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太湖地区水稻土优势反硝化细菌的

数量
、

组成与酶活性

李振高 潘映华 伍期途 李良漠
(中国科学院南京土壤研究所)

摘 典

本研究结果表明太湖地区主要水稻土中反硝化细菌常在百万 /克干土以上
,

占细菌 总 数

的 50 一 80 %
。
同一类型土壤中

.

,

肥力高者含菌数多于肥力低者
。
各类土壤中反硝化细菌数与

细菌总数呈显著正相关
。

其优势种中
,
以巨大芽抱杆菌

、

荧光假单胞菌和施氏假单胞菌等出现

的机率最高
,

占反硝化细菌的 10 一50 % ; 地衣芽抱杆菌及坚强芽抱杆菌等出现的机率较少
。

具有使 N o子 还原为 N
,
o 的菌株和使 N

,
o 还原为 N

:

的菌株
,

分别占供试菌株的 67 % 和

56 % ; 使 ” N o 了异化还原为
‘’
N ,甘 的菌株占供试菌株的 92 %

,

其中以蜡质芽抱杆菌和地衣

芽抱杆菌的这种能力特别强
。

乡
由反硝化作用引起的土壤中肥料氮素的损失问题

,

因其汾及浪费能源和环境污染
,

为

国内外研究者广泛重视
。

有人在施用硝态肥料的田间直接测定释放的 N Z
O 和 N Z ,

共损

失的氮量占加入氮素的 1一 73 外
〔, , 。

我国对稻 田表施
‘, N 标记硫酸钱的氮素平衡的测定

结果表明
,

平衡帐中的亏缺部分可达施人
‘, N 肥料氮素的 35 多左右

,

推测主要是反硝化损

失的结果山
。
朱兆良等应用氮素平衡帐扣除 N H

,

挥发量的方 法
,

间接测定氮素的反 硝

化损失里
。

在太湖地区酸性粘质水稻土上
,

测得碳铁
、

尿素作水稻基肥与土混施时的硝

化
一

反硝化损失分别达 39 务 和 37 务
‘2, ,

这是十分值得注意的问题
。

在该地区土壤 中究竟

有哪些微生物造成如此大量的反硝化损失? 其量多少 ? 酶活性怎样 ? 几乎未见此类报

道
。

为了防止氮素损失和因大量施用氮肥(或因工厂含氮排污水)带来的氮素污染问题
,

研

究引起反硝化作用的微生物种类
、

数量及其酶活性是有实际意义的
。

一
、

材 料 和 方 法

少

(一 ) 供试土壤 采自太湖地区 的乌栅土
、

青紫泥
、

乌沙土
、

黄泥土
、

板浆白土和小粉白土
。

任种
一

之城采集高肥和低肥的成对样品
,

并以相应类型的旱地土壤(从未种过水稻 )作比较研究
。

(二) 细菌分离和测数 细菌总数采用稀释平板法
,

培养基为肉膏蛋白陈琼脂
。
反硝化细菌数量

的测定是以分离细菌时选择稀释度高的培养皿
,

挑取其中出现的菌落
,

接种于含 K N O
,

的肉育蛋l勺肤

培养液中
,

定期用格里斯试剂及二苯胺试剂检测培养液中形成的 N O 犷
,

或原有 N( 万 是否消失
,

以判班

省株有无还原硝酸盐的能力
,

据此进行计数
,

换算成每克干土的反硝化细菌数
。

(三 ) 细菌鉴定 按细菌鉴定专著t3] 进行
。
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(四) 培育试验 孔
.

研究菌株使 N 。矛还原为 N 夕 的酶活性 : 以含 。
.

2 % K N O :

的肉膏蛋白

陈培养液做培养基
。

作法是取 10 毫升培养液分装于 5() 毫升血清瓶中
,

塞上棉塞
,

常规灭菌
。

再将供试

菌株分别接人血清瓶
,

换上经酒精消毒的双重橡皮塞
,

将瓶抽真空
,

再充人高纯 N , 至 1 大气压
,

最后注

入 , % (v
/v )毛炔

,

牵清液黄恒温 (2六
,

下同 )下培养
,

定期分析瓶内气相中峥 拍、0
,

出现 N
:
。 者示

菌株具有伸 N o 、 沐原为 N, o 的酿活性
。

:
.

研爵朗株的
,

N
:
。 述原酶

自

法性
: 取普通肉督蛋白陈培养

越

液做培养基
。

作左
、

基本同培育试脸 ‘
,

唯不加
,

大N 碗

浓度为 l% (v/ v )
。
接菌的弩寥夫和增养 , 天后

,

分

而焦入标准
N

,
o 作为电子受体

,

相中的 N .
0

。

并设不接菌的空白对

照
。

由培养前后 N
,
0 峰高之差

,

判断菌株有几无具备 N
止
o 还原酶

,

如果注人的 N
,
0 还原为 N

: ,

则原

N 夕 峰高下降
。

3
.

研究菌株使 N O 歹异化还原为 N H才的酶活性 : 培养基是由葡萄糖 0
.

5%
,

牛肉膏

0
.

3 %
,

蛋白陈 。
.

5%
,

K 一 N o3
‘ , 。

.

2 %
,

蒸馏水 1 00 毫升组成
, p H 7

.

2一7
.

4
。

作法是将上述培养液分

装于 25 毫升三角瓶中
,
每瓶盛液 10 毫升

,

塞上棉塞
,

于 10 磅灭菌 20 分钟
。

冷却后接入供试菌株
。

三

角瓶置真空干燥器内(器内还盛有若干毫升碱性焦性没食子酸
,

以吸收残余氧
。

美蓝作指示剂 )
,

将其抽

真空
,

再充人高纯 N
,

至 1 大气压
。

恒温培养 , 和 20 小时
,

分别取出三角瓶
,

分析培养液中 N H
‘一N 及

其
‘’
NH.

一N %
。

并设不接菌为空白对照
。

(五) 分析方法 (1) N 14.
一N : 用常规蒸馏法分析 ; (2 )

‘

如H一N% : 用 Z H T 一 130 型质谱计测

定 ; (3 ) N
:

o: 用 sP- , 01 型气相色谱仪测定
,
色谱条件 : 电子捕获鉴定器

,

检温 1”七
,

柱温 ‘, ℃
,

Por 。 , k Q 枉
,

载气为高纯 N
: ,

流速为每分钟 80 毫升‘

二
、

结 果 和 讨 论

(一 ) 土族中细菌和反稍化细菌的数t

表 1 结果表明
,

太湖地区主要类型水稻土中的细菌总数为 2 00 一 6 0 0。 万 /克千土
,

反

硝化细菌数为 1 0 0一多0 0。 万 / 克干土
。

通常
,

反硝化细菌数占细菌总数的 ”一 80 %
。

由

傀
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水稻土中反硝化细菌数与细菌

总数的相关性

图 2 水田土壤与旱地土壤中

反硝化细菌的数量
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肥力水平不同的水稻土与旱地土坡中反硝化细菌的分布
Fig
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表 1 还可看出
,

无论哪种类型水稻土
,

凡肥力水平高者
,

其细菌和反硝化细菌的数量高于

肥力水平低者
,

其中尤以乌沙土
、

白土和青紫泥的高低肥土壤含菌量差异最为显著
,

相差

6一 16 倍
。

由此看来利用微生物作为土壤肥力指标之一
,

并非没有科学意义
。

·

在本试验中所获得的反硝化细菌
,

系来源于测细菌总数的培养基上出现的菌落
,

凡具

有还原 N O了 为 N O矛 的细菌统算做反硝化细菌 (即广义的
,

但不都是还原 N O 了为 N 2
0

或 N
:

的细菌)
。

所以
,

经相关分析
,

在太湖地区各类型水稻土中
,

反硝化细菌数量与细菌

总数呈正相关(P丈 0
.

0 1 ,

图 1 )
。

表明该生理群在土壤中是广泛存在的苏而且是兼厌气性
一异养型细菌浓有氧时进行有氧呼吸

,

, 般地亦为氨化细菌 ;
芜氧时才利用 N劣

.

和 N。;
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为呼吸作用的最终 电子受体
,

将其还琢为 N刃 和 N : ,

导致肥料氮素损失
。

在旱地与水田土壤反硝化细菌数t 的对比分析中
,

发现水稻土中反硝化菌数 t 高于

早地土坡 (图 2)
,

可能 由于水稻土较多时间处于演水状态
,

有较多的可利用态有机质和矿

质养分以及充足的水分条件
。

但是
, 3 年不施肥的 水稻土(除黄泥土外)

,

其含菌最反低于

旱地土壤 (图 3 )
,

说明除了水分状况外
,

土壤养分含量等其他因素对反硝化菌的数量亦有

影响
。

(二 ) 优势反硝化细, 的组成

冬 反硝化活性是由反硝化细菌引起的
,

土壤中能进行反硝化作用的微生物数t 大
、

种类

多
,

广泛分布于多种细菌属中t8J 。

太湖地区的主要类型土壤中反硝化细菌的组成分析表

朋(表 2 )
,

本地区各土壤中均以芽抱杆菌属 (B a c illo s ) 和假单胞菌属 (p , e , d 0 0 0 , a ,
) 等

种类占优势
。

其中巨大芽抱杆菌 (B o c
.

o e g a t e r i, m )
,

荧光假单胞菌 (p ;
.

fl“口 ; e s c 。 , : )

及施氏假单胞菌 (P
,

.

: 扭, : 。ri ) 在各主要类型土壤中均有出现
,

占反硝化细 菌 总 数 的

1 0 肠一 5 0务
。

地衣芽抱杆菌(B
a c

.

lic h , ,
汀

o r , i,
)和铜绿假单胞菌 (P

,
.

。。r “9 1, 0 5 。
) 只

出现在黄泥土和小粉白土的水田中
,

而枯草芽抱杆菌 (Bac
.

t
助til ‘

,
) 多分布在各旱地土

壤中
。

坚强芽抱杆菌 (Bo
.

Il’r。“ :
) 只在乌栅土的水田中出现

,

球形芽抱杆 菌 (Ba c.

,

砂。
r ic 。) 则又只出现在乌栅土的早地土壤中

。

环状芽抱杆菌 (而
。

.

ci rc 时“
, )

一

是黄

泥土水田中唯一出现的种
。

关于这些在不同土城中出现的特有的种与土壤性质的关系
,

尚有待进一步研究
。

连

中

农 2 水田和早地土旅中优扮反确化细 , 的组成 (% )
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(三 ) 反硝化细菌的酶活性

以上提到所分离的菌株系指凡能还原 N O ; 为 N O 牙的广义反硝化菌
,

在这些菌株中

究竟有多少具有还原 N O『为 N
Z
O 和还原 N刃 为 N

,

的能力? 以及这些菌株能否将

N O 犷 异化还原为 N H扑 这对利用所获菌株于防止脱氮或净化含氮污水的研究
,

有 价实

际意 义
。

反硝化细菌具有复杂的酶体系
,

我们仅就以下三种酶活性进行了研究
。

1
.

菌株使 N O 犷 还原为 N旧 的酶活性 : 将 1 08 株优势反硝化细菌作酶活性测定
,

其

中 有 72 株能将 N o 犷 还原为 N
2 0 ,

占供试菌株的 67 多
。

从表 3 可以看出具有这种酶活

性的菌株
,

有的酶活性较强
,

如菌号 33
、

2 64 和 26 5 等
,

有的酶活性较弱
,

如菌号 1 7斗8 等
,

但都造成氮素气态损失
。

如果这些菌株不再具备 N
ZO 还原酶

,

则 N p 为其还原的 最终

产物
。

当土壤中这种菌占优势时
,

对大气污 染会带来严重威胁
。

衰 3 太湖地区土坡中菌株的 N O 于还原酶活性
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附 强
,
杆 中
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。

厂

2
.

菌株使 N , O 还原为 N
,

的酶活性
: 不仅土壤中的反硝化细菌是多种多样的

,

而

且就单一菌株来说
,

其酶体系有的也很复杂
。
在侧试的 50 株菌株中

,

具有 N 刃 还原酶

活性的有 28 株
,

占供试菌株的 56 外 (表 勺
。

将表 3 和表 4 结合来看
,

菌株 33 号既有较

强的 N O 犷 还原酶活性
,

又有较强的 N刃 还原酶活性 ; 2 3 8 9 号菌株的 N O 犷 还原酶活

性中等
,

但是
,

其 N
,
O 还原酶活性较强 ; N O ; 还原酶活性中等的 1材 号菌株

,

却没有

N
:
0 还原酶活性

。

还要提出的是菌株 33 号和 14 4 号都称为荧光假单胞菌
,

前者具有

N
,
O 还原酶

,

后者则否 ; 2 05 号和 1 23 号菌株都称为巨大芽抱杆菌
,

前者具有使 N O 了 还

原为 N p 的能力
,

后者则不能
,

说明同一种菌的不同菌株在酶系统上还有较大差异
。

具

有
一

N刀 还原酶的菌株
,

使 N必 进一步还原为 N
: ,

再参与氮循环
,

这对环境保护来 说
,

消除 N
,
O 对大气的污染倒是有益的

。

利用硝化
一

反硝化体系净化含氮污水
,

已有成功的

实例
‘,川 。

这方面的工作对 乡镇企业发达的和舞肥用量大的太湖地区来说急待开展
。

3
.

菌株使 N O犷 异化还原为 N H才的酶活恢 有资料证明
,

有的细 菌在无氧条件下

能使 N O 犷异化还原为 N H才
,

这一特性在农业生态系氮素平衡中引起人们的关注t’. ”。

我
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表 4 太湖地区土滚中菌株的 N
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表 s 太湖地区土城中菌株异化还原 ”N O 哥为 ”N H才的能力
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们用
‘, N 示踪法对太湖地区水稻土的部分优势菌株进行了研究

,

结果表明
,

具育这种能

力的菌株占供试菌株的 91 :头外6 并凌现培养 劝 小时所形成的
场N H. 一N 多 高于只培养 4

一

小时的
,

而且在供试菌株中以地衣芽袍杆菌和蜡质芽抱杆菌的这种异化还原能力比较强
,

碑
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鸟等 : 太湖地 区水稻土优势反硝化细菌的数量
、

组成与酶活性
. . . . . . . . . . . . . . . .

一 一 , 尸

一
乡

2 0 小时时
,

使
‘SN 丰度为 2 9

.

5多的 K , ,
N O

,

异化形成的
‘, N }1一

设想在渍水水稻土中
,

在富含可利用有机质的条件下
,

如能使
N诀异花还原为 付H : 的能力强药菌株在土壤中占绝对优势 ; 贝

除 N刀 的污染
,

将起重要作用
。

这方面的工作值得
口

进一步研究
。
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