福建省杉木人工林土壤氨氧化微生物丰度特征及其对硝态氮的潜在贡献
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摘  要  为深入了解福建省杉木人工林土壤中氨氧化微生物的丰度特征及其对硝态氮（NO3--N）含量的潜在贡献，本研究选取福建了该省9个地点具有代表性的杉木人工林土壤为研究对象样地，利采用荧光定量PCR技术，定量分析了氨氧化古菌（AOA）、氨氧化细菌（AOB）和完全氨氧化菌（comammox Nitrospira）分支A（Clade A）的功能基因amoA功能基因丰度。结果显示表明，Clade A的amoA基因丰度最高（，范围为1.32 × 107～至1.96 × 109 copies/·g-1），平均值为3.27 × 108 copies/g；其次为AOA次之，范围为（9.29 × 105～至3.23 × 109 copies/·g-1），平均值为2.94 × 109 copies/g；AOB丰度最低，范围为（2.24 × 105～至1.53 × 109 copies/·g-1），平均值为8.94 × 106 copies/g。AOA基因丰度与土壤pH值呈极显著负相关（p < 0.001），与C/N、NH4+-N和有效磷（AP）呈极显著正相关（p < 0.001），与总氮（TN）（p < 0.05）和含水率（p < 0.01）呈显著正相关。AOB基因的丰度仅与AP呈极显著正相关（p < 0.001），；Clade A基因的丰度与AP呈极显著正相关（p < 0.001），与和含水率（p < 0.05）均呈显著正相关（p < 0.05）。随机森林和逐步回归分析表明，AOA丰度和土壤pH值是影响杉木人工林土壤硝态氮（NO3--N）含量的关键因子，且AOA基因丰度与土壤NO3--N含量呈显著正相关（p < 0.01）。综上所述，AOA在福建省杉木人工林土壤硝化过程中发挥主导作用，土壤pH值通过调控AOA活性间接影响NO3--N硝态氮的积累。
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Characteristics of Ammonia-Oxidizing Microorganism Abundance and Their Potential Contribution to Soil Nitrate Content in Chinese Fir Plantations from Fujian Province 
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Abstract: To better understand the abundance characteristics of ammonia-oxidizing microorganisms and their potential contribution to nitrate in Cunninghamia lanceolata plantation soils in Fujian Province, this studyinvestigated soils from nine representative sites. selected soils from C. lanceolata plantations across nine major forest sites in Fujian Province, and uUseding quantitative real-time PCR (qPCR), we quantified the amoA gene abundanceto analyze the functional gene abundance of ammonia-oxidizing archaea (AOA), ammonia-oxidizing bacteria (AOB), and Clade A of complete ammonia oxidizers (comammox Nitrospira) Clade A. The results showed that Clade A had the highest gene abundance, (ranging from 1.32×107– to 1.96×109 copies/·g-1 (mean: 3.27×108 copies/g), followed by AOA (9.29×105 –to 3.23×109 copies/·g,-1 mean: 2.94×109 copies/g), with and AOB exhibited the lowest abundancebeing the lowest (2.24×105– to 1.53×109 copies/·g-1, mean: 8.94×106 copies/g). AOA gene abundance was significantly negatively correlated with soil pH (p < 0.001), and significantly positively correlated with the C/N ratio, NH4+-N, and available phosphorus (AP) (p < 0.001), as well as with total nitrogen (TN) (p < 0.05) and moisture content (p < 0.01). AOB gene abundance was only significantly positively correlated with AP (p < 0.001), while Clade A gene abundance was significantly positively correlated with AP (p < 0.001) and soil moisture (p < 0.05). Random forest and stepwise regression analyses indicated that AOA and soil pH were key factors influencing nitrate nitrogen content in C. lanceolata plantation soils, with AOA gene abundance showing a significant positive correlation with NO3--N content (p < 0.01). In conclusion, AOA plays a dominant role in the nitrification process in C. lanceolata plantation soils in Fujian Province, and soil pH indirectly regulates nitrate accumulation by affecting AOA activity.
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[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: _Hlk195124212]硝化作用是指氨（NH3）在微生物作用下逐步氧化为亚硝酸盐（NO2⁻），最终生成硝酸盐（NO3⁻）的过程，是生态系统氮循环的关键步骤[1-2]。其中，氨氧化过程是硝化作用的限速步骤，主要由氨氧化微生物（AOM）驱动完成[3]。AOM包括氨氧化细菌（AOB）、氨氧化古菌（AOA）和完全氨氧化菌（Comammox Nitrospira），三者均是完成氨氧化过程的重要微生物。近年来，三种AOM在森林、农田、湿地等生态系统中的分布规律与功能活性备受关注。但在森林土壤中，三者的相对重要性和功能活性仍备受争议。Lehtovirta-Morley等[4]发现，酸性森林土壤中AOA因其对低pH具有更强的适应性，在氨氧化过程中起主导作用。Hu等[5]通过比较中国300个不同pH值的森林土壤样品发现，在森林土壤中完全氨氧化菌的氨单加氧酶α亚基基因（amoA）丰度高于AOA和AOB。因此，不同氨氧化微生物在森林土壤中的分布规律仍有待进一步研究。
硝态氮作为氨氧化过程的终产物和反硝化作用的重要底物，其动态变化直接影响氧化亚氮（N2O）的释放通量，因此明确其驱动机制对森林土壤氮循环调控具有重要意义[6]。森林土壤硝态氮和AOM丰度受多种环境因子调控，包括pH值、温度、底物浓度以及土壤有机质含量等[7-9]。其中，pH值是影响AOM群落结构的关键因子，低pH值通常抑制AOB的活性，但对AOA和Comammox Nitrospira的影响相对较小[10]。此外，土壤含水率[12]、氮沉降输入[16]及植被类型[11]也可能通过改变土壤微环境，间接调控AOM的丰度与功能，进而影响硝态氮含量。然而，亚热带森林土壤硝态氮含量的关键驱动因子目前尚不清楚，亟待研究加以阐明。
[bookmark: OLE_LINK3]杉木[13]（Cunninghamia lanceolata）是我国南方重要的速生用材树种，广泛分布于亚热带地区。杉木人工林长期集约化经营导致土壤酸化、肥力下降等问题，严重制约林地生产力。研究表明，杉木人工林土壤硝化速率较天然林下降约40%[14]，这种变化与氨氧化微生物群落的适应性重构密切相关。王梦娟等[15]发现杉木人工林的大面积种植显著改变了土壤理化性质（如pH值降低、有机质含量下降），进而影响微生物群落的组成与功能。杉木人工林土壤酸化问题可能对AOM丰度和活性以及硝态氮含量产生影响，但区域尺度的杉木人工林土壤pH变化如何影响AOM丰度特征和硝态氮含量尚不清楚。
基于以上科学问题，本研究以福建省九个典型林场的杉木人工林土壤为研究对象，通过实时荧光定量PCR技术，测定AOM（AOA、AOB、Comammox Nitrospira）丰度。我们假设在长期酸化背景下，杉木人工林土壤中氨氧化微生物的群落结构发生重构，其中AOA可能由于对低pH环境的适应性而在氨氧化过程中占据主导地位；土壤pH值作为关键环境因子，通过调控AOA丰度与活性，进而显著影响硝态氮的积累。本研究旨在阐明杉木人工林土壤AOM丰度分布特征及其对硝态氮的潜在贡献，并揭示其关键驱动因子，为杉木人工林可持续经营管理与氮素调控提供理论依据和数据支撑。
1 研究地区与研究方法
1.1 研究区概况
本研究采样点位于中国东南沿海的福建省，属亚热带季风气候，年均气温为17.5~21.5 ℃，年降水量1450~2200 mm，区域内地形以低山丘陵为主，供试土壤类型以酸性红壤、黄红壤为主。本研究分别选取了漳州市华安金山（JS）、龙岩市漳平五一（WY）、龙岩市上杭白砂（BS）、龙岩市连城邱家山（QJS）、三明市沙县官庄（GZ）、南平市延平峡阳（XY）、宁德市霞浦（XP）等七个国有林场，以及南平市武夷山国家公园（WYS）和福建三明森林生态系统国家野外科学观测研究站（SM）进行采样。采样点位置如图1所示。
[image: ]
图1 杉木人工林非根际土壤采样地点
Fig. 1   Sampling sites of Cunninghamia lanceolata plantation soils

1.2 实验设计和样品采集
于2022年夏季在福建省内9个采样地点进行土壤样品采集。每个样点选择4块20~30年树龄的杉木人工林样地（30 m × 30 m），样地间距约200 m。在每样地内随机选定9株生长状态较一致的代表性树木，使用直径5 cm的土钻，在每株选定树木周围0.5 m处采集4钻深度为15 cm的土芯。每3株树木的土样混合为1份复合样本，因此每个林场共采集12份样本，总计108份。所有样品放置于无菌密封袋后运回实验室。将采集的土样过2 mm筛，去除肉眼可见的石块和细根、掉落物等杂质，充分混匀后分为两部分，一份风干后测定土壤基本理化性质。另一份放置于-80 ℃冰箱，用于后续分子生物学实验。土壤理化性质的测定参照邓米林等[17]的方法进行。
1.3 土壤DNA提取和定量PCR
[bookmark: _Hlk192256885][bookmark: _Hlk191392224]称取0.5 g土壤，采用FastDNA SPIN Kit for Soil试剂盒（MP Biomedicals, USA），遵循操作说明书流程提取土壤总DNA。提取完成后，DNA样品保存于-80 ℃冰箱，以备后续实验使用。利用实时荧光定量PCR（Real-Time Quantitative PCR, qPCR）系统（CFX96 Touch™, Bio-Rad Laboratories, USA）测定AOA、AOB及Comammox Nitrospira Clade A的功能基因amoA丰度。引物序列分别为Arch-amoAF/Arch-amoAR、amoA-1F/amoA-2R[19]和CA377f/C576r[20]。由于Comammox Nitrospira Clade B在供试土壤样品中含量极低，后续研究不予以考虑。定量PCR所用的反应体系均为20 μL，包含10 μL SYBR 预混液、0.2 μL正向引物、0.2 μL反向引物、8.6 μL灭菌去离子水和1 μL DNA模板。每样品3个重复，并设置3个阴性对照。采用含目标基因的质粒DNA进行10倍梯度稀释建立标准曲线，具体方法参照先前研究[18]。标准曲线的扩增效率为82%~89.4%，R2为0.996~0.999。
1.4 数据处理
采用SPSS23.0软件进行数据分析，在数据分析之前对数据进行正态分析和齐性检验，并对不满足正态分布的数据进行必要转换，以满足方差分析的要求。不同林场氨氧化微生物的基因丰度差异利用单因素方差和多重比较进行计算。利用成对比较分析杉木人工林土壤的不同氨氧化微生物基因丰度差异。通过斯皮尔曼相关性探究土壤理化性质与氨氧化微生物基因丰度的相关关系。采用R.4.0.3软件“randomForest”包进行随机森林分析。再利用逐步回归分析进一步探讨影响硝态氮含量的关键因子。利用Origin2021作图。
2 结果与分析
2.1 不同林场下土壤氨氧化微生物的分布特征
[bookmark: _Hlk185512977]从图1可以看出，供试土壤AOA、AOB和Clade A基因丰度存在显著差异。AOA基因丰度为9.29 × 105～3.23 × 109 copies/·g-1，平均值为2.94 × 109 copies/g。AOB基因丰度为2.24 × 105～1.53 × 109 copies/·g-1，平均值为8.94 × 106 copies/g。Clade A基因丰度为1.32 × 107～1.96 × 109 copies/·g-1，平均值为3.27 × 108 copies/g。。 AOA和Clade A的基因丰度显著高于AOB，且Clade A基因丰度显著高于AOA。不同林场的AOA、AOB和Clade A基因丰度存在显著差异（图2）。JS 、SM 、GZ、 XP林场土壤AOA基因丰度显著高于BS、WY、XY、WYS，其中SM林场土壤AOA基因丰度最高，为1.37 × 109 copies/·g-1。AOB基因丰度在BS林场最高，为1.40×108 copies/·g-1，显著高于JS，WY，SM和XY林场。Clade A基因丰度在QJS中最高，JS中最低，分别为5.24×108 copies/·g-1和2.09×108 copies/·g-1。


图2 福建省杉木人工林土壤不同氨氧化微生物基因丰度的差异分析
Fig. 2 Difference between ammonia-oxidizing genes abundance in Chinese fir plantation soils from Fujian Province
[bookmark: _Hlk183272066]注：AOA：氨氧化古菌；AOB：氨氧化细菌；Clade A：完全氨氧化菌分支A；* p < 0.05，** p < 0.01，***p < 0.001，下同。


注：JS、WY、BS、QJS、SM、GZ、XY、WYS和XP分别为华安金山国有林场、漳平五一国有林场、上杭白砂国有林场、连城邱家山国有林场、福建三明森林生态系统国家野外科学观测研究站、沙县官庄国有林场、南平峡阳国有林场、武夷山国家森林公园和霞浦国有林场. 柱子间不同字母表示差异显著（p＜0.05），下同。
图3 不同林场土壤氨氧化微生物功能丰度
Fig. 3 Soil ammonia-oxidizing genes abundance in different forest farms
2.2氨氧化微生物功能基因丰度与土壤理化性质的关系
[bookmark: _Hlk183613096][bookmark: _Hlk183792526][bookmark: _Hlk183778408]斯皮尔曼相关性分析表明，AOA基因丰度与pH值呈极显著负相关（p < 0.001），与C/N、NH4+和AP呈极显著正相关（p < 0.001），与总氮（p < 0.05）和含水率（p < 0.01）呈显著正相关。AOB基因丰度仅与AP呈极显著正相关（p < 0.001），与其他土壤理化因子均无显著相关性。完全氨氧化菌Clade A丰度与AP呈极显著正相关（p < 0.001），与含水率呈显著正相关（p < 0.05）。
表1 土壤氨氧化微生物基因丰度与理化性质之间的斯皮尔曼相关性分析
Table 1 Spearman Correlation correlation analysis between soil ammonia-oxidizing genes abundance and physiochemical properties
	功能基因
	pH
	TC
	TN
	C/N
	DOC
	NH4+
	AP
	含水率

	AOA
	-0.745***
	0.044
	0.241*
	0.313***
	-0.161
	0.471***
	0.532***
	0.298**

	AOB
	0.050
	0.027
	-0.116
	0.145
	-0.073
	-0.109
	0.398***
	0.173

	Clade A
	0.079
	0.003
	-0.091
	0.095
	-0.052
	-0.087
	0.367***
	0.216*


注：* P < 0.05，** P < 0.01，***P < 0.001，下同。

随机森林分析表明，土壤pH和AOA是影响NO3--N含量的关键环境因子（图3）。AP、NH4+-N和TN对 NO3--N含量也显著影响。逐步回归分析表明，AOA、pH、TN和AOB可以解释NO3--N含量84.70%的变量（表2）。其中，AOA是影响NO3--N含量最关键的正向因子（t = 10.580, p < 0.001），而pH最关键的负向影响因子（t = -6.403, p < 0.001）。这些表明土壤pH和AOA在调控杉木人工林土壤硝酸盐含量的关键作用。
从图4可以看出，AOA功能基因拷贝数与土壤NO3--N含量呈显著正相关（p < 0.01），拟合的R2为0.728。AOB和完全氨氧化菌Clade A功能基因拷贝数与土壤NO3--N含量无显著相关性（p > 0.05）。



图43 土壤氨氧化微生物基因丰度及土壤理化性质与NO3--N含量的随机森林分析
Fig. 43 Random forest analysis of soil ammonia-oxidizing gene abundance and soil physiochemical properties with NO3--N
注：*、**分别表示在P < 0.05、P < 0.01水平影响显著
表2 土壤氨氧化微生物因丰度和土壤理化性质与NO3--N含量的逐步回归分析（n=108）
Table 2 Stepwise regression analysis of soil ammonia-oxidizing gene abundance and physiochemical properties with NO3--N content (n=108)
	
	非标准化系数
	标准化系数
	t
	p
	R 2
	调整R 2

	
	B
	标准误
	Beta
	
	
	
	

	常数
	15.423
	2.787
	-
	5.535
	<0.001
	0.847
	0.841

	AOA
	0.000
	0.000
	0.569
	10.580
	<0.001
	
	

	pH
	-3.555
	0.555
	-0.378
	-6.403
	<0.001
	
	

	TN
	1.131
	0.247
	0.187
	4.573
	<0.001
	
	

	AOB
	0.000
	0.000
	0.163
	3.817
	<0.001
	
	


注：因变量 = NO3-；D-W值：1.730。

 
图54 土壤氨氧化微生物因丰度与NO3--N含量的关系
Fig. 54 Relationship between soil ammonia-oxidizing gene abundance and NO3--N content

3 讨论
[bookmark: _Hlk191837514]3.1 杉木人工林土壤氨氧化微生物丰度特征及其影响因素
[bookmark: _Hlk191923710][bookmark: _Hlk191837537][bookmark: _Hlk185513011][bookmark: _Hlk198200475][bookmark: _Hlk185860271][bookmark: _Hlk186728618]土壤AOA、AOB和完全氨氧化菌Clade A amoA丰度已有大量研究，且大多数研究指出土壤AOA、AOB和Clade A存在着明显的生态位分异[21]。本研究表明，亚热带森林土壤中，Clade A amoA丰度最高，AOB amoA丰度最低，这与Li等[14]在澳大利亚森林土壤研究结果一致，表明Clade A和AOA在酸性森林土壤中占优势。
本研究发现，Clade A是亚热带森林土壤含量最高的氨氧化微生物。这可能是由于Clade A、AOA两者对底物的亲和力不同。已有研究表明，Clade A在农田[22]、森林土壤[23]、海洋[24]等环境中被发现，并且其基因丰度高于AOA。完全氨氧化菌Clade A在寡营养环境中基因丰度显著高于AOA，其核心机制与氨单加氧酶（AMO）对底物更高的亲和力。Kits等[25]通过酶动力学实验证实，Clade A表观半饱和常数 Km（NH3）约为63 nM，这一数值甚至低于大多数AOA。再者，Palomo等[26]发现Clade A的AMO具有独特的跨膜螺旋和底物通道，增强了铵的跨膜运输能力。因此，在营养贫瘠的环境中，完全氨氧化菌Clade A可能拥有更强的竞争力[25]。此外，Clade A的基因组中含有碱性磷酸酶（phoD）基因，在低磷条件下可以高度表达，并且该基因在AOA中没有被检测到。亚热带森林土壤通常具有高度风化和低养分有效性的特征[27]，其磷素有效性特别低，因此Clade A可能在亚热带森林土壤中具有更强的竞争优势。Koch等[28]进一步指出，Clade A 具有多样的底物代谢途径，除氨氮以外，还可利用尿素、氰酸盐等作为氮源，在环境中具有强适应性。以上原因可能导致了Clade A 的amoA基因丰度高于AOA。
[bookmark: _Hlk185928616][bookmark: _Hlk185928706]本研究发现，亚热带森林土壤AOA amoA基因丰度显著高于AOB，这与大多数研究结果一致[29-30]。这可能与土壤pH有较大关系，前人研究表明AOB更适合在pH为中性或碱性条件下生存[31]。相反，AOA在低pH的环境下更占优势，在供试土壤中与pH呈显著负相关（表1）。当土壤pH较低时，NH4+-N形成NH3过程受阻，从而形成对AOA生长有利的环境。而AOA和AOB对NH3亲和力不同，在低氨环境中，AOA对NH3的亲和力高于AOB，因此AOA往往更具竞争力。斯皮尔曼相关性分析发现，AOA基因丰度与土壤总氮、含水率和碳氮比呈现正相关。这表明AOA amoA基因丰度与土壤碳源、氮源和水分含量有密切联系。
3.2 杉木人工林硝态氮含量的关键驱动因子
本研究表明，土壤pH值、AOA、AP、NH4+-N、TN都对硝态氮含量有显著影响。随机森林模型与逐步回归分析进一步揭示，土壤pH值和AOA是硝态氮含量的核心驱动因子。其中，pH对硝态氮具有显著负影响，而AOA则表现为显著正效应。
[bookmark: _Hlk194151756][bookmark: _Hlk195162465][bookmark: _Hlk195639481][bookmark: _Hlk194399501]AOA是福建省杉木人工林硝化作用的关键驱动者，其amoA基因丰度与硝态氮含量呈显著正相关，而AOB和Clade A amoA基因丰度与硝态氮含量无显著相关性。这与众多前人的研究成果类似[32-33]。本研究中AOA的基因丰度显著高于AOB，AOA amoA基因丰度与土壤pH呈显著负相关，表明AOA更适合在酸性环境中生存，与Shi等[34]在亚热带森林的发现一致。Shi等发现，AOA对酸性环境具有高度适应性，其氨单加氧酶（AMO）对低浓度氨的亲和力远高于AOB。这种特性使AOA在酸性、低铵条件下成为硝化的主要驱动者。对于Clade A，虽然氨氧化动力学分析发现，它对氨的半饱和常数约为63 nM，但实际环境的氨浓度往往会高。本研究发现虽然Clade A基因丰度高于AOA，但AOA才是硝态氮的主要贡献者。利用DNA-SIP技术，Shi等[34]同样表明在酸性森林土壤中，Clade A的丰度较高，但AOA才是硝化作用的关键驱动因子。研究表明，氨氧化微生物丰度与活性并不同步，没有直接的关联[35]。Tan等[36]表明在三种酸性土壤中发现，AOA是驱动硝化作用的主要氨氧化微生物，贡献了67.4%~83.2%，而Clade A的贡献仅为3.3%~8.5%。这可能由于Clade A在亚热带森林土壤中拥有极高的亲和力，导致其最大氨氧化速率过低，从而使其对硝化作用的贡献低于AOA。 而AOB通常在中性或碱性土壤中对硝化作用的贡献更大[37-39]]。大多数研究表明，pH与硝态氮呈正相关，这是因为在较低pH值的条件下，氨氧化微生物活性往往会受到抑制，从而影响硝态氮的含量[[40-41]38]。 然而，供试土壤中，AOA对硝态氮起着主导作用，而AOA amoA丰度和pH呈负相关，因此，AOA的影响可能掩盖了pH的直接影响。
4. 结  论
    本研究系统分析了福建省杉木人工林土壤中三类氨氧化微生物的分布格局及其与硝态氮的关系。结果表明福建省杉木人工林土壤中，完全氨氧化菌Clade A和AOA在土壤中的丰度显著高于AOB，其中Clade A丰度最高。尽管 Clade A 在数量上占优势，但仅 AOA 的丰度与硝态氮含量呈显著正相关，表明 AOA 是该区域硝态氮形成的主要微生物驱动者。AOA丰度与硝态氮含量呈显著正相关，而AOB和Clade A则不相关。此外，AOA 丰度与土壤 pH 显著负相关，与多种养分指标（如 C/N、NH4+-N 和AP）显著正相关。随机森林与回归分析进一步确认，AOA 和 pH 是影响硝态氮含量的关键因子。本研究不仅明确了 AOA 在杉木人工林土壤硝化过程中的主导地位，还揭示了土壤酸化与营养条件对其生态功能的协同调控作用。这一发现对理解亚热带人工林氮循环微生物机制具有重要意义，并为改善土壤健康、提升林地氮素利用效率及指导可持续经营提供了理论依据。AOA丰度与土壤pH呈显著负相关，与大多数测定的养分指标呈正相关。随机森林与回归分析表明AOA和pH是影响硝态氮含量的关键因子。因此，AOA为福建省杉木人工林土壤硝态氮含量的主要驱动者，其作用受土壤pH及养分状态协同调控。
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