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摘要: 【目的】病毒是稻田土壤微生物群落的重要组成部分，在调节宿主群落和土壤元素生物地球化学循环过

程中发挥着不可忽视的作用。探析稻草还田下稻田土壤病毒与宿主相互作用机制以及辅助代谢基因 (AMGs) 的
表达，有助于揭示病毒在稻田土壤氮循环过程中的深远影响，为了解病毒在土壤元素生物地球化学循环过程中

的作用提供新视角。【方法】长期稻草还田定位试验位于广东省惠州市，始于 2015 年。选择稻草不还田对照

(CK)、1.1 倍稻草还田 (S1，单季稻草还田量 7075 kg/hm2)、1.2 倍稻草还田 (S2，单季稻草还田量 7750 kg/hm2)、
1.3 倍稻草还田 (S3，单季稻草还田量 8425 kg/hm2)、稻草全量还田 (S，单季稻草还田量 6400 kg/hm2) 5 个处理土

壤样品，采用宏基因组和宏病毒组测序技术，分析了稻田土壤病毒、细菌以及 AMGs 结构。【结果】稻田土壤

病毒优势科为圆环病毒科 (Circoviridae)、微小噬菌体科 (Microviridae)、双生病毒科 (Geminiviridae) 和类双生病

毒科 (Genomoviridae)，但仍有 84.62%～93.92% 病毒科未被分类或未知。稻草还田量对稻田土壤病毒的影响

显著，S 处理中圆环病毒科 (Circoviridae) 的丰度显著增加 (P<0.05)，S1、S2 和 S3 处理中类双生病毒科

(Genomoviridae) 的丰度显著降低，而未分类或未知病毒科的相对丰度显著增加 (P<0.05)。稻田土壤优势细菌门

为变形菌门 (Proteobacteria)、绿弯菌门 (Chloroflexi) 和酸杆菌门 (Acidobacteria)，稻草还田量和水稻生育期对土

壤优势细菌门均无显著影响。共检测到 8条病毒 contigs携带有机氮转化基因 glnA、gltD、gdhA 和 ncd2/npd，这

些病毒 contigs 在稻草还田处理中的丰度几乎全部高于 CK。宿主预测结果表明，2 条携带氮循环基因的病毒

contigs 宿主为假单胞菌门 (Pseudomonadota) 和放线菌门 (Actinomycetota)，其余病毒 contigs 未预测到宿主。细

菌 ncd2/npd 基因丰度与微生物量氮含量呈显著正相关 (P=0.015，n=10)，而与铵态氮、硝态氮总量之间没有显著

相关性 (P=0.108，n=10)。偏最小二乘路径模型显示，稻草还田显著影响了稻田土壤细菌的 α 多样性

(P<0.0007)；细菌携带的有机氮转化基因 ncd2/npd 显著影响了稻田土壤微生物量氮的含量 (P<0.0039)。【结论】

稻草还田显著影响稻田土壤中病毒类群的相对丰度，促进病毒所携带的有机氮转化基因表达出更多的辅助代谢

基因，进而有利于土壤氮循环。高稻草还田量通过影响土壤病毒和细菌的 α 多样性，间接影响细菌携带的

ncd2/npd 基因的相对丰度，最终对有机氮转化过程产生重要影响。
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Abstract: 【Objectives】Viruses are an important component of soil microbial communities in paddy fields, and
play a non-negligible role in regulating host communities and elemental biogeochemical cycles. Exploring the
interaction mechanism between viruses and hosts and the expression of accessory metabolic genes (AMGs) in
paddy fields under rice straw returning is helpful to reveal the far-reaching effects of viruses on soil nitrogen
cycling in paddy fields, aiming to provide a new perspective for understanding the role of viruses in the process of
soil element biogeochemical cycling.【Methods】A long-term straw return positioning experiment has been
conducted in Huizhou, Guangdong Province, since 2015. Soil samples were collected in 2023 from five treatment
plots: no straw returning (CK), total straw returning (S, the amount of straw returned to the field in a single season
is 6400 kg/hm2), and 1.1, 1.2, and 1.3 times of the whole straw return amount (S1, S2, and S3, the amount of straw
returned to the field in a single season are 7075 kg/hm2, 7750 kg/hm2, 8425 kg/hm2, respectively). The community
composition of soil viruses and bacteria, and the relative abundances of viruses, bacteria, and AMGs involved in
the nitrogen cycle process were analyzed by metagenomic and metavirome sequencing technology.【Results】
The dominant families of soil viruses in paddy fields were Circoviridae, Microviridae, Geminiviridae and
Genomoviridae, but 84.62%−93.92% of the viridae were still unclassified or unknown. S treatment increased the
abundance of Circoviridae significantly, while S1, S2 and S3 treatments decreased the abundance of
Genomoviridae but increased the relative abundances of unclassified or unknown viridae significantly (P<0.05).
The dominant bacterial phylum in paddy field were Proteobacteria, Chloroflexi and Acidobacteria, and the straw
return amount and the growth period of rice had no significant effect on the dominant bacterial phylum. A total of
8 viral contigs carrying the organic nitrogen transformation genes glnA, gltD, gdhA and ncd2/npd, were identified,
and the abundance of these viral contigs in the straw returning treatment was almost all higher than that of CK.
The results of host prediction showed that the hosts of two virus contigs carrying nitrogen cycle genes were
Pseudomonas and Actinomycetota, while the hosts for the other virus contigs were unable to predict. The
abundance of bacterial ncd2/npd gene was positively correlated with microbial biomass nitrogen content
(P=0.015, n=10), but not with total ammonium nitrogen and nitrate nitrogen (P=0.108, n=10). The partial least
squares path model showed that straw return significantly affected the alpha diversity of soil bacteria (P<0.0007).
The organic nitrogen transformation gene ncd2/npd carried by bacteria significantly affected the content of soil
microbial biomass nitrogen (P<0.0039).【Conclusions】Straw returning significantly affected the relative
abundance of virus taxa in paddy field, which could promote the expression of more AMGs encoded by viruses
and play an important role in soil nitrogen cycling. By affecting the alpha diversity of soil viruses and bacteria, the
amount of rice straw returned to the field indirectly affects the relative abundance of ncd2/npd genes carried by
bacteria, and ultimately has an important impact on the organic nitrogen transformation process.
Key words: paddy soil; rice straw return; virus; bacteria; nitrogen cycle-related genes

病毒是迄今为止地球上最丰富的生物类群，广

泛分布于水体和陆地环境中[1]。但由于土壤环境的异

质性和复杂性，对土壤病毒的研究面临着巨大的挑

战，目前已发现的土壤病毒数量约为 4.80×1031 个[2]，

这可能仅仅只是冰山一角[3]。近年来，随着宏基因组

和宏病毒组等测序技术的快速发展，土壤病毒的研

究焦点已从探究不同土壤中病毒的群落组成、物种

和遗传多样性[4−7]，转向评估其生态环境功能。

土壤病毒具有多种生态功能，包括调节土壤微

生物群落组成、结构和功能，介导水平基因转移

和表达辅助代谢基因，在碳、氮、磷等元素生物地

球化学循环等过程中具有至关重要的作用 [8−9]。Zhu
等[10]报道，在珠穆朗玛峰不同海拔高度土壤中，土壤

的养分状况对病毒群落组成和多样性有显著影响，
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并发现有多种病毒携带碳水化合物代谢基因，参与

珠穆朗玛峰土壤碳循环。Jin 等[11]发现，土壤病毒可

能通过编码碳水化合物活性酶 (CAZyme)，参与红树

林土壤复杂多糖的生物质循环过程。Emerson 等[12]发

现，在永久冻土融化过程中，土壤病毒通过感染或

者裂解产甲烷菌和表达辅助代谢基因编码糖苷水解

酶，来参与土壤碳循环。Huang 等[13]也报道，在不同

的土壤养分条件下，土壤病毒可以表达辅助代谢基

因 phoB、gdh，从而参与土壤磷、氮元素循环过程。

Han 等 [14]指出农田土壤中，病毒表达 5 种磷代谢基

因 dUTPase、MazG、phoH、Thy1、RNR，驱动宿主

内部自身核苷酸合成，从而影响土壤农田生态系统

磷循环过程。

稻田系统是最重要的农业系统，目前更多的研

究主要集中在细菌组学特征上[15−16]，而对稻田系统中

病毒及病毒−细菌互作的相关研究仍然较少，尤其是

稻草还田条件下土壤病毒群落特征及其在氮循环过

程中的作用研究较少。鉴于土壤病毒在稻田生态系

统中的重要性，本研究依托于广东省惠州市惠阳区

惠阳农科服务中心试验站长期稻草还田定位试验，

通过宏基因组和宏病毒组测序技术，比较不同量稻

草还田的土壤病毒和细菌组学特征及其差异，并探

讨这种差异是否也反映在水稻生育周期上。通过分

析稻草还田下稻田土壤病毒与细菌之间的联系，以

及病毒 AMGs 在氮循环过程中的作用，以期为了解

土壤病毒在土壤氮素生物地球化学循环过程中的作

用提供新视角。 

1    材料与方法
 

1.1    试验点概况

长期稻草还田定位试验始于 2015 年 3 月，试

验点位于广东省惠州市惠阳区惠阳农科服务中心

(113°20′E，23°08′N)。全年日照时数约为 2020.6 h，

平均气温为 22℃，多年降水量为 800～1500 mm，属

于南亚热带季风气候。一年两熟，早稻于每年三月

中下旬种植，六月底收割；晚稻于每年 8 月上旬种

植，10 月底收割。土壤类型为赤红壤，其基本化学

性质如下：pH 5.20、碱解氮 191.50 mg/kg、有效磷

49.60 mg/kg、速效钾 149.40 mg/kg、土壤有机质

22.80 g/kg。 

1.2    试验设计

试验地稻草还田模式为早稻稻草粉碎还田+
晚稻稻草粉碎还田，早稻与晚稻稻草还田量相同。

田间试验设置 5 个处理：1) 稻草不还田对照 (CK)；
2) 1.1 倍稻草还田，单季稻草还田量为 7075 kg/hm2

(S1)；3) 1.2 倍稻草还田，单季稻草还田量为 7750
kg/hm2 (S2)；4) 1.3 倍稻草还田，单季稻草还田量为

8425 kg/hm 2   (S3)；5) 稻草全量还田，单季稻草

还田量为 6400 kg/hm2 (S)。小区面积为 72 m2 (6 m×
12 m)，随机区组排列。

稻草含水率为 49.2%，N、P、K 含量分别为

9.20、2.12 和 16.42 g/kg。每个处理化肥用量除了钾

肥 (氯化钾，K2O 60%) 略有差异外，氮肥 (尿素，N
46%) 和磷肥 (钙镁磷肥，P2O5 15%) 用量相同，早稻

和晚稻的具体施肥量见表 1。磷肥 100% 基肥深施；

氮肥和钾肥 60% 基肥深施，剩余 40% 于水稻移栽

15天后追施。 

1.3    土壤样品采集与测定

在 2023 年 8 月 10 日 (晚稻分蘖期) 和 2023 年 10
月 27 日 (晚稻成熟期)，用土钻从各处理小区采集

0—20 cm 土层土壤，每个小区随机采集 5 点，剔除

根系、枝叶和石砾等杂物，混匀后分 3 部分分别装

至样品袋中，每个样品 3 个重复。一部分至 4℃ 车

载冰箱带回实验室−80℃ 保存，用于微生物宏基因组

和宏病毒组测序；一部分自然风干后用于测定全氮

(TN)含量；一部分新鲜土样用于测定硝态氮 (NO3
−-N)、

 

表 1   各处理早稻和晚稻化肥施用量 (kg/hm2)
Table 1   Chemical fertilizer input in each experimental treatment for early and late rice

处理

Treatment

总计 Total 早稻 Early rice 晚稻 Late rice

N P2O5 K2O N P2O5 K2O N P2O5 K2O

CK 310.5 94.5 270.0 155.3 47.3 135.0 155.3 47.3 135.0

S1 310.5 94.5 243.0 155.3 47.3 121.5 155.3 47.3 121.5

S2 310.5 94.5 216.0 155.3 47.3 108.0 155.3 47.3 108.0

S3 310.5 94.5 189.0 155.3 47.3 94.5 155.3 47.3 94.5

S 310.5 94.5 270.0 155.3 47.3 135.0 155.3 47.3 135.0
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铵态氮 (NH4
+-N)和微生物量氮 (MBN)含量[17]。 

1.4    土壤宏基因组测序

称取 0.5 g储存于−80℃的新鲜土样，采用 FastDNA
SPIN 试剂盒 (MP Bio-medicals, Solon, OH, USA) 提取

土壤样品微生物总 DNA[18−20]。对 DNA样品质量进行

检测，将检测合格的 DNA 样品加入 fragmentation
buffer，采用超声破碎仪进行随机打断，得到的短片

段 DNA 用于文库构建，并进行质检。对于质检合格

的文库采用 Illumina NovaSeq 6000 高通量测序平台

进行 PE150 测序，测序得到的原始图像数据文件，

经碱基识别 (Base Calling) 分析转化为原始测序序列

(Raw Reads)。采用质控流程软件 Trimmomactic (参数

为：LEADING:3TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:
5:20 MINLEN:50) 对获得的样品宏基因组数据进行质

量控制，获得的高质量序列用于下游数据分析，得

到 Clean reads 共 1.58×10 9 条。利用 MEGAHIT
(https://github.com/voutcn/megahit) 对质量控制之后的

Clean Data 进行 denovo 拼接 (K-mer 选取 k-min 35，
k-max 95，k-step 20)，并将各样品未被利用上的

Reads 放在一起进行混合组装，以期发现样品中较低

丰度物种的信息，筛选拼接长度在 500 bp 以上的

Scaftigs 进行后续分析。采用 Mmseqs 软件进行基因

聚类及去冗余，非冗余基因集的 Unigenes 平均长度

为 500.13 bp，平均 GC含量为 60.98%。使用 Diamond
(Version 0.9.30) 软件将非冗余的 Unigenes 序列与

NCBI-NR 数据库比对进行物种的同源性 BLAST 比

对 (设定阈值为 e-value≤0.0001)，共有 11688293
个冗余基因集的 Unigenes 被注释。宏基因组测序

工作委托广东美格基因科技有限公司完成。原始

序列数据已上传至 NCBI 数据库，注册编号 ID：

PRJNA1166634。 

1.5    土壤宏病毒组测序

称取 3.0 g 储存于−80℃ 的新鲜土壤样品，进行

组织破碎和匀浆处理，低速离心去除组织和细胞的

碎片，运用过滤、超速离心或沉淀等多种病毒学的

分离方法对溶液中的病毒样颗粒 (VLP) 进行纯化和

浓缩，然后采用病毒 DNA (dsDNA、ssDNA)和 RNA
(ssRNA、dsRNA) 共提取的方法同时提取核酸 [21 ]。

检测合格的 DNA 或经扩增的 DNA 样品采用超声破

碎仪进行随机打断，将打断后得到的短片段 DNA 用

于测序文库构建，质检合格的文库将采用 Illumina平

台进行测序，测序读长 PE150。高通量测序得到的

图像经 Base Calling 转化为原始测序序列 (Reads)，

使用 Fastp 软件对原始数据 (Raw Data) 进行一系列

处理，得到高质量的 clean reads。使用 Prokka (v1.13)
软件对病毒 contigs 进行基因预测，过滤基因核酸长

度小于 200 bp 的 contigs 序列。利用预测出来的基因

蛋白序列与 UniProtKB/Swiss-Prot/KEGG 数据库的病

毒序列   (ViralZone,  reviewed proteins，https: / /
viralzone.expasy.org/) 比对，获得功能注释信息。得

到上述潜在的病毒序列集后，使用 PhaGCN2 软件对

序列进行病毒分类学注释。将 reads 比对到鉴定后的

病毒 contigs 上，计算每个 contig 的丰度 [RPKM 值=
contig reads/(total mapped reads×contig length)]。鉴定

得到的病毒序列，采用 CheckV软件中封装的 Prodigal
包对组装的 contigs 进行基因注释，并将这些片段注

释的基因与美格基因自建的病毒数据库 [V4 版，主

要包含参考数据库：KEGG，VOGDB，PfamA，

PfamB， IMG/VR，TIGRFAM，RVDB，NCBI
GenBank (viral)，GVD，GPD，MGV，CHVD，

Riboviria 等 ] 进行比对，鉴定微生物和病毒的基因。

使用 CHERRY 软件 (参数：-len1000-model pretrain-
topk1) 和 PHP 软件 (参数：-nhostKmer_60105_kmer4)
根据病毒基因组的序列信息，分别对过滤后的病毒

序列进行宿主预测分析，并对结果做阈值筛选，得

到最终结果。采用 DRAM 软件对 Virsorter2 预测的

噬菌体序列按基因区域进行拆分，根据其对这些基

因的注释，将噬菌体注释为辅助代谢基因的序列进

行划分和归类。宏病毒组测序工作委托广东美格基

因科技有限公司完成。原始序列数据已上传至 NCBI
数据库，注册编号 ID：PRJNA1166100。 

1.6    数据处理

采用 SPSS Statistics 23 (IBM，USA) 软件对稻田

土壤病毒与细菌群落的相对丰度、氮循环基因丰度

等数据进行 Shapiro-Wilk 正态性检验，符合正态分

布的数据采用双因素方差分析 (two-way ANOVA)
计算其差异显著性。采用 origin 2022 (OriginLab，
Northampton，MA，USA) 软件绘制土壤病毒与细菌

群落物种丰度百分比柱状堆叠图、病毒与细菌网络

图和基因丰度柱状图。采用 R 语言中的“plspm”包

构建偏最小二乘路径模型。 

2    结果与分析
 

2.1    土壤病毒类群丰度

图 1显示，供试稻田土壤病毒科丰度最高的是圆

环病毒科 (Circoviridae)，相对丰度 3.54%～12.00%，
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其次是微小噬菌体科 (Microviridae)、类双生病毒科

(Genomoviridae) 和双生病毒科 (Geminiviridae)，
分别占 0.56%～3.04%、0.43%～1.61% 和 0.20%～

3.41%，其余 5 科病毒丰度合计占 0.05%～0.73%，

但是，84.62%～93.92% 病毒科未被分类或未知。其

中，S 处理的圆环病毒科 (Circoviridae) 的丰度显著

增加 (P<0.05)，在水稻分蘖期和成熟期分别较 CK
处理增加了 3.47% 和 6.33%，而其他处理则有所

降低。水稻分蘖期 S1、S2 和 S3 处理的类双生病毒

科 (Genomoviridae) 的丰度分别较 CK 显著降低了

0.86%、0.86%、0.89%。成熟期 S3 和 S 处理双生病

毒科 (Geminiviridae) 的丰度分别较 CK 显著降低了

0.89% 和 0.35%。值得注意的是，无论是水稻分蘖期

还是成熟期，未被分类或未知病毒科的相对丰度在

S1、S2 和 S3 处理中显著增加 (P<0.05)。水稻分蘖期

与成熟期相比较，各处理稻田土壤病毒群落的相对

丰度变化趋势基本相同。综上所述，稻草还田量对

稻田土壤病毒丰度产生了显著影响，而水稻不同生

育期对土壤病毒类群无显著影响。

在对稻田土壤中携带有机氮转化基因的病毒

contigs 进行进一步统计后，我们发现共有 8 条病毒

contigs，且在水稻分蘖期和成熟期，这些携带有机

氮转化基因的病毒 contigs 在稻草还田处理中的相对

丰度几乎全部高于 CK 处理，病毒序列 M.S3|contig_
141185 和 T.S3.3|contig_6813 分别在水稻成熟期和分

蘖期表现出独有性 (图 2)。除序列 T.S3.3|contig_
6813 以外，其他 contigs 均在纲水平上被归类为有尾

噬菌体纲 (Caudoviricetes)，仅有 M.S3.2|contig_51397
被注释到科分类水平，为 P2噬菌体科 (Peduoviridae)。
水稻分蘖期，病毒序列 M.S3.2|contig_51397 和

M.S3.3|contig_20350 分别在 S1 处理和 S 处理中相对

丰度最高，而其他病毒序列均在 S2 处理中相对丰度

最高。水稻成熟期，病毒序列 M.S3.2|contig_51397
和 M.S3.3|contig_20350 均在 S 处理中相对丰度最高。 

2.2    土壤细菌类群丰度

由图 3 可知，供试的稻田土壤优势细菌门丰度

最高的是变形菌门 (Proteobacteria，17.3%～19.8%)，
其次是绿弯菌门 (Chloroflexi，14.2%～16.7%)、酸

杆菌门 (Acidobacteria，8.1%～9.7%) 和疣微菌门

(Verrucomicrobia，3.7%～4.7%)。不同稻草还田量

处理之间细菌优势群落的相对丰度没有显著差异 (P>
0.05)。此外，对比水稻分蘖期与成熟期细菌群落

的相对丰度，其变化趋势基本相同。综上所述，稻

草还田量和水稻生育期对土壤优势细菌门均无显著

影响。 

2.3    携带有机氮转化基因的土壤病毒与细菌互作

通过 CHERRY 和 PHP 软件对稻田土壤病毒进行

宿主预测，稻田土壤病毒预测到的宿主跨越 71 个细

菌门，其中假单胞菌门 (Pseudomonadota) 是被预测
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图 1   不同稻草还田量处理晚稻分蘖期和成熟期土壤前 10 位病毒科的相对丰度

Fig. 1   The relative abundance of top 10 soil virus families in the paddy soil at tillering and maturity stages of late rice
receiving different rice straw incorporation rates

注：CK 为稻草不还田，S 为全部稻草还田 (单季稻草还田量 6400 kg/hm2)，S1、S2、S3 处理的稻草还田量为全部稻草还田的 1.1、1.2、
1.3倍 (单季稻草还田量分别为 7075、7750、8425 kg/hm2)。柱中不同小写字母表示处理间差异显著 (P<0.05).
Note: CK is the straw not returned, S is the whole straw returned (the amount of straw returned to the field in a single season is 6400 kg/hm2), and the
amount of straw returned to the field in S1, S2 and S3 is 1.1, 1.2 and 1.3 times that of all the straw returned (the amount of straw returned to the field
in a single season are 7075, 7750 and 8425 kg/hm2, respectively). Different lowercase letters in the bar indicate significant difference among
treatments (P<0.05).
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最多的细菌门。由图 4 可以看出，共有 4 个与有机

氮转化相关的基因被病毒和细菌共同拥有，分别是

gdhA、gltD、ncd2/npd 和 glnA。对携带这些有机氮

转化基因的病毒 contigs 进一步预测宿主，结果表

明，有 2 条病毒 contigs 预测到宿主。其中，携带

ncd2/npd 基因的病毒序列 M.S3.2|contig_51397 在

科水平上被鉴定为 P2 噬菌体科 (Peduoviridae)，预

测的宿主为不动杆菌属 (Acinetobacter)，属于假单

胞菌门 (Pseudomonadota)。而携带 glnA 基因的病

毒序列 T.S2.2|contig_13656 在科水平上未被分类，其

宿主为北里孢菌属 (Kitasatospora)，属于放线菌门

(Actinomycetota)。 

2.4    土壤病毒与细菌携带的有机氮转化基因与土

壤氮素指标的关系及病毒 AMGs

图 5 显示，在水稻分蘖期和成熟期，晚稻田土

壤中病毒携带的有机氮转化基因在稻草不还田 (CK)
处理中未被检测到。而在稻草还田的处理中，仅有

少数处理检测到了个别有机氮转化相关基因。水稻

分蘖期，基因 glnA 在 S2 处理中丰度最高；基因

ncd2/npd 在 S1 处理中丰度最高；基因 gltD 在所有处

理中丰度均为零；基因 gdhA 在 S 处理中丰度最高。

水稻成熟期，基因 glnA 在 S3 处理中丰度最高；基

因 ncd2/npd 在 S 处理中丰度最高；基因 gltD 在

S2 处理中丰度最高；基因 gdhA 在 S3 处理中丰度最

高。稻草还田量显著影响了细菌携带的有机氮转化

基因 ncd2/npd 的丰度 (P<0.05)，而对基因 gdhA、

gltD 和 glnA 的丰度影响不显著。具体而言，在水稻

分蘖期，S2、S3 和 S 处理中基因 ncd2/npd 的丰度显

著低于 CK 处理 (P<0.05)。水稻成熟期，S处理中基

因 ncd2/npd 的丰度显著高于 CK处理 (P<0.05)。
进一步分析有机氮转化基因 ncd2/npd 的丰度与

土壤氮素指标之间的关系。图 6 表明，晚稻田土壤

细菌携带的有机氮转化基因 ncd2/npd 的丰度与微生

物量氮含量呈显著正相关关系 (P=0.015，n=10)，
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图 2   稻草还田下土壤氮循环相关的病毒 contigs 丰度 Bubble 图

Fig. 2   Bubble diagram of virus contigs abundance associated with soil nitrogen cycling under straw return
注：CK 为稻草不还田，S 为全部稻草还田 (单季稻草还田量 6400 kg/hm2)，S1、S2、S3 处理的稻草还田量为全部稻草还田的 1.1、1.2、
1.3 倍 (单季稻草还田量分别为 7075、7750、8425 kg/hm2)。图中实心圆大小表示稻草还田下土壤氮循环相关病毒 contigs 的丰度 (基于

RPKM值)大小，不同颜色代表不同病毒 contig。
Note: CK is the straw not returned, S is all the straw returned (the amount of straw returned to the field in a single season is 6400 kg/hm2), and the
amount of straw returned to the field in S1, S2 and S3 is 1.1, 1.2 and 1.3 times that of all straws returned (the amount of straw returned to the field in a
single season are 7075, 7750 and 8425 kg/hm2, respectively). The size of the circle in the figure represents the abundance of virus contigs related to
soil nitrogen cycling under rice straw return (based on RPKM values), and different colors represent different virus contigs.
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与铵态氮、硝态氮总量无显著相关关系 (P=0.108，
n=10)。为了探究稻草还田量与稻田土壤病毒、细菌

群落多样性、ncd2/npd 基因丰度和土壤氮素指标之

间的关系，构建偏最小二乘路径模型用于解释结

果。由图 7 可知，稻草还田量通过影响土壤病毒和

细菌的 α 多样性，进而间接影响细菌携带的 ncd2/
npd 基因的相对丰度，最终对有机氮转化过程产生重

要影响。具体表现为，稻草还田显著影响了稻田土

壤细菌的 α 多样性 (R2=0.35，P<0.0007)；细菌携带

的有机氮转化基因 ncd2/npd 显著影响了稻田土壤微

生物量氮的含量 (R2=0.29，P<0.0039)。
基于 DRAM软件对宏病毒组中 AMGs进行鉴定，

并结合 KEGG 数据库进行注释。共鉴定到 28 条氮循

环相关的 AMGs (表 2)。鉴定到的 AMGs 被注释为两
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图 3   不同处理下水稻分蘖期与成熟期土壤细菌门相对丰度柱状堆叠图

Fig. 3   Histogram of relative abundance of soil bacteria at tillering and maturity stages under different treatments
注：CK 为稻草不还田，S 为全部稻草还田 (单季稻草还田量 6400 kg/hm2)，S1、S2、S3 处理的稻草还田量为全部稻草还田的 1.1、1.2、
1.3倍 (单季稻草还田量分别为 7075、7750、8425 kg/hm2)。
Note: CK is the straw not returned, S is all the straw returned (the amount of straw returned to the field in a single season is 6400 kg/hm2), and the
amount of straw returned to the field in S1, S2 and S3 is 1.1, 1.2 and 1.3 times that of all straws returned (the amount of straw returned to the field in a
single season are 7075, 7750 and 8425 kg/hm2, respectively).
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图 4   稻草还田下稻田土壤中有机氮转化相关的病毒与细菌的联系

Fig. 4   Relationship between viruses and bacteria in paddy soil related to soil organic nitrogen transformation
under straw return
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个 KEGG有机氮基因 DNMT1/dcm 和 ilvB/ilvG/ilvI，在

有机氮转化过程中扮演着重要的角色。基因 DNMT1/
dcm 和 ilvB/ilvG/ilvI 均参与有机氮转化的氨基酸代谢

过程，前者编码 DNA(胞嘧啶-5-)-甲基转移酶，参与
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图 5   水稻分蘖期与成熟期土壤细菌和病毒所含的有机氮转化基因丰度

Fig. 5   Abundance of organic nitrogen transformation genes contained in soil bacteria and viruses at tillering
and maturity stages of rice

注：CK 为稻草不还田，S 为全部稻草还田 (单季稻草还田量 6400 kg/hm2)，S1、S2、S3 处理的稻草还田量为全部稻草还田的 1.1、1.2、
1.3倍 (单季稻草还田量分别为 7075、7750、8425 kg/hm2)。
Note: CK is the straw not returned, S is all the straw returned (the amount of straw returned to the field in a single season is 6400 kg/hm2), and the
amount of straw returned to the field in S1, S2 and S3 is 1.1, 1.2 and 1.3 times that of all straws returned (the amount of straw returned to the field in a
single season are 7075 kg/hm2, 7750 kg/hm2, 8425 kg/hm2, respectively).
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图 6   ncd2/npd基因丰度与微生物量氮含量的线性拟合

Fig. 6   Linear fitting of ncd2/npd gene abundance to microbial biomass nitrogen (MBN) content
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图 7   偏最小二乘路径模型

Fig. 7   Partial least squares path model
注：箭头旁数字表示路径系数；红色与蓝色箭头分别表示变量之间正负相关关系。模型可靠性的拟合优度为  0.34。**—P<0.01;
***—P<0.001。
Note: The numbers next to the arrows indicate the path factor; the red and blue arrows indicate positive and negative correlations between variables,
respectively. The goodness of fit of the model is 0.34. **—P<0.01; ***—P<0.001.

 

表 2   病毒辅助代谢基因

Table 2   Viral auxiliary metabolism genes
KO编号 KO number 基因名称 Gene name 基因 Gene 基因详情 Gene description

K00558 DNMT1 / dcm M.CK3_contig_11608-cat_2_4
M.S1.1_contig_7575-cat_1_14
M.S1.1_contig_8731-cat_2_2
M.S1.2_contig_12267-cat_2_8
M.S1.2_contig_9944-cat_1_46
M.S2.1_contig_1140-cat_2_16
M.S2.2_contig_897-cat_2_2
M.S3.1_contig_17094-cat_1_43
M.S3.2_contig_28456-cat_2_10
M.S3.3_contig_151241-cat_2_10
M.S3.3_contig_173896-cat_1_4
M.S2_contig_35584-cat_2_18
M.S3_contig_14916-cat_2_3
M.S3_contig_19124-cat_1_13
M.S3_contig_43849-cat_2_9
T.CK2_contig_11671-cat_2_13
T.CK3_contig_9479-cat_1_38
T.S1.1_contig_6392-cat_2_4
T.S1.1_contig_8281-cat_1_92
T.S1.2_contig_2737-cat_1_66
T.S1.2_contig_5126-cat_1_23
T.S2.3_contig_4688-cat_2_10
T.S3.2_contig_16590-cat_1_50
T.S3.3_contig_12427-cat_1_15
T.S3.3_contig_12963-cat_1_33
T.S3.3_contig_8555-cat_2_2

DNA(胞嘧啶-5-)-甲基转移酶

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase

K01652 ilvB / ilvG / ilvI M.S3.3_contig_182589-cat_2_4
M.S3.3_contig_182589-cat_2_4

乙酰乳酸合酶Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ大亚基

Acetolactate synthase Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ large subunit
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半胱氨酸和蛋氨酸代谢过程，是氨基酸代谢过程的

重要步骤。后者编码乙酰乳酸合酶Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ大亚基参

与多个代谢过程，例如：缬氨酸、亮氨酸和异亮氨

酸的生物合成，丁酸酯代谢，C5-支链二元酸代谢，

泛酸酯和辅酶 A 的生物合成和氨基酸的生物合成

等，其中缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成是

氨基酸代谢过程的另一重要步骤。 

3    讨论
 

3.1    土壤病毒群落结构特征

病毒在土壤环境中数量丰富且种类多样，在稻

田土壤生态系统中具有至关重要的作用。土壤病毒

群落组成受到较多因素的影响，不同地区、不同土

壤类型和不同耕作方式下稻田土壤病毒群落的组成

不同[22−23]。无论是水环境还是陆地环境[24]，甚至在局

部尺度上[25]，病毒群落在不同环境中的组成均具有很

大差异。本研究中稻田土壤病毒群落组成主要以圆

环病毒科 (Circoviridae)、微小噬菌体科 (Microviridae)
和双生病毒科 (Geminiviridae) 占据优势地位。土壤

病毒群落组成会因稻田的地理位置和土壤特性等

多种因素影响而不同，刘泽锟等 [26]在一项关于全球

稻田土壤病毒多样性的研究中发现，稻田土壤病

毒大多来自于有尾噬菌体纲 (Caudoviricetes)。王亚

娇 [ 2 7 ]在关于中国三大稻区土壤病毒群落组成的研

究中发现，稻田土壤病毒优势群落主要属于长尾噬

菌体科 (Siphoviridae)、藻类去氧核糖核酸病毒科

(Phycodnaviridae)、肌尾噬菌体科 (Myoviridae)、疱疹

病毒科 (Herpesviridae)、短尾噬菌体科 (Podoviridae)，
与本研究呈现的结果明显不同。Han 等 [28]在关于中

国 6 种典型农业土壤中病毒群落的探究中发现，在

吉林的玉米土壤、湖南和江西的水稻土壤中均以圆

环病毒科 (Circoviridae)为主，山东的玉米土壤、吉林

和江苏的水稻土壤中均以微小噬菌体科 (Microviridae)
丰度占比最高。Gao 等[29]研究表明，不同砷 (As) 污
染水平下稻田土壤病毒群落组成主要以长尾噬菌体

科 (Siphoviridae)、短尾噬菌体科 (Podoviridae)、肌尾

噬菌体科 (Myoviridae)和微小噬菌体科 (Microviridae)
为主。 

3.2    土壤病毒与细菌宿主的联系

病毒自身不具备独立生存的能力，必须依靠寄

生宿主来完成生命活动。病毒与宿主之间紧密联

系，环境因素的改变可能导致病毒与宿主的相互

作用更加复杂。本研究中主要针对氮循环相关的土

壤病毒预测宿主，这些宿主主要来自假单胞菌门

(Pseudomonadota)、芽孢杆菌门 (Bacillota)、放线菌

门 (Actinomycetota) 和拟杆菌门 (Bacteroidota)。刘泽

锟等 [26]研究表明，稻田土壤病毒预测出的宿主来自

于 11 个细菌门，其中变形菌门 (Proteobacteria)、芽

孢杆菌门 (Bacillota) 数量最多。Wu 等 [7]研究表明，

珠穆朗玛峰土壤病毒预测的宿主主要来源于 8 个细

菌门，其中变形菌门 (Proteobacteria)、芽孢杆菌门

(Bacillota)、放线菌门 (Actinomycetota)是可能被大多数

病毒感染的细菌门。Yu 等[30]研究表明，在深海海山

沉积物病毒预测的宿主中，变形菌门 (Proteobacteria)
被预测最多，然后是放线菌门 (Actinomycetota)、拟

杆菌门 (Bacteroidota)、浮霉菌门 (Planctomycetes) 和
Gemmatimonadota 门。Emerson 等[12]研究表明，在粪

肥施用的农业土壤中，预测到的病毒宿主被归类于

变形菌门 (Proteobacteria)、放线菌门 (Actinomycetota)
和拟杆菌门 (Bacteroidota) 等 10 个细菌门。病毒感染

宿主具有特异性，病毒感染造成的选择压力可能引

起宿主进化产生抗性，产生抗性的同时可能伴随着

自身生长速率降低等后果[31]。在本研究中，稻草还田

增加了变形菌门 (Proteobacteria) 的相对丰度。假单

胞菌门 (Pseudomonadota)是由变形菌门 (Proteobacteria)
去除 ε-变形菌纲 (Epsilonproteobacteria)、δ-变形菌纲

(Deltaproteobacteria) 和寡弯菌纲 (Chloroflexi) 后的改

称。符合搭乘胜利者“piggyback-the-winner”假说，

该假说认为当宿主密度较高时，温和性生活方式更

受青睐，病毒通过溶原而不是裂解宿主来利用它们[1]。

携带基因 ncd2/npd 的 P2噬菌体科 (Peduoviridae)，可

能通过感染或裂解宿主假单胞菌门 (Pseudomonadota)
的不动杆菌属 (Acinetobacter) 将硝基烷烃转化为亚硝

酸盐。并且假单胞菌门 (Pseudomonadota) 作为稻田

土壤中被预测到最多的细菌门，在土壤有机氮转化

过程中的作用不可被忽视。变形菌门 (Proteobacteria)
作为深海沉积物中病毒最易感染的第一大宿主，参与硝

酸盐还原成氨过程和几丁质降解过程，为其他微生物提

供生长所需的碳源和氮源，放线菌门 (Actinomycetota)
作为深海沉积物中病毒最易感染的第二大宿主，拥

有大量的碳水化合物降解基因，参与几丁质、半纤

维素和淀粉降解等过程，表明深海沉积物中病毒与

变形菌门 (Proteobacteria)、放线菌门 (Actinomycetota)
相互作用，在碳、氮等元素循环过程中发挥关键作

用[30−33]。 

3.3    土壤病毒与细菌携带的有机氮转化基因与土

壤氮素指标的关系及病毒 AMGs

土壤病毒基因注释分布在各种功能中，本研究

 640 植 物 营 养 与 肥 料 学 报 31 卷



针对 KEGG 途径筛选氮循环相关的病毒基因，以

了解病毒与宿主在元素循环过程中的相互作用以及

基因之间的联系。有机氮转化过程相关基因 glnA、

gltD、gdhA 和 ncd2/npd 均在稻草还田处理中检测到

丰度，而在稻草不还田处理中为零，说明稻草还田

可以促进稻田土壤病毒携带有机氮转化基因，从而

参与土壤氮循环过程。Gazitúa 等[34]和 Roux 等[35]在不

同的宏病毒组样本中检测到数量较少的氮循环基

因，尽管土壤病毒携带的这些有机氮转化基因并非

高置信度，但在土壤氮循环过程中仍具有一定潜

力。王美琦等[36]研究表明，稻草还田通过增加土壤中

碳含量，导致土壤碳氮比失衡，进而影响土壤微生

物对氮素循环相关微生物及基因的调控。因此，即

使是稻草还田量的微小差异，也可能通过改变土壤

微生物环境，间接影响病毒携带的有机氮转化基因

的丰度和活性。基因 gdhA 和 gltD 参与 L-谷氨酸的

脱氨过程，产生 2-氧代戊二酸和 NH 3，此外基因

gltD 还参与 L-谷氨酸的转氨过程，该过程最终产物

为 L-谷氨酰胺和 2-氧代戊二酸。Emerson等[12]研究发

现，病毒可能感染厌氧菌科 (Anaerolineae) 和浮游菌

科 (Planctomycetaceae)细菌，携带基因 gdh 参与谷氨

酸和谷氨酰胺代谢，并且催化有机氮降解。基因 glnA
主要参与 NH3 和 L-谷氨酸转化为 L-谷氨酰胺的过

程。基因 ncd2/npd 主要参与硝基烷烃转化为亚硝酸

盐的过程，亚硝酸盐通过氮循环过程的其他作用进

一步转化为被作物可直接吸收利用的氮源，从而参

与土壤氮循环过程。基因 ncd2/npd 是最常见的氮循

环相关的 AMGs。晚稻田土壤细菌携带的有机氮转

化基因 ncd2/npd 的丰度与微生物量氮含量呈显著正

相关。在水稻分蘖期，稻草还田通过调节病毒与细

菌的 α 多样性，降低了细菌携带的有机氮转化基因

ncd2/npd 的丰度。而稻草还田处理中微生物量氮的

含量较低，这可能是稻草还田处理中部分有机氮被

转化为无机氮，以供应作物在生长盛期的氮素需求。

而水稻成熟期，稻草还田处理中基因 ncd2/npd 的丰

度有所上升，土壤中微生物量氮的含量较分蘖期

高，这可能是因为水稻成熟期土壤水分、温度变化

以及水稻所需氮素养分较少等因素，使得有机氮向

无机氮转化的速率有所减缓。

病毒表达 AMGs 参与元素生物地球化学循环过

程已被广泛认可。以往的研究已经鉴定了许多元素循

环相关的 AMGs，如参与土壤碳循环的 CAZyme 和糖

苷水解酶基因[10−11]，参与磷循环的 phoB、dUTPase、
MazG、phoH、Thy1、RNR 基因和参与氮循环的

gdh 和 ncd2/npd 基因[13−14, 37]。这些 AMGs 在土壤生物

地球化学循环中发挥着重要作用。氨基酸是构成土

壤有机氮的重要组成部分，对于土壤氮循环过程至

关重要。稻草还田促进了稻田土壤病毒表达更多的

辅助代谢基因 DNMT1/dcm 和 ilvB/ilvG/ilvI，在氨基

酸合成过程发挥关键作用，进而影响稻田土壤氮循

环过程。 

4    结论

稻草还田显著影响了稻田土壤病毒类群的相

对丰度，促进了病毒携带有机氮转化基因表达更多

的 AMGs，在土壤氮循环过程中发挥重要作用。

ncd2/npd 基因丰度与微生物量氮含量呈显著正相关

关系 (P=0.015，n=10)，而与铵态氮、硝态氮总量之

间无显著相关关系 (P=0.108，n=10)。稻草还田量通

过影响土壤病毒和细菌的 α 多样性，间接影响细菌

携带的 ncd2/npd 基因的相对丰度，最终对有机氮转

化过程产生重要影响。
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