
Ｒesearch Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
55(1):73 － 79; 4 January 2015
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn
doi: 10. 13343 / j． cnki． wsxb． 20140168

基金项目:农业部财政专项(2110402) ;国家自然科学基金项目(40871131，31240009)
* 通信作者。Tel: + 86-10-62815940;E-mail:caoac@ vip． sina． com

作者简介:燕平梅(1968 － )，女，山西太原人，教授，博士，主要从事微生物生态学研究。E-mail:yanpingmei@ sohu． com

收稿日期:2014-04-03;修回日期:2014-09-30

溴甲烷熏蒸对土壤反硝化作用及 nosZ 型反硝化微生物群落结
构的影响
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摘要:【目的】探究溴甲烷熏蒸对土壤反硝化作用的影响及机制。【方法】本研究采用 nosZ-PCＲ-ＲFLP
(Ｒestriction fragment length polymorphism)方法、nosZ-MPN-PCＲ(Most-Probable-Number-PCＲ)计数法和土壤硝
酸根的消灭率方法研究溴甲烷熏蒸对土壤 nosZ 型反硝化细菌群落结构、数量及反硝化活性的影响。【结
果】实验结果说明溴甲烷熏蒸剂熏蒸土壤 100 d 土壤的反硝化作用与对照无显著差异(P ＞ 0. 05)。溴甲烷
熏蒸土壤和对照土样 nosZ 型反硝化细菌群落的 Margalef 指数，Shannon-Wiener 和 Evenness 指数无显著差异
(P ＞ 0. 05)。溴甲烷熏蒸土壤和对照土壤中存在 Uncultured bacterium partial rhodopsendomonas、pseudomonas
fluorescens、Herbacspirillum、Mesorhizobium 和 Bradyrhizobium，并且此 6 种微生物均是试验土样和对照土样的优
势种群;对照土壤中检测到 Azospirillum、Ｒhizobium melibei 和 Nitrosospira multiformis，在溴甲烷熏蒸土壤中未
检测到;而溴甲烷熏蒸土壤中检测到 Uncultured Azospirillum，Mesorhizobium 在对照土壤中未检测到。通过
nosZ-MPN-PCＲ 计数法得出反硝化细菌数量比对照低 1. 4 倍。【结论】说明溴甲烷熏蒸 100d 土壤的 nosZ 型
反硝化微生物群落组成和反硝化细菌数量发生变化，而土壤的反硝化作用与对照无显著差异。
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随着保护地高附加值经济作物的连年栽培，土
传病害问题愈发突出，土壤熏蒸可以有效控制农业
生产中的病虫草害，尤其是连作条件下的保护地土
壤［1］。但是，由于熏蒸剂的广谱性，熏蒸处理在抑
制杀死有害生物的同时，土壤熏蒸不可避免地会对
土壤中的非目标微生物的组成及活性产生影
响［2 － 4］，进而改变整个土壤生态系统的结构和功能，

特别是养分转化过程［5］。熏蒸显著降低土壤 N 的
矿化［6］，抑制铵态氮的硝化作用［6 － 8］，改变土壤中
S、P 的矿化［9］。土壤微生物是土壤生态系统的重要
组成部分，其中土壤反硝化细菌在保持土壤肥力等
过程中发挥关键的作用［10］。利用细菌 16S rDNA 基
因分析反硝化细菌群落有明显缺陷，因为反硝化细
菌不是分类学上的特定类群，而是广泛分布在众多
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种属之中的复杂体系［11］。因此，借助编码反硝化过
程的关键功能基因对反硝化细菌菌群进行研究。微
生物的 nosZ 基因编码的氧化二氮还原酶基因是反
硝化细菌的重要酶［6］，目前已有不少研究者通过研
究 nosZ 基因的多样性来探究反硝化细菌的群落结
构和多样性，主要技术有 PCＲ 扩增、基因探针杂交、
PCＲ-ＲFLP、T- ＲFLP 等，这些研究对不同环境中的
nosZ 基因进行了分析，例如森林土壤、草地、海底沉
积物、耕地等［7 － 8］，研究发现反硝化细菌具有明显的
多样性。本实验以溴甲烷熏蒸土壤中提取总基因
DNA，选用特异引物扩增反硝化细菌 nosZ 基因，采
用 nosZ-PCＲ-ＲFLP 方法，研究了溴甲烷熏蒸对土壤
中 nosZ 型反硝化细菌群落结构及活性的影响。试
图探讨土壤熏蒸措施对土壤氮素循环的影响，为熏
蒸土壤的合理施肥提供技术指导。

1 材料和方法

1. 1 土壤处理及土壤样品
供试土壤供试土壤为北京市通州县黄瓜大棚轮

作 3 年以上土壤。土壤为沙壤土，其理化性质为:有
机质 33. 55 g / kg，铵态氮 73. 0l mg / kg，硝态氮 249．
46 mg /kg，速效钾 443. 45 mg /kg，有效磷 657. 66
mg /kg，pH 6. 86。试验地前茬为番茄，于 2011 年 8
月 2 日分别在 3 个温室大棚以溴甲烷 50g /m2 的浓
度采用覆膜熏蒸法熏蒸，25 d 揭取 PE 膜，定值黄瓜
苗。土壤样品采样时间为 2011 年 11 月 22 日，采用
对角线取样法取 3 个大棚 5 cm － 15 cm 土壤样品，
混合后保存于 － 20℃和 － 4℃各一份备用。
1. 2 土壤总 DNA 的提取与检测

土壤总 DNA 的提取按照 MO BIO 公司生产的
土壤 DNA 提取试剂盒步骤提取。DNA 提取物用
2%胶浓度的琼脂糖凝胶电泳检测。每个处理样品
3 个重复，然后混合 DNA 提取液，保存于 － 20℃冰
箱中备用。
1. 3 nosZ 基因序列分析
1. 3. 1 nosZ 基因的 PCＲ 扩增:采用引物 nosZ-
1211 F: 5'-CG(C /T) TGTTC(A /C) TCGACAGCCA-
3'和 nosZ-1917 Ｒ: 5'-CATGTGCAG ( A /C /G /T) GC
(A /G)TGGCAGAA-3'扩增土壤 nosZ 基因［12］。扩增
体系 PCＲ 反应在 0. 2 mL PCＲ 管中进行，反应混合
物为:10 × PCＲ 缓冲溶液［500 mmol /L Tris _ HCl

(pH8. 0)，25 mmol /L MgCl2］，1. 25U Taq DNA 聚合
酶，引物浓度为 0. 5 μm，脱氧核糖核酸浓度为
0. 25 mmol /L，用无菌的双蒸水补加到 50 μL。PCＲ
反应的循环条件为:95℃ 5 min;95℃ 1 min，55℃
30 s，72℃ 1 min，30 次循环;72℃ 7 min。PCＲ 扩增
产物为 706 bp。
1. 3. 2 nosZ 基因克隆文库的构建:PCＲ 扩增产物
用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收，与 TA-克隆体
系的 T-Vector 载体连接形成重组质粒，用重组质粒
转化感受态细胞(E． coli TOP10)，用蓝白斑表型特
征方法筛选插入 706 bp nosZ 基因的阳性克隆转化
菌，挑取阳性克隆转化菌培养在含氨苄青霉素
50 μg /mL的 LB 培养基中过夜，加 30%的甘油保藏
在 － 70℃条件。
1. 3. 3 nosZ 基因序列的分析和测定:将阳性克隆
的 nosZ 基因片段用内切酶 MspI 和 ＲsaI 切割，用
2%的琼脂糖凝胶电泳方法检测切割后的结果，对克
隆菌作初步分析，挑选有差异的克隆，从每种类型中
选一代表克隆菌测序，以此阳性菌的质粒为模板，通
用 T7 /SP6 序列为引物测定所有的序列反应。测序
由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。
1. 3. 4 nosZ 基因序列的鉴别和系统发育分析:测
定每个阳性转化克隆菌 nosZ 基因序列。将所测的
序列用 DNAMAN(Version4. 0)软件去除两端的载体
序列，得到 了约 706 bp 的 16S rDNA 序 列，用
CHECK CHEMEＲA 程序检测人工嵌合序列并剔除。
不同的序列用 BLAST 程序在 GenBank 中搜索相似
序列，将相关序列用 DNAMAN (Version4. 0)进行比
对，进行系统发育分析。
1. 3. 5 群落结构计算和系统学分析:采用 Shannon
多样性指数:H = － Σ (Pi) ( lnPi)，Pi 表示第 i 种酶
切类型出现的频率，Pi = Ni /N，Ni 为第 i 种酶切类型
所包含的克隆数，N 为总克隆数。丰富度指数
(Margalef)d = S － 1 / lnN，S 为酶切产生的总类型。
均匀度指数 (Eveness): Eveness = H /Hmax (其中
Hmax = lnS)［10，13］。
1. 4 基于 nosZ 基因的反硝化细菌定量检测 MPN-
PCＲ 法

对抽提的总 DNA 溶液进行 10 倍梯度稀释，选
取不同稀释度的样品分别做 4 个平行的 PCＲ 反应，
根据扩增产物的电泳结果来计数各样品的阳性反应
数，确定数量指标。数量指标由 3 位数字组成，分别
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表示 3 个连续的稀释度 PCＲ 反应阳性的样品数 ． 数
量指标的第一位数字为 4 个平行反应都为阳性的最
大稀释度 ．根据确定的数量指标从 MPN 表中查出相
应的细菌的近似值，然后推算每克土样中反硝化细
菌的数量。计算方法:每克土干土菌数 = (近似值
×数量指标第一位的稀释倍数 ) /干土所占百分
比［14］。
1. 5 微生物生物量氮的测定方法

根据熏蒸土壤与未熏蒸土壤测定有机氮量
(NH4-N)的差值及转换系数，计算土壤微生物生物

量氮，提取液中的氮采用茚三酮比色法测定［15］。
1. 6 反硝化活性的测定和计算

土壤中加入一定量的硝酸盐，经厌氧培养后，由
土壤硝酸根的消灭率，代替测定反硝化作用发生的
含氮气体，用以表示土壤的反硝化活性的强度［15］。
具体方法称取过 2 mm 筛的土壤 10 － 20 g，置于 25
(或 50) mL 三角瓶中，加入 10% 的 KNO3 (土壤中
C /N 须小于 7)，用 5 mL 蒸馏水溶解，使土表有薄的
淹水层。将三角瓶置真空干燥器中，抽真空，灌入氮
气，如此反复多次，使干燥器内无氧。干燥器底部还
可放若干毫升碱性焦性没食子酸，吸收残余的氧，以
美蓝作还原指示剂。将干燥器置恒温温室培养，于
0 d、3 d、取出土样，用比色法测样品中剩余的硝态
氮。硝 态 氮 的 测 定 采 用 连 续 流 动 分 析 仪 法
( INTEGＲAL Futura ALLIANCE INSTＲUMENTS)。

2 结果和分析

2. 1 熏蒸剂对土壤反硝化作用和微生物生物量氮
的影响

溴甲烷熏蒸剂对土壤反硝化作用的影响如图 1
所示，溴甲烷熏蒸剂对土壤反硝化作用的影响与对
照土壤差异不显著(P ＞ 0. 05)。实验结果说明溴甲
烷熏蒸剂熏蒸土壤 100 d 后土壤的反硝化作用恢复
到与对照同样的水平。

溴甲烷熏蒸剂对土壤微生物生物量氮的影响如
图 2 所示，溴甲烷熏蒸剂对土壤微生物生物量氮的
影响与对照土壤差异不显著。实验结果说明溴甲烷
熏蒸剂熏蒸土壤 100 d 后土壤的土壤微生物生物量
氮与对照无显著差异(P ＞ 0. 05)。
2. 2 nosZ 基因的 ＲFLP 分析
2. 2. 1 nosZ 基因的 PCＲ 结果:通过磁珠法从溴甲

图 1． 熏蒸剂对土壤反硝化作用的影响
Figure 1． Effects of soil fumigants on the soildenitrification．
a Different small letters in the same column indicated significant

difference at 0． 05 level． The same below．

图 2．熏蒸剂对土壤微生物生物量氮的影响
Figure 2． Effect of fumigants on soil microbial biomass nitrogen．

烷熏蒸土壤和对照土壤中提取微生物总 DNA，DNA
产量较多，从土壤中提取量约为 10 μg / g 干土。以
土壤 DNA 为模板，扩增反硝化细菌 nosZ 基因，扩增
片段长度在 706 bp 左右，用溴甲烷熏蒸土壤和未熏
蒸土壤(对照实验)中均能扩增 nosZ 基因。
2. 2. 2 nosZ 基因文库中克隆子的分布:nosZ 基因
阳性克隆的 PCＲ 产物采用内切酶 MspI 和 ＲsaI 酶切
分析(图 3)，克隆子的酶切指纹图谱相同者认为它
们是相同的基因型，每一特有的谱带类型代表一个
OTU(Operational taxonomic unit，OTU)。用溴甲烷
熏蒸处理中得到 120 个阳性克隆子，通过内切酶切
割分型得到 8 个 OTU，其中有 2 个 OTU 只含有一个
克隆子 (占总克隆的 0. 8% )，经过测序分析与
GenBank 库 对 比 结 果 为 Uncultured Azospirillum，
Mesorhizobium，相似性 91%、92%。有 42 个克隆子
为一个 OUT 单位(占总克隆的 35. 0% )，测序比对
结果为 Uncultured bacterium partial 相似性 99%。有
28 个 克 隆 子 为 一 个 OUT 单 位 ( 占 总 克 隆 的
23. 3% )，测序比对结果为 Ｒhodopsendomonas 相似性
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96%。有 16 个克隆子为一个 OUT 单位(占总克隆
的 13. 3% )，测序比对结果为 Mesorhizobium 相似性
96%。有 15 个克隆子为一个 OUT 单位(占总克隆
的 12. 5% )，测 序 比 对 结 果 为 pseudomonas
fluorescens 相似性 99%。有 11 个克隆子为一个
OUT 单位 (占总克隆的 9. 2% )，测序比对结果为
Bradyrhizobium． 相似性 91%。有 8 个克隆子为一个
OUT 单位 (占总克隆的 6. 7% )，测序比对结果为
Herbacspirillum 相似性 97%。

未用溴甲烷熏蒸处理中得到 120 个阳性克隆子
(对照样品)，通过内切酶 MspI 和 ＲsaI 切割分型得
到 9 个 OTU，其中有 28 个克隆子为一个 OTU 单位
(占总克隆的 23. 3% )，经过测序分析与 GenBank 库
对比结果 为 Uncultured bacterium partial 相 似 性
99%。有 18 个克隆子为一个 OTU 单位(占总克隆
的 15. 0% )，测序比对结果为 Ｒhodopsendomonas 相
似性 96%。有 17 个克隆子为一个 OTU 单位(占总
克隆的 14. 2% )，测序比对结果为 Azospirillum 相似
性 99%。有 14 个克隆子为一个 OTU 单位(占总克
隆的 11. 7% )，测序比对结果为 Mesorhizobium 相似
性 96%。有 14 个克隆子为一个 OTU 单位(占总克
隆的 11. 7% )，测序比对结果为 Bradyrhizobium 相似
性 91%。有 13 个克隆子为一个 OTU 单位(占总克
隆 的 10. 8% )，测 序 比 对 结 果 为 pseudomonas
fluorescens 相似性 99%。有 7 个克隆子为一个 OTU
单位 ( 占 总 克 隆 的 5. 8% )，测 序 比 对 结 果 为
Herbacspirillum 相似性 97%。有 5 个克隆子为一个
OTU 单位 (占总克隆的 4. 2% )，测序比对结果为
Nitrosospivamultiformis 相似性 95%。有 4 个克隆子
为一个 OTU 单位(占总克隆的 3. 3% )，测序比对结
果为 Ｒhizobium melibei 相似性 99%。

溴甲烷熏蒸土壤和对照土壤中均存在 Uncultured
bacterium partial、 Ｒhodopsendomonas、 pseudomonas
fluorescens、Herbacspirillum、Mesorhizobium和 Bradyrhizobium，
溴甲烷熏蒸土样非培养菌占总克隆的比率高于对照
土样。试验土样和对照土样中非培养菌克隆比例均
最高。说明土壤中的反硝化细菌大多数为非培养
型。对 照 土 壤 中 检 测 到 Azospirillum、Ｒhizobium
melibei 和 Nitrosospivamultiformis，在溴甲烷熏蒸土壤
中未检测到。Azospirillum 占总克隆的 14. 2%，高于
另两种克隆菌(3. 3%、4. 2% )在总克隆中所占的比
例。而 溴 甲 烷 熏 蒸 土 壤 中 检 测 到 Uncultured

Azospirillum，Mesorhizobium 在对照土壤中未检测到，
两者占总克隆的 0. 8%。

图 3．克隆菌 16S rDNA 基因 ＲFLP 分析的电泳图谱
Figure 3． ＲFLP of clones of the 16S rDNA． Lane 1 － 15: clones of

the 16S rDNA． M: DNA． Marker．

2. 2. 3 nosZ 型反硝化细菌多样性估计:细菌群落
结构多样性通过多样性指数进行评价 (表 1 )，
Shannon-Wiener 指数是群落中的物种及其个体数和
分布均匀程度的综合指标。Margalef 指数反映了群
落中最常见的物种丰富度。Evenness 指数表示物种
在环境中分布状况，各物种数目愈接近，数值愈高。
溴 甲 烷 熏 蒸 土 壤 和 对 照 土 样 Margalef 指 数，
Shannon-Wiener 和 Evenness 指数无显著差异 ( P ＞
0. 05)，说明溴甲烷熏蒸土壤群落结构较对照土样
群落结构无差异(P ＞ 0. 05)。

表 1. nosZ 基因生态学多样性指数
Table 1. Ecological indexes of nosZ gene

Sampie OTU
Shannon-Wiener

indexindcx

Margalef

indcx
Evenness

Methyl bromide 8 2. 81 a 8. 56 a 0. 58 a
Ck 9 3. 03 a 8. 90a 0. 61 a
a Different small letters in the same column indicated significant difference

at 0. 05 level． The same below．

2. 3 MPN-PCＲ 法对土壤反硝化细菌的定量分析
结果

实验样品的 MPN-PCＲ 产物的电泳结果见图 4，
溴甲烷熏蒸土洋、DNA 的 10 － 1、10 － 2、10 － 3、10 － 4和
10 － 5稀释度的 4 个平行样品能扩增出 DNA 条带的
分别为 4、0、0、0 和 0(图 4-A)，按 MPN-PCＲ 法的原
理，该扩增的数量指标为 400，查 MPN 表得 10 稀释
度的每 L DNA 溶液相对应的反硝化细菌个数为
2. 5。对照样品的 10 － 1、10 － 2、10 － 3、10 － 4和 10 － 5稀
释度的 4 个平行样品能扩增出 DNA 条带的分别为
4、2、0、0 和 0(图 4-B)，按 MPN-PCＲ 法的原理，该扩
增的数量指标为 420，查 MPN 表得 10 稀释度的每 L
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DNA 溶液相对应的反硝化细菌个数为 6. 0。由计算
结果可知，未熏蒸土壤(对照)反硝化细菌数量为甲
基溴熏土壤 30 天的 2. 4 倍。

图 4． 土壤样品 MPN － PCＲ 产物 1． 2%琼脂糖凝胶电

泳图谱
Figure 4． Soil sample MPN － PCＲ products 1． 2% agarose gel

electrophoresis． A: the methyl bromide soil fumigation; B: the

control soil．

3 讨论

生物反硝化作用由反硝化细菌引起。土壤中存
在大量的反硝化细菌［10］，用熏蒸剂熏蒸土壤后不仅
目标微生物被抑制，非目标微生物、尤其细菌类受到
强烈的抑制，也抑制反硝化细菌的生长［16］，导致反
硝化细菌数量减少［17］。由本试验结果可知溴甲烷
熏蒸土壤 100 天反硝化细菌数量比对照低了 1. 4
倍。与前人研究结果一致。Ｒoux-michollet 等［4］研
究者的报道溴甲烷熏蒸土壤(15 － 62 d)反硝化活性
显著低于对照土壤。本试验结果得出溴甲烷熏蒸剂
熏蒸土壤(100 d)反硝化活性与对照土壤无显著差
异(P ＞ 0. 05)，与前人关于溴甲烷熏蒸对土壤反硝
化作用研究的矛盾是由于熏蒸剂熏蒸土壤后测定反
硝化作用的时间不同，熏蒸剂熏蒸土壤 100 d 后，与
反硝化相关的微生物恢复了功能活性，土壤微生物
生物量氮含量与对照无显著差异的结果得到证实。
本实验的反硝化细菌数量是以 nosZ 基因作为计数
的靶基因，引起土壤反硝化作用的因素很多，所以

nosZ 基因型反硝化细菌数量的减少未引起反硝化
作用的变化。

利用 nosZ-PCＲ-ＲFLP 方法研究土壤熏蒸剂
对土壤中非目标微生物(反硝化细菌)群落结构
的影响，溴甲烷熏蒸对土壤 nosZ 型反硝化细菌群
落结构影响与对照无显著差异，对微生物种类有
影响，测定了克隆基因的序列，所测的结果与
GenBank 数据库中进行序列对比，结果说明溴甲烷
熏蒸土壤和对照土壤中均存在 Ｒhodopsendomonas、
pseudomonas fluorescens、Herbacspirillum、Uncultured
bacterium partial、Mesorhizobium 和 Bradyrhizobium。

溴甲烷熏蒸土壤非培养菌占总克隆的比率高于对
照土样。两种处理土壤中非培养菌克隆比例均最
高。说明土壤中的反硝化细菌大多数为非培养
型。对 照 土 壤 中 检 测 到 Azospirillum、Ｒhizobium
melibei 和 Nitrosospivamultiformis，在溴甲烷熏蒸土
壤中 未 检 测 到。溴 甲 烷 熏 蒸 土 壤 中 检 测 到
Uncultured Azospirillum，Mesorhizobium，在对照土壤
中未检测到。Azospirillum 和 Ｒhizobium melibei 是两
种不同的固氮微生物，前者与谷类、禾本科植物是
联合固氮 ( association fixing nitrogen)，两者只是共
处同一微生境，在营养或某些其他方面互相支持
与利用，后者与豆科植物共生。两者的功能均是
将大 气 的 氮 固 定，为 植 物 生 长 的 营 养 需 要。
Nitrosospivamultiformis 是氨氧化菌，负责将铵氧化
为亚硝酸盐，实现亚硝化过程，是硝化过程必不可
少的步骤。溴甲烷熏蒸土壤中未检测到此种，说
明 溴 甲 烷 熏 蒸 土 壤 中 硝 化 作 用 受 到 影 响。

Stromberger［2］用溴甲烷及其替代品熏蒸土壤后，硝

化速率与对照相比减少 55% 以上，且一直持续到
熏后 37 周还未恢复。在实验土壤中也发现对照
土壤中不存在的微生物如 Uncultured Azospirillum

和 Mesorhizobium，其中 Mesorhizobium 是根瘤菌属，

其功能与 Azospirillum、Ｒhizobium melibei 一样。说
明溴甲烷熏蒸抑制了某一类固氮的微生物，而使
得另一类固氮微生物的固氮基因表达，从而使本
来就存在于土壤中但由于数量太少和其他各种原
因在熏蒸前并没有检测到的微生物检测到了。溴
甲烷熏蒸未影响土壤的反硝化作用，是否和溴甲
烷熏蒸可能诱导新的反硝化型细菌的基因的表
达，有待于进一步的研究。
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Effects of methyl bromide fumigation on community
structure of denitrifying bacteria with nitrousoxide
reductase gene (nosZ) in soil

Pingmei Yan1，2，Hongping Qiao1，Wenjing Zhao1，Yanfei Chen1，Shuhua Shan1，
Aocheng Cao 2*

1 Department of Biology，Taiyuan Normal University，Taiyuan 030012，Shanxi Province，China
2 Institute of Plant Protection，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100193，China

Abstract:［Objective］We studied the effect of methyl bromide fumigation on soil edaphic denitrification．［Methods］We
adopted nosZ-PCＲ-ＲFLP ( restriction fragment length polymorphism) method，nosZ-MPN-PCＲ (Most-Probable-Number-
PCＲ) counting method and soil nitrate elimination rate method，to explore the effect of methyl bromide fumigation on
community structure，quantity and activity of denitrifying bacteria in soil． ［Ｒesult］After methyl bromide fumigating soil
for 100 d，soil denitrification did not change obviously (P ＞ 0. 05) ． Margalef index，Shannon-wiener index and Evenness
index had no significant difference (P ＞ 0. 05) in nosZ denitrifying bacterial communities between fumigated soil and the
control． There were Ｒhodopsendomonas，Pseudomonas fluorescens，Herbacspirillum，uncultured bacterium partial in both of
them． However，Azospirillum，Ｒhizobium melibei，Nitrosospira multiformis were exclusively found in the control，and
Uncultured Azospirillum sp，Mesorhizobium sp were in fumigated one． Moreover，the number of denitrifying bacteria in the
control resolved by nosZ-MPN-PCＲ (Most-Probable-Number-PCＲ) was 1. 4 times higher than that of the fumigated one．
［Conclusion］After 100 d fumigating soil，the composition of nosZ denitrifying microbial community and the population of
denitrifying bacteria changed． Furthermore，there was no difference in denitrification between the fumigated soil and the
control．
Keywords: methyl bromide fumigation，denitrifying bacteria，nosZ gene，community structure

(本文责编:张晓丽)

Supported by the Projects of Ministry of Agricultural (2110402) and by the National Natural Science Foundation of China(40871131，31240009)

* Corresponding author． Tel / Fax: + 86-10-62815940; E-mail:caoac@ vip． sina． com

Ｒeceived: 3 April 2014 /Ｒevised: 30 September 2014

97




