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摘要!以中国科学院桃源农业生态试验站水稻长期定位试验为平台"’&t))uE#‘&v,$ """t’%u’)‘$v+#$运用 V6/(克隆文库构建

等分子生物学技术研究长期单施氮肥"尿素#对亚硝化基因" .*-8和 $.-#多样性及其群落结构的影响B结果表明$长期单施

氮肥使 .*-8基因多样性降低"5:C8878 指数减少了 ""j#$而 $.-基因多样性几乎不受影响$对 .*-8优势基因型的影响大于

对 $.-基因的影响’长期施用氮肥使 .*-8和 $.-基因的菌群组成分别发生了显著性"+k(‘(’#和极显著性变化"+k(‘((’#B

系统发育分析表明 .*-8基因主要与未经培养的氨氧化细菌基因相似$相似率主要集中在 &%j g##j$可能主要来自亚硝化

螺菌属’而 $.-基因主要与 ?’&’5’(.5#",’.(亚硝化螺菌属 "@’#,-2-2+’,.#和甲基球菌属 "!"#$%&-5-55)2#相似$相似率在 %%j g

&(j$长期施用氮肥使 $.-基因主要集中在 /DVK79@7QCL9@KAC纲且与 ?’&’5’(.5#",’. 有较近的亲缘关系B总体来说$长期单施氮肥

使水稻土中亚硝化基因 .*-8的多样性降低$使 .*-8与 $.-的群落组成发生显著变化B
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!!在稻田生态系统中$氮素是水稻生长的重要营
养元素$而氮肥施入稻田后其氮素损失可达 *(j g
$)j$且大部分氮素以分子态 ,’0形式进入大气$
而 ,’0是温室气体的重要组成部分B前人对稻田氮
素循环的研究表明!由硝化(反硝化细菌所引起的硝
化(反硝化作用是土壤中氮素损失的重要机制之
一 *" gE+ $而在非淹水状态下$硝化作用可能是 ,’0

释放的重要贡献者 *E+B硝化作用分为 ’ 个阶段!一
是将氨氧化成亚硝酸"盐#的亚硝化过程$二是将亚
硝酸氧化成硝酸"盐#的过程$而前者是限速步骤$
由氨单加氧酶 "CFF78ACF7877I<U@8CM@$310#和羟

胺氧化还原酶 " :<?K7I<;CFA8@7IA?7K@?>L9CM@$\30#
催化反应进行$310将 ,\* 氧化为 ,\’0\$再经

\30催化氧化为 ,0i
’ B其中 310操纵元由 .*-8(

.*-6和 .*-H这 * 个结构基因构成 *)+ $由于 .*-8
具有一定的序列保守性$且所编码的蛋白亚基具有
氧化氨的活性位点 *%+ $而被作为 310功能的标记’
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\30通过氧化羟胺为细胞的生长提供能量 *$+B
前人对海洋(污水处理系统(旱地等环境的

.*-8基因的群落结构及多样性的研究比较多$而对
水稻土中氨氧化细菌的研究还处于起步阶段B0S@?
等 *&+的研究显示污灌过程土壤氨氧化细菌多样性
发生显著的变化$亚硝化单胞菌"@’#,-2-*-7.2#是污
灌土壤的优势类群’而含肥料清水灌溉的土壤氨氧
化基因多样性几乎不发生变化$亚硝化螺菌属
"@’#,-2-2+’,.#是该类土壤的优势类群B6:> 等 *#+研
究施肥对砂质壤土中氨氧化细菌多样性的影响发
现$施用氮肥土壤的 .*-8基因的多样性和硝化作
用强度均高于不施氮肥的土壤B而 67;;7RR等 *"(+的
研究显示$施用尿素的土壤中 .*-8基因的多样性
并未见增长B对 $.-基因的研究目前主要集中于分
离纯菌株并从中扩增 $.-基因以及对功能蛋白及基
因结构的研究 *$$"" g"*+ $对其在环境样品中基因多样
性的研究则鲜有报道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$运用分子生物学手段研究探讨长期施用氮肥
"尿素#对亚硝化基因 .*-8及 $.-多样性的影响$
以期为氮肥合理施用提供理论基础B

MN材料与方法

MOM!样品采集
MOMOM!采样点

供试土壤为第四纪红壤发育的水稻土$采自桃
源农业生态站长期施肥定位试验田"’&t))uE#‘&v,$
"""t’%u’)‘$v+#B试验始于 "##( 年$共设 "( 个施肥
处理$各 * 个重复$实行早晚两季稻种植制度B试验
前的土壤基本肥力性状为!有机碳 "E‘" U)HUi"(全
氮 "‘$& U)HUi"( 全 磷 (‘)) U)HUi"( 全 钾 "’‘%
U)HUi"( 速 效 磷 "%‘’ FU)HUi"( 速 效 钾 $E‘"
FU)HUi"(N\)‘*&B本试验选择其中的 ’ 个处理!不
施肥"6̂ #与施用氮肥",#’其中供试氮肥为尿素$
每年施尿素约 E($ HU):Fi’B
MOMOP!土壤采集与预处理

于 ’(($ 年 * 月 ’’ 日采集土壤样品$每小区以 )
点法采集表层土壤"( g") LF#$快速混匀$一部分
土样"约 ’(( U#置于液氮中运输回实验室$后经冷
冻干燥机",+06004+<CFC97#干燥$于无菌碾钵中
磨成粉末状$除去动植物残体等杂质$装入无菌离心
管中保存于 i$(m备用B另一部分土样用做常规分
析B土壤样品的基本化学性状见表 "B

表 MN土壤样品的一些化学性质

2CQ;@"!VK7N@K9A@M7R9:@M7A;MCFN;@MRK7F6̂ C8? ,9K@C9F@89M

处理
有机质
OU)HUi"

速效磷
OFU)HUi"

速效钾
OFU)HUi"

速效氮
OFU)HUi"

,\a
E D,

OFU)HUi"
N\

"\’0#

6̂ *"‘* n"B#%C )‘"$ n(B)EC **‘* n)B*#C "EE n&B($C *‘*) n(B#"C )‘"$ n(B"EC
, *"‘# nEB$*C )‘)% n"B’#C *(‘* n(B$EC ")* n*B((C %‘($ n"B"&Q )‘"$ n(B’&C

MOP!土壤 W,3提取
土壤 W,3提取参考文献*"E+$称取 (‘) U土壤

于 ’ F4 离 心 管$ 加 (‘& F4 5W5 裂 解 液
"(‘’) F7;O4,C6;$ (‘" F7;O4+W23$ Ej 5W5#$涡
旋混匀$%&m温育 *( FA8$加 (‘’ F4) F7;O4异硫氢
酸胍$混匀后 %&m温育 %( FA8$每 "( FA8 摇动一次$
"’ ((( KOFA8离心 "( FA8$取上清液$加入 (‘"’) 倍
体积) F7;O4醋酸钾和 (‘E’ 倍体积 E(jV+Z&((($
混匀$ i’(m下沉淀 ’ gE :’离心 "( FA8 ""E (((
KOFA8#$沉 淀 用 (‘# F4’ h623T" ’j 623T$
"‘E F7;O4,C6;$(B" F7;O4+W23#溶解$%&m温育
") FA8$加等体积的氯仿o异戊醇 " ’E o" #$混匀$
") ((( KOFA8离心 "( FA8B上清中加入 (‘" 倍体积
* F7;O4,C3L和 (‘% 倍体积的异丙醇$于室温下静
置 " :$"E ((( KOFA8 离心 "( FA8$沉淀物用 ’(( "4

$)j冰乙醇清洗 ’ 次$无菌台晾干B加适量无菌水
溶解 W,3沉淀B

用 (‘&j的琼脂糖凝胶电泳检测所提 W,3片
段大小$并用 ,C87WK7N 核酸蛋白测定仪",WD"(((#
测定 W,3浓度及质量B每个处理的 * 个重复分别
提取 W,3$然后取等量 W,3混合为一个样品B
MOE!目的片段的扩增

通过简并引物 .*-8D=O/"=!)uD62ZZZ3Y22
62ZZ12 Ẑ362ZD*u(/!)uD3Z23/3 5Y22̂6
6/3//23663663D*u#和 $.-D=O/"=!)uDZ21
ZZ\2ZY32YZ362ZY636D*u(/!)uDZ/6Z/2
2ZZ2T̂ 2Y2ZW66D*u#分别对土壤 W,3样品进行
V6/扩增*"E+ $目的片段长度分别为 )$% QN 和 &() QNB

V6/产 物 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测$ 并 用
VK7F@UC凝胶回收试剂盒回收纯化目的片段B

(#E"
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MOQ!克隆与测序
纯化后的 V6/产物连接到 V+Z1D2载体并转

入大肠杆菌 W\)/感受态细胞B然后通过蓝白斑筛
选挑取白色阳性克隆子$利用通用引物 1"*=和
1"*/进行菌液 V6/扩增$挑选含有目的长度片段
的克隆子送上海生工生物工程有限公司测序B

MOU!多样性分析

目的序列通过 6;>M9C;c" :99N!OOPPPB@QABCLB
>HOL;>M9C;P#在线软件进行比对分析$将相似比大于
#&j的序列归为同一个操作单元"02X#即同一基因
型B采用 5:C8878 指数$计算公式为!

T<K%"C’# ";8C’#

和 VA@;7> 指数$计算公式为!
L <TGTFCI!!!"其中 TFCI <;8?#

分析 .*-8和 $.-基因种群的多样性及相对密
度 *")+B利用软件 V\Y4.V"*‘%$#绘制稀疏曲线$比
较各文库菌类的丰富度$同时计算文库的库容值$计
算公式为!

*" K"7G@#+ ="((N
式中$C’为同一种 02X的克隆数占总克隆数的比
例$? 为不同 02X的种类数$7 为含单个克隆的 02X
数$@为总克隆数 *")+B
MO!!文库组成差异性分析

利用 4.T5\X==软件 " :99N!OO4.T5\X==BFAQB
>UCB@?>O#比较 ’ 个处理克隆文库间功能微生物组成
的差异B此软件以 #)j为置信度$即!如果 +r(‘()$
说明 ’ 个文库间基因组成存在显著性差异$+p(‘()
则说明 ’ 个文库间基因组成没有显著性差异*"%+B
MOT!系统发育树分析

通过 1@UC"E‘(#软件对各 02X5 进行碱基序列
的多重比对$并利用邻接法",@AU:Q7KD]7A8A8U#构建
系统发育树B

PN结果与分析

POM!多样性指数分析

5:C8878 指数(VA@;7> 指数$分别评价土壤微生
物的多样性和均匀度B本试验每个文库测 $( 个含
目的基因片段的克隆子$对文库分析结果见表 ’B从
表 ’ 中数据得出长期施用氮肥减少了 .*-8的多样
性 "5:C8878 指数降低了 ""j#$而 $.-基因的多样
性几乎没有变化B同时$长期施用氮肥对这 ’ 个基
因的均匀度也有类似的影响$使 .*-8基因的均匀
度降低$而 $.-基因几乎不受影响B

表 PN)#89与 :)8 基因在 -A和 =处理文库中的多样性

2CQ;@’!WAS@KMA9<7R.*-8C8? $.-U@8@A8 9:@6̂ C8? ,;AQKCKA@M

基因处理
.*-8 $.-

6̂ , 6̂ ,
克隆子 $( $( $( $(
可操作分类单元数目 E& *& EE E$
5:C8878 指数 *‘$E *‘*E *‘%E *‘$E
均匀度指数 (‘#$ (‘#’ (‘#% (‘#$

POP!稀疏曲线分析及基因库容估计
运用稀疏法来估计样品中物种丰富度$稀疏法

假定克隆筛选满足随机(充分的条件$在此基础上构
建的物种稀疏曲线将出现渐进拐点或者渐近线$即
随着克隆样本的增加$菌种丰富度将保持不变或增
加很少B图 " 中包含了 .*-8( $.-这 ’ 个基因在
6̂ (,两处理中的 E 条稀疏曲线$反映的多样性情
况与 5:C8878 指数的结果基本一致B此外$这 E 条
稀疏曲线均未达到平台期$说明在这 ’ 种施肥处理
水稻土中 .*-8与 $.-的多样性比较高B

库容值表征样品中微生物物种的覆盖程度B通
过公式计算出 .*-8基因在 6̂ 和 ,处理中的库容
值分别为 )"j和 %(j’$.-基因的库容值分别为
%"j和 )#jB说明所测序到的基因超过总库的一
半$能代表土壤中多数含 .*-8及 $.-基因的硝化
细菌的情况B

"‘表示 6̂ 处理中 .*-8稀疏曲线’ ’‘表示 ,处理中

.*-8稀疏曲线’ *‘表示 6̂ 处理中 $.-稀疏曲线’

E‘表示 ,处理中 $.-稀疏曲线

图 MN)#89&:)8 基因分别在 -A&=两处理中的稀疏曲线

=AUB"!/CK@RCL9A78 L>KS@M7R.*-8C8? $.-U@8@M

RK7F9:@6̂ C8? ,9K@C9F@89M

POE!文库组成的差异性分析
由 4.T5\X==分析结果显示!.*-8基因菌群结

构在 6̂ 和 ,处理文库中达到显著性差异 "+k
(‘(’#$而 $.-基因菌群结构在这 ’ 个处理文库间达
到极显著差异"+k(‘((’#B图 ’ 中同源覆盖曲线与
异源覆盖曲线之间的差异也说明了文库间的差异

"#E"
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图 PN)#89&:)8 的 G?X":;88比较结果图

=AUB’!/@M>;9M7RM@;@L9@? 4.T5\X==L7FNCKAM78MCQ7>9.*-8C8? $.-U@8@M;AQKCKA@M

性$两曲线相似性很小$文库间的差异性很大B这说
明长期单施氮肥使含 .*-8和 $.-功能基因的细菌
群落结构发生了显著性改变B

通过图 ’ 进一步分析 .*-8($.-分别在 6̂ (,两
处理中差异性情况B对于 .*-8基因文库$大约在
(‘(* 的进化距离处 ,H"同源库容与异源库容的差异
值*")$"%+ #开始 r#)j,H$说明如果按 (‘(* 以及更大

的进化距离为标准来划分02X5$则 .*-8菌群结构在
6̂ 和 ,这 ’ 个文库中不存在显著性差异’而 $.-基
因在 r(‘* 的进化距离内 ,H均大于 #)j,H$说明在
r(‘* 的进化距离内 $.-基因菌群结构在 6̂ 和 ,这
’ 个文库中存在显著性差异$这也说明按常用的
02X5 划分标准"#)j g##j#$$.-基因菌群结构在
这 ’ 个文库中均存在差异$进而说明长期氮肥的施用
使 $.-基因菌群发生了显著变化B
POQ!序列分析

与 Z@8TC8H 中的亚硝化基因比对结果显示$本
试验获得的 .*-8基因多与未培养的硝化细菌的基
因有较大相似性$相似率集中在 &%j g##j之间B
$.-基因则主要与已培养的细菌有较近的亲缘关
系$但相似性相对较低$主要在 %%j g&(j之间B比
对结 果 显 示 获 得 的 $.-基 因 多 与 已 知 菌 属
?’&’5’(.5#",’.(亚硝化螺菌属"@’#,-2-2+’,.#(甲基球菌
属"!"#$%&-5-55)2#相似B

根据克隆子数量占总克隆子数比例 p)j的
02X5 为该菌群优势菌群$ *‘(j gE‘)j之间的
02X5 为次要优势菌群的划分原则$含 .*-8基因的
菌群中共出现了 $ 个优势菌群$其中有 % 个优势菌

群来自 ,处理$而含 $.-基因的菌群中出现了 * 个
优势菌群$其中 6̂ 处理出现了 ’ 个B8*-8和 $.-
基因在 6̂ 和 ,处理的文库中均出现了重叠基因
"在 ’ 个处理中都有分布的菌种#$但没有相同的优
势或次优势菌群出现B长期氮肥的施用改变了优势
菌群的种类$并且对含 .*-8基因的优势菌群影响
更大B

POU!系统发育树分析

与 Z@8TC8H 中的序列比对结果显示 .*-8基因
在这 ’ 个处理中与未培养的氨氧化菌基因以及
.*-8G+*-8基因有最高相似性$从系统发育树图中
也能得到类似结果 "图 *#$树图的外源基因为 "D
VK79@7QCL9@KAC中常见的 @’#,-2-2+’,. 和 @’#,-2-*-7.2B
根据系统发育树图的结构将获得的 .*-8基因划分
为 * 个簇$第一个簇最大$占总 02X5 数的 E(j$其
中 6̂ 处理在此簇占优势"%’j#$另外$这一簇与来
自有机 质 土壤 的 .*-8G+*-8基因 "3]*"$#*’(
3]*"$#E* 等#有较近的亲缘关系"见图 *#$相似率
为 #*j g##jB!中施氮肥的 02X5 数略多于不施
肥处理"约多 ’(j#$这一簇同序列号为 Wd#"$*’%
来自地下水的 .*-8基因相聚一簇B比对结果显示
与 .*-8最相近的虽然为未知菌$但是与其最相近
的已知菌属为亚硝化螺菌属 "@’#,-2-2+’,.#$由此推
论本试验克隆到的氨氧化细菌有可能属于亚硝化螺
菌属B

根据系统发育树图结构分析$获得的 $.-基因
可被 分 成 * 个 类 群 " 图 E #$ 由 变 形 菌 门
"VK79@7QCL9@KAC# 的 * 个纲"&("(-#组成B第一个类

’#E"
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!!

6̂ 表示来自对照处理文库的基因$,表示来自施用尿素处理文库的基因$=]’"( !!!等表示登录号$斜体为已知菌属

或者已报道的基因序列$树根只显示了 p)(j以上的值$下同

图 EN水稻土中长期不施肥和单施氮肥土壤中 )#89基因的系统发育树图

=AUB*!V:<;7U@8@9AL9K@@7R.*-8RK7F9P7R@K9A;AeC9A78 9K@C9F@89MA8 CNC??<M7A;

*#E"



环!!境!!科!!学 *’ 卷

图 QN水稻土中长期不施肥和单施氮肥土壤中 :)8 基因的系统发育树图

=AUBE!V:<;7U@8@9AL9K@@7R$.-RK7F9P7R@K9A;AeC9A78 9K@C9F@89MA8 CNC??<M7A;

群即 &DVK79@7QCL9@KAC类群包含的 02X5 最多$其涵
盖了 ,处理中 &)‘"j的 02X5"E( 个 02X5#$6̂ 处
理中 )(j的 02X5"’’ 个 02X5#$在 $.-基因克隆文
库中占优势B第二个类群即 "DVK79@7QCL9@KAC主要来
自于 6̂ 处理"见图 ET#$只一个 02X来自 ,处理
"=]E#*$E(#$另外类群’中的这几个基因的比对结
果虽与 @’#,-2-2+’,. 有一定的亲缘关系$但树图结构

显示它们可能属于不同的属"图 E#B与类群 ’ 类
似$从 6̂ 处理所获得 $.-基因在-DVK79@7QCL9@KAC纲
"类群 !#中占优势$其 02X5 数是 ,处理的 ’ 倍
多B这些说明长期施用尿素使 $.-基因主要集中在
&DVK79@7QCL9@KAC$ 且与 ?’&’5’(.5#",’. 菌属亲缘关系较
近$而在其它 ’ 个变形菌纲中数量相对较少B

以 #&j的进化距离标准界定 02X5 所获得基因

E#E"
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种类的聚类情况出现较少"图 E 中阴影部分表示聚
类#B.*-8中几乎不能分辨出聚类现象即 6̂ 和 ,
这 ’ 个文库中的基因在发育树图中频繁交替出现B
然而 $.-基因树图中每个类群都存在比较明显的优
势文库$如第一个类群中 ,文库占优势’其聚类现
象也比较明显$出现了 ’ 个聚类块"图 E3和 ET#B
因此$长期施用氮肥对 $.-基因群结构的影响明显
大于 .*-8基因群B

EN讨论

5:@8 等 *"$+的研究显示长期施用氮肥的土壤中
.*-8的多样性指数比对照高$认为长期施用氮肥硫
酸铵引起铵态氮增加以及土壤 N\降低是导致硝化
细菌多样性升高的主要原因B钟文辉等 *"&+分析显
示硝化作用与 N\不呈现显著相关关系B本研究中
施用的氮肥为尿素$长期施用没有引起水稻土 N\
降低"表 "#$而 .*-8的多样性指数降低$说明稻田
土壤中含 .*-8的功能微生物总群多样性在一定程
度上受到铵态氮增加的影响B\@等 *"#+在长期施肥
处理对旱地红壤氨氧化细菌多样性影响的研究中也
报道 ,处理中的 .*-8多样性低于 6̂ 处理B土壤
中高浓度的铵对氨氧化细菌的生长有抑制作
用 *’($’"+B由于长期施用尿素$土壤中铵态氮含量是
不施肥对照的 ’ 倍$高的铵态氮含量可能是导致
.*-8多样性指数降低的重要原因之一B与 .*-8基
因情况不同$$.-基因的多样性几乎未受到尿素处
理的影响$而优势基因型数目在尿素的作用下略微
降低$具体原因还不清楚B

cC8U等 *’’+对淹水水稻田不同部分及不同施氮
肥量进行研究$结果显示所检测到的基因主要分布
在 @’#,-2-*-7.25-**)7’2(@’#,-2-2+’,. L;>M9@K*C和
*Q 这 * 个类群中$并且与 @’#,-2-*-7.2相似的基因
占多数$该类群在有氧或微氧状态土壤中丰度高于
厌氧非根际土壤$而与 @’#,-2-2+’,. 相似的基因的丰
度随着施用氮肥浓度的增加而减少BT7PC99@等 *’*+

对水稻田氧化层土壤进行研究$V6/扩增结果显示
30T的产量比较低$测序结果显示所有 W,3序列
都与 @’#,-2-2+’,. 相似且分布于 L;>M9@K" 中$未检测
到与 @’#,-2-*-7.2相似的 .*-8基因B本研究中检
测到的 .*-8基因主要与未知菌基因相似$虽然比
对结果显示可能属于 @’#,-2-2+’,.$但是目前没找到
依据将其按传统分类法 *’E+来界定所属 6;>M9@K$可能
原因是这些基因已超出了原有的界定范围B

尿素的施用使水稻土中氨氧化基因" .*-8#的

优势基因发生了明显的变化$不仅种类不同于对照
处理$且数量上是不施肥处理的 % 倍$可能是由于 ,
素的加入$促进有机质的分解以及细菌的生长繁
殖 *’)+ $使优势菌群更加显著B郝永俊等 *’%+报道铵浓
度是决定氨氧化菌种群结构的主要因素之一$
\CM9A8UM等 *’$+研究报道自养氨氧化细菌是土壤氮素
循环的重要组成部分$其活性受到外加氮肥的影响B
本研究中外加氮肥尿素的施用可能增加了某些氨氧
化细菌的活性$促进优势种繁衍B优势类群分析显
示长期尿素施肥对 .*-8优势基因的影响大于 $.-
基因$这可能是因为长期尿素施用引起的土壤理化
性质的变化"尤其是 ,\a

E 浓度的变化#对 .*-8的
直接影响较大B

本研究克隆到的与 ?’&’5’(.5#",属相似的 $.-基
因在系统发育树中占优势$并且在 ,处理文库中的
02X5 多于 6̂ 文库$原因可能是 ?’&’5’(.5#",+-*",-%’

既能同化铵又能同化尿素 *"’+ $尿素的加入使底物范
围扩大而增加了多样性B前人对 $.-基因的多样性
影响鲜见报道B

本试验建立的 E 个文库的库容值相对比较小$
稀疏曲线均未达到平台期$但文库克隆数是一些研
究中文库克隆数的 ’ g* 倍 *’&+ $推测水稻土中含有
的亚硝化基因多样性可能比较高B没有达到平台期
的原因也可能是与本研究采用随机筛选克隆的方法
有关$通常使用的 WZZ+(/=4V等方法筛选差异性
核苷酸序列可能排除了一些亲缘关系比较相近的菌
种 *’#+ $以及某些基因因数量少不能在凝胶上出现明
显条带而被忽略$比如 1><e@K等 **(+指出 WZZ+法
只能对微生物群落中数量上 p"j的优势种群进行
分析$从而造成较少的 02X5 也能到达稀疏曲线平
台期的假象B这也说明我们采用的直接测序法能比
较好的反映多样性与库容$反映了自然界微生物种
类繁多的客观事实 *’)+B

QN结论

长期单施氮肥使 .*-8基因的多样性降低而
$.-基因的多样性几乎未受影响’同时使 .*-8基因
群落组成出现了显著差异并增加了优势基因数量$
使 $.-基因群落组成达到极显著差异而对优势基因
数量影响不明显B
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