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封面图说: 哈巴雪山和金沙江———“三江并流冶自然景观位于青藏高原南延部分的横断山脉纵谷地区,由怒江、澜沧江、金沙江
及其流域内的山脉组成。 它地处东亚、南亚和青藏高原三大地理区域的交汇处,是世界上罕见的高山地貌及其演化
的代表地区,也是世界上生物物种最丰富的地区之一。 哈巴雪山在金沙江左岸,与玉龙雪山隔江相望。 图片反映的
是金沙江的云南香格里拉段,远处为哈巴雪山。 哈巴雪山主峰海拔 5396 m,而最低江面海拔仅为 1550 m,山脚与山
顶的气温差达 22. 8益,巨大的海拔差异形成了明显的高山垂直性气候。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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三种利用方式对羊草草原土壤氨氧化细菌
群落结构的影响

邹雨坤1, 2,张静妮1,陈秀蓉2,杨殿林1,*,张天瑞1, 2,文都日乐1,王摇 丽1

(1. 农业部环境保护科研监测所,天津摇 300191;

2. 甘肃农业大学草业学院,草业生态系统教育部重点实验室,中鄄美草地畜牧业可持续发展研究中心,兰州摇 730070)

摘要:以内蒙古呼伦贝尔羊草草原为研究对象,利用聚合酶链式反应鄄变性梯度凝胶电泳(PCR鄄DGGE)技术及扩增产物序列分

析方法比较研究了刈割、放牧和围栏封育 3 种利用方式对羊草草原土壤氨氧化细菌多样性和系统发育的影响,结果表明:羊草

草原土壤中氨氧化细菌的优势类群为亚硝化螺旋菌属和亚硝化单孢菌属的细菌,分别占氨氧化细菌总数的 72. 4% 和 28. 6% ,
Cluster 4 和 Cluster 6 在各个样地中均为优势类群但所占比例不同,放牧样地中氨氧化细菌的多样性最高,逐步回归分析的结果

表明,影响多样性指数的关键理化因子是土壤硝态氮含量。 放牧样地中脲酶活性和硝化率都显著高于其他两种利用方式,其
中,脲酶活性与土壤硝态氮和全磷含量表现出极显著的相关性,与速效磷含量表现出显著相关性;而硝化率仅与硝态氮含量表

现出显著相关性。 不同利用方式土壤氨氧化细菌群落与土壤理化因子的典范对应分析结果表明铵态氮的含量对氨氧化细菌群

落的影响显著。
关键词:氨氧化细菌;羊草草原;多样性;系统发育分析

Effects of three land use patterns on diversity and community structure of soil
ammonia鄄oxidizing bacteria in Leymus chinensis steppe
ZOU Yukun1, 2, ZHANG Jingni1, CHEN Xiurong2, YANG Dianlin1,*, ZHANG Tianrui1, 2, WENDU Rile1,
WANG Li1

1 Agro鄄Environmental Protection Institute, Ministry of Agriculture, Tianjin 300191, China

2 Key Laboratory of Grassland Ecosystem Ministry of Education, Sino鄄U. S. Centers for Grazing land Ecosystem Sustainability, Pratacultural College, Gansu

Agricultural University Lanzhou, 730070, China

Abstract: Available nitrogen is not only one of the most important limitation resources to manipulate primary productivity,
but also a major factor to decide species composition in a grassland ecosystem. Chemolithotrophic nitrification is a two鄄step
process, consisting of the conversion of ammonia to nitrite then further to nitrate. Those steps are involved two different
groups of organisms, the ammonia鄄oxidizing bacteria (AOB) and the nitrite鄄oxidizing bacteria (NOB), respectively. In
this study, the active AOB community was investigated by using approaches of polymerase chain reaction鄄denaturing
gradient gel electrophoresis (PCR鄄DGGE) and sequences analysis on the Leymus chinensis steppes with three of mowing,
grazing and fencing treatments respectively in Hulunbeier steppe of Inner Mongolia. Sampling in August 2008 when
vegetation was at its best condition. Samples were taken at depths of 0—0. 20m. The community structure and diversity of
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the bacterial groups from the different samples was further analyzed by using different techniques, such as statistical analysis
and diversity index evaluation of the band patterns etc. The results showed that grazing activity significantly increased the
number of species and quantities of AOB, as well as the diversity. A total of 21 sequences representing 21 different
sequence types were recovered from the DGGE gels after phylogenetic reconstructions. The results further revealed that most
sequences were coming from Nitrosospira and Nitrosomonas of 茁鄄Proteobacteria, with accounting for 72. 4% and 28. 6%
respectively. Cluster 4 of Nitrosospira existed in grazing, mowing and fencing plots with accounting for 25. 0% , 27. 2% and
26. 3% respectively in their dominant AOB. And Cluster 6 of Nitrosomonas existed in grazing, mowing and fencing plots,
those accounted for 33. 1% , 18. 1% and 21. 1% respectively in their dominant AOB. Analyze of stepwise regression
showed that the key soil physicochemical factor which influence the diversity index most is the content of nitrate nitrogen.
Urease activity and nitrate rate in grazing plot were both higher than the other land use patterns. The content of nitrate
nitrogen and total phosphorus were both extremely significant (P<0. 01) correlated with urease activity, and there is a
significant (P<0. 05) relationship between urease activity and the content of available phosphorus; at the same time, there
is also a significant relationship between nitrate rate and nitrate nitrogen contents. AOB communities in Leymus chinensis
steppe were significantly (P<0. 05) influenced by the levels of ammonium nitrogen when canonical correspondence analysis
was employed to identify relationship between AOB and soil physicochemical factors under different land use patterns.
Based on the above findings, it seems that nitrogen cycles represent the key links between above and below ground
ecosystems. Land use patterns in Leymus chinensis steppe have significant and long鄄term impacts on the size and the
structure of the soil AOB community at both phylogenetic and functional levels, thus would further affect the transformation
and utilization of nitrogen in the steppe ecosystem.

Key Words: ammonia鄄oxidizing bacteria; Leymus chinensis steppe; biodiversity; phylogenetic analysis

氨氧化细菌(ammonia鄄oxidizing bacteria,AOB)是一类能够将氨氧化为亚硝酸盐的细菌,广泛分布于几乎

所有土壤、淡水和海洋环境中[1]。 硝化作用的限速步骤是由氨氧化细菌催化的亚硝化过程,在自然界氮素地

球生物化学循环过程中起着重要的作用,因此在微生物生态学中已经建议将其作为一种模式生物[2]。
目前,已有很多学者在氨氧化细菌的研究中作了大量的工作,Kowalchuk[3] 等利用 PCR鄄DGGE 技术研究

了海滩氨氧化细菌的群落结构组成,Coci[4]等用培养方法和 DGGE 技术相结合研究了盐度对潮间带沉积物氨

氧化细菌时空分布的影响,我国学者肖海峰[5]应用 CARD鄄FISH 研究了食细菌线虫对氨氧化细菌数量的影响,
钟文辉[6]等应用 PCR鄄DGGE 技术研究了种植水稻和长期施用无机肥对红壤氨氧化细菌多样性和硝化作用的

影响,文都日乐[7]等应用 PCR鄄DGGE 技术研究了呼伦贝尔不同草地类型土壤氨氧化菌的群落结构,但未见到

有关不同利用方式对草原氨氧化细菌多样性及群落结构影响的报道。 因此,本文应用 PCR鄄DGGE 技术及扩

增产物序列分析方法比较研究了不同利用方式对羊草(Leymus chinensis)草原土壤氨氧化细菌多样性的影响,
并且通过测定土壤脲酶活性、硝化率以及土壤理化性质并分析其与氨氧化细菌多样性及群落结构之间的关系

探索不同利用方式影响土壤氨氧化细菌多样性及群落结构的原因。 旨在阐明氨氧化细菌多样性及其对草地

利用方式的响应,能够为制定合理的草原利用对策、保护生物多样性和维持草地生态系统的可持续发展提供

理论依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 样地概况

研究区位于内蒙古呼伦贝尔市陈巴尔虎旗境内,地处东经 119毅04忆,北纬 49毅14忆,年均气温-2. 5 益, 海拔

630—650 m,年均降水量 300—350 mm,逸10 益年积温 1800—2100 益,无霜期 95—105 d,土壤类型为栗钙土。
植被类型为羊草(L. chinensis)典型草原,常见种有大针茅(Stipa grandis)、冰草(Agropyron cristatum)、斜茎黄

芪(Astragalus adsurgens)、草地麻花头(Serratula centauroides)和草地早熟禾(Poa pratensis)等,共有植物 52 种,

9113摇 10 期 摇 摇 摇 邹雨坤摇 等:三种利用方式对羊草草原土壤氨氧化细菌群落结构的影响 摇
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分属 15 科 36 属。
1. 2摇 样地设置与样品采集

在羊草草原植被典型、地势平缓开阔的典型地段,选择围封样地、刈割样地和放牧样地各 3 个,样地间的

植被、土壤、地形条件和利用年限一致。 围封样地自 2001 年围封,实行全年封禁;刈割地每年秋季刈割 1 次;
以围栏外自由放牧的草地作为放牧样地,属中等利用强度。 在试验区每个样地内按照 S 型曲线选择 40 个点,
去除表面植被,用直径为 5 cm 的土钻,取 0—20 cm 土壤,最后将 40 份土样混匀过筛,去除根系和土壤入侵

物,采用“四分法冶选取 1 kg 土样冷藏带回实验室保存于-70 益超低温冰箱,土壤理化因子测定结果如表 1
所示。
1. 3摇 土壤脲酶活性的测定

土壤脲酶活性采用靛酚蓝比色法测定,其活性以培养 24 h 后每克风干土壤中 NH鄄N 的毫克数来表示[8]。

表 1摇 羊草草原不同利用方式下土壤理化因子测定结果

Table 1摇 Results of soil physicochemical factors in L. chinensis steppe under different land use patterns

利用方式 Land use patterns 刈割 Mowing 围封 Fencing 放牧 Grazing

pH 6. 3 依 0. 51a 6. 8 依 0. 49b 6. 4 依 0. 23c

总有机碳 Total Organic Carbon / (g / kg) 22. 7 依 1. 53a 23. 5 依 0. 95a 23. 2 依 0. 73a

全氮 Total Nitrogen / (g / kg) 1. 66 依 0. 15a 1. 73 依 0. 2a 1. 68 依 0. 22a

铵态氮 Ammonium Nitrogen / (mg / kg) 10. 05 依 1. 38a 11. 45 依 0. 6a 14. 70 依 0. 1b

硝态氮 Nitrate Nitrogen / (mg / kg) 2. 13 依 0. 28a 2. 52 依 0. 23a 4. 79 依 0. 57b

全磷 Total Phosphorus / (g / kg) 0. 55 依 0. 14a 0. 56 依 0. 1a 0. 50 依 0. 16a

速效磷 Available Phosphorus / (mg / kg) 3. 25 依 0. 13a 3. 54 依 0. 09b 3. 56 依 0. 1c

摇 摇 同行不同小写字母表示差异显著(P<0. 05)

1. 4摇 土壤硝化率的测定

用室内好气培养法[9]。 每个处理取 10. 0 g 鲜土。 并调整为相应的土壤田间持水量的 60% ,装入 125 mL
广口瓶内,用聚乙烯膜包扎瓶口,并在膜上扎 2 个小孔,然后放在 28 益人工气候箱内,用质量法校正水分含量

变化。 培养 30 d 后,分别采用 KCl 浸提鄄靛蓝比色法和 KCl 浸提鄄紫外分光光度测定土壤铵态氮和硝态氮

含量[10]。
土壤经培养后,其净硝态氮量与净矿质氮总量之比,即为土壤硝化率(Nitrate Rate) [6]:

土壤硝化率(Nitrate Rate)= 净 NO鄄N /净(NO鄄N +NH鄄N)伊100%
1. 5摇 土壤样品 DNA 的提取

称取保存于-70 益的新鲜土壤样品 0. 80 g,采用 Ultra Clean DNA extraction kit (Mo Bio Laboratories Inc,
California)试剂盒方法,按照试剂盒说明书最大得率方法(For maximum yield)提取土壤总 DNA。
1. 6摇 PCR 扩增

采用巢式 PCR 方法扩增氨氧化细菌目标序列,引物及反应条件见表 2。 第一轮 PCR 反应,产物是 465
bp。 体系中 0. 5 滋mol / L 每种引物, 25 滋L 的 Go Taq Green Master Mix 2伊(Promega, USA),20 ng 的模板 DNA;
第二轮 PCR 反应,产物是 201 bp,体系中 0. 5 滋mol / L 每种引物, 2. 5U 的 Taq DNA 聚合酶(TaKaRa Ex Taq),
5 滋L 的 10 伊buffer ( including MgCl2 ),dNTP200 滋mol,第一轮 PCR 产物 4 滋L 作为模板,两轮反应均补水

(Promega Nuclease鄄Free water)至 50 滋L。
1. 7摇 PCR 产物的变性梯度凝胶电泳

应用 DGGE 电泳系统(BlO RAD D Code Universal Mutation System),条件为 8%聚丙烯酰胺凝胶,变性梯

度为 40%—60% (100%变性剂浓度为 7M 尿素,40%去离子甲酰胺),取 300 ng PCR 产物,在 60 益,120 V 恒

定电压电泳 8. 5 h。 电泳结束后,凝胶立即用 0. 01%的 SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain( Invitrogen Molecular
Probes, Eugene, USA)染色并拍照。
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表 2摇 聚合酶链式反应中的引物及反应条件

Table 2摇 Primers and PCR conditions used for the PCR amplification

巢式 PCR
Nested PCR

引物名称
Primer

序列 5忆鄄3忆
Sequences 5忆鄄 3忆

反应条件
Reaction conditions

第一轮反应 Step1
cto189fab[4]

cto189fc[4]

cto654r[4]

GGA GRA AAG CAG GGG ATC G
GGA GGA AAG TAG GGG ATC G
CTA GCY TTG TAG TTT CAA ACG C

94 益,3 min;随后 92 益 30 s,57 益 30 s,72 益
45 s, 35 个循环;72 益 5 min[3]

第二轮反应 Step2 357f鄄GC* [11]

518r[11]
CCT ACG GGA GGC AGC AG
ATT ACC GCG GCT GCT GG

95 益,7 min;随后 94 益 30 s,61 益 30 s(每个
循环退火温度降低 0. 5 益),72 益 30s,共 10 个
循环;94 益 30 s,56 益 30 s,72 益 30 s,共 25 个
循环;最后是 72 益 7 min 30 个循环;72 益
5 min[12]

摇 摇 * GC 夹子 GC clamp:CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCC; 兼并碱基化学代码 Chemistry conventions: R = A / G; Y =

C / T

1. 8摇 16SrDNA 测序和系统发育分析

选取主要 DGGE 条带,割胶回收,用不带 GC 夹子的 357f 和 518r 引物扩增,用 pMD19鄄T Vector(TaKaRa)
的连接反应体系酶连,转化到感受态 E. coliJM109 中。 蓝白斑筛选后,挑取白色菌斑用载体引物 M13鄄 47 扩增

并筛选阳性克隆,用液体 LB 培养基 37 益摇菌培养过夜,取 1mL 菌液送上海生工测序。
利用 NCBI鄄BLAST,将测序结果与 GenBank 数据库进行序列比对分析,获取相近典型菌株的基因序列。

然后利用 Clustal X 1. 83 和 Mega 4. 1 中的邻接法(Neighbor鄄Joining)建立氨氧化细菌的系统发育树。
1. 9摇 数据分析

采用 Quantity One 软件(BlO RAD)分析 DGGE 图谱,用 SPSS16. 0 进行方差分析(ANOVA)、相关分析

(Correlation Analysis)。 用 CANOCO 4. 5 进行典范对应分析(Canonical Correspondence Analysis,CCA)。
2摇 结果与分析

2. 1摇 不同利用方式对羊草草原土壤脲酶活性的影响

脲酶是土壤中广泛存在的能够催化尿素水解成氨的酶[13鄄14]。 羊草草原不同利用方式下土壤脲酶活性差

异显著(P<0. 05) (图 1),放牧样地的土壤脲酶活性显著高于刈割和围封样地,分别比刈割和放牧样地高

21郾 9%和 23. 7% ,而刈割与围封样地之间未表现出显著差异,将脲酶活性与土壤理化性质进行相关性分析的

结果表明,土壤脲酶活性与土壤硝态氮(R=0. 912, P<0. 01)和全磷(R= -0. 913, P<0. 01)表现出极显著的相

关性,与速效磷(R=0. 736, P<0. 05)含量表现出显著相关性。
2. 2摇 不同利用方式对羊草草原土壤硝化率的影响

在 60%田间持水量保持 28 益培养 30 d 后,羊草草原不同利用方式下土壤硝化率差异显著(P<0. 05)
(表 3),表现为放牧>围封>刈割,放牧样地的硝化率分别是刈割和围封样地的 1. 41 和 1. 26 倍,硝化率与土壤

图 1摇 羊草草原不同利用方式土壤脲酶活性

摇 Fig. 1摇 Urease activity of soil in L. chinensis steppe taken under

different land use patterns

摇 摇 表 3摇 土壤硝化率测定结果

摇 摇 Table 3 摇 Nitrate rate of soil in L. chinensis steppe taken under

different land use patterns

利用方式
Land use patterns

硝化率(NR)
Nitrate Rate / %

刈割 Mowing 14. 9依0. 4 a

围封 Fencing 16. 8依3. 2 a

放牧 Grazing 21. 2依2. 4 b
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理化性质的相关性分析表明,硝化率与土壤硝态氮含量表现出显著相关性(R = 0. 731, P<0. 05),并且硝化率

与土壤脲酶活性也表现出显著相关性(R=0. 788, P<0. 05)。

图 2摇 羊草草原不同利用方式氨氧化细菌的 DGGE 电泳图谱

摇 Fig. 2摇 Ammonia鄄oxidizing bacteria DGGE fingerprinting of L.

chinensis steppe taken under different land use patterns

Mowing:a—c;Fencing:d—f;Gazing:g—i

2. 3摇 不同利用方式对羊草草原氨氧化细菌多样性的影响

对不同利用方式下羊草草原土壤氨氧化细菌进行

变性梯度凝胶电泳发现(图 2),放牧干扰下,氨氧化细

菌的多样性指数显著高于其它两种利用方式。 用

DGGE 图谱计算不同利用方式的 Shannon鄄Weaver(香农

威纳)指数 H忆,表现为:放牧>围封>刈割,但围封与刈

割样地之间并未表现出显著差异,将土壤氨氧化细菌多

样性指数与土壤理化性质的逐步回归分析(Analyze of
Stepwise Regression)结果表明,影响多样性指数的关键

理化因子是土壤硝态氮含量,从复相关系数的分析可知

(表 4,表 5),作为回归分析中一个因素的硝态氮含量

的回归平方占总平方和的 83. 3% ,说明在回归方程中

多样性指数(因变量)与土壤硝态氮(自变量)含量线性

联系紧密。 判定系数 R2 测度了回归直线对观测数据的

拟合程度,若所有的观测值都落在回归直线上,则 R2 =
1,表示自变量与因变量呈函数关系,R2 越接近 1 表明

回归直线的拟合程度越好,本研究中 R2 =0. 845,表明回

归直线的拟合程度较好,说明硝态氮含量与香农威纳指

数的线性关系拟合度较高。 从回归系数分析中(表 6)
可以看出该回归方程为y = 1 . 349+0 . 252x。从条带的

表 4摇 变量的加入 /剔除*

Table 4摇 Variables Entered / Removed*

模型 Model 加入模型的变量
Variables entered

剔除的变量
Variables removed

方法
Method

1 硝态氮
逐步回归

(判定标准:P<=0. 050,加入模型;
P>=0. 010,从模型中剔除)

摇 摇 *因变量:香农威纳指数

表 5摇 模型摘要*

Table 5摇 Model Summary*

模型 Model 1 模型 Model 1
相关系数 R 0. 919** 判定系数 R2 0. 845
复相关系数 Adjusted R2 0. 833
回归估计的标准误差 Std. Error of the Estimate 0. 14908

摇 摇 *因变量:香农威纳指数; ** 预测自变量(常数):硝态氮含量

表 6摇 回归系数*

Table 6摇 Coefficients*

模型
Model

非标准化系数
Unstandardized Coefficients

B Std. Error

标准化系数
Standardized
Coefficients

Beta

回归系数
检验统计量

t

相伴概率值
Sig.

1 常数 1. 349 0. 138 9. 799 0. 000
硝态氮 0. 252 0. 041 0. 919 6. 169 0. 000

摇 摇 *因变量:香农威纳指数
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位置上看,羊草草原氨氧化细菌编号为 14—21 的主要条带在 DGGE 图谱中位于聚丙烯酰胺凝胶的高变性梯

度。 条带 2、7 和 20 为所有利用方式的共有条带,条带 11 和 16 为放牧样地所特有,条带 12 为刈割样地所特

有。 表明不同的利用方式羊草草原氨氧化细菌的群落结构不同。
2. 4摇 氨氧化细菌的测序结果及系统发育分析

将选取的 21 条主要的 DGGE 条带回收测序所得到的 21 个阳性克隆与 Genbank 中氨氧化细菌的序列比

对(表 7)并用 Mega 软件进行系统发育分析发现(图 3)羊草草原土壤氨氧化细菌分别隶属于 茁-变形菌纲(茁-
Proteobacteria)的亚硝化螺旋菌属(Nitrosospira)和亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas),分别占氨氧化细菌总数的

72. 4%和 28. 6% 。 刈割、围封和放牧样地分别有 12、11 和 19 个优势条带,其中亚硝化螺旋菌属分别占

50郾 0% 、72. 7%和 68. 4% ,亚硝化单胞菌属的 6 个阳性克隆在刈割与放牧样地中均存在,而围封样地中仅有

其中的 3 个(条带 2、7 和 20),本研究中未发现与亚硝化单胞菌属 Cluster 7 相似性较高的克隆,Cluster 4 和 6
为各个样地中的优势类群,刈割、围封和放牧样地中 Cluster 4 分别占氨氧化细菌总数的 25. 0% 、27. 2% 和

26郾 3% ;Cluster 6 分别占氨氧化细菌总数的 33. 3% 、18. 1%和 21. 1% 。 表明羊草草原土壤氨氧化细菌群落结

构组成因利用方式不同而改变。

表 7摇 羊草草原不同利用方式下氨氧化细菌的 DGGE 条带比对结果及分布

Table 7摇 Results of a BLAST analysis on the sequences of the DGGE excised and sequenced bands and distribution of ammonia -oxidizing

bacteria in L. chinensis steppe taken under different land use patterns

序号
Order

刈割
Mowing

围封
Fencing

放牧
Grazing

相似度
Similarity / %

比对菌及 GenBank 登录号
Closest relatives &GenBank accession No.

1 姨 姨 100 FN562082. 1 Nitrosospira sp.

2 姨 姨 姨 99 GU552208. 1 茁鄄proteobacterium clone

3 姨 姨 100 AY186208. 1 Uncultured bacterium clone

4 姨 姨 100 GQ867209. 1 茁鄄proteobacterium clone

5 姨 姨 96 FJ240205. 1 茁鄄proteobacterium

6 姨 姨 99 GU473045. 1 Nitrosospira sp. clone

7 姨 姨 姨 97 HM125284. 1 Uncultured bacterium clone

8 姨 姨 100 FN562078. 1 Nitrosospira sp.

9 姨 姨 100 GU001873. 1 Nitrosospira sp.

10 姨 98 FJ446563. 1 Nitrosospira sp.

11 姨 100 GU472980. 1 Nitrosospira sp.

12 姨 99 GU472965. 1 Ammonia鄄oxdizing bacterium

13 姨 姨 99 EU520380. 1 Uncultured bacterium clone

14 姨 姨 99 GQ457051. 1 Uncultured bacterium clone

15 姨 姨 99 GU906422. 1 Uncultured bacterium clone

16 姨 99 FJ792853. 1 Nitrosospira sp.

17 姨 姨 100 AB070984. 1 Nitrosospira multiformis

18 姨 姨 100 FJ446558. 1 Nitrosospira sp.

19 姨 姨 99 HM134871. 1 Nitrosospira sp. clone

20 姨 姨 姨 97 FJ240211. 1 茁鄄proteobacterium

21 姨 姨 姨 100 EF651594. 1 Nitrosospira sp. clone
摇 摇 表中“姨冶表示该样地中检测到该菌

2. 5摇 不同利用方式下氨氧化细菌与土壤理化因子的典范对应分析

不同利用方式下羊草草原土壤理化因子如表 1 所示,将氨氧化细菌 DGGE 图谱的数字化结果与土壤理化

指标相结合进行典范对应分析(CCA)(表 8),第一排序轴解释了样本中 30. 5%的变异,第二排序轴解释了样

本中 26. 9%的变异,前 4 个排序轴合并解释了样本中 79. 5% 的变异。 4 个排序轴的种鄄环境相关系数均在

0郾 95 以上,说明氨氧化细菌与土壤理化因子之间存在很强的关联。 同时,前 4 个排序轴的种鄄环境累积百分比
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变化率高达 85. 4% 。

图 3摇 羊草草原不同利用方式土壤氨氧化细菌系统发育树(邻接法)

Fig. 3摇 Neighbour鄄joining tree depicting the phylogenetic relationships among the ammonia鄄oxidizing bacteria in L. chinensis steppe under

different land use patterns

表 8摇 典范对应性分析结果

Table 8摇 Summary of the results of Canonical Correspondence analysis

项目
Items

第一轴
Axes1

第二轴
Axes2

第三轴
Axes3

第四轴
Axes4

特征值 Eigenvalues 0. 389 0. 344 0. 160 0. 123

种鄄环境相关系数 Species鄄environment correlations 0. 983 1. 000 0. 991 0. 959

种累积百分比变化率 / %
Cumulative percentage variance of species data 30. 5 57. 4 69. 9 79. 5

种鄄环境累积百分比变化率 / %
Cumulative percentage variance of species鄄environment relation 32. 8 61. 7 75. 1 85. 4

本研究以总有机碳(TOC)、全氮(TN)、铵态氮(NH鄄N)、全磷(TP)、速效磷(AP)、pH 值和脲酶(Urease)
共 7 项理化指标来表征各个样本的土质情况(图 4)。 其中,NH鄄N 是氨氧化细菌群落变化的最主要影响因子,
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其次是 TOC。 第一轴基本上反映了氨氧化细菌群落变化在 NH鄄N 梯度上的变化趋势,NH鄄N 与第一轴的相关

系数为 0. 7603,经蒙特卡洛检验(Monte Carlo permutation test)发现 NH鄄N(P: 0. 0460)与氨氧化细菌群落表现

出显著地相关性,具有 95%以上的置信度;第二轴基本上表现出氨氧化细菌群落在总有机碳梯度上的变化趋

势,总有机碳与第二轴的相关系数为-0. 5234。

图 4摇 典范对应性分析图

Fig. 4摇 CCA biplots of the DGGE banding patterns and environmental variables

吟:已测序 DGGE 条带;伊:未测序 DGGE 条带

3摇 讨论与结论

基于 16S rDNA 基因序列同源性的系统发育分析表明,环境中的好氧氨氧化菌主要属于 茁鄄和 酌鄄
Proteobacteria 两个亚纲[15],其中 酌鄄Proteobacteria 适合在海洋环境生长,茁鄄Proteobacteria 可以分为两个类群即

Nitrosomonas(含 Nitrosococcus mobilis)和 Nitrosospira(含 Nitrosolobus 和 Nitrosovibrio)两个属。 Kowalchuk[16]等和

Stephen[17]等用传统方法最容易的分离得到、研究的最多的是亚硝化单孢菌属的细菌,但是钟文辉[6] 等基于

16S rDNA 研究种植水稻和长期施用无机肥对红壤氨氧化细菌多样性和硝化作用的影响表明数量最多、分布

最广的氨氧化细菌是亚硝化螺旋菌属和亚硝化单胞菌属,且亚硝化螺旋菌属占大多数。 这与本文研究结果一

致,在研究中亚硝化螺旋菌属占氨氧化细菌总数的 72. 4% 。 Cluster 4 和 Cluster 6 在各个样地中均为优势类群

但所占比例不同,表明不同利用方式在不同程度上改变了氨氧化细菌的群落结构,氨氧化细菌的多样性指数

与土壤理化因子逐步回归分析的结果表明影响多样性指数的关键理化因子是土壤硝态氮含量,放牧样地的硝

态氮含量显著高于其他两种利用方式,由此得出放牧样地硝态氮含量高是土壤氨氧化细菌多样性显著高于其

他两种利用方式的原因之一。
土壤酶是土壤退化的“传感器冶,是表征土壤中物质、能量代谢旺盛程度和土壤质量水平的一个重要生物

指标[18鄄20]。 脲酶是能水解含氮有机物的酶,且酶促作用是极为专一的:它仅能水解尿素,最终产物是氨和碳

酸,其中氨是植物氮素营养的直接来源[21]。 3 种利用方式中,放牧样地的脲酶活性最高,刈割与围封样地之

间未表现出显著差异,放牧样地的硝化率显著高于刈割和围封样地,相关分析的结果表明,土壤脲酶活性与土
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壤硝态氮和全磷含量表现出极显著的相关性,与土壤速效磷含量表现出显著的相关性,而土壤硝化率仅与土

壤硝态氮含量表现出显著相关性。 已有一些文献报道了向土壤中施加氮肥有利于硝化作用的进行[6,22鄄23]。
而放牧对草原生态系统的影响主要体现在两个方面:一方面由于大型有蹄类动物的踩踏和选择性取食导致土

壤板结和植物群落类型转变[24],另一方面会由于动物排泄物造成土壤外来微生物的增加和土壤养分的改变。
已有研究表明[25鄄26],降低根的生长量是植物对放牧的响应之一,因而使得土壤 C 和 C / N 比率降低,而放牧地

的植物残体和土壤较低的 C / N 比率,使微生物的矿化作用加强,固定作用减弱,进而增加了土壤氮的净矿化

量[25,27鄄29]。 这与研究结果一致,放牧样地的速效氮含量显著高于其他两种利用方式。 由于放牧干扰增加了脲

酶底物尿素的含量从而使得脲酶活性高于其他两种利用方式,同时提高了脲酶催化尿素水解反应产物铵态氮

的含量,典范对应分析的结果表明铵态氮的含量与氨氧化细菌群落的分布表现出显著的正相关性,Okano[30]

等在土壤中施用不同浓度的硫酸铵,经培养 28 d 后,应用实时定量 PCR 技术研究发现氨氧化细菌的浓度的

有不同程度的增加。 说明增加土壤中铵的浓度会直接导致土壤中氨氧化细菌数目的增加。 这可能是放牧样

地中氨氧化细菌数目较多、具有较高的多样性且硝化率较高的原因之一。
本研究以内蒙古呼伦贝尔市陈巴尔虎旗境内羊草草原土壤氨氧化细菌为研究对象,对土壤氨氧化细菌群

落进行了 PCR鄄DGGE 和扩增产物序列分析,并测定其土壤脲酶活性和硝化率。 结果表明,长期不同利用方式

将会改变羊草草原土壤氨氧化细菌的多样性及群落结构,放牧干扰下土壤铵态氮含量增加,硝化率高于其他

两种利用方式,氨氧化细菌具有较高的多样性,
在以往的研究[31]中发现硝态氮含量与全磷和速效磷含量也表现出显著的相关性,而土壤硝态氮含量正

是显著影响氨氧化细菌多样性指数的土壤理化因子,支持 Marschner[32] 等的观点,草原生态系统的微生物群

落结构并不是受控于其中一个环境因素而是由几个相互联系的环境因子所控制。 另外,本研究中还发现脲酶

活性与全磷养分和速效磷养分含量显著相关,为探索生态系统 N 素循环和 P 素循环的机制以及两者之间的

联系提出了新的问题,是否两种元素循环之间存在偶联,如果存在如何相互作用,还是哪些关键的中间产物或

者酶起到限制或促进作用,有待深入研究。
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