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长期施加氮肥及氧化钙调节对酸性土壤硝化作用及氨
氧化微生物的影响
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摘要：本文以长期施加氮肥及添加氧化钙调节的酸性土壤为研究对象，运用定量 ＰＣＲ 和 ＤＧＧＥ 技术，探讨了土壤氨氧化微生物

及硝化作用对不同施肥处理及氧化钙调节的响应。 长期施化学氮肥导致酸性土壤 ｐＨ（ＫＣｌ）值（３．３５—３．４７）和硝化潜势（０．０２—０．

１４ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）进一步降低，而添加 ＣａＯ 后土壤酸化得以缓解（ｐＨ 值 ４．１０—４．４６），土壤硝化潜势（０．２２—０．３４ μｇ ＮＯ－

２ ⁃

Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）显著增加。 同时，添加 ＣａＯ 处理对氨氧化古菌（ＡＯＡ）的群落结构无明显影响，但明显提高了各施肥处理土壤中

氨氧化细菌（ＡＯＢ）的群落多样性，加 ＣａＯ 处理的土壤中，ＡＯＡ 的数量降低而 ＡＯＢ 的数量增加。 这些结果表明虽然酸性土壤中

ＡＯＡ 在数量和活性上占主导优势，ＡＯＢ 在功能上冗余，但当添加 ＣａＯ 后，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 对环境变化迅速作出响应，并根据其不同

的生态位需求重新分配优势地位，二者交替作用共同驱动酸性土壤硝化作用。
关键词：酸性土壤； 氧化钙调节； 硝化作用； 氨氧化古菌（ＡＯＡ）； 氨氧化细菌（ＡＯＢ）
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ａｃｉｄｉｃ ｓｏｉｌｓ， Ｌｉｍｉｎｇ； Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ （ ＡＯＡ）； Ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ
（ＡＯＢ）

酸性土壤（ｐＨ ＜５．５）在我国分布面积广泛，是我国热带亚热带经济作物如茶树、林木、果树和粮食作物的

重要产地。 近几十年来，因化学氮肥的过量施用和酸沉降加剧，我国农田土壤的酸度逐步升高，面积也不断增

加［１］。 为了缓解土壤酸化，农业中常采用田间施加化学改良剂（如石灰（ＣａＯ））的方法来进行改良，效果

显著［２， ３］。
硝化作用是土壤氮素转化的关键过程，除影响土壤中无机氮对植物的有效性外，硝化作用对酸性土壤进

一步酸化、有毒金属元素的溶解释放等都有重要影响［１， ４⁃６］。 氨氧化作用作为硝化作用的限速步骤，是全球氮

循环的中心环节，主要由氨氧化细菌（ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＡＯＢ） ［７］ 和古菌（ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ，
ＡＯＡ） ［８⁃１０］驱动。 大量分子生态学调查发现，虽然多种环境因子，包括温度、ｐＨ 值、施肥、土壤类型及土地利用

方式等都会影响两类氨氧化微生物的群落组成和数量，但 ｐＨ 值是影响其分布及功能活性的决定性因子。 已

有研究发现，随着 ｐＨ 值增加，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 群落组成发生明显演替，ＡＯＡ 的数量和 ａｍｏＡ 基因的表达活性显

著降低，ＡＯＢ 则呈相反趋势［１１⁃１５］。 ２００７ 年，我们对湖南祁阳红壤长期定位实验站连续 １６ 年施加不同化学肥

料处理土壤中的氨氧化细菌和古菌的群落组成进行了调查，结果发现，长期施加无机氮肥显著降低了 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ 的数量，并改变了 ＡＯＡ 的群落组成，但对 ＡＯＢ 的群落结构无显著影响，揭示了 ＡＯＡ 可能在该酸性土壤

硝化作用中起重要作用［１６］。 通过稳定性同位素探测技术（ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｐｒｏｂｉｎｇ， ＳＩＰ）等的研究，我们也证实

氨氧化古菌是一些酸性土壤硝化作用的主导者［１７］。
以上研究揭示了氨氧化古菌对酸性土壤硝化作用的重要贡献，然而在多数酸性土壤中也能检测到数量相

当的氨氧化细菌，但对这些酸性土壤中氨氧化细菌的存在有何生态学意义并不清楚。 由于多年连续施肥，湖
南祁阳红壤定位施肥实验站长期接受施化学氮肥处理的土壤 ｐＨ 值持续下降，土壤肥力和生产力严重受阻，
该实验站于 ２０１０ 年将原施氮肥（Ｎ）、氮钾肥（ＮＫ）、氮磷肥（ＮＰ）、氮磷钾肥（ＮＰＫ）处理的小区划分出一半进

行添加氧化钙处理，以期通过添加氧化钙调节土壤 ｐＨ 值，改善土壤质量。 本研究在 ２００７ 年我们对该样地土

壤研究的基础上，对持续施肥 ５ 年后以及添加 ＣａＯ 处理对土壤硝化作用和氨氧化细菌和古菌的影响进行了

跟踪研究，以期为进一步认识酸性土壤硝化作用过程及其机制提供参考，为农田施肥及酸性土壤改良管理方

式提供指导依据。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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１　 材料和方法

１．１　 样品采集

本研究中的土壤样品采集于湖南省祁阳红壤定位施肥实验站（２６°４５′Ｎ，１１１°５２′Ｅ），该地属于典型的亚热

带季风气候，年平均气温 １８ ℃，年降水量 １３００ ｍｍ。 本实验共选择了 ９ 个处理，包括 １９９０ 年开始的长期施肥

处理及 ２０１０ 年开始的施加氧化钙（ＣａＯ）处理，具体情况如下：１）不施肥（Ｃｔｒｏｌ），２）氮肥（Ｎ），３）氮钾肥

（ＮＫ），４）氮磷肥（ＮＰ），５）氮磷钾肥（ＮＰＫ），６）氮肥加氧化钙（Ｎ＋ＣａＯ），７）氮钾肥加氧化钙（ＮＫ＋ＣａＯ），８）氮
磷肥加氧化钙（ＮＰ＋ＣａＯ），９）氮磷钾肥加氧化钙（ＮＰＫ＋ＣａＯ）。 肥料用量为年施用 Ｎ ３００ ｋｇ ／ ｈｍ２、Ｐ ２Ｏ５ １２０
ｋｇ ／ ｈｍ２、Ｋ２Ｏ １２０ ｋｇ ／ ｈｍ２，Ｎ： Ｐ ２Ｏ５： Ｋ２Ｏ 比值为 １：０．４：０．４；氧化钙年施用量为 ２５５０ ｋｇ ／ ｈｍ２。

样品采集于 ２０１２ 年 ７ 月，所采样品均为 ０—２０ ｃｍ 表层土壤。 每个处理小区取 ３ 个重复，每个重复分别

取 ５ 个点混合而成。 样品于低温保存带回实验室后，剔除石砾和植物残根等杂物，过 ２ ｍｍ 筛处理，一部分保

存于 ４ ℃冰箱用于土壤基本化学性质的测定，其余样品放置于－８０ ℃保存，用于分子生态学实验分析。
１．２　 土壤化学指标及硝化潜势测定

土壤 ｐＨ 值的测定采用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液以水土比 ２．５∶１ 浸提，以 Ｄｅｌｔａ ３２０ ｐＨ 计（Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ，上海）测
定。 土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 以 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 按水土比 ５ ∶ １ 浸提后，用连续流动分析仪 （ ＳＡＮ ＋ ＋， Ｓｋａｌａｒ，

Ｈｏｌｌａｎｄ）测定。 所有样品均重复 ３ 次测定。
土壤硝化潜势（ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ＰＮＲ）测定采用氯酸盐抑制法［１８］。 以水土比 ４∶１ 向 ５ ｇ 土壤中

加入含 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４的磷酸盐缓冲液（ＮａＣｌ ８．０ ｇ ／ Ｌ， ＫＣｌ ０．２ ｇ ／ Ｌ， Ｎａ２ＨＰＯ４ ０．２ ｇ ／ Ｌ， ＮａＨ２ＰＯ４ ０．２ ｇ ／
Ｌ； ｐＨ 值 ７．４），并加入 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌＯ３溶液抑制亚硝酸盐的氧化。 土样于 ２５ ℃黑暗培养 ２４ ｈ 后加入 ５ ｍＬ
２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液浸提 ＮＯ－

２。 ＮＯ－
２ 以 Ｎ⁃（１⁃萘基）⁃乙二胺显色，在 ５４０ ｎｍ 波长下测定。 所有样品均重复 ３ 次。

１．３　 土壤 ＤＮＡ 提取

土壤 ＤＮＡ 提取以 ＭｏＢｉｏ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭ ＤＮＡ（ＭＯ ＢＩＯ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， ＣＡ， ＵＳ））试剂盒进行提取，称取 ０．２５ ｇ
土壤按照试剂盒操作指南进行，并略加修改：细胞破碎在 ＦａｓｔＰｒｅｐ 上进行，破碎速度为 ５．０，时间为 ４５ ｓ。 ＤＮＡ
提取后于－２０ ℃保存待用，所有 ＤＮＡ 均稀释 １０ 倍用于下游实验。
１．４　 定量 ＰＣＲ 分析

氨氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ＡＯＡ）定量 ＰＣＲ 分析均采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法，反应在 ｉＣｙｃｌｅ ｉＱ５（Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ， ＵＳＡ）仪器上进行。 ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ，包含 １２．５ μＬ ２ × ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ， Ｊａｐａｎ），１０
μｍｏｌ ／ Ｌ 正反向引物各 ０．５ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，其余用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５ μＬ［１９］。 定量 ＰＣＲ 所用的扩增引物及

反应条件见表 １。
１．５　 变性梯度凝胶电泳分析

氨氧化微生物的群落结构分析采用变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＧＧＥ）法，
ＤＧＧＥ 在 ＤＣｏｄｅ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）中进行。 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因 ＰＣＲ 扩增体系

为 ２５ μＬ，其中包括 １２．５ μＬ ２ × Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ， Ｊａｐａｎ），１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 正反向引物各 ０．５ μＬ，ＤＮＡ 模板

２ μＬ，其余用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５ μＬ。 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因扩增体系除 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 正反向引物用量为 ０．４ μＬ 外，其
余与 ＡＯＡ ａｍｏＡ 反应体系相同。 ＤＧＧＥ－ＰＣＲ 反应的扩增引物及反应条件如表 １ 所示。 ＤＧＧＥ 电泳在 ６％聚

丙烯酰胺胶中进行，ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因所用的变性胶浓度范围为 １０％—４５％，电泳条件为 ９０ Ｖ，１２ ｈ。 ＡＯＢ
ａｍｏＡ 基因变性胶浓度范围为 ３０％—５５％，电泳条件为 １２０ Ｖ，８ ｈ。 每个处理选取两个重复进行 ＤＧＧＥ 分析。
１．６　 统计分析

本研究中所有相关分析均采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析；添加 Ｎ 与 Ｎ＋ＣａＯ、ＮＫ 与 ＮＫ＋ＣａＯ、ＮＰ 与 ＮＰ＋ＣａＯ、ＮＰＫ
与 ＮＰＫ＋ＣａＯ 各组处理间的差异性分析采用成对数据 Ｔ 检验分析；多组数据间的方差分析采用单因素方差分

析 ＡＮＯＶＡ。 所有统计检验均用 ＳＰＳＳ １９ 实现，Ｐ＜０．０５ 即认为差异显著。 ＤＧＧＥ 图谱的聚类分析以 Ｑｕａｎｔｉｔｙ

３　 １９ 期 　 　 　 张苗苗　 等：长期施加氮肥及氧化钙调节对酸性土壤硝化作用及氨氧化微生物的影响 　
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Ｏｎｅ 软件读取条带后以 ＵＰＧＭＡ 方法进行。

表 １　 定量 ＰＣＲ 及 ＤＧＧＥ⁃ＰＣＲ 中所用引物及反应程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ＰＣＲ ｆｏｒ ＤＧＧＥ

目标群落及用途
Ｔａｒｇｅｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｐｕｒｐｏｓｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

反应程序
Ｔｈｅｒｍａｌ ｐｒｏｇｒａｍ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＡＯＢ 定量 ＰＣＲ
ＡＯＢ ａｍｏＡ⁃１Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ ９５ ℃预变性 １ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 １０ ｓ，５５

℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ４０ ［２０］

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｍｏＡ⁃２Ｒ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ 个循环；７２ ℃ ３０ ｓ 后，在 ８３ ℃读盘 １５ ｓ

ＡＯＢ
ＤＧＧＥ⁃ＰＣＲ ａｍｏＡ⁃１Ｆ⁃ＧＣ ＣＧＣＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧ⁃

ＧＣＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ

９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 ３０ ｓ，６２
℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，之后每个
循环退火温度降低 ０．５ ℃，共 １０ 个循

［１９］

ａｍｏＡ⁃２Ｒ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ
环；９５ ℃变性 ３０ ｓ，５７ ℃退火 ４５ｓ，７２ ℃
延伸 １ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环；７２ ℃ 延伸
１０ ｍｉｎ。

ＡＯＡ 定量 ＰＣＲ
ＡＯＡ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

Ａｒｃｈ－ａｍｏＡＦ ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ
９５ ℃预变性 １ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 １０ ｓ，５３
℃退火 ３０ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ４０ 个循
环；７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ。

［２１］

Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ

ＡＯＡ
ＤＧＧＥ⁃ＰＣＲ ＣｒｅｎａｍｏＡ⁃２３ｆ ＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＷＡＧＡＣＧ

９５ ℃预变性 １ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ３０ ｓ，５５
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，共 １０ 个
循环；９２ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，

［１７］

ＣｒｅｎａｍｏＡ⁃６１６ｒ ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴＣＣＡ ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ２５ 个循环；７２ ℃延
伸 １０ ｍｉｎ

２　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

２．１　 土壤化学性质及硝化潜势（ＰＮＲ）
各土样的基本化学性质及硝化潜势如表 ２ 所示。 与对照 Ｃｔｒｏｌ 土壤相比，所有施肥处理的土壤 ｐＨ（ＫＣｌ） 降

低（３．３５—３．４７）。 成对数据 Ｔ 检验结果显示，添加 ＣａＯ 后，土壤 ｐＨ（ＫＣｌ） 显著升高（４．１０—４．４６） （ ｔ＞１４， Ｐ＜
０．０５）。 所有处理土壤中 ＮＨ＋

４ －Ｎ 含量无显著差异，施加 Ｎ、ＮＫ、ＮＰ 肥处理中 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量（１１．６６—１２．９３ ｍｇ ／

ｋｇ）显著高于其他处理土壤（０．６３—２．２７ ｍｇ ／ ｋｇ），ＮＰＫ＋ＣａＯ 及 Ｃｔｒｏｌ 土壤中 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量最低，分别为 ０．６３ 和 ０．

６９ ｍｇ ／ ｋｇ。

表 ２　 土样的基本化学性质及硝化潜势（±标准误差）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｄ ｓｏｉｌｓ （±ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ）

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｐＨ（ＫＣｌ）
ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

硝化潜势（ＰＮＲ）
Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ （ＰＮＲ） ／

（μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）

Ｃｔｒｏｌ ４．４３ １０．８８±０．５７ａ ０．６９±０．１９ａ ０．４４±０．０２ｈ

Ｎ ３．３５ １９．８６±３．０８ａ １２．９３±０．３４ｄ ０．０２±０．００ａ

ＮＫ ３．４１ １４．４４±２．０１ａ １２．４６±０．５６ｃｄ ０．０９±０．００ｃ

ＮＰ ３．４２ １３．３０±０．４３ａ １１．６６±０．０．４９ｃ ０．０６±０．００ｂ

ＮＰＫ ３．４７ ６．７５±０．４８ａ １．９４±０．４０ａｂ ０．１４±０．００ｄ

Ｎ＋ＣａＯ ４．１０ ８．８１±０．２４ａ １．０８±０．１８ａｂ ０．２７±０．００ｆ

ＮＫ＋ＣａＯ ４．４６ ６．８７±０．５６ａ ２．２７±０．２６ｂ ０．２２±０．０１ｅ

ＮＰ＋ＣａＯ ４．１５ １２．０５±１．２０ａ １．２１±０．１９ａｂ ０．３４±０．０１ｇ

ＮＰＫ＋ＣａＯ ４．３１ １３．３７±１．３６ａ ０．６３±０．１２ａｂ ０．２９±０．００ｆ
　 　 不同字母表示处理之间的差异显著性
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土壤硝化潜势在各施肥处理间具有显著差异。 其中，Ｃｔｒｏｌ 土壤的硝化潜势（０．４４ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）

最高，其次为 ＮＰ＋ＣａＯ（０．３４ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１），ＮＰＫ＋ＣａＯ（０．２９ μｇ ＮＯ－

２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）和 Ｎ＋ＣａＯ（０．２７ μｇ
ＮＯ－

２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）。 添加 ＣａＯ 处理土壤（Ｎ＋ＣａＯ， ＮＫ＋ＣａＯ， ＮＰ＋ＣａＯ， ＮＰＫ＋ＣａＯ）的硝化潜势（０．２２—０．３４
μｇ ＮＯ－

２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）均显著高于其对应的施肥处理土壤（０．０２—０．１４ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）。 土壤硝化潜势

与土壤 ｐＨ（ＫＣｌ）呈显著正相关（ｒ ＝ ０．７８， Ｐ＜０．０５）。 这些结果表明添加 ＣａＯ，在提高土壤 ｐＨ 值的同时显著增加

了土壤硝化活性。

　 图 １　 不同氮肥处理及氧化钙（ＣａＯ）调节处理土壤中氨氧化细菌

（ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ＡＯＡ）ａｍｏＡ 基因丰度

Ｆｉｇ．１　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｒｃｈａｅａｌ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｉｌｓ

ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｓ ａｎｄ ＣａＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

±标准误差；不同大写字母 ＡＯＡ 丰度在各处理之间的差异显著性，

不同小写字母表示 ＡＯＢ 的差异显著性

２．２　 氨氧化微生物的丰度变化

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对各处理土壤中的氨

氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ＡＯＡ）的 ａｍｏＡ 基因丰

度进行了分析，结果如图 １ 所示。 成对数据 Ｔ 检验分析

结果显示，在所有未加 ＣａＯ 的处理中，ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因

的丰度均显著高于 ＡＯＢ（Ｐ＜０．０５），二者的比值为 １０．
９—４４．３。 添加 ＣａＯ 后，ＡＯＡ 丰度在一定程度上降低，
ＡＯＢ 丰度显著增加（Ｐ＜０．０５），使得 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 二者

基因丰度相当，无显著差异，其比值降低至 ０．８３—１．９４。
在所有处理中，对照土壤 ＡＯＡ 丰度最高 （ １． ３９ × １０９

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ），Ｎ ＋ ＣａＯ 土壤 ＡＯＡ 丰度最低 （ ５． ３１ × １０７

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ）；ＮＰＫ＋ＣａＯ 处理土壤中 ＡＯＢ 丰度最高（２．４２×
１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ），Ｎ 肥处理土壤中 ＡＯＢ 丰度最低（３．３４×
１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ）。 另外，土壤硝化潜势与土壤中 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度均无显著相关关系，但与 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度之和，即土壤中总 ａｍｏＡ 基因丰度

显著正相关（ｒ ＝ ０．４０， Ｐ＜０．０５）。
２．３　 氨氧化微生物的群落结构

氨氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ＡＯＡ）的群落结构以 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ 方法进行分析，结果发现所有处理均

容易获得足量的 ＡＯＡ ＰＣＲ 产物用于 ＤＧＧＥ 电泳。 ＤＧＧＥ 图谱及其对应条带的聚类分析结果显示，对照处理

Ｃｔｒｏｌ 与其它施肥处理明显分开，单独成为一支，表明对照处理 Ｃｔｒｏｌ 土壤中 ＡＯＡ 的群落结构与其它处理存在

明显差异；所有施肥处理中，Ｎ 处理与其它处理明显分开，ＮＰ 和 ＮＫ，ＮＰＫ＋ＣａＯ 和 ＮＰＫ，ＮＫ＋ＣａＯ、ＮＰ＋ ＣａＯ 和

Ｎ＋ＣａＯ 分别聚集成 ３ 个小分支（图 ２ａ 和 ２ｂ），表明 ＡＯＡ 的群落组成在这三组处理中存在稍小差异。
而对 ＡＯＢ 来说，施加 ＣａＯ 的所有处理均能获得足够的 ＰＣＲ 产物进行 ＤＧＧＥ 电泳分析，但尽管使用同样

的 ＰＣＲ 扩增条件，对照处理土壤 Ｃｔｒｏｌ 及各施氮肥处理土壤中 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因 ＰＣＲ 扩增产物较弱甚至扩增不

出，在 ＤＧＧＥ 图谱上仅得到一些随机条带；与不施加 ＣａＯ 的处理相比，施加 ＣａＯ 的所有处理中 ＡＯＢ 的 ＤＧＧＥ
条带明显增加，并显示出较高的群落相似性，表明施加 ＣａＯ 明显刺激了这部分氨氧化细菌的生长；此外，ＮＰＫ
＋ＣａＯ 处理土壤比 Ｎ＋ＣａＯ，ＮＫ＋ＣａＯ，ＮＰ＋ＣａＯ 处理显示出更高的组成多样性（图 ３ａ）。 对 ＤＧＧＥ 图谱进行的

聚类分析的结果也显示，施 Ｎ 肥处理及对照处理与其它处理明显分开，其余处理聚积于一大分支，其中添加

ＣａＯ 的 ４ 个处理又聚积成一个小分支，且 ＮＰＫ＋ＣａＯ 处理与 Ｎ＋ＣａＯ，ＮＫ＋ＣａＯ，ＮＰ＋ＣａＯ 相互分开（图 ３ｂ）。

３　 讨论

３．１　 长期施肥处理及添加 ＣａＯ 对土壤性质和硝化作用的影响

长期施加 Ｎ 肥会导致土壤酸化，对于酸性土壤而言，进一步的土壤酸化则可能引起有毒金属元素（如
Ａｌ３＋等）在土壤中的溶解性和迁移率增加，降低土壤质量及肥料利用率。 同时，土壤酸化还能溶解土壤中的一

５　 １９ 期 　 　 　 张苗苗　 等：长期施加氮肥及氧化钙调节对酸性土壤硝化作用及氨氧化微生物的影响 　
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图 ２　 不同土壤中氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因的 ＤＧＧＥ 图谱（ａ）及其 ＵＰＧＭＡ 聚类分析（ｂ）

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＤＧＧＥ） ｐｒｏｆｉｌｅｓ （ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ （ｂ） ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａｌ

（ａ） ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｉｌｓ

图 ３　 不同土壤中氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因 ＤＧＧＥ 图谱（ａ）及其 ＵＰＧＭＡ 聚类分析（ｂ）

Ｆｉｇ．３　 Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＤＧＧＥ） ｐｒｏｆｉｌｅｓ （ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ （ｂ） ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ－ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

（ａ） ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｏｉｌｓ

些营养物质如钾、钙、镁等，使土壤的营养成分随降雨和灌溉流失，造成土壤贫瘠化，影响作物生长［５， ６］。 我们

于 ２００７ 年对该长期施肥实验站同样的处理小区进行的研究发现，与未施肥的对照土壤相比，在连续 １６ 年施

Ｎ 肥处理后，Ｎ、ＮＰ、ＮＫ、ＮＰＫ 处理土壤 ｐＨ（ＫＣｌ）值显著降低（３．７１—４．０４），硝化潜势 ＰＮＲ（０．２６—０．９９ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ

ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）也显著低于对照土壤（１．４９ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）。 在本研究中，我们发现，又经过后续 ６ 年的持

续施加 Ｎ 肥后，这些施肥处理土壤的 ｐＨ（ＫＣｌ）值进一步降低（３．３５—３．４７），硝化潜势 ＰＮＲ 也显著降低（０．０２—

０．１４ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）。 但在连续两年施加 ＣａＯ 后，土壤 ｐＨ（ＫＣｌ） 值显著升高（４．１０—４．４６），硝化潜势

ＰＮＲ（０．２２—０．３４ μｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ ｇ－１ ｓｏｉｌ ｈ－１）也显著高于连续施肥土壤。 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析发现，土壤硝化潜势与

土壤 ｐＨ 值呈显著正相关，这说明在酸性土壤中，土壤 ｐＨ 值的增加有利于土壤的硝化作用，这与之前的研究

报道一致［１１］。 土壤 ｐＨ 值与硝化作用的这种关系可能是因为，低 ｐＨ 值不利于 ＮＨ３在土壤中的存留，大量的

ＮＨ３离子化生成 ＮＨ＋
４，造成硝化作用底物不足的现象，故不利于硝化作用的进行。 但也有研究发现 ｐＨ＜５ 的
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土壤在 Ｎ 矿化速率很高时，土壤硝化速率也较高，这可能与土壤矿化作用、有机质含量及组成有关［２２］。
％１．１１ 氨氧化微生物对长期施氮肥及添加 ＣａＯ 的响应

在所有施肥处理土壤中，氨氧化古菌 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因（７．４０×１０７—４．０８×１０８ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ）的丰度均显著高于

氨氧化细菌 ＡＯＢ（１．６７×１０６—２．５７×１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ），二者比值为 １０．９—４４．３，这与我们 ２００７ 年的调查结果一致，
并与其他有关酸性土壤中 ＡＯＡ 占主导优势的研究结论相符［２３⁃２６］。 已有的大量研究也表明，在大区域尺度

上，ｐＨ 值是驱动氨氧化微生物多样性分布及活性的主要因子［１２］。 Ｎｉｃｏｌ 等［１１］ 对 ｐＨ 值梯度为 ４．９—７．５ 的草

地土壤进行的研究发现，ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 的数量比值随 ｐＨ 值增加而降低，ＡＯＡ 的数量和 ａｍｏＡ 基因的表达活性

随土壤 ｐＨ 值增加明显降低，而 ＡＯＢ 则相反。 我们及国内其他研究者利用高通量测序技术及稳定性同位素

探测（ＳＩＰ）等技术对我国一系列土壤开展的研究也发现，随土壤 ｐＨ 值增加，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 群落组成发生明显

演替；在北方碱性潮土中，氨氧化细菌是硝化作用的主要驱动者，而在南方酸性土壤中，硝化作用主要由氨氧

化古菌所驱动［１３， １７， ２７， ２８］。 这些结果一致证实了 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 生态位分异的特征，即 ＡＯＢ 倾向于在高氮及 ｐＨ
值中性或碱性的环境中起主导作用，而 ＡＯＡ 则倾向于在酸性及低氮高有机质的土壤中占主导优势［２９⁃３２］。

本研究结果表明，当向这些施肥处理土壤中添加 ＣａＯ 后，ＡＯＡ 丰度在一定程度上降低，ＡＯＢ 则显著增

加，二者基因丰度比值降低到 ０．８３—１．９４。 从群落结构上来看，与对照土壤相比，长期施肥明显改变了 ＡＯＡ
的群落结构组成，但在 ４ 个不同施氮肥处理及添加 ＣａＯ 的处理之间无明显差异。 与此相反，在未添加 ＣａＯ 的

施肥处理及不施肥的对照处理中，ＡＯＢ 丰度较低，较难获得用于 ＤＧＧＥ 分析的 ＰＣＲ 扩增产物。 这些结果与之

前有关酸性土壤中氨氧化古菌在数量及活性方面均比氨氧化细菌占优势的结论一致。 ＡＯＡ 适应酸性条件的

可能原因包括：１）ＡＯＡ 对底物的亲和力约为 ＡＯＢ 的 ２００ 倍，酸性土壤中氨离子化，多以 ＮＨ＋
４ 形式存在，能供

给氨氧化所需要底物（ＮＨ３）浓度较低，ＡＯＡ 对氨的高亲和力使得其在低 ｐＨ 值土壤中更具有竞争优势［３３］；２）

ＡＯＡ 具有独特的生物化学及遗传学特征，能够适应低 ｐＨ 及寡营养环境［３４， ３５］。 但另一方面，在添加 ＣａＯ 后，
尽管土壤 ｐＨ 值仍处于酸性条件（４．１０—４．４６），ＡＯＢ 的丰度和群落多样性表现出显著增加，土壤硝化潜势也

显著增加，而 ＡＯＡ 的数量则受到一定程度的抑制，这表明虽然酸性土壤中 ＡＯＢ 在功能上冗余，但当环境条件

发生微小变化时，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 均会迅速作出响应，并根据其不同的生态位需求重新分配优势地位，二者共同

驱动土壤的硝化作用。 此外，虽然对照处理与添加 ＣａＯ 处理土壤的 ｐＨ 非常相近，且氨态氮和硝态氮含量也

非常相近，但对照处理中 ＡＯＢ 的丰度显著低于 ＣａＯ 处理土壤，表明添加 ＣａＯ 对 ＡＯＢ 的刺激作用不完全是由

于 ｐＨ 值的增加所导致，而可能是由于 ｐＨ 增加导致土壤矿化作用增加而释放出更多可供利用的氨态氮，也可

能是由于 ｐＨ 的增加导致作物地上生物量及作物根系分泌物增加，从而刺激了 ＡＯＢ 的生长和硝化作用，其中

的微观机理有待进一步研究。
此外，我们还发现，ＮＰＫ 及 ＮＰＫ＋ＣａＯ 土壤中 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 群落结构与其它处理土壤也有一定差异，这说

明 Ｐ、Ｋ 也会影响土壤氮循环过程及氨氧化微生物，这与之前一些研究报道结果一致［３６， ３７］。

４　 结论

本研究对长期施加不同氮肥处理并添加 ＣａＯ 调节的酸性红壤中硝化作用及氨氧化微生物的群落结构和

丰度特征进行了研究，结果发现，连续施加含氮肥料可导致土壤 ｐＨ 值和硝化作用进一步降低，添加 ＣａＯ 则可

缓解土壤酸化，显著提高土壤 ｐＨ 值和硝化潜势。 ＡＯＡ 的群落组成在长期施肥处理与不施肥处理间有显著不

同，但在不同氮肥处理间无显著差异。 添加 ＣａＯ 处理对 ＡＯＡ 的群落组成无显著影响，但明显提高了各施肥

处理土壤中氨氧化细菌的丰度，并增加了其群落多样性，氨氧化古菌的丰度受到一定程度的抑制。 这些结果

表明，虽然氨氧化古菌因自身的生理及遗传特征更适应在酸性土壤硝化作用中发挥作用，酸性土壤中 ＡＯＢ 在

功能上冗余，但当添加 ＣａＯ 后，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 对环境条件变化迅速作出响应，并根据其不同的生态位需求重新

分配优势地位，二者交替作用共同驱动着酸性土壤的硝化作用。

７　 １９ 期 　 　 　 张苗苗　 等：长期施加氮肥及氧化钙调节对酸性土壤硝化作用及氨氧化微生物的影响 　
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