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摘摇 要摇 探究乌梁素海富营养化湖泊湿地演化过程中,不同植物群落下土壤氨氧化细菌群
落的组成、丰度、亲缘关系以及多样性变化,结合湿地理化因子探讨基质条件对氨氧化细菌
群落结构的影响。 提取沉积物和土壤总 DNA,对氨氧化细菌群落的 amoA 基因构建克隆文
库,并进行测序,分析湿地沉积物与土壤过渡带 4 个样点中氨氧化细菌群落结构的组成、丰
度、亲缘关系以及多样性指标;分析基质条件变化对氨氧化细菌群落结构的影响。 富营养
化湖泊湿地水陆过渡带的芦苇沼泽沉积物、碱蓬盐碱化土壤和白刺荒漠化土壤中,氨氧化
细菌群落结构组成相似性逐渐降低;优势种群发生明显变化,氨氧化细菌从与 Nitrosomonas鄄
like 序列相似为主要优势类群向与 Nitrosospira鄄like 序列相似为主要优势类群转变,群落结
构空间异质性成因主要由总氮和水溶盐总量这两个基质因子所主导,相关系数 r 为 0. 943;
多样性指数分析表明,芦苇沼泽沉积物和白刺荒漠化土壤适合多样的氨氧化细菌生长。 氨
氧化细菌多样性与优势种群在湿地水陆过渡带发生明显变化,氨氧化细菌群落结构主要驱
动因子为总氮和水溶盐总量的组合。
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Abstract: The aim of this study is to investigate soil ammonia鄄oxidizing bacterial community
composition, abundance, phylogenetic relationship and diversity under different plant communi鄄
ties formed in the evolution process of eutrophic inland lake Wuliangsuhai, and to discuss the
impacts of soil physicochemical factors on ammonia鄄oxidizing bacterial community structure. The
total DNA was extracted and a clone library was constructed based on amoA gene in order to ana鄄
lyze ammonia鄄oxidizing bacterial community composition, abundance, phylogenetic relationship
and diversity index. Soil substrate conditions were analyzed to assess their effects on ammonia鄄
oxidizing bacterial community composition. The similarity of ammonia鄄oxidizing bacterial commu鄄
nity composition gradually decreased from eutrophic lake sediments to desertification soil. The
dominant species significantly changed from the Nitrosomonas鄄like group to the Nitrosospira鄄like
group. Correlation analysis indicated that the combination of total nitrogen and total water soluble
salt had the most significant effect on the ammonia鄄oxidizing bacterial community structure, and
the correlation coefficient was 0. 943. The diversity index showed that reed swamp and Nitraria
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tangutorum desert soil were more suitable for diverse ammonia鄄oxidizing bacteria to grow. Ammo鄄
nia鄄oxidizing bacterial diversity and dominant species changed significantly in the transition zone
between wetland sediment and desert soil. Total nitrogen and total water soluble salt are the major
environmental factors influencing spatial heterogeneity of ammonia鄄oxidizing bacterial community
composition.

Key words: Wuliangsuhai wetland; eutrophic lake; ammonia鄄oxidizing bacteria; spatial hetero鄄
geneity; substrate condition.

摇 摇 氨是河、湖湿地等环境中较为普遍的污染物,氨
的转化主要依赖于硝化过程(Bai et al. ,2012)。 硝

化过程包括两步反应:氨氧化和亚硝酸盐氧化。 其

中氨氧化被认为是硝化过程中的限速步骤,在硝化

过程中起着重要的作用。 湿地生态系统中,土壤微

生物介导的硝化、反硝化以及产甲烷过程可以调节

生态系统的功能,这些系统中物质循环受到水文条

件以及营养状况波动的强烈影响。 目前,关于湿地

生物地球化学循环的研究多数关注反硝化、产甲烷

速率,关注微生物群落或这些生境中的特定功能类

群的研究较少(MGutknecht et al. ,2006)。
乌梁素海是内蒙古高原西部干旱区最典型的浅

水草型湖泊,补给水源主要是河套灌区的农田退水,
其次是工业废水和生活污水,每年排入湖中的总氮

为 1088. 59 t,总磷为 65. 75 t,出湖总氮约 759. 9 t,
总磷约 37. 8 t,每年留在湖中参与积累储备的总氮

约 328. 7 t,总磷约 28. 0 t,这些超负荷积累的营养物

已使乌梁素海有序的生态结构严重退化,极大地加

速了湖泊富营养化和沼泽化进程(孙惠民等,2006a;
赵胜男等,2013)。 大量含氮化合物输入湖泊或沼

泽湿地中,表面沉积物是硝化过程的重要场所,其有

较高的氨氧化细菌(AOB)丰度和活性(Satoh et al. ,
2007)。 本文以乌梁素海沉积物及其土壤过渡带为

研究对象,通过构建克隆文库描述了 AOB 的群落结

构,并结合理化性质探讨了 AOB 群落结构空间异质

性的成因。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 研究区域与样品采集

乌梁素海(40毅47忆N—41毅03忆N,108毅43忆E—108毅
57忆E)系黄河改道后形成的牛轭湖,是内蒙古高原

西部干旱区最典型的浅水草型湖泊,也是全球范围

内荒漠半荒漠地区极为少见的具有生物多样性和环

境保护等多功能的大型草型湖泊,为地球上同一纬

度最大的自然湿地。 湖区位于内蒙古自治区巴彦淖

尔市乌拉特前旗境内,现有水域面积 333. 48 km2。

农田退水是该湖最主要的补给水源,受河套灌区农

田退水的影响,近 10 年来乌梁素海富营养化进程加

剧(孙惠民等,2006b)。 乌梁素海已成为以大型水

生植物过量生长为表征的重度富营养化草型湖泊,
目前腐烂水草正以每年 9 ~ 13 mm 的速度在湖底堆

积,成为世界上沼泽化速度最快的湖泊之一,正向芦

苇沼泽寅碱蓬盐化草甸寅白刺荒漠方向演化(孙惠

民等,2006a)。
沉积物(土壤)样品的采集按照以上演化梯度

进行取样:A 样品(40毅57忆511义N,108毅56忆352义E)取自

于乌梁素海主湖区芦苇(Phragmites australis)生长

区;B 样品(40毅56忆861义N,108毅56忆692义E)取自于芦苇

沼泽区;C 样品(40毅56忆863义N,108毅56忆682义E)取自于

碱蓬( Suaeda glauca)盐化草甸区;D 样品(40毅56忆
863义N,108毅56忆682义E)取自于白刺(Nitraria tanguto鄄
rum)荒漠区。 采用 S 型五点取样法,取样深度为

0 ~ 10 cm。 将湿地土样保鲜带回实验室冷藏保存,
用于分子生物学研究,土壤理化性质数据由本实验

室测定分析(表 1)。
1郾 2摇 湿地沉积物与土壤总 DNA 提取

依据玻璃珠鄄氯化钙鄄SDS 法(Li et al. ,2011),
对土壤样品进行总 DNA 提取。
1郾 3摇 amoA 基因片段巢式 PCR 扩增

反应体系:dNTP(2. 5 mmol·L-1) 4. 0 滋L、上游

引物(10 滋mol·L-1) 1. 0 滋L、下游引物(10 滋mol·
L-1) 1. 0 滋L、10伊buffer(Promrga) 5. 0 滋L、Taq(5 U·
滋L-1)0. 4 滋L、模板 2 滋L、加 ddH2O 到 50 滋L。 引物

表 1摇 采样点沉积物和土壤的基本理化性质
Table 1摇 Properties of soil and sediment sample used in this
study
样品 有机碳

(g·kg-1)
总氮

(g·kg-1)
总磷

(g·kg-1)
铵态氮

(mg·kg-1)
水溶盐总量
(g·kg-1)

pH

A 11. 82 1. 07 0. 78 3. 39 9. 11 8. 04
B 7. 99 0. 69 0. 57 1. 95 7. 11 8. 61
C 3. 73 0. 32 0. 47 0. 91 13. 65 9. 25
D 12. 93 1. 33 0. 66 1. 34 20. 46 8. 69
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对 A189(GGN GAC TGG GAC TTC TGG)与 amoA鄄
2R(CCC CTC KGS AAA GCC TTC TTC)用于第一轮

PCR 中,引物对 amoA鄄1F(GGG GTT TCT ACT GGT
GGT)与 amoA鄄2R 用于第二轮 PCR 中。

反应条件:第 1 轮:94 益 5 min,94 益 40 s、55
益 40 s、72 益 40 s、30 个循环,72 益 10 min。 第 2
轮:94 益 5 min,94 益 20 s、55 益 20 s、72 益 20 s、30
个循环,72 益 10 min。
1郾 4摇 amoA 基因扩增产物的纯化与克隆测序

PCR 产物回收纯化使用 AxyPrep DNA 凝胶回

收试剂盒(AxyPrep biosciences,杭州),具体步骤见

生产商提供的说明书,主要包括:1)在紫外灯下获

得电泳后含有 PCR 产物的琼脂糖凝胶,切碎置于

1郾 5 mL 离心管中。 称凝胶重量,根据重量加入相当

体积的溶解凝胶液(100 mg = 100 滋L);2)加 3 倍凝

胶体积的 DE鄄A 溶液,混合均匀后于 70 益加热,间
断混合,直至凝胶块完全熔化;3)加 0. 5 倍 DE鄄A 体

积的 DE鄄B 溶液,混和均匀;4)将混合液转移至 DNA
制备管(置于 2 mL 离心管中),12000 伊g 离心 1
min,弃滤液;5)加 0. 5 mL W1 溶液,12000 伊g 离心 1
min,弃滤液;6)加 0. 7 mL W2 溶液,12000 伊g 离心 l
min,弃滤液。 以同样方法再用 0. 7 mL W2 溶液洗

涤一次;7)将制备管置于离心管中,12000 伊g 离心 1
min;8)将制备管置于另一洁净的 1. 5 mL 离心管

中,在制备膜正中央加 20 滋L 预热至 60 益 的洗脱

液,室温静置 3 min;9) 12000 伊g 离心 1 min 洗脱

DNA,4 益 保存待用。 PCR 产物与 pEASY鄄T1 克隆

载体连接详细步骤见生产商(TransGen Biotech Co. ,
Ltd,北京)提供的说明书,主要包括在 PCR 管中依

次加入纯化 PCR 产物 3 滋L、pEASY鄄T1 克隆 vector 1
滋L、ddH2O 1 滋L,并轻轻混合,室温反应 5 min,反应

结束后,将离心管置于冰上。 转化到 pEASY鄄T1 感

受态细胞中(TransGen Biotech Co. ,Ltd,北京)。 选

择阳性克隆送上海英骏生物技术有限公司测序。
1郾 5摇 数据分析

测序获得的 AOB amoA 基因序列通过 CLC Se鄄
quence Viewer 5 (www. clcbio. com)删除载体序列,
用 BioEdit 软件中的 DNADIST 程序生成距离矩阵文

件,将生成的距离矩阵文件用 DOTUR 软件进行

OTU(operational taxonomic unit,可分类操作单元)的
分析(Schloss et al. ,2005),具有 98%序列相似性的

序列定义为一个 OTU(Konneke et al. ,2005),在每

个 OTU 中选取 1 个代表性的克隆序列通过 mega鄄

BLAST 选择 NCBI 数据库中最相近的参考序列,然
后用 Clustal X 软件进行排列对齐。 最后用 MEGA
软件进行 N鄄J 系统发育树的构建,Bootstrap 值 1000,
选择 Kimura 2 参数模型。 通过 DOTUR 软件计算每

一个克隆文库的 Richness、 ACE、 Chao1、 Shannon、
1 / Simpson以及 Coverage 等反映克隆文库的指标信

息。 使用在线程序 UniFrac ( http: / / bmf. colorado.
edu / unifrac / )通过亲缘关系信息来比较不同样点之

间的氨氧化细菌群落结构,计算 UniFrac 和 P 值,二
者都是反映 2 个环境样品在 AOB 群落结构上是否

存在显著差异的统计学指标,最后通过 UniFrac 距

离矩阵对含有 AOB 亲缘关系的不同样品进行聚类

分析,最后通过 PCA 分析直观地表示出各样品之间

在不同维度上的差异。 使用 R 语言中的 BioEnv 程

序筛选了影响氨氧化细菌群落结构的最佳环境因子

子集。 然后,使用 R 语言中的 Mantel鄄Carlo 检验对

各环境因子与氨氧化细菌群落的相关关系做了

检验。
1郾 6摇 AmoA 基因 NCBI 登录号

161 条氨氧化细菌 amoA 基因的 NCBI 登录号

为:JX861698-JX861858。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 氨氧化细菌 amoA 基因多样性

通过克隆测序构建了富营养化湖泊沉积物、芦
苇沼泽沉积物、碱蓬盐碱化土壤和白刺荒漠化土壤

4 个氨氧化细菌 amoA 基因文库,分别命名为 A、B、
C 和 D,共获得 161 条有效序列,各文库分别包含了

38、41、44 和 38 条有效序列。 克隆文库覆盖率显示

所检测的克隆序列能够很好地反映氨氧化细菌门水

平上的群落结构,4 个文库的覆盖率均为 100% ;在
种的水平上,除了克隆文库 C(100% ),其他覆盖率

均较低(42% ~70% ),表明本研究所得的氨氧化细

菌物种信息还不能较好地代表真实环境中氨氧化细

菌的多样性(表 2)。 稀缺性曲线表明,在门水平上,
各文库所获得的有效序列能够代表取样的有效性,
除了文库 D 外,该文库增加取样可能会得到更大的

多样性;在种的水平上,稀疏性曲线分析表明,没有

一个克隆文库达到或接近饱和,说明这些样品中包

含着潜在的更多的氨氧化细菌(图 1)。
Shannon 和 Simpson 多样性指数表明,克隆文库

B 和 D 高于克隆文库 A 和 C,其中文库 C 的多样

性最低,文库B的多样性最高。Richness分析(D =
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表 2摇 AOB amoA 基因克隆文库的丰度与多样性
Table 2摇 Richness and diversity for amoA gene clone libraries of AOB
来源 克隆数 距离 覆盖度(% ) 丰度 Chao1 ACE Simpson 指数 Shannon 指数

A 38 0. 02 70 7 10 6. 64 3. 91 1. 50
0. 20 100 3 3 3 2. 44 0. 97

B 41 0. 02 46 12 26 51. 95 5. 29 1. 89
0. 20 100 3 3 3 2. 89 1. 05

C 44 0. 02 100 4 4 5. 11 2. 56 1. 05
0. 20 100 2 2 2 1. 32 0. 40

D 38 0. 02 42 13 31 38. 4 4. 14 1. 87
0. 20 100 3 3 4. 09 1. 62 0. 63

图 1摇 AOB amoA 基因序列的稀疏性
Fig. 1 摇 Rarefaction curves of four samples based on AOB
amoA gene sequence

0郾 02)表明,各文库的 OTUs 分别为 7、12、4 和 13 个

OTUs。 在文库 A 中,OTU鄄A1、OTU鄄A2 和 OTU鄄A4
的相对丰度为 84. 2% ;在文库 B 中,OTU鄄B1、OTU鄄
B2 和 OTU鄄B5 的相对丰度为 75. 6% ;在文库 C 中,
OTU鄄C1、OTU鄄C2 和 OTU鄄C3 的相对丰度为 97. 6% ;
在文库 D 中,OTU鄄D1、OTU鄄D5 和 OTU鄄D8 的相对丰

度为 71. 1% 。 氨氧化细菌克隆文库的 PCA 分析结

果见图 2。 第 1、2 排序轴能够很好地反映各样点氨

氧化细菌群落结构的相似程度。 其中样品 A 和样

品 B 较为相似。 聚类分析结果与 PCA 分析结果一

致,样品 A 和样品 B 聚在一起,然后与样点 C 聚为

一簇,与 D 的距离最远。 结果表明,沿着乌梁素海

湖底沉积物寅芦苇沼泽寅碱蓬盐化草甸寅白刺荒漠

演化方向,氨氧化细菌群落结构的相似度越来越低。
结合多样性分析结果推断,在演化过程中芦苇沼泽

沉积物和白刺荒漠化土壤适合多样的氨氧化细菌生

长,而富营养化湖泊沉积物和碱蓬群落盐碱化土壤

适合少数特定的氨氧化细菌类群生长。
2郾 2摇 氨氧化细菌 amoA 基因亲缘关系

4 个样点共获得 161 条有效序列,在 98% 的相

似性水平上划分 OTU,共有 36 个 OTUs。 亲缘关系

分析表明,这些 OTUs 分为 6 簇,其中簇 1、簇 2 和簇

3 OTUs 的序列与 Nitrosomonas鄄like 的序列相似,共
有 24 个 OTUs 属于此类氨氧化细菌;簇 4、簇 5 和簇

6 OTUs 的序列与 Nitrosospira鄄like 的序列相似,共有

12 个 OTUs 属于此类氨氧化细菌(图 3)。 簇 1 中的

12 个 OTUs 之间的相似程度为 84% ~ 99郾 8% ,与可

培养的 Nitrosomonas oligotroph ( NCBI 登录号为

AJ298709)的相似程度为 74. 85% ~ 81. 63% ,与可

培养 的 Nitrosomonas halophila ( NCBI 登 录 号 为

AY026907)的相似程度为 72. 7% ~ 81. 4% ;簇 2 中

的 9 个 OTUs 之间的相似程度为 60. 7% ~ 99郾 8% ,
与可培养的 Nitrosomonas communis (NCBI 登录号为

AF272399)的相似程度为 58. 1% ~80. 44% ,与可培

养 的 Nitrosomonas nitrosa ( NCBI 登 录 号 为

AF272404)的相似程度为 58. 49% ~ 85. 52% ;簇 3
中的 3 个 OTUs 之间的相似程度为 96. 65% ~
99郾 6% ,与可培养的 Nitrosomonas cryotolerans (NCBI
登录号为 AF314753 ) 的相似程度为 77. 04% ~
77郾 98% ,与可培养的 Nitrosomonas urea(NCBI 登录

号为 AJ388585)的相似程度为 80. 08% ~ 80. 44% ,
与可培养的 Nitrosomonas aestuarii(NCBI 登录号为

HM345616)的相似程度为 81. 4% ~ 81. 9% ,与可培

养 的 Nitrosomonas marina ( NCBI 登 录 号 为

HM345622)的相似程度为 79. 48% ~ 79. 56% ;簇 4
中的 4 个 OTUs 形成了一个新的分支;簇 5 中的 3 个

OTUs 形成另外一个新的分支;簇 6 中的 5 个 OTUs 之
间的相似程度为 91. 63% ~ 98. 77%,与可培养的

Nitrosomonas multiformis(NCBI登录号为AY177933)
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图 2摇 氨氧化细菌群落的 PCA 分析
Fig. 2摇 PCA analysis of ammonia鄄oxidizing bacterial communities

图 3摇 基于氨氧化细菌 amoA 基因序列构建的系统发育树
Fig. 3摇 Phylogenetic tree based on amoA partial sequences conducted using MEGA version 4. 0
括号内的数字表示每个 OTU 的克隆安息。

的相似程度为 88. 58% ~90. 86% 。
文库 A 的优势物种 OTU鄄A1、文库 B 的优势物

种 OTU鄄B1 和文库 C 的优势物种 OTU鄄C1、OTU鄄C2

聚为 1 簇,与 Nitrosomonas鄄like 的序列相似;文库 D
的优势物种与其他 3 个文库的优势物种明显不同,
主要聚集在与 Nitrosospira鄄like 序列相似的簇中。
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表 3摇 不同环境因子与氨氧化细菌群落的相关关系的 Man鄄
tel 检验
Table 3 摇 Mantel test of the relationship between different
environmental variables and ammonia鄄oxidizing bacterial
community
环境
变量

有机碳 总氮 总磷 铵态氮 水溶盐
总量

pH 土壤
因子

P 0. 25 0. 13 0. 67 0. 54 0. 12 0. 59 0. 04
rM 0. 37 0. 59 -0. 01 -0. 10 0. 63 -0. 05 0. 59
P<0. 05 具有显著差异,rM 代表 2 个矩阵的相关系数。

表 4摇 不同环境因子组合与氨氧化细菌群落的相关关系
Table 4摇 Relationship between different combinations of en鄄
vironmental variables and ammonia鄄oxidizing bacterial
community
不同环境因子组合 相关系数

水溶盐总量 0. 7714
总氮+水溶盐总量 0. 9429
有机碳+总氮+水溶盐总量 0. 9429
有机碳+总氮+水溶盐总量+总磷 0. 7714
有机碳+总氮+水溶盐总量+总磷+ pH 0. 6000
有机碳+总氮+水溶盐总量+总磷+pH+铵态氮 0. 5429

2郾 3摇 基质条件对氨氧化细菌群落结构的影响

为了找到环境因子对氨氧化细菌群落结构的影

响,通过 Mantel 检验对各环境因子与氨氧化细菌微

生物群落结构相关性进行了显著性水平检验,结果

见表 3。 单独的理化因子与氨氧化细菌群落结构之

间没有显著的相关关系。
摇 摇 使用 BioEnv 程序进行不同环境因子组合对整

个微生物群落结构影响的分析,结果见表 4。 环境

因子最佳子集为总氮和水溶盐总量的组合,对氨氧

化细菌群落结构的影响最为明显,相关系数最高( r
=0. 9429);环境因子子集总氮、水溶盐总量和有机

碳的组合与氨氧化细菌群落结构组成的相关系数为

0. 9429;环境因子子集水溶盐总量与氨氧化细菌群

落结构组成的相关系数为 0. 7714;环境因子子集总

氮、水溶盐总量、总磷和有机碳的组合与氨氧化细菌

群落结构组成的相关系数为 0. 7714。 所有理化因

子的组合与氨氧化细菌群落结构存在显著相关关

系。 这表明驱动氨氧化微生物群落结构产生空间异

质性的是特定的理化因子组合。

3摇 讨摇 论

3郾 1摇 氨氧化微生物多样性

目前,参与氨氧化过程的微生物主要是氨氧化

细菌(AOB)和氨氧化古菌(AOA) (Leininger et al. ,
2006;You et al. ,2009)。 AOB 广泛分布于土壤、淡

水、河口以及海洋环境中 ( Koops & Moller,1992;
Grommen et al. ,2005)。 氨氧化细菌主要包括 Beta鄄
proteobacteria 和 Gamma鄄proteobacteria (Kowalchuk &
Stephen,2001)。 其中 Beta鄄proteobacteria 包含 AOB
最高的多样性,主要有 Nitrosomonas、Nitrosospira、Ni鄄
trosolobus 和 Nitrosovibrio 4 个属,后 3 个属亲缘关系

较近,形成 Nitrosospira 进化分支。 依据 16S rRNA
以及功能基因 amoA 确认了 Beta鄄proteobacteria 中

AOB 的 7 个稳定的进化分支: Nitrosospira, Nitro鄄
somonas europaea / Nitrosococcus mobilis, Nitrosomonas
communis,Nitrosomonas marina,Nitrosomonas oligotro鄄
pha, Nitrosomonas cryotolerans 和 Nitrosomonas sp.
Nm143 (Purkhold et al. ,2003)。 虽然这些进化分支

都存在相同的基本生物化学反应,但 AOB 明显存在

于不同的生境中,主要源于其生理特征的差异,因此

可以被分成不同的生态生理类群(Koops & Pommer鄄
ing鄄Roser,2001)。 Nitrosomonas marina 和 N. oligotr鄄
opha 主要存在于水环境中,N. marina 分支主要是

由专性嗜盐和耐盐物种组成,而 N. oligotropha 主要

存在于寡营养的淡水环境中且对盐敏感( Coci et
al. ,2005)。 Nitrosospira spp. 通常是土壤环境中氨

氧化细菌群落的优势类群,适应可利用基质频繁波

动的土壤环境中,而 Nitrosomonas spp. 是高含氮环

境中的优势类群,如污水处理厂以及富营养化湖泊,
该类群喜欢较高浓度的基质环境(Ke & Lu,2012)。
通常来讲,Nitrosospira spp. 和 Nitrosomonas oligotro鄄
pha 类群是低氨浓度环境中氨氧化细菌的优势类

群,Nitrosomonas europaea-Nitrosococcus mobilis 类群

是高氨浓度环境中氨氧化细菌的优势类群(Limpiy鄄
akorn et al. ,2005,2007)。 Gamma鄄proteobacteria 仅

含有一个属 Nitrosococcus,包含 2 个已描述的物种

Nitrosococcus oceani 和 Nitrosococcus halophilus(Koops
et al. ,1990;Ward & O爷 Mullan,2002)。 到目前为

止,Gamma鄄proteobacteria 中的成员仅仅在海洋环境

中被发现(Kowalchuk & Stephen,2001)。 AOB 中所

有的进化分支不是均匀地分布在不同的生境中,生
境分异主要是由于这些类群的生理特征不同造成的

(Laanbroek & Speksnijder,2008)。 最近的研究表

明,氨氧化古菌广泛分布于海洋、热泉、河口、海湾、
湖泊、土壤和沉积物、污水处理厂的生物反应器及污

泥等环境中( Francis et al. ,2005;Leininger et al. ,
2006;Park et al. ,2006;Wuchter et al. ,2006;Beman
et al. , 2008; Hatzenpichler et al. , 2008; Santoro et
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al. ,2008;Tourna et al. ,2008)。 催化氨氧化为亚硝

酸盐主要是由 Crenarchaeota 中的 Group 1. 1a 和

Group1. 1b 完 成 的, 现 在 已 知 Group 1. 1a 和

Group1郾 1b 是一个独立的进化分支,被称为 Thau鄄
marchaeota (Bouskill et al. ,2012)。 在海洋环境中,
AOA 通常是优势类群,在氨氧化过程中起主要作

用,大约负责了 70% 的氨氧化过程 ( Lam et al. ,
2007)。 一些研究表明,AOA 是陆地生态系统主要

的氨氧化菌 (Wuchter et al. ,2006; Tourna et al. ,
2008;Zhang et al. ,2010),而另一些研究结果则表

明,AOB 是主要的氨氧化菌(Di et al. ,2009;Jia &
Conrad,2009)。 最近对 Nitrosopumilus maritimus 的

生理学实验表明,AOA 相对于 AOB 拥有较高的基

质亲和力(Martens鄄Habbena et al. ,2009),这个特征

使 AOA 在营养贫瘠的环境中胜过 AOB,以至 AOA
在基质浓度比较低的海洋环境中占优势(Wuchter et
al. ,2006)。 对氨亲和力的差异可能导致 AOB 与

AOA 生长速率不同,进而产生生境分异(Verhamme
et al. ,2011)。 不同生境的研究表明,AOB 存在空间

异质性,主要与不同的因子有关,包括盐度、温度、营
养物质、植物组成、土壤水分和 pH ( Lage et al. ,
2010)。 田间试验表明,pH 和氮的可利用性直接影

响 AOB 的组成或丰度(Webster et al. ,2002;Back鄄
man et al. ,2003)。 如实验室微宇宙试验中,温度、
土壤水分和氨的浓度共同作用来改变 AOB 的组成

(Avrahami & Bohannan,2009)。 在田间试验中,硝
酸盐和 CO2 的积累改变了加利福尼亚草原土壤中

AOB 组成和丰度,这些影响主要依赖于温度和降雨

(Horz et al. ,2000)。 土壤 pH 主要影响基质的化学

形式、浓度以及可利用性,也影响细胞的生长和活

性。 在低 pH 条件下,氨氧化菌的生长和活性降低,
通常可被接受的解释是由于 pH 降低导致氨的可利

用性降低,通过离子化形成铵根离子,降低了氨的扩

散,增加了铵根离子转运时能量的需求 ( Nicol et
al. ,2008)。
3郾 2摇 氨氧化细菌空间异质性成因

农田退水、工业废水和生活污水排入乌梁素海

已经造成富营养化加剧(孙惠民等,2006a)。 含氮

化合物的不断积累造成乌梁素海氮的生物地球化学

循环的改变,也深刻地影响着参与这些过程的重要

功能微生物类群的结构、丰度以及多样性。 理解不

同微生物如何去适应环境以及环境是如何选择不同

微生物仍然是微生物生态学关注的核心问题(Ke &

Lu,2011)。 本文采用克隆文库技术,构建了乌梁素

海沉积物及其土壤过渡带等 4 个文库,共获得有效

序列 161 条,描述了氨氧化细菌的群落结构组成以

及在向着芦苇沼泽寅碱蓬盐化草甸寅白刺荒漠演化

方向上的 AOB 群落结构的异同。 在这个湖泊陆向

演化方向上,水分在逐渐减少,植被类型明显不同,
从乌梁素海主湖区的沉积物(主要植被芦苇)到荒

漠化土壤(主要植被白刺),AOB 的群落结构也存在

明显差异,优势物种主要由 Nitrosomonas鄄like 相似物

种向着 Nitrosospira鄄like 相似的物种在演化,161 条

序列主要分布在 Nitrosomonas oligotropha ( Cluster
1)、Nitrosomonas communis(Cluster 2)、Nitrosomonas
cryotolerans(Cluster 3)和 Nitrosospira 等 4 个 AOB 的

进化分支中。 乌梁素海主湖区沉积物 AOB 群落主

要分布在 Nitrosomonas communis(Cluster 2)进化分

支中,而荒漠化土壤中 AOB 群落主要分布于 Ni鄄
trosospira 进化分支中。 环境因子对 AOB 群落结构

的影响分析表明,AOB 群落结构随着演化梯度发生

明显变化的主要驱动力是总氮和水溶盐总量这两个

环境因子综合作用的结果。 有研究表明,盐度是

AOB 群落生境分异的一个重要驱动因子( Coci et
al. ,2005),伴随着盐度梯度 AOB 的丰度和群落组

成存在明显的不同,这种不同体现在群落功能的差

异上,硝化速率通常在中等盐度条件下最高,在较高

或较低的盐度条件下,硝化速率受到抑制(Bernhard
et al. ,2007)。 在 AOB 的进化分支中,Nitrosomonas
oligotropha(Cluster 1)与 Nitrosomonas halophila 聚为

一类,且 bootstrap 值为 100,说明这一进化分支中的

AOB 是潜在的嗜盐类群,有可能是高盐环境中对氨

氧化细菌的一种选择结果。 微生物在湿地生物地球

化学循环中起着重要的作用,能对环境扰动做出快

速响应,可作为潜在的湿地评估与管理的微生物学

指标。 例如,AOA / AOB 的比值可以作为湿地营养

状况的一个微生物学指标( Sims et al. ,2013)。 其

他研究表明,Nitrosomonas oligotropha 进化分支有可

能成为潜在的指示环境污染的生物学指标(Dang et
al. ,2010)。 因此,通过调查富营养化湖泊中氨氧化

细菌的群落结构组成有助于为湿地环境的健康评价

和功能分析提供基础数据。

4摇 结摇 论

富营养化湖泊湿地水陆过渡带的芦苇沼泽沉积

物、碱蓬盐碱化土壤和白刺荒漠化土壤中,氨氧化细
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菌群落结构组成相似性逐渐降低;优势种群发生明

显变化,氨氧化细菌从与 Nitrosomonas鄄like 序列相似

为主要优势类群向与 Nitrosospira鄄like 序列相似为主

要优势类群转变。 氨氧化细菌多样性与优势种群在

湿地水陆过渡带发生明显变化的主要驱动因子为总

氮和水溶盐总量。
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