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稻田垄作免耕对紫色水稻土硝化微生物的影响①
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西南大学 资源环境学院,重庆４００７１５

摘要:为研究长期垄作免耕对紫色水稻土硝化微生物的影响,以常规平作和冬水平作作为对照处理,采用实时荧

光定量PCR对土壤氨氧化细菌(AOB)和氨氧化古菌(AOA)的amoA基因拷贝数进行了测定．结果表明:垄作免耕

显著增加土壤有机质和全氮含量．垄作免耕条件下,AOB的amoA基因拷贝数为８􀆰３×１０５/g干土,比常规平作和

冬水平作分别高４３％,１５８％;AOA 的amoA 基因拷贝数为４􀆰５×１０７/g干土,比常规平作和冬水 平 作 分 别 高

２０１％,６３２％,均具有显著性差异(p＜０􀆰０５),稻田垄作免耕可增加土壤中硝化微生物的数量,对土壤中具有硝化

功能的氨氧化细菌和氨氧化古菌具有积极影响．３种耕作方式土壤中 AOAamoA基因拷贝数均比 AOBamoA基因

拷贝数高１~２个数量级,AOA可能在其中起重要作用．
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土壤中的氮素矿化和硝化过程是农田生态系统中氮素循环的核心,在提供植物生长必须营养元素方面

扮演着重要角色[１]．微生物对氨的氧化是硝化作用的第一步也是限速步骤[２],长期以来,研究者普遍认为

氨氧化过程主要由变形菌纲的氨氧化细菌(AOB)承担[２－３],因为只有细菌具备控制氨氧化过程中的关键

酶—氨单加氧酶的amoA基因[２－３]．然而,近年的研究发现氨氧化古菌(AOA)拥有氨单加氧酶的全部基

因,并广泛分布于土壤、淡水和海洋环境[４－８],且氨氧化古菌的amoA 基因拷贝数比氨氧化细菌更

高[５,９－１０],意味着氨氧化古菌在硝化作用中可能起着很重要的作用．
耕作方式是人为影响土壤性质最主要的途径,长期固定的耕作模式定向改变着土壤中微生物区系和微

生物生物量[１１],如免耕可以增加微生物数量和酶活性[１２],真菌和细菌生物量[１３－１４]．然而耕作对土壤功能

微生物的影响如起硝化作用的氨氧化细菌和氨氧化古菌,则没有太多报导．
本文研究了在长期垄作免耕,冬水平作和常规平作条件下,稻田中氨氧化细菌和氨氧化古菌amoA基

因丰度的变化,并对与 N素转化相关的土壤性质进行了探讨,以阐明耕作方式对硝化微生物的影响．

１　材料与方法

１􀆰１　供试材料

供试土壤采集于重庆市北碚区西南大学实验农场(１０６°２６′E,３０°２６′N),土壤类型为侏罗系沙溪庙组灰

棕紫色沙泥岩母质上发育而成的中性紫色水稻土．
１􀆰２　试验处理

实验农场自１９９０年开始实施不同耕作制度紫色水稻土的长期定位试验,试验地在实验前一直采用

一季中稻＋冬水耕作制度,本研究共设３个处理:① 冬水平作(中稻－冬水田),按传统方法每年三犁三
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耙翻耕植稻,水稻收获后灌冬水;② 常规平作,(中稻－油菜)．按稻田传统耕作方法,淹水平作种植水

稻,水稻收获后,放干田内的水翻耕种油菜,油菜收获后灌水犁耙种水稻;③ 垄作免耕(中稻－油菜),
自１９９０年作垄后全年不翻不耕．作垄方法为:拉线起垄,将垄沟的土壤抱在垄埂上,垄面不宜用手抹

平,尽量保持土壤结构,一垄一沟５５cm,垄顶宽２５cm,沟宽３０cm,沟深３５cm,水稻植在垄埂的两

侧,每垄栽两行,每小区作５垄,水稻收获后种油菜,油菜生长期间,降低垄沟水位,保持浸润,第２年

油菜收获后灌水种水稻．每个小区面积为２０m２,４次重复,随机区组排列．每小区种水稻６００穴．各处

理的施肥量均为:尿素２７３􀆰１kg/hm２;过磷酸钙５００􀆰３kg/hm２;氯化钾１５０􀆰１kg/hm２;油菜和水稻都

是过磷酸钙作底肥１次施用,尿素底肥２/３,追肥１/３,氯化钾底肥和追肥各施１/２．
１􀆰３　样品制备与培养

土壤样品采集于２０１２年５月,每个小区按“S”形取４~５个点,采取０~２０cm 耕作层土壤,去除明显

非土壤组分,自然风至微干,磨细,过１mm 筛,测定土壤pH 值、有机质、全氮、铵态氮和硝态氮含量,测

定 AOA和 AOB的amoA基因拷贝数．
１􀆰４　测定方法

土壤pH用１∶２􀆰５土水比电位法测定,有机质用 K２Cr２O７－H２SO４ 容量法测定,全氮用开氏法测定[１５];
铵态氮用靛酚蓝比色法测定,硝态氮用紫外分光光度法测定[１６];AOA和 AOB采用E􀆰Z􀆰N􀆰ATMSoilDNA
kit试剂盒和细胞裂解仪提取土壤总DNA,经普通PCR扩增,AOA和 AOB的amoA基因丰度采用实时荧光

定量PCR测定,定量PCR分析的分子标靶基因及反应程序如表１所示．反应体系为２０μL的反应体系,包括:

１０μLSYBRPremixExTaqTM,０􀆰８μL引物(１０μM),２μLDNA模板,６􀆰４μL的超纯水．
表１　荧光实时定量PCR扩增引物及反应条件

名　称 引物序列(５􀆳Ｇ３􀆳) 片段长度/bp 定量PCR反应程序

氨氧化细菌 AOB
amoAＧ１F(GGGGTTTCTACTGGTGGT)

amoAＧ２R(CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC) ４９１bp
９５℃３０s;９５℃４５s,５４℃４５s,

７２℃４５s,３５个循环

氨氧化古菌 AOA
ArchＧamoAF(STAATGGTCTGGCTTAGACG)

ArchＧamoAR(GCGGCCATCCATCTGTATGT) ６３５bp
９５℃３０s;９５℃３０s,５４℃３０s,

７２℃４５s,３５个循环

１􀆰５　数据处理

利用SPSS１８软件对数据进行方差分析(FisherLSD法)和相关系数计算,并结合 MicrosoftExcel软件

分析作图．

２　结果与分析

２􀆰１　不同耕作方式水稻土土壤基本性质

冬水平作,常规平作和垄作免耕水稻土中与氮素转化相关的基本性质见表２．经２２a长期定位实验,不

同耕作方式对土壤pH 值、有机质含量以及全氮含量均具有显著影响,其中垄作免耕的pH 值显著低于冬

水平作和常规平作(p＜０􀆰０５),冬水平作和常规平作pH 值无显著性差异(p＞０􀆰０５);垄作免耕土壤中有机

质和全氮含量均高于冬水平作和常规平作,相对于冬水平作和常规平作其有机质含量分别增加了３２％,

４９％,全氮含量分别增加２８％,４１％,呈显著性差异(p＜０􀆰０５);而冬水平作和常规平作间有机质和全氮含

量均无显著性差异．冬水平作铵态氮含量分别是常规平作和垄作免耕的１􀆰６７,２􀆰８７倍．３种耕作方式间硝态

氮含量无显著性差异(p＞０􀆰０５)．
表２　供试土壤基本性质

耕作方式 pH
有机质/

(g􀅰kg－１)
全氮/

(g􀅰kg－１)
NH＋

４ＧN/

(mgNkg－１)
NO－

３ＧN/

(mgNkg－１)
冬水平作 ７􀆰２０±０􀆰０７a ３３􀆰２±２􀆰８b １􀆰８１±０􀆰１０b ５􀆰６１±０􀆰６８a ４􀆰９１±０􀆰９０a
常规平作 ７􀆰２８±０􀆰１０a ２９􀆰５±２􀆰２b １􀆰６５±０􀆰１０b ２􀆰１０±０􀆰２４b ２􀆰２６±０􀆰３６a
垄作免耕 ６􀆰７３±０􀆰０４b ４４􀆰０±３􀆰５a ２􀆰３２±０􀆰１５a １􀆰４５±０􀆰２８b ３􀆰１３±０􀆰５１a

　　注:表中数据用平均值±标准差表示;同列中具有不同小写字母者,表示差异显著,p＜０􀆰０５．
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２􀆰２　不同耕作方式水稻土氨氧化细菌(AOB)的变化情况

冬水平作,常规平作和垄作免耕水稻土 AOB的amoA 基因拷贝数变化情况见图１．垄作免耕中 AOB
的amoA基因拷贝数(８􀆰２７×１０５/g干土)比冬水平作和常规平作分别高１５８％,４３％．常规平作比冬水平作

AOBamoA基因拷贝数高８０％,呈显著性差异(p＜０􀆰０５);冬水平作中 AOB的amoA 基因拷贝数最低,

约为３􀆰２×１０５/g干土．

２􀆰３　不同耕作方式水稻土中氨氧化古菌(AOA)的变化情况

不同耕作方式水稻土 AOA的amoA基因拷贝数变化情况见图２．垄作免耕土壤 AOA的amoA基

因拷贝数高于冬水平作和常规平作,呈显著性差异(p＜０􀆰０５);常规平作 AOA 的amoA 基因拷贝数

比冬水平作高约１４３％,但差异不显著(p＞０􀆰０５);冬水平作中 AOA的amoA基因拷贝数最低,约为

６􀆰１×１０６/g干土．

误差线表示标准差;小写字母表示不同耕作方式间的差异,字母不

同表示差异显著,p＜０􀆰０５．

图１　不同耕作方式水稻土氨氧化

细菌(AOB)的amoA基因拷贝数情况

误差线表示标准差;小写字母表示不同耕作方式间的差异,字母不

同表示差异显著,p＜０􀆰０５．

图２　不同耕作方式水稻土氨氧

化古菌(AOA)amoA基因丰度变化

３　讨　论

３􀆰１　耕作对土壤基本性质的影响

本研究中测定了土壤中与氮素转化直接相关的土壤养分状况,结果表明,由同一种母质发育而成的水

稻土在经过２２a不同耕作处理后,基本性质发生显著变化．相对于冬水平作和常规平作,垄作免耕土壤pH
降低了约０􀆰５个pH 单位,而有机质和全 N含量均显著增加,这与余泺 等[１７]的研究结果相似．一些研究发

现在粉砂壤土或粉砂质粘壤土中经过１０a或更长时间连续免耕后,pH 值降低了０􀆰２~０􀆰５个单位[１８－１９]．垄

作免耕处理中,由于其作物产量高于常规平作和冬水平作,使得更多的植物残体还回土壤中,使其表层积

累了大量的有机质[２０];且土壤扰动强度和频率均较小,减少了耕作的侵蚀和水蚀作用,减少了大团聚体的

破坏,降低了团聚体的周转速率,使垄作免耕条件下土壤有机碳和氮质量分数显著高于常规耕作[２１－２５]．对

于常规平作和冬水平作而言,尽管常规平作有较多的植物残渣输入,但是其氧化还原状态转变更加频繁,

加速了有机质等的分解,而冬水平作常年处于较稳定的淹水还原状态,减少有机质降解,使得常规平作与

冬水平作在pH 值,有机质含量和全氮含量方面无显著差异,但冬水平作铵态氮含量显著高于常规平作．垄
作免耕中高水平的有机质和全氮含量对于氮素供应和微生物生长方面具有重要的作用．
３􀆰２　耕作对硝化微生物的影响

氨氧化细菌和古菌的丰度是对土壤进行监测的可能生物指标[２６]．本研究中,不同耕作方式水稻土氨氧

化细菌(AOB)与氨氧化古菌(AOA)具有相似的变化模式,垄作免耕显著增加了土壤中 AOB和 AOA的丰

度．３种耕作方式中 AOA的amoA基因拷贝数比 AOB的amoA基因拷贝数高了至少一个数量级,具有显

著性差异,这与前人在不同土壤中得到的结果一致[５,７,２７],说明无论冬水平作、常规平作还是垄作免耕,
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AOA都可能在其中起重要作用．
不同耕作方式中,垄作免耕AOB的amoA基因拷贝数显著高于冬水平作和常规平作．相关性分析可得

AOB的amoA基因拷贝数与有机质和全氮含量有显著正相关关系(r 分别为０􀆰６６８∗ ,０􀆰６８８∗ ;p＜０􀆰０５),

说明不同耕作方式 AOB丰度的差异主要是由于有机质和全氮含量的不同[２８－３１]．
垄作免耕机械扰动少,能够保持持续稳定的土壤孔隙度以及水分供应[１７,３２],其作物产量高于常规平作

和冬水平作,使得更多的植物残体还回土壤中[２０];同时少免耕有效的抑制了土壤的过度通气,减少了土壤

有机质的氧化降解,良好的环境条件和底物供给使土壤微生物含量显著高于常规耕作[３３],且垄作免耕土壤

表层中尿酶、过氧化氢酶、转化酶和脱氢酶活性均较强,说明其土壤微生物分解和转化物质的能力较强,

可促进土壤中碳、氮和磷的养分循环[３４],对表层土壤微生物活性有着显著的影响,本文的研究表明垄作免

耕对土壤中具有硝化功能的 AOB具有积极的影响．
垄作免耕土壤中 AOA的amoA基因拷贝数均显著高于冬水平作与常规平作(p＜０􀆰０５),原因可能为:

① 土壤pH 对AOA丰度有重要影响,有研究发现[３５],AOA丰度与土壤pH 值呈负相关关系,与本文研究

结果一致(r＝－０􀆰７６３∗ ,p＜０􀆰０５);② 垄作免耕显著增加了土壤中有机质含量,有机质含量与 AOA的丰

度呈正相关,Wessén等研究发现,随有机质含量增加,AOA丰度增加,很多研究者认为AOA或许是混合

营养或者异养微生物[７,３６－３７]．垄作免耕土壤pH,底物供给以及外界环境等均适于 AOA的生长．垄作免耕

对土壤中具有硝化功能的 AOA也具有积极影响．

４　结　论

中性紫色水稻土不同耕作方式中,垄作免耕土壤氨氧化细菌(AOB)和氨氧化古菌(AOA)的丰度显著

高于冬水平作和常规平作,稻田垄作免耕能够保持良好的土壤环境,有利于有机质和氮素累积,对土壤中

具有硝化功能氨氧化细菌和氨氧化古菌具有积极影响．３种耕作方式中 AOA 的amoA 基因拷贝数均比

AOB的amoA基因拷贝数高一个数量级以上,说明无论水田平作或常规平作还是垄作免耕,AOA 都可能

在其中起着重要的作用．
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EffectofRidgewithNoＧTillageonNitrifying
MicroorganismsinPurplePaddySoil

LIShiＧwei,　WANGXiaoＧlan,　JIANGXianＧjun,　XIEDeＧti
SchoolofResourcesandEnvironment,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:EffectsoflongＧtermtillageonammoniaoxidizingbacteria(AOB)andarchaea(AOA)inpurple

paddysoilremainunclear．Inthisstudy,conventionaltillage,combinationofridgewithnoＧtillageand
floodedpaddyfieldthathavebeenintroducedfor２２yearswerecomparedtoinvestigatetheirpropertiesand
AOBandAOAamoAcopynumbers．ThedynamicchangesofAOBandAOAabundanceweredetermined,

usingrealＧtimequantitativePCR．Theresultsshowedthat２２ＧyearpracticeofridgewithnoＧtillagesignifiＧ
cantlyincreasedsoilorganicmatterandtotalnitrogencontent(p＜０􀆰０５)．TheAOBamoAcopynumber
was８􀆰３×１０５copiesg－１drysoilforridgewithnoＧtillage,４３％and１５８％higherthanthatofconventional
tillageandfloodedpaddyfield,respectively．TheAOAamoAcopynumberwas４􀆰５×１０７copiesg－１dry
soilforridgewithnoＧtillage,whichwassignificantlyhigherthanthatofconventionaltillage(１􀆰５×１０７

copiesg－１drysoil)andfloodedpaddyfield(６􀆰１×１０６copiesg－１drysoil)．CombinationofridgewithnoＧ
tillageincreasedthepopulationofnitrifersinpurplepaddysoil,probablybecausenoＧtillagereducedsoil
disturbanceandincreasedthecontentoforganicmatter,thusprovidingagoodenvironmentforAOBand
AOAgrowth．AOAwaspredominantinthepaddysoilinallthethreesoilmanagements,andtheratioof
AOAtoAOBamoAcopiesrangedfrom１０tomorethan１００,indicatingthatAOAmightbeanimportant
nitrifyingmicroorganisminthispurplepaddysoil．
Keywords:floodedpaddyfield;conventionaltillage;ridgewithnoＧtillage;ammoniaoxidizingbacteria;

ammoniaoxidizingarchaea(AOA)
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