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Abstract：Ammonia-oxidizing microorganisms are the main drivers of soil nitrification. However, little is known about the effects of saline
water irrigation on the ammonia-oxidizing archaea（AOA）and ammonia-oxidizing bacteria（AOB）communities and their relative contribu⁃
tion to soil nitrification. Toward this end, a 10-year field experiment was conducted to evaluate the effects of long-term saline water irriga⁃
tion on AOA and AOB in alluvial gray desert soil. The experimental design comprised three irrigation water salinity levels established at
0.35, 4.61, and 8.04 dS·m-1, representing freshwater, brackish water, and saline water, respectively. Irrigation with brackish water and sa⁃
line water reduced the soil NO-3-N content and potential nitrification rate（PNR）, while the soil salinity and NH+4-N content increased mark⁃
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摘 要：为探讨长期咸水滴灌对棉田土壤氨氧化细菌（AOA）和氨氧化古菌（AOB）的丰度和群落结构的影响，于 2018年采集已经

过 10年咸水滴灌的棉田土壤，通过实时荧光定量 PCR和高通量测序技术测定土壤AOA和AOB的丰度和群落结构。试验设 3个

灌溉水盐度水平：0.35、4.61 dS·m-1和 8.04 dS·m-1（分别代表淡水、微咸水和咸水）。结果表明：微咸水、咸水灌溉显著降低土壤

NO-3 -N含量和潜在硝化势（PNR），但显著增加土壤盐分和NH+4 -N含量。不同处理AOA和AOB的 amoA基因拷贝数分别为 2.2×
106~3.6×106copies·g-1和 1.9×105~3.2×105 copies·g-1干土；微咸水、咸水处理AOA和AOB amoA基因拷贝数均显著低于淡水处理，且

微咸水处理显著降低AOA/AOB。PNR与AOA丰度（P<0.001）和AOB丰度（P<0.001）均呈显著正相关关系。此外，不同灌溉水盐

度下AOA群落操作分类单元（OTUs）的数量大于AOB，微咸水、咸水灌溉显著降低AOB群落的OTUs。与淡水处理相比，咸水、微

咸水处理显著增加 AOA 群落的香农指数，咸水处理显著降低 AOB 群落的香农指数。AOA 和 AOB 群落的优势类群分别为

Candidatus Nitrosocaldus 和 Nitrosospira；咸水、微咸水处理抑制 AOA 群落的 Betaproteobacteria 生长，而咸水处理中 Candidatus

Nitrosocaldus显著高于淡水和微咸水处理。AOB群落中Nitrosomonas的相对丰度随着灌溉水盐度的增加而显著降低。LEf Se分析

显示，AOA在咸水灌溉下仅有 1个差异物种，而AOB在微咸水灌溉时有 5个差异物种。冗余分析结果显示：AOA群落结构的改变

与土壤NO-3-N、pH和盐度的变化密切相关，而AOB群落结构的改变仅与NO-3-N和 pH显著相关。盐分是影响氨氧化微生物生长

及群落结构的主导因素，AOA和AOB共同参与土壤硝化作用，淡水、微咸水灌溉条件下AOB可能是硝化作用主导微生物种群，而

咸水灌溉条件下AOA可能是主导微生物种群。
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氮肥一般是作物生长的限制性因素，在盐渍化土

壤中合理施用氮肥可有效降低盐分对作物生长的危

害。硝化作用是土壤氮循环的重要环节，在氮素形态

转化和氮循环过程中起着至关重要的作用，直接影响

环境质量和氮肥的利用效率[1]。氨氧化作用和亚硝

酸氧化作用是硝化作用的两个关键步骤，其中氨氧化

作用是硝化作用的限速步骤，主要是在氨氧化古菌

（AOA）和氨氧化细菌（AOB）的参与下完成[2]。随着分

子生物学的不断发展，人们对于AOA和AOB的研究

不断深入。越来越多的学者关注不同环境条件对

AOA、AOB丰度[3]和群落结构组成的影响[4]，以及AOA
和AOB对硝化作用的相对贡献等[5]。

氨氧化微生物的生长受土壤环境的影响。其中

土壤盐分是影响氨氧化微生物生长和群落结构的重

要因素。有研究发现AOB和AOA的丰度与盐度呈负

相关[6]，盐分会抑制AOB的生长，对AOA丰度影响不

显著[7]。但是也有研究发现高盐分可以促进AOA和

AOB的生长[8]。Caffrey等[9]研究也表明河口沉积物中

AOA丰度随着盐分的增加而增加，但盐分对AOB没

有影响。Mosier等[10]研究发现AOB丰度随着土壤盐

度的增加而增加，在低盐度条件下AOA amoA的基因

丰度高于AOB基因。此外，有研究发现在盐碱地中

AOB amoA基因丰度比AOA amoA基因丰度高两个数

量级[11]。以上研究结果表明盐分对氨氧化微生物丰

度的影响目前尚无定论。此外，盐分在影响AOA和

AOB丰度的同时也影响其群落结构的改变。前人研

究表明，在不同盐分环境中AOA的群落结构会发生

改变，AOB的群落结构多样性和盐分梯度无相关关

系[12]，而湿地土壤中盐分可显著改变 AOA和 AOB的

群落结构[13]。有研究表明AOB的多样性会随着盐分

的增加而提高[14]，但是Dang等[15]研究发现盐分会降低

AOB的多样性。盐分是一个日益受到关注的环境因

素，然而盐分对土壤氨氧化微生物丰度和群落结构影

响的认识仍然存在争议。

新疆地处我国的西北部，属于干旱地区，淡水资

源短缺问题尤为严重。但是该地区咸水资源比较丰

富，在淡水资源短缺不断加剧的背景下，合理利用咸

水资源进行灌溉已经成为农业生产中缓解淡水资源

不足的较为经济、有效的手段。咸水灌溉一方面提供

了作物生长所需要的水分，缓解旱情；另一方面也将

盐分带入土壤，改变土壤的理化性质，进而影响土壤

养分转化和微生物生长。AOA和AOB共同参与土壤

硝化作用，然而，关于长期咸水灌溉对AOB和AOA群

落结构的影响及其对土壤硝化作用的贡献所知甚少。

因此，了解土壤氨氧化微生物群落结构多样性对咸水

灌溉引起的土壤盐分变化的响应具有重要意义。本

研究在已连续开展 10年咸水滴灌试验的基础上，通

过荧光定量 PCR方法测定AOA和AOB的丰度，采用

edly. The amoA gene copy numbers of AOA and AOB were in the range of 2.2×106~3.6×106 and 1.9×105~3.2×105 copies·g-1dry soil, respec⁃
tively. Irrigation with brackish and saline water decreased the amoA gene copy numbers of AOA and AOB. The AOA/AOB ratios were 11.3
and 11.2 in the freshwater and saline water treatments, respectively, indicating that more brackish water irrigation decreased the AOA/AOB
ratios. Moreover, the PNR was positively correlated with AOA and AOB abundance（P<0.001）. The number of operational taxonomic units
（OTUs）of AOA based on the amoA gene was larger than that of AOB under different irrigation water salinity treatments. Irrigation with
brackish and saline water significantly decreased the OTUs of AOB. Compared with freshwater irrigation, irrigation with brackish and sa⁃
line water significantly increased the Shannon diversity index of AOA, while saline water treatment significantly reduced the Shannon index
of AOB. The dominant groups of the AOA and AOB communities were Candidatus Nitrosocaldus and Nitrosospira, respectively. Irrigation
with saline and brackish water inhibited the growth of Betaproteobacteria in the AOA community, while the abundance of Candidatus Nitro⁃
socaldus in irrigation with saline water was significantly higher than that under irrigation with freshwater and brackish water. The relative
abundance of Nitrosomonas in the AOB community decreased significantly with increasing salinity of the irrigation water. Lefse analysis re⁃
vealed only one differential species in AOA under irrigation with saline water, while five differential species were detected in AOB under ir⁃
rigation with brackish water. Redundancy analysis showed that the variations in AOA community structure were closely associated with the
changes in soil NO-3-N, pH, and salinity, whereas the AOB community structure was only significantly correlated with NO-3-N and pH. In
conclusion, salinity was the dominant factor affecting the growth of ammonia-oxidizing microorganisms and community structure. AOB may
be the dominant microbial population of nitrification with freshwater and brackish water irrigation, while AOA may be the dominant micro⁃
bial population with saline water irrigation. These results can provide a scientific basis for further exploring the response mechanism of am⁃
monia-oxidizing microorganisms and their roles in nitrogen transformation in the agricultural soils of arid areas.
Keywords：saline water drip irrigation; ammonia-oxidizing archaea; ammonia-oxidizing bacteria; nitrification rate; community structure
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高通量测序分析AOA和AOB群落结构多样性。我们

假设经过长期咸水滴灌会改变AOA和AOB的群落结

构，降低AOA和AOB丰度并抑制硝化作用。因此，本

研究的目的是比较不同灌溉水盐度对氨氧化微生物

丰度和群落结构的影响，评价AOA和AOB对于硝化

作用的贡献，并探讨分析土壤理化性质与氨氧化微生

物丰度和群落结构间的关系。

1 材料和方法

1.1 试验区概况

试验区位于石河子大学农学院试验站（44°18′
N，86°02′E）内，平均海拔 450.8 m。试验区属于典型

温带干旱大陆性气候，多年平均气温为 6.5~7.2 ℃，无

霜期为 168~171 d，年日照时数为 2721~2818 h，年蒸

发量 1660 mm，年平均降水量为 210 mm。试验区土

壤类型为石灰性冲积土。0~30 cm 土层基础理化性

质（2009年试验开始前）如下：电导率（EC）为 0.13 dS·
m-1，pH 值 7.9，速效磷 25.9 mg·kg-1，速效钾 253 mg·
kg-1，全氮 1.1 g·kg-1，有机质 16.8 g·kg-1。供试作物为

棉花（Gossypium hirsutum L. cv Xinluzao No. 52），通常

在4月中旬种植，9月中旬收获。

1.2 试验设计

试验区在 2009—2017年已经连续开展 9年的不

同盐度灌溉水滴灌田间试验。依据灌溉水盐度设置

了 3个处理，每个处理 3次重复，共 9个小区，每个试

验小区面积 25 m2，采用完全随机区组设计。3个处理

的灌溉水盐度分别为 0.35、4.61、8.04 dS·m-1（分别用

FW、BW和 SW表示），试验中 FW取自当地深层地下

水，BW和 SW处理灌溉水盐分是通过在淡水中加入

等量的 NaCl 和 CaCl2（质量比 1∶1）配制而成。氮肥

（尿素N≥46.4%）施用量为N360 kg·hm-2，此氮肥用量

为当地棉花大田生产推荐用量。2018年试验开始前

3种灌溉水盐度处理土壤基本理化性见表1。
棉花种植采用覆膜栽培，一膜两管 4行，行距配

置为（30+60+30）cm，播种密度 22.2万株·hm-2。2018
年棉花于 4月 20日播种，为保证出苗，播种后滴淡水

45 mm。棉花生长期间灌水 9次，6月中旬开始至 8月

下旬结束，灌溉周期为 7~10 d，每次灌水 45~60 mm，

总灌溉量 450 mm，磷肥（重过磷酸钙，P2O5≥44.0%）施

用量为 P2O5 105 kg·hm-2，钾肥（硫酸钾，K2O≥51.0%）

施用量K2O 60 kg·hm-2，全部作基肥在播种前一次性

施入。试验中氮肥全部作追肥，2018年氮肥分别在 6
月 27日（第二水）、7月 4日（第三水）、7月 12日（第四

水）、7月 19日（第五水）和 7月 25日（第六水）通过滴

灌系统分五次随水施用。其他栽培管理措施参照当

地大田生产。

1.3 土壤样品采集与测定

2018年（试验第 10年）在棉花蕾铃期，最后一次

施肥结束后第 3 d（7月 28日）用直径 2.5 cm土钻在每

个小区的棉花行内，按 S型线路随机采集 3个耕层土

壤样品，采集深度为 0~20 cm。每个小区 3个重复，土

样混合均匀并去除其中的杂物、细根。将一部分土样

过 2 mm筛后分成两部分，一部分用于测定土壤理化

性质和土壤潜在硝化势，一部分用于氨氧化微生物丰

度和多样性的检测。用于提取DNA的土壤样品保存

于-80 ℃条件下。

1.3.1 土壤理化性质和潜在硝化势测定

土壤含水量采用烘干法测定；土壤盐度和 pH值

采用 MP521 Lab pH/ Conductivity Meter 型电导率仪

测定，测定盐度水土比为 5∶1[16]，测定 pH值水土比为

2.5∶1[17]；土壤NO-3-N 和NH+4-N使用 2 mol·L-1 KCl浸
提后使用流动分析仪测定（Smart Chem140，Analytik
Jena AG）[18]；土壤有机碳（SOC）使用K2Cr2O7-H2SO4 外

加热法测定[16]；土壤全氮（TN）使用半微量凯氏定氮

法测定[16]。

土壤潜在硝化势测定采用Kurola等[19]测定方法，

准确称取 5 g新鲜土壤样品于 50 mL离心管中振荡培

养 24 h后，使用 2 mol·L-1 KCl浸提并通过比色法测定

灌溉水盐度
Water salinity

FW
BW
SW

土壤盐度
EC/dS·m-1

0.20
0.56
0.78

pH
7.99
7.81
7.76

土壤含水量
SWC/%
16.85
17.69
18.18

有机碳
SOC/g·kg-1

9.77
9.44
8.79

全氮
TN/g·kg-1

0.76
0.70
0.64

硝态氮
NO-3-N/mg·kg-1

23.23
20.42
18.07

铵态氮
NH+4-N/mg·kg-1

4.80
5.15
5.47

表1 2018年试验开始前3种灌溉水盐度处理土壤理化性质

Table 1 Physicochemical properties of the soils under three water salinity treatments prior to the beginning of the experiment in 2018

注：FW、BW、SW代表灌溉水的盐度（ECW分别为0.35、4.61、8.04 dS·m-1）。下同。
Note:TW，BW, and SW stand for the irrigation water salinity（EC）of 0.35, 4.61, and 8.04 dS·m-1, respectively. The same below.
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土壤浸提液中 NO-2-N 的浓度，潜在硝化势（PNR）以

μg（NO-2-N）·g-1·h-1（干土）表征。

土壤潜在硝化势计算公式如下：

PNR=（c×V×ts×1000）/m×24 （1）
式中：c为从标曲上查得的显色液 NO-2-N 浓度，mg·
mL-1；V为显色液的体积，mL；ts为分取倍数，m为烘干

样品质量；24为24 h。
1.3.2 DNA提取

称取新鲜土壤样品 0.3 g，使用 Power SoilTM DNA
Isolation Kit（Mo Blo Laboratories，Inc，USA）试剂盒，按

照操作说明书提取 DNA 样品，并将提取的土壤总

DNA在-80 ℃下保存。

1.3.3 qPCR测定

使用实时荧光定量 PCR 仪检测目标基因丰度，

qPCR 的 反 应 体 系 为 20 μL，其 中 包 括 10 μL 2 ×
SYBR®Green qPCR Master Mix（Applied Biosystems，
Foster City，CA，USA），前后引物各 1 μL，2 μL DNA模

板（约 2 ng·μL-1）和 6 μL ddH2O。AOA amoA基因扩

增 引 物 是 Arch-amoAF（5′ - STAATGGTCTGGCT⁃
TAGACG - 3′）和 Arch - amoAR（5′ - GCGGCCATC⁃
CATC TGTATGT-3′）[20]。AOB amoA基因扩增引物是

amoA-1F（5-GGGG TTTCTACTGGTGGT）和 amoA-2R
（5′ -CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3′）[21]。PCR 反

应体系如下：95 ℃ 5 min，接着 40个循环，95 ℃ 10 s，
55 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s。
1.3.4 高通量测序

采用高通量测序技术测定AOA和AOB群落结构

组成。PCR扩增引物与 qPCR相同。PCR扩增体系为

25 μL，其中包括 2 μL DNA模板，前后引物各 1 μL，5
μL 5×PCR buffer，2 μL（2.5 mmol·L-1）dNTP，5 μL 5×
Q5High GC Enhancer buffer，0.25 μL（0.02U·µL-1）Q5
High - Fidelity DNA polymerase（NEB）和 8.75 μL
ddH2O。反应体系如下：98 ℃ 5 min，接着 35个循环，

98 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，最后 72 ℃ 5 min。

PCR 产 物 使 用 Agencourt AMPure Beads（Beckman
Coulter，Indianapolis，IN）纯化，并用 PicoGreen dsDNA
Assay kits（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）质量化，各

样品等量混合后，在上海派森诺生物科技股份有限公

司（上海，中国）使用 Illumina MiSeq平台进行高通量

测序，每个处理重复3次。

1.4 数据分析

使用 SPSS 软件（Version SPSS 21.0）进行数据方

差分析和相关性分析，显著水平为 0.05；各处理间差

异比较采用 LSD 法（P<0.05）；高通量测序结果使用

UCHIME软件（Version 4.2），鉴定并去除嵌合体序列，

得到最终有效数据。使用QIIME软件（Version 1.8.0）
对序列在 97%的相似度水平下进行聚类并获得OTUs
数，基于OTUs数得到不同分类水平上的物种丰度，再

利用R语言（Version 3.2.0）绘制成样品各分类学水平

下的群落结构图。使用 Mothur（Version 1.30.1）软件

分析样品α多样性指数（ACE，Chao1，辛普森指数，香

农指数），分析时将样品所含序列数进行标准化并在

97%相似度水平下，对各样品 α多样性指数值统计。

基于 Galaxy 平台进行 LEfSe 分析 [Line discriminant
analysis（LDA）Effect Size]，LDA值>4。RDA分析（Re⁃
dundancy analysis）使用R语言Vegan包进行分析和作

图。

2 结果分析

2.1 咸水滴灌对土壤理化性质的影响

灌溉水盐度显著影响土壤理化性质（表2）。与FW
处理相比，BW和 SW处理土壤盐分、含水量和NH+4-N
含量显著增加，而 pH 值、SOC、TN、NO-3-N 含量显著

降低（P<0.05，下同）。BW和 SW处理NO-3-N含量较

FW处理降低 13.5%和 30.8%。相反，BW和 SW处理

NH+4-N含量较FW处理增加10.4%和15.2%。

2.2 咸水滴灌对土壤潜在硝化势的影响

BW和 SW处理显著降低土壤潜在硝化势（PNR）
表2 不同灌溉水盐度处理土壤理化性质

Table 2 Soil physicochemical properties as affected by different irrigation water salinity treatments

注：同一列不同小写字母表示不同处理间差异达显著水平（P<0.05）。下同。
Note：Different letters in the same column indicate significant differences（P<0.05）among treatments. The same below.

灌溉水盐度
Water salinity

FW
BW
SW

土壤盐度
EC/dS·m-1

0.21±0.006c
0.60±0.010b
0.94±0.020a

pH
7.97±0.015a
7.77±0.010b
7.74±0.010c

土壤含水量
SWC/%

15.57±0.005c
19.09±0.001b
21.04±0.003a

有机碳
SOC/g·kg-1

9.75±0.145a
9.39±0.083b
8.75±0.023c

全氮
TN/g·kg-1

0.73±0.006a
0.68±0.016b
0.62±0.011c

硝态氮
NO-3-N/mg·kg-1

46.19±1.561a
39.95±1.357b
31.96±2.064c

铵态氮
NH+4-N/mg·kg-1

6.82±0.047c
7.53±0.106b
7.86±0.092a
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见图 1，FW处理 PNR分别较 BW和 SW处理高 18.1%
和37.3%。

2.3 AOA和AOB丰度及对土壤潜在硝化势的相对贡献

BW 和 SW 处理显著降低土壤 AOA 和 AOB 丰度

（表 3）。不同处理土壤AOA amoA基因丰度在 2.18×
106~3.57×106 copies·g-1（干土），AOB amoA基因丰度

在 1.94×105~3.15×105 copies·g-1（干土）。与 FW 处理

相比，BW和 SW处理AOA和AOB丰度分别较 FW处

理 降 低 28.4%、39.0% 和 23.3%、38.4%。 BW 处 理

AOA/AOB显著低于FW和SW处理，而SW和FW处理

之间无显著差异。

AOA 和 AOB 对 PNR 的相对贡献如图 2 所示。

AOA丰度与PNR呈极显著正相关关系（R2=0.922 8，P<
0.001）。相似地，AOB丰度也与PNR呈极显著正相关

关系（R2=0.948 9，P<0.001）。说明 PNR 的变化与

AOA和AOB丰度存在高度的相关性。

2.4 AOA和AOB α多样性

各处理 AOA 和 AOB 的 amoA基因的测序数在

79 812~80 076（表 4），覆盖度在 0.997 1~0.999 7。在

97%的相似度水平下，AOA和AOB序列分别可划分

为 661~664和 130~140 OTUs。BW和 SW处理显著降

低AOB群落OTUs，但对AOA无影响。ACE和 Chao1

指数通常用来衡量群落中含 OTU 数目的指数，ACE
和Chao1指数越大，表明群落的丰富度越高。辛普森

和香农指数用于衡量物种多样性，受样品群落中物种

丰度和物种均匀度的影响，一般香农指数值越大，辛

普森指数值越小，说明样品的物种多样性越高。灌溉

水盐度对丰富度指数（ACE 和 Chao1）无显著影响。

与 FW 处理相比，BW 和 SW 处理显著增加 AOA香农

指数，且辛普森指数显著降低。SW 处理显著降低

AOB香农指数，且显著增加辛普森指数。BW处理对

AOB多样性指数无显著影响。

2.5 土壤理化性质与AOA、AOB的丰度、多样性指数、

潜在硝化势之间相关性分析

土壤理化性质与 AOA、AOB 的丰度，多样性指

数，土壤潜在硝化势之间相关关系见表 5。土壤潜在

硝化势，AOA、AOB 丰度，AOA 群落辛普森指数与

pH、NO-3-N、SOC、TN呈显著正相关，但是和EC、SWC、
NH+4-N呈显著负相关。AOA的香农指数与EC、SWC、
NH+4-N呈显著正相关，而与 pH、NO-3-N、SOC、TN呈显

图2 AOA（a）和AOB（a）丰度与土壤潜在硝化势的相关性

Figure 2 Correlations between AOA（a）and AOB（b）abundance
and potential nitrification rate of soil

表3 不同灌溉水盐度处理AOA和AOB丰度
Table 3 Abundance of AOA and AOB as affected by different

irrigation water salinity treatments
灌溉水盐度
Water salinity

FW
BW
SW

AOA丰度
AOA abundance/×106

copies·g-1 dry soil
3.57±0.13a
2.55±0.11b
2.18±0.13c

AOB丰度
AOB abundance/×105

copies·g-1 dry soil
3.15±0.10a
2.42±0.13b
1.94±0.32c

AOA/AOB

11.32±0.12a
10.57±0.31b
11.21±0.32a

潜
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y=9.354x-53.925
R2=0.922 8 P<0.001
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y=9.086x-42.664
R2=0.948 9 P<0.001

AOA基因丰度/×106·g-1干土AOA amoA abundance/×106 copies·g-1 dry soil

AOB基因丰度/×106 g-1干土AOB amoA abundance/×106 copies·g-1 dry soil

图1 不同灌溉水盐度处理土壤潜在硝化势

Figure 1 Soil potential nitrification rate as affected by different
irrigation water salinity treatments
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著负相关。AOB的辛普森指数与EC、SWC、NH+4-N呈

显著正相关，而与 NO-3-N、SOC、TN 呈显著负相关。

AOB的香农指数与 NO-3-N、SOC、TN呈显著正相关，

而仅与EC呈显著负相关。

2.6 AOA和AOB群落结构

高通量测序结果显示，纲水平上，AOA 群落由

Candidatus Nitrosocaldus、Candidatus Nitrososphaera、
Betaproteobacteria、Marine archaeal group 1、Unknown
组成（图 3a）。除 Unknown，Candidatus Nitrosocaldus
（0.6%~1%）相对丰度较高。Candidatus Nitrosocaldus
属于自养和需氧氨氧化古菌，常出现在中性或微碱性

陆地地热环境中。不同灌溉水盐度对AOA群落影响

不一致，例如，Betaproteobacteria 和 Marine archaeal
group 1对灌溉水盐度较为敏感，BW和 SW处理中Be⁃
taproteobacteria 相对丰度显著低于 FW 处理，而 Ma⁃
rine archaeal group 1显著高于 FW处理；SW处理Can⁃

didatus Nitrosocaldus显著高于FW和BW处理。

AOB 属水平上群落主要由 Nitrosospira、Nitro⁃

somonas、Nitrosovibrio和 Unknown 组成（图 3b），Nitro⁃

sospira（52.9%~59.4%）相对丰度较高。Nitrosospira属

于氨氧化细菌中的一类，参与氨氧化过程对亚硝酸盐

的亲和力较高，可高效利用底物。Nitrosomonas随着

灌溉水盐度的增加相对丰度显著降低，SW处理中没

有检测到Nitrosomonas的存在。BW处理中Nitrosospi⁃

ra相对丰度显著低于FW和SW处理。

2.7 AOA和AOB群落LEf Se分析

使用 LEfSe（LDA>4.0，P<0.05）进行不同处理间

群落比较分析，得到不同灌溉水盐度条件下氨氧化微

生物群落显著差异种群（图4）。AOA仅有1个差异物

种（图 4a），出现在 SW处理，说明AOA种群相对稳定，

高盐度灌溉水刺激 Candidatus Nitrosocaldus 生长，

AOB共有 5个显著差异物种（图 4b），5个差异种群均

来自BW处理，说明中等盐度灌溉水可刺激Bacteria，
Proteobacteria、Nitrosomonadaceae、Betaproteobacteria、

表4 不同灌溉水盐度处理AOA和AOB α多样性

Table 4 α diversity properties of AOA and AOB as affected by different irrigation water salinity treatments
氨氧化微生物

Ammonia oxidizer
氨氧化古菌群落
AOA community

氨氧化细菌群落
AOB community

灌溉水盐度
Water salinity

FW
BW
SW
FW
BW
SW

序列数
Sequence Tags
79 812±175a
79 999±263a
79 895±218a
79 985±134a
79 844±94a
80 076±162a

操作分类单元
OTUs

664±1.53a
662±3.00a
661±1.15a
140±2.65a
130±4.04b
132±1.15b

ACE指数
ACE index

668.55±2.91a
666.01±3.94a
665.72±1.99a
166.53±11.16a
161.38±8.32a
157.72±13.44a

Chao1指数
Chao1 index
670.89±5.05a
668.11±5.88a
666.63±2.83a
168.58±8.29a
164.68±12.93a
155.02±15.13a

辛普森指数
Simpson index
0.42±0.01a
0.36±0.01b
0.31±0.11c
0.17±0.01b
0.18±0.01b
0.22±0.01a

香农指数
Shannon index

2.57±0.04c
2.82±0.03b
2.97±0.05a
2.36±0.01a
2.42±0.02a
2.18±0.08b

覆盖度
Coverage

0.999 7±0.001a
0.999 7±0.001a
0.999 7±0.001a
0.997 1±0.001a
0.997 1±0.001a
0.997 3±0.001a

注：**表示在0.01水平上显著相关，*表示在0.05水平上显著相关。
Note: Significant correlations are highlighted with asterisks *P<0.05；**P<0.01.

潜在硝化势PNR
氨氧化古菌群落
AOA community

氨氧化细菌群落
AOB community

丰度

Simpson
Shannon

ACE
Chao1
丰度

Simpson
Shannon

ACE
Chao1

EC
-0.993**
-0.930**
-0.985*
0.970**
-0.413
-0.400

-0.965**
0.850**
-0.672*
-0.379
-0.485

pH
0.930**
0.965**
0.940**
-0.946**

0.492
0.442

0.922**
-0.608
0.364
0.367
0.402

SWC
-0.979**
-0.963**
-0.984**
0.978**
-0.451
-0.436

-0.968**
0.731*
0.549
-0.368
-0.452

NO-3-N
0.935**
0.863**
0.955**
-0.930**

0.526
0.540

0.912**
-0.802**
0.691*
0.338
0.405

NH+4-N
-0.962**
-0.959**
-0.982**
0.980**
-0.472
-0.426

-0.962**
0.692*
-0.530
-0.412
-0.482

SOC
0.935**
0.849**
0.949**
-0.927**

0.475
0.511

0.908**
-0.879**
0.769*
0.401
0.479

TN
0.965**
0.904**
0.963**
-0.954**

0.476
0.430

0.924**
-0.859**
0.692*
0.468
0.610

表5 土壤理化性质与潜在硝化势，AOA、AOB丰度，多样性指数间相关性分析

Table 5 Correlations among soil physicochemical properties，potential nitrification rates，AOA and AOB abundance and diversity under
different water salinity treatments
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Nitrosomonadales的生长。

2.8 AOA、AOB与土壤理化性质间RDA分析

利用 RDA 分析 AOA 和 AOB 群落结构与土壤理

化性质的关系，AOA群落结构与土壤理化性质间的

关系见图 5a，轴 1的解释度为 54.8%，轴 2的解释度为

26.9%。AOA 群落结构与 NO-3-N（解释度 59.1%，P=

0.002）、pH值（解释度 23.2%，P=0.032）、土壤盐分（解

释度 10.4%，P=0.042）存在显著相关关系。对于

AOB，轴 1 解释度为 57.5%，轴 2 解释度为 31.2%（图

5b）。AOB 群落结构仅与 NO-3-N（解释度 33.3%，P=

0.04）、pH 值（解释度 47.7%，P=0.012）呈显著相关关

系，与其他土壤理化性质无显著相关关系。

3 讨论

3.1 咸水滴灌对土壤理化性质的影响

淡水资源短缺是限制农业可持续发展的重要因

素，合理利用咸水灌溉已成为缓解干旱区淡水资源不

足的重要手段。然而，长期咸水灌溉会导致盐分在土

壤中的积累，影响土壤理化性质和养分的循环转化，

特别是氮素转化的关键过程[22]。本研究结果表明微

咸水、咸水灌溉使土壤盐分、含水量、NH+4-N含量显著

增加，而 pH值、有机质、NO-3-N含量显著降低。土壤

含水量增加是因为盐水灌溉土壤蒸散率降低[23]。pH
值降低可能是因为土壤中氯离子的积累，导致土壤

pH值下降[24]。有机质的降低是因为盐渍土壤中植物

生物量减少导致有机物输入量下降[25]。另外，微咸

水、咸水处理，土壤NH+4-N含量增加，而NO-3-N含量

呈现相反的趋势，可能是土壤盐度的增加抑制了土壤

的硝化作用[26]。

3.2 咸水滴灌对土壤潜在硝化势和AOA、AOB丰度的

影响

土壤潜在硝化势可直接反映土壤硝化活性。本

研究结果表明长期微咸水和咸水灌溉显著抑制土壤

潜在硝化势。这与He等[27]研究相似，其研究结果显

示土壤潜在硝化势随土壤盐度的增加而显著降低。

然而，也有研究表明适度盐分可提高土壤潜在硝化速

（a）AOA纲水平群落结构组成，（b）AOB 属水平群落结构
（a）Distribution of AOA community class group，（b）Distribution of AOB community genus group

图3 不同灌溉水盐度处理氨氧化微生物群落结构

Figure 3 Community structure of AOA and AOB as affected by different irrigation water salinity treatments

图4 不同灌溉水盐度处理AOA（a）和AOB（b）群落LEfSe分析

Figure 4 LEfSe analysis of AOA（a）and AOB（b）communities under different irrigation water salinity treatments
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率，而高盐度抑制土壤潜在硝化速率[28]，这可能是因

为一些参与硝化作用的微生物具有一定的耐盐性，在

一定盐度范围内可促进硝化作用微生物的生长，提高

硝化速率[29]。

AOA和AOB是参与硝化作用的关键微生物，盐

分是影响其生长的重要因素[30]，本研究发现随着灌溉

水盐度的增加，AOA 和 AOB 丰度均显著降低。Jin
等[31]研究也发现，较高的盐分会抑制AOB生长。然而

也有研究发现盐分对 AOA 丰度无显著影响[32]，或者

中等盐度可以刺激AOA生长[33]。前人研究表明新疆

碱性土壤中 AOB 丰度高于 AOA，是主导微生物类

型[34]。但本研究表明 AOA 丰度高于 AOB，可能是微

咸水和咸水灌溉后土壤盐分成为影响 AOA、AOB生

长和活性的主导因素。Bernhard 等[35]也得到相似的

研究结果。但也有研究发现河口区 AOB 丰度高于

AOA[36]，甚至盐分越高 AOB丰度高于 AOA的幅度越

大[37]。这些矛盾的结果可能是AOA和AOB属于两类

微生物群体，不同环境条件下，AOA和AOB对于盐分

的响应是不同的。另外自然环境复杂多变，可能是多

种因素综合作用下共同影响AOA和AOB活性[38]。

相关性分析表明，AOA 和 AOB 丰度均与 PNR、

NO-3-N 浓度存在极显著正相关关系，说明 AOA 和

AOB共同参与灌耕灰漠土中的硝化作用。本研究中

微咸水灌溉条件下AOA/AOB显著低于淡水灌溉，而

咸水灌溉条件下AOA/AOB显著高于微咸水灌溉。说

明不同 AOA 和 AOB 的生长对于盐分的响应是不同

的。我们推测AOB可能是微咸水灌溉条件下硝化作

用的主导微生物种群，而AOA可能是咸水灌溉条件

下主导微生物种群。

3.3 咸水滴灌对土壤AOA和AOB群落组成及多样性

的影响

咸水、微咸水灌溉改变了AOA和AOB的群落结

构。本研究表明AOA群落多样性高于AOB，在含有

盐分的河口区和海岸区环境中也出现相似的结

果[27，39]。不同灌溉水盐度对AOA和AOB群落多样性

的影响是不一致的。对于AOA来说，随着灌溉水盐

度的增加，群落辛普森指数显著降低，而香农指数显

著增加。而对于AOB来说，咸水灌溉显著增加AOB
群落辛普森指数，而降低香农指数。说明，在该环境

条件下 AOA 群落结构对于盐分的变化更为敏感。

Gao 等[40]研究也表明盐分越高 AOA 多样性越高，而

AOB群落多样性在中等盐度时最高，在高盐度时最

低。也有研究发现在红树林沉积物中盐分与AOB群

落香农指数呈正相关关系，与辛普森指数呈负相关关

系，而 AOA 群落多样性对盐分变化不敏感[41]。说明

不同土壤环境下盐分对AOA和AOB的群落结构影响

存在差异。

虽然灌溉水盐度对AOA群落OTUs无显著影响，

但是 AOA 群落对于不同灌溉水盐度的响应是不同

的。通常 AOA 的耐受性较强，对环境的改变不敏
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Figure 5 Redundancy analysis（RDA）of correlations between soil physicochemical properties and the community structure
of AOA（a）and AOB（b）
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感[42]。本研究结果表明在纲水平上，除Unknown外，

Candidatus Nitrosocaldus 是主要微生物种群，咸水灌

溉显著增加 Candidatus Nitrosocaldus 相对丰度，说明

其对盐分具有较强的耐受性。另外也有可能是Can⁃

didatus Nitrosocaldus 一些物种可将尿素直接作为生

长的能量来源[43]，因此获得能量来源的途径较多，利

于其完成整个硝化作用。本研究中随着灌溉水盐度

的增加Marine archaeal group 1相对丰度显著增加，说

明盐分激发了 AOA 耐盐种群的生长。原因可能是

Marine archaeal group 1主要在海洋环境中出现，对于

盐分具有较好的适应性[44]。在AOB属水平上，Nitro⁃

sospira是优势微生物种群，且咸水灌溉Nitrosospira相

对丰度高于微咸水灌溉。另外，Nitrosomonas相对丰

度随着灌溉水盐度的增加而显著降低，SW处理中没

有检测到Nitrosomonas的存在。这与前人研究一致，

即Nitrosospira在高盐环境富集，而Nitrosomonas在低

盐或者中盐环境中富集[45]。

LEfSe分析结果表明AOA群落结构较为稳定，只

有咸水灌溉时刺激了 Candidatus Nitrosocaldus 生长。

而AOB群落对于盐分的响应较为敏感，微咸水灌溉

出现 5个显著高于其他处理的差异物种，这再一次印

证了我们推测的微咸水灌溉条件下AOB较为活跃，

是参与硝化作用的主导微生物种群，而咸水灌溉条件

下AOA可能是主导微生物种群。

3.4 土壤性质对AOA和AOB群落结构的影响

咸水灌溉抑制氨氧化微生物的生长，改变其群落

结构，然而土壤的环境条件复杂，AOA和AOB对潜在

硝化作用的贡献高度依赖于土壤初始环境[46]，经过 10
年咸水灌溉，土壤理化性质发生显著改变，环境因素

的改变也影响着氨氧化微生物群落的变化。RDA结

果表明，除盐分以外，NO-3-N解释AOA群落结构总变

异量的 59.1%（P=0.002），解释 AOB 群落总变异的

33.3%（P=0.04），说明咸水、微咸水灌溉条件下，NO-3-N
是影响AOA和AOB群落结构的主要因素之一。但是

也有研究表明，土壤NO-3-N仅与AOB群落变化存在

显著相关关系[47]。这可能是由于土壤养分条件不同，

长期咸水灌溉土壤氮素水平显著低于淡水灌溉，AOA
一般在较苛刻的环境（低氮、强酸性和高温）中生长更

为活跃，表达功能活性更强[48]。此外，土壤 pH是影响

AOA 和 AOB 群落变化的主要因素，pH 对 AOB 群落

（解释度 47.7%，P=0.012）的影响要大于AOA（解释度

23.2%，P=0.032）。这可能是因为 AOA 细胞具渗透

膜，可维持细胞内 pH接近中性[49]，而本研究中 pH变

化范围较小，AOB群落对于 pH变化响应比AOA更敏

感。然而，有学者研究表明一般碱性土壤中硝化作用

主导微生物类型是 AOB，而与 AOA 关系不大[50]。不

一致的结果说明盐分是影响农田土壤氨氧化微生物

生态位变化的主导因素。然而本试验还不能具体分

析出AOA和AOB分别对硝化作用的贡献率，这仍然

需要后续进行深入研究。

4 结论

长期微咸水、咸水灌溉显著增加土壤盐分、含水

量、NH+4-N含量，降低 pH值、NO-3-N含量、有机碳和全

氮含量。咸水、微咸水灌溉显著降低土壤 PNR 和

AOA、AOB 的 amoA基因拷贝数。微咸水、咸水灌溉

改变了AOA和AOB的群落结构组成，AOA群落的纲

水平上，以Candidatus Nitrosocaldus、Candidatus Nitro⁃
sosphaera、Betaproteobacteria 和 Marine archaeal group
1为主导，且咸水灌溉显著增加Candidatus Nitrosocal⁃
dus的相对丰度。在AOB群落的属水平上，以Nitroso⁃

spira、Nitrosomonas和 Nitrosovibrio为主导。盐分是影

响硝化作用、氨氧化微生物生长及群落结构改变的主

导因素。除盐分外，土壤 pH、NO-3-N 含量也是影响

AOA和AOB群落结构改变的主要环境因素。AOA和

AOB丰度与土壤 PNR、NO-3-N均呈显著正相关关系，

共同参与硝化过程，但二者对于盐分的响应不同，淡

水和微咸水灌溉条件下 AOB 可能是主导微生物种

群，而咸水灌溉条件下AOA是主导微生物种群。
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