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Abstract 
Nitrogen loss caused by denitrifying bacteria is an important link in the global carbon-nitrogen 
cycles, whose community compositions and abundance may have a role in regulating emissions 
and forms of gaseous nitrogen. Based on 454 pyrosequencing of the 16S rRNA gene, as well as the 
reported denitrifying bacterial genera mentioned in many literatures, we detected community 
compositions and abundance of denitrifying bacterial communities in Xilin River sludge. The re-
sults showed that 5744 quality reads were grouped into 2263 OTUs at genus level (0.05 distance). 
After alignment with known sequences deposited in GenBank, the unclassified bacteria genera 
accounted for 57.49%. 204 classified bacterial genera covered 20 denitrifying bacteria genera, in-
cluding 1.40% of Flavobacterium, 1.23% of Hydrogenophaga, 0.19% of Bacillus and Thauera, 
0.17% of Thiobacillus, 0.15% of Hyphomicrobium, etc. Among them, Flavobacterium and Hydroge-
nophaga were the most dominant denitrifying bacterial genera in Xilin River bottom sludge, ac-
counting for 69.03% of the total denitrifying bacterial genera. Correlation analysis showed that 
Flavobacterium preferred to attach to coarse sand grains in relatively high pH conditions, pro-
moting the emission of CH4 and inhibiting the production of N2O and CO2. In opposition, Hydroge-
nophaga showed special preference to fine silt grains in rich nutrition conditions, promoting the 
emission of N2O and CO2 and inhibiting the production of CH4. 
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摘  要 

反硝化菌驱动的脱氮作用是全球氮循环的重要环节，其群落组成及丰度对气态氮产生的类型和排放量有

调控作用。本文结合文献报道的反硝化细菌属，基于16S rRNA基因454焦磷酸测序检测了锡林河底泥中

反硝化细菌群落结构组成和丰度。结果发现：5744条优化序列在“属”水平上聚类成2263个OTUs，与

GenBank中已知序列比对后获得未分类的细菌属占57.49%。已分类的204个细菌属中20个为反硝化细

菌属，包括Flavobacterium 1.40%，Hydrogenophaga 1.23%，Bacillus和Thauera 0.19%，Thiobacillus 
0.17%，Hyphomicrobium 0.15%等。其中，黄杆菌属Flavobacterium和噬氢菌属Hydrogenophaga是
锡林河底泥中最丰富的反硝化细菌，共占反硝化菌群总组成的69.03%。相关性分析表明：

Flavobacterium更喜欢pH相对高的沙粒，促进CH4排放并抑制N2O和CO2产生；而Hydrogenophaga更喜

欢营养丰富的细粒，促进N2O和CO2排放并抑制CH4产生。 
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1. 引言 

以 454 焦磷酸 Pyrosequencing 和 Illumina Solexa 等为代表的高通量测序技术不但能定性研究微生物

的群落组成及多样性，还能定量分析优势菌、常见菌和罕见菌的相对丰度，兼备微生物群落结构分析技

术(DGGE 和 T-RFLP)[1]-[5]和定量分析技术(qPCR)[1] [6]两种功能，在研究复杂环境样品微生物群落结构

组成、丰度及多样性研究中发挥了重要作用[7]-[10]。 
土壤及水体中 N2O 的排放主要是反硝化菌驱动的生物脱氮作用[6] [11]-[15]。目前国内外关于反硝化

菌的研究主要集中在菌株的分离培养、反硝化活力检测及氮素富集的污泥和污水的脱氮性能等方面

[16]-[19]。菌株种属的鉴定主要通过形态观察、生理生化特性及 16S rRNA 基因同源性分析来进行[16]-[19]。
迄今已发现 60 多个属的细菌具有反硝化功能，包括传统意义上的厌氧反硝化菌和目前备受关注的好氧反

硝化菌[12] [13] [20]。同时在土壤反硝化菌群丰度与 N2O 释放量间关系方面也取得重要进展[6] [14] [15]。
但天然河流底泥反硝化菌群组成、丰度及空间分布特征还鲜为人知。大量研究表明，反硝化菌群组成及

丰缺直接影响土壤氮素的迁移和转化，并调控气态氮产生类型(N2O/N2)和排放量[11] [13]。 
环境样品中可培养的微生物不足总数的 0.1%~10%。高通量测序为功能菌群的大量筛选提供了契机。
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本文基于传统 16S rRNA 基因序列分析建立的反硝化菌基因资源库，通过细菌 16S rRNA 基因 454 焦磷酸

测序技术获得的大量数据，从“属”水平上挖掘具有反硝化功能的细菌群结构组成及丰度，为预测锡林

河底泥氮素逸失和温室气体释放提供科学依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 研究区概况及常规指标检测 

锡林河是内蒙古高原半干旱区最具代表性的内陆河。样点设置在中国科学院内蒙古草原生态系统定

位站西侧(43˚36'N~44˚29'N，115˚32'E~117˚12'E)。该区属温带半干旱大陆性季风气候，年均温−0.4℃，年

均降水量 336.9 mm。水生植被主要有水甜茅(Glyceria triflora)、散穗早熟禾(Poa subfastigiata)、灰脉苔草

(Carex appendiculata)等。沿着河流走向多点采集河边腥臭底泥。用激光法、105℃烘干法、电位法、电导

率法分别检测底泥的颗粒组成、水分含量(WC)、pH、水溶性盐分总量(DS)。用总有机碳分析仪、半微量

凯氏蒸馏法、钼锑抗分光光度法分别测定总有机碳(TOC)、全氮(TN)、全磷(TP)。河边底泥中沙粒含量

15% ± 1%，粉粒含量 55% ± 2%左右，粘粒含量 30% ± 1%。WC: 22.72% ± 1.83%, pH: 8.31 ± 0.15, DS: 0.71 
± 0.16 g∙kg−1, TOC: 6.45 ± 1.14 g∙kg−1, TN: 1.27 ± 0.34 g∙kg−1, TP: 0.33 ± 0.09 g∙kg−1。用 Agilent 7890A 气相

色谱法检测 N2O、CH4、CO2 的浓度。待测气体浓度：Cs(ppm) = As*C0/A0，其中 As：待测样品峰面积；

C0：标气浓度(1.0 ppm)；A0：标气峰面积。河边底泥 N2O、CH4、CO2 排放量依次为 0.372 ± 0.014、2.227 
± 0.013、623.6 ± 3.9 ppm。 

2.2. 河流底泥 DNA 的提取、PCR 和焦磷酸测序 

样品充分混匀后称取 0.5 g 按文献[21]进行微生物基因组总 DNA 提取。利用 16S rRNA 基因 V1-V3
区引物进行 PCR扩增。引物 8F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)加 454-A接头(5’-cgtatcgcctccctcgcgc- 
catcag-3’)，533R(5’-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’)加 454-B 接头引物序列(5’-ctatgcgccttgccagcccgctcag 
-3’)[10]。每个样品加 10 bp 标签(barcode)序列以示区别。PCR 反应体系(20 μL)：DNA 模板 1 μL，FastPfu 
DNA 聚合酶 0.4 μL，5 × FastPfu 缓冲液 4 μL，2.5 m mol∙L−1 dNTPs 2 μL，正、反向引物(5 μ mol∙L−1)各
0.4 μL，最后补超纯水到 20 μL。PCR 反应条件：95℃预变性 2 min；95℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃
延伸 30 s，25 个循环；72℃后延伸 5 min。所有样品 PCR 产物经纯化和定量后送往上海美吉生物医药科

技有限公司的罗氏基因组 GS-FLX 454 Titanium 测序平台(Roche, Mannheim, Germany)进行大规模平行测

序。 

2.3. 测序数据分析 

将测序接头、标签和前引物序列去除后得到有效序列，进一步修剪、去除非特异性扩增片段、模糊

碱基、单碱基高重复区以及长度过短的序列，得到长度>150 bp 的优化序列。然后与 SILVA 数据库

(http://www.arb-silva.de)中 16S rRNA 基因序列进行比对，去除嵌合体(Chimeric)序列，通过 Mothur 软件

(http://www.mothur.org)进行距离的计算和 OTUs(operational taxonomic units，可操作分类单元)的聚类。

登陆 EMBL/GenBank/DDBJ 核酸序列数据库(Accession Number: DRA000705)[10]，基于 OTUs 在 0.03、0.05、
0.10 水平上的遗传距离分别获得种、属、科水平上的细菌组成及单个菌的相对丰度[22]，用 Mothur 软件

Plot-rarefaction 程序生成稀疏曲线图。 

2.4. 数据的统计分析 

采用Excel2007和Origin Lab 8.5软件(http://www.originlab.com)进行基本图形绘制。用 SPSS16.0(SPSS 

http://www.arb-silva.de/
http://www.mothur.org/
http://www.originlab.com/
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Inc, Chicago, USA)软件进行 Pearson 相关性分析。表征群落中反硝化菌属丰富度、优势度和均匀度指数计

算方法：1) Shannon-Wiener 多样性指数(H′) H′= −∑PilnPi，2) +Simpson 优势度指数(D) D = 1 − ∑(Pi)2，3) 
Pielou 均匀度指数(Jp)Jp = −(∑PilnPi)/lnS，式中：S——所在群落的反硝化菌属数目；N——所在群落的所

有反硝化菌属的个体数之和；Ni——所在群落内反硝化菌属 i 的个体数；Pi = Ni/N。  

3. 结果与分析 

3.1. 焦磷酸测序结果分析 

基于 16S rRNA 基因焦磷酸测序分析，本研究先后获得 6353 条有效序列和 5744 条优化序列(Quality 
Reads)。图 1为OTUs在 0.03、0.05、0.10遗传差异的稀疏曲线图。图 1稀疏曲线和表 1中的覆盖度(Coverage)
分别反映了样品测序的深度和拼接后序列在基因组中的覆盖度程度。选择 0.05 遗传距离生成的 2263 个

OTUs 经 GenBank 序列比对后，发现 No_Rank 菌群丰度高达总细菌组成的 57.49%，说明在“属”水平上

拼接后的序列在基因组中覆盖度不高，暗示很多未分类细菌的功能尚未揭示。已分类的 204 个细菌属累

积丰度占总细菌组成的 42.51%，结合文献大量报道的反硝化细菌属，本研究从已分类的 204 个菌属中共

筛选出 20 个反硝化细菌属，占总细菌组成的 3.81%(如图 2)。 

3.2. 反硝化细菌群落结构组成及丰度 

20 个反硝化菌属相对丰度分布范围为 0.02%~1.40%，累积丰度占 204 个细菌属中的 9.01%。依据相

对丰度由高到低的顺序 20 个反硝化菌属群落组成排序如下：Flavobacterium 1.40%，Hydrogenophaga 
1.23%，Bacillus 和 Thauera 0.19%，Thiobacillus 0.17%，Hyphomicrobium 0.15%，Stenotrophomonas 0.08%，

Microbacterium和Alcaligenes 0.06%，Pseudomonas、Rhizobium和Herbaspirillum 0.04%，Sphingobacterium、

Iamia、Acinetobacter、Rhodospirillaceae、Sorangium、Rhodococcus、Derxia 和 Zoogloea 均为 0.02%(图 3)。 
 

 
Figure 1. Rarefaction curve 
图 1. 稀疏曲线 

 
Table 1. Sequencing information of sample and diversity indices  
表 1. 样品的测序信息及多样性指标 

Sampling 
Sites 

Quality  
Reads 

Total 
OTUs 

Coverage 
(%) 

Total 
Bacterial 
Genera 

Total 
DNB 

Genera 

Shannon-Wiener 
Richness 

Index 

Simpson 
Dominance 

Index 

Pielou 
Evenness 

Index 

HB 5744 2263 68.0 204 20 0.51 0.75 2.20 

DNB: denitrifying bacteria. 
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Figure 2. Proportion of different taxonomic groups 
图 2. 不同类群的分布比例 

 

 
Note◎ 20 denitrifying bacterial genera were as followed：1. Flavobacterium 黄杆菌属，2. Hydrogenophaga 噬氢菌属，3. Bacillus 芽孢杆菌属，

4. Thauera 索氏菌属，5. Thiobacillus 硫杆状菌属，6. Hyphomicrobium 生丝微菌属，7. Stenotrophomonas 嗜麦芽寡养单胞菌属，8. Micro-
bacterium 微杆菌属，9. Alcaligenes 产碱菌属，10. Pseudomonas 假单胞菌属，11. Rhizobium 根瘤菌属，12. Herbaspirillum 草螺菌属，13. 
Sphingobacterium 鞘氨醇杆菌属，14. Iamia，15. Acinetobacter 不动杆菌属，16. Rhodospirillaceae_光合红螺菌科，17. Sorangium 粘细菌属，

18. Rhodococcus 红球菌属，19. Derxia 德克斯氏菌属，20. Zoogloea 动胶杆菌属. 
Note○ 204 bacterial genera were as followed： 

 
Figure 3. Relative abundance and community compositions of bacteria and denitrifying bacteria in Xilin River Sludge 
图 3. 锡林河底泥中细菌和反硝化细菌群落组成及相对丰度 

http://www.baidu.com/link?url=gwBWf47tk2UPYfyjbLd0dDNBaSRj3SBNJcn4eA5Cw1zQqJoVaOt5VSai1G_JHNCA2T66o2WElgCNPtvxVwuoI_&ie=utf-8&f=8&tn=baidu&wd=Rhodospirillaceae&oq=Hydrogenophaga&usm=1&bs=Stenotrophomonas
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3.3. 优势反硝化细菌属及相应高级分类单元的组成及丰度 

本研究依据总细菌属中单个菌相对丰度的高低，将反硝化细菌划分为 3 个等级：低(≤0.02%)，中等

(0.02%~0.50%)，高 (0.50%~1.00%)，极高 (≥1.00%)。基于反硝化细菌丰度分配等级，确定丰度高

(0.50%~1.00%)和极高(≥1.00%)的反硝化菌属作为优势菌。河流底泥中只发现 2 个优势反硝化细菌，分别

是黄杆菌属 Flavobacterium 和噬氢菌属 Hydrogenophaga，两者分别占反硝化细菌群总组成的 36.75%和

32.28%(图 4)，合计占 69.03%，接近反硝化菌群总组成的 70%。考虑到两者的特殊性，我们逐级放大分

类单元分析了门、纲、目、科的相对丰度，发现噬氢菌属Hydrogenophaga所对应的变形菌门Proteobacteria、
变形菌纲 β-proteobacteria、伯克氏菌目 Burkholderiales、丛毛单胞菌科 Comamonadaceae 的相对丰度依次

为 44.21%、21.82%、12.41%、10.82%，Hydrogenophaga 所在的门、纲、目和科都是细菌群落中最优势

的组成部分。相比而言，黄杆菌属 Flavobacterium 所对应的拟杆菌门 Bacteroidetes、黄杆菌纲 Flavobacteria、
黄杆菌目 Flavobacteriales、黄杆菌科 Flavobacteriaceae 的相对丰度依次为 15.77%、2.03%、2.03%、1.67%，

也是细菌群落中较优势的组成部分。 

4. 讨论 

4.1. 高通量测序用于大量筛选反硝化等功能菌的优越性 

通过 16S rRNA 基因焦磷酸测序，本研究一次性筛选出 20 个反硝化细菌属，真实体现了焦磷酸测序

的高通量性及无需培养和克隆测序等繁琐步骤的快捷性。更为重要的是，高通量测序具有传统分子生物

学的双重功能，可同步分析微生物群落结构组成和丰度[7]-[9]，为筛选优势菌提供强有力的技术保障。 

4.2. 反硝化优势菌的空间异质性成因及其群落构建机制 

通过 16S rRNA 基因焦磷酸测序分析，获得反硝化菌的相对丰度最低 0.02%，最高 1.40%，确定相对

丰度>1.0%的 Flavobacterium 和 Hydrogenophaga 是锡林河河边腥臭底泥中的优势反硝化菌。Park 等[23]通
过 DGGE 技术发现生物膜反应器中的优势菌属 Hydrogenophaga 是不可培养的新型反硝化细菌属，能利

用氢作为电子供体来移除硝酸盐。Calderer 等[1]发现碳氮比是决定细菌反硝化潜势的主要因子，当添加

葡萄糖时 Hydrogenophaga 变成优势菌。Michaud 等[24]通过依赖和不依赖于 PCR 等多相分子技术研究南

极洲浅水湖泊微生物的群落组成，也发现和本研究同样的优势菌 Flavobacterium，说明这些优势菌不仅具 
 

 
Figure 4. Dominant denitrifying bacterial genera and their corresponding Phyla, Classes, Orders, Families in Xilin 
River sludge 
图 4. 锡林河底泥中优势的细菌属和相应的门，纲，目，科 
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Table 2. Correlation analysis between environmental factors, greenhouse gas and dominant denitrifying bacterial genera in 
slurry and sandy sediments of Xilin River  
表 2. 河流泥、沙质沉积物中优势反硝化菌属与环境因子及温室气体的相关性分析 

 N2O CH4 CO2 WC pH DS OM TN TP Sand Silt 

Flavobacterium −0.880* 0.960** −0.998** −0.994** 0.991** −1.000** −0.998** −0.997** −0.999** 0.997** −0.998** 

Hydrogenophaga 0.875* −0.959** 1.000** 0.998** −0.993** 0.998** 1.000** 1.000** 0.999** −1.000** 1.000** 

*Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed)；*0.05 水平上显著相关(两尾)。**Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed)；**0.01
水平上显著相关(两尾)。 

 

有南北极淡水湖泊、池塘、河流、冰川的两极分布特征，还具有内陆河分布特征。这刷新了人们对优势

反硝化菌主要存在于污水和活性污泥等氮污染环境的传统认识[3] [4] [16]-[19] [25]-[28]。总体来讲，关于

Hydrogenophaga 和 Flavobacterium 作为反硝化优势细菌属的报道很少，“属”水平上的空间分布、生境

特征及影响因素等尚无定论。但是 Hydrogenophaga 和 Flavobacterium 所对应的变形菌门 Proteobacteria
和拟杆菌门 Bacteroidetes 是门水平细菌群落中排名第一和第二的优势菌，两者相对丰度分别为 44.21%和

15.77%，累积丰度 59.98%，接近细菌群落总组成的 60%。这间接验证了 Hydrogenophaga 和 Flavobacterium
作为优势反硝化细菌属出现在河流底泥中的客观真实性。 

本课题组通过前期对比研究发现锡林河中心沉积物以沙粒为主(沙粒含量 > 95%)，自然含水量 WC 
(17.95 ± 1%)、水溶性盐 DS (0.30 ± 0.02 g∙kg−1)、总有机碳 TOC (4.51 ± 0.14 g∙kg−1)、全氮 TN (0.44 ± 0.05 
g∙kg−1)、全磷 TN (0.03 ± 0.01 g∙kg−1)显著低于河边底泥(P < 0.01)，但 pH 略高于河边底泥。温室气体对比

研究发现，河边泥质沉积物中 N2O 和 CH4 排放量与河中心沙质沉积物 N2O (0.363 ± 0.007 ppm)和 CH4 
(2.281 ± 0.015 ppm)间无显著差异(P > 0.05)，但 CO2 排放量显著低于河中心沙质沉积物 CO2 (500.0 ± 2.3 
ppm) (P < 0.01)。16S rRNA 基因焦磷酸测序分析发现，河中心沙质沉积物相对丰度>1%的优势反硝化菌

只有 Flavobacterium (1.65%)，而 Hydrogenophaga 相对丰度仅为 0.20%。Pearson 相关性分析结果表明，

Flavobacterium 与 pH、沙粒含量和 CH4 排放量呈极显著正相关关系，与水分及养分含量呈显著负相关关

系；Hydrogenophaga 与 Flavobacterium 的情况恰恰相反，与水分及养分含量、N2O 和 CO2 排放量呈现显

著正相关关系，与 pH、沙粒含量和 CH4 排放量呈极显著负相关关系(表 2)。Zhang 等[29]研究发现 Flavo- 
bacterium 和 Pseudomonas 存在于同一生境时相互竞争，Flavobacterium 比 Pseudomonas 生长快速会优先

占据营养丰富区，而假单胞菌属 Pseudomonas 由于竞争力弱被束缚在营养耗尽区。这和本研究 Hydro- 
genophaga 与 Flavobacterium 在同一生境下相互竞争的结果有一致性。这说明微生物群落构建(community 
assembly)过程中由于个体间的竞争，表现出某些个体对特定环境因子的嗜好，即生态位的分化[30]-[32]。 

5. 结论 

通过细菌 16S rRNA 基因焦磷酸测序在锡林河底泥中共检测出 20 个潜在反硝化细菌属。其中，黄杆

菌属 Flavobacterium 和噬氢菌属 Hydrogenophaga 2 个优势反硝化菌共同占有的比例高达 69.03%，接近反

硝化菌群总组成的 70%。两者存在生态位的分化：Flavobacterium 更喜欢粘附在 pH 相对高的沙粒上，促

进 CH4 的排放并对 N2O 和 CO2 排放产生抑制作用，而 Hydrogenophaga 更喜欢粘附在营养丰富的粉粒或

粘粒上，促进 N2O 和 CO2 排放并对 CH4 的产生有抑制作用。 
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