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封面图说: 岸边的小白鹭———鹭科白鹭属共有 13 种,其中有大白鹭、中白鹭、白鹭(小白鹭)、黄嘴白鹭等,体羽皆是全白,世通
称白鹭。 夏季的白鹭成鸟繁殖时枕部着生两条狭长而软的矛状羽,状若双辫,肩和胸着生蓑羽,冬季时蓑羽常全部
脱落,白鹭虹膜黄色,嘴黑色,脚部黑色,趾呈黄绿色。 小白鹭常常栖息于稻田、沼泽、池塘水边,以及海岸浅滩的红
树林里。 白天觅食,好食小鱼、蛙、虾及昆虫等。 繁殖期 3—7 月。 繁殖时成群,常和其他鹭类在一起,雌雄均参加营
巢,次年常到旧巢处重新修葺使用。

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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长期集约种植对雷竹林土壤氨氧化古菌群落的影响

秦摇 华1,2,刘卜榕1,2,徐秋芳1,2,*,白建峰3,李永夫1,2,李永春1,2

(1. 浙江省森林生态系统碳循环与固碳减排重点实验室,浙江农林大学,临安摇 311300;

2. 浙江农林大学环境与资源学院,临安摇 311300; 3. 上海第二工业大学城市建设与环境工程学院,上海摇 201209)

摘要:应用荧光定量 PCR 以及 PCR鄄DGGE 技术研究了雷竹林长期集约种植过程中土壤氨氧化古菌种群数量及群落结构的演变

趋势,并利用典范对应分析(CCA)方法研究影响土壤氨氧化古菌群落的主要环境因子。 研究结果表明,水稻田改种雷竹后,土
壤氨氧化古菌种群数量显著增加,在 4 a 时达到最高,但在集约种植后快速下降,9 a 雷竹林土壤氨氧化古菌数量最低,随后逐

渐稳定。 雷竹林土壤氨氧化古菌种群主要为不可培养泉古菌,聚类分析结果表明集约种植前后氨氧化古菌群落结构存在明显

差异,长期集约经营雷竹林土壤以适应较低 pH 值的物种为主要优势种群。 CCA 分析表明,集约种植时间较长的 11 a 和 15 a 林

地群落结构较为类似,与 7 a 和 9 a 样地明显区分。 土壤 NO-
3 鄄N 与氨氧化古菌群落变化的相关性最强,说明氨氧化古菌在雷竹

林土壤硝化过程中发挥着重要作用。 土壤 pH 值及速效养分对土氨氧化古菌群落也具有较大影响,它们与 NO-
3 鄄N 合计解释了

59. 7%的样本总变异,表明土壤酸化以及过量养分的积累对氨氧化古菌群落具有重要影响。
关键词:集约种植;雷竹林土壤;氨氧化古菌;典范对应分析

Effects of long鄄term intensive management on soil ammonia oxidizing archaea
community under Phyllostachys praecox stands
QIN Hua1,2, LIU Borong1,2, XU Qiufang1,2,*, BAI Jianfeng3, LI Yongfu1,2, LI Yongchun1,2

1 Zhejiang Provincial Key Laboratory of Carbon Cycling in Forest Ecosystems and Carbon Sequestration, Zhejiang Agriculture and Forestry University, Lin忆an

311300, China

2 School of Environmental and Resources, Zhejiang Agriculture and Forestry University, Lin忆an 311300, China

3 School of Urban Development and Environmental Engineering, Shanghai Second Polytechnic University, Shanghai 201209, China

Abstract: Phyllostachys praecox is a favorable bamboo species for the production of edible shoots, and has been widely
planted in southern China. Intensive management practices such as regular high rate of fertilization and annual heavy winter
mulch in the stands established more than 5 years, has been employed by many bamboo growers to improve yields.
However, these practices may have adverse effects on the ecosystem. Ammonia鄄oxidizing archaea (AOA) has been found in
various habitats and played a key role in soil nitrification. There is no published information available on the impact of long鄄
term intensive land management practices on the population size and community structure of soil AOA in Phyllostachys
praecox stands. In this study, the abundance and composition of soil AOA communities across a long鄄term chronosequence
under intensive managed Phyllostachys praecox stands were investigated using real鄄time polymerase chain reaction (PCR),
denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE), cloning and sequencing approaches based on amoA genes. Canonical
correspondence analysis (CCA) was also used to determine the environmental variables which are significantly correlated
with community structure.
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Treatments in this study were based on the cultivation history which corresponded to 4, 7, 9, 11 and 15 years after
establishment of bamboo stands. Paddy fields with similar topography were used as the control. Each cultivation history had
three replications. The archaeal amoA gene copy numbers ranged from 1. 79伊107 to 3. 93伊107 per gram of dry soil, and
changed greatly in response to the long鄄term intensive management. The 4鄄year鄄old treatment had the highest copy numbers
of amoA genes, whereas the lowest copy numbers were recorded in the 9鄄year鄄old treatment. Ammonia鄄oxidizing archaea
were more abundant than ammonia鄄oxidizing bacteria (AOB) in all the corresponding treatments though they were of the
same order of magnitude. There was no significant correlation between AOA abundance and soil nitrification potential. The
DGGE patterns revealed that the intensive management resulted in an obvious change of the AOA community, significant
change was also observed among the treatments with different intensive management history. Phylogenetic analysis of the
amoA gene fragments showed that all AOA sequences from different treatments were associated with uncultured
Crenarchaeote. The AOA species that adapt to low pH soils dominated in the 7鄄, 9鄄, 11鄄 and 15鄄year鄄old treatments while
species associated with paddy soil and sediment soil clone dominated in the control and 4鄄year鄄old treatment, indicating a
pronounced difference in the community composition of AOA in response to the long鄄term intensive management. Canonical
correspondence analysis exhibited a significant difference in microbial community structures between the treatments before
and after intensive management application. The 11鄄 and 15鄄year鄄old treatments were clustered together, and clearly
separated from the 7鄄 and 9鄄year鄄old treatments along both the first and second ordination axes. Concentrations of soil NO-

3 鄄

N, NH+
4 鄄N and available phosphorus, and soil pH together explained 62. 2% of the total variation of soil AOA community.

The first ordination axis explained 33. 9% of the variation and the second axis explained 25. 8% of the variation. Among
the four soil parameters measured, soil NO-

3 鄄N concentration explained most of the variation of AOA community, but the
influence was not significant (P<0. 05). The results suggest that long鄄term intensive management had a significant impact
on AOA abundance and composition, and the soil acidification and nutrient accumulation should be important factors
influencing the shift of AOA community in the intensively managed P. praecox stands.

Key Words: intensive management; Phyllostachys praecox; ammonia鄄oxidizing archaea; Canonical correspondence analysis

雷竹(Phyllostachys praecox)是中国长江以南地区广泛分布的优良笋用竹种,近十几年来,以冬季覆盖和

大量施肥为主要特征的雷竹集约种植技术已在生产上大面积推广,成为当地农村收入的主要来源。 但是,长
期集约种植也产生了一系列的生态环境问题,如土壤有机质以及速效氮、磷、钾等含量显著增加,土壤 pH 值

急剧下降,以及土壤细菌群落结构发生改变等,从而导致雷竹林提前退化[1鄄2]。 另一方面,土壤中积累的养分

元素如氮、磷等通过挥发、径流、渗滤等途径进入周边环境,对大气和水体质量产生严重威胁[3]。
硝化作用是全球氮素循环的重要环节,其中由氨氧化微生物主导的将氨转化为亚硝酸的氨氧化过程为限

速步骤,因此氨氧化微生物也被认为是硝化作用的主要驱动者[4]。 过去一直认为土壤硝化作用由氨氧化细

菌(ammonia鄄oxidizing bacteria,AOB)进行,近年来的研究表明泉古菌门的一些古菌也具有 amoA 基因,并可以

进行硝化作用[5]。 目前已经发现,氨氧化古菌(ammonia鄄oxidizing archaea,AOA)的关键功能基因 amoA 广泛存

在于海洋和陆地环境[6],且较为丰富。 自然环境中硝化古菌关键功能基因 amoA 的数量通常高于细菌,已知

的最大差别达 8000 倍[7]。 He 等[8]对农田土壤生态系统中 AOA 和 AOB 的丰度、 组成及对环境的响应进行了

研究,发现各处理中 AOA 的丰度明显高于 AOB,且与 AOB 相比,长期施肥处理对 AOA 的群落结构组成产生

了更为明显的影响,可见 AOA 在农田土壤生态系统中的重要作用。 目前的研究表明,土壤环境因子如铵浓

度、温度、施肥处理、pH 值以及植被等对不同的氨氧化细菌及古菌种群均具有特异的选择性,氨氧化微生物作

为理想的土壤质量生物学指标受到了广泛关注[9鄄10]。
氨氧化古菌在氨氧化微生物中的重要地位已经被深刻认识,因此继氨氧化细菌后,非常有必要对不同生

态系统中的氨氧化古菌群落及其作用进行科学评价。 雷竹林长期集约种植过程中土壤氨氧化细菌的演变趋

7706摇 19 期 摇 摇 摇 秦华摇 等:长期集约种植对雷竹林土壤氨氧化古菌群落的影响 摇
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势及其影响因素已经被初步揭示[11],而氨氧化古菌在长期集约种植雷竹林土壤中的功能及其演变趋势还没

有相关研究。 本文通过选取不同集约种植年限雷竹林,采用聚合酶链反应(polymerase chain reaction,PCR)、
变性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel electrophoresis,DGGE)及荧光定量 PCR 方法研究氨氧化古菌数量

及种群结构的演变趋势,并利用典范对应分析方法探讨其主要影响因素,旨在评估集约种植条件下土壤氨氧

化古菌的生态功能,从而更好的了解土壤硝化过程,为提高肥料利用率、保护生态环境提供科学依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 研究地概况

土壤样品采自浙江省临安市太湖源镇(30毅18忆 N, 119毅33忆 E),该地属中纬度北亚热带季风气候,年降水

量 1420 mm,多年平均气温为 15. 8 益,历年平均日照时数 1939 h,无霜期 234 d。 雷竹栽培区属低山丘陵地

貌,土壤为粉砂岩母质上发育的红壤土类。 雷竹林种植之前均为水稻田,雷竹定植后的前 5 a 基本不施肥或

施少量复合肥,从雷竹栽培的第 5 年起开始实施集约种植,模式为:每年 11 月下旬至 12 月上旬对雷竹林地表

进行覆盖,保温保湿以利于竹笋早发。 通常是在雷竹林地表先覆 10—15 cm 稻草,再在上面覆盖 10—15 cm
的砻糠,稻草用量 40 t / hm2,砻糠用量 55 t / hm2,翌年 3、4 月揭去表层未腐烂的砻糠,而下层的稻草经过一个

冬春的发酵和雨雪水的淋泡已基本腐烂入土。 每年施 3 次肥,时间分别为 5 月上旬、9 月中旬和 11 月下旬

(覆盖前),每年施肥总量为无机复合肥(N 颐P 颐K= 15颐15颐15) 2. 25 t / hm2 和尿素(含 N 46% )1. 125 t / hm2,或
施等量养分的有机肥[2]。
1. 2摇 样品采集与处理

为研究集约种植年限对雷竹林土壤氨氧化古菌群落结构的影响,分别采取种植历史为 4、7、9、11 和 15 a
的雷竹林土壤,同时采集邻近同一母质且地形地貌特征相似的水稻田土壤作为对照(CK)。 随机取样法采取

各处理 0—20 cm 土壤样品,每个雷竹林样地 10 个取样点,装入密封袋,放入冰桶带回实验室。 新鲜土样充分

混匀后,去除大的石块和植物残体,过 2 mm 钢筛。 样品分为两份,一份立即冷冻干燥,用于提取土壤细菌总

DNA,供氨氧化古菌群落结构及定量分析使用;另外一份于室内自然风干,研磨过筛后用于土壤基本理化性质

分析。
1. 3摇 主要试剂与引物

PowerSoilTM Total DNA Isolation Kit 试剂盒购于美国 Mo Bio 公司;Taq DNA 聚合酶、SYBR誖 Premix Ex
TaqTM、pMD 18鄄T 载体、凝胶回收试剂盒 Agarose Gel DNA Purification Kit Ver. 2. 0 以及质粒提取试剂盒

MiniBEST Plasmid Purification Kit 均购于宝生物工程公司(TakaRa,大连);荧光染料 SYBR green 玉购于美国

Invitrogen 公司;引物由生工生物工程(上海)有限公司合成。
1. 4摇 分析方法

1. 4. 1摇 土壤理化性质

土壤理化性质参照文献[12]进行。 其中,土壤 pH 值采用 1颐2. 5 土水比,复合电极测定;有机质含量采用重

铬酸钾鄄硫酸外加热法测定;总氮采用半微量凯氏定氮法;碱解氮采用碱解扩散法;有效磷采用 Bray 法,盐酸鄄
氟化铵溶液浸提,钼锑抗比色法测定;速效钾采用醋酸铵提取,火焰光度计测定;土壤矿质态氮采用氯化钾浸

提—流动分析仪测定法。 不同种植年限雷竹林土壤理化性质分析结果见表 1。
1. 4. 2摇 土壤总 DNA 的提取及纯化

采用 PowerSoilTM Total DNA Isolation Kit 试剂盒提取土壤总 DNA,称取 0. 25 g 于-20 益保存的土壤样品,
按试剂盒说明书进行土壤 DNA 提取,提取后的 DNA 样品保存于-20 益。
1. 4. 3摇 土壤氨氧化古菌的 PCR鄄DGGE 分析

采用一对氨氧化古菌 amoA 基因特异引物 Arc鄄amoAF 和 Arc鄄amoAR 对氨氧化古菌 amoA 基因进行扩增。
Arc鄄amoAF:5忆鄄STA ATG GTC TGG CTT AGA CG鄄3忆;Arc鄄amoAR:5忆鄄GCG GCC ATC CAT CTG TAT GT鄄3忆,其中,
Arc鄄amoAR 在 5忆端加一段 GC 夹:cgc ccg ccg cgc ccc gcg ccc ggc ccg ccg ccc ccg ccc c[13]。 使用 Bio鄄Rad 公司
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的 S鄄1000 PCR 仪对土壤总 DNA 进行扩增。 25 滋L 反应体系如下:10 伊PCR Buffer(缓冲液)2. 5 滋L,MgCl2(25
mmol / L)2. 0 滋L,dNTP(2. 5 mmol / L)2. 0 滋L,引物(10 滋mol / L)各 0. 25 滋L,TaqDNA 聚合酶(5 U / 滋L)0. 25
滋L,模板 DNA 0. 5 滋L,用无菌双蒸水补足至 25 滋L。 PCR 反应参数:94 益预变性 5 min,94 益变性 45 s,55 益
退火 1 min,72 益延伸 1 min,30 个循环,最后 72 益延伸 10 min。 取 3 滋L PCR 反应产物用 1. 0%的琼脂糖凝

胶进行电泳,检测产物及其长度。

表 1摇 不同种植年限雷竹林土壤理化性质

Table 1摇 Soil characteristics of bamboo stands with different cultivation history

处理
Treatment

pH
(H2O)

有机质
Organic C
/ (g / kg)

全氮
Total N
/ (g / kg)

碱解氮
Available N
/ (mg / kg)

有效磷
Available P
/ (mg / kg)

速效钾
Available K
/ (mg / kg)

铵态氮

NH+
4 鄄N

/ (mg / kg)

硝态氮

NO-
3 鄄N

/ (mg / kg)

CK 6. 0(0. 4)c 15. 5(0. 2)ab 2. 20(0. 25)ab 174(10)b 15(2)a 42(8)a 42. 4(1. 6)b 11. 2(0. 1)a

4 a 5. 3(0. 4)b 13. 1(0. 2)a 1. 93 (0. 14)a 160(8)a 29(3)b 110(10)b 29. 9(2. 5)a 12. 3(0. 7)a

7 a 3. 6(0. 1)a 17. 7(0. 2)b 2. 38(0. 24)b 179(10)b 35(4)b 168(1)c 73. 1(4. 9)c 17. 3(0. 2)b

9 a 3. 7(0. 4)a 16. 2(0. 4)ab 2. 33(0. 35)b 201(6)c 209(11)c 212(19)d 88. 4(6. 6)d 38. 7(1. 4)d

11 a 3. 7(0. 3)a 16. 3(0. 2)ab 2. 40(0. 35)b 211(6)c 296(11)d 207(2)d 99. 5(4. 0)e 20. 2(0. 5)c

15 a 4. 2(0. 1)a 33. 6(0. 2)c 4. 30(0. 24)c 238(6)d 364(5)e 218(4)d 104. 0(2. 1)e 21. 0(1. 2)c

摇 摇 表中数据为平均值,括号内数值为标准差,同列中不同字母代表差异达显著水平(P<0. 05)

使用 DCodeTM Universal Mutation Detection System (Bio鄄Rad),在变性剂梯度为 30%—50%的 6%聚丙烯酰

胺凝胶上进行变性梯度凝胶电泳。 电泳前对 PCR 产物定量、校正,使上样量一致。 在 60 益、80 V 条件下电泳

13 h 后,SYBR green I 染色 30 min,染色结果用 Gel DocTM EQ (Bio鄄Rad) 凝胶成像系统成像,使用 Quantity One
4. 4 软件(Bio鄄Rad) 进行图像分析。
1. 4. 4摇 氨氧化古菌优势种群序列分析

将 DGGE 图谱中的主要条带进行切胶,DNA 回收,然后再分别以不带 GC 夹的引物 Arc鄄amoAF / Arc鄄
amoAR 对回收条带 DNA 进行 PCR 扩增,将扩增产物利用 pMD 18鄄T 载体进行克隆测序(Invitrogen 上海实验

室代测)。 将测序结果登陆 NCBI 通过 Blast 软件与 GenBank 中的已知序列比对来确定测定序列的微生物种

类。 利用 MEGA4 软件基于 DGGE 条带序列,进行 Bootstrap 验证系统发育分析,邻接法(Neighbor鄄joining,N鄄J)
构建系统发育树。
1. 4. 5摇 荧光定量 PCR

采用 SYBR誖 Premix Ex TaqTM 试剂盒,针对氨氧化古菌 amoA 基因进行荧光定量 PCR 扩增,每个样品 3
次重复,扩增在 Bio鄄Rad CFX96 扩增仪上进行。 荧光定量 PCR 反应体系 25 滋L,引物 Arch鄄amoAF 和 Arch鄄
amoAR(10 滋mol / L)各 0. 25 滋L,SYBR誖 Premix Ex TaqTM 12. 5 滋L,模板 1. 0 滋L,用无菌 ddH2O 补足至 25 滋L。
荧光定量 PCR 条件:95 益预变性 3 min;接着 95 益,30 s;55 益,30 s;72 益,45 s,35 个循环。
1. 4. 6摇 荧光定量 PCR 标准曲线建立

参照 He 等[8]报道的方法,以混合土样总 DNA 为模板进行氨氧化古菌的 amoA 基因 PCR 扩增。 将 100
滋L PCR 产物用 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳,切下含有氨氧化古菌 amoA 基因的条带,用 Agarose Gel DNA
Purification Kit Ver. 2. 0(Takara)凝胶回收试剂盒纯化。 使用 pMD 18鄄T 载体连接 PCR 产物,连接产物转化到

大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞,在氨苄青霉素平板上进行蓝白斑筛选阳性克隆。 取部分阳性转化菌液送上海生

工进行测序,作为氨氧化古菌荧光定量 PCR 分析的标准 DNA。 利用 MiniBEST Plasmid Purification Kit
(TaKaRa)试剂盒提取重组质粒 DNA,质粒 DNA 浓度使用 Nanodrop誖 ND鄄1000 测定,氨氧化古菌 amoA 基因

重组质粒 40. 2 ng / 滋L。 根据已知重组质粒全序列和阿伏伽德罗常数(6. 02伊1023 分子数 / mol)计算 amoA 基因

拷贝数,计算得到氨氧化古菌重组质粒为 1. 17伊1010 cells / 滋L。 以 10 倍梯度对重组质粒进行梯度稀释(10-3—
10-9),每个稀释度 3 次重复,荧光定量 PCR 扩增获得氨氧化古菌的 amoA 基因标准曲线,标准方程为 y=
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-3郾 20x+37. 22,(R2 =0. 99)。
1. 5摇 数据处理与统计分析

采用 SPSS 18. 0 统计软件进行数据处理,Dunkun 单因素方差分析比较各处理之间的差异显著性(P<
0郾 05)。 采用 Bio鄄Rad 公司的 Quantity One 4. 4 软件进行 DGGE 指纹图谱分析。 使用 CANOCO 4. 5. 1 软件

(Microcomputer Power, Ithaca, USA)对 DGGE 揭示的细菌群落结构与环境参数进行典范对应分析(Canonical
correspondence analysis,CCA)。 以 DGGE 中条带的相对密度值作为微生物物种数据,使用软件中的 manual
selection 选项预选影响最显著的一组环境变量,采用 499 次的蒙特卡罗排列检验(MonteCarlo permutation test,
499 permutations, full model)进行显著性检验[14]。

摇 图 1摇 不同集约种植年限雷竹林土壤氨氧化古菌的数量变化

Fig. 1摇 AOA population size under long鄄term intensive managed

Phyllostachys praecox stands

2摇 结果与分析

图 2摇 雷竹林土壤氨氧化古菌群落的 DGGE 分析

摇 Fig. 2 摇 DGGE analysis of soil AOA community in Phyllostachys

praecox stands

2. 1摇 长期集约经营对土壤氨氧化古菌数量的影响

采用荧光定量 PCR 检测不同集约种植年限雷竹林

土壤氨氧化古菌的数量变化,假定每个 AOA 细胞内含

有一个 amoA 拷贝,根据标准曲线计算出土壤中 AOA
的细胞数量。 由图 1 可以看出,雷竹林土壤氨氧化古菌

amoA 基因拷贝数处于 1. 79伊107—3. 93伊107 copies / g 干

土之间。 长期种植过程中,土壤 AOA 数量总体呈先上

升后下降的趋势。 在母竹定植后的雷竹成林期间,尽管

没有进行覆盖和大量施肥,4 a 处理与对照相比土壤

AOA 的数量显著增加。 雷竹林从第 5 年开始进行集约

种植,此后土壤 AOA 数量急剧下降,7 a 处理其 AOA 数

量显著低于 4 a,而集约经营 4a 和 6a 后的 9 a 及 11 a

处理其 AOA 数量显著低于 7 a。 随着经营时间的延长,
土壤 AOA 数量有逐渐回升的趋势, 15 a 处理其 AOA
数量与 7 a 没有显著差异。
2. 2摇 长期集约经营对土壤氨氧化古菌群落结构的影响

采用氨氧化古菌特异性引物 Arc鄄amoAF 和 Arc鄄
amoAR 对 amoA 基因进行 PCR 扩增,经 1. 0%的琼脂糖

凝胶电泳检测,氨氧化古菌的 amoA 基因扩增片段均为

635 bp,纯化后进行 DGGE 分析,结果如图 2 所示。
图 2 中可以看出,随着雷竹种植年限的延长,DGGE

图谱出现了较明显的差异,水稻田改种雷竹后,土壤氨

氧化古菌群落变化明显,原有的优势种群如条带 6、10、
12 等减弱或消失,新的优势种群如条带 5、19、20 等出

现。 在雷竹林实施集约种植措施后,土壤氨氧化古菌群

落则再次发生变化,与 4 a 处理相比,种群丰富度显著

下降,7 a 处理主要由条带 9、11、14 和 16 等 4 个种群组

成,而 9 a 处理则只剩下条带 13—15 这 3 个优势种群,
表明集约种植对土壤 AOA 种群产生了强烈的影响。 随

着集约经营时间的延长,土壤中 AOA 种群丰富度开始

恢复。 但是,除了条带 9 为所有种植雷竹林土壤样品的

共有种群外,AOA 优势种群与集约种植之前相比已经
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发生了明显的变化。
通过对主要的 DGGE 条带进行序列分析来确定雷竹林集约经营过程中土壤氨氧化古菌的群落演变过程,

共选取了 20 条 DGGE 条带进行分析(图 2)。 在 Genebank 中进行 Blast 序列比对,利用 MEGA4 构建系统发育

树(图 3)。 结果表明,雷竹林土壤中的氨氧化古菌均归类于不可培养的泉古菌(Uncultured Crenarchaeote)。
水稻田土壤中主要 AOA 种群(条带 9、10、12)与已知的沉积物土壤中的 AOA 种群距离较近,而集约经营后的

雷竹林土壤 AOA 种群发生较大变化,除 15 a 雷竹林土壤中的条带 2—5 聚为一支,与水稻田土壤 AOA 种群的

遗传距离较为接近外,11 a 和 15 a 雷竹林土壤中的主要条带 11、 14、17 和 18 等聚为一支,与集约经营之前的

AOA 种群遗传距离较远,说明长期的集约经营改变了土壤氨氧化古菌的种群结构。

图 3摇 基于雷竹林土壤氨氧化古菌 DGGE 条带序列的 N鄄J 系统发育树

Fig. 3摇 Neighbor鄄joining tree of AOA sequences in Phyllostachys praecox stands

2. 3摇 环境因子对土壤氨氧化古菌群落结构的影响

对各样品的 DGGE 条带进行典范对应分析(CCA),结果如图 4 所示。 结果表明,水稻田改种雷竹林后,土
壤氨氧化古菌群落结构发生明显改变,而随着集约种植措施年限的延长,不同种植阶段土壤氨氧化古菌群落

差异明显。 CK 与 4 a 样地较为接近,但是其与集约经营后的雷竹林样地差异较大。 集约经营雷竹林中,7 a
与 9 a 样地较为接近,而长期集约经营的雷竹林样地 11 a 和 15 a 则聚为一簇,说明植被类型以及种植方式的

改变均对土壤氨氧化古菌群落产生了较大影响。
根据 Canoco 的 forward 分析,所有的 8 个环境因子中,土壤 NO-

3 鄄N 含量与氨氧化古菌群落的相关性最强,
但并未达到显著水平(P<0. 05),土壤 pH 值、NH+

4 鄄N 以及有效磷含量与 AOA 的相关性也大于其他环境因子,
因此选入这 4 个环境因子进行分析。 从图 4 中可以看出,土壤 pH 值与第一排序轴具负相关性,而速效磷以

及矿质态氮均与第一排序轴呈正相关,其中,速效磷与第二排序轴呈显著正相关(P<0. 05)。 由样点在环境变

量上的投影可以发现,CK 以及 4 a 样地中 AOA 种群对于较高的 pH 值具有较强的适应性,而 11 a 和 15 a 样

地中的 AOA 种群则对于较高的速效氮、磷养分积累较为适应。 CCA 分析结果显示,第一排序轴(Axis1)解释

了样本中 33. 9%的变异,第二排序轴(Axis2)解释了样本 25. 8%的变异,两者合并解释了样本 59. 7%的总变

异(表 2)。
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图 4摇 雷竹林土壤氨氧化古菌群落结构的典范对应分析

摇 Fig. 4摇 CCA on DGGE band data in soils of Phyllostachys

praecox stands

3摇 讨论

近年来,环境基因组学研究发现地球环境中大量存

在的泉古菌含有氨氧化关键功能基因(amoA),具有氨

氧化能力,这群微生物迅速引起了人们的关注,成为研

究的热点。 通过荧光定量 PCR 手段研究自然环境中氨

氧化微生物关键功能基因 amoA 拷贝数,发现 AOA 数

量通常高于 AOB,且相差好几个数量级[7]。 Leininger
等[15]首次报道了细菌和古菌关键功能基因 amoA 的相

对丰度,发现多数土壤中硝化古菌数量多于细菌数量;
最近的研究也表明农田土壤硝化古菌 amoA 基因约为

细菌 amoA 数量的几十到上千倍[16]。 但是在森林土壤

中目前相关研究不多,本研究结果显示,在长期集约种

植的雷竹林土壤中,古菌 amoA 基因拷贝数处于 1. 79伊
107—3. 93伊107拷贝 / g 干土之间,总体高于土壤中细菌

amoA 数量(0. 52 伊107—1. 88 伊107 拷贝 / g 干土) [11],但
在数量级上并没有差异。 Boyle鄄Yarwood 等[17]也发现在

不同的林分下,土壤 AOA 及 AOB 种群数量比较相近,
均处于 2. 3伊106—6. 0伊106拷贝 / g 干土范围内。 由此可

以看出,与氨氧化细菌相比,氨氧化古菌在森林土壤中

并没有显示出明显的优势,这可能与森林土壤中泉古菌

的丰度有较大关系。 Kemnitz 等[18]研究表明,在酸化森林土壤中,尽管泉古菌在土壤总基因数量中占有相当

比例(12%—38% ),但是其总数却低于细菌数量。

表 2摇 土壤氨氧化古菌群落结构组成的典范对应分析

Table 2摇 CCA of soil AOA community compositions

典范对应分析指标
Index of CCA

第一排序轴
Axis 1

第二排序轴
Axis 2

第三排序轴
Axis 3

第四排序轴
Axis 4

特征值
Eigenvalues 0. 548 0. 417 0. 284 0. 185

样本鄄环境关联度
Species鄄environment correlation 1. 000 1. 000 0. 999 0. 992

物种累积关联度百分数
Cumulative percentage correlation of species data 33. 9 59. 7 77. 3 88. 7

物种鄄环境关系累积百分数
Cumulative percentage correlation of species鄄environment relation 38. 2 67. 3 87. 1 100. 0

长期集约种植过程中雷竹林土壤硝化势与 AOB 数量呈显著正相关关系(P<0. 01),而本研究发现 AOA
与土壤硝化势之间的相关性并不显著。 与此结果相类似的是,Di 等[19] 发现在含氮量丰富的草地土壤中,尽
管 AOA 数量众多,但与土壤硝化势之间没有显著相关性,而 AOB 丰度与土壤硝化势显著相关,因此推断 AOB
是此类土壤中硝化作用的主要驱动者。 已有的大量研究表明,在养分丰富,特别是氮源丰富的土壤中,AOB
是土壤硝化过程的主要驱动者[16, 20]。 雷竹林在长期的集约经营过程中土壤养分大量积累,氮素含量远远高

于一般农田土壤,这也可能是导致 AOA 与土壤硝化潜力相关性不显著的原因之一。 但是在不同的环境条件

下土壤 AOA 和 AOB 所发挥的作用也不尽相同,AOA 一般在营养缺乏的生境中发挥更大的作用[21],因此推测

在水稻田刚改种雷竹以及雷竹林集约种植的初期,AOA 可能发挥着较大作用,但是随着土壤养分的快速积

累,AOA 无论是数量还是活性都随之逐渐下降,最终趋于稳定。
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土壤氨氧化古菌 PCR鄄DGGE 分析结果表明,雷竹林土壤中氨氧化古菌与已发现的不同生境,如旱地、水
稻土以及湿地系统中的不可培养泉古菌较为相近。 作为对照的稻田土壤其 AOA 种群与已发现的沉积物中的

AOA 类似,而在雷竹成林过程中逐渐发生种群更替,4 a 处理中出现了一些不同的种群,如条带 5 与已知的农

田土壤中的种群类似,而条带 19 和 20 则与水稻土以及沉积物中的 AOA 种群类似。 实施集约经营措施以后,
由于 pH 值的快速下降,土壤中出现了新的条带如 14—15 以及 17—18 等,聚类分析表明其都与酸性红壤中发

现的 AOA 克隆较为接近,说明此时的 AOA 群落已经由适应较低 pH 值的物种所组成。 同样的结果也可以在

对比土壤 AOB 和 AOA 的拷贝数后发现,在长期集约经营后土壤 AOB 的丰度逐渐下降而 AOA 则保持稳

定[11],这也与 He 等[8]发现的在酸性土壤中 AOA 拷贝数高于 AOB 一致。
PCR鄄DGGE 虽然能直观的研究土壤 AOA 群落结构的变化,但是难以揭示特定环境因子和微生物群落的

内在联系,因此有必要利用统计学方法对试验结果进行分析,如典范对应分析(CCA) [22]、主成分分析

(PCA) [23]、冗余分析(RDA) [24]等。 本研究采用 CCA 方法探讨了 8 个环境因子对土壤 AOA 群落结构的影

响,发现土壤 NO-
3 鄄N 含量与氨氧化古菌群落变化的相关性最强,但并未达到显著水平(P<0. 05),说明雷竹林

土壤硝化作用是 AOB 和 AOA 共同作用的过程,AOA 在其中也发挥了重要作用。 土壤 pH 值对 AOA 群落结

构的影响较大,这已经被很多研究证明。 董莲华等[25] 研究发现 HA 的加入可以稳定土壤 AOA 数量,主要是

由于 HA 能够缓冲土壤 pH 值,从而间接影响了土壤 AOA 群落。 CCA 分析结果同时表明,土壤中速效养分如

有效磷的累积与 AOA 群落结构的变化也具有较强的相关性,可能是由于大量速效养分的累积对土壤 AOA 产

生了胁迫作用,影响了优势种群的分布,具体的机理目前还没有明确,有待于进一步研究。 集约经营的雷竹林

作为一个高强度施肥的特殊生态环境,在更大的时间尺度上研究其土壤氨氧化古菌群落结构及其活性将是今

后的重点工作,这对于评价生态系统稳定性,提高肥料利用率,减少氨的损失以及环境保护等方面均具有重要

的意义。
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