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封面图说: 美丽优雅的新疆夏尔西里森林草地原始景观。 夏尔西里国家级自然保护区建立在新疆博乐北部山区无人干扰的中
哈边境上,图中雪地云杉为当地的优势树种。

彩图提供: 国家林业局陈建伟教授　 E-mail: cites. chenjw@ 163. com
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高含氮稻田深层土壤的氨氧化古菌和
厌氧氨氧化菌共存及对氮循环的影响

王摇 雨1, 4,祝贵兵1,*, 王朝旭1, 4, 范改娜1, 2, 冯晓娟1, 3, 王衫允1, 2, 尹澄清1

(1. 中国科学院生态环境研究中心 环境水质学国家重点实验室,北京摇 100085; 2. 北京科技大学,北京摇 100083;

3. 兰州交通大学,兰州摇 730070; 4. 中国科学院研究生院,北京摇 100049)

摘要:随着海洋生态系统中的厌氧氨氧化反应和氨氧化古菌的发现,自然生态系统的氮循环过程被重新认识,但是目前尚无在

陆地深层的相关报道。 结合同位素示踪与分子生物学技术探索了稻田深层土壤中 anammox 与 AOA 的存在及特性。 结果表明,
在沼渣处理废水浇灌的高含氮稻田深层土壤中,anammox 与 AOA 共存。 通过构建克隆文库发现,此土壤中厌氧氨氧化菌的生

物多样性相对较低,35 个克隆序列只分为 4 个独立操作单元(OTU),代表序列与 Genebank 数据库中已探明的厌氧氨氧化菌

Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷的同源性超过 95% ;对氨氧化古菌的分析发现,20 个克隆子共得到 5 个 OTU,其与基因库中

土壤 /沉积物进化分支关系最近,序列的同源性部分超过 98% 。 同位素示踪的初步结果表明,anammox 产生的氮气占此土壤总

氮气生成量的 24. 1% 29. 8% 。 AOA 与 anammox 的共存为 anammox 反应的广泛存在与发生提供了新思路。
关键词:稻田湿地;厌氧氨氧化;氨氧化古菌;深层土壤;氮循环
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Abstract: Anaerobic ammonium oxidation ( anammox) bacteria and ammonia oxidation archaea ( AOA) play a very
important role in nitrogen cycle in soil as well as in the marine ecosystems. These excellent discoveries have renewed the
vision on nitrogen cycle. Anammox uses nitrite as an electron acceptor to convert ammonium into dinitrogen gas. The nitrite
is delivered by AOA, since they convert ammonia into nitrite. To further explore this view, the coexistence of anammox
bacteria and AOA were also studied in deep soil and paddyfield wetland using molecular and isotopic tracing tools. For the
detection of anammox bacteria, primer combination AMX 368F and AMX 820R was used, whereas for AOA the archaeal
primer set for amoA gene was used. Four different anammox bacteria and five different AOA were detected in the deep soil
layer of high nitrogen loaded paddyfield. Further analysis showed that the biodiversity of anammox bacteria was low, 35
sequences of anammox bacteria were assigned to 4 Operational Taxonomic Units (OTUs), three of them close related to the
known anammox species derived from marine and wastewater treatment plant except the OTU4, which clustered with
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Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷 with a high similarities up to 95% . 20 sequences of AOA were assigned into 5
OTUs, and the similarities with the closest relatives in GenBank were mostly higher than 98% . 4 of the OTUs belonged to
the water / sediment lineage and another one OTU was close to the soil / sediment lineage. This character of AOA diversity
was also corresponded to the nature properties of wetland soil which fall in between soil and freshwater environment. The
isotopic tracing experimental results showed that the ratio of N2 production by anammox to total (anammox + denitrification)
ranged from 24. 1 to 29. 8 percent. This is the first report which investigates the anammox process in deep soil layer of
paddyfield wetland by both molecular and isotopic tracing tools. AOA probably play an important role in ammonia oxidizing
because its wider ecologic niche than other ammonia oxidizing microorganisms. Whether nitrification was driven by bacteria
or archea is still in debate so far. However, in this study, an anaerobic and ammonia affluent environment which is not fond
of ammonia oxidizing bacteria was provided. The strong anammox activity implied that the nitrite which was oxidized by
AOA should be one of an important sources supplies for anammox process. In consideration of the nitrite supplied by
denitrification, therefore, how much it plays in the nitrite supply for anammox process by AOA? We are looking forward to
the appearance of a more powerful experimental tools. Anyway, it provided a new idea of the widespread of anammox
process with the prove of the coexistence of anammox and AOA in this special environment.

Key Words: paddy field wetland; anaerobic ammonium oxidation; ammonia oxidation archaea; deep soil layer;
nitrogen cycle

随着氮循环过程中新型反应机制和微生物的发现,人们重新认识了氮循环过程。 氮迁移转化的传统认识

是:氨氮通常由氨氧化细菌(AOB)在氨单加氧酶(amoA)的催化条件下,氧化为亚硝酸盐,由此开始生物氮循

环。 最新的研究发现,氨的氧化反应还可以由氨氧化古菌(AOA)在古菌氨单加氧酶(amoA)的催化条件下进

行[1]。 而且发现氨的氧化不仅在有氧条件下进行,还可以在厌氧氨氧化菌的作用下,在厌氧 /缺氧的条件下

被亚硝酸盐氧化,定义为厌氧氨氧化(anammox) [2]。
氨氧化古菌和厌氧氨氧化反应的发现是近十年环境科学领域的重大突破[3],使人们重新认识氨氧化过

程这一氮循环中的限速步骤,也改变了人们对全球氮循环通量的认识。 目前已探明,海洋生态系统中 24%—
67%的氮气由厌氧氨氧化反应完成[4]。 但是目前关于氨氧化古菌和厌氧氨氧化反应的研究多限于海洋生态

系统中,在大陆表层,还很少报道。 作者前期研究在河流表层沉积物中发现了厌氧氨氧化菌与氨氧化古

菌[5],但是目前尚无湿地深层土壤中的相关报道。
本研究选择浙江省嘉兴市的稻田湿地为研究地点,通过15N 同位素示踪证实 anammox 的发生与过程效

应,通过 PCR 扩增、测序并建立克隆文库,揭示稻田湿地深层土壤中厌氧氨氧化菌和氨氧化古菌的共存和生

物多样性。
1摇 材料与方法

1. 1摇 样品来源

嘉兴地处长江三角洲,年平均温度为 16益。 样品采集稻田的深层土壤(-100cm),多点采样后均匀混合

置于无菌塑料袋中,放在冰盒中带回实验室,一部分 4益保存用于同位素示踪试验,一部分保存在-80益超低

温冰箱中直至 DNA 提取。
1. 2摇 样品理化指标分析

该稻田湿地用畜禽废水经发酵后的沼渣浇灌。 对浇灌废水及湿地土壤的相关理化指标进行了测定。 水

样指标测定根据国际标准[6],土壤相关指标依照《土壤农化分析》中方法[7],其中氨氮和硝氮用浓度为 2mol / L
的 KCl 溶液浸提 2h,抽滤后用连续流动分析仪测定(SAN plus, Skalar Analytical B. V. the Netherlands),相关

结果见表 1。

8841 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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表 1摇 稻田湿地土壤与水样的相关理化指标

Table 1摇 The chemical characteristics of water and soils

土壤 TOM / (g / kg) NH+
4 / (mg / kg) NO-

x / (mg / kg) TKN / (g / kg) TP / (g / kg)

26. 2 341. 7 150. 9 5. 6 1. 9

水样 pH NH+
4 / (mg / L) NO-

3 / (mg / L) TN / (mg / L) TP / (mg / L)

8. 6 784. 9 49. 8 1290. 6 338. 4

1. 3摇 同位素示踪试验

采用文献 8 的实验方法。 将一定质量的预处理土壤放入 12. 6 mL 柱状玻璃瓶(Labco,UK)中,同时加入

一颗玻璃珠以利于反应时摇匀,然后注入 6 mL 无氧水。 将其转入厌氧培养箱(YQX鄄域,上海新苗医疗器械制

造有限公司)中,在无氧状态下旋紧瓶塞(附有 5 mm 厚丁基橡胶隔膜),然后通 He 气以排出残存的氧气,使
其形成无氧环境。 注入一定浓度15N 丰度为 99. 29%的 NaNO3或

15N 丰度为 98. 2%的( 15NH4) 2SO4,使瓶中硝

酸盐终浓度为 33 滋mol / L。 共 3 个处理:淤仅加15NH+
4,证明样品经厌氧过夜保存,其中硝酸盐消耗殆尽;于

加15NH+
4 和14NO-

3,证明厌氧氨氧化反应的存在;盂仅加15NO-
3。 每个样品做 3 个平行样和 1 个空白样(不加同

位素)。 移出厌氧培养箱,在空气浴振荡器中 25 益反应 24 h 后,注入 100mL 50 g / 100 mL 的 ZnCl2以终止反

应。 取样时,剧烈摇动反应瓶 1 min,然后在摆动式离心机(Beckman, Germany)上以 1600 伊g 转速,25 益离心

10 min。 用 2. 5 mL 气密性微量进样器(安捷伦)抽取 2 mL He 气注入样品瓶中,往复抽动 5 次,然后抽取 2 mL
样品瓶顶部气体注入提前充满饱和食盐水的 6. 6 mL 样品瓶中,样品瓶倒置以备测试。 Area 28( 28N2对应的峰

面积),Area 29( 29N2对应的峰面积)及 Area 30( 30N2对应的峰面积)在气相色谱鄄同位素比值质谱仪(Gasbench鄄
MAT253)上测定。 通过盂处理中得出的 Area 28,Area 29 及 Area 30,根据下列公式[8]计算厌氧氨氧化产生氮

气的比例(Ra% ):
Dtotal =P30伊F-2

N

Atotal =F-1
N 伊[P29+2伊(1-F-1

N )伊P30]

Ra% =
Atotal

Atotal+Dtotal
伊100%

式中,Dtotal为由反硝化产生的氮气( 28N2,29N2,30N2);Atotal为由厌氧氨氧化产生的氮气( 28N2,29N2); Ra%
为厌氧氨氧化产生氮气的比例;P29为

29N2 的产生速率(nmol g-1 h-1);P30为
30N2 的产生速率(nmol g-1 h-1);FN

为所加硝酸盐中15N 的丰度(FN =99. 29% )。
1. 4摇 DNA 提取与 PCR 扩增

称取约 0. 25 g 的土壤样品利用 FAST 土壤 DNA 提取试剂盒提取总 DNA(Qbiogene, Carlsbad, CA)。
anammox 菌的扩增采用巢式 PCR,第一步采用浮霉菌门特异引物,第二步将第一步扩增产物作为模版,采用

anammox 特异引物扩增得到最终产物,AOA 的扩增采用古菌 amoA 特异引物。 PCR 反应详细信息见文献[5]。
1. 5摇 克隆文库的构建

使用 Promega Agarose Gel DNA 纯化试剂盒对 PCR 扩增产物进行切胶纯化,将 PCR 回收产物与 pGEM鄄
Teasy 载体进行连接后,转入 JM109 感受态细胞,最后进行蓝白筛选。 选取 100 个白色克隆,采用 PCR 扩增的

方法鉴定阳性克隆,所用引物为载体通用引物 T7、SP6。 用限制性内切酶 Hha玉和 Mbo玉分型,挑取代表菌株

进行测序(博迈德生物科技,北京),运用 CHECK_CHIMERA 程序在 RDP (Ribosomal Database Project) 在线数

据库进行嵌合体检验。 运用 Blast 程序将获得的序列在 GenBank 数据库中进行相似性比对。 根据比对结果

并参照有关文献,选取参照序列,用 Clustal_X 程序进行对齐,采用 Jukes鄄Cantor 参数模型计算进化距离,运用

MEGA 3. 1 软件通过邻接法构建系统发育树。
2摇 结果与讨论

2. 1摇 厌氧氨氧化菌与氨氧化古菌在稻田湿地中的共存

摇 摇 成功提取 DNA 之后,通过 PCR 扩增,得到片段长度分别约为 635bp 和 478bp 的氨氧化古菌与厌氧氨氧

9841摇 6 期 摇 摇 摇 王雨摇 等:高含氮稻田深层土壤的氨氧化古菌和厌氧氨氧化菌共存及对氮循环的影响 摇
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图 1摇 氨氧化古菌与厌氧氨氧化菌电泳图

Fig. 1摇 PCR production electrophoresis gel profile of AOA and

anammox摇

化菌的扩增片段, 未得到氨氧化细菌的扩增片断

(图 1)。
对随机挑取 96 个阳性克隆采用限制性内切酶 Hha

玉和 Mbo玉分型,AOA 共得 12 个酶切类型,anammox 共

得 7 个酶切类型。 每个酶切类型挑取 1—5 个代表克隆

子进行测序,运用 CHECK_CHIMERA 程序在 RDP 在线

数据库中对得到的序列进行嵌合体检验, 发现并无明

显的嵌合体情况出现。 测序结果在 GenBank 数据库中

进行 Blast 比对,通过 DOTUR 软件分别可将 20 个 AOA
序列和 35 个 anammox 序列划分为 5 个和 4 个独立操作

单元(operational taxonomic unit, OTU)。 样品中主要 OTU 所含克隆子数目及其相似性菌株如表 2 所示。

表 2摇 样点克隆的 DOTUR 软件和在线 BLAST 分析结果

Table 2摇 Analytic results of crenarchaeal and anammox clones by DOTUR program and Blast

克隆数 OTU 相近序列 GenBank 编号 同源性 / %

1 AOAOTU1 Uncultured crenarchaeote clone O5 EU099963 92

2 AOAOTU2 Uncultured crenarchaeote clone WBF050405 FJ227731 96

7 AOAOTU3 Uncultured archaeon clone PLANTC EU852665 99

8 AOAOTU4 Uncultured ammonia鄄oxidizing archaeon clone EU590219 98

2 AOAOTU5 Uncultured crenarchaeote clone S7 \A鄄12 EU025151 98

19 ANAMMOXOTU1 Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷 AF375995 95

7 ANAMMOXOTU2 Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷 AF375995 95

8 ANAMMOXOTU3 Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷 AF375995 95

1 ANAMMOXOTU4 Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷 AF375995 97

2. 2摇 稻田湿地厌氧氨氧化菌和 AOA 的系统发育分析

对稻田湿地土壤中 anammox 菌 35 个序列(可划分为 4 个 OTU)的代表序列分析发现,其间具有相对较高

的相似性。 同时,4 个代表序列与外源序列 anammox 菌 Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷同源性最高,均超

过 95% 。 在系统发育树中,除 OTU4 与 Candidatus ‘Kuenenia stuttgartiensis爷聚为一个分支外,其他 3 个 OTU
则与分离于海洋与污水处理系统的 anammox 菌更为相近。

所有 AOA 的 5 个 OTU 中,有 4 个与 GenBank 注册的已知序列具有较高的同源性(逸98% ),其中 OTU1
同源性较低,仅有 92% 。 从 AOA 的系统发育树中可以看出,所有 OTU 可以划分为两大分支。 OTU1—OTU4
为一个大分支,从外源序列可以看出此分支主要以水与沉积物来源序列为主。 OTU5 则在另外一个大分支

中,该分支主要以沉积物与土壤序列为主。 Francis 等将 AOA 定义为水体 /沉积物菌种和土壤 /沉积物菌

种[9],文中所发现的 AOA 有 4 个 OTU 属于水和沉积物相菌种,有 1 个 OTU 归属于土壤 /沉积物相中,也符合

稻田湿地自身的环境特征,既介于土壤与淡水环境之间。
2. 3摇 厌氧氨氧化过程效应

由同位素比质谱仪得出的试验结果表明,淤处理没有明显的29N2或
30N2产生,说明样品经厌氧过夜保存,

其中硝酸盐消耗殆尽;于处理有明显的29N2产生,而没有明显的30N2产生,说明样品中有厌氧氨氧化反应存在,
同时也说明样品经厌氧过夜保存,其中硝酸盐消耗殆尽; 盂 处理得出的空白样品和标记样品的峰面积值如

表 3 所示。 通过同位素示踪试验首先可以证实厌氧氨氧化反应的发生,并通过计算得厌氧氨氧化产生的氮气

占所有产生氮气的比例(Ra% )为 24. 1%—29. 8% 。
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表 3摇 同位素示踪试验结果

Table 3摇 Results of isotopic tracing experiments

样品 Area 28 (mVs) Area 29 (mVs) Area 30 (mVs) Area All (mVs) Area 28 / Area All Area 29 / Area All

(1) 0. 00057 4. 14247伊10-6 8. 2055伊10-7 0. 000576 0. 991385 0. 007191

(2) 0. 00049 3. 62743伊10-6 7. 1093伊10-7 0. 000502 0. 991364 0. 007221

样品 Area 30 / Area All Area 29(扣除空白) Area 30 (扣除空白) D total A total Ra%

(1) 0. 001424 6. 22585伊10-8 1. 85858伊10-7 1. 88526伊10-7 6. 00266伊10-8 24. 15

(2) 0. 001415 6. 95109伊10-8 1. 57482伊10-7 1. 59742伊10-7 6. 77396伊10-8 29. 77

图 2摇 稻田湿地厌氧氨氧化菌(anammox)系统发育树

Fig. 2摇 Phylogenetic tree of the anaerobic ammonium oxidation (anammox) in the paddy field wetland

克隆子以 OTU 开头标识, 参照序列引自 GenBank 数据库,括号中的数字代表提交序号,分支节点上的数字表示每 1000 次 bootstrap 分析所

支持的次数,小于 50 的未显示。 线段表示 2%序列差异的分支长度,下同

3摇 讨论

氨氧化这一氮循环中的限速步骤,其产生的亚硝酸盐为厌氧氨氧化的发生提供了先决条件。 以往认为,
这一过程主要由氨氧化细菌来完成。 但是 AOA 的发现挑战了这一理论。 本研究在地下 100 cm 发现 AOA,并
发现在土壤样品中,高价态铁锰氧化物的存在 (实验样品测定 Mn2+ 浓度为 0. 5743mg / kg,Mn4+ 浓度为

0郾 0577mg / kg,Fe2+浓度为 0. 02mg / kg,Fe3+浓度为 0. 21mg / kg),从化学热力学的角度间接证明了 AOA 的活

性。 因为不论是由细菌还是古菌催化完成的硝化反应(NH+
4 寅NO-

2 寅NO-
3 ),其吉布斯自由能(驻GR pH=7 =

-341 kJ / mol)远大于 Mn(II)氧化为 Mn(域)(-175 kJ / mol)和 Fe(域)氧化为 Fe (芋)(-74. 27 kJ / mol)。
近年来,关于 AOA 和 AOB 在氨氧化过程中作用的研究层出不穷,但是对于他们在氨氧化过程中的作用

却说法不一[10鄄11]。 最近的一些研究证实,在草场的土壤环境中,真正起到氨氧化作用的是 AOB[12],但是在海

洋和多数土壤环境中,AOA 起主导作用[13鄄14]。 AOA 相对于 AOB 更广阔的生态位使得 AOA 在一些特殊环境

中相对于 AOB 具有强的竞争力[14]。
AOA 与厌氧氨氧化的相互作用,近年来也逐渐被认识到。 目前在不同海域由 AOA 为 anammox 提供电子

受体并完成厌氧氨氧化反应的研究结果相继报道[15]。 本文则首次在稻田湿地生态系统中发现 AOA 与

anammox 的共存。 AOA 与 anammox 的共存非常相像于海洋中的“海洋雪冶 [16]。 AOA 利用分子 /离子态的氧将

氨氮氧化为亚硝酸盐,并消耗氧营造厌 /缺氧状态。 在颗粒内部 anammox 菌在缺厌氧条件下,完成 anammox
反应[17]。 在稻田湿地这一环境中,NH+

4 不再是限制因素,NO-
2 的浓度成为了 anammox 反应的关键。 AOA 在
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图 3摇 稻田湿地氨氧化古菌(AOA)系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of the ammonia鄄oxidizing archaea (AOA) in the paddy field wetland

氨氧化过程中的作用已经被广泛证实,但鉴于亚硝酸盐还可由不完全反硝化所产生,因此,AOA 在氨氧化过

程中具体发挥多大作用,还期待更有力的实验手段的出现加以证明。
致谢:本研究得到了中国科学院生态环境研究中心刘俊新研究员、贺纪正研究员、王为东副研究员、龙锡恩、高
敏和李栋博士的大力支持,特此致谢。
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