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Abstract：Grasslands serve as the main sources and sinks of greenhouse gases. Understanding nitrogen（N）transformations in grassland
ecosystems would contribute substantially to assessments of their response and feedback to changes in N deposition. To determine the re⁃
sponses of N-transforming microorganism in grassland soil to N deposition, a simulated change in N deposition via N addition（0, 15, 30,
50, 100, 150, 200, and 300 kg N·hm-2·a-1）was set up on Stipa baicalensis steppe in Inner Mongolia in 2010. The abundance of N function⁃
al genes was determined using real-time PCR. Results based on samples collected in August 2015 showed that concomitant with an in⁃
crease in the amount of added N, the abundance of the nifH gene of nitrogen-fixing organisms showed an initial increase and subsequent
decrease. Moreover, the addition of ammonium nitrate N（0~200 kg N·hm-2·a-1）promoted an increase in the abundance of the nifH gene.
Low-N addition did not have a significant effect on the abundance of the AOB-amoA and AOA-amoA genes of ammonia-oxidizing bacte⁃
ria, whereas high-N addition（N100, N150, N200, and N300）significantly increased the abundance of the AOB-amoA gene and decreased
the abundance of the AOA-amoA gene of ammonia-oxidizing archaea. Similarly, high-N addition（N150, N200, and N300）reduced the
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摘 要：草地土壤是温室气体重要的源和汇，认识草地生态系统氮转化过程有助于预测氮循环对未来氮沉降增加的响应与反馈

机制。依托于 2010年在内蒙古贝加尔针茅草原设置的长期模拟氮沉降增加的氮添加试验，共设置了 8个氮添加水平（0、15、30、
50、100、150、200、300 kg N·hm-2·a-1）。应用荧光定量PCR方法，研究氮转化功能基因丰度对不同氮添加水平的响应。2015年 8月

取样分析结果表明：固氮微生物（nifH）基因丰度随着氮添加水平的升高，表现为先升高后降低的趋势。低于 200 kg N·hm-2·a-1硝

酸铵处理有利于固氮菌生长。低氮添加（N15、N30和N50）对氨氧化细菌（AOB-amoA）和氨氧化古菌（AOA-amoA）基因丰度无显

著影响。高氮添加（N100、N150、N200 和 N300）显著提高了 AOB 基因丰度，降低了 AOA 基因丰度。高氮添加（N150、N200 和

N300）显著降低了 nirK基因丰度。随着氮添加量的增加，高氮添加促进了AOB主导的氨氧化过程，而反硝化微生物丰度的减少提

高了氨氧化产物硝酸盐的积累，继而提高了土壤硝酸盐含量。
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大气氮沉降增加呈现全球化趋势，我国是继欧

洲、北美之后的第 3大氮沉降区，大气氮沉降远高于

全球平均水平[1]。大气氮沉降借助其对土壤碳固

定[2]、植物氮素利用等的直接或间接作用[3]，极大地干

预了生态系统碳蓄积和氮素重新分配过程[4-5]。高氮

沉降导致土壤氮转化过程发生变化[6]、土壤可利用性

氮含量增加[7]、氮循环微生物数量及组成发生变化[8]，

进而对生态系统产生影响。

土壤氮转化主要过程包括生物固氮作用、氨化作

用、硝化作用和反硝化作用，这些过程都由土壤微生

物所驱动。氮沉降进入土壤后的一系列转化离不开

与氮素转化的相关微生物参与。近年来的研究表明，

施氮肥显著影响固氮菌、硝化菌和反硝化菌群落结构

和丰度[8]。适量氮肥添加提高固氮菌丰度，促进土壤

微生物的固氮功能[9]；高浓度无机氮添加抑制固氮菌

生长[10]，从而抑制固氮微生物生长。Ning等[11]研究发

现氮相关功能基因对氮添加速率表现出不同的敏感

性，氨氧化细菌AOB-amoA基因比氨氧化古菌AOA-
amoA基因对氮添加更加敏感。土壤氨氧化细菌丰度

随氮添加量增加而增加，而氨氧化古菌丰度则无明显

变化[12]。氮肥种类和氮肥施用量会影响土壤氨氧化

微生物组成和丰度[13]。受氮素限制的黄土高原盐碱

草地，施氮后显著地提高了微生物生物量氮转化速

率[14]。在亚热带森林、温带森林中研究发现，N2O 排

放、CH4吸收与AOA、AOB群落丰度分别呈现正、负相

关关系，氨氧化菌群落动态能够解释土壤CH4吸收和

N2O排放之间的消长作用[15]。

目前，在氮沉降增加的背景下，针对干旱和半干

旱草原土壤氮转化功能基因丰度对氮沉降增加的响

应特征还不够明确。为此，本研究通过施氮模拟氮沉

降增加，研究不同氮添加水平对涉及土壤氮循环中的

固氮 nifH基因、氨氧化细菌AOB-amoA基因、氨氧化

古菌AOA-amoA基因和反硝化基因 nirK丰度的影响，

通过分析氮转化功能基因丰度与土壤理化因子之间

的相关性关系，研究氮添加对微生物介导的固氮、氨

氧化和反硝化过程的影响及其反馈，为深入认识草地

生态系统氮循环及其对氮沉降增加的响应机制提供

参考。

1 材料与方法

1.1 研究区域概况与样地设置

研究区域概况、试验样地设置及试验前植被类型

和基本理化性质详见参考文献[16]。试验样地位于

内蒙古贝加尔针茅草原（48°27′~48°35′N，119°35′~
119°41′E）。于 2010年开始进行围栏试验，氮添加水

平设置参考国际上同类研究试验[17-18]。氮添加处理

设 8个水平，依次为：0、15、30、50、100、150、200、300
kg N·hm-2·a-1，分别记为：对照N0，低氮（N15、N30和

N50），高氮（N100、N150、N200和N300）。

氮素为 NH4NO3，每年 6 月中旬和 7 月中旬进行

氮添加。共设置 8个处理水平，4次重复。小区面积

8 m×8 m，小区间设置 2 m隔离带，重复间设置 5 m隔

离带。

1.2 样品采集与处理

土壤样品采集于 2015年 8月中旬，用土钻在各小

区采集 0~10 cm土壤样品，每小区采集 10个点，混合

均匀。去除土壤入侵物和根系，将土壤样品分为两

份，一份保存于冰盒中带回实验室，存于-20 ℃冰柜

中；一份土壤样品于室内自然风干。

1.3 测定方法

土壤理化性质测定：土壤 pH采用玻璃电极法（土

水比 1∶2.5），土壤总有机碳测定采用重铬酸钾外加热

法，土壤全氮用凯氏定氮法，土壤铵态氮和硝态氮含

量采用氯化钾溶液提取-流动分析仪（QC8000）测

定[19]。土壤微生物生物量氮采用氯仿熏蒸-K2SO4提

取-TOC仪（Multi N/C 3000）测定[20]。土壤可溶性氮以

测定土壤微生物生物量氮时未熏蒸土壤的全氮含量

表示，土壤可溶性有机氮以土壤可溶性氮减去铵态氮

和硝态氮的差值表示[21]。

土壤DNA提取：称取 0.25 g在冰柜中保存的土壤

样品，用 PowerSoil® DNA Isolationkit试剂盒，按照说

明书提取土壤总DNA。用Nanodrop2000超微量分光

光度计和 1%琼脂糖电泳检测DNA质量。将通过质

量检测的DNA样品于-20 ℃冰箱保存待用。

标准品配制：用目的基因引物进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系为 50 μL，包括上下游引物各 1 μL，模

abundance of the nirK gene of denitrifying bacteria. Furthermore, in response to an increase in N addition, mowing promoted AOB-driven
ammonia oxidation, whereas a lower abundance of denitrifiers mitigated the accumulation of nitrate originating from ammonia oxidation, re⁃
sulting in a high content of soil nitrate.
Keywords：nitrogen addition; nitrogen-fixation organism; ammonia-oxidizing bacteria; ammonia-oxidizing archaea; denitrifier
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板 1 μL，2×Taq MasterMix 25 μL，灭菌超纯水 22 μL。
扩增条件为 94 ℃ 5 min预变性后；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30
s，72 ℃ 30 s，共 30 个循环；最后 1 轮循环完成后再

72 ℃延伸 10 min。反应完毕后，用 1%琼脂糖凝胶电

泳检查扩增结果，目的片段进行琼脂糖凝胶回收。将

回收 PCR产物连接至 pMD18-T载体，转化至大肠杆

菌DH5α感受态细胞中，经Amp+、IPTG和X-gal的LB
平板筛选阳性克隆，送去生工生物有限公司进行序列

测定分析。

标准曲线制作：通过做预实验，将 4种提取测序

正确的质粒标准品从 101~105倍进行 10倍稀释，每个

梯度取2 μL做模板建立标准曲线。

定量 PCR检测：土壤固氮基因 nifH、氨氧化细菌

AOB、氨氧化古菌 AOA和反硝化细菌定量扩增引物

见表 1。扩增反应体系总体积为 20 μL，包括 2×GoT⁃
aq®qPCR Master Mix 10 μL，10 μmol·L-1的上下游引

物各 0.5 μL，DNA模板 2 μL（1~10 ng），灭菌超纯水 7
μL。将加好样的 96-PCR板置于荧光定量 PCR仪进

行扩增反应，每个样品 3 个重复。扩增反应条件为

95 ℃预变性 30 s；95℃ 变性 5 s，60 ℃退火 40 s，72 ℃
延伸30 s，40个循环。

1.4 数据处理

应用 SPSS 17.0 统计软件进行单因素方差分析

（One-way ANOVA）、Pearson相关性分析。

2 结果与分析

2.1 氮沉降对土壤化学性质的影响

连续 6年不同氮添加处理下，土壤化学性质变化

见表 2。高氮添加（N100、N150、N200 和 N300）土壤

有机碳、硝态氮和微生物生物量氮含量高于或显著高

于低氮添加（N15、N30和 N50）和对照 N0。7个氮添

加处理的土壤 pH均低于或显著低于对照N0，且高氮

添加 pH显著低于低氮添加。土壤全氮含量在不同氮

添加处理间无显著差异。

2.2 氮沉降对土壤氮转化功能基因丰度的影响

固氮微生物功能基因 nifH丰度在各氮添加处理

中的变化范围在 5.26×105~1.43×106 copies·g-1 soil之
间（图 1A）。随着氮添加水平的升高，nifH丰度表现

表2 不同氮添加处理下土壤化学性质

Table 2 Soil chemical properties in different nitrogen addition treatments
处理

Treatment
N0
N15
N30
N50
N100
N150
N200
N300

pH

6.98±0.16a
6.85±0.03a
6.54±0.01b
6.43±0.03b
5.99±0.12c
5.77±0.09d
5.70±0.06d
5.19±0.05e

有机碳
Total organic C/

g·kg-1

39.43±0.47cd
38.79±0.22d
35.70±0.77d
39.75±0.58cd
40.04±0.41c
44.57±0.43b
44.87±0.50b
61.42±0.50a

全氮
Total N/g·kg-1

2.31±0.21a
2.41±0.39a
2.26±0.22a
2.27±0.20a
2.50±0.38a
2.56±0.09a
2.33±0.13a
2.39±0.56a

硝态氮
NO-3-N/mg·kg-1

1.82±0.04e
1.92±0.23e
2.93±0.24e
2.82±0.07e
9.90±0.13d
37.67±0.48c
48.09±1.46b
66.21±0.98a

铵态氮
NH+4-N/mg·kg-1

27.42±1.28c
21.11±0.43d
30.97±2.24c
66.26±2.06a
61.16±3.88b
27.60±0.85c
29.25±1.05c
30.32±0.80c

可溶性有机氮
Soluble organic N/

mg·kg-1

36.08±1.94d
34.41±0.39d
69.79±7.35b
37.05±0.20d
58.69±0.69c
60.22±0.83c
55.50±0.39c
103.23±0.83a

微生物生物量氮
Microbial biomass N/

mg·kg -1

37.25±3.57e
38.30±1.39e
33.77±2.05e
36.63±1.94e
56.19±3.43d
72.34±0.68c
86.93±4.23b
123.24±3.58a

基因Gene
nifH

AOB-amoA

AOA-amoA

nirK

引物Primers
nifH上游引物

nifH下游引物

amoA-AOB上游引物

amoA-AOB下游引物

amoA-AOA上游引物

amoA-AOA下游引物

nirK上游引物

nirK下游引物

引物序列（5′to 3′）Primers sequences
AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC

TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT
GGGGTTTCTACTGGTGGT

CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
STAATGGTCTGGCTTAGACG
CACCGTTTACTGCCAGGACT

GGMATGGTKCCSTGGCA
GCCTCGATCAGRTTRTGG

片段长度Fragment length
432

491

635

515

参考文献References
[22]

[23]

[24]

[25]

表1 定量PCR扩增引物

Table 1 Amplification primer of quantitative PCR

注：同一列不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）。
Note：Different letters within the same column indicate significant difference among treatments（P<0.05）.

2388



刘红梅，等：模拟氮沉降对贝加尔针茅草原土壤氮转化微生物的影响2019年10月
为先升高后降低的趋势，其中N50处理是对照N0的

2.39 倍。N15、N30、N50、N100、N150 和 N200 处理

nifH丰度高于或显著高于对照N0。N300处理 nifH丰

度低于对照N0，但无显著差异（P>0.05）。

氨氧化细菌AOB-amoA基因丰度在各氮添加处

理中的变化范围为 1.33×107~2.48×107 copies·g-1 soil
之间（图 1B）。N15、N30和N50处理AOB-amoA基因

丰度与对照相比无显著差异（P>0.05），高氮添加

（N100、N150、N200 和 N300）AOB-amoA基因丰度均

显著高于对照 N0（P<0.05）。表明氮沉降增加使

AOB-amoA基因丰度提高。氨氧化古菌 AOA-amoA

基因丰度在各氮添加处理中的变化范围为 2.56×106~
3.97×106 copies·g-1 soil之间（图 1C）。N30处理AOA-
amoA基因丰度最高，但与对照相比无显著差异，其他

6个氮添加处理均低于对照N0。土壤中AOB的基因

拷贝数远高于AOA基因拷贝数，且高氮添加显著提

高了AOB/AOA比值（图1E）。

土壤反硝化功能基因 nirK丰度在不同氮添加处

理中的变化范围为 2.88×107~7.53×107 copies·g-1 soil
之间（图1D）。N15处理nirK基因丰度低于对照N0，但
无显著差异（P>0.05）；N30、N50 和 N100 处理 nirK基

因丰度均显著高于对照 N0（P<0.05）；高氮添加处理

图1 不同氮处理的功能基因丰度

Figure 1 Functional genes in different nitrogen treatments
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（N150、N200和N300）nirK基因丰度显著低于对照N0
（P<0.05），显著提高了氨氧化/反硝化丰度比值（图1F）。

2.3 土壤氮素转化功能基因丰度与土壤因子的相关性

土壤氮转化功能基因拷贝数与土壤化学性质相

关性分析见表 3。土壤 nifH基因拷贝数与总有机碳、

硝态氮和微生物生物量氮含量呈显著负相关（P<
0.05），与土壤铵态氮含量呈极显著正相关（P<0.01）。

土壤AOB-amoA基因拷贝数与有机碳、硝态氮、可溶

性有机氮和微生物生物量氮含量呈极显著正相关（P<
0.01），与土壤 pH 呈极显著负相关（P<0.01）。土壤

AOA-amoA基因拷贝数与土壤pH呈极显著正相关（P<
0.01），与土壤有机碳、硝态氮和微生物生物量氮含量

呈显著负相关（P<0.05）。土壤 nirK基因拷贝数与土

壤 pH和铵态氮含量呈极显著正相关关系（P<0.01），

与土壤有机碳、硝态氮、可溶性有机氮和微生物生物

量氮含量呈显著负相关关系（P<0.05）。AOB/AOA与

土壤有机碳、硝态氮、可溶性有机氮和微生物生物量

氮呈极显著正相关（P<0.01），与 pH呈极显著负相关

（P<0.01）。氨氧化/反硝化与土壤有机碳、硝态氮、可

溶性有机氮和微生物生物量氮呈极显著正相关（P<
0.01），与pH和铵态氮含量呈显著负相关（P<0.05）。

3 讨论

3.1 土壤固氮功能基因对氮沉降响应的综合分析

土壤固氮微生物是一类重要的氮转化功能微生

物，其能够将空气中的氮还原成氨供给植物吸收利

用。固氮微生物数量与输入土壤的外源氮素密切相

关，施氮量过高会降低固氮菌的丰度并抑制固氮酶的

活性，并对固氮菌群落组成产生显著影响[26]。本研究

中，随着氮添加水平的升高，nifH丰度表现为先升高

后降低趋势，N300处理降低了 nifH基因相对丰度，其

他 6个氮添加处理均高于或显著高于对照N0。即低

于 200 kg N·hm-2·a-1时更有利于固氮菌的生长，而高

于 300 kg N·hm-2·a-1时反而抑制其生长。这与刘彩

霞等[27]得出的氮沉降（铵态氮）高于 60 kg N·hm-2·a-1

抑制杉木林固氮功能微生物生长结论一致。Zhang
等[7]研究也表明，高浓度无机氮添加抑制固氮菌生

长。前人研究认为，氮肥输入降低固氮菌的丰度是由

于土壤酸化或高氮含量造成的[28]。

土壤固氮菌丰度与土壤有机碳含量、pH、有效磷

含量等其他化学因子密切相关。本研究相关分析表

明，nifH基因丰度与土壤有机碳含量呈显著负相关

性。由于生物固氮过程需要消耗大量能量，而该过程

在很大程度上依赖于土壤中的有机碳含量。高氮添

加虽然提高了土壤有机碳含量，但高氮添加导致高的

速效氮含量反而会抑制土壤的生物固氮过程。本研

究表明，nifH基因丰度与铵态氮含量呈极显著正相

关，与土壤硝态氮含量呈显著负相关。表明氮添加量

增加引起土壤可利用性氮含量变化是引起固氮功能

基因丰度发生变化的重要驱动因素。Wang等[29]研究

表明，长期施肥引起小麦生长季土壤铵态氮含量改

变，显著影响固氮菌丰度，不利于土壤微生物的固氮

功能。本研究中，低氮添加促进土壤的生物固氮过

程，但过高氮添加反而会抑制土壤的生物固氮过程。

表明未来连续高氮沉降可能不利于贝加尔针茅草原

土壤微生物的固氮功能。

3.2 土壤氨氧化功能基因对氮沉降响应的综合分析

硝化作用是氮素转化的关键过程，由含氨单加氧

酶基因（amoA）、氨氧化细菌（AOB）和氨氧化古菌

（AOA）共同驱动氨氧化过程是硝化作用的限速步骤，

其数量和结构组成变化可反映土壤氮素变化[30]。目

前氮肥或氮添加对土壤硝化作用的影响研究大多是

注：*表示显著相关（P<0.05），**表示极显著相关（P<0.01）。
Note：*indicated significant correlation（P<0.05），**indicated highly significant correlation（P<0.01）.

表3 功能基因拷贝数与化学性质之间的相关性分析

Table 3 Correlation analysis between functional gene copies and soil chemical properties
功能基因

Functional gene
nifH基因nifH gene

氨氧化细菌AOB-amoA
氨氧化古菌AOA-amoA

反硝化细菌nirK

氨氧化细菌/氨氧化古菌AOB/AOA
氨氧化微生物/反硝化微生物
ammonia-oxidizing/denitrifiers

pH
0.227

-0.833**
0.661**
0.662**
-0.880**
-0.812**

有机碳
Total organic C

-0.459*
0.770**
-0.417*
-0.672**
0.716**
0.785**

全氮
Total N
0.042
0.351
0.347
0.010
-0.004
0.173

硝态氮
NO-3-N
-0.444*
0.911**
-0.569**
-0.847**
0.905**
0.957**

铵态氮
NH+4-N
0.750**
-0.222
0.000

0.618**
-0.189
-0.428*

可溶性有机氮
Soluble organic N

-0.306
0.680**
-0.162
-0.430*
0.555**
0.605**

微生物生物量氮
Microbial biomass N

-0.465*
0.915**
-0.519**
-0.766**
0.874**
0.899**
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针对这一步骤开展的。一般情况下，氨是微生物进行

硝化作用的直接底物，酸性土壤中铵根离子分解处理

的氨较少，从而抑制AOB生长[31]。本研究，低氮添加

（N15、N30和N50）对氨氧化细菌AOB相对丰度无显

著影响，而高氮添加显著提高了氨氧化细菌丰度。说

明连续 6 a高氮添加，促进了AOB的生长繁殖。这与

Li等[32]对内蒙古草原 10 a氮添加试验AOB基因丰度

变化结果一致。Ai等[33]在对小麦玉米轮作潮土研究

表明，氮肥添加可显著提高AOB的数量。其可能原

因是土壤中存在对 NH +4 有较高亲和力的未知的

AOB[34]或者是某些AOB的生长不以NH+4 作为唯一底

物[35]。与AOB丰度变化情况不同，除N30处理与对照

相比无显著差异外，其余 6种氮添加处理均降低了土

壤氨氧化古菌基因丰度，说明长期氮沉降增加会导致

土壤氨氧化古菌丰度降低。长期施氮肥导致南方红

壤中氨氧化古菌丰度降低[36]，这表明尽管草原暗栗钙

土和南方红壤在 pH、有机质和碳氮水平上存在较大

差异，但长期氮添加和长期施用氮肥对这两种土壤中

氨氧化古菌的影响存在一致性。在本研究中，各氮添

加处理土壤AOB-amoA基因拷贝数比AOA-amoA基

因拷贝数高一个数量级，可见本试验环境下更有利于

AOB生长。这与Yao等[37]在茶园酸性土壤AOA主导

氨氧化作用的研究结果不一致。前人研究表明，AOB
和AOA生长对土壤含氮量响应不同，AOB对高氮环

境较为适应，而 AOA 倾向于低氮环境[38]。本试验中

高氮添加处理土壤硝态氮含量显著高于低氮添加和

对照处理，从而促进了AOB生长。但对于这一原因

推测的合理性还需要进一步深入研究。

大量研究表明，多种土壤环境因子，包括 pH、温

度、土壤类型和利用方式等都会影响氨氧化微生物的

群落组成和数量，从而使氮添加对土壤氨氧化微生物

影响存在很大不确定性。本研究氨氧化细菌和氨氧

化古菌与土壤理化因子的相关分析表明，影响氨氧化

功能基因相对丰度的土壤理化因子为 pH、有机碳、硝

态氮和微生物生物量氮含量。这与Hayden等[39]对澳

大利亚农业与草地氮转化功能基因驱动因子研究结

果一致。相关分析表明，AOB基因拷贝数与土壤有

机碳含量呈极显著正相关，说明连续 6 a氮添加提高

了贝加尔针茅草原土壤有机碳含量是促进氨氧化细

菌生长繁殖的重要因素。一些研究表明，氨氧化细菌

适合在氮素含量丰富的土壤中生存，且其数量与土壤

pH呈显著负相关[14，40]。本研究中，氨氧化细菌基因拷

贝数与土壤 pH呈极显著负相关。这与其研究结果一

致。原因可能是，随着氮添加水平的增加，土壤 pH降

低，使得土壤中耐酸性AOB数量增多[41]。氨氧化古菌

与土壤化学因子的相关性分析表明，氨氧化古菌基因

拷贝数与土壤 pH呈极显著正相关，说明贝加尔针茅

草原土壤中AOA基因丰度随着 pH降低而显著降低。

高氮添加增加了土壤中硝态氮含量，相应的AOB基

因拷贝数增加，而AOA基因拷贝数则减少，AOB/AOA
比值提高，且随着氮添加水平的增加，提高的幅度明

显增加。表明连续 6 a高氮添加，改变了氨氧化微生

物相对丰度，氨氧化微生物对氨氧化的相对贡献也可

能发生改变。但氨氧化微生物对氨氧化作用的相对

贡献率是否发生改变，还需采用同位素示踪技术进一

步研究。相关分析表明，AOA基因拷贝数与土壤硝

态氮含量呈极显著负相关关系，这与 Di等[38]的 AOA
适合于低氮环境的研究结论一致。本研究中长期连

续氮添加导致的土壤化学性质变化，尤其是土壤 pH
降低导致土壤中AOA丰度明显降低，可能降低土壤

中AOA的氨氧化功能，进一步影响贝加尔针茅草原

土壤的硝化作用。

3.3 土壤反硝化功能基因对氮沉降响应的综合分析

反硝化作用是将硝酸根还原为N2O或N2的过程，

是由许多厌氧或兼性厌氧微生物参与的一系列酶催

化过程。这些酶主要由功能基因硝酸还原酶 narG/
napA、亚硝酸还原酶 nirK/nirS、一氧化氮还原酶 norB

和氧化亚氮还原酶 nosZ编码。不同反硝化功能基因

型对环境因子的影响存在较大差异。其中，亚硝酸还

原酶 nirK/nirS催化亚硝酸盐还原成NO是微生物驱动

反硝化作用关键步骤。已有研究表明，nirK型反硝化

细菌对施肥种类和施肥量都十分敏感[42]。连续 6 a氮
添加显著影响了nirK相对丰度，N30、N50和N100处理

显著提高了nirK相对丰度，N150、N200和N300处理显

著降低了nirK相对丰度。表明，高氮添加（N150、N200
和N300）对nirK丰度有明显的抑制作用。

环境因子如土壤 pH、温度、有机碳、硝态氮含量

是影响反硝化作用的重要因素。本研究相关分析表

明，nirk相对丰度与土壤pH、有机碳、硝态氮、铵态氮、

可溶性有机氮和微生物生物量氮含量均呈显著相关

性（表 3）。Xie等[43]研究认为土壤有机碳和硝酸盐含

量是驱动青藏高原草甸反硝化功能基因 nirK丰度的

重要土壤因子。Jahangir等[44]研究表明，反硝化活性

的高低与提供给细菌生长的有机质的质量和数量密

切相关。土壤反硝化作用最适 pH范围为 7.0~8.0，在
此范围内反硝化作用最好[45]。在本研究中，高氮添加
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（N150、N200和N300）处理pH显著低于对照N0，降低

了土壤 pH，抑制了反硝化功能基因 nirK丰度，并由此

可能对反硝化作用产生影响。一般情况下，土壤

AOB基因丰度增加会提高反硝化作物的底物硝酸盐

含量，进而促进反硝化微生物驱动的反硝化作用，造

成氮素流失。但本研究中，高氮（N150、N200 和

N300）显著降低了反硝化细菌 nirK基因丰度，而硝态

氮含量却显著提高。说明高氮添加驱动的土壤氨氧

化作用高于驱动的土壤的反硝化作用。土壤 nirK基

因丰度与土壤硝态氮含量呈极显著负相关验证了这

一观点。

上述研究表明，贝加尔针茅草原土壤反硝化活性

受土壤化学性质特别是 pH、有机碳、硝态氮、铵态氮、

可溶性有机氮和微生物生物量氮含量的显著影响。

此外，由于不同反硝化过程所涉及的酶不同，同时携

带不同反硝化基因的微生物种群对环境因子响应的

差异，因此，揭示不同氮添加水平对反硝化功能微生

物基因丰度的影响，需要对不同类型的反硝化微生物

开展深入研究。

4 结论

（1）随着氮添加水平的增加，固氮细菌 nifH基因

丰度呈现先升高后降低趋势。低于 200 kg N·hm-2·
a-1时促进固氮菌生长。影响固氮菌 nifH主要环境因

子是土壤有机碳、铵态氮、硝态氮和微生物生物量氮

含量。

（2）高氮添加（N100、N150、N200和N300）提高了

AOB基因丰度，降低了AOA基因丰度，并显著提高了

AOB/AOA，表明氮添加量增加可能使AOB在贝加尔

针茅草原土壤硝化过程中占主导作用。影响 AOB、
AOA基因丰度的主要环境因子是土壤 pH、有机碳、硝

态氮和微生物生物量氮含量。

（3）高氮添加（N150、N200 和 N300）降低了反硝

化细菌 nirK基因丰度。氮添加量的增加促进了AOB
主导的氨氧化过程，而反硝化微生物 nirK丰度的降低

提高了氨氧化产物的积累，继而提高了土壤中的硝态

氮含量。影响反硝化细菌 nirK的主要环境因子是土

壤 pH、有机碳、硝态氮、铵态氮、可溶性有机氮和微生

物生物量氮含量。
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