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摘　要：为研究不同施肥模式对稻田养殖克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）田块水体细菌的影响，通过采用
Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序技术针对施用化肥（ＣＦ）、有机肥（ＯＦ）和有机肥加腐熟鸡粪（ＯＭ）等３种施肥模式的水体
细菌进行检测。高通量测序结果显示在 ３种不同施肥模式下的稻田中主要细菌门类均为变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）。主要优势菌属为 Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅｈｇｃｌ＿ｃｌａｄｅ、Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ、Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ、Ａｌｐｉｎｉｍｏｎａｓ、
Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａ和Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ。在３种模式中，施用有机肥的田块细菌丰度显著高于施用化肥和有机肥
加腐熟鸡粪的田块，细菌物种多样性显著高于施用有机肥加腐熟鸡粪田块，与施用化肥田块差异不显著。结

果表明在施用有机肥模式下，水体微生物具有更好的多样性，生态系统更加稳定。有机肥与腐熟鸡粪配施虽

然会降低水体细菌的物种多样性，但是腐熟鸡粪与有机肥配施会大大降低蓝藻细菌的丰度。聚类分析结果显

示有机肥组与有机肥加腐熟鸡粪组水体细菌群落相似度更高。对稻田水体细菌与水体理化因子关联分析发

现，对水体细菌影响最主要的环境因子是溶氧、总氮、ｐＨ和总磷。研究结果为不同施肥处理对稻田水体生态
环境的影响以及为稻田综合种养施肥模式优化提供理论依据。
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　　稻田综合种养是我国重要的生态养殖模式
之一［１］，可以有效地减少农药化肥的使用量，并

且获得较高的经济效益。随着稻田养殖技术的

发展，稻田综合种养的水产品种类也越来越多。

目前稻克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）的养殖
模式已经成为了一种主要的稻田养殖模式。

２０１７年全国小龙虾养殖产量达到了１１２万 ｔ，养
殖面积达８０万ｈｍ２，其中稻田养殖面积约为５６．７
万ｈｍ２，占总养殖面积的７０．８３％［２３］。

微生物群落组成和结构直接影响着水产品

的产量、水质土壤环境和动物疾病防控等方

面［４］。不同肥料的施用会影响微生物的功能和

数量［５６］。我国现代农业施用的肥料主要是化

肥，有机肥使用量仅有不到２０％［７］。化肥的过度

施用会导致土壤酸化和水体富营养化等问题［８］。

有机肥和鸡粪的施用则有利于提升土壤肥力和

有机质［９１０］。在施肥模式对水产养殖的影响方面

国内外学者已经进行了大量的研究［１１］，但是目前

对稻田综合种养的影响研究较少。因此本研究

通过对不同施肥模式下水体微生物的研究探索

适合稻田综合种养的施肥模式。

１　材料与方法

１．１　实验设计及地点
养殖场位于江苏省兴化市中堡镇东荡庄村

香湖农庄（１１９．８７１２４４°Ｅ，３３．１２８３１１°Ｎ），位于江
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苏省中部、长江三角洲北翼，年平均气温１６．２℃，
年总降水量９３８．０ｍｍ，年日照时数１８９０．３ｈ。
克氏原螯虾的放养密度是 ８０００尾／６６７

"

。放

养规格为２００尾／ｋｇ。实验采用随机大田块进行
处理，设置施用化肥（ＣＦ）、有机肥（ＯＦ）和有机肥
加鸡粪（ＯＭ）３个不同处理组。实验肥料分别为
兴化市美乐复合肥，兴化市兴友牌发酵有机肥。

肥料施用时间为２０１８年４月下旬。３个实验塘
分别为６００３ｍ２、１１３３９ｍ２和２６６８０ｍ２，根据田
块的大小分别采集了３、６、９个样品。３个实验塘
分别施用复合肥４０ｋｇ／６６７ｍ２、有机肥２５ｋｇ／６６７
ｍ２、有机肥１０ｋｇ加腐熟鸡粪１０ｋｇ／６６７ｍ２。３个
实验田块均挖有环沟，环沟深度在１．０～１．４ｍ，
沟内培植水花生、伊乐藻等水草。

１．２　水体样品采集及处理
水体样品于２０１８年６月１日采集，采取水样

深度为３０～４０ｃｍ。水样采集后现场过２００目灭
菌筛绢后用０．２２μｍ滤膜（ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）进行微生物
的提取。提取后的滤膜置入灭菌离心管中放入

干冰盒中带回实验室放入 －８０℃冰箱中等待
ＤＮＡ提取。
１．３　水体样品理化性质检测

水体温度、溶氧和 ｐＨ现场采用多功能水质
检测仪（ＨＡＣＨ４０ｄ）进行检测，总氮采用碱性过硫
酸钾消解紫外分光光度法测定，总磷采用钼酸铵

分光光度法测定，氨氮采用纳氏试剂分光光度法

测定，亚硝态氮含量采用盐酸萘乙二胺比色法测

定，硝态氮含量采用 Ｎ（１萘基）紫外分光光度
法测定。

１．４　水体微生物总ＤＮＡ提取
将滤膜剪碎后，使用快速提取试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．

Ａ．ＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ试剂盒）提取ＤＮＡ，得到ＤＮＡ样品。
通过０．８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ提取质量，
同时采用紫外分光光度计对ＤＮＡ进行定量。
１．５　ＰＣＲ扩增及高通量测序

运用正向引物 ３３８Ｆ（５′ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡ
ＧＧＣＡＧＣＡ３′）和反向引物 ８０６Ｒ（５′ＧＧＡＣＴＡＣ
ＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′）对１６ＳｒＲＮＡ基因高变区
Ｖ３Ｖ４进行扩增。ＰＣＲ扩增体系为２５μＬ，包括
灭菌超纯水 ８．７５μＬ包括 １２．２５μＬ的 ２×Ｔａｑ
ＰＣＲＳｔａｒＭｉｘｗｉｔｈＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ，正向引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ和反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ总
ＤＮＡ２μＬ。ＰＣＲ循环顺序为９８℃ ２ｍｉｎ预热，

２５个循环９８℃１５ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，最后
在７２℃下延长５ｍｉｎ。每份总ＤＮＡ扩增３次，然
后将３份ＰＣＲ产物等浓度混合。ＰＣＲ产物送往
上海派森诺生物科技有限公司进行高通量测序，

采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ平台，进行双末端测序。最
后将得到的测序数据返回，进行数据处理和生物

多样性分析。

１．６　数据分析
首先，将返回的双末端Ｆａｔａｑ序列用ｆａｓｔｑｃ软

件对序列文件进行质量检测和质量过滤。然后

利用Ｆｌａｓｈ软件对质量过滤的序列进行拼接，用
ｍｏｔｈｕｒ［１２］软件去除嵌合体序列。实验用Ｑｉｉｍｅ软
件中的 ｕｃｌｕｓｔ［１３］对所得到的优质序列按照０．９７
的相似度进行 ＯＴＵ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ）
聚类，选取每个 ＯＴＵ中最长序列为代表序列；用
Ｑｉｉｍｅ软件中获得的代表序列与 Ｓｉｌｖａ［１４］数据库
比对，获得ＯＴＵ分类学信息。根据物种丰度，用
ｍｏｔｈｕｒ软件中求出每个样品的 Ｃｈａｏ、ＡＣＥ、
Ｓｈａｎｎｏｎ和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数。其中 Ｃｈａｏ和 ＡＣＥ指
数是群落丰度（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｂｕｎｄａｎｃｅ）指数，二者
的值越大，说明群落丰富度越高；Ｓｈａｎｎｏｎ和
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数是群落多样性（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）
指数，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越大，说明群落多样性越低，
Ｓｈａｎｎｏｎ指数越大，说明群落多样性越高。用
Ｑｉｉｍｅ软件，根据各样品的物种进化和丰度信息，
进行 Ｕｎｉｆｒａｃ分析［１５１６］，得到样品间差异距离矩

阵，然后进行 ＰＣｏＡ分析。根据精简后的 ＯＴＵ列
表，用Ｒ软件中的ｐｈｅａｔｍａｐ程序包进行属水平上
的聚类分析，并绘制出ｈｅａｔｍａｐ［１７１８］图。

运用ＳＰＳＳ１６．０软件进行单因素方差（Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ）分析３种模式下稻田水体理化性质
数据的差异，用Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法进行多重比较，同一
列不同字母表示显著性差异。

２　结果

２．１　水体理化性质
３个处理组 ｐＨ为 ８．１７～８．３６，温度为

１９．８～２０．２℃。不同施肥模式下的水体理化性
质（表１）差异较大。与 ＣＦ组相比，ＯＦ组总氮含
量明显较高，ＯＭ组的总氮、总磷含量明显较高，
溶解氧含量明显较低（Ｐ＜０．０５）。与 ＯＦ组相
比，ＯＭ组的总氮、总磷含量明显较高，溶氧含量
明显较低（Ｐ＜０．０５）。

７１５



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２９卷

表１　３种不同施肥模式下水体理化指标
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｗａｔｅｒｃｈｅｍｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐａｄｄｙｆｉｅｌｄｉｎｔｈｒｅｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓ

处理组

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
硝态氮

ＮＯ－３Ｎ／（ｍｇ／Ｌ）
氨氮

ＮＨ＋４Ｎ／（ｍｇ／Ｌ）
亚硝态氮

ＮＯ－２Ｎ／（ｍｇ／Ｌ）
总氮

ＴＮ／（ｇ／Ｌ）
总磷

ＴＰ／（ｍｇ／Ｌ）
氮磷比

ＴＮ／ＴＰ
溶解氧

ＤＯ／（ｍｇ／Ｌ）
ＣＦ ０．７６±０．２６ ０．２３±０．１５ ０．０１±０．０１ ２．７２±０．０９ａ ０．２２±０．０５ａ １２．６１±２．４９ａ ６．０７±０．５８ａ

ＯＦ ０．７９±０．０９ ０．２６±０．０６ ０．０３±０．０３ ９．９９±２．０５ｂ ０．２７±０．０６ａ ３８．２６±１１．６５ｂ ６．１４±１．０１ａ

ＯＭ １．１５±０．４４ ０．２７±０．１９ ０．０４±０．０３ １８．４９±６．６６ｃ ０．５８±０．３５ｂ ３８．３３±１６．４９ｂ ３．８４±０．８２ｂ

注：同列中相同字母代表处理间不存在显著差异（Ｐ＞０．０５），不同字母代表处理间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｍｅａｎｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

２．２　不同模式对水体微生物高通量结果及多样
性分析

ＣＦ、ＯＦ和 ＯＭ等３种施肥模式的水体微生
物高通量测序所获得的有效平均序列数分别为

６３９９９．００±２６４９．２４、５４５５７．５６±５８９６．２１和５４
６３３．６７±４０５２．７０，序列长度在４７１．６０～４８６．０６
ｂｐ，见表２。获得的总的有效序列数为１１７４７１８
条，平均片段长度４５８．００ｂｐ。

表２　３种施肥模式下水体微生物高通量测序结果
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｗａｔｅｒｂａｃｔｅｒｉａｉｎｐａｄｄｙｆｉｅｌｄｉｎｔｈｒｅｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓ

样本名

Ｓａｍｐｌｅ
序列数

Ｓｅｑ＿ｎｕｍ
碱基数

Ｂａｓｅ＿ｎｕｍ
平均长度

Ｍｅａｎ＿ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
最短序列长度

Ｍｉｎ＿ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
最长序列长度

Ｍａｘ＿ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
ＣＦ ６３９９９．００±２６４９．２４ ２９３１３６６５．３３±１２５０４４０．１３ ４５８．０２±０．６６ ２６７．００±８．００ ４８１．００±１．７３
ＯＦ ５４５５７．５６±５８９６．２１ ２４９７１４８９．３３±２６６８３１４．４９ ４５７．７７±１．５４ ２８０．４４±１２．６１ ４８１．５６±４．５０
ＯＭ ５４６３３．６７±４０５２．７０ ２５０２５６７４．７８±１８３００４１．３７ ４５８．１０±１．２５ ２８６．２２±１０．３３ ４７８．００±６．４０

　　３个处理组水体微生物多样性（图１）α多样
性分析结果显示：ＯＦ组的ＡＣＥ指数显著高于 ＣＦ
组和 ＯＭ组，ＯＭ组的 ＡＣＥ指数显著高于 ＣＦ组
（Ｐ＜０．００１）。Ｓｈａｎｎｏｎ指数比较发现，ＣＦ组和

ＯＦ组均显著高于 ＯＭ组（Ｐ＜０．００１）。ＯＦ组和
ＯＭ组的水体微生物多样性在丰度上明显高于
ＣＦ组。在物种多样性上，ＣＦ组和 ＯＦ组明显高
于ＯＭ组。

表示有显著性差异，Ｐ＜０．００１

Ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，Ｐ＜０．００１

图１　３种施肥模式下水体微生物多样性
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｗａｔｅｒｍｉｃｒｏｂｅｉｎｔｈｒｅｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓ
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　　在９７％的相似性下共得到２５６４个ＯＴＵ（图
２），其中 ３个处理组共有的 ＯＴＵ占总 ＯＴＵ的
３６．９０％。ＯＦ组和 ＯＭ组共有的 ＯＴＵ占总 ＯＴＵ
的６７．７１％，ＯＦ组与ＣＦ组共有的 ＯＴＵ占总 ＯＴＵ
的４１．６９％，ＯＭ组与ＣＦ组共有的ＯＴＵ占总ＯＴＵ
的３９．４３％。这表明３个处理组共有的种类不是
特别集中，并且 ＯＦ组和 ＯＭ组在微生物组成方
面相似性明显更高。与 ＣＦ组的共有 ＯＴＵ相对
较少，相似度较低。结果表明施用不同肥料水体

微生物组成有着明显的不同。

２．３　不同施肥模式下的水体微生物组成
在测序结果中得到的菌群分属 ３８门 ９５纲

１９２目３７８科７９８属１３９９种。得到的序列为细
菌序列，在门水平上超过 ９７％的 ＯＴＵ被分类。
在细菌组成上３种模式下的细菌是相似的，主要
门是 变 形 菌 门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放 线 菌 门
（Ａｃｆｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、蓝藻
门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），见图
３。这些细菌是组成水体细菌的主要成分，占据
了９０％以上的 ＯＴＵ。对３种施肥模式下各个主
要菌门的相对丰度分析可以看出，各菌群在门水

平上有着较大差异：施用有机肥和鸡粪的田块中，

放线菌门的相对丰度明显高于施用化肥和施用

有机肥的田块（Ｐ＜０．００１）；蓝藻门的相对丰度明
显低于施用化肥和施用有机肥的田块（Ｐ＜
０．００１）；拟杆菌门的相对丰度施用化肥的田块会
明显低于另外２个田块（Ｐ＜０．０５）。

图２　３种施肥模式下水体微生物ＯＴＵＶｅｎｎ图
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｏｆＯＴＵｉｎ

ｔｈｒｅｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｓ

分析过程中将相对丰度低于１％ 的归于“其他”组内。ＣＦ１３．化肥组；ＯＦ１６有机肥组；ＯＭ１９．有机肥加鸡粪组
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｈｏｓｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎ１％ ｗｅｒｅａｓｓｉｇｎｅｄａｓ“ｏｔｈｅｒｓ”．ＣＦ１３．ｃｈｅｍｉｃａｌｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｇｒｏｕｐ；ＯＦ１６．ｏｒｇａｎｉｃ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｇｒｏｕｐ；ＯＭ１９．ｏｒｇａｎｉｃｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ＋ｆｏｗｌｍａｎｕｒｅ

图３　３种施肥模式下细菌门水平的细菌组成丰度图
Ｆｉｇ．３　Ａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐｈｙｌａｕｎｄｅｒｔｈｒｅｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｓ
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２．４　优势菌属分析
３个处理组共得到７９８个属。５６．８９％的菌属

是３种模式共有的，ＣＦ组和 ＯＦ组、ＣＦ组和 ＯＭ
组、ＯＦ组和ＯＭ组共有的细菌分别占据总菌属的
５９．７７％、５８．６５％、８３．２１％。ＯＦ组和 ＯＭ组的相
似度更高。对３种不同模式下的含量超过０．１％
细菌进行丰度的排序（图 ４）。３种模式下
Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｑｕｉｌｕｎａ、Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅ
ｈｇｃｌ＿ｃｌａｄｅ、 Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ、 Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ、
Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａ、Ａｌｐｉｎｉｍｏｎａｓ、ｎｏｒａｎｋｃ＿Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ等
均为主要的菌属。聚球藻属（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ）是实
验水体环境中平均相对丰度最高的属，在３个组
中分 别 占 据 了 １３．６４％、７．８２％ 和 ０．２８％。
ｎｏｒａｎｋｃ＿Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ、Ｐｏｌｙｎｕ
ｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｑｕｉｌｕｎａ、Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅ、
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ａｌｐｉｎｉｍｏｎａｓ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ、Ｍａｓｓｉｌｉａ、

Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ等菌属在３个不同
处理组中差异显著（表３）。

表３　３种施肥模式下差异较大主要菌属
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｍａｊｏｒｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｕｎｄｅｒｔｈｅｔｈｒｅｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｓ ％

ＣＦ ＯＦ ＯＭ

ｎｏｒａｎｋｃ＿Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ １．５６ ９．２９ １．４０
Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ １３．６４ ７．８２ ０．２８
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｑｕｉｌｕｎａ ０．７５ ３．５５ ９．３３
Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ ７．４９ ５．０２ ２．４９
Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ ２．６０ ８．２４ ６．６０
Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅ １．７４ ３．２６ ５．５４
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．５０ １．６５ ３．６５
Ａｌｐｉｎｉｍｏｎａｓ ０．８２ ０．８０ ８．８８
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ２．８３ ０．３６ ０．０５
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ２．１５ ０．１１ ０．０６
Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １．５６ ０．１８ ０．５４

分析过程中将相对丰度低于１％ 的归于“其他”组内。ＣＦ１３．化肥组；ＯＦ１６有机肥组；ＯＭ１９．有机肥加鸡粪组

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｈｏｓｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎ１％ ｗｅｒｅａｓｓｉｇｎｅｄａｓ“ｏｔｈｅｒｓ”．ＣＦ１３．ｃｈｅｍｉｃａｌｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｇｒｏｕｐ；ＯＦ１６．ｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｇｒｏｕｐ；ＯＭ１９．ｏｒｇａｎｉｃｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ＋ｆｏｗｌｍａｎｕｒｅ

图４　３种施肥模式下细菌属水平的细菌组成丰度图
Ｆｉｇ．４　Ａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｇｅｎｕｓｕｎｄｅｒｔｈｒｅｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｓ

２．５　不同施肥模式下水体微生物群落相似性
分析

对３种施肥模式下的水体微生物群落进行
聚类分析，可以看出相同处理下的样本聚集在一

起，表明了样品有很好的重复性，并且ＰＣｏＡ图中

ＯＦ处理组和ＯＭ处理组的距离较近，表明２个组
的相似性更高，见图５ａ。在等级树中，ＯＦ处理组
和ＯＭ处理组聚集在一个分支上，而 ＣＦ组独立
于另外一个分支，同样表明了 ＯＦ处理组和 ＯＭ
处理组更高的相似度，见图５ｂ。
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ＣＦ１３．化肥组；ＯＦ１６．有机肥组；ＯＭ１９．有机肥加鸡粪组

ＣＦ１３．ｃｈｅｍｉｃａｌｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｇｒｏｕｐ；ＯＦ１６．ｏｒｇａｎｉｃｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｇｒｏｕｐ；ＯＭ１９．ｏｒｇａｎｉｃｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ＋ｆｏｗｌｍａｎｕｒｅ

图５　基于ＯＴＵ水平下水体微生物群落的主成分（ＰＣｏＡ）分析图（ａ）以及聚类分析树（ｂ）
Ｆｉｇ．５　ＰＣｏＡａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａｍ（ａ）ａｎｄｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｔｒｅｅ（ｂ）ａｔＯＴＵｌｅｖｅｌ

２．６　不同施肥模式下水体微生物与环境因子相
关性分析

为了解３种施肥模式下水体理化性质对与
水体微生物的相关性，运用冗余分析（ＲＤＡ）对这
３种施肥模式下１０种主要菌属和水体理化性质
的相关性进行分析（图６），结果显示：前２个排序
轴的特征值分别为 ０．４８５９、０．１３９０，硝态氮
０．４８５９、氨氮 ０．１３９０、亚硝态氮 ０．０５０５、总氮
０．０２７９、总磷０．０１５３、溶解氧０．００３４主要贡献
于第一排序轴，ｐＨ０．００３主要贡献于第二排序
轴。对细菌组成和这些菌属主要的影响因子为

溶氧、总氮、ｐＨ、总磷。图 ６中 Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ、
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｑｕｉｌｕｎａ、Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅｈｇｃｌ＿ｃｌａｄｅ、
Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａ、Ａｌｐｉｎｉｍｏｎａｓ等菌属与硝态氮、氨
氮、亚硝态氮、总氮、总磷、ｐＨ呈现正相关，与溶
氧 呈 负 相 关； ｎｏｒａｎｋｃ＿Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ、
Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ、Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ等菌属与溶氧呈现正
相关，与硝态氮、氨氮、亚硝态氮、总氮、总磷、ｐＨ
呈负相关。

３　讨论

水生生物的多样性受到多方面的影响，包括

人为因素和自然因素，以往对于水体微生物的研

究多集中在自然水体如湖泊［１９］、海洋［２０］之中。

有研究［２１］表明养殖活动会改变群落结构。本研

究中ＯＦ组与ＯＭ组的水体细菌丰度显著高于ＣＦ
组。与施用化肥相比，施用有机肥能够有效提升

微生物生物量，这与孙凤霞等［２２］对土壤微生物的

研究结果一致。鸡粪与有机肥配施降低了水体

细菌物种多样性，推测可能是由于鸡粪等畜禽粪

便对抗生素和重金属等有吸附作用［２３２４］，在腐熟

鸡粪处理不完全时带入水体，抗生素和重金属会

对菌群结构造成不利影响。生物多样性可以在

一定程度上反映生态系统的稳定性。较高的生

物多样性能够使得生态系统更加稳定［２５］。由此

可以推测ＯＦ组水体生态系统更加稳定。３个处
理组的 ＰＣｏＡ图和聚类分析表明，同一处理组的
样品细菌群落结构相似度较高，不同处理组的样

品分离度很好，表明不同的施肥种类会对水体细

菌有着很明显的影响。聚类分析中，ＯＦ组与 ＯＭ
组聚为１支，与ＣＦ组分离，表明鸡粪的配施对水
体菌群的影响小于施用有机肥与化肥的差异。

水体生态系统的稳定与良好不仅与生物多

样性有关，也与水体细菌组成及功能相关。本研

究中主要的细菌组成在门水平上与之前的研

究［２６］基本一致，获得的变形菌门相对丰度更高。

蓝藻门细菌在３个实验塘中均有广泛分布，与成
敏玲等［２６］对湖泊水体细菌组成研究结果一致。

在３个处理组中蓝藻门细菌相对丰度差异显著。
Ｎ、Ｐ元素是决定蓝藻生长的营养元素，并且当Ｎ／
Ｐ大于７时，Ｐ元素是限制蓝藻生长的因素［２７］。

本实验处于养殖初期，底肥的施用导致 Ｎ、Ｐ元素
已经在水体中有较多的积累，不再是限制蓝藻生

长的因素。ＯＭ组蓝藻门细菌相对丰度显著低于
其余２组，这与之前孟顺龙等［２８］研究鸡粪的施用

可以降低水体环境中蓝藻的含量结果一致。水
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体细菌属水平上分析结果显示，黄杆菌属

（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）广泛存在于养殖水体之中［２９］。

黄杆菌属是严格的好氧菌，本实验中３个处理组
中均存在，表明３个处理组溶氧条件相对良好。
ＣＦ组中克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、鞘氨醇单胞菌
属（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、微小杆菌属等菌属均显著高
于ＯＦ组与 ＯＭ组。克雷伯氏菌属具有降解氨

氮、去除有机物等作用［３０］；鞘氨醇单胞菌属，常被

用于有机污染物的生物降解［３１］；微小杆菌属

（Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）在有机物污染、重金属处理等
方面有着积极作用［３２］。这些菌属的相对丰度较

高可能是由于化肥在底肥施用前期较短时间内

释放大量的营养元素和化肥施用的污染导致这

些细菌的大量生长。

图６　１０种主要菌属与水体环境因子的ＲＤＡ排序图
Ｆｉｇ．６　ＲＤＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆ１０ｍａｊｏｒｇｅｎｅｒａａｎｄｗａｔｅｒｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓ

　　水体理化因子是微生物群落的重要影响因
子。在底肥施用１个月后，水体中Ｎ、Ｐ含量受到
肥料的影响含量较高，此时水体处于富营养化的

状态。ＯＦ组与ＯＭ组总氮含量显著高于 ＣＦ组，
推测是由于化肥肥效短，释放速率快，有机肥和

鸡粪肥效长，使得水体中Ｎ、Ｐ始终保持较高的含
量。本研究将细菌结构和水体理化因子进行关

联分析，发现溶氧、总氮、总磷和 ｐＨ是影响水体
细菌的主要因素。对湖泊水体细菌进行的研

究［２７，３３］也发现 ｐＨ、水温和溶氧是影响细菌群落
结构组成的主要因素。相较于湖泊，本实验中养

殖水体面积小，不同田块水体温度无明显差异，

温度对水体细菌群落结构的影响无法辨别。稻

田综合种养由于施肥等人工活动 Ｎ、Ｐ积累量大，
并且有研究［３４］表明水体营养是影响到水体细菌

组成的主要因素。在本次研究中总氮和总磷也

是影响水体细菌的主要环境因子之一。

综上所述，不同的施肥模式会影响水体的理

化性质和改变细菌的群落结构组成。研究结果

表明，相较于施用化肥与有机肥加鸡粪的田块，

施用有机肥的田块水体生物多样性更高，生态系

统更加稳定。有机肥与鸡粪配施虽然会降低水

体细菌的物种多样性，但是会大大减少蓝藻细菌

的丰度。溶氧、总氮、总磷、ｐＨ是影响水体细菌
群落结构的主要环境因子。
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