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摘  要：【目的】通过对一处经过长期使用贝壳砂进行改良的土壤中的反硝化细菌的多样性和

细菌分离分析，研究该土壤中反硝化细菌的组成特征。【方法】采用 454 焦磷酸测序的方法分

析了土壤样品中微生物群落的组成，选用 Giltay 培养基培养、鉴定从土壤中挑选的分离物的反

硝化能力，并对具有反硝化能力的微生物进行了 16S rRNA 基因鉴定。【结果】该土壤样品中占

据优势地位的为 Proteobacteria、Acidobacteria、Bacteroidetes、Chloroflexi 等门的微生物，属的

水平上则有近 70%尚未确立分类地位。所分离的细菌中，共得到 12 株厌氧条件下具有较高硝

酸盐去除效率的微生物，分属 Pseudomonas、Aeromonas、Serratia 和 Acinetobacter，均为 γ 变

形菌纲的微生物。【结论】该土壤中具有较高的微生物多样性，包括很多未知类型的微生物和

众多类型的反硝化细菌；分离到了 11 株具有反硝化能力的菌株，可用于该土壤的反硝化过程

的进一步研究。 

关键词：土壤，反硝化，高通量测序，群落，分离鉴定 

Analysis of denitrifying bacteria in a long-term shell sand  
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Abstract: [Objective] Analysis of the denitrifying bacteria composition in a long-term amended soil 
by pyrosequencing and isolating functional bacteria. [Methods] Microbial community structure was 
analyzed by 454 pyrosequencing of 16S rRNA gene, Giltay medium was used to cultivate and screen 
denitrifying bacteria from the isolates obtained from the soil, 16S rRNA genes of the detected 
denitrifying bacteria were also identified. [Results] Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, 
Chloroflexi were dominant in the soil sample and nearly 70% sequences were unclassified in genus 
level. Among 1 344 isolates, 12 isolates were found that could efficiently remove nitrate under 
anaerobic condition and were affiliated to Pseudomonas, Aeromonas, Serratia and Acinetobacter. 
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[Conclusion] The results showed a high microbial diversity in the soil and most of them were 
unclassified bacteria. Eleven strains of denitrifying bacteria were identified via nitrate removal and 
gas formation. These strains could be used for studying the denitrification property.  

Keywords: Soil, Denitrification, High through-put sequencing, Community, Isolation 

氮元素是农作物生长需要的重要元素之一，土

壤中氮素的流失一直是农业生产中密切关注的问

题。过量的氮素会因为淋溶等作用进入到水体中而

造成富营养化，反硝化作用可将硝酸根和亚硝酸根

还原为 NO、N2O、N2等气体，已成为土壤中氮素

流失最主要的途径之一[1]，其中 N2O 又是温室气

体，其温室效应约为 CO2的 300倍[2]。土壤作为反

硝化作用最为强烈的场所之一，在温室效应和氮素

循环方面起着重要作用，因此，土壤反硝化微生物

的研究受到了日益重视[3-4]。 

不同结构、物理化学特性的土壤或土壤聚集体

常常会为不同的反硝化微生物提供合适的生长环

境，因此改变耕种农作物，或者经过特定方式改良

的土壤中会拥有特定的反硝化微生物多样性[5]。了

解这些土壤的反硝化细菌的多样性并获得分离培

养物，一方面可以为我们增加反硝化微生物的新资

源，在水体和土壤污染治理中加以利用；另一方面，

这些分离菌株的研究还有助于我们理解该环境土

壤的反硝化机制。 

由于土壤微生物群落复杂的组成，试图充分了

解群落中微生物的结构与作用往往比较困难。近年

来高通量测序技术的发展为解决这一问题提供了

新的方法。Demaneche等采用分子筛选结合焦磷酸

测序的方法从一个土壤元基因组学文库里鉴定出

了包括 nosZ、nirS、nirK 等在内的 9 个反硝化基

因簇，表明元基因组学的方法能够让我们克服培养

方法的限制，研究相关基因的多样性[6]；Ishii等采

用高通量测序技术分析了水稻土中的细菌群落结

构，并通过比较强反硝化作用和无反硝化作用的土

壤群落结构，发现了一些可能在硝酸盐代谢中起着

关 键 作 用 的 微 生 物 ， 其 中 大 部 分 属 于

Burkholderiales和 Rhodocyclales[7]。这些研究提示

我们借用高通量测序的深度，能够更好地了解微生

物群落的组成与功能。 

本研究所用的土壤来自一处挪威农业发展中

心长期改良土壤项目的实验田，通过向每公顷添加

800 m3贝壳砂的办法，经过三十余年的改良后，土

壤的 pH从 4上升到了 8左右，Liu等在研究谷氨

酸盐对土壤中 NO、N2O 和 N2等气体产生的影响

时发现，该土壤样品在厌氧条件下添加谷氨酸盐进

行培养时，会引起反硝化效率的指数增长，最终将

几乎所有的氮源转化为 N2
[8]，表明该土壤样品有

高效反硝化作用的潜能，为此对该样品中的反硝化

微生物进行了研究和分离。我们应用 454高通量测

序的方法分析了样品的细菌群落组成，并选用

Giltay培养基从该样品中分离反硝化细菌，分析了

具有显著反硝化作用的细菌菌株的特征。 

1  材料与方法 

1.1  土壤 

实验所用土壤样品为来自于挪威西部沿海地

区的一处实验地。1978 年挪威农业发展中心开始

对这片土壤添加不同浓度的贝壳砂进行改良，土壤

pH 从 4 左右上升到不同的程度[9]，本文中所用土

壤为每公顷添加 800 m3的贝壳砂，pH在改良后上

升到了 8左右，该土壤样品为泥炭土，最初的有机

碳含量为 45%，有机氮含量为 2%，经过改良后有

机碳氮含量大幅下降[8]。 

1.2  微生物富集和培养分离 

1 g 土 壤 悬 浮 于 盛 满 基 本 培 养 基 [10] 

(K2HPO4·3H2O 3.275 g/L，NaH2PO4·2H2O 1.146 g/L，

MgSO4·7H2O 0.1 g/L，CaCl2 0.018 g/L，NaNO3    

1 mmol/L，(NH4)6Mo7O24·4H2O 3 mg/L，MnSO4·H2O 

0.560 mg/L， CuSO4·5H2O 0.782 mg/L， FeCl3     

0.5 mg/L)的 100 mL培养瓶中，以丁基橡胶和中空

铝盖封口，静置 7 d后转接 1 mL再培养 7 d。富集
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的菌液倍比稀释后取 10−4、10−5、10−6三个稀释梯

度各 200 μL，涂布于 1/20 TSA固体培养基平板(胰

蛋白胨 0.75 g/L，大豆胨 0.25 g/L，NaCl 0.25 g/L，

1.2%琼脂 )表面，倒置于加入 Microbiology 

Anaerocult A厌氧试剂的厌氧罐中，28 °C培养 48 h

后挑取不同形态菌落鉴定分析。 

1.3  Giltay 培养基鉴定筛选 

A溶液：KNO3 1 g，天冬酰胺 1 g，1% BTB

酒精溶液 5 mL，定容至 500 mL；B溶液：柠檬酸

钠 8.5 g，MgSO4·7H2O 1 g，FeCl3·6H2O 0.05 g，

KH2PO4 1 g，CaCl2·2H2O 0.2 g，定容至 500 mL。

A、B两溶液等体积混合后调节 pH为 7.0−7.2，其

中 NO3
−的浓度为 9.9 mmol/L，1×105 Pa 灭菌     

30 min。用牙签挑取分离得到的单菌落，接种于   

5 mL Giltay培养基中振荡培养 7 d，其间观察颜色

变化并测定硝酸盐降解率。厌氧培养时将分离物接

种于装满 Giltay培养基的 10 mL 培养瓶中，以丁

基橡胶和中空铝环封口，28 °C振荡培养 5 d后测

定硝酸盐氮的降解率。硝酸盐氮的测定参照国家标

准 HJ/T 346-2007《水质硝酸盐氮的测定紫外分光

光度法》。 

1.4  分离菌株产气情况测试 

将分离物接种于装有 Giltay 培养基的 20 mL

培养瓶中，按照 1.3的方法分别在好氧和厌氧的条

件下 28 °C振荡培养 7 d后，收集产生的气体，采

用气相色谱分析其中的 N2和 N2O。气相色谱仪为

Agilent 7890A，条件为载气流量 He 4.110 mL/min，

柱温 50 °C，N2经 Haysep Q柱和 Molsieve柱后采

用热传导检测器(250 °C)检测，N2O经 Haysep Q和

PLOT柱后采用电子捕获检测器(330 °C)检测。 

1.5  DNA 提取、PCR 程序和测序 

采用机械击打与酚氯仿抽提相结合的方法从

土壤样品或菌液中提取 DNA，详见文献[11]。454

测序以带有 ID-tag 的引物扩增土壤总 DNA 样品

16S rRNA基因 V3区，测序、划分操作分类单元

(Operative taxonomy units，OTUs)等数据分析方法

详见文献[12]。分离得到的菌落提取 DNA 后，扩

增 16S rRNA基因，使用 Promega公司的 pGEM-T 

Easy vector 试剂盒连接转化，获得阳性克隆后以

T7和 SP6引物进行了测序(上海生工)。 

2  结果与分析 

2.1  土壤菌群结构 

土壤样本 DNA 经扩增后，以 FLX titanium 

(Roche)平台进行测序，从返回的原始数据中提取

出 892 条属于该样品的高质量序列(序列已提交至

SRA数据库，序列号为 SRA062802)，样品的稀疏

曲线和 Shannon多样性指数如图 1所示。稀疏曲线

表明随着测序量的增加，样品中的可操作分类单元

超过 350，但是从 Shannon多样性指数上来看已基

本达到平台期，测序结果已经能够反映该样品的细

菌多样性特征，可用于后续的分析。 

采用 RDP Classifier (http://rdp.cme.msu.edu/ 

classifier/classifier.jsp)来评估 OTU的分类地位，分

析原始土壤样品在门的水平上的组成如图 2所示，

其中 Proteobacteria 占到了 50%以上，是土壤细菌

群落中最为优势的一个门，可能与土壤中的整体代

谢功能有关。Acidobacteria和 Bacteroidetes也占到

了 10%以上。如果不考虑丰度，样品的多样性组

成与其它报道的土壤细菌组成结构类似[13]。 

进一步在属的水平上对群落结构进行分析，结

果表明，未鉴定到属的 OTU的比例达到了 69%以

上(图 3)，说明该土壤样品中尚有较多微生物没有

明确的分类地位，不仅多样性高，而且含有较为丰

富的新颖未知的细菌类型。占据优势地位的细菌属

包 括 Haliscomenobacter 、 Pseudolabrys 、

Flavobacterium 、 Sphaerobacter 、 Lawsonia 、

Aquicella、Legionella等，丰度均在 1%以上，常见

的具有多种降解能力的 Pseudomonas 属也处于相

对优势的地位，占总序列数的 0.90%。 

2.2  反硝化细菌的分离与筛选 

在不同菌液稀释倍数的 1/20 TSA培养基上挑

取了 1 344个菌落，将所得菌落接种于液体 Giltay

培养基中培养。由于 Giltay培养基中添加了溴百里

酚蓝，根据颜色变化共从中筛选得到 38个可能具 
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图 1  Rarefaction (A)和 Shannon-Wiener (B)曲线 
Figure 1  Rarefaction (A) and Shannon-Wiener (B) curve 

 
 

 
 

图 2  土壤样品在门的水平上的细菌组成 
Figure 2  Bacteria composition of soil sample in phylum level 

 
 
有反硝化能力的分离物。将这些分离物进一步在厌

氧条件下测定硝酸盐去除率，其中的 12株分离株

可以较为有效的利用硝酸盐(图 4)，硝酸盐降解率

为 15.56%−59.79%。为了进一步确认这些菌株的反

硝化能力，对这 12株分离物进一步进行产气情况

的测试，结果如表 1所示，其中除 33号以外的 11

株分离物在厌氧条件下均可以产生 N2和 N2O，表

明这 11株细菌都是反硝化细菌。其中有 2株分离

物(13和 25号菌株)在好氧条件下也可以产生N2O，

暗示这两株分离物可能具有好氧反硝化的能力。 

将 12株分离物的 16S rRNA基因克隆测序后

结果如表 2所示。序列比对结果表明分离得到的这 
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图 3  土壤样品在属的水平上的细菌组成 
Figure 3  Bacteria composition of soil sample in genus level 

 

 
 
图 4  厌氧条件下部分分离物在 Giltay 培养基中的硝酸

盐去除率 
Figure 4  Anaerobic nitrate removal efficiency of isolates 
cultured in Giltay medium 
 

12株细菌分属于 Pseudomonas、Aeromonas、Serratia

和 Acinetobacter，均为 γ变形菌纲的微生物。 

将分离得到的菌株的 16S rRNA基因序列与土

壤样品 454焦磷酸测序结果比对后发现，后者划分

OTU 得到的代表序列中没有能够与前者完全匹配

的序列，而且 454测序结果划分的 OTU中未发现 

表 1  分离物在好氧和厌氧条件下的产气情况 
Table 1  Production of N2 and N2O under aerobic and 

anaerobic conditions 
好氧条件 

Aerobic 

厌氧条件 

Anaerobic 分离物编号

Isolate No.
N2O N2 N2O 

2 − + + 

9 − + + 

13 + + + 

19 − + + 

20 − + + 

21 − + + 

24 − + + 

25 + + + 

28 − + + 

32 − + + 

33 − − − 

35 − + − 

注：−：未产生相应气体; +：产生相应气体. 
Note: −: Negative; +: Positive.  
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表 2  分离物序列比对结果 
Table 2  Sequence blast results of selected isolates 

分离物编号 
Isolate No. 

最近邻居(登录号) 
Closest neighbor from database (accession No.) 

相似度 
Similarity (%) 

登录号 
Accession No. 

2 Pseudomonas putida strain CGMCC3830 (JQ086574.1) 98 KC339711 

9 Aeromonas sp. P1D3 (FR775969.1) 99 KC339712 

13 Serratia sp. W2Feb10A (JN106429.1) 99 KC339713 

19 Pseudomonas sp. W15Feb18 (EU681002.1) 98 KC339714 

20 Aeromonas media strain 975a (EU488684.1) 99 KC339715 

21 Aeromonas sp. REm-amp_80 (JX899610.1) 98 KC339716 

24 Aeromonasmedia strain CLY101 (FJ940840.1) 98 KC339717 

25 Serratia sp. W2Feb10A (JN106429.1) 99 KC339718 

28 Acinetobacter sp. C25 (JX177713.1) 99 KC339719 

32 Pseudomonas sp. W15Feb18 (EU681002.1) 99 KC339720 

33 Pseudomonas sp. s52 (EU099607.1) 97 KC339721 

35 Pseudomonas putida strain CGMCC3830 (JQ086574.1) 99 KC339722 

 
Serratia 和 Aeromonas 属细菌。454 测序结果中

Pseudomonas 和 Acinetobacter 属分别占总序列数

的 0.90%和 0.11%。33号菌株与 2、19、32、35号

菌株都同属于 Pseudomonas属，但是，只有 33号

菌株不具有反硝化作用，其余均为反硝化细菌。综

合以上分析表明，可培养的反硝化微生物在原始土

样中的丰度均较低，可能与该土壤氮源供给较为贫

乏有关，生态条件可能不利于反硝化细菌的生长，

但仍然蕴藏着多样的反硝化细菌。分离得到的反硝

化细菌尽管在原始样品中的丰度低于本文中的检

测水平，但通过富集培养筛选分离的方法可以分离

得到。 

3  讨论 

泥炭土因为含水量高、结构疏松、通气不足、

承载力低等缺点而在现代高强度机械化农业生产

中产量并不高，为此人们从 17世纪起就开始向其

中添加矿物质土壤来改进其性能[9]。在挪威农业发

展中心长期改良土壤的一个项目中，通过向每公顷

添加 800 m3贝壳砂的办法，经过三十余年的改良

后，土壤的理化性质和氮循环过程发生了极显著的

变化。这种改良土壤中反硝化细菌的多样性及其反

硝化能力是值得研究的问题。 

细菌的 16S rRNA基因由于其高保守性，多被

作为进化和分类地位分析中有力的工具。本文通过

高通量测序的方法获取土壤样品中的 16S rRNA基

因 V3区序列，来分析群落中细菌的组成。结果发

现其中变形菌门的比例占到了一半以上，而在属的

水平上有 69%以上未能得到分类，表明土壤中的

微生物群落组成相对复杂，较多的物种尚未得到充

分的研究，样品中可能蕴藏着新的微生物资源。然

而，应该注意到，研究发现细菌内 16S rRNA基因

的拷贝数并不是唯一的，且有些细菌基因组内 16S 

rRNA 基因也有一定异质性[14]，因此，基于 16S 

rRNA 基因分析群落组成时可能会高估了群落中

OTU的数目。Sun等分析了 16S rRNA基因多个保

守区在不同相似性水平下，由于其异质性所导致的

对群落多样性高估的程度，结果表明 V3区序列在

97%的水平下的高估程度为 5.2%[15]。本研究的 V3

区测序分析结果可能也会受此一定的影响。但是综

合考虑到 16S rRNA基因 V3区序列具有大量的参

考数据，且探索未知细菌群落时异质性的不可去

除，本研究所得的结果仍具有重要的参考价值。 

土壤样品中能够确立分类地位的丰度最高的

属为 Haliscomenobacter 属，该属微生物最初从活

性污泥中分离得到，能够在细胞表面产生透明的
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鞘。目前尚未发现该属微生物具有反硝化能力，然

而对 rRNA 小亚基序列的分析表明该属微生物与

Flavobacterium属具有一定的亲缘关系[16]，可能也

具有一定的反硝化潜能。 

本研究以稀释的丰富培养基从土壤样品中分

离了 1 344株细菌，并从中筛选出 12株可在厌氧

条件下去除硝酸盐的菌株，分属于 Pseudomonas、

Aeromonas、Serratia和 Acinetobacter 4个属，均来

自于土壤样品中丰度最高的变形菌纲。经过气体成

分分析，确认其中 11 株分离物可在厌氧条件下把

硝酸盐还原为 N2O 和 N2，只有属于 Pseudomonas

属的一株细菌 33号菌不能产生这两种气体，不具

有反硝化功能。13和 25号两株分离物可能具有好

氧反硝化能力。 

本研究从样品中分离得到了 5 株硝酸盐去除

效率各异的 Pseudomonas属的菌株。Pseudomonas

属为土壤样品中丰度较高的微生物，Gamble 等对

包括 19处土壤样品在内的不同地区环境样品中优

势地位的反硝化微生物研究分离后发现，绝大部分

分离物均属于 Pseudomonas 属和 Flavobacterium 

属[17]，表明这两个属的微生物可能在多种类型的

环 境 样 本 中 均 为 主 要 的 反 硝 化 微 生 物 。

Pseudomonas属是常见的降解杂环化合物优势菌，

特别是在反硝化条件下对苯酚、甲苯等污染物的降

解等。土壤中的 Pseudomonas putida能够水解有机

磷酯、氨基甲酸酯类农药、BTEX 等 [18-20]。

Aeromonas 属的微生物广泛存在于水生环境、食

物、土壤等 [21]中，具有厌氧和好氧反硝化的能   

力[22-23]。Serratia属微生物从水体、土壤、动植物

中均曾经分离到，具有抗真菌的能力[24]，能够降

解土壤中的有机磷类农药污染物，且能够在反硝化

条件下高效地降解含磷污染物[25-26]。本次实验中分

离得到两株Serratia属微生物在好氧条件下也能够

产生 N2O，暗示该属微生物可能具有好氧反硝化的

能力，在之前的研究中还尚未报道过，仍有待进一

步的研究。Acinetobacter属微生物为有机物污染土

壤中重要的微生物群落，是多类油脂的初级降解

者，也是一类在土壤中分布广泛的微生物[27]。Kim

等在研究高效降解有机磷的 Acinetobacter 属微生

物时发现，282 株分离物中只有 35 株具有反硝化

能力，可能由于这些微生物多从降解磷元素的反应

器中分离得到，而磷的代谢途径会与反硝化作用竞

争所致[28]。 

在分离反硝化微生物的过程中，得到了一些原

始样品中丰度较低，甚至低于检测水平的细菌菌

株。说明本研究中的土壤样品中的可培养反硝化细

菌的丰度相对较低，在富集条件下，可以得到增殖

和分离培养。同时，也可以看到该土壤样品中还有

许多微生物有待研究，可能还需要进一步富集，或

者采用其它的辅助手段进行分离，如本实验室参照

Svenning、Ferrari等构建的土壤基质膜系统[29-30]，

以 Transwell为基础设计了模拟原位环境分离微生

物的方法，已成功从一个反硝化喹啉降解反应器中

分离得到之前未能分离的丰度较低的反硝化微生

物。这些方法也可用于土壤中微生物的分离。 
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