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摘  要: 由微生物推动的反硝化作用是地球氮素循环的重要分支 , 尽管已被发现广泛存在于细

菌、真菌和古生菌中, 其功能基因的研究仍仅限于很少几个物种。现代分子生物学的发展为研究

环境微生物提供了行之有效的方法, 以反硝化功能基因作为分子标记的分子生态学研究迅猛发

展。综述近年来国内外微生物反硝化功能基因研究及以其为标记的分子生态学研究进展。 
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Abstract: Denitrification, a microbial process, is a major branch of the geography nitrogen cycle. Al-
though the denitrifying ability has been widely found in bacteria, fungi and Archaea, the genes encoding 
the denitrifying reductases have been studied in few species. Modern molecular biology techniques 
provide effective methods to study the microbial ecosystem, and important knowledge has been accu-
mulated on using functional genes for molecular techniques in the case of denitrification. Recent inves-
tigations on functional genes and molecular ecology in denitrifiers have been summarized. 

Keywords: Denitrifiers, Functional genes, Molecular ecology 

反硝化作用是氮素循环中的一个重要生物过

程, 在整个氮循环中占有重要地位。反硝化作用与

人类生产生活密切相关, 它能使江河湖海脱除氮素

富营养化而得以净化, 也能使农田氮肥流失造成重

大经济损失。同时, 反硝化作用也产生大量温室效

应气体, 如 NO 和 N2O, 引起全球气候变暖并破坏臭

氧层结构。因此, 研究江河湖海以及农田土地等生

境的反硝化微生物, 对治理水体氮素富营养化、减

少农田氮肥损失和温室气体排放, 以及改善我国城

镇居民饮用水质量均有重大意义。 
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反硝化微生物不断从土壤、沉积物和水体环境

中分离得到, 证明了这一途径的广泛存在。由于反

硝化微生物是一大类生理类群 , 已被发现存在于

细菌、真菌及古菌中[1−3], 经典的 16S rRNA 方法不

适合反硝化细菌的生态学研究, 因此反硝化酶编码

基因常被选作分子探针和引物设计的模板用于海

洋、土壤等多种生境下微生物体系与种群结构的 

分析[4]。而对于反硝化功能基因的研究则有助于新

的 引 物 、 探 针 的 设 计 及 新 的 分 子 生 态 学 手 段 的 

研发[5]。本文综述了反硝化功能基因的部分研究结

果, 及近年来以这些基因为标记研究反硝化微生物

群落结构的分子生态学研究进展。 

1  反硝化作用及微生物 

反硝化作用(Denitrification)被定义为微生物以

氮氧化物为电子受体产生能量的过程[6]。氮素通过

化学或生物固氮进入生物圈, 继而由反硝化作用重

新回到大气中去, 实现整个自然界的氮素循环。我

们常说的反硝化作用主要是指异化性反硝化作用 , 

其过程为 NO3
−→NO2

−→NO→N2O→N2, 分别由硝

酸盐还原酶(Nitrate reductase, Nar)、亚硝酸盐还原酶

(Nitrite reductase, Nir)、氧化氮还原酶(Nitric oxide 

reductase, Nor)和氧化亚氮还原酶(Nitrous oxide re-

ductase, Nos)进行催化[7], 相应编码基因分别为 nar、

nir、nor、nos。 

自 1886 年第一次分离到反硝化微生物已有 120

多年了, 在这期间, 研究者们致力于反硝化步骤分

子机理的研究。总体来说, 反硝化过程可以表示为

以下还原反应: 2NO3
−+10e−+12H+→N2+6H2O[8]。 

反硝化过程在传统意义上被认为是在无氧或微

氧条件下进行的。但 20 世纪 80 年代, 研究者发现

在好氧条件下也能实现反硝化, 即同时利用氧气和

硝酸盐作为电子受体进行产能代谢, 称为好氧反硝

化(Aerobic denitrification)。好氧反硝化作用得以实

现是因为此类微生物含有不被氧气抑制的周质硝酸

盐还原酶(Nap)。 

反硝化作用最初在细菌中发现, 包括假单胞菌

(Pseudomonaceae)、芽孢杆菌(Bacillaceae)、根瘤菌

(Rhizobiaceae)、红螺菌(Rhodospirillaceae)、噬纤维

菌(Cytophagaceae)等[9]。后来在真菌、放线菌、酵母

菌, 甚至一种深海有孔虫 Globobulimina pseudospi-

nescens[10]中均有反硝化现象发现。但到目前为止 , 

好氧反硝化作用仅在细菌中发现, 在放线菌、真菌

中尚没有报道[11]。好氧反硝化细菌主要包括假单胞

菌属(Pseudomonas)、产碱杆菌属(Alcaligenes)、副球

菌属(Paracoccus)和芽孢杆菌(Bacillus)等, 属于好氧

或兼性好氧异养微生物。 

2  反硝化作用酶系及其编码基因 

2.1  硝酸盐还原酶(Nitriate reductase, Nar) 
硝酸盐还原酶催化硝酸盐到亚硝酸盐的反应。

根据细胞内定位不同可分为: 膜结合硝酸盐还原酶

(Membrane-bound nitrate reductase, Nar)和周质硝酸

盐还原酶(Periplasmic-bound nitrate reductase, Nap)。

长期以来对硝酸盐还原酶的研究大多数是针对 γ 变

形杆菌的非反硝化细菌 Escherichia coli 的 Nar。Nar

结构基因最早完成测序是在 E. coli、Bacillus subtilis

和 P. fluorescens 中。Nar 由 3 个亚基组成: (1) 催化

亚基 α, 由 narG 基因编码; (2) 可溶性 β 亚基, 由

narH 基因编码; (3) γ 亚基, 由 narJ 基因编码[6]。Nar

基因簇由 narXLDKFHJI 基因组成。其中 narG、narH、

narJ、narI 为结构基因, 分别编码组成 Nar 的 α、β、

γ、δ 4 个亚基。NarGHI 排列在 2 个结构域: α、β 亚

基组成细胞质结构域; γ 亚基组成膜结构域, 从而完

成 α、β 亚基锚定在靠近细胞质侧的细胞膜上。narL

和 narX 基因编码蛋白组成一个二元调控系统, 分别

负责信号的传递和接收, 从而激发 narG 等基因的转

录。narL 和 narX 的功能推测与硝酸盐及亚硝酸盐

运输有关。narG 基因是编码 Nar 的最大结构基因, 

通常有 3 600 bp。由 narG 编码的 α 亚基是硝酸盐还

原的作用位点及活性中心。由 narI 编码的 δ 亚基负

责整个硝酸盐还原酶的装配。基因 narGHJI 通常在

一个操纵子内。 

膜内 Nar 的生理功能是在厌氧及低氧条件下进

行硝酸盐呼吸, 对氧分子敏感, 在厌氧反硝化生物

脱氮中发挥主要作用。目前, Pseudomonas fluores-
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cens、Pseudomonas aeuginosa、Thermus thermophilus
及 Staphylococcus carnosus 等细菌的膜内 Nar 基因已

经被分离、鉴定并测序[12]。 

周质硝酸盐还原酶 Nap 定位于细胞周质中, 该

酶的表达对氧分子不敏感, 因此其生理功能可能与

好氧反硝化有关。目前已经从 Rhodopseudomonas 
sphaeroides、Paracoccus pantotropha 和 Alcaligenes 
eutrophus 等细胞中分离纯化得到 Nap。该酶有大小

2 个亚基, 分别由 napA、napB 基因编码。大亚基

NapA 为催化亚基, 小亚基 NapB 含有细胞色素 c。

还有一类 Nap 是单亚基, 只有一个 NapA[13]。除了

napA、napB 基因外 , nap 基因操纵子中尚有一个

napC 基因, 编码含有 4 个血红素的膜锚定细胞色素

c, 其功能可能与从细胞膜醌至周质硝酸盐还原酶

复合体(NapAB)的电子转移有关。 
Nap 编码基因可能位于染色体上, 如 A. eutro-

phus H16[14], 也 可 能 位 于 质 粒 上 , 如 R. sphaer-
oides[15]。除此之外, 不同微生物中, nap 基因的表达

情况也有所不同, 如 E. coli 的 nap 为诱导型, 受厌

氧条件及硝酸盐诱导; R. sphaeroides 和 R. capsulatus
的 nap 受硝酸盐诱导, 但与氧气存在与否无关; 而

R. eutropha 的 nap 为非诱导型, 其表达不受硝酸盐

及氧气的影响。 
大部分好氧反硝化细菌可同时拥有 nar 及 nap

基因, 在厌氧及缺氧条件下 nar 及 nap 同时表达, 而

在好氧条件下, 仅 nap 可表达。2 种硝酸盐还原酶的

编码基因 narG 及 napA 也均可作为分子标记用于反

硝化菌分子生态学的研究。但也有研究者认为硝酸

盐还原酶不是反硝化过程独有的步骤, 因此利用该

酶的编码基因作为分子标记研究反硝化微生物其可

行性仍存在一定的争议。 

2.2  亚硝酸盐还原酶(Nitrite reductase, Nir) 
由亚硝酸盐转化为氧化氮的过程, 是反硝化作

用有别于其他硝酸盐代谢的标志性反应, 是反硝化

过程中最重要的限速步骤, 亚硝酸盐还原酶(Nir)是
催化此反应的限速酶, nir 基因也是在反硝化菌功能

基因中研究最多的基因, 并作为反硝化菌的分子标

记用于研究其种群结构及多样性[4]。Nir 分布于细胞

膜外周质中 , 有 2 种类型 : 一种是可溶性含铜酶

(Cu-Nir), 为同源三聚体, 每个亚基含有一个 I 型 Cu 
(T1Cu)催化中心和一个 II 型 Cu (T2Cu)催化中心[8], 
称为 Cu 型亚硝酸盐还原酶, 由 nirK 基因编码[16], 
催化产物是 NO 和 N2O 混合物; Cu-Nir 为可溶性周

质蛋白, 每个亚基分子量约为 40 kD。尽管由于纯

化及储存方法的不同, 在不同微生物酶中所得到的

Cu 原子数量不同 , 目前在所有已知酶晶体结构中

均可发现 6 个 Cu 原子。亚硝酸盐结合在 T2Cu 上, 
T1Cu 则负责把电子从可溶性电子受体传递到活性 
位点[17]。另一种是细胞色素还原酶(cd1-Nir), 是一种

20 kD 的二聚体 Nir, 含有细胞色素 c 和 d1, 称为 Cyt 
cd1 型 Nir, 由 nirS 编码[18], 催化产物是 NO 和 N2O
混合物。nirS 是反硝化过程中一个极其重要的基因, 
同 样 也 是 反 硝 化 细 菌 检 测 的 一 个 重 要 靶 
基因[4,19]。这两种酶功能相同, 但结构及催化位点不

同, 且不能共存于同种细胞中。大部分已报道的反

硝化菌含有 cd1-Nir, 但更有研究证明 Cu-Nir 存在于

为数更多的细菌种类中。 
nirS 及 nirK 基因是最早用来研究反硝化菌分子

生态学的功能基因。早在 2000 年, Braker 等人已利

用 nirS 及 nirK 基因来研究海洋沉积物中反硝化微生

物的多样性[4]。这一研究也为利用功能基因研究同

一生理类群微生物的群落结构提供了方法和模式 , 
极大地促进了现代分子生态学的发展。 

2.3  一氧化氮还原酶(Nitric oxide reductase, Nor) 
一氧化氮还原酶 Nor 是一种膜结合的细胞色素

bc 型酶, 通过对 Nor 一级结构和空间结构的研究揭

示, Nor 可以分为 2 种, 一种为 cNor[20], 是异源二聚

体寡聚酶, 由 2 个亚基组成, 大亚基 NorB 是催化亚

基, 呈疏水性, 具有 12 个跨膜的 α 螺旋, 能与 b 型

血红素结合, 小亚基 NorC 与 c 型血红素结合, 一个

N-末端的区域固定在细胞膜上, 其大小亚基编码基

因分别为 cnorB 和 norC。在多种反硝化细菌中, 基

因转录从 norC 开始。另一种为 qNor, 是单体酶, 发

现于 β 变形杆菌 Ralstonia eutropha。同源性分析显

示, 其多肽链与 cNor 有很高的同源性, 但它的电子

供体是醌(Quinol), 也不能氧化细胞色素 c。该酶由

qnorB 基因编码[21]。研究表明[22], 相对于 cnorB 基

因, qnorB 基因表现出更高多样性。序列比对结果表
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明无论是 cnorB 基因还是 qnorB 基因都来自于 α、β
或 δ 变形杆菌纲(Proteobacteria), 这说明 norB 基因

可能是由变形杆菌纲进化而来。目前第 3 种 Nor 在

Bacillus azotoformans 中被发现, 该酶既能合成生物

能量, 又具有解毒功能[23]。Nor 酶已在施氏假单胞

菌、脱氮副球菌等细菌中被分离提纯[24], 但是该酶

很不稳定。Nor 对 NO 具有很高的亲和力[9], 可使

NO 浓度维持在极低的水平, 从而消除 NO 对细胞的

毒害作用。 
目前有研究利用 norB 基因检测环境中反硝化

微生物的存在及丰度, 但相对 narG、nirS 及 nirK 等

基因来说, norB 作为分子标记的研究起步较晚。 

2.4  一氧化二氮还原酶(Nitrous oxide reductase, 
Nos) 

一氧化二氮还原酶(Nos)催化由 N2O 至 N2 的过

程。Nos 是一种含铜蛋白, 位于膜外周质中, 是分子

量为 67 kD 的同型二聚体, 含有 2 个 Cu 活性中心, 

其中一个与氧化酶的 CuA 中心很相似, 用于从 Cyt c

接收电子。根据氧化还原特性和光谱学分析可分为

I 型(Purple 型)和 II 型(Pink 型), 其中第一个 II 型 Nos

是从 P. stutzeri 中提纯的。 
以往研究认为, Nos 活性受 O2 抑制, 这一观点

与通常认为的细菌在有氧条件下不能还原 N2O 这一

观点一致。但 Bell 等[25]则认为 Nos 对氧气不敏感, 

在氧气存在条件下脱氮副球菌细胞 Nos 具有活性, 

能将 NO、N2O 两种气体同时还原。Berks 等[26]从

好氧反硝化微生物脱氮副球菌细胞中提纯了 Nos, 

发现其在分子特性上与从厌氧反硝化微生物中提

取的 Nos 具有相似之处。该酶可被 1%的乙炔和

0.112 5 mmol/L 的氰化物完全抑制。 
不同反硝化菌之间 nos 基因簇变化不大, 在 P. 

stutzeri A1501、P. aeruginosa PAO1、P. fluorescens 3

株细菌中, nos 基因簇都是由 nosL、nosY、nosF、

nosD、nosZ、nosR 6 个基因组成, 其中 nosZ 基因为

最大的结构基因。6 个基因在染色体上的排列顺序

及转录方向也是完全相同[12]。在某些含有 nir 和 nor

基因的细菌和古菌中, nos 基因往往缺失, 使反硝化

过程终产物为 N2O 而非 N2。研究表明约有 1/3 的反

硝化菌缺失 nos 基因。另外, nosZ 基因仅在 α、β、γ

变形杆菌中发现 , 在革兰氏阳性菌中尚未发现。

Christopher 等[27]发现了一个有趣的现象, 即 nirS 型

反硝化菌往往携带 nosZ 基因(Cupriavidus eutropha 
JMP134 例外), 而 nirK 型反硝化菌则无规律可循。 

因为该酶催化的是反硝化作用的最后一步, 因

此 nosZ 基因也常被作为分子标记用于检测可进行

完全反硝化作用(终产物为 N2)的微生物。总之, 就

目前的报道而言, 反硝化过程的 4 种还原酶, 其编

码基因都有用于分子生态学研究的实例, 且大部分

研究中均利用 2 种以上功能基因相结合的方法, 相

互辅证, 更加充实研究结果, 使其更加真实可信。 

3  以反硝化功能基因为标记的分子生态学
研究 

3.1  分子生态学的新发展 
目前通过人工培养所获得的微生物只占自然环

境中很小一部分(0.001%−15%), 因此传统培养方法

不能真实体现环境样品微生物的多样性。1992 年,
《Molecular Ecology》发刊词上首次提出了分子生

态学的概念, 提出分子生态学技术包括探针、序列

和引物, 并指出分子生态学是应用分子生物学技术

为生态学和种群生物学各领域提供革新见解的学

科, 从而确立了分子生物学技术在微生物学研究中

的应用。此后, 分子生物学和现代生物技术的迅猛

发展极大地推动了环境微生物生态学的发展。现代

分子生物学方法避免了不可培养的缺陷, 人们可直

接从环境样品中获得非可培养微生物的基因及其序

列, 迅速对微生物进行鉴定, 并可对微生物之间的

系统进化关系进行分析。因此, 分子生态学能够动

态地对微生物群落多样性进行研究, 能够更真实地

反映微生物的存在状态。基因文库法、限制性片段

长度多态性分析 (Restriction fragment length poly-
morphism, RFLP) 、 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 技 术

(Denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE)、荧

光原位杂交技术(Fluorescence in situ hybridization, 
FISH)、末端限制性片段长度多态性分析(Terminal 
restriction fragment length polymorphism, T-RFLP)、
微阵列技术 (Microarray)、反转录 PCR (Real-time 
PCR)及定量 PCR (QPCR)等现代分子生物学手段均
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被应用于环境反硝化微生物的研究当中[28]。 

3.2  反硝化菌的分子生态学研究 
功能基因多样性的分析有助于对不同环境微生

态及生物地球化学循环的理解[29]。由于反硝化细菌

的多样性及其对氮素循环的重要性, 反硝化基因为

功能基因进化关系的研究提供了良好的素材。1998
年, Braker 等[20]通过序列比较和反复试验, 研究出

了可以用来扩增亚硝酸盐还原酶 nirK、nirS 基因特

异性片段的引物, 找到了通过 PCR 扩增 nirK、nirS
基 因 的 方 法 , 成 功 从 Blastobacter denitrificans、

Alcaligenes xylosoxidans 和 Alcaligenes sp. DSM 
30128 扩增到了 nirK 基因; 从 Alcaligenes eutrophus 

DSM 530 和 IFAM3698 扩增得到 nirS 序列。之后, 
narG、napA、norB、nosZ 等结构基因也被应用到反

硝化菌的分子生态学研究中, 同时分子生物学手段

也被陆续应用到反硝化菌的生态学研究中, 环境中

反硝化菌丰度及其群落结构的调查研究不断取得新

的进展, 近 3 年来的部分研究成果如表 1 所示。由

表 1 可见, 多种方法包括分子生物学方法、传统培

养法及物理化学方法等的结合使用有利于更加准确

地检测反硝化菌及其基因的多样性和丰度。海洋低

氧区(OMZ)、沉积物、水稻田及土壤均是反硝化菌

集中的生境; 各种生境中的反硝化菌其功能基因多

样性程度较高, 在研究过程中, 研究者通常可获得

大量新的不可培养微生物的功能基因序列, 且新的

反硝化菌种不断被发现。此外, 通过这些研究, 我们

可以获取更多对于反硝化菌的认识 , 如农田的施

肥、植物根际分泌物、土壤的湿度等环境因素均可

影响反硝化菌的多样性及不同微生物的群落结构和

丰度。同时, 由于反硝化是产生 N2O 等温室气体的

主要途径, 反硝化功能基因 nosZ 等除了应用到分子

生态学外, 还可用于检测农田土壤温室气体 N2O 的

排放, 通过 QPCR 的方法, 利用其基因丰度作为温

室气体排放量的衡量指标。除了对自然生境中反硝

化菌的群落结构及多样性研究外, 对污水处理厂、

活性污泥等人工管理的环境中反硝化菌的多样性研

究也取得了重大进展 , 为更好地发挥反硝化菌活

性、更有效去除水体氮素提供了理论指导。

 
表 1  近 3 年反硝化菌分子生态学研究进展 

Table 1  Advances in molecular ecology of denitrifiers in recent three years 
序号 
No. 

研究目的及结论 
Aims and conclusions 

技术方法 
Methods 

反硝化基因
Functional genes 

文献来源
References 

1 
农田反硝化菌丰度、反硝化基因 mRNA 水平及 N2O 释

放特性 
QPCR nirS, nosZ [30] 

2 
施肥在短期内显著改变了小麦田土壤中 nirS 型反硝化

菌群落结构构成 
克隆文库, RFLP nirS [31] 

3 应用新技术检测纯培养及环境样品中的 nirK 基因 RING-FISH nirK [32] 

4 
海洋低氧区(OMZ)反硝化菌群落结构随反硝化进程而

改变 
克隆文库 nirK, nirS [33] 

5 
土壤 pH 对 N2O 和 N2 释放, 反硝化活性及反硝化菌群

落大小的影响 
15N 示踪法, QPCR narG, napA, nirS, 

nirK, nosZ [34] 

6 
澳大利亚北昆士兰富饶土壤水及农田地下水中细菌及

反硝化菌丰度 
PCR-DGGE, 克隆文

库, QPCR 
nirS, nirK [35] 

7 
通过调查湿地 nirS 基因的丰度及多样性从而研究氮去

除效率 
克隆文库, QPCR nirS [36] 

8 稻田反硝化菌种类及丰度随土壤环境均有所变化 克隆文库, QPCR nirK, nirS [37] 

9 
沿海水产养殖地土壤中硝化与反硝化菌的检测及其多

样性分析 
克隆文库 norB, nirS, nosZ [38] 

10 
利用反硝化基因检测农田温室气体释放与土壤状态的

关系 
QPCR nirS, nosZ [39] 

11 
原始森林土壤中温度和湿度对硝化与反硝化菌影响显

著, nirK 丰度与土壤湿度呈线性关系 
Real-time PCR nirK [40] 
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4  存在的问题 

4.1  功能基因引物的设计与选择 
目前数据库中的反硝化功能基因序列尚不是很

多, 例如研究最多的 nirK、nirS 基因, 其引物的设计

主要针对变形杆菌门有限的几个属。对于其他反硝

化菌来说, nir 基因在多大程度上可以被有效扩增尚

属未知。另外, 不同的 nir 基因引物可能会对特定生

境的反硝化菌 nir 基因扩增有效。因此, PCR 引物的

选择对环境中微生物的检测有着重要的影响, 在采

用以 PCR 相关分子生物学技术进行反硝化菌生态学

研究时, 应格外注意引物的设计和选择。Throback
等人[29]对 11 条正向、5 条反向 nirS 引物; 3 条正向、

3 条反向 nirK 引物; 5 条正向、6 条反向 nosZ 引物进

行分析, 选择合适的引物组合后, 对 28 株反硝化菌

(nirS 型、nirK 型菌各 14 株)及 6 个环境样品的相应

基因进行扩增。结果显示, 扩增 nirS 基因的 20 对引

物中, 获得阳性扩增最多的(13/14 菌株, 6/6 环境样

品)引物对为 cd3aF、R3cd, 扩增 nirK 基因的 9 对引

物中, 得到阳性扩增最多的(10/14 菌株, 6/6 环境样

品)引物对为 FlaCu、R3Cu, 扩增 nosZ 效果最好的

(25/28 菌 株 , 6/6 环 境 样 品 ) 引 物 对 为 nosZ-F 、

nosZ1622R。同时, 经反复试验和优化 PCR 条件后, 

仍有 14 对 nirS 引物、4 对 nirK 引物、2 对 nosZ 引

物, 至少对 2/3 的环境样品不能扩增出正确条带。作

者在对江苏省太湖、骆马湖、洪泽湖等 9 个淡水湖

泊水样中亚硝酸盐还原酶基因的 PCR 扩增中发现, 

引物对 cd3aF、R3cd 及引物对 nirS1F、nirS6R 均可

得到 nirS 基因片段; 引物对 FlaCu、R3Cu 可扩增得

到 nirK 基因片段。而引物对 nirK1F、nirK5R 可扩

增斯氏假单胞菌(P. stutzeri)的 nirK 基因, 但在水样

的 nirK 基因扩增中未得到相应条带。 

4.2  分子生物学技术的缺陷性 
现代分子生物学的发展在一定程度上加速了反

硝化菌微生态的研究, 但 DGGE、RFLP、TRFLP 等

技术均是建立在 DNA 提取及 PCR 的基础上, 不同

DNA 提取技术所得 DNA 片段大小、质量及纯度均

有较大差别, 影响 DGGE 等技术所获得信息量的 

大小[41]。PCR 过程不可避免地造成群落中不同菌种

DNA 的差异性扩增, 以及目标 DNA 在菌种间拷贝

数的差异等, 导致分析结果难以准确反映自然群落

的多样性及物种间的相对丰度信息[42]。PCR 过程中

出现的假阳性及假阴性易造成菌种的增加或缺失 , 

巢式或半巢式 PCR 也仅能在一定程度上解决该问

题。除此之外, 每种分子指纹技术均有自己的不足

之处, 例如构建基因文库法对所分析的克隆数目要

求必须足够才能较为完整地认识种群组成情况, 造

成工作量较大; T-RFLP 技术检测带荧光标记的末端

限制性片段, 理论上每个 T-RF 有可能对应几个近缘

菌种, 且该技术对于大片段(500 bp 以上)的检测分

辨率不够 , 造成对群落多样性的低估 [43−44]; DGGE
技术理论上可分离点变异 95%以上的 500 bp 内含

GC 堆积的 rDNA, 但实际上来自一种微生物的 DNA

量不到样品 DNA 量 1%时, 肉眼很难检测到其条带。

且不同序列 DNA 片段有可能在同一位置形成条带, 

这些都会影响 DGGE 的分离和检测效果[45], 造成对

环境微生物种群多样性的低估; RFLP 技术由于限制

性内切酶水解不完全或酶切片段相近, 也对其应用

造成了一定的障碍[46]。 

4.3  反硝化菌分子生态学尚存的争议点 
在研究过程中 , 通过对微生物 nar、nir、nor

及 nos 基 因 进 行 系 统 发 育 分 析 , 发 现 其 结 果 与

16S rRNA 系统发育分析结果不尽相同[47−48], 因此

对于以功能基因代替 16S rRNA 为分子标记分析反

硝化菌群落结构是否可行, 很多学者持怀疑态度。

但造成不一致的部分原因已得到证实, 例如 nirK 基

因又分为结构不同的 I 型 nirK 和 II 型 nirK[49], 目前

发表的 nirK 引物均是针对 I 型 nirK 设计[29], 因而造

成与 16S rRNA 分析的不一致性。但很多其他原因

尚无定论, 有待证实。由于反硝化体系十分复杂, 利

用单个或某几个功能基因研究反硝化菌群落结构也

许还存在着很多缺陷, 但目前以功能基因作为分子

标记仍是研究环境样品反硝化菌生态结构最行之有

效的手段之一。 

5  展望 

总体来说, 对于细菌分子生态学的研究, 每种
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方法都有其优势和局限性, 因此多种技术的结合将

更有利于环境样品微生物群落结构多样性的分析和

研究。而以多种结构基因作为分子标记, 也可提高

对不同生境反硝化微生物多样性及群落结构的认

识。在今后的发展中应更加注重对反硝化功能基因

的深入研究, 为研发新技术、提供新方法打下基础; 
采用多种分子技术、传统培养方法相结合的方式 , 

取长补短相互完善, 提高检测的灵敏度, 尽可能地

避免由于环境因素所造成的影响, 才能更好地对反

硝化微生物的分子生态进行深入了解。 
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