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张丹丹，莫柳莹， 陈新 ，张丽梅，徐星凯．氮沉降对温带森林土壤甲烷氧化菌的影响．生态学报，２０１７，３７（２４）：８２５４⁃８２６３．

Ｚｈａｎｇ Ｄ Ｄ， Ｍｏ Ｌ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｘ ， Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｍ， Ｘｕ Ｘ Ｋ．Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ ｉｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１７，３７

（２４）：８２５４⁃８２６３．

氮沉降对温带森林土壤甲烷氧化菌的影响

张丹丹１， ２， 莫柳莹１，４，陈　 新
３，张丽梅１，徐星凯３，∗

１ 中国科学院生态环境研究中心城市与区域生态国家重点实验室， 北京　 １０００８５

２ 中国科学院大学， 北京　 １０００４９

３ 中国科学院大气物理研究所大气边界层物理和大气化学国家重点实验室， 北京　 １０００２９

４ 华中农业大学资源与环境学院， 武汉　 ４３００７０

摘要：大量研究显示氮沉降影响森林甲烷吸收量，但其中的微生物驱动机制仍缺乏研究。 基于长白山典型温带森林长期氮沉降

模拟实验平台样地，采用定量 ＰＣＲ 和克隆测序技术，研究了长期施加不同形态氮（（ＮＨ４） ２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ 和 ＫＮＯ３）处理下森林土

壤甲烷氧化菌的数量和群落组成随季节变化的特征。 结果表明，夏季，森林土壤甲烷氧化菌 ｐｍｏＡ 基因丰度在不同施氮处理之

间无显著性差异（每克干土 １．５４×１０６—３．２０×１０６拷贝数）；秋季，ｐｍｏＡ 基因丰度在施加 ＮＨ４Ｃｌ 和（ＮＨ４） ２ＳＯ４处理小区（每克干土

１．９３×１０５—７．６×１０５拷贝数）与对照（每克干土（４．０３×１０６±１．２×１０６）拷贝数）相比有所降低，尤其在（ＮＨ４） ２ＳＯ４处理小区（每克干

土（４．６１×１０５±２．６１×１０５）拷贝数）显著降低；无论夏季还是秋季，施加不同形态氮处理土壤甲烷氧化菌均以 Ｔｙｐｅ Ｉ 型为主（相对

丰度在 ７０．６％—８５．４％之间），并以 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）为优势类群，占 Ｔｙｐｅ Ｉ 型的 ５５．１％—９１．７％；Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ
（Ｔｙｐｅ Ｉ）的相对丰度在夏季不同形态氮处理土壤样品中无显著差异，但秋季样品中在施加（ＮＨ４） ２ＳＯ４（５２．７％±６．５％）和 ＮＨ４Ｃｌ
（５６．１％±８．９％）的处理显著低于对照土壤（７７．０％±２．９％），Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）的相对丰度则在（ＮＨ４） ２ＳＯ４和 ＮＨ４Ｃｌ 处
理土壤呈增加的趋势。 这些结果表明铵态氮肥添加对温带森林土壤甲烷氧化菌的生长具有抑制作用并导致其群落结构发生改

变，受夏季温度和水分的影响，这种抑制作用在秋季表现更明显，而 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 添加对土壤甲烷氧化菌的群落组成和丰度无显著影

响。 这些结果解释了以往观测到的施铵态氮肥显著降低秋季温带林地土壤甲烷净吸收量，而在夏季无显著影响的观测结果，解
释了长期氮沉降影响森林土壤甲烷吸收的微生物机制。
关键词：甲烷氧化菌；ｐｍｏＡ 基因；森林土壤；氮沉降

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ ｉｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ
ＺＨＡＮＧ Ｄａｎｄａｎ１，２， ＭＯ Ｌｉｕｙｉｎｇ１， ４， ＣＨＥＮ Ｘｉｎ

３
， ＺＨＡＮＧ Ｌｉｍｅｉ１， ＸＵ Ｘｉｎｇｋａｉ３，∗

１ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｕｒｂａｎ ａｎｄ Ｒｅｇｉｏｎａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙ， Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｅｃｏ⁃Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８５，Ｃｈｉｎａ

２ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９，Ｃｈｉｎａ

３ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ Ｂｏｕｎｄａｒｙ Ｌａｙｅｒ Ｐｈｙｓｉｃｓ ａｎｄ Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ Ｐｈｙｓｉｃｓ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，

Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２９， Ｃｈｉｎａ

４ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， Ｗｕｈａｎ ４３００７０， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｓｅｖｅｒａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｍｅｔｈａｎｅ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｅｓｔ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ；
ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｉｓ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｒｅｍａｉｎ ｕｎｃｌｅａｒ． Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ， ｔｈｅ ｓｅａｓｏｎａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ
ｉｎ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ａ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｆｏｒｅｓｔ ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎｏｕｓ
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （４５ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１ ｕｓｉｎｇ （ＮＨ４） ２ ＳＯ４， ＮＨ４Ｃｌ， ａｎｄ ＫＮＯ３） ｉｎ Ｃｈａｎｇｂａｉ ｍｏｕｎｔａｉｎｓ， ｗｅｒｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ｃｌｏｎｉｎｇ， ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ ｐｍｏＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ａｍｏｎｇ ａｌｌ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌｏｔｓ ｉｎ ｓｕｍｍｅｒ （１．５４×１０６—３．２０×１０６ ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｒｙ ｓｏｉｌ）； ｈｏｗｅｖｅｒ， ｉｎ ｆａｌｌ， ｉｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （４．６１×１０５±２．６１×１０５ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｒｙ ｓｏｉｌ） ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌｏｔｓ （４．０３×１０６±１．２×

１０６ ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｒｙ ｓｏｉｌ） ． Ｉｎ ｂｏｔｈ ｓｕｍｍｅｒ ａｎｄ ｆａｌｌ， ｔｈｅ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗａｓ ｄｏｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ Ｔｙｐｅ Ｉ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ，
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ） ａｎｄ Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｖａｒｙｉｎｇ ｆｒｏｍ
７０．６％—８５．４％． Ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｃｌａｄｅ ｏｆ Ｔｙｐｅ Ｉ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ， Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ） ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｖａｒｉａｎｃｅ
ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｓｕｍｍｅｒ， ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ （ＮＨ４） ２ＳＯ４（５２．７％±６．５％） ａｎｄ
ＮＨ４Ｃｌ （５６． １％ ± ８． ９％） ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｆａｌｌ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ， Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （ Ｔｙｐｅ Ｉ） ｓｈｏｗｅｄ ａｎ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｉｎ ｔｈｅ （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ａｎｄ ＮＨ４Ｃｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌｏｔｓ ｉｎ ｆａｌｌ． Ｏｖｅｒａｌｌ， ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒｓ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｅ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ， ａｎｄ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅｉｒ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｂｅｃａｍｅ ｍｏｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎ ｆａｌｌ ｔｈａｎ ｉｎ ｓｕｍｍｅｒ， ｏｗｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｓｕｍｍｅｒ， ｗｈｅｒｅａｓ ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｈａｔ ａｍｍｏｎｉｕｍ⁃ｂａｓｅｄ
ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｕｐｔａｋｅ ｆｒｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ ｉｎ ｆａｌｌ ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｓｕｍｍｅｒ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｉｎｓｉｇｈｔｓ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｄｒｉｖｉｎｇ ｍｅｔｈａｎｅ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｆｏｒｅｓｔｓ ｕｎｄｅｒ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｓ； ｐｍｏＡ ｇｅｎｅ； ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ； ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

甲烷（ＣＨ４）是仅次于水蒸气和二氧化碳的第三大温室气体，对全球气候变暖的贡献率接近 ２０％（ＩＰＣＣ，
２００７）。 由于人类活动的加剧，大气中的 ＣＨ４浓度已大幅增长，造成大气 ＣＨ４浓度的升高的原因不仅是其源增

加的结果，也与其汇减少有关［１］。 水分不饱和的土壤作为大气 ＣＨ４重要的汇，每年可以从大气中吸收（氧化）
大约 ２０—６０Ｔｇ 的 ＣＨ４

［２⁃３］，其微小变化都可能影响全球的 ＣＨ４平衡［４］。 森林土壤更被视为其中最为有效的

汇［５⁃６］，但由于环境因素变化如降水、温度、ｐＨ、树种、氮沉降以及森林管理方式等的影响，森林土壤氧化大气

ＣＨ４的能力具有很高的变异性，因此，深入研究环境因素影响森林土壤 ＣＨ４氧化的驱动机制对全面评估和调

控森林土壤甲烷氧化能力具有重要意义［７⁃１３］。
近一个半世纪以来，由于化石燃料燃烧和农业化肥的大量投入等向大气中排放的含氮化合物激增，导致

大气的氮沉降大幅增加［１４］。 森林生态系统是氮沉降大面积的直接承受者［１５］，据调查，温带森林的氮沉降量

已高于 １５ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１，有些地区甚至高于 ５０ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１ ［１６］，氮沉降因而成为森林生态系统备受关注的环

境因子，并针对氮沉降对森林土壤甲烷氧化的影响开展了大量工作。 但目前多数研究主要针对 ＣＨ４气体吸收

通量或吸收动力学这些表观特征来揭示氮沉降对森林土壤甲烷氧化的影响，对于这一过程中起关键作用的土

壤微生物的作用机制研究相对较少，国内在这方面的研究更是鲜有报道。 参与森林土壤甲烷氧化的微生物主

要是甲烷氧化菌（Ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ）。 甲烷氧化菌是一类以 ＣＨ４为唯一碳源和能源的细菌，其通过甲烷单加氧酶

（Ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＭＭＯ）将 ＣＨ４首先氧化为甲醇并启动系列酶将 ＣＨ４最终代谢成二氧化碳和水［１７］。
根据生理生化特征以及对 ＣＨ４代谢途径的差异，可将甲烷氧化菌分为 ｔｙｐｅ Ｉ 和 ｔｙｐｅ ＩＩ 两种类型，其分别属于

γ⁃变形菌纲（γ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和 α⁃变形菌纲（α⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） ［１８］。 有关农业、森林以及湿地土壤等中甲烷氧

化菌数量和群落组成已有较多的研究报道，并发现土壤甲烷氧化菌的数量、群落组成及其活性会受土壤 ｐＨ、
湿度、温度、大气 ＣＨ４浓度、植被类型以及施肥等环境因素的影响［１９⁃２５］。 但关于森林土壤甲烷氧化菌应对氮

沉降增加的响应机制的研究相对较少，国内更是缺乏相关报道。 国外已有的几篇报道也主要是通过室内的短

期施氮培养来研究氮素增加对森林土壤甲烷氧化菌群落组成的影响［２６⁃２７］，而关于野外长期氮沉降增加对森

林土壤甲烷氧化菌数量和群落组成的影响仍有待进一步研究。

５５２８　 ２４ 期 　 　 　 张丹丹　 等：氮沉降对温带森林土壤甲烷氧化菌的影响 　
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长白山阔叶红松混交林是位于我国东北部重要的温带森林生态系统。 本研究基于长白山温带森林长期

氮沉降模拟实验平台，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 和克隆测序以及土壤属性测定相结合方法，研究了长期施加不

同形态氮肥后，森林土壤甲烷氧化菌的数量和群落组成随季节变化的特征及其与土壤基质属性的关系，以期

揭示长期氮沉降增加影响温带森林土壤甲烷氧化的微生物机制。

１　 材料和方法

１．１　 土壤采集和理化性质的测定

本研究土壤样品采自长白山阔叶红松混交林长期氮沉降模拟实验平台，该控制实验始于 ２００６ 年，位于长

白山北坡底部（４２°２４′Ｎ，１２７°０６′Ｅ），该地区属于典型的受季风影响的温带大陆性山地气候，水热同期，夏季短

暂多雨，冬季寒冷漫长，年平均温度为 ２．５—５．５℃，年降水量 ６００—９００ｍｍ ［２８⁃２９］。 土壤类型为山地暗棕壤，冷
凉淋溶土，以火山灰为成土母质，经有机质积累和弱酸性淋溶过程形成［３０］，主要植被有红松 （ Ｐｉｎｕｓ
ｋｏｒａｉｅｎｓｉｓ）、椴树、蒙古栎和水曲柳等。 土壤样品采样时选择野外控制实验中长期施加高剂量（４５ｋｇ Ｎ ｈｍ－２

ａ－１）的 ３ 种不同形态氮素（（ＮＨ４） ２ＳＯ４、ＮＨ４Ｃｌ 和 ＫＮＯ３）及未施用氮素的处理（对照）为研究对象，每个处理均

设有 ４ 个重复小区；有关森林剖面土壤属性和野外施氮控制实验参见［３１⁃３２］。 根据长期积累数据规律以及当地

的气候特征分别在夏季雨热同期（８ 月）和秋季干旱期（１０ 月）两个典型时期采集土壤样品：每个小区利用不

绣钢土钻随机选取 ３ 点采集 ０—１０ｃｍ 深度的土壤，充分混匀后置于冰盒带回实验室处理。 将采集的土壤样品

分成两份，一份随即以液氮速冻保存于－８０℃冰箱，用于分子生物学分析；另一份中存放于 ４℃用于 ｐＨ 值、铵
态氮、硝态氮和可溶性有机碳测定。

土壤 ｐＨ 值的测定采用去离子水以水土比 ２．５∶１（ｗ ／ ｗ）浸提，并用 Ｄｅｌｔａ ３２０ ｐＨ 仪测定；土壤铵态氮和硝

态氮采用 １ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液，以水土比 ５ ∶ １ （ ｗ ／ ｗ） 浸提后，采用连续流动分析仪 （ ＳＡＮ＋＋， ＳＫＡＬＡＲ， ｔｈｅ
Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）测定；土壤可溶性有机碳采用 ０．５ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＳＯ４溶液，以水土比为 ５∶１ 浸提后，通过总有机碳分析仪

（Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＴＯＣ⁃Ｖｃｓｈ ／ ＴＮ， Ｋｙｏｔｏ， Ｊａｐａｎ）测定［３３］。
１．２　 土壤 ＤＮＡ 和定量 ＰＣＲ 分析

土壤总 ＤＮＡ 提取采用 ＭｏＢｉｏ ＵｌｔｒａｃｌｅａｎＴＭ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ 试剂盒（Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ， ＣＡ）进行，所有操作依照产品说明

书进行，细胞破碎在 ＦａｓｔＰｒｅｐ 上进行，破碎强度为 ５．０ｍ ／ ｓ，时间为 ４５ｓ。 所获得的 ＤＮＡ 样品经 １０ 倍稀释后直

接用于下游实验。
以甲烷氧化菌的 ｐｍｏＡ 基因为靶基因，以 ｐｍｏＡ 基因的特异引物 Ａ１８９（５′⁃ＧＧＮＧＡＣＴＧＧＧＡＣＴＴＣＴＧＧ 和

ｍｂ６６１（５′⁃ＣＣＧＧＭＧＣＡＡＣＧＴＣＹＴＴＡＣＣ） ［３４］ 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 对不同处理土壤中甲烷氧化菌的丰度进

行定量分析。 定量 ＰＣＲ 的扩增反应使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒（ＴａＫａＲａ），２５μＬ 定量 ＰＣＲ 反应体

系中包括 ２×ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ １２．５μＬ，正反向引物（浓度为 １０μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０．５μＬ，ＤＮＡ 模板 ２μＬ，其余用

ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５μＬ。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应在 ＩＣｙｃｌｅｒ ＩＱ ５ ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｈｅｒｃｕｌｅｓ， ＣＡ，
ＵＳＡ）上运行，其扩增程序如下：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ４５ｓ，６３℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，之后每个循环

退火温度降低 １℃，共 ５ 个循环； ９４℃变性 ４５ｓ，５７℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，共 ３０ 个循环；在 ８３℃收集反应

荧光信号，数据分析采用 ｉＣｙｃｌｅｒ 软件［２４］。
１．３　 甲烷氧化菌的群落组成分析

甲烷氧化菌的群落组成通过对 ｐｍｏＡ 基因进行克隆测序分析，ｐｍｏＡ 基因普通 ＰＣＲ 扩增引物和扩增程序

同 １．２ 中的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ。 ＰＣＲ 产物经过 Ｗｉｚａｒｄ ＳＶ Ｇｅｌ ＆ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ⁃Ｕｐ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ）试剂盒切胶

纯化后，连接到 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ 上（Ｐｒｏｍｅｇａ， Ｍａｄｉｓｏｎ， ＷＩ， ＵＳＡ），再通过热击法将载体转化入大肠杆菌

ＪＭ１０９ 感受态细胞（ＴａＫａＲａ， Ｊａｐａｎ），取转化液涂布到含有氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ） ／ ＩＰＴＧ ／ Ｘ⁃Ｇａｌ 的 ＬＢ （Ｌｕｒｉａ⁃
Ｂｅｒｔａｎｉ）培养基上，３７℃ 下培养 １６—１８ｈ。 随机选取若干白色克隆子，采用菌体扩增方式，用 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ
Ｖｅｃｔｏｒ 通用引物 Ｔ７ ／ ＳＰ６ 扩增外源插入片段。 通过 １％浓度的琼脂糖凝胶电泳法检验含有插入片段的阳性克

６５２８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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隆子。
每个克隆文库随机挑选 ３０ 个阳性克隆子进行测序。 所获得的目的基因序列通过 ＣｌｕｓｔａｌＸ２，ｍｏｕｔｈｕｒ 进行

序列分析，按照 ９３％同源划分可操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵｓ） ［３５］，并把正确长度的序列

提交 ＮＣＢＩ 数据库进行 Ｂｌａｓｔ 序列对比，下载最相似菌种序列作为系统发育树的参考序列。 通过 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 和

Ｍｅｇａ ５．０ 建立 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 系统发育树，系统发育树各分支置信度由自举分析方法（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验，重复

１０００ 次。
１．４　 数据处理

本研究中的统计分析在 ＳＰＳＳ １９．０ 软件中进行，其中多组数据间的差异分析采用单因素方差分析与多重

比较分析（Ｄｕｎｃａｎ，Ｐ＜０．０５）；相关分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析；克隆文库数据的分析采用 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
（ＲＤＡ）分析样品间群落组成与不同形态氮沉降增加下土壤基质属性的关系，在 ＣＡＮＯＣＯ ４．５ 软件中进行。

２　 结果

２．１　 土壤理化性质

各处理土壤样品的基本理化性质如表 １ 所示。 无论夏季和秋季，施加 ＮＨ４Ｃｌ 实验小区土壤样品的 ｐＨ 值

（４．５４—５．８４）显著低于其他处理的 ｐＨ 值（５．０８—６．５１），但施加不同形态的氮肥对土壤的 ＤＯＣ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量以及盐浸提有机碳 ／矿质氮（ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ＋ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）比值无显著影响（Ｐ＜０．０５）。

表 １　 土壤基本理化属性（平均数±标准误差）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ （ｍｅａｎ±ＳＥ）

采样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ（水）

盐浸提有机碳
ＤＯＣ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）
ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

盐浸提有机
碳 ／ 矿质氮
ＤＯＣ ／ ｍｉｎｅｒａｌ
Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

土壤湿度
Ｓｏｉｌ

ｍｏｉｓｔｕｒｅ ／ ％

８ 月 ＣＫ ５．８５±０．０６ａ ２９２．４±１８．８ａ ５４．０±２．５ａ ２７．７±１１．４ａ ３．７±０．４ａ ８１．１±１１．８ａ

Ａｕｇｕｓｔ （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ５．８０±０．０７ａ ２５８．６±２２．３ａ ５１．８±６．６ａ ２１．２±５．９ａ ３．６±０．３ａ ７０．９±１１．２ａ
ＮＨ４Ｃｌ ５．４８±０．０４ａ ２６６．３±１５．２ａ ４５．５±２．９ａ ２２．１±１．４ａ ３．４±０．２ａ ６８．２±５．０ａ
ＫＮＯ３ ５．９２±０．０４ａ ２７８．１±１８．０ａ ５０．３±２．０ａ ２４．７±５．６ａ ４．１±０．２ａ ７４．１±１０．０ａ

１０ 月 ＣＫ ５．６２±０．０６ａ ２８２．４±１０．８ａ ５５．６±５．１ａ ３１．８±０．１ａ ３．５±０．１ａ ６４．４±６．０ａ

Ｏｃｔｏｂｅｒ （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ５．５９±０．０７ａ ２６６．４±１５．３ａ ５１．８±６．４ａ １６．１±２．０ａ ４．３±０．８ａ ６１．３±１０．０ａ
ＮＨ４Ｃｌ ５．５９±０．１４ａ ２５５．２±１３．７ａ ４５．７±４．５ａ ２１．２±２．８ａ ３．７±０．２ａ ５５．５±４．０ａ
ＫＮＯ３ ５．７５±０．０６ａ ３２２．５±９．７ａ ３３．４±０．４ａ ２６．８±７．８ａ ４．２±０．２ａ ７２．４±９．５ａ

各处理土壤显著性差异 ＣＫ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ＮＨ４） ２ＳＯ４ Ｂ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ

ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ＮＨ４Ｃｌ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ
ＫＮＯ３ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ

　 　 平均数±标准误差；同列相同小写字母 ａ 分别表明夏季和秋季土壤性质在不同处理之间无显著性差异，同列大写字母 Ａ， Ｂ 表明不同处理之

间土壤性质的显著差异性（Ｐ＜０．０５）

２．２　 甲烷氧化菌的数量及其与土壤基质特性之间的关系

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对土壤中的 ｐｍｏＡ 基因丰度进行了分析，结果如图 １ 所示。 夏季（８ 月）不同

施氮处理之间的 ｐｍｏＡ 基因丰度均无显著性差异，不同施氮处理之间的 ｐｍｏＡ 基因丰度在 １．５４×１０６—３．２０×
１０６拷贝数 ／ ｇ 干土范围内，秋季（１０ 月）不同施氮处理之间的 ｐｍｏＡ 基因丰度差异显著，ｐｍｏＡ 基因丰度在施加

（ＮＨ４） ２ＳＯ４处理小区（４．６１×１０５±２．６１×１０５）拷贝数 ／ ｇ 干土显著低于对照处理（４．０３×１０６ ±１．２×１０６）拷贝数 ／ ｇ
干土。 ｐｍｏＡ 基因丰度与土壤基本属性的相关性分析结果表明，夏季（８ 月）不同处理的 ｐｍｏＡ 基因丰度与土

壤 ｐＨ 值呈显著正相关关系（ ｒ＝ ０．７４，Ｐ＜０．０５），而与土壤 ＤＯＣ 含量、盐浸提有机碳 ／矿质氮比值、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃
Ｎ 含量和土壤湿度均无显著相关关系；秋季（１０ 月）各处理的土壤样品的 ｐｍｏＡ 基因丰度与 ｐＨ 值、ＤＯＣ、ＮＨ＋

４ ⁃
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　 图 １　 夏季和秋季不同施肥处理间土壤甲烷氧化菌 ｐｍｏＡ 基因

丰度

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈｉｃ ｐｍｏＡ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎｏｕｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｍｅｎｄｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｓｕｍｍｅｒ

（Ａｕｇｕｓｔ） ａｎｄ Ｆａｌｌ （Ｏｃｔｏｂｅｒ）

小写字母 ａ：ｐｍｏＡ 基因丰度在夏季（８ 月）雨热同期时期各处理之

间差异无显著性；大写字母 Ａ， Ｂ：ｐｍｏＡ 基因丰度在秋季（１０ 月）

干旱期各处理之间的有差异显著性（Ｐ ＜ ０．０５）

Ｎ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和土壤湿度以及盐浸提有机碳 ／矿质氮比值

均无显著相关性。
２．３　 甲烷氧化菌的群落组成

通过克隆测序技术，对甲烷氧化菌的群落组成进行

了分析。 对两个季节所采集的样品一共构建了 ３２ 个

ｐｍｏＡ 基因克隆文库，每个克隆文库随机挑取约 ３０ 个克

隆子进行测序，共获得 ７４２ 条有效序列。 在 ９３％的序列

相似水平上，甲烷氧化菌 ｐｍｏＡ 基因序列一共被划分为

１１２ 个 ＯＴＵ，在系统发育树上形成 ２ 个主要分支，分别

对应 Ｔｙｐｅ Ｉ 型（磷酸核酮糖氧化途径）和 Ｔｙｐｅ Ⅱ型（丝
氨酸氧化途径）甲烷氧化菌，如图 ３ 所示。 其中，属于

Ｔｙｐｅ Ｉ 型的序列可进一步形成 ４ 个分支，参考 Ｋｏｌｂ 等

人［３６］ 的 分 类 经 验， 研 究 将 这 ４ 个 分 支 命 名 为：
Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）、Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ
Ｉ）、Ｍｅｔｈｙｌｏｈａｌｏｂｉｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）和 ｕｐｌａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｌｕｓｔｅｒ
γ（Ｔｙｐｅ Ｉ）。 其中，ｕｐｌａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｌｕｓｔｅｒ γ（Ｔｙｐｅ Ｉ） 序列主

要来自于旱地土壤和森林土壤［１９，３６］，但本研究的供试

样 品 只 检 测 到 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （ Ｔｙｐｅ Ｉ ） 和

　 图 ２　 夏季和秋季施氮处理样地甲烷氧化菌群落组成的变化

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎｏｕｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｍｅｎｄｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｓｕｍｍｅｒ

（Ａｕｇｕｓｔ） ａｎｄ Ｆａｌｌ （Ｏｃｔｏｂｅｒ）

ＣＫ：对照组，未施氮处理；ＨＳ：施加硫酸铵，（ＮＨ４） ２ ＳＯ４处理；ＨＣｌ：

施加氯化铵，ＮＨ４Ｃｌ 处理；ＨＫ：施加硝酸钾，ＫＮＯ３处理

Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （ Ｔｙｐｅ Ｉ ）， 未 检 测 到 ｕｐｌａｎｄ ｓｏｉｌ
ｃｌｕｓｔｅｒ γ（Ｔｙｐｅ Ｉ）和 Ｍｅｔｈｙｌｏｈａｌｏｂｉｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）的序

列，可能由引物的偏差所致（图 ３）。 属于 Ｔｙｐｅ ＩＩ 的序

列也形成两个小分支，即Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ ＩＩ）和
Ｍｅｔｈｙｌｏｃａｐｓａ ｓｐｐ． （Ｔｙｐｅ ＩＩ） （图 ３），于供试土壤样品中

均被检测到。
无论夏季还是秋季，不同处理土壤样品的甲烷氧化

菌均以 Ｔｙｐｅ Ｉ 类型为主，其相对丰度在 ７０．６％—８５．４％
之间，其中 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）是 Ｔｙｐｅ Ｉ 型甲

烷氧化菌的优势类群，占 Ｔｙｐｅ Ｉ 的 ５５．１％—９１．７％。 夏

季（８ 月）各处理土壤中 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）占
总甲烷氧化菌的 ４５．３％—６７．５％，各处理土壤无显著差

异；秋季（１０ 月）施加 ＮＨ４Ｃｌ 和（ＮＨ４） ２ＳＯ４处理的土壤

中 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）相对丰度分别为（５２．７％
±６．５％）和（５６．１％±８．９％），显著低于对照土壤（７７．０％±
２．９％）（Ｐ＜０．０５） （图 ２）。 与 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ
Ｉ）相反， Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）的相对丰度则在

秋季（１０ 月） （ＮＨ４） ２ＳＯ４和 ＮＨ４Ｃｌ 处理土壤中有增加

的趋势（图 ２）。 这些结果表明施加 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 在一定程度

上抑制了 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）型甲烷氧化菌的

生长，但可能刺激了 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）的生

长，而施加 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 肥对甲烷氧化菌的群落组成无显著

影响。
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图 ３　 甲烷氧化菌 ｐｏｍＡ 基因系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ ｐｏｍＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＣＫ８（１０）：８（１０）月份对照，ＣＫ 土壤样品；ＨＳ８（１０）：８（１０）月份施加硫酸铵，（ＮＨ４） ２ ＳＯ４处理土壤样品；ＨＣｌ８（１０）：８（１０）月份施加氯化铵，

ＮＨ４Ｃｌ 处理土壤样品；ＨＫ８（１０）：８（１０）月份施加硝酸钾，ＫＮＯ３处理土壤样品；分号后的数字：ＯＴＵ 的序号；括号里的数字：该处理代表 ＯＴＵ

的序列条数

对 ｐｍｏＡ 基因为代表的甲烷氧化菌微生物群落组成和土壤基本属性进行冗余分析（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＲＤＡ），结果显示甲烷氧化菌群落组成与盐浸提有机碳 ／矿质氮比值呈显著正相关关系（ ｒ ＝ ０．４９，Ｐ＜０．０５），与

９５２８　 ２４ 期 　 　 　 张丹丹　 等：氮沉降对温带森林土壤甲烷氧化菌的影响 　



htt
p:/

/w
ww.ec

olo
gic

a.c
n

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

土壤湿度和 ｐＨ 值无相关性（图 ４）。 此外，ＲＤＡ 分析结果显示夏季（８ 月）样品和秋季（１０ 月）样品被 ＲＤＡ
Ａｘｉｓ １ 轴分开，表明采样时间即季节变化对甲烷氧化菌的群落组成有显著影响（ＰｅｒＭＡＮＯＶＡ， Ｐ＜ ０．１， 图 ４）。

图 ４　 甲烷氧化菌群落组成与环境因子的 ＲＤＡ 分析

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＲＤＡ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｔｈａｎｏｔｒｏｐｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

空心图标：８ 月份土壤样品；实心图标：１０ 月份土壤样品；○：８ 月份对照，ＣＫ 土壤样品；□：８ 月份施加硫酸铵，（ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４处理土壤样品；

△：８ 月份施加氯化铵，ＮＨ４Ｃｌ 处理土壤样品；▽：８ 月份施加硝酸钾，ＫＮＯ３处理土壤样品；●：１０ 月份对照，ＣＫ 样品；■：１０ 月份施加硫酸

铵，（ＮＨ４） ２ＳＯ４处理土壤样品；▲：１０ 月份施加氯化铵，ＮＨ４Ｃｌ 处理土壤样品；▼：１０ 月份施加硝酸钾，ＫＮＯ３处理土壤样品

３　 讨论

３．１　 甲烷氧化菌的数量对不同形态氮沉降增加的响应

甲烷氧化菌通过甲烷单加氧酶（Ｍｅｔｈａｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＭＭＯ）催化甲烷氧化，几乎所有已知的甲烷氧化

菌都能合成颗粒状甲烷单加氧酶 ｐＭＭＯ，编码 ｐＭＭＯ 的基因 ｐｍｏＡ 被作为特异的分子标记物广泛的应用于甲

烷氧化菌的分子生态学研究中［３７］。 在本研究中，定量 ＰＣＲ 分析结果显示各处理土样甲烷氧化菌的 ｐｍｏＡ 基

因丰度在夏季（８ 月）无显著性差异（１．５４—３．２０×１０６拷贝数 ／ ｇ 干土），这与该月份野外林地 ＣＨ４吸收通量在不

同处理间无显著差异的结果相一致［３２］。 八月份森林降水较多（土壤湿度在 ６８．３％—８１．２％之间，明显高于十

月份土壤湿度 ５５．５％—７２．４％，表 １），土壤湿度大，甲烷氧化是一个需氧的生物反应过程，过高的土壤含水量

会抑制氧化过程而减少甲烷吸收量。 已有的研究也发现，ＣＨ４的吸收量与土壤含水量成负相关关系［３８］。 此

外，由于夏季降水量集中，可观察到林地地表地势低处有甲烷排放，这也可能是造成森林地表夏季有高浓度甲

烷氧化现象的原因之一［３２］。 而秋季（１０ 月）甲烷氧化菌的 ｐｍｏＡ 基因丰度在不同施氮处理间差异性显著，在
施加 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 的 ２ 个处理（ＮＨ４） ２ＳＯ４和 ＮＨ４Ｃｌ 中，ｐｍｏＡ 基因丰度低于对照，尤其在（ＮＨ４） ２ＳＯ４处理中差异显

著，与该处理下野外林地甲烷吸收量偏低的结果相一致［３２］，表明 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 通过抑制了甲烷氧化菌的数量而降

低了甲烷吸收能力。 该结果与胡荣佳等报道的无机氮肥抑制土壤甲烷氧化能力的关键是 ＮＨ＋
４ 而非 ＮＯ－

３ 的结

论一致［３９］。 Ｄａｍ 等对纯培养甲烷氧化菌（Ｍｅｔｈｙｌｏｃｙｓｔｉｓ ｓｐ． Ｓｔｒａｉｎ ＳＣ２）的研究中也发现，当 ＣＨ４ 浓度低于
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４００ｐｐｍｖ 时，高浓度（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）ＮＨ＋
４ 会抑制 ｐＭＭＯ２（高亲和力甲烷单加氧酶）驱动的甲烷氧化过程［４０］。 其

原因可能是 ＮＨ＋
４ 和 ＣＨ４在分子结构上较为相似，导致 ＮＨ＋

４ 和 ＣＨ４对甲烷单加氧酶（ＭＭＯ）上的活性结合位点

相互竞争，特别是当 ＮＨ＋
４ 浓度较高时，ＮＨ＋

４ 能够把活性结合点上的 ＣＨ４驱赶下来，从而抑制甲烷氧化菌的生

长代谢，导致甲烷吸收量降低［４１］。 此外，ＮＨ＋
４ 对甲烷氧化菌的抑制还表现在 ＮＨ＋

４ 经硝化作用产生的 ＮＯ－
２ 以

及羟胺对甲烷氧化菌有毒害作用，但是由于 ＮＯ－
２ 和羟胺的不稳定性，该种毒害作用常发生在酸性土壤中，一

般认为中性土壤中难以造成 ＮＯ－
２ 和羟胺的积累而抑制甲烷氧化菌的代谢［３９，４２］。 与施加 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 处理相比，施
加 ＫＮＯ３实验处理小区土壤，ｐｍｏＡ 基因丰度与对照差异不明显，与野外林地两处理甲烷吸收量无差异相一

致，表明 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 肥不影响甲烷氧化菌的数量，与 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 施加不影响土壤甲烷吸收量的结果相一致［３２，４３］。
３．２　 甲烷氧化菌的组成对不同形态氮沉降增加的响应

根据甲烷氧化菌的生理生化特征以及对 ＣＨ４代谢途径和亲和力的差异，可将甲烷氧化菌分为 Ｔｙｐｅ Ｉ 型和

Ｔｙｐｅ ＩＩ 型两种类型，分别属于 γ⁃Ｐｒｅｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 α⁃Ｐｒｅｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 纲；Ｔｙｐｅ Ｉ 型甲烷氧化菌通过磷酸核酮糖

途径氧化 ＣＨ４，对 ＣＨ４亲和力低，但具有较强的繁殖能力，属于 ｒ⁃策略者［４４］，其常见类群包括：甲基单胞菌属

（Ｍｅｔｈｙｌｏｍｏｎａｓ）、甲基球菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｓ）等；而 Ｔｙｐｅ Ⅱ型利用丝氨酸途径氧化 ＣＨ４，对 ＣＨ４的亲和力高，属
于 ｋ⁃策略者，包括甲基弯曲菌（Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ）和甲基孢囊菌属（Ｍｅｔｈｙｌｏｃｙｓｔｉｓ）等；此外，人们将类似于 Ｔｙｐｅ Ｉ 型
荚膜甲基球菌（Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ）的甲烷氧化菌定义为 Ｘ 型，其代谢途径与 Ｔｙｐｅ Ｉ 型相同［１７⁃１８，４５］。 本研

究中检测到的 ｐｍｏＡ 基因序列分为 Ｔｙｐｅ Ｉ 型和 Ｔｙｐｅ Ⅱ型两类甲烷氧化菌，主要以 Ｔｙｐｅ Ｉ 型甲烷氧化菌为主，
其相对比例大于 ７０％（图 ２），造成这种现象的原因可能是：Ｔｙｐｅ Ｉ 型甲烷氧化菌在低 ＣＨ４高氧气环境中为优

势种群，而 Ｔｙｐｅ Ⅱ型甲烷氧化菌则在高 ＣＨ４低氧气环境中起主导作用［４６］。 此外，已有的研究发现 Ｔｙｐｅ Ｉ 型
甲烷氧化菌对土壤环境要求较苛刻，而 Ｔｙｐｅ Ⅱ型甲烷氧化菌有较强的生存能力，因此施氮过程会较大程度影

响 Ｔｙｐｅ Ｉ 型甲烷氧化菌的活性和群落组成，而对 Ｔｙｐｅ Ⅱ型甲烷氧化菌的群落组成无显著影响［２，４７］。
３．３　 季节变化对甲烷氧化菌响应氮素输入的影响

ＲＤＡ 分析结果表明森林土壤盐浸提有机碳 ／矿质氮比值与甲烷氧化菌群落组成呈显著相关性，再次印证

不同施氮处理是导致甲烷氧化菌群落组成差异的主要因素。 此外，ＲＤＡ 结果显示夏季（８ 月）样品和秋季（１０
月）样品被 ＲＤＡ Ａｘｉｓ １ 轴分开，表明甲烷氧化菌的群落组成在不同季节有明显变化，与该样地中甲烷通量随

季节变化的趋势和之前有关季节和温度变化显著影响甲烷氧化菌的群落组成和甲烷的产生与氧化能力的研

究报道一致［８，２０，３２］。 但本研究中施氮处理对甲烷氧化菌的丰度和群落组成的影响在夏季不显著，而在秋季均

表现出明显影响。 长白山阔叶红松混交林地属于温带大陆季风型气候，夏季平均温度保持在 ２５℃左右，而秋

季平均温度在 ５—１５℃范围内［３２］。 虽然嗜热性甲烷氧化菌相继被发现［４８⁃４９］，但多数甲烷氧化菌生长的适宜

温度在 ２０—３０℃之间。 长白山地区夏季较适宜的温度更有利于甲烷氧化菌的生长和活性，该影响可能超过

施氮本身的影响，从而使得其对长期施氮的响应不显著。 此外，也有不少研究表明，氮肥施用可通过促进植物

生长促进根系分泌更多碳源供给甲烷氧化菌从而促进甲烷氧化能力［５０⁃５１］；夏季植物生长旺盛对氮肥的吸收

利用较快，从而减弱了氮肥对土壤中甲烷氧化菌的抑制作用。

４　 结论

本研究对长期施加不同形态氮素模拟沉降增加条件下温带森林土壤中甲烷氧化菌的数量和群落组成的

季节性演变特征及其与土壤基质属性的耦合关系进行研究，结果表明，夏季不同施氮处理对甲烷氧化菌 ｐｍｏＡ
基因丰度无显著性差异，而秋季施加 ＮＨ４Ｃｌ 和（ＮＨ４） ２ＳＯ４处理降低甲烷氧化菌的丰度。 无论夏季和秋季，施
加不同形态氮的土壤中甲烷氧化菌均以适应低 ＣＨ４但有氧环境的 Ｔｙｐｅ Ｉ 型为主（相对丰度在 ７０．６％—８５．４％
之间），作为 Ｉ 型甲烷氧化菌的优势类群，Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ （Ｔｙｐｅ Ｉ）占 Ｔｙｐｅ Ｉ 型的 ５５．１％—９１．７％，在夏季不

同形态氮处理间无显著差异，但在秋季施加（ＮＨ４） ２ＳＯ４和 ＮＨ４Ｃｌ 处理中显著低于对照处理。 长白山地区夏季

较适宜的温度更有利于甲烷氧化菌的生长，以及夏季植物生长旺盛为甲烷氧化菌提供更多碳源，从而使得施

１６２８　 ２４ 期 　 　 　 张丹丹　 等：氮沉降对温带森林土壤甲烷氧化菌的影响 　
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氮对甲烷氧化菌的影响不如秋季显著。 这些结果解释了以往观测到的施铵态氮肥显著降低秋季林地甲烷净

吸收通量，而在夏季无显著影响的观测结果，一定程度上揭示了氮沉降影响森林土壤甲烷氧化季节性差异的

潜在的微生物机制。
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