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若尔盖高原湿地泥炭沼泽土亚硝酸盐还原酶（ｎｉｒＫ）反
硝化细菌群落结构分析

王蓥燕， 卢圣鄂， 陈小敏， 李跃飞， 辜运富∗

四川农业大学资源学院，成都　 ６１１１３０

摘要：若尔盖泥炭湿地是世界少有的低纬度永久冻土湿地，具有高海拔、高紫外辐射、高有机质的特点。 该区域 Ｎ２Ｏ 的排放量

对全球气候变暖有重要影响。 对若尔盖高原湿地泥炭沼泽土中的亚硝酸盐还原酶（ｎｉｒＫ）反硝化细菌群落结构多样性进行分

析，以期揭示该区域 Ｎ２Ｏ 释放的微生物调控机制。 基于若尔盖高原湿地泥炭沼泽土的理化性质和反硝化活性（ＰＤＡ），结合限

制性酶切片段长度多态性（Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＲＦＬＰ）技术、克隆文库及分子测序对该生态系统中的 ｎｉｒＫ
反硝化细菌群落结构及多样性进行分析。 反硝化活性测定结果显示：阿西地区＞麦溪地区＞分区地区，反硝化活性与土壤有机

碳、总氮和丰富度呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）。 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数以阿西最高、分区最低。 ３ 个样品中共测序 １５ 条 ｎｉｒＫ 基

因代表序列，系统发育表明若尔盖高原湿地优势 ｎｉｒＫ 反硝化菌群为变形门菌群。 其中，阿西地区主要为 α⁃变形菌门，麦溪地区

主要为 β⁃变形菌门，分区地区无法确定优势种群。 冗余分析（Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）显示：有效钾和有效磷是影响 ｎｉｒＫ 反

硝化细菌群落结构的关键环境因子。 本论文显示，若尔盖高原湿地存在着明显的反硝化作用，调控这些反硝化作用的 ｎｉｒＫ 反

硝化细菌多样性较高，且与土壤有效钾和有效磷密切相关。
关键词：若尔盖高原湿地；泥炭沼泽土；反硝化活性；ｎｉｒＫ；多样性
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反硝化作用主要是由反硝化细菌介导在厌氧条件下将氮氧化合物（ＮＯ－
３ 和 ＮＯ－

２ ）作为离子受体转化为气

态氮（ＮＯ、Ｎ２、Ｎ２Ｏ）的生物异化过程［１］。 此过程的中间产物 ＮＯ 和 Ｎ２Ｏ 导致温室效应和臭氧层空洞［１］。 反硝

化细菌种群丰富，仅凭 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因难以真实反映环境中反硝化细菌的系统发育特征即脱氮显型不能通过

系统发育进行推断，需要利用编码反硝化酶的功能基因作为分子标记来进行反硝化菌的研究［２⁃３］。 研究表

明，反硝化反应涉及 ４ 种反硝化关键酶，分别是硝酸盐还原酶，亚硝酸盐还原酶和异化亚硝酸盐还原酶以及氧

化亚氮还原酶。 其中，由亚硝酸盐还原酶调控的将亚硝酸盐还原成 ＮＯ 的反应是区分硝酸盐呼吸菌和反硝化

菌的关键步骤［４］。 亚硝酸盐还原酶包括 ２ 种不同结构形态，一种由含有铜基（Ｃｕ⁃ｎｉｒ）的 ｎｉｒＫ 基因编码，另一

种由含有亚铁血红素 ｃｄｌ（ｃｄ１⁃ｎｉｒ）的 ｎｉｒＳ 基因编码［２］。 其中 ｎｉｒＫ 基因存在于许多亲缘关系较远的菌株中；而
ｎｉｒＳ 基因反硝化细菌以假单胞菌占优势［４］，可见，将 ｎｉｒＫ 基因作为分子标记可以更全面真实的反应环境中的

反硝化菌群结构。 近年来，ｎｉｒＫ 基因作为分子标记被广泛用于不同生境反硝化细菌群落结构及反硝化活性的

研究，如：森林土壤、草甸土、海洋底泥以及农业土壤等，且生境不同对 ｎｉｒＫ 反硝化菌群起决定作用的环境因

子也不同［５⁃９］。 故利用 ｎｉｒＫ 基因作为分子标记研究若尔盖高原湿地的反硝化菌群结构和多样性，对于深入认

识若尔盖高原湿地反硝化作用的微生物调控机制具有重要意义。
湿地，被称作为“地球之肾”，在调控全球元素的生物地球化学循环中起着重要作用。 若尔盖高原湿地位

于青藏高原东北隅，是世界上为数不多的低纬度永久冻土湿地，具有高海拔、高紫外辐射、高有机质含量等特

点［１０］。 同时，若尔盖高原湿地也是我国乃至全球面积最大的高原泥炭沼泽群［１１］，是中国生物多样性研究关

键地区，也是全球气候变化的热点地区［１２］。 目前，研究人员针对该区域的碳循环特征［１３⁃１４］及相关微生物调控

机制［１５］进行了较系统地研究，而对该区域温室气体 Ｎ２Ｏ 排放的微生物调控机制研究却鲜见报道。
本文结合限制性酶切片段长度多态性（ＲＦＬＰ）技术、克隆文库及测序等手段对若尔盖高原湿地泥炭沼泽

土中 ｎｉｒＫ 反硝化细菌的群落结构和多样性进行分析，并通过冗余分析（ＲＤＡ）来探索影响 ｎｉｒＫ 反硝化细菌的

关键环境因子。 以期揭示若尔盖高原湿地生态系统反硝化活性与反硝化菌群间的内在联系，为深入认识该生

境的反硝化作用微生物调控机制提供基础理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究去概况

若尔盖高原湿地位于青海⁃西藏高原东部边缘的四川、甘肃和青海省的三省交界地区（３２°２０′—３４°００′Ｎ，
１０１°３０′—１０３°３０′Ｅ；面积 ３．９４×１０４ｈｍ２，平均海拔高度 ３５００ ｍ）。 在青藏高原影响下该地区特殊的大陆性高原

气候环境，四季不分，长冬无夏，降水多，湿度大，霜冻期极长。 年平均温度为 １．１ ℃ （年最高温度为 １０．９ ℃，
年最低温度－１０．３ ℃），年平均降水量为 ５６０—８６０ ｍｍ［１６］。 沼泽土全年被水和植被覆盖，主要植被为水生植物

和莎草科的水生⁃中生植物 （木里苔草、毛果苔草和乌拉苔草），土壤母质为均质粉砂和粘土［１０］。 相关采样点

８０６６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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信息见表 １。

表 １　 采样点信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ

采样点
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度
ｌａｔｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ ／ ｍ

土壤温度
Ｓｏｉｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

１ 麦溪 １０２°４９′ ０２．８″ ３３°５４′５７．０″ ３４８７ －５

２ 阿西 １０２°４８′ ４８．２″ ３３°５４′５８．２″ ３４５２ －６

３ 分区 １０２°４８′ ５９．４″ ３３°５５′２１．２″ ３４６２ －５

１．２　 采样方法

２０１２ 年 ８ 月在查阅有关资料的基础上，选取阿西、麦溪和分区 ３ 个面积最大的典型牧区为研究区域，采
集这 ３ 个区域被乌拉苔草覆盖的泥炭沼泽土为研究样品，按照“梅花型”原则进行采样，样地面积约 ０．１５ ｈｍ２，
布设 ３ 个采样点，用土钻取 １０—２０ ｃｍ 的土样，按四分法进行混匀，分别取 １ ｋｇ 混后土样，得到三等份样品，用
无菌 ＰＥＴ 树脂袋封装，放于冰盒中带回实验室。 土样于－２０ ℃冰箱保存以备后续分析。
１．３　 土壤理化性质与反硝化活性

土壤含水量（ＷＣ）在 １０５ ℃烘干 ４８ ｈ 后检测［１７］。 有效氮（ＡＮ）通过碱解扩散法进行分析［１８］。 土壤有机

质（ＳＯＭ） 、ｐＨ 值、总氮（ＴＮ）、总磷（ＴＰ）、有效磷（ＡＰ）、总钾（ＴＫ）、有效钾（ＡＫ）采用 Ｌｉｕ 等人［１９］ 的方法进行

分析。 土壤理化性质见表 ２。
土壤反硝化活性测定采用乙炔抑制法［２０］：称取新鲜土壤样品 ２５ ｇ （以干土计） 放入 ２５０ ｍＬ 三角瓶，添加

２５ ｍＬ 溶液（包含 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖和 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＮＯ３）。 用惰性气体氦气冲洗三角瓶，抽取瓶中土样上方

１０％的气体，添加抽取气体同体积的无丙酮乙炔气体，同时以不加乙炔气体的样品为对照。 在 ２０ ℃、２２５ ｒ ／
ｍｉｎ 条件下振荡土壤泥浆，在 １ ｈ 和 ５ ｈ 用注射器抽取气样，用气相测谱仪分析气样。

Ｎ２Ｏ 浓度测定：Ｎ２Ｏ 浓度用美国安捷伦公司生产的 Ａｇｉｌｅｎｔ⁃ ７８９０Ａ 气相色谱仪测定，检测器为电子捕获

器，分离柱内填充是 Ｐｏｒａｐａｋ Ｑ，计算机程序控制定量管（１ ｍＬ）和通气阀自动进样，将空气样品中水分在进入

检测器前反吹掉，载气为甲烷⁃Ａｒ 混合气，流速为 ６０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 分离柱温度、进样口温度和检测器温度分别为

６０ ℃、１００ ℃和 ３００ ℃。
１．４　 土壤总 ＤＮＡ 提取

利用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ｓｐｉｎ ｋｉｔ ｆｏｒ ｓｏｉｌ 试剂盒（ＭＰ ＢＩＯ， Ｉｎｃ．， Ｉｒｖｉｎｅ， ＣＡ， ＵＳＡ）根据制造商提供的说明进行提

取。 洗脱后总 ＤＮＡ 体积为 ５０ μＬ。 利用 １％的琼脂糖凝胶电泳确认总 ＤＮＡ 的条带的单一性，同时用 Ｎａｎｏ⁃
２００ 核酸检测仪（ＡｏＳｈｅｎｇ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ， Ｃｈｉｎａ）检测浓度。
１．５　 ｎｉｒＫ 基因的扩增

所用引物为： ｎｉｒＫ５１７Ｆ （ ５′⁃ＴＴＹＧＴＳＴＡＹＣＡＣＴＧＣＧＣＶＣＣ⁃ ３′） 和 ｎｉｒＫ１０５５Ｒ （ ５′⁃ＧＣＹＴＣ⁃ ＧＡＴＣＡＧＲＴＴＲ
ＴＧＧＴＴ⁃３′） ［２１］。 ＰＣＲ 扩增程序采用 ＴＯＵＣＨＤＯＷＮ 程序。 选用 ５０ μＬ 反应体系，分别是 ＰＣＲ Ｍｉｘ ２５ mＬ，ＤＮＡ
模板取 ６ mＬ，引物（１０ mｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，超纯水补足 ５０ mＬ。 扩增程序：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，５７—
４７℃ ４５ ｓ（每个 ３ 循环温度降低 ２ ℃），７２ ℃ １ ｍｉｎ，１５ 个循环；其它条件不变，在 ４７ ℃退火温度下继续扩增

２５ 个循环，终延伸 ７２ ℃ ７ ｍｉｎ。 取产物 ２．０ μＬ 在含 ＥＢ 的 １％琼脂糖凝胶上水平电泳检测，１２０ Ｖ 电泳 ３０
ｍｉｎ。 用凝胶成像系统（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ， ＵＳＡ）拍照检测。 ＰＣＲ 产物置于 ４ ℃冰箱保存。
１．６　 克隆与 ＲＦＬＰ 分析

利用 ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ⁃ＵｐＴＭ试剂盒（ＭＯ ＢＩＯ Ｌａｂｓ， Ｓｏｌａｎａ Ｂｅａｃｈ， ＣＡ， ＵＳＡ）对扩增 ＰＣＲ 产物进行纯化，纯化产

物通过 ｐＧＥＭ⁃Ｔ 载体（Ｐｒｏｍｅｇａ）进行克隆。 根据 “蓝白斑”（抑制剂：Ｘ⁃Ｇａｌ、Ａｍｐｒ和 ＩＰＴＧ）对克隆子进行筛选。
３ 个样品平板培养基共挑取 ２７０ 个白色克隆子。 利用 ｎｉｒＫ 基因引物（如 １．５ 所示）进行扩增，获得 ２５０ 个 ｎｉｒＫ
基因阳性克隆子。

９０６６　 １９ 期 　 　 　 王蓥燕　 等：若尔盖高原湿地泥炭沼泽土亚硝酸盐还原酶（ｎｉｒＫ）反硝化细菌群落结构分析 　
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将 ＰＣＲ 产物用 Ｍｓｐ Ｉ 和 Ａｖａ ＩＩ 限制性内切酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）进行双酶切。 酶切体系总体积为 １０ mＬ，包括：２ Ｕ
的限制性内切酶、８ mＬ 的 ＰＣＲ 产物和限制缓冲剂。 酶切产物通过琼脂糖凝胶电泳 ８０Ｖ ６０ｍｉｎ 进行分离，所用

琼脂糖凝胶浓度为 ２％。
根据限制性片段多样性条带的类型，选取 １５ 个代表克隆子送上海生工生物有限公司进行序列测定并将

获得的基因序列提交 ＮＣＢＩ 以获取基因登录号。 序列登录号为：ＫＸ０１８４９４⁃ＫＸ０１８５０８。
１．７　 数据处理

基础数据处理利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行，单因素方差分析和皮尔逊相关分析利用 ＳＰＳＳ ２１． ０ （ ＳＰＳＳ Ｉｎｃ．
Ｃｈｉｃａｇｏ）完成。 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落结构多样性通过 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数（Ｈ），丰富度（Ｓ）、均匀度（Ｅｈ） ［２２］

和覆盖率（Ｃ） ［２３］ 进行计算。 利用 ＭＥＧＡ ５．０ 软件，通过最大相邻法构建 ｎｉｒＫ 基因序列系统发育树。 利用

ＣＡＮＯＣＯ５．０ 软件对土壤理化性质和 ｎｉｒＫ 基因反硝化群落结构进行冗余分析（ＲＤＡ）。

２　 结果与分析

２．１　 土壤理化性质与反硝化活性

３ 个土壤样品的理化性质见表 ２。 其中，阿西地区样品的水含量、反硝化活性、土壤有机质、总氮和有效氮

最高；而麦溪地区样品 ｐＨ 值、总磷、总钾、有效磷和有效钾是最高的。 相较于以上两个地区样品，分区地区样

品的理化性质值相对较低。

表 ２　 若尔盖高原泥炭沼泽土理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅａｔ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｚｏｉｇｅ ｐｌａｔｅａｕ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ

水含量
ＷＣ ／ ％ ｐＨ 土壤有机碳

ＳＯＣ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
总氮

ＴＮ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
总磷

ＴＰ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
总钾

ＴＫ ／ （ｇ ／ ｋｇ）
有效氮

ＡＮ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
有效磷

ＡＰ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
有效钾

ＡＫ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）

１ ５．１２±０．０９ｂ ７．８６±０．０３ａ ２８１．２５±１．３９ｂ ５．２９±０．０５ｂ １．４３±０．１４ａ ７．４４±０．０３ａ １０２５．８８±１．９５ｂ ２６．０１±０．２６ａ ９９．８３±０．４０ａ

２ ６．２８±０．１０ａ ７．６１±０．０２ａ ３０３．０９±０．９６ａ ５．９１±０．０７ａ １．４１±０．１７ａ ６．７９±０．０８ｂ １０７９．４３±３．０３ａ ２２．６３±０．１１ｃ ９６．６７±０．１０ｂ

３ ４．８８±０．０４ｂ ６．８５±０．０４ｂ ２３９．１４±０．０４ｃ ４．５５±０．０６ｃ １．３２±０．１７ｂ ７．３０±０．０６ａ ９９３．００±３．０５ｃ ２４．７２±０．１１ｂ ９８．３３±０．２２ａ

　 　 ＷＣ：Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＳＯＣ：Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＫ：Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＡＮ：Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＡＰ：Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＫ：

Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；结果：平均值±标准误；每栏数据在 Ｐ ＜ ０．０５ 水平下的显著差异

反硝化活性范围为：３３．５２—５２．７７ ｎｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ ｄｓ ｈ－１，最高值出现于阿西地区，最低值位于分区地区（图
１）。 皮尔逊相关分析显示：反硝化活性与土壤有机碳、总氮和丰富度呈显著正相关（表 ３）。

表 ３　 土壤理化性质、反硝化活性与 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落的皮尔逊相关分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ， ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｎｉｒＫ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

水含量 ＷＣ ｐＨ
土壤碳
含量
ＳＯＣ

总氮
ＴＮ

总磷
ＴＰ

总钾
ＴＫ

有效氮
ＡＮ

有效磷
ＡＰ

有效钾
ＡＫ

反硝化
活性
ＰＤＡ

反硝化活性（ＰＤＡ） ０．８８９ ０．７９６ ０．９９８∗ ０．９９８∗ ０．８３５∗ －０．６６５ ０．９６９ －０．５１９ －０．４２６ １

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ
多样性指数（Ｈ） ０．９９８∗ ０．４９１ ０．８８９ ０．９４１ ０．５５０ －０．９０６ ０．９８８ －０．８１５ －０．７４９ ０．９１８

丰富度（Ｓ） ０．９１６ ０．７５６ ０．９９２ １．０００∗∗ ０．７９９ －０．７１１ ０．９８２ －０．５７２ －０．４８１ ０．９９８∗

均匀度（Ｅｈ） ０．９９３ ０．５３５ ０．９１２ ０．９５７ ０．５９２ －０．８８４ ０．９９４ －０．７８５ －０．７１４ ０．９３７

　 　 ＷＣ：Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＳＯＣ：Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＫ：Ｔｏｔａｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＡＮ：Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＡＰ：Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＫ：Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＰＤＡ：Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ；表中数据为：相关系数（ ｒ）；∗Ｐ ＜ ０．０５； ∗∗ Ｐ ＜ ０．０１

２．２　 ｎｉｒＫ 基因群落文库和限制性片段长度多态性分析

限制性片段多态性分析显示（表 ４），３ 个地区共包括 １５ 个 ＯＴＵｓ，不同地区所包含的 ＯＴＵ 类型存在一定

差异。 其中阿西地区所包含 ＯＴＵ 类型最多，麦溪次之，分区最少。 其中 ＯＴＵ１、２、５、８、１１、１２ 为 ３ 个地区共有，
ＯＴＵ１３、ＯＴＵ１４ 为阿西地区特有；ＯＴＵ７ 为麦溪地区特有；ＯＴＵ１５ 为分区地区特有。
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图 １　 若尔盖高原湿地泥炭沼泽土的反硝化活性

　 Ｆｉｇ． １ 　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅａｔ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ ｉｎ

Ｚｏｉｇｅ ｐｌａｔｅａｕ ｗｅｔｌａｎｄ

图中小写字母表示反硝化活性在 Ｐ ＜ ０．０５ 水平上的显著差异

克隆文库的覆盖率用于分析土壤微生物群落的多

样性，文库中的特有 ＯＴＵ 类型越多则多样性的覆盖率

越低［２４］。 本文 ３ 个地区各自的克隆文库的覆盖率都高

于 ９１％（表 ４），充分说明所构建的克隆文库几乎全部覆

盖地区里的 ｎｉｒＫ 基因种类。 同时，克隆文库也可以代

表若尔盖高原湿地泥炭沼泽土中 ｎｉｒＫ 反硝化群落的

特征。
基于 ＲＦＬＰ 数据计算 ｎｉｒＫ 基因群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ 多

样性指数（Ｈ）、丰富度（ Ｓ）以及均匀度（Ｅｈ） （表 ４）。
ｎｉｒＫ 基因反硝化细菌群落多样性在 ３ 个采样点的差异

不明显。 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数的变化范围为：
２．９１—２．４９，其中阿西采样点多样性指数、丰富度和均

匀度最高，麦溪次之，分区最小。 通过表 ３ 皮尔逊相关

分析显示：香侬⁃威尔多样性指数与水含量显著相关

（Ｐ＜０．０５）。 丰富度与总氮极显著相关（Ｐ＜０．０５）。 而均

匀度与各理化性质的相关性不明显。
２．３　 系统发育地位分析

基于 ＲＦＬＰ 图谱，同一 ＲＦＬＰ 类型下选取一个克隆

序列作为一个 ＯＴＵ。 已测序的 １５ 个阳性克隆序列长度

均约为 ５３０ ｂｐ。 根据 Ｐａｌｍｅｒ 的方法［２５］，将 ８２％作为序列相似性标准，可以将 ｎｉｒＫ 序列定位到属的水平。 系

统发育分析显示：１５ 条序列中，１０ 条与变形门细菌相似（图 ２），包括 Ａｌｐｈａ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｂｅｔａ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
两个纲。 还有 ５ 条序列无法确定其分类地位。

表 ４　 若尔盖高原湿地泥炭沼泽土 ｎｉｒＫ 反硝化细菌多样性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｉｒＫ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒｓ ｉｎ ｐｅａｔ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ ｉｎ ｔｈｅ Ｚｏｉｇｅ ｐｌａｔｅａｕ ｗｅｔｌａｎｄ

限制性内切酶
Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅｓ

ＯＴＵ 类型
ＯＴＵ ｔｙｐｅ

覆盖率（Ｃ）
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ｒａｔｉｏ

多样性指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ
Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

丰度（Ｓ）
Ｒｉｃｈｎｅｓｓ

均匀度（Ｅｈ）
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ

Ｍｓｐ Ｉ １ １２ ０．９５３９±０．０２ａ ２．５９±０．０２ｂ ３．１２±０．０４ｂ ０．８７±０．０２ａ

和 Ａｖａ ＩＩ ２ １３ ０．９６５３±０．０３ａ ２．９１±０．０４ａ ３．３８±０．０７ａ ０．９２±０．０２ａ

３ １０ ０．９３４６±０．０２ｂ ２．４９±０．０６ｂ ２．８１±０．０２ ｃ ０．８５±０．０２ａ

　 　 结果为平均值±标准误；每栏数据在 Ｐ ＜ ０．０５ 的水平下显著差异

Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 纲是若尔盖泥炭沼泽土最优势的 ｎｉｒＫ 反硝化菌群，占克隆子总数的 ５１．０％，有 ５ 个

ＯＴＵ 属于这个类群（Ｃｌｕｓｔｅｒ３、Ｃｌｕｓｔｅｒ４）。 其中，丰度最高的 ＯＴＵ１２，在 ２５０ 个正确插入片段的克隆子中占有 ４３
个，与 ＧｅｎＢａｎｋ 可培养反硝化细菌 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ２—８ （ＧＵ３３２８４７）在核酸水平上具有 ８５％的序列相

似性。 此代表序列来自不同的生境，如沼泽土、农田土壤、酸性土壤、水稻土等。 丰度第二的 ＯＴＵ１４ 包括 ２７
个克隆子，占克隆子总数的 １０．８％，多来源于海底底泥、农业土壤等。 ＯＴＵ１３ 的源于城市污水处理厂。 此外，
属于 ＯＴＵ１２、 ＯＴＵ１３ 和 ＯＴＵ１４ 的克隆子主要来自阿西地区， 显示阿西采样点中的优势种群属于

Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 纲。
Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 纲包含 ５ 个 ＯＴＵ，占克隆子总数的 ３８％。 ＯＴＵ８ 最丰富，该 ＯＴＵ 占克隆子总数的１４．４％，

与可培养反硝化细菌 Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎ （ＡＢ９６９８２６）具有 ８４％的序列相似性。 其相似序列来源于草甸

土和农田土壤，相似度在 ８２％—８９％之间。 此外， ＯＴＵ６—９ 的克隆子大部分来自麦溪地区，显示麦溪采样点

中的优势种群属于 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 纲。 还有部分 ＯＴＵ 无法确定其分类地位（Ｃｌｕｓｔｅｒ １），占克隆子总数的

１１６６　 １９ 期 　 　 　 王蓥燕　 等：若尔盖高原湿地泥炭沼泽土亚硝酸盐还原酶（ｎｉｒＫ）反硝化细菌群落结构分析 　
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１１％。 分区采样点的克隆序列大多属于此类。 以上 ＯＴＵ 相似的序列大多来自于冰川，海滩、高山贫营养湖、
农业土壤、河口、内陆湖底泥等，序列相似度在 ８５％—８９％之间。

图 ２　 若尔盖高原湿地泥炭沼泽土 ｎｉｒＫ 反硝化细菌的系统发育分析

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｒＫ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅａｔ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ ｉｎ Ｚｏｉｇｅ ｐｌａｔｅａｕ ｗｅｔｌａｎｄ

在树节上的数字代表 １ ０００ 取样的百分比，仅显示大于 ５０％的情况

２．４　 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落结构与土壤理化性质的冗余分析

若尔盖高原湿地泥炭沼泽土 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落与土壤理化性质之间的 ＲＤＡ 相关性见图 ３。 分析结果

显示：第一排序轴的特征值为 ０．９７，第二排序轴特征值为 ０．０２。 由图可知，第一排序轴与有效磷、有效钾关系

２１６６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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　 图 ３　 若尔盖高原湿地泥炭沼泽土 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落结构的

ＲＤＡ 排序图

Ｆｉｇ．３　 ＲＤＡ ｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｒＫ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｅｒ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅａｔ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ ｉｎ Ｚｏｉｇｅ ｐｌａｔｅａｕ ｗｅｔｌａｎｄ

ＷＣ：水分含量 Ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ；ＳＯＣ：土壤有机碳 Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ；

ＴＮ：总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＫ：总钾 Ｔｏｔａｌ

ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＡＮ： 有效氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ； ＡＰ： 有效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＫ：有效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ

最为密切，均达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。 第二轴与土

壤有机碳、总氮、总磷和有效氮较为密切，均达到显著水

平（Ｐ＜０．０５）。 总体而言，本实验中有效钾、有效磷对

ｎｉｒＫ 基因反硝化群落结构的影响最显著。 此外，由采样

点投射到各理化性质上的投影点可知，阿西地区含高有

机质，麦溪地区含高有效钾、有效磷，分区地区各理化性

质居中。 而各采样点的连线段长度表示各采样点 ｎｉｒＫ
反硝化细菌群落的相似程度，即麦溪地区与其他两个地

区的连接距离较长，则其 ｎｉｒＫ 反硝化菌群有明显的

差异。

３　 讨论

环境因子如土壤含水量，ｐＨ 和营养成分等是影响

反硝化作用和反硝化细菌种群组成和多样性的重要因

素，本文皮尔逊相关分析显示：反硝化活性与土壤有机

质、总氮和总磷都呈极显著相关（表 ３）。 已有研究表

明［２６］，反硝化活性的高低取决于提供给细菌生长的有

机质的质量与数量。 在污水灌溉的农田里检测反硝化

活性结果显示，影响反硝化活性的主要环境因子是总氮

含量［２７］。 Ｗｈｉｔｅ［２８］等人在研究被水覆盖 ４０ａ 的泥炭沼泽土反硝化活性时发现：总磷含量与反硝化活性呈极显

著相关性。 上述研究结果与本文结果相似，显示若尔高高原湿地的反硝化活性受土壤理化性质特别是有机

质、氮素和磷素的有效性的明显影响。
系统发育分析显示 ｎｉｒＫ 反硝化菌群主要属于变形门。 此外，若尔盖高原湿地不同地区泥炭沼泽土中的

ｎｉｒＫ 反硝化菌群存在明显差异。 其中，阿西地区分离的克隆子序列主要属于 α⁃变形门（Ｃｌｕｓｔｅｒ ３⁃ ４），少部分

属于 β⁃变形门。 在 α⁃变形门中， 以慢生型大豆根瘤菌属 （ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ）、 红假单胞菌属

（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、苍白杆菌属（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）还有德沃斯氏菌属（Ｄｅｖｏｓｉａ）为主。 与本文结果相似，Ｐｒｉｅｍé
等［５］研究土耳其沼泽化潮土中亚硝酸盐微生物群落得出慢生型大豆根瘤菌 （Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ，
ＡＪ００２５１６）是该生境中的优势反硝化微生物类群。 Ｓａｉｔｏ 等研究也发现定向施无机肥的水稻土中 ｎｉｒＫ 反硝化

菌群除以上慢生型大豆根瘤菌属外还有红假单胞菌属（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ， ＹＰ７８２９７７） 以及苍白杆菌属

（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ， ＹＰ００１３７２９８） ［２９］。 但德沃斯氏菌属（Ｄｅｖｏｓｉａ）未见相关报道。 麦溪地区反硝化菌群主要为 β⁃
变形门，少部分为 α⁃变形门，且主要为 β⁃变形门的产碱杆菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）。 与本文类似，Ｐｒｉｅｍｅ 等人研究土

耳其沼泽土壤中的反硝化细菌类群时，也得出 β⁃变形门细菌相对较少［５］。 而分区地区的主要反硝化菌群不

能确定其种属地位。 结合本文的反硝化活性和系统发育分析结果，若尔盖高原湿地泥炭沼泽土的反硝化活性

可能主要由 α⁃变形门细菌调控。 与本文研究相似，Ｋａｔｓｕｙａｍａ 等人在研究不同森林土的反硝化活性和调控菌

群时亦发现 α⁃变形门的反硝化菌是调控该类生境反硝化活性的主要菌群［３０］。 综上，若尔盖高原湿地泥炭沼

泽土中存在多样化的反硝化菌群，原因可能是这些泥炭沼泽土微域生境条件如理化性质、含水量和含氧量及

氧化还原电位存在差异而导致［３］。
环境因子是影响微生物群落结构变化的重要因子，研究土壤微生物群落结构与土壤理化性质间的相互关

系对于深入认识土壤微生物在生态系统中扮演的角色和功能具有重要意义［３１］。 ＲＤＡ 分析显示有效钾和有效

磷是影响若尔盖高原湿地泥炭沼泽土 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落结构的主要因子。 Ｚｈａｎｇ 等［３２］ 对青藏高原草甸土

ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落研究发现，温度、水含量以及 Ｃ ／ Ｎ 比是影响 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落结构的主要因子。 而

３１６６　 １９ 期 　 　 　 王蓥燕　 等：若尔盖高原湿地泥炭沼泽土亚硝酸盐还原酶（ｎｉｒＫ）反硝化细菌群落结构分析 　
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Ｘｉｅ 等［３３］研究青藏高原草甸土上放牧对反硝化细菌群落结构的影响发现土壤有机碳和硝态氮是影响 ｎｉｒＫ 反

硝化细菌群落结构的重要因子。 而与本文结果相似，如 Ｂａｒｔａ 等［３４］ 研究发现森林土壤中有效磷对 ｎｉｒＫ 反硝

化细菌群落结构有显著影响（ ｒ＝ ０．８３， Ｐ＜０．００１）。 Ｘｕｅ 等［３５］ 研究表明有效钾是影响有机农业土壤 ｎｉｒＫ 反硝

化细菌群落的重要因子。 此外，相关研究也表明：当有效磷和有效钾作为土壤限制营养因子时，会诱导溶磷溶

钾微生物分泌相关酶类释放土壤中的磷、钾元素，改善土壤微域生境，进而反过来调控这些微生物的种群和数

量［３６⁃３７］。 综上，磷、钾元素作为生命活动的重要营养因子，它们与受微生物调控的氮素生物地球化学循环可

能存在非常复杂的作用关系，这些关系的解释尚须进一步研究证实。
本文分析了若尔盖高原湿地泥炭沼泽土反硝化活性和 ｎｉｒＫ 反硝化细菌群落结构和多样性及影响因子。

研究显示 ｎｉｒＫ 基因反硝化菌群主要属于变形门菌，该区域的反硝化活性主要受 α⁃变形门反硝化菌群影响。
土壤有效钾和有效磷是影响 ｎｉｒＫ 基因反硝化菌群落结构的主要环境因子。
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