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不同施肥制度对石灰性紫色水稻土中氨氧化古菌群落
结构的影响

卢圣鄂１，王蓥燕１，陈勇１，涂仕华２，张小平１，辜运富１，∗

１ 四川农业大学资源学院微生物系， 成都　 ６１１１３０

２ 四川省农业科学院土壤肥料研究所， 成都　 ６１００６６

摘要：研究不同施肥制度对水稻土氨氧化古菌（ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｒｃｈａｅａ， ＡＯＡ）群落结构和垂直分布特征的影响，可以深入认

识不同施肥制度下的石灰性紫色水稻土氮素循环特征及微生物驱动机制，为该地区科学施肥、培肥地力提供理论依据。 利用化

学分析和变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＧＧＥ）对不同施肥制度下石灰性紫色水稻土理化性质和

ＡＯＡ 群落结构进行了分析。 结果显示：相对于无肥处理，施肥会降低石灰性紫色水稻土 ｐＨ 和硝氮含量，而增加土壤有机质、全

氮和氨氮含量。 伴随土壤深度增加，土壤 ｐＨ 增加，全氮和硝氮含量降低，氨氮含量变化趋势不明显。 不同施肥制度在不同土

壤深度对石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 群落结构产生不同的胁迫效应，不同施肥制度下的 ＡＯＡ 群落结构在 ０—２０ ｃｍ 处差异不明

显；土壤深度增加，不同施肥制度下的 ＡＯＡ 群落结构表现出明显差异，ＣＫ 和 Ｎ 肥处理下的 ＡＯＡ 群落结构较简单。 ＡＯＡ 群落

结构多样性指数和丰富度随土壤深度增加而减小。 石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 与来自不同土壤和水体环境的 ＡＯＡ 具有明显相似

性。 冗余梯度分析（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）显示 ｐＨ（Ｐ＝ ０．０１２）是造成石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 群落结构差异的主

要原因。 研究揭示石灰性紫色水稻土中的 ＡＯＡ 群落结构受施肥制度明显影响并表现出明显的垂直分布特征。
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ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ６０—９０ ｃｍ ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＡＯＡ ｉｎ
Ｃａｌｃａｒｅｏｕｓ Ｐｕｒｐｌｅ Ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｗｅｒｅ ａｌｌ ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ， ａｎｄ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ＡＯＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｏｉｌ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＲＤＡ）， ｆｏｕｒ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏ－ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ｓｕｃｈ ａｓ ｐＨ， ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ａｍｍｏｎｉａ， ａｎｄ ｎｉｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ １１．３， ２．８， １．８， ａｎｄ １％ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ＡＯＡ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｏｉｌ ｐＨ （Ｐ ＝ ０．０１２） ｗａｓ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒ ｔｏ ｓｈａｐｅ ｔｈｅ ＡＯＡ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ
Ｃａｌｃａｒｅｏｕｓ Ｐｕｒｐｌｅ Ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＡＯＡ ｉｎ ｔｈｅ Ｃａｌｃａｒｅｏｕｓ Ｐｕｒｐｌｅ Ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｖａｒｉｏｕｓｌｙ， ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｏｂｖｉｏｕｓ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ； Ｃａｌｃａｒｅｏｕｓ ｐｕｒｐｌｅ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ； ＤＧＧＥ， ＡＯＡ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

自然界的氮循环主要包括硝化作用、固氮作用、反硝化作用和氨氧化作用 ４ 个过程，均由微生物驱动，而
硝化作用（ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）是地球氮素循环（ｂｉｏｇｅｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｙｃｌｅ）中心环节，其中氨氧化（ＮＨ３→ＮＯ－

２）是硝化作用

的限速步骤，决定着硝化过程的速率［１］。 传统观点认为变形菌纲的氨氧化细菌（ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ，
ＡＯＢ）是地球氮素循环过程硝化作用的主要承担者［２］，但新近研究发现氨氧化古菌 （ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ａｒｃｈａｅａ， ＡＯＡ）广泛分布于海洋、土壤、温泉和湿地［３］等生态系统中，在全球氮素循环过程中起着重要的作用。
ＡＯＡ 通过氨单加氧酶（ＡＭＯ）控制氨氧化成亚硝酸盐的速率，ａｍｏＡ 是编码氨单加氧酶活性位点多肽的基因，
由于 ａｍｏＡ 基因自身较强保守性，被作为分子标记广泛应用于氨氧化微生物分子生态学研究［４］。

ＡＯＡ 是农田生态系统硝化过程的主要驱动者且受到农业管理措施的明显胁迫，施肥制度、土壤 ｐＨ 和土

壤类型是影响 ＡＯＡ 群落结构的重要因子［５⁃７］。 长期定位施肥会对土壤中的硝化作用和氨氧化微生物的种群

结构及丰度等形成明显影响［８⁃９］。 土壤 ｐＨ 因直接影响土壤中氨态氮的有效性而影响氨氧化微生物的种群结

构、数量和丰度等特征［６］。 研究表明，在中性和碱性土壤上施用高量氮肥会显著改变 ＡＯＢ 的群落组成和丰

度，而对 ＡＯＡ 的影响有限［１０⁃１２］。 但在酸性土壤上的研究结论却与之相反，长期施肥会显著影响 ＡＯＡ 群落结

构特征［１３⁃１５］。 综上，土壤类型不一样，不同施肥制度对土壤氨氧化微生物的影响也不尽一致，受施肥制度影

响下的土壤 ＡＯＡ 的垂直分布变化特征也尚不清楚。
石灰性紫色水稻土是四川乃至全国广泛分布的一种重要农业土壤，面积约 ４．００×１０６ｈｍ２ ［１６］。 该类土壤土

质较疏松，有机质含量较低，氮、磷低，土体浅薄，保水抗旱能力差。 为保护石灰性紫色水稻土质量，规范施肥

管理措施，四川省于 ２０ 世纪 ８０ 年代在该类土壤上建立了“ＮＰＫ 长期肥效试验”。 本文探索了石灰性紫色水
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稻土 ＡＯＡ 群落结构对不同施肥制度的响应特征和垂直分布变化，以期为认识不同施肥制度下石灰性紫色水

稻土的氮素循环特征及微生物驱动机制，保护石灰性紫色水稻土质量提供基础理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 实验设计

长期定位实验点位于四川遂宁市船山区联盟乡二村五组（３０°１０′５０′′Ｎ，１０５°０３′２６′′Ｅ），气候为亚热带季

风气候，全年气候温和，雨量充沛。 土壤为原生钙质紫色土属，遂宁组母质，二泥田土种。 试验始于 １９８２ 年，
完全随机区组设计，共 ８ 个处理：（１）不施肥（ＣＫ）；（２）氮肥（Ｎ）；（３）氮磷肥（ＮＰ）；（４）氮磷钾肥（ＮＰＫ）；（５）
农家肥（Ｍ：主成分为猪厩肥，有机质含量 １．５ ｍｇ ／ ｋｇ）；（６）氮肥＋农家肥（ＮＭ）；（７）氮磷肥＋农家肥（ＮＰＭ）；
（８）氮磷钾肥＋农家肥（ＮＰＫＭ）。 肥料施用量：氮肥（Ｎ）：５５．２ ｋｇ ／ ｈａ；钾肥（ＫＣｌ）：３１．５ ｋｇ ／ ｈａ；磷肥（Ｐ ２Ｏ５）：１３．
２ ｋｇ ／ ｈａ；农家肥：３×１０４ ｋｇ ／ ｈａ，等氮量设计。 实验开始时土壤的养分情况为：ｐＨ ８．６，有机质 １５．９ ｇ ／ ｋｇ，全氮 ０．
１０９％，碱解氮 ６６．３ ｍｇ ／ ｋｇ，全钾 ２．６８９％，有效钾 １３０．６ ｍｇ ／ ｋｇ，缓效钾 ６９９．４ ｍｇ ／ ｋｇ，全磷 ０．１３５％，有效磷 ３．９
ｍｇ ／ ｋｇ。
１．２　 土样采集与预处理

于 ２０１３ 年 ７ 月 １ 日水稻淹水种植期间，在小区内按“梅花型”布点取样，用土钻分别钻取 ０—２０ ｃｍ（Ｌ１），
２０—４０ ｃｍ（Ｌ２），４０—６０ ｃｍ（Ｌ３）和 ６０—９０ ｃｍ（Ｌ４）深的土样，分层混匀，用无菌 ＰＥＴ 树脂袋封装放于冰盒中

带回实验室。 取混合均匀的新鲜土样立即提取土壤总 ＤＮＡ，另取部分土样于室温下风干后进行土壤理化性

质测定，剩余土样于－２０ ℃保存备用。
１．３　 土壤基本理化性质测定

测定方法参照鲁如坤土壤农业化学分析方法［１７］。
１．４　 土壤 ＡＯＡ 群落结构的 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 分析

１．４．１　 土壤微生物总 ＤＮＡ 提取

采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（Ｑｂｉｏｇｅｎｅ， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ， ＵＳＡ）的试剂盒方法，称取 ０．５ ｇ 新鲜土壤样品，
重复 ３ 次，按试剂盒上的步骤进行土壤微生物总 ＤＮＡ 的提取。
１．４．２　 ａｍｏＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 引物 ＣｒｅｎａｍｏＡ⁃ ２３ｆ 的序列： ５′⁃ＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＷＡＧＡＣＧ⁃ ３′， 引物 ＣｒｅｎａｍｏＡ⁃ ６１６ｒ 的序列： ５′⁃
ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴＣＣＡ⁃３′［１８］。 反应体系：ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（ＴＩＡＮＧＥＮ ＢＩＯＴＥＣＨ． ＢＥＩＪＩＮＧ）２５ μＬ，每种引

物 ０．５ μＬ（２５ ｐｍｏｌ ／ μＬ，１０ ｎｇ 土壤总 ＤＮＡ，加 ｄｄＨ２Ｏ 至终体积 ５０ μＬ。 反应程序：预变性 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ，变性 ９５
℃ ３０ ｓ，退火温度 ５２ ℃ ３０ ｓ，延伸温度 ７２ ℃ ４５ ｓ，共进行 ３２ 个循环，７２ ℃ １０ ｍｉｎ，最后于 ４ ℃恒温保存。 取

ＰＣＲ 产物各 ２ μＬ，１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶成像系统（Ｇｅｌ Ｄｏｃ Ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ， Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）
下观察。
１．４．３　 ＤＧＧＥ 分析

取 ＰＣＲ 产物 １５ μＬ 进行 ＤＧＧＥ 分析，变性剂梯度为 ３０％—６０％，聚丙烯酰胺凝胶浓度 ８％（１００％的变性

剂为尿素 ７ ｍｏｌ 和 ４０％的去离子甲酰胺）。 在 １×ＴＡＥ 缓冲液中，５０ Ｖ ３０ ｍｉｎ 进胶，再在 １５０ Ｖ ６０ ℃下电泳 ５
ｈ，电泳后用硝酸银［１９］ 对凝胶进行染色，然后用数码相机拍照。 利用凝胶成像系统（Ｇｅｌ Ｄｏｃ Ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ， Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）中自带的 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．４ 软件对 ＤＧＧＥ 图谱进行分析。
１．５　 ＤＧＧＥ 条带的克隆及测序

ＰＣＲ 产物用 Ｃｌｅａｎ⁃ＵｐＴＭ试剂盒（ＭＯ ＢＩＯ Ｌａｂｓ， Ｓｏｌａｎａ Ｂｅａｃｈ， ＣＡ， ＵＳＡ）进行纯化，纯化后的 ＰＣＲ 产物与

ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 进行连接，利用 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞进行转化，用氨苄青霉素（１００ ｍｇ ／ Ｌ）抗性和 ＰＣＲ 进

行检测，采用蓝白斑筛选阳性克隆子，送上海生物工程技术有限公司进行测序。
１．６　 数据处理

基础数据的处理利用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行，Ｄｕｎｃａｎ 单因素方差分析用 ＳＰＳＳ１７．０ 完成。 ＤＧＧＥ 图谱利用 Ｂｉｏ⁃
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Ｒａｄ 公司的 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４．４ 分析。 用 ＭＥＧＡ ６．０ 构建 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因系统发育树。 用 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数

（Ｈ），丰富度（ Ｓ）和均匀度（ＥＨ ） 等评价 ＡＯＡ 群落结构多样性。 采用 ＣＡＮＯＣＯ４． ５． １ 软件（Ｍｉｃｒｏｃｏｍｐｕｔｅｒ
Ｐｏｗｅｒ，Ｉｔｈａｃａ，ＵＳＡ）分析 ＡＯＡ 群落结构和土壤理化因子间的关系。 多样性指数计算公式为：Ｈ ＝ －∑（ｎｉ ／ Ｎ） ｌｎ
（ｎｉ ／ Ｎ），ＥＨ ＝Ｈ ／ ｌｎＳ，其中 ｎｉ为单一条带的强度，Ｎ 为所有条带的总强度，Ｓ 为每一泳道总的条带数。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质

不同施肥制度对石灰性紫色水稻土理化性质产生明显影响（表 １）。 相对于无肥处理（ｐＨ＝ ７．５３），农家肥

配施无机肥处理下的土壤 ｐＨ 介于 ７．２４—７．４１ 之间，显示施肥会降低土壤 ｐＨ。 就不同土壤深度而言，０—２０
ｃｍ 土壤的 ｐＨ 低于其它深度。 无机肥处理下的土壤有机质含量介于 １．４４％—３．８５％之间，农家肥与无机肥配

施下的土壤有机质介于 １．９１％—３．２８％之间，而 ＣＫ 处理下的有机质含量为 １．７％。 而农家肥与化肥配施会增

加土壤总氮含量。 就不同深度而言，０—２０ ｃｍ 土壤的总氮含量高于其它深度。 农家肥配施化肥会降低土壤

硝氮含量，总体上，０—２０ ｃｍ 土壤的硝态氮含量高于其它层次。 相对于无肥和化肥处理，配施农家肥的 ４ 种

施肥处理（Ｍ，ＮＭ，ＮＰＭ，ＮＰＫＭ）下的氨态氮变化比较平稳。 施肥会增加表层土（０—２０ ｃｍ）中的氨态氮含量，
不同深度土壤的氨态氮含量变化趋势不明显。

表 １　 不同施肥制度下部分土壤理化性质随采样深度的变化

Ｔａｂｌｅ １　 Ｖｅｒｔｉｃａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ

施肥处理
Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

酸碱度 ｐＨ 土壤有机质 ＳＯＭ 全氮 ＴＮ 硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ 氨态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ
Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４

ＣＫ ７．０３ａ ７．５３ａｂ ７．７１ａ ７．６４ｃｄ １．７ｅ １．３１ｃ ０．４０ｆ １．３６ｂｃ ０．１１ｄ ０．１０ｃ ０．０４ｃ ０．０８ｂ ６．７０ａ ２．５２ｃｄ ２．７７ａ １．１２ｃｄ ３．９３ｃ ８．７１ｂｃ ７．１２ｂｃ ７．６１ａ

Ｎ ７．２４ｂｃ７．５５ｂｃ ７．７１ａ ７．６６ｃｄ １．４４ｆ ０．５３ｅ １．４６ｂｃ０．９６ｄ ０．１４ｃｄ ０．０３ｄ ０．１１ｂ ０．０７ｂ ３．８０ｃ ４．５６ａ ２．０８ａｂ１．０３ｃｄ ６．１６ｂｃ１２．２ａ ７．５９ｂｃ ７．９６ａ

ＮＰ ７．２７ｂ ７．５９ｃｄ ７．６８ａｂ７．６２ｄ １．７１ｅ ０．５９ｅ １．０２ｄｅ１．９５ａ ０．１４ｃｄ ０．０６ｃｄ ０．０９ｂ ０．１２ａ ５．４９ｂ ３．６４ｂ ２．７６ａ ５．０３ａ ９．８７ａ ６．０７ｃｄ ８．８５ａ ４．６２ｂ

ＮＰＫ ７．４１ｂｃ７．５１ａ ７．６３ｂ ７．６６ｃｄ ３．８５ａ ０．２５ｅ １．８５ａ １．４２ｂｃ ０．２５６ａ ０．０２ｄ ０．１４ａ ０．０８ｂ ２．４３ｄ ２．１２ｄｅ １．０１ｃｄ１．８９ｂｃ ５．１４ｂｃ５．７５ｃｄ ５．８５ｃｄ ４．３２ｂ

Ｍ ７．４４ｃ ７．６２ｄｅ ７．７１ａ ７．７６ａ １．９１ｄ ０．８５ｄ ０．８７ｅ １．４６ｂ ０．１６ａｂ ０．０８ｃ ０．１０ｂ ０．０９ａｂ １．１４ｅ ２．６８ｃ ２．０１ｂｃ２．１１ｂ ７．９８ａｂ６．４１ｃ ６．５１ｂｃ ４．５１ｂ

ＮＭ ７．４３ｃ ７．７２ｆ ７．７２ａ ７．７２ａｂ ２．６４ｃ ２．４２ａ １．６５ａｂ１．５２ｂ ０．１２ｂｃ ０．２１ａ ０．０７ｂｃ ０．０８ｂ ３．４５ｃ ２．２５ｄｅ １．３９ｃｄ２．０２ｂ ７．７９ａｂ２．７４ｄ ５．５０ｃｄ ７．７９ａ

ＮＰＭ ７．４８ｃ ７．７２ｆ ７．７１ａ ７．７２ａ ２．７５ｃ １．９５ｂ １．００ｅ １．２１ｃ ０．１８ｂｃ ０．１５ｂ ０．０７ｂｃ ０．０８ｂ ５．７８ｂ １．４１ｅ ０．５２ｄ ２．３１ｂ ７．３７ａｂ１０．０ａｂ ８．２６ａｂ ５．７６ａｂ

ＮＰＫＭ ７．４６ｃ ７．６５ｅ ７．７３ａ ７．７２ｂｃ ３．２８ｂ １．２５ｃ １．２６ｃｄ１．４４ｂｃ ０．１８ｂｃ ０．０８ｃ ０．０９ｂ ０．１０ａｂ ２．１ｅ ２．３９ｄｅ ２．７１ｂｃ０．５３ｄ ８．２９ｂｃ７．９８ｃｄ ５．３９ｄ ６．７５ｂ

　 　 ＳＯＭ：土壤有机质 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ；ＴＮ：全氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＣＫ：对照；Ｎ：氮肥 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＰ：氮磷肥 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＮＰＫ：氮磷钾肥 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

ａｎｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；Ｍ：农家肥 Ｍａｎｕｒｅ；ＮＭ：氮肥＋农家肥 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ＋ｍａｎｕｒｅ；ＮＰＭ：氮磷肥＋农家肥 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ＋ ｍａｎｕｒｅ；ＮＰＫＭ：氮磷钾肥＋农家肥 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｎｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ＋ ｍａｎｕｒｅ

２．２　 不同施肥制度土壤 ＡＯＡ 的群落结构分析

２．２．１　 ＡＯＡ ＤＧＧＥ 图谱分析

不同施肥处理土壤 ＡＯＡ 群落结构的 ＤＧＧＥ 图谱见图 １。 不同施肥处理土壤 ＡＯＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱在电泳

条带数量、强弱和位置均存在一定程度的差异，显示不同施肥制度影响了石灰性紫色水稻土的 ＡＯＡ 群落结

构。 图中共同的条带（ａ、ｂ、ｃ 和 ｄ 箭头所示），说明供试土壤在不同采样深度存在共有的 ＡＯＡ 类群，但其亮度

不同，表明长期不同施肥处理 ＡＯＡ 在 ＤＮＡ 水平上有改变。 不同深度土壤 ＡＯＡ 种群结构表现出明显差异。
在 ０—２０ ｃｍ 处，不同施肥制度下土壤 ＡＯＡ 种群结构变化不明显。 土壤深度增加，ＡＯＡ 丰富度减小，ＡＯＡ 群

落结构表现出差异。 在 ２０—４０ ｃｍ 处，Ｎ 处理下 ＡＯＡ 群落结构最简单，ＮＰＫ 和 ＮＰＫＭ 肥料处理下的 ＡＯＡ 群

落结构最复杂；在 ４０—６０ ｃｍ 深度，Ｎ 处理的 ＡＯＡ 群落结构最简单， ＣＫ 其次，而氮肥配施农家肥处理下的

ＡＯＡ 最复杂；在 ６０—９０ ｃｍ 深度，ＣＫ 处理下的 ＡＯＡ 群落结构最简单，ＮＰ 处理下的 ＡＯＡ 群落结构最复杂。
２．２．２　 ＡＯＡ 群落结构多样性分析

不同施肥制度下不同深度土壤 ＡＯＡ 多样性指数 Ｈ、丰富度 Ｓ、均匀度 ＥＨ 存在显著差异（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。
在 ０—２０ ｃｍ 处，不同施肥制度下土壤 ＡＯＡ 群落结构多样性和丰富度变化不明显。 伴随着土壤深度的增加，

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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ＡＯＡ 多样性和丰富度减小。 在 ２０—４０ ｃｍ 处，Ｎ 肥处理下 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最低，ＮＰＫＭ 肥料处理下

的 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最高；４０—６０ ｃｍ 处也是 Ｎ 肥处理下土壤 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最低，ＣＫ 其

次，ＮＭ 肥处理下的 ＡＯＡ 最高；在 ６０—９０ ｃｍ 深度， ＣＫ 处理下的 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最低， ＮＰ 处理下

的 ＡＯＡ 最高。

图 １　 石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 的 ＤＧＧＥ 图谱分析

Ｆｉｇ．１　 ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＡＯＡ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｃａｌｃａｒｅｏｕｓ Ｐｕｒｐｌｅ Ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ

Ｌ１：０—２０ｃｍ 深度，Ｌ２：２０—４０ ｃｍ 深度，Ｌ３：４０—６０ ｃｍ 深度，Ｌ４：６０—９０ ｃｍ 深度；施肥处理从左到右依次为无肥（ＣＫ）；氮肥（Ｎ）；氮磷肥

（ＮＰ）；氮磷钾肥（ＮＰＫ）；农家肥（Ｍ）；氮肥加农家肥（ＮＭ）；氮磷肥加农家肥（ＮＰＭ）；氮磷钾肥加农家肥（ＮＰＫＭ）；字母 ａ、ｂ、ｃ、ｄ 表示各处理

间的共同条带；其中 Ｌ１⁃１⁃２ 等编号表示切胶回收条带

表 ２　 不同施肥处理 ＡＯＡ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数（Ｈ），均匀度（ＥＨ）和丰富度（Ｓ）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ＡＯＡ Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （Ｈ）， ｅｖｅｎｎｅｓｓ （ＥＨ） ａｎｄ ｒｉｃｈｎｅｓｓ （Ｓ）

施肥处理
Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （Ｈ）

均匀度
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ （ＥＨ）

丰富度
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ （Ｓ）

Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４ Ｌ１ Ｌ２ Ｌ３ Ｌ４

ＣＫ ２．３８ｃ ２．４０ｃ １．８８ｅ １．７８ｅ ０．９９２ａ ０．９３７ｄ ０．９６７ｃｄ ０．９１６ｆ １２ｃ １１ｃ ７ｃ ６ｄ

Ｎ ２．５４ａｂ ２．２３ｂ １．６８ｆ ２．２５ａｂ ０．９９１ａｂ ０．８７０ｅ ０．９４９ｃ ０．９３９ｄ １３ｂｃ １０ｄ ７ｃ ７ｃ

ＮＰ ２．６１ａ ２．４６ｃ ２．２５ｃ ２．４７ａ ０．９９１ａｂ ０．９８８ｂ ０．９８４ａ ０．９７８ａ １５ａ １３ａ １０ｂｃ １１ａ

ＮＰＫ ２．４６ｂ ２．５８ａ ２．１６ｄ ２．１７ｃｄ ０．９８８ｂ ０．９７９ｂｃ ０．９５６ｄ ０．９４２ｃｄ １４ｂ １３ａ １０ｂｃ ９ｂ

Ｍ ２．４６ｂ ２．４０ｃ ２．４０ｂ ２．２１ａ ０．９９１ａｂ １．００４ｂ ０．９５５ｅ ０．９２１ｅ １４ｂ １２ｂ １１ｂ １０ａｂ

ＮＭ ２．４６ｂ ２．４０ｃ ２．４３ａ ２．０６ｄ ０．９８６ｂ ０．８６６ｆ ０．９７５ｂｃ ０．９３９ｄ １５ａ １２ｂ １１ｂ ９ｂ

ＮＰＭ ２．３６ｄ ２．４９ｂｃ ２．３５ｃ ２．１８ｃ ０．９８８ｂ ０．９４６ｃ ０．９７６ｂ ０．９４５ｃ １４ｂ １２ｂ １２ａ １０ａｂ

ＮＰＫＭ ２．３６ｄ ２．５４ｂ ２．３７ｂｃ ２．２４ｂ ０．９８５ｃ １．０２４ａ ０．９７３ｃ ０．９６６ｂ １３ｂｃ １３ａ １１ｂ １０ａｂ
　 　 数字后具相同字母表示差异不显著，数字后具不同字母表示差异显著（Ｄｕｎｃａｎ 新复极差法测验 Ｐ＝ ０．０５）

２．２．３　 ＡＯＡ 系统发育分析

对石灰性紫色水稻土中优势 ＡＯＡ 序列和 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的相关序列比对后利用 ＭＥＧＡ ６．０ 进行系统

发育分析（图 ２），结果将 １６ 条序列主要分成 ２ 个群。 第一个群与来源于底泥和土壤中的氨氧化古细菌 ａｍｏＡ
基因相似，分为 ３ 个簇；第二个群与底泥和水体样品相关，分为一个簇，并与已知氨氧化古菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｇａｒｇｅｎｓｉｓ（ＧＩ：ＥＵ２８１３２１）聚在一起。 与该类土中 ＡＯＡ 亲缘关系较近的已知基因序列既有来自

土壤的，又有来自沉积物和水体的。 在 １６ 条 ＤＧＧＥ 图谱切胶回收条带中，ＫＰ４００７６７，ＫＰ４００７６５ 与长江河口

沉积物古菌序列 ＫＣ７３５５０４ 聚在一起；ＫＰ４００７５６，ＫＰ４００７５３ 和崇明东部潮滩沉积物古菌序列 ＪＱ３４５８５６ 聚在

５　 ２１ 期 　 　 　 卢圣鄂　 等：不同施肥制度对石灰性紫色水稻土中氨氧化古菌群落结构的影响 　
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一起；ＫＰ４００７６０，ＫＰ４００７６６ 与淹水稻田土古菌序列 ＫＪ９０８０４７ 聚在一起；ＫＰ４００７６８，ＫＰ４００７５７ 与高原湖泊沉

积物古菌序列 ＫＪ００５０３５ 聚在一起；ＫＰ４００７６４，ＫＰ４００７６１ 与淹水稻田土古菌序列 ＫＪ９０７９５７ 聚在一起；
ＫＰ４００７５８，ＫＰ４００７６３ 分别与高海拔湿地沉积物古菌序列 ＫＪ６４５３８１，水稻土古菌序列 ＫＪ５４２８１７ 聚在一起；
ＫＰ４００７６２，ＫＰ４００７５５ 分别与大运河古菌序列 ＫＦ５３７０５３、长江河口古菌序列 ＫＣ７３５４３０ 聚在一起；系统发育结

果显示石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 群落结构较复杂。 石灰性紫色水稻土中的氨氧化古细菌均属于奇古菌门，与
已知氨氧化古菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｇａｒｇｅｎｓｉｓ（ＧＩ：ＥＵ２８１３２１）相似。

图 ２　 石灰性紫色水稻土中 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的系统发育树（加粗的编号为本实验所得序列）

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｃｈａｅａ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｃａｌｃａｒｅｏｕｓ Ｐｕｒｐｌｅ Ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ａｍｅｎｄｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ， ｔｈｅ ｂｏｌｄ ｃｏｄｅｓ ｒｅｆｅｒｓ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

２．３　 ＡＯＡ 群落结构与环境参数的相关性分析

将 ＤＧＧＥ 图谱条带的位置和亮度分别类比于物种的种类和数量［２０］，运用冗余分析（ＲＤＡ）进行 ＡＯＡ 群落

结构与环境参数间相关性分析（图 ３）。 冗余分析图中箭头表示环境因子，箭头所处的象限表示环境因子与排

序轴间的正负相关性，箭头连线长度表示该环境因子与样本分布相关程度的大小，箭头连线间的夹角代表环

境因子间的相关程度［２１］。 排序轴特征值分别为 ０．１１２、０．０３５、０．０１８ 和 ０．０１６，分别解释了 １１．２％、３．５％、１．８％
和 １．６％的 ＡＯＡ 群落变化，ｐＨ 的影响高于其它环境因子。 从图中可以看出土壤 ｐＨ（Ｐ ＝ ０．０１２）是造成影响群

落差异的主要因素，对 ＡＯＡ 群落结构具有显著影响。 ＡＰ（Ｐ ＝ ０．７６），ＴＮ（Ｐ ＝ ０．３６４），ＮＨ＋
３ ⁃Ｎ（Ｐ ＝ ０．４０２），ＳＯＭ
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图 ３　 氨氧化古菌群落与环境因子变化的 ＲＤＡ 排序图

　 Ｆｉｇ． ３ 　 ＲＤＡ ｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ

ａｒｃｈａｅａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅ

图中数字为土样编号；１—８ 采自 Ｌ１ 深度，对应施肥处理分别

为：ＣＫ， Ｎ， ＮＰ， ＮＰＫ， Ｍ， ＮＭ， ＮＰＭ， ＮＰＫＭ；编号 ９—１６ 采

自 Ｌ２ 深度，数字由小到大分别对应 Ｌ１ 中 １—８ 对应的施肥处

理；１７—２４ 为 Ｌ３ 深度，数字由小到大分别对应 Ｌ１ 中 １—８ 对

应的施肥处理；２５—３２ 为 Ｌ４ 深度样品，数字由小到大分别对

应 Ｌ１ 中 １—８ 对应的施肥处理

（Ｐ ＝ ０．４９），Ｐ＞０．０５，对 ＡＯＡ 群落没有显著影响。

３　 讨论

３．１　 不同施肥处理对 ＡＯＡ 群落结构的影响

农业管理措施是影响土壤中各种微生物活动、群落结

构等的重要因素，如翻耕、灌溉、施肥等因素都会影响到土

壤中各种微生物的多样性［２２］。 实验结果表明，在 ０—２０
ｃｍ 处，不同施肥制度下土壤 ＡＯＡ 群落结构变化不明显。
土壤深度增加，ＡＯＡ 丰富度减小，群落结构出现差异。 在

２０—４０ ｃｍ 处，Ｎ 肥处理下 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最

低，ＮＰＫＭ 肥料处理下的 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最高；
４０—６０ ｃｍ 深度，寡氮处理下 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最

低，ＣＫ 其次，而 ＮＭ 处理下的 ＡＯＡ 最高；在 ６０—９０ ｃｍ 深

度，ＣＫ 处理 ＡＯＡ 多样性指数和丰富度最低，ＮＰ 处理下的

最高。 Ｓｈｅｎ 等［１１］研究表明，在中性和碱性土壤上施用高

量氮肥会显著改变 ＡＯＢ 的群落组成和丰富度，而对 ＡＯＡ
的影响有限。 但在酸性土上的研究结论却与之相反，Ｗｕ
等［１２］研究证实长期施肥会显著影响 ＡＯＡ 群落结构特征，
且 ＡＯＡ 比 ＡＯＢ 在硝化作用中起更重要的作用［２３］。 本文

通过研究长期定位施肥对石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 群落结

构的影响，显示不同施肥制度下的土壤 ＡＯＡ 种群结构在 ０—２０ ｃｍ 变化不明显，这与前人的研究结果一

致［１１，２４］。 总体而言，石灰性紫色水稻土表层土壤 ＡＯＡ 群落结构对不同施肥制度响应不明显；土壤深度增加，
不同施肥制度下 ＡＯＡ 群落结构和丰富度表现出差异。
３．２　 不同土壤深度对 ＡＯＡ 群落结构的影响

土壤是一个复杂的异质体系，土壤奇古菌分布不仅与土壤养分状况紧密相关，也与不同土壤深度理化性

质的相互作用有很大的关系［２５⁃２６］。 本试验显示石灰性紫色水稻土 Ｌ１、Ｌ２ 深度中的 ＡＯＡ 群落丰富度 Ｓ 高于

Ｌ３、Ｌ４ 深度，其中 Ｌ１ 深度 ＡＯＡ 丰富度 Ｓ 最高。 可能是因为水稻淹水时土壤处于厌氧状态，而水稻根系能够

分泌 Ｏ２，为水稻根层提供充足的氧，来支持非专一性的好氧反应。 另有研究表明，奇古菌门（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ）

硝化球菌属的 ＡＯＡ 更偏好根际的生长环境［２７］。 且土壤表层养分更充足，ＡＯＡ 可用来为自己提供能量的底物

更多。 向燕等［２８］研究表明太湖沉积物中 ＡＯＡ 群落结构垂直分布变化不明显。 但梁龙等［２９］等的研究却发现

ＡＯＡ 的数量在百花湖沉积物中存在比较明显的分层现象，其中深层沉积物（２２—３０ ｃｍ）中的 ＡＯＡ 数量是浅

层沉积物（１—２１ ｃｍ）的 ２ 倍左右。 上述研究反映出，ＡＯＡ 群落结构在环境样品垂直方向上的变化会受到样

品特性的显著影响。 而石灰性紫色水稻土中的 ＡＯＡ 群落结构表现出明显的垂直减少特征，分析原因可能是

不同土壤深度的养分状况、通气性等理化性质有较明显差异，会选择性胁迫氨氧化古菌群落的演化，从而导致

氨氧化古菌对不同土壤深度产生特异的生态适应［３０⁃３２］。
３．３　 土壤环境参数对 ＡＯＡ 群落的影响

土壤微生物生境的改变往往造成其群落特征发生变化，ＲＤＡ 则直接将环境变量作为约束条件考虑到排

序分析中，从而解释环境因子对微生物群落结构的影响［３３］。 本文 ＲＤＡ 分析显示，排序轴特征值分别为 ０．
１１２、０．０３５、０．０１８ 和 ０．０１６，分别解释了 １１．２％、３．５％、１．８％和 １．６％的 ＡＯＡ 群落变化，ｐＨ 的影响高于其他环境

因子，显示土壤 ｐＨ 是造成影响石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 群落结构变化的主要因素。 而 ＡＰ，ＴＮ，ＮＨ＋
３ ⁃Ｎ，ＳＯＭ

对 ＡＯＡ 群落没有显著影响。 与本文结果相似，Ｚｈｏｕ 等研究发现紫色土中 ＡＯＡ 群落结构多样性与 ｐＨ 成正相

７　 ２１ 期 　 　 　 卢圣鄂　 等：不同施肥制度对石灰性紫色水稻土中氨氧化古菌群落结构的影响 　
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关［８］。 而对南中国地区水稻土氨氧化古菌和氨氧化细菌群落结构的研究中亦发现 ｐＨ 是影响 ＡＯＡ 群落结构

变化的关键因子［６］。

４　 结论

本文显示不同深度石灰性紫色水稻土中 ＡＯＡ 受不同施肥制度影响各不相同，土壤深度增加，施肥对土壤

ＡＯＡ 群落结构的影响愈加明显。 石灰性紫色水稻土中的 ＡＯＡ 均属于奇古菌门（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ），与已知氨

氧化古菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｇａｒｇｅｎｓｉｓ（ＧＩ：ＥＵ２８１３２１）相似。 ｐＨ 是影响石灰性紫色水稻土 ＡＯＡ 群落结

构的重要因子。
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