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摘要：生物固氮作用是水生态系统氮元素的重要来源途径之一，通常通过固氮微生物实现。 但是，目前我们对亚热带分层水库

固氮微生物多样性、分布和丰度认识还非常有限。 本研究以厦门市汀溪水库为例，基于固氮基因（ｎｉｆＨ）综合应用克隆文库、定
量 ＰＣＲ、定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 研究固氮微生物在不同季节和不同水层的时空分布格局与演替规律。 结果表明，汀溪水库具有丰富多样

的固氮微生物，包括蓝藻、α⁃变形菌、β⁃变形菌、γ⁃变形菌、厚壁菌，以及少量未知的固氮细菌和序列；固氮微生物的群落组成、丰
度、多样性和活性均呈现显著的时空差异。 春、夏和秋三季表层和底层蓝藻 ｎｉｆＨ 基因序列所占比例均超过 ５０％，其中表层高于

底层；冬季表层和底层蓝藻 ＯＴＵ 数目比例超过 ５０％。 聚类分析表明，冬季表层和底层群落汇聚为一类；春、夏和秋三个季节表

层首先聚为一类，然后与底层分别汇为一支。 汀溪水库热分层时期的固氮微生物群落组成的空间差异大于季节差异，而且表层

水体蓝藻在所有固氮微生物中占据绝对优势地位。 相关分析表明，固氮微生物 ＲＮＡ 丰度和 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 分别与氨氮、水温显著

负相关；固氮微生物 ＤＮＡ 丰度与溶解氧、ｐＨ、叶绿素 ａ 显著负相关，与硝氮显著正相关。 综上所述，亚热带水库热分层对固氮微

生物的群落结构具有显著的影响，在水库环境保护和生态管理中，特别是蓝藻水华防控时，要充分考虑水体热分层的生态效应。
关键词：生物固氮；ｎｉｆＨ 基因；分层水库；汀溪水库；时空变异
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ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｓｔｉｎｃｔｌｙ ｎｏｎｒａｎｄｏｍ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｓｅａｓｏｎａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ
ｅｉｔｈｅｒ ｃｏｍｐｌｅｘｌｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｅｒｍａｌ ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｒ ａｄａｐｔｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｎｉｃｈｅｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ａ
ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｗｈｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ
ａｎｄ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｔｈｅ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｌｏｏｍｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘｉｎｇ； ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ； ｓｔｒａｔｉｆｉｅｄ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ； Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ； ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

生物固氮是指通过生物作用将大气中的氮气还原成氨的生态过程，该过程通常由特殊且多样的固氮微生

物来实现［１⁃２］。 随着分子技术与基因组分析方法被引入到固氮微生物自然群落研究中，我们对水环境固氮微

生物群落有了一定的认识［３⁃５］。 目前，利用固氮基因研究固氮微生物的分布及多样性逐渐得到国际学者的认

同并被广泛应用［１⁃３， ６］。 例如，利用 ｎｉｆＨ 基因检测到的固氮微生物包括：蓝藻（蓝细菌）、变形菌、厚壁菌及放

线菌等［３，７⁃１２］。 固氮作用的活性和调节机制在不同的微生物类群中存在很大差异，其生态学或生物学过程和

机制并没有完全了解清楚［６， １３］。 通常影响微生物固氮作用的因素不是一个因子能够解释的，而是由一系列

的生态因子和固氮微生物群落组成共同决定［１４］。 Ｄａｎｇ［１５］ 等人研究中国南海 １２ 个站位的固氮微生物多样

性、丰度、生物地理分布及群落结构，结果显示温度是影响沉积物固氮微生物分布的最显著因子，暗示在沉积

物中固氮作用是很活跃的，其他一些因子也会对固氮微生物群落组成造成一定的影响，如 ＰＯ３－
４ ⁃Ｐ 等。

Ｆａｒｎｅｌｉｄ［１６］等人于 ２００７、２００８ 和 ２０１１ 年在波罗的海从表层到底层取样，基于 ４５４ 高通量测序发现固氮微生物

多样性很高，并且具有明显的垂直分层规律，认为氮固定过程不仅仅限于氮素缺乏的表层水体，而在底层缺氧

环境同样很重要。 陈因［１７］等人以蓝藻 Ａｎａｂａｅｎａ ７１２０ 为例研究光照对固氮活性的影响，发现一系列光合抑制

剂对固氮蓝藻活性有抑制作用，而且弱光下此种抑制会加强。 Ｈｏｗａｒｔｈ［１８］ 等人总结了固氮作用在淡水、河口

及海洋系统中生物地球化学控制机制，认为氧气和溶解性无机氮对固氮作用有抑制作用，低水平的氮磷比、以
及微量元素铁和钼对固氮作用有促进作用。 总的来看，已有的水生固氮微生物研究多限于海洋环境，固氮作

用与水质，特别是氮的含量密切相关［６，９⁃１２］。 然而，人们对淡水固氮微生物与环境因子之间的联系及其时空动

态变化的研究较少［８］。
在淡水生态系统中，生物固氮受到氮磷浓度与光照强度的影响［１９］，然而不同固氮微生物多样性和活性的

时空分布规律还不是很明确［１３］。 Ｓｈｏｒｔ［２０］等人在切萨皮克湾生态系统中发现两种 ｎｉｆＨ 基因型有着不同的季

节和空间分布格局，暗示这些生物群落受到不同环境过程的影响。 Ｍｏｉｓａｎｄｅｒ［９］ 等人研究切萨皮克湾水柱和

沉积物固氮微生物组成的时空变化，发现多样性最高的是 ｎｉｆＨ Ｃｌｕｓｔｅｒ ３，但是 Ｃｌｕｓｔｅｒ １（α⁃，β⁃，γ⁃变形菌，蓝
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藻）具有较高的丰度；底层水体固氮微生物群落具有较高的相似性，而表层水体群落变异较大；盐度、溶解性

无机氮、溶解性有机碳和溶解性有机磷等环境因子与固氮微生物群落组成有显著的关系。 Ｙｕ［１２］ 等人研究东

圳水库中固氮微生物秋季垂直分布特征，发现温跃层的出现使水温与溶解氧发生明显垂直变化，从而对固氮

微生物群落组成造成了显著影响。 以上研究报道显示，水生固氮微生物的垂直分布和时空动态过程的相关研

究是最新发展趋势和研究热点。
我国亚热带深水水库多属于典型的暖单次混合型水库，除冬季有短暂的混合期外，在一年当中会持续出

现热分层现象［２１］。 在这些水库中，明显的热分层是春季、夏季与秋季的典型特征，在温跃层上下水体中明显

差异的环境对于微生物群落的组成、多样性及丰度可能有着显著的影响［２２］。 显然，亚热带分层水库同样非常

适合研究固氮微生物垂直分布和季节动态变化规律。 本研究以厦门汀溪水库为例，综合应用克隆文库、定量

ＰＣＲ、定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术分析固氮微生物在四个季节不同水层的组成、多样性、活性及丰度。 本研究的目的

是：１）揭示分层水库固氮微生物群落的季节和空间分布格局；２）探讨固氮微生物优势类群的特征与成因。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集及理化分析

汀溪水库（２４°４８′Ｎ，１１８°０８′Ｅ）位于福建省厦门市，是一座典型的亚热带深水水库。 本研究选取汀溪水库

湖泊区的深水区设置站位进行采样，此站位水深可达 ２５ ｍ。 水体样品采集周期为一年：２０１２ 年的 ７ 月（夏
季），１０ 月（秋季），以及 ２０１３ 年的 １ 月（冬季），４ 月（春季）。 每次采样均采集 ５ 个水层的样品，分别是：０、６、
１２、１８、２４ ｍ（夏），０、１０、１５、２０、２５ ｍ（秋），０、５、１０、１５、２１ ｍ（冬），０、５、１０、１５、２０ ｍ（春）。 每份样品均采集 １０ Ｌ
水样，水样采集后立即送往实验室进行过滤，采用孔径为 ０．２２ μｍ 的滤膜（直径 ４７ ｍｍ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）过滤 １
Ｌ 水样，并保留 ４ 份重复样品。 将载有微生物的滤膜储存在－８０℃的冰箱，用于后续 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 的提取。

现场利用美国哈希 ＨＡＣＨ 多参数水质分析仪（Ｈｙｄｒｏｌａｂ ＤＳ５）监测水温、溶解氧、ｐＨ、叶绿素 ａ 等参数，每
隔 １ ｍ 测定一次。 水体营养盐分析在实验室进行，总氮、氨氮、硝态氮、总磷、正磷酸盐均按照国家标准进行

测定。
１．２　 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 提取

根据说明书，利用试剂盒 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ｓｐｉｎ ｋｉｔ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ， 美国）和 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｋｉｔ（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃
Ｔｅｋ， 美国）分别提取固氮微生物 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ。 提取的 ＲＮＡ 立即反转录成 ｃＤＮＡ，使用的是试剂盒 ＯｎｅＳｔｅｐ
ＲＴ⁃ＰＣＲ ｋｉｔ Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．０（Ｔａｋａｒａ，日本）。 反转录程序是：３７ ℃，１５ ｍｉｎ； ９５ ℃，５ ｓ。 提纯后的 ＤＮＡ 和 ｃＤＮＡ 均

置于冰箱－４０ ℃保存备用。
１．３　 ＰＣＲ 扩增及克隆文库分析

本研究扩增 ｎｉｆＨ 基因选择的引物是 ｎｉｆＨ⁃Ｆ （５′⁃ＣＧＴＡＧＧＴＴＧＣＧＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＴＧＡ⁃３′） 和 ｎｉｆＨ⁃Ｒ （５′⁃
ＧＣＡＴＡＣＡＴＣＧＣＣＡＴＣＡＴＴＴＣＡＣＣ⁃３′） ［２３］。 ＰＣＲ 的扩增体系是 ５０ μＬ，包含：５ μＬ １０ × ＰＣＲ 缓冲液（１０ ｎｍｏｌ ／
Ｌ），４ μＬ ｄＮＴＰｓ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），０．５ μＬ Ｔａｑ 聚合酶（５ Ｕ ／ μＬ），前后引物各 １ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），１００ ｎｇ ＤＮＡ 模板，
然后使用 ｄｄＨ２Ｏ 补充到 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应体系如下：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，然后 ４０ 个循环（９４ ℃变性 ３０ ｓ，５８
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４０ ｓ），最终 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物利用 １％的琼脂糖凝胶进行电泳检测。 利用

胶回收试剂盒提纯 ＰＣＲ 产物，然后根据操作指南将其连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体（Ｔａｋａｒａ， 日本）。 将连接后的载

体转移到大肠杆菌 ＤＨ５α（Ｔａｋａｒａ， 日本）中，置于液体培养基中 ３７ ℃培养过夜。 利用添加氨苄的固体培养基

进行蓝白斑筛选，挑取白色克隆进行测序分析。 本文选用四个季节的表层和底层样品，共构建 ８ 个克隆文库，
每个克隆文库挑选 ７０ 个克隆子进行测序。
１．４　 定量 ＰＣＲ

定量 ＰＣＲ 与克隆文库所用的引物是相同的。 利用 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ，
美国）进行定量 ＰＣＲ，每个样品设置 ３ 个重复［１２］。 本研究采用的是 ２０ μＬ 体系：０．５ μＬ 前后引物（１０ μｍｏｌ ／
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Ｌ），１０ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ，２ μＬ ＤＮＡ 或 ｃＤＮＡ 模板和 ７ μＬ ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ。 本研究的标准曲线的 Ｒ２

值为 ０．９９４（ＤＮＡ）和 ０．９９１（ＲＮＡ），扩增效率分别是 ９７．４５％（ＤＮＡ）和 ９８．１９％（ＲＮＡ）。 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 比值可以作

为反映固氮微生物基因表达活性的参数，因此也进行了分析。
１．５　 数据分析

克隆文库的操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）划分采用 ９７％的相似度，利用软件 ＭＯＴＨＵＲ
ｖ．１．３３．０ 分析 ８ 个文库的稀释曲线，然后计算 ＯＴＵ 个数、覆盖率、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 倒数指数、
Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数、以及反映 ＯＴＵ 丰富度的 Ｃｈａｏ１ 指数和 ＡＣＥ 指数［２４］。 将测序获得的序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库中进行比对，查找最相似序列并确定其分类归属，统计分析主要类群的 ＯＴＵｓ 比例和序列比例。 利用

ＰＲＩＭＥＲ ６．０ 计算样品间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 相似系数，进而对样品进行聚类分析［２５］。 利用 ＳＰＳＳ １９．０ 进行单因素

方差方法，确定混合期及分层水体中不同水层之间水体理化及生物指标的差异是否显著（Ｐ ＜ ０．０５），应用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析确定 ＤＮＡ 拷贝数、ＲＮＡ 拷贝数及 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 比值与环境因子之间的相关性是否显著（Ｐ ＜
０．０５）。

２　 结果

图 １　 汀溪水一周年内的水温（ａ）、溶解氧（ｂ）、ｐＨ（ｃ）和叶绿素 ａ（ｄ）垂直变化

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｗａｔｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ａ）， ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ （ＤＯ） （ｂ）， ｐＨ （ｃ） ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ （ｄ） ｉｎ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｃｏｌｕｍｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｉｎｇｘｉ

Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｄｕｒｉｎｇ ｏｎｅ ｙｅａｒ

水库底层用灰色表示，黑色圆点表示固氮微生物采样点

２．１　 水库环境因子的时空变化

汀溪水库是一座典型的亚热带分层水库，在冬季呈现短时期的上下混合，在春季、夏季和秋季出现稳定的

热分层（图 １）。 本研究中，春季 ４ 月份、夏季 ７ 月份、秋季 １０ 月份水库的温跃层分别出现在 ３—１４ ｍ、１８—２２
ｍ、２１—２４ ｍ。 冬季 １ 月份处于上下混合的状态，水体物理化学参数从表层到底层无明显差异。 春季分层开

始出现时，温跃层跨度较大，为 １１ ｍ。 夏季和秋季的温跃层厚度相对狭窄（厚 ３—４ ｍ）。 显然，随着热分层状
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态的变化，水体物理化学参数也呈现梯度变化，使得不同季节同一水层或同一季节不同水层的生境特征差异

显著（表 １）。 通常，分层时期的水温、ｐＨ、溶解氧、叶绿素 ａ 在湖上层均显著高于湖下层（Ｐ＜ ０．０５）。 营养盐在

不同水层差异也比较显著，湖上层总氮、氨氮、总磷、正磷酸盐均低于湖下层。

表 １　 汀溪水库水体理化参数和固氮微生物群落特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｉｆＨ ＤＮＡ ａｎｄ ＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

变量
Ｖａｒｉａｂｌｅ

混合期
Ｍｉｘｉｎｇ ｌａｙｅｒ （ｎ＝ ５）

湖上层
Ｅｐｉｌｉｍｎｏｎ （ｎ＝ ８）

温跃层
Ｍｅｔａｌｉｍｎｉｏｎ（ｎ＝ ３）

湖下层
Ｈｙｐｏｌｉｍｎｉｏｎ （ｎ＝ ４）

水温 Ｗａｔｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃ １６．００±０．０７３ａ ２５．５５±０．５６ｂ ２０．０５±０．９７ｃ １６．５４±０．１３ａ

ｐＨ ８．０６±０．１７ａ ７．５０±０．２５ａ ７．３９±０．２４ａ ６．５９±０．０８ｂ

溶解氧 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ８．８２±０．４０ａ ６．７９±０．５６ｂ ４．９５±０．７５ｃ ０．３４±０．０９ｄ

叶绿素 ａ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｌｌ ａ ／ （μｇ ／ Ｌ） ５．１７±１．０２ａ ４．３９±０．６５ａ ３．２３±０．７６ａｂ ０．９８±０．０７ｂ

总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） １．３５±０．０２ａ １．０６±０．０３ｂ １．３２±０．０６ａ １．３０±０．０６ａ

氨氮 ＮＨ４ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０．０６±０．００４ａ ０．２２±０．０４ａｂ ０．１０±０．０３ａ ０．３５±０．０９ｂ

硝态氮 ＮＯｘ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） １．０３±０．００７ａ １．５１±０．０７ｂ １．２７±０．０７ｃ １．２９±０．０４ｃ

总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０．０５±０．００１ａ ０．０２±０．００５ｂ ０．０２±０．００３ｂ ０．０６±０．００６ａ

正磷酸盐 ＰＯ４ ⁃Ｐ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０．０２±０．００１ａ ０．００４±０．００１ｂ ０．０１±０．００５ａｂ ０．０１５±０．００３ａ

ＤＮＡ 拷贝 ＤＮＡ ｃｏｐｉｅｓ ／ Ｌ （３．３６±０．３４） ×１０７ａ （４．１２±０．４９） ×１０７ａ （４．５６±０．９３）×１０７ａ （５．１０±０．５１）×１０７ａ

ＲＮＡ 拷贝 ＲＮＡ ｃｏｐｉｅｓ ／ Ｌ （１．４７±０．３２）×１０５ａ （１．１０±０．２３） ×１０５ａ （６．３０±１．９３）×１０４ａ （１．６４±０．５９）×１０５ａ

ＲＮＡ ／ ＤＮＡ ０．００４３±０．０００９５ａ ０．００２３±０．０００２９ａｂ ０．００１３±０．０００２２ｂ ０．００２７±０．０００７９ａｂ

　 　 不同小写字母表示显著性差异（Ｐ＜０．０５），数据为平均值±标准误

图 ２　 汀溪水库四个季节不同水层的 ｎｉｆＨ ＤＮＡ 与 ＲＮＡ 拷贝数及 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 比值

Ｆｉｇ．２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｉｆＨ ＤＮＡ ａｎｄ ＲＮＡ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｌｉｔｅｒ ａｎｄ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ ｒａｔｉｏ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｔｅｒ ｄｅｐｔｈｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ

Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

误差线表示 ３ 个重复样品的标准误

２．２　 固氮微生物的丰度和活性

固氮微生物的丰度和活性随着季节和水层的变化发生明显的变化（图 ２）。 冬季固氮微生物的 ｎｉｆＨ ＤＮＡ
丰度随着深度的增加有一个缓慢上升的趋势，在底层达到最大值 ４．５２×１０７拷贝 ／ Ｌ；春季固氮微生物 ｎｉｆＨ ＤＮＡ

５　 １８ 期 　 　 　 王丽娜　 等：亚热带分层水库固氮微生物时空分布格局 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

丰度在温跃层（５ ｍ，１０ ｍ）要低于湖上层和湖下层，在湖下层 １５ ｍ 水深处为最大值 ４．９５×１０７拷贝 ／ Ｌ；夏季

ｎｉｆＨ ＤＮＡ 丰度在 ６—１２ ｍ 急剧上升，在温跃层开始点 １８ ｍ 达最高值 ７．６６×１０７拷贝 ／ Ｌ，２４ ｍ 稍微下降，但并不

明显；秋季 ｎｉｆＨ ＤＮＡ 丰度随着深度的增加而逐渐减少，水深 ２０ ｍ 水层丰度最低，有趣的是 ｎｉｆＨ ＤＮＡ 丰度最

大值位于秋季表层。 固氮微生物 ｎｉｆＨ ＲＮＡ 水平变化趋势与 ＤＮＡ 存在一定的差异性，而且 ＲＮＡ 丰度显著低

于 ＤＮＡ 丰度，相差 ２ 个数量级。 冬季水深 １０ ｍ 和 １５ ｍ 处的 ｎｉｆＨ ＲＮＡ 丰度要明显高于其他水层；春季随水

深增加先降低后上升，在 １０ ｍ 处为最低值；夏季，随着深度的增加呈现明显上升的趋势，在底层 ２４ ｍ 达到最

高值；秋季呈现总体下降的趋势，在 １５—２０ ｍ 急剧下降，与 ｎｉｆＨ ＤＮＡ 变化趋势一致。 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 是一个能够

表征基因表达活性的指标，而四个季节表现出不同的垂直分布格局。 例如，四个季节活性最高出现的位置不

同：１０ ｍ（冬季）、２０ ｍ（春季）、２４ ｍ（夏季）、１５ ｍ（秋季）。 方差分析显示，ｎｉｆＨ ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 在不同水层之间

差异不显著，而 ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 在温跃层显著低于混合期水层（表 １）。 显然，固氮微生物群落的 ＤＮＡ、ＲＮＡ 丰度

变化趋势呈现出一定差异性；基因表达活性的显著特征是在春季和夏季的底层活性最高，而在秋季湖上层的

活性显著高于湖下层。 据此推测，温跃层的出现是造成湖上层与湖下层差异的主要原因。

　 图 ３　 汀溪水库固氮微生物 ｎｉｆＨ 基因克隆文库稀释曲线（ＯＴＵｓ

在 ９７％相似性水平划分）

Ｆｉｇ．３ 　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ

ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎｔｏ ＯＴＵｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ９７％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｌｅｖｅｌ

２．３　 固氮微生物的多样性

四个季节的表层和底层 ８ 个样品克隆文库共成功

获得 ４５１ 条序列，尽管稀释曲线没有平缓，在 ９７％相似

度水平共鉴定 １０６ 个固氮微生物 ＯＴＵｓ（图 ３）。 主要类

群包括： 蓝藻 （ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ） ４６ 个 ＯＴＵｓ、 α⁃变形菌

（ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ） ２１ 个 ＯＴＵｓ、 β⁃变 形 菌

（ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ） ３ 个 ＯＴＵｓ、 γ⁃变 形 菌

（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）９ 个 ＯＴＵｓ、厚壁菌（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）１
个 ＯＴＵ，以及其他未知的固氮细菌 １８ 个 ＯＴＵｓ、未知序

列 ８ 个 ＯＴＵｓ （表 Ｓ１）。 其中 ９８ 个 ＯＴＵｓ 的序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 中各种生态坏境中的固氮微生物序列相似，相
似度水平范围是 ８０％—９９％。 然而，在 ５０％相似性水平

下，２０ 条序列（８ 个 ＯＴＵｓ）在数据库中没有找到相似的

序列，因此属于未知序列。 ８ 个克隆文库中，冬季混合

期水库表层和底层 ＯＴＵｓ 数目并没有差异，然而分层期

水库表层和底层显示出明显的差异。 例如，春季和夏季底层 ＯＴＵｓ 数目高于表层，而秋季表层 ＯＴＵｓ 数目稍高

于底层（表 ２）。 在本研究测序范围内，固氮微生物群落的多样性指数，包括 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 倒

数指数、Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数均呈现一定时空变化，变化趋势与 ＯＴＵｓ 相似（表 ２）。 根据稀释曲线计算的 ＯＴＵ
丰富度指数 Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ 均表现出分层差异，冬、春、夏三个季节水库底层大于表层，而秋季却呈现为表层高

于底层的特征（表 ２）。
２．４　 固氮微生物的群落组成

除秋季底层蓝藻 ＯＴＵｓ 的比例为 １６．６７％外，在所有样品中蓝藻物种所占比例是最大的一类，ＯＴＵｓ 占据

３８．８９—５６．５２％，序列占据 ３４．２１—７６．９２％（图 ４）。 α⁃变形菌 ＯＴＵｓ 为 ８．３３—２７．７８％，其中秋季表层多样性最

高，序列丰度为 ２．３３—１０．２９％；β⁃变形菌在冬季底层、春季表层、夏季表层，以及秋季表层和底层均没有检测

到，而且 ＯＴＵｓ 和序列所占比例均小于 ５％；γ⁃变形菌在四个季节的表层与底层都被检测到，ＯＴＵｓ 为 ４．００—
１８．７５％，序列为 ２．７０—１３．２４％；厚壁菌仅仅在秋季表层被检测到，ＯＴＵｓ 为 ５．５５％，序列为 １．５２％；未知固氮菌

在四个季节中均被发现，而且底层 ＯＴＵｓ 和序列数均高于表层；未知序列在夏季表层和秋季表层之外其他水

层都有检测到，而且底层均高于表层（图 ４）。

表 ２　 汀溪水库 ４ 个季节表层与底层固氮微生物 ｎｉｆＨ 基因的多样性

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｂｏｔｈ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｂｏｔｔｏｍ ｗａｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｉｎ ｆｏｕｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

季节
Ｓｅａｓｏｎ

水深 ／ ｍ
Ｄｅｐｔｈ

序列数
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｎｕｍｂｅｒ

ＯＴＵ０．０３个数

ＯＴＵ０．０３

ｎｕｍｂｅｒ

覆盖率 ／ ％
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

香农威
纳指数
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃
Ｗｉｅｎｅｒ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ
倒数指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｖｅｒｓｅ
ｉｎｄｅｘ

Ｐｉｅｌｏｕ 均匀
度指数
Ｐｉｅｌｏｕ

ｅｖｅｎｎｅｓｓ

Ｃｈａｏ１
指数
Ｃｈａｏ１
ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ 指数
ＡＣＥ
ｉｎｄｅｘ

冬季 Ｗｉｎｔｅｒ ０ ４４ ２３ ６８．１８ ２．８７ １８．５ ０．６３ ３８ ６９

冬季 Ｗｉｎｔｅｒ ２１ ３７ ２５ ４８．６５ ２．７６ １２．８ ０．６１ ８０ ４９１

春季 Ｓｐｒｉｎｇ ０ ６７ １２ ９１．０４ １．５７ ３．０３ ０．４４ １７ ３６

春季 Ｓｐｒｉｎｇ ２０ ６９ ３３ ６８．１２ ２．９６ １４．７ ０．６０ １０８ １８２

夏季 Ｓｕｍｍｅｒ ０ ６４ １６ ８５．９４ １．９４ ５．００ ０．５０ ２７ ９５

夏季 Ｓｕｍｍｅｒ ２４ ６１ ３６ ５４．１０ ３．２２ ２１．３ ０．６２ ９９ ４４５

秋季 Ａｕｔｕｍｎ ０ ６６ １７ ８７．８８ ２．１９ ６．６７ ０．５５ ２５ ４０

秋季 Ａｕｔｕｍｎ ２５ ４３ １２ ８８．３７ １．７０ ３．１３ ０．４７ １４ １６

图 ４　 汀溪水库固氮微生物主要类群 ＯＴＵｓ（ａ）和序列（ｂ）所占比例

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈ ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅａｒｖｏｒ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ＯＴＵｓ （ａ）

ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （ｂ）

聚类分析结果显示，四个季节表层与底层的固氮微生物群落组成明显不同（图 ５）。 冬季表层与底层的群

落组成比较相似，差异相对较小。 值得注意的是，存在分层现象的春、夏、秋三个季节，表层固氮微生物群落组

成最相似；春、夏底层的群落组成较相似，秋季底层显示出其独特性。 据此推测，水体分层对固氮微生物群落

组成的影响比季节差异的影响更明显。
２．５　 固氮微生物群落与环境因子的关系

汀溪水库 ｎｉｆＨ ＤＮＡ 丰度与 ｐＨ、溶解氧、叶绿素 ａ 显著负相关，与硝态氮显著正相关；ｎｉｆＨ ＲＮＡ 丰度则与

氨氮存在极显著的负相关关系；ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 与水温显著负相关（表 ３）。 显然，热分层发生时温跃层的出现及

其导致的水体理化分层与固氮微生物群落组成、丰度和活性密切相关。

３　 讨论

３．１　 固氮微生物群落的时空变化

汀溪水库在水体分层期间（春、夏、秋），固氮微生物群落在上下水层空间上的差异要明显高于季节上的

差异。 在冬季处于混合期，水体上下混合导致表层到底层物理化学因子比较接近，同样表层与底层的固氮微
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　 图 ５　 汀溪水库固氮微生物的聚类分析展示群落组成的时空分布

格局

Ｆｉｇ．５　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｓｅａｓｏｎａｌ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ ｐａｔｔｅｒｎｓ

ｏｆ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｄａｔａ

生物群落组成也比较接近，然而 ｎｉｆＨ ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 在底

层的丰度却高于表层。 利用 ｎｉｆＨ 基因可以检测到广泛

的自养和异养固氮微生物：蓝藻、古菌、厚壁菌、螺旋菌、
α⁃变形菌、β⁃变形菌、γ⁃变形菌和 δ⁃变形菌［１］。 本研究

同样检测到蓝藻、α⁃变形菌、β⁃变形菌、γ⁃变形菌、厚壁

菌、未知固氮菌，还有少量不能确定归属的新序列。 值

得注意的是，在所有的已知类群中，蓝藻序列占据最优

势的地位。 水库在春季开始出现分层，固氮微生物群落

组成在表层和底层就呈现出明显的差异，例如春季底层

ＯＴＵ 数目，以及多样性指数均明显高于表层，而且表层

没有检测到 β⁃变形菌。 夏季相较于春季而言温跃层下

降，有趣的是夏季底层检测到的 ｎｉｆＨ ＤＮＡ 丰度、ＲＮＡ
丰度、ＲＮＡ ／ ＤＮＡ、ＯＴＵ 数目都明显高于表层，说明底层

固氮微生物丰度、活性、多样性高于表层。 秋季温跃层

位置继续下降，表层 ＯＴＵ 数目高于底层；而且表层 ｎｉｆＨ
ＤＮＡ 丰度、ＲＮＡ 丰度、ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 明显高于底层，呈现

出与夏季相反的垂直分布格局。 Ｍｏｉｓａｎｄｅｒ［９］ 等人发现

在 ４ 月、１０ 月切萨皮克湾的底层水体固氮微生物群落

组成比较相似，而表层样品变化更加明显，这与我们的

结果存在差异。 汀溪水库 ４ 月、７ 月和 １０ 月表层水体

的固氮微生物组成更加相似，而底层样品多样性高，群落组成变化较大。 有趣的是，在秋季表层检测到厚壁菌

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）。 厚壁菌微生物一般大量出现在土壤环境［２６］，我们的检测结果暗示具有固氮作用的厚壁菌也能

生存在水体环境或者来源于库区流域的土壤。 由于在春夏表层没有发现 β⁃变形菌，在底层却检测到，因此认

为具有固氮功能的 β⁃变形菌在分层水库中可能更加偏好底层的低温、缺氧的环境。

表 ３　 固氮微生物 ｎｉｆＨ ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 与环境因子之间的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｔｈｅ Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｉｆＨ ＤＮＡ， ＲＮＡ， ＲＮＡ ／ ＤＮＡ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

Ｔｉｎｇｘｉ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

相关性 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ＤＮＡ ＲＮＡ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ 相关性 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ＤＮＡ ＲＮＡ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ

水温 Ｗａｔｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ＮＳ ＮＳ －０．３２０∗ ｐＨ －０．４３３∗∗ ＮＳ ＮＳ

溶解氧 Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ －０．３１６∗ ＮＳ ＮＳ 叶绿素 ａ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ －０．３１５∗ ＮＳ ＮＳ

总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ＮＳ ＮＳ ＮＳ 氨氮 ＮＨ４ ⁃Ｎ ＮＳ －０．３６２∗∗ ＮＳ
硝态氮 ＮＯｘ ⁃Ｎ ０．３８２∗ ＮＳ ＮＳ 总磷 Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ＮＳ ＮＳ ＮＳ
正磷酸盐 ＰＯ４－Ｐ ＮＳ ＮＳ ＮＳ

　 　 ∗， Ｐ ＜ ０．０５； ∗∗， Ｐ ＜ ０．０１； ＮＳ， ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

随着大量相关研究的进行，固氮微生物的多样性和复杂性逐步被人们所认知［１］，但是影响水生态系统固

氮微生物的分布及多样性的因子还不是很清楚［２０］。 在贫营养海洋中，固氮微生物的丰度低于湖泊或者近海

岸水体，但是多样性却更高［１］。 固氮蓝藻是湖泊和水库中常见的水华种类［２７］，而且通常占据优势地位，如纽

约乔治湖［２８］。 有趣的是，氮是莫诺湖的限制因子，尽管在垂直水柱中没有检测到固氮作用的发生，表层和底

层水体却发现多样性很高且群落差异显著的固氮微生物［１］。 河口具有多样的固氮微生物，如切萨皮克湾与

纽斯河具有丰富的 α⁃变形菌、β⁃变形菌、γ⁃变形菌［１， ２９］。 同样，在河口沉积物和沼泽中，固氮微生物是非常多

样的，而且不论氮含量高低或者环境变化，总是会保持相对稳定的状态［３０⁃３１］。 综上所述，固氮微生物种类在

水环境中具有广泛的分布，包括微生物垫、湖泊、盐沼、河口等多种生境，而在不同环境下存在着各自的分布特
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点［２０］。 我们的研究结果在一定程度和前人的结果一致，例如，蓝藻是淡水生境优势类群；但也存在一定的特

殊性，比如检测到厚壁菌。 值得注意的是，本研究中 ８ 个 ＯＴＵｓ 在 ＧｅｎＢａｎｋ 上没有找到比较接近的序列，暗示

这些 ＯＴＵｓ 可能是新的未知序列，迫切需要后续的实验分析确定其分类地位信息。 此外，这些未知固氮菌和

未知序列通常在四个季节底层的出现频率高于表层，主要原因可能是过去对湖泊水库的研究往往忽视底层水

体，对于底层水体微生物的研究远远少于表层。
３．２　 固氮蓝藻占优势的原因

在汀溪水库的 ８ 个克隆文库中，固氮微生物的多样性非常高，更重要的特征是蓝藻占据绝对优势。 湖泊

水库蓝藻优势的存在有其物理、化学、生物因素等多重原因［３２］。 研究表明，水库水体上下混合运动会影响物

种间的相互作用，在小范围内存在水体运动的环境中，有竞争作用的物种也可以共同存在［３３］。 Ｚａｎｉ［２８］等人在

乔治湖发现固氮蓝藻与其他固氮菌共同存在，这与我们在同一样品中检测到多样的固氮微生物是一致的，虽
然有竞争作用，但是可以共同生存。 通常，氧气对固氮酶活性具有抑制作用，蓝藻占据优势地位也与自身生理

结构有关［１］。 例如蓝藻有两种固氮机制：空间上区分开光合作用和固氮作用；时间上错开光合作用和固氮作

用［３４］。 因此，蓝藻在水体表层和底层都可以进行固氮作用，而且氧气不会对其固氮作用造成不利影响。 有研

究报道，海洋蓝藻束毛藻（ｅｇ． Ｔｒｉｃｈｏｄｅｓｍｉｕｍ ｓｐｐ．）是热带贫营养盐海域优势的固氮微生物［３５］，而具有异形胞

的蓝藻在淡水和半咸水环境中都可以成为占优势的类群［３６］。 具有异形胞的蓝藻相对于非异形胞蓝藻更加适

合固氮作用［３５］，因为异形胞可以空间上分开光合作用与固氮作用，这样不仅固氮效率更高，而且也有效避免

了氧气的抑制作用，因此可以解释在氮磷比低的淡水湖泊和水库中固氮蓝藻容易形成水华［３７⁃３８］。 变形菌门

的固氮微生物多数是异养型固氮微生物，相对喜欢底层低氧或厌氧环境［３９］。 Ｔｏｅｐｅｌ［４０］等人研究了 Ｃｙａｎｏｔｈｅｃｅ
ｓｐ． ＡＴＣＣ ５１１４２ 株在白天黑夜及持续性光照条件下固氮基因表达差异性，实验证明其在白天会储存糖原，连
续光照能够诱导晚上进行固氮作用。 另一方面，水库稳定的分层现象也为蓝藻提供了有利的条件，蓝藻可以

在分层水体上下自由移动，这是因为蓝藻体内有特殊的气泡结构，可以通过自身调节提供浮力［４１］。 蓝藻可以

借助气泡在水层中找到光、营养盐等合适生境的水层，进行生长繁殖［４２］。 由此可以解释，在亚热带深水水库

蓝藻不论季节和空间上的变化都可以占据优势地位。
Ｌａｎｇｏｉｓ［４３］等人发现蓝藻更偏好表层水体，这与我们研究结果一致，因为汀溪水库四个季节表层蓝藻的丰

度比例和物种多样性均高于底层。 蓝藻喜欢表层并不是一个因素决定的，可能是蓝藻属于自养光合生物，偏
好较高水温、更适宜光照的表层水体，或者是同其他生态因子的综合效应［２７， ３５］。 Ｂｅｎｔｚｏｎ－Ｔｉｌｉａ［４４］ 等人研究了

两个河口湾的固氮蓝藻，发现两个河口湾表层水体比海洋束毛藻（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｓｍｉｕｍ）水华爆发期的固氮效率还要

高。 由此推测，水库生态系统中蓝藻在固氮作用中扮演着很重要的角色。 Ｖｏｓｓ［４５］ 等人发现随着海水深度变

化的总溶解铁与固氮作用是显著相关的。 这需要我们后续的野外控制实验验证水库中微量元素溶解铁与固

氮过程的关系，进而可以更加深入的了解蓝藻固氮的生态过程与机制。 另外一种原因，可能是蓝藻体内有气

泡、具有很强的漂浮能力，也更有利于在表层占据优势地位［４１⁃４３］。 我们研究结果提示，在亚热带深水水库全

年具有蓝藻水华爆发的条件和可能，因此在蓝藻水华预防和控制时要充分考虑水体分层的变化规律。

４　 结论

本研究鉴定固氮微生物 ＯＴＵｓ 超过 １００ 个，表明汀溪水库中具有多样性很高的固氮微生物，主要类群包

括蓝藻、α⁃变形菌、β⁃变形菌、γ⁃变形菌、厚壁菌，以及少量未知的固氮细菌和序列。 固氮微生物的丰度、活性、
多样性及群落组成具有明显的季节和垂直分布格局，在春夏秋水库热分层时期，群落组成在水体表层和底层

的空间变化明显大于时间变化，暗示热分层对固氮微生物群落具有更为显著的影响。 春夏秋冬四个季节里，
蓝藻在水库中始终占据最优势地位，特别是在水库分层时期（春、夏、秋），蓝藻的优势更加突出。 高温和热分

层环境，以及蓝藻的独特生理结构有利于表层水体固氮蓝藻占优势。 有趣的是，汀溪水库夏季和秋季固氮微

生物丰度和活性呈现相反的垂直变化趋势。 在后续研究中，有必要更加深入系统研究并揭示热分层条件下固
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氮微生物群落变化的生态机制，进而为预防和控制蓝藻水华发生提供对策。
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