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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 PCR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nirK、nirS多样性的影响.序列分析结果表明，从水稻土中克隆的系列nirK基因片段与

NCBI  数据库中未知菌种的nirK基因相似性较高，平均达90.7%；而nirS基因片段与数据库中已知的nirS基因相似度低，平均

74.7%.通过 Cha0l  估计值预测 ，nirK基因在不施肥处理（  CK）  、施氮肥处理（  N）  中分别有 58  ±13  和49±9个不同的 OTUs，而

nirS基因在 CK处理、N处理中分别有49±10  和132±43  个不同的OTUs.Cha0l  预测曲线95%置信区间（95%  CIs）  显示，氮肥

施用显著提高了nirS基因的多样性，而对nirK基因多样性则无显著影响.LIBSHUFF分析比较N、CK处理克隆文库间的差异，

结果显示 nirK基因处理间群落结构差异p  <0.022，达到显著水平；而 nirS基因处理间的群落结构无显著差异.系统发育分析

显示，nirK、nirS基因的系统发育树分别可分为3个及4个大簇.施用氮肥导致nirK、nirS克隆有不同程度的聚集，说明氮肥改

变了nirK  和nirS基因群落结构，其中氮肥对nirK基因群落结构的影响更大.总体来说，氮肥的施用对水稻土nirK基因群落多

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

基因群落结构则无显著影响.
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AbStraCt：In order to investigate the effects of long.term application of nitrogen fertilizer on soil denitrifying communities，the diversities

of nir genes（  凡irK and nirS）  were studied using molecular approaches in the long.term paddy 6eld experiment（  started in 1990  ）

located in Taoyuan.Analysis of clone sequences indicated that the nirK fragments from paddy soil showed close similarity（90.7%  ）  to

the nirK sequences registered in GenBank database，but were not related to any known strain.  Whereas，most of the nirS clones showed

low similarity（74.7%  ）  to the nirS gene fragments registered in GenBank.The Chaol estimates showed that the diversity of nirK gene

communitiy appeared to be higher in CK treatment[  （58  士1 3）  0TUs]    than in N treatment[  （49  ±9）  0TUs]  ，but the difference was

not significant.  HoweVer，  application of nitrogen fertilizer resulted in  significant difference of nirS—community compared to CK.

Nitrogen fertilizer had obvious effect on the community structure of nirK—denitri6ers（JP  <0.022）  ，but the nirS—containing community

was not affected.  Based on phylogenetic analysis，nirK clones grouped into three clusters with aggregations of some oTUs cloned from N

treatment.  Although nirS clones grouped into four clusters，  the majority of the clones were attributed in one cluster.  The results

suggested that application of nitrogen fertilizer had a greater innuence on the diversity of nirS—containing bacterial community than that

of the nirK.  However，the community structure of n，irK—containing denitrifiers was more sensitive to nitrogen fertilization than that of the
nirS.
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    氧化亚氮 （  N：O）  作为仅次于 CO：和 CH。的管    到施肥后耕地土壤 中的 nirK基 因反 硝化菌群 落结

制温室气体，产生的温室效应 已经引起人们 的广泛    构受到季节变化 的影 响.目前 ，关于长期施 肥对 ，。ir

关注.据估算 ，75% 的 N：O来 自于人类生产食 物的    基因多样性影响的研究还不多 ，因此本研究主要探

过程，其中有 36%来 自于施用合成 氮肥的农 田Hj  ，    讨长期施用氮肥对土壤 nir基因多样性 的影响.

而一大部分是 由土壤微生物主导的硝化、反硝化作    以传统的微生物分离培养方法来研究土壤微 生

用所产生的.水稻田在非淹水条件下 ，主要为硝化作    物种群结 构 ，会 导致 微 生物 多样 性 信 息 的严 重 丢

用 ，淹水条件下则以反硝化作用为主‘  2]  .    失‘  111  .随着分子生物学技术 的发展 ，使 人们从分 子

    反硝化过程是微生物在少量氧或微量氧存在 的    水平更全面地认识土壤微生物多样性特征及变化成

条件下 ，以氮氧化物 NO，作为电子受体 ，将其还原  为可能.利用微生物分子生态学方法从桃源长期 施

为气态 N：的过程，是土壤氮损失 的一个重要机制，    肥定位实验点土壤样 品中扩增 n，irK及 nirS基 因片

在氮循环 中起着非常重要 的作用‘  3.4]  .土壤中能产    段 ，通过分析 nir基 因多样性及 系统发育关 系，研究

生含氮气体化合物 的微生物有 3  类 ：异化反硝化细    长期单施氮肥对土壤 反硝化群落 的影 响，以期为研

菌、非反硝化发酵性细菌和真菌 、自养型硝化细菌.    究水稻土长期施肥对 N：O排放 的影响提供依据.

其中异化反硝化细菌是导致厌氧土壤氮素损失的主    1  材料与方法
要作用者 ‘51

    反硝化过程主要 由 4种不同的酶主导 ：硝 酸盐  1.1  供试土壤与施肥处理

还原酶 、亚硝酸还原酶 、一 氧化氮还原酶 、氧化 亚氮    供试土壤为第 四纪红色粘土发育 的水稻土 ，采

    自始于 1990年的中国科 学院桃 源农业 生态试验 站
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  长期定位试验田.试验设 2种施肥处理 ：对照 （  CK）  ，

的第一步 ，后者不会将硝 酸还原 成气体‘  6]  .作 为反  不施肥；单施氮肥 （  N）  ，施用尿素 406.6 kg/hm2  ，折合

硝化过程 中的关键 酶 ，亚硝酸还原酶可以作为反硝    纯 N 183 kg/hm2.每个处理设有 3  个重复小 区.该试

化菌的分子标记‘7]  .亚硝酸还原酶有 2种不同的结  验点从 1990年 以来按上述施肥方法 ，保持长期定量

构形态 ：其中一种酶 由含铜基 （  Cu.nir）  的 n，irK。基因    施肥，实行早稻一晚稻一年两季的种植制度.2006年采

编码 ，另一种 由含有亚铁血红素 c和 d.（  cd.  .nir）  的    样时，取土壤样品测其基本理化性质（表 1  ）.

nirS基 因编码.Coyne等‘8 3  对反硝 化菌 中亚铁 血红    表1  桃源试验点土壤主要基本性质1  '
    Table l    Soil basic properties for the long—term experiment
素 cd.及含 铜 的亚 硝 酸 还 原 酶 的分 布 进 行 了研 究 ，
    site in Taoyuan

发 现 Afc口Zigenes  e“frop̂ us、曰口ciZZus  nzDfo听ormons、    处    有  机质 —西丢夏 （  NHf  —N）  硝态氮（  N03一N）—  pH

  r dy z  u    o    c    or n    e    理  /g'kg一 ：g一1    （  H20）
日 ra d y r^ iz 0 6 iu m 歹 口 p o n ic u m 、 C o r y rte 6 n c ￡e r iu m n ep h rid ii  、    g    ' 1  / m g  . k    / m g  . k g 一 1

    .    .    CK 31.26±1.96    3.35  士0.91    0.16±0.02  5.17±0.14
尺 îz06i“m spp.这 些 细 菌 中 含 有 含 铜 的 亚 硝 酸 还 原
    一 一 ’    ’  ’    ⋯    ’  ’    ’  ’  一  7    N  34.32± 1.78    6.07  士1.18+    3.16±0.2'  5.17 ±0.18

酶，而 AgMnspiriZZum ite巧onii  、FZo秽060cterium spp.一    1  ）  }代表同  一项数值差异显著（p  <o.05）

Pseudomon口sfMorescens有含亚铁血红素的亚硝酸还

原酶.nirS编码的酶主要在 PseMdomon口s菌株 中占优    1.2  土壤样品采集 及分析方法

势，在不 同菌株中分子量大小相似 ，形态结构相对保    于 2007  年  3  月采集各处理表层 （0～20 cm）  土

守.而 nirK基 因在许 多 亲缘关 系较 远 的菌株 中存  样.采样时每小区采 5  点组成一个样 ，混合均匀后 ，

在，且分子量变化较大.这 2种基 因在特定的菌株中    迅速用锡箔纸包好装入 布袋 并置于液氮 中，运 至实

存在互斥 的现象 ，但在一些 菌种 的不 同菌株 中分别    验室 ，经 冷冻干燥机 （  NEOCOOLE yamato）  干燥后 ，

存在.    在无菌碾钵 中捣成粉末状 ，除去动植物残体等杂质 ，

    近年来 ，已有不少关于 nirK及 n，irS基因多样性  装入无菌离心管 中备用.土壤 DNA提 取方法参 考

的研究.Braker等‘7 3  发现普季特湾 （  Puget Sound）  沉    SDS—GITC—PEG法‘  12，13]  .

积物中 nirS  基因的多样性高于华盛顿郊区    1.3  简并引物设计
（Washington margin）  沉积物中 nirK、nirS基因的多样    引物 设 计 方 法 如 下 ：首 先 从 NCBI  数 据 库

性.Sharma等 ‘  9 3  发现 nirK基因可顺利从豆科植物的    （  National  Center for  Biotechnology  Information

根系土壤中扩增 ，且与数据库 中已有 nirK基因序列    database，http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）  中选择一

不同，但没有扩增到 nirS基因.而 Wolsing等‘  101  观察    些 已有的不同种类 微生物 的 nirK、nirS基 因氨基 酸



序列 ，选择的微生物种类必须来 自环境样品.本试验    对克隆产物进行 PC  R扩增 ，经 电泳筛选有期望大小

选择 了 16个  nirK基因和 19  个  nirS基 因的氨基酸    片段 的克隆.每个处理均大概选择 60  。70个克隆，

序列 （  nirK：YP  一473141  、AAB05880.1  、NP一435927、    送上海英骏生物技术有限公司广州分公司测序.

ABR64876、BAA02440  、CAA88564、NP一949481  、YP一    1.6  序列分析

674799、NP一948645、YP一665890、YP一782977、YP一    将测序结果进行分析，筛选序列相似度 >98%

610634、YP  —001167793、Q06006、YP  一262569、YP一    的序列 ，将其看作 同一可操作分类 单元 （  operational

 001372908  ：  nirS  ：AAZ43111  、P24040、CAM74253、YP    taxonomic unit，OTU  ）  .然 后 利 用 软 件 Clustal X

一420758  、YP一313835  、YP一157499  、YP一841789  、NP  一    （  1.83）  和 MEGA  （  4.0）  中 的 邻 接 法 （  Neighbor一

249210、AAG34381  、YP  一986168  、YP  一286474  、YP  —    Joining）  分别建立 nirK和 nirS基 因的系统发育树 ，

585313、YP  一286522、AAA93118、ZP  一00967225、    进行系统 发育分析.选择来 自  Ⅳeisserio gDnDrrhoeoe

 P7218l  、YP一423528、YP—.299202、ZP—00053843）  .利    （  accession no.  M97926  ）  的  oniA  基 因 和  P.

用  ClustalW2  （  http：//www.  ebi.  ac.  uk/Tools/    口erngin，os口的 nirN  gene（  accession no.D84475）分别

clustalw/index.html）  在 线 软件 对 这些 序列进 行 比  作为 nirK和 nirS基 因的外类群‘  ”1  .本研究提交的

对 ，找 2段位置合适的保守氨基酸区域 ，分别用来设     所 有 nir基 因 序 列 在 GenBank  中 的 登 录 号 为

计上游和下游引物.，l，irK、nirS引物扩增的 目的片段    FJ204477-FJ204532.

长度分别为540 bp和710 bp，引物序列如下.    1.7  克隆文库的数据分析
nirKF  ：5’.TTYGTSTAYCAYTGYGCVCC.3'    OTU代表着克隆文库 中不 同的基因型 ，根据这

nirKR  ：5’.SCYTCGATVAGRTTRTGRTT.3’     些分析数据 ，可计算库容及 Cha01  指数.基因文库库

nirSF  ：5’一TGCGYAARGGIGCNACBGGCAA.3 7    容计算方法参考文献 [  16]  的方法.另外，根据所有

nirSR.：5’-GC  BACRCGSGGYTCSGGATG.3’     测序 的 克 隆数 中 累 计 的 不 同 OTUs的 个 数 ，用

nirSR2：5’-GC  BACRCGSGGYTCSGGGTGt3 7    EstimateS win7.51  软件计 算 Cha01  估计量 ，并绘制

1.4 nir基因片段的 PCR扩增     预测曲线 ，指示 nirK  及   nirS基因在不 同处理下的多

    利用引物对 nirKF-nirKR、nirSF.nirSR.和 nirSF一    样性.由于预测曲线为非正态分布 ，利用对数转化来

nirSR：别进行 nirK、nirS基因片段扩增.PCR反应体    计算 Cha01  估计量的 95%置信 区间（95%  CIs）‘  1 7 3  .

系为 50  ̈。L，其 中含有 60 ng DNA模板 ，10 mmoⅣL    由不 同施肥造成 的基 因文库遗传差异 ，可通过

的 dNTP 2 p。L，lO  p。mol/L的上下游 nirK  （  nirS）  基因    比较文库 同源与异源的距 离差值 ，即 LIBSHUFF分

引物各 2  ̈。L，5 p。L的 10  ×buffer，2 U Zoq（  天根 ，中    析方 法 （  http  ：//libshuff.mib.uga.edu/）  来 分 析.

国）  .采用“降落 ”PC  R扩增 ，所用仪器 为 Eppendorf    LIBSHUFF方法 比较 2个基 因文库 间（X与 y）  的差

Mastercycler（  Model.5333）  .nirK基 因扩增 的具体条    异 ，是通过比较同源覆盖曲线 C，（  D）  与异源覆盖曲

件为 ：95℃预变性 5 min，95℃ 30 s，57℃ 45 s，72℃    线 C。，（  D）之间的差值 △C来实现 的.2个基 因文库

1 min，3  个循环 ；紧接着每 3  个循环退火温度 降低    越相似 ，则 C，（D）  与 Cx，（  D）  值越接近，即 △C值越

2℃ ，直到退火温度 为 49℃ 为止 ；然后 47℃循 环 25    小.LIBSHUFF分析结果得到 的概率 口，需通过公式

次；最后 72℃延伸 10 min.而 nirS基 因的扩增条件  p=1  一（  1  一口）2'2—”转换 ，p  <0.05  则差异显著 ，p<

为 ：95℃预变性 5 min，94℃ 30 s，60℃ 45 s，72℃ 1    0.01  则差异极显著‘  18'191.

mm，3个循环；接下来退火温度每3个循环降低
    2  结 果 与 分 析
1℃ ，直 到 54℃ ，然 后 53℃ 循 环 22次 ；最后 72℃ 延伸

10 min.PCR产物用 1.0% 的琼脂糖凝胶 电泳后 ，利    2.1  序列分析

用紫外投射仪 Model M一26（   UVP  ，USA）成像.    通过分子生物学技术扩增和克隆长期不施肥和

1.5  克隆测序    单施氮肥处理土壤样品 中的 nirK、nirS基因片段 ，分

    用试 剂 盒 （  Wizard SV Gel and PCR clean.up    别挑选 了 121  个  nirK克隆和 139  个  n，irS克隆进行

Systems，Promega）  回收 目标 片段 ，并根 据说 明，用    测序.其 中95.8%的 nirK克隆与 NCBI  数据库 中的

pGEM.T载体试剂盒 （  Promega Corp，USA）对回收的    nirK基 因序列片段相 比呈较高的相似性 （  表 2）  ，达

目标片段克 隆，转化到 大肠 杆菌 （  DH.5仅）中}141  .挑    80% 一95%（平均 90.7%）  ，但这些序列均来源于未

选 白斑 ，用载体 pGEM—T特异性引物 M13F和 M13R    知的微生物种类 ，无法判断本研究克隆到的 nirK基



因片段所属菌种.而只有 74.8%的 nirS克隆与数据    况‘  15'16 3  .结果显示 ，nirK、nirS基因库容在不施肥 与

库中 n，irS基因片段相似 ，且相似度较低 ，为 72% .    施氮肥的处理下 ，分别 为 66% 、69% 和 65%  、52%  ，

82%（平均 74.7% ）  ，同样也不能判断这些 rz，irS克隆  且曲线接近平台期 ，说明本试验建立 的克 隆文库 代

所属的细菌菌种.    表了土壤样品中大多数含有 nirK、nir.S的反硝化菌.

    表2  不施肥和施氮肥处理中再i，量、。i，s  基因片段    由于其 中 nirS基因 N处理 比 CK处理的库容差

    的多样性情况    值较大，因此多样性指数分析方法不适合用 于判 断

    T861e 2 DiVersity parameters from nucleotide analysis of    nirS基因反硝化菌 群落差异 ，而 Chaol  非参数估 计

  .“‘‘K”0 8i75 8808'r8gmen'8 clone8'rom cK 808 N‘”8‘“”‘8    通过预测土壤 中不同 OTUs个数 ，可反 映 出不 同处
  项l目    nirK- ‘nirs—
    — cK 百  cK  N    理 m r基 因 多 样 性 的 差 别 .通 过 利 用 非 指 数 的 Cha01

  测序的克隆数     60  61  53  66    物种丰富度估计量 ，预测 出 nirK基 因在 CK处理 、N

  与数据库中mr基因相似的克隆数    58  58  52  52    处理中分别有 58  ±13  和 49±9个不同的 OTUs，n，irS

  可操作的分类单元（oTus）    31  32  30  32    基因在 CK处理 、N处理 中分 别有 49±10和 132±

库容7%    66  69  65  52    43个不同的 OTUs.参 考 Hughes等‘   171  的分析方 法 ，

2.2  基因克隆文库分析     利用对数转化方法计算 95%  CIs.从 Cha01  指数 曲

    通过分析库容及 Cha01  曲线 ，可判断所建立的    线图可看 出 （  图 1  ，图 中实 线表 示 的 为 CK处 理 的

基因文库 能否代表土壤 中 nir基 因多样性的情况.    95%  CIs，虚线为 N处理 的 95%  CIs值 ）  ，nirK‘基 因

当继续挑选克隆进行测序 却没有新 的 OTU类 型出    CK与 N处理相应的 95%  CIs有重叠 [  图 1  （  a）  ]  ，处

现 ，也就是曲线达到平 台区或库容接近于 l  时 ，基因  理间无显著差异 ，而 nirS基 因 N处理 与 CK处理 的

文库能很好地反映土壤样 品中 mr基 因的多样性情    群落多样性差异显著[  图 1  （b）  ]  .
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    实线与虚线分别为CK和N处理的误差线（95%  CIs）

    图1 胁量、nirS基因Cha01  估计值曲线图

    Fig.l    Chaol estimates of nirK and nirS genes richness as a function of sample size

    利用LIBSHUFF分析方法来测定各处理克隆文    表3  处理间克隆文库LIBsHuFF分析
库之间的差异，结果见表 3.与 CK处理相 比较 ，N  t    Table 3 LIBsHuFF analyses of the sequence compositions

理的 n，irK基因文库有显著变化 （p  <0.05  ）  ，说明长期  — —  。‘  2“8.clone.1i6'8‘‘88
    CK.N    nirX    nirS
施 氮 肥 造 成 了 含 n，irK 基 因 的 反 硝 化 菌 群 落 结 构 的 改
    ·  一    、 ..⋯ 一  LIBSHUFF  （△C）    0.257—    0.030

一一⋯⋯ ～ .    ⋯ .一—。—一⋯一⋯  ～一    一. ——==—u。.2笠‘丁‘..工二—— — —— ——
无显著差异 ，  说明氮肥对 nirS基因群落结构无明显影    1）p。o.05即达到显著差异

响.结合 Cha01  分析推测，氮肥处理对 nirK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  2.3  系统发育树分析

成结构 ；施氮肥显著提高了 nirS基因反硝化菌群落多    从土壤中克隆 的不 同 nirK基 因型可 以分 为 3

样性 ，却对其群落组成无显著影响.    大簇 ，见图 2.大部分克隆序列与 GenBank  中已知 的



nir 序列相似 ，但这些序列均出 自未知的菌种 ，表明

本实验中含n，irK基因的未知菌种的微生物群落在 露黧蕊誊鲻鐾    I
水稻+j壅cb占优拭 k̂不同府h理的克隆分布情况.来 隧翳瀚鬻簸蘸    l
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cluster l中，从cK处理中克隆的nirK基因类型大 藤鞣翳阑麟    l
量聚集（图2阴影区A与B），占总数的71.1%，而 籀黧翟麓戮蘸    l
施氮肥处理的oTu。只有28.9%这些克隆与其他 黼籁鬻黼颦黼 l
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DQ783999、Eu790846）有较高的相似度.与cluster l FJ204521（N）    l
情况相反，在cluster 2中，施氮肥处理的oTus占 81204498（cK'    1
72%.cK府h理只占28%  且N府h理的oTu j卜·量聚 瀚豳翳翳鬻目l B    I
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    蒸獭糕糕 .

看九1肥改变cK土壤中niⅨ基nirK基因型在翼Cluster 1中，从CK处理中克隆的niⅨ基因类型大

量聚集（图2阴影区A与B），占总数的71.1%，而
施氮肥处理的OTUs只有28.9%，这些克隆与其他
研究者从土壤中分离的一些克隆（登录号：
DQ783999、EU790846）有较高 的相似度.与 Cluster 1

情况相反，在Cluster 2中，施氮肥处理的OTUs占
72%，CK处理只占28%，且N处理的OTU大量聚
集 （图 2阴影 区 C）.根据 OTUs的聚集情况 ，可将第

二大簇分为3个亚簇，各亚簇分别与登录号为
EU790832、AM419513、AM235286的土壤 nirK基 因

克隆聚集.在 Cluster 3中，基本为 CK处理的 OTUs，

只有一个N处理的OTU出现.另外，CK和N处理
分别有一个OTU落在这3个簇外，其中来自N处理
的克 隆序列与 Ni￡rosDmonns sp.TA.921i.NH4（登 录

号 ：AF339049）遗传相似度较高 ，来 自CK处理的克

隆则 与 肋 odopseMdomonos poZu5￡ris（登 录 号 ：NC—

005296）聚集.

    从 nirS基因的系统发育树 图（图 3）上看 ，可将

从施氮肥与不施肥处理中分离的 几irS基因型分为 4

个簇.其中大部分OTUs落在C1uster l中，CK和N
处理分别占45%和55%.图3阴影区A～C显示，
部分N处理的OTUs聚集.在C1uster 2中，CK、N处
理的OTUs分布均匀.N处理的OTUs在Cluster 3中
占绝对优势，达71%，CK处理只占29%.CK和N
处 理 中 各 有 一 个 OTU 与 丁九i6nciZZus de扎itri乒c口ns

25259（登录号 ：NC一007404）聚集形成 Cluster 4.

    -■fc口，fgenes”口ec口，fs【Dl3155.1】

  库的nrir5基因序列高度同源；而氮肥则导致r ri 荔磷茹嶷F“‘
  K基因群落结构的较大改变.cK或N克隆文库 LI黼雾糕翳黼 D
    。。I 酣勰 珊捌黜穗b疆菲珊 瑚黠0g

中的序列均有聚集，且与GenBank中的一些已知序 L —中 的 序 列 均 有 聚 集 ， 且 与 G e n B a n k 中 的 一 些 已 知 序    6 0

    —a霄“ .Ⅳ efJse—fd g DnD，，̂ e口e 【M 97926】

列亲缘关 系较近.这与 LIBSHUFF分析结果一致 ，氮

肥对兀，irK基因群落结构的影响大于nirS基因.    图2 nir露基因序列系统发育树
    Fig.2  Phylogenetic tree of  n，irK cloned sequence8
3  讨论

    Ward[201  第一 次 尝 试 设 计 了检 测 n，irS基 因 的    的引物 ，但大多数都是 以纯培养 菌株或有限的环境

PC  R引物 ，但只用了 3  个不同种的序列来设计引物.    样品 mr序列为基础设计 的.关 于验证和 比较 这些

1998  年 ，Braker等‘21  1  也 设计 了引物来扩增 nirK 和    引物对扩增 nirK、nir5基因的研究也有不少 ，结果显

nirS基 因，其 后 又 有 许 多 学 者 参 与 了修 改 和 设    示这些引物不 能从 某些菌种 中扩增 出 nirK或  nir.S

计‘  4'22.23 3  .虽然 目前 已经有许多扩增 nirK、nirS基因    基因片段‘24'261  .本试验为了尽量扩增更多土壤 中存



    nirS基 因的下游引物序列简并度 过高 ，>100  ，为 了
    64 FJ2016ll  （N）

    F，204596  （cK）     降低其简并度提高其扩增 的专一性 ，将下游引物   拆

    分成 2条.将其 中的简并碱基  R  分成 A  和  G，2条

    FJ204587（cK）    引物仅一个位点的碱基有所不同.
    81FJ204599 c    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

    l爨鳓    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

    FJ 04697  （c）     体内超标积累   ，污 染地 下水 ，造   成 湖   泊   水 体 富   营   养

    .F，204592 K    化 ，以及在转化过程 中产生 的各种含 氮气体加剧 了

    5  毽lIl鏊霾鬻8蘸 。  I cl啦er1    温-至-’叹心‘    .亚”日‘发趋1 2冢日学位炎o糸硼目，‘、1。’巴看重
    6隔 麟瀚藤 4  I    要作用‘   21̈，研究施氮肥对亚硝 酸还原酶 n，ir基   因多
    器曩殛霆霞露鞑靼鳇§    I 士擎肛卜敝1居二n白 百r斗1士缸{斗☆矗邮可斗1p：毛匿—L在f葛手相舌和c壬̈ 田
    FJ 04606（CK）    I 'l I l上HJ刀y”l’，，‘J/jM、’JⅣ瞄71u 7'J 7JV1日—LjK、刀、Ⅳ甘’‘’l J川。

    l F'14619  （N）、     l    机制及反硝化作用提供有力 的依据 ，进 而   有   助 于提
    8 D4626  fNn    I    喜爱F日阻翻I用痞《翻I千开 展洱宏·鲁÷f太）商j韭l输研：密.，本{者
    14608 cln  I ””？”4.7‘一。— i“？— 一1““12 — .”？̈ ■.9.’j”.’：—
    鳓确藏 ’     I    验   结   果显 示 ，水 稻土 经 过 16 a连续 施   用 氮   肥 后 ，
    6 翳瀚翦赣     l    ni，、ni，s  基因反硝化菌   的多样 性 出现 了不 同的变

    鲻鲻戮  c  I ，l，靠F日田x上罩田”击名}，l，̈J、苴 F日联1 K；百出fL，苗1生南簖壁f H田f兰
    弱 黼蕊    l    ⋯ ‘“、”。：“ 一 ‘‘ 9 — 一 一 ‘2’”7“ ⋯1’。417“ ”0 3” ”“7“

    黧鲻鲻l    l    多样性略有 F降，显著提   高 了   nirs  基   因反   硝   化 菌的
    FJ204607（cK）     1    多样性.有报·道认为铵态氮 肥等一些氮 肥的施 用可
    4604  （cK，N）   I    ：0 二⋯ —.二 ，，一。。，， .‘.一 ⋯ 。。一.。。—一 ，。
    4594（CK）     1 日E—寻jX土 ]j获 pn 1且 P午1氐，从 兀口着多uIq 1砍兰匕能J稻千辛备三爵

    458：（cK）。   I    构‘29.30].桃源长期定位 试验点所施氮肥 为尿 素 ，从
    ⋯ ’、一⋯ 1， —J

    FJ2】459l  （Ⅸ）
    FJ2D4626  （N）     高氮肥利用率，利于开展温室气体减排 的研究.本试

    l 煳糊凇    验结  果显 示 ，水 稻土 经 过 16 a连续 施 用 氮肥 后 ，

    rK、nirS  基因反硝化菌  的多样 性 出现 了不 同的变

    I蓊麟黼麟    化.
    j8增缫鳓嘲鳓 岔j
    l y6I籁黼圈酾齄鳃辩    ～
    ，s— 州 ∞    耋i
    F.J204604  （cKrN） 羊性 .有 报 道 认 为 铵 态 氮 肥 等 一 些 氮 肥 的 施 用 可

    ？J204594（cK）    能导致 土壤 pH 值 降低 ，从 而 影 响微 生  物 群 落 结

    ？1204589  （cK）     构‘29.30].桃源长期定位 试验点所施氮肥 为尿 素 ，从
    FJ204609  （CK ，̂ r）

    FJ204625  （N）    所测土壤 pH值来看 ，施尿素并未导致土壤酸化.因

    s FJ20'601  （cK）、l clster 2
    7 FJ204590  （cK，N）
    4590  （cK“    性 变 化 的 主 要 因 素 .另 有 研 究  认 为 ，土 壤 C / N  是  施
    ‘J204617  （N）

    FJ204600  （c）     肥   提高土   壤微生物生物量以及   反   硝化速率的   重   要   因

    92—FJ204634  （N）  I    喜—， -[  29，3  1  ]  w Hm亡缶I书亿麓”正—r—L{立 r./  N +mj击7—L
    rFJ204598  （cK）I c18‘.‘     糸“     ⋯ ”“”.7■， ‘”。一’8 — .””8 。一
    72  95If’’204021黑 l    壤原有   有   机碳 的分解 ”“，使得土   壤微生物生长代谢

    96IFJ204630  （N） J    环境改变，可 能影 响微生物 活性‘   ”].从供试 土壤 的    。 。 . F ， ： 。 。 。 ， 。 。 N ：  3    萎 鬟 妻 妻 篇 譬 爨 笏 罢 老 搿 嚣 至 篡 蓄    6 l F J 2 0 4 6 3 0  （ N ：

    ‘  Si，fcl6口cfer  pD埘erDyf DSS一3  【NC—006569】
    zAiD6口cffj“3dP̂ffrffc口HsATcc25259 Nc—007404】    基本性状不难看 出，长期施氮肥处理 的有 机质含量

    80 81204595  （cK' lc18'8'  4    与对照无   明显 差别 ，而土壤 含氮   量明显 提高 ，c/N
    上u4010、“J    J    — Hh  ⋯ ..-— .，  一 一 ，.一 — — ⋯ ，，～ ，.一 ～ 一 — —

L ’埘口g”’“”sp’ ”

    口 8tDspjrf，，“m  mngneflctHHAMB.1  【Nc—007626】    下  降 .由 此 推 测 ，反  硝  化 菌  多 样  性 的 变 化 可 能 与 施 氮

    —nf，Ⅳ.PsP“dDmD打口s  ae阳gl—D5口【D84475】
    肥 造 成 土 壤 C/N 的 改 变 有 关 .

    图3  再i，s基因序列系统发育树     虽然 nirK、nirS基 因的功能 相似 ，但它们在环境

    Fig.3 Phyl。ge。etic  tr。。  。f  nf，s  。l。。ed  sequ。。。。。    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  n，irK  基 因 的 多 样 性 要 高 于

在的不同种 类的反硝化菌 ，从 NCBI  数据库 中挑选    凡irS[9.1 0.”，24]  .Cha01  预 测 值 的分析 结 果 显示 nirK

了 16个来 自9个不 同属的 nirK基因序列及 19个源    与 nirS基 因在未施 肥 的水 稻土 中的多样 性略有 差

自8个不同属的 nirS基因序列 ，以此为基础分别设  别 ，分别 为 58  和 49个 OTUs，系统 发 育树 也 反 映

计简并引物.而且挑选的菌种都是在土壤 中普遍存  nirK基因群落结构较 nirS复杂.长期施用氮 肥导致

在 ，使引物的针对性更 强.由于现 在 GenBank数据    部分菌株聚集 ，这种现象 nirK和 nirS都有 ，可能是

库中新所发布的 n，。r基因序列已增加近 100倍 ，因此    由于不同菌株对环境变化 的敏感度不一样.长期施

引物位点 的变 异性 比前人设 计 的更 大‘261  .本试验    用氮肥对 nirK基 因的 3  个大簇的构成都有 影响 ，而



    n r    denitrifying  bacteria  in  Paci6c  northwest  marine  sediment
对 r t i r S 基 因 的 影 响 主 要 发 生 在 第 一 簇 . 总 体 来 看 ，

氮肥的施用对 nirK基因群落多样性无显著影 响，但    00mmunities[  J  ]  .Appl EnViron Micr06，2000，66  （  5  ）：
    —  ⋯一 —  —.  .  ..  .  .  .  .  .    .    .  .  .    2096.2104.
对 n，irS基因群落多样性有 明显影响，而 n，irK群落组
    [  8  ]  Coyne M S，Arunakumari A，Averill B A，et aZ.Immunological

成对氮肥 的敏感度大于 兀，irS.
州 7’。 弭 、Hu HJ 啾 ’  — 鹏  ’/、  。  ‘’9'  u '    identi6cation and d istribution of dissim ilatory hem e cdl  and

    ̂  ̈     nonheme copper nitrite reductase in denitrifying bacteria[  J  ]  .
4 结 论
    Appl Environ Microb，1989，55（1 1  ）  ：2924—2931  .

    （  1）本 研 究 设 计 的 简 并 引 物 从 水 稻 土 中 成 功 扩    [  9  ]  sharma 5，Aneja M K，Mayer J，et nz-DiVersity o‘  transcrlpts of
    nitrite reductase genes（   nirK and，“rS）   in rhizospheres of grain
增 了 亚 硝 酸 还 原 酶 基 因 片 段 ，建 立 的 克 隆 文 库 能 较
    legumes[  J]  .Appl Environ Microb，2005，7l（4）  ：2001-2007.
好地反映土壤 中含 rzirK及 nirS基因的反硝化菌群
    [  10  ]  W olsing M ，P riem e A .  O bservation of high seasonaI variation jn

落 的状况.    community structure of denitri'ying bacteria in arable soil

    （2）长期施 氮肥对水 稻土 中含 腑 基 因反硝化  receiving arti矗cial fertilizer and cattle manure by determining T.

菌群落多样性 的影 响不一 致.Cha01  预测 分析结果    RFLP of栅gene fragments[  J  ]  .FEMs Microbiol Ecol，2004，
    48（2）  ：261.271.
显 示 ，单 施 氮 肥 显 著 提 高 nirS 基 因 群 落 的 多 样 性 ，
    [  11  ]  Amann R I，  Ludwig  W，  Schleifer  K  H.  Phylogenetic
而 对 nirK基 因多样 性 的影 响不 显著 .
    identi6cation and in.situ detection of individual m icrobial—cells

    （3）  LIBSHUFF及 系 统发 育 分 析显 示 ，长期 单 施    with。ut  。ulti，ati。。[J].Mi。，。bi。I Re。，1995，59（  1  ）  ：143—169.

氮肥使 nirK基因群落结构 发生明显变化 ，而对 nirS    [  12]  杨建，洪葵.红树林土壤总DNA不同提取方法比较研究[  J]  .

基因群落结构的影响不显著.    生物技术通报，2006，（  增刊）  ：366—371.
    [  13]  Porteous L A，Armstrong J L，Seidler R J，et  ⅡZ.An effective
    （4 ）  综 上 所 述 ，长 期 施 氮 肥 促 进 了 水 稻 土 中 含

    method  to  extract  DNA from  environment剖I  -  samples for
n，irS基 因 的 反 硝 化 菌 多 样 性 的 增 加 ，但 对 其 群 落 结
    poIymerase  chain-reaction  ampli矗cation  and  DNA  nngerprint

构影响不大 ；相 反 ，氮肥 的施 用对 nirK基 因群落多
    analysis[  J  ]  . C urr M icrobiol， 1994 ， 29 （5 ）  ：301-307.

样性影响不显著 ，但 明显改变其群落结构组成.要深    [  14]  s。mbr。。k J，Ru。。ell D w.M。l。。ularcl。ni。g：A L。b。，at。。y

入探讨水稻土反硝化基 因与 N20排放的关系 ，还需    Manual  [  M  ]  .（  3rd ed  ）  .cold spring Harbor Laboratory

要明确上述反硝化基因的丰度和表达特征，以及分    P””，2001.
击 t—1.肛山 I  啸 上 上L，l、二 ， 呐p  ，l  — ￡.厶h*  、.  、且    -  竹    [  15  ]  Priem6 A，Braker G，Tiedje J M.Diversioy of nitrite reducta8e
离 和 鉴 定 土 壤 中 的 优 势 反 硝 化 功 能 菌 ，为 进 一 步 开
    .    7    ’  一’  ’  ‘    ’  ’  ’  一  ‘  7  一  ’  ？  ‘  ’  一    一    （  nirX and n，irS）  gene fragments in forested upland and wetland
展节氮减排打下坚实的基础.
7一 r 代 、  77、  川 ¨  4  ’  工  ^ HJ尘  ”w    soils[  J  ]  . Appl Environ M icrob ，2002 ，68（4）  ：1893-1900.
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