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硝化微生物在土壤团聚体中的分布及其对种植方式的
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摘  要：硝化微生物在农田土壤氮转化过程中发挥重要作用，深入开展团聚体中硝化微生物分布研究，有助于揭示土壤

结构-微生物-土壤营养元素循环间的相互影响机制。选取旱地黄棕壤为研究对象，比较玉米连作（M-M）和玉米/花生轮作

（M-P）两种种植方式下土壤团聚体的性质和硝化潜势（NP）的变化，并通过荧光定量 PCR 和高通量测序研究团聚体中不同

类型硝化微生物功能基因的丰度和群落组成差异。结果表明，与 M-M 相比，M-P 能够显著提高团聚体 pH、NH4
+和全碳（TC）

含量。M-P 使 NP 显著提高，但团聚体粒径对 NP 无显著影响。氨氧化细菌（AOB）amoA 基因丰度在 M-P 中高于 M-M，且

在较小粒级团聚体中分布更多，而氨氧化古菌（AOA）和全程氨氧化细菌（Comammox）amoA 基因的分布模式与 AOB 大

致相反，表明 AOB 更能适应较小团聚体环境，AOA 和 Comammox 则倾向在较大团聚体中占据竞争优势。此外，与 M-M 相

较，M-P 团聚体间 AOA/AOB 和 Comammox/AOB 比值的差异减小，表明轮作促使土壤硝化微生物在不同粒级间的分布更加

均匀。进一步对属水平土壤团聚体硝化菌群落组成分析，结果显示 M-P 提高了 Nitrolancea 属亚硝酸盐氧化细菌（NOB）和

Candidatus Nitrosocosmicus 属 AOA 的占比，降低了 Nitrospira 属 NOB 的占比，对 AOB 各属无显著影响。而团聚体粒径仅

对 Nitrosospira 属 AOB 的占比产生显著影响。NH4
+含量和 pH 是影响土壤团聚体 NP 和硝化微生物群落变化的最主要因子。

NP 与 AOB amoA 基因丰度显著正相关，与 AOA amoA 基因丰度负相关。但在群落组成上，Nitrosospira 属 AOB，Candidatus 

Nitrosocosmicus 属 AOA 和 Nitrospira 属 NOB 均与 NP 呈现正相关。土壤团聚体粒径和种植方式能较大程度影响硝化微生物

的分布，然而，不同硝化微生物在团聚体间分异机制具有明显差异，该研究为完善禾豆轮作下土壤硝化微生物在微域环境的

生态适应机制提供了理论支持。 

关键词：团聚体；硝化作用；禾豆轮作；硝化潜势；氨氧化微生物 
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Abstract: 【Objective】Nitrifiers play an important role in the process of farmland soil nitrogen transformation. A study on the 

distribution of nitrifying microorganisms in aggregates will help to reveal the interaction mechanism between soil structure, 

microorganisms and soil nutrient cycling.【Method】The changes in soil aggregate properties and nitrification potential (NP) in 

maize monoculture (M-M) and maize peanut rotation (M-P) were compared, and the abundance and community composition of 

different nitrifying functional genes in soil aggregates were evaluated by quantitative PCR and high-throughput sequencing.

【Result】Compared with M-M, M-P significantly increased pH, NH4
+ and total carbon (TC) in soil aggregates. M-P also 

significantly enhanced NP, but the aggregate size had no significant effect on NP. The abundance of the AOB amoA gene was 

higher in M-P and also more abundant in smaller aggregates. The distribution pattern of AOA and comammox amoA genes was 

opposite to that of AOB, indicating that AOB can better adapt to the micro-environment of smaller aggregates, while AOA and 

comammox tended to dominate in larger aggregates. In addition, compared with M-M, the difference in AOA/AOB and 

comammox/AOB ratio between M-P aggregates decreased, indicating that rotation promoted an even distribution of soil nitrifiers 

among different aggregate sizes. By further analysis of the nitrifying community based on the 16S rRNA gene sequencing, the 

results showed M-P increased the proportion of Nitrolancea-like NOB and Candidatus Nitrosocosmicus-like AOA, decreased the 

proportion of Nitrospira-like NOB, and had no significant effect on AOB compositions. The aggregate size only had a significant 

effect on the proportion of Nitrosospira-like AOB. NH4
+ content and pH were the main factors affecting soil NP and the nitrifying 

microbial community structure among soil aggregates. NP was positively correlated with AOB amoA gene abundance and 

negatively correlated with AOA amoA gene abundance. However, in terms of community composition, Nitrosospira-like AOB, 

Candidatus Nitrosocosmicus-like AOA and Nitrospira-like NOB all showed positive correlations with NP.【Conclusion】Soil 

aggregate size and cropping system can greatly affect the distribution of nitrifying microorganisms in soil aggregates. However, 

nitrifying microorganisms have different adaptation mechanisms among aggregates. This study provides a theoretical support for 

improving the ecological adaptation mechanism of soil nitrifying microorganisms in the micro-environments under 

Gramineae-Legume rotation. 

Key words: Soil aggregates; Nitrification; Gramineae-Legume rotation; Nitrification potential; Ammonia oxidizer 

团聚体是土壤结构的基本组成单位和土壤生态

系统的功能单元，为微生物提供了空间异质的栖息

场所。不同粒级团聚体上营养水平、湿度、氧气等

微域环境的差异，必然会引起土壤微生物群落的空

间分异，进而影响土壤养分转化和物质循环，重塑

土壤团聚体的生物学性质。已有较多研究证明不同

农田管理措施下，团聚体的粒级组成[1]以及细菌和

真菌群落多样性发生显著变化[2-4]。但整体微生物群

落多样性难以与特定生态过程建立直接联系，亟待

加强关键功能微生物类群在团聚体粒级间的分配及

其对生态功能影响的理论研究。 

硝化作用是土壤氮素循环的关键过程，不仅降

低农田土壤氮肥利用率，而且增加硝酸盐淋溶和温

室气体 N2O 排放风险。硝化作用的两个阶段分别由

氨氧化菌和亚硝酸盐氧化细菌（NOB）催化完成。

氨 氧 化 菌 将 铵 根 离 子 （ NH4
+ ） 氧 化 为 亚 硝 酸 盐

（NO2
–），此反应亦为硝化作用的限速步骤，已发现

的氨氧化菌包括氨氧化古菌（AOA）、氨氧化细菌

（AOB）和新发现的全程氨氧化细菌（Comammox）；

继而，NOB 将 NO2
–氧化为硝酸盐（NO3

–）。国内外

研究表明 AOA 和 AOB 丰度和群落结构受土壤 pH、

NH4
+含量、有机碳、土壤质地等因素影响[5]。AOA

偏好于低营养水平和酸性土壤，且具有较高的氧胁

迫耐受性，AOB 则相反；Comammox 对 NH4
+亲和力

更强，因此低营养状态下有更强竞争力[6]。而 NOB

与氨氧化菌存在共生关系，氨氧化菌为 NOB 供给底

物 NO2
–，NOB 为氨氧化菌清除 NO2

–毒害，还可以

利用尿素产生氨供给 AOB[7]。因此，解析硝化菌群

在氮循环中的生理生态多样性一直被视为土壤生态

学研究的热点和难点。 
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近年来，土壤团聚体和硝化菌群之间的研究取

得一定进展。Zhang 等[8]发现 AOA 和 AOB 对施肥

和团聚体粒级的响应规律具有较大差异，但两者特

征 amoA 基因丰度均在最小粒级 2～0.1 μm 中最低。

Jiang 等[9]研究表明 AOA 和 AOB amoA 基因在最小

粒级< 250 μm 中富集，在粒级> 250 μm 中较少。相

反，Han 等[10]发现不同施肥措施下 AOA 和 AOB 

amoA 基因以及 NOB nxrB 基因的分布规律较为一

致，且均倾向于富集在较大粒级（> 250 μm）。Hou

等[11]研究表明 Nitrosomonas 属 AOB 在< 250 μm 团

聚体中较为丰富，而 Nitrospira 属 NOB 在较大团聚

体（> 250 μm）中更多。可见，不同类群硝化微生

物随土壤团聚体粒级变化而呈现的分布模式并不一

致。团聚体粒级的理化性质差异，可能是塑造硝化

微生物群落分布特征的关键。深入开展不同粒级团

聚体中硝化微生物功能群研究，能够进一步揭示土壤

结构-微生物-土壤营养元素循环的相互影响机制[4]。 

本研究以旱地黄棕壤为研究对象，通过定量

PCR 和高通量测序等分子生物学手段揭示了硝化微

生物群落在不同粒级团聚体上的分异特征，并比较

两种不同种植方式（玉米连作和玉米/花生轮作）对

土壤团聚体性质和硝化微生物群落的影响。研究结果

有助于理解土壤团聚体形成过程中微生物的环境适

应机制，为土壤肥力评价和农田管理提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验地概况 

试 验 区 位 于 安 徽 省 巢 湖 市 栏 杆 集 镇 新 桥 村

（31°58'N，117°50'E），地处江淮丘陵南部，属北亚

热带湿润季风气候区，光照充分，热量条件较好，

无霜期长，季风气候显著，冬寒夏热，四季分明。

年平均气温 15～16℃，年平均降水量约 1 100 mm，

主要集中在 5—8 月，占年总降水量的 55%。典型土

壤类型为下蜀黄土母质发育的黄棕壤。 

1.2  试验设计和土壤采集 

田间定位试验于 2018—2019 年进行。根据试验

区内典型农业生产模式，在试验地设置 2 种处理，

分别为玉米连作（M-M）和玉米/花生轮作（M-P）。

试验开始前，选取一块地面平整的、土壤性质均匀

的传统旱作农田，平均划分为 2 个小区。试验小区

第 1 年均种植玉米，第 2 年分别种植玉米和花生。

作物每年 4 月播种，当年 9 月下旬收获，秋冬季抛

荒，在试验第 2 年作物收获后采集土壤进行分析。

玉米和花生种植过程中，基肥施用量相同，为复混

肥料（N：P2O5：K2O = 26：10：15）900 kg·hm–2，

玉米在大喇叭口期追施尿素 150 kg·hm–2（N 含量为

46.4%），花生不追肥。其他管理措施如培土、除草

等均按常规模式进行。 

采集试验小区多个采样点 0～20 cm 土壤。取样

时尽量避免挤压，以保持原状土壤结构。将采集的

多点土壤样品混合组成代表土样。将稍大土块沿土

壤自然结构脆弱面剥离成直径约 5 mm 小块，仔细

挑除土样中的石块、植物根系。取其中一部分土壤

用于团聚体粒径分级。M-M 全土理化性质为：pH 

6.16，全碳（TC）7.63 g·kg–1，全氮（TN）0.82 g·kg–1，

NH4
+-N 1.20 mg·kg–1，NO3

–-N 8.47 mg·kg–1。M-P 全

土 理 化 性 质 为 ： pH 6.65 ， TC 8.15 g·kg–1 ， TN 

0.91g·kg–1 ， NH4
+-N 4.69 mg·kg–1 ， NO3

–-N 9.53 

mg·kg–1。 

1.3  土壤团聚体筛分 

采用干筛法[2，12]对土壤团聚体进行筛分，分离

出> 2、2～1、1～0.25、< 0.25 mm 四个粒级团聚体。

步骤如下：取风干土样 2.0 kg，使其通过一套直径

20 cm 筛组（孔径从上到下顺序为 2 mm，1 mm 和

0.25 mm），筛组上方带盖，下方有底，收集通过土

筛的样品。每次过筛的土样不宜过多，约为 200 g。

筛组先振荡 5 min，收集最上面筛子上的团聚体（> 2 

mm），再取下最上面 1 个筛子，继续振荡 5 min，收

集此时最上面筛子上的团聚体（2～1 mm），依次筛

分出 1～0.25 mm 和< 0.25 mm 团聚体。当筛分完成

后，称量并计算各粒级团聚体占土样总质量的百分

比（表 1）。 

1.4  土壤理化性质测定 

土壤 pH 采用电位计法测定，首先对 pH 计进行

校准，按水土比 2.5：1 向土壤加入无 CO2 去离子水，

之后将玻璃电极和饱和甘汞电极插入土壤悬液中进

行读数。土壤无机氮采用氯化钾浸提，按水土比 5：

1 向土壤加入 2 mol·L–1 KCl 溶液，以 200 r·min–1 振

荡 1 h，将振荡后的溶液静置后过滤，滤液采用连续

流动化学分析仪（Skalar ++，Breda，Netherlands）

对铵态氮（NH4
+-N）和硝态氮（NO3

–-N）含量进行
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测定。土壤 TC 和 TN 含量的测定，将土壤冷冻干燥

并过 100 目筛，利用碳氮元素分析仪（Vario MAX 

CN，Germany）进行测定。以上指标测定时，均进

行 3 次重复。 

1.5  土壤硝化潜势测定 

土壤硝化潜势（Nitrification Potential）通过悬

浮液培养法测定[13]，并略有改进。具体步骤为：分

别配置 0.2 mol·L–1 磷酸二氢钾（KH2PO4）溶液和 0.2 

mol·L–1 磷 酸氢二钾 （K2HPO4）溶液，以 及 0.05 

mol·L–1 硫酸铵（（NH4）2SO4）溶液适量。取 1.5 mL 

KH2PO4 溶液，7.5 mL K2HPO4 溶液和 15 mL（NH4）

2SO4 溶液，分别溶于去离子水，定容至 1.0 L，并将

pH 调至 7.2，制成土壤缓冲液。该土壤缓冲液含 1.5 

mmol·L–1 NH4
+和 1.0 mmol·L–1 PO4

3– [14]。称取各土样

5.0 g 于 50 mL 离心管，加入 40 mL 土壤缓冲液，倾

斜置于摇床上（200 r·min–1）震荡培养 24 h。分别在

第 2、10、20、24 h 采集 6 mL 摇匀的土壤悬浮液，

4 000 r·min–1 离心 10 min，取上清液通过定量滤纸，

滤液保存于–20℃冰箱。三次重复。通过连续流动化

学分析仪（Skalar ++，Breda，Netherlands）测定滤

液中 NOx
–-N 浓度。硝化潜势计算公式如下： 

 

1 2
PN 24

V V
R

m


    

 
式中，NP 代表硝化潜势（mg· kg–1·d–1），R 为 NOx

--N

增长速率（mg·L–1·h–1），V1 代表所加缓冲液体积（L），

V2 代表土壤样品中水分体积（L），m 为烘干土质量

（kg）。 

1.6  土壤硝化微生物功能基因丰度测定 

采 用 Fast DNA® Spin Kit for Soil （ MP 

Biomedicals）试剂盒，按照试剂盒内说明书上的步

骤提取土壤微生物 DNA。最终将提取到的土壤 DNA

溶解于 100 μL DES（无核酸酶超纯水）。利用微量

紫外分光光度计（Nano Drop® ND-2000 UV-Vis）在

260 nm 处测定 DNA 浓度和纯度，确保 OD260/ 

OD280 在 1.8～2.0 范围内，避免腐殖质对后续 PCR

扩增的影响。最后，用 DES 将土壤 DNA 进行 10 倍

稀释，保存于–20℃冰箱。各粒级团聚体 DNA 提取

均进行三次重复。 

通过实时定量 PCR 技术对土壤不同类型硝化微

生物功能基因进行定量分析。使用引物 amoA-1F/ 

amoA-2R[15]、arch-amoAF/Arch-amoAR[16]和comamoAF/ 

comamoAR[17]分别对氨氧化微生物 AOB、AOA 和

Comammox 功能基因 amoA 进行定量扩增，使用引

物 nxrB169F/nxrB638R[10]对亚硝酸盐氧化细菌 NOB

功能基因 nxrB 进行定量扩增。其中，定量 PCR 反

应体系总体积为 20 μL，包括 0.2 μL 前、后置引物

（20 μmol·L–1）、10 μL SYBR® Premix Ex Taq、1 μL 

DNA（标样或待测样），剩余体积由灭菌水补充。标

准样品的配制：分别将含有待测目的基因的质粒，

以 10 倍梯度进行稀释，制成 7～8 个浓度梯度的标

准品，与待测样品一起，按上述步骤配制定量体系。

每个 DNA 样品均进行 3 次重复扩增分析，且每次均

采用灭菌双蒸水作为阴性对照。实时荧光扩增定量

反应在定量 PCR 仪（Biorad CFX96 Optical Real- 

Time PCR System）上进行。 

1.7  高通量测序及生物信息分析 

为探究土壤硝化微生物群落组成变化，开展

16S rRNA 基因高通量测序分析。由上海美吉生物医

药 科 技 有 限 公 司 （ Shanghai Majorbio Bio-pharm 

Technology Co.，Ltd）对四个土壤团聚体粒级 DNA

样品中微生物 16S rRNA 基因 V4 区进行扩增（引物

515F/907R）和建库，最后在 Illumina MiSeq 测序系

统 上 进 行 双 端 测 序 ， 继 而 在 美 吉 生 信 云 平 台

（www.majorbio.com）上进行生物信息分析。大致分

析流程如下：下机数据先进行拼接和质控，根据

barcode 区分样本，将所测序列在 97%相似度水平划

分 OTU（操作分类单元），并以 silva138 数据库为

参考进行物种注释。在属分类水平，检索已知的

AOB[18]、NOB[19]和 AOA[20]各属并统计丰度，最终

进行硝化微生物群落组成分析，并通过 Spearman 相

关分析探究硝化微生物群落组成变化与团聚体性质

和硝化潜势的关联。 

1.8  统计分析 

通过 SPSS 19.0 统计软件，采用单因素方差

（One-way ANOVA）分析 Tukey 法对不同粒径和不

同种植方式下理化因素、进行统计显著性检验；采

用双因素方差（Two-way ANOVA）分析检验种植方

式和团聚体粒径之间是否存在交互效应；并采用

Pearson 双尾 t 检验对硝化微生物基因丰度与理化因

子间的相关性和统计显著性进行评估。P < 0.05 为

具有统计显著性。采用 Origin 8.0 进行绘图。 
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2  结  果 

2.1  土壤团聚体的理化性质 

土壤团聚体的理化性质见表 1。pH 方面，M-M

中，除了> 2 mm 团聚体外，其他粒级团聚体 pH 随

着团聚体粒径的减小而增加。相反，M-P 土壤团聚

体 pH 总体随着团聚体粒径的减小而降低。M-M 土

壤 NH4
+-N 含量随着团聚体粒径的减小而增加。而

M-P 土壤 NH4
+-N 含量随团聚体粒径呈现两头低中间

高的分布特点，其中，> 2 mm 团聚体 NH4
+-N 含量

最低。M-M 土壤 NO3
–-N 含量大致随着团聚体粒径

的减小而降低。M-P 土壤 NO3
–-N 含量随团聚体粒径 

呈现两头低中间高的分布趋势。土壤 TC 含量，在

M-M 土壤中随着团聚体粒径的减小而增加，在 M-P

土壤中，除 2～1 mm 外的其他三个粒级之间差异均

不显著。M-M 土壤 TN 含量总体随着团聚体粒级的

减小而增加（0.75～0.88 g·kg–1），而 M-P 土壤 TN

在< 0.25 mm 粒级最低为 8.01 g·kg–1，在其他三个粒

级之间差异均不显著。双因素方差分析结果表明，

种植方式能显著提高团聚体 NH4
+、pH 和 TC 含量，

土壤团聚体粒径对 NH4
+、NO3

–、pH 和 TC 均有显著

影响，单一因素（种植方式或团聚体粒径）均未对

TN 产生显著影响，但是两因素的交互效应在以上五

种理化性质的分异中均达到显著水平（P<0.05）。 

表 1  两种种植方式下土壤团聚体的理化性质 

Table 1  Soil aggregate properties under different cropping systems 

土壤团聚体 Soil aggregate 种植方式 

Cropping 

system 

粒级 

Size/（mm） 
百分比 

Proportion 
pH 

全碳 

TC/（g·kg–1） 

全氮 

TN/（g·kg–1） 

铵态氮 

NH4
+
-N/（mg·kg–1） 

硝态氮 

NO3
–
-N/（mg·kg–1）

> 2 16.5% 6.05±0.04bB 6.62±0.03dB 0.80±0.02bB 0.77±0.06cB 8.89±0.04bA 

2～1 31.1% 5.99±0.06bB 7.41±0.36cB 0.75±0.09abB 1.18±0.09bB 9.17±0.06aB 

1～0.25 40.5% 6.07±0.02bB 8.50±0.06aA 0.86±0.06abA 1.57±0.02aB 8.50±0.01cB 
M-M 

< 0.25 11.9% 6.14±0.03aB 8.27±0.03bA 0.88±0.04aA 1.56±0.11aB 7.25±0.57dA 

> 2 13.0% 6.77±0.03aA 8.21±0.06aA 0.91±0.01aA 2.91±0.23cA 7.33±0.04bB 

2～1 22.3% 6.65±0.07bA 8.01±0.11bA 0.90±0.03aA 5.44±0.03aA 9.84±0.15aA 

1～0.25 52.0% 6.45±0.01cA 8.14±0.02aB 0.90±0.01aA 5.26±0.30aA 9.27±0.48aA 
M-P 

< 0.25 12.7% 6.47±0.02cA 8.23±0.05aA 0.79±0.01bB 4.29±0.18bA 7.42±0.11bA 

注：表中值为平均值±标准差（n=3）。M-M 代表玉米连作，M-P 代表玉米/花生轮作。大写字母不同表示种植方式之间差异显

著；小写字母不同表示粒级之间差异显著。P<0.05。下同。Note：Values were mean ± standard deviation（n=3）. M-M represents maize 

monoculture，and M-P represents maize peanut rotation. Different capital letters in the same column represented a significant difference 

between cropping systems，and different lowercase letters in the same column represented a significant difference among soil aggregate sizes

（P<0.05）. The same below. 

 

2.2  土壤团聚体的硝化活性 

四个粒级间的土壤团聚体硝化潜势（NP）如图 1。

轮作 M-P 土壤团聚体的硝化潜势普遍高于连作

M-M 土壤。连作 M-M 土壤团聚体硝化潜势为 5.70～

15.08 mg·kg–1·d–1，且在较小粒级（1～0.25 mm 和< 

0.25 mm）中显著高于较大粒级（2～1 mm 和>2 

mm）。轮作 M-P 土壤团聚体硝化潜势为 19.46～

28.43 mg·kg–1·d–1，在 2～1 mm 粒级中最高。双因素

方差分析（图 2）表明种植方式对土壤硝化潜势有

显著影响，团聚体粒径对硝化潜势影响不显著，且

二者的交互效应亦不显著。 

2.3  土壤团聚体上硝化微生物功能基因的分布 

团聚体中 AOB amoA 基因丰度（图 2a）在 M-P

土壤明显高于 M-M 土壤（1～0.25 mm 除外），且在

< 0.25 mm 粒级中数量最高，表明 AOB 更能适应较

小团聚体的微域环境。AOA amoA 基因（图 2b）在

M-M 土壤显著高于 M-P 土壤，且在团聚体上的分布

趋势与 AOB amoA 基因大致相反，在> 2 mm 粒级中

基因数量最高，表明 AOA 更能适应较大团聚体的微

域环境。Comammox amoA 基因（图 2c）在两种土 
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注：C，种植方式的影响；S，团聚体粒径的影响；C×S，

种植方式和团聚体粒径的交互效应。显著性效应，P < 0.05。下

同。Note：C，the effect of cropping system；S，the effect of 

aggregate size； S×C， the effect of both cropping system and 

aggregate size. Significant effects，P < 0.05. The same below. 

 

图 1  不同种植方式下土壤团聚体的硝化潜势差异 

Fig. 1  Nitrification potentials within soil aggregates under different 
cropping systems 

壤的分布模式有较大差异，在 M-M 土壤> 2 mm 粒

级中最高，而在 M-P 中随团聚体粒径呈现两头高

中间低的分布趋势。NOB nxrB 基因（图 2d）亦在

M-M 中高于 M-P，且随团聚体粒径呈现两头高中

间低的分布趋势，在< 0.25 mm 粒级中数量最高。

双因素方差分析（图 3）表明土壤团聚体粒径和种

植方式均能较大程度影响以上硝化微生物在土壤

中的分布。 

以 amoA 基因为分子标靶，连作 M-M 土壤中

AOA/AOB 比 值 随 着 团 聚 体 粒 级 的 减 小 而 减 小

（1.56～3.92）（图 3a），Comammox/AOB 比值的变

化趋势与上述一致（0.15～0.46）（图 3b），表明 AOA

和 Comammox 在较大粒级团聚体上更具竞争优势，

而 AOB 则相反。M-P 土壤中上述比值的变化趋势

与 M-M 土壤相似，但随团聚体粒级减小，上述比

值的变化幅度均小于 M-M 土壤。M-P 中 AOA/AOB

和 Comammox/AOB 比值的变化范围分别为 0.87～

1.58 和 0.18～0.24。Comammox/AOA 比值在 M-M

土壤团聚体之间无显著变化（0.10～0.12），在 M-P

土壤中呈现中间高两头低（0.13～0.21）（图 3c），

且普遍高于 M-M（2～1 mm 粒级除外）。综上所述，

不同氨氧化微生物在团聚体上的分布规律具有明

显差异。 

 

图 2  不同粒径土壤团聚体上硝化微生物功能基因丰度的差异 

Fig. 2  Abundance changes of nitrifying functional genes in different soil aggregate sizes 
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图 3  不同粒径土壤团聚体上氨氧化微生物 amoA 基因比值的变化 

Fig. 3  amoA gene ratios of different ammonia-oxidizing groups in different soil aggregate sizes 

2.4  土壤团聚体性质与硝化微生物功能基因丰度

及硝化活性的关联 

硝化微生物 amoA 基因丰度在团聚体间的分布，受

微域环境强烈影响（表 2）。在不同粒级团聚体间，就

氨氧化微生物而言，AOB amoA 基因丰度与 pH、TC

和 NH4
+含量显著正相关，与 NO3

–含量显著负相关。

AOA 与 AOB 则完全相反，其 amoA 基因丰度与 pH、

TC 和 NH4
+含量均呈现显著负相关。而 Comammox 

amoA 基因丰度仅与 TC 显著负相关。对于 NOB，

团聚体 pH、NH4
+和 NO3

–含量的增加，均能显著降低

nxrB 基因丰度。并且，进一步分析土壤理化性质及

硝化微生物与团聚体硝化潜势间的相关性发现，pH

和 NH4
+含量是影响团聚体硝化潜势 NP 的主要因素

（P < 0.01，r 分别为 0.800 和 0.889），TN 亦对 NP 存

在显著性影响（r = 0.485）。而硝化微生物中 AOB 

amoA 基因丰度与 NP 显著正相关（r = 0.588），AOA 

amoA 基因丰度与 NP 显著负相关（r = –0.686），

Comammox amoA 基因与 NP 不存在显著性关联。 

2.5  土壤团聚体性质与硝化微生物群落组成的

关联 

对 24 个团聚体 DNA 样品进行高通量测序，共

获得 16S rRNA 基因序列约 111.8 万条，平均每个样

品约 4.66 万条，硝化微生物的平均相对丰度约为

1.02%（473 条/样），其中，AOA、AOB 和 NOB 的

平均相对丰度分别为 0.51%（239 条/样）、0.08%（36

条/样）和 0.43%（199 条/样）。 

表 2  土壤团聚体理化性质、硝化微生物功能基因丰度以及硝化潜势之间的相关分析 

Table 2  Correlation analysis between soil properties，nitrifying functional gene abundances and nitrification potential 

土壤团聚体 Soil aggregate 
指标 Index 硝化菌 Nitrifier 

pH TC TN NH4
+
 NO3

–
 土壤硝化潜势（NP）

AOB amoA 0.548** 0.480* 0.150 0.513* –0.425* 0.588** 

AOA amoA –0.576** –0.742** –0.324 –0.754** 0.086 –0.686** 

Comammox amoA –0.037 –0.730** –0.263 –0.301 –0.018 –0.330 

基因丰度 

Gene abundance 

NOB nxrB –0.558** 0.020 –0.325 –0.660** –0.697** –0.687** 

AOA/AOB –0.693** –0.777** –0.451* –0.779** 0.250 –0.794** 

Comammox/AOB –0.354 –0.824** –0.335 –0.583** 0.177 –0.690** 

amoA 基因丰度比值 

Ratio of amoA gene 

abundance Comammox/AOA 0.677** 0.157 0.108 0.558** –0.258 0.441 

土壤硝化潜势（NP） 0.800** 0.412 0.485* 0.889** 0.207 1.000 

注：Pearson 双尾显著性检验，n=24；*，P<0.05；**，P<0.01。Note：Pearson’s two-tailed t test，n=24；*，P<0.05；**，P<0.01. 
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通过 16S rRNA 基因高通量测序分析，揭示了

不同种植方式下土壤团聚体中硝化微生物群落组成

（图 4a）。在试验土壤中，AOA 主要检测到三个属，

分 别 为 Candidatus Nitrosocosmicus ， Candidatus 

Nitrososphaera 和 norank_f_Nitrososphaeraceae，其中

norank_f_Nitrososphaeraceae 最多；AOB 主要包括

Nitrosospira 和 Nitrosomonas 两属，且 Nitrosospira

远高于 Nitrosomonas；NOB 主要包括 Nitrospira 和

Nitrolancea 两属，且 Nitrospira 占据主导。总体而言，

各类硝化菌在整体硝化微生物群落中的占比大小顺

序为：AOA>NOB>AOB。双因素方差分析（表 3）

表明，种植方式能够对 Nitrospira 属和 Nitrolancea

属 NOB，以及 Candidatus Nitrosocosmicus 属 AOA

在硝化群落中的占比产生显著影响，而团聚体粒径

仅对 Nitrosospira 属 AOB 的占比产生显著影响，但

两者交互效应在各类型硝化微生物中均不显著。 

NH4
+含量和 pH 是影响土壤团聚体硝化微生物 

群落组成变化的最主要因子（图 4b）。团聚体 NH4
+

含量和 pH 提高，对 Nitrosospira 属 AOB，Candidatus 

Nitrosocosmicus 属 AOA 和 Nitrospira 属 NOB 均有

显 著 促 进 作 用 。 相 反 地 ， NH4
+ 含 量 增 加 对

Nitrosomonas 属 AOB 却存在显著抑制效应。此外，

TC 与 Nitrospira 属 NOB 显 著 负 相 关 ， TN 与

Nitrosospira 属 AOB 显著正相关。对硝化活性的影响

方面，Nitrosospira 属 AOB，Candidatus Nitrosocosmicus

属 AOA 和 Nitrospira 属 NOB 均与团聚体 NP 存在显

著正相关关系。 

3  讨  论 

合理轮作能够协调养分供应，均衡利用土壤养

分，防止连作障碍，具有很高的生态和经济效益[21]。

与连作相比，轮作可改善连作土壤结构，提高土壤

酶活性，促进土壤的代谢作用，促使土壤养分形态 

 

*，P<0.05；**，P<0.01。 

 
图 4  基于 16S rRNA 基因的硝化微生物群落组成（a）及与土壤性质和硝化潜势的相关系数热图分析（b） 

Fig. 4  Nitrifying community structures based on 16S rRNA genes（a）and their correlation with soil properties and nitrification potential by 

heatmap analysis（b） 
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表 3  双因素方差分析种植方式和团聚体粒径对氨氧化古

菌、氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌组成的影响（P值） 

Table 3  Results（P values）of a two-way ANOVA analysis for the 
effects of cropping system and soil aggregate size on dominant 

phylotypes of AOA，AOB and NOB 

硝化菌

Nitrifier 

属水平分类 

At the genus level 
C S C×S 

AOA 
Candidatus 

Nitrosocosmicus 
0.001* 0.055 0.319

 
Candidatus 

Nitrososphaera 
0.481 0.947 0.374

 
Norank_f_ 

Nitrososphaeraceae 
0.359 0.323 0.263

AOB Nitrosospira 0.067 0.042* 0.237

 Nitrosomonas 0.053 0.261 0.261

NOB Nitrospira 0.027* 0.150 0.425

 Nitrolancea 0.000* 0.543 0.833

*，P < 0.05. 

 
发生变化，从而提高土壤肥力[12]。花生作为一种豆

科植物，被广泛用于间、套、轮作，能够增加作物

产量、培肥土壤、改善农田生态条件[22-23]。与前人

研究一致，本研究结果显示与玉米连作（M-M）相

比，玉米/花生轮作（M-P）能够提高土壤全土及团

聚体 pH、NH4
+和 TC 含量。 

同时，轮作能够通过根系向土壤输送更加多样

的营养物质，提高土壤微生物群落多样性[24]。对于

硝化微生物而言，轮作 M-P 提高了团聚体中 AOB 

amoA 基因丰度，而降低了 AOA amoA 基因丰度，

导致四个粒级团聚体上 AOA/AOB 和 Comammox/ 

AOB 比值的差异减小，表明轮作促使土壤硝化微生

物在粒级间的分布更加均匀。曹莉等[25]研究也显示

轮作方式能够提高硝化细菌的数量。进一步在分类

属水平对土壤团聚体中硝化菌群落组成进行分析，

结 果 显 示 轮 作 提 高 了 Nitrolancea 属 NOB 和

Candidatus Nitrosocosmicus 属 AOA 的比例，降低了

Nitrospira 属 NOB 的比例，对 AOB 各属无显著影响。

此外，M-M 土壤团聚体的硝化潜势普遍低于 M-P

土壤，表明 M-P 土壤硝化活性提高。可见，种植方

式对土壤团聚体养分状况、生物学特性以及生态过

程均产生了较大影响，为禾豆轮作下土壤硝化微生

物的生态适应理论提供了支持。 

地理大尺度数据整合分析显示，陆地生态系统

中 AOB 和 AOA amoA 基因丰度和群落组成受到多

种环境因素影响[5，18，26]，其中，pH 和 NH4
+尤为关

键[5]。本研究中同样发现在微域尺度上团聚体 pH 与

NH4
+含量显著正相关（r = 0.62，P < 0.01），均对 AOA

和 AOB 丰度和组成均产生了显著影响。两者与团聚

体 AOB amoA 基因丰度正相关，与 AOA amoA 基因

丰度负相关，表明 AOA 和 AOB 具有不同的营养需

求和底物利用能力。较多研究已经证实低铵或酸性

条件下 AOA 快速生长；而在高铵或中性-碱性土壤

中，AOB 更具生长活性[5，27]。通过生态位竞争，AOB

和 AOA 在微域尺度上形成了各自独特分布模式，

AOB 偏好栖息在 NH4
+含量较高、比面积较大的微团

聚体（< 0.25 mm）上，而 AOA 则在 NH4
+含量较低

的大团聚体（> 2 mm）环境更具竞争优势。此外，

TC 也与 AOA 和 AOB amoA 基因丰度显著关联（P < 

0.05），一方面可能由于 TC 矿化能够增加土壤可利

用 NH4
+作为硝化底物，从而刺激氨氧化菌的生长，

另一方面 TC 还能够满足异养或混合营养生长的氨

氧化菌群对碳源需求[28]。团聚体中 Comammox 能够

与 AOB 和 AOA 共存，且与 AOA 分布模式更为相

似，表明两者的营养需求更为接近[29]。 

Zhang 等[8]曾对黄棕壤（pH 6.3）团聚体进行研

究，发现 TN 和 C/N 能够影响氨氧化微生物丰度，

但未对 pH 和 NH4
+进行检测。Han 等[10]发现在酸性

（pH 5.7）旱地农田土壤团聚体中 NH4
+与 AOB 和

AOA amoA 基因丰度正相关，但 TN 和 TC 对 amoA

基因丰度变化的贡献度高于 NH4
+，未对团聚体 pH

进行检测。Jiang 等 [9]对长期施肥管理下酸性（pH 

4.62～6.79）农田土壤进行研究，发现 TC 和 pH 分

别是影响团聚体上 AOA 和 AOB 丰度和组成主要因

素。Li 等[30]发现在碱性土壤（pH > 8）中，不同粒

级团聚体 AOA 和 AOB amoA 基因丰度变化由不同

环境因子所驱动，TN、SOC 和 NO3
 –与 AOA 群落

组成显著关联，而 pH 和 SOC 是影响 AOB 群落的

主要因素。由此可见，硝化微生物在团聚体粒级间

的分布模式受到土壤类型、耕作方式、施肥管理等

多因素共同作用，与团聚体形成和性质密不可分。

由于目前土壤团聚体的研究方法缺乏统一标准，粒

径划分、筛分方法以及检测指标等不一致，极大增

加了对已有数据的整合难度。硝化作用各功能菌群

在团聚体微域环境的分异机制有待深入挖掘。 
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全球范围内土壤硝化速率与土壤 pH、SOC、TN、

NH4
+、AP 等显著正相关，与 C/N 显著负相关[31]。在

微域尺度（团聚体水平）上，环境因子如何影响土

壤团聚体硝化速率尚不明确。由于土壤团聚体的原

位硝化速率较难获取，本研究试图通过传统的悬浮

培养法测定团聚体硝化潜势，以比较不同粒级团聚

体的硝化活性。结果表明 pH、NH4
+和 TN 能显著影

响团聚体硝化潜势，与全球尺度下的研究结果较为

一致。土壤 NP 与 AOB amoA 基因丰度显著正相关，

与 AOA amoA 基因丰度显著负相关，表明 AOB 是

旱地农田原位状态下硝化作用的驱动者，但与高氮

投入下活性硝化微生物类群也保持高度一致[32]。由

此可见，虽然微域尺度上各因素变化幅度十分微小，

但仍能显著影响硝化微生物的分布和活性。 

目前团聚体水平硝化活性与硝化微生物的关联

报道十分有限，硝化潜势与不同类型硝化微生物（如

AOB/AOA）的相关性并不一致[8-9，11]，也可能与硝

化潜势测定方法的局限性有关。最新研究指出土壤

硝化潜势的测定方法存在不足，理论“最佳”条件

下测定的土壤硝化潜势不一定代表原位土壤硝化活

性[33]。然而，当前未能解决检测土壤团聚体真实硝

化活性的技术难点。原位稳定同位素标记结合 Nano 

SIMS 亚细胞成像技术有望成为阐明土壤中目标微

生物活跃类群空间分布规律的有力突破点[34]。通过

稳定同位素（13C 或 15N 底物）在原位条件标记土壤

硝化微生物生物质，继而在实验室进行团聚体筛分，

再利用 Nano SIMS 亚细胞成像技术进行硝化微生物

细胞活性分析，或许可以提供更为准确的、能够反

映自然条件下微生物活性及空间分布的信息。 

值得注意的是，本研究中禾豆轮作只进行了一

轮，相关土壤结构和微生物变化是在不同作物茬口

下得到的，虽然能够最大程度体现种植不同作物产

生的直接影响，但无法评估这些土壤结构及微生物

变化的可持续性和生态效益。因此，未来可实施多

年轮作，并在相同茬口和不同茬口下进行土壤和作

物的多维分析，以便获取连续、详实而全面的轮作

“茬口”效应研究结果。 

4  结  论 

玉米连作和玉米/花生轮作方式下，种植方式和

团聚体粒径对土壤团聚体的多种理化性质均产生较

大影响，且种植方式能够强烈改变土壤硝化潜势。

土壤团聚体粒径和种植方式还能较大程度影响硝化

微生物在土壤团聚体中的分布，不同氨氧化微生物

在团聚体上的分异规律具有明显差异。AOB amoA

基因丰度在轮作土壤显著高于连作土壤，且 AOB 更

能适应较小团聚体环境；而 AOA 和 Comammox 

amoA 基因丰度变化与 AOB 则大致相反，倾向在较

大团聚体中更占优势。此外，团聚体微域环境对不同

类型硝化微生物的群落组成还存在不同程度影响。 
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