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苜蓿种植年限对土壤硝化潜势和
氨氧化微生物丰度的影响
张耀全１ꎬ马　 欣１ꎬ罗珠珠１ꎬ２ꎬ牛伊宁２ꎬ

李玲玲２ꎬ蔡立群１ꎬ２ꎬ谢军红２

(１.甘肃农业大学资源与环境学院ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０ꎻ２.甘肃省干旱生境作物学省部共建国家重点实验室ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)

摘　 要:依托布设在黄土高原半干旱区的长期定位试验ꎬ通过高通量测序研究不同种植年限(Ｌ２００３、Ｌ２００５ 和

Ｌ２０１２)苜蓿土壤氨氧化古菌(ＡＯＡ)和氨氧化细菌(ＡＯＢ)丰度ꎬ并分析揭示了影响氨氧化微生物丰度的环境因子ꎮ
研究结果表明ꎬ土壤硝化潜势随苜蓿种植年限延长逐渐下降ꎬ其中ꎬＬ２０１２、Ｌ２００５ 和 Ｌ２００３ 处理的硝化潜势分别为

０.０５、０.０４、０.０４ μｇ􀅰ｇ－１􀅰ｈ－１ꎬ且处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ土壤全氮含量随苜蓿种植年限延长逐渐增加ꎬ其中ꎬ
Ｌ２０１２、Ｌ２００５ 和 Ｌ２００３ 处理的全氮含量分别为 １.０２、１.１４、１.１８ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ且处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬＬ２００３ 和 Ｌ２００５
处理的全氮含量分别比 Ｌ２０１２ 高 １５.６９％和 １１.７６％ꎻ土壤硝态氮含量表现为随种植年限延长显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ
Ｌ２００３ 处理和 Ｌ２００５ 处理硝态氮含量分别比 Ｌ２０１２ 处理提高 ５９.７３％和 ３３.６２％ꎮ 高通量测序发现ꎬＡＯＡ ａｍｏＡ 基因

拷贝数为 ９.７５×１０６ ~１２.６８×１０６ 个􀅰ｇ－１ꎬ明显高于 ＡＯＢ 的 ５.０１×１０６ ~７.７０×１０６ 个􀅰ｇ－１ꎬＡＯＡ 丰度随苜蓿种植年限延

长显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ但 ＡＯＢ 丰度表现出随种植年限延长先升高后降低的趋势ꎬ这表明黄土高原半干旱区苜蓿土

壤氨氧化微生物以 ＡＯＡ 占主导地位ꎮ 相关分析表明ꎬＡＯＡ 丰度与土壤全氮(ｒ＝ ０.８５３)和硝态氮(ｒ＝ ０.８３３)均呈极显

著正相关ꎬ但与硝化潜势(ｒ＝ －０.８０２)呈极显著负相关ꎬＡＯＢ 丰度与土壤氮素含量和硝化潜势没有明显相关性ꎮ 由此

可见ꎬ黄土高原半干旱区苜蓿土壤氨氧化微生物以 ＡＯＡ 为优势类群ꎬ且对苜蓿种植年限有更强烈的响应ꎬ但其并未

主导土壤硝化过程ꎮ
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Ｌ２００３ ｗｅｒｅ １.０２ꎬ １.１４ ｇ􀅰ｋｇ－１ ａｎｄ １.１８ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｌ２００３ ａｎｄ Ｌ２００５ ｗｅｒｅ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ Ｌ２０１２ ｂｙ １５.６９％ ａｎｄ １１.７６％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅ Ｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｉｎｇ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｐｌａｎｔｉｎｇ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒａｔｅ Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｌ２００３ ａｎｄ Ｌ２００５ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｏｆ Ｌ２０１２ ｂｙ ５９.７３％ ａｎｄ ３３.６２％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ＡＯＡ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｗａｓ ９.７５×１０６ ~１２.６８×
１０６􀅰ｇ－１ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ５.０１×１０６ ~７.７０×１０６􀅰ｇ－１ ｏｆ ＡＯＢꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＡＯＡ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｇｒａｄｕ￣
ａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｔｈｅ ＡＯＢ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｌｆａｌｆａ ｐｌａｎｔｉｎｇ (Ｐ<０.０１). Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ
ＡＯＡ ｗａｓ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ ｓｏｉｌ ｉｎ ｓｅｍｉ￣ａｒｉｄ ａｒｅａ ｏｆ ｌｏｅｓｓ ｐｌａｔｅａｕ. Ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＡＯＡ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｏｔａｌ Ｎ ( ｒ＝ ０.８５３) ａｎｄ
ｎｉｔｒａｔｅ Ｎ ( ｒ＝ ０.８３３) ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ( ｒ ＝ －０.８０２)ꎬ ａｎｄ ＡＯＢ ａ￣
ｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＡＯＡ ｗａｓ
ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ａｌｆａｌｆａ ｓｏｉｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｍｉ￣ａｒｉｄ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｏｅｓｓ Ｐｌａｔｅａｕꎬ
ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ａ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｌｆａｌｆａ ｇｒｏｗｔｈ ｙｅａｒｓꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ｌｅａｄ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ.

Ｋｅｙｗｏｒｄ: ａｌｆａｌｆａꎻ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｉｎｇꎻ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎻ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎻ
ｓｏｉｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

　 　 紫花苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)是豆科苜蓿属多

年生草本植物ꎬ是西部黄土高原退耕还林的主要草

种[１]ꎬ它不仅耐贫瘠ꎬ产量高[２]ꎬ而且具有土壤改

良、培肥地力、植物修复等众多生态功能ꎮ 苜蓿的

根瘤可以固定空气中的游离氮ꎬ从而增加土壤氮素

含量ꎬ同时苜蓿地上部枯枝落叶及地下部凋亡的须

根可以经微生物分解增加土壤有机碳含量ꎬ改善土

壤质量[３]ꎮ 有研究发现苜蓿在水土保持方面也有

着重要作用ꎬ主要是因为苜蓿在生长期间可以完全

遮蔽地表ꎬ提高表层土壤抗冲蚀的能力ꎬ并且其根

部深入土壤ꎬ能提高土壤聚合力ꎬ从而达到减少土

壤侵蚀ꎬ防止土壤质量退化的目的[４－７]ꎮ 我国西北

黄土高原地区属干旱半干旱气候ꎬ降雨量少ꎬ地表

植物稀疏ꎬ土壤肥力低下ꎬ沟壑纵横ꎬ长期以来土壤

水蚀非常严重ꎬ生态环境极度脆弱[８]ꎮ 紫花苜蓿由

于抗逆性强ꎬ长期以来一直是该地区生态恢复的首

选牧草ꎬ在生态环境修复、土壤结构改善及土壤肥

力提升方面发挥着重要作用ꎮ
氮循环是地球生物圈内最基础的一种物质循

环过程ꎬ它包括固氮作用、氨化作用、硝化作用和反

硝化作用ꎬ硝化作用作为整个氮循环的中心步骤ꎬ
在整个过程中扮演着重要角色[９]ꎬ经氨氧化微生物

作用的氨氧化过程作为硝化过程的第一步ꎬ起着限

速作用ꎬ决定了植物对氮素的利用形态[１０]ꎬ它主要

是在 含 有 氨 单 加 氧 酶 ( ａｍｏ ) 的 氨 氧 化 古 菌

(Ａｍｍｏｎｉａ－Ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ Ａｒｃｈａｅａꎬ ＡＯＡ)和氨氧化细菌

(Ａｍｍｏｎｉａ－Ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ Ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ＡＯＢ)的作用下将土

壤中的氨转化为硝酸盐[１１]ꎬ因此氨单加氧酶常被用

来检测样本中氨氧化微生物的标记基因[１２]ꎮ 有研

究认为土壤 ｐＨ[１３]、有机碳[１４]、氮素类型及含量[１５]

等均会影响土壤中氨氧化微生物的丰度ꎮ ＮＨ＋
４ 的

可利用性是决定氨氧化细菌、氨氧化古菌生态位点

的主要因素[１６]ꎬ氨氧化细菌丰度只有在土壤高浓度

ＮＨ＋
４ 的情况下与 ＮＨ＋

４ 浓度显著正相关[１７]ꎬ在低浓

度 ＮＨ＋
４ 的情况下ꎬＡＯＡ 在氨氧化过程中比 ＡＯＢ 发

挥着更大的作用[１８]ꎻ在 ＮＯ－
３ 浓度较高的情况下ꎬ土

壤硝化速率保持在较高水平ꎬ促进了氨氧化细菌的

繁殖ꎬ相对降低了氨氧化古菌的丰度[１９]ꎮ
目前ꎬ关于西部黄土高原紫花苜蓿的研究大都

集中在不同种植年限苜蓿的水分效应[５ꎬ２０－２１]、地上

生物量[２ꎬ６]、温室气体排放[２２]等方面ꎬ而关于土壤微

生物介导的养分循环过程相对较少ꎬ特别是氮素转

化的关键步骤———氨氧化过程研究几乎未见报道ꎮ
苜蓿种植可以提高土壤氮固存ꎬ但土壤氮增加达到

峰值的年限因研究区域不同而异ꎮ 有研究表明种

植苜蓿的第 ３ 年固氮作用开始体现ꎬ随着种植年限

的延长苜蓿的固氮量增加[２３]ꎮ 紫花苜蓿种植前５ ａ
为土壤全氮增长期ꎬ之后土壤全氮含量就开始降

低ꎬ总体呈现出周期变化[２４]ꎮ 邰继承等[２５] 研究认

为土壤全氮含量因苜蓿种植年限的延长而逐渐增

加ꎬ但其增长率是随着年限的增加而降低的ꎮ 徐艳

霞等[２６]研究认为ꎬ苜蓿草地土壤氮素含量在生长旺

盛期呈下降趋势ꎬ在衰败期呈现逐渐增加的趋势ꎮ
这些在特定的气候条件和土壤条件下得出的结论

表明ꎬ气候和土壤质地等环境条件不同ꎬ种植年限

对苜蓿草地土壤氮素的影响也不尽相同ꎬ但这些研

究均未从影响土壤氮素循环转化的微生物角度进

行探讨ꎮ 因此ꎬ本研究以生长旺盛期(Ｌ２０１２)和衰
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退期(Ｌ２００５ 和 Ｌ２００３)的紫花苜蓿为研究对象ꎬ通
过探讨苜蓿由盛转衰后其土壤全氮、硝(铵)态氮、
硝化潜势以及氨氧化微生物丰度的变化趋势ꎬ以期

明确种植年限对影响土壤氮素转化的微生物学机

制ꎬ亦可为黄土高原苜蓿适宜种植年限的确定提供

理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验地概况

试验设置在甘肃省定西市李家堡镇麻子川村

的甘肃农业大学旱作农业综合试验站(１０４°４４′ Ｅꎬ
３５°２７′ Ｎ)ꎬ于 ２０１２ 年实施ꎮ 该站地处黄土高原中

部ꎬ属于典型的雨养农业区ꎬ年均太阳辐射 ５９２.９ ｋＪ
􀅰ｃｍ－２ꎬ全年光照 ２ ４７６.６ ｈꎬ年均气温 ６.４℃ꎬ≥０℃
年积温 ２ ９３３.５℃ꎬ≥１０℃年积温 ２ ２３９.１℃ꎻ无霜期

１４０ ｄꎬ年均降水 ４００ ｍｍꎬ年蒸发量 １ ５３１ ｍｍꎮ 土壤

类型为黄绵土ꎮ 土壤容重(ＢＤ)、有机碳(ＳＯＣ)、全
氮(ＴＮ)、全磷(ＴＰ)、全钾(ＴＫ)及 ｐＨ 值等基础理化

性质见表 １ꎮ
１.２　 试验设计

所选品种为当地传统品种陇东苜蓿ꎬ试验共设

３ 个 处 理ꎬ 分 别 为 ２００３ 年 ( Ｌ２００３ )、 ２００５ 年

(Ｌ２００５)、２０１２ 年(Ｌ２０１２)建植的紫花苜蓿ꎬ各小区

面积均为 ３ ｍ×７ ｍ＝ ２１ ｍ２ꎬ３ 次重复ꎬ种植期间未施

肥灌水ꎬ各处理田间管理保持一致ꎬ每年刈割 ２ 次

(６ 月和 ９ 月)ꎮ
１.３　 土壤样品采集

于 ２０１８ 年 ５ 月 ２０ 日ꎬ采集苜蓿头茬花期 ０~３０
ｃｍ 土层土壤ꎬ各小区均采用传统五点取样法采集土

壤样品ꎬ将样品混匀后ꎬ装入灭菌自封袋ꎬ干冰保

存ꎬ及时带回实验室ꎬ将土样分为 ３ 部分ꎬ一部分放

入－８０℃冰箱用于氨氧化微生物丰度的测定ꎬ一部

分鲜土保存在 ４℃冰箱中ꎬ测定硝态氮、铵态氮含量

及硝化潜势ꎬ剩余土样风干后测定土壤全氮含量ꎮ
１.４　 指标测定

１.４.１　 土壤 ＴＮ、ＮＯ－
３ －Ｎ、ＮＨ＋

４ －Ｎ 的测定　 土壤 ＴＮ
采用浓硫酸消煮－凯氏定氮法测定ꎻＮＯ－

３ －Ｎ 和 ＮＨ＋
４ －

Ｎ 采用 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＫＣｌ 溶液为浸提液ꎬ以 ５ ∶ １ 水土

比浸提土壤中的可溶性氮ꎬ利用半自动化学间断分

析仪(Ｓｍａｒｔ Ｃｈｅｍ ＡＳＴ－６５００Ｓ)测定ꎮ
１.４.２　 土壤硝化潜势的测定　 土壤硝化潜势(Ｎｉｔｒｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬ ＮＰ)测定采用氯酸盐抑制法[１９]ꎮ
称取 ５ ｇ 鲜土并加入 ２０ ｍＬ 含 １ ｍＭ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ 的

磷酸盐缓冲液ꎬ并加入少量 ０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＫＣｌＯ３ 溶

液ꎬ抑制亚硝酸盐的氧化ꎻ将其放入恒温震荡培养箱

中遮光培养 ２４ ｈ 后ꎬ加入 １０ ｍＬ 的 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＫＣｌ 溶
液浸提土壤并震荡 １ ｈꎬ过滤ꎬ滤液用来测定亚硝态氮

含量ꎬ显色剂为 Ｎ－ (１－萘基) －乙二胺ꎬ用紫外分光

光度计于 ５４０ ｎｍ 波长下测定ꎬ单位时间内土壤中增

加的亚硝态氮含量即为硝化潜势ꎮ
１.４.３　 氨氧化微生物丰度的测定 　 由上海美吉生

物医药科技有限公司进行氨氧化微生物丰度测定ꎬ
共使用 ２ 对引物 Ａｒｃｈ － ａｍｏＡＦ / Ａｒｃｈ － ａｍｏＡＲ[２７] 和

ＡｍｏＡ － １Ｆ / ＡｍｏＡ － ２Ｒ[２８]ꎬ 如 表 ２ꎬ ＰＣＲ 采 用

ＴｒａｎｓＧｅｎ ＡＰ２２１－０２:ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒ￣
ａｓｅꎬＰＣＲ 仪为 ＡＢＩ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎮ ＰＣＲ
反应体系(２０ μＬ):２×ＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬꎬ上、下游引物

(５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各 ０.８ μＬꎬ模板 １ μＬꎬ补足 ｄｄ 无菌

Ｈ２Ｏ 至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:预变性ꎬ ９５℃ꎬ ５
ｍｉｎꎻ变 性ꎬ ９５℃ꎬ ４５ ｓꎻ 退 火ꎬ ５８℃ ( ＡＯＡ)ꎬ ６０℃
(ＡＯＢ)ꎬ３０ ｓꎻ延伸ꎬ７２℃ꎬ１ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎮ 完成上

述步骤后ꎬ把加好样本的 ９６ 孔板放在 ＡＢＩ ７５００ 型

荧光定量 ＰＣＲ 仪中进行反应ꎮ 共设 ３ 个平行实验ꎬ
以无菌水为空白阴性对照ꎮ
１.５　 数据处理与分析

数据整理及作图用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 完成ꎬ显著性差

异和相关性分析采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 完成ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同苜蓿种植年限对土壤硝化潜势的影响

硝化作用将氨氧化成亚硝态氮以及硝态氮ꎬ硝
化潜势可表征其硝化速率ꎮ 不同种植年限苜蓿土

壤硝化潜势如图 １ 所示ꎮ 种植年限显著影响苜蓿土

壤的硝化潜势ꎬＬ２０１２ 处理土壤硝化潜势最高ꎬ为 ０.０５
μｇ􀅰ｇ－１􀅰ｈ－１ꎬ随苜蓿种植年限延长ꎬ土壤硝化潜势逐

渐降低ꎮ 统计结果分析显示ꎬＬ２０１２ 处理硝化潜势显

著高于 Ｌ２００３ 和 Ｌ２００５ 处理(Ｐ<０.０５)ꎬ增幅达 ２５％ꎮ
表 １　 土壤基础理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
土层深度
Ｓｏｉｌ ｄｅｐｔｈ

/ ｃｍ

容重
ＢＤ

/ (ｇ􀅰ｃｍ－３)
ｐＨ

有机碳
ＳＯＣ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)

全氮
ＴＮ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)

全磷
ＴＰ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)

全钾
ＴＫ

/ (ｇ􀅰ｋｇ－１)
０~３０ １.３０ ８.３０ ６.７９ ０.８０ ０.７９ １５.１９

表 ２　 目标基因的引物名称及引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

目的基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｒｏｕｐ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 ５’－３’
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′－３′)

ＡＯＡ
Ａｒｃｈ－ａｍｏＡＦ ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ
Ａｒｃｈ－ａｍｏＡＲ ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ

ＡＯＢ
ＡｍｏＡ－１Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ
ＡｍｏＡ－２Ｒ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

　 　 注:Ｆ 为上游引物ꎬＲ 为下游引物ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｆ ｉｓ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ Ｒ ｉｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ.
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２.２　 不同苜蓿种植年限对土壤全氮、硝态氮和铵态

氮的影响

　 　 不同种植年限苜蓿土壤全氮、硝态氮及铵态氮

含量如表 ３ꎮ 延长苜蓿种植年限可以提高表层土壤

中的全氮及硝态氮含量ꎬ且随苜蓿种植时间延长ꎬ土
壤全氮、硝态氮差异显著ꎮ 其中 Ｌ２００３ 处理和 Ｌ２００５
处理土壤全氮含量显著高于 Ｌ２０１２ 处理(Ｐ<０.０５)ꎬ分
别高 １５.６９％和 １１.７６％ꎻＬ２００３ 处理和 Ｌ２００５ 处理硝

态氮含量较 Ｌ２０１２ 处理增加 ５９.７３％和 ３３.６２％ꎮ 土壤

铵态氮则对苜蓿种植年限没有明显的响应ꎮ
２.３　 不同苜蓿种植年限对氨氧化微生物丰度的影响

不同种植年限苜蓿土壤中 ＡＯＡ 基因拷贝数为

９.７５×１０６ ~ １２.６８×１０６个􀅰ｇ－１ꎬＡＯＢ 基因拷贝数为

５.０１×１０６ ~７.７０×１０６个􀅰ｇ－１ꎬ且各处理中 ＡＯＡ 丰度

均高于 ＡＯＢ(图 ２)ꎮ 在表层土壤中ꎬＡＯＡ 丰度随种

植年限延长显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬＬ２００３ 和 Ｌ２００５ 处

理 ＡＯＡ 丰度较 Ｌ２０１２ 处理分别增加 ３０. ２６％ 和

２２.０５％ꎻＡＯＢ 丰度随苜蓿种植年限延长先升高后降

低ꎬＬ２００５ 处理 ＡＯＢ 基因拷贝数显著高于 Ｌ２００３ 处

理和 Ｌ２０１２ 处理(Ｐ<０.０５)ꎬ增幅分别为 ４４.７４％和

５３.６９％ꎻＡＯＡ ∶ ＡＯＢ 的比值为 １.５５~２.３８ꎬ呈现出先

降低后增加的趋势ꎮ 综合来看ꎬ随着苜蓿种植年限

　 　 注:不同字母代表差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａ￣

ｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) .
图 １　 不同苜蓿种植年限对土壤硝化潜势的影响
Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｆａｌｆａ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｙｅａｒｓ ｏｎ

ｓｏｉｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

的增加ꎬＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的丰度均呈增加趋势ꎬ其比值

呈现出先降低后增加的变化趋势ꎮ
２.４　 土壤氨氧化微生物丰度与氮素、硝化潜势的相

关性分析

　 　 土壤氨氧化微生物丰度与氮素、硝化潜势的相

关分析表明(表 ４)ꎬ氨氧化古菌(ＡＯＡ)丰度受到土

壤硝化潜势( ｒ＝ －０.８０２)、全氮( ｒ ＝ ０.８５３)和硝态氮

含量( ｒ＝ ０.８３３)共同影响ꎬ其中土壤硝化潜势与全

氮含量、ＡＯＡ 丰度呈极显著负相关(Ｐ<０.０１)ꎬ与土

壤硝态氮呈显著负相关关系(Ｐ<０.０５)ꎻ土壤全氮与

ＡＯＡ 丰度呈极显著正相关(Ｐ<０.０１)ꎬ与硝态氮含量

具有显著正相关关系(Ｐ<０.０５)ꎻ氨氧化细菌(ＡＯＢ)
丰度与土壤理化性质没有明显的相关性ꎮ

表 ３　 不同苜蓿种植年限对土壤全氮和硝、铵态氮的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｆａｌｆａ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｙｅａｒｓ ｏｎ ｓｏｉｌ ｔｏｔａｌ

ｎｉｔｒｏｇｅｎꎬ ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
全氮

ＴＮ / (ｇ􀅰ｋｇ－１)
铵态氮

ＮＨ＋
４ －Ｎ / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１)

硝态氮
ＮＯ－

３ －Ｎ / (ｍｇ􀅰ｋｇ－１)
Ｌ２００３ １.１８±０.００ａ ２.５６±０.３１ａ １２.９７±０.７２ａ
Ｌ２００５ １.１４±０.０４ａ ２.３４±０.１８ａ １０.８５±０.１０ｂ
Ｌ２０１２ １.０２±０.０３ｂ ２.４３±０.１１ａ ８.１２±０.４５ｃ

　 　 注:同列不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) .

　 　 注:同一指标不同字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) .
图 ２　 不同苜蓿种植年限对土壤 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 丰度的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｆａｌｆａ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｙｅａｒｓ ｏｎ
ｓｏｉｌ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

表 ４　 土壤氨氧化微生物丰度与土壤氮素、硝化潜势相关分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｓｏｉｌ Ｎ

指标
Ｉｔｅｍ

硝化潜势
Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

全氮
ＴＮ

硝态氮
ＮＯ－

３ －Ｎ
铵态氮
ＮＨ＋

４ －Ｎ
ＡＯＡ ＡＯＢ

硝化潜势 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ １ －０.８１０∗∗ －０.７３０∗ －０.０６５ －０.８０２∗∗ －０.６５４
全氮 ＴＮ １ ０.７４９∗ ０.２０８ ０.８５３∗∗ ０.３２１

硝态氮 ＮＯ－
３ －Ｎ １ －０.０２２ ０.８３３∗∗ ０.１９４

铵态氮 ＮＨ＋
４ －Ｎ １ ０.４１６ －０.１５７

ＡＯＡ １ ０.３８５
ＡＯＢ １

　 　 注:∗代表显著相关(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗代表极显著相关(Ｐ<０.０１)ꎮ
Ｎｏｔｅ:∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ (Ｐ<０.０５)ꎬ ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ (Ｐ<０.０１) .
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３　 讨　 论

北方旱地土壤中的作物对氮素的吸收主要以

硝态氮 (ＮＯ－
３ －Ｎ)为主ꎬ当土壤中氮素含量升高时ꎬ

土壤中的硝态氮也会大量增加ꎬ导致向大气中挥发

的氮素含量也随之增加ꎬ从而降低了氮素的可利用

性ꎻ因此ꎬ在降低土壤氮素损失并提高有效氮利用

率的过程中ꎬ调控土壤硝态氮含量变得尤为关

键[２９]ꎮ 本研究结果发现ꎬ种植年限长的苜蓿土壤全

氮含量和硝态氮含量均显著高于种植年限短的苜

蓿土壤ꎮ 长期种植紫花苜蓿后ꎬ其生长阶段由旺盛

期进入衰败期ꎬ地上生物量逐渐减少ꎬ植株对养分

的需求量也逐渐降低ꎬ而其根部由于根瘤菌的侵

入ꎬ刺激根部膨大形成的根瘤－苜蓿根共生关系更

加稳定ꎬ固氮能力也相对加强ꎻ此外ꎬ逐年累积的地

上部枯枝落叶和地下部生物的死亡腐烂均会提高

土壤中有机氮和无机氮含量[３０]ꎮ 但是ꎬ本研究土壤

硝化潜势随着苜蓿种植年限的延长而降低ꎬ与土壤

全氮和硝态氮变化趋势相反ꎬ这可能与长期种植苜

蓿引起土壤磷素水平显著降低有关ꎬ因为土壤 Ｐ 素

供应显著影响土壤 Ｎ 素硝化作用[３１] 以及氨氧化细

菌和古菌的多样性[３２]ꎮ 硝化潜势强的短种植年限

苜蓿土壤硝态氮含量显著低于种植年限长的苜蓿

土壤ꎬ可能是由于年限较短的苜蓿土壤中氨氧化微

生物发生了较为强烈的反硝化作用ꎬ将亚硝酸盐还

原为 Ｎ２Ｏꎬ进而显著降低土壤硝态氮含量[３３]ꎮ 另

外ꎬ本研究发现土壤硝化潜势与全氮、硝态氮含量

呈显著负相关ꎬ这与前人[３４]研究结果并不一致ꎮ 说

明土壤硝化潜势可能受多种环境因子的调控ꎬ特别

是受到土壤微生物生物量碳氮、全氮和硝态氮的协

同作用ꎬ而土壤微生物生物量碳氮的贡献更高[３４]ꎬ
本研究后续将进一步加强硝化潜势与土壤微生物

量碳氮关系的相关研究ꎮ
土壤微生物是土壤生态系统中的重要组成部

分ꎬ在土壤物质循环、有机物的合成和分解、土壤质

量改善、土壤肥力的提升以及作物的生长和病虫害

防治等方面均发挥重要的作用[３５]ꎮ 氨氧化微生物

是参与硝化作用的最主要微生物ꎬ是硝化过程的第

一步ꎬ也是限速步骤ꎬ其丰度与氮素形态及土壤 ｐＨ
显著相关[９ꎬ１２ꎬ１５]ꎮ 北方碱性土壤中ꎬ氨氧化细菌是

硝化作用的主要驱动者ꎬ而南方酸性土壤中ꎬ硝化

作用则主要由氨氧化古菌主导[３６－３８]ꎮ 这些结果一

致证实了 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 生态位分异的特征ꎬＡＯＢ 倾

向于在高氮 ｐＨ 值中性或碱性的环境中起主导作

用ꎬ而 ＡＯＡ 则更适宜于在酸性及低氮高的土壤中占

主导优势[３９－４０]ꎮ 本试验研究发现ꎬ黄土高原半干旱

雨养区苜蓿土壤 ＡＯＡ 丰度显著高于 ＡＯＢꎬ说明由

于土壤低氮环境使得 ＡＯＡ 演变为优势类群ꎮ 本研

究相关分析发现ꎬ硝化潜势和 ＡＯＡ 丰度呈显著负相

关ꎬ而与 ＡＯＢ 并无明显相关关系ꎮ 这表明黄绵土区

苜蓿土壤硝化潜势变化与氨氧化微生物丰度变化

并不一致ꎬ也说明氨氧化微生物群落丰度与其活性

之间存在不一致的关系ꎮ 据此可以推断ꎬ除了 ＡＯＢ
和 ＡＯＡ 这 ２ 类半程氨氧化微生物之外ꎬ还存在其他

类型的氨氧化微生物主导着黄绵土区苜蓿土壤的

硝化过程ꎬ因为已有研究发现ꎬ属于硝化螺菌门谱

系Ⅱ的全程氨氧化微生物(Ｃｏｍａｍｍｏｘ)广泛分布于

农业土壤、森林土壤、稻田水域、淡水等自然环境

中ꎬ其对底物 ＮＨ３的亲和力远高于大多数可培养的

ＡＯＡ 物种ꎬ能够更好地适应极低 ＮＨ３ 浓度的胁迫

环境[４１]ꎮ

４　 结　 论

黄土高原半干旱区长期种植苜蓿后ꎬ土壤氨氧

化古菌(ＡＯＡ)数量显著高于氨氧化细菌(ＡＯＢ)ꎬ土
壤氮素含量显著影响 ＡＯＡ 丰度ꎬ这表明黄土高原半

干旱区苜蓿土壤氨氧化微生物 ＡＯＡ 占主导地位ꎬ且
对长期种植苜蓿后土壤理化性质的改变更为敏感ꎮ
种植苜蓿会增加土壤氮素含量ꎬ年限显著影响着土

壤硝化潜势ꎮ 但是ꎬ土壤硝化潜势由于受多种环境

因子的调控ꎬ相关分析结果并不能确定主导土壤硝

化作用的优势微生物类群ꎮ
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