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硝化抑制剂对毛竹林土壤N2O排放和氨氧化微生物的影响*
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摘 要  为了探索硝化抑制剂在毛竹生产中的施用技术，通过培养试验研究3,4-二甲基吡唑磷酸盐（DMPP）和双氰胺（DCD）两种硝化抑制剂对毛竹林施用尿素后土壤N2O排放、氮素转化和相关氨氧化细菌（AOB）、氨氧化古菌（AOA）群落结构和丰度的影响。试验设（1）对照（CK）、（2）单施尿素（Urea）、（3）尿素+ 1%DMPP（DMPP占总N的1%，下同）；（4）尿素+ 1.5%DMPP;（5）尿素+ 10%DCD；（6）尿素+ 15%DCD等6个处理，测定N2O的排放动态以及气体排放转折点时的土壤特征指标。结果表明：与单施尿素相比，160 d的时间内两种DMPP用量处理的土壤N2O累积排放减排幅度均为54%，而10%DCD和15%DCD处理的土壤分别减少28%和41%。DMPP和DCD处理50 d和90 d时土壤的NH4+-N含量均显著高于（p<0.05）单施尿素处理，而NO3--N含量和表观硝化率则恰好相反，但两种抑制剂间无差异。DMPP处理的AOB群落结构的变化从10 d 开始显现，至50 d和90 d 时仍保持明显的抑制状态，而DCD处理则至90 d时抑制作用基本消失。单施尿素AOB功能基因（amoA）的丰度均显著高于硝化抑制剂处理（90 d时尿素+ 10%DCD处理除外）；在整个培养期内，尿素和对照土壤的AOA群落结构相似，硝化抑制剂反而增加了AOA功能基因的丰度，表明硝化抑制剂对AOA丰度无明显抑制作用。即两种硝化抑制剂主要通过抑制AOB起作用；调节土壤pH至中性范围，并在1%DMPP施用条件下，硝化抑制剂的抑制效果最显著。
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氮肥的大量施用在促进现代农业快速发展的同时也给人类赖以生存的环境带来了巨大的风险。其中，由硝化作用而导致的氮肥利用率低是造成水体污染和气候变暖等问题的重要根源之一。氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria，AOB）或氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea，AOA ）在氨单加氧酶和羟胺氧化还原酶的催化下，将NH3氧化成 NO2-，是硝化作用的关键步骤，也是限速步骤[1]，该过程的中间产物NH2OH会发生化学分解而释放出 N2O。研究表明，在 35%～60% 孔隙含水率（Water filled pore space，WFPS）时硝化作用是土壤 N2O 排放的主要来源[2]。因此，施用硝化抑制剂被认为是提高氮肥利用率、减轻氮肥污染的有效措施[3]。
硝化抑制剂通过选择性抑制土壤硝化微生物的活动，有效减缓土壤中铵态氮向硝态氮的转化，在减少硝酸盐淋溶损失和氮氧化物排放方面具有显著作用[2-4]。双氰胺（Dicyandiamide，DCD）和
3，4-甲基吡唑磷酸盐（3,4-dimethylpyrazole phosphate，DMPP）是农业生产中常用的两种硝化抑制剂。DCD 是氰胺类硝化抑制剂的典型代表，具有较好的硝化抑制作用，在国内外农业生产中得到了广泛应用。Di和Cameron [3-4]通过多年系统研究表明，向添加高浓度氮肥的新西兰草地土壤中喷施水溶态的 DCD 可减少 42%~83%的硝酸盐淋失，而且可降低40%~82%的N2O 总排放量。此外，DCD 还能减少小麦、水稻和玉米等作物生产过程中土壤硝酸盐的淋溶损失和N2O的排放[5]。研究表明，DCD 在农田合理施用仅对参与氨氧化过程的微生物具有明显抑制作用，对其他微生物的活性均无显著影响[6-7]。DMPP是由德国政府批准巴斯夫公司生产的新型硝化抑制剂，DMPP价格较DCD 高，但其抑制效率要远高于DCD，且一次施入的抑制效果可持续4~10周[8-9]。研究发现，添加 1%DMPP能有效抑制土壤氨氧化反应的发生，降低硝态氮垂直迁移的淋溶损失，增加氮素被植物体吸收利用的几率[10]。Weiske等[11]通过 3 年的田间试验发现DMPP可使农田土壤N2O年均排放量减少49%。Kleineidam等[12]对农田土壤添加DMPP发现，DMPP在两周的时间内显著抑制了氨氧化细菌，而氨氧化古菌未受到影响，表明DMPP 施用对土壤微生物的活性、种群结构和数量产生影响。然而，不同硝化抑制剂本身的性质、生物活性和作用机理差异较大，抑制效率高低、有效期长短及施用效果还受土壤类型、有机质含量、温度、水分和土壤管理措施等诸多因素的显著影响[13]。 因此，在野外施用之前，有必要通过试验确定特定土壤上应选用何种类型和用量的硝化抑制剂，优化方案，节约成本。
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK3]近年来我国竹林产业迅速发展，农户通过施肥和翻耕松土、除草等经营方式来增加毛竹产量，提高生产效益。农户为毛竹林增施大量氮肥时，往往造成氮肥利用率下降、氮素大量流失等，进而引起水体富营养化问题[14]，同时其促进的氨挥发和土壤微生物的硝化作用引起了诸如N2O等温室气体排放的大量增加，造成资源浪费和经济效益下降。因此，对于氮肥施用日益增多的经营性毛竹林，N2O排放和氮素转化问题不容忽视。有必要通过施用硝化抑制剂和合理规范经营措施来提高氮素利用率。目前国内外针对DCD和DMPP的应用和研究较多集中在农田和草原的试验，培养试验也大多集中于土壤性质差异培养，而且培养试验一般时间较短。这些抑制剂施用对毛竹林土壤硝化作用抑制效果、有效期和对氨氧化微生物群落的影响几乎未见报道。因此，本研究采用室内培养方法，比较不同硝化抑制剂和用量对粗放经营型毛竹林土壤N2O排放和硝化作用抑制效果，采用变性梯度凝胶电泳（Denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE）和荧光定量PCR（Realtime fluorescence quantitative PCR，RT-PCR）手段分析了AOA和AOB群落结构和丰度的动态变化，目的在于考察两种硝化抑制剂在毛竹林土壤中的适用性，为竹林专用氮肥开发提供参考。
1 材料与方法
1.1  供试土壤
采自浙江省临安市青山镇（30°14′ N，119°42′ E）粗放经营毛竹林。该地属于亚热带季风气候区，多年平均降水量为1 628 mm，气温16.4℃，日照时数1 847 h，无霜期237 d。毛竹林栽培区属低山丘陵地貌，土壤为砂页岩发育而来的湿润富铁土（红壤）。研究区内毛竹林为100多年前阔叶林改造而成，毛竹林主要采用冬季劈除林下杂灌、但不翻耕施肥的粗放经营措施为主。于2014年采集粗放经营毛竹林地土壤进行调研，随机选取4个10 m×10 m标准样地，每个样地选取5个采样点，采集0~20 cm土壤充分混匀，剔除杂物和残留根系并过2 mm钢筛，形成有代表性的混合土壤样品备用。供试土壤质地较黏，砂粒、粉粒和黏粒含量分别为40.2%、34.0%和25.8%，有机质、碱解氮、有效磷、速效钾、硝态氮、铵态氮和pH分别为43.70 g kg-1、84.65 mg kg-1、2.96 mg kg-1、47.0 mg kg-1、20.76 mg kg-1、41.34 mg kg-1和5.26。
1.2  试验处理及培养过程
本试验设6个处理，每处理3个重复：处理（1）对照；（2）单施用尿素（U）；（3）尿素+ 3,4-二甲基吡唑磷酸盐（1%，占尿素纯氮量的比例）（1%DMPP）；（4）尿素+ 3,4-二甲基吡唑磷酸盐（1.5%）（1.5%DMPP）;（5）尿素+双氰胺（10%）（10%DCD）；（6）尿素+双氰胺（15%）（15%DCD）。每千克干土尿素用量为0.64 g，两种硝化抑制剂的施用量根据查阅文献推荐量选择，DMPP和DCD的用量分别占尿素纯氮量的1%~2%和10%~20% [15]，如DCD10%处理添加DCD 29.89 mg kg-1干土，具体用量按上述方案添加。试验前将尿素与硝化抑制剂混匀，然后按照处理添加到150 g鲜土（含水量28.0%）混匀，置于250 ml玻璃瓶中，容器以湿润纱布棉花覆盖以防止水分损失，定时称重控制土壤含水量。容器置于25℃培养箱内，每隔2 d对样品进行随机排列以减少温度干扰。
1.3  气体采集和分析 
采气前用橡胶塞封闭玻璃瓶，24 h后用采气针筒混匀瓶内气体，抽取30 ml气体到密封气袋。采气时间为第5、10、15、20、30、40、50、70、90、110、130、160 天。每次采完气体后移走橡胶塞，让瓶内空气与瓶外混匀。用GC-2014气相色谱仪（岛津，日本）进行N2O分析。N2O排放通量即单位时间内单位土壤N2O的排放量，计算公式：
F=△m/（W ×△t）=ρ×V×△c/（W×△t）×T0/T                                    （1）
式中, F （μg kg-1 h-1）为N2O排放通量, V 和W分别为瓶内有效空间的体积和土样重量，ρ为标准状况下N2O气体的密度, △m、△c分别为△t时间内玻璃容器内气体质量和混合比密度浓度的变化量, T0/T为玻璃容器内的温度比（绝对温度 K）。
1.4  土壤采集和分析
在N2O排放转折点（培养第10、50、90 天）破坏性采集土壤样品两份，一份自然风干用于土壤基本理化性质分析，一份鲜土放至-70℃冰箱，冷冻干燥后，用于提取土壤细菌总DNA。
土壤理化性质分析： pH测定采用1：2.5土水质量比混匀，室温下 200 r min-1 振荡 20 min，静置1 h后用pH计读取。另取鲜土用2 mol L-1 KCl溶液浸提，采用紫外分光光度法和靛酚蓝比色法分别测定土壤硝态氮和铵态氮；表观硝化率=硝态氮含量/（硝态氮含量+铵态氮含量），表观硝化率可以粗略地表征土壤硝化作用强弱和效率。
土壤总DNA的提取：采用PowerSoil®DNA Isolation Kit试剂盒提取土壤总DNA。称取0.50 g冷冻干燥土壤样品，按试剂盒说明书进行提取，经1%质量体积比（m/v）的琼脂糖凝胶电泳检测DNA片段大小，并用微量分光光度计（NanoDrop ND-1000 spectrophotometer，美国）检测其浓度和纯度。提取后的DNA样品保存于-20℃。
氨氧化细菌和古菌PCR-DGGE分析：采用PCR的方法扩增目的片段，氨氧化细菌和氨氧化古菌功能基因扩增引物分别为：amoA-1F-GC/amoA-2R和Arch-amoAR-GC/Arch-amoAF[16]，反应体系和参数等均参照郭帅等[17]研究。反应设置阴性对照组，取4 μl PCR产物经1.2％（m/v）琼脂糖凝胶电泳检测产物及其纯度。
[bookmark: OLE_LINK2]使用DCodeTM Universal Mutation Detection System（Bio-Rad，美国） 进行DGGE分析，取AOA amoA、AOB amoA的PCR产物在6%的聚丙烯酰胺和变性梯度分别为22.5%~42.5%和40%~65%凝胶上进行电泳（100%变性胶含有7 mol L-1尿素和40%（v/v）去离子甲酰胺）。在60℃、80 V条件下电泳13.5 h后，核酸凝胶染料Gel Red（1:10 000）染色30 min，用Gel DocTM EQ凝胶成像系统（Bio-Rad, 美国）拍照保存，并使用Quantity One 4.5.1软件（Bio-Rad, 美国）进行图像分析。 
氨氧化细菌和古菌RT-PCR分析：用CFX96TM Real-Time System（Bio-Rad, 美国）仪器对土壤硝化微生物AOB和AOA功能基因进行荧光定量PCR扩增，每个样品3次重复，引物分别为amoA-1F/amoA-2R和Arch-amoAR/Arch-amoAF[18]，反应体系和参数等均参照郭帅等[17]研究。标准曲线制作：将测序获得的已知种属的阳性克隆子扩增培养后提取质粒DNA，经Nanodrop® ND-1000测定质粒浓度，最后计算AOA amoA拷贝数为7.39×1010 copies μl-1，AOB amoA拷贝数为1.91×1010 copies μl-1，以10倍梯度对重组质粒进行梯度稀释（10-3~10-8），每个梯度3次重复，所得标准曲线扩增效率（E）均在90%~120%内，决定系数（R2）均大于0.99。
1.5数据处理
[bookmark: OLE_LINK4]采用Microsoft Excel 2010软件对数据进行处理，SPSS 18.0进行显著性检验、方差分析（ANOVA）和多重比较（LSD）。DGGE图谱经Quantity One软件数字化，并采用香农多样性指数（H）、丰富度指数（D）以及均匀度指数（E）对土壤AOA amoA和AOB amoA多样性进行分析，其计算公式分别为：

                                                         （2）

                                                                （3）

                                                                  （4）
式（2）~式（4）中，ni为每条电泳条带光密度峰值，N为同一泳道中所有条带光密度峰值总和，S为每一泳道总的条带数，电泳条带光密度峰值通过Quantity One 4.5.1软件获取。
2 结 果
2.1  硝化抑制剂对N2O排放的影响
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9]从图1A中可以看出，单施尿素处理较对照N2O排放通量有显著提高，并且在25 d和50 d出现排放高峰；与单施尿素相比，添加两种硝化抑制剂处理在前40 d均对N2O排放有明显抑制作用，之后两种抑制剂均逐渐减弱，在90 d出现排放高峰，但DCD处理高于DMPP处理。图1B为N2O的累积排放量动态图，硝化抑制剂显著减少土壤累积N2O排放，160 d培养结束时，对照处理土壤排放总量为61.1 mg kg-1（即换算成每千克干土累计N2O排放总量），施尿素处理的累积N2O排放为368.1 mg kg-1，约为对照组5倍，添加1% DMPP和1.5%DMPP 处理的N2O累积排放量分别较尿素组减少54.28%和54.40%，而添加10%DCD和15%DCD处理分别减排28.47%和40.87%，与尿素处理组比较均呈显著差异（p<0.05）。












  注：CK表示对照（不施肥），Urea表示单施尿素。1%DMPP（3，4-甲基吡唑磷酸盐）、1.5%DMPP、10%DCD（双氰胺）和15%DCD分别代表施加尿素并添加1%DMPP（DMPP占总N的1%，下同）、1.5%DMPP、10%DCD和15%DCD。不同字母表示培养160天时不同处理之间累积排放量在5%水平上差异显著，即p<0.05。下同  Note: CK stands for control (no fertilizer), Urea for application of Urea only. 1%DMPP (3,4-dimethylpyrazole phosphate), 1.5%DMPP, 10%DCD (dicyandiamide) and 15%DCD stands for application of Urea in combination with 1% DMPP (1% of urea in quantity), 1.5% DMPP (1.5% of urea in quantity), 10% DCD (10% of urea in quantity), and 15% DCD (15% of urea in quantity), respectively. Different letters means significant differences in N2O emission between different treatments on D160 of incubation (p<0.05). The same below
图1 硝化抑制剂对土壤N2O排放通量（A）和N2O累积排放量（B）的影响
Fig.1 Effects of nitrification inhibitors on N2O emission（A）and cumulative N2O emission（B）from the soil
2.2  硝化抑制剂对土壤NH4+-N和NO3--N的影响
整个培养过程中，施用尿素的5个处理土壤NH4+含量均显著高于对照（图2A），但随着培养的持续其含量不断下降，其中单施尿素处理在10~50 d期间下降幅度最大，而50~90 d期间4个添加硝化抑制剂处理均较尿素显著下降（p<0.05）；培养90 d时尿素处理NH4+含量低于添加硝化抑制剂的4个处理，说明尿素处理硝化作用最强，两种抑制剂处理显著抑制了NH4+的降低。硝态氮的变化规律恰好与铵态氮相反，培养90 d时尿素处理NO3-含量显著高于添加硝化抑制剂的4个处理（p<0.05）。不同浓度DCD和DMPP间无显著差异。在50 d前添加硝化抑制剂使土壤的表观硝化率显著低于尿素处理，但随着培养时间的延续，表观硝化率逐渐升高，至90 d时与尿素处理之间的差距不断缩小，说明培养后期硝化抑制剂作用明显减弱。




  注：图例中10 d、50 d 和90 d 代表不同试验时间，不同字母表示同一培养时间不同处理之间在5%水平上差异显著，即p<0.05。下同Note: 10 d, 50 d and 90 d in legend stands for D10, D50 and D90 of incubation. Different letters means significant differences between different treatments at the same time (p<0.05). The same below
图2硝化抑制剂对土壤铵态氮（A）、硝态氮（B）和表观硝化率（C）的影响
Fig.2 Effects of nitrification inhibitors on NH4+-N（A）, NO3--N（B）and apparent nitrification rate（C）in the soil 

2.3  硝化抑制剂对土壤氨氧化细菌和古菌群落结构的影响
根据PCR-DGGE分析以及DGGE图谱中每条条带的位置和亮度，对不同处理下土壤AOA amoA, AOB amoA多样性指数进行分析发现，培养10 d时土壤AOA和AOB的条带类型和亮度在不同处理间差别不明显（图3A和图3B），表明尿素和硝化抑制剂添加对AOA和AOB群落结构前期影响不显著，但不同处理间Shannon指数和丰富度指数则表现差异（表1），尿素处理土壤AOA的2个指数最高，1.5%DMPP处理最低。培养50 d时，施肥以及硝化抑制剂添加均对AOA有一定影响（图3A），主要表现在施肥及硝化抑制剂处理在条带3~12区间亮度较对照弱，特别是DMPP处理的条带6、7、 8、9；DMPP和DCD处理的Shannon指数和丰富度指数明显小于（p<0.05）对照和尿素处理。尿素处理培养50 d 时AOB的DGGE图谱与其他处理差异明显，其条带2至10的强度明显提高（图3B），其中DMPP处理土壤的条带结构与对照相似，DCD处理的各条带亮度居于尿素和对照之间，且DCD处理只对AOA amoA的多样性指数有削弱作用，DMPP则对AOA amoA、AOB amoA多样性和丰富度指数均有抑制作用（p<0.05）。在培养90 d时DMPP处理土壤的AOB所有条带亮度均微弱（图3B），多样性指数和丰富度指数也处于相对较低水平，说明各类AOB仍处于抑制状态；而DCD处理90 d时AOA和AOB条带亮度均较50 d增加，AOA amoA、AOB amoA多样性和丰富度指数也与尿素处理无显著差异，表明培养后期DCD处理的AOB群落结构得到了恢复。
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图3不同培养时间（10 d、50 d和90 d）下的土壤氨氧化古菌 （A） 和氨氧化细菌（B）的DGGE图谱
Fig.3 DGGE fingerprinting of AOA (A） and AOB (B) genes in the soil at different times (D10, D50 and D90) of incubation


表1 硝化抑制剂对土壤氨氧化古菌和细菌基因多样性指数的影响
Table 1 Effects of nitrification inhibitors on the biodiversity indices of AOA amoA, AOB amoA in the soil
	时间
Time

	处理
Treatment
	氨氧化古菌 AOA
	
	氨氧化细菌AOB

	
	
	香农指数Shannon index
	丰富度指数
Richness index
	均匀度指数
Evenness index
	
	香农指数Shannon index
	丰富度指数
Richness index
	均匀度指数
Evenness index

	10 d
	CK
	2.18±0.00a
	0.82±0.00a
	0.99±0.00a
	
	2.70±0.04a
	1.44±0.05ab
	0.99±0.00a

	
	Urea
	1.97±0.07bc
	0.66±0.05bc
	0.99±0.00a
	
	2.71±0.03a
	1.44±0.05ab
	0.99±0.00a

	
	1%DMPP
	1.88±0.09c
	0.60±0.06c
	0.99±0.00a
	
	2.77±0.07a
	1.54±0.10a
	0.99±0.00a

	
	1.5%DMPP
	1.66± 0.09d
	0.47±0.05d
	0.99±0.01a
	
	2.72±0.09a
	1.45±0.13ab
	0.99±0.00a

	
	10%DCD
	2.08±0.13ab
	0.74±0.10ab
	0.99±0.01a
	
	2.72±0.04a
	1.45±0.05ab
	0.99±0.01a

	
	15%DCD
	2.05±0.01ab
	0.72+0.01ab
	0.99±0.01a
	
	2.64±0.22a
	1.31±0.09b
	0.97±0.03a

	50 d
	CK
	2.52±0.16b
	1.35±0.01a
	0.96±0.06b
	
	2.43±0.01d
	1.13±0.01e
	0.98±0.00a

	
	Urea
	2.87±0.01a
	1.36±0.01a
	0.99±0.01a
	
	2.62±0.00c
	1.36±0.00c
	0.97±0.00a

	
	1%DMPP
	2.41±0.30b
	1.35±0.01a
	0.91±0.11b
	
	2.43±0.00d
	1.15±0.00d
	0.98±0.00a

	
	1.5%DMPP
	2.34±0.11b
	1.24±0.01b
	0.91±0.04b
	
	2.44±0.00d
	1.16±0.01d
	0.98±0.00a

	
	10%DCD
	2.41±0.11b
	1.35±0.01a
	0.91±0.04b
	
	2.65±0.01b
	1.42±0.01b
	0.98±0.00a

	
	15%DCD
	2.28±0.21b
	1.36±0.02a
	0.87±0.08b
	
	2.67±0.00a
	1.44±0.01a
	0.98±0.00a

	90 d
	CK
	2.37±0.05a
	1.12±0.02b
	0.96±0.01a
	
	2.27±0.02c
	1.04±0.02d
	0.99±0.02b

	
	Urea
	2.40±0.02a
	1.17±0.01a
	0.97±0.01a
	
	2.68±0.01a
	1.54±0.01a
	0.97±0.00c

	
	1%DMPP
	2.27±0.01b
	1.05±0.00c
	0.94±0.00b
	
	2.07±0.01d
	0.85±0.00e
	1.00±0.00a

	
	1.5%DMPP
	2.30±0.01b
	1.06±0.01c
	0.96±0.00a
	
	1.94±0.01e
	0.75±0.00f
	1.00±0.00a

	
	10%DCD
	2.38±0.02a
	1.17±0.00a
	0.96±0.01a
	
	2.61±0.01b
	1.42±0.00c
	0.96±0.00c

	
	15%DCD
	2.39±0.02a
	1.18±0.01a
	0.96±0.01a
	
	2.60±0.01b
	1.47±0.02b
	0.96±0.02c


   注：表中数据为平均值±标准差，n=3。 同列不同字母表示同一时间处理间差异显著（p< 0.05） Note :Means±SD，n=3. Different letters in the same column mean significant difference between treatments at the same time (p<0.05)

2.4  硝化抑制剂对土壤氨氧化细菌和古菌丰度的影响
如图4所示，培养10 d时，尿素和抑制剂处理对AOA amoA拷贝数无影响，培养50 d和90 d时两种抑制剂处理AOA amoA拷贝数均显著高于（p<0.05）对照和尿素处理，而DMPP两种浓度处理又均高于DCD处理（p<0.05）。培养10 d时尿素处理显著提高了AOB amoA拷贝数，但抑制剂与对照间无差别。培养50 d时，尿素处理使AOB amoA拷贝数迅速升高，与其他处理间的差异增大，而不同硝化抑制剂处理以及对照间仍无差别；相比尿素处理，1%DMPP和1.5%DMPP处理土壤AOB amoA拷贝数降低幅度分别为95.51%和96.04%，10%DCD和15%DCD处理土壤降低幅度分别为84.64%和91.03%。培养90 d时，与尿素相比1%DMPP和1.5%DMPP处理使AOB amoA的丰度的降幅增加至96.05%和96.98%，10%DCD和15%DCD处理则分别为11.42%和41.77%。尿素施用使得AOA amoA/AOB amoA比例相比对照显著降低，1%DMPP和1.5%DMPP处理在50 d和90 d时使AOA amoA/AOB amoA比例相比对照反而升高，而DCD对AOA amoA/AOB amoA比例影响较小。
 



图4硝化抑制剂对土壤AOA丰度（A）、AOB丰度（B）和AOA /AOB基因拷贝数比值（C）的影响
Fig.4 Effects of nitrification inhibitors on abundance of AOA(A), AOB(B) and ratio of AOA to AOB gene copies(C) in the soil

3 讨 论
土壤中N2O的排放途径多样、机理复杂，但硝化作用是旱地土壤N2O排放的主要途径。土壤pH、质地、水分和温度等性质以及底物和产物浓度均会影响土壤N2O排放，本试验设计的影响因子是不同种类和用量的硝化抑制剂，虽然其他性质相同，但不同处理在培养过程中可能发生的pH、底物和产物浓度以及硝化作用相关微生物的结构和丰度的变化会有差异。反应底物（铵态氮）浓度和微生物的活性则是最直接和核心的两个控制因素，pH则间接影响微生物活性。已有研究证明，将氨氧化为亚硝酸是硝化作用的限速步骤[1]，因此控制此过程的微生物（AOA和AOB）也就成为控制N2O排放的重要因素[19]。单纯施用尿素土壤N2O排放明显高于（p<0.05）尿素加硝化抑制处理，添加抑制剂后N2O排放动态以及微生物的丰度变化明显不同于纯尿素处理。下面分析讨论不同处理土壤N2O排放动态与土壤pH、底物和产物浓度以及AOA和AOB的结构与丰度变化的关系。
3.1  纯尿素处理土壤N2O排放的影响因素
[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21]本研究中尿素处理N2O排放分别在15 d和50 d出现两次排放高峰，培养前期尿素处理N2O排放随着时间而增加，至15 d达到第一个高峰，因为尿素水解产生大量的铵态氮，培养10 d时土壤NH4+-N浓度高达300 mg kg-1（图2A），为硝化作用提供充足的底物，在氨氧化微生物作用下释放大量中间产物N2O[20]，且在一定范围内pH与硝化速率呈正相关[21]。15 d 后N2O排放开始下降的原因可能是作为硝化作用的底物NH4+-N不断被转化为NO3--N，因为尿素水解结束后NH4+-N不会再通过水解补充。冉炜[22]研究发现，加入100 mg kg-1尿素后，潮土、砂姜黑土、滨海盐土、灰钙土、灌漠土、褐土和潮棕壤中的在24 h内基本上全部水解，黄潮棕壤和马肝土在32 h后也未检测到尿素的残留，但在96 h后仍有75%以上的尿素残留在砖红壤中，甚至216 h后也能检测到尿素存在。本研究虽然未测定20 d、30 d、40 d时尿素处理的NH4+-N浓度，但从50 d 时NH4+-N浓度明显低于10 d的结果推测，随着硝化作用的进行，NH4+-N不断被消耗。研究表明，随着尿素水解反应的进行，土壤pH的升高会使土壤脲酶和尿素亲和系数降低[23-24]，导致尿素水解速率降低，可能会延长尿素的水解时间。培养10 d时尿素的pH（5.88）明显高于对照（5.27），可能对尿素水解不利；而硝化作用则释放H+降低pH，因此，尿素水解和硝化作用过程的强弱将决定土壤pH的变化，而pH的变化又影响尿素水解和硝化作用过程。培养50 d时N2O排放达到第二个高峰，NO3--N也明显增加，虽然此时土壤NH4+-N的浓度明显低于培养10 d的土壤，但AOB amoA拷贝数达到最高值，可能微生物对N2O的产生起主要作用。50 d之后，直至90 d时土壤 AOB amoA拷贝数仍保持较高水平，但N2O排放迅速下降，可能是由于土壤中硝化作用的剩余底物NH4+-N不足。所以，未添加硝化抑制剂的尿素处理，控制土壤的硝化作用产生N2O的主要因素是NH4+-N浓度和AOB amoA的丰度，而NH4+-N浓度对N2O排放影响较硝化作用微生物丰度更大。
3.2  硝化抑制剂处理对土壤N2O排放和氨氧化微生物的影响
[bookmark: OLE_LINK7]尿素添加不同用量的硝化抑制剂DMPP和DCD处理，N2O排放分3个阶段。第一阶段是培养40 d以前，N2O排放均较低，虽然底物NH4+-N很丰富，AOA 功能基因amoA拷贝数也明显高于尿素，但AOB 功能基因amoA拷贝数明显低于尿素处理（图4B），说明此阶段AOB是硝化作用的主要驱动者，且受到硝化抑制剂的抑制。研究发现高N（铵态氮）环境不利于AOA发挥作用[25]。在加入外源氨氮后，AOA因环境中的基质浓度低于其基质抑制临界浓度而被抑制[26]。且在40 d内DMPP抑制效果最佳，这与殷建祯等[27]研究相符。第二阶段是40~90 d之间，N2O排放逐渐增加并达到峰值，土壤NH4+-N浓度虽然呈下降趋势但仍较丰富；90 d时4个处理土壤的AOA较50 d略有增加，不同处理之间差异不显著；AOB功能基因变化趋势则不同，DMPP处理土壤下降明显，而DCD处理则增加。DMPP处理土壤AOB下降明显，但N2O排放增加，这可能是由于土壤pH下降（图5），AOA发挥主要作用。因为土壤pH下降对AOA有利（图4A和图5），部分AOA可以在pH低于5.0的生境中进行氨的氧化，而低pH环境使得AOB无法进行正常生长代谢[28]。由此得到启示，在施用硝化抑制剂的同时，如调节土壤pH至中性或微碱性（中和或缓解硝化作用引起的酸化）可抑制AOA发挥作用，达到更好地控制硝化作用以及减少N2O排放的效果。90 d时DCD处理土壤的AOB较50 d有增加，加上AOA的作用，可能是DCD处理N2O排放高于DMPP的原因，说明AOB在pH 5.2左右土壤中也能发挥作用。第三阶段是90~160 d之间，根据前人研究表明，DCD和DMPP的抑制效果持续时间分别在50~60 d[29] 和80~90 d[11-12]左右，且根据土壤N2O排放动态趋于平衡，推测随着硝化作用不断进行，土壤NH4+-N浓度和pH将继续下降，不同用量的DMPP和DCD处理对土壤AOA和AOB的抑制作用消失。研究发现，在寡营养的酸性林地土壤中，每克土壤AOA的数量可高达108~109拷贝，而AOB的数量低于检测线[30]。第三阶段土壤环境与寡营养的酸性林地土壤相似，土壤中AOA可以发挥作用，所以土壤N2O排放下降的主要原因应该是底物浓度减少。随着培养时间的增加，对DCD和DMPP抑制效果均逐渐减弱，对其机理研究发现，DCD主要通过底物竞争的形式干扰氨氧化微生物对底物的利用而抑制硝化作用，推测随着硝化过程不断产生的H+剥离了其吸附的NH4+导致失效[31-32]，而DMPP则可能由于土壤中硝化微生物群落结构变化减弱了其抑制效果[33]。
综上所述，土壤N2O排放动态与底物NH4+-N含量、AOB和AOA功能基因（amoA）丰度未呈现完全同步的变化规律，说明不同时期的主要作用因素不同，前40 d的低排放与AOB被抑制相关，虽然底物丰富且AOA丰度并不低，但微酸性（pH约6.0）土壤不利于AOA发挥作用；而之后土壤pH下降至酸性时AOA的作用得到发挥，虽然AOB功能基因丰度仍很低，但N2O排放逐渐增加。


图5硝化抑制剂对土壤pH的影响
Fig.5 Effects of nitrification inhibitors on pH in the soil
4 结 论
尿素施用促使了氨氧化菌群尤其是AOB的迅速繁殖，增加了N2O排放总量。两种硝化抑制剂（DCD和DMPP）的施用均显著降低毛竹林土壤N2O排放，抑制土壤铵态氮向硝态氮转化。两种硝化抑制剂均能显著降低土壤AOB丰度并改变其群落结构，而对AOA影响较小；AOB在前期的高氮和微酸至中性土壤环境中起主要作用，但随着培养过程的进行，土壤pH和NH4+-N浓度的下降，AOA的作用得到发挥。DMPP对毛竹林土壤氨氧化作用的抑制效果较DCD持久高效。因此，两种硝化抑制剂主要通过抑制AOB起作用，可适当调节土壤pH至中性，并在1%DMPP施用条件下，硝化抑制剂能有更长效的抑制效果。

[1] Frame C H, Casciotti K L. Biogeochemical controls and isotopic signatures of nitrous oxide production by a marine ammonia-oxidizing bacterium. Biogeosciences, 2010, 7(2): 2695-2709
[2] Case S D C, Mcnamara N P, Reay D S, et al. The effect of biochar addition on N2O and CO2 emissions from a sandy loam soil – The role of soil aeration. Soil Biology & Biochemistry, 2012, 51(3): 125–134 
[3] Di H J, Cameron K C. Reducing environmental impacts of agriculture by using a fine particle suspension nitrification inhibitor to decrease nitrate leaching from grazed pastures. Agriculture Ecosystems & Environment, 2005, 109(3/4): 202-212 
[4] Di H J, Cameron K C. Nitrate leaching losses and pasture yields as affected by different rates of animal urine nitrogen returns and application of a nitrification inhibitor—A lysimeter study. Nutrient Cycling in Agroecosystems, 2007, 79(3): 281-290 
[5] Boeckx P，Xu X，Van Cleemput O．Mitigation of N2O and CH4 emission from rice and wheat cropping systems using dicyandiamide and hydroquinone．Nutrient Cycling in Agroecosystems, 2005, 72(1): 41 － 49
[6] Zhang L M, Hu H W, Shen J P, et al. Ammonia-oxidizing archaea have more important role than ammonia-oxidizing bacteria in ammonia oxidation of strongly acidic soils. ISME Journal, 2012, 6(5): 1032–1045
[7] 杨扬, 孟德龙, 秦红灵, 等. 硝化抑制剂对蔬菜土硝化和反硝化细菌的影响. 生态学报, 2012, 32（21）: 6803-6810
Yang Y，Meng D L，Qin H L，et al． Mechanism of nitrification inhibitor on nitrogen-transformation bacteria in vegetable soil (In Chinese)．Acta Ecologica Sinica, 2012, 32(21): 6803-6810
[8] Pasda G, Hähndel R, Zerulla W. The new nitrification inhibitor DMPP （ENTEC®） - Effects on yield and quality of agricultural and horticultural crops. Plant Nutrition, 2002, 92: 758-759 
[9] Xu X, Boeckx P, Cleemput O V, et al. Mineral nitrogen in a rhizosphere soil and in standing water during rice (Oryza sativa L.) growth: Effect of hydroquinone and dicyandiamide. Agriculture Ecosystems & Environment, 2005, 109(1/2): 107-117
[10] Subbarao G V, Rondon M, Ito O, et al. Biological nitrification inhibition (BNI)—Is it a widespread phenomenon? Plant and Soil, 2007, 294(1/2): 5-18
[11] Weiske A, Benckiser G, Herbert T, et al. Influence of the nitrification inhibitor 3,4-dimethylpyrazole phosphate (DMPPP) in comparison to dicyandiamide (DCD) on nitrous oxide emissions, carbon dioxide fluxes and methane oxidation during 3 years of repeated application in field experiments. Biology and Fertility of Soils, 2001, 34(2): 109-117
[12] Kleineidam K, Košmrlj K, Kublik S, et al. Influence of the nitrification inhibitor 3, 4-dimethylpyrazole phosphate (DMPP) on ammonia-oxidizing bacteria and archaea in rhizosphere and bulk soil. Chemosphere, 2011, 84(1): 182-186
[13] 孙志梅, 武志杰, 陈利军,等. 硝化抑制剂的施用效果、影响因素及其评价. 应用生态学报, 2008, 19(7):1611-1618
Sun Z M, Wu Z J, Chen L J, et al. Application effect, affecting factors, and evaluation of nitrification inhibitor: A review (In Chinese). Chinese Journal of Applied Ecology, 2008, 19(7): 1611-1618
[14] 俞巧钢, 陈英旭. DMPP 对稻田田面水氮素转化及流失潜能的影响. 中国环境科学, 2010 (9): 1274-1280 
Yu Q G, Chen Y X. Influences of nitrification inhibitor 3, 4-dimethylpyrazole phosphate on nitrogen transformation and potential runoff loss in rice fields (In Chinese). China Environmental Science, 2010(9): 1274-1280
[15] Barth G, Tucher S V, Schmidhalter U. Effectiveness of 3,4-dimethylpyrazole phosphate as nitriflcation inhibitor in soil asinfluenced by inhibitor concentration, application form, and soil matric potential. Pedosphere, 2008, 18(3): 378-385 
[16] Xu Y, Yu W, Ma Q, et al. Responses of bacterial and archaeal ammonia oxidisers of an acidic luvisols soil to different nitrogen fertilization rates after 9 years. Biology and Fertility of Soils, 2012, 48(7): 827-837
[17] 郭帅, 徐秋芳, 沈振明,等. 雷竹林土壤氨氧化微生物对不同肥料的响应. 浙江农林大学学报, 2014, 31(3): 343-351 
Guo S, Xu Q F, Shen Z M, et al. Response of soil ammonia-oxidizing organisms on fertilization and mulch in Phyllostachys violascens stands (In Chinese). Journal of Zhejiang A＆F University, 2014, 31(3): 343-351
[18] Di H J, Cameron K C, Shen J P, et al. Ammonia-oxidizing bacteria and archaea grow under contrasting soil nitrogen conditions. FEMS Microbiology Ecology, 2010, 72(3): 386-394 
[19] Cui P, Fan F, Yin C, et al. Urea- and nitrapyrin-affected N2O emission is coupled mainly with ammonia oxidizing bacteria growth in microcosms of three typical Chinese arable soils. Soil Biology & Biochemistry, 2013, 66(11): 214-221
[20] 佟德利, 徐仁扣, 顾天夏. 施用尿素和硫酸铵对红壤硝化和酸化作用的影响. 生态与农村环境学报, 2012, 28(4): 404-409
Tong D L, Xu R K, Gu T X. Effect of Application of Urea and Ammonium Sulfate on Nitrification and Acidification in Red Soils Different in Initial pH (In Chinese). Journal of Ecology and Rural Environment, 2012, 28(4): 404-409
[21] 杨剑波, 李学超, 徐晶晶, 等. 两种硝化抑制剂在不同土壤中的效果比较. 土壤, 2014, 46(2): 319-324
Yang J B, Li X C, Xu J J, et al. Effects of nitrification inhibitors on nitrogen transformation in different soils (In Chinese). Soils, 2014, 46(2): 319-324
[22] 冉炜. 农业土壤中化肥氮的形态转化机理及其调控研究. 南京: 南京农业大学, 2000
    Ran W. Mechanisms and regulations of nitrogen transformation in agricultural soils amended with mineral fertilizers (In Chinese). Nanjing : Nanjing Agricultural University，2000
[23] Cabrera M L, Kissel D E, Bock B R. Urea hydrolysis in soil: Effects of urea concentration and soil pH. Soil Biology & Biochemistry, 1991, 23(12): 1121-1124
[24] Singh R, Nye P H. The effect of soil pH and high urea concentrations on urease activity in soil. European Journal of Soil Science, 2006, 35(4): 519-527
[25] Jia Z, Conrad R. Bacteria rather than archaea dominate microbial ammonia oxidation in an agricultural soil. Environmental Microbiology, 2009, 11(7): 1658-1671
[26] Di H J, Cameron K C, Shen J P, et al. Nitrification driven by bacteria and not archaea in nitrogenrich grassland soils. Nature Geoscience, 2009, 2(9): 621-624
[27] 殷建祯, 俞巧钢, 符建荣, 等. 不同作用因子下有机无机配施添加DMPP对氮素转化的影响. 土壤学报, 2013, 50(3): 574-583 
Yin J Z, Yu Q G, Fu J R, et al. Effects of combined application of organic and inorganic fertilizers plus DMPP on nitrogen transformation in soils as affected by different factors (In Chinese)．Acta Pedologica Sinica，2013, 50(3): 574-583
[28] Lehtovirta-Morley L E, Stoecker K, Vilcinskas A, et al. Cultivation of an obligate acidophilic ammonia oxidizer from a nitrifying acid soil. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2011, 108(38):15892-15897
[29] 史云峰, 赵牧秋, 张丽莉. 双氰胺（DCD）在砖红壤中硝化抑制效果的影响因素研究. 安徽农业科学, 2011, 39(33):20437-20440
Shi Y F, Zhao M Q, Zhang L L. Research on the factors affecting nitrification inhibition of dicyandiamide (DCD) in latosol. Journal of Anhui Agricultural Sciences, 2011, 39( 33) : 20437-20440
[30] Isobe K, Koba K, Suwa Y, et al. High abundance of ammonia-oxidizing archaea in acidified subtropical forest soils in southern China after long-term N deposition. FEMS Microbiology Ecology, 2012, 80(1): 193–203
[31] 张苗苗, 沈菊培, 贺纪正, 等. 硝化抑制剂的微生物抑制机理及其应用. 农业环境科学学报, 2014, 33(11): 2077-2083 
Zhang M M, Shen J P, He J Z, et al. Microbial mechanisms of nitrification inhibitors and their application (In Chinese). Journal of Agro-Environment Science, 2014, 33(11): 2077-2083
[32] 戴宇, 贺纪正, 沈菊培. 双氰胺在农业生态系统中的应用效果及其影响因素. 应用生态学报, 2014, 25(1): 279-286
Dai Y, He J Z, Shen J P. Effects and influence factors of dicyandiamide (DCD) application in agricultural ecosystem (In Chinese). Chinese Journal of Applied Ecology, 2014, 25(1): 279-286
[33] 孙志梅, 武志杰, 陈利军, 等. 土壤硝化作用的抑制剂调控及其机理. 应用生态学报, 2008, 19(6): 1389-1395 
Sun Z M, Wu Z J, Chen L J, et al. Regulation of soil nitrification with nitrification inhibitors and related mechanisms (In Chinese). Chinese Journal of Applied Ecology, 2008, 19(6): 1389-1395

Effects of Nitrification Inhibitors on Soil N2O Emission and Community Structure and Abundance of Ammonia Oxidation Microorganism in Soil under Extensively Managed Phyllostachys edulis Stands

MAO Xinwei  CHENG Min  XU Qiufang†  CHEN Junhui  ZHAO Tianxin  YU Xiao  LI Yongchun
（Zhejiang Provincial Key Laboratory of Carbon cycling in Forest Ecosystems and Carbon sequestration, School of Environmental and Resources, Zhejiang Agriculture and Forestry University, Lin’an, Zhejiang 311300, China）

[bookmark: OLE_LINK19]Abstract  Combined application of nitrification inhibitors and ammonium-containing fertilizers is considered an effective means for improving N utilization efficiency and reducing pollution risk. To determine effects of the use of two nitrification inhibitors: dicyandiamide (DCD)  and 3,4-dimethylpyrazole phosphate (DMPP), separately, on N2O emission, nitrogen transformation rate, and community structure and abundance of ammonia-oxidizing bacteria (AOB)） and ammonia-oxidizing archaea (AOA)  in soils applied with ammonium-containing fertilizers. An in-lab incubation test was conducted of soil samples collected from an extensively managed Phyllostachys edulis plantation. The soil samples were subjected to six treatments, separately, that is (1) CK(no fertilizer); (2)）Urea (Urea); (3) Urea + 1% DMPP (1% of Urea in quantity); (4) Urea + 1.5% DMPP; (5) Urea + 10% DCD; (6) Urea + 15% DCD. Dynamics of N2O emission and soil parameters at the time of N2O emission turning point (10 d, 50 d and 90 d) were determined. Results show that both of the two nitrification inhibitors greatly reduced N2O emission during the 160 days of incubation. The reduction rate in Treatments Urea + DMPP (both 1% and 1.5%), Treatment Urea +10% DCD, and Treatment Urea +15% DCD was 54%, 28%, and 41%, respectively. Significant differences were found in cumulative emission of N2O (p<0.05) between the treatments, but not between the two Urea + DMPP treatments. The treatments in which urea was combined with nitrification inhibitors were similar to Treatment CK in N2O emission rate during the first 40 days of incubation, and then the formers began to rise gradually with the incubation going on and exceeded CK. Significantly lower N2O cumulative emission was observed in Treatment Urea +15% DCD than in Treatment Urea +10% DCD. Soil NH4+-N levels due to urea application increased rapidly to a maximum and then decreased gradually, with Treatment Urea being lower than all the urea + inhibitor treatments on D50 and D90 of incubation; NO3−-N concentrations exhibited an opposite trend. The DGGE profiles of soil ammonia oxidizing archaea (AOA) and ammonia oxidizing bacteria (AOB) revealed that DCD and DMPP significantly inhibited AOB in abundance. The effect began to be obvious on D10 of incubation and remained to be significant on D50 and D90 in Treatments Urea + MPP, but faded on D90 in Treatments Urea + DCD. Treatment Urea was obviously much higher than all the urea + inhibitor treatments in abundance of AOB amoA except for Treatment Urea +10% DCD on D 90 of incubation. In contrast, little effect of the use of inhibitors was detected on AOA community, with AOA amoA copy number actually increasing in all treatments. In summary, the dynamics of N2O emission, soil NH4+-N content, and abundance of AOB amoA and AOA amoA did vary synchronously, indicating that N2O emission was controlled by different factors in different time periods for the two bacterial groups. The effect of nitrification inhibitors suppressing AOB led to low N2O emission during the first 40 days of incubation. Although the soil was sufficient in ammonium content and abundant in AOA, the slightly acidic condition (pH about 6.0) may have limited nitrification activity of the group. During the period of D50-D90 of incubation, Changes in AOA triggered by decrease in soil pH with time may be responsible for the increase in N2O emission because the AOB amoA abundance was still low. In conclusion, nitrification was mainly controlled via inhibition of AOB activity and application of DMPP at a 1% rate appears to be sufficient to reduce nitrification. It is also suggested that adjusting soil pH to nearly neutral may prolong the effect of the inhibitor DMPP. 
[bookmark: _GoBack]Key words  N2O; 3,4-dimethylpyrazole(DMPP); Dicyandiamide(DCD); Phyllostachys edulis plantation; Ammonia-oxidizing bacteria(AOB); Ammonia-oxidizing archaea(AOA)
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0	3.8492011590069026	10.44066245204297	3.5057312985309745	30.648604640274087	25.445007603408172	0	3.8492011590069026	10.44066245204297	3.5057312985309745	30.648604640274087	25.445007603408172	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	32.016750000000002	306.12450000000001	315.68924999999996	320.26725000000005	387.38400000000001	315.68925000000002	50  d	e
d
b
b
ab
a

0	6.8024646085077149	18.395929870830084	8.9854369989723093	3.3835020411549412	12.291894768504994	0	6.8024646085077149	18.395929870830084	8.9854369989723093	3.3835020411549412	12.291894768504994	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	33.243000000000009	133.959	277.59374999999977	280.78199999999958	289.61100000000005	307.92299999999966	90  d	c
b
a
a
a
a

3.641776699806019	20.723745931599666	10.606412732988476	11.370011477566775	35.334161996572078	13.21698039218867	3.641776699806019	20.723745931599666	10.606412732988476	11.370011477566775	35.334161996572078	13.21698039218867	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	26.498624999999976	110.82374999999998	204.10050000000001	202.79250000000002	183.99	231.5685	""	0	
铵态氮 NH4+-N（mg kg-1）




B
10d	b
a
b
b
b
b

1.5502609070733888	11.204938023924969	0.76064075620492655	0.55815771964562211	0.76064075620492599	7.3110443658892015	1.5502609070733888	11.204938023924969	0.76064075620492655	0.55815771964562211	0.76064075620492599	7.3110443658892015	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	30.993599999999976	55.353599999999993	25.268999999999977	27.583199999999984	22.1022	27.583199999999977	50d	d
a
b
b
bc
c

0.51675363569112565	12.848023796677831	3.192461414018958	1.8024753978903576	1.6476798596814799	1.1745966626889359	0.51675363569112565	12.848023796677831	3.192461414018958	1.8024753978903576	1.6476798596814799	1.1745966626889359	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	33.186	249.01559999999998	77.521199999999993	77.277599999999993	71.065799999999982	53.77020000000001	90d	d
a
bc
bc
b
c

0.25837681784555555	20.972601907250301	8.0829695632236795	16.012415586662737	13.21684345825434	18.440938330790001	0.25837681784555555	20.972601907250301	8.0829695632236795	16.012415586662737	13.21684345825434	18.440938330790001	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	60.773700000000012	316.97999999999979	194.571	190.06440000000001	208.82160000000007	169.48020000000011	""	0	
硝态氮 NO3--N（mg kg-1）


C
10d	a
b
c
c
c
c

1.2505173525789165E-2	2.5426321570546206E-2	3.9230499186724624E-3	2.1562732367506202E-3	1.8076227910060517E-2	1.4236557553087141E-2	1.2505173525789165E-2	2.5426321570546206E-2	3.9230499186724624E-3	2.1562732367506202E-3	1.8076227910060517E-2	1.4236557553087141E-2	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	0.49188109572475047	0.15313126853328043	7.4111713090972323E-2	7.9296145800587595E-2	5.3975445326362621E-2	8.0353666599227547E-2	50d	b
a
c
c
c
d

3.8929735553954146E-3	1.983285487681068E-2	8.4191618262218007E-3	6.7534666374899875E-3	5.2473817128150984E-3	3.6400376972738099E-3	3.8929735553954146E-3	1.983285487681068E-2	8.4191618262218007E-3	6.7534666374899875E-3	5.2473817128150984E-3	3.6400376972738099E-3	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	0.49957097050986826	0.65021440064171365	0.21829889166874003	0.21582328751973148	0.19703457499900182	0.14866245757454119	90d	a
a
bc
bc
b
c

2.9980136754490089E-2	3.1058715050073158E-2	2.2717608851361561E-2	1.1160480092245545E-2	3.4228212004640754E-2	1.5404055822962266E-2	2.9980136754490089E-2	3.1058715050073158E-2	2.2717608851361561E-2	1.1160480092245545E-2	3.4228212004640754E-2	1.5404055822962266E-2	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	0.69636852232365754	0.74094722171089011	0.48804843085096394	0.48380058998581976	0.53160751871889778	0.42259256793501676	""	0	处理 Treatment

表观硝化率 
Apparent  nitrification  rate


A
10 d	ab
ab
b
ab
a
ab

97969.217903711178	389310.71880613669	5969.5436668990797	908086.34925293003	1003354.4313276246	1085133.3216333052	97969.217903711178	389310.71880613669	5969.5436668990797	908086.34925293003	1003354.4313276246	1085133.3216333052	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	4125160.8518139417	3825745.2127873367	3245926.0809198697	3202942.166759497	5386886.125470547	4619473.7508630492	50 d 	d
d
a
b
c
d

426822.40060651454	1316246.1221384613	1940892.4168402981	567623.31656030449	1473558.1105169188	1306712.1586437114	426822.40060651454	1316246.1221384613	1940892.4168402981	567623.31656030449	1473558.1105169188	1306712.1586437114	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	11619458.170554724	11009217.853726044	28892195.972682863	27691917.141573362	21863280.378236048	11513022.091474455	90 d	d
e
a
b
c
c

542916.13375049981	269229.88813323714	1072702.1754487711	1271389.0383167993	1805332.2372717797	3110099.454873086	542916.13375049981	269229.88813323714	1072702.1754487711	1271389.0383167993	1805332.2372717797	3110099.454873086	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	11074300.822789513	6542883.0715271467	47132507.18441426	38560028.931134045	22971173.217956886	25005327.827542406	""	0	
氨氧化古菌 AOA
（copy numbers g-1 soil）



B
10day	bc
a
bc
bc
bc
c

77496.739803502423	153744.78096225005	29301.998007017417	19838.050531946414	31286.721488845142	27420.911075902342	77496.739803502423	153744.78096225005	29301.998007017417	19838.050531946414	31286.721488845142	27420.911075902342	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	387478.9186425138	764097.70718614873	344959.90037655894	359738.85349043505	344636.27937971015	299071.38915543485	50day	b
a
b
b
b
b

19866.33318393043	1730857.3724697575	16261.914706045838	39409.468060446547	127849.12181057673	156380.00220599116	19866.33318393043	1730857.3724697575	16261.914706045838	39409.468060446547	127849.12181057673	156380.00220599116	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	625539.52331646893	7201296.1851043673	323107.26038081647	285212.79438318702	1106015.260400732	646019.52914479189	90day	c
a
c
c
a
b

20858.841371876202	374632.07311984728	17570.240944143778	24511.7850778422	293780.78130761511	83872.900155898227	20858.841371876202	374632.07311984728	17570.240944143778	24511.7850778422	293780.78130761511	83872.900155898227	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	273905.89108255657	2920618.6534122219	115350.39878781456	88251.547644167018	2587122.1745715551	1700741.6945277047	
氨氧化细菌 AOB 
（copy numbers g-1 soil）

C
10day	ab
c
bc
ab
ab
a

1.9251965644317859	1.2941755812495361	0.99001121518293389	2.8096137172092304	4.0526185502390648	2.449956285246929	1.9251965644317859	1.2941755812495361	0.99001121518293389	2.8096137172092304	4.0526185502390648	2.449956285246929	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	10.646155579936984	5.0068795872663339	9.4095750763396389	8.9035202499878459	15.630641484309431	15.446057089941801	50day	b
c
a
a
b
b

0.9229039202240783	0.13242177110827169	5.1042974996825023	10.9697757104783	0.86726113755947898	2.5353971269518087	0.9229039202240783	0.13242177110827169	5.1042974996825023	10.9697757104783	0.86726113755947898	2.5353971269518087	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	18.57509835501839	1.5287828150296368	89.419829002388695	97.092128007304439	19.767611859455283	17.821476862650758	90day	b
b
a
a
b
b

1	1	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	40.431042863008976	2.2402387466377918	408.6028976034483	436.93317523007295	8.8790446171182804	14.702601757809186	""	0	处理Treatment

AOA /AOB基因拷贝数比值 Ratio of  AOA  to AOB  gene copies  

10  d	c
b
a
a
a
a

2.1213203435596618E-2	4.7258156262525879E-2	4.0000000000000063E-2	0	2.0000000000000032E-2	4.6188021535170105E-2	2.1213203435596618E-2	4.7258156262525879E-2	4.0000000000000063E-2	0	2.0000000000000032E-2	4.6188021535170105E-2	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	5.2650000000000006	5.8766666666666696	6.06	6.03	6.0399999999999991	6.0633333333333361	50  d	c
d
b
b
b
a

3.5355339059327251E-2	5.5075705472861149E-2	1.5275252316519626E-2	2.5166114784236179E-2	4.5092497528228949E-2	5.0332229568471505E-2	3.5355339059327251E-2	5.5075705472861149E-2	1.5275252316519626E-2	2.5166114784236179E-2	4.5092497528228949E-2	5.0332229568471505E-2	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	5.5249999999999968	4.936666666666671	5.8266666666666671	5.8366666666666696	5.8733333333333402	6.0033333333333383	90  d	ab
e
d
bc
cd
a

7.0710678118653331E-3	3.5118845842842181E-2	2.0816659994661379E-2	2.5166114784235766E-2	3.2145502536643035E-2	3.7859388972002056E-2	7.0710678118653331E-3	3.5118845842842181E-2	2.0816659994661379E-2	2.5166114784235766E-2	3.2145502536643035E-2	3.7859388972002056E-2	CK	Urea	1%DMPP	1.5%DMPP	10%DCD	15%DCD	5.335	4.6433333333333371	5.1633333333333331	5.2733333333333396	5.2133333333333391	5.3833333333333373	""	0	处理 Treatment

pH
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