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舟山群岛海域沉积物中厌氧氨氧化细菌多样性

张东声１，∗， 刘镇盛１， 张海峰１， 王小谷１， 王春生１，２

１ 国家海洋局海洋生态系统与生物地球化学重点实验室， 杭州　 ３１００１２

２ 卫星海洋环境动力学国家重点实验室， 杭州　 ３１００１２

摘要：本文通过构建 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库和克隆测序研究了舟山海域沉积物中厌氧氨氧化细菌（Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ

ｂａｃｔｅｒｉａ， ＡＡＯＢ）的多样性。 从 ５ 个克隆文库中共获得 ２９７ 条 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，包含 １６ 个操作分类单元 （Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ

Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）。 离岸距离较近的 ３ 个站具有相似的群落结构，且与离岸较远的 ２ 个站具有明显差异。 系统发育结果

显示，Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属是该海域 ＡＡＯＢ 的优势类群，９５．３％的序列与 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属 ＡＡＯＢ 具有较近的亲缘关系；１ 条序列与 Ｋｕｅｎｅｎｉａ

属具有较近的亲缘关系；此外还有 １５ 条序列与已知的 ＡＡＯＢ 相似性较低。 相关性分析表明沉积物有机碳含量与多样性指数具

有显著正相关，可能是该海域 ＡＡＯＢ 多样性变化的重要影响因子。

关键词：厌氧氨氧化细菌； 舟山群岛； 海洋沉积物； 多样性
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ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｕｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｏｒ ｌｏｗ⁃ｓａｌｉｎｉｔｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ． Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ Ｋｕｅｎｅｎｉａ
ｍａｙ ｐｏｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｓｕｒｖｉｖｅ ｉｎ ｈｉｇｈ⁃ｓａｌｉｎｉｔｙ ｍａｒｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｗｏ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｕｎｋｎｏｗｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
（ｕｎｋｎｏｗｎ ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ ａｎｄ ＩＩ） ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｎｙ ｋｎｏｗｎ ａｎａｍｍｏｘ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｕｓ， ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
１６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ａｒｃｔｉｃ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ； Ｚｈｏｕｓｈａｎ Ｉｓｌａｎｄｓ； Ｍａｒｉｎｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ， Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

微生物的硝化作用能够将环境中的铵盐和亚硝酸盐转化成硝酸盐［１］，因而对保持河口等生境的水质和

生态健康具有重要作用。 然而，近年来河口生态系统的季节性缺氧现象越发严重，其出现的频率、范围、持续

时间和强度都呈现持续上升的趋势［２］。 低氧容易导致好氧的硝化作用中断，使具有生物毒性的亚硝酸盐大

量积聚，进而引发一系列生态和环境问题［３］。
厌氧氨氧化（Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ， ａｎａｍｍｏｘ）是由一类微生物主导，在缺氧条件下以亚硝酸盐为

底物进行氨氧化并产生氮气的过程［４］。 当硝化作用受到阻碍时，厌氧氨氧化能够有效地降低亚硝酸盐的浓

度，有助于保持水质，维持生态系统的健康。 厌氧氨氧化作用最初在废水处理装置中发现［５］，主要受浮霉菌

门的一类化能自养细菌调控，这类细菌很难从自然环境中分离纯化［６］，目前已有描述的包括 ５ 个属

（Ｂｒｏｃａｄｉａ， Ｋｕｅｎｅｎｉａ， Ｓｃａｌｉｎｄｕａ， Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ 和 Ｊｅｔｔｅｎｉａ） ［７⁃９］。 厌氧氨氧化细菌（ＡＡＯＢ）在自然环境中的

分布非常广泛，在淡水沉积物［１０，１１］、海水沉积物［１２］和低氧海水［１３］都有发现，厌氧氨氧化作用是水生环境中维

持氮平衡的一个重要途径。
舟山群岛位于长江口外海域，受海洋和长江径流的影响，属于咸淡水生态系统的交错群落，具有独特的氮

元素生物地球化学循环特征，是厌氧氨氧化作用的重要发生场所。 近年来长江口外夏季低氧现象愈加严重，
在夏季整个舟山渔场几乎都被低氧区所覆盖［１４，１５］。 低氧现象严重危害该海域的渔业资源和生态系统健康、
破坏该海域的海洋经济［２］。 Ｄａｎｇ 等人曾对该海域沉积物中的氨氧化古菌进行过报道［１６］，但目前还未有关于

舟山群岛海域低氧区 ＡＡＯＢ 的研究。 本文采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库构建和克隆测序法，研究夏季舟山海域沉

积物中的 ＡＡＯＢ 多样性，旨在初步了解其种类组成和分布情况，为揭示海洋沉积环境中 ＡＡＯＢ 对低氧的响应

机制提供科学依据。

１　 材料和方法

１．１　 样品采集

２０１２ 年 ６ 月在舟山以东海域采集沉积物表层泥样和底层水样，采样站位信息见表 １。 沉积物泥样使用抓

斗采泥器采集，取少量沉积物样品装入预灭菌过的微生物采样杯，－２０℃冷冻保存，带回实验室分析；底层水

样使用 Ｎｉｓｋｉｎ 采水器采集，水样经 ＧＦ ／ Ｆ 滤膜过滤，于－２０℃冷冻保存。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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１．２　 环境参数分析

水样温度和盐度使用 ＨｙｄｒｏＬａｂ 多参数分析仪现场测定，水样营养盐和溶解氧浓度按照《海洋调查规

范》 ［１７］使用分光光度仪测定，沉积物有机碳、总碳和总氮含量参照《海洋监测规范》 ［１８］使用元素分析仪测定。

表 １　 采样站位信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｔｅ， ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｄｅｐｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｔａｔｉｏｎｓ

站位号
Ｓｔａｔｉｏｎ Ｎｏ．

采样日期
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅ

经度（°Ｅ）
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ（°Ｅ）

纬度（°Ｎ）
Ｌａｔｉｔｕｄｅ（°Ｎ）

水深 ／ ｍ
Ｄｅｐｔｈ

ＺＳ１⁃３ ２０１２．６．２５ １２３ ３０ ４９

ＺＳ１⁃５ ２０１２．６．２５ １２３．５ ３０ ６０

ＺＳ３⁃１ ２０１２．６．２４ １２２．５５ ３０．７８ ２０

ＺＳ３⁃３ ２０１２．６．２４ １２３ ３０．６７ ４７

ＺＳ３⁃５ ２０１２．６．２４ １２３．５ ３０．６７ ５３

１．３　 ＤＮＡ 的提取和扩增

取少量（１—２ ｇ）沉积物样品，使用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ  ＳＰＩＮ Ｋｉｔ ｆｏｒ ｓｏｉｌ（ＭＰ，美国）提取沉积物总 ＤＮＡ。 使用

ＡＡＯＢ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因特异引物［１９］进行 ＤＮＡ 扩增：Ａｍｘ３６８Ｆ，５′⁃ＴＴＣＧＣＡＡＴＧＣＣＣＧＡＡＡＧＧ⁃３′和 Ａｍｘ８２０Ｒ，
５′⁃ ＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＴＡＣＴＴＡＧＴＧＣＣＣ⁃３′， ５０ μｌ ＰＣＲ 反应体系包含：５ μｌ １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、２００ｎＭ ｄＮＴＰｓ、前后引

物各 ０．２５ μＭ、１ Ｕ Ｔａｑ 酶和 １ μｌ ＤＮＡ 提取物。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃ ４ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ６０ ｓ，
３０ 个循环；７２ ℃ ７ ｍｉｎ。 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增结果，并用 ＱＩＡｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，
美国）纯化、回收 ＤＮＡ 目的扩增产物。
１．４　 ＴＡ 克隆与测序

ＰＣＲ 回收产物与 ｐＭＤ２０⁃Ｔ 载体（ＴａＫａＲａ）连接，转化到感受态细胞 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α（ＴａＫａＲａ），涂布于 ＬＢ 平

板（含 Ａｍｐ、ＩＰＴＧ 和 Ｘ⁃Ｇａｌ），３７℃培养过夜，筛选阳性克隆构建基因克隆文库。 将所获的阳性克隆送生工生

物工程（上海）测序。
１．５　 ＡＡＯＢ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析

测序获得的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列在 ＮＣＢＩ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｈｉｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ），下载

相似性最高的序列作为参比序列，应用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行匹配比对。 用 ＤＯＴＵＲ 软件包将相似性≥９７％的序列定

义为一个分类单元（ＯＴＵ） ［２０］，并构建稀释度曲线。 用 ＭＥＧＡ４ 软件构建系统发育树［２１］。 研究获得序列已提

交 ＧｅｎＢａｎｋ，注册号为 ＫＦ０２９７６６⁃ＫＦ０３００６２。
１．６　 多样性分析

用 ＤＯＴＵＲ 软件分析各个克隆文库的生物多样性指标（Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｃｈａｏ １），根据 ＯＴＵｓ 分析结果计算各个

克隆文库的覆盖度，计算公式如下［２２］：
Ｇｏｏｄ ＝［１－（ｎ ／ Ｎ）］×１００

式中，ｎ 代表单克隆 ＯＵＴ 的数量，Ｎ 代表文库中克隆总数量。 ＡＡＯＢ 群落的生态分布特征使用 Ｆａｓｔ ＵｎｉＦｒａｃ 进

行分析［２３］。

２　 结果

２．１　 环境特征

研究海域 ５ 个采样站位根据其环境特征可分为河口和海洋两类（表 ２）。 ＥＺ３⁃ １ 站距离长江口最近，受长

江径流影响底层海水温度较高、盐度较低，硝酸盐和硅酸盐浓度是研究站位中最高，沉积物中碳、氮含量也是

研究站位中最高。 其它 ４ 个站位环境特征较为均匀，盐度较高、营养盐浓度较低，属典型的海洋环境特征，但
ＥＺ１⁃３ 和 ＥＺ３⁃３ 两个站营养盐浓度和沉积物碳、氮含量略高于 ＥＺ１⁃５ 和 ＥＺ３⁃５，表明长江径流等对距离较近的

３　 １９ 期 　 　 　 张东声　 等：舟山群岛海域沉积物中厌氧氨氧化细菌多样性 　
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站位仍有一定的影响。 研究海域底层水的溶解氧浓度较低，其中 ＥＺ３⁃３ 和 ＥＺ３⁃５ 站位于长江口外低氧区的核

心区内［１４］，其溶解氧低于其它 ３ 个站（＜４ ｍｇ ／ Ｌ）。

表 ２　 各采样站位环境参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｔａｔｉｏｎｓ

环境参数 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ＥＺ１⁃３ ＥＺ１⁃５ ＥＺ３⁃１ ＥＺ３⁃３ ＥＺ３⁃５

水深 Ｗａｔｅｒ ｄｅｐｔｈ ／ ｍ ４３ ６０ １６ ４２ ５４

温度ａＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃ １８．５４ １８．６５ ２２．８６ １８．４４ １９．００

盐度ａＳａｌｉｎｉｔｙ ３４．３６ ３４．３５ ３１．１８ ３４．３４ ３４．３２

溶解氧ａＤｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ４．２８ ４．２９ ４．１６ ３．６１ ３．７９

硝酸盐ａＮｉｔｒａｔｅ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） １２．１２ １１．８７ ２０．０４ １２．９５ １１．８７

磷酸盐ａＰｈｏｓｐｈａｔｅ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ０．３７ ０．３４ ０．６０ ０．９４ ０．９３

硅酸盐ａＳｉｌｉｃａｔｅ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ２３．２１ ２２．７４ ２４．０８ ２３．３３ ２１．８０

有机碳ｂＯｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ／ ％ ０．３７ ０．４９ ０．５２ ０．４５ ０．３１

总碳ｂＴｏｔａｌ ｃａｒｂｏｎ ／ ％ １．２９ １．４０ １．４２ １．４８ １．１１

总氮ｂＴｏｔａｌ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ ％ ０．０８ ０．０７ ０．０９ ０．０８ ０．０５

　 　 ａ：底层水样；ｂ：沉积物

图 １　 厌氧氨氧化细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因稀释度曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＡＡＯＢ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

２．２　 克隆文库与多样性分析

针对 ５ 个站沉积物样品分别构建克隆文库，总共获

得 ２９７ 条 ＡＡＯＢ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列。 根据基因序列相

似性≥９７％归为一个 ＯＴＵ，共获得 １６ 个 ＯＴＵｓ，５ 个文库

共有的 ＯＴＵｓ 有 ５ 个，文库各自的 ＯＵＴ 数在 ５—８ 个之

间（表 ３）。 稀释度曲线显示 ５ 个基因文库用于测序的

克隆数量达到或接近饱和（图 １）。 ５ 个克隆文库的覆

盖度较高，均大于 ８０％（表 ３），表明本研究所构建的文

库基本涵盖研究海域沉积物中的 ＡＡＯＢ 多样性。 各个

文库的香浓指数和 Ｃｈａｏ １ 指数之间有一定差异（表

３），结果显示 ＥＺ１⁃ ５、ＥＺ３⁃ １ 和 ＥＺ３⁃ ３ 文库的多样性较

高，ＥＺ１⁃ ３ 和 ＥＺ３⁃ ５ 文库的多样性较低，而 ＥＺ１⁃ ３ 和

ＥＺ１⁃５ 文库的物种数量较高，ＥＺ３⁃ １、ＥＺ３⁃ ３ 和 ＥＺ３⁃ ５ 文

库的物种数量较低。

表 ３　 厌氧氨氧化细菌基因文库的多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＡＡＯＢ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

站位
Ｓｔａｔｉｏｎ Ｎｏ．

分类单元 ／ 基因序列
ＯＴＵｓ ／ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

香浓指数
Ｓｈａｎｎｏｎ Ｃｈａｏ１

ＥＺ１⁃３ ８ ／ ７４ ８９．２％ １．０７ １３．０

ＥＺ１⁃５ ８ ／ ４９ ８３．７％ １．４８ ９．０

ＥＺ３⁃１ ８ ／ ６３ ８７．３％ １．５０ ７．０

ＥＺ３⁃３ ６ ／ ６５ ９０．８％ １．４１ ６．０

ＥＺ３⁃５ ５ ／ ４６ ８９．１％ １．０５ ５．０

使用 ＦａｓｔＵｎｉＦｒａｃ ＰＣｏＡ 分析了研究海域 ５ 个站位 ＡＡＯＢ 群落组成的空间分布特征。 图 ２ 显示，ＰＣｏＡ 的

前两个主坐标轴（ＰＣ１ 和 ＰＣ２）能够解释 ５ 个采样站位之间 ＡＡＯＢ 群落差异的 ７０．２５％，根据 ＡＡＯＢ 的群落结
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图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的厌氧氨氧化细菌群落 ＰＣｏＡ 分析

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｔｈｅ Ｆａｓｔ ＵｎｉＦｒａｃ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ

ａｎａｍｍｏｘ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｓｉｎｇ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

构可以把 ５ 个站分成 ３ 类，ＥＺ１⁃３、ＥＺ３⁃１ 和 ＥＺ３⁃３ 三个

站位具有相似的 ＡＡＯＢ 群落结构，ＥＺ１⁃５ 和 ＥＺ３⁃５ 两个

站 ＡＡＯＢ 的群落结构与上述三个站具有明显的差别。
２．３　 系统发育分析

对从舟山海域沉积物样品中构建的 ５ 个 ＡＡＯＢ 的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因文库进行了系统发育分析，结果显示，本
研究获得的绝大部份序列（２８３ 条）属于 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属

（图 ３），占总序列数的 ９５．３％。 由图 ３ 可以看出，来自

Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属的序列主要聚类于 Ｂｒｏｄａｅ 和 Ｗａｇｎｅｒｉ ２ 个

分支。 Ｂｒｏｄａｅ 分支包含 ４ 个 ＯＵＴ， ２４５ 条序列， 占

Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属序列数的 ８６． ６％，与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ
ｂｒｏｄａｅ 的亲缘关系较近。 其中，ＯＴＵ１ 包含 ４７ 条序列，
与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓ． ｂｒｏｄａｅ 的相似性在 ９６． ０％—９７． ７％之

间，主要与来自河口沉积物［２４］、深海热液喷口沉积

物［２５］的 ＡＡＯＢ 非培克隆具有较近的亲缘关系；ＯＴＵ２ 包

含 ５３ 条序列，与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓ． ｂｒｏｄａｅ 的相似性在 ９６．
８％—９７．９％之间，与来自河口沉积物中［２４］ 的 ＡＡＯＢ 非

培克隆具有较近的亲缘关系；ＯＴＵ３ 包含 ２６ 条序列，与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓ． ｂｒｏｄａｅ（ＡＹ２５４８８３）的相似性最高（ ＞
９８％），与来自秘鲁上升流和纳米比亚上升流区的氧最小层（Ｏｘｙｇｅｎ Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｚｏｎｅ，ＯＭＺ）中［２６，２７］ 的 ＡＡＯＢ 非

培克隆具有较近的亲缘关系；ＯＴＵ４ 包含 １１９ 条序列，与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓ． ｂｒｏｄａｅ 的相似性在 ９５．１％—９５．６％之间，
主要与来自长江口、南海和黄海的 ＡＡＯＢ 非培克隆［２８⁃３０］ 具有较近的亲缘关系。 Ｗａｇｎｅｒｉ 分支包含 ４ 个 ＯＴＵ，
共 ３６ 条序列，占 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属序列总数的 １２． ７％，与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｗａｇｎｅｒｉ 的亲缘关系较近。 其中

ＯＴＵ１０ 的 １０ 条序列与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓ． ｗａｇｎｅｒｉ 的相似性较高（＞９７％），其他 ３ 个 ＯＴＵ 的 ２６ 条序列与 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｓ． ｗａｇｎｅｒｉ 的相似性在 ９４．５％—９６．６％之间，与来自潮间带沉积物、河口沉积物、和近岸低氧沉积物等环境中的

ＡＡＯＢ 非培克隆［２４，３１，３２］具有较近的亲缘关系。 此外，２ 条来自 ＥＺ３⁃１ 文库的序列 ＥＺ３⁃１⁃８（ＯＴＵ５）和 ＥＺ３⁃１⁃４９
（ＯＴＵ６）也聚类于 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 分支内，但与已知 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｂｒｏｄａｅ 和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｗａｇｎｅｒｉ 的相

似性均较低，分别为 ９１％和 ９３％左右，它们可能代表了该属未知的 ＡＡＯＢ 菌株。
ＥＺ３⁃ ５ 文库中有一条序列 ＥＺ３⁃５⁃４６（ＯＴＵ１１）聚类于 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 分支，与 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属的其代表种 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ

Ｋｕｅｎｅｎｉａ ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 的相似性为 ９４．６％，与来自河口、陆源淡水和深海热液喷口的 ＡＡＯＢ［２４，３３］具有较近的亲

缘关系。 此外，还有 ５ 个 ＯＴＵ 共 １５ 条序列与已知 ＡＡＯＢ 相似性较低，这些序列可分为 ２ 个分支，Ｕｎｋｎｏｗｎ Ｉ
分支包含 ３ 个 ＯＴＵ，９ 条序列，与来自极地海洋沉积物中的非培克隆［３４］具有较近的亲缘关系；Ｕｎｋｎｏｗｎ ＩＩ 分支

包含 ２ 个 ＯＵＴ，６ 条序列，与来自红树林沉积物中的非培养细菌具有较近的亲缘关系（图 ３）。

３　 讨论

厌氧氨氧化细菌（ＡＡＯＢ）广泛分布在河流、湖泊、海洋等不同的环境中，群落组成在不同环境中具有明显

的差异性。 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属是海洋环境中 ＡＡＯＢ 的优势类群［３５］，它们具有较高的盐耐受性，在多种海洋环境中，
特别是上升流区水柱的 ＯＭＺ 和一些次低氧水体中［３５，３６］都有报道。 本文研究结果表明舟山群岛海域的 ＡＡＯＢ
是典型的海洋环境群落，Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属是研究海域沉积物中 ＡＡＯＢ 的优势类群，来自于该属的序列占总序列数

的 ９５．３％。 本文研究海域还获得了 １ 条与 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属 ＡＡＯＢ 亲缘关系较近的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列。 该属主要

分布在淡水或陆源生境中［３６，３７］，在河口等咸淡水交汇的低盐环境中也有分布［２４，３８］。 但本文在距离陆地较远

的 ＥＺ３⁃５ 站获得了 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属序列，该站位主要受外海水团控制，盐度较高（３４．３２），营养盐浓度较低，而在盐

５　 １９ 期 　 　 　 张东声　 等：舟山群岛海域沉积物中厌氧氨氧化细菌多样性 　
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图 ３　 ＡＡＯＢ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｎａｍｍｏｘ ｂａｃｔｅｒｉａ⁃ｒｅｌａｔｅｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｒｅａ

Ｃｌｏｎｇ ｎａｍｅｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｉｍｅｓ ａ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

１０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｏｎｌｙ ｖａｌｕｅｓ ａｂｏｖｅ ５０％ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ． Ｂｒａｎｃｈ ｌｅｎｇｔｈｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ． Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ

ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ａｎ ＯＵＴ

度相对较低的 ＥＺ３⁃１ 站未发现 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属序列。 近期 Ｂｙｒｎｅ 等在北大西洋中脊的深海热液区的贻贝和烟囱

体中也获得了与 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属亲缘关系较近的序列［３３］，表明 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属的部分 ＡＡＯＢ 对盐度具有较强的耐受

能力。 本文和 Ｂｙｒｎｅ 等的研究结果表明来自 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属 ＡＡＯＢ 的分布范围可能超出我们原来的认识，一方面

这可能受到采样和研究不足的限制，另一方面需要更深水平的二代测序研究证实。 此外，除了已知的 ＡＡＯＢ
类群，本研究还发现了一些与来自海洋环境的浮霉菌门非培养克隆相似性较低（＜８５％）的序列（Ｕｎｋｏｗｎ Ｉ 和
Ｕｎｋｎｏｗｎ ＩＩ）。 有研究表明，海洋环境中可能存在除浮霉菌门以外的其它厌氧氨氧化微生物，如 β⁃和 γ⁃变形菌

中的 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ、Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ 和 Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ［３９，４０］，甚至在某些海洋环境中存在具有厌氧氨氧化能力的古
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菌［４１］。 因此，这些序列可能代表了某些未知门类的厌氧氨氧化微生物。

图 ４　 有机碳与多样性指数相关性

　 Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ

ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

ＡＡＯＢ 多样性和群落结构的分布特征与环境因子

有着密不可分的关系。 Ｄａｌｅ 等认为盐度是影响河口生

态系统中 ＡＡＯＢ 群落结构的重要因子［３１］，但本文采样

站位之间盐度差别不大，除 ＥＺ３⁃ １ 略低外，其它站位的

盐度十分接近。 本文中 ＥＺ３⁃ １、ＥＺ３⁃ ３ 和 ＥＺ１⁃ ３ 三个站

的群落结构较为接近，而与 ＥＺ１⁃ ５ 和 ＥＺ３⁃ ５ 站不同（图
２），表明离岸距离和水深可能是影响表层沉积物 ＡＡＯＢ
群落组成的重要因素［３０］。 另一方面，各站位的多样性

指数却呈现出不同的分布特征，ＥＺ３⁃ １、ＥＺ３⁃ ３ 和 ＥＺ１⁃ ５
三个站的多样性指数高于 ＥＺ１⁃ ３ 和 ＥＺ３⁃ ５ 站（表 ２）。
相关分析显示沉积物有机碳含量与多样性指数具有显

著正相关关系（图 ４）。 Ｈｏｕ 等研究认为沉积物有机碳

含量是河口生态系统中影响 ＡＡＯＢ 多样性的重要环境

因子［２９］，高有机碳含量能够促进硝酸盐还原作用，进而

提高亚硝酸盐浓度，亚硝酸盐是厌氧氨氧化过程中的电

子受体，高浓度的亚硝酸盐有利于促进厌氧条件下的氨

氧化作用［４２］。 Ｈｕ 等人在椒江口海域的研究表明

ＡＡＯＢ 多样性指数与沉积物有机碳含量呈正比［２４］，Ｌｉ 等人在南海北部也有类似结果［３０］。 本文结果证明在舟

山群岛及其临近海域，沉积物有机碳含量可能是是影响 ＡＡＯＢ 多样性的重要因子。
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