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摘　要　　针对长期定位试验站长期不施化肥的低磷土壤，设置了不同水平的磷素添加共9个处理

（P2O5 0～150 mg kg-1土），通过75 d的室内培养实验，探讨磷素处理对土壤硝化细菌及硝化作用的影

响。结果表明，适量磷素添加显著刺激了硝化细菌生长，但高浓度磷素添加将抑制硝化细菌数量。进

一步通过好氧培养法和悬液法分别测定了土壤硝化潜势，发现不同水平的磷素短期培养后，土壤硝化

潜势均出现不同幅度的增加，并且均在P2O5 40～60 mg kg-1土之间最高，但磷素供应水平影响硝化作用

的机制仍待进一步研究。
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土壤氮素是植物生长的主要养分控制因子。农

田土壤有机氮转化为无机氮需经过一系列的微生物

过程，将蛋白质、核酸、氨基糖等复杂含氮化合物

分解为简单的氨基化合物和铵态氮，为植物生长提

供氮源。同时，通过微生物氨氧化，铵态氮可被硝

化细菌氧化为亚硝酸盐氮，进而被亚硝化细菌氧化

为硝酸盐，完成硝化过程［1］。由于氨氧化过程是

硝化作用的关键限速步骤，氨氧化微生物常被认为

是氮素循环的重要调控者。大量研究发现，各种地

理气候和农业管理等环境因子，包括温度、pH 、

施肥、土壤类型及土地利用方式等均可能影响土壤

硝化作用［2-6］。已有的研究大多关注土壤碳氮交互

作用及其对硝化过程的影响，最近也有报道表明，

磷素供应水平显著影响土壤矿化作用［7］以及氨氧

化化细菌和古菌的多样性［8］。但是，这一研究依

托长期定位实验的田间原位样品分析完成，长期不

同磷素供应水平导致的土壤物理化学和生物属性差

异，是否与实验室理想的短期模拟结果一致，目前

尚未有相关报道。据此，本研究针对长期定位试验

站的无肥处理土壤，设置了不同的土壤磷素供应水

平，通过室内培养的方式，研究了施磷处理对紫色

水稻土硝化过程的影响，初步探索了土壤磷素介导

下的土壤氮素转化过程及其影响机制。

1　材料与方法

1.1　供试材料

供试土壤采自于重庆市北碚区西南大学教学

农场“国家紫色土土壤肥力与肥料效益监测基地”

（东经106°26 ′，北纬30°26 ′）。年气温18.4 ℃ 

（30年平均），年均降水量1 106 mm、日照1 277 h，

为亚热带季风气候［8］。该实验站从1991年开始进
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行长期肥料定位试验，距今已有24年历史，试验地

的种植方式为稻—麦水旱轮作。

于 2 0 1 4 年 1 0 月 水 稻 收 割 后 采 集 长 期 无 肥

（CK）处理土样，采用“S”布点法随机选定10个

点用土钻钻取0～20 cm的耕作层土样混合后，挑

去肉眼可见细根，放入冰箱于4 ℃保存，用于土壤

短期磷酸二氢钠处理培养。土壤基本理化性质如

下：pH 7.94、土壤有机质20.63 g kg-1、全氮1.07  

g kg-1、全磷0.46 g kg-1、全钾19.67 g kg-1、硝态

氮3.19 mg kg-1、铵态氮9.23 mg kg-1、有效磷1.58  

mg kg-1、速效钾53.50 mg kg-1。

1.2　试验方法

称取长期无肥（CK）处理新鲜土样2 000 g过2 

mm筛，测定含水量，放于一塑料小盆中，记录重

量后置于25 ℃恒温培养箱中预培养10 d，期间每

天按重量变化补充损失水分，使土壤含水量保持恒

定。预培养结束后，取约50 g土于50 ml干净离心管

中，每个土壤分别以溶液形式添加有效磷（P2O5） 

浓度为0、10、20、30、40、50、70、100、150 

mg kg-1土的磷酸二氢钠，混匀，不同土壤保持相同

的含水量，于25 ℃恒温避光培养75 d，期间根据

重量补充水分。一共9个处理，每个处理4个重复。

75 d后取样，土样样品用于硝化细菌数量、硝化潜

势和硝化强度的测定。

硝 化 细 菌 的 测 数 采 用 最 大 或 然 值 法 （ M o s t 

p r o b a b l e  n u m b e r ， M P N ） ［ 9 ］。 土 壤 硝 化 潜 势

（Potential nitrification rate，PNR）测定采用氯酸

盐抑制法［10］。以水土比4∶1 向5 g 土壤中加入含 

1 mmol L-1（NH4）2SO4 的磷酸盐缓冲液（NaCl 8.0 

g L-1，KCl 0.2 g L-1，Na2HPO4 0.2 g L-1，NaH2PO4  

0.2 g L-1；pH 7.4），并加入10 mmol L-1 KClO3 溶

液抑制亚硝酸盐的氧化。土样悬液于25 ℃黑暗培

养24 h后加入5 ml 2 mol L-1 KCl 溶液浸提NO2
--N。 

NO2
--N以N-（1-萘基）-乙二胺显色，在540 nm波

长下测定，用测得单位时间单位土壤样品增加的 

NO2
--N含量表示硝化潜势。硝化强度（Nitrification 

intensity）的测定采用好氧土壤硝化势测定法［11］。 

称取各处理过2 mm筛相当于20 g干土的新鲜土样于

500 ml三角瓶中，加入一定量的碳酸钙粉，调节土

壤pH至6.2～6.5，再加入相当于N 250 mg kg-1干土

的（NH4）2SO4 溶液，调节土壤含水量为最大持水

量的60 %，加塞，于30 ℃恒温箱培养21 d，培养

结束后，采用1 mol L-1 K2SO4浸提，离心，上清液

除去NO2
-后用比色法测定NO3

--N浓度，硝化强度用

测得单位土壤样品增加的NO3
--N含量百分比表示。

这两种不同的方法均用于表示水稻土的硝化潜势。

1.3　统计分析

原 始 数 据 在 E x c e l 中 进 行 标 准 化 处 理 ， 采 用

Excel、SPSS等统计软件进行统计分析，5% 水平

下LSD多重比较检验各处理平均值之间的差异显 

著性。

2　结　果

2.1　 短期不同磷素供应水平下土壤硝化细菌数量

的变化

如图1所示，长期未施用化肥的中性水稻土，

添加不同水平 P2O5培养75 d后土壤硝化细菌数量

发生明显变化。添加P2O5 20 mg kg-1土处理的硝化

细菌数量最高达17.65×103 g-1干土，30 mg kg-1

土处理次之，且差异不显著；其次为40 mg kg-1土 

处理；50 mg kg-1和100 mg kg-1土处理土壤硝化细

菌数量相差不大，但均高于0 mg kg-1土处理；其他

处理与0 mg kg-1土处理无显著性差异。总体而言，

当磷素（P2O5）供应水平高于 20 mg kg-1土，土壤

硝化细菌数量随磷酸盐浓度的提高而减少，但未表

现出线性规律。

2.2　短期不同磷素供应水平下土壤硝化潜势的变化

如图2所示，长期（自1991年）未施用化肥的

中性水稻土培养75 d后，随着磷素添加水平的增加

土壤硝化潜势呈升高趋势。P2O5在50 mg kg-1土处

理土壤硝化潜势最高，并且之后随着磷素供应水平

的增加，硝化潜势呈降低趋势，但总体仍高于对

照未添加磷素处理。且50 mg kg-1土处理土壤硝化

潜势最高达NO2
--N为0.421 μg g-1 h-1，其次为70、

100、40和30 mg kg-1土处理，各处理间无显著性差

异。P2O5在150、20、10 mg kg-1土处理与0 mg kg-1 

土处理相比差异不显著。由此说明中性紫色水稻土

硝化潜势与磷酸盐浓度有较强规律性。

2.3　短期不同磷素供应水平下土壤硝化强度的变化

从图3可知，长期未施用化肥的中性水稻土培

养75 d后，随着磷素添加水平的增加土壤硝化强度

呈升高趋势，在添加P2O5为40 mg kg-1土处理土壤

硝化强度最大，并且之后随着磷素供应水平的增
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图1　施入磷酸二氢钠75 d后土壤硝化细菌数的变化

Fig. 1　Number of nitrifying bacteria in a neutral paddy soil 75 days after application of disodium dihydrogen pyrophosphate

图2　施入磷酸二氢钠75 d后土壤硝化潜势的变化

Fig. 2　Variation of soil nitrification potential 75 days after application of disodium dihydrogen pyrophosphate

加，硝化强度呈降低趋势。在P2O5为40 mg kg-1土

处理土壤硝化强度高达42.9%，其次为50、100、

30 mg kg-1和150 mg kg-1土处理，但各处理间无显

著性差异。对比综合图2、图3，土壤硝化潜势、土

壤硝化强度呈现出基本相似的规律。

3　讨　论

硝化细菌数量的多少能在一定程度上反映土

壤氮素供给能力。已有的研究表明，土壤有效磷与

中性紫色水稻土硝化细菌的数量呈显著正相关关系

图3　施入磷酸二氢钠75 d后土壤硝化强度的变化

Fig. 3　Variation of soil nitrification intensity 75 days after application of disodium dihydrogen pyrophosphate
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（r=0.656，p＜0.05），可能在一定程度上影响了

土壤硝化作用［12］。结果显示，短期磷酸二氢钠处

理75 d后，添加P2O5为20 mg kg-1土处理的硝化细

菌数量最高达17.65×103 g-1干土，是未添加磷处理

土壤硝化细菌数量的2.94倍，可能外源添加磷源硝

化细菌提供了充足的营养物质所致，随着磷酸二氢

钠投入的增加土壤硝化细菌数量呈下降趋势，郑宪

清等［13］研究结果也表明施磷会降低硝化细菌的数

量，本试验进一步验证了土壤磷营养是硝化细菌数

量的主要影响因子之一［14］，但其具体规律和影响

机理有待深入研究。

本试验还表明了土壤硝化潜势呈规律性变化。

用氯酸盐抑制法（即悬液法）测定土壤硝化潜势的

变化时，P2O5在0～50 mg kg-1土处理中，随着施磷

水平的增加，土壤硝化潜势表现出相应增强，而后

随着施磷水平的提高，土壤硝化潜势则表现出减弱

的趋势，可能与该处理土壤硝化微生物数量或活性

受到磷影响有关，而高于50 mg kg-1土处理土壤硝

化潜势有所降低，高浓度的磷酸盐可能抑制了土壤

硝化菌的生长，这与他人的研究类似［15-16］。关于

不同磷水平浓度对于硝化潜势的影响及原因报道较

少，T-RFLP的研究表明长期定位施磷处理与未施

磷处理之间的氨氧化微生物的多样性有所差异，在

功能上也表现出相对应的变化［8］。

施 肥 是 影 响 土 壤 微 生 物 硝 化 强 度 的 重 要 因 

素［17］。用好氧土壤硝化势测定法测定土壤硝化强

度的变化，与用氯酸盐抑制法测定土壤硝化潜势的

变化相比呈现出基本一致的规律。本试验各处理

施入磷酸二氢钠75 d后土壤硝化强度在添加P2O5为 

40 mg kg-1土处理土壤硝化强度高达42.9%，之后随

着磷素供应水平的增加，硝化强度呈降低趋势。说

明土壤磷酸盐浓度对土壤硝化强度有一定影响，这

与用氯酸盐抑制法得出的结果基本一致。

此项研究结果初步表明了施加无机磷对土壤硝化

作用的规律性影响，但具体机制仍不清楚。研究影响

硝化作用的关键微生物及影响该微生物的关键因子，

以及用不同水平的磷素进行室内连续培养实验并测定

具体的变化规律将是下一步研究的主要方向。

4　结　论

通过短期培养施加不同水平磷对中性紫色土硝

化作用的初步探究得出，适量磷素添加显著刺激了

硝化细菌生长，但高浓度抑制其生长。不同水平的

磷素短期培养后，土壤硝化潜势均出现不同幅度的

增加，并且均在P2O5 40～60 mg kg-1土之间最高。
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Influence of Phosphorus Application on Nitrification of Neutral Purple Soil

ZHAO Haochun1　ZHOU Zhifeng1　QIN Zixian1　GUO Tao1，2†

（1 College of Resources and Environment，Southwest University，Chongqing 400716，China）

（2 National Monitoring Base for Purple Soil Fertility and Fertilizer Efficiency，Chongqing 400716，China）

Abstracts　Samples of soils low in phosphorus availability were collected from the National Monitoring 

Base for Purple Soil Fertility and Fertilizer Efficiency for an indoor experiment，which was designed to have 9 

treatments，in terms of phosphate application rate（P2O5 0～150 mg kg-1）and had the soil samples incubated 

for 75 days，after P fertilizer in the form of disodium dihydrogen pyrophosphate was amended. Analysis of 

the incubated samples shows that the application of a proper rate of P significantly stimulated the growth of 

nitrifying bacteria and that of a higher rate had a reverse effect. Treatment 20（P2O5 20 mg kg-1）was the 

highest in number of the bacteria. Potential nitrification rates（PNR）of the soil samples were determined with 

the aerobic incubation method and the suspension method，separately. PNR increased in all the treatments 

to a varying extent and Treatment 50（P2O5 50 mg kg-1）was found to be the highest in PNR. The effect of 

phosphorus on soil nitrifying capacity is similar to that on PNR in tendency. However，further study is needed 

mechanisms of phosphorus application rate affecting soil nitrification.

Key words　Soil nitrification potential；Nitrifying bacteria；Phosphorus
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