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摘 要 以黄土高原云雾山不同禁牧( 0、7、18、27 和 35 年) 草地为对象，研究禁牧对不同土
层( 0～10、10～20、20～40 和 40 ～ 60 cm) 土壤氮循环微生物功能基因( nifH、amoA-AOA、amoA-
AOB、narG、nirK、nirS 和 nosZ) 丰度的影响，并分析了土壤氮循环微生物功能基因与土壤氮储
量之间的关系．结果表明: 与放牧相比，禁牧 35 年提高了 nifH 和 amoA-AOB 的基因丰度，分别
增加了 67．8%和 17．6%; 禁牧降低了 nirK 基因丰度．表层土壤( 0 ～ 10 cm) nifH、narG 和 nirS 基
因丰度显著高于深层土壤( 20～40 和 40 ～ 60 cm) ，表明 nifH、narG 和 nirS 基因具有表聚效应．
禁牧提高了土壤氮储量，在 27 年时 0～60 cm 土层土壤氮储量最高( 20．96 mg·hm－2) ，说明 27
年可能为最适禁牧年限．nifH、amoA-AOA 和 amoA-AOB 基因丰度与氮储量具有显著线性关系，
表明含有这些基因的微生物对于提高土壤氮储量具有重要作用．土壤全氮、容重以及速效磷
含量是影响土壤氮循环基因的主要因素．本研究结果为深入理解土壤氮循环过程及退化草地
的恢复提供了科学参考．
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Effects of grazing exclusion on the abundance of functional genes involved in soil nitrogen
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Soil and Water Conservation，Northwest A＆F University，Yangling 712100，Shaanxi，China; 4Col-
lege of Resources and Environment，Northwest A＆F University，Yangling 712100，Shaanxi，China) ．

Abstract: We investigated the effects of grazing exclusion on the abundance of functional genes
( nifH，amoA-AOA，amoA-AOB，narG，nirK，nirS，and nosZ) involved in soil nitrogen cycling in
soil profiles ( 0－10，10－20，20－40 and 40－60 cm) from a chronosequence of grazing exclusion
( 0，7，18，27 and 35 years) in the semiarid grasslands of the Loess Plateau． The relationship
between abundance of functional genes and soil nitrogen storage was evaluated． The results showed
that 35 years exclusion increased the abundance of nifH and amoA-AOB genes by 67．8% and 17．6%
compared with the grazed grassland，respectively，and decreased that of nirK genes． The abundance
of nifH，narG，and nirS genes in surface soil ( 0－10 cm) were significantly higher than that in deep
soil ( 20－40 and 40－60 cm) ，indicating that those genes had surface accumulation effects． Grazing
exclusion increased soil nitrogen storage． Soil nitrogen storage in 0－60 cm layer was the highest at
27 years ( 20．96 mg·hm－2 ) ，indicating that 27 years might be the optimum for grazing exclusion．
The abundance of nifH，amoA-AOA and amoA-AOB had a significant linear relationship with nitro-
gen storage，suggesting that microbes harboring these genes played an important role in soil nitrogen
accumulation． Total nitrogen，bulk density，and available phosphorus content were the dominant
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factors affecting the abundance of functional genes involved in soil nitrogen cycling． Our results pro-
vided a scientific reference for understanding soil nitrogen cycling and restoration of degraded grass-
land．

Key words: grazing exclusion; nitrogen cycling; functional genes; nitrogen storage; semiarid
grassland．

近年来，草原退化成为全世界共同关注的环境

问题．在我国，天然草原退化面积达总天然草原面积

的 90%［1］．在一定范围内，适当放牧可以加速土壤的

养分循环过程，但长期超载放牧将导致土壤的输入

和输出失衡，最终导致草原退化，这种情况在生态脆

弱的干旱半干旱地区尤为突出［2］．围封禁牧是目前

常用的恢复退化草地的主要措施之一，禁牧之后草

地状态得到明显改善［3］．目前，对于禁牧措施的研究

主要集中在土壤［4－5］及植物群落［6－7］，但并没有得出

一致的结论［8－10］．
土壤氮循环是整个氮循环过程中的重要环节，

参与其过程的微生物在一定程度上能够反映生态环

境状况，对于退化草地的修复具有生物指示作用．在
编码固氮还原酶的基因中，通常用 nifH 基因来研究

固氮微生物［11］．在硝化作用中氨单加氧酶将 NH4
+

氧化成 NO3
－，可用编码氨单加氧酶的 amoA-AOA 和

amoA-AOB 基因丰度表征硝化过程［12］． nirK 和 nirS
基因是编码催化 NO 产生过程中亚硝酸盐还原酶的

基因片段，通常用 nirK 和 nirS 基因丰度反映亚硝酸

盐还原酶的活性，进而研究亚硝酸盐的氧化作用．此
外，narG 基因和 norZ 基因是反硝化过程中硝酸盐

还原酶和氧化亚氮还原酶的编码基因［11］，二者的基

因丰度能反映反硝化过程中硝酸盐和氧化亚氮的还

原作用．nifH、amoA-AOA、amoA-AOB、narG、nirK、nirS
和 nosZ 基 因 丰 度 分 别 表 征 固 氮 酶、氨 单 加 氧 酶

AOA、氨单加氧酶 AOB、膜靠硝酸盐还原酶、含铜离

子亚硝酸盐还原酶、含细胞色素 cd1 亚硝酸盐还原

酶和 N2 O 还原酶的活性，而这些酶分别催化着固

氮、硝化和反硝化过程，因此，通常采用以上功能基

因来评价土壤微生物参与的氮循环过程．
土壤有着陆地生态系统中最大的氮储量，其含

量超过植被［13］，是评价土壤质量和土壤生产力的指

标．研究发现，在土地退化地区进行保护性耕作和制

备管理措施，能够增加土壤氮储量，而过度利用土地

则会减少土壤氮含量和储量［14］．因此，对土壤氮含

量和储量进行评估对于更加全面了解禁牧恢复过程

中土壤状况有重要意义．目前，就土壤氮循环微生物

特性有大量的研究［15－16］，但是对于与禁牧草原相关

的氮循环微生物的研究相对较少．本研究以黄土高

原云雾山不同禁牧( 0、7、18、27 和 35 年) 草地为对

象，分析氮循环微生物功能基因丰度的变化及其与

土壤氮储量的关系，探讨禁牧对半干旱草原氮循环

微生物的影响机理，为全面了解土壤氮循环过程以

及半干旱草原恢复的评价和管理提供依据．

1 研究地区与研究方法

1. 1 研究区概况

研究地点位于黄土高原宁夏云雾山国家天然草

原保护区( 36°10'—36°17' N，106°21'—106°27' E) ，

该区属于典型中温带半干旱气候区，为典型大陆性

季风气候．海拔 1800 ～ 2100 m，年平均降水量 425
mm，蒸发量 1330～1640 mm，年均温 7 ℃，最高气温

25．2 ℃，最低气温－14 ℃，年平均无霜期 137 d．该区

土壤类型主要为山地灰褐土和黑坊土．保护区植被

以本氏针茅 ( Stipa capillata) 、百里香 ( Thymus mon-
golicus) 、铁杆蒿( Artemisia gmelinii) 为主，伴生种主

要有星毛委陵菜( Potentilla acaulis) 、茭蒿( Artemisia
giraldii) 、香茅草( Cymbopogon citratus) ．
1. 2 试验材料

试验于 2017 年 8 月，在宁夏云雾山国家天然草

原保护区选取禁牧 7、18、27 和 35 年的草地，在临近

设置对照，放牧强度为 4 羊·hm－2·a－1 ．研究样地地

理特征见表 1．在每种类型的草地设置 3 个 50 m×
100 m 的样方，按“S”形线路，除去枯枝落叶等杂质

后，分0 ～ 10、10 ～ 20、20 ～ 40和40 ～ 60 cm 4层进行

表 1 研究样地的地理特征
Table 1 Geographical features of the sampling sites

处理
Treat-
ment

海拔
Altitude

( m)

纬度
Latitude

经度
Longitude

坡度
Slope
( ° )

坡向
Slope

direction
CK 2017 106°23'28″ N 36°17'06″ E 18 东偏北 26°NE26°
T7 2034 106°23'28″ N 36°16'57″ E 20 东偏北 38°NE38°
T18 2025 106°23'15″ N 36°16'21″ E 20 东偏北 32°NE32°
T27 2070 106°23'27″ N 36°16'30″ E 18 西偏北 21°NW21°
T35 2071 106°23'10″ N 36°15'05″ E 21 东偏北 29°NE29°
CK: 放牧 Grazing; T7 : 禁牧 7 年 Grazing exclusion for 7 years; T18 : 禁
牧 18 年 Grazing exclusion for 18 years; T27 : 禁牧 27 年 Grazing exclu-
sion for 27 years; T35 : 禁牧 35 年 Grazing exclusion for 35 years． 下同
The same below．
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取样，在每个样方中随机建立 5 个 1 m×1 m 小样

方，测量植被地下根系生物量．除去根、石块和碎片

后，充分混匀土样．每个样品分成 2 个子样品，装入

无菌样品袋中．将 1 个子样品立即储存在－80 ℃ 冰

箱，用于进行 DNA 的提取，另 1 个样品风干过筛后

用于测定土壤理化性质．植物根系用蒸馏水冲洗，在

60 ℃下干燥 36 h 测定地下生物量．
1. 3 土壤理化性质的测定

土壤有机碳( SOC) 含量用重铬酸盐氧化-外加

热法测定; 全氮( TN) 含量用凯氏定氮法测定; 速效

磷( AP) 含量用 Olsen 方法测定; 铵态氮 ( NH4
+-N)

和硝态氮( NO3
－-N) 含量采用 2 mol·L－1KCl 以1 ∶ 5

的比例提取新鲜土样，浸提液使用连续流动自动分

析仪测定; 使用烘箱干燥方法测定土壤含水量．具体

方法详见《土壤与农业化学分析》［17］．
1. 4 土壤微生物功能基因丰度测定

采用定量 PCR 测定参与土壤氮循环过程的主

要 功 能 基 因 ( nifH、amoA-AOA、amoA-AOB、narG、
nirK、nirS、nosZ) 丰度．取 0．25 g 冻干土壤样品，按照

UltraClean soil DNA Extraction Kit 试剂盒的说明书

提取土壤总 DNA．目的基因引物序列见表 2，扩增程

序为 98 ℃，持续 60 s; 30 个循环，98 ℃，10 s; 50 ℃，

30 s; 72 ℃，30 s; 在 72 ℃下保持 5 min，每个样品重

复 3 次．定量 PCR 的 3 个副本使用 ABI 7500 实时

PCR 系统对每种浓度进行测定．使用 qPCR 测定来

自 不 同 微 生 物 组 的 基 因 nifH、amoA-AOA、amoA-
AOB、narG、nirK、nirS 和 nosZ 基因．

表 2 氮循环微生物功能基因 PCR 扩增引物及对应功能
Table 2 Nitrogen cycle microbial functional gene PCR
amplification primers and functions

目的基因
Target gene

引物序列
Primer sequence ( 5'-3')

功能
Function［18－19］

nifH AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC N2→NH3

TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT

amoA-AOA CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC NH3→NH2OH

GCCATCCATCTGTATGTCCA

amoA-AOB GGGGTTTCTACTGGTGGT NH3→NH2OH

CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC

narG TAYGTSGGGCAGGARAAACTG NO3
－→NO2

－

CGTAGAAGAAGCTGGTGCTGTT

nirK ATYGGCGGVCAYGGCGA NO2
－→NO

GCCTCGATCAGRTTRTGGTT

nirS GTSAACGYSAAGGARACSGG NO2
－→NO

GASTTCGGRTGSGTCTTSAYGAA

nosZ AGAACGACCAGCTGATCGACA N2O→N2

TCCATGGTGACGCCGTGGTTG

1. 5 数据处理

由于取样土壤中不含粗粒( ＞2 mm) ，因此土壤

氮储量可根据一定土层全氮含量和土壤容重计算，

计算公式［13］为:

Ns =BD×TN×D×0．1
式中: Ns为土壤氮储量( mg·hm－2 ) ; BD 为土壤容重

( g·cm－3 ) ; TN 为土壤全氮含量( g·kg－1 ) ; D 为土

层厚度( cm) ．总体土壤氮储量将各层氮储量累加．
采用 R 的 vegan 包对数据进行统计分析．采用

单因素方差分析法( one-way ANOVA) 和最小差异显

著法 LSD 进行方差分析和多重比较 ( α = 0．05) ，用

Pearson 法和冗余分析( RDA) 研究氮循环基因与土

壤性质之间的关系．用线性回归分析氮循环基因与

氮储量之间的关系．利用 SigmaPlot 12．0 作图．图表

中数据为平均值±标准差．

2 结果与分析

2. 1 土壤理化性质

从图 1 可以看出，除土壤含水量外，其他指标在

不同禁牧年限和土层间均存在显著差异．土壤有机

碳含量随禁牧年限增加而增加．土壤容重随禁牧年

限增加而显著降低，土壤含水量变化趋势则相反．与
放牧相比，禁牧 7、18、27 和 35 年土壤全氮含量显著

增加，增幅为 34．8%、54．0%、75．2%和 84．8%．禁牧 27
年 0～ 10 cm 土层土壤全氮含量为 3．36 g·kg－1，显

著高于其他土层．禁牧显著提高了土壤硝态氮含量，

禁牧 27 年的土壤铵态氮含量最高．禁牧 27 年 0 ～ 10
cm 土壤有机碳含量和根系生物量均显著高于其他

土层，分别为 34．67 g·kg－1 和 24．49 g．除土壤容重

外，其他指标均随土层增加而减少，各土层土壤含水

量无显著差异．在 0～40 cm 土层，禁牧 27 和 35 年土

壤有机碳显著高于其他禁牧年限．
2. 2 土壤氮循环功能基因的丰度

由图 2 可以看出，氮循环功能基因在不同禁牧

年限间差异显著，土层对 nifH、narG、nirS、和 norZ 基

因丰度存在显著影响．nifH 基因随禁牧年限的变幅

( 每 g 干土 7．94×103 ～2．51×109个拷贝数) 最大．禁牧

35 年 0～10 cm 土层每 g 土壤 nifH 和 nirK 基因分别

为 2．69×109和 3．31×109个拷贝数，而禁牧 35 年 0 ～
10 cm 土层每 g 土壤 norZ 基因仅为 2．69×103个拷贝

数．amoA-AOA 基因拷贝数随禁牧年限显著增加，但

禁牧 27 年和禁牧 35 年土壤 amoA-AOA 基因拷贝数

差异不 大，amoA-AOB 随 禁 牧 年 限 的 变 化 趋 势 与

amoA-AOA类似．氮循环微生物在20 ～ 40 cm土层数
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图 1 不同禁牧年限和土层根系生物量及土壤理化性质
Fig．1 Root biomass and soil physical and chemical properties in different grazing exclusion years and soil layers．
不同小写字母表示处理间差异显著( P＜0．05) Different lowercase letters indicated significant difference among treatments at the 0．05 level． CK: 放牧
Grazing; T7 : 禁牧 7 年 Grazing exclusion for 7 years; T18 : 禁牧 18 年 Grazing exclusion for 18 years; T27 : 禁牧 27 年 Grazing exclusion for 27 years;
T35 : 禁牧 35 年 Grazing exclusion for 35 years． 下同 The same below．

量最多．除 nifH 基因拷贝数随土层深度而减小外，其

他 功 能 基 因 ( amoA-AOA、amoA-AOB、narG、nirS、
nirK、norZ) 丰度均增加．不同氮循环基因丰度变化趋

势不同．与 0～10 cm 土层相比，放牧处理 10 ～ 20 cm
土层反硝化作用功能基因( narG、nirS、nirK、norZ) 的

变异程度最大，分别增加了 20． 6%、28． 8%、7． 0%、
67．1%．
2. 3 土壤氮储量与氮循环功能基因的关系

从图 3 可以看出，土壤氮储量随禁牧年限增加

而增加，禁牧 27 年 0～60 cm 土层土壤氮储量最大，

为 20．96 mg·hm－2，是放牧处理的 1．7 倍．土壤氮储

量随土层增加而增加，在 20～40 cm 土层达到峰值，

随后略有下降; 各土层中，仅 20～40 和 40～60 cm 土

层土壤氮储量存在显著差异，在其他 2 个土层不显

著．由表 3 可以看出，nifH 基因丰度与土壤氮储量呈

显著 正 相 关; 土 壤 氮 储 量 与 amoA-AOA 和 amoA-
AOB 基因丰度呈显著正相关，而 nirK、nirS、nosZ 基

因丰度与土壤氮储量的关系均不显著．
2. 4 土壤氮循环功能基因与土壤理化特性的相关性

由表4可以看出，nifH基因丰度与容重呈显著
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图 2 不同禁牧年限不同土层土壤氮循环功能基因丰度
Fig．2 Nitrogen cycle functional gene abundance in different soil layers under different grazing exclusion years．
GEY: 禁牧年限 Grazing exclusion years; Depth: 土壤深度 Soil depth．

负相关，与其他指标均呈显著正相关．amoA-AOA 和

amoA -AOB基因丰度与土壤含水量的相关性最大，

图 3 不同禁牧年限土壤氮储量分布

Fig．3 Distribution of soil nitrogen storage under different gra-
zing years．

表 3 土壤氮储量( Ns ) 与氮循环功能基因丰度的线性回归
模型
Table 3 Linear regression model of soil nitrogen storage
( Ns ) with nitrogen cycle functional gene abundance

回归模型
Regression model

df R2 P

Ns = 0．317nifH+2．567 58 0．076 0．033
Ns = 2．124AOA－12．264 58 0．306 ＜0．001
Ns = 1．389AOB－5．697 58 0．265 ＜0．001
Ns = 0．373narG+2．422 58 0．011 0．428
Ns = －0．070nirK+5．089 58 0．002 0．745
Ns = 0．492nirS+0．506 58 0．017 0．325
Ns = 0．205nosZ+3．664 58 0．013 0．388

相关系数分别为 0．832 和 0． 880．土壤理化因子对

nosZ 和 narG 基因丰度的影响相似，除与土壤容重

呈正相关外，与其他指标均呈负相关．从图 4 可以看

出，土壤理化特性解释 46．8%不同禁牧年限氮循环功

能基因丰度的变异，其中第1轴的解释率为41．5%、

图 4 土壤氮循环功能基因丰度与土壤理化特性的冗余分
析( RDA)
Fig．4 Redundancy analysis ( RDA ) of soil nitrogen cycling
functional gene abundance and soil physical and chemical pro-
perties．
BD: 土壤容重 Bulk density; AP: 速效磷 Available P; NH4

+-N: 铵态

氮 Ammonium nitrogen; NO3
－-N: 硝态氮 Nitrate nitrogen; SOC: 有机

碳 Organic C; TN: 全氮 Total N; RB: 根系生物量 Root biomass; WC:
含水量 Water content．
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表 4 土壤理化性质与氮循环功能基因丰度的相关系数
Table 4 Correlation coefficients between soil physical and chemical properties and nitrogen cycle functional gene abundance

基因
Gene

硝态氮
NO3

－-N
铵态氮
NH4

+-N
速效磷

Available P
土壤含水量

Water
content

土壤容重
Soil bulk
density

根系生物量
Root

biomass

有机碳
Organic C

全氮
Total N

nifH 0．505＊＊ 0．364＊＊ 0．466＊＊ 0．752＊＊ －0．819＊＊ 0．467＊＊ 0．797＊＊ 0．780＊＊

amoA-AOA －0．057 0．306* 0．170 0．832＊＊ －0．538＊＊ 0．117 0．411＊＊ 0．482＊＊

amoA-AOB 0．006 0．303* 0．234 0．880＊＊ －0．608＊＊ 0．213 0．472＊＊ 0．556＊＊

narG －0．393＊＊ －0．384＊＊ －0．526＊＊ －0．385＊＊ 0．451＊＊ －0．324* －0．481＊＊ －0．462＊＊

nirK －0．039 －0．011 0．142 0．208 －0．126 0．133 0．111 0．107
nirS －0．376＊＊ －0．326* －0．230 0．256* －0．062 －0．276* －0．339＊＊ －0．232
nosZ －0．215 －0．292* －0．346＊＊ －0．258* 0．152 －0．280* －0．303* －0．243
* P＜0．05; ＊＊P＜0．01．

第 2 轴的解释率为 5．3%．土壤全氮、速效磷以及土

壤容重对 nifH、nirK 和 nosZ 基因丰度的解释率较

大，其中，土壤容重对 nirK 基因丰度影响最大，其次

是速效磷，全氮对 nifH 基因丰度影响最大．

3 讨 论

3. 1 禁牧对土壤理化性质的影响

土壤有机质对土壤肥力的维持具有积极作用，

有研究认为，禁牧能增加土壤有机质，从而降低土壤

容重，增加土壤养分含量［3，20］．本研究发现，0～10 cm
土层土壤有机碳含量显著高于其他土层，表明长期

禁牧土壤有机碳具有很强的表层积聚性，这与李金

芬等［21］在云雾山的研究结果一致．本研究中，禁牧

显著降低了土壤容重，可能与禁牧后植物恢复、凋落

物和根 系 增 加 以 及 牲 畜 踩 踏 减 少 有 关，这 与 Su
等［22］在内蒙古奈曼对半干旱草地的研究结果一致．
有研究认为，禁牧通过改变地上植被的盖度、地下根

系生物量以及凋落物，改变土壤微环境，从而有效提

高土壤有机碳含量［23］．禁牧 27 年土壤硝态氮、速效

磷、根系生物量达到最大值( 图 1) ，结合前人研究推

测，禁牧存在最适年限，禁牧时间过长，导致杂草生

长过于旺盛，抑制植物的发育和生长，从而影响土壤

养分［24］．土壤全磷含量随禁牧年限的变化无明显规

律，可能与磷元素形态变化少、在土壤中移动速度小

有关［25］．本研究中，土壤有机质和养分含量随土层

深度增加而降低，植物根系可吸收的营养物质随之

减少，因此，土壤根系生物量随土层深度而减少．
3. 2 禁牧对氮循环功能基因丰度的影响

氮有效性是生态系统生产力的主要限制因素，

土壤氮循环对调节生态系统氮有效性有着深远的影

响．土壤微生物在氮循环过程中发挥着重要的作用．
本研究中，禁牧 35 年土壤表层 nifH 基因拷贝数显

著高于其他处理，这与前人对温带和亚热带森林土

壤氮循环微生物群落的研究结果一致［19］．本研究发

现，禁牧 35 年提高了土壤 nifH 和 amoA-AOB 的基因

丰度，降低了 nirK 基因丰度．对内蒙古 3 种不同类型

草地进行的研究发现，禁牧增加土壤 nifH 基因丰

度［26］; 但该研究发现，禁牧也增加了土壤 nirK 基因

丰度，与本研究结果相反．这可能与两研究中禁牧年

限以及放牧强度不同有关，这表明禁牧对固氮过程

和反硝化作用的影响不同．本研究发现，深层土壤指

示反硝化作用的功能基因减少，这可能与长期禁牧

条件下深层土壤中有机碳、全氮与硝态氮含量减少

有关，土壤中可利用碳和氮含量减少，进而抑制了反

硝化作用的进行［25］．本研究中，与放牧相比，nirK 和

nirS 基因丰度在各土层的变化趋势一致，表层土壤

( 0～10 cm) nifH、narG 和 nirS 基因丰度显著高于深

层土壤( 20 ～ 40 和 40 ～ 60 cm) ，表明 nifH、narG 和

nirS 基因具有表聚效应．Li 等［27］研究发现类似的结

果．nifH、amoA-AOA 和 amoA-AOB 基因丰度在不同

土层间差异显著，表明禁牧对不同土层土壤固氮过

程及硝化过程具有显著影响．在表层土壤中，放牧处

理的土壤反硝化作用功能基因 ( narG、nirS、nirK、
norZ) 变异程度最大．但有研究发现，长期放牧降低

了反硝化作用速率，并抑制了 N2O 的产生［28－29］，这

与本研究结果不一致，原因可能是对照的放牧强度

较小，牲畜的作用不足以对土壤硝酸盐浓度和有机

氮含量造成影响［27］．但草地的恢复效果应综合考虑

立地条件、恢复情况等因素［24］．因此，为了对土壤氮

循环微生物随禁牧年限的变化有更深入了解，可通

过合理安排禁牧时间并收集更多年限的土壤加以

分析．
3. 3 禁牧对土壤氮储量的影响及与氮循环基因的

关系

土壤全氮是林地生态系统植被恢复过程中重要

的土壤质量评价指标．本研究中，禁牧显著增加植被
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覆盖度、多样性、地上和地下生物量［30］，植物地上生

物量、枯枝落叶以及根系使得土壤表层有机质积

累［31］，而土壤全氮与土壤有机质密切相关［32］，因

此，禁牧显著增加了 0 ～ 10 cm 土层土壤全氮含量

( 图 1) ．而对青藏高原高寒草地研究表明，围封禁牧

降低了 0～15 cm 土层土壤全氮含量［33］，这与本研究

结果相反．不同禁牧年限土壤环境存在较大差异，导

致了土壤氮储量的差异．对青藏高原高寒草甸土壤

氮储量的研究表明，短期( 4 年) 禁牧增加了土壤氮

储量，并且其随土层深度增加而降低［34］，该结果与

本研究中禁牧 7 年的结果一致，但二者不同土层深

度土壤氮储量对禁牧的响应存在差异，这可能是土

壤含水量的差异所致，高寒草甸土壤含水量随土壤

深度增加而减少［35］，而本研究中不同土层土壤含水

量无显著差异．
土壤氮储量随禁牧年限的增加而增加，禁牧 27

年 0～60 cm 土层土壤氮储量是放牧处理的 1．7 倍，

表明禁牧具有一定恢复土地生产力的能力，禁牧 27
年土壤氮储量最大，结合前人研究结果［3］推测，禁

牧 27 年可能是半干旱草原较为合适的禁牧年限．
nifH、amoA-AOA 和 amoA-AOB 基因丰度与土壤氮储

量的线性回归关系显著，而 nirK、nirS、nosZ 基因丰

度与土壤氮含量和氮储量均无显著关系( 表 3) ，表

明 nifH、amoA-AOA 和 amoA-AOB 基因对固氮具有

积极作用．生物固氮作用在土壤氮输入过程中发挥

着重要作用［36］，长期禁牧增加了植物根系生物量，

增加了土壤氮素的输入．另外，本研究发现，禁牧增

加了 nifH 基因丰度，表明禁牧促进了氮固定过程，

进而增加了土壤氮储量．土壤含水量是草地土壤反

硝化过程中最主要的限制因素［37］．本研究中表征反

硝化作用的 nirK 基因与土壤含水量相关关系不显

著，而土壤含水量直接影响着土壤氮储量，表明 nirK
基因丰度对土壤中氮的积累作用不大．
3. 4 土壤氮循环功能基因丰度与土壤理化性质的

关系

土壤理化性质是土壤微生物生态特征的重要控

制因素之一［38］．有研究表明，土壤全氮和速效磷对

nirK 基因丰度影响较大［39］．本研究发现，土壤全氮

和速效磷含量显著影响 nifH 和 nirK 基因丰度，这与

在西藏高山草地土壤［29］和长白山温带森林土壤［19］

中得到的研究结果一致．有研究表明，土壤有机碳和

含水量是影响反硝化作用的重要因素［12］．本研究

中，土壤容重和有机碳含量显著影响 nirK 基因丰

度，表明土壤容重和有机碳是影响云雾山草地土壤

反硝化过程的主要因素．土壤容重对 nirK 基因丰度

影响最大，其次是速效磷，全氮对 nifH 基因丰度影

响最大，表明全氮、土壤容重以及速效磷含量是影响

氮循环过程的主要因素．氮循环功能基因与土壤理

化性质相关性分析表明，nifH 基因丰度与各土壤理

化因子均显著相关，推测禁牧通过影响土壤理化性

质间接影响氮循环功能基因．本研究中，nirK 基因丰

度与土壤理化因子无显著相关性，而 nirS 与土壤有

机碳、全氮、硝态氮、铵态氮和速效磷相关，由此推测

长期禁牧土壤中 NO2
－转化为 NO 过程主要由含 nirS

基因的酶催化进行．有研究发现，反硝化作用功能基

因丰度与土壤容重呈负相关［28］，这与本研究结果一

致．但是，也有研究得出相反的结论．杨丹等［39］研究

发现，全氮、硝态氮、铵态氮和速效磷含量显著影响

nirK 基因丰度，原因可能是研究样地植物多样性差

异，与放牧相比，禁牧处理下植被数量与种类均有所

增加，但与天然草地仍存在较大差距．
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