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不同土地利用方式土壤氨氧化微生物和反硝化微生物
时空分布特征
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摘要：研究不同土地利用方式下氮循环相关微生物在不同土壤剖面的分布，可为认识和理解土壤氮转化过程提供科学依据。 土

壤氨氧化微生物和反硝化微生物在调节氮肥利用率、硝态氮淋溶和氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）排放等方面有着重要作用。 以北京郊区农

田和林地两种土地利用方式为研究对象，分析土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势在 ０—１００ ｃｍ 土壤剖面上的季节分布（春季

和秋季），并通过实时荧光定量 ＰＣＲ 方法表征土壤氨氧化和反硝化微生物的时空分布特征。 结果表明，农田土壤氨氧化潜势、
亚硝酸盐氧化潜势、氨氧化微生物和反硝化微生物丰度均显著高于林地土壤，且随土壤深度增加而显著降低。 除氨氧化古菌

ａｍｏＡ 基因丰度在不同季节间无显著差异外，春季土壤氨氧化细菌（ａｍｏＡ 基因）、反硝化微生物 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 和典型 ｎｏｓＺ Ｉ 基因的

丰度均显著高于秋季。 土壤有机质、总氮、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量与氨氧化微生物和反硝化微生物的功能基因丰度显著相关。 综

上，不同土地利用方式下土壤氮循环相关微生物的丰度与土壤氮素的可利用性和转化过程紧密相关，研究结果对土壤氮素利用

和养分管理提供了重要的参考依据。
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ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒａｔｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｓｅ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｙｓｔｅｍ． Ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｄｅｅｐ ｓｏｉｌ ｓｈｅｄ ｎｅｗ ｌｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｓｔｕｄｉｅｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｌａｎｄ ｕｓｅ； ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ； ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒｓ； ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ｐｒｏｆｉｌｅ； ａｍｏＡ ｇｅｎｅ； ｓｅａｓｏｎａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

氮是植物生长的重要营养元素之一，对农业生态系统具有重要作用。 硝化和反硝化过程是氮循环主要过

程，均为微生物所驱动，两者共同调节植物和微生物可利用氮含量，也是土壤 Ｎ２Ｏ 产生的主要途径［１］。 氮循

环过程受多种因素的影响，包括气候，土壤类型，施肥和土地利用方式等［２—３］。 土地利用方式通过改变土壤理

化性质和养分有效性等影响地上地下生态系统功能。 Ｓｈｅｎ 等［４］研究了酸性红壤在 ５ 种不同土地利用方式下

古菌和氨氧化微生物，发现土地利用方式显著影响古菌群落结构，且氨氧化古菌（Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ，
ＡＯＡ）对土地利用方式变化的响应比氨氧化细菌（Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ， ＡＯＢ）敏感。 Ｌｉｕ 等［５］ 研究发现

灌区撂荒地和农耕地表层和底层土壤氮转化速率和氨氧化微生物数量存在显著差异，农耕地土壤的 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ 数量显著高于撂荒地。 Ｚｕｌｋａｒｎａｅｎ 等［６］研究了我国亚热带红壤地区林地和旱地农田土壤中的硝化作用，
结果表明旱地土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 数量和净消化速率高于林地土壤，但二者的 Ｎ２Ｏ 排放速率没有显著差异。 可

见，土地利用方式的改变对土壤硝化过程的影响还没有统一的定论，特别对驱动氨氧化和反硝化过程的微生

物群落的季节影响还有待深入［４］。 本文主要对比分析农田和林地两种土地利用方式下氨氧化微生物和反硝

化微生物的季节变化特征，可为预测土壤硝酸盐淋溶和环境氮损失提供参考。
土壤是异质性较高的体系，其生物和化学性质在不同剖面上存在显著差异。 深层土壤氧含量较低，温度

变化小，土壤溶液或水分停留时间较长［７］。 在灌溉和降水的水力驱动下，硝酸盐和活性溶解性有机碳组分将

向深层土壤迁移，改变深层土壤养分组成［８—９］，进而影响土壤微生物群落。 由于表层土壤的微生物生物量大，
活性高，当前对其生物地球化学过程的研究给予了极高的关注。 有研究表明深层土壤储存着大量的有机碳，
且具有相当丰富和多样的土壤微生物。 ４０—２００ ｃｍ 土壤的微生物量可占 ２００ ｃｍ 土壤剖面微生物全量的

３５％，这些深层土壤微生物在土壤成土过程、污染物降解和维持地下水水质等生态功能方面具有重要作

用［１０］。 因此，研究不同土地利用方式下硝化、反硝化微生物沿土壤剖面的动态变化对认识硝酸盐的垂直淋溶

过程具有重要的实践指导意义。

８４８５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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目前对不同土地利用方式下土壤氮转化过程及微生物机制已有不少研究，但对土壤硝化和反硝化微生物

的时空分布特征的认识还不够。 本文通过采集华北平原典型潮土两种土地利用方式 ０—１００ ｃｍ 的剖面样品，
研究玉米地和林地土壤氨氧化微生物和反硝化微生物丰度垂直分布特征，并探讨其与剖面土壤硝酸盐的关

系，旨在为调控和减少硝酸盐淋溶风险、降低土壤 Ｎ２Ｏ 排放提供重要的理论指导。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集

采样地点位于北京市延庆区某奶牛养殖场附近的玉米地和邻近的次生林地（４０°２９′Ｎ，１１５° ５６′Ｅ），土壤

类型均为粉砂质粘壤土（美国制），容重为 １．３１ ｇ ／ ｃｍ３。 该地区属于典型大陆性季风气候，年平均温度为 ８℃，
年平均降水量为 ４００—５００ ｍｍ，降水集中在 ７—９ 月（夏季），占全年降水量的 ７０％［１１］。 样地附近某奶牛养殖

场已经营十年，圈养奶牛 ２００ 多头，每年所产牛粪（约 ４０００ ｔ）作为基肥施用于临近玉米地。 本研究选取了该

处理下大小一致的三块玉米地（２００ ｍ×２００ ｍ），同时采集了邻近未施用牛粪的次生林林地土壤。 该次生林在

２００４ 年实施退耕还林之前的土地利用方式和土壤母质与玉米地一致。 采样时间为 ２０１８ 年春季玉米种植之

初（５ 月初）和秋季收割之后（９ 月底）。
采用“Ｓ”型采样法在每块地选取 ５ 个采样点，用管型土钻采集 ０—２０、２０—４０、４０—６０、６０—８０、８０—

１００ ｃｍ深度的土壤，每层 ５ 个采样点分别混合均匀为一个土壤样品，共采集得到 ６０ 个土壤样品（即 ２ 个土地

利用方式×３ 个重复×５ 个土层×２ 个季节）。 去除土壤样品中的植物残体和碎石后于采集当天送至实验室，过
２ ｍｍ筛后分为两部分：一部分存于 ４℃冰箱用于土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势测定和后续土壤理化分

析；另一部分存于－４０℃冰箱，用于提取土壤 ＤＮＡ。
１．２　 土壤基本性质测定

土壤 ｐＨ 使用 ｐＨ 计（ＭＥＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ ＦＥ２０）以土水比 １∶１ 测定。 土壤有机质测定采用低温外热重铬酸

钾氧化⁃比色法。 利用元素分析仪（Ｖａｒｉｏ ＥＬ ＩＩＩ， Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ）上测定土壤总氮含量。 土壤溶解性有机碳和溶解

性有机氮含量的测定过程如下：称取 ５．０ ｇ 鲜土用 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＳＯ４溶液以 １∶５ 的土水比浸提，离心过滤后，在
总有机碳 ／总氮分析仪（Ｍｕｌｔｉ Ｎ ／ Ｃ Ｍｏｄｅｌ ３１００， Ａｎａｌｙｔｉｃ Ｊｅｎａ， Ｇｅｒｍａｎｙ）上测定。 土壤铵态氮和硝态氮用

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液以 １∶５ 的土水比浸提，离心过滤后，流动分析仪（ＡＡ３， ＳＥＡＬ， Ｇｅｒｍａｎｙ）测定。 土壤基本性

质见表 １。
１．３　 土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势测定

根据 Ｋｕｒｏｌａ 等［１２］的方法测定氨氧化潜势（Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＰＡＯ）。 简而言之，称取 ５．０ ｇ 鲜

土，加入 ２０ ｍＬ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４磷酸缓冲溶液（含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ ＫＣｌＯ３），在 ２５ ℃条件下振荡培养 ２４ ｈ。 使用

格氏试剂分光光度法测定溶液 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度，在 ５３０ ｎｍ 处读取吸光值。 以单位时间（ｈ）单位干土（ｋｇ）内生成

的 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的量表示土壤氨氧化潜势（ｍｇ ＮＯ－

２ ⁃Ｎ （ｋｇ 干土） －１ ｈ－１）。

亚硝酸盐氧化潜势（Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＰＮＯ）的测定参考 Ａｔｔａｒｄ 等［１３］。 即取 ５．０ ｇ 鲜土，加入 ３０ ｍＬ
５．０ ｍｇ ＮａＮＯ２ ｋｇ－１干土 ／磷酸盐缓冲溶液，在 ２８ ℃条件下振荡培养 ７ ｈ。 培养期间，分别在 ０、２ ｈ 和 ７ ｈ 时进

行破坏性取样，测定溶液中的 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓度。 在 ７ ｈ 内的 ＮＯ－

２ 的浓度变化呈线性，且 ７ ｈ 后溶液中的 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 浓

度范围在 １．０—３．０ μｇ Ｎ ／ ｋｇ 干土。 以单位时间（ｈ）单位干土（ｋｇ）内消耗的 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的量表示土壤亚硝酸盐氧

化潜势（ｍｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ （ｋｇ 干土） －１ ｈ－１）。

１．４　 土壤 ＤＮＡ 提取

称取 ０．５０ ｇ 冷冻样品，利用土壤 ＤＮＡ 试剂盒（ＤＮｅａｓｙ Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ Ｋｉｔ， ＱＩＡＧＥＮ， Ｇｅｒｍａｎｙ）根据说明书提

取土壤 ＤＮＡ 并在 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃ １０００ 分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ， ＵＳＡ）上测定 ＤＮＡ 浓度和纯

９４８５　 １４ 期 　 　 　 蔡玉佳　 等：不同土地利用方式土壤氨氧化微生物和反硝化微生物时空分布特征 　
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度，随后保存于－４０ ℃下用于后续分析。

表 １　 春秋两季玉米地和林地土壤剖面基本性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｌａｎｄ ａｎｄ ｗｏｏｄｌａｎｄ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ ｓｐｒｉｎｇ ａｎｄ ａｕｔｕｍｎ

季节
Ｓｅａｓｏｎ

土地利用
Ｌａｎｄ⁃ｕｓｅ

土层
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ／
ｃｍ

含水量
Ｗａｔｅｒ

ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

ｐＨ
（Ｈ２Ｏ）

土壤
有机质
ＳＯＭ

／ （ｇ ／ ｋｇ）

总氮
ＴＮ

／ （ｇ ／ ｋｇ）

碳氮比
Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏ

溶解性
有机碳
ＤＯＣ

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

溶解性
有机氮
ＤＯＮ

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

铵态氮

ＮＨ＋
４⁃Ｎ

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

硝态氮

ＮＯ－
３⁃Ｎ

／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

春季 玉米地 ０—２０ １８．９ ８．３８ ２８．３ １．８４ ８．５ １２４ ８９．１ ３．０２ １７２．１

Ｓｐｒｉｎｇ ２０—４０ １９．４ ８．６０ １９．６ ０．９５ １１．２ ７６．６ ５６．７ １．２２ ７０．３

４０—６０ １８．４ ８．７０ １０．７ ０．４９ １１．８ ４３．０ ３５．８ １．２０ ３９．８

６０—８０ １８．７ ８．７１ ９．９ ０．４０ １３．７ ３３．３ ２６．９ １．２１ ３８．１

８０—１００ １９．９ ８．８３ ６．６ ０．２７ １３．９ ２８．１ １３．９ １．０９ ２０．４

林地 ０—２０ １４．５ ８．４７ １９．７ ０．８９ １２．０ ４２．９ １３．５ ０．１９ １２．３

２０—４０ １５．６ ８．６５ １３．０ ０．５３ １３．８ ２５．４ ７．２ ０．２７ ３．６４

４０—６０ １５．６ ８．７５ １０．６ ０．３８ １５．５ １２．２ ４．７ ０．３０ ２．５４

６０—８０ １２．７ ８．７１ ６．１ ０．２２ １５．４ ８．８ ５．５ ０．０３ ４．５５

８０—１００ １５．９ ８．７３ ６．７ ０．１９ １９．０ １２．６ ５．５ ０．２８ ８．５６

秋季 玉米地 ０—２０ １２．４ ８．３５ １９．０ １．４３ ７．７ ９９．３ ８５．６ ３．４３ ３８．１

Ａｕｔｕｍｎ ２０—４０ １２．１ ８．５４ １３．５ ０．９１ ８．５ ８４．１ ５９．８ ３．０４ ４４．９

４０—６０ １１．５ ８．６０ ７．７ ０．４９ ９．０ ４４．９ ４８．９ ２．２９ ４０．９

６０—８０ １３．５ ８．６２ ６．４ ０．３７ １０．１ ３２．５ ４３．２ １．９７ ４６．９

８０—１００ １２．２ ８．５２ ４．９ ０．３１ ９．０ ２２．４ ５１．２ ２．２７ ５０．４

林地 ０—２０ １５．６ ８．４６ １３．５ ０．８４ ９．１ ４４．６ １０．８ ０．６７ ２．６７

２０—４０ １２．８ ８．７１ ９．２ ０．４３ １２．５ ２３．９ ５．７ ０．３０ １．０２

４０—６０ １３．６ ８．８８ ８．３ ０．３６ １３．４ １４．１ ４．２ ０．４２ ０．６４

６０—８０ １２．９ ９．０９ ６．３ ０．２２ １６．３ １４．６ ３．７ ０．４４ ０．５４

８０—１００ １２．５ ８．９３ ５．６ ０．２０ １５．９ １３．２ ３．３ ０．４５ ０．６２

　 　 ＳＯＭ：土壤有机质 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ；ＴＮ：总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＤＯＣ：溶解性有机碳 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＤＯＮ：溶解性有机氮 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

１．５　 土壤细菌和氮功能基因丰度测定

通过实时荧光定量 ＰＣＲ 方法，在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ＩＩ（Ｒｏｃｈｅ， Ｓｗｉｔｅｒｌａｎｄ）上测定细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、ＡＯＡ
ａｍｏＡ、ＡＯＢ ａｍｏＡ、反硝化 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因的丰度。 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度采用 ＴａｑＭａｎ 探针法，氮相

关功能基因丰度的测定采用嵌合荧光法检测法。 ＰＣＲ 扩增体系为 ２０ μＬ，内含 １０．０ μＬ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ（分别

为 ＰｒｉｍｅＤｉｒｅｃｔ Ｐｒｏｂｅ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ Ｍｉｘ， ＴＡＫＡＲＡ， Ｊａｐａｎ 和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ， ＢＩＯ⁃ＲＡＤ， ＵＳＡ），０．５ μＬ 或

１．０ μＬ前引物和后引物，１．５ μＬ 或 ２．０ μＬ ＤＮＡ 模板，用超纯水补足（ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ）。 定量 ＰＣＲ 引物序列信息、
ＰＣＲ 扩增程序及标线制作见袁超磊等［１４］。 定量 ＰＣＲ 标线的扩增效率在 ９０％—１００％范围，标准曲线 Ｒ２＞０．９９
并通过凝胶电泳检验 ＰＣＲ 产物。
１．６　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ １６．０ 对数据进行单因子、多因子方差分析。 采用 Ｒ 语言“ｖｅｇａｎ”，“Ｈｍｉｓｃ”，“ｃｏｒｒｐｌｏｔ”包等对

硝化活性、氮功能基因丰度与土壤理化性质之间的关系进行冗余分析（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）和 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关分析。 冗余分析中膨胀因子大于 １０ 的环境因子没有呈现。 采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １０．０ 和 Ｒ 的“ｃｏｒｒｐｌｏｔ”包作

图，Ｐ＜０．０５ 差异检验显著。

２　 结果与分析

２．１　 玉米地和林地土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势时空分布特征

图 １ 为两种土地利用方式下土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势在土壤剖面上的垂直变化。 土壤氨氧
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化潜势和亚硝酸盐氧化潜势均在 ０—１．０ ｍｇ ＮＯ－
２ ⁃Ｎ （ｋｇ 干土） －１ ｈ－１之间，且玉米地显著高于林地（Ｐ＜０．０５）

（图 １ 和表 ２）。 两种土地利用方式下所有样品的氨氧化潜势和春季亚硝酸盐氧化潜势均随土壤深度增加而

显著降低（Ｐ＜０．０５），而秋季亚硝酸盐氧化潜势在不同土层间无显著差异。 季节变化对氨氧化潜势和亚硝酸

盐氧化潜势的影响不同（Ｐ＞０．０５）。 两种土地利用方式下土壤氨氧化潜势在不同季节间变化不显著（Ｐ＞０．０５）
（表 ２），而土壤亚硝酸盐氧化潜势在秋季显著高于春季（Ｐ＜０．０５）。 多因子方差分析结果表明土地利用方式、
季节变化和土壤深度对氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势的交互影响不显著（表 ２）。

图 １　 春、秋两季玉米地和林地不同土层的氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势

Ｆｉｇ．１　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｎｄ ｕｓｅｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ ｓｐｒｉｎｇ ａｎｄ ａｕｔｕｍｎ

不同小写字母表示同一土地利用方式下不同土层间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 玉米地和林地土壤细菌和氮循环功能基因丰度时空分布特征

图 ２ 为不同土地利用方式下细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、氨氧化微生物（ＡＯＡ ａｍｏＡ、ＡＯＢ ａｏｍＡ）和反硝化微生物

（ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因）相关功能基因的垂直分布特征。 土壤细菌和氮循环功能基因丰度均随土壤深度增

加而显著降低（Ｐ＜０．０５）（图 ２、表 ２）。 玉米地沿土壤剖面各氮循环功能基因丰度范围（拷贝数 ／ ｇ 干土）分别

为 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因 ５．２２×１０７—３．３０×１０３，ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因 ５．６２×１０７—１．０×１０３，ｎｉｒＳ 基因 ４．３２×１０７—９．９１×１０２，ｎｉｒＫ
基因 ４．６２×１０７—２．９７×１０４和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因 ６．２５×１０７—２．７０×１０３。 林地土壤沿剖面则分别为 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因 ７．６７×
１０７—１．３９×１０３，ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因 ５．５２×１０６—１．０×１０３，ｎｉｒＳ 基因 ４．０３×１０６—１．０２×１０３，ｎｉｒＫ 基因 ５．４９×１０６—２．６９×１０４
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和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因 ４．７５×１０６—３．２９×１０３。 整体上玉米地土壤氨氧化、反硝化微生物数量高于林地土壤。
单因子方差分析结果表明春季玉米地土壤 ＡＯＢ ａｍｏＡ、ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因丰度显著高于林地（Ｐ＜

０．０１），而秋季样品两种利用方式间无显著差异。 玉米地 ＡＯＢ ａｍｏＡ（Ｆ ＝ ６．９０５，Ｐ＜０．０５）、ｎｉｒＳ（Ｆ ＝ ９．７９１，Ｐ＜
０．０１）、ｎｉｒＫ（Ｆ＝ ４．５７７，Ｐ＜０．０５）和 ｎｏｓＺ Ｉ（Ｆ＝ ４．８５７，Ｐ＜０．０５）基因丰度在不同季节间差异显著，且秋季氨氧化、
反硝化微生物的丰度呈下降趋势，而 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因（Ｆ ＝ ３．０１７， Ｐ＞０．０５）在不同季节间无显著差异。 另外，
季节变化对林地土壤氮循环功能基因没有显著影响（Ｐ＞０．０５）。 多因子方差分析表明土地利用方式、季节变

化和土壤深度对细菌丰度和氮循环功能基因有显著影响，但各变量间的交互作用均不显著（表 ２）。

表 ２　 三因子 ＰｅｒＭＡＮＯＶＡ 分析土地利用方式、季节变化、土壤深度及其交互作用对氨、亚硝酸盐氧化潜势和氮循环基因的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ－ｗａｙ ＰｅｒＭＡＮＯＶＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌａｎｄ⁃ｕｓｅ ｔｙｐｅｓ， ｓｅａｓｏｎａｌ ｃｈａｎｇｅ， ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ＰＡＯ，

ＰＮＯ ａｎｄ Ｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

氨氧化潜势
ＰＡＯ

亚硝酸盐
氧化潜势

ＰＮＯ

细菌
１６Ｓ ｒＲＮＡ

基因
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
１６Ｓ ｒＲＮＡ

ｇｅｎｅ

氨氧化古菌
ａｍｏＡ 基因
ＡＯＡ ａｍｏＡ

ｇｅｎｅ

氨氧化细菌
ａｏｍＡ 基因
ＡＯＢ ａｍｏＡ

ｇｅｎｅ

反硝化
ｎｉｒＳ 基因
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒ
ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ

反硝化
ｎｉｒＫ 基因
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒ
ｎｉｒＫ ｇｅｎｅ

反硝化
ｎｏｓＺ 基因
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒ
ｎｏｓＺ ｇｅｎｅ

土地利用方式
Ｌａｎｄ⁃ｕｓｅ ｔｙｐｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００３ ０．０２ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

季节变化
Ｓｅａｓｏｎａｌ ｃｈａｎｇｅ ０．３２ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００４ ＜０．００１

土壤深度
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

交互作用
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ０．１０ ０．８４ ０．７９ ０．５２ ０．８８ ０．２７ ０．８５ ０．４８

　 　 ＰＡＯ：氨氧化潜势 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ；ＰＮＯ：亚硝酸盐氧化潜势 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ；ＡＯＡ：氨氧化古菌 Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ；

ＡＯＢ：氨氧化细菌 Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

２．３　 土壤理化因子与氮功能微生物基因丰度和功能的相关性

图 ３ 为氨氧化、反硝化微生物丰度与土壤理化性质之间的冗余分析结果。 土壤理化性质分别解释了玉米

地和林地氮循环微生物差异的 ４８．７％和 ７２．７％。 玉米地的第 １ 和第 ２ 排序轴解释量分别为 ４４．２％和 ３．５％，而
林地的第 １ 和第 ２ 排序轴的解释量分别为 ６９．９％和 １．７％。 如图 ３ 所示，玉米地和林地土壤可溶性有机碳、可
溶性有机氮、铵态氮、硝态氮与氨氧化、反硝化微生物丰度正相关，而土壤 Ｃ ／ Ｎ 比和 ｐＨ 与氨氧化、反硝化功能

基因丰度显著负相关。
Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析（图 ４）表明土壤有机质、总氮、可溶性有机碳和可溶性有机氮含量与氨氧化、反硝化

基因丰度、氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势显著正相关，而土壤 Ｃ ／ Ｎ 比、ｐＨ 与氨氧化、反硝化基因丰度、氨氧

化潜势和亚硝酸盐氧化潜势显著负相关。 玉米地春季样品土壤铵态氮、硝态氮含量与氨氧化潜势显著正相

关，硝态氮含量还与 ＡＯＢ ａｍｏＡ、ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度呈显著正相关关系。 林地土壤春季样品铵态氮、硝态氮

含量与氨氧化、反硝化基因丰度相关性却不显著。 另外，玉米地秋季样品铵态氮含量与 ＡＯＢ ａｍｏＡ、ｎｉｒＳ 基因

拷贝数呈显著正相关，而硝态氮含量与各功能基因丰度相关性均不显著；而林地土壤硝态氮含量与氮循环功

能基因丰度呈显著正相关，相关系数大于 ０．５。

３　 讨论

土地利用方式的改变会引起土壤理化性质的变化，从而影响土壤微生物资源可利用性，最终改变土壤微

生物包括病毒、细菌、古菌和真菌群落多样性和结构［４，１５—１６］。 本研究结果表明玉米地土壤养分含量、细菌和

氮循环相关微生物的丰度显著高于次生林土壤，这与前人的研究结果不一致。 有研究发现天然林地转变为人

工林、耕地等方式后，土壤剖面有机碳储量降低［１７］，而退耕还林，由于减少人为干扰后土壤有机碳含量增

２５８５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ２　 玉米地和林地土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和氮循环功能基因丰度时空分布

Ｆｉｇ．２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｎｄ ｕｓｅｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ ｓｐｒｉｎｇ

ａｎｄ ａｕｔｕｍｎ

不同小写字母表示同一土地利用方式下不同土层间差异显著（Ｐ＜０．０５）

加［１８］。 Ｔｅｍｐｌｅｒ 等［３］发现原始林地、农田及再生林土壤的氮转化过程存在差异，即使再生林土壤的理化性质

已与原始森林土壤接近，但其土壤微生物量氮、土壤呼吸速率、矿化和硝化速率均低于原始林地。 引起结果差

异的主要原因是农田土壤受外源物质输入的影响。 本文中玉米地的养分含量显著高于次生林地主要长期受

牛粪的影响，而林地土壤除大气氮沉降外，无外源物质的输入。 牛粪等畜禽粪便作为一种良好的有机肥，含有

丰富的易降解的有机碳、氮、磷和其它微量元素，如果管理和使用得当，极利于改善土壤肥力和健康，提高土壤

微生物生物量［１９］。 以往长期施肥试验研究结果表明，有机粪肥的施用可改善土壤养分条件，促进土壤微生物

和氮循环微生物的生长，进而影响土壤氮转化过程［２０—２１］。
氨氧化作用是氮循环过程的关键环节，即在氨氧化微生物作用下将 ＮＨ３转化为 ＮＯ－

２，最终转化为 ＮＯ－
３。

本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分析了典型农田和次生林地土壤剖面上氨氧化微生物的丰度，发现不同

土地利用方式可改变土壤氨氧化微生物丰度及其在垂直方向上的数量分布。 除春季玉米地 ０—２０ ｃｍ 土层的
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图 ３　 玉米地和林地氨氧化、反硝化基因丰度和土壤理化性质的冗余分析（ＲＤＡ）

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｗｏｏｄｌａｎｄ

ＲＤＡ：冗余分析 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ；ＳＯＭ：土壤有机质 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ；ＤＯＣ：溶解性有机碳 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＤＯＮ：溶解性有机氮

Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

ＡＯＡ 数量略低于 ＡＯＢ 外，玉米地和林地土壤的 ＡＯＡ 数量均显著高于 ＡＯＢ，表明 ＡＯＡ 在潮土硝化过程中潜

在的重要性。 同时，不同土地利用方式间的 ＡＯＢ 数量差异显著，表明土地利用方式可显著影响 ＡＯＢ，这与前

人的研究结果一致［２２—２４］。 土地管理方式可显著改变土壤氨氧化微生物数量和群落结构［４］。 垂直方向上，
ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 数量均随土壤深度增加而显著降低。 但是与 ＡＯＢ 相比，ＡＯＡ 对土壤深度变化的响应较弱。 基

因组分析和大量的实验结果表明，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 存在生态位分化的特征［２５—２６］。 ＡＯＡ 对底物的亲和力更

高［２５］，对氧气不敏感［２７］。 因此，养分相对贫瘠的次表层土壤中，ＡＯＡ 比 ＡＯＢ 更有生存优势［２８—３０］。
通常认为氨氧化过程是硝化过程的限速步骤，然而在土壤环境受到干扰时亚硝酸盐氧化过程也可成为硝

化过程的限速步骤［３１］。 本研究测定了两种土地利用方式下土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势，发现玉米

地土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜势显著高于林地土壤，这与土壤氨氧化微生物丰度变化趋势一致。 相关

性分析结果表明 ＡＯＡ ａｍｏＡ、ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度与氨氧化、亚硝酸盐氧化潜势之间存在显著相关性（图 ４）。
蔡祖聪和赵维［３２］观测了不同土地利用方式对湿润亚热带地区土壤硝化作用的影响，发现农用地的硝化潜势

４５８５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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图 ４　 春、秋两季玉米地和林地土壤理化性质与微生物丰度相关性分析

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｍａｉｚｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｗｏｏｄｌａｎｄ ｉｎ ｓｐｒｉｎｇ

ａｎｄ ａｕｔｕｍｎ

×号表示相关性不显著（Ｐ＞０．０５）； ＴＮ：总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＰＡＯ：氨氧化潜势 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ；ＰＮＯ：亚硝酸盐氧化潜势 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ；Ｂａｃ １６Ｓ：细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ

高于自然土壤（森林和灌丛）。 也有研究结果表明有机肥施用可显著提高土壤氨氧化潜势和亚硝酸盐氧化潜

势［２２， ３３—３４］。 因此，不同施肥管理方式可引起氨氧化微生物发生变化，进而影响土壤氨氧化、亚硝酸盐氧化

过程。
玉米地和林地春季样品 ０—２０、２０—４０ ｃｍ 土层的铵态氮和亚硝酸盐氧化潜势均显著高于其他土层，而秋

季不同样地的铵态氮和亚硝酸盐氧化潜势沿土壤剖面呈现出不同的变化趋势。 推测这种差异是由于氨氧化

微生物和硝化微生物对季节变化的响应不同而引起。 有研究表明 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 对氨氧化过程的贡献与温度

有关，ＡＯＡ 的最适平均温度比 ＡＯＢ 高 １０ ℃ ［３５—３７］。 自然环境中氨氧化微生物与亚硝酸氧化微生物密切相关，

以确保将潜在的具有细胞毒性的 ＮＯ－
２ 迅速氧化为 ＮＯ－

３
［３８］。 然而越来越多的研究发现氨氧化微生物和亚硝酸

氧化微生物之间存在生态位差异，二者对环境扰动有不一致的响应［３８—４０］。 有研究证实了温度的差异可引起

氨氧化过程和亚硝酸盐氧化过程的分离，氨氧化活性的最佳温度比亚硝酸盐氧化过程高了 ８ ℃ ［４１］。 因此，不
同氮功能微生物对环境变化响应的差异是影响氮循环过程的主要原因之一。
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硝化过程为反硝化过程提供底物，因此，硝化和反硝化过程通常耦合发生，共同作用并构成土壤氮素损失

的主要途径［３］。 本文发现两种土地利用模式下土壤硝化与反硝化微生物数量间均存在显著的正相关关系。
前人用 Ｍｅｔａ 分析结果也表明硝化、反硝化微生物紧密相关，且其丰度分别与硝化、反硝化速率之间存在显著

的相关性［４２］，说明硝化、反硝化微生物的数量可间接反映硝化、反硝化速率。 本研究中，玉米地土壤反硝化

ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因的拷贝数均显著高于林地土壤。 玉米地春季土壤各剖面层的 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因

丰度比对应的林地剖面土壤高 １—２ 个数量级。 在土壤剖面上，ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ Ｉ 基因丰度均随土壤深度增

加而显著下降。 除林地秋季样品外，各土层的 ｎｉｒＳ 基因丰度均高于 ｎｉｒＫ 基因，表明 ｎｉｒＳ 型亚硝酸盐还原微生

物在亚硝酸盐还原过程中起主导作用。 此结果与 Ｙｕａｎ 等［４３］报道的水稻土中 ｎｉｒＳ 型反硝化微生物较 ｎｉｒＫ 型

具有更高的反应活性的结果较一致。 一般认为潮土的砂粒含量较高，土壤有机碳含量较其它土壤类型低，通
气性好，不利于反硝化过程的发生。 但是在深层土壤中，由于硝酸盐的淋溶，底物充足，土壤氧含量低等因素，
有利于反硝化过程的进行［４２， ４４］。 ＲＤＡ 分析结果也表明土壤理化性质和反硝化基因存在明显的关系，土壤有

机质含量、溶解性有机碳、氮含量、铵态氮和硝态氮含量可解释多数的变化丰富的反硝化功能基因。 由于反硝

化过程是一个耗能过程，微生物需要消耗碳源，因此土壤高有机碳含量可促进反硝化微生物的生长［４５］。 反硝

化功能基因（ｎｉｒＳ＋ｎｉｒＫ） ／ ｎｏｓＺ 的丰度比值可反映反硝化过程 Ｎ２Ｏ 的排放情况。 本研究中，玉米地土壤的

（ｎｉｒＳ＋ｎｉｒＫ） ／ ｎｏｓＺ Ｉ 比值在 ８０—１００ ｃｍ 达到最大值（５．５），Ｎ２Ｏ 排放潜势高，但由于 Ｎ２Ｏ 向上迁移的过程中，
可被表层反硝化微生物截留、转化为 Ｎ２。 因此，推测深层土壤具有较高的反硝化潜力，可用于考虑筛选反硝

化微生物的富集培养土壤，而如何平衡深层土壤反硝化微生物活性及硝酸盐淋溶则是今后地下水污染的重要

课题之一［４６—４７］。

４　 结论

本文结果表明：不同土地利用方式下，土壤硝化和反硝化微生物在季节更替和土壤垂直方向上存在显著

差异，而不同氮转化微生物对季节变化的相应则不同。 玉米地春季农田土壤氨氧化、反硝化微生物丰度均显

著高于林地，氨氧化潜势也均高于林地。 土壤碳、氮含量，硝化、反硝化微生物丰度及亚硝酸盐氧化潜势随土

壤深度增加而显著下降。 可见，如何提高土壤保氮能力、防控硝态氮淋溶和 Ｎ２Ｏ 排放仍是今后农田氮肥管理

和生态环境保护的研究重点。
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