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研究报告 

硫化物抑制潮土反硝化过程中氧化亚氮还原的菌群机制 

隋维康  李冀  吴晓刚  吴巧玉  马怡茗  张馨玉  张晓君* 
上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200240 

摘  要：【背景】土壤中的反硝化作用形成气态产物 N2O 和 N2，会导致氮素的气态损失，并造成温

室效应。硫化物对土壤的 N2O 还原具有抑制作用，但其对菌群和功能基因的影响机制还不清楚。【目

的】研究有无外加碳源情况下，硫化物对反硝化作用中间产物(NO、N2O)的积累、反硝化功能基因

(narG、nirS、nirK 和 nosZ)表达量以及菌群结构的影响。【方法】分别设置不同量葡萄糖(0 和          

1 000 mg-C/kg 干重土壤)和硫化钠(0 和 150 mg-S/kg 干重土壤)添加的交叉处理，进行室内微宇宙培

养实验，利用自动化培养与实时气体检测系统检测培养过程中 NO、N2O 和 N2 的积累量，通过反转

录定量 PCR 测定反硝化功能基因表达量，利用 MiSeq 技术平台基于 16S rRNA 基因序列的高通量测

序分析样品的菌群结构。【结果】硫化钠的添加显著抑制 N2O 还原，但是其对于 N2O 积累量没有显

著影响，却显著降低了 NO 的积累量。硫化钠的添加短时间内在转录水平上显著抑制 N2O 还原酶的

活性，并且抑制固氮弧菌属(Azoarcus)、微枝形杆菌属(Microvirga)、剑菌属(Ensifer)、氮氢单胞菌属

(Azohydromonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、斯科曼氏球菌属(Skermanella)、申氏杆菌属(Shinella)和西

索恩氏菌属(Chthoniobacter)的基因转录，降低它们的转录本丰度，结合 Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes (KEGG)数据库的查询结果，发现硫化钠的添加抑制了不产生 N2O 的 N2O 还原反硝化

细菌的生长。【结论】堆肥或其他原因引起的土壤硫化物增加，导致反硝化过程 N2O 还原被抑制的

原因是由于其对氧化亚氮基因转录的抑制和对不同反硝化菌的选择作用，研究结果有助于认识硫化

物对氮代谢影响的微生物机制。 
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Microbial mechanism of sulfide inhibiting N2O reduction during 
denitrification in fluvo-aquic soil 
SUI Wei-Kang  LI Ji  WU Xiao-Gang  WU Qiao-Yu  MA Yi-Ming  ZHANG Xin-Yu   
ZHANG Xiao-Jun* 

State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, 
Shanghai 200240, China 

Abstract: [Background] The products of denitrification are N2O and N2, thus it causes nitrogen loss and 
increases greenhouse effect. Sulfide has a significant inhibitory effect on N2O reduction, however, the 
effect of sulfide on denitrifying bacteria and functional genes of denitrification are unclear. [Objective] To 



隋维康等: 硫化物抑制潮土反硝化过程中氧化亚氮还原的菌群机制 3115 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

study the effect of sulfide on the accumulation of intermediate products of denitrification (NO and N2O), 
transcription of functional gene of denitrification (narG, nirS, nirK and nosZ) as well as the structure of 
the microbial community structure in soil amended with or without carbon source. [Methods] Different 
levels of sodium sulfide (0 and 150 mg-S/kg-soil) combined different levels of glucose (0 and          
1 000 mg-C/kg-soil) were set up in soil microcosms experiment. Robotized incubation system was used to 
monitor the amount of NO, N2O and N2 accumulated during the incubation, and quantitative reverse 
transcription PCR (RT-qPCR) was used to quantify the transcriptions of functional gene of denitrification 
(narG, nirS, nirK and nosZ) as well as the MiSeq technology platform based on 16S rRNA gene 
high-throughput sequencing was used to analyze microbial community structure. [Results] The addition of 
sodium sulfide significant inhibited the reduction of N2O, but it had no significant effect on the 
accumulated N2O. And the addition of sodium sulfide significantly reduced the accumulated NO. Sodium 
sulfide addition significantly inhibited the activity of N2O reductase at a transcription level in a short time. 
Sodium sulfide addition inhibited the transcription of Azoarcus, Microvirga, Ensifer, Azohydromonas, 
Bacillus, Skermanella, Shinella, and Chthoniobacte. According to the query results of the Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database, the addition of sodium sulfide inhibited the 
growth of N2O reducing denitrifying bacteria that cannot produce N2O. [Conclusion] The increase of soil 
sulfide caused by compost or other reasons leads to the inhibition of N2O reduction in denitrification 
process, which is due to the inhibition of nitrous oxide gene transcription and the selection impact of 
denitrifying bacteria. This study would be helpful to understand the microbial mechanism of the impact of 
sulfide on nitrogen metabolism. 

Keywords: Sulfide, Denitrification, N2O reduction, Microbial community structure, Fluvo-aquic soil 

反硝化作用是重要的土壤氮循环途径，其代

谢途径为 NO3
−→NO2

−→NO→N2O→N2，每一步的

功能基因分别为 narG/napA、nirS/nirK、norB 和

nosZ[1]。在土壤生态系统中，反硝化的发生会导致

土壤氮素的损失。不同的微生物带有部分或全部

这些功能基因，因此，并不是所有反硝化细菌都

能够进行 N2O 还原[2]，从而造成反硝化中间产物

N2O 的积累。N2O 是一种重要的温室气体，其温室

效应是 CO2 的 265 倍[3]，会引起臭氧层空洞[4]，具

有较大的环境危害性。 

碳氮比[5]、pH[6-7]、碳源[8-9]、温度[10-11]和硫化

物[12-14]是影响 N2O 还原的重要因子。在这些因子

中，硫化物的影响逐渐受到关注，硫化物是指含

硫(−2 价态)化合物。有些农田会使用垃圾堆肥的方

式来增加土壤肥力[15-17]，而垃圾堆肥可能产生硫

化物。Yang 等的研究表明，废蔬菜和农作物残渣

的厌氧消化可以最高产生 1.6 mg/L 的 H2S
[18]，造

纸厂、堆填区和药厂的废物废水中也检测发现有

硫化物[19-21]，某些工业废水中硫化物的浓度高达

100 mg/L[22]。另外，农田使用的高蛋白的绿肥，

比如紫云英、苜蓿之类[23-25]，分解也能产生硫化

物[26-27]。硫化物可以抑制微生物活动[28]，可能造

成菌群的改变。本研究所用土壤的采集地——上

庄定点实验田(39°48′N，116°28′E)的部分地块土壤

就是使用生活垃圾堆肥来提高土壤肥力[29]。 

Tam 等研究发现硫化物可以抑制反硝化中 N2O

的还原[30]。Brunet 等的研究表明在厌氧淡水沉积

物中，硫化物可以通过抑制 N2O 还原进而抑制反

硝化作用[12]。Lu 等的研究表明硫化物对于硝酸盐

异化还原为铵途径(dissimilatory nitrate reduction to 

ammonium，DNRA)有促进作用，硫化物通过抑制

N2O 还原进而抑制了反硝化作用，并减少了反硝化

作用与 DNRA 竞争相同底物(NO3
−)的能力 [31]。

Caffrey 等发现丹麦罗斯基勒峡湾的反硝化细菌在

暴露于短暂的硫化物之后，反硝化作用就会受到

抑制[32]。这些研究只报道了硫化物对于反硝化代

谢途径的影响，但是关于反硝化菌群和功能基因

的变化尚不清楚。另外，垃圾堆肥可能产生的硫

化物对于 N2O 排放的影响也未被充足重视。硫氧

化细菌(sulfur oxidizing bacteria，SOB)被报道可以
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与反硝化细菌相互作用，影响反硝化细菌菌群结

构[33]。通过分析微生物菌群结构的变化，研究硫

化物抑制菌群的 N2O 代谢特点，从菌群角度分析

硫化物对于 N2O 还原的抑制作用。 

为了揭示短期暴露于硫化物压力下的反硝化

功能基因和菌群在转录水平上的响应，本研究使

用上庄试验田的华北潮土为研究对象，设置两种

硫化钠添加浓度(0、150 mg-S/kg 干重土壤)和两种

葡萄糖添加浓度(0、1 000 mg-C/kg 干重土壤)的交

叉实验组，使用自动化培养与实时气体检测系统

(robotized incubation system，robot system)[34]检测

培养期间 N2O、NO 和 N2 的积累量。通过反转录定

量 PCR (RT-qPCR)测定不同处理下土壤反硝化功能

基因(narG、nirS、nirK 和 nosZ)的表达量，并利用

MiSeq 技术平台基于 16S rRNA 基因序列的高通量

测序数据对不同处理土壤的菌群结构差异进行分

析，在此基础上分析硫化物抑制 N2O 还原的微生

物学机制。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

硫化钠(Na2S·9H2O)，阿拉丁试剂(上海)有限

公司；葡萄糖、硝酸钾、氯化铵，国药集团化学

试剂有限公司；99.9%的 N2O 气体，上海伟创标准

气体分析技术有限公司；土壤总 RNA 提取试剂盒

(RNeasy® PowerSoil® Total RNA Kit)、基因组 DNA

消化试剂盒(DNase Max® Kit)、RNA 纯化试剂盒

(RNeasy® PowerClean® Pro Cleanup Kit)，Qiagen 公

司 ； RNA 反 转 录 试 剂 盒 (SuperScript® III 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR Kit)，

Invitrogen 公司；iQ TM SYBR® Green SuperMix，

Bio-Rad 公司；MiSeq Reagent Kit V3，Illumina 公

司；引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司进

行合成。 

真空氦气清洗系统，上海金城公司；120 mL

顶空培养瓶，上海安谱实验科技股份有限公司；

普通 PCR 仪，Applied Biosystems 公司；荧光定量

PCR 仪，Roche 公司；MiSeq 测序系统，Illumina

公司。 

1.2  土壤采集 

土壤采自华北平原的中国农业大学上庄长期

定点试验点(39°48′N，116°28′E)，该试验田开始于

2006 年 10 月，种植模式为华北平原典型的冬小麦-

夏玉米的轮作[35]。采集土壤的施肥方式是优化施

肥，优化施肥的施氮量=氮素供应目标值–土壤

NO3
−-N 测试值[29]。土壤样品采集于 2019 年 2 月，

采用 5 点混合取样法采集 0−20 cm 土壤，采集之后

4 °C 运输至实验室，然后将土壤过 0.2 mm 网筛后

避光保存在 4 °C，尽快进行培养实验。 

1.3  土壤培养与气体测定 

15 瓶顶空培养瓶中加入干重为 10 g 的土壤，

加盖橡胶垫和铝盖封口，使用真空氦气清洗系统

将培养瓶的顶空气体置换为氦气，然后在 25 °C 避

光预培养 7 d。随机取 3 瓶样本保存在−80 °C，作

为培养起点样本(编号为 Y)。剩余培养瓶随机分为

4 组，分别为不添加硫化钠和葡萄糖组(CK)、添加

硫化钠组(S)、添加葡萄糖组(C)、同时添加硫化钠

和葡萄糖组(C+S)。硫化钠和葡萄糖的添加浓度分

别为 150 mg-S/kg 干重土壤和 1 000 mg-C/kg 干重 

土壤。首先加入 60 mg-N/kg 干重土壤的 NO3
−和   

10 mg-N/kg 干重土壤 NH4
+，NH4

+的加入是为了抑

制反硝化底物 NO3
−被土壤微生物同化[31]。再加入

处理所需要的硫化钠和葡萄糖。最后加入无菌去

离子水使土壤的含水量达到 70%土壤持水量(water 

holding capacity，WHC)。使用真空氦气清洗系统

将培养瓶的顶空气体置换为氦气，之后在 25 °C 避

光培养 12 h，期间通过 Robot system[34]检测培养瓶

中的 N2O、NO、N2 的含量。培养结束后的样本保

存在−80 °C，用于后续菌群分析。 

N2O 指数的计算参照文献[36]，其值等于 12 h

内 N2O 变化曲线下累计面积与(N2O 变化曲线下累

计面积+NO 变化曲线下累计面积+N2 变化曲线下累

计面积)的比值。 
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1.4  硫化钠对于 N2O 还原的影响 

6 瓶土壤如 1.3 所述进行预培养操作，预培养

结束后将 6 瓶土壤随机分为两组，分别编号为 CR

和(C+S)R。两组都加入 10 mg-N/kg 干重土壤的

NH4
+以及 1 000 mg-C/kg 干重土壤的葡萄糖，之后

(C+S)R 加入 150 mg-S/kg 干重土壤的硫化钠。之后

两组都加入无菌去离子水使土壤的含水量达到

70% WHC。使用真空氦气清洗系统将培养瓶的顶

空气体置换为氦气，之后通过气密针和无菌气密

三通阀向每个瓶子中加入 5 mL 99.9%的 N2O 气

体，然后在 25 °C 避光进行培养，期间通过 Robot 

system[34]检测顶空瓶中的 N2O 含量，直至 N2O 含

量低于 Robot system 的检测下限。 

1.5  土壤 RNA 的提取 

分别取约 2 g Y、CK、S、C、C+S 组样本土壤

以 RNeasy® PowerSoil® Total RNA Kit 进行 RNA 的

提取，提取物中 DNA 通过 DNase Max® Kit 消化。

消化效果使用 16S rRNA 基因全长引物 27f/1492r[37]

进行检验，如果 PCR 扩增无可见条带，再使用

RNeasy® PowerClean® Pro Cleanup Kit 对提取的

RNA 进行纯化去除 PCR 抑制物。PCR 反应体系和

反应条件参照文献[38]，引物序列见表 1。最后使

用 SuperScript® III First-Strand Synthesis System for 

RT-PCR Kit 将纯化之后的 RNA 反转录为 cDNA。 

1.6  反硝化功能基因表达量的定量分析 

以上述 cDNA 为模板，通过定量 PCR 对反硝

化功能基因(narG、nirS、nirK 和 nosZ)以及 16S 

rRNA 基因进行定量。16S rRNA、narG、nirS、

nirK 和 nosZ 基 因 的 PCR 扩 增 引 物 分 别 为

Uni331F/Uni797R[39]、narG-f/r[40]、Cd3aF/R3 cd[41]、

nirK1040/F1aCu[42-43]和 nosZ-2f/2r[44]，引物序列见

表 1。定量 PCR 的反应体系：iQ TM SYBR® Green 

SuperMix 10 μL，Primer F (10 μmol/L) 1 μL，

Primer R (10 μmol/L) 1 μL，模板 2 μL，无菌水   

6 μL。标准质粒的构建和定量 PCR 反应条件参照

文献[35]，标准质粒浓度为 102−108 copies/μL。16S 

rRNA、narG、nirS、nirK 和 nosZ 的扩增效率分别为

78%、97%、81%、88%、92%，R2 均在 0.99 以上。 

1.7  土壤菌群 16S rRNA 基因高通量测序分析 

以上述的 cDNA 为模板构建 16S rRNA 基因

V3−V4 区的测序文库，具体步骤参照文献[45]。构

建好的测序文库在 MiSeq 测序系统使用 MiSeq 

Reagent Kit V3 进行高通量测序。序列比对、序列

聚类和 ASV 划分具体步骤参照文献[45-46]。主成

分分析(principal component analysis，PCA)和多元

方差分析(multivariate analysis of variance，

MANOVA)是基于 Bray-Curtis 距离。使用 LEfSe 

(http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/)挑选在不

同处理中的差异 ASV (LDA=2.0)[47]，并制作差异

ASV 的热图以及差异 ASV 与 N2O 指数的 Spearman

相关矩阵图，使用 Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG，https://www.kegg.jp/)数据库查询 
 

表 1  普通 PCR 和反转录定量 PCR 使用的引物 
Table 1   Primer set of regular PCR and RT-qPCR 
目标基因 

Target gene 

引物 

Primer 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

片段长度 

Size (bp) 

16S rRNA 27f/1492r[37] 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

~1 500 

16S rRNA Uni331F/Uni797R[39] 
TCCTACGGGAGGCAGCAGT 
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 

466 

narG narG-f/r[40] 
TCGCCSATYCCGGCSATGTC 
GAGTTGTACCAGTCRGCSGAYTCSG 

173 

nirS Cd3aF/R3 cd[41] 
AACGYSAAGGARACSGG 
GASTTCGGRTGSGTCTTSAYGAA 

425 

nirK nirK1040/F1aCu[42-43] 
GCCTCGATCAGRTTRTGGTT 
ATCATGGTSCTGCCGCG 

473 

nosZ nosZ-2f/2r[44] 
CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT 
CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA 

267 
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与 N2O 指数有显著关系的差异 ASV 所在属的反硝

化代谢通路。 

1.8  统计分析 

以 One-way ANOVA 和 Fisher’s LSD test 

(Graphpad Prism 8)比较不同处理中 NO、N2O 积累

量，N2O 指数以及 16S rRNA 基因和反硝化功能基

因表达量的差异。以 MANOVA 比较不同处理的菌

群结构的差异显著性。以 Spearman 相关关系矩阵

分析差异 ASV 与 N2O 指数的相关关系。 

2  结果与分析 

2.1  硫化钠对 N2O 指数的影响 

硫化钠的添加显著降低 NO 积累量，但是对

于 N2O 积累量没有显著影响(图 1A 和 B)。硫化物

的添加显著增加 N2O 指数(图 1C)。葡萄糖的添加

对于 N2O 指数没有显著影响(图 1C)，但是可以显

著增加 N2O 积累量(图 1B)。在没有硫化钠添加的

情况下，葡萄糖的添加才会显著增加 NO 积累量

(图 1A)。 

2.2  硫化钠对 N2O 还原的影响 

在没有硫化钠添加的 CR 组和有硫化钠添加的

(C+S)R 组土壤的培养实验中，培养瓶顶空添加的  

5 mL N2O (约为 300 μmol-N/vial)被还原到低于

Robot system 的检测下限，需要的时间分别为

113±12 h 和 146±14 h (图 2)。 

 

 
 

图 1  厌氧培养过程的反硝化中间气体积累量 
Figure 1  Accumulation of intermediate gas products of denitrification during anaerobic cultivation 

注：A：NO 积累量；B：N2O 积累量；C：N2O 指数. 数据以平均数±SEM 的形式展示. One-way ANOVA 和 Fisher LSD’s post hoc test

被用来进行不同组的结果的比较. *：P<0.05；**：P<0.01；****：P<0.000 1. 
Note: A: Accumulation of NO generated; B: Accumulation of N2O generated; C: N2O index. Bars represent means±SEM. One-way ANOVA 
with Fisher LSD’s post hoc test was used for comparisons. *: P<0.05; **: P<0.01; ****: P<0.000 1. 
 

 
 

图 2  硫化钠的添加抑制 N2O 还原 
Figure 2  Sodium sulfide addition inhibited N2O reduction 

注：数据以平均数±SEM 的形式展示. 
Note: Bars represent means±SEM.  

2.3  反硝化作用功能基因定量 

反硝化功能基因的表达量按照其占 16S rRNA

基因表达量的比例进行了标准化处理(图 3A−C)。

不同处理组的样品经过厌氧培养后，16S rRNA 基

因表达量以及标准化的反硝化功能基因表达量均

显著高于未培养样品的表达量(图 3A−D)。葡萄糖

的添加显著增加 16S rRNA 基因表达量(图 3D)，但

是对于标准化的反硝化功能基因表达量没有显著

影响(图 3A−C)。硫化钠的添加对于 16S rRNA 基因

表达量以及标准化的 narG、nir 基因表达量没有显

著影响(图 3A、B、D)，但是显著降低了标准化的

nosZ 基因表达量(图 3C)。 
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图 3  16S rRNA 基因和反硝化功能基因表达量的定量 
Figure 3  Quantification of transcription of 16S rRNA gene and functional gene of denitrificaiton 

注：A：narG 基因表达量/16S rRNA 基因表达量；B：nir 基因表达量/16S rRNA 基因表达量；C：nosZ 基因表达量/16S rRNA 基因

表达量; D：16S rRNA 基因表达量. ns：没有显著差异；nd：基因表达量的检测结果为阴性. One-way ANOVA 和 Fisher LSD’s post hoc 

test 被用来进行不同组的结果的比较. 数据以平均数±SEM 的形式展示. *：P<0.05；**：P<0.01；****：P<0.000 1. 
Note: A: The ratio of transcription of narG to that of 16S rRNA gene; B: The ratio of transcription of nir to that of 16S rRNA gene; C: The ratio of 
transcription of nosZ to that of 16S rRNA gene; D: Transcription of 16S rRNA gene. ns: Not significantly different; nd: The transcription of gene was 
not detectable. Bars represent means±SEM. One-way ANOVA with Fisher LSD’s post hoc test was used for comparisons. *: P<0.05; **: P<0.01; ****: 
P<0.000 1. 
 

2.4  土壤菌群结构的差异 

基于 Bray-Curtis 距离的 PCA 分析可以看出，

CK、C、S、C+S 和 Y 组的菌群结构两两之间可以

相互分开(图 4A)；通过 MANOVA 检验可以看出，

CK、C、S、C+S 和 Y 组两两之间的菌群结构都具

有显著差异(图 4B)。 

 
 

图 4  不同处理情况下的菌群结构 
Figure 4  Microbial community structure under different treatments 

注：A：微生物菌群主成分分析；B：MANOVA 进行的菌群结构聚类. *：P<0.05；***：P<0.001；****：P<0.000 1. 
Note: A: PCA of microbial community structure; B: Clustering of microbiota calculated by MANOVA test. *: P<0.05; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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使用 LEfSe 挑选 CK、C、S 和 C+S 组中的差

异 ASV (LDA=2.0)，共挑选获得 41 个差异 ASV (图

5)。通过计算差异 ASV 与 N2O 指数的 Spearman 相

关矩阵，发现 17 个差异 ASV 与 N2O 指数有显著关

系，这 17 个差异 ASV 中 2 个在 CK 组中转录本相

对丰度最高，9 个在 C 组中转录本相对丰度最高，

5 个在 S 组中转录本相对丰度最高，1 个在 C+S 组

中转录本相对丰度最高(表 2)。在 CK 组和 C 组中 

 

图 5  LEfSe 挑选的差异 ASV (LDA=2.0) 
Figure 5  Different ASV picked out by LEfSe with LDA=2.0 

注：a：差异 ASV 按照差异 ASV 转录本相对丰度丰度的 Spearman 相关关系排列；b：差异 ASV 丰度(使用 Log2 进行标准化)的热

图；c：差异 ASV 与 N2O 指数的 Spearman 相关系数矩阵，*：P<0.05；**：P<0.01；****：P<0.000 1，差异 ASV 用蓝色字体的是在

CK 组中转录本相对丰度最高的差异 ASV，用蓝色加粗带下划线字体的是在 C 组中转录本相对丰度最高的差异 ASV，用砖红色字

体的是在 S 组中转录本相对丰度最高的差异 ASV，用砖红色字体加粗带下划线字体的是在 C+S 组中转录本相对丰度最高的差异 ASV. 
Note: a: The different ASV was organized by Spearman’s correlation analysis based on relative abundances of transcription; b: The heatmap 
map of the different ASV, and the abundance of different ASV was normalized and log2-transformed; c: The Spearman correlation between 
the different ASV and N2O index was shown on the right, *: P<0.05; **: P<0.01; ****: P<0.000 1, the relative abundance of transcription of 
different ASV in green font were highest in CK, while in green, bold and underlined font were highest in C, the relative abundance of 
transcription of different ASV in firebrick font were highest in S, while in firebrick, bold and underlined font were highest in C+S. 
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表 2  与 N2O 指数显著相关的差异 ASV 的分类学地位 
Table 2  Taxonomic status of different ASV that had significant correlation with N2O index 
差异 ASV 

Different 
ASVs 

处理* 

Treatment* 

N2O 

指数** 

N2O 
index** 

门 

Phylum 

纲 

Class 

目 

Order 

科 

Family 

属 

Genus 

ASV_50 CK − Proteobacteria Gammaproteobacteria Betaproteobacteriales Rhodocyclaceae Azoarcus 

ASV_443 CK − Proteobacteria Gammaproteobacteria Betaproteobacteriales Rhodocyclaceae Azoarcus 

ASV_53 C − Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Beijerinckiaceae Microvirga 

ASV_45 C − Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Ensifer 

ASV_284 C − Proteobacteria Gammaproteobacteria Betaproteobacteriales Burkholderiaceae Azohydromonas

ASV_268 C − Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 

ASV_75 C − Proteobacteria Alphaproteobacteria Azospirillales Azospirillaceae Skermanella 

ASV_468 C − Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Shinella 

ASV_162 C − Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Chthoniobacterales Chthoniobacteraceae Chthoniobacter

ASV_9 C − Proteobacteria Gammaproteobacteria Betaproteobacteriales Rhodocyclaceae Azoarcus 

ASV_308 C − Proteobacteria Gammaproteobacteria Betaproteobacteriales Burkholderiaceae  

ASV_67 S + Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales Gaiellaceae Gaiella 

ASV_1082 S + Cyanobacteria Oxyphotobacteria Nostocales Phormidiaceae Phormidium 

ASV_699 S + Actinobacteria Acidimicrobiia IMCC26256   

ASV_74 S + Entotheonellaeota Entotheonellia Entotheonellales Entotheonellaceae  

ASV_466 S + Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales 67-14  

ASV_231 C+S + Chloroflexi K-96    

注：*：差异 ASV 在哪种处理中的转录本相对丰度最高；**：差异 ASV 转录本相对丰度和 N2O 指数的关系；+：显著正相关；−：

显著负相关. 

Note：*: The treatment in which the relative abundance of transcriptions of different ASV was highest; **: The relationship between relative 
abundance of transcriptions of different ASV and N2O index; +: Significantly positive relationship; −: Significantly negative relationship. 
 

转录本相对丰度最高的差异 ASV 与 N2O 指数显著

负相关，在 S 组和 C+S 组中转录本相对丰度最高的

差异 ASV 与 N2O 指数显著正相关(表 2)。在 CK 组

和 C 组中转录本相对丰度最高的差异 ASV 分布于

厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)和

疣微菌门(Verrucomicrobia)，而在 S 组和 C+S 组中

转录本相对丰度最高的差异 ASV 分布于蓝藻门

(Cyanobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、绿弯

菌门(Chloroflexi)和肠杆菌门(Entotheonellaeota) (表

2)。17 个 ASV 并不都能注释到属水平，其中在 CK

组和 C 组中转录本相对丰度最高的属包括固氮弧菌

属(Azoarcus)、微枝形杆菌属(Microvirga)、剑菌属

(Ensifer)、氮氢单胞菌(Azohydromonas)、芽孢杆菌

属(Bacillus)、斯科曼氏球菌属(Skermanella)、申氏

杆菌属(Shinella)和西索恩氏菌(Chthoniobacter)，而

在 S 组和 C+S 组中转录本相对丰度最高的属包括

Gaiella 属和席藻属(Phormidium) (表 2，图 6)。使

用 KEGG 数据库查询以上属的反硝化代谢通路，

只 有 固 氮 弧 菌 属 (Azoarcus) 、 微 枝 形 杆 菌 属

(Microvirga) 、 剑 菌 属 (Ensifer) 、 芽 孢 杆 菌 属

(Bacillus)和申氏杆菌属(Shinella)的反硝化代谢通路

可以被检索到(表 3)。从表 3 还可以看出：固氮弧

菌属(Azoarcus)和申氏杆菌属(Shinella)的分离菌株

是具备产生 N2O 能力的 N2O 还原菌；芽孢杆菌属

(Bacillus)的分离菌株是同时不具备 N2O 产生和还

原能力的反硝化细菌；微枝形杆菌属(Microvirga)

中部分分离菌株 (Microvirga sp. 17 mud 1-3 和

Microvirga sp. HR1)是具备产生 N2O 能力的 N2O 还

原菌，部分分离菌株(Microvirga ossetica)是同时不

具备 N2O 产生和还原能力的反硝化细菌；剑菌属

(Ensifer)部分分离菌株(Ensifer adhaerens Casida A)

是具备产生 N2O 能力的 N2O 还原菌，部分分离菌

株(Ensifer adhaerens OV14 和 Ensifer alkalisoli)是不

具备产生 N2O 能力的 N2O 还原菌。 
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图 6  与 N2O 指数有显著相关关系的差异 ASV 所在属的转录本相对丰度 
Figure 6  The relative abundance of transcription of different ASV that had significant correlation with N2O index at genus 
level 
 

表 3   CK 组或 C 组中转录本相对丰度最高的差异 ASV 所在部分属分离菌株的反硝化通路 
Table 3  Denitrification pathway of isolated strains of part of genera in which different ASV that had highest relative 
abundance of transcription in CK or C was distributed 
属名 

Genera 

KEGG 数据库中记录的菌株 

Isolated strains reported in KEGG database 

NO3
−还原 

NO3
− reduction

NO2
−还原 

NO2
− reduction 

NO 还原 

NO reduction 

N2O 还原 

N2O reduction
Azoarcus Azoarcus sp. BH72; Azoarcus olearius; Azoarcus sp. DD4 +  + + 

 Azoarcus sp. KH32C; Azoarcus sp. CIB; Azoarcus communis; 
Azoarcus sp. DN11 

+ + + + 

Microvirga Microvirga ossetica +    

 Microvirga sp. 17 mud 1-3; Microvirga sp. HR1  + + + 

Ensifer Ensifer adhaerens OV14; Ensifer alkalisoli + +  + 

 Ensifer adhaerens Casida A + + + + 

Bacillus  +    

Shinella Shinella sp. HZN7 + + + + 

注：Bacillus 分离的菌株太多，具体菌株名称不展示. +：反硝化的某个步骤在分离的菌株中存在. 
Note: The names of isolated strains of Bacillus were not shown in that there were so many isolations of Bacillus. +: A certain step of 
denitrification exists in the isolated strain.  
 

3  讨论与结论 

垃圾堆肥是常用的提高土壤肥力的方式，有

研究报道垃圾堆肥可能产生硫化物[18]。农田土壤

氮转化的研究具有重要的意义，不仅因为氮转化

过程影响农作物的氮吸收，而且反硝化作用造成

的 N2O 排放与气候变化密切相关[48]。因此，研究

垃圾堆肥可能产生的硫化物，对于农田土壤反硝

化途径中 N2O 形成与还原的影响具有重要的生态

学意义，本实验使用的硫化钠是硫化物的一种。 

我们的研究结果表明，硫化钠的添加显著增 

加了 N2O 指数，这说明硫化钠的添加显著增加了

N2O 积累量占(NO+N2O+N2)积累总量的比例。通

过设置以 N2O 作为唯一反硝化底物的实验，进一

步验证了硫化钠的添加显著增加潮土样本 N2O 被

完全还原的时间，说明硫化钠的添加对于 N2O 的

还原具有抑制作用。Caffrey 等的研究表明罗斯基

勒峡湾的反硝化细菌在短期(4.5 h)暴露于硫化物环

境中时，其反硝化代谢途径受到抑制[32]，硫化物

是通过抑制 N2O 还原来抑制反硝化作用[30-31]。 

在设定培养时间内，硫化钠对 16S rRNA 基因
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的表达量没有显著影响，说明硫化钠对活跃菌总

量没有显著影响。因此在考虑硫化钠影响的时

候，反硝化功能基因表达量占 16S rRNA 基因表达

量比例的变化趋势可以用来反映反硝化功能基因

表达量的变化趋势。硫化钠的添加抑制了标准化

的 nosZ 的表达量，说明硫化钠从转录水平抑制了

N2O 还原酶的活性，进而抑制了 N2O 还原。 

在设定培养时间内，硫化钠添加对于活跃总

菌数量没有显著影响，但导致了菌群结构的显著

改 变 。 硫 化 钠 的 添 加 抑 制 了 固 氮 弧 菌 属

(Azoarcus)、微枝形杆菌属 (Microvirga)、剑菌属

(Ensifer)、氮氢单胞菌(Azohydromonas)、芽孢杆菌

属(Bacillus)、斯科曼氏球菌属(Skermanella)、申氏

杆菌属(Shinella)和西索恩氏菌(Chthoniobacter)的转

录，降低了这些属的转录本丰度。氮氢单胞菌

(Azohydromonas)、斯科曼氏球菌属(Skermanella)和

西索恩氏菌(Chthoniobacter)在 KEGG 数据库中暂

无收录的反硝化代谢通路信息。在 KEGG 数据库

中 ， 固 氮 弧 菌 属 (Azoarcus) 、 微 枝 形 杆 菌 属

(Microvirga) 、 剑 菌 属 (Ensifer) 、 芽 孢 杆 菌 属

(Bacillus)和申氏杆菌属(Shinella)分离的反硝化菌株

的 N2O 代谢能力可以分为三大类：(1) 不具备 N2O

产生和还原能力的反硝化细菌，包括芽孢杆菌属

(Bacillus)的分离菌株、微枝形杆菌属(Microvirga)

的部分分离菌株(Microvirga ossetica)；(2) 具备产

生 N2O 能力的 N2O 还原菌，包括固氮弧菌属

(Azoarcus)的分离菌株、申氏杆菌属(Shinella)的分

离菌株、微枝形杆菌属(Microvirga)的部分分离菌

株 (Microvirga sp. 17 mud 1-3 和 Microvirga sp. 

HR1) 、 剑 菌 属 (Ensifer) 的 部 分 分 离 菌 株 (Ensifer 

adhaerens Casida A)；(3) 不具备产生 N2O 能力的

N2O 还原菌，包括剑菌属(Ensifer)的部分分离菌株

(Ensifer adhaerens OV14 和 Ensifer alkalisoli)。之前

报道过携带 N2O 还原基因(nosZ)，但无 N2O 产生基

因 的 反 硝 化 细 菌 ， 如 Anaeromyxobacter 

dehalogenans 和 Wolinella succinogens，可将 N2O 作

为电子受体，是环境中潜在活跃的 N2O 汇[49-52]。

结合本研究的实验结果，硫化钠对于不具备产生

N2O能力的 N2O还原菌转录本丰度的抑制，是硫化

钠抑制 N2O 还原的主要原因。 

反硝化的中间产物 N2O 的积累量，取决于反

硝化过程中 N2O 产生和还原的量。虽然硫化钠的

添加对于 N2O 还原具有抑制作用，但是硫化钠的

添加未导致 N2O 积累量的显著增加。推测可能是

因为硫化钠的添加同时抑制了反硝化作用其他步

骤的速率。硫化物抑制反硝化作用在淡水生态系

统[12,53]、沿海海域[53-54]、反应器[33]、农场土壤[30]

以及反硝化细菌[30,55]中被报道过。 

综上所述，短时间暴露于硫化钠环境中，N2O

还原会受到抑制。其可能的微生物学机制如下：(1) 

硫化钠从转录水平抑制了 N2O 还原酶基因的表达

量；(2) 硫化钠抑制了不具备产生 N2O 能力的 N2O

还原菌的转录本丰度。 
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