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人工遮光和营养添加对河流反硝化活性和反硝化细菌
群落结构的影响

陈秋阳１，２，赵彬洁１，２，袁　 洁１，２，张　 健１，谭　 香１，∗，张全发１

１ 中国科学院武汉植物园水生植物与流域生态重点实验室，武汉　 ４３００７４

２ 中国科学院大学，北京　 １０００４９

摘要：河流生态系统受到人类活动例如河岸带森林植被毁损和农业活动施肥等的干扰日益加剧，而这些活动使河流接收的光照

增多、河流的氮磷营养盐浓度增加。 微生物的反硝化作用是河流去除氮的有效途径。 我们在汉江的一级支流金水河上游核心

保护区内选取 ６ 条溪流开展野外控制实验，利用营养添加模拟河流中营养的增加，遮盖河面来模拟源头溪流的隐蔽状态，来研

究河流沉积物中微生物的反硝化作用对光照和营养改变的响应，并利用高通量测序（ＭｉＳｅｑ）技术研究在两种处理下河流沉积

物中 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的群落结构变化。 结果显示：营养添加增加了沉积物的反硝化活性，河面遮盖降低了沉积物的反硝化活

性。 营养添加和河面遮盖两种处理均能降低金水河上游区域优势菌属脱氯单胞菌属的相对丰度，同时也均会降低该区域 ｎｉｒＳ
型反硝化菌群的物种多样性。 本研究初步证实了光照增加和河流的营养增加提高了河流沉积物反硝化活性，并为提高河流的

脱氮能力提供科学依据。
关键词：反硝化细菌；ｎｉｒＳ 基因；河流沉积物；群落结构；多样性
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反硝化既是去除河流氮污染、调节氮循环的关键过程。 大气氮沉降、氮肥的使用、粪便的排放和生物固氮

等方式输入河流的氮元素，在最终汇入海洋前，有将近一半由反硝化的作用去除，释放到大气中［１］。 河流中

的氮循环微生物参与了包括固氮、硝化、反硝化、厌氧氨氧化和氨化等生态过程，各形态的氮作为主要反应物，
河流中的氮素水平直接影响了微生物的群落特征和功能作用，因此施肥行为将显著改变氮循环微生物的群落

结构，增强其生物功能活性。 研究表明，在河流砂质沉积物内添加氮质营养能促进反硝化进程［２］；氮肥的施

用促进了反硝化细菌的活性，有机肥还能提高土壤反硝化细菌多样性［３］。 光照的强度对底栖和浮游藻类的

生长具有显著的影响［４］，从而影响藻类对河流沉积物中氮磷营养盐和有机碳的吸收和释放［５⁃７］。 比如，暗光

环境会抑制沉积物中异养细菌的生长，低光照强度能降低异养细菌的碳生物量贡献率［８］。
迄今为止，反硝化细菌群落对营养响应的生态试验常见于农业土壤和水产养殖沿岸土壤的研究中［９⁃１０］，

利用野外原位生态试验探索营养添加和遮光处理对河流沉积物反硝化微生物多样性影响的研究鲜有报道。
本实验选择汉江上游金水河流域中的森林溪流，采集进行原位营养添加和遮光处理后的河流砂质沉积物，选
用 ｎｉｒＳ 功能基因作分子标记，采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 技术研究两种处理对反硝化细菌群落结构和物种多样性的影

响，可以为深入理解人类活动对流域脱氮能力的改变提供依据。

１　 实验方法

１．１　 研究区域

控制实验于 ２０１５ 年 １０ 月至 ２０１５ 年 １２ 月在陕西省秦岭南坡的佛坪县境内金水河流域进行。 金水河是

汉江上游区域的一级支流，发源于佛坪县，在洋县的黄金峡峡口汇入汉江，河流长度 ８７ ｋｍ，流域面积 ７３０
ｋｍ２，全流域无工业区分布，中下游两岸土地被开垦为农田。 金水河流域处于北亚热带山地暖温带湿润季风

气候区，多年平均气温 １１．５—１４．５℃，降水量在 ９００—１２４４ ｍｍ 之间。 实验样地位于金水河流域上游的佛坪国

家自然保护区的核心区域内，人为干扰小，森林覆盖率高（＞９５％），其中竹林面积占 ４４．７％［１１］。 金水河的河水

水质较好，呈弱碱性，离子含量较低，水化学类型为 Ｃａ２＋ ⁃ＨＣＯ－
３ 型，河水中离子主要是受碳酸盐岩和硅酸盐岩

风化的控制［１２］。
在金水河上游的东河及其支流中选取 ６ 条溪流作为实验样地，分布如图 １，自上游到下游分别为李家沟、

东河、倒流水沟、牌坊沟、瓦房沟和转弯沟。
１．２　 实验设计

实验区域选取有连续水域的开阔河段，长 ２０ ｍ、宽 ８ ｍ，自上游至下游每长 ５ ｍ 、宽 ８ ｍ 分一段，分为设为

对照区（ Ｏ： Ｏｐｅｎ）、遮光区 （ Ｓ： Ｓｈａｄｅｄ）、营养区 （ ＯＮ： Ｏｐｅｎ ＆ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ） 和遮光营养区 （ ＳＮ： Ｓｈａｄｅｄ ＆
Ｎｕｔｒｉｅｎｔ），每个区域之间的间隔为 ３０ ｍ。 图 ２ 是对照区和 ３ 个处理区的实验布置示意图。 对照区（Ｏ）不做任

何处理；遮光区（Ｓ）的河面以上 ５０ ｃｍ 处覆盖遮光率大于 ９５％的黑色遮阳网；营养区（ＯＮ）的沉积物中均匀施

加 ５０ ｋｇ 缓释肥；遮光营养区（ＳＮ）在沉积物中均匀施加 ５０ ｋｇ 缓释肥后，在河面以上 ５０ ｃｍ 处覆盖遮光率大
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图 １　 实验样地分布图

Ｆｉｇ．１　 Ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ ａｎｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

于 ９５％的黑色遮阳网。 遮光处理是为了模拟河流源头区域森林郁闭度极高的河流光照强度水平，营养添加

处理是为了模拟河流中下游人类的农耕活动和生活污水的排放对河流的营养输入状态。 实验中施加的缓释

肥是美国 Ｓｃｏｔｔｓ 公司生产的精准奥绿肥（Ｏｓｍｏｃｏｔｅ Ｅｘａｃｔ），Ｎ：Ｐ：Ｋ 的有效成分比是 １５：１９：１２。 营养添加和遮

光处理时长 ２ 个月，每一个处理中采集 ３ 个平行河水样品和砂质沉积物样品用于后期测量反硝化活性和分析

细菌物种多样性。 河流水体中的温度（Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）、溶解氧含量（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ Ｏｘｙｇｅｎ）、ｐＨ 和浊度（Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ）均
由 ＹＳＩ６９２０ 水质检测仪现场测定。 总氮（Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＮ）由碳氮仪 Ｍｕｌｔｉ Ｎ ／ Ｃ Ò２１００ 测定，总磷（ Ｔｏｔａｌ
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＰ）由钼酸铵分光光度法（ＧＢ １１８９３⁃８９）测得。

图 ２　 河流遮盖和营养加富实验布置示意图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｖｅｒａｇｅ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

１．３　 样品的采集和反硝化活性测定

营养添加及河面遮盖 ２ 个月后，取每条溪流四个区域的沉积物。 用采样袋采集 ２００ ｇ 砂质沉积物，放入

３　 １５ 期 　 　 　 陈秋阳　 等：人工遮光和营养添加对河流反硝化活性和反硝化细菌群落结构的影响 　
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干冰和保温箱中带回实验室，冻干后用于 ＤＮＡ 的提取。 用采样袋采集 ５００ ｇ 砂质沉积物，在 ４℃条件下带回

实验室，测定反硝化活性，即，利用乙炔抑制法培养沉积物 ４ ｈ，用真空气瓶收集产生的 Ｎ２Ｏ 气体，Ｎ２Ｏ 浓度用

装有６３Ｎｉ 电子捕获器（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ Ｃａｐｔｕｒｅ Ｄｅｔｅｃｔｏｒ）的气相色谱仪测定。 每个样品 ３ 个重复。 评价沉积物的反硝

化活性的指标是培养沉积物样品 ４ ｈ 内 Ｎ２Ｏ 生成速率，根据 Ｔｅｒｒｙ 等提供的公式计算水中溶解 Ｎ２Ｏ 的浓

度［１３］。 ４ ｈ 内的平均反硝化速率 ｖ 为：

ｖ ＝ １
４

× Ｃｔ × （Ｖｈ ＋∝× Ｖｗ） × Ｐ × ２８
ＣＦｎ × １０００ × ＲＴＭｓ

单位是：μｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ ｈ－１，表示每 １ ｇ 烘干沉积泥沙在 ４ ｈ 内产生的 Ｎ２Ｏ 态 Ｎ 的质量。 其中 Ｃｔ 是 ４ ｈ 后

顶空气体中 Ｎ２Ｏ 的浓度；Ｖｈ 是顶空气体的体积；Ｖｗ 是加入的水的体积；a为本森系数；ＣＦｎ 是修正系数，当只

抽取一次气体时，ＣＦｎ 的值为 １；Ｍｓ 为烘干后的沉积物质量；Ｔ 为培养时的温度；Ｐ 为压强；Ｒ ＝ ８．３１４５１ ＫＰａ
ｍｏｌ－１Ｋ－１。
１．４　 细菌总 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增

选取倒流水沟和东河两条溪流的各区域河流砂质沉积物进行反硝化微生物分析，分析流程如下：

其中，ＤＮＡ 提取使用的使 Ｏｍｅｇａ Ｓｏｉｌ ｋｉｔ 试剂盒；ＤＮＡ 纯度检测方法用 ＮａｎｏＤｒｏｐ；ＤＮＡ 浓度检测用 Ｑｕｂｉｔ 完
成；ＤＮＡ 完整性检测方法为琼脂糖凝胶电泳。

选择反硝化细菌的 １６ＳｒＤＮＡ 的 Ｃｄ３ａＦ⁃Ｒ３ｃｄ 测序区域，引物是 Ｃｄ３ａＦ（５′⁃ ＧＴＳＡＡＣＧＴＳＡＡＧＧＡＲＡＣＳＧＧ⁃
３′）和 Ｒ３ｃｄ（５′⁃ ＧＡＳＴＴＣＧＧＲＴＧＳＧＴＣＴＴＧＡ⁃ ３′）。 ＰＣＲ 采用 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｆａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，２０ μＬ 反应

体系。
１．５　 序列分析

ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔ）及物种群落分析：使用 Ｕｐａｒｓｅ 软件（Ｕｐａｒｓｅ ｖ７．０．１００１）对所有样品的全

部有效标记（Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ）序列进行一致性（Ｉｄｅｎｔｉｔｙ）聚类，形成 ＯＴＵ。 在对 ＯＴＵ 注释并去除污染 ＯＴＵ 后，
使用 Ｒ 软件进行各个分类等级的注释比例和物种相对丰度的统计。 选取关注细菌属的 ＯＴＵ 使用 ＱＩＩＭＥ 软

件进行系统进化树构建，进行系统进化关系展示。 最后使用 Ｒ 软件进行纲级别的相对丰度热图绘制，同时进

行样本间和物种间的聚类分析。
Ｃｈａｏ 指数是常用的通过预测样品中 ＯＴＵ 数量，衡量样品中 ＯＴＵ 丰富度的指数，用来评估沉积物样本的

物种多样性，指数越高，表明样本的多样性越复杂。 覆盖百分率（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）通过下列公式计算：

Ｃｏｖｅｒａｇｅ ＝ １ － ｎ１
Ｎ

æ

è
ç

ö

ø
÷ × １００％

式中，ｎ１ 表示克隆文库中只出现一次的 ＯＴＵ 数量， Ｎ 表示每个克隆文库的克隆总数。 覆盖百分率越高， 表

明文库表达真实环境中 ｎｉｒＳ 基因群落结构的置信度越高。 在文库库容相同的情况下，覆盖百分率越高，ｎｉｒＳ
型反硝化细菌的群落多样性就越低。
１．６　 统计分析

多样性指数（Ｃｈａｏ），使用 ＱＩＩＭＥ 软件计算。
沉积物反硝化活性在遮光和营养添加处理下的差异显著性分析，以及遮光和营养添加处理下沉积物 ｎｉｒＳ

型反硝化细菌物种相对丰度和物种数量的差异显著性分析，由 ＳＰＳＳ １６．０ 进行方差分析（ＡＮＯＶＡ）和 ＬＳＤ 多

重比较分析方法。

２　 结果

２．１　 河流水体的基本理化性质

　 　 实验实施前（２０１５ 年 １０ 月），金水河上游 ６ 条溪流河水的理化指标数值如表 １ 所示。 ２０１５ 年 １２ 月实验
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进行两个月后，营养添加处理前后溪流河水的理化性质见表 ２ 和表 ３。 ６ 条溪流的河水呈弱碱性，溶解氧含量

较高，水体十分清澈。 经过了短期（２ 个月）的处理，较对照区域（Ｏ），和营养区域（ＯＮ）的河水 ｐＨ 显著（Ｐ＜０．
０５）降低，溶解氧含量 ＤＯ 显著（Ｐ＜０．０５）上升。 其它的水质指标在 ６ 条河流中的变化各不相同。 李家沟

（ＬＪＧ）、东河（ＤＨ）、瓦房沟（ＷＦＧ）和转弯沟（ＺＷＧ）在对照区和营养区的总氮 ＴＮ 没有显著差异；较对照区而

言，倒流水（ＤＬＳＧ）和牌坊沟（ＰＦＧ）在营养区的总氮 ＴＮ 显著（Ｐ＜０．０５）增加。 东河（ＤＨ）、瓦房沟（ＷＦＧ）在对

照区和营养区的总磷 ＴＰ 没有显著差异；较对照区而言，李家沟（ＬＪＧ）、倒流水沟（ＤＬＳＧ）、牌坊沟（ＰＦＧ）和转

弯沟（ＺＷＧ）在营养区的总磷 ＴＰ 显著（Ｐ ＜ ０．０５）增加。

表 １　 对照区（Ｏｐｅｎ）６ 条溪流河水的基本理化性质监测初始值（１０ 月）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ（Ｏ） ｏｆ ６ ｓｔｒｅａｍｓ （Ｏｃｔｏｂｅｒ）

对照区
Ｏｐｅｎ

溶解氧
Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ｐＨ

浊度
Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ ／

ＮＴＵ

总氮
Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

总磷
Ｔｏｔａｌ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

东河 ＤＨ ６．４６±０．０７ ７．０１± ＜０．０１ ０．６± ＜０．０１ ０．８０±０．１７ ０．０１５± ＜０．０１

李家沟 ＬＪＧ ７．９５±０．２１ ７．０８±０．１１ ０．１± ＜０．０１ ０．７９±０．１７ ０．０１５±０．０１

倒流水 ＤＬＳＧ ９．５５±０．１０ ７．４２± ＜０．０１ ０．２± ＜０．０１ ０．８１±０．０６ ０．０１６± ＜０．０１

牌坊沟 ＰＦＧ ８．４０±０．０２ ７．１３±０．０１ ０．２± ＜０．０１ ０．６８±０．０４ ０．０１５±０．０１

瓦房沟 ＷＦＧ ９．９８±０．０８ ７．２３± ＜０．０１ ０．２± ＜０．０１ １．５４±０．１１ ０．０１２± ＜０．０１

转弯沟 ＺＷＧ ８．６５±０．１６ ７．５６± ＜０．０１ ０．３± ＜０．０１ ０．８３±０．０５ ０．０１０± ＜０．０１

　 　 第一列缩写为对应的拼音首字母缩写，表中数值为：平均值±标准偏差，重复次 ｎ＝ ３；ＮＴＵ 为 Ｎｅｐｈｅｌｏｍｅｔｒｉｃ Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ Ｕｎｉｔ，是散射比浊测定法

测定浊度的单位

表 ２　 对照区（Ｏｐｅｎ）６ 条溪流河水的基本理化性质（１２ 月）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ（Ｏ） ｏｆ ６ ｓｔｒｅａｍｓ （Ｄｅｃｅｍｂｅｒ）

对照区
Ｏｐｅｎ

溶解氧
Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ｐＨ

浊度
Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ ／

ＮＴＵ

总氮
Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

总磷
Ｔｏｔａｌ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

东河 ＤＨ ９．３３±０．０４ａ ７．７１± ＜０．０１ａ ０．６± ＜０．０１ａ ０．９６± ＜０．０１ａ ０．０３１±０．０１ａ

李家沟 ＬＪＧ ７．１３±１．１６ ａ ８．２２±０．３７ ａ ０．７±０．０７ａ ０．７９±０．２１ａ ０．０２７±０．０１ａ

倒流水沟 ＤＬＳＧ ９．０２±０．０３ ａ ７．７１±０．０１ａ ０．５±０．０７ａ １．０６±０．０８ａ ０．０３± ＜０．０１ａ

牌坊沟 ＰＦＧ ８．３１±０．０５ ａ ８．１１±０．０１ａ １．２± ＜０．０１ａ ０．７４±０．０８ａ ０．０２７±０．０１ａ

瓦房沟 ＷＦＧ ８．３７±０．０３ ａ ７．３１± ＜０．０１ａ ０．５± ＜０．０１ａ １．４７±０．１２ａ ０．０１３± ＜０．０１ａ

转弯沟 ＺＷＧ １３．５９±０．２２ ａ ７．７１±０．０４ａ ０．５±０．１９ａ ０．７２±０．０４ａ ０．０２１± ＜０．０１ａ

　 　 表中数值为：平均值±标准偏差（Ｍｅａｎ±ＳＤ），重复次 ｎ＝ ３；小写字母 ａ 和 ｂ 表示在 Ｐ＜０．０５ 水平上的差异；ＮＴＵ 为 Ｎｅｐｈｅｌｏｍｅｔｒｉｃ Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ Ｕｎｉｔ，

是散射比浊测定法测定浊度的单位

表 ３　 营养区（Ｏｐｅｎ ＆Ｎｕｔｒｉｅｎｔ）６ 条溪流河水的基本理化性质（１２ 月）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｉｎ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｓｅｇｍｅｎｔｓ （Ｏｐｅｎ＆Ｎｕｔｒｉｅｎｔ） ｏｆ ６ ｓｔｒｅａｍｓ （Ｄｅｃｅｍｂｅｒ）

对照区
Ｏｐｅｎ

溶解氧
Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ｐＨ

浊度
Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ ／

ＮＴＵ

总氮
Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

总磷
Ｔｏｔａｌ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）

东河 ＤＨ ９．８１±０．０２ｂ ７．４０±０．０１ｂ ０．４±＜０．０１ｂ ０．９３±０．０５ａ ０．０２６±＜０．０１ａ

李家沟 ＬＪＧ ９．０８±０．０２ｂ ７．１３±０．０１ｂ ０．３±０．０７ｂ ０．６４±０．０１ａ ０．０４６±＜０．０１ｂ

倒流水沟 ＤＬＳＧ １０．６４±０．０１ｂ ７．３２±０．０１ｂ ０．９±＜０．０１ｂ １．６１±０．０５ｂ ０．０９３±０．０１ｂ

牌坊沟 ＰＦＧ ９．３５±０．０２ｂ ７．５±＜０．０１ｂ ０．６±＜０．０１ｂ ０．８８±０．０２ｂ ０．０４９±＜０．０１ｂ

瓦房沟 ＷＦＧ ９．８０±０．０６ｂ ７．２７±０．０１ｂ ０．６±＜０．０１ａ １．３４±０．０１ａ ０．０１２±＜０．０１ａ

转弯沟 ＺＷＧ １４．４２±０．０８ｂ ７．５３±０．０２ｂ ０．２±＜０．０１ｂ ０．７９±０．０５ａ ０．０５３±＜０．０１ｂ

　 　 表中数值为：平均值±标准偏差（Ｍｅａｎ±ＳＤ），重复次数 ｎ＝ ３；小写字母 ａ 和 ｂ 表示在 Ｐ ＜ ０．０５ 水平上的差异；ＮＴＵ 为 Ｎｅｐｈｅｌｏｍｅｔｒｉｃ Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ

Ｕｎｉｔ，是散射比浊测定法测定浊度的单位
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２．２　 沉积物反硝化活性变化

图 ３　 不同处理下的河流沉积物培养 ４ｈ 内的反硝化速率

　 Ｆｉｇ．３　 Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ４⁃ｈｏｕｒ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

纵坐标反硝化速率的单位 ｎｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ ｈ－１，表示每 １ ｇ 烘干沉积

泥沙在 ４ ｈ 内产生的 Ｎ２Ｏ 态 Ｎ 的质量；Ｏ：对照区（Ｏｐｅｎ），Ｓ：遮光

区（ Ｓｈａｄｉｎｇ）， ＯＮ： 营养区 （ Ｏｐｅｎ＆Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ）， ＳＮ： 遮光营养区

（Ｓｈａｄｉｎｇ＆Ｎｕｔｒｉｅｎｔ）；ａ 和 ｂ 表示小写字母表示在 Ｐ ＜ ０．０５ 水平上

的差异

对 ４ 种处理下 ６ 条河流的沉积物 ４ ｈ 平均反硝化

速率做单因素方差分析和 ＬＳＤ 法多重比较分析，结果

表明，遮光处理 Ｓ 与对照 Ｏ、营养添加 ＯＮ 和遮光且营

养添加 ＳＮ 这 ３ 种处理之间的差异性显著（Ｐ＜０．０５），Ｏ、
ＯＮ 和 ＳＮ ３ 种处理之间彼此没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。
如图 ３ 所示是在 ６ 条河流中 ４ 种处理下的河流沉积物

反硝化活性。 相比于对照区（Ｏ），河面遮光处理（Ｓ）显
著（Ｐ＜０．０５）降低了沉积物的反硝化活性，营养添加处

理（ＯＮ）和营养添加且河面遮盖处理（ＳＮ）的沉积物反

硝化活性略微增加，但与对照区（Ｏ）没有显著的差异

（Ｐ＞０．０５）。 均进行了遮光处理的 Ｓ 和 ＳＮ 两组之间比

较，遮光且营养添加处理（ＳＮ）显著（Ｐ＜０．０５）提高了沉

积物的反硝化活性。
见表 ４，６ 条河流中，经过 Ｓ、ＯＮ 和 ＳＮ ３ 种处理后，

倒流水沟的沉积物反硝化活性变化幅度最大，４ ｈ 内平均反硝化速率在河面遮盖区域达到最小值 １５．９８ ｎｇ Ｎ２

Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ｈ－１，在营养添加区域达到最大值 １１４．９０ ｎｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ｈ－１。 牌坊沟的沉积物反硝化活性变化幅度最小，
４ ｈ 内平均反硝化速率在河面遮盖区域达到最小值 ６３．１５ ｎｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ｈ－１，在营养添加区域达到最大值 ７７．７０
ｎｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ｈ－１。

表 ４　 ４ 种处理下 ６ 条河流沉积物 ４ｈ 内的反硝化速率平均值（ｎｇ Ｎ２Ｏ⁃Ｎ ｇ－１ ｈ－１）

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｖｅｒａｇｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ４ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ６ ｓｔｒｅａｍｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ 李家沟 倒流水沟 牌坊沟 东河 瓦房沟 转弯沟

Ｏ ７０．１９±１８．７５ ９０．５１±３２．６０ ７１．２７±２３．０９ ７５．６７±１４．１６ ７３．６０±９．７７ ８７．２５±２８．２０

Ｓ ２４．９８±８．１８ １５．９８±２．３６０ ６３．１５±１８．９２ ２９．０２±３．２２ ４１．１４±１２．６４ １８．１８±１０．３３

ＯＮ ７２．７６±３０．５８ １１４．９０±３０．６１ ７７．７０±２５．８１ ９８．８４±１８．７７ ８５．６０±２０．０１ ８９．９１±１２．１９

ＳＮ ６０．８０±１０．７９ ８６．０９±１５．８６ ７５．４９±２５．５２ ８７．１７±３０．２８ ７０．５７±２９．５２ ７１．８３±２０．７４
　 　 Ｏ：对照区，Ｏｐｅｎ；Ｓ：遮光区，Ｓｈａｄｉｎｇ；ＯＮ：营养区，Ｏｐｅｎ ＆ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ；ＳＮ：遮光营养区，Ｓｈａｄｉｎｇ ＆ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ；表中数值为：平均值±标准偏差（Ｍｅａｎ

±ＳＤ），重复次数 ｎ＝ ３

２．３　 ＯＴＵ 系统进化与丰度聚类分析

扇形的面积表示不同处理区域内的样品在该细菌分类上相对丰度的比例大小；分类名下方的数字表示 ４
种处理区域种的所有沉积物样品在该分类上的平均相对丰度百分率

选取 ６ 条河流中的东河（ＤＨ）和倒流水沟（ＤＬ）进行沉积物中反硝化细菌的序列分析。 基于样本内的

ＯＴＵ 的物种系统进化关系及相对丰度信息，在属水平上，选择每个分类中所有样品相对丰度最大的前 １０ 个

分类，分别是 Ａｌｐｈａ 变形菌纲的趋磁螺菌属（Ｍａｇｎｅｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ），β 变形菌纲的未分类 Ｂｅｔａ 变形菌（Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿
Ａｃｃｕｍｕｌｉｂａｃｔｅｒ＿ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｓ）、 纤毛菌属 （ Ｌｅｐｔｏｔｈｒｉｘ、 Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ）、 固氮螺菌属 （ Ａｚｏｓｐｉｒａ）、 脱氯单胞杆菌属

（Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ）和冻胶菌属 （ Ｚｏｏｇｌｏｅａ ）， Ｇａｍｍａ 变形菌纲的假单胞菌属 （ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） 和黄杆菌属

（Ｒｈｏｄａｎｏｂａｃｔｅｒ），还有非变形菌门的环境样品（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ＿ｓａｍｐｌｅｓ＿ｎｏｒａｎｋ）。 其中，脱氯单胞杆菌属的平均

相对丰度百分率最高，占所有测序物种的 １５．４７６％，远高于其它属，且在两条河流八个处理区域的沉积物样品

中均为优势属（图 ４）。
对东河与倒流水沟采用营养添加、河面遮盖、营养添加且河面遮盖这 ３ 种处理后，河流沉积物反硝化微生

物的群落产生了较为明显的变化。 相比于对照区的样点，３ 种处理点的细菌在沉积物中所有 ｎｉｒＳ 型细菌的总

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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图 ４　 ４ 种处理区域内沉积物中 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌在各分类学分支的分布

Ｆｉｇ．４　 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ４ ｓｅｇｍｅｎｔｓ

相对丰度均有变化，在河面遮盖点的降幅约为 １４．２９％±１．２１％，在营养添加点的降幅约为 ９．２２％±０．８３％，在营

养添加且河面遮盖的点降幅为 １０．６６％±０．９８％。 此外，细菌的物种组成和各物种丰度也发生了相应的改变。
在东河及其倒流水沟的沉积物中，优势属均为脱氯单胞杆菌属，在各支流沉积物反硝化细菌中的相对丰度在

１９．４６％—７４．９９％之间。 ３ 种处理方式均降低了脱氯单胞杆菌在沉积物中 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌里的相对丰度。
将 ３ 种处理点和控制点对比，河面遮盖的处理非常显著（Ｐ＜０．００１）增加了假单胞菌属的物种数量和相对丰

度，显著（Ｐ＜０．０５）降低了固氮螺菌属和脱氯单胞杆菌属的物种数量和物种丰度；营养添加的处理非常显著

（Ｐ＜０．００１）增加了假单胞菌的物种丰度，显著（Ｐ＜０．０５）降低了脱氯单胞杆菌的物种丰度。
根据所有样品在纲水平的物种注释及丰度信息绘制热图，对样品进行聚类分析。 图 ５ 中横向为样品信

息，纵向为物种注释信息，图中左侧的聚类树为物种聚类树，上方的聚类树为样品聚类树，中间热图对应的值

为每一行物种相对丰度经过标准化处理后得到的标准化值（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／ Ｓｔａｎｄａｒｄ＿ｓｃｏｒｅ），即，
一个样品在该分类上的相对丰度和所有样品在该分类的平均相对丰度的差除以所有样品在该分类上的标准

差所得到的值。 黄色柱形高度代表标准化值相对大小。 在此丰度聚类分析中，东河的控制区域（ＤＨ．Ｏ）和营

养添加区域（ＤＨ．ＯＮ）沉积物反硝化细菌聚为一类，河面遮盖区（ＤＨ．Ｓ）与营养添加且河面遮盖区域（ＤＨ．ＳＮ）
分属两类；倒流水沟的控制区域（ＤＬ．Ｏ）和营养添加区域（ＤＬ．ＯＮ）沉积物反硝化细菌聚为一类，河面遮盖区

（ＤＬ．Ｓ）与营养添加且河面遮盖区域（ＤＬ．ＳＮ）聚为一类。
２．４　 沉积物反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因多样性分析

表 ５ 第二列为反硝化细菌群落 ＯＴＵ 种类划分，可以看出倒流水沟（ＤＬ）各处理状态下沉积物的划分的

ＯＴＵ 种类均低于同处理状态下的东河（ＤＨ）各区域。 本次实验样品文库覆盖率均达到 ７８％以上，说明能够较

为真实的反映出测序结果的真实情况。 在倒流水沟的四个处理中，控制区域的沉积物反硝化细菌的 Ｃｈａｏ 指

７　 １５ 期 　 　 　 陈秋阳　 等：人工遮光和营养添加对河流反硝化活性和反硝化细菌群落结构的影响 　
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　 图 ５　 东河与倒流水沟各处理区沉积物 ｎｉｒＳ 反硝化细菌在纲级别

的丰度聚类

Ｆｉｇ．５　 Ｃｌａｓｓ⁃ｌｅｖｅｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｅｎｃｏｄｉｎｇ

ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ＤＨ ａｎｄ ＤＬ ｓｔｒｅａｍｓ

ＤＬ．Ｏ： 倒流水沟对照区，Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ Ｏｐｅｎ；ＤＬ． Ｓ： 倒流水沟遮光

区，Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ Ｓｈａｄｅｄ； ＤＬ． ＯＮ： 倒流水沟营养区， Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ

Ｏｐｅｎ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ； ＤＬ． ＳＮ： 倒流水沟遮光营养区， Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ

Ｓｈａｄｅｄ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ；ＤＨ．Ｏ： 东河对照区，Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｏｐｅｎ；ＤＨ．Ｓ： 东

河遮光区，Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｓｈａｄｅｄ；ＤＨ．ＯＮ： 东河营养区，Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｏｐｅｎ

ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ； ＤＨ． ＳＮ： 东 河 遮 光 营 养 区， Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｓｈａｄｅｄ

ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ

数最大，即物种多样性最大，营养添加区域 Ｃｈａｏ 指数最

小，即物种多样性最小；在东河的 ４ 个处理中，控制区域

的沉积物反硝化细菌物种多样性最大，营养添加区域物

种多样性最小。

３　 讨论

反硝化还原酶编码基因作为反硝化微生物的功能

基因，常用来筛选和检测环境中反硝化微生物。 微生物

将有机化合物作为电子供体，以氮氧化物作为电子受

体，具体过程为：ＮＯ－
３→ＮＯ－

２→ＮＯ→Ｎ２Ｏ→Ｎ２，分别由硝

酸盐还原酶、亚硝酸盐还原酶、氧化亚氮还原酶、氧化氮

还原酶和氧化亚氮还原酶催化完成。 亚硝酸盐还原的

过程是反硝化作用的标志性过程，也是最重要的限速步

骤，因此亚硝酸盐还原酶（Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， Ｎｉｒ）的两种

编码基因 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 是最早且最常用来研究反硝化细

菌分子生态学的功能基因［１４］。 反硝化作用在细菌、真
菌、放线菌、酵母菌和深海孔虫中均由发现［１５］，但在自

然环境中的反硝化过程主要是由反硝化细菌完成

的［１６］。 目前发现的反硝化细菌约有 ５０ 个属 １３０ 多个

种，大多集中在变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和拟杆菌纲

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），但由于目前数据库中反硝化功能基因

的序列较少，即使是研究最多的 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因，其设计的引物在经过扩增之后只能识别出变形菌门的一

些属［１７］。

表 ５　 东河与倒流水沟各处理区沉积物 ｎｉｒＳ 基因型反硝化细菌的 ＯＴＵ 种类、Ｃｈａｏ 指数和覆盖率

Ｔａｂｌｅ ５　 ＯＴＵｓ， Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｎｉｒＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ａｌｌ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ＤＨ ａｎｄ ＤＬ ｓｔｒｅａｍｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＯＴＵ 种类
ＯＴＵｓ

Ｃｈａｏ 指数
Ｃｈａｏ Ｉｎｄｅｘ

文库覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＯＴＵ 种类
ＯＴＵｓ

Ｃｈａｏ 指数
Ｃｈａｏ Ｉｎｄｅｘ

文库覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

ＤＬ．Ｏ ５８９ ７１３．５６ ７９．３８ ＤＨ．Ｏ ９３４ １１０７．３１ ８８．２７

ＤＬ．Ｓ ６４９ ６８０．５４ ８５．３９ ＤＨ．Ｓ ８１４ ９３６．３１ ９３．４６

ＤＬ．ＯＮ ５０５ ５２４．５ ８８．２８ ＤＨ．ＯＮ ６５５ ７２８．２３ ８７．８０

ＤＬ．ＳＮ ５９４ ６３２．０１ ７８．０５ ＤＨ．ＳＮ ８４５ ９２０．８７ ９０．９６

　 　 ＤＬ．Ｏ： 倒流水沟对照区 Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ Ｏｐｅｎ；ＤＬ． Ｓ： 倒流水沟遮光区 Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ Ｓｈａｄｅｄ；ＤＬ． ＯＮ： 倒流水沟营养区 Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ Ｏｐｅｎ ａｎｄ

Ｎｕｔｒｉｅｎｔ；ＤＬ．ＳＮ： 倒流水沟遮光营养区 Ｄａｏ Ｌｉｕｓｈｕｉ Ｓｈａｄｅｄ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ；ＤＨ．Ｏ： 东河对照区 Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｏｐｅｎ；ＤＨ．Ｓ： 东河遮光区 Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｓｈａｄｅｄ；ＤＨ．

ＯＮ： 东河营养区 Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｏｐｅｎ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ；ＤＨ．ＳＮ： 东河遮光营养区 Ｄｏｎｇ Ｈｅ Ｓｈａｄｅｄ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｅｎｔ

金水河上游森林溪流沉积物中检测到的反硝化细菌以好氧菌和兼性异养菌为主，这可能与溪流水体中较

高的溶解氧含量有关。 在沉积物样品 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌相对丰度最大的 １０ 个分类属中，γ 变形菌纲的假单

胞菌属和 β 变形菌纲的冻胶菌属是目前已证实的好氧反硝化细菌，其反硝化能力受沉积物中溶解氧含量的

限制较少，部分假单胞菌属的菌株甚至在环境中 Ｏ２浓度达到 ９２％时，也能在 ６０ ｈ 内到达 ９９．２％的反硝化

率［１８］。 在倒流水沟和东河的四种处理区域中，营养的添加增加了溶解氧含量，则营养区的假单胞菌属和冻胶

菌属的相对丰度均非常显著（Ｐ＜０．００１）的高于对照区；遮光处理阻碍了溪流中藻类和光合细菌的光合作用，
该区域溶解氧含量相对较低，而假单胞菌属和冻胶菌属的相对丰度在遮光区显著（Ｐ＜０．０５）低于对照区。 β
变形菌纲的红长命菌属是金水河上游溪流中相对丰度仅次于脱氯单胞杆菌属的细菌，是兼性异养型，具有直

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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接光合作用的能力，它不能直接利用硝酸盐，仅在厌氧条件下进行反硝化作用将亚硝酸盐还原成 Ｎ２
［１９］。 在

东河与倒流水沟遮光区和营养区的沉积物中，红长命菌属的相对丰度均显著（Ｐ＜０．０５）高于对照区，但遮光且

营养区的红长命菌属反硝化细菌的相对丰度在两条河流中均略低于遮光区或营养区，说明遮光和营养添加两

种处理对红长命菌属的相对丰度增加没有累加效应。
好氧反硝化细菌在脱氮的同时，兼具除磷的作用。 除了假单胞菌属和冻胶菌属以外，β 变形菌纲红环菌

目（Ｒｈｏｄｏｃｙｃｌａｌｅｓ）中的脱氯单胞杆菌属和固氮螺菌属，也都是重要的兼性反硝化除磷菌，可直接利用硝酸盐

为电子受体，常见于除磷污泥的工艺中［２０］。 红环菌目是一类聚磷菌，大量存在于水污染处理中的脱磷除氮系

统内，尽管有研究表明添加磷矿石有利于红环菌目的细菌生长［２１］，但在众多活性污泥系统内好氧反硝化菌脱

氮除磷效果研究中，磷营养盐的供应量对磷去除效率的影响较小，污泥中的溶解氧含量、可利用的碳源含量和

种类都能对除磷效果产生较为明显的影响，但影响机制较为复杂，通常与菌种在不同溶氧环境下对不同有机

碳源的吸收利用能力有关［２２⁃２４］。 脱氯单胞杆菌属的反硝化细菌在金水河上游溪流中是优势菌属，具有最大

的相对丰度。 在东河与倒流水沟中，无机营养盐的添加处理均略微降低了脱氯单胞杆菌属细菌的相对丰度，
遮光处理却显著降低了脱氯单胞杆菌属细菌的相对丰度，这可能与遮光后溶解氧含量的降低与光合作用受阻

导致的水体机碳含量减少有关。
在不同环境下反硝化微生物组成差异较大，导致环境的变化对反硝化微生物群落结构、丰度和物种多样

性的响应模式各不相同。 比如在大量关于水稻种植土壤 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的研究中，ｎｉｒＳ 型反硝化细菌对施

加无机肥的敏感性不足，但同时施加有机肥和无机肥能更显著提高细菌的种群丰度［２５⁃２７］。 金水河上游溪流

中存在大量的反硝化除磷菌，在 ＮＰＫ 为主成分的缓释肥添加 ２ 个月后，反硝化除磷菌的相对丰度下降，但沉

积物的反硝化活性增加。
不同的土地利用类型也会对反硝化微生物产生影响。 林地河岸带土壤中的反硝化酶活性大于农田和草

地河岸带，这是因为农田和草地上的人类活动导致了河岸带土壤中的全氮和有机碳的流失［２８］，在对河口湿地

潮滩的研究中也证明了，由于有机碳含量较大的缘故，植被区剖面沉积物的反硝化活性大于无植被区［２９］。 由

此可见，不同土地利用类型对反硝化作用的影响大多是通过地表可利用的碳源和氮源来控制的。 水体中的藻

类光合同化产生有机碳，蓝藻和光合细菌大都具有固氮作用，为水体中的微生物提供了丰富的有机碳和无机

氮。 自然水体中大量分布藻菌共生体系，形成光能自养生物膜，藻类代谢为异养微生物提供碳源。 研究表明，
光照强度增加能光能自养生物膜中多糖的产生，从而作为碳源被系统内的异养反硝化细菌利用，增强反硝化

细菌的活性和对水体硝酸盐的去除能力［３］。 在无光照时，生物膜内层处于相对缺氧的状态，只能靠厌氧菌或

兼性菌的生理活动实现脱氮。 长期缺乏光照的状态下，异养反硝化细菌会因为营养物质的缺乏而导致反硝化

活性降低。 金水河上游溪流控制实验中，遮光处理（Ｓ）下的沉积物反硝化活性显著下降，优势菌属脱氯单胞

菌的物种数量和相对丰度降低，可能是因为长期缺乏光照导致河水中藻类和光合细菌的光合作用不足，水体

处于贫营养状态，抑制了部分异养反硝化细菌的生长。 在营养添加且遮光（ＳＮ）区，由于缓释肥的加入，微生

物的营养缺乏状态得以缓解，因此营养添加且遮光区域沉积物的反硝化活性得以恢复。

４　 结论

（１）营养添加和河面遮盖对选取的 ６ 条实验河流中沉积物的反硝化活性产生了相似的影响：营养添加增

加了沉积物的反硝化活性，河面遮盖降低了沉积物的反硝化活性。
（２）在东河与倒流水沟各处理区域的沉积物样品中，优势属均为脱氯单胞杆菌属。 河面遮盖和营养添加

这两种处理方式均降低了脱氯单胞杆菌属的相对丰度。 河面遮盖的处理能显著增加了假单胞菌属的物种数

量和相对丰度，并显著降低固氮螺菌属和脱氯单胞菌的物种数量和物种丰度；营养添加的处理则显著增加了

假单胞菌属的相对丰度与物种数量，显著降低了脱氯单胞杆菌的相对丰度。
（３）在东河与倒流水沟各处理区域中，ＮＰＫ 营养的添加和河面遮盖均会降低 ｎｉｒＳ 型反硝化菌群的物种多

９　 １５ 期 　 　 　 陈秋阳　 等：人工遮光和营养添加对河流反硝化活性和反硝化细菌群落结构的影响 　
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样性。 在两条河流中，营养添加处理区域的沉积物 ｎｉｒＳ 型反硝化细菌的物种多样性均是各处理中最低的。
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