
摘 要：为筛选有效鉴定甘蔗//大豆间作系统的稳定性同位素核酸探针技术（DNA-SIP）中超高速离心后 15N-DNA富集位置的指示

功能基因，利用实时荧光定量PCR技术（qPCR），检测 6个氮素循环功能基因在不同浮力密度离心液DNA中的相对丰度分布，通过

对氮素循环功能基因相对丰度作图分析，nifH和 amoA基因在甘蔗//大豆间作和大豆单作种植模式中 15N标记组与对照组基因丰度

峰发生偏移，chiA基因丰度峰仅在大豆单作种植模式下存在偏移，而 nirS、nirK、nosZ等 3个基因的丰度峰值在两种种植模式下均不

发生偏移。结果表明nifH和amoA基因可作为指示基因，能够有效鉴定甘蔗//大豆间作系统中DNA-SIP技术 15N-DNA位置。
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Abstract：Using DNA stable isotope probes（DNA-SIPs）is a reliable, new technique for studying the nitrogen cycle. To identify indicator
function genes of 15N-DNA enrichment in ultra-high-speed centrifugation in a sugarcane-soybean intercropping system for DNA-SIPs, the
relative abundance distributions of six nitrogen cycling functional genes in the DNA of different buoyant density centrifugation fluids were
detected via real-time PCR（qPCR）. Through the analysis of the relative abundance of nitrogen cycling functional genes, the gene abun⁃
dance peaks of the nifH and amoA genes in sugarcane-soybean intercropping and soybean monoculture were shifted in the 15N marker group
and the control group, the gene abundance peaks of chiA were only shifted in soybean monocropping mode, and the abundance peaks of
nirS, nirK, and nosZ did not shift with either planting pattern. The results showed that the nifH and amoA genes could be used as indicator
genes to effectively identify DNA-SIP technology 15N-DNA positions in sugarcane-soybean intercropping systems.
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农田间作系统氮素循环是国际、国内研究的热点

问题，但目前的研究仅停留在间作作物氮素固定与转

移等表观指标计算上[1-6]，尚未深入到土壤微生物所驱

动的生物固氮作用、氨化作用、硝化作用、反硝化作用

等主要氮素循环过程[7]，如何从复杂的土壤总微生物

群落中分离出直接参与氮素循环的核心微生物及相

关功能基因是亟待解决的问题。稳定性同位素核酸

探针技术 DNA-SIP（DNA-based stable isotope prob⁃
ing）是采用稳定同位素示踪复杂环境中微生物基因

组 DNA 的分子生态学技术[8-9]，利用 13C 或 15N 等稳定

同位素示踪同化了标记底物的微生物作用者，将特定

的物质代谢过程与微生物群落物种组成直接耦合，从

而在群落水平上揭示间作系统下直接参与土壤氮、碳

转化的核心功能微生物及其生理代谢的关键过

程[10-12]。DNA-SIP 技术的发展为农田间作系统中氮

素循环的研究提供了新思路，可以利用稳定性同位素

标记目标作物，进一步示踪并分离参与氮素循环相关

的核心微生物，结合现代分子生物学技术深入分析其

物种分布及生理代谢机制。

采用植物原位注射标记的方法可以直接示踪间

作系统中氮素的流向，能够清楚地标记并分离参与氮

素循环的核心微生物，是研究甘蔗//大豆间作系统土

壤氮素循环的有效方法。目前DNA-SIP技术的研究

中绝大多数采用 13C标记底物培养环境样品来探索碳

的循环和利用情况[13-16]，尚未见 15N 原位标记探索甘

蔗//大豆间作系统土壤氮素循环的研究报道。DNA-
SIP技术的核心是超高速密度梯度离心分离稳定性同

位素标记和非标记的 DNA，如何鉴定超高速密度梯

度离心后 15N-DNA的富集位置是应用此项技术的关

键。应用荧光实时定量 PCR是鉴别超高速离心后标

记DNA富集位置的最可靠技术之一[9]。本文通过室

内盆栽试验，采用 15N-DNA-SIP技术分离甘蔗//大豆

间作系统中大豆根际土壤微生物总 DNA，采用荧光

定量 PCR技术检测 6个氮素循环关键功能基因在不

同 CsCl 浮力密度层级中的基因丰度分布鉴定 15N-
DNA的富集位置，通过比较鉴定效果，筛选出有效鉴

定甘蔗//大豆间作系统DNA-SIP中超高速离心后 15N-
DNA富集位置的指示功能基因，旨在为甘蔗//大豆间

作系统氮素循环的研究提供一种新的技术方法。

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试甘蔗品种为“粤糖 00-236”（Saccharum si⁃

nensis Roxb. cv. Yuetang 00-236），大豆品种为“上海

青”（Glycine max L. cv. Shanghaiqing）。供试土壤取自

于华南农业大学试验农场（23°8′ N，113°15′ E）试验

田的长期定位试验小区，土壤类型为赤红壤，pH 为

5.90，有机质含量 12.57 g·kg-1，碱解氮 58.25 mg·kg-1，

速效磷81.10 mg·kg-1，速效钾27.98 mg·kg-1。

1.2 试验设计

试验设置两种不同的根系隔离模式，第一种模式

是将甘蔗和大豆的根系完全隔离，作物根系之间没有

任何物质交换；第二种模式是甘蔗和大豆之间根系无

隔离，作物根系之间物质可以自由完全交换。甘蔗和

大豆之间根系无隔离的可视为甘蔗//大豆间作，完全

隔离的甘蔗和大豆可视为单作甘蔗和单作大豆。使

用（15NH4）2SO4分别标记完全分隔和无隔离盆栽大豆，

甘蔗不做标记，以未标记单作大豆为参比对照，每个

处理重复 3次。试验种植模式如图1所示。试验所用

塑料盆规格为 33.3 cm × 22.3 cm × 13.0 cm，完全分隔

盆子中间使用 3 mm厚塑料隔板沿宽度方向分隔为两

室，每小室规格为 33.3 cm × 11.0 cm × 13.0 cm，每个盆

子底部打16个直径为4 mm的小孔以利于透气排水。

本试验于 2017年 7月 27日至 9月 13日在广州华

南农业大学生态农场温室内进行。土壤过 2 mm筛，

按体积比掺 20%的小石子（Φ3~6 mm，121 ℃灭菌 30
min），每盆装混匀后的土壤 10 kg。每盆移栽甘蔗 2
株，大豆 5株。植物生长期间每日定量浇水，保持土

壤湿度在 40%~65%之间，温度控制在 25~30 ℃之间，

每隔7 d调换一次盆子位置。

1.3 作物 15N同位素标记

本试验采用 15N 溶液叶柄注射的方法标记[18-19]。

图1 根系隔离 15N标记盆栽试验模式图[17]

Figure 1 Schematic diagram of 15N label and root separation in pots[17]
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将 15N丰度为 99.14%的（15NH4）2SO4（上海化工研究院

生产）配制成浓度为 88 mmol·L-1的稀溶液，大豆始花

期（R1，35 d）开始标记，每日使用 10 μL的微量进样

器（上海安亭微量进样器厂，上海）从大豆的叶柄或茎

中注射 10 μL 的 15N 标记溶液，连续注射 9 d，共注射

90 μL的（15NH4）2SO4溶液。最后一次标记后 6 d收获

取样。

1.4 样品 15N同位素丰度测定

收获时将甘蔗、大豆植株分为地上部和根两部分

装于牛皮纸袋 105 ℃下杀青 30 min，70 ℃烘至恒量，

用高速万用粉碎机（天津泰斯特仪器有限公司，中国）

磨碎，过 0.18 mm筛；收集大豆根围土，室温风干后用

研钵磨碎，过 0.18 mm 筛。采用同位素比值质谱仪

（IRMS）Thermo Scientific Delta V Advantage（Thermo
Fisher Scientific Inc.，美国）测定植物和土壤样品 15N
同位素丰度。

1.5 根际土微生物总DNA提取

收获时用灭菌毛刷轻轻刷取紧贴于大豆根（≤ 2
mm）的土作为大豆根际土。采用 PowerMax R Soil
DNA Isolation Kit 12988-10（MoBio Laboratories Inc.，
Carlsbad，CA，USA）提取大豆根际土中微生物DNA。

洗脱后分装 3 μL用于检测DNA质量和浓度，其他部

分DNA存于-20 ℃备用。

使用 NanoDropTM 2000c 微量紫外分光光度计

（Thermo Scientific，DK）对所提取的DNA浓度和纯度

进行测定，当 A260/A280处于 1.8~2.0，A260/A230处于 2.0~
2.2时可认为目标DNA样品纯度较好，可用于下游试

验。

1.6 超高速密度梯度离心

1.6.1 DNA-CsCl溶液制备

参考Neufeld等[21] 的方法，取适量CsCl（AR）溶于

pH=8.0的 TE溶液，通过AR200 Digital（Reichert，Inc.，
Buffalo，NY，USA）手持折光仪测定折光率，将溶液浮

力密度调节至 1.780~1.800 g·mL-1之间作为母液，取

适量母液加入 TE，将浮力密度调节为 1.728 g·mL-1作

为补充液。

折光率与浮力密度的关系如下：

BD=（RI×10.860 1）-13.497 4
式中：BD为溶液浮力密度；RI为溶液折光率[22]。

将 6 μg大豆根际土DNA样品，配制成浮力密度

为 1.728 g·mL-1的DNA-CsCl离心液。用 5 mL的无针

注射器将调配好的 DNA-CsCl离心液转移至超高速

离心试管（Reorder no. 344058，Beckman Coulter，Inc.

USA）中，使用浮力密度为 1.728 g·mL-1的CsCl溶液尽

可能充满离心试管且无气泡产生，以防止超高速离心

过程中试管爆裂，将两个对称位置离心试管称质量配

平，使其质量之差小于±0.01 g，随后用热封仪（Beck⁃
man Coulter，cat. no.349646）将离心管封好，确保不漏

液。

1.6.2 等密度梯度超高速离心

本试验选用 20 ℃，178 000×g离心力条件下离心

48 h，使用 Optima L-100 XP 超速离心机（Beckman
Coulter Incorporated，Brea，CA，USA），NVT 100离心转

子（Beckman Coulter Incorporated，Brea，CA，USA）。

1.7 不同浮力密度DNA分层与纯化

将离心液均等分为 20层到 2 mL离心管，每管体

积 约 为 280 μL，对 每 层 溶 液 用 AR200 Digital
（Reichert，Inc.，Buffalo，NY，USA）手持折光仪测定RI

值，根据预试验经验，DNA离心后处于RI为 1.400 0~
1.404 0的浮力密度层级，因此保存该层级的DNA离

心液做进一步DNA纯化。纯化所用试剂为EZNA Mi⁃
croElute DNA clean-up kit 纯化试剂盒（Omega Bio-
Tek，Norcross，GA，USA）。

1.8 功能基因qPCR引物选择

本试验选择检测调控固氮过程（nifH）、有机氮

矿化过程（chiA）、硝化过程（amoA）和反硝化过程

（nirK、nirS和 nosZ）的关键基因，引物信息及反应程序

如表1。
反应结束后添加溶解曲线程序（95 ℃，15 s；

60 ℃，60 s；95 ℃，30 s；60 ℃，15 s）。

1.9 qPCR标准曲线制备

1.9.1 功能基因片段的扩增

以对照组大豆根际土DNA为模板，分别用 6对引

物进行相应功能基因片段扩增。采用 Recombinant
Taq DNA Polymerase（TaKaRa Bio Inc.）在 Bio-Rad
S1000 PCR系统（Bio-Rad，Foster，CA，USA）扩增，PCR
反应体系为 25 μL：2.5 μL 10×PCR Buffer，2.5 μL dN
TP MIX，1 μL DNA 模板，引物上游和下游各 1 μL，
ddH2O 16.8 μL，Taq 酶 0.2 μL。 PCR 反应程序为：

95 ℃，30 min→35 ×（95 ℃，30 s；Tm；72 ℃，90 s）→
72 ℃，10 min，退火温度按照表1中相应引物Tm设定。

反应结束后，将扩增产物经1.2 %的琼脂糖凝胶电泳观

察，在紫外灯下对目标条带切胶，使用 TaKaRa Mini⁃
BEST Agarose Gel DNA Extraction Kit Ver. 4.0（TaKaRa
Bio Inc.）胶回收试剂盒对PCR产物进行纯化回收。

1.9.2 载体连接转化
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表1 qPCR引物及反应程序

Table 1 Primers and qPCR conditions used in the experiment
Target genes

nifH

chiA

amoA

nirK

nirS

nosZ

Primer names and sequences（5′→3′）
nifH-F：AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC
nifH-R：TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT

chif2：GACGGCATCGACATCGATTGG
chir：CSGTCCAGCCGCGSCCRTA

amoA-1F：GGGGTTTCTACTGGTGGT
amoA-2R：CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
nirK-1F：GGMATGGTKCCSTGGCA
nirK-5R：GCCTCGATCAGRTTRTGG
cd3AF：GTSAACGTSAAGGARACSGG

R3cd：GASTTCGGRTGSGTCTTGA
nosZ-F：CGYTGTTCMTCGACAGCCAG

nosZ-1622R：CGSACCTTSTTGCCSTYGCG

Product size/bp
458

409

491

515

425

454

PCR program
95 ℃，30 s；40×（95 ℃，5 s；55 ℃，30 s；72 ℃，60 s）

95 ℃，30 s；40×（95 ℃，5 s；55 ℃，30 s；72 ℃，60 s）

95 ℃，30 s；40×（95 ℃，5 s；55 ℃，30 s；72 ℃，60 s）

95 ℃，30 s；40×（95 ℃，5 s；58 ℃，30 s；72 ℃，60 s）

95 ℃，30 s；40×（95 ℃，5 s；55 ℃，30 s；72 ℃，60 s）

95 ℃，30 s；40×（95 ℃，5 s；60 ℃，30 s；72 ℃，60 s）

References
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使用 pMDTM 18-T Vector Cloning Kit（TaKaRa Bio
Inc.）试剂盒将回收纯化后的PCR产物与 pMD18载体

连接，连接反应体系为：1 μL pMD18-T Vector，纯化

DNA 4 μL，SolutionⅠ 5 μL，总体积10 μL。
1.9.3 质粒提取及其拷贝数计算

使 用 MiniBEST Plasmid Purification Kit Ver. 4.0
（TaKaRa Bio Inc.）质粒纯化试剂盒对菌液进行质粒

提取与纯化。使用 NanoDropTM 2000c 微量紫外分光

光度计（Thermo Scientific，DK）测定质粒DNA浓度和

纯度，按照如下公式[30]计算质粒拷贝数：

质粒拷贝数（copies · μL-1）=6.02 × 1023（copies ·
mol-1）×质粒浓度（g·μL-1）/质粒分子量（g·mol-1）

1.10 qPCR分析功能基因丰度分布

以等密度梯度超高速离心分层、纯化后的 DNA
为模板，使用 SYBR R Premix Ex TaqTM II（TaKaRa Bi⁃
otechnology，Otsu，Shiga，Japan）Real Time PCR的专用

试剂盒在 Applied Biosystems 7500 / 7500 Fast Real-
Time PCR System（Thermo Fisher Scientific Inc. UK）上

进行绝对定量 PCR 分析，检测各功能基因在不同浮

力密度层级的拷贝数。为了准确比对各处理不同浮

力密度层级 DNA 中功能基因拷贝数，进行 qPCR 操

作时，对 15N 标记大豆单作、15N 标记大豆//甘蔗间作

以及不含 15N 标记的大豆单作对照组中各浮力密度

层级DNA在 96孔 PCR板上同步进行点样，每个样品

3次重复。标准曲线使对应功能基因的克隆重组质

粒进行 10 倍稀释，8 个稀释梯度，每个梯度 3 个重

复，选用无菌去离子水作为阴性对照，按照表 1设置

扩增程序，扩增体系如表 2。待 PCR 结束后根据标

准曲线的浓度计算出样品中的基因拷贝数。最终呈

现数据使用基因相对丰度表示，即相同处理中各层

级 DNA 基因拷贝数与所有层级中最大基因拷贝数

的比值[31]。

1.11 数据分析

试验所采集的数据使用 Microsoft office excel
2013和 SPSS 23.0进行相关分析与作图，处理之间的

平均值差异采用One-Way ANOVA单因素方差分析，

P<0.05表示显著差异。

2 结果与分析

2.1 植株和土壤样品中 15N同位素丰度

不同处理下植株和土壤样品同位素丰度差异显

著（表 3），标记单作处理和间作处理的大豆地上部、

大豆根和大豆根围土样品均检测到较高的 15N丰度，

且都显著高于对照组。间作处理的 15N同位素丰度高

于单作处理。大豆地上部、大豆根和大豆根围土

中 15N同位素丰度依次递减，大豆地上部最高，大豆根

围土中最低。同时在 15N标记间作处理中的甘蔗根和

甘蔗地上部中也检测到较高的 15N同位素丰度，且标

记处理的丰度显著高于对照处理。

表2 功能基因qPCR扩增体系
Table 2 qPCR reaction system of functional gene

used in the experiment
试剂

SYBR Premix Ex Taq II（2×）
PCR Forward Primer（10 μmol·L-1）

PCR Reverse Primer（10 μmol·L-1）

ROX Reference Dye II（50 ×）
DNA模板

灭菌水

Total

使用量/μL
10
0.8
0.8
0.4
2
6
20

终浓度

1 ×
0.4 μmol·L-1

0.4 μmol·L-1

1 ×
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表3 不同处理中植株及土壤 15N同位素丰度

Table 3 δ15N of plant and soil in different treatments

注：数值为平均值±标准误，数据后小写字母表示利用Duncan检验差异显著（P<0.05）。“—”表示不作测定，因试验不标记甘蔗，因此无甘蔗单作

标记处理测定值。

2.2 功能基因qPCR鉴定 15N-DNA富集位置

以各处理的大豆根际土壤微生物 DNA为模板，

采用功能基因特异性引物定量 6个氮素循环功能基

因在不同 CsCl浮力密度层级中的拷贝数，将原始基

因拷贝数据转化为功能基因相对丰度后作图分析。

不同处理和标记方式下功能基因相对丰度随着浮力

密度增大均呈现出先增大后减小的趋势，形状如抛物

线，各功能基因在不同浮力密度层级的分布差异较

大，但都主要集中于峰值附近（图 2）。从不同密度梯

度分层样品中功能基因的相对丰度显示，调控固氮过

程的 nifH基因（图 2a）和调控硝化过程 amoA基因（图

2c）无论是在甘蔗//大豆间作还是大豆单作处理，其相

对丰度高峰值位置均与参比对照处理存在明显的偏

移，15N标记的两种种植模式中 nifH基因相对丰度最

高峰出现在 1.723 g·mL-1的浮力密度层，而参比对照

的 nifH基因相对丰度高峰出现在 1.713 g·mL-1的浮力

密度层，两个层级密度差约为 0.010 g·mL-1；amoA基

因在 15N标记的两种种植模式中相对丰度高峰出现在

1.718 g·mL-1的浮力密度层，而参比对照的 amoA基因

相对丰度高峰出现在 1.713 g·mL-1的浮力密度层，两

个层级密度差为 0.005 g·mL-1；调控有机氮矿化过程

的 chiA基因（图 2b）相对丰度高峰在 15N标记的大豆单

作处理中与参比对照组存在偏移，15N 单作处理的

chiA基因相对丰度高峰出现在浮力密度为 1.718 g·
mL-1的层级，参比对照组中基因相对丰度高峰在浮力

密度为 1.713 g·mL-1的层级，两个层级密度差为 0.005
g·mL-1，而 15N标记的间作处理与参比对照组中基因

相对丰度高峰重叠；调控反硝化过程的 nirK（图 2d）、

nirS（图 2e）和 nosZ（图 2f）基因中，根据相对丰度高峰

位置显示，参比对照组基因相对丰度高峰所对应浮力

密度高于 15N标记的单作和间作处理，与预期判断结

果相反。

3 讨论

通过样品同位素丰度测定结果可知，标记处理

中 15N丰度显著升高，大豆叶柄注射标记的 15N被大豆

同化吸收后参与其新陈代谢，通过根系分泌物、细胞

死亡凋落等方式释放到土壤中，进入土壤氮素循环，

经土壤微生物吸收转化后，被间作的甘蔗吸收利用，

在甘蔗//大豆间作系统中发生氮素转移，因此，证

明 15N 成功标记到作物、土壤及土壤微生物，并被作

物、土壤及土壤微生物所富集。

使用 DNA-SIP 技术分离被标记的土样微生物

DNA，并采用 qPCR检测不同浮力密度层级DNA中氮

素循环功能基因的相对丰度分布，基因相对丰度高的

密度层级代表着DNA富集程度也高，因此可根据基

因相对丰度峰的位置判断 DNA 在离心液中富集位

置。与参比对照组 N-DNA相比，被标记的 15N-DNA
理论上应集中于浮力密度更高的层级，通过对比两者

在不同浮力密度梯度区带中的位移，也即通过对比

对照处理与标记处理所对应的功能基因相对丰度

高峰的位置鉴别未标记 N-DNA 与 15N-DNA 分离情

况，若对照组与标记组中功能基因相对丰度高峰有偏

移，则代表分离成功，且基因相对丰度高峰所对应的

高浮力密度层级即为 15N-DNA富集区带，反之则分离

失败。

nifH基因和 amoA基因在甘蔗//大豆间作和大豆

单作处理中，15N标记处理的基因相对丰度高峰值位

置均与参比对照处理存在明显的偏移，因此说明 nifH

基因和 amoA基因能够清晰判断甘蔗//大豆间作和大

豆单作DNA-SIP中 15N-DNA富集位置。chiA基因相

对丰度高峰仅在 15N标记的大豆单作处理中与参比对

照组存在偏移，而 15N标记的间作处理与参比对照组

中基因相对丰度高峰重叠，因此说明 chiA基因只能够

鉴别单作处理下 DNA-SIP 中 15N-DNA 富集位置，造

成这种结果的原因可能是注射相同量的 15N溶液，单

作处理的根室体积较间作小，根际土壤少，因此土壤

中 15N浓度较高，容易被富集。nirK、nirS和 nosZ在 14N
对照组基因相对丰度高峰所对应浮力密度高于 15N标

记的单作和间作处理，与预期判断结果相反，Buckley

处 理
15N-单作
15N-间作

未标记

大豆地上部

541.48±4.83a
576.02±64.86a

0.57±0.34b

大豆根

123.41±5.24b
179.17±16.70a

0.43±0.03c

大豆根围土

9.66±0.25a
10.05±1.36a
0.52±0.02b

甘蔗地上部

—

206.04±2.23a
6.87±1.27b

甘蔗根

—

26.64±5.69a
1.36±0.33b
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图中浮力密度及功能基因相对丰度数值均为3次重复平均值

图2 不同浮力密度层级中功能基因相对丰度的分布

Figure 2 Distribution of the relative abundance of functional gene in CsCl gradient
等[32]用 15N2-DNA-SIP研究甲烷氧化菌时也曾出现类

似的结果，因此调控反硝化过程的 nirK、nirS和 nosZ

基因不能够有效鉴别间作系统中 DNA-SIP 的 15N-
DNA富集位置。

由于室内盆栽试验严格控制了土壤水热条件，因

此盆栽土壤中主要发生固氮作用、氨化作用和硝化作

用等生态过程，反硝化作用相对较弱，进而调控反硝

化过程的功能基因丰度相对低，因此标记的 15N进入

土壤后，主要被固氮作用、氨化作用和硝化作用等的

微生物所同化，进而调控该过程的功能基因富集了更

多的 15N。在本试验中，注射的 15N溶液进入大豆体内

后，会很容易被共生固氮菌同化吸收，当根系分泌物

或凋落物进入土壤后，被有机氮矿化微生物矿化分

解，被分解后的无机氮会进一步发生硝化作用，因此

调控这些生态过程的 nifH基因、amoA基因和 chiA基

因相对容易被标记，进而在 DNA-SIP 的分层中检测

相对灵敏。而调控反硝化过程的功能基因丰度较

低，因此 nirK、nirS 和 nosZ 基因富集到 15N 的量较

少，所以在 DNA-SIP 分层中检测灵敏度相对低，不

易检测。
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4 结论

本文通过 qPCR 技术定量检测了调控氮素循环

的功能基因在超高速离心后不同浮力密度层级中的

丰度分布，通过对比分析筛选出 nifH基因和 amoA基

因作为指示基因，可准确鉴定甘蔗//大豆间作系统中

DNA-SIP的 15N-DNA富集位置，为甘蔗//大豆间作系

统中土壤氮素循环核心微生物的分离及其下游研究

工作的开展提供了新方法。在同位素原位标记分析

的基础上结合现代分子生物学技术揭示农田间作系

统中参与氮素循环核心微生物的多样性，将为科学揭

示农田氮素循环过程的微生物调控机理奠定技术基

础。
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