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摘　 要　 长期施肥可改变土壤碳氮等养分供应，进而影响微生物数量与群落组成。 本研究基
于棕壤长期定位实验站，分析不同施肥方式下（不施肥，ＣＫ；低量无机氮肥，Ｎ２；高量无机氮
肥，Ｎ４；有机无机氮肥配施，Ｍ２Ｎ２）土壤氨氧化古菌（ＡＯＡ）和细菌（ＡＯＢ）的变化，为土壤氮素
转化的微生物学机制和培肥土壤提供依据。 结果表明：不同施肥方式下，土壤 ＡＯＡ 与 ＡＯＢ
的数量比值为 ２．２８～６１．９５。 与 ＣＫ 相比，施肥后土壤 ＡＯＡ 数量降低了 １．６％～１３．６％。 Ｎ４处理
ＡＯＢ 数量随土壤深度增加呈先降低后升高的趋势，其他处理则相反。 土壤 ＡＯＢ 群落 Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数、均匀度指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均高于 ＡＯＡ。 Ｍ２Ｎ２处理 ０～２０ ｃｍ 土层土壤 ＡＯＢ 多
样性增加，但 ＡＯＡ 多样性降低。 土壤 ＡＯＢ 主要因土壤深度发生聚类，ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 均未因施
肥方式发生聚类。 综上，长期施肥改变了土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的构成状况，ＡＯＡ 对环境变化较
为敏感，ＡＯＢ 较为丰富和稳定。
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　 　 土壤肥力是农业生产的基础，施肥作为提高土

壤肥力、维持农业可持续发展的重要农业措施之一，
在保障作物增产稳产的同时，也带来了土壤退化、生
物多样性下降和环境污染等诸多问题。 各种施肥措

施中，土壤有机肥具有养分均衡、释放缓慢持久等特

点，其与无机氮肥配施，既可提高并稳定土壤肥力，
亦可达到高产稳产的目的［１－２］。

土壤微生物驱动的铵态氮（ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ）氧化为硝

态氮（ＮＯ３
－ ⁃Ｎ）过程称为硝化过程。 该过程连接土

壤固氮作用和反硝化作用，并与施用氮肥导致的土

壤质量下降、环境污染等问题密切相关，在土壤生态

系统的氮素平衡中发挥着重要作用，是土壤氮循环

的中心环节［３］。 土壤氨氧化作用作为硝化过程的

限速步骤，也是土壤氮素循环的关键环节。 该过程

受多种氨氧化微生物共同驱动。 其中，氨氧化细菌

（ＡＯＢ）和古菌（ＡＯＡ）的数量、种群结构特征和多样

性指数已成为判断土壤肥力和健康状况的生物指标

之一。 长期不同施肥方式改变了土壤碳氮等养分供

应，进而可能影响土壤中氨氧化微生物（ＡＯＭ）的数

量和种群多样性。 其中，长期施用无机氮肥可导致

土壤酸化和土壤养分不均衡，抑制土壤中 ＡＯＭ 的

数量［４－５］。 Ｗａｎｇ 等［６］发现，长期无机氮肥的输入明

显提高了小麦 ／玉米轮作条件下土壤硝化强度和氨

氧化微生物（ＡＯＡ 和 ＡＯＢ）的数量。 美国 Ｉｌｌｉｎｏｉｓ 西

北地区 ３５ 年施用高量氮肥虽然显著增加了连作玉

米根区土壤 ＡＯＢ 丰度，却明显抑制了 ＡＯＡ［１］。 Ｓｕ
等［７］发现，长期单施无机氮肥显著增加了双季稻田

土壤 ＡＯＡ 丰度，降低了 ＡＯＢ 丰度，但 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ
多样性都升高。 与单施无机氮肥相比，长期有机无

机氮肥配施可通过改变土壤细菌的结构组成及其功

能多样性，影响土壤养分周转过程，进而提高作物产

量［２］。 赵普生等［８］ 研究水旱轮作体系下的中性紫

色土发现，与 ＡＯＡ 相比，长期施加氮肥对土壤中

ＡＯＢ 丰度的影响较大，其中，有机无机氮肥配施能

支持更大的土壤氨氧化微生物群体，从而增加土壤

中氨氧化潜势和硝化强度。 这与裴雪霞等［５］ 的研

究结果相似。 综上，长期施肥特别是单施无机氮肥

或有机无机氮肥配施对土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 数量、群
落结构和种群多样性的影响并不一致，且主要集中

在表层土壤氨氧化微生物的研究。 长期施肥不仅影

响表层土壤养分的有效性，而且使土壤剖面养分分

配产生分异［９－１１］，而关于不同施肥方式下土壤剖面

氨氧化微生物的丰度和群落结构特征还不很清楚。
因此，明确土壤氨氧化微生物数量、群落结构和种群

多样性对施肥方式的响应，对进一步认识农田土壤

氮素转化机制具有重要意义。
东北黑土区是保障我国粮食安全的“压舱石”，

而长期高强度利用加之土壤侵蚀，导致黑土有机质

含量下降，理化性状与生态功能退化，进而制约该区

域农业可持续发展。 施肥是土壤肥力提升和作物增

产的重要措施。 本研究在沈阳农业大学近 ３０ 年棕壤

长期定位实验站，选取不施肥（ＣＫ）、低量无机氮肥

（Ｎ２）、高量无机氮肥 （ Ｎ４ ）、有机无机氮肥配施

（Ｍ２Ｎ２）４ 种不同施肥处理，结合实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＰＣＲ）方法和 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 技术，分析土壤剖面 ＡＯＡ
和 ＡＯＢ 的丰度、种群特征及其驱动因素，以期探索土

壤功能微生物对长期施肥的响应，为本地区农田土壤

氮素肥力提升及肥料的合理施用提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 土壤样品采集

供试土壤样品采自棕壤长期定位试验站。 该试

验站建立于 １９８７ 年，位于辽宁省沈阳市沈阳农业大

学，地理位置为 ４１°４９′ Ｎ，１２３°３４′ Ｅ，属大陆季风气

候区，土壤类型为黄土状母质发育的棕壤，连作玉米

（Ｚｅａ ｍａｙｓ）。 本研究选取 ４ 个不同施肥处理，分别

为：不施肥（ＣＫ）；低量无机氮肥（Ｎ２），氮肥施用量

为 １３５ ｋｇ Ｎ·ｈｍ－２·ａ－１；高量无机氮肥（Ｎ４），施肥

量为 Ｎ２ 处理的 ２ 倍；有机无机氮肥配施（Ｍ２ Ｎ２），
有机肥和无机氮肥施用量折合纯 Ｎ 量均为 １３５
ｋｇ·ｈｍ－２·ａ－１。 施用的无机氮肥为尿素，有机肥为

猪厩肥。 所有肥料均作为基肥一次性施入。 小区面

积为 ６９ ｍ２，各处理均 ３ 次重复。
土壤样品采集于 ２０１５ 年 ４ 月 ２０ 日（施肥前），

采用五点法分别采集各小区 ０～２０、２０～４０ 和 ４０～６０
ｃｍ 土层土壤。 采集的土壤去除石砾、玉米根系等非

土壤成分后，一部分样品置于－８０ ℃冰箱保存，用于

分析土壤硝化强度和 ＤＮＡ 提取，剩余样品按照常规

方法保存，用于土壤理化性质测定。 土壤 ｐＨ 采用

电位法（土 ∶ 水 ＝ １ ∶ ２． ５） 测定；土壤 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 和

ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 采用 ＣａＣｌ２浸提，将提取液用连续流动分析

仪（ＳＥＡＬ ＡＡ３ＨＲ，德国）测定；硝化强度具体测定过

程参考赵爽等［１２］的方法。
１􀆰 ２　 分析方法

１􀆰 ２􀆰 １ 土壤微生物总 ＤＮＡ 提取 　 采用 Ｅ．Ｚ．Ｎ． Ｚ．ＴＭ

Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ（ＯＭＥＧＡ，美国）试剂盒提取，具体提取

过程参考试剂盒说明书。 提取的 ＤＮＡ 分别采用

Ｑｕｂｉｔ 和 １％的琼脂糖凝胶检测质量后，分装保存于

０６４１ 应　 用　 生　 态　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３１ 卷



－２０ ℃冰箱用于后续分析。
１􀆰 ２􀆰 ２ ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 功能基因（ａｍｏＡ 基因）的荧光

定量 ＰＣＲ 检测 　 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 定量 ＰＣＲ 法分别

测定 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的 ａｍｏＡ 基因丰度，使用 ＡＢＩ
７５００ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ（美国）进行荧光定量 ＰＣＲ 检测。
反应体系（２０． ０ μＬ） 包括：１０． ０ μＬ ＧｏＴａｑ® ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 上 游 和 下 游 引 物 各 为 ０． ８ μＬ （ １０
μｍｏｌ·Ｌ－１），ＤＮＡ 模板 ２．０ μＬ（１ ～ １０ ｎｇ）和无 ＤＮＡ
水 ６． ４ μＬ。 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因引物序列为： Ａｒｃｈ⁃
ａｍｏＡＦ（ ５′⁃ＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ⁃３′） 和 Ａｒｃｈ⁃
ａｍｏＡＲ （ ５′⁃ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ⁃３′），目的

基因长度为 ６２４ ｂｐ，反应条件为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ，９４ ℃
３０ ｓ，５５ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，４５ 个循环，７２ ℃ ５
ｍｉｎ［１３］。 ＡＯＢ⁃ａｍｏＡ 基 因 引 物 序 列 为： ａｍｏＡ⁃１Ｆ
（５′⁃ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ⁃３′）和 ａｍｏＡ⁃２Ｒ （ ５′⁃
ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ⁃３′），目的基因长度为

４６６ ｂｐ，反应条件为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，５３ ℃
３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，４５ 个循环，７２ ℃ ５ ｍｉｎ［１３］。 质粒的

构建和标准曲线的制备方法参见文献［１３］。 ＡＯＢ
和 ＡＯＡ 的 ａｍｏＡ 基因标准曲线的 Ｒ２值均达到 ０．９９，
扩增效率在 ９９％～１０８％。
１􀆰 ２􀆰 ３ ＰＣＲ 扩增 ＡＯＢ⁃１６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ＡＯＡ⁃ａｍｏＡ 基因

序列　 利用巢式扩增方法扩增 ＡＯＢ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的

Ｖ３ 区域，反应体系（２５ μＬ）包括：１ μＬ ＤＮＡ 模板，
上、下游引物 （２０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ） 各 ０． ５ μＬ，１２． ５ μＬ
２×Ｔａｑ反应混合物和 １０．５ μＬ 无 ＤＮＡ 水。 ＡＯＢ１６Ｓ
ｒＤＮＡ 扩 增 依 次 使 用 的 引 物 为 ８Ｆ ／ １４９２Ｒ、 ＣＴＯ
１８９Ｆ ／ ６５４Ｒ 和 ＧＣ⁃３４１Ｆ ／ ５１９Ｒ（表 １），ＰＣＲ 扩增产物

长度约为 １９０ ｂｐ。 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因扩增引物为 ＧＣ⁃
Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ ／ Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ，０．８％琼脂糖凝胶电泳分

别检测后备用。

１􀆰 ２􀆰 ４ 变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）分析 　 移取 １５
μＬ ＰＣＲ 产物进行上样分析，ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 分别采用

浓度为 ６％和 ８％的聚丙烯酰胺凝胶（化学变性剂为

１００％尿素 ７ ｍｏｌ·Ｌ－１和 ４０％（Ｖ ／ Ｖ）的去离子甲酰

胺），变性梯度分别为 ２０％ ～ ４０％和 ３５％ ～ ５５％，二
者均在 １×ＴＡＥ 缓冲液中电泳（１８０ Ｖ、６０ ℃）６ ｈ，然
后采用 Ｇｅｎｅ Ｆｉｎｄｅｒ 法染色，利用 Ｇｅｌ⁃Ｄｏｃ ＸＲ 凝胶

成像系统拍照，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ⁃Ｏｎｅ 软件进行 ＤＧＧＥ
图谱分析。
１􀆰 ３　 数据处理

由于不同处理间 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的数量差异太

大，定量 ＰＣＲ 得到的基因拷贝数均进行以 １０ 为底

的对数转换。 采用 ＳＰＳＳ ２０．０ 软件处理数据，单因

素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）和邓肯法进行差异显

著性检验，利用 Ｐｅａｒｓｏｎ 法进行相关性分析 （ α ＝
０．０５）。 图表中数据为平均值±标准误。

微生物群落结构多样性指数计算公式如下：

Ｈ ＝－ ∑
Ｓｏ

ｉ ＝ １
（ｎｉ ／ Ｎ）ｌｎ（ｎｉ ／ Ｎ）

Ｊ＝Ｈ ／ ｌｎＳｏ

Ｓ ＝ １ － ∑
Ｓｏ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ

２

式中：Ｈ 为 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数；ｎｉ为单一条带的强

度；Ｎ 为所有条带的总强度；Ｊ 为均匀度指数；Ｓο为

每一泳道总的条带数；Ｓ 为 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数；Ｐ ｉ为某一

个样品中（即每个泳道）属于第 ｉ 种条带强度占总条

带强度的比例，即 Ｐ ｉ ＝ｎｉ ／ Ｎ。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 长期施肥处理下土壤基本性质的变化

施肥对土壤氮素含量、ｐＨ 值和硝化强度的影响

表 １　 ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 的引物序列和反应程序［１３］

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ ｔｈｅｒｍａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ［１３］

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列　 　 　 　
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′） 　 　 　 　

ＰＣＲ 程序
Ｔｈｅｒｍａｌ ｐｒｏｆｉｌｅ ｆｏｒ ＰＣＲ

ＡＯＡ ＧＣ⁃Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＦ∗ ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＣＣＧＧＧＧＣＧ⁃
ＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＧＣＧＧＧＧＧＧＴＡＡＴ⁃
ＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ

９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５３ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４５
ｓ，３０ 个循环；７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ

Ａｒｃｈ⁃ａｍｏＡＲ ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ
ＡＯＢ ８Ｆ ＴＣＣＧＧＴＴＧＡＴＣＣＴＧＣＣ ９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５８ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延

１４９２Ｒ ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ 伸 ９０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ
ＣＴＯ１８９Ｆ
ＣＴＯ６５４Ｒ

ＧＧＡＧＧＡＡＡＧＴＡＧＧＧＧＡＴＣＧ
ＣＴＡＧＣＹＴＴＧＴＡＧＴＴＴＣＡＡＡＣＧＣ

９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １
ｍｉｎ，１０ 个循环；９２ ℃ 变性 ３０ ｓ，５５ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 １
ｍｉｎ，２５ 个循环；７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ

ＧＣ⁃３４１Ｆ∗ ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧ⁃
ＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧ⁃
ＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ

９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸
２ ｍｉｎ，９ 个循环；９４ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，每个循环降落
０．５ ℃，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，９ 个循环；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火

５１９Ｒ ＧＴＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧ ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，９ 个循环；７２ ℃终延伸 ８ ｍｉｎ
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因土壤深度不同而异。 随土壤深度增加，所有处理

ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 和 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 含量均呈降低趋势（表 ２）。 与

ＣＫ 相比，施肥分别使相同土层 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 和 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ
含量显 著 增 加 了 ９０． ６％ ～ ３５０． ０％ 和 ９６． ６％ ～
１２８１．７％。 在 ２０～６０ ｃｍ 土层，各施肥处理间 ＮＨ４

＋⁃Ｎ
含量无显著差异；与无机氮肥处理（Ｎ２和 Ｎ４）相比，
Ｍ２Ｎ２处理显著增加了各土层 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 含量。 随土壤

深度增加，所有处理土壤 ｐＨ 均呈上升趋势。 与 ＣＫ
相比，施肥大多降低了土壤 ｐＨ 值，降幅为 ３．８％ ～
２５．１％。 与无机氮肥处理（Ｎ２和 Ｎ４）相比，Ｍ２Ｎ２处理

提高了各土层 ｐＨ 值。 与 ＣＫ 相比，Ｍ２Ｎ２和 Ｎ４处理

分别显著增加了表层（０ ～ ２０ ｃｍ）和亚表层（２０ ～ ４０
ｃｍ）土壤的硝化强度。
２􀆰 ２　 长期施肥处理下土壤氨氧化微生物丰度特征

由图 １ 可知，不同施肥处理土壤 ＡＯＡ 数量为

３．３０×１０６ ～ ３．５１×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１（干土）。 相同土壤

深度下，与 ＣＫ 相比，所有施肥处理使土壤 ＡＯＡ 数

量显著降低了 １．６％ ～ １３．６％，其中，Ｍ２Ｎ２处理土壤

ＡＯＡ 数量低于 Ｎ２ 和 Ｎ４ 处理。 在不同土壤剖面深

度，ＣＫ 和 Ｎ４处理在０～２０ ｃｍ土层 ＡＯＡ 数量最高，
Ｎ２和 Ｍ２Ｎ２处理在 ２０～４０ ｃｍ 土层最高。

不同施肥处理土壤 ＡＯＢ 数量为 ３． ２０ × １０５ ～
４．６１×１０６ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１（干土）。 与 ＣＫ 相比，除 Ｎ４外，
施肥显著降低了相同土层中 ＡＯＢ 数量，降幅为

０．６％～１３．０％。 Ｎ４处理 ＡＯＢ 数量在 ０～２０ 和 ４０ ～ ６０
ｃｍ 土层中较其他处理高 １３．５％ ～ １７．４％，而在 ２０ ～
４０ ｃｍ 土层却降低。 不同土壤深度，除 Ｎ４外，ＣＫ、Ｎ２

和Ｍ２Ｎ２处理土壤 ＡＯＢ 数量均在 ２０ ～ ４０ ｃｍ 土层中

达到最高。
土壤 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 数值在 ２．２８～６１．９５。 与不施肥

相比，施肥降低了各土层中二者的比值（２０ ～ ４０ ｃｍ
除外）；与施无机氮肥（Ｎ２和 Ｎ４）相比，Ｍ２Ｎ２处理有

助于稳定土壤中二者的比值。
２􀆰 ３　 长期施肥处理下土壤氨氧化微生物种群组成

特征

由图 ２ 可以看出，条带 １、２、１１ 为 ＣＫ 所特有；
条带 ５ 为 Ｎ４处理 ０ ～ ４０ ｃｍ 土层土壤所特有；条带

９、１０、１２、１３ 存在于所有处理土壤中。 尽管不同施

肥处理可导致土壤 ＡＯＡ 种群结构的变化，但除 ＣＫ
２０～６０ ｃｍ 土层土壤与 Ｎ２处理 ０～２０ ｃｍ 土层土壤相

似性为 ６６％，以及 Ｎ４处理 ２０ ～ ４０ ｃｍ 与 ４０ ～ ６０ ｃｍ
土层土壤相似性为 ７２％外，各处理并未表现出明显

的施肥或土层聚类。
由图 ３ 可以看出，条带 ３ 为 ＣＫ、Ｎ２和 Ｎ４处理土

壤所特有；条带 ６ 只存在于 ＣＫ 和 Ｍ２ Ｎ２ 处理土壤

中；多数条带存在于所有处理土壤中，说明土壤中多

数 ＡＯＢ 能够适应土壤环境变化。 图谱中存在许多

肉眼不能分辨的条带，暗示土壤中存在较为丰富的

氨氧化细菌种类。
聚类分析表明，不同施肥处理土壤聚为 ３ 簇，Ｎ２

和 Ｍ２Ｎ２处理 ２０～４０ ｃｍ 土层土壤与 Ｎ４处理 ４０ ～ ６０
ｃｍ 土壤聚为一簇，相似性为 ６０％；Ｎ２和 Ｍ２Ｎ２处理

０～２０ ｃｍ土层土壤和 Ｎ４处理 ２０～４０ ｃｍ 土层土壤聚

为 一类，相似性为５０％ ；其他处理聚为一簇 ，其

表 ２　 不同施肥处理土壤基本特征
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

土层
Ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ
（ｃｍ）

施肥处理
Ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ

（ｍｇ·ｋｇ－１）
ＮＯ３

－ ⁃Ｎ
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ｐＨ 硝化强度
Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

０～２０ ＣＫ １．２７±０．０７ｃＡ ５．６０±０．２３ｄＡ ５．８５±０．０７ａＡ ７．８０±０．４０ｃＢ
Ｎ２ ２．４２±０．８２ｂＡ １１．０１±０．７１ｃＣ ５．０６±０．１０ｃＣ ９．６０±０．４０ｂＡ
Ｎ４ ３．９１±０．６８ａＡ １６．４６±０．３５ｂＡ ４．３８±０．０３ｄＣ ５．７０±０．１０ｄＢ
Ｍ２Ｎ２ ２．９１±０．５２ｂＡ ２４．０８±０．１６ａＡ ５．４６±０．１３ｂＢＣ １５．６７±０．１５ａＡ

２０～４０ ＣＫ ０．５２±０．０１ｂＢ ４．７７±０．１０ｄＢ ５．９９±０．１３ａＡ １０．４７±０．３５ｂＡ
Ｎ２ ２．０５±０．１８ａＡ １４．９３±０．５７ｂＢ ５．２５±０．１０ｃＢ ３．７７±０．１２ｄＢ
Ｎ４ ２．０８±０．１４ａＢ １２．７６±０．７０ｃＢ ５．５５±０．３１ｂｃＡ １２．８７±０．１５ａＡ
Ｍ２Ｎ２ ２．０７±０．１５ａＢ ２０．１１±０．３２ａＢ ５．７６±０．１５ａｂＡＢ ５．１０±０．１０ｃＢ

４０～６０ ＣＫ ０．３６±０．０６ｂＣ １．１５±０．１０ｄＣ ５．７８±０．１３ａＡ ３．００±０．４０ｂＣ
Ｎ２ １．６２±０．０７ａＡ １２．４３±０．７１ｂＡ ５．４４±０．２２ｂＡ １．７３±０．２１ｃＣ
Ｎ４ １．６０±０．６２ａＢ １０．８２±０．５３ｃＣ ５．１４±０．１０ｂＢ ４．９３±０．２１ａＣ
Ｍ２Ｎ２ １．５５±０．０８ａＢ １５．８９±０．５６ａＣ ５．９０±０．０２ａＡ ２．６７±０．２１ｂＣ

ＣＫ： 不施肥 Ｎｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ； Ｎ２： 低量无机氮肥 Ｌｏｗ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； Ｎ４： 高量无机氮肥 Ｈｉｇｈ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒ⁃
ｔｉｌｉｚｅｒ； Ｍ２Ｎ２： 有机无机氮肥配施 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ． 同列不同小写字母表示同一土
层不同施肥处理间差异显著，同列不同大写字母表示同一施肥处理不同土层间差异显著（Ｐ＜０．０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ
ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ．
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图 １　 不同施肥处理土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度
Ｆｉｇ．１　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．
ＣＫ： 不施肥 Ｎｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ； Ｎ２： 低量无机氮肥 Ｌｏｗ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｏｒ⁃
ｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； Ｎ４： 高量无机氮肥 Ｈｉｇｈ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； Ｍ２Ｎ２： 有机无机氮肥配施 Ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｎｕｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ． 不同小写字母表
示同一土层不同施肥处理间差异显著， 不同大写字母表示相同施肥
处理不同土层间差异显著 （Ｐ＜０．０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ．

中 ＣＫ、Ｎ２和 Ｍ２Ｎ２处理 ４０ ～ ６０ ｃｍ 土层土壤相似性

为 ５８％。 土壤 ＡＯＢ １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因表现出较为明显

的土层聚类行为。
２􀆰 ４　 长期施肥处理下土壤氨氧化微生物种群多样

性特征

土壤 ＡＯＢ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数（Ｈ）随土壤

深度增加而增加（表 ３）。 在 ０ ～ ２０ ｃｍ 土层，施肥处

理土壤 ＡＯＢ 的 Ｈ 值均高于 ＣＫ，其中 Ｍ２Ｎ２处理最

高。 不同处理土壤 ＡＯＢ 均匀度指数（Ｊ）为 ０．９７０ ～
０．９９０，且处理间差异不显著。 不同土层土壤 ＡＯＢ
的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｓ）表现为 ４０ ～ ６０ ｃｍ＞２０ ～ ４０ ｃｍ＞
０～２０ ｃｍ。 在 ０～２０ ｃｍ 土层，施肥处理土壤 ＡＯＢ 的

Ｓ 值高于 ＣＫ，而在 ２０～６０ ｃｍ 土层，则低于 ＣＫ。

图 ２　 不同施肥处理土壤 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因 ＤＧＧＥ 图谱（Ⅰ）
和聚类结果（Ⅱ）
Ｆｉｇ．２　 ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ （Ⅰ） ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ （Ⅱ） ｏｆ
ｓｏｉｌ ＡＯＡ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．
Ｔ： ０～２０ ｃｍ； Ｓ： ２０～４０ ｃｍ； Ｄ： ４０～６０ ｃｍ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

　 　 与 ＣＫ 相比，施加无机氮肥（Ｎ２和 Ｎ４）处理显著

增加了 ０～２０ ｃｍ 土层土壤 ＡＯＡ 的 Ｈ 值，Ｍ２Ｎ２处理

则显著降低了 Ｈ 值；在 ２０ ～ ６０ ｃｍ 土层，施肥处理

（除 Ｎ２处理 ４０ ～ ６０ ｃｍ 外）均显著降低了土壤 ＡＯＡ
的 Ｈ 值。 土壤 ＡＯＡ 的 Ｊ 值在 ４０～６０ ｃｍ 最高，０～２０
ｃｍ 和 ２０～４０ ｃｍ 之间无显著差异；在 ０～２０ ｃｍ 土层

中，施肥处理土壤 Ｊ 值低于 ＣＫ，其中 Ｍ２Ｎ２ 处理最

低。 土壤 ＡＯＡ 的 Ｓ 值变化特征与 Ｈ 值相似。
２􀆰 ５　 土壤理化因子与氨氧化微生物种群特征的相

关性

长期施肥土壤氨氧化微生物多样性指数、丰度

（ｌｇ ａｍｏＡ 基因拷贝数）与土壤理化因子（硝化强度、
ｐＨ、ＮＨ４

＋⁃Ｎ 和 ＮＯ３
－⁃Ｎ）之间的相关性分析表明，ＡＯＢ

丰度与土壤中 ＮＨ４
＋⁃Ｎ（ ｒ ＝ －０．４７３）和 ＮＯ３

－⁃Ｎ 含量

（ｒ＝－０．６３８）呈显著负相关；ＡＯＢ 种群多样性指数（Ｈ、
Ｊ 和 Ｓ）与土壤理化因子均无显著相关性（表 ４）。

ＡＯＡ 丰 度 与 土 壤 ｐＨ 呈 显 著 负 相 关 （ ｒ ＝
－０．４７８）。 ＡＯＡ 种 群 Ｓｈａｎｎｏｎ 多 样 性 指 数 （ ｒ ＝
－０．６００）和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（ ｒ ＝ －０．５５９）与土壤 ＮＯ３⁃Ｎ
含量均呈显著负相关，均匀度指数则与土壤硝化

强度呈显著负相关（ ｒ ＝ －０ ．５１１） 。这说明土壤中
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表 ３　 基于 ＤＧＧＥ 指纹图谱的 ＡＯＭ 种群多样性指数
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

土层
Ｓｏｉｌ ｌａｙｅｒ （ｃｍ）

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＡＯＢ
Ｈ Ｊ Ｓ

ＡＯＡ
Ｈ Ｊ Ｓ

０～２０ ＣＫ ２．８８９ ０．９８１ ０．９４１ ２．３４２ ０．９７７ ０．９００
Ｎ２ ２．９７２ ０．９７６ ０．９４５ ２．５０２ ０．９７５ ０．９１４
Ｎ４ ３．１４５ ０．９９０ ０．９５５ ２．４７７ ０．９６６ ０．９１０
Ｍ２Ｎ２ ３．１９１ ０．９７９ ０．９５５ １．９５５ ０．９４０ ０．８４４

２０～４０ ＣＫ ３．１５１ ０．９７９ ０．９５４ ２．６１３ ０．９６５ ０．９２２
Ｎ２ ３．０４７ ０．９８６ ０．９５０ ２．３９９ ０．９６５ ０．９０４
Ｎ４ ３．１６８ ０．９８４ ０．９５６ ２．４１０ ０．９７０ ０．９０５
Ｍ２Ｎ２ ３．０２８ ０．９８０ ０．９４８ １．３２８ ０．９５８ ０．７２２

４０～６０ ＣＫ ３．３０６ ０．９８２ ０．９６１ ２．６０２ ０．９６１ ０．９２１
Ｎ２ ３．２０８ ０．９８５ ０．９５７ ２．６１７ ０．９９２ ０．９２５
Ｎ４ ２．９５３ ０．９７０ ０．９４２ ２．２０３ ０．９５７ ０．８８３
Ｍ２Ｎ２ ３．１０４ ０．９７７ ０．９５１ ２．５３６ ０．９８９ ０．９１９

Ｈ： Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ； Ｊ： 均匀度指数 Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ； Ｓ： Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ．

ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ、ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 含量和 ｐＨ 是影响氨氧化微生物分

布的重要因素；硝化强度与土壤 ＡＯＡ 均匀度指数呈

负相关。 因此，在长期施肥土壤中（ｐＨ ５．０ ～ ６．０），
与 ＡＯＢ 相比，ＡＯＡ 对土壤氮素等的变化更敏感。

３　 讨　 　 论

３􀆰 １　 长期施肥对土壤氨氧化微生物数量的影响

土壤硝化作用是由微生物参与的生物学过程。

图 ３　 不同施肥处理土壤 ＡＯＢ １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＤＧＧＥ 图谱
（Ⅰ）和聚类结果（Ⅱ）
Ｆｉｇ．３　 ＤＧＧＥ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ （Ⅰ） ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ （Ⅱ） ｏｆ
ｓｏｉｌ ＡＯＢ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．

施肥可提高土壤养分含量，促进微生物生长。 其中，
有机无机肥配施不仅可以满足微生物生长的能量来

源，而且使土壤养分的分布和累积更为丰富、均匀和

持久［１４］。 研究发现，长期施用氮肥显著增加了土壤

中氨氧化菌的丰度［１５－１７］，但也有研究表明，长期施

用氮肥导致土壤酸化、土壤养分不均衡，进而显著降

低了红壤［５］、黄棕壤［６］、东北黑土［１８］ 和草甸草地土

壤［１９］中 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的数量。 另外，有研究发现，
施肥对土壤中 ＡＯＡ 数量无明显影响［２０－２１］。 本研究

中，长期施肥（Ｎ４ 处理除外） 与不施肥相比，土壤

ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度均显著降低，且 Ｍ２Ｎ２处理 ＡＯＡ 数

量低于无机氮肥处理（Ｎ２和 Ｎ４）。 这进一步证实了

在农田生态系统中，施肥对土壤氨氧化菌丰度的影

响非常复杂，肥料种类、施肥方式和土壤类型等因素

都会导致氨氧化微生物响应的差异［１４，２２］。

表 ４　 土壤理化因子与氨氧化微生物多样性指数的相关性
系数
Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅ⁃
ｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ

微生物
Ｍｉｃｒｏｂｅ

多样性指数
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ

ＮＨ４
＋⁃Ｎ ＮＯ３

－⁃Ｎ ｐＨ 硝化强度
Ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ
ｃａｐａｃｉｔｙ

ＡＯＢ Ｈ －０．０９９ －０．０３２ －０．０８６ ０．００１
Ｊ ０．３２５ －０．０８７ －０．２８８ －０．１２２
Ｓ －０．０４１ －０．０１７ －０．０４３ ０．００６

ｌｇ ａｍｏＡ －０．４７３∗∗ －０．６３８∗∗ ０．２１６ －０．１９６
ＡＯＡ Ｈ －０．２５６ －０．６００∗∗ －０．０８９ －０．１７３

Ｊ －０．１９９ －０．２９ ０．１２４ －０．５１１∗∗

Ｓ －０．２０７ －０．５５９∗∗ －０．１２９ －０．１０９
ｌｇ ａｍｏＡ ０．１４５ －０．１１６ －０．４７８∗∗ －０．１０９

ｌｇ ａｍｏＡ 为 ａｍｏＡ 基因拷贝数对数 Ｔｈｅ ｌｇ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｃｏｐｉｅｓ．
∗∗Ｐ＜０．０１．
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　 　 ｐＨ 是限制土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 生长的重要因素

之一。 由于酸性土壤中硝化底物 ＮＨ３ 质量分数降

低，ＡＯＡ 在氨氧化过程中发挥重要作用［１４，２３］。 本研

究中，与不施肥相比，长期施肥虽显著提高了不同土

层中 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 和 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 含量，但不同程度地降低了

土壤 ｐＨ 值。 相较于 Ｎ２和 Ｎ４处理，Ｍ２Ｎ２处理显著提

高了土壤 ｐＨ 值。 土壤 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 在 ２．２８ ～ ６１．９５，
说明无论施肥与否，土壤硝化过程应主要受 ＡＯＡ 驱

动。 土壤 ＡＯＡ ／ ＡＯＢ 在 ２０～４０ ｃｍ 土层出现拐点，这
可能与长期不同施肥处理养分在土壤剖面的迁移累

积有关［９－１１，１３］。 长期不施肥处理导致土壤养分贫

乏，ＡＯＡ 能适应寡营养环境，使不施肥处理不同土

层土壤 ＡＯＡ 的丰度显著高于其他施肥处理。 单施

无机氮肥（Ｎ４和 Ｎ２处理）与 Ｍ２Ｎ２处理相比 ＡＯＡ 丰

度相对较高，这可能与长期施用无机氮肥导致土壤

ｐＨ 值降低有关。 相关分析也表明，ＡＯＡ 丰度与土

壤 ｐＨ 呈显著负相关， 这与许多研究结果相一

致［７－８，２４］，即 ｐＨ 是影响土壤 ＡＯＡ 的主要驱动因子，
陆地生态系统土壤 ＡＯＡ 的数量均较 ＡＯＢ 丰富。 长

期高量无机氮肥的施用对不同土层（２０～４０ ｃｍ 除外）
土壤 ＡＯＢ 有促进作用，且 ＡＯＢ 的丰度与 ＮＨ４

＋⁃Ｎ 和

ＮＯ３
－⁃Ｎ 含量呈显著负相关。

３􀆰 ２　 长期施肥对土壤氨氧化微生物种群多样性的

影响

长期施用氮肥导致土壤中 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 浓度发生明

显变化，刺激或抑制不同氨氧化微生物类群的生

长［２２］，显著改变土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度，进而影响

氨氧化微生物的结构组成及其多样性［１４，１６］。 本研

究中，土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 种群分布均未因施肥处理

表现出聚类，但 ＡＯＢ 种群结构在不同土层表现出一

定的聚类行为。 结合种群多样性指数分析可以看

出，不同施肥处理对土壤 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 的丰度和多

样性指数的垂直分布影响各异。 土壤 ＡＯＢ 种群多

样性指数较高，表现出更为丰富、稳定的分布。 长期

施肥虽然降低了土壤 ＡＯＢ 数量，但 ＡＯＢ 在氮素需

求得到满足后，可通过增加其种群多样性来适应土

壤环境变化。 土壤 ＡＯＢ 种群垂直分布受各土层土

壤温度、通气状况和养分供应等因素影响，进而表现

出土层聚类的结果［１５，２５］。 与 ＡＯＢ 不同，土壤 ＡＯＡ
更耐受较低的 ｐＨ 值，其种群多样性较低，且对环境

变化较为敏感。 ＡＯＡ 可能通过调整不同种群的丰

度来适应环境变化，并维持其种群结构的相对稳定。
长期施肥导致土壤 ＡＯＢ 种群多样性增加，然而

ＡＯＢ 种群数量和多样性指数与土壤硝化强度均无

显著相关性。 长期施肥虽降低了土壤 ＡＯＡ 种群多

样性，但 ＡＯＡ 的均匀度指数与土壤硝化强度呈显著

负相关，表明土壤中特定的 ＡＯＡ 类群可能在硝化作

用中发挥重要作用。 有研究指出，在氮素较为丰富

的农田土壤中，虽然 ＡＯＡ 在数量上占优势，但 ＡＯＢ
却表现出更高的氨氧化活性［２６］。 本研究未检测

ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 基因表达的差异，因此，二者在长期施

肥土壤中参与硝化作用的贡献还有待进一步研究。
长期施肥条件下土壤 ＡＯＢ 的硝化活性受无机

氮肥的影响更大［１５］，ＡＯＢ 多在 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 浓度较高时

发挥氨氧化作用。 施用有机肥使土壤有机氮浓度升

高，有助于利用有机氮的 ＡＯＡ［２１］。 本研究发现，与
无机氮肥处理（Ｎ２和 Ｎ４）相比，Ｍ２Ｎ２处理增加了 ０～
２０ ｃｍ 土层土壤 ＡＯＢ 的多样性指数（Ｊ 指数除外），
降低了 ＡＯＡ 的多样性指数。 其原因可能与本研究

采样时土壤温度较低，有机氮的周转和微生物活性

受到抑制有关。 同时，受长期施肥和土壤类型等因

素的影响，ＡＯＡ 生长所需的碳、氮等养分发生改变，
种群多样性发生变化。
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