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摘  要：为了明确入侵植物黄顶菊对土壤氮循环关键过程硝化作用的影响机制，本研究通过对其入侵地和未入

侵地、根围土和根际土氨氧化古菌(ammonia-oxidizing archaea, AOA)的群落多样性分析，探讨了 AOA对黄顶菊入侵的

响应规律。结果表明：黄顶菊入侵增加了入侵地根围土 AOA的多样性，AOA的 Shannon指数表现为：入侵地根围土

>入侵地根际土>未入侵地土壤，且差异显著。铵态氮含量与 pH 的变化都会影响土壤 AOA 的群落结构。系统发育树

分析表明，土壤 AOA主要隶属于氨氧化古菌的 Nitrososphaera cluster。黄顶菊入侵导致的 AOA的多样性水平的提升

主要是由于入侵地氨氧化菌群种类增加所致。 
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近年来，外来入侵植物对土壤氮循环影响成为研

究热点之一[1-2]。入侵植物通常倾向于增加土壤氮素

的有效性、提高土壤硝化作用速率，即入侵植物和入

侵地土壤存在正反馈作用 [3]。氨氧化作用(ammonia 

oxidation)，也称亚硝化作用，是硝化作用的第一个反

应步骤，也是限速步骤，是全球氮循环的中心环节[4]。

2005 年美国科学家首次分离得到一株氨氧化古菌

(ammonia-oxidizing archaea，AOA)[5]，随后的研究发

现 AOA广泛存在于陆地和海洋生态系统，并且其数

量通常远远高于氨氧化细菌 (ammonia oxidizing 

bacteria，AOB) [6]。在不同的土壤环境中，如土壤类型、

植被类型、土壤 pH、土壤铵态氮浓度和土壤有机质含

量对不同的氨氧化微生物均有特异的选择性[7]，进而

对硝化作用乃至整个氮循环产生影响。AOA和 AOB

对不同环境因子的响应，可作为潜在环境因子变化的

重要指标，对其生态特征的充分认识将为环境质量的

变化提供预测、预警。一般认为，AOA较 AOB更能

够适应胁迫环境，并在低氧如水稻土和低 pH土壤中

发挥了重要的作用[8]，而 AOB 则在中性和碱性的旱

地土壤中发挥了重要作用[9-10]。He 等[11]通过对酸性

土壤(pH 3.7 ~ 5.8)的施肥试验表明，土壤总细菌的数

量在长期施肥过程中没有明显的变化，而 AOA 和

AOB 的种群数量却发生了显著的改变；在只施加氮

肥的土壤中 AOA 和 AOB 的数量最少，而在有机质

与氮磷钾肥混施的土壤中数量最多；而且 AOA 和

AOB的数量、土壤硝化潜势(PNR)和 pH三者之间存

在着显著的正相关关系。不仅如此，AOB 的群落结

构在各施肥处理之间没有显著差异，而 AOA的群落

结构差异显著。Di 等[12]通过研究高氮草原的土壤氨

氧化微生物多样性发现，施加氮肥没有影响 AOA的

丰度和活性，而 AOB的丰度和活性与土壤硝化活性

呈正相关关系。由此可见，AOA 丰度与硝化作用速

率呈显著正相关，相比 AOB在表征硝化作用响应环

境变化方面似乎起着更为重要的作用[13-14]。如 AOA

多样性变化对入侵种互花米草(Spartina alterniflora)

响应更为强烈[15]。 

外来入侵植物黄顶菊(Flaveria bidentis)，菊科黄

菊属，原产于南美洲，2001年首次发现于我国天津、

河北，已经蔓延到我国多个省市，对入侵地的植物多

样性和农业生产构成了巨大的威胁[16]。研究显示，

随着黄顶菊入侵程度的增加，入侵地土壤全氮与铵态

氮的含量提高[16]，同时降低了土壤 AOB 的多样性，

硝化潜势和硝态氮的含量也都呈下降的趋势[17]，但

AOA 对黄顶菊入侵的响应尚不明确。鉴于二者生态

位差异和互补性[6]，本研究选取黄顶菊入侵典型生

境，研究其入侵对 AOA群落组成和多样性的影响。 
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1  材料与方法 

1.1  研究区概况 

研究区位于天津市静海县黄顶菊入侵重发区

(38°35' N, 116°42' E)，海拔 2.4 m，土壤为碱性潮土，

处于暖温带大陆性季风气候区，年均气温 11.8℃，年

均降水量 582 mm，无霜期 193 d。该黄顶菊入侵样地

主要的伴生植物有狗尾草 (Setaira viridis)、芦苇

(Phragmites australis)、猪毛菜(Salsola collina)和黄花

蒿(Artemisia annua)、鬼针草(Bidens pilosa)等。 

1.2  样地设计与土样采集 

研究区均为黄顶菊危害的典型荒地生境，形状近

方形，面积约 0.16 hm2，样地设计时保证每种类型样

地坡向、光照和土质基本一致。将研究区采样点分为

2种类型样地。①黄顶菊未入侵样地(CK)：样地内仅

生长有本土植物；②黄顶菊入侵样地：样地内黄顶菊

发生年限 5 a以上，盖度在 60% ~ 100%。两种类型

样地间隔 2 ~ 5 m，对照小区在黄顶菊扩散的前沿(保

证除植被因素外其他条件基本一致)。在每个样地中

随机建立 5个面积为 5 m × 5 m的小区，每个小区为

一个重复，各小区间距离大于 5 m。于 2012年 8月

12—15 日采集土样，此时黄顶菊处于初花期，生长

旺盛。入侵样地土样又分为根际土(rhizosphere soil，

RPS)和根围土(bulk soil，BS)取样。根际土取样采用

抖落法，将每个小区中的 10 个植株的根际土混合为

一个土样；根围土利用 5点采样法，采集 0 ~ 10 cm

表土，组成一个混合土样。在取样前去除地面植物和

凋落物等杂质。未入侵样地采样方法同入侵样地根围

土采样方法。土样装于塑料自封袋中用冰盒带回实验

室。将每个小区采集的土样过 2 mm筛后分成 3份，

其中一份存置于 –20℃ 冰箱，用于分子生物学试验；

一份存置于 4℃ 冰箱，测定速效氮含量；剩余一份

置于室内自然风干，用于其他理化性质的测定。 

1.3  测定项目与方法 

1.3.1  土壤理化性质测定[18]    土壤速效氮采用氯

化钾溶液浸提，靛酚蓝比色法测定；全氮采用连续流

动分析仪(AA3，Germany)测定；有机质采用重铬酸

钾外加热法测定；全钾、速效钾采用原子吸收分光光

度计法测定；pH 值采用电位法测定；土壤蛋白酶活

性采用茚三酮比色法测定；脲酶活性采用靛酚蓝比色

法测定。 

1.3.2  土壤样品 DNA 的提取及 PCR 扩增    用试

剂盒 (PowerSoil™ DNA Isolation Kit)提取土壤总

DNA，按照说明书的最大得率法操作，提取的 DNA

用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测。采用如表 1 所示的特

异引物扩增得到 amoA基因序列片段。PCR反应条件

按照 94 ℃ 5 min；94 ℃ 1 min，60 ℃ 1 min，72℃ 

1 min，45个循环；72 ℃ 5 min，得到产物为 635 bp

的片段。 

表 1  氨氧化古菌 PCR 扩增引物及其序列 

引物名称 序列 5'-3' 反应程序 

Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG [19] 

Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT [19] 

 
1.3.3  变性梯度凝胶电泳    对上述 PCR 产物进

行变性梯度凝胶电泳(DGGE)[8]。其中电泳条件为 6% 

聚丙烯酰胺凝胶，变性梯度范围为 20% ~ 70%，所用

电泳缓冲液均为 1×TAE。将 25 μl PCR 产物和 5 μl 

6×loading buffer用微量进样器加入孔中，150 V、60 ℃

条件下电泳 5 h。DGGE图谱用 Bio-rad成像系统进行

成像。 

1.3.4  DGGE 条带测序和系统发育分析    选取主

要的 DGGE条带，用不带 GC夹子的 Arch-amoAF和

Arch-amoAR引物扩增 AOA，PCR程序和体系同上。

PCR 扩增结果用 6% 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。检

测到的阳性克隆交由上海生工测序。将测序结果与

NCBI数据库中的序列进行比对分析，获得相近典型

菌株的基因序列。然后利用 Mega 5.0 中的邻接法

(Neighbor-Joining)构建 AOA的系统发育树。 

1.4  数据处理  

DGGE图像采用Quantity one软件进行数据化处

理。采用 Shannon指数(H)、均匀度指数(E)和丰富度

指数(S)来评价土壤 AOA的 amoA基因多样性。多样

性指数和均匀度指数的计算公式如下： 

H=–ΣpilnPi (1) 
E=H/lnS (2) 

式中：H为 Shannon指数，E为均匀度指数，S为DGGE

胶中条带数目，Pi为第 i条带灰度占该样品总灰度的

比率。丰富度为 DGGE胶中条带的数目。 

采用 Canoco 4.5软件包对环境因子与 AOA群落

结构进行典范对应分析。利用 Mega 5.0构建系统发

育树，古菌分类参考Wang等[8]的方法。 

2  结果与分析 

2.1  土壤氨氧化古菌的DGGE图谱分析及多样性

分析 

土壤 AOA的 DGGE电泳结果见图 1。各土样间

存在特异性条带，如条带 l 和 m 为土样 BS 和 RPS

所特有，其余条带则是 3种土样所共有的条带，这表

明不同土样存在某些共有的 AOA，而某些特异的
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AOA则只存在于特定土样中。 

对各土样的AOA进行变性梯度凝胶电泳后计算

得到其 Shannon多样性指数(H)(表 2)，H的排序为：

BS > RPS > CK，且差异显著(P<0.05)，说明黄顶菊

入侵对于 AOA多样性没有明显的根际效应。 

 

图 1  土壤 AOA 的 DGGE 电泳图谱  
 

表 2  土壤 AOA 丰富度、Shannon 指数和均匀度指数 

土样 丰富度 S Shannon指数 H 均匀度指数 E

CK 18 c 2.40 ± 0.09 b 0.82 ± 0.03 ab

BS 24 a 2.88 ± 0.17 a 0.91 ± 0.06 a 

RPS 21 b 2.46 ± 0.13 b 0.81 ± 0.03 b 

注：同列不同小写字母表示不同土样间差异显著(P<0.05)；

下同。 

表 3  黄顶菊入侵对土壤理化性质的影响[17]  

理化性质 CK BS RPS 

pH 8.48 ± 0.05 a 8.36 ± 0.03 b 8.24 ± 0.03 c

有机质( g/kg) 20.72 ± 0.78 c 22.32 ± 0.89 b 24.56 ± 0.76 a

全氮(g/kg) 0.67 ± 0.04 c 0.88 ± 0.05 b 1.52 ± 0.09 a

铵态氮(mg/kg) 10.77 ± 0.2 b 10.17 ± 0.51 b 12.22 ± 0.84 a

硝态氮(mg/kg) 10.00 ± 0.40 b 8.11 ± 0.27 c 14.10 ± 0.78 a

全钾(g/kg) 13.58 ± 0.20 a 11.80 ± 0.22 b 12.17 ± 0.48 b

速效钾(mg/kg) 567.00 ± 21.67 b 555.68 ± 11.91 b 644.26 ± 13.81 a

注：同行不同小写字母表示不同土样间差异显著(P<0.05)。 

 

2.2  土壤氨氧化古菌的测序及系统发育树的构建 

本研究共割取 13条主要 DGGE条带，将测序得

到的 13 个阳性克隆与 Genbank 中 AOA 序列进行比

对，结果表明，13 个条带的序列与已知序列的相似

性均较高，相似度为 97% ~ 100%。利用 Mega软件

对所有条带及已知序列进行系统发育树(图 2)的构

建，分析发现测得的序列均隶属于 Nitrososphaera类

群中亚类 10(Nitrososphaera subcluster 10)。 

 

图 2  土壤 AOA 系统发育树(邻接法) 
 

2.3  土壤氨氧化古菌的 amoA 基因与土壤理化因

子间的典范相关分析 

为进一步解释AOA的群落结构与环境因子之间

的关系，将 AOA 的指数 H 与土壤各项理化指标(表

3)相结合进行典范相关分析(图 3)，其中以铵态氮对

其影响最大，与第 1轴相关系数为 0.695 1，而土壤

pH与第 1轴呈负相关关系，相关系数为 –0.349 2；

第 2轴则反映了 AOA在有机质(r=0.560 2)和速效钾

(r=0.482 7)梯度上的变化。经蒙特卡洛检验(Monte 

Carlo permutation test)发现铵态氮(P=0.003)能够解

释 AOA的多样性，具有 95% 以上的置信度，说明

土壤铵态氮含量是影响 AOA 多样性指数 H 的关键

理化因子。 

3  讨论 

土壤多样性是生物多样性的基础[20]，入侵植物

可以通过影响生境土壤微生物群落的结构，从而创造

对自身有利的条件，进而影响入侵地生物多样性。如

入侵种加拿大一枝黄花(Solidago canadenis)能够快速 
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(TN：全氮；NH4
+ -N：铵态氮；NO– 

3 -N：硝态氮；OM：有机质；

TK：全钾；AK：速效钾；PA：蛋白酶；UA：脲酶) 

图 3  典范对应性分析 
 
高效地获得养分，以创造有利于其入侵的土壤环境[21]。

入侵植物会改变微生物的活性、丰度、群落组成、微

生物的氮循环，影响生态系统的功能，从而在抑制本

土植物生长的同时促进其自身生长[22]。外来入侵植

物互花米草 (Spartina alterniflora)显著提供入侵地

AOA 的群落多样性，而对 AOB 无明显影响[15]。赵

晓红等 [17]研究发现，黄顶菊入侵降低了非根际土

AOB 的多样性，但由于根际效应的存在，使得 RPS

的多样性最高。土壤中 PNR 可以作为表征 AOA 丰

富度重要因子[23]，Zhang 等[15]对互花米草的研究表

明，在互花米草入侵土壤中 PNR 和 AOA 的丰富度

均降低。以往的研究表明，黄顶菊入侵土壤中 PNR

呈下降趋势[17]，与 AOB 不同，在本研究中，AOA

随着黄顶菊的入侵土壤多样性水平显著升高，且根围

土 AOA 的丰富度大于根际土 AOA 的丰富度，因此

黄顶菊入侵对 AOA影响的根际效应并不明显。 

对黄顶菊入侵地影响 AOB 群落的多样性影响最

大的是土壤速效氮含量[16]。有研究发现酸性土壤中施

用铵态氮肥可以促进AOB的丰度与多样性，降低AOA

的丰度[24]。本研究中铵态氮同样是影响 AOA多样性指

数的关键理化因子，二者呈显著负相关(r=–0.566；

P<0.05)。另一方面，土壤 AOA、AOB 多样性水平与

pH变化关系密切。Weijers等[25]对全球范围内 58种土

壤样品的分析表明，泉古菌的丰度与土壤 pH具有较好

的负相关。Nicol等[26]发现当土壤 pH为 4.9 ~ 7.5时，

AOA amoA基因的拷贝数及活性均随土壤 pH的降低而

升高，且随着土壤 pH的下降 AOB的多样性明显下降。

本试验中，AOA多样性随土壤 pH的下降呈上升趋势，

这也表明黄顶菊入侵导致的土壤 pH 的下降[16]可能是

AOA多样性水平升高的原因之一。 

总之，通过对黄顶菊入侵地和未入侵地土壤AOB、

AOA的 PCR-DGGE对比分析比较，发现黄顶菊入侵影

响了氨氧化微生物的群落丰富度及多样性，其中在降低

入侵地 AOB多样性水平[17]的同时增加了 AOA的多样

性水平。特别是入侵地 AOA/AOB 高于对照样地，且

AOA 的多样性变化主要受土壤铵态氮和土壤 pH 的影

响，这些变化可能有利于其进一步入侵。本研究提供了

黄顶菊入侵和土壤生态系统功能氨氧化微生物群落构

成及土壤硝化潜势改变存在联系的直接证据，该结论也

解释了其对铵态氮偏好利用的微生物学机制[27]，而入

侵地土壤理化性质的改变则可能是由于黄顶菊入侵引

起了氨氧化微生物群落消长变化所致。 

4  结论 

1) 黄顶菊入侵通过增加入侵地氨氧化菌群种

类，提升了 AOA的多样性水平。 

2) 铵态氮含量与 pH变化均影响土壤 AOA的群

落结构。 
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Effects of Flaveria bidentis Invasion on Diversity of Soil 
Ammonia-oxidizing Archaea 

LI Keli1, ZHAO Xiaohong1, 2, LIU Hongmei1, YANG Dianlin1, QU Bo1, 2, HUANGFU Chaohe1* 
(1 Agro-Environmental Protection Institute, Ministry of Agriculture, Tianjin  300191, China;  

2 College of Horticulture, Shenyang Agricultural University, Shenyang  110866, China) 

 

Abstract: To understand the effects of invasive plant Flaveria bidentis on nitrification processes, the community structures 

of soil ammonia-oxidizing archaea (AOA) were investigated using the method of PCR-DGGE in a Flaveria bidentis invaded 

habitat in Jinghai County of Tianjin, China. The results showed that the diversity of AOA community tended to increase with F. 

bidentis invasion. The Shannon diversity indexes (H) of AOA were in an order of invaded bulk soil > invaded rhizosphere soil > 

non-invaded soil, with significant differences detected. Ammonium nitrogen and pH value were the key factors determining the 

community structure of AOA. All identified AOA belonged to Nitrososphaera cluster, the presence of specific ammonia-oxidizing 

archaea mainly contributed to higher diversity of AOA found in F. bidentis-invaded soil. 

Key words: Flaveria bidentis; Ammonia-oxidizing archaea; Microbial diversity; Rhizosphere effect; Invasive plant 

 


