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摘要：为探究威百亩对土壤反硝化作用的影响及作用机制，采用理化分析和变性梯度凝胶电泳方

法分析浓度20、100和500 mg/kg威百亩熏蒸对土壤反硝化作用及nirS型反硝化细菌群落结构的影

响。结果显示，威百亩熏蒸处理0、14 d后，500 mg/kg浓度处理的土壤反硝化率为84.64%、90.52%，

分别显著低于对照的86.72%和91.87%，100、20 mg/kg浓度处理的土壤反硝化率与对照均无显著差

异；熏蒸处理28、56和84 d后，4个处理的土壤反硝化率均无显著差异。与对照相比，3个浓度威百

亩熏蒸处理0、14、28、56和84 d后的土壤nirS型反硝化细菌群落的多样性指数和均匀度指数均差

异不显著。除56 d外，20 mg/kg浓度熏蒸处理0、14、28和84 d的土壤细菌群落丰富度指数分别为

8.77、14.77、9.77和8.75，均显著低于对照；100 mg/kg浓度熏蒸处理0、14和28 d后的土壤细菌群落

丰富度指数分别为10.76、6.77和10.78，显著低于对照，而处理56、84 d 后，土壤细菌群落丰富度指

数与对照无显著差异。500 mg/kg浓度威百亩熏蒸处理后，土壤反硝化作用在熏蒸后0~14 d受到抑

制，28 d后土壤反硝化作用自然恢复；土壤细菌群落丰富度指数无论熏蒸初期或后期与均对照差异

不显著。威百亩对土壤反硝化强度的影响与nirS型硝化细菌群落结构变化无关，说明nirS型反硝

化细菌在土壤反硝化作用中不起主要作用。
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Abstract: To explore the impact and mechanism of soil fumigants on soil denitrification, physicochemi-

cal analysis and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) were performed to investigate the ef-

fects of fumigant metham-sodium with different doses at 20, 100 and 500 mg/kg on soil denitrification

and the structure of nirS bacteria community. The results showed that at 0 d and 14 d after the metham-

sodium fumigation treatment, soil denitrification rate with the 500 mg/kg treatment was 84.64% and

90.52%, respectively, significantly lower than those of the control group (86.72% and 91.87%). Com-

pared with the control group, soil denitrification rate with the 100 and 20 mg/kg treatment was not sig-

nificantly different. At 28, 56, 84 d after fumigation treatment, there were no significant difference be-

tween the denitrification rates of four treatments. Compared with cotrol group, the diversity indexes and

evenness indexes of nirS bacteria at 0, 14, 28, 56 and 84 d after fumigation treatments with 20, 100 and
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500 mg/kg were not significantly different. Except for 56 d, the bacterial community richness index at

0, 14, 28 and 84 d after 20 mg/kg fumigation were 8.77, 14.77, 9.77 and 8.75, respectively, which were

significantly lower than those of the control group, the bacterial community richness index at 0, 14 and

28 d after 100 mg/kg fumigation were 10.76, 6.77 and 10.78, respectively, which were significantly low-

er than those of the control group, and there was no significant difference in the bacterial community

richness index between the treated soil and the control group at 56 and 84 d after fumigation. The re-

sults showed that the denitrification was inhibited at 0-14 d after fumigation treatment with 500 mg/kg,

and then the soil denitrification was restored at 28 d; the bacterial richness index with 500 mg/kg fumi-

gation treatment had no significant difference in the early or the later periods from that of the control

group. The metham-sodium effect on soil denitrification was independent with the changes of nirS bac-

terial community structure, and the nirS denitrifying bacteria did not play a major role in denitrification

in soil.
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(DGGE)

随着保护地高附加值经济作物的连年栽培，土

传病害问题愈发突出，土壤熏蒸是控制其危害的主

要有效措施之一。溴甲烷是一种效果非常好的熏蒸

剂，但由于对臭氧层有破坏作用，将被全球禁用，1，

3-二氯丙烯、氯化苦、威百亩、棉隆、二甲基二硫等一

些替代品不断被开发（Gilreath et al.，2005；Minuto

et al.，2006）。

目前，1，3-二氯丙烯、氯化苦和二甲基二硫等溴

甲烷替代熏蒸剂的研究主要集中在其对土壤反硝化

作用的影响（Gilreath & Santos，2004；Hanson et al.，

2011），溴甲烷替代熏蒸剂——威百亩的研究主要集

中在其对病虫害及线虫的防治效果等方面（赵云等，

2008；卜东欣等，2014；王惟萍等，2017），而关于威百

亩熏蒸剂熏蒸处理土壤后非目标生物，尤其与氮循

环相关的微生物是否受到明显影响的报道较少。反

硝化作用是土壤氮循环的重要过程，土壤生物反硝

化过程为NO3
-→NO2

-→NO→N2O→N2，分别由硝酸

盐还原酶（基因narG）、亚硝酸盐还原酶（基因nirS、

nirK）、一氧化氮还原酶（基因 norB）、一氧化二氮还

原酶（基因nosZ）参与的催化过程。nirS基因编码的

亚硝酸还原酶基因是反硝化细菌的重要酶（莫旭华

等，2009），并且 nirS基因已用于多种生境下反硝化

细菌群落结构的研究。本研究利用亚硝酸还原酶基

因nirS分析土壤熏蒸剂威百亩对反硝化细菌群落结

构的影响。变性梯度凝胶电泳（denaturing gradient

gel electrophoresis，DGGE）是通过聚丙烯酰胺凝胶

中变性剂浓度梯度的不同将序列不同的DNA分开

（Muyzer et al.，1993），自1993年Muyzer将DGGE技

术引入到微生物生态学研究以来，DGGE 已被广泛

应用于各种生态系统如淡水、土壤等微生物群落结

构分析。由于自然界中只有极其少的微生物能够通

过纯培养法培养（吕文洲，2008），应用传统的微生物

分离培养方法研究土壤中微生物种群构成会造成微

生物多样性丢失（赵柏霞等，2015）。本试验采用聚

合酶链反应的变性梯度凝胶电泳（polymerase chain

reaction-denaturing gradient gel electrophoresis，PCR-

DGGE）技术测定土壤中反硝化细菌，以期更全面地

反映熏蒸土壤中反硝化细菌的多样性。

为优选溴甲烷替代熏蒸剂，探究威百亩熏蒸对

土壤反硝化细菌群落结构的影响，本研究以 nirS基

因为研究对象，采用PCR-DGGE技术，探究威百亩

熏蒸剂对土壤反硝化细菌群落结构的影响，阐明熏

蒸剂对土壤反硝化作用与反硝化细菌群落结构的关

系，以期为合理地选择环保型土壤熏蒸剂提供研究

基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试土壤：本试验选取北京市通州县黄瓜大棚

轮作3年以上的砂壤土，有机质、铵态氮、硝态氮、速

效钾、有效磷含量分别为 33.55、73.01、249.46、

443.45 和657.66 mg/kg，pH 6.86。

药剂及仪器：威百亩（metham-sodium）42%水

剂，大连染料化工有限公司；Taq酶、dNTPs等，生工

生物工程（上海）股份有限公司；琼脂糖、RNase、去

离子甲酰胺、聚丙烯酰胺，上海鼎国生物技术有限公

司；DNA ladder、CTAB，北京天为时代科技有限公

司；土壤 DNA 提取试剂盒、SYBR Green，MO Bio
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Laboratories公司；其它试剂均为国产分析纯。TC-

96（G）H（b）B PCR基因扩增仪、Centrifuge5415D离

心机，德国Eppendorf股份公司；D-Code TM DGGE

电泳仪、Gel Doc TM XR 凝胶成像系统，美国 Bio-

Rad公司；722N分光光度计，上海精密仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 土壤熏蒸试验

2012年在北京市通州县黄瓜大棚内进行试验，

大棚面积约2 000 m2，采用对角线五点法取土样，每

点取约 10 g土样，将其分别用 2 mm目筛子过滤后

混匀，加水将土壤湿度调为15%，称取1 kg土壤置于

1.5 L干燥器中，共4个处理，即20、100和500 mg/kg

三个浓度的威百亩熏蒸处理和 1个未作任何处理

（对照），每个处理重复3次，干燥器在加入药品后立

即密封，在25℃条件下密闭熏蒸7 d后敞气，敞气后

置于 25℃条件下恒温避光培养，每隔 2 d调节土壤

含水量至熏蒸前水平，分别于恢复培养后0、14、28、

56、84 d采用五点法取样，每个处理共取5 g土壤，每

个处理重复3次，用于各参数的测定。

1.2.2 土壤样品中硝态氮、铵态氮的测定

铵态氮NH4-N、硝态氮NO3-N的测定采用铵态

氮和硝态氮的联合测定。用2 mol/L KCl浸提土壤，

把吸附在土壤胶体上的NH4
+及水溶性NH4

+浸提出

来。取一份浸出液在半微量定氮蒸馏器中加MgO

蒸馏，MgO是弱碱，能防止浸出液中酰铵有机氮水

解。蒸出的氨用硼酸吸收，用标准酸溶液滴定，计算

土壤中的 NH4
+-N 含量。土壤浸出液中加入 MgO

后，用FeSO4-Zn将土壤浸出液中的NO3
-和NO2

-还原

成氨气，还原出的氨气用硼酸吸收，用盐酸标准溶液

滴定硼酸来测定NO3-N含量（李振高等，2008）。

1.2.3 反硝化作用的测定和计算

土壤中加入一定量的硝酸盐，经厌氧培养后，用

土壤NO3
-的硝化率表示土壤的反硝化作用（李阜棣

等，1996），NO3
-转化为氮素的百分率为反硝化率，

反硝化率=土样培养后剩余的NO3-N/培养前的土壤

NO3-N×100%。具体测定方法：称取过2 mm目筛的

土壤 10~20 g，置于 25或 50 mL三角瓶中，加入 10%

KNO3溶液（土壤中C/N须小于7），用5 mL蒸馏水溶

解，使土表有薄的淹水层；将三角瓶置于真空干燥器

中，抽真空，灌入氮气，如此反复多次，使干燥器内无

氧；在干燥器底部放100 mL碱性焦性没食子酸用来

吸收残余的氧，还原指示剂为美蓝。将干燥器置

25℃恒温温室培养，于0、3 d后取出土样，采用连续

流动分析仪测定样品中剩余的NO3-N。

1.2.4 土壤样品中还原酶活性的测定

通过土壤反硝化反应前后 NO3-N 含量差值求

得硝酸还原酶活性，土壤反硝化反应前后NO3-N含

量采用比色法测定（李振高等，2008）。亚硝酸还原

酶活性测定采用分光光度法（孙军德等，2005）。

1.2.5 nirS基因PCR扩增及基因序列的鉴定

土壤总DNA的提取与检测：按照土壤DNA提

取试剂盒步骤提取土壤总DNA，DNA提取物用 2%

琼脂糖凝胶电泳检测，每个处理3次重复，然后混合

DNA提取液，于-20℃冰箱中保存备用。

nirS基因PCR扩增：采用引物Cd3aF-GC：5 ′ -G-

T（C/G）AACGT（C/G）AAGGA（A/G）AC（C/G）GG-3 ′

和R3cd：5 ′ -GA（C/G）TTCGG（A/G）TG（C/G）GTC-

TTGA-3 ′扩增土壤nirS基因（陈哲等，2009），引物均

委托生工生物工程（上海）股份有限公司合成。PCR

反应体系：10×PCR缓冲溶液（500 mmol/L Tris-HCl、

pH 8.0、25 mmol/L MgCl2）、1.25U TaqDNA聚合酶、

0.5 mmol/L引物、0.25 mmol/L DNA，用无菌双蒸水

补加到 50 μL。PCR 反应的循环条件：95℃预变性

5 min；95℃变性 1 min，55℃退火 30 s，72℃延伸

1 min，30次循环。PCR扩增产物为425 bp。取20 μL

PCR 产物进行DGGE分析，细菌变性剂梯度范围为

35%~50%，聚丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，变性剂为

尿素 7 mol/L和 40%去离子甲酰胺，在1×TAE缓冲

液中于 200 V、60℃下电泳 4 h，电泳后采用 SYBR

Green 对凝胶进行染色。利用 Quantity One 软件分

析样品电泳条带。

nirS基因序列的鉴定和系统发育分析：测定每

个阳性转化菌nirS基因序列，用DNAMAN 4.0软件

去除两端的载体序列，用程序检测人工嵌合序列并

剔除；用BLAST程序在GenBank中搜索相似序列，

用DNAMAN 4.0软件进行相似序列比对，计算遗传

距离并构建系统发育树。

1.2.6 nirS型反硝化基因细菌群落结构分析

用香农多样性指数H、均匀度指数E和丰富度

指标R表示反硝化基因细菌群落的结构水平及生态

学特征（李晔等，2010），香农多样性指数 H=-Σ（ni/

N）ln（ni/N），式中 ni表示单一条带的峰面积，N为所

有峰的面积；丰富度指数R=S-1/lnN，式中 S为某一

泳道的总带数；均匀度指数E=H/Hmax，Hmax=lnS（李晔

等，2010），这3个指标反映了群落类型、结构差异及

群落演替的动态变化。

1.3 数据分析

采用SPSS13.0软件对试验数据进行处理，以最
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小显著差数（LSD）法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 威百亩熏蒸剂对土壤反硝化作用的影响

威百亩熏蒸不同处理时间对土壤反硝化的影响

不同。处理 0 d 后，对照处理土壤反硝化率为

86.72%，20、100和 500 mg/kg浓度威百亩处理的土

壤反硝化率分别为 85.23%、85.87%和 84.64%，前两

者与对照差异不显著，后者与对照差异显著（P<

0.05）。处理 14 d 后，对照处理土壤反硝化率为

91.87%，20、100和500 mg/kg浓度威百亩处理的土壤

反硝化率分别为 90.74%、89.76%和 90.52%，后两者

与对照差异显著（P<0.05）。熏蒸28、56、84 d后，4个

处理的土壤反硝化率均无显著差异，表明500 mg/kg

浓度威百亩熏蒸 0~14 d 后土壤反硝化作用受到抑

制，28 d后土壤反硝化作用自然恢复（图1-A）。

图1 不同浓度威百亩熏蒸处理对土壤反硝化作用（A）、NH4-N含量（B）、NO3-N含量（C）、

硝酸还原酶（D）、亚硝酸还原酶（E）的影响

Fig. 1 Changes of soil denitrification（A），NH4-N（B），NO3-N（C），nitrate reductase activity（D），

nitrite reductase activity（E）with different concentrations of metham-sodium fumigation

图中数据为平均数±标准差。同天不同字母表示经LSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SD. Different let-

ters in the same day indicate significant difference at P<0.05 level by LSD.

2.2 威百亩熏蒸剂对土壤NH4-N/NO3-N的影响

威百亩熏蒸0 d后，500 和20 mg/kg浓度处理的

土壤NH4-N含量分别为 27.41、17.29 mg/kg，前者显

著高于后者（P<0.05），100 mg/kg浓度威百亩处理的

土壤 NH4-N 含量为 24.01 mg/kg，与对照无显著差

异；熏蒸后14 d，威百亩3个浓度处理的土壤NH4-N

含量与对照无显著差异；熏蒸后 28 d，100 mg/kg浓

度威百亩处理的NH4-N含量为24.74 mg/kg，显著低

于对照（32.23 mg/kg，P<0.05），56 d和 84 d后，与对

照差异不显著，熏蒸28、56、84 d后，20、500 mg/kg浓

度威百亩处理的土壤NH4-N含量显著低于对照（P<

0.05），而威百亩 3 个浓度处理在不同时间对土壤

NH4-N含量的影响表现不同。试验结果说明，威百

亩熏蒸后土壤NH4-N含量初期高于对照处理，28 d

后低于对照处理且不同浓度之间影响不同（图1-B）。

熏蒸0、14、56 d后，4个处理土壤NO3-N含量之

间均无显著差异；熏蒸28 d后，500、100、20 mg/kg浓

度威百亩处理和对照土壤NO3-N含量分别为77.11、

80.11、88.26和 97.76 mg/kg，500 mg/kg 浓度威百亩

处理的土壤NO3-N含量显著低于对照（P<0.05），而



20、100 mg/kg 浓度威百亩处理的与对照差异不显

著；熏蒸 84 d后，100、500 mg/kg浓度威百亩处理土

壤NO3-N含量分别为118.00和111.91 mg/kg，与对照

的101.09 mg/kg无显著差异，而 20 mg/kg浓度威百

亩处理土壤 NO3-N 含量为 129.70 mg/kg，显著高于

对照（P<0.05）。表明威百亩熏蒸后初期土壤NO3-N

含量与对照无显著差异，后期20 mg/kg浓度威百亩

处理显著高于对照（P<0.05），而100、500 mg/kg浓度

威百亩处理与对照无显著差异（图1-C）。

2.3 威百亩熏蒸剂对土壤还原酶活性的影响

威百亩熏蒸后，不同时间土壤硝酸还原酶的活

性不同。熏蒸 0 d，500 mg/kg浓度处理的土壤硝酸

还原酶活性为 5.48 mg·10 g-1 · h-1，低于对照处理的

6.14 mg·10 g-1 ·h-1；熏蒸 14 d后，20 mg/kg浓度威百

亩处理的土壤硝酸还原酶活性为2.34 mg·10 g-1·h-1，

显著低于对照的3.86 mg·10 g-1 ·h-1（P<0.05）。熏蒸

28、56、84 d后，4个处理的土壤硝酸还原酶之间差异

不显著。表明威百亩熏蒸后 0~14 d 土壤硝酸还原

酶受到抑制，28 d后威百亩 3个浓度处理的土壤硝

酸还原酶之间差异不显著，土壤硝酸还原酶自然恢

复（图1-D）。

威百亩熏蒸后，不同处理时间的土壤亚硝酸还

原酶活性变化不大，4个处理的土壤亚硝酸还原酶

活性之间差异不显著；熏蒸 84 d后浓度为 20、100、

500 mg/kg威百亩处理的土壤亚硝酸还原酶活性分

别为4.19、4.32、4.22 mg·10 g-1 ·h-1，均显著低于对照

的4.76 mg·10 g-1 ·h-1（P<0.05）。表明土壤亚硝酸还

原酶活性对威百亩熏蒸不敏感，熏蒸84 d后才对土

壤亚硝酸还原酶活性表现抑制作用（图1-E）。

2.4 nirS型细菌的DGGE分析及系统发育树

不同泳道上有些相同的DNA条带，且其中有1条

泳带在不同样品中迁移率一致，而这些共有的DNA

条带信号强度不同。每个土壤样品的扩增产物均被

明显区分为较多的DNA条带，不同处理之间的条带

数目、迁移率差别很小（图 2）。回收不同处理的差

异电泳条带，经鉴定均为 Uncultured denitrifying

bacterium，条带2和条带3同源关系较近，条带1和条

带4同源关系较近（图3）。

2.5 土壤中nirS型反硝化细菌群落结构分析

与对照相比，3 个浓度威百亩熏蒸处理 0、14、

28、56和84 d后的土壤nirS型反硝化细菌群落香农

多样性指数和均匀度指数均差异不显著，表明威百

亩熏蒸不影响土壤nirS型反硝化细菌群落的均匀度

和多样性。除 56 d外，20 mg/kg浓度威百亩熏蒸处

理后0、14、28和84 d的土壤细菌群落丰富度指数分

别为 8.77、14.77、9.77、8.75，均显著低于对照（P<

0.05），100 mg/kg浓度威百亩熏蒸处理0、14、28 d后

土壤细菌群落丰富度指数分别为10.76、6.77、10.78，

均显著低于对照（P<0.05），处理56和84 d 后与对照

差异不显著。500 mg/kg浓度威百亩熏蒸处理，无论

熏蒸初期或后期的土壤细菌群落丰富度指数均与对

照差异不显著（表1）。

图2 威百亩熏蒸土壤中nirS型反硝化基因的DGGE图谱分析

Fig. 2 The results of DGGE for nirS-type denitrifying bacteria in the soil fumigated with metham-sodium

1~5：20 mg/kg威百亩熏蒸0、14、28、56、84 d后的样品；6~10：100 mg/kg威百亩熏蒸0、14、28、56、84 d后的样品；11~15：

500 mg/kg威百亩熏蒸0、14、28、56、84 d后的样品；CK1~CK5：无熏蒸剂处理0、14、28、56、84 d后的样品。1-5：Samples at 0，

14，28，56，84 d after fumigation with 20 mg/kg metham-sodium；6-10：samples at 0，14，28，56，84 d after fumigation with 100 mg/kg

metham-sodium；11-15：samples at 0，14，28，56，84 d after fumigation with 500 mg/kg metham-sodium；CK1-CK5：samples at

0，14，28，56，84 d after treatment without fumigant.
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图3 基于遗传距离的威百亩熏蒸土壤中的nirS序列与其它已知nirS序列的系统发育树

Fig. 3 The phylogenetic tree of the nirS sequences of the soil fumigated with metham-sodium and

other related nirS sequences based on genetic distance

DGGE band 1：无熏蒸剂处理28 d后的样品；DGGE band 2：20 mg/kg威百亩熏蒸84 d后的样品；DGGE band 3：100 mg/kg

威百亩熏蒸28 d后的样品；DGGE band 4：100 mg/kg威百亩熏蒸28 d后的样品。DGGE band 1：Sample at 28 d after treatment

without fumigant；DGGE band 2：sample at 84 d after fumigation with 20 mg/kg metham-sodium；DGGE band 3：sample at 28 d

after fumigation with 100 mg/kg metham-sodium；DGGE band 4：sample at 28 d after fumigation with 100 mg/kg metham-sodium.

表1 威百亩熏蒸土壤中nirS型反硝化细菌群落的生态指数

Table 1 The ecological indexes of nirS-type of denitrifying bacteria in the soil fumigated with metham-sodium

浓度（mg/kg）
Concentration

20

100

500

对照 CK

浓度（mg/kg）
Concentration

20

100

500

对照 CK

浓度（mg/kg）
Concentration

20

100

500

对照 CK

香农多样性指数 Shannon diversity index

0 d

0.89±0.02 a

1.02±0.71 a

1.22±0.83 a

1.14±0.33 a

均匀度指数 Evenness index

0 d

0.94±0.04 a

0.80±0.03 a

0.85±0.22 a

0.94±0.04 a

丰富度指数 Richness index

0 d

8.77±0.13 b

10.76±2.36 b

21.81±2.74 a

20.81±3.46 a

14 d

1.13±0.03 a

0.67±0.04 a

1.01±0.06 a

1.22±0.04 a

14 d

0.96±0.02 a

0.88±0.56 a

0.84±0.07 a

0.96±0.02 a

14 d

14.77±1.29 b

6.77±1.21 b

16.81±2.31 a

21.79±2.19 a

28 d

0.83±0.01 a

0.92±0.12 a

1.01±0.05 a

1.03±0.04 a

28 d

0.83±0.04 a

0.91±0.06 a

0.91±0.06 a

0.83±0.04 a

28 d

9.77±0.91 b

10.78±2.79 b

17.79±1.98 a

18.81±1.88 a

56 d

1.24±0.01 a

1.07±0.67 a

0.93±0.03 a

0.91±0.06 a

56 d

0.98±0.03 a

0.94±0.74 a

0.76±0.06 a

0.89±0.06 a

56 d

17.77±1.32 a

13.79±5.68 a

16.79±2.11 a

17.79±1.44 a

84 d

0.94±0.02 a

1.02±0.54 a

0.99±0.08 a

0.90±0.26 a

84 d

0.98±0.01 a

0.84±0.45 a

0.77±0.03 a

0.85±0.07 a

84 d

8.77±0.13 b

15.79±6.53 a

18.79±3.12 a

18.76±2.14 a

表中数据为平均数±标准差。同列不同字母表示经LSD法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SD. Different let-

ters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by LSD.

3 讨论

关于熏蒸剂对土壤反硝化作用影响的研究报道

结果不一。本研究结果表明土壤反硝化作用对威百

亩熏蒸剂敏感，刚熏蒸处理后就被抑制。Roux-mi-

chollet et al.（2008）报道溴甲烷熏蒸初期土壤反硝化

作用被抑制，之后其慢慢恢复。颜冬冬（2013）报道

氯化苦和棉隆熏蒸土壤能明显地促进土壤反硝化作

用过程；而1，3-二氯丙烯、二甲基二硫与对照之间差

异不显著。本研究结果显示威百亩熏蒸后期NO-3-

N的含量高于对照，是因为威百亩熏蒸抑制了反硝

化作用，导致反硝化过程NO3
-→NO2

-→NO→N2O→
N2 受阻，同时，因为威百亩抑制了硝酸还原酶和亚

硝酸还原酶，土壤中NO3
-→NO2

-→NH2OH→NH4
+氮

素转化过程也受到抑制，导致初产物NO-3的累积，

进一步说明威百亩熏蒸抑制反硝化作用。Rovira &

Simon（1985）采用氯化苦和溴甲烷熏蒸处理第15周

后土壤中NO3-N含量较对照增加了2~7倍。Gasser &

Peachey（1964）则发现溴甲烷和威百亩熏蒸处理后



能同时增加土壤 NH4-N 和 NO3-N 的含量。本试验

结果表明威百亩熏蒸土壤中的NO-3-N含量高于对

照土壤，可能是威百亩熏蒸对土壤反硝化作用抑制

影响强于对硝化作用的影响，关于威百亩对土壤硝

化作用的影响需要进一步深入研究。

本研究结果表明，威百亩熏蒸土壤的亚硝酸还

原酶受到抑制，与威百亩抑制土壤反硝化作用时间

相差大；而熏蒸对硝酸还原酶抑制作用表现在刚熏

蒸，与反硝化作用受到抑制的时间一致，表明反硝化

过程中硝酸还原酶的催化作用起主要作用，也就是

硝酸还原酶是反硝化作用的限速酶，亚硝酸还原酶

的作用次于硝酸还原酶（Gregory et al.，2003；颜冬

冬，2013）。本研究试图通过nirS型反硝化细菌群落

多样性反应熏蒸剂影响反硝化作用的机理，而研究

结果显示不同浓度威百亩熏蒸对土壤nirS型反硝化

细菌群落多样性指数和均匀度指数无显著影响，说

明威百亩对反硝化作用的影响与nirS型反硝化细菌

群落变化无相关性，进一步说明反硝化过程中亚硝

酸还原酶处于次要地位。土壤的生物反硝化过程中

硝酸盐还原酶和亚硝酸盐还原酶参与土壤 NO3
-→

NO2
-→NH2OH→NH4

+的氮素转化过程。熏蒸处理

能杀死土壤中大量微生物，使微生物中的酶失去活

性，抑制土壤中氮素的生物转化过程，通过影响

NH4 -N、NO3 -N 转化进而引起其含量发生变化。

Yamamoto et al.（2008）研究结果表明，溴甲烷、氯化

苦和蒸汽熏蒸处理后增加了土壤中NH4-N和NO3-N

含量，但Tanaka et al.（2003）研究结果表明，NO3-N

含量减少，其原因可能是作物对硝酸盐的吸收或硝

酸盐的淋洗流失。此外Rovira & Simon（1985）采用

氯化苦和溴甲烷熏蒸处理第 15 周后土壤中NO3-N

含量较对照增加了 2~7倍。Welsh et al.（1998）在不

同地块上采用溴甲烷和威百亩熏蒸处理后，其土壤

中NH4-N、NO3-N含量存在较大差异。相反，Gasser &

Peachey（1964）研究结果显示溴甲烷和威百亩熏蒸

处理能同时增加土壤中NH4-N、NO3-N含量。本研

究结果显示威百亩熏蒸土壤中 NO3-N 含量高于对

照土壤，可能是威百亩熏蒸对土壤反硝化作用的影

响强于对硝化作用的影响，关于威百亩对土壤硝化

作用的影响需要进一步深入研究。
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