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封面图说: 冬天低空飞翔的丹顶鹤———丹顶鹤是鹤类中的一种,因头顶有“红肉冠冶而得名。 是东亚地区特有的鸟种,因体态优
雅、颜色分明,在这一地区的文化中具有吉祥、忠贞、长寿的象征,是传说中的仙鹤,国家一级保护动物。 丹顶鹤具备
鹤类的特征,即三长———嘴长、颈长、腿长。 成鸟除颈部和飞羽后端为黑色外,全身洁白,头顶皮肤裸露,呈鲜红色。
丹顶鹤每年要在繁殖地和越冬地之间进行迁徙,只有在日本北海道等地是留鸟,不进行迁徙,这可能与冬季当地人
有组织地投喂食物,食物来源充足有关。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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河口生态系统氨氧化菌生态学研究进展

张秋芳1,2,徐继荣2,苏建强1,杨小茹1,朱永官1,*

(1. 中国科学院城市环境研究所城市环境与健康研究中心重点实验室,厦门摇 361021;

2. 宁波大学建筑工程与环境学院,宁波摇 315211)

摘要:由 amoA 基因编码的氨单加氧酶(AMO)所调控的氨氧化作用,是硝化作用的限速步骤和中心环节,而含有 amoA 基因的氨

氧化细菌(AOB)和氨氧化古菌(AOA)多样性与环境因子关系密切,对缓解河口生态系统因人类活动造成的富营养化等环境问

题具有特别重要的意义。 水、陆和海交汇形成高度变异的具环境因子梯度的河口生态系统,是研究 AOA 和 AOB 生态学的天然

实验室。 河口 AOA 与 AOB 的群落组成、丰富度特征和生物有效性,与河口主要环境因子盐度、富营养化程度、植被、温度、碳、
氮、硫、铁等,尤其是对盐度和富营养化有着较为强烈的响应。 AOA 和 AOB 多样性变化规律及其与河口特有的环境因子之间的

相关性,应当是今后我国河口氨氧化菌研究的方向和重点。 包括:(1)建立有效的氨氧化菌活性评价方法;(2)研究 AOA 的同

化作用方式;(3)依据氨氧化菌分类和组成对河口环境变化的适应进化机制,建议可作为指示河口环境质量变化的生物标记;

(4)将传统的分离培养方法与现代分子生物学研究方法相结合,筛选我国河口高效的氨氧化菌,并将其应用于生产。
关键词:氨氧化细菌;氨氧化古菌;环境因子;河口生态系统

Research progress on ammonia鄄oxidizing microorganisms in estuarine ecosystem
ZHANG Qiufang1,2, XU Jirong2, SU Jianqiang1, YANG Xiaoru1, ZHU Yongguan1,*

1 Key Laboratory of Urban Environment and Health Institute of Urban Environment, Chinese Academy of Sciences, Xiamen 361021, China

2 Faculty of Architectural Civil Engineering and Environment, Ningbo University, Ningbo 315211, China

Abstract: With the development of urbanization and the highly intensified agriculture in the world, the massive
anthropogenic loading of particular nitrogen compounds into rivers, and the environmental quality of many estuarine
ecosystems in China are deteriorating through eutrophication. Ammonia oxidation, which is regulated by ammonia
monooxygenase ( AMO), is the critical and rate鄄limiting step in the nitrification. The diversity of ammonia鄄oxidizing
bacteria (AOB) and ammonia鄄oxidizing archaea (AOA) containing AMO encoded by the amoA gene can be impacted by
environmental factors. Transformation and removal of the land鄄accumulated nitrogen in estuarine ecosystems could
significantly reduce eutrophication. The steep physico鄄chemical gradients in estuary linking freshwater, terrestrial and
marine systems serve as an important natural laboratory for studying ammonia鄄oxidizing microorganisms. Previous studies
have reviewed the characteristics of AOA and AOB composition, their abundance, and nitrification levels in the estuarine
ecosystems, as well as their responses to environmental factors. There are strong correlations between the ammonia
oxidizers忆 diversity and environmental parameters,e. g. salinity, eutrophication, vegetation, temperature, carbon, nitrogen,
sulphur and iron in estuarine ecosystems, especially in salinity and eutrophication. Future directions and work of ammonia
oxidizers with estuary ecosystems in China should be focused on as follows: (1) set up effective assessment method of
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nitrification induced by ammonia鄄oxidizers; (2) elucidate which kind of assimilation style, heterotrophic, autotrophic or
mixotrophic is characteristic of AOA; (3) confirm that ammonia鄄oxidizer compositions could be used as biological indicators
to indicate the environmental quality in estuaries; (4) cultivate and identify the most biologically effective ammonia鄄
oxidizers from estuaries by combining traditional cultivation methods with modern molecular biotechnology techniques, and
finally apply them to practical production.

Key Words: ammonia鄄oxidizing bacteria ( AOB); ammonia鄄oxidizing archaea ( AOA); environmental factor; estuarine
ecosystem.

氮素是生命组成的重要元素,同时也是水体富营养化、温室效应和臭氧层破坏等环境问题的决定因素之

一。 自然界中,氮素循环的整个过程,皆由微生物所驱动[1,2]。 其中,硝化作用是将氨转化为硝酸盐(NH+
4 寅

NH2OH寅NO-
2寅NO-

3)的生化过程,而由氨氧化菌驱动的氨氧化作用(NH+
4寅 NH2OH)是硝化作用的第一步,

也是全球氮循环的中心环节;由功能基因 amoA 编码的氨单加氧酶(AMO),在氨氧化作用中起催化作用,是氮

循环的限速因子[3鄄4]。 越来越多的研究表明,氨氧化古菌(AOA)同氨氧化细菌(AOB)一样,可能也在硝化作

用中起着重要作用,甚至认为 AOA 可能在氨氧化过程中占优势[3,5鄄7]。
作为水、陆和海交汇处的河口,是性质差异较大的淡水和盐水的混合区域,尤其是河口的潮汐涨落,形成

了随时空变化而高度变异的能量与环境因子(如:盐度、氮、pH、氧气、硫化物和有机物等)梯度,调节着整个河

口生态系统平衡,同时伴随着河口微生物群落多样性的相应转变[8鄄11]。 其中,氮素作为河口生态环境的主要

生源要素之一,是输入河口的营养盐的主要组成分。 由促氮循环微生物所驱动生物地球化学过程(图 1),对
于缓解由于过度施肥用药和工业污染排放而使无机氮过度输入与累积引起的水体富营养化具有重要意义。
河口与滨海沉积物中的硝化作用与反硝化作用耦合[12鄄14],可以去除全球约 30%固定氮[15]和 50%外来可溶性

无机氮[16]。 近年来,我国每年消耗近 2000 万吨氮肥,因不合理使用引发大量氮肥的流失已导致滨海地区富

营养化日趋严重[17鄄18]。

图 1摇 海洋环境中微生物驱动下的氮循环过程[1鄄2]

Fig. 1摇 Nitrogen cycle driven by microorganisms in marine environment[1鄄2]

已有研究表明,河口生态系统中 AOA 和 AOB 的多样性、分布及其活性,受盐度、碳、氮、氧、硫、温度和有

机质等诸多环境因子的影响[19鄄21],所特有的急剧变化的环境因子梯度,对研究氮循环具有特别重要的意义,
是研究 AOA 与 AOB 生态学的天然理想实验室[20]。 本文就国内外已有的相关研究进行介绍,提出进一步研
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究的方向与目标。
1摇 河口 AOA 和 AOB 群落组成

河口地区理化性状在时空上具有高度异质性,尤其是海水特有的潮汐波动伴随着一系列环境因子的变

化,要求微生物必须具有很强的可塑性来应对不断急剧变化的环境,这对研究不同生态位的氨氧化菌多样性

具有重要意义。 从已获得的 AOB 菌株中的 16S rRNA 基因和 amoA 基因的比较表明,两者在进化关系上具有

相似性[22鄄25]。 但不同环境来源的 AOB鄄amoA 基因的变异性和特异性,高于存在于保守区域的 16S rRNA 基

因[23,26],更能直接反映氨氧化过程的功能差异[26],也为引物设计提供了合适的靶标基因[22,27],是 AOB 有效

的分子标记[28]。 对 AOA 的 16S rRNA 和 amoA 基因的研究,也表明两者具有相似性[5,29鄄30]。 因此,AOA 和

AOB 多样性可以通过用氨单加氧酶 琢 亚基基因序列来进行表征,这两组完全不同的 amoA 基因的引物,已经

发表[1,6,23,28],并被成功地应用于各种生态环境研究。
1. 1摇 茁鄄AOB 群落组成

1. 1. 1摇 河口生态系统 AOB 分类

基于 16S rRNA 基因序列同源性系统发育分析表明, AOB 分别属于 茁鄄和 酌鄄Proteobacteria 两个亚

纲[26,31鄄32]。 酌鄄Proteobacteria(酌鄄AOB)亚纲氨氧化菌,适合海洋环境生长,在河口和盐沼中几乎不存在[11,26,33鄄34]

(仅在对蒙特利海湾的研究[35] 中见报道)。 茁鄄AOB 主要由亚硝化单胞菌 (Nitrosomonas) 和亚硝化螺菌

(Nitrosospira)两个属组成[36],两者皆含有不同的种群。 而河口生态系统中的氨氧化细菌皆属于 茁鄄AOB[20]。
基于 amoA 基因序列同源性分析,也可以将 AOB 分成不同类别,通过对功能基因 amoA 特异序列的分析,可以

反映出相应环境中 AOB 的种类、数量和活性[26]。
1. 1. 2摇 河口 茁鄄AOB 群落组成与环境因子的相关性分析

在河口生态系统中,盐度、温度、pH 值、净初级生产力和有机负荷量等是调控 AOB 群落组成的重要因子,
AOB 群落组成在分布上的相似性和变异性,是环境因子共同作用的结果。

其中,盐度是指示的河口生态系统具不同生态位特征的最重要环境因子之一,盐度的差异会使得 AOB 群

落组成结构产生相应的变化。 Freitag 等[37]应用 PCR-DGGE 分析表明,从海洋到淡水区域所采集到的苏格兰

Ythan 河口不同区域沉积物中的 AOB 群落组成呈明显差异,来自受海洋环境影响最大的区域以 Nitrosospira鄄
like 序列为主,介于海洋与淡水之间的含盐区域以与 Nitrosomonas sp. Nm143 相关序列类型为主,淡水区域则

主要分布着 Nitrosomonas marina / oligotropha鄄like 相关的序列。 在 Chesapeake 海湾[33,38] 和 Plum Island Sound
河口[39]的研究也得到类似的结果。 在 Schelde 河口[40鄄41]中,来自淡水和含盐环境的 AOB鄄amoA 的基因序列皆

以 Nitrosomonas鄄like 序列为主,但淡水区域中主要包含了 Nitrosomonas ureae 和 Nitrosomonas oligotropha 分类,
而含盐环境主要包含了 Nitrosomonas marina 和 Nitrosomonas aestuarii 分类。 在墨西哥 Bah侏a del T佼bari 河口的

研究中,只获得 Nitrosomonas鄄like 序列,并未发现有 Nitrosospira鄄like 序列[42]。 但来自旧金山海湾北部河口低

盐度区的 AOB鄄amoA 的基因序列,属于 Nitrosospira鄄like 序列[43]。 在这些河口的生态系统相关研究中,皆认为

盐度是影响 AOB 组成的重要因素,但由于生态系统的复杂性使得其对不同区域的影响又有所差异。
富营养化程度也影响着河口生态系统中 AOB 群落组成。 Wankel 等[21] 在 Elkhorn Slough 河口发现,低养

分高硝化作用区域以 Nitrosospira鄄like 序列为主,而高养分低硝化速率区域则以 Nitrosomonas鄄like 的序列为主。
Dang 等[44]对胶州湾研究表明,AOB 群落结构与亚硝态氮和砂含量关系密切,且污染物会明显地改变 AOB 群

落组成和含量,建议将 Nitrosomonas oligotropha 作为监测滨海地区环境污染程度的生物标记。 从珠江口到南

海的沉积物研究表明,重度污染区的 茁鄄AOB 群落多样性低并存在着优势菌群,而无污染地带为高多样性但没

有占优势 茁鄄AOB 菌群[45]。 在东京湾发现,有机质对调控 AOB 组成比盐度更重要[46];在旧金山海湾,AOB 组

成与 C / N 比值和镍含量关系密切[43]。
温度对 AOB 组成的影响已多见报道。 Westerschelde 河口的 茁鄄AOB 多样性随温度降低而减少[30]。 但植

被类型对 AOB 组成并没有太大影响[47]。 另外,由于自养氨氧化作用必需有 NH3、O2 和 CO2 的存在,并在氨
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氧化菌间存在激烈竞争,因此,AOB 群落组成还与基质组成[48鄄49]和溶解氧分布[50鄄51]等密切相关。
1. 2摇 AOA 群落组成

1. 2. 1摇 氨氧化古菌的发现

在 20 世纪 70 年代后期,古菌主要在热水、酸性热温泉和缺氧等极端环境中被发现。 直到 20 世纪 90 年

代初, DeLong[52] 和 Fuhrman 等[53] 分 别 发 表 了 来 自 温 带 海 洋 的 意 外 发 现———Group I 中 温 泉 古 菌

(Crenarchaeota),其细胞数量达 1028,大约占海洋全部浮游原核生物的 20% [54];Bintrim 等[55] 和 MacGregor
等[56]分别在土壤和淡水沉积物中发现了与 Group I Crenarchaeota 关系密切的海洋古菌 Group I,并将来自海洋

的序列聚类于 Group 1. 1a,来源于陆地的序列聚于 Group 1. 1b[20,57]。 Venter 等[58]发现了来自 Sargasso 海基因

组中与 AOB鄄amoA 基因具同源性的古菌。 此后不久,Treusch 等[7]也报道了来自土壤 Fosmid 文库中的来自古

菌的 amoA 基因,从而推断 AOA 的存在。 这两个研究为 Group I Crenarchaeota 具氧化氨的作用提供了证据,但
必需进一步证实古菌的潜在硝化作用。 幸运的是,K觟nneke 等[6] 在海水水族馆中分离获得了一株属于 Group
I. 1a 的常温型泉古菌(mesophilic crenarchaea)菌株并命名为 Nitrosopumilus maritimus;通过对其以重碳酸盐为

唯一碳源和应用化学计量方法计算从铵到亚硝酸转化量,证实了 AOA 的氨氧化作用[7]。 但最近也有研究认

为,AOA 属于一个新的古菌门类 Thaumarchaeota[59]。
1. 2. 2摇 河口 AOA 类型与环境因子相关性

盐度、温度、亚硝酸盐和净初级产量等因子,对 AOA 群落结构具有重要影响[30]。 在环境因子影响下,
AOA 群落可以经自然选择形成不同的生态种群。 河口沉积物中,AOA鄄amoA 基因序列可聚类为沉积物、水体

和土壤 / 沉积物几类群[60],且绝大多数来自河口沉积物的 AOA鄄amoA 基因序列是属于水体 /沉积物[20],但也

有研究从滨海沉积物[61]中获得了属于土壤 /沉积物类的序列。 来源于不同环境的 AOA鄄amoA 基因间存在明

显差异,Hallam 等[62] 发现从太平洋中部、蒙特利海湾和南极半岛的水体浅层 (0—130m) 和深层 (500—
4000m)获得的基因存在不同生态类型;Mincer 等[63] 也报道了类似结果,并认为这种差异可能是对光抑制的

反映,但没有在 N. maritimus 发现光抑制现象。
AOA 群落组成在河口生态系统中存在着明显的空间分布差异。 在墨西哥 Bah侏a del T佼bari 河口中,河口

内部区域与入海口处附近的 AOA 群落组成不同,分别属于泉古菌 Group 1. 1a 和 Group1. 1b,而介于两区域之

间则交叉重叠分布着两个大类的 AOA 群落[42]。 对来自旧金山海湾的 AOA 序列进行系统发育分析发现,低
盐度区域的序列可以聚成一独特的大类[43],因此提出了低盐浓度种系类型的设想,但现在所获得的 AOA 序

列量还不足以证明。 溶解氧也是影响 AOA 组成的重要因素[64],使得 AOA / 茁鄄AOB 值产生变化的同时,也对

AOA 系统发育类型具有选择性[61,65]。 AOA 群落组成也与温度密切相关[43],且其多样性随温度的降低而下

降[66]。 植被类型会对 AOA 群落组成产生影响,互花米草的入侵也会提高沉积物中 AOA 群落多样性[47]。
Fitzroy 河口中,AOA 群落组成因河口空间而变化,并与 C / N 密切相关,并发现了可能是由于地表径流导致河

口沉积物中也存在陆地生态系统的 AOA 群落[67]。 可见,河口湿地与陆地生态系统间存在着密切联系。
2摇 河口 AOA 和 AOB 含量及其与环境因子相关性

2. 1摇 AOA 和 AOB 的含量和分布

AOA 和 AOB 含量,在不同河口的研究结果都不太一致。 应用定量 PCR 方法测定结果表明,每克干沉积

物中 AOA鄄amoA 基因拷贝数从 104 到 109[34,43,64] 不等。 在现有菌株 N. maritimus 中,AOA 基因组中只含有 1
个拷贝的 amoA 基因[34]。 AOA 含量的变化范围,可能反映了不同地点间的特异性差异,但由于应用不同引物

进行定量 PCR 测定的值是可变的,所以它可能存在方法学上的缺陷。 目前为止,至少有 9 种不同引物和 /或
引物组合[23],可用于 AOA 定量分析,引物不同会使得因其特异性不同而影响到测定的 AOA 绝对拷贝数。 然

而,在同一系统中,应用相同引物和反应参数分析 AOA,其含量变化有时会超过 4 个数量级[34],因此河口中

AOA 含量差异不可能仅仅是由于方法学差异造成的[20]。
河口系统中 AOB 含量也具有相当大的变异性,每克干沉积物中拷贝数的变化范围从 104 到 108[34,43,64,68]。
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与 AOA鄄amoA 基因不同的是,在已获得的 AOB 菌株基因组中皆含有多个拷贝的 amoA 基因[23];尽管已有多对

引物用于 AOB 的研究[23],但绝大多数河口 AOB鄄amoA 基因研究常使用由 Rotthauwe 等[28]发表的引物。 使用

同一引物对不同环境中功能基因进行研究所具有的缺陷,最近已被确认[69],但与用不同引物研究不同河口间

AOA 多样性相比,AOB 研究可能更具有可比性。

摇 图 2 摇 来自 Plum Island Sound[68,70] 、Barn Island[34] 、旧金山海

湾[43]和 Huntington[64] 四个不同地区河口沉积物中 AOA / AOB

比值与盐度的相关性[20]

Fig. 2 摇 Relationship between AOA to AOB ratios and salinity

from four different estuaries[20] : Plum Island Sound[68,70] , Barn

Island salt marsh[34] , San Francisco Bay[43] and in Huntington

Beach[64] 摇

2. 2摇 AOA 和 AOB 的含量和环境因子的相关性

尽管对基于系统发育类型的可操作分类单元

(Operational Taxonomic Units, OTUs)分析表明,来自不

同河口 AOA鄄amoA 物种丰富度皆高于 AOB鄄amoA[20]。
但对两者的 amoA 基因绝对含量而言,受盐度、植被、pH
值等环境因子影响,河口生态系统中的 AOA / AOB 比值

则具有更大变异性。 一般认为,AOA / AOB 比值随盐度

的增多而降低(图 2)。 如:在旧金山海湾研究[43] 即发

现,从 San Pablo 到南部高盐度地区,AOB / AOA 平均比

值达 215;在北部低盐度区,AOA 含量高达 AOB 含量的

47 倍;而在上述两地过渡区域西北部地区,AOA 和

AOB 含量相当。 在 Huntingtor 海滩和 Plum Island Sound
的研究中,也得到了类似的结果,即:随着盐度的增加两

者比例普遍降低,但 AOA 含量总高于 AOB[70]。 Barn
Island 滩涂中,AOA 含量也总是高于 AOB,且盐度皆与

AOA 和 AOB 呈显著负相关;狐米草覆盖的 AOA / AOB
比值总是高于互花米草,pH 值也与 AOA 含量呈负相

关[34]。 但 Weeks 湾[71] 和 Elkhorn Slough 河口[21] 中,
AOB 含量皆高于 AOA。

盐度常被认为是调节河口氨氧化菌群落组成和含

量的关键因素,但不是唯一因素,还与许多其它因素共

同起作用,例如:增加氧的有效性和降低 C / N 比,均会增加 AOA 数量[42鄄43]。 在 Westerschelde 河口中发现,
AOA 和 AOB 的含量随盐度和温度而变化[30]。 AOA 含量也与沉积物粘粒和铅含量有密切相关[37]。 可溶性硫

化物含量与 AOA 则成负相关关系[71]。 植被对 amoA 基因拷贝数也会产生明显的影响,Savannah 和 Barn
Island 盐沼地中,高杆互花米草下 AOB 的含量高于矮杆互花米草的沉积物[34,72],且含量多少随不同土层和季

节而异[68,72]。 Barn Island 滩涂中,狐米草覆盖的沉积物 AOA / AOB 比值总是高于互花米草,pH 值也与 AOA
含量呈负相关[34]。 但没有发现河口生态系统中可溶性无机氮和 AOA 含量具相关性。 许多研究表明,在农业

土壤中添加铵肥,会导致 AOB 含量相对增加[3,73]。 在 O忆Mullan 等[35]的研究中,也没有发现 AOB 丰富度与环

境因子具有相关关系。 因此,在这些 AOA 和 AOB 相对含量转变的背后驱动力以及在河口与海洋系统之间可

能的代谢机制,仍有待于进一步研究。
3摇 河口 AOA 和 AOB 的活性

研究河口生态系统中 AOA 和 AOB 的组成和含量,可能有助于人们了解其主要生态作用。 但这些功能菌

群的多样性是否在硝化作用等生化过程中起重要作用,尤其是介于功能基因多样性与相应酶所调控的氮转化

率之间相关性的了解,是研究河口氨氧化菌多样性的关键问题。
3. 1摇 氨氧化菌含量与硝化作用的相关性

沿着河口盐度梯度对 茁鄄AOB 含量和硝化速率的研究表明,茁鄄AOB 群落在功能上存在明显不同,在低盐度

区域为高硝化速率和低 茁鄄AOB 含量,可能存在有其它氨氧化菌产生硝化作用,或细胞上存在有极端不同的氨
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氧化动力学机制[68]。 对澳大利亚 6 个河口的研究发现,只有 2 个地方的 AOA 含量与潜在硝化速率间具有显

著正相关[71]。 而 Connecticut 盐沼地[31]和 Plum Island Sound[70]中,潜在硝化速率与 AOA 含量之间无相关性,
且 茁鄄AOB 含量也与潜在硝化速率无明显相关。 但 Savannah[72]和 Norsminde Fjord[73]的沉积物中,潜在硝化速

率与 AOB 含量成正相关。 这可能是由于我们对硝化活性和微生物之间的相关关系理解不全面,或者是在研

究方法上存在缺陷。 应用碳同位素示踪与分子生物学方法相结合,发现 AOA 可能在硝化作用[74] 以及碳循

环[75]中起着重要的作用。 也有研究采用类似的方法,证明了 AOB 在硝化作用中起着重要作用[76鄄78]。 Freitag
等[37]应用稳定同位素探针法在苏格兰 Ythan 河口鉴定出了 N. cryotolerans 和 Nitrosospira sp. Nm143 菌株为活

性硝化菌。
3. 2摇 河口的硝化作用与环境因子相关性

理化性质随着河口环境因子呈梯度变化而影响硝化速率已被证实。 环境中的潜在硝化作用与 amoA 基

因含量和组成关系密切[3,5鄄6,79鄄80]。 研究表明,随着盐度的增加,硝化作用降低[15,81],这可能是由于盐度在控制

NH+
4 吸附沉积物上起着重要作用,且随着盐度增加,NH+

4 溢出[82]。 同时,盐度也影响着氨氧化菌群落的组

成[41,68,83]。 AOA 分布可能解释了沿着盐度梯度而变化着的硝化速率,但在中低盐浓度下,AOA 和 AOB 含量

与硝化速率没有明显的相关性;高盐度区域的硝化速率急剧降低[70]。 添加 Fe3+缓解了硫化物对硝化作用的

抑制,滩涂中的小型生物的扰动作用会影响沉积物的氧化还原电位等理化性质,从而影响硝化作用[72]。 不同

季节的潜在硝化速率也不同,春天明显高于夏季末[68],4 月份的显著高于 10 月份的[34]。
植被也是影响硝化作用的重要因子。 Dollhopf 等[72]发现,与矮杆互花米草和无植被沉积物的硝化速率相

比,覆盖高杆互花米草的硝化速率减少了一个数量级,且潜在硝化速率与反硝化速率之间呈显著正相关。
Caffrey 等[71]认为,植被覆盖的沉积物由于 O2 和含碳量的提高使其硝化速率高于无植被覆盖的 4—20 倍。
Moin 等[34]报道了 3 种不同盐沼草之间沉积物的潜在硝化速率没有显著差异。 也有研究认为,植被覆盖下沉

积物硝化作用的变化,可能是因为根际分泌的氧气有助于沉积物氧化[72,84],并刺激硝化作用[85]。 也有研究

认为根系分泌的含碳化合物会提高呼吸作用和氧气的消耗[72],而影响硝化作用。
此外,Wankel 等[21]应用15N 同位素法对 Elkhorn Slough 河口的氮转化率进行研究,发现在较少受农业生

产影响、养分含量较低的地方,硝化速率高于农业生产区域、养分含量较多的区域,但未发现 AOA 和 茁鄄AOB
含量与硝化速率之间具有相关性。
4摇 问题与展望

4. 1摇 建立有效的氨氧化菌活性的评价方法

潜在硝化速率(PNR)常作为指示氨氧化菌硝化作用的重要生理指标。 通过添加铵到沉积物中,经震荡

培养一段时间后测定产生的硝酸盐含量,是常用的测定 PNR 的方法,但由于震荡过程中破坏了沉积物结构,
测出的 PNR 值明显高于原位测定结果,因而无法确定是添加了铵还是没有氧气限制的条件下刺激了硝化作

用[20]。 因此,不准确的 PNR 和氨氧化菌的测定,可能会导致这种相关性与预期结果出现偏差[20]。 而且在试

验过程中,添加 NH+
4 和 O2 的培养,可能会使有些氨氧化菌活性滞后,使得 PNR 无法体现所有硝化菌的贡献。

相关研究表明,氨氧化古菌 N. maritimus 菌株的生长与铵具有很高相关性,但 NH+
4 浓度(0. 3—0. 5 mmol / L)对

其 PNR 没有抑制作用[86]。 AOB 经逆境处理后再进行培养,其潜在硝化速率会产生明显变化[87]。 另外,氮同

位素稀释法也可以用于阐明土壤中氮的转化效率[88]。
已有绝大数研究采用定量 PCR 方法测定 AOA 和 AOB 绝对含量,但这个方法在对潜在微生物群落种类

测定上可能会存在偏差。 因为引物设计通常是以以前所获得的 DNA 序列为目标,但由于几乎每个研究中都

有新序列发现,DNA 序列库中的数据不断增加,因此引物可能无法扩增到所有的氨氧化菌[87,89]。 另外,仅仅

测定 amoA 基因的绝对含量,并不能说明其生物活性[76]。
4. 2摇 AOA 究竟属于自养、异养还是混养?

对碳利用的理解仍然困扰着人们对 AOA 群落的研究,而了解其同化作用的方式是理解古菌对全球生态
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系统影响的最重要内容。 有研究发现,一些海洋泉古菌能够吸收有机化合物[90]。 但对 N. maritimus 测试表

明,其生长会被少量的有机碳所抑制[5]。 Zhang 等[74] 应用稳定同位素探针(SIP)方法,也证实了农业土壤中

氨氧化古菌是营自养方式生长。 Pratscher 等[75]通过 DNA鄄SIP、mRNA鄄SIP 和 CARD鄄FISH 方法相结合研究,发
现 AOA 在氨氧化过程中起着重要作用,同时在碳同化中也表现出了多样性和动力学活性。 在对海绵共生体

Cenarchaeum symbiosum 的基因组研究中发现,C. symbiosum 含有类似于编码固定碳的 3鄄羟基丙酸途径(指示

自养同化过程)和几乎完整的三羧酸(TCA)循环(指示异养同化过程)的基因,认为其具有混养(自养和异养

兼有)代谢的遗传因子[62]。 但 Agogue 等[97]对北大西洋深海中无光照下碳的固定速率和 amoA 丰富度进行分

析,认为泉古菌不是自养的。 Pearson 等[92]报道了在古菌上的类异戊二烯的 啄鄄14C 标记,与化能自养生长在透

光层下是一致的。 Wuchter 等[93]应用放射性标记重碳酸盐证明了海洋泉古菌在缺乏光照下,能够把重碳酸盐

吸收进入泉古菌特异脂 Crenarchaeol 中。 Herndl 等[94] 在大西洋进行研究也发现,当深度增加到 3000m 时,
Crenarchaeota 对重碳酸盐的吸收也随着增加。 但对 AOA 是否营异养、自养,还是两者同化作用的方式同时存

在等问题的回答,可能只有通过富集培养所获得的菌株才能够得到充分解释。
4. 3摇 氨氧化菌多样性反映了河口环境因子动态变化,对河口环境质量起指示作用

河口沉积物是适合氨氧化菌生长的环境,可作为理想的天然实验室来探索 AOA 和 AOB 在不同生态位上

的差异情况。 环境因子对于河口沉积物中氨氧化菌群落的分布和活性起着重要的作用,氨氧化菌的分布可以

用于指示环境质量的好坏,例如:Nitrosomonas oligotropha 鄄like 序列主要分布在无污染区域[37,44],建议用于作

为指示环境质量的生物标记[44]。

4. 4摇 富集和培养我国河口丰富的 AOA 和 AOB 资源的重要性

在近 20a 时间里,微生物生态学领域常忽视了传统的菌落培养方法,而主要依靠微生物基因的分子生态

学方法去研究种群和群落组成[95鄄96]。 然而,由于缺乏培养的菌株,对不同微生物在自然环境中的作用研究进

展缓慢。 分子技术应当植根于纯培养和富集培养试验。 没有能够在试验室培养出微生物,很难真正理解它们

的生理和代谢活性。 基因的存在(甚至于表达)仅仅告诉人们可能潜在的生理代谢活性。 纯培养 AOA 菌株

的缺乏,就是一个很好的例子。 直到拥有更多培养出来的菌株,才能确切地回答一些最迫切问题。 比如,虽然

amoA、amoB 和 amoC3 个亚基已经在培养的古菌中被确认[5,62], 但至今在其基因组中没有可以氧化羟胺(氨
氧化中间产物)的基因被鉴定[62]。 人们从 AOB 中发现的氨氧化的完整途径,推测 AOA 可能也通过不同的代

谢途径氧化氨,但只有通过直接对纯培养菌株的生化和遗传特点的研究,才可能得到最好的答案。 现已获得

了越来越多的海洋泉古菌究竟是营异养或混养的证据[74鄄75,90鄄91],但仍不清楚泉古菌是否能够吸收有机碳和进

行硝化作用。 只有经过培养收集到更多的 AOA 菌株,才会更全面地了解 AOA 分布和系统发育情况。
5摇 小结

河口生态系统是陆地、淡水和海洋交汇形成的特殊自然环境,它受人类活动、陆地生态系统和海洋生态系

统的影响,是三者相互作用的耦合带,对形成它的各种因子作用的响应敏感,是脆弱的生态系统。 而由氨氧化

菌驱动的氨氧化作用对于缓解日益加剧的河口富营养化环境具有特别重要的意义。 大量研究表明,河口生态

系统中氨氧化细菌(AOB)和氨氧化古菌(AOA)的多样性、群落组成及其活性与河口生态系统中各种环境因

子息息相关,并对急剧变化的环境因子作出相应的响应。 在我国,已经对不同区域的河口开展了一些相关研

究,并取得了进展,但由于我国近年来高度集约化农业和城市化的日益加剧,使得河口生态环境质量不断恶

化。 因此,综合应用环境生物学的多种研究方法(如:PCR鄄DGGE、T鄄RFLP、定量 PCR、转录基因组学、碳和氮

同位素示踪、氮同位素稀释法、硝酸盐双向同位素、荧光原位杂交技术等)并与传统培养技术相结合,加速我

国各河口生态系统 AOB 和 AOA 多样性特征及其对环境因子响应机理的系统研究,为河口地区因氮污染引起

的环境问题的预测和调控提供科学依据。 同时,迫切需要对各河口及滨海地区存在的氨氧化菌进行分离、纯
化和培养,并将所获得的高氮转化率菌株应用于农业生产和污水处理等实际生产中去。
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