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摘  要：【背景】东北黑土区是我国重要的粮食生产基地，然而由于化肥的过量使用，已造成土壤氮

素的大量损失和环境污染问题。硝化作用是土壤氮循环的核心环节，主要由微生物驱动。【目的】利

用硝化抑制剂 3,4-二甲基吡唑磷酸盐(3,4-dimethylpyrazole phosphate, DMPP)和乙炔区分低氮和高

氮黑土壤氨氧化细菌、氨氧化古菌和完全氨氧化菌对土壤硝化作用的相对贡献。【方法】基于黑土

长期定位实验研究平台，以不施加氮肥(低氮土壤)和施加氮肥(高氮土壤)的黑土为研究对象，采用

微宇宙培养实验和定量 PCR 技术，分析抑制剂添加对土壤有效态氮、氨氧化微生物丰度的影响及

两者的关系。【结果】低氮黑土氨氧化微生物主要由氨氧化古菌和完全氨氧化细菌 Clade B 占主导，

而高氮黑土主要由氨氧化细菌和完全氨氧化细菌 Clade A 占主导。硝化抑制剂 DMPP 和乙炔均显

著抑制土壤氨的氧化，且在高氮土壤中更为明显，乙炔的抑制效果大于 DMPP。另外，添加乙炔

显著降低了低氮土壤氨氧化古菌、氨氧化细菌和完全氨氧化菌 Clade B 的丰度；而在高氮土壤中，

硝化抑制剂 DMPP 则对土壤氨氧化细菌和完全氨氧化菌 Clade A 有显著抑制作用。相关分析表明，

低氮土壤中氨氧化细菌和古菌 amoA 基因丰度与土壤 NO3
−-N 含量显著正相关和 NH4

+-N 含量显著

负相关，而高氮土壤中，土壤氨氧化微生物 amoA 基因丰度与土壤 NH4
+-N 和 NO3

−-N 含量相关性

均不显著。【结论】氮的长期输入显著改变了黑土氨氧化微生物对环境变化的响应。 
关键词：黑土；硝化抑制剂；完全氨氧化细菌；硝化作用；氮肥 
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Abstract: [Background] The black soil area in northeast China is an important grain 
production base in China. However, the excessive use of chemical fertilizer has caused serious 
environmental issues, including nitrogen loss and environmental pollution. Nitrification, one of 
the key steps in nitrogen cycling, is mainly driven by microorganisms. [Objective] To distinguish 
the relative contributions of ammonia-oxidizing bacteria, ammonia-oxidizing archaea, and 
comammox to soil nitrification by using nitrification inhibitors 3,4-dimethylpyrazole phosphate 
(DMPP) and acetylene in the black soil fields with low and high nitrogen content. [Methods] 
The soil samples applied with no nitrogen fertilizer (low-nitrogen soil) and nitrogen fertilizer 
(high-nitrogen soil) were collected from the black soil area in the long-term fertilization 
experiment. The effects of nitrification inhibitors on soil available nitrogen content, the 
abundance of ammonia-oxidizing bacteria, and their relationship were investigated by 
quantitative PCR of soil microcosms. [Results] Ammonia-oxidizing archaea and comammox 
Clade B predominated in the low-nitrogen soil, while ammonia-oxidizing bacteria and 
comammox Clade A predominated in the high-nitrogen soil. Both nitrification inhibitors, DMPP 
and acetylene, significantly inhibited ammonia oxidation, with more pronounced effects in 
high-nitrogen soil. Acetylene had a greater inhibitory effect than DMPP on ammonia oxidation. 
In addition, acetylene significantly reduced the abundance of ammonia-oxidizing archaea, 
ammonia-oxidizing bacteria, and comammox Clade B in low-nitrogen soil, while DMPP 
significantly inhibited ammonia-oxidizing bacteria and comammox Clade A. The correlation 
analysis showed that the amoA abundance of ammonia-oxidizing bacteria and archaea was 
positively correlated with NO3−-N content and negatively correlated with NH4+-N content in 
low-nitrogen soil. However, the amoA abundance of ammonia-oxidizing microorganisms had no 
significant correlation with NH4+-N or NO3−-N content in high-nitrogen soil. [Conclusion] The 
long-term application of nitrogen altered the responses of ammonia-oxidizing microorganisms 
to environmental changes in black soil. 
Keywords: black soil; nitrification inhibitor; comammox; nitrification; nitrogen fertilizer 
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氮循环是农业生态系统的关键生物地球化

学循环过程。硝化作用作为氮循环的关键过程，

其产生的 N2O 和 NO3
−-N 会造成大气污染和氮

素浪费[1-3]。硝化作用主要分为两步，即氨态氮

被氧化为亚硝态氮，亚硝态氮被氧化为硝态

氮 [4-5]。氨氧化过程作为硝化作用的第一步，也

是整个硝化作用的限速步骤，对氮循环过程具

有重要意义[6]。氨氧化微生物(ammonia-oxidizing 
microorganism, AOM)是土壤硝化过程的重要驱

动者之一，对农田土壤氮利用效率有重要影响[3,7]。

近百年来，人们一直认为氨氧化古菌(ammonia- 
oxidizing archaea, AOA)、氨氧化细菌(ammonia- 
oxidizing bacteria, AOB) 和亚硝酸盐氧化菌

(nitrite-oxidizing bacteria, NOB)共同完成了整个

硝化过程[4]。我们前期大量的研究表明在酸性

和低铵环境中 AOA 主导了土壤硝化过程[7]，而

AOB 则在中性和碱性高铵环境中发挥主导作

用[8-9]。另外，2015 年国际著名学术期刊 Nature
和 Science 同步发现一种能独立执行整个硝化过

程的完全氨氧化硝化菌(comammox Nitrospira, 
COMX)[10-11]，这一发现打破了近百年人们对硝

化过程分为两步的认识，也为研究新型氨氧化

菌 COMX 和典型氨氧化菌(AOA 和 AOB)在农

田生态系统对硝化作用的贡献和生态位差异提

出了新的挑战[12]。近期有研究发现 COMX 具有

高底物亲和力，预示其能够在寡营养环境中生

存 [13]，但另有研究发现随着 pH 值的提高和

NH4
+-N 浓度的增加，COMX 的丰度也随之增

加[14]。由于氨氧化微生物特殊的生理生化特性，

这三类氨氧化微生物在不同生境条件下存在显

著的生态位分化现象。例如，Li 等[15]研究发现

COMX Clade A 主导森林土壤硝化过程，而

Wang 等[16]则发现 COMX Clade B 主导水稻田

和森林土壤硝化过程。可见，不同氨氧化微生

物类群的生态位特征及其对土壤硝化作用的贡

献尚无定论。 
我国作为一个粮食大国，耕地总面积仅占

全球耕地总面积的 6%，养活了全球近 20%的人

口[17]，在世界粮食生产中占据至关重要的地位。

然而，由于化肥的过量施用，我国也面临着严

峻的土壤质量退化和环境污染等问题。例如，

氮肥的过量使用会增加土壤硝化过程，从而引

起土壤板结、酸化等一系列环境问题[18-19]。化

肥配施硝化抑制剂(nitrification inhibitor, NI)是
减少活性氮损失、降低环境风险和提高氮肥利用

率的有效措施[20]。有研究发现乙炔和 3,4-二甲

基吡唑磷酸盐 (3,4-dimethylpyrazole phosphate, 
DMPP)可通过与 AOM 的氨单加氧酶结合来抑制

氨氧化微生物活性，从而影响土壤硝化过程[20-21]。

因此可以利用硝化抑制剂研究不同土壤微生物

介导的硝化作用过程及机制。有研究发现乙炔

对所有的氨氧化微生物类群活性具有抑制效

果，而 DMPP 仅对 AOB 起到抑制作用[22-23]。另

有研究发现不同土壤氨氧化微生物对乙炔的响

应不同。例如，Gubry-Rangin 等[24]发现，在酸性

砂壤土中添加乙炔，AOA 的生长受到抑制，但

AOB 的生长未受到影响。Liu 等[25]在澳大利亚

3 种农业土壤中施加乙炔，发现 AOA 和 AOB
均受到抑制。此外，也有研究发现 DMPP对 AOB
和 COMX 这 2 种微生物均有抑制作用[22]。上述

结果表明硝化抑制剂在不同土壤的抑制效应并

不一致[26]，且对同一类型不同氮含量土壤的抑

制效果也不明确。因此，研究在不同施肥背景

下硝化抑制剂的抑制效果，有利于提高农田氮

肥利用率并减少环境污染。 
东北黑土区地处世界四大典型黑土区之一，

土壤肥沃，适合发展农业，是我国重要的粮食

生产基地[27]。近年来，由于过度施肥和水土流

失，导致黑土地肥力不断下降[28]。为明确长期

氮输入对土壤氮有效性和氨氧化微生物的影
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响，本研究以 40 多年长期定位施肥实验为研究

对象，分析土壤硝化作用和氨氧化微生物丰度

对长期外源氮输入的响应，同时使用乙炔和

DMPP 进行微宇宙培养实验探究硝化抑制剂对

不同施肥处理背景下黑土硝化作用的抑制效果

及对不同氨氧化微生物类群的影响。 

1  材料与方法 
1.1  研究区概况和样品采集 

土壤样品采于黑龙江省哈尔滨市黑龙江省

农业科学研究院试验基地(126°35′E, 45°40′N)。样

地于 1979 年开始设置长期定位试验，设置一系

列不同组合的化肥和有机肥混施等施肥处理，

到 2023 年已有 44 年。土壤类型为旱地黑土。该

地农作物为一年一熟制，按照小麦-大豆-玉米  
3 种农作物轮作[29]，施肥时间均在秋季，玉米

季在秋季施肥 50%，在玉米发育的大喇叭口期

追施剩余肥料。氮肥为尿素，每年施用量为 N 
150 kg/hm2 (以氮量计)。土壤样品采集于 2023 年

8 月，当季作物为大豆。我们采集了该样地未

施肥处理(CK)和长期单独施氮处理(N)两种土

壤带回实验室进行分析，并开展室内培养实验。

用土钻在每个样方随机采集表层土壤(0−10 cm) 
5 钻，每个处理采集 3 个重复，去除较大根和

叶片等，过 2 mm 筛，分成三部分储存：       
第一部分土壤储存于 4 ℃用于测定土壤养分，  
第二部分土壤存放于−20 ℃用于微生物分析；

第三部分风干后保存于室温测定土壤基本性质

及微宇宙培养实验。 

1.2  主要试剂和仪器 
乙炔，福州新航工业气体有限公司；硫酸

铵、氯化钾和 DMPP，上海麦克林生化科技股

份有限公司；2×Taq Pro Universal SYBR qPCR 
Master Mix，诺唯赞生物科技有限公司；土壤

DNA 提取试剂盒，MP Biomedicals 公司。实时

荧光定量 PCR 扩增仪，Bio-Rad 公司；NanoDrop 
2000 分光光度计，赛默飞世尔科技公司；连续

流动分析仪， Skalar 公司；元素分析仪，

Elementar 公司。 

1.3  室内微宇宙培养实验 
培养实验设置前将田间样品 CK 和 N 两种

处理土壤的 3 个重复分别混合均匀，随后每种

土壤设置 3 种处理，分别为：(1) 单独施加硫

酸铵(N 150 mg/kg)，简写为 CT；(2) 硫酸铵(N 
150 mg/kg)加乙炔(用量为 1%)，简写为 ACE；

(3) 硫酸铵(N 150 mg/kg)加 DMPP (用量为施氮

量 1.5%)，简写为 DMPP，每个处理 3 个重复。

具体实验步骤如下：取 10 g 风干土放入 100 mL
的圆口瓶内，然后将土壤含水量调到 10%，用

封口膜封住，留置小孔，在 25 ℃恒温培养箱中

预培养 7 d，其中每 2 d 按称重法补 1 次水，将

土壤含水量补充到 10%。预培养完成后，根据

不同处理，分别加入硫酸铵溶液、乙炔和

DMPP。将土壤质量含水量调到 20%，用丁基

塞密封，所有处理放置于 25 ℃恒温培养箱中，

在培养 0、5 和 10 d 后进行破坏性取样，分成

两部分，一部分立即提取土壤 NH4
+-N 和

NO3
−-N，另一部分储存于−20 ℃用于氨氧化微

生物基因丰度测定。 

1.4  土壤理化性质的测定 
使用 pH 计以水土比 2.5:1 测定土壤 pH 值。

土壤 NH4
+-N 和 NO3

−-N 测定：取 8 g 鲜土用    
2 mol/L KCl 浸提，浸提液用定性滤纸过滤后采

用连续流动分析仪测定。土壤可溶性有机碳

(dissolved organic carbon, DOC)和可溶性有机

氮(dissolved organic nitrogen, DON)以土水比

1:4 浸提后测定。土壤总氮(total nitrogen, TN)
通过称取 0.25 g 过 100 目风干土，采用元素

分析仪测定。田间土壤样品的基本理化性质见

表 1。 



 
常钰海 等 | 短期培养下硝化抑制剂对黑土氨氧化微生物丰度和硝化作用的影响 5041 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  长期田间实验土壤的基本理化性质 
Table 1  Soil properties in the long-term field 
experiment 
土壤性质 
Soil properties 

CK 处理 
CK treatment 

N 处理 
N treatment 

pH 6.59±0.06a 5.55±0.11b 
NH4+-N (mg/kg) 3.79±0.13b 5.98±0.39a 
NO3−-N (mg/kg) 7.84±1.69b 11.15±1.71a 
DOC (mg/kg) 23.72±1.11a 25.95±1.65a 
DON (mg/kg) 17.61±6.32a 16.06±0.89a 
TN (g/kg) 0.93±0.09a 1.02±0.09a 
不同小写字母表示处理间差异显著(P<0.05)  
Different lowercase letters indicate significant differences 
between treatments (P<0.05). 

 
1.5  土壤 DNA 的提取 

每个样品取 0.5 g 冷冻土壤，采用 Fast DNA® 
SPIN Kit for Soil 试剂盒提取土壤总 DNA。提取

后的 DNA 原液采用 NanoDrop 2000测定其浓度

及纯度，用灭菌去离子水 5 倍稀释，稀释液存

放于−20 ℃冰箱，以便后续使用。 

1.6  氨氧化微生物基因丰度的测定 
氨氧化微生物 amoA 基因丰度的测定采用

实时荧光定量 PCR 方法，利用 CFX384 Optical 
Real-Time Detection System 平台测定。反应体

系为 10 μL：2×Taq Pro Universal SYBR qPCR 
Master Mix 5 μL，前引物(10 μmol/L) 0.5 μL，后

引物(10 μmol/L) 0.5 μL，ddH2O 3 μL，DNA     
(20 ng/μL) 1 μL。引物信息见表 2。质粒的构建

过程如下：利用 PCR 扩增目标产物进一步构建

克隆文库获取阳性克隆子，通过测序确认后作

为定量 PCR 的质粒菌株，采用试剂盒提取质粒。 
AOA amoA 和 AOB amoA 的反应条件为：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 3 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，
35 个循环，每 1 个循环检测 1 次荧光信号。完

全 氨 氧 化 菌 A 分 支 (comammox Clade A, 
COMXA)和完全氨氧化菌 B 分支(comammox 
Clade B, COMXB)的反应条件为：95 ℃ 3 min；
95 ℃ 30 s，55 ℃ 25 s，72 ℃ 25 s，39 个循环，

每 1 个循环检测 1 次荧光信号。所有熔解曲线

反应温度从 65.0 ℃到 95.0 ℃，每 5 s 增加 0.5 ℃。

阴性对照以无菌水代替。每个样品做 2 次重复。

定量 PCR 反应熔解曲线均为单峰，无特异性峰

值。扩增效率介于 85%–95%，R2 介于 0.99–1.00。 

1.7  数据处理 
采用 Excel 2021 对数据进行处理和分析，

采用 IBM SPSS Statistics 26 进行单因子 ANOVA
分析探究不同处理间差异。采用 Origin 2024 制

作土壤氨氧化微生物 amoA 基因丰度柱状图。

采用 Excel 2021 对氨氧化微生物基因拷贝数取

对数处理，使其更符合正态分布的假设，便于 

 
表 2  PCR 扩增采用的引物及序列 
Table 2  Primer and sequence used for PCR amplification 
目标基因 
Target gene 

引物 
Primer 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

片段 
Segment (bp) 

参考文献 
Reference 

AOA amoA Arch-amoAF 
Arch-amoAR 

STAATGGTCTGGCTTAGACGGCGGCCATCCATCTGTATGT 635 [30] 

AOB amoA amoA-1F 
amoA-2R 

GGGGTTTCTACTGGTGGTCCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 491 [31] 

COMXA 
amoA 

CA377 
C576r 

GTGGTGGTGGTCBAAYTAGAAGCCCATRTARTCNGCC 199 [32] 

COMXB 
amoA 

CB377f 
C576r 

GTACTGGTGGGCBAAYTTGAAGCCCATRTARTCNGCC 199 [32] 
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后续的统计分析。采用 R 软件的 Mantel test 
(vegan 包)探究土壤中 NO3

−-N 和 NH4
+-N 含量与

氨氧化微生物丰度的相关性。 

2  结果与分析 
2.1  长期施加氮肥对田间黑土理化因子的

影响  
长期施加氮肥对供试土壤 (黑土 )氨氧化

微生物丰度有显著影响(图 1)。从 qPCR 的结

果可以发现，CK 土壤氨氧化微生物功能基因

丰度范围分别为每克干土 AOA amoA 基因

8.77×108−1.23×109 copies ， AOB amoA 基因

5.09×107−6.48×107 copies，COMXA amoA 基因

1.73×107−1.82×107 copies，COMXB amoA 基因

3.87×107−7.62×107 copies。N 处理土壤氨氧化微

生物功能基因丰度范围分别为每克干土 AOA 
amoA 基因 2.07×108–4.64×108 copies ， AOB 
amoA 基因 3.15×108−6.48×108 copies，COMXA 
amoA 基因 3.16×107−1.01×108 copies，COMXB 
amoA 基因 4.09×107−6.79×107 copies。通过方差

分析发现，N 处理 AOB amoA 和 COMXA amoA
丰度显著高于 CK (P<0.05)，而 AOA amoA 丰度

则显著低于 CK (P<0.05)。另外，COMXB 在两个

处理间无显著差异(P>0.05)。N 处理土壤 AOA 
amoA 和 AOB amoA 丰度无显著差异，COMXA 
amoA 和 COMXB amoA 丰度间无显著差异；而

CK 处理 AOA amoA 丰度则显著高于 AOB 
amoA，且 COMXB amoA 丰度显著高于 COMXA 
amoA 丰度。 

2.2  短期培养下硝化抑制剂对土壤有效态

氮的影响 
由图 2 可以看出，土壤 NH₄⁺-N 含量随着培养

时间呈下降的趋势。相较于 0 d (CK 为 95.3 mg/kg，
N 为 122.6 mg/kg)，5 d 后 CK 和 N 土样未添加

NI 的处理 (CT)中 NH4
+-N 含量分别降低了 

 
 
图 1  田间长期氮肥处理对土壤氨氧化微生物

丰度的影响   不同小写字母表示同一种氨氧化

微生物 amoA 基因丰度在不同施肥处理间差异显

著(P<0.05)，不同大写字母表示同一种施肥处理不

同 氨 氧 化 微 生 物 amoA 基 因 丰 度 差 异 显 著

(P<0.05). CK：不施肥处理；N：施加氮肥处理；

AOA：氨氧化古菌；AOB：氨氧化细菌；COMXA：

完全氨氧化菌 A 支系；COMXB：完全氨氧化菌 B
支系. 下同 
Figure 1  Effects of long-term nitrogen fertilizer 
addition on the abundance of soil ammonia-oxidizing 
microorganisms in the field experiment. Different 
lowercase letters in the figure indicate significant 
differences in the abundance of the amoA gene of 
the same ammonia-oxidizing microorganisms 
among different fertilization treatments (P<0.05). 
Different uppercase letters indicate significant 
differences in the abundance of the amoA gene of 
the same ammonia-oxidizing microorganisms within 
the same fertilization treatment (P<0.05). CK: No 
fertilization treatment; N: Nitrogen fertilization 
treatment; AOA: Ammonia-oxidizing archaea; AOB: 
Ammonia-oxidizing bacteria; COMXA: Comammox 
Clade A; COMXB: Comammox Clade B. The same 
below. 

 
15.7%和 19.3%，而 10 d 后 NH4

+-N 含量分别降

低了 34.4%和 34.3%。本研究发现施加 2 种 NI
对 NH4

+-N 氧化均有明显的抑制作用。 
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图 2  不同硝化抑制剂对土壤 NH₄⁺-N 和 NO3−-N 的影响   不同小写英文字母表示同一种土壤同一培

养时间下不同硝化抑制剂处理间差异显著(P<0.05)，不同大写英文字母表示同一种土壤同一硝化抑制剂

处理不同培养时间下差异显著(P<0.05)；A 和 B：NH₄⁺-N 含量；C 和 D：NO3
−-N 含量. CT：未施加硝

化抑制剂处理；ACE：乙炔处理；DMPP：DMPP 处理. 下同 
Figure 2  Effects of different nitrification inhibitors on soil NH₄⁺-N and NO3

−-N. Different lowercase letters 
in the figure indicate significant differences (P<0.05) among various nitrification inhibitor treatments for the 
same soil at the same cultivation time. Different uppercase letters signify significant differences (P<0.05) for 
the same soil under different cultivation times with the same nitrification inhibitor treatment. A and B: 
NH₄⁺-N content; C and D: NO3

−-N content. CT: No nitrification inhibitors applied; ACE: Acetylene treatment; 
DMPP: DMPP treatment. The same below. 
 

随着培养时间的增加，土壤 NO3
−-N 含量不

断增加，与 0 d 相比，5 d 后 CK 和 N 土样未添

加 NI 的处理中 NO3
−-N 含量分别为 43.80 mg/kg

和 39.37 mg/kg，分别升高了 161.2%和 73.6%；

10 d 后 NO3
−-N 含量分别达到 61.80 mg/kg 和

53.20 mg/kg，升高了 268.7%和 134.4%。另外，

本研究发现施加 2 种 NI 对 NO3
−-N 的累积均有

明显的抑制作用，其中乙炔的抑制效果优于

DMPP (P<0.05)。 

2.3  短期培养下硝化抑制剂对氨氧化微生

物丰度的影响 
由图 3 可以看出，施加 NI 对长期不同施肥

背景下土壤氨氧化微生物丰度的影响显著不

同。在 CK 土壤中，施加乙炔(ACE 处理)显著 
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图 3  不同硝化抑制剂对氨氧化微生物丰度的影响   A 和 B：AOA amoA 基因拷贝数；C 和 D：AOB 
amoA 基因拷贝数；E 和 F：COMXA amoA 基因拷贝数；G 和 H：COMXB amoA 基因拷贝数 
Figure 3  Effects of nitrification inhibitors on the abundance of ammonia-oxidizing microorganisms. A and 
B: AOA amoA gene copy numbers; C and D: AOB amoA gene copy numbers; E and F: COMXA amoA gene 
copy numbers; G and H: COMXB amoA gene copy numbers. 



 
常钰海 等 | 短期培养下硝化抑制剂对黑土氨氧化微生物丰度和硝化作用的影响 5045 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

降低了除 COMXA 以外的氨氧化微生物丰度

(P<0.05)，而施加 DMPP 仅对 AOB 和培养 5 d
的 COMXB 有显著抑制(P<0.05)。相反，在 N 土

壤中，除 DMPP 对 AOB 和 COMXA 有显著抑

制外，乙炔和 DMPP 对几种氨氧化微生物丰度

均无显著影响。所有处理中，仅有未添加 NI (CT
处理)的 CK 土壤中 AOB amoA 基因丰度随着培

养时间显著增加。 
在 2 种土壤(CK 和 N)短期培养过程中，相

较于 DMPP 处理，无 NI 处理和 ACE 处理 AOA

和 AOB 比值均显著降低(图 4)，而 DMPP 作用

下两者比值则保持不变。相反，COMXA 和

COMXB 比值在无 NI 处理和乙炔处理中显著升

高，说明 COMXA 类群的相对作用显著增加，

但在 DMPP 作用下两者比值在 2 种土壤中均显

著降低。 

2.4  土壤 NH4+-N 和 NO3−-N 含量与氨氧化

微生物丰度的关系 
将土壤氨氧化微生物基因丰度与 NH4

+-N
和 NO3

−-N 含量进行相关性分析，由图 5A 可以 
 

 
 
图 4  硝化抑制剂对氨氧化微生物丰度比值的影响   A 和 B：CK 和 N 处理 AOA 和 AOB 基因拷贝数

比值；C 和 D：CK 和 N 处理 COMXA 和 COMXB 基因拷贝数比值 
Figure 4  Effect of nitrification inhibitors on the ratio of ammonia-oxidizing microorganisms. A and B: The 
ratio of AOA and AOB gene copies; C and D: The ratio of COMXA and COMXB gene copies. 
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看出，在 CK 土壤中，AOA 和 AOB amoA 基因

丰度与土壤NO3
−-N含量呈显著正相关(P<0.01)，

与土壤 NH4
+-N 含量呈显著负相关(P<0.05)。而

在 N 土壤中，所有氨氧化微生物类群的丰度与

土壤 NO3
−-N 含量相关性均不显著。 

3  讨论 
近年来，探析以 AOA 和 AOB 经典氨氧化

微生物和以 COMX 为代表的新型氨氧化微生

物的生态位分化特征已成为农田生态系统的研

究热点。本研究发现黑土 AOA 的丰度显著高于

其他氨氧化微生物丰度，这与我们以往在红壤、

黑土等结果较为一致[9,33]。同时，长期氮肥输入

的土壤中 AOA 的丰度显著降低，而 AOB 的丰

度显著增加(图 1)，且土壤中 AOA/AOB 的比率

显著降低(图 4)，这一发现与之前的研究结果一

致[34]，主要是由于长期施加氮肥后土壤 NH4
+-N

含量增加，高 NH4
+-N 环境抑制 AOA 但促进

AOB 的生长[35]。CK 和 N 的土壤中施加硫酸铵

后，AOB 的丰度都显著提高，而 AOA 的丰度

并无显著变化，这一结果也支持上述结论。本

研究也发现，COMXA 的丰度显著低于 COMXB
的丰度，这与 Xu 等[36]在中国典型农业土壤中

研究结果相反，原因可能是两者的土壤 NH4
+-N

含量具有显著差异所致。大量研究表明土壤

NH4
+-N 是影响氨氧化微生物生态位分化的重

要 因 素 [14,35] 。 另 外 ， 我 们 发 现 高 氮 土 壤

COMXA/COMXB 比值显著高于低氮土壤，且

短期室内实验中添加外源氮后，随着培养时间

COMXA/COMXB 比值逐渐增加，说明 COMXA
对高铵环境具有偏好，而 COMXB 在高铵环境

生长受限[17]。 
 

 
 
图 5  短期培养实验下氨氧化微生物丰度与土壤 NH4+-N 和 NO3−-N 含量的相关性   A：CK 土壤氨氧

化微生物丰度与土壤 NH4
+-N 和 NO3

−-N 含量相关性；B：N 土壤氨氧化微生物丰度与土壤 NH4
+-N 和

NO3
−-N 含量相关性. *：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 

Figure 5  Relationship between the abundance of ammonia-oxidizing microorganisms, soil NH4
+-N and 

NO3
−-N contents in microcosm. A: Correlation between the abundance of ammonia-oxidizing 

microorganisms with NH4
+-N and NO3

−-N contents in CK soil; B: Correlation between the abundance of 
ammonia-oxidizing microorganisms with NH4

+-N and NO3
−-N contents in N soil. *: P<0.05; **: P<0.01; 

***: P<0.001. 
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已有大量研究表明 NI 通过抑制氨氧化微

生物和亚硝酸氧化菌的活性，降低土壤 NO3
−-N

和 N2O 的生成，减少氮素流失和降低环境污染，

提高氮肥利用效率，增加作物产量[37-38]。本研

究发现，NI (乙炔和 DMPP)的添加会显著降低

土壤中 NH4
+-N 氧化和 NO3

−-N 的累积(图 2)。
这与前人在农业土壤研究结果一致[38-39]，原因

主要分为两点：(1) 乙炔和 DMPP 可以与氨氧

化微生物的氨单加氧酶(AMO)竞争结合，从而

抑制氨氧化微生物活性，减少 NH4
+-N 向

NO2
−-N 的转化[23,38]；(2) 乙炔可以通过抑制亚

硝酸盐氧化菌的活性来减少 NO2
−-N 向 NO3

−-N
的转化[40]。本研究发现在 CK 和 N 土壤中施加

乙炔对 4 种氨氧化微生物丰度都有不同程度的

抑制作用(图 3)，这与 Tan 等[22]在河北、河南和

广州 3 种土壤施加乙炔对 4 种氨氧化微生物都

有抑制作用的结果相似，主要原因在于乙炔作

为短链烃类可以与氨氧化微生物氨单加氧酶活

性位点结合，阻止氨氧化过程的进行[41]。此外，

施加 DMPP 后 AOA/AOB 丰度显著高于其他处

理(图 4)，可能原因是施加 DMPP 会对 AOB 产

生抑制效果，而并未对 AOA 产生抑制效果[22-23]。

虽然对 NI 的研究已经开展较多[37-39,41-42]，但对

不同背景土壤使用的 NI 的抑制机制和差异的

认识还不一致。例如，Zhou 等[38]在黑龙江水稻

土壤中发现 DMPP 仅对 AOB 起抑制作用，但 Tan
等[22]在河北农田发现 DMPP 对 AOB 和 COMX
都起到抑制作用。我们的研究结果发现 DMPP
对 2 种土壤 AOB 均有显著抑制作用，而仅对高

氮土壤 COMXA 起到抑制作用。这种差异的主

要原因在于 NI 在不同的环境中发挥的作用不

同[42]。此外，制定合理的 NI 用量也是今后需要

进一步关注和明确的内容。另外，本研究发现

DMPP 对 NH4
+-N 氧化和 NO3

−-N 生成的抑制效

果明显弱于乙炔，且随着培养时间的增加，抑

制效果逐渐减弱。这与前人的研究结果一致，

主要原因有以下几点：(1) DMPP 与乙炔虽然都

能与 AMO 结合，但 DMPP 与氨单加氧酶结合

是可逆的，因此随着培养天数增加，对硝化作

用抑制效果减弱[42]。(2) 有研究表明乙炔对经

典氨氧化微生物的活性和丰度都有影响，而

DMPP 仅对 AOB 的活性和丰度起抑制作用[43]，

导致 DMPP 的抑制效果不如乙炔。(3) DMPP 在

土壤中抑制作用的稳定性更容易受到土壤理化

因子的影响，因此当土壤环境发生变化的时候

会影响 DMPP 的抑制效果[44]。本研究 N 处理土

壤中由于氮肥长期输入土壤 pH降低了 15.87%，

从而影响了 NI 对微生物丰度的抑制[45]。 
本研究发现短期培养实验 CK 土壤 NO3

−-N
和 NH4

+-N 含量与经典氨氧化微生物(AOA 和

AOB)丰度显著相关(图 5A)，而在 N 土壤中，

两者的相关性并不显著，这可能与长期氮输入

背景下 2 种土壤氨氧化微生物类群的差异及对

外源氮响应的不同有关。同时我们发现 CK 和 N
土壤施加硫酸铵培养 10 d 后，N 土壤中 NO3

−-N
增加的幅度明显低于 CK 土壤(图 2)，进一步说

明 2 种土壤氨氧化微生物的生态位分化特征。

样地黑土受到长达 40 多年的 N 添加，尽管本研

究中 8 月份田间样品 N 处理仅是 CK 处理有效

氮的 1.4 倍，但两者 4 月份的差异高达 3.5 倍[46]。

长期富 N 环境改变了土壤氨氧化微生物的群落

结构，特别是对高铵的敏感菌株(例如 AOA)[24]。

另外也有可能是由于黑土中不同谱系的氨氧化

微生物对不同氮源代谢偏好性差异有关[47]，后

续有待更多的研究证明这一结论。 

4  结论 
(1) 长期施加氮肥显著增加了 AOB 的丰

度，但降低了 AOA 的丰度。 
(2) 施加 NI 会显著降低土壤中 NH4

+-N 消
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耗和 NO3
−-N 生成，乙炔对硝化作用抑制效果显

著高于 DMPP。 
(3) 在 低 氮 土 壤 ， 施 加 乙 炔 会 抑 制 除

COMXA 以外的氨氧化微生物丰度，DMPP 仅

降低 AOB 的丰度，而在高氮土壤中硝化抑制剂

对氨氧化微生物的作用较弱。 
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