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长期施用氮肥对水稻土亚硝酸还原酶基因多样性的
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摘要: 以中国科学院桃源农业生态试验站长期定位试验的土壤样品为对象 ,采用 PCR扩增、克隆测序等分子生物学技术, 研究

长期施氮肥对水稻土亚硝酸还原酶基因 nirK、nirS多样性的影响. 序列分析结果表明,从水稻土中克隆的系列 nirK 基因片段与

NCBI数据库中未知菌种的 nirK 基因相似性较高, 平均达 901 7% ; 而 n irS基因片段与数据库中已知的 n irS基因相似度低,平均

7417% .通过 Chao1估计值预测, nirK 基因在不施肥处理 ( CK )、施氮肥处理 ( N )中分别有 58 ? 13和 49 ? 9个不同的 OTU s,而

nirS基因在 CK处理、N处理中分别有 49 ? 10和 132 ? 43个不同的 OTU s. Chao1预测曲线 95%置信区间 ( 95% C Is)显示,氮肥

施用显著提高了 nirS基因的多样性, 而对 nirK基因多样性则无显著影响. L IBSHUFF分析比较 N、CK处理克隆文库间的差异,

结果显示 nirK 基因处理间群落结构差异 p < 01022,达到显著水平; 而 nirS基因处理间的群落结构无显著差异. 系统发育分析

显示, nirK、nirS基因的系统发育树分别可分为 3个及 4个大簇. 施用氮肥导致 nirK、nirS克隆有不同程度的聚集, 说明氮肥改

变了 nirK 和 n irS基因群落结构,其中氮肥对 nirK 基因群落结构的影响更大. 总体来说, 氮肥的施用对水稻土 nirK 基因群落多

样性无显著影响,但明显提高 nirS基因群落的多样性;而长期施氮肥使含 nirK基因的反硝化菌群落结构发生显著变化,对 n irS

基因群落结构则无显著影响.
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Abstrac t: In o rder to investiga te the effec ts o f long- term application of n itrog en fertilizer on so il den itr ify ing comm un ities, the diversities

o f nir genes ( n irK and nirS ) w ere stud ied using m olecu lar approaches in the long- term paddy field experim ent ( started in 1990)

located in T aoyuan. A na lysis o f c lone sequences indicated that the nirK fragm en ts from paddy so il show ed c lo se sim ilarity ( 90. 7% ) to

the n irK sequences reg istered in G enBank database, bu tw ere no t re lated to any known strain. W hereas, m ost o f the nirS clones show ed

low s im ila rity ( 74. 7% ) to the nirS gene fragm ents reg istered in G enBank. T he Chao1 estima tes show ed that the d ive rsity o fn irK gene

comm un itiy appeared to be h igher in CK treatment [ ( 58 ? 13) OTU s]  than in N trea tm en t [ ( 49 ? 9) OTU s], but the d ifference w as

not sign ificant. H ow ev er, application of nitrogen fe rtilizer resulted in sign ificant difference o f n irS- comm un ity compared to CK.

N itrogen fertilizer had obvious effect on the comm un ity struc ture o f nirK-den itr ifiers ( p < 01 022) , but the nirS-con taining comm un ity

w as not affected. Based on phylogenetic analysis, nirK c lones g rouped into three c luste rs w ith agg regations of som e OTU s cloned from N

treatment. A lthough nirS c lones g rouped into four c lusters, the m a jo rity o f the c lones w ere attr ibuted in one cluster. T he resu lts

suggested that app lication of n itrogen fer tilizer had a greater influence on the d iversity o f nirS-con tain ing bac terial community than that

o f the nirK . H owever, the comm un ity structure of nirK-containing denitrifiers w asm ore sensitive to n itrog en fertilization than tha t o f the

nirS.
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  氧化亚氮 ( N 2O )作为仅次于 CO2 和 CH4 的管

制温室气体,产生的温室效应已经引起人们的广泛

关注. 据估算, 75%的 N 2O来自于人类生产食物的

过程, 其中有 36%来自于施用合成氮肥的农田
[ 1 ]

,

而一大部分是由土壤微生物主导的硝化、反硝化作

用所产生的.水稻田在非淹水条件下,主要为硝化作

用,淹水条件下则以反硝化作用为主
[ 2]

.

反硝化过程是微生物在少量氧或微量氧存在的

条件下, 以氮氧化物 NO
-
3 作为电子受体, 将其还原

为气态 N 2的过程, 是土壤氮损失的一个重要机制,

在氮循环中起着非常重要的作用
[ 3, 4]

.土壤中能产

生含氮气体化合物的微生物有 3类: 异化反硝化细

菌、非反硝化发酵性细菌和真菌、自养型硝化细菌.

其中异化反硝化细菌是导致厌氧土壤氮素损失的主

要作用者
[ 5]

.

反硝化过程主要由 4种不同的酶主导: 硝酸盐

还原酶、亚硝酸还原酶、一氧化氮还原酶、氧化亚氮

还原酶.其中由亚硝酸还原酶诱导,将亚硝酸还原成

一氧化氮的反应,是区分反硝化菌和硝酸盐呼吸菌

的第一步, 后者不会将硝酸还原成气体
[ 6]

. 作为反

硝化过程中的关键酶, 亚硝酸还原酶可以作为反硝

化菌的分子标记
[ 7]

.亚硝酸还原酶有 2种不同的结

构形态:其中一种酶由含铜基 ( Cu-n ir)的 nirK 基因

编码, 另一种由含有亚铁血红素 c和 d1 ( cd1-n ir)的

nirS基因编码. Coyne等
[ 8]
对反硝化菌中亚铁血红

素 cd1及含铜的亚硝酸还原酶的分布进行了研究,

发 现 Alcaligenes eu trophus、Bacillu s azo toformans、

Brady rhizobium japonicum、Corynebacterium nephridii、

Rhizob ium spp. 这些细菌中含有含铜的亚硝酸还原

酶, 而 Aquasp irillum itersonii、F lavobacterium spp. 、

P seudomonas f luorescens有含亚铁血红素的亚硝酸还

原酶. nirS编码的酶主要在 P seudomonas菌株中占优

势,在不同菌株中分子量大小相似,形态结构相对保

守.而 nirK 基因在许多亲缘关系较远的菌株中存

在,且分子量变化较大.这 2种基因在特定的菌株中

存在互斥的现象,但在一些菌种的不同菌株中分别

存在.

近年来,已有不少关于 nirK及 nirS基因多样性

的研究. Braker等
[ 7]
发现普季特湾 ( Puget Sound)沉

积物中 nirS 基因的多样性高于华盛顿郊区

(W ash ing ton m arg in)沉积物中 nirK、nirS基因的多样

性. Sharm a等
[ 9 ]
发现 nirK 基因可顺利从豆科植物的

根系土壤中扩增,且与数据库中已有 nirK 基因序列

不同, 但没有扩增到 nirS基因.而W o lsing等
[ 10]
观察

到施肥后耕地土壤中的 nirK 基因反硝化菌群落结

构受到季节变化的影响. 目前, 关于长期施肥对 nir

基因多样性影响的研究还不多, 因此本研究主要探

讨长期施用氮肥对土壤 nir基因多样性的影响.

以传统的微生物分离培养方法来研究土壤微生

物种群结构, 会导致微生物多样性信息的严重丢

失
[ 11]

. 随着分子生物学技术的发展, 使人们从分子

水平更全面地认识土壤微生物多样性特征及变化成

为可能.利用微生物分子生态学方法从桃源长期施

肥定位实验点土壤样品中扩增 nirK 及 n irS基因片

段, 通过分析 nir基因多样性及系统发育关系, 研究

长期单施氮肥对土壤反硝化群落的影响,以期为研

究水稻土长期施肥对 N2O排放的影响提供依据.

1 材料与方法

1. 1 供试土壤与施肥处理

供试土壤为第四纪红色粘土发育的水稻土, 采

自始于 1990年的中国科学院桃源农业生态试验站

长期定位试验田.试验设 2种施肥处理:对照 ( CK ),

不施肥;单施氮肥 (N ),施用尿素 40616 kg /hm
2
, 折合

纯 N 183 kg /hm
2
.每个处理设有 3个重复小区. 该试

验点从 1990年以来按上述施肥方法,保持长期定量

施肥,实行早稻-晚稻一年两季的种植制度. 2006年采

样时,取土壤样品测其基本理化性质 (表 1).

表 1 桃源试验点土壤主要基本性质 1)

Tab le 1 Soi lb as ic propert ies for the long-term experim ent

s ite in Taoyu an

处

理

有机质

/g# kg- 1

铵态氮 (NH +
4 -N )

/ m g# kg- 1

硝态氮 (NO -
3 -N)

/mg# kg- 1

pH

( H2O )

CK 31. 26 ? 1. 96 3. 35 ? 0. 91 0116 ? 0. 02 5. 17 ? 0. 14

N 34. 32 ? 1. 78 6. 07 ? 1. 18* 3116 ? 0. 2* 5. 17 ? 0. 18

1 )* 代表同一项数值差异显著 (p < 0105 )

1. 2 土壤样品采集及分析方法

于 2007年 3月采集各处理表层 ( 0~ 20 cm )土

样. 采样时每小区采 5点组成一个样, 混合均匀后,

迅速用锡箔纸包好装入布袋并置于液氮中, 运至实

验室, 经冷冻干燥机 ( NEOCOOLE yam ato)干燥后,

在无菌碾钵中捣成粉末状,除去动植物残体等杂质,

装入无菌离心管中备用. 土壤 DNA提取方法参考

SDS-G ITC-PEG法
[ 12, 13 ]

.

1. 3 简并引物设计
引物设计方法如下: 首先从 NCB I数据库

( N ational C enter for B iotechno logy Inform ation

database, http: / /www. ncb.i nlm. nih. gov / )中选择一

些已有的不同种类微生物的 nirK、nirS基因氨基酸
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序列, 选择的微生物种类必须来自环境样品.本试验

选择了 16个 nirK 基因和 19个 n irS基因的氨基酸

序列 ( nirK: YP _473141、AAB05880. 1、NP _435927、

ABR64876、BAA02440、CAA88564、NP _949481、YP_

674799、NP _948645、YP _665890、YP _782977、YP _

610634、YP _ 001167793、Q06006、YP _262569、YP _

001372908; nirS: AAZ43111、P24040、CAM 74253、YP

_420758、YP_313835、YP _157499、YP _841789、NP_

249210、AAG34381、YP _ 986168、YP _ 286474、YP _

585313、YP _ 286522、AAA93118、ZP _ 00967225、

P72181、YP_423528、YP _299202、ZP_00053843). 利

用 C lustaWl 2 ( http: / /www. eb.i ac. uk /Too ls/

clusta lw / index. htm l)在线软件对这些序列进行比

对,找 2段位置合适的保守氨基酸区域,分别用来设

计上游和下游引物. nirK、nirS引物扩增的目的片段

长度分别为 540 bp和 710 bp,引物序列如下.

nirKF: 5c-TTYGTSTAYCAYTGYGCVCC-3c
nirKR: 5c-SCYTCGATVAGRTTRTGRTT-3c

nirSF: 5c-TGCGYAARGG IGCNACBGGCAA-3c

nirSR1: 5c-GCBACRCGSGGYTCSGGATG-3c

nirSR2: 5c-GCBACRCGSGGYTCSGGGTG-3c
1. 4 nir基因片段的 PCR扩增

利用引物对 nirKF-n irKR、n irSF-n irSR1和 n irSF-

nirSR2别进行 nirK、nirS基因片段扩增. PCR反应体

系为 50 LL, 其中含有 60 ng DNA模板, 10 mmo l /L

的 dNTP 2 LL, 10 Lm ol/L的上下游 nirK ( nirS )基因

引物各 2 LL, 5 LL的 10 @ buffer, 2 U Taq (天根,中

国 ) .采用 /降落 0 PCR扩增, 所用仪器为 Eppendorf

M astercyc ler(M ode-l 5333). nirK 基因扩增的具体条

件为: 95e 预变性 5 m in, 95e 30 s, 57e 45 s, 72e

1 m in, 3个循环; 紧接着每 3个循环退火温度降低

2e ,直到退火温度为 49e 为止; 然后 47e 循环 25

次;最后 72e 延伸 10 m in.而 nirS基因的扩增条件

为: 95e 预变性 5 m in, 94e 30 s, 60e 45 s, 72e 1

m in, 3个循环; 接下来退火温度每 3个循环降低

1e ,直到 54e ,然后 53e 循环 22次;最后 72e 延伸

10 m in. PCR产物用 110%的琼脂糖凝胶电泳后,利

用紫外投射仪 M ode lM-26( UVP, U SA)成像.

1. 5 克隆测序
用试剂盒 (W izard SV G el and PCR clean-up

System s, Prom ega )回收目标片段, 并根据说明, 用

pGEM-T载体试剂盒 ( Prom ega Co rp, U SA)对回收的

目标片段克隆,转化到大肠杆菌 ( DH-5A)中
[ 14]

. 挑

选白斑,用载体 pGEM-T特异性引物 M 13F和M 13R

对克隆产物进行 PCR扩增, 经电泳筛选有期望大小

片段的克隆. 每个处理均大概选择 60~ 70个克隆,

送上海英骏生物技术有限公司广州分公司测序.

1. 6 序列分析

将测序结果进行分析, 筛选序列相似度 > 98%

的序列,将其看作同一可操作分类单元 ( operationa l

taxonom ic uni,t OTU ). 然后利用软件 C lustal X

( 1183 )和 M EGA ( 410 ) 中的邻接法 ( Ne ighbor-

Jo in ing)分别建立 nirK 和 nirS基因的系统发育树,

进行系统发育分析. 选择来自 N eisseria gonorrhoeae

( accession no. M 97926 ) 的 aniA 基 因 和 P.

aerug inosa的 nirN gene ( accession no. D84475)分别

作为 nirK 和 nirS基因的外类群
[ 15]

. 本研究提交的

所有 nir 基因序列在 GenB ank 中的登录号为

FJ204477- FJ204532.

1. 7 克隆文库的数据分析

OTU代表着克隆文库中不同的基因型, 根据这

些分析数据,可计算库容及 Chao1指数.基因文库库

容计算方法参考文献 [ 16]的方法. 另外, 根据所有

测序的克隆数中累计的不同 OTU s的个数, 用

E st im ateS w in7151软件计算 Chao1估计量, 并绘制

预测曲线,指示 nirK 及 nirS基因在不同处理下的多

样性.由于预测曲线为非正态分布,利用对数转化来

计算 Chao1估计量的 95%置信区间 ( 95% C Is)
[ 17]

.

由不同施肥造成的基因文库遗传差异,可通过

比较文库同源与异源的距离差值, 即 LIBSHUFF分

析方法 ( http: / / libshuf.f m ib. uga. edu / ) 来分析.

L IBSHUFF方法比较 2个基因文库间 (X 与 Y )的差

异,是通过比较同源覆盖曲线 CX (D )与异源覆盖曲

线 CXY (D )之间的差值 $C来实现的. 2个基因文库

越相似,则 CX (D )与 CXY (D )值越接近, 即 $C值越

小. L IBSHUFF分析结果得到的概率 a, 需通过公式

p= 1- ( 1- a )
2( 2- 1)

转换, p < 0105则差异显著, p <

0101则差异极显著
[ 18, 19]

.

2 结果与分析

2. 1 序列分析

通过分子生物学技术扩增和克隆长期不施肥和

单施氮肥处理土壤样品中的 nirK、nirS基因片段, 分

别挑选了 121个 nirK 克隆和 139个 n irS克隆进行

测序.其中 9518%的 nirK 克隆与 NCB I数据库中的

nirK基因序列片段相比呈较高的相似性 (表 2) , 达

80% ~ 95% (平均 9017% ),但这些序列均来源于未

知的微生物种类,无法判断本研究克隆到的 n irK 基
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因片段所属菌种.而只有 7418%的 nirS克隆与数据

库中 nirS基因片段相似, 且相似度较低,为 72% ~

82% (平均 7417% ),同样也不能判断这些 nirS克隆

所属的细菌菌种.

表 2 不施肥和施氮肥处理中 n irK、nirS基因片段

的多样性情况

Tab le 2 D ivers ity param eters from nu cleot ide an alysis of

nirK and nirS gen e fragm ents cloned from CK and N treatm en ts

项目
nirK nirS

CK N CK N

测序的克隆数 60 61 53 66

与数据库中 n ir基因相似的克隆数 58 58 52 52

可操作的分类单元 ( OTU s) 31 32 30 32

库容 /% 66 69 65 52

2. 2 基因克隆文库分析

通过分析库容及 Chao1曲线, 可判断所建立的

基因文库能否代表土壤中 nir基因多样性的情况.

当继续挑选克隆进行测序却没有新的 OTU类型出

现,也就是曲线达到平台区或库容接近于 1时, 基因

文库能很好地反映土壤样品中 n ir基因的多样性情

    

况
[ 15, 16]

.结果显示, nirK、n irS基因库容在不施肥与

施氮肥的处理下, 分别为 66%、69%和 65%、52%,

且曲线接近平台期,说明本试验建立的克隆文库代

表了土壤样品中大多数含有 nirK、nirS的反硝化菌.

由于其中 nirS基因 N处理比 CK处理的库容差

值较大,因此多样性指数分析方法不适合用于判断

nirS基因反硝化菌群落差异, 而 Chao1非参数估计

通过预测土壤中不同 OTUs个数, 可反映出不同处

理 nir基因多样性的差别.通过利用非指数的 Chao1

物种丰富度估计量, 预测出 nirK 基因在 CK处理、N

处理中分别有 58 ? 13和 49 ? 9个不同的 OTU s, nirS

基因在 CK处理、N处理中分别有 49 ? 10和 132 ?

43个不同的 OTU s. 参考 H ughes等
[ 17]
的分析方法,

利用对数转化方法计算 95% C Is. 从 Chao1指数曲

线图可看出 (图 1, 图中实线表示的为 CK处理的

95% C Is,虚线为 N处理的 95% C Is值 ), nirK 基因

CK与 N处理相应的 95% C Is有重叠 [图 1( a) ], 处

理间无显著差异,而 nirS基因 N处理与 CK处理的

群落多样性差异显著 [图 1( b) ] .

实线与虚线分别为 CK和 N处理的误差线 ( 95% C Is)

图 1 n irK、nirS基因 Chao1估计值曲线图

F ig. 1 Chao1 est im ates of nirK and n irS genes richness as a function of sam ple s ize

 

  利用 LIBSHUFF分析方法来测定各处理克隆文

库之间的差异,结果见表 3.与 CK处理相比较, N处

理的 nirK基因文库有显著变化 (p < 0105) ,说明长期

施氮肥造成了含 nirK 基因的反硝化菌群落结构的改

变. nirS基因的情况则不同, CK、N处理间比较,结果

无显著差异,说明氮肥对 nirS基因群落结构无明显影

响.结合 Chao1分析推测,氮肥处理对 nirK 基因反硝

化菌群落多样性无显著影响,但明显改变了群落的组

成结构;施氮肥显著提高了 nirS基因反硝化菌群落多

样性,却对其群落组成无显著影响.

表 3 处理间克隆文库 LIBSHUFF分析

Tab le 3 LIBSHUFF analyses of the sequence com positions

of the clone lib raries

CK-N n irK n irS

LIBSHUFF ( $C ) 01257 01030

显著性差异 ( p) 1) 01022 01661

1 )p < 0105即达到显著差异

2. 3 系统发育树分析

从土壤中克隆的不同 nirK 基因型可以分为 3

大簇,见图 2.大部分克隆序列与 G enB ank中已知的
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nirK 序列相似,但这些序列均出自未知的菌种, 表明

本实验中含 nirK 基因的未知菌种的微生物群落在

水稻土壤中占优势. 从不同处理的克隆分布情况来

看,施氮肥改变了土壤中 nirK 基因的基因型. 在

C luster 1中, 从 CK处理中克隆的 nirK 基因类型大

量聚集 (图 2阴影区 A与 B ), 占总数的 7111% ,而

施氮肥处理的 OTU s只有 2819% , 这些克隆与其他

研究者从土壤中分离的一些克隆 (登录号:

DQ783999、EU 790846)有较高的相似度. 与 C luster 1

情况相反, 在 C luster 2中, 施氮肥处理的 OTUs占

72%, CK处理只占 28%, 且 N处理的 OTU大量聚

集 (图 2阴影区 C) .根据 OTU s的聚集情况, 可将第

二大簇分为 3个亚簇, 各亚簇分别与登录号为

EU 790832、AM 419513、AM 235286的土壤 nirK 基因

克隆聚集.在 C luster 3中, 基本为 CK处理的 OTU s,

只有一个 N处理的 OTU出现. 另外, CK和 N处理

分别有一个 OTU落在这 3个簇外,其中来自 N处理

的克隆序列与 N itro somonas sp1 TA-921-iNH 4 (登录

号: AF339049)遗传相似度较高, 来自 CK处理的克

隆则与 Rhodop seudomonas palustris (登录号: NC _

005296)聚集.

从 nirS基因的系统发育树图 (图 3)上看, 可将

从施氮肥与不施肥处理中分离的 nirS基因型分为 4

个簇. 其中大部分 OTU s落在 C luster 1中, CK和 N

处理分别占 45%和 55% .图 3阴影区 A ~ C显示,

部分 N处理的 OTU s聚集. 在 C luster 2中, CK、N处

理的 OTU s分布均匀. N处理的 OTU s在 C luster 3中

占绝对优势, 达 71% , CK处理只占 29% . CK和 N

处理中各有一个 OTU 与 Thibacillus d enitrif icans

25259(登录号: NC _007404)聚集形成 C luster 4.

总体来看, 系统发育分析显示氮肥并未导致

nirS基因文库中序列同源性的较大改变,来自 2个

文库的 nirS 基因序列高度同源; 而氮肥则导致了

nirK 基因群落结构的较大改变, CK或 N克隆文库

中的序列均有聚集,且与 G enB ank中的一些已知序

列亲缘关系较近.这与 LIBSHUFF分析结果一致,氮

肥对 nirK基因群落结构的影响大于 nirS基因.

3 讨论

W ard
[ 20]
第一次尝试设计了检测 nirS基因的

PCR引物,但只用了 3个不同种的序列来设计引物.

1998年, B raker等
[ 21]
也设计了引物来扩增 n irK 和

nirS基因, 其后又有许多学者参与了修改和设

计
[ 4, 22, 23]

. 虽然目前已经有许多扩增 nirK、nirS基因

       

图 2 nirK基因序列系统发育树

F ig. 2 Phylogenet ic tree of n irK cloned sequences

 
的引物,但大多数都是以纯培养菌株或有限的环境

样品 n ir序列为基础设计的. 关于验证和比较这些

引物对扩增 nirK、n irS基因的研究也有不少,结果显

示这些引物不能从某些菌种中扩增出 nirK 或 nirS

基因片段
[ 24 ~ 26 ]

.本试验为了尽量扩增更多土壤中存
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图 3 nirS基因序列系统发育树

F ig. 3 Phylogenet ic tree of nirS cloned sequences

 

在的不同种类的反硝化菌, 从 NCBI数据库中挑选

了 16个来自 9个不同属的 nirK基因序列及 19个源

自 8个不同属的 nirS基因序列,以此为基础分别设

计简并引物.而且挑选的菌种都是在土壤中普遍存

在,使引物的针对性更强. 由于现在 GenBank数据

库中新所发布的 nir基因序列已增加近 100倍,因此

引物位点的变异性比前人设计的更大
[ 26 ]

. 本试验

nirS基因的下游引物序列简并度过高, > 100, 为了

降低其简并度提高其扩增的专一性, 将下游引物拆

分成 2条.将其中的简并碱基 R分成 A和 G, 2条

引物仅一个位点的碱基有所不同.

施肥具有增加作物产量的作用, 由于其经济效

益的诱惑,导致投入到农田的化学肥料量有明显的

递增趋势.其中氮肥的过量投入带来了严重的环境

污染和对人体的危害,这种现象在我国尤其明显,特

别是硝酸盐的积累与转化, 如硝酸盐在蔬菜等植物

体内超标积累, 污染地下水, 造成湖泊水体富营养

化, 以及在转化过程中产生的各种含氮气体加剧了

温室效应
[ 27, 28 ]

.亚硝酸还原酶在氮素循环中起着重

要作用
[ 21]

, 研究施氮肥对亚硝酸还原酶 nir基因多

样性的影响,可为探讨施肥对水稻土氮素循环利用

机制及反硝化作用提供有力的依据, 进而有助于提

高氮肥利用率,利于开展温室气体减排的研究.本试

验结果显示, 水稻土经过 16 a连续施用氮肥后,

nirK、n irS基因反硝化菌的多样性出现了不同的变

化. 氮肥处理使含 n irK 基因的反硝化菌在施氮肥后

多样性略有下降, 显著提高了 nirS基因反硝化菌的

多样性.有报道认为铵态氮肥等一些氮肥的施用可

能导致土壤 pH 值降低, 从而影响微生物群落结

构
[ 29, 30]

. 桃源长期定位试验点所施氮肥为尿素, 从

所测土壤 pH值来看,施尿素并未导致土壤酸化. 因

此, pH值可能不是导致本实验中反硝化菌群落多样

性变化的主要因素.另有研究认为, 土壤 C /N是施

肥提高土壤微生物生物量以及反硝化速率的重要因

素之一
[ 29, 31]

. N肥施用降低了土壤 C /N, 加速了土

壤原有有机碳的分解
[ 32]

,使得土壤微生物生长代谢

环境改变,可能影响微生物活性
[ 33]

. 从供试土壤的

基本性状不难看出,长期施氮肥处理的有机质含量

与对照无明显差别, 而土壤含氮量明显提高, C /N

下降.由此推测,反硝化菌多样性的变化可能与施氮

肥造成土壤 C /N的改变有关.

虽然 nirK、nirS基因的功能相似,但它们在环境

样品中的多样性却有差异.有许多研究发现,在不少

环境 样 品 中 nirK 基 因 的 多 样 性 要 高 于

nirS
[ 9, 10, 15, 24]

. Chao1预测值的分析结果显示 nirK

与 nirS基因在未施肥的水稻土中的多样性略有差

别, 分别为 58和 49个 OTU s, 系统发育树也反映

nirK基因群落结构较 nirS复杂. 长期施用氮肥导致

部分菌株聚集, 这种现象 nirK 和 nirS都有, 可能是

由于不同菌株对环境变化的敏感度不一样. 长期施

用氮肥对 nirK基因的 3个大簇的构成都有影响, 而
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对 nirS基因的影响主要发生在第一簇. 总体来看,

氮肥的施用对 nirK基因群落多样性无显著影响,但

对 nirS基因群落多样性有明显影响, 而 nirK 群落组

成对氮肥的敏感度大于 nirS.

4 结论

( 1)本研究设计的简并引物从水稻土中成功扩

增了亚硝酸还原酶基因片段,建立的克隆文库能较

好地反映土壤中含 nirK 及 nirS基因的反硝化菌群

落的状况.

( 2)长期施氮肥对水稻土中含 nir基因反硝化

菌群落多样性的影响不一致. Chao1预测分析结果

显示, 单施氮肥显著提高 n irS基因群落的多样性,

而对 nirK基因多样性的影响不显著.

( 3) L IBSHUFF及系统发育分析显示,长期单施

氮肥使 nirK基因群落结构发生明显变化, 而对 nirS

基因群落结构的影响不显著.

( 4)综上所述, 长期施氮肥促进了水稻土中含

nirS基因的反硝化菌多样性的增加, 但对其群落结

构影响不大;相反, 氮肥的施用对 nirK 基因群落多

样性影响不显著,但明显改变其群落结构组成.要深

入探讨水稻土反硝化基因与 N 2O排放的关系, 还需

要明确上述反硝化基因的丰度和表达特征, 以及分

离和鉴定土壤中的优势反硝化功能菌, 为进一步开

展节氮减排打下坚实的基础.
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