
第 ３７ 卷第 １１ 期

２０１７ 年 ６ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．，２０１７

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：公益性行业（农业）科研专项（２０１５０３１２１⁃１１）； 河北省科技攻关项目（１４２２７００８Ｄ）

收稿日期：２０１６⁃０３⁃２２； 　 　 网络出版日期：２０１６⁃００⁃００

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｅｎｇｚｈａｏｈａｉ＠ ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０１６０３２２０５１２

杨亚东，张明才，胡君蔚，张凯，胡跃高，曾昭海．施氮肥对华北平原土壤氨氧化细菌和古菌数量及群落结构的影响．生态学报，２０１７，３７（１１）：
　 ⁃ 　 ．
Ｙａｎｇ Ｙ Ｄ， Ｚｈａｎｇ Ｍ Ｃ， Ｈｕ Ｊ Ｗ， Ｚｈａｎｇ Ｋ， Ｈｕ Ｙ Ｇ， Ｚｅｎｇ Ｚ Ｈ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ ｉｎ ａ Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１７，３７（１１）：　 ⁃ 　 ．

施氮肥对华北平原土壤氨氧化细菌和古菌数量及群落
结构的影响

杨亚东，张明才，胡君蔚，张　 凯，胡跃高，曾昭海∗

中国农业大学 农学院， 北京　 １００１９３

摘要：利用荧光定量 ＰＣＲ、末端限制性片段长度多样性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）和基因克隆文库技术，比较了 ４ 种施氮水平（不施氮肥，０ ｋｇ Ｎ
ｈｍ－２，ＣＫ；施低水平氮肥，７５ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ１；施中水平氮肥，１５０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ２；施高水平氮肥，２２５ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ３）下华北平原地

区小麦季表层（０—２０ ｃｍ）土壤总细菌、氨氧化细菌（Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＡＯＢ）和氨氧化古菌（Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ，
ＡＯＡ）的丰度和群落结构。 结果表明，土壤总细菌、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量分别在每克干土 ５．７４×１０９—７．５０×１０９、８．８９×１０６—２．６６×１０７

和 ３．８３×１０８—７．７８×１０８之间。 不同施氮量土壤 ＡＯＡ 数量均高于 ＡＯＢ 数量，ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 值在 ８１．７２—１４．３８ 之间。 增施氮肥显著

显著提高 ＡＯＢ 数量（Ｐ＜０．０５），对总细菌和 ＡＯＡ 数量的影响不显著（Ｐ＞０．０５）。 与 ＣＫ 相比，处理 Ｎ１、Ｎ２ 和 Ｎ３ 中 ＡＯＢ 数量分别

提高了 ０．６４、１．５０ 和 １．９９ 倍。 增施氮肥显著改变了 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的群落结构，且不同施氮量处理中 ＡＯＢ 群落结构差异更大。
系统进化分析显示，施氮肥小麦土壤 ＡＯＢ 主要为 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 属类群，分布在 Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ 的两个分支中；ＡＯＡ 分布在 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 的

４ 个分支中。 相关性分析显示，ＡＯＢ 数量与全氮和铵态氮含量呈显著正相关关系，与土壤 ｐＨ 和碳氮比呈显著负相关关系（Ｐ＜
０．０５）；ＡＯＡ 数量与硝态氮含量和土壤 ｐＨ 呈显著正相关关系，与铵态氮含量呈显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）。 上述结果表明：增施

氮肥可显著改变华北平原地区碱性土壤 ＡＯＢ 数量与群落结构，该地区小麦土壤中 ＡＯＢ 比 ＡＯＡ 对氮肥响应更敏感。
关键词：氮肥；氨氧化细菌；氨氧化古菌；丰度；群落结构；末端限制性片段长度多样性
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ａｌｋａｌｉｎｅ ｗｈｅａｔ ｆｉｅｌｄｓ ｉｎ Ｎｏｒｔｈ Ｃｈｉｎａ．
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硝化作用是农田氮素循环的重要环节，也是土壤氮素转化的关键过程［１］。 氨氧化作用是硝化作用的第

一步反应，也是整个过程的限速步骤［２］。 在很长一段时间内，来自变形菌纲的氨氧化细菌（Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ，ＡＯＢ） ［２⁃３］被认为是其唯一承担者，直到氨氧化古菌（Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ，ＡＯＡ） ［４⁃５］ 的发现，才
证实了氨氧化过程是由 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 两类微生物共同承担。 Ｌｅｉｎｉｎｇｅｒ 等［６］ 首次报道了原始土壤和农业土壤

中 ＡＯＡ 在数量上远高于 ＡＯＢ，再次证实了 ＡＯＡ 是参与土壤环境中氨氧化过程的重要微生物。
前人的研究表明，ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量和群落组成受氨的有效性［３］、温度［７］、土壤 ｐＨ［８］、土壤含水量［９］和施

肥措施［１０］等因素影响。 Ｚｈｏｕ 等［１１］研究表明施用氮肥可以提高 ＡＯＢ 数量，而施用有机肥则增加了 ＡＯＡ 多样

性；张苗苗等［１２］研究显示长期施用氮肥降低了 ＡＯＢ 多样性，显著提高了 ＡＯＡ 数量；Ｄｉ 等［１３］发现草地土壤中

ＡＯＡ 数量远高于 ＡＯＢ，而施用动物尿液（富含 ＮＨ３）显著促进了 ＡＯＢ 数量的增加；Ｃｈｅｎ 等［１４］研究结果也证实

了施肥对 ＡＯＡ 数量影响强于对 ＡＯＢ 的影响，且影响 ＡＯＡ 群落组成；Ｌｏｎｇ 等［１５］研究却发现施氮肥对 ＡＯＢ 和

ＡＯＡ 数量影响不显著；关于施氮水平对 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的影响研究方面，Ｚｈｏｎｇ 等［１６］研究了温室蔬菜不同施氮

量对 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的影响，结果表明土壤施氮量增加后，ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的数量均下降，且增施氮肥对 ＡＯＢ 群落

结构的影响强于对 ＡＯＡ 群落结构的影响。 施用氮肥对土壤 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的影响因氮肥类型和施氮量水平不

同存在显著差异，而施氮水平对华北地区小麦生产系统土壤 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量和群落组成的影响仍不清楚，
亟待研究。

华北平原是我国重要的粮食主产区，长期小麦⁃玉米集约种植模式需要大量的肥水投入，带来温室气体

（Ｎ２Ｏ、ＮＯ）排放和地下水污染等问题［１０］，给区域造成很大的生态压力。 研究不同施氮水平对土壤 ＡＯＢ 和

ＡＯＡ 数量和群落结构的影响可以进一步明确氮肥转化的微生物机制。 本研究以连续 ５ 年的田间定位试验为

基础，以华北平原小麦季土壤为研究对象，采用荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ｑ－ＰＣＲ）、末端限制

性片段长度多样性（Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，Ｔ⁃ＲＦＬＰ）和基因克隆文库技术，比较了 ４
种施氮水平下小麦土壤 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量和群落组成的差异。 旨在阐明华北平原小麦土壤中 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ
对氮肥的响应机制，为土壤科学施肥、维护土壤微生物多样性和农业可持续发展等提供依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验设计和土壤样品采集

试验地位于河北省沧州市吴桥县中国农业大学吴桥实验站（３７°３７′Ｎ，１１６°２２′Ｅ）。 该地区属暖温带半湿

润大陆性季风气候，土壤类型为中壤质潮土，成土母质为河流冲积物。 年平均气温 １２．９℃，全年积温（≥ ０℃）
为 ４，８２６℃，无霜期 ２０１ ｄ，降雨量为 ５６２ ｍｍ，日照时数 ２７２４ ｈ。 氮肥梯度试验起始于 ２０１０ 年，种植模式为冬

小麦⁃夏玉米一年两熟，冬小麦季施氮量设置 ４ 个梯度，分别为不施氮肥（０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，ＣＫ），施低水平氮肥（７５
ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ１），施中水平氮肥（１５０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ２）和施高水平氮肥（２２５ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ３），磷肥施用量
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９０ ｋｇ Ｐ ２Ｏ５ ｈｍ－２，钾肥施用量 ９０ ｋｇ Ｋ２Ｏ ｈｍ－２。 氮肥、磷肥和钾肥分别为尿素、磷酸二氢钙和硫酸钾，肥料均

基施。 小区面积为 ２４ ｍ２，重复 ３ 次，完全随机区组排列。
土壤样品采集于 ２０１５ 年 ６ 月冬小麦收获后，采用对角线五点采样法，每个小区采集 ５ 个点 ０—２０ ｃｍ 土

壤。 同一处理的土壤样品混合成一个样品，除去碎石、根系及其他杂物，过 ２ ｍｍ 筛，将土样分成两部分，一部

分迅速用锡箔纸包裹后液氮冷冻，用冰盒保存带回实验室后－８０℃保存，用于 ＤＮＡ 提取及后续分析；另一部

分装入自封袋后带回实验室，用鲜土样测定铵态氮和硝态氮含量，剩余土壤自然风干后测定土壤 ｐＨ、有机质

和全氮含量。
１．２　 土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ 采用电位法（水∶土＝ ２．５∶１）测定，土壤全氮采用浓硫酸－蒸馏滴定法测定，土壤铵态氮和硝态氮

用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液浸提新鲜土样后，采用流动分析仪测定（ＳＡＮ＋＋， Ｓｋａｌａｒ， Ｈｏｌｌａｎｄ），土壤有机质采用重铬

酸钾容量法测定［１７］。
１．３　 土壤总 ＤＮＡ 提取

取 ０．２—０．５ ｇ 冷冻土壤样品，用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ（Ｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）试剂盒提取土壤总 ＤＮＡ。 用 １％琼

脂糖凝胶电泳检测总 ＤＮＡ 完整性，用 ＮＡＮＯ Ｑｕａｎｔ（Ｔｅｃａｎ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）测定提取 ＤＮＡ 浓度和纯度。
１．４　 总细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的扩增与荧光定量 ＰＣＲ 分析

分别用引物 ＢＡＣＴ１３６９Ｆ ／ ＰＲＯＫ１５４１Ｒ、 ａｍｏＡ⁃ １Ｆ ／ ａｍｏＡ⁃ ２Ｒ 和 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ ／ Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ 扩增细菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因（表 １）。 ＰＣＲ 体系为 ５０ μＬ，分别含 １０× Ｂｕｆｆｅｒ ５．０ μＬ，ｄＮＴＰ（各 ２．５ μＭ）４．０
μＬ，上下游引物（１０ μＭ）各 １．０ μＬ，ＤＮＡ 模板（１—１０ ｎｇ）１ μＬ，ｒＴａｑ（５ Ｕ ／ μＬ）１．０ μＬ，最后用 ｄｄＨ２Ｏ 补至 ５０．０
μＬ。 ＰＣＲ 程序：９５℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ，３５ 个循环；最后 ７２℃延伸 ５
ｍｉｎ。 回收 ＰＣＲ 产物连接至 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体，转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态中，经 Ａｍｐ＋、ＩＰＴＧ 和 Ｘ⁃ｇａｌ 的 ＬＢ
平板筛选阳性克隆，测序分析。

标准曲线的制作：提取测序正确的细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的阳性克隆质粒，用 ＮＡＮＯ
Ｑｕａｎｔ（Ｔｅｃａｎ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）测定质粒浓度，按 １０ 倍梯度稀释质粒至 １０３—１０８拷贝数 ／微升，－８０℃保存，用于制

备标准曲线。
荧光定量 ＰＣＲ 在 ＡＢＩ ７３００（ＡＢＩ，ＵＳＡ）上进行，反应体系为 ２０ μＬ，分别含 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ（Ｔｈｉ

ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）１０．０ μＬ，上下游引物各 ０．８ μＬ（１０ μＭ），ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ（５０ｘ）０．４ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２．０ μＬ（１—
１０ ｎｇ），用 ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０．０ μＬ。 ＰＣＲ 引物及程序如表 １ 所示。

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物及反应条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

靶标
Ｔａｒｇｅｔ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′—３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′—３′）

片段长度
Ｌｅｎｇｔｈ （ｂｐ）

荧光定量 ＰＣＲ 程序
Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｐｒｏｆｉｌｅｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

ＢＡＣＴ１３６９Ｆ
ＰＲＯＫ１５４１Ｒ

５′⁃ＣＧＧＴＧＡＡＴＡＣＧＴＴＣＹＣＧＧ⁃３′
５′⁃ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＲＧＣＣＧ ＣＡ⁃３′ １７３ ９５℃ １０ ｍｉｎ； ９５℃ １０ ｓ， ６０℃ １

ｍｉｎ， ３５ ｃｙｃｌｅｓ． ［１７］

氨氧化细菌
ＡＯＢ

ａｍｏＡ⁃ １Ｆ
ａｍｏＡ⁃ ２Ｒ

５′⁃ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ⁃３′
５′⁃ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ⁃３′ ４９１ ９５℃ １０ ｍｉｎ； ９５℃ １０ ｓ， ５５℃

３０ ｓ， ６８℃ ４０ ｓ， ４０ ｃｙｃｌｅｓ． ［１７］

氨氧化古菌
ＡＯＡ

Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ
Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ

５′⁃ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ⁃３′
５′⁃ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ⁃３′ ６３５ ９５℃ １０ ｍｉｎ； ９５℃ １５ ｓ， ５５℃

３０ｓ， ６８℃ ４０ ｓ， ４０ ｃｙｃｌｅｓ． ［１７］

　 　 Ｙ 表示 Ｃ 或 Ｔ；Ｒ 表示 Ａ 或 Ｇ；Ｋ 表示 Ｇ 或 Ｔ；Ｓ 表示 Ｃ 或 Ｇ；ＡＯＢ，Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ，氨氧化细菌；ＡＯＡ，Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ，氨氧化古菌

１．５　 末端限制性片段长度多样性分析

对 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 进行 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析，选用 ａｍｏＡ⁃ １Ｆ ／ ａｍｏＡ⁃ ２Ｒ 和 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ ／ Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ 扩增 ＡＯＢ 和

ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因，其中引物 ａｍｏＡ⁃１Ｆ 和 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ 的 ５′端用 ６⁃ＦＡＭ 进行荧光标记，ＰＣＲ 体系和程序同 １．４ 所

示。 回收 ＰＣＲ 产物后，用限制性内切酶 Ｒｓａ Ⅰ（Ｔａｒａｋａ，大连）分别酶切 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因。 反应体系为

２０ μＬ，分别含 １０× Ｔ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，０．１％ ＢＳＡ ２ μＬ，Ｒｓａ Ⅰ（１０ Ｕ ／ μＬ）１ μＬ，ＰＣＲ 产物 ＤＮＡ １０ μＬ，最后用 ｄｄＨ２

３　 １１ 期 　 　 　 杨亚东　 等：施氮肥对华北平原土壤氨氧化细菌和古菌数量及群落结构的影响 　
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Ｏ 补至 ２０．０ μＬ。 ３７℃水浴酶切 ３ ｈ，重复 ３ 次，用乙醇沉淀法纯化酶切产物，最后将 ３ 个重复混匀成一个样

品。 取回收的酶切产物 ０．３ μＬ、分子量内标（ＧＳ５００ＬＩＺ）０．５ μＬ 和甲酰胺 ９．５ μＬ 混合均匀后加入 ９６ 孔板中，
９５℃变性 ５ ｍｉｎ，４℃冷却后离心，１× Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液上机检测，采用 ＡＢＩ ３７３０（ＡＢＩ，ＵＳＡ）测序仪测定分析。 用

ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ Ｖ ２．２（ＡＢＩ，ＵＳＡ）分析电泳图中各峰的片段长度和峰面积，忽略长度小于 ５０ ｂｐ 和峰面积小于 １％
的峰。 将峰的信号强度标准化，每种末端限制性片段（Ｔ⁃ＲＦ）类型的相对丰度用百分比形式表示。
１．６　 克隆和测序

将 ４ 个土壤样品的 ＤＮＡ 混合后做模板，采用 ａｍｏＡ⁃ １Ｆ ／ ａｍｏＡ⁃ ２Ｒ 和 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ ／ Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ 扩增 ＡＯＢ
和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因，体系和扩增条件同 １． ４ 所示，引物不添加荧光标记。 扩增产物回收后，分别连接至

ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体（Ｔａｒａｋａ，大连）上，转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态中，经筛选后分别选取了 ５３ 和 ５６ 个阳性克隆

进行测序分析。 测序结果经分析比对后，将同源性≥９７％的序列归为一类，选一条用于构建系统发育树。 将

具有代表性的 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因序列提交至 ＮＣＢＩ 数据库中，获 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 登录号分别为

ＫＵ３６５７３１—ＫＵ３６５７４４ 和 ＫＵ３６５７４５—ＫＵ３６５７５３。
１．７　 数据分析

数据的方差分析和相关性分析用 ＳＰＳＳ ２０．０ 软件（ＳＰＳＳ ２０．０ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ，ＳＰＳＳ Ｉｎｃ，ＵＳＡ）完成；土壤总细

菌、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量的数据取对数后，用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １２．５ 软件制图；测序核苷酸序列用 ＤＮＡＭＡＮ ６．０ 软件分

析，并用 ＭＥＧＡ ５．０ 软件构建系统进化树，选用邻⁃接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）；用末端限制性片段（Ｔ⁃ＲＦ）的长度

和相对含量数据进行主成分分析，由 Ｃａｎｏｃｏ ５．０ 软件完成。

２ 　 结果

２．１　 土壤基础理化性质

不同施氮量 ０—２０ ｃｍ 土层土壤中除有机质含量差异不显著（１４．９６—１５．４９ ｇ ／ ｋｇ，Ｐ＞０．０５）外，其他理化性

质存在显著差异（表 ２）。 随施氮量增加，土壤 ｐＨ 呈显著下降趋势（８．４６—８．２９），依次为 Ｎ３＜Ｎ２＜Ｎ１＜ＣＫ（Ｐ＜
０．０５）。 增施氮肥提高了土壤全氮（０．８６—１．０４ ｇ ／ ｋｇ）、铵态氮（０．９２—１．５４ ｍｇ ／ ｋｇ）和硝态氮含量（３．７６—２４．２９
ｍｇ ／ ｋｇ）。 Ｎ３ 和 Ｎ２ 土壤全氮含量显著高于 Ｎ１ 和 ＣＫ（Ｐ＜０．０５）；Ｎ３ 土壤铵态氮含量显著高于 Ｎ２、Ｎ１ 和 ＣＫ
（Ｐ＜０．０５）；不同施氮处理土壤硝态氮含量均存在显著差异，依次为 ＣＫ＜Ｎ１＜Ｎ２＜Ｎ３（Ｐ＜０．０５）。 随着施氮量增

加，土壤碳氮比下降，ＣＫ 显著高于 Ｎ２ 和 Ｎ３，Ｎ１ 显著高于 Ｎ３（Ｐ＜０．０５）。

表 ２　 不同施氮处理土壤基础理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

有机质
Ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ

ｍａｔｔｅｒ ／
（ｇ ／ ｋｇ）

全氮含量
Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

铵态氮

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

硝态氮

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ

不施氮肥 Ｎｏ Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ， ＣＫ ８．４６±０．０１ ａ １４．９６±０．８７ ａ ０．８６±０．０６ ｂ ０．９２±０．０９ ｃ ３．７６±０．４４ ｄ １０．１４±０．７３ ａ

施低水平氮肥
Ｌｏｗ Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， Ｎ１ ８．３８±０．０１ ｂ １５．１８±．０５０ ａ ０．９１±０．０１ ｂ １．２４±０．１２ ｂ ６．３６±０．２３ ｃ ９．６５±０．２９ ａｂ

施中水平氮肥
Ｍｏｄｅｒａｔｅ Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， Ｎ２ ８．３４±０．０２ ｃ １５．２５±０．２６ ａ ０．９９±０．０２ ａ １．２２±０．１５ ｂ ７．９２±０．２２ ｂ ８．９５±０．０５ ｂｃ

施高水平氮肥
Ｈｉｇｈ Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， Ｎ３ ８．２９±０．０１ ｄ １５．４９±０．４１ ａ １．０４±０．０２ ａ １．５４±０．０８ ａ ２４．２９±０．６９ ａ ８．６７±０．３７ ｃ

　 　 不同字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５），数据为平均值±标准差，ｎ ＝ ３；ＣＫ ０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ１ ７５ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ２ １５０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２，Ｎ３ ２２５ ｋｇ

Ｎ ｈｍ－２

２．２　 土壤总细菌、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的数量

以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ａｍｏＡ 基因为靶标，用荧光定量 ＰＣＲ 测定土壤总细菌、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量。 结果显示，不
同施氮处理土壤总细菌数量在 ５．７４×１０９—７．５０×１０９拷贝数 ／克干土，处理间差异不显著（Ｐ＞０．０５，图 １）。 不同
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施氮处理土壤 ＡＯＢ 数量在 ８．８９×１０６—２．６６×１０７拷贝数 ／克干土，不同施氮处理 ＡＯＢ 数量均差异显著，随施氮

量增加，ＡＯＢ 数量显著增加（Ｐ＜０．０５）。 与 ＣＫ 相比，Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３ 中 ＡＯＢ 数量分别提高了 ６４％、１５０％和 １９９％。
ＡＯＡ 数量在 ３．８３×１０８—７．７８×１０８拷贝数 ／克干土，ＣＫ、Ｎ１ 和 Ｎ２ 中 ＡＯＡ 数量显著高于 Ｎ３（Ｐ＜０．０５，图 ２）。 相

关性分析结果显示，总细菌数量仅与硝态氮（ ｒ＝ －０．５８２，ｎ＝ １２，Ｐ＜０．０５）呈显著负相关关系。 ＡＯＢ 数量与全氮

（ ｒ＝ ０．８３８，ｎ＝ １２，Ｐ＜０．０１）和铵态氮（ ｒ ＝ ０．５９７，ｎ ＝ １２，Ｐ＜０．０５）呈显著正相关关系，与土壤 ｐＨ（ ｒ ＝ －０．８５９，ｎ ＝
１２，Ｐ＜０．０１）和碳氮比（ ｒ＝ －０．７８４，ｎ ＝ １２，Ｐ＜０．０１）呈显著负相关关系。 ＡＯＡ 数量与硝态氮（ ｒ ＝ ０．９２６，ｎ ＝ １２，
Ｐ＜０．０１）和土壤 ｐＨ（ ｒ＝ ０．５９４，ｎ＝ １２，Ｐ＜０．０５）呈显著正相关关系，与铵态氮（ ｒ＝ －０．７１７，ｎ ＝ １２，Ｐ＜０．０５）呈显著

负相关关系。
不同施氮处理土壤 ＡＯＡ 数量均显著高于 ＡＯＢ 数量，ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 数量比值在 ８１．７２—１４．３８ 之间，随施氮

量增加，ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 数量比值呈下降趋势。 荧光定量结果表明，增施氮肥能显著提高小麦土壤 ＡＯＢ 数量，对
总细菌和 ＡＯＡ 数量影响不显著。 此外，总细菌、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量与土壤各环境因子的相关性存在明显差异。

图 １　 不同施氮处理细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因拷贝数

　 Ｆｉｇ．１　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ２　 不同施氮处理氨氧化细菌和氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因拷贝数

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ａｒｃｈｅａｅ

ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．３　 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的群落结构

选用限制性内切酶 ＲｓａⅠ分别对 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 进行 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析。 ４ 个处理共得到 １０ 个 ＡＯＢ 的 Ｔ⁃ＲＦ 片

段长度（图 ３ａ），其中 ９６、２１０、２５１、２４４、２５５、２７０、２７４ 和 ３８０ ｂｐ 在 ４ 个处理中均存在，６３ ｂｐ 只存在于 ＣＫ、Ｎ１
和 Ｎ２ 中，２４８ ｂｐ 只存在于 Ｎ２ 和 Ｎ３ 中。 长度为 ２１０、２５１、２５５、２７４ 和 ３８０ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦｓ 为主要片段，分别占总

片段的 ３．９１％—１１．３８％、２６．６０％—２９．７１％、２６．９７％—３９．４９％、６．５０％—１１．２０％ 和 １１．８７％—１７．７６％，合计占总

片段的 ９２．７４％—９３．３４％。 这些片段所代表的 ＡＯＢ 在土壤中占优势，其中 ２５１、２５５ 和 ３８０ ｂｐ 长度所占比例均

超过 １０％，为占绝对优势的 ３ 个 ＡＯＢ 类群。
４ 个处理共得到 １１ 个 ＡＯＡ 的 Ｔ⁃ＲＦ 片段长度（图 ３ｂ），其中 ６０、９８、１９６、２５９、２６１、２６３ 和 ２９９ ｂｐ 在 ４ 个处

理中均存在，６３ 和 ６５ ｂｐ 只存在于 ＣＫ、Ｎ１ 和 Ｎ２ 中，２５６ ｂｐ 只存在于 Ｎ１、Ｎ２ 和 Ｎ３ 中，２６１ ｂｐ 只存在于 ＣＫ
中，２６５ ｂｐ 只存在于 Ｎ１ 和 Ｎ２ 中。 长度为 ６０、１９６、２５６、２５９ 和 ２９９ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦｓ 为主要片段，分别占总片段的

５３．２６％—６４．７６％、７．７９％—１２．８８％、１２．２６％—１６．１７％、２．９４％—１０．４５％ 和 ２．４６％—５．３４％，合计占总片段的

８５．１３％—９４．９１％。 这些片段所代表的 ＡＯＡ 在土壤中占优势，其中 ６０ 和 ２５６ ｂｐ 长度所占比例均超过 １０％，为
占绝对优势的 ２ 个 ＡＯＡ 类群。
２．４　 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因序列的系统发育树构建

经测序比对分析后，分别得到 １４ 和 ９ 个 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因操作分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）。 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因序列两两同源性在 ６９．９２％—９６．５４％之间，１４ 条序列的同源性为 ９１．７７％；ＡＯＡ

５　 １１ 期 　 　 　 杨亚东　 等：施氮肥对华北平原土壤氨氧化细菌和古菌数量及群落结构的影响 　
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图 ３　 不同施氮处理氨氧化细菌（ａ）和古菌（ｂ）ａｍｏＡ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ的相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｔ⁃ＲＦｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ （ａ） ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ （ｂ） ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｂｙ ＲｓａⅠ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ａｍｏＡ 基因序列两两同源性在 ７７．４８％—９６．２２％之间，９ 条序列的同源性为 ８７．４４％。 系统进化分析结果显示：
ＡＯＢ ａｍｏＡ基因序列聚类在两个 Ｃｌｕｓｔｅｒ 中，其中，ＡＯＢ １２ 聚类在 Ｎ． ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｃｌｕｓｔｅｒ 中，其余 ＡＯＢ 都聚类在

Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ 中。 聚类在 Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ 中的 ＡＯＢ 分布在 Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ 和 Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ 两个分支中，除片段长度为 ２１０ ｂｐ 的

Ｔ⁃ＲＦ 聚类在 Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ 外，其他片段长度 Ｔ－ＦＲｓ 均聚类于 Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ（图 ４）；所有 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因序列都聚类

在 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 中，分布在 ４ 个分支中。 其中，１９６ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 聚类在分支Ⅰ和Ⅲ中，６０ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 聚类在分支Ⅱ中，６３
ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 聚类在分支Ⅱ和Ⅲ中，２９９ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 聚类在分支Ⅰ和Ⅳ中（图 ５）。
２．５　 主成分分析

基于 Ｔ⁃ＲＦｓ 的主成分分析（ＰＣＡ）结果显示，第一、二排序轴是主成分轴。 对 ＡＯＢ 群落变异的解释量达到

９５．１６％，其中轴 １ 和轴 ２ 分别为 ７６．８１％和 １８．３５％（图 ６ａ）；对 ＡＯＡ 群落变异的解释量达到 ９４．４４％，其中轴 １
和轴 ２ 分别为 ７７．２２％和 １７．２２％（图 ６ｂ）。 处理 ＣＫ、Ｎ１、Ｎ２ 和 Ｎ３ 的 ＡＯＢ 都明显分开，分布在 ４ 个象限中；而
４ 个处理的 ＡＯＡ 群落结构差异弱于 ＡＯＢ，其中，Ｎ１ 和 Ｎ２ 聚在一起（第三象限），与 ＣＫ 和 Ｎ３ 明显分开。 ＰＣＡ
结果表明：施氮量显著影响小麦土壤 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的群落结构，且不同施氮处理的 ＡＯＢ 群落结构差异强

于 ＡＯＡ。

３　 讨论

３．１　 施氮肥对小麦土壤总细菌、ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量的影响

土壤总细菌数量是反映土壤总微生物活性的一个重要参数。 本研究中土壤总细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因在 ５．７４
×１０９—７．５０×１０９拷贝数 ／克干土之间，与 Ｓｈｅｎ 等［１７］研究发现细菌数量在 ３．３９×１０９—１．２３×１０１０拷贝数 ／克干土

之间的结果相似，相较于 Ｈｅ 等［８］在水稻土壤中细菌数量 １０１０拷贝数 ／克干土数量级低，且总细菌数量仅与硝

态氮呈显著负相关关系。 小麦与水稻土壤类型和理化性质差异可能是引起总细菌数量差异的主要原因。 此

外，本研究不同施氮水平土壤总细菌数量差异不显著，与 Ｈｅ 等［８］ 和 Ｓｈｅｎ 等［１７］ 研究结果一致，表明土壤总细

菌数量对施氮肥响应不明显。
ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 是土壤氮循环的关键微生物，直接影响着土壤健康、肥力状况和生产力等。 本研究不同施

氮量处理 ＡＯＡ 数量均高于 ＡＯＢ，ＡＯＡ 与 ＡＯＢ 数量比值在 ８１．７２—１４．３８ 之间，与 Ｌｅｉｎｉｎｇｅｒ 等［６］、Ｈｅ 等［８］、
Ｓｈｅｎ 等［１７］和 Ｊｉａ 等［１８］研究结果相符，进一步证实了碱性土壤更适合 ＡＯＢ。 ＡＯＢ 数量在 ８．８９×１０６—２．６６×１０７
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图 ４　 氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因系统发育树

Ｆｉｇ．４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

拷贝数 ／克干土，与 Ｈｅ 等［８］、Ｃｈｅｎ 等［１４］ 和 Ｗｅｓｓéｎ 等［１９］ 研究中 ＡＯＢ 数量级一致，比 Ｓｈｅｎ 等［１６］、Ｗａｎｇ 等［２０］

和 Ｙａｏ 等［２１］研究中 ＡＯＢ 高出 ２—３ 个数量级。 ＡＯＡ 数量在 ３．８３×１０８—７．７８×１０８ 拷贝数 ／克干土，与 Ｃｈｅｎ
等［１４］研究中水稻土壤 ＡＯＡ 数量级一致，比 Ｈｅ 等［８］、Ｓｈｅｎ 等［１７］和 Ｗａｎｇ 等［２０］ 研究中 ＡＯＡ 数量高出 １—２ 个

数量级。 此外，本研究中 ＡＯＢ 数量随施氮量增加而显著增加，而 ＡＯＡ 数量差异不显著，与 Ｄｉ 等［２２］ 研究发现

高氮草地土壤中 ＡＯＢ 数量随施氮量增加而增加一致，而与 Ｚｈｏｎｇ 等［１６］ 研究表明随着施氮量增加，ＡＯＢ 和

ＡＯＡ 数量均下降不同。
Ｈｅ 等［１０］研究表明土壤 ｐＨ 是造成 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 数量差异的主要原因，而 Ｃｈｅｎ 等［１４］ 认为肥料是引起

ＡＯＡ 数量变化的主要原因，土壤 ｐＨ 和肥料均对 ＡＯＢ 数量产生影响；Ｄｉ 等［２２］认为硝态氮含量是引起 ＡＯＢ 数

量增加的原因；但 Ｚｈｏｎｇ 等［２２］在温室条件下却得到相反的结果，认为硝态氮含量是导致 ＡＯＢ 数量下降的原

因，而 ＡＯＡ 数量下降则可能是由于土壤 ｐＨ 降低造成。 本研究中 ＡＯＢ 数量与土壤 ｐＨ 呈极显著负相关关系，
与全氮含量呈极显著正相关关系，ＡＯＢ 数量上升可能是土壤 ｐＨ 下降和肥料作为底物导致，与 Ｄｉ 等［２２］ 结果

一致。 ＡＯＡ 数量与土壤 ｐＨ 呈显著正相关关系，而与全氮含量相关性不显著，ＡＯＡ 数量的降低，可能是由施

氮量增加引起的土壤 ｐＨ 下降造成，而非氮肥作为底物造成，与 Ｈｅ 等［８］和 Ｃｈｅｎ 等［１４］研究结果相符。 不同施

氮处理土壤 ｐＨ 均呈碱性，且长期增施氮肥引起土壤 ｐＨ 降低导致了 ＡＯＡ 数量下降和 ＡＯＢ 数量上升，与 Ｓｈｅｎ
等［２３］报道的 ＡＯＢ 适合在中性至碱性、氮素含量丰富的土壤中生存，而 ＡＯＡ 适合在酸性土壤中生存的结果一

致。 本研究中不同施氮处理 ＡＯＡ 在数量上占优势，随着施氮量增加，ＡＯＢ 数量显著上升，ＡＯＡ 数量上的优势

减弱，表明 ＡＯＢ 对氮肥更敏感，高氮条件下土壤中氨氧化过程的主要承担者可能是 ＡＯＢ 而非 ＡＯＡ，与 Ｊｉａ
等［１８］和 Ｓｈｅｎ 等［２３］结论一致。
３．２　 施氮肥对小麦土壤 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 群落组成的影响

本研究用限制性内切酶 ＲｓａⅠ酶切 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因经后测序分别得到了 １０ 和 １１ 个 Ｔ⁃ＲＦｓ，与
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图 ５　 氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因系统发育树分析

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｚｈｏｕ 等［１１］研究紫土中 ＡＯＢ 用 Ａｃｃ Ⅱ酶切得到 １１ 个 Ｔ⁃ＲＦｓ，莫旭华等［２４］ 研究小麦土壤中 ＡＯＡ 用 ＡｆａⅠ酶切

得到 １０ 个 Ｔ⁃ＲＦｓ 的结果一致；但 Ｃｈｅｎ 等［２５］ 研究发现草原土壤中 ＡＯＢ 用 ＭｏｂⅠ酶切后仅得到 ４ 个 Ｔ⁃ＲＦｓ，
Ｃｈｅｎ 等［１４］研究发现水稻土壤中 ＡＯＡ 用 ＭｏｂⅠ酶切后仅得到 ４ 个 Ｔ⁃ＲＦｓ。 Ｔ⁃ＲＦｓ 数量不同，可能是选用内切

酶不同导致，也可能是由于土壤类型差异引起。
不同施氮处理中，Ｔ⁃ＲＦ 长度为 ６３、９６、２７４、３８０、２４８ 和 ２５５ ｂｐ 的 ＡＯＢ 类群所占比例差异较大，且随施氮

量的增加表现出不同的变化趋势；而 Ｔ⁃ＲＦ 长度为 ２５６ 和 ２６５ ｂｐ 的 ＡＯＡ 类群差异较大，且 ４ 个处理中 ＡＯＡ 均

含有 ２ 个绝对优势的类群（＞１０％），表明小麦土壤中 ＡＯＢ 的群落组成受施氮量的影响较大，而 ＡＯＡ 具有较稳

定性的群落结构，与 Ｓｈｅｎ 等［１７］碱性土壤条件下得到的结果一致，而与 Ｈｅ 等［８］、Ｃｈｅｎ 等［１４］、Ｙｉｎｇ 等［２６］酸性土

壤条件下得到的结果相反。 另外，ＰＣＡ 分析也显示 ４ 个处理 ＡＯＢ 比 ＡＯＡ 群落结构差异性更大，ＡＯＢ 群落结

构更易受氮肥的影响。 这些结果都证实了施肥引起 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 群落结构的变化，且碱性条件下 ＡＯＢ 比

ＡＯＡ 对氮肥施用量更敏感。
３．３　 施氮肥小麦土壤中 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的系统发育

本研究中绝大多数 ＡＯＢ 都聚类在 Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ 的两个分支中，除 ＡＯＢ １２ 属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ 属外，其他 ＡＯＢ
都聚类在 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 属中，与莫旭华等［２４］ 和 Ｃｈｕ 等［２７］ 在小麦土壤中得到的 ＡＯＢ 都属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 属的结

果相符；也与水稻土壤［１４］、黄土旱塬黑垆土壤［２８］和草原［２５］等土壤中 ＡＯＢ 都主要聚类在 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 属中的结

果一致；符合 Ｋｏｗａｌｃｈｕｋ 等［２９］报道的土壤环境中氨氧化细菌以 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 属为主，而非 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ 属的结

论。 Ｈｅ 等［８］、Ｃｈｅｎ 等［１４］和 Ｓｈｅｎ 等［１６］在水稻土壤中均发现了聚类于 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 和 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｍ 的 ＡＯＡ 类群，ｐＨ
越低，聚类于 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｍ 的 ＡＯＡ 类群越多，并且 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 在农田和草地生态系统中占绝对优势。 本研究中所

有 ＡＯＡ 均聚类于 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 中，未发现聚类在 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｍ 的 ＡＯＡ 类群，与 Ｃｈｅｎ 等［２５］和 Ｓｈｅｎ 等［３０］的结果一致，

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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图 ６　 不同施氮处理氨氧化细菌（ａ）和古菌（ｂ）ａｍｏＡ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ主成分分析

Ｆｉｇ．６　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ｏｆ Ｔ⁃ＲＦｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ （ａ） ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ （ｂ） ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｎ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

与农田生态系统中聚类于 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 的 ＡＯＡ 占绝对优势的结果相符，本研究中土壤 ｐＨ 呈碱性是导致所有

ＡＯＡ 都分布在 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 中的主要原因。

４　 结论

本研究对长期施用不同氮肥水平下小麦季土壤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，随施氮量增加引起土壤 ｐＨ 下降及其他理化性质的改变，施氮量增加显著提高 ＡＯＢ 的数量，对 ＡＯＢ 群落

结构的影响强于对 ＡＯＡ 群落结构的影响，表明该地区小麦土壤中 ＡＯＢ 比 ＡＯＡ 对施用氮肥的响应更敏感。
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