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摘 要   以福建省红壤稻田土壤为对象，通过提取土壤总DNA，利用特异引物进行PCR（聚合酶链反应）扩增和DGGE（变性梯度凝胶电泳）并结合DNA克隆测序，研究了水稻生长过程中稻田土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌群落结构的变化。结果显示：稻田土壤具有丰富的氨氧化细菌和氨氧化古菌资源。水稻生长过程中土壤氨氧化细菌群落组成较为稳定，只表现出水稻生长前期（苗期、分蘖期）和中后期（孕穗期、成熟期）间存在一定差异。而土壤氨氧化古菌群落组成变化较大，在水稻生长的苗期、分蘖期、孕穗期和成熟期4个时期间均存在一定差异。在水稻生长过程中，土壤氨氧化细菌群落多样性指数无显著性变化，但氨氧化古菌群落多样性指数随水稻生长明显提高，孕穗期后才达到平稳。水稻生长前期土壤硝化势也具有显著上升趋势，孕穗期时达到最高，而后有所下降。土壤硝化势与氨氧化古菌群落多样性指数具有显著正相关性，与氨氧化细菌没有相关性。研究表明，氨氧化古菌对红壤稻田土壤硝化作用的影响程度较大，证实了氨氧化微生物尤其是氨氧化古菌在稻田土壤微生物组成及其生态系统功能中的重要性。
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硝化作用是氨通过微生物的作用氧化成亚硝酸和硝酸的过程。硝化作用是氮素生物地球化学循环的重要环节之一，对土壤氮素养分的转化具有重要意义。氨氧化细菌是执行硝化作用第一步，将氨氧化为亚硝酸盐即硝化速率限制性步骤的关键微生物[1]。自养型氨氧化细菌可分为两大类，一类属于γ-变形细菌（γ-proteobacteria）只存在于海洋和咸水中[2]，另一类属于β-变形细菌（β-proteobacteria），土壤中的氨氧化细菌都属于这一类[3, 4]。氨氧化细菌通过单加氧酶（amoA）活性控制氨氧化成亚硝酸盐的速率。最新研究发现具有amoA基因的泉古菌门的古细菌[5, 6]，进一步研究证实自然界中不仅存在具有氨氧化功能的氨氧化古菌，而且在陆地生态系统中氨氧化古菌的数量和分布都比氨氧化细菌更丰富[7]。由此可见氨氧化古菌在氨氧化微生物中占有重要地位。从而亟待对现有的基于氨氧化细菌活性的氨氧化过程对生态系统的影响作用进行重新评价。
以往研究认为较低的pH抑制硝化作用发生，所以偏酸性的红壤上硝化作用较弱。但近年来的研究普遍发现在酸性土壤中存在适应酸性条件的硝化细菌菌株[8]，而且一些土壤pH值较低的红壤也具有较高的硝化势[9]。虽然水稻淹水时土壤处于厌氧条件而抑制硝化作用，但由于水稻根系能够分泌O2 ，为水稻根表和根际提供充足的氧，足以支持非专一性的好氧微生物过程，而使水稻根际具有显著硝化作用的可能[10]。有研究表明长期种植水稻的红壤中氨氧化细菌群落结构会发生变化，种植水稻可使红壤中氨氧化细菌16S rDNA的DGGE（变性梯度凝胶电泳）条带数量增加[ 11]；福建农科院生物技术研究所植物-微生物相互作用课题组研究发现红壤稻田土壤具有丰富的氨氧化细菌和氨氧化古菌基因资源，且不同品种水稻及土壤层次对氨氧化细菌和氨氧化古菌群落结构组成都具有一定影响 [12]；此外，还有研究表明水稻根际中氨氧化古菌占据优势，其数量高于氨氧化细菌[ 13] 。

在上述研究基础上，本研究以福建省红壤稻田土壤为供试材料，利用PCR-DGGE结合DNA克隆测序的分子生物学技术，研究了水稻生长期内红壤稻田土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌的群落结构组成，及其与土壤硝化作用的关联；探明了红壤稻田土壤中部分优势氨氧化细菌和氨氧化古菌种类。为进一步深入研究红壤稻田氨氧化微生物基因资源及其功能奠定理论基础。
1 材料与方法
1.1 材料
选择位于福州市闽侯县南屿镇的常年双季稻田为采样地。供试地点属暖湿的亚热带季风气候，无霜期长达326 d, 年平均气温为19.6 ℃、 平均湿度77％、年均降水量1342.5 mm。供试土壤基本理化性状为：有机质含量 31.5 g kg-1 、pH 6.10、全氮1.96 g kg-1、全磷0.61 g kg-1、全钾17.27 g kg-1、碱解氮183.9 mg kg-1、有效磷11.8 mg kg-1、速效钾123.6 mg kg-1。分别于早稻金优2155（Oryza.sativa L Jinyou-2155）的苗期、分蘖期、孕穗期和成熟期采集10~20 cm的根层土壤。早稻栽培的水肥等田间管理均按当地常规进行。在约300 m2的田块中采用5点法采集土样，将5点采集的土壤去除根系、杂草、土壤动物和石块等杂质后混匀，然后分成3份重复。每份重复中的一部分土壤装入50 ml塑料离心管中-20℃冷冻保存用于土壤微生物群落结构的分析，一部分土壤装入密封塑料袋中于4℃保存用于土壤硝化势测定。烘干法测得土壤样品平均含水量为苗期43%、分蘖期44%、孕穗期36%和成熟期39%。
1.2 方法
1.2.1 土壤微生物总DNA提取  采用FastDNA( SPIN Kit For Soil (Q(BIOgene)的试剂盒方法[12]，称取0.5 g -20℃ 保存的土壤样品，按试剂盒的试验步骤进行土壤微生物总DNA的提取，DNA样品-20 ℃冰箱保存待用。
1.2.1 样品的PCR扩增  如表1所示，氨氧化细菌扩增采用属于β-变形细菌（β-proteobacteria）的氨氧化细菌的16S rDNA特异引物对CTO189fc/CTO654r[14]，氨氧化古菌扩增采用特异引物对：Arch-amoAF/Arch-amoAR[15] 。引物CTO189fc和Arch-amoAF前分别加了一个GC夹用来防止DNA片段在进行变性梯度凝胶电泳时过早解链。氨氧化细菌和氨氧化古菌的PCR反应体系均是50 (l，其中2 (l 稀释10倍的DNA模板加反应液48 (l，反应液包括1 (l Taq DNA 聚合酶 (2.5 U (l -1, 天根生物公司，北京), 5 (l dNTPs (2 mmol l-1 each 各碱基, 上海生物工程公司，上海), 5 (l 10 × PCR-buffer （10倍的PCR缓冲液）(天根生物公司，北京)，前、后引物各4 (l (5 pmol (l -1, 上海生物工程公司，上海) 和29 (l 超纯水。
表1 PCR扩增引物及反应条件

Table 1 Primers and PCR conditions used for the study

	微生物

Target group
	引物

Primer
	序列

Sequence (5’—3’)
	片段长度

Length of amplicon
	反应程序

Thermal profile

	氨氧化细菌

AOB
	CTO189fc

CTO189fcGC1）
CTO654r
	GGAGGAAAGTAGGGGATG

CTAGCYTTGTAGTTTCAAACGC
	465 bp
	93 ℃予变性1 min，92 ℃变性30 s，57 ℃退火1min， 68 ℃ 延伸45 s，35个循环，每增加一个循环延伸时间延长1s， 最后68 ℃延伸10min 
1 min at 93 ℃, followed by 35 cycles of 30 second at 92 ℃, 1min at 57 ℃, 45 second at 68 ℃ (+1s/cycle), 10min at 68 ℃

	氨氧化古菌

AOA
	Arch-amoAF

Arch-amoAFGC1）
Arch-amoAR
	STAATGGTCTGGCTTAGACG

GCGGCCATCCATCTGTATGT
	635 bp
	94 ℃予变性5 min，94 ℃变性1 min ，60 ℃退火1min， 72 ℃ 延伸1min，35个循环， 最后72 ℃延伸5 min
5 min at 94 ℃, followed by 35 cycles of 1min at 94 ℃, 1min at 60 ℃, 1 min at 72 ℃, and 5 min at 72℃


1）: GC夹GC clamp (5’-CCGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGG-3’)
1.2.3  PCR产物的DGGE   用40 (l 的PCR产物进行变性梯度凝胶电泳，分别采用梯度为35%~50%（氨氧化细菌）和30%~55%（氨氧化古菌）的8%、6%的聚丙烯酰胺凝胶（化学变性剂为100%尿素7 mol l-1和40%（体积比v/v）的去离子甲酰胺）在1 倍 TAE缓冲液中150 V 60 ℃下电泳5 h [16] 。电泳后用10 ml SyBR green I (Sigma) (1倍 TAE稀释10000倍)核酸染料染色45 min， 然后用Bio-Red成像系统拍照。
1.2.4 氨氧化微生物优势种类序列分析  将每个取样时期提取的3次重复的土壤微生物总DNA混合为一个样品，得到4个混合DNA分别代表4个不同取样时期。分别进行氨氧化细菌和氨氧化古菌的PCR-DGGE，将获得的DGGE图谱中主要条带进行切胶DNA回收，然后再分别以引物CTO189fc/CTO654r 和Arch-amoAF/Arch-amoAR 对回收条带DNA进行PCR扩增，并将扩增产物利用PMD-18载体进行克隆测序（上海生物工程技术服务有限公司代测）。将测序结果登陆NCBI通过Blast 2.0软件与GenBank中的已知序列比对来确定测定序列的微生物种类，将序列递交GenBank ，获得的登录号（Acession Number）： FJ483760~FJ483783。利用MEGA4软件基于DGGE条带序列，进行Bootstrap验证系统发育分析，构建邻接法（Neighbor-joinin, NJ）系统发育树。
1.2.5 土壤硝化势测定  根据Kurola等2005年报道的方法，取5 g鲜土于50 ml  离心管中，加20 ml 含(NH4)2SO4浓度为1 mmol l-1的磷酸缓冲液（g l-1 : NaCl, 8.0;  KCl, 0.2;  Na2HPO4, 0.2;  NaH2PO4, 0.2;  pH 7.4），室温黑暗培养24 h，加入终浓度为10 g l-1氯酸钾抑制亚硝酸盐氧化；培养后加入5 ml 2 mol l-1的KCl提取NO2--N，离心后用格里斯试剂比色法测定提取液中NO2--N浓度，以 NO2--N (g g-1 h-1干土表示土壤硝化势[17]。
1.2.6 数据分析  采用Quantity One 软件（Bio-Red）对DGGE 图谱条带进行数字化处理、聚类分析和多样性指数Shannon-Wiener Index计算[18]；利用SPSS13.0软件进行数据方差分析和相关性分析。
2结果与分析
2.1红壤稻田土壤氨氧化细菌群落结构 
 利用氨氧化细菌16S rRNA基因特异引物对土壤氨氧化细菌进行PCR-DGGE分析，结果如图1所示。图1a显示了不同取样时期的氨氧化细菌DGGE谱带，图1b显示了根据该DGGE谱带利用Quantity One 软件（Bio-Red）进行聚类分析的结果。结果显示12个样品中，1~6号样品和7~12号样品分别单独聚类，形成了两大分类；但在每一支大的分类中不同时期的3次重复均没有单独首先聚类。这表明红壤稻田水稻苗期和分蘖期的土壤氨氧化细菌群落结构组成较为相似，孕穗期和成熟期的群落结构较为相似，但前两个时期与后两个时期间存在一定差异。
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1、2、3：苗期Seedling; 4、5、6：分蘖期Tillering；7、8、9：孕穗期Booting；10、11、12：成熟期Maturing
图1 红壤稻田不同生育期土壤氨氧化细菌群落结构组成的PCR-DGGE图谱（a）和聚类分析（b）

Fig. 1  Image of PCR-DGGE and clustering analysis (UPGAMA) of composition of ammonia-oxidizing bacteria in the red paddy soil.  
2.2 红壤稻田土壤氨氧化古菌群落结构 
利用氨氧化古菌amoA基因的特异引物对土壤氨氧化古菌进行了PCR-DGGE分析，获得的DGGE谱带及其聚类分析结果如图2所示。该聚类结果中可见不同时期的3次重复均能单独聚类；4个时期比较而言，可见分蘖期与其它时期差异较大，分蘖期3次重复可单独聚为一大类，而另外3个时期的9次重复可以聚为一大类；在苗期、孕穗期和成熟期的聚类中又可见孕穗期和成熟期较为相似，可以聚为一类；苗期与这两个时期存在一定差异，单独聚类。
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1、2、3：苗期Seedling; 4、5、6：分蘖期Tillering；7、8、9：孕穗期Booting；10、11、12：成熟期Maturing

图2 红壤稻田不同生育期土壤氨氧化古菌群落结构组成的PCR-DGGE图谱（a）和聚类分析（b）

Fig. 2  Image of PCR-DGGE and clustering analysis (UPGAMA) of community structure of ammonia-oxidizing archaea in the red paddy soil.  
2.3 不同生育期红壤稻田土壤氨氧化微生物多样性指数变化

进一步利用Quantity One 软件（Bio-Red）处理的DGGE谱图的数字化结果计算了不同种类微生物的多样性指数（Shannon- Wiener index），如图3所示。氨氧化细菌的多样性指数变化平稳，不同生育时期间没有明显差异；氨氧化古菌的多样性指数在生育前期具有明显的增加趋势，从苗期到孕穗期多样性指数逐渐提高，孕穗期的多样性指数可显著高于苗期（p<0.05），孕穗期之后变化不大，基本维持在同一水平。此外，在水稻生长前期氨氧化细菌的多样性指数明显（p<0.05）高于氨氧化古菌，孕穗期之后两者较为接近，差异不显著。
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图3 红壤稻田不同生育期土壤氨氧化微生物群落多样性指数变化

Fig. 3  Change in Shannon- Wiener index of community structure of ammonia-oxidizers during the growth stages of rice in the red paddy soil

2.4红壤稻田土壤氨氧化微生物优势种类分析
通过对主要DGGE条带DNA序列分析来明确红壤稻田土壤中氨氧化细菌和氨氧化古菌的主要种类（图4）。氨氧化细菌DGGE条带共13条，分别标记为C1~C13；氨氧化古菌DGGE条带共11条，分别标记为A1~A11(图4)。在GenBank中进行Blast序列比对发现，在本试验中红壤稻田土壤中分离到的氨氧化细菌归类于不可培养的亚硝酸螺菌(Uncultured Nitrosospira sp.)， 氨氧化古菌归类于不可培养的泉古菌 (Uncultured Crenarchaeote)。将不同序列登录GenBank，获得登录号，C1~C13：FJ483760~FJ483772；A1~A11：FJ483773~FJ483783。
进一步利用MEGA4软件根据测序结果构建了氨氧化细菌和氨氧化古菌主要种类的系统发育树（图5、6）。由图5可见氨氧化细菌主要DGGE 条带中，C1、C3、C10和C13，C2、C12、C11和C7，以及C4、C9和C8可以分别聚类为3个分支；C6和C5的序列与其它序列有一定差异，与上述序列依次聚类。图6显示在11条氨氧化古菌的DGGE条带序列中A1、A3、A4和A6序列较为相似首先聚类为一支，进而与A9和A2依次聚类；A5和A7相似性较高可以聚为一支；A8、A11序列与上述两支依次聚类；A10序列与其它序列的差异最大，单独聚为一支。
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1：苗期Seedling；2：分蘖期Tillering；3：孕穗期Booting；4：成熟期Maturing；C1~C13：氨氧化细菌DGGE条带 DGGE band of AOB；A1~A11：氨氧化古菌DGGE条带 DGGE band of AOA
图4 红壤稻田土壤氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌（AOA）优势种类序列分析

Fig. 4  Sequences analysis of dominant strains of ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and ammonia-oxidizing archaea (AOA) in the red paddy soil.   
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图5 基于红壤性稻田土壤氨氧化细菌DGGE条带序列的NJ系统发育树

Fig. 5  Neighbor-joining tree of DGGE band sequences of ammonia-oxidizing bacteria in the red paddy field soil
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图6 基于红壤性稻田土壤氨氧化古菌DGGE条带序列的NJ系统发育树

Fig. 6 Neighbor-joining tree of DGGE bands sequences of ammonia-oxidizing archaea in the red paddy field soil
2.5红壤稻田土壤硝化势变化
水稻不同生育期内土壤硝化势的测定结果见图7。水稻生长前期的土壤硝化势较低，由苗期到孕穗期水稻土壤硝化势逐渐提高；孕穗期时达到最高，显著高于苗期和分蘖期（p<0.01）；进入成熟期后硝化势有所下降，但仍然明显高于（p<0.05）水稻生长前期。
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图7 红壤稻田水稻不同生育期土壤硝化势变化

Fig 7. Change in potential nitrification rate of the red paddy soil during the growing season of rice
    利用SPSS13.0软件对不同生育时期的稻田土壤硝化势与土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌群落多样性指数Shannon-wiener index进行相关分析，发现土壤硝化势与氨氧化古菌群落多样性指数存在正相关性（r=0.698，n=12，p<0.05），而与土壤氨氧化细菌群落多样性指数没有明显相关性。由此可见土壤氨氧化古菌群落多样性与土壤硝化势的关联更为密切。
3讨论
利用PCR-DGGE技术研究了水稻不同生育时期红壤稻田土壤氨氧化细菌和氨氧化古菌群落结构的动态变化，分析了氨氧化微生物群落多样性与土壤硝化作用的关联。本研究结果显示：红壤稻田土壤存在丰富的氨氧化细菌和氨氧化古菌基因资源，通过DGGE谱带序列分析发现该试验稻田土壤中的氨氧化细菌属于不可培养亚硝酸螺菌(Uncultured Nitrosospira sp.)，氨氧化古菌属于不可培养的泉古菌(Uncultured Crenarchaeote)。红壤稻田土壤中氨氧化细菌群落结构较为稳定，氨氧化细菌群落结构组成在水稻不同生育期内变化程度不大，只表现出水稻生育前期（苗期、分蘖期）和生育中后期（孕穗期、成熟期）存在一定差异；氨氧化细菌群落的多样性指数在水稻整个生育期内比较平稳，水稻生长发育对稻田土壤中氨氧化细菌群落多样性没有显著影响。红壤稻田土壤中氨氧化古菌群落结构变化比较活跃，氨氧化古菌群落结构组成在水稻不同生育期间均存在一定差异；氨氧化古菌群落多样性指数也随水稻生育期变化具有动态变化过程，随水稻的生长发育土壤氨氧化古菌群落多样性指数逐渐提高，至水稻孕穗期可达到较高水平而后变化平稳。表明水稻植株和根系生长发育带来的根系分泌物增加、根层土壤理化性状的变化等土壤环境的改变可能促进了某些土壤氨氧化古菌种类、数量或活性的增加。红壤稻田土壤的硝化势水平虽然不高（小于1 NO2--N g-1 µg h-1干土），但整个生育期内存在明显的动态变化，随水稻生长土壤硝化势逐渐增加，水稻生长旺盛的孕穗期时可达到最高，而后下降。土壤硝化势的动态变化过程与土壤氨氧化古菌群落多样性指数变化存在显著正相关性，而与氨氧化细菌群落多样性指数没有明显相关性。说明红壤稻田土壤中氨氧化古菌群落对土壤硝化作用的影响程度更大。
现有的关于氨氧化微生物数量和组成对土壤硝化作用的影响的研究结果并不一致。有些研究表明土壤氨氧化细菌的组成能直接影响土壤硝化活性，且氨氧化细菌数量高的土壤硝化势也高[9] 。丁洪等在利用培养法研究的福建几种红壤水稻土中也发现氨氧化细菌数量与土壤硝化势之间显著相关[9] 。但也有些研究认为土壤硝化作用主要受到土壤pH、NH4+浓度、通气条件等环境因素的影响，而与氨氧化细菌数量和组成没有相关性[19、20]。氨氧化古菌的最新发现使得现有的关于氨氧化细菌与硝化作用关系的研究都有待深入。
近年来有研究表明长期种植水稻可使红壤中氨氧化细菌群落结构发生变化，氨氧化细菌种类增加[11]。并有研究证明稻田土壤中存在较丰富的氨氧化古菌[12、13]，且水稻根际的氨氧化古菌数量明显多于氨氧化细菌[13]，另有研究还表明与氨氧化细菌比较稻田根层土壤和表土的氨氧化古菌群落结构间差异更大[12]。这些研究结果都显示出稻田土壤中氨氧化古菌在氨氧化微生物中应占有重要地位。本研究同样证实了红壤稻田土壤中存在较丰富的氨氧化细菌和氨氧化古菌基因资源，且显示出水稻生长过程中，土壤硝化势的变化与氨氧化古菌群落多样性指数具有正相关。这一结果进一步说明红壤稻田土壤中不但存在丰富的氨氧化古菌资源，而且氨氧化古菌与土壤硝化作用具有密切关联。由此可见，氨氧化古菌在稻田氨氧化微生物群落生态功能中占有重要地位，氨氧化古菌生态功能的深入研究将对全面揭示稻田土壤硝化作用及氮素循环利用具有重要意义。
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Changes in community structures of ammonia-oxidizers and potential nitrification rates in red paddy soil at different growth stages of rice
Song Yana  Lin Zhimin
(Institute of Biological Technologies, Fujian Academy of Agricultural Sciences,
Fuzho, 350003, China)
Abstracts Community structures of ammonia-oxidizing bacteria and ammonia-oxidizing archaea in a red paddy soil were studied with aid of the denaturing gradient gel electrophoresis and DNA sequencing technologies. Results show that ammonia-oxidizing bacteria and ammonia-oxidizing archaea in red paddy soil were in abundance. Changes in community structures of ammonia-oxidizing archaea were more acute than of ammonia-oxidizing bacteria. With the former, changes were observed between all four stages, while with the latter, only some were between the early growth stages (seedling and tillering) and the late growth stages (booting and maturing) of rice. Shannon-wiener index of ammonia-oxidizing bacteria did not vary much during the entire rice growth season, while Shannon-Wiener index of ammonia-oxidizing archaea increased significant with the succession of the rice growth stages, and leveled off at the booting stage. Potential nitrification rate of the soil rose sharply during the early rice growth period, peaked at the booting stage and then declined somewhat. The potential nitrification rate appeared to be in significantly positive correlation with the Shannon-wiener index of ammonia-oxidizing archaea, but not with that of ammonia-oxidizing bacteria. The findings demonstrated that the effects of ammonia-oxidizing archaea on nitrification of red paddy soil are more pronounced than ammonia-oxidizing bacteria, and both of them, especially archaea, play an important role in the composition of paddy soil microbes and the function of the ecosystem of red paddy soil.

Key words Red paddy soil; Ammonia-oxidizing bacteria; Ammonia-oxidizing archaea; DGGE; Potential nitrification rates
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