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Abstract 
Denitrification is an important way of soil nitrogen loss and also an important process of N2O 
emission from greenhouse gases, which is driven by denitrifying microorganisms (microbes). nirK 
and nirS genes are important biomarkers for denitrifying microorganisms. The role of denitrifying 
microbial functional genes was briefly described. The importance of nirK and nirS type denitrify-
ing microorganisms in farmland soil and their response to nitrogen fertilizer application and re-
search techniques were emphasized. It pointed out that nitrogen application in farmland soil 
could significantly increase the abundance of nirK and nirS genes and obviously changed the nirK 
type denitrifying microbial community. The application of nitrogen fertilizer in the paddy field 
promoted the increase of the diversity of nirS type denitrifying microorganisms in the soil, while 
nitrogen fertilizer in the dry-land could significantly affect its community structure. In future, re-
search on nir type denitrifying microorganisms should pay more attention to the combination of 
molecular ecological technology and a variety of technologies. Thus, nirK and nirS type denitrify-
ing microorganisms can be more deeply understood. 
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摘  要 

反硝化作用是土壤氮逸失的重要途径，也是引起温室气体N2O释放的重要过程，由反硝化微生物驱动完

成。nirK和nirS基因是反硝化微生物的重要生物标志(biomarker)。本文简述了反硝化微生物功能基因

的作用，重点阐述了农田土壤nirK和nirS型反硝化微生物的重要性及其对施氮肥的响应和研究技术等，

指出了农田土壤施氮肥可显著提高nirK和nirS基因的丰度，并且明显改变nirK型反硝化微生物群落结构

组成；在水田中施氮肥促进了土壤中nirS型反硝化微生物多样性的增加，而在旱田中氮肥却可以显著影

响其群落结构。今后关于nir型反硝化微生物的研究应更加注重分子生态技术与多种技术相结合，以便对 
nirK和nirS型反硝化微生物进行更深入的研究。 
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1. 引言 

1.1. 反硝化作用与反硝化微生物功能基因简介 

反硝化作用是微生物在无氧或微氧条件下以 3NO−或 2NO−作为电子受体进行呼吸代谢获得能量，同时

将 3NO−或 2NO−还原为 N2O 或 N2 的过程。反硝化作用既是土壤氮肥损失的途径之一，也是产生温室气体

N2O 的主要途径。土壤的反硝化作用主要是由土壤微生物引起的，包括异化反硝化细菌、非反硝化发酵

性细菌和真菌、自养型硝化细菌等。反硝化作用是一个由四步反应构成的生物地球化学过程，包括硝酸

盐还原，亚硝酸盐还原，一氧化氮 NO 还原和氧化亚氮还原 N2O。其中，每一步都由相应的酶来催化，

分别为硝酸还原酶(Nitrate reductase, Nar)、亚硝酸还原酶(Nitrite reductase, Nir)、一氧化氮还原酶(Nitric 
oxide reductase, Nor)和一氧化二氮还原酶(Nitrous oxide reductase, Nos) [1] [2]，如图 1 所示。 

由亚硝酸盐还原为 NO 的过程是反硝化作用区别于其他硝酸盐代谢的标志性反应，也是反硝化过程

中最重要的限速步骤，亚硝酸盐还原酶(Nir)是执行该步骤的限速酶。因此，nir 基因也成为反硝化细菌研

究最多的功能基因。Nir 酶包括进化关系不相关结构不同的两种酶：Cu 型亚硝酸盐还原酶(nirK)和细胞色

素 cd1 型亚硝酸盐还原酶(nirS) [3]。nirK 型亚硝酸盐还原酶是由三个相同亚基组成的三聚体蛋白，每个

亚基都含有两种类型的铜原子活性中心，即类型 I (T1Cu)和类型 II (T2Cu)；nirS 型亚硝酸盐还原酶是可

溶的同株异核生殖蛋白，是一个包含两个相同亚基的二聚体，每个亚基都包含一个细胞色素 c 和一个细

胞色素 d1 [4]。这两种亚硝酸盐还原酶在功能上没有显著差异，但二者催化位点不同，且不能共存于同种 
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Figure 1. Denitrification enzymes and denitrifying functional genes [1]  
图 1. 反硝化功能酶和功能基因[1] 
 

细胞中[5]。很多研究将 nirK 和 nirS 基因作为环境样品中反硝化微生物的分子标识物，为研究同一生理类

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。 

1.2. 研究氮肥对 nirK 和 nirS 基因影响的重要性 

施肥是影响土壤质量及其可持续利用的重要农业措施之一，对土壤结构、生物肥力和生产力产生了

重要的影响。近年来投入到农田的化肥量有明显的递增趋势，其中氮肥的过量投入使硝酸盐在蔬菜等植

物体内超标积累，污染了地下水，造成了湖泊水体富营养化，以及产生了各种含氮气体(包括 N2O)加剧了

温室效应，既对人体健康造成了一定损害，又带来了严重的环境污染。亚硝酸盐还原酶在氮素循环中起

着重要的作用，因此研究施氮肥对亚硝酸还原酶 nir 基因的影响，可为探讨施氮肥对土壤氮素循环利用机

制及反硝化作用提供有利的依据，具有提高氮肥利用率以及开展温室气体减排研究的双重意义。 

2. 农田土壤 nirK 和 nirS 型反硝化微生物影响的研究进展 

2.1. 研究土壤 nirK 和 nirS 型反硝化微生物的技术方法 

土壤 nirK、nirS 型反硝化细菌的研究方法有很多，从国内外目前采用的方法来看，大致包括以下几

类：1) 传统的微生物平板纯培养方法；2) Biolog 微平板分析方法；3) PLFA 谱图分析方法；4) 分子生物

学分析方法；5) 其他方法，如土壤酶活性分析方法、同位素示踪法，以及荧光标记蛋白、荧光染色和荧

光原位杂交等(图 2) [6]。 
下面对几种主要的实验研究方法加以介绍和评述。 

2.1.1. 传统的微生物平板纯培养方法 
微生物平板培养法是一种传统的实验方法，这种方法主要是根据目标微生物选择相应的培养基，将

微生物分离培养，然后通过各种微生物的生理生化特征以及外观形态等方面进行分析和鉴定。但该分析

方法只能分离 0.1%~0.5%的土壤微生物[7]，很难得到微生物在土壤生态系统中的生活特征和生态功能的

信息，具有很大的局限性。因此，在土壤微生物群落多样性的研究中，需要结合现代分子生态技术来了

解更详细的土壤微生物信息。 

2.1.2. Biolog 微平板方法 
Biolog微平板法是通过测定土壤微生物对 95种碳源利用能力的不同来表征土壤微生物代谢功能多样

性或结构多样性的一种方法。这种方法在土壤微生物群落功能多样性的评价中得到了广泛应用。其具体

做法是利用 Biolog 微平板系统，将土壤溶液接种到每一个微平板孔中，由于不同微生物利用不同的碳源 
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Figure 2. Research methods of soil microbial diversity at laboratory scale [6] 
图 2. 实验室尺度下土壤微生物多样性的研究方法[6] 
 

进行代谢反应，最终通过利用碳源的种类和强度差异使得每一个孔中的溶液呈现出不同的颜色，通过酶

标仪将颜色变化测定和记录下来，即可得到土壤微生物特有的“代谢指纹”(Metabolic Fingerprint) [6]。
根据土壤微生物的代谢指纹图谱，结合有关的计算机分析软件和已有的菌种库资料，便可以对某些微生

物进行分类鉴定。Biolog 微平板法对一般细菌的鉴定可以精确到种，但目前的数据库中菌种资料不完善，

有些只能得到相似的类群。因此，对于微生物的分类鉴定，仅靠 Biolog 系统的方法是远远不够的，还需

结合其他方法如微生物生理生化方法和表型分析等方法来进行。 

2.1.3. PLFA 谱图分析方法 
磷脂脂肪酸(Phospholipid Fatty Acid, PLFA)谱图分析方法主要应用于研究复杂群落中的微生物多样

性[8] [9]。磷脂类化合物只存在于生物的细胞膜中，且不同微生物体内的磷脂脂肪酸的含量和组成不同。

一旦微生物体死亡，其中的磷脂化合物便会马上消失。因此，磷脂脂肪酸分析法十分适合于土壤微生物

群落的动态监测。PLFA 的提取和分析是该方法的关键步骤，提取方法主要分为简单提取、扩展提取和

商用微生物鉴定系统(MIDI)等[8]。简单提取方法和MIDI方法提取土壤PLFA所得到的脂肪酸谱图相似[10] 
[11]，一般可以提取到 20~40 种脂肪酸，采用扩展提取方法检测到的 PLFA 数量介于 190 至 360 种之间[12] 
[13]。PLFA 方法是一种快速、可靠且可重现的分析土壤微生物群落结构的方法，最适合用于总微生物群

落分析，但不适合单一的微生物种类研究。因此，该方法并不适合于 nirK、nirS 型反硝化细菌的研究。

另外，该方法一个明显的缺陷是实验条件要求高，成本高，因而在实际研究工作中会受到一定的限制。 

2.1.4. 分子生物学方法 
最近 20~30 年间，以核酸分析技术为主的分子生物学技术(如 PCR、DGGE、RFLP、RAPD、AFLP

等)的广泛应用[14]，开拓了分子生物学与生态学的交叉领域，分子生物学技术也逐渐被应用到土壤微生

物多样性的研究中[15] [16] [17] [18]。PCR 技术即聚合酶链式反应，是一种体外扩增核酸序列从而获得多

个核酸拷贝的技术，可用于土壤微生物 DNA 的扩增和定性分析，还通过定量 PCR 技术对 DNA 的丰度

进行检测；DGGE 即变性梯度凝胶电泳，是根据 PCR 扩增产物中不同的 rDNA 片段在电泳胶中形成不同

的 rDNA 指纹剖面，来直接反映土壤微生物 rDNA 多态性的方法。例如 Sharma 等首先采用 RT-PCR 的方

法反转录 nirS 和 nirK 基因，之后用 DGGE 研究了不同作物根际土壤中有活性的反硝化微生物的群落结

构，发现了不同作物的根际有不同活性的 nirK 基因[19]；RFLP 方法是利用 PCR 扩增产物，用限制性内

切酶进行切割，通过 DNA 转印及分子杂交方法进行检测。例如 Falk 等采用 T-RFLP 方法，研究了海洋

水体和沉积物中 nirS 基因的群落多样性，发现 nirS 基因的群落结构可能与环境条件密切相关[20]；RAPD
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是以单一的序列随机的寡核苷酸为引物，由于不同样本的基因组序列不同，以致与引物互补退火结合的

DNA 片段可能增加或减少，导致扩增产物数目的变化；AFLP 则是为了发现各样本基因组间差异的，有

选择的扩增经酶切后的部分 DNA 片段。分子生物技术在土壤微生物多样性研究中的应用如图 3 所示。 

2.2. 施氮肥对 nirK 和 nirS 型反硝化微生物影响的研究成果 

2.2.1. 施氮肥对 nirK 和 nirS 基因丰度的影响 
大量研究表明，农田土壤中施加氮肥可以显著提高 nirK 和 nirS 基因的丰度。陈晨等[21]采用室内培

养试验和实时荧光定量 PCR 技术研究了施加有机肥对菜地土壤反硝化微生物功能基因丰度的影响，结果

表明氮肥处理显著增加了 nirK 和 nirS 基因的丰度(P < 0.05)；在常规施氮肥的基础上，添加有机肥也可以

显著提高 nirK 和 nirS型反硝化基因的丰度(P < 0.05) [21]。杨柳青等发现长期使用尿素能增加土壤中 nirK、

nirS 基因的丰度[22]，这与陈晨等人[21]的研究结果一致。张星等利用田间取样和室内分析相结合的方法，

探讨了在小麦–玉米轮作周期内，秸秆还田对土壤反硝化微生物功能基因的影响，实验结果证明秸秆还

田显著提高了 nirK、nirS 和 nosZ 基因的丰度以及 nirK/nirS 与(nirK + nirS)/nosZ 的比例[23]。罗希茜等在

不同施肥处理对水稻土亚硝酸还原酶基因多样性的影响研究中指出，平衡施化肥(氮、磷、钾及微量元素

比例适宜)明显提高了 nirK 基因的多样性，单施氮肥使 nirS 基因多样性达到最高，其他施肥处理对 nir 基
因多样性的影响并不显著[24]。 

2.2.2. 施氮肥对 nirK 和 nirS 型反硝化微生物多样性和群落结构的影响 
土壤中的氮含量是影响土壤中反硝化微生物的一个重要因素，而向农田土壤中施加氮肥对 nirK 和

nirS 型反硝化微生物的影响却不一致。土壤反硝化微生物多样性和群落组成的研究在近几年来不断取得

新的进展，部分研究成果见表 1。氮肥的施用会明显改变 nirK 型反硝化微生物群落结构的组成，但对其

多样性的影响并不显著，并且土层深度对 nirK 型反硝化微生物多样性的影响大于施肥。由此可见，nirK
型反硝化微生物对土壤 pH 值、有机质和硝酸盐含量具有一定的敏感性[32]。 

根据表 1 中的研究，nirS 型反硝化微生物对施肥的响应存在一定的矛盾。但不难发现，nirS 型反硝

化微生物群落结构对氮肥处理不敏感的研究都是以水稻土为研究对象，而在以小麦和玉米等为主的旱田

中，施氮肥却可以显著改变 nirS 型反硝化微生物群落结构。由此可以得出：土壤含水量较高时，施氮肥

促进了土壤中 nirS 型反硝化微生物多样性的增加，但对其群落结构影响不大；而在含水量相对较低的土

壤中，nirS 型反硝化微生物群落结构受氮肥影响显著，然而其多样性却没有显著变化。因此推测研究结

果的不同可能与土壤条件(温度、水分、pH、含氧量等)、作物种类以及施肥方式有关[33]。 

3. nirK 和 nirS 型反硝化微生物研究展望 

3.1. 当前技术的局限性及其发展趋势 

3.1.1. 功能基因引物的选择 
目前对土壤反硝化微生物丰度、群落结构的研究多以催化反硝化过程关键酶的基因作为分子标识物 

 

 
Figure 3. Framework map about molecular ecological techniques studying soil microbial diversity [6] 
图 3. 分子生态技术在土壤微生物多样性研究中的应用图解[6] 
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Table 1. Research Progress on soil denitrifying microorganisms 
表 1. 土壤反硝化微生物的研究进展 

序号 
NO. 

研究结果 
Research results 

技术方法 
Technology/methods 

功能基因
Functional genes 

文献来源 
Literatures 

1 施氮肥显著改变了 nirK 型反硝化细菌群落结构组成， 
土层深度对 nirK 型反硝化细菌丰度的影响大于施肥 

T-RFLP 分析和实时荧光定量

PCR 技术 
nirK [3] 

2 氮肥的施用对 nirK 型土壤反硝化微生物多样性 
影响不显著，但明显改变其群落结构组成 PCR 扩增、克隆测序 nirK [24] 

3 不同类型氮肥 nirK 型土壤反硝化微生物多样性 
指数上没有差异，并未引起其群落多样性改变 

T-RFLP 分析、 
构建基因克隆文库 

nirK [25] 

4 水稻土中 nirS 型反硝微生物对环境变化不敏感 PCR 扩增、构建基因克隆文库 nirS [26] 

5 水稻土中 nirS 型反硝化微生物的群落结构 
对施加无机肥和有机肥处理均没有显著的响应 PCR 扩增、T-RFLP 分析 nirS [27] 

6 施用氮肥能够显著提高稻田土壤 
nirS 型反硝化微生物的丰度 

PCR-DGGE、 
荧光定量 PCR 技术 

nirS [28] 

7 水稻土 nirS 型反硝化细菌群落结构对氮肥施加不敏感 PCR 扩增、克隆测序 nirS [29] 

8 
不同类型的反硝化细菌对无机氮肥的反应不同 
而导致 nirS 型反硝化细菌群落结构改变， 
但未改变 nirS 型反硝化细菌的多样性 

RFLP 分析、 
构建基因克隆文库 

nirS [30] 

9 黑土中 nirS 型反硝化菌种群的群落结构 
和丰度对长期施用有机肥有显著的响应 

T-RFLP 分析、 
实时荧光定量 PCR 技术 

nirS [31] 

 
(例如 nir 基因)。虽然基于这些功能基因有效地克服了 16S rRNA 基因研究反硝化微生物群落组成中的不

足[34]，但基因数据库中的反硝化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的几个属。对于其他反硝化微生物来说，nir 基因可以被扩增到什么程度还是未知，

且不同的 nir 基因可能只对特定生境的反硝化菌 nir 基因扩增有效。因此，研究有关反硝化功能微生物的

当务之急是设计出更具有针对性的引物，如专门针对反硝化微生物功能基因的引物。 

3.1.2. 分子生物学技术的缺陷性及展望 
现代分子生物学很大程度上加快了反硝化微生物的研究，但 DGGE、RELP 的技术都是建立在 DNA

提取以及 PCR 的基础上，不同的 DNA 技术会提取出不同长度、质量、纯度的 DNA，直接影响其他分子

生物学技术的准确性[35]。PCR 也会不可避免的造成 DNA 的差异性扩增，以及目标 DNA 在菌种间拷贝

的差异，导致分析结果难以准确反映自然微生物群落的多样性以及物种间的相对丰度信息[36]。 
总而言之，研究 nirK、nirS 型反硝化微生物的每种技术和方法都有其优势以及局限性，多种技术结

合势必会成为主流，也更有利于环境样品微生物群落结构多样性的分析。而且若以多种功能基因同时作

为标记物也一定能提高实验的准确性。在今后的发展中应该更注重反硝化功能基因的研究，为研发新技

术、提供新方法打下基础。采用各种技术相结合的手段，提高检测的灵敏度，尽可能避免环境因素对反

硝化功能基因的影响，才能对 nirK、nirS 型反硝化微生物有更深入的了解[5]。 

3.2. 施氮肥造成的环境问题及其研究方向  

长期施肥尤其是氮肥的大量投入会促进反硝化作用，提高了 N2O 的排放量。研究农田土壤施氮肥对反

硝化微生物群落结构和多样性的影响，有利于为农田可持续性发展提供重要的理论依据。要深入探讨农田反

硝化功能基因丰度及多样性与含氮气体排放的关系，还需要明确上述反硝化基因的丰度和表达特征。分离和

鉴定土壤中的优势反硝化功能菌为进一步开展节氮减排研究打下坚实的基础。目前的研究多局限于研究细菌

的反硝化作用，而古细菌和真菌也具有反硝化能力。因此，将来也可对古细菌和真菌开展研究。由于土壤细
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菌体内的反硝化功能基因不一定都表达。因此，可提取和纯化细菌的RNA，通过反转录将RNA转化成 cDNA，

利用相关分子生态技术研究土壤中能表达反硝化基因的微生物种类和数量，探讨反硝化基因的表达与施肥的

内在联系及耦合机制，这样才能更深入地了解施氮肥造成的环境问题，从而进行有效的治理。 
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