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施肥方式对干旱半干旱地区土壤氨氧化微生物数量和
群落的影响

陈　 竹１，２，郭岩彬１，孟凡乔１，邵小明１，刘宝驹１，吴文良１，∗

１ 中国农业大学资源与环境学院， 北京　 １０００００

２ 贵州大学农学院， 贵阳　 ５５００００

摘要：氨氧化是硝化作用的限速步骤， 也是评估土壤氮循环和提高氮肥利用效率的重要指标。 以内蒙古农牧业科学院旱作实

验站长期定位实验为基础， 通过实时荧光定量 ＰＣＲ 和末端限制性片段长度多态性分析， 研究了 ５ 种施肥方式 （单施氮肥、单

施有机肥、氮磷钾配施、有机无机配施和不施肥） 对土壤氨氧化古菌 （ＡＯＡ） 和氨氧化细菌 （ＡＯＢ） 群落丰度、结构和活性的影

响。 结果表明：单施氮肥、氮磷钾肥配施以及有机无机肥配施均能显著提高 ＡＯＢ 的丰度以及土壤硝化潜势。 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ

ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ．１ 是不施肥土壤中主要的 ＡＯＢ 种群， 而施用氮肥后优势种群转变为 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ．２。 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ

的比例在施用有机肥处理土壤中显著升高。 在干旱半干旱地区， 土壤 ｐＨ 和含水量是解释 ＡＯＢ 群落结构变化的关键环境因

子。 ＡＯＡ 的丰度在单独施用氮肥处理中显著升高， 但不同施肥方式对 ＡＯＡ 的群落结构没有显著影响。
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硝化作用介导铵态氮向硝态氮转化的过程， 它不仅影响氮对植物的有效性， 还与面源污染和 温室气体

排放有关［１］。 氨氧化是硝化作用的限速步骤， 也是评估土壤氮循环的重要指标［２］。 氨氧化古菌 （ａｍｍｏｎｉａ⁃
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ， ＡＯＡ） 、氨氧化细菌 （ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＡＯＢ） ［２⁃４］和新近发现的全程氨氧化微生

物 （ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒ， Ｃｏｍａｍｍｏｘ） ［５］是氨氧化的主要参与者。 ＡＯＡ 是强酸性土壤中氨氧化作用的

主要驱动者［６］， 但 ＡＯＡ 最高仅能耐受 ２０ ｍＭ 的铵， 这远低于多数 ＡＯＢ 适宜的铵浓度 （５０—１０００ ｍｍｏｌ ／
Ｌ［７］）， 因此在高氮或碱性土壤中， 氨氧化过程多由 ＡＯＢ 主导［８⁃９］。

长期定位施肥会对氨氧化微生物的活性、群落丰度和结构产生深刻影响［１０］。 大量研究表明，中性和碱性

土壤上施用氮肥只改变 ＡＯＢ 的群落组成和丰度，酸性土壤上则影响 ＡＯＡ［１１⁃１４］。 但杨亚东等［１５］ 和罗培宇

等［１６］对水稻土和东北棕壤研究结果表明，施用氮肥后 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的群落丰度和多样性都显著升高。 这表

明淹水、低温和干旱等极端环境下可能产生独特的氨氧化微生物种群，它们对施肥的响应有待进一步研究。
干旱半干旱生态系统占全球陆地面积的 ４１％， 全球约有 ３８％ 的人口居住于此［１７］， 发展和可持续的矛盾

在这一地区非常突出。 目前， 对干旱半干旱地区农田土壤氨氧化微生物影响的报道较少。 本研究以内蒙古

农牧业科学院旱作实验站的长期定位实验为基础， 利用实时荧光定量 ＰＣＲ、末端限制性片段长度多态性

（Ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， Ｔ⁃ＲＦＬＰ） 和克隆文库分析：１） 长期施用化肥、有机肥对

干旱半干旱地区农田土壤 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 群落数量、结构以及活性的影响；２） 影响 ＡＯＢ、ＡＯＡ 群落变化的主要

环境因子。

１　 材料与方法

１．１　 实验设计与样品采集

本研究土壤样品采自中国农业大学武川长期定位试验地 （４０°５９′Ｎ， １１０°３３′Ｅ）， 土壤为栗钙土［１８］。 该

地属于温带大陆性季风气候， 年平均气温 ２．５℃， 年降雨量 ３４３．６ ｍｍ。 试验始于 ２００４ 年， 采用马铃薯—油

菜—莜麦一年一熟轮作制。 共设置 ５ 个处理， 肥料用量及配比根据测土配方施肥确定：对照 （ＣＫ， 不使用肥

料）、氮 （Ｎ， 单施尿素， ６０ Ｎ ｋｇ ／ ｈｍ２）、有机肥 （Ｏ， 单施羊粪， ３７．５ Ｎ ｋｇ ／ ｈｍ２， １５ Ｐ ２Ｏ５ｋｇ ／ ｈｍ２， ５５．５ Ｋ２Ｏ
ｋｇ ／ ｈｍ２）、氮磷钾 （ＮＰＫ， 尿素＋磷酸二铵＋氯化钾， ６０ Ｎ ｋｇ ／ ｈｍ２， ４５ Ｐ ２Ｏ５ｋｇ ／ ｈｍ２， ３０ Ｋ２Ｏ ｋｇ ／ ｈｍ２）、氮磷钾＋

有机肥 （ＮＰＫ＋Ｏ， 尿素＋磷酸二铵＋氯化钾 （６０ Ｎ ｋｇ ／ ｈｍ２， ４５ Ｐ ２Ｏ５ｋｇ ／ ｈｍ２， ３０ Ｋ２Ｏ ｋｇ ／ ｈｍ２） ＋羊粪 （３７．５ Ｎ
ｋｇ ／ ｈｍ２， １５ Ｐ ２Ｏ５ｋｇ ／ ｈｍ２， ５５．５ Ｋ２Ｏ ｋｇ ／ ｈｍ２））。 化肥混匀后在播种时开沟侧施， 有机肥于每年作物播种前均

匀撒在地表， 随翻土施入。 每个处理三个重复， 随机区组排列， 小区面积 ３ ｍ２， 试验区面积 ５０ ｍ２。 样品于

２０１２ 年 ７ 月采集，地上部作物为莜麦。 每小区用土钻随机采集 ５ 个土壤样品后均匀混合。 土壤样品过 ２ ｍｍ
筛后， 用于 ＤＮＡ 提取和酶活测定的样品保存于 －８０℃， 其余样品风干后保存待测。
１．２　 土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ 以水土比 １∶２．５ 测定。 土壤铵态氮及硝态氮用流动分析仪 （Ｂｒａｎ⁃Ｌｕｅｂｂｅ， Ｇｅｒｍａｎｙ） 测定。 土

壤有机质和全氮用碳氮分析仪 （Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｃｈｅｒ， ＵＳＡ） 测定。 土壤磷酸盐的测定依据 Ｏｌｓｅｎ 等［１９］ 的方法。
土壤 ＰＮＲ 采用氯酸钾抑制法测定［２０］。
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１．３　 ＤＮＡ 的提取及氨氧化微生物 ａｍｏＡ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ 测定

土壤 ＤＮＡ 由 ０．２５ ｇ 土壤用 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ｍｏｂｉｏ， ＵＳＡ） 依据说明书提取。 ＡＯＢ 的 ａｍｏＡ
基因实时荧光定量 ＰＣＲ 引物为 ａｍｏＡ⁃１Ｆ ／ ａｍｏＡ⁃２Ｒ［２１］。 反应程序为：９４℃预变性 １２０ ｓ；９４℃ 变性 ４５ ｓ， ５７℃
退火 １ ｍｉｎ， ７２℃ 延伸 ４５ ｓ， 共 ３５ 个循环。 ＡＯＡ 的 ａｍｏＡ 基因实时荧光定量 ＰＣＲ 引物为 ＣｒｅｎａｍｏＡ２３ｆ ／
ＣｒｅｎａｍｏＡ６１６ｒ［２２］。 反应程序为：９４℃ 预变性 ２ ｍｉｎ；９４℃ 变性 ４５ ｓ， ５３℃ 退火 １ ｍｉｎ， ７２℃ 延伸 ４５ ｓ， 共 ３５
个循环。 反应体系均为 ２０ μＬ：１０ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ （Ｔａｋａｒａ， 大连）， 上下游引物各 １ μＬ， ２ μＬ ＢＳＡ，
１ μＬ 的模板或标线 ＤＮＡ， ６ μＬ 灭菌超纯水。 标准曲线以 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的 ａｍｏＡ 基因克隆制备质粒。 ＡＯＡ 在

８３℃ 收集反应荧光信号， 氨氧化细菌在 ８１℃ 收集反应荧光信号以防止引物二聚体所引起的误差。 反应完

成后设置溶解曲线用以检验产物的特异性， 其程序为 ５５℃ 至 ９９℃ 之间， 每 １℃读数一次。 ｑＰＣＲ 扩增反应

在 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ （ＡＢＩ， ＵＳＡ） 上进行。
１．４　 ａｍｏＡ 基因的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析

ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析用 ａｍｏＡ⁃ ２Ｒ 和 ６⁃ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ （ＦＡＭ） 标记的 ａｍｏＡ⁃ １Ｆ 作为引物。
ＰＣＲ 程序为 ９４℃ 变性 ５ ｍｉｎ；然后 ９４℃ 变性 ３０ ｓ、５７℃ 退火 ３０ ｓ、７２℃ 延伸 ６０ ｓ， 共 ３５ 个循环；最后 ７２℃
延伸 １０ ｍｉｎ。 电泳检测 ＰＣＲ 产物特异性， 用 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒 （Ａｘｙｇｅｎ， ＵＳＡ） 纯化。 纯化产物用限制

性内切酶 Ｍｓｐ Ｉ （ ＮＥＢ， ＵＫ） 酶切。 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析用 ＣｒｅｎａｍｏＡ６１６ｒ 和 ＦＡＭ 标记的

ＣｒｅｎａｍｏＡ２３ｆ 作为引物。 ＰＣＲ 程序为 ９４℃ 变性 ５ ｍｉｎ；然后 ９４℃ 变性 ３０ ｓ、６０℃ 退火 ３０ ｓ、７２℃ 延伸 ６０ ｓ，
共 ３５ 个循环；最后 ７２℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 电泳检测 ＰＣＲ 产物特异性， 然后用 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒 （Ａｘｙｇｅｎ）
纯化 ＰＣＲ 产物。 纯化产物用限制性内切酶 Ｍｂｏ Ｉ （ＮＥＢ） 酶切。 酶切产物与甲酰胺和 ＧｅｎｅＳｃａｎＴＭ⁃ ５００ Ｌｉｚ
（ＡＢＩ） 混合。 酶切片段长度用 ＡＢＩ⁃ＰＲＩＳＭ ３０３０ＸＬ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ａｎａｌｙｚｅｒ （ＡＢＩ， ＵＫ） 软件检测。 每个峰的相对丰

度用 ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ ｖｅｒｓｉｏｎ ２．２ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｏｆｔｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｃｏｍ） 软件进行分析。
１．５　 克隆文库的构建与分析

将每个处理 ３ 个重复的 ＤＮＡ 单独进行 ＰＣＲ 扩增，扩增体系同 １．４。 每个处理的 ＰＣＲ 产物等体积混合后

用 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 载体 （ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ， Ｂｅｉｊｉｎｇ） 进行克隆并测序。 序列由 ＢＬＡＳＴ⁃Ｎ 在线比对验证。 ＡＯＢ 和

ＡＯＡ 分别构建 ５ 个文库，每个文库包含 １２ 条序列。 用 ＭＥＧＡ ｖ．４．０ 以 ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建进化树。
１．６　 统计分析

使用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 的 Ｄｕｎｃａｎ′ ｓ 检验在 Ｐ ＜ ０． ０５ 水平计算各指标在处理间的差异显著性。 用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性指数计算各指标之间的相关性。 用 Ｒ 语言 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．Ｒ⁃ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ） 的“Ｖｅｇａｎ”程序包进

行 ＡＮＯＳＩＭ 分析以比较处理间 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的群落结构的相似性， 冗余分析 （ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ） 结

合 ＢＩＯＥＮＶ 来分析环境因子对群落的影响， 控制方差膨胀因子使其小于 １０， 并用蒙特卡洛置换检验分析环

境因子和群落之间的相关性。

２　 结果

２．１　 土壤理化性质

受长期耕作却未及时补充肥料的影响， ＣＫ 土壤中有效态营养成分 （ＮＨ＋
４、ＮＯ

－
３ 和有效磷） 以及 ＴＮ、ＴＣ

和 ＳＯＣ 含量都显著低于其他处理 （表 １）。 与 ＣＫ 相比， Ｎ 处理土壤的 ＴＮ、ＮＨ＋
４ 和 ＮＯ－

３ 含量显著升高， 而土

壤 ｐＨ 显著降低。 施用有机肥处理 （Ｏ 和 ＮＰＫ＋Ｏ） 土壤的 ＴＣ、ＴＮ 和 ＳＯＣ 含量显著高于其他处理。 受磷肥施

用影响， 土壤磷酸盐含量由高到低依次是 ＮＰＫ＋Ｏ ＞ ＮＰＫ ≈ Ｏ ＞ Ｎ ≈ ＣＫ。
２．２　 硝化潜式和氨氧化微生物群落丰度

施用尿素的处理 （Ｎ、ＮＰＫ 和 ＮＰＫ＋Ｏ） 土壤的 ＰＮＲ 显著高于 Ｏ 处理和 ＣＫ （图 １）。 相关性分析表明，
ＰＮＲ 与 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的 ａｍｏＡ 基因拷贝数分别呈极显著正相关 （ ｒ＝ ０．９１２， Ｐ＜０．０１）和显著正相关 （ ｒ＝ ０．５４２，
Ｐ＜０．０５； 表 ２）。 ＰＮＲ 与 ＮＯ－

３（ ｒ＝ ０．６６３， Ｐ＜０．０１； 表 ２） 和 ＮＨ＋
４ 含量 （ ｒ＝ ０．５９８， Ｐ＜０．０５； 表 ２） 显著正相关。

９７５４　 １１ 期 　 　 　 陈竹　 等：施肥方式对干旱半干旱地区土壤氨氧化微生物数量和群落的影响 　
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表 １　 土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

对照
ＣＫ

氮
Ｎ

有机肥
Ｏ

氮磷钾
ＮＰＫ

氮磷钾＋有机肥
ＮＰＫ＋Ｏ

含水量 Ｍｏｉｓｔｒｕｅ ／ ％ ７．０５±０．６７ａ ６．９０±０．５７ａ ７．５４±０．２７ａ ６．４１±０．５４ａ ７．１３±０．４３ａ
ｐＨ （Ｈ２Ｏ） ７．６９±０．１１ａｂ ７．５８±０．０９ｂ ７．８２±０．０２ａ ７．８２±０．０５ａ ７．７１±０．０８ａｂ

全碳 Ｔｏｔａｌ Ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ８．４３±０．２３ｃ ８．９９±０．８６ｂｃ １２．３８±０．３９ａ ９．４９±０．４３ｂ １２．２５±０．４８ａ

全氮 Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ０．７８±０．０４ｃ ０．８９±０．１１ｂ １．１３±０．０３ａ ０．９０±０．０５ｂ １．１３±０．０４ａ

碳氮比 Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ １０．３８±０．３８ａ １０．１３±０．２８ｂ １０．９１±０．０９ａ １０．５８±０．１４ａｂ １０．８６±０．３１ａ

有机碳 Ｓｏｉｌ Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ７．６５±０．２５ｃ ７．９９±０．２８ｃ １０．０７±０．８６ａｂ ８．７９±０．２８ｂｃ １１．３４±０．２５ａ

铵态氮 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ８．６４±０．７０ｂ １３．３１±１．５１ａ ８．５５±１．７５ａｂ ７．０９±０．５４ｂ １０．５４±３．９７ａｂ

硝态氮 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ８．８８±０．３１ｃ ２７．８９±４．４７ａ １０．８４±１．３６ｂｃ １０．７５±１．０３ｂｃ １８．８５±４．５９ａｂ

磷酸盐 Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ４７．４４±１．４１ｃ ４５．３６±２．８５ｃ ６６．１５±３．２８ｂ ６６．６９±１．８７ｂ ８３．８９±２．６４ａ

　 　 ∗处理：不施肥 （ＣＫ）；氮 （Ｎ）；有机肥 （ＯＭ）；氮磷钾 （ＮＰＫ）；氮磷钾＋常量有机肥 （ＮＰＫ＋Ｏ）。 平均值±标准误 （ｎ＝ ３）；同一行中所带字母

不相同， 表示处理之间有显著差异性 （Ｐ ＜ ０．０５）

图 １　 不同处理土壤的硝化潜式和氨氧化细菌和氨氧化古菌的数量

Ｆｉｇ．１　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

∗处理：不施肥 （ＣＫ）；氮 （Ｎ）；有机肥 （Ｏ）；氮磷钾 （ＮＰＫ）；氮磷钾＋有机肥 （ＮＰＫ＋Ｏ）；平均值＋标准误 （ｎ＝ ３）；不同字母表示不同处理间

有显著差异性 （Ｐ ＜ ０．０５）

表 ２　 ＡＯＡ、ＡＯＢ 丰度与 ＰＮＲ、土壤化学性质的相关性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ＰＮＲ

含水量
Ｍｏｉｓｔｒｕｅ ｐＨ

全碳
Ｔｏｔａｌ
ｃａｒｂｏｎ

全氮
Ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ

有机碳
Ｓｏｉｌ

ｏｒｇａｎｉｃ
ｃａｒｂｏｎ

铵态氮

ＮＨ＋
４⁃Ｎ

硝态氮

ＮＯ－
３⁃Ｎ

磷酸盐
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

硝化潜式
ＰＮＲ

氨氧化古菌 ＡＯＡ －０．４７７ －０．２７６ －０．１３９ －０．０３４ －０．５４５∗ －０．１７１ ０．３４９ ０．５７０∗ －０．０９ ０．５４２∗

氨氧化细菌 ＡＯＢ －０．１６６ －０．３４３ ０．１７ ０．２６９ －０．４０２ ０．３４５ ０．４４３ ０．６４１∗ ０．４３９ ０．９１２∗∗

硝化潜式 ＰＮＲ －０．０４２ －０．３８ ０．１７２ ０．２７４ －０．４０１ ０．３３９ ０．５９８∗ ０．６６３∗∗ ０．４６７

　 　 ∗ｎ＝１５； ∗ Ｐ ＜ ０．０５； ∗∗ Ｐ ＜ ０．０１

不同施肥处理土壤 ＡＯＡ 的 ａｍｏＡ 基因拷贝数为 （１．６５×１０７—３．３４×１０７）拷贝数 ／ ｇ 干土， 高于 ＡＯＢ 的

ａｍｏＡ 基因拷贝数 （５．９９×１０５—１．２１×１０７）拷贝数 ／ ｇ 干土， ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 为 １９．２９－３．３８ （图 １）。 在所有处理中，
土壤 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因拷贝数在施用尿素处理 （Ｎ、ＮＰＫ、ＮＰＫ＋Ｏ） 土壤中显著高于 ＣＫ 和 Ｏ 处理 （图 １）， 这与
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ＰＮＲ 的趋势一致。 Ｎ 处理土壤 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因拷贝数显著高于 ＣＫ 和 Ｏ 处理 （图 １）。 ＡＯＢ （ ｒ ＝ ０．６４１， Ｐ＜
０．０５； 表 ２） 和 ＡＯＡ （ ｒ＝ ０．５７０， Ｐ＜０．０５； 表 ２） 的 ａｍｏＡ 基因拷贝数都与 ＮＯ－

３ 含量呈显著的正相关关系。 另

外， ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因拷贝数与碳氮比呈显著的负相关关系 （ ｒ＝ －０．５４５， Ｐ＜０．０５； 表 ２）。
２．３　 氨氧化微生物群落结构

基于 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析得到 ５ 个末端限制性片段（图 ２）。 ＡＮＯＳＩＭ 分析表明各处理间土壤

ＡＯＡ 群落间没有显著性差异 （Ｒ＝ ０．０８， Ｐ＝ ０．２０２； 表 ３）。 基于 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析得到 ４ 个末端

限制性片段， 包括 ｔＲＦ ６０ ｂｐ、ｔＲＦ １５６ ｂｐ、ｔＲＦ ２３５ ｂｐ 和 ｔＲＦ ２５６ ｂｐ （图 ２）。 ｔＲＦ １５６ ｂｐ 在 ＣＫ 处理土壤中的

相对丰度显著高于其他处理， Ｎ 处理土壤中 ｔＲＦ ２５６ ｂｐ 的相对丰度最高。 Ｏ 处理土壤中 ｔＲＦ ６０ ｂｐ 的相对丰

度显著高于其他处理。 ＡＮＯＳＩＭ 分析表明各处理间土壤 ＡＯＢ 群落都有显著性差异 （Ｐ ＜ ０．０５； 表 ３）。

图 ２　 不同处理中土壤氨氧化古菌和氨氧化细菌的群落结构

Ｆｉｇ．２　 Ｔ⁃ＲＦＬＰ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｃｈａｅａ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

∗平均值＋标准误 （ｎ＝ ３）

表 ３　 氨氧化细菌和古菌群落的 ＡＮＯＳＩＭ 分析

Ｔａｂｌｅ ３　 ＡＮＯＳＩＭ Ｒ ａｎｄ Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｅｒ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｔ⁃ＲＦＬＰ ｄａｔａ
ＡＯＡ 氨氧化古菌 ＡＯＢ 氨氧化细菌

Ｒ Ｐ Ｒ Ｐ

对照⁃氮 ＣＫ⁃Ｎ ０．２ ０．０７７ １ ０．００５

对照⁃有机肥 ＣＫ⁃Ｏ ０．０２２２ ０．４０９ ０．６７４ ０．００５

对照⁃氮磷钾 ＣＫ⁃ＮＰＫ ０．０２２２ ０．２９４ ０．８８２ ０．００２

对照⁃氮磷钾＋有机肥 ＣＫ⁃ＮＰＫＯ ０．２５９３ ０．０５ ０．７７３ ０．００１

氮⁃有机肥 Ｎ⁃Ｏ ０．４０７４ ０．６２５ ０．８２２ ０．００４

氮⁃氮磷钾 Ｎ⁃ＮＰＫ ０．２ ０．３２２ １ ０．００４

氮⁃氮磷钾＋有机肥 Ｎ⁃ＮＰＫＯ ０．７６３ ０．２３２ ０．４３７ ０．００３

有机肥⁃氮磷钾 Ｏ⁃ＮＰＫ ０．１１１１ ０．１５ ０．５２６ ０．００２

有机肥⁃氮磷钾＋有机肥 Ｏ⁃ＮＰＫＯ ０．４３７ ０．００３ ０．４９６ ０．０１７

氮磷钾⁃氮磷钾＋有机肥 ＮＰＫ⁃ＮＰＫＯ ０．４３７ ０．００４ ０．３１９ ０．０４４

所有处理 Ｔｏｔａｌ ０．０８ ０．２０２ ０．６１９ ０．００１

通过构建 ＡＯＢ 文库， 检测到 ４ 个 ｔＲＦ 片段， 包括 ｔＲＦ ２５６ ｂｐ、ｔＲＦ ２３５ ｂｐ、ｔＲＦ １５６ ｂｐ 和 ｔＲＦ ６２ ｂｐ
（ 图 ３）。系统发育树表明所有序列都属于亚硝化螺菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ），主要分为Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ．１、Ｃｌｕｓｔｅｒ
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图 ３　 不同处理中氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因的遗传进化树

Ｆｉｇ．３　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｍｅｓｓ

　 图 ４　 不同土地利用方式下土壤氨氧化细菌群落结构 ＲＤＡ 分析
Ｆｉｇ．４　 ＲＤＡ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｔ⁃ＲＦＬＰ ｄａｔａ
∗不施肥 （ＣＫ）；氮 （Ｎ）；有机肥 （Ｏ）；氮磷钾 （ＮＰＫ）；氮磷钾＋有
机肥 （ＮＰＫ＋Ｏ）

３ａ．２、Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ、Ｃｌｕｓｔｅｒ ９ 和 Ｃｌｕｓｔｅｒ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ。 ＣＫ 土壤

中主要种群为 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ．１ （７５％），而在 Ｎ、
Ｏ、ＮＰＫ 和 ＮＰＫ ＋Ｏ 处理的土壤中 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ Ｃｌｕｓｔｅｒ
３ａ．２ 的比例更高（ ＞５０％）。 属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ Ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ
的序列仅在 Ｏ 处理的土壤中检测到，其模拟酶切 ｔＲＦ
片段大小为 ６０ ｂｐ。 仅在 Ｎ 处理的土壤中发现模拟酶

切 ｔＲＦ 片段大小为 ２５６ ｂｐ 的序列，它与 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ｓｐ．
Ｎｓｐ５８ （ Ｃｌｕｓｔｅｒ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ） 有 很 高 的 相 似 性 （ ９７％
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ）。 ＲＤＡ 和 ＢＩＯＥＮＶ 分析表明 ｐＨ 和土

壤含水量可以完全解释 ＡＯＢ 群落的变化 （１００％），是
影响 ＡＯＢ 群落结构变化的关键因子 （ｒｈｏ ＝ ０．１７９， Ｐｒ ＜
０．０５） （图 ４）。 通过构建 ＡＯＡ 文库， 检测到 ７ 个 ｔＲＦ
片段， 包括 ｔＲＦ７５ ｂｐ、 ｔＲＦ １３１ ｂｐ、 ｔＲＦ ３２４ ｂｐ、 ｔＲＦ ４１７
ｂｐ、ｔＲＦ ４３８ ｂｐ、ｔＲＦ ４４１ ｂｐ 和 ｔＲＦ ５５０ ｂｐ， 系统发育树

表明所有序列都属于 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ． １ｂ （ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒｅ，
图 ５）。
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图 ５　 不同处理中氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因的遗传进化树

Ｆｉｇ．５　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｃｈａｅａ ａｍｏＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｍｅｓｓ

３　 讨论

不同施肥处理土壤 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因拷贝数在 （１．６５×１０７—３．３４×１０７）拷贝数 ／ ｇ 干土之间， 高于 ＡＯＢ ａｍｏＡ
的基因拷贝数 （５．９９×１０５—１．２１×１０７） 拷贝数 ／ ｇ 干土， 这与在潮土［１３］、碱性壤土［１１］、红壤［１２］上的研究结果一

致。 多数研究表明， 碱性土壤中施用氮肥不影响 ＡＯＡ 群落丰度［１１， ２３］， 但在本研究中， 无论施用化肥还是有

机肥， ＡＯＡ 数量都有升高的趋势，其中，单施尿素处理土壤 ＡＯＡ 数量显著高于 ＣＫ （图 １）， 这与 Ｈｕ 等［２４］ 在

干旱半干旱草原上的研究结果一致。 在干旱环境中， 极低的土壤含水量会阻断物质传递， 受根系和微生物

吸收铵时分泌氢离子影响，土壤中可能形成大量利于 ＡＯＡ 繁殖的酸性微环境。
Ｎ、ＮＰＫ 和 ＮＰＫ＋Ｏ 处理土壤的 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因拷贝数和 ＰＮＲ 显著高于 ＣＫ （图 １）， 这与 Ｓｈｅｎ［１１］、Ｃｕｉ［２３］

等在碱性土壤上的结果一致， 表明施用化肥后会促进 ＡＯＢ 的增长， 增大硝态氮淋洗的风险。 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基
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因克隆文库的结果表明， ９３％以上的序列都属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ （图 ４）。 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ 在农田土

壤 ＡＯＢ 群落中的主导地位已经被广泛验证［１，１０］。 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析和文库分析均表明， Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ．１
是 ＣＫ 处理中的优势种群， 而施用氮肥后，优势种群转变为 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ．２ （图 ２， 图 ３）。 这与

Ｇｕｏ［２５］和 Ｃｈｅｎ［２６］等的研究结论一致。 与 ＣＫ 相比， 施用有机肥没有增加 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因拷贝数 （图 １）。 有

机肥中的铵态氮矿化缓慢， 而且有机肥的施用可能促使其他土壤微生物生长并与 ＡＯＢ 竞争无机氮［２７⁃２８］。 值

得注意的是， Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ 的比例在 Ｏ 处理土壤中显著升高 （图 ２， 图 ３）， 表明与 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ
ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ 相比，Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒｉａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ 更适应有机氮源［１２，２９］。

ＢＩＯＥＮＶ 和 ＲＤＡ 分析表明 ｐＨ 和含水量是解释 ＡＯＢ 群落结构的最佳环境因子组合。 对大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉ
氨转运膜蛋白 ａｍｔＢ 的研究发现， ａｍｔＢ 只能转运 ＮＨ３而不能转运 ＮＨ＋

４
［３０］。 ｐＨ 降低时， ＮＨ３会被离子化形成

ＮＨ＋
４ 从而降低了氨对 ＡＯＢ 的有效性。 Ｈｕ 等［２４］的研究表明，只有在供水条件下，施肥才能改变干旱地区土壤

氨氧化微生物的群落结构和丰度。 在干旱缺水条件下，施用的肥料会因无法溶解而难以被 ＡＯＢ 所利用。 此

外，无论尿素还是有机氮都需经过微生物代谢才能形成氨，而土壤含水量直接影响微生物的活性。 总的来说，
在干旱半干旱地区， 土壤 ｐＨ 和含水量都可以通过改变氨的生物有效性来影响氨氧化微生物的群落结构。
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