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添加碳源对不同 ｐＨ 水稻土中反硝化
关键功能基因的影响

摘要
水稻是我国第一大粮食作物，稻田特有的淹水环境为反硝

化作用的发生提供了必要条件，而反硝化作用造成的氮素平均

利用率低、温室气体排放等问题日趋严重．反硝化作用作为微生

物驱动的生物学过程，自身受到多种因素的影响．为揭示 ｐＨ、有
机碳源等关键限制因子对水稻土反硝化菌的影响，本研究以两

种初始 ｐＨ 不同的碱性和酸性水稻土作为研究对象，通过室内

泥浆厌氧培养试验，分别基于 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 水平分析了反硝化
关键功能基因（ｎｉｒＫ ／ Ｓ、ｎｏｓＺ）丰度变化规律，以期揭示外源添加

有机碳源（葡萄糖）对不同 ｐＨ 水稻土中反硝化微生物功能活

性及潜势的影响．结果表明：１）外源添加葡萄糖会降低土壤 ｐＨ，
且 ｐＨ 降低程度随添加葡萄糖浓度的增加而增加；２）碱性水稻

土中添加葡萄糖增强了反硝化作用；酸性水稻土中添加葡萄糖

对反硝化作用的影响不显著；３）不同 ｐＨ 水稻土中 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ
的基因数量和表达量对添加葡萄糖的响应具有显著差异，其中
ｎｉｒＫ 基因的响应程度相对更高；４）在酸性水稻土中，ｎｏｓＺ 基因

的数量和表达量随碳源浓度的升高而降低，而碱性水稻土添加

低浓度葡萄糖后，碳源的刺激作用占主导地位，ｎｏｓＺ 基因的数

量和表达量均有所增加，添加高浓度葡萄糖后，碳源添加引起

的土壤酸化对 ｎｏｓＺ 基因的数量和表达量均起到了抑制作用．本
研究表明水稻土中外源有机碳的添加从碳源供应和酸化土壤

两方面综合影响了反硝化微生物功能和活性，进而影响反硝化

作用的发生和氧化亚氮的排放，研究结果为稻田外源有机物输
入的环境效应分析提供理论依据．
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０　 引言

　 　 水稻是我国第一大粮食作物，其产量约占全国粮食产量的 １ ／ ３，
截止 ２０２２ 年，我国栽培面积达到 ２ ９００ 万 ｈｍ２ ［１］ ．为提高作物产量，自
２０ 世纪 ７０ 年代以来，我国农业生产中的氮肥施用量迅速增加．根据

ＦＡＯ 的统计资料，平均每年增加约 ７ ８×１０５ ｔ．２００８ 年耕地面积仅占世

界 ７％的中国，消耗了 ３ ３×１０７ ｔ 氮肥，占全球当年氮肥消耗量 ９ ２×
１０７ ｔ 的 ３６％，有预测表明，我国的氮肥施用量还可能继续增加［２⁃３］ ．目
前，中国稻田的氮素平均利用率仅在 ３０％ ～ ４０％之间，而造成稻田氮

素利用率低下的一个主要原因是稻田中发生反硝化作用导致氮素以

气态形式流失［４⁃６］ ．
反硝化作用作为土壤中参与氮循环的重要一环，是农业上 Ｎ２Ｏ

排放的主要来源．反硝化作用是指反硝化微生物在厌氧条件下，将硝酸

盐、亚硝酸盐逐步还原，最终将氮以一氧化氮（ＮＯ）、氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）或
分子态氮（Ｎ２）的形式释放的过程［７⁃８］，它提高了农田生态系统中氮素

流失的风险，并导致了严重的经济损失．
反硝化过程是由微生物驱动的酶促反应过程，其反映速率和产

物组成显著受到多种环境因素直接或间接的影响，如温度、ｐＨ、Ｅｈ、水
分、含氧量、碳源类型、氮源类型、碳氮比、土壤质地、耕作方式及土地

利用类型等．近年来，国内外众多学者围绕环境因子对反硝化作用的

影响开展了一系列深入的研究．Ｔａｎｇ 等［９］ 通过向亚热带和温带森林

土壤中添加 Ｎ、Ｐ，发现 ｐＨ 值是反硝化微生物活性的主要控制因子；
Ｔａｏ 等［１０］通过有无施用有机肥对农田土壤反硝化微生物群落结构及

Ｎ２Ｏ 排放的试验中发现施加有机肥可显著提高土壤反硝化酶活性，增
加反硝化过程相关功能基因的数量，并减少 Ｎ２ Ｏ 排放量；王丽丽

等［１１］研究发现，生物反硝化系统中最好的电子供体是易于生物降解

的有机物，其不仅可提高反硝化速率，还能够提升生物处理装置的能

力和效率；王海涛等［１２］、郑兰香等［１３］发现土壤中 Ｃ ／ Ｎ 比越高，反硝化

速率越强．Ｓｈａｎ 等［１４］、Ｒｙｄｅｎ 等［１５］、Ｂｈａｎｄｒａｌ 等［１６］ 研究也表明有机碳



　 　 　 　含量越高，其反硝化潜势也越大．这是由于反硝化作

用是微生物在厌氧条件下进行的硝酸盐、亚硝酸盐

的异养还原过程，需要碳源作为电子供体参与反

应［１７］ ．淹水条件下微生物利用碳源厌氧发酵过程中

产生的有机酸［１８⁃１９］、氢离子［２０］、ＣＯ２等物质会降低土

壤 ｐＨ［２１］，而土壤 ｐＨ 是影响反硝化作用最主要也是

最复杂的因素之一，可直接影响参加反硝化作用的

反硝化的微生物群落结构和氮氧化物还原酶的活

性［２２⁃２４］ ．因此碳源是影响反硝化作用的关键因素之

一，但是目前关于外加碳源的研究多见于对工农业

污水脱氮处理，其对农业土壤尤其是稻田土壤中反

硝化作用的影响机理研究较少，碳源添加对反硝化

过程的影响机制研究鲜有报道．
本研究通过室内水稻土泥浆厌氧培养试验，在

不同本底 ｐＨ 水稻土中添加碳源培养，监测培养过程

中土壤 ｐＨ 和无机氮浓度的变化，并基于 ＤＮＡ 和

ＲＮＡ 水平分别分析反硝化微生物编码亚硝酸盐还

原酶的 ｎｉｒＫ ／ Ｓ 和编码氧化亚氮还原酶的 ｎｏｓＺ 等功

能基因丰度变化，旨在探究添加碳源对不同本底 ｐＨ
水稻土反硝化过程的调控机理，为提高氮素利用效

率、温室气体减排提供理论支撑．

１　 材料方法

１ １　 样品采集

供试水稻土分别采自天津市宝坻区王卜庄镇后

张司马村（１１７ ５５°Ｅ，３９ ６５°Ｎ）和广东省广州市萝

岗区九龙镇洋田村（１０６ ７１°Ｅ，２６ ４９°Ｎ）．前者为多

年种植单季稻土壤，以字母 ＢＤ 表示；后者为多年种

植双季稻土壤，以字母 ＧＺ 表示．在水稻落干期，采集

稻田耕层 ０ ～ ２０ ｃｍ 的土壤，拣去植物残体，自然风

干，磨细，过 １ ｍｍ 筛，避光保存，备用．供试土壤的理

化性质如表 １ 所示．

表 １　 供试水稻土的理化性状

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌｓ

土壤
样品

ｐＨ
有机质

质量分数 ／
（ｇ·ｋｇ－１）

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ

质量分数 ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ

质量分数 ／
（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＢＤ ８ ０９±０ ０５ ３３ ４８±２ ２３ １２ １３±０ １５ ５ ９２±０ １４

ＧＺ ４ ８０±０ ０３ ３７ １９±２ ９０ １７ ３９±０ ８３ ２０ ６±０ １２

１ ２　 培养试验

１ ２ １　 风干土预培养

分别取 ＢＤ、ＧＺ 风干水稻土各 １ ｋｇ，调节其质量

含水率至 １５％，于 ２０ ℃恒温培养箱中好氧培养 ７ ｄ

以恢复土壤微生物活性．
１ ２ ２　 泥浆厌氧培养试验

试验设置：本试验选取两个因子，即土壤样品本

底 ｐＨ 和外源添加有机碳（葡萄糖）浓度，其中土壤

样品为酸性的 ＧＺ 土壤和碱性的 ＢＤ 土壤；葡萄糖浓

度设置 ３ 个水平，分别为 ０、２５ 和 １００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，依
次标记为 ＣＫ、Ｌ 和 Ｈ（表 ２）．

淹水处理：取预培养土样 ３ ｇ 置于 １０ ｍＬ 玻璃培

养瓶中，加入 １ ５ ｍＬ ＫＮＯ３溶液作为氮源，再根据处

理添加 １ ５ ｍＬ 相应浓度的葡萄糖溶液作为碳源，最
终制成水土比为 １ ∶１的泥浆．

厌氧培养：淹水处理后，培养瓶加橡胶塞封口，
以 ６０ ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速充入高纯氮气使瓶中 Ｎ２交换

循环至少 ２０ 次，以去除瓶中的 Ｏ２使其达到厌氧环

境，后加铝盖密封，置于 ２０ ℃恒温培养箱避光培养．

表 ２　 试验设置

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ

试验因子 水平 标记

土壤样品本底 ｐＨ
酸性 ＧＺ

碱性 ＢＤ

０ ＣＫ

葡萄糖浓度 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２５ Ｌ

１００ Ｈ

１ ２ ３　 样品采集与保存

分别于培养开始后的第 ０、０ ５、１、２、３、４、５、６、７、
９ 和 １１ 天采集土壤样品，直接用于土壤 ｐＨ 的测定；
分别于培养开始后的第 ０ 小时、３ 小时、６ 小时、０ ５
天、１ 天、２ 天、３ 天、４ 天、５ 天、６ 天、７ 天、９ 天、１１ 天，
采集土壤样品置于 ２ ｍＬ 冻存管中，液氮冷冻后，－８０
℃保存，供提取土壤 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 使用；同时采集样

品置于－２０ ℃冰箱保存，以供土壤无机氮的测定．采
集样品时先将培养瓶置于冰上预冷 １０ ｍｉｎ．

１ ３　 土壤 ｐＨ 测定

取泥浆样品摇匀后，采用 ｐＨ 计（ＭＴ⁃５０００）依次

对不同处理样品进行测定．

１ ４　 土壤无机氮素含量测定

取保存于－２０ ℃的冷冻样品，解冻后取 ３ ｇ 样品

加入 ３０ ｍＬ １ ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＫＣｌ 溶液，震荡 １ ｈ 后过滤

并收集滤液，利用流动分析仪测定样品中的 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ、

ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 及 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 含量．

１ ５　 土壤总 ＤＮＡ 的提取

取 ０ ５ ｇ－８０ ℃冷冻保存的样品，使用 ＤＮＡ 提

４７４
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取试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．® Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ，Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ）
按照试剂盒说明书步骤提取土壤总 ＤＮＡ，提取的

ＤＮＡ 样品分装后保存在－８０ ℃（长期）低温冰箱中．

１ ６　 土壤总 ＲＮＡ 的提取和反转录

取 ０ ５ ｇ－８０ ℃冷冻保存的样品，使用 ＲＮＡ 提

取试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．® Ｓｏｉｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ，Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ）
按照试剂盒说明书步骤提取土壤总 ＲＮＡ，提取的

ＲＮＡ 样品在确保没有 ｇＤＮＡ 后，使用 ＲＮＡ⁃ｃＤＮＡ 反

转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ，ＴａＫａＲａ）将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ，分装后保存在
－８０ ℃（长期）低温冰箱中．

图 １　 土壤 ｐＨ 变化

Ｆｉｇ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ｐＨ

１ ７　 实时定量 ＰＣＲ 扩增

使用 １ ５ 小节和 １ ６ 小节中提取的 ＤＮＡ 和

ｃＤＮＡ 为模板分别选取反硝化微生物亚硝酸盐还原

酶（ｎｉｒＫ ／ Ｓ）基因和氧化亚氮还原酶（ｎｏｓＺ）基因的对

应引物对（表 ３）进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增，与已

知浓度的含有各基因的标准质粒扩增结果比对，得
到各样品中对应基因表达量．

表 ３　 使用的 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

引物名称 目标微生物 目标基因 序列（５→３）

ｃｄ３ａＦ 反硝化细菌 ｎｉｒＳ ＧＴＳ ＡＡＣ ＧＴＳ ＡＡＧ ＧＡＲ ＡＣＳ ＧＧ

Ｒ３ｃｄ 反硝化细菌 ｎｉｒＳ ＧＡＳ ＴＴＣ ＧＧＲ ＴＧＳ ＧＴＣ ＴＴＧ Ａ

ｎｉｒＫ⁃１Ｆ 反硝化细菌 ｎｉｒＫ ＧＧＭ ＡＴＧ ＧＴＫ ＣＣＳ ＴＧＧ ＣＡ

ｎｉｒＫ⁃５Ｒ 反硝化细菌 ｎｉｒＫ ＧＣＣ ＴＣＧ ＡＴＣ ＡＧＲ ＴＴＲ ＴＧＧ

ＺＦ 反硝化细菌 ｎｏｓＺ ＣＧＹ ＴＧＴ ＴＣＭ ＴＣＧ ＡＣＡ ＧＣＣ ＡＧ

１６２２Ｒ 反硝化细菌 ｎｏｓＺ ＣＧＳ ＡＣＣ ＴＴＳ ＴＴＧ ＣＣＳ ＴＹＧ ＣＧ

１ ８　 数据分析

数据方差分析和相关性分析用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件

完成，采用单因素方差分析法区分样品间的显著性

差异（Ｏｎｅ Ｗａｙ ＡＮＯＶＥ，ＬＳＤ 检验）；使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１
软件绘图．

２　 结果与分析

２ １　 葡萄糖添加对水稻土 ｐＨ 的影响

ＢＤ（宝坻水稻土）在未添加葡萄糖的情况下，其
ｐＨ 几乎没有发生变化；而在添加葡萄糖后的 ２ ｄ 内

土壤 ｐＨ 值显著下降，后趋于稳定，并呈现外源添加

葡萄糖浓度越高，ｐＨ 降低幅度越大的特点．在低葡

萄糖处理条件下，土壤 ｐＨ 值在 ２ ｄ 内由 ７ ７８ 下降

至 ６ ２４；而在高葡萄糖处理条件下，土壤 ｐＨ 值在 ２
ｄ 内由 ７ ７７ 下降至 ６ ０８，之后仍存在缓慢降低，３ ｄ
后基本稳定（图 １ａ）．ＧＺ（广州水稻土）在未添加葡萄

糖的情况下，其 ｐＨ 值随培养时间延长而缓慢上升，
在整个培养期间由初始的 ４ ５１ 上升至 ６ ４２，增幅达

１ ９１ 个单位．其中低葡萄糖添加处理，ｐＨ 随培养时

间呈现先升高后降低再升高的缓慢变化趋势，培养

结束时 ｐＨ 上升 １ 个单位；而高葡萄糖添加处理，ｐＨ
随培养时间呈现先上升后下降的变化趋势，其中培

养 ５ ｄ 后 ｐＨ 最高为 ５ ２３，培养结束时 ｐＨ 上升 ０ ２２
个单位，说明添加外源葡萄糖可减小土壤 ｐＨ 上升幅

度，尤其是在高浓度葡萄糖处理条件下更为显著（图
１ｂ）．

２ ２　 葡萄糖添加对水稻土无机氮含量的影响

培养过程中，各处理的 ＮＯ－
３均被完全消耗，并产

生一定量的 ＮＯ－
２累积．ＢＤ 土壤在未添加葡萄糖条件

下，ＮＯ－
３于第 ９ ｄ 被完全消耗，ＮＯ－

２ 浓度的峰值出现

于第 ２ 天，并于第 ９ 天被完全转化（图 ２ａ）；在添加

葡萄糖培养后，ＮＯ－
３ 于第 ２ 天被完全消耗，ＮＯ－

２ 浓度

的峰值出现于第 １ 天，并于第 ２ 天被完全转化，由此

５７４
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说明葡萄糖的添加加速了 ＮＯ－
３的消耗及 ＮＯ－

２的累积

（图 ２ｃ、ｅ）．ＧＺ 土壤在培养过程中，所有处理的 ＮＯ－
３

均于培养 ５ ｄ 后消耗殆尽，ＮＯ－
２ 浓度的峰值均出现

在培养 ３ ｄ 后，并于培养 ５ ｄ 后被完全转化（图 ２ｂ、
ｄ、ｆ） ．

图 ２　 无机氮浓度变化

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

ＮＨ＋
４浓度在未添加葡萄糖时均随时间的延长而

缓慢增加，并在酸性土壤中表现更为明显．在 ＢＤ 土

壤中，至培养结束时 ＮＨ＋
４ 浓度增加了 １ ３５ ｍｍｏｌ ／ ｇ

（ｓｏｉｌ），同比增加 ５８ ４４％；而在 ＧＺ 土壤中，至培养

结束 ＮＨ＋
４ 浓度增加 ５ ５２ ｍｍｏｌ ／ ｇ （ ｓｏｉｌ），同比增加

３８８ ７３％．当向土壤中添加葡萄糖时，ＮＨ＋
４ 浓度均存

在明显的降低过程． ＢＤ 土壤在添加葡萄糖培养后，
ＮＨ＋

４浓度在第 １ ～ ２ 天内迅速降低，于 ２ ｄ 后消耗殆

尽，其中在低葡萄糖添加处理下，ＮＨ＋
４ 浓度于培养 ３

６７４
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ｄ 后开始缓慢回升，培养结束时已达初始水平（图
２ｃ）；而在高葡萄糖添加处理下，ＮＨ＋

４浓度于培养 ７ ｄ
后开始缓慢回升，培养结束时 ＮＨ＋

４ 浓度较初始值减

少 １ １４ ｍｍｏｌ ／ ｇ ｓｏｉｌ，同比减少 ４７ ３０％（图 ２ｅ）． ＧＺ
土壤在添加葡萄糖培养后，前期 ＮＨ＋

４ 浓度同样缓慢

上升，在第 ５ ～ ７ 天内迅速降低，于 ７ ｄ 后消耗殆尽，
其中在低葡萄糖添加处理下，ＮＨ＋

４浓度于培养 ７ ｄ 后

开始迅速回升，培养结束时 ＮＨ＋
４ 浓度较初始值增加

１ ３７ ｍｍｏｌ ／ ｇ ｓｏｉｌ，同比增加 ９３ ２０％（图 ２ｄ）；而在高

葡萄糖添加处理中，ＮＨ＋
４ 浓度于培养结束时仍未出

现明显回升现象， ＮＨ＋
４ 浓度较初始值减少 １ ３０

ｍｍｏｌ ／ ｇ ｓｏｉｌ，同比下降 ８６ ０９％（图 ２ｆ）．

２ ３　 葡萄糖添加对土壤中反硝化功能基因数量的

影响

　 　 ＢＤ 水稻土在未添加葡萄糖的培养过程中 ｎｉｒＫ
基因拷贝数几乎没有变化，而添加葡萄糖处理使得

ｎｉｒＫ 基因拷贝数发生显著变化，其中在低葡萄糖处

理下，ｎｉｒＫ 基因拷贝数整体上随时间呈现出先增后

减的趋势，分别于培养 ３ ｄ 和 ７ ｄ 时达到峰值，最大

值为 ６ ４６ × １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ （ ｓｏｉｌ）；而在高葡萄糖处理

下，ｎｉｒＫ 基因拷贝数变化幅度更大，分别于第 ４ ｄ 和

６ ｄ 时达到峰值，其最大值为 １ １７ × １０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ
（ｓｏｉｌ）；之后 ｎｉｒＫ 基因拷贝数均下降至初始水平（图
３ａ）．ＧＺ 水稻土在不同浓度葡萄糖添加下整体上均

呈现下降趋势，其中无葡萄糖添加处理的降幅最大，
为 ５３ ８２％，低葡萄糖添加处理和高葡萄糖添加处理

分别下降 ２３ ５４％、４１ ８９％（图 ３ｂ）．
ＢＤ 水稻土在未添加葡萄糖的培养过程中 ｎｉｒＳ

基因拷贝数在第 ６ ｄ 达到最低值，于第 ９ ｄ 达到峰

值，整体上呈现缓慢上升的趋势．在葡萄糖添加下，
ｎｉｒＳ 基因拷贝数变化显著，其中低葡萄糖添加使得

ｎｉｒＳ 基因拷贝数于第 ３ ～ ７ 天均处于较高水平，７ 天

时存在最大值为 １ ７７×１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ ｓｏｉｌ），随后 ｎｉｒＳ
基因拷贝数迅速下降，９ ｄ 后达到最低，为 ２ ０８×１０８

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ ｓｏｉｌ）；而高葡萄糖添加使得在第 ５ ｄ 后存

在明显峰值，为 １ ５９×１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ ｓｏｉｌ），其余阶段

ｎｉｒＳ 基因拷贝数均与培养初期水平相当（图 ３ｃ）．ＧＺ
水稻土在高葡萄糖添加下 ｎｉｒＳ 基因拷贝数整体水平

较其他两个处理稍高，其余各处理 ｎｉｒＳ 基因拷贝数

在整体上均呈现下降趋势，其中无葡萄糖添加处理

的降幅最大，为 ５０ ３６％，低葡萄糖添加处理和高葡

萄糖添加处理分别下降 ４２ ８６％、３８ ９３％（图 ３ｄ）．
ＢＤ 水稻土在未添加葡萄糖时，ｎｏｓＺ 基因呈现出

先增加随后缓慢下降趋于稳定的规律，其中于第 ２
天达到峰值 １ ０４×１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ｓｏｉｌ）；在低葡萄糖处

理下，ｎｏｓＺ 基因拷贝数变化显著，于第 ４～７ ｄ 均维持

在较高水平，最大值为 １ ５８×１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ ｓｏｉｌ），之
后迅速降低，第 ９ 天达到最低，为 ２ ５９×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ
（ｓｏｉｌ）；在高葡萄糖处理下，ｎｏｓＺ 基因变化相对平缓，
于第 ５ 天存在较小峰值，为 ９ ５９×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ｓｏｉｌ）
（图 ３ｅ）．ＧＺ 水稻土在未添加葡萄糖的培养过程中

ｎｏｓＺ 基因拷贝数整体水平较其他两个处理稍高，呈
现先减后增的趋势．葡萄糖添加使得 ｎｏｓＺ 基因拷贝

数整体上均呈现下降趋势，低葡萄糖添加处理和高

葡萄糖添加处理分别下降 ６８ ４６％、６６ ４７％（图 ３ｆ）．

２ ４　 葡萄糖添加对各功能基因转录本数量的影响

ＢＤ 水稻土在不同浓度葡萄糖添加下，ｎｉｒＫ 基因

转录本数量均出现明显变动，并且均于培养第 ６ 天

出现峰值，但低葡萄糖处理的峰值明显要高．此外在

整个培养过程中，低葡萄糖处理 ｎｉｒＫ 基因转录本数

量变动也更为明显，于培养第 ３ 天后较先出现最高

峰，其 ｎｉｒＫ 基因转录本的最大值为 ２ ９５×１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／
ｇ（ ｓｏｉｌ），显著高于未添加葡萄糖处理的 ４ １２ × １０４

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ｓｏｉｌ）和高葡萄糖添加处理的 ５ ９３×１０４ ｃｏｐ⁃
ｉｅｓ ／ ｇ（ｓｏｉｌ）（图 ４ａ）．ＧＺ 水稻土在无葡萄糖和低葡萄

糖添加下，ｎｉｒＫ 基因转录本数量变动不大，且整体水

平高于高葡萄糖添加处理．在高葡萄糖添加下，ｎｉｒＫ
基因转录本数量随培养时间在缓慢下降，至培养结

束 ｎｉｒＫ 基因转录本数量减少 １ １０ × １０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ
（ｓｏｉｌ），同比降低 ７１ ２１％（图 ４ｂ）．

ＢＤ 水稻土在未添加葡萄糖和低葡萄糖添加下，
ｎｉｒＳ 基因转录本数量明显高于高葡萄添加处理，并
且均于培养第 ３ 天出现峰值，但低葡萄糖处理的峰

值更高，而高葡萄糖添加下 ｎｉｒＳ 基因转录本数量没

有明显变化．此外低葡萄糖处理中 ｎｉｒＳ 基因转录本

数量于培养 ５ 天后出现第 ２ 个峰值，其 ｎｉｒＳ 基因转

录本的最大值为 ４ １０×１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ｓｏｉｌ），显著高于

无葡萄糖处理的 ２ ５１×１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ ｓｏｉｌ）和高葡萄

糖处理的 ８ ３２×１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ｓｏｉｌ）（图 ４ｃ）．在 ＧＺ 水

稻土培养过程中，各个处理 ｎｉｒＳ 基因转录本数量于

培养前 ２ ｄ 内均出现不同程度的降低，其中高葡萄

糖添加处理下降 ９８ ０８％，显著高于其余两个处理．
至培养结束时，葡萄糖的添加未使得 ｎｉｒＳ 基因转录

本数量发生明显改变，而在未添加葡萄糖时，ｎｉｒＳ 基

因转录本数量于培养第 ９ 天开始出现明显上升的现

象（图 ４ｄ）．
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图 ３　 功能基因拷贝数变化

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ

ＢＤ 水稻土在低葡萄糖添加下，ｎｏｓＺ 基因转录本

数量整体要高于其余两个处理，而未添加葡萄糖时，
ｎｏｓＺ 基因转录本数无明显变化；而添加葡萄糖处理

中 ｎｏｓＺ 基因转录本数均于 １ ｄ 后出现峰值，且低葡

萄糖添加处理的峰值为 ４ ３６×１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ（ ｓｏｉｌ）明

显高于高葡萄糖添加处理的 ２ ０４ × １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ
（ｓｏｉｌ）（图 ４ｅ）．对于 ＧＺ 水稻土而言，培养前期各个

处理中 ｎｏｓＺ 基因转录本数量均无明显变化．在未添

加葡萄糖处理中，ｎｏｓＺ 基因转录本数量于培养 ６ ｄ
后迅速上升，至培养结束时增长 １ ７４ 倍；在低葡萄

糖添加处理中，ｎｏｓＺ 基因转录本数量于培养 ６ ｄ 后

出现较小峰值；在高葡萄糖处理中，ｎｏｓＺ 基因转录本

数量整体变化不明显（图 ４ｆ）．
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图 ４　 基因转录本数量变化

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ

３　 讨论

土壤碳源对微生物活性具有重要的影响，反硝

化微生物在同化 ＮＯ－
３ 的过程中需要碳源提供电子．

原始土壤条件下， ＢＤ 水稻土的有机质含量以及

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量均小于 ＧＺ 水稻土，无外源碳加入时，ＢＤ

水稻土的 ＮＯ－
３的转化速率较低．

葡萄糖的添加加速了 ＢＤ 土 ＮＯ－
３ 的消耗及 ＮＯ－

２

的累积，而对 ＧＺ 土的影响并不显著（图 ２）．这是由

于葡萄糖作为一种易分解的碳源，它为异氧微生物

提供所需碳源的同时，还为 ＮＯ－
３的还原了提供电子，

因而加速了 ＮＯ－
３ 的消耗及 ＮＯ－

２ 的累积过程［２５⁃２６］ ．从
ＧＺ 土的所有处理来看，ＮＯ－

３ 均于培养 ５ ｄ 后消耗殆

尽，ＮＯ－
２浓度的峰值均出现在培养 ３ ｄ 后，并于培养 ５

９７４
学报（自然科学版），２０２２，１４（４）：４７３⁃４８３
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ｄ 后被完全转化，这主要是 ＧＺ 水稻土培养前 ３ ｄ 内

ｐＨ 值均低于 ５，其酸性环境在一定程度上限制了反

硝化微生物的活性，因而添加碳源对氮素转化无明

显效果．诸多研究也表明反硝化微生物更适宜在中

性或微碱性的环境下生存，ｐＨ 过低（≤５）反硝化作

用会进行的较为缓慢［１２，２７］，此外封克［２８］ 的研究表

明，在提供有效碳源时，酸性条件最不利于 ＮＯ－
３ 的

还原．
试验结果发现，在淹水培养过程中，ＮＨ＋

４ 浓度逐

渐上升．这种现象可能是多方面因素造成的，首先是

矿化作用，土壤有机态氮在微生物作用下转化为无

机态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ），使得 ＮＨ＋

４浓度升高；再有可能是发

生异化还原成铵作用（Ｄｉｓｓｉｍｉｌａｔｏｒｙ Ｎｉｔｒａｔｅ Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｔｏ Ａｍｍｏｎｉｕｍ，ＤＮＲＡ），微生物在厌氧条件下将 ＮＯ－

３

还原为 ＮＨ＋
４，导致 ＮＨ＋

４ 浓度上升．另有研究表明，同
样是 ＮＯ－

３的还原过程，反硝化过程要比 ＤＮＲＡ 更容

易发生［２９］，但是在 ＮＯ－
３ 浓度极低和更强的还原势

下，即高的 Ｃ 与 ＮＯ－
３比条件下，ＤＮＲＡ 比反硝化作用

更容易发生［３０－３１］，因此也不排除在高葡萄添加处理

中，有 ＤＮＲＡ 发生的可能．
在添加葡萄糖培养中期，ＮＨ＋

４ 浓度均存在明显

的降低过程，并且在高 ｐＨ 水稻土中该过程明显提前

于低 ｐＨ 水稻土（图 ２）．ＮＨ＋
４浓度的降低这主要是由

于碳源添加，导致土壤中 Ｃ ／ Ｎ 比增加，加速微生物

利用 ＮＨ＋
４进行同化作用，使得 ＮＨ＋

４浓度降低；随着葡

萄糖的减少，Ｃ ／ Ｎ 比降低，ＮＨ＋
４ 的产生量逐渐大于消

耗量，ＮＨ＋
４浓度再次升高．高 ｐＨ 水稻土中该过程发

生早，主要是 ＮＯ－
３消耗速度快，在有碳源剩余的情况

下，微生物会迅速利用产生的 ＮＨ＋
４，这也是高葡萄糖

添加处理中，ＮＨ＋
４ 浓度回升延迟的原因．而在低 ｐＨ

水稻土中，由于 ｐＨ 的限制，碳源添加对微生物活性

的刺激作用较弱，微生物活性较低，对 ＮＨ＋
４ 的利用

较慢．
由 ｎｉｒＫ 基因和 ｎｉｒＳ 基因分别编码的两种形式

的 ＮＩＲ 均存在于细胞膜外周质中，功能上未见任何

区别，但到目前为止尚未发现任何一种微生物同时

具有这两种形态的 ＮＩＲ．所以添加碳源培养过程中两

类具有不同功能基因的微生物之间存在怎样的关

系，是我们关注的重要问题．添加碳源对基于 ＤＮＡ
水平的 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 的基因数量均呈现相对促进状态，
而对基于 ＲＮＡ 水平的 ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ 基因的表达量均呈

现相对抑制状态．这是由于添加碳源，促进了微生物

生长，菌体数量增多，从而反硝化功能基因数量相对

增多．但是添加碳源后，引起土壤 ｐＨ 在培养过程中

发生较大幅度变化，特别是高葡萄糖添加处理中，两
种水稻土的 ｐＨ 均与对照相差 ２ 个单位，从而对反硝

化功能基因 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 的转录造成了影响．通过建

立两种功能基因数量及表达量的比值随培养时间的

动态对比（图 ５）发现，相较于对照处理添加碳源培

养过程中，ｎｉｒＳ 与 ｎｉｒＫ 的基因数量比值在降低，因此

推断碳源的加入更有利于促进编码 ｎｉｒＫ 基因的微生

物生长．而 ＧＺ 水稻土中，低葡萄糖添加处理下表现

更为明显，主要是由于高葡萄糖添加处理下，ｐＨ 降

低不利于微生物生存．此外在 ＢＤ 水稻土上，相较于

对照处理添加碳源培养过程中，ｎｉｒＳ 与 ｎｉｒＫ 的基因

表达量比值在降低，并且碳源浓度越高，降低程度越

显著．在 ＢＤ 水稻土上，添加碳源培养过程中 ＮＯ－
２ 的

累积速度更快（于培养 １ ｄ 后出现峰值，而对照于培

养 ３ ｄ 左右出现峰值），所以推测快速累积的 ＮＯ－
２对

具有 ｎｉｒＫ 功能基因的微生物刺激作用更强，更易促

进 ｎｉｒＫ 的转录，再加上碳源导致的 ＤＮＡ 水平比值的

降低，所以存在 ＲＮＡ 水平上比值降低的现象．而在

ＧＺ 水稻土中，不同处理中 ＮＯ－
２ 浓度变化差异不大，

再加上高葡萄糖添加处理下，ｐＨ 过低不利于反硝化

功能基因的表达［３２］，所以整体现象不明显．因此通过

已有现象可以推断，相比于具有 ｎｉｒＳ，ｎｉｒＫ 基因数量

和表达量对于外界环境变化的响应程度相对更高．
对于外界条件的改变表现的相对更敏感，响应程度

更高．
ｎｏｓＺ 基因编码的氧化亚氮还原酶（Ｎ２ＯＲ）是目

前已知的唯一能将 Ｎ２Ｏ 还原为 Ｎ２的生物酶，当 ｎｏｓＺ
基因数量和表达量受到不利条件的抑制时，就会导

致温室气体 Ｎ２Ｏ 的大量累积．在本试验中，酸性土壤

（ＧＺ）经过碳源添加处理后，ｎｏｓＺ 基因数量和表达量

收到了抑制作用，且碳源浓度越高，抑制作用越强；
碱性土壤（ＢＤ）经低葡萄糖处理后促进了 ｎｏｓＺ 基因

数量和表达量，但是高葡萄糖处理下却抑制了 ｎｏｓＺ
基因的表达，这主要是由于在酸性土壤中，由于本身

ｐＨ 很低，加入葡萄糖后使得土壤 ｐＨ 再次下降，从而

出现 ｎｏｓＺ 基因的表达受抑制．这与朱永官等［２７］、潘
亚男等［３２］、Ｑｕ 等［３３］研究结果一致，即从基因角度来

说，相应编码基因的表达更易受到土壤 ｐＨ 的影响，
低 ｐＨ 会影响到生物体产生功能性 Ｎ２Ｏ 还原酶的能

力，当土壤 ｐＨ＜７ 时反硝化酶 ｎｏｓＺ 活性逐渐减小；在
碱性土壤中，低浓度葡萄糖作为碳源进入土壤中，激
发了反硝化微生物的功能活性；而高浓度葡萄糖进

０８４
李健，等．添加碳源对不同 ｐＨ 水稻土中反硝化关键功能基因的影响．
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图 ５　 ｎｉｒＳ ／ ｎｉｒＫ 比值变化

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｎｉｒＳ ／ ｎｉｒＫ ｒａｔｉｏ

入土壤所带来的土壤酸化反而抑制了反硝化微生物

的活性，这与封克等［２８］ 的研究结果一致，即碱性旱
地土壤在有碳源加入的情况下，最有利于 Ｎ２Ｏ 还原

为 Ｎ２的土壤 ｐＨ 为 ６ ９２，当添加高浓度葡萄糖时，土
壤将低于这个最适 ｐＨ，所以反而抑制了 ｎｏｓＺ 基因

的表达．

４　 结论

本研究揭示了反硝化微生物对碳源添加的敏感

性，葡萄糖添加可以从提供碳源和降低土壤 ｐＨ 两个

方面，直接或间接的影响水稻土反硝化过程：１）高

ｐＨ 土壤上添加碳源增强了反硝化作用；低 ｐＨ 土壤

上添加碳源对反硝化过程的促进作用不明显．２）不

同本底 ｐＨ 的土壤中 ｎｉｒＫ 和 ｎｉｒＳ 基因数量和表达量

对加入碳源引起的 ｐＨ 变化的响应具有显著差异，其
中 ｎｉｒＫ 基因数量和表达量对于外界环境变化的响应

程度相对更高．３）在低 ｐＨ 土壤上，碳源添加对 ｎｏｓＺ
基因数量和表达量存在抑制作用，且碳源浓度越高

抑制作用越强；在高 ｐＨ 土壤上，低葡萄糖处理下，碳
源的刺激作用占主导地位；高葡萄糖处理下，碳源引

起的 ｐＨ 变化的抑制作用占主导．本研究有助于理解

稻田外源有机物输入对土壤反硝化过程的影响机

制，为稻田氧化亚氮减排措施的实施与评估提供理

论依据．
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