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封面图说: 巴西热带雨林———美丽的巴西北部玛瑙斯热带雨林景观。 位于南美洲的亚马逊河是世界上流域最广、流量最大的

河流,孕育了世界面积最大的热带雨林,雨林中蕴藏着极丰富的生物资源。
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白洋淀湖滨湿地岸边带氨氧化古菌与
氨氧化细菌的分布特性

叶摇 磊1,2,祝贵兵1,*, 王摇 雨1,2, 冯晓娟1, 王为东1, 王衫允1,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. 中国科学院研究生院,北京摇 100049)

摘要:通过分子生物学分析方法,以 amoA 基因为标记,考察了氨氧化古菌(Ammonia鄄Oxidizing Archaea, AOA)和氨氧化细菌

(Ammonia鄄Oxidizing Bacteria,AOB)在华北平原的白洋淀这一典型湖泊的湖滨湿地岸边带系统中的生物多样性和丰度分布。 在

前人的研究中,氨氧化古菌在海洋、原生态土壤和人为干扰土壤等环境中主导氨氧化过程的完成。 但本研究发现,在湿地岸边

带系统中氨氧化过程并不是完全由氨氧化古菌主导完成,即氨氧化古菌和氨氧化细菌在不同区域分别占据主导地位。 根据主

导微生物的不同,可以将湿地岸边带区域划分为陆相区、中间区和湖相区。 在湿地岸边带陆相区,氨氧化古菌主导氨氧化过程,
氨氧化古菌的 amoA 基因丰度是氨氧化细菌的 526 倍(AOA:1. 23伊108个 / g 干土;AOB:2. 34伊105个 / g 干土);在岸边带湖相区,
氨氧化细菌主导氨氧化过程,氨氧化古菌的 amoA 基因丰度只有氨氧化细菌的 1 / 50 倍(AOA:3. 17伊106个 / g 干土;AOB:1. 39伊
108个 / g 干土);在岸边带中间区,两种微生物对氨氧化过程的贡献相当,二者的 amoA 基因丰度也相当 (AOA:9. 83伊106, AOB:
4. 08伊106)。 研究还发现,湿地中间区的微生物生物多样性高于陆相区和湖相区。 在湿地中间区,氨氧化古菌和氨氧化细菌的

生物多样性都最高,分别有 5 和 7 个操作分类单元(OTUs);相比之下,岸边带陆相区和湖相区的多样性依次降低,陆相区的氨

氧化古菌和氨氧化细菌分别有 3 和 6 个操作分类单元,湖相区的氨氧化古菌和氨氧化细菌分别有 2 和 6 个分类单元。 所得结

论反映了湿地岸边带极强的空间异质性。
关键词:丰度;多样性;氨氧化微生物;岸边湿地

Abundance and biodiversity of ammonia鄄oxidizing archaea and bacteria in littoral
wetland of Baiyangdian Lake, North China
YE Lei1, 2, ZHU Guibing1,*, WANG Yu1, 2, FENG Xiaojuan1, WANG Weidong1, WANG Shanyun1,
YIN Chengqing1
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Abstract: The existence and function of ammonia鄄oxidizing archaea (AOA) in the environment has drawn great interests in
recent nitrogen cycle researches. Many previous researches found that AOA dominated ammonia oxidation process in many
environments such as ocean, pristine soil and cultivated soils. Wetland system is an important interfacial zone between
aquatic and terrestrial ecosystems. Characterized by high biodiversity, strong boundary effects, and combined
physicochemical features of the neighbor ecosystems, wetland system plays important roles in material and energy fluxes
between these systems. However, very few researches on AOA in wetland systems have been reported. To determine the
abundance and distribution of AOA and AOB( short for Ammonia鄄Oxidizing Bacteria) in lake littoral zones, cultivation鄄
independent methods, such as qPCR, clone and sequencing, were used. Soil samples from different littoral wetland zones
of Baiyangdian Lake ( site 1 representing for landward zone: four meters from water鄄soil edge on land; site 2 for middle
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zone: about 0. 5 meter from water鄄soil edge on land; site 3 for lakeward zone: 1 meter from water鄄soil edge in sediment of
the lake) were sampled and the bacterial and archaeal amoA genes were analyzed. Results show that AOA and AOB
dominate the ammonia oxidation in different zones of the littoral wetland in Baiyangdian Lake wetlands. This indicates that
the dominate ammonia鄄oxidizing microorganism changes gradually from AOA to AOB in the wetland ceotone changes from
land to water. AOA dominates ammonia oxidation in the landward zone of the wetland, where amoA gene copy numbers of
AOA (1. 23 伊108 per gram of dry soil) is 526 times more than that of AOB (2. 34 伊105 per gram of dry soil) . AOB
dominates ammonia oxidation in the lakeward zone, where amoA gene copy numbers of AOA (3. 17伊106 per gram of dry
soil) is only 1 / 50 times of that of AOB (1. 39伊108 per gram of dry soil) . In the middle zone, AOA and AOB contribute
nearly the same for ammonia oxidation, where amoA gene copy numbers of AOA and AOB are in same too (9. 83伊106 for
AOA, 4. 08伊106 for AOB). It was found that biodiversity of both AOA and AOB amoA gene in the middle zone is high zone
with 5 and 7 OTUs (short for Operational Taxonomic Units) separately. In comparison, that in the landward zone only has
3 OTUs for AOA, 6 OTUs for AOB, and that in lakeward sediment only has 2 OTUs for AOA, 6 OTUs for AOB. High
biodiversity of microcosm in wetland shows a similar trend as the high biodiversity of plants, insects and animals reported by
other researches. The high biodiversity in wetland boundary zone is probably due to the high energy exchanges, seasonal
changed water levers and complicated chemical conditions in this area.

Key Words: abundance; biodiversity; ammonia鄄oxidation microorganism; littoral wetlands

氮在地球表层的循环转化是地球最基本和重要的物质循环之一,其中氨的氧化过程是整个氮循环过程的

限速步骤。 以往认为,氨的氧化反应主要由氨氧化细菌(Ammonia鄄Oxidizing Bacteria,AOB)完成。 随着海洋和

土壤生态系统中常温古菌的发现及分子生物学技术的发展,以氨氧化关键功能基因———氨单加氧酶功能基因

(ammonia monooxygenase subunit A,amoA)在泉古菌(Crenarchaeota)中的发现为起始,不同研究者发现在海

洋、原生态土壤、农业区土壤等环境中的氨氧化过程主要是由氨氧化古菌(Ammonia鄄Oxidizing Archaea,AOA)
完成。 与氨氧化细菌不同的是,氨氧化古菌隶属于生物三域系统中的古菌域,大部分均属于泉古菌类

(Crenarchaeota)。 氨氧化古菌的广泛发现及其生态功能定位是近十年来环境微生物研究领域的重大突破,使
人们改变了对氮循环的认识,其在不同生态系统中的分布和作用是目前氮循环领域的研究热点[1]。

湿地系统作为陆地生态系统和水生生态系统之间的重要过渡区,具有保持物种多样性、控制物质能量交

换、净化水质等多重生态服务功能[2]。 前期研究发现,湿地系统对氨态氮有显著的截留和净化功能[3],特别

是湿地的岸边带,兼具土壤和水体的物理化学特性,具有很强的边缘效应特征[4鄄5]。 目前世界上关于 AOA 和

AOB 的分布情况报道主要见于海洋和土壤生态系统[1, 6],国内外文献中有关湖滨湿地岸边带 AOA 和 AOB 的

空间分布研究尚未见报道。 本文以白洋淀湖滨湿地岸边带系统沉积物和土壤样本为供试材料,以功能基因

amoA(NH+
4

amoA
AOA,

寅
AOB

NH2OH寅NO-
2 )为分子标记,对 AOA 和 AOB 进行定性和定量分析,通过研究 AOA 和

AOB 的生物多样性和丰度分布,探讨其中的氨氧化过程机制,为氮循环研究提供理论和数据基础。
1摇 材料与方法

1. 1摇 采样地点及过程介绍

以白洋淀湖滨湿地作为本研究的采样地点。 白洋淀地处于华北平原中部,地理位置为东经 115毅38忆—
116毅07忆,北纬 38毅43忆—39毅02忆,总面积 366 km2。 在整个湖区范围内,以芦苇植被为景观特征的湿地系统约占

36% ,广泛分布在围堤内湖边的洼地上和大小淀泊之间。 沿湖滨湿地截面由陆相芦苇床至水相沟渠布设 3 个

采样点,分别采集陆相芦苇床内部表层土壤(距水陆交界面 4m),湿地边界区表层土壤(距水陆交界面 0. 5m)
和水相沟渠沉积物(距水陆交界面 1m),简称和代号分别设定为陆相芦苇床(L)、湿地边界区(B)和水相沉积

物(S),用于代表湿地岸边带系统的陆相、交界面和水相。 土壤和沉积物样品采集后置于无菌塑封袋中,4益
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保存至实验室,储存在-80益的超低温冰箱中直至 DNA 提取。
1. 2摇 样品理化指标分析

所有样品检测均采用国际通用方法进行。 pH 采用超纯水浸提,Mettler Toledo Delta 320 pH 计测定;
NH+

4 鄄N、NO-
2 鄄N、NO-

3 鄄N 采用 2 mol / L 氯化钾溶液浸提,SKALAR SAN+ +连续流动分析仪测定;TOC 采用

Tekmar鄄Dohrmann Phoenix, 8000 UV鄄persulfate TOC Analyzer 测定;Fe2+、Fe3+采用硫酸铝溶液浸提,邻菲罗啉分

光光度法测定。
1. 3摇 DNA 的提取和普通 PCR 扩增

称取约 0. 25 g 的真空干燥土壤样品,利用 Fast Soil DNA 提取试剂盒提取(Qbiogene, Carlsbad, CA)样品

中的总 DNA。 AOA 和 AOB 的扩增均采用 amoA 功能基因的特异引物,分别为 archaea鄄amoAF / archaea鄄
amoAR[6]和 amoA鄄1F / amoA鄄2R[7]。 PCR 扩增的 50 滋L 体系配置如下:10伊buffer 5 滋L,dNTP(2. 5 mmol / L)4
滋L,正反向引物(浓度为 10 mmol / L)各 1 滋L,BSA 0. 5 滋L,Taq 酶(2. 5 U)0. 25 滋L,稀释 DNA 模板 2 滋L,
ddH2O补足至 50 滋L。 PCR 反应扩增程序见文献[6]。
1. 4摇 PCR 产物的克隆、酶切、测序及系统发育分析

使用 Promega Agarose Gel DNA (Promega, Madison, WI) 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(Promega, Madison, WI)进行连接后,转入 JM109 感受态细胞,最后进行蓝

白斑筛选。 选取 72 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 玉对阳性克隆 PCR 扩增产物进行分型,每个酶切类型挑取 1—4 个代表菌株进行测序

(Biomed 生物科技有限公司,北京),每个样品点共计选择 15 个菌液样品。 应用 DNASTAR 软件对测序结果

进行编辑,去除载体序列后用 BLAST 在 GenBank 数据库中搜索相似序列,并与已发表的相关细菌和古菌的

amoA 功能基因序列进行多重序列比对,使用 MEGA4. 1 软件以邻接法(Neighbor鄄Joining)构建系统发育树。 独

立操作单元(OTU)利用 DOTUR 软件按 97%的相似度进行划分。
1. 5摇 DNA 的定量 PCR

定量 PCR 采用 SYBY Green 法,选用引物参见普通 PCR 扩增。 扩增体系为 20滋L,配置如下:SYBY Green
exTaq 酶(2伊)10滋L,ROX50 0. 4滋L,正反向引物(浓度为 20mmol / L)各 0. 09滋L,稀释 10 倍的 DNA 模板 2滋L,
ddH2O 补足至 20滋L。 采用 ABI 7300 Real鄄Time PCR System 扩增仪,扩增程序为:95毅C 30s; (95毅C 10s、55毅C
20s、68毅C 45s )40Cycle; 72益 1min, 为确保实验数据的有效性,实验要求设阴性对照和 6 个标准品,每个样品

平行两次,以基线(背景)荧光信号的标准偏差的 10 倍作为阈值,扩增斜率为-3. 5—4. 2 之间,扩增效率>
80% ,溶解曲线为单一峰。
2摇 结果

2. 1摇 湖滨湿地系统各采样点的理化性质

湖滨湿地岸边带系统各点的理化性质如表 1 所示。 从陆地上两点(芦苇床,边界区)的比较来看,芦苇床

内部和边界区土壤的理化性质相似,均为偏碱性土,氨氮含量低于硝氮,总有机碳含量均很高,铁元素中三价

铁占绝大多数,除总有机碳和硝态氮外,其他指标均表现为边界区略高。 水体沉积物的氨氮明显高于陆地样

品,硝氮含量低于陆地,铁元素的形态分布也与陆地相似,但含量略高于芦苇床。综合来看,三点的理化性质

表 1摇 湖滨湿地系统各点的物理化学指标

Table 1摇 Physico鄄chemical features of sampling sites

采样点
Sampling sites pH

NH+
4 鄄N

/ (mg / kg)
(NO-

2 +NO-
3 )鄄N

/ (mg / kg)
TOC

/ (mg / kg)
Fe2+

/ (mg / kg)
Fe3+

/ (mg / kg) Fe2+ / Fe3+

芦苇床 8. 18 5. 31 12. 22 22771. 23 283. 53 5778. 69 0. 05

边界区 8. 24 6. 49 11. 77 12152. 39 353. 75 7359. 64 0. 05

沉积物 8. 20 208. 66 5. 94 659. 05 8577. 13 0. 08

摇 摇 沉积物样品的 TOC 指标缺失
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差别不大,但沉积物的氨浓度过高。
2. 2摇 湖滨湿地岸边带系统中氨氧化古菌和细菌的丰度分布

通过定量 PCR 分析,芦苇床、边界区和沉积物三点样品中每克干土氨氧化古菌的 amoA 功能基因拷贝数

分别为 1. 23伊108、9. 83伊106、3. 17伊106个,每克干土氨氧化细菌的 amoA 功能基因拷贝数为 2. 34伊105、4郾 08伊
106、1. 39伊108个(图 1)。

从该图中可以看出氨氧化古菌丰度分布趋势是:陆相芦苇床最高,湿地边界区其次,水相沉积物最低,芦
苇床丰度约为沉积物样品的 40 倍;氨氧化细菌的丰度分布趋势完全相反,水相沉积物最高,湿地边界区次之,
陆相芦苇床最低,沉积物丰度为芦苇床的近 600 倍。 比较两种菌在各点的相对丰度:芦苇床和边界区的氨氧

化古菌丰度均高于细菌,分别为氨氧化细菌的 526 倍和 2. 4 倍;沉积物的氨氧化古菌丰度低于细菌,约为氨氧

化细菌的 1 / 50 倍。
2. 3摇 湖滨湿地岸边带系统中氨氧化古菌和细菌的生物多样性分布

芦苇床内部、边界区和水体沉积物 3 处样品,通过 DNA 提取、定性 PCR 扩增、克隆、酶切和测序等过程,
依次获得了 13、11、15 个氨氧化古菌的 amoA 功能基因序列和 13、14、15 个氨氧化细菌的 amoA 功能基因序

列。 通过 OTU 计算分别整理出 3、5、2 个氨氧化古菌的操作分类单元(operational taxonomic unit,OTU)和 5、7、
6 个氨氧化细菌的操作分类单元。

氨氧化古菌和氨氧化细菌在芦苇床内部、边界区和沉积物 3 处的 OTU 数(来自于 72 个克隆子)(图 2)。
由该图可见,相比于陆相芦苇床内部和水相沉积物,湿地边界区的两种氨氧化微生物均含有更高的 OTU 数,
体现了生物多样性更高的特性。

摇 图 1摇 各采样点氨氧化古菌和细菌 amoA 功能基因拷贝数分布

Fig. 1 摇 amoA gene copy numbers per gram soil of ammonia鄄

oxidizing archaea (AOA) and bacteria (AOB) in sampling sites

图中的所有浓度值均取了以 10 为底的对数(平均值依标准差);

AOA 为氨氧化古菌(Ammonia鄄Oxidizing Archaea)的英文简称,AOB

(Ammonia鄄Oxidizing Bacteria)为氨氧化细菌的英文简称

摇 图 2摇 各采样点氨氧化古菌和细菌的操作分类单元数分布

Fig. 2 摇 OTU numbers of ammonia鄄oxidizing archaea and

bacteria in sampling sites

运用 Blast 程序在 GenBank 数据库中进行相似性比对,建立两种氨氧化微生物的系统发育树如图 3A,B
所示。 基于 amoA 功能基因的氨氧化古菌系统发育树分为两个分支,分别为沉积物 /土壤分支和水体 /沉积

物。 从系统发育树可以看出,本研究所获得的古菌 amoA 功能基因均隶属于沉积物 /土壤分支,为进一步的结

果分析需要,将该分支细化为 5 个簇。 氨氧化细菌的 amoA 功能基因系统发育树可以划分为 6 个分支,均属于

茁鄄Proteobacteria。 其中,3 个分支包含已知菌种的 amoA 功能基因序列,分别定义为 Nitrosomonas 分支、
Nitrosospira 分支和 Nitrosovibrio 分支,3 个分支未找到相似的已知菌种 amoA 功能基因序列,均定义为未知

Nitrosomonadaceae 分支。
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图 3摇 依据 amoA 功能基因序列构建的氨氧化古菌(A)和氨氧化细菌(B)的系统发育树

Fig. 3摇 Phylogenetic trees of ammonia鄄oxidizing archaea (A) and bacteria (B) targeted on amoA gene

本文中的参照序列引自 GenBank 数据库,序列名称后的字母加数字代表提交序号,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 5%序列差异的分支长度
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摇 摇 对 3 个采样点的两种氨氧化微生物的独立操作单元(OTU)序列在各自系统发育树中的位置进行了分布

统计,见表 2。 氨氧化古菌的分布状态为:岸边带 5 个 OTU 分布于 4 个簇中,芦苇地 3 个 OTU 分布于 3 个簇

中,沉积物 2 个 OTU 分布于 2 个簇中;氨氧化细菌的分布状态为:岸边带 7 个 OTU 分布于 6 个分支中,芦苇地

6 个 OTU 分布于 4 个分支中,沉积物 6 个 OTU 分布于 2 个分支中。 岸边带的两种氨氧化微生物在系统发育

树中的分布也最为广泛。

表 2摇 各采样点氨氧化古菌和氨氧化细菌的 amoA 功能基因分布

Table 2摇 The distribution of archaeal and bacterial amoA gene in sample sites

采样点
Sample sites

古菌 OTU 数
OTU Num. of AOA

分布(簇)
Distribution(Cluster)

细菌 OTU 数
OTU Num. of AOB

分布(分支)
Distribution (Group)

芦苇床 3 Cluster1,Cluster 4 和 Cluster 5 6 Nitrosospira, Nitrosovibrio, Unknown
Nitrosomonadaceae 2 和 3

边界区 5 Cluster 1,Cluster 2,Cluster 4 和 Cluster 5 7 Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosovibrio,
Unknown Nitrosomonadaceae 1,2 和 3

沉积物 2 Cluster 3 和 4 6 Nitrosomonas 和 Nitrosospira

3摇 讨论

氨单加氧酶功能基因 amoA 在泉古菌中的发现,使研究者开始关注古菌在各种生态系统氨氧化过程中所

起的作用。 现已探明氨氧化古菌广泛地分布于海洋水相和陆地土壤等环境中。 本研究也发现氨氧化古菌还

存在于淡水湖泊的湖滨湿地系统中,具有广阔的生态域。 氨氧化细菌是化能自养微生物,氨氮是其唯一的能

量来源。 氨氧化古菌最初也被认为是化能自养微生物。 后来的研究发现,化能自养型氨氧化古菌仅限于海洋

中的泉古菌,海洋中下层的氨氧化古菌被论证为存在异养和兼养等类型[8],土壤中的氨氧化古菌也可能存在

异养和兼养等类型[9]。 氨氧化古菌的多种营养类型可能是导致其在自然界中广泛存在的原因。
以往研究发现,氨氧化古菌的 amoA 功能基因丰度在海洋环境、原生态土壤、农业区土壤等环境中高于氨

氧化细菌,引发了氨氧化古菌在氨氧化过程中占据主导地位的猜测[10鄄13]。 而本研究得出的结果表明,自然环

境中氨氧化过程不完全是由古菌占主导地位。 在氨氮浓度较低(5. 31 mg / kg)的芦苇床样品中,确是由氨氧

化古菌为主导,其 amoA 功能基因拷贝数量大约是细菌的 526 倍(分别为 1. 23伊108、2. 34伊105个 / g 干土),但
是对比在氨氮水平较高的地区,氨氧化古菌并非占据主导作用。 沉积物中氨氮浓度达到 208. 66 mg / kg,其中

的氨氧化古菌 amoA 功能基因拷贝数量为 3. 17伊106个 / g 干土,仅是氨氧化细菌 amoA 功能基因拷贝数 1郾 39伊
108个 / g 干土的 1 / 50 倍。 其他学者的研究也支持了本结果[14]。

氨氧化古菌和氨氧化细菌在白洋淀湖滨湿地岸边带系统中的丰度和多样性分布具有明显的空间分异规

律。 对湖滨湿地系统中两种氨氧化微生物的生物多样性考察发现,由于在湖滨湿地岸边带中发生着复杂的氮

的转化过程,氨和硝酸盐共存,体现了复杂的分布特性和很强的边缘效应[4鄄5,15]。 相比于陆相的芦苇床内部和

水相的沉积物,白洋淀湖滨湿地的边界区无论是氨氧化古菌还是氨氧化细菌均拥有更高的生物多样性,通过

72 个克隆子酶切测序得到的 OTU 数目高于沉积物和芦苇床样品,其中氨氧化古菌含有 5 个 OTU,氨氧化细

菌含有 7 个 OTU。 而且在系统发育树中的分布最为广泛。 氨氧化古菌的 5 个 OTU 分布于 4 个簇中,氨氧化

细菌的 7 个 OTU,分别属于 Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosovibrio 以及未知的 Nitrosomonadaceae 等菌属,分布

于 6 个分支中。 在微观尺度从功能基因的水平上也证明了湿地边界区生物多样性高的特征。
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