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[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK44][bookmark: OLE_LINK45][bookmark: OLE_LINK79][bookmark: OLE_LINK80]摘 要  土壤中发生的硝化作用是对pH高度敏感的典型过程。本文采用室内恒温培养法，结合定量PCR和高通量测序，研究石灰性紫色土硝化作用以及氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria, AOB）、氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea, AOA）、亚硝酸盐氧化细菌（Nitrite-oxidizing bacteria, NOB）的丰度与群落结构对不同氮源的响应。结果表明：不同氮源均刺激土壤硝化作用的发生，CO(NH2)2处理下的净硝化速率最大，约是CK处理的4.76倍， (NH4)2SO4和NH4Cl处理下的净硝化速率分别为N 3.88和3.34 mg kg -1 d -1。相比于(NH4)2SO4和CO(NH2)2处理，NH4Cl处理降低了硝态氮的累积量，抑制了铵态氮的减少量。AOB amoA基因拷贝数在28 d培养过程中变化显著（p<0.05），在(NH4)2SO4和CO(NH2)2处理中呈先增长后降低趋势，在NH4Cl 处理中呈持续增长趋势；而AOA amoA基因拷贝数无显著变化（p>0.05）。说明石灰性紫色土硝化作用的主要推动者是AOB，而不是AOA。在28 d培养过程中，亚硝酸盐氧化细菌占总微生物的比例高于氨氧化细菌和古菌，意味着石灰性紫色土中可能存在全程氨氧化微生物（Comammox）。高通量测序的结果表明：石灰性紫色土中AOB的优势种群为亚硝化螺菌Nitrosospira Cluster 3，AOA的优势种群是土壤古菌Group 1.1b，NOB的优势种群是硝化螺菌Nitrospira。
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[bookmark: OLE_LINK37][bookmark: OLE_LINK38]氮（N）素是地球所有生物所必需的营养元素[1]。农业生产过程中大量氮肥的投入虽然增加了作物的产量，但也引起了水体污染及温室气体排放等环境问题 [2]。硝化作用作为农田生态系统氮素损失的主要途径之一，是氨经过亚硝酸盐最终转化为硝酸盐的氧化过程，由氨氧化和亚硝酸氧化两步组成，分别由氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria, AOB）、氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea, AOA）和亚硝酸盐氧化细菌（Nitrite-oxidizing bacteria, NOB）驱动完成[3]。由于氨氧化是硝化作用的限速步骤[4]，同时NOB相比于AOB和AOA更难在实验室环境中生长[5]，因此多年来人们研究的方向主要集中在氨氧化微生物上，对AOB和AOA在生态系统中的分布[6-8]、在土壤硝化作用中的相对贡献[9]、影响因子[10-11]以及不同氮源下氨氧化微生物的群落组成变化[12] 等进行了大量深入研究。NOB利用亚硝酸盐氧化酶将亚硝酸盐氧化为硝酸盐，亚硝酸盐是其唯一氮源[13]。亚硝酸盐作为硝化作用的中间产物，能够通过氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌之间的紧密配合立刻转化为硝酸盐[14]，然而，有时氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌不同的生长速率会打破这种合作机制导致亚硝酸盐的累积[15]。研究发现[16]，温度、pH、溶解氧等因子对NOB活性具有显著影响，也会导致亚硝酸盐的累积。最近，科学家们报道了一种单步硝化螺菌属细菌能够执行全程硝化（complete nitrification）过程[17-18]，即先前被人们认知的仅仅能够催化亚硝酸盐氧化的亚硝酸盐氧化细菌。全程氨氧化微生物（Comammox）的发现为土壤硝化作用的研究开创了全新的领域。
[bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK22]氮肥施入土壤后会导致土壤局部环境的变化[19]，在实际的农业生产应用中，氮肥的施用也必然会导致其他离子进入土壤，对土壤硝化作用产生影响[19]。石灰性紫色土主要发育在亚热带地区石灰性紫色砂页岩，pH较高，土质较为疏松，氮素含量较低。由于高pH土壤相比于低pH土壤硝化作用强，更容易造成氮素的损失，因此本文以石灰性紫色土为研究对象，采用室内培养试验以表征石灰性紫色土在硫酸铵、氯化铵和尿素三种不同底物下的硝化作用强弱差异，通过实时荧光定量 PCR技术分析AOB和AOA amoA基因拷贝数在培养过程中的变化并通过高通量测序分析石灰性紫色土加入不同底物后的物种进化及硝化细菌群落组成。从微生物层面探究石灰性紫色土硝化作用发生机制，以期为合理施肥，提高氮素利用率提供资料。
1 材料与方法
1.1 供试土壤
供试土壤采自中国科学院成都山地灾害与环境研究所盐亭紫色土农业生态观测研究站，东经105°28′，北纬31°16′，年均气温17.4℃，年均降水826 mm，为亚热带季风气候。供试土样为石灰性紫色土，种植作物为小麦。于2016年9月用土钻按五点取样法钻取0~20 cm耕作层土壤，带回实验室后均匀混合，去除枯枝落叶等杂物后自然风干，过2 mm筛储存于4℃冰箱用于培养实验，其余过1 mm筛用于土壤理化性质的测定。供试土壤pH 8.33，有机质15.62 g kg-1，全氮1.29 g kg-1，全磷0.81 g kg-1，全钾17.63 g kg-1，速效氮71.91 mg kg-1。
1.2试验设计
试验采用室内培养的方法，培养前测定土壤含水量，根据土壤含水量称取过2 mm筛的鲜土（以10.00 g干土计）置于150ml的玻璃广口瓶。试验设计添加不同氮源的4个处理，分别为CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2，各3个重复，所加氮源浓度均为 N 100 mg kg-1，通过均匀添加超纯水调节土壤水分含量至田间持水量（WHC）的60％，用保鲜膜将瓶口封住，用针头在保鲜膜上扎5~6个小孔，使广口瓶处于通气状态，将广口瓶置于28℃恒温培养箱中，并在培养过程中每隔3 d以称重法补充蒸发损失的水分以保持土样的水分含量恒定。在培养的第0、14、28天进行破坏性取样，测定培养土样的铵态氮、硝态氮，同时将剩余土样保存于-20℃用于AOA和AOB amoA基因拷贝数测定及高通量测序。
1.3项目分析与测定
pH采用玻璃电极测定（1:2.5的土水比）；有机质用重铬酸钾容量法测定；全氮用半微量凯氏法测定；全磷用钼锑抗比色法测定；全钾用火焰光度法测定；速效氮用碱水解法测定；铵态氮和硝态氮用靛酚蓝比色法和紫外分光光度法测定[20]。
土壤DNA的提取：本实验采用FastDNA® SPIN Kit for soil（MP Biomedicals）试剂盒进行，分别称取0.5 g从-20℃冰箱去取出的土样，按试剂盒操作步骤进行，在Fsat PrepTM FP120核酸提取仪中以6 m s-1的速度裂解40 s，提取后的DNA在-20℃下保存，用于AOA和AOB amoA基因拷贝数的测定。
[bookmark: OLE_LINK43]定量PCR分析：实时荧光定量PCR使用大连宝生物工程有限公司的SYBR Premix Ex TaqTM试剂盒在CFX96 Optical Real-Time PCR System(Bio-Rad Laboratories, Hercules,CA)扩增仪上进行分析。PCR反应总体系为20 μl，包含模版 DNA、上下游引物和 Taq DNA聚合酶。AOB amoA基因片段(491bp)上下引物分别为amoA-1F和amoA-2R[21] ，AOA amoA基因片段(635bp)上下引物分别为arch-amoAF和arch-amoAR[22]。
[bookmark: OLE_LINK46][bookmark: OLE_LINK47][bookmark: OLE_LINK81][bookmark: OLE_LINK82]AOB和AOA amoA 功能基因及16S rRNA基因-Miseq 测序：（1）目的基因的扩增及纯化。①将提取的DNA样品分别用特异引物（amoA-1F和amoA-2R）、（arch-amoAF和arch-amoAR）及通用引物（515F和907R）进行扩增，每个样本3个重复，DNA 水平的 PCR 扩增体系主要包括: 25 μl的SYBR@ Premix EX TaqTM(TaKaRa 公司)，上下引物各1.0 μl，加入 1.0 μl 的DNA 模板和20.5 μl无菌水。PCR扩增条件均为：95 ℃，5 min；27 循环×（95 ℃，30 s；55 ℃，30 s；72 ℃，45 s）；72 ℃，10 min；保持 4 ℃，得到PCR产物。②获得土壤DNA水平的基因扩增产物后，将PCR 产物用2%的琼脂糖凝胶电泳检测，切胶，利用Agarose Gel DNA Fragment Recovery Kit Ver. 2.0 试剂盒（Takara)纯化，纯化产物溶解于25 μl DNase-free H2O。③纯化后的PCR 产物通过1.2% 琼脂糖凝胶电泳检测纯化效果，利用微量紫外分光光度计(NanoDrop ND-1000 UV-Vis)测定扩增产物的浓度。（2）进行Illumina PE250 文库构建，测序由上海美吉生物科技有限公司完成，amoA功能基因测序得到大于 1万条的测序数据量，16S rRNA基因测序得到大于3万条的测序数据量。（3）数据处理：测序后提取出的数据以 fastq 格式保存，数据每个样本有 fq1 和 fq2两个文件，里面为测序两端的序列，序列按顺序一一对应。测序原始数据根据PE 序列之间的重叠关系，将成对的序列拼接，对序列中低质量序列(<50 bp)进行剔除，据序列首尾两端的条码和引物序列区分样品得到有效序列，并校正序列方向。利用Usearch软件按照>97%进行OTU聚类分析，进行多样性指数分析，基于分类学信息，可以在各个分类水平进行群落结构的统计，进行一系列群落结构和系统发育等深入的统计学和可视化分析。
1.4 数据处理
利用SPSS 18软件对数据进行统计分析。硝态氮、铵态氮、AOB、AOA amoA基因拷贝数及AOB和NOB在属水平上的百分比等在Excel中处理后采用Origin 8.1作图，系统发育树采用Mega 4.0等软件完成。
2 结 果
2.1土壤中NO3--N、NH4+- N含量的变化
[bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK27]土壤中NO3--N、NH4+-N在0 d和28 d的含量变化如图1所示。CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理在0 d时的硝态氮含量分别为N 7.22、6.54、7.77和7.91 mg kg -1 ，经过28 d培养后，土壤中硝态氮的累积量变为N 31.40 、115.2、101.3和122.5 mg kg -1 ，而铵态氮的变化由0 d时的N 5.91、95.95、95.86和93.98 mg kg -1减少为0.41、0.01 、5.31和0.35 mg kg -1 。与CK相比，(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 作为氮源加入后显著促进了硝态氮的累积（p<0.05），由图1看出，NH4Cl处理中硝态氮的累积量在培养结束时，硝态氮的累积量显著低于(NH4)2SO4和CO(NH2)2 处理（p<0.05），而铵态氮含量在28 d培养结束时，除NH4Cl处理外，CK、(NH4)2SO4和CO(NH2)2 处理铵态氮含量均消耗殆尽，28 d结束时，NH4Cl处理中铵态氮的含量显著高于其余处理（p<0.05），与硝态氮含量变化相对应。


[bookmark: OLE_LINK60][bookmark: OLE_LINK61]注：误差线为标准偏差；字母不同表示处理间差异显著（p<0.05）。下同Note: Error bars indicate standard deviation. Different letters above the columns indicate significant difference at 0.05 level
图1土壤硝态氮、铵态氮含量随时间的变化        
Fig. 1 Variation  of soil NO3--N  and NH4+- N contents with time

[bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK30]2.2  土壤氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌（AOA） amoA基因拷贝数变化
[bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK68][bookmark: OLE_LINK69][bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK31][bookmark: OLE_LINK32]AOB和AOA amoA基因拷贝数随时间的变化如图2所示。从图2看出，CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理中AOB amoA基因拷贝数在培养过程中均呈显著变化趋势（p<0.05），除NH4Cl处理外，CK、(NH4)2SO4和CO(NH2)2处理中AOB丰度均呈现出先显著增加后显著降低的趋势（p<0.05）。(NH4)2SO4和CO(NH2)2处理中AOB丰度在14 d时达到最大值，分别为3.38×107 g -1干土和3.55×107 g -1干土，到28 d减少至1.46×107 g -1干土和1.69×107 g -1干土，可能由于随着底物浓度的消耗殆尽， AOB丰度也随之减少。而NH4Cl处理中AOB丰度呈现增长趋势，从图2看出，在14 d时，NH4Cl处理的土壤AOB丰度显著低于(NH4)2SO4和CO(NH2)2处理的土壤中AOB丰度（p<0.05），而在28 d时，NH4Cl处理的土壤AOB丰度显著高于(NH4)2SO4和CO(NH2)2处理土壤中AOB的丰度（p<0.05），可能由于NH4Cl处理延缓了铵态氮的消耗，在培养过程中可以持续为AOB提供充分底物。由图2 明显看出CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理中AOA amoA基因拷贝数在培养过程中无显著变化（p>0.05）。


图2 氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌（AOA） amoA基因拷贝数变化
Fig.2 Variation  of number of amoA gene copies in ammonia oxidizing bacteria (AOB) and archaea（AOA）

[bookmark: OLE_LINK89]2.3土壤氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌（AOA） amoA功能基因系统进化
[bookmark: OLE_LINK72][bookmark: OLE_LINK73][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10]AOB和AOA amoA功能基因系统发育树如图3和图4所示。对amoA功能基因进行相似性分析，按照>97％相似性进行OTU分类。石灰性紫色土AOB amoA功能基因在0 d和28 d的测序结果分析分别得到7个和8个OTU，系统发育分析发现，CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 处理下AOB amoA功能基因类群均属于Cluster 3 。分析发现OTU 1所含序列占比最大，且CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 处理下的序列数占比由0 d时的14%、16%、15%和9%变为28 d时的28%、79%、72%和76%，序列数显著增加，且与Nitrosospira sp. Nsp2 （AJ298719）有密切的亲缘关系。而OTU 2 中CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 处理下的序列数占比下降幅度较大，经过分析发现与Nitrosolobus multiformis（X90822）有密切的亲缘关系。石灰石性紫色土AOA amoA功能基因在0 d和28 d的测序结果分析分别得到9个OTU，系统分析发现，CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 处理下AOA amoA功能基因类群Group 1.1b 占主要，说明石灰性紫色土中AOA amoA功能基因类群主要属于Group 1.1b 。


注：C、S、L、U分别表示CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理。下同Note: C, S, L and U stands for Treatment CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 , respectively. The same below
图3  石灰性紫色土AOB amoA功能基因系统发育树
Fig. 3 Phylogenetic tree of AOB amoA functional genes in the calcareous purple soil 


图4  石灰性紫色土AOA amoA功能基因系统发育树
Fig. 4 Phylogenetic tree of AOA amoA functional genes in the calcareous purple soil 

2.4硝化细菌群落组成
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK48][bookmark: OLE_LINK49][bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK36]CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理在0 d时的样本16S基因测序得到41 109、31 654、38 918和39 187条序列，28 d时的样本16S基因测序得到36 212、33 822、32 807和40 295条序列。从所有序列挑出属于AOB和NOB的序列，在属水平上AOB和NOB序列占总序列的百分比如图5所示。从图5看出CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理在0 d时AOB分别占总序列的0.12％、0.08％、0.12％、0.13％，NOB分别占总序列的0.61％、0.58％、0.60％、0.61％，经过28 d培养过程，CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理中AOB分别占总序列的0.12％、0.28％、0.33％、0.20％，NOB分别占总序列的0.76％、1.14％、1.02％、1.26％，而且CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理下NOB占总序列的比例明显高于AOB占总序列的比例。除CK外，添加氮源经过28 d培养后，AOB和NOB占总序列的比例明显增长。(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2处理中，经过28 d培养，AOB和NOB占比相比于0 d分别增加3.50倍、2.75倍、1.54倍和1.97倍、1.70倍、2.07倍。


[bookmark: OLE_LINK64][bookmark: OLE_LINK65]图5 AOB和NOB属水平占总微生物的百分比
Fig. 5 Percentages of AOB and NOB in total number of microorganisms at the genus level 

[bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20]AOB和NOB在每个cluster的相对丰度如图6所示，从中得出，CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理中AOB主要以Nitrosospira为主，NOB主要以Nitrospira为主。0 d时，CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理中AOB的相对丰度分别为0.17、0.12、0.18、0.18，经过28 d培养，AOB相对丰度分别为0.14、0.20、0.25、0.20，CK处理经过28 d培养AOB的相对丰度有所下降，其余各处理的相对丰度有所上升。0 d时，CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 四种处理中NOB的相对丰度分别为0.83、0.88、0.82、0.82，经过28 d培养，NOB 相对丰度变为0.87、0.80、0.75、0.82，其中NH4Cl处理中NOB的相对丰度有所下降。


[bookmark: OLE_LINK66][bookmark: OLE_LINK67]图6 AOB和NOB在每个cluster的相对丰度
Fig. 6 Relative abundance of AOB and NOB in each cluster 
3讨 论
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24]本试验供试土壤为石灰性紫色土，pH较高，与CK相比，(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2处理均刺激土壤硝化作用的发生。NH3是自养氨氧化微生物的唯一能量来源。土壤中H+的浓度决定了土壤中NH3的存在状态，如果土壤中H+的浓度较高，那NH3以AOA和AOB不能利用的NH4+离子态存在。已有研究表明pH在4.8～8.5的范围内时，土壤中硝化速率随着pH的增加而增强[23-25] ，这与前人研究一致[1]。但是三种不同底物之间的硝化作用强弱不一，其中NH4Cl处理延缓了硝态氮的累积，抑制了铵态氮的减少，这可能是由于不同氮源引入了不同的阴离子，对土壤硝化作用产生了影响。前人研究表明，SO42-对硝化作用具有促进作用；Cl-对硝化作用的抑制效果也进一步被肯定[26] ，可以降低氮素损失，就如同在农业生产过程中施用硝化抑制剂来有效降低土壤的硝化速率[27-28]，以提高氮肥利用率。
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]氨氧化作用是硝化作用的第一步，也是限速步骤，是全球氮循环的中心环节。AOA的发现为氨氧化作用的研究开启了新方向[29]。大量研究表明AOB和AOA在不同生境的硝化作用中发挥着重要作用[30-31]。本试验所用石灰性紫色土，pH大于7，amoA功能基因拷贝数变化表明，AOB的丰度在整个培养过程中变化显著，而且与底物浓度变化相吻合，而AOA的丰度在CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2处理下均无显著变化，说明AOB是石灰性紫色土硝化作用的主要推动者，这与高pH下土壤硝化作用主要由AOB主导的研究相一致[32]。碱性土壤中AOB较AOA更为活跃，AOB参与了13CO2的固定和氨氧化过程[33]。Shen等[12]的研究也表明施肥对碱性土壤中AOB的影响要大于对AOA的影响且AOB的丰度与pH（8.3～8.7）和土壤的潜在硝化势显著相关。本试验借助实时荧光定量PCR技术，通过amoA功能基因拷贝数得出，NH4Cl处理的土壤中AOB的丰度在培养过程的第14天时显著低于其他两个处理（p<0.05），而AOA在整个培养过程中的amoA基因拷贝数也低于其他两种氮源处理，但差异不显著（p>0.05），这可能因为AOA主要在低pH、寡营养等环境的硝化作用中发挥作用[1]，因此在高pH的石灰性紫色土硝化作用中不起主导作用，进而氮源的加入对AOA并无明显刺激，但amoA功能基因拷贝数变化暗示Cl— 对AOB产生了抑制。Darrah等[34]在1985年运用Monod方程模拟氯化铵对硝化细菌的响应得出，添加氯化铵N超过7.3 μmol g-1就产生抑制效果。苏天明等[35]研究也得出了氯化铵的施用减少了亚硝酸细菌的数量，降低了硝酸盐的含量。Jooste和van Leeuwen[36]关于含氯消毒剂对亚硝酸盐累积的研究中得出了含氯消毒剂通过抑制亚硝酸氧化菌降低了硝酸盐的积累。以上研究均表明了氯通过抑制硝化微生物进而抑制了硝酸盐的累积。本试验进化分析表明CK、(NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 处理并未改变AOB amoA功能基因类群，属于亚硝化螺菌属（Nitrosospira）Cluster 3 ，而AOA amoA功能基因类群主要是Group 1.1b ，这与许多重要研究结果相互印证[37]，为认识氨氧化微生物的关键驱动因子提供资料补充。
[bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK39][bookmark: OLE_LINK40]亚硝酸氧化是硝化作用的第二步，由NOB主导完成。由于氨氧化作用被认为是硝化作用的限速步骤，同时AOA的发现[29] 以及NOB在实验室环境中相比AOB和AOA更难生长[5]，因此多年来人们对硝化作用的研究主要集中在氨氧化作用。硝化微生物对底物的利用范围十分有限，AOB、AOA和NOB共存于复杂的环境中，这意味着这些微生物对资源利用有不同的方式。最近一项惊奇的研究发现属于硝化螺菌属Nitrosospira SublineageⅡ的菌群能够催化全程硝化作用，与其他硝化微生物不同的是，这类全程氨氧化微生物（Comammox）含有催化氨氧化和亚硝酸氧化的全部基因，且从已发表的宏基因组数据库中分析发现这种全程氨氧化微生物广泛分布于稻田和其他农业土壤、森林土壤、稻田水域、淡水环境如湿地，河床，含水层和湖泊沉积物，以及工程系统（活性污泥和饮用水处理厂），Comammox Nitrospira是自然系统微生物群落中常见的硝化细菌 [17-18]。全程氨氧化微生物的发现也符合单步硝化能够释放更多自由能的热力学理论[5]。氨氧化微生物（AOM）将氨氧化为亚硝酸盐能够产生6个电子，较NOB将亚硝酸盐氧化成硝酸盐产生的电子多三倍，由于氨氧化微生物代谢时氨单加氧酶活化氨需要2个电子，因此氨氧化微生物每转化一个单位的氮真正释放的能量实际上只比亚硝酸氧化细菌释放的能量多2倍，这就意味着环境中AOM的数量应该较NOB多[38-40]。本试验通过16S rRNA基因测序发现，土壤中NOB占总微生物的比例却高于AOB占总微生物的比例，并且以Nitrospira为主，推测供试土壤可能存在全程氨氧化微生物，也可能NOB较AOB具有更高的生长和新陈代谢转化速率。Wang等[41]利用13CO2稳定性同位素标记技术对四种水稻土的培养试验结果表明，被标记的Nitrospira丰度也远高于AOB和AOA，这与我们的试验结果相似。Daims等[5]认为相同环境中Nitrospira的丰度高于AOB和AOA预示着全程氨氧化微生物的存在。

4 结 论
[bookmark: OLE_LINK41][bookmark: OLE_LINK42] (NH4)2SO4、NH4Cl和CO(NH2)2 处理均刺激石灰性紫色土硝化作用的发生，但是相比于(NH4)2SO4和CO(NH2)2处理，NH4Cl处理延缓了硝态氮的累积，对硝化作用有抑制效果。石灰性紫色土硝化作用的主要推动者为AOB，但氯离子对AOB有抑制。石灰性紫色土中AOB的优势种群为Nitrosospira Cluster 3，AOA的优势种群是Group 1.1b，NOB的优势种群为Nitrospira。石灰性紫色土中NOB占土壤总微生物的比例高于AOB，可能存在全程氨氧化微生物。
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[bookmark: OLE_LINK58][bookmark: OLE_LINK59]Response of Nitrification and Nitrifiers to Different Nitrogen Sources in an Alkaline Purple Soil
ZHAO Weiye1 WANG Zhihui1 CAO Yanqiang1  LIU Tianlin1  LUO Hongyan1  Zhu Bo2  JIANG Xianjun1†
（1 College of Resources and Environment, Southwest University, Chongqing 400715, China）
（2 Chengdu Institute of Mountain Hazards and Environment, Chinese Academy of Sciences, Chengdu 610041, China）
[bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: _GoBack]Abstract 【Objective】Nitrification in soil is a highly sensitive process to pH. Responses of nitrification rates and the community structures of nitrifying microorganisms to different N sources in an alkaline purple soil were studied to elucidate the microbiological mechanisms for nitrification. 【Method】 Three different N sources and the blank control were used in the 4-week incubation study. Net nitrification rate was calculated by the differences of nitrate concentrations at day 0 and 28. The amoA gene abundances for ammonia oxidizing bacteria (AOB) and ammonia oxidizing archaea (AOA) were measured by quantitative PCR before and after the incubation. The relative abundance of nitrite oxidizing bacteria (NOB) was analyzed by binning the sequences of the 16S rRNA gene and the amoA gene into operational taxonomic unit (OTUs) at 97% similarity level. The changes of community structures for AOA, AOB and NOB were studied by high-throughput sequencing method before and after the incubation.【Result】 In the 4-week incubation study, compared with blank control (CK), soil nitrification rate was stimulated by application of all three kind of nitrogen sources: ((NH4)2SO4, NH4Cl and CO(NH2)2). The net nitrification rate for blank control (CK) was 0.86 mg N kg -1 d -1. The highest net nitrification rate was observed for CO(NH2)2 treatment (N 3.88 mg kg -1 d -1), which was more than 4-times higher than CK. The addition of NH4Cl and (NH4)2SO4, showed similar stimulation on nitrification to CO(NH2)2 application. The net nitrification for NH4Cl and (NH4)2SO4 were N 3.34 and 3.88 mg kg -1 d -1, respectively. But, NH4Cl also reduced the accumulation of nitrate and inhibited the reduction of ammonium when compared with (NH4)2SO4, and CO(NH2)2. Along with the accumulation of nitrate, the copies of amoA gene in ammonia oxidizing bacteria (AOB) increased significantly during the first two weeks of incubation (p<0.05). The copy numbers of bacterial amoA genes increased from 0.88×107 g -1 soil and 0.85×107 g -1 soil at day-0 to 3.38×107 g -1 soil and 3.55×107 g -1 soil at the day 14 of the incubation, then decreased to 1.46×107 g -1 soil and 1.69×107 g -1 soil at the day-28, for (NH4)2SO4, and CO(NH2)2 treatments respectively. The copy numbers of bacterial amoA genes were significantly lower in NH4Cl treatment than (NH4)2SO4, and CO(NH2)2 addition at the day 14 (p<0.05). On the other hand, the copies of amoA for AOA did not change significantly during incubation (p>0.05). Results indicated that nitrification in alkaline purple soil was mainly driven by AOB, but not AOA. Pyrosequencing of the 16S rRNA genes was performed at the whole microbial community level for different treatments and control before and after incubation. Approximately more than 30 000 high-quality 16S rRNA reads were obtained, and targeted reads from putative AOA, AOB and NOB sequences were selected for subsequent analysis. The high-throughput sequencing results further showed that the dominant nitrifying microorganisms were mainly related to Nitrospira, Nitrososmonas and Nitrosospira in the alkaline purple soil. The dominant AOB were classified into Nitrosospira Cluster 3, and the dominant AOA were affiliated with Group 1.1b. Furthermore, the relative abundance of NOB was much higher than that of AOB and AOA, which may imply the presence of Comammox in the studied alkaline purple soil.【Conclusion】Results showed that the nitrification in alkaline purple soil was stimulated by the addition of (NH4)2SO4, NH4Cl and CO(NH2)2. But NH4Cl also showed a inhibition effect on nitrification when compared with (NH4)2SO4, and CO(NH2)2 application. The nitrification process in alkaline purple soil was mainly driven by AOB, but not AOA. The evidences from the high-throughput sequencing results further indicated that the dominant population of ammonia oxidizing bacteria was classified into Nitrosospira Cluster 3 in the alkaline purple soil, and AOA was mainly the Group 1.1b. For NOB, Nitrospira was the dominated species. 

[bookmark: OLE_LINK70][bookmark: OLE_LINK71]Key words  Soil nitrogen cycle; Ammonia-oxidizing bacteria (AOB); Ammonia-oxidizing archaea (AOA); Nitrite-oxidizing bacteria (NOB); Comammox
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AOB和NOB序列在属水平占总序列数的比例

Percentages of AOB and NOB in total sequence number at the genus level(％)
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