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酸性稻田全程氨氧化菌对氮肥施加的响应

付亚军1， 高文龙2,3， 陈 淼2,3
（1. 海南大学 生态与环境学院，海口 570228; 2. 中国热带农业科学院 环境与植物保护研究所，海口 571101; 

3. 海南儋州热带农业生态系统国家野外科学观测研究站，海南 儋州 571737）

摘　要: 为了揭示酸性稻田全程、半程氨氧化菌对增氮的响应与敏感性差异，通过盆栽实验，设置施加氮肥处

理，测定分蘖期、抽穗期、成熟期全程及半程氨氧化菌的丰度，比较全程、半程氨氧化菌对施肥的响应敏感

性。结果表明：未施肥与施肥情形下，分蘖期、抽穗期、成熟期土壤氨氧化菌的优势种群均为全程氨氧化菌

（Clade A：3. 24×108~7. 24×108 copies∙g-1，Clade B：2. 14×108~1. 48×109 copies∙g-1）而非半程氨氧化菌（AOA：

2. 00×107~4. 37×107 copies∙g-1，AOB：1. 35×107~3. 31×107 copies∙g-1）。施肥的主效应（Clade A：P = 0. 762，
Clade B：氮素利用率 = 0. 398）、生育期的主效应（Clade A：P = 0. 264，Clade B：P = 0. 237）、施肥与生育期

的交互效应（Clade A：P = 0. 316，Clade B：P = 0. 294）均不显著，即全程氨氧化菌两大分支A和B季节变化

并不显著，二者对尿素施加的响应并不敏感。未施氮肥与施加氮肥的情形下全程氨氧化菌丰度的环境调控因

子可能有所不同。未施氮肥情形下，全程氨氧化菌的 2 个分支 A（Clade A：R = -0. 73，P = 0. 027）和 B
（Clade B：R = -0. 75，P = 0. 019）的丰度均与土壤总氮含量呈负相关，预示着无外源性氮输入情形下，全程

氨氧化菌的生长受土壤有机氮、氨化作用和游离氨负向调控。施加氮肥情形下，全程氨氧化菌尤其是分支A
的丰度可能更多地受土壤pH、氧化还原电位（Eh）及NH4+-N含量的影响。氮肥的施加显著影响全程、半程氨

氧化菌的群落共变性，致使Clade B丰度与AOA、AOB丰度的正向共变趋势消失。
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氨（NH3）生物氧化为硝酸盐的过程是氮（N）循
环的中心环节。在过去相当一段时间内，普遍认

为，硝化作用是由进化关系并非近缘的氨氧化微

生物如氨氧化细菌（ammonia ‐ oxidizing bacteria，
AOB）、氨氧化古菌（ammonia ‐ oxidizing archaea，
AOA）和亚硝酸氮氧化细菌（nitrite‐oxidizing bacte‐
ria，NOB）分步接力完成的［1］。直至 2015年，这一

传承百年的两步硝化理论才受到质疑，原因在于

“单步硝化作用”的发现［2−3］。研究证实，隶属于

NOB 的硝化螺菌属的部分菌群，如 Candidatus 
Nitrospira inopinata、Candidatus Nitrospira nitrosa 和

Candidatus Nitrospira nitrificans 的基因组含有编码

氨单加氧酶（ammonium monooxygenase，AMO）、羟
胺脱氢酶（hydroxylamine oxidoreductase，HAO）和亚

硝酸氧化还原酶（nitrite oxidoreductase，NXR）的全

套基因，这类具备独自完成氨氧化、亚硝酸盐氧化

能力的微生物统称全程氨氧化菌（Comammox 
Nitrospira）［2−3］。全程氨氧化菌并非栖息在边缘地

带的稀有物种，广泛分布于自然生境和人工工程

系统［4］，如森林土壤［5］、农业生态系统［6］、淡水环

境［7］、污水处理厂和自来水厂［6，8］。目前，已发现的

可培养的和不可培养的Comammox Nitrospira均属
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于硝化螺菌谱系Ⅱ，包含Clade A和Clade B［9］。显

然，全程氨氧化作用与全程氨氧化菌的发现，丰富

了硝化作用的理论体系，也引出了一系列亟待解

决的科学问题。全程氨氧化菌在土壤生态系统的

分布规律与环境偏好是什么？寡营养、富营养土

壤环境全程氨氧化菌的适应机制与调控因子有何

差异？相比半程氨氧化菌（如AOA、AOB），全程氨

氧化菌是否对施肥的响应更为敏感？这些问题均

需深入研究。尽管全程、半程氨氧化菌的生长与

分布均受环境因素如 pH、氧化还原电位（Eh）、水
分、氨氮、硝氮、土壤有机碳等强烈调控［10−11］，但二

者的环境偏好不同。不同于半程氨氧化菌AOA偏

好生长于酸性贫营养的环境［12］，AOB在偏碱性富

营养的环境具有竞争优势［13］，全程氨氧化菌可能

喜爱微碱性的环境［14］。研究发现：（1）全程氨氧化

菌的耐酸性甚至高于AOA，在酸性土壤中其丰度

随着 pH 降低而增加［5，15］；（2）与半程氨氧化菌相

比，全程氨氧化菌在含水量高、贫氮低氧的环境中

更具竞争优势［10，12，16］。当前对全程氨氧化菌环境

分布的研究主要集中在森林、草地、湿地、水库等

非农业生态系统［5，14，17］，而与人类的生产生活息息

相关的农业土壤研究甚少［18−19］。农业土壤具有人

为投入的肥料用量高的特点。相比非农业土壤，

栖息于农业土壤的全程氨氧化菌的生理特性应该

有显著不同，对氮肥的耐受性可能更强。尽管有

大量研究揭示了氮肥施加对农业土壤中的半程氨

氧化菌AOA、AOB的影响［20−21］，遗憾的是鲜有研究

揭示农业土壤全程氨氧化菌对外加氮肥的响应与

敏感性［22］。近年来研究表明，全程氨氧化菌

Comammox Nitrospira的分布似乎并不局限于寡营

养的环境［18］，且Comammox Nitrospira的分支Clade 
A 和 Clade B 对氨的亲和力不同，Clade B 相比

Clade A更适应于寡营养的环境［10］。由此衍生的一

个关键科学问题：在农业土壤中相比 Clade A，

Clade B是否对氮肥施加的响应更为敏感？

水稻（Oryza sativa）是我国最重要的粮食作物

之一，稻田土壤是一种特殊人为土类，其氨氧化微

生物多样性较高，Comammox Nitrospira 与 AOA、

AOB往往同步出现［6，14］，为研究全程、半程氨氧化

微生物的生态位分化规律提供了必要的前提条

件。水稻不同生育期，土壤无机氮、氧气、pH、氧化

还原电位（Eh）等会发生剧烈变化［23］，而这些可能

是驱动氨氧化微生物群落演替的关键动力［5，24］。

因此，有必要绘制不同生育期水稻土氨氧化微生

物的全景图，揭示生育期对水稻土全程氨氧化菌

的影响，探明生育期与氮肥施加的交互效应。已

有的相关研究主要在非酸性稻田［25−26］，较少关注酸

性稻田［27］，对酸性稻田全程氨氧化菌生理特性、生

存策略和氮肥耐受性的了解匮乏。因此，迫切需

要开展研究工作来揭示酸性稻田全程、半程氨氧

化菌对增氮的响应与敏感性差异，从而为酸性稻

田硝化过程、硝化功能微生物定向调控提供更加

精细化的指导。

本研究选取酸性水稻土，设置氮肥添加处理，

开展水稻盆栽试验，利用实时荧光定量 PCR
（qPCR）技术量化水稻不同生育期（分蘖期、抽穗期

和成熟期）、不同氮肥处理（对照、施氮）全程、半程

氨氧化菌丰度，同步监测土壤碳氮、pH、铵态氮

（NH4+‐N）、硝态氮（NO3-‐N）和氧化还原电位（Eh）等
理化性质，重点关注酸性稻田土壤中全程氨氧化

菌对氮肥的耐受性，旨在揭示酸性稻田全程、半程

氨氧化菌的增氮响应敏感性差异。

1　材料与方法

1.1　试验材料与设计　水稻盆栽试验于海南省海

口市中国热带农业科学院环境与植物保护研究

（19.59° N，110.20° E）所进行。水稻盆栽供试土壤

采自海南省儋州市大成镇新营村（109.28° E，
19.29° N，2023年 7月采集）长年种植水稻的农田，

供试水稻品种为籼型杂交水稻种‘特优458’（琼审

稻2010015）。由于水稻根系的80%以上分布在表

层 0~10 cm土壤，故采集 0~10 cm耕作层土壤作为

水稻盆栽土，取土时刮去表层0~3 cm土壤，以尽量

避免地表土壤理化性质变异性大等问题。供试土

壤自然风干，过 2 mm筛，并去除可见石砾、残根。

过筛土壤分为2部分，一部分用于土壤理化性质的

测定，一部分用于水稻盆栽试验。供试土壤基本理

化性质如下：pH4.9，NH4+‐N含量34.61 mg∙kg-1，NO3-‐
N含量9.70 mg∙kg-1，土壤有机碳（SOC）含量33.03 g∙kg-1，

全氮（TN）含量2.75 g∙kg-1。

水稻盆栽试验参照Nie等［28］的方法，结合本研究

供试土壤理化性质做适当调整。本研究盆栽试验设

置两组处理：不施加氮的对照组和外施氮肥组［尿素

CO（NH2）2；N 120 mg∙kg-1，干土］。土壤装入盆前，一
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次性加入氮肥并混匀，同时加入NaH2PO4（P 30 mg∙kg-1，

干土）和KCl（K 160 mg∙kg-1，干土）作为基肥。随后将

两组与肥料混合均匀的土壤分装至种植盆（直径

17.2 cm，高15 cm）。每盆装填的风干土质量2 620 g，
并在装土后加水浸泡一周，期间保持3 cm的淹水层。

选取大小一致、颗粒饱满的水稻种子，用30%（体积比）

的双氧水（H2O2）消毒10 min，接着用去离子水反复清

洗5次后浸泡30 h至水稻种子出芽露白。随后将露

白的种子置于育苗盘，经3周生长，选取长势良好的

水稻秧苗移栽至种植盆中。本试验设置2组氮肥处

理，并按不同生育期（分蘖期、抽穗期、成熟期）设置

重复，以进行采样观测，即在2组氮肥处理基础上，每

个生育期均设置重复，2组氮肥处理×3生育期×3重复，

共18个盆栽。试验过程中，所有盆栽均置于同一温

室内培养，期间监测气候因子（温度，湿度），全程保

持3 cm的淹水层，以更好地进行盆栽水管理，排除加

水量不同对土壤含水率等造成的干扰。

1.2　土壤样本的采集　在水稻的分蘖期、抽穗期

和成熟期采集土壤样本。采样时，去除土壤样品

中的可见植物组织，包括水稻植株、根系以及根际

土壤，然后分别将各个盆栽内土壤充分混合均匀。

采集各种植盆内全部土壤，然后分为 3份：1份于

-20 ℃条件下保存，用于微生物分子实验；1份4 ℃
条件下保存，用于测定土壤含水率、无机氮等；1份

风干、过筛、研磨，用于分析土壤有机碳（SOC）、全
氮（TN）等土壤理化性质。

1.3　土壤理化性质的测定　土壤理化性质的测定

参照《土壤农化分析》［29］。土壤 pH和氧化还原电

位（Eh）采用FiveEasy PlusTM pH计（梅特勒-托利多

上海有限公司）测定，土水比为1∶2.5。土壤铵态氮

和硝态氮采用Bremner法；2 mol∙L-1 KCl作为浸提

液，NH4+‐N含量通过靛酚蓝比色法测定，NO3-‐N含

量通过紫外分光光度法测定。土壤总氮（TN）采用

开氏法测定，土壤有机碳（SOC）采用重铬酸钾容量

法测定。

1.4　土壤DNA提取和实时荧光定量PCR　采用

Fast DNA Spin Kit for Soil 试剂盒提供的方法提取

土壤样品的DNA，然后经Nanodrop 2000测定浓度

及纯度。基于氨单加氧酶基因（amoA），利用 2×
ChamQ SYBR Color qPCR Master Mix（High ROX 
Premixed）R mix 定量 PCR 仪测定全程氨氧化菌

（Comammox‐Clade A、Comammox‐Clade B）、半程氨

氧化菌（AOA、AOB）的丰度。qPCR的扩增体系为

20 μL体系，其中，前引物和后引物（10 μmol·L-1）

各 0.4 μL，1.5 μL DNA，7.7 μL灭菌水。每个样品

设置 3个重复，并设置严格的阴性对照，根据标准

曲线计算基因拷贝数。荧光实时定量PCR所用的

引物信息及扩增反应体系见表1。

1.5　数据处理　采用 IMB SPSS Statistics 23 进行

统计分析。首先进行正态性检验，对符合正态性

的数据进行重复测量方差分析（Repeated mea‐
sures ANOVAs），满足方差齐次性采用最小显著性

差异法（LSD）比较组间差异，不满足方差齐次性

则采用Tamhane’s T2法比较组间差异。对不符合

正态分布的数据进行非参数检验，通过 Kruskal-
Wallis 检验对各组资料进行差异比较。同时，通

过 Origin 2022 进行 Pearson 相关分析。数据结果

以平均值±标准误（Mean ± SE，n = 3）表示。P < 
0.05表示具有显著差异，P < 0.01表示具有极显著

差异。

表1　荧光定量PCR所用引物信息及热循环条件

Table 1 Design of primers and thermal cycle conditions for quantitative real-time

目标基因
Target gene

AOA‐amoA

AOB‐amoA

Comammox Clade A‐amoA

Comammox Clade B‐amoA

引物名
Primer name
Arch‐amoAF
Arch‐amoAR

amoA‐1F
amoA‐2R
CA377f
C576r

CB377f
C576r

引物序列（5'-3'）
Primer sequence（5'-3'）

STAATGGTCTGGCTTAGACG
GCGGCCATCCATCTGTATGT

GGGGTTTCTACTGGTGGT
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC

GTGGTGGTGGTCBAAYTA
GAAGCCCATRTARTCNGCC
GTACTGGTGGGCBAAYTT

GAAGCCCATRTARTCNGCC

热循环
Thermal condition

预变性：95 ℃，5 min；
45个循环：
变性温度95 ℃，15 s；
退火温度55 ℃，30 s；
延伸温度72 ℃，30 s；
溶解曲线：95.0 ℃，15 s；
65.0 ℃，15 s；95.0 ℃，15 s
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2　结果与分析

2.1　氮肥对全程氨氧化菌丰度的影响　方差分析

结果表明（表2），生育期对半程硝化微生物如AOA
的丰度（P = 0.030）有显著影响，而对全程氨氧化菌

Clade A（P = 0.264）、Clade B（P = 0.237）的丰度影响

不显著。与半程氨氧化菌 AOA（P = 0.762）、AOB
（P = 0.769）类似，全程氨氧化菌 Clade A（P = 
0.762）、Clade B（P = 0.398）对氮施加的响应不敏感。

生育期和施氮的交互效应对全程氨氧化菌Clade A
（P = 0.316）、Clade B（P = 0.294）、半程氨氧化菌AOA
（P = 0.289）、AOB（P = 0.188）丰度的影响均不显著。

由图1可知，未施加氮肥情形下，分蘖期、抽穗期、

成熟期土壤氨氧化微生物的优势菌群均为全程氨氧

化菌（Clade A：3.63×108~7.24×108 copies∙g-1，Clade B：
7.08×108~1.48×109 copies∙g-1），而非半程氨氧化菌

（AOA：2.00×107~4.07×107 copies∙g-1，AOB：1.55×107~
2.57×107 copies∙g-1）。与半程氨氧化菌AOA、AOB类

似，全程氨氧化菌Clade A、Clade B的丰度无显著性

季节性变异。

施加氮肥的情形下，分蘖期、抽穗期、成熟期

氨氧化微生物的优势菌群同样均为全程氨氧化菌

（Clade A：3.24×108~5.62×108 copies ∙ g-1，Clade B：
2.14×108~1.05×109 copies∙g-1），而非半程氨氧化菌

（AOA：2.14×107~4.37×107 copies ∙ g-1，AOB：1.35×
107~3.31×107 copies∙g-1）。不同于半程氨氧化菌

AOA、AOB与全程氨氧化菌分支A，全程氨氧化菌

Clade B的季节变异性不显著。

在分蘖期，与未施氮肥时相比（AOA：2.57×
107 copies∙g-1，AOB：2.09×107 copies∙g-1，Clade A：4.79×
108 copies∙g-1，Clade B：9.55×108 copies∙g-1），施加氮肥

的情形下全程氨氧化菌Clade A的丰度降低了32.39%
（P < 0.05），AOA、AOB及Clade B的丰度无显著性

变化。在抽穗期，与未施氮肥时相比（AOA：2.00×
107 copies∙g-1，AOB：1.55×107 copies∙g-1，Clade A：3.63×

108 copies∙g-1，Clade B：7.08×108 copies∙g-1），全程氨氧

化菌Clade A、Clade B与半程氨氧化菌AOA、AOB的

丰度均未表现出显著差异。在成熟期，与未施氮

肥时相比（AOA：4.07×107 copies ∙ g-1，AOB：2.57×
107 copies∙g-1，Clade A：7.24×108 copies∙g-1，Clade B：
1.48×109 copies∙g-1），施加氮肥的情形下全程氨氧化

菌Clade A、Clade B与半程氨氧化菌AOA、AOB的丰

度均未表现出显著差异。

2.2　全程氨氧化菌的调控因子及对增氮的响应　

如表3所示，氮肥的施加对所测土壤理化因子的影

响均不显著；不同生育期土壤 pH（P = 0.001）、
Eh（P < 0.001）、NH4+-N（P = 0.001）、NO3--N（P = 
0.003）存在显著差异；施氮和生育期的交互效应显

著影响了土壤Eh（P = 0.014）。
从图2可知，未施加氮肥情形下，土壤pH（5.8~5.0，

P < 0.05）、Eh（83.00~124.00 mV，P < 0.05）、NH4+-

N（69.55~20.29 mg ∙ kg-1，P < 0.05）、NO3--N（11.50~
6.14 mg∙kg-1，P< 0.05）均呈现显著性的季节性变异。

其中，土壤pH、NH4+-N呈现逐期降低的季节性变异趋

势，Eh呈现为逐期升高的季节性变异趋势。TN、SOC
未表现出显著性的季节性变异。施加氮肥的情形下，

土壤pH（6.0~4.9，P < 0.05）、Eh（6.0~4.9 mV，P < 0.05）、
NH4+-N（89.78~25.31 mg∙kg-1，P < 0.05）、NO3-‐N（89.78~

表2　生育期和施氮对水稻土壤氨氧化菌丰度影响的重复测量方差分析

Table 2 Repeated measures analysis of variance tested for the effects of nitrogen application， growth stage， and their 
interaction on ammonia oxidizing bacteria

因子
Parameters

施氮
N addition
生育期
Growth stage
施氮×生育期
N addition ×
Growth stage

自由度
Degree of 
freedom

1

2

2

AOA丰度
AOA abundance

F

0.11

10.16

1.49

P

0.762

0.030

0.289

AOB丰度
AOB abundance

F

0.10

2.89

2.08

P

0.769

0.114

0.188

Clade A丰度
Clade A abundance

F

0.11

1.58

1.34

P

0.762

0.264

0.316

Clade B丰度
Clade B abundance

F

0.89

1.73

1.43

P

0.398

0.237

0.294
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图1　不同生育期不同施氮处理下氨氧化菌丰度

小写字母代表同一生育期不同施肥处理间的差异（P < 0. 05），大写字母代表相同施肥处理下不同生育期间的差异（P < 
0. 05）。下同。

Fig. 1 The abundance of ammonia⁃oxidizing bacteria in soils subjected to nitrogen addition at different growth stages 
The small letters indicate a significant difference （P < 0. 05） between fertilization treatments at the same growth stage.  The 

capital letters indicate a significant difference （P < 0. 05） among growth stages at the same fertilization treatment.  TS： tillering 
stage； HS： heading stage； MS： maturity stage； the same below.

表3　不同生育期和氮肥施加对土壤理化性质的影响

Table 3 The effects of nitrogen application， growth stage， and their interaction on soil properties

因子
Parameters

施氮
N addition
生育期

Growth stage
施氮*生育期
N addition*

Growth stage

自由度
Degree 

of 
freedom

1

2

2

氧化还原电位/(mV)
Redox potentia

F

2.71

384.82

7.71

P

0.175

< 0.001

0.014

总氮/(g·kg-1)
Soil total 
nitrogen

F

3.84

0.47

4.53

P

0.122

0.643

0.055

土壤有机碳/(g·kg-1)
Soil organic carbon

F

5.66

3.94

2.65

P

0.076

0.064

0.131

酸碱度
pH value

P

0.627

0.001

/

铵氮/(mg·kg-1)
Ammonium 

nitrogen
P

0.31

0.001

/

硝氮/(mg·kg-1)
Nitrate nitrogen

P

0.691

0.003

/

注：氧化还原电位（Eh）、总氮（TN）、土壤有机碳（SOC）的数据满足正态性检验，采用重复测量方差分析的方法进行统计

分析；酸碱度（pH）、铵氮（NH4+‐N）、硝氮（NO3-‐N）的数据不满足正态性检验，采用非参数检验的方法进行统计分析。

Note： The data of redox potentia （Eh）， soil total nitrogen （TN）， and soil organic carbon （SOC） meet the normality test and 
are statistically analyzed using repeated analysis of measurement variance； the data of pH， ammonium nitrogen （NH4+ ‐N）， and 
nitrate nitrogen （NO3-‐N） do not meet the normality test and are statistically analyzed using non‐parametric test.
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25.31 mg∙kg-1，P < 0.05）、SOC（30.91~27.60 g∙kg-1，P < 
0.05）均呈现显著性的季节性变异。其中，pH呈现逐

期降低的季节性变异趋势，Eh呈现逐期升高的季节

性变异趋势。TN未表现出显著的季节性变异。

在分蘖期，与未施氮肥时相比（pH：5.8，Eh：
83 mV，NH4+‐N：69.55 mg∙kg-1，NO3-‐N：11.50 mg∙kg-1，

TN：2.47 g∙kg-1，SOC：29.51 g∙kg-1），施加氮肥的情形

下分蘖期pH显著增加了0.12个单位（P < 0.05），Eh
显著降低了 4.00 mV（P < 0.05），NH4+‐N显著增加了

20.23 mg∙kg-1（P < 0.05），NO3-‐N、TN、SOC含量未表现

出显著性差异。在抽穗期，与未施氮肥时相比（pH：

5.3，Eh：108.33 mV，NH4+‐N：47.24 mg∙kg-1，NO3-‐N：

9.68 mg∙kg-1，TN：2.50 g∙kg-1，SOC：28.49 g∙kg-1），施加氮

肥的情形下pH显著增加了0.14个单位（P < 0.05），Eh
显著降低了6.67 mV（P < 0.05），NH4+‐N、NO3-‐N、TN、
SOC没有显著性差异。在成熟期，与未施氮肥时相比

（pH：5.0，Eh：124.00 mV，NH4+‐N：20.29 mg∙kg-1，NO3-‐N：
6.14 mg∙kg-1，TN：2.38 g∙kg-1，SOC：27.59 g∙kg-1），

施加氮肥的情形下 pH、Eh、NH4+‐N、NO3-‐N、TN、
SOC均无显著性变化（图2）。

从图3可知，未施加氮肥时，半程氨氧化菌AOA、
AOB的丰度与土壤理化因子如pH、Eh、NH4+‐N、NO3-‐
N、TN、SOC的相关性并不显著，而全程氨氧化菌Clade 
A、Clade B的丰度与土壤TN呈显著的负相关（P < 

图2　不同生育期不同施氮处理下土壤理化性质

Fig. 2 pH， Eh， NH4
+-N， NO3

--N， total N， and SOC in soils subjected to nitrogen addition at different growth stages
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0.05）。全程氨氧化菌Clade A、Clade B的丰度均与半

程氨氧化菌AOA、AOB的丰度呈极显著的正相关（P < 

0.01）。施加氮肥后，半程氨氧化菌中，AOA丰度与土

壤Eh呈现显著的正相关（P < 0.01），与pH、NH4+‐N和

NO3-‐N具有显著的负相关性（P < 0.01和P < 0.05）；
AOB丰度与土壤Eh呈显著的正相关（P < 0.01），与pH、
NH4+‐N呈极显著和显著的负相关（P < 0.01和P < 

0.05）。Clade A的丰度与pH呈显著负相关（P < 0.05），
与Eh呈显著正相关（P < 0.05）。Clade B的丰度与所

测定的土壤理化因子均无显著的相关性。Clade A丰

度与半程氨氧化菌AOA、AOB的丰度仍呈现显著的

正相关（P < 0.05和P < 0.01），Clade B丰度与半程氨

氧化菌AOA、AOB的丰度间均无显著的相关性。

3　讨 论

3.1　氮肥对水稻土全程氨氧化菌的影响　就丰度

而言，全程氨氧化菌（Clade A、Clade B）比半程氨氧

化菌（AOA、AOB）高出 1~2个数量级，表明在酸性

水稻土环境，全程氨氧化菌相比半程氨氧化菌更

具竞争优势，而这一竞争优势在水稻的3个生育期

都能维持。这一结果与在非酸性的稻田土壤中得

出的结论不同［25，33］，表明稻田全程、半程氨氧化菌

生态位分化和富集水平受非生物性因子pH值强烈

调控。事实上，不仅在酸性的农业土壤［17−18］，在酸

性的非农业土壤（如 pH < 6.0森林土壤）也有类似

的发现，即全程氨氧化菌比半程氨氧化菌丰富，全

程氨氧化菌单一分支（Clade A、Clade B）的丰度高

于AOA或AOB［3］。此外，许多研究发现全程氨氧

化菌在自来水管道、污水处理厂、砂滤池、水库等

寡营养的水生或淹水环境中具有竞争优势［5−6，8］。

从水生或淹水环境分离培养得到的 Comammox 
Nitrospira 菌株对 NH3 的亲和力往往高于 AOA 和

AOB［16］，而它们的底物抑制浓度低于 AOA 与

AOB［22］，这表明相较于半程氨氧化菌，全程氨氧化

菌更适应于生长在湿润、还原或寡营养的环境。

然而，并不能由此简单地认为全程氨氧化菌仅适

宜生活在贫瘠的环境中。

盆栽试验结果表明，施加氮肥至酸性稻田土

壤并不会导致全程氨氧化菌（Clade A、Clade B）丰
度高于半程氨氧化菌（AOA、AOB）这一分布格局发

生变化。原因在于施加氮肥至酸性稻田不仅对半

程氨氧化菌，甚至对全程氨氧菌并未产生显著性

影响。再者，施肥与生育期的交互效应对全程及

半程氨氧菌的影响并不显著。这与Wang等［27］的

研究结果类似，即对一弱酸性稻田土壤进行8组施

肥处理，在一半的施肥处理组（4 组）并未发现全

程、半程氨氧化菌丰度发生显著性改变。有趣的

是，施加氮肥至一些稻田［34］或非稻田生态系统［35］，

图3　土壤理化性质与氨氧化菌丰度之间的相关关系

pH：酸碱度；Eh：氧化还原电位；NH4+‐N：铵态氮；NO3-‐N：硝态氮；TN：全氮；SOC：土壤有机碳；AOA：氨氧化古菌；AOB：
氨氧化细菌；Clade A：全程氨氧化菌分支Clade A；Clade B：全程氨氧化菌分支Clade B。*P<0. 05，**P<0. 01。

Fig. 3 Correlation between ammonia oxidizing bacteria abundance and soil properties
pH： pH value； Eh： redox potentia； NH4+‐N： ammonium nitrogen； NO3-‐N： nitrate nitrogen； TN： soil total nitrogen； SOC： 

soil organic carbon； AOA： ammonia‐oxidizing archaea； AOB： ammonia‐oxidizing bacteria； Clade A： Comammox Nitrospira Clade 
A； Clade B： Comammox Nitrospira Clade B. *P<0. 05，**P<0. 01.
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土壤中的全程氨氧化菌并未衰减反而富集，呈现

出与半程氨氧化菌响应一致的趋势［18−19］。由此可

见，全程氨氧化菌不仅能在寡营养的环境，也能在

富营养的环境保持生长稳定性和竞争优势。

对于全程氨氧化菌的 2 个分支—Clade A、

Clade B，一般来说Clade A在土壤中性或微碱性的

稻田分布更为广泛，而Clade B在酸性稻田的富集

水平更高［25−26］。本研究证实了 LIU等（2021）的发

现［25］，即酸性稻田环境更利于Clade B的富集。有

研究指出，施加氮肥至土壤，Clade A会呈现富集的

趋势，Clade B的数量则会呈现衰减趋势［27］。与之

不同的是，水稻全生育期观测实验发现，Clade B与

Clade A一样，对尿素施加的响应不敏感，并未受施

氮与生育期的交互效应显著影响。Clade B丰度高

于Clade A丰度这一分布格局并未随着外源氮素输

入而发生改变。此外，也有研究发现，栖息于稻田

环境的Clade B可能对氮肥施加的响应不敏感［36］。

上述结果表明，尽管Clade B可能偏好于酸性、寡营

养的环境，但Clade B与Clade A一样能够适应富氮

或氨浓度波动的环境。

3.2　稻田土壤全程氨氧化菌对氮肥施加的响应

机制　大量研究证实，pH值、铵态氮、氧化还原电

位Eh、氧气含量是水稻及非水稻土中的全程氨氧

化菌分布的关键调控因子［11−12，36］。值得指出的是，

本研究发现，土壤总氮也可能是酸性水稻田全程

氨氧化菌丰度的重要预测因子，其值越高则预示

土壤中Clade A、Clade B丰度越低。然而，随着外

加肥料投入，土壤总氮可能并非全程氨氧化菌丰

度的指示因子或调控因子，酸性水稻田全程氨氧

化菌（如Clade A）丰度可能主要受土壤酸碱度、氧

化还原电位影响。具体来说，未施氮肥、施氮肥两

种情形下，酸性水稻田全程氨氧化菌丰度的环境

指示因子或调控因子是不同的。未施氮肥情形

下，全程氨氧化菌的丰度可能更多地受内源性底

物（即NH3）或氨化作用的影响。土壤总氮含量越

高，氨化强度越大，Comammox Nitrospira Clade A、

Clade B可能越不活跃。施氮肥情形下，酸性水稻

田全程氨氧化菌生长繁殖的调控因子可能并非

NH3，而是土壤 pH和Eh。此外，本研究还发现，氮

肥施加情形下Clade A而非Clade B的丰度与土壤

pH、Eh值密切相关。氮肥施加会影响全程、半程氨

氧化菌的群落共变性，其中Clade B丰度与AOA、

AOB丰度正向共变趋势会随着氮肥输入而消失。

尽管Clade A丰度在分蘖期呈现下降趋势，但

就整个生育期而言，其对尿素施加的响应并不敏

感。在分蘖期，与未施氮肥相比，施肥情形下分蘖

期Clade A丰度下降可能是土壤NH4+‐N浓度升高、

pH上升和Eh降低综合作用的结果。然而，随着时

间推移，由于水稻的氮需求量不断增加和持续的

硝化作用，在抽穗期，施氮处理下土壤铵态氮含量

恢复至对照水平，在成熟期，施氮处理下土壤pH和

Eh恢复至对照水平，pH、Eh和NH4+‐N对全程氨氧

化菌分支Clade A生长繁殖的调控效应也相应地减

弱，抽穗期、成熟期施氮情形下的Clade A丰度与对

照相比无显著差异。归根结底，全程氨氧化菌群

落之所以能在底物、酸碱度和氧化还原电位波动

的环境维持一定的生长稳定性，并且相对于AOA、

AOB保持竞争优势主要和其生理生化特性、代谢

多样性和物种多样性有关。研究表明，全程氨氧

化菌含有多种尿素转运蛋白，其中包括对尿素高

亲和力的转运蛋白ABC，不仅能够以氨为底物，也

可以直接吸收尿素并加以转化利用［10］。尽管外施

氮肥的情形下Clade A丰度受 pH负向调控，受Eh
正向调控，但是在抽穗期，相比于对照组，施氮引

起的土壤pH升高和Eh降低不足以对Clade A的生

长繁殖产生显著性影响。这是因为，Clade A能在

较低的 Eh（低于 250 mV［24］）、较宽的 pH 值范围

（4.0~6.5）［5，37］生长良好。据此，推测施氮肥情形

下，由分蘖期至抽穗期、成熟期Clade A的丰度表现

为先增加后稳定的趋势更多地取决于NH4+/NH3的

响应。此外，Clade A具有较高的生物多样性，拥有

多个分支如 Clade A. 1、Clade A. 2 和 Clade A. 3、
Clade A.4，这些分支的生活方式、氨亲和力和环境

偏好性不尽相同［12，36］。Clade A.1及部分Clade A.2、
Clade A.3更偏爱于贫氮低氧的水生环境［38］，表现

出对游离氨更高的亲和力。相比Clade A.1、Clade 
A.3、Clade A.4，Clade A.2尤其是其进化分支Clade 
A.2.1似乎更能适应陆地生境［38］。有趣的是，栖息

于农业酸性土壤的Clade A.2不仅不恐氮，反而在

外源性氮输入情形下呈现大幅增长趋势［39］。

Clade B对尿素施加的响应不敏感，即使在分

蘖期氨浓度大幅度上升其丰度也没有降低，并且

与Clade A不同的是，施加氮肥的情形下Clade B丰

度并没有表现出显著的季节性差异，这一结果并
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不令人意外。首先，与Clade A具有的RH型氨转

运载体相比，Clade B 具有对底物更高亲和力的

Amtb型氨转运载体系列［10］。再者，Clade B含有编

码脲酶的基因与多种尿素转运蛋白（尿素ABC转

运蛋白、外膜孔蛋白 fmdC、尿素羧化转运蛋白uctT
等）［10，22］。此外，Clade B能够在 pH为 4.0~6.0的酸

性环境良好地生长繁殖［5］。而本研究供试水稻土

pH为4.9~6.0，并且处于缺氧状态（Eh < 250 mV）［24］，

在这种缺氧酸性条件下，Clade B还能够以甲酸为

底物完成自身的生长代谢［10，24］。因此，Clade B能

够在氨浓度低或波动的环境稳定地生长。重要的

是，与Clade A类似，Clade B同样具有较高的生物

多样性［36，39］，已发现的分支有Clade B.1、Clade B.2、
Clade B.3，其中Clade B.1能够富集于高营养的土

壤环境［39］。

4　结 论

笔者通过盆栽实验，探究了水稻种植情形下，

酸性稻田全程氨氧化菌的两大分支 Clade A 和

Clade B对施加氮肥的响应敏感性及其季节变异。

研究结果表明：

（1）全程氨氧化菌的季节变异不显著。作为

分蘖期、抽穗期、成熟期氨氧化菌的优势种群，全

程氨氧化菌对尿素施加的响应往往不敏感；

（2）施加氮肥与未施加氮肥的情形下，调控全

程氨氧化菌丰度的环境因子可能不同。未施氮肥

情形下，全程氨氧化菌分支A和B的丰度可能主要

受底物调控，与土壤总氮呈负相关。施加氮肥的

情形下，全程氨氧化菌生长繁殖较少受底物因子

影响，分支A的丰度可能主要受环境因子 pH、Eh
以及NH4+-N的调控；

（3）施加氮肥后，Clade A丰度与AOA、AOB丰

度仍呈现正向共变趋势，而Clade B丰度与AOA、

AOB丰度的正向共变趋势消失。

未来可以将本研究结合大田试验进一步验证

试验结果，并且结合大田环境在种植不同水稻品

种、不同种植管理方式、施加不同量（梯度）或不同

种类的氮肥的情形下，进一步探究分析酸性水稻

土壤全程氨氧化菌对氮肥施加的响应。
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Response of comammox Nitrospira to nitrogen fertilization 
in acidic paddy soil

FU Yajun1, GAO Wenlong2,3, CHEN　Miao2,3
(1. College of Ecology and Environment, Hainan University, Haikou, Hainan 570228; 2. Environment and Plant Protection Institute, 
Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences, Haikou, Hainan 571101; 3. Hainan Danzhou Tropical Agro-ecosystem National 

Observation and Research Station, Danzhou 571737, Hainan, China)

Abstract: In order to reveal the differences in response and sensitivity of comamox Nitrospira and incomplete nitrifiers 
to nitrogen addition in acidic rice fields, a pot experiment was conducted to investigate the impact of urea fertilization, in 
conjunction with growth stage, on complete nitrifiers, and to compare their responsiveness to nitrogen (N) fertilization 
with that of incomplete nitrifiers in acidic paddy soils. The research results revealed that irrespective of 
fertilization conditions, comammox Nitrospira (Clade A: 3.24×108-7.24×108 copies∙g-1, Clade B: 2.14×108-1.48×
109 copies ∙ g-1) rather than ammonia ‐ oxidizing archaea (AOA: 2.00×107-4.37×107 copies ∙ g-1) and nitrite-

oxidizing bacteria (AOB: 1.35×107-3.31×107 copies∙g-1), were the dominant ammonia oxidizers across tillering, 
heading, and maturity stages. Neither urea fertilization (Clade A: P = 0.762, Clade B: P = 0.398) nor growth stage 
(Clade A: P = 0.264, Clade B: P = 0.237), nor their interaction (Clade A: P = 0.316, Clade B: P = 0.294), 
significantly influenced comammox Nitrospira clades A and B, as their populations remained consistent across 
the fertilizer treatments and seasons. It is plausible that the environmental factors governing comammox bacterial 
abundance in urea‐fertilized and unfertilized soils may vary. In the absence of urea, the abundance of comammox 
Nitrospira clades A (R = -0.73, P = 0.027) and B (R = -0.75, P = 0.019) exhibited a negative correlation with soil 
N, suggesting that increased ammonia, ammonification, and organic N may not be conducive to comammox 
bacterial growth and activity in unfertilized soils. Conversely, in the presence of urea, comammox bacteria, 
especially clade A, were notably influenced by soil pH and redox potential (Eh). Notably, urea application had 
the potential to alter the interplay between complete and incomplete nitrifiers, as evidenced by the absence of a 
positive mode of population co‐variation of clade B with AOA and AOB following urea application.
Keywords: comammox Nitrospira； incomplete nitrifiers； urea application； growth stage； acidic paddy soil
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