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摘　要　　全程氨氧化细菌（Complete ammonia oxidizers, Comammox）的发现被认为是氮循

环研究的重要进展，但复杂土壤中Comammox与氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria, AOB）和

氨氧化古菌 (Ammonia-oxidizing archaea，AOA)共存的环境驱动机制尚不清楚。针对紫色水稻土长

期定位试验的植稻淹水（夏季植稻施肥并且全年淹水）管理、休耕冬干（不植稻、不施肥，仅在夏季

植稻期间淹水，冬季排水落干）管理，研究了施肥和水分管理对水稻土硝化潜势及氨氧化微生物类群

丰度的影响。结果表明，植稻淹水土壤的硝化潜势显著高于休耕冬干，分别为25.0 mg·kg-1·d -1、2.11 

mg·kg-1·d -1，相差可达12倍之多。实时荧光定量PCR分析表明，两种管理方式下水稻土中均能检测到

Comammox、AOA和AOB，并且其数量均为Comammox>AOA>AOB。植稻淹水中Comammox丰度分

别为AOA的8.5倍、AOB的77.3倍，而休耕冬干中Comammox丰度分别为AOA的4.1倍、AOB的490.3

倍。相比于休耕冬干管理，植稻淹水刺激了Comammox分支A（Clade A）、AOA和AOB的生长，三

者增长倍数分别为9、3、42，但Comammox分支B（Clade B）的降幅高达两倍之多。这些结果表明，

与休耕冬干管理相比，28年长期植稻淹水，可能导致水稻土氨氧化微生物类群长期处于低O2胁迫，并

选择性促进了Comammox Clade A和AOA的生长，高强度施肥则显著促进了AOB生长，而Comammox 

Clade A和AOA则具有更广的铵态氮底物适应范围。未来应通过稳定性同位素示踪DNA技术，明确水

稻土中数量上占优势的Comammox的功能意义及其与AOA和AOB的相对重要性。
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硝化作用长期以来被认为是一个两步的过程，

首先由氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria, 
AOB）和古菌（Ammonia-oxidiz ing archaea，

AOA）将氨氧化为亚硝酸盐，再由亚硝酸盐氧化

细菌（Nitrite-oxidizing bacteria, NOB）将其氧化

为硝酸盐，从而完成整个硝化过程。但根据代谢过

程中的动力学理论，由一种微生物来完成氨的两

步氧化过程是可行的［1］。2015年底，科学家在水

生生态系统中发现了全程氨氧化微生物（Complete 
ammonia oxidizers，Comammox），能够直接完成

从氨氮到硝氮的氧化，其系统发育分类地位可归属

于经典的NOB中的硝化螺菌属（Nitrospira）［2-3］。 
通过比对已经发表和尚未发表的海量宏基因组数据

库以及最新的分子生态学研究，发现Comammox广
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泛分布于土壤、淡水生态系统、污水和饮用水处理

系统中［2-5］。但是，Comammox如何适应复杂环境

并与传统的AOA和AOB相互竞争共存，目前仍不

清楚，是现在研究的热点和难点。

氨氧化过程是在O 2存在的条件下，微生物将

NH3氧化为亚硝酸盐和硝酸盐的过程。因此，环境

中NH3和O2浓度的变化极有可能是驱动Comammox
和AOA及AOB的关键环境因子。例如，土壤酸碱

度是影响氨氧化微生物生态位分异的重要因素，

其主要原因是H+介导的化学平衡使得酸性土壤中

NH3浓度通常在nmol·L-1水平，中性和碱性土壤中

在µmol·L-1水平［6］，同时，AOA对NH3的亲和力

远高于AOB ［7］。因此，AOA通常主导酸性土壤

氨氧化 ［8］，而AOB则在中性和碱性土壤中发挥

作用［9-10］。也有研究发现，AOA能够更好地适应

低O2胁迫，从而在水稻土氨氧化过程中发挥重要

作用［11-12］。最新的研究则表明，全程氨氧化细菌

Nitrospira inopinata对底物NH3的亲和力远高于大

多数可培养的AOA物种，能够更好地适应极低NH3

浓度的胁迫环境［13］。然而，在复杂土壤环境中，

Comammox对O2和NH4
+-N的环境适应机制仍鲜有

报道。

稻田淹水导致其O2浓度远低于旱地土壤，而施

肥则可能提升NH3浓度刺激氨氧化微生物的生长。

据此，本研究依托西南大学1989年设置的中性紫色

水稻土长期定位试验站，针对植稻淹水（夏季植稻

施肥、全年淹水）和休耕冬干（不植稻、不施肥，

仅在夏季植稻期间淹水，冬季排水落干）两种不同

处理下的水稻土，研究施肥和水分管理对水稻土硝

化潜势及氨氧化微生物丰度的影响规律。

1　材料与方法

1.1　研究区概况

研 究 区 位 于 国 家 紫 色 土 长 期 定 位 试 验 基 地

（ 1 0 6 ° 2 6´E ， 3 0 ° 2 6´N ） ， 地 处 重 庆 市 北 碚

区，属亚热带季风气候，年均气温18.30 ℃，年均

降雨量1 105 mm，年均日照时数1 277 h，年均无

霜期334 d。土壤类型为中性紫色水稻土。

1.2　研究方法

长 期 定 位 试 验 始 于 1 9 8 9 年 ， 设 植 稻 淹 水

（PF）和休耕冬干（FD）两种种植模式。植稻淹

水处理夏季植稻、全年淹水。夏季按照传统方法翻

耕田地后种植水稻，施肥量为尿素273.1 kg·hm-2；

过磷酸钙500.3 kg·hm-2；氯化钾150.1 kg·hm-2；

过磷酸钙作为底肥一次施用， 尿素2/3做底肥，1/3 
做追肥，氯化钾底肥和追肥各1/2。休耕冬干处理

全年不种植任何作物，夏季的水分管理与种植水稻

相同，4月灌水，8月排水，但不施肥、不耕作、不

种植，后期做进一步排水处理，全年约7个月处于

落干状态。

于2017年11月4日在两种种植模式地块分别采

集表层(0～5 cm)土壤。采集后立即进行氨氧化微

生物丰度的测定，部分土样风干后测定其基本理化

性质。

1.3　硝化潜势的测定

硝化潜势的测定采用好气培养法［14］，稍作修

改：称取 15 g 鲜土置于三角瓶中，加入(NH4)2SO4 

调节NH4
+-N浓度至0.4 g·kg-1（干土质量计）。将

三角瓶置于摇床，室温25 ℃振荡24 h。在第2、

4、22、24小时分别取10  mL的振荡悬浊液，以 
2 mol·L-1KCl 溶液浸提过滤，流动分析仪测定悬浊

液中NO3
--N的含量。以培养时间为横坐标，NO3

--N
含量为纵坐标，求出斜率，即土壤硝化潜势。

1.4　DNA的提取

采 用  F a s t D N A ®  S P I N  K i t  f o r  S o i l ( M P 
Biomedicals)试剂盒提取土壤基因组总DNA，称取 
0.5 g土壤样品，按试剂盒提供的操作步骤进行，

将提取的 DNA 保存于-20 ℃用于后续分析。

1.5　实时荧光定量PCR
采 用 实 时 荧 光 定 量 P C R 法 在 Q u a n t S t u d i o T M 

6  F lex定量PCR仪 (Thermo Fisher  Sc ient i f ic，

Singapore)上测定AOA、AOB及Comammox分支

A（Clade A）和分支B（Clade B）amoA基因的

拷 贝 数 。 实 时 荧 光 定 量 P C R  所 用 的 扩 增 引 物 如

表1所示。AOA、AOB、Comammox Clade A、

Comammox Clade  B的amoA基因定量PCR所用

反应体系均为20 μL，主要包含：待扩增的模板

DNA1 μL、上下引物及ROX染料各0.4 μL，Taq 
DNA 聚合酶10 μL、灭菌水7.8 μL。通过液体

LB培养基培养含有目的基因的克隆子，按试剂盒

(MiniBEST Plasmid Purification Kit)说明书方法提

取、纯化质粒后，在NanoDrop®ND-1000 UV-Vis
分光光度计上测定质粒的浓度，并计算出目的基因
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的拷贝数。最后用TE缓冲溶液将质粒连续稀释6～8
个梯度以制作定量PCR的标准曲线。AOA、AOB的

实时荧光定量PCR 扩增程序皆为95 ℃预变性30 s；

95 ℃变性 30 s，54 ℃退火30 s，72 ℃延伸45 s，

40 个循环。Comammox Clade A、Clade B的实时

荧光定量PCR扩增程序皆为95 ℃预变性3 min； 
95 ℃变性30 s，52 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，

45个循环。

表1　实时荧光定量PCR扩增引物

Table 1　Real-time PCR Primers used in the study

微生物

Target group

引物序列

Sequence of the primers（5′-3′）

参考文献

Reference

氨氧化细菌

AOB

amoA-1F GGGGTTTCTACTGGTGGT, amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
［15］

氨氧化古菌

AOA

Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG, Arch-amoAR 

GCGGCCATCCATCTGTATGT
［16］

全程氨氧化细菌分支A

Comammox Clade A

comaA-244f_a TACAACTGGGTGAACTA, comaA-659r_a 

AGATCATGGTGCTATG,

comaA-244f_b TATAACTGGGTGAACTA, comaA-659r_b 

AAATCATGGTGCTATG,

comaA-244f_c TACAATTGGGTGAACTA, comaA-659r_c 

AGATCATGGTGCTGTG,

comaA-244f_d TACAACTGGGTCAACTA, comaA-659r_d 

AAATCATGGTGCTGTG,

comaA-244f_e TACAACTGGGTCAATTA, comaA-659r_e 

AGATCATCGTGCTGTG,

comaA-244f_f TATAACTGGGTCAATTA, comaA-659r_f 

AAATCATCGTGCTGTG

［17］

全程氨氧化细菌分支B

Comammox Clade B

comaB-244f_a TAYTTCTGGACGTTCTA, comaB-659r_a  

ARATCCAGACGGTGTG,

comaB-244f_b TAYTTCTGGACATTCTA, comaB-659r_b  

ARATCCAAACGGTGTG,

comaB-244f_c TACTTCTGGACTTTCTA, comaB-659r_c  

ARATCCAGACAGTGTG,

comaB-244f_d TAYTTCTGGACGTTTTA, comaB-659r_d  

ARATCCAAACAGTGTG,

comaB-244f_e TAYTTCTGGACATTTTA, comaB-659r_e  

AGATCCAGACTGTGTG,

comaB-244f_f TACTTCTGGACCTTCTA, comaB-659r_f  

AGATCCAAACAGTGTG

［17］

1.6　数据处理

采用Excel 2010和SPSS 13等软件对数据进行

处理分析。利用Origin 8.5软件作图。

2　结　果

2.1　 长期不同施肥和淹水管理对水稻土理化性质

及硝化潜势的影响

植稻淹水及休耕冬干两种不同模式下水稻土

的基本性质如表2所示。长期植稻淹水管理下水稻

土的含水量为102.59%，远高于对照处理的34.07%

（休耕冬干）。植稻淹水和休耕冬干水稻土中铵

态氮含量分别为17.77、4.09 mg·kg-1；硝态氮的

含量分别为13.86、4.71 mg·kg-1；全氮含量分别为

1.76、0.92 g·kg-1。休耕冬干水稻土有机质含量显著

高于植稻淹水处理，分别为20.51、17.55 g·kg-1。

长期施肥显著刺激了水稻土的硝化潜势，植稻淹水

和休耕冬干水稻土分别为25.0、2.11 mg·kg-1·d-1，
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两者相差高达12倍。

2.2　 长期不同施肥和淹水管理对水稻土氨氧化微

生物丰度的影响

植稻淹水及休耕冬干这两种水稻土中氨氧化

微生物的丰度如图1所示。长期施肥和淹水管理显

著影响了氨氧化微生物类群的丰度。相比于休耕

冬干管理，植稻淹水刺激了Comammox Clade A、

AOA和AOB的生长，三者增长倍数分别为9倍、3
倍、42倍。两种水稻土中，Comammox的丰度均

高于AOA和AOB。植稻淹水中Comammox丰度分

别是AOA的8.5倍、AOB的77.3倍，而休耕冬干

中Comammox丰度分别是AOA的4.1倍、AOB的

490.3倍。

如图1所示，植稻淹水中Comammox Clade A

的丰度高于休耕冬干水稻土，而Clade  B的丰度

却低于休耕冬干，但两种水稻土中，Comammox 
Clade  A 的丰度均要高于Clade  B。植稻淹水中

Comammox  Clade  A和Clade  B的amoA基因的

拷 贝 数 （ 以 干 土 计 ， 下 同 ） 分 别 为 1 . 3 0 × 1 0 8 
copies·g-1、2.39×106copies·g-1 ；而休耕冬干中

Comammox Clade A和Clade B的amoA基因的拷贝

数分别为1.50×107copies·g-1、6.71×106copies·g-1

（图1a，图1b）。

由图1c、图1d可知，植稻淹水中AOA的amoA
基因拷贝数为1.57×107copies·g-1，远高于休耕冬

干水稻土的5.28×106copies·g-1。AOB的amoA基因

拷贝数为 1.88×106copies·g-1，也高于休耕冬干。

这两种水稻土中AOA的丰度均高于AOB。

表2　不同管理模式下水稻土的基本理化性质

Table 2　Basic physico-chemical properties of the paddy soils relative to treatment

处理

Treatment

有机质

Organic matter

/(g·kg-1)

全氮

Total N

/(g·kg-1)

NH4
+-N

/(mg·kg-1)

NO3
--N

/(mg·kg-1)

含水量

Soil water content

/%

硝化潜势

Nitrification potential

/(mg·kg-1·d-1)

PF 17.55±0.53 1.76±0.13 17.77±0.98 13.86±0.33 102.59 25.0±0.74

FD 20.51±1.51 0.92±0.05 4.09±0.13 4.71±0.32 34.07 2.11±0.19

　　注：平均值±标准差（n=3）。PF和FD分别代表植稻淹水和休耕冬干。下同 Note: Means±SD (n=3). PF stands for the treatment 

of plant rice in summer and keep the field flooded all the year and FD for the treatment of fallow all the year and keep the field dried 

up in winter. The same below

注：误差线表示标准误，n=3。不同字母表示P<0.05水平上差异显著Note: Error bars represent standard errors, n=3．Different letters 

mean significant differences at 0.05 level 

图1　不同管理模式下水稻土中氨氧化微生物的丰度

Fig.1　Abundance of the ammonia-oxidizing microorganisms in paddy soils relative to treatment
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3　讨　论

水 稻 土 是 我 国 重 要 的 农 业 土 地 资 源 ， 约 占

全 国 耕 地 面 积 的 1 / 5 。 本 研 究 中 ， 与 休 耕 冬 干 相

比 ， 2 8 年 长 期 植 稻 淹 水 管 理 极 可 能 导 致 水 稻 土

生态位发生显著变化，进而影响氨氧微生物的生

理生态功能。长期的施肥和植稻管理，显著促进

了水稻土的硝化潜势，使其增幅高达12倍之多。

实时荧光定量PCR分析表明，两种水稻土均能检

测到Comammox、AOA和AOB，并且其数量均

为Comammox>AOA>AOB。尽管Comammox丰

度高并不意味着其在水稻土硝化过程中发挥重要

作用，但其功能意义却将是未来研究的重点。例

如，植稻淹水条件下，大量施肥导致铵态氮浓度

显著高于休耕冬干，极高的水分含量也可能导致

氧气浓度显著低于后者。植稻淹水土壤中，高氨

低氧则可能刺激了Comammox Clade A的生长，

而非Clade  B，导致两者的比值高达54 .1，远远

高于休耕冬干水稻土中的比值2.2（表3）。事实

上，已有研究针对旱地土壤仅检测到Comammox 
Clade B，而未发现Clade A［18］。这些结果也许

暗示着Comammox Clade A更适应低氧的淹水环

境，而Clade B可能在高氧的旱地土壤中具有生理 
活性。

表3　不同管理模式下水稻土中氨氧化微生物的数量比

Table 3　Ratio of ammonia-oxidizing microorganisms in paddy soils relative to treatment

处理

Treatment

AOA

/AOB

Comammox

/AOA

Comammox

/AOB

Clade A

/Clade B

Clade A

/AOA

Clade A

/AOB

Clade B

/AOA

Clade B

/AOB

PF 9.2±1.5 8.5±0.9 77.3±15.5 54.1±3.8 8.3±0.9 75.9±15.3 0.15±0.09 1.4±0.3

FD 118.3±5.9 4.1±0.4 490.3±74.7 2.2±0.3 2.8±0.4 339.8±66.8 1.27±0.01 150.4±7.8

　　注：平均值±标准差 Note: Means ± SD

施肥通常能够增加土壤铵态氮浓度并刺激土壤

硝化活性。植稻淹水中铵态氮的浓度达到了17.77 
mg·kg-1，是休耕冬干水稻土的4倍多。底物浓度对

氨氧化微生物的相对丰度和分布起着重要的作用，

新发现的Comammox被证实能够更好地适应于极低

氨浓度的环境。本研究在休耕冬干水稻土中检测到

的Comammox Clade B的amoA基因的拷贝数也确

实要高于底物浓度较高的植稻淹水水稻土。相比于

植稻淹水，休耕冬干水稻土每年4—8月淹水，随后

处于落干状态。土壤水分也是影响硝化微生物活性

的重要因素，通过控制空气中O2的扩散而间接影响

好氧微生物的活性。目前已知的所有氨氧化微生物

皆为好氧生长类型，也有研究指出AOA和AOB对

水分条件和氧气的要求不同［19-20］，但Comammox
对氧气胁迫的适应机制尚不清楚。尽管无法区分施

肥和淹水管理对氨氧化微生物功能的相对影响，

但全年淹水的植稻水稻土中Comammox Clade A更

高，表明其能更好适应氧气胁迫，并可能具有更为

广泛的底物适应范围。

尽 管 植 稻 淹 水 和 休 耕 冬 干 水 稻 土 中 A O A 和

AOB数量均显著低于Comammox，但数量上的优

势并不一定具有功能意义，目前的研究并不能排

除AOA和AOB在硝化过程中发挥了重要作用。事

实上已有的研究表明不同母质水稻土中，AOA和

AOB对硝化作用的相对贡献明显不同［12］。此外，

本研究表明与AOB相比，AOA适应低氨胁迫的能

力更强。例如，尽管植稻淹水中AOA和AOB的丰

度均要高于休耕冬干水稻土，但在休耕冬干水稻

土中，两者丰度的比值却高达118.3，远高于植稻

淹水中的9.2，说明在铵态氮浓度较低的休耕冬干

水 稻 土 中 ， A O A 较 之 A O B 具 有 更 强 的 竞 争 优 势

（表3）。这些结果与已有的报道一致，在土壤生

态系统中较低的铵态氮浓度下能够观察到更高的

AOA∶AOB的比值［21］。

农业种植模式、化肥施用、灌溉管理以及土壤

类型等均会对微生物数量、活性与种群结构产生较

大影响［22-25］。而硝化作用是农田氮循环的关键过

程，其发生与速率主要受氨氧化微生物的丰度和活

性制约。Comammox的发现表明在农田土壤硝化过

程仍有大量亟待解决的科学问题。首先，由于氨被

完全氧化成硝酸盐可以释放出更高的能量，那么在

什么情况下Comammox对硝化作用的贡献会超过
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别的硝化微生物？以往对Comammox的忽视是否

导致过高估计了传统硝化微生物的功能？此外，尤

为重要的是要了解Comammox与传统氨氧化微生

物（AOA和AOB）的生态位划分及其功能意义。

例如，以往稳定性同位素示踪氨氧化微生物DNA
试验中，发现Nitrospira中类群在13C-DNA中的丰

度远高于AOA和AOB［12］，但这些微生物是否为

Comammox并在土壤氨氧化过程中发挥了重要作

用，仍待进一步研究。

4　结　论

在植稻淹水和休耕冬干水稻土中都检测到了较

高丰度的Comammox，表明Comammox广泛分布

于水稻土壤中，并有可能在水稻土的硝化过程中发

挥重要作用。此外，水稻土中Comammox Clade A
的丰度要高于Clade B，长期的施肥和淹水管理会

对水稻土中Comammox的两个分支的丰度产生一定

影响。施肥种植可能刺激了Comammox Clade A、

AOA和AOB的生长。
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Effects of Fertilization and Water Management on Abundance of Ammonia-
oxidizing Microorganisms in Paddy Soils

CAO Yanqiang1　WANG Zhihui1　MO Yongliang2　WANG Mei1　JIANG Xianjun1†

（1 College of Resource and Environment，Southwest University，Chongqing 400715，China）

（2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture，Institute of Soil Science，Chinese Academy of Sciences，Nanjing 

210008，China）

Abstract　The discovery of Comammox（complete ammonia oxidizers）is considered to be an 
important progress in the study on nitrogen recycling, but further efforts need to be done to elucidate 
environmental driving mechanisms of the coexistence of Comammox with AOA（ammonia-oxidizing 
archaea）and AOB（ammonia-oxidizing bacteria）in the complex soil environment. Soil samples were 
collected from a long-term stationary experiment on purple paddy soils, which had two treatments, i.e. PF 
(plant rice in summer and keep the field flooded all the year) and FD (fallow all the year and keep the field 
dried up in winter), for analysis of effects of fertilization and water management on nitrification potential 
and abundance of ammonia-oxidizing microorganisms in paddy soils. The analysis shows that PF was 
higher than FD in nitrification potential, which reached 25.0 mg· kg-1·d-1 and 2.11 mg·kg-1·d-1, respectively. 
Obviously, the former was 12 times as high as the latter. Real-time quantitative PCR (Q-PCR) shows that 
Comammox, AOA and AOB were detected in the paddy soils of PF and FD, and displayed an order of 
Comammox> AOA>AOB in abundance. The abundance of Comammox was 8.5 times that of AOA and 77.3 
times that of AOB in the PF paddy soil, and 4.1 times that of AOA and 490.3 times that of AOB in the FD 
paddy soil. Compared with FD, PF stimulated growth of the Comammox Clade A, AOA and AOB in the 
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soil, making the three 9, 3 and 42 times higher, respectively, in population.  But the Comammox Clade B 
dropped 2 times as fast. All the findings in the 28 year-long experiment indicate that compared with FD, PF 
keeps ammonia-oxidizing microorganisms in the paddy soils under the long-term stress of O2 deficiency and 
selectively promotes growth of the Comammox Clade A and AOA in the soils, while fertilization at a high 
rate significantly promotes growth of the AOB; and Comammox Clade A and AOA can adapt to a wide range 
of ammonium nitrogen substrates. In future, the technique of DNA-SIP (stable isotope probe) may be used 
to identify functional significance of Comammox, which is dominant in population in paddy soils and its 
relative importance to AOA and AOB.

Key words　Paddy soils; Nitrification potential; AOA (ammonia-oxidizing archaea); AOB(ammonia-
oxidizing bacteria); Comammox(complete ammonia oxidizers)
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