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富氧灌溉池塘中反硝化细菌丰度昼夜垂直变化特征分析
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※ 

（江苏省农业科学院农业资源与环境研究所，南京 210014） 
 

摘  要：为了探讨农用灌溉池塘蓄积的生活污水在富氧条件下反硝化细菌丰度变化及其与水质参数的相关性，应用实时

荧光定量聚合酶链式反应技术对富氧灌溉池塘水体不同深度水层中（上层 10～30 cm、中层 90～110 cm、和下层 150～
170 cm）反硝化功能基因丰度昼夜变化特征进行了研究。结果表明：水质参数中溶解氧(dissolved oxygen，DO)浓度、pH
值、水温、光照度及 NO3

--N 浓度均具有垂向分层效应，随水层的加深而逐渐降低，NH4
+-N 及 PO4

3--P 浓度则呈现与前者

相反的趋势，随水层加深而逐渐升高；nirK，nirS 和 nosZ 3 类反硝化基因受 DO 浓度和 pH 值调节作用显著，均表现为白

天丰度高，晚间丰度低的时间效应；3 类反硝化基因丰度整体表现为表层水体中的基因丰度高，其次为中层水体，底层

水体中的丰度最低的趋势，即同样表现出垂向分层效应。nirS 基因丰度总是比 nirK 基因丰度高，说明 nirS 型反硝化细菌

更能适应富氧灌溉池塘水质环境。3 类反硝化基因丰度与环境参数中的 DO 浓度和 pH 值呈显著正相关（P＜0.01）。综

上，富氧条件下灌溉池塘水质参数尤其是 DO 浓度昼夜垂向变化促使 nirK，nirS 和 nosZ 3 类反硝化细菌丰度变化具有一

定的时间效应和垂直空间分层效应，说明在自然条件下也可能有大量的好氧反硝化细菌存在，并且因为长时间受富氧条

件驯化，导致反硝化细菌丰度受 DO 浓度变化影响较大，可能会促使不同深度水层断面发生的氮转化过程及其强度具有

差异。进而为原位状态下好氧反硝化脱氮的可能性提供了更有利的佐证。该研究为富氧污水在用于农田灌溉使用时提供

背景参数。 
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0  引  言   

污水灌溉是一种利用土壤环境自净功能，使污水资

源化的重要应用工程措施[1]。中国环境保护部 2013 年环

境统计年报显示 2013 年城镇生活污水排放量占全国污水

排放量的 69.8%，而 2014 年中国统计年鉴显示中国农业

用水量能达到全年总用水量的 60%以上。因此，生活污

水高排放量及农田灌溉的高需求量促使开发利用污水资

源，用以农业灌溉[2-3]。目前关于污水灌溉的研究多数集

中在污水中养分促进农作物生长的潜力及污水中重金属

等污染物的潜在风险[4-6]，关于灌溉水在存储过程中生物

理化性质变化的研究较少。 
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生活污水氮、磷及有机物质浓度高，微生物的代谢

活动极其强烈，污水在蓄积和存储的过程中，营养盐浓

度等各理化指标均会发生显著变化。其中，溶解氧

（dissolved oxygen，DO）浓度及氮循环微生物在存储过程

中的变化可能会影响灌溉后农田系统中氮的型态及有效

性，也会影响农田系统的氮循环微生物[7-8]。根据项目组

前期调查，本文研究的农用灌溉生活污水在存储过程中

具有高溶解氧的特征，夏季表层 DO 可高达 15 mg/L。然

而，关于富氧条件下水体氮循环微生物的研究鲜有报道。

溶解氧是影响反硝化微生物种群多样性、丰度及活性的

关键环境因子之一。在自然条件下，反硝化微生物驱动

的反硝化作用将水体中的无机氮转化为 N2O、N2 返回到

大气中，是水生系统维持氮浓度相对稳定的重要机制[9]。

传统理论认为在 DO 浓度较高时不利于发生反硝化脱氮

作用，然而，随着对微生物反硝化过程认识的逐步深入，

发现好氧反硝化过程也可能成为自然条件下将无机态氮转

化气态氮的重要途径[10-11]。李佳霖等[12]研究表明反硝化细菌

数量与反硝化速率相关性达到 0.95。因此，通过研究高溶

解氧浓度水体中反硝化微生物分布特征有助于预测其反硝

化脱氮的潜力及强度，可为进一步理解富氧污水对农田生

态系统中氮利用及氮转化过程的影响提供理论依据。 
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研究发现在湖泊、水库、富营养化水塘等水域中，

热力学分层效应会阻碍表层和底层水体间物质交换，导

致 DO 浓度及其他理化指标（pH、氮磷浓度及可溶性有

机碳等）出现垂向分层效应[13-14]。这些理化环境参数的

垂向分层现象可能会导致微生物在不同深度水层的数量

与分布出现差异，进一步影响生物地球化学循环过程。

目前还鲜有关于分层效应影响特定功能的菌群数量和分

布的研究。鉴于高溶解氧农用灌溉池塘在江苏南京等丘

陵地区主要用于稻田灌溉，本文主要对该类水体在夏季

稻田灌溉高峰期不同深度水层理化参数及反硝化细菌丰

度昼夜动态变化特征展开研究。以含有编码亚硝酸还原

酶的 nirK 和 nirS 基因和编码 N2O 还原酶的 nosZ 基因的

反硝化细菌为研究对象，期望能够掌握富氧生活污水存

储过程中反硝化细菌的昼夜垂向分层变化特征及环境因

素的调节作用，为污水灌溉利用提供反硝化微生物特征

的背景资料。 

1  材料和方法 

1.1  采样区概况 
试验池塘为江苏省农业科学研究院 2 号蓄水塘

（32°02′21″N、118°52′37″E）。该蓄水塘水源主要为生活污

水及雨水，水体指标达到中等富营养化水平，为农科院试

验基地种植水稻、玉米等农作物的灌溉用水。水塘面积约

5 400 m2（长 120 m、宽 46 m）；蓄水塘中心区域水深约 4 m，

底泥有机质质量分数为 41.3 mg/g。该蓄水塘水温的变化范

围为−5（冬季）～39℃（夏季）。蓄水塘水力停留时间约

1 个月甚至更长，在雨季停留时间较短。 
1.2  水样采集时间 

试验采样点布置如图 1 所示。 

 
注：等深线上数值为水深，m。 
Note: Values in contours are water depth, m. 

图 1  富氧灌溉池塘等深图及采样点 
Fig.1  Sketch of distribution of water depths and sampling site 

located in oxygen-enriched irrigation pond 
 

试验前期对池塘的水深、水动力做过的系统调查，

也通过预试验验证了所选取的采样点受灌溉开闸放水口

和污水排放进水口的冲击最小，对水体的扰动最小，是

在蓄水过程中相对稳定的一个区域。同时，因为前期研

究发现选取采样点区域内水体热力学分层特征非常稳

定。在晴好天气条件下，相同月份内每日下不同深度水

层各种理化指标的变化很小，又因 24 h 连续监测不同水

层样品（包括 YSI 现场分析、实验室分析氮磷浓度等、

微生物总 DNA 提取及荧光定量 PCR），工作量较大，所

以不考虑采用不同日期进行重复测定，在水体热力学分

层稳定的情况下选取 1 个采样点，重点研究 24 h 内的昼

夜变化规律。在 24 h 内，每个时间点每层水体采样全部

进行 3 次重复。 
于 2013 年 8 月 15 日 12:00、8 月 16 日 00:00、04:00；

08:00 及 12:00 进行定时定点分层监测，8 月 15 日和 8 月

16 日南京市气象数据见表 1。试验过程中采用 YSI Pro 
Plus 多功能水质参数测定仪（YSA，美国）对环境因子

进行现场监测，环境因子测定指标有水温（water 
temperature，WT）、溶解氧（DO）、pH 值；采用水下

空气两用光照度计（ZDS-10W-2D，中国）监测水体光照

强度。水样采集装置是利用不同长度的乳胶管绑在标好

尺度的铁杆上，乳胶管另一端连接在真空泵上，通过真

空泵再分别连接到采样瓶中，从而可同时互不干扰地采

集每 10 cm 垂直分段的水样，本研究主要采集水塘上层

水样（10～30 cm）、中层水样（90～110 cm）和下层水

样（50～170 cm），即各层分别由其区间内的 3 个 10 cm
分段的 1L 水样混合而成最终用以分析的 3 L 水样，且每

个水样重复 3 次，采样瓶均为经过高温高压灭菌处理。

将装有水样的采样瓶存放于冰盒中并迅速运回实验室进

行分析。各水样取 500 mL 经 0.45 µm 孔径的纤维素酯混

合滤膜(上海新亚，中国）过滤等预处理后使用流动分析

仪 SEAL AutoAnalyzer 3 (SEAL Analytical 公司, 英国)测
定水体中 NO3--N、NH4

+-N 及 PO4
3--P 含量，另取 500 mL

在 4℃条件下保存，并尽快提取其中微生物总 DNA 含量。

滤膜由精制硝化棉，加入适量醋酸纤维素、丙酮、正丁

醇、乙醇等制成，不含有氮磷等元素。 

表 1  2013 年试验期间气象数据 
Table 1  Meteorological data during experiment in 2013 

监测日期
Monitoring 

date 

平均

风速
Average 

wind 
velocity/
(m·s-1)

平均气温 
Day average 

temperature/℃ 

日照时数 
Sunshine 
duration/h 

最低气温 
Minimum air 

temperature/℃

最高气温 
Maximum air 

temperature/℃

08-15 2.7 32.4 7.4 28.5 37.2 

08-16 2.8 31.7 9.0 27.8 36.9 

 
1.3  反硝化细菌丰度测定 

1.3.1  细菌总 DNA 提取 

参考 Yi 等[15]方法提取水体中总细菌 DNA：取 500 mL
水体样品经 30～50 μm 纤维素定量滤纸去除大颗粒杂质，

滤液再经 0.22 μm 微孔滤膜（上海新亚，中国）真空抽滤，

将含过滤菌体的滤膜放入 Eppendorf 管中，在无菌条件下

剪成 1～2 mm 碎屑，按照 OMEGA Bio-Tek 水体 DNA 提

取试剂盒 E.Z.N.A.® Water DNA Kit（OMEGA Bio-Tek Inc., 
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Doraville，GA，USA）操作步骤提取水体细菌总 DNA。 
1.3.2  实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR） 

利用 3 对引物对（nosZ-F: nosZ1622R[15]、Cd3af:R3cd 
[15]和 F1aCu：R3Cu [15]）分别对对水体微生物总 DNA 基

因组 3 个目标片段（nosZ，nirS 和 nirK）进行定量分析。

将 3 个目标片段通过分子克隆方法分别插入质粒，然后

提取重组质粒 DNA，测定其浓度，计算出拷贝数，再将

质粒 DNA 溶液按 10 倍系列进行梯度稀释，作为 qPCR
的标准模板，3 个目标基因标准曲线的稀释范围均为

1.0×102～1.0×107 copies/mL。定量 PCR 反应使用 SYBR 
Green 作为荧光染料，在 ABI 7500（ABI，USA）定量 PCR
仪上进行定量扩增反应。反应体系为：20 μL: 2×SYBR 
real time PCR premix（Takara 试剂盒提供，大连）10 μL，
样品 DNA 模板或标准质粒 1 μL，上下游引物各 0.4 μL，
ROX（Takara 试剂盒提供）0.4 μL，其余用无菌 Mili-Q
水（自备）补足 20 μL。nosZ 基因片段扩增条件为：94℃
热启动 2 min；35 个循环为 94℃变性 30 s，54℃退火 30 s，
72℃延伸 45 s，在 72℃延伸时收集荧光；nirK 和 nirS 基

因片段扩增条件为：94℃热启动 2 min；35 个循环为 94℃
变性 30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 45 s，在 72℃延伸时

收集荧光。所有样品重复 3 次。每次反应结束均用熔解

曲线来判断扩增子的特异性。 
1.3.3  数据处理 

采用 SPSS 18 软件对不同时间点、不同水层功能基

因丰度进行 One-way ANOVA 显著性差异分析和

Student-Newman-Keuls 检验，应用 SPSS 软件对数据进

行 Pearson 相关性分析，图形采用 Sigma Plot 12.5 制作。 

2  结果与分析 

2.1  富营养化水体主要环境因子分析 

不 同 时 间 点 及 不 同 水 层 营 养 盐 等 水 质 参 数

（NO3
--N、NH4

+-N、PO4
3--P、DO、pH 值、水温和光照

度）如表 2 所示。夏季污水灌溉水塘水温随着水深增加

呈略微下降趋势，且水体昼夜温差较小。而 10～170 cm 
3 层水体中光照强度随时间而变化，12:00 时光照强度

最大，表层、中层和底层的光照强度分别约为 34000、
58.5 和 67.9 lx； 0:00 和 4:00 各水层之间光照度均为 0；
08:00 以后各水层光照强度逐渐增强。DO 浓度和 pH 值

表现出明显的垂直差异和昼夜变化特征：在 12:00 时

DO 浓度最高，此后逐渐降低，凌晨 04:00—08:00 之间

DO 浓度最低，且 DO 浓度一直是表层最高，中层其次，

底层最低。 

表 2  富氧灌溉池塘水体中采样点主要理化参数 
Table 2  Main physical and chemical parameters at sampling points in oxygen-enriched irrigation pond 

采样日期 
Sampling 

date 

采样时间 
Sampling 

time 

水层 
Water layer/cm 

溶解氧 
Dissolved 

oxygen/(mg·L-1) 

pH 值
pH 

value 

水温 
Water 

temperature/
℃ 

光照度 
Illuminance/lx 

NO3
--N/ 

(mg·L-1) 
NH4

+-N/ 
(mg·L-1) 

PO4
3--P/ 

(mg·L-1) 

10~30 8.83 8.94 32.44 34000 1.33 1.23 1.42 

90~110 4.38 8.48 31.60 585 1.11 1.55 1.68 08-15 12:00 

150~170 4.80 8.17 31.33 67.5 1.04 1.92 1.78 

10~30 4.50 8.67 31.76 0 1.13 1.41 1.51 

90~110 2.99 8.36 31.68 0 1.12 1.54 1.58 08-16 00:00 

150~170 0.46 7.60 31.33 0 0.97 2.53 1.95 

10~30 2.10 8.16 31.40 0 1.06 1.77 1.87 

90~110 2.05 8.14 31.40 0 1.07 1.80 1.94 08-16 04:00 

150~170 1.95 8.11 31.36 0 1.06 1.78 1.82 

10~30 2.13 8.07 31.30 12200 1.33 1.95 3.02 

90~110 1.29 7.95 31.22 419 1.03 2.20 2.74 08-16 08:00 

150~170 0.99 7.82 31.19 52.5 1.03 2.47 2.74 

10~30 7.28 8.76 31.00 20000 1.17 1.22 1.61 

90~110 1.45 8.02 31.30 415 1.05 2.10 2.16 08-16 12:00 

150~170 0.24 7.79 31.04 49.7 0.98 2.16 2.25 

 
水体 NO3

--N 浓度在不同时间点相对稳定：10～30、
90～110 和 150～170 cm 水层 NO3

--N 浓度分别在 1.06～
1.33、1.03～1.11 和 0.97～1.06 mg/L 范围内变动；不同水

层间则表现出明显的垂向变化特征，表层浓度最高，中

层其次，底层最低；水体中 NH4
+-N、PO4

--P 浓度随时间

变化与 NO3
-
-N 浓度变化趋势一致，但垂向变化特征则刚

好与后者相反，底层浓度最高，中层其次，表层最低。 
2.2  夏季富营养化水体反硝化细菌丰度昼夜变化规律 

夏季富营养化水体表层的反硝化细菌 nirK、nirS、
nosZ 功能基因丰度随时间及垂向分层变化特征（图 2）

可知，nirK 基因丰度不同水层在 24 h 内的变化特征并不

完全一致，丰度在 3.23×104～1.50×105 copies/mL 范围内

波动，在 8 月 16 日 04:00 和 08:00 时丰度较低，且 3 层

水体间丰度较为接近，在 8 月 16 日 00:00 和 12:00 表层

水体中的 nirK 基因丰度则显著高于中层和底层水体中的

丰度（图 2a）；nirS 基因丰度与 nirK 基因丰度变化趋势

相似，丰度在 1.93×106~3.81×107 copies/mL 之间变化，

且在 8 月 16 日的 04:00 和 08:00 时丰度相对较低且 3 层

水体间丰度较为接近，同时除 8 月 15 日表层 nirS 基因丰

度低于中层水体之外，其余采样时间点水体中的 nirS 基
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因丰度均表现为相似的垂直变化特征即表层最高，中间

层其次，底层最低（图 2b）。nosZ 基因丰度同样表现出

明显的时空变化特征：除 8 月 16 日 04:00 及 08:00 时 3
层水体间丰度数值较为接近且均低于其余时间点丰度

外，其余采样时间点均表现出表层水体远远高于中间层

及底层水体的 nosZ 基因丰度（见图 2c）。最高丰度值为

8 月 16 日 12:00 时 nirS 丰度 3.03×107 copies/mL，而最

低丰度则出现在 8 月 16 日 04:00 时为 nosZ 基因丰度 1.54
×103 copies/mL。 

 
a. nirK 基因丰度 
a. nirK abundance 

 
b. nirS 基因丰度 
b. nirS abundance 

 
c. nosZ 基因丰度 
c. nosZ abundance 

图 2  8 月 15 日-8 月 16 日富氧灌溉池塘水体中 nirK, nirS 和

nosZ 基因丰度的昼夜变化 
Fig.2  Diel vertical variability of nirK, nirS, and nosZ abundances 

in oxygen-enriched irrigation pond during 15th -16th August 
 

2.3  反硝化细菌的昼夜变化特征与环境因子相关性 

水体反硝化功能基因丰度与水体环境因子相关性如

表 3 所示。nirK、nosZ 基因丰度与水体理化指标 DO 浓

度和 pH 值呈现极显著正相关（P＜0.01），而与 NH4
+-N

浓度及 PO4
3--P 浓度呈极显著负相关（P＜0.01）；nirS 基

因丰度与 DO 浓度、pH 值显著正相关（P＜0.05）而与

NH4
+-N 浓度及 PO4

3--P 浓度呈显著负相关（P＜0.05）；3
类反硝化功能基因和光照度表现出极相关，其中 nosZ 基

因丰度受光照度影响较为显著。而 nirK、nosZ、nirS 丰

度与水体的 NO3
--N 浓度的相关性不显著（P>0.05）。 

表 3  nirK、nirS 和 nosZ 基因丰度和水质参数的 Pearson 相关性 
Table 3  Pearson correlation coefficient of nirK, nirS and nosZ 

genes abundances in eutrophic water with water quality parameters 

水质参数 
Water parameters 

nirK 丰度 
nirK abundance 

nirS 丰度 
nirS abundance 

nosZ 丰度 
nosZ 

abundance 
DO 0.755** 0.623* 0.813** 

pH 值 0.744** 0.634* 0.799** 
水温 

Water teperature 0.623* 0.528* 0.730** 

NO3
--N 0.292 0.227 0.398 

NH4
+-N -0.679** -0.573* -0.692** 

PO4
3--P -0.626* -0.577*  -0.650** 

光照度 
Illuminance 0.339** 0.272** 0457** 

注：**为极显著相关（P＜0.01﹚；*为显性相关（P＜0.05﹚ 
Note: ** is highly significant correlation (P＜0.01); *is significant correlation(P＜0.05). 

3  讨  论 

本文的研究结果验证了笔者提出的科学假设，即反

硝化细菌在高溶解氧生活污水塘中存在垂向空间异质分

布的特征。除个别情况外，反硝化细菌在不同深度水层

中的总体趋势为表层的反硝化细菌丰度高于中层及底层

水体。一般情况下，生活污水蓄水塘都修建在相对较为

封闭的区域，风力对水体的扰动小，水动力学条件稳定。

在夏季气温较高的时候，表层水体升温较快，但风力对

蓄水塘水体垂向空间的扰动力不足。这样就导致表层水

体不能与底层水体充分混合，出现表层水体温度高、底

层水体温度低的现象，容易形成稳定的热力学分层；另

外，富营养化生活污水中通常伴有藻类的大量繁殖，也

同时存在大量的悬浮颗粒，非常浑浊。藻类和悬浮颗粒

进一步阻碍了温度从水体表层向底层的扩散，加速了热

力学分层现象的形成。稳定的热力学分层现象形成后，

阻碍了营养盐在上、下水层之前的交换，本研究中发现

NH4
+-N、NO3

--N、PO4
3--P 浓度均存在明显的垂向空间异

质分布现象，这些都是与反硝化细菌分布、繁殖、代谢

息息相关的主要因子[16]。光照及热力在水层之间分布不

均匀也导致藻类光合作用产生 O2 过程在水层之间的差

异，最终引起了本研究中生活污水不同深度水层 DO、pH
值具有明显差异[17]。这些环境因子的垂向分布差异造成

了反硝化细菌在不同深度水层的垂向空间异质特征。 
同时，各水层反硝化细菌丰度还具有昼夜动态变化

的时间效应。白天水体中反硝化细菌功能基因的丰度比

夜间高。这可能是由于藻类具有昼夜垂直迁移的能力，

白天垂直向上迁移获得充足的光照来满足光合作用的需

求，夜间垂直向下迁移吸收营养物质[18]。藻类聚集的地

方也往往伴随着细菌的富集。由于藻类的光合作用使得

水体含有更高的 DOC 和 DO 浓度，从而间接促进细菌的

生长繁殖[19]。另外，浮游动物数量也具有明显的昼夜变化
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现象，浮游动物的数量和生物量均在午夜达到最高峰[20]。

白天池塘中藻类大多分布在表层水体而浮游动物分布在

底层水体[21]，减少了对表层水体中细菌的滤食作用。这

也是引起表层水体反硝化细菌丰度较高的一个可能原

因。入夜后，藻类下沉，DO 和 DOC 浓度也着光合作用

的降低而降低，影响了细菌的繁殖生长；同时伴随着浮

游动物上浮，加剧了对细菌的滤食作用，最终导致夜间

反硝化细菌丰度降低。因此，本研究中所监测的三类反

硝化细菌的功能基因丰度均表现出明显的昼夜变化变化

特征。 
本研究还发现不同时间点及不同水层中 nirS 基因丰

度均高于 nirK 基因丰度，尽管两者时空变化特征极为相

似，说明 nirS 型反硝化细菌更能适应富氧灌溉池塘水质

环境。这与以往的研究结果并不一致，Knapp 等[16]发现

nirS 一般在低氧区，而 nirK 型反硝化细菌一般在溶氧浓

度较高的水域中，nir-型反硝化细菌具有特定的生态位选

择。而本研究结果刚好与之相反，这可能和 nir-反硝化细

菌长期耐受高浓度DO后表现出对DO浓度的适应性分化

有关。因此，尽管 nirK 和 nirS 编码的亚硝酸盐还原酶具

有相同的催化功能，且其对水环境分层特征尤其是 DO
浓度变化的响应趋势一致，但却存在丰度上的极大差异，

必然有其更深层次的生态意义，值得进一步研究。 
反硝化细菌垂向空间分布的特征与特定环境因子

DO、pH 值有显著的相关性。影响水体细菌丰度的非生物

因素主要有水温、DO 浓度、pH 值、有机物的性质和浓

度、无机盐和某些痕量元素的浓度等[22]。反硝化细菌基

因 nirK，nirS 和 nosZ 的丰度与 DO 浓度均具有显著相关

性，而以往调查研究显示，浮游细菌分布与水体溶解氧

含量呈负相关，浮游细菌生长繁殖和代谢过程都需要消

耗溶解氧，说明水体中溶解氧含量是造成细菌丰度及生

物量变化的重要原因之一。尽管传统理论认为反硝化作

用是在严格的厌氧条件下发生的，O2 被认为是可抑制反

硝化还原酶的因素之一[23]，然而，随着好氧反硝化细菌

及好氧反硝化酶系的不断被发现，好氧反硝化作用脱氮

成为可能。大多数好氧反硝化细菌菌种可耐受 3 mg/L 以

下的溶解氧，部分菌种在高氧气分压下也具有反硝化活

性，少数可耐受 5～6 mg/L 溶解氧浓度[24-25]。另外，Körne 
等[26]研究表明亚硝酸盐还原酶（nirK 和 nirS）对氧气都

是非常敏感的。Berks 等[27]从富氧和厌氧条件下生长的反

硝化细菌中提纯了 N2O 还原酶，发现他们具有相似之处，

说明一些反硝化细菌的 N2O 还原酶活性并不受氧抑制，

在有氧条件下，反硝化细菌仍然能够把 N2O 还原成 N2。

这些研究表明人工筛选和驯化后好氧反硝化细菌具有了

耐高溶解氧浓度的能力，因此，在本研究中这种在表层

超饱和溶解氧条件下，反硝化细菌丰度反而较高的现象

极有可能是由于在污染水体持续富氧条件下，反硝化细

菌已经适应高浓度的溶解氧，并随着溶解氧浓度的变化

而表现出一定的特征性。然而，虽然在自然富氧水体中

可能存在好氧反硝化细菌的丰度较高的情况，但其反硝

化能力及反硝化酶的活性还需要进一步研究。 

反硝化细菌基因 nirK，nirS 和 nosZ 的丰度与 pH 值

也具有显著相关性。基因 nosZ 与 nirK 的丰度与 pH 值的

相关显著性高于 nirS基因丰度，说明 pH值对 nosZ和 nirK
型反硝化细菌的生长繁殖具有更为显著的影响，而对 nirS
型反硝化细菌生长繁殖的影响要比其他两类反硝化细菌

小，这与其他研究者的发现有 nosZ 受 pH 值影响不大[28]

或这 3类反硝化功能基因和 pH值并无相关的结果有所不

同[29]，这可能由于在不同的环境条件下的反硝化细菌对

pH 值的响应不一样，而这个响应机制也是受其他环境因

子的调节和制约，因此，综合考虑 DO、pH 值及其他环

境因子对反硝化细菌丰度的影响，进一步优化对富氧条

件下灌溉水存储过程中的管理，促进其自净能力的同时，

减少后续应用于灌溉过程中的负面效应。 
尽管本研究经过了大量系统调查和一系列预试验确

定了一个最具有代表性的采样点，但也因为环境条件及

人力物力的限制，一个采样点变化特征对反硝化细菌丰

度变化规律的研究和解释仍然是有限的。在后续研究中，

会进一步优化监测位点，完善富氧污水池塘中反硝化细

菌的变化规律，为指导农田灌溉提供更完整的功能微生

物背景资料。 

4  结  论 

1）富氧池塘水质热力学分层效应导致 nirK、nirS 和

nosZ 3 类反硝化基因丰度具有明显的垂向变化：除个别

情况外，表层水体中的基因丰度高，其次为中层水体，

底层水体中的丰度最低；且各水层反硝化细菌昼夜变化

特征表现为白天丰度高，晚间丰度低：最高丰度值为 8
月 16 日 12:00 时 nirS 丰度 3.03×107 copies/mL，而最低

丰度则出现在 8 月 16 日 04:00 时为 nosZ 基因丰度 1.54×
103 copies/mL。 

2）富氧池塘水体中 nirS 基因丰度在 1.93×106~3.81
×107 copies/mL 之间变化，而具有相同功能的 nirK 基因

丰度则在 3.23×104～1.50×105 copies/mL 范围内波动，即

nirS 型反硝化细菌丰度均显著高于 nirK 型反硝化细菌丰

度，但两者昼夜及垂向分层变化特征极为相似，说明具

有同一催化功能而编码基因不同的2类nir-型反硝化细菌

对环境变化的响应规律较为一致，但 nirS 型反硝化细菌

在富氧水体中较前者而言是为优势菌群。 
3）3 类反硝化基因丰度与环境参数中的 DO 浓度

及 pH 值呈显著正相关（P＜0.01）。由此说明在自然

条件下也可能具有大量好氧反硝化细菌，由于长期暴露

在富氧条件下，反硝化细菌丰度受 DO 浓度影响显著为

原位状态下好氧反硝化脱氮的可能性提供了更有利的

佐证。 
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Diel vertical variability analysis of denitrifying bacteria abundance in 
oxygen-enriched irrigation pond 

 

Yi Neng, Di Panpan, Wang Yan, Zhang Zhenhua, Liu Xinhong, Zhang Li, Yan Shaohua, Gao Yan※  

(Institute of Agricultural Resources and Environment, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 210014, China) 
 

Abstract: In China, there are an increasing number of ponds receiving sewage effluents with high concentrations of nitrogen 
(N) and dissolved oxygen (DO) for agricultural purposes. Therefore, it is worthwhile to understand the essential N 
transformation processes as well as the characteristics of N-cycling bacteria driving these processes under the condition of high 
DO concentrations. In order to evaluate the diel vertical variation of denitrifying bacteria in the water column of the ponds 
during the process of accumulation and storage of sewage, an experiment was carried out to monitor the changes of 
denitrifying genes abundance and chemical and physical characteristics at the different depths of sewage water reserved in a 
pond at Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing, China. The water samples were collected from a sampling site 
where had the most stable hydrodynamic condition and least disturbance due to the discharge of sewage water during irrigation 
season. Water samples were collected from the different water depths of 10-30, 90-110 and 150-170 cm, periodically (5 
consecutive time points, 12:00 pm, 0:00 am, 4:00 am, 08:00 am and 12:00 pm at the next day), within 24 hours during 15th 
-16th August 2013. The collected samples were then analyzed with the abundances of denitrifying genes (nirK, nirK, and nosZ) 
using real-time polymerase chain reaction (PCR), and water parameters including pH, water temperature, illuminance and the 
concentrations of DO, NO3

--N, NH4
+-N and PO4

3--P . The correlations between the changes of nirK, nirK, and nosZ genes 
abundance and water parameters were statistically analyzed. The results showed that the strong and persistent stratification 
formed along vertical profile of sewage water with regards to all above monitored physical and chemical parameters. The 
relatively higher pH, water temperature, illuminance, and the concentrations of DO and NO3

--N were observed in the surface 
water layers (10-30 cm), decreasing with the increase of water depths. On the contrast, the higher concentrations of NH4

+-N 
and PO4

3--P were observed in the bottom water, which means that they were increased with the increase of water depths. Due 
to high photosynthetic activity of microscopic algae in the pond, the concentrations of DO concentration increased during the 
daylight and decreased during night. Diurnal variation of pH was positively (P<0.001) correlated with DO concentration in the 
vertical profile of the water column in the pond, with pH in the ponds also followed the diurnal cycle of sunlight intensity. The 
abundances of nirK, nirK, and nosZ genes were strongly affected by the diurnal distribution patterns of pH and DO 
concentrations along vertical profile of water，with significant higher abundance during the daytime while lower abundance 
during the night at all the different water depths. Heterogeneous distribution of denitrifying bacteria abundances along the 
vertical profile of sewage water column were also demonstrated, with the least abundances in the bottom water (150-170 cm) 
and the highest in the surface water column (10-30 cm). Although the nirK and nirS are functionally equivalent, denitrifying 
bacteria harboring either nitrite reductase seem to be likely not under the same community assembly rules. The abundance of 
nirS gene was always greater than that of nirK gene in all water samples, suggesting that the sewage water in this study was 
more suitable for the growth of nirS-type denitrifying bacteria. This speculation was consistent with previously identified 
habitat preferences of nirS- and nirK-gene bearing organisms. The abundances of nirK, nirS, and nosZ genes were significantly 
correlated with DO concentration and pH (P<0.01). These results demonstrated that the diel vertical variability of the water 
physical and chemical parameters, especially DO concentrations, in the oxygen-enriched sewage water could affect the diel 
vertical distribution patterns of nirK, nirS, and nosZ genes abundances. This may suggest that a large number of aerobic 
denitrifying bacteria could have extensively developed in sewage water under the condition of high DO concentrations during 
the process of conservation in the pond. These aerobic denitrifying bacteria can have an important impact on the nitrogen 
transformation processes in the vertical profile of sewage water column.  
Key words: eutrophication; irrigation; water quality; denitrifying bacteria; day and night change; oxygen enrichment 
 

 


