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摘　 要: 为探明脱硫废弃物改良盐渍化土壤对微生物群落的影响效果ꎬ 在 ２００９ ~ ２０１０ 年ꎬ 采用田间试验ꎬ 施用不

同量的脱硫废弃物 (０、 ０ ７４、 １ ４９、 ２ ２５、 ３ ００ ｋｇｍ － ２)ꎬ 研究了脱硫废弃物对盐渍化土壤细菌、 氨氧化细菌

和氨氧化古菌的影响ꎮ 试验结果表明: ０ ~ ２０ ｃｍ 土层ꎬ Ｃａ２ ＋ 和 ＮＯ －
３ － Ｎ 含量随着施用量增加而增加ꎻ 土壤 ｐＨ 值、

电导率值显著下降ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ (ｑＰＣＲ) 分析结果表明ꎬ 微生物丰度随着脱硫废弃物的施用发生变化ꎬ
但这种变化并不与脱硫废弃物的施用量呈线性关系ꎮ 在 ０ ~ ２０ ｃｍ 土壤层ꎬ 施脱硫废弃物使得细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

拷贝数处理组显著高于对照组ꎮ 氨氧化古菌与氨氧化细菌基因拷贝数在 Ｔ２ 和 Ｔ４ 处理高于其它处理ꎮ ２０ ~ ４０ ｃｍ
土层各处理间微生物群落没有显著变化ꎬ 或没有出现规律的变化趋势ꎮ 因此ꎬ 脱硫废弃物增加了土壤细菌和氨氧

化功能基因丰度ꎬ 且对上层土壤影响更为显著ꎮ 本研究中施用脱硫废弃物 １ ４９ ｋｇｍ － ２ (Ｔ２) 是引起细菌和氨氧

化功能基因丰度增加的施用量ꎮ
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土壤盐渍化仍然是 ２１ 世纪人类面临的十分突出

的问题ꎮ 据估计ꎬ 全球盐渍化土地每年以 １ × １０６ ~
１ ５ × １０６ ｈｍ２ 的速度在增长[１]ꎮ 我国在人口日益增

长ꎬ 耕地面积减少、 淡水资源匮乏的情况下ꎬ 大量

森林、 草地、 湿地等被开垦为耕地ꎬ 再加上人类不

合理耕作而造成的土壤次生盐渍化ꎬ 使土壤盐渍化

日趋加重ꎬ 大面积改良盐渍化土壤已迫在眉睫ꎮ 宁

夏回族自治区位于西北地区东部、 黄河中上游ꎬ 现

有耕地面积 １２７ 万 ｈｍ２[１]ꎮ １９８５ 年调查资料表明ꎬ
宁夏银北西大滩所属平罗县盐渍化的重度、 中度和

轻度面积分别占 １１ １％ 、 １２ ２％ 和 ２５ ２％ ꎬ 盐渍

化面积占总面积的 ５０％以上[２]ꎮ 土壤盐渍化问题严

重制约着该地区农业综合生产能力的提高、 绿洲生

态系统的建设和农业可持续发展ꎮ 因此ꎬ 宁夏地区

盐渍化土壤作为潜在耕地的后备资源ꎬ 存在巨大的

开发潜力ꎮ
利用脱硫废弃物改良盐渍化土壤是目前土壤改

良中一个行之有效的手段[３ － ４]ꎮ 近年来燃煤电厂引

入烟气脱硫技术以减少 ＳＯ２排放ꎮ 脱硫技术绝大多

数以钙基物质作为吸收剂ꎬ 最终生成一种脱硫副产

物 (脱硫废弃物)ꎬ 其主要成分硫酸钙在盐渍化土

壤中与土壤溶液中的碳酸钠、 碳酸氢钠等发生反

应ꎬ 生产硫酸钠ꎮ 钙离子置换钠离子后ꎬ 一方面形

成钙胶体和有机 － 无机复合体ꎬ 改善土壤团粒结

构ꎬ 提高土壤通透性ꎻ 另一方面降低土壤碱性ꎬ 减

轻钠离子对作物的毒害ꎮ 一些研究结果已表明ꎬ 在

盐渍化土壤中施用脱硫废弃物后ꎬ 降低了土壤 ｐＨ
值、 电导率值、 碱化度等理化性质[５]ꎬ 增加作物产

量[６ － ７]ꎬ 增强作物的抗逆性等ꎮ
土壤微生物是农田生态系统的重要组成部分ꎬ

在土壤有机质分解、 腐殖质形成以及土壤养分转化

和循环过程中具有重要作用ꎬ 土壤微生物的组成和

变化是评价土壤质量、 维持土壤肥力和作物生产力

的重要指标[８]ꎮ
在土壤氮、 磷和钾等营养元素含量变化的同

时ꎬ 土壤微生物的多样性、 尤其某些特定的功能微

生物的数量也在不断变化ꎮ 由于与土壤氮循环密切
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相关的功能微生物 － 氨氧化细菌 (ａｍｍｏｎｉａ － ｏｘｉｄｉ￣
ｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ＡＯＢ) 和氨氧化古菌 (ａｍｍｏｎｉａ － ｏｘｉ￣
ｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａꎬ ＡＯＡ)ꎬ 与土壤直接具有特定的响应

特性ꎬ 可以作为理想的模式微生物ꎬ 并且不同施肥、
改良措施处理对土壤氨氧化微生物丰度和群落多样性

影响的研究已经成为表征土壤环境变化的指标之一[９]ꎮ
施用脱硫废弃物在增加作物生产力和改善土壤

环境质量的同时ꎬ 也会对土壤的物理、 化学和生物

学活性产生影响ꎮ Ｓｉｄｄａｒａｍａｐｐａ 等[１０]通过短期的培

养实验发现土壤总氮与脱硫废弃物的施用量呈显著

正相关ꎬ 这可能是由于脱硫废弃物中含有少量的氮

素ꎮ 这些变化会对土壤微生物产生影响ꎬ 同时土壤

微生物又会对环境的变化产生响应ꎬ 直接的表现就

是微生物的丰度和群落结构多样性的变化ꎮ 由于进

入土壤中的铵态氮至少经历一次硝化过程ꎬ 以氨氧

化微生物模式ꎬ 运用定量 ＰＣＲ 方法测定环境中氨氧

化细菌、 氨氧化古菌和细菌的丰度对于评价氨氧化

微生物在土壤中的生态功能具有重要的生物进化意

义ꎻ 此外ꎬ 为盐渍化土壤的改良利用和可持续性发

展、 盐渍化土壤演变规律等的研究提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究区概况

试验基地位于宁夏银北地区平罗县境内的西大

滩蝶形洼地ꎬ 东经 １０６°１３′ ~ １０６°２６′ꎬ 北纬 ３８°４５′ ~
３８°５５′ꎬ 海拔 １ ０９１ ~ １ １０２ ｍꎬ 年均降水量 １７２ ５
ｍｍꎬ ７、 ８、 ９ 三个月降水量占 ６６ ６％ ꎬ 年平均蒸

发量达 １ ７５５ ｍｍꎬ 全年平均相对湿度 ５６％ ꎬ 年平

均日照时数 ２ ８００ ~ ３ ２００ ｈꎬ 年均气温 ８ ５℃ꎬ 昼夜

温差 ８ ~ １５℃ꎬ 极端最高气温 ３０℃ꎬ 极端最低气温

－ ２５℃ꎻ 全年无霜期 １５５ ｄꎮ ２０１０ 年 ８ 月采集土壤

样品ꎬ 试验区内主要有灰钙土、 浅色草甸土、 灌淤

土、 盐土、 湖土、 白僵土、 鸡粪土、 新积土、 沙丘

沙地土ꎮ 采样季试验样地气候条件: 月降水量 ２９ ~
７３ ｍｍꎬ 蒸发量 ２００ ８ ｍｍꎻ 月平均气温为 ２０ ６ ~
２１ ８℃ꎻ 土壤 ０ ~ １ ｍ 土层内 含 水 量 ７ ６％ ~
１９ １％ ꎬ ０ ~ ４０ ｃｍ 土层内土壤温度 ２２ ３ ~ １９ ０℃ꎬ
供试土壤为白僵土ꎬ 其理化性质见表 １ꎮ

表 １　 供试土壤理化性质[１１]

土壤层

(ｃｍ)

有机质

(ｇｋｇ － １)

全氮

(ｇｋｇ － １)

碱解氮

(ｍｇｋｇ － １)

有效磷

(Ｐꎬｍｇｋｇ － １)

速效钾

(Ｋꎬｍｇｋｇ － １)

容重

(ｇｃｍ － ３)
ｐＨ 值

电导率值

(ｍＳｃｍ － １)

碱化度

(％ )

０ ~ ２０ ４ ５６ ０ ２５ ７ ４０ ６ ３１ １２１ １ ５７ ９ ５８ ３ ７５ ２８ ６

２０ ~ ４０ ４ ０１ ０ ２２ ８ ９１ ５ ０１ １１６ １ ５１ ９ ６０ ４ ７５ ２７ １

１ ２　 脱硫废弃物成分

脱硫废弃物 (ｐＨ ＝７ １) 来源于宁夏马莲台电厂ꎬ
由中国科学院南京土壤研究所土壤与环境分析测试中

心进行分析ꎮ 检测结果: 脱硫废弃物的主要成分为硫

酸钙 (ＣａＳＯ４２Ｈ２Ｏ ９２８ １ ｇｋｇ －１)ꎬ 其主要组分类

似天然石膏ꎬ 其中还含有 Ｎａ２Ｏ (２ ３ ｇｋｇ －１)ꎬ Ｋ２Ｏ
(０ １５ ｇｋｇ －１)ꎬ ＭｇＯ (１ ９ ｇｋｇ －１)ꎬ Ｃｌ (０ ３ ｇ
ｋｇ －１)ꎬ Ａｓ (６ ９３ ｇｋｇ －１)ꎬ Ｈｇ (０ ３４ ｇｋｇ －１)ꎬ Ｐｂ
(３２ ｇｋｇ －１)ꎬ Ｃｒ (２３ ９９ ｇｋｇ －１)ꎬ Ｃｄ (０ ０８ ｇ
ｋｇ －１)[７]ꎮ 经过洗涤和滤水处理的脱硫废弃物含有

１０％ ~２０％的游离水ꎬ 颗粒细小松散均匀ꎬ 粒径 ３０ ~
６０ μｍꎬ 纯度 ９０％ ~９５％ [１２]ꎮ
１ ３　 研究方法

１ ３ １　 试验设计

试验样地建立于 ２００８ 年 １１ 月ꎮ 采用随机区组

设计ꎬ 共设置有 ５ 个处理ꎬ 分别为施用脱硫废弃物

０、 ０ ７４、 １ ４９、 ２ ２５、 ３ ００ ｋｇｍ － ２ꎬ 分别表示为

ＣＫ、 Ｔ１、 Ｔ２、 Ｔ３、 Ｔ４ꎮ 每个处理设 ３ 次重复ꎬ 总

共 １５ 个小区ꎬ 每个小区面积 １０ ｍ ×８ ｍꎬ 分成 ３ 行

５ 列ꎬ 小区间距 １ ｍꎬ 保护行宽 ４ ｍꎮ 在撒施脱硫废

弃物前清除试验小区样地上的原始植被ꎮ 于 ２００８
年 １０ 月结合整地冬灌将脱硫废弃物一次性均匀施

于地表ꎬ 旋耕深翻 ２０ ｃｍꎬ 使其与土壤充分混匀ꎮ
灌水 ２ ２２５ ｍ３ ｈｍ － ２ꎮ 在每年 ４ 月人工播种油葵

(富葵 １ 号ꎬ 播种量 ０ ０７５ ｋｇｋｍ － ２ )ꎬ 行距 ５０
ｃｍꎬ 株距 ２５ ~ ３０ ｃｍꎮ 全生育期灌水 ２ 次ꎬ 每次灌

水 ２ ２２５ ｍ３ｈｍ － ２ꎬ 各小区单排单灌ꎬ 其他田间管

理按常规进行ꎮ
１ ３ ２　 样品采集

２００９ ~ ２０１１ 年 ８ 月中下旬油葵生长末期在

０ ~ ２０、 ２０ ~ ４０ ｃｍ 两个土层取样ꎬ 用 ５ ｃｍ 土钻每

个处理随机采集 ５ 个点混成一个样品ꎮ 土样立即

过 ２ ｍｍ 筛除去较大的根系和石砾ꎬ 随后样品收入

封口袋ꎬ 置于冷藏箱中 (约 ４℃) 带回实验室备

用ꎮ 每个混合土壤样品分为 ３ 个小样品分别置于
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实验室 ４、 － ２０℃ 和风干状态条件下保存ꎮ 保存

在 ４℃条件下的土样用于土壤无机氮的分析ꎻ 保

存在 － ２０℃ 条件下的土样用于测定微生物数量

(定量 ＰＣＲ 分析)ꎻ 风干土样用于土壤理化性质测

定分析ꎮ
１ ３ ３　 测定项目与方法

１ ３ ３ １　 土壤理化性质测定 　 取土样烘干称重ꎬ
计算含水量 (％ )ꎻ ｐＨ 值采用 ｐＨ 计法测定ꎬ 土水

比为 １∶ ２ ５ꎮ 土壤电导率值用电导率仪测定ꎬ 土水

比为 １∶ ５ꎻ 土壤有机碳和全氮分别采用重铬酸钾外

加热法[１３]和凯氏定氮法测定ꎻ 无机氮采用 ＫＣｌ 浸
提法测定ꎮ
１ ３ ３ ２　 ＤＮＡ 提取 　 每个样品取 ０ ５ ｇ 土样提取

ＤＮＡꎬ 本试验采用土壤基因组 ＤＮＡ 提取 (试剂盒

ＦａｓｔＤＮＡ ® ＳＰＩＮ Ｋｉｔ Ｆｏｒ Ｓｏｉｌ) 试剂盒提取土壤微生

物基因组 ＤＮＡꎬ 按说明书操作步骤进行ꎮ
１ ３ ３ ３　 定量 ＰＣＲ 分析　 反应体系: 本研究共有

３ 个目标基因ꎬ 分别为细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、 氨氧

化细菌和氨氧化古菌的 ａｍｏＡ 基因ꎬ 所用的引物具体

信息详见表 ２ꎮ 引物的合成由英骏生物工程 (上海)
有限公司完成ꎮ 所有反应中添加 ０ ４ ｍｇｍＬ －１牛血

清蛋白 (ＢＳＡ) (用于减少杂质对 ＰＣＲ 反应的抑制

作用) 和 １ ２ μＬ 的 ＤＮＡ 模板ꎮ 细菌、 氨氧化细

菌、 氨氧化古菌使用 ＳＹＢＲ (Ｒ) Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ
(ＴａｋａＲａꎬ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ) 试剂盒ꎬ 反应条件和引物

序列参见表 ２[１４ － １６]ꎮ

表 ２　 定量 ＰＣＲ 的引物和反应条件

扩增目标 引物 序列 (５′ － ３′) 扩增长度 (ｂｐ) 反应条件

细菌 ３４１Ｆ ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧ[１４] ２００

５３４Ｒ ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ

　 ９５℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环 ９５℃ ３０ ｓꎬ ６０℃ ３０ ｓꎬ
７２℃ ３０ ｓ

氨氧化细菌 ａｍｏＡ１Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ[１５] ４９１

ａｍｏＡ２Ｒ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

　 ９５℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ ４０ 个循环 ９５℃ １５ ｓꎬ ５３℃ ３０ ｓꎬ
７２℃ ４５ ｓꎬ ８０℃ ２０ ｓꎬ ７２℃ ６０ ｓ

氨氧化古菌 ａｒｃｈ － ａｍｏＡＦ ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ[１６] ６３５

ａｒｃｈ － ａｍｏＡＲ ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴＣＣＡ

　 ９５℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ ４０ 个循环 ９５℃ １５ ｓꎬ ５５℃ ３０ ｓꎬ
７２℃ ４５ ｓꎬ ８０℃ ２０ ｓꎬ ７２℃ ６０ ｓ

Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应在型号为 ｉＱ５ (Ｂｉｏ － ｒａｄꎬ
ＵＳＡ) 机器上运行ꎬ 反应程序参见表 ２ꎮ 由于聚合

酶的原因ꎬ 细菌的扩增采用 ３５ 个循环ꎬ 用于扣除

阴性对照的荧光背景值ꎬ 其余几个反应均采用 ４０
个循环ꎮ 细菌和氨氧化细菌的 ＰＣＲ 产物用 １ ０％的

琼脂糖凝胶电泳检测特异性ꎮ 在 ８３℃收集氨氧化古

菌的反应荧光信号ꎬ 以防止由于引物二聚体的存在

所引起的误差 (Ｈｏｒｚ ｅｔ ａｌ ２００４)ꎬ 反应完成后设置

溶解曲线用以检验产物的特异性ꎬ 其程序为 ５５℃至

９９℃之间ꎬ 每 ０ ５℃读数ꎬ 其间停留 １０ ｓꎮ 起始模

板浓度由 Ｃｔ 值确定ꎮ 数据分析采用 ｉＣｙｃｌｅｒ 软件

(ｖｅｒｓｉｏｎ １ ０ １３８４０ ０ ＣＲ)ꎮ
标准曲线的制作: ①提取土壤 ＤＮＡ (ＦａｓｔＤＮＡ

® ＳＰＩＮ Ｋｉｔ Ｆｏｒ Ｓｏｉｌ 试剂盒)ꎮ ②应用特异性引物扩

增目标片段和反应条件见表 ３ꎬ 即为 ３４１Ｆ / ５３４Ｒꎻ
氨氧化细菌 ａｍｏＡ － １Ｆ / ａｍｏＡ － ２Ｒꎻ 氨氧化古菌

ａｍｏＡＦ / ａｍｏＡＲꎻ ③所得 ＰＣＲ 产物经切胶纯化连接

在 ｐＧＥＭ － Ｔ Ｅａｓｙ 载体 ( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ Ｃｏｒｐ. ꎬ Ｍａｄｉ￣
ｓｏｎꎬ Ｗｉｓ. )ꎬ 然后克隆到大肠杆菌 ＪＭ１０９ ( Ｔａｋａ￣
Ｒａ)ꎬ 所获得的蓝白斑平板采用 Ｔ７ / ＳＰ６ 通用引物鉴

表 ３　 普通 ＰＣＲ 的引物和反应条件

扩增目标 引物 序列 (５′ － ３′) 扩增长度 反应条件

细菌 ３４１Ｆ
５３４Ｒ

ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧ[１４]

ＡＴＴ ＡＣＣ ＧＣＧ ＧＣＴＧＣＴ ＧＧ

２００ 　 ９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ ３０ 个循环 ９４℃ ６０ ｓꎬ
５６℃ ３０ ｓꎬ ７２℃ １ｍｉｎꎬ ７２℃ １０ ｍｉｎ

氨氧化细菌 ａｍｏＡ － １Ｆ
ａｍｏＡ － ２Ｒ

ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ[１５]

ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

４９１ 　 ９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环 ９４℃ ３０ ｓꎬ
５０℃ ６０ ｓꎬ ７２℃ ３ｍｉｎꎬ ７２℃ １０ ｍｉｎ

氨氧化古菌 ａｒｃｈ － ａｍｏＡＦ
ａｒｃｈ － ａｍｏＡＲ

ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ[１６]

ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴＣＣＡ

６３５ 　 ９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环 ９４℃ ３０ ｓꎬ
５３℃ ３０ ｓꎬ ７２℃ １ｍｉｎꎬ ７２℃ １０ ｍｉｎ

—３４—
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定阳性克隆子并送交测序ꎻ ④所得克隆子经 ＬＢ ＋
Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 培养基 ３７℃过夜培养ꎬ 采用 ＭｉｎｉＢＥＳＴ 质

粒纯化试剂盒 ( ＴａＫａＲａ) 提取质粒ꎬ 并用 Ｎａｎｏ￣
ｄｒｏｐ 测定质粒浓度ꎻ ⑤将质粒进行 １０ 倍梯度系列

稀释制作标准样品和待测样品一起扩增ꎬ 根据所得

标准曲线计算出样品中的基因拷贝数ꎬ 最后以基因

拷贝数每克干土为单位进行分析ꎮ
１ ３ ４　 数据分析

用单因素方差分析每年、 每个土层和每个处

理定量 ＰＣＲ 的结果ꎮ 用 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ － Ｓｍｉｒｎｏｖ 方

法检测数据是否符合正态分布ꎮ 如检测到不符合正

态分布将数据进行对数转换ꎮ 单因素方差分析采用

ＳＰＳＳ １６ ０ 软件ꎮ 为了进一步调查是哪些变量影响土

壤微生物量和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数ꎬ 以微生物生物

量或 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数作为因变量ꎬ 土壤水分、
ｐＨ 值、 总有机碳、 总氮、 Ｃ / Ｎ、 ＮＨ ＋

４ － Ｎ、 ＮＯ －
３ － Ｎ、

Ｃａ２ ＋ 和 Ｎａ ＋ 作为自变量进行逐步多元回归分析ꎮ 逐步

回归所用到的分析软件为 ＳＡＳ ８ １ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 土壤理化性质的变化

２００９ 年各土层土壤理化性质见表 ４ꎮ 在 ０ ~ ２０
ｃｍ 土层ꎬ 土壤 ｐＨ 值随着脱硫废弃物的施用量增加

逐渐降低ꎬ 在 ２０ ~ ４０ ｃｍ 土层没有随着脱硫废弃物

的施用出现线性变化ꎮ 在 ０ ~ ２０ ｃｍ 土层ꎬ 土壤有

机碳在 Ｔ２ 处理组最低ꎮ 在两个土层中没有发现土

壤 Ｃ / Ｎ 随着脱硫废弃物施用梯度发生线性变化ꎮ 其

他的理化因子没有显著的变化ꎮ
２０１０ 年各土层土壤理化性质见表 ５ꎮ 土壤 ｐＨ

值的变化趋势与 ２００９ 年一致ꎮ 在 ０ ~ ２０ ｃｍ 土层土

壤电导率值在施用脱硫废弃物后 Ｔ３ 比对照下降

６７％ꎮ 土壤无机氮在施用脱硫废弃物后 (ＮＨ ＋
４ － Ｎ、

ＮＯ －
３ － Ｎ) 分别增加了 ８％ ~ ３３％ ꎬ ６４％ ~ ２９０％ ꎮ

土壤电导率值和无机氮的变化没有随着脱硫废弃物

的施加而呈线性关系ꎮ 在 ２０ ~ ４０ ｃｍꎬ 土壤 Ｃ / Ｎ、
有机碳、 ＮＯ －

３ － Ｎ 随着脱硫废弃物施用量增加而呈

梯度增加ꎮ 脱硫废弃物对其他一些理化因子影响不

显著ꎮ
２ ２　 土壤细菌、 氨氧化古菌和氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基

因数量变化

２００９ 年和 ２０１０ 年各土层土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因拷贝数见图 １ꎮ ２００９ 年ꎬ 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷

贝数变化范围是 ３ ９３ × １０６ ~ １ ９１ × １０７拷贝数每克

干土之间ꎮ 在 ０ ~ ２０ ｃｍ 土层ꎬ 细菌基因拷贝数在

Ｔ３ 和 Ｔ４ 处理组中显著的高于其他处理组ꎮ ２０ ~ ４０
ｃｍ 土层ꎬ 各处理间没有显著差异ꎮ

２０１０ 年细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数变化范围

８ ５１ × １０５ ~ １ ８３ × １０８ 拷贝数每克干土 (图 １)ꎮ
０ ~ ２０ ｃｍ 土层ꎬ 细菌基因拷贝数在 Ｔ１、 Ｔ２、 Ｔ３、
Ｔ４ 显著高于对照组ꎬ 但在 Ｔ１ － Ｔ４ 处理组间没有显

著的差异ꎮ 在 ２０ ~ ４０ ｃｍ 土层ꎬ 各处理间没有显著

差异ꎮ ０ ~ ２０ ｃｍ 土层ꎬ 细菌基因拷贝数高于 ２０ ~
４０ ｃｍ 土层ꎮ

氨氧化古菌和氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因均采用

ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎⅠ检测ꎮ 所有样品均被成功扩增ꎬ 重复

间 Ｃｔ 值大于 ０ ５ 的给予舍弃ꎮ 氨氧化古菌和氨氧化

细菌标准曲线的扩增效率均大于 ９０％ ꎬ 标准曲线的

线性关系 ｒ 大于 ０ ９９ꎮ
２００９ 年和 ２０１０ 年各土层氨氧化古菌和氨氧化

细菌的 ａｍｏＡ 基因拷贝数见图 ２ꎮ ２００９ 年氨氧化古

菌的变化范围在 ２ ５９ × １０４ ~ １ ４１ × １０５拷贝数每克

干土之间ꎬ 氨氧化细菌的变化范围 ４ ４９ × １０３ ~
７ ３６ × １０４拷贝数每克干土之间ꎮ 在 ０ ~ ２０ ｃｍ 土层ꎬ
氨氧化古菌呈增长趋势ꎬ 其中 Ｔ４ 处理组显著高于

ＣＫ、 Ｔ１、 Ｔ３ 处理组ꎮ 氨氧化细菌在 Ｔ２ 和 Ｔ３ 处理

组显著减少ꎮ 在 ２０ ~ ４０ ｃｍ 土层ꎬ 氨氧化古菌高于

氨氧化细菌ꎮ 另外ꎬ 氨氧化古菌在 Ｔ４ 处理组显著

低于其他处理组ꎻ Ｔ２、 Ｔ３、 Ｔ４ 氨氧化细菌显著低

于其他处理ꎮ
２０１０ 年 (图 ２) ꎬ ０ ~ ２０ ｃｍꎬ 在 Ｔ２ 处理组中

氨氧化古菌基因拷贝数高于其他组ꎬ 氨氧化细菌

也得到一致的结果ꎮ 氨氧化细菌在对照组、 Ｔ１、
Ｔ２ 和 Ｔ４ 处理组高于 Ｔ３ 处理组ꎮ 氨氧化古菌的

变化范围在 ２ ４７ × １０ ４ ~ ５ ４１ × １０ ５ 拷贝数每克

干土之间ꎬ 氨氧化细菌的变化范围 １ ３２ × １０ ３ ~
７ ４９ × １０ ４拷贝数每克干土之间ꎮ 在 ２０ ~ ４０ ｃｍ
土层ꎬ 各处理组的氨氧化古菌均高于氨氧化

细菌ꎮ
２ ３ 　 土壤理化因子与土壤微生物群落相关性的

分析

２００９ 年和 ２０１０ 年土壤理化因子和土壤微生物

群落相关性分析结果见表 ６ꎮ ２００９ 年ꎬ 氨氧化古菌

ａｍｏＡ 基因拷贝数与土壤水分呈正相关ꎬ 与电导率

值呈负相关ꎮ 氨氧化细菌 ａｍｏＡ 基因拷贝数与电导

率值和有机碳呈显著正相关ꎬ 与土壤水分和 Ｃａ２ ＋ 浓

度呈负相关ꎮ
—４４—
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图 １　 ２００９ 年和 ２０１０ 年不同施脱硫废弃物处理下土壤细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数

注: 柱形图上方的大、 小写字母分别表示 ２０１０ 年、 ２００９ 年在方差分析中 ０ ０５ 水平的差异显著性ꎮ

图 ２　 ２００９ 年和 ２０１０ 年不同脱硫废弃物处理下氨氧化古菌和氨氧化细菌的 ａｍｏＡ 基因拷贝数

注: 柱形图上方的大、 小写字母分别表示每种菌、 每年在方差分析中 ０ ０５ 水平的差异显著性ꎮ

表 ６　 ２００９ 年和 ２０１０ 年影响微生物群落的理化因子

年份 微生物群落 理化因子变量 ｒ２ ± Ｆ Ｐ

２００９ 氨氧化古菌 土壤含水量 ０ ４４ ＋ ２２ ２１ < ０ ０００ １

电导率值 ０ ５９ － ９ ７５ ０ ００

Ｃ / Ｎ ０ ６９ ＋ ８ ８８ ０ ０１

氨氧化细菌 电导率值 ０ ２２ ＋ ７ ９５ ０ ０１

Ｃａ２ ＋ ０ ４３ － ９ ５８ ０ ０４

土壤有机碳 ０ ５３ ＋ ６ ００ ０ ０２

土壤含水量 ０ ６１ － ５ １８ ０ ０３

细菌 ｐＨ 值 ０ ３５ － １５ １６ ０ ００

Ｃ / Ｎ ０ １０ ＋ ４ ６４ ０ ０４

２０１０ 氨氧化细菌 土壤含水量 ０ ７０ － ５ ８２ ｐ < ０ ０００ １

ＮＨ ＋
４ － Ｎ ０ ６３ ＋ ７ １９ ０ ０５

Ｃ / Ｎ ０ ７５ － ５ １２ Ｐ < ０ ０００ ６

细菌 总氮 ０ ６７ ＋ ５１ ８ ｐ < ０ ０００ １

ＮＨ ＋
４ － Ｎ ０ １０ ＋ １１ ０７ ０ ００

注: 以 Ｐ 值 ０ ０５ 为评定标准ꎮ
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２０１０ 年ꎬ 细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数与土壤

总氮和 ＮＨ ＋
４ － Ｎ 含量呈显著正相关ꎮ 氨氧化细菌与

土壤水分、 Ｃ / Ｎ 呈显著负相关ꎬ 与土壤 ＮＨ ＋
４ － Ｎ 含

量呈显著正相关ꎮ

３　 讨论

氨单加氧酶功能基因 ａｍｏＡ 在泉古菌中的发现ꎬ
使研究者开始关注古菌在各种生态系统氨氧化过程

中所起的作用ꎮ 现已探明氨氧化古菌广泛分布于海

洋水相和陆地土壤等环境中[１８]ꎮ 本研究对不同脱

硫废弃物施用量处理下土壤氨氧化细菌和氨氧化古

菌的 ａｍｏＡ 基因拷贝数进行了比较分析ꎬ 结果在０ ~
２０ ｃｍ 土层ꎬ 氨氧化细菌的 ａｍｏＡ 基因拷贝数要显

著高于氨氧化古菌ꎬ 预示着其在氨氧化过程中的潜

在作用ꎮ 从 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的结果显示ꎬ 在施用脱

硫废弃物的第一年 (２００９ 年)ꎬ 氨氧化细菌 ａｍｏＡ
基因拷贝数随着施用量的增加呈先降低后升高ꎬ 但

是施用量最高的 Ｔ４ 处理组和 ＣＫ 之间差异不显著ꎬ
这表明ꎬ 第一年施用脱硫废弃物对氨氧化细菌的影

响不大ꎮ 土壤氨氧化细菌适宜生长的 ｐＨ 值范围为

７ ０ ~ ８ ０ꎬ 而在 ｐＨ 值小于 ６ 或者大于 ９ 的范围内ꎬ
氨氧化能力就会受到影响[１９]ꎮ 由此可以推测ꎬ 短

期施用脱硫废弃物对土壤 ｐＨ 值的影响不大ꎬ 从而

对氨氧化细菌的影响也较小ꎮ 分析 ２００９ 年的结果

发现ꎬ 土壤电导率值与氨氧化古菌和氨氧化细菌的

ａｍｏＡ 的基因拷贝数都具有显著的相关性ꎬ 表明土

壤盐分 (电导率值) 是氨氧化微生物的重要影响因

子ꎮ 在 ２００９ 年ꎬ 氨氧化细菌与土壤中 Ｃａ２ ＋ 呈显著

的负相关ꎬ 这主要是由于脱硫废弃物中含有大量的

可溶性盐分和微量元素ꎬ 在脱硫废弃物施入之初会

抑制土壤氮循环[２０ － ２１]ꎬ 对氮循环的抑制势必会影

响到氨氧化细菌的丰度ꎮ 但是在 ２０１０ 年ꎬ 研究发

现氨氧化细菌丰度随着施用年限的增加而增加ꎬ 这

证明长期施用脱硫废弃物能够改善土壤的营养元素

的含量[２２ － ２３]ꎮ
试验结果表明ꎬ ２００９ 年 ０ ~ ２０ ｃｍ 土层细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数随着施用脱硫废弃物数量的

增加而显著增加ꎬ 在 ２０１０ 年基本保持了相同的变

化趋势ꎮ 进一步进行逐步回归分析发现ꎬ 施用脱硫

废弃物第一年ꎬ 土壤 ｐＨ 值与细菌的基因拷贝数呈

显著负相关ꎮ 这表明脱硫废弃物所引起的盐碱地土

壤 ｐＨ 值的降低有利于微生物的生长繁殖ꎬ 进而会

引起土壤微生物量的增加ꎮ 另外一些研究结果表

明ꎬ 在酸性土壤中ꎬ 低的土壤 ｐＨ 值会抑制微生物

的活性和生长ꎬ 从而导致微生物量的降低[２４ － ２５]ꎮ
因此ꎬ 土壤微生物对脱硫废弃物如何响应也是由土

壤类型决定的ꎮ 在 ２０ ~ ４０ ｃｍ 土层ꎬ 各个处理间细

菌在两年间的变化差异不显著ꎬ 这表明ꎬ 脱硫废弃

物的施用对深层土壤微生物群落的影响相对要小于

表层土壤ꎮ
在本研究中ꎬ 土壤总氮与 ２０１０ 年 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因拷贝数呈显著正相关ꎮ 这与已有的研究结果一

致ꎬ Ｍｕｒｐｈｙ 等[２６]报道指出土壤总氮与微生物量呈

正相关ꎮ 同时ꎬ ２０１０ 年试验结果发现氨氧化细菌

ａｍｏＡ 基因拷贝数与无机氮 (ＮＯ －
３ － Ｎꎬ ＮＨ ＋

４ － Ｎ)
显著正相关ꎮ 以上结果表明ꎬ 在本研究样地无机氮

对于土壤微生物来说是非常重要的氮源ꎬ 脱硫废弃

物的施加缓解了该地区的氮素限制ꎬ 刺激微生物的

生长ꎮ 土壤盐碱化往往会导致土壤有机碳和氮素偏

低[２７ － ２８]ꎮ 土壤微生物生长与活动可能会不同程度的

受到碳或氮的限制[２９]ꎮ 外源性氮素的添加会引起土

壤微生物生物量、 活性和种群结构的变化[３０ － ３１]ꎮ
从本研究结果可看出ꎬ 脱硫废弃物的施用能显

著改良盐渍化土壤ꎬ 并对细菌和氨氧化微生物产生

影响ꎮ 施用量以 Ｔ２ 的效果最为明显ꎬ 因此引起微

生物群落响应的脱硫废弃物施用量阈值为 １ ４９
ｋｇｍ － ２ (Ｔ２)ꎮ 但细菌 １６Ｓ ｒ ＲＮＡ 基因拷贝数在

Ｔ１ ~ Ｔ４ 处理间差异不显著ꎬ 因此脱硫废弃物的施

用量可能不是一个精确值ꎬ 而是一个范围ꎬ 王

彬[１２]和李凤霞[３２] 等的研究即证实了这一点ꎮ 从本

研究结果来看ꎬ 最佳施用范围应该在 １ ４９ ~ ３ ００
ｋｇｍ － ２ (Ｔ２ ~ Ｔ４) 之间ꎮ
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