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　 　 摘要:　 以氨单加氧酶基因(ａｍｏＡ)为分子标记ꎬ采用 ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和克隆文库的方法ꎬ研究玉米￣大豆间作对

玉米根际氨氧化古菌(ＡＯＡ)和氨氧化细菌(ＡＯＢ)的丰度、群落多样性及系统发育的影响ꎮ 结果表明ꎬ间作玉米根

际总细菌和 ＡＯＡ 的数量均显著高于单作玉米根际ꎮ 概念种或操作分类单元(ＯＴＵｓ)分析结果表明ꎬ间作玉米根际

ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的多样性均高于单作玉米根际ꎮ 间作玉米根际 ＡＯＡ 共获得 ２３ 个 ＯＴＵꎬＡＯＢ 共获得 １６ 个 ＯＴＵꎬ单作

玉米根际 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 分别获得 １３ 个 ＯＴＵ 和 ２０ 个 ＯＴＵꎮ 系统发育分析结果表明ꎬ间作抑制了玉米根际 ＡＯＢ 的

Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 类群生长ꎬ促进了 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ 类群和 １ 个新类群的生长ꎮ ＡＯＡ 则在间作的玉米根际下

分散到不同分支中ꎬ并在一定程度上促进了 ｃｌｕｓｔｅｒ ｗａｔｅｒ 类群和 ｃｌｕｓｔｅｒ １ 类群的生长ꎬ抑制了 ｃｌｕｓｔｅｒ ６ 类群的生长ꎮ
关键词:　 间作ꎻ 玉米根际ꎻ 氨氧化微生物ꎻ 丰度ꎻ 多样性
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ｌｅｇｅ ｏｆ Ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔ Ｄｉｓａｔｅｒ Ｗａｒｎｉｎｇ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２２４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ (ＡＯＢ) ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉ￣
ｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ (ＡＯＡ) ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ. Ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｈａｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ １６ Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ ＡＯＡ ａｍｏＡ
ｇｅｎｅｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ. Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ(ＯＴＵ)ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
ＡＯＡ ａｎｄ ＡＯＢ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＯＴＵ ｗａｓ ２３ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ １６ ｏｆ ＡＯＢ ｉｎ ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍａｉｚｅ ｒｈｉ￣
ｚｏｓｐｈｅｒｅ. Ｉｎ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＯＴＵ ｗａｓ １３ ｏｆ ＡＯＡ ａｎｄ ２０ ｏｆ ＡＯＢ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＡＯＢ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒ ６ ｏｆ ＡＯＡꎬ ｂｕｔ
ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ ａｎｄ ａ ｎｅｗ ｌｉｎｅａｇｅ ｏｆ ＡＯＢ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒ １ ｏｆ ＡＯＡ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇꎻ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅꎻ
ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍꎻ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎻ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

　 　 间作作为发展可持续农业的重要手段之一ꎬ在
世界范围内广泛应用[１￣２]ꎬ其中玉米￣大豆间作又是

中国最常见的农业生产模式之一ꎬ与单作相比具有

明显的产量优势[３]ꎮ 在玉米￣大豆间作体系中ꎬ玉米

是占主导地位的作物[４]ꎬ具有相对优势[５]ꎮ 土壤微

８７２１



生物多样性和群落结构能影响包括营养元素循环在

内的许多生态系统功能[６]ꎬ根际微生物是与植物生

长直接相关的土壤微生物ꎮ 因此ꎬ在间作体系中ꎬ根
际有益微生物与根的互作对间作优势的体现具有重

要作用ꎮ 氨氧化细菌(ＡＯＢ)和氨氧化古菌(ＡＯＡ)
是土壤中参与硝化作用的重要微生物ꎬ是土壤生态

系统中较敏感的功能性微生物类群ꎬ可以通过改变

无机氮的组成进而影响作物的生长ꎮ 间作改变了根

际土壤微生物的数量和群落结构ꎬ提高了作物对氮

素吸收的有效性[７]ꎮ 但目前国内外对间作根际氨

氧化微生物的研究尚很匮乏ꎮ
氨单加氧酶(ＡＭＯ)是硝化作用过程中起始和

限速步骤的关键酶ꎮ ＡＭＯ 的编码基因包括 ３ 个亚

基ꎬ即 ａｍｏＡ、ａｍｏＢ 和 ａｍｏＣꎬ其中 ａｍｏＡ 在 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ 中均具有较高的拷贝数ꎮ 基于 ａｍｏＡ 基因进行

氨氧化微生物亲缘关系分析ꎬ其灵敏度和特异性均

优于基于核糖体 ＲＮＡ 的 １６Ｓ 亚基(１６Ｓ ｒＲＮＡ)序列

分析的结果[８]ꎮ 另外ꎬ与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 相比ꎬａｍｏＡ 基

因具有更高的核苷酸变异率ꎬ这个特点也使得 ａｍｏＡ
基因更适合遗传发育分析[９]ꎮ 基于 ａｍｏＡ 基因序列

的系统发育分析结果ꎬＰｒｏｓｓｅｒ 等[１０] 将 ＡＯＡ 分为海

洋环境类群、土壤环境类群和嗜热环境类群ꎬ而 Ｐｅｓ￣
ｔｅｒ 等[１１]综合多数据分析ꎬ认为应分为 Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｓ
ｃｌｕｓｔｅｒ 类群、Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｃｌｕｓｔｅｒ 类群、Ｎｉｔｒｏｓｏｃａｌｄｕｓ
类群、Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ 类群和 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｉｓｔｅｒ ｃｌｕｓｔｅｒ
类群ꎮ 基于 ａｍｏＡ 基因序列的同源性分析结果ꎬ
ＡＯＢ 分为 ｃｌｕｓｔｅｒ １、ｃｌｕｓｔｅｒ ２、ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ、ｃｌｕｓｔｅｒ ３ｂ、
ｃｌｕｓｔｅｒ ４、ｃｌｕｓｔｅｒ ９、ｃｌｕｓｔｅｒ １０、ｃｌｕｓｔｅｒ １ｌ 和 ｃｌｕｓｔｅｒ １２ꎬ
共 ９ 个 ｃｌｕｓｔｅｒꎬ其中 ｃｌｕｓｔｅｒ ２、ｃｌｕｓｔｅｒ ３ 和 ｃｌｕｓｔｅｒ ４ 与

基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列系统发育分析的分组相同[１２]ꎮ
ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 在氮素循环中具有重要作用ꎬ具

有作为土壤质量指示生物的潜在重要性ꎬ而玉米￣大
豆间作中玉米又是主导作物ꎮ 因此ꎬ本试验拟采用

荧光定量方法分析玉米根际 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的丰度ꎬ
构建 ａｍｏＡ 克隆文库ꎬ分析玉米根际 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 群

落结构ꎬ分析间作对玉米根际 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的数量

及群落结构的影响ꎬ以期为合理选肥以及氮素利用

率的提高奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验地点与土壤样品采集

试验小区设在云南昆明西南林业大学后山实习

基地(种植前为荒草地)ꎮ 试验地面积约 ２００ ｍ２ꎬ包
括玉米(云瑞 ６ 号)单作、大豆(华严 １ 号)单作和玉

米￣大豆间作 ３ 个种植模式ꎬ每个种植模式重复 ３
次ꎬ随机区组设计ꎬ具体种植行株距同刘朝茂等[１３]ꎮ
前期通过 ｂｉｏｌｏｇ 技术监测根区土壤微生物时间动

态ꎬ发现在作物的整个生长期(５￣１０ 月)ꎬ以 ８ 月份

微生物功能多样性的间作效应最明显ꎬ故选择 ８ 月

(玉米抽穗期)的土样用于分析氨氧化微生物ꎮ
每个小区随机取 ５ 株玉米ꎬ用抖落法获取根际

土壤ꎬ将 ５ 株玉米的根际土样混合均匀作为 １ 个小

区的样品ꎬ一部分直接进行土壤理化性质分析ꎬ一部

分直接进行土壤总 ＤＮＡ 提取ꎬ剩余部分存放于－８０
℃冰箱ꎮ 土壤样品分别标记为间作玉米土壤( ＩＭ)
和单作玉米土壤(ＭＭ)２ 个处理ꎮ
１.２　 土壤理化性质分析

播种前每个小区采用 ５ 点取样法取样ꎬ测土壤

基本理化性质ꎬ各个小区土壤的基本理化性质均无

显著差异ꎮ 所有理化性质均由云南同川农业分析测

试技术有限公司按国家农业行业标准或国际标准进

行检测ꎮ
１.３　 土壤样品总 ＤＮＡ 的提取

土壤的总 ＤＮＡ 用 ＭｏＢｉｏ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ 􀅺 ＤＮＡ Ｉｓｏ￣
ｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒(ＭｏＢｉｏ 公司产品)提取ꎬ具体操作

步骤见试剂盒说明书ꎮ 为使提取的土壤总 ＤＮＡ 具

有代表性ꎬ每个样品重复提取 ３ 次总 ＤＮＡꎬ并将 ３
次提取的 ＤＮＡ 混合ꎬ作为一个样品的总 ＤＮＡꎮ
１.４　 ａｍｏＡ 基因克隆文库构建

ａｍｏＡ 基因 ＰＣＲ 扩增引物如表 １ 显示ꎬＰＣＲ 扩

增体系为 ５０ μｌ:引物(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)各 １ μｌꎬＤＮＡ 模

板 ２ μｌꎬＥａｓｙＴａｑ 􀅺 ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ ( Ｔｒａｎｓ 公司产

品)２５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应扩增程序

为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎻＡＯＡ ａｍｏＡ 基因

５３ ℃退火ꎬＡＯＢ ａｍｏＡ 基因 ５５ ℃退火 ４５ ｓ ꎬ７２ ℃延

伸 ４５ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物

用 ０􀆰 ６％琼脂糖凝胶电泳ꎬ使用凝胶纯化试剂盒

(ＴａＫａＲａ 公司产品)对 ＰＣＲ 产物进行纯化ꎬ纯化的

ＤＮＡ 连接到 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ 载体ꎬ转化进入感

受态细胞大肠杆菌 Ｊｍ１０９ꎬ蓝白斑筛选后ꎬ用载体通

用引物(Ｔ７ ∶ ＳＰ６)进行菌液 ＰＣＲꎬ验证阳性克隆ꎮ
利用 Ｍｉｎｉｂｅｓｔ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ (ＴａＫａＲａ 公司

产品)质粒提取试剂盒提取重组质粒 ＤＮＡꎬ送至华

大基因有限公司进行测序ꎮ
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表 １　 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＰＣＲ

　 引物 序列 (５′→３′) 片段长度
(ｂｐ) 参考文献

ａｍｏＡ￣１Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ ４９１ [１４]

ａｍｏＡ￣２Ｒ ＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

Ａｒｃｈ￣ａｍｏＡＦ ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ ６３５ [１５]

Ａｒｃｈ￣ａｍｏＡＲ ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ

１３６９Ｆ ＣＧＧＴＧＡＡＴＡＣＧＴＴＣＹＣＧＧ １７２ [１６]

１５４１Ｒ ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＲＧＣＣＧＣＡ

１.５　 ａｍｏＡ 基因定量

重组质粒测序结果采用 ＧｅｎＢａｎｋ 的 Ｂｌａｓｔ 软件

进行比对ꎬ重组质粒与细菌(ＪＱ８６５２１８.１)和泉古菌

(ＫＦ９７５９８７.１)这 ２ 个已知菌株 ａｍｏＡ 基因的同源性

均达 ９９％ꎬ表明该质粒可以作为绝对荧光定量 ＰＣＲ
分析的标准 ＤＮＡꎮ 以其为模板进行荧光定量 ＰＣＲ
扩增ꎬ分别获得各基因标准曲线ꎮ 获得 １６Ｓ ｒＤＮＡ
基因标准曲线的 Ｒ２为０.９９１ １ꎬ斜率为－３.６３３ ８ꎻＡＯＢ
ａｍｏＡ 标准曲线的 Ｒ２ 为０.８６４ ０ꎬ斜率为 －３.７３５ ３ꎻ
ＡＯＡ ａｍｏＡ 标 准 曲 线 的 Ｒ２ 为 ０.９７３ ２ꎬ 斜 率 为

－３.４４５ １ꎮ 每个样品扩增标准曲线的同时进行样品

的荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎮ
细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因以及 ＡＯＡ

ａｍｏＡ 基因的定量 ＰＣＲ 均采用 ＳＹＢＹ Ｇｒｅｅｎ 法进行

测定ꎮ 扩增体系参考试剂盒说明书ꎮ 各基因反应程

序如下:
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因荧光定量

ＰＣＲ 采用两步法ꎬ即 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃

３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因荧光定量 ＰＣＲ 采

用三步法ꎬ即 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５３ ℃ １ ｍｉｎꎬ６８
℃ ４５ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１.６　 数据统计分析与系统发育分析

因为 ａｍｏＡ 基因有较强的保守性ꎬ所以可以应用

２％~５％的阈值分析克隆文库的稀疏性[１７]ꎮ 本研究

按 ５％来划分 ａｍｏＡ 基因的概念种或操作分类单元

(ＯＴＵｓ)ꎮ 用 Ｍｏｔｈｕｒ ｖｅｒ １.３６.１ 软件[１８] 进行稀疏曲

线、辛普森指数和香农指数分析ꎮ 克隆文库覆盖率

(Ｃ)用公式 Ｃ＝１－(Ｎ / ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ)计算ꎬ其中 Ｎ 为只出

现 １ 次的克隆子数ꎬｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ 为总的阳性克隆序列

数ꎮ 对 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中每个 ＯＴＵ 的代表序列进行

Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ获取同源性高的以及不同分类来源的代

表性 ａｍｏＡ 基因序列ꎬ用 ｍｅｇａ ５.０ 软件进行多序列比

对ꎬ用临近分析法构建系统发育树ꎬ自展系数１ ０００ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 土壤理化性质

表 ２ 显示ꎬ间作玉米根际( ＩＭ)的 ｐＨ 值明显低

于单作玉米根际(ＭＭ)(Ｐ<０.０５)ꎮ 间作玉米根际的

ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量显著高于单作玉米根际ꎬ而间作玉米根

际与单作玉米根际中 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 和 ＮＯ－

２ ￣Ｎ 含量的差异

均不显著ꎮ ＮＯ－
２ ￣Ｎ 极不稳定ꎬ易转化为 ＮＯ－

３ ￣Ｎꎬ因此

间作与单作玉米根际的 ＮＯ－
２ ￣Ｎ 含量没有显著差异ꎮ

间作玉米根际的 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 含量与 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 含量和

ＮＯ－
２ ￣Ｎ含量和的比值显著低于单作玉米根际ꎬ由此

推测ꎬ与单作玉米根际相比ꎬ间作玉米根际可能发生

了较强的硝化作用ꎮ

表 ２　 根际土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

处理 ｐＨ 值
ＮＨ＋

４ ￣Ｎ 含量
(ｍｇ / ｋｇ)

ＮＯ－
２ ￣Ｎ 含量

(ｍｇ / ｋｇ)
ＮＯ－

３ ￣Ｎ 含量
(ｍｇ / ｋｇ)

ＮＨ＋
４ / (ＮＯ－

２ ＋ＮＯ－
３ )

间作玉米 ５.８７±０.１７ａ １.８２±０.２１ａ ０.１４±０.０３ａｂ １.４０±０.３８ａ １.１８±０.２１ａ

单作玉米 ６.６２±０.０２ｂ ２.００±０.９３ａ ０.０８±０.０１ａ ０.５５±０.１７ｂ ３.１７±１.１２ｂ
同列数据后不同小写字母表示不同处理间的差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.２　 玉米根际各基因丰度

利用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法检测了间作玉米根际和

单作玉米根际中的细菌丰度、ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度和

ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度ꎮ 结果(图 １)显示ꎬ间作玉米根际

中细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的拷贝数显著高于单作玉米根际ꎬ即
间作玉米根际细菌的丰度显著高于单作玉米根际ꎮ 间

作玉米根际中的 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度极显著高于单作

玉米根际ꎬ而间作玉米根际中的 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度

与单作玉米根际中的 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度无显著差

异ꎮ 间作玉米根际中的 ＡＯＡ ａｍｏＡ 基因丰度是 ＡＯＢ
ａｍｏＡ 基因丰度的 ２６ 倍ꎬ单作玉米根际中的 ＡＯＡ ａｍｏＡ
基因丰度是 ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因丰度的 ６ 倍ꎮ
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不同大写字母表示单作玉米根际与间作玉米根际中同一基因的

基因拷贝数差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ不同小写字母表示单作玉米

根际与间作玉米根际中同一基因的基因拷贝数差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 玉米根际 １６Ｓ ｒＲＮＡ 及氨氧化微生物 ａｍｏＡ 基因丰度

Ｆｉｇ.１ 　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉ￣
ｃｒｏｂｅｓ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ

２.３　 ＡＯＢ 与 ＡＯＡ 的多样性分析

间作玉米根际中获得 ＡＯＢ 有效阳性克隆序列

３４ 个ꎬＡＯＡ 阳性克隆 ４２ 个ꎬ单作玉米根际中获得

ＡＯＢ 有效阳性克隆序列 ４１ 个ꎬＡＯＡ 阳性克隆 ３１
个(表 ３)ꎮ 利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件进行 ＯＴＵ 相关分析ꎬ
从稀释曲线(图 ２)中可以看出ꎬ各文库用于测序

的克隆数量达到或接近饱和ꎬ文库覆盖率均在

６７％以上(表 ３)ꎬ说明本研究得到的氨氧化微生物

种群信息能较好地反应环境中真实的氨氧化微生

物多样性ꎮ
在种的水平上(ｄｉｓｔａｎｃｅ ＝ ０􀆰 ０５)ꎬ利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软

件分析不同处理氨氧化微生物的多样性指数ꎬ间作

玉米根际中 ＡＯＡ 的多样性指数最高ꎬ且明显高于单

作玉米根际ꎬ间作玉米根际中的 ＡＯＢ 多样性指数也

高于单作玉米根际ꎬ但差异不大(表 ３)ꎮ

表 ３　 不同处理克隆文库多样性指标

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

文库 克隆数 ＯＴＵ 数 Ｈ 指数 １ / Ｓｉｍｐｏｎｓ 指数
覆盖率
(％)

ＡＩ ４２ ２３ ２.８８ ２０.００ ６７

ＡＭ ３１ １３ ２.２４ ９.０９ ７４

ＢＩ ３４ １６ ２.８６ １４.２９ ７１

ＢＭ ４１ ２０ ２.８５ １２.５０ ６８

ＡＩ:间作玉米根际 ＡＯＡꎻＡＭ:单作玉米根际 ＡＯＡꎻＢＩ:间作玉米根际
ＡＯＢꎻＢＭ:单作玉米根际 ＡＯＢꎻＯＵＴ:概念种或操作分类单元ꎻＨ 指
数:香农￣维纳多样性指数ꎻＳｉｍｐｏｎｓ 指数:辛普森多样性指数ꎮ

ＯＴＵ、ＡＩ、ＡＭ、ＢＩ、ＢＭ 见表 ３ 注ꎮ
图 ２　 克隆文库稀释曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

２.４　 基于 ａｍｏＡ 基因的氨氧化微生物系统发育及

群落结构组成分析

　 　 利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件划分 ＯＴＵꎬ将每个 ＯＴＵ 的代表

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列进行比对ꎬ间作玉米根际

ＡＯＢ 共获得 １６ 个 ＯＴＵꎬ其中有 １０ 个 ＯＴＵ 代表序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已有 ａｍｏＡ 基因序列的相似性

达９８％~１００％ꎬ４ 个 ＯＴＵ 在 ＧｅｎＢａｎｋ 中未找到相似序

列ꎮ 单作玉米根际 ＡＯＢ 共获得 ２０ 个 ＯＴＵꎬ全部 ＯＴＵ
均具有已知的相似序列ꎬ其中 １５ 个 ＯＴＵ 与 ＧｅｎＢａｎｋ
中序列的相似性达９８％~１００％ꎮ 间作玉米根际 ＡＯＡ
共获得 ２３ 个 ＯＴＵꎬ全部 ＯＴＵ 均具有已知的相似序

列ꎬ其中 １８ 个 ＯＴＵ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中序列的相似性达

９８％~１００％ꎮ 单作玉米根际 ＡＯＡ 共获得 １３ 个 ＯＴＵꎬ
全部 ＯＴＵ 均具有已知的相似序列ꎬ其中 １１ 个 ＯＴＵ 与

ＧｅｎＢａｎｋ 中序列的相似性高于 ９８％ꎮ
系统发育分析结果(图 ３)表明ꎬ间作玉米根际中

的 ＡＯＢ 划分为 ４ 个组ꎬ即现研究已有的 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ
ａｍｏＡ(ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ)、Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ａｍｏＡ(ｃｌｕｓｔｅｒ ９)、Ｎｉｔｒｏ￣
ｓｏｍｏｎａ 和 １ 个新的类群ꎮ 间作玉米根际氨氧化细菌

优势菌群(包含序列数≥３)ＢＩ￣ＯＴＵ０１、ＢＩ￣ＯＴＵ０２ 和

ＢＩ￣ＯＴＵ０３ 主要集中在 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ａｍｏＡ (ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ)
这个组ꎬ占克隆总数的 ５３％ꎮ 在 ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ 组中还出

现了由 ＢＩ￣ＯＴＵ１２ 和 ＢＩ￣ＯＴＵ１６ 组成的 １ 个新的分支ꎮ
此外ꎬ在间作玉米根际的 ＡＯＢ 中出现了 １ 个新类群ꎬ
且这个类群当中的全部序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中均未找到

相似序列ꎮ 单作玉米根际 ＡＯＢ 则被划分为 Ｎｉ￣
ｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ａｍｏＡ (ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ)、Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ａｍｏＡ (ｃｌｕｓｔｅｒ
９)、Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａ、未知的亚硝化单胞菌科 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａ￣
ｄａｃｅａｅ 和 １ 个新类群(图 ４)ꎮ 优势菌群 ＢＭ￣ＯＴＵ０１、
ＢＭ￣ＯＴＵ０４ 仍属于 ｃｌｕｓｔｅｒ ３ａ 组ꎬ占克隆总数的 ３７％ꎬ
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但优势群 ＢＭ￣ＯＴＵ０３ 则属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 组ꎬ单
作玉米根际的 ２０ 个 ＯＴＵ 中有 ９ 个 ＯＴＵ 属于 Ｎｉｔｒｏ￣

ｓｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 组ꎬ占克隆总数的 ３４％ꎬ说明玉米￣大豆

间作改变了玉米根际 ＡＯＢ 的结构ꎮ

ＢＩ:间作玉米根际中的氨氧化细菌ꎮ
图 ３　 依据 ａｍｏＡ 功能基因序列构建的间作玉米根际中氨氧化细菌的系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｏｎ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ

　 　 与 ＧｅｎＢａｎｋ 进行比对ꎬ全部 ＡＯＡ 的 ＯＴＵ 均被鉴

定为未知的或不可培养的 ＡＯＡ 以及不可培养的中温

泉古菌ꎮ 系统发育分析结果(图 ５、图 ６)表明ꎬ不同处

理的 ＡＯＡ 类群均分为 ６ 个 ｃｌｕｓｔｅｒꎬ包括已有文献中

记录的土壤 ＡＯＡ 类群(ｃｌｕｓｔｅｒ １、ｃｌｕｓｔｅｒ ６、ｃｌｕｓｔｅｒ ８、
ｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ)以及水生环境类群(ｃｌｕｓｔｅｒ ｗａｔｅｒ)ꎮ 间作玉
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ＢＭ:单作玉米根际中的氨氧化细菌ꎮ
图 ４　 依据 ａｍｏＡ 功能基因序列构建的单作玉米根际中氨氧化细菌的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｏｎ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ

米根 际 的 ＡＯＡ 优 势 菌 群 ＯＴＵ０１ 属 于 ｃｌｕｓｔｅｒ ６
(１７％)ꎬＯＴＵ０２ 归属于新类群(１４％)ꎬＯＴＵ０３ 属于

ｃｌｕｓｔｅｒ １ (７％)ꎮ 单作玉米根际的 ＡＯＡ 优势菌群

ＯＴＵ０１ 和 ＯＴＵ０３ 均属于新类群(３９％)ꎬＯＴＵ０２ 则属

于 ｃｌｕｓｔｅｒ ６(１９％)ꎮ 即单作玉米根际的 ＡＯＡ 优势菌

群都集中在 ｃｌｕｓｔｅｒ ６ 和新类群这 ２ 个类群中ꎮ 间作

玉米根际的 ＡＯＡ 优势菌群则分散在不同的类群中ꎬ
表明有较高的遗传多样性ꎮ 单作和间作玉米根际的

ＡＯＡ 均有 ＯＴＵ 分属于水生环境的类群ꎮ 其中间作玉

米根际 ＡＯＡ 的 ｃｌｕｓｔｅｒ ｗａｔｅｒ 占 １０％ꎬ单作玉米根际

ＡＯＡ 的 ｃｌｕｓｔｅｒ ｗａｔｅｒ 占 ３％ꎮ 间作玉米根际中 ＡＯＡ
的 ｃｌｕｓｔｅｒ １ 占总克隆的 １０％ꎬｃｌｕｓｔｅｒ ６ 占 ５％ꎬｃｌｕｓｔｅｒ ８
占 １２％ꎬｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 占 ２％ꎬ新类群占 ４８％ꎻ单作玉米根

际中 ＡＯＡ 的 ｃｌｕｓｔｅｒ １ 占 ３％ꎬｃｌｕｓｔｅｒ ６ 占 ２３％ꎬｃｌｕｓｔｅｒ
８ 占 １３％ꎬｃｌｕｓｔｅｒ Ｓ 占 ６％ꎬ新类群占 ５２％ꎮ 表明间作

在一定程度上促进了 ｃｌｕｓｔｅｒ ｗａｔｅｒ 和 ｃｌｕｓｔｅｒ １ 的生

长ꎬ抑制了 ｃｌｕｓｔｅｒ ６ 的生长ꎮ 可见间作可以改变玉米

根际中 ＡＯＡ 的群落结构ꎮ
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ＡＩ:间作玉米根际中的氨氧化古菌ꎮ
图 ５　 依据 ａｍｏＡ 功能基因序列构建的间作玉米根际中氨氧化古菌的系统发育树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｏｎ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ

３　 讨 论

通过荧光定量和克隆文库的方法分别研究了玉

米￣大豆间作对玉米根际中氨氧化微生物数量及结构

的影响ꎮ 荧光定量方法在检测环境中特定基因方面

非常有效ꎬ本研究利用这个方法检测出玉米根际的细

菌总数远高于功能微生物类群氨氧化细菌总数ꎮ
基因丰度分析结果表明ꎬ间作玉米根际中的总

细菌丰度显著高于单作玉米根际ꎮ 有研究发现ꎬ玉
米￣大豆间作能显著提高根际中可培养细菌的数

量[１９￣２０]ꎮ 本研究利用 ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法ꎬ进一步证

实间作显著提高了根际中细菌的总量ꎮ 对根际中氨
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ＡＭ:单作玉米根际中的氨氧化古菌ꎮ
图 ６　 依据 ａｍｏＡ 功能基因序列构建的单作玉米根际中氨氧化古菌的系统发育树

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ ｍａｉｚｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｏｎ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ

氧化微生物数量的研究结果表明ꎬ无论是在单作玉

米根际还是间作玉米根际中ꎬ均为氨氧化古菌的数

量多于氨氧化细菌ꎬ即氨氧化古菌起主导作用ꎮ 间

作的种植模式显著提高了 ＡＯＡ 的基因丰度ꎬ即增强

了氨氧化古菌的主导作用ꎮ 有研究认为土壤中

ＡＯＡ 的数量远远多于 ＡＯＢꎬ并且 ＡＯＡ 对土壤氮素

的转化更为重要[２１￣２２]ꎮ 然而也有研究认为ꎬ一般农

田土 壤 中 主 导 氨 氧 化 过 程 的 是 ＡＯＢ 而 不 是

ＡＯＡ[２３]ꎮ 那么这些研究为什么会出现矛盾的结果

呢? 可能是因为研究的土壤环境条件不同ꎮ Ｄｉ
等[２４]指出ꎬ在氮源丰富的土壤中主导氨氧化过程的

是 ＡＯＢꎮ Ｖｅｒｈａｍｍｅ 等[２５] 认为ꎬ在 ＮＨ＋
４ ￣Ｎ 含量为
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０􀆰 ２０ ｍｇ / ｋｇ的环境中ꎬＡＯＡ 生长势优于 ＡＯＢꎬ而
ＡＯＢ 只在氨态氮含量为 ２００ ｍｇ / ｋｇ的条件下生长显

著ꎮ 叶磊等[２６]的研究结果也表明ꎬ在氨氮浓度较低

(５􀆰 ３１ ｍｇ / ｋｇ)的情况下ꎬＡＯＡ 为主导ꎮ 另有研究结

果表明ꎬ酸性土壤中 ＡＯＡ 的丰度高于 ＡＯＢ 的丰

度[２７]ꎬ无机自养的 ＡＯＡ 主导氨氧化过程[２８]ꎮ 本研

究土壤理化性质的分析结果表明ꎬ间作种植会显著

降低玉米根际的 ｐＨꎬ那么间作是如何改变根际 ｐＨ
的? 如何改变氨氧化微生物数量的? 两者的变化是

否存在内在的联系ꎬ这是另一个值得深入探讨的课

题ꎮ 本研究发现ꎬ与单作相比ꎬ玉米￣大豆间作显著

改变了玉米根际 ＡＯＡ 的丰度ꎬ但对 ＡＯＢ 丰度的影

响不显著ꎬ可见 ＡＯＡ 的丰度对间作反应更加敏感ꎬ
也说明 ＡＯＡ 对植物根际的氧化作用和根的部分分

泌物具有更好的适应性ꎮ 除了土壤环境条件之外ꎬ
植被及农业管理模式也是影响 ＡＯＡ 的主要因素ꎮ

Ｈｅｒｒｍａｎｎ 等[２９]的研究结果表明ꎬ植物根际硝化

速率与 ＡＯＡ 数量有显著的相关性ꎬ而与 ＡＯＢ 数量

的相关性不明显ꎬＡＯＡ 的丰度与土壤硝化潜势显著

正相关[３０]ꎬ可以据此间接推测间作玉米根际可能有

更高的硝化速率ꎮ 玉米等禾本科作物更偏好硝态

氮ꎬ即硝态氮对禾本科作物的促生作用更明显ꎬ但由

于铵态氮肥具有节约能源等优势ꎬ势必会成为未来

氮肥的主流ꎮ 因此ꎬ这一偏好只能通过铵态氮的高

效硝化加以解决[３１]ꎮ 本研究从土壤理化性质和氨

氧化微生物丰度 ２ 个方面证明玉米￣大豆间作能增

强玉米根际微生物的硝化能力ꎬ从氨氧化微生物角

度解释了间作的增产机理ꎮ
对玉米根际氨氧化微生物多样性的分析结果表

明ꎬ间作增加了玉米根际的 ＡＯＡ 多样性和 ＡＯＢ 多样

性ꎬ且 ＡＯＡ 多样性增加的更明显ꎮ 何贵伦等[３２] 对枣

树￣棉花间作模式下的氨氧化细菌进行研究ꎬ发现间作

种植模式下氨氧化细菌的多样性指数、均匀度指数和

丰富度均高于纯枣林和单作棉田ꎮ Ｗａｎｇ 等[３３]认为在

绝大多数的生态环境中ꎬ亚硝化单胞菌属 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ
和螺菌属 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 是优势菌种ꎬ特别是在农田土壤

中 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 是优势菌种[３４￣３５]ꎬ这些研究结果都支持

本研究的结果ꎮ Ｃｈｅｎ 等[３６] 研究发现ꎬ在富营养环境

中ꎬＮｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ 类群分布更为广泛ꎬ而 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 类

群一般在寡营养环境中为优势群体ꎮ 本研究发现ꎬ玉
米￣大豆间作也能促进 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 类群增多ꎬ另一个值

得关注的是间作还促进了玉米根际一个新类群的增

多ꎬ由于这个新类群中的全部序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 上还没

有相似序列ꎬ所以暂时还不能得出间作玉米究竟是促

进了哪一类 ＡＯＢ 生长的结论ꎮ 玉米根际 ＡＯＡ 系统发

育树分析结果表明ꎬ玉米根际中有属于水生环境的

ＡＯＡ 类群ꎬ说明玉米根际环境相对贫瘠ꎬ而间作似乎又

一定程度上促进了水生环境 ＡＯＡ 类群的增长ꎮ 基于

ａｍｏＡ 基因的 ＡＯＡ 的最新系统发育分类指出ꎬｃｌｕｓｔｅｒ
ｗａｔｅｒ 属于Ｎｉｔｒｏｓｏｐｈａｅｒａ ｃｌｕｓｔｅｒꎬ而土壤类群中的 ｃｌｕｓｔｅｒ
１和 ｃｌｕｓｔｅｒ ６ 均归属于亚硝化侏儒菌属[１１]ꎮ 虽然克隆

文库所有ＡＯＡ 的 ａｍｏＡ 基因序列均在ＧｅｎＢａｎｋ 中找到

了相似序列ꎬ但由于不可培养的古菌种类较多ꎬ因此需

要开发更多不可培养微生物的研究技术ꎬ如基因表达

技术等ꎬ才能更好地揭示不可培养微生物在作物生长

发育及土壤养分转化中的作用ꎮ
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