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摘   要：微生物执行的无机氮同化作用可固定施入土壤后未被作物直接吸收的化学氮肥，有效减

少化学氮肥损失、降低环境氮素污染风险。土壤无机氮同化作用不是由大量冗余微生物共同执行

的，而是由一小部分功能微生物优先执行。【目的】对酸性旱地红壤中的优势无机氮同化细菌进

行富集、菌株分离鉴定及全基因组测序，并明确菌株在土壤中的氮同化能力，为酸性土壤化学氮

肥应用及其转化过程研究提供菌株资源和理论依据。【方法】在酸性旱地红壤中添加 KNO3 或

(NH4)2SO4 作为无机氮源，以葡萄糖作为碳源，在好氧条件下进行富集预培养，采用稀释分离法

筛选出优势无机氮同化细菌菌株；将菌株回接至土壤中从而验证其无机氮同化能力，并通过全基

因组测序分析菌株的氮素代谢途径及相关功能基因。【结果】酸性旱地红壤经富集预培养一周后，

优势无机氮同化微生物的 16S rRNA 基因相对丰度从 0.20%–0.94%增长至 20.2%–30.2%；分离筛

选后得到的 3 株优势无机氮同化细菌菌株，鉴定为伯克霍尔德氏菌(Burkholderia sp.) M6-3、索状

芽孢杆菌(Bacillus funiculus) M2-4 和节杆菌(Arthrobacter sp.) M7-15。灭菌土壤中菌株 M6-3、M2-4
和 M7-15 的无机氮同化速率分别为(1.28±0.61)、(0.17±0.07)和(0.16±0.02) mg/(kg·d)。氮素代谢通

路分析显示，菌株 M6-3 具备更高效的氮同化代谢通路，其氮同化相关功能基因数量显著高于其
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他 2 株细菌。氮素代谢通路与功能活性结果均显示菌株 Burkholderia sp. M6-3 在酸性旱地红壤无

机氮同化过程中占据优势。【结论】本研究证实在酸性旱地红壤无机氮同化过程中低丰度微生物

类群发挥重要功能，并从菌株基因组水平上揭示了其无机氮同化代谢过程。上述结果可为酸性旱

地红壤农业利用过程中化学氮肥应用及其转化过程研究提供菌株资源和理论依据。 

关键词：土壤氮素同化；化学氮肥；酸性旱地红壤；全基因组测序；伯克霍尔德氏菌属  
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Abstract: Inorganic nitrogen assimilation performed by microorganisms can immobilize 
chemical fertilizer nitrogen that is not directly absorbed by crops after application to the soil, 
which can reduce the losses of chemical nitrogen fertilizer and the risk of environmental 
nitrogen pollution. Soil inorganic nitrogen assimilation is performed by functional microbial 
populations rather than a large number of redundant microorganisms. [Objective] The 
enrichment, isolation, identification, and whole genome sequencing of dominant inorganic 
nitrogen-assimilating bacteria in acidic dryland red soil and clarification of the nitrogen 
assimilation capacity of the strains in soil can provide strain resources and a theoretical basis 
for the application of chemical nitrogen fertilizer in acidic soil and the research on the nitrogen 
transformation process. [Methods] We added KNO3 or (NH4)2SO4 as the inorganic nitrogen 
source and glucose as the carbon source into the acidic dryland red soil. Then, we performed 
strain enrichment under aerobic conditions and screened the dominant bacterial strains 
assimilating inorganic nitrogen by the gradient dilution isolation method. We verified the 
inorganic nitrogen assimilation ability of the strains by soil recolonization experiments, and 
employed whole genome sequencing to analyze the nitrogen metabolic pathways of different 
strains. [Results] The relative abundance of 16S rRNA genes of dominant inorganic 
nitrogen-assimilating microorganisms in acidic dryland red soils increased from 0.20%–0.94% 
to 20.2%–30.2% after one week of enrichment. We isolated three dominant inorganic 
nitrogen-assimilating strains, which were identified as Burkholderia sp. M6-3, Bacillus 
funiculus M2-4, and Arthrobacter sp. M7-15. The inorganic nitrogen assimilation rates of 
strains M6-3, M2-4, and M7-15 in sterilized soil were (1.28±0.61), (0.17±0.07), and 
(0.16±0.02) mg/(kg·d), respectively. M6-3 possessed a more complete metabolic pathway and 
more functional genes related to nitrogen assimilation than the other two strains. In terms of 
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nitrogen metabolic pathways and functional activity, Burkholderia sp. M6-3 was dominant in 
the assimilation of inorganic nitrogen in acidic dryland red soils. [Conclusion] This study 
confirmed that low-abundance microbial taxa play a dominant role in the inorganic nitrogen 
assimilation of acidic dryland red soil, and revealed the metabolic process of inorganic nitrogen 
assimilation at the genomic level of the strains. The above results provide strain resources and a 
theoretical basis for the study of chemical nitrogen fertilizer application and transformation 
process in the acidic dryland red soil. 
Keywords: soil nitrogen assimilation; chemical nitrogen fertilizer; acidic dryland red soil; whole 
genome sequencing; Burkholderia sp. 
 
 

氮素是农业生产中保证作物产量的重要养

分，然而施用化学氮肥后释放的无机氮移动性

强且极易在土壤中损失(经 NO3
–的淋溶或 NH3

挥发等途径)[1-2]。土壤中的铵态氮(NH4
+-N)和硝

态氮(NO3
–-N)被微生物吸收利用成为生物体有

机 组 成 部 分 ， 称 为 无 机 氮 的 微 生 物 固 持

(microbial immobilization)，又称微生物同化作

用(microbial assimilation)[3]，微生物利用铵态氮

或硝态氮作为氮源并转化为微生物生物量氮

(microbial biomass nitrogen, MBN)，MBN 短期

储存后经再矿化释放无机氮，该过程可以减少

无机氮损失、增加土壤有效态氮含量[4]。因此，

微生物对无机氮的同化是保持土壤中氮的重要

生化过程，会显著影响土壤中氮肥的利用效率，

减少环境中的氮素损失[5-6]。现有研究已经证明

了这一点，例如在南方酸性土壤中，较强的无

机氮同化作用增加了易流失无机氮在土壤中的

固持，提高了土壤中有效态氮的含量[7]；另有

研究认为氮素被微生物同化固定后，可以在种

植后期再矿化为可利用态的无机氮，供长季节

作物或下一季作物使用，从而有效增强土壤中

无机氮的可持续利用 [8]。因此，对土壤无机氮

同化作用及相关微生物的研究具有重要科学价

值和实践意义。 
所有微生物的生长都需要氮源，长期以来

研究者们认为土壤中几乎所有微生物类群都会

参与氮素同化与固定 [9]，然而近年来研究者发

现主导无机氮同化作用的微生物并不是由大量

冗余的类群组成，而是由一些在土壤总微生物

类群中占比较低的低丰度微生物优先执行。

Morrissey 等 [10]利用稳定性同位素核酸探针技

术(stable isotope nucleic acid probe technology, 
SIP)对混合针叶林草甸土中微生物同化 15N 的研

究发现，主导 15N 同化作用的原核生物大部分

(82%–88%)都集中在少数几个低丰度微生物类

群中，包括放线菌目(Actinomycetales)、黄色单

胞菌目(Xanthomonadales)和伯克霍尔德氏菌目

(Burkholderiales)；Wawrik 等[11]通过 15N 稳定同位

素探测法对西佛罗里达大陆架异养细菌的无机氮

同化进行研究，发现交替单胞菌(Alteromonadales)
和 α-变形杆菌纲(Alphaproteobacteria)的塔拉索

布氏菌(Thalassobacter)等少数类群表现出对硝

酸盐同化利用的优势。可见，土壤中的低丰度

微生物类群主导了无机氮同化过程，它们在无

机氮同化作用发生过程中大量繁殖并发挥主导

作用[8]，对土壤氮素同化微生物的研究具有重

要科学价值和实践意义。利用具有无机氮同化优

势的微生物在提高农业生产效率或减少化肥施

用等方面的研究早有报道。2020 年有研究者[12]

发现含有枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的生物

肥料可以显著减少农田土壤中的氮素尤其是硝

态氮的淋失从而提高土壤氮素固持和肥力水
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平；Wang 等[13]向土壤中添加伯克霍尔德氏菌株

(Burkholderia sp. Y4)后发现其定殖后会显著抑

制土壤中铵态氮向硝酸盐氮的转化，从而减少

硝酸盐的淋溶损失，并能够促进作物对必需养

分的吸收。 
由于微生物在氮代谢中的作用与能力由其

功能基因调控[14-15]，细胞通过 NrT/NrTA 调控的

转运蛋白将硝酸盐或亚硝酸盐运输到细胞质 
中[16-17]，通过 nasAB 编码的同化硝酸盐还原酶

和 nirBD 编码的亚硝酸盐还原酶依次将硝酸

盐、亚硝酸盐还原为 NH4
+[18]；铵则通过谷氨酸

脱氢酶途径(glutamate dehydrogenase, GDH，由

gdhA/GDH2 等编码)或谷氨酰胺合成酶-谷氨酸

合成酶途径(GS-GOGAT，分别由 glnA 和 gltBD
编码)被纳入碳骨架进入生物分子[19-21]，因此对

菌株氮素代谢相关功能基因的注释与分析可以

在基因水平挖掘菌株的氮代谢功能潜力，并为

进一步研究其在土壤中的作用提供理论依据。

全基因组序列测序是了解菌株代谢途径和功能

潜力的重要手段[22]，针对菌株的深入研究对于

进一步探索这类具有无机氮同化优势的低丰度

微生物在土壤中的氮同化能力具有重要意义。

因此，获得在酸性旱地土壤中具有无机氮同化

优势的菌株可以为化学氮肥减量施用、提高化

肥利用效率和作物产量等多种农业应用提供菌

株资源和氮肥高效利用途径。然而，目前为止，

关于酸性旱地红壤中无机氮同化微生物菌株及

其代谢功能基因的研究尚不清楚。 
本研究通过添加无机氮对酸性旱地红壤进

行富集预培养，采用稀释分离法筛选出优势无

机氮同化细菌菌株，通过土壤回接实验验证这

些菌株的无机氮同化能力，并采用全基因组测

序明确菌株的氮素代谢途径与相关功能基因。

研究结果可为酸性土壤化学氮肥应用及其转化

过程研究提供菌株资源和理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  土壤来源及优势微生物富集 

供试土壤于 2021 年 3 月采集自江西省红壤研

究所长期施肥试验点(28°15′30″N，116°20′24″E)，

该实验站建立于 1986 年；该地区属亚热带季风

气候，年平均降雨量为 1 537 mm，年平均温度

17.5 ℃，采样地土壤母质为第四纪红黏土，种

植制度为春玉米-秋玉米-冬闲制[23]。选取不施

肥处理，使用五点采样法采集 0–20 cm 表层土

壤，挑去肉眼可见的植物根系，混匀并过 2 mm

筛后于 4 ℃保存。土壤基本性质参考文献[24]

的方法测定，其 pH 值为 4.9，土壤饱和持水量

(water holding capacity, WHC)为 50.3%，总氮含

量为 0.92 g/kg，总有机碳含量为 7.14 g/kg。 

1.2  土壤富集预培养及 HiSeq 高通量测序 
称取相当于 15 g 风干土重的新鲜土壤置

于三角瓶中，将含水量调节至 40% WHC 后，

25 °C 避光通气培养 3 d 以恢复微生物活性。取

3 个无添加处理进行破坏性取样作为 0 d 样品，

然后向土壤中添加葡萄糖 (glucose)作为碳源

(500 mg C/kg)，分别添加 KNO3 或(NH4)2SO4 作为

氮源(4 μmol N/g)，即设置 KNO3+glucose 和

(NH4)2SO4+glucose 2 个处理，调节土壤含水量

至 60% WHC，采用通气膜进行封口，25 ℃避

光通气培养 7 d，每个处理设置 3 个重复。培养

结束后，进行破坏性取样，将样品分别置于 4 ℃

和–80 ℃保存。 

土壤微生物 DNA 使用 FastDNA SPIN Kit 
for Soil 试剂盒(MP Biomedicals)提取，严格按照

试剂盒操作说明进行。最终得到的土壤微生物基

因组 DNA 样品一部分使用 NanoDrop ND-1000 
UV-Vis spectrophotometer (NanoDrop Technologies)
测定 DNA 浓度和纯度，另一部分于–80 ℃保存。

使用引物 515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCGG-3′)



 

 

 

刘冉等 | 微生物学报, 2023, 63(8) 3161 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

和 926R (5′-CCGYCAATTCHTTTRAGTT-3′)对
土壤 DNA 中的 16S rRNA 基因 V4–V5 区进行

PCR 扩增[25]。委托广东美格基因生物技术有限

公司使用 Illumina HiSeq 2500 高通量测序平台

进行测序。测序数据进行过滤和拼接，对拼接

序列进行质量过滤，最终得到有效拼接片段

(clean tags)。利用 Usearch 软件(V10，http://www. 
drive5.com/usearch/)对 clean tags 进行聚类，相

似 度 ≥97% 的 序 列 视 为 同 一 分 类 操 作 单 元

(operational taxonomic units, OTU)。一个 OTU
被认为可能代表一个物种。提取出现频率最高

的序列作为每个 OTU 的代表序列，并对其进行

筛选，以便进一步注释[26]。使用 Silva 数据库

(https://www.arb-silva.de/)注释分类信息，置信

阈值大于 0.5[27]。高通量测序产生的 16S rRNA
基因序列已上传 NCBI 数据库，登录号为

PRJNA694002。 

1.3  菌株筛选与鉴定 
1.3.1  培养基 

营养琼脂培养基(nutrient agar，NA 培养

基)[28]：蛋白胨 10 g，牛肉膏 3 g，氯化钠 5 g，
溶于 1 000 mL 水中，调节 pH 为 7.3，添加 15 g/L
琼脂，121 °C 灭菌 20 min。 

无氮培养基(nitrogen-free medium，NF 培养

基)[29-30]：葡萄糖 20 g，K2HPO4 0.2 g，MgSO4 0.2 g，
NaCl 0.2 g，K2SO4 0.1 g，CaCO3 5.0 g，调节 pH
为 7.3，添加 15 g/L 琼脂，121 °C 灭菌 20 min。 
1.3.2  土壤悬浊液的制备及菌株的分离筛选 

取 10 g 上述经富集预培养后的新鲜土壤置于

250 mL 三角瓶中，加入 90 mL 无菌水，180 r/min、
25 °C 恒温振荡 0.5 h，将土壤悬浊液转移至 2 mL
无菌离心管中，备用。 

芽孢杆菌(Bacillus)的筛选：使用无菌水将

土壤悬浊液进行梯度稀释(10–4–10–8)后分装于 
2 mL 无菌离心管中，80 ℃水浴 15 min 以杀死

非芽孢菌体[31]，冷却，静置后取上清液涂布在

无氮固体培养基(NF 培养基)上，在 30 °C 培养

箱中培养至出现明显单菌落。挑取单菌落，多

次划线纯化，在显微镜下初步鉴定形态。 
伯克霍尔德氏菌 (Burkholderia)和节杆菌

(Arthrobacter)的筛选：将土壤悬浊液进行梯度

稀释(10–4–10–8)，静置后取上清液涂布在无氮固

体培养基(NF 培养基)上，在 30 °C 培养箱中培

养至出现明显单菌落。挑取单菌落，多次划线

纯化，在显微镜下初步鉴定形态。 
1.3.3  菌株 16S rRNA 基因测序及其同源性分析 

在 2 mL 无菌离心管中加入 100 μL 无菌水，

用接种环挑取经过纯化培养的菌株置于水中，

100 ℃水浴 5 min，置于冰上 5 min，剧烈涡旋

后短暂离心，取上清液进行 PCR 扩增(94 ℃   
5 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，35 个

循环；72 ℃ 7 min)，使用 25 μL PCR 反应体系

[南京诺唯赞 (vazyme)生物科技股份有限公司

SYBR Green qPCR Master Mix 12.5 μL，引物

1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTAYGACTT-3′, 
5 μmol/L) 0.5 μL，27F (5′-AGAGTTTGATCCTG 
GCTCAG-3′, 5 μmol/L) 0.5 μL [32]，ddH2O 10.5 μL，
DNA 模板 1 μL]。通过凝胶电泳检测数量及质

量，回收条带进行纯化，纯化产物送至生工生

物工程(上海)股份有限公司进行 16S rRNA 基

因测序。将获得的基因序列在 NCBI 数据库

BLAST (basic local alignment search tool, 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)中进行比

对分析。 
筛菌试验共获得菌株 154 株，经镜检后送

样测序的样品共 115 个，经测序鉴定后得到芽孢

杆菌 15 株，节杆菌 58 株，伯霍尔德氏菌 6 株。

经过序列比对后，挑选其中最接近富集培养实

验测序结果的菌株，最终获得 3 株细菌，分别

是 Burkholderia sp. M6-3、Bacillus funiculus 
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M2-4 和 Arthrobacter sp. M7-15。 
1.3.4  菌株显微形态学观察 

在液体培养基中接种 M6-3、M2-4、M7-15
三个菌株，在 180 r/min、30 °C 培养至剧烈增

殖期时转移至无菌离心管中，6 000 r/min 离心 
5 min 收集菌体。加入 2.5%戊二醛 10 mL，摇

匀后静置 24 h。加入无菌水清洗 3 次，离心后

分别依次使用 30%、50%、70%、85%、90%、

95%、100% (第 1 次)、100% (第 2 次)的乙醇对

菌体进行梯度脱水，每次静置 30 min，离心去除

上清液。放置于冷冻干燥机中干燥 24 h，使用高

分辨扫描电镜(scanning electron microscopy, SEM, 
Apreo 2S, Thermo Fisher Scientific Company)摄
制扫描照片。 

1.4  菌株全基因组测序 
配制 NA 液体培养基，将 3 株细菌 M6-3、

M2-4和M7-15分别接种到培养基中，在 180 r/min
摇床中 30 °C 培养至剧烈增殖期，6 000 r/min
离心 5 min，收集菌体后使用液氮速冻，委托广

东美格基因生物技术有限公司使用 Illumina 
HiSeq 1500 高通量测序平台对 3 株细菌基因组进

行测序。测序数据经过滤后进行组装[33]，纯三代

数据用SMRT Link v5.1.0组装(https://www.pacb. 
com/support/software-downloads/)[34]，同时含有

二 代 和 三 代 数 据 选 择 Unicycle 进 行组装

(https://github.com/rrwick/Unicycler)[35]。使用直系

同源蛋白质组簇(clusters of orthologous groups of 
proteins, COG)[36]和京都基因与基因组百科全

书 (Kyoto encyclopedia of genes and genomes, 
KEGG)[37]等数据库对 3 株细菌的基因组数据进

行注释，对上述数据库进行全基因组 BLAST 搜

索(E-value<1–10，最小排列长度百分比>40%)[38]。

基于细菌基因组组装与编码基因预测结果，结

合非编码 RNA、COG 注释等分析结果，使用

Circos 软件进行可视化展示，得到 3 株细菌的

全基因组图谱。基于 KEGG 注释到的功能基因

及 KEGG 氮代谢通路，绘制 3 株细菌氮代谢通

路图，并标注细菌基因组在氮代谢途径中注释

到的功能基因。测序原始数据已上传至 NCBI
数据库，登录号为 PRJNA891540。 

1.5  菌株无机氮同化能力测定(15N 标记法) 
1.5.1  土壤灭菌 

土壤经 121 ℃、20 min 高温高压灭菌后，

在 25 ℃避光通气培养 2 d，重复上述操作 3 次。

在超净台中称取 0.5 g 土壤并制备为土壤悬液，

将其涂布于 NA 培养基上。将培养基置于 30 ℃
避光通气培养 2 d 后，观察发现无菌落产生，

即为土壤灭菌完成。 
1.5.2  样品处理 

在超净台中称取相当于 15 g 风干土重的灭

菌土壤置于灭菌后的 120 mL 血清瓶中，添加葡

萄糖(glucose)作为碳源(500 mg C/kg)，分别添加

K15NO3 或(15NH4)2SO4 作为氮源(4 μmol N/g)，
将相当于其自然丰度 (0.20%–0.94%)的上述菌

株 M6-3、M2-4 和 M7-15 均匀添加入土壤中。

设置无氮源添加对照(control)。调节土壤含水量

至 60% WHC，25 ℃避光通气培养 7 d，每个处

理设置 3 个重复。在进行添加处理后的 30 min
和 7 d 后进行破坏性取样，将样品分别置于 4 ℃
和–80 ℃保存。 
1.5.3  样品测定 

土壤有机氮(organic-15N)测定使用文献[8,39]
中的方法，土壤经 2 mol/L KCl 溶液多次清洗后

于 40 ℃烘干，磨成细粉后锡纸包样，使用同位

素质谱仪(Europa Scientific Integra Crewe)测定。

去除无机氮后的总氮测定方法与 1.1 相同。 

1.6  数据处理 
利用 Excel 2021 和 SPSS 13.0 软件对数据

进行分析，用 Duncan’s test 分析处理间平均数

在 P<0.05 和 P<0.01 水平的差异显著性，数据
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使用 Origin (ver. 2019b)和 Adobe Illustrator 
(CS6)绘图。 

2  结果与分析 
2.1  土壤富集预培养及优势无机氮同化细

菌富集 
富集预培养前，酸性旱地红壤中伯克霍尔

德氏菌属(Burkholderia)、芽孢杆菌属(Bacillus)
和微球菌科(Micrococcaceae) 3 类微生物的 16S 
rRNA 基因相对丰度为 0.20%–0.94%。经富集后

这些微生物迅速增长，在土壤微生物群落中占

据显著优势，培养 1 周后，Burkholderia、Bacillus

和 Micrococcaceae 的 16S rRNA 基因相对丰度分

别增长至 20.2%、30.2%和 29.5%，其总相对丰度

在富集预培养土壤中达到 58.9%–68.1% (表 1)。 

2.2  优势无机氮同化菌株的分离、筛选与

鉴定 
2.2.1  菌株 16S rRNA 基因序列同源性分析 

本研究共获得 3 株优势无机氮同化菌株，

分别是 M6-3、M2-4 和 M7-15。16S rRNA 基因

序列 BLAST 比对结果显示，菌株 M6-3 与

Burkholderia sp. HC1.1bh 和 Burkholderia sp. 
WK1.1d 同源关系较近，相似度分别为 95.4%和

95.5%；M2-4 和 Bacillus funiculus strain PK16
等菌株同源关系较近，序列相似度均不低于

98.9%；M7-15 和 Arthrobacter ramosus isolate 
PSB49 等菌株同源关系较近，序列相似性约为

96.3% (表 2)。因此 3 株优势无机氮同化菌株分

别鉴定为 Burkholderia sp. M6-3、Bacillus 
funiculus M2-4 和 Arthrobacter sp. M7-15。在分

类学上，Burkholderia sp. M6-3 属于变形菌门

(Proteobacteria)、β-变形菌纲(Betaproteobacteria)、
伯克霍尔德氏菌目(Burkholderiales)、伯克霍尔

德氏菌科(Burkholderiaceae)、伯克霍尔德氏菌

属(Burkholderia)；Bacillus funiculus M2-4 属于

厚壁菌门(Firmicutes)、芽孢杆菌纲(Bacilli)、芽

孢杆菌目(Bacillales)、芽孢杆菌科(Bacillaceae)、
芽孢杆菌属(Bacillus)，而 Arthrobacter sp. M7-15 

 
表 1  富集预培养后土壤优势无机氮同化细菌类群 16S rRNA 基因相对丰度 
Table 1  Relative abundance of dominant N assimilating microorganisms based on 16S rRNA gene after the 
pre-enrichment culture 
Dominant bacterial taxa 0 d 7 d 

NO3
–+glucose NH4

++glucose 

Burkholderia 0.20%±0.04% 20.15%±0.12% 7.40%±2.27% 
Bacillus 0.82%±0.04% 30.19%±3.87% 21.97%±5.23% 
Micrococcaceae 0.94%±0.43% 17.74%±2.28% 29.50%±1.80% 

 
表 2  三株细菌的基因序列 BLAST 结果 
Table 2  Gene sequence BLAST results of three bacterial strains 
Strain Similar strain Sequence ID Query cover (%) Percent identity (%) 
M6-3 Burkholderia sp. HC1.1bh HF674717.1 93 95.4 

Burkholderia sp. DS21 AB982950.1 94 95.5 
M2-4 Bacillus funiculus strain PK16 MK519226.1 87 98.9 

Ectobacillus funiculus strain D5 OK161085.1 89 98.9 
Bacillus funiculus strain NK20.3 AY169820.1 79 98.8 

M7-15 Arthrobacter ramosus isolate PSB49 HQ242762.1 95 96.3 
Arthrobacter sp. S3SP505 KT183561.1 95 96.3 
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属 于 放 线 菌 门 (Actinobacteria) 、 放 线 菌 纲

(Actinobacteria)、微球菌目(Micrococcales)、微球

菌科(Micrococcaceae)、节杆菌属(Arthrobacter)。 
2.2.2  菌株形态特征 

将 M6-3、M2-4 和 M7-15 接种于 NA 培养基

平板上 30 ℃培养 24–36 h 后，均形成白色、边缘

整齐、湿润、中间凸起的圆形菌落。在显微镜下

观察，菌株 M6-3 呈现长杆状菌体，大小约为

0.6–0.7 μm×1.0–2.2 μm，单个菌落直径约为 1.0 mm；

菌株 M2-4 呈现长杆状相连接后的绳索状，大小

约为 1.0–1.2 μm×20–30 μm，其生长后期产生大

量芽孢，单个菌落直径约为 3.0 mm；菌株 M7-15
呈现短杆状，大小约为 0.4–0.5 μm×0.8–1.2 μm，

单个菌落直径约为 1.0 mm (图 1)。 
 

 
 
图 1  三株优势无机氮同化菌株的菌落及显微形态特征 
Figure 1  Colony and microscopic morphological characteristics of three dominant inorganic nitrogen 
assimilating strains. A–C, D–F and G–I indicated the colony morphology of strains Burkholderia sp. M6-3, 
Bacillus funiculus M2-4, and Arthrobacter sp. M7-15 on NA solid medium, the cell morphology 
characteristics under optical microscope and scanning electron microscope, respectively.  
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2.3  菌株无机氮同化能力 
在灭菌土壤中添加菌株 M6-3，15NO3

–处理

下土壤有机氮 15N丰度在培养 7 d 后从自然丰度

0.36%–0.37%增加到 0.99%±0.05%，增加量为

0.61%±0.05%；而 15NH4
+处理下有机氮 15N 丰度

在培养 7 d 后增加至 2.17%±0.07%，增加量为

1.79%±0.07%。添加菌株 M2-4 后，15NO3
–处理

下土壤有机氮 15N丰度在培养 7 d 后从自然丰度

0.36%–0.37%增加至 0.49%±0.01%，15NH4
+处理

下有机氮 15N 丰度在培养 7 d 后增加至

0.50%±0.004%。添加菌株 M7-15 后，15NO3
–处

理下土壤有机氮 15N丰度在培养 7 d后从自然丰

度 0.36%–0.37%增加至 0.52%±0.12%，15NH4
+

处理下有机氮 15N 丰度在培养 7 d 后增加至

0.59%±0.03% (图 2A)。添加 M6-3 的灭菌土壤  
1 周培养期内净氮同化速率(使用 15N 标记的

有 机氮增加量计算 )为 (0.24±0.03) mg/(kg·d) 
(15NO3

–处理)和(1.28±0.61) mg/(kg·d) (15NH4
+处

理)；添加 M2-4 的灭菌土壤 1 周培养期内净氮

同化速率为(0.17±0.07) mg/(kg·d)；添加 M7-15
的灭菌土壤 1 周培养期内净氮同化速率为

(0.13±0.03)–(0.16±0.02) mg/(kg·d) (图 2B)。可

见，菌株 M6-3 在灭菌酸性红壤中无机氮同化

能力较强。 

2.4  菌株全基因组序列分析 
2.4.1  菌株基因组特征 

菌株 M6-3、M2-4 和 M7-15 基因组组装与

编码基因预测结果显示，菌株 M6-3 基因序列

全长 8 155 157 bp，GC 含量为 61.6%，菌株含

有 2 个染色体，2 个质粒；其基因组包含编码区

域和用于实现转录调控、翻译调控、表观遗传等

功能的非编码区域；编码基因个数为 7 989 个，

编码区总长度占基因组的比例为 83.53% (表 3)；

非编码 RNA 则包括 63 个 tRNA、18 个 rRNA 和

5个 sRNA。菌株M2-4基因序列全长 6 575 618 bp，
GC 含量为 40.2%，菌株含有 3 个染色体，7 个 

 

 
 
图 2  三株细菌的无机氮同化能力 
Figure 2  Inorganic nitrogen assimilation capacity of three bacterial strains. A: The change in organic 15N 
abundance in the sterilized soil with the added strain. B: The net 15N assimilation rate during the incubation 
period. The data and errors on the bar represent the mean and standard error, respectively (n=3, P<0.05). 
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表 3  三株细菌基因组编码基因预测结果 
Table 3  Prediction of genes encoding the genomes of three strains 
Strain Genome size (bp) Gene number Gene total length (bp) Gene average 

length (bp) 
Gene length/ 
Genome (%) 

Gene density  
(per kb) 

M6-3 8 155 157 7 989 6 812 310 852.71 83.53 0.98 
M2-4 6 575 618 6 438 5 138 523 798.16 78.15 0.98 
M7-15 4 155 715 4 092 3 655 056 893.22 87.95 0.98 
 
质粒；编码基因个数为 6 438 个，编码区总长

度占基因组的比例为 78.15%，非编码 RNA 包

括 182 个 tRNA、60 个 rRNA 和 4 个 sRNA。菌

株 M7-15 基因序列全长 4 155 715 bp，GC 含量

为 63.31%，菌株含有 1 个染色体，无质粒；编

码基因个数为 4 092 个，编码区总长度占基因

组的比例为 87.95%，非编码 RNA 包括 57 个

tRNA 和 15 个 rRNA (图 3)。 
2.4.2  代谢途径及氮转化功能基因注释 

菌株 M6-3 经 KEGG 共注释到 6 929 个基

因，M2-4 注释到 5 418 个基因，M7-15 注释到

3 616 个基因。3 株细菌基因组注释到的基因数

量最多的途径为碳水化合物代谢(carbohydrate 
metabolism)，其次是氨基酸代谢 (amino acid 
metabolism)和膜运输(membrane transport)，菌

株具有丰富的碳水化合物代谢和氮代谢功能。

在大部分途径中，菌株 M6-3 都比另外 2 株细

菌注释到更多的相关基因，表明其在代谢途径

多样性及功能基因多样性上具备优势(图 4)。3 株

细菌都注释到了完整的氮同化-矿化途径，包括

编码硝酸盐 /亚硝酸盐运输系统底物结合蛋白

的 Nrt 基因，编码同化硝酸盐还原酶的 nasAB
基因和编码亚硝酸盐还原酶的 nirB/nirD 基因；

编码谷氨酸脱氢酶的 gdhA/GDH2/gudB 基因、

编码谷氨酰胺合成酶和谷氨酸合成酶的 glnA 和

gltB/gltD 基因等。其中菌株 M6-3 氮代谢相关

功能基因最为丰富，菌株 2-4 在铵固定途径中

注释到 gdhA 和 gudB，M7-15 在该途径中则只

注释到 GDH2 (图 5)。 

3  讨论 
土壤中氮素固定-释放的平衡驱动着土壤

中有效态氮的固存与转化[40]，而微生物对无机

氮的吸收-贮存-释放是保证土壤中氮素长期保

持可利用性的核心[7]，其中微生物驱动的无机

氮同化作用意义重大[5]。2010 年有研究表示无

机氮同化作用或许是被一组相对已经经过选择

的微生物所执行和驱动，而不是由大量看似冗

余的微生物类群来执行[41]；2018 年 Morrissey
等[10]发现在混合针叶林草甸土壤原始微生物类

群中占比较小的低丰度微生物类群在添加外源

无机氮后主导了无机氮同化过程；另有研究也

发现放线菌和腐生真菌等微生物占据氮素同化

微生物类群的大部分，放线菌在氮被大量固定

的土壤中变得更丰富[42-44]；本研究通过向无施

肥处理的酸性旱地红壤添加外源无机氮和易利

用态碳源以刺激无机氮同化微生物的增殖，从而

在短期内富集优势无机氮同化微生物类群，经过

一周的富集预培养后优势氮同化微生物从自然

丰度的 1.96%左右增长到 58.9%–68.1%，在微生

物类群中占据显著优势，然而这些微生物的

OTUs 仅占据土壤总 OTUs 的约 2.06%。酸性旱

地红壤中低丰度微生物类群在无机氮同化过程

中发挥了主导作用。 
为进一步探索这些优势氮同化微生物的无

机氮同化能力，本研究筛选得到 3 株优势无机

氮同化菌株。菌株被回接至灭菌土壤后，在 7 d
富集预培养期内进行了剧烈的无机氮同化作 
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图 3  三株细菌全基因组图谱 
Figure 3  Genomic maps of the three strains. Rings from the outermost to the center: Scale marks of the 
genome; Protein-coding genes on the forward strand; Protein-coding genes on the reverse strand; tRNA 
(black) and rRNA (red) genes on the forward strand; tRNA (black) and rRNA (red) genes on the reverse 
strand; GC content; GC skew. Protein-coding genes are color coded according to their COG categories. 
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图 4  三株细菌基因组 KEGG 注释分类 
Figure 4  The KEGG annotation classification of three bacterial genomes. 

 

 
 
图 5  基于 KEGG 的三株细菌氮代谢途径及相关功能基因 
Figure 5  KEGG nitrogen metabolism pathway and related functional genes of three strains. The green 
indicates genes specific to M6-3, orange indicates genes specific to M2-4, and blue indicates genes common 
to all three bacterial strains. 
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用，该菌株对铵态氮的同化量显著高于对硝态

氮的同化量，以往有关土壤氮转化研究经常发

现 NH4
+比 NO3

–更优先被微生物固定[39-40]，菌株

M6-3 表现出相似的特性。灭菌土壤中添加单一

菌株 M6-3 后，其净氮同化速率(使用有机氮 15N
增加量计算)可以达到(1.28±0.61) mg/(kg·d)。
2021 年研究者发现一株具有强硝酸盐去除能力

的巨大芽孢杆菌，在灭菌土壤中的净氮同化速

率为 0.058 mg/(kg·d)，在未灭菌土壤中的净氮

同化速率为 0.42 mg/(kg·d) [45]；其他研究者发现

在 C/N 为 27 的酸性土壤中，土壤微生物群落对

NH4
+-N 的同化速率约为 4.6–146.0 mg/(kg·d)；

在 C/N 为 15 的酸性土壤中，微生物群落对

NH4
+-N 的同化速率约为 1.4–24.7 mg/(kg·d)[46]；

在橡树林地砂壤土中，微生物群落的氮同化速

率仅为 0.5–1.7 mg/(kg·d)[47]。可见，菌株 M6-3
在土壤中具备较强的氮同化能力。 

细菌基因组信息显示，菌株 M6-3 的基因

组最大、M2-4 次之、M7-15 最小；相应的，菌

株 M6-3 基因组中也包含最多的功能基因。经

KEGG 注释后发现菌株 M6-3 注释到最多的氨

基酸代谢功能基因，菌株可能在氮代谢能力上

具有优势；菌株 M2-4 注释到最多的碳水化合

物代谢功能基因，该菌株可能在碳代谢上具有

优势。3 株细菌在信号传导、膜运输等途径也

注释到大量基因，这些基因有助于菌株在氮代

谢途径中将胞外无机氮转运到细胞内并进行氮

转化与利用[48]，其中菌株 M6-3 有约 1 167 个与

ABC 转运相关的编码蛋白被注释，包括糖 ABC
转运、氨基酸 ABC 转运、组氨酸/赖氨酸/精氨

酸/鸟氨酸 ABC 转运等多种 ABC 转运蛋白，

ABC 蛋白发挥着影响细胞分裂、低分子量的溶

质输入和运输的功能 [49-50]，这对于菌株 M6-3
在土壤中同化无机元素与矿化有机养分有重要

意义。菌株 M6-3 在铵固定途径中注释到编码

谷氨酸脱氢酶(glutamate dehydrogenase, GDH)
的 gdhA 和 GDH2 基因，其介导 GDH 调控的铵

同化过程(glutamate+NH4
++ATP=glutamine+ADP+ 

Pi+H2O)是可逆过程[51-52]，因此 GDH 在氮同化

与矿化过程中都发挥作用，这些为菌株进行无

机氮同化或矿化提供了功能基础。基因 gdhA 编

码的 NADP(H)-GDH 在铵态氮同化中发挥重要

作用[53]，基因 GDH2 则编码 NAD(+)端依赖的

GDH，催化谷氨酸降解形成铵和 α-酮戊二酸酯[54]。

菌株 M2-4 在 GDH 途径注释到 gdhA 和 gudB 基

因，gudB 仅介导谷氨酸分解为铵的过程却不能

介导谷氨酸合成[55-56]。而 M7-15 在该途径中只

注释到 GDH2 基因，但细胞内铵态氮的增加会

导致 GDH2 的表达量减少进而减弱 M7-15 在该

途径的功能[54]。土壤回接培养实验与全基因组

分析都证明本研究发现的菌株 M6-3 可在酸性

旱地红壤无机氮同化过程乃至化学氮肥固定过

程中发挥重要作用。 

4  结论 
(1) 本研究从酸性旱地红壤中分离到 3 株优

势无机氮同化细菌菌株，分别是 Burkholderia sp. 
M6-3、Bacillus funiculus M2-4 和 Arthrobacter sp. 
M7-15。3 株细菌在土壤中属于低丰度类群，其 16S 
rRNA 基因丰度仅占所有细菌的 0.20%–0.94%；而

施用无机氮素一周后，土壤好氧培养实验证明，

3 菌株所属细菌群落 16S rRNA 基因相对丰度增

长至 58.9%–68.1%，证实其无机氮同化生长能力。 
(2) 15N 标记实验发现，在灭菌酸性旱地红

壤中接种菌株 M6-3、M2-4 和 M7-15，其无机

氮同化速率分别达到 (1.28±0.61)、 (0.17±0.07)
和(0.16±0.02) mg/(kg·d)，其中菌株 M6-3 的无

机氮同化能力最强。 
(3) 全基因组测序结果显示，3 株细菌均注

释到完整的氮同化-矿化代谢途径。菌株 M6-3
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基因组最大(8 155 157 bp)，编码基因数量最多

(7 989 个)，其在代谢途径多样性及氮代谢功能

基因多样性上具备优势，因此表现出更强的无

机氮同化潜力。 
(4) 本研究证实在土壤无机氮同化过程中

低丰度微生物发挥重要功能，并从菌株基因组水

平上揭示了无机氮同化代谢过程。上述结果可为

酸性旱地红壤农业利用过程中化学氮肥应用及

其转化过程研究提供菌株资源和理论依据。 
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