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Abstract：The effects of plant species and soil properties on soil denitrification was explored in three areas of the Siding lead-zinc mining
region. The microbial diversity and community compositions of nirK-type and nirS-type denitrifiers in rhizosphere and bulk soils from
three dominant plant species（Pteris vittata L., Phragmites australis, and Miscanthus floridulus）were analyzed. Rhodanobacter（nirS）and
Bradyrhizobium（nirK）dominated the soil denitrifier communities, with abundances ranging from 2.6% to 67.8% and from 4.1% to 38.1%,
respectively. The nirS and nirK gene abundances in the mine tailing area ranged from 1.45×106 to 7.78×106 gene copies·g-1（calculated by
dry weight）and from 1.10×106 to 5.70×106 gene copies·g-1, respectively, which were significantly lower than the corresponding values in
the upstream and downstream areas（P<0.05）. The Shannon and ACE index values from the rhizosphere samples of the three dominant
plant species were higher than the index values recorded from the bulk soil samples. Multiple linear regression analysis and the Mantel test
showed that soil moisture content, total carbon, total nitrogen and total phosphorus were key factors that strongly influenced the soil
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摘 要：为了探讨植物种类和土壤性质如何影响重金属污染严重矿区的土壤反硝化过程，本研究以广西柳州泗顶铅锌矿区上游、

尾矿和下游 3个区域优势植物——蜈蚣草、芦苇和五节芒的根际和非根际土壤为研究对象，采用高通量测序技术和荧光定量PCR
技术，分析了 3种优势植物根际和非根际土壤中 nirK型和 nirS型反硝化细菌的群落结构、丰度和多样性特征。结果表明：罗河杆

菌属（nirS型）和慢生根瘤菌属（nirK型）为根际和非根际土壤中的优势菌属，所占比例分别为 2.6%~67.8%和 4.1%~38.1%。尾矿区

根际及非根际土壤中 nirS和 nirK基因的丰度范围分别为 1.45×106~7.78×106基因拷贝数·g-1（以干土计）和 1.10×106~5.70×106基因

拷贝数·g-1，显著低于上游区和下游区（P<0.05）。3种优势植物根际土壤的 Shannon指数和ACE指数均大于非根际土壤。多元线

性回归分析和Mantel检验表明，土壤含水率、总碳、总氮和总磷含量是影响泗顶矿区 3种优势植物根际和非根际反硝化细菌群落

组成的主要因素。研究表明，植物种类和土壤性质共同影响了矿区土壤的反硝化过程，并对反硝化微生物的丰度、群落结构和多

样性产生了影响。
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氮是地球上所有生命体的必需元素，主要用于合

成细胞关键组分，如核苷酸、氨基酸和蛋白质[1]。近

年来，农业活动（肥料使用与豆科作物种植）和化石燃

料燃烧等人类活动对陆地环境的氮输入产生了深远

的影响[2]。土壤微生物在生物地球化学氮循环中起

着重要的作用。一般来说，微生物驱动的氮循环过程

包括固氮、硝化和厌氧氨氧化和反硝化[3]。反硝化作

用是土壤生态系统中氮循环的重要过程之一，是在缺

氧条件下，细菌将可溶性硝酸盐（NO-3）或亚硝酸盐

（NO-2），通过一系列的中间产物（NO2、NO和N2O）还原

为氮气（N2）的过程[4-5]。在这些过程中，限速步骤是

将NO-2还原为NO的过程，这取决于亚硝酸盐还原酶

（nir）蛋白的活性[6]。研究表明，亚硝酸盐还原酶有两

种类型，它们在功能上一致，但在形态结构上不同。

一种是细胞色素酶 cd1（nirS基因编码）[7]，另一种是亚

硝酸铜还原酶（nirK基因编码）[8]。尽管这两种基因不

完全相同，但都适合用来研究土壤环境中反硝化细菌

多样性的丰度[9-10]。研究表明，nirK型反硝化细菌比

nirS型反硝化细菌对土壤环境的变化更敏感，如土壤

类型、温度、酸碱度和土壤含水率等[11-13]。目前，关于

反硝化细菌的研究主要涉及不同的环境，如湿地、高

原、农田、河口沉积物等[14-17]。然而，针对矿区及周边

土壤反硝化过程的研究较少，因此，本研究主要围绕

重金属污染严重的矿区展开相关研究。

泗顶矿区位于广西柳州（24°46′ ~25°34′N，109°
13′~109°47′E）[18]。研究表明，泗顶矿区土壤受到铅、

锌和镉等重金属的污染；对矿区优势植物的调查表明，

芦苇（Phragmites australis）、蜈蚣草（Pteris vittata L.）、

蒲公英（Herba taraxaci）、白茅（Imperata cylindrical）、地

瓜榕（Ficus tikoua）、五节芒（Miscanthus floridulus）和节

节草（Equisetum ramosissimum）等表现出良好的重金属

耐受能力[19-20]。同时，Dennis等[21]的研究指出，陆生植

物通过根际沉积释放一系列基质，这些基质可以促进

植物与根际各种微生物之间发生相互作用。Guyonnet
等[22]的研究也表明，植物根系分泌物在植物和土壤微

生物的相互作用中起着关键作用，并可能导致根际土

壤环境中反硝化细菌活性的变化。另外，相同的根际

环境可能对nirK型和nirS型反硝化细菌产生不同的影

响。Bañeras等[23]的研究表明，植物种类对nirK型反硝

化细菌的影响大于nirS型反硝化细菌。此外，土壤反硝

化过程还受到一系列环境因素的影响，如土壤类型、重

金属含量、土壤含水率、酸碱度、温度和土壤有机质

等[10，15，24]。因此，在土壤重金属污染严重的矿区，植物种

类和土壤性质如何影响反硝化过程值得深入探讨。

基于此，本研究以泗顶矿区上游区、下游区和尾

矿区常见的 3种优势植物——芦苇、蜈蚣草和五节芒

的根际和非根际土壤为研究对象，采用高通量测序技

术和荧光定量PCR技术，对 3种植物根际和非根际土

壤中 nirK型和 nirS型反硝化细菌群落结构、丰度和多

样性进行研究，探讨不同植物根际和非根际土壤环境

中 nirK型和 nirS型反硝化细菌群落结构、丰度和多样

性的分布特征，阐明驱动 nirK型和 nirS型反硝化细菌

群落组成的主要土壤环境因子，以期深入认识矿区不

同优势植物根际土壤中反硝化细菌的群落结构特征，

为利用优势植物促进矿区土壤氮素调控和生态恢复

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 样品采集与理化性质分析

泗顶矿区面积约为 13.64 km2，已于 2006年开采

完毕，冶炼厂附近有一条河流，冶炼污水通过排污口

排入河流。土壤样品采自泗顶矿区上游区（25°02′
53″ ~25°02′ 58″ N，109°41′ 57″ ~109°41′ 59″ E）、下游

区（25°08′53″~25°08′55″N，109°41′55″~109°41′57″
E）和尾矿区（25°06′ 57″ ~25°06′ 59″N，109°41′ 56″ ~
109°41′57″E）中 3种优势植物（芦苇、蜈蚣草和五节

芒）的根际。在每个区域选择 3个采样点，在每个采

样点针对每种优势植物随机采集 3株。上游区土壤

简称为U，尾矿区土壤简称为M，下游区土壤简称为

D；蜈蚣草简称为 PA，五节芒简称为MF，芦苇简称为

PV；根际土简称为R，非根际土简称为 B。如上游区

蜈蚣草根际土简称为 U-PA-R，其余土壤编号以此

类推。

为了防止边缘效应，我们对四面都有相邻植物的

优势植物进行了采集。非根际土采集表层土（0~15
cm），去除植物根系和碎石等杂物后，同一样点同一

植物类型的非根际土充分混匀，采用四分法选取适当

样品置于无菌袋中，冷藏保存运回实验室[14]。根际土

denitrifier community. The results indicate that plant species and soil properties impact the soil denitrification process in mine areas and
also affect the abundance, composition, and diversity of the denitrifier community.
Keywords：mine area; denitrifier; nirS gene abundance; nirK gene abundance; community structure
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的采集采用抖根法，对植物根冠上的土壤进行收集，

同一样点同一植物类型的根际土充分混匀，置于无菌

袋中，冷藏保存运回实验室。根际和非根际土壤样品

均分为两部分，一部分自然风干后用于分析土壤理化

性质，另一部分保存至-80 ℃冰箱以便后续土壤微生

物DNA的提取。

土壤重金属（镉、铅和锌）总量测定方法：称取

0.25 g土壤样品，置于 12 mL的HCl-HNO3-HClO4（体

积比 3∶1∶1）混合液中进行加热消解；消解后过滤获

得上清液，采用原子吸收分光光度计（AAnalyst 800，
Perkin Elmer，美国）对重金属总量进行测定。上游区

土壤铅、锌和镉的含量分别为 4 031~4 650、12 346~
14 090 mg·kg-1和 50.1~66.4 mg·kg-1；尾矿区土壤铅、

锌和镉的含量分别为 1 070~1 369、5 048~6 640 mg·
kg-1和 85.7~103.4 mg·kg-1；下游区土壤铅、锌和镉的

含量分别为 5 999~6 798、17 554~20 778 mg·kg-1 和

144.7~169.7 mg·kg-1。土壤其他理化性质参考《土壤

农业化学分析方法》[25]进行测定，结果见表1。
1.2 土壤DNA提取、高通量测序和反硝化基因丰度分析

采用 Fast® DNA SPIN Kit（MP Biomedical，Solon，

OH，美国）试剂盒对 0.5 g土壤进行 DNA 提取。nirK

基因引物为：1aCuF（5′ -ATCATGGTS CTGCCGCG-
3′）和 R3CuR（5′ - GCCTCGATCAGRTT GTGGTT -
3′）。nirS基因引物为：cd3aF（5′ -GTS AACGTSAA⁃
GGARACSGG-3′）和 R3cdR（5′ -GA STTCGGRTGS⁃
GTCTTGA-3′）[26]。其中，PCR 扩增体系（20 μL）为：

引物各 0.5 μL，10 μL SYBR Premix Ex TaqTM，5×FastP⁃
fu缓冲液 4.0 μL，土壤 DNA 0.4 μL，补无菌 ddH2O 至

20 μL。PCR的扩增条件为：95 ℃预变性 60 s；95 ℃变

性 15 s，60 ℃退火 60 s，循环 40次；最后 50 ℃延伸 10
min。土壤样品完成DNA提取后，送至上海美吉生物

科技有限公司运用 Illumina Miseq测序平台进行高通

量测序。利用荧光定量 PCR（Real-time PCR）技术分

析植物根际土和非根际土中 nirK和 nirS基因。反应

引物如上所示，nirK和 nirS基因丰度最终被计算为每

克干土的拷贝数（基因拷贝数·g-1）。

1.3 数据处理与分析

数据处理、分析和绘图分别采用 Excel 2019、
SPSS 19.0和Origin 2021软件完成。利用Uparse软件

对高通量测序样本进行聚类，默认以 97% 的一致性

表1 泗顶矿区3种优势植物根际和非根际土基本理化性质

Table 1 Soil physicochemical properties from rhizosphere and bulk soil in three dominant plants in Siding mine area
土样

Soil sample
U-PA-R
U-PA-B
U-MF-R
U-MF-B
U-PV-R
U-PV-B
M-PA-R
M-PA-B
M-MF-R
M-MF-B
M-PV-R
M-PV-B
D-PA-R
D-PA-B
D-MF-R
D-MF-B
D-PV-R
D-PV-B

pH

6.74
6.74
6.73
6.72
6.61
6.67
6.67
6.65
6.64
6.67
6.65
6.64
6.64
6.66
6.61
6.60
6.65
6.64

含水率
Soil

moisture/%
17.6
14.3
23.6
24.4
53.5
39.8
12.0
10.9
12.0
11.1
19.2
10.7
10.5
9.9
23.4
19.3
34.1
29.2

总碳
Total carbon/
（mg·g-1）

11.6
11.5
12.9
11.8
8.3
6.9
3.5
2.4
3.6
3.2
4.5
3.4
9.2
9.4
6.4
7.6
7.8
8.1

总氮
Total nitrogen/
（mg·g-1）

3.8
3.6
5.4
5.8
5.3
5.7
3.9
3.8
4.1
4.2
3.9
4.4
2.7
2.6
2.9
2.8
3.5
3.7

铵态氮
Ammonia nitrogen/

（mg·kg-1）

6.0
5.3
7.9
8.1
12.5
11.7
1.5
1.4
2.8
2.6
2.9
2.8
4.9
4.8
8.6
7.3
2.8
3.1

硝态氮
Nitrate nitrogen/
（mg·kg-1）

27.6
26.3
18.4
16.5
15.5
15.7
35.7
32.7
35.3
34.9
35.8
30.6
51.1
48.3
60.8
54.9
44.8
40.6

总磷
Total phosphrous/

（mg·g-1）

9.5
8.3
9.3
9.4
9.5
9.8
3.5
3.3
4.2
4.1
4.3
4.0
4.8
4.9
4.5
4.4
2.9
3.1

有效磷
Available phosphrous/

（mg·kg-1）

6.7
4.2
4.4
4.5
4.1
3.8
1.8
1.6
1.7
1.3
1.6
1.1
2.2
2.0
2.7
2.6
2.3
1.7

注：表中数据为平均值（n=3）。
Note：The data in the table represente the means（n=3）.
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将序列聚类成为OTUs[27]。采用QIIME（Version 1.9.1）
软件对样本序列进行抽平，α-多样性指数（Shannon
和 ACE指数）和 β多样性指数（NMDS1指数）的计算

利用 QIIME 平台完成。nirK和 nirS基因拷贝数和多

样性指数的单因素方差分析采用 SPSS 19.0 软件完

成。土壤理化性质与 nirK和 nirS型反硝化细菌群落

结构之间的相关性采用基于Bray-Curtis算法的Man⁃
tel 检验进行分析。环境因子对 α-多样性指数和

NMDS1指数影响的多元线性回归分析采用 SPSS 19.0
软件完成。其中，不同区域间 nirK和 nirS基因数和

α-多样性的差异性通过 t检验进行分析，采用 SPSS
19.0软件完成。土壤环境变化与反硝化基因丰度之

间的级联关系通过 SmartPLS 3软件，用偏最小二乘路

径模型（PLS-PM）进行分析。

2 结果与分析

2.1 土壤反硝化细菌群落丰度和多样性分析

对泗顶矿区上游、尾矿和下游区域 3种优势植物

根际和非根际土壤的反硝化细菌 nirK和 nirS基因进

行测序，获得质控后的 nirK序列数为 294 964条（序列

范围为 11 283~21 731条），nirS序列数为 382 580（序

列范围为13 936~24 345条）。

如图 1a所示，矿区不同区域土壤反硝化细菌 nirS

基因丰度差异显著（P<0.05）。尾矿区的 nirS基因丰

度范围为 1.45×106~7.78×106基因拷贝数·g-1，显著低

于上游区和下游区（P<0.001）。其中，上游区五节芒

非根际土壤的 nirS基因丰度最大，为 1.15×107 基因拷

贝数·g-1；尾矿区和下游区蜈蚣草非根际土壤的 nirS

基因丰度最大，分别为 7.78×106 基因拷贝数·g-1 和

1.37×107 基因拷贝数·g-1；各区最大值均显著高于同

区域其他植物的根际/非根际土壤（P<0.05）。由图 1b
可知，尾矿区的反硝化细菌 nirK基因丰度范围为

1.10×106~5.70×106基因拷贝数·g-1，显著低于上游区

和下游区（P<0.001）。其中，上游区五节芒非根际土

壤的 nirK基因丰度最大，为 1.46×107基因拷贝数·g-1；

尾矿区芦苇非根际土壤的 nirK基因丰度最大，为

5.70×106基因拷贝数·g-1；下游区蜈蚣草的非根际土

壤和五节芒的根际土壤 nirK基因丰度最大，分别为

1.36×107基因拷贝数·g-1和 1.36×107基因拷贝数·g-1；

各区最大值均显著高于同区域其他植物的根际和非

根际土壤（P<0.05）。

由图1可知，3种优势植物根际土壤的Shannon指

数和ACE指数均大于非根际土壤。由图 1c可知，尾

矿区的 nirS-Shannon指数范围为 2.56~3.46，显著低于

上游区和下游区（P<0.01）。其中，上游区芦苇根际土

的 nirS-Shannon 指数最大，达到了 4.57。由图 1d 可

知，矿区不同区域植物根际和非根际土nirS-ACE指数

差异显著。下游区的ACE指数范围为277.3~548.4，显
著高于上游区和尾矿区（P<0.01或P<0.001）。由图 1e
和图 1f可知，尾矿区的 nirK-Shannon 指数和 ACE 指

数范围分别为 2.73~3.34和 175.9~439.4，显著低于上

游区和下游区。

2.2 土壤反硝化细菌群落组成分析

nirS型和 nirK型反硝化细菌优势菌门均为变形

菌门（Proteobacteria）。nirS型反硝化细菌的优势菌纲

和优势菌属分别是 β-变形菌纲（c_Betaproteobacte⁃
ria）和 γ-变形菌纲（Gamma-proteobacteria）下的罗河

杆 菌 属（Rhodanobacter），所 占 比 例 分 别 为 0.3%~
22.2% 和 2.6%~67.8%。其中罗河杆菌属 nirS型反硝

化细菌在尾矿区蜈蚣草和五节芒的根际和非根际土

以及芦苇的根际土中相对丰度较高（图 2a）。另外，

nirK型反硝化细菌的优势菌目是α-变形菌纲（Alpha⁃
proteobacteria）下的根瘤菌目（o_Rhizobiales），所占比

例范围为 1.8%~23.9%（图 2b）。同时，nirK型反硝化

细菌的优势菌科和优势菌属分别为根瘤菌目下的慢

生根瘤菌科（Bradyrhizobiaceae）和慢生根瘤菌属

（Bradyrhizobium），所占比例范围分别为 2.5%~65.1%
和4.1%~38.1%。

2.3 土壤环境变化对反硝化细菌群落结构多样性指

数的影响

采用多元线性回归分析环境因子变化对土壤反

硝化细菌群落的α-多样性指数（Shannon指数和ACE
指数）和β-多样性指数（NMDS1指数）的影响结果见

表 2。结果表明，对于 nirS型反硝化细菌，土壤钠、镁、

总磷、有效磷、总氮和硝态氮含量以及含水率的变化

显著影响了 Shannon指数；土壤钾、总磷、有效磷、总

氮和总碳含量以及 pH 和含水率变化显著影响了

NMDS1指数。其中，含水率的变化对 Shannon指数和

NMDS1指数的影响尤其显著（P<0.001），F值分别为

17.23和 19.26。同时，含水率的变化对ACE指数也产

生了显著的影响（P<0.05）。对于 nirK型反硝化细菌，

土壤总氮和总碳含量的变化显著影响了 Shannon指

数，其中总碳的变化对 Shannon 指数尤其显著（F=
19.10，P<0.001）。同时，总碳含量变化显著影响了

ACE指数（P<0.05）。另外，土壤钾、总磷、有效磷、总

氮和总碳含量以及 pH 和含水率变化显著影响了

2497



农业环境科学学报 第42卷第11期

Sha
nno

n指
数

Sha
nno

nin
dex

（c）nirS-Shannon指数nirS-Shannon index

蜈蚣草

上游区 尾矿区 下游区

五节芒 芦苇

土样Soil sample

蜈蚣草 五节芒 芦苇 蜈蚣草 五节芒 芦苇 上游区 尾矿区 下游区

图1 泗顶矿区3种优势植物根际土和非根际土反硝化细菌nirS和nirK基因数和α-多样性指数

Figure 1 nirS and nirK gene copies and α-diversity indices in denitrifiers from rhizosphere and bulk soil in
three dominant plants in Siding mine area
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NMDS1 指数。其中，钾含量和含水率的变化对

NMDS1指数的影响尤其显著（P<0.001），F值分别为

17.34和22.29。

2.4 土壤环境变化对反硝化细菌群落组成和结构的

影响

基于 Spearman等级相关系数分析环境因子对反

不同小写字母表示同一区域不同植物根际和非根际间差异显著（P<0.05）。右侧箱型图是基于Student′s t-检验的不同区域间nirS和nirK基因数和
α-多样性指数的差异性，* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001。下同。

Different lowercase letters indicate significant differences among rhizosphere and bulk soil in plants in the same region at 0.05 level. Box diagram in the right
side based on Student′s t-test is used to examine the significance of differences of gene abundance and α-diversity among the abundances of nirS-type and

nirK-type denitrifiers in different regions, * P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001. The same below.
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续图1 泗顶矿区3种优势植物根际土和非根际土反硝化细菌nirS和nirK基因数和α-多样性指数

Continued figure 1 nirS and nirK gene copies and α-diversity indices in denitrifiers from rhizosphere and bulk soil in
three dominant plant in Siding mine area

不同小写字母表示同一区域不同植物根际和非根际间差异显著（P<0.05）。右侧箱型图是基于Student′s t-检验的不同区域间nirS和nirK基因数和
α-多样性指数的差异性，* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001。下同。

Different lowercase letters indicate significant differences among rhizosphere and bulk soil in plants in the same region at 0.05 level. Box diagram in the right
side based on Student′s t-test is used to examine the significance of differences of gene abundance and α-diversity among the abundances of nirS-type and

nirK-type denitrifiers in different regions, * P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001. The same below.
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硝化细菌相对丰度影响的热图如图 3所示。结果表

明，对于 nirK型反硝化细菌，变形菌门的丰度与土壤

铅、锌和硝态氮含量呈负相关（P<0.05）。根瘤菌目的

丰度与土壤镉、铅、锌、钙和镁含量以及碳氮比呈正相

2499



农业环境科学学报 第42卷第11期

关（P<0.05、P<0.01或P<0.001）；同时，与土壤钠、总磷

和有效磷含量以及含水率呈正相关（P<0.05 或 P<
0.01）。另外，慢生根瘤菌属的丰度与土壤镉含量呈

正相关（P<0.01）。

对于 nirS型反硝化细菌，变形菌门的丰度与土壤

镉、铅、锌、钙和镁含量呈正相关（P<0.05、P<0.01或P<
0.001）；同时与土壤钠、总磷和有效磷含量以及含水

率呈负相关（P<0.05或P<0.01）。β-变形菌纲的丰度

与土壤锌、钙和总磷含量呈正相关（P<0.05 或 P<
0.001）。另外，罗河杆菌属的丰度与土壤钙含量呈负

相关（P<0.05）。以上结果表明土壤环境因子变化在

不同程度上影响了反硝化细菌的群落组成。

基于 Bray-Curtis算法的Mantel检验分析环境因

子对反硝化细菌群落组成的影响如表 3所示。结果

表明，土壤钾、钙、钠、镁、总磷、有效磷和总碳含量以

及含水率和碳氮比的变化对 nirK型和 nirS型反硝化

细菌群落结构产生了显著的正相关性影响（P<0.05或

P<0.01）。另外，土壤锌含量变化对 nirK型反硝化细

菌群落结构产生了显著的正相关性影响（P<0.05）。

2.5 偏最小二乘路径模型分析环境因子变化与反硝

化基因丰度之间的级联关系

基于PLS-PM模型分析土壤环境因子（包括植物

种类、土壤类型和研究区域的交互影响）变化与 nirK

和 nirS基因丰度之间的级联关系见图 4。结果表明，

环境因子变化对含水率（-0.633）、总氮（-0.712）和有

效磷（-0.701）产生显著的负相关性影响（P<0.001）；

但是对钙和钠含量（0.500，P<0.05）及重金属含量

（0.738，P<0.001）产生显著的正相关影响。同时，环

境因子与含水率共同变化对 nirK基因（0.841）和 nirS

基因（1.052）丰度产生显著的正相关性影响（P<

图2 泗顶矿区3种优势植物根际土和非根际土反硝化微生物群落组成

Figure 2 Community composition of soil denitrifiers from rhizosphere and bulk soil in three dominant plants in Siding mine area
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项目 Item

铅 Lead
锌 Zinc

镉 Cadmium
钾 Potassium
钙 Calcium
钠 Sodium

镁 Magnesium
pH

电导率 Electric conductivity
含水率 Soil moisture
总磷 Total phosphorus

有效磷 Available phosphorus
总氮 Total nitrogen

铵态氮 Ammonia nitrogen
硝态氮 Nitrate nitrogen

总碳 Total carbon
碳氮比 C/N

α-指数 Alpha-index
Shannon指数 Shannon index
nirS

0.03
0.04
0.67
0.49
1.10
4.96*
3.91*
2.48
0.64

17.23***
9.16**
12.84**
8.02**
0.42
4.51*
0.64
2.11

nirK

0.51
1.76
0.11
2.38
2.38
0.01
0.67
0.31
0.01
2.81
1.95
3.12
6.25*
0.92
1.51

19.10***
0.49

ACE指数 ACE index
nirS

0.79
2.25
1.79
0.01
0.03
0.41
0.38
0.37
0.36
4.72*
1.37
2.36
1.93
3.54
0.31
1.63
0.01

nirK

0.13
0.14
0.02
4.91*
4.47*
0.14
1.48
0.01
0.32
1.01
0.01
0.36
0.97
0.51
1.49
6.54*
1.59

β-指数 Beta-index
NMDS1指数 NMDS1 score
nirS

0.99
0.37
0.14
5.25*
0.32
0.90
0.87

12.63**
0.45

19.26***
5.24*

10.77**
8.34*
0.01
2.24
6.29*
0.05

nirK

0.05
0.51
1.45

17.34***
0.26
1.51
1.11
8.40*
0.35

22.29***
6.91*

14.68**
13.14**

0.12
2.18
7.59*
0.02

表2 多元线性回归分析环境因子对多样性指数的影响

Table 2 Multiple linear regression between the diversity indices and the environmental parameters

注：* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001。下同。
Note：* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001. The same below.
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图3 环境因子对反硝化细菌相对丰度影响的热图

Figure 3 Heatmap of the environmental parameters impact on relative abundance of denitrifiers

* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001。下同。
* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001. The same below.
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0.01）；并且环境因子与总氮共同变化对 nirK基因

（1.532）和 nirS基因（1.562）丰度产生显著的正相关性

影响（P<0.001）。可以看出，环境因子、总氮和总碳共

同变化对nirK基因丰度产生显著的正相关性影响（P<
0.05），但与 nirS基因丰度变化无显著性关系（P>
0.05）。另外，环境因子与有效磷共同变化对 nirK基

因（-2.086）和 nirS基因（-2.231）丰度产生显著的负

相关性影响（P<0.001）。从路径系数可以看出，环境

因子与有效磷共同变化对反硝化基因丰度的影响最

大。此外，环境因子与重金属含量共同变化对 nirK

基因（0.848）和 nirS基因（0.767）丰度产生显著的正

相关性影响（P<0.001）。环境因子与钙和钠含量共

同变化对 nirK基因丰度产生显著的负相关性影响

（P<0.05），但与 nirS基因丰度变化无显著性关系（P>
0.05）。同时，nirK 基因丰度变化对硝态氮含量

（0.548）产生显著的正相关性影响（P<0.05），但与铵

态氮含量变化无显著性关系（P>0.05）。并且，铵态

氮含量变化对硝态氮含量（-0.456）产生显著的负相

关性影响（P<0.001）。

表3 Mantel检验分析环境因子对反硝化细菌群落结构的影响

Table 3 Mantel test between environmental parameters and
denitrifier community structures

参数Property
铅 Lead
锌 Zinc

镉 Cadmium
钾 Potassium
钙 Calcium
钠 Sodium

镁 Magnesium
pH

电导率 Electric conductivity
含水率 Soil moisture
总磷 Total phosphorus

有效磷 Available phosphorus
总氮 Total nitrogen

铵态氮 Ammonia nitrogen
硝态氮 Nitrate nitrogen

总碳 Total carbon
碳氮比 C/N

nirS

0.117
0.113
0.161
0.193*
0.284**
0.211*
0.293**
0.179
-0.127
0.278*
0.317**
0.234*
0.171
0.072
0.098

0.306**
0.339**

nirK

0.110
0.213*
0.217

0.237**
0.270*
0.283**
0.520**
0.296
-0.101
0.303*
0.295*
0.289*
0.174
0.101
0.126
0.207*
0.268**

图4 偏最小二乘路径模型分析环境因子变化与反硝化基因丰度之间的级联关系

Figure 4 Cascading relationships between environmental parameters and gene abundance of denitrifier based on PLS-PM
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3 讨论

3.1 植物根际和非根际土壤反硝化细菌群落组成及

多样性变化

研究表明，重金属富集植物蜈蚣草、重金属耐受

植物五节芒和具有气候调节和水分供给功能的芦苇

对矿区的恢复具有一定的作用[28-30]。PLS-PM模型结

果表明，土壤重金属含量变化对 nirK和 nirS基因丰度

的变化均产生了显著的正相关影响（P<0.001），且重

金属含量变化对 nirK基因丰度的影响更大（图 4）。

反硝化微生物暴露于重金属后，土壤微生物的功能可

以通过耐重金属物种的增殖和染色体或质粒基因的

修饰而恢复[31]。根瘤菌目和β-变形菌纲与土壤重金

属含量呈正相关，这可能是导致 nirK型和 nirS型反硝

化细菌在重金属暴露下增加的原因之一。然而大部

分研究表明重金属对反硝化基因主要起抑制作用并

降低其遗传多样性[32]。因此，重金属胁迫下，nirK和

nirS基因丰度增加的原因有待进一步探索。此外，

Mantel检验也表明，土壤锌含量对 nirK型反硝化微生

物群落结构产生了显著的正相关性影响（表 3）。这

表明 nirK型反硝化微生物对重金属污染环境更为敏

感。重金属与反硝化细菌之间的复杂作用可能是由

不同群落组成变化所导致的[33]。从图 3中可以看出，

nirK型反硝化微生物优势菌门变形菌门、优势菌目根

瘤菌目以及优势菌属短根瘤菌属，nirS型反硝化微生

物优势菌门变形菌门以及优势菌纲β-变形菌纲均受

到重金属含量变化的影响。这可能是由于泗顶矿区

及周边土壤中大量重金属的存在刺激了 nirK和 nirS

基因的抗性机制，以适应当前不利的环境[34]。

研究表明，变形菌门是反硝化细菌最常见的菌

门[35]。Helen 等[8]的研究表明，nirK型反硝化细菌比

nirS型反硝化细菌的种类更加丰富，其中α-变形菌纲

是最常见的 nirK型反硝化细菌类群之一。在本研究

中，nirK型 α-变形菌纲在目水平上主要鉴定为根瘤

菌目，在科水平上进一步鉴定为慢生根瘤菌科，在属

水平上进一步鉴定为慢生根瘤菌属（图 2b）。Schmidt
等[36]的研究表明，慢生根瘤菌具有固氮和反硝化作

用，在土壤氮循环过程中起着重要的作用。研究表

明，γ-变形菌纲是 nirS型反硝化细菌中最常见的菌

纲，其中的罗河杆菌属是最常见的优势菌属[7]。本研

究也发现了同样的结果，罗河杆菌属在 3种优势植物

的根际和非根际土壤中相对丰度较高，尤其是在尾矿

区（图 2a）。同时，慢生根瘤菌属和罗河杆菌属微生

物可以存在于酸性或重金属污染的环境中[37]；并且罗

河杆菌属反硝化细菌在控制氧化亚氮的排放过程中

起重要作用[38]。因此，在重金属污染严重的泗顶矿

区，植物根际和非根际土壤中慢生根瘤菌属和罗河杆

菌属微生物在土壤反硝化过程中起重要作用。

3.2 土壤环境变化对植物根际和非根际反硝化细菌

群落特征的影响

植物根际和非根际土壤微生物群落的建立并不

是随机的，而是受到植物种类、土壤类型和季节变化

等一系列因素的影响[39]。总体而言，3种优势植物根

际土壤的 nirK型和 nirS型反硝化细菌α-多样性均高

于非根际土，且在同一区域的不同植物种类间存在差

异（图 1）。这表明反硝化细菌的α-多样性与植物种

类和土壤类型密切相关。研究表明，植物根系分泌的

有机酸、糖类和氨基酸有利于微生物的生长代谢，可

导致有益微生物的选择性富集，以维持植物在恶劣环

境中的生存[40-42]；另外，植物残体在根际土壤中的分

解可能为根际微生物提供了更多的碳源[43]，因此植物

根际土壤微生物的α-多样性更为丰富。

含水率是土壤微生物群落形成的主要限制因子

之一，对土壤微生物的群落结构和组成均起到至关重

要的作用[44]。本研究结果表明，土壤含水率对反硝化

细菌群落多样性、结构和组成均起到了显著的影响。

Kim等[45]的研究表明，土壤含水率的增加可以促进土

壤微生物的生长和活性。对于 nirS型反硝化微生物，

土壤含水率显著影响了 Shannon指数和NMDS1指数

（表 2）。 上 游 区 芦 苇 的 根 际 土 壤 含 水 率 最 高

（53.5%），此时其反硝化细菌群落的 Shannon指数也

达到最高。同时，有研究表明土壤含水率的变化也会

影响土壤的碳和氮含量，进而影响反硝化过程并驱动

反硝化细菌的分布[9，46]。此外，PLS-PM模型表明含水

率的变化对 nirK和 nirS基因丰度也产生了显著的正

相关性影响（P<0.001，图 4）。因此，土壤含水率变化

是影响泗顶矿区 3种优势植物根际和非根际反硝化

细菌群落多样性、丰度、结构和组成的主要因素之一。

一些研究如小规模的田间施肥、长期种植以及实

验室土壤培养表明，土壤钙、钠、总氮、总碳、总磷和有

效磷含量的变化也是影响反硝化细菌群落多样性、结

构和组成的关键因素[47-50]。本研究也表明土壤钙、

钠、总磷、有效磷和总碳含量的变化对反硝化细菌群

落结构产生了显著影响（表 3）。此外，土壤 pH值显

著影响了 nirK和 nirS型反硝化细菌的 NMDS1 指数

（表 2）。研究表明，nirK型反硝化细菌在酸性土壤中
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比 nirS型反硝化细菌对反硝化过程的贡献更大[51]。

在本研究中，可以看出大多样点 nirK的 Shannon 和

ACE指数均高于对应的 nirS（表 2）。同时，钙和钠作

为微生物生长必需的元素，在泗顶矿区土壤反硝化过

程中的作用也不容忽视，PLS-PM模型结果反映了钙

和钠含量的改变对 nirK基因丰度产生了显著的负相

关性影响（P<0.05，图4）。

土壤碳含量变化是影响土壤反硝化细菌 nirK和

nirS基因丰度，改变土壤反硝化细菌群落结构和组成

的关键因素之一[12，52]。Bárta等[53]的研究表明，土壤碳

含量是 nirK型反硝化细菌丰度的最重要影响因素。

本研究结果表明，3种优势植物根际和非根际土壤总

碳含量变化对反硝化细菌群落多样性、结构和组成均

起到了显著的影响。总碳含量显著影响 nirK型反硝

化细菌的 Shannon指数、ACE指数和NMDS1指数（表

2）；此外，在总碳含量较高的上游区和下游区（表 1），

nirK型反硝化细菌的 Shannon 指数显著高于尾矿区

（图 1e）；同时，PLS-PM模型结果也表明，总碳含量对

nirK基因丰度变化产生了显著的正相关性影响（P<
0.05）。并且，Mantel检验的结果也表明总碳含量变化

对nirK型和nirS型反硝化细菌群落结构产生了显著的

正相关性影响（表 3）。因此，土壤总碳含量变化是影

响泗顶矿区3种优势植物根际和非根际反硝化细菌群

落多样性、丰度、结构和组成的主要因素之一，尤其对

nirK型反硝化细菌的影响更显著。

氮和磷作为土壤微生物必不可缺的营养元素，是

微生物能量储存、光合作用、新陈代谢和细胞分裂等

过程的重要参与者[1，38]。多元线性回归分析结果表

明，总氮含量变化显著影响 nirK型反硝化细菌的

Shannon指数以及两种类型反硝化微生物的 NMDS1
指数（表 2）；并且总氮含量对 nirK型和 nirS型反硝化

细菌的基因丰度产生了显著的正相关性影响（P<
0.001，图 4），这与 Zhang等[9]和 Yang等[47]的研究结果

一致。此外，nirK型反硝化细菌对土壤中硝态氮含量

变化的影响大于 nirS型反硝化细菌（图 4），这可能是

由于土壤氮素可以作为反硝化细菌的电子供体和底

物，帮助其在恶劣的环境中生存；相比之下，nirK型反

硝化细菌对重金属污染环境的适应性更强，因此在硝

态氮的转化过程中发挥着更重要的作用[54]。

磷元素作为植物根系形成和植物生长必不可缺

的元素[55]，本研究中总磷和有效磷含量显著影响了

nirS型反硝化细菌的 Shannon指数以及两种类型反硝

化微生物的NMDS1指数（表 2），并且显著影响了反硝

化细菌的群落结构（表 3）。已有研究表明，磷可以通

过沉淀作用缓解重金属的毒性，有利于土壤微生物的

生存[56]。从本研究的结果可以看出，土壤磷含量的变

化对反硝化细菌，尤其是 nirS型反硝化细菌的影响更

显著，这与Chen等[57]的研究结果一致。PLS-PM模型

结果反映土壤有效磷含量的变化对 nirK型和 nirS的

基因丰度产生了显著的负相关性影响（P<0.001，图
4），这可能是由于泗顶矿区土壤的有效磷含量过低不

利于反硝化细菌生存所致。有效磷与反硝化细菌丰

度的具体联系，将在未来的研究中进行探索。

4 结论

（1）变形菌门在芦苇、蜈蚣草和五节芒 3种优势

植物的根际和非根际土中均为优势菌门。nirS型反

硝化细菌优势菌属是罗河杆菌属，所占比例为 2.6%~
67.8%；nirK型反硝化细菌优势菌属是慢生根瘤菌属，

所占比例为 4.1%~38.1%；这两种优势菌属均可在酸

性或重金属污染土壤环境下生存，在土壤反硝化过程

中起重要作用，在一定程度上能够缓解泗顶矿区重金

属污染严重及氮贫瘠的状况。

（2）3 种优势植物根际和非根际土壤的 nirK和

nirS基因丰度及反硝化细菌群落多样性均受到重金

属含量变化的显著影响；其中，nirK型反硝化微生物

对重金属污染环境更为敏感。

（3）土壤含水率、总碳、总氮和总磷含量的变化是

影响泗顶矿区 3种优势植物根际和非根际反硝化细

菌群落多样性、丰度、结构和组成的主要因素，其中，

总碳变化对 nirK型反硝化细菌的影响更显著，总磷变

化对nirS型反硝化细菌的影响更显著。
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