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低甲烷排放转基因水稻对土壤微生物群落的影响

宋亚娜∗，张珊珊，胡太蛟，吴明基
福建省农业科学院生物技术研究所福建省农业遗传工程重点实验室，福州　 ３５０００３

摘要：低甲烷排放转基因水稻是实现水稻低碳生产的理想材料。 土壤微生物驱动了稻田甲烷的产生，低甲烷排放转基因水稻土

壤微生物群落组成的变化不仅影响稻田甲烷排放，也关系到土壤微生态系统的稳定性。 通过对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、真菌 ＩＴＳ
基因的高通量测序及 ｍｃｒＡ、ｎｉｆＨ、ａｍｏＡ 和 ｎｉｒＳ 等功能基因的荧光定量 ＰＣＲ，分析了低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）与野生型

水稻（ＭＨ８６）土壤微生物群落间的差异。 结果显示：稻田土壤细菌群落的 α⁃多样性指数在 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间无明显差异，且
仅在水稻分蘖期 ８６Ｒ２７⁃３ 的土壤真菌群落多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 及均匀度指数 Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ 显著高于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；β⁃多
样性分析表明土壤细菌或真菌群落组成在 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间均没有显著差异；但在水稻齐穗期：８６Ｒ２７⁃３ 土壤的放线菌门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、罗泽真菌门（Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ）的相对丰度显著高于 ＭＨ８６ （Ｐ＜ ０． ０５），而酸杆菌门（Ａｃｉｄｉｂａｃｔｅｒｉａ）、子囊菌门

（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）的相对丰度显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；土壤微生物群落功能预测显示，８６Ｒ２７⁃３ 土壤氮、硫和锰代谢细菌功能群

丰度显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５），如分蘖期的土壤硝酸盐还原、硝酸盐呼吸、硫代硫酸盐呼吸及硫呼吸，齐穗期和成熟期的好氧

亚硝酸盐氧化及成熟期的锰氧化等；与 ＭＨ８６ 相比，８６Ｒ２７⁃３ 的土壤真菌功能群丰度有减有增，如在水稻不同生育期内的其未

定义腐生物银耳目、嗜热囊菌科、镰刀菌属及韦斯特氏菌功能群丰度显著降低（Ｐ＜０．０５），而其分蘖期的动物内共生体腐生生物

毕赤酵母属和未定义腐生物马勃科功能群丰度显著提高（Ｐ＜０．０５）。 定量 ＰＣＲ 分析表明 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中的产甲烷细菌 ｍｃｒＡ 基

因丰度显著低于ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５），同时，土壤固氮菌 ｎｉｆＨ 基因、氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因及反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因的丰度在 ８６Ｒ２７⁃３
土壤中也显著降低（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）对土壤细菌或真菌的群落组成没有影响，但可引起

主要细菌或真菌种类的相对丰度及某些细菌或真菌功能群丰度发生变化，并显著降低了稻田土壤微生物功能基因丰度。
关键词：低甲烷排放转基因水稻；微生物群落；功能基因；高通量测序
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ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｃｒＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ （Ｐ＜０．０５） ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＭＨ８６； ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ， ａｍｍｏｎｉａ⁃
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ＜０．０５） ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｏｆ
８６Ｒ２７⁃３． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｌｏｗ⁃ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ （８６Ｒ２７⁃３） ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｒ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ， ｂｕｔ ｃｏｕｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｒ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｍｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｒ ｆｕｎｇａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｌｏｗ⁃ｍｅｔｈａｎｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ； ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ； ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

稻田是温室气体甲烷（ＣＨ４）的主要排放源之一，其年排放量约占全球甲烷排放总量的 １２％—２６％［１］。 稻

田甲烷排放是化学、物理和生物因素共同作用，由土壤微生物驱动的甲烷产生、氧化及释放的过程［２—３］。
水稻品种遗传性状决定的光合特性、根系特性、通气组织运输能力等水稻生物学特性，是影响稻田甲烷排

放的关键因素。 甲烷低排高产水稻品种的选育是减少稻田甲烷排放、实现水稻低碳生产的关键措施。 近年

来，随着现代分子技术的迅速发展，借助大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ．）转录因子 Ｈｖｓｕｓｉｂａ２ 基因调节水稻光合产物

的分配，将 Ｈｖｓｕｓｉｂａ２ 基因转化水稻，培育出了籽粒高淀粉含量且甲烷低排的转基因水稻材料［４］。 与野生型水

稻比较低甲烷排放转基因水稻生长季内甲烷总排放量的减排率可达到 ３０％—５０％［４—６］，实现了减少稻田甲烷

排放、促进水稻增产的目标。
研究发现，低甲烷排放转基因水稻改变了水稻光合碳的产生与分配，提高籽粒淀粉含量的同时减少了光

合碳向根系的分配，水稻根系体积明显变小，土壤中产甲烷菌群落发生变化、丰度显著降低，从而降低了稻田

甲烷排放量［７］。
微生物驱动了土壤物质循环及肥力演变，微生物群落多样性直接影响土壤生态系统的稳定性与可持续

性［８］。 土壤养分转化、物质代谢过程均由相关功能微生物驱动进行，如，参与生物固氮的土壤固氮菌、氮素硝

化及反硝化过程的硝化和反硝化细菌，其中固氮菌 ｎｉｆＨ 基因、氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因以及反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基

因等功能基因的丰度与功能，是评价土壤固氮及氮素转化的重要指标。
低甲烷排放转基因水稻促进了碳向植株地上部的运输而减少了碳向地下部的运输［４］，随根系脱落物分

泌物进入土壤中的有机碳减少，微生物生存所需碳源减少，从而影响其生存并可能改变微生物群落的组成和

功能。 此外，通过根系分泌物和作物残留物进入农田土壤的转基因作物的外源基因及其表达产物，可能影响

土壤微生物群落的多样性及功能［９］。 虽然，低甲烷排放转基因水稻能够显著实现稻田甲烷减排，对减缓农业

温室气体排放和控制全球变暖具有重要意义，但是，其种植是否会改变土壤微生物群落组成与功能、影响土壤

８６６６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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微生态系统的稳定与可持续性是十分值得关注的问题，也是转基因作物释放所必须的环境安全评价的研究

内容。
目前，高通量测序技术是土壤微生物分子生态学研究的主要手段之一［１０—１１］。 高通量测序在稻田微生物

多样性的研究中也有广泛应用，如， 我们曾利用高通量测序技术分析了抗虫转基因水稻土壤细菌和真菌群落

组成的变化［８］；还有研究通过对红壤性稻田根际微生物的高通量测序，发现施用生物黑炭的水稻根际土壤中

促生菌有增加趋势［１２］； 通过对细菌 １６Ｓ 保守区的高通量测序， 发现轮作土壤微生物丰富度远高于连

做［１３］等。
为了揭示低甲烷排放转基因水稻对土壤微生物群落的影响，本研究通过对土壤细菌和真菌的高通量测

序，及固氮菌 ｎｉｆＨ 基因、氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因、反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因和产甲烷菌 ｍｃｒＡ 基因的定量 ＰＣＲ 分

析，初步明确了低甲烷排放转基因水稻土壤微生物群落组成与功能的变化情况，为其应用及环境安全评价提

供了理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 田间试验

于 ２０１９—２０２１ 年进行了 ３ 年田间定位试验，试验地点在福建省农业科学院寿山试验站（２６°１１′Ｎ， １１９°１６′Ｅ）。
本研究的田间试验获得了转基因植物中间试验安全审批（农基安办报告字［２０１８］第 ３３４ 号、农基安办报告字

［２０２１］第 ２５１８ 号）。 试验设置低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）及其对应的非转基因野生型籼稻“明恢 ８６”
（ＭＨ８６）的 ２ 个处理，每个处理重复 ３ 次，６ 个田间小区随机排列，小区面积 ３５ ｍ２。 其中，利用大麦 Ｈｖｓｕｓｉｂａ２
基因构建双 Ｔ⁃ＤＮＡ 载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１⁃ｓｂｅＩＩｂ⁃ｈｖｓｕｓｉｂａ２，通过农杆菌方法转化水稻“明恢 ８６” （ＭＨ８６），经过

多代自交获得转 Ｈｖｓｕｓｉｂａ２ 基因纯合水稻株系 ８６Ｒ２７⁃３。 试验水稻栽培的肥水和田间管理按当地常规进行。
供试土壤为红壤， 基本理化性状如下： ｐＨ ５．７８，有机质含量 １９．５０ ｇ ／ ｋｇ，全氮、磷、钾含量分别为 １．１９ ｇ ／ ｋｇ、
０．２５ ｇ ／ ｋｇ和 １８．２６ ｇ ／ ｋｇ，有效氮、磷、钾含量分别为 １２３．６２ ｍｇ ／ ｋｇ、２５．６７ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ７０．２３ ｍｇ ／ ｋｇ。 田间试验水稻

作中稻栽培，即 ５ 月初播种、６ 月初插秧及 ９ 月中下旬收获，稻茬自然越冬，每年种植的田间小区排列方式保

持一致。
１．２　 土壤样品采集

在定位试验第 ３ 年于水稻分蘖期、齐穗期和成熟期采集稻田土壤，采用 ５ 点法用土钻采集 ０—２０ ｃｍ 深度

的土层土壤，每小区采集的土壤混合为 １ 个样品。 每个样品分成 ２ 份，分别用于土壤微生物分析和土壤理化

测定。
１．３　 土壤微生物 ＤＮＡ 提取

用 ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ （Ｆｏｒ Ｓｏｉｌ） （ＱＢＩＯｇｅｎｅ）的试剂盒提取土壤微生物总 ＤＮＡ，ＤＮＡ 样品-２０ ℃ 保存

待用。
１．４　 土壤微生物的荧光定量 ＰＣＲ

用 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ７５００）扩增仪分别对固氮菌、氨氧化细菌、反硝化细菌和产甲烷菌的

功能基因进行绝对荧光定量 ＰＣＲ 分析［１４—１７］（表 １）。 反应体系包括稀释 ５ 倍的 ＤＮＡ１ mＬ，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ （２×）１０ mＬ，ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＤｙｅⅡ （５０ ×）０．４ mＬ，引物各 １ mＬ （１０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ 生工生物工程，上海），超纯

水补齐至总体积 ２０ mＬ。 扩增条件为：先 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ，然后进行 ４０ 个循环，每个循环变性 ９５ ℃ ３０ ｓ，退
火温度见表 １、退火时间 ４０ ｓ，延伸 ７２ ℃ ４０ ｓ。 通过将各个基因的 ＰＣＲ 扩增产物克隆到 ｐＭＤ⁃ １８ 载体

（ＴａＫａＲａ 大连）后以质粒 ＤＮＡ 为标准品，１０ 倍梯度稀释质粒 ＤＮＡ 制作标准曲线［１８］。 获得各功能基因的标

准曲线范围分别为，ｎｉｆＨ：９．００×１０８—９．００×１０３拷贝数 ／ mＬ、ａｍｏＡ：１．４２×１０８—１．４２×１０３拷贝数 ／ mＬ、ｎｉｒＳ：４．３８×
１０８—４．３８×１０３拷贝数 ／ mＬ 和 ｍｃｒＡ：４．５６×１０８—４．５６×１０３拷贝数 ／ mＬ，标准曲线的 Ｒ２均达到 ０．９９，扩增效率分别

为 １．０２、０．９９、０．９８ 和 １．０１。

９６６６　 １５ 期 　 　 　 宋亚娜　 等：低甲烷排放转基因水稻对土壤微生物群落的影响 　
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表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 的引物及扩增条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

目标基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增长度 ／ ０．０１％
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｌｅｎｇｔｈ

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

固氮菌 ｎｉｆＨ 基因
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ

ｎｉｆＨ⁃Ｆ： ＡＡＡＧＧＹＧＧＷＡＴＣＧＧＹＡＡＲＴＣＣＡＣＣＡＣ
ｎｉｆＨ⁃Ｒ： ＴＴＧＴＴＳＧＣＳＧＣＲＴＡＣＡＴＳＧＣＣＡＴＣＡＴ ４５８ ６１

氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因
Ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ

ａｍｏＡ１Ｆ： ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ
ａｍｏＡ２Ｒ： ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ ４９０ ５７

反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ

ｎｉｒＳ４Ｆ： ＴＴＣＲＴＣＡＡＧＡＣＳＣＡＹＣＣＧＡＡ
ｎｉｒＳ６Ｒ： ＣＧＴＴＧＡＡＣＴＴＲＣＣＧＧＴ ３３６ ５３

产甲烷菌 ｍｃｒＡ 基因
Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｃｒＡ ｇｅｎｅ

ｍｃｒＡ⁃Ｆ： ＧＧＴＧＧＴＧＴＭＧＧＡＴＴＣＡＣＡＣＡＲＴＡＹＧＣＷＡＣＡＧＣ
ｍｃｒＡ⁃Ｒ： ＴＴＣＡＴＴＧＣＲＴＡＧＴＴＷＧＧＲＴＡＧＴＴ ４７０ ５３

１．５　 土壤微生物的高通量测序

由上海派森诺生物科技股份有限公司进行微生物基因高通量测序及云分析。 细菌扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３—
Ｖ４ 区（３３８Ｆ： ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ ／ ８０６Ｒ： ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ），真菌扩增 ＩＴＳ Ｖ１ 区 （ Ｆ：
ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ ／ Ｒ：ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ）。 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台测序，获得数据使用 ＱＩＩＭＥ２
（２０１９．４） 软件包进行分析［１９］。 首先，在 ９７％相似度水平对高质量序列聚类，获得门、纲、目、科和属各水平下

的分类单元［８］；然后进行微生物群落 α⁃多样性分析，包括物种丰富度指数 Ｃｈａｏ１、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ，多样性指

数 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ，均匀度指数 Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ 及覆盖度指数 Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ［８］；依据 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离进行群落组

成的主坐标分析绘制二维散点图展示微生物群落 β⁃多样性［８］；同时进行组间差异的 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ，Ａｎｏｓｉｍ 和

Ｐｅｒｍｄｉｓｐ 显著性检验［２０］。 选平均丰度前 ２０ 位的属利用 Ｒ （ｖ３．２．０）语言和 ｐｈｅａｔｍａｐ （１．０．１２）软件包绘制物

种组成热图［８］。 基于 ＭｅｔａＣｙｃ 数据库使用 ＰＩＣＲＵＳｔ２ （２．２．０）软件进行群落功能预测，绘制依据 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距

离的功能单元二维散点图［８］；另外，分别使用 ＦＡＰＲＯＴＡＸ （１．１）和 ＦＵＮＧｕｉｌｄ （１．１ａ）数据库对细菌和真菌功能

进行预测，分析比较细菌及真菌主要功能群丰度差异。
１．６　 植株和土壤分析

收获时各小区取 ５ 株水稻分别测定单株产量、茎叶和根系干物重及有机质、氮、磷、钾养分含量。 植物有

机质按 ＮＹ５２５—２０１２ 方法测定，植物全氮、全磷和全钾测定采用硫酸双氧水消煮后，分别进行凯氏定氮、矾钼

黄比色和火焰光度检测［２１］。 风干土样进行有机质和有效氮磷钾含量分析，及 ｐＨ （１∶２．５ Ｈ２Ｏ 浸提法）值测

定。 其中，土壤有机质测定按重铬酸钾容量法，有效氮磷钾分别采用碱解扩散法、０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３浸提法和

ＮＨ４ＯＡｃ 浸提火焰光度法［２１］。
１．７　 数据分析

数据处理和制图使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件，处理间的单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）及 ＬＳＤ ０．０５
水平显著性检验使用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件［８］。

２　 结果与分析

２．１　 水稻植株与土壤分析

水稻植株生物量及产量测定结果显示（表 ２）：低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）与野生型水稻（ＭＨ８６）
的植株茎叶干重及单株产量均没有明显差异，但 ８６Ｒ２７⁃３ 的根系干重显著低于（Ｐ＜０．０５） ＭＨ８６；８６Ｒ２７⁃３ 的

茎叶有机碳含量显著高于（Ｐ＜０．０５）ＭＨ８６，二者根系有机碳含量差异不显著；８６Ｒ２７⁃３ 茎叶的全氮及全磷含量

显著低于（Ｐ＜０．０５）ＭＨ８６，其根系的全磷含量也显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；植株茎叶及根系的全钾含量在

８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间没有明显差异。
表 ３ 显示了水稻土壤理化性状变化，其中，土壤有效氮含量在水稻分蘖期最高，显著高于（Ｐ＜０．０５）齐穗

期和成熟期；各生育期内 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 的土壤有效氮含量没有明显差异，但有效磷含量均为前者显著低

０７６６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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于（Ｐ＜０．０５）后者；水稻齐穗期时 ８６Ｒ２７⁃３ 的土壤速效钾含量显著低于（Ｐ＜０．０５） ＭＨ８６，且水稻成熟期时土壤

速效钾含量最低，显著低于水稻分蘖期和齐穗期（Ｐ＜０．０５）；土壤有机碳含量在水稻不同生育期及不同品种间

均无显著差异；齐穗期和成熟期的土壤 ｐＨ 值有所降低，但 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间没有明显差异。
由此可见，与野生型水稻（ＭＨ８６）比较，低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）根系干物重减少而植株地上部

碳累积增加，且植株磷养分含量及土壤有效磷含量均存在明显降低的趋势。

表 ２　 不同品种水稻植株生物量、养分含量及产量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｍａｓｓ， ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

水稻品种
Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

植株干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ
ｏｆ ｐｌａｎｔ ／ ｇ

有机碳
Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ ／ ％

全氮
Ｔｏｔａｌ Ｎ ／ ％

全磷
Ｔｏｔａｌ Ｐ ／ ％

全钾
Ｔｏｔａｌ Ｋ ／ ％

茎叶
Ｓｈｏｏｔ

根系
Ｒｏｏｔ

茎叶
Ｓｈｏｏｔ

根系
Ｒｏｏｔ

茎叶
Ｓｈｏｏｔ

根系
Ｒｏｏｔ

茎叶
Ｓｈｏｏｔ

根系
Ｒｏｏｔ

茎叶
Ｓｈｏｏｔ

根系
Ｒｏｏｔ

单株产量
Ｙｉｅｌｄ ｏｆ
ｐｌａｎｔ ／ ｇ

８６Ｒ２７⁃３ ４１．５±６．７ａ １３．０±３．０ｂ ７２．１±０．７２ａ ６４．４±５．０３ａ ０．７３±０．０３ｂ ０．７９±０．０４ａ ０．２２±０．０２ｂ ０．１４±０．０２ｂ １．９７±０．１８ａ ０．６７±０．１６ａ ４８．２±７．０ａ

ＭＨ８６ ４８．５±４．１ａ ３５．１±４．４ａ ６７．４±１．９６ｂ ５１．８±８．０３ａ １．１０±０．０７ａ ０．７５±０．０７ａ ０．３０±０．０１ａ ０．２０±０．０１ａ ２．６０±０．４０ａ ０．９０±０．０６ａ ５４．８±９．９ａ

　 　 表中数据为平均值±标准差（重复 ５ 次），同一列数字后字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

表 ３　 不同品种水稻土壤化学性质

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

生育期
Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅ

水稻品种
Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

有效氮
Ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ Ｎ

（Ａｌｋａｌｉ⁃
ｈｙｄｒｏｌｙｚａｂｌｅ Ｎ） ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

有效磷
Ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ Ｐ
（Ｏｌｓｅｎ⁃Ｐ） ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

速效钾
Ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ Ｋ
（ＮＨ４ＯＡｃ⁃Ｋ） ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

有机质
Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

ｐＨ 值
ｐＨ （Ｈ２Ｏ）

分蘖期 ８６Ｒ２７⁃３ １２１．８±２５．５ａ ３２．４±４．５ｂｃ ８６．０±１．７ｂ ２４．３±１．８ａ ５．６３±０．０６ａ

Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ １２４．６±６．４ａ ４０．６±４．８ａ ９５．０±１．７ａｂ ２３．４±３．６ａ ５．６０±０．００ａ

齐穗期 ８６Ｒ２７⁃３ ８８．２±１１．１ｂ ２８．７±２．０ｃｄ ８７．０±１１．７ｂ ２３．１±０．６ａ ５．４０±０．１０ｂｃ

Ｈｅａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ９５．２±８．７ａｂ ４０．３±３．３ａ １０７．３±１５．８ａ ２３．８±１．９ａ ５．２３±０．２３ｃ

成熟期 ８６Ｒ２７⁃３ ９１．０±１４．７ｂ ２２．９±１．７ｄ ６２．６±８．１ｃ ２４．８±２．６ａ ５．４３±０．０６ｂ

Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ８５．４±２５．６ｂ ３５．０±２．４ａｂ ４９．３±４．０ｃ ２４．３±１．０ａ ５．４０±０．００ｂｃ

　 　 表中数据为平均值±标准差（重复 ３ 次），同一列数字后字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 稻田土壤微生物群落结构

本研究分别制定细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３—Ｖ４ 区和真菌 ＩＴＳ Ｖ１ 区的特定引物进行了 ＰＣＲ 扩增及高通量测序。
其中，对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的高通量测序共测得有效序列 ３ ５３６ ６９２ 条， 平均每个样品的测序深度为 １１７ ８８９ 条；
真菌 ＩＴＳ 基因共测得有效序列条数 ３ ８０６ ３９２ 条，平均每个样品的测序深度为 １２６ ８７９ 条。

由序列的物种分类注释可见主要有 １０ 类菌占细菌总量的 ９５％以上，分别为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚
壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、硝化螺菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和芽单胞菌门

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ），其中变形菌门、厚壁菌门、放线菌门、酸酐菌门和绿弯菌门依次均占细菌总量的 ３２．７％、
１５．４％、１４．１％、１３．２％和 ９．８％，是本研究稻田土壤细菌的优势种群。 由表 ４ 可见，水稻各生育期内，低甲烷转

基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）土壤中变形菌门和绿弯菌门的相对丰度与野生型水稻（ＭＨ８６）没有明显差异；水稻分蘖

期和成熟期时，８６Ｒ２７⁃３ 土壤中的厚壁菌门相对丰度显著高于 ＭＨ８６（Ｐ＜０．０５）；水稻齐穗期时，８６Ｒ２７⁃３ 土壤

的放线菌门相对丰度显著高于（Ｐ＜０．０５） ＭＨ８６，而其酸杆菌门相对丰度显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；同时，比
较水稻不同生育期内的变化可见，转基因与野生型水稻土壤中变形菌门和绿弯菌门相对丰度稳定，各生育期

间没有明显变化；２ 个品种水稻土壤厚壁菌门及放线菌门的相对丰度在水稻分蘖期、齐穗期与成熟期间依次

逐渐降低，而酸杆菌门的相对丰度在水稻分蘖期、齐穗期和成熟期间依次显著提高（Ｐ＜０．０５）。 由此可见，在
水稻齐穗期时 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 的土壤细菌相对丰度差异较大，有 ２ 个菌门即放线菌门和酸杆菌门的相对丰

１７６６　 １５ 期 　 　 　 宋亚娜　 等：低甲烷排放转基因水稻对土壤微生物群落的影响 　
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度差异显著（Ｐ＜０．０５），且这 ２ 个菌门的相对丰度在水稻生育期间也存在差异。

表 ４　 不同品种水稻土壤主要细菌门的相对丰度

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍａｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｕｍ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

生育期 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅ
水稻品种 Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ

８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６ ８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６ ８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６

菌门相对丰度 变形菌门 ３１．２±１．２ａ ３３．３±５．９ａ ３２．２±０．９ａ ３５．２±０．７ａ ３３．２±０．８ａ ３４．９±０．４ａ

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ 厚壁菌门 ２２．２±３．９ａ １７．８±２．８ｂ １７．４±０．４ｂ １４．８±１．４ｂｃ １６．６±０．６ｂ １２．８±０．６ｃ

ｏｆ ｐｈｙｌｕｍ 放线菌门 ２１．３±１．２ａ １９．１±６．７ａ １７．６±０．６ａ １１．７±０．９ｂ １２．５±０．６ｂ ９．２±０．１ｂ

酸酐菌门 ６．５±１．３ｄ ６．９±１．４ｄ ９．４±０．６ｃ １１．５±１．２ｂ １３．５±０．８ａ １４．８±０．７ａ

绿弯菌门 ８．９±１．０ａ １１．３±３．２ａ １０．０±０．７ａ ９．０±１．４ａ ８．９±１．０ａ １１．３±１．３ａ

　 　 表中数据为平均值±标准差（重复 ３ 次），同一列数字后字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

真菌 ＩＴＳ 基因测序结果表明稻田土壤中担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）相对丰度最高，均占真菌总量的 ５２．３％，
之后依次为子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、被孢霉门（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ）和罗泽真菌门（Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ），均占真菌总

量的 １６．４％、３．１％和 １．５％。 不同处理比较可见（表 ５），８６Ｒ２７⁃３ 土壤中的担子菌门相对丰度在水稻分蘖期显

著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；水稻齐穗期时 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤子囊菌门的相对丰度显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；在水稻

分蘖期和齐穗期，８６Ｒ２７⁃３ 土壤中的罗泽真菌门相对丰度均显著高于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；水稻各生育期内土壤

被孢霉门相对丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 和 ＭＨ８６ 间没有明显差异。 此外可见，２ 个水稻材料分蘖期的土壤子囊菌门相

对丰度均低于齐穗期和成熟期，且被孢霉门相对丰度也在水稻分蘖期、齐穗期及成熟期间依次提高。 上述结

果表明：水稻成熟期时低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）与野生型水稻（ＭＨ８６）土壤中的主要真菌门相对丰

度没有差异，但在分蘖或齐穗期时二者土壤的担子菌门或罗泽真菌门及子囊菌门的相对丰度分别存在显著

差异。

表 ５　 不同品种水稻土壤主要真菌门的相对丰度

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍａｉｎ ｆｕｎｇａｌ ｐｈｙｌｕｍ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

生育期 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅ
水稻品种 Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ

８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６ ８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６ ８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６

菌门相对丰度 ／ ％ 担子菌门　 ４５．１±１４．１ｂ ６７．１±２．８ａ ５４．６±６．３ａｂ ４２．７±１７．３ｂ ５０．９±１７．２ａｂ ５３．２±５．５ａｂ

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ 子囊菌门　 ８．５±２．２ｃｄ ４．９±０．１ｄ １２．８±３．７ｂｃ ３９．１±４．５ａ １７．２±５．３ｂ １６．１±１．７ｂ

ｏｆ ｐｈｙｌｕｍ 被孢霉门　 １．４±０．３ｂ １．６±０．２ｂ ２．２±１．５ｂ １．９±１．５ｂ ５．２±０．３ａ ６．４±０．８ａ

罗泽真菌门 ２．９±０．２ａ １．４±０．１ｂｃ １．６±０．１ｂ １．２±０．２ｃ １．２±０．３ｃ １．１±０．１ｃ

　 　 表中数据为平均值±标准差（重复 ３ 次），同一列数字后字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

使用平均丰度前 ２０ 位属的丰度数据绘制聚类热图（图 １），实现了对物种丰度分布趋势的展示。 由图 １
可见，稻田土壤细菌各菌属的物种组成，首先在水稻成熟期的 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 水稻品种间聚类，其次在分蘖

期的 ２ 个水稻品种间聚类，水稻齐穗期的 ＭＨ８６、８６Ｒ２７⁃３ 依次与成熟期的 ２ 个水稻品种聚类，最后与分蘖期

聚类，说明水稻生育期间的土壤细菌物种组成差异大于其在水稻品种间的差异。 对热图中色块颜色及其代表

数值的大小趋势的分析发现，稻田土壤中 ２ 个细菌属 ＳＪＡ⁃ １５ 和 Ａｑｕｉｓｐｈａｅｒａ 的热图色块颜色在 ８６Ｒ２７⁃３ 和

ＭＨ８６ 间差异较大，表明其相对丰度在水稻分蘖期或成熟期时 ８６Ｒ２７⁃３ 均低于 ＭＨ８６，而齐穗期时前者高于后

者；水稻各生育期内，土壤中甲烷氧化菌属 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｙｓｔｉｓ 的色块颜色在 ８６Ｒ２７⁃３ 和 ＭＨ８６ 间差异也较大，且其

相对丰度均为前者高于后者；此外，在水稻齐穗期时，８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 的土壤细菌属 ＫＤ４⁃ ９６、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
及 ＩＭＣＣ２６２５６ 的色块颜色差异也表明其相对丰度为前者高于后者。

由图 １ 可见，水稻成熟期时土壤真菌属物种组成在 ２ 个水稻品种 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间首先聚类，齐穗期

时 ２ 个水稻品的土壤真菌属物种组成的聚类距离最远，说明在水稻成熟期 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 的土壤真菌物种

组成比较相似，而在水稻齐穗期二者差异较大。 水稻齐穗期时，土壤真菌 Ｅｃｈｒｉａ、Ｃｈａｅｔｏｍｅｌｌａ、Ｓａｉｔｏｚｙｍａ 和
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图 １　 不同品种水稻土壤细菌和真菌群落的物种组成聚类热图

Ｆｉｇ．１　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｒ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

Ｒｔ： ８６Ｒ２７⁃３ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｔ： ＭＨ８６ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｈ： ８６Ｒ２７⁃３ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｈ： ＭＨ８６ 齐穗期

Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｍ： ８６Ｒ２７⁃３ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｍ： ＭＨ８６ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＨ８６

３７６６　 １５ 期 　 　 　 宋亚娜　 等：低甲烷排放转基因水稻对土壤微生物群落的影响 　
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Ａｐｉｏｔｒｉｃｈｕｍ ４ 个菌属热图色差显示其相对丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中高于在 ＭＨ８６ 土壤中； Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ、
Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ、Ｐａｒａｐｈａｅｏｓｐｈａｅｒｉａ、Ｈｙｐｈｏｐｉｃｈｉａ、Ｋｏｄａｍａｅａ、Ｐｓｅｕｄｅｕｒｏｔｉｕｍ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ 和 Ｌｅｃｙｔｈｏｐｈｏｒａ ９ 个

菌属热图色差显示其相对丰度在 ＭＨ８６ 土壤中更高。
由此可见，无论是土壤细菌还是土壤真菌，其主要菌属组成在低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）与野生

型水稻（ＭＨ８６）间的差异均在水稻齐穗期表现最为突出。
２．３　 稻田土壤微生物群落多样性

依据基因序列计算的稻田土壤细菌和真菌群落的 α⁃多样性指数如表 ６ 所示。 由表 ６ 可见，２ 个水稻材料

稻田土壤细菌群落的物种丰富度指数 Ｃｈａｏ１、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ 在水稻分蘖期、齐穗期和成熟期间均存在逐渐

升高的趋势，其覆盖度指数 Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ 则逐渐降低， 前者在水稻成熟期时显著高于（Ｐ＜０．０５）分蘖期，而
后者在水稻成熟期时显著低于（Ｐ＜０．０５）分蘖期；在水稻各生育期内土壤细菌群落的 α⁃多样性指数在 ８６Ｒ２７⁃３
与 ＭＨ８６ 间均无显著性差异。

由稻田土壤真菌群落的 α⁃多样性指数可见（表 ７），在水稻分蘖期，８６Ｒ２７⁃３ 的土壤真菌群落多样性指数

Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 及均匀度指数 Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ 均显著高于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５），而水稻齐穗期和成熟期时 Ｓｈａｎｎｏｎ、
Ｓｉｍｐｓｏｎ 及 Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ 在 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间的差异不再显著；真菌群落的物种丰富度指数 Ｃｈａｏ１、Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿
ｓｐｅｃｉｅｓ 及覆盖度指数 Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ 在各个样品间均没有明显差异。

表 ６　 不同品种水稻土壤细菌群落的a⁃多样性指数

Ｔａｂｌｅ ６　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

生育期
Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅ

水稻品种
Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

丰富度指数
Ｃｈａｏ１

丰富度指数
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样
性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样
性指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ

均匀度指数
Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ

覆盖度指数
Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ

分蘖期 ８６Ｒ２７⁃３ ６２５４±２３１５ｂ ５２２２±１８５４ｂｃ １０．４８±１．１５ａ ０．９９６９±０．００３１ａ ０．８５１７±０．０５３７ａ ０．９７０４±０．０１３７ａｂ

Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ６０２９±２１６６ｂ ５０５３±１５２７ｃ １０．１６±１．３５ａ ０．９９２７±０．００９７ａ ０．８２７０±０．０８２２ａ ０．９７２２±０．０１３５ａ

齐穗期 ８６Ｒ２７⁃３ ８０５６±１８６ａｂ ６４９０±５８ａｂｃ １１．２２±０．０３ａ ０．９９８７±０．００００ａ ０．８８５９±０．００１１ａ ０．９５９２±０．００１２ａｂｃ

Ｈｅａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ８４２５±３５１ａｂ ６９１０±１２７ａｂ １１．４２±０．０５ａ ０．９９８９±０．０００１ａ ０．８９５１±０．００２３ａ ０．９５７０±０．００２９ｂｃ

成熟期 ８６Ｒ２７⁃３ ８８００±２１９ａ ７０８２±８４ａ １１．２１±０．０３ａ ０．９９７９±０．０００１ａ ０．８７６７±０．００１５ａ ０．９５２５±０．００１ｃ

Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ８７３９±１８９ａ ６８２１±１３７ａｂ １１．３１±０．０４ａ ０．９９８７±０．０００１ａ ０．８８８４±０．００１４ａ ０．９５３３±０．００１１ｃ

　 　 表中数据为平均值±标准差（重复 ３ 次），同一列数字后字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

表 ７　 不同品种水稻土壤真菌群落的a⁃多样性指数

Ｔａｂｌｅ ７　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

生育期
Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅ

水稻品种
Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

丰富度指数
Ｃｈａｏ１

丰富度指数
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｓｉｍｐｓｏｎ
多样性指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ

均匀度指数
Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ

覆盖度指数
Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ

分蘖期 ８６Ｒ２７⁃３ ５７５±１３９ａ ５７３±１３８ａ ５．０５±１．０２ａ ０．８１９２±０．１２７８ａ ０．５５６４±０．１３７８ａ ０．９９９９±０．０００１ａ

Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ５７５±１４ａ ５７２±１５ａ ３．５８±０．２０ｂ ０．６０６４±０．０４２５ｂ ０．３９０７±０．０２１６ｂ ０．９９９９±０．００００ａ

齐穗期 ８６Ｒ２７⁃３ ６０４±５９ａ ６０３±５９ａ ４．６２±０．３０ａｂ ０．７５４８±０．０５７９ａｂ ０．５００８±０．０３０３ａｂ ０．９９９９±０．００００ａ

Ｈｅａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ８３９±３３５ａ ８３７±３３５ａ ５．０２±１．０４ａ ０．８１５４±０．１２９７ａ ０．５１９１±０．０７４２ａｂ ０．９９９９±０．０００１ａ

成熟期 ８６Ｒ２７⁃３ ７２３±３２６ａ ７１９±３２４ａ ４．５４±１．０７ａｂ ０．７５３３±０．１３６２ａｂ ０．４７９８±０．０８０３ａｂ ０．９９９８±０．０００１ａ

Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ ＭＨ８６ ６１７±１０５ａ ６１４±１０４ａ ４．６４±０．４１ａｂ ０．７７０５±０．０４７５ａｂ ０．５０１１±０．０３０９ａｂ ０．９９９９±０．０００１ａ

　 　 表中数据为平均值±标准差（重复 ３ 次），同一列数字后字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图 ２ 为稻田土壤细菌及真菌群落 β⁃多样性的主坐标分析。 由图 ２ 可见，２ 个水稻品种的不同生育期的土

壤细菌群落组成散点均在主坐标 １（ＰＣｏ１）上具有一定投影距离，其中成熟期与分蘖期间的距离较大，说明土

壤细菌群落组成在水稻成熟期与分蘖期间存在一定差异；水稻分蘖期或成熟期时，８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 的细菌
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图 ２　 不同品种水稻土壤细菌和真菌群落的主坐标分析

Ｆｉｇ．２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｒ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

Ｒｔ： ８６Ｒ２７⁃３ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｔ： ＭＨ８６ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｈ： ８６Ｒ２７⁃３ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｈ： ＭＨ８６ 齐穗期

Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｍ： ８６Ｒ２７⁃３ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｍ： ＭＨ８６ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＨ８６

群落组成散点在主坐标 １（ＰＣｏ１）或主坐标 ２（ＰＣｏ２）上的投影没有明显距离；齐穗期时 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 在

ＰＣｏ１ 坐标轴上投影的距离增大，表明此时期二者土壤细菌群落组成的差异较大一些。 但各个样品组间差异

的 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ，Ａｎｏｓｉｍ 及 Ｐｅｒｍｄｉｓｐ 显著性检的 Ｐ 值均大于 ０．０５ （表 ８），表明细菌群落组成在各个样品间

均没有显著性差异。
由图 ２ 可见，除个别重复外，各个样品的土壤真菌群落组成散点在 ２ 个标轴上的投影相距都比较近，组间

差异显著性分析结果也表明真菌群落组成在各个样品间的差异也都没有达到显著性水平（表 ９）。
由上述微生物群落 α 及 β 多样性可见，除分蘖期的土壤真菌外，低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）与野

生型水稻（ＭＨ８６）的土壤细菌或真菌的群落多样性不存在显著差异，且群落组成也无显著差异。
２．４　 稻田土壤微生物功能群

用 ＰＩＣＲＵＳｔ２ （２．２．０）软件对土壤细菌和真菌的群落功能预测结果如图 ３ 所示。 可见，在水稻分蘖期、齐
穗期或成熟期时，除个别重复外，８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 的土壤细菌或真菌群落功能单元散点在主坐标 １ （ＰＣｏ１）
或主坐标 ２ （ＰＣｏ２）上的投影均比较接近，表明 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 的土壤细菌或真菌群落功能组成比较相似。
此外，比较每个水稻不同生育期时可见，８６Ｒ２７⁃３ 和 ＭＨ８６ 的土壤细菌或真菌群落功能单元散点的分布均有

一定距离，说明土壤细菌或真菌群落功能组成在水稻不同生育期间存在一些差异。

５７６６　 １５ 期 　 　 　 宋亚娜　 等：低甲烷排放转基因水稻对土壤微生物群落的影响 　
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表 ８　 稻田土壤细菌群落组间差异显著性检验

Ｔａｂｌｅ ８　 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ， Ａｎｏｓｉｍ ａｎｄ Ｐｅｒｍｄｉｓｐ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｆｉｅｌｄｓ

组 １
Ｇｒｏｕｐ１

组 ２
Ｇｒｏｕｐ２

样本数
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ

置换检验数
Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ

置换多元方差分析
Ｐｅｒｍａｎｏｖａ

相似性分析
Ａｎｏｓｉｍ

置换多元离散度
Ｐｅｒｍｄｉｓｐ

Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ

Ｒｔ Ｍｔ ６ ９９９ ０．８３７ ０．８０６ ０．０３７ ０．４９２ ０．１２７ ０．４５２

Ｒｔ Ｒｈ ６ ９９９ １．６９９ ０．０９１ ０．５５６ ０．１１１ ０．８９３ ０．７１５

Ｒｔ Ｍｈ ６ ９９９ ２．０１２ ０．１０２ ０．５５６ ０．１１１ ０．４６５ ０．８７８

Ｒｔ Ｒｍ ６ ９９９ ３．０７４ ０．１０１ ０．５５６ ０．１２６ ０．７３６ ０．４３５

Ｒｔ Ｍｍ ６ ９９９ ３．２３７ ０．１０８ ０．５５６ ０．１０８ １．０１７ ０．０６５

Ｍｔ Ｒｈ ６ ９９９ １．４３３ ０．０９０ ０．３７０ ０．１０５ ５．４６７ ０．４１０

Ｍｔ Ｍｈ ６ ９９９ １．８８４ ０．１０３ ０．４４４ ０．０９９ ３．４４３ ０．３８１

Ｍｔ Ｒｍ ６ ９９９ ２．６９１ ０．１０７ ０．５５６ ０．１０１ ４．７９１ ０．１００

Ｍｔ Ｍｍ ６ ９９９ ２．７２７ ０．０８８ ０．５５６ ０．０８３ ６．０１３ ０．１１１

Ｒｈ Ｍｈ ６ ９９９ １．９００ ０．１０７ １．０００ ０．１１２ ２．７９８ ０．０５４

Ｒｈ Ｒｍ ６ ９９９ ３．５９９ ０．１００ １．０００ ０．１０４ ０．８１２ ０．１０２

Ｒｈ Ｍｍ ６ ９９９ ３．４３５ ０．０８５ １．０００ ０．０９８ ０．４７６ ０．０９１

Ｍｈ Ｒｍ ６ ９９９ ２．４８８ ０．１１７ １．０００ ０．１０３ １．２４４ ０．０９８

Ｍｈ Ｍｍ ６ ９９９ ２．３７５ ０．０８０ １．０００ ０．１０４ ４．６３２ ０．０９２

Ｒｍ Ｍｍ ６ ９９９ １．７６３ ０．１１０ １．０００ ０．０９５ ２．８７７ ０．０６２

　 　 Ｒｔ： ８６Ｒ２７⁃３ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｔ： ＭＨ８６ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｈ： ８６Ｒ２７⁃３ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｈ： ＭＨ８６ 齐穗期

Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｍ： ８６Ｒ２７⁃３ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｍ： ＭＨ８６ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＨ８６． Ｐｅｒｍａｎｏｖａ：置换多元方差分析

Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ； Ａｎｏｓｉｍ： 相 似 性 分 析 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ； Ｐｅｒｍｄｉｓｐ： 置 换 多 元 离 散 度 Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ

ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅｄ ｉｓｐｅｒｓｉｏｎ

表 ９　 稻田土壤真菌群落组间差异显著性检验

Ｔａｂｌｅ ９　 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ， Ａｎｏｓｉｍ ａｎｄ Ｐｅｒｍｄｉｓｐ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｆｉｅｌｄｓ

组 １
Ｇｒｏｕｐ１

组 ２
Ｇｒｏｕｐ２

样本数
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ

置换检验数
Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ

置换多元方差分析
Ｐｅｒｍａｎｏｖａ

相似性分析
Ａｎｏｓｉｍ

置换多元离散度
Ｐｅｒｍｄｉｓｐ

Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ Ｆ Ｐ

Ｒｔ Ｍｔ ６ ９９９ ２．００２ ０．０９５ ０．５５６ ０．１０３ １．３１５ ０．２９６

Ｒｔ Ｒｈ ６ ９９９ １．７２４ ０．０９９ ０．５１９ ０．１０２ ０．７８８ ０．９０３

Ｒｔ Ｍｈ ６ ９９９ ２．１５１ ０．０９７ ０．２５９ ０．２７８ ０．１３８ １．０００

Ｒｔ Ｒｍ ６ ９９９ ２．４２３ ０．０９７ ０．２５９ ０．０９２ ０．３２４ ０．４８３

Ｒｔ Ｍｍ ６ ９９９ ２．６４４ ０．１０３ ０．５５６ ０．０７７ １．１１４ ０．２４３

Ｍｔ Ｒｈ ６ ９９９ ３．７６１ ０．１０１ ０．６６７ ０．１０４ ２．３３５ ０．０８４

Ｍｔ Ｍｈ ６ ９９９ ４．０６３ ０．１０７ ０．５７４ ０．０９６ ０．７２４ ０．１１６

Ｍｔ Ｒｍ ６ ９９９ ４．２７９ ０．１０９ ０．５５６ ０．０９９ ０．６４２ ０．６４５

Ｍｔ Ｍｍ ６ ９９９ １０．１４９ ０．０９０ １．０００ ０．０９８ ０．３２４ ０．１０４

Ｒｈ Ｍｈ ６ ９９９ ３．０１１ ０．１９９ ０．３３３ ０．３３９ ０．２７６ ０．０５８

Ｒｈ Ｒｍ ６ ９９９ ３．５５４ ０．１１７ ０．５５６ ０．１１２ ０．１４１ １．０００

Ｒｈ Ｍｍ ６ ９９９ ５．６６８ ０．１０４ １．０００ ０．１０３ ０．８８９ ０．０８６

Ｍｈ Ｒｍ ６ ９９９ １．５７１ ０．２０５ ０．１１１ ０．２１６ ０．０３７ ０．４７１

Ｍｈ Ｍｍ ６ ９９９ ３．０２１ ０．２１８ ０．３３３ ０．２０２ ０．５４１ ０．１１１

Ｒｍ Ｍｍ ６ ９９９ １．８２１ ０．１０５ ０．４０７ ０．０９７ ０．４２３ ０．８９８

　 　 Ｒｔ： ８６Ｒ２７⁃３ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３； Ｍｔ： ＭＨ８６ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６； Ｒｈ： ８６Ｒ２７⁃３ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３； Ｍｈ： ＭＨ８６ 齐穗期

Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６； Ｒｍ： ８６Ｒ２７⁃３ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３； Ｍｍ： ＭＨ８６ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＨ８６

进一步使用 ＦＡＰＲＯＴＡＸ （１．１）和 ＦＵＮＧｕｉｌｄ （１．１ａ）数据库分别对细菌及真菌功能预测的结果如表 １０、１１
所示。 水稻分蘖期时，预测到 ８６Ｒ２７⁃３ 稻田土壤中与硝酸盐还原、呼吸（Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ、Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ）、
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图 ３　 不同品种水稻土壤细菌和真菌群落功能单元主坐标分析

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｕｎｉｔ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｒ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

Ｒｔ： ８６Ｒ２７⁃３ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｔ： ＭＨ８６ 分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｈ： ８６Ｒ２７⁃３ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｈ： ＭＨ８６ 齐穗期

Ｈｅａｄｉｎｇ ｏｆ ＭＨ８６， Ｒｍ： ８６Ｒ２７⁃３ 成熟期 Ｍａｔｕｒｅ ｏｆ ８６Ｒ２７⁃３， Ｍｍ： ＭＨ８６ 成熟期 Ｍａｔｕｒｅ ｏｆ ＭＨ８６

富马酸盐、硫代硫酸盐及硫呼吸（Ｆｕｍａｒａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ、Ｔｈｉｏｓｕｌｆａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ、Ｓｕｌｆｕｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ）相关的细菌功能

群丰度均显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）；８６Ｒ２７⁃３ 齐穗期和成熟期的土壤好氧亚硝酸盐氧化（Ａｅｒｏｂｉｃ ｎｉｔｒｉｔｅ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ）细菌、及其成熟期的锰氧化（Ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ）细菌功能群丰度也均显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）。
此外，预测到稻田土壤化学异养（Ｃｈｅｍｏｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｙ）和芳香族化合物降解（Ａｒｏｍａｔｉｃ＿ｃｏｍｐｏｕｎｄ＿ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）的
细菌功能群丰度在水稻分蘖期、齐穗期及成熟期间依次显著降低 （ Ｐ ＜ ０． ０５），水稻分蘖期土壤发酵

（Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ）和固氮作用（Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ）细菌功能群丰度显著高于齐穗期和成熟期（Ｐ＜０．０５），而土壤铁

呼吸（Ｉｒｏｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ）及硫酸盐呼吸（Ｓｕｌｆａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ）细菌功能群丰度在水稻齐穗期最高，显著高于分蘖期

和成熟期（Ｐ＜０．０５）。 由此可见，与野生型水稻 ＭＨ８６ 比较，低甲烷排放转基因水稻 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中一些参与

氮、硫和锰代谢过程的细菌功能群丰度显著降低。
由表 １１ 可见，８６Ｒ２７⁃３ 稻田土壤中某些真菌功能分类单元的预测丰度显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５），如分蘖

期的未定义腐生物银耳目（ Ｔｒｅｍｅｌｌａｌｅｓ）、齐穗期的未定义腐生物嗜热囊菌科（ Ｐｓｅｕｄｅｕｒｏｔｉｕｍ）和镰刀菌属

（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）及成熟期的未定义腐生物韦斯特氏菌（Ｗｅｓｔｅｒｄｙｋｅｌｌａ）；而分蘖期的动物内共生体腐生生物毕赤酵

母属（Ｐｉｃｈｉａ）和未定义腐生物马勃科（ Ｌａｓｉｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ） 的预测丰度则是 ８６Ｒ２７⁃３ 显著高于 ＭＨ８６ （Ｐ ＜
０．０５）。 此外，２ 个品种水稻土壤中嗜热囊菌科（Ｐｓｅｕｄｅｕｒｏｔｉｕｍ）和镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）功能群预测丰度为水稻

分蘖期显著低于齐穗和成熟期（Ｐ＜０．０５），而成熟期的外生菌根未定义腐生菌革菌科（Ｔｈｅｌｅｐｈｏｒａｃｅａｅ）功能群

７７６６　 １５ 期 　 　 　 宋亚娜　 等：低甲烷排放转基因水稻对土壤微生物群落的影响 　
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丰度显著高于分蘖期和齐穗期（Ｐ＜０．０５）。 由此可见，稻田土壤主要真菌功能类群丰度在水稻品种及生育期

间也均存在差异。

表 １０　 不同品种水稻土壤细菌主要功能群预测丰度

Ｔａｂｌｅ １０　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍａｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

生育期 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅ
水稻品种 Ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

分蘖期 Ｔｉｌｌｅｒｉｎｇ ｓｔａｅ 齐穗期 Ｈｅａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ 成熟期 Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ

８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６ ８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６ ８６Ｒ２７⁃３ ＭＨ８６

功能组 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐ

化学异养 Ｃｈｅｍｏｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｙ １７００７±８３５４ａ ２３１０９±９０３８ａ ９６４６±６０２ｂ ７２６８±１２６５ｂ ６０５３±４４５ｃ ５５５２±２６９ｃ

好氧化学异养 Ａｅｒｏｂｉｃ＿ｃｈｅｍｏｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｙ １３３２２±９４０３ａｂ １８３８１±６０１５ａ ６９９５±５５７ｂ ４６３２±９６３ｂ ４１０７±３２８ｂ ３７７０±２１８ｂ

发酵 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ２８１７±９４２ａ ３９３５±８６３ａ １６６８±１６４ｂ １６６４±２２９ｂ １１１９±１３４ｂ １０４３±１００ｂ

食肉的或外寄生的 Ｐｒｅｄａｔｏｒｙ＿ｏｒ＿ｅｘｏｐａｒａｓｉｔｉｃ １０１１±２２７ａ ９６６±４９９ａ １１３８±１２７ａ ９６８±２２６ａ ８４５±４４ａ ８４５±１０６ａ

甲基营养 Ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｙ ８５９±２６９ａ ８０５±２５６ａ ９７４±６９ａ ９４３±１５８ａ ８０９±３５ａ ７２９±８３ａ

碳氢化合物降解 Ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ＿ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ８９７±１４５ａｂ ８２７±２３９ａｂ ９６３±７６ａ ８９７±１３９ａｂ ７５９±４７ａｂ ６８９±７０ｂ

含硫化合物呼吸作用
Ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ＿ｏｆ＿ｓｕｌｆｕｒ＿ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ６６５±１８２ａ １１５９±６８５ａ ７４２±１１４ａ ９７３±１７８ａ ５８８±３１ａ ６６４±４６ａ

甲烷营养 Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｙ ８０１±２３３ａ ７２５±３３１ａ ９２８±６７ａ ８６１±１４０ａ ７３９±４１ａ ６７３±７０ａ

芳香族化合物降解
Ａｒｏｍａｔｉｃ＿ｃｏｍｐｏｕｎｄ＿ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ １６７０±４１４ａ １２５８±２５９ａ ７４０±５２ｂ ４８６±１２６ｂ ２５７±２７ｃ １９６±１９ｃ

固氮作用 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ １６６８±８１３ａ ８９５±２３３ａ ５５３±３８ｂ ４２０±１３５ｂ ３６１±１６ｂ ３９５±２７ｂ

铁呼吸 Ｉｒｏｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ３５０±１５１ｂ ４７２±３５７ｂ ８４１±１５１ａ ８８４±１１５ａ ４６２±１８ｂ ５２２±４４ｂ

硫酸盐呼吸 Ｓｕｌｆａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ３８４±２０３ｃｄ ２９２±２０５ｄ ６５２±１０３ａｂ ８９５±１７４ａ ５３９±４１ｂｃｄ ６１５±４０ｂｃ

纤维素分解 Ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｓｉｓ ４３４±１１９ａｂ ３９１±２０１ａｂ ５５３±２５ａ ３７９±８２ａｂ ３０１±４５ｂ ２９８±３５ｂ

光能自养 Ｐｈｏｔｏａｕｔｏｔｒｏｐｈｙ ５５６±３９８ａ ４２３±１６２ａ ３２６±４８ａ ２７１±８０ａ ２８３±４５ａ ３１２±３５ａ

硝酸盐还原 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ２８７±４８ｂ １１１１±１８０ａ １１４±９ｃ １６８±６２ｃ ６７±２８ｄ ５１±１６ｄ

硝酸盐呼吸 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ２２３±８３ｂ １０２４±１６６ａ ７４±１２ｃ ８２±２３ｃ ３８±２１ｄ ２３±１６ｄ

富马酸盐呼吸 Ｆｕｍａｒａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ １３０±２１ｂ ９７２±１６４ａ ４９±８ｃ ３９±１３ｃ ２５±６ｄ ２３±７ｄ

硫代硫酸盐呼吸 Ｔｈｉｏｓｕｌｆａｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ １９２±２５ｂ ８３５±１３８ａ ６０±１０ｃ ４１±１３ｃｄ ３２±８ｄ ４０±４ｄ

硫呼吸 Ｓｕｌｆｕｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ２３０±３６ｂ ８３３±１３７ａ ３７±７ｃｄ ４６±１３ｃ ２８±１５ｃｄ ２０±１３ｄ

好氧亚硝酸盐氧化 Ａｅｒｏｂｉｃ ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ７１±３８ｃ ７１±４２ｃ １２５±２４ｃ ２９０±４９ａ ２１５±２２ｂ ３０２±４６ａ

暗氢氧化 Ｄａｒｋ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ２００±１０３ａ １４９±７５ａｂ ８６±１７ｂｃ ６７±２１ｂｃ ４９±１６ｃ ４０±１１ｃ

还原产乙酸 Ｒｅｄｕｃｔｉｖｅ ａｃｅｔｏｇｅｎｅｓｉｓ １５６±１３３ａ １２６±５７ａｂ ８４±９ａｂ ６２±１９ａｂ ４２±１４ｂ ４０±１２ｂ

木聚糖分解 Ｘｙｌａｎｏｌｙｓｉｓ １０３±４９ａ １２５±２６ａ ７９±２５ａｂ ７７±４１ａｂ ３５±２４ｂ ３７±２９ｂ

锰氧化 Ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ １３２±６０ａ ７２±２２ａｂ ８８±４ａｂ ４３±９ｂｃ ３９±９ｃ ６０±８ｂ

　 　 表中数据为平均值±标准差（重复 ３ 次），同一行数字后字母不同表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．５　 稻田土壤微生物功能基因丰度

利用荧光定量 ＰＣＲ 技术分析了稻田土壤微生物功能基因丰度，如图 ４ 所示。 结果显示：水稻齐穗期和成

熟期时 ８６Ｒ２７⁃３ 的土壤固氮菌 ｎｉｆＨ 基因及反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因的丰度均显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５），分蘖期

和成熟期时 ８６Ｒ２７⁃３ 的土壤氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因丰度也显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５），水稻各个生育期内

８６Ｒ２７⁃３ 的土壤产甲烷菌 ｍｃｒＡ 基因丰度均显著低于 ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５）。 可见，在低甲烷转基因水稻 ８６Ｒ２７⁃３
的稻田土壤中，不仅产甲烷菌功能基因 ｍｃｒＡ 的丰度会显著降低，与土壤固氮和氮素转化相关的微生物功能基

因也存在显著降低的情况。

３　 讨论

３．１　 稻田甲烷排放

稻田是甲烷的主要农业排放源，水稻根系分泌物及脱落物在土壤微生物的作用下可转变成为 ＣＯ２、Ｈ２、乙

酸盐等简单分子，在稻田淹水的厌氧条件下，产甲烷菌利用这些小分子底物进行无氧呼吸产生甲烷，所产生的

８７６６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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图 ４　 不同品种水稻土壤微生物功能基因丰度

Ｆｉｇ．４　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｖａｒｉｅｔｙ

Ａ： 固氮菌 ｎｉｆＨ 基因 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ， Ｂ： 氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因 Ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ， Ｃ： 反硝化细菌 ｎｉｒＳ

基因 Ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ， Ｄ： 产甲烷菌 ｍｃｒＡ 基因 Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｃｒＡ ｇｅｎｅ； ∗代表显著差异（Ｐ ＜ ０． ０５） Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （Ｐ＜０．０５）

甲烷大部分又会被土壤中的甲烷氧化菌氧化消耗，未被氧化的甲烷主要通过水稻植株的通气组织排向大

气［２２—２５］。 降低稻田甲烷释放己成为全世界关注的热点和难点，以改变水稻品种特性为切入点是从源头上减

少甲烷产生和释放的经济有效的方法［２６］。
水稻光合碳的产生和分配影响甲烷的排放，植物“源、库、流”调节光合产物的产生与分配［２７］。 “源”、

“流”强弱及产量“库”容大小会影响到光合产物产生、运输及分配到根系的多少［２８］，若产量即“库”容小，就会

有更多的光合产物分配到水稻根部，进一步分泌到土壤中增加产生甲烷的原始底物，促进甲烷的产生与释

放［２］。 试验摘除不同比例的水稻稻穗发现，摘除稻穗的比例越大水稻甲烷排放量越高，稻穗完全摘除的水稻

甲烷排放量是不摘除稻穗水稻的 １．５ 倍［２９］。 所以，可通过调节提高“库”的光合碳储存能力，促使光合碳向稻

穗分配，减少根系方向的碳分配来减少甲烷的产生。
３．２　 低甲烷排放转基因水稻

本研究的低甲烷排放转基因水稻利用大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ．）转录因子 Ｈｖｓｕｓｉｂａ２ 基因调节水稻光合产

物分配的特性，将 Ｈｖｓｕｓｉｂａ２ 基因转化水稻后，转基因水稻种子中与淀粉合成相关的一些基因表达显著上

调［２， ４］，其成熟种子中总淀粉含量显著提高，同时减少了碳向地下部的运输，造成水稻根系生物量显著降低、
土壤中产甲烷菌丰度也显著降低，从而降低了稻田甲烷排放量［４—６］。

现有研究结果表明，低甲烷排放转基因水稻主要是通过降低土壤产甲烷菌丰度实现甲烷减排。 那么，产
甲烷菌丰度降低的同时，稻田土壤中其它微生物的群落组成及功能是否发生变化、从而影响稻田土壤微生物

生态系统稳定与可持续性，是需要深入分析探讨的问题。
而且，分别以粳稻“日本晴”和籼稻“明恢 ８６”（ＭＨ８６）为背景的转基因水稻的甲烷减排率差异较大，前者

最高可达到 ５０％、后者 ３０％［７］。 同时研究发现粳稻“日本晴”与籼稻“明恢 ８６”稻田土壤中的产甲烷菌群落组
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成存在差异，这可能是造成转基因粳稻与籼稻的甲烷减排效果差异的原因之一［７］，由此也体现出了土壤微生

物群落组成及功能的重要性。 此外，我们之前的研究也发现低甲烷排放转基因粳稻的土壤细菌群落结构与野

生型水稻“日本晴”存在一定差异，且土壤中与碳循环相关的某些微生物功能基因强度也明显降低［３０］。
３．３　 低甲烷排转基因水稻的土壤微生物群落

微生物参与了土壤养分转化、有机质分解、腐殖质形成及污染物生物降解等土壤生化过程，其群落组成是

反映土壤环境状况、衡量土壤质量和维持土壤微生态平衡的重要指标［３１—３２］。 不同品种植物的根系分泌物组

成及数量存在差异，由此导致了土壤微生物群落组成的差异［３３］。 转基因作物的外源基因有可能改变其根系

分泌物、根系及植株残体的组成与数量，从而影响土壤微生物群落组成与功能［３４—３５］。
本研究进一步分析了籼稻背景的低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）与野生型籼稻“明恢 ８６”（ＭＨ８６）间

稻田土壤微生物群落组成与功能的差异。 通过对田间定位试验第 ３ 年的土壤细菌和真菌的高通量测序发现，
微生物群落组成的 α⁃及 β⁃多样性分析表明，仅在水稻分蘖期低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）土壤真菌群落

的多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 及均匀度指数 Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ 显著高于（Ｐ＜０．０５）野生型水稻（ＭＨ８６），其它生育期

内的稻田土壤细菌及真菌群落组成及其多样性在 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间均没有明显差异。 但是，对微生物物种

组成的具体分析显示，在某些水稻生长阶段，一些种类的土壤细菌或真菌的相对丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间

存在差异。 如，细菌的厚壁菌门相对丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 的分蘖期或成熟期的土壤中显著提高（Ｐ＜０．０５），在齐穗

期的 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中细菌的放线菌门相对丰度显著提高（Ｐ＜０．０５），但其酸杆菌门相对丰度显著降低（Ｐ＜
０．０５）；真菌的担子菌门或子囊菌门的相对丰度分别在 ８６Ｒ２７⁃３ 的分蘖期或齐穗期的土壤中显著降低（Ｐ＜
０．０５），但罗泽真菌门相对丰度在分蘖期和齐穗期的 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中均显著提高（Ｐ＜０．０５）。

虽然，某些细菌门或真菌门的相对丰度变化未能造成微生物整体群落组成及多样性的显著改变，但对于

功能更加特定的一些细菌或真菌的菌属来说，其丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间的差异仍是十分值得关注的。 从

物种组成热图的分析可见，在水稻齐穗期，稻田土壤细菌或真菌中平均丰度较高的一些菌属的相对丰度在

８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间存在较明显的差异，且真菌有差异的菌属数量比细菌多；真菌的 Ｅｃｈｒｉａ 等 ４ 个菌属及

Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ 等 ９ 个菌属的相对丰度分别在 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中提高或降低；细菌有 ５ 个菌属 ＳＪＡ⁃１５、Ａｑｕｉｓｐｈａｅｒａ、
ＫＤ４⁃９６、ＩＭＣＣ２６２５６ 及甲烷氧化菌属 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的相对丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中提高。 这些相对丰度有明

显变化的细菌属或真菌属的功能的进一步分析挖掘，对评价低甲烷排放转基因水稻土壤微生物生态功能可能

更有效。 如，甲烷氧化菌属 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的相对丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中的提高，对土壤中甲烷的氧化消耗有

促进作用，从而应对稻田甲烷减排具有一定贡献。
同时，本研究对稻田土壤细菌或真菌群落功能预测的结果显示，低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）土壤

细菌或真菌功能群的丰度与野生型水稻（ＭＨ８６）可存在显著差异。 尤其是土壤细菌，明显可见与土壤氮、硫
及锰代谢相关的细菌功能群丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间存在显著差异（Ｐ＜０．０５），如，水稻分蘖期的硝酸盐还

原、硝酸盐呼吸、硫代硫酸盐呼吸及硫呼吸，水稻齐穗期和成熟期的好氧亚硝酸氧化及成熟期的锰氧化细菌功

能群丰度均在 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中显著降低（Ｐ＜０．０５）。 土壤真菌中主要是一些未定义腐生物类型功能群丰度在

８６Ｒ２７⁃３ 与 ＭＨ８６ 间存在差异，其中，８６Ｒ２７⁃３ 土壤中的银耳目、嗜热囊菌科、镰刀菌属及韦斯特氏菌功能群丰

度显著降低（Ｐ＜０．０５），而其马勃科及动物内共生体腐生生物毕赤酵母属功能群丰度显著提高（Ｐ＜０．０５）。 说

明种植低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）对稻田土壤微生物功能群丰度存在一定影响。
另外，本研究通过对土壤微生物功能基因的定量分析发现，与野生型水稻（ＭＨ８６）比较而言，在低甲烷排

放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）土壤中，不仅产甲烷菌功能基因 ｍｃｒＡ 丰度显著降低（Ｐ＜０．０５），其它微生物功能基因

丰度也会显著降低，如固氮菌 ｎｉｆＨ 基因、氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因和反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因的丰度均在不同的水

稻生育期内显著降低（Ｐ＜０．０５）。 这些功能基因丰度的变化可能影响到稻田土壤固氮及氮素转化过程。
此外，通过对水稻植株分析，证明了低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）促进碳水化合物向茎叶及籽粒运

送，减少向根系分配［４］，其根系干重显著低于野生型水稻（ＭＨ８６），但茎叶干重及单株产量没有差异，且
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８６Ｒ２７⁃３ 的茎叶有机碳含量较高。 由稻田土壤有效养分含量可见，８６Ｒ２７⁃３ 的土壤有效磷含量显著低于

ＭＨ８６ （Ｐ＜０．０５），影响了对水稻磷营养的供给，８６Ｒ２７⁃３ 的植株茎叶及根系中的磷含量也均显著降低（Ｐ＜
０．０５）。

综上所述，由于低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）根系减少，向土壤中输送的有机物也会相应减少，从而

减少了土壤微生物生长所需的碳源，致使产甲烷菌丰度降低的同时也降低了土壤固氮菌、氨氧化细菌及反硝

化细菌功能基因丰度，这些功能基因丰度的变化将对稻田土壤固氮及氮素转化具有潜在影响。 与野生型水稻

（ＭＨ８６）比较，低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）稻田土壤微生物群落组成总体上没有显著变化，但某些细菌

或真菌的菌门或菌属的相对丰度产生变化，且预测可见低甲烷排放转基因水稻土壤中与氮、硫及锰代谢相关

的一些细菌功能群丰度的降低，及某些未定义腐生物真菌功能群丰度的变化，这仍是十分值得关注与深入研

究的问题。 此外，本试验显示出的低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）土壤磷养分有效性的降低，及其植株茎

叶和根系的磷养分含量的降低，是否与土壤中影响磷素转化与吸收的微生物群落组成与丰度相关，也有待进

一步分析研究。

４　 结论

本试验研究结果表明：连续种植低甲烷排放转基因水稻（８６Ｒ２７⁃３）３ 年后，对稻田土壤细菌或真菌的群落

组成没有显著影响；但主要细菌或真菌种类的相对丰度及功能群丰度产生了变化。 与野生型水稻 ＭＨ８６ 相

比，水稻齐穗期时 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤的放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、罗泽真菌门（Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ）的相对丰度显著提

高（Ｐ＜０．０５），而酸杆菌门（Ａｃｉｄｉｂａｃｔｅｒｉａ）、子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）的相对丰度显著降低（Ｐ＜０．０５）；参与土壤

氮、硫和锰代谢的硝酸盐还原与呼吸，硫代硫酸盐及硫呼吸，好氧亚硝酸盐氧化及锰氧化的细菌功能群丰度在

某些生长阶段的 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中显著降低（Ｐ＜０．０５）；而未定义腐生物类型的真菌功能群丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 土

壤中有减有增，前者如银耳目、嗜热囊菌科、镰刀菌属及韦斯特氏菌，后者如马勃科；且微生物功能基因 ｍｃｒＡ、
ｎｉｆＨ、ａｍｏＡ 及 ｎｉｒＳ 的丰度在 ８６Ｒ２７⁃３ 土壤中也显著降低（Ｐ＜０．０５）。
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