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摘要：【目的】研究施用无机氮肥对小麦田土壤 -&’, 型反硝化细菌多样性的影响。【方法】通过构建反硝化细
菌亚硝酸盐还原酶 -&’, 基因克隆文库，采用限制性片段长度多态性（N*>,/@A,@9; J/<O-*;, P*;O,7 Q9=F-9/+7@>-，
NJPQ）技术分析了施氮肥处理和不施氮肥处理土壤中 -&’, 型反硝化细菌的多样性。【结果】两种处理各自分
别得到了 $H 个可操作分类单元（R+*/<,@9;<= I<D< S;@,>，RIS>），其中有 " 个 RIS>在两个处理中相同。虽然两
种处理中 -&’, 反硝化细菌的香农E威纳指数，)@-+9;指数，丰富度指数，均匀度指数相近，但是土壤的 RIS 类
型发生了很大变化。通过对施氮肥处理 -&’, 文库中 ## 个代表性 -&’, 克隆子的序列分析，有 #% 个克隆子与
数据库中的 -&’, 序列的相似度在 H&T U "4T之间，有 # 个序列在数据库中找不到相似序列。【结论】施氮肥
在短期内显著改变了土壤中 -&’, 型反硝化细菌群落结构的构成。
关键词：反硝化细菌；-&’, 克隆文库；NJPQ分析；小麦土壤
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反硝化作用是某些细菌在无氧或微氧条件下以

1R’
& 或 1R’

$ 作为电子受体进行呼吸代谢获得能

量，同时将 1R’
& 或 1R’

$ 还原为 1$R 或 1$ 的过

程［#］。反硝化作用既是土壤氮肥损失的途径之一，

又是温室气体 1$R 的主要来源。土壤的反硝化作

用主要是由反硝化细菌引起的，反硝化细菌是一个

生理类群，在分类上主要分布于 ./012(3(-$"0$0、
40&//0’&$"0$0、 4&#’()$"#0’$"0$0、 56(2(/7&’&**$"0$0、
8$"&**$"0$0、9:#(76$+$"0$0、,7&’&*0$"0$00、56&;()&$"0$0、
<$*()$"#0’&$"0$0 等科［$］。由于反硝化细菌类群的多
样性，用传统的培养方法和 #2) /W1V的方法不能够
很好地研究土壤中的反硝化细菌的结构和多样性。

功能基因如亚硝酸还原酶基因 -&’ 已开始应用于多
种生境下反硝化细菌群落结构的研究［& ’ !］。亚硝酸

盐还原酶是反硝化过程中一个重要酶，在反硝化细

菌中，存在着两种编码亚硝酸盐还原酶的基因：-&’=
和 -&’,［4］。这两种基因在土壤反硝化细菌中广泛存
在［2 ’ H］。

土壤中的氮含量是影响土壤反硝化作用的一个

因素，无机氮肥的施入能够在短期内改变土壤中速

效氮（1XK
! 和 1R’

& ）的含量，引起土壤中反硝化作用

的变化［( ’ "］。目前国内主要用实验室培养法和 YQ1
法来研究土壤中反硝化细菌数量和反硝化活性的变

化［#% ’ #$］，对于土壤中的反硝化细菌的分子群落结构

的研究还未有报道。本实验选用特异引物扩增土壤

反硝化细菌 -&’, 基因，实验采用 -&’,E Q3NENJPQ 方
法，研究了施用无机氮肥对土壤中 -&’, 型反硝化细
菌多样性的影响。



! 材料和方法

! "! 研究区概况
采样地点位于山西省运城市董村农场中澳国际

合作项目的实验田（!"#$$%&、’’$#’(%)）。该区属黄
河中游、汾河下游，海拔!"* +，’**( , -$$( 年的平均
年降水量.-! /( ++，大约 0$1的年降水集中在夏、
秋两季，日照 - !2$ 3，年平均气温 ’! /’4，无霜期
--$ 5。供试土壤为潮褐土，土壤质地为粉砂质粘土，
其中粘粒（ 6 $ /$$- ++）为 !( /!"1，粉粒（$ /$- ++
, $ /$$- ++）为 ". /$"1，砂粒（- ++ , $ /$- ++）为
’. /.-1。土壤的灌溉方式为喷灌。实验设立两个
处理，分别为土壤施氮肥处理（789&）和土壤不施氮
肥处理（78&&），施氮肥量为-.$ /0( :;<3=。施肥时间
为 -$$0 年 ! 月 -$ 日。
! "# 土壤样品
土壤样品采样时间为 -$$0 年 ! 月 -* 日。在每

个实验处理中采集 ’- 个土柱，采集深度为$ >+ ,
-$ >+，所有采集土柱混合均匀后，一部分风干过
- ++筛，置于 ? -$4冰箱冻存，另一部分用于土壤
速效氮含量分析。

! "$ 土壤中 %&’
$ (%和 %)*

+ (%的测定

参照鲁如坤实验方法［’!］，具体步骤为：取"$ ;土
壤，加入’$$ +@- +AB<@ CDB，在 !$4、’0$ E<+FG下浸提
’ 3；用定性滤纸过滤，取’$ +@滤液，用 H;I8代氏合金
蒸馏法测定土壤中硝态氮（&I?

! 8&）与铵态氮（&JK
" 8&）。

! "+ 土壤总 ,%-的提取与检测
采用直接法提取土壤总 L&M，方法主要参照周

集中的 NLN裂解法［’"］。L&M粗提物用 $ /01胶浓度
的琼脂糖凝胶电泳检测。每个处理样品 ! 个重复，
然后混合 L&M 粗提液，用 L&M 纯化试剂盒纯化。
纯化试剂盒购自 MOP;QGQ 生物技术（杭州）有限公司
（MOP;QGQ 7FARQ>3GABA;P（J=G;S3AT）DA U @R5 U）。
! ". !"#$ 克隆文库建立与分析
采用 !"#$ 基因引物 D5!=V（WX（D<W）MMDWX（D<

W）MMWWM（M<W）MD（D<W）WW）和 Y!>5 WM（D<W）
XXDWW（M<W）XW（D<W）WXDXXWM 扩增土壤中的 !"#$
基因［(］。扩增反应体系：纯化后 L&M -!@，’$ Z

7T[[QE - /2!@，5&X\]（’$ ++AB<@）$ /2!@，上游引物
和下游引物各 $ /2!@（-$ ++AB<@），X=^ 酶（2 9<!@）
$ /’-2!@，补去离子水至-2!@。\DY 扩增条件：*"4
预变性" +FG，*"4变性"2 ]Q>，2(4退火’ +FG，(-4
延伸’ +FG，’$ 个循环，开始 ’$ 个循环每个循环退火
温度降低 ’4，后 -2 个循环的退火温度为 2-4，最
后 (-4延伸. +FG。每个样品 L&M 做 ! 个重复，然后
混合所有的 \DY 样品，以消除 L&M 提取的偏差和
\DY扩增的偏差。扩增产物用 ’ /21的琼脂糖凝胶
电泳回收，用纯化试剂盒纯化。通过 XM 克隆技术
将扩增的 !"#$ 片段转化到 % / &’(" LJ2"中，蓝白斑
筛选分别挑取 ’$$ 个白色克隆，建立 !"#$ 克隆文
库，克隆文库通过 M+_E 平板保藏。大肠杆菌

（%)&*+#"&*", &’("） LJ2" 为 本 实 验 室 保 存 菌 种；
_HL’*8X ]F+_BQ ‘Q>RAE 购自宝生物工程（大连）有限
公司（X=C=Y= 7FARQ>3GABA;P（L=BF=G）DA U @R5 U）；\DY
引物由上海捷瑞生物技术公司合成。

! "/ 群落结构计算方法和系统学分析
酶切图谱分析方法：丰富度：- a（ $ ? ’）<BG.；

$：!"#$ 酶切产生的总类型数；.：总克隆数。香农8

威纳指数：/ a ? !
)

" a ’
0" Z BG0"；0"：第 " 种酶切类

型出现的频率，0" a ." <.；."：为第 " 种酶切类型

所包含的克隆数。均匀度：% a / </+=O，/+=O为最大

多样性。文库的库容的计算公式为：1 a ’ ? !( <.，
. 代表 !"#$ 文库总克隆数，!( 代表在文库中仅出现
一次的 IX9的数量。
! "0 序列比对和核酸序列注册登陆号
部分 !"#$ 克隆子经测序后，测得序列输入

WQG7=G:后，用 7@MNX 进行序列比对。序列登录号
为 Vb.22’*28Vb.22’**；Vb.22-$$8Vb.22-$2。

# 结果和分析

# "! 土壤速效氮含量分析
施肥土壤和不施肥土壤的 &JK

" 8& 和 &I?
! 8& 浓

度有明显差异（表 ’）。在施氮肥处理中，&JK
" 8& 浓

度比不施氮肥处理高 ** /(1，&I! 8& 浓度比不施氮

肥处理高 !!2 /.1。
表 ! 不同施肥处理土壤基本性质

X=cBQ ’ 7=]F> _EA_QERP A[ ]AFB FG 5F[[QEQGR REQ=R+QGR

]AFB ]=+_BQ
&J K

" 8& >AG>QGRE=RFAG<

（+;<:; 5EP ]AFB）

&I ?
! 8& >AG>QGRE=RFAG<

（+;<:; 5EP ]AFB）
d=RQE >AGRQGR<1 _J e=BTQ

fFR3 GFREA;QG REQ=R+QGR（789&） ’2 /.2 g ’/$2 2$ /0. g -/$0 ’! /0 0 /!.
fFR3ATR GFREA;QG REQ=R+QGR（78&&） ( /0" g ’/-2 ’’ /(! g -/2$ ’! /! 0 /!-

"$-’ hT3T= HA QR =B U < 2&3, 4"&#’5"’(’6"&, $"!"&,（-$$*）"*（*）



! "! !"#$ 基因的 #$%结果
反硝化细菌 !"#$ 基因的扩增片段长度在!"# $%

左右，在施氮肥土壤和不施氮肥土壤中都能够得到

!"#$ 基因目的条带。

图 & !"#$ #$% 结果
&’( ) * +,- !"#$ ./0 1-2345 ) 6：6718-1；/9：:;<51;4；*=>；?=@A；!=

B：?=AA )

! "’ !"#$ 基因的 %()#分析
! "’ "& <’1C文库中克隆子的分布：在不施氮肥处理
中的 D# 个阳性克隆子中，通过 %&’!和 ()*!双酶
切分型，一共得到了 "D 个 E+@2（图 "=F），其中有 D
个 E+@2只含有一个克隆子，有 D 个 E+@2 含有 # 个
以上的克隆子，其余的 *> 个 E+@2 的克隆子数目为
"个或者 > 个。在施氮肥处理的克隆文库中，得到
了 B" 个阳性克隆子，通过 %&’!和 ()*!双酶切分
型，得到了 "D 个 E+@2（图 "=?）。其中有 ** 个 E+@2
只有一个克隆，# 个 E+@2 含有 " 个克隆子，有 ** 个
E+@2有 > G # 个克隆子。在两个处理中，一共有 H
个 E+@2相同（表 "），其在施肥处理克隆文库中所占
比率为 !> IJK，在不施肥处理克隆文库中所占比率
为 #* IDK。在两个处理中，有 # 个 E+@2（L*、L#、
L*M、L">、L"）的比率发生了比较大的变化（表 "）。

图 ! 不施氮肥（*）和施氮肥（+）处理 !"#$ 克隆文库中各

克隆子的分布

&’( ) " +,- N’251’$35’;< ;O :4;<-2 ’< !"#$ :4;<- 4’$171P ’< 51-75Q-<5

R’5,;35 <’51;(-< O-15’4’S-1（F）7<N R’5, <’51;(-< O-15’4’S-1（?）)

! "’ "! !"#$ 型反硝化细菌多样性估计：为了判断所
分析的克隆子数目是否真正代表了克隆文库中 !"#$
型反硝化细菌基因的多样性，将酶切分析过程中所

累积的 E+@ 数目作为已分析 !"#$ 克隆子数目的函
数并作图，通过分析发现，不施氮肥处理土壤 !"#$

图 ’ 不施肥处理（*）和施肥处理（+）,-./ 细菌群落结构

及其多样性估计

&’( )> T25’Q75’;< ;O N’U-12’5P ’< !"#$ $7:5-1’7 :4;<- 4’$171P ’< 51-75Q-<5

R’5,;35 <’51;(-<（F）7<N R’5, <’51;(-<（?）

克隆文库在完成 DM 个克隆检测以后，再检测到新的
E+@的几率就下降到了一个较低的水平（图 >=F）。
施氮肥土壤 !"#$ 克隆文库在完成 BM 个克隆以后，
再检测到新的 E+@ 的水平就下降到了较低的水平
了（图 >=?）。这说明，本文采用的酶切分析强度已
可以用来检测文库中的优势 E+@。
! "0 部分克隆子的测序与分析
为了解施肥土壤中 !"#$ 型反硝化细菌的详细

信息，从施肥处理中出现频率高和出现频率低的

E+@里面挑选代表性克隆子（包括两个处理中所有
相同的 E+@2），对其中插入的 !"#$ 基因进行测序，所
得测序结果输入 V-<?7<8 数据库中进行序列比对
（表 "），结果显示：除 * 个文库在数据库中找不到相
似的序列，其余序列与数据库中序列的相似性为

D>K W H#K，绝大部分相似克隆子来源于土壤环境
样品中。

’ 讨论

反硝化细菌中有两种类型的亚硝酸还原酶：

!"#$ 基因编码的以细胞色素 :N* 为辅基的亚硝酸还
原酶，!"#+ 基因编码的以铜为辅基的亚硝酸还原
酶［#］。虽然有研究表明，在土壤环境中更容易检测
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表 ! 与测序克隆 !"#$ 序列最相似的 "#$%基因库中微生物种类
!"#$% & ’(%)*%+ ,- #").%/*" 0*.1 !"#$ +%23%4)%+ *4 .1% 5678 9%47"4: ;"."#"+% <,+. +*<*$"/ ., .1% )$,4%+ ,- +,*$ +"<($%

=!> ’*?% ,- )$,4% /".*, ,- )$,4%@A
7B>5

/".*, ,- )$,4%@A
7B55 5%"/%+. /%$".*C%，’*<*$"/*.D@A

EF GGG HI& J IK >4)3$.3/% +,*$ !"#$ )$,4%，JL
EG GFF J IF M IH >4)3$.3/% +,*$ !"#$ )$,4%，JL
EN GFG J IF G IK >4)3$.3/% ").*C".%; +$3;O% !"#$ )$,4% ，JN
EL GFF G IJ G IJ >4)3$.3/% +,*$ !"#$ )$,4%，JN
EFK GFF H I& J IF >4)3$.3/% +,*$ !"#$ )$,4%，JN
EFF GFF G IK P IN >4)3$.3/% +,*$ !"#$ )$,4%，MN
EF& GFG & IL F IP >4)3$.3/% +,*$ !"#$ )$,4%，MK
E&H GKJ F IP P IL %&#&’(’’)* +,!"-#"."’&!* QEF&&&，LH
E& G&F J IF & IL 5,. ;%-*4%;
EFM GFF P IN K >4)3$.3/% <"/*4% +%;*<%4. !"#$ )$,4%，JH
E&F GFF H I& K >4)3$.3/% O/,34;0".%/ !"#$ )$,4%，JP

到 !"#/ 基因［FN］，但本实验采用 !"#/ 基因引物对
RF"63：SH63和 4*/TBFR：4*/TBNS 并未扩增出 !"#/ 基
因，!1/,#U):等［L］使用这两对引物从多种土壤样品
中成功的扩增出了 !"#/ 基因，这是否是引物偏好性
造成的还不确定。SV+)1 等［FP］用了多种引物没能从
酸性森林土壤中扩增到 !"#/ 基因，认为酸性 (W 对
于 !"#/ 型反硝化细菌有选择性。本实验土壤是
(WJ IG 左右的盐碱土，可能高 (W 值也对 !"#/ 型反
硝化细菌有选择作用，不适合 !"#/ 型反硝化细菌的
生长。

尿素施入土壤后，尿素在土壤脲酶的作用下，经

由氨基甲酸水解成 5WH，再经质子化转变为 5WX
G ，

5WX
G 经过硝化作用转变为 5=Y

H ，土壤中 5=Y
H 含量

增高，能够增加土壤中反硝化作用［J，M，FN，FL］。土壤中

反硝化细菌的分布与土壤环境中 5=Y
H B5 浓度密切

相关［FJ Y FM］，土壤反硝化作用是由反硝化细菌引起

的，反硝化作用的增强，表示土壤中反硝化细菌的活

性发生了改变或者反硝化细菌的群落结构发生了改

变。虽然在两种处理下只有 M 个 =!>+相同，但其比
率占据了各个克隆文库的一半左右。在共同的

=!>+ 中，EF、EFK、E&H、EN、E& 发生了比较大的变
化，施氮肥后 EF、EFK、E&H 有所降低，EN、E& 则有所
升高，EN、E& 等 =!>+ 代表的反硝化细菌类群可能
更适合在高 5WX

G B5 和高 5=Y
H B5 的环境中生长。

R"$:等［&K］认为在海洋沉积岩和海水中 !"#$ 反硝化
细菌与环境条件（=&，5=

Y
H ，’

& Y ）有很大关系，反硝化

细菌具有位点特异性，如果环境条件相同则 !"#$ 反
硝化细菌会有重叠。在本研究中，除了氮肥的使用

以外，两种土壤的所有处理均完全相同，无机氮肥的

使用增加了土壤中的速效氮（5WX
G B5、5=Y

H B5）含量，

这可能导致土壤局部环境的改变，影响了土壤 !"#$
型反硝化细菌的群落结构。虽然两种处理下土壤

!"#$ 型反硝化细菌发生了很大的变化，但两种处理
下土壤反硝化细菌的一些生态学指数如 $0&!!(!B
1",!,# 指数、$"23*(! 指数、均匀度指数、丰富度指数
在不同的 !"#$ 克隆文库中并没有明显的差别（表
H）。这表明，施氮肥处理虽然改变了土壤中 !"#$ 型
反硝化细菌的群落结构，但未改变 !"#$ 型反硝化细
菌的多样性，不同类型的反硝化细菌对无机氮肥的

反应不同而导致了 !"#$ 反硝化细菌群落结构改变。
表 & !"#$ 基因生态学多样性指数
!"#$% H Z),$,O*)"$ *4;%[%+ ,- !"#$ O%4%

’"<($% 5, \ =!> 6$,4% ),C%/"O%@A $0&!!(!B1",!,# *4;%[ ’*<(+,4 *4;%[ ZC%44%++ S*)14%++

7B55 &L MKIL H IFH K IMN K IMN P IK&
7B>5 &L J&I&N H IKL K IMH K IMH P I&M

!"#$ 测序结果表明，这种土壤中的 !"#$ 基因与
数据库中现存的序列相似性不高，且绝大部分序列

与从土壤环境中得到的 !"#$ 序列有较高的相似性。

Q/*%<]等［P］研究了两种不同的森林土壤后发现，!"#$
基因片段与数据库中已知的反硝化细菌 !"#$ 基因的
序列相似性低于 JKA，这种情况的出现可能有以下
原因：F I 数据库中土壤环境样品中的反硝化细菌

!"#$ 序列较少，以往的研究认为，!"#$ 型反硝化细菌

主要存在于海洋环境中［G，L，FN］，大量的研究工作集中

于海洋生态系统中 !"#$ 型反硝化细菌的研究，这就
使数据库中来自土壤环境的 !"#$ 序列较少。& I
!"#$ 基因的分布与样品所处的环境类型有关，不同
的环境类型其 !"#$ 基因序列存在着非常大的差异，
即使在相同的土壤环境中，!"#$ 基因的序列也存在
很大的不同［P］。H I 土壤中的反硝化细菌的种类很
多，且绝大部分还是不可培养的，现在的纯培养的方

PK&F ^313" _, %. "$ \ @ 4’-& 5"’#(6"(7(8"’& $"!"’&（&KKM）GM（M）



法还不能够培养土壤中的绝大部分反硝化细菌，

!"#$%"等［&］通过富集培养后发现，富集后的 !"#$ 型
反硝化细菌类群与海洋环境样品中的 !"#$ 反硝化类
群有很大的差别，新培养方法的应用对于新的反硝

化细菌的鉴定非常重要。在本实验中，所有测序的

结果 只 有 ’ 个 ()* 与 可 培 养 的 %&#&’(’’)*
+,!"-#"."’&!* 有 +,-的相似性，这就说明，此种土壤中
绝大部分 !"#$ 反硝化细菌是不可培养的。

! 结论

通过 ./01023.方法研究了无机氮肥对于土壤
!"#$ 反硝化细菌群落多样性的影响，无机氮肥对土
壤中 !"#$ 型反硝化细菌群落结构有很大影响，但是
对 !"#$ 型反硝化细菌丰富度没有影响。两种处理
中都存在着丰富的 !"#$ 型反硝化细菌，但 !"#$ 基因
测序结果显示其序列与数据库中 !"#$ 序列相似性
低。在这种土壤中，存在着的绝大部分 !"#$ 反硝化
细菌还是不可培养的。
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(Q\-年创刊以来所有文章全文上网
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