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翅碱蓬对盐沼沉积物微生物生物量及 β⁃氨氧化细菌群
落的影响
———以双台河口为例

刘　 姣１，刘长发２，李盛德３，李　 晋４，陶　 韦２，李璐瑶１，马悦欣１，∗

１ 农业部海洋水产增养殖学重点开放实验室， 大连　 １１６０２３

２ 辽宁省高校近岸海洋环境科学与技术重点实验室， 大连　 １１６０２３

３ 大连海洋大学理学院， 大连　 １１６０２３

４ 盘锦海洋与水产研究所， 盘锦　 １２４０１０

摘要：为了解翅碱蓬植被对盐沼沉积物微生物的影响，于 ２０１３ 年 ７ 月、８ 月、９ 月和 １１ 月对双台河口裸滩和翅碱蓬植被沉积物

（１０—１５ ｃｍ）微生物生物量碳（ＭＢＣ）、微生物生物量氮（ＭＢＮ）、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度、潜在硝化速率、β⁃氨氧化细菌（β⁃ＡＯＢ）丰度

及群落进行了调查。 结果表明，不同采样日期裸滩沉积物 ＭＢＣ、翅碱蓬沉积物 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度和两种生境潜在硝化速率没有

显著差异；而翅碱蓬沉积物 ＭＢＣ、裸滩沉积物 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度、两种生境 ＭＢＮ 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度呈现时间波动。 当所有

采样日期的数据结合分析时，翅碱蓬植被显著影响沉积物 ＭＢＣ、ＭＢＮ、细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度、潜在硝化速率和 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ

丰度。 从裸滩和翅碱蓬沉积物获得的 β⁃ＡＯＢ 序列属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ，翅碱蓬植被对 β⁃ＡＯＢ 群落结构和多样性均

有一定的影响。 研究结果有助于了解翅碱蓬湿地中微生物的作用，为盐沼生境的生态修复技术提供参考。

关键词：翅碱蓬；微生物生物量； １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度；硝化作用；β⁃ＡＯＢ
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ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｗｏ ｈａｂｉｔａｔｓ． Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ Ｓ． ｈｅｔｅｒｏｐｔｅｒａ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ
ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ β⁃ＡＯＢ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｄｄ ｔｏ ｏｕｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｐｌａｙ ｉｎ
ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｄｏｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ Ｓ． ｈｅｔｅｒｏｐｔｅｒａ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｔ ｍａｒｓｈｅｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｓｕａｅｄａ ｈｅｔｅｒｏｐｔｅｒａ； ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ； １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ； ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； β⁃ＡＯＢ

盐沼在营养转化和滞留中起重要作用。 这些生态系统的特点是具有由根贡献大量碳的高净初级生产

力［１⁃２］。 总碳从植物根转移到沉积物，包括渗出液、分泌物、溶解产物和粘液，影响根附近土壤微生物群落，影
响主要的营养供应和改变沉积物的理化性质［３］。 这些有机质的输入支持密集的微生物群落，盐沼植被沉积

物微生物集合体的丰度和活力显示植物专一的属性［４］。
Ｒｉａ ｄｅ Ａｖｅｉｒｏ 盐沼沉积物上不同盐生植物种类调节细菌群落的丰度、垂直分布和组成。 沉积物与植物物

种相互作用的物理性质（深度、水分含量、粒径分布）调节细菌总细胞丰度［５］。 Ｅｍｐｏｒｄà 和 Ｄｏñａｎａ 湿地挺水性

植物影响其根际细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度［６］。 辽河三角洲湿地不同植被类型土壤微生物中细菌、放线菌和真

菌三大类微生物数量以及土壤微生物生物量碳（ＭＢＣ）分布都表现为表层（０—１０ ｃｍ）大于其它两层（１０—２０
ｃｍ 和 ２０—３０ ｃｍ）。 包括翅碱蓬在内的八种植被类型土壤中三大类微生物数量以及土壤 ＭＢＣ 不同，其中翅

碱蓬土壤中放线菌、真菌和 ＭＢＣ 含量相对较低［７］。
硝化作用，硝化细菌顺序氧化氨为亚硝酸盐和硝酸盐，在河口和大陆架沉积物它链接有机氮化物的矿化

作用和其最终通过反硝化作用或厌氧氨氧化以气态产物去除［８］。 在位于 Ｓａｖａｎｎａｈ 的 Ｓｋｉｄａｗａｙ 岛的盐沼生态

系统研究设施中高互花米草 Ｓｐａｒｔｉｎａ ａｌｔｅｒｎｉflｏｒａ 沉积物潜在硝化速率比矮互花米草沉积物的高 １０ 倍，而无植

被沉积物的潜在硝化速率位于两者之间［９］。 Ｌｕｃｉｏ ｄｅｌ Ｃａｎｇｒｅｊｏ 盐沼芦苇 Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ 根际潜在硝化速

率与无植被沉积物有显著差异［６］。 硝化细菌由系统发育和生理上不同氨氧化细菌（ＡＯＢ）和亚硝酸氧化细菌

组成。 其中由 ＡＯＢ 催化的氨氧化是硝化作用的限制性步骤，因此前人对盐沼硝化细菌的研究主要针对 ＡＯＢ
进行［６，９⁃１０］。 高互花米草沉积物 ＡＯＢ 氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）丰度比矮互花米草沉积物的高 １—２ 个数量级，
也比无植被沉积物的高［９］。 Ｗｅｑｕｅｔｅｑｕｏｃｋ⁃Ｐａｗｃａｔｕｃｋ 盐沼高互花米草和狐米草 Ｓｐａｒｔｉｎａ ｐａｔｅｎｓ 沉积物 β⁃ＡＯＢ
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ａｍｏＡ 丰度显著高于矮互花米草［１０］。 Ｔｒｉａｓ 等 ２０１２ 研究表明，Ｅｍｐｏｒｄà 和 Ｄｏñａｎａ 湿地挺水性植物影响其根际

ＡＯＢ 丰度［６］。 植被类型不同程度地影响湿地沉积物 ＡＯＢ 群落结构和多样性［１１⁃１３］。
双台河口滨海潮滩湿地位于辽宁省盘锦市辽东湾北部，已被列入国际重要湿地名录，拥有大面积的浅海

海域、翅碱蓬滩涂、芦苇田和水稻田，是我国高纬度地区最大的滨海河口湿地。 目前对辽河口（主要范围位于

双台河口国家级自然保护区）芦苇湿地沉积物硝化作用、ＡＯＢ 数量和群落研究表明，芦苇根际效应对硝化作

用有促进作用［１４］。 ＡＯＢ 多样性指数时空分布存在较大差异，盐分、总氮和有机质含量是 ＡＯＢ 数量时空分布

的重要影响因素［１５］。 不同盐度胁迫下 ＡＯＢ 数量和群落结差异较大［１６］。 但翅碱蓬 Ｓｕａｅｄａ ｈｅｔｅｒｏｐｔｅｒａ 对盐沼

微生物生物量及 β⁃氨氧化细菌群落的影响尚未见报道。 本试验以双台河口为例，研究翅碱蓬对盐沼沉积物

微生物生物量、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度、潜在硝化速率、β⁃ＡＯＢ 丰度和群落结构的影响，为该生境的生态修复技术

提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集

于 ２０１３ 年 ７ 月 ４ 日、８ 月 １４ 日、９ 月 ２６ 日和 １１ 月 ２２ 日，在双台河口潮滩湿地选取三个翅碱蓬生长良好，
密度均匀的采样站位，Ｓ１（４０°５５．８２１′Ｎ，１２１°４６．７６４′Ｅ）、Ｓ２（４０°５５．４０９′Ｎ，１２１°４６．８８６′Ｅ）和 Ｓ３（４０°５５．５７３′Ｎ，
１２１°４６．７９６′Ｅ）（图 １），采集各站位 １０—１５ ｃｍ 沉积物样品，并在 Ｓ１ 和 Ｓ２ 附近选取无植被覆盖的裸滩区域，采
集同样深度的沉积物样品。 采集的样品置于灭菌的自封袋内，低温保存带回实验室。

图 １　 采样站位地理位置图

Ｆｉｇ．１　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

３　 ２４ 期 　 　 　 刘姣　 等：翅碱蓬对盐沼沉积物微生物生物量及 β⁃氨氧化细菌群落的影响 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

１．２　 样品测定

１．２．１　 ＭＢＣ 和微生物生物量氮（ＭＢＮ）测定

　 　 沉积物 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 测定采用熏蒸提取法［１７］，其中熏蒸处理为 ２５℃真空条件下培养 ２４ ｈ，提取过程所用

浸提液为 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＳＯ４溶液（土液比 １：２．５）。 浸提液中总有机碳的测定采用总有机碳测定仪（ＴＯＣ ＶＣＰＨ，
日本岛津）进行。 ＭＢＣ（ｍｇ ／ ｋｇ 湿土）和 ＭＢＮ（ｍｇ ／ ｋｇ 湿土）分别由下式求得：

ＭＢＣ＝ＥＣ ／ ｋＥＣ

ＭＢＮ＝ｍＥｎｉｎ－Ｎ

式中，Ｅｃ 为熏蒸与未熏蒸沉积物总有机碳的差值，ｋＥＣ为转化系数，取 ０．４５；Ｅｎｉｎ－Ｎ为熏蒸与未熏蒸沉积物的茚

三酮反应态氮的差值，ｍ 为转化系数，取值 ５．０
１．２．２　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度的定量

利用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ） 测定沉积物细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度。 使用试剂盒［基因组 ＤＮＡ
快速抽提试剂盒（土壤），生工生物工程（上海）股份有限公司］提取沉积物总 ＤＮＡ，由生工生物工程（上海）股
份有限公司使用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通用引物对 Ｆ３５７ ／ Ｒ５１８［１８］进行 ＰＣＲ 扩增，将纯化后的 ＰＣＲ 产物克隆到

大肠杆菌质粒中，用蓝白平板斑筛选出阳性克隆子，经过夜培养后提取出质粒 ＤＮＡ，作为质粒标准品。 质粒

标准品的原始浓度为 １．３４×１０９ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，对质粒标准品进行梯度稀释并扩增，２０ μＬ 反应体系含 Ｇｒｅｅｎ⁃ ２⁃Ｇｏ
ｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒｍｉｘ （２×） １０ μＬ，引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０．５ μＬ，模板 ＤＮＡ ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ７ μＬ。 扩增程序为 ９５℃酶

活化 １０ ｍｉｎ，９５℃变性 １５ ｓ，６０℃退火 ６０ ｓ，４０ 个循环。 扩增结束后根据各稀释度的已知起始拷贝数及相应 Ｃｔ
值作标准曲线。 以沉积物 ＤＮＡ 样品为模板进行 ＰＣＲ 扩增，扩增条件与标准品相同，根据标准曲线计算样品

基因拷贝数。 以每克湿土中所含有的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数表示沉积物中细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度。
１．２．３　 潜在硝化速率测定

参考 Ｍｏｉｎ 等［１０］的加铵培养法稍加修改测定沉积物潜在硝化速率。 称取约 １０ ｇ 沉积物样品，置于装有

１００ ｍＬ ＮＨ４Ｃｌ 培养液（２５ ｍｇ Ｎ ／ Ｌ，盐度 ５ ＰＳＵ）的三角瓶中，用保鲜膜封口，并在上面扎几个孔，放置于恒温

振荡器上震荡 ２４ ｈ （２５℃ １５０ ｒ ／ ｍｉｎ），每隔 ４ ｈ 取一次培养液 １ ｍＬ 离心（每次取液后用等量培养液补足），
用营养盐全自动分析仪（ＡｕｔｏＡｎａｌｙｚｅｒ ３）（德国 Ｂｒａｎ Ｌｕｅｂｂｅ 公司）测定上清液中 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ（萘乙二胺分光光度

法）、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的含量（镉柱还原⁃萘乙二胺分光光度法）。 依据指数期 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 的增加计算潜在硝化

速率。
１．２．４　 β⁃ＡＯＢ 丰度定量

采用引物对为 ａｍｏＡ⁃１Ｆ ／ ａｍｏＡ⁃２Ｒ［１９］ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 对 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 拷贝数进行测定，以每克湿土中所含

有的 ａｍｏＡ 拷贝数表示沉积物中 β⁃ＡＯＢ 丰度，方法同 １．２．２。
１．２．５　 β⁃ＡＯＢ 群落结构分析

采用 ＤＧＧＥ 对沉积物 β⁃ＡＯＢ 的群落结构进行分析，用 β⁃ＡＯＢ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 引物进行巢式 ＰＣＲ 扩增，第一

次 ＰＣＲ 扩增所用引物对为 βＡＭＯｆ ／ βＡＭＯｒ［２０］。 ５０ μＬ 反应体系含 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ ｍＭ） ４ μＬ，
ＭｇＣｌ２（２５ ｍＭ） ３ μＬ，引物（１０ ｍＭ）各 ２ μＬ，Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ） ０．５ μＬ，ＤＮＡ 模板 ３ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足 ５０ μＬ。 扩

增程序为 ９４℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，５５℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ９０ ｓ，３０ 个循环；７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 第二次

ＰＣＲ 扩增上游引物为 ＣＴＯ１８９ｆ⁃Ａ ／ Ｂ⁃ＧＣ 和 ＣＴＯ１８９ｆ⁃Ｃ⁃ＧＣ，下游引物为 ＣＴＯ６５４ｒ［２１］。 ５０ μＬ 反应体系与第一

次 ＰＣＲ 相同。 扩增程序为 ９４℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃变性 １ ｍｉｎ，６５℃退火 １ ｍｉｎ（每个循环降低 ０．５℃），７２℃延

伸 １ ｍｉｎ，２０ 个循环；９４℃变性 １ ｍｉｎ，５５℃退火 １ ｍｉｎ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，１０ 个循环；７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 产

物上样含 ４５％—５５％梯度变性剂的 ６％聚丙烯酰胺凝胶，在 ＴＡＥ 中电泳 １６ ｈ（温度 ６０℃，电压 ７０ Ｖ），然后用

Ｇｅｎｅｆｉｎｄｅｒ 核酸染料避光染色 ３０ ｍｉｎ，凝胶成像仪观察。 将优势条带切下，洗脱，用不带 ＧＣ 夹的相同引物进

行 ＰＣＲ 再扩增，产物送生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。 将 ＤＧＧＥ 条带测序结果在 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中

进行 ＢＬＡＳＴ 比对，找出最相似序列，用系统发育分析软件包 ＭＥＧＡ４．０ 进行统计和聚类分析［２２］。 采用邻接法
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（ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ）构建系统发育树，并通过自举分析（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行置信度检测，自举数据集为 １０００
次。 采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件对 ＤＧＧＥ 图谱进行分析，得到每个条带的灰度值，计算 β⁃ＡＯＢ 群落的香农⁃维纳指

数（Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ）多样性指数（Ｈ′）， Ｈ′ ＝ － ∑Ｐ ｉ × ｌｎＰ ｉ ＝ － ∑（ｎｉ ／ Ｎ） × ｌｎ（ｎｉ ／ Ｎ） ，（Ｐ ｉ代表第 ｉ 条带的灰

度占样品总灰度的比率，ｎｉ代表第 ｉ 条带的灰度值，Ｎ 代表该泳道的条带总灰度值。
１．３　 数据处理

用 ＳＰＳＳ１６．０ 软件对不同采样日期裸滩和翅碱蓬沉积物微生物生物量、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度、潜在硝化速

率和 β⁃ＡＯＢ 丰度数据进行单因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ 多重比较，对同一采样日期两种生境数据进行独立样本 ｔ
检验，当 Ｐ ＜ ０．０５ 时存在显著差异。

２　 结果

２．１　 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ
裸滩沉积物 ＭＢＣ 随时间没有显著差异，但翅碱蓬沉积物 ＭＢＣ 呈现一定的时间动态，８ 月和 ９ 月较 ７ 月显

著升高（Ｐ ＜ ０．０５，图 ２）；所有采样月份翅碱蓬沉积物 ＭＢＣ 显著高于裸滩（Ｐ ＜ ０．０５，图 ２）。 裸滩沉积物 ＭＢＮ
８ 月最高，７ 月和 １１ 月较低（Ｐ ＜ ０．０５，图 ３），翅碱蓬沉积物 ＭＢＮ ８ 和 ９ 月显著高于 ７ 和 １１ 月（Ｐ ＜ ０．０５，图
３）。 当所有采样日期的数据结合分析时，翅碱蓬沉积物 ＭＢＮ 显著高于裸滩（图 ３，Ｐ ＜ ０．０５）。

图 ２　 沉积物微生物生物量碳

Ｆｉｇ．２　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ ｉｎ ｓａｌｔ ｍａｒｓｈ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

图 ３　 沉积物微生物生物量氮

Ｆｉｇ．３　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎ ｓａｌｔ ｍａｒｓｈ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

裸滩（０）不同小写字母表示不同采样日期差异显著（Ｐ ＜ ０．０５），翅碱蓬（Ａ０）不同大写字母表示不同采样

日期差异显著（ Ｐ ＜ ０．０５），星号表示同一采样日期两种生境差异显著（ Ｐ ＜ ０．０５）
２．２　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，裸滩沉积物 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度范围是 ２．２２×１０９ － ４．０７×１０９拷贝 ／ ｇ （湿
重），翅碱蓬沉积物 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度范围是 ２．８２×１０９ － ５．５７×１０９拷贝 ／ ｇ （湿重） （图 ４）。 两种生境 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因丰度随时间变化趋势基本一致，均是 ７ 月、８ 月和 ９ 月显著高于 １１ 月（图 ４，Ｐ ＜ ０．０５）。 当所有采

样日期的数据结合分析时，翅碱蓬植被显著影响沉积物细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度（图 ４，Ｐ ＜ ０．０５）。
２．３　 潜在硝化速率

裸滩沉积物潜在硝化速率波动范围为 ０．４２—０．５９ ｍｇＮ ／ ｋｇ ／ ｈ；翅碱蓬沉积物潜在硝化速率波动范围为 ０．
５９－０．９９ ｍｇＮ ／ ｋｇ ／ ｈ（图 ５）。 两种生境潜在硝化速率随时间没有显著差异。 当所有采样日期的数据结合分析

时，翅碱蓬沉积物潜在硝化速率显著高于裸滩（图 ５，Ｐ ＜ ０．０５）。
２．４　 β⁃ＡＯＢ 丰度

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明，裸滩沉积物 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度范围是 ３．１４×１０５—４．７８×１０５拷贝 ／ ｇ（湿重），８

５　 ２４ 期 　 　 　 刘姣　 等：翅碱蓬对盐沼沉积物微生物生物量及 β⁃氨氧化细菌群落的影响 　
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月显著高于 ９ 月和 １１ 月（图 ６，Ｐ ＜ ０．０５）；翅碱蓬地点的丰度范围是 ５．４６×１０５—７．４５ ×１０５拷贝 ／ ｇ （湿重），７
月和 ８ 月略高于 ９ 月和 １１ 月，但并无显著差异（图 ６）。 当所有采样日期的数据结合分析时，翅碱蓬沉积物 β⁃
ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度显著高于裸滩（图 ６，Ｐ ＜ ０．０５）。

图 ４　 沉积物 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度

Ｆｉｇ．４　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓａｌｔ ｍａｒｓｈ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

图 ５　 沉积物潜在硝化速率

Ｆｉｇ．５　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｓａｌｔ ｍａｒｓｈ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

图 ６　 沉积物 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度

Ｆｉｇ．６　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ ｉｎ ｓａｌｔ ｍａｒｓｈ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

２．５　 β⁃ＡＯＢ 群落结构分析

沉积物的 ＤＧＧＥ 结果见图 ７，裸滩沉积物 ＤＧＧＥ 条

带数目为 ３—５ 条，翅碱蓬沉积物为 ３—８ 条，两种生境

β⁃ＡＯＢ 优势种群组成有一定差异，条带 ７—４、８—３、９—
２、９—６、９—７、１１—５、１１—６ 和 １１—７ 是有植被沉积物

特异性条带。 总计对 ２５ 条 ＤＧＧＥ 优势条带序列

（ Ｇｅｎｂａｎｋ 登 录 号： ＫＴ２５９２８３， ＫＴ２５９２８４， ＫＴ２５９２８５，
ＫＴ２５９２８６，ＫＴ２５９２８７，ＫＴ２５９２８８，ＫＴ２５９２８９，ＫＴ２５９２９０，
ＫＴ２５９２９１，ＫＴ２５９２９２，ＫＴ２５９２９３，ＫＴ２５９２９４，ＫＴ２５９２９５，
ＫＴ２５９２９６，ＫＴ２５９２９７，ＫＴ２５９２９８，ＫＴ２５９２９９，ＫＴ２５９３００，
ＫＴ２５９３０１，ＫＴ２５９３０２，ＫＴ２５９３０３，ＫＴ２５９３０４，ＫＴ２５９３０５，
ＫＴ２８０４７２，ＫＴ２８０４７３）进行 ＢＬＡＳＴ 分析，将不同月份获

得的相似性较高的序列合并构建系统发育树（图 ８）。
结果表明，７ 月 ２ 条带（７—３ 和 ７—４）显示与亚硝化螺菌属 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 成员的较高的相似性（９８—９９％），８
月、９ 月和 １１ 月 ６ 条带（８—４、９—１、９—３、９—６、９—８ 和 １１—２）与未培养亚硝化单胞菌属 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．克
隆相似性 ９７—９９％。 其中条带 ９—６ 与来源于葡萄牙 Ｄｏｕｒｏ 河河口沉积物尚未培养 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ．克隆

ＭＺＳ—２ 相似性 ９７％［２３］。 两种生境细菌群落的香农维纳多样性指数见表 １，除了 ８ 月份，翅碱蓬沉积物细菌

群落多样性较高。

表 １　 沉积物 β⁃ＡＯＢ 群落的香农维纳（Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ）多样性指数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ β⁃ＡＯＢ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｓａｌｔ ｍａｒｓｈ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
采样日期

Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅ
裸滩沉积物（０）

Ｂａｒｅ ｍｕｄｆｌａｔ ｓｅｄｉｍｅｎｔ
翅碱蓬沉积物（Ａ０）

Ｓｕａｅｄａ ｈｅｔｅｒｏｐｔｅｒａ ｓｅｄｉｍｅｎｔ

７ 月 Ｊｕｌｙ ０．８３ ０．９９

８ 月 Ａｕｇｕｓｔ １．６０ １．０９

９ 月 Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ １．４３ １．８４

１１ 月 Ｎｏｖｅｍｂｅｒ １．３５ １．８３

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３６ 卷　
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图 ７　 巢式 ＰＣＲ 扩增 ＣＴＯ 片段的 ＤＧＧＥ 指纹图谱

Ｆｉｇ．７　 ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ⁃ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ＣＴＯ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

０－裸滩沉积物，Ａ０－翅碱蓬沉积物

３　 讨论

湿地土壤的微生物生物量碳氮受植被类型的影响，
如黄河故道湿地的碱蓬滩地和芦苇沼泽［２４］ 及扎龙湿地

芦苇生境和草甸生境的 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ［２５］，辽河三角洲不

同植被类型土壤（柽柳、草地、芦苇、玉米、森林、碱蓬、
翅碱蓬和翅芦苇）的 ＭＢＣ 含量均不相同［７］。 本研究中

翅碱蓬生长区沉积物 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 显著高于裸滩，说明

植物对 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ 有利。 翅碱蓬湿地 ＭＢＣ 时间变化

趋势与盘锦芦苇湿地 ＭＢＣ 的基本一致［２６］。 翅碱蓬沉

积物 ＭＢＣ 和 ＭＢＮ ７ 月份较低，８ 月和 ９ 月显著升高，可
能与其生长有关，翅碱蓬 ６—７ 月份生长最快，需要从土

壤中摄取大量营养物质，在一定程度上形成了与微生物

间的营养需求竞争，致使微生物可获得营养量降低，限
制了微生物的生长和繁殖，８ 月上旬生长缓慢，８ 月中下

旬开花，此时大量植物根系活动能力增强，使得土壤有

机质矿化作用增大，土壤养分充足，根系分泌物丰富，土
壤微生物生物量较高。

前人研究表明，实时荧光定量 ＰＣＲ 可用于测定海

湾和沿海泻湖沉积物样品的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰

度［２７⁃２８］。 Ｅｍｐｏｒｄà 和 Ｄｏñａｎａ 湿地挺水性植物（芦苇，川蔓藻 Ｒｕｐｐｉａ ｍａｒｉｔｉｍａ，流苏菜莨 Ｒｕｐｐｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ 和双穗

雀稗 Ｐａｓｐａｌｕｍ ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ）根际细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度高于无植被沉积物［６］。 本研究中翅碱蓬沉积物中细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度显著高于裸滩，九龙江河口湿地有类似结果，红树林沉积物的 １６Ｓ 基因丰度显著高于裸

滩［１３］，说明植物可促进细菌的生长。 本试验裸滩沉积物细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度范围与 Ｓｈｉｎｊｉ 和 Ｎａｋａｕｍｉ 湖
表层沉积物的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度范围一致［２８］，但高于九龙江河口湿地裸滩（３０ ｃｍ）沉积物［１３］，低于胶

州湾表层（０—５ ｃｍ）沉积物和九龙江河口红树林自然保护区裸滩（０—５ ｃｍ 和 ５—２０ ｃｍ）沉积物［２７，２９］，其原因

之一可能是采样深度的不同，沉积物深度不同，总碳（ＴＣ）、总氮（ＴＮ）和 ＴＣ ／ ＴＮ 不同，细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰

度不同［２９］。
Ｄｏｌｌｈｏｐｆ 等［９］发现高互花米草沉积物的潜在硝化速率高于裸滩。 本研究有类似的结果，翅碱蓬沉积物潜

在硝化速率高于裸滩。 因为植物根系有助于沉积物充氧［３０］，可能有助于促进硝化作用［３１］。 Ｅｍｐｏｒｄà 湿地

Ｂａｓｓｅｓ ｄ′ｅｎ Ｃｏｌｌ 寡盐泻湖和 Ｄｏñａｎａ 国家公园 Ｌｕｃｉｏ ｄｅｌ Ｃａｎｇｒｅｊｏ 盐沼芦苇根际潜在硝化速率显著高于无植被

沉积物［６］。 本试验翅碱蓬沉积物的潜在硝化速率高于 Ｗｅｑｕｅｔｅｑｕｏｃｋ⁃Ｐａｗｃａｔｕｃｋ 盐沼互花米草及狐米草沉积

物（０—２ ｃｍ）的潜在硝化速率［１０］；裸滩沉积物的潜在硝化速率与珠江口表层沉积物的相同［３２］。
植被的类型影响湿地沉积物中 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 基因的丰度，Ｗｅｑｕｅｔｅｑｕｏｃｋ－Ｐａｗｃａｔｕｃｋ 盐沼互花米草及狐米

草沉积物（０—２ ｃｍ）的 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度有明显差异［１０］。 Ｔｒｉａｓ 等［６］研究表明，与无植被沉积物比较，Ｅｍｐｏｒｄà
和 Ｄｏñａｎａ 湿地挺水性植物（芦苇，川蔓藻，流苏菜莨和双穗雀稗）根际 ＡＯＢ 丰度增加。 Ｚｈａｎｇ 等［２９］研究表明，
互花米草的入侵影响九龙江河口沉积物（０—５ ｃｍ）ａｍｏＡ 丰度。 珠江河口红树林和芦苇表层湿地沉积物 ＡＯＢ
（最大或然数法）数量高于裸地沉积物［３２］。 本研究翅碱蓬植被显著影响沉积物 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度，表明植物

有利于 ＡＯＢ 的生存。 本研究区 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度范围与用实时荧光定量 ＰＣＲ 测定的其它河口或盐沼表层

（０—５ ｃｍ）沉积物的 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度范围一致［８，１０，３３⁃３７］，高于莱州湾河口潮滩表层（０—５ ｃｍ）沉积物的 β⁃
ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度［３８］，但低于污染程度较为严重的香港米埔自然保护区河口泥滩沉积物（０—１５ ｃｍ）的 β⁃ＡＯＢ

７　 ２４ 期 　 　 　 刘姣　 等：翅碱蓬对盐沼沉积物微生物生物量及 β⁃氨氧化细菌群落的影响 　
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图 ８　 沉积物 β⁃ＡＯＢ ＤＧＧＥ 序列的系统发育树

Ｆｉｇ． ８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ β⁃ＡＯＢ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｃｉｓｅｄ ＤＧＧＥ ｂａｎｄｓ ｉｎ ｓａｌｔ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

ａｍｏＡ 丰度［３９⁃４０］。
沉积物潜在硝化速率与 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度是否显著相关，不同学者研究结果并不一致。 有的盐沼沉积

物［９］和河口沉积物［３５，４１］潜在硝化速率与 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度呈显著正相关关系。 Ｗｅｑｕｅｔｅｑｕｏｃｋ⁃Ｐａｗｃａｔｕｃｋ 盐

沼不同植物生长区沉积物潜在硝化速率与 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度相关关系不同，只有高互花米草沉积物两者显著

相关，矮互花米草和狐米草沉积物两者之间不相关［１０］。 其他河口沉积物［３４，４２］ 潜在硝化速率与 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ
丰度之间没有相关性。 本研究中翅碱蓬沉积物和裸滩沉积物两者之间也没有显著相关关系（翅碱蓬沉积物 ｒ
＝ ０．１４８，Ｐ ＝ ０．６４７；裸滩 ｒ ＝ －０．０８５，Ｐ ＝ ０．８４１）。 实际上考虑到潜在硝化速率不代表原位速率和因此不能

够准确反映出硝化种群存在是很重要的。 也许是潜在速率试验期间的条件（如氧气、铵或盐度）不是对所有

硝化细菌都是最适的。 在未来的研究中，除了丰度之外，测量基因表达可能有助于更好地量化起作用的

种群［１０］。
关于植被对湿地沉积物 β⁃ＡＯＢ 群落的影响，不同学者针对不同植被得出的结论并不一致。 互花米草入

侵对九龙江河口沉积物（０—５ ｃｍ 和 ５—２０ ｃｍ）β⁃ＡＯＢ 群落组成没有影响［２９］。 在 Ｓｃｈｅｌｄｔ 河口潮汐淡水沼泽
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植物对沉积物（０，５，１０，２０ ｃｍ）β⁃ＡＯＢ 类群影响较小［１１］。 Ｌｉ 等［１２］研究表明，红树林树木强烈影响米埔自然保

护区湿地沉积物（１—２ ｃｍ，２０—２１ ｃｍ）β⁃ＡＯＢ 群落多样性。 九龙江河口湿地裸滩沉积物（３０ ｃｍ）β⁃ＡＯＢ 多样

性高于红树林沉积物［１３］。 从九龙江河口裸滩沉积物获得序列属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ，而红树林沉积物超过 ７５％的

所有细菌 ａｍｏＡ 序列和所有优势 ａｍｏＡ 序列属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ［１３］。 美国康涅狄格州东南部 Ｗｅｑｕｅｔｅｑｕｏｃｋ－
Ｐａｗｃａｔｕｃｋ 潮汐沼泽（０—２ ｃｍ）不同植被类型（互花米草及狐米草沉积物）沉积物的 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 克隆文库获

得的序列属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ［１０］。 本实验从裸滩和翅碱蓬沉积物获得的序列属于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ 和 Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ，翅
碱蓬植被对 β⁃ＡＯＢ 群落组成和多样性均有一定的影响。

４　 结论

不同采样日期裸滩沉积物 ＭＢＣ、翅碱蓬地点的 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度和两种生境潜在硝化速率没有显著差

异；翅碱蓬沉积物 ＭＢＣ、裸滩沉积物的 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度和两种生境 ＭＢＮ 及细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度呈现时

间变化。 结合所有采样日期的数据分析表明，翅碱蓬植被显著影响沉积物 ＭＢＣ、ＭＢＮ、细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰

度、潜在硝化速率和 β⁃ＡＯＢ ａｍｏＡ 丰度；植物对 β⁃ＡＯＢ 群落组成和多样性均有一定的影响。
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