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雷竹
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林冬季地表覆盖施肥为核心的集约经营技术被广泛推广应用! 冬季覆盖以及施肥

处理必将对土壤氨氧化微生物群落结构产生影响% 为揭示雷竹林覆盖和施肥等集约经营措施对土壤氨氧化微生物

的影响! 进行了田间试验% 设计如下
!

个试验$ 试验
#

为施用等量硝态氮复合肥$

8

"氮&

$8

'五氧化二磷&

$8

"氧

化钾&

H#:$#:$#:

的对照
#

"不覆盖&和处理
#

"覆盖&( 试验
!

为覆盖的
'

个不同肥料处理! 分别为对照
!

)不施肥&! 处理

#

! 处理
!

"尿素&! 处理
$

"尿素
I

氯化钾&! 各处理以含氮量
$:% J5

*

3.

%!为标准折算成相应的肥料用量! 氯化钾与复

合肥等钾量折算+ 应用聚合酶链式反应
!

变性梯度凝胶电泳)

KL,!MNN-

#技术和定量
KL,

技术分析土壤氨氧化细菌

)

OPQ

#和氨氧化古菌)

OPO

#群落结构多样性和功能基因丰富度% 结果表明$ 不同处理土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌

有较高比例的共性种类! 群落结构尚未发生显著改变( 前期未覆盖的对照
#

与其他前期曾覆盖的所有处理的氨氧

化细菌群落结构差异相对较明显! 同为前期覆盖的处理
$

与其他处理又稍有不同( 土壤氨氧化细菌多样性为处理
#

明显高于)

6＜%;%)

#处理
$

( 处理
$

氨氧化细菌和氨氧化古菌的基因的丰度均较高)

6＜%;%)

&% 综合比较不同处理氨

氧化细菌和氨氧化古菌的
MNN-

条带的多样性以及定量分析得出结论! 处理
$

的氨氧化微生物多样性和功能基因

最丰富! 处理
!

最差% 建议生产上采用尿素与氯化钾搭配施用! 有利于土壤氨氧化微生物的活动和氮素循环利用%
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世纪后期% 用土壤微生物数量) 土壤酶等生物指标来表征土壤品质及土壤微生物多样性曾受到

广泛关注 "

#"!

&

* 土壤微生物多样性代表着土壤微生物群落结构的稳定性% 同时也反映土壤胁迫和土壤生

态机制对群落的影响% 因此% 土壤微生物是土壤可持续利用的重要指标"

1

&

* 硝化作用的微生物代谢包括

氨氧化作用和亚硝化作用
!

个过程% 分别由氨氧化细菌#

'55*+<' *N<=<?<+3 8')(/.<'

%

DEF

$% 氨氧化古菌

#

'55*+<' *N<=<?<+3 '.)4'/'

%

DED

$和亚硝酸盐氧化菌催化进行% 其中由铵盐氧化成亚硝酸盐的第
#

步过

程是硝化作用的限速步骤% 与土壤氮素循环密切相关% 硝化细菌将氨或者铵盐氧化为硝酸盐% 增加了土

壤中氮元素移动性% 对喜硝酸盐植物有利% 但同时也增加了土壤中氮素淋失+ 反硝化作用还原成氮气%

从而增加了土壤中氮素损失的风险% 对农业生产不利 "

$"%

&

, 有研究认为% 基于氨氧化细菌和氨氧化古菌

生态位的不同和它们在土壤生态系统大尺度范围内对环境变化的敏感性% 氨氧化细菌和氨氧化古菌可以

作为土壤检测有效的生物学指标"

U

&

, 研究发现% 氨氧化微生物的群落结构和多样性受多种环境因子的影

响% 主要包括氨态氮"

S

&和氧气"

V

&

) 环境
:W

值"

X""XX

&

) 温度"

X!"X1

&

) 底物浓度等, 因此% 研究不同施肥制度下

土壤氨氧化微生物的多样性% 可为土壤环境质量的变化提供重要依据"

X$

&

,

Y4'+3

等"

XR

&研究了长期施肥对

太湖流域水稻土细菌群落结构的影响,

A4>

等 "

X%

&研究施肥对砂质壤土中氨氧化细菌多样性的影响发现%

施用氮肥土壤
"#$%

基因的多样性高于不施氮肥的土壤, 而
A*;;*00

等"

XU

&的研究显示% 施用尿素的土壤中

"#$%

基因的多样性未见增长, 贺纪正等"

XS

&应用实时荧光定量核酸扩增检测系统'

THAI

$

P

克隆和测序多

方法综合研究发现% 红壤旱地长期氮磷钾复合肥) 以及氮磷钾与有机肥配合施肥能显著提高氨氧化古菌

和细菌的
"#$%

功能基因数量% 而单施氮肥则反而降低了功能基因的数量% 不同施肥土壤氨氧化细菌群

落结构没有显明差异% 但对氨氧化古菌的群落结构组成产生明显的影响, 雷竹
!&'(($)*"+&') ,-$(")+./)

林由于具有产量高) 成林快) 出笋早) 笋味鲜的特点% 目前% 在长江以南各省均有栽培% 特别是
!"

世

纪
S"

年代推广以冬季地表增温覆盖和施肥为核心的反季节集约栽培技术以来% 因为经济效益高% 集约

栽培面积不断扩大% 竹农对雷竹经营强度不断加大% 超过一般农作物, 集约经营雷竹林土壤有机质急剧

增加"

XV

&

% 为土壤微生物的活动提供大量能源和碳源, 雷竹林大量施用化学氮肥的经营方式对土壤氮循环

相关微生物的影响则更突出% 氮循环相关微生物的变化反过来影响土壤氮素循环和氮素的利用率, 为了

探究不同肥料施用后短期内对土壤氨氧化微生物的影响% 在施肥后
X

周采集土壤样品并分析土壤氨氧化

古菌和氨氧化细菌群落结构% 揭示大剂量施肥后土壤氨氧化微生物的快速响应,

#

研究地区与分析方法

!*!

研究地概况

研究区位于浙江省临安市%

1"$X$%-

%

XXV$$!%L

% 位于浙江省西北部% 属中亚热带季风气候区% 全

1$$
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!

期

年降水量为
" #$%&# ''

! 全年平均气温
(#&) !

! 全年日照时数
* %)+,! -

" 雷竹产区有粗放经营和集约

经营
$

种管理模式! 前者施肥量小
.

且冬季不覆盖! 全年总用量为
$ $/0 12

#

-'

"$硝态氮复合肥$

!

%氮&

#!

%五氧化二磷 &

#!

!氧化钾&

3*##*##*#

! 折合纯氮为
!#0 12

'! 分别在每年的
/

月和
4

月份施肥!

5

次比例

为
#06

和
)06

! 每年
)

月时采收自然笋" 而集约雷竹林冬季覆盖大量的有机物料以提高土温度! 全年

施肥量是粗放经营的
5

倍! 施肥
!

次(
7

8*

! 分别在
/

月上旬)

4

月中下旬和
**

月底覆盖以前!

!

次施肥

量比例控制在
!/6

!

!06

和
!/6

* 本试验选择成林时间为
*/ 7

的长期粗放经营雷竹林作为试验地!

$0*0

年
*$

月进行首次冬季覆盖经营!

#

月将覆盖物翻入土壤*

!"#

试验设计

在临安市板桥镇雷竹林地! 按照雷竹集约经营要求于
$0*0

年
*$

月
+

日进行冬季%第
*

次&施肥! 翌

日覆盖竹叶+

$0**

年
#

月
$0

日! 揭去部分覆盖物后将剩余的竹叶翻入土壤!

*0 9

后%

#

月
!0

日&进行春

季%第
$

次&施肥!

$

次的施肥方案相同%表
*

&! 为了比较覆盖与否对土壤氨氧化微生物的影响! 增设了

前期不覆盖的对照
*

与施肥相同但覆盖的处理
*

的比对试验%第
*

个试验&+ 覆盖后不同肥料处理对土壤

氨氧化微生物的影响的试验为
)

个处理%第
$

个试验&! 分别为对照
$

%不施肥&! 处理
*.

处理
$

和处理
!

!

施肥品种及用量见表
*

! 其中处理
*

为
$

个试验共用* 各处理以含氮量
!#0 12

#

-'

"$为标准折算成相应

的肥料用量! 重复
!

个#处理"*

! 随机区组排列! 共计
*/

个小区! 小区面积
/ ' $ / '

* 按表
*

中试验设

计要求将肥料均匀地散施于地表再翻入
*0 :'

土层*

处理 化肥组合 化肥用量
;

%

12

#

-'

"$

& 前期施肥时覆盖物

对照
*

复合肥
$ $/0

无

处理
*

复合肥
$ $/0

竹叶

对照
$

不施肥
0

竹叶

处理
$

尿素
+%$&#

竹叶

处理
!

尿素
<

氯化钾
+%$,#</$=,/

竹叶

表
!

各处理化肥品种! 用量及田间排列顺序

>7?@A ( BACD2E FG H-A HID7@ JDH- 9DGGAIAEH GAIHD@DKAIC 7E9 H-A FI9AI FG HIA7H'AEHC DE GDA@9

说明, 复合肥为硝态氮复合肥$

!

%氮&

#!

%五氧化二磷&

#!

%氧化钾&

3*##*##*#

'+ 处理
5

尿素用量, 与处理
*

等量氮折算+ 处

理
!

尿素
<

氯化钾, 含氮量- 含钾量同处理
*

! 与处理
*

等氮和等钾量折算出尿素和氯化钾的用量"

!"$

土壤样品采集

5=**

年
+

月
%

日%施肥后
+ 9

&! 在每个小区用土钻多点随机采集表层
=L5= :'

土壤样品! 混匀装入

无菌密封袋! 放入事先准备好的冰盒带回实验室" 新鲜土壤充分混匀后! 去除石块和动植物残体! 过
5

''

钢筛" 样品存放于
"+= !

冰箱内! 待冷冻干燥后用于土壤细菌总
BMN

的提取! 供土壤氨氧化细菌和

氨氧化古菌%

NON

&群落结构及定量分析! 剩余的样品存放于
"$0 !

冰箱中保存以备后续分析"

!"%

主要试剂与引物

PFJAI QFD@ >R >FH7@ BMN SCF@7HDFE TDH

试剂盒购于美国
RF UDF

公司 !

"#$ BMN

聚合酶购于大连

>7T7V7

公司! 定量聚合酶链式反应%

PWV

&试剂采用
>717I7

公司的
QXUV PIA'DY ZY >7[>R

%

PAIGA:H VA7@

>D'A

&%

>7T7V7 WF9A\ BVV=)*

&! 荧光染料
QXUV 2IAAE!

购于美国
SE]DHIF2AE

公司! 引物由生工生物工

程%上海&有限公司合成"

!"&

分析方法

*,/,*

土壤总
BMN

的提取及纯化 采用
PFJAI QFD@ >R >FH7@ BMN SCF@7HDFE T

试剂盒提取土壤总
BMN

!

按试剂盒说明书操作! 通过
*= 2

(

12

"*琼脂糖电泳对所提取
BMN

效果进行鉴定! 提取的
BMN

保存于
")=

!

冰箱中"

%,/,5

土壤
BMN

的
PWV

扩增 以土壤总
BMN

为模板扩增氨氧化古菌氨单加氧酶基因
#!%&

片段采用引

物对
^W&NI:-&7'FNV

和
NI:-&7'FN_

!

NI:&7'FN_

,

/'&Q>N N>^^>W>^^W>>N^NW^&!'

+

^W&NI:&7'FNV

,

/'& ^W^^WWN>WWN>W>^N>>^>&!'

! 扩增
NOU

氨单加氧酶基因
#!%&

片段采用引物对
^W&7'FN&(_

和

7'FN&$V

!

^W&7'FN&(_

,

/'&^^^^>>>W>NW>^^>^^>&!'

+

7'FN&$V

,

/'&WWWW>W^^^NNN^WW>>W>>W&

郭 帅等, 雷竹林土壤氨氧化微生物对不同肥料的响应
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'!

! 使用
()*"+,-

公司的
.#&&&/0 /1234,5 678523 96+

仪对土壤
:;<

进行扩增!

!"#$ !=

反应体系如下"

预混合液#

>324)?

$

#&#$ !=

% 引物#

@& !4*5

&

AB

%#

$各
&C! !=

% 牛血清白蛋白#

(.<

$

"C! !=

% 模板
:;< "C!

!=

% 用无菌双蒸水补足至
!"C" !=

'

96+

反应参数"

D$ &

预变性
@ 4)E

%

D$ &

变性
$@ F

%

@@ &

退火
#

4)E

%

G! &

延伸
# 4)E

%

'@

个循环% 最后
G! &

延伸
#& 4)E

! 取
'C& != 96+

反应产物用
#&C& B

(

AB

'#的琼

脂糖凝胶进行电泳% 检测产物及其长度'

# C@ C '

变性梯度凝胶电泳!

:HHI

" 使用
:8*-2/0 JE)K23F,5 0LM,M)*E :2M28M)*E .7FM24

)

()*"+,-

$%

<N(

!"#$

基因
96+

产物检测是在在变性梯度为
$&OP%@O

的
%&C& B

(

AB

'#聚丙烯酰胺凝胶上进行变性梯度凝

胶电泳* 氨氧化古菌
!"#$

基因
96+

产物检测是在变性梯度为
!!C@OP$!C@O

的
%& B

&

AB

'#聚丙烯酰胺凝

胶上进行变性梯度凝胶电泳' 电泳前对
96+

产物定量+ 校正% 使上样量一致' 在
%& &

%

Q& R

条件下电

泳
#'C@ 1

后% 用
H25 32-

染料染色
'& 4)E

% 染色结束后用
H25:*8/0 IS

)

()*"+,-

$凝胶成像系统成像% 使

用
SL,EM)M7 NE2 $C$

软件)

()*"+,-

$进行图像分析'

#C@C$

实时荧光定量
96+

!

+2,5"M)42 96+

" 使用
6TUD%/0 +2,5"/)42 .7FM24

)

()*"+,-

$仪器进行氨氧化

古菌和氨氧化细菌的功能基因的实时定量分析% 进而确定样品的原始拷贝数' 氨氧化细菌和氨氧化古菌

功能基因定量引物序列分别为"

,4*<"#T

"

@("BBBB///6/<6/BB/BB/"'(,4*<"!+

"

@("6666/6BBB<<<B6"

6//6//6"'(<381",4*<T

"

@( "./<</HH/6/HH6//<H<6H"'(<381",4*<+

"

@( "H6HH66</66</6/H/</

H/"'(

'

!& !=

反应体系如下"

.V(+ 9324)? I? %!&/0 W&)$ !=

% 引物)

@& !4*5

(

=

'W

$各
&C! !=

% 模板

:;<WC& !=

% 无菌双蒸水补足至
!&C& !=

' 氨氧化古菌反应程序"

D@ &

%

'C& 4)E

*

'@*

)

D@ &

%

'& F

*

@@

&

%

'& F

*

G! &

%

'& F

终点读板$* 溶解曲线
%@C& P D@C& &

% 增量
&C@ &

%

&

"

&@+

终点读板' 氨氧化细

菌反应程序"

D@ &

%

'C& 4)E

*

'Q*

)

D@ &

%

'& F

*

@@ &

%

'& F

*

G! &

%

'& F

终点读板$* 溶解曲线
%@C& P

D@C& &

% 增量
&C@ &

%

&

"

&@+

终点读板' 样品
:;<

浓度与拷贝数之间的转化公式" 摩尔数
'X:;<

质

量浓度)

!B

(

=

'W

$

Y

)重组质粒片段长度
*'!$C@*!

$%

(

)

X%C&!*W&

!'

**

'

WC@C@

数据分析 采用
.9.. WQC&

统计软件进行数据处理%

:LE8,E

单因素方差分析比较各处理之间的差

异显著性)

+＜&C&@

$' 采用
()*"+,-

公司的
SL,EM)M7 NE2 $C$

进行
:HHI

指纹图谱分析' 用
SL,EM)M7 NE2

软件进行
.1,EE*E

多样性指数)

,

$和
9)25*L

均匀度指数)

-

.

$的计算和聚类分析% 其中聚类分析用非加权

组平均法)

J9H0<

$' 计算公式如下"

. X'

!

)

/

0

1(

$

5E

)

/

0

1(

$%

-

.

X.Y5E2

' 其中
Z /

0

为单一条带的强度%

(

为所有条带的总强度*

2

为每一泳道总的条带数'

!

结果与分析

!!"

雷竹林土壤氨氧化细菌群落结构及多样性分析

!CWCW

土壤氨氧化细菌微生物群落变性梯度凝胶电泳 !

:HHI

"图谱分析 应用变性梯度凝胶电泳

)

:HHI

$技术对
96+

产物进行分离% 通过指纹图谱可以清楚看到分离为若干条带)图
W<

$% 不同处理的

土壤样品显示出不同的条带类型% 对
:HHI

图谱进行统计发现" 不同处理土壤在
:HHI

图谱中电泳条

带的数目+ 亮度+ 迁移的位置均存在一定程度的差异' 在
:HHI

图谱上% 处于不同位置的
:;<

条带及

其相对浓度)亮度$可能代表微生物群落中某一特定微生物种及其在群落中的相对丰度 ,

!$

-

' 通过分析

:HHI

图谱发现所有的土壤样品共有
'W

条位置不同的条带% 比本地阔叶林+ 杉木
34//0/56!"0! 7!/)8#!

7!9!

林,

!W'!!

-等土壤少% 但比旱地农田,

WQ

-和水稻土壤,

!'

-则多' 不同土壤样品间共同条带
WG

条% 占条带总类

型的
@$CQO

% 但这些共性条带的亮度不同* 此外% 还有不少条带)

%

%

W&

%

W!

%

W'

%

!'

%

!$

%

!%

%

'&

$是大

多数样品的共有条带% 说明不同施肥处理土壤有较高比例的共性氨氧化细菌种类% 其中半数以上氨氧化

细菌的物种完全相同% 只是丰度不同' 与总体较高比例共性条带形成显明对照的是% 虽然同一处理不同

重复之间条带位置基本一致% 但亮度上有明显差异% 特别是处理
W

和处理
'

' 可能的原因有二" 其一是

因为田间试验时的肥料以固体撒施的方法进行% 无法达到完全均匀* 其二是用于
:;<

提取的土壤样品

量太少)

&C' B

$% 样品的代表性受到影响% 虽然是多点的混合样品% 但新鲜土壤不能像风干土那样混合充

分' 不同处理间的差异情况% 平均条带由高到低的顺序依次是" 对照
!

)

!D

条$＞处理 !

)

!Q

条$＞处理 W

)

!@

条$＞对照 W

)

!'

条$＞处理 '

)

!!

条$' 对照
W

的条带模式与其他处理的差异更明显% 其中
!!

号条带

'$%
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期 郭 帅等! 雷竹林土壤氨氧化微生物对不同肥料的响应

亮度特别强"

!#

号条带亮度是对照
"

的特色条带" 而其他条带则不如其他处理强" 说明前期覆盖以及

后期竹叶翻入土壤的大量有机物质对氨氧化细菌的影响# 对照
"

和处理
"

施用同样的含有硝态氮的复合

肥" 条带模式明显不同# 前期覆盖的处理
"

条带数多于未覆盖的对照
"

" 说明前期覆盖以及覆盖物翻入

土壤对土壤氨氧化细菌有影响" 但发现两者有
"

条$条带
$%

%共性条带比其他施肥处理的亮" 可能是复

合肥的作用结果& 处理
!

的条带数比其他处理少" 可能与氯化钾中氯离子对微生物的抑制作用所致&

&'())*)

指数反映了群落中物种的变化度或差异度" 受样本总数和均匀度的影响" 一般来说" 物种丰富

度高且分布较均匀的群落的
&'())*)

指数较高'

$!

(

&

&'())*)

多样性指数由高到低的顺序依次是! 对照

$＞处理 $＞处理 "＞对照 "＞处理 !

$表
$

%" 不同处理间氨氧化细菌多样性指数差异性显著$

!＜#+#,

%"

而施用复合肥的碷匀度指数$

"

#

%也明显高于尿素处理$表
$

%&

图
"

土壤样品氨氧化细菌
$%&'

基因扩增片段的
-../

分析结果!

0

"以及
-../

条带图谱的聚类分析!

1

"

234567 " -../ ()(89:3;(8 67<58: ()= ;85<:76 ()(89<3< *> $%&' >6(4?7): *> (??*)3("*@3=3A3)4 B(;:763(8 ;*??5)3:37< >6*? :'7 <*38 <(?C87<

&

处理
氨氧化细菌 氨氧化古菌

&'())*)

指数
#

均匀度指数
(

D

&'())*)

指数
#

均匀度指数
)

D

对照
" !+"#! = #+%%# ( $+%#, (B #+%%! (

处理
" !+"E$ ; #+%%# ( $+F$$ ; #+%GH (B

对照
$ !+!#G ( #+%GE B $+G"E B; #+%%" (B

处理
$ !+$E# B #+%GE B $+G$! B; #+%FF B

处理
! !+#HG 7 #+%%" ( !+#!E ( #+%G$ (B

表
!

不同施肥土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌的多样性

I(B87 $ -3J76<3:9 C6*C76:37< *> <*38 0K1 ()= 0K0 ;(8;58(:7= >6*? -../ B()= C(::76) =(:( 5)=76 =3>>767): >76:383A(:3*) :67(:?7):<

说明! 同列不同字母代表差异达显著水平$

!＜#+#,

%&

$+"+$

土壤氨氧化细菌的
-../

图谱聚类分析 聚类分析可了解不同处理对氨氧化细菌群落结构的定

量影响& 利用聚类分析非加权组平均法$

LM.N0

%对不同施肥处理下的氨氧化细菌群落结构
-../

图谱

进行分析得图
"1

& 土壤样品明显分为两大组! 对照
"

单独为一组" 其他处理为另一组" 但相似度值略

大于临界值
#+E

" 说明前期覆盖对土壤氨氧化细菌的影响大于施肥处理" 但结构没有发生显著变化& 所

有前期覆盖处理的土壤样品" 除了异常的处理
"

" 处理
$

和处理
!

外又分为
$

组" 其中处理
!

$尿素
O

氯

化钾%为一组" 进一步证明处理
!

施入氯化钾中的氯元素对土壤的氨氧化细菌群落结构有一定影响& 以

上结果分析表明" 覆盖和不同肥料的集约经营措施在短期内能降低氨氧化细菌的多样性" 改变土壤氨氧

化细菌的群落结构" 但变化幅度尚未超出相似度临界值
#+E

" 如长期采用覆盖措施并施用同样的肥

料" 则土壤氨氧化细菌的群落结构可能发生明显改变) 施用复合肥$处理
"

%的土壤氨氧化细菌丰富度显

著大于$

!＜#+#,

%尿素与氯化钾混合施肥$处理
!

%" 施用复合肥对维持土壤氨氧化细菌的群落多样性有一

定好处&

!HF
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雷竹林土壤氨氧化古菌群落结构及多样性分析

!'!'(

长期施肥氨氧化古菌微生物群落
)**+

图谱分析 应用
)**+

技术对雷竹林土壤氨氧化古菌能

基因
!"#$

的
,-.

产物进行分离! 所有的土壤样品共有
!%

条位置不同的条带"图
!/

#$ 比相同土壤样品

的氨氧化细菌条带数少$ 而宋亚娜等%

!!

&在水稻土中检测到的氨氧化古菌种类明显多于氨氧化细菌种类!

所有处理
)**+

条带的位置基本相同$ 但不同处理条带的亮度有差异$ 处理
0

的
0

个重复有很好的一致

性$ 且条带亮度大$ 其中条带
(

明显比其他处理亮' 而条带
!"

则明显弱于其他处理外$ 其他位置的条

带没有显示处理间的规律性差异$ 相反重复间差异大于处理间! 用于氨氧化古菌与氨氧化细菌扩增的为

同一
)1/

提取液$ 不同重复间氨氧化古菌的差异明显大于氨氧化细菌$ 说明土壤氨氧化古菌对高浓度

肥料比氨氧化细菌敏感$ 然而尿素
2

氯化钾对氨氧化古菌则没有不利影响! 其他研究报道( 氨氧化古菌

比氨氧化细菌受施肥' 植被及土壤
34

值等环境影响较小%

!"

$

!#

&

! 可能的解释是$ 氨氧化古菌比氨氧化细菌

在一定范围内受环境影响小于氨氧化细菌$ 但大量施肥这种强度干扰对氨氧化古菌的影响反而大于氨氧

化细菌$ 当然这只是推测$ 确切的结果必须通过进一步的培养实验来证实! 不同处理之间氨氧化古菌物

种的差异不大$ 但
$%&''('

多样性指数"

5678898 :8;<=

#从平均值看$ 对照
(

"前期未覆盖
2

复合肥#大于处

理
(

"前期覆盖
2

复合肥#$ 说明前期覆盖及大量的竹叶翻入土壤可能会降低雷竹林地氨氧化古菌的物种多

样性! 雷竹林去掉覆盖物后不同施肥处理间
5678898

多样性指数由高到低的顺序依次是( 处理
0＞处理

!＞对照 !＞处理 (

$ 由此可以看出$ 施加尿素态氮肥能够增加土壤中氨氧化古菌的种群丰富度$ 但是处

理
(

的复合肥是含硝态氮的复合肥$ 而处理
!

和处理
0

所含的是铵态氮的氮肥! 均匀度指数"

%

4

#对照
(

最高$ 处理
!

最低$ 其他处理之间则没差异"表
!

#! 土壤氨氧化古菌对覆盖和不同肥料的反应正好与氨

氧化细菌相反!

图
!

土壤样品氨氧化古菌
!"#$

基因扩增片段的
)**+

分析结果!

/

"以及
)**+

条带图谱的聚类分析!

>

"

?:@AB< ! )**+ 787CDE:F7C B<GACE 78; FCAGE<B 787CDG:G 9H !"#$ HB7@I<8E 9H 7II98:7)9=:;:J:8@ 7BF67<7 F9IIA8:E:<G HB9I E6< G9:C G7I3C<G

!

!'!'!

土壤氨氧化古菌的
)**+

图谱聚类分析 为进一步了解施肥处理对氨氧化古菌群落结构的影响$

利用聚类分析非加权组平均法"

K,*L/

#对不同施肥处理下的氨氧化古菌群落结构
)**+

图谱进行分析!

观察结果"图
!>

#得出$ 所有样品分为
*

组$ 上面一组为不同处理中出现异常低的样品"

$

$

%

$

M

$

((

$

(!

#$

其余样品聚为一类的相似值为
"'M0

$ 说明不同处理间结构相似度较高$ 不同肥料对氨氧化古菌群落结构

组成影响较氨氧化细菌小! 以上结果分析表明$ 不同施肥处理土壤氨氧化古菌的群落结构变化也不大$

大部分样品群落的相似度为
"'M0

$ 不同处理间氨氧化古菌物种没有差异$ 但丰度差异较大$ 其中处理
0

土壤氨氧化古菌结构多样性显著高于处理
(

"

&＜"'"N

#!

"!#

雷竹林土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌
!"#$

基因定量分析

通过
!"#$

基因的拷贝数可以分别估算氨氧化细菌和氨氧化古菌的丰富度$ 应用
.<7C)O:I< ,-.

技

0$P
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图
!

不同处理下氨氧化古菌
!"#$

基因和氨氧化

细菌
!"#$

基因的丰富度

#$%&'( ! )*&+,-+.( /0 -11/+$- /2$,$3$+% *-.4('$-5 !"#$ %(+(6

-+, -11/+$- /2$,$3$+% -'.7-(-5 !"#$ %(+(6 &+,('

,$00('(+4 4'(-41(+46

!

郭 帅等! 雷竹林土壤氨氧化微生物对不同肥料的响应

术获得各样品起始拷贝数换算出每克干土的氨氧化古菌和氨氧化细菌的
!"#$

基因拷贝数"

%

&

#图
!

$% 氨

氧化细菌的
!"#$

基因拷贝数最多的是处理
!

&干土拷贝数
898:"";

:

'

%

#"

$% 其他依次为对照
<

% 处理
<

和

处理
"

% 对照
"

最少% 其中处理
!

土壤氨氧化细菌的
!"#$

基因拷贝数要显著高于"

'＜;9;=

$对照
"

% 是

对照
"

的
<9=;

倍% 而与其他的处理之间没有显著性差异( 不同处理土壤的氨氧化古菌除处理
!

外没有

显著差异( 不同样品的定量分析结果与
>??@

图中条带数量与强度基本一致% 条带多亮度大则基因拷

贝数多% 然而也有例外的情况% 氨氧化细菌的处理
!

条带数明显少于其他处理% 但拷贝数反而最高% 处

理
<

的氨氧化古菌的条带数明显比其他样品少% 但基因拷贝数的差异则没有条带明显% 以上情况说明%

有些条带因为浓度低不能在
>??@

上显示出来%

ABC$>??@

通常只能检测到微生物群落中数量上大于

"D

的优势种群)

<E

*

% 但定量分析则可以检测到所有基因片段% 因此定量分析能更准确地反应基因的丰度(

处理
!

的氨氧化古菌和氨氧化细菌基因拷贝均为最高% 而且重复间的差异也最小% 说明施肥后虽然部分

种类的氨氧化细菌被弱化% 不能在
>??@

图上显示% 但从功能基因数量角度看尿素
F

氯化钾施用后没有

产生不良影响(

不同处理的土氨氧化古菌与氨氧化细菌
!"#$

基因拷贝数的比值&

%

.)G)

H%

.)GI

$范围为
"9"JK<9:;

(

前期覆盖的
8

个处理中处理
!

最高% 与贺纪正等)

"J

*

对酸性红壤长期施肥定位试验地不同处理的氨氧化

细菌和氨氧化古菌研究一致%

%

.)G)

H%

.)GI

比值最高

的是处理
!

&

:98:

$% 其他处理均低于对照% 即使是

施用有机肥% 说明施肥降低了
%

.)G)

H%

.)GI

的比值%

改变了氨氧化细菌和氨氧化古菌的组成和结构( 土

壤氨氧化细菌和氨氧化古菌的组成受土壤
LM

值+

施肥和土地利用+ 土壤类型)

<%

*等因素的影响% 碱性

土壤
%

.)G)

H%

.)GI

比值大于酸性土壤 )

<&

*

( 在不施肥的

自然森林土壤中% 许多因素如土壤
LM

值+ 有效

磷+ 微生物量碳+ 硝酸盐和总氮可能影响氨氧化微

生物的组成% 养分丰富+

LM

值中性则
!"#$

基因

拷贝数多)

<'

*

( 而对于大量施肥的土壤% 养分水平总

体很高% 小幅变化则不会引起土壤氨氧化微生物结构的改变( 本试验中%

<

次大量施肥使土壤养分水平

处于过高状态% 因此影响功能基因丰度的因素是肥料品种及组合方式而非养分水平( 结合比较不同处理

氨氧化细菌和氨氧化古菌的
>??@

条带数和定量分析数据发现% 对强度经营的雷竹林土壤要维持较好

的土壤硝化功能和氮素循环% 建议采用处理
!

的肥料搭配(

(

结论

不同施肥处理土壤有较高比例的共性氨氧化细菌种类% 群落结构尚未发生明显改变, 前期未覆盖的

对照
"

与其他前期曾覆盖的所有处理的氨氧化细菌群落结构差异较明显% 同为前期覆盖的处理
!

与其他

处理又稍有不同, 处理
"

土壤的氨氧化细菌多样性显著高于处理
!

&

'＜;9;=

$% 而基因的丰度则处理
!

最

高( 不同施肥处理土壤氨氧化古菌的群落结构变化不大% 除去处理
"

% 对照
<

和处理
<

中的异常样品

后% 群落的相似度高达
;9:!

, 处理
!

与其他处理有
<

个条带亮度存在明显差异% 其余处理间条带则没有

差异% 但丰度的差异较大( 处理
!

土壤氨氧化古菌结构多样性显著高于处理
"

&

'＜;9;=

$% 基因的丰度也

是处理
!

最高( 综合比较不同处理氨氧化细菌和氨氧化古菌的
>??@

条带的多样性以及定量分析得出结

论% 处理
!

的氨氧化微生物多样性和功能基因最丰富% 处理
<

最差( 建议生产上采用尿素与氯化钾搭配

施用% 有利于土壤氨氧化微生物的活动和氮素循环利用(
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