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长期施用猪粪对红壤完全氨氧化菌基因丰度的影响

段春健１ꎬ２ꎬ宛　 颂１ꎬ２ꎬ樊剑波３ꎬ叶桂萍４ꎬ林永新１ꎬ２ꎬ∗ꎬ贺纪正１ꎬ２

１ 湿润亚热带山地生态国家重点实验室培育基地ꎬ福州　 ３５０００７

２ 福建师范大学地理科学学院ꎬ福州　 ３５０００７

３ 中国科学院南京土壤研究所ꎬ南京　 ２１０００８

４ 闽江学院海洋研究院ꎬ福州　 ３５０１０８

摘要:完全氨氧化菌(ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ)的发现对硝化微生物的研究提出了新的挑战ꎮ 大量研究表明完全氨氧化菌在陆地生

态系统中广泛分布ꎬ但其在农田土壤中的分布规律及其对长期施用粪肥的响应尚不清楚ꎮ 研究了长期施用猪粪对农田红壤完

全氨氧化菌、氨氧化古菌(ＡＯＡ)和氨氧化细菌(ＡＯＢ)功能基因(ａｍｏＡ)丰度的影响ꎬ及其与土壤净硝化速率的关系ꎮ 结果表

明:与不施肥的对照处理相比ꎬ猪粪施用显著提高土壤有机质和养分含量ꎬ且随着猪粪的施用量增加而增加ꎮ 同时ꎬ施用中量和

高量猪粪显著提升土壤净硝化速率ꎬ增幅分别达到 ３１７％和 ４１６％ꎮ 所有处理中ꎬ完全氨氧化菌丰度以进化枝 Ａ 为主ꎬ进化枝 Ｂ
丰度极低ꎬ大多为非特异性扩增产物ꎬ但进化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 丰度均低于氨氧化古菌和氨氧化细菌ꎮ 长期施用高量猪粪显著提升

进化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 基因丰度ꎬ表明存在喜好富营养环境的完全氨氧化菌ꎬ而有效磷是最主要的影响因子ꎮ 相关性分析表明ꎬ进
化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 丰度与净硝化速率呈显著正相关(Ｐ<０.０１)ꎬ而氨氧化古菌和氨氧化细菌则没有ꎬ表明进化枝 Ａ 可能在长期施

用粪肥的农田红壤硝化过程中发挥重要功能ꎮ 综上所述ꎬ长期施用粪肥显著提高农田红壤养分含量和完全氨氧化菌进化枝 Ａ
的 ａｍｏＡ 丰度ꎬ进化枝 Ａ 可能在农田红壤硝化过程中扮演重要角色ꎮ
关键词:红壤ꎻ猪粪ꎻ完全氨氧化菌ꎻ净硝化速率
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ｔｈｏｕｇｈｔ ｔｏ ｂｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｗｏ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓꎬ ａｎｄ ｏｐｅｎｅｄ ｕｐ ｎｅｗ ａｖｅｎｕｅｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ ｔｏ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｎｕｍｅｒｏｕｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｗｉｄｅｌｙ ｉｎ
ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｉｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌｓ ａｎｄ ｈｏｗ ｔｈｅｙ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｍａｎｕｒｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｒｅｍａｉｎｅｄ ｌａｒｇｅｌｙ ｕｎｋｎｏｗｎ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ａ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｆｉｅｌｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ １８
ｙｅａｒｓ ａｇｏ ａｔ Ｙｉｎｇｔａｎ Ｒｅｄ Ｓｏｉｌ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｓｔａｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ. Ｗｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ
ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ (ＡＯＢ)ꎬ ａｒｃｈａｅａ (ＡＯＡ) ａｎｄ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ. Ｔｈｅ
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｎｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｏｉｌ
ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ
ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｏｉｌ ｎｅｔ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｂｙ ３１７％
ａｎｄ ４１６％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ Ｂ ｗａｓ ｖｅｒｙ ｌｏｗꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ
ｂｅ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ Ａ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ
ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅｉｒ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ. Ｔｈｅ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ Ａ ａｍｏＡ ｇｅｎｅꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ
ｎｅｃｅｓｓａｒｉｌｙ ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｉｃ. Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｗａｓ ａ ｐｒｉｍａｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ
Ａ. Ｔｈｅ Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ Ａ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｔ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｂｕｔ ｔｈａｔ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ｄｉｄ ｎｏｔꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ Ａ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ
ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ｕｎｄｅｒ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｇｇｅｓｔｓ
ｔｈａｔ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ Ａꎬ ｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａ
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｒａｂｌｅ Ｕｌｔｉｓｏｌｓ.
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硝化作用是氮循环中的一个关键过程ꎬ占陆地生态系统总氮通量的 １５％以上[１]ꎮ 传统的硝化作用被认

为是一个两步过程:氨氧化细菌(Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ＡＯＢ)或氨氧化古菌(Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａꎬ
ＡＯＡ)ꎬ先将 ＮＨ３ 氧化成 ＮＯ－

２ꎬ然后由亚硝酸盐氧化细菌 (Ｎｉｔｒｉｔｅ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ＮＯＢ) 将 ＮＯ－
２ 氧化成

ＮＯ－
３
[２]ꎮ 然而ꎬ单一微生物将氨氧化成硝酸盐在理论上是可行的ꎬ能量效率也是更高的ꎮ 但直到 ２０１５ 年ꎬ能

够独立将氨氧化为硝酸盐的完全氨氧化菌(ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ)的发现ꎬ才从根本上打破了硝化作用必须由

两类微生物分工完成这一百年范式[３]ꎬ为硝化微生物的研究带来新的机遇与挑战ꎮ 通过对 ａｍｏＡ 的系统发育

分析ꎬ完全氨氧化菌可以分为进化枝 Ａ(ｃｌａｄｅ Ａ)和进化枝 Ｂ(ｃｌａｄｅ Ｂ)ꎬ而进化枝 Ａ 可以进一步分为进化枝

Ａ.１和进化枝 Ａ.２[４]ꎮ 尽管已有大量研究发现完全氨氧化菌在不同生境中广泛分布ꎬ但完全氨氧化菌进化枝

Ａ 和进化枝 Ｂ 在土壤中的分布规律和功能活性尚不清楚ꎬ仍需研究进一步阐述[５—６]ꎮ
迄今为止ꎬ农田土壤氨氧化古菌和氨氧化细菌的分布规律和功能活性研究已取得长足进展ꎮ 氨氧化古菌

通常在酸性农田土壤中占据主导地位ꎬ其丰度被发现与硝化活性呈显著正相关[７]ꎻ而氨氧化细菌对氨的亲和

力较低ꎬ通常在氮含量较高的碱性土壤中更占优势[８]ꎮ 然而ꎬＨｕａｎｇ 等[９]研究发现ꎬ氨氧化细菌在酸性土壤中

也可以发挥重要作用ꎬ表明酸性土壤中氨氧化细菌在硝化过程中的功能活性仍存在一定争议ꎮ 相比于氨氧化

古菌和氨氧化细菌ꎬ人们对农田土壤完全氨氧化菌的认识则远远不足ꎮ 目前ꎬ完全氨氧化菌在农田土壤中的

分布规律和功能活性存在较大争议ꎬ例如:Ｌｉ 等[１０]通过对澳大利亚的农田土壤研究发现完全氨氧化菌的丰度

比氨氧化古菌和氨氧化细菌高ꎬ而 Ｘｕ 等[１１]对中国不同农田土壤的研究发现完全氨氧化菌的丰度低于氨氧化

古菌和氨氧化细菌ꎮ 此外ꎬＫｉｔｓ 等[１２]发现ꎬ完全氨氧化菌对氨的亲和力高于氨氧化古菌和氨氧化细菌ꎬ可能

在寡营养条件下更具竞争力ꎬ而 Ｌｉ 等[１０]和 Ｚｈｏｕ 等[１３]则发现完全氨氧化菌在高氮的农田土壤中发挥重要功

能ꎬ表明存在喜好高氮环境的完全氨氧化菌ꎮ 农田红壤广泛分布于我国南方地区ꎬ具有酸性较强ꎬ肥力条件差

的典型特点[１４]ꎮ 为了提高作物产量ꎬ大量化肥施入红壤中ꎬ使得土壤进一步酸化ꎬ威胁农业的可持续发展ꎮ
施用有机肥是维持作物产量ꎬ保护土壤肥力的重要手段ꎮ Ｌｉｎ 等[１５]发现ꎬ相比于秸秆和绿肥ꎬ施用猪粪可以更

有效地促进土壤团聚体形成ꎬ提高土壤有机质和养分含量ꎮ 那么ꎬ施用猪粪如何影响氨氧化微生物ꎬ尤其是完

全氨氧化菌丰度? 主控因素为何?
基于以上科学问题ꎬ本研究依托中国科学院鹰潭红壤生态试验站长期猪粪施用定位试验田ꎬ通过实时荧

光定量 ＰＣＲ 的方法ꎬ研究了长期施用猪粪对氨氧化微生物功能基因丰度的影响ꎮ 旨在阐明猪粪添加对旱地

红壤氨氧化微生物功能基因ꎬ尤其是完全氨氧化菌功能基因丰度的影响ꎮ 以期综合评估农田红壤氨氧化微生

０５８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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物对长期施用猪粪的响应ꎬ为该地区养分管理提供数据支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

研究地点位于江西省鹰潭市中国科学院鹰潭红壤生态实验站(２８°１５′２０″Ｎꎬ １１６°５５′３０" Ｅ)ꎮ 该地区具有

典型的亚热带季风气候ꎬ年平均降雨量为 １７９５ ｍｍꎬ年平均温度为 １７.６℃ꎮ 土壤为第四纪发育而来的红色黏

土ꎬ属于典型的老成土(Ｕｌｔｉｓｏｌ)ꎮ 其中粘粒占 ４１.２％、粉砂占 ３３.２％、砂粒占 ２５.６％ꎮ
１.２　 试验设计与样品采集

试验样地建立于 ２００２ 年ꎬ采用夏季花生ꎬ冬季休眠的耕种方式ꎮ 试验设计采用随机区组的方法ꎬ在田间

共设 ４ 个处理ꎬ每个处理各设计 ３ 个重复:对照不施肥 (ＣＫ)ꎻ低量粪肥(Ｍ９)ꎬ施用 ９ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎻ中量粪

肥(Ｍ１８)ꎬ施用 １８ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎻ和高量粪肥(Ｍ２７)ꎬ施用 ２７ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎮ 猪粪在当地收集ꎬ使用前进行

３ 个月的存储发酵ꎮ 猪粪含有机碳(ＳＯＣ)１５７ ｇ / ｋｇꎬ总氮(ＴＮ)２０.１ ｇ / ｋｇꎬ总磷(ＴＰ)１２.１ ｇ / ｋｇꎬ全钾(ＴＫ)７.９０
ｇ / ｋｇꎮ

土壤样品采集于 ２０１９ 年 １０ 月ꎬ采用蛇形采样的方法ꎬ在各个小区内选取 １０ 个样点ꎬ采样深度 ０—２０ ｃｍꎬ
使用土钻采取 １０ 个完整的土芯ꎬ彻底混合ꎬ形成一个均匀的混合样品ꎬ放置于自封袋中ꎮ 后将样本放在冰上ꎬ
立即送到实验室ꎮ 仔细挑去土壤中肉眼可见的有机碎片和杂质后ꎬ将样品分为三份ꎬ一部分样品风干ꎬ用于测

定土壤理化性质ꎻ一部分鲜土立刻用于测定土壤净硝化速率ꎻ另一部分新鲜土样ꎬ放置于－８０℃ꎬ进行后续的

分子生物学分析ꎮ
１.３　 土壤理化性质的测定

土壤基本理化性质的分析按照常规方法进行[１６]ꎬ简要操作步骤如下:取风干土样ꎬ烘干至恒重ꎬ测定土壤

含水量ꎻ土壤 ｐＨ 值测定:取 ５ ｇ 风干土样ꎬ加入除去 ＣＯ２的去离子水ꎬ震荡后使用 ｐＨ 计(ＦＥ２０￣ＦｉｖｅＥａｓｙＴＭｐＨꎬ
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏꎬＧｅｒｍａｎ)进行测定ꎮ 可溶性有机碳(ＤＯＣ)测定:取当量 １０ ｇ 新鲜土样ꎬ按照土水比 １∶５ 提取ꎬ震
荡、过滤后ꎬ利用岛津碳氮分析仪(ＴＯＣ ＶｃｐｈꎬＳｈｉｍａｄｚｕꎬＫｙｏｔｏ Ｊａｐａｎ)测定ꎮ 土壤硝态氮(ＮＯ－

３ ￣Ｎ)和铵态氮

(ＮＨ＋
４ ￣Ｎ)含量测定:取相当于 ５ ｇ 干土的新鲜土样ꎬ加入 ２５ ｍＬ ２ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液ꎬ震荡、过滤后用流动分析

仪(Ｓａｎ＋＋ ＳｙｓｔｅｍꎬＳｋａｌａｒꎬＨｏｌｌａｎｄ)测定ꎮ 总氮(ＴＮ)、有机碳(ＳＯＣ)测定:将自然风干后的土样ꎬ研磨通过 １００
目筛ꎬ利用碳氮元素分析仪(ＶａｒｉｏＭＡＸꎬＥｌｅｍｅｎｔａｒꎬＧｅｒｍａｎｙ)测定ꎮ 土壤速效磷(ＡＰ)含量测定:称取 ５ ｇ 风干

土样ꎬ利用 ５０ ｍＬ ０.０５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 和 ０.０２５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４混合液提取ꎬ钼蓝比色法测定ꎮ 土壤速效钾(ＡＫ)含量

测定:称取 ５ ｇ 风干土样ꎬ利用 ５０ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ 醋酸铵提取ꎬ火焰光度计(ＦＰ６４０ꎬＩＮＡＳＡꎬＣｈｉｎａ)测定ꎮ
１.４　 土壤净硝化速率测定

土壤净硝化速率的简要测定方法[１７]如下:称取当量 ５ ｇ 土样至 １２０ ｍＬ 培养瓶中ꎬ加入硫酸铵ꎬ控制氮素

添加的最终浓度为 ５０ ｍｇ / ｋｇꎬ调节含水量至田间最大持水量的 ６０％ꎮ 将培养瓶分为两组ꎬ一组立即加入 ２５
ｍＬ ２ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液ꎬ震荡、离心、过滤后用流动分析仪测定 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 浓度ꎬ记作 Ｃ１ꎻ另一组置于 ２５℃培养箱

中ꎬ黑暗避光条件下培养 ７ｄꎬ用同样的方法测定 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 浓度ꎬ记作 Ｃ２ꎮ 最后根据下列公式计算净硝化速率:

Ｒｎ ＝Ｖ
Ｃ２ － Ｃ１

ＷＴ
其中ꎬＲｎ表示净硝化速率(ｍｇ ｋｇ－１ ｄ－１)ꎬＶ 表示 ＫＣｌ 的体积ꎬＣ１ 表示培养前 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 浓度(ｍｇ / Ｌ)ꎬＣ２ 表示培养

７ｄ 后 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 浓度(ｍｇ / Ｌ)ꎬＷ 表示样品重量(ｇ)ꎬＴ 表示培养时间(ｄ)ꎮ

１.５　 土壤总 ＤＮＡ 提取

土壤总 ＤＮＡ 提取利用 ＭｏＢｉｏ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔｓ(Ｍｏ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ ＣａｒｌｓｂａｄꎬＣＡꎬＵＳＡ)试剂

盒提取ꎬ称取 ０.２５ ｇ 解冻的新鲜土壤ꎬ按照说明手册的操作步骤提取土壤总 ＤＮＡꎮ 将提取的 ＤＮＡ 放置于

－８０℃冰箱ꎬ用于后续实验分析ꎮ

１５８　 ２ 期 　 　 　 段春健　 等:长期施用猪粪对红壤完全氨氧化菌基因丰度的影响 　
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１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ
采用实时荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ) 的方法ꎬ利用 ＣＦＸ９６ Ｏｐｔｉｃａｌ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ＩｎｃꎬＨｅｒｃｕｌｅｓＣＡꎬＵＳＡ)定量 ＰＣＲ 仪ꎬ测定氨氧化微生物的功能基因丰度ꎮ 反应体

系为 ２０ μＬꎬ包括:１０ mＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ、０.２ mＬ 前引物、０.２ mＬ 后引物、８.６ mＬ 灭菌水及 １ mＬ ＤＮＡ 模板ꎬ定量

ＰＣＲ 所使用引物序列和扩增条件如表 １ 所示ꎮ 在定量过程中ꎬ每个样品和标准曲线模板设置三个重复ꎬ并设

置三个阴性对照ꎮ
标准曲线的制备方法如下:首先对目的基因进行扩增ꎬ克隆获取含有目的基因的质粒ꎬ后将其导入大肠杆

菌ꎬ在恒温条件下培养ꎬ然后提取质粒 ＤＮＡꎬ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ￣２０００ 检验核酸浓度ꎬ根据质粒浓度和片段等信息

计算质粒的基因拷贝数ꎮ 在实时荧光定量 ＰＣＲ 过程中ꎬ对质粒进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ根据不同质粒浓度和反

应的循环数(Ｃｔ 值)得到标准曲线ꎬ以此计算样本基因拷贝数ꎮ 扩增过程中溶解曲线始终出现单峰ꎬ扩增效率

为 ９０％—１００％ꎮ

表 １　 定量 ＰＣＲ 引物和热循环条件

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

微生物

Ｔａｒｇｅｔ ｇｒｏｕｐ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
热循环条件

Ｔｈｅｒｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

氨氧化古菌

ＡＯＡ
Ａｒｃｈ￣ａｍｏＡＦ: ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ
Ａｒｃｈ￣ａｍｏＡＲ: ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ

９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５℃变性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线:温度从 ６５.０℃上升到

９５.０℃ꎬ每 ５ ｓ 增加 ０.５℃
[１８]

氨氧化细菌

ＡＯＢ
ａｍｏＡ￣１Ｆ: ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ
ａｍｏＡ￣２Ｒ: ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５℃变性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线:温度从 ６５.０℃上升到

９５.０℃ꎬ每 ５ ｓ 增加 ０.５℃
[１９]

完全氨氧化菌分支 Ａ
Ｃｌａｄｅ Ａ

ＣＡ３７７ｆ: ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＣＢＡＡＹＴＡ
Ｃ５７６ｒ: ＧＡＡＧＣＣＣＡＴＲＴＡＲＴＣＮＧＣＣ

９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５℃变性 １０ ｓꎬ５５℃退火 ２０ ｓꎬ７２℃
延伸 １５ ｓꎬ３９ 个循环ꎻ熔解曲线:温度从 ６５.０℃上升到

９５.０℃ꎬ每 ５ ｓ 增加 ０.５℃
[２０]

完全氨氧化菌分支 Ｂ
Ｃｌａｄｅ Ｂ

ＣＢ３７７ｆ: ＧＴＡＣＴＧＧＴＧＧＧＣＢＡＡＹＴＴ
Ｃ５７６ｒ: ＧＡＡＧＣＣＣＡＴＲＴＡＲＴＣＮＧＣＣ

９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５℃变性 １０ ｓꎬ５５℃退火 ２０ ｓꎬ７２℃
延伸 １５ ｓꎬ３９ 个循环ꎻ熔解曲线:温度从 ６５.０℃上升到

９５.０℃ꎬ每 ５ ｓ 增加 ０.５℃
[２０]

１.７　 数据分析

利用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件进行数据分析统计ꎮ 处理间基本理化性质、净硝化速率和氨氧化微生物功能基因丰

度的差异利用单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)进行比较ꎬ处理间的显著性利用 Ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ(ＬＳＤ)进
行检验ꎮ 利用皮尔森(Ｐｅａｒｓｏｎ)相关分析ꎬ研究土壤基本理化性质、净硝化速率和功能基因丰度之间的相关关

系ꎮ 采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件进行绘图ꎮ

２　 结果

２.１　 施用猪粪对土壤理化性质和净硝化速率的影响

长期施用猪粪显著改变红壤基本理化性质(表 ２)ꎮ ＣＫ 的 ｐＨ 值为 ４.９５ꎬＭ９ 和 Ｍ１８ 分别显著降低土壤

ｐＨ 至 ４.８０ 和 ４.７９ꎬ而 Ｍ２７ 则没有ꎮ ＣＫ 的 ＤＯＣ 和 ＳＯＣ 含量分别为 ５.７４ ｍｇ / ｋｇ 和 ７.５２ ｍｇ / ｋｇꎬ长期施用猪粪

提高 ＳＯＣ 和 ＤＯＣ 含量ꎬ且提升量随着猪粪用量的增加而增加ꎮ ＣＫ 处理的 ＴＮ、ＮＨ＋
４ 和 ＮＯ－

３ 含量同样最低ꎬ长
期施用猪粪显著提高 ＴＮ、ＮＨ＋

４ 和 ＮＯ－
３ 含量ꎬ且Ｍ２７ 处理的提升效果最好ꎮ ＣＫ 处理 ＡＰ 含量为 ６.３９ ｍｇ / ｋｇꎬ长

期施用猪粪均显著提高 ＡＰ 含量ꎬ提升效果随着猪粪用量的增加而增加ꎮ ＣＫ 处理的净硝化速率为 ０.３３ ｍｇ
ｋｇ－１ ｄ－１(图 １)ꎬＭ９ 处理对硝化速率无显著影响ꎬ而 Ｍ１８ 和 Ｍ２７ 处理显著提高土壤净硝化速率ꎬ增幅分别达到

３１７％和 ４１６％ꎮ
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表 ２　 猪粪施用对红壤基本理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｉｎ Ｕｌｔｉｓｏｌｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｐＨ
(１ ∶５)

可溶性有机碳
ＤＯＣ /

(ｍｇ / ｋｇ)

土壤有机碳
ＳＯＣ /

(ｍｇ / ｋｇ)

全氮
ＴＮ /

(ｇ / ｋｇ)

铵态氮

ＮＨ＋
４ /

(ｍｇ / ｋｇ)

硝态氮

ＮＯ－
３ /

(ｍｇ / ｋｇ)

速效磷
ＡＰ /

(ｍｇ / ｋｇ)

速效钾
ＡＫ /

(ｍｇ / ｋｇ)

ＣＫ ４.９５±０.０６ｂ ５.７４±０.７１ａ ５.６８±０.３３ａ ０.６６±０.０２ａ ７.５２±０.０９ａ ５.９５±０.１７ａ ６.３９±０.９７ａ ７６.７０±１２.４ａ

Ｍ９ ４.８０±０.０２ａ ８.２２±０.７４ａｂ ６.６１±０.４２ａｂ ０.８１±０.０７ａｂ ８.３１±０.４２ａｂ ８.８６±０.８４ｂ ２８.５０±５.４９ｂ ８７.５０±３.３６ａ

Ｍ１８ ４.７９±０.０１ａ １０.４０±１.２７ｂ ６.７３±０.２５ｂｃ ０.８１±０.０５ｂ ９.４０±０.７３ｂ １１.２０±０.６７ｃ ４９.８０±４.３６ｃ １２９.００±３.０８ｂ

Ｍ２７ ４.９０±０.０３ａｂ １４.００±０.４１ｃ ７.６７±０.１２ｃ ０.９０±０.０４ｂ ９.６２±０.３０ｂ １１.８０±０.８３ｃ １０５.００±１４.５ｄ １５０.００±１１.７ｂ

　 　 平均值±标准误(ｎ＝ ３)ꎬ同列不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻＣＫ:对照ꎻＭ９:施用 ９ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎻＭ１８:施用 １８ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎻＭ２７:施

用 ２７ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪

图 １　 长期施用猪粪对红壤净硝化速率的影响

　 Ｆｉｇ. １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｏｎ ｎｅｔ

ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ Ｕｌｔｉｓｏｌｓ

不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻＣＫ:对照ꎻＭ９:施用 ９ Ｍｇ / ｈｍ２

的猪粪ꎻＭ１８:施用 １８ Ｍｇ / ｈｍ２ 的猪粪ꎻＭ２７:施用 ２７ Ｍｇ / ｈｍ２ 的

猪粪

２.２　 施用猪粪对氨氧化微生物基因丰度的影响

ＣＫ 处理的氨氧化古菌 ａｍｏＡ 丰度为 ４. ５３ × １０８

ｃｏｐｉｅｓ / ｇ(图 ２)ꎬＭ１８ 处理显著提升氨氧化古菌 ａｍｏＡ
丰度至 ８.０７×１０８ ｃｏｐｉｅｓ / ｇꎬ而 Ｍ９ 和 Ｍ２７ 对氨氧化古菌

ａｍｏＡ 丰度无显著影响ꎮ 氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因丰度在

ＣＫ 处理中含量最低ꎬ随着猪粪用量的增加ꎬ氨氧化细菌

ａｍｏＡ 丰度逐步提高ꎬ但均无显著性差异ꎮ 完全氨氧化

菌进化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 丰度在 ＣＫ 处理中丰度为 ３.８４×１０６

ｃｏｐｉｅｓ / ｇꎬＭ９ 和 Ｍ１８ 处理虽然提高了完全氨氧化菌进

化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 基因丰度ꎬ但并未达到显著性差异ꎬ而
Ｍ２７ 处理则显著提升完全氨氧化菌进化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ
基因丰度至 １.１９×１０７ ｃｏｐｉｅｓ / ｇꎮ 氨氧化古菌的 ａｍｏＡ 丰

度在各个处理中均高于氨氧化细菌和完全氨氧化菌进

化枝 Ａꎬ高出约 １—２ 个数量级ꎮ 在实时荧光定量 ＰＣＲ
过程中ꎬ尽管尝试多种扩增条件ꎬ各个处理的完全氨氧

化菌进化枝 Ｂ 都存在很强的非特异性扩增ꎬ凝胶电泳

呈现的条带杂乱ꎬ目标条带不存在或很弱ꎬ因此将其排

除在后续分析中ꎮ

２.３　 氨氧化微生物基因丰度与土壤理化性质和净硝化速率的关系

相关性分析表明(表 ３)ꎬ氨氧化古菌的基因丰度与 ｐＨ 值呈显著负相关(Ｐ<０.０５)ꎬ与 ＮＨ＋
４、ＮＯ

－
３、ＴＮ 呈显

著正相关(Ｐ<０.０５)ꎬ而与 ＳＯＣ、ＡＰ、ＡＫ 无显著相关性ꎮ 氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因丰度与 ＤＯＣ、ＡＰ 呈显著正相关

(Ｐ<０.０５)ꎬ而与其余理化性质无显著相关性ꎮ 完全氨氧化菌进化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 基因丰度与 ｐＨ 值无相关性ꎬ
与其他土壤理化性质呈显著正相关(Ｐ<０.０５)ꎮ 逐步回归分析表明ꎬｐＨ 值是影响氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因丰度

的主要环境因子ꎬ可解释其 ４１.１％的变异ꎻＤＯＣ 是影响氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因丰度的主要因子ꎬ可解释其

４３.０％的变异ꎻＡＰ 是影响完全氨氧化菌进化枝 Ａ ａｍｏＡ 基因丰度的重要因子ꎬ可解释 ８６.５％的变异ꎮ 此外ꎬ相
关性分析发现(图 ３)氨氧化古菌和氨氧化细菌的 ａｍｏＡ 基因丰度与净硝化速率无显著相关关系ꎬ而完全氨氧

化菌进化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 基因丰度与净硝化速率呈显著正相关(Ｐ<０.０１)ꎮ

３　 讨论

３.１　 施用猪粪对土壤理化性质影响

施用有机肥是调控土壤养分含量及其稳定性的重要农业管理措施ꎬ猪粪作为一种重要的有机肥ꎬ对改善

３５８　 ２ 期 　 　 　 段春健　 等:长期施用猪粪对红壤完全氨氧化菌基因丰度的影响 　
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图 ２　 长期施用猪粪对红壤硝化功能基因丰度的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｏｎ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｉｎ Ｕｌｔｉｓｏｌｓ

不同字母表示差异显著(Ｐ < ０.０５)ꎻＣＫ:对照ꎻＭ９:施用 ９ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎻＭ１８:施用 １８ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎻＭ２７:施用 ２７ Ｍｇ / ｈｍ２的猪粪ꎻＡＯＡ:

氨氧化古菌ꎻＡＯＢ:氨氧化细菌ꎻＣｌａｄｅ Ａ:完全氨氧化菌进化支 Ａ

表 ３　 红壤理化性质与硝化功能基因丰度相关性系数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｉｎ Ｕｌｔｉｓｏｌｓ

微生物
Ｔａｒｇｅｔ ｇｒｏｕｐ

ｐＨ
(１ ∶５)

土壤
有机碳
ＳＯＣ

可溶性
有机碳
ＤＯＣ

全氮
ＴＮ

铵态氮

ＮＨ＋
４

硝态氮

ＮＯ－
３

速效磷
ＡＰ

速效钾
ＡＫ

氨氧化古菌 ＡＯＡ －０.６８１∗ ０.３６４ ０.４６４ ０.６１１∗ ０.５９６∗ ０.６５７∗ ０.２５１ ０.３７４

氨氧化细菌 ＡＯＢ ０.１０７ ０.６９４∗ ０.５６９ ０.５２１ ０.４８４ ０.５２７ ０.６２９∗ ０.４０３

完全氨氧化菌分支 Ａ Ｃｌａｄｅ Ａ ０.１６８ ０.８７７∗∗ ０.８４０∗∗ ０.７３９∗∗ ０.６５４∗ ０.６９８∗ ０.９３７∗∗ ０.７８２∗∗

　 　 ∗和 ∗∗分别表示 Ｐ<０.０５ 和 Ｐ<０.０１ꎻＡＯＡ:氨氧化古菌ꎻＡＯＢ:氨氧化细菌ꎻＣｌａｄｅ Ａ:完全氨氧化菌进化枝 Ａ

土壤质地和养分含量有着较为明显的作用ꎮ 本研究发现ꎬ猪粪的施用使土壤 ｐＨ 值呈下降趋势ꎬ这可能是因

为猪粪中的有机质被慢慢降解ꎬ有机官能团释放出大量 Ｈ＋ꎬ导致土壤 ｐＨ 值下降[２１]ꎻ同时ꎬ猪粪施用促进土壤

硝化活性ꎬ从而释放出 Ｈ＋ꎬ使土壤进一步酸化ꎬｐＨ 值降低ꎮ 另一方面ꎬ随着猪粪施用量的增加ꎬ有机物质和腐

殖质含量逐步提高ꎬ有机质和官能团可以络合金属离子和 Ｈ＋ꎬ腐殖质的缓冲作用一定程度缓解土壤酸化[２２]ꎮ
因此ꎬ高量粪肥施用没有显著降低土壤 ｐＨ 值可能是由于未分解或半分解的有机物质的缓冲作用导致的ꎮ 大

量研究表明ꎬ猪粪等有机肥的施用ꎬ可以改善土壤结构ꎬ增加土壤有机质和碳氮磷等元素含量[２３—２４]ꎮ 然而ꎬ随
着猪粪的施用量的增加ꎬ土壤中碳和养分的固持逐渐趋近于饱和[２５]ꎻ土壤中部分养分的外源输入与植物吸

收、微生物利用和淋溶损失等输出达到一个动态平衡的状态[２６]ꎮ 因此ꎬ相比于 Ｍ１８ꎬＭ２７ 并没有提高部分养

分的含量ꎮ 综上所述ꎬ单独施用猪粪并不能改善红壤的酸化情况ꎬ但可以显著提升红壤有机质和养分含量ꎬ有
利于农田红壤作物的生长发育ꎮ 同时也要注意猪粪用量ꎬ避免不必要的肥料和养分损失ꎬ以及过量施用带来

的二次污染ꎮ

４５８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　



ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

　 图 ３　 完全氨氧化菌进化枝 Ａ ａｍｏＡ 基因丰度与净硝化速率的相

关关系

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ ｃｌａｄｅ Ａ ａｍｏＡ

ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｎｅｔ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

３.２　 施用猪粪对氨氧化微生物基因丰度的影响

供试土壤中ꎬ氨氧化古菌 ａｍｏＡ 的基因丰度比氨氧

化细菌和完全氨氧化菌高出 １—２ 个数量级ꎬ表明在酸

性红壤中ꎬ氨氧化古菌是丰度最高的氨氧化微生物ꎮ 氨

氧化古菌含有酸碱平衡的目的基因和高亲和氨的获取

系统[２７]ꎬ该基因编码的膜系统可通过对钾离子的吸收ꎬ
产生反膜电位ꎬ在低 ｐＨ 值条件下维持氨氧化古菌稳

态[２８]ꎬ而对 ＮＨ３的高亲和力ꎬ保证了氨氧化古菌可以在

ＮＨ３浓度较低的酸性环境中生存ꎮ 因此ꎬ在酸性红壤当

中ꎬ氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因丰度最高ꎮ 红壤氨氧化古菌

ａｍｏＡ 基因丰度主要受土壤 ｐＨ 值和养分条件限制ꎬ猪
粪施用后ꎬ虽然向土壤中带入大量有机质ꎬ分解产生

ＮＨ３ꎬ但在酸性条件下 ＮＨ３ 易与土壤中 Ｈ＋ 结合形成

ＮＨ＋
４ꎬＮＨ３的浓度与有效性并不高ꎮ 氨氧化古菌对底物

具有较高亲和力ꎬ低 ＮＨ３环境更有利于氨氧化古菌生

长[２９]ꎮ 氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因丰度并没有随着猪粪的

施加而显著提高ꎬ这一方面是由于氨氧化细菌对 ＮＨ３的亲和力较低ꎬ更喜欢在高 ＮＨ３的碱性环境中生存[７]ꎬ而
酸性红壤产生的 ＮＨ３大多转化成 ＮＨ＋

４ꎬ限制了氨氧化细菌的生长ꎻ另一方面ꎬ猪粪施用导致红壤 ｐＨ 值下降ꎬ
ｐＨ 值降低对氨氧化细菌的限制作用抵消了猪粪施加后养分含量提高的促进作用ꎮ 完全氨氧化菌进化枝 Ａ
丰度低于氨氧化古菌和氨氧化细菌ꎬ表明在酸性农田红壤中完全氨氧化菌进化枝 Ａ 的丰度并不占据优势ꎮ
这与 Ｘｕ 等[１１]在中国不同地区的五种农田土壤的发现一致ꎮ 这可能是由于完全氨氧化菌的生长速率比传统

氨氧化微生物低ꎬ在土壤中的丰度一般低于氨氧化古菌和氨氧化细菌[３０]ꎮ 和 ＣＫ 相比ꎬＭ９ 和 Ｍ１８ 处理未能

显著提高完全氨氧化菌进化枝 Ａ 的 ａｍｏＡ 丰度ꎬＭ２７ 则显著提高其丰度ꎮ 相关性分析表明ꎬ完全氨氧化菌进

化枝 Ａ 丰度与除 ｐＨ 值外的其他理化性质呈显著正相关(Ｐ<０.０５)ꎬ表明进化枝 Ａ 丰度主要受土壤养分含量

控制ꎬ存在喜欢富营养环境的完全氨氧化菌ꎮ 逐步回归分析发现ꎬＡＰ 含量是限制完全氨氧化菌进化枝 Ａ 的

ａｍｏＡ 基因丰度的主要环境因子[３１]ꎬ可以解释其 ８６.５％的变异ꎮ 原因可能是磷素是土壤微生物生长的必须营

养元素ꎬ而红壤普遍缺磷[３２]ꎬ完全氨氧化菌进化枝 Ａ 可能对缺磷更加敏感ꎬ因此猪粪施加后土壤 ＡＰ 增加可

能更有利于提高完全氨氧化菌的丰度ꎮ
３.３　 完全氨氧化菌与净硝化速率的关系

与 ＣＫ 相比ꎬＭ９ 并未显著改变土壤净硝化速率ꎬＭ１８ 和 Ｍ２７ 则显著提高土壤净硝化速率ꎬ增幅分别达到

３１７％和 ４１６％ꎬ表明长期施用中量和高量猪粪可以显著提高红壤硝化速率ꎮ 相关分析表明ꎬ红壤净硝化速率

与氨氧化古菌和氨氧化细菌基因丰度无显著相关性ꎬ但与完全氨氧化菌进化枝 Ａ 呈显著正相关ꎬ表明完全氨

氧化菌进化枝 Ａ 可能在红壤硝化过程中扮演重要角色ꎮ 迄今为止ꎬ只有一株从水生生态系统中分离出来的

完全氨氧化菌ꎬ动力学分析表明ꎬ其表观半饱和常数 Ｋｍ(ＮＨ３)约为 ６３ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ亲和力高于氨氧化古菌和氨氧

化细菌ꎬ在寡营养条件下更具竞争力[１２ꎬ ３３]ꎮ 然而ꎬ猪粪施加后ꎬ有机质分解释放出大量的 ＮＨ３ꎬ可以提高土壤

ＮＨ３的有效性ꎮ 王欣丽等[３４]研究发现ꎬ添加 ２ Ｍｇ / ｈｍ２猪粪可提高酸性红壤的 ＮＨ３浓度至 ３００ ｎｍｏｌ / Ｌ 以上ꎮ
本研究中土壤 ＮＨ３的浓度远高于 ６３ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ且完全氨氧化菌进化枝 Ａ 丰度随着猪粪用量增加而增加ꎬ表明完

全氨氧化菌进化枝 Ａ 喜好的生存环境可能不局限于寡营养生境ꎮ 因此ꎬ完全氨氧化菌进化枝 Ａ 可以在长期

施用猪粪的酸性红壤硝化过程中发挥重要作用ꎬ且其丰度和活性随着猪粪的施用量增加而提高ꎮ 值得一提的

是ꎬ该结果是基于相关性分析得到的ꎬ由于尚未发现完全氨氧化菌的特异性抑制剂ꎬ该方法是研究完全氨氧化

菌活性的替代方法[３５]ꎬ但在未来的研究中可以通过多种手段加以验证ꎮ 例如:寻找能够特异性抑制完全氨氧

５５８　 ２ 期 　 　 　 段春健　 等:长期施用猪粪对红壤完全氨氧化菌基因丰度的影响 　



ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

化菌活性的抑制剂、利用 ＤＮＡ￣ＳＩＰ(ＤＮＡ￣ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｐｒｏｂｉｎｇ)和 ＲＮＡ￣ＳＩＰ(ＲＮＡ￣ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｐｒｏｂｉｎｇ)技术测

定微生物同化１３ＣＯ２的活性、从土壤中分离培养完全氨氧化菌等ꎬ验证氨氧化微生物在酸性红壤硝化过程中的

功能活性ꎮ

４　 结论

本研究利用荧光定量 ＰＣＲꎬ对长期施用猪粪的农田红壤氨氧化微生物丰度进行研究ꎬ结果表明:(１)长期

施用猪粪显著提高土壤有机质和各种养分含量ꎬ且随着猪粪的施用量增加而增加ꎮ (２)农田红壤完全氨氧化

菌以进化枝 Ａ 为主ꎬ而进化枝 Ｂ 丰度极低ꎬ存在很强的非特性扩增ꎬ但进化枝 Ａ 的丰度显著低于氨氧化古菌

和氨氧化细菌ꎮ (３)长期施用高量猪粪显著提高进化枝 Ａ 丰度和净硝化速率ꎮ 进化枝 Ａ 丰度与土壤各种养

分含量呈显著正相关ꎬ速效磷是最主要的影响因子ꎬ表明存在喜好富营养环境的完全氨氧化菌ꎮ (４)进化枝

Ａ 丰度和净硝化速率呈显著正相关ꎬ可能在长期施用猪粪的农田红壤硝化过程中发挥重要功能ꎮ
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