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氮磷添加对草甸草原土壤氮磷转化功能基因丰度的
影响

肖　 红１ꎬ刘玉玲１ꎬ刘忠宽２ꎬ李鹏珍１ꎬ戎郁萍１ꎬ∗

１ 中国农业大学草业科学与技术学院ꎬ 北京　 １００１９３

２ 河北省农林科学院农业资源环境研究所ꎬ 石家庄　 ０５００５１

摘要:氮添加是提高退化草地生产力的主要养分管理措施ꎬ而过量的氮输入会导致土壤酸化、增加硝酸盐淋溶损失和温室气体

排放ꎮ 旨在明确草原割草利用下土壤氮、磷转化功能基因丰度对氮磷添加的响应规律ꎬ为定向调控打草场土壤氮、磷转化过程ꎬ
提高养分利用效率ꎬ减少温室气体 Ｎ２Ｏ 排放提供科学依据ꎮ ２０１８—２０２０ 年在呼伦贝尔草甸草原打草场设置了 ５ 个施氮水平

(０、１.５５、４.６５、１３.９５、２７.９ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１)和 ３ 个磷水平(０、５.２４、１０.４８ ｇ Ｐ ｍ－２ ａ－１)ꎬ裂区试验设计ꎬ在植物不同生长时期测定土壤

氨氧化(ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ)、反硝化(ｎａｒＧ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 和 ｎｏｓＺ)和磷转化(ｐｈｏＤ)基因丰度ꎮ 结果表明ꎬ土壤氮转化基因丰

度受到氮、磷添加的调控ꎬ而氮、磷添加对土壤磷转化功能基因丰度无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎮ 氮添加可提高 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度ꎬ
增加氨氧化细菌调控土壤总硝化速率的相对重要性ꎬ因此能增加硝酸盐淋溶损失潜势ꎮ 高氮处理下添加磷可降低 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ
基因丰度ꎬ降低硝酸盐淋溶损失潜势ꎮ 反硝化基因 ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ 的丰度受植物生长季节的影响ꎬ氮添加仅对 ８ 月份 ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ
基因丰度有显著的促进作用ꎬ增加气态氮损失潜势ꎮ 土壤氮的过量输入可在一定程度促进土壤氨氧化和反硝化进程ꎬ增加硝酸

盐淋溶和气态氮损失的风险ꎮ 磷添加可能会在一定程度上降低土壤硝酸盐淋溶损失的风险ꎬ对提高氮的利用效率具有重要

作用ꎮ
关键词:氮添加ꎻ磷添加ꎻ氨氧化ꎻ反硝化ꎻ功能基因
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１ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３ꎬ Ｃｈｉｎａ

２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ Ｈｅｂｅｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ ０５００５１ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ( Ｎ) ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｓ ａ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｐｒａｃｔｉｃｅ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｅｇｒａｄｅｄ
ｇｒａｓｓｌａｎｄｓ. Ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ Ｎ ｉｎｐｕｔ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｓｏｉｌ ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｎｉｔｒａｔｅ ｌｅａｃｈｉｎｇ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ ｇａｓ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ.
Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ Ｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ (Ｐ) ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎬ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ ｇａｓ Ｎ２ Ｏ
ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｇｒａｓｓｌａｎｄ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｕｓｅｄ ｍｏｓｔｌｙ ｆｏｒ ｈａｙｍａｋｉｎｇ. Ｗｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ａ ｓｐｉｔ￣ｐｌｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｔｈａｔ
ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｆｉｖｅ Ｎ ｌｅｖｅｌｓ (０ꎬ １.５５ꎬ ４.６５ꎬ １３.９５ꎬ ２７.９ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１) ａｎｄ ｔｈｒｅｅ Ｐ ｌｅｖｅｌｓ (０ꎬ ５.２４ꎬ １０.４８ ｇ Ｐ ｍ－２ ａ－１) ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｈｕｌｕｎｂｅｒ ｍｅａｄｏｗ ｓｔｅｐｐｅ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｙｅａｒｓ ( ２０１８—２０２０). Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｏｉｌ
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ａｍｍｏｎｉｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ (ａｍｏＡ￣ＡＯＡ ａｎｄ ａｍｏＡ￣ＡＯＢ)ꎬ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ( ｎａｒＧꎬ ｎｉｒＫꎬ ｎｉｒＳ ａｎｄ ｎｏｓＺ) ａｎｄ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ (ｐｈｏＤ) ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ Ｎ￣ｃｙｃｌｅ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｎ ａｎｄ Ｐ ａｄｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ｃｏｎｓｔａｎｔ
ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｎ ａｎｄ Ｐ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ. Ｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｏＡ￣ＡＯＢ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ
ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｎｉｔｒａｔｅ ｌｅａｃｈｉｎｇ ｌｏｓｓ. Ｐ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｏＡ￣ＡＯＢ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ Ｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｎｉｔｒａｔｅ ｌｅａｃｈｉｎｇ
ｌｏｓｓ. Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ (ｎｉｒＫ ａｎｄ ｎｏｓＺ) ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｖａｒｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｅａｓｏｎｓ. Ｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｉｒＫ ａｎｄ ｎｏｓＺ ｉｎ Ａｕｇｕｓｔꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｇａｓｅｏｕｓ Ｎ ｌｏｓｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ.
Ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ Ｎ ｉｎｐｕｔ ｍｉｇｈｔ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ
ｎｉｔｒａｔｅ ｌｅａｃｈｉｎｇ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｇａｓｅｏｕｓ Ｎ ｌｏｓｓ. Ｐ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｍａｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｎｉｔｒａｔｅ ｌｅａｃｈｉｎｇ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｐｌａｙ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ
ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ Ｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ.

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎻ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎꎻ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎꎻ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ

氮(Ｎ)和磷(Ｐ)作为主要的营养元素ꎬ对调控陆地生态系统植物生产力和土壤微生物功能具有重要作

用[１]ꎮ 氮磷肥添加是提高过度放牧退化草地生产力和牧草品质的主要养分管理措施之一[２]ꎮ 然而ꎬ过量的氮输

入会使土壤酸化、增加硝酸盐淋溶损失和温室气体排放等[３]ꎮ 由土壤氮转化微生物驱动的土壤硝化和反硝化过

程与硝酸盐淋溶损失和 Ｎ２Ｏ 气体排放紧密相关[４—６]ꎬ因此ꎬ了解草原生态系统参与氮循环的主要土壤微生物功

能群对养分添加的响应机理有助于草地养分调控ꎬ避免养分过量输入引起的氮损失和温室气体排放[２]ꎮ
土壤硝化作用(ＮＨ＋

４ 向 ＮＯ－
３ 的转化)是由氨氧化细菌(ＡＯＢ)和氨氧化古菌(ＡＯＡ)分泌的氨单加氧酶催

化的ꎬ氨氧化是土壤硝化作用的关键限速步骤[７]ꎮ ａｍｏＡ 基因编码氨单加氧酶的 Ａ 亚基ꎬ氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基

因(ａｍｏＡ￣ＡＯＢ)和氨氧化古菌 ａｍｏＡ 基因(ａｍｏＡ￣ＡＯＡ)目前被确定为土壤硝化作用过程的标记基因[８]ꎮ 土壤

反硝化作用(ＮＯ－
３→ＮＯ－

２→ＮＯ→Ｎ２Ｏ→Ｎ２的转化过程)是由一系列反硝化细菌功能群产生的还原酶催化的ꎮ
反硝化的第一步(ＮＯ－

３→ＮＯ－
２)是由 ｎａｒＧ 和 ｎａｐＡ 基因编码的硝酸盐还原酶催化的ꎬ而 ＮＯ－

２ 还原成 ＮＯ 的过程

是由 ｎｉｒＫ 或 ｎｉｒＳ 编码的亚硝酸盐还原酶催化的ꎬ最后一步 Ｎ２Ｏ 转化为 Ｎ２的过程是由 ｎｏｓＺ 编码的氧化亚氮还

原酶催化的[３ꎬ９]ꎮ 因此ꎬａｍｏＡ￣ＡＯＢ、ａｍｏＡ￣ＡＯＡ、ｎａｒＧ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 和 ｎｏｓＺ 是目前研究较多的土壤氮转化功能基

因ꎬ通常用这些基因的拷贝数来表征土壤氨氧化和反硝化微生物的丰度[１０—１１]ꎮ 有关氮添加对土壤氮转化功

能基因丰度影响的研究较多ꎬ但尚未有统一的结论ꎮ 例如ꎬ有研究表明氮添加可增加 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 的丰度ꎬ而对

ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 没有影响[２ꎬ １２]ꎮ 然而ꎬＣａｒｅｙ 等[７] 通过 ｍｅｔａ 分析得出ꎬ氮添加对 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 丰度均

有促进作用ꎮ Ｔａｎｇ 等[３]在森林生态系统的研究发现氮磷同时添加可显著增加 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 的丰度ꎬ而降低了

ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 的丰度ꎮ 此外ꎬ反硝化功能基因(ｎａｒＧ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 和 ｎｏｓＺ)丰度对氮、磷添加的响应也存在不一致的

情况[３—４ꎬ １１]ꎮ 这种响应的不一致性表明氨氧化和反硝化功能基因丰度对养分添加的响应会随着生态系统类

型和施肥种类发生变化ꎮ 同时氨氧化和反硝化功能基因丰度也表现出季节性变化[１３—１４]ꎬ这表明土壤氨氧化

和反硝化功能基因丰度可能与环境因子(温度和湿度)有密切关系[１５—１７]ꎮ
相对于氮转化功能基因ꎬ磷转化功能基因的研究较少ꎮ 磷酸酶由碱性磷酸酶(ＡＬＰ)和酸性磷酸酶

(ＡＣＰ)组成ꎬ是催化磷酸酯(除了肌醇磷酸酯ꎬ例如肌醇六磷酸盐)水解释放出磷酸盐的酶ꎮ 前人研究表明ꎬ
ＡＬＰ 来自土壤微生物ꎬ而 ＡＣＰ 主要由植物合成和分泌[１８—１９]ꎮ ｐｈｏＡ、ｐｈｏＸ 和 ｐｈｏＤ 是原核生物编码 ＡＬＰ 基因ꎬ
这三个同源基因的分布随生态系统不同而变化ꎮ ｐｈｏＡ、ｐｈｏＤ 和 ｐｈｏＸ 广泛分布在水生生态系统ꎬ而陆地生态

系统中 ｐｈｏＤ 基因的分布要高于 ｐｈｏ Ａ 和 ｐｈｏＸ[２０]ꎮ 因此ꎬｐｈｏＤ 基因可作为土壤有机磷转化的标记基因[２１]ꎮ
Ｈｕ 等[２０]研究发现ꎬ长期添加高剂量有机肥(秸秆和牛粪)可显著改变编码碱性磷酸酶基因的细菌群落多样

性ꎬｐｈｏＤ 群落结构主要受土壤有机碳的调控ꎬ而不是土壤磷含量ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２２]研究发现ꎬ长期添加磷肥增加了
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ｐｈｏＤ 基因的多样性ꎬｐｈｏＤ 基因丰度与土壤有效磷含量负相关ꎬ而编码碱性磷酸酶基因的细菌群落结构与土

壤 ｐＨ 和有效磷含量有关ꎮ 目前关于 ｐｈｏＤ 基因的研究主要集中在农田生态系统中ꎬ且氮肥或氮磷肥同时添

加对 ｐｈｏＤ 基因丰度和多样性的影响相对较少ꎬｐｈｏＤ 基因对氮、磷添加的响应机理尚不清楚ꎮ
本研究对氮、磷添加后呼伦贝尔草甸草原不同生长时期土壤氨氧化(ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ)、反硝化

(ｎａｒＧ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 和 ｎｏｓＺ)和磷转化(ｐｈｏＤ)基因丰度进行分析ꎬ探究土壤理化性质与氮、磷转化功能基因丰度

的关系ꎬ明确土壤氮、磷转化功能基因丰度及氮损失对氮、磷添加的响应规律ꎬ为定向调控土壤氮、磷转化过

程ꎬ提高养分利用效率ꎬ减少温室气体 Ｎ２Ｏ 排放提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验地概况

研究地点位于呼伦贝尔市海拉尔区特尼河 ９ 队(４９°２０′—４９°２６′Ｎꎬ１１９°５５′—１２０°９′Ｅꎬ海拔 ６２８—６４９
ｍ)ꎬ是大兴安岭西麓丘陵向内蒙古高原的过渡区ꎮ 该地区属温带大陆性季风气候ꎬ年均温－１.２ ℃ꎬ１ 月最冷

月平均气温－２５.９ ℃ꎬ７ 月最热月平均气温 ２０.０℃ꎬ>１０ ℃积温 １７８０—１８２０℃ꎬ无霜期 ９０—１１５ ｄꎬ年均降水量

３５４ ｍｍꎬ全年降水的 ７５％集中在 ６—９ 月份ꎮ ２０１８—２０２０ 年总降水量分别为 ２８９.０ ｍｍ、２７９.０ ｍｍ、３５７.０ ｍｍꎮ
草甸草原以羊草(Ｌｅｙｍｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)和贝加尔针茅(Ｓｔｉｐａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ)建群ꎬ土壤为黑钙土或暗栗钙土ꎬ土壤 ｐＨ
为 ６.５０ꎬ土层厚 ３０—４０ ｃｍꎬ表层土壤(０—１０ ｃｍ)有机碳含量 ５１.０ ｇ / ｋｇꎬ全氮 ３.７ ｇ / ｋｇꎬ全磷 ０.５ ｇ / ｋｇꎮ
１.２　 试验设计

２０１８ 年 ５ 月在试验区选取地势平坦、植被分布均匀的草地进行氮磷添加试验ꎬ双因子裂区试验设计ꎬ主
区为氮添加ꎬ副区为磷添加ꎮ 设 ５ 个氮水平(Ｎ０:不施 ＮꎻＮ１:１.５５ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＮ２:４.６５ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＮ３:１３.９５ ｇ
Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＮ４:２７.９ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１)ꎬ３ 个磷水平(Ｐ０:不施 ＰꎻＰ１:５.２４ ｇ Ｐ ｍ－２ ａ－１ꎻＰ２:１０.４８ ｇ Ｐ ｍ－２ ａ－１)ꎬ共 １５ 个

处理ꎬ４ 个区组ꎬ总计 ６０ 个小区ꎮ 每个小区面积 ２ ｍ×３ ｍꎬ主区间距 ２ ｍꎬ副区间距 １ ｍꎮ 氮的添加量参考前人

在内蒙古草地进行的氮添加梯度(０—３０ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１) [２３]ꎬ１.５５ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１的添加量近似等于 ２０００—２０１０ 年中

国年平均氮沉降量[２１]ꎬ１３.９５ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１的添加量可达到内蒙古草地植物生长的氮饱和阈值[２４]ꎮ 磷的添加量

也参考前人在内蒙古草地进行的磷添加梯度(０—１３.９ ｇ Ｐ ｍ－２ ａ－１) [２５]ꎬ本研究磷添加量能解除内蒙古草地植

物生长磷限制[２５]ꎮ 氮肥使用硝酸铵(ＮＨ４ＮＯ３ꎬ分析纯)ꎬ磷肥使用五氧化二磷(Ｐ ２Ｏ５ꎬ分析纯)ꎮ 添加时间为

２０１８—２０２０ 年ꎬ每年 ６ 月 ６ 日进行氮磷添加ꎮ 将肥料溶解在 ２４ Ｌ 水(相当于 ４ ｍｍ 的降水)中ꎬ以水溶液的形

式用喷壶均匀喷施于试验小区ꎬ不施肥的小区喷施等量的水ꎮ 按照当地打草场的利用方式ꎬ每年 ８ 月底对处

理小区进行刈割处理ꎬ留茬高度为 ８ ｃｍꎮ
１.３　 土壤样品采集

２０２０ 年 ５ 月下旬(施肥前ꎬ５ 月 ２８ 日)、７ 月和 ８ 月中旬(７ 月 １５ 日ꎬ８ 月 ２０ 日)ꎬ用直径 ５ ｃｍ 的土钻在每

个小区内随机取 ０—１０ ｃｍ 土样 ４ 个ꎬ混合成 １ 个土壤样品ꎬ过 ２ ｍｍ 筛后分成三份ꎬ一份用于测定土壤含水

量ꎬ另一份储存于－８０ ℃冰箱用于土壤 ＤＮＡ 的提取ꎬ剩余的土壤自然风干后测定土壤化学性质ꎮ
１.４　 土壤理化性质测定

土壤全碳(ＴＣ)和全氮(ＴＮ)用元素分析仪(Ｖａｒｉｏ ＭＡＸ ＣＮꎻ Ｅｌｅｍｅｎｔａｒꎬ Ｈａｎａｕꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)测定ꎮ
土壤全磷(ＴＰ)和速效磷(Ｏｌｓｅｎ￣Ｐ)采用钼锑抗比色法测定[２６]ꎮ
土壤 ｐＨ 用酸度计(ＦＥ２０－ＦｉｖｅＥａｓｙＴＭꎬ Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)测定ꎮ
土壤无机氮含量的测定:２０２０ 年 ５—８ 月测定各处理小区土壤无机氮含量ꎮ 采用原位、非破坏性的离子

交换膜( Ｉｏｎｉｃｓꎬ Ｒｉｎｇｗｏｏｄꎬ ＮＪꎬ ＵＳＡ)进行取样[２７]ꎬ采用 ＡＡ３ 流动分析仪(ＡｕｔｏＡｎａｌｙｓｅｒ ３ꎻ Ｓｅａｌ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌꎬ
Ｎｏｒｄｅｒｓｔｅｄｔꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)测定 ＮＨ＋

４ ￣Ｎ 和 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量ꎮ ＮＨ＋

４ ￣Ｎ 和 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量的计算公式如下:[(浓度单位为

μｇ Ｎ / ｍＬ)×(７０ ｍＬ ＫＣｌ)] / (５０ ｃｍ２膜面积×放置天数)ꎮ
１.５　 土壤 ＤＮＡ 提取及实时荧光定量聚合酶链式反应分析(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

土壤 ＤＮＡ 提取采用土壤基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ３３６ꎬ天根ꎬ中国)ꎮ 采用罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ ９６ 的实时
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定量聚合酶链式反(ＰＣＲ)仪对 １６Ｓ ｒＲＮＡ、ｐｈｏＤ、ａｍｏＡ￣ＡＯＢ、ａｍｏＡ￣ＡＯＡ、ｎａｒＧ、ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 和 ｎｏｓＺ 基因拷贝数进

行分析ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析采用荧光定量试剂盒 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ (ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)ꎬ总反应体系为 ２０ μＬꎬ包
括:１０ μＬ 的 ２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓꎬ０.５ μＬ 上游引物(１０ μＭ)ꎬ０.５ μＬ 下游引物(１０ μＭ)ꎬ５ μＬ
的 ＤＮＡ 模板和 ４ μＬ 的 ｄｄＨ２ Ｏꎮ 所有基因引物合成序列信息和相应的 ＰＣＲ 扩增程序参照之前的文献

报道[１２ꎬ２０]ꎮ
１.６　 数据分析

采用三因素方差分析检验氮添加(Ｎ)ꎬ磷添加(Ｐ)与不同取样时间(Ｄ)的主效应及其交互作用对土壤理

化指标及氮、磷转化功能基因拷贝数的影响ꎮ 采用裂区方差分析检验每个取样时间下氮、磷添加及其交互作

用对土壤理化指标及氮、磷转化功能基因拷贝数的影响ꎬ其中氮水平和磷水平作为固定因子ꎬ区组为随机因

子ꎮ 采用邓肯(Ｄｕｎｃａｎ)多重比较(Ｐ<０.０５)检验氮或磷添加水平间的差异ꎬ方差分析均使用 ＳＰＳＳ(ｖｅｒｓｉｏｎ
１９.０ꎻ ＩＢＭꎬ Ａｒｍｏｎｋꎬ Ｎｅｗ Ｙｏｒｋꎬ ＵＳＡ)进行ꎮ 采用冗余分析(ＲＤＡ)评估不同取样时间下氮、磷转化功能基因

拷贝数与土壤理化指标间的关系ꎮ 数据作图采用 ＧｒａｐｈＰａｄ(ｖｅｒｓｉｏｎ ８.０.１ꎬ ＧｒａｐｈＰａｄ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｉｎｃꎬ Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏꎬ
ＣＡꎬ ＵＳＡ)进行ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 氮磷添加对土壤理化性质的影响

氮、磷添加、取样时间及其三者交互作用显著影响土壤 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 和 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 含量(表 １ꎬＰ<０.００１)ꎬ氮添加显

著增加 ５—８ 月份土壤 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量(表 ２ꎬＰ<０.０１)ꎬ而磷添加显著降低了 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 含量(表 ２ꎬＰ<０.００１)ꎬ７ 月份

ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量最低ꎮ 氮、磷添加交互作用显著影响土壤 ５ 月和 ８ 月的 ＮＨ＋

４ ￣Ｎ(表 ２ꎬＰ<０.０１)ꎬ氮添加显著增加土壤

ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 含量(表 ２ꎬＰ<０.００１)ꎬ高氮水平下添加磷可显著增加 ＮＨ＋

４ ￣Ｎ 的含量(表 ２ꎬＰ<０.０５)ꎮ 氮添加显著增加 ７
月份 ＮＨ＋

４ ￣Ｎ 含量(表 ２ꎬＰ<０.００１)ꎬ而磷添加对 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 含量无显著影响(表 ２ꎬＰ>０.０５)ꎮ 磷添加显著增加了土壤

Ｏｌｓｅｎ￣Ｐ 含量(表 ２ꎬＰ<０.００１)ꎬ高氮处理(Ｎ３ 和 Ｎ４)显著降低了 ５ 月和 ８ 月土壤 Ｏｌｓｅｎ￣Ｐ 含量(表 ２ꎬＰ<０.０５)ꎮ

表 １　 三因素方差分析氮添加(Ｎ)、磷添加(Ｐ)、取样时间(Ｄ)及其交互作用对土壤理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉ￣ｆａｃｔｏｒ ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

土壤特性
Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

Ｎ Ｐ Ｄ Ｎ×Ｐ Ｎ×Ｄ Ｐ×Ｄ Ｎ×Ｐ×Ｄ

Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ

ＮＨ＋
４ ￣Ｎ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗

ＮＯ３
—Ｎ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗

Ｏｌｓｅｎ Ｐ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ０.０７ ０.５７ ∗∗ ０.９４

ＴＣ ０.５５ ０.０６ ０.４５ ０.６９ ０.９８ ０.８８ １.００

ＴＮ ０.０６ ０.２４ ∗∗ ０.７６ ０.９９ ０.８９ １.００

ＴＰ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ０.２８ ０.９７ ０.７２ ０.９３

ＴＣ:ＴＮ ０.０７ ０.０７ ∗∗∗ ０.８６ ０.９４ ０.９０ ０.９６

ＴＣ:ＴＰ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ０.４４ ０.６７ ０.８０ ０.７３

ＴＮ:ＴＰ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ０.２９ ０.７０ ０.７５ ０.７８

ｐＨ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ∗ ０.２０ ０.１２

ＳＷＣ ∗∗∗ ∗ ∗∗∗ ０.３３ ∗∗∗ ０.６０ ∗

　 　 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ:土壤铵态氮 ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＮＯ－

３ ￣Ｎ:土壤硝态氮 ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅꎻＯｌｓｅｎ￣Ｐ:土壤速效磷 ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＣ:土壤总碳 ｓｏｉｌ

ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎꎻＴＮ:土壤总氮 ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＴＰ:土壤全磷 ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＣ:ＴＮ:土壤全碳与全氮的比值 ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ ｔｏ ｓｏｉｌ

ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＴＣ:ＴＰ:土壤全碳与全磷的比值 ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ ｔｏ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＮ:ＴＰ:土壤全氮与全磷的比值 ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｏ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＳＷＣ:土壤含水量 ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ∗ꎬ∗∗ꎬ∗∗∗分别代表 Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１ꎬＰ<０.００１
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表
２　

氮
添
加

(Ｎ
)、

磷
添
加

(Ｐ
)及

其
交
互
作
用
对
不
同
月
份
土
壤
理
化
性
质
的
影
响

Ｔａ
ｂｌ
ｅ
２　

Ｒ
ｅｓ
ｕｌ
ｔｓ

ｏｆ
ｓｐ
ｌｉｔ
￣ｐ
ｌｏ
ｔａ

ｎａ
ｌｙ
ｓｉｓ

ｏｆ
ｖａ
ｒｉ
ａｎ

ｃｅ
ｓｈ
ｏｗ

ｉｎ
ｇ
ｔｈ
ｅ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
ｓ
ｏｆ

ｎｉ
ｔｒ
ｏｇ

ｅｎ
ａｄ

ｄｉ
ｔｉｏ

ｎꎬ
ｐｈ

ｏｓ
ｐｈ

ｏｒ
ｕｓ

ａｄ
ｄｉ
ｔｉｏ

ｎꎬ
ａｎ

ｄ
ｔｈ
ｅｉ
ｒ
ｉｎ
ｔｅ
ｒａ
ｃｔ
ｉｏ
ｎ
ｏｎ

ｓｏ
ｉｌ
ｐｒ
ｏｐ

ｅｒ
ｔｉｅ

ｓ
ｉｎ

ｄｉ
ｆｆｅ

ｒｅ
ｎｔ

ｓａ
ｍ
ｐｌ
ｉｎ
ｇ
ｄａ

ｔｅ
ｓ

处
理

Ｔｒｅ
ａｔｍ

ｅｎ
ｔｓ

ＮＨ
＋ ４￣Ｎ

/(
μｇ

ｃｍ
－ ２

ｄ－
１ )

ＮＯ
－ ３￣Ｎ

/(
μｇ

ｃｍ
－ ２

ｄ－
１ )

Ｏｌ
ｓｅｎ

Ｐ/
(ｍ

ｇ/
ｋｇ

)
ＴＣ

/
(ｇ

/ｋｇ
)

ＴＮ
/

(ｇ
/ｋｇ

)
ＴＰ

/
(ｇ

/ｋｇ
)

ＴＣ
:Ｔ

Ｎ
ＴＣ

:Ｔ
Ｐ

ＴＮ
:Ｔ

Ｐ
ｐＨ

ＳＷ
Ｃ/

％

５月
７月

８月
５月

７月
８月

５月
７月

８月
５月

７月
８月

５月
７月

８月
５月

７月
８月

５月
７月

８月
５月

７月
８月

５月
７月

８月
５月

７月
８月

５月
７月

８月

Ｎ０
Ｐ０

０.０
４

０.０
１

０.０
２

０.１
６

０.０
５

０.３
５

４.１
１

３.６
４

４.８
５

４４
.１９

４６
.５１

４５
.５４

３.９
７

３.９
９

４.１
０

０.５
８

０.５
８

０.６
１

１１
.１５

１１
.６６

１１
.１４

７６
.４９

８０
.６９

７６
.１８

６.８
６

６.９
２

６.８
３

６.４
６

６.５
０

６.３
０

１５
.５３

９.９
９

２８
.１７

Ｎ０
Ｐ１

０.０
４

０.０
１

０.０
３

０.１
３

０.０
５

０.２
８

２５
.５０

２７
.７３

３２
.２９

４７
.２１

４６
.５２

４７
.２８

４.２
０

３.９
８

４.２
３

０.６
６

０.６
７

０.７
３

１１
.２４

１１
.７０

１１
.１９

７２
.１６

６９
.２９

６５
.２５

６.４
２

５.９
２

５.８
３

６.３
０

６.３
９

６.２
５

１６
.３８

１０
.５９

２８
.６２

Ｎ０
Ｐ２

０.０
４

０.０
２

０.０
２

０.１
２

０.０
５

０.２
９

４８
.１６

４６
.２０

５９
.９０

４６
.６４

４７
.３４

４７
.１５

４.１
４

４.０
０

４.１
９

０.７
６

０.７
４

０.８
３

１１
.２７

１１
.８３

１１
.２５

６１
.７８

６３
.８１

５６
.８２

５.４
８

５.４
０

５.０
５

６.２
０

６.２
８

６.０
９

１７
.８０

１０
.３３

２７
.４６

Ｎ１
Ｐ０

０.０
５

０.０
１

０.０
２

０.１
７

０.０
６

０.４
３

２.６
０

５.８
２

５.８
３

４２
.３７

４４
.８３

４２
.８４

３.８
５

３.８
５

３.８
９

０.５
３

０.５
３

０.５
３

１１
.０１

１１
.６５

１１
.０１

７９
.５５

８４
.８８

８１
.５０

７.２
３

７.２
９

７.４
０

６.３
６

６.４
９

６.３
７

１５
.６５

１０
.１７

２６
.７０

Ｎ１
Ｐ１

０.０
５

０.０
２

０.０
３

０.１
５

０.０
５

０.３
６

２２
.８２

２７
.８３

３２
.９２

４３
.５７

４５
.１２

４３
.７８

３.８
９

３.８
５

３.９
１

０.６
３

０.６
５

０.６
９

１１
.１９

１１
.７２

１１
.２２

６９
.４３

６９
.８８

６４
.９８

６.２
１

５.９
６

５.７
８

６.３
２

６.１
８

６.３
５

１５
.６９

９.７
５

２６
.０２

Ｎ１
Ｐ２

０.０
５

０.０
１

０.０
３

０.１
２

０.０
５

０.３
６

５０
.０１

５４
.７６

６９
.８１

４４
.６０

４４
.８１

４４
.７５

４.０
１

３.８
６

４.０
０

０.７
６

０.７
２

０.７
９

１１
.１５

１１
.６３

１１
.２１

５８
.７９

６２
.９０

５６
.４４

５.２
８

５.４
２

５.０
４

６.２
８

６.２
９

６.１
０

１５
.０６

９.９
５

２８
.７７

Ｎ２
Ｐ０

０.０
５

０.０
２

０.０
３

０.１
５

０.０
６

０.８
５

１.８
９

４.１
７

３.８
１

４４
.８０

４３
.９４

４５
.７６

４.０
６

３.８
０

４.１
２

０.５
４

０.５
８

０.５
５

１１
.０４

１１
.５９

１１
.１２

８３
.１８

７６
.２５

８４
.３７

７.５
４

６.５
９

７.５
８

６.３
３

６.３
６

６.３
４

１４
.３１

９.７
２

２８
.５９

Ｎ２
Ｐ１

０.０
４

０.０
１

０.０
３

０.１
１

０.０
５

０.６
４

１９
.３６

２９
.１６

２９
.２７

４３
.６４

４３
.５５

４４
.２０

３.９
２

３.７
４

４.０
１

０.５
８

０.６
１

０.６
１

１１
.１４

１１
.６５

１１
.０３

７５
.６４

７２
.４９

７２
.４６

６.７
９

６.２
３

６.５
７

６.２
９

６.３
１

６.３
９

１３
.４１

９.１
２

２７
.１４

Ｎ２
Ｐ２

０.０
４

０.０
２

０.０
６

０.１
１

０.０
５

０.３
７

４４
.０８

４８
.７８

５５
.３０

４３
.８８

４２
.６４

４３
.７５

３.９
２

３.６
６

３.９
１

０.６
４

０.６
７

０.７
７

１１
.２０

１１
.６８

１１
.２０

６９
.４２

６３
.６１

５７
.０７

６.１
９

５.４
６

５.１
０

６.１
６

６.１
２

６.１
３

１３
.８４

９.４
３

２７
.１４

Ｎ３
Ｐ０

０.０
８

０.０
８

０.２
９

０.１
６

０.０
９

３.５
２

１.８
９

４.３
４

４.１
８

４５
.８４

４６
.５３

４５
.４８

４.１
４

４.０
４

４.１
２

０.５
０

０.５
２

０.５
８

１１
.０９

１１
.５４

１１
.０５

９２
.４５

８９
.１８

７９
.５３

８.３
５

７.７
３

７.１
９

６.２
１

６.２
６

６.０
８

１３
.６５

９.７
２

２７
.１１

Ｎ３
Ｐ１

０.０
５

０.０
７

０.３
９

０.１
３

０.０
７

１.９
５

１６
.１９

２４
.４６

２３
.７４

４５
.１０

４５
.２５

４５
.３６

４.０
５

３.８
４

４.０
６

０.６
２

０.６
０

０.６
４

１１
.１５

１１
.８０

１１
.１７

７３
.０３

７５
.７５

７２
.１３

６.５
５

６.４
３

６.４
４

６.１
９

６.２
１

６.１
４

１２
.９６

９.２
９

２８
.６８

Ｎ３
Ｐ２

０.０
８

０.０
５

０.４
２

０.１
２

０.０
６

１.３
０

３５
.３１

４７
.６４

５４
.９８

４４
.１４

４４
.３９

４３
.５７

３.９
３

３.８
４

３.９
２

０.６
３

０.６
３

０.７
２

１１
.２４

１１
.５７

１１
.１６

７０
.１１

７１
.２１

６０
.７５

６.２
３

６.１
５

５.４
５

６.１
１

６.２
１

６.１
５

１２
.６８

９.４
６

２６
.３０

Ｎ４
Ｐ０

０.１
４

０.１
８

０.９
７

０.５
９

０.１
５

７.２
６

３.７
８

３.８
０

４.１
８

４４
.０７

４５
.３６

４４
.９５

４.０
７

３.９
２

４.１
４

０.５
５

０.４
９

０.５
６

１０
.８３

１１
.５９

１０
.８９

８０
.３０

９２
.３８

８１
.１２

７.４
２

７.９
９

７.４
５

６.０
３

６.１
１

５.７
４

１４
.４８

９.７
６

２６
.９０

Ｎ４
Ｐ１

０.２
５

０.２
０

１.３
５

０.２
４

０.１
０

５.３
９

１７
.５３

２３
.７７

３０
.３０

４６
.１２

４７
.１６

４５
.９３

４.１
０

４.１
４

４.２
１

０.６
０

０.６
２

０.６
９

１１
.２６

１１
.３９

１０
.９３

７６
.４９

７７
.０５

６６
.９６

６.８
０

６.７
７

６.１
２

６.１
１

６.０
２

５.７
４

１３
.０３

９.８
８

２７
.８３

Ｎ４
Ｐ２

０.２
９

０.２
０

１.７
７

０.２
２

０.１
０

４.９
４

４０
.３６

４７
.８９

４９
.０３

４５
.１２

４５
.７７

４５
.７４

４.０
６

３.９
８

４.１
１

０.６
８

０.７
２

０.７
０

１１
.１０

１１
.５０

１１
.１４

６６
.３８

６３
.９３

６５
.６９

５.９
７

５.５
６

５.９
０

６.１
０

５.９
４

６.０
２

１２
.３８

９.３
３

２５
.５９

因
子

Ｆａ
ｃｔｏ

ｒ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ

Ｐ
Ｐ
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　 　 氮、磷添加对土壤 ＴＣ、ＴＮ 含量和 ＴＣ:ＴＮ 比的影响不显著(表 １ꎬＰ>０.０５)ꎬ显著影响土壤 ＴＰ 含量、ＴＣ:ＴＰ
和 ＴＮ:ＴＰ(表 １ꎬＰ<０.０１)ꎮ 磷添加显著增加了 ＴＰ 含量(表 ２ꎬＰ<０.００１)ꎬ降低了土壤 ＴＣ:ＴＰ 比和 ＴＮ:ＴＰ 比

(表 ２ꎬＰ<０.００１)ꎬ氮添加降低 ＴＰ 含量(表 ２ꎬＰ<０.０５)ꎬ提高 ＴＣ:ＴＰ 比和 ＴＮ:ＴＰ 比(表 ２ꎬＰ<０.０５)ꎮ
土壤 ｐＨ 受到氮、磷添加交互作用的显著影响(表 １ꎬＰ<０.０１)ꎬ氮、磷单独添加均可降低土壤 ｐＨ(表 ２ꎬＰ<

０.０１)ꎬ高氮水平下添加磷对土壤 ｐＨ 的降低不明显ꎮ 土壤水含量(ＳＷＣ)受氮、磷添加和取样时间交互作用的

显著影响(表 １ꎬＰ<０.０５)ꎬ氮添加可显著降低 ５ 月份 ＳＷＣꎬ高氮水平下ꎬ磷添加可降低 ＳＷＣ(表 ２ꎬＰ<０.０１)ꎮ ７
月份 ＳＷＣ 低于 ５ 月和 ８ 月份ꎮ
２.２　 氮磷添加对土壤细菌和磷酸酶基因丰度的影响

氮、磷添加及其交互作用对土壤细菌丰度(１６Ｓ ｒＲＮＡ)的影响不显著(表 ３ꎬＰ>０.０５)ꎬ但不同取样时间

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因丰度差异显著(表 ３ꎬＰ<０.０５)ꎬ５ 月份 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度整体高于 ７、８ 月份(图 １)ꎮ 土壤磷酸

酶基因(ｐｈｏＤ)不受氮、磷添加及取样时间的影响(表 ３ꎬＰ>０.０５)ꎮ

表 ３　 三因素方差分析氮添加(Ｎ)、磷添加(Ｐ)、取样时间(Ｄ)及其交互作用对土壤氮、磷转化功能基因表达丰度的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉ￣ｆａｃｔｏｒ ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｏｉｌ Ｎ ａｎｄ Ｐ ｃｙｃｌｉｎｇ

功能基因
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ

Ｎ Ｐ Ｄ Ｎ×Ｐ Ｎ×Ｄ Ｐ×Ｄ Ｎ×Ｐ×Ｄ

Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ Ｐ

１６Ｓ ｒＲＮＡ ０.９２ ０.８１ ∗ ０.９０ ０.５２ ０.８４ ０.９９

ｐｈｏＤ ０.８８ ０.７６ ０.０７ ０.９２ ０.４７ ０.９９ １.００

ａｍｏＡ￣ＡＯＡ ０.２９ ０.０６ ∗∗∗ ０.３４ ０.１７ ０.６８ ０.９５

ａｍｏＡ￣ＡＯＢ ∗∗∗ ∗ ０.９６ ∗ ∗∗∗ ０.１１ ０.２０

ｎａｒＧ ∗ ０.９２ ∗∗∗ ０.３７ ０.８９ ０.９１ ０.８２

ｎｉｒＳ ０.０５ ０.７９ ０.０６ ０.１１ ０.２０ ０.５３ ０.４０

ｎｉｒＫ ０.２２ ０.６８ ∗∗∗ ０.８５ ０.４９ ０.７２ ０.９９

ｎｏｓＺ ０.８５ ０.９４ ０.７４ ０.２５ ０.０８ ０.９５ ０.９４

ＡＯＡ:ＡＯＢ ∗∗∗ ０.７９ ∗ ０.１１ ∗∗∗ ０.２０ ∗

ａｍｏＡ:ｎａｒＧ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ０.１４ ０.０７ ∗

ｎｉｒＫ:ｎｉｒＳ ∗∗ ０.７０ ∗∗∗ ∗∗ ∗∗ ０.７２ ０.０７

ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ ０.２２ ０.６７ ∗∗∗ ０.８５ ０.４９ ０.７２ ０.９９

２.３　 氮磷添加对土壤氨氧化功能基因丰度的影响

土壤 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因表达丰度对氮、磷添加及取样时间的响应不同ꎬ不同取样时间下

ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 基因拷贝数均未受到氮、磷添加及其交互作用显著影响(图 ２ꎬＰ>０.０５)ꎬ但 ５ 月份的 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 基

因拷贝数低于 ７ 月份和 ８ 月份ꎮ ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数不受取样时间的显著影响(表 ３ꎬＰ>０.０５)ꎮ 氮添加可

显著增加 ５—８ 月份 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ８ 月份高氮处理(Ｎ３ 和 Ｎ４)下的作用效果更为显著

(Ｐ<０.００１)(图 ２)ꎮ ５ 月份 Ｎ２ 和 Ｎ３ 处理下ꎬ磷添加(Ｐ２)可显著降低 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数ꎮ 氮、磷添加对 ８
月份 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数的影响存在交互作用ꎬ高氮水平下ꎬ磷添加可降低 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数(图 ２ꎬ
Ｐ<０.０５)ꎮ

土壤 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因表达丰度的比值(ＡＯＡ:ＡＯＢ)受到氮、磷添加及取样时间三者交互作

用的显著影响(表 ３ꎬＰ<０.０５)ꎮ 氮添加对 ５—８ 月份 ＡＯＡ:ＡＯＢ 均有显著影响(图 ２ꎬＰ<０.０１)ꎬ高氮处理(Ｎ４)
可显著降低 ＡＯＡ:ＡＯＢ(图 ２ꎬＰ<０.０５)ꎮ 氮、磷添加对 ７ 月和 ８ 月 ＡＯＡ:ＡＯＢ 的影响具有交互作用ꎬ低氮处理

下ꎬ磷添加可降低 ＡＯＡ:ＡＯＢꎬ而高氮处理下添加磷可提高 ＡＯＡ:ＡＯＢ(图 ２ꎬＰ<０.０５)ꎮ 磷添加对 ５ 月份的

ＡＯＡ:ＡＯＢ 无显著影响(图 ２ꎬＰ>０.０５)ꎬ而氮添加对 ５ 月份 ＡＯＡ:ＡＯＢ 的影响呈先升高后降低的趋势ꎮ
２.４　 氮磷添加对土壤反硝化功能基因丰度的影响

取样时间显著影响反硝化基因 ｎｉｒＫ 拷贝数(表 ３ꎬＰ<０.００１)ꎬ８ 月份 ｎｉｒＫ 拷贝数高于 ５ 月和 ７ 月份ꎬ且高
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图 １　 氮磷添加对不同取样时间土壤细菌和磷酸酶基因丰度的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

Ｎ０:０ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＮ１:１.５５ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＮ２:４.６５ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＮ３:１３.９５ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＮ４:２７.９ ｇ Ｎ ｍ－２ ａ－１ꎻＰ０:０ ｇ Ｐ２Ｏ５ ｍ－２ ａ－１ꎻＰ１:１２ ｇ

Ｐ２Ｏ５ ｍ－２ ａ－１ꎻＰ２:２４ ｇ Ｐ２Ｏ５ ｍ－２ ａ－１ꎻ不同大写字母表示氮效应显著ꎻ不同小写字母表示磷效应显著ꎻｎｓꎬ∗ꎬ∗∗ꎬ∗∗∗分别代表 Ｐ>０.０５ꎬ

Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１ꎬＰ<０.００１

氮(Ｎ３)处理的 ｎｉｒＫ 拷贝数显著高于 Ｎ０ 处理(图 ３ꎬＰ<０.０５)ꎬ氮、磷添加对 ５ 月和 ７ 月份 ｎｉｒＫ 拷贝数的影响

不显著(图 ３ꎬＰ>０.０５)ꎮ ｎｉｒＳ 拷贝数不受氮、磷添加及取样时间的影响(图 ３ꎬＰ>０.０５)ꎮ 氮、磷添加及取样时

间对 ７ 月和 ８ 月份 ｎｉｒＫ:ｎｉｒＳ 的影响也不显著(图 ３ꎬＰ>０.０５)ꎬ但氮、磷交互作用对 ５ 月份 ｎｉｒＫ:ｎｉｒＳ 的影响显

著ꎬ高氮处理(Ｎ３)可显著降低 ｎｉｒＫ:ｎｉｒＳꎬ单独磷添加可显著增加 ｎｉｒＫ:ｎｉｒＳꎬ而 Ｎ２ 处理下磷添加可显著降低

ｎｉｒＫ:ｎｉｒＳ(图 ３ꎬＰ<０.０５)ꎮ 氮、磷添加对 ５—８ 月份 ｎａｒＧ 拷贝数无显著影响(图 ４ꎬＰ>０.０５)ꎬ氮添加对 ５ 月和 ７
月份 ｎｏｓＺ 拷贝数的影响不显著ꎬＮ２ 和 Ｎ３ 处理可显著增加 ８ 月份 ｎｏｓＺ 的拷贝数(图 ４ꎬＰ<０.０５)ꎮ
２.５　 氮磷添加对土壤氮损失潜势的影响

土壤硝酸盐渗漏潜势(ａｍｏＡ:ｎａｒＧ)受到氮、磷添加、取样时间及其交互作用的影响(表 ３ꎬＰ<０.０５)ꎮ 氮添

加可增加 ５—８ 月份 ａｍｏＡ:ｎａｒＧꎬ５ 月和 ７ 月 ａｍｏＡ:ｎａｒＧ 受到氮磷添加交互作用的影响(图 ５ꎬＰ<０.０５)ꎮ ５ 月

份ꎬＮ２、Ｎ３ 和 Ｎ４ 处理下添加磷可降低 ａｍｏＡ:ｎａｒＧꎻ７ 月份ꎬＮ２ 处理下添加磷可降低 ａｍｏＡ:ｎａｒＧ(图 ５ꎬＰ<
０.０５)ꎮ 不同时间土壤气态氮损失潜势(ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ)有差异(表 ３ꎬＰ<０.００１)ꎬ８ 月份 ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ 高于 ５ 月和 ７ 月

份ꎬ且高氮(Ｎ３)处理的 ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ 显著高于 Ｎ０ 处理(图 ５ꎬＰ<０.０５)ꎬ氮、磷添加对 ５ 月和 ７ 月份的 ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ 影

响不显著(图 ５ꎬＰ>０.０５)ꎮ
２.６　 土壤理化性质与氨氧化和反硝化基因丰度的关系

为探究氮、磷添加下氨氧化和反硝化基因丰度与土壤理化性质的关系ꎬ对不同取样时间(５ 月、７ 月和 ８
月)土壤理化性质与氨氧化和反硝化基因丰度分别进行了 ＲＤＡ 分析ꎬ并将三个月份的数据作为重复值进行了

综合分析(５—８ 月)ꎮ 结果表明ꎬ５ 月、７ 月和 ８ 月份土壤理化性质对氮转化功能基因丰度变化的解释度分别

为 ３０.４％、３３.２％和 ６１.１％(图 ６)ꎬ其中 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 和 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 与 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度和 ａｍｏＡ:ｎａｒＧ 正相关ꎮ ５ 月和

７ 月份ꎬＮＨ＋
４ ￣Ｎ 与 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度的相关性最大(图 ６)ꎬ此外ꎬＯｌｓｅｎ￣Ｐ 与 ＡＯＡ:ＡＯＢ 比正相关(图 ６)ꎮ

ＮＨ＋
４ ￣Ｎ、ＮＯ－

３ ￣Ｎ、ＳＷＣ、ｐＨ 和 ＴＣ:ＴＮ 比的解释度相对较大ꎬＮＨ＋
４ ￣Ｎ 和 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 与 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 和 ａｍｏＡ:ｎａｒＧ 正相
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图 ２　 氮磷添加对不同取样时间土壤氨氧化古菌和氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因丰度及比值的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ａｍｏＡ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

ＡＯＡ:ＡＯＢ:土壤氨氧化古菌与氨氧化细菌的比值 ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｍｏＡ￣ＡＯＡ ｔｏ ａｍｏＡ￣ＡＯＢ

关ꎬｐＨ 与 ＡＯＡ:ＡＯＢ 比正相关ꎬＳＷＣ 与 ｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ 具有明显的正相关关系(图 ６)ꎮ

３　 讨论

３.１　 土壤氨氧化和反硝化基因丰度对氮、磷添加的响应

本研究结果表明呼伦贝尔草甸草原土壤 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 基因丰度高于 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度(ＡＯＡ:ＡＯＢ >１)ꎬ
氮添加可显著增加 ５—８ 月份 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数ꎬ而对 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 基因拷贝数没有影响ꎬ进而降低 ＡＯＡ:
ＡＯＢ 比(图 ２)ꎬ增强 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 的重要性ꎮ Ｓｔｅｒｎｇｒｅｎ 等[２８]认为ꎬ氨氧化古菌是氮缺乏环境下硝化作用的主要

驱动者ꎬ而氮输入可增加氨氧化细菌的丰度及活性ꎬ增强氨氧化细菌调控土壤总硝化速率的相对重要性ꎬ与本

研究结果相似ꎬ说明土壤氨氧化细菌更青睐于高的土壤无机氮含量ꎬ而氨氧化古菌对土壤氮可利用性的响应

较小[２９—３０]ꎮ 本研究中 ＲＤＡ 分析结果也表明ꎬ土壤 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 含量对 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数变异的贡献度最大ꎬ

且成正相关关系(图 ６)ꎮ 除土壤无机氮含量外ꎬ土壤 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度还受到 ｐＨ 的影响ꎬ这与长期氮添加

可降低土壤 ｐＨ 有关[３]ꎬ本研究中 ｐＨ 与 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因拷贝数呈负相关关系(图 ６)ꎮ 但也有研究表明ꎬ氨氧

化细菌更喜欢中性偏碱性的土壤环境ꎬ而氨氧化古菌更喜欢酸性土壤环境[３１—３２]ꎮ 此外ꎬＮｉｃｏｌ 等[３３]发现当土

壤 ｐＨ 从 ４.９ 升高到 ５.９ 时ꎬａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度并未发生改变ꎮ 因此ꎬ氮添加对 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基

因丰度的影响主要与土壤无机氮含量有关ꎬ土壤 ｐＨ 可能与氮添加引起的 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度的变异并没有

直接的相关关系ꎮ
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图 ３　 氮磷添加对不同取样时间土壤反硝化功能基因 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 丰度及其比值的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｎｉｒＫ ａｎｄ ｎｉｒＳ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

土壤有效磷含量也对氨氧化微生物的丰度有一定影响ꎮ 在酸性森林土壤环境中ꎬ高的土壤有效磷含量可

促进 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 基因丰度[３]ꎬ是磷添加通过促进氮矿化可为微生物提供更多的能量ꎬ进而促进氨氧化过

程[３４]ꎮ 然而磷添加后高的土壤有效磷含量不利于氨氧化细菌的生长ꎬ抑制 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度[３]ꎮ 在高寒

草甸氮添加的基础上ꎬ添加磷可降低有效氮磷比值抑制 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 基因丰度ꎬ而对 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度无显

著影响[２]ꎮ 因此ꎬ土壤磷的有效性对氨氧化基因丰度的影响是复杂的ꎬ不同的生态系统土壤 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 和

ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度对有效磷含量的响应不同ꎮ 本研究结果表明ꎬ高氮水平下ꎬ磷添加可降低 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基

因丰度ꎬ而对 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ 基因丰度没有显著影响(图 ２)ꎬＲＤＡ 结果表明ꎬＯｌｓｅｎ￣Ｐ 含量与 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度

呈负相关关系(图 ６)ꎮ 本研究发现高氮处理下磷添加可降低土壤 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量ꎬ增加土壤 ＮＨ＋

４ ￣Ｎ 含量ꎬ这与磷

添加抑制了 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度ꎬ减缓了氨氧化进程有关ꎮ
ｎｉｒＫ 或 ｎｉｒＳ 编码的亚硝酸盐还原酶催化由亚硝酸盐还原成 ＮＯ 的过程ꎬ是土壤中气态氮损失和 Ｎ２Ｏ 排放

的重要途径[９]ꎮ 不同的生态系统 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因的相对丰度不同ꎬ一些农田生态系统中ꎬｎｉｒＳ 基因丰度显著

高于 ｎｉｒＫ 基因丰度ꎬ亚硝酸盐还原过程主要是由 ｎｉｒＳ 型细菌驱动[３５—３６]ꎮ 然而ꎬ本研究中 ｎｉｒＫ 基因丰度显著

高于 ｎｉｒＳ 基因丰度(ｎｉｒＫ:ｎｉｒＳ >１)ꎬ这说明 ｎｉｒＫ 型细菌是该生态系统亚硝酸盐还原过程的主要驱动者ꎬ其他

草原生态系统中也发现 ｎｉｒＫ 基因丰度高于 ｎｉｒＳ 基因丰度[２ꎬ １１]ꎮ 但 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因丰度对氮添加的响应也存

在不一致性[２—３ꎬ ３５]ꎮ 本研究发现 ｎｉｒＳ 基因丰度比较稳定ꎬ不受氮添加和取样时间的影响ꎬｎｉｒＫ 的丰度对氮添

加的响应受到取样时间的影响ꎬ氮添加只有在 ８ 月份对 ｎｉｒＫ 基因丰度具有显著的促进作用ꎬ且 ８ 月份 ｎｉｒＫ 的

丰度显著高于 ５ 和 ７ 月ꎮ Ａｚｚｉｚ 等[３７]研究表明ꎬ植物生长时期是 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度的主要影响因素ꎮ 在冬
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图 ４　 氮磷添加对 取样时间土壤反硝化功能基因 ｎａｒＧ、ｎｏｓＺ 丰度的影响

Ｆｉｇ.４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｎａｒＧ ａｎｄ ｎｏｓＺ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

图 ５　 氮磷添加对不同取样时间土壤氮损失潜势的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｓｏｉｌ Ｎ ｌｏｓｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅｓ

小麦田的研究中也发现ꎬｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度在开花期对氮磷添加的响应更明显ꎬ而在其他生长时期氮磷添

加对 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度的影响不显著[４]ꎮ 土壤反硝化细菌受到许多环境因子的影响ꎬ比如碳的可利用性、
土壤湿度和 ｐＨ 等[３８]ꎮ Ｔａｎｇ 等[３]认为矿质氮含量的增加引起的土壤酸化和盐分离子的富集可能是氮添加导

致 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因丰度降低的原因ꎮ 本研究 ＲＤＡ 的结果表明ꎬｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ 基因丰度与 ＳＷＣ 正相关ꎬ与 ｐＨ 负

相关(图 ６)ꎮ 同时ꎬ８ 月份 ＳＷＣ 和 ｎｉｒＫ 的丰度最大ꎬ这说明在土壤湿度高的情况下可促进土壤反硝化过程ꎮ
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图 ６　 冗余分析(ＲＤＡ)土壤理化性质与氨氧化和反硝化基因丰度的关系

Ｆｉｇ.６ 　 Ｔｈｅ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ( ＲＤＡ) ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ

ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＮＨ＋
４ ￣Ｎ:土壤铵态氮 ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＮＯ－

３ ￣Ｎ:土壤硝态氮 ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅꎻＯｌｓｅｎ￣Ｐ:土壤速效磷 ｓｏｉｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＣ:土壤总碳 ｓｏｉｌ

ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎꎻＴＮ:土壤总氮 ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＴＰ:土壤全磷 ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＣ:ＴＮ:土壤全碳与全氮的比值 ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ ｔｏ

ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎꎻＴＣ:ＴＰ:土壤全碳与全磷的比值 ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ ｔｏ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＴＮ:ＴＰ:土壤全氮与全磷的比值 ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ

ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｏ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻＳＷＣ:土壤含水量 ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

３.２　 氮、磷添加对土壤氮损失潜势的影响

土壤硝化和反硝化基因丰度也可以表征土壤硝酸盐淋溶损失和气态氮损失潜势ꎮ ａｍｏＡ:ｎａｒＧ 比值的高

低可以表征硝酸盐淋溶损失潜势的大小[４]ꎮ 前人研究发现ꎬ氮和磷同时添加增加 ａｍｏＡ:ｎａｒＧꎬ会提高硝酸盐

淋溶损失潜势[３]ꎮ 本研究也发现氮添加可提高 ａｍｏＡ:ｎａｒＧꎬ增加硝酸盐淋溶损失潜势ꎮ 相反ꎬ高氮处理下添

加磷可降低土壤氨氧化基因 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 的丰度ꎬ减小 ａｍｏＡ:ｎａｒＧꎬ进而降低硝酸盐淋溶损失潜势ꎮ 这与高氮

处理下添加磷可降低土壤 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量的结果相吻合ꎬ但是土壤 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 含量的减低也有可能是高氮处理下添

加磷增加了植物生物量ꎬ促进了植物对 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 的吸收[３９]ꎮ 亚硝酸盐还原酶基因 ｎｉｒＫ 或 ｎｉｒＳ 催化亚硝酸盐转

化为 ＮＯ 和气态氮的产生[４０]ꎮ 因此ꎬｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ 的值可表示气态氮损失潜势的大小ꎬ草地生态系统 Ｎ２Ｏ 的排放

与土壤矿质氮的有效性密切相关[４１—４２]ꎮ 本研究发现ꎬｎｉｒＫ＋ｎｉｒＳ 与土壤 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 和 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 含量虽呈正相关关
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系ꎬ但相关性较弱ꎬ而与 ＳＷＣ 的相关性最强(图 ６)ꎬ这说明土壤气态氮损失并非完全依赖于土壤有效氮含量ꎬ
主要受土壤湿度的调控ꎮ
３.３　 土壤磷转化 ｐｈｏＤ 基因丰度对氮、磷添加的响应

长期施磷肥(２８ 年)的玉米田ꎬ土壤磷的有效性与碱性磷酸单酯酶活性、ｐｈｏＤ 基因丰度呈负相关关系ꎬ即
碱性磷酸单酯酶活性受土壤有效磷的调控[２２]ꎮ 因此ꎬ在缺磷时碱性磷酸单酯酶活性和 ｐｈｏＤ 基因丰度会增

加[４３—４４]ꎮ 然而ꎬＩｋｏｙｉ 等[４５] 通过短期温室试验发现ꎬｐｈｏＤ 基因丰度与土壤有效磷之间没有显著的相关关系ꎮ
本研究发现ꎬ土壤有效磷含量的变化并没有导致 ｐｈｏＤ 基因丰度的改变ꎬｐｈｏＤ 基因丰度不受氮、磷添加的影

响ꎮ 这种不一致性可能与这些研究中施磷的时间和数量有关ꎬ长期施肥对土壤微生物群落结构的影响更为显

著[４６]ꎮ 此外ꎬＨｕ 等[２０]通过长期(１０ 年)的有机肥处理发现ꎬ土壤中 ｐｈｏＤ 基因丰度明显增加ꎬ然而ꎬｐｈｏＤ 与

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度的比值却在所有处理中无显著差异ꎬ这表明长期施用有机肥促进了整个土壤细菌的生长ꎬ
而不仅仅是 ｐｈｏＤ 型细菌的生长ꎮ 本研究中氮、磷添加对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的丰度也没有显著影响ꎬ这说明短期

的氮、磷添加试验并不会引起呼伦贝尔草甸草原土壤 ｐｈｏＤ 与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度的改变ꎮ

４　 结论

本研究发现ꎬ呼伦贝尔草甸草原土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ、磷酸酶基因 ｐｈｏＤ、氨氧化古菌 ａｍｏＡ￣ＡＯＡ、反硝化基

因 ｎｉｒＳ 和 ｎａｒＧ 丰度相对比较稳定ꎬ而反硝化基因 ｎｉｒＫ 和 ｎｏｓＺ 丰度对氮添加的响应受到生长季节的调控ꎬ且
与土壤含水量的变化紧密相关ꎮ 土壤湿度较大时ꎬ氮添加可增加 ｎｉｒＫ 丰度ꎬ提高土壤气态氮损失潜势ꎮ 土壤

氨氧化细菌 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 丰度受氮磷添加的共同调控ꎬ氮添加通过增加 ａｍｏＡ￣ＡＯＢ 基因丰度增强了土壤硝酸盐

淋溶损失潜势ꎬ而高氮处理下添加磷可减小硝酸盐淋溶损失潜势ꎮ 因此ꎬ磷添加对提高土壤氮的利用效率具

有重要作用ꎬ但有关氮磷添加协同调控土壤氮损失的机制还需要深入探究ꎮ
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