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摘要
!

探究氯化苦熏蒸对土壤反硝化作用的影响及机制"采用理化分析和
+FF.

方法分析了氯化苦熏蒸后土壤

反硝化及
$*&D

型反硝化细菌群落结构"不同浓度氯化苦熏蒸对土壤
$*&D

型反硝化细菌群落均匀度无影响!而对

$*&D

型反硝化细菌多样性和丰富度指数的影响为高浓度
&

中浓度
&

低浓度
&

对照"对土壤反硝化作用的影响表

现为!经
-""0

8

(

X

8

氯化苦熏蒸的土壤在培养初期&

"_

'反硝化率比对照降低
#";--e

!土壤反硝化作用被显著抑

制"

!

周后
%

种浓度氯化苦均抑制土壤反硝化作用!

H

周后土壤的反硝化作用缓慢恢复"

-""0

8

(

X

8

浓度氯化苦对

土壤反硝化强度的影响与
$*&D

型反硝化细菌群落结构变化不同!说明土壤反硝化作用的强弱并非完全决定于土壤

$*&D

型反硝化细菌"

关键词
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氯化苦$

!

土壤熏蒸剂$
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反硝化作用$
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土壤熏蒸技术主要用于防治土传性病害%可有

效控制农业生产中的病虫草害(用于土传病虫草害

防治的高效)广谱土壤熏蒸剂000溴甲烷%由于其对

臭氧层产生很大的破坏作用%危害地球表面的生态

环境%被1蒙特利尔议定书2列为受控物质%全世界在

!"#-

年全部淘汰!必要用途豁免除外"该药剂%因此
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卷第
'

期 燕平梅等#氯化苦熏蒸对土壤反硝化作用及
$*&D

型反硝化细菌群落结构的影响

需要寻找溴甲烷的替代品或替代技术(氯化苦等溴

甲烷的替代品作为防治土传病害的土壤消毒剂已有

大量研究和商业化应用&

#H

'

(有关溴甲烷替代品的

研究主要是针对其对病虫害及杂草的防治效果及对

环境的影响等&

-?

'

(熏蒸处理后%土壤中病原微生物

被抑制%但其他非目标微生物%如反硝化细菌的生长

也受到抑制&

$&

'

%导致反硝化活性显著低于对照土

壤&

#"

'

(但也有报道&

##

'认为%氯化苦和棉隆熏蒸显著

促进土壤反硝化作用(熏蒸剂对土壤反硝化作用影

响有不同的报道%目前从反硝化细菌的群落结构变

化探究氯化苦熏蒸与土壤反硝化作用关系及机制的

研究还未见报道(反硝化细菌不是分类学特定类

群%采用细菌
#'GM+WI

研究反硝化细菌群落有明

显缺陷&

#!

'

(而反硝化过程中的关键功能基因可用

于分析反硝化细菌群落结构(

$*&D

基因编码的亚

硝酸还原酶基因被用于不同生境下反硝化细菌群落

结构分析&

#%#-

'

(本试验从氯化苦熏蒸土壤中提取病

原微生物的总
+WI

%采用
$*&D/CDE/+FF.

方法研

究了氯化苦熏蒸对土壤中
$*&D

型反硝化细菌群落

结构影响及其与反硝化活性变化的关系(

!

!

材料和方法

!%!

!

土壤样品及土壤处理

土壤样品来自通州区黄瓜大棚土壤(土壤理化

性质为#铵态氮
?%;"#0

8

,

X

8

%硝态氮
!H&;H'0

8

,

X

8

%

有机质
%%;--

8

,

X

8

%速效钾
HH%;H-0

8

,

X

8

%有效磷

'-?;''0

8

,

X

8

%

L

O';$'

(土壤熏蒸剂是
&"e

氯化

苦液剂(

供试药剂与土壤处理#将土壤湿度调节到

#-e

%取
#X

8

土壤置于
#;-`

干燥器中(将氯化苦

液剂按
!"

)

#""

)

-""0

8

,

X

8

加到干燥器中的土壤中%

!-a

密闭熏蒸
?_

后敞气恒温避光培养(每处理重

复
%

次%以不熏蒸的土样为对照!

D(

"%分别于培养

"

)

#H

)

!$

)

-'

)

$H_

取样测定(

!%5

!

反硝化活性的测定和计算

土壤中加入一定量的硝酸盐%经厌氧培养后%测

定土壤硝酸根的消灭率%用以表示土壤的反硝化活

性的强度&

#'

'

(

!%6

!

土壤指标的测定

采用连续流动分析仪法!

VWN.FEÌ \454M1

Ì V̀IWD.VWGNE[R.WNG

"测定滤液中
WO

H

/W

和
W]

%

/W

含量&

#?

'

(

!%7

!

硝酸还原酶和亚硝酸还原酶活性测定

硝酸还原酶和亚硝酸还原酶活性采用比色

法&

$

%

#?

'测定(

!%8

!

+DXF"::=

方法

!;8;!

!

土壤微生物基因组
+WI

的提取与检测

按照
R]QV]

公司土壤
+WI

提取试剂盒的操

作步骤提取%以
!e

琼脂糖凝胶电泳检测(

!;8;5

!

CDE

扩增
$*&D

基因

以
D_%1\/FD\-Y/FN

!

D

,

F

"

IIDFN

!

D

,

F

"

IIFFI

!

I

,

F

"

ID

!

D

,

F

"

FF/%Y

和
E%<_-Y/FI

!

D

,

F

"

NNDFF

!

I

,

F

"

NF

!

D

,

F

"

FNDNNFI/%Y

为引物扩增
$*&D

基因&

#%

%

#$

'

(

CDE

扩增体系为#

#"c

CDE

缓冲溶液&

-""0063

,

`5M2:/OD3

!

L

O$g"

"%

";-

%

063

, 引̀物%

!-0063

,

`R

8

D3

!

'%

";!-0063

,

`

_WNC:

%

#;!-[;#

<

+WI

聚合酶(

CDE

反应条件为#

&-a

预变性
H027

$

&-a

变性
-":

%

-!a

退火
%":

%

?!a

延伸
-":

%

%-

次循环$

?!a

延伸
$027

(

CDE

扩增产

物为
?"'@

L

(

!;8;6

!

变性梯度凝胶电泳"

+FF.

#

变性剂梯度范围为
%"e

&

-"e

%聚丙烯酰胺凝

胶浓度为
?e

!变性剂为尿素
?063

,

`

和
H"e

的去

离子甲酰胺"(

!""S'"a

下电泳
->

(采用
G)QE

FMAA7

对凝胶进行染色(

!;8;7

!

+FF.

指纹图谱分析$群落结构计算和系统

学分析

!!

采用凝胶成像系统分析
+FF.

指纹图谱(计算

丰富度指数!

R1M

8

13AT

"

BdDb#

,

37E

%

D

为某一泳道

的总带数$

G>17767

多样性指数#

?db

-

!

$

*

,

E

"

37

!

$

*

,

E

"%

$

*

表示单一条带的峰面积%

E

为所有峰的

面积$均匀度指数!

.PA7A::

"#

Nd?

,

?

@#L

!其中
?

@#L

d37D

"

&

#&

'

%并据此分析反硝化细菌群落结构(

!;8;8

!

$*&D

基因序列的鉴别和系统发育分析

将所测阳性转化克隆菌
$*&D

基因序列用

+WIRIW

!

SAM:267H;"

"软件去除两端的载体序

列$用
DO.D(DO.R.EI

程序检测人工嵌合序列

并剔除%得到
$*&D

序列(用
Q̀ IGN

程序在
FA7Q17X

中搜索相似序列%用
+WIRIW

!

SAM:267-g"

"进行比

对和系统发育分析(

5

!

结果与分析

5%!

!

氯化苦熏蒸土壤的反硝化作用

以
!"0

8

,

X

8

!低浓度")

#""0

8

,

X

8

!中浓度")

-

&"!

-



!"#&

-""0

8

,

X

8

!高浓度"

&"e

氯化苦液剂处理土壤%于

处理后的
"_

及培养
#H

)

!$

)

-'

)

$H_

测定土壤反硝

化率%结果见图
#

(熏蒸剂处理不同时间对土壤反

硝化作用的影响不同%处理后
"_

高浓度!

-""0

8

,

X

8

"处理反硝化率为
??;-?e

%显著低于低)中浓度

处理土样及对照!

$';?!e

"!

!

$

";"-

"%比对照减低

了
#";--e

(低)中浓度氯化苦处理土样之间及与对

照土样无显著差异!

!

&

";"-

"(熏蒸后培养
#H_

%低)

中)高浓度处理均显著低于对照土样!

!

$

"g"-

"%而

%

种浓度处理之间无显著差异(熏蒸培养
!$

)

-'

)

$H_

%

%

种浓度氯化苦!低)中)高"熏蒸的土样的反硝

化率无显著差异!

!

&

";"-

"$其与对照!未熏蒸土

样"土样无显著差异!

!

&

";"-

"(试验结果说明土

壤反硝化作用对氯化苦熏蒸敏感%刚熏蒸后就表现

出高浓度氯化苦抑制土壤反硝化作用$

!

周后三种

浓度氯化苦均抑制土壤反硝化作用$

H

周后土壤的

反硝化作用自然恢复(

图
!

!

不同浓度氯化苦熏蒸土壤反硝化作用的变化

;-

<

%!

!

D4'2

<

*/@A/@-)1*2-3,-A-B'3-@2I-341-AA*,*23

B@2B*23,'3-@2/@AB4)@,@
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-B,-2A0.-

<
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!

氯化苦熏蒸土壤硝酸还原酶和亚硝酸还原酶

活性的变化

!!

氯化苦熏蒸土壤硝酸还原酶活性的变化如图
!

所示%培养不同时间土壤硝酸还原酶活性不同%熏蒸

后
"_

与
#H

)

!$

)

-'_

低)中)高浓度氯化苦熏蒸的土

样之间无显著差异!

!

&

";"-

"$其与对照!未熏蒸土

样"土样无显著差异!

!

&

";"-

"(熏蒸培养
$H_

高)

中)低浓度氯化苦处理土样硝酸还原酶活性显著低

于对照土样!

!

$

";"-

"$而低)中)高浓度氯化苦处

理土样之间无显著差异!

!

&

";"-

"(说明氯化苦熏

蒸后在土样培养的后期!

$H_

"抑制土样硝酸还原酶

活性%且不同浓度之间无显著差异(

不同浓度氯化苦熏蒸对土壤亚硝酸还原酶活性

的影响见图
%

%处理后
"_

%高浓度!

-""0

8

,

X

8

"处理

显著低于对照土样!

!

$

";"-

"%高)中)低浓度氯化

苦处理土样之间无显著差异!

!

&

";"-

"%中)低浓度

氯化苦处理与对照土样无显著差异!

!

&

";"-

"(熏

蒸后培养
#H_

%低)中浓度处理土壤亚硝酸还原酶活

性均显著低于对照土样!

!

$

";"-

"%而高浓度处理

与对照之间无显著差异!

!

&

";"-

"(熏蒸培养
!$_

%

低浓度处理显著低于对照土样!

!

$

";"-

"%而中)高

浓度处理与对照之间无显著差异!

!

&

";"-

"(

-'_

)

$H_

%三种浓度氯化苦!低)中)高"熏蒸的土样土壤

亚硝酸还原酶活性无显著差异!

!

&

";"-

"$其与对

照土样无显著差异!

!

&

";"-

"(试验结果表明%高

浓度氯化苦熏蒸后%土壤亚硝酸还原酶活性被抑制$

而
$

周后土壤的亚硝酸还原酶活性恢复(

图
5

!

不同浓度氯化苦熏蒸对土壤硝酸还原酶活性的影响

;-

<

%5

!

=AA*B3/@A1-AA*,*23B@2B*23,'3-@2/@AB4)@,@

?

-B,-2

A0.-

<

'3-@2@234*'B3-J-3

C

@A2-3,'3*,*10B3'/*-2/@-)

图
6

!

不同浓度氯化苦熏蒸对土壤亚硝酸还原酶活性的影响

;-

<

%6

!

=AA*B3/@A1-AA*,*23B@2B*23,'3-@2/@AB4)@,@

?

-B,-2

A0.-

<

'3-@2@234*'B3-J-3

C

@A2-3,-3*,*10B3'/*-2/@-)

5%6

!

氯化苦熏蒸土壤
L[

7

FL

#

L#

6

FL

含量的变化

不同浓度氯化苦熏蒸对土壤
WO

H

/W

含量的影

-

"#!

-
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卷第
'

期 燕平梅等#氯化苦熏蒸对土壤反硝化作用及
$*&D

型反硝化细菌群落结构的影响

响见图
H

(熏蒸后%培养
"_

和
#H_

%低)中)高浓度

氯化苦处理土样之间及与对照土样
WO

H

/W

含量无

显著差异!

!

&

";"-

"(培养
!$_

%低浓度氯化苦熏

蒸处理
WO

H

/W

含量显著低于中)高浓度氯化苦熏蒸

处理和对照土样!

!

$

";"-

"(培养
-'_

%中浓度处

理
WO

H

/W

含量显著低于对照!

!

$

"g"-

"%而高)低

浓度处理土样与对照无显著差异!

!

&

"g"-

"(培养

$H_

%低%中)高浓度处理
WO

H

/W

含量显著低于对照

!

!

$

";"-

"%低浓度处理显著低于中)高浓度处理!

!

$

";"-

"%而中)高浓度处理无显著差异!

!

&

";"-

"(

试验结果说明氯化苦熏蒸对土壤
WO

H

/W

含量的影

响发生在培养的后期!

!$_

后"%且不同浓度的影响

不同(

图
7

!

不同浓度氯化苦熏蒸土壤
L[

7

FL

含量的变化

;-

<

%7

!

D4'2

<

*@AL[

7

FLB@23*23-2/@-)3,*'3*1(

C

1-AA*,*23B@2B*23,'3-@2/@AB4)@,@

?

-B,-2A0.-

<

'3-@2

氯化苦熏蒸对土壤
W]

%

/W

含量的影响如图
-

%熏

蒸后
"_

及培养
#H

)

!$_

%低)中)高浓度氯化苦熏蒸

的土样无显著差异!

!

&

";"-

"$其与对照!未熏蒸土

样"土样也无显著差异!

!

&

";"-

"(熏蒸后培养
-'

_

%中浓度处理
W]

%

/W

含量显著低于对照及高)低浓

度处理!

!

$

";"-

"%而高)低浓度处理与对照无显著

差异!

!

&

";"-

"(培养
$H_

%低浓度氯化苦熏蒸处

理与对照无显著差异!

!

&

"g"-

"%高)中浓度氯化苦

熏蒸处理显著高于对照!

!

$

";"-

"%低浓度氯化苦

熏蒸处理显著低于高)中浓度处理!

!

$

";"-

"(说

明高)中浓度氯化苦熏蒸对土壤
W]

%

/W

含量有

影响(

5%7

!

+DXF"::=

方法分析氯化苦熏蒸土样
2.+6

型

反硝化细菌群落结构

5;7;!

!

氯化苦熏蒸土壤样品
$*&D

型反硝化型细菌

的
+FF.

指纹分析

!!

不同浓度氯化苦熏蒸土样培养不同时间后%土

样
$*&D

型反硝化基因的
+FF.

图谱结果见图
'

(

不同泳道上有一些共同的
+WI

条带%且其中有一

条泳带在不同样品中迁移率一致%说明不同浓度氯

化苦熏蒸处理间以及和对照土壤间存在相同的反硝

化细菌类群%

+WI

条带信号强度不同说明不同浓

度氯化苦熏蒸对土样反硝化细菌丰富性影响不同(

各个土样的扩增产物经
+FF.

电泳区分条带数目)

迁移率差别很小%说明土样反硝化细菌类群相似(

回收图
'

中
#

)

!

)

%

号电泳条带%经测序鉴定为均

[7<4354MA__A725M2T

9

27

8

@1<5AM240

!表
#

"%系统发育

关系结果见图
?

%

#

号和
%

号条带回收产物的同源关

系较近%和
!

号条带同源关系较远(

图
8

!

不同浓度氯化苦熏蒸后土壤
L#

6

FL

含量的变化

;-

<

%8

!

D4'2

<

*@AL#

6

FLB@23*23-2/@-)3,*'3*1(

C

1-AA*,*23B@2B*23,'3-@2/@AB4)@,@

?

-B,-2A0.-

<

'3-@2

表
!

!

2.+6F+DXF"::=

片段测序分析结果

&'()*!

!

G*

\

0*2B-2

<

'2')

C

/-/@A2.+6F+DXF"::=('21/

电泳

条带

Q17_:

FA7Q17X

登录号

FA7Q17X

1<<A::26776;

测序菌种与
WDQV

序列同源性高的菌种

N>A:5M1276M<367AJ25>5>A>2

8

>A:5

2_A7525

9

J25>5>15TM60WDQV

# O*$$!-$';# [7<4354MA__A725M2T

9

27

8

@1<5AM240<367AG#/'&

! O*$$!--!;# [7<4354MA__A725M2T

9

27

8

@1<5AM240<367AG#/'#

% O*$$!-$';# [7<4354MA__A725M2T

9

27

8

@1<5AM240<367AG#/'&

5;7;5

!

氯化苦熏蒸剂处理土壤
$*&D

型反硝化细菌

群落结构分析

!!

物种多样性指数是应用数学的方法来度量组成

群落的物种种类数)个体总数以及各种群均匀程度

等
%

个方面的数量指标%从而表明群落的组织结构

水平及其生态学特征&

#&

'

(多样性指数!

?

"%均匀度

!

N

"和丰富度!

B

"分别从不同角度反映群落结构特

征%它们可以反映群落类型的不同%群落结构的差

异%群落演替的动态变化(

-

##!

-



!"#&

&"e

氯化苦液剂
%

种浓度熏蒸土样的多样性

指数!

?

"随熏蒸后培养时间不同表现不同!表

!

"(熏蒸后
"_

和
#H_

%

?

表现为
-""0

8

,

X

8&

!"0

8

,

X

8&

D(

&

#""0

8

,

X

8

$熏蒸后
!$_

%

?

表

现为
!"0

8

,

X

8&

-""0

8

,

X

8&

#""0

8

,

X

8&

D(

$熏蒸

后
-'_

和
$H_

%

?

表现为
-""0

8

,

X

8&

#""0

8

,

X

8&

!"0

8

,

X

8&

D(

(

&"e

氯化苦液剂
%

种浓度熏蒸后的土样和对照

土样的均匀度指数!

N

"相近!表
!

"%表明氯化苦熏蒸

不会影响
$*&D

型反硝化细菌群落的均匀度(

&"e

氯化苦液剂
%

种浓度熏蒸后土样的丰

富度指数!

B

"随熏蒸后培养时间不同表现不同

!表
!

"(熏蒸后
"_

%

B

表现为
-""0

8

,

X

8&

D(

&

!"0

8

,

X

8&

#""0

8

,

X

8

$熏蒸后
#H_

%

B

表现为

-""0

8

,

X

8&

!"0

8

,

X

8&

D(

&

#""0

8

,

X

8

$熏蒸后

!$_

%

B

表现为
!"0

8

,

X

8&

-""0

8

,

X

8&

#""0

8

,

X

8&

D(

$熏蒸后
-'_

%

B

表现为
#""0

8

,

X

8&

!"0

8

,

X

8&

-""0

8

,

X

8&

D(

$熏蒸后
$H_

%

B

表现为
#""0

8

,

X

8

d

-""0

8

,

X

8&

!"0

8

,

X

8&

D(

(熏蒸后
!$

&

$H_

%

经氯化苦熏蒸土壤丰富度指数!

B

"均大于对照

!

D(

"%说明说明
!"0

8

,

X

8

)

#""0

8

,

X

8

和
-""0

8

,

X

8

氯化苦可诱导新类型
$*&D

型反硝化细菌的大量

产生(

表
5

!

氯化苦反硝化细菌生态指数!

&

&'()*5

!

=B@)@

<

-B')-21*>@A2.+63

C?

*@A1*2-3,-A

C

-2

<

('B3*,-'-234*/@-)A0.-

<

'3*1I-34B4)@,@

?

-B,-2

熏蒸后

培养时间,
_

N20A1T5AM

T402

8

15267

氯化苦熏蒸

浓度,
0

8

-

X

8

b#

D67<A75M152676T

<>36M6

L

2<M27

多样性

指数!

?

"

G>17767

27_AU

均匀

度!

N

"

.PA7A::

27_AU

丰富

度!

B

"

R1M

8

13AT

27_AU

" !" #;%$?@ ";&-&1 !?;$"H<

#"" #;!"H_ ";&-&1 #?;?$$_

-"" #;H"&1 ";&%'1 %#;$"&1

D( #;%H"< ";&#'1 !$;$"%@

#H !" #;%"#@ ";&H%1 !%;?&'@

#"" ";?!&_ ";?'H1 $;?$!_

-"" #;%'"1 ";&'#1 !-;$"%1

D( #;#'-< ";&H?1 #';$"H<

!$ !" #;%#"1 ";&-"1 !%;?&?1

#"" #;#-#< ";&""1 #$;$""<

-"" #;!#&@ ";$&-1 !!;$"H@

D( #;"$?_ ";&"%1 #-;?&$_

-' !" #;%H!< ";&H&1 !-;?&$@

#"" #;%'%@ ";&-!1 !';$"-1

-"" #;%?'1 ";&--1 #';?&#<

D( ";&H%_ ";&H%1 &;?$$_

$H !" #;#$%< ";&!-1 #$;$"!@

#"" #;%!$@ ";&'!1 !%;?&&1

-"" #;%&#1 ";&%-1 !%;?&$1

D( ";&!?_ ";&?#1 $;?$'<

!

#

"表中数据为平均值%数据后不同字母表示同一时间不同氯化苦

浓度处理差异显著!

!

$

";"-

"(

+151275>A51@3A1MA5>A0A17P134A;+2TTAMA75:01333A55AM27

:10A27<4@15267520A27_2<15A:2

8

72T2<175_2TTAMA7<A1067

8

_2T/

TAMA75<67<A75M152675MA150A756T<>36M6

L

2<M27

!

!

$

";"-

"

;

图
9

!

氯化苦熏蒸土壤
2.+6

型反硝化细菌的
"::=

结果

;-

<

%9

!

X*/0)3/@A"::='2')

C

/-/@A2.+6F1*2-3,-A

C

-2

<

('B3*,-'-2/@-)'A3*,B4)@,@

?

-B,-2A0.-

<

'3-@2

-

!#!

-
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卷第
'

期 燕平梅等#氯化苦熏蒸对土壤反硝化作用及
$*&D

型反硝化细菌群落结构的影响

图
K

!

氯化苦熏蒸土壤
2.+6

基因序列与其他已知
2.+6

序列的系统发育树

;-

<

%K

!

+4

C

)@

<

*2*3-B3,**('/*1@234*2.+6/*

\

0*2B*/@,-

<

-2'3*1A,@.34*/@-)A0.-

<

'3*1I-34

B4)@,@

?

-B,-2'21@34*,E2@I22.+6/*

\

0*2B*/

6

!

讨论

参与土壤生物反硝化的主要生物酶有硝酸盐

还原酶!基因#

$#&=

")亚硝酸盐还原酶!基因#

$*&D

)

$*&V

"(本研究中硝酸还原酶在熏蒸后
#!

周受到

抑制%

!

周后
!"

)

#""

)

-""0

8

,

X

8

浓度氯化苦均抑

制土壤反硝化作用(氯化苦抑制硝酸还原酶与抑

制反硝化作用时间不一致%表明反硝化过程中硝酸

还原酶的催化作用不起主要作用%而亚硝酸还原酶

是反硝化作用的关键酶(编码反硝化细菌的亚硝

酸还原酶基因有
$*&D

和
$*&V

&

!"

'

%且广泛存在于土

壤反硝化细菌中&

!#!!

'

(从本试验结果可知高浓度

氯化苦熏蒸增加了
$*&G

型反硝化细菌的种类和丰

富性%由此推断氯化苦应促进反硝化作用%但是本

试验结果表明高浓度氯化苦抑制土壤反硝化作用%

说明了
$*&D

型反硝化细菌在土壤反硝化作用中不

起主要作用%有可能是
$*&V

型反硝化细菌在土壤

反硝化作用中起主要作用(该推断尚有待于进一

步的研究(
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