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　 　 摘要:　 选用微碱性氮贫瘠的上海市崇明岛稻田和微酸性氮丰富的南京市稻田剖面(０~ ５０ ｃｍ)ꎬ比较研究稻

田土壤中氨氧化微生物类群丰度的差异及其环境驱动机制ꎬ评价其与氨氧化潜力的内在关系ꎮ 结果表明ꎬ崇明稻

田的净硝化速率为１２.８２~２２􀆰 ３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ明显高于南京稻田[４.２６~７􀆰 ４６ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]ꎮ 崇明稻田土壤剖面的

Ｃｏｍａｍｍｏｘ ａｍｏＡ 基因总拷贝数(Ｃｌａｄｅ Ａ 与 Ｃｌａｄｅ Ｂ 之和)均值为 １ ｇ ８.８×１０６拷贝ꎬ是南京稻田的 ２􀆰 ４ 倍ꎬ且 Ｃｌａｄｅ Ａ
与 Ｃｌａｄｅ Ｂ 的比值范围为２.５~１２􀆰 ７ꎬ证实了 Ｃｏｍａｍｍｏｘ 存在于 ２ 种不同类型的稻田土壤中ꎮ 崇明稻田和南京稻田

剖面的氨氧化细菌(ＡＯＢ)的 ａｍｏＡ 基因拷贝数均值分别为 １ ｇ ３.７５×１０８拷贝和１.２３×１０８拷贝ꎬ氨氧化古菌(ＡＯＡ)的
ａｍｏＡ 基因拷贝数均值分别为 １ ｇ ２.０５×１０７拷贝和０.３５×１０７拷贝ꎬ这 ２ 种菌群基因拷贝数均在１０􀆰 １~ ２０􀆰 ０ ｃｍ 土层达

到最高ꎮ 回归分析发现ꎬ２ 个稻田中氨氧化细菌(ＡＯＢ)对氨氧化潜力的贡献率达到９０％~ ９４％ꎬ而 Ｃｏｍａｍｍｏｘ 仅为

３％左右ꎬ表明氨氧化细菌(ＡＯＢ)在氨氧化过程中发挥主要作用ꎮ
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　 　 硝化作用是自然界氮循环的关键转化过程ꎬ也
是农田土壤氮素循环的重要环节[１]ꎮ 氨氧化作用

是硝化过程的第一步反应ꎬ也是整个过程的限速步

骤ꎮ 一直以来ꎬ普遍认为变形菌纲的氨氧化细菌

(ＡＯＢ)是其唯一承担者ꎬ直到氨氧化古菌(ＡＯＡ)被
发现[２]ꎬ才证实了氨氧化过程是由 ＡＯＢ 和 ＡＯＡ 两

类微生物共同承担ꎮ
根据经典动力学理论计算ꎬ一种微生物独自将

ＮＨ３氧化为亚硝酸盐ꎬ再继续氧化为硝酸盐的两步

氧化过程是可行的[３]ꎮ ２０１５ 年底ꎬ科学家在水生生

态系统中发现了全程氨氧化微生物(Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｍ￣
ｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓꎬＣｏｍａｍｍｏｘ)ꎬ能够直接完成从 ＮＨ＋

４

到 ＮＯ－
３的氧化[４￣５]ꎮ 新近的研究结果证实ꎬＣｏｍａｍ￣

ｍｏｘ 广泛存在于农田土壤、自然湿地、河流沉积物、
废水污泥和饮用水处理系统中[４￣７]ꎮ 但是ꎬＣｏｍａｍ￣
ｍｏｘ 对氨氧化速率的贡献以及与传统的 ＡＯＡ 和

ＡＯＢ 如何相互竞争 /共存及其相对重要性ꎬ仍不清

楚ꎬ是目前研究的热点ꎮ
稻田土壤因受到施肥、淹水、农业耕作等因素的

影响ꎬ其氨氧化及硝化作用非常强烈ꎮ 有报道认为ꎬ
稻田土壤中 ＮＨ３浓度的变化可能是驱动 Ｃｏｍａｍｍｏｘ
和 ＡＯＡ 及 ＡＯＢ 的关键环境因子[８]ꎮ 受农业施肥的

影响ꎬ稻田土壤中的活性 Ｎ 水平差异极大ꎻ且施肥

往往会导致土壤酸化ꎬ深刻影响着活性 Ｎ 尤其是

ＮＨ＋
４的存在形态ꎮ 受 Ｈ＋介导的化学平衡影响ꎬ酸性

土壤中 ＮＨ３ 浓度通常远低于中性和碱性土壤[９]ꎮ
经典 ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的氨单加氧酶只能催化非离子态

氨(ＮＨ３)ꎬ而不能催化离子态铵(ＮＨ＋
４ ) [１０]ꎻ而 Ｃｏ￣

ｍａｍｍｏｘ 是否也只能氧化非离子态氨仍不清楚ꎮ 许

多研 究 者 认 为ꎬ ＡＯＡ 对 ＮＨ３ 的 亲 和 力 远 高 于

ＡＯＢ[１１]ꎮ 因此 ＡＯＡ 通常主导酸性土壤氨氧化[１２]ꎬ
而 ＡＯＢ 则在中性和碱性土壤中发挥作用[１３￣１４]ꎮ 而

最新的研究结果则表明ꎬ全程氨氧化细菌对 ＮＨ３的

亲和力远高于大多数可培养的 ＡＯＡꎬ能够更好地适

应于极低 ＮＨ３ 浓度的胁迫环境[１５]ꎮ 然而ꎬ在不同

ｐＨ 值、不同活性 Ｎ 水平的稻田土壤环境中ꎬＣｏｍａｍ￣
ｍｏｘ 和 ＡＯＡ、ＡＯＢ 对稻田土壤氨氧化速率的相对贡

献仍不清楚ꎮ
因此ꎬ本试验选取 ２ 个不同类型的稻田———微

碱性 Ｎ 贫瘠的长江口崇明稻田和微酸性 Ｎ 丰富的

南京稻田ꎬ研究这 ２ 个稻田土壤剖面的氨氧化潜势

及各类氨氧化微生物的丰度ꎬ揭示两者之间的内在

关系ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 土壤样品采集

采样地点为上海市崇明岛围垦稻田(３１􀆰 ５０°Ｎꎬ
１２１􀆰 ９２°Ｅ)和南京信息工程大学农业气象试验站稻

田(３２􀆰 １６°Ｎꎬ １１８􀆰 ８６°Ｅ)ꎮ 两个稻田都处于北亚热

带湿润气候区ꎬ年均降水量１ ０００~ １ １００ ｍｍꎬ年均

气温 １５􀆰 ６ ℃ꎮ 在每个稻田内以 Ｓ 形设置 ６ 个采样

点ꎬ各采样点间距约为１０~ １５ ｍꎬ用土钻取 ０~ １０􀆰 ０
ｃｍ、１０􀆰 １~ ２０􀆰 ０ ｃｍ、２０􀆰 １~ ３５􀆰 ０ ｃｍ、３５􀆰 １~ ５０􀆰 ０ ｃｍ
的土层鲜土ꎬ并将相同深度土层的土样充分混合ꎬ放
入冰盒中运回实验室冷冻保存备用ꎮ
１.２　 土壤理化性质测定

土壤全氮(ＴＮ)含量采用半微量凯氏定量法测

定ꎮ 土壤总有机碳(ＴＯＣ)含量采用浓硫酸￣重铬酸

钾消煮￣硫酸亚铁滴定法测定ꎮ 土壤铵态氮和硝态

氮含量用 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ 溶液浸提后ꎬ采用 ＡＡ３ 流动

分析仪测定ꎮ 土壤 ｐＨ 采用水土比为２.５ ∶ １􀆰 ０(质
量比)提取水溶液后ꎬ用数字酸度计测定ꎮ

用净硝化速率反映稻田剖面土壤的好氧氨氧化

潜力ꎮ 净硝化速率的测定采用好气培养法ꎮ 取沉积

物土样 １０ ｇ(干基)ꎬ加 １５ ｍｌ 去离子水ꎬ将土样分散

均匀ꎬ形成悬浊液ꎮ 称取总质量并记录ꎮ ２５ ℃避光

预培养 ７ ｄ 以便激活土壤微生物ꎮ 预培养结束后ꎬ
将每个土样分为 ２ 组:第 １ 组的 ３ 个锥形瓶ꎬ直接测
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定正式培养起始时刻( ｔ０)的硝态氮浓度ꎮ 第 ２ 组的

６ 个锥形瓶中ꎬ用移液枪加入(ＮＨ４) ２ ＳＯ４溶液使 Ｎ
最终浓度达到 ２００ ｍｇ / Ｌꎬ再根据质量法补加去离子

水ꎬ使之去离子水总量为 ２０ ｍｌꎬ然后在恒温培养箱

中 ２５ ℃避光培养 ７ ｄ( ｔ)后ꎬ取出锥形瓶ꎬ测定其中

的硝态氮浓度ꎮ 硝化速率的计算公式为: Ｎ ＝
[(ＮＯ－

３) ｔ－(ＮＯ
－
３) ｔ０] / ( ｔ－ ｔ０)ꎬ式中ꎬＮ 为硝化速率ꎬ

单位为ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ(ＮＯ－
３ ) ｔ 和(ＮＯ－

３ ) ｔ０ 分别为 ｔ ｄ
和 ０ ｄ 时 ＮＯ－

３ ￣Ｎ 含量ꎮ
１.３　 土壤 ＤＮＡ 提取

利用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｓｐｉｎ ｋｉｔ ｆｏｒ ｓｏｉｌ 提取试剂盒 (ＭＰ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓꎬ ＵＳＡ) 提取土壤样品中的总 ＤＮＡꎮ 取

０􀆰 ５ ｇ 土壤样品ꎬ按试剂盒说明书的步骤提取 ＤＮＡꎬ
取部分 ＤＮＡ 提取液用分光光度计(ＮａｎｏＤｒｏｐ ￣１０００
ＵＶ￣Ｖｉｓ)测定 ＤＮＡ 浓度和纯度ꎮ 土壤 ＤＮＡ 保存于

－８０ ℃冰箱待用ꎮ
１.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

在 Ｃ１０００ＴＭ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ 扩增仪上进行实

时荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎮ 测定氨氧化古菌(ＡＯＡ)、氨
氧化细菌(ＡＯＢ)和全程氨氧化细菌分支 Ａ 与分支

Ｂ( Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ 与 Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ) 的

ａｍｏＡ 基因拷贝数ꎮ ＡＯＢ、ＡＯＡ、Ｃｏｍａｍｍｏｘ 的 ａｍｏＡ
基因定量 ＰＣＲ 所用扩增引物和扩增条件参照文献

[１６]、[１７]和[１８]ꎮ 反应体系均为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ包括

ＤＮＡ 样品 １􀆰 ０ μｌ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 １０􀆰 ０ μｌ、前后引

物各 ０􀆰 ５ μｌ、无菌水 ８􀆰 ０ μｌꎮ 提取氨氧化微生物的

ａｍｏＡ 基因的重组质粒ꎬ并进行测序验证ꎬ再用分光

光度计 ( ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ￣１０００ ＵＶ￣Ｖｉｓ) 测定质粒浓

度ꎬ并用无菌水将质粒稀释６~８ 个梯度ꎬ用于制作定

量 ＰＣＲ 的标准曲线ꎬ根据标准曲线计算目的基因的

拷贝数ꎮ
１.５　 数据统计分析

用 ＳＰＳＳ １６.０ 软件进行统计分析ꎬ通过单因素

方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)和 Ｐｅａｒｓｏｎ 分析进行土

壤理化性质、氨氧化微生物丰度的差异性以及相关

性检验ꎬ显著性水平α＝ ０􀆰 ０５ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同类型稻田土壤的理化性质

南京稻田和崇明稻田剖面的土壤理化性质如表

１ 所示ꎮ 南京稻田土壤剖面中 ＮＨ＋
４ 和 ＮＯ－

３ 含量范围

分别为８.６~９􀆰 ６ ｍｇ / ｋｇ和１３.１~１７􀆰 ８ ｍｇ / ｋｇꎬ明显高于

崇明稻田土壤剖面ꎬ且随土壤深度的变化较小ꎮ 而崇

明稻田剖面中 ＮＨ＋
４和 ＮＯ－

３含量变化幅度较大ꎬ表现为

０~１０􀆰 ０ ｃｍ 土层的硝态氮含量显著高于底层ꎬ其垂直

分布特征与南京稻田土壤明显不同ꎮ 南京稻田的 ＴＮ
和 ＴＯＣ 均值分别为 １􀆰 ７２ ｇ / ｋｇ和 １８􀆰 ６８ ｇ / ｋｇꎬ分别是

崇明稻田的 ３􀆰 ３ 倍和 ２􀆰 ９ 倍ꎮ 南京稻田剖面的 ｐＨ 值

为６.３~６􀆰 ５ꎬ崇明稻田剖面的 ｐＨ 值为７.６~ ７􀆰 ９ꎮ 总体

而言ꎬ南京稻田为微酸性氮丰富土壤ꎬ且活性氮和总

氮含量随剖面深度增加而变化较小ꎻ崇明稻田为微碱

性氮贫瘠土壤ꎬ且表层土壤活性氮和总氮含量显著高

于底层土壤ꎮ 这为进一步深入分析两个稻田的氨氧

化过程提供了很好的试验材料ꎮ

表 １　 不同稻田土壤的理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

采样深度
(ｃｍ)

ＮＨ＋
４含量 (ｍｇ / ｋｇ)

南京 崇明

ＮＯ－
３含量 ( ｍｇ / ｋｇ)

南京 崇明

ＴＮ 含量 (ｇ / ｋｇ)

南京 崇明

ＴＯＣ 含量 (ｇ / ｋｇ)

南京 崇明

０~１０.０ ９.６±１.１ａ ５.５±０.９ａ １６.４±１.２ａ ８.９±１.１ａ １.８４±０.１７ａ ０.７７±０.１５ａ ２０.６±２.４ａ ９.５±１.３ａ

１０.１~２０.０ ９.２±１.１ａｂ ３.２±０.５ｂ １５.７±０.７ａ ５.１±０.６ｂ １.６８±０.１１ａｂ ０.４８±０.０８ｂ １９.８±２.７ａ ５.２±０.３ｂ

２０.１~３５.０ ８.８±１.９ｂｃ ３.１±０.５ｂ １７.８±１.２ａ ４.２±０.５ｂｃ １.８１±０.１２ａ ０.４３±０.０２ｂ １８.９±３.５ａ ５.３±０.２ｂ

３５.１~５０.０ ８.６±０.３ｃ ２.７±０.５ｂ １３.１±０.６ｂ ３.７±０.６ｃ １.５５±０.１４ｂ ０.３９±０.０１ｂ １５.４±１.５ｂ ５.１±０.２ｂ
ＴＮ:土壤全氮ꎻＴＯＣ:土壤总有机碳ꎮ 同一列不同字母表示在 ０.０５ 水平差异显著ꎮ

２.２　 不同类型稻田土壤的硝化速率

图 １ 显示ꎬ南京稻田的硝化速率为４.２６ ~ ７􀆰 ４６
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ其中ꎬ１０.１ ~ ２０􀆰 ０ ｃｍ 土层的土壤硝

化速率显著高于深层ꎮ 崇明稻田的硝化速率为

１２.８２ ~ ２２􀆰 ３０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ表现为表层硝化速率

最高ꎬ随深度增加而逐渐减小ꎮ 相关性分析发现ꎬ
两个稻田的硝化速率与土壤氨态氮含量呈显著正

相关ꎬ相关系数分别为 ０􀆰 ６６∗ 和 ０􀆰 ９２∗ꎬ与土壤

ＴＯＣ 也呈显著正相关ꎬ相关系数分别为 ０􀆰 ７０∗ 和

０􀆰 ８７∗ꎮ
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不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 １　 不同类型稻田土壤的硝化速率

Ｆｉｇ.１　 Ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

２.３　 不同类型稻田土壤的氨氧化细菌和古菌丰度

特征

　 　 由图 ２ 可知ꎬ南京稻田和崇明稻田的氨氧化古

菌(ＡＯＡ)的 ａｍｏＡ 基因拷贝数(以干土计)均值分别

为 １ ｇ ０.３５×１０７拷贝和２.０５×１０７拷贝ꎬ其中ꎬ在１０.１~
２０􀆰 ０ ｃｍ 土层最高ꎬ分别为 １ ｇ ０.８２× １０７ 拷贝和

４.１８×１０７拷贝ꎮ 两个稻田土壤的氨氧化细菌(ＡＯＢ)
的 ａｍｏＡ 基因拷贝数均值分别为 １ ｇ １.２３×１０８拷贝

和３.７５×１０８拷贝ꎬ其中ꎬ也在１０.１~ ２０􀆰 ０ ｃｍ 土层达

到最高ꎬ分别为 １ ｇ ２.４１×１０８拷贝和６.２１×１０８拷贝ꎮ
通过相关性分析发现ꎬ崇明稻田剖面中氨氧化古菌

(ＡＯＡ)与氨氧化细菌(ＡＯＢ)的 ａｍｏＡ 基因拷贝数显

著正相关ꎬ相关系数为 ０.９２∗ꎮ

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ２　 不同稻田土壤氨氧化古菌(ＡＯＡ)和氨氧化细菌(ＡＯＢ)ａｍｏＡ 功能基因拷贝数

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ (ＡＯＡ) ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ (ＡＯＢ) ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

２.４　 不同类型稻田土壤的全程氨氧化细菌丰度特征

由图 ３ 可知ꎬ两个稻田土壤中全程氨氧化细菌

Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ 的丰度差异很大ꎮ 南京稻田和

崇明稻田土壤的 Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ ａｍｏＡ 基因拷贝

数均值分别为 １ ｇ ０.２９×１０７拷贝和０.８７×１０７拷贝ꎬ其
中ꎬ在 １０.１~ ２０􀆰 ０ ｃｍ 土层达到最高ꎬ分别为 １ ｇ
０.７３×１０７ 拷贝和１.９７× １０７ 拷贝ꎮ 两个稻田剖面的

Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ ａｍｏＡ 基因拷贝数均值分别为 １
ｇ ０.７５×１０６ 拷贝和１.０４×１０６ 拷贝ꎬ其中ꎬ也在１０.１~
２０􀆰 ０ ｃｍ 土层达到最高ꎬ分别为 １ ｇ ２.１５×１０６拷贝和

２.２２×１０６拷贝ꎮ 通过相关性分析发现ꎬ两个稻田剖

面中全程氨氧化细菌 Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ 与 Ｃｏｍａｍ￣
ｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ 的 ａｍｏＡ 基因拷贝数均呈显著正相关ꎬ
相关系数分别为 ０􀆰 ９８∗和 ０􀆰 ９４∗ꎮ
２.５　 不同类型稻田土壤氨氧化微生物拷贝数比较

及对氨氧化速率的贡献

　 　 对南京稻田和崇明稻田土壤的氨氧化微生物拷

贝数进行比较ꎮ 结果(表 ２)表明ꎬ两个稻田中氨氧

化古菌 (ＡＯＡ) 与全程氨氧化细菌的比值分别为

１􀆰 ５４ 和 ２􀆰 ３２ꎬ说明两者的拷贝数为同一数量级ꎮ 相

反ꎬ氨氧化细菌(ＡＯＢ)与全程氨氧化细菌的比值均

大于 ４０ꎬ而且氨氧化细菌 ( ＡＯＢ) 与氨氧化古菌

(ＡＯＡ)的比值也均大于 １０ꎬ说明 ３ 类氨氧化微生物

中ꎬ氨氧化细菌(ＡＯＢ)的数量占有绝对优势ꎮ 值得

注意的是ꎬ两个稻田中全程氨氧化细菌 Ｃｌａｄｅ Ａ 与

Ｃｌａｄｅ Ｂ 的比值均高于 １􀆰 ０ꎬ说明 Ｃｌａｄｅ Ａ 在全程氨

氧化细菌中数量上占有明显优势ꎮ
将各类氨氧化微生物 ａｍｏＡ 基因拷贝数与硝化

速率进行线性回归分析(表 ３)ꎬ发现南京稻田和崇

明稻田中ꎬ随土壤硝化速率的增加氨氧化细菌 ＡＯＢ
的响应度均最大ꎬ其线性方程的斜率分别达到 ７􀆰 ６７
和 ２􀆰 ５４ꎻ其次是氨氧化古菌(ＡＯＡ)ꎬ响应度最小的

是全程氨氧化细菌 Ｃｌａｄｅ Ａ 和 Ｃｌａｄｅ Ｂꎮ 根据响应

方程进一步计算氨氧化微生物对氨氧化速率的贡献
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率ꎬ结果显示两个稻田中氨氧化细菌(ＡＯＢ)对硝化

速率的贡献率达到９０％~ ９４％ꎬ而全程氨氧化细菌

(Ｃｌａｄｅ Ａ＋Ｃｌａｄｅ Ｂ)的贡献率仅为２􀆰 ９％~３􀆰 ４％ꎮ

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 不同类型稻田土壤全程氨氧化细菌(Ｃｏｍａｍｍｏｘ) ａｍｏＡ 功能基因拷贝数

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ (ｃｏｍａｍｍｏｘ) ａｍｏＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

表 ２　 不同类型稻田中各氨氧化微生物 ａｍｏＡ 基因拷贝数之比

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｃｏｐｙ ｒａｔｉｏｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｄｄｙ ｆｉｅｌｄｓ

采样点
ＡＯＡ /

(Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ＋Ｃｌａｄｅ Ｂ)
ＡＯＢ /

(Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ＋Ｃｌａｄｅ Ｂ)
Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ /
Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ ＡＯＢ / ＡＯＡ

南京稻田 １.５４ ４２.７９ ４２.２０ ６０.８８

崇明稻田 ２.３２ ４５.３９ ９９.５０ １９.２３
ＡＯＡ:氨氧化古菌ꎻＡＯＢ:氨氧化细菌ꎻＣｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ:全程氨氧化细菌分支 ＡꎻＣｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ:全程氨氧化细菌分支 Ｂꎮ

表 ３　 硝化速率与氨氧化微生物功能基因 ａｍｏＡ 拷贝数之间的回归方程

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (Ｙ) ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ－ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ(ｘ)

氨氧化菌　 　 　 　
南京稻田

回归方程　 　 　 　 决定系数

崇明稻田

回归方程　 　 　 　 决定系数

ＡＯＡ Ｙ＝ ０.１９１ｘ－０.７１２ ０.８１０ Ｙ＝ ０.１９５ｘ－１.１８４ ０.３７５

ＡＯＢ Ｙ＝ ７.６７１ｘ－３０.５５７ ０.８８４ Ｙ＝ ２.５３７ｘ－４.６５７ ０.４１０

Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ Ｙ＝ ０.２１２ｘ－０.８９３ ０.９６３ Ｙ＝ ０.０６８ｘ－０.２５１ ０.２４５

Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ Ｙ＝ ０.０６１ｘ－０.２６３ ０.８６６ Ｙ＝ ０.０１４ｘ－０.１３１ ０.６４４
ＡＯＡ、ＡＯＢ、Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ、Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ 见表 ２ 注ꎮ

３　 讨 论

已有研究结果表明ꎬ全程氨氧化微生物可能广

泛分布于土壤、沉积物、水等生态环境中[４￣７]ꎮ 本研

究在微酸性氮丰富的南京稻田和微碱性氮贫瘠的崇

明稻田土壤中ꎬ均检测出高数量级的全程氨氧化细

菌(Ｃｏｍａｍｍｏｘ)ａｍｏＡ 基因拷贝数ꎬ分支 Ａ(Ｃｏｍａｍ￣
ｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ)与分支 Ｂ (Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ) ａｍｏＡ
基因拷贝数分别为 １ ｇ ０.５×１０６ ~２.０×１０７拷贝和１.１×
１０５ ~２.２×１０６拷贝ꎬ证实了全程氨氧化细菌与氨氧化

细菌(ＡＯＢ)和氨氧化古菌(ＡＯＡ)一样ꎬ广泛分布于

不同类型的稻田土壤中ꎮ 而且ꎬ两个稻田土壤中

Ｃｏｍａｍｍｏｘ ａｍｏＡ 基因拷贝数(分支 Ａ 与分支 Ｂ 之

和)均值与 ＡＯＡ 的数量级相同ꎬ说明全程氨氧化细

菌可能在这两种类型的水稻土硝化过程中发挥着一

定的作用ꎮ
一般认为ꎬ氨氧化过程是硝化反应的第一步ꎬ也

是限速步骤[１９]ꎻ氨氧化过程的反应底物为非离子态

氨(ＮＨ３)而不是离子态铵(ＮＨ＋
４) [１０]ꎬ因此氨氧化过

程是对 ｐＨ 高度敏感的典型生物学过程[２０]ꎮ 酸性

土壤中 ＮＨ３质量分数很低ꎬ所以一直以来科学家们

认为硝化过程不能在酸性土壤中发生ꎮ 但随后越来

越多的证据表明酸性土壤中也存在硝化作用[２１]ꎬ但
普遍低于中性或碱性土壤ꎮ 本试验中ꎬ微酸性南京
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稻田土壤的硝化速率为 ５􀆰 ５８ ｍｇ / (ｋｇ􀅰 ｄ)ꎬ仅为微

碱性崇明稻田的 ３４％ꎬ原因可能是 ｐＨ 值导致南京

稻田中硝化底物 ＮＨ３含量降低而影响氨氧化作用ꎬ
最终硝化速率减小ꎮ 此外ꎬ已有许多研究结果表明ꎬ
ＡＯＢ 对氮肥更敏感ꎬ高氮条件下土壤中氨氧化过程

的主要承担者是 ＡＯＢ 而非 ＡＯＡ[１３￣１４]ꎮ 本研究发

现ꎬ两个稻田土壤中ꎬ氨氧化细菌(ＡＯＢ) ａｍｏＡ 基因

拷贝数比 ＡＯＡ 高出一个数量级ꎬ而且对硝化速率的

贡献率高达９０％~９４％ꎬ表明本试验稻田中氨氧化速

率的主要贡献者是 ＡＯＢꎬ而非 ＡＯＡꎮ
已有研究结果表明ꎬ全程氨氧化细菌(Ｃｏｍａｍ￣

ｍｏｘ)可能更适应低氮的贫营养环境ꎮ Ｋｉｔｓ 等通过

氨氧化的动力学分析发现ꎬ全程氨氧化细菌( Ｃｏ￣
ｍａｍｍｏｘ)生长的氨底物 Ｋｍ值仅为 ０􀆰 ０５ μｍｏｌ / Ｌꎬ远
低于氨氧化古菌的 Ｋｍ值(０􀆰 ７~ ４􀆰 ４ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ表现

出极强的氨底物捕获能力[１５]ꎮ 此外ꎬＰａｌｏｍｏ 等发

现[２２]ꎬ全程氨氧化细菌(Ｃｏｍａｍｍｏｘ)能编码低氧、磷
饥饿下高效表达的基因 ｐｈｏＤꎮ 本试验中ꎬ尽管检测

到全程氨氧化细菌(Ｃｏｍａｍｍｏｘ) 存在于两个稻田

中ꎬ但对氨氧化潜力的贡献率仅为 ３％左右ꎮ Ｗａｎｇ
等[２３]对长期施肥 １９ 年农田中的全程氨氧化细菌进

行分析ꎬ发现全程氨氧化细菌对土壤氨氧化速率和

亚硝酸盐还原速率的贡献极小ꎬ认为 Ｃｏｍａｍｍｏｘ 对

底物 ＮＨ３具有高亲和力ꎬ而氨氧化速率很低ꎬ非常适

应于氨浓度极低的贫营养环境中ꎬ但在长期施肥的

农田中ꎬ氨浓度远高于这类微生物的需求量ꎬ其数量

和酶促速率不随施肥量增加而增加ꎬ表现出较小的

氨氧化贡献率ꎮ 本试验的崇明稻田母质尽管是河口

沉积物ꎬ土壤养分较为贫瘠ꎬ但该围垦稻田已有 ２０
年左右的种稻施肥历史ꎬ其土壤全氮和活性氮含量

明显高于海堤之外的自然滩涂湿地[２４]ꎮ 因此ꎬ与其

他养分贫瘠生态系统相比ꎬ两个稻田中长期施肥导

致的土壤氮含量增加ꎬ可能是全程氨氧化细菌(Ｃｏ￣
ｍａｍｍｏｘ)对氨氧化潜力贡献率降低的重要原因之

一ꎮ
本研究中还发现ꎬ两个类型稻田土壤中ꎬ全程氨

氧化细菌(Ｃｏｍａｍｍｏｘ) Ｃｌａｄｅ Ａ 与 Ｃｌａｄｅ Ｂ ａｍｏＡ 基

因拷贝数的比值均大于 １􀆰 ０ꎬ最高达 １２􀆰 ７ꎮ Ｐｊｅｖａｃ
等在意大利水稻土中检测到全程氨氧化细菌分支 Ａ
(Ｃｏｍａｍｍｏｘ ＣｌａｄｅＡ)的丰度明显高于分支 Ｂ (Ｃｏ￣
ｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ) [２５]ꎬ与本试验结果一致ꎮ 王梅等

报道在重庆中性紫色水稻土中全程氨氧化细菌以分

支 Ａ(Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ)为主ꎬ且 Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ
Ａ 对施肥更敏感ꎬ随施肥量增加而增加ꎬ而 Ｃｏｍａｍ￣
ｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ 却无显著变化[７]ꎮ 本试验中两个类型

稻田土壤中全程氨氧化细菌(Ｃｏｍａｍｍｏｘ)也是以分

支 Ａ(Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ａ)为主ꎬ对硝化速率的贡献

可能远高于分支 Ｂ(Ｃｏｍａｍｍｏｘ Ｃｌａｄｅ Ｂ)ꎮ
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