
第 ３８ 卷第 ８ 期

２０１８ 年 ４ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．８
Ａｐｒ．，２０１８

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：国家重点基础研究发展规划（９７３）项目（２０１３ＣＢ９５６３００）； 国家自然科学基金项目（４１３７１２６５）

收稿日期：２０１７⁃０４⁃２７； 　 　 网络出版日期：２０１７⁃００⁃００

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｐｓｈｅｎ＠ ｒｃｅｅｓ．ａｃ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０１７０４２７０７７２

孙翼飞，沈菊培，张翠景，韩国栋，红梅，赵巴音那木拉，贺纪正．不同放牧强度下土壤氨氧化和反硝化微生物的变化特征．生态学报，２０１８，３８（８）：
　 ⁃ 　 ．
Ｓｕｎ Ｙ Ｆ， Ｓｈｅｎ Ｊ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｃ Ｊ， Ｈａｎ Ｇ Ｄ， Ｈｏｎｇ Ｍ， Ｚｈａｏ Ｂａｙｉｎｎａｍｕｌａ， Ｈｅ Ｊ Ｚ．Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒｓ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０１８，３８（８）：　 ⁃ 　 ．

不同放牧强度下土壤氨氧化和反硝化微生物的变化
特征

孙翼飞１，２，沈菊培１，２，∗，张翠景１，２，韩国栋３，红　 梅３，赵巴音那木拉３，贺纪正１，２

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 内蒙古农业大学生态环境学院，呼和浩特　 ０１００１９

摘要：土壤硝化及反硝化功能微生物在氮素可利用性、硝酸盐淋溶和氧化亚氮温室气体排放等方面起着关键作用，在指示不同

放牧强度对生态系统的影响及预测草地生态系统退化状况等方面具有重要意义。 本研究以内蒙古干旱半干旱草原不同放牧强

度（轻度、中度和重度）的长期试验样地为对象，应用定量 ＰＣＲ 和限制性末端片段长度多态性（Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，Ｔ⁃ＲＦＬＰ） 的方法，研究土壤氨氧化古菌 （ ａｍｍｏｎｉａ － ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ， ＡＯＡ）、氨氧化细菌 （ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ， ＡＯＢ）和反硝化细菌的丰度、群落结构和多样性对不同放牧强度的响应。 结果表明，土壤 ｐＨ 和铵态氮含量分别在

７．９０—８．１８ 和 ６．３７—３５．９２ ｍｇ ／ ｋｇ 之间，中度放牧处理显著增高了土壤 ｐＨ（Ｐ＝ ０．０３），而铵态氮含量在重度放牧处理中最高（Ｐ＝

０．０２）。 不同放牧强度下土壤异养呼吸相比未放牧处理均显著降低（Ｐ＝ ０．０２）。 土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度范围分

别为每克干土（４．９４—７．６０）× １０９个拷贝数和（０．６８—３．７５）× １０６个拷贝数，放牧处理对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度无显著影响，中度放

牧处理显著降低了 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度（Ｐ＝ ０．０４）；反硝化微生物 ｎｏｓＺ 基因丰度随在轻度放牧处理中最低（Ｐ ＝ ０．０３）。 土壤铵

态氮含量是影响 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度的主要因子，而 ｎｏｓＺ 基因丰度主要受反硝化底物含量及土壤通气状况的影

响。 冗余分析表明由放牧所引起的可利用性氮含量的变化是导致氨氧化和反硝化微生物群落结构显著变化的主要因素。
关键词：氨氧化古菌；氨氧化细菌；干旱半干旱草原；硝化潜势；反硝化酶活性；放牧
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放牧是草地生态系统主要的土地利用方式之一，动物的采食、践踏和排泄等行为直接或间接的影响草地

植物群落组成。 有研究表明，放牧显著降低了植物地上生物量，进而影响植物对土壤氮素的吸收，降低生态系

统生产力［１］，且不同放牧强度下地上植物生产力及植物群落组成有显著变化［２］。 植物是生态系统物质循环

的纽带，地上植物生物量、丰度及多样性的变化势必会影响地下生态系统功能及元素循环过程［３⁃４］。 因此，放
牧会直接或间接的影响土壤微生物代谢、生长和养分转化等。 Ｘｉｅ 和 Ｗｉｔｔｉｇ 研究发现，随着放牧强度的增加，
土壤有机质、有机氮含量显著降低［５］。 轻度放牧会增加土壤总氮含量，促进土壤氮素循环，有利于提高土壤

肥力，而重度放牧会降低土壤有效氮含量，从而影响植物氮吸收［６］。 放牧对植物生产力、土壤环境及氮素循

环的影响已有大量的研究［７⁃８］，而参与氮循环的土壤微生物对放牧强度的响应机制还不十分明确［９］。
氨氧化作用是土壤硝化作用的限速步骤，是氮循环过程的关键环节［１０］；氨氧化过程的产物硝酸盐通过反

硝化作用还原为一系列氮氧化气体和氮气，进而导致土壤氮素的损失及温室气体排放增加［１１⁃１２］，加剧全球气

候变化。 土壤硝化及反硝化功能微生物在氮素可利用性、硝酸盐淋溶和氮氧化气体排放等方面起着关键作

用。 有研究表明，放牧显著降低了荒漠草原氨氧化及反硝化微生物功能基因丰度，进而显著影响土壤中可利

用氮含量及生态系统氮素流失［１１］。 轻度放牧可显著刺激地下微生物活性，而中度和重度放牧通过改变土壤

异养呼吸、矿化和硝化过程，进而影响土壤氮库［１３⁃１５］。 理解放牧对微生物介导的氨氧化过程和反硝化过程的

影响及其反馈有助于认识草地生态系统氮素循环过程及其对人类活动及气候变化的响应机制，为草地生态系

统恢复及合理开发利用提供科学依据。
北方温带草原是我国重要的生态屏障，在涵养水源、防风固沙、调节气候、维持生物多样性和提供畜牧产

品等方面发挥着不可替代的作用。 近几十年来，我国草地不同程度地存在着过度放牧现象，草地退化严重。
本研究依托于内蒙古农牧科学院四子王旗试验基地不同放牧强度的试验，分析放牧强度对土壤理化性质、氨
氧化细菌（ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ， ＡＯＡ）微生物（ａｍｏＡ 基

因）及反硝化（如 ｎｏｓＺ 基因）功能微生物丰度、群落结构及多样性的影响，以探索草地生态系统土壤微生物对

放牧干扰的响应机制。

１　 材料与方法

１．１　 试验样地与设计

　 　 试验样地位于内蒙古农牧科学院四子王旗试验基地（４１°４７′１７″ Ｎ，１１１°５３′４６″ Ｅ），年平均气温在 ３．４ ℃，

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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年平均降水量在 １１０—２５０ ｍｍ 之间。 试验区植被属短花针茅荒漠草原的地带性植被，草场处于半干旱草原

和干旱半荒漠草原地带。 草地植物群落类型为短花针茅＋冷蒿＋无芒隐子草［１６］。
放牧试验开始于 ２００４ 年，整个试验区分为 １２ 个小区，划分为 ３ 个区组，每个区组有对照区（Ｃｏｎｔｒｏｌ，

ＣＫ）、轻度放牧区（Ｌｏｗ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ，ＬＧ）、中度放牧区（Ｍｉｄｄｌｅ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ，ＭＧ）和重度放牧区（Ｈｉｇｈ⁃ｌｅｖｅｌ
ｇｒａｚｉｎｇ，ＨＧ）４ 种处理，每个处理 ３ 个重复。 各小区位置完全随机分布，面积为 ４．４０ ｈｍ２。 放牧载蓄率分别为

对照 ０ 只 ／ ｈｍ２、轻度放牧 ０．９３ 只 ／ ｈｍ２、中度放牧 １．８２ 只 ／ ｈｍ２、重度放牧 ２．７１ 只 ／ ｈｍ２［１７］。 供试羊为当地成年

蒙古羯羊，每年总放牧期为 ６ 个月，放牧从 ６ 月初开始，到 １１ 月末结束。 试验区绵羊每 ３ 年更换一次。
土壤采集于 ２０１４ 年 ５ 月底。 每个小区以“Ｓ”形采集 ９ 个样点，每个采样点用直径 ５ ｃｍ 的土钻取 ０—２０

ｃｍ 土壤，混合后作为该小区供试土样。 剔除土壤中可见的石块和动植物残体后，土样带回实验室过 ２ ｍｍ 筛

后一部分保存于⁃ ８０ ℃超低温冰箱，用于分子生物学分析；另一部分土样自然风干，用于测定土壤基本化学

性质。
１．２　 土壤基本理化性质和微生物活性测定

新鲜土样在 １０５ ℃烘箱中烘干 １２ ｈ 测定土壤含水量（Ｓｏｉｌ Ｍｏｉｓｔｕｒｅ， ＳＭ）。 采用 ｐＨ 计以土水比 １∶２．５（ｇ ／
ｍＬ）测定土壤 ｐＨ（Ｄｅｌｔａ ３２０， Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅｄｏ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ Ｃｏ．， Ｓｈａｎｇｈａｉ， Ｃｈｉｎａ）。 采用常规重铬酸钾容量法—
外加热法，测定土壤有机碳（Ｓｏｉｌ Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃａｒｂｏｎ， ＳＯＣ）含量。 土壤铵态氮（ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ）和硝态氮（ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）用 １

ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钾提取（土水比 １：５，ｇ ／ ｍＬ），使用连续流动分析仪（ＳＡＮ＋＋， Ｓｋａｌａｒ， Ｈｏｌｌａｎｄ）测定浓度。
硝化潜势（Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ＰＮＲ）及反硝化酶活性（Ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ＤＥＡ）的测定分

别采用氯酸盐抑制法［１１］和乙炔抑制法［１２］，主要步骤同文献［１８］。 土壤异养呼吸（Ｓｏｉｌ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ，
Ｒｈ）是指微生物分解土壤有机质后释放 ＣＯ２的过程，其测定方法如下：称量 １０ ｇ 新鲜土壤加入到 １２０ ｍＬ 血清

瓶中，在 ２５ ℃条件下培养 ２４ ｈ， 用气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ ＧＣ Ｓｙｓｔｅｍ）测定产生的 ＣＯ２浓度［１９］。
１．３　 土壤 ＤＮＡ 提取和实时定量 ＰＣＲ

称取 ０．２５ ｇ 冻干土，按照 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭ Ｔｏｔａｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ 试剂盒（Ｍｏ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｉｎｃ．， Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，
ＣＡ， ＵＳＡ）所提供的方法提取土壤 ＤＮＡ。 采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， ＵＳＡ）测定 ＤＮＡ
的浓度和纯度。 ＤＮＡ 样品存储在⁃ ２０ ℃，１０ 倍稀释后用作下游分子实验的模板。

ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因的定量测定在 ｉＣｙｃｌｅｒ ｉＱ５ 仪器（Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， Ｉｎｃ．， ＵＳＡ）上
完成，使用的引物和扩增条件如表 １ 所示。 采用 ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ 作为荧光标记，反应体系为 ２５ μＬ，包含 １２．５
μＬ ２ ｘ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ（Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｊａｐａｎ），前后引物各 ０．５ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），２ μＬ 的 ＤＮＡ 模

板（１—１０ ｎｇ），其余用灭菌水补足。 用于标准曲线的质粒制备和提取参照之前文献中发表的方法［２３］，十倍连

续稀释的质粒用于构建定量 ＰＣＲ 的标准曲线，所有基因的扩增效率均保证在 ８５—９８％之间，Ｒ２为 ０．９９。 利用

溶解曲线和琼脂糖凝胶电泳确保扩增的特异性。
１．４　 末端限制性片段长度多态性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）

采用末端限制性片段长度多态性（Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， Ｔ⁃ＲＦＬＰ）方法来评估

放牧强度对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ，ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因群落结构的影响。 其原理是用荧光标记目标 ＤＮＡ 片段的末

端（５′端），酶切后产生长度不等的末端限制性长度片段（Ｔ⁃ＲＦｓ），经测序后输出带有 Ｔ⁃ＲＦｓ 长度大小及荧光

强度的图谱，图谱含有的波峰越多，表明微生物种类越丰富［２４］。 通过对不同样品图谱间波峰的比较，可得到

各功能基因群落结构和多样性在处理间的差异。 土壤 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增采用表 １ 所列引物，其中正向引物的

５′末端用 ６－ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ（ＦＡＭ）标记荧光用于 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 研究。 ＰＣＲ 产物用 Ｗｉｚａｒｄ ＳＶ Ｇｅｌ ａｎｄ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ⁃
Ｕｐ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ）纯化。 选取适当的限制性内切酶酶切纯化后的产物，即 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ
基因采用的内切酶是 Ｈｈａ Ｉ （ Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｊａｐａｎ）， ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因采用内切酶 Ｍｓｐ Ｉ （ Ｔａｋａｒａ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｊａｐａｎ）。 反应体系为 ２０ μＬ，包括酶（４ Ｕ）和 ＤＮＡ 样品（约 ５００ ｎｇ），在 ３７ ℃下酶切 ３ ｈ。 反应

产物送至测序公司（ＴＳＩＮＧＫＥ， Ｂｅｉｊｉｎｇ），利用 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ３７００ ＤＮＡ 分析仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ＵＳＡ）进行毛

３　 ８ 期 　 　 　 孙翼飞　 等：不同放牧强度下土壤氨氧化和反硝化微生物的变化特征 　
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细管电泳，检测酶切片段。 使用 ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ 软件（ＳｏｆｔＧｅｎｅｔｉｃｓ， ＵＳＡ）分析得到的图谱，合并长度相差 １ ｂｐ 的

片段。 Ｔ⁃ＲＦｓ 的相对丰度用每个片段的峰面积除以总的峰面积表示，相对丰度不到 １％的片段未参与计算。

表 １　 ＰＣＲ 所用的引物序列和反应条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ

基因名称
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列 （５′⁃３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′⁃ ３′）

反应条件
Ｔｈｅｒｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ ＣｒｅｎａｍｏＡ２３ｆ ＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＷＡＧＡＣＧ ｑＰＣＲ： ９５ ℃ １ ｍｉｎ； ３５ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９５ ℃ ／ ３０ ｓ； ５５ ℃ ／ ３０ ｓ， ７２ ℃ ／ ３０ ｓ

ＣｒｅｎａｍｏＡ６１６ｒ［２０］ ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴＣＣＡ
Ｔ⁃ＲＦＬＰ： ９４ ℃ ／ ５ ｍｉｎ； １０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９４ ℃ ／ ３０ ｓ， ６０ ℃ ／ ３０ ｓ （－０．５ ℃ ／
ｃｙｃｌｅ）， ７２ ℃ ／ ３０ ｓ； ２５ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９４ ℃ ／ ３０ ｓ， ５５ ℃ ／ ４５ ｓ， ７２ ℃ ／ １
ｍｉｎ， ７２ ℃ ／ ５ ｍｉｎ

ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ ａｍｏＡ⁃ １Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ ｑＰＣＲ： ９５ ℃ ／ １ ｍｉｎ， ３５ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９５ ℃ ／ ３０ ｓ， ６０ ℃ ／ ３０ ｓ， ７２ ℃ ／ ３０ ｓ

ａｍｏＡ⁃ ２Ｒ［２１］ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＧＴＴＣ
Ｔ⁃ＲＦＬＰ： ９４ ℃ ／ ５ ｍｉｎ； １０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９４ ℃ ／ ３０ ｓ， ６２ ℃ ／ ４５ ｓ（－０．５ ℃ ／
ｃｙｃｌｅ）， ７２ ℃ ／ １ ｍｉｎ； ２５ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９４ ℃ ／ ３０ ｓ， ５７ ℃ ／ ４５ ｓ， ７２ ℃ ／ １
ｍｉｎ， ７２ ℃ ／ ５ ｍｉｎ

ｎｏｓＺ ｎｏｓＺ２Ｆ ＣＧＣＲＡＣＧＧＣＡＡＳＡＡＧＧＴＳＭＳＳＧＴ ｑＰＣＲ： ９５ ℃ ／ １ ｍｉｎ； ６ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９５ ℃ ／ ３０ ｓ， ６３ ℃ ／ ３０ ｓ （⁃ １ ℃ ／
ｃｙｃｌｅ）， ７２ ℃ ／ ３０ ｓ； ３０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９５ ℃ ／ ３０ ｓ， ６０ ℃ ／ ３０ ｓ， ７２ ℃ ／ ３０ ｓ

ｎｏｓＺ２Ｒ ＣＡＫＲＴＧＣＡＫＳＧＣＲＴＧＧＣＡＧＡＡ

ｎｏｓＺ⁃Ｆ［２２］ ＣＧＹＴＧＴＴＣＭＴＣＧＡＣＡＧＣＣＡＧ Ｔ⁃ＲＦＬＰ： ９５ ℃ ／ ５ ｍｉｎ； ３０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９５ ℃ ／ ３０ ｓ， ６０ ℃ ／ ３０ ｓ， ７２ ℃ ／ ３０
ｓ， ７２ ℃ ／ ５ ｍｉｎ

　 　 （ｎｏｓＺ－Ｆ＋ｎｏｓＺ２Ｒ） 用于 ｎｏｓＺ 基因的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析

１．５　 统计分析

统计分析采用 Ｒ ３．３．２ 及 ＳＰＳＳ １９ 软件进行，当 Ｐ ＜ ０．０５ 时，差异显著。 单因素方差分析（Ｄｕｎｃａｎ 检验）
用来检验试验处理间的差异显著性。 以不同 Ｔ⁃ＲＦｓ 的相对丰度构建 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 矩阵，应用排列多元方差分析

（ＰｅｒＭＡＮＯＶＡ）评估不同放牧强度对土壤微生物群落结构及多样性的影响，以香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ）表征

微生物群落的多样性。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析用来评估土壤理化性质（即 ｐＨ、ＳＭ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、ＳＯＣ）、微生物

活性与土壤功能微生物丰度及群落多样性的相关性。 冗余分析（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）用来揭示土壤理

化性质对微生物群落结构的影响。

２　 结果与分析

２．１　 不同放牧强度对土壤理化性质和微生物活性的影响

不同放牧强度对土壤理化性质和微生物活性的影响见表 ２。 随放牧强度的增加，土壤 ｐＨ 波动范围为

７．９０—８．１８，在中度放牧处理中显著增加（Ｐ＝ ０．０３）。 放牧处理显著增加了土壤铵态氮含量（Ｐ＝ ０．０２），其含量

变化范围为 ６．３７—３５．９２ ｍｇ ／ ｋｇ，且在重度放牧处理中最高。 不同放牧强度土壤异养呼吸相比未放牧处理均

显著降低（Ｐ＝ ０．０２），波动范围为 １．５４—４．７０ μｌ·ＣＯ２ ｇ
－１ ｄ－１。 随放牧强度增加，土壤含水量、有机碳、硝态氮、

硝化潜势和反硝化酶活性无显著影响。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析发现，土壤 ｐＨ 与土壤呼吸显著负相关（ρ ＝ －０．６６，
Ｐ＝ ０．０２）。
２．２　 不同放牧强度对氨氧化和反硝化功能基因丰度的影响

应用定量 ＰＣＲ 技术测定土壤氨氧化菌 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因及反硝化细菌 ｎｏｓＺ 基因的丰度（图
１）。 不同放牧强度下 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度无显著差异（Ｐ ＝ ０．２６），基因丰度范围为每克干土（４．９４—７．６０） ×
１０９个拷贝数。 放牧强度对 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ（Ｐ＝ ０．０４）和 ｎｏｓＺ（Ｐ ＝ ０．０３）基因丰度有显著影响。 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰

度波动范围为每克干土（０．６８—３．７５） ×１０６个拷贝数，且在中度放牧处理中最低，与未放牧处理相比降低了

１８．１％。 ｎｏｓＺ 基因丰度范围为每克干土（２．４９—５．７８） ×１０８个拷贝数，且在轻度放牧处理中最低，与未放牧处

理相比降低了 ５７．６％。
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表 ２　 不同放牧强度下土壤理化性质与微生物活性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

轻度放牧
Ｌｏｗ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ

中度放牧
Ｍｉｄｄｌｅ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ

重度放牧
Ｈｉｇｈ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ

土壤含水量 Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％ ３．５０±０．３３ａ ３．８４±０．６１ａ ３．３７±０．１９ａ ３．１３±０．４４ａ
土壤 ｐＨ Ｓｏｉｌ ｐＨ ／ （Ｈ２Ｏ） ７．９０±０．２５ｂ ８．１６±０．０４ａｂ ８．１８±０．１１ａ ８．１２±０．０７ａｂ

有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ２９．３６±１．８１ａ ２９．１４±１．０５ａ ２９．０７±３．３５ａ ２６．８３±２．２２ａ

铵态氮含量 Ａｍｍｏｎｉａ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ６．３７±１．８１ｂ ８．１５±１．３８ｂ １５．３３±１．８７ｂ ３５．９２±１８．６２ａ

硝态氮含量 Ｎｉｔｒａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ７．０４±４．６８ａ ３．８５±０．７３ａ ７．５９±２．１６ａ ４．９３±２．２１ａ
硝化潜势 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ／ （ｍｇ ＮＯ－

２ ⁃Ｎ ｋｇ－１ ｈ－１） １．８５±０．１３ａ １．７１±０．１９ａ １．５１±０．３１ａ １．８５±０．１５ａ

反硝化酶活 Ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／
（μｇ·Ｎ２Ｏ ｋｇ－１ ｈ－１） ０．１３±０．０２ａ ０．０９±０．０７ａ ０．０２±０．００１ａ ０．０５±０．００３ａ

土壤异养呼吸 Ｓｏｉｌ ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ／
（μｌ ＣＯ２ ｇ－１ ｄ－１） ４．７０±２．１２ａ １．５４±０．１６ｂ １．５６±０．４０ｂ １．６３±０．３１ｂ

　 　 同一行数据后不同字母表示同一测量指标在不同处理间差异显著（Ｄｕｎｃａｎ 检验），显著性水平 Ｐ ＜ ０．０５；表中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３）

图 １　 不同放牧强度下土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ （ａ）、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ （ｂ）和 ｎｏｓＺ （ｃ）基因的丰度

Ｆｉｇ．１　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ ｇｅｎｅ （ａ）， ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ ｇｅｎｅ （ｂ）ａｎｄ ｎｏｓＺ ｇｅｎｅ （ｃ） ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ

ＣＫ：对照，ｃｏｎｔｒｏｌ；ＬＧ：轻度放牧，ｌｏｗ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ；ＭＧ：中度放牧，ｍｉｄｄｌｅ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ；ＨＧ：重度放牧，ｈｉｇｈ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析表明，ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度与土壤异养呼吸（Ｒｈ）显著负相关（ρ ＝ － ０．６９，Ｐ ＝ ０．０１），
ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度与铵态氮含量显著负相关（ρ＝ － ０．６０，Ｐ ＝ ０．０４）。 ｎｏｓＺ 基因丰度与铵态氮含量显著正相

关（ρ＝ ０．５８， Ｐ＝ ０．０４），与土壤含水量（ρ＝ － ０．７８，Ｐ ＜ ０．０１）显著负相关。
２．３　 不同放牧强度对氨氧化和反硝化群落结构的影响

不同放牧强度下 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析结果见图 ２。 使用 Ｈｈａ Ｉ 酶对土壤

ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因进行酶切，主要得到 ５ 个限制性末端片段（Ｔ⁃ＲＦｓ），其中 Ｔ⁃ＲＦｓ ５４１ ｂｐ、２６５ ｂｐ 和 ３５２ ｂｐ 为优

势片段，其平均相对丰度分别为 ５９．５％、２１．４％和 ９．３％。 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因获得 ６ 个主要 Ｔ⁃ＲＦｓ 片段，其中 Ｔ⁃
ＲＦｓ ７０ ｂｐ、１３０ ｂｐ、１５４ ｂｐ 和 １４１ ｂｐ 是主要的片段，其平均相对丰度分别为 ２５．３％、２４．７％、２２．２％和 ２０．７％。
反硝化 ｎｏｓＺ 基因主要获得 ６ 个片段，其中 Ｔ⁃ＲＦｓ １０９ ｂｐ、１９０ ｂｐ、７５ ｂｐ 和 ２０４ ｂｐ 为优势片段，其平均相对丰度

分别为 ４０．７％、１８．２％、１２．３％和 １０．８％。
以各功能基因 Ｔ⁃ＲＦｓ 的相对丰度为依据，以香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ Ｉｎｄｅｘ）表征 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ
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图 ２　 不同放牧强度下土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ （ａ）、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ （ｂ） 和 ｎｏｓＺ （ｃ） 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｔ⁃ＲＦｓ ｏｆ ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ ｇｅｎｅ （ａ）， ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ ｇｅｎｅ （ｂ） ａｎｄ ｎｏｓＺ ｇｅｎｅ （ｃ） ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ

ＣＫ：对照，ｃｏｎｔｒｏｌ；ＬＧ：轻度放牧，ｌｏｗ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ；ＭＧ：中度放牧，ｍｉｄｄｌｅ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ；ＨＧ：重度放牧，ｈｉｇｈ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ

基因群落多样性。 ＰｅｒＭＡＮＯＶＡ 结果表明，随放牧强度的增加，ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因群落多样

性均呈显著下降趋势，且中度和重度放牧处理显著低于轻度放牧处理（表 ３）。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析结果表明，
ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因群落多样性与 Ｒｈ 显著正相关（ρ ＝ ０．５２，Ｐ ＝ ０．０２；ρ ＝ ０．５５，Ｐ ＜ ０．０５），ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因

群落多样性与 ＳＯＣ 显著正相关（ρ＝ ０．４４，Ｐ ＜ ０．０５）。

表 ３　 不同放牧强度下 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因香农指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ ａｎｄ ｎｏｓＺ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｚｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ ｎｏｓＺ

对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １０．４６±０．０７ａ １０．７０±０．１２ａ １０．７８±０．０３ａ

轻度放牧 Ｌｏｗ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ １０．０７±０．１９ａ １０．１７±０．２４ａ １０．２６±０．１７ａ

中度放牧 Ｍｉｄｄｌｅ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ ９．０４±０．１２ｂ ９．３６±０．４９ｂ ９．２８±０．２０ｂ

重度放牧 Ｈｉｇｈ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ ８．７１±０．１３ｂ ８．９３±０．１９ｂ ９．００±０．１３ｂ
　 　 不同小写字母表示同一测量指标在不同处理间差异显著（Ｄｕｎｃａｎ 检验），显著性水平 Ｐ＜０．０５；表中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３）

不同放牧强度对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因群落结构有显著影响（Ｐ＝ ０．０４），而对 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因群落结构

无显著性影响。 应用冗余分析（ＲＤＡ）来评估微生物群落结构和土壤理化性质之间的关系（图 ３）。 结果表
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明：前两轴对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因群落的解释量分别为 ４０．１％和 １０．４％，且土壤 ＳＯＣ （Ｐ＝ ０．０３）、铵态氮（Ｐ＝ ０．０２）
及硝态氮（Ｐ＝ ０．０２）含量对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因群落结构有显著影响。 前两轴共同解释了 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因群落结

构变异程度的 ４５．７％，土壤 ｐＨ（Ｐ＝ ０．０８）是显著影响 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因群落变化的环境因子。 前两轴对 ｎｏｓＺ 基

因群落结构变异的解释度为 ３５．３％，且群落结构变化与硝态氮含量（Ｐ ＜ ０．０５）显著相关。

图 ３　 土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ （ａ）、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ （ｂ） 和 ｎｏｓＺ （ｃ） 基因群落组成和环境变量的冗余分析

Ｆｉｇ．３　 Ｂｉｐｌｏｔ ｏｆ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＲＤＡ） ｏｆ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ ｇｅｎｅ （ａ）， ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ

（ｂ） ａｎｄ ｎｏｓＺ ｇｅｎｅ （ｃ）

ｐＨ：土壤 ｐＨ，ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ；ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ：土壤含水量，ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ；ＳＯＣ：土壤有机碳，ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ：铵态氮含量，ａｍｍｏｎｉａ

ｃｏｎｔｅｎｔ；ＮＯ－
３ ⁃Ｎ：硝态氮含量，ｎｉｔｒａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＣＫ：对照，ｃｏｎｔｒｏｌ；ＬＧ：轻度放牧，ｌｏｗ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ；ＭＧ：中度放牧，ｍｉｄｄｌｅ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ；ＨＧ：重度放

牧，ｈｉｇｈ⁃ｌｅｖｅｌ ｇｒａｚｉｎｇ

３　 讨论

３．１　 不同放牧强度对土壤理化性质和微生物活性的影响

放牧对土壤理化性质的影响随着放牧强度的不同而变化。 本研究中土壤 ｐＨ 随放牧强度呈现先增加后

降低的趋势，与未放牧处理相比，尽管中度放牧显著增加了土壤 ｐＨ（Ｐ ＝ ０．０３），但二者仅相差 ０．２ 个单位。 有

研究表明，放牧会显著增加土壤 ｐＨ［２５⁃２６］，但本研究中土壤 ｐＨ 变化幅度较小，不足以作为评估放牧强度对土

壤功能微生物影响的主要指标。 放牧显著增加了土壤铵态氮的含量，这与其他学者的研究相一致［２７⁃２８］。 随

７　 ８ 期 　 　 　 孙翼飞　 等：不同放牧强度下土壤氨氧化和反硝化微生物的变化特征 　
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放牧强度的增加，进入土壤中的牲畜排泄物增加，进而增加土壤的铵态氮和硝态氮含量。 土壤异养呼吸是土

壤微生物活性的重要指标，反映了微生物对土壤有机质分解的速度和强度。 本研究中放牧强度显著降低了土

壤异养呼吸。 米智勇在研究不同放牧强度对该试验样地土壤理化性质的影响时发现，随放牧强度的增加，土
壤碳氮比显著下降，其波动范围为 ９．５６—１０．２６，波动幅度为 ０．６７［２９］，说明微生物碳源含量的降低是土壤异氧

呼吸显著降低的原因之一。
３．２　 不同放牧强度对土壤氨氧化和反硝化微生物的影响

氨氧化和反硝化微生物是土壤中重要的氮素转化功能微生物，是土壤氨氧化和反硝化过程的主要参与

者，其数量和活性与土壤生态系统氮循环密切相关。 有研究表明，放牧会显著增加 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ
基因丰度［３０］。 但本研究中，随放牧强度的增加，ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度无显著变化，ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度显著下

降。 造成这一结果的原因可能是：１）不同放牧处理显著影响了土壤 ｐＨ，但其值变异很小，始终在 ｐＨ 为 ８ 的

范围波动，而土壤 ＡＯＡ 的基因丰度无显著变化，这和我们前期的研究结果一致［３１］，即 ＡＯＡ 尽管在土壤中保

持很高的水平，但在碱性土壤中对氮的响应比 ＡＯＢ 更为不灵敏；２）有学者认为，氨氧化功能微生物丰度更易

受土壤理化性质的影响，而非放牧处理的影响［３２］，土壤可利用性底物含量是影响土壤氨氧化微生物的重要因

素［３３］。 随着放牧强度增加，土壤铵态氮含量也显著增加，而硝态氮在不同处理间无显著差异，可能是采样时

间离放牧处理的时间较近，由于放牧强度增大致使铵态氮大量累积；而氨氧化微生物主要以土壤中 ＮＨ３为底

物［３４］，重度放牧处理后短时间内土壤可利用的 ＮＨ３含量有限，进而显著影响 ＡＯＢ 的数量和群落多样性，而随

着时间的推移，ＡＯＢ 微生物可利用的底物也会逐渐增加，达到一个稳定的状态。 此外，放牧强度对 ＡＯＡ 基因

群落结构有显著影响，ＡＯＢ 基因群落结构无显著变化。 ＲＤＡ 结果显示土壤铵态氮和硝态氮含量对 ＡＯＡ 群落

具有显著影响，说明由放牧所导致的以牲畜排泄物形式进入土壤中的可利用氮含量增加是导致 ＡＯＡ 群落结

构变化的主要原因之一。
本研究中 ｎｏｓＺ 基因丰度与土壤铵态氮含量显著正相关。 有研究表明，ｎｏｓＺ 基因参与了反硝化作用的最

后一步，其丰度主要受底物含量、土壤通气状况及土壤 ｐＨ 等环境条件的影响［３５］。 放牧显著降低了 ＡＯＢ 基因

丰度，即降低了反硝化底物硝态氮的含量，且硝态氮含量在轻度放牧处理中最低，进而轻度放牧处理显著降低

了 ｎｏｓＺ 基因丰度，但随放牧强度的增加，土壤紧实度增加，通气性降低，促进反硝化细菌的生长，进而增加了

ｎｏｓＺ 基因丰度。 有研究指出 ｎｏｓＺ 基因丰度随放牧强度的增加无显著变化［３６］，这主要与研究区域的地理位

置、植物群落、土壤类型等因素有关［３７］，同时，目前关于放牧强度界定（轻度、中度和重度）的差异也是造成上

述结果不一致性的重要原因。 此外，ＲＤＡ 结果表明土壤硝态氮含量对 ｎｏｓＺ 基因群落结构有显著影响，说明

随着放牧强度的增加，由牲畜采食践踏所导致的土壤有机质矿化加剧，显著影响土壤中可利用氮含量，进而影

响土壤 ｎｏｓＺ 基因群落结构［３８⁃３９］。

４　 结论

（１）土壤 ｐＨ 和铵态氮含量分别在 ７．９０—８．１８ 和 ６．３７—３５．９２ ｍｇ ／ ｋｇ 之间，中度放牧处理显著增加了土壤

ｐＨ（Ｐ＝ ０．０３），而铵态氮含量在重度放牧处理中最高（Ｐ ＝ ０．０２）。 不同放牧强度下土壤异养呼吸相比未放牧

处理均显著降低（Ｐ＝ ０．０２）。
（２）ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度范围分别为每克干土（４． ９４—７． ６０） × １０９ 个拷贝数和（０． ６８—

３．７５） ×１０６个拷贝数，放牧处理对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度无显著影响，中度放牧处理显著降低了 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基

因丰度（Ｐ＝ ０．０４）；反硝化微生物 ｎｏｓＺ 基因丰度范围为每克干土（２．４９—５．７８） ×１０８个拷贝数，且在轻度放牧

处理中最低（Ｐ＝ ０．０３）。 土壤铵态氮含量是影响 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 功能基因 ａｍｏＡ 丰度的主要因子，而 ｎｏｓＺ 基因

丰度主要受反硝化底物含量及土壤通气状况影响。
（３）放牧显著影响了 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因群落结构，而 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ、ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 和 ｎｏｓＺ 基因群落多样性均随放

牧强度的增加而降低，且中度和重度放牧显著低于轻度放牧。 由放牧所引起的可利用氮素含量的变化是导致

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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氨氧化和反硝化微生物群落显著变化的主要因素。
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