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黑土区农田土壤氮循环关键过程微生物基因丰度的分布
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（1. 中国科学院东北地理与农业生态研究所，黑土农业生态重点实验室，哈尔滨 150081；2. 中国科学院大学，北京 100049） 

摘  要：土壤微生物作为碳氮循环过程的主要驱动者与作物生产和生态环境安全关系密切。目前，仅有少数基于单一氮循环

过程的研究报道了功能基因的空间分布特征，缺乏关于氮循环关键过程微生物分布特征的耦联分析。本研究采用实时荧光定

量 PCR 技术，对东北黑土农田土壤氮循环关键过程的固氮、氨氧化和反硝化过程功能基因丰度特征及对土壤因子的响应进

行关联分析。结果表明，在低 pH（4.5～5.0）土壤中，不同氮循环基因丰度均显著低于其他 pH 土壤样本。种植大豆的土壤

nifH 基因丰度显著高于种植玉米的土壤样本（分别高于 60%和 83%）。氨氧化古菌（AOA）amoA 基因丰度显著高于氨氧化

细菌（AOB）amoA 基因丰度，AOA amoA 与 AOB amoA 基因丰度的比值为 3.1 至 91.0。氮循环功能基因丰度与土壤 pH 和

土壤全碳（TC）之间存在显著的正相关关系（P < 0.01）。非度量多维尺度分析（NMDS）结果显示主要表征黑土区氮循环

基因组成的 NMDS1 与土壤 pH 和 TC 显著正相关。方差分解分析和随机森林分析结果显示土壤 pH 和 TC 是氮循环微生物基

因丰度空间分布的最主要驱动因子。本研究发现除了土壤因子外，地理距离对农田土壤氮循环关键过程微生物分布也产生重

要影响，为认识土壤微生物参与的农田生态系统的生物地球化学循环过程提供理论基础。 

关键词：氮循环；功能基因；地理分布；实时荧光定量 PCR 

中图分类号：S154.36；X172     文献标志码：A 

Distribution Characteristics of Microbial Gene Abundance in Key Processes of 
Soil Nitrogen Cycling in Black Soil Zone 

ZHANG Miao1, 2, LIU Junjie1†, LIU Zhuxiu1, 2, GU Haidong1, LI Lujun1, 2, JIN Jian1, LIU Xiaobing1, WANG 
Guanghua1 

(1. Key Laboratory of Mollisols Agroecology, Northeast Institute of Geography and Agroecology, Chinese Academy of Sciences, Harbin 



5 期 张  淼等：黑土区农田土壤氮循环关键过程微生物基因丰度的分布特征 1259 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

150081, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

 

Abstract: 【Objective】Surveys of spatial distribution patterns of microbial community diversity and composition and the factors 

driving such patterns is indispensable to understand the biological diversity and maintain mechanism. Recently, the researches on 

soil microbial distribution patterns and their driving force going very rapidly, many research pointed out that microbial 

communities were geographically distributed and the hypothesis of the microbial random distribution pattern has been ruled out. 

Although the spatial distribution characteristics of the functional genes basing on the individual nitrogen cycling community have 

been investigated, the coupling analysis of microbial distribution patterns involved in the nitrogen cycling on the entire process 

especially on spatial scale is relatively rare. In this study, authors investigated the correlation analysis on the abundance 

characteristics of functional genes in the key processes of soil nitrogen cycle including nitrogen fixation, ammonia oxidation and 

denitrification, to reveal the similarities and differences of microbial abundance in different nitrogen cycling processes in the 

black soil zone of Northeast China, and to clarify which soil factors is important regulating the distribution of community 

numbers. 【Method】In this study, 26 soil samples were collected with different soil carbon contents basing on the database of 

China Black Soil Ecology. The soil sampling regions was across the black soil zone in northeast China from Changtu(42°50′N, 

124°07′E)in Liaoning Province to Nenjiang(49°07′N, 125°13′E)in Heilongjiang Province(intervals of 25 to 741 km). Soil edaphic 

factors, including soil pH, total carbon(TC), total nitrogen(TN), total phosphorus(TP), available phosphorus(AP), available 

potassium(AK), nitrate nitrogen(NO3
–-N), and ammonium nitrogen(NH4

+-N), were measured by standard soil testing procedures. 

Quantitative real-time PCR technology was used to determine functional gene abundance involved in the key processes of 

nitrogen cycle, including nitrogen fixation(nifH), ammonia oxidation with ammonia-oxidizing archaea(AOA)amoA and 

ammonia-oxidizing bacteria(AOB)amoA and denitrification(nirS, nirK and nosZ). 【Result】The soil pH ranged from 4.56 to 6.57, 

and soil TC ranged from 11.77 g·kg–1 to 53.53 g·kg–1. Soil TC content was significantly correlated with latitude(P < 0.001), but 

was not soil pH(P = 0.985). The abundances of different nitrogen cycling genes are significantly lower in low soil pH(4.5～

5.0)than other soil sampling sites. The abundance of nifH genes in soybean-planting soils is significantly higher than that of soil 

samples planted with maize(above 5%～19%)in the adjacent soil sample sites. The abundance of AOA amoA is significantly 

higher than that of AOB amoA, and the abundance ratio of AOA amoA to AOB amoA ranges from 3.1 to 91.0. The abundance of 

nitrogen cycling functional genes is positively correlated with soil pH and TC(P < 0.01). The non-metric multidimensional 

scaling analysis(NMDS)showed that the NMDS1, which mainly represents nitrogen cycling gene composition in black soil zone, 

was significantly positively correlated with soil pH and TC. The variance partitioning analysis revealed that the distribution of 

nitrogen cycling genes was mainly dependent on soil pH, TC, latitude, TP and TN, among which contribution of soil pH and TC is 

the highest, and accounts for 6.69% and 4.38%, respectively. The random forest analysis reconfirmed that soil pH and TC were 

the main driving factors shaping the spatial distribution patterns in nitrogen cycling microbial gene abundance. 【Conclusion】

This study reveals that in addition to soil pH and TC contents, spatial distance also has an important impacts on the distribution of 

microorganisms in key processes of soil nitrogen cycling in black soil zone, which provides scientific basis for understanding the 

biogeochemical cycling process mediated by soil microbe in farmland ecosystems. 

Key words: Nitrogen cycle; Functional gene; Geographic distribution; Quantitative real-time PCR 

土壤微生物所介导的氮素循环在调控生物地球

化学循环和维持生态系统功能方面起着重要的作

用。土壤微生物参与了包括固氮、氨化、硝化和反

硝化等重要生态过程，氮循环中的微生物群落组成

和功能会影响氮的生物利用度，进而调控作物的生

长特征。此外，反硝化和氨氧化过程是温室气体 N2O

排放的主要原因，其对温室效应的产生大约是 CO2

的 300 倍[1]。因此对氮循环微生物的空间分布特征

研究，不仅是微生物演变和进化的基础科学问题，

也是预测微生物及其所介导的生态功能对环境条件

变化响应、适应和反馈的理论依据。 

关于微生物空间分布研究，目前已经排除了随

机分布格局的假说，研究的重点转为当代环境因子

和历史进化因素驱动土壤微生物空间分布的内在机
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制上[2]。已有的研究表明，微生物群落受到环境和

历史因素的双重制约[3-4]，而地理分割对微生物群落

分布的贡献与采样的空间尺度有关[5-7]。Jiang 等[8]

针对未受干扰的湿地土壤的研究结果表明，除环境

因素外，地理距离对反硝化微生物群落的分布特征

具有重要影响。Hu 等[9]基于空间尺度对氨氧化微生

物的分布规律研究发现，土壤 pH 而非地理距离是

影响氨氧化微生物分布的重要因子。此外，Yao 等[10]

在苏格兰全区域针对氨氧化微生物的群落分布研究

发现，包括土地利用方式、土壤类型、气候条件和

氮沉降等诸多因子协同驱动了氨氧化微生物的空间

分布。然而，目前关于氮循环研究多基于单一的氮

循环过程，而关于氮循环关键循环过程微生物空间

分布模式的关联分析相对较少[11-12]。 

东北黑土地是我国重要的优质商品粮基地，提

供了占全国 33%的调出商品粮，直接关系着国家的

粮食生产和生态安全。东北黑土区长期的过度垦殖、

重用轻养等不合理的耕作方式，导致了黑土区生物

丰度和生态功能稳定性降低，黑土耕地质量退化和

土壤地力下降等问题。东北黑土区从南到北年平均

气温逐渐下降，但土壤全 C、N 和 P 含量，土壤酶

活性和微生物量呈上升趋势[13-14]。东北黑土农田土

壤养分含量，特别是土壤有机质含量，呈现南低北

高的规律性地理分布特征[13]。因此，相同的土壤类

型和有机质的规律性变化特征，使其成为研究土壤

微生物生物地理分布规律的理想区域。已有研究证

实，东北黑土区农田细菌和真菌群落结构存在明显

的地理分布格局[15-16]，但关于氮循环主要功能微生

物的分布规律和驱动机制目前还尚不清楚。本研究

采用实时荧光定量 PCR 技术，对氮循环关键过程中

的固氮、硝化和反硝化特异基因丰度进行耦联分析，

旨在解析东北黑土区氮循环关键过程微生物基因丰

度变化的异同关系，揭示氮循环功能微生物基因的

空间分布特征及对不同环境条件的响应机制，对提

高土壤氮素利用率以及降低生态环境负效应具有重

要意义。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样本采集 

沿 东 北 黑 土 区 ， 南 起 辽 宁 昌 图 （ 42°50′N，

124°07′E）北至黑龙江嫩江（49°08′N，125°37′E），

于 2012 年 9 月玉米和大豆的成熟期，选取 26 个

不同有机质含量的旱地农田土壤样本（图 1；[15]）。

采用对角线取样法，在每个 10 m×10 m 的样方内，

采集 10 个耕层土壤（0～20 cm）样品，土壤样品

均匀混合后过 2 mm 土筛，置于冰盒中，到达实验

室 后 于 –80℃ 冰 箱 保 存， 低 温 冷 冻样 品 用 于 土壤

DNA 提取及下游基因定量分析。余下的土壤风干

后，用于土壤基础理化性质测定。供试样点土壤

pH 变化为 4.56 至 6.57，土壤全碳含量为 11.77 

g·kg–1 至 53.53 g·kg–1，土壤 pH 与纬度没有相关性

（P = 0.985），而土壤全碳（P ＜  0.001）与全氮

含量（P = 0.003）与纬度存在显著相关性（表 1；

[15]）。  

 

图 1  东北黑土区农田土壤氮循环基因分布研究样点采

集图[15] 

Fig. 1  Sampling map of sites for research on the distribution of soil 
nitrogen cycling genes in farmland in the black soil zone of Northeast 

China 

1.2  土壤理化性质的测定 

利用 pH 计测定振荡 30 min 后的土壤水悬浮液

（1：5 w/v），计算土壤 pH。采用元素分析仪（VarioEL 

III，Germany）测定土壤全碳（TC）和全氮（TN）

含量。土壤速效钾（AK）利用火焰光度计（ICPS- 

7500，Shimadzu，Japan）进行测定。土壤全磷（TP）、

速效磷（AP）、铵态氮（NH4
+-N）和硝态氮（NO3

–-N）

利 用 连 续 流 动 分 析 系 统 （ SKALAR SAN++ ，

Netherlands）进行测定。 
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表 1  土壤样本的地理信息及土壤理化性质[15] 

Table 1  Geographical information of soil samples and soil physical and chemical properties 

样点

Sample 

经纬度      

Latitude and longitude

作物类型

Planting 

crop type 

pH 

全碳 

Total C /

（g·kg–1）

全氮 

Total N /

（g·kg–1）

全磷 

Total P /

（g·kg–1）

速效磷

Available P /

（mg·kg–1）

速效钾

Available K /

（mg·kg–1） 

铵态氮

NH4
+-N /

（mg·kg–1）

硝态氮

NO3
–-N /

（mg·kg–1）

昌图 1 42°50　N，124°07　E 玉米 5.68 14.04 1.17 0.90 52.00 106.91 10.24 12.16 

昌图 2 43°05　N，124°20　E 玉米 5.46 14.58 1.02 0.63 18.50 97.24 8.87 6.71 

梨树 43°20　N，124°28　E 玉米 6.02 11.77 0.99 0.65 17.00 90.62 8.98 11.66 

公主岭 43°26　N，124°43　E 玉米 5.50 14.40 1.12 0.90 31.50 110.48 9.70 8.67 

长春 43°37　N，125°34　E 玉米 4.95 15.59 1.26 1.45 48.00 114.04 9.25 8.11 

德惠 1 44°12　N，125°33　E 玉米 4.79 17.45 1.44 0.74 40.50 110.48 9.74 13.07 

德惠 2 44°31　N，125°45　E 玉米 4.56 14.26 1.30 0.80 28.00 81.46 10.77 28.47 

榆树 44°53　N，126°14　E 玉米 5.27 20.03 1.74 0.81 18.50 127.79 8.75 9.01 

扶余 45°06　N，126°11　E 玉米 5.78 19.97 2.03 0.86 16.00 106.91 9.68 7.48 

双城 45°23　N，126°22　E 玉米 6.53 17.02 1.68 0.98 29.50 106.40 9.33 8.55 

哈尔滨 45°41　N，126°38　E 大豆 6.57 26.36 1.69 1.40 66.50 159.86 9.61 7.53 

呼兰 46°06　N，127°02　E 玉米 5.18 19.76 1.42 0.75 17.00 96.73 10.03 9.38 

巴彦 46°23　N，127°11　E 玉米 5.87 26.41 1.90 1.14 50.00 169.53 11.89 18.43 

绥化 46°41　N，126°58　E 玉米 5.18 18.91 1.41 0.83 28.00 114.55 10.97 10.18 

绥棱 47°13　N，127°07　E 玉米 5.19 27.07 1.90 0.68 38.00 97.75 13.33 9.60 

海伦 47°27　N，126°55　E 玉米 5.42 29.97 2.12 1.15 25.00 106.91 10.84 6.45 

拜泉 47°35　N，126°07　E 玉米 4.98 23.41 1.95 0.85 42.50 130.33 34.54 70.97 

克东 48°09　N，126°13　E 大豆 5.41 32.03 2.45 1.08 31.50 102.33 9.73 20.50 

北安 48°09　N，126°43　E 大豆 6.10 53.53 4.25 1.50 36.00 151.71 13.01 16.85 

五大连 

池 1 
48°28　N，126°15　E 大豆 5.43 29.92 2.36 1.14 27.00 96.73 10.89 12.57 

五大连 

池 2 
48°52　N，126°08　E 大豆 5.39 36.76 3.06 1.33 22.00 125.75 11.12 14.06 

讷河 1 48°41　N，124°59　E 玉米 5.35 24.78 1.93 0.93 27.50 78.91 10.35 9.94 

讷河 2 48°23　N，124°55　E 大豆 5.97 23.68 1.84 0.87 25.00 115.06 9.80 10.60 

嫩江 1 49°08　N，125°37　E 玉米 5.53 31.71 2.50 1.30 42.50 103.86 9.91 13.11 

嫩江 2 49°26　N，125°26　E 小麦 5.17 37.23 2.96 1.23 24.50 132.37 11.74 11.00 

嫩江 3 49°07　N，125°13　E 大豆 5.32 20.63 1.64 0.96 42.00 122.19 10.00 9.46 

 

1.3  土壤 DNA 的提取 

0.5 g 均匀土壤样品，利用 Fast DNA® Spin Kit 

For Soil（MP Biomedicals，USA），并按步骤对土壤

微生物总 DNA 进行提取。提取后的 DNA 溶解在 TE

缓冲液（10 mmol·L–1 Tris-HCl，1 mmol·L–1 EDTA，

pH = 8.0 ） 中 ， 并 用 NanoDrop® 2000 （ Thermo 

Scientific，USA）测定其浓度及质量，保存于–20℃

冰箱中备用。 

1.4  实时荧光定量 PCR 分析 

本研究采用实时荧光定量 PCR（qPCR）的方法，

确定固氮过程（nifH）、氨氧化过程（氨氧化古菌

amoA 和氨氧化细菌 amoA，即 AOA amoA 和 AOB 
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amoA）、反硝化过程（nirS，nirK 和 nosZ）的 6 个

功能基因的丰度。qPCR 反应在 Light Cycler® 480 

thermocycler（Roche Applied Science）平台上进行，

反应条件和所需的引物见表 2。反应体系共 20 µL，

包括 SYBR® Premix Ex Taq（TaKaRa，Dalian，China）

10 µL、正向和反向引物各 1 µL（10 µmol·L–1）、土

壤样品 DNA 1 µL（10 ng·µL–1）、1% BSA（TaKaRa，

Dalian，China）0.2 µL（防止腐殖质干扰）和灭菌

的去离子水 6.8 µL。标准曲线由已插入目标基因片

段且拷贝数已知的质粒 DNA 经 10 倍梯度稀释而成，

每个标准样品进行三次重复。质粒的制作方法如下：

采用相应的引物（表 2）对氮循环功能基因进行 PCR

扩 增 ， PCR 产 物 中 的 目 的 基 因 由 胶 回 收 试 剂 盒

（TaKaRa，Dalian，China）进行回收纯化。然后将

纯化后的目的基因连接到质粒载体（pMD18-T）上，

并导入至感受态细胞中。经蓝白斑筛选，挑出阳性

克 隆 摇 菌 培 养 24 h ， 部 分 菌 液 送 至 华 大 基 因

（Shenzhen，China）进行测序鉴定以确保质粒中插

入片段即为目的基因，其余菌液用质粒提取试剂盒

（TaKaRa，Dalian，China）提取质粒 DNA。最后，

用 Qubit fluorometer（Invitrogen，USA）测定质粒浓

度，并计算质粒拷贝数：质粒拷贝数（copies·µL–1）= 

6.02 × 1023 × 质粒 DNA 的浓度（ng·µL–1）× 10–9 / 

[（载体序列长度+目的基因序列长度）× 660]。根据

标准曲线的回归方程（R2 = 0.993 0 ～ 0.999 4），通

过 Ct（Threshold cycle）值来计算土壤样品中相应

基因的拷贝数。本研究氮循环功能基因 qPCR 的扩

增效率在 98%～103%之间，溶解曲线均为单一峰。 

表 2  氮循环功能基因实时荧光定量 PCR 引物及反应条件 

Table 2  Quantitative real-time PCR primers and reaction conditions for nitrogen cycle functional genes 

功能基因    

Functional genes 

引物     

Primers 

引物序列（5' - 3'） 

Primer sequence（5' - 3'） 

反应条件          

Reaction conditions 

参考文献   

Reference 

nifH nifH-F AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC 

 nifH-R TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT 

95℃，30s；95℃，5s，60℃，30s

（35×）；50℃，30s 
[17] 

Arch-amoA Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG 

 Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT 

95℃，1min；95℃，10s，53℃，

30s（30×）；72℃，1min 
[18] 

amoA amoA-1F GGGGTTTCTACTGGT GGT 

 amoA-2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 

95℃，1min；95℃，10s，55℃，

30s（30×）；72℃，1min 
[19] 

nirS Cd3aF GTSAACGTSAAGGARACSGG 

 R3cdR GASTTCGGRTGSGTCTTGA 

95℃，30s；95℃，5s，60℃，30s

（35×）；50℃，30s 
[20] 

nirK F1aCu ATCATGGTSCTGCCGCG 

 R3Cu GCCTCGATCAGRTTGTGGTT 

95℃，30s；95℃，5s，60℃，30s

（35×）；50℃，30s 
[21] 

nosZ nosZ F CGCTGTTCITCGACAGYCAG 

 nosZ R ATGTGCAKIGCRTGGCAGAA 

95℃，30s；95℃，5s，60℃，30s

（35×）；50℃，30s 
[22] 

 
1.5  统计分析 

利用 SPSS 16.0 软件，基于 Duncan 多重比较法

对不同土壤 pH 组间氮循环微生物功能基因的丰度

进行单因素方差分析。采用 R（v.3.3.1）软件，通过

“ggplot2”的相关性分析，探究土壤 pH 和 TC 含量

与氮循环微生物功能基因丰度之间的相关关系。基

于 Bray- Cu r t i s 距 离 进 行 非 度 量 多 维 尺 度 分 析

（Non-metric Multidimensional Scaling，NMDS），将 

NMDS 的氮循环基因分布关系与土壤 pH 和 TC 进行

回归分析，以解析氮循环微生物基因丰度组成和环

境因子间的关系。此外，用 R 软件的“vegan”和

“randomForest”分别进行 Mantel test 分析、方差分

解分析（Variance Partitioning Analysis，VPA）以及

随机森林分析（Random Forest，RF），以阐明东北

黑土区氮循环关键过程微生物空间分布格局的主要

土壤驱动因子。 
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2  结  果 

2.1  氮循环微生物功能基因丰度分布 

基于 qPCR 分析黑土区农田土壤氮循环关键过

程微生物功能基因丰度（拷贝数·g–1 干土）的结果显

示，固氮微生物 nifH 基因丰度为 4.57×105（德惠）

至 6.04×106（北安）；反硝化微生物 nirK 基因丰度

为 2.51×105（德惠）至 1.38×106（北安）、nirS 基因

丰度为 3.02×105（德惠）至 2.97×106（北安），而 nosZ

基因丰度为 7.18×106（德惠）至 4.70×107（北安）；

硝化微生物 AOA amoA 基因丰度为 2.51×106（德惠） 

至 3.88×107（北安），而 AOB amoA 基因丰度为

2.92×104（德惠）至 2.19×106（巴彦）。研究发现，

在低 pH（4.5～5.0）的土壤中，不同氮循环基因丰

度均显著低于其他 pH 土壤样本，而 pH > 6.0 样本

中不同土壤氮循环基因丰度最高；种植大豆的土壤

（哈尔滨）nifH 基因丰度显著高于种植玉米（呼兰、

双城等）的土壤样本（分别高于 60%和 83%）；AOA 

amoA 基因丰度显著高于 AOB amoA 基因丰度，AOA 

amoA 与 AOB amoA 的丰度比值为 3.1 至 91.0 之间。

相同采样点间不同反硝化过程 nirS 数量显著高于

nirK（高于 15%～235%）（图 2）。 

 

注：用 Duncan 法统计（n = 4），同一基因不同 pH 之间不同字母表示差异显著（P < 0.05）。Note：By Duncan method（n=4），

different letters between different pH values of the same gene indicate significance level at P < 0.05. 
 

图 2  黑土区不同氮循环功能基因丰度按照土壤 pH 分组的分布特征 

Fig. 2  Abundance of different nitrogen cycling functional genes，and in soils separated according to pH categories in the black soil zone 

2.2  主要氮循环过程微生物丰度与环境因子间的

相关性 

氮循环关键过程微生物丰度与土壤因子的相关

性分析结果显示，代表不同氮循环过程的 6 个基因，

除 AOB amoA 与 TC 没有相关性外（R2 = 0.029，P = 

0.14），反硝化过程 nirS、nirK 和 nosZ 基因，固氮 nifH

基因和 AOA amoA 基因均与土壤 pH 和 TC 含量显著

正相关（P < 0.001）（图 3）。此外，除土壤 pH 和 TC
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外，上述功能基因丰度还与纬度和 TN 含量等土壤因

子显著相关，如 nifH、AOA amoA 和 nosZ 基因与纬

度梯度显著正相关（P < 0.001），nifH、AOA amoA、

nirS 和 nosZ 基因分别与 TN 和 TP 含量显著正相关（P 

< 0.001），而 AOB amoA 基因丰度则与 AK、AP、

NH4
+-N 和 NO3

–-N 含量显著正相关（P < 0.001）。 

 

图 3  土壤 pH（a）和土壤 TC（b）含量与不同氮循环功能基因丰度间的相关性分析 
Fig. 3  The relationship between soil pH（a）and soil TC（b）and the abundance of the functional genes in different nitrogen cycling of black soil 

zone 

2.3  氮循环微生物基因丰度组成的空间分布 

主要氮循环关键过程微生物丰度的 NMDS 分析

结果显示，氮循环微生物丰度并非随机分布，其分

布主要受到土壤 pH、TC 含量的影响。NMDS1 坐标

轴分别与土壤 pH（r = 0.546，P = 0.004）和 TC（r = 

0.773，P < 0.001）显著正相关（图 4）。此外，Mantel 

test 分析结果显示除土壤 pH 和 TC 外，氮循环微生

物基因丰度组成与纬度（r = 0.135，P = 0.049）、TN

（r = 0.135，P = 0.021）和 TP（r = 0.135，p = 0.021）

含量显著相关（表 3）。 

 

图 4  农田土壤氮循环关键过程微生物基因丰度组成分布特征，采样点按照 pH（a）和 TC（b）着色 

Fig. 4  The biogeography distribution pattern of soil microbial gene composition related to key processes of nitrogen cycling in agricultural 
black soils，sites have been colour-coded to soil pH gradient（a）and soil total carbon gradient（b） 
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表 3  黑土区氮循环微生物基因丰度组成与环境因子的 Mantel test 分析 

Table 3  Mantel test analysis between the microbial gene composition involved in nitrogen cycling and environmental factors in the black soil 
zone 

 
纬度

Latitude 
pH 

全碳   

Total C 

全氮   

Total N

全磷   

Total P

速效磷

Available P 

速效钾

Available K 

铵态氮

NH4
+-N 

硝态氮

NO3
–-N

碳氮比  

C/N 

r 0.135 0.301 0.534 0.493 0.282 –0.113 0.151 0.039 0.116 –0.122

P 0.049 0.022 0.001 0.001 0.014 0.859 0.150 0.239 0.170 0.820

注：表示显著相关（P < 0.05）。Note： indicate significance level at P < 0.05. 

 

2.4  氮循环微生物群落与纬度和土壤环境因子之

间关系 

环境因子对氮循环微生物丰度分布相对贡献的

VPA 分析结果显示，土壤因子对氮循环微生物丰度

分布的总解释度为 70.98%，其中土壤 pH 和 TC 对

氮循环微生物群落分布的解释率分别为 6.69%和

4.38%，而纬度对氮循环微生物群落分异的解释率为

3.76%（图 5a）。此外，基于上述因子的 RF 分析结

果显示，土壤 pH 和 TC 与氮循环关键过程微生物基

因丰度组成分布显著相关，且是土壤氮循环微生物

空间分布的最主要影响因子（图 5b）。 

3  讨  论 

3.1  黑土区农田土壤氮循环微生物基因丰度 

本研究发现东北黑土区农田土壤 pH 呈酸性

（pH 变化范围在 4.56～6.57 之间），而酸性的土壤环 

境显著降低了不同氮循环过程微生物基因丰度（图 2）。

种植大豆土壤中的 nifH 基因丰度显著高于种植玉米

的土壤，这可能是由于固氮菌与大豆根系形成了共

生体，在促进植物生长的同时为固氮菌提供了独特

的生态位[12]。以往研究发现 AOA 与 AOB 数量的主

导性在不同生态系统中存在差异，如 Wuchter 等[23]

和 He 等[24]发现 AOA 广泛存在于海洋、湖泊及陆地

生态系统中，而且数量通常远远高于 AOB。然而，

Di 等 [25]针对草原土壤的研究却得到了相反的研究

结果，尽管古菌 AOA amoA 基因大量存在或相当高

的丰度，并不意味着 AOA 发挥的作用大于 AOB。

基于长期定位实验，研究发现在酸性土壤中，土壤

的硝化作用主要由 AOA 驱动，一些 AOA 类群仅出

现在强酸性的土壤中[26-27]，而在中性或是碱性土壤

中，AOB 可能更活跃[25，28]。基于空间尺度本研究发

现，东北黑土农田土壤中 AOA 的数量显著高于

AOB，证实了酸性土壤中 AOA 较 AOB 的 amoA 基 

 

注：表示显著相关（P < 0.05）。Note： indicate significance level at P < 0.05. 

 
图 5  黑土区氮循环微生物基因丰度组成与土壤因子的方差分解分析（a）和随机森林分析（b） 

Fig. 5  Variance partitioning analysis（a）and random forest analysis（b）between the microbial gene composition involved in nitrogen cycling 

and environmental factors in the black soil zone 
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因更具有优势。此外，有研究发现在酸性土壤中作

为氨单加氧酶直接底物的 NH3 电离成 NH4
+，NH3

浓度相对较低，此时对底物的亲和力较高的 AOA

在氨氧化过程中起主导作用[29]。 

参与反硝化过程携带 nirK 和 nirS 基因的细菌存

在不同的进化史，但却执行相同的生物学功能。以

往基于 qPCR 对 nirK 和 nirS 基因丰度的研究结果显

示，不同生态系统中 nirK 基因要显著低于 nirS 基因

丰度，说明环境中携带 nirK 基因的反硝化细菌可能

存在低表达和多样性相对较低的现象[30]。然而，对

可培养反硝化细菌 nirK 和 nirS 基因的研究发现，这

两个基因可能存在水平转移，nirS 所编码的蛋白多

具有统一分子结构，而 nirK 编码的蛋白存在几个结

构亚类，说明环境中 nirK 的基因丰度和多样性可能

高于 nirS 基因[31-32]。本研究中相同样点的 nirS 基因

丰度远高于 nirK 基因的结果，很可能是由于 PCR

对两类基因扩增的偏好性所导致。Helen 等[33]研究

发现，利用 PCR 扩增的方式仅能检测到 I-type nirK，

其大大低估了环境中 nirK 的基因丰度。有趣的是，

在与本研究相同的采样点利用宏基因组测序技术，

对功能微生物的组成与丰度变化特征研究发现，农

田土壤中的 nirK 基因丰度高于 nirS 基因 10 倍左右

（待发表数据）。 

3.2  土壤 pH 是黑土区氮循环微生物基因丰度空

间分布的主要影响因子 

目前关于当代环境因子与历史进化因素对功能

微生物群落地带性分布的相对贡献仍没有统一定

论，其检测手段、研究尺度、生态系统类型等因素

都会影响研究结果[34]。如 Enwall 等[35]的研究发现，

环境因素是影响反硝化功能基因空间分布异质性的

主要原因，而 Shi 等[36]对区域大尺度下北极土壤功

能基因的分布特征的研究发现，北极土壤功能基因

的分布主要由空间距离决定并具有尺度依赖性，而

土壤环境对功能基因分布特征的贡献较小。 

土壤 pH 是影响土壤微生物群落空间分布格局

的最主要驱动因素，被广泛报道[15，37-38]。基于扩增

子测序技术，对黑土区农田土壤微生物群落的分布

规律研究发现，土壤细菌群落主要受到 pH 的影响，

而真菌群落则主要受到 TC 含量的制约，说明不同

微生物对环境因子的选择性存在差异 [15-16]。Wang

等[39]研究发现，土壤 pH 是细菌群落组成变异性最

重要的影响因素，但却未对功能基因多样性和组成 

的空间变异产生显著影响。本研究发现，不同氮循

环微生物群落丰度均与土壤 pH 之间存在显著的正

相关性。这与 Tsiknia 等[40]的研究结果一致，在流域

尺度土壤 pH 与 nifH、AOA amoA、AOB amoA、nirK、

nirS 等基因丰度显著正相关。然而，Avşar 和 Aras[41]

的研究发现，pH 与 nirK 基因丰度存在显著负相关

关系，其原因主要是其供试土壤的 pH 为 6.43～8.39，

其偏碱性的土壤环境可能了抑制反硝化微生物的生

长[42]。此外，基于空间尺度，Chu 等[5]对北极微生

物的分布格局研究发现，土壤微生物在 pH 6.5 时，

其丰度和多样性最高。本研究 VPA 和 RF 分析均显

示，土壤 pH 是氮循环微生物分布的主要影响因素，

其主要原因是 pH 可能直接对土壤微生物施加了一

定的生理限制，当 pH 超出一定范围后将改变微生

物间相互作用的结果或者影响那些无法单独生存的

微生物类群的生长[43]。其次，土壤 pH 作为一个综

合变量，与一些土壤特性密切相关，如养分可利用

性、有机碳特性和土壤水分状况等，它可能并非直

接影响微生物的组成，而是通过影响这些土壤条件

共同驱动微生物组成的变化[44]，这说明除土壤 pH

外，其他土壤环境因子也是影响微生物群落分布的

限制因子。 

3.3  氮循环微生物基因丰度存在空间分布格局 

Bru 等[11]研究发现，所有氮循环功能基因没有

一种单一的生物地理分布模式，但它们的分布模式

存在一个共同的特征，即土壤 pH 是大多数氮循环

功能基因空间分布最重要的驱动因素。尽管土壤 pH

被证明是微生物地带性分布最主要的制约因素，土

壤温度[45]、盐度[46]和土壤养分[47]等因子对不同生态

系统微生物的分布格局同样具有制约作用。本研究

分析结果显示，除土壤 pH 外，土壤 TC 与氮循环微

生物功能基因的丰度间也存在显著的正相关关系。

Morugán-Coronado 等 [48]在地中海甜橙果园的研究

中证实了氮循环基因的丰度与土壤有机碳呈正相关

关系。VPA 和 RF 结果显示，TC 对氮循环微生物群

落分布起到决定性作用，一些研究也发现 TC 是影

响土壤氮循环微生物群落变异的关键性因子。如 

Chen 等[49]的研究表明，土壤有机碳在决定青藏高原

多年冻土区氨氧化微生物和反硝化微生物的丰度和

活性方面起着重要作用。同时，这些研究还揭示了

土壤水分是驱动土壤功能微生物地理分布的主要因

子，因为潮湿的条件有利于有机物的积累[49]，进而
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从侧面印证了土壤碳含量对于功能微生物空间分布

的重要性。 

本研究中，氮循环微生物功能基因的丰度不仅

与土壤 pH 和 TC 等土壤环境因子显著相关，也表现

出与纬度之间存在正相关关系。VPA 分析发现，纬

度是除土壤 pH 和 TC 外，对氮循环微生物功能群落

分异贡献最大的因素。这些结果表明，地理距离对

黑土区农田土壤氮循环微生物基因分布有着重要的

影响。鉴于黑土区 TC 含量随纬度升高呈现增加的

趋势，说明高纬度地区较高的土壤养分水平使得功

能微生物基因具有较高的丰度[13，15]。Wu 等[50]研究

发现，在大空间尺度下（1 000～4 000 km），地理距

离是驱动微生物群落分布的主导因素；而在区域范

围内（< 1 000 km），微生物群落分布主要受到环境

因子的制约。本研究证实当代环境因子和历史进化

因素对功能微生物群落的影响同样具有尺度依赖

性，在黑土区 740 km 的空间范围内，土壤环境因子

是驱动氮循环关键过程微生物群落变化的主要因

素，同时地理距离也起到了重要的作用。 

4  结  论 

基于东北黑土区农田土壤氮循环关键过程微生

物基因丰度的空间分布特征的研究结果发现，种植大

豆土壤中大豆根系和固氮菌共生体系的存在为根瘤

菌提供了独特的生态位，使得种植大豆的非根际土壤

nifH 基因丰度显著高于种植玉米的土壤样本。反硝化

过程 nirS、nirK 和 nosZ 基因，固氮 nifH 基因和氨氧

化 AOA amoA 基因丰度均与土壤 pH 和 TC 含量显著

正相关。土壤 pH 对氮循环基因丰度组成存在显著的

抑制作用，在中性偏酸的土壤环境中，AOA amoA 基

因丰度显著高于 AOB amoA 基因丰度，说明 AOA 在

黑土区氨氧化过程中可能起着主导作用。此外，土壤

pH 和 TC 含量作为微生物生长的直接或间接限制因

子，不仅影响了东北黑土区氮循环基因组成的分布，

而且是氮循环微生物基因空间分布的最主要驱动因

子，但地理距离对农田土壤氮循环关键过程微生物基

因丰度分布也具有重要影响。 
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