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摘要!以中国科学院桃源农业生态试验站长期定位试验的土壤样品为对象$采用 W6/扩增*克隆文 库 构 建 以 及 序 列 测 定 等 分

子生物学技术分析稻草还田对亚硝化功能基因 !"#$和 %!#多样性的影响B结果表明$水稻土稻草还田处理"氮磷钾 a水稻秸

秆$5/#降低了 !"#$和 %!#基因的多样性$其 5:G8878 指数分别为 *‘$ 和 *‘’’而氮磷钾处理"6̂ #的 5:G8878 指数达到 E‘( 和

*‘$B4.U5]Y==分析比较 6̂ 和 5/处理 克 隆 文 库 的 差 异$结 果 显 示 !"#$和 %!#基 因 处 理 间 群 落 结 构 -值 分 别 为 (‘((’ 和

(‘(("$均达到极显著水平B序列分析结果表明$对于 !"#$基因$只检测到与亚硝化 螺 菌 属"O.’,#5#5-.,!#相 似 的 以 及 与 未 知 的

!"#$基因相似的基因$并且与 O.’,#5#5-.,! 相似的只出现在 5/处理中$相似率达 #%h以上$而与未知的 !"#$基因相距最近的

已知菌属也是 O.’,#5#5-.,!’获得的 %!#基因则分布于变形 菌 门"WL79@7RGM9@LAG# 中 的 * 个 纲",*’*##$其 中 6̂ 处 理 获 得 的 %!#

基因主要与 9.(.8.:!8’&,*甲基球菌属";&’%7(#8#8845#相似$5/处 理 获 得 的 基 因 主 要 与 亚 硝 化 螺 菌 属"O.’,#5#5-.,!#*亚 硝 化 单 胞

菌属"O.’,#5#"#+!5#亲 缘 关 系 较 近B系 统 发 育 树 分 析 显 示 亚 硝 化 基 因 " !"#$*%!## 在 这 ’ 个 处 理 中 可 被 分 为 E 个 基 因 簇

"6;>N9@L#$稻草还田使亚硝化细菌群落发生了明显的分异$出现了基因聚类现象$并 且 在 !"#$基 因 树 图 中 出 现 了 只 由 5/处

理构成的分支"6;>N9@L.#B总体来说$长期 稻 草 还 田 降 低 了 亚 硝 化 基 因 !"#$和 %!#的 多 样 性$明 显 改 变 了 亚 硝 化 细 菌 群 落

结构B
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!!稻草秸秆中含有丰富的氮*磷*钾*硅及其它微

量元素$一直以来都被列为重要的有机质肥料之一B
稻草还田后在微生物的作用下腐解$为土壤提供丰

富的有机质以及速效养分$从而改善土壤物理化学

及生物学性质$有助于提高作物产量B同时稻草还田

可为微生物的繁衍提供有利条件$激发土壤微生物

的大量繁殖 +" g*,B陈安磊等 +E, 的研究结 果 显 示 稻 草
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还 田 能 显 著 提 高 微 生 物 量$ 周 文 新 等 +), 利 用

U.040[检 测 法 探 讨 了 微 生 物 群 落 多 样 性$表 明 稻

草还田提高了土壤细菌数量$改善了土壤微生物的

功 能 多 样 性B,GIGF>LG等 +%, 用 磷 脂 脂 肪 酸 法

"W4=3#发现将经不同处理的稻草还田后$引起微生

物群落发生不同的变化B
自养硝化细菌控制农业土壤中的硝化作用 +$, $

而亚硝化过程是硝化过程的限速步骤 +&,B亚硝化作

用 ",A97NG9A78 # 一 般 是 指 微 生 物 将 ,]* 氧 化 为

,]’0]$继而氧化为 ,0j
’ 的过程B在亚硝化过程中

主 要 是 由 氨 单 加 氧 酶 "GFF78AGF7877J<V@8GN@$
310# 和 羟 胺 氧 化 还 原 酶 " :<?L7J<;GFA8@
7JA?7L@?>M9GN@$ ]30# 催 化 反 应 的 进 行$而 310由

!"#$*!"#A*!"#6基因 编 码 的 * 个 亚 基 组 成$其 中

!"#$因具有一定的序列保守性而作为代表 成 为 被

研究最多的基因 +#$"(,B肖嫩群等 +’, 通 过 比 色 法 测 定

水稻土中硝化作用的强度$结果表明稻草还田引起

硝化作用增强B而韩琳等 +"", 用最大可能法"1W,#发

现$秸杆还田反而使硝化细菌数量较对照有所减少B
现 代 分 子 生 物 学 技 术 通 过 对 核 苷 酸 序 列 的 分

析$从遗传本质的层面上对微生物群落进行较客观

的分析$可以较精确地揭示微生物种类和遗传多样

性 +"’,B近几年$分 子 技 术 广 泛 用 于 土 壤 微 生 物 群 落

多样性以及功能微生物多样性的研究中 +"* g"),B目前

对于稻草还田引起的微生物群落及功能多样性的研

究较少$且多以微生物计数的方法来研究土壤微生

物群落的区系构成 +"%,B

本研究以中国科学院亚热带农业生态研究所桃

源农业生态 试 验 站 的 水 稻 长 期 施 肥 定 位 试 验 为 基

础$通过分子生物学技术分析了稻草还田对土壤亚

硝化基因 !"#$和 %!#多 样 性 的 影 响$以 期 为 从 功

能基因方面探讨稻草还田与水稻土中硝化作用的关

系做铺垫B

MN材料与方法

MOM!土壤样品采集

土壤样品采自桃源农业生态试验站水稻长期施

肥定位 试 验 田 "’&v))wE#‘&�,$ """v’%w’)‘$�+#$其

海拔高度为 &# FB土壤为青隔黄泥$母质为第四纪

红土$种植制度为双季稻B试验始于 "##( 年$共设置

了 "( 个施肥处理$重复 * 次B本试验研究选择其中

的 ’ 个处理$即氮磷钾肥"6̂ #和氮磷钾肥配合稻草

还田"5/#B具体施肥情况!供试化肥为尿素*过磷酸

钙和氯 化 钾B"##( g"##% 年!,为 ’%’‘) IVP:F’’W
为 *#‘* IVP:F’’^为 "*$‘( IVP:F’B"##$ 年至今!,
为 "&’‘* IVP:F’’W为 *#‘* IVP:F’’^为 "#$‘’
IVP:F’B稻草还田处理除施用 ,*W*^外$小 区 冬 季

种植的 紫 云 英 作 早 稻 基 肥$早 晚 稻 秸 秆 全 部 直 接

还田B
土壤样品采集 时 间 为 ’(($ 年 * 月 ’’ 日$此 时

稻田土壤处于落干状态$各小区按 ) 点法取 表 层 (
g") MF土壤混匀$一部分土样"约 ’(( V#用液氮冷

冻后 j&(x保存$供分子生物学研究$另一部分土样

用做常规分析B土壤样品的理化性状见表 "B

表 MNP 种施肥处理土壤的理化性质

2GR;@"!W:<NAMG;G8? M:@FAMG;OL7O@L9A@N7S9:@N7A;NGFO;@NSL7F9:@9Q7S@L9A;AfG9A78 9L@G9F@89N

处理 有机碳PV-IVj" 速效磷PFV-IVj" 速效钾PFV-IVj" 速效氮PFV-IVj" O]

6̂ "#‘E) p*‘$&R ")‘(( p(‘("R E*‘(" p’‘%)R "*’‘E’ p$‘*%R )‘"( p(‘")G

5/ ’$‘*) p(‘)&G ’’‘") p"‘E(G ")’‘#( p)‘$$G "&’‘(# p*‘’#G )‘() p(‘*&G

MOP!X,3的提取

参照文献+"$,中的 5X5D[.26DW+[方法并做适

当修改B以下主要列举所作修改处!称取 (‘) V土样

放入 ’ F4离心管中$步骤中 5X5 裂解液$异硫氰酸

胍溶液$’ t623U溶液的加入量分别改为 &((* ’((
和 #(( &4$加入氯仿D异戊醇后离心速度改为"* ’((
LPFA8$"( FA8B其它 操 作 步 骤 不 变B用 (‘&h的 琼 脂

糖 凝 胶 电 泳 检 测 所 提 X,3 片 段 大 小$ 并 用

,G87XL7O 核酸蛋白测定仪",XD"(((#测定 X,3的

浓度及质量B每 个 处 理 的 * 个 重 复 分 别 提 取 X,3$
然后取等量 X,3混合为一个样品B

MOQ!简并引物的设计

从 ,6U.数据库",G9A78G;6@89@LS7LUA79@M:87;7V<
.8S7LFG9A78 ?G9GRGN@$ :99O!PPQQQB8MRAB8;FB8A:BV7TP#
中选择 一 些 来 自 环 境 样 品 中 的 不 同 种 类 微 生 物 的

!"#$*%!#基因氨基酸及其对应的核苷酸序列B其中

!"#$基 因 选 择 了 O.’,#5#5-.,! 和 O.’,#5#"#+!5这 ’
个属以 及 一 些 未 知 的 功 能 基 因 共 # 个 "3MM@NNA78
8>FR@LN! 63X%’"((* 633%’**E* 636&E&)"* ,6k
((E$)$* ,6k((&*EE* ,6k(($%"E* 33U*&$(#*
33U*&$"(* 330%(*%& #$ %!# 基 因 则 选 择 了

9.(.8.:!8’&,*O.’,#5#5-.,!*O.’,#5#"#+!5和 ;&’%7(#8#8845

)’%"
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这 E 个属的已知菌中的功能基因共 % 个"3MM@NNA78
8>FR@LN!,6k((%)%#*,6k(($%"E*,6k((&*EE*,6k
((E$)$*3U(*(*&$*,6k((’#$$ #$通 过 6;>N9G;d 在

线软件" :99O!PPQQQB@RABGMB>IPM;>N9G;Q#进 行 比 对$

找 ’ 段位置合适且长度适宜的保守氨基酸区域$结

合对应的核苷酸序列分别设计上游和下游引物B引

物序列信息见表 ’$!"#$和 %!#基因的目的片段长

度分别为 )$% RO 和 &() ROB

表 PN用于扩增 !)(=和 +!( 基因的简并引物

2GR;@’!WLAF@LN@c>@8M@NG8? O7NA9A78N>N@? 97GFO;AS<!"#$G8? %!#SLGVF@89N

引物"# 位点’# 引物序列*# ")wD*w# 简并性

!"#$D= ")( g"$( 62[[[3Z2262[[12̂ [362[ &
!"#$D/ $(" g$’) 3[23/35Z22̂ 66/3//23663663 "’&
%!#D= E## g)"# [21[[]2[Z32Z[362[Z636 E&
%!#D/ " ’&) g" *(* [/6[/22[[2Û 2Z2[X66 "EE!

"# 上下游引物的名称分别在最后加 上 字 母 =和 /’ ’# !"#$和 %!#引 物 的 位 置 分 别 用 以 下 ’ 种 菌 种 表 示!O.’,#5#5-.,! :,.&+5.5"33U*&$(## 和

O.’,#5#"#+!5NOB+,.D"" "3U(*(*&$# ’ *# Z s6或 2’ 5 s6或 [’ / s3或 [’ Us6*[或 2’1 s3或 6*^ s[或 2’] s3*6或 2’

X s3*[或 2

MOS!目的片段的 W6/扩增

分别采 用 以 上 简 并 引 物 " 表 ’ # 扩 增 !"#$和

%!#基 因B反 应 体 系 为 "( tR>SS@L’‘) &4’ "(
FF7;-4j" ?,2W" &4$ "( &F7;-4j" 的 上 下 游 引

物各 " &4’X!YX,3聚合酶 " Y’模板 *( 8V’加灭菌

双蒸馏水至 ’) &4B扩增 !"#$的反应条件为! #)x
预变性 ) FA8’E) 个 循 环 为#)x *( N$ E&x E) N$
$’x " FA8’ $’x终延伸 "( FA8B扩增 %!#的反应条

件为#)x ) FA8’ E( 个循环为#)x *( N$ )*x E) N$
$’x " FA8’ $’x终延伸 "( FA8B
MOU!目的基因的克隆与测序

利用 试 剂 盒 "dAfGL? 5-V@;G8? W6/M;@G8D>O
N<N9@F$ WL7F@VG# 纯 化 W6/产 物$并 通 过 O[+1D2
"WL7F@VG#载体试剂盒对回收产物构建克隆文库$挑

取克隆子$用 1"*=和 1"*/引物 W6/筛选含有目

的片段的阳性克隆$然后送往上海生工生物工程有

限公司测序B
MO!!系统发育树构建与多样性分析

目的基因序列通过 6;>N9G;d 软件分析$将相似

比 q#&h的归为 同 一 个 操 作 单 元"02Y# +"), 及 一 般

意义 上 的 同 一 个 基 因 型B通 过 6;>N9G;_软 件 对 各

02Y5 进行碱基序列的多重比对$并利用 1@VG"E‘(#
中的邻接法",@AV:R7LDC7A8A8V#构建系统发育树B

采用 5:G8878 多样性指数分析 !"#$和 %!#基

因种群的多样性$计算公式为!

^ DF$2.;82.
WA@;7> 均匀度指数分析各个基因型的相对密度!

* D^L̂FGJ!!"其中 F̂GJ D;89#

同时通过丰富度曲线对优势种进行比对分析 +"&,B
以 #)h为置信度$利用 4YU5]Y==软件对 ’ 个

文库间基因序列的差异显著性进行分析 +"#,B

PN结果与分析

POM!总 X,3的提取

从 6̂ 和 5/处理土壤中提取的总 X,3比较完

整$片段大小约为 ’* IR "图 "#B产量分别为每 V干

土" ’)‘’ p%‘$ # &V和 " )*‘* p$‘( # &V$ 其 纯 度

$’%( P’&(值分别为 "‘&# p(‘(’ 和 "‘#% p(‘("B

(‘1GI@L"2X,3P̂.+? *# "‘6̂ 处理 ’‘5/处理

图 MN5=<凝胶电泳图

=AVB"!5ML@@8 7SX,3@J9LGM9A78 SL7F6̂ G8? 5/9L@G9F@89N

POP!多样性指数分析

对上述 E 个文库的 02YN*5:G8878 指数*均匀度

指数分析结果见表 *B功 能 基 因 !"#$和 %!#在 5/
处理中的 5:G8878 指数分别比 6̂ 处理低 (‘**(‘)’
均匀度指数也 低 于 6̂ 处 理$其 中 %!#基 因 的 均 匀

度降低了 ""hB稻草还田降低了亚硝化基因群落组

成的多样性以及均匀度B
POQ!硝化细菌的丰富度曲线及优势种

丰富度曲线"图 ’#显示从水稻土 5/处理中所

获得的 %!#基因均匀度较低B所有处理中都 存 在 优

%’%"
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!!! 表 QN硝化基因 !)(=和 +!( 的多样性指数

2GR;@*!XAT@LNA9<A8?AM@N7S!"#$G8? %!#V@8@N

基因处理
!"#$ %!#

6̂ 5/ 6̂ 5/

目的基因数 $( $( $( $(

可操作分类单元数目 %" E& E% *$
5:G8878 指数 E‘( *‘$ *‘$ *‘’

均匀度指数 (‘#$ (‘#% (‘#% (‘&)

势 种 " 克 隆 子 数 占 总 克 隆 子 数 的 )‘(h 以 上 的

02Y5$表 E#$其中在 5/处理中$序列号为 =CE#*$EE
的 %!#基因 占 该 文 库 总 克 隆 数 的 比 例 高 达 ’’‘#h

+对应图 *"?#$第一个 02Y5,B表 E 还显示 !"#$基

因在 ’ 个处理中出现了重叠 02Y5 "’ 个处理中都出

现 的 02Y5 #$ 并 且 都 属 于 优 势 种 " 序 列 号 为

=C’"(’#*$占 文 库 比 例 均 为 )‘$h#$说 明 稻 草 还 田

对某些氨氧化菌的优势种的丰度无明显影响B在各

文库中还存在一些次要优势种"克隆子数占总克隆

子数的 *‘(h gE‘)h的 02Y5$如 =C’"(E)( 含 有 *
个克隆子#和重叠 02Y5"如 =C’"(**&#$但组成各群

落的 02Y5 主要是非优势种B总体来说$长期稻草还

田使硝化细菌的优势菌群发生了改变B

图 PN!)(=和 +!( 基因在 -A及 "E处理中的丰富度曲线

=AVB’!/G8IDGR>8?G8M@M>LT@N7S!"#$G8? %!#O7O>;G9A78 A8 6̂ G8? 5/9L@G9F@89N

表 SN两处理中亚硝化细菌的优势种列表

2GR;@E!X7FA8G9@NO@MA@N7S8A9LA9@RGM9@LAGA8 9:@9Q79L@G9F@89N

项目
!"#$ %!#

=C’"(’#" =C’"(’#* =C’"(E*% =CE#*$’" =CE#*$"# =CE#*$EE =CE#*$)’

处理 6̂ 6̂ 5/ 5/ 6̂ 6̂ 5/ 5/

克隆数 % E E E E ) "% )

百分比Ph &‘% )‘$ )‘$ )‘$ )‘$ $‘" ’’‘# $‘"

POS!处理间显著性分析

运用 4.U5]Y==软件分析文库间的序列差异显

著性$结果显示 !"#$和 %!#两基因在 ’ 个处理文库

间均成极显著 性 差 异 "-i(‘("#B这 说 明 稻 草 还 田

处理对同一功能微生物的遗传多样性产生了显著的

影响$明显改变硝化细菌种群组成特性B
POU!系统发育树分析

根据与 [@8UG8I 中的序列比对结果$从水稻土

中克隆的 !"#$基因主要与不可培养的硝化细菌相

似$相似率达 &%h g##h"除 ’ 个克隆的相似率分

别为 $’h和 &*h外$ 序 列 号 分 别 为 =C’"(EE" 和

=C’"(E’E#$这些菌可能与亚硝化螺菌有相对较近亲

缘关系"因为比对中与其 相 隔 最 近#’只 有 从 5/处

理 中 克 隆 的 部 分 !"#$基 因 与 亚 硝 化 螺 菌 属

"O.’,#5#5-.,!#相似$相似率达 #%h以上B
根据树图 的 结 构$将 !"#$基 因 系 统 发 育 树 状

图分成 E 个 6;>N9@LN"图 *#B6;>N9@L)*(** * 个类

群"占总克隆数的 &(h#与未培养的 !"#$基因的亲

缘关系较近$说明水稻土中氨氧化细菌种类大部分

还未被分离鉴定$目前对其作用机制了解也很少B只

$’%"
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各分支根部的数字表示" (((次重抽样分析后支持率 q)(h的值$括号前的字母数字为提交序列号$括号中的字母表示施肥处理$

其中 6̂ 表示对照"化学肥料# $5/表示稻草还田配施化学肥料处理$以 O.’,#5#8#8845为外源序列

图 QN水稻土中 !)(=基因的系统发育树图
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有 6;>N9@L.的 02Y5 与已知的亚硝化螺菌属细菌亲

缘关系较近$其中与 O.’,#5#5-.,! NOB"+="$)(#$# 的

相似性 达 到 #%h*#$h$且 该 簇 的 所 有 序 列 均 来 自

5/处理$说明稻草还田后有利于此类硝化螺菌的富

集B另外在这 E 个簇中 6;>N9@L)的 02Y5 数最多$可

能为优势类群B
与 !"#$基因序列不同的是从水稻土中克隆的

%!#基因序列 组 成 多 与 已 分 离 培 养 的 细 菌 相 似$其

中主要与变形菌门"WL79@7RGM9@LAG# 中的 9.(.8.:!8’&,$
亚 硝 化 螺 菌 属 "O.’,#5#5-.,! #$ 亚 硝 化 单 胞 菌 属

"O.’,#5#"#+!5#$甲基球菌属";&’%7(#8#8845#相似$相

似率分别在 $’h g$)h*&&h g#(h*$%h g&%h*
$%h g&#h之间B

%!#基因的 发 育 树 图 "图 E# 表 明$其 序 列 主 要

分 布 在 E 个 6;>N9@LN中$ 分 别 属 于 变 形 菌 门

"WL79@7RGM9@LAG#的 * 个纲",*’*## +’(, $其 中 6;>N9@L
( 和 6;>N9@L* 分 别 与 ’D变 形 菌 纲 的 O.’,#5#"#+!5
和 O.’,#5#5-.,! 这 ’ 个属相似$这些序列除一个来自

6̂ 处理外$其它均来自稻草还田处理" 5/#$稻草还

田可能激发了 O.’,#5#"#+!5和 O.’,#5#5-.,! 属细菌的

繁殖B6;>N9@L) 和 6;>N9@L.的 序 列 组 成 中 同 时 包

含有 6̂ 和 5/这 ’ 个 处 理$分 别 与 9.(.8.:!8’&,和

;&’%7(#8#8845属的 %!#基 因 有 一 定 的 相 似 度$但 主

要来自于 6̂ 处理"分别占 #"‘#h和 #"‘$h#B稻草

还田导致了土壤中含 %!#基因细菌群落组成发生改

变$一些种属得到了富集B
另外$不同施肥处理导致了硝化作用基因 !"#$

和 %!#种 群 的 聚 类 现 象 " 见 图 * 和 图 E 中 阴 影 部

分#$图中阴影"U# 表 示 6̂ 处 理 导 致 的 聚 类$阴 影

"[#表示 5/处 理 的 基 因 聚 类B!"#$树 图 中 6̂ 处

理的聚 类 现 象 主 要 发 生 在 6;>N9@L)*6;>N9@L($5/
处理则主要发生在 6;>N9@L(*6;>N9@L.B与 !"#$基

因相比$%!#基因的聚类现象更加明显$每个 6;>N9@L
中都存在一个聚集块B

QN讨论

陈安磊等 +E, 通 过 氯 仿 熏 蒸D̂’ 50E 等 方 法 测 得

长期稻草还田处理增加了土壤微生物生物量$本研

究从长期稻草还田处理土壤中所提总 X,3量是 6̂
处理的近 ’ 倍$反映了微生物生物量较大B稻草还田

增加了土壤的有机质和有效养分含量$改善了土壤

结构 +’", $给微生 物 的 繁 衍 提 供 良 好 的 条 件’同 时 由

于稻草还田明显增加了土壤的有机物含量$可溶性

有机成分含量增加$为部分微生物种群提供了充足

的碳源和养 料 而 大 量 繁 殖B但 是$稻 草 还 田 处 理 的

!"#$和 %!#基 因 多 样 性 指 数 及 均 匀 度 均 低 于 6̂
处理$其结果可能是优势种群突出而非优势种群的

发展受到竞争性抑制$从而出现了多样性指数下降

和均匀度减少的现象 +’’,B1><f@L+’*, 的研究也表明一

些优势种群的存在导致细菌群落的简单化$从而使

只有占优势的种群才能被观测到B本研究反映了稻

草还田增加了总微生物量$但对某类功能微生物的

多样性不一定 有 促 进 作 用B文 献 +#, 中 也 报 道 了 微

生物总量与功能微生物量的关系不一致的现象$说

明氨氧化细菌功能微生物比总微生物更能反映土壤

中 ,素循环情况B也有文献报道 +’E$’), $由于有机 物

的加入引起土壤中生物可利用碳含量的增加$从而

增加了异养细菌的生长$造成对氨的竞争利用$进而

导致氨氧化细菌多样性的减少B
稻草还田 不 仅 影 响 了 微 生 物 生 物 总 量 +’$*, $同

时也改变了硝化作用功能基因群落组成及分布$导

致 !"#$和 %!#基 因 组 成 中 的 O.’,#5#5-.,! 种 群 和

%!#基因的 O.’,#5#5-.,!* O.’,#5#"#+!5种群的差异繁

殖$究其原因$可能是上述 ’ 个种群因稻草能为其提

供良好 的 生 存 环 境 而 大 量 繁 衍B尽 管 笔 者 克 隆 的

!"#$基 因 组 成 大 部 分 为 未 被 培 养 的 类 群$ 但 与

O.’,#5#5-.,! 的 !"#$基因有部分相似性$也就是说这

些菌有可能是未知的 O.’,#5#5-.,!B张斌等 +’%, 从不同

废水膜生物 反 应 器 处 理"1U/# 系 统 所 克 隆 到 氨 氧

化细菌中$绝大多数也为未经培养的菌株B有报道表

明 +’$$’&, 土壤中的氨氧化功能基因 !"#$主要存在于

’DWL79@7RGM9@LAG中B.88@L@R8@L等 +’#, 从化肥和 E 种不

同的有机肥处理的样地中克隆出了 ’DWL79@7RGM9@LAG
的 ’ 个属 O.’,#5#5-.,! 和 O.’,#5#"#+!5’=A@L@L等 +*(, 对

’* 种不同生态系统土壤的研究结果显示 &(h氨氧

化细 菌 属 于 O.’,#5#5-.,!’]@等 +"), 在 对 不 同 施 肥 制

度氨氧化细菌的多样性及丰度的研究中也只发现了

与 O.’,#5#5-.,! 相似的菌群B本研究结果进一步验证

了 !"#$基因 主 要 存 在 于 O.’,#5#5-.,! 属 中B单 施 化

肥 同 样 导 致 %!# 基 因 种 群 9.(.8.:!8’&,.和

;&’%7(#8#8845的聚类 效 应$而 引 起 这 种 对 %!#基 因

明显分离的具体原因还不太清楚B而本研究中长期

施肥处理对硝化基因群落结构和组成也都有着明显

的影响B
3TLG:GFA等 +*", 研究发现较长时间"多于 "% 周#

不同的施肥处理以及土壤温度改变了氨氧化细菌群

落结构$U|MIFG8 等 +*’, 在酸性森林土壤中散洒石灰

后引起土壤 O]变化从而导致氨氧化细菌群落结构

#’%"
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各分支根部的数字表示" (((次重抽样分析后支持率 q)(h的值$括号中的字母表示施肥处理$

其中 6̂ 表示对照"化学肥料# $5/表示稻草还田配施化学肥料处理

图 SN水稻土中 +!( 基因的系统发育树图
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的改变$]@+"), 以 及 0;NN78+"(, 等 研 究 也 发 现 在 酸 性

土壤中 O]对 氨 氧 化 细 菌 群 落 结 构 产 生 较 大 影 响B
本研究中 ’ 种 施 肥 处 理 没 有 引 起 土 壤 O]差 异$长

期""% G#施肥可能是导致氨氧化细菌群落结构变化

的原因之 一B另 外 4YU5]Y=结 果 表 明 稻 草 还 田 文

库中的 !"#$基因序列组成与对照文库存在极显著

差异$ 其 原 因 之 一 可 能 与 310 的 底 物 有 关$
1M6GL9<+**, 研究显示$除 ,]* 之 外$尚 有 E( 多 种 化

合物可作为 310的底物"包括 i6& 的各种直链烷

烃* i6) 的烯烃*环 己 烷 及 多 种 芳 香 烃#B稻 草 还 田

显著地增加了土壤中的有机碳"表 "#$在微生物分

解过程 中 产 生 了 许 多 可 供 310氧 化 的 碳 水 化 合

物$从而促进可利用该类底物的 !"#$基因繁衍B

SN结论

通过采用分子生物技术研究稻草还田对水稻土

中亚硝化基因 !"#$和 %!#多样性及群落分布特点

的影响发现$稻 草 还 田 降 低 !"#$与 %!#基 因 群 落

的多样性$显著改变了含这 ’ 个基因的细菌群落结

构组成$并导致了某些氨氧化菌群的富集B
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