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摘要：以徐水县梁家营长期定位施肥试验田为研究对象，利用末端限制性片段长度多态性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）分析和克隆文库构建，研究

了 ５ 种施肥处理（清水灌溉 ＣＫ、无机肥灌溉 ＣＦ、牛场肥水不同浓度、不同次数灌溉 Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ１１）下土壤中 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝化

细菌群落多样性及其群落结构的演变。 结果表明，不同施肥处理下 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落多样性无显著差异，但群落结

构却有明显变化：ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构既受施肥种类又受施肥量影响，优势种群尤其对施肥种类和施肥量响应显著；ｎｉｒＳ
型反硝化细菌则主要受施肥种类影响，施肥量影响微弱。 牛场肥水处理和无机肥处理分别促进和抑制不同的 ｎｉｒＳ 型反硝化细

菌，群落主成分受无机肥促进、牛场肥水抑制。 系统发育分析结果表明，土壤中 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌主要与假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、产碱杆菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）和根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）的反硝化细菌具有较近的亲缘关系；ｎｉｒＳ 型反硝化细菌主要与

劳尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ）和红长命菌属（Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ）有较近的亲缘关系。 本试验土壤中反硝化微生物多与目前已报道的好氧反硝

化细菌亲缘关系较近，这可能与微生物分析取自表层土有关。
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反硝化过程与土壤氮素损失和温室气体排放密切相关，是土壤研究中的重点问题［１］。 反硝化作用致使

土壤丧失 ２０％—３０％的氮肥，是土壤肥力下降的重要原因［２］；反硝化作用还产生大量 Ｎ２Ｏ，全球 ７０％的 Ｎ２Ｏ
排放来自土壤［３］，其中农业生态系统的排放量约占 ２５％［４］，是导致温室作用的重要因素；因此，反硝化过程研

究对于保持土壤肥力、减少温室气体排放具有重要意义。 反硝化过程是土壤微生物还原硝态氮生成 ＮＯ、Ｎ２Ｏ
和 Ｎ２的过程，其中亚硝酸还原酶（Ｎｉｒ）催化亚硝酸盐还原成 ＮＯ，是催化反硝化作用中最关键的一步反应，是
整个反硝化过程中的限速步骤［５］，因而其编码基因（ｎｉｒ）成为反硝化细菌中研究最多的功能基因［５］，在反硝化

研究中被广泛用作分子标记［６］。 亚硝酸还原酶分为 ｃｄ１⁃亚硝酸还原酶和 Ｃｕ⁃亚硝酸还原酶两种，分别由 ｎｉｒＳ
和 ｎｉｒＫ 基因编码［６］。 两种基因在微生物中的分布存在差异，ｎｉｒＳ 基因在反硝化菌中的存在比 ｎｉｒＫ 更广泛，但
ｎｉｒＫ 基因却存在于许多亲缘关系较远的菌株中［５］。

施肥是影响土壤质量及其可持续利用最深刻的农业措施之一，对土壤结构、生物肥力和生产力等方面产

生重要影响［７⁃９］，施肥制度的不同也可导致土壤微生物种群数量和活性发生变化，进而影响土壤反硝化过

程［１０］。 Ｃｈａｎｇ Ｙｉｎ 等［１１］研究发现，施加无机肥显著改变 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌的群落组成，而对 ｎｉｒＳ 型反硝化细

菌的群落组成影响不显著；而施加有机肥则对两者均无影响。 宋亚娜等［１２］发现，施用氮肥和氮肥用量增加有

助于提高稻田土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落多样性指数和丰度，同时促使 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构发生改

变，尤其在表层土壤中及水稻齐穗期内表现最为明显。 Ｗｏｌｓｉｎｇ 和 Ｐｒｉｅｍｅ［１３］ 通过长期定位试验，发现施用有

机肥和无机肥的农田中 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌的群落结构和反硝化速率均有明显差异。 因此，当施肥制度发生

变化时，有必要研究土壤微生物中 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落变化，进而明确新的施肥制度对土壤反硝化

过程的影响。
随着集约化饲养程度的不断提高、养殖污染问题日益受到重视，将养殖废物发酵产生的沼液作为一种优

质的有机液体肥料，通过水肥还田替代传统施肥方式，在很多国家和地区得到应用和推广［１４⁃１５］。 研究发现相

比不施肥和常规施肥，沼液肥水灌溉不仅能够提高作物质量，还能够提高土壤微生物活性［１６⁃２０］。 如郑学博

等［１６］发现沼液全氮处理较不施肥和单施化肥处理提高了土壤细菌、真菌、放线菌数量和微生物总量；冯伟

等［１７］研究发现沼液与尿素配合施用可以提高小麦根际土壤微生物数量和酶活性；冯丹妮等［１８］ 研究发现与清

水对照和常规施肥相比，施用沼液会增加微生物数量并提高土壤酶活性。 然而目前对于液态牛场肥水灌溉对

土壤反硝化过程以及反硝化土壤微生物的影响尚未见报道。 本研究利用在河北省徐水县长期定位试验，应用

末端限制性片段多态性分析（Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，Ｔ⁃ＲＦＬＰ）和构建克隆文库方法，
探明了按当地农民习惯施肥以及不同灌溉次数、不同浓度的牛场肥水灌溉的施肥方式下，冬小麦⁃夏玉米大田

０—５ ｃｍ 土层中 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落的多样性和组成变化，为深入探讨牛场肥水灌溉施肥对大田氮素

循环过程及反硝化作用影响提供相应依据，并为大田合理施肥、提高牛场肥水灌溉效果提供科学参考。

１　 材料与方法

１．１　 试验设计与土壤样品采集

本实验以徐水县梁家营长期定位施肥试验田为研究对象。 徐水县地处太行山东麓，河北省中部，北纬
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３８°０９—３９°０９，东经 １１５°１９—１１５°４６，属大陆性季风气侯，年平均气温 １１．９℃，年均降水量 ５４６．９ 毫米，年日照

时数平均 ２７４４．９ 小时。 试验于 ２０１０ 年 １０ 月至 ２０１４ 年 ６ 月在河北省徐水县进行。 冬小麦⁃夏玉米轮作是当

地主要的种植制度，冬小麦当年 １０ 月上旬耕种，次年 ６ 月中旬收获，冬小麦秸秆还田；夏玉米在小麦收获后一

周内耕种，当年 ９ 月底收获，夏玉米秸秆人工收获，作为青贮饲料喂养奶牛。 试验地种植前耕层土壤有机质质

量分数 ２４．５ ｇ ／ ｋｇ、ｐＨ 值 ７．７６、全氮质量分数 １．３９ ｇ ／ ｋｇ、硝态氮质量分数 １３．０９ ｍｇ ／ ｋｇ、铵态氮质量分数 ２．２４
ｍｇ ／ ｋｇ、速效磷质量分数 ６４．１９ ｍｇ ／ ｋｇ。

实验田每个小区长 ９ｍ，宽 ６ｍ，面积 ５４ｍ２，四周 １ｍ 土体内用塑料布隔开，种植方式为冬小麦⁃夏玉米轮

作。 共设 ５ 个处理，每个处理设置 ３ 个重复小区，且小区之间随机分布，ＣＫ 处理为不施肥处理，仅用清水灌

溉；ＣＦ 处理为常规施肥处理，在播种后、拔节期分别施加底肥（冬小麦播种时施复合肥（Ｎ 含量 １５％，Ｐ ２Ｏ５含

量 ２１％，Ｋ２Ｏ 含量 ６％）３７５ ｋｇ ／ ｈｍ２；冬小麦拔节期追肥尿素 ６００ ｋｇ ／ ｈｍ２；玉米播种时施复合肥（Ｎ 含量 ２５％，

Ｐ ２Ｏ５含量 １０％，Ｋ２Ｏ 含量 １０％）６００ ｋｇ ／ ｈｍ２），其他生育期清水灌溉；Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ１１ 为牛场肥水处理组，其中 Ｔ４
处理用 ３０％的沼液灌溉 １ 次（越冬期），Ｔ５ 处理用 ３０％的沼液灌溉 ２ 次（越冬期、返青期），Ｔ１１ 处理用 ５０％的

沼液灌溉两次（越冬期、返青期），其他生育期均以清水灌溉。 各处理的施肥方式、施肥时间和施肥成分见表

１；肥水沼液原液成分见表 ２。

表 １　 各个处理施肥量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｍｏｕｎｔ ｉｎ ａｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理代号
Ｃｏｄｅ

灌溉 施肥成分（Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｍｏｕｎｔ）

越冬期
（２０１３⁃１１⁃２０）

返青期
（２０１４⁃０４⁃０６）

拔节期
（２０１４⁃０５⁃０７）

灌浆期
（２０１４⁃０５⁃２６） Ｎ ／ （ｋｇ ／ ｈｍ２） Ｐ２Ｏ５ ／ （ｋｇ ／ ｈｍ２） Ｋ２Ｏ ／ （ｋｇ ／ ｈｍ２）

ＣＫ 清水 清水 清水 清水 — — —

ＣＦ 清水 清水 清水（底肥） 清水 ３００ １２０ ７５

Ｔ４ ３０％沼液（ｖ ／ ｖ） 清水 清水 清水 １０５ ３９ —

Ｔ５ ３０％沼液（ｖ ／ ｖ） ３０％沼液（ｖ ／ ｖ） 清水 清水 ２１０ ７８ —

Ｔ１１ ５０％沼液（ｖ ／ ｖ） ５０％沼液（ｖ ／ ｖ） 清水 清水 ３１７ １１７ —

表 ２　 灌溉肥水沼液原液成分

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔｔｌｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｂｉｏｇａｓ ｓｌｕｒｒｙ

ｐＨ 值 ＣＯＤ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＴＮ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＮＯ－

３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ＴＰ ／ （ｍｇ ／ Ｌ）

范围 ７．３—８．４ ２１８５—３７６２ ３２９．６—４１７．１ ２０３．９—３０２．８ １．８—６．４ ５０．６—６９．９５

平均值 ７．９ ２８０９ ３８２．３ ２４４．２ ３．２ ６１．８

土壤样品在小麦收割后（６ 月中旬）进行采集，采用 ５ 点法采集土样，每个小区随机选取 ５ 点采集 ０—５ｃｍ
的表层土，去除根系、杂草、土壤动物和石块等杂质后混匀，于－２０℃冰箱保存。
１．２　 土壤微生物总 ＤＮＡ 提取

土壤微生物总 ＤＮＡ 的提取方法和步骤按照土壤基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 ＦａｓｔＤＮＡＲ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ Ｆｏｒ Ｓｏｉｌ
（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＬＬＣ）的说明进行。 将提取的 ＤＮＡ 用 Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ 核酸蛋白仪（ＮＤ⁃１０００）测定浓度及质量，于
－２０ ℃冰箱中保存。
１．３　 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝化细菌 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析

按照表 ３ 进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物用 Ｍｉｎｉ ＢＥＳＴ ＤＮＡ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ＶＥＲ ４．０（ＴａＫａＲａ）试剂盒

进行纯化回收，并用 Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ 核酸蛋白仪（ＮＤ⁃１０００）检测纯化产物浓度及质量。 产物回收后，ｎｉｒＫ 基因扩增

产物用内切酶 ＨａｅⅢ（ＴａＫａＲａ）进行酶切，ｎｉｒＳ 基因扩增产物用内切酶 ＨｈａⅠ（ＴａＫａＲａ）进行酶切，反应体系和

条件按各内切酶说明书进行。 酶切产物送生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序分析。

３　 １１ 期 　 　 　 王婷　 等：牛场肥水灌溉对土壤 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝化微生物群落结构的影响 　
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表 ３　 聚合酶链式反应中的引物及反应条件

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＰＣＲ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

目标群落 引物 序列（５′⁃３′） 片段长 ／ ｂｐ 反应条件

ｎｉｒＫ ｎｉｒＫ⁃ １Ｆ［１９］ ＧＣＣＴＣＧＡＴＣＡＧ）Ａ ／ Ｇ）ＴＴ（Ａ ／ Ｇ）ＴＧＧ ５１５

ｎｉｒＫ⁃ ５Ｒ［１９］ ＧＧ（Ａ ／ Ｃ）ＡＴＧＧＴ（Ｇ ／ Ｔ）ＣＣ（Ｃ ／ Ｇ）ＴＧＧＣＡ

ｎｉｒＳ ｎｉｒＳ⁃ ４Ｆ［２０］ ＴＴＣ（Ａ ／ Ｇ）ＴＣＡＡＧＡＣ（Ｃ ／ Ｇ）ＣＡ（Ｃ ／ Ｔ）ＣＣＧＡＡ ３３６

ｎｉｒＳ⁃ ６Ｒ［２０］ ＣＧＴＴＧＡＡＣＴＴ（Ａ ／ Ｇ）ＣＣＧＧＴ

９４℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４℃变性 ３０ ｓ， ５８℃退火 ３０ ｓ，
７２℃延伸 ４０ｓ，４０ 个循环，７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ

９４℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５℃变性 ４０ ｓ， ５２℃退火 ４０ ｓ，
７２℃，延伸 ４０ｓ，３１ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ

１） 上下游引物分别标注为 Ｆ 和 Ｒ； ２） 用于 ＰＣＲ Ｔ⁃ＲＦＬＰ 实验的上游引物都用 ６－ＦＡＭ 荧光标记

１．４　 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因克隆及测序分析

以土壤基因组 ＤＮＡ 为模板，按照表 ３ 进行 ＰＣＲ 扩增，产物用 Ｍｉｎｉ ＢＥＳＴ ＤＮＡ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
ＶＥＲ ４．０（ＴａＫａＲａ）试剂盒进行纯化，纯化后的产物分别与 ｐＭＤ１９Ｒ⁃Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 载体进行连接反应。

将 １０ ｕｌ 连接产物分别转化到 １００ ｕｌ 大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞中，涂在含有 Ｘ⁃Ｇａｌ、ＩＰＴＧ、Ａｍｐ 的 ＬＢ 琼

脂平板培养基上 ３７ ℃过夜培养后进行蓝白斑筛选，挑取白斑克隆子，用通用引物 Ｍ１３Ｆ（５′⁃ＴＧＴ ＡＡＡ ＡＣＧ
ＡＣＧ ＧＣＣ ＡＧＴ⁃３′，ＴａＫａＲａ），Ｍ１３Ｒ（５′⁃ＣＡＧ ＧＡＡ ＡＣＡ ＧＣＴ ＡＴＧ ＡＣＣ⁃３′，ＴａＫａＲａ）进行菌落 ＰＣＲ 验证，选取大

约 １００ 个克隆子扩大培养后送生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序分析。
１．５　 数据处理

综合 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 数据，计算不同处理 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝化细菌多样性指数［１４］，并且用 ＣＡＮＯＣＯ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ
４．５ 软件对 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 结果进行 ＰＣＡ 分析。 用 ＭＥＧＡ ５．０ 软件构建 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 基因系统发育树。
相关数据的方差分析和相关性分析采用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件进行。

２　 结果与分析

２．１　 施肥对土壤 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌的影响

２．１．１　 不同施肥处理下土壤 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构变化

图 １　 不同处理 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌 Ｔ⁃ＲＦｓ相对丰度百分比

　 Ｆｉｇ．１　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｉｒＫＴ⁃ＲＦｓ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （ｍｅａｎ±ＳＥ，ｎ＝３）

将不同处理土壤样品的 ｎｉｒＫ 功能基因扩增后用限

制性内切酶 ＨａｅⅢ酶切并进行 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析，得到 ５５、
６５、９５、１００、１０５、１１０、１２５、１５５ 和 １９０ ｂｐ ９ 种主要片段

（图 １）。 各处理间的优势片段存在明显差异， ＣＫ、ＣＦ、
Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ１１ 处理的最大优势菌分别为 １５５、１１０、９５、
１０５ 和 １５５ｂｐ，说明不同施肥种类、不同施肥量都导致

ｎｉｒＫ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ 结果产生显著变化。
根据 ｎｉｒＫ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ 数据进行主成分分析（图 ２）

发现，第 １ 主成分 ＰＣ１ 可以解释 ４６．８％的物种变量，第
２ 主成分 ＰＣ２ 可以解释 ３０％的物种变量。 不同浓度的

牛场肥水处理（Ｔ４、Ｔ５、Ｔ１１）之间 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌主

要种类具有明显差异，Ｔ５ 处理主要分布在 ＰＣ１ 的正轴，
Ｔ４、Ｔ１１ 则大部分分布在 ＰＣ１ 的负轴，说明不同浓度的

牛场肥水灌溉对土壤中 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌主要种类影

响不同。 同时，ＣＦ 处理分布在 ＰＣ２ 的正轴而其余处理

在 ＰＣ２ 上相差不大，说明施加无机肥使土壤中 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌次要种类有所增加，而牛场肥水灌溉则无明

显影响。
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图 ２　 不同施肥处理土壤 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落的主成分分析

　 Ｆｉｇ．２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｎｉｒＫ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅ ｔｒｅａｔ

２．１．２　 不同施肥处理下土壤 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌多样性变化

利用 ｎｉｒＫ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ 数据进行序列多样性分析

（表 ４），发现所有处理组之间， Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数、
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｍａｒｇａｌｅｆ 指数和 Ｐｉｅｌｏｕ 指数 Ｅ 都没有显

著差异。
２．１．３　 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌系统发育分析

本研究选取所有处理 ｎｉｒＫ 基因混合样品构建克隆

文库，共挑选了 １２０ 个克隆子测序并进行 ＮＣＢＩ 网站的

ＢＬＡＳＴ 比对分析，剔除假阳性克隆与重复数据，结合酶

切分型分析最终获得了 １４ 个有代表性的操作分类

单元。

表 ４　 不同施肥处理土壤反硝化细菌 ｎｉｒＫ 基因多样性指数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｉｒＫ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅ ｔｒｅａｔ
处理 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｍａｒｇａｌｅｆ 指数 Ｐｉｅｌｏｕ 指数 Ｅ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ Ｍａｒｇａｌｅｆ ｉｎｄｅｘ Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ

ＣＫ ３．１０５±０．３７５ａ ７．０５１±２．１０８ａ １．０５２±０．１７０ａ １．２３８±０．０６９ａ

ＣＦ ２．４６５±０．７７６ａ ４．８９５±２．９１５ａ ０．８２９±０．１４８ａ １．０６４±０．２６１ａ

Ｔ４ ２．６３７±０．４８１ａ ４．７７９±１．５２５ａ ０．８６６±０．２０４ａ １．１１５±０．１３２ａ

Ｔ５ ２．５５６±０．２００ａ ４．７７７±０．４６９ａ ０．７７９±０．０５５ａ １．１４６±０．０２５ａ

Ｔ１１ ２．７３９９±０．２１９ａ ５．２６９±０．８３２ａ １．０４４±０．１４１ａ １．０９１±０．０９５ａ

图 ３　 基于 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌系统发育树（邻接法）

Ｆｉｇ．３　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｉｒＫ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

每个克隆名称后面的数字表示酶切片段长度，括号中的数字表示相同片段的克隆数

利用邻接法构建系统发育树（图 ３），依据序列在进化树上的分布和已知微生物的相似度，将进化树分为

３ 簇。 第Ⅰ簇片段包括 ５５、６５、１３０、１５５、１７０、１９０ｂｐ，与假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和产碱杆菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）
有较高的分类值；第Ⅱ簇片段包括 ９５、１０５、１７０、１９０ｂｐ，与根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）有较高的分类值；第Ⅲ簇片段
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包括 ５５、１５５ 和 １９０ｂｐ，与根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）的部分已知微生物相似。 由于反

硝化功能基因在不同微生物之间存在水平传递，所以反硝化菌 ｎｉｒＫ 功能基因的系统发育学关系和 １６Ｓ ｒＲＮＡ
分类对应关系很差［２１］，存在相同片段长度代表不同反硝化菌和不同片段长度代表相同反硝化菌的情况。
２．２　 施肥对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的影响

２．２．１　 不同施肥处理下土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构变化

将不同处理土壤样品的 ｎｉｒＳ 功能基因扩增后用限制性内切酶 ＨｈａⅠ酶切，主要得到 ７０、１００、１１０、１２０、
１６０、１７２、３２７ 和 ３３６ ｂｐ ８ 种片段（图 ４），其中 １７２ｂｐ 为 ＣＫ、Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ１１ 处理的最大优势菌，１２０ｂｐ 为 ＣＦ 处

理最大优势菌。

图 ４　 不同处理 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌 Ｔ⁃ＲＦｓ相对丰度百分比

　 Ｆｉｇ．４　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｉｒＳ Ｔ⁃ＲＦｓ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （ｍｅａｎ±ＳＥ，ｎ＝３）

７０、１００、１２０ 和 １７２ｂｐ 片段百分比含量受施肥影响

显著，说明这四种 Ｔ⁃ＲＦｓ 所代表的反硝化菌群可能对施

肥条件敏感。 其中 １７２ｂｐ 在牛场肥水灌溉处理组（Ｔ４、
Ｔ５ 和 Ｔ１１）中丰度较 ＣＦ 和 ＣＫ 显著提高，而 １２０ｂｐ 表现

出相反的趋势。 这两种 Ｔ⁃ＲＦｓ 都是 ｎｉｒＳ 群落中的主要

菌群，二者可能存在竞争关系，牛场肥水灌溉有利于

１７２ｂｐ 菌群生长而不利于 １２０ｂｐ 菌群生长，而常规施肥

（ＣＦ）具有相反影响。 ７０ｂｐ 和 １００ｂｐ 片段丰度虽然出现

显著变化，但是在各处理组间并未表现出明显的规

律性。
根据 ｎｉｒＳ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ 数据进行主成分分析（图 ５）

发现，第 １ 主成分 ＰＣ１ 可以解释 ８１．７％的物种变量，第
２ 主成分 ＰＣ２ 可以解释 １０．１％的物种变量；牛场肥水灌

溉处理（Ｔ４、Ｔ５、Ｔ１１）与无机肥处理组（ＣＦ）的 ｎｉｒＳ 型反

图 ５　 不同施肥处理土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落的主成分分析

　 Ｆｉｇ． ５ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ

ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｉｒＳ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅ ｔｒｅａｔ

硝化细菌主要种类 ＰＣ１ 存在明显差异，无机肥处理组

（ＣＦ）主要分布在 ＰＣ１ 的正轴，牛场肥水处理组全部则

分布在 ＰＣ１ 的负轴，说明 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌主要种类

（ＰＣ１）受施肥种类影响明显，牛场肥水处理大幅降低了

主要成分所占比例而无机肥处理使主要成分比例提高；
与清水灌溉相比，所有施肥处理均降低了 ｎｉｒＳ 型反硝

化细菌次要种类（ＰＣ２）所占比例，其中高施肥量处理

（ＣＦ、Ｔ１１）降低最明显，说明 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌次要种

类（ＰＣ２）主要受施肥量影响，高施肥量使其比例降低。
但由于第 ２ 主成分仅能解释 １０．１％的物种变量，远低于

第 １ 主成分（８１．７％），所以施肥量对 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌

总体贡献微弱。
２．２．２　 不同施肥处理下土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌多样性变化

利用 ｎｉｒＳ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ 相对丰度数据进行序列多样性分析（表 ５），发现清水灌溉组（ＣＫ）的 Ｓｈａｎｎｏｎ－
ｗｉｅｎｅｒ 指数（不显著）和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（显著）略高于施肥处理组，而施肥处理组之间各指数均无显著差异，说
明施肥处理可能使 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落多样性有所降低，而各施肥组之间多样性无显著差别。
２．２．３　 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌系统发育分析

本研究选取所有处理 ｎｉｒＳ 基因混合样品构建克隆文库，共挑选了 １１０ 个克隆子进行测序分析，剔除假阳

性克隆和重复数据，最终获得了 ２７ 个有代表性的操作分类单元。
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表 ５　 不同施肥处理土壤反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因多样性指数

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｉｒＳ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅ ｔｒｅａｔ
处理 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｍａｒｇａｌｅｆ 指数 Ｐｉｅｌｏｕ 指数 Ｅ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ Ｍａｒｇａｌｅｆ ｉｎｄｅｘ Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ
ＣＫ ３．５２±０．０７ａ ９．８５±０．５６ａ １．３５±０．０６ａ １．３１±０．０１ａ

ＣＦ ３．１６±０．１３ｂ ７．２５±０．５６ｂ １．１７±０．１４ａ １．２６±０．０４ａｂ

Ｔ４ ３．２１±０．０９ａｂ ７．６７±１．２５ｂ １．３２±０．０２ａ １．２３±０．０３ｂ

Ｔ５ ．３．３４±０．１６ａｂ ７．８２±０．８７ｂ １．３３±０．１２ａ １．２５±０．０３ａｂ

Ｔ１１ ３．２２±０．１６ａｂ ７．３３±１．１６ｂ １．２６±０．１２ａ １．２６±０．０３ａｂ

图 ６　 基于 ｎｉｒＳ 序化化细列的反硝菌系统发育树（邻接法）

Ｆｉｇ．６　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

每个克隆名称后面的数字表示酶切片段长度，括号中的数字表示相同片段的克隆数

实验得到的大多数 ｎｉｒＳ 序列和已知的反硝化微生物相似性较低，但和 ＮＣＢＩ 数据库中来自土壤的其它

ｎｉｒＳ 序列有较高的相似性（７３％—９９％）。 利用邻接法构建系统发育树（图 ６），依据序列在进化树上的分布和

部分已知微生物的相似度，将进化树分为 ５ 簇。 克隆序列主要集中分布在第Ⅰ、Ⅲ簇，其中第Ⅰ簇与副球菌属

（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）有较高的相似度，包括 Ｔ⁃ＲＦｓ ７０ 、１２０ 、１６０、１７２、１８０、１９０ 、２０３ 、２４４ｐ、３１３ 和 ３３５ ｂｐ 片段；第Ⅲ簇

与 β⁃变形菌纲（β⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的伯克氏菌目（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）的 Ｒａｌｓｔｏｎｉａ 和 Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ ｇｅｌａｔｉｎｏｓｕｓ 有较高的

相似度，包括 Ｔ⁃ＲＦｓ ７０ 、１００ 、１６０ 和 １７２ ｂｐ 片段。 第Ⅱ、Ⅳ、Ⅴ簇没有相似的已知物种。
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３　 讨论

影响土壤反硝化作用的因素主要有温度、ｐＨ、水分、含氧量、碳氮类型和碳氮比以及土壤质地、土壤利用

和耕作方式等［２２］。 在本研究中，各试验田的光照、土壤、作物、种植方式、灌溉方式均相同，即去除温度、水分、
含氧量、土壤质地和耕作方式的影响，不同施肥方式通过 ｐＨ、碳氮类型和碳氮量对反硝化微生物产生影响。
本试验的土壤样品取自 ０—５ｃｍ 的表层土，氧气含量高，利于好氧反硝化细菌生长。 研究发现土壤中 ｎｉｒＫ 型

反硝化细菌主要与假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、产碱杆菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）的反硝化细

菌具有较近的亲缘关系。 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌主要与副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）、伯克氏菌目（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）反硝

化细菌具有较近的亲缘关系；这些反硝化微生物多与目前已报道的好氧反硝化细菌亲缘关系较近。
大量研究表明，ｎｉｒＫ 型反硝化细菌对施肥敏感，不同的施肥条件会对 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构产生影

响。 例如罗希茜等［２３］发现长期单施化肥（尿素）即可明显改变 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构组成；Ｗｏｌｓｉｎｇ［１３］、
Ｃｈｅｎ［２４］、以及 Ｍａｒｔｉｎ Ｗｏｌｓｉｎｇ［２５］等人均发现施加无机肥和有机肥对 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构演变造成显

著差异。 可见有机肥与无机肥的施用对 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构有显著影响。 这与本研究中 ＣＫ、ＣＦ 以

及不同水平牛场肥水处理组（Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ１１）造成 ｎｉｒＫ 基因 Ｔ⁃ＲＦｓ 显著变化的结果相一致。 此外，本研究还发

现，Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ１１ 之间 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构差异也显著，说明即使是相同施肥种类，不同的施肥量也会

导致 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构发生明显变化；但 ＣＦ、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ１１ 和 ＣＫ 之间群落变化不具有规律性，这一

点也体现在 ＰＣＡ 分析中，各处理点呈现随机分布的趋势。 这种 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落结构随施肥的种类和

施肥量呈现无规律显著变化的现象，说明 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌对施肥种类、施肥量都十分敏感，施肥条件小幅

改变都可能造成群落结构出现显著变化。 另外，本研究发现所有处理在四种多样性指数上都无显著差异，说
明施肥条件改变不会对 ｎｉｒＫ 型反硝化细菌群落多样性造成影响，这与罗希茜［２３］等人的发现一致。

有研究表明，ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构受环境影响显著，如莫旭华等［２６］ 发现，不同类型的反硝化细菌

对无机氮肥的反应不同而导致了 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构改变，但未改变 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的多样性；尹
昌等［２７］研究发现，黑土中 ｎｉｒＳ 型反硝化菌种群的群落结构和丰度对长期施用有机肥有显著的响应。 也有研

究发现 ｎｉｒＳ 型反硝化菌种群对环境的变化不敏感，如 Ｙｏｓｈｉｄａ 等［２８］发现，在水稻土中 ｎｉｒＳ 型反硝化菌对环境

变化不敏感；Ｃｈａｎｇ Ｙｉｎ 等［１１］发现，我国南方水稻土中 ｎｉｒＳ 型反硝化菌的群落结构对施加无机肥和无机肥处

理处理均没有显著的响应。 根据上述研究，ｎｉｒＳ 型反硝化细菌对施肥响应存在一定矛盾，推测可能与土壤条

件、作物种类有关，ｎｉｒＳ 不敏感的研究都是以水稻为研究对象，再如罗希茜等［２３］ 也发现水稻土 ｎｉｒＳ 型反硝化

细菌群落结构对氮肥施加不敏感。 本研究以冬小麦⁃夏玉米轮作田为研究对象，发现施肥种类会对 ｎｉｒＳ 型反

硝化细菌群落结构产生显著影响，这与莫旭华等［２６］ 和尹昌等［２７］ 研究发现相符。 此外，本研究发现牛场肥水

灌溉条件下，不同施肥量（Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ１１）之间群落结构变化不大。 因此推测，ｎｉｒＳ 型反硝化细菌对施肥种类

有一定敏感性，而对不同牛场肥水施肥量在实验条件下不敏感。
牛场肥水在代替化肥增加农田产量的同时，还能够改变土壤 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落结构，这可能与

牛场肥水成分有关。 牛场肥水来自经过厌氧处理的养殖场污水，原液中含有大量总氮，其中以 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 为主，

含量为 ２４４．２ ｍｇ ／ Ｌ，远高于 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的 ３．２ ｍｇ ／ Ｌ；且含有一定浓度的 ＣＯＤ 和有机磷，这些营养物质对于土壤微

生物生长十分有利，因此能够有效提高土壤的生物量和微生物活性［１６⁃１８］。 与无机肥相比，牛场肥水来自生物

发酵，营养成分更为丰富，因此更易被生物利用，这可能是导致 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 对无机肥和牛场肥水响应出现显著

差异的主要原因。 此外，沈仕洲［２９］等研究发现，采用不同浓度奶牛场沼液灌溉都使 Ｎ２Ｏ 排放较清水增加，但
不高于常规化肥排放值；杜会英［３０］等研究发现，牛场肥水灌溉使冬小麦⁃夏玉米轮作体系作物累计氮利用率

逐年升高，且显著高于常规化肥处理。 这些研究揭示出牛场肥水灌溉能够增加土壤反硝化过程，使 Ｎ２Ｏ 排放

增加，但同时也会调整氮素平衡关系，使得氮素利用率提高。 而本研究发现牛场肥水灌溉使 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝

化细菌群落结构发生显著变化，这提示出肥水灌溉对氮素平衡的调整作用很有可能是通过调整 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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反硝化细菌，以及其它参与氮素循环的微生物群落结构而实现的。

４　 结论

本文采用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术，系统研究不施肥、无机肥和不同水平牛场肥水处理对 ｎｉｒＫ、ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群

落结构和多样性的影响。 结果表明：
（１）实验条件下，不同施肥条件使 ｎｉｒ 型反硝化细菌群落结构发生改变：ｎｉｒＫ 型反硝化细菌对施肥种类、

施肥量都十分敏感；而 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌对施肥种类有一定敏感性，对不同牛场肥水施肥量不敏感。
（２）实验条件下，不同施肥条件对 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌群落多样性造成的影响无显著性差异。
（３）本试验土壤中 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌主要与好氧反硝化细菌亲缘关系较近。
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