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摘 要：为了解 nirS和 nirK型反硝化细菌在水稻根中的分布，利用MiSeq测序平台，对水稻根部的 nirS和 nirK反硝化功能

基因进行高通量测序，并对测得序列进行生物信息学分析，揭示 nirS和 nirK型反硝化细菌在水稻根中的分布特征。结果

表明：nirK型反硝化细菌的种类丰富度虽高于 nirS型，但种类分布的均匀度却低于 nirS型。nirS和 nirK型反硝化细菌隶

属于 3门 5纲 12目 26属。在门水平，变形菌门是 nirS和 nirK型反硝化细菌的共同优势门。在纲水平，α-变形菌纲是 nirS
和 nirK型反硝化细菌的共同优势纲。在目水平，红螺菌目是 nirS型反硝化细菌的优势目；根瘤菌目是 nirK型反硝化细菌

的优势目。在属水平，磁螺菌属是 nirS型反硝化细菌的优势属；氏菌属、红假单胞菌属、慢生根瘤菌属是 nirK型反硝化细

菌的优势属。nirS和 nirK型反硝化细菌在水稻根中的分布特征与前人对其他地理环境的同类研究结果相一致。固氮螺

菌属等 5个类群细菌仅存在于 nirS型反硝化细菌中；氏菌属等 17种类群细菌仅存在于 nirK型反硝化细菌中，呈现出分布

特异性。
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Abstract：In order to understand the distribution of nirS and nirK denitrifying bacteria in rice roots. High-through⁃
put sequencing of nirS and nirK denitrification functional genes in rice roots was carried out by using MiSeq se⁃
quencing platform. Bioinformatics analysis was carried out to reveal the distribution characteristics of nirS and nirK
denitrifying bacteria in rice roots. The results showed that although the species richness of nirK-type denitrifying
bacteria was higher than that of nirS-type denitrifying bacteria, the species distribution uniformity of nirK-type de⁃
nitrifying bacteria was lower than that of nirS-type denitrifying bacteria. nirS and nirK denitrifying bacteria belong
to 26 genera, 12 orders and 3 phyla, 5 classes. At the phylum level, proteobacteria is the common predominant phy⁃
lum of nirS and nirK denitrifying bacteria. At the class level, alphaproteobacteria is the common dominant class of
nirS and nirK denitrifying bacteria. Rhizobium is the dominant order of nirS denitrifying bacteria and Rhizobium is
the dominant order of nirK denitrifying bacteria. At genus level, magnetospirillum is the dominant genus of nirS-
type denitrifying bacteria, while bosea, rhodopseudomonas, bradyrhizobium are the dominant genus of nirK-type de⁃
nitrifying bacteria. The distribution characteristics of nirS and nirK denitrifying bacteria in rice roots ars consistent
with the results of similar studies in other geographical environments. Five groups of bacteria such as Azospira exist⁃
ed only in nirS denitrifying bacteria, and 17 groups of bacteria such as Bosea existed only in nirK denitrifying bacte⁃
ria, showing a special distribution.
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中国是世界上稻田面积最大的国家，约 340
万 hm2，占全国耕地面积的 27%左右，稻田氮素的

积累、迁移和流失等生物地球化学循环过程是稻

田生态系统健康和可持续发展的重要因素 [1]。由

反硝化微生物驱动的反硝化过程是氮素转化的关

键过程。反硝化作用一方面减少了环境中的硝酸

盐含量，另一方面导致硝态氮的气态挥发，这是

环境中氮流失的重要途径，挥发气体中的 N2O和
NO是一种温室气体，对臭氧层有破坏作用 [2]。由

于反硝化微生物在氮素利用、硝态氮淋失和温室

气体排放方面发挥着极其重要的作用，因此，其

群落结构和机制已成为近年来的热点问题 [3- 4]。

随着分子生物学技术的飞速发展，反硝化微生物

的研究不再局限于反硝化微生物的分离培养。许

多研究人员已致力于研究未培养的微生物多样

性 [5]。反硝化酶编码基因 nirK和 nirS是反硝化微

生物群落结构无培养研究中常用的分子探针 [6]。

许多研究者采用变性梯度凝胶电泳、末端标记限

制性片段长度多态性、实时荧光定量 PCR技术研

究不同生境的反硝化细菌群落多样性及丰度，发

现 3/4的反硝化细菌为 nirK型，且 nirK型反硝化细

菌的多样性较 nirS型更为丰富，分布于 80多个细

菌属中 [7]。近 20年来，分子生态学领域发展迅速，

出现了许多新的技术和研究方法，其中 Illumina高
通量测序技术是近几年兴起的一种新的测序技

术，采用边合成边测序的方法，高效获取大量的

测序数据 [8]。目前对反硝化微生物的研究主要集

中在农田、湿地、沉积物、海水、淡水及地下水生

态系统中 [9]，而对于水稻植株内部这一特殊生境

中的同类研究还尚未见报道。为此，利用 MiSeq
测序平台，对水稻根部的 nirS和 nirK反硝化功能

基因进行高通量测序，并对测得序列进行生物信

息学分析，揭示 nirS和 nirK型反硝化细菌在水稻

根中的分布特征，对控制水体富氮营养、减少农

田氮素流失和温室气体排放等农业和环境问题具

有重要意义。

1 材料与方法

1.1 根系样品采集

水稻田位于云南省安宁市昆明学院象石村试

验基地（N24°56′24.85″，E102°32′14.45″）。供试水

稻品种为“滇昆优 8号”。于水稻成熟期（2018年
8月）进行水稻根系样品采集。在 200 m2的稻田

中，按邢树文等 [10]的方法，随机选取 5个点进行取

样，每个点采集 20～30 g根系样品，而后混合均

匀。为防止微生物死亡或者 DNA降解，将水稻根

系混合样品放入冰盒（干冰+泡沫盒）中进行低温

运输，带回实验室进行处理。

1.2 根系的超声波清洗

参照 Joseph Edwards等 [11]的方法。

1.3 根系总DNA的提取

采用 CTAB法提取混合根系总DNA[12]。
1.4 nirS和 nirK基因的PCR扩增

nirS基因采用引物 cd3aF（5′-GTSAACGTSAA⁃
GGARACSGG- 3′ ）/R3cd（5′- GASTTCGGRTGS⁃
GTCTTGA-3′）进行扩增（目的片段长度约 400 ～
450 bp），nirK基因采用引物 F1aCu（5′-ATCATG⁃
GTCCTGCCGCG- 3′ ）/R3Cu（5′- GCCTCGATCA⁃
GATTGTGGTT-3′）进行扩增（目的片段长度约

450～500 bp），PCR 反应体系为：10×PCR Buffer
1.25 μL，25 mM MgCl2 0.75 μL，2.5 mM dNTP 1.00
μL，1 μg/μL BSA 1.00 μL，10μM引物各 0.25 μL，
模板 DNA 1.00 μL，TaqDNA聚合酶 2.5U，ddH2O补
充到 12.5 μL。nirS基因 PCR扩增程序为：94℃ 5
min，94℃ 1 min，57℃ 1 min，72℃ 1 min，35 个循

环，最后 72℃ 10 min；nirK基因 PCR扩增程序为：

95℃ 5 min，95℃ 1 min，58℃ 1 min，72℃ 1 min，35
个循环，最后 72℃ 10 min[13]。
1.5 nirS和 nirK基因的高通量测序

委托上海微基生物科技有限公司完成。

1.6 下机数据的生物信息分析

按文献 [14]的方法得到双末端读长序列。根

据条形码序列区分测序样本，对序列质量进行质

控和过滤 [15]，再根据序列的重叠关系进行拼接 [16]，

拼接后的序列再次进行质控和过滤，最后得到优

化序列。对优化序列进行 OTU聚类分析和物种

分类学分析，基于 OTU聚类分析结果，对 OTU进
行 α多样性指数分析以及测序深度的检测 [17]；基

于分类学信息，在各个分类水平上进行群落结构

的统计分析，并对样本之间进行 β多样性分析。

2 结果与分析

2.1 nirS基因和 nirK基因序列的数据统计

对 nirS基因和 nirK基因进行MiSeq测序，分别

得到有效序列 50 975条和 51 665条，经质控和过

滤后，最终分别得到优化序列 44 044条和 35 945
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条。测得的 nirS基因序列大多分布于 400～500
bp之间（图 1）；测得的 nirK基因序列大多分布于

450～500 bp之间（图 2），均与目的片段长度吻

合，且与Hou等 [13]的研究结果一致。

2.2 nirS和 nirK型反硝化细菌的 α多样性分析

由表 1可知，所测得的 nirS基因和 nirK基因序

列可分别被划分为 22个和 68个 OTU，说明 nirK型
反硝化细菌的种类明显比 nirS型反硝化细菌的种

类丰富。nirK型反硝化细菌的 Chao指数、Ace指
数、Shannon指数均高于 nirS型反硝化细菌，进一

步说明 nirK型反硝化细菌的种类丰富度高于 nirS
型反硝化细菌。nirK型反硝化细菌的 Simpson指
数低于 nirS型反硝化细菌，说明 nirK型反硝化细

菌的种类丰富度虽高于 nirS型反硝化细菌，但均

匀度却低于 nirS型反硝化细菌。nirS基因和 nirK
基因文库的覆盖度都为 100%，说明测序已获得

nirS基因和 nirK基因文库中 100%的序列，测序数

量足够。nirS和 nirK基因型反硝化细菌 OTU丰度

稀释度曲线显示（图 3和图 4），在测序数量增加的

过程中，测序数量<10 000时，曲线均已趋于平行，

则表明随着测序数量的增加，OTU数不再增加，

通常认为此时测序数据量合理。

2.3 nirS和 nirK型反硝化细菌群落种类组成及

丰度

分类统计表明，nirS和 nirK型反硝化细菌隶

属于 3门 5纲 12目 26属（表 2～表 5）。在门水平

（表 2），50 975条 nirS基因有效序列分别隶属于变

形菌门（28.7%）和尚未分类的门（71.3%），说明变

形菌门和尚未分类的门均是 nirS型反硝化细菌的优

势门，71.3%的 nirS型反硝化细菌类群尚未被充分研

究，暂未能在门水平获得分类信息；51 665条 nirK
基因有效序列分别隶属于变形菌门（99.50%）、尚
未分类的门（0.38%）和放线菌门（0.12%），说明变

 

图1 nirS基因优化序列长度分布统计

 
图2 nirK基因优化序列长度分布统计
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图3 nirS基因型反硝化细菌OTU丰度稀释度曲线

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 10000 20000 30000 40000

O
T
U
数
（
个
）

序列数（条）

图4 nirK基因型反硝化细菌OTU丰度稀释度曲线

表1 nirS和 nirK型反硝化细菌的OTU丰度和 α
多样性

样品名

操作分类单元

Ace指数

Chao指数

覆盖度（%）
Shannon指数

Simpson指数

nirS型

22
0
22
100
1.79
0.26

nirK型

68
68
68
100
2.72
0.13
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形菌门是 nirK型反硝化细菌的优势门，0.38%的

nirK型反硝化细菌暂未能在门水平获得分类信

息，0.12%的 nirK型反硝化细菌隶属于放线菌门，

而在 nirS型反硝化细菌中未检测到放线菌门细

菌，推测放线菌门细菌仅存在于 nirK型反硝化细

菌中。

表2 门水平nirS和 nirK型反硝化细菌的相对丰度

%
分类

变形菌门

尚未分类的门

放线菌门

nirS型反硝化细菌相

对丰度

28.70
71.30
0

nirK型反硝化细菌相

对丰度

99.50
0.38
0.12

在纲水平（表 3），nirS型反硝化细菌分别隶属

于尚未分类的纲（71.3%）、α-变形菌纲（17.84%）、
β-变形菌纲（6.51%）和 γ-变形菌纲（4.35%）。说

明除了尚未分类的纲以外，变形菌门中的 α-变形

菌纲是 nirS型反硝化细菌的优势纲；nirK型反硝

化细菌分别隶属于 α-变形菌纲（91.91%）、γ-变
形菌纲（5.56%）、β-变形菌纲（2.03%）、尚未分类

的纲（0.38%）和放线菌纲（0.12%）。说明变形菌

门中的 α-变形菌纲同样是 nirK型反硝化细菌的

优势纲，0.12%的 nirK型反硝化细菌隶属于放线

菌纲，而在 nirS型反硝化细菌中未检测到放线菌

纲细菌，推测放线菌纲细菌仅存在于 nirK型反硝

化细菌中。

表3 纲水平nirS和 nirK型反硝化细菌的相对丰度

%
分类

α-变形菌纲

γ-变形菌纲

β-变形菌纲

尚未分类的纲

放线菌纲

nirS型反硝化细菌相

对丰度

17.84
4.35
6.51
71.3
0

nirK型反硝化细菌相

对丰度

91.91
5.56
2.03
0.38
0.12

在目水平（表 4），nirS型反硝化细菌分别隶属

于尚未分类的目（71.3%）、红螺菌目（16.29%）、红
环菌目（6.51%）、假单胞菌目（4.35%）、根瘤菌目

（1.35%）和鞘脂单胞菌目（0.2%）。说明除了尚未

分类的目以外，α-变形菌纲中的红螺菌目是 nirS
型反硝化细菌的优势目。红螺菌目和鞘脂单胞菌

目 2个类群细菌仅存在于 nirS型反硝化细菌中，

推测这 2个类群细菌是 nirS型反硝化细菌所特有

的。 nirK 型反硝化细菌分别隶属于根瘤菌目

（91.60%）、假单胞菌目（3.91%）、伯克氏菌目

（1.66%）、黄单胞菌目（1.38%）、尚未分类的目

（0.38%）、亚硝化单胞菌目（0.37%）、肠杆菌目

（0.27%）、红杆菌目（0.24%）、假诺卡氏菌目

（0.12%）和红环菌目（0.07%）。说明 α-变形菌纲

表4 目水平nirS和 nirK型反硝化细菌的相对丰度

%
分类

根瘤菌目

假单胞菌目

伯克氏菌目

黄单胞菌目

尚未分类的目

亚硝化单胞菌目

肠杆菌目

红杆菌目

假诺卡氏菌目

红环菌目

红螺菌目

鞘脂单胞菌目

nirS型反硝化细菌

相对丰度

1.35
4.35
0
0

71.30
0
0
0
0
6.51
16.29
0.2

nirK型反硝化细菌

相对丰度

91.60
3.91
1.66
1.38
0.38
0.37
0.27
0.24
0.12
0.07
0
0

表5 属水平nirS和 nirK型反硝化细菌的相对丰度

%
分类

氏菌属

红假单胞菌属

慢生根瘤菌属

布鲁氏菌

假单孢菌属

根瘤菌属

无色杆菌属

中华根瘤菌属

假黄单胞菌属

阿菲波菌属

中慢生根瘤菌属

尚未分类的属

亚硝化单胞菌属

肠杆菌属

副球菌属

螯台球菌属

假诺卡氏菌属

苍白杆菌属

马赛菌属

磁螺菌属

德沃斯氏菌属

固氮螺菌属

脱氯单胞菌属

Dechlorospirillum属

固氮弧菌属

鞘氨醇单胞菌属

nirS型反硝化细

菌相对丰度

0
0
0
0
4.35
1.35
0
0
0
0
0
71.3
0
0
0
0
0
0
0

15.09
0
2.11
4.15
1.2
0.24
0.21

nirK型反硝化细菌相对

丰度

44.94
17.86
13.39
8.22
3.91
2.45
1.58
1.49
1.38
1.25
1.08
0.92
0.37
0.27
0.24
0.19
0.12
0.12
0.08
0.07
0.07
0
0
0
0
0
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中的根瘤菌目是 nirK型反硝化细菌的优势目。其

中，伯克氏菌目、黄单胞菌目、亚硝化单胞菌目、

肠杆菌目、红杆菌目和假诺卡氏菌目 6个类群细

菌仅存在于 nirK型反硝化细菌中，推测以上 6种
类群细菌是 nirK型反硝化细菌所特有的。

在属水平（表 5），nirS型反硝化细菌分别隶属

于尚未分类的属（71.30%）、磁螺菌属（15.09%）、
假单孢菌属（4.35%）、脱氯单胞菌属（4.15%）、固
氮螺菌属（2.11%）、根瘤菌属（1.35%）、Dechloro⁃
spirillum属（1.20%）、固氮弧菌属（0.24%）和鞘氨

醇单胞菌属（0.21%）。说明除了尚未分类的属以

外，红螺菌目中的磁螺菌属是 nirS型反硝化细菌

的优势属。固氮螺菌属、脱氯单胞菌属、Dechloro⁃
spirillum属、固氮弧菌属和鞘氨醇单胞菌属 5个类

群细菌仅存在于 nirS型反硝化细菌中，推测这 5
个类群细菌是 nirS型反硝化细菌所特有的。nirK
型反硝化细菌分别隶属于氏菌属（44.94%）、红假

单胞菌属（17.86%）等 21个属。说明根瘤菌目中

的氏菌属、红假单胞菌属、慢生根瘤菌属是 nirK
型反硝化细菌的优势属。氏菌属等 17个类群细

菌仅存在于 nirK型反硝化细菌中，推测这 17个类

群细菌是 nirK型反硝化细菌所特有的。

3 讨 论

目前，已有很多研究者使用 nirK和 nirS基因

作为分子探针，讨论了农田、湿地、沉积物、海水、

淡水和地下水生态系统中反硝化细菌的多样性和

系统发育 [18]。人们普遍认为，在大多数环境样本

中，nirK基因的多样性高于 nirS基因的多样性 [19]。

但也有例外。例如，Braker等 [20]研究发现，普吉特

湾沉积物中 nirS基因的多样性较 nirK型高。推测

其原因可能是由于 nirK基因容易通过 PCR扩增，

而 nirS基因不容易扩增到 [21-22]。本研究发现，从 α
多样性指数来看，水稻根部 nirK型反硝化细菌的

种类丰富度高于 nirS型反硝化细菌，这与前人对

其他地理环境的同类研究结果相一致 [19]。这可能

与水稻植株内的生境和前人研究过的其他地理环

境都属于厌氧环境有关 [23]。尹昌等 [24]的研究结果

表明，黑土中 nirS型反硝化菌由变形菌门（Proteo⁃
bacteria）的 Alpha、Beta和 Gamma纲及一些尚未分

类的细菌类群组成。这与本研究结果相似，本研

究分类统计表明，在纲水平，nirS型反硝化细菌也

分别隶属于尚未分类的纲、α-变形菌纲、β-变形

菌纲和 γ-变形菌纲。其中尚未分类的细菌类群

丰度为 71.30%，是 nirS型反硝化细菌中的最优势

类群，然而，在所有分类水平上，都无法获得该类

群细菌的分类信息。由于第二代测序读取序列长

度的限制，往往只能选择 500 bp以下的扩增片段

进行测序，相较于一代 Sanger测序，分类的精确性

受到一定的限制，其次，某些物种高变区也可能

十分相近，能够区分它们的特异性序列片段有可

能不在扩增区域内，识别过程受序列长度的限

制。因此，在实际的分析过程中，并非所有的

OTU代表序列都能获得属级或种级的分类信息，

即相应的分类级别仍然是“未分类”。本研究发

现，变形菌门是 nirS和 nirK型反硝化细菌的共同

优势门。这与 Snaidr等 [25]对污泥中反硝化菌群多

样性的研究结果吻合，污泥中的优势类群也为变

形菌门类群。有文献报道变形菌门类群在丰度上

占主要地位，是河流环境中微生物菌群结构的特

征之一 [26]。在纲水平，α-变形菌纲是水稻根部

nirS和 nirK型反硝化细菌的共同优势纲，有报道

认为在河口环境中 α-变形菌纲占比最大 [27]。在

目水平，红螺菌目是 nirS型反硝化细菌的优势目；

根瘤菌目是 nirK型反硝化细菌的优势目。已有报

道，稻田中的 nirK型反硝化细菌多是根瘤菌目 [28]，

与本研究结果相符。在属水平，磁螺菌属是 nirS
型反硝化细菌的优势属；nirK反硝化细菌的优势

属为氏菌属、红假单胞菌属、慢生根瘤菌属。磁

螺菌属做为一种反硝化菌群的研究鲜见报道，

2012年，薄涛 [29]在趋磁细菌模式菌株MS-1体内鉴

定出了硝酸盐还原酶和亚硝酸盐还原酶 2种反硝

化组分，证实此菌群体内有独立的反硝化系统。

本研究发现部分类群细菌的分布可能具有特异

性，例如，在门水平，放线菌门细菌仅存在于 nirK
型反硝化细菌中。在纲水平，放线菌纲细菌仅存

在于 nirK型反硝化细菌中。在目水平，红螺菌目

和鞘脂单胞菌目 2个类群细菌仅存在于 nirS型反

硝化细菌中；伯克氏菌目等 6个类群细菌仅存在

于 nirK型反硝化细菌中。在属水平，固氮螺菌属

等 5个类群细菌仅存在于 nirS型反硝化细菌中；

氏菌属等 17个类群细菌仅存在于 nirK型反硝化

细菌中。因此推测，可能是由于 nirS基因以及

nirK基因在不同菌株中占优势，而不同菌株对生

境的应激性不一样，导致 nirS型和 nirK型反硝化

细菌群落在水稻根中的分布呈现特异性。

4 结 论

从 α多样性指数来看，nirK型反硝化细菌的

种类丰富度虽高于 nirS型反硝化细菌，但均匀度
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却低于 nirS型反硝化细菌。分类统计表明，在门

水平，变形菌门是 nirS和 nirK型反硝化细菌的共

同优势门。在纲水平，α-变形菌纲是 nirS和 nirK
型反硝化细菌的共同优势纲。在目水平，红螺菌

目是 nirS型反硝化细菌的优势目；根瘤菌目是

nirK型反硝化细菌的优势目。
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