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Abstract：Planting experiments with three types of green manure, which were natural grasses（NG）, Vicia villosa var. glabrescens, a legume
single planted（LP）, and V. villosa var. glabrescens mixed planted in the NG（NL）, were conducted in a long-term positioning fertilization
experimental base in Fenghuangshan, Dangyang. Plant communities and soil physical and chemical properties were surveyed and
measured, and the functional gene abundance and community structure of ammonium oxidizing microorganisms for soil samples were
analyzed using qPCR amplification and Illumina MiSeq High-Throughput Sequencing. Next, the relationships between ammonium
oxidizing microorganisms and plant community factors and soil properties were clarified by a Mantel test and redundant analysis with
hierarchical partitioning（RDA-HP）. The results showed that：Compared with the NG, the LP and NL had different effects on the
abundances of AOA-amoA and AOB-amoA：the LP reduced the amounts of AOA-amoA and AOB-amoA, while the NL decreased AOA-
amoA but increased AOB-amoA. The Ace indice and Chao indice of AOA in LP and NL were significantly higher than those in NG.
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摘 要：本研究以当阳凤凰山长期定位施肥柑橘试验基地为平台，进行了自然生草（NG）、人工种植光叶苕子（LP）以及光叶苕子混

播于自然生草（NL）等三种绿肥处理，通过植物群落调查、土壤理化性质测定，以及 qPCR和 Illumina Miseq高通量测序的方法，阐

明橘园土壤氨氧化微生物AOA和AOB的功能基因丰度和群落结构对不同绿肥种植处理的响应特征，并探讨植物群落和土壤理化

因子对它们的影响。研究结果表明：相比于NG，人工种植绿肥（LP和NL）对AOA和AOB数量的影响不一，LP降低了AOA和AOB
的 amoA基因拷贝数，NL降低了AOA-amoA但增加了AOB-amoA基因拷贝数；LP和NL中AOA的Ace指数和Chao指数显著高于

NG，LP中AOB的 Shannon指数显著高于NG，三个处理的β多样性差异显著；三种绿肥种植处理下AOA共获得 119个OTU，优势门

和属分别是泉古菌门和 norank—Crenarchaeota，其中 norank—Crenarchaeota在 NG中的相对丰度显著高于 LP和 NL；AOB共获得

142个OTU，优势门和属分别是变形菌门和亚硝化螺菌属，其中亚硝化螺菌属的相对丰度在不同处理中有显著差异，其 LP中最

高，为 45.87%；Mantel检验和冗余-层次分割分析结果表明，氨氧化微生物的丰度、多样性和组成受到绿肥种植后的植物因子（如

群落高度、盖度、多样性、地上生物量和地下生物量、根系碳氮含量等）和土壤因子（如 pH、土壤含水量、总碳、总氮、铵态氮、硝态氮

和速效磷含量等）的共同影响。该研究说明在橘园种植绿肥可改变地上植物群落特征和土壤理化性质，从而使土壤中氨氧化微

生物的数量和群落结构发生变化，其中光叶苕子混播于自然生草的生草模式可明显增加土壤氨氧化微生物量，促进土壤的硝化

作用和改善果园生态环境，因此，实际应用中可优先考虑此模式。

关键词：氨氧化微生物；绿肥；功能基因；群落组成；丰度
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随着社会的不断进步，生态果园等可持续发展理

念深入人心，人们逐渐认识到清耕法不再适合农业生

产的要求，果园覆草、果树地膜覆盖和果园绿肥种植

等一些先进的果园管理模式开始在果园中发挥作

用[1-4]。在果园生境下生长，通过直接种植、翻压施

用、作物堆肥沤制后再施用等方式促进果树生长发育

的绿色植物称为果园绿肥[5]。果园绿肥种植可分为

自然生草和人工生草，其中，自然生草是指利用当地

果园常见杂草，经过自然竞争和连续刈割，自然筛选

出适宜当地自然生态环境且生殖能力强的无害杂草，

生长后达到覆盖培肥果园的目的[6]，人工生草是考虑

到当地果树品种性质、土壤、气候条件和经济生态等

因素后，有选择地种植一些无害、培肥能力强或经济

效益高的草种。果园自然生草和人工生草在改善果

园生态环境，促进果实优质高产等方面都已经取得了

良好的生态经济效益[7-8]。

微生物介导的硝化作用是农业生态系统氮循环

的关键环节之一，通过硝化作用能减少土壤氨的挥

发，促进植物对土壤氮素的吸收利用。氨氧化反应是

硝化作用的关键限速步骤，氨氧化古菌（AOA）和氨氧

化细菌（AOB）作为氨氧化反应的主要驱动者，其群落

结构、生态位分异和丰度等受土壤环境因子的影响。

在不同 pH的土壤中，AOA和AOB对土壤硝化作用的

贡献存在极大差异，AOA 在酸性土壤中更为活跃，

AOB 在中性和碱性土壤中是硝化作用的主要承担

者[9]。施肥方式不同，植被类型的改变均会导致氨氧

化微生物种群结构、丰度和活性发生差异[10]。在果园

生态系统中，不同的土壤类型、土壤条件、耕作制度等

果园管理措施等都会影响土壤环境，从而影响土壤的

硝化能力和氨氧化微生物的活性[11]。果园生草复合

系统会改变植物-微生物的资源利用体系，势必会影

响土壤氮素养分转化和供给情况[12-15]，从而使得土壤

微生物生长所需的养分物质数量和质量发生改

变[16-17]。研究表明，有机肥可以通过改变土壤理化性

质从而降低盐分产生的负面影响[18]。绿肥种植、刈

割、腐解还可以通过影响土壤的各项理化性质，如土

壤温度、土壤板结程度、土壤 pH等，引起土壤微环境

的变化，间接对土壤微生物群落产生影响[19-20]。但果

园绿肥种植后对土壤氨氧化微生物AOA和AOB的影

响研究鲜见报道。识别氨氧化微生物群落在果园不

同生草系统中的生态特征，对于丰富氮循环的认识以

及果园生草管理具有重要意义。

本研究以湖北省当阳市长期定位施肥柑橘试验

基地为研究对象，选取了自然生草、光叶苕子（Vicia

villosa var. glabrescens）以及光叶苕子混播自然生草等

3种绿肥处理，通过对柑橘园 0~20 cm耕作层土壤中

土壤理化性质、氨氧化微生物功能基因丰度及群落结

构等进行分析，探究不同绿肥种植对橘园土壤氨氧化

微生物的影响，从而为果园的生态管理方式方法提供

一定参考。

1 材料与方法

1.1 试验设计

试验在湖北省宜昌市当阳市凤凰山柑橘基地

（30°39′ 48.98″ N，111°48′ 24.82″ E）进行。该地属亚

热带季风气候，平均日照数 1 850 h，年均气温

16.4 ℃，年均降雨量 936~1 048 mm，降雨多集中于夏

季。试验地海拔 79 m，土壤类型为典型黄棕壤；柑橘

品种为无核椪柑，树龄 15 a，行距 3 m×4 m，树势中等，

均处于盛果期。每年6月和12月施肥，施肥量为氮素

410 kg·hm-2，磷素 240 kg·hm-2，钾素 381 kg·hm-2，肥

料分别为尿素、过磷酸钙和硫酸钾。该柑橘园绿肥有

Simultaneously, the Shannon index of AOB in LP was significantly higher than that in NG, and the β diversity among the three treatments
differed significantly. In the three treatments, 119 OTUs of AOA were obtained, with the dominant phylum and genus being Crenarchaeota
and norank—Crenarchaeota, respectively; meanwhile, 142 OTUs were obtained for AOB, with the dominant phylum and genus being
Proteobacteria and Nitrosospira, respectively. The relative abundance of Nitrosospira was significantly higher in LP（45.87%）.According to
the Mantel test and RDA-HP, the abundance, composition, and diversity of ammonium oxidizing microorganisms were closely related to
plant factors（plant height, cover, and diversity, shoot and root biomasses, and carbon and nitrogen contents in roots）and soil properties
（pH, soil water content, total carbon and nitrogen contents, and ammonium, nitrate, and available phosphorus contents）. The study
indicates that green manure planting in citrus orchards alters the plant community and soil physicochemical properties and modifies the
abundance and community structure of soil ammonium oxidizing microorganisms. Within the three ground cover treatments, NL has a
markedly higher abundance of ammonia-oxidizing microorganisms, thus promoting soil nitrification and improving the ecological
environment of the orchard. Therefore, intercropping legumes with NG in orchards is recommended for practical applications.
Keywords：ammonium oxidizing microorganism; green manure; functional gene; community composition; abundance
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3种生草方式[21]：（1）自然生草（NG）：园内没有种植特

定草种，自然长出的各种杂草通过自然竞争和连续刈

割，最后剩下适应当地自然生态环境的草种；每年 5
月和 9月刈割，刈割后平铺覆盖果园地面；（2）光叶苕

子（LP）：清除自然生草后，于每年 10月在果树行间撒

播光叶苕子，播种量为 75 kg·hm-2，次年 5月刈割，刈

割后绿肥残体直接覆盖地面还田；（3）光叶苕子混播

于自然生草中（NL）：保留自然生草，并在果树行间撒

播光叶苕子，播种量为 25 kg·hm-2，于每年 5月刈割，

刈割后绿肥残体直接覆盖地面还田。与自然生草相

对应，以上的LP和NL又归为人工生草。所有生草处

理于2013年开始实施。

1.2 样品采集及测定

3种生草方式分别选择 3个面积为 120 m2重复小

区（含 10棵果树），于 2019年 3月（光叶苕子初花期）

在每个小区采用五点取样法对 5个 1 m×1 m样方进行

植物群落调查，测定草本植物群落的盖度（Cover）、高

度（Height）和各物种的个体数量等。随后，齐地剪取

样方中植物地上部分，烘干称量获取地上生物量

（SB）。用直径为 7.5 cm的根钻在样方内以五点取样

法钻取 0~20 cm耕层土壤根系样品 5份，混匀后装入

自封袋内，带回实验室过 20目筛分离植物根系及土

壤。用去离子水洗净植物根系，于 105 ℃杀青 30
min，随后调至 65 ℃烘干至质量恒定并称量，以获得

地下生物量（RB）。利用粉碎机将烘干后的植物地上

部分和地下部分分别磨碎、过 100目筛。采用元素分

析仪测定植物地上部分（STC、STN）和根系的总碳、总

氮（RTC、RTN）含量[22]。

土壤样品采集：用土钻采集上述样方中 0~20 cm
土层，混匀后分为三部分。一部分新鲜土样用于以下

指标测定：土壤容重（BD）（环刀法[23]）、含水量（SWC）
（铝盒烘干法）、pH[玻璃电极法（水土比 2.5∶1）]、铵态

氮（AN）（靛酚蓝比色法）、硝态氮（NN）（紫外分光光

度法）、可溶性有机碳（DOC）[总有机碳分析仪测定离

心（水土比 5∶1）过滤后的滤液]、可溶性有机氮（DON）
[可溶性总氮（TDN）减去 AN、NN氮的差]、TDN（碱性

过硫酸钾-紫外分光光度法）、土壤微生物量碳氮

（MBC、MBN）（氯仿熏蒸-硫酸钾浸提法[24]）；一部分样

品自然风干后，仔细挑除土壤中混入的植物残根和石

块等杂物，磨碎，采用碳氮元素分析仪测定总碳（TC）
和总氮（TN），采用浓硫酸消解-钼锑抗比色法测定总

磷（TP），通过 0.5 mol·L-1碳酸氢钠浸提-钼锑抗比色

法测定速效磷（AP），用浓硫酸消煮-原子吸收火焰光

度法测定全钾（AK）[25]；一部分土壤于无菌密封袋中

保存，放入液氮内冰冻３min再放置于冰盒带回实验

室，转入-80 ℃超低温冰箱中保存，用于后续微生物

分析。

根据 PowerSoil DNA isolation 试剂盒（MoBio Lab⁃
oratories Inc. San Diego，CA，USA）操作步骤，从 0.5
g、-80 ℃土壤中提取土壤总DNA，并用酶标仪检测土

壤DNA数量和质量；使用 2%的琼脂糖凝胶电泳的方

法测定土壤DNA的完整性[26]。

AOA 单端序列分析中两种引物分别为 amoAF
（5′ - STAATGGTCTGGCTTAGACG-3′ ）和 amoAR
（5′ -GCGGCCATCCATCTGTATGT-3′），PCR 产物长

度在 600 bp左右；AOB 单端序列分析中两种引物分

别为 bamoA1F（5′ -GGGGTTTCTACTGGTGGT-3′）和

bamoA2R（5′ - CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3′），

PCR产物长度 490 bp左右[13]。采用 SYBR Green法进

行荧光定量PCR测定AOA和AOB的 amoA基因丰度：

使用上述引物以及实时荧光定量 PCR 仪（CFX96，
bio-rad，USA）对AOA和AOB的 amoA基因进行扩增，

反应体系和反应程序见表 1。扩增完成后，取 3 μL
AOA和AOB amoA 的 PCR 扩增产物，用 2%琼脂糖凝

胶电泳检测其大小和质量。定量 PCR以包含目的基

因且拷贝数已知的质粒为标准模板，按 10倍梯度稀

释制作标准曲线，标准模板和待测样品均设 3 个重

复，以3个重复的均值作为最终结果[27]，PCR的效率为

84.5%~87.3%，R2为0.991~0.997。
微生物的 Illumina Miseq 高通量测序[28]：对氨氧

化微生物的AOA和AOB amoA基因的 PCR扩增产物

使用琼脂糖凝胶电泳鉴定和分离条带后再使用试剂

盒 NanoDrop2000（NanoDrop Technologies，Wilming⁃
ton，USA）进行胶纯化和检测定量。稀释至同一浓度

后，采用上海美吉生物 Illumina Miseq测序仪对AOA
和AOB amoA进行双末端（paired -end）测序。测序序

列根据 overlap 关系采用 Flash 1.2.1 软件进行 pair-
end双端序列拼接，随后用QIIME 1.9.1软件对不同样

本的测序的原始序列进行质控筛选和嵌合体检验，去

除掉小于 50 bp和出现错误的序列[29]，使用 UCHIME
进行降噪和嵌合体清除。9个样本分别获得 415 425
条AOA和 422 813条AOB amoA基因的优化序列。利

用 USEARCH11软件的 Uparse 算法在 97%的相似度

下 对 操 作 分 类 单 元（Operational Taxonomic Units，
OTU）的代表序列进行聚类分析[30]。采用RDP classi⁃
fier 2.1贝叶斯算法在功能基因组资源数据库（Func⁃
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tional Genomics Resources，FGR）中对 97% 相似水平

的AOA和AOB amoA基因的OTU代表序列进行分类

学注释。利用Mothur 1.30.2按最小样本序列数对各

样本进行抽平分析后，各样本分别得到 29 640 条

AOA amoA基因序列和30 417条AOB amoA序列。

1.3 数据分析

植物的群落多样性利用丰富度指数（Rp）、Shan⁃
non-Wiener 多样性指数（Sp）和均匀度 Pielou 指数

（Ep）等进行测度[31]。计算公式如下：

（1）丰富度指数：Rp=S；
（2）多样性指数：Sp = −∑i = 1

S Pi lnPi；

（3）均匀度指数：Ep = Sp
lnS

式中：S为样方中所有物种数目，Pi=Ni/N，Ni为第 i个

物种的个体数，N为所有物种的个体数。

在OTU水平上，土壤氨氧化微生物群落的α多样

性使用Chao、Ace、Simpson和 Shannon指数进行评估，

利用Mothur 1.30.2进行这些α多样性指数的计算[32]；

利用非度量多维尺度（Non-metric Multidimensional
scaling，NMDS）分析不同处理间氨氧化微生物的β多

样性，其对不同样本间的差异程度，是通过点与点间

的距离体现的，最终可获得样本的空间定位点图。韦

恩分析（Venn）用于统计不同处理间样本中共有和独

有的 OTU数目；分别在门（phylum）和属（genus）分类

水平上统计各样本的群落组成。

不同处理间的土壤氨氧化微生物的基因拷贝数、

α多样性、门和属相对丰度的差异性均在 SPSS中采

用One-way ANOVA方法进行分析。不同处理组间的

β多样性差异程度是否显著通过 PERMANOVA分析

实现；通过Mantel检验分析确定植物和土壤因素对氨

氧化微生物基因丰度、多样性和群落组成的影响；冗

余分析-层次分割法（RDA-HP）将层次分割法（hierar⁃
chical partitioning，HP）引入到冗余分析（redundant
analysis，RDA）中，可以为各解释变量分配单独效应，

并为共线性解释变量的相对重要性提供定量指

标[33-34]，用来确定环境因子对氨氧化微生物群落结构

的影响及贡献率。使用R 4.2.2软件进行Mantel检验

（linkET包）、Venn（VennDiagram包）、NMDS（vegen包）

和RDA-HP（rdacca.hp包）分析。

2 结果与分析

2.1 绿肥种植对氨氧化微生物丰度的影响

不同绿肥种植模式下土壤氨氧化微生物的

AOA-amoA和 AOB-amoA基因拷贝数的变化如图 1
所示，NG、LP、NL的 AOA-amoA拷贝数分别为 2.40×
107、1.42×107、1.20×107 copies·g-1干土；与NG相比，人

工生草的两种处理均有显著性变化，LP和NL显著降

低了土壤AOA的丰度（P<0.05），而LP和NL两种人工

生草之间AOA的丰度无显著性差异。NG、LP、NL的

表1 实时荧光定量PCR扩增引物、反应体系及反应程序

Table 1 Real-time PCR amplification primers，reaction systems，and reaction procedures
基因
Gene
AOA

amoA

AOB
amoA

引物名称
Primer name

amoAF

amoAR
bamoA1F
bamoA2R

引物序列（5′~3′）
Primer sequence

STAATGGTCTGGCTTAGACG

GCGGCCATCCATCTGTATGT
GGGGTTTCTACTGGTGGT

CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC

扩增长度/bp
Amplification growth

600

490

反应体系
Reaction system

2×SYBR Green Mix 7.5 μL，正反引
物（10 μmol·L-1）各0.7 L，gDNA 1

μL，ddH2O 5.1 μL

反应程序
Reaction procedure

95 ℃预变性5 min；95 ℃变
性10 s，55 ℃退火15 s，

72 ℃延伸30 s，40个循环

图1 橘园绿肥种植对土壤AOA-amoA和AOB-amoA
基因丰度的影响

Figure 1 Effects of green manure planting on the amoA
abundances of AOA and AOB in citrus soils

不同小写字母表示同一基因不同处理间差异显著（P<0.05）。
不同大写字母表示不同处理间AOA和AOB的amoA基因

丰度之和差异极显著（P<0.01）。
Different lowercase letters mean significant differences of the same gene

AOA-amoA or AOB-amoA between different treatments at P<0.05.
Different uppercase letters mean the sum abundance of AOA-amoA and

AOB-amoA are significantly different at P<0.01 between
different grass cover types.
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AOB-amoA拷贝数分别为 1.28×107、0.82×107、4.63×
107 copies·g-1干土；与NG相比，AOB丰度在LP中显著

下降，而在NL中显著增加。两种氨氧化微生物总的

丰度则表现为NL>NG>LP，且不同处理间差异显著，

这说明生草种类的不同会显著影响土壤氨氧化微生

物AOA和AOB的数量。

2.2 绿肥种植对氨氧化微生物多样性的影响

不同绿肥种植下土壤氨氧化微生物群落的 α多

样性结果显示，自然生草 NG 处理下 AOA 的 Ace
（85.60）、Chao（79.63）和 Simpson（0.39）指数均较高，

其中Ace和Chao指数显著高于人工生草LP和NL（P<
0.05，表 2），但三种处理间的 Simpson和 Shannon指数

均没有显著差异。AOB的Ace（60.14）和Chao（55.75）
指数在NL中较高，但不同处理间无显著差异；Shan⁃
non 指数在 LP 中最高（2.33），且显著高于 NG，但

Simpson指数（1.76）显著低于NG（P<0.05，表2）。

基于NMDS分析，当 stress<0.1时，可认为是一个

好的排序，当 stress<0.05时，则排序具有很好的代表

性，因此在 NG、LP 和 NL 组间样本中的 AOA 和 AOB
在NMDS1、NMDS2的方向上都较好地区分开来，具有

较高的 β 多样性（图 2）。AOA 的 Stress 为 0.01，且
PERMANOVA分析的P=0.005，表明不同绿肥种植处

理的 AOA群落组间区分度较高，对其 β多样性的影

响显著。同时，AOB的 Stress为 0.052，三种绿肥处理

位于 NMDS 排序轴的不同象限（图 2 AOB），且 PER⁃
MANOVA 分析的 P=0.005，组间也能很好地区分开

来，说明不同绿肥种植对土壤 AOB群落 β多样性的

影响也较为显著。

2.3 橘园绿肥种植对氨氧化微生物群落组成的影响

不同绿肥种植处理下 AOA-amoA基因共获得

119个OTU，三个处理共有的OTU数目为 26个，占总

OTU数目的21.85%，特有的OTU数目表现为NG>LP>
表2 橘园绿肥种植对土壤氨氧化微生物群落α多样性的影响

Table 2 Effects of green manure planting on the α diversity of soil ammonia oxidation microbial communities in a citrus orchard

注：同列小写字母不同表示在不同绿肥种植下AOA或AOB的 α多样性指数差异显著（P<0.05）。
Note：different lowercase letters in the same column represent significant differences of α diversity indices at P<0.05 among different ground covers.

氨氧化微生物Ammonia-oxidizing microorganism
AOA

AOB

处理Treatment
NG
LP
NL
NG
LP
NL

Ace
85.60±17.31a
54.01±2.05b
53.05±5.91b
44.60±21.05a
45.58±9.86a
60.14±11.64a

Chao
79.63±10.08a
54.00±0.87b
52.84±8.33b
44.33±20.98a
43.42±9.59a
55.75±10.15a

Simpson
0.39±0.24a
0.16±0.01a
0.18±0.01a
0.25±0.03a
0.15±0.05b
0.20±0.07ab

Shannon
1.78±0.89a
2.27±0.05a
2.18±0.04a
1.76±0.07b
2.33±0.17a
2.12±0.31ab

图2 橘园绿肥种植下土壤AOA和AOB微生物群落β多样性的NMDS分析

Figure 2 β diversity by NMDS of the OTUs of AOA and AOB microbial community in the citrus soil under different green manures planting
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NL（图 3 AOA）。AOA 分类出的门主要有泉古菌门

（Crenarchaeota）、奇古菌门（Thaumarchaea）和 norank
—Archaea，其中泉古菌门在橘园土壤中的相对丰度

最高（图 4），为 55.32%~83.22%，但不同处理之间无显

著性差异（P>0.05）；奇古菌门在 LP中的相对丰度显

著高于其他处理。AOA分类出的属主要有 norank—

Crenarchaeota、亚 硝 化 球 菌 属（Nitrososphaera）和

norank—Thaumarchaeota，其中 norank—Crenarchaeota

优势明显，在NG、LP和NL三个处理中的相对丰度分

别为 83.22%、71.18% 和 55.32%，且 NG 中显著高于

LP、NL；奇古菌门的亚硝化球菌属在 LP中的相对丰

度显著高于其他处理。

不同绿肥种植处理下 AOB-amoA基因共获得

142个OTU，共有的OTU数目为 17个，占总OTU数目

的 11.97%，特有的 OTU数目表现为 NG>NL>LP（图 3
AOB）。AOB 的优势门是变形菌门（Proteobacteria），

其在 NG、LP 和 NL 中的相对丰度分别为 68.28%、

90.74% 和 79.36%（图 4），各处理间无显著差异（P>
0.05）。AOB分类出的属主要有亚硝化螺菌属（Nitro⁃

sospira）、亚硝化弧菌属（Nitrosovibrio）、亚硝化单胞菌

属（Nitrosomonas），其中亚硝化螺菌属为优势属，其在

NG 和 LP 中相对丰度分别为 21.2％和 45.87%，但在

图3 橘园绿肥种植下土壤AOA和AOB的OTU组成的Venn图
Figure 3 Venn diagram of the OTUs of AOA and AOB in the citrus soil under green manure planting

图4 橘园绿肥种植下土壤AOA门、属和AOB门、属的相对丰度

Figure 4 Relative abundances of phyla and genera of AOA and AOB in citrus soils under green manure planting

127



农业环境科学学报 第43卷第1期
NL中仅有 7%，显著低于NG和LP（图 4）。可见，不同

种绿肥处理均对土壤氨氧化微生物群落组成有显著

影响，但不同种绿肥种植对不同的特定菌属影响差异

较大。

2.4 影响橘园土壤氨氧化微生物群落变化的主要因素

将不同绿肥种植下土壤氨氧化微生物的丰度和

多样性指数数与各项植物和土壤因子进行Mantel test
分析，结果如图 5所示。AOA-amoA基因丰度与Cov⁃
er、Height、Rp、SB、RB、RTN、TC、TN等极显著相关（P<
0.01），与 Sp、Ep、RTN、AP、AK、MBC 等显著相关（P<
0.05）；AOA的多样性指数与诸多植物因子，如Cover、
Height、Rp、Sp、Ep、SB、RB、RTC、RTN等，土壤因子如

SWC、TC、TN、AP 等显著相关（P<0.05）；AOA 的群落

组成（门和属）与Height、STN、TC、TN、NN等显著相关

（P<0.05）。AOB-amoA基因丰度与 Height、Rp、RB、
RTC、RTN、pH、TC、TN、NN、AP等显著相关（P<0.05）；

AOB 的多样性指数与土壤 BD 显著相关（P<0.05）；

AOB的群落组成（门和属）与植物群落的 Ep、土壤的

pH、DOC、AN、TP和AK呈显著相关关系（P<0.05）。

从图 5中还可看出环境因子的相关关系：植物因

子，如Cover或Height与植物群落的植物生物量（SB、

RB）显著正相关，Cover与植物多样性指数显著负相

关，植物生物量与其碳氮含量（如RTC、RTN）亦相关

性明显。此外，土壤因子如 pH 与氮磷含量（如 AN、

NN、AP）相关性显著（P<0.05）。

RDA-HP分别分析了氨氧化微生物AOA和AOB
群落分布与植物和土壤因子的关系，由于RDA对环

境因子数量的限制性，结合Mantel test分析进行筛选

因子后，针对AOA和AOB群落的RDA模型均具有显

著性（P<0.05）。在分析影响AOA群落结构的RDA模

型中，有 Height、RB、SWC、pH、AN、TC、TN和 NN 等 7
个因子进入 RDA-HP分析中，这些因子的总贡献率

达 99.3%，其中前两轴（RDA1和RDA2）的贡献率就达

到了 93.7%（图 6 AOA）。这些因子中，SWC、pH和TN
对 AOA 的分布和数量均具有显著性影响（P<0.05），

其贡献率均超过 17%；Thaumarchaeota、Nitrososphaera
主要受 pH 和 NN 的影响 norank—Thaumarchaeota受

TN 和 SWC 影响较大，而 norank—Archaea 主要受 TC
和RB的影响。Ep、RB、pH、AN、NN和AP等 6个因子

进入影响AOA群落结构的RDA-HP模型中，总贡献

率达 98.6%，其中，AP、NN 和 pH 对 AOB 的分布和数

量具有显著影响（P<0.05），贡献率分别为 26.95%、

图5 Mantel检验分析橘园绿肥种植下土壤和植物因子对氨氧化微生物群落结构的影响

Figure 5 Effects of plant community factors and soil properties on the structures of ammonium oxidizing microorganisms under
green manure planting based on a Mantel test
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24.75% 和 21.22%；Proteobacteria 和 Nitrosospira受 pH
和 AP 的影响较大，RB、Ep和 AN 对 Nitrosovibrio的分

布起主要作用。

3 讨论

3.1 种植绿肥种类对氨氧化微生物的影响

绿肥种植对于微生物多样性的影响依赖于植物

凋落腐解物质的数量和质量、环境条件、土壤特性和

植物类型的综合作用[35]。不同植物种类会通过其有

机质的输入、对硝化潜势和土壤环境因子的影响，改

变氨氧化微生物的多样性和群落组成[36]。不同绿肥

种类的种植也导致了植物输入不同，其对土壤养分的

影响不同，从而对 AOA 和 AOB 的丰度产生不同影

响[37]。本研究中，含豆科绿肥的种植显著增加了植物

的高度和地上及地下植物生物量，且土壤 TC、TN含

量显著高于NG。NL中，除了豆科绿肥外，还有多种

自然生草的存在，植物群落物种多样性和生物量高，

增加了有机质向土壤的输入，从而使得其氨氧化微生

物的丰度较高。此外，NL含有豆科绿肥，其自身氮含

量充足，较其他植物种类的氮含量高（如 STN 和

RTN），刈割还田后提供了土壤更多的有效态氮[38]，底

物充足是影响AOA和AOB数量和多样性的一个关键

因素。豆科绿肥的根系分泌物和根瘤也会对微生物

产生一定的影响，它们自身的固氮作用会导致吸收土

壤中速效的铵态氮减少，并向土壤中释放更稳定的有

机氮素，因此，豆科绿肥对土壤氨氧化微生物作用的

影响不同于其他有机肥和无机氮肥[39]。

3.2 影响氨氧化微生物的植物和土壤因素

果园绿肥种植能有效改善园区地温和气温，提高

土壤保水能力，改善土壤理化性质，影响土壤微生物

的生长条件。氨氧化微生物AOA和AOB有着不同的

生态位，环境因子的变化，如植被、pH、有机质含量、

AN的可利用性等对不同氨氧化微生物类群有特异的

选择性[39-40]。本研究中，影响AOA和AOB群落组成、

丰度和多样性的植物因素主要有植物群落的盖度、高

度、物种多样性、地上生物量和地下生物量、植株的碳

氮含量等，这些植物因素均会显著影响凋落腐解物质

的数量和质量、根系分泌物的种类和含量，从而影响

向土壤中输入的碳源和氮源，进而改变AOA和AOB
的类群和数量。

在土壤因素中，有研究表明，当 pH<6.2，NH3会转

化成NH+4-N，导致反应底物减少，AOB类微生物的代

谢活性会降低，生长会受到抑制[41]。试验柑橘园地处

湖北宜昌，试验前长期过量施肥，土壤酸化较严重，本

研究中土壤 pH值为 5.63~6.66，其中NG和 LP处理的

土壤 pH低于 6，AOA占优势，这与其他研究中的酸性

土壤中AOA占优势地位的研究结果一致[42]，而NL处

理的 pH超过 6.2，AOB则成为了优势菌群。另外，大

量研究证明，氨氧化微生物的群落结构与土壤理化性

质直接相关[43]，AOA 和 AOB 的 amoA 基因对施肥等

环境因子较其他功能基因更具敏感性[44]。相对于

AOB，AOA偏向于含氧量较低的环境，并对土壤板结

括号中数值为因子的贡献率，*P<0.05.
The value in the bracket represents the contribution of a specific factor to the model. *means P<0.05.
图6 土壤氨氧化微生物AOA和AOB群落结构与植物和土壤因子的RDA-HP分析

Figure 6 Redundancy analysis with hierarchical partitioning for the community structure of AOA and AOB with plant and soil factors
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的环境有更强的适应性，因此AOA比AOB可能更适

应于受人为干扰较大的橘园土壤环境。此外，SWC
会通过影响土壤的通气性，改变有机氮的矿化强度，

影响反应底物含量来影响土壤硝化作用[45]；TP或AP
是评价土壤肥力的重要指标，会对氨氧化微生物的丰

度产生影响[46]；AN是橘园土壤有效态氮的主要类型，

在氨氧化过程中作为底物会被氨氧化微生物消耗一

部分，而 NN作为硝化作用的主要产物，含量会随着

硝化作用的增强而增加；这些因素都对AOA或AOB
的丰度和群落结构产生了影响。

尽管不同绿肥种植处理间土壤氨氧化微生物的

α 多样性仅部分指数表现出显著性差异，但总体上

AOA的多样性要高于AOB，这是因为AOB主要集中

在Nitrosospira、Nitrosovibrio、Nitrosomona等几个属，而

AOA的多样性和栖居范围都会胜于AOB[40]。AOA的

amoA基因丰度和多样性指数与植物群落的高度、盖

度、生物量，以及土壤 SWC、TC、TN等密切相关，主要

门属的分布受 SWC、pH和 TN的显著影响（合计贡献

率> 50%）；而AOB的 amoA基因丰度和多样性指数与

植物群落的高度、生物量以及土壤的 pH、TC、NN 和

AP等显著相关，主要门属分布受 pH、NN和 AP的显

著影响（合计贡献率>70%）。这些结果表明，植物和

土壤因素共同影响着氨氧化微生物AOA和AOB的种

类和分布[47]，且土壤因素比植物因素的贡献更大。本

研究中，不同绿肥种植的橘园土壤中AOA的优势菌

属有 Nitrososphaera，AOB 的优势菌为 Nitrosospira，这

与很多土壤环境中相似，如Nitrososphaera是高氮环境

中AOA的优势菌属，在相对低氮的环境中AOB的优

势菌属为 Nitrosospira[48]。作为 AOA 和 AOB 的优势

菌 ，Nitrososphaera 和 Nitrosospira 的 分 布 与 AOA 和

AOB的群落结构分布有一致的规律[49]。本研究中，这

两类菌属均偏好 AN和 AP较高的环境，说明养分较

高的环境更适合它们生长。

4 结论

（1）相比于自然生草，人工种植绿肥的AOA数量

均显著降低，但光叶苕子混播于自然生草的模式极大

增加了AOB数量，从而使得该处理中氨氧化微生物

的丰度显著高于自然生草或单独种植光叶苕子处理。

（2）3种绿肥种植对氨氧化微生物群落的α多样

性影响较小，但β多样性差异明显；AOA多样性与植

物的盖度、高度、物种多样性、地上生物量和地下生物

量、根系碳氮含量，以及土壤的含水量、总碳含量和总

氮含量、速效磷含量等显著相关，AOB多样性与土壤

容重显著相关。

（3）3种绿肥种植处理下AOA的优势门和属分别

是泉古菌门和 norank—Crenarchaeota，土壤含水量、

pH 和总氮含量对 AOA 主要类群的分布和数量具有

显著性影响；AOB的优势门和属分别是变形菌门和

亚硝化螺菌属，其中亚硝化螺菌属的相对丰度在不同

处理中有显著差异；土壤速效磷、硝态氮含量和 pH对

AOB主要类群的分布和数量具有显著影响。

（4）果园种植绿肥可改变土壤理化性质从而使土

壤中氨氧化微生物的数量和种类发生变化，保留行间

自然生草，并于其中种植豆科绿肥可以促进土壤硝化

作用和改善果园生态环境。
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