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摘摇 要摇 采用聚合酶链式反应鄄变性梯度凝胶电泳技术及扩增产物序列分析方法,研究了呼
伦贝尔 5 种草地类型(线叶菊草原、贝加尔针茅草原、羊草草原、大针茅草原、克氏针茅草原)
土壤氨氧化细菌多样性及群落结构特征. 研究表明: 不同草地类型间土壤氨氧化细菌群落结
构组成差异显著,相似性均低于 50% . 线叶菊草原土壤氨氧化细菌群落多样性最高,其次是贝
加尔针茅草原、羊草草原和克氏针茅草原,大针茅草原最低. 5 种草地类型土壤氨氧化细菌均
以 Nitrosospira cluster 3 为优势种群,此外还发现有 Nitrosospira cluster 1、2、4 和 Nitrosomonas. 线
叶菊草原土壤氨氧化细菌群落组成较其他草地类型复杂,而羊草草原和大针茅草原群落组成
较简单. 经相关性分析,土壤含水量、土壤全氮、有机碳、土壤 C / N 与土壤氨氧化细菌群落多样
性显著正相关(P<0郾 05) .
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Abstract: By the methods of polymerase chain reaction鄄denaturing gradient gel electrophoresis and
sequence analysis, a comparative study was conducted on the diversity and community structure of
soil ammonia鄄oxidizing bacteria in the Filifolium sibiricum steppe, Stipa baicalensis steppe, Leymus
chinensis steppe, Stipa grandis steppe, and Stipa kryrowi steppe in Hulunbeier Grassland, Inner
Mongolia. A significant difference was observed in the community structure of soil ammonia鄄oxidi鄄
zing bacteria among the five steppes, with the similarity lower than 50% . The diversity of soil am鄄
monia鄄oxidizing bacteria was the highest in F. sibiricum steppe, followed by in S. baicalensis
steppe, L. chinensis steppe, S. kryrowi steppe, and S. grandis steppe. In the five steppes, Ni鄄
trosospira cluster 3 was the dominant group, and the Nitrosospira cluster 1, 2, and 4 as well as Ni鄄
trosomonas were also found. The community structure of soil ammonia oxidizing bacteria in F. sibir鄄
icum steppe was most complex, while that in L. chinensis steppe and S. grandis steppe was relative鄄
ly simple. Correlation analysis indicated that there existed significant positive correlations between
the diversity of soil ammonia鄄oxidizing bacteria and the soil moisture, total nitrogen, total organic
carbon, and C / N ratio (P<0郾 05).
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摇 摇 天然草地是地球陆地表面最大的绿色植被层,
总面积占地球陆地表面积的 41% ,在全球生态系统

中发挥着举足轻重的作用[1] . 氮(N)作为植物生长

发育最重要的元素之一[2],是决定草地生产力的重

要指标[3-4] . 氮循环是草地生态系统重要的物质循

环[5],主要包括固氮作用、硝化作用、反硝化作用和

氨化作用,这些过程均由微生物驱动[6] . 硝化作用

是氮循环的关键环节之一,包括氨氧化作用和亚硝

化作用两个过程,而氨氧化细菌( ammonia oxidizing
bacteria, AOB)是硝化作用中将氨氧化为亚硝酸盐
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的关键微生物[7-10] . 近年对于氨氧化细菌的生态学

研究受到广泛关注[11-12] .
呼伦贝尔草原 (115毅 31忆 00义—121毅 34忆 30义 E,

47毅20忆00义—50毅50忆30义 N)位于内蒙古高原东部,大
兴安岭西麓,是我国典型的温带草原之一,是欧亚大

陆草原的重要组成部分. 呼伦贝尔草原总面积

785郾 3伊104 hm2,其中温性草甸草原 141郾 9伊104 hm2,
占草原总面积的 18郾 1% ,主要草地类型有线叶菊

(Filifolium ibiricum) 草原、贝加尔针茅 ( Stipa ba鄄
icalensis)草原等;温性典型草原 431郾 4 伊104 hm2,占
总面积的 54郾 9% ,主要草地类型有羊草 ( Leymus
chinensis)草原、大针茅(Stipa grandis)草原、克氏针

茅(Stipa kryrowi)草原等[13-14] . 呼伦贝尔草原作为

世界草地资源研究和生物多样性保护的重要基地之

一,一直受到高度重视和关注. 加强对呼伦贝尔草原

生态系统的研究,不仅对该区域的生物多样性保护

和可持续发展具有重大指导意义,还可为推动中国

乃至世界温带草原生态系统研究做出贡献[15] . 本文

以呼伦贝尔 5 种不同草地类型为研究对象,采用

PCR鄄DGGE 分子生物学技术及扩增产物序列分析方

法,初步研究了呼伦贝尔不同草地类型土壤氨氧化

细菌多样性及群落结构组成,旨在为揭示呼伦贝尔

草原氮循环提供参考,并为深入研究我国温带草原

土壤微生物生态系统提供资料.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 研究区概况

试验地(115毅31忆—126毅4忆 E,47毅05忆—53毅20忆 N)
位于内蒙古呼伦贝尔市境内. 该地区属温带大陆性

季风气候,年平均气温-2郾 2 益左右,无霜期 115 ~
124 d,年降水量 339 mm[16] . 本试验以线叶菊草原、
贝加尔针茅草原、羊草草原、大针茅草原、克氏针茅

草原为研究对象,在植被典型、地势平坦、开阔的区

域,分别选择 2001 年以来的围栏草地作为试验样

地,围封年限均为 8 a. 具体样地设置见表 1.
1郾 2摇 样品采集

于 2009 年 7 月进行野外采样,每个样地内按照

S 型曲线选择 40 个点,各取样点之间间隔大于 100
m,去除表面植被,用直径为 5 cm 的土钻,取 0 ~ 20
cm 土壤,最后将 40 份土样混匀过筛,去除根系和土

壤入侵物,采用“四分法冶选取 1 kg 土样冷藏带回实

验室保存于-70 益超低温冰箱,其余土样带回实验

室风干后,过 0郾 15 mm 筛,用于土壤理化性质分

析[17] . 土壤基本理化性质见表 2.
1郾 3摇 分析方法

1郾 3郾 1 土样总 DNA 的提取摇 采用 BBI 公司的 EZ鄄10

表 1摇 观测样地概况
Table 1摇 General status of sampling plots

项目
Item

线叶菊草原
F. sibiricum steppe

贝加尔针茅草原
S. baicalensis steppe

羊草草原
L. chinensis steppe

大针茅草原
S. grandis steppe

克氏针茅草原
S. kryrowis steppe

经度 Longitude (E) 119毅53忆42义 119毅30忆42义 119毅04忆12义 119毅17忆45义 117毅58忆53义
纬度 Latitude (N) 49毅49忆54义 49毅30忆56义 49毅14忆55义 48毅25忆30义 48毅11忆29义
海拔 Elevation (m) 817 732 639 723 595
植物群落
Vegetation community

线叶菊+贝加尔针茅
+日荫菅 F. sibiricum
+S. baicalensis+
Carex pediformis

贝加尔针茅+羊草+
日荫菅 S. baicalensis
+ L. chinensis + C.
pediformis

羊草+贝加尔针茅+
寸草苔 L. chinensis
+ S. baicalensis + C.
duriuscula

大针茅+羊草+糙隐
子草 S. grandis + L.
chinensis + Cleisto鄄
genes squarrosa

克氏针茅+糙隐子草
S. krylovii + C.
squarrosa

表 2摇 不同草地类型土壤理化性质
Table 2摇 Soil physicochemical characteristics of different grassland types

项目
Item

线叶菊草原
F. sibiricum

steppe

贝加尔针茅草原
S. baicalensis

steppe

羊草草原
L. chinensis

steppe

大针茅草原
S. grandis
steppe

克氏针茅草原
S. kryrowis

steppe
pH 6郾 10依0郾 01d 6郾 85依0郾 08ab 7郾 01依0郾 29a 6郾 36依0郾 03c 6郾 69依0郾 07b
土壤含水量 Soil moisture (% ) 27郾 73依0郾 01a 17郾 20依0郾 03b 12郾 76依0郾 02c 9郾 21依0郾 04d 6郾 17依0郾 02e
容重 Bulk density (g·cm-3) 1郾 00依0郾 01d 1郾 07依0郾 03d 1郾 17依0郾 01c 1郾 49依0郾 02b 1郾 73依0郾 01a
全氮 Total nitrogen (g·kg-1) 2郾 12依0郾 01a 1郾 74依0郾 05b 1郾 77依0郾 01b 1郾 16依0郾 01d 1郾 57依0郾 01c
全磷 Total phosphorus (g·kg-1) 0郾 87依0郾 02a 0郾 30依0郾 00c 0郾 57依0郾 01b 0郾 21依0郾 01e 0郾 23依0郾 00d
铵态氮 NH4

+ 鄄N (mg·kg-1) 17郾 00依0郾 42a 10郾 99依0郾 76b 11郾 59依0郾 54b 15郾 06依0郾 02a 8郾 09依0郾 34c
硝态氮 NO3

- 鄄N (mg·kg-1) 2郾 51依1郾 00c 5郾 24依1郾 21a 2郾 53依0郾 24c 1郾 92依0郾 11c 3郾 88依0郾 73b
有机碳 Total organic carbon (g·kg-1) 44郾 75依0郾 17a 20郾 76依0郾 46b 19郾 75依0郾 37b 12郾 51依0郾 10c 10郾 33依0郾 12d
C / N 21郾 12依0郾 54a 11郾 92依0郾 34b 11郾 17依0郾 11bc 10郾 79依0郾 25c 6郾 58依0郾 14d
同列不同字母表示差异显著(P<0郾 05) Different letters within the same column indicated significant difference at 0郾 05 level. 下同 The same below.
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表 3摇 PCR 反应的引物及反应条件
Table 3摇 Primers and conditions used for the PCR amplification

巢式 PCR
Nested PCR

引物
Primer

序列 5忆鄄 3忆
Sequences 5忆鄄 3忆

反应条件
Reaction conditions

第 1 步
Step 1

CTO 189f[18]
CTO 654r

GGA GRA AAG YAG GGG ATC G
CTA GCY TTG TAG TTT CAA ACG C

95 益,5 min; 94 益 30 s,57 益 1 min,72 益 45 s,
35 个循环;72 益 5 min

第 2 步
Step 2

357f鄄GC* [19]

518r
CCT ACG GGA GGC AGC AG
ATT ACC GCG GCT GCT GG

95 益,5 min; 94 益 30 s,55 益 30 s,72 益 30 s,
35 个循环;72 益 5 min

R=A / G; Y=C / T. * GC 夹 GC clamp:CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCC.

Spin Soil DNA Extraction kit,按操作说明提取土壤总

DNA,每个土样提取 4 次,每次 0郾 5 g 混合土样.
1郾 3郾 2 PCR 扩增摇 采用巢式 PCR(nested PCR)方法

对氨氧化细菌的 16S rDNA 片段进行扩增,引物序列

及反应程序见表 3. 第 1 轮 PCR 反应体系:25 pmol 每
种引物,1郾 25 U 的 Ex Taq 聚合酶(Takara),5 滋l 的 10
伊Ex Taq Buffer(含 MgCl2),4 滋l 400 滋mol·L-1 dNTP
混合液,20 ng 模板 DNA,终体积为 50 滋l;第 2 轮 PCR
反应体系:25 pmol 每种引物,1郾 25 U 的 Ex Taq 聚合

酶,5 滋l 的 10 伊 Ex Taq Buffer (含 MgCl2 ), 4 滋l
400 滋mol·L-1 dNTP 混合液,将第 1 轮 PCR 产物按

1 颐 50稀释后,取 3 滋l 作为模板,补无核酸酶水

(nuclease鄄free water,Promega)至 50 滋l.
1郾 3郾 3 变性梯度凝胶电泳 摇 采用 DcodeTM通用突变

检测系统(Bio鄄Rad,USA)按照操作说明进行 DGGE
分析. 丙烯酰胺凝胶(37郾 5 颐 1)浓度为 8% ,变性剂

梯度为 30% ~60% [100%变性剂含有 7 mol·L-1尿

素和 40% (V / V)去离子甲酰胺],电泳缓冲液为 1伊
TAE. 将 25 滋l PCR 产物和 5 滋l 6伊loading buffer(上
样缓冲液)混合后,用微量进样器加入胶孔中,200
V、60 益条件下电泳 5 h 30 min. 电泳结束后,小心取

出凝胶,放在 SYBRTM Green I (1 颐 10000,Invitrogen)
染液中染色 30 min,然后用 Gel Dox XR 凝胶成像系

统(Bio鄄Rad)观察与拍照.
1郾 2郾 4 DGGE 条带测序和系统发育分析 摇 选取

DGGE 图谱中主要条带进行割胶回收,用不含 GC
夹的 341f 和 534r 引物扩增. PCR 产物用纯化试剂

盒(Takara)纯化后与载体 pMDTM19鄄T Vector(Taka鄄
ra)连接,转化 E. coli JM109,用菌落 PCR 方法检测

阳性克隆[20] . 阳性克隆送上海生工生物技术公司进

行测序,测序结果于 NCBI 上进行 Blast 比对,获取

相近典型菌株序列. 利用 Clustal X 1郾 83 和 Mega 4郾 1
中的邻接法(Neighbor鄄Joining)建立氨氧化细菌系统

发育树.
1郾 3摇 数据处理

DGGE 图谱采用 QuantityOne 软件 ( Bio鄄Rad,
USA)进行分析处理. 图像处理过程中,对在 DGGE

电泳图上肉眼可见,但被软件忽略掉的一些条带进

行手动添加处理,条带的密度由软件自动算出. 采用

UPGMA 法对 DGGE 后图谱各样品的相似性进行聚

类分析(图 1),并采用 Shannon 指数(H)和丰富度

(S)来评价土壤氨氧化细菌多样性[21] . 其他相关数

据采用 Excel 2007 进行处理分析. 计算公式如下:

H =-移P i lnP i

式中:P i 为第 i 条带灰度占该样品总灰度的比率.
丰富度(S)采用 DGGE 胶中条带数目.
用 SPSS 16. 0 进行方差分析和相关性分析.

2摇 结果与分析

2郾 1摇 土壤氨氧化细菌群落 DGGE 图谱分析

由图1A可见,不同草地类型土壤氨氧化细菌

图 1摇 土壤氨氧化细菌 DGGE 电泳图谱(A)及聚类分析(B)
Fig. 1 摇 DGGE fingerprinting (A) and cluster analysis (UPG鄄
MA) (B) of ammonia鄄oxidizing bacteria.
FSS:线叶菊草原 F. sibiricum steppe; LCS:羊草草原 L. chinensis
steppe; SBS:贝加尔针茅草原 S. baicalensis steppe; SGS:大针茅草原
S. grandis steppe; SKS:克氏针茅草原 S. kryrowi steppe.
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的 DGGE 图谱的条带数、条带位置和亮度存在一定

的差异. 聚类分析结果(图 1B)表明,不同草地类型

间土壤氨氧化细菌群落结构相似性均低于 50% . 5
种草地类型土壤氨氧化细菌群落结构聚为两类:一
类为线叶菊草原和大针茅草原先聚,再与贝加尔针

茅草原聚类,相似系数分别为 49% 、33% ;另一类为

羊草草原和克氏针茅草原,相似性指数仅为 27% .
摇 摇 根据电泳图谱中每个条带的强度,对不同草地

类型土壤氨氧化细菌群落多样性指数(H)和丰富度

(S)进行分析. 由表 4 可知,5 种草地类型土壤中线叶

菊草原氨氧化细菌多样性指数最高,为 2郾 27;其次是

贝加尔针茅草原、羊草草原、克氏针茅草原,分别为

1郾 76、1郾 59 和 1郾 42;大针茅草原最低,仅为 1郾 21.

表 4摇 土壤氨氧化细菌 Shannon 指数和丰富度
Table 4摇 Shannon index (H) and richness (S) of ammo鄄
nia鄄oxidizing bacteria

草地类型
Steppe types

H S

线叶菊草原 F. sibiricum steppe 2郾 27依0郾 04a 26a
羊草草原 L. chinensis steppe 1郾 59依0郾 03bc 11b
贝加尔针茅草原 S. baicalensis steppe 1郾 76依0郾 06b 13b
大针茅草原 S. grandis steppe 1郾 21依0郾 01d 9c
克氏针茅草原 S. kryrowi steppe 1郾 42依0郾 02cd 12b

2郾 2摇 土壤氨氧化细菌系统发育分析

根据不同草地类型土壤氨氧化细菌 DGGE 图

谱结果,选取主要条带割胶回收(条带分布见表 5
和图 1A). 对所获取的 40 个条带序列在 Genbank 中

表 5摇 DGGE 条带比对结果
Table 5摇 Results of the BLAST for the sequences of DGGE bands

条带编号
Band No.

分 布
Distribution

相似度
Similarity
(% )

GenBank 登录号
GenBank

accession No.

比对菌描述
Description of closest relatives

AOB 簇
AOB
cluster

1 FSS,SGS,SKS 99 AF409023郾 1 Proteobacterium Ellin181 -
2 FSS 98 EU043527郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone GASP鄄0KA鄄497鄄A03 1
3 FSS,SBS 94 GU556219郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. clone 002 4
4 SKS 95 AY123797郾 1 Nitrosomonas sp. Nm84 X
5 FSS,LCS,SBS,SGS,SKS 97 AY293115郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. clone SBMSPh7 3
6 FSS,LCS 98 GU097360郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. isolated DGGE gel band 8 1
7 FSS, SBS 96 EU486832郾 1 Uncultured soil bacterium isolated DGGE gel band AOB鄄01 -
8 FSS,LCS, SGS 98 FM252744郾 1 Uncultured beta proteobacterium -
9 SGS 98 DQ295494郾 1 Uncultured bacterium clone SM鄄A55 -
10 FSS, SGS 97 AM503962郾 1 Uncultured Nitrosomonas sp. X
11 FSS, SGS 93 GU001878郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. isolated DGGE gel band MN12 1
12 FSS 94 EF663632郾 1 Uncultured proteobacterium clone GASP鄄MA3W1_G06 -
13 FSS 98 AY727034郾 1 Nitrosospira sp. EnU4a 3
14 FSS 100 EF220412郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone FI鄄2F_D07 4
15 SBS 96 AB474998郾 1 Uncultured ammonia鄄oxidizing bacterium 3
16 FSS 99 AF386754郾 1 Nitrosospira sp. BF16c46 3
17 SBS 92 GU097377郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. isolated DGGE gel band 25 1
18 SBS 93 FJ792836郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. isolated DGGE gel band SM15 1
19 SBS,SKS 99 AY694566郾 1 Uncultured Nitrosomonadales bacterium clone JAB SHC 138 3
20 FSS, SKS 97 GU390896郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. isolated DGGE gel band A1 3
21 LCS 97 GQ255602郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. clone P87鄄D3鄄T7 1
22 LCS 98 AM934971郾 1 Uncultured Nitrosomonadaceae bacterium 1
23 FSS 100 GQ366502郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone RUGL6鄄178 2
24 LCS,SBS,SGS,SKS 98 AY123802郾 1 Nitrosospira sp. Nsp2 3
25 FSS,SBS 98 EU299448郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone GASP鄄KC1W2_D06 -
26 FSS, SBS,SGS 98 AY123813郾 1 Nitrosospira sp. Nsp65 3
27 SKS 98 AF431309郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone C47郾 01PG 4
28 SBS,SGS 98 AY214710郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone SL2鄄2鄄E10F -
29 FSS 98 FJ484872郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone 4
30 LCS,SBS,SKS 99 AY123807郾 1 Nitrosospira multiformis 3
31 FSS 98 EF651629郾 1 Uncultured beta proteobacterium clone AUVE_13H04 -
32 FSS 98 FJ166781郾 1 Uncultured bacterium clone Q_LQ1_H06 -
33 SKS 97 GU390895郾 1 Uncultured Nitrosospira sp. 3
34 FSS 98 AJ298745郾 1 Nitrosospira sp. Nsp2 3
35 FSS 97 DQ099479郾 1 Soil beta proteobacterium BG. Sph. 062 4
36 FSS 98 GU375594郾 1 Uncultured soil bacterium clone Bact. dry. 4ACATC10 -
37 FSS,LCS,SBS,SGS 100 AY856376郾 1 Nitrosospira sp. PM2 3
38 FSS 94 AY917241郾 1 Uncultured proteobacterium clone 1700CTO鄄06 -
39 FSS,SGS 98 AY123812郾 1 Nitrosospira sp. Nl5 3
40 SBS 98 DQ068719郾 1 Uncultured ammonia鄄oxidizing bacterium clone CL2鄄15 / B 3
Cluster X:Nitrosomonas; FSS:线叶菊草原 F. sibiricum steppe; LCS:羊草草原 L. chinensis steppe; SBS:贝加尔针茅草原 S. baicalensis steppe; SGS:
大针茅草原 S. grandis steppe; SKS:克氏针茅草原 S. kryrowi steppe.
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进行 Blast 比对,结果表明,40 个条带的序列与已知

序列的相似性均较高,相似度为 92% ~ 100% . 氨氧

化细菌系统发育树(图 2)的构建所使用的 Cluster
命名形式为此前研究报告中所普遍接受的命名形

式[22] . 从系统发育树可知,测得的多数序列属于 茁鄄
变形菌门的亚硝化螺菌群(Nitrosospira),且 5 种草

地类型均以 Nitrosospira cluster 3 为优势种.
5 种草地类型中线叶菊草原土壤氨氧化细群落

组成较其他草地类型复杂,除 Nitrosospira cluster 3

外,还检测到Nitrosospira cluster 1、2、4 和Nitrosomonas
cluster X. 羊草草原和大针茅草原土壤氨氧化细菌群

落组成较简单,分别由 Nitrosospira cluster 1、3 和 Ni鄄
trosospira cluster 3、Nitrosomonas cluster X 组成.
2郾 3摇 土壤氨氧化细菌群落结构与土壤理化因子的

关系

不同草地类型与土壤理化性质之间的相关分析

(表 6)结果显示,土壤氨氧化细菌群落多样性与土

壤含水量、土壤全氮、土壤有机碳呈显著正相关,土

AY123802.1 sp.�Nsp2Nitrosospira

Band 16

AF386754 1 sp BF16c46. .Nitrosospira

AJ298745 1 sp Nsp2. .Nitrosospira

Band 24

Band 34

Band 39

54

58

50

AB474998 1 Uncultured ammonia oxidizing bacterium. -

AY123813 1 sp Nsp65. .Nitrosospira

Band 15

Band 26

GU390896.1 Uncultured sp.�isolated�DGGE�gel�band A1Nitrosospira

AY123812.1 sp.�Nl5Nitrosospira

AY123807.1 Nitrosospira�multiformis
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Band 20
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GU390895 1 Uncultured sp. isolate DGGE�gel�band A7. Nitrosospora d

AY856376.1 sp. PM2Nitrosospira

Band 40

Band 19

AY293115 1 Uncultured sp. clone�SBMSPh7. Nitrosospira

Band 37

Band33

AY727034 1 sp. EnU4a. Nitrosospira

Band 13

DQ068719 1 Uncultured ammonia oxidizing bacterium clone CL2 15 B. /- -

Band 5

GQ366502 1 Uncultured beta proteobacterium clone RUGL6 178. -

Band 23

FJ484872 1 Uncultured beta proteobacterium clone Z4MB73.

Band 29

EF220412 1 Uncultured beta proteobacterium clone FI 2F D07. - -

Band 14

AF431309 1 Uncultured beta proteobacterium clne C47 01PG. .

Band 27

Band 35

Band 3

Band 8

Band 22

Band 71

Band 11

Band 2

Band 7

DQ099479 1 Soil�beta�proteobacterium�BG. Sph.062.

GU556219.1 Uncultured sp. clone�002Nitrosospira

FM252744 1 Uncultured beta proteobacterium.

AM934971 1 Uncultured bacterium. Nitrosomonadaceae

GU097377 1 Uncultured sp isolate DGGE�gel�band�25. .Nitrosospira d

GU001878 1 Uncultured sp isolate DGGE gel band MN12. .Nitrosospira d

Band 21

Band 6

Band 10

Band 4

AM503962 1 Uncultured sp. .Nitrosomonas

AY123797 1 sp Nm84. .Nitrosomonas

Nitrosomonas

GQ255602 1 Uncultured sp clone P87 D3 T7. .Nitrosospira - -

EU486832 1 Uncultured soil bacterium.

EU043527 1 Uncultured beta proteobacterium clone.

GU097360 1 Uncultured sp isolate DGGE gel band 8. .Nitrosospira d99
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图 2摇 基于部分 16S rDNA 序列的氨氧化细菌系统发育树(邻接法)
Fig. 2摇 Neighbour鄄joining tree of 茁鄄ammonia oxidizing bacteria based on analysis of partial 16S rDNA sequences.
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表 6摇 土壤氨氧化细菌群落多样性与土壤理化性质的相关分析
Table 6摇 Correlation analysis of soil ammonia鄄oxidizing bacteria diversity with soil physicochemical characteristics

指数
Index

pH 土壤含水量
Soil

moisture

容重
Bulk

density

全氮
Total

nitrogen

全磷
Total

phosphorus

铵态氮
NH4

+ 鄄N
硝态氮
NO3

- 鄄N
有机碳

Total organic
carbon

C / N

H -0郾 374 0郾 950* -0郾 778 0郾 941* 0郾 866 0郾 454 0郾 113 0郾 952* 0郾 870
S -0郾 647 0郾 899* -0郾 573 0郾 824 0郾 850 0郾 571 -0郾 810 0郾 951* 0郾 890*

*P<0郾 05.

壤氨氧化细菌丰富度与土壤含水量、土壤有机碳、碳
氮比呈显著正相关(P<0郾 05).

3摇 讨摇 摇 论

本文采用 PCR鄄DGGE 方法研究了呼伦贝尔草

原不同草地类型土壤氨氧化细菌多样性及群落结构

组成. 结果表明,不同草地类型间土壤氨氧化细菌群

落结构组成及多样性有一定的差异(图 1A),聚类

分析(UPGMA)(图 1B)进一步说明不同草地类型间

土壤氨氧化细菌群落结构相似性较低. 分析其原因,
不同草地类型的植被结构组成不同,且对土壤表面

的覆盖程度也不尽相同,造成了土壤温度、湿度的差

异;不同样地间土壤全氮含量的差异导致土壤中铵

盐浓度各不相同,而铵作为氨氧化细菌的间接底物,
其浓度与氨氧化细菌的数量和种类有直接的关

系[10] . 程林等[23] 研究发现,氮素的输入导致土壤的

铵盐浓度增加,从而影响土壤氨氧化细菌群落结构

及活性. 除此之外,温度通过影响土壤中铵浓度、pH
和土壤湿度等来影响氨氧化细菌的群落结构.
Avrhami 等[12]研究得出,不同的土壤温度对土壤微

生物群落结构组成有影响. 因此,不同植被类型下具

有不同的氨氧化细菌群落结构.
从系统发育分析结果可知(图 2),5 种草地类

型土壤氨氧化细菌主要属于亚硝化螺菌群 (Ni鄄
trosospira),这与许多学者[24-27]研究报道的土壤环境

中硝化细菌以 Nitrosospira 属为主,而非 Nitrosomonas
属的结论相一致. Nitrosospira 中大多数序列均与 Ni鄄
trosospira cluster 3 聚为一族. 从而可知,呼伦贝尔草

原土壤中 Nitrosospira cluster 3 为主导类群,在氨氧

化作用中发挥主要的作用.
不同的生态环境因子都可能影响土壤微生物的

活性. 相关分析表明,土壤氨氧化细菌多样性和丰富

度与土壤含水量、土壤有机碳均显著相关 ( P <
0郾 05). 此外,土壤氨氧化细菌群落多样性与全氮,
土壤氨氧化细菌群落丰富度与土壤 C / N 呈显著相

关(P<0郾 05). 多数研究表明,养分条件好的土壤中

微生物多样性及丰富度也较高,这是土壤肥力、土壤

环境状况与土壤微生物协同发展的结果,健康良好

的土壤环境条件促进土壤微生物的繁殖和生长,同
时,土壤微生物又会在改善土壤结构、养分积累、转
化和维持中起促进作用. 土壤微生物直接调节土壤

氮素的供给,土壤中氨化细菌和硝化细菌的数量及

其氨化作用和硝化作用的强弱与土壤氮素含量相

关,这与 Singh 和 Kashyap[28-29] 的研究结果一致.
Ballinger 等[30]研究发现,土壤 C / N 的变化会影响氨

氧化细菌的群落结构组成. 由此可知,土壤碳氮比是

影响土壤微生物群落结构变化的又一重要因子.
综上所述,在呼伦贝尔草原 5 种草地类型中由

于植被类型、水热条件的土壤环境的不同,土壤氨氧

化细菌群落结构组成也存在差异. 5 种草地类型土

壤中氨氧化细菌的优势种群为 茁 变形菌门的 Ni鄄
trosospira cluster 3,此外还发现有 Nitrosospira cluster
1、2、4 和 Nitrosomonas. 线叶菊草原土壤氨氧化细菌

群落结构较其他草地类型复杂,而羊草草原和大针

茅草原群落结构较简单. 土壤氨氧化细菌群落多样

性与土壤理化因子间具有不同程度的相关性,说明

土壤理化因子影响着土壤氨氧化细菌群落结构的

组成.
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