养时期拷贝数间差异极显著(P<0. 01)

淹水 0 h 和 12 h 后水稻土中细菌、地杆菌和厌氧粘细菌拷贝数的差异可作为其对淹水响应敏感性的表

征。 由表 3 中不同淹水时间处理间的差异显著性可见,JL 土样中地杆菌和厌氧粘细菌对初期淹水过程不敏

感,其细菌的拷贝数还有明显的降低;TJ 和 ZJ 样品中细菌、地杆菌和厌氧粘细菌均对淹水敏感;SC 样品中地

杆菌和细菌对淹水均敏感;在 GX 样品中,只有细菌对淹水敏感。 随着淹水过程进行,厌氧及兼性厌氧的细菌

逐渐加速繁殖,可导致细菌拷贝数的显著增加。 有报道认为厌氧粘细菌属于兼性厌氧细菌[21],所以在初期淹

水时其拷贝数显著增加是合理的。 然而,在 TJ 和 ZJ 样品中地杆菌对初期淹水具有敏感性则值得注意,因为

通常认为地杆菌是在绝对厌氧环境中生长。 尽管采用通氮气的方法去除了反应容器气相中的氧,但水相中的

溶解氧消耗仍然需要一定的时间。 在短暂的 12 h 淹水中,地杆菌拷贝数的明显增大是否反映出 TJ 和 ZJ 样品

中地杆菌群落变化的特殊性,有待深入研究。
2. 3摇 短期淹水培养过程中地杆菌和厌氧粘细菌丰度变化

针对淹水培养过程中不同水稻土微生物群落具有不同Fe (芋)还原特征[15] 以及细菌群落发生演替的特

点[13],本研究进一步探讨了不同水稻土淹水 1—17 d 后细菌、地杆菌和厌氧粘细菌的拷贝数变化(如表 4 所

示)。 在淹水培养 1 d 至 11 d 期间,JL 样品中地杆菌和厌氧粘细菌拷贝数均随淹水时间呈现显著增加趋势。
其中 1 d 到 5 d 之间的增加速率大(15. 53 和 4. 71 倍),而 5 d 到 11 d 之间增长速率有所降低(1. 42 和 4. 11
倍)。 淹水 17 d 时,地杆菌和厌氧粘细菌拷贝数均显著下降。 表明淹水时间对地杆菌和厌氧粘细菌的拷贝数

具有影响。 SC 样品中地杆菌拷贝数在 17 d 的淹水过程中持续显著增加,其中 1 d 到 5 d 增速最快(7. 53 倍),
5 d 到 17 d 的增幅缓慢,仅增加了 0. 98 倍。 厌氧粘细菌的拷贝数在 1 d 到 5 d 增速较慢(3. 89 倍),5 d 到 11
d 增速加快(6郾 93 倍),而 17 d 时则显著下降。

细菌的拷贝数变化在 2 种土壤中有所差别。 在 JL 样品中,表现为 1—11 d 拷贝数增加,并且 17 d 时基本

稳定在 11 d 的水平。 在 SC 土样中,淹水 1 d 时的细菌拷贝数就已经达到较高的数值,而在随后的淹水培养中

则处于波动变化,其原因可能与土壤中细菌群落演替过程的差异有关。
从淹水过程中的丰度变化比较,JL 水稻土中地杆菌在淹水 5 d 时达到最高,地杆菌可占到细菌的
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38郾 30% ,在不同淹水时段中增幅最大,并且与其最大铁还原速率对应的时间 TVmax(4. 07 d)比较一致;之后的

淹水培养中,地杆菌丰度持续下降,到 17 d 时仅为 4. 06% ;SC 水稻土中地杆菌丰度持续缓慢增长,至 17 d 时

达到 3. 95% 。 由此可见,两种水稻土中地杆菌的丰度存在着较大的差异。 两种水稻土中,厌氧粘细菌丰度均

在 11 d 时达到峰值,分别为 1. 02伊10-5和 3. 69伊10-6,17 d 时分别下降到 4. 28伊10-7和 3. 87伊10-7。 总体上看,
两种水稻土中地杆菌丰度明显高于厌氧粘细菌,表明地杆菌对水稻土中铁还原的贡献大于厌氧粘细菌。

表 4摇 短期淹水培养过程中地杆菌和厌氧粘细菌丰度变化

Table 4摇 Abundance variations of Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp. during short鄄term flooding incubation

土样
Soil

淹水处理
Flooding time

/ d

16S rDNA 拷贝数 Copies of 16S rDNA / g 干土

地杆菌伊109

Geobacter
厌氧粘细菌伊106

Anaeromyxobacter
细菌伊1011

Bacteria
G / B A / B

JL 1 21. 9依2. 5D 1. 42依0. 113C 4. 90依0. 48C 4. 46伊10-2 2. 89伊10-6

5 340. 0依33. 9B 6. 69依1. 032B 8. 87依1. 88B 3. 83伊10-1 7. 54伊10-6

11 482. 0依51. 9A 27. 50依3. 590A 27. 00依1. 19A 1. 79伊10-1 1. 02伊10-5

17 106. 0依3. 4C 1. 12依0. 114C 26. 10依1. 93A 4. 06伊10-2 4. 28伊10-7

SC 1 5. 8依0. 4D 0. 62依0. 032C 37. 20依3. 14B 1. 55伊10-3 1. 67伊10-7

5 43. 7依7. 8C 2. 41依0. 256B 33. 50依2. 72B 1. 30伊10-2 7. 19伊10-7

11 56. 4依3. 7B 16. 70依1. 330A 45. 40依3. 24A 1. 24伊10-2 3. 69伊10-6

17 86. 6依9. 2A 0. 85依0. 145C 21. 90依1. 86C 3. 95伊10-2 3. 87伊10-7

2. 4摇 短期淹水培养过程中硫酸盐含量变化

短期淹水培养过程中 JL 和 SC 水稻土中硫酸盐浓度变化如图 2 所示。 从图 2 可以看出,JL 样品中在淹水

1 d 至 5 d 的硫酸盐浓度变化不大,5 d 到 11 d 迅速下降,17 d 时硫酸盐基本上被还原;SC 样品中在 1—3 d 硫

酸盐浓度变化不明显,而 3—11 d 被迅速消耗,11—17 d 维持在极低的浓度水平。 将硫酸盐浓度变化与 Fe
(域)浓度变化过程(图 1)比较发现,硫酸盐的还原过程发生在土壤中Fe (芋)迅速还原之后,即当 Fe(域)浓
度迅速积累时,硫酸盐浓度变化缓慢,而当Fe (芋)还原速率减小时,硫酸盐浓度表现出迅速下降的趋势,这表

现出一种电子受体之间的接替,硫酸盐有可能作为地杆菌和厌氧粘细菌的电子受体支持其 5 d 到 11 d 的继续

生长。 对于 17 d 时 JL 和 SC 样品中厌氧粘细菌拷贝数的下降和 JL 土样中地杆菌拷贝数的下降也许与 11 d
至 17 d 之间表现出的硫酸盐耗竭现象有关。
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图 2摇 短期淹水培养过程中硫酸盐的浓度变化

摇 Fig. 2摇 Sulfate concentration variations in slurry during short鄄

term incubation摇

2. 5摇 不同水稻土处理间的聚类分析

图 3 和图 4 分别表示采用最大Fe (芋)还原潜势

(a)、Fe (芋)最大还原速率(Vmax)和Fe (芋)最大还原

速率对应的时间(TVmax)作为参数以及地杆菌和厌氧粘

细菌在淹水 0 h 和 12 h 的丰度为参数的欧氏距离图。
总体上看,针对不同水稻土的两类参数聚类分析结

果完全吻合,显示淹水培养初期不同水稻土中地杆菌和

厌氧粘细菌的丰度可以反映其Fe (芋)还原能力的差

异,一定程度上说明典型铁还原菌对水稻土Fe (芋)还
原能力所起的作用。 SC 和 ZJ 水稻土在类型上最为相

似,TJ 水稻土在聚类上最接近 SC 和 ZJ 水稻土,继而与

JL 水稻土聚为一簇,GX 水稻土与其余土样构成的集群

有明显区别。 从聚类结果还可看出,位于相似纬度和植

稻区的土壤样品可能存在相近的铁还原特征。
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图 3摇 不同水稻土基于地杆菌和厌氧粘细菌丰度的聚类

摇 Fig. 3摇 Hierarchical clustering of 5 paddy soils by abundance of

Geobacteraceae spp. and Anaeromyxobacter spp.

JL、SC、ZJ、GX 和 TJ 分别表示采集自吉林省、四川省、浙江省、广西

省和天津市的水稻土
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图 4摇 不同水稻土基于Fe (芋)还原能力的聚类

摇 Fig. 4摇 Hierarchical clustering of 5 paddy soils by Fe (芋)

reduction potential

3摇 讨论

3. 1摇 不同水稻土中Fe (芋)还原能力的差异

摇 摇 淹水培养试验中,不同土样的Fe (芋)最大还原潜势按稻作区从北向南,从单季种植到双季种植逐渐降

低。 JL 样品中无定形铁含量最高,为 4. 94 g / kg,广西土样中该值最低,为 1. 92 g / kg,分别对应二者所呈现的

最高和最低Fe (芋)最大还原潜势,说明土壤中可被微生物还原的氧化铁的量与其Fe (芋)的最大还原量密

切相关。 有研究指出[22],淹水 28—91 d 期间,在 1. 5—16. 5 cm 的土层中二价铁矿物如菱铁矿和四方硫铁矿

大量形成。 所以,长时间淹水过程不仅可导致土壤中 Fe2+浓度减少,还将制约着水稻土中作为电子供体的三

价铁的总量,从而降低了再次淹水时 Fe(域)的积累。 结合双季稻稻作区总体淹水时间比单季稻稻作区长的

实际情况,可以解释为什么来源于后者的土样具有较高的Fe (芋)最大还原潜势。 从土壤类型来看,JL 和 TJ
土样属于简育水耕人为土,其特点是铁淋溶淀积不强烈,种稻频率不高,推测可还原铁含量较高,所以最大铁

还原潜势相应较大。 GX 水稻土属于铁聚水耕人为土,由于明显的还原淋溶和氧化沉积作用,铁在水耕氧化

还原层的聚集以晶体态铁为主,故 GX 样品的最大Fe (芋)还原潜势在所有样品中最低。
3. 2摇 16S rDNA 拷贝数与群落演替

淹水对于水稻土来说是一种土体扰动,会对土壤微生物种群丰度产生巨大影响,且这种影响因土壤性质

不同而有较明显的差异[23]。 细菌细胞内核糖体的合成速率和数量变化可以反应其对外界环境变化的响应及

生长状况[24],故通过核糖体 16S rDNA 拷贝数的测定可以较为准确的描述不同环境中微生物种群丰度的大小

和活跃程度。 淹水初期不同土壤中细菌拷贝数的变化存在显著差异,原因是淹水 48 h 内细菌群落演替明

显[13],而不同种属的细菌个体所具有的 16S rDNA 拷贝数为 1—12 个[25],当高拷贝数菌群取代低拷贝数菌群

成为优势种群时,对应检测到的总细菌拷贝数自然上升,反之表现为数值下降。 有报道[26] 指出,较之低纬度

区域,高纬度东北黑土微生物在最低培养温度(4 益)时的呼吸速率、可利用碳源数和生物多样性指更高,说明

土壤微生物在接近来源地温度培养下可获得较好的生长。 本试验的培养温度为 25 益,高于吉林省平均气温,
温度胁迫导致菌群的演替,适应较高温度的菌种发展为优势种群,且有可能为低拷贝数种群,所以 JL 水稻土

中细菌总拷贝数有所下降。 梭菌属(Clostridium)和芽孢杆菌(Bacillus)个体所含 16S rDNA 拷贝数分别为 9—
10 个和 10—12 个[27鄄28],属于高拷贝数种群,且二者均可在淹水条件下通过发酵代谢进行异化铁还原[29]。 在

SC、ZJ 和 GX 土样中,由于淹水后土壤性质可能适合梭菌属和芽孢杆菌的迅速增殖,所以短时间内细菌总拷

贝数上升很快。 但 Graff 等[30]在河岸风干土淹水培养实验中发现,未淹水土样的 16S rDNA 文库中芽孢杆菌

所占比例最高,说明也存在淹水后芽孢杆菌种群减少的现象,这也许是 JL 水稻土中总细菌拷贝数的下降的原

因之一。 在已知全序列的地杆菌和厌氧粘细菌中,16S rDNA 拷贝数平均值分别为 2. 4 和 2[31],在总拷贝数已

知时,经计算可以较为准确的反应这类地杆菌和厌氧粘细菌的实际细胞数,这一点通过比较传统细胞计数和

基于拷贝数计数的结果可以证实[32]。 但另一方面,由于还有全基因序列未知的地杆菌和厌氧粘细菌存在,这
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些菌种个体所含的 16S rDNA 拷贝数是不确定的,所以由于环境变化引起的地杆菌或厌氧粘细菌群落的演替

还是会造成各自总拷贝数的变化,具体表现为 17 d 淹水培养的 JL 和 SC 水稻土中地杆菌拷贝数的变化趋势

不同。 总之,水稻土性质决定淹水后菌群演替的不同,表现为不同水稻土细菌、地杆菌和厌氧粘细菌 16S
rDNA 拷贝数变化的差异。
3. 3摇 水稻土 pH 与地杆菌和厌氧粘细菌对淹水的敏感性

不同水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌拷贝数对淹水 12 h 表现出不同的敏感性,而 pH 值也是水稻土淹水后

快速变化的指标。 本试验中发现,pH 值分别为 4. 92 和 5. 10 的 JL 和 GX 水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌对淹

水不敏感,而在 pH 值为 6. 11 和 7. 85 的 ZJ 和 TJ 水稻土中,地杆菌和厌氧粘细菌均高度敏感。 这一现象是一

种巧合还是反映土壤 pH 值与地杆菌和厌氧粘细菌对淹水的敏感性之间的内在联系,需要进一步探讨。 纯培

养试验证实[33, 5],地杆菌和厌氧粘细菌的最适生长 pH 值分别为 6. 7—7. 0 和 7. 0。 综合推断,在 pH 值先达到

中性环境的水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌生长迅速,即表现为对淹水响应敏感。 本试验采用的 SC 水稻土为

石灰性土壤,淹水后其地杆菌拷贝数显著下降,而厌氧粘细菌则变化不大,表现出特殊性,原因还有待研究。
3. 4摇 不同水稻土中地杆菌和厌氧粘细菌丰度变化与Fe (芋)还原的关系

淹水 1 d 内地杆菌拷贝数变化不大,厌氧粘细菌持续下降,期间 Fe(域)快速积累,但地杆菌和厌氧粘细

菌的丰度最高仅为 0. 04,推测二者对淹水初期Fe (芋)还原贡献不大,有可能是其他Fe (芋)还原机制在起作

用,如 Lehours 等[34]报道的 Clostridium saccarobutylicum 可在厌氧环境中通过发酵产氢还原Fe (芋)。 1—5 d
期间,Fe (芋)还原速率最快,同时 JL 和 SC 水稻土中地杆菌拷贝数分别增加 14. 5 倍和 6. 5 倍,由此推测 1—5
d 期间地杆菌和厌氧粘细菌通过Fe (芋)还原维持增长,且地杆菌表现出更强的相关性,因其在两种土壤中丰

度峰值均高于厌氧粘细菌 4 个数量级,5 d 时 JL 中地杆菌更是占到细菌的 38. 3% 。 有报道[35]证实,Geobacter
sulfurreducens 可以通过直接接触和电子传递体两种机制来还原水铁矿,而 Geobacter lovleyi sp. 可以通过鞭毛增

加移动性[36],这些生理特性令地杆菌在此阶段快速竞争电子供体并大量增殖。 5—11 d 时 JL 和 SC 样品中地

杆菌拷贝数分别增加 42%和 29% ,厌氧粘细菌拷贝数增加到 4. 1 倍和 6. 9 倍,而此时Fe (芋)还原的速率放

缓,硫酸盐的还原增加,推测地杆菌和厌氧粘细菌中可能存在可以还原硫酸盐的菌种。 在细胞培养水平上,没
有研究显示地杆菌或厌氧粘细菌能够利用硫酸盐作为电子受体,但不能排除其在自然环境中存在的可能性。
例如 Geobacter Bemidjiensis 就存在编码和硫酸盐还原菌相同代谢酶的基因[37]。 与此同时,某些硫酸盐还原菌

在系统发育上和地杆菌非常近似,序列相似度高[38鄄39],在 PCR 扩增时可能被计入拷贝数,导致地杆菌拷贝数

的增加。 再者,地杆菌和厌氧粘细菌可以部分还原生物利用度低的结晶态氧化铁[10],纯菌培养试验还证实了

厌氧粘细菌可以广泛利用有机卤化物、硝酸盐、延胡索酸盐、硫代硫酸盐等作为电子受体[40],说明在可溶性和

无定形氧化铁匮乏的条件下,地杆菌和厌氧粘细菌还可以利用其他电子受体维持生长,且本研究结果显示此

时厌氧粘细菌生长好于地杆菌。 与 JL 样品不同,SC 样品中的地杆菌丰度最高仅为 3. 95% ,厌氧粘细菌更低,
暗示 SC 水稻土中Fe (芋)还原的主要参与者应是地杆菌和厌氧粘细菌外的其他种群,推测可能是梭菌属或

芽孢杆菌,它们均可在发酵过程中利用 3 价铁作为补充电子受体[34, 41],加之二者都是高拷贝数种群,作为优

势群体时恰好符合 SC 水稻土中的细菌拷贝数整体上高于 JL 水稻土的现象。 可以推测,不同类型水稻土中

Fe (芋)还原菌群构成存在差异,从而决定了Fe (芋)还原机制的不同。
本试验所用土样为天然水稻土风干土,淹水培养期间未添加任何外源碳源和电子受体,故可以真实的反

映自然环境中地杆菌和厌氧粘细菌在淹水土壤中的生长状态和其与Fe (芋)还原的关系。 研究显示水稻土的

Fe (芋)还原能力和土壤类型、性质、稻作区分布及其中地杆菌丰度密切相关。 下一步工作在于不同水稻土中

Fe (芋)还原菌的分离和鉴定,以期阐明这些因素影响Fe (芋)还原的机制。
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