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究中的应用进展

白　 刃１，３，贺纪正１，沈菊培１，陈　 新２，张丽梅１，∗

１ 城市与区域生态国家重点实验室，中国科学院生态环境研究中心，北京　 １０００８５

２ 大气边界层物理和大气化学国家重点实验室，中国科学院大气物理研究所，北京　 １０００２９

３ 中国科学院大学，北京　 １０００４９

摘要：厌氧铵氧化是由微生物介导的氮素循环过程中的重要途径之一。 近二十年来，通过对厌氧铵氧化细菌生态学、基因组学

和生理代谢特性的探索，人们对其微生物学机制已经有了较多的认识：厌氧铵氧化细菌通过亚硝酸盐还原酶将亚硝酸根离子还

原为一氧化氮，进而与铵离子结合在联氨合成酶的作用下生成联氨，最后通过联氨氧化酶的催化产生终产物氮气。 同时，对参

与这些过程的关键酶及其功能基因的认识有助于选择新的分子标记，从而为研究厌氧铵氧化细菌的多样性和分子生态学特征

提供新的工具，以弥补 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因特异性相对较低且难以与生态功能关联等方面的不足。 本文对目前已知的参与厌氧铵氧

化过程的三种关键酶的研究历程和现状进行了评述，并总结了利用三种功能基因进行厌氧铵氧化细菌生态学研究的最新进展。
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图 １　 厌氧铵氧化的主要过程

Ｆｉｇ．１　 Ｍａｉｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ａｎａｍｍｏｘ

　 ＮｉｒＳ：亚硝酸还原酶 ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ＨＺＳ：联氨合成酶 ｈｙｄｒａｚｉｎｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ；ＨＺＯ：联氨氧化酶 ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ；ｂｃ１：细胞色素 ｂｃ１复

合物 ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂｃ１ｃｏｍｐｌｅｘ

厌 氧 铵 氧 化 （ Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，
ａｎａｍｍｏｘ）作用是铵离子（ＮＨ＋

４）与亚硝酸根离子（ＮＯ－
２ ）

在厌氧条件下结合，以联氨（Ｎ２Ｈ４）为催化中间体，生成

氮气和水的过程（图 １） ［１］。 在生态系统氮循环中，厌氧

铵氧化是发现较晚的由微生物介导的含氮化合物的转

化过程。 早在上世纪 ７０ 年代，奥地利科学家 Ｅ． Ｂｒｏｄａ
就已经从热力学的角度推测出发生厌氧铵氧化反应过

程的可能性，但直到 １９９５ 年 Ｍｕｌｄｅｒ 等才真正通过稳定

同位素标记的手段证实了这一过程的存在。 他们通过

向厌氧生物反应器中加入底物１４ ＮＯ－
３ 与１５ ＮＨ＋

４ 进行培

养，证实了该过程的反应终产物主要为２９Ｎ２
［２］。 随后的

更多研究表明，厌氧铵氧化过程不仅在含氮废水的脱氮

处理中起着重要作用［３］，同时还是自然生态系统氮损失的重要途径之一。 例如在黑海和 Ｇｕｌｆｏ Ｄｕｌｃｅ 等海域，
通过厌氧铵氧化过程产生 Ｎ２导致的氮损失可占全部氮损失的 ２０％—４０％［４⁃５］。

目前已知的厌氧铵氧化细菌主要包括 ５ 个属 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｂｒｏｃａｄｉａ， Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｕｅｎｅｎｉａ， Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｓｃａｌｉｎｄｕａ， Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｊｅｔｔｅｎｉａ 和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ［４⁃５］均属于浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）。 由于厌氧

铵氧化细菌难以培养，目前仅能获得其富集培养物。 对其多样性及分布特征的研究主要是通过对环境样品中

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的分析展开的。 大量基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的调查表明，厌氧化铵氧化细菌广泛分布于海

洋、沉积物、淡水湖泊以及土壤生态系统中［６⁃８］。 然而，由于目前厌氧铵氧化细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 引物

相对较低的特异性，及该基因与微生物功能活性相对较弱的关联性等因素，限制了对厌氧铵氧化细菌多样性

及生态学功能的进一步研究。 近年来，随着对几个富集培养物的基因组学分析和酶学机制研究，及对参与厌

氧铵氧化过程关键功能的酶如亚硝酸盐还原酶（Ｎｉｒ），联氨合成酶（ＨＺＳ）和联氨氧化酶（ＨＺＯ）及其编码基因

的发现和揭示，使人们对于厌氧铵氧化过程的微生物代谢及遗传机制也有了更深的认识，从而使相关功能基

因也逐步被作为厌氧铵氧化微生物的特异性标记并用于其多样性和生态学的研究中（表 １）。 本文将就厌氧

铵氧化过程中的几种关键酶的主要研究进展，以及各相关分子标记在生态学研究中的应用进行综合评述。 以

期通过对厌氧铵氧化细菌研究的进展进行追踪，为微生物生态学研究以及相关技术的研发提供有价值的

信息。

１　 参与厌氧铵氧化过程的关键酶

厌氧铵氧化作用（ＮＨ＋
４ ＋ ＮＯ－

２ ＝ Ｎ２＋ ２Ｈ２Ｏ）包括 ３ 个主要反应步骤，在 ３ 种酶的催化作用下完成。 首先是

ＮＯ－
２ 在亚硝酸盐还原酶的作用下还原成 ＮＯ，随后 ＮＯ 和 ＮＨ＋

４ 在联氨合成酶的作用下生成联氨（Ｎ２Ｈ４），最终

联氨在联氨氧化酶的催化下进一步被氧化成 Ｎ２和 Ｈ２Ｏ。 在 Ｎ２Ｈ４氧化为 Ｎ２的过程中，细胞将电子转移到细胞

色素 ｂｃ１复合物形成质子动力势以获得能量（图 １）。 以下分别就这些关键酶进行介绍。
１．１　 亚硝酸盐还原酶（Ｎｉｒ）

亚硝酸盐还原酶（Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， Ｎｉｒ）介导 ＮＯ－
２ 还原为 ＮＯ 的过程。 多数反硝化微生物中都含有

Ｎｉｒ［１９］。 Ｎｉｒ 分为含铁的细胞色素 ｃｄ１亚硝酸还原酶（ＮｉｒＳ）和含铜的亚硝酸还原酶（ＮｉｒＫ）两种［２０］。 虽然负责

催化相同的生化过程，但从系统发育关系上看这两种酶具有不同的演化历史。 编码 ＮｉｒＳ 和 ＮｉｒＫ 的基因作为

分子标记，一直被广泛应用于反硝化微生物的生态学研究。 直到 ２００６ 年，对厌氧铵氧化细菌 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｋｕｅｎｅｎｉａ ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ（Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ）的全基因组信息分析才发现厌氧铵氧化细菌也含有 ｎｉｒＳ 基因，并且

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　



推断 ＮＯ 是厌氧铵氧化过程的重要中间产物之一［１０］。 而在这之前，人们认为厌氧铵氧化细菌是直接将 ＮＯ－
２

还原为羟氨（ＮＨ２ＯＨ）的，而没有 ＮＯ 这一中间产物产生［１７］。 ２０１１ 年，Ｋａｒｔａｌ 等发现当向 Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 的培

养体系中添加 ＮＯ 清除剂 ＰＴＩＯ 时，厌氧铵氧化过程会立即受到明显地抑制。 同时用荧光探针 ＤＡＦ２⁃ＤＡ 进行

检测，未加 ＰＴＩＯ 的培养体系中 ＮＯ 与 ＤＡＦ２⁃ＤＡ 反应产生荧光信号，而加 ＰＴＩＯ 的培养体系中则无荧光产生，
证实了厌氧铵氧化过程中存在 ＮＯ 中间产物［２１］。

表 １　 厌氧铵氧化过程中关键酶的主要研究进展

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ａｎａｍｍｏｘ ｐｒｏｇｒｅｓｓ

酶的名称
Ｅｎｚｙｍｅｓ

主要功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

已进行宏基因组研究的菌种
Ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ

已验证酶活性的菌种
Ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ

ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ
ｓｔｕｄｉｅｄ

相关分子标记
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｒｋｅｒｓ

主要参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

亚硝酸盐还原酶
Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＮｉｒＳ

ＮＯ－
２ 的还原

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｕｅｎｅｎｉａ ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｐｒｏｆｕｎｄａ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｂｒｏｃａｄｉａ ｆｕｌｇｉｄａ （未检测到）

Ｎ ／ Ａ ｎｉｒＳ ［９⁃１１］

亚硝酸盐还原酶
Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＮｉｒＫ

ＮＯ－
２ 的还原

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｊｅｔｔｅｎｉａ ａｓｉａｔｉｃａ
ＫＳＵ⁃１ ＫＳＵ⁃１ Ｎ ／ Ａ ［１２⁃１４］

联氨合成酶
Ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，
ＨＺＳ

Ｎ２Ｈ４的合成

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｕｅｎｅｎｉａ ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｐｒｏｆｕｎｄａ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｊｅｔｔｅｎｉａ ａｓｉａｔｉｃａ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｂｒｏｃａｄｉａ ｆｕｌｇｉｄａ

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｋｕｅｎｅｎｉａ

ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ
ｈｚｓＡ 和 ｈｚｓＢ ［１２，１４⁃１５］

羟氨氧化酶 ／联氨
氧化酶 Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ
ｏｘｉｄａｓｅ， ＨＡＯ ／
Ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＨＺＯ

ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４

的氧化

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｕｅｎｅｎｉａ ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｐｒｏｆｕｎｄａ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｊｅｔｔｅｎｉａ ａｓｉａｔｉｃａ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｂｒｏｃａｄｉａ ｆｕｌｇｉｄａ
ＫＳＵ⁃１

ＮＨ２ＯＨ ／ Ｎ２Ｈ４：

Ｎ２Ｈ４：

ＫＳＵ⁃１
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｂｒｏｃａｄｉａ

ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ
ＫＳＵ⁃１

ｈｚｏＡ ／ ｈｚｏＢ ［１６⁃１８］

但更进一步的研究发现，不同类群厌氧铵氧化细菌的亚硝酸盐还原途径可能存在明显差异。 比如，虽然

能够在 Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 中检测到 ｎｉｒＳ 基因，但该基因的 ｍＲＮＡ 表达水平很低，并且在其蛋白质组氨基酸序列

中几乎检测不到 ＮｉｒＳ［９］；与此相反，在 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｐｒｏｆｕｎｄａ（Ｓ． ｐｒｏｆｕｎｄａ）的基因组中，ｎｉｒＳ 是丰度最

高的蛋白编码基因之一［１１］；但在与 Ｊｅｔｔｅｎｉａ 属有着较高同源性的菌种 ＫＳＵ⁃ １ 中，只发现了 ｎｉｒＫ 基因，而没有

检测到 ｎｉｒＳ 基因［１３］。 与此类似，在 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｂｒｏｃａｄｉａ ｆｕｌｇｉｄａ（Ｂ． ｆｕｌｇｉｄａ）和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｊｅｔｔｅｎｉａ ａｓｉａｔｉｃａ（ Ｊ．
ａｓｉａｔｉｃａ）的宏基因组序列中同样没有检测到与 ＮｉｒＳ 相关的基因，并且仅在后者的基因组中发现了 ｎｉｒＫ 基

因［１４，２２］。 Ｋａｒｔａｌ 等还猜测一些厌氧铵氧化细菌可能含有催化 ＮＯ 生成的其他同工酶，如对 ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４具

有氧化功能的类羟氨氧化酶是可能的蛋白之一［９］。
１．２　 联氨合成酶（ＨＺＳ）

厌氧铵氧化反应的第二步是 ＮＯ 的还原及与 ＮＨ＋
４ 结合生成 Ｎ２Ｈ４的过程。 Ｎ２Ｈ４是目前已知的微生物中

一种极罕见的代谢中间产物。 尽管 Ｎ２Ｈ４早已被确定为厌氧铵氧化反应的中间产物之一，基因组也显示有一

种酶可能参与了这个反应过程［１０］，但其中的确切机制在很长一段时间内都未明确。 早期的一些报导都提出

这个过程可能是由联氨水解酶（Ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ＨＨ）催化完成的［２３⁃２５］，但目前除了来自对基因组序列分

析预测的结论外，并没有针对 ＨＨ 的活性及结构的研究报导。
最新的研究结果则显示 Ｎ２ Ｈ４ 的形成实际上是通过厌氧铵氧化细菌所特有的联氨合成酶（Ｈｙｄｒａｚｉｎｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ， ＨＺＳ）的作用实现的［１５］。 Ｋａｒｔａｌ 等通过直接将 ＮＯ 与 ＮＨ＋
４ 作为 Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 的底物进行厌氧培

养，随之产生一定浓度的 Ｎ２Ｈ４，证明了该产物是通过 ＮＯ 所生成的。 同时，他们还从该培养体系中成功分离

到一种大约为 ２４０ ｋＤａ 的蛋白，该蛋白由通过基因组信息推测出的与 Ｎ２Ｈ４形成关系密切的基因簇 ｋｕｓｔｅ２８５９⁃
２８６１ （后分别命名为 ｈｚｓＣ， ｈｚｓＢ 和 ｈｚｓＡ）所编码，命名为 ＨＺＳ。 他们还将分离纯化出的 ＨＺＳ 和类联氨氧化酶
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与 ＮＨ＋
４ 和 ＮＯ 直接进行反应，发现 ＨＺＳ 能催化生成 Ｎ２Ｈ４，然后类联氨氧化酶再将 Ｎ２Ｈ４氧化为终产物 Ｎ２；而

在无 ＨＺＳ 的情况下，类联氨氧化酶则无法独立完成相应的反应过程［１５］。
在基因簇 ｋｕｓｔｅ２８５９⁃２８６１ 编码的蛋白中，ｋｕｓｔｅ２８５９ 全部为 β 螺旋结构，为 ＨＺＳ 的催化位点提供了一个刚

性平台。 ｋｕｓｔｅ２８６０ 含有两个 ｃ 型细胞色素，推测其可能是催化反应的活性中心。 ｋｕｓｔｅ２８６１ 蛋白的 Ｎ－末端和

Ｃ－末端分别由 β 螺旋和两个 ｃ 型细胞色素组成［９］。 后来在 Ｂ． ｆｕｌｇｉｄａ［２２］和 Ｊ． ａｓｉａｔｉｃａ［１４］的基因组中也检测到

与 ｋｕｓｔｅ２８５９⁃２８６１ 高度相似的基因簇。 在 Ｓ． ｐｒｏｆｕｎｄａ 细胞内则发现了 ｋｕｓｔｅ２８５９⁃ ２８６１ 基因簇的直系同源基

因，其中与 ｋｕｓｔｅ２８６１ 对应的部分被命名为 ｓｃａｌ０１３１８，而与 ｋｕｓｔｅ２８５９ 和 ２８６０ 对应的部分则融合为一个整体

并称为 ｓｃａｌ０００２５［１１］。 从遗传距离上看，ＨＺＳ 与细胞色素 ｃ 过氧化物酶及色氨酸－色胺酰胺（ＴＴＱ，一种微生物

的甲胺催化辅因子）生物合成酶有着较近的亲缘关系［９］。
１．３　 联氨氧化酶（ＨＺＯ）

联氨氧化酶（Ｈｙｄｒａｚｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ， ＨＺＯ）的发现和功能的确定也经历了一个曲折且复杂的过程。 １９９７ 年，
ｖａｎ ｄｅ Ｇｒａａｆ 等利用１５Ｎ 同位素标记的方法证实了 ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４是厌氧铵氧化过程的中间产物，同时预测应

该存在对 ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４具有氧化活性的酶［１７］。 由于与好氧氨氧化微生物中的羟氨氧化酶（Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ
ｏｘｉｄａｓｅ， ＨＡＯ）有着相近的功能、结构及编码基因的序列和位置，厌氧铵氧化细菌的 ＨＺＯ 在一段时间内曾被

认为与好氧氨氧化过程中的 ＨＡＯ 是等同的［１６］，并在当时的文献中多被直接称为 ＨＡＯ 或类 ＨＡＯ 蛋白（ＨＡＯ－
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ）。

１９９８ 年，Ｓｃｈａｌｋ 等发现厌氧铵氧化生物反应器中的菌群对 Ｎ２Ｈ４具有转化能力，但单独以 Ｎ２Ｈ４为底物培

养时厌氧铵氧化细菌无法生存［２６］。 他们后来又于 ２０００ 年在 Ｂ． ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ 的富集培养体系中分离纯化出

一种同时具有 ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４氧化活性的酶。 该酶为三聚体，分子量 １８３ ｋＤａ，含有 ２６ 个血红素。 由于该种

酶具有更强的 ＮＨ２ＯＨ 氧化能力，且与 ＨＡＯ 有十分相似的活性特征，Ｓｃｈａｌｋ 等将其归为 ＨＡＯ［２７］。 但从氨基酸

序列上看，该酶与真正的 ＨＡＯ 存在着明显差异［２８］。 Ｓｔｒｏｕｓ 等通过对 Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 基因组序列的分析，同样

认为厌氧铵氧化过程的 ＨＡＯ 可能具有催化联氨氧化生成氮气的功能，并在该基因组中发现了 １０ 个与类

ＨＡＯ 蛋白相关的基因［１０］。 人们随后从 Ｓ． ｐｒｏｆｕｎｄａ ［１１］、 Ｂ． ｆｕｌｇｉｄａ［２２］ 和 Ｊ． ａｓｉａｔｉｃａ［１４］ 的基因组中也发现与类

ＨＡＯ 蛋白相关的直系同源基因簇，并进一步推测这个基因簇与对 ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４的代谢有关联。
２００７ 年，Ｓｈｉｍａｍｕｒａ 等从富集有菌株 ＫＳＵ⁃１ 的生物反应器中分离纯化出一种具有 Ｎ２Ｈ４氧化活性但不具

备 ＮＨ２ＯＨ 氧化能力的酶，将其正式命名为联氨氧化酶（ＨＺＯ） ［１６］。 该酶由 ２ 个含 ８ 个血红素的二聚体组成，
分子量约 ６２ ｋＤａ，与之前在厌氧铵氧化细菌中发现的 ＨＡＯ 的结构不同。 通过基因组信息分析，他们还发现

ＨＺＯ 分别由 ｈｚｏＡ 和 ｈｚｏＢ 两个基因所编码的。 这两个 ｈｚｏ 基因的序列和好氧氨化细菌 ｈａｏ 基因的相似度只有

大约 ３０％，但与 Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 中发现的两个 ｈａｏ 基因有着 ８８％和 ８９％的相似度。 在随后的研究中，
Ｓｈｉｍａｍｕｒａ 等进一步从 ＫＳＵ⁃ １ 中分离出一种和他们先前纯化的 ＨＺＯ 性质不同，但与之前 Ｓｃｈａｌｋ 等从 Ｂ．
ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ 中分离的 ＨＡＯ 相似的酶，该酶对 ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４同时具有氧化能力且对 ＮＨ２ＯＨ 的氧化活性

更高。 同时，这种酶对 Ｎ２Ｈ４的氧化活性也低于 ＫＳＵ⁃１ 的 ＨＺＯ。 更有趣的是，对基因序列的进一步分析发现，
编码该 ＨＡＯ 的基因有着和 ＫＳＵ⁃１ 菌株 ｈｚｏＢ 基因相同的上游片段序列，显示该 ＨＡＯ 与 ＨＺＯ 有较近的遗传距

离［２３］。 Ｋｌｏｔｚ 等进而通过蛋白序列研究了 ＨＡＯ 与 ＨＺＯ 在演化生物学上的关系，发现这两种酶均由反硝化细

菌的硝酸盐异化还原酶 ＮｒｆＡ 演化而来，且推测它们的出现与微生物体内对 ＮＨ２ＯＨ 的解毒作用有关。 他们认

为，虽然在系统发育分析上 ＨＡＯ 与 ＨＺＯ 可以分别聚成单独的簇并各自具有一定的特性，但它们在功能上属

于同一种酶，其本质上的区别只有在好氧氨氧化与厌氧铵氧化细菌体内对 ＮＨ２ＯＨ 和 Ｎ２Ｈ４进行氧化时才有所

表现［１８，２９］。 近来，通过对多个厌氧铵氧化细菌的基因组序列比较，人们已经鉴定了 ＨＡＯ ／ ＨＺＯ 基因簇中与 Ｎ２

Ｈ４的氧化相关的两个基因 ｋｕｓｔｃ０６９４ 和 ｋｕｓｔｄ１３４０［１４］，但 ＨＡＯ ／ ＨＺＯ 基因簇中其它各基因的功能及该基因簇

在厌氧铵氧化过程中扮演的具体角色仍需要进一步研究确定。
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２　 厌氧铵氧化细菌的分子标记及其分子生态学研究进展

通过对厌氧铵氧化细菌的代谢机理及基因组学的研究，为人们理解其多样性和生态学特征提供了重要的

信息。 目前， １６Ｓ ＲＮＡ 基因已经广泛被应用于厌氧铵氧化细菌在各种生态系统中的多样性和群落结构的研

究中，并取得了丰富的成果。 与此同时，越来越多的研究也开始利用具有更高特异性及多样性的 ｎｉｒＳ，ｈｚｓ 和
ｈｚｏ 基因。
２．１　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

１６Ｓ ＲＮＡ 基因是最早用于厌氧铵氧化细菌检测的标记基因，目前报道有多对引物可用于厌氧铵氧化细菌

１６Ｓ ＲＮＡ 基因的扩增，但各引物的覆盖率和扩增效率各有不同。 如 Ｐｅｎｔｏｎ 较早比较了 Ｂｒｏｄ５４１Ｆ ／ Ｂｒｏｄ１２６０Ｒ、
Ｐｌａ４６ ／ Ａｍｘ０３６８ 等几组引物对污水处理器中厌氧铵氧化细菌的检测能力，发现 Ｂｒｏｄ５４１Ｆ ／ Ｂｒｏｄ１２６０Ｒ 对

Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属具有特异性扩增效果，而 Ｐｌａ４６ ／ Ａｍｘ０３６８ 能检测到全部厌氧铵氧化细菌；随后 Ｐｅｎｔｏｎ 也针对多种

生境进行了引物比较，发现 Ａｎ７Ｆ ／ Ａｎ１３８８Ｒ 能成功扩增 ３ 个属的类群［３０］；Ｄａｌｅ 通过发展了巢式 ＰＣＲ 引物

Ｐｌａ４６Ｆ ／ １０３７Ｒ 和 Ａｍｘ３６８Ｆ ／ Ａｍｘ８２０Ｒ，进一步增强了对环境样品 ＰＣＲ 扩增的效率［３１］。 最近，Ｌｉ 比较了几组

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 引物，发现 Ｂｒｏｄ５４１Ｆ ／ Ａｍｘ８２０Ｒ 对海岸湿地、浅海和深海样品中厌氧铵氧化细菌的阳性

克隆检测率最高（可达 ９８％），而在较早研究中使用的引物 Ａｎ７Ｆ ／ Ａｎ１３８８Ｒ 的检测率则只有 １２％［３２］；Ｈａｎ 通过

比较发现引物 Ａ４３８ｆ ／ Ａ６８４ｒ 对海洋、湿地、淡水水库及生物反应器等不同环境中的厌氧铵氧化细菌有更好的

扩增效果。 可见，目前研究中对于厌氧铵氧化细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 引物的选择和应用仍存在着较大的差

异，引物之间的差异也可能导致研究结果产生一定的偏差。

图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的厌氧铵氧化细菌系统发育树

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｎａｍｍｏｘ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

虽然不同的 ＰＣＲ 扩增引物有一定的偏向性，但大量基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因分析的研究结果显示，厌氧铵氧

化细菌 ５ 个属 Ｂｒｏｃａｄｉａ， Ｋｕｅｎｅｎｉａ， Ｓｃａｌｉｎｄｕａ， Ｊｅｔｔｅｎｉａ 和 Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ 的分布有一定的生境特异性［３３］。
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Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属主要分布于海洋生态系统中，同时它们在从陆地到海洋生态系统的过渡地带中也有较高的丰度，
而其它 ４ 个属则主要在淡水和陆地生态系统中占到优势［３４⁃３５］。 大量研究结果显示，在使用不同 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因引物的情况下，无论是在海水水域或底栖物中均发现 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属具有较高的多样性和优势度，且检测到的

克隆子与已知的 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｓｏｒｏｋｉｎｉｉ，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｗａｇｎｅｒｉ 和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｂｒｏｄａｅ 有

着较高的匹配度［３０，３２，３６］。 而在湿地、淡水河口生态系统的研究中， ５ 个属的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因均可被检测到，但
以 Ｂｒｏｃａｄｉａ 属， Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属和 Ｊｅｔｔｅｎｉａ 属为主，且在不同研究中检测到的优势类群也存在着较大差异［３７⁃３８］。
如有研究表明，水稻田生态系统中能够检测到除 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属的其余 ４ 个属的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因［３９］，也有报道进

一步指出在所研究的 ３２ 个农田土壤中均未检测到 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属，Ｂｒｏｃａｄｉａ 和 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属约则占了 ９２％ ［４０］。
然而也有研究发现在中国东北地区的水稻土中厌氧铵氧化细菌主要是由 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属为主且具有较高的多样

性［４１］。 以上结果均暗示了陆地生态系统中厌氧铵氧化细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的多样性和分布存在着较大的异

质性，其分布格局可能受到环境理化性质、营养物质的分布和土壤类型等诸多因素的影响。
对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的研究让我们对厌氧铵氧化细菌的分类地位、多样性和生态分布特征有了较为清晰的

认识。 但对厌氧铵氧化细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的定量研究仍不理想，不同研究结果间可比性差。 同时，由于 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因与微生物生态功能之间较低的关联性以及不同扩增引物之间存在的偏差，仍然需要寻找更为有效

的分子标记［４２］。 因此，近年来越来越多的研究中开始使用 ３ 个重要的功能基因来检测厌氧铵氧化细菌的多

样性、群落结构及丰度。
２．２　 ｎｉｒＳ 基因

厌氧铵氧化细菌的 ｎｉｒＳ 基因与反硝化细菌的 ｎｉｒＳ 基因有着较高的分化程度和较远的遗传距离，因此需

要特异性引物进行扩增。 Ｌａｍ 等首先基于 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｃｈａｌｉｎｄｕａ 的全基因组序列设计了针对该属的 ｎｉｒＳ 基因

特异性引物 Ｓｃｎｉｒ３７２Ｆ ／ Ｓｃｎｉｒ８４５Ｒ，并用该引物对秘鲁海域最小含氧区（ｏｘｙｇｅｎ ｍｉｎｉｍｕｍ ｚｏｎｅ， ＯＭＺ）进行了研

究［４３］。 结果显示，通过该引物所检测到的 ｎｉｒＳ 基因序列均属于 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属，且该基因的丰度与之前报导该

海域中 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的丰度以及厌氧铵氧化细菌的细胞丰度呈显著正相关关系，并且 ｎｉｒＳ 基因的表达量显

著高于反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因的表达量，暗示在该生境中厌氧铵氧化细菌更占优势［４３］。 Ｊｅｎｓｅｎ 等对通过阿拉

伯海 ＯＭＺ 中厌氧铵氧化细菌的细胞丰度、厌氧铵氧化细菌和反硝化细菌的 ｎｉｒＳ 基因表达量的研究也得到了

类似的结果［４４］。
Ｌｉ 等针对其它 ４ 个厌氧铵氧化细菌属的 ｎｉｒＳ 基因设计了特异性引物（ＡｎｎｉｒＳ３７９Ｆ ／ ＡｎｎｉｒＳ８２１Ｒ），并同时

使用 Ｓｃｈａｌｉｎｄｕａ 属 ｎｉｒＳ 特异性引物对中国东南沿海部分地区海洋生态系统进行了研究［２５］。 作者发现该海域

中厌氧铵氧化细菌 ｎｉｒＳ 基因有较高的多样性，并与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ｈｚｏ 基因的研究结果具有较好的一致性。
该研究显示 ｎｉｒＳ 在聚类树上形成 Ｓｃｈａｌｉｎｄｕａ 属，Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属和其他属 ｎｉｒＳ 基因三个分枝，且多数序列与秘鲁

海域和阿拉伯海域 ＯＭＺ 的 Ｓｃｈａｌｉｎｄｕａ 属的 ｎｉｒＳ 序列有较高的相似性，但与反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因有显著差异。
其中，Ｓｃｈａｌｉｎｄｕａ 属的 ｎｉｒＳ 分枝可以再细分为 ４ 个簇。 通过主成分分析还发现，ｎｉｒＳ 基因的组成结构随 ＮＨ４ ／
ＮＯＸ环境梯度发生明显变化。 Ｌｉ 等进一步对我国南海中的 Ｓｃｈａｌｉｎｄｕａ 属 ｎｉｒＳ 基因的分类组成进行了细致研

究，发现该基因的丰度对环境因子的响应和反硝化细菌 ｎｉｒＳ 基因更为相似，与反硝化细菌的 ｎｉｒＫ 基因明显不

同［４５］。 Ｋｉｒｋｐａｔｒｉｃｋ 等对黑海的研究则发现，Ｓｃｈａｌｉｎｄｕａ 属 ｎｉｒＳ 基因的 ４ 个簇均在 ５ 月、７ 月和 １０ 月间具有显

著不同的表达量，同时第 ２、３ 簇在不同水域深度中的分布较为平均，而第 １ 簇集中分布在浅表层，第 ４ 簇主要

分布在深层水域［４６］。 这些研究结果揭示了厌氧铵氧化细菌的高度多样性及其与环境因子之间的密切关系。
目前有关厌氧铵氧化细菌 ｎｉｒＳ 基因多样性的研究仍然较少。 同时根据前文的引述，并非所有厌氧铵氧

化细菌类群均具有 ｎｉｒＳ 基因，可见该基因不能单独作为厌氧铵氧化细菌的特异性分子标记，而应该与 ｎｉｒＫ 基

因配合使用。 考虑到 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属具有 ｎｉｒＳ 基因并且在海洋中有着较高的丰度和多样性，因此该基因在评估

海洋生态系统厌氧铵氧化细菌的多样性中有着相对较高的参考价值。
２．３　 ｈｚｓ 基因

联氨合成酶（ＨＺＳ）由 ｈｚｓＡ，ｈｚｓＢ，ｈｚｓＣ 基因簇编码，目前尚未在其它微生物的基因组中发现该基因簇，因
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此 ｈｚｓ 基因可以作为厌氧铵氧化细菌的特异性分子标记用于多样性和定量检测研究。 Ｈａｒｈａｎｇｉ 等针对已知的

５ 个属的厌氧铵氧化细菌 ｈｚｓＡ 基因序列设计了引物（ｈｚｓＡ＿５２６Ｆ ／ ｈｚｓＡ＿１８５７Ｒ）及 ＰＣＲ 反应体系，并以来自废

水处理器和多种自然生境的样本为模版对引物进行了评估，发现来自废水处理器样本的 ｈｚｓＡ 基因序列与已

报道的 Ｂ． ｆｕｌｇｉｄａ［４７］， Ｂ． ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ［７］，Ｊ． ａｓｉａｔｉｃａ［４８］的 ｈｚｓＡ 基因有着较高的相似度。 在系统发育水平上，
已知的厌氧铵氧化细菌 ｈｚｓＡ 基因与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因也有着很高的一致性［４２］。

与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的检测结果类似，基于 ｈｚｓＡ 基因的研究结果也显示海洋生态系统中厌氧铵氧化细菌主要是

由 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属组成。 如 Ｂｏｒｉｎ 等在地中海东部的深海中发现的 ｈｚｓＡ 基因全部属于 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属［４９］，Ｒｕｓｓ 等在

深海生态系统中也仅发现了属于 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属的 ｈｚｓＡ 克隆，并且发现在烃释放量较高的环境中该基因拷贝数

更高［５０］。 Ｈｕ 等研究了水稻土中 ｈｚｓＡ 的多样性，发现其中的主要类群为 Ｂｒｏｃａｄｉａ 属，同时也检测到少量

Ｊｅｔｔｅｎｉａ 和 Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ 属的序列，但没有发现 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属的序列［５１］。 Ｗａｎｇ 等针对 ｈｚｓＢ 基因也设计了引

物 ｈｚｓＢ３９６Ｆ ／ ｈｚｓＢ７４２Ｒ，并利用该引物研究了水稻田土壤中 ｈｚｓＢ 基因的多样性和丰度。 结果同样检测到的类

群主要属于 Ｂｒｏｃａｄｉａ 属，同时还检测到若干未明确分类的簇，暗示 ｈｚｓＢ 基因可能具备更高的多样性［５２］。 在

Ｗａｎｇ 等利用同样的引物对河口生态系统进行的研究中，５ 个属的序列均有发现，表明 ｈｚｓＢ 基因在河流生态系

统中的多样性可能比农业土壤高［３７］。
此外，Ｈｕ 等利用该标记对一些来自废水处理反应器的样本进行了定量 ＰＣＲ 检测，发现 ｈｚｓＡ 基因的拷贝

数较之前研究过的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数低 ３—６ 倍［５３］，说明相对于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因，ｈｚｓＡ 基因的引物可能有

更高的特异性。 在一个针对我国大部分地区农田生态系统的研究中，Ｓｈｅｎ 等发现 ｈｚｓＡ 基因的丰度在空间梯

度上体现了较大的异质性，并主要受土壤铵态氮的影响［４０］。 对土壤剖面的 ＰＣＲ 分析结果显示 ｈｚｓＢ 基因的丰

度在剖面表层和深层中都相对较低，但在中等深度处（４０—５０ ｃｍ）最高［５２］。
２．４　 ｈｚｏ 基因

ｈｚｏ 基因负责编码厌氧铵氧化细菌的联氨氧化酶（ＨＺＯ），目前已报道有多对针对该基因的引物被用于分

子生态学研究。 Ｑｕａｎ 等根据菌株 ＫＳＵ⁃ １ 和 Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 的 ｈｚｏ 基因序列首先设计了该基因的 ＰＣＲ 引物

ｈｚｏＦ１ ／ ｈｚｏＲ１，并对几个废水处理生物反应器中的厌氧铵氧化细菌的多样性进行了研究［４８］。 发现通过该引物

得到的氨基酸序列与 ＫＳＵ⁃１ 和 Ｋ． ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ 的 ｈｚｏ 基因的相似度在 ９０％—９８％之间。 Ｓｃｈｍｉｄ 等通过对大

量 ｈｚｏ 基因序列进行总结分析［５４］，发现这些序列可以分为 ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ，ｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩ，ｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩＩ 三个簇，其中 ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ
包含了 ＫＳＵ⁃１ 菌株，推测该簇中其它浮霉菌门的微生物也可能具有 ＨＺＯ 的功能活性，并发现 Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ
属和 Ｊｅｔｔｅｎｉｓ 属与 ＫＳＵ⁃１ 的 ｈｚｏ 基因有着较近的亲缘关性。 Ｌｉ 等以 ｈｚｏｌ１Ｆ１ ／ ｈｚｏｃｌ１Ｒ２ 引物研究了 １７ 个高温储

油罐中 ｈｚｏ 基因的多样性［２８］，发现其中丰度最高的是 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属，此外，还检测到 Ｊｅｔｔｅｎｉａ 和 Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ
属的序列。 Ｌｉ 等在此基础上进一步设计了针对 ｈｚｏ 基因的引物 ｈｚｏＦ１ ／ ｈｚｏＲ１ 并与之前的引物进行了比较，发
现新引物对多种生境中厌氧铵氧化细菌 ｈｚｏ 基因的阳性检测率更高［３２］，且得到的氨基酸序列同样可聚为

ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ，ｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩ，ｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩＩ 三个簇。 同时 ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ 还可进一步细分为 ｓｕｂｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ，ＩＩ，ＩＩＩ 和 ＩＶ，其中 ｓｕｂｃｌｕｓｔｅｒ
Ｉ 和 ＩＩ 中的序列与菌株 ＫＳＵ⁃ １， Ｊ． ａｓｉａｔｉｃａ，以及 Ａｎａｍｍｏｘｏｇｌｏｂｕｓ 属的 ｈｚｏ 的氨基酸序列很高的相似度；而
ｓｕｂｃｌｕｓｔｅｒ ＩＩＩ 和 ＩＶ 中的序列则与 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属更接近。

相对于 ｎｉｒＳ 和 ｈｚｓ 基因，ｈｚｏ 更广泛地被应用于多样性和群落结构的研究中，且在系统发育水平上与对

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的研究结果有着较好的对应性。 基于 ｈｚｏ 基因的分析同样显示了厌氧铵氧化细菌的分布具有

生境特异性的显著特点。 Ｈｉｒｓｃｈ 等对不同水生态系统进行的研究结果发现，ｈｚｏ 基因的多样性组成在地下水、
深海、河口及不同河流中有显著差异。 此外，ｈｚｏ 基因的多样性比 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因更高，暗示 ｈｚｏ 基因可能是厌

氧铵氧化细菌多样性研究中更为有效的分子标记［６］。 Ｈｏｎｇ 对 ｈｚｏ 基因的研究发现，从中国南海采集的底栖

物中检测到的 ｈｚｏ 基因全部属于 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属［５５］，而从南海滨海地带的红树林区所采集底栖物中，除 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ
属以外，还检测到 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 属，Ｂｒｏｃａｄｉａ 属和 Ｊｅｔｔｅｎｉａ 属的 ｈｚｏ 基因序列［５６］。 Ｋｏｎｇ 等使用针对 ２ 个 ｈｚｏ 基因簇

的特异性引物对哥斯达黎加海域的 ＯＭＺ 进行了研究，发现 ｈｚｏ 基因的表达量在表层中最高，尤其以 ｃｌｕｓｔｅｒ Ｉ
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的 ｈｚｏ 基因表达量更高。 此外，大量 ｈｚｏ 基因序列在系统发育树上形成一个新的簇（命名为 ｃｌｕｓｔｅｒ ２ｘ），与已

知的厌氧铵氧化细菌 ｈｚｏ 基因相距较远，而有关该簇更精确的分类学地位暂不明确［５７］。 此外，Ｗａｎｇ 等以 ｈｚｏ
基因为标靶，在我国东北地区的水稻土中检测到大量属于 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属的 ｈｚｏ 基因序列，这些 Ｓｃａｌｉｎｄｕａ 属的序

列占到主要优势且多样性较高［４１］，但该结果与基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因调查得出的陆地生态系统中厌氧铵氧化细

菌以 Ｂｒｏｃａｄｉａ 和 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 两个属为主的结论差异较大［３８⁃４０］（表 ２）。

表 ２　 厌氧铵氧化细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因及功能基因的 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ａｎａｍｍｏｘ ｂａｃｔｅｒｉａ

目标基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５′⁃３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

１６Ｓ ｒＲＮＡ Ｐｌａ４６（用于浮霉菌门） ＧＡＣＴＴＧＣＡＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣ ［１８］

１０３７Ｒ（用于浮霉菌门） ＣＧＡＣＡＡＧＧＡＡＴＴＴＣＧＣＴＡＣ

Ａｍｘ３６８Ｆ ＣＣＴＴＴＣＧＧＧＣＡＴＴＧＣＧＡＡ

Ａｍｘ８２０Ｒ ＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＴＡＣＴＴＡＧＴＧＣＣＣ

Ａｎ７Ｆ ＧＧＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣＧＡＡＣＧＡＧＧ ［８］

Ａｎ１３８８Ｒ ＧＣＴＴＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧ

Ｂｒｏｄ５４１Ｆ ＧＡＧＣＡＣＧＴＡＧＧＴＧＧＧＴＴＴＧＴ

Ｂｒｏｄ１２６０Ｒ ＧＧＡＴＴＣＧＣＴＴＣＡＣＣＴＣＴＣＧＧ

Ａ４３８ｆ ＧＴＣＲＧＧＡＧＴＴＡＤＧＡＡＡＴＧ ［３２］

Ａ６８４ｒ ＡＣＣＡＧＡＡＧＴＴＣＣＡＣＴＣＴＣ

Ｓｃａｌｉｎｄｕａ－ｎｉｒＳ Ｓｃｎｉｒ３７２Ｆ ＴＧＴＡＧＣＣＡＧＣＡＴＴＧＴＡＧＣＧＴ ［４８］

Ｓｃｎｉｒ８４５Ｒ ＴＣＡＡＧＣＣＡＧＡＣＣＣＡＴＴＴＧＣＴ

Ａｎ－ｎｉｒＳ ＡｎｎｉｒＳ３７９Ｆ ＴＣＴＡＴＣＧＴＴＧＣＡＴＣＧＣＡＴＴＴ ［２５］

ＡｎｎｉｒＳ８２１Ｒ ＧＧＡＴＧＧＧＴＣＴＴＧＡＴＡＡＡＣＡ

ｈｚｓＡ ｈｚｓＡ＿３８２Ｆ ＧＧＹＧＧＤＴＧＹＣＡＧＡＴＡＴＧＧＧ ［４１］

ｈｚｓＡ＿１３５３Ｒ ＡＴＡＨＣＣＴＴＣＭＡＣＨＴＴＣＡＣＣＴ

ｈｚｓＡ＿１５９７Ｆ ＷＴＹＧＧＫＴＡＴＣＡＲＴＡＴＧＴＡＧ

ｈｚｓＡ＿１８５７Ｒ ＡＡＡＢＧＧＹＧＡＡＴＣＡＴＡＲＴＧＧＣ

ｈｚｓＢ ｈｚｓＢ＿３９６Ｆ ＡＲＧＧＨＴＧＧＧＧＨＡＧＹＴＧＧＡＡＧ ［５２］

ｈｚｓＢ＿７４２Ｒ ＧＴＹＣＣＨＡＣＲＴＣＡＴＧＶＧＴＣＴＧ

ｈｚｏ ｈｚｏｃｌ１Ｆ１ ＴＧＹＡＡＧＡＣＹＴＧＹＣＡＹＴＧＧ ［５４］

ｈｚｏｃｌ１Ｒ２ ＡＣＴＣＣＡＧＡＴＲＴＧＣＴＧＡＣＣ

ｈｚｏｃｌ１Ｆ２ ＴＧＹＡＡＧＡＣＹＴＧＹＣＡＹＴＧＧＧ

Ａｎａ－ｈｚｏ１Ｆ ＴＧＴＧＣＡＴＧＧＴＣＡＡＴＴＧＡＡＡＧ ［２９］

Ａｎａ－ｈｚｏ２Ｒ ＡＣＣＴＣＴＴＣＷＧＣＡＧＧＴＧＣＡＴ

ｈｚｏＦ１ ＴＧＴＧＣＡＴＧＧＴＣＡＡＴＴＧＡＡＡＧ ［３１］

ｈｚｏＲ１ ＣＡＡＣＣＴＣＴＴＣＷＧＣＡＧＧＴＧＣＡＴＧ

ｈｚｏＡＢ１Ｆ ＧＡＡＧＣＮＡＡＧＧＣＮＧＴＡＧＡＡＡＴＴＡＴＣＡＣ ［５６］

ｈｚｏＡＢ１Ｒ ＣＴＣＴＴＣＮＧＣＡＧＧＴＧＣＡＴＧＡＴＧ

ｈｚｏＡＢ４Ｆ ＴＴＧＡＲＴＧＴＧＣＡＴＧＧＴＣＴＡＷＴＧＡＡＡＧ

ｈｚｏＡＢ４Ｒ ＧＣＴＧＡＣＣＴＧＡＣＣＡＲＴＣＡＧＧ

３　 结语与展望

综上所述，在厌氮铵氧化细菌被发现不到 ２０ 年的时间里，人们对其多样性、生态分布和发展相应的分子

标记用于其生态学研究等方面都取得了较多的进展，且通过酶学和基因组测序分析揭示了不同厌氧铵氧化细

菌的代谢方式及其遗传机理。 但从以上综述中也可看出，目前对厌氧铵氧化细菌的代谢途径的理解大多停留

在对于基因组数据分析的推测层面，一些关键基因的功能及其功能酶的生物化学特性仍有待进一步确认和验
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证。 同时也有许多具体问题亟待解答：如各种酶在不同类群间是否存在结构和代谢功能上的差异？ 厌氧铵氧

化细菌的 ＨＡＯ 在其代谢途径中扮演了什么角色？ 它与 ＨＺＯ 之间的具体关系是什么？ 有些厌氧铵氧化细菌

体内是否含有 Ｎｉｒ 的同工酶可以催化生成 ＮＯ？
在分子生态学研究方面，虽然基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的研究为认识厌氧铵氧化细菌的分类地位、多样性及分

布特征方面提供了重要信息，但该基因扩增引物的代表性和特异性仍有待继续验证，且由于与厌氧铵氧化细

菌的真正功能活性缺乏直接的联系，使该基因在进行定量分析的研究中价值有限。 新近发现的厌氧铵氧化细

菌功能基因 ｎｉｒＳ、ｈｚｏ、ｈｚｓＡ 和 ｈｚｓＢ，虽然在一定程度上弥补了 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的不足，但目前对功能基因的研究

刚起步，针对这些基因扩增的引物的特异性和有效性仍存在争议。 此外，１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因研究结果显示目前已

知的厌氧铵氧化细菌仅分布于浮霉菌目的 ５ 个属，而对 ｎｉｒＳ、ｈｚｏ、ｈｚｓＡ 和 ｈｚｓＢ 基因的研究显示这些基因可能

具有更高的多样性。 功能基因与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因所代表的微生物之间的聚类关系如何对应，以及功能基因多

样性与其真正的生态功能之间如何关联等问题尚不清晰。 对这些问题的解答均需要大量的分子生态学和氮

素生物地球化学调查及分析。 同时，厌氧铵氧化细菌基因组学和酶学机理方面的进一步研究进展也将为解答

这些问题提供重要的参考信息。
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