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氮循环是生物地球化学循环的重要组成部分，

现代氮循环几乎全部依靠微生物介导的氧化还原反

应完成（图 1），只有小部分依靠长期的地质循环［1-2］。

微生物，包括细菌、古菌和真菌，在氮循环中起着

不可替代的作用，它们之所以能够实现氮素转化是

由于体内存在一系列氮代谢相关的酶。编码这些酶
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摘 要 ： 氮循环是最重要的生物地球化学循环之一，而微生物是驱动自然环境中氮循环最重要的动力。应用宏基因组技术

来研究自然环境中直接参与氮循环的功能微生物类群的总量和多样性是近年来环境微生物的研究热点之一。本文总结最新氮循环

功能微生物类群的研究发现，聚焦各转化过程中（包括固氮、硝化、反硝化、厌氧氨氧化、氮同化 / 异化还原、氨化和同化作用等）

分子标记基因的选择，重点介绍通过这些标记基因的分子检测方法在自然环境中检测到的微生物功能类群的分布状况，最后指出

分子检测技术的革新和完善的数据分析平台的建立对未来氮循环功能微生物研究的重要意义。
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Abstract: The global nitrogen cycle is one of the most important biogeochemical cycles on earth，which is predominantly driven by a 

large number of microorganisms in various ecosystems. The application of metagenomics to reveal the total amount and diversity of functional 

microbial communities involved in nitrogen cycle，is one of the hotspots of environmental microbiology in recent years. In this paper，we 

briefly summarized the recent discovery on the functional microorganisms involved in nitrogen cycle. In addition，we focused on the selection 

of functional genes that could indicate certain nitrogen biological processes（including nitrogen fixation，nitrification，denitrification，

anammox，assimilatory/dissimilatory nitrogen reduction，ammonification and assimilation），and also highlighted the applications of these 

functional genes to detect the distribution of functional microbial communities in natural environments. Finally，we pointed out the importance 

of molecular detection techniques and data analysis platforms for future functional microbiological studies.
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箭头是不同的氮素形态的转化过程，箭头上的基因是催化该转化过程的相关酶的标记基因。固氮作用：固氮酶基因 nifH；硝化作用：

氨单加氧酶基因 amoA，羟胺氧化还原酶基因 hao，亚硝酸盐氧化还原酶基因 nxrA ；反硝化作用 ：硝酸盐还原酶基因 narG，亚硝酸

盐还原酶基因 nirS 和 nirK，一氧化氮还原酶基因 norB，氧化亚氮还原酶基因 nosZ ；厌氧氨氧化作用 ：N2H4 合成酶基因 hzsA，N2H4

氧化还原酶 hzo；氮同化还原作用：硝酸盐同化还原酶基因 nasA、narB，亚硝酸盐同化还原酶基因 nirA、nirB；氮异化还原作用（DNRA）：

硝酸盐异化还原酶基因 napA，亚硝酸盐异化还原酶基因 nrfA ；氨化作用 ：尿素酶基因 ureC。

图 1 氮循环的各个生态过程及相关的功能基因

的活性亚基的基因可作为相应微生物的功能标记基

因［3］，通过分子检测技术鉴定这些功能基因是我们

了解环境中氮循环过程的重要手段和方法。

对参与氮循环的功能微生物的研究已有上百年

历史，编码特定功能酶的功能基因不断成功破译，

极大地拓展了对氮循环功能微生物的认识。尤其是

近十几年来宏基因组学技术的革新，促使氮循环相

关研究出现了一系列令人瞩目的成果，例如氨氧化

古菌和完全硝化菌的发现更是颠覆了人们百年来对

硝化作用的固有认识。早在 19 世纪，Winogradsky

（1890 年）分离的一株氨氧化菌便证明了细菌在硝

化作用中发挥着作用，由此氨氧化细菌（AOB）被

认为是氨氧化过程的主要参与者。直到 2004 年基

于宏基因组学的研究发现，海洋古菌的基因组中含

有与细菌类似的编码氨单加氧酶的结构基因［4］；而

次年从西雅图水族馆海水中分离培养得到第一株氨

氧化古菌（AOA）［5］，至此彻底改变了学术界认为

只有 AOB 进行氨氧化作用的传统认识［6-7］。而 2015

年完全硝化菌成为了又一颠覆性发现，Daims 等［8］

和 van Kessel 等［9］对全球广泛分布的硝化螺旋菌属

（Nitrospira）进行宏基因组高通量测序，发现这种化

能自养菌拥有能够编码完成硝化作用将 NH4
+ 转化为

NO2
- 再转化为 NO3

- 的两大步骤必需的所有酶，比常

规的氨氧化微生物生长率更低而生长量更高。他们

这一重大发现颠覆了一直以来认为硝化作用的两大

步骤不能被同一个微生物催化完成的固有观念，完

全硝化菌也因此成为了氮循环微生物的重要成员。

在回顾氮循环研究发展的历程中，我们发现在各个

重要节点，功能基因分子检测技术都起到了关键性

作用。本文将简要介绍 PCR 扩增技术、DNA 指纹

图谱技术、稳定性同位素示踪技术、分子杂交技术、

测序技术等分子检测技术，重点论述其在氮循环功

能微生物的群落多样性方面的研究进展，最后指出

分子检测技术的革新和完善的数据分析平台的建立

对未来氮循环功能微生物研究的重要意义。

1 分子检测技术的发展

准确测量微生物丰度是开展微生物生态学研究

的基础，但精确度量是一项具有挑战的任务，而分

子技术的革新使得更为精准的度量成为可能［10］。宏

基因组分子检测技术使用非培养的手段，通过环境

样品中所有微生物的 DNA 来获得微生物群落遗传信

息，能够更加全面、真实、精确地反映微生物群落

的结构及潜在功能［11-12］。常用的分子检测技术分为

五大类 ：PCR 扩增技术、DNA 指纹图谱技术、稳定
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性同位素示踪技术、分子杂交技术、测序技术（表 1）。

常用的分子检测技术中，基因芯片和高通量测

序技术属于高通量分子检测技术，其他的技术通量

较低。基因芯片技术通过一组已知核酸探针与环境

表 1 常用分子检测技术优缺点对比

分子检测技术 代表性技术 优点 缺点

PCR 扩增技术 定量 PCR（qPCR）［13］ 高效快速、操作简便、高度敏感 非特异性扩增和扩增偏差

DNA 指纹图谱技术 变性梯度凝胶电泳（DGGE）［11］ 可直接克隆分析序列 ；可同时分析多

个样品 ；快速、可重复、易操作

分离片段小 ；通常只显示优势种类的片段 ；

扩增偏差

末端限制性片段多态性分析

（T-RFLP）［11］

可以检测丰度较低的种群 ；推断系统

发育分类 ；快速、可重复

无法鉴定至种或属水平 ；低估生物多样性

稳定性同位素核酸

探针技术（SIP）

DNA-SIP［14-15］ 耦合微生物遗传多样性与代谢多样性 在微宇宙中进行的 SIP 实验不能完全代表

微生物生长的实际环境条件 ；存在交叉取

食的风险

分子杂交技术 荧光原位杂交技术（FISH）［16］ 快速、灵敏、原位、多样化 探针不稳定 ；空间分辨率不足

基因芯片［11］ 通量高、准确、定量性高 只能设计已知基因序列探针 ；鉴别新基

因 / 新物种同源功能基因有局限性

测序技术 克隆文库［17］ 研究群落的基本方法 只能建立已知基因的文库 ；通量很低

高通量测序技术［11］ 通量高、准确 ；可鉴别新的基因和探

索新物种

不能准确检测低丰度物种 ；数据分析方法

相对复杂 ；特定功能物种注释难度较高

单细胞测序技术［18-19］ 能够揭示单个细胞的基因结构和基因

表达状态，反映细胞间的异质性

单个细胞的分离、单细胞基因组和转录组

的扩增难度高

样品杂交进行核酸序列测定［11］。基因芯片包括系统

发育芯片（PhyloChip）和功能基因芯片（GeoChip）［20］，

系统发育芯片通过检测特异性的 16S rRNA 等系统发

育标记基因，反映不同物种在特定环境的分布情况；

功能基因芯片通过检测执行特殊功能的功能基因，

来反映在微生物群落中的功能类群的分布情况。高

通量测序技术分为扩增子测序和宏基因组鸟枪测序。

扩增子测序是针对目标基因，如 16S rRNA 基因展开

测序，包括焦磷酸测序，Miseq 和 Hiseq 等 ；鸟枪测

序不针对特定目标基因，随机地对环境样品基因组

展开测序［11］。

此外，单细胞测序技术首先利用单细胞分离

技术将细胞分离成个体，然后针对单个细胞的基因

组进行高通量测序分析，能够揭示单个细胞的基因

结构和基因表达状态，获取未培养微生物遗传信

息，在发掘环境“暗物质”方面有很好的应用前 
景［18-19］。 细 胞 内 融 合 PCR 技 术（Emulsion paired 
isolation and concatenation PCR，epicPCR）［21］ 是

2016 年发表的技术，该技术的优势是可在未培养的

单细胞中将功能基因与系统发育标记基因（如 16S 
rRNA 基因）连接在一起，通量可达数十万个细胞，

而成本只与一个基因组文库相当。

自 1991 年克隆文库［22］应用于环境样本研究

开始，FISH ［23］、DGGE［24］、T-RFLP［25］、DNA-
SIP［26］、qPCR［27］、基因芯片［28］、高通量测序［29-30］、

单细胞测序［31-32］、epicPCR［21］这些分子检测技术也

相继应用于环境样本研究（图 2-A）。最早应用于环

境氮循环功能微生物研究的分子检测技术是克隆文

库［33］， 始 于 1997 年， 随 后 FISH［34］、T-RFLP［35］、

DGGE［36］、 基 因 芯 片［28］、qPCR［37］、DNA-SIP［38］、

高通量测序［39］也相继应用于环境样本中氮循环功

能基因的研究（图 2-B）。分子检测技术在帮助研究

者有效识别氮循环各过程中的关键微生物类群、揭

示不同环境中氮循环功能微生物与环境的互作机制

方面起到了重要作用，为我们更深入地解析不同生

态系统中氮循环过程对全球气候环境变化的响应与

反馈奠定了理论基础。

2 固氮作用功能基因 nifH
固 氮 作 用（Nitrogen fixation） 是 N2 被 还 原 成

NH4
+ 和其他含氮化合物的过程（图 1），微生物在此

过程中发挥重要作用。有研究表明生物固氮作用贡
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献了生物圈中近一半的氮元素年输入总量［40］，是自

然生态系统和农业生态系统中重要的氮来源过程。

固氮酶由 nifD 和 nifK 基因编码的异源四聚体以及

nifH 基因编码的二氮酶还原酶亚基两个组分构成［40］。

nifH 基因作为固氮作用的标记基因［41］，主要基于

两点考虑 ：一是，目前已知的所有固氮生物都包含

nifH 基因 ；二是，基于 nifH 基因的系统发育关系和

16S rRNA 基因的系统发育关系非常地接近［42］。nifH
基因的同系物可分成 5 个主要的系统发育群系［43］，

而根据同源性收集的 nifH 基因数据库（http ：//www.

css.cornell.edu/faculty/buckley/nifh.htm） 可 用 于 系 统

发育和进化的相关分析、探针 / 引物的设计和评估、

以及固氮酶基因多样性的检测［40-42］。

基于 nifH 基因的高通量分子检测技术能更深

入、全面、细致地揭示不同土壤生态系统中固氮微

生物的组成、多样性及功能。在自然土壤固氮微生

物的研究中，Soni 等［42］使用基于 PCR 扩增的克隆

文库方法研究了西印度喜马拉雅山脉土壤中的固氮

微生物，结果表明大多数固氮微生物属于 γ-变形菌

（γ-Proteobacteria），且不同的土壤类型中的固氮菌

群落结构不同。Wang 等［44］应用 454 焦磷酸测序法

研究腾格里沙漠植被恢复地区中 100 年来固氮微生

物的演化，发现在植被恢复区表层土中进行固氮作

用的微生物主要属于蓝藻（Cyanobacteria），蓝藻不

仅维持着沙漠表土中的固氮收支平衡，对沙漠中的

初级生产力也有极大的贡献。在农业土壤固氮微生

物研究中，Wang 等［45］使用 qPCR 和 T-RFLP 技术，

分析了小麦生长季节中在四种不同施肥模式下、不

同深度土壤中固氮微生物群落丰度和结构的变化 ；

结果表明随着土壤深度的增加 nifH 基因和 16S rRNA

基因丰度下降，而土壤深度增加带来的土壤理化性

质的变化是影响固氮微生物群落结构的主要因子，

同种颜色的方框表示同一类的分子检测技术

图 2 不同分子检测技术应用于环境样本（A）和氮循环功能基因（B）的发展史
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而非取样季节或施肥模式。Zhang 等［46］使用 ITPGM

（Ion Torrent Personal Genome Machine）和 454 焦磷酸

测序对四种不同作物类型和轮作方式的种植系统土

壤样品中微生物的 nifH 基因进行检测，发现在 5%

氨基酸序列不相似性水平下，总共检测到 6182 个操

作分类单元（Operational taxonomic units, OTU），现有

作物类型和轮作历史是显著影响固氮微生物群落结

构的重要因素。土壤生态系统的固氮微生物研究发

现，自然土壤生态系统中固氮菌主要包括 γ- 变形菌

和蓝藻，固氮菌对土壤植被恢复有一定的贡献，农 
业土壤生态系统中固氮菌受到土壤深度、作物类型

和轮作历史带来的土壤理化性质的变化的显著影响。

在水体环境中，高通量分子检测技术也有更好

的表现。Wang 等［47］综合使用 nifH 基因克隆文库、

DGGE 法、qPCR、逆转录 PCR 法，研究发现蓝藻是

中国东圳水库中主要的固氮微生物 ；水分层 / 混合

状态和氮含量会导致固氮菌群落分布的垂直模式和

季节模式的变化，从而影响水体的氮循环。Xiao 等［48］

使用焦磷酸测序法对中国南海从珠江三角洲到开阔

海域 200m 以上的表层海水中的固氮菌群进行研究，

发现固氮菌的多样性很低，主要由 γ- 变形菌和束毛

藻属（Trichodesmium）组成，而水深是影响固氮微

生物丰度和多样性的最重要的因素。综合土壤环境

和水体环境中固氮菌的研究发现，γ- 变形菌和蓝藻

确实是占主导的固氮微生物。在水体环境中，水深

是影响固氮菌垂直分布的主要原因。

454 焦磷酸测序、qPCR、克隆文库等方法能较

为全面地检测 nifH 基因在土壤环境和水体环境中的

分布。其中，454 焦磷酸测序法和 qPCR 的到的数据

更为细致。但每一种技术都有其局限性（表 1），新

的技术在解决之前技术局限性的同时，也会产生新

的问题。在有完善的数据库的前提下，使用更新的

高通量分子检测技术能更深入、全面、细致地揭示

不同生态系统中固氮微生物的组成、多样性及功能。

3 硝化作用功能基因

硝化作用（Nitrification）广泛存在于各种生态

系统中，对生态系统生产力和营养物质循环以及废

物处理都起着极为重要的作用［6］。该过程包含 3 个

小步骤，NH4
+ 氧化为 NH2OH，进而被氧化为 NO2

-，

最后 NO2
- 被氧化为 NO3

-（图 1），对应的功能基因

分别是 amoA、hao［49］和 nxrA 基因［50］。原来认为氨

氧化过程和亚硝酸盐氧化过程是由不同的微生物完

成，而最新发现的完全硝化菌可以独自完成这两个

过程［8-9］。

3.1 氨单加氧酶基因amoA
氨单加氧酶（Amo）催化 NH4

+ 氧化为 NH2OH，

是氨氧化作用中重要的酶［51］，Amo 操纵子由 amoA、

amoB 和 amoC 这 3 个结构基因构成，amoA 基因编

码 Amo 的活性蛋白亚基，且具有一定的序列保守

性［49］。已经证实 amoA 基因和 16S rRNA 在系统发

育上是一致的，且存在于所有氨氧化微生物中［52］，

因此被选作 Amo 酶的功能标记基因，常用于氨氧化

古菌（AOA）和氨氧化细菌（AOB）的检测分析。

通过 amoA 基因的分子检测，发现 AOA 和 AOB 广

泛分布于土壤、污水处理系统和海洋环境中。

在农业土壤系统中，Cubillos 等［53］ 使用基于

16S rRNA 和 amoA 基因的 DGGE 法研究了哥伦比亚

不同畜牧系统对 AOB 群落的影响，发现传统单一

牧 场（Conventional monoculture pastures） 中 的 AOB

的丰度以及硝化潜力显著高于其他两个系统，多

冠 层 密 集 型 森 林 畜 牧 系 统（Multi-canopy intensive 
silvopastoral systems，ISS）中的丰度相对较低，与当

地森林地区丰度相当 ；ISS 中的草本、灌木、乔木已

被开发为当地牲畜的饲料来源，可减少外部投入的

需求，以达到保护景观和改善土壤质量的目的，对

ISS 进行 3-15 年的年序研究发现，年序越大的 ISS

的细菌群落越趋于相似。Yang 等［54］使用基于 amoA
基因的 Illumina Miseq 高通量测序检测中国北部小

麦 - 玉米轮作土壤中施肥种类和灌溉频率对 AOA 和

AOB 的影响，结果表明 AOA 群落主要受到灌溉频

率的影响，而 AOB 对于施肥种类有更强地响应 ；另

外，土壤湿度、pH 对 AOA 有显著影响，总有机碳

对 AOB 影响显著，而土壤总氮含量对 AOA 和 AOB

均有显著影响。受农业影响越大的土壤（特别是施

肥的影响）中 AOB 的丰度和硝化潜力越大，越接近

于自然生态系统的农业土壤中的 AOB 越接近于普通

水平。AOA 和 AOB 对农业措施的响应是不一样的，

AOA 群落受到灌溉频率的影响更大。
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在废水处理系统中，Gao 等［55］运用基于 amoA
基因的 qPCR 检测生活污水、工业污水和实验室污

水处理共 10 个污水处理系统中 AOA 和 AOB 的丰度，

发现 AOB 比 AOA 丰度更高、分布更广泛，说明在

污水处理系统中 AOB 可能比 AOA 发挥更重要的作

用。Zhang 等［56］ 运 用 基 于 amoA 基 因 和 16S rRNA

基因的 GeoChip、454 焦磷酸测序和 qPCR 分子检测

技术，分析了螺旋霉素或者氧四环素废水处理系统

中 AOA 和 AOB 的群落变化，结果表明在含有螺旋

霉素的废水处理系统中 AOA 丰度显著高于 AOB，而

氧四环素系统中 AOA 丰度低于 AOB，无抗生素的

对照系统中没有检测到 AOA ；螺旋霉素系统中 AOA

的 78.5%-99.6% 属 于 奇 古 菌 门（Thaumarchaeota）；

GeoChip 结果显示 AOA 的 amoA 基因信号强度与螺

旋霉素的浓度相关（P<0.05），AOA 在高浓度的螺旋

霉素压力下比 AOB 更能占据优势。在不同的废水处

理系统中，AOA 和 AOB 的分布和丰度是不一样的，

在生活污水、工业污水、实验室污水和氧四环素污

水中 AOB 比 AOA 丰度更高，而在高浓度的螺旋霉

素压力下 AOA 比 AOB 更能占据优势。

在海洋环境中，影响氨氧化微生物群落组成和

分布的主要环境因素有温度、盐度、深度、水溶氧

含量和碳氮含量等。Vetterli 等［57］运用基于 amoA 基

因的 T-RFLP 法分析发现，芬兰海湾富营养化沉积

物中氨氧化微生物的丰度很高，其中 AOA 群落分布

格局具有强烈的空间变化，而 AOB 群落分布则具有

显著的时间变化特点，而在开放海域，AOA 和 AOB 
丰度很低，以芬兰海湾特有的物种为主 ；影响氨氧

化微生物时空分布模式的主要环境因素有盐度、碳

氮含量以及水溶氧含量。Bertagnolli 等［58］运用基于

amoA 基因的 Illumina Miseq 高通量测序检测智利海

岸海水中奇古菌的丰度，智利海岸海水是季节性低

氧或缺氧的，其温度、盐度和深度是对奇古菌群落

组成影响最大的因素 ；奇古菌门的 Nitrosopumilus-A
在 所 有 样 本 中 均 有 分 布（42%-100% OTU）， 而

Nitrosopumilus-B 主要分布在春夏季节含氧量下降的

深层海水中。在海洋环境中 AOA 和 AOB 的分布格

局不同，AOA 受空间分布影响，而 AOB 受时间分

布影响，温度、盐度、深度等环境因素都是影响海

洋氨氧化微生物的重要因子，而影响不同遗传谱系

的 AOA 的环境因子也不同。

不管在土壤、废水还是海洋系统中，AOA 和

AOB 的表现都会呈现出明显的差异，对两者产生影

响的环境因子也不同。目前很多研究中都会使用不

同的技术手段对这两者进行分别研究，但无疑更新

的、更细致的技术能够更好地检测出这两者之间存

在的更细微的差别，目前检测两者表现差异使用比

较多的技术是 Illumina Miseq 高通量测序、GeoChip

和 qPCR［54，56，58］。

3.2 羟胺氧化还原酶基因hao和亚硝酸盐氧化还原

酶基因nxrA
羟 胺 氧 化 还 原 酶（Hao） 催 化 NH2OH 氧 化 为

NO2
-，hao 基因是对应的功能标记基因［49］。对 hao

基因的研究目前主要集中于分离纯菌株及对功能蛋

白和基因结构的研究［49，59-61］，对其在环境样本中的

研究则鲜有报道。陈春兰等［49］以一个水稻长期定

位试验田为平台，构建 hao 基因和 amoA 基因克隆

文库，研究长期施氮肥对亚硝化菌和氨氧化菌多样

性及其群落结构的影响。结果表明，施氮肥使氨氧

化微生物和亚硝化菌多样性降低，群落结构趋于单

一。

亚硝酸盐氧化还原酶（Nxr）催化 NO2
- 氧化为

NO3
-。Nxr 酶是由一个 α 亚基和一个 β 亚基组成的

异源二聚体，nxrA 基因编码 Nxr 酶催化亚基 α 亚基，

是 Nxr 酶 的 功 能 标 记 基 因［50］。Rani 等［62］ 将 nxrA
基因作为功能标记基因进行扩增子焦磷酸测序，发

现全球六个不同地域的海洋沉积物中的硝化刺菌属

（Nitrospina）细菌数量分布出乎意料的少，且极地区

域的多样性低于非极地区域。

在以上报道中，检测到的硝化作用相关功能基

因主要分布在在农业系统土壤、废水系统和海洋环

境中。amoA 基因是硝化作用中最受关注的基因，研

究 amoA 基因使用的检测技术非常多样，从 Illumina 
Miseq 高通量测序、GeoChip 功能基因芯片、qPCR

到 DGGE、T-RFLP、 克 隆 文 库 均 有 涉 及。GeoChip

功能基因芯片、qPCR 均可定量，但 qPCR 通量偏低；

Illumina Miseq 高通量测序、GeoChip 功能基因芯片

通量高，但 GeoChip 功能基因芯片只能检测已知基

因序列，Illumina Miseq 高通量测序有读长限制以及
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取样、测序时随机因素和 PCR 扩增的影响［11］。

4 反硝化作用功能基因

反 硝 化 作 用（Denitrification） 从 NO3
- 到 N2

包 括 四 个 过 程（ 图 1）：NO3
-→NO2

-、NO2
-→NO、

NO→N2O 和 N2O→N2，这些反应过程对应的功能标

记 基 因 分 别 是 narG 基 因、nirK 和 nirS 基 因、norB
基因以及 nosZ 基因。一直以来人们都认为反硝化作

用只由细菌完成，然而近年来有研究表明真菌和古

菌也能进行反硝化活动［63］。

4.1 硝酸盐还原酶基因narG
催化 NO3

- 还原化为 NO2
- 的硝酸盐还原酶（Nar）

由两个在胞质中的亚基 NarGH、一个膜结合亚基

NarI 以及 NarDJ 组成，narG 基因编码 Nar 酶的活性

亚基 NarG 亚基，是 Nar 酶的功能标记基因［64-65］。

目前，以 narG 基因作为标记基因检测环境样本

中的反硝化菌的研究相对而言并不特别多。Philippot

等［66］构建 narG 基因克隆文库，对玉米的不同培

养变种根际反硝化菌群落进行分析，发现环境因

素比玉米变种类型对反硝化菌的群落的影响更大。

Deiglmayr 等［67］运用基于 narG 基因的 PCR-RFLP 法

分析发现，NO3
- 浓度变化对硝酸盐还原菌群落功

能稳定性的影响不显著，是因为 Nar 酶对草地土壤

中 NO3
- 浓度变化有很高的适应性。Bulc 等［68］使用

qPCR 法研究了人工沟渠中 narG 基因的分布，发现

无论沟渠中废水的含氧量和含氮量如何，高度波动

的排水模式是影响整个废水系统中 narG 基因丰度和

分布的主要原因。以上结果表明，在农业土壤和废

水沟渠中 NO3
- 浓度和含氮量都不是影响 narG 基因

丰度和分布的主要原因。

4.2 亚硝酸还原酶基因nirK和nirS
亚 硝 酸 盐 还 原 酶（Nir） 催 化 NO2

- 还 原 化 为

NO。Nir 酶复合体中，nirK 基因编码依赖铜离子的

亚基 NirK，而 nirS 基因编码含有细胞色素 cd-1 的亚

基 NirS［65，69，70］。在水体环境中 nirS 基因的丰度和

多样性显著高于 nirK，但通过这两个基因得到的群

落结构均存在季节性变化。Lee 等［71］使用基于 nirS
和 nirK 基因的 qPCR 法研究反硝化菌在旧金山海湾

河口沉积物中的分布，发现在河口区域 nirS 基因的

丰度和多样性均显著高于 nirK ；两个基因存在相似

的空间变化规律，而时间变化规律有差异 ；当硝酸

盐浓度高时 nirS 丰度高，而温度低时 nirK 丰度高。

Zhou 等［72］ 使 用 基 于 nirS 和 nirK 基 因 的 Illumina 
Miseq 高通量测序研究中国北部一个浅层富营养化的

水库中反硝化菌群落结构的变化，NirS 型反硝化菌

的丰度和多样性高于 NirK 型反硝化菌 ；沉积物总氮

和温度是影响反硝化菌群落结构季节性变化的重要

环境因子。

4.3 一氧化氮还原酶基因norB
一 氧 化 氮 还 原 酶（Nor） 将 NO 还 原 为 N2O，

norB 基因编码 Nor酶复合体 NorBCDEFQZ 中的 NorB

亚基，是 Nor 酶的功能标记基因［65］。Fagerstone 等［73］

通过 norB 基因的 PCR 检测确认反硝化菌的存在，

且发现抗生素处理反硝化细菌可以大大减少微藻养

殖中 N2O 的排放量。Kearns 等［74］构建 norB 基因和

nosZ 基因的克隆文库，同时使用 qPCR 法分析发现

施氮肥的盐沼中含有 norB 基因和含有 nosZ 基因的

微生物均属于 α- 和 β- 变形菌；当氮肥浓度非常高时，

nosZ 基因丰度显著降低，norB 基因丰度没有显著变

化。抗生素可以降低 norB 基因丰度，但高氮肥浓度

对 norB 基因没有显著影响。

4.4 氧化亚氮还原酶基因nosZ
氧化亚氮还原酶（Nos）将 N2O 还原为 N2。Nos

酶在系统发育上有两个不同的 NosZ 分枝，一个分枝

含有典型的 Z 型 NosZ 蛋白，另一个含有非典型的

NosZ 蛋白［75］。编码典型的 Z 型 NosZ 蛋白的 nosZ
基因存在于能够完成反硝化作用的细菌中，是 Nos

酶的功能标记基因 ；非典型的 nosZ 基因存在于能够

完成更多样化的氮代谢途径的细菌中，包括那些缺

乏 nirS 和 nirK 基因的细菌［75-77］。Orellana 等［75］结

合宏基因组鸟枪测序法和基于 nosZ 基因的 Illumina

测序，分析了美国中西部玉米主要产区代表性的砂

质和泥质土壤中 nosZ 基因的丰度和多样性，发现非

典型的 nosZ 基因数量超过典型的 nosZ 基因，突出

了非典型 nosZ 基因微生物在土壤中和在其他环境中

消耗 N2O 的潜在作用。

水体环境中溶解氧浓度是影响反硝化菌的重要

因素。Wyman 等［78］利用 qPCR 方法分析了阿拉伯

海富氧和弱氧的海水中进行反硝化作用的 α- 变形菌
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的 nosZ 基因的表达情况，发现宽阔富氧的海洋表面

比弱氧的海水中的反硝化菌丰度高，富氧的海洋表

面可能是 N2O 的潜在汇。

反硝化作用可以将环境的硝态氮肥转化为 N2O

和 N2 释放到大气中，与农业系统息息相关。在以上

研究中，对反硝化作用相关功能基因使用最多的分

子检测技术是 qPCR。qPCR 有很好的定量性，可以

定量不同环境中反硝化作用功能基因的分布，但其

通量低、非特异性扩增和扩增偏差也是很明显的局

限性（表 1）。

5 厌氧氨氧化作用功能基因

厌氧氨氧化作用（Anammox）将 NH4
+ 氧化为

N2（图 1）。厌氧氨氧化作用的分子机制虽然一直未知，

但 Kartal 等［79］提出，厌氧氨氧化作用中 N2H4 是由

厌氧底物 NH4
+ 和 NO2

- 产生，NO 是 N2H4 的直接前体。

hzsA 基因和 hzo 基因均可以提供环境中厌氧氨氧化

细菌的物种分类信息，甚至可能比 16S rRNA 基因更

胜一筹，经常作为厌氧氨氧化细菌的标记基因［80-81］。

N2H4 合 成 酶（Hzs） 催 化 NH4
+ 在 厌 氧 条 件 下

与由 NO2
- 还原产生的 NO 反应生成 N2H4，Hzs 酶由

hzsA、hzsB、hzsC 基因共同编码，hzsA 基因编码 Hzs

酶的 α 亚基，是 Hzs 酶的功能标记基因［82-83］。N2H4

氧化还原酶（Hzo）催化 N2H4 氧化为 N2，Hzo 酶由

hzo 基因编码［84］。

厌氧氨氧化细菌分布非常广泛，在海洋、海

岸和江河口的沉积物、红树林、海洋冰块和淡水

湖中，甚至是西非、智利和秘鲁等氧气含量最小

带（Oxygen minimum zones，OMZs）都 发 现 有 厌 氧

氨氧化细菌的存在［6］。Russ 等［85］运用基于 hzsA 基

因的 qPCR 分析加利福尼亚湾兼有冷烃富集流和热

液喷口地区的沉积物，发现所有的厌氧氨氧化菌都

与“Candidatus Scalindua”属相近，但系统发育上属

于两个不同的 hzsA 基因序列簇，相似性低于 76%。

Bale 等［86］在英格兰北海南部砂质和泥质砂岩沉积

物中，通过 16S rRNA 和 hzsA 基因的逆转录 qPCR 和
15N 稳定同位素标记实验发现，厌氧氨氧化菌在有机

碳含量高的沉积物中活性更高，并且在夏天比冬天

活性和丰度更高。Sun 等［81］构建 16S rRNA 基因和

hzo 基因克隆文库，发现 NH4
+ 与 NO3

-、NO2
- 的比例

显著影响了厌氧氨氧化细菌在东江河中的垂直分布。

Naeher 等［84］运用基于 16S rRNA 基因和 hzo 基因的

qPCR 分析发现，厌氧氨氧化菌在整个法国塞纳河河

口中均有分布，且丰度很高。以上研究中检测到的

厌氧氨氧化菌主要分布在水体环境中，hzsA 基因标

记的厌氧氨氧化菌在有机碳含量高的沉积物中活性

更高，而不同氮素形态的比例会显著影响 hzo 基因

标记的厌氧氨氧化菌。

厌氧氨氧化作用功能基因一般分布在水体环境

中。使用最多的分子检测技术是 qPCR，可以对分布

于不同水体环境中的厌氧氨氧化作用功能基因进行

定量和检测（表 1）。

6 氮同化还原作用及异化还原作用功能基因

氮 同 化 还 原 作 用（Assimilatory nitrogen 
reduction） 及 异 化 还 原 作 用（Dissimilatory nitrogen 
reduction to ammonia，DNRA） 均 可 将 NO3

- 还 原 为

NH4
+，这一反应包括两个步骤 ：NO3

- 还原为 NO2
-、

NO2
- 还原为 NH4

+（图 1）。DNRA 与氮同化还原作

用的不同之处在于，DNRA 不需要 NAD（P）H 作

为电子供体，且不存在有机氮中间体［87］。长久以

来，DNRA 在氮循环中都是一个被忽略的过程，直

到 Lam 等［88］提出 DNRA 是微生物在厌氧氨氧化作

用中利用的 NH4
+ 的来源。此外，最近证实一部分反

硝化菌有时也可以进行 DNRA，DNRA 在环境中的

分布可能比以往所认知地更为常见［2］。

6.1 硝酸盐同化还原酶基因nasA、narB和异化还

原酶基因napA
硝酸盐同化还原酶 Nas 和 Nar 催化 NO3

- 同化还

原为 NO2
-［64］。Nas 酶大亚基由 nasA 基因编码，相

应的功能基因是 nasA 基因［89］，而硝酸盐同化还原

酶 Nar 的标记基因为 narB 基因［90］。硝酸盐异化还

原 酶（Nap） 催 化 NO3
- 异 化 还 原 为 NO2

-，napA 基

因编码 Nap 酶复合体 NapAB 中的 NapA 亚基。Feng

等［91］运用 PCR 扩增 napA 基因，发现三个油井废水

中 napA 基因的丰度和分布会随着有机碳浓度的变化

而变化，才将 napA 基因作为异化硝酸盐还原菌的标

记基因。

海洋环境中，氮同化还原菌的生物地理分布

模式与环境条件密切相关。Paerl 等［92］ 在加州湾
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一个由沿岸涌升流和贫营养太平洋组成的动态区域

（California current system，CCS） 中， 运 用 qPCR 分

析发现在 CCS 的核心区域聚球藻的数量和聚球藻

narB 基因的丰度较低，而沿岸过渡地带较高 ；该研

究组运用同样的方法分析发现，蒙特利湾每年春季

上升的涌流导致聚球藻种群及其 narB 基因亚群丰度

下降，且所检测的金属离子等环境因子对 narB 基

因的丰度没有显著影响［93］。Jiang 等［89］ 建立 16S 
rRNA 和 nasA 基因克隆文库，分析硝酸盐同化细菌

在几个大洋沿岸海域的地理分布和多样性，发现盐

浓度、温度和硝酸盐浓度是影响氮同化还原菌的分

布和多样性的主要环境因子。

6.2 亚硝酸盐同化还原酶基因nirA、nirB和异化还

原酶基因nrfA
亚硝酸盐同化还原酶（Nir）催化 NO2

- 同化还

原 为 NH4
+［94］。nirA 和 nirB 基 因 分 别 编 码 NirA 和

NirB 亚基，这两种基因可作为 Nir 酶的功能标记基

因［95］。在多种蓝藻中已发现一种 nirA 操纵子，包含

亚硝酸同化还原酶基因 nirA、编码转运 NO3
- 和 NO2

-

的 ABC 型转运蛋白的 nrtABCD 基因，和硝酸盐同化

还原酶基因 narB，nirA 操纵子只有在 NO3
- 或 NO2

-

浓度高而 NH4
+ 浓度低的时候才会高度表达［95］。nirB

基因转录在 nirA 操纵子的上游，其编码的 NirB 酶在

NirA 酶成熟过程中扮演骨架蛋白的角色，NirA 酶的

表达需要 NirB 酶的存在［95-97］。Alcantara-Hernandez

等［98］利用 narB 基因和 nirA 基因作为功能标记基因

对墨西哥一块极端盐碱地（以前是 Texcoco 湖）进

行扩增子测序，发现含有 narB 和 nirA 基因的嗜盐

古菌占主要地位 ；在 pH 大于 10 甚至更高的环境中

NH4
+ 会转化成 NH3，而 NO3

- 和 NO2
- 是更好的氮源，

所以嗜盐古菌对硝酸盐的代谢能力对其生存有重要

意义。

甲酸依赖型亚硝酸盐还原酶（Nrf）催化 NO2
-

异化还原为 NH4
+。Nrf 酶由一个 7 个基因组成的操

纵子 nrfABCDEFG 编码，nrfA 编码的催化亚基 NrfA

是利用 NO2
- 作为电子受体的细胞色素 C，nrfBCD 编

码的蛋白将电子转移到催化亚基 NrfA 上，nrfEFG

编码的血红裂解酶（Heme lyase）将血红素（Heme 
group）连结到 NrfA 催化位点上［99］。nrfA 基因是 Nrf

酶的标记基因。Song 等［100］以 nrfA 基因为标记基因

对美国北卡罗来纳州一个浅泻湖河口沉积物群落进

行焦磷酸测序，发现其中 DNRA 活性和 nrfA 基因的

丰度随有机质含量的增加而上升，有机碳的可获得

性是 DNRA 群落活性的重要调节因子。

随着对 DNRA 的认识逐渐加深，DNRA 也还渐

成为研究的热点之一［2］。在氮同化还原和异化还原

作用研究中，使用的分子检测技术有焦磷酸测序、

qPCR、克隆文库等，目前对这两个过程的功能基因

的研究还不是很多，但是随着关注度的加深也会随

之变多。

7 氨化作用及同化作用

氨 化 作 用（Ammonification）， 也 称 作 氮 矿 化

作用（Nitrogen mineralization），是有机质氮转化为

NH4
+ 的过程（图 1）［101］。不同的有机质需要不同的

酶催化氨化作用，其中尿素酶（Urease）催化尿素

的氨化作用。尿素酶可催化尿素分解为 NH4
+，系统

命名为酰胺水解酶［102-103］，细菌、植物和动物体内

都含有尿素酶，通过将尿素分解为 NH4
+ 的过程获

取能量［104］。细菌尿素酶基因簇由结构基因、辅助

基因和调节基因组成，结构基因包括 ureA、ureB 和

ureC 基因，分别编码 α、β 和 γ 亚基 ；辅助基因包

括 ureD、ureE、ureF、ureG、ureH、ureI 等，ureR 是

调节基因。ureC 基因编码尿素酶维持酶活性的蛋白，

是尿素酶的标记基因［103］。

同化作用（Assimilation），又称为合成代谢，是

指生物体利用能量将小分子合成为大分子的一系列

代谢途径。所有的氮循环微生物可通过同化作用利

用环境中的小分子氮化物合成含氮大分子［105］。

8 结论与展望

生态系统是一个整体，而氮循环并非独立存在

于生态系统中，氮元素不同形式转化过程中，会偶

联其他元素的转化过程，如碳循环、硫循环等，其

中厌氧甲烷氧化和反硝化作用的偶联就是非常典

型的例子［106］。未来对氮循环的研究必然会发展为

氮循环偶联其他生物地球化学循环的研究。但不管

研究的方向如何改变，分子检测技术都是其中重要

的研究手段，正如高通量测序发现完全硝化菌的过

程［8-9］。单细胞测序无疑是目前最新的技术，而高
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通量 qPCR 是在普通 qPCR 基础上研发的高通量技

术［107］，虽然目前还没有这些新技术应用在氮循环

研究中的实例，但在不久的将来，这些新技术必然

会给氮循环研究带来新的发现。

此外，大数据时代带来的另一方面的需求就是

数据分析平台的建立。随着微生物组学技术的普及，

在未来数十年之内数据分析的基础平台建设将对氮

循环微生物功能基因的研究提供保障，而分析技术

本身的研究和发展也非常重要，基础性分析和存储

平台的建设可为氮循环功能类群研究提供坚实的基

础［108］。以功能基因为起点，以日益发展的数据分

析平台为支撑，分子检测技术的革新能够更深入全

面地了解参与氮循环的微生物功能类群多样性，最

终为环境科学、生态学和地球科学的发展带来新的

契机。
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