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有机肥施加对红壤中反硝化细菌 nirK基因多样性影响
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摘  要：为了解有机肥施用对于红壤中反硝化细菌群落结构的影响，设置了 4 个处理：CK(不施肥)、LM(低量有机肥)、ML(高量有

机肥+石灰)和 HM(高量有机肥)进行研究，并通过末端限制性片段长度多态性(T-RFLP)和克隆文库的 DNA 测序估计了 nirK 基因的

多样性。结果表明：各处理分别挑选的 288 个阳性克隆子可分为 78 个类型，各处理 nirK 文库中的优势类群属于同一种类型，在

CK 处理中的占比为 51%，在其他 3 个处理中的占比依次为 33%、32% 和 27%。4 个文库之间两两的相似性在 37.50% ~ 45.34%，

系统进化树分析表明，51 个 OTUs 测序结果中 6 个 OTUs 与苍白杆菌属的相似性最高，占测序总数的 11.8%；其余 45 个 OTUs 属

于未培养类型，占测序总数的 88.2%。有机肥添加有助于提高 nirK 基因的多样性，并且出现了红壤原始环境中未出现的反硝化细菌

类型。 
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Effect of Organic Manure Application on Diversity of nirK Gene in Denitrifying Bacteria in 
Red Soil 
ZHANG Chenyang, TENG Qihui, CAO Ying, CUI Zhongli, LI Shunpeng, CAO Hui* 
(Key Laboratory of Agricultural Environmental Microbiology, Ministry of Agriculture, College of Life Science, Nanjing 
Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

Abstract: In order to understand the effect of organic manure application on the structure of denitrifying bacteria in red 

soil, four treatments were designed and compared: 1) CK, no manure; 2) LM, low organic manure; 3) ML, high organic 

manure + lime; and 4) HM, high amount organic manure. The diversity of the nirK gene was estimated by terminal 

restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) and DNA sequencing of the cloned library. The results showed that the 

288 clones selected in each treatment can be divided into 78 clusters, and the dominant groups in each nirK library were of 

the same cluster, accounting for 51% of the CK, while the other three treatments were 33%, 32% and 27%, respectively. The 

similarity between the four libraries was between 37.50% and 45.34%. The phylogenetic tree analysis of the 51 OTUs 

showed that 6 OTUs had the highest similarity with Ochrobactrum sp., accounting for 11.8% of the total number of 

sequencing. The remaining 45 OTUs belonged to the uncultured cluster, accounting for 88.2% of the total number of 

sequencing. Organic manure addition increased the diversity of the nirK gene, but some types of denitrifying bacteria didn’t 

appear in the original red soil environment. 
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红壤在我国热带和亚热带地区广泛分布，是我国

最主要的土壤类型之一，在全国范围内共有148万km2，

占耕地总面积的 36%[1]。红壤由于风化和淋溶作用，

使得土壤的酸性较强、养分匮乏，缺乏许多营养元素，

尤其是氮、磷、钾、钙、镁、硫、锌和铜[2-3]。为了

提高红壤的肥力，通常采用有机肥来改善其质量，添

加到土壤中的有机肥可以改善土壤性质，例如土壤团

聚体、持水能力、土壤容重和肥力等[4-6]。康国栋等[7]

研究发现有机肥的施加可以促进红壤有机质活性组

分的提高，对于土壤的培肥至关重要。石灰也常常被
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用来修复酸性土壤。在热带地区，施用少量的石灰就

可以缓解铝毒性和/或钙缺乏状况，从而增加作物产

量[8]，石灰的施加对于红壤中钾的含量也有一定的影

响[9]。由于红壤在干湿环境下的特殊性质，容易滋生

反硝化微生物[10]，而施肥被认为是土壤微生物演替

的重要驱动因素[11]，包括化肥和有机肥在内的氮肥施

用，可以促进硝化作用与反硝化作用，导致氮素的流

失[12-14]。因此研究有机肥添加对于红壤中反硝化细菌

的影响有较大意义。 

反硝化作用是氮循环中的关键组分，是在微氧或

无氧环境中一种由微生物介导的逐步还原过程，其中

硝酸盐(NO– 
3 )依次还原为亚硝酸盐(NO– 

2 )，一氧化氮

(NO)，一氧化二氮(N2O)，最后还原为氮气(N2)
[15]。

反硝化作用的 4个生物过程对应着 4种在反硝化过程

中互相独立的关键酶，分别是硝酸还原酶、亚硝酸还

原酶、氧化氮还原酶和氧化亚氮还原酶，对应的功能

基因分别为 nar、nir、nor 和 nos。而亚硝酸还原酶

参与的反应是区分硝酸盐呼吸菌和反硝化细菌的标

志性反应，同时这一步反应还会释放出臭氧被还原的

催化剂气体，因此是反硝化过程中的重要限速步

骤[16-18]。亚硝酸还原酶具有两种由不同基因(nirK 和

nirS)编码的结构形态，许多研究将这两种基因用于研

究反硝化细菌群落。研究发现，含有 nirS 基因的微

生物以假单胞菌(Pseudomonas sp.)为主，而 nirK 基因

则存在于很多分布较远的微生物中[17]；另外，也有

研究发现 nirK 基因对环境因子的变化相较于 nirS 基

因更为敏感，环境因子如 NO– 
3 、全氮、含水量等的改

变会影响含有 nirK基因的反硝化细菌的多样性[19-20]。

因此，研究环境中的 nirK 基因可以更为真实地了解

环境中反硝化细菌群落结构的情况，也有助于了解环

境因子对于反硝化细菌群落的综合作用。 

有研究者发现，土壤中由于反硝化作用而损失的

氮肥占其总量的 20% ~ 30%[21]。氮肥是土壤氧化亚氮

排放的主要来源，而这种气体的排放导致全球气候发

生变化[22]，通过反硝化和氨挥发损失的氮素量随氮

肥用量的增加而增加[23]。在之前的研究中研究者对

有机肥的施用方式与有机肥的类型对于反硝化细菌

的影响进行了研究[12-14, 24]，但是对于红壤中施用有机

肥对于含有 nirK 基因的反硝化细菌影响尚无定论。

本研究利用限制性片段长度多态性聚合酶链反应

(PCR-RFLP)技术研究长期(4年)施加有机肥和石灰的

红壤中 nirK 基因群落结构的改变，探讨红壤地区反

硝化细菌的多样性及其重要影响因素，为红壤陆地生

态系统研究提供部分参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验设计及样品采集 

采样地点位于江西省鹰潭市的中国科学院红壤

生态实验站内(116°55′30″ E，28°15′20″ N)，试验土壤

为第四纪红黏土发育的红壤(黏化湿润富铁土)，试验

小区为长 2 m×宽 2 m 的水泥池，自 2002 年起，每年种

植一季玉米(山东登海一号)。试验使用养殖厂猪粪作为

有机肥，设置 4 个处理：①CK，不施肥；②LM，低量

有机肥，折合纯 N 150 kg/(hm2·a)；③ML，高量有机肥+

石灰，折合纯 N 600 kg/(hm2·a) + 石灰 1 000 kg/(hm2·a) 

(考虑到石灰处理对于土壤的影响及作用时间，2002

年和 2005 年各施加一次石灰)；④HM，高量有机肥，

折合纯 N 600 kg/(hm2·a)。每处理 3 个重复。2006 年

7 月下旬收获作物一周后进行土壤样品采集，每个小

区土壤样品均为 9 点混合样品，用不锈钢土钻(直径

2 cm) 钻取 0 ~ 15 cm 的土样，用四分法留取土样，

低温冷藏带回实验室，去除石头和植物根系，取一部

分混合土壤样品风干后过筛(<2 mm)用于理化性质测

定；另取一部分保存于 –70℃冰箱中用于土壤微生物

总 DNA 提取。试验土壤理化性质参见文献[25]。 

1.2  供试菌株与试剂 

本试验除大肠杆菌 E.coli DH10B、限制性内切酶

HhaI 和 RsaI 购自大连宝生物工程有限公司外，其余

所有在试验中使用的菌株和试剂均与本实验室之前

的研究中使用的一致[26]。 

1.3  反硝化细菌 nirK基因片段的扩增与克隆文库

的构建 

使用 Zhou等[27]提出的直接提取法对土壤样品总

DNA 进行提取。采用引物 nirK1F(5'- GGMATGG-

TKCCSTGGCA -3')和 nirK5R(5'- GCCTCGATCAGR-

TTRTGG -3')用于直接扩增土壤总 DNA 中的 nirK 基

因片段[28]。PCR 反应体系与汪峰等[26]研究中使用的

体系一致，PCR 扩增程序采用“降落”PCR 程序。

反应条件：94℃ 预变性 5 min；94℃ 变性 30 s，55℃ 退

火 30 s，72℃ 延伸 1 min，10 个循环，每个循环降

0.5℃；后再接 50℃ 退火 30 s，72℃ 延伸 1 min，

10 个循环，每个循环升 0.5℃； 52℃退火 30 s，72℃

延伸 1 min，10 个循环，最后 72℃延伸 10 min。使

用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物的条带大小

和浓度，为了避免单次扩增带来的偏差并获得足够的

PCR 产物用于克隆，对每个 DNA 样品进行 3 次重复扩

增，然后合并使用回收试剂盒回收纯化目的片段，并根

据制造商的方案克隆到 pMD18-T 载体中。将质粒转化
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到感受态 E.coli DH10B 中，使用蓝白斑筛选，从 4 个

处理中各挑选出 288 个阳性克隆子，建立 nirK 基因片

段的克隆文库，所有的克隆文库验证后转移至 96 孔细

胞培养板，加等体积的 30% 甘油混合后于 –70℃保存。 

1.4  限制性内切酶片段长度多态性分析 

直接挑取阳性转化子菌体，使用菌体 PCR 的方

式利用上述引物再次进行 nirK 片断的扩增，分别用

HhaI 和 RsaI 两种限制性内切酶对 PCR 产物进行酶切

(37 ℃，3 h)。使用 8% 的聚丙烯酰胺凝胶电泳对酶

切产物进行分离，经硝酸银染色、凝胶成像整理后即

为反硝化基因 nirK 指纹图谱。所得到的 nirK 指纹图

谱用上海山富科技服务有限公司的(Bio-science)GIS

凝胶成像分析系统分析并辅以人工分析。以基因片段

多态图像为基础进行聚类，将两种酶切产物带型一致

的基因型分为一类，每一个基因型即为一个操作分类

单位(operational taxonomic unit，OTU)。 

通过统计分析方法对 4 个处理进行多样性比较，

计算得到 nirK 群落的文库覆盖率 (Coverage C)、香

农指数、辛普森指数、均匀度和丰富度指数。 

1.5  序列测定和系统发育树构建 

对 4 个处理 nirK 文库中的代表性酶切克隆子进

行了测序，共挑取 54 个克隆子，测定其插入序列全

长(515 bp 左右)。测序工作由上海生工生物技术公司

完成，测序引物为 pMD18-T vector 多克隆位点两端

的通用引物(primer RV-M 和 primer M13-4)。将测序

获得的序列提交至 NCBI(National Center for Biote-

chnology Information)，得到登录号为 EU790823 ~ 

EU790873，使用 BLAST 对 GenBank(http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov)已经存在的序列进行同源性比对。经过

嵌合体检查后，将确定为反硝化基因的序列用

BioEdit v7.0.1 转换成 FASTA 格式。同时，根据

BLAST 同源性比对的结果，从核酸数据库中下载同

源性高的 nirK 序列以及不同分类来源的代表性 nirK

序列，然后按照汪峰等[26]研究中的方法进行系统进

化树构建，从而进行系统发育分析。 

2  结果与分析 

2.1  nirK基因文库的酶切类型 

对 CK、LM、ML 和 HM 4 个处理的土壤 DNA

进行 PCR 扩增，构建 nirK 基因克隆文库，通过 RFLP

分析发现，这些 nirK 基因具有丰富的物种多样性。

根据获得的清晰 RFLP 图谱，各个处理分别挑选的

288 个克隆子可分为 78 种类型，并将这 78 种类型分

别命名为 CK-A 至 CK-N，LM-A 至 LM-S，ML-A 至 

ML-T 和 HM-A 至 HM-Y，4 个克隆文库 nirK 聚类比

例见表 1。CK 文库中占比最大的类群即为其优势类

群，占比达到了 51%，超过了 CK 文库总数的一半，

LM 文库中优势类群所占比例为 33%，ML 文库中优

势类群的比例为 32%，HM 文库中优势类群占总数的

27%。优势类群是这 4 个文库中共有的，并且其相对含

量随着有机肥的添加而逐渐降低；在 4 个文库中出现了

部分特有的类型，从各处理类群数也可看出随着肥力的

增加反硝化细菌的类群是逐渐增加的。 

表 2 是 4 个 nirK 基因文库之间的群落相似性矩阵，

通过相似性比较可以看出不同的处理导致群落间变化

的差异程度。4 个文库两两之间的相似性在 37.50% ~ 

45.34%；随着有机肥添加量的增加相似性值下降。说明

整体上 4 个处理依旧存在着很大的共性部分，但有机肥

的添加可以改变反硝化细菌群落。 

2.2  nirK基因文库的多样性指数 

图 1 是 4 个 nirK 基因文库的丰富度曲线，从图

1 中可以看出，4 个文库的趋势线已经趋于平缓，说

明库容量已经达到了比较饱和的程度。由表 3 可知，

4 个文库的文库覆盖率分别为 88.23%(CK)、86.57% 

(LM)、87.84%(ML)和 80.82%(HM)，均大于 80%，

说明本研究所建立的 nirK 基因文库可以较好地代表

红壤环境中反硝化细菌的群落组成。 

从 4 个文库中的多样性指数可以看出，红壤中存

在着丰富的反硝化微生物，各文库之间多样性指数差

异比较明显。CK 处理的 nirK 基因多样性指数最低，

HM 处理的最高，而 LM 和 ML 处理的多样性指数比

较接近，反硝化微生物的多样性随肥力程度的提高而

逐渐增加。从文库的均匀度和丰富度来看，与文库的

多样性指数趋势一致，说明有机肥量的增加使得反硝

化细菌变得更加丰富且使得各类反硝化微生物趋向

于更均匀。香农指数与环境因子的相关性分析结果见

表 4，仅碳氮比与香农指数之间呈显著正相关，其他

各环境因子与香农指数之间无显著相关关系。 

 

图 1  4 个 nirK 基因文库的丰富度曲线 
Fig. 1  Rarefaction curves of four nirK libraries 
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表 1  4 个 nirK克隆文库酶切分型 
Table 1  Types of enzyme digestion of four nirK clone libraries 

CK LM ML HM 

酶切分型 占比（%） 酶切分型 占比（%） 酶切分型 占比（%） 酶切分型 占比（%） 

CK-A 51 LM-D 33 ML-A 32 HM-B 27 

CK-C 17 LM-I 15 ML-C 9 HM-K 11 

CK-E 11 LM-L 10 ML-G 9 HM-C 7 

CK-D 5 LM-B 7 ML-F 8 HM-F 7 

CK-G 5 LM-K 4 ML-B 7 HM-L 7 

CK-N 3 LM-O 4 ML-D 5 HM-R 5 

CK-B 1 LM-C 3 ML-H 4 HM-A 4 

CK-F 1 LM-J 3 ML-K 4 HM-N 4 

CK-H 1 LM-P 3 ML-E 3 HM-E 4 

CK-T 1 LM-R 3 ML-Q 3 HM-O 3 

CK-J 1 LM-A 1 ML-R 3 HM-P 3 

CK-K 1 LM-E 1 ML-I 1 HM-D 1 

CK-L 1 LM-F 1 ML-J 1 HM-G 1 

CK-M 1 LM-G 1 ML-L 1 HM-H 2 

  LM-H 1 ML-M 1 HM-I 1 

  LM-M 1 ML-N 1 HM-J 1 

  LM-N 1 ML-O 1 HM-Q 1 

  LM-Q 1 ML-P 1 HM-T 1 

  LM-S 1 ML-S 1 HM-S 1 

    ML-T 1 HM-U 1 

      HM-V 1 

      HM-Y 1 

      HM-X 1 

      HM-W 1 

 

表 2  4 个 nirK基因文库之间的群落相似性矩阵 
Table 2  Similarity matrix for phylotype composition for four  

nirK libraries 

相似度(%) 文库 

LM HM ML 

CK 45.34 43.37 44.96 

LM  37.50 39.48 

HM   42.35 

2.3  系统进化树的构建与系统发育分析 

本文将测序的 54 个 OTUs 通过 NCBI 的 BLAST

比对去除了 3 个假阳性结果，得到 51 个正确的 nirK

基因序列，在 Genbank 上选择了部分与测定序列较

为接近的序列，通过 BioEdit 和 Mega 软件用这些序

列构建系统进化树(图 2)，进行系统发育分析。结果

表明，测序的 nirK 基因彼此之间的相似性在 60% 

 
表 3  4 个 nirK基因文库的群落结构多样性指数 

Table 3  Diversity indexes of four nirK libraries 

文库 文库覆盖率(%) 香农指数 辛普森指数 均匀度指数 丰富度指数 

CK 88.23 2.52 0.71 0.41 3.08 

LM 86.57 3.38 0.84 0.56 4.28 

ML 87.84 3.51 0.86 0.56 4.41 

HM 80.82 3.88 0.89 0.63 5.59 
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表 4  香农指数与环境变量的 Pearson 相关性 
Table 4  Pearson correlation coefficients between Shannon index and environmental variables 

环境因子 pH 全碳 全氮 碳氮比 铵态氮 硝态氮 有效磷 速效钾 氮磷比 

香农指数 0.397 0.938 0.917 0.972* 0.504 0.736 0.821 0.876 0.945 

注：*表示在 P<0.05 水平(双侧)显著相关，N=4。 

 

~100%，与已知序列进行同源性比较，没有达到 100% 

的，说明这些序列可能是之前未被描述过的基因序

列；这些 OTUs 主要被分为 3 个簇，大部分的 OTUs

出现在 cluster 1 中，占总克隆数的 78.4%，HM 处理

在 cluster1 中占 15%，其他 3 个处理各占 25% ~ 30%，

同时还发现在 cluster 2 和 cluster 3 中均未出现 CK 样

品中的克隆子，其他 3 个处理各占 30% 左右；红壤

中 nirK 反硝化细菌具有高度多样性，51 个 OTUs 分

属于苍白杆菌属(Ochrobactrum sp.)和未培养的细菌，

并且绝大多数与未培养细菌的相似度更高。 

3  讨论 

反硝化过程是由微生物将环境中被固定的氮素

重新释放到大气中，从而实现自然界生态系统的氮

素循环过程，是自然界氮素循环的重要组成部分[29]。

研究表明，反硝化作用产生了大量的温室气体，如

NO 和 N2O
[30]，导致地球生物圈中氮素损失较大，

自然环境的补给量远小于其损失程度，所以全球氮

素预算处于极不平衡的状态[31-33]。红壤由于其养分

匮乏、有机物质含量较低，因此向红壤中施肥是提

高红壤经济效益的有效方式[2,5]，但是关于有机肥添

加对于红壤中含有 nirK 基因的反硝化细菌群落影响

的研究较少。本研究以 nirK 基因作为分子标记，采

用 PCR-RFLP 方法研究了多种有机肥添加处理对于

红壤反硝化群落结构多样性的影响，结果表明，4

个不同处理 nirK 文库之间的群落结构组成有较大的

差异，两两处理之间的相似性在 37.50% ~ 45.34%。

有研究认为当群落相似性大于 60% 时属于相似性

较好的群落[34]，而本试验中相似值均小于 60%，说

明这 4 个 nirK 基因文库之间的相似度均较低。在 4

个 nirK 基因文库中优势类群所占比例依次为 CK 

51%、LM 33%、ML 32% 和 HM 27%，而各文库中

nirK 基因类群的数量依次为 14 种、19 种、20 种和

25 种。通过对香农指数和多样性指数等分析发现，

各指数的变化情况相同，均为 HM>ML>LM>CK，

和图 1 中展示的结果相一致。Yang 等[35]研究发现，

氮含量较高的土壤有助于增加含有亚硝酸盐还原酶

基因的反硝化菌的丰度；Chen 等[36]研究发现，有机 

物质的添加可以增加反硝化菌群的丰度，并认为有

机质的添加和碳含量的增加对于土壤中微生物的生

存和繁衍具有积极影响。有机物质的添加可以提供

丰富和平衡的营养物质 (如高有机碳和一些无机

盐)，有利于氮循环中涉及的微生物的生长，本研究

结果的趋势与之相同。 

反硝化细菌群落香农指数与环境因子的 Pearson

相关性分析结果显示，仅碳氮比与香农指数呈显著正

相关，其他环境因子与香农指数相关性不显著，与

Yang 等[37]的研究结果不符。而邓玉峰等[38]研究发现石

灰的施加会降低细菌的数量，这可能导致了 ML 处理

中反硝化细菌类群数量的减少，但 ML 处理各环境因

子的值仍然较高，因此可能导致相关性检验不显著。 

从本研究系统发育树可以看出，不同的有机肥添

加处理土壤中反硝化细菌群落结构主要由 α-变形菌

纲的苍白杆菌属(Ochrobactrum sp.)和未培养的细菌

组成，其中与未培养细菌相关的片段占到总数的

88.2% 以上，与李刚等[39]的研究结果一致，但本研

究中未培养细菌相关的比例更高，说明红壤中出现了

丰富的反硝化细菌，这可能与红壤的性质有关系。红

壤地区降水量丰富，雨季土壤常处于淹水的环境，干

旱季节土壤又极易板结、不透气，时常处于厌氧的环

境，有利于滋生反硝化微生物，导致反硝化作用的进

行，反硝化 nirK 基因也表现出丰富的程度[10]。大量

研究发现，不同环境下反硝化细菌许多都属于未培养

细菌。Henry 等[40]对 56 个 nirK 基因序列系统分析，

发现多数基因序列与目前已知的可培养反硝化微生

物的 nirK 基因序列不同，Yoshida 等[41]研究水稻土中

含有 nirK 基因的反硝化细菌群落，发现大部分细菌

都与未培养细菌相关。本研究系统发育树分析将同属

于苍白杆菌属的两个种聚成两类，这可能是因为这两

个种中 nirK 基因的分类较远。有研究者对 nirK 和 16S 

rRNA 基因的系统发育分析结果表明，nirK 基因与

16S rRNA 基因不一致[42-43]。与苍白杆菌属聚类较近

的多为 CK 处理中的克隆子，然后依次为 LM、ML

和 HM 处理，这说明不同的施肥条件改变了反硝化

细菌的组成，但是具体的相关关系仍需要更为先进的

分子生物学技术进行研究。 
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图 2  基于 4 个处理反硝化细菌 nirK 氨基酸序列构建的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree based on amino acid sequences of denitrifying bacteria nirK gene in four treatments 
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4  结论 

通过向红壤中添加有机肥可以增加含 nirk 基因

的反硝化细菌多样性，并且反硝化细菌的类群是随着

有机肥的添加量增加而增加，但是向添加有机肥的处

理中添加石灰可以降低反硝化细菌类群数量；相似性

分析和系统发育树表明，有机肥的添加改变了红壤中

反硝化细菌的群落组成，但是并未改变反硝化细菌的

优势菌群类型，未培养细菌是红壤中反硝化细菌的主

要组成部分。 
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