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摘   要：氨氧化微生物介导土壤中铵态氮的氧化，是土壤硝化作用的第一步。【目的】在大型隧

道工程影响的岩溶区，了解氨氧化微生物对土壤含水率和营养环境变化的响应对于研究隧道建设

引起的生态环境改变和氮循环过程变化都有十分重要的意义。【方法】本研究以重庆市北碚区中

梁山龙凤槽谷为例，对比受隧道影响的龙凤槽谷和不受隧道影响的龙车槽谷中 4 种土地利用方式

(荒草地、竹林地、混交林以及菜园地)下的土壤中，3 种氨氧化微生物(氨氧化细菌 AOB、氨氧化

古菌 AOA、亚硝酸盐氧化细菌 CMX)的丰度变化，结合土壤含水量、pH 以及土壤营养元素等的

变化，分析隧道建设引起的可培养氨氧化微生物数量变化及其过程机理。【结果】结果发现：  ① 由

于隧道开挖揭露了地下含水层，导致地下水位下降、土壤含水率降低、pH 值升高、硝态氮含量增

加、隧道影响区 AOA、AOB 和 CMX 丰度显著低于非隧道影响区，后者数量分别是前者的 4.8、

4.4 和 3.9 倍；  ② 受岩溶区碱性土壤环境和地下水以及可溶物极易漏失的影响，铵态氮等底物浓

度并不是氨氧化细菌的主要影响因素，AOA 丰度与土壤含水率和土壤酸碱缓冲性能呈正相关

(P<0.01)，CMX 和 AOB 丰度都与土壤硝态氮含量呈极其显著的负相关(P<0.05)，AOB 丰度还与

土壤的 pH 值呈负相关(P<0.05)。【结论】本研究揭示了岩溶区土壤理化性质中的含水率和 pH 是
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影响 3 种氨氧化微生物丰度的主要因子，隧道建设引起的地下水漏失和土壤有效水分降低是引起

氨氧化微生物含量下降的主要原因，一定程度上改变了隧道建设影响区的硝化过程，但影响程度

和更多微生物参与的氮循环过程改变还需要进一步详细的研究。 

关键词：岩溶槽谷区；隧道建设；氨氧化微生物；氨氧化作用  
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Abstract: Ammonia oxidizing microorganisms mediate the oxidation of ammonium nitrogen in the soil, 

which is the first step of nitrification. [Objective] In the karst areas affected by large tunnel projects, 

understanding the response of ammonia oxidizing microorganisms to changes in soil moisture and nutrient 

condition has great significance for researching the changes of the ecological environment and the nitrogen 

cycle process caused by tunnel construction. [Methods] This study took four land uses (Grass land; bamboo 

land; mixed forest; vegetable land) of Longfeng trough valley, which is tunnel-affected-area and the 

Longche trough valley, which is non-tunnel-affected-area in Zhongliang Mountain, Beibei, Chongqing as an 

example, comparing the abundance of three ammonia oxidizing microorganisms (Ammonia oxidizing 

bacteria AOB, ammonia oxidizing archaea AOA, nitrite oxidizing bacteria CMX) and combining with the 

changes of soil water content, pH, and soil nutrient elements, to analyze the changes of ammonia oxidizing 

microorganisms caused by tunnel construction and its process mechanism. [Results] The results shows:  ①

As the tunnel excavation exposed the underground aquifer, the level of groundwater decreased, the soil 

moisture content decreased, the pH and the nitrate nitrogen increased. The abundances of AOA, AOB and 

CMX of the tunnel-affected-area were significantly lower than the non-tunnel-affected zone, the abundances 

of the latter is 4.8, 4.4 and 3.9 times of the former respectively;  Affected by the al② kaline environment in 

soil and groundwater of karst area, as well as the vulnerability to leaking of solubles extremely easily, the 

concentration of substrates such as ammonium nitrogen is not the main influencing factors of ammonia 

oxidation microorganisms, the abundance of AOA is positively correlated with soil moisture content and 

soil buffering capacity (P<0.01), the abundances of CMX and AOB are both negatively correlated with soil 

nitrate nitrogen content (P<0.05), AOB abundance is also negatively correlated with soil pH (P<0.05). 

[Conclusion] This study reveals that soil physical and chemical properties like the soil moisture content and 

pH in karst areas are the main factors affecting the abundance of three ammonia oxidizing microorganisms. 

The leakage of groundwater and the decrease of soil effective moisture caused by tunnel construction are 

responsible for the decrease of ammonia oxidizing microorganisms abundances, which also change the 
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nitrification process in tunnel-affected-area to some extent. However, the degree of influence and the 

changes of nitrogen cycle which more microorganisms involve in need to be further studied in detail. 

Keywords: karst trough valley; tunnel construction; ammonia-oxidizing microorganisms; ammonia 
oxidation 

硝化作用普遍存在于各种生态系统中，是

连接固氮作用与反硝化作用的中间环节[1]，不

仅决定着植物对氮素的有效利用程度，并与过

量氮肥投入导致的土壤酸化、硝酸盐淋失及其

引起的水体污染和温室气体氧化亚氮(N2O)释

放等造成一系列生态环境问题密切相关[2]。由

于人类的大型工程活动，土壤生态系统正在发

生重大变化。微生物驱动土壤氮循环的大部分

环节，从而在大气、植物和土壤之间的 N 交换

中发挥中心作用[3]。因此了解土壤氮循环相关

微生物对人类活动响应的过程、强度和机理，

对维持土壤生态系统稳定，恢复退化的脆弱生

态系统十分关键。中国西南岩溶槽谷区总面积 

21 323.7 km2，分布于西南八省的高山峻岭中[4]。

由于岩溶区特有的双层水网结构和脆弱的土壤系

统，受到人类活动干扰的西南岩溶槽谷区极易生

态退化发生石漠化[5]，大型隧道工程的贯通就是一

种影响十分巨大的人类干扰活动。隧道工程贯通

后，上覆岩溶槽谷区地下水文流场发生改变，土

壤有效含水量、营养元素以及植被等生态系统各

方面发生不同程度的退化，土壤微生物也不例  

外[6]。但是，目前对于岩溶区大型工程影响下，环

境因子的改变带来的氨氧化微生物的响应研究较

少见诸报道。 

由氨氧化微生物驱动的氨氧化作用是硝化

作用的第一步，控制着硝化作用的速率，是全

球氮循环的中心环节 [7]。探讨岩溶环境中氨氧

化微生物在氮循环中的作用，对于了解岩溶区

土壤三氮的转化机制以及指导农业生产生活都

具有重要意义。氨氧化作用过去认为先由氨氧

化细菌(ammonia oxidation bacteria，AOB)和氨

氧化古菌(ammonia oxidation archaea，AOA)氧

化氨为亚硝态氮，再通过亚硝酸氧化细菌

(nitrite oxidation bacteria, NOB)将亚硝态氮转化

为硝态氮的两个过程，从而完成整个硝化作  

用[8]。近几年的研究表明，NOB 中 Nitrospira

属的一些成员(comammox Nitrospira，CMX)广

泛分布于陆地生态系统在内的不同生境类型

中 ， 能 够 驱 动 完 全 氨 氧 化 作 用 (complete 

ammonia oxidation；comammox)，直接把硝态

氮转化为铵态氮[9–10]。土壤中氨氧化微生物受到

基质浓度[11–12]、pH[13]、含水率[6,14]、施肥量[15–16]

等不同环境因子的影响[17]。在中性和石灰性土

壤中，氨氧化作用主要由 AOB 驱动；而在酸性

土壤中的氨氧化作用则以 AOA 为主导[18]。另

外，所有已知的 AOB 具有相对较低的底物亲和

力，而 AOA 包含具有广泛底物亲和力的成员[19]。

对岩溶环境中氨氧化微生物的研究表明，多种

环境因子对氨氧化微生物的丰度具有较为显著

的影响，李强等发现地貌部位和土壤成因影响

AOA 丰度，真菌数量与 AOB 丰度呈显著正相

关[20]，侯雪燕认为土壤 pH 显著影响土壤中氨氧

化微生物的种类[21]。与此同时，关于隧道建设引

起的生态环境变化相关研究表明，隧道建设导致

的地下水排泄引起上覆地区地下水水文流场和地

下水循环过程发生改变[22–24]，从而引起土壤含水

率下降、pH 升高、营养元素降低等理化性质发

生改变[25–26]，进而改变土壤微生物的群落结构

和上覆植被[6,27]。已有的研究发现，隧道建设影

响区土壤中细菌多样性降低，氮循环相关细菌
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Nitrospira 是发生改变的主要种属之一[6]，但针

对该地区氨氧化微生物的种类和数量变化研究

尚未见报道。 

重庆中梁山岩溶槽谷位于川东平行岭谷

区，区内岩溶地貌发育，地表水漏失本就较为

严重，土壤持水性差。近年来，由于城市化进

程加快，中梁山下部多条大型隧道贯通沟通重

庆主城和西北部区县。工程建设给隧道沿线上

部的土壤结构和质地、土壤肥力条件和生物多

样性等带来诸多负面影响，土壤含水率的减少

尤为显著[28–29]。已经表明，隧道建设造成的地下

水漏失，引起了整体微生物群落结构的改变[6]。

本文选择中梁山岩溶槽谷中受隧道和不受隧道

影响的两个独立水文单元区域采集土样，分析

AOB、AOA 和 CMX 3 种微生物数量以及土壤

环境因子变化，采用相关分析和主成分分析的

方法，探究岩溶地区隧道建设对氨氧化微生物

丰度的影响及其影响因子，了解大型工程和人

类活动带来的相关土壤环境因子和土壤氨氧化

微生物的变化，为微生物驱动的岩溶区氮循环

过程提供基础数据，并为将来治理大型工程带

来的负面生态影响提供理论支持。 

1  研究区概况 

研究区(图 1)位于重庆市主城西部中梁山

的 槽 谷 区 (106°18'14″–106°56'53″E ，  

29°39'10″–30°03'53″N)，海拔在 400–800 m。属

于典型的中亚热带季风性湿润气候，水热条件

好，年均气温 18 °C，年均降水量 1 000 mm。

本研究区发脉于华蓥山，为长江、嘉陵江所深

切，形成典型的“一山三岭两槽”地貌。主要发

育地带性黄壤和非地带性石灰土，土壤发育的

地质背景是三叠纪嘉陵江组的岩溶角粒状白云

质灰岩。土壤通气性和透水性较差，水土易流

失，为典型的岩溶石漠化地区。因地形的限制， 

 

 
 

图 1  岩溶槽谷区土地利用和采样点分布图(改编

自王正雄[4]，2019) 
Figure 1  Distribution map of land use and 
sampling points in karst trough area (modified from 
Zhengxiong Wang[4], 2019). 
 
 

农业耕作区分布在槽谷底部和山脚地区；荒草

地分布在槽谷两侧山腰；林地主要分布在山腰

海拔较高地段，少量分布于槽谷底部。土壤营

养元素不平衡，生态系统对外界环境变化较敏

感，自我恢复能力弱。 

如图 1 所示，中梁山槽谷分为龙凤槽谷(上

部红色框线区)和龙车槽谷(下部蓝色框线区)两

部分，分属两个独立水文单元。龙凤槽谷区属

于隧道影响区，其下部中梁山山体有 3 条东西

走向的大型隧道贯穿，分别是重庆市轨道交通

6 号线中梁山隧道、G75 渝武高速北碚隧道、

G5001 绕城高速施家梁隧道。由于隧道开挖不

可避免地会破坏某些地下水的储存点和转移通
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道，造成地下水的重新分配，因此破坏当地地

下水环境和生态环境，从而影响土壤理化性质

和对环境及其敏感的土壤微生物的变化。而与之

形成对照的龙车槽谷区位于龙凤槽谷区的南部，

北起龙头寺南至中梁镇，属于无隧道影响区。 

2  材料与方法 

2.1  样品采集 
龙凤槽谷和龙车槽谷分别选取荒草地、混

交林、竹林地和菜园地(后文分别标记为 GL、

MF、BL、VL)各 3 个，共确定 24 个采样样地。

采样点位于中梁山槽谷底部的嘉陵江组地层，相

同土地利用方式的不同样地之间，直线距离保持  

1 km 以上。样品采集时间为 2019 年 7 月，所有样

品采集时间不超过 2 d。按照土壤不同发育程度，

采用梅花 5 点法收集各个样点 0–20 cm 和 20–   

40 cm 的土层原状土(长×宽×高=15 cm×10 cm×   

20 cm)。将同一样方同一深度的土壤样品充分混

合，从中取出 1 kg 样品，立即装入采样袋中，共

采集 48 份土壤样品。其中隧道影响地区 24 份，

不受隧道影响地区 24 份。将采集的土样密封并立

即放进便携式避光箱中，用于测试土壤含水率、

硝态氮、亚硝态氮以及铵态氮含量(带回实验室后

24 h 内测定)。每样品采集土样 2 份，剔除植物根

系和碎片等杂质后储藏在冰箱(4 °C)中用于测定

土壤氨氧化微生物的数量；另一份土样放置在通

风阴凉的地方自然风干，风干后玛瑙研钵中磨碎、

过 2 mm 筛以备测定土壤其余理化性质。 

2.2  土壤基本理化性质的测定 
①土壤 pH 值：pH 计电位法；②土壤含水

率 (后文标记为 MC)：烘干测定法；③土壤硝

态氮含量：Griess-Ilosvay 法[30]；④土壤铵态氮

含量：纳氏试剂比色法[30]；⑤土壤亚硝态氮含

量：ICS1100/1600 离子色谱仪测定法。 

2.3  酸碱缓冲容量的测定 
取 11 只 50 mL 的玻璃烧杯，依次编号，每

烧杯中称取土样 4.0 g，在 1–5 号烧杯中分别加入

0.5、1.0、2.0、4.0、6.0 mL 已配置的 HCl 溶液   

(0.1 mol/L)，在 6–11 号烧杯中分别加入 0.5、1.0、

2.0、4.0、6.0 mL 等浓度的 NaOH 溶液(0.1 mol/L)，

6 号烧杯中不加酸碱，加入无 CO2 蒸馏水使各烧

杯中总体积达 20 mL，摇匀，将土壤悬浊液在

25 °C 恒温条件下振荡 24 h，恒温培养 6 d (足以

使 pH 值达到稳定状态)，期间每天振荡 30 min，

后一次摇动后静止 2 h，测定 pH 值。以 pH 值

为纵坐标，加入酸碱的量为横坐标作土壤缓冲曲

线图。参照张永春等[31]的研究方法，对酸缓冲

曲线线性部分进行拟合分析(公式 1)。 

pHBC=[(5–b)/a]–[(6–b)/a]        公式(1) 

式中 pHBC 为土壤酸缓冲容量 (后文标记为

BC)；b 为截距；a 为斜率。 

2.4  氨氧化微生物数量测定 
土壤硝化作用微生物的数量采用梯度稀释

平板菌落计数法测定。氨氧化细菌、氨氧化古

菌以及 Nitrospira 菌落的培养基分别参照胡君

利[32]、Ushiki 等[33]以及 Jung 等[34]的富集培养  

方法，计算结果以每克干土中的菌落数(CFU/g) 

表示。 

2.5  数据分析 
部分拟合土壤酸碱缓冲曲线进行多元线性

分析(REG)计算土壤酸碱缓冲容量。对土壤理化

性质和氨氧化作用相关微生物的数量进行单因

素方差分析(ANOVA)、皮尔逊相关分析以及主

成分分析(PCA)。数据处理采用 Excel 2010 及

SPSS 22.0 软件。 

3  结果与分析 

3.1  土壤理化性质 
由表 1 可知，隧道影响区土壤样品的含水率、

BC 显著低于无隧道影响区(P<0.01)，pH 值与硝 
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表 1  隧道影响区和非隧道影响区土壤的基本理化性质 
Table 1  Basic physical and chemical properties of soils in tunnel-affected and non-tunnel-affected areas 

Land 
use 

Soil 
depth/cm 

MC**/% pH** BC/(mmol/kg) NO3-N*/(mL/g) NH3-N/(mL/g) NO2-N/(mL/g) 

S FS S FS S FS S FS S FS S FS 

GL 
0–20 21.0  25.9  7.79  7.13  18.18 20.83 31.83  17.56  27.28  8.69  0.28  0.54  

20–40 21.7  23.9  7.75  7.19  16.95 18.18 18.36  11.62  22.00  9.01  0.28  0.61  

BL 
0–20 19.3  22.2  7.01  6.76  14.93 20.41 36.19  21.71  13.40  34.71  0.57  0.57  

20–40 15.6  19.2  7.24  6.79  13.16 17.86 22.28  7.11  8.18  15.82  0.77  0.59  

MF 
0–20 22.9  26.0  7.76  7.20  19.23 22.22 47.58  25.04  10.26  20.28  0.74  0.62  

20–40 23.2  24.8  8.05  7.28  18.52 18.87 23.06  19.50  8.88  16.14  0.73  0.62  

VL 
0–20 20.8  23.5  7.27  6.85  13.16 18.52 42.37  39.92  15.52  12.73  0.62  0.59  

20–40 20.9  22.0  7.21  6.84  13.70 15.63 31.59  27.37  16.28  6.74  0.88  0.62  

“*” indicates a significance level at 0.05, “**” indicates a significance level at 0.01. GL: grass land; BL: bamboo land; MF: 
mixed forest; VL: vegetable land; S: tunnel-affected area; FS: non-tunnel-affected area. 

 
态氮均高于无隧道影响区(P<0.05)，荒草地和

竹林地铵态氮含量高于非隧道影响区，混交林

和菜园地则相反，两者的亚硝态氮含量无显著

差异。 

3.2  氨氧化微生物丰度特征 
隧道影响区和无隧道影响区的土样中氨氧

化作用相关微生物存在显著差异(图 2)，AOA 

(P<0.05)、AOB(P<0.05)以及 CMX(P<0.01) 3 种

微生物的数量都是隧道影响区显著低于无隧道影

响区。微生物数量的均值相差 大的是 AOB，隧

道影响区 AOB 的平均数量只有 6.12×107 CFU/g，

而无隧道影响区 AOB 的平均数量高达 2.94×       

108 CFU/g，后者数量为前者的 4.8 倍。其次是

AOA 和 CMX，分别是 4.4 倍和 3.9 倍。隧道影响

区的土样中，不同土地利用方式影响下 3 种微生

物的数量相差不大。 

在无隧道影响区的土样中，AOA 在混交林

中含量 高，CMX 在菜园地中含量 高，AOB

在荒草地中含量 高。总的来说，非隧道影响区

AOB>CMX>AOA，可能是因为 AOA 对环境梯

度不敏感以及生长较为缓慢。研究资料证明，

土地利用方式、环境条件等因素的差异，尤其是

氮素方面的差异导致氨氧化作用相关微生物数

量的显著差异。 
 

 
 

图 2  隧道区影响区和无隧道影响区不同土地利用方式下 3 种氨氧化微生物的丰度 
Figure 2  Abundance of three ammonia-oxidizing microorganisms under different land use patterns in 
tunnel-affected area and no-tunnel-affected area. “*” indicates a significance level at 0.05, “**” indicates a 
significance level at 0.01. GL: grass land; BL: bamboo land; MF: mixed forest; VL: vegetable land; S: 
tunnel-affected area; FS: non-tunnel-affected area. 
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3.3  土壤理化性质及其与氨氧化微生物丰

度的相关性分析 
为进一步探究氨氧化微生物的丰度与土壤

理化性质的关系，对与其相关的土壤理化因子

之间进行主成分分析，以筛选产生影响的主要

因子群。根据主成分分析原理中特征值的原则

提取出 3 个主成分，这 3 个综合指标即可代表

氨氧化微生物丰度中的变异信息。由图 3 可知

氨氧化微生物丰度的第一主成分主要综合了

pH、含水率和亚硝态氮的变异信息；第二主成

分主要综合了不同土地利用方式下 3 种氮素含

量的变异信息，并且隧道影响区和非隧道影响

区分区明显。综合来看对氨氧化微生物丰度起

主要作用的因子是主成分中的第一主因子，也

就是土壤的含水率和 pH 变化。 

根据相关分析，3 种氨氧化微生物数量与

土壤理化性质存在显著的相关关系(表 2)。AOA

丰度与土壤含水率和土壤酸碱缓冲性能呈显著

正相关关系 (R2=0.532 ， P<0.05； R2=0.694，

P<0.01)；CMX 和 AOB 丰度都与土壤硝态氮含

量呈显著的负相关关系 (R2=0.695，P<0.01；

R2=0.626，P<0.01)，此外 AOB 丰度还与土壤的

pH 值保持负相关关系(R2=0.539，P<0.05)。 

4  讨论 

4.1  隧道建设对土壤含水率以及pH的影响 
中梁山大型隧道的贯通影响了上覆岩溶槽

谷区的地下水循环，引起土壤含水率下降和 pH 

 

 
 

图 3  隧道影响区与非隧道影响区氨氧化微生物

数量的主成分分析 
Figure 3  Principal component analysis of 
ammonia-oxidizing microorganisms in 
tunnel-affected and non-tunnel-affected zones. 

 

表 2  隧道影响区和非隧道影响区氨氧化微生物数量与土壤基本理化指标相关性 
Table 2  Correlation between the number of ammonia-oxidizing microorganisms in tunnel-affected and 
non-tunnel-affected areas and soil basic physical and chemical indexes 

Indexes MC pH BC NO3-N NH3-N NO2-N AOA CMX AOB 

MC 1         

pH 0.084 1        

BC 0.766** 0.040 1       

NO3-N –0.059 0.183 –0.259 1      

NH3-N 0.018 –0.037 0.283 –0.047 1     

NO2-N –0.116 –0.156 –0.267 0.177 –0.492 1    

AOA 0.532* –0.355 0.694** –0.291 0.457 –0.017 1   

CMX 0.305 –0.281 0.423 –0.695** 0.099 –0.050 0.571* 1  

AOB 0.221 –0.539* 0.485 –0.626** 0.237 –0.133 0.475 0.638** 1 

“*”indicates a significance level at 0.05, “**”indicates a significance level at 0.01. 
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上升。中梁山岩溶槽谷区隧道开挖过程中，地

下水向开挖隧道中排泄，隧道开通 3 年以后洞

内涌水量已达到完全稳定，其日均排水量达到

7 778.1 m3 以上[22]。粘土矿物浸泡后在水流的溶

蚀以及冲击作用下被带走，使得颗粒间的点接

触逐渐消失，大量的中小孔隙急剧增加，大量

地下水以基岩孔隙水的形式流出，从而导致地

下水大量疏干[23]。同时研究区内地上和地下岩

溶地貌十分发育，土壤透水性较差、水土易流

失。当地下水位下降时，表层孔隙潜水在重力

作用下下降到土层深处以补给地下水，从而减

少了地表径流以及表层土壤水，因此导致了如

表 1 所示的隧道影响区的含水率(均值)显著低

于无隧道影响区(隧道影响区 20%<无隧道影响

区 23%)。土壤水分是土壤中养分迁移的载体，

其波动变化将导致土壤 pH、营养元素等因子

的协同变化[35]。干旱土壤中，土壤含水率的降

低引起土壤酸碱度的升高[6]。中梁山隧道影响

区地表径流和表层泉水干涸，因而引发表层土

壤水分减少、酸碱度降低、土壤肥力下降等一

系列生态环境变化。相对于无隧道影响区，隧

道影响区含水率较低，土壤中的水解酸溶出速

率减缓，pH 值显著高于隧道影响区(P<0.05)。 

由主成分分析可知，隧道影响区和非隧道

影响区土壤基本理化性质如含水率和 pH 值等，

是影响氨氧化丰度的第一主成分 (特征值 = 

2.354)，并且两者在第一主成分坐标轴上分区显

著。土壤含水率对微生物的生长发育起着不可

替代的作用，隧道建设造成的水分减少、pH 上

升、有效养分流失等一系列环境问题给氨氧化

微生物带来更大的生理压力。本研究中也发现，

含水率较高和养分较充足的无隧道影响区中，3

种氨氧化微生物丰度也更高，AOA、AOB 和

CMX 含量显著高于受隧道影响地区(表 1)。与

此同时，受隧道影响地区在不同土地利用方 

式下 3 种氨氧化细菌的丰度差异不大。进一步

说明，受水分减少和 pH 升高的胁迫，3 种氨氧

化微生物的丰度均维持在极低的含量，人类活

动引起的土壤氮丰度改变对氨氧化微生物的丰

度影响相对较小。王家楠等[6]对中梁山土壤微

生物样品 16S rDNA 高通量测序研究表明，

CMX 细菌 Nitrospira 为隧道影响区与非隧道影

响 区 含 量 多 的 属 之 一 ， 但 隧 道 影 响 区

Nitrospira 丰度均值低于非隧道影响区，但这种

差异并不显著。本研究对不同土地利用方式下

可培养氨氧化细菌的丰度对比发现，除菜地外，

林地、草地和混交林中隧道影响区 CMX 都存

在显著的降低，而混交林中 AOA 和竹林地中

AOB 也存在显著降低。由此可见，可培养氨氧

化微生物的变化有所不同，但其具体的机制和

种群结构变化的差异还需要进一步研究。将来

的研究中，可以运用特异性引物结合高通量测

序进一步分析 amoA 基因的丰度变化，以及进

一步分析 AOA、AOB 和 CMX 的变化，进而更

精确地了解隧道建设影响下的氨氧化微生物变

化和氮循环过程的机理。 

4.2  隧道建设引起的土壤氮素变化以及氨

氧化微生物丰度的响应 
氨氧化微生物利用铵态氮作为底物，AOA、

AOB 驱动铵态氮转化为亚硝态氮再进一步氧

化成为硝态氮，而 CMX 能够驱动完全氨氧化

作用，直接将铵态氮转化为硝态氮[9–10]。理论

上，3 种氨氧化细菌都受铵态氮含量的影响，

铵态氮的含量决定 3 种细菌的生长状态，而硝

态氮作为氨氧化的产物，氨氧化作用越强，其含

量越高。但是本研究中发现，铵态氮与 3 种氨氧

化微生物的丰度都没有显著的相关关系，而硝态

氮含量与 AOB、CMX 呈显著负相关关系，这与

前人研究结论有所不同[11,36–37]，说明岩溶区特殊 
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的水文地质环境影响了微生物与营养元素之间

的协同关系。 

铵态氮对土壤酸碱度的反应敏感[38]，在酸

性环境下，当土壤含水率升高，pH 值降低，H+

释放量增加，几乎所有的氨被质子化，存在形

式以 NH4
+为主，氨挥发量极少[39]；而在岩溶区，

由于弱碱性环境的存在，土壤水溶液中的铵态

氮很不稳定。根据 Ulrich[40]土壤缓冲体系划分

标准，岩溶环境中的缓冲体系主要由碳酸钙等

碳酸盐(缓冲范围 pH 8.6–6.2)构成，同时隧道影

响区由于含水量降低，土壤中碳酸岩风化作用

减弱，土壤有机质含量较低，岩溶区相对单一

的缓冲体系对外界环境改变的敏感性较高，对

外源性酸碱的缓冲能力很有限[41–42]。因而，受

人类活动干扰较少的混交林和竹林地，土壤吸

附和保存NH4
+的能力下降，铵态氮平均含量(表 1，

9.57 mL/g 和 10.79 mL/g)显著低于无隧道影响

区(18.21 mL/g 和 25.27 mL/g)。而在菜园地和荒

草地(撂荒时间 1–2 年)，受人类活动的影响，碳

铵和尿素等氮肥的添加带来土地氮含量变化，

铵态氮并不遵循含水率的影响，反而无隧道影

响区含量更高。与此同时，氨氧化微生物丰度

还受到其他因素的影响，如施肥量[15–16]，并且

两者并不是一直保持正相关的关系，当土壤氮负

荷过多时反而导致氨氧化微生物丰度的下降[43]。

因而，在本研究中铵态氮与氨氧化细菌丰度之

间的相关关系并不显著。土壤水分和可溶性盐

类一起构成土壤溶液，作为土壤微生物提供养

分的媒介[35]，因而隧道建设带来的土壤含水率

减少影响土壤中营养元素的循环，从而引起氮

循环相关微生物丰度的降低。本研究中土壤含

水率与土壤酸碱缓冲性 (R2=0.766，P<0.01)和

AOA 丰度(R2=0.532，P<0.05)呈显著正相关关

系。隧道建设引起的含水率降低，土壤 pH 升

高，中和所需酸也随之增多，同时含水率降低

带来了土壤有机质含量较低，而岩溶区碳酸盐

在酸碱缓冲体系中所占比例较大，相对单一的

缓冲体系对外界环境改变的敏感性较高，从而

引起土壤酸碱缓冲性能的联动变化[44]。AOA 具

有如寡营养生长等特点，适应性和生长性较   

强[19]，因而氮素含量的变化对 AOA 丰度的影响

不大。与之相对的，表明岩溶环境中土壤参数如

低含水率、高 pH 和低酸碱缓冲性能等可能比氮

素含量减少对降低氨氧化微生物整体丰度影响

更大。 

NO3-N在土壤中很少被土壤颗粒所吸持,主

要以溶质的形式存在于土壤溶液中[45]。在非岩

溶区，土壤中硝态氮的含量随土壤深度增加而富

集[46]；而在岩溶区，NO3-N 易溶于水，从而随

地下水向下运移而向岩溶地区的裂隙和地下河

转移，土壤中硝态氮的含量呈现波动变化，主

要受季节性含水量变化的影响[47–48]。土壤含水

量降低带来土壤氧分压的升高，土壤曝气增加

有利于氨氧化细菌进行铵态氮的氧化，从而引

起土壤硝态氮的增加[49]。但是，由于无隧道影

响区更易 NO3-N 向下迁移，因而，无隧道影响

区氨氧化细菌丰度更高，产生的 NO3-N 可能更

多。硝态氮含量与 AOB、CMX 之间的显著负

相关关系，都是受到土壤含水率的控制，而非

土壤微生物与硝态氮含量之间的直接体现。 

5  结论 

本研究采集 4 种不同土地利用方式下土壤

中可培养氨氧化微生物的丰度变化，结合土壤

理化性质变化，分析隧道建设影响下氨氧化微

生物丰度的变化及其影响因素，结果如下所述。 

(1) 受隧道建设影响，中梁山隧道影响区

AOA、CMX 以及 AOB 3 种氨氧化微生物丰度

显著低于非隧道影响区。 



 

 

 

128 Chen Chang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

(2) 隧道开挖揭露了地下含水层，地下水位

下降，土壤含水率降低，pH 值升高，硝态氮含

量增加。但是受岩溶区碱性土壤环境和地下水

以及可溶物极易漏失的影响，铵态氮等底物浓

度并不是氨氧化细菌的主要影响因素，土壤理

化性质中的含水率和 pH 是影响 3 种氨氧化微

生物丰度的主要因子。 

本研究发现岩溶区隧道建设引起的土壤含

水量降低，进一步导致了土壤氨氧化微生物丰度

的降低。微生物丰度的变化可能带来土壤中氮循

环过程的变化和土壤中营养元素的流失，为评估

隧道建设引起的上覆地区生态环境的恶化提供

了理论基础，但氮循环相关微生物的响应机制和

变化细节还需要进一步更加细致的研究。 
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