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氮添加对亚热带毛竹林土壤硝化潜势和氨氧化微生物
的影响季节差异
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摘要：氨氧化是硝化作用的限速步骤，也是评估氮沉降如何影响土壤氮循环过程的重要指标。 氮添加 ５ 年后，在湿季（６ 月）和
干季（１２ 月）采集亚热带毛竹林土壤样本，结合室内磷添加实验，探究了不同季节氮添加对土壤硝化潜势和氨氧化微生物的影

响及其机理。 研究结果表明，在两个季节中，氮添加显著提高土壤铵态氮含量，降低土壤磷有效性；氮添加仅显著降低干季土壤

ｐＨ。 相比于湿季，氮添加对干季土壤硝化作用和氨氧化微生物的影响更大。 高氮添加显著增加干季土壤硝化潜势、氨氧化古

菌（ＡＯＡ）基因丰度和多样性，改变 ＡＯＡ 的群落结构；而氮添加仅显著改变湿季土壤氨氧化细菌（ＡＯＢ）的群落结构。 在两个季

节中，与仅添加磷的土壤相比，氮和磷共同添加下土壤的 ＡＯＡ、ＡＯＢ 基因丰度和硝化潜势显著更高。 上述结果表明，磷添加改

变了氮添加对氨氧化微生物活性和硝化潜势的影响。 此外，回归分析显示，在没有添加磷时，土壤硝化潜势与 ＡＯＡ 基因丰度呈

显著正相关关系；在添加磷后，土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 基因丰度均与土壤硝化潜势存在显著的正相关关系。 这说明氮添加下土壤磷

有效性的降低在一定程度上抑制了 ＡＯＢ 活性及其对硝化潜势的贡献。 总之，该研究结果为更好理解气候变化下亚热带贫磷土

壤硝化作用和氮循环过程提供了理论基础。
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氮的可用性是大多数陆地生态系统初级生产力的限制因素［１］。 在过去的一个世纪中，由于化石燃料的

燃烧和化肥的施用，大气氮沉降量急剧增加［２］。 近期研究发现在欧洲等地区的无机氮沉降在逐渐减少，但在

东亚和巴西南部等地区的无机氮沉降却仍在增加［３—４］。 在森林生态系统中，过量的氮输入可能导致土壤酸

化［５］、加速硝化作用和反硝化作用并导致硝酸盐淋溶和温室气体排放（如 Ｎ２Ｏ）增加［６］。 土壤硝化作用涉及

两个步骤，即通过氨氧化将铵根离子转化为亚硝酸盐，然后进一步转化为硝酸盐［７］。 因此，氨氧化被认为是

土壤硝化作用的限速步骤［８］。 氨氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ＡＯＡ）是氨氧化过程的主要参与者。 因此，
ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的功能基因（ａｍｏＡ）被广泛用于识别土壤硝化作用过程的标记基因。 大量研究报导了氮输入对

ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因的影响，但研究结果并不一致。 例如，氮添加对土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 的丰度有显著

促进作用，但显著降低或不影响 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 的丰度［９—１０］。 相反，一项 ｍｅｔａ 分析发现氮添加同时促进 ＡＯＡ⁃
ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度［８］。 这些矛盾的结果还表明，氮添加下 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 在硝化过程中的相对重要

性尚不清楚。 在酸性土壤中，ＡＯＡ 被认为是硝化过程的主要参与者［１１］，因为 ＡＯＢ 喜好中性或偏碱性的环境，
而 ＡＯＡ 更喜好酸性环境［１２—１３］。 然而，最近在亚热带森林的研究发现，尽管 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度显著高于

ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因，但 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 丰度对氮和磷的输入响应更敏感［１４］。 因此，进一步明确氮添加下 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ 多样性和群落方面的响应及其机制对于理解亚热带森林土壤氮转化和氮积累至关重要，但相关研究成

果仍然有限。
磷对三磷酸腺苷和氮酶蛋白的合成至关重要［１５］。 在森林、草原和耕地土壤中均发现 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 丰度与

土壤磷有效性存在显著正相关关系［１６—１８］，表明磷对土壤氨氧化微生物的丰度具有重要影响。 在热带和亚热

带森林中，由于土壤高度风化且富含铁、铝等氧化物，这导致大量磷被氧化物所固定，进而导致土壤磷有效性

普遍较低［１９—２０］。 越来越多的研究表明，氮沉降增强了热带森林和亚热带森林生态系统中的磷限制［２１—２３］。 长

期氮输入会增加土壤铵态氮含量，从而促进土壤硝化作用。 相反，氮输入导致的磷缺乏可能抑制氨氧化微生

物的活性，进而抑制土壤硝化过程［１６］。 此外，磷的添加可以通过加速氮矿化来促进硝化作用［２４］。 然而，野外

氮添加下土壤磷有效性的变化如何影响土壤硝化作用仍不清楚，因为磷有效性对微生物和硝化过程的影响可

能受氮添加下土壤 ｐＨ 和氮有效性等因素变化的干扰。
毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌａ）是世界上最重要的非木材林产品来源［２５］，而且在固碳和水土保持等方面

具有重要的生态功能［２６］。 前期研究发现，氮添加显著增加干季毛竹林土壤无机氮含量，但在湿季影响较

小［２７］，这可能导致氮添加对土壤氮的硝化过程存在较大差异。 尽管氮添加对土壤硝化作用和氨氧化微生物

５３７０１　 ２３ 期 　 　 　 元晓春　 等：氮添加对亚热带毛竹林土壤硝化潜势和氨氧化微生物的影响季节差异 　
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活性的相关研究较为广泛，氮添加对硝化作用及相关其微生物的影响是否存在季节差异仍不清楚。 因此，本
研究通过采集野外氮添加样地土壤，结合室内磷添加实验，旨在：（１）探究不同季节氮添加对硝化潜势和相关

微生物特征（功能基因丰度、多样性和群落结构）的影响；（２）揭示在氮添加下，酸性土壤中 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 在调

节土壤硝化过程中的主导地位；（３）阐明氮添加下土壤磷有效性变化对硝化作用的潜在影响。 根据已有研究

进展，本研究假设：（１）氮添加（尤其在干季）会增加土壤铵态氮含量，这会提高 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的功能基因丰度

和多样性，改变其群落结构，从而促进硝化潜势；（２）在酸性土壤中，ＡＯＡ 而非 ＡＯＢ 可能是影响土壤硝化潜势

和硝化过程主要微生物，尤其是氮添加可能进一步导致土壤酸化；（３）野外氮添加降低了土壤磷有效性，这可

能在一定程度上抑制了 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的丰度，削弱氮添加对土壤硝化作用的积极作用（如增加铵态氮含量）。
通过室内磷添加实验能有效证明这一观点，即室内磷添加对野外氮添加下土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的丰度和硝化潜

势的促进作用较对照（无氮添加）土壤更强。 研究结果将有助于氮沉降增加背景下亚热带森林土壤氮损失和

温室气体排放增加的风险评估。

图 １　 ２０１９ 年 １ 月至 １２ 月本研究区气温和降水情况

　 Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ

ａｒｅａ ｆｒｏｍ Ｊａｎｕａｒｙ ｔｏ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ｉｎ ２０１９

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

试验地点位于福建省泉州市德化县戴云山国家森

林保护区 （ ２５° ３８′ ０７″—２５° ４３′ ４０″ Ｎ， １１８° ０５′ ２２″—
１１８°２０′１５″ Ｅ），属亚热带海洋性季风气候。 研究地点

年均气温和降水量分别为 ２０℃和 １８００ ｍｍ，降水主要

集中在 ３—９ 月［２３］。 试验地为纯毛竹林，几乎没有其他

乔木、灌木，且林下植被稀少，土壤主要为老成土［２７］。
２０１９ 年的气温和降水动态如图 １ 所示。
１．２　 试验设计与野外取样

２０１４ 年 ７ 月，在研究区随机选取了 ９ 块 ３ ｍ×１０ ｍ
的样方，通过完全随机方式设置了 ３ 种不同水平的氮添

加处理：对照（ＣＫ，０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１）、低氮（ＬＮ，２０ ｋｇ Ｎ

ｈｍ－２ ａ－１）和高氮（ＨＮ，８０ ｋｇ Ｎ ｈｍ－２ ａ－１）。 每个氮添加水平设置了 ３ 个重复，各样方间隔 ２ ｍ 以上作为缓冲

带。 于 ３—９ 月（除 ２０１４ 年从 ８ 月开始），每月将 ＮＨ４ＮＯ３（ＬＮ，２４．４９ ｇ；ＨＮ，７３．４７ ｇ）溶解于 ２０ Ｌ 去离子水中，
用背式喷雾器均匀喷洒于各样区中，对照喷洒等量的去离子水。 ２０１９ 年 ７ 月和 １２ 月，在去除表面凋落物后，
通过 ５ 点采样法采集 ０—１５ ｃｍ 土壤样本混合均匀。 在实验室中去除石砾、碎屑以及植物根系后，将土壤过

２ ｍｍ筛后分为 ４ 部分，一部分立即提取 ＤＮＡ，一部分自然风干后测定土壤性质，一部分用于培养实验，其余部

分储存于－８０℃备用。
１．３　 室内磷添加实验

为了控制变量和探究土壤磷有效性对硝化过程的影响，本研究增设了室内磷添加实验。 取干重为 １００ ｇ
的过筛新鲜土壤（通过含水率换算）置于 ５００ ｍＬ 的培养瓶中，参照田间管理方式进行磷添加（２０ ｕｇ Ｐ ／ ｇ 干

土；ＫＨ２ＰＯ４）。 共设置 １８ 个培养瓶（９ 个野外样地×２ 个季节）。 将所有培养瓶转移到 ２５℃培养箱培养 １５ ｄ，
培养过程中将含水率调节至田间饱和持水量的 ６０％。 在培养结束后，测定土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基

因丰度和土壤硝化潜势。
１．４　 测定项目与方法

土壤含水率通过烘干法测定。 ｐＨ 通过 ｐＨ 计（ＦＥ２０ Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，德国）测定（土水比 １∶５）。 用元素分

析仪（Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ Ｖａｒｉｏ ＥＬ ＩＩＩ；Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ Ａｎａｌｙｓｅｎｓｙｓｔｅｍｅ ＧｍｂＨ，德国）测定土壤总碳（ＴＣ）和总氮（ＴＮ）含量。
用去离子水提取土壤可溶解有机碳（ＤＯＣ），振荡离心后经过 ０．４５ μｍ 滤膜抽滤得到待测液，用总有机碳分析

６３７０１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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仪（ＴＯＣ－ＶＣＰＨ ／ ＣＰＮ，日本）测定 ＤＯＣ 浓度。 铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）和硝态氮（ＮＯ－

３ ⁃Ｎ）用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 提取，用连续

流动分析仪（Ｓｋａｌａｒ ｓａｎ＋＋，荷兰）测定［２８］。 土壤有效磷（ＡＰ）通过 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３提取［２９］，用连续流动分

析仪测定。
土壤硝化潜势参照 Ｃｈｕ 等［３０］测定。 简而言之，称取 １０ ｇ 过筛鲜土于培养皿中，加入（ＮＨ４） ２ＳＯ４调节土壤

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量达到 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ 干土，并将土壤含水率调节至最大田间持水量的 ６０％，以不添加（ＮＨ４） ２ＳＯ４的土

壤作为对照组。 将培养皿至于 ２５℃中避光培养 ４８ ｈ。 培养结束后，经过 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 提取，用连续流动分析

仪测定滤液 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量。

通过 ＦａｓｔＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ （ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ， Ｓａｎｔａ Ａｎａ， ＣＡ， 美国）试剂盒提取土壤总 ＤＮＡ，并用 １％琼脂糖

凝胶电泳检测对 ＤＮＡ 进行质量检测，质检合格的放入－８０ ℃保存。 使用 ＣＦＸ９６ 定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＣＡ，美
国）测定 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ（引物对：Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ 和 Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡｒ）和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ（引物对：ａｍｏＡ１Ｆ 和 ａｍｏＡ２Ｒ）基因的

丰度，具体反映体系和环境设置参照文献［１４］。 使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ＰＥ３００ 平台（奥维森，中国北京）对 ＡＯＡ⁃
ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因进行 ＰＣＲ 扩增［３１］。
１．５　 数据处理

通过 ＳＰＳＳ ２１．０ 进行前处理和分析。 通过单因素方差分析检验同一季节，不同氮添加处理下土壤理化性

质的影响。 通过双因素方差分析探究氮添加、季节变化及其交互作用对土壤硝化潜势、氨氧化微生物功能基

因丰度和多样性的影响。 同时，通过单因素方差分析 Ｄｕｎｃａｎ 法（Ｐ＜０．０５）检验所有处理（３ 氮添加×２ 个季节）
间指标的差异显著性。 通过 Ｒ ４．１．０ Ｖｅｇａｎ 包，基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 的主坐标分析法（ＰＣｏＡ）来评估不同处理下氨

氧化微生物群落组成的差异。 通过 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关探究土壤理化性质、土壤硝化潜势和氨氧化微生物丰度间的

相关关系。 此外，以土壤理化性质为环境因子，以土壤硝化潜势和氨氧化微生物丰度为物种因子，利用

Ｃａｎａｃｏ ５．０ 软件进行冗余分析（ＲＤＡ）。 回归分析图和柱状图通过 Ｏｒｉｇｉｎ ９．１ 软件绘制。

２　 结果与分析

２．１　 氮添加对土壤理化性质的影响

氮添加对湿季土壤 ｐＨ 无显著影响；但与对照相比，高氮处理显著降低干季土壤 ｐＨ （Ｐ＜０．０５； 表 １）。 氮

添加显著降低湿季和干季土壤 ＤＯＣ 和 ＡＰ 含量（Ｐ＜０．０５），并显著增加湿季和干季土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量

（Ｐ＜０．０５），但对 ＴＣ、ＴＮ 和 ＴＰ 含量无显著影响（表 １）。 总体上，湿季土壤含水率和 ＤＯＣ 含量显著高于干季，
但土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量显著低于干季（Ｐ＜０．０５）。

表 １　 氮添加对不同季节毛竹林土壤理化性质的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｍｂｏｏ ｆｏｒｅｓｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

土壤特性
Ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

湿季 Ｗｅｔ ｓｅａｓｏｎ 干季 Ｄｒｙ ｓｅａｓｏｎ

对照 ＣＫ 低氮 ＬＮ 高氮 ＨＮ 对照 ＣＴ 低氮 ＬＮ 高氮 ＨＮ

土壤含水率 ＳＷＣ ／ ％ ８４．６（４．０２）ａ ７７．３（５．７２）ａ ８３．３（６．０１）ａ ３９．７（４．３５）ｂ ３７．６（３．７７）ｂ ３８．９（１．３３）ｂ

酸碱值 ｐＨ ４．７４（０．０６）ａ ４．６４（０．０６）ａ ４．６９（０．０３）ａ ４．８５（０．０１）ａ ４．７６（０．０５）ａ ４．３４（０．１６）ｂ

总碳 ＴＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ４５．８（０．８１）ａ ４９．４（２．１５）ａ ３９．０ （１．５２）ａ ４４．７（４．４１）ａ ４５．８（２．９２）ａ ５０．３（３．３６）ａ

总氮 ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ） ３．８１（０．０６）ａ ４．０２（０．１３）ａ ３．４３（０．０９）ａ ３．９０（０．２２）ａ ３．９５（０．１２）ａ ４．４１（０．２４）ａ

总磷 ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ） １．０３（０．１１）ａ １．０３（０．１５）ａ ０．９５（０．１１）ａ ０．８９（０．１１）ａ ０．９８（０．０５）ａ ０．９１（０．０７）ａ

可溶性有机碳 ＤＯＣ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １８８（２２．７）ａ １４３（１２．２）ｂ １１３（４．３９）ｄ １５２（１．０１）ｂ １３６（４．５４）ｃ ７０．９（７．８９）ｅ

铵态氮 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） １４．４（１．０３）ｃ ２１．６（３．１３）ｂ ２１．５（３．９９）ｂ ２７．８（３．０６）ｂ ２６．５（５．１６）ｂ ５４．１（６．２６）ａ

硝态氮 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ３．７５（０．０４）ｄ ４．８６（０．３１）ｃ ４．９９（０．２４）ｃ ６．４６（０．１７）ｂ ６．０９（０．７３）ｂ １０．５（１．６１）ａ

有效磷 ＡＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ６．７７（０．５２）ａ ４．７１（０．０６）ｂ ５．２１（０．４４）ｂ ６．８０（０．４０）ａ ５．０３（０．１２）ｂ ５．４７（０．２１）ｂ

　 　 ＳＷＣ：土壤含水率 Ｓｏｉｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ｐＨ：酸碱值 ｐＨ ｖａｌｕｅ；ＴＣ：总碳：Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：总氮 ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＤＯＣ：可溶

性有机碳 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＡＰ：有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＣＴ：对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＬＮ：低氮 Ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＨＮ：高氮 Ｈｉｇｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；不同小写字母

表示不同处理之间差异显著（Ｐ＜０．０５）
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２．２　 氮和磷添加对土壤硝化潜势和氨氧化微生物基因丰度的影响

双因素方差分析结果表明，不添加磷时，氮添加和季节变化对土壤硝化潜势（Ｐ＜０．００１）和 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基

图 ２　 氮添加和磷添加对不同季节土壤硝化潜势和氨氧化微生物功能基因丰度的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ

ｉｎ ｔｈｅ ｂａｍｂｏｏ ｆｏｒｅｓｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

ＡＯＡ：氨氧化古菌 ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ；ＡＯＢ：氨氧化细菌 ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ；ＣＫ：对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＬＮ：低氮 Ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＨＮ：高氮

Ｈｉｇｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＣＫ＋Ｐ：对照加磷 Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＬＮ＋Ｐ：低氮加磷 Ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ；ＨＮ＋Ｐ：高氮加磷 Ｈｉｇｈ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ；Ｎ、Ｓ 和 Ｎ×Ｓ 分别代表氮添加和季节的主效应以及二者的交互作用；∗：Ｐ＜０．０５；∗∗， Ｐ＜０．０１；∗∗∗ Ｐ＜

０．００１；ｎｓ：Ｐ＞０．０５；不同小写字母代表相同季节下不同氮处理间存在显著差异

因丰度有显著的交互作用（Ｐ＜０．０５； 图 ２）。 与对照相比，土壤硝化潜势和 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度在干季高氮处

理下显著增加（Ｐ＜０．０５），但不受在湿季氮添加处理的影响。 在两个季节中，氮添加均不改变 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因

丰度。 然而，在添加磷后，氮添加和季节变化对土壤硝化潜势和 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度的交互作用不显著，且
氮添加显著提高 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度（Ｐ＜０．００１）。 上述结果表明，磷添加显著改变了土壤硝化过程对氮添加
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的响应。 具体而言，在没有添加磷时，氮添加不改变湿季土壤硝化潜势，但导致干季土壤硝化潜势显著增加

７．０５％—３１．３５％；在添加磷后，氮添加下湿季和干季土壤硝化潜势分别较对照显著增加 ２７．８１％—２８．１０％和

２３．７４％—５２．３２％。 结果还显示，干季土壤硝化潜势、ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度显著高于湿季。
２．３　 氮添加对氨氧化微生物多样性和群落结构的影响

氮添加和季节变化对 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 多样性（物种数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数）有显著的交互作用（Ｐ＜０．０５； 图 ３）。
高氮添加显著提高干季 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 的物种数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数（Ｐ＜０．０５）；氮添加对 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 多样性无显著

影响。 总体上，干季土壤 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 多样性显著高于湿季（Ｐ＜０．０５， 图 ３）。 此外，主成分分析

表明湿季和干季分别显著影响 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 群落结构（图 ４）。 具体而言，在干季，高氮处理下土壤 ＡＯＡ 群落

结果较对照和低氮处理存在显著差异（Ｐ＜０．０５）；相反，在湿季，高氮处理下土壤 ＡＯＢ 群落结构较对照和低氮

处理存在显著差异（Ｐ＜０．０５， 图 ４）。

图 ３　 氮添加对不同季节毛竹林土壤氨氧化微生物多样性指数的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｍｂｏｏ ｆｏｒｅｓｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

２．４　 硝化潜势和氨氧化微生物特征与土壤理化性质的关系

在不同氮添加处理下，土壤硝化潜势的影响因素存在季节差异（表 ２）。 在湿季，土壤硝化潜势与土壤

ＤＯＣ 含量存在显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）；在干季，土壤硝化潜势与 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量存在显著正相关关系（Ｐ＜

０．０５），与 ｐＨ、ＤＯＣ 含量呈显著负相关关系（Ｐ＜０．０５）。 在两个季节，土壤 ｐＨ 都与 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度存在显

著负相关关系（Ｐ＜０．０５）。 在干季，ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度还与 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量存在显著正相关关系（Ｐ＜０．０５）。 冗

余分析显示，对照和氮添加处理在湿季没有较好的聚类，但在湿季存在明显聚类效果，表明氮添加显著改变干

季土壤硝化潜势和氨氧化微生物的丰度（图 ５）。 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量解释了干季氮添加下，土壤硝化潜势和氨氧化微

生物变异的 ８１．７％。
不添加磷时，土壤硝化潜势与 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 丰度存在显著正相关关系（Ｐ＜０．０５； 图 ６），但与 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 丰
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图 ４　 氮添加对湿季和干季毛竹林土壤氨氧化微生物群落结构的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｍｂｏｏ ｆｏｒｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｗｅｔ ａｎｄ ｄｒｙ ｓｅａｓｏｎｓ

ＰＣｏＡ１：主坐标 １ 轴 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ａｘｉｓ １；ＰＣｏＡ２：主坐标 ２ 轴 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ａｘｉｓ ２

度无关；在添加磷后，不同氮添加处理下土壤硝化潜势与 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 丰度均呈显著正相关关系

（Ｐ＜０．０５）。

表 ２　 土壤硝化潜势和氨氧化微生物功能基因丰度与土壤性质的相关分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ
湿季 Ｗｅｔ ｓｅａｓｏｎ 干季 Ｄｒｙ ｓｅａｓｏｎ

硝化潜势
Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

氨氧化古菌
ａｍｏＡ 基因
ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ

氨氧化细菌
ａｍｏＡ 基因
ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ

硝化潜势
Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

氨氧化古菌
ａｍｏＡ 基因
ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ

氨氧化细菌
ａｍｏＡ 基因
ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ

硝化潜势 １．００ ０．６５∗ ０．５４ １．００ ０．７２∗ －０．１０

酸碱值 ｐＨ －０．１７ －０．７１∗ －０．０７ －０．８９∗∗ －０．６７∗ －０．１３

总碳 ＴＣ ０．１０ ０．２１ ０．２１ ０．２０ ０．４０ －０．２５

总氮 ＴＮ ０．１９ ０．１６ ０．４４ ０．４５ ０．６４ －０．０９

总磷 ＴＰ ０．５８ ０．３１ ０．３２ －０．１６ －０．２８ －０．３９

可溶性有机碳 ＤＯＣ －０．６８∗ －０．３５ －０．４１ －０．９５∗∗ －０．６１ ０．１３

铵态氮 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ０．２５ －０．３０ ０．２３ ０．９２∗∗ ０．７５∗ ０．０６

硝态氮 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ ０．３９ ０．２４ ０．１２ ０．５３ ０．６２ －０．０８

有效磷 ＡＰ －０．２２ －０．１１ －０．４５ －０．４０ －０．６５ －０．２５

　 　 ∗：Ｐ＜０．０５；∗∗：Ｐ＜０．０１

３　 讨论

３．１　 土壤硝化过程对氮添加响应存在季节差异

本研究发现，仅高氮添加显著增加干季土壤硝化潜势和 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度及其多样性，这与先前研究

结果一致［１０，３２］。 这一发现可以解释为高氮添加大幅提高了干季土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量（较对照增加 ２６．３ ｍｇ ／ ｋｇ）。

低氮添加没有显著提高土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量可能与氮添加促进了毛竹的生长有关，从而促进了毛竹对氮的吸

收［２７］。 尤其是，最近的研究证实了毛竹偏好吸收铵态氮［３３—３４］。 然而，本研究发现，湿季土壤硝化潜势和氨氧

化微生物的丰度不受氮添加影响，尽管湿季氮添加导致土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量显著增加 ７．１—７．２ ｍｇ ／ ｋｇ。 这一结果

表明，氮添加可能同时诱发了一些不利于氨氧化微生物活性和硝化作用的因素。 例如，先前研究发现本研究

区土壤微生物的生长受到磷有效性限制［２３］，而氮添加显著降低了土壤磷有效性，从而抵消了增加 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含

０４７０１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ５　 湿季和干季土壤硝化潜势和氨氧化微生物丰度的冗余分析

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｗｅｔ ａｎｄ ｄｒｙ ｓｅａｓｏｎｓ

ＤＯＣ：可溶性有机碳 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＰ：总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＣ：总碳 Ｔｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ；ＮＰ：硝化潜势 Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ；ＲＤＡ１：冗余

分析 １ 轴 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｘｉｓ １；ＲＤＡ２：冗余分析 ２ 轴 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｘｉｓ ２

图 ６　 不同处理下氨氧化微生物功能基因丰度与土壤硝化潜势的关系

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图中阴影部分代表 ９５％的置信区间

量对硝化潜势的积极作用。 此外，上述结果表明土壤硝化过程对氮添加响应存在季节差异，这可以部分解释

为湿季土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量显著低于干季，且高氮处理对干季土壤 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量的促进作用比湿季更强烈。 高氮

１４７０１　 ２３ 期 　 　 　 元晓春　 等：氮添加对亚热带毛竹林土壤硝化潜势和氨氧化微生物的影响季节差异 　
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处理下两个季节土壤含量的差异可能存在以下原因：一方面，植物和微生物在湿季比干季具有更高的活性和

对氮素的需求［３５］。 另一方面，湿季更高的降水量和土壤含水率（图 １，表 １）会导致土壤氮的淋溶损失增

加［１４］。 先前的研究也发现，高氮添加可能会促进亚热带森林土壤中的淋溶作用，尤其在湿季，从而加速生态

系统氮循环［３５］。 因此，由于干季植物对氮的吸收和土壤淋溶作用较弱，大量的氮添加（ＨＮ 处理）导致干季土

壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 大量积累，从而更有利于氨氧化微生物的活性和硝化作用。

作为好氧氨氧化的驱动者，土壤溶氧量的增加可能会提高 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 的丰度，促进氨氧化

过程［３６］。 同时，温度也是影响氨氧化微生物分布模式的重要环境因素。 例如，Ｌｉｎ 等［３７］在不同温度的生物膜

反应器中发现，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的丰度随温度降低呈下降趋势。 通过室内恒温培养，马瑞等［３８］ 发现 ４℃的环境

中 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 和 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 的丰度和硝化作用均弱于 １５℃和 ２８℃。 湿季土壤温度高于干季，可能对氨氧化

微生物和氨氧化作用有积极影响；但湿季较高的土壤含水量可能会导致土壤氧气相对供应不足，亦可能对氨

氧化微生物和氨氧化作用有消极影响。 此外，先前研究表明毛竹的土壤根系生物量在 ７ 月份达到最大值，在
次年 ２ 月份达到最低值［３９］，这可能导致湿季植物根系与氨氧化微生物对土壤有效氮素的竞争较干季更剧烈。
因此，总体上土壤硝化潜势和氨氧化微生物丰度在季节间差异不显著（除了高氮处理）可能是因为毛竹的生

长节律、土壤温度和水分等方面的综合作用。
３．２　 土壤中 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 在调节土壤硝化过程的重要性

氮添加显著影响 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 而非 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度和多样性，表明 ＡＯＡ 比 ＡＯＢ 对氮添加更为敏感

（图 ２，图 ３）。 这一结果与先前研究发现无机氮肥显著促进 ＡＯＡ 的生长，但对 ＡＯＢ 生长没有影响相似［４０］。
更重要的是，ＡＯＡ 和土壤硝化潜势对氮添加的响应具有一致性，且 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因丰度对硝化潜势变化的解

释度远高于 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因（图 ６），表明 ＡＯＡ 在调节土壤硝化过程中的主导地位。 这个结果支持了先前研

究的观点，即在酸性土壤中，ＡＯＡ 比 ＡＯＢ 更具有生存优势，且在硝化过程中发挥的作用更大［１２，４１—４２］。 ＮＨ３的

氧化是氨氧化微生物生长的主要能量来源。 有研究认为，ＡＯＡ 比 ＡＯＢ 对 ＮＨ３具有好的亲和力［３９］。 因此，氮
添加下土壤 ｐＨ 的降低不利于 ＮＨ＋

４ 解离形成 ＮＨ３
［４０，４３］（ＮＨ＋

４↔ ＮＨ３＋Ｈ），相对更有利于 ＡＯＡ 的生长［３２，４４］。 此

外，本研究中，ＡＯＡ 的丰度和土壤硝化潜势均与 ＴＮ、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 存在显著负相关关系，与先前研究发现

ＡＯＡ 的丰度与土壤 ＴＮ 和 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量呈正相关关系一致［４５］。 因此，氮添加通过改变土壤 ｐＨ 和氮有效性，影

响了 ＡＯＡ 的生长，从而促进硝化作用。
３．３　 氮添加下土壤磷有效性降低对硝化作用存在消极作用

氮添加下土壤磷有效性的降低可能对土壤氨氧化微生物活性有消极影响。 与预期结果不同，在没有添加

磷时，不同氮添加下土壤 ＡＰ 含量与氨氧化微生物的丰度没有显著关联（表 ２）。 实际上，这一结果可能是因

为氮添加下土壤 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量的增加主导了硝化过程（尤其是干季，图 ５），即土壤氮有效性的对氨氧化微生物

丰度的积极作用远大于土壤 ＡＰ 降低带来的消极影响。 这部分推测得到室内磷添加实验的佐证。 具体而言，
与没有添加磷相比，在添加磷后，氮添加对氨氧化微生物丰度和硝化潜势的促进作用更强烈（图 ３）。 因此，氮
添加下土壤磷有效性的降低可能在一定程度上抑制了硝化过程。 此外，在没有添加磷时，不同氮添加处理下

土壤 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基因丰度与硝化潜势不存在显著关联；在磷添加下，二者存在显著正相关关系（图 ６）。 据此

推测，氮添加下土壤磷有效性的降低在一定程度上抑制了 ＡＯＢ 活性，导致 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 丰度与硝化潜势的变化

脱钩。 这个结果可以通过 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的生态位差异解释。 例如，以往研究认为，与 ＡＯＢ 相比，ＡＯＡ 更适合

在寡营养条件下生长［１４］。 在本研究区的前期研究也发现，低磷有效性限制了土壤微生物细菌的生长和代谢

过程［２３］。 因此，氮添加下土壤磷有效性的降低主要抑制了 ＡＯＢ 的活性。

４　 结论

氮添加对毛竹林土壤硝化潜势和氨氧化微生物特征（丰度、多样性和群落结构）的影响存在季节差异。
在干季，高氮添加促进土壤铵态氮积累并降低土壤 ｐＨ，从而增加 ＡＯＡ 活性和土壤硝化潜势。 在酸性土壤中，

２４７０１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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ＡＯＡ 而非 ＡＯＢ 是驱动土壤硝化过程的关键微生物。 氮添加下土壤磷有效性的降低在一定程度上抑制了氨

氧化微生物（尤其是 ＡＯＢ）的活性，削弱了铵态氮增加对硝化过程的促进作用。 因此，在森林经营管理过程中

需适当使用磷肥以避免土壤氮损失增加。
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