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pH对酸性紫色土中硝化作用
与硝化微生物的影响①

苏 静, 王智慧, 李仕伟, 谢德体, 蒋先军

西南大学 资源环境学院,重庆400716

摘要:硝化作用是对pH高度敏感的典型生物学过程.本实验以重庆市永川区pH=3.8的紫色土为研究对象,

pH=6.5紫色土为对照,通过室内培养实验研究了土壤硝化动力学过程,并采用荧光实时定量PCR技术对土壤氨

氧化细菌(AOB)和氨氧化古菌(AOA)定量.结果显示:pH=3.8的紫色土净硝化速率为0.56mg/(kg·d)(全文均

以N质量分数计),而pH=6.5紫色土的净硝化速率是pH=3.8紫色土的12.8倍,为7.14mg/(kg·d).研究同

时发现不同pH的紫色土均符合一级动力学方程,动力学拟合参数表明pH高的紫色土具有更高的潜在硝化速率.
硝化反应底物NH3 质量分数随土壤pH增加呈数量级增加,经计算pH=6.5紫色土中 NH3 质量分数为1.08×

10-1mg/kg,是pH=3.8紫色土(2.46×10-4mg/kg)的439倍.土壤中 AOB,AOA丰度测定显示,pH=3.8紫

色土中AOB,AOA的氨单加氧酶(amoA)基因拷贝数分别为3.23×106,7.17×106/g干土,而pH=6.5的紫色

土中AOB,AOA的amoA 基因拷贝数分别为3.58×107,1.67×108/g干土.虽然结果显示pH=6.5的紫色土中

氨氧化微生物丰度明显高于pH=3.8的紫色土,但pH=3.8的紫色土中氨氧化微生物仍有较高的硝化潜力.结

论认为,pH主要通过影响硝化底物NH3 质量分数而直接影响紫色土的硝化强度.
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硝化过程是对pH高度敏感的典型生物学过程[1-2].由于氨单加氧酶只能催化非离子态氨(NH3)氧化,

不能催化离子态铵(NH+
4 )氧化[3].而酸性土壤中NH3 质量分数很低[4],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[5].但随后越来越多证据表明酸性土壤中存在硝化作用[6-7].20世纪末,Dahl-

gren,Stark和Hart分别在Nature发表论文,首次以确凿证据证明酸性土壤中存在强烈的硝化作用[8-9].
与此同时,许多酸性土壤尚未找到硝化作用存在的证据[1].

氨氧化细菌(AOB)和氨氧化古菌(AOA)都具有能产生催化氨氧化过程的氨单加氧酶(AMO)基因,这

表明它们在硝化过程中起着至关重要的作用[10-11],但氨氧化细菌和古菌群落在硝化作用中的相对贡献仍

存在争议.Tourna等[12]和Offre等[13]研究表明AOA在土壤硝化作用中起重要作用,而在农业土壤[14]和

其他N素丰富的草原土壤[15]中AOB比AOA具有更高的氨氧化活性.这些研究结果的对比表明,AOB,

AOA的相对重要性与土壤环境和实地条件密切相关[16].
紫色土是我国南方重要的旱作土壤之一,在四川、重庆和云南3个省市分布较广,占全国紫色土总面
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积的74.9%.其中酸性紫色土,占全国紫色土面积的42.2%,有9.22×106hm2[17].土壤酸化是土壤退化的

重要形式,易导致土壤肥力和环境质量的降低.近20年间重庆地区受酸沉降影响,紫色土已发生大面积酸

化[18],而氮肥的长期施用对土壤酸化的影响超过了酸沉降[19-20].紫色土结构疏松,易侵蚀,硝酸盐淋溶强

烈.硝酸盐大量淋失则来自于硝化作用,所以研究酸性紫色土壤中硝化作用,既是农业实践中合理施肥以

提高氮肥利用率所必需,也可为水环境质量控制提供参考依据.

1 材料与方法

1.1 供试土壤

以重庆市永川区(29°N,105°E)为采样点.供试地点属中亚热带湿润季风气候,雨量充沛.年平均气温

17.7℃,无霜期320d,年均降水量1033mm.土壤分别采自永川区吉安镇低山丘陵中下部梨园地(pH=
3.8的紫色土)和大安镇丘陵中部玉米地(pH=6.5的紫色土).土壤基本理化性质见表1[21].采用多点混合

采样法采集表层(0~20cm)土壤,每个土样3个重复.将所采集土样掰碎、风干,剔除其中石块、草根等杂

物,过2mm筛备用.
表1 土壤基本理化性质

pH
有机质/

(g·kg-1)

全N/

(g·kg-1)

全P/

(g·kg-1)

全K/

(g·kg-1)

有效氮/

(mg·kg-1)
NH-

4-N/

(mg·kg-1)

NO-3-N/

(mg·kg-1)

3.8 24.8 1.50 0.515 9.53 136 36.1 4.53

6.5 20.1 1.43 0.975 23.8 106 31.9 28.6

1.2 培养实验

分别称取pH=3.8,6.5风干土样250g于培养皿中(3个重复),控制含水量为田间最大持水量

(WHC)的60%,置于28℃恒温箱中预培养1d[22-23].预培养后淋洗土样至NO-3-N质量分数小于10mg/kg,

略微风干备用[24].
分别称取相当于20g干土的上述土样于150mL的三角瓶中(3个重复),调节土样含水量为 WHC的

60%,按5mmol/kg加入氮源(NH4)2SO4[23],保证N源充足.瓶口用聚乙烯薄膜封口扎孔,放入28℃恒

温培养箱中培养[22-23].于第0,1,3,7,10,13天取样测定土壤pH、硝态氮、铵态氮.
1.3 测定方法

1.3.1 无机氮及pH测定

pH是采用酸度计在1∶2.5土水比的悬浊液条件下测定.矿质氮用Bremner法浸取,即用2mol/L的

KCl溶液在土水比为1∶10,转速为200r/min下振荡1h,将振荡后的悬浊液过滤得到浸提液.浸提液中

的NH+
4-N,NO-

3-N质量分数分别采用靛酚蓝比色法[25]和紫外分光光度法测定[26].

1.3.2 土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌amoA 功能基因定量分析

1)土壤微生物总DNA提取

采用FastDNASPINKitForSoil(MPBiomedicals,LLC)试剂盒和FastPrep24bead-beatinginstru-
ment(Qbiogene,Inc.)细胞裂解仪提取土壤总DNA.称取0.5g土壤样品(3个重复),按试剂盒操作说明提

取土壤微生物总DNA,保存于-20℃待测.用NanoDropND-1000UV-Vis分光光度计测定所提DNA质

量浓度,pH=3.8,6.5土样DNA质量浓度平均值分别为27.36,32.27ng/μL.
2)氨氧化细菌和氨氧化古菌中的amoA 基因实时荧光定量PCR分析

采用大连宝生物工程有限公司的SYBRPremixExTaqTMPerfectRealTime试剂盒与CFX96Real-
TimePCRSystem 扩增仪分析.氨氧化细菌和古菌定量PCR分析的分子标靶基因的引物序列及反应程序

如表2所示.实时荧光定量PCR分析以土壤中提取的DNA为模板,反应体系为20μL,包括1μLDNA模

板、10μLSYBRPremixExTaqTMPerfectRealTime,前、后引物各0.5μL(10μmol/L)及8μL的灭菌
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双蒸水.实验对照用灭菌双蒸水代替DNA作为反应模板.
参照He等[27]报道的方法,建立氨氧化细菌和古菌的标准曲线.以土壤提取的DNA为模板进行氨氧

化细菌和古菌amoA 基因的PCR扩增,扩增条件如表2所示.将PCR产物中氨氧化细菌和古菌amoA 基

因491bp和635bp片段进行质粒重组并测序.重组质粒测序结果分别与细菌(EU697770.1)和泉古菌

(EU667887.1)amoA 基因比对,选用同源性达99%的重组质粒作为标准 DNA.质粒浓度采用 Nano
DropND-1000UV-Vis分光光度计测定.根据公式(1)分别计算氨氧化细菌和古菌amoA 基因拷贝数,即氨

氧化微生物细胞数.其中氨氧化细菌和古菌重组质粒浓度分别为5.46×1010,8.21×1010cells/μL.以10倍

梯度分别稀释氨氧化细菌和古菌amoA 基因重组质粒,通过荧光实时定量PCR获得氨氧化细菌和古菌的

标准曲线.

amoA 基因拷贝数=
质粒浓度 *V

[(载体片段长度+目的片段长度)*2* 碱基平均分子量]*V×NA (1)

式中:V 为单位体积;载体片段长度为2736bp;每个碱基平均分子量为324.5;NA 为阿伏伽德罗常数.
表2 AOA与AOB定量PCR引物序列及反应程序

基因名称 引物序列 片段长度/bp 定量PCR反应程序

AOBamoA 基因
amoA-1FGGGGTTTCTACTGGTGGT

amoA-2RCCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
491

95℃,2min;40*(95℃,45s;54℃,

45s;72℃,45s,);Meltcurve95℃,

15s;55℃,15s;95℃,15s,incre-

ment0.5℃,0∶05+plateread

AOAamoA 基因
Arch-amoAFSTAATGGTCTGGCTTAGACG

Arch-amoARGCGGCCATCCATCTGTATGT
635

95℃,30s;40*(95℃,45s;54℃,

45s;72℃,45s,);Meltcurve95℃,

15s;55℃,15s;95℃,15s,incre-

ment0.5℃,0∶05+plateread

1.4 数据分析

土壤中的硝化动力学过程可用一级或零级动力学方程拟合[23].表达式分别为:

N =N0+NP(1-exp(-k1t))   N =N0+k0t (2)

式中:N 为培养t天时NO-
3-N质量分数;t为培养天数;N0 为淋洗后NO-

3-N质量分数;NP 为潜在硝化

强度;k1 和k0 分别表示一级和零级动力学过程的速率常数.一级动力学潜在硝化速率VP=k1*NP
[28].平

均净硝化速率Va=(N-N0)/t.
数据处理及图表绘制采用Sigmaplot软件.数据的显著性检验采用SPSS软件中的单因素方差分析

(ANOVA),多重比较采用最小显著差数法(LSD)检验(p<0.05).

2 结果与分析

2.1 不同pH紫色土的硝化动力学过程

不同pH的酸性紫色土在培养过程中 NO-
3-N,NH+

4-N质量分数变化如图1所示.pH=6.5土样

NH+
4-N质量分数不断降低,由0天的69.1mg/kg下降到13天的1.89mg/kg;而pH=3.8紫色土

NH+
4-N质量分数差异性分析无统计学意义(p>0.05).培养过程中,pH=3.8,6.5土样 NO-

3-N质

量分数逐渐上升,分别从3.92,4.55mg/kg上升到11.2,97.3mg/kg.pH=6.5土样中 NO-
3-N增

加量明显大于pH=3.8土样.
不同pH紫色土的硝化动力学拟合如图1(b)所示,都符合一级动力学方程.拟合参数如表3所示,

pH=6.5紫色土潜在硝化速率为6.63mg/(kg·d),是pH=3.8紫色土(0.63mg/(kg·d))的10倍;

pH=6.5紫色土净硝化速率为7.14mg/(kg·d),是pH=3.8紫色土(0.56mg/(kg·d))的12.8倍.

pH=6.5紫色土的潜在硝化速率和净硝化速率都明显高于pH=3.8的紫色土(p<0.05).
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表3 硝化动力学拟合参数

pH 硝化动力学模式
NP/

(mg·kg-1)
k1/

d

VP/

[mg·(kg·d)-1]
Va/

[mg·(kg·d)-1]
R2

3.8 一级动力学模式 56.07 0.0112 0.628 0.56 0.968*

6.5 一级动力学模式 159.1 0.0417 6.63 7.14 0.984*

  注:1)NP 表示潜在硝化作用;k1 为速率常数;潜在硝化速率VP=k1*NP;Va表示净硝化速率.2)*表示在5%水平

上分析结果有统计学意义.

图1 土壤中NO-
3-N,NH+

4-N质量分数随培养时间的变化

2.2 培养过程中紫色土pH变化

0天时,供试紫色土pH分别为3.8,6.5.如图2所示,随着培养的进行土样pH都下降.第0天与13
天pH相比较,pH=6.5紫色土显著下降(p<0.05),而pH=3.8的紫色土差异分析无统计学意义(p>
0.05).这可能是由于pH=6.5紫色土进行了强烈硝化作用,硝酸盐的大量积累导致pH值下降.
2.3 不同pH紫色土氨氧化细菌和氨氧化古菌丰度

紫色土中硝化微生物AOB,AOA的amoA 基因拷贝数如图3所示.pH=6.5的紫色土中AOB,AOA
的amoA 基因拷贝数分别为3.58×107,1.67×108/g干土,AOA的amoA 基因拷贝数是AOB的4.7倍;
而pH=3.8紫色土中 AOB,AOA的amoA 基因拷贝数分别为3.23×106,7.17×106/g干土,AOA的

amoA 基因拷贝数是AOB的2.2倍.表现为同一pH紫色土中AOA的amoA 基因拷贝数明显高于AOB
(p<0.05).不同pH紫色土中,pH高的紫色土AOB,AOA的amoA 基因拷贝数分别是pH低的紫色土的

11,23倍.pH=6.5紫色土的AOB,AOA丰度都显著高于pH=3.8的紫色土(p<0.05).

图2 土壤pH 图3 AOB,AOA丰度

3 讨 论

本实验结果表明:pH=6.5的紫色土发生了强烈硝化作用,而pH=3.8紫色土硝化作用微弱;不同
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pH紫色土具有相同的硝化动力学模型,均符合一级动力学方程.
硝化微生物参与的氨氧化过程是硝化反应的第一步,也是限速步骤,是全球氮循环的中心环节[29].由

于氨氧化过程的反应底物为非离子态氨(NH3)[3],因此影响NH3 质量分数和硝化微生物的因素都将影响

硝化过程.本实验氮源为5mmol/kg,经计算pH=3.8,6.5的紫色土NH3 质量分数分别为2.46×10-4,

1.08×10-1mg/kg(NH3+H+↔NH+
4 ;pKa=9.25).pH=6.5紫色土NH3 质量分数是pH=3.8紫色土

的439倍.底物质量分数与硝化强度之间存在直接关系,pH越高硝化越强.不同pH紫色土硝化动力学

模型均符合一级动力学方程.一般认为当底物质量分数低于酶催化能力时,硝化动力学模型符合一级动

力学方程[23].若硝化过程以一级动力学方程拟合,则意味着反应速率受底物质量分数的影响.因此,硝

化底物(NH3)质量分数是影响本实验中硝化强弱的根本原因,而非氨氧化微生物产生的氨单加氧酶活

性不足.国内外大量研究也表明,pH低的土壤硝化作用低[30-31],尤其是氨氧化作用明显降低[1].因此本

实验表明,pH是通过影响硝化底物NH3 质量分数而影响紫色土硝化作用,且pH越低底物质量分数越

低,硝化作用越弱.
pH影响土壤硝化作用的原因也可能是低pH限制了硝化微生物的生长[32].氨氧化微生物含有编码催

化氨氧化第一步反应的氨单加氧酶基因amoA,amoA 基因在氨氧化菌中普遍存在且可作为氨氧化菌特异

的分子标记[33].实时荧光定量PCR技术测定的AOB,AOA的amoA 基因拷贝数即反应了土壤AOB,AOA
丰度.实验结果表明,pH=3.8,6.5紫色土中AOA丰度显著高于AOB.陆地生态系统中氨氧化古菌的数

量和分布均较氨氧化细菌更丰富[34].尤其在低pH土壤中AOA可能具有很强的硝化活性[35].近年来一些

研究表明,低pH土壤中氨氧化作用以AOA为主[35-37].我们前期的研究也表明:在酸性水稻土中AOA在

硝化作用中占主导地位,而石灰性水稻土中仍是AOB占主导地位[16].本实验中,pH=3.8的紫色土硝化

微生物AOB,AOA丰度显著低于pH=6.5的紫色土,低pH抑制了AOB,AOA的生长.但这是否是pH
影响硝化速率的主要原因仍值得探讨.土壤中氨氧化微生物AOB,AOA中氨单加氧酶平均氨氧化速率约

为40fmol/(cell·d)[16,37].由AOB,AOA丰度(假设一个amoA 基因拷贝数代表一个细胞)计算可得,pH
=3.8紫色土的平均净硝化速率为5.82mg/(kg·d),pH=6.5紫色土为114mg/(kg·d),都远高于两种

土壤的实际净硝化速率(0.56,7.14mg/(kg·d)).假定低pH土壤(pH=3.8)中氨氧化作用以AOA为

主[16,35-36],则可计算在本研究中,pH=3.8紫色土的平均净硝化速率可以达到4.02mg/(kg·d),远高于实

际测定的净硝化速率.因此,尽管低pH条件限制了硝化微生物的生长,但硝化微生物AOB,AOA丰度的降低

并非是限制硝化速率的主要原因.

4 结 论

强酸性紫色土(pH=3.8)硝化作用微弱,pH对紫色土中硝化作用和硝化微生物具有显著影响,主要

通过影响NH3 质量分数影响紫色土硝化速率.此外,低pH抑制了紫色土硝化微生物AOB,AOA的生长,
但并非是低pH土壤硝化作用微弱的主要原因.
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EffectsofpHonNitrificationandNitrifying
MicroorganismsinAcidPurpleSoil

SU Jing, WANGZhi-hui, LIShi-wei,
XIEDe-ti, JIANGXian-jun

SchoolofResourceandEnvironment,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China

Abstract:Nitrification,atypicalbiologicalprocess,ishighlysensitivetopH.Purplesoilsampleswitha
pHvalueof3.8(theexperimentalgroup)and6.5(thecontrolgroup)werecollectedfromYongchuan,

Chongqing.Soilnitrificationkineticsprocesseswasstudiedbyindoorincubation,andtheabundanceofam-
monia-oxidizingbacteria(AOB)andammonia-oxidizingarchaea(AOA)weredeterminedbyquantitative
real-timePCR.TheresultsshowedthatthenetnitrificationrateinpurplesoilwithpH=6.5was7.14mg/
(kg·d)(calculatedbyNcontentforthearticle),being12.8timeshigherthanthatinthesoilwithpH=
3.8(0.56mg/(kg·d)).ThestudyalsofoundthatthesetwopurplesoilsofdifferentpHwerewiththe
samenitrificationkineticsmodel-thefirst-orderkineticsequation.Dynamicfittingparametersshowedthat
thepurplesoilwithahigherpHhadahigherpotentialnitrificationrate.TheconcentrationofNH3,which
isthesubstrateofthenitrificationreaction,increasedbyorderofmagnitudewiththeincreaseofsoilpH.
ThemassfractionofNH3insoilwithpH=6.5was1.08×10-1mg/kg,439timeshigherthanthatinsoil
withpH=3.8.ThecopynumbersofAOBandAOAamoAgeneswere3.23×106and7.17×106/gdrysoil
inthesoilwithpH=3.8,respectively,and3.58×107,1.67×108/gdrysoilinthepurplesoilwithpH=
6.5,respectively.Theabundanceofammoniaoxidizingmicroorganismswassignificantlyhigherinpurple
soilwithpH=6.5thaninsoilwithpH=3.8,butthequantityforammoniaoxidizingmicroorganismsin
thesoilwithpH=3.8stillhadconsiderablyhighnitrificationpotential.Itisconcludedfromtheabovere-
sultsthatpHdirectlyaffectsnitrificationintensityinpurplesoilmainlybythechangeoftheconcentration
ofNH3thesubstrateofnitrification.
Keywords:nitrificationkinetics;real-timefluorescentquantitativePCR;ammoniamonooxygenasegene
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