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[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17]   以亚热带酸性森林土壤为研究对象，开展了微宇宙室内培养实验，设置了有机碳和有机氮添加处理，分析了土壤硝化活性和氨氧化古菌AOA和细菌AOB的功能基因丰度，研究了外源有机碳和有机氮对酸性森林土壤氨氧化过程的影响规律。结果表明：外源有机氮添加显著刺激了酸性森林土壤硝化活性，乙炔抑制实验表明自养氨氧化对酸性森林土壤硝化过程的贡献率>90%。有机碳添加对土壤硝化活性未有显著影响，同时添加有机碳和无机铵态氮也未显著提高土壤硝化活性，而外源有机氮添加提高了土壤矿化速率并导致土壤NH3浓度升高，可能是土壤硝化活性、AOA和AOB数量显著增加的主要原因。
  氨氧化古菌；γ-氨基丁酸；矿化；有机氮
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氨氧化过程是地球氮素循环的限速步骤，是学术界关注的研究热点[1]。上百年来，氨氧化细菌（ammonia-oxidizing bacteria, AOB）一直被认为是地球氨氧化过程的主要驱动者[2-3]。然而，2005年美国科学家从海洋环境中获得了一株泉古菌，能够利用氨氧化获得能量，同化无机碳合成生物质，是严格的化能无机自养代谢氨氧化古菌（ammonia-oxidizing bacteria, AOA）[4]。这一发现将氨氧化微生物从细菌域拓展到了古菌域，改变了地球氮循环的经典理论。随后的大量研究发现，土壤中不仅存在大量的AOA，而且其数量通常高于AOB，最高可达3000倍之多[5]。然而，数量优势并不一定具有功能意义，稳定性同位素示踪研究表明，数量上占弱势的AOB在中性和碱性土壤中主导了氨氧化过程[6]，而AOA则在酸性土壤氨氧化过程中发挥了重要作用[7]，并能更好适应低氧胁迫环境如水稻土 [8]。同时，乙炔抑制实验表明在复杂土壤环境中氨氧化古菌和细菌均为严格的化能无机自养代谢类型[6-7, 9]。
复杂环境如土壤中存在大量的有机碳和有机氮，然而，土壤中氨氧化古菌和细菌能否同化有机碳异养生长及其对土壤硝化过程的贡献一直是研究难点。2011年，科学家获得第一株来自于中性土壤环境的氨氧化古菌Nitrososphaera viennensis，并发现其主要通过化能无机自养代谢生长，但有机碳（如丙酮酸）添加能显著刺激其增殖生长[10]。基因组分析也发现海洋氨氧化古菌具有异养生长的遗传基础[11]，而最近的纯培养研究则发现酮戊二酸添加显著提高两株氨氧化古菌的活性[12]。事实上，与中性/碱性土壤中的氨氧化古菌如N. viennensis相比，酸性土壤中的氨氧化古菌与海洋氨氧化古菌具有更近的系统发育亲缘关系[13]，但纯培养研究表明这些氨氧化古菌对有机碳的响应规律明显不一致[7, 12]。
[bookmark: OLE_LINK42][bookmark: OLE_LINK43]针对复杂土壤环境的分子生态学和表观通量观测则表明异养硝化过程可能在酸性土壤中发挥了重要作用。Shen等[14]发现我国典型土壤中AOA和AOB的数量在区域尺度上的分布与土壤有机质含量呈显著正相关关系，而室内培养实验也发现有机物质能够显著刺激土壤异养硝化作用[15]。利用不同施肥管理的长期定位试验，也有研究表明相较于无机氮肥，长期施用有机肥更加显著的激发了土壤硝化活性[16]。针对湖南祁阳旱地红壤的研究则表明：有机无机配施条件下土壤中AOA 和AOB的数量最高，而单施化肥条件下数量最低[17]。我们的前期研究也发现，施有机肥条件下旱地土壤AOA amoA基因拷贝数显著高于未施有机肥土壤[18]。也有研究表明有机氮矿化导致土壤铵态氮浓度增加，并能显著刺激土壤硝化活性[19]，无机铵态氮添加则对酸性土壤氨氧化未有显著影响[20]。然而，酸性土壤氨氧化有机物添加（如外源有机氮、有机碳、有机碳配施无机氮）的响应规律尚未有系统研究。据此，本研究针对亚热带酸性森林土壤，设置了微宇宙室内培养实验，通过添加不同类型的有机碳源、有机氮源、有机碳源配施无机氮、并利用C2H2对自养氨氧化过程的抑制作用[21-22]，研究不同形态的氮源对土壤氨氧化活性及氨氧化细菌和古菌数量的影响。

1 材料与方法
研究地概况
研究区位于福建建瓯万木林自然保护区，地处建瓯市西南29公里的房道乡境内，地理坐标为东经118°02′22″～118°09′23″，北纬27°02′28″～27°03′32″，总面积189 hm2。自然保护区为低山丘陵地带，海拔234 ~ 556 m。气候属于中亚热带季风型气候，水、光、热资源丰富，年均气温18.7 ℃，年均降雨量为1 664 mm。保护区森林覆盖率高达96.1%，植被类型丰富。选择其中的优势种群杉木林采集土壤。土壤为花岗岩发育的红壤。
供试土壤
供试土壤采集于2014年12月11日。采用多点混合采样法采集表层(0~15 cm)土壤，装入自封袋内，带回实验室，去除杂物、细根，过2 mm筛，4℃保存。采用玻璃电极法(METTER TOLEDO InLab Expert Pro pH detector)测定土壤pH（水土比为2.5:1）；使用2 mol L-1 KCL浸提土壤，土壤硝态氮(NO3--N)和铵态氮(NH4+-N)含量分别通过NAS试剂（4-(苯氨基)苯磺酸）比色法[23]、靛酚蓝比色法[24]测定。土壤基本理化指标如下：pH 4.61、有机碳37.80 g kg-1、全氮2.02 g kg-1、铵态氮67.96 mg kg-1、硝态氮5.92 mg kg-1。
土壤微域培养实验设置
[bookmark: OLE_LINK44]有机物添加对土壤硝化活性的影响研究：前期研究发现植物根系分泌物能选择性的富集古菌[25]，而氮、磷、钾及铁胁迫下，植物根系分泌物中果糖、葡萄糖、柠檬酸、丙三醇、L-谷氨酸、γ-氨基丁酸显著增加[26]。据此设置了微宇宙培养实验I，针对5种有机物（本研究中统一将不含氮有机物简称为有机碳，含氮有机物简称为有机氮），包括有机碳：葡萄糖(GLU) 、丙酮酸(PA)，三羧酸循环中间产物柠檬酸(CA)，有机氮：γ-氨基丁酸(GABA）、L-谷氨酸(GAA），研究外源有机物添加对土壤氨氧化过程的影响。具体实验设置如下：将过筛后的新鲜土壤混匀，称取30.0 g（干土重）土样置于120 mL血清瓶，按干土重的0.1%向土壤中添加不同有机物，同时添加(NH4)2SO4，设置零时刻所有处理包括对照土壤NH4+-N的初始浓度均为200 mg kg-1 dry soil，并调节土壤水分至60%的最大持水量。所有血清瓶涂抹硅橡胶密封后置于生化培养箱。28 ℃恒温、避光连续培养14 d。培养7 d后进行换气以确保血清瓶内氧气充足，14 d培养结束后破坏性采样。每个血清瓶中采集10 g土壤样品（干土重），以作NO3--N和NH4+-N含量测定，浸提及测定方法同1.2。。
[bookmark: OLE_LINK32][bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK14]实验I结果发现γ-氨基丁酸显著促进了土壤氨氧化能力。据此设置了实验II微宇宙培养实验，培养条件如血清瓶、土壤、温度等如实验I所述。具体处理设置如下：①对照处理(CK)、②(NH4)2SO4处理(AS)、③γ-氨基丁酸处理(GABA)、④丁酸+(NH4)2SO4处理(BA+AS)，每个处理均有乙炔抑制和无乙炔抑制培养，共计4*2*3*6=144个重复。AS处理、GABA处理、BA+AS处理统一外加4.0 mg的NH4+-N。此外，BA+AS处理和GABA处理加入的丁酸碳量一致。未添加外源有机物的2个处理（即CK处理、AS处理）土壤TOC含量保持不变，约为37.80 g kg-1 dry soil，其余2个处理土壤TOC含量增加1.2%左右。最后，使用Agilent注射器充入C2H2（100 Pa），充气完毕后密封，连续培养42 d，每7 d破坏性采样一次，每隔6 d上午固定10:00开始破坏性采样并进行换气（相应处理重新补充100 Pa的C2H2）。分别收集每个血清瓶中的土壤样品，混匀后取出约1 g土壤（干土重），-80 ℃保存于超低温冰箱待用；另称取10 g土壤（干土重）以作NO3--N和NH4+-N含量测定，浸提及测定方法同1.2。具体换气操作：使用真空泵将血清瓶抽气至40%负压后，打开瓶塞通气10 min，重复操作3次后结束换气；最后乙炔抑制处理补加100 Pa的C2H2，充气完毕后密封，继续恒温培养。
针对实验II微宇宙培养实验，开展了分子生态学分析。选择零时刻、培养第28 d、第42 d CK处理、AS处理、GABA处理和BA+AS处理的土壤样品提取土壤微生物基因组DNA。
土壤微生物基因组DNA提取和实时荧光定量PCR分析
采用FastDNA® SPIN Kit For Soil(MP Biomedicals, LLC)试剂盒进行土壤微生物基因组DNA提取实验，通过FastPrep® 24 bead-beating instrument(Qbiogene, Inc.) 震荡仪以及试剂盒自带的不同粒径玻璃珠实现土壤微生物细胞裂解，具体土壤DNA提取步骤严格按照试剂盒操作说明完成。最终得到的土壤微生物基因组DNA样品一部分采用NanoDrop 2000测定DNA浓度和纯度，另一部分-20℃低温保存待用。
利用实时荧光定量PCR对土壤中的氨氧化古菌AOA和古菌AOB进行定量分析。采用基于SYBR green染料法的定量PCR技术检测土壤中amoA功能基因丰度，AOA和AOB定量PCR分析的分子标靶基因及反应条件如表1所示[27]。
表1 荧光定量 PCR 扩增引物及反应条件
Table1 Fluorescent quantitation PCR amplification primers and reaction conditions in the study
	基因
Gene
	引物序列（5’-3’）
The sequence of primers（5’-3’）
	片段长度
The length of fragment
	荧光定量PCR条件
Fluorescent quantitation PCR conditions

	氨氧化细菌amoA基因
	amoA-1F 
GGGGTTTCTACTGGTGGT
amoA-2R  
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
	491 bp
	94 ℃，5  min；40 x（94 ℃，30 s；57 ℃，45 s；72 ℃，60 s；85℃+读板）；
溶解曲线65.0-95.0 ℃，增加 0.5 ℃， 5 s +读板

	氨氧化古菌amoA基因
	Arch-amoAF  
TAATGGTCTGGCTTAGACG
Arch-amoAR  
CGGCCATCCATCTGTATGT
	635 bp
	94 ℃，5 min；40 x（94 ℃，30 s；55 ℃，30 s；72 ℃，30 s；83 ℃+读板）；
溶解曲线65.0-95.0 ℃，增加0.5 ℃，5 s +读板


采用大连宝生物工程有限公司的SYBR® Premix Ex TaqTM(Perfect Real Time)试剂盒于CFX96 Real-Time PCR System 扩增仪上分析。定量PCR 选择25 μL反应体系，包括12.5 μL SYBR® Premix Ex TaqTM、上下游引物各0.5 μL(20 μmoL μL-1)、2 μL DNA 模板和9.5μL的灭菌超纯水。阴性对照用灭菌超纯水代替DNA模板。
数据分析
[bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]文中结果均以干土重来表达，利用SPSS18.0软件，进行了相关统计分析。采用Tukey’s HSD分析不同处理间土壤NO3--N、NH4+-N、矿化速率及细菌、古菌的amoA基因拷贝数的显著性差异。所有显著性水平均为p<0.05。使用Origin 9.0、Adobe Illustrator CS6.0进行图像绘制。

2 结果与分析
有机物添加对土壤硝化活性的影响
土壤中硝态氮浓度增加是硝化过程的主要特征。与CK比较，在等量有机氮输入情况下，γ-氨基丁酸、L-谷氨酸显著促进了土壤硝化过程，土壤中NO3--N积累量显著增加；而葡萄糖(GLU)、丙酮酸(CA)和柠檬酸(PA)添加土壤中NO3--N含量无显著性变化（图1），表明这些有机碳源添加未能促进土壤硝化活性。土壤NH4+-N含量的变化（图1）与NO3--N的变化相反，γ-氨基丁酸、L-谷氨酸添加土壤中NH4+-N含量显著低于CK处理，而葡萄糖(GLU)、丙酮酸(CA)和柠檬酸(PA)添加土壤中的NH4+-N含量与对照处理CK相比无显著变化。这些结果表明，有机氮源显著促进了土壤氨氧化过程，而有机碳源添加对土壤氨氧化过程无显著影响。
[image: E:\实验\进行\有机底物响应数据\写作\图\预实验无机氮（第四次修改）.jpg] 
图1有机碳和有机氮添加对亚热带酸性森林土壤氨氧化过程的影响。
注：图中值为平均值，误差线为标准差（n = 3）。柱状图中的不同字母代表处理间的显著差异 (p < 0.05)
Fig. 1 Effects of amendments of organic carbon and organic nitrogen on ammoxidation processes in subtropical acidic forest soil 
Note: Data in the figure are means of triplicates and error bars represent SD (standard deviation). Different letters above the columns indicate significant difference between treatments at p < 0.05.
2.2 有机氮源和无机氮源对土壤自养氨氧化过程的影响
充入C2H2培养42 d的所有处理土壤中NO3--N含量基本保持不变（图2b），而由于有机质的矿化作用，土壤NH4+-N含量在培养第7 d产生了显著的增加，此后也未出现显著变化（图2d）。并且充入C2H2培养42 d的所有处理土壤中NO3--N累积量显著低于未冲入C2H2处理。比较加乙炔和未加乙炔处理中土壤NO3--N的最终产量，计算得出42 d后各处理自养硝化作用对土壤总硝化作用的贡献率，结果表明自养硝化主导了酸性土壤氨氧化过程：GABA处理（96.5%a）>AS处理（93.0%b）、BA+AS处理（93.7%b）、CK处理（92.7%b）。
在没有乙炔抑制条件下，各处理土壤均表现出明显的硝化作用，培养过程中NO3--N均
[image: E:\实验\进行\有机底物响应数据\写作\图\无机氮合图（第四次修改）.jpg]图2亚热带酸性森林土壤添加γ-氨基丁酸和(NH4)2SO4培养过程中土壤硝态氮(a、b)、铵态氮(c、d)及无机氮总量(e、f)的变化。图2 a、c、e和图2 b、d、f分别表示无乙炔抑制和乙炔抑制培养。
注：图中值为平均值，误差线为标准差(n = 3)。
Fig. 2 Variations of the contents of nitrate (a, b), ammonium (c, d) and total inorganic nitrogen (e, f) in the subtropical acidic forest soil amended with gama-aminobutyric acids and ammonium sulfate under incubation in the absence (a, c, e) or presence (b, d, f) of C2H2.
Note: Data in the figure are means of triplicates and error bars represent standard deviation.
显著增加。CK空白对照土壤中NO3--N累计量约为118.5 mg kg-1 dry soil，净硝化速率为22. 7 mg kg-1 dry soil day-1（R2=0.926）；BA+AS处理与CK处理、AS处第42 d土壤NO3--N含量没有显著差异，外源有机碳丁酸对土壤硝化活性无显著影响；值得注意的是，GABA处理土壤中NO3--N含量最高，达到180.5 mg kg-1 dry soil，显著高于其它所有处理。
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]土壤NH4+-N含量的变化（图2c）也较好地印证了土壤NO3--N的变化。未加C2H2条件下，4个处理的土壤NH4+-N含量总体呈下降趋势，但具体变化趋势并不相同：CK、AS和BA+AS处理一直呈下降趋势而GABA处理则是先上升再下降趋势。
在整个培养过程中，乙炔抑制的处理无机氮总量（NO3--N+NH4+-N）在培养后期保持稳定，基本不变（图2f）；而没有乙炔抑制的所有处理由于土壤本底有机物的矿化作用，无机氮总量（NO3--N+NH4+-N）均呈上升趋势，并在培养结束后均显著高于未培养前。不加乙炔时，CK、AS和BA+AS处理在培养过程中无机氮总量上升趋势比较平稳；与这三个处理不同，GABA处理在培养29-42 d无机氮总量迅速上升（图2e），并且该处理（不加乙炔）在0-28 d和29-42 d的氮矿化速率（表2）显著高于其余3个处理。
表2 培养后各处理土壤的氮矿化速率
Table2 N mineralization rate in the incubated soils relative to treatment
	培养时间
Incubation duration
	氮矿化速率N mineralization rate(mg kg-1 d-1 dry soil)

	
	CK
	AS
	GABA
	BA+AS

	0-28 d
	1.52 ± 0.35b
	1.16 ± 0.35b
	3.89 ± 0.19a
	1.38 ± 0.12b

	29-42 d
	1.08 ± 0.10b
	1.58 ± 0.19b
	3.66 ± 0.28a
	0.69 ± 0.31b


注：表中值为平均值±标准差，不同字母代表处理间的显著差异（n = 3, p<0.05）
Note: Data in the table are mean + standard deviation. Different letters indicate significant difference between treatments (n = 3, p < 0.05)
2.3土壤氨氧化古菌和细菌amoA基因的丰度变化
[image: E:\实验\进行\有机底物响应数据\写作\图\定量合图（第四次修改）.jpg]实验II不同碳氮源添加培养过程土壤氨氧化古菌和细菌amoA基因丰度变化如图3所示。42 d培养期内，各个处理土壤的AOA amoA基因丰度均呈上升趋势，各个处理的不同采样时间（0、28、42d）之间存在显著差异。培养28 d后，GABA处理的土壤AOA amoA基因丰度显著高于CK处理和BA+AS处理，AS处理的土壤AOA amoA基因丰度显著高于CK处理，而BA+AS处理和CK处理无显著差异。培养42 d后，BA+AS处理的土壤AOA amoA基因丰度增加尤为明显(76.6%)；AS、GABA、BA+AS三个处理的土壤AOA amoA基因丰度显著高于CK处理，相互之间并无显著性差异。
图3 γ-氨基丁酸和(NH4)2SO4对亚热带酸性森林土壤中氨氧化古菌(AOA) amoA基因丰度和氨氧化细菌(AOB) amoA基因丰度的影响
注：图中值为平均值，误差线为标准差。大小写字母表示第42 d和第28 d，直方柱上不同字母代表处理间的显著差异(n = 3, p < 0.05)。
Fig. 3 Effects of amendment of gamma-amino butyric acid and ammonium sulfate on abundance of amoA genes in ammonia-oxidizing archaeal and bacterial in the subtropical acidic forest soil. 
Note: Data are means of triplicates and error bars stand for standard deviations (n = 3). Capital and lowercase letters represent soil samples incubated for 42 days and 28 days, respectively. Different letters above the columns in a cluster indicate significant difference between treatments (n = 3, p < 0.05).
整个培养期间，与氨氧化古菌类似，土壤氨氧化细菌AOB的amoA基因丰度显著上升，但各处理土壤中amoA基因丰度的变化与AOA不尽相同，存在着较大区别（图3）。CK、AS、GABA处理土壤AOB amoA基因丰度变化一直呈上升趋势并且上升显著；不同于其它处理，BA+AS处理的土壤AOB amoA基因丰度先减少后增加。第28 d，各处理间土壤的AOB amoA基因丰度大小关系为：AS>GABA>CK>BA+AS，且各处理间均有显著性差异。42 d培养结束后，4个处理间土壤AOB amoA基因丰度的大小关系又发生了变化：AS处理保持之前显著的增长速度，第42 d的土壤AOB amoA基因丰度仍显著高于其余三个处理；GABA处理的土壤AOB amoA基因丰度相较前28 d增长速度有所减慢，而BA+AS处理的基因丰度则在36-42 d期间出现了迅速增加，由28 d时显著低于CK处理变为42 d时显著高于CK处理。 

3 讨论
3.1外源有机碳、氮对硝化活性的影响
有机碳添加对土壤硝化活性未有显著影响，表明本研究中氨氧化微生物同化有机碳并进行异养硝化的作用可以忽略不计。葡萄糖、柠檬酸和丙酮酸对亚热带酸性森林土壤土壤硝化活性没有显著影响；而另外两种物质L-谷氨酸和γ-氨基丁酸能够刺激土壤硝化活性，促进土壤NO3--N的积累。L-谷氨酸和γ-氨基丁酸与葡萄糖、柠檬酸、丙酮酸最显著的差异在于：前两者分子中含有氨氧化微生物的底物—氨氮，但所有处理均添加等量的NH4+-N，仅从底物的增加并不能解释L-谷氨酸和γ-氨基丁酸对土壤硝化作用的刺激。这些结果表明，与外加的无机铵态氮相比，土壤有机氮矿化产生的氨分子更容易被氨氧化微生物所利用，进一步刺激了土壤硝化活性。其中的可能原因是，有机氮矿化的异养微生物细胞与自养氨氧化微生物细胞紧密接触，异养微生物体内矿化出的NH3通过细胞壁直接扩散进入了氨氧化古菌或者细菌体内，提升了氨氧化微生物的活性，促进了土壤硝化强度[28]。同时，微生物矿化有机氮生长的过程中，也可能产生一些中间代谢产物，这些产物可能有利于氨氧化古菌和细菌的生长，刺激土壤硝化作用，但具体的机制目前仍不清楚[7, 12]。此外，有机氮矿化具有一定的致碱作用[29]，而土壤pH的提高则能显著提升NH3浓度，进而促进氨氧化微生物活性[30]。 
3.2外源有机碳、氮对氨氧化微生物的影响
在对无机氮源和有机氮源的研究中，更少的AOB是0-28 d BA+AS处理土壤NO3--N积累量显著低于其它处理的主要原因。BA+AS处理添加的丁酸具有一定的生物毒性，AOB的生长受到了明显地抑制，而AOA并未受到影响。相较于AOB，AOA具有更强的环境抗逆性，其原因可能古菌细胞含有独特的膜脂及醚脂键与长链异戊二烯相连的膜结构[6]。28 d以后，丁酸毒性减弱或被微生物矿化分解，AOB的生长不再受到抑制。
所有处理的土壤无机氮总量呈现上升趋势，说明在培养过程中，土壤的矿化作用一直在进行，不断向土壤中输入NH4+-N。在适宜的温度及水分环境下，未外加铵氮的CK处理土壤AOA与AOB的amoA基因丰度相比培养前显著增加，间接说明矿化产生的NH4+-N刺激了土壤中AOA和AOB的生长。已有研究表明AOB具有专性好氧的化能无机自养生存策略[31]，无机氮添加能够显著刺激AOB种群数量的增长[32-33]，与本研究的结果一致，但无机氮肥的施用不会影响土壤AOB群落的组成结构[34]。本研究中各个处理AOB的增长主要归因于土壤有机物矿化产生的NH4+-N的刺激。相较于无机氮，有机氮更能刺激AOA的生长[35]，由于土壤本底有机物矿化产生的NH4+-N，AS处理土壤AOA也有着显著增加，但增长幅度并没有AOB显著，AOA和AOB的增长显著刺激了AS处理土壤硝化活性。并且随着时间推移，由于矿化作用的进行，AS处理与GABA处理土壤AOA增加数量上的差距减小。由于GABA处理添加的氮源为易分解的有机氮源，所以该处理矿化增加的无机氮显著高于CK、AS和BA+AS 处理。根据Henderson-Hasselbalch 方程计算得出GABA处理土壤平均NH3浓度(308.03 nM)显著低于AS处理(602.85 nM)。与AOB相比，AOA对氨分子的亲和力具有更高的亲和力[36]和较低的基质抑制浓度(2~20 μM NH3)[37]，有机氮γ-氨基丁酸持续矿化所释放的低浓度 NH3更利于土壤AOA利用。因此整个培养过程中，GABA处理土壤的硝化活性最高；对比CK处理，培养结束后，GABA处理AOA基因丰度显著增长，AOB并未有显著的增长。

4 结论
综上所述，有机碳对亚热带酸性森林土壤硝化活性无显著影响，而有机氮（γ-氨基丁酸、L-谷氨酸）则显著提高了土壤硝化活性。土壤有机氮矿化产生的NH3分子可能刺激了氨氧化细菌AOB和古菌AOA生长；丁酸的存在可能会抑制森林土壤AOB的生长活性，而AOA则不受影响。土壤中AOA和AOB对无机氮源((NH4)2SO4)、有机氮源(γ-氨基丁酸)具有不同的响应规律，表明氨氧化古菌和细菌在土壤中的生长代谢方式可能存在明显差异。这些研究结果为阐明氨氧化微生物的代谢方式，揭示土壤氮素转化的微生物调控机制提供了重要参考。
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Effects of amendment of organic carbon or nitrogen on ammonia oxidation in the subtropical acidic forest soil

Xu Jie1,2  Han Cheng 1,2  Zhang Jinbo 1,2  Deng Huan1,2  Zhong Wenhui1,2† 
(1 School of Geography Sciences, Nanjing Normal University, Jiangsu Provincial Key Laboratory of Materials Cycling and Pollution Control, Nanjing 210023, China)
(2 J Jiangsu Provincial Key Laboratory of Materials Cycling and Pollution Control, Nanjing 210023, China)

  Samples of subtropical acidic forest soil were collected for incubation in an in-lab microcosm chamber. Some of the samples were amended with organic carbon or organic nitrogen. Then the incubated soil samples were analyzed for soil nitrification activity and abundance of functional genes of bacteria AOB and archaea AOA, and further for rules of extraneous organic carbon and organic nitrogen affecting ammonia oxidation in the soil. Results show that the amendment of extraneous organic nitrogen stimulated significantly soil nitrification activity. Acetylene inhibition tests demonstrate that autotrophic ammoxidation explained over 90% of the soil nitrification in the subtropical acidic forest soil. The addition of organic carbon did not have much effect on nitrification activity, nor did the amendment of organic carbon and inorganic ammonium simultaneously. However, the addition of organic nitrogen enhanced soil N mineralization, thus causing soil ammonia content to increase, which may probably be the main cause of the significant increases in soil nitrification activity and abundance of AOA and AOB.
  Ammonia-oxidizing archaea; Gamma-amino butyric acid; Mineralization; Organic nitrogen
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