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摘　要：水氮措施影响设施土壤氮素的转化及硝化微生物活性，但水氮耦合对设施土壤自养和异养硝化作用差

异的影响尚不明确。以连续 8 年设施水氮耦合田间定位试验土壤为研究对象，控制不同土壤田间持水量（WHC）

（40%WHC、60%WHC 和 80% WHC）进行室内微宇宙培养试验，通过添加乙炔抑制剂抑制自养硝化途径，研究水

氮耦合对设施土壤自养和异养硝化速率及参与自养硝化的氨氧化微生物的影响，分析氨氧化微生物氨氧化古细菌

（AOA）和氨氧化细菌（AOB）对自养硝化作用的贡献。结果表明，水氮耦合下，不同硝化途径 NH4
+-N、NO3

--N 

含量以及参与自养硝化的 AOA amoA 和 AOB amoA 基因拷贝数均有显著差异。无乙炔培养 7 d 后，NO3
--N 含

量显著增加，而 NH4
+-N 含量显著降低，AOA amoA 和 AOB amoA 的基因丰度显著增加。添加乙炔后，NO3

--N、

NH4
+-N 含量基本保持恒定，AOA amoA 和 AOB amoA 基因丰度显著减少。水氮耦合显著影响自养和异养硝化速

率，冗余分析（RDA）表明，NH4
+-N 含量、AOB amoA、NO3

--N-C2H2、AOA amoA 可分别解释自养和异养硝化速

率变异的 68.9%、34.9%、32.8% 和 24.4%。设施土壤存在自养硝化和异养硝化两种途径，60% ～ 80%WHC 各施

氮处理均以自养硝化为主，占总硝化速率的 65% ～ 86%；仅 40%WHC 下，氮纯养分量 300 和 525 kg·hm-2 处理

以异养硝化为主，占总硝化速率的 61% ～ 77%。AOB 和 AOA 共同驱动自养硝化，且 AOB 贡献更大。
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硝化作用是维持全球陆地和海洋生态系统氮素

循环的重要过程［1-2］，它决定着土壤氮素在还原和

氧化态之间的平衡［3］，与氮素损失密切相关。虽

然近年来在陆地氮素循环中发现了单步硝化作用，

但通常认为传统硝化作用主要包括自养和异养两种

硝化途径［4］，自养硝化中氨氧化过程是限速步骤，

是氨在化能自养型微生物的作用下由氨氧化细菌

（AOB）和氨氧化古细菌（AOA）参与完成［5］，而

异养硝化是有机态氮在真菌或 NH4
+-N 在异养硝化

微生物作用下完成［6］。土壤自养和异养硝化占总硝

化的相对贡献除了受农田管理措施影响外，还取决

于土壤环境条件，尤其是水分条件、施氮量、酸碱

度以及碳氮比等［7-8］。

已有研究表明，提高设施土壤肥力能显著提高

硝化速率［9］。氮肥用量及品种均直接影响硝化过

程，表现为增施氮肥促进硝化作用发生，一般硝

化速率与施氮量呈正相关关系［10-11］。而在长期高

氮投入的设施菜地中，土壤 90% 以上的氮素以有

机态形式存在，无机态氮的利用率低，土壤硝化

速率则表现为随无机氮用量的增加而降低［12］。此

外，长期的干湿交替可以显著促进连续集约栽培设

施土壤的硝化作用［13］。土壤水分含量通过影响微

生物数量和种群结构变化进而调控土壤氮素转化途 

径［14］，这也是影响土壤硝化作用的重要因素。研

究表明，50% 土壤孔隙含水量（WFPS）时，以异

养硝化为主，而 50% ～ 70%WFPS 时，自养硝化

随土壤湿度的增加而增加，可占总硝化速率的 90%

以上［15］。设施农田土壤独特的环境条件使得自养

硝化微生物的基因丰度显著高于大田土壤，其硝化

速率也是普通大田土壤的 3.4 ～ 10 倍［16-17］。已有

研究表明，中 - 碱性土壤或者氮素充足的菜地土

壤，自养硝化作用主要由 AOB 驱动［18］，而酸性低

营养的农田土壤中，则主要由 AOA 驱动［19］。

自养和异养硝化在不同土壤生态系统的贡献不

同［20］，酸性或偏酸性耕地和草地土壤均以自养硝

化为主［21］，如草地和农田土壤中异养硝化作用对
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总硝化的平均贡献率为 22% ～ 25%，森林土壤占

比约 37%［22］。目前，水氮耦合对设施农田土壤氮

循环的研究主要集中在气态活性氮等方面［23］，关

于自养硝化和异养硝化相对贡献的研究主要集中于

酸性森林土壤［21］、草地土以及水稻土［24］，在设

施土壤方面研究还较有限［25］，水氮耦合对设施土

壤自养和异养硝化的差异及相对贡献的研究尚属空

白，其硝化途径还有待深入研究。

本研究基于连续 8 年的设施水氮田间定位

试验，选取不同水氮耦合下的表层土壤（0 ～ 20 

cm），进一步控制土壤田间持水量，通过微宇宙试

验及特异性乙炔（C2H2）抑制剂法［25］，研究水氮

耦合对设施农田土壤硝化作用及土壤氨氧化古菌

（AOA amoA）和氨氧化细菌（AOB amoA）基因拷

贝数的短期影响，探明不同水氮耦合下设施土壤自

养硝化和异养硝化的相对贡献，明确设施土壤水氮

耦合下氮素转化特征和供应，以期为设施土壤合理

水氮管理提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验地概况

试验地点位于沈阳农业大学科研基地内

（41°49′N，123°34′E），地处温带半湿润大陆性季风

气候区，年均温为7.0～ 8.1℃，无霜期148～ 180 d，

日照时长为2445.7 h。试验地始建于2012年，为设施

水氮调控田间定位试验。2012—2019年每年4—8月

执行相同的试验方案进行设施番茄水氮定位试验，其

余时间在棚膜遮盖下进行休闲。2020年试验地春季

处于休耕、棚膜覆盖状态。试验采用2因素3水平

随机区组设计，共设9个处理，分别为 W1N1、W1N2、

W1N3、W2N1、W2N2、W2N3、W3N1、W3N2、W3N3。 其

中W1、W2、W3 对应的灌水下限分别为25、35 和 45 

kPa，灌水上限均为田间持水量（WHC）即6.3 kPa 

（0.349 cm3·cm-3），N1、N2、N3 对应氮纯养分用量分

别为 75、300、525 kg·hm-2（考虑作物需氮量及当地

习惯施氮量），小区面积2.5 m2，重复4次。2012年

试验开始前0～ 20 cm土壤有机质10.9 g·kg-1，全氮

含量1.4 g·kg-1，碱解氮含量57.8 mg·kg-1，有效磷

含量25.2 mg·kg-1，速效钾含量25.2 mg·kg-1，土壤

pH 7.1，土壤类型为棕壤。

各处理除施氮肥，2012—2019 年连年统一施用

有机肥（颗粒状膨化鸡粪 26400 kg·hm-2，有机质

217.0 g·kg-1，全氮 31.0 g·kg-1）、普通过磷酸钙

（220 kg·hm-2）和硫酸钾（300 kg·hm-2）。

1.2　微宇宙培养试验

微宇宙培养试验的土壤样品采自 2020 年秋季，

各处理多点采集 0 ～ 20 cm 土层土壤后充分混匀，

去除石块、植物残体后过 2 mm 筛备用。

微宇宙培养试验采用室内恒温培养方法，首先

对各处理土壤进行预培养，将各处理相当于 5.0 g 烘

干土重的风干土置于 120 mL 血清瓶中，对田间 W1

（25 kPa，高水分条件）、W2（35 kPa，中水分条件）

和 W3（45 kPa，低水分条件）水分处理进一步对

应分别控制为 WHC 的 80%、60% 和 40%，无菌水

调节水分含量，采用 Parafilm 封口膜，膜上用针戳

4 ～ 5 个小孔，维持土壤的通气性。25℃下恒温预

培养一周，并定期称重补充水分。经预培养后的土

壤，各处理均添加（NH4）2SO4，浓度为氮纯养分量

50 μg ·g-1 土，进而反映不同水氮处理土壤本身氮

素转化能力。水分控制与预培养期相同，并用橡胶

塞及金属圈密封血清瓶。各处理均设置 30 个重复，

其中 15 个重复使用注射器添加硝化抑制剂 C2H2  

1 mL，控制 C2H2 浓度为 1%，另外，15 个重复不添

加 C2H2 作为对照。随后在 25℃进行暗培养 7 d，保

证培养过程是有氧状态。

1.3　土壤样品采集及无机氮观测

在培养试验的 0、1、3、5 和 7 d 每次各取出 3

个添加抑制剂和 3 个对照血清瓶，分别采集测定各

时段土壤铵态氮和硝态氨含量，并在土样采集后立

即在 -80℃的超低温冰箱内保存各时段土壤样品，

以备土壤功能基因测定。

以水土比为 10∶10.01 mol·L-1CaCl2 浸提土壤

样品，AA3 自动分析仪法（Seal Analytical，USA）

测定 NO3
--N 和 NH4

+-N 含量。

分别计算添加和不添加 C2H2 的土壤净硝化速

率，采用公式（1）计算：

   Nnet = 
（NO3

--N）t-（NO3
--N）int

t   （1）

Nnet 是 土 壤 净 硝 化 速 率（N mg·kg-1·d-1）； 

（NO3
--N）t 是培养t天后土壤NO3

--N含量（mg·kg-1）， 

（NO3
--N）int 是培养初始土壤NO3

--N含量（mg·kg-1）， 

t 是培养天数（d）。不添加 C2H2 是土壤自养和异

养硝化速率之和，而添加 C2H2 为土壤异养硝化 

速率。

1.4　DNA 提取和定量聚合酶链反应（PCR）分析

对培养 0、3、5 和 7 d 后的土壤样品进行功能
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基因分析。采用 Fast DNA® Spin Kit for Soil 试剂盒

（MP Bio）提取土壤 DNA，称取 1.0 g 土壤，依照试

剂盒的说明书操作提取样品 DNA，各功能基因定量 

PCR 过程在实时荧光 Gene 9600 定量 PCR 仪完成。

定量 PCR 所用的反应体系均为 15 μL，包含 7.5 μL 

SYBR® Premix EX TaqTM（Takara）、各 0.05 μL 上

下游引物、7.2 μL 灭菌双蒸水（dd H2O）和 0.2 μL 

DNA 模板。定量 PCR 所用扩增引物如表 1 所示。

表 1　基因及聚合酶链反应扩增引物

基因 引物名称 引物序列 参考文献

AOA amoA AmoA19F ATGGTCTGGCTWAGACG ［26］

CrenamoA16r48x GCCATCCABCKRTANGTCCA

AOB amoA amoA1F GGGGTTTCTACTGGTGGT ［27］

amoA2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC

1.5　数据分析

采用 SPSS 21.0 进行双因素随机区组方差分析、

多因素随机区组方差分析、重复测量方差分析和

Pearson 相关分析，功效估计（偏 η2）比较因子的

作用大小，Duncan 法进行多重比较。Canoco 5.0 进

行冗余分析（RDA），Origin 2021 绘图，数据均为

（平均值 ± 标准误）。

2　结果与分析

2.1　土壤铵态氮和硝态氮的动态变化

由图 1a、b、c 可知，随着培养时间延长，未

添加 C2H2 处理的铵态氮含量呈明显降低趋势，随

相对 WHC 增加，其降低幅度增加，W1 水分处理下

降幅度高达 67.0%。添加 C2H2 处理的铵态氮含量变

化较小，基本保持恒定。多因素随机区组方差分析

表明，除 0 d 添加和未添加 C2H2 对铵态氮含量影响

不显著外，水分、施氮量、添加 C2H2 及水氮交互均

极显著影响铵态氮含量，且随着培养时间的延长，

添加 C2H2 均极显著提高铵态氮含量。

由图1d、e、f可知，未添加C2H2 处理的硝态氮含

量随培养时间的增加整体呈上升趋势，以W2N2 处理

上升幅度最大，增幅高达50.8%。添加C2H2 各处理，
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图 1　不同水氮耦合处理土壤铵态氮和硝态氮含量培养期间的变化

注：图例含有 C2H2 的为微宇宙试验中添加乙炔，否则为未添加乙炔处理。
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培养期间硝态氮含量增幅较小。多因素随机区组方

差分析表明，除 0 和 1 d 添加 C2H2 对硝态氮含量影

响不显著外，其余各培养时间水分、施氮量、添加

C2H2 及水氮交互均极显著影响硝态氮含量，且添加

C2H2 均极显著降低硝态氮含量。

2.2　土壤净硝化速率

水氮耦合对培养 7 d 后设施土壤总硝化、自养

硝化和异养硝化速率的影响（图 2a）表明，除施氮

量对自养硝化速率影响不显著外，水分、施氮量及

水氮交互均极显著影响土壤总硝化速率、自养硝化

速率和异养硝化速率。各因子对硝化速率的影响大

小表现为总硝化速率：水分 > 水氮交互 > 施氮量；

自养硝化速率：水分 > 水氮交互；异养硝化速率：

水氮交互 > 施氮量 > 水分。水分单一效应对自养硝

化、总硝化速率均表现为随相对 WHC 比例的增加

而增加，即 W1>W2>W3，且各水分之间均达极显著

差异（P<0.01）。水分单一效应对异养硝化速率的

影响与自养硝化速率相反，W3 极显著高于 W2 和

W1（P<0.01），且 W2 和 W1 差异不显著。而施氮量

对异养硝化和总硝化速率除 W1 外，表现为 N3 显著

高于 N1 和 N2（P<0.05），且 N1 与 N2 差异不显著。

水氮耦合使得 W1N1 处理土壤总硝化速率最大，达

7.88 mg·kg-1·d-1，为最小速率 W3N2 处理的 2.41

倍。W1N3 处理的自养硝化速率最大，是其他处理

的 1.02 ～ 6.06 倍。W3N3 处理异养硝化速率最快，

显著高于其他处理。

进一步分析水氮耦合对自养和异养硝化速率占总

硝化速率的比值（图2b）可知，水分，施氮量及二

者交互均极显著影响自养或异养的占比，且表现为水

分>水氮交互>施氮量。以异养硝化速率占比为例，

其水分单一效应表现为随相对WHC降低，异养硝化

占比增加，W3 极显著高于W2 和W1，W1、W2 下各施

氮处理均以自养硝化为主，尤其W1N3 和W2N2 处理

自养硝化占总硝化速率的80%以上。施氮量单一效

应表现为随施氮量增加，除W1 外，异养硝化占比显

著增加。N1 和N3 施氮量下，随相对WHC降低，异

养硝化占比逐渐增加。以W3N3 处理异养硝化占比最

大，而W1N3 处理占比最小，自养硝化则与之相反。
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注：立柱上不同小写字母从上至下分别表示各处理的总硝化速率、异养硝化速率和自养硝化速率的差异显著性（P<0.05）。** 表示差异极显著

（P<0.01）；ns 表示差异不显著。

2.3　土壤 AOA 和 AOB 的 amoA 丰度动态变化

水氮耦合下 AOA amoA 和 AOB amoA 基因丰度

的动态变化（图 3）表明，水分、施氮量及二者交

互效应均显著影响二者的丰度，各水氮处理在添加

C2H2 前后，AOA amoA 基因拷贝数均明显高于 AOB 

amoA。随相对 WHC 增加，添加 C2H2 后，两个基

因丰度总体均呈现降低趋势，且 AOA amoA 下降更

为明显，表现为水分含量单一效应对 C2H2 添加前

后各处理变化差异显著。

分别对添加和不添加 C2H2 不同培养时间的 AOA 

amoA 和 AOB amoA 基因丰度进行重复测量方差分

析，结果表明，培养时间、水分含量、施氮量和水
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分，时间和氮肥及三者交互均对添加和不添加 C2H2

的 AOA amoA 和 AOB amoA 基因丰度有极显著影响。

水分含量对未添加 C2H2 的 AOA amoA 和 AOB amoA

基因丰度分别表现为 W2>W1>W3 和 W1>W2>W3；而

添加 C2H2 均表现为 W3>W2>W1。添加 C2H2 与否，

施氮量对 AOA amoA 均表现为 N1>N2>N3；未添加

C2H2，施氮量对 AOB amoA 表现为 N2>N1>N3，而添

加 C2H2 施氮量对 AOB amoA 则表现为 N3>N2>N1。
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图 3　水氮耦合下 amoA-AOA 和 amoA-AOB 基因拷贝数的动态变化

注：a图和c图为未添加C2H2 处理，b图和d图为添加C2H2 处理。误差棒表示标准误（n=3）。不同小写字母表示相同培养时间不同处理在 P<0.05水平上

差异显著。

2.4　土壤硝化速率与氨氧化微生物、无机氮含量

间的关系

为探究水氮耦合下设施土壤净硝化速率与氨氧

化微生物间的关系，对设施土壤总硝化速率（Tnr）、

自养硝化速率（Anr）、异养硝化速率（Hnr）和氨

氧化细菌基因拷贝数（AOB）、氨氧化古菌基因拷

贝数（AOA）、铵态氮、硝态氮进行Pearson相关性

分析，如图4所示。结果表明，Tnr与AOB呈显著

正相关关系（P<0.05），Anr与AOA、AOB分别呈显

著（P<0.05）和极显著正相关关系（P<0.01），且Tnr

仅与Anr呈极显著正相关关系（P<0.01）。铵态氮与

AOB、AOA均呈极显著负相关关系（P<0.01）；硝态

氮仅与AOA呈极显著负相关关系（P<0.01）。添加乙

炔后，铵态氮和硝态氮与Hnr均呈极显著正相关关系

（P<0.01）；而AOA和AOB与Hnr均无显著相关关系。

图5为Anr和Hnr与AOA、 AOB及土壤无机氮

的冗余分析（RDA），第一、第二轴解释率分别为

82.05%和11.05%，即总解释率达93.10%，以第一

轴为主导轴。蒙特卡洛检验表明，第一轴（F=82.3，
P=0.002**）和所有轴的总和（F=30.4，P=0.002**）差异

均极显著。蒙特卡洛检验排序后表明，NH4
+-N、AOB、

NO3
--N-C2H2 和AOA对自养和异养硝化速率的影响程

度依次递减，分别解释土壤Anr和Hnr变异的68.9%、

34.9%、32.8%和24.4%，这与Pearson相关分析结果基

本一致。水氮耦合下，Anr与AOB和AOA均呈极显著

正相关关系（F=13.4，P<0.01；F=8.1，P<0.01）。
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图 4　水氮调控下自养、异养硝化速率与 NH4
+-N、NO3

--N、

AOA 和 AOB 的相关分析

注：Tnr 为总硝化速率，Anr 为自养硝化速率，Hnr 为异养硝化速率，

AOB 为氨氧化细菌基因考贝数，AOA 为氨氧化古菌基因拷贝数。指

标含 C2H2 为培养中添加 C2H2 处理，否则为不加；ns 表示相关不显著； 

* 表示显著相关（P<0.05）；** 表示极显著相关（P<0.01）。下同。

图 5　硝化速率与 NH4
+-N、NO3

--N、AOA 和 AOB 的冗余

分析

3　讨论

3.1　水氮耦合对设施农田土壤自养硝化和异养硝

化的影响

本研究发现，在 25℃微宇宙培养试验中，水

氮耦合所有未添加 C2H2 处理硝态氮含量增加而铵

态氮含量降低，添加 C2H2 处理的铵态氮含量显著

高于不加 C2H2 处理，而硝态氮则低于不添加 C2H2

的处理（图 1）。这一结果表明，自养和异养硝化

同时存在，该结果与 Liu 等［28］的研究结果一致。

这与添加 1% C2H2 可使 AOA 和 AOB 中氨氧化单加

氧酶（AMO）失活，完全抑制自养硝化，而异养

硝化菌产生的氨单加氧酶不受 C2H2 抑制有关［29］。

60% ～ 80%WHC 的各施氮处理在添加乙炔后，土

壤硝态氮含量基本保持稳定（图 1d、e），表明自

养硝化是硝态氮产生的主要过程，是本研究设施土

壤主要的硝化途径。

本 研 究 中，AOA amoA 和 AOB amoA 基 因 丰

度在 W1、W2 水分条件下各施氮处理均显著大于

W3（图 3）；同时，随 WHC 百分比增加，总硝化

速率、自养硝化速率增加（图 2），即 W1>W2>W3，

且 W1、W2、W3 间差异极显著。W1N3 时自养硝化

速率最快，达到 6.28 mg·kg-1·d-1，这与已有的研

究结果基本一致［30］。土壤含水量是影响土壤含氧

量及其通气性的关键因子，同时调控土壤微生物的

活性及其主导的硝化过程［31］。当土壤水分含量满

足微生物代谢活动及氧气的扩散条件时，土壤硝化

作用最为活跃［32］。80%WHC 土壤水分更利于土壤

为 AOA 和 AOB 的生长提供氮源作为营养物质，加

快硝化底物铵态氮的消耗，促进硝化作用发生。

本研究中异养硝化速率在 W3 水分条件下最大，

且显著高于 W1 和 W2（图 2），这与前人研究结果

基本一致［2］。W3 为 40%WHC，其水分条件相对干

燥，而异养硝化微生物更喜欢较干燥的环境条件，

如参与异养硝化的真菌和放线菌比自养硝化细菌更

耐受干燥土壤环境［33］。前人研究表明，土壤异养

硝化速率和土壤含水量呈负相关关系，高水分含量

不利于异养硝化细菌的生长［17］。W2、W3 水分条件

下，异养硝化速率随施氮量的增加而逐渐增加，在

N3 时达到最大（图 2），这可能与富氮土壤为异养

硝化微生物提供更多可利用能量有关。Cai 等［34］

的研究也表明，异养微生物更易于在自养硝化细菌

不利的环境中进行硝化，这进一步解释了 W3 水分

的异养硝化速率最大的原因。

3.2　水氮耦合下AOA和AOB对自养硝化作用的贡献

本 研 究 中， 添 加 C2H2 处 理 的 AOB amoA 和

AOA amoA 基因拷贝数均有所下降（图 3），表

明 AOA 和 AOB 共同参与自养硝化［35］，在培养条

件下，低浓度 C2H2（1%）完全抑制氨氧化微生物

（AOA、AOB）的氨氧化酶活性，抑制自养硝化的第

一步［36］。其中，AOA amoA 降低更为显著，这可能
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是 AOA 和 AOB 的羟胺氧化还原酶活性的差异［37］， 

在不同环境条件其敏感性不同。C2H2 对自养硝化的

抑制作用受土壤温度、酸碱度、水分等多环境条件

的影响［38］。本研究中，不同水氮处理创造的环境

条件的差异可能是引起 AOA 和 AOB 对自养硝化的

相对贡献差异的主要因子。

本研究土壤采自设施田间定位试验，由于试验

地连续多年施氮，土壤酸化现象较为明显（培养期

间土壤 pH 介于 5.41 ～ 6.42，文中未列出），AOA 

amoA 基因拷贝数明显高于 AOB amoA（图 3），这

是因为 AOA 在偏酸性土壤中具有独特的生物化学

及遗传学特征，其对氨的亲和力约为 AOB 的 200

倍，更能适应低 pH 及寡氮的营养环境 ［39］，这与连

续 6 年高氮投入设施菜地的研究结果一致［40］。此

外，本研究相同水分下，AOA 基因拷贝数在 N3 水

平明显小于 N1、N2，AOB 基因拷贝数则在 N2 水平

最高（图 3），这与试验地前期结果基本一致［23］，

且与高施氮量下 AOB 和 AOA 的 amoA 基因丰度显

著降低的研究结果一致［40-42］。本研究中，AOA 和

AOB 均与铵态氮呈极显著负相关（图 4），这可能

是 AOA 和 AOB 活性增强，加速了氨氧化过程，使

铵态氮含量降低。前人在农田土壤的研究指出，

AOA 尽管在数量和生态位都占有优势，但对驱动

自养硝化并未发挥主要作用［43］。本研究的设施定

位土壤，氮肥连年投入创造高氮环境的同时，频繁

灌溉使得 AOA 和 AOB 在特定生态位的作用存在差

异［44］，AOB 在高氮环境的氨氧化过程发挥更重要

的作用，这与已有的研究结果一致［18，43］。Pearson

相关和冗余分析均表明，AOB 与自养硝化速率具有

更高的相关性（图 4 和图 5），是影响自养硝化速

率的主要因子，其贡献更大，这与菜地土壤 AOB

基因丰度与自养硝化速率存在极显著正相关的报道

一致［25］。其他研究也证实，AOB amoA 的基因丰度

与硝化潜势（PAO）存在显著正相关关系，在驱动

土壤氨氧化过程中发挥更重要的作用［40］。

微宇宙试验中，水分、氮素及水氮耦合对氨氧

化微生物活性及自养和异养硝化速率均有显著影响

（图 2，图 3），以水分或水氮交互作用效应更大，

这与供试土壤为水氮定位试验密不可分。连年氮肥

投入，各处理土壤氮素均处于高氮环境，为异养硝

化微生物和 AOB 提供了充足的氮素营养，水分及

水氮耦合使得不同处理自养和异养硝化过程及氨氧

化微生物贡献产生差异并发挥重要作用。

4　结论

水分、施氮量及二者交互不同程度地影响了

微宇宙培养试验中设施土壤铵态氮含量、硝态氮

含量、AOA amoA 和 AOB amoA 基因丰度。设施农

田土壤同时存在自养和异养两种硝化途径，自养

硝化是主要的硝化途径。水氮因素以水分对自养

硝化和异养硝化速率及占总硝化速率的比例影响

最大，60% ～ 80% WHC 条件以自养硝化为主要途

径，40% WHC 以异养硝化为主要途径。水氮耦合

使得灌水下限 25 kPa 和氮纯养分用量 525 kg·hm-2

（W1N3）处理自养硝化速率最大，而灌水下限 45 

kPa 和氮纯养分用量 525 kg·hm-2（W3N3）处理异

养硝化速率最大。自养硝化微生物 AOA 和 AOB 共

同驱动自养硝化，二者分别与自养硝化速率呈显著

或极显著正相关。AOA 的基因丰度显著高于 AOB，

但 AOB 对自养硝化的贡献更大。
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Interactive effects of water and nitrogen on autotrophic and heterotrophic nitrification in greenhouse soil
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Soil and Fertilizer Resources，Key Laboratory of Arable Land Conservation（Northeast China），Ministry of Agriculture and 

Rural Affairs，Shenyang Liaoning 110866］

Abstract：Water and nitrogen measures affect nitrogen conversion and nitrifying microbial activity in greenhouse soil，but 

the difference between autotrophic and heterotrophic nitrification under the interactive effects of water and nitrogen remains 

unclear. From an eight-year long term field experiment of  irrigation and nitrogen in greenhouse，the greenhouse soils were 

used as  the experimental soil，and an indoor microcosm experiment was conducted to control soil water holding capacity

（WHC）（40% WHC，60% WHC and 80% WHC）and add acetylene inhibits heterotrophic nitrification. The interactive 

effects of water and nitrogen on soil autotrophic and heterotrophic nitrification rates and ammonia oxidizing microorganisms 

were explored，and  the contribution of  ammonia oxidizing microorganisms ammonia-oxidizing archaea（AOA） and 

ammonia-oxidizing bacteria（AOB） to nitrification was also  investigated. The results  showed  that NH4
+-N and NO3

--N 

contents，copy number of AOA amoA and AOB amoA genes had significant difference in different nitrification pathways 

under the interactive effects of water and nitrogen.  After 7 days incubation without acetylene，NO3
--N content was increased 

significantly，while NH4
+-N content was decreased significantly. The gene abundance of AOA amoA and AOB amoA were 

increased significantly. After adding acetylene，NO3
--N and NH4

+-N content remained constant，the gene abundance of 

AOA amoA and AOB amoA decreased significantly. The  interactive effects of water and nitrogen had a significant effect 

on the autotrophic and heterotrophic nitrification rates. Redundancy analysis  indicated that NH4
+-N content，AOB amoA， 

NO3
--N-C2H2，and AOA amoA could explain 68.9%，34.9%，32.8% and 24.4% of  the variation  in autotrophic and 

heterotrophic nitrification rate，respectively. There are two nitrification pathways of autotrophic and heterotrophic nitrification 

in  the greenhouse  soils. All nitrogen  treatments were dominated by autotrophic nitrification under 60%-80% WHC，

accounting for 65%-86% of total nitrification rate. Heterotrophic nitrification was the main nitrification pathway only under 

300 and 525 kg·hm-2 treatments of 40%WHC，accounting for 61%-77% of total nitrification rate. Both AOA amoA and 

AOB amoA can drive the autotrophic nitrification，and AOB amoA has more contribution.

Key words：greenhouse soil；interactive effect of water and nitrogen；autotrophic nitrification；heterotrophic nitrification；

ammonia-oxidizing microorganisms


