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摘要：【目的】明确三峡库区消落带周期性淹水-落干对土壤硝化过程及功能微生物的影响。【方法】在

重庆段万州、丰都和长寿3个典型消落带区域，分别采集淹水-落干8次、淹水-落干5次、淹水-落干0次土

壤样品，通过室内培养分析土壤硝化作用强度；利用实时荧光定量 PCR研究不同淹水-落干周期土壤氨

氧化古菌和细菌的数量变化规律；采用DGGE分子指纹图谱和克隆文库技术研究土壤氨氧化古菌和细菌

的群落组成差异。【结果】万州、丰都和长寿3个消落带中，土壤有机质和pH含量随淹水-落干次数的增

加而增加；除长寿消落带外，土壤硝化强度也随着淹水-落干次数的增加而增强；随着硝化作用的发生，

氨氧化古菌和细菌数量呈上升趋势，DGGE条带数量、位置和亮度均发生明显变化；氨氧化功能基因

amoA的系统发育分析表明：万州和丰都消落带氨氧化古菌均属于土壤类古菌Group 1.1b；而长寿消落带

则检测到少量的海洋类古菌Group 1.1a；3个消落带的优势氨氧化细菌均属于Nitrosospira和Cluster 0类群。

【结论】三峡库区独特的“冬蓄夏泄”管理方式，导致淹水-落干8次的土壤经历了周期性的淹水-落干水分

胁迫，提升了土壤有机质含量和pH，增加了土壤硝化作用强度，并可能改变了土壤硝化微生物群落结构。
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三峡工程可能是人类历史上最为宏大的水利

工程，它改变了天然水流条件，使得水流流速变

缓，特别是三峡库区蓄水前后，水位周期性涨落

在库区周围形成垂直落差达3 0  m，总面积为

348.93 km2 的消落带[1]，分布在重庆市22个区县和

湖北省4个区县[2]。消落带最典型的特征是周期性

的淹水-落干过程，并可能导致土壤物理化学和生

物性质等发生剧烈变化[3]，进而影响水陆生态系

统的物质与能量转化过程。2003年三峡水库最高

水位提高到135 m；2006年蓄水至156 m；2009年

达到设计最高水位175 m。由于三峡库区采取“冬

蓄夏泄”的水位调度方式，导致三峡库区同一位点

土壤，淹没-落干周期次数不一致，这种独特的水

库调度方式极大改变了三峡库区生态系统结构与
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功能[3]。因此，周期性的淹水-落干消落带是三峡

库区生态环境问题的焦点，得到了政府部门和学

术界的高度关注[4–5]。

三峡库区消落带大多属于农田生态系统，近

70%为原耕地。消落带形成之前，这些旱地农田

生态系统通常经历了高强度的农业管理方式，如

化肥和有机肥施用，其中的尿素和铵态氮肥则在

硝化微生物作用下转化为硝酸盐，蓄积于土壤之

中[6]。三峡库区蓄水之后，原耕地则成为季节性

湿地，蓄积于土壤中的可溶性铵态氮和硝态氮则

可能进入库区水体，对水环境质量产生一定的影

响。微生物是消落带的土壤氮素转化过程的主要

驱动者，但目前消落带土壤微生物，特别是分子

生态学方面的相关报道较少[7–8]。

硝化作用是全球氮循环的重要环节，包括将

氨氧化为亚硝酸的氨氧化过程以及亚硝态氮进一

步氧化为硝态氮的亚硝化过程，而氨氧化过程是

硝化作用的限速步骤，是硝化作用的研究重点。

因此硝化作用通常关注氨氧化过程，硝化微生物

特指氨氧化微生物，包括氨氧化细菌(AOB) 和氨

氧化古菌(AOA)，而amoA基因则是氨氧化生态学

研究的常用分子标靶[9]。基于amoA的分子生态学

研究表明，氨氧化古菌主要分为3大类，包括海洋

类群(Group 1.1a和Group 1.1a-associated)、土壤类

群(Group 1.1b)以及嗜热泉古菌(ThAOA) [ 1 0 ]。

Group 1.1a-associated 主要分布于酸性土壤，而

Group 1.1b 在中性和碱性土壤中数量较多。氨氧

化细菌包括b变形菌Nitrosospira和Nitrosomonas以
及g变形菌Nitrosococcus[11–12]。b门类广泛存在于陆

地生态系统，而已有的g类群全部来自于海洋环

境。氨氧化细菌和古菌被认为是严格的化能无机

自养好氧微生物，因此，淹水-落干可能改变土壤

氧气、pH、温度和有机质环境条件，进而影响土

壤硝化微生物群落结构及硝化作用强度 [ 1 3 ]。然

而，已有的认识主要来源于对干湿交替[14]和水稻

土[15–16]的研究。此外，长期以来由于技术手段的

限制，硝化研究大多关注其通量过程，相应的微

生物机制报道较少。三峡库区土壤随着三峡工程

的推进，淹水-落干次数具有明显的差异，是研究

周期性淹水-落干影响硝化作用的理想样带。据

此，本研究选择了三峡工程重庆段3个典型消落

带，评价了周期性淹水-落干对硝化作用及氨氧化

微生物的影响规律。

1    材料和方法

1.1    研究区域消落带形成特征及土壤样品采集

三峡工程蓄水经历了3个阶段，如图1所示，

2003年三峡水库最高水位提高到135 m；2006年三

峡枢纽工程初期运行阶段，蓄水至156 m；2009年

三峡水库达到设计最高水位175 m。由于三峡水库

采用“冬蓄夏泄”的水位调度方式，水库在每年汛

期5–9月按照三峡工程防洪限制水位145 m的高程

运行；10月进入蓄水期，一般情况下于10月底水

位上升至正常的高程175 m，并在11–12月一直保

持此水位；而1–4月为三峡工程的供水期，在汛期

水库水位会降到消落水位156 m的高程；截至5月

底，水位恢复到防洪限制水位145 m，故三峡水库

夏季水位低而冬季水位高。这种独特的水库调度

方式极大地改变了三峡库区生态系统结构与功

能，特别是其中的土壤必然经历周期性的淹没-落

干过程，且与天然河流消落带的涨落季节相反。

2014年5月，水库低水位运行、消落带处于落

干季节。针对三峡库区重庆段的3个典型消落带城

市(万州、丰都和长寿)，开展采样。如图1所示每

个城市的消落带样地包括淹水 -落干周期8次、

5次、0次3个不同的淹水-落干周期，每个周期设

置3个样方(3个真重复土壤样品)，共计9个土壤样

品。以万州市淹水-落干5次土壤为例，采样具体

流程如下，首先选择3个地形和地貌较为一致的

3 m×3 m正方形小样方，在每个样方内开展S型采

样，并利用取土器采集0–20 cm表层土壤，3点采
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样并将其混合形成一个样品。因此，3个不同城

市、3个不同周期的消落带采样共计获得27个土壤

样品。样品采集后轻微晾干至10%含水量，过

2 mm筛，于冰箱4 °C冷藏，以备后续实验。长寿

采样点由于地形限制，无法采集到淹水-落干8次

样品(即145–156 m之间坡陡且已形成沼泽，无法

接近采样)，但161 m与170 m处的样点垂直落差高

达9 m，尽管理论上二者淹水-落干周期均为5次，

但其表观土壤水分含量具有明显差异，能在一定

程度上反映不同淹水-落干周期对硝化过程的影

响。为叙述方便，本文中将161 m处的长寿消落带

样品视为淹水-落干周期8次。

1.2    微宇宙培养实验与土壤硝化作用测定

针对每一个消落带城市，每个淹水-落干周

期，开展微宇宙土壤培养实验并设置3个真重复。

具体实验设计如下：将供试土样100 g放入培养皿

中，均匀加入8 mmol N/kg dry weight soil硫酸铵氮

源，添加去离子水调节含水量为30% (即土壤最大

持水量的60%)。将培养瓶置于28 °C恒温培养箱中

黑暗培养，同时每3天测定土壤水分，确保土壤

30%含水量维持稳定。在培养的第0、1、4、7、

10、13天非破坏性取样，其中5 g土壤用于分析土

壤pH,  并采用玻璃电极法进行测定 (土水比1 :

2.5)。另外5 g土壤用于2 mol/L KCl溶液浸提，并

采用靛酚蓝比色法和分光光度计法分别测定NH4
+-

N和NO3
–-N。另外将2–3 g新鲜土壤置于–20 °C保

存，用于提取土壤微生物基因组总DNA用于后续

分子分析。

图 1.  三峡水库水位调度及采样示意图

Figure 1.  The schematic diagram of sampling and water level regulation of the Three Gorges Reservoir.
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1.3    微生物 DNA 提取与实时荧光定量 PCR

为了确保微生物群落分析能够最大程度反映

其在土壤中的真实状况，针对每个真重复土壤样

品，分别采样3次，提取土壤DNA后将其混合以

提高后续土壤微生物群落分析的代表性。在微宇

宙培养的第0、4、13天分别采集土壤样品，利用

FastDNA®Spin Kit for Soil 试剂盒提取0.5 g土壤样

品，根据公司提供的操作方法提取土壤微生物总

DNA，并将土壤DNA溶解于100 μL无菌水中，于

冰箱–20 °C保存备用。通过微量紫外分光光度计

(NanoDrop®ND-1000)分析土壤微生物DNA的浓

度和纯度(OD600/OD280和OD260/OD230)。

氨氧化细菌与古菌定量PCR引物序列如表1所

示。定量PCR标线采用含有古菌和细菌amoA基因

的克隆进行制备。利用特定引物分别扩增目的基

因，构建克隆文库后，将含有目标基因的克隆在

LB营养液中过夜培养，利用试剂盒提取质粒纯化

并测定质粒浓度，根据摩尔常数计算目标基因的

拷贝数，并将质粒连续稀释8个数量级，以获得各

目的基因的标准曲线。实时荧光定量P C R于

CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad 公司)上完

成。定量PCR扩增反应体系为20 μL，包括：10 μL

的SYBR Premix EX Taq TM (宝生物工程(大连)有

限公司)，上、下游引物(10 pmol/μL)各0.5 μL,

1.0 μL土壤总DNA模板，8 μL灭菌双蒸水。采用

灭菌双蒸水代替DNA作为反应模板，设置阴性对

照。反应条件为：94 °C 5 min；35× (94 °C 45 s；

55 °C 45 s；72 °C 1 min)；72 °C 10 min。

1.4    变性梯度凝胶电泳( DGGE )与克隆文库

以第0和13天土壤总DNA为模板，如表1所

示，利用带GC夹的引物对目的基因进行PCR扩

增，扩增产物用于DGGE电泳分离。PCR反应体

系包括25 μL的  SYBR GREEN, 上、下游引物

(10 pmol/μL)各1.25 μL, 2.5 μL土壤总 DNA 模板，

20 μL灭菌双蒸水。反应条件为PCR扩增的反应条

件：94 °C 5 min；35×(94 °C 45 s；55 °C 45 s；

72 °C 1 min)；72 °C 10 min。氨氧化古菌采用

6%的聚丙烯酰胺胶，实验中采用的变性梯度为：

40%–55%；氨氧化细菌采用8%的聚丙烯酰胺胶，

变性梯度为：45%–75%。每个样品采用约150 ng

的PCR产物进行电泳。聚丙烯酰胺胶在0.5×TAE

缓冲液中80 V电压下16 h。电泳完毕后，用SYBR

Green I核酸染色剂 (GenerayTM Biotechnology) 避光

染色30 min，在凝胶成像仪上观察分析，并利用

Quantity One软件对DGGE指纹图谱进行聚类分

析。针对DGGE图谱中的优势条带进行切胶回

收，但多次优化PCR条件后，仍然无法获得目标

条带的PCR产物，据此，我们针对典型样品土壤

总DNA, 开展了克隆文库构建和分析。

选择消落带的背景零时刻土壤，针对万州和

丰都淹水-落干周期5次、长寿淹水-落干8次的样

品，构建氨氧化古菌的amoA克隆文库。对于氨氧

表1.  PCR扩增引物

Table 1.  Primers used in the study

Primers Primer sequence(5′→3′) Target gene Molecular analysis Reference
Arch-amoAF
Arch-amoAR

STAATGGTCTGGCTTAGACG
GCGGCCATCCATCTGTATGT archaeal amoA gene Real time PCR [17]

amoA-1F
amoA-2R

GGGGTTTCTACTGGTGGT
CCCCTCGGGAAAGCCTTCTTC bacterial amoA gene Real time PCR

Real time PCR, DGGE [18]

CrenamoA23f
CrenamoA616r

ATGGTCTGGCTWAGACG
GCCATCCATCTGTATGTCCA archaeal amoA gene DGGE [19]

amoA-1F-GC CGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGG
GGGCGGGGTTTCTACTGGTGGT bacterial amoA gene DGGE [20]
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C=1¡n i=N

化细菌amoA基因，则分别选择培养第13天(万

州)、第0天(丰都)的土壤样品构建氨氧化细菌克隆

文库。以土壤总DNA样品为模板并采用相应的引

物扩增。再将其PCR产物利用pEASY-T1 Cloning

Kit (TransGen Biotech)进行克隆测序。将测序结果

在NCBI的GenBank数据中用BLAST 进行同源性比

较，确定微生物种类。利用DNA Star软件将对序

列进行合并，按照常用相似性阈值97%，amoA基

因序列合并后OTU过多，因此将相似性>85%的序

列进行合并。并利用M E G A 4 . 0软件，进行

Bootstrap验证系统发育分析，邻接法 (Neighbor-

Joining)构建系统发育树。文库Coverage C按公

式： 计算，采用Shannon-Wiener指数

反映微生物多样性，香农指数计算方法采用

Hedrick的方法(公式1)。

H 0 = ¡
sX

i=1
Pi ln Pi 公式(1)

2    结果和分析

2.1    三峡消落带不同淹水-落干周期对土壤理化

性质的影响

三峡水库周期性淹水-落干，对土壤理化性质

产生了明显影响。如表2所示，3个采样点淹水-落

干周期8次、5次和0次土壤样品中，淹水-落干8次
样品pH值均较高，约为8.2左右。表明随着淹水-
落干次数的增加，土壤pH呈升高趋势。土壤有机

质也表现出类似的规律，特别在万州消落带，与

未淹水的旱地土壤相比，淹水-落干8次的土壤有

机质含量增加近2倍。随着淹水-落干次数的增

加，土壤全磷和全氮也呈增加趋势，但全钾和碱

解氮未表现出明显的变化规律。

2.2    三峡消落带不同淹水-落干周期对土壤硝化

过程的影响

硝化微生物通过氧化氨态氮获得能量并产生

硝态氮代谢产物，土壤中硝态氮直接反映土壤硝

化作用强弱。如图2所示，在添加铵态氮底物条件

下，3个不同城市的消落带土壤都表现出明显的硝

化作用，但不同的淹水-落干周期对硝化过程具有

不同的影响。背景土壤中硝态氮初始含量均较

低，在5–17 µg N/g dry soil之间。淹水-落干8次的

土壤培养0–4 d内硝态氮含量迅速增加，最高含量

为120 µg N/g dry soil, 平均每天硝态氮净增加量约

为20 mg N/g dry soil。淹水-落干5次和0次土壤硝

态氮总体增加平缓。丰都消落带样品则略有异

常，淹水-落干8次和0次的土壤硝化强度较高，而

淹水-落干5次的土壤硝化作用略低，可能归因于

丰都消落带的高pH(表2)。

表2.  供试土壤基本理化性质

Table 2.  Physiochemical characteristics of the soils
Sampling
site

Geographical
coordinate

Flooding-
drying times Altitude/m pH OM/(g/kg) TN/(g/kg) TP/(g/kg) TK/(g/kg) AN/(mg/kg)

Wanzhou 108°24′59.39″(E)
30°42′45.27″(N)

8 156 8.1±0.1 21.8±4.3 0.9±0.0 0.9±0.0 20.6±0.5 75.3±7.1

5 163 6.9±0.6 23.5±0.4 1.0±0.1 0.5±0.1 12.9±1.1 87.6±1.0

0 180 7.0±0.4 8.0±0.0 0.5±0.1 0.3±0.0 10.5±0.1 45.9±0.0

Fengdu 107°45′15.27″(E)
29°54′14.90″(N)

8 151 8.1±0.1 15.6±2.8 0.8±0.1 0.9±0.0 18.6±0.9 58.2±7.7

5 164 7.7±0.2 14.0±2.0 0.6±0.1 0.8±0.1 19.1±0.7 55.9±4.4

0 180 8.0±0.1 11.4±1.9 0.8±0.1 0.8±0.1 18.8±0.3 58.8±5.1

Changshou 107°04′57.76″(E)
29°47′56.51″(N)

8 161 8.2±0.0 13.9±1.7 0.7±0.0 1.0±0.0 17.5±0.4 63.5±3.1

5 170 8.3±0.1 8.0±1.9 0.5±0.0 0.7±0.0 16.9±0.5 30.0±7.7

0 180 6.7±0.7 8.3±0.9 0.6±0.1 0.6±0.0 18.0±0.6 61.2±6.7
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土壤中铵态氮的减少与硝态氮增加趋势恰好

相反，表明土壤中铵态氮作为底物促进了微生物

的硝化作用，产生了大量硝态氮。与培养零时刻

相比，3个消落带不同淹水-落干周期下的土壤培

养终点NH4
+-N较初始值均大量减少，一些土壤

NH4
+-N含量甚至降低至接近于零，表明土壤中发

生了强烈的硝化作用。3个消落带淹水-落干0次的

土壤中铵态氮浓度最高，且淹水-落干8次的土壤

铵态氮随培养时间下降最快。这些研究结果表明

土壤总体硝化作用随淹水-落干周期的增加而升

高，表明淹水-落干在一定程度上促进了土壤硝化

作用。此外，土壤硝化过程通常伴随着氢离子

(H+)的释放，导致土壤pH降低。如图2所示，万

州消落带淹水-落干5次和0次土壤pH随着培养时

间增加呈现下降趋势，而淹水-落干8次的土壤

则可能由于土壤pH极高约为8.2，具有较强的缓

冲能力，故pH未随着硝化过程表现出明显的下降

趋势。

2.3    三峡消落带不同淹水-落干周期对土壤硝化

微生物数量的影响

硝化微生物是硝化作用的驱动者，其数量能

在一定程度反映硝化作用的强弱。3个消落带不同

淹水-落干周期的土壤样品中，第0天背景土壤中

氨氧化古菌(AOA)数量范围为1.36×107到1.34×108

拷贝数 / g  d . w . s，氨氧化细菌 ( A O B )范围是

7.37×105到8.83×105拷贝数/g d.w.s(图3)。第13天培

养结束后，氨氧化古菌丰度范围为2.56×10 7到

3.65×10 8拷贝数 /g  d.w.s，氨氧化细菌范围是

图 2.  不同淹水-落干次数土壤 NO3
–-N、NH+-N和pH随培养时间的变化

Figure 2.  Changes of NO3
–-N, NH4

+-N and pH in soil of different flooding-drying times along with incubation time.
The designation 8 y indicates that the sample has experienced flooding-drying for 8 times. Error bars represent the
standard deviation of the nine samples examined.
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1.76×106到2.51×108拷贝数/g d.w.s，氨氧化古菌的

丰度明显高于细菌。培养过程中，氨氧化古菌和

细菌丰度均有所上升，但是3个消落带不同淹水-

落干次数的样品之间并不一致。

2.4    三峡消落带不同淹水-落干周期对土壤硝化

微生物组成的影响

对3个消落带的土壤培养的第0、13天样品进

行PCR扩增并开展DGGE分子指纹图谱分析，获

得如图4亮度不等、数量不同且位置各异的电泳条

带，表明不同消落带不同淹水-落干次数条件下的

硝化微生物群落组成具有一定差异。AOA指纹图

谱中，3个消落带不同周期差异较大，淹水-落干

8次的样品电泳条带较少，群落结构较简单。培养

第0天和13天相比较，条带亮度、数量和位置均有

一些变化，表明无机氮源添加对氨氧化古菌群落

结构产生了影响。AOB指纹图谱中，各消落带不

同淹水-落干次数的土壤优势微生物相近，但总体

仍有较大差异。培养第0天和13天相比较，条带亮

图 3.  不同淹水-落干周期氨氧化古菌和细菌丰度随培养时间变化

Figure 3.  Changes of amoA gene copy number of ammonia-oxidizing archaea and bacteria in soil of different
flooding-drying times along with incubation time. Error bars represent the standard deviations of triplicate samples
examined.
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图 4.  不同淹水-落干周期土壤氨氧化古菌(AOA)和细菌(AOB)分子指纹图谱

Figure 4.  DGGE fingerprints of ammonia-oxidizing archaea (AOA) and bacteira (AOB) in nitrifying soils
representative of the hydro-fluctuation belt of the Three Gorges Reservoir.
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度、数量和位置均有变化，表明加氮源培养对氨

氧化细菌群落结构产生了一些影响。

利用Quantity one软件对培养零时刻样品的

DGGE图谱进行聚类分析，得到样品聚类分析结

果(如图5)。氨氧化古菌的聚类结果中可以看出同

一采样点不同淹水-落干次数样品距离较远，而最

相似是长寿和丰都淹水-落干8次的2个样品，表明

三峡库区长时间周期性淹水-落干对氨氧化古菌群

落结构产生了一些影响。随着未来淹水-落干的周

期增加，干湿交替的影响效应可能会大于土壤质

地等而成为影响氨氧化古菌群落结构的主要环境

因子。3个采样点各自淹水-落干5次和0次样品氨

氧化细菌聚类较近，而淹水-落干8次样品不遵循

这一规律。万州淹水-落干8次样品和长寿未淹水

样品、长寿淹水-落干8次样品和丰都未淹水样品

最接近，表明周期性淹水-落干对氨氧化细菌群落

结构影响较小。但是，需要特别指出的是，DGGE

分辨率较低[21]，仅能反映氨氧化微生物的主要类

群，未来仍需采用先进的高通量技术，深度测序

氨氧化微生物的分子标靶基因如16S rRNA和amoA，

原位分析其转录活性及季节性变化规律，揭示淹水-

落干周期及其频度对功能微生物多样性的影响。

如图6所示，针对万州的淹水-落干5次、丰都

的淹水-落干5次和长寿的淹水-落干8次土壤，构

建氨氧化古菌克隆文库，并进行系统发育分析。

3个消落带中万州和丰都样品均属于Group 1.1b土

壤氨氧化古菌类群，未检测到Group 1.1a海洋氨氧

化古菌类群和Group 1.1a-associated酸性土壤氨氧

化古菌类群。长寿样品大部分属于Group 1.1b，小

部分属于Group 1.1a。选择0天丰都淹水-落干5次

和13天万州淹水-落干5次两个样品构建氨氧化细

菌克隆文库，系统发育树如图7。万州样品绝大部

分属于Cluster  0，同时也检测出Nitrosolobus

multiformus cluster。丰都样品中检测出Cluster 0，

Nitrosopira Nsp2 cluster和Nitrosolobus multiformus

cluster。如表3所示，根据OTU序列相似度85%的

阈值，将消落带土壤中氨氧化古菌和细菌的

amoA基因克隆序列进行分析并获得了其系统发

育的最亲缘序列。5个克隆样品的覆盖度Coverage

C 值均为100%。丰都淹水-落干5次样品氨氧化

图 5.  氨氧化古菌 (A) 和细菌 (B) DGGE 图谱聚类分析

Figure 5.  Cluster analysis of DGGE banding patterns of AOA (A) and AOB (B).
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图 6.  三峡库区典型消落带土壤氨氧化古菌 (AOA) 功能基因 amoA 系统发育树

Figure 6.  Phylogenetic tree of AOA in soil samples representative of the hydro-fluctuation belt of the Three Gorges
Reservoir. Sequences from this study are shown in bold. Achaea amoA genes of different samples were classified into
distinct OTUs with 85% sequence similarity, and one representative sequence within the OTU was selected for
phylogenetic analysis. The designation ‘clone CS-0-8-OTU5’ indicates the samples in OTU5 are from Changshou at
incubation 0 day with 8 times flooding-drying. The scale bar indicates 5 changes per 100 nucleotide acid positions.
Bootstrap values higher than 50% are indicated at branch points.
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古菌和氨氧化细菌的香农指数相对高于其他所测

样品。

3    结论和讨论

土壤水分变化是陆地生态系统中普遍存在的

自然现象，而人类活动则会显著加剧这一过程。

随着三峡枢纽工程的实施，水库蓄水在2003、

2006和2009年分别达到了垂直海拔135 m、156 m

和175 m，冬蓄夏泄的管理方式形成了独特的消落

带，是库区陆域与水域之间的生态过渡与缓冲区

域。由于这些消落带的形成时间不同，导致不同

海拔的土壤经历了不同的淹水-落干次数，这种强

烈的干湿交替过程，极可能对土壤微生物产生重

要影响，并改变微生物介导的元素生物地球化学

通量过程。同时，这些消落带形成于不同时间，

也为研究淹水-落干次数对三峡库区土壤关键元素

转化的演替规律提供了理想平台。通过采集淹水-

落干8次和5次的土壤样品，并与对照(淹水-落干

图 7.  三峡库区典型消落带土壤氨氧化细菌 (AOB) 功能基因 amoA 系统发育树

Figure 7.  Phylogenetic tree of AOB in soil samples representative of the hydro-fluctuation belt of the Three Gorges
Reservoir. Sequences from this study are shown in bold. Bacteria amoA genes of different samples were classified into
distinct OTUs with 85% sequence similarity, and one representative sequence within the OTU was selected for
phylogenetic analysis. The designation ‘clone WZ-13-5-OTU3’ indicates the samples in OTU3 are from Wanzhou at
incubation 13 day with 5 times flooding-drying. The scale bar indicates 5 changes per 100 nucleotide acid positions.
Bootstrap values higher than 50% are indicated at branch points.
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0次)相比，本研究表明随着淹水-落干次数的增

加，土壤有机质含量明显增加，土壤pH和硝化作

用均呈增加趋势，Nitrosospira 类型微生物是数量

上占优势的氨氧化细菌。尽管消落带土壤中土壤

表3.  三峡库区消落带amoA基因克隆文库结果

Table 3.  Clone library summary of amoA gene in the hydro-fluctuation belt soils of the Three Gorges Reservoir

Sample Total clone
number OTU Clone

number The closest relatives NCBI accession number Shannon
index (H′)

Wanzhou-0-5 51 OTU1 11 Archaeon clone AOA-N5-10 (KM116912.1) 0.337

OTU2 36 Archaeon clone A549 (KM460255.1)

OTU3 4 Archaeon clone AOA-N5-15 (KM116917.1)

Fengdu-0-5 60 OTU1 2 Thaumarchaeote clone P01-10-A8 (KM595505.1) 0.954

OTU2 10 Archaeon clone A426 (KM460660.1)

OTU3 3 Archaeon clone AB7-12 (JQ750591.1)

OTU4 2 Archaeon clone W2A24 (KJ859250.1)

OTU5 7 Crenarchaeote clone NF-J-Seq7 (JQ698547.1)

OTU6 12 Archaeon clone A-CS-9 (KJ864239.1)

OTU7 10 Archaeon clone A-HB-3 (KJ863987.1)

OTU8 5 Archaeon clone A411 (KM460645.1)

OTU9 4 Crenarchaeote clone S-65 (HM346001.1)

OTU10 3 Archaeon clone A411 (KM460645.1)

OTU11 2 Crenarchaeote clone H4-G-27 (JF430506.1)

Changshou-0-8 51 OTU1 27 Crenarchaeote clone Arc-Jul-S4 (FJ951733.1) 0.613

OTU2 3 Crenarchaeote clone GJ-37 (KP730423.1)

OTU3 8 Crenarchaeote clone AW-L-26 (JQ345861.1)

OTU4 6 Crenarchaeote clone PF-46 (HM346176.1)

OTU5 3 Archaeon clone A3-20121225-03 (KC756667.1)

OTU6 4 Crenarchaeote clone DZ4-56 (JF748259.1)

Fengdu-0-5 45 OTU1 3 Ammonia-oxidizing bacterium clone QY-A15
(EF207192.1)

0.616

OTU2 3 Bacterium clone BI16 (KM404670.1)

OTU3 8 Bacterium clone AU13 (KF618954.1)

OTU4 23 Bacterium clone AOB-D6-2 (KP197576.1)

OTU5 6 Bacterium clone B213 (KM460690.1)

OTU6 2 Bacterium clone AL8 (KF618897.1)

Wanzhou-13-5 42 OTU1 29 Bacterium clone AOB-S4-33 (KM250888.1) 0.411

OTU2 6 Bacterium clone AOB-T140 (HQ896133.1)

OTU3 4 Bacterium clone AOB-S4-29 (KM250884.1)

OTU4 3 Bacterium clone AOB-D6-6 (KP197580.1)
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类氨氧化古菌Group 1.1b在数量上占优势，但同时

也发现了少量的海洋类氨氧化古菌Group 1.1a, 表
明三峡库区的水分管理方式对土壤硝化微生物生

理生态过程产生了明显影响。

硝化作用是土壤中氮素转化的重要过程，对

生态系统中氮素循环有着至关重要的影响。环境

因子包括pH、底物浓度、有机质、水分、温度和

土地利用方式都会对硝化作用产生影响。硝化作

用主要由氨氧化微生物完成，环境因子通过改变

氨氧化微生物的生理活性，进而影响硝化作用强

度。有研究表明环境因子例如铵浓度、温度、施

肥处理、土壤类型、重金属胁迫、氧气和水分等

变化，会对微生物种群数量、群落结构和活性产

生影响[22]。例如目前大多研究认为氨氧化古菌能

更好适应低氧和低氨的逆境胁迫，而氨氧化细菌

则在高pH土壤和好氧旱地土壤中发挥了重要作

用[23]。三峡库区长时间周期性淹水-落干对消落带

土壤的影响尤为直接，其水位周期性涨落对土壤

水分、氧气甚至pH和有机质都会产生影响。大量

研究表明干湿交替对土壤氮素转化、物理性质和

微生物学特性会产生影响[24]。张燕等研究了不同

干涸-淹水条件下沟渠底泥对水体铵态氮的净化作

用，发现经过干涸处理的沉积物对铵态氮的去除

率明显高于连续淹水方式，表明风干-淹水过程促

进了氨氧化微生物的活性，更加高效地驱动了氨

氧化过程[25]。然而，落干过程中，土壤及其中的

微生物极可能与空气接触并处于好氧状态，氧气

作为电子受体并主导了复杂土壤的微生物生理生

态过程，驱动了土壤元素转化，如本研究中硝化

微生物在氨氧化过程中发挥了重要作用。但在淹

水状态下，空气中仅有微量的氧气能够穿过水层

并扩散进入土壤，导致土壤中厌氧过程成为主导

过程，如厌氧反硝化微生物过程。尽管本实验未

开展厌氧过程研究，但已有类似的报道表明干湿

交替会引起土壤硝化作用和反硝化作用交替进

行，加速土壤氮素矿化并加快土壤氮素损失过

程[26]。土壤氮素转化是地球氮循环的关键环节，

包括土壤生物固氮、氮素矿化、生物固持、硝化

过程，反硝化损失等过程，微生物是土壤氮素转

化的唯一作用者，在系统的水平同时研究不同氮

素转化过程，揭示生理特点完全不同的生理类群

在氮素转化过程中的作用，特别是对周期性淹水-
落干的响应与适应规律，不仅具有重要的生态环

境意义，也是微生物生态学的前沿问题之一。

水是生物生命存在和延续的基本物质，土壤

水分变化必然对其微生物产生影响[27]。三峡库区

原位环境中的淹水-落干过程，微生物细胞可能发

生相应的变化，冬蓄夏泄长达一年的周期过程

中，淹水-落干导致的环境变化是一个渐进过程，

微生物的适应于响应机制仍不清楚[28]。干旱后期

土壤微生物量较低，部分微生物死亡。重新湿润

后，死亡微生物又刺激微生物生长。针对森林土

壤的短期28 d培养实验表明，在加水恢复过程

中，大多数风干土壤样品中，氨氧化细菌和古菌

的数量都有增加趋势，但群落结构并未发生明显

改变[29]。然而，长期的淹水-落干则可能改变土壤

微生物群落结构，例如，我们的研究表明，土壤

类氨氧化古菌Group 1.1b是江西旱地红壤中的优势

古菌，但淹水植稻50余年后，海洋类氨氧化古菌

Group 1.1a-associated成为优势种群，表明长期的

水稻田淹水-落干农业管理导致硝化微生物群落发

生了明显演替[30]。已有的研究发现细菌主导了中

碱性土壤氨氧化过程 [ 3 1 ]，而海洋类氨氧化古菌

Group 1.1a-associated则主导了酸性土壤氨氧化过

程 [ 3 2 – 3 4 ]。但是中碱性土壤中土壤类氨氧化古菌

Group 1.1b数量远高于氨氧化细菌，最高甚至可达

3000倍[35–36]。我们最近的研究表明，淹水的中性

稻田土壤中，Group 1.1b古菌在氨氧化过程中发挥

了重要作用，极可能是淹水导致的氧气胁迫下，

古菌较之细菌能够更好地适应环境并驱动了氨氧

化过程[37]。进一步针对全国尺度下的淹水稻田土

壤，发现土壤氧化还原容量综合指数是表征活性
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氨氧化细菌和古菌相对贡献的最佳因子，极可能

是土壤氨氧化微生物地理分异规律的关键环境驱

动力[38]。因此，本研究中发现的土壤类氨氧化古

菌Group 1.1b极有可能适应了周期性淹水-落干的

胁迫，并在氨氧化过程中发挥了重要作用。同

时，本消落带土壤中的是亚硝化螺菌属和Cluster
0也在淡水环境中有大量报道，被认为是土壤氮素

损失的重要途径[11]。

淹水通常导致土壤有机质积累，氧化还原容

量增加，土壤pH升高，已有研究表明土壤有机质

与氧化还原容量与氨氧化古菌活性具有极佳的相

关性，暗示了土壤有机质极可能作为电子供体改

善土壤微环境，影响氧化还原状况并进一步改变

土壤微生物活性和群落结构[38]。但淹水-落干过程

对土壤微生物的影响机制尚不清楚。例如，本研

究表明淹水-落干8次土壤的硝化作用明显高于

5次，但在冬蓄夏泄的长期水分管理过程中，自然

土壤中的氨氧化微生物如何适应水分氧气等环境

胁迫，目前仍不清楚。此外，野外试验调查通常

具有较大不确定性，而土壤样品则具有高度的异

质性，例如，尽管长寿消落带中，淹水-落干8次
的土壤AOA与AOB数量高于5次的土壤，与土壤

净硝化作用趋势一致。但在万州与丰都的消落

带，淹水-落干8次的土壤AOA与AOB丰度均低于

5次的土壤；但淹水-落干8次土壤净硝化作用却强

于淹水-落干5次。此外，尽管DGGE指纹图谱表

明淹水-落干影响了硝化微生物群落组成(图4)，但

整体变化趋势与氨氧化古菌和细菌的数量变化规

律并不一致(图3)，而在长寿样品中则检测到少量

的海洋类氨氧化古菌Group 1.1a, 这些特异古菌的

来源与功能仍不清楚。我们推测，在长期的淹水-
落干循环过程导致淹水-落干8次样品中江水泥沙

沉积渗入，因此，所采集的土壤样品并不能完全

反映三峡蓄水前的土壤。然而，尽管可能存在一

定的土壤样品异质性和原位调查的不确定性，重

庆段3个不同城市(万州、丰都和长寿)的典型消落

带都得到了类似的趋势，淹水-落干次数越多，土

壤有机质含量越高，而土壤硝化作用越强，表明

三峡工程特有的冬蓄夏泄水库调节方式，刺激了

土壤硝化微生物活性。未来采用稳定性同位素示

踪硝化微生物核酸DNA/RNA技术，则能够清楚揭

示土壤淹水-落干过程对活性氨氧化微生物种群的

影响规律，为三峡库区水体和消落带可持续利用

管理提供科学依据。
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Impact of periodical flooding-drying on nitrification and
ammonia oxidizers in hydro-fluctuation belt of the Three Gorges
Reservoir

Jia Guo1, Xianjun Jiang1 *, Xue Zhou2, Yao Meng1, Zhongjun Jia2

1 College of Resources and Environment, Southwest University, Chongqing 400715, China
2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing
210008, Jiangsu Province, China

Abstract: [Objective] This study was aimed to elucidate the effect of periodic flooding-drying to ecological processes
of ammonia oxidizers in the hydro-fluctuation belt of the Three Gorges Reservoir. [Methods] Soil samples were
collected at thee altitudes in regions of Wanzhou, Fengdu and Changshou, representing 8, 5 and 0 times flooding-
drying management, respectively. Soil physiochemical properties were analyzed and microcosms were constructed to
monitor nitrification activity by fertilizing soils with ammonium substrate. Real-time PCR was used to quantify the
population size of ammonia-oxidizing archaea (AOA) and bacteria (AOB). DGGE fingerprints and clone libraries
were conducted to study the shift of AOA and AOB compositions in nitrifying soils. [Results] Among the
physiochemical characteristics of the soils, soil organic matter and total phosphates increased along with cycle
increasing. After incubation for 13 days, the net nitrification rates of the samples with 8 cycles exceeded those with 5
cycles. The quantities of both AOA and AOB have increased during the incubation. Phylogenetic analysis showed that
AOA were placed within the soil group 1.1b and soil group 1.1a, while bacterial ammonia oxidizers were closely
related to Nitrosospira and Cluster 0. [Conclusion] Periodical flooding-drying increased soil organic matter, enhanced
soil nitrification activity and likely played important roles in shaping community structures of soil ammonia oxidizers.

Keywords: Three Gorges Reservoir, periodic flooding-drying, nitrification, ammonia-oxidizing archaea, ammonia-
oxidizing bacteria
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