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不同季节艾比湖湿地盐角草根际 ｎｉｒＳ⁃型与 ｎｉｒＫ⁃型反
硝化细菌群落组成分析

周婷婷，胡文革∗，钟镇涛，王月娥，陈　 婷，张　 雪
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摘要：旨在了解艾比湖湿地盐生植物盐角草根际与非根际中不同类型反硝化细菌的分布及其随季节变化情况，为温带干旱地区

荒漠盐化生态系统的代表—艾比湖湿地在生态植被恢复过程中，由微生物推动的土壤氮素循环过程提供数据支撑。 采集了艾

比湖湿地夏、秋、春三个季节的盐角草根际和非根际土壤样本，通过高通量测序技术，比较分析了 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型两种类型的

反硝化细菌的多样性和群落结构特点；利用 ＲＤＡ（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ）探究了土壤理化因素对反硝化细菌多样性及群落结构的

影响。 艾比湖湿地盐角草根际与非根际中，ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性最高的为秋季根际土壤样本；各土壤样本中的

反硝化细菌多样性均呈现根际 ＞非根际。 盐角草各土壤样本中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌在门分类水平上隶属于变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 和放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），而 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌在门水平上分类仅包括了

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ。 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 在各土壤样本中的占比均较高；其中 Ｇａｍｍａ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的盐单胞菌属（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ）
和假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）是各土壤样本所共有的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化菌的优势菌属，但它们在每个土壤样本中的相对丰度各有差

异。 Ａｌｐｈａ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）是盐角草各土壤样本中较为广泛存在的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌。 艾比湖湿地盐角

草各土壤样本中的反硝化细菌群落结构存在着一定的差异。 ＲＤＡ 结果显示含水量、有机质、全氮和铵态氮等对各土壤样本中

的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的多样性影响较大，含水量、有机质、全氮、碱解氮等是 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性的主要影响因素。 土壤

电导率、全磷、全钾、全氮和碱解氮协同影响 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的群落结构，有机质、速效钾、速效磷、ｐＨ 和硝态氮是 ｎｉｒＫ⁃型反

硝化细菌群落结构组成的主要影响因素。 艾比湖湿地反硝化细菌呈现季节性变化，ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌以不同的主要

菌属，共同推进湿地反硝化作用。 而对于湿地生态系统的保护，则需要进行长期而广泛的土壤状态评估和土壤反硝化微生物菌

群的动态监测。
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ｐｏｔａｓｓｉｕｍ， ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ａｌｋａｌｉ⁃ｈｙｄｒｏｌｙｚａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ
ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ， ｗｈｉｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ， ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ， ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ｐＨ ａｎｄ ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｗｅｒｅ ｔｈｅ
ｍａｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ． Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｓｅａｓｏｎｓ， ｔｈｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｏｆ
Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｗｅｒｅ ｃｈａｎｇｅｄ． Ｔｈｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ， ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｉｎ ｇｅｎｕｓ， ｊｏｉｎｔｌｙ
ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｅｔｌａｎｄ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｅｔｌａｎｄ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ， ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｓｏｉｌ ｓｔａｔｅ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｓｏｉｌ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｌｏｒａ ａｒｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｅｂｉｎｕｒ Ｌａｋｅ Ｗｅｔｌａｎｄ； ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ； ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ；
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

新疆艾比湖湿地国家自然保护区位于东经 ８２°３３′—８３°５３′，北纬 ４４°３７′—４５°１５′，总面积达到 ２６７０．８
ｋｍ２，是国内典型的温带干旱区湿地荒漠生态系统［１］，作为北疆地区的天然生态屏障，对于维护区域生态平

衡、调节气候和保证物种的多样性等方面都起着极为重要的作用［２］。 近年来，艾比湖湿地土壤逐年荒漠化、
植被也不断退化，加大对该地区的研究迫在眉睫。 氮素作为组成地球生命的物质之一，也是湿地恢复的限制

养分之一。 目前，对于艾比湖湿地植物根际与非根际中氮素转化过程中的固氮菌［３—５］，硝化作用中的氨氧化

细菌和氨氧化古菌［６—７］的群落结构及多样性已有部分研究，但对于反硝化过程中的反硝化细菌的多样性情况

随季节性变化状况尚未明确。
反硝化作用是氮循环过程中氮素去除的重要环节［８］，而亚硝酸盐还原过程又是其中最关键的过程及限

速步骤，该过程主要由亚硝酸盐还原酶推动，编码该酶的基因为 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因。 目前，关于反硝化细菌的

研究主要涉及不同的环境，例如海湾、河口沉积物、活性污泥、人工湿地［９—１２］，但不同类型的环境中的反硝化

过程存在着明显的时空差异［１３—１４］。 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 两种基因型的反硝化细菌的分布具有一定的环境特异性，前
者的氧化还原条件较低［１５］；目前已知其存在于超过 ７０％的已知反硝化细菌中，在环境中的分布更为广泛［１６］；
ｎｉｒＫ 基因型反硝化细菌大多不明确分类归属［１７—１８］。

ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 两种基因型反硝化细菌群落的多样性与植被类型、土壤状况等密切相关［１９］。 高志强［２０］等在

５１３５　 １３期 　 　 　 周婷婷　 等：不同季节艾比湖湿地盐角草根际 ｎｉｒＳ⁃型与 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌群落组成分析 　
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对于珠江口表层沉积物中发现，盐度、氮素水平（总氮、铵态氮、硝态氮、亚硝态氮）是影响 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌

群落分布的重要因素。 莫旭华等［２１］用 ＲＦＬＰ 技术对小麦土壤的研究结果表明，无机氮肥含量与 ｎｉｒＳ⁃型反硝

化细菌的群落结构显著相关。 张文学等［２２］利用 ｑＰＣＲ技术结合 ＤＧＧＥ技术研究氮肥增效剂对水稻土壤的中

的反硝化细菌丰度及群落结构的影响，结果表明，氮肥施加与否影响着反硝化细菌的丰度和群落结构。 杨

扬［２３］研究发现，艾比湖湿地植物根际反硝化微生物群落结构与土壤电导率、有机质、铵态氮和硝态氮等相关。
此外，靳希桐等［４］对于艾比湖湿地土壤的理化性质研究发现，湿地中较为广泛存在的盐角草植物，其生长的

土壤类型为碱性沙壤土，土壤中的有机质含量较高，含水量较低。
集中开展湿地生态系统中盐角草植物覆盖区各土壤理化因子对反硝化微生物多样性及群落结构的响应，

对湿地生境特征及其演化的深入认识，具有非常重要的作用。 本研究采集艾比湖湿地夏、秋、春 ３个季节盐角

草植物覆盖区的根际与非根际样本，利用高通量测序技术，分别以 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因作为分子标记比较研究盐

角草根际与非根际样本中的反硝化细菌的多样性状况，了解湿地中不同类型反硝化细菌的分布情况及季节性

变化，旨在为湿地的土壤肥力和土壤功能改善、生态植被恢复提供及生态系统保护提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 土壤样品的采集

分别于 ２０１７年 ７，１０ 月和 ２０１８ 年 ４ 月在艾比湖湿地盐角草群落区（８２°４３′４６．３５″Ｅ，４４°５１′３．５９″Ｎ，海拔

１９３．２ ｍ），参照文献［２４］的方法，采集根际和非根际土样。 随机选择 ３ 个 １０ ｍ×１０ ｍ 大小的植物群落样区，在
每个样区中随机选择 ５个采样位点，采集与植物根部表面紧密结合的土壤，共 １５个土样，将 １５个土样混合即

为根际样本。 采集植物非根际样本时，在采集根际样本区域，采集无植物生长 ５—２０ ｃｍ土层的土壤即为非根

际样本。 将采集土样装入无菌袋于 ４℃手提式冰箱暂时保存运输回实验室，保存于－８０℃冰箱，用于土壤总

ＤＮＡ的提取。 ２０１７年 ７，１０月和 ２０１８年 ４月采集的盐角草根际土样分别命名为 Ｓ７、Ｓ１０、Ｓ４；采集的非根际土

样分别命名为 ＳＮ７、ＳＮ１０、ＳＮ４。
１．２　 样品理化性质指标测定

土壤环境因子数据：土壤电导率（ＥＣ）、有机质（ＳＭ）、含水量（ＳＯＭ）、速效氮（ＡＮ）、速效磷（ＡＰ）、速效钾

（ＡＫ）、全氮（ＴＮ）、全磷（ＴＰ）、全钾（ＴＫ）、硝态氮（ＮＯ－３ ⁃Ｎ）、铵态氮（ＮＨ＋４ ⁃Ｎ）参照土壤常规分析方法［２５］进行

测定。
１．３　 土壤总 ＤＮＡ的提取及反硝化细菌基因 ＰＣＲ扩增

土壤预处理：取适量保存于－８０℃冰箱的湿润土壤置于无菌且预冷后的研钵中，迅速研磨至土壤颗粒完

全破碎后用于提取总 ＤＮＡ。 用 ＤＮｅａｓｙ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ Ｋｉｔｓ试剂盒（ＭｏＢｉｏ公司）提取各样本总 ＤＮＡ，操作步骤参照

试剂盒说明书。 每个土壤样品各提取 ３个总 ＤＮＡ，混匀后用于反硝化细菌基因序列的扩增。
选用引物 ｎｉｒＳ⁃ｃｄ３ａＦ： ５′⁃ＧＴＳＡＡＣＧＴＳＡＡＧＧＡＲＡＣＳＧＧ⁃ ３′和 ｎｉｒＳ⁃Ｒ３ｃｄ： ５′⁃ ＧＡＳＴＴＣＧＧＲＴＧＳＧＴＣＴＴＧＡ⁃

３′［２６］，ＰＣＲ扩增 ｎｉｒＳ 基因序列，扩增片段长度约为 ４２５ ｂｐ。 选用引物 ｎｉｒＫ⁃Ｆ：５′⁃ＴＣＡＴＧＧＴＧＣＴＧＣＣＧＣＧＹ
ＧＡＮＧＧ⁃３′和 ｎｉｒＫ⁃Ｒ：５′⁃ＧＡＡＣＴＴＧＣＣＧＧＴＫＧＣＣＣＡＧＡＣ⁃ ３′［２７］，ＰＣＲ 扩增 ｎｉｒＫ 基因序列，扩增片段长度约为

３２６ ｂｐ。 ｎｉｒＳ 基因扩增条件为：９５℃ ３ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，５４℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，３５个循环；７２℃ １０ ｍｉｎ。 ｎｉｒＫ 基因

扩增条件为：９５℃ ３ ｍｉｎ；９５℃ ３０ ｓ，５８℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ，３２ 个循环；７２℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 反应体系（５０ μＬ）：
２×ＰＣＲ Ｍｉｘ ２５ μＬ，上游、下游引物各 １ μＬ，ＤＮＡ 模板 ３ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ２０ μＬ。

分别用带有不同 ｂａｒｃｏｄｅ的 ｎｉｒＳ 基因引物和 ｎｉｒＫ 基因引物对各根际和非根际土壤样品的总 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ扩增，用 １％浓度的琼脂糖凝胶电泳检测后，将有清晰条带的 ＰＣＲ扩增产物送诺禾致源公司进行高通量

测序，测序平台为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ＰＥ２５０。
１．４　 数据处理与分析

对高通量测序得到的原始数据进行拼接、过滤，质控后得到 Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ，利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件对获得的
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Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ 进行聚类分析，基于 ９７％的一致性划分 ＯＴＵｓ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，可操作性分类单元），
然后对每个 ＯＴＵ中多次出现的序列进行过滤以获得代表序列，利用 Ｓｉｌｖａ１３２ 数据库进行物种注释（阈值为

０．８—１），进而确定基因序列在各分类水平上的物种信息及群落结构组成情况。 利用 ＭＵＳＣＬＥ 软件进行多序

列比对，并对各样本数据进行均一化处理，用于计算反硝化细菌的多样性，进而利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件分析 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｃｈａｏ １指数和 ＡＣＥ指数，探究不同样本间群落结构的差异［２８］。 利用 Ｃａｎｏｃｏ４．５ 软件对反

硝化细菌的多样性及主要类群与环境因子进行冗余分析（ＲＤＡ），得到显著影响反硝化细菌群落多样性及丰

富度的环境因子。

２　 结果与分析

２．１　 盐角草根际与非根际样本土壤理化性质

盐角草根际与非根际样本土壤理化性质特征：土壤盐度呈现明显的季节性变化，土壤碱解氮、钾元素的含

量在不同季节存在显著性差异，土壤硝态氮、速效磷的含量在根际样本和非根际样本间存在差异，土壤整体有

机质含量较高，水分含量较低。
２．２　 测序数据分析

高通量测序的所有样本中反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因和 ｎｉｒＫ 基因的有效序列数均超过 ５００００ 条，且所有样本

的覆盖率（表 １）均高于 ９９．０％，表明这些样本的 ｎｉｒＳ 基因和 ｎｉｒＫ 基因的高通量测序数据能真实地反映样本的

信息。

表 １　 艾比湖湿地盐角草根际与非根际土样中 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｉｎ ｔｈｅ

Ｅｂｉｎｕｒ Ｌａｋｅ Ｗｅｔｌａｎｄ

样本名
Ｓａｍｐｌｅ
ｎａｍｅ

基因
Ｇｅｎｅ

有效序列
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

操作分类
单元 ＯＴＵ
（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｕｎｉｔｓ）

Ｓｈａｎｎｏｎ指数
Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１指数
Ｃｈａｏ１

ＡＣＥ指数
ｔｈｅ ＡＣＥ
ｅｓｔｉｍａｔｏｒ

覆盖率
Ｇｏｏｄｓ
ｃｏｖｅｒａｇｅ

Ｓ７ ｎｉｒＳ ９４２４８ ９３２ ５．０９３ ０．８０５ １０９６ １０９２ ０．９９６

ｎｉｒＫ ６７４２６ ３３８３ ９．９６７ ０．９９５ ３５２０ ３５５６ ０．９９２

ＳＮ７ ｎｉｒＳ ８１６５７ ４８５ ５．３８８ ０．９３５ ５２０ ５３３ ０．９９９

ｎｉｒＫ ６７２０１ １０００ ６．９５４ ０．９７８ １０５８ １０８４ ０．９９７

Ｓ１０ ｎｉｒＳ ８７５５８ ５１２ ５．８６２ ０．９５２ ５５９ ５３６ ０．９９９

ｎｉｒＫ ６１７４７ ３１０４ ９．９８４ ０．９９６ ３２０２ ３１９９ ０．９９４

ＳＮ１０ ｎｉｒＳ ８４６０３ ４６３ ３．１７１ ０．６４１ ４９３ ５０６ ０．９９９

ｎｉｒＫ ６４７８１ ６２３ ６．８０５ ０．９７３ ６４０ ６５１ ０．９９９

Ｓ４ ｎｉｒＳ ９６２６６ ４４４ ５．３７５ ０．９２４ ４７７ ４６７ ０．９９９

ｎｉｒＫ ５５８９０ １２３９ ７．７４４ ０．９７８ １３１７ １２９６ ０．９９７

ＳＮ４ ｎｉｒＳ ９０１３９ ２００ ４．３８３ ０．８８０ ２２４ ２１３ １．０００

ｎｉｒＫ ６０９７２ ９７６ ６．４２８ ０．９５９ １０４６ １０６７ ０．９９７

　 　 注：Ｓ７：７月的盐角草根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ｊｕｌｙ；Ｓ１０：１０月的盐角草根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ

ｉｎ Ｏｃｔｏｂｅｒ；Ｓ４：４ 月的盐角草根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ａｐｒｉｌ；ＳＮ７：７ 月的盐角草非根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｎｏｎ⁃

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ｊｕｌｙ；ＳＮ１０：１０月的盐角草非根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ｏｃｔｏｂｅｒ；ＳＮ４：４ 月的盐角草非根际样品

Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ａｐｒｉｌ

２．３　 盐角草根际与非根际样本中的反硝化细菌基因多样性

利用每个样本的 ＯＴＵ 数目、覆盖率、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ １ 指数和 ＡＣＥ 指数评估反硝化

细菌基因多样性及丰富度。
由表 １可知，在艾比湖湿地各土样中，ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均呈现出 Ｓ１０＞ＳＮ７＞
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Ｓ４＞Ｓ７＞ＳＮ４＞ＳＮ１０，ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均呈现出 Ｓ１０＞Ｓ７＞Ｓ４＞ＳＮ７＞ＳＮ１０＞ＳＮ４；在
艾比湖湿地 ３ 个季节盐角草中，ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌 ＡＣＥ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数呈现出 Ｓ７＞Ｓ１０＞ＳＮ７＞ＳＮ１０＞Ｓ４＞
ＳＮ４，ｎｉｒＫ ⁃型反硝化细菌群落 ＡＣＥ指数和 Ｃｈａｏ１指数呈现出 Ｓ７＞Ｓ１０＞Ｓ４＞ＳＮ７＞ＳＮ４＞ＳＮ１０。

总体而言，盐角草根际土样中的 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌群落多样性均普遍高于非根际土样，ｎｉｒＳ⁃型
反硝化细菌群落多样性在季节上呈现秋季＞春季＞夏季，ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌群落多样性在季节上呈现秋季＞夏
季＞春季，可知两种类型反硝化细菌群落多样性最高的均为秋季的根际土样。
２．４　 盐角草根际与非根际样本中的反硝化细菌群落结构组成

２．４．１　 门水平上的群落结构组成

艾比湖湿地盐角草各样品中的 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因序列分别与数据库 Ｓｉｌｖａ１３２ 比对，进行物种注释后分别

统计其在门水平下的物种相对丰度，结果见图 １（Ｏｔｈｅｒｓ 为未能鉴定出来的序列）。 由图 １ 可知，在门分类水

平上，盐角草根际与非根际各样本中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌主要隶属于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 在各样本中的相对丰度分别为 ６． ０６３％、１０． ６９２％、
２７．９９５％、５．１３９％、１０．５３９％、１６．３８８％，表明 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 为每个样本的绝对优势菌门，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 在各样本中

的相对丰度分别为 ０．００７％、０％、０．００２％、０．００７％、０．０１９％、０％，其普遍存在于根际各样本中，Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 仅

存在于夏季根际样本中，相对丰度为 ０． ００２％，占比较低。 各样本中的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌仅隶属于

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ。 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 在各样本中的相对丰度分别为 ０．２９５％、５．１１７％、０．５２３％、２．５８３％、
０．４００％、２．９８３％，为每个样本的优势菌门，但其在每个样本中的占比又存在着差异，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 仅存在于夏季

盐角草根际样本中，相对丰度为 ０．１９５％。
比较两种类型的反硝化细菌在门分类水平上的差异发现（表 ２），在盐角草根际与非根际两种类型的反硝

化细菌所共有的门为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，但它们在各样本中的占比存在差异。 相比于 ｎｉｒＫ⁃型反硝化

细菌，ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌中的这两个门的占比相对较多。

图 １　 艾比湖湿地盐角草根际与非根际样本中 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌在门分类水平上的群落结构

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｈｙｌｕｍ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｉｎ ｔｈｅ Ｅｂｉｎｕｒ Ｌａｋｅ Ｗｅｔｌａｎｄ

Ｓ７：７月的盐角草根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ｊｕｌｙ；Ｓ１０：１０月的盐角草根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ

Ｏｃｔｏｂｅｒ；Ｓ４：４月的盐角草根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ａｐｒｉｌ；ＳＮ７：７ 月的盐角草非根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｎｏｎ⁃

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ｊｕｌｙ；ＳＮ１０：１０月的盐角草非根际样品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ｏｃｔｏｂｅｒ；ＳＮ４：４月的盐角草非根际样

品 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ Ａｐｒｉｌ
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表 ２　 盐角草根际和非根际样本中 ｎｉｒＳ⁃型与 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌在门水平上的群落结构

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ

ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ

样本名
Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ

变形菌门
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

厚壁菌门
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

放线菌门
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

ｎｉｒＳ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ

Ｓ７ ６．０６２６％ ０．２９５２％ ０．００７４％ ０．１９５４％ ０．００１９％

ＳＮ７ １０．６９２３％ ５．１１６９％ ０ ０ ０

Ｓ１０ ２７．９９５２％ ０．５２３２％ ０．００１９％ ０ ０

ＳＮ１０ ５．１３８８％ ２．５８３４％ ０．００７４％ ０ ０

Ｓ４ １０．５３８７％ ０．３９９５％ ０．０１８５％ ０ ０

ＳＮ４ １６．３８８４％ ２．９８２９％ ０ ０ ０

图 ２　 艾比湖湿地盐角草根际与非根际样本中 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌在属分类水平上的群落结构

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｕｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｉｎ ｔｈｅ Ｅｂｉｎｕｒ Ｌａｋｅ Ｗｅｔｌａｎｄ

２．４．２　 属水平上的群落结构组成

根据物种注释结果，统计各样本在属水平上的分布情况，每个样本在属水平上丰富度排名前 １０的物种的

统计结果见图 ２（Ｏｔｈｅｒｓ为未能鉴定到种属的序列）。 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌在属水平上排名前 １０ 的物种包括链

球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、海杆菌属（Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ）、磁螺菌属（Ｍａｇｎｅｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）、含铜菌

属（Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ）、固氮螺旋菌属（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、红长命菌属（Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ）、短枝单胞菌属（Ｂｒａｃｈｙｍｏｎａｓ）、盐单胞

菌属（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）。 其中，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 和 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ 是各土壤样本中 ｎｉｒＳ⁃型反硝

化细菌所共有的绝对优势属，其余 ８个属在各样本中的占比相对较低。 在样本 Ｓ７ 中 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的优

势属为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（１．１３％）、Ｈａｌｏｍｏｎａｓ（２．５０％）、Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ（０．９９％）和 Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ（０．６４％），展现出较为丰富

且分布均衡的群落结构。 在样本 Ｓ１０ 中 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的优势属为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（１．３３％）和 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ
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（２５．６１％）。 样本 Ｓ４中所包含的属的种类同 Ｓ１０相似，区别在于缺少了 Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ 以及优势菌属的相对丰度

不同。 在样本 ＳＮ７中 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌优势属为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（１．１２％）、Ｈａｌｏｍｏｎａｓ（８．７８％），其他 ５ 个属的

相对丰度均较低。 在样本 ＳＮ１０ 中 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的优势属为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ （ ３． ５４％）和 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ
（１．１５％），其余各属的分布较少且均匀。 样本 ＳＮ４ 主要包括了 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（１．１３％）、Ｈａｌｏｍｏｎａｓ（２．５０％）、
Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ（０．０２％）、Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ（０．０８％）和Ｍａｇｎｅｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ（０．００２％）。 盐角草非根际土样中 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细

菌的多样性相对较低。
ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌在属水平上排名前 １０的物种包括 Ｃｈｅｌａｔｉｖｏｒａｎｓ、慢生根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、巴西

氏菌属（Ｂｏｓｅａ）、副球菌属（Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、卡斯特兰尼氏菌属（Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ）、产碱

杆菌属（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、中华根瘤菌属（ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、无色杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）。
Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ 和 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 是各土样中所共有的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌属。 根际各样本中 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的各

个属的分布较为均匀。 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 和 Ｃｈｅｌａｔｉｖｏｒａｎｓ 在样本 ＳＮ７中的相对丰度较高，分别为 １．２０％和 ３．２４％；
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 在样本 ＳＮ１０中占比最高，为 ０．１６％；Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ 在样本 ＳＮ４中占比最高，为 １．０３％，远高于在其他

样本中的占比。
比较两种类型的反硝化细菌在属分类水平上的分布情况（表 ３和表 ４），在所有土壤样本中共有的反硝化

细菌的属为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 和 Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ，但二者在各样本中的相对丰度存在差异。 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌中的

Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ 仅存在于样本 ＳＮ１０中，相对丰度仅为 １．２２％，较低；ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌中的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 在各样本

中的相对丰度明显高于 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌。 植物根际与非根际各样本中两种类型的反硝化细菌分别存在一

定比例的独有属。 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌中，在各样本中较为广泛存在的独有属是 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 和

Ｍａｇｎｅｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ，在 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌中相对丰度较高的独有属是 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 和 Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ。

表 ３　 盐角草根际和非根际样本中的 ｎｉｒＳ⁃型与 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌共有属

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｍｏｎ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ

样本名
Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ

假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 副球菌属 Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ

ｎｉｒＳ ｎｉｒＫ ｎｉｒＳ ｎｉｒＫ

Ｓ７ １．１２５５％ ０ ０．６４４２％ ０

ＳＮ７ １．１２００％ １．１９６２％ ０．０９４４％ ０

Ｓ１０ １．３２５４％ ０．０３２６％ ０．０１３０％ ０

ＳＮ１０ ３．５３５７％ ０ ０．１２２２％ １．２１５７％

Ｓ４ ４．３２６２％ ０．００４３％ ０．０７２２％ ０

ＳＮ４ ７．８１１９％ ０．０２６１％ ０．０７５９％ ０

２．５　 盐角草根际与非根际样本中反硝化细菌的多样性及群落结构影响因子分析

２．５．１　 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的多样性影响因子分析

图 ３为盐角草中 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌多样性指数与环境因子之间的 ＲＤＡ分析（ＲＤ１和 ＲＤ２轴的解释度分

别为 ９３．７％和 ６．２％），样本 Ｓ７、Ｓ１０和 Ｓ４分别位于 ３个不同的象限，且根际各样本与非根际各样本分别位于

不同的象限，表明盐角草根际样本中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的多样性在三个季节上存在一定的差异，且根际与

非根际样本中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的多样性也存在较大差异；ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的多样性指数之一 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数与 ＳＯＭ、ＡＮ呈明显的正相关，与 ＳＭ呈明显的负相关，而丰富度指数与 ｐＨ、ＥＣ、ＳＯＭ、ＡＰ、ＴＮ 呈正相关，
与 ＳＭ、ＴＰ、ＴＫ、ＮＨ＋４ ⁃Ｎ呈负相关；图 ３为盐角草各样本中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌属水平的 Ｔｏｐ１０ 的菌属与环境

因子之间的 ＲＤＡ分析（ＲＤ１和 ＲＤ２轴的解释度分别为 ９０．９％和 ８．９％），样本 Ｓ７、样本 Ｓ４ 和样本 Ｓ１０ 在图中

的位置较为分散，且根际各样本与非根际各样本也普遍分别位于不同的象限，表明三个季节盐角草各样本中

的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌群落结构发生改变，且根际与非根际的群落结构也存在着差异； Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ、
Ｂｒａｃｈｙｍｏｎａｓ、Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ 和 Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ 的相对丰度与 ＥＣ、ＡＰ 和 ＴＮ呈正相关，与 ＴＫ、ＮＨ＋４ ⁃Ｎ和 ＴＰ 呈负相关；
Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ 的相对丰度与 ＡＮ呈正相关，而与其他理化因子之间的相关性较弱；Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 和 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ 的相
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对丰度与ＴＫ、ＡＮ和 ＥＣ 呈正相关；Ｍａｇｎｅｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 的相对丰度与 ＳＯＭ、ＡＮ 呈正相关，与 ＴＰ、ＴＫ、ＮＨ＋４ ⁃Ｎ 呈负

相关；绝对优势属之一的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 的相对丰度与 ＴＰ、ＴＫ呈正相关，与 ＥＣ、ＴＮ呈负相关。 结果表明，ＳＯＭ、
ＳＭ、ＴＮ、ＮＨ＋４ ⁃Ｎ是影响盐角草土壤 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌多样性的主要环境因子。 在属水平上，ＥＣ、ＴＮ、ＴＫ、ＴＰ
和 ＡＮ含量变化是造成 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌群落结构差异的主要因素。

表 ４　 盐角草根际与非根际样本中的 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的独有属

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｕｎｉｑｕｅ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ

分类 Ｃｌａｓｓｉｆｙ Ｓ７ ＳＮ７ Ｓ１０ ＳＮ１０ Ｓ４ ＳＮ４

ｎｉｒＳ 盐单胞菌属 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ２．４９５４％ ８．７８０１％ ２５．６０５３％ １．１４９６％ ５．４６２８％ ７．６６２０％

短枝单胞菌属 Ｂｒａｃｈｙｍｏｎａｓ ０．０４２６％ ０ ０ ０．００９３％ ０ ０

红长命菌属 Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ ０．９９２２％ ０．００７４％ ０．００１９％ ０．０５３７％ ０ ０

固氮螺旋菌属 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ０．０１８５％ ０．００９３％ ０．０１８５％ ０．００７４％ ０．００５６％ ０．０１８５％

含铜菌属 Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ ０．０４０７％ ０．０１８５％ ０．１９４４％ ０．０２７８％ ０．０１３０％ ０

磁螺菌属 Ｍａｇｎｅｔｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ０．２３３２％ ０．２４４４％ ０．２１２９％ ０．０２２２％ ０．２９９９％ ０．００１９％

海杆菌属 Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ ０．２２０３％ ０ ０ ０．００９３％ ０ ０

链球菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ０．００７４％ ０ ０．００１９％ ０．００７４％ ０．０１８５％ ０

ｎｉｒＫ Ｃｈｅｌａｔｉｖｏｒａｎｓ ０．０１３０％ ３．２３９０％ ０．０１０９％ ０．２６４９％ ０ ０．０９３４％

慢生根瘤菌属 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ０．０２３９％ ０ ０ ０ ０．０３４７％ ０．０６３０％

巴西氏菌属 Ｂｏｓｅａ ０ ０．０６５１％ ０ ０ ０．０１９５％ ０

卡斯特兰尼氏菌属 Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ ０．００２２％ ０．１８０２％ ０．１１５１％ ０．０４１２％ ０．０４３４％ １．０２９０％

产碱杆菌属 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ０．００６５％ ０ ０ ０ ０ ０

中华根瘤菌属 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ０．０６３０％ ０ ０ ０ ０．０１０９％ ０

根瘤菌属 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ０．０６０８％ ０．０２８２％ ０．０３０４％ ０．１５８５％ ０．０１９５％ ０．０４５６％

无色杆菌属 Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ ０．００８７％ ０ ０．００６５％ ０．０１７４％ ０ ０．０５８６％

２．５．２　 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的多样性影响因子分析

图 ４为盐角草土壤中 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性指数与环境因子之间的 ＲＤＡ分析（ＲＤ１和 ＲＤ２轴的解释

度分别为 ９９．６％和 ０．３％），样本 Ｓ４位于第二象限，样本 Ｓ７和样本 Ｓ１０在图中的距离较为接近，表明盐角草根

际土壤中 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的多样性在夏季与秋季差异较小，而在春季与夏季，春季与秋季之间差异较大；
根际各样本与非根际各样本分别位于不同的象限，表明盐角草根际与非根际各样本中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌

的多样性存在较大差异；ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的多样性指数均与 ＥＣ、ＳＯＭ、ＡＮ、ＴＮ 呈正相关关系，与 ＳＭ、ＴＰ、
ＮＨ＋４ ⁃Ｎ呈负相关；图 ４为盐角草各样本中 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌属水平的 Ｔｏｐ１０ 的菌属与环境因子之间的 ＲＤＡ
分析（ＲＤ１和 ＲＤ２轴的解释度分别为 ８２．４％和 １１．７％），样本 Ｓ７、Ｓ１０和 Ｓ４在图中位置较为接近，表明随着季

节推移，盐角草根际各样本中的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌群落结构变化不甚明显；而根际与非根际各样本分别普遍

位于不同的象限，表明两者之间的群落结构存在较大差异；Ｃｈｅｌａｔｉｖｏｒａｎｓ 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 的相对丰度与 ｐＨ、ＡＰ
呈正相关，与 ＴＰ、ＴＫ、ＮＯ－３ ⁃Ｎ呈负相关；Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ 的相对丰度与 ＳＭ、ＡＰ 呈正相关，与 ＳＯＭ、ＡＫ 呈负相关；在
属水平上，相对丰度排名前三的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌主要受到 ＳＭ、ＡＫ、ｐＨ、ＡＰ 和 ＮＯ－３ ⁃Ｎ的影响。 其余各属在

图中均靠近原点，相对丰度均较低，并没有随季节变化发生明显的改变。 结果表明，ＳＭ、ＳＯＭ、ＡＮ、ＮＨ＋４ ⁃Ｎ 是

影响盐角草土壤 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性的主要环境因子，而影响群落结构的主要因素有 ＳＭ、ＡＫ、ｐＨ、ＡＰ
和 ＮＯ－３ ⁃Ｎ。

１２３５　 １３期 　 　 　 周婷婷　 等：不同季节艾比湖湿地盐角草根际 ｎｉｒＳ⁃型与 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌群落组成分析 　
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图 ３　 不同季节盐角草根际和非根际土壤中 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌多样性、群落结构环境因子的冗余分析

Ｆｉｇ．３ 　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＳ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎ

ＥＣ：土壤电导率 Ｅｌｅｃｔｒｉｃ Ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ；ＳＭ：土壤有机质 Ｏｒｇａｎｉｃ Ｍａｔｔｅｒ；ＳＯＭ：土壤含水量 Ｓｏｉｌ Ｍｏｉｓｔｕｒｅ Ｃｏｎｔｅｎｔ；ＡＮ：土壤速效氮 Ａｖａｉｌａｂｌｅ

Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＡＰ：土壤速效磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＡＫ：土壤速效钾 Ａｖａｉｌａｂｌｅ Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＴＮ：土壤全氮 Ｔｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＰ：土壤全磷 Ｔｏｔａｌ

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ；ＴＫ：土壤全钾 Ｔｏｔａｌ Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ；ＮＯ－３ ⁃Ｎ：土壤硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＮＨ＋４ ⁃Ｎ：土壤铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ
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图 ４　 不同季节盐角草根际和非根际土壤中 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性、群落结构与环境因子的冗余分析

Ｆｉｇ．４ 　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｎｉｒＫ⁃ｔｙｐｅ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎ
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３　 讨论

３．１　 盐角草根际与非根际样本中的反硝化细菌多样性及群落结构

多样性结果表明，艾比湖湿地盐角草各样品都含有较高的 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因多样性，且 ｎｉｒＫ 基因多样性普

遍高于 ｎｉｒＳ 基因。 秋季根际样本中的 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因多样性最高。 盐角草根际各样本中的反硝化细菌多样

性普遍高于非根际，这主要是植物的根系环境造成的，植物的根系能够产生有机酸、氨基酸、胞外酶等多种物

质，这些物质在植物根际形成了植物根际效应［２９］。
反硝化细菌群落结构分析表明，各样本中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌在门分类水平上主要包括了：

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 和 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，这与杨扬［２３］的研究结果，湿地植物根际中的 ｎｉｒＳ 基因序列在门水平

仅有 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，其余均为 ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ的研究结果存在一定的差异；本研究测得的各样本的 Ｃｏｖｅｒａｇｅ 均高

于 ０．９９５，这与她测得的 ０．６１的覆盖度形成了鲜明的对比；本研究测得的多样性及丰富度指数也均高于其测

定结果，这些都展现了高通量测序技术研究反硝化过程的优势。 各土壤样本中的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌在门分

类水平上仅包括了 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，且在各样本中存在的 ｏｔｈｅｒｓ 的比例明显高于 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细

菌，这表明盐角草各土壤样本中存在着较多的未知的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌类群。 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 作为各土壤样本

中所共有的两种类型反硝化细菌优势门，是盐角草各样本中起主导作用的反硝化细菌门类。 这与杨文焕

等［３０］对于包头市南海湖表层沉积物中的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的群落特征的研究结果是相符的，也与李博超［３１］

对辽宁河口沉积物中的反硝化细菌多样性的研究结论是较为一致的，这可能是由于 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 中包含了各

种营养类型的细菌，且其在艾比湖湿地土壤中的分布较为广泛［３２—３４］。 Ｇａｍｍａ－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ 和
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 作为各土壤样本中所共有的、分布较为广泛的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌优势属，是盐角草各样本中起

主导作用的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌属，这与鲍林林等［３５］ 在北运河沉积物中发现主要的反硝化细菌类群为

Ｈａｌｏｍｏｎａｓ 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 的结果是一致的，表明了这两个属在沉积物与土壤样本之间的广泛存在。
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 是各土壤样本中共同存在的 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌，主要是因为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 具有着丰富

的代谢多样性，能够适应不同的环境状况，可以普遍存在于不同的环境中。 前人的研究已经证实了这一点，黄
鑫等［３６］在对珠江水体研究中发现 ｎｉｒＫ⁃型和 ｎｏｓＺ⁃型反硝化细菌的优势属均为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，杨文焕等［３０］就在

包头南海湖高原湖泊沉积物中发现 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的优势属主要为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ。 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ 的菌株属于

中度嗜盐菌，主要分布在高盐碱环境中［３７］，而盐角草植物附近盐渍化的土壤环境适合该类菌株的生长。
Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 是在各样本中少量存在的 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌，这可能与典型的反硝化菌属 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 可以促进

反硝化作用，加快脱氮过程相关［２６］。 Ａｌｐｈａ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 的 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 为各土壤样本中所共有的、分布较为广

泛的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌优势属，是盐角草各样本中起主导作用的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌属，部分样本中少量存在

的 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 和 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 的菌株，已有研究表明根瘤菌不仅可以与豆科植物共生固氮，其中的许多菌

株都具有反硝化能力［３８］。 邹艳艳等［３９］就曾研究发现了一株隶属于 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 的异养硝化⁃好氧反硝化细菌，
方芳等［４０］对活性污泥反应器中的反硝化细菌进行研究，结果发现，所有样本中的大部分 ｎｉｒＫ⁃型反硝化菌株

均隶属于根瘤菌目。 本研究发现 Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ 也存在于各土壤样本中，陈寒玉等［４１］从盐渍化土壤中分离获

得一株高效好氧反硝化菌隶属于 Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ，它可以高效地还原硝酸盐为一氧化氮、氮气、一氧化二氮。
Ｃｈｅｌａｔｉｖｏｒａｎｓ 是存在于盐角草根际与非根际这一盐碱环境中的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌，戴九兰［４２］等曾在黄河三

角洲的盐碱农田土壤中发现了少量的 Ｃｈｅｌａｔｉｖｏｒａｎｓ 的菌株。
３．２　 盐角草根际与非根际样本中的反硝化细菌多样性及群落结构对环境因子响应分析

ＲＤＡ分析结果表明，在盐角草根际与非根际中，ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的多样性及群落结构呈现季节性差

异，夏秋两季中的 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的多样性差别较小，且 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的群落结构在各个季节上存在

较小的差异。 而根际与非根际各样本中的 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的多样性及群落结构存在着一定的差

异性。
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反硝化微生物的群落多样性在不同理化性质的土壤之间存在差异差异，主要的原因有植被类型、植物残

体和植物根系分泌物等［１９］。 前人研究发现盐度、氮素各水平（总氮、铵态氮、亚硝态氮）、有机质等均会影响

反硝化细菌群落多样性及结构［２０， ２３］。 杨文焕等［３０］在对于包头市南海湖的表层沉积物中反硝化细菌多样性

研究中发现，反硝化菌的优势属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 与硝态氮、亚硝态氮和总磷密切相关。 本研究发现，ＥＣ、ＡＰ、ＴＮ、
ＡＮ、ＳＭ、ＳＯＭ和铵态氮等对于 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的多样性影响较大。 影响 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性的主要

因素包括 ＳＯＭ、ＴＰ、ＳＭ、ＴＮ、ＡＮ和铵态氮。 温慧洋等［４３］研究了不同程度的盐碱土壤中的反硝化细菌功能基

因丰度的关系，结果发现在一定的盐分条件下，盐度与反硝化细菌基因丰度存在正相关关系。 ＥＣ与反硝化细

菌之间的相关性，主要是 ＥＣ 会影响硝酸盐还原过程中的酶活性，进而影响后续的反硝化过程。 而艾比湖湿

地土壤中硝态氮的含量并非反硝化细菌多样性的主要影响因素，这与前人的研究结果是一致的，李刚［４４］等利

用 ＤＧＧＥ技术对沙地土壤中的 ｎｉｒＫ 基因型的反硝化细菌进行研究，结果表明 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌的多样性与

硝态氮之间无相关关系， Ａｌｅｘａｎｄｅｒ Ｍｅｒｇｅｌ［４５］等利用基因探针技术对酸性森林土壤中的反硝化细菌进行研究，
结果也表明了两者之间的相关性很低。 对于盐角草各样本中反硝化细菌属水平的 Ｔｏｐ１０ 的菌属与环境因子

之间的冗余分析发现： ＡＰ、 ＴＰ 和硝态氮的含量等与共有属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 的相对丰度密切相关，表明

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 的群落结构与磷元素之间存在较强的响应关系［４６］，这和 Ｗａｎｇ Ｃｈｕｎ－Ｃｈｉｎ 等［４７］的研究结果是一

致的，研究发现太湖流域沉积物中的优势菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 的相对丰度与总磷含量相关，而其他的优势菌属

与环境因子的相关性较低。 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 的相对丰度和氮素水平密切相关，相对丰度和碱解氮含量均是植物根

际样本中较高。 土壤 ＥＣ含量整体呈现根际高于非根际，而 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ 的相对丰度并没有呈现此趋势，表明，
Ｈａｌｏｍｏｎａｓ 的相对丰度虽然受到 ＥＣ的影响，但并非仅由该因素决定。 本研究中反硝化细菌中 ｔｏｐ１０的菌属相

对丰度高低并非单一土壤理化因子驱动，两种类型的反硝化菌群落结构差异受到不同土壤理化因子影响。
ＥＣ、ＴＮ、ＴＫ、ＴＰ 和 ＡＮ在属水平协同影响 ｎｉｒＳ⁃型反硝化细菌的生长；ＳＭ、ＡＫ、ｐＨ、ＡＰ 和硝态氮共同影响着

ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌。 艾比湖湿地盐角草根际与非根际中反硝化细菌的群落结构组成是由多种土壤理化因子

共同起作用的，这和 ＷＯＬＳＩＮＧ Ｍ ［４８］等的研究结果具有一定的相似性。

４　 结论

在艾比湖湿地，随着季节的变化，盐角草根际与非根际中的 ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌多样性及群落结

构发生着变化，且两种基因型的反硝化细菌在多样性及群落结构方面存在着差异。 盐角草根际各样本中的反

硝化细菌基因多样性普遍高于非根际，且根际与非根际中的反硝化细菌的群落结构并不相同。 湿地土壤各理

化因子对于两种基因型的反硝化细菌的多样性及群落结构的影响不尽相同。 艾比湖湿地反硝化细菌呈现季

节性变化，ｎｉｒＳ⁃型和 ｎｉｒＫ⁃型反硝化细菌以不同的主要菌属，共同推进湿地反硝化作用。 对于湿地生态系统的

保护，需要进行长期而广泛的土壤状态评估和土壤反硝化微生物菌群的动态监测。
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