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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

影响
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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 <1* 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 !"#$、!"#% 多样性的影响 4 序列分析结果表明，从水稻土中克隆的系列 !"#$ 基因片段与

’1=) 数据库中未知菌种的 !"#$ 基因相似性较高，平均达 ;$> :? ；而 !"#% 基因片段与数据库中已知的 !"#% 基因相似度低，平均

:8> :? 4 通过 1@A2" 估计值预测，!"#$ 基因在不施肥处理（1B）、施氮肥处理（’）中分别有 9C D "! 和 8; D ; 个不同的 +-EF，而

!"#% 基因在 1B 处理、’ 处理中分别有 8; D "$ 和 "!# D 8! 个不同的 +-EF4 1@A2" 预测曲线 ;9? 置信区间（;9? 1)F）显示，氮肥

施用显著提高了 !"#% 基因的多样性，而对 !"#$ 基因多样性则无显著影响 4 /)=0GE55 分析比较 ’、1B 处理克隆文库间的差异，

结果显示 !"#$ 基因处理间群落结构差异 & H $> $##，达到显著水平；而 !"#% 基因处理间的群落结构无显著差异 4 系 统 发 育 分 析

显示，!"#$、!"#% 基因的系统发育树分别可分为 ! 个及 8 个大簇 4 施用氮 肥 导 致 !"#$、!"#% 克 隆 有 不 同 程 度 的 聚 集，说 明 氮 肥 改

变了 !"#$ 和 !"#% 基因群落结构，其中氮肥对 !"#$ 基因群落结构的影响更大 4 总体来说，氮肥的施用对水稻土 !"#$ 基因群落多

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

基因群落结构则无显著影响 4
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! ! 氧化亚氮（$%&）作为仅次于 ’&% 和 ’() 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，+,- 的 $%& 来 自 于 人 类 生 产 食 物 的

过程，其中有 ".- 来 自 于 施 用 合 成 氮 肥 的 农 田［#］，

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［%］*
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 $& /
" 作为电子受体，将其还原

为气态 $% 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［"，)］* 土 壤 中 能 产

生含氮气体化合物的微生物有 " 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［,］*
反硝化过程主要由 ) 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［.］* 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［+］* 亚硝酸还原酶有 % 种不同的结

构形态：其中一种酶由含铜基（’01234）的 !"#$ 基 因

编码，另一种由含有亚铁血红素 5 和 6#（ 56# 1234）的

!"#% 基 因 编 码 * ’7829 等［:］对 反 硝 化 菌 中 亚 铁 血 红

素 56# 及含铜的亚硝酸还原酶的分 布 进 行 了 研 究，

发 现 &’()’"*+!+, +-.#/01-,、2)("’’-, )3/./4/#5)!,、
2#)67#1"3/8"-5 9)0/!"(-5、:/#7!+8)(.+#"-5 !+01#"6""、
;1"3/8"-5 ;<<* 这 些 细 菌 中 含 有 含 铜 的 亚 硝 酸 还 原

酶，而 &<-),0"#"’’-5 ".+#,/!""、=’)>/8)(.+#"-5 ;<<* 、

?,+-6/5/!), 4’-/#+,(+!, 有含亚铁血红素的亚硝酸还

原酶 * !"#% 编码的酶主要在 ?,+-6/5/!), 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 !"#$ 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 % 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 !"#$ 及 !"#% 基因多样性

的研究 * =4>?94 等［+］发现普季特湾（ @0A9B C7026）沉

积 物 中 !"#% 基 因 的 多 样 性 高 于 华 盛 顿 郊 区

（D>;E32AB72 F>4A32）沉积物中 !"#$、!"#% 基因的多样

性 * CE>4F> 等［G］发现 !"#$ 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 !"#$ 基因序列

不同，但没有扩增到 !"#% 基因 * 而 D7H;32A 等［#I］观察

到施肥后耕地 土 壤 中 的 !"#$ 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 !"#
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 !"# 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［##］* 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 !"#$ 及 !"#% 基 因 片

段，通过分析 !"# 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 $%& 排放的影响提供依据 *

!" 材料与方法

! * !" 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 #GGI 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 % 种施肥处理：对照（’J），

不施肥；单施氮肥（$），施用尿素 )I.K . ?A L EF% ，折合

纯 $ #:" ?A L EF% * 每个处理设有 " 个重复小区* 该试

验点从 #GGI 年以来按上述施肥方法，保持长期定量

施肥，实行早稻1晚稻一年两季的种植制度* %II. 年采

样时，取土壤样品测其基本理化性质（表 #）*
表 !" 桃源试验点土壤主要基本性质#）

M>NH9 #! C73H N>;35 <47<94B39; O74 BE9 H72A1B94F 9P<943F92B

;3B9 32 M>780>2

处

理

有机质

L A·?A / #

铵态氮（$( Q
) 1$）

L FA·?A / #

硝态氮（$& /
" 1$）

L FA·?A / #

<(
（(% &）

’J "#* %. R #* G. "* ", R I* G# IK #. R I* I% ,* #+ R I* #)
$ ")* "% R #* +: .* I+ R #* #:" "K #. R I* %" ,* #+ R I* #:

#）"代表同一项数值差异显著（ 0 S IK I,）

! * #" 土壤样品采集及分析方法

于 %II+ 年 " 月采集各处理表层（I T %I 5F）土

样 * 采样时每小区采 , 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（$U&’&&VU 8>F>B7）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 W$X 提 取 方 法 参 考

CWC1YZM’1@UY 法［#%，#"］*
! * $" 简并引物设计

引物 设 计 方 法 如 下：首 先 从 $’=Z 数 据 库

（ $>B372>H ’92B94 O74 =37B95E27H7A8 Z2O74F>B372
6>B>N>;9，EBB<：L L [[[* 25N3* 2HF* 23E* A7\ L ）中选择一

些已有的不同种类微生物的 !"#$、!"#% 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 #$ 个 !"#$ 基 因 和 #% 个 !"#% 基 因 的 氨 基 酸

序列（ !"#$：&’ ()*+#)#、,,-./00." #、1’ ()+/%!*、

,-2$)0*$、-,,.!)).、3,,00/$)、1’(%)%)0#、&’(
$*)*%%、1’ (%)0$)/、&’ ($$/0%.、&’ (*0!%**、&’ (
$#.$+)、&’ ( ..##$**%+、4.$..$、&’ ( !$!/$%、&’ (
..#+*!%.0；!"#%：,,5)+###、’!).).、3,6*)!/+、&’
()!.*/0、&’(+#+0+/、&’(#/*)%%、&’(0)#*0%、1’(
!)%!#.、,,7+)+0#、&’ ( %0$#$0、&’ ( !0$)*)、&’ (
/0/+#+、&’ ( !0$/!!、,,,%+##0、5’ ( ..%$*!!/、

’*!#0#、&’()!+/!0、&’(!%%!.!、5’(.../+0)+）" 利

用 389:;<8=! （ >;;?：@ @ AAA" BCD" <E" 9F @ GHH8: @
E89:;<8A @ DIJBK" >;L8）在 线 软 件 对 这 些 序 列 进 行 比

对，找 ! 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 " !"#$、!"#% 引物扩增的目的片段

长度分别为 /). C? 和 *#. C?，引物序列如下 "
IDMNO：/PQGG&7GRG,&3,&G7&73S33Q+P
IDMN2：/PQR3&G37,GS,72GG2G72GGQ+P
IDMRO：/PQG737&,,277T731,3-773,,Q+P
IDMR2# ：/PQ73-,3237R77&G3R77,G7Q+P
IDMR2! ：/PQ73-,3237R77&G3R777G7Q+P
! " "# !"# 基因片段的 ’32 扩增

利用引物对 IDMNOQIDMN2、IDMROQIDMR2# 和 IDMROQ
IDMR2! 别进行 !"#$、!"#% 基因片段扩增 " ’32 反应体

系为 /. !U，其 中 含 有 $. IV W1, 模 板，#. LLH8 @ U
的 J1G’ ! !U，#. !LH8 @ U的上下游 !"#$（ !"#%）基因

引物各 ! !U，/ !U 的 #. X C9YYBM，! Z &’(（ 天根，中

国）" 采用“ 降 落 ”’32 扩 增，所 用 仪 器 为 [??BIJHMY
6<:;BME\E8BM（6HJB8Q/+++）" !"#$ 基 因 扩 增 的 具 体 条

件为：%/] 预变性 / LDI，%/] +. :，/*] )/ :，*!]
# LDI，+ 个 循 环；紧 接 着 每 + 个 循 环 退 火 温 度 降 低

!] ，直到退 火 温 度 为 )%] 为 止；然 后 )*] 循 环 !/
次；最后 *!] 延伸 #. LDI" 而 !"#% 基因的扩增 条 件

为：%/] 预变性 / LDI，%)] +. :，$.] )/ :，*!] #
LDI，+ 个 循 环；接 下 来 退 火 温 度 每 + 个 循 环 降 低

#] ，直到 /)] ，然后 /+] 循环 !! 次；最后 *!] 延伸

#. LDI" ’32 产物用 #^ ._ 的琼脂糖凝胶电泳后，利

用紫外投射仪 6HJB8 6Q!$（ZS’，ZR,）成像 "
! " $# 克隆测序

用试 剂 盒（ =D‘<MJ RS 7B8 <IJ ’32 E8B<IQ9?
R\:;BL:，’MHLBV<）回 收 目 标 片 段，并 根 据 说 明，用

?7[6QG 载体试剂盒（’MHLBV< 3HM?，ZR,）对回收的

目标片段克隆，转化到大肠杆菌（WaQ/"）中［#)］" 挑

选白斑，用载体 ?7[6QG 特异性引物 6#+O 和 6#+2

对克隆产物进行 ’32 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 $. b *. 个克隆，

送上海英骏生物技术有限公司广州分公司测序 "
! " %# 序列分析

将测序结果进行分析，筛选序列 相 似 度 c %0_
的序列，将其 看 作 同 一 可 操 作 分 类 单 元（ H?BM<;DHI<8
;<KHIHLDE 9ID;，dGZ ）" 然 后 利 用 软 件 389:;<8 e

（#^ 0+）和 6[7,（ )^ . ）中 的 邻 接 法（ 1BDV>CHMQ
fHDIDIV）分别建立 !"#$ 和 !"#% 基因的系统发育树，

进行系统 发 育 分 析 " 选 择 来 自 )*"++*#"’ ,-!-##.-*’*
（ <EEB::DHI IH" 6%*%!$ ） 的 ’!"/ 基 因 和 0"
’*#1,"!-+’ 的 !"#) VBIB（ <EEB::DHI IH" W0))*/）分别

作为 !"#$ 和 !"#% 基因的外类 群［#/］" 本 研 究 提 交 的

所 有 !"# 基 因 序 列 在 7BI-<IF 中 的 登 录 号 为

Of!.))**Q Of!.)/+!"
! " &# 克隆文库的数据分析

dGZ 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 3><H# 指数 " 基因文库库

容计算方法 参 考 文 献［#$］的 方 法 " 另 外，根 据 所 有

测序 的 克 隆 数 中 累 计 的 不 同 dGZ: 的 个 数，用

[:;DL<;BR ADI*^ /# 软 件 计 算 3><H# 估 计 量，并 绘 制

预测曲线，指示 !"#$ 及 !"#% 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 3><H# 估计量的 %/_ 置信区间（%/_ 3T:）［#*］"
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 UT-RaZOO 分

析 方 法（ >;;?：@ @ 8DC:>9YY" LDC" 9V<" BJ9 @ ）来 分 析 "
UT-RaZOO 方法比较 ! 个基因文库间（2 与 3）的差

异，是通过比较同源覆盖曲线 42（5）与异源覆盖曲

线 423（5）之间的差值 #4 来实现的 " ! 个基因文库

越相似，则 42（5）与 423（5）值越接近，即 #4 值越

小 " UT-RaZOO 分析结 果 得 到 的 概 率 ’，需 通 过 公 式

6 g # h（# h ’）!（! h #）转换，6 i .^ ./ 则差异显著，6 i
.^ .# 则差异极显著［#0，#%］"

’# 结果与分析

’ " !# 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 !"#$、!"#% 基因片段，分

别挑选 了 #!# 个 !"#$ 克 隆 和 #+% 个 !"#% 克 隆 进 行

测序 " 其中 %/^ 0_ 的 !"#$ 克隆与 13-T 数据库中的

!"#$ 基因序列片段相比呈较高的相似 性（ 表 !），达

0._ b %/_（ 平均 %.^ *_ ），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 !"#$ 基

/!)
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因片段所属菌种 $ 而只有 %&’ () 的 !"#$ 克隆与数据

库中 !"#$ 基因片段相似，且相似度较 低，为 %*) +
(*)（ 平均 %&’ %) ），同样也不能判断这些 !"#$ 克隆

所属的细菌菌种 $

表 !" 不施肥和施氮肥处理中 !"#$、!"#% 基因片段

的多样性情况

,-./0 *! 123045267 8-4-906045 :4;9 <=>/0;62?0 -<-/7525 ;:

!"#% -<? !"#$ @0<0 :4-@90<65 >/;<0? :4;9 AB -<? C 640-690<65

项目
!"#% !"#$

AB C AB C

测序的克隆数 DE D# F" DD

与数据库中 !"# 基因相似的克隆数 F( F( F* F*

可操作的分类单元（G,H5） "# "* "E "*

库容 I ) DD DJ DF F*

! $ !" 基因克隆文库分析

通过分析库容及 AK-;# 曲 线，可 判 断 所 建 立 的

基因 文 库 能 否 代 表 土 壤 中 !"# 基 因 多 样 性 的 情 况 $
当继续挑选克隆进 行 测 序 却 没 有 新 的 G,H 类 型 出

现，也就是曲线达到平台区或库容接近于 # 时，基因

文库能很好地反映土壤样品中 !"# 基因的多样性情

! ! ! !

况［#F，#D］$ 结果显示，!"#%、!"#$ 基因库容在不施肥 与

施氮肥的处理下，分别 为 DD) 、DJ) 和 DF) 、F*) ，

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 !"#%、!"#$ 的反硝化菌 $
由于其中 !"#$ 基因 C 处理比 AB 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

!"#$ 基因反硝化菌群落差异，而 AK-;# 非 参 数 估 计

通过预测土壤 中 不 同 G,H5 个 数，可 反 映 出 不 同 处

理 !"# 基因多样性的差别 $ 通过利用非指数的 AK-;#
物种丰富度估计量，预测出 !"#% 基因在 AB 处理、C
处理中分别有 F( L #" 和 &J L J 个不同的 G,H5，!"#$
基因在 AB 处理、C 处 理 中 分 别 有 &J L #E 和 #"* L
&" 个不同的 G,H5$ 参 考 M=@K05 等［#%］的 分 析 方 法，

利用对数转化方法计算 JF) AN5$ 从 AK-;# 指 数 曲

线图可看 出（ 图 #，图 中 实 线 表 示 的 为 AB 处 理 的

JF) AN5，虚线为 C 处理 的 JF) AN5 值），!"#% 基 因

AB 与 C 处理相应的 JF) AN5 有重叠［ 图 #（ -）］，处

理间无显著差异，而 !"#$ 基因 C 处理与 AB 处理的

群落多样性差异显著［ 图 #（.）］$

实线与虚线分别为 AB 和 C 处理的误差线（JF) AN5）

图 #" !"#$、!"#% 基因 $%&’# 估计值曲线图

O2@$ #! AK-;# 05629-605 ;: !"#% -<? !"#$ @0<05 42>K<055 -5 - :=<>62;< ;: 5-98/0 52P0

!

! ! 利用 QNRSMHOO 分析方法来测定各处理克隆文

库之间的差异，结果见表 "$ 与 AB 处理相比较，C 处

理的 !"#% 基因文库有显著变化（& T E’ EF），说明长期

施氮肥造成了含 !"#% 基因的反硝化菌群落结构的改

变$ !"#$ 基因的情况则不同，AB、C 处理间比较，结果

无显著差异，说明氮肥对 !"#$ 基因群落结构无明显影

响$ 结合 AK-;# 分析推测，氮肥处理对 !"#% 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 !"#$ 基因反硝化菌群落多

样性，却对其群落组成无显著影响$

表 (" 处理间克隆文库 )*+,-.// 分析

,-./0 "! QNRSMHOO -<-/7505 ;: 6K0 50U=0<>0 >;98;5262;<5

;: 6K0 >/;<0 /2.4-4205

ABVC !"#% !"#$

QNRSMHOO（!’） E’ *F% E’ E"E

显著性差异（ &）#） E’ E** E’ DD#

#）& T E’ EF 即达到显著差异

! $ (" 系统发育树分析

从土壤中 克 隆 的 不 同 !"#% 基 因 型 可 以 分 为 "
大簇，见图 *$ 大部分克隆序列与 W0<R-<X 中已知的

D*&
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!"#$ 序列相似，但这些序列均出自未知的菌种，表明

本实验中含 !"#$ 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 !"#$ 基 因 的 基 因 型 " 在

#$%&’() * 中，从 #+ 处理中克隆的 !"#$ 基 因 类 型 大

量聚集（ 图 ! 阴影区 , 与 -），占 总 数 的 .*/ *0 ，而

施氮肥处理的 123& 只 有 !4/ 50 ，这 些 克 隆 与 其 他

研 究 者 从 土 壤 中 分 离 的 一 些 克 隆（ 登 录 号：

67.48555、93.5:4;<）有较高的相似度 " 与 #$%&’() *
情况相 反，在 #$%&’() ! 中，施 氮 肥 处 理 的 123& 占

.!0 ，#+ 处 理 只 占 !40 ，且 = 处 理 的 123 大 量 聚

集（ 图 ! 阴影区 #）" 根据 123& 的聚集情况，可将第

二大 簇 分 为 8 个 亚 簇，各 亚 簇 分 别 与 登 录 号 为

93.5:48!、,>;*5?*8、,>!8?!4< 的 土 壤 !"#$ 基 因

克隆聚集 " 在 #$%&’() 8 中，基本为 #+ 处理的 123&，
只有一个 = 处 理 的 123 出 现 " 另 外，#+ 和 = 处 理

分别有一个 123 落在这 8 个簇外，其中来自 = 处理

的克隆序列与 %"&#’(’)’!*( &@/ 2,A5!*BA=C;（ 登 录

号：,D885:;5）遗传相似度较高，来自 #+ 处理的克

隆 则 与 +,’-’.(/0-’)’!*( .*10(&#"(（ 登 录 号：=# E
::?!5<）聚集 "

从 !"#2 基因的系统发育树图（ 图 8）上看，可将

从施氮肥与不施肥处理中分离的 !"#2 基因型分为 ;
个簇 " 其 中 大 部 分 123& 落 在 #$%&’() * 中，#+ 和 =
处理分别占 ;?0 和 ??0 " 图 8 阴 影 区 , F # 显 示，

部分 = 处理的 123& 聚集 " 在 #$%&’() ! 中，#+、= 处

理的 123& 分布均匀 " = 处理的 123& 在 #$%&’() 8 中

占绝对 优 势，达 .*0 ，#+ 处 理 只 占 !50 " #+ 和 =
处 理 中 各 有 一 个 123 与 3,"4*5"110( -/!"&#"6"5*!(
!?!?5（ 登录号：=#E::.;:;）聚集形成 #$%&’() ;"

总体来 看，系 统 发 育 分 析 显 示 氮 肥 并 未 导 致

!"#2 基因文库中序 列 同 源 性 的 较 大 改 变，来 自 ! 个

文库 的 !"#2 基 因 序 列 高 度 同 源；而 氮 肥 则 导 致 了

!"#$ 基 因 群 落 结 构 的 较 大 改 变，#+ 或 = 克 隆 文 库

中的序列均有聚集，且与 G(H-IHJ 中的一些已知序

列亲缘关系较近 " 这与 KL-MC3DD 分析结果一致，氮

肥对 !"#$ 基因群落结构的影响大于 !"#2 基因 "

!" 讨论

NI)O［!:］第一 次 尝 试 设 计 了 检 测 !"#2 基 因 的

P#Q 引物，但只用了 8 个不同种的序列来设计引物 "
*554 年，-)IJ() 等［!*］也 设 计 了 引 物 来 扩 增 !"#$ 和

!"#2 基 因，其 后 又 有 许 多 学 者 参 与 了 修 改 和 设

计［;，!!，!8］" 虽然目前已经有许多扩增 !"#$、!"#2 基因

R R R R R R R

图 #" !"#$ 基因序列系统发育树

DBS" !R PTU$VS(H(’BW ’)(( VX !"#$ W$VH(O &(Y%(HW(&

R
的引物，但大多数都是以纯培养菌株或有限的环境

样品 !"# 序 列 为 基 础 设 计 的 " 关 于 验 证 和 比 较 这 些

引物对扩增 !"#$、!"#2 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 !"#$ 或 !"#2
基因片段［!; F !<］" 本试验为了尽量扩增更多土壤中存

.!;
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图 !" !"#$ 基因序列系统发育树

$%&’ "! ()*+,&-.-/%0 /1-- ,2 !"#$ 0+,.-3 4-56-.0-4

!

在的不同种 类 的 反 硝 化 菌，从 789: 数 据 库 中 挑 选

了 #; 个来自 < 个不同属的 !"#% 基因序列及 #< 个源

自 = 个不同属的 !"#$ 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 >-.9?.@ 数 据

库中新所发布的 !"# 基因序列已增加近 #AA 倍，因此

引物位点 的 变 异 性 比 前 人 设 计 的 更 大［B;］’ 本 试 验

!"#$ 基因的下游引物序列简并度过高，C #AA，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 B 条 ’ 将其中 的 简 并 碱 基 D 分 成 E 和 >，B 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［BF，B=］’ 亚硝酸还原酶在氮素循环中起着重

要作用［B#］，研究施氮肥对亚硝酸还原 酶 !"# 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 #; ? 连 续 施 用 氮 肥 后，

!"#%、!"#$ 基因 反 硝 化 菌 的 多 样 性 出 现 了 不 同 的 变

化 ’ 氮肥处理使含 !"#% 基因的反硝化菌在施氮肥后

多样性略有下降，显著提高了 !"#$ 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 GH 值 降 低，从 而 影 响 微 生 物 群 落 结

构［B<，"A］’ 桃源长期定位试验点所施氮肥为尿素，从

所测土壤 GH 值来看，施尿素并未导致土壤酸化 ’ 因

此，GH 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 8 I 7 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［B<，"#］’ 7 肥 施 用 降 低 了 土 壤 8 I 7，加 速 了 土

壤原有有机碳的分解［"B］，使得土壤微生物生长代谢

环境改变，可 能 影 响 微 生 物 活 性［""］’ 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，8 I 7
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 8 I 7 的改变有关 ’
虽然 !"#%、!"#$ 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 !"#% 基 因 的 多 样 性 要 高 于

!"#$［<，#A，#J，BK］’ 8)?,# 预 测 值 的 分 析 结 果 显 示 !"#%
与 !"#$ 基 因 在 未 施 肥 的 水 稻 土 中 的 多 样 性 略 有 差

别，分别 为 J= 和 K< 个 LMN4，系 统 发 育 树 也 反 映

!"#% 基因群落结构较 !"#$ 复杂 ’ 长期施用氮肥导致

部分菌株聚集，这种现象 !"#% 和 !"#$ 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 !"#% 基因的 " 个大簇的构成都有影响，而

=BK
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对 !"#$ 基因 的 影 响 主 要 发 生 在 第 一 簇 " 总 体 来 看，

氮肥的施用对 !"#% 基因群落多样性无显著影响，但

对 !"#$ 基因群落多样性有明显影响，而 !"#% 群落组

成对氮肥的敏感度大于 !"#$"

!" 结论

（#）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 !"#% 及 !"#$ 基因的反硝化 菌 群

落的状况 "
（!）长期施 氮 肥 对 水 稻 土 中 含 !"# 基 因 反 硝 化

菌群落多样 性 的 影 响 不 一 致 " $%&’# 预 测 分 析 结 果

显示，单施氮 肥 显 著 提 高 !"#$ 基 因 群 落 的 多 样 性，

而对 !"#% 基因多样性的影响不显著 "
（(）)*+,-.// 及系统发育分析显示，长期单施

氮肥使 !"#% 基因群落结构发生明显变化，而对 !"#$
基因群落结构的影响不显著 "

（0）综上所 述，长 期 施 氮 肥 促 进 了 水 稻 土 中 含

!"#$ 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 !"#% 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 1!2 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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