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摘要: 以湖北省农科院长期施肥试验站的黄棕壤性水稻土为研究对象, 采用 PCR-DGGE方法, 研究了氮肥 ( N )、氮

磷 ( NP )、氮磷钾 ( NPK )、有机肥 ( M )、有机肥 +氮磷钾 (MNPK ) 长期施用对土壤氨氧化细菌遗传多样性的影响。

结果表明, 与长期不施肥处理 ( CK )相比, 长期施肥提高了黄棕壤性水稻土有机质、全氮、微生物量碳氮 ( SMB- C、

SMB-N )含量,并改变了氨氧化细菌的群落结构。其中有机肥与化肥长期配施下氨氧化细菌的多样性高于化肥处

理。氨氧化细菌聚类分析表明,稻麦收获后土壤氨氧化细菌 DGGE图谱分别聚为一个族群; 同一作物收获后,有机

肥和有机肥 +氮磷钾聚为一类, N、NP、NPK和 CK聚为一类,后者内部分类在两季作物间有差别。DGGE指纹图谱

条带序列分析表明, 供试土壤的优势氨氧化细菌为 -变形菌纲的亚硝化单胞菌和亚硝化螺旋菌。

关键词: 长期施肥; 水稻土; 微生物量碳氮; 氨氧化细菌; PCR-DGGE

中图分类号: S154. 37 文献标识码: A 文章编号: 1008- 505X ( 2011) 03- 0724- 07

Effects of long term fertilization on ammonium oxidizing bacterial diversity in

a paddy soil derived from yellow brown earth

PEI Xue x ia1, 2, ZHOU W ei1* , L IANG Guo q ing1, SUN Jing wen1, W ang X iu bin1, L I Shuang la i3

(1 Agricu ltural R esources and R eg ional P lanning Institu te, Chinese A cademy of Ag ricultura l Sciences, B eij ing 100081, China;

2 Whea t Research Institute, Shanx i A cademy of Agricultural Sciences, L infen 041000, China;

3 Institute of P lant Pro tection, So il and Fer tilizer, Hubei A cademy of Ag ricultural Sciences, Wuhan 430064, China )

Abstract: E ffects of long term app lication ofN, NP, NPK, M ( pigmanure) , andMNPK ( p ig manure plus NPK )

on so ilm icrobial carbon ( SMB- C ), so il m icrob ial n itrogen ( SMB - N ), and ammon ium ox id izing bacteria l

(AOB) diversity in a paddy so il derived from ye llow brow n earth inHube iA cademy o fAgricu ltural Sc iencesw ere

stud ied. Resu lts show ed tha,t all fert ilizer treatments tended to increase so il organ ic matter, tota l N, SMB- C

(N ) , and alter theAOB commun ity compared w ith the con tro.l Among the six treatments, MNPK acqu ired more

comp lex AOB community structure than those of chem ical fertilizers application only. Unw eighted Pa irGroupM eth

od C lusting (UPGMC ) ana lysis of the DGGE banding patterns show ed tha,t treatmen ts harvesting rice and wheat

w ere d iv ided to tw o classes respective ly. A fter the same crop harvested, a ll treatments w ere d iv ided to tw o classes.

M andMNPK were grouped into one class, andN, NP, NPK and CK were clustered into the other. And therew ere

difference betw een rice and wheat harvested in the latter class. Sequence ana lysis of prom inent bands in DGGE pro

files show ed thatN itrososp ira andN itrosomonas w ith in pro teobacteriaw ere the dom inant ammon ium ox idizing bac

teria in stud ied so i.l
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施肥是影响土壤质量及农田可持续利用最重要

的农业措施之一,对作物产量、土壤质量和生物肥力

等产生重要影响。土壤微生物作为土壤环境中重要

的生命有机体,其生物学特性和群落结构与土壤质

量关系十分密切,因此对土壤微生物多样性研究具

有重要意义
[ 1-4 ]
。20世纪后期,用微生物量、土壤酶

及土壤微生物数量等生物指标来表征土壤质量及土

壤微生物多样性曾受到广泛关注
[ 5- 6]
。变性梯度凝

胶电泳 ( DGGE )技术通过链式聚合酶反应 ( PCR ) ,

可快速从土壤中扩增特定微生物 DNA片段, 通过

DGGE变性胶加以分离, 进一步对关键条带测序及

生物信息学分析,揭示所研究土壤微生物群落结构

组成及演变特征。Muzyer等
[ 7]
于 1993年首次将该

技术应用于微生物生态学领域,现已广泛应用于土

壤微生物种群多样性研究和种群的动态监测
[ 8-9]
。

氨氧化细菌是能够将氨氧化成亚硝酸盐的关键

微生物,是影响硝化作用速率的主要因素,被认为是

研究土壤微生物生态学的模式生物
[ 10- 12]

。长期施

肥对土壤微生物量及微生物群落结构的影响已有报

道,如 Zhang等
[ 13 ]
研究了长期施肥对太湖流域水稻

土细菌群落结构的影响; Gu等
[ 14]
及钟文辉等

[ 15]
分

别研究了长期施肥对石灰性紫色土和红壤微生物量

及氨氧化细菌群落结构的影响。黄棕壤属于盐基不

饱和弱富铝化淋溶土,农业复种指数大、土壤肥力变

化较快,近年来土壤质量和作物增产潜力下降等问

题备受关注。目前有关长期施肥对黄棕壤性水稻土

质量的研究,仅局限于土壤养分状况和酶活性等方

面,关于不同施肥处理对土壤微生物遗传多样性的

影响研究较少。本研究采用 PCR- DGGE技术, 研

究了长期施肥对黄棕壤性水稻土氨氧化细菌遗传多

样性的影响,以期为该类土壤建立可持续施肥制度,

提高生物肥力和土壤质量提供理论依据。

1 材料与方法

1 1 试验设计

供试土样取自始于 1981年的湖北省农科院长

期肥料定位试验。供试土壤为黄棕壤性水稻土,质

地粘壤。耕层土壤基本理化性状为: 有机质 27 43

g /kg、全氮 1 801 g /kg、全磷 1 004 g /kg、碱解氮

150 7 mg /kg、速效磷 5 0 mg /kg、速效钾 98 5

mg /kg, pH 6 3。试验设 6个处理: 1)不施肥 ( CK ) ;

2)单施氮肥 ( N ) ; 3)氮磷配施 ( NP) ; 4)氮磷钾配

施 ( NPK ) ; 5)单施有机肥 (M ) ; 6)有机肥与氮磷钾

配施 (MNPK )。小区面积 40 m
2
, 3次重复, 随机排

列。试验为中稻和冬小麦轮作制度。根据设计要

求, 年化肥用量为 N 150 kg /hm
2
、P2O5 75 kg /hm

2
、

K2O 150 kg /hm
2
, 中稻和冬小麦总施肥量比例为 6

4; 有机肥为充分腐熟的猪粪, 每年施用 22500

kg /hm
2
,中稻和冬小麦各施 1 /2; 磷、钾肥和有机肥

均采用移栽或播种前一次基施; 氮肥中稻季采用基

肥 分蘖肥 穗肥 = 2 2 1, 冬小麦季采用基肥 腊

肥 拔节肥 = 2 1 1。

1 2 取样及测定方法

为排除作物生长和田间管理对土壤生物肥力的影

响,分别于 2008年 10月水稻收获时 (水稻季 )和 2009

年 6月小麦收获时 (小麦季 )采取 0 20 cm土层非根

际土壤样品。鲜土去除植物残体,过 2mm筛后分为 3

部分: 一部分土样保存于 4 ,一周内测定微生物量

碳、氮; 一部分土样保存于 -20 ,用于 PCR-DGGE分

析; 其余土样风干,用于测定土壤基本理化性状。

土壤 pH值用水浸提 (水土比 2 5 1) pH计测定;

有机质用重铬酸钾容量法 (外加热法 )测定; 全氮用

半微量凯氏定氮法; 土壤含水量用铝盒烘干法测定;

NO
-
3-N、NH

+
4 -N含量用 2mol /L KC l提取, Foss公

司的流动注射分析仪 (德国产 )测定; 土壤微生物量

碳、氮用氯仿熏蒸 K2SO 4浸提法,浸提液中的微生

物量采用重铬酸钾容量法 (磷酸浴 )测定, 微生物量

氮用凯氏定氮法测定,换算系数分别为 0 38和 0 45。

1 3 土壤氨氧化细菌群落的 PCR-DGGE分析

1 3 1土壤微生物基因组 DNA提取及纯化 土壤

微生物基因组 DNA的提取和纯化参见文献 [ 8]。

1 3 2氨氧化菌 16S rDNA的 PCR扩增采用 N ested

- PCR程序 第一次 PCR: 所用引物为扩增氨氧化

细菌 16SrDNA 的引物 CTO189Abf、CTO189C f和

CTO654r。反应体系为 PCR Easy SuperM ix ( Trans

gen. Be ijing) 25 L, 每种引物 1 L( 25 pmo l / L ),

0 5 L稀释 10倍的土壤总 DNA, 加 ddH 2O至最终

体积 50 L。为减少扩增过程中的非特异性产物,

采用 Touch down PCR程序。反应程序: 94 预变

性 5m in, 94 lm in, 65~ 55 50 s(每个循环温度

降低 0 5 ) , 72 1 30m in, 20个循环, 然后在其它

条件不变的情况下,在 55 的退火温度下继续扩增

10个循环, 72 7m in,最后于 4 恒定保存。

第二次 PCR: 第一次 PCR产物稀释 10倍后作

模板,引物为 P338 f-GC和 P518r。反应体系为 PCR

H if i SuperM ix( Transgen. B eijing ) 25 L,每种引物 1

L( 25 pmo l/ L ) ,模板 DNA 1 L, 加 ddH 2O至最终

体积 50 L。反应程序是在第一轮 PCR的基础上,
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退火温度变为在前 20个循环中为 63~ 53 , 后 10

个循环为 53 , 其它步骤与第一轮 PCR相同。取

PCR产物各 3 L, 1 0%琼脂糖凝胶电泳检测 ( D

code TM, B io Rad), B io R ad公司凝胶成像系统 ( Gel

Doc Documentation System )观察。

1 3 3 PCR产物的变性梯度凝胶电泳 ( DGGE )分

析、DGGE带的回收与测序 取第二次 PCR产物 35

L进行 DGGE 分析, 变性剂梯度范围为 30% ~

50%,从正极到负极逐渐递增,聚丙烯酰胺凝胶浓度

为 6% ~ 12% (W /V )。在 1 TAE缓冲液中, 预热

后点样, 60V电压、60 下电泳 13 h。电泳完毕后用

1 L SyBR g reen I ( S igma) ( 1 TAE稀释 10000

倍 )核酸染料染色 30 m in, 用 0 5 TAE缓冲液浸

泡 15m in后成像、拍照。在紫外灯下将凝胶中较亮

的条带用刀片小心切下。将胶条浸于 40 L无菌超

纯水中,用枪尖捣碎, 4 放置过夜, 使 DNA片段溶

出。取 4 mL DNA浸出液作为模板, 按照 1 3 2中

第二次 PCR的方法进行扩增,扩增产物再用 DGGE

电泳验证扩增片段与所回收条带的电泳行为是否一

致。确定所回收条带的正确位置后, 用引物 P338f

和 P518r再进行 PCR扩增, PCR产物送给上海生物

工程技术服务有限公司测序。序列信息输入 NCBI

[N ational Center for B io techno logy Inform ation( www.

ncb.i n lm. nih. gov) ]数据库进行 BLAST ( Basic lo

ca l alignment search too ls)分析。

用 Quatity one软件进行 Shannon多样性指数

(H )和丰富度指数 ( S)的计算和聚类分析。其中聚

类分析用 UPGMA方法。 Shannon指数的计算是基

于 DGGE胶条带位置和条带强度, 而条带的强度则

通过条带的峰面积来表示:

H =- ( n i/N) ln ( ni/N )

式中: n i为单一条带的峰面积, N为所有峰的总面积。

DGGE所用仪器为 the D codeTM Un iversalM u

tation Detection System ( B io R ad Co. )。所有扩增引

物均由上海生物工程技术服务有限公司合成。具体

引物序列参见文献 [ 12]。

数据方差分析使用 DPS11 0统计软件, DGGE

带谱聚类分析使用专业软件 ( Quantity One, B io

Rad, USA ) ,系统发育树用 M ega4 1进行分析作图。

2 结果与分析

2 1 长期施肥对土壤基本性状及微生物量碳、氮含

量的影响

与单施化肥相比, M和 MNPK处理显著提高了

土壤有机质、全氮和 NO
-
3 -N含量; NPK处理与 CK

相比,也显著提高了土壤有机质和全氮含量; 单施

N处理与 CK间养分含量差异均不显著 (表 1)。

长期不同施肥对土壤微生物量碳、氮均产生显

著影响。与 CK相比, 水稻季和小麦季长期施肥使

土壤微生物量碳分别提高了 27 08% ~ 192 00%和

1 33% ~ 42 87% ,其中 MNPK和 M 处理微生物量

碳含量最高, 且与化肥处理间差异均达显著水平。

水稻季 NPK与 NP, N与 CK,小麦季化肥与 CK间差

异均未达显著水平。微生物量氮与微生物量碳的变

化趋势相似, M和 MNPK微生物量氮含量提高幅度

最大。

表 1还看出,作物收获时,水稻季土壤含水量为

29 14% ~ 32 81% ,处理间差异不显著; 小麦季为

15 83% ~ 19 67% , M和 MNPK处理显著高于仅施

化肥处理和 CK。与试验开始时 ( pH为 6 3 )相比,

黄棕壤性水稻土 pH值提高了 0 61~ 1 37个单位,

NPK、M和 MNPK处理较 CK显著减缓了土壤碱性

化的速度。

2 2 氨氧化细菌 16S rDNA的 PCR-DGGE图谱

分析及序列

2 2 1长期施肥下氨氧化细菌微生物群落 DGGE图

谱分析 应用 DGGE技术对黄棕壤性水稻土 16S

rDNA氨氧化细菌 PCR产物进行分离。图 1看出,

不同处理的氨氧化细菌 PCR产物均分离为许多的

DNA条带, 且不同土壤样品出现的 DNA条带的带

型不同。结合 DGGE图谱的 Shannon多样性指数和

丰富度指数 (表 2)分析看出, 供试土壤的电泳条带

数目及多样性均明显不同, 充分表明了黄棕壤性水

稻土氨氧化细菌的多样性。不同处理间拥有一些共

同的 DNA条带,表明同一土壤不同施肥处理间存在

许多共同的氨氧化细菌类群, 但共有条带的信号强

度 ( DNA条带亮度 )不同 (如箭头所示 ) , 表明不同

的施肥处理对土壤氨氧化细菌类群的数量有较大

影响。

从 Shannon多样性指数和条带丰富度指数 (表

2)看出, 不论是淹水种植水稻后还是旱季种植小

麦后, M和 MNPK明显增加了 DNA条带数量和条

带信号强度 (如条带 4和条带 5 ) , Shannon多样性

指数最高, 说明有机肥的施用提高了黄棕壤性水

稻土氨氧化细菌的多样性。不施肥或仅施氮肥,

易造成土壤严重缺磷, 不利于土壤中氨氧化细菌

的繁殖, 故条带数量较少, 氨氧化细菌种群丰富度

较低。
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图 1 收获水稻后和收获小麦后土壤氨氧化细菌的 DGGE指纹图谱 (图中 1、2、3、4、5和 6代表氨氧化细菌 DNA条带 )

F ig. 1 DGGE prof ile of amm on ium ox id izing bacter ia l commun ities of the soil after rice and wheat harvest

( 1, 2, 3, 4, 5, 6 m eans DNA bands of ammon ium oxid izing bacterial in the f igure, respectively)

表 2 黄棕壤性水稻土氨氧化细菌多样性指数和丰富度

Tab le 2 Shannon index (H ) and richness ( S) in paddy so il from ye llow brown ear th

项目

Item

水稻季 R ice season 小麦季 W heat season

CK N NP NPK M MNPK CK N NP NPK M MNPK

Shannon(H ) 1 79 1 86 1 96 2 35 2 65 2 71 1 83 1 9 1 9 2 23 2 38 2 43

丰富度 ( S) 10 13 14 12 17 19 13 14 14 15 16 18

注 ( Note) : H Shannon index; S R ichness

水稻收获后和小麦收获后的 DGGE图谱均有

一个明显的由于条带较多而微显模糊的区域 (条带

2~条带 5区域 ), 但收获水稻后该区域内的条带数

量明显高于收获小麦后的, 条带信号强度和 Shan

non多样性指数 (如条带 4和 5)也高于收获小麦后

的 ( CK和 N除外 ) ,充分说明水稻季土壤氨氧化细

菌群落结构多样性高于小麦季的。

2 2 2土壤氨氧化细菌 DGGE图谱的聚类分析 为

进一步了解不同季节和施肥处理对氨氧化细菌群落

结构的影响,利用聚类分析法 (UPGMA)对不同施肥

处理下的氨氧化细菌群落结构 DGGE图谱进行分

析。结果 (图 2)看出, 小麦收获后和水稻收获后的

土壤样品明显分为两大族群,说明季节对土壤氨氧

化细菌的影响大于施肥处理。每季作物收获后 6个

土壤样品又分为两大族群,其中 M与 MNPK为一族

群, CK、N、NP和 NPK为另一族群,说明施入外源有

机物质可能改变土壤的氨氧化细菌群落结构, 而长

期施入化肥对土壤的氨氧化细菌群落结构影响较

小。在收获水稻和小麦后, 不同化肥处理对氨氧化

细菌群落结构具有不同的影响, 收获水稻后, NP和

NPK为一族群, CK和 N分别为一独立的族群; 而

收获小麦后 NP和 NPK为一族群, CK和 N为另一

族群。

2 2 3氨氧化细菌 DGGE条带的序列分析 对氨氧

化细菌 DGGE分离凝胶上的典型条带进行了切胶

测序。各条带序列经 NCB I数据库的 BLAST比对分

析, 并与 Genbank中的已知序列构建系统发育树。

结果 (图 3)显示, 条带 1和条带 2分别与 -变形菌
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纲 ( Proteobacteria )的未培养亚硝化单胞菌 ( uncu l

turedN itrosom onas sp. )和未培养氨氧化细菌 ( uncu l

tured ammon ia ox id izing bacterium )相似性较高, 条带

3和条带 5与亚硝化单胞菌非常相似, 条带 4和条

带 6与亚硝化螺旋菌 (N itrososp ira sp. )相似性较高。

3 讨论

PCR-DGGE技术是研究环境样品非 (难 )培养

微生物的有效方法, 可以从土壤微生物基因组的角

度揭示其多样性
[ 2]
,土壤微生物多样性会对农业管

理措施产生及时而准确的响应。在 DGGE图谱中,

处于不同位置的每条 DNA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
[ 9]
。钟文辉等

[ 15]
认为, 施入氮肥可

提高红壤氨氧化细菌的 DGGE 条带数量; Gu

等
[ 14]
、H e等

[ 16]
和 K arin等

[ 17]
认为, 施用有机肥是

影响土壤中氨氧化细菌群落结构变化的重要因素,

且氨氧化细菌群落结构变化在表征土壤物理特性变

化方面比总细菌群落结构更为有效。本研究结果表

明, 稻麦两季作物收获后,不同施肥处理下土壤氨氧

化细菌群落结构均明显不同。6个施肥处理中黄棕

壤性水稻土氨氧化细菌 DGGE图谱的 Shannon多样

性指数和丰富度指数 (条带数量 )的变化特点依次

为: 施用有机肥处理 > 化肥处理 > 不施肥的对照

( CK ) ,说明施用有机肥提高了黄棕壤性水稻土氨氧

化细菌的多样性。这可能是施用有机肥促进了活性

有机碳的积累,进而提高了土壤微生物量碳和微生

物量氮的含量,改善了土壤微生物的生存环境
[ 5- 6]
。

稻麦轮作是本研究区常用的作物种植方式。两

种作物收获后土壤的氨氧化细菌 DGGE图谱有较大
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差异,且收获水稻后土壤氨氧化细菌多样性高于收获

小麦后的; 聚类分析结果也表明,两季作物收获后土

壤氨氧化细菌 DGGE图谱明显聚为两大组群,充分说

明季节差异大于施肥处理间的差异。由于种植水稻

和种植小麦的土壤环境条件有较大不同,最主要的原

因可能是水稻季土壤水分明显高于小麦季; 另外, 由

小麦季的氧化状况转变为水稻季的还原 (嫌气 )状

况,两种作物分泌的代谢产物不同, 对土壤中的氨氧

化细菌具有选择性作用
[ 14]
。聚类分析结果还显示,

同一种作物收获后, 6个施肥处理均被分为两大族

群,其中 M和 MNPK聚为一个族群, N、NP、NPK和

CK聚为一族群,但后者族群内分类又不相同。这与

Gu等
[ 14]
长期施肥对石灰性紫色土氨氧化细菌 DGGE

图谱在小麦季上的分类相同; 而水稻季 MNPK、NP为

一类,其余处理为另一类相差较大,可能与土壤类型、

土壤肥力及气候环境等因素有关。

16S rDNA基因序列的系统发育分析表明, 所有

的优势氨氧化细菌的系统发育都比较单一, 与变形

菌纲的 -亚纲和 -亚纲的 16SrDNA序列有较高

的相似度。其中 -亚纲的亚硝化细菌又分为亚硝

化单胞菌 (N itrosomonas)和亚硝化螺菌 (N itrososp i

ra )
[ 18]
。钟文辉等

[ 15]
对长期施肥对红壤氨氧化细

菌 DGGE图谱 16SrDNA的条带测序结果表明, 红壤

上氨氧化细菌多属于亚硝化螺菌属, 少数属于亚硝

化单胞菌属。本研究中对 16S rDNA条带的测序结

果表明,所研究的黄棕壤性水稻土氨氧化细菌有两

条 DNA带与亚硝化单胞菌有较近的亲缘关系, 两条

DNA带与亚硝化螺旋菌有较近的亲缘关系。
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