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摘要:使用荧光定量PCR法测定亚硝酸还原酶基因(nirK 和nirS)遗传特异性片段,研究了草原撂荒地土壤反硝化微

生物丰度随着撂荒时间的变化.结果表明,轻度放牧草原和３种不同撂荒时间地的土壤中nirK 基因型反硝化微生物

丰度都显著高于nirS 基因型反硝化微生物丰度(P＜０．０５).土壤nirK 及nirS 基因型反硝化微生物丰度撂荒地和轻

度放牧地之间均有显著差异(P＜０．０５),但３种撂荒地均未发生显著变化(P＞０．０５).此外,这两种基因型反硝化微生

物丰度之间有极显著线性负相关关系(P＜０．００１).以上结果说明,nirK 和nirS 基因型反硝化微生物对环境因子的响

应有差异.
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Abstract:Determinationofnitritereductasegene(nirK andnirS)specificfragmentbyrealＧtimequantitative
PCRmethod,westudiedthedynamicsofdenitrificationmicrobialabundanceinabandonedlandsoilwithdifferＧ
entabandonedyears．TheresultsshowedthatthenirKgenotypedenitrifierabundanceweresignificantlyhigher
thannirSgenotypedenitrifierabundancein３kindsofabandonedlandfor１,５,and２５yearsandlightgrazing
grassland．BothofgenotypesdenitrifierabundanceweresignificantdifferencebetweenthelightgrazinggrassＧ
landandthethreeabandonedlandsoils(P＜０．０５),buttherewasnosignificantchangeamongthe３kindsofaＧ
bandonedlandsoil．Moreover,therewereextremelysignificantlynegativelinearrelationshipbetweenthetwo
genesabundanceintheinvestigationsoils(P＜０．００１),indicatingthatthenirK andnirSshowdifferentreＧ
sponsetotheenvironmentalfactorsontheirgrowth．
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　　由于人口迅速增长,我国对粮食及经济作物的

需求量日益增大,因此,需要多种途径扩大耕地面

积,如开垦荒地、围海造田、围湖造田等,这就造成了

草地退化等现象,如开垦已成为呼伦贝尔草原沙化、

退化的主要原因之一[１].近年来,国家开始实施退

耕还林、还草等工程,以改善生态环境[２].目前,国

内外关于退耕地的研究主要集中于植被群落的演

替[３]、土壤 理 化 性 质 的 变 化[４]以 及 种 植 植 物 的 影

响[５Ｇ６]等方面,但随着退耕时间的延长,土壤微生物

群落如何变化,尤其是关于微生物氮循环重要环节

之一———反硝化基因丰度变化及其相互关系的研究

鲜见报道.生物反硝化作用是氮循环的主要环节之

一,反硝化作用在土壤中普遍存在,其主要是通过微

生物 逐 步 地 还 原 氮 氧 化 合 物,释 放 出 一 氧 化 氮

(NO)、氧化亚氮(N２O)和氮(N２)等,从而导致土壤

中氮元素的减少,而且,N２O和 NO的释放可能导致

全球变暖[７].反硝化微生物广泛分布于细菌和古菌

中,在几种真菌的线粒体中也发现了反硝化作用[８].

反硝化作用主要指在硝酸还原酶(Nar)、亚硝酸还原

酶(Nir)、氧化亚氮还原酶(Nor)和一氧化二氮还原

酶(Nos)等的作用下将硝酸盐(NO３
－ )中的氮通过一

系列中间产物(NO２
－ 、NO、N２O)还原为氮气(N２)的

生物化学过程.其中,亚硝酸盐向 NO 的还原酶和

其它反硝化酶不同.首先,与其它反硝化反应相比,

亚硝酸还原酶把亚硝酸盐还原为 NO的反应是将亚

硝酸盐还原成气体的最初阶段.其次,这个反应由

两种不同类型的亚硝酸盐还原酶(Nir)催化,这两种

酶存在于不同的细胞内且结构不同[８].一种是nirS
编码的含细胞色素cd１ 的酶,一种是由nirK 编码的

含铜的酶.据报道[９Ｇ１０],两种亚硝酸盐还原酶功能上

没有显著差异,但是,如果土壤理化特性不同(如,

氧、碳含量 等),有 可 能 观 察 到 不 同 的 反 硝 化 微 生

物[１１Ｇ１２]或不同反硝化微生物群落[１３Ｇ１４].然而,目前

针对nirS 和nirK 基因丰度在不同特性土壤中的变

化及其之间相互关系的研究较少.因此,本研究使

用实时荧光定量PCR法初步探讨在撂荒时间不同的

耕地土壤中的nirS 和nirK 基因丰度的变化规律,以
利于更好地理解撂荒地土壤反硝化作用,从而为管

理撂荒地提供理论依据.

１　材料和方法

１．１　研究区概况

研究区域位于内蒙古自治区东北部的呼伦贝尔草

原新巴尔虎右旗境内(１１６°４０′１８′′－１１７°０１′５６′′E,

４８°３２′００′′－４８°３８′５０′′N),为半干旱草原.试验共

设４个处理,３个撂荒农田和１个轻度放牧草地.３个

撂荒农田的撂荒时间分别为１、５和２５年(Y１、Y５ 和

Y２５),轻度放牧草地(LG)设为对照,放牧率为１．４只

羊hm－２.在 Y１、Y５ 和 Y２５样点,玉米(Zeamays)、

向日葵(Helianthusannuus)、圆柱披碱草(Elymus
cylindricus)无规律轮作约４０年,各样地之间距离＜
１０km,且各样点地势相似,均为平地.各样地２０００－
２００９年平均温度和降水量分别为１．６ ℃和２１３mm,

海拔在５４５~５６８m,均为沙质土壤.

１．２　调查取样及分析

在每个样点随机设５个１ m×１ m 的样方,于

２０１０年８月进行植被调查和土壤取样.记录每个样

方内的植物物种组成,测定样方的盖度、高度和密度,

并计算ShannonＧWiener多样性指数.剪取植物地上

部分,按物种分类,６０℃下干燥４８h,称重,测定地上

植物干重.土壤湿度用 TRIMEＧFM (Ettlingen,GerＧ
many)测定.另外,在每个样方随机选择５个点收集

０－１０cm 土样,混合为一个样品,并移去表面有机质

和细根.把每个混合样品分为两部分,一部分过２
mm筛后密封于１５mL离心管中,放在液氮罐里运回

实验室,储存于－８０ ℃冰箱中待用于微生物试验,另
一部储存于４℃下,用于测定土壤理化特性.土壤 KCl
浸提物中的 NO３ＧN和 NH４ＧN分别用锌还原－萘乙二

胺法[１５]和靛酚蓝比色法[１６]测定,土壤磷含量用 Truog
法测定[１７],有机碳和总氮使用 NC分析仪(Sumigraph

NCＧ９００;SumikaChemicalAnalysisService,Tokyo,JaＧ

pan)采用干燃烧法测定[１８].土壤pH采用电位法测定.

１．３　土壤DNA提取

每个土样分别称取３份,每份０．５g,采用FastDＧ
NASpinKit(MPBiomedicals,Illkirch,France)提取

土壤DNA,实验步骤按照说明书进行.采用SmartＧ

４５２１
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SpecPlusspectrophotometer(BioＧRadLaboratories,

UnitedStates)测定DNA的纯度及浓度.样品保存于

－２０℃冰箱中备用.

１．４　荧光实时定量PCR(qPCR)

采 用 实 时 定 量 PCR (Applied Biosystems
StepOnePlus９６Ｇwell,美国)与预混液(AppliedBioＧ
systemsPowerSYBRGreen,美国)相对定量nirK 和

nirS 基因片段,各反应的引物、qPCR反应条件、扩增

片段大小、标准微生物及混合体系组成如表１和表２
所示.qPCR反应开始前先在９５℃下进行１０min的

酶活化.扩增产物的特异性通过观察熔解曲线上的单

一溶解峰和溴化乙锭染色的２％琼脂糖凝胶上特异条

带的出现来检测.连续稀释(１０~１０７ 拷贝数μL－１)

标准细菌对应基因PCR扩增产物制作各基因的标准

曲线,使用Eff＝[１０(－１/slope)－１]公式计算nirK 和

nirS 基因扩增效率(Eff),分别为９２．０％和９８．２％.

每个反应３个重复,平均拷贝数转换为每克干土样中

的基因拷贝数.

１．５　数据分析

qPCR 数 据 和 环 境 因 子 特 征 采 用 SPSS１９．０
(SPSS,Inc．,Chicago,IL,美国)进行方差分析(ANOＧ
VA).ANOVA分析采用了 Tukey’stest检验.如

果每组数据不是正态分布,在分析前将数据进行对数

变换.采用 SIMCAＧP１１．５(UmetricsAB,Umea,瑞
典)分析软件,偏最小二乘法(PLS)分析nirS 和nirK
基因拷贝数与环境因子之间的回归系数和变量投影重

要性(VIP).

２　结果与分析

２．１　nirK 和nirS 基因丰度

开垦耕种活动显著影响了nirK 和nirS 基因丰度

比例(图１).撂荒地nirK 基因的丰度是nirS 基因的

１０００倍左右,然而,在 LG 土壤中,nirK 基因丰度是

nirS 基因１０倍左右.随着撂荒时间的延长,这两种

基因丰度都没有显著变化(P＞０．０５),但是,３个撂荒

地的nirK 基因的丰度均显著高于 LG的(P＜０．０５).

另外,４个样地亚硝酸还原酶基因nirK 的拷贝数和

nirS 基因的拷贝数存在极显著线性关系(图２),回归

方程 为 nirS ＝ －０．６９６ (nirK )＋９．６５０７(R２＝
０．５９７７,P＜０．００１).

２．２　环境因子与亚硝酸还原酶基因的相互作用

两种 亚 硝 酸 还 原 酶 基 因 (nirK 和nirS)都 与

NH４ＧN、有机碳、总氮、植物多样性和地上生物量显著

表１　nirK 和nirS基因的qPCR条件及引物

Table１　qPCRConditionofnirKandnirSgeneandprimer

基因

Gene

引物

Primer

参考文献

Reference

扩增子大小

Ampliconsize/bp

标准源

Sourceofstandard

热循环条件

Thermalcyclingprofile

循环数

Numberofcycles

nirK
nirK８７６C
nirK１０４０

[３３] １６４
Sinorhizobium
meliloti１０２１

　９５℃/３０s,

　６３℃－５８℃/３０s,

　７２℃/３０s,９５℃/１５s,

　５８℃/３０s,７２℃/３０s

６∗

４０

nirS
cd３af
R３cd

[３４]
[３５]

４１３
Pseudomonas
aeruginosaPAO１

　９４℃/６０s,５７℃/６０s,

　７２℃/６０s
４０

注:∗表示降落.

Note:∗ means“touchdown”．

表２　nirK 和nirS基因的qPCR反应体系

Table２　qPCRreactionsystemofnirKandnirSgene

靶基因

Targetgene

PCR反应体系 PCRreactionsystem/μL

２×Power
SYBRgreen

３％ BSA
引物Primer/１０pmolμL－１

正向Forward 反向 Reverse

二甲基亚砜

Dimethylsulfoxide

１－５

ngμL－１DNA
PCR水

PCRwater

nirK １２．５ ０．５ ０．５０ ０．５０ ０．６２５ ２ ８．３７５

nirS １２．５ ０．５ ０．５０ ０．５０ ０．６２５ ２ ８．３７５

５５２１
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图１　撂荒地和轻度放牧草原土壤nirK 和nirS基因丰度

Fig．１　AbundanceofnirKandnirSgeneofsoilofabandonedlandandlightＧgrazingsteppegrassland
注:Y１ 撂荒１年;Y５ 撂荒５年;Y２５撂荒年２５年;LG轻度放牧地.不同小写字母表示nirS 和nirK 基因丰度在不同样地间差异显著(P＜０．０５).

Note:Y１,abandonedlandwith１year;Y５,abandonedlandwith５years;Y２５,abandonedlandwith２５years;LG,litghtgrazinggrassland．Different

lowercaselettersindicatesignificantdifferenceofthesamegeneabundanceamongdifferentplotsat０．０５level．

图２　nirK 和nirS基因丰度之间关系

Fig．２　RelationbetweenabundancesofnirKandnirSgene

相关,VIP值均大于１(图３).由回归系数值可知,

nirK 基因拷贝数与 NH４ＧN、有机碳、总氮和地上生物

量呈负相关,与植物多样性呈正相关,而nirS 基因的

拷贝数与nirK 基因的相关性分析结果正好相反.此

外,pH、NO３ＧN、有效磷和 H２O 等环境因子对nirK
和nirS 基因的拷贝数无显著影响,VIP值都小于１.

３　讨论与结论

土壤氮循环主要依赖于微生物的氮循环作用,即

固氮、亚硝化、硝化及反硝化等作用把不同类型的氮素

化合物改变为亚硝酸根、硝酸根、NO 及 N２O 的形式.

其中,具有亚硝酸还原酶基因的微生物能把亚硝酸盐

还原为 NO,是生物氮循环这一过程的重要影响环节

之一,与其它参与生物氮循环基因相同,亚硝酸还原酶

基因也是研究者关注的重要反硝化功能基因.因此,

本研究以nirK 和nirS 基因作为研究对象,采用实时

荧光PCR法探讨了不同类型亚硝酸还原酶基因丰度

在呼伦贝尔草原不同撂荒时间耕地土壤中的动态变化

以及其与环境因子之间的关系.

　　研究发现,撂荒地和轻度放牧草原的土壤理化特

征及植被状况差异较大[１９].３个撂荒地的地上生物量

有显著差异(P＜０．０５),但铵态氮、有效磷、有机碳和

植物多样性无显著差异(P＞０．０５)[１９].此外,Y５ 样地

的土壤pH 和硝酸盐氮(NO３ＧN)显著高于 Y１ 和 Y２５,

Y１ 和 Y２５之间无显著差异.Y５ 的总氮显著高于 Y１

的(P＜０．０５),但 Y２５的与 Y１ 和 Y５ 的均无显著差异.

Y２５的土壤水分含量(H２O)显著高于 Y１ 的,Y５ 的与

Y１、Y２５的均无显著差异[１９].

在３个不同撂荒时间的撂荒地土壤中,nirK 基因

丰度显著高于nirS 基因,前者均约为后者的１０３ 倍,

而在轻度放牧草原土壤中,前者约为后者的１０倍,这
说明该研究地土壤中具有nirK 基因的微生物是主要

的亚 硝 酸 还 原 微 生 物.在 森 林 土 壤 (壤 土 和 粉 壤

土)[２０]和稻田土壤[２１]中也得到了相同的结果,即nirK
基因丰度高于nirS 基因丰度.此外,在撂荒地土壤中

nirK 和nirS 基因丰度分别显著高于和低于轻度放牧

草原.根据PLS分析的结果,植物多样性和nirK 基

因丰度之间有显著正相关(VIP＝１．０５),表明nirK 类

型反硝化微生物有可能很容易受不同组成和数量的根

系分泌物的影响,在沙壤土中,随着植被多样性的变化

其土壤微生物群落结构也变化[２２],Bremer等[２３]使用
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图３　各环境因子和nirK,nirS基因丰度之间的回归系数及VIP值

Fig．３　RegressioncoefficientbetweeneachenvironmentalfactorsandabundanceofnirKandnirS,andVIPvalue

狐尾草(Alopecuruspratensis)、黄花茅(AnthoxanＧ
thumodoratum)、燕麦草(Arrhenatherumelatius)、绒
毛草(Holcuslanatus)、老鹳草(Geraniumpratense)、

车前(Plantagolanceolata)、毛茛(Ranunculusacris)

和蒲公英(Taraxacumofficinale)的微宇宙试验中发

现,不同植物微宇宙土壤有不同的nirK 群落结构.

Baneras等[２４]也指出植被类型的改变对nirK 类型反

硝化微生物群落具有显著影响.除此之外,NH４ＧN、

有机碳、总氮和地上生物量对于nirK 和nirS 基因丰

度分别呈显著负相关和正相关关系(VIP＞１)(图３),

说明亚硝酸还原细菌的丰度变化受到土壤不同理化性

质的共同影响,导致两种类型亚硝酸还原细菌丰度呈

此消彼长的趋势,nirK 和nirS 基因丰度之间呈极显

著线性关系(P＜０．００１)(图２).许多研究[２５Ｇ２７]表明,

土壤微生物的分布、活动、多样性以及丰度与土壤理化

性质密切相关.Maag和 Vinther[２８]在森林土壤中发

现,反硝化速率受多个环境因子联合调控.尽管nirK
和nirS 基因与 NO３ＧN 的含量密切相关,而本研究未
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发现nirK 和nirS 基因丰度与 NO３ＧN 含量具有显著

相关性,这有可能是在自然环境土壤中不同环境因子

共同影响亚硝酸还原微生物的结果.许多研究者也在

不同环境的土壤中发现了反硝化细菌群落与 NO３ＧN
含量具有很弱的相关性[２９Ｇ３１].此外,Kong等[３２]认为,

在亚硝酸还原微生物生存的微生境中,其变化有可能

与 NO３ＧN含量变化无关.

总之,在本研究区的撂荒地,nirK 和nirS 基因型

反硝化微生物丰度随着撂荒时间无有显著变化,然而

它们之间有显著线性关系,两种基因型反硝化微生物

随着环境因子的变化,有可能互补调节亚硝酸盐还原

为 NO的作用.但本研究只分析了 DNA 水平上的反

硝化微生物丰度,其活性及表达的规律还有待 RNA
样品来分析说明.另外,尚需开展nirK 和nirS 基因

型反硝化微生物群落结构和分布,以便了解随着撂荒

时间的延长反硝化微生物群落的演替规律,更科学地

通过调节反硝化作用管理撂荒地.
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