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Fe(II)对反硝化过程及其功能微生物群落的影响 
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摘要：以华南稻田土壤为研究对象,通过室内模拟控制实验,研究了 Fe(II)对厌氧稻田土壤中反硝化过程及其功能微生物群落结构组成与相

对丰度的影响.结果表明, 加入 Fe(II)减缓了土壤中 NO3

-

的还原,但促进了 NO2

-

的还原和 N2O的生成;同时 Fe(II)只在 Soil+Fe(II)+NO3

-

处理

中发生氧化.通过定量 PCR结果发现,Fe(II)的加入提高了亚硝酸盐还原基因 nirS和N2O还原基因 nosZ的拷贝数;但降低了细胞膜硝酸盐还

原基因 narG 的拷贝数.通过高通量和克隆文库分析发现,Fe(II)的加入主要对 napA-周质硝酸盐还原微生物群落结构有明显影响,Soil+NO3

-

处理中优势菌是 Dechloromonas,而 Soil+Fe(II)+NO3

-

处理中为 Azonexus 、Dechloromonas和 Azospira.Fe(II)对厌氧稻田中的反硝化过程及

其功能微生物群落具有显著影响,这对了解华南红壤地区稻田体系中的氮元素循环与铁元素转化的关系具有重要意义. 
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Effect of Fe(II) on denitrification and associated functional microbial communities. LI Shuang1,2,3, LI Xiao-min2, LI 

Fang-bai2* (1.Guangzhou Institute of Geochemistry, Chinese Academy of Sciences, Guangzhou 510640, China；

2.Guangdong Institute of Eco-Environmental Science & Technology, Guangzhou 510650, China；3.Graduate University of 

Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China). China Environmental Science, 2018,38(1)：263~274 

Abstract：Paddy soil was collected from Southern China and used as an inoculum in an anoxic experiment to investigate 

the effect of Fe(II) oxidation on denitrification and associated microbial communities. The results showed that the 

presence of Fe(II) slowed down the NO3
-

 reduction, but facilitated the NO2
-

 reduction and N2O formation; meanwhile 

Fe(II) oxidation was observed only in the Soil+Fe(II)+NO3
-

 treatment. The real-time quantitative PCR analysis 

demonstrated that the presence of Fe(II) increased the copy numbers of  nitrite reduction gene (nirS) and nitrous oxide 

(N2O) reduction gene (nosZ), but inhibited the activity of membrane nitrate reduction gene (narG). The results of 

high-throughput sequencing and clone library exhibited that the presence of Fe(II) significantly influences the microbial 

communities affiliated with periplasmic nitrate reduction gene (napA). The most abundant napA-based nitrate reducer was 

Dechloromonas in the Soil+NO3
-

 treatment, while those were Azonexus, Dechloromonas and Azospira in the 

Soil+Fe(II)+NO3
-

treatment. In summary, Fe(II) significantly influences the denitrification process and the associated 

microbial communities in anoxic paddy soil. This can provide better understanding of the relationship between the 

nitrogen cycling and the iron transformation in the red paddy soil from South China. 

Key words：Fe(II)；denitrification；functional gene；functional microbial communities；paddy soil 

 

氮元素是生物圈中最主要的基本组成元素

之一,其中硝酸盐(NO3
-

)可以作为营养物质被植

物和微生物吸收利用,还可以作为电子受体参与

一些细菌、古菌甚至真核微生物的能量代谢和生

长过程
[1]

.在氮元素生物地球化学循环过程中,厌

氧条件下微生物驱动的反硝化过程是其中一条

比较普遍且重要的分支
[2-3]

.微生物驱动的反硝

化过程为:NO3
-
→NO2

-
→NO→N2O→N2.其中 nar

基因编码的细胞膜硝酸盐还原酶和 nap 基因编

码的周质硝酸盐还原酶在 NO3
-

还原成亚硝酸盐

(NO2
-

)的过程中起着关键作用;在 NO2
-

还原成为

氧化氮 ( N O )的过程中 ,铜亚硝酸盐还原酶 
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(nirK)和含细胞色素 cd1 的亚硝酸还原酶(nirS)

起着重要作用;norBC 基因和 nosZ 基因编码的

NO 还原酶和 N2O 还原酶在 NO 和 N2O 的还原

中起着重要作用
[1,4]

.目前已有很多文献报道不同

生境中反硝化微生物群落的研究,比如:酸性泥炭

土中 narG、nirK/nirS、nosZ-反硝化微生物丰度

及群落组成
[5]

;草地土壤环境中 narG-硝酸盐还

原微生物群落的组成
[6]

;河流沉积物中 nirS-亚硝

酸盐还原微生物的群落特征
[7]

. 

铁(Fe)是地壳中含量第 4 高的元素,也是红

壤中重要的氧化还原元素
[8-9]

.Fe 的氧化还原转

化对环境中许多元素转化起着至关重要的作用, 

比如:N 的生物地球化学循环
[8,10]

,重金属和类金

属钝化固定
[11-12]

,有机污染物的脱毒和降解
[13]

.

由于人为活动在稻田环境中施加大量的化肥,导

致稻田土壤中 NO3
-

浓度增高,进而使稻田环境中

微生物介导的 NO3
-

还原过程活跃
[14-15]

.目前关于

厌氧稻田环境中 NO3
-

与亚铁(Fe(II))耦合过程的

研究也有报道,主要集中在参与该过程的微生物

群落组成,且研究表明 Geothrix、Sunxiuqinia 、

Vulcanibacillus 、 Azospira 、 Zoogloea 和 

Dechloromonas 等是该过程的优势微生物
[16-17]

,

然而对于厌氧稻田中硝酸盐还原过程中的功能

基因的含量以及功能微生物的研究较为缺乏.深

入了解 Fe(II)的存在对稻田环境中反硝化功能微

生物丰度及其功能群落多样性组成的影响,有利

于揭示 Fe(II)对稻田环境中反硝化过程的影响机

制,对调节稻田环境中 Fe-N 循环具有重要意义.

本研究以华南地区的水稻土作为研究对象,在实

验室模拟中性厌氧培养条件下,设置了添加或者

未添加 Fe(II)/NO3
-

的不同处理,研究了其 NO3
-

还

原以及 Fe(II)氧化的动力学变化,并通过分子生

物学技术分析了参与反硝化过程的功能基因的

含量以及功能优势微生物群落结构与相对丰度

的变化情况,进而探讨了 Fe(II)对稻田土壤中反

硝化功能基因及其微生物群落的影响. 

1  材料与方法 

1.1  样品采集与理化分析 

用于本实验的稻田土壤采集于广州市的

中 国 科 学 院 华 南 植 物 园 水 稻 实 验 田

(23°10'38.26"N, 113°21'10.12"E).采集时的水稻

田处于淹水状态,土壤样品的采集采用四分法.

采集的土壤样品除去其中的动植物残体等杂

物,一部分放置于厌氧袋中于 4℃的冰箱中保

存待用,一部分置于干燥通风阴凉处自然风干.

风干后的样品通过研磨过筛(100 目)收集,并利

用同位素钴
60

Co释放出来的高能 γ射线对土壤

进行灭菌,灭菌后的土壤用于实验中灭菌对照

实验.土壤理化特性的测定参考《土壤农业化学

分析方法》
[18]

,其中供试土壤 pH 值约为 6.0,有

机碳含量为 41.0g/kg,总铁含量约 27.9g/kg,总

氮含量约 258mg/kg. 

1.2  实验方法 

实验共设计了 5 个处理组,包括灭菌非生

物对照 (Sterilized soil+Fe(II)+NO3
-

),生物对照

组 (Soil、Soil+NO3
-

、Soil+Fe(II))以及实验组

(Soil+Fe(II)+NO3
-

).本实验采用 100mL 西林瓶

作为反应器,培养基包括:30mmol/L NaHCO3溶

液作为缓冲溶液(通过通入 CO2 气体后缓冲液

的 pH 值为 7.0),5mmol/L 乙酸钠作为碳源 , 

10mmol/L NaNO3,5mmol/L FeCl2,微量元素

(1mL/L)和维生素溶液(1mL/L)为微生物提供

生长所必须的营养物质 .所有处理水土比为

100:1(mL/g),通入 N2:CO2混合气(80:20)30min

使体系中保持充分厌氧状态,然后快速加盖橡

胶塞和铝盖 ,置于 30℃恒温培养箱中避光培

养 ,在不同时间点进行取样 .本实验采取破坏

取样 ,每个处理的每个时间点设置 3 个重复 ,

西林瓶中的液体摇匀取出一定量的悬浊液用

于 Fe 的测定,然后再取西林瓶中的悬浊液用

0.22μm 的水系滤膜过滤,滤液保存至-40℃用

于 NO3
-

、NO2
-

和 NH4
+
的测定.剩余的悬液经

过离心 ,弃去上清液 ,将固体保存至-40℃用于

DNA 的提取. 

1.3  分析方法 

NO3
-

、NO2
-

和 NH4
+
的测定采用流动分析仪

(Skalar SAN
++

,荷兰)进行定量测定
[19]

.由于 NO3
-

还原所生成的 NO2
-

可以和 Fe(II)发生化学反应,

因此取样后要将样品充分暴露于空气中,使体系
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中的 Fe(II)充分氧化,避免对 NO2
-

含量测定的影

响.N2O 采用气相色谱(GC-7900,上海,天美)进行

定量测定,用1mL的取样针抽取1mL西林瓶中的

顶空气体注入进样口进行测定,采用的是ECD检

测器,柱箱温度 50℃;ECD 检测器温度 250℃;进

样口温度 200℃.溶解态和提取态亚铁的测定使

用邻菲罗啉比色法
[20]

.其中提取态亚铁用

40mmol/L 氨基磺酸(用 HCl 将 pH 值调至 1.8)作

为提取液
[21]

. 

1.4  微生物群落组成和多样性分析 

土壤样品(湿样 0.25g)总 DNA 的提取采用

MO BIO 公司生产 PowerSoil
TM

 DNA Isolation 

Kit 试剂盒.提取的 DNA 保存-40℃待用. 

1.4.1  微生物和功能基因的定量  微生物和功

能基因的定量采用荧光染料 SYBR Green,用

MyiQTM 2Optics Module 荧光定量仪 (BIO- 

RAD,USA)对总细菌(16S rRNA)、硝酸盐还原基

因(narG、napA)、亚硝酸盐还原基因(nirS)、N2O

还原基因(nosZ)进行定量测定.总细菌的定量分

析用引物 Eub338F/Eub518R进行扩增,反硝化功

能基因的定量分别采用引物 NarG1960m2F 

/NarG2050m2R、NapAV17m/NapA4r、NirSCd3aF 

/NirSR3cd、NosZ2F/NosZ2R 进行扩增.PCR 扩

增需要的引物以及扩增条件参照表 1. 

表 1  定量 PCR扩增引物序列及相应的扩增程序 

Table 1  Primers and programs for the PCR amplification of the real-time qPCR 

目的基因 引物 引物序列(5’-3’) 扩增程序 扩增长度(bp) 参考文献 

Eub338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
16S rRNA 

Eub518R ATTACCGCGGCTGCTGG 

95°C , 5min; (95°C,30s; 55°C, 1min)

×28, 72°C , 10min 
~180 [22] 

1960m2F TAYGTSGGGCAGGARAAACTG 

narG 
2050m2R CGTAGAAGAAGCTGGTGCTGTT 

94°C,5min; (94°C,30s; 63°C, 1min)×

7; (94°C, 30s; 57°C, 30s)×34, 72°C ,

10min 

~110 [23] 

V17m TGGACVATGGGYTTYAAYC 
napA 

4r ACYTCRCGHGCVGTRCCRCA 

94°C , 2min; (94°C,30s; 63°C, 30s) 

×40, 72°C , 10min 
~152 

[24] 

 

Cd3aF GTSAACGTSAAGGARACSGG 
nirS 

R3cd GASTTCGGRTGSGTCTTGA 

95°C , 5min; (95°C,15s; 53°C, 15s)×

40, 72°C , 10min 
~453 

[25] 

 

2F CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT 
nosZ 

2R CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA 

94°C , 5min; (94°C,30s; 53°C, 30s)×

35, 72°C , 10min 
~550 [26] 

 

1.4.2  高通量和克隆文库分析  高通量和克隆

文库分析采用细菌通用引物 515F/806R 对 16S 

rRNA基因的V4高变区进行扩增.亚硝酸盐还原

基因和氧化亚氮还原基因的扩增分别采用引物

NirSCd3aF/NirSR3d 和 NosZF/NosZ1622R.反向

引物 806R、NirSR3d、NosZ1622R 都带有识别

不同样品的标签序列(barcode).扩增的 PCR 产物

用纯化试剂盒(QIAquick Gel Extraction Kit)进行

纯 化 , 纯 化 后 的 PCR 产 物 用 Qubit
®

 

3.0Fluorometer 测定浓度后以等摩尔混匀,样品

合格后在 Illumina MiSeq平台进行测序. PCR扩

增的具体条件如表 2 所示. 

完成高通量测序后,所有的原始序列都要质

量控制,过滤去除低质量的序列.将高质量的序列

通过特有的 barcode 标签分配到每个样品中,16S 

rRNA基因、nirS基因、nosZ基因分别按照 97%、

80%、82%的序列相似性进行 OUT的分配挑选.

使用QIIME和RDP将每个样品中的所有序列划

分到不同的物种分类等级(门、纲、目、科、属、

种),统计每个样品的群落结构组成和相对丰度. 

测试序列提交至 NCBI 数据库,分别获得 16S 

rRNA、nirS、nosZ基因序列登陆号为SRP109611、

SRP108801、SRP108746. 

由于硝酸盐还原基因(narG、napA)的基因片

段较长,无法采高通量测序分析,所以采用克隆文

库来分析硝酸盐还原功能微生物的组成.其所用

引物和 PCR 扩增的具体条件如表 2 所示.其中

Soil 和 Soil+Fe(II)实验处理没有成功扩增出
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napA基因.通过蓝白斑筛选出阳性克隆子进行测

序,并将测试序列提交至 NCBI 数据库,分别获取

narG 和 napA 序 列 登 陆 号为 MF626620- 

MF627322、MF626402-MF626619.目标序列采

用 Mothur 软件进行 OTU 聚类,并建立相应的克

隆文库. 

表 2  高通量和克隆文库 PCR扩增引物序列及相应的扩增程序 

Table 2  Primers and programs for the PCR amplification of the High-throughput sequencing and clone libraries 

实验 目的基因 引物 引物序列(5’-3’) 扩增程序 扩增长度(bp) 参考文献 

515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 16S 

rRNA 806R GGACTACVSGGGTATCTAAT 

95°C , 3min; (94°C,30s; 55°C, 1min)×35, 

72°C , 10min 
~300 [27] 

Cd3aF GTSAACGTSAAGGARACS GG 
nirS 

R3cd GASTTCGGRTGSGTCTTGA 

95°C , 5min; (95°C,15s; 53°C, 15s)×40, 

72°C , 10min 
~426 [25] 

F CGYTGTTCMTCGACAGCCAG 

高通量 

nosZ 
1622R CGSACCTTSTTGCCSTYGCG 

94°C , 5min; (94°C,30s; 55°C, 30s)×28, 

72°C , 10min 
~453 [28] 

1960F TAYGTSGGSCARGARAA 
narG 

2050R TTYTCRTACCABGTBGC 

95°C , 5min; (94°C,30s; 55°C, 1min)×35, 

72°C , 10min 
~650 [29] 

V67m AAYATGGCVGARATGCACCC 

克隆 

文库 
napA 

V17m GRTTRAARCCCATSGTCCA 

94°C , 2min; (94°C,30s; 63°C, 1min)×40, 

72°C , 10min 
~1100 [26] 

 

2  结果与讨论 

2.1  硝酸盐还原及其产物生成 
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图 1  不同处理中NO3

-

, NO2

-

和N2O浓度随反应时间的变化 

Fig.1  Changes of NO3

-

, NO2

- and N2O concentrations 

with time dependence in different treatments 

 Sterilized soil+Fe(II)+NO3

-
Soil Soil+NO3

-
 

Soil+Fe(II) Soil+Fe(II)+NO3

-
 

 

从 NO3
-

的浓度变化(图 1A)可见,在 Soil+ NO3
-

和 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,NO3
-

的浓度随着时间

变化逐渐降低;其中在 Fe(II)存在的条件下,NO3
-

的

还原出现了延滞,在第 4d 后才出现大量的还原.这

可能是 Fe(II)的加入对土壤中的微生物有一定的

毒害作用
[30,32]

.而在 Sterilized soil+Fe(II)+NO3
-

处理

中,NO3
-

没有发生明显的还原,说明在 Soil+Fe(II)+ 

NO3
-

处理中 NO3
-

的还原主要是由微生物介导的.
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微生物介导的完整的硝酸盐还原过程包括反硝化

作用(NO3
-
→NO2

-
→ NO→N2O→N2)和异化硝酸

盐还原成铵(NO3
-
→ NO2

-
→NH4

+
)
[4]

.在所有实验处

理中都未检测到 NH4
+
的存在,所以在本文所研究

的稻田土壤中微生物驱动的 NO3
-

还原过程主要

以反硝化过程为主.前人研究发现在稻田环境中

即使存在异化硝酸盐还原成铵这个过程,与反硝

化过程相比该过程也是较为缓慢的,并不起主导

作用
[17,32]

.在 Soil+NO3
-

和 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,

随着时间的变化均有 NO2
-

生成,分别在第 1d和第

4d 后 NO2
-

才有明显的积累,经检测在 NO3
-

还原过

程中生成 NO2
-

的浓度分别高达 3.7,0.6mmol/L(图

1B).在 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,NO2
-

浓度明显低

于 Soil+NO3
-

处理.造成这种现象的主要原因可能

是在Fe(II)存在时,NO2
-

可以与Fe(II)发生快速的化

学 反 应 ( 其 反 应 式 为 :2NO2
-
+4Fe

2+
+5H2O→ 

4FeOOH+N2O+6H
+
)
[21]

,从而致使 NO2
-

不能在体系

中大量积累,这与之前的研究结果比较相似
[16]

.培

养 2d 后,在 Soil+NO3
-

和 Soil+Fe(II)+ NO3
-

处理中

都有 N2O生成,并且 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中 N2O

的增长幅度比 Soil+NO3
-

处理要大,在第 8d时它们

的浓度分别为 0.3,0.6mmol/L(图 1C).而在对照处

理 Soil 和 Soil+Fe(II)中,均未测到 NO3
-

、NO2
-

和

N2O的存在. 

2.2  亚铁的氧化 

图 2显示,在 Soil+Fe(II)处理中,溶解态 Fe(II)

和氨基磺酸提取态 Fe(II)的浓度均没有发生明显

变化,说明在厌氧条件下土壤中的 Fe(II)不容易

发生氧化
[33]

.在 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,溶解态

Fe(II)和氨基磺酸提取态 Fe(II)的浓度在第 4d 后

明显降低,在第 8d时 80%以上的 Fe(II)被氧化;而

在 Sterilized soil+Fe(II)+NO3
-

处理中 Fe(II)也不

发生氧化,说明微生物以及 NO3
-

对 Fe(II)的氧化

起着重要的驱动作用
[33]
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图 2  不同处理中溶解态 Fe(II)和氨基磺酸提取态 Fe(II)浓度随反应时间的变化 

Fig.2  Changes of dissolved Fe(II) and sulfamic acid-ext Fe(II) concentrations with time dependence in different 

treatments 
 Sterilized soil+Fe(II)+NO3

-
Soil Soil+NO3

-
Soil+Fe(II) Soil+Fe(II)+NO3

-
 
 

 

2.3  16S rRNA和功能基因的丰度变化 

从图 3A 可知,在 Soil 和 Soil+Fe(II)处理中,

细菌 16S rRNA基因拷贝数随时间变化并没有出

现明显的增长 ;在 Soil+NO3
-

处理中 ,细菌 16S 

rRNA 基因拷贝数从第 1d 后开始出现明显的增

长;在 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,细菌 16S rRNA基

因拷贝数的增长延滞到第 4d 后才开始;在 Soil+ 

NO3
-

和 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,细菌 16S rRNA

基因拷贝数在第 8d 时增长了约一个数量级,从

10
10

copies/g soil增长到 10
11

copies/g soil. 

如图 3B 所示,在 Soil、Soil+Fe(II)和 Soil+ 

Fe(II)+NO3
-

处理中 ,细胞膜硝酸盐还原基因

narG 的拷贝数随时间变化没有明显的变化;而

在 Soil+NO3
-

处理中 narG基因的拷贝数在第一

天后随时间变化出现明显增长 ,从第 1d 的

10
6
copies/g soil增长到第 8d的 10

7
copies/g soil.
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如图 3C 所示,在 Soil和 Soil+Fe(II)处理中,周质

硝酸盐还原基因 napA 拷贝数随时间变化没有

明显的变化;在 Soil+NO3
-

处理中,napA拷贝数从

第 1d 后开始显著增加;在 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理

中,napA拷贝数从第 4d后才开始显著增加;第 8d

时,napA拷贝数在 Soil+NO3
-

和 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中均达到 10
7
copies/g soil.由此可见 ,在

Soil+NO3
-

处理中, NO3
-

还原主要发生在细胞膜

和周质中;而 Fe(II)存在的条件下,NO3
-

还原主要

发生在周质中. 
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图 3  不同处理中 16S rRNA、narG、napA、nirS和(nosZ基因拷贝数随反应时间的变化(copies/g soil) 

Fig.3  Copy numbers of (A)16S rRNA, (B) narG, (C) napA, (D) nirS and (E) nosZ genes with time dependence in 

different treatments 
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对于nirS和nosZ基因拷贝数(图3D和图3E), 在 Soil 和 Soil+Fe(II)处理中,两者随着时间的变
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化基因拷贝数没有出现明显的增长 .在 Soil+ 

NO3
-

处理中,nirS 和 nosZ 基因拷贝数均从第 1d

后开始出现明显的增长.在 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理

中,nirS 和 nosZ 基因拷贝数均从第 4d 后才开始

出现明显的增长 .与 Soil+NO3
-

处理相比 ,Soil+ 

Fe(II)+NO3
-

处理中 nirS和 nosZ基因拷贝数增长

较为显著,在第 8d 时均达到 10
8
copies/g soil,同 

时 Soil+NO3
-

处理中的拷贝数只有 10
7
copies/g 

soil.由此表明,Fe(II)的加入提高了亚硝酸盐还原

基因和氧化亚氮还原基因的丰度,进而促进了

NO2
-

和 N2O 的进一步还原,这与图 1B 中 Soil+ 

Fe(II)+NO3
-

处理的NO2
-

浓度显著低于 Soil+NO3
-

处理的结果一致. 

2.4  细菌群落结构组成及相对丰度变化 

从微生物群落在门水平的组成(图 1A)得知,

作为接种物的原始土壤在门水平主要以

Betaproteobacteria(20%)为主.随着时间变化其微

生 物 群 落 组 成 发 生 明 显 变 化 , 

Gammaproteobacteria 成为 Soil 处理中的优势菌

群,其丰度在第 4d 达到最高(52%),造成这种结果

的原因可能在该处理中添加了乙酸盐作为碳源,

影响了微生物群落结构组成.前人报道在厌氧条

件 下 , 向 被 hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5- 

triazine 污染的地下水中加入碳源乙酸盐,会造成

群 落 结 构 改 变 , 促 使 高 达 90% 以 上 的

Betaproteobacteria 的富集
[34]

.在 Soil+Fe(II)处理

中,微生物群落组成随时间的变化呈现较稳定水

平,说明 Fe(II)的加入并没有明显改变微生物在

门水平的群落结构组成
[17]

.在 Soil+NO3
-

和

Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中, Betaproteobacteria在群

落中的相对丰度随着时间变化呈现明显的增长

趋势 :其中在 Soil+NO3
-

处理中 ,在第 2d 

Betaproteobacteria 的相对丰度就达到 82%;在

Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,Betaproteobacteria 的相

对丰度在第 4d 开始增长,并在第 8d 时达到最高

的 93%.上述结果与前人研究相一致,即 NO3
-

-N

的 存 在 ( 不 管 Fe(II) 存 在 与 否 ) 会 促 进

Betaproteobacteria 的富集
[17,32]

.研究表明,大部分

的反硝化微生物都属于 Proteobacteria 的 alpha 

和 beta 纲
[1]

,而本文所研究的体系中则主要促进

了 Betaproteobacteria反硝化菌的富集. 

Soil 和 Soil+Fe(II)处理在属水平中均以

Belliinea 、 Thermodefovibrio 、 Geobacter 和

vogesella 的相对丰度较高,且随着时间的变化它

们的相对丰度保持较为稳定水平(≤7%)(图 4B).

这说明 Fe(II)的加入对原始土壤的微生物群落组

成没有明显的影响.在 Soil+NO3
-

处理中,主要的

优势菌属为 Pseudogulbenkiania(1.7%~34%)、

Vogesella(2.8%~25%) 和 Dechloromonas(1.3%~ 

12%)(图 4B).这 3 种菌属均具有硝酸盐还原功

能  

[35-37]
.在 Soil+Fe(II)+NO3

-

处理中,主要的优势

菌属为 Rhodocyclus(0.1%~52%)和 Dechloromonas 

(1.3%~39%)(图 4B).据报道, Rhodocyclus在微氧

条件下具有 Fe(II)氧化功能, 而 Dechloromonas

则具有硝酸盐还原型亚铁氧化功能
[16,38]

.由此可

见,在 Soil+NO3
-

和 Soil+ Fe(II)+NO3
-

处理中的优

势微生物及其相对丰度有着明显的差异,说明

Fe(II)的加入对稻田土壤中微生物群落的组成有

明显的影响.  

2.5  反硝化功能微生物群落组成 

图 5A中 narG-硝酸盐还原功能微生物群落

组成可知,富集培养到第 8d 时,Dechlorosomas 

agitata(11%)和 Pseudogulbenkiania ferrooxidans 

(6.4%)是 Soil+NO3
-

处理中主要的 narG-细胞膜

硝酸盐还原优势微生物,说明上述 2 种菌属是本

文所研究的稻田土壤中通过细胞膜酶还原硝酸

盐的功能优势微生物.由于本实验未能扩增出

Soil 和 Soil+Fe(II)处理中 napA 基因用于克隆文

库分析 ,因此图 5B 中只展示了 Soil+NO3
-

和

Soil+Fe(II)+NO3
-

处理在第 8d 时 napA 基因的克

隆文库结果. 在 Soil+NO3
-

处理中,主要的 napA-

周质硝酸盐还原功能微生物包括Dechloromonas 

denitrificans-1(44%)、Dechloromonas agitata-1 

(20%)和 Dechloromonas denitrificans-2(16%),三

者 的 相 对 丰 度 总 和 高 达 80%, 表 明

Dechloromonas是本实验稻田土壤中具有周质硝

酸盐还原基因的优势菌属.在 Soil+NO3
-

处理中,

不管是发生在细胞膜还是周质中的硝酸盐还原

过 程 , 其 主 要 功 能 微 生 物 菌 属 均 为

Dechloromonas,由此可见该菌在稻田土壤中对
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NO3
-

的还原起着重要作用.尽管对于单个微生物

来说一个基因组可能携带高达 3个 narG基因拷

贝而仅拥有一个 napA 基因拷贝
[39]

,然而本文结

果表明,在 Fe(II)存在的条件下, napA基因拷贝数

明显高于 narG 基因拷贝数,说明在加入 Fe(II)

后,napA在厌氧稻田环境中起主导作用. 
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图 4  不同处理中细菌群落在门水平和属水平随反应时间的变化 

Fig.4  Changes in bacterial communities with time dependence at the (A) phyla level and (B) genus level detected in 

different treatments  

仅显示相对丰度大于 5%的微生物群落 

在 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中,相对丰度较高的

napA-周质硝酸盐还原功能微生物为 Azonexus 

hydrophilus(34%)、Dechloromonas denitrificans-1 

(27%)和 Azospira oryzae(17%).与上述 Soil+NO3
-

处理的结果相比,Fe(II)的加入显著影响厌氧稻

田土壤中 napA-硝酸盐还原功能微生物群落的

结构组成.目前关于 Fe(II)对硝酸盐还原功能微

生物群落组成的影响尚未有报道.根据 narG 和

napA 基因定量结果 ,与 Soil+NO3
-

处理相比

较,Fe(II)的存在降低了 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中

narG 基因的拷贝数(图 3B),而提高了 napA 基因

的 拷 贝 数 ( 图 3C), 也 就 是 说 Azonexus 、
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Dechloromonas 和 Azospira 是 Fe(II)存在的情况

下 NO3
-

还原的主要功能微生物 .Azonexus、

Dechloromonas和Azospira均属于Proteobacteria,

其中 Dechloromonas和 Azospira都属于硝酸盐

还原型亚铁氧化菌,在还原 NO3
-

的同时还可以

氧化 Fe(II)
[35,40]

.Nar和 Nap 这两种异化硝酸盐

还原酶的主要区别是它们在微生物细胞中所

处的位置不同 ,分别位于细胞膜和周质中
[4]

. 

Nar 通常存在于 Proteobacteria、Frmicutes、

Actinobacteria、甚至于 Archaea 中,而 Nap 仅存

在于 Proteobacteria
[41-42]

.与 Nar 相比,目前关于

Nap 在微生物中的生理地位尚不清楚.根据现有

的报道,Nap 在不同微生物中的功能是不同的,比

如 :在光合细菌 Rhodobacter capsulatus 和

Rhodobacter sphaeroides中 Nap的主要作用就是

催化NO3
-

的还原来重新平衡电子循环传输
[44]

;而

对于厌氧微生物在反硝化过程中利用 Nap 会减

少能量的消耗
[42]

.还有文献报道提出,在厌氧条

件下 Nap 可以取代 Nar 作为一种可供选择的代

谢方式
[44-45]

. 
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图 5  反应结束时(第 8d)基于硝酸盐还原基因 narG和 napA构建的克隆文库中每个OUT在不同处理中的物种相对

丰度 

Fig.5  Relative abundance of OTUs identified to be nitrate-reducing bacteria based on narG (A) and napA (B) gene DNA 

clone library sequencing in different treatments at the end of incubation (Day 8)  

仅显示相对丰度大于 1%的 OTU 

图 6 亚硝酸盐还原功能微生物群落组成表

明,在 Soil 和 Soil+Fe(II)处理中,主要的亚硝酸盐

还 原 优 势 微 生 物 是 Dechloromonas 、

Sideroxydans、Chloroflexi和 Oceanithermus,它们

的相对丰度低于 9%.在 Soil+NO3
-

处理中,优势的

亚硝酸盐还原微生物包括Dechloromonas(33%)、

Vogesella(6.6%)和 Pseudogulbenkiania(6.0%).在

Soil+Fe(II)+NO3
-

处理中, Dechloromonas(29%)和

Dechlorospirillum(13%)是主要的亚硝酸盐还原

优势微生物.Dechloromonas 和 Dechlorospirillum

都具有 Fe(II)氧化功能, Dechloromonas是硝酸盐

依赖亚铁氧化菌,Dechlorospirillum 在微好氧条

件下能够氧化 Fe(II)
[35,46]

.因此,Fe(II)的存在能够

改变稻田境中的微生物群落结构并促使稻田环
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境中亚铁氧化菌的富集. 

图 7 中氧化亚氮还原功能微生物群落组成

显示,Bradyrhizobium 和 Thiobacillus 是 Soil、

Soil+Fe(II)、Soil+NO3
-

和 Soil+Fe(II)+NO3
-

处理

中的 N2O 还原优势微生物,Fe(II)的添加对稻田

环境中的氧化亚氮还原微生物并没有明显的影

响.文献报道 Bradyrhizobium和 Thiobacillus在氮

循环中起着重要作用,分别具有固氮和脱氮功

能 

[47-48]
. 
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图 6  反应结束时(第 8d)不同处理中 nirS基因编码的亚

硝酸盐还原微生物在属水平的分布 

Fig.6  Relative abundance (%) of nirS-encoding nitrite- 

reducing bacteria at the genus level detected in different 

treatments at the end of incubation (Day 8) 

仅显示相对丰度高于 1%的属 
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图 7  反应结束时(第 8d)不同处理中 nosZ基因编码的氧

化亚氮还原微生物在属水平的分布 

Fig.7  Relative abundance (%) of nosZ encoding nitrous 

oxide–reducing bacteria at the genus level detected in 

different treatments at the end of incubation (Day 8)  

仅显示相对丰度高于 1%的属 

3  结论 

3.1  在中性厌氧稻田中, Fe(II)的存在延滞了

NO3
-

的还原,但促进了 NO2
-

的进一步还原和 N2O

的生成. 

3.2  Fe(II)存在的情况下,降低了细胞膜硝酸盐

还原基因 narG 的拷贝数,但提高了亚硝酸盐还

原基因 nirS 和 N2O 还原基因 nosZ 的拷贝数,其

硝酸盐还原过程主要发生在基于 napA基因的周

质上. 

3.3  Fe(II)影响了基于 16S rRNA的微生物群落

组成 ,其中 Soil+NO3
-

处理的优势菌属为

Pseudogulbenkiania、Vogesella和 Dechloromonas,

而 Soil+Fe(II)+NO3
-

处 理 的 优 势 菌 属 为

Dechloromonas和 Rhodocyclus. 

3.4  Fe(II)的加入改变了 napA-周质硝酸盐还原

微生物群落的组成结构,降低了 Dechloromonas

的相对丰度,提高了 Azonexus和 Azospira的相对

丰度 ;并提高了 nirS-亚硝酸盐还原优势菌

Dechlorospirillum的相对丰度;对 narG-细胞膜硝

酸盐还原菌和 nosZ-氧化亚氮还原菌的群落组

成没有明显影响. 
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