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摘　要：采用定量氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）的荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）方法，分析了氨氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ＡＯＡ）在百

花湖沉积物中的垂直分布。以氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）数量来衡量氨氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化古菌（ＡＯＡ），结果表明：百花

湖沉积物中ＡＯＡ的ａｍｏＡ基因数量在１．７４×１０５～２．００×１０６拷贝／克沉积物（湿重）之间，且２２～３０ｃｍ的各层沉积物中，

ＡＯＡ的数量是１～２１ｃｍ各层沉积物的２倍左右；ＡＯＢ的ａｍｏＡ基因在百花湖沉积物中的数量随深度的增加变化不大，其拷

贝数在６．１０×１０６～３．８８×１０７拷贝／ｇ沉积物（湿重）之间；ＡＯＢ与ＡＯＡ的ａｍｏＡ基因的比例在浅层沉积物和深层沉积物中

存在一定的差异。这些结果表明ＡＯＢ和ＡＯＡ都参与百花湖沉积物中的氨氧化作用，从两类微生物的数量来看，ＡＯＢ是参

与百花湖沉积物中氨氧化作用的主要微生物，而ＡＯＡ对氨氧化作用的贡献则随着沉积物深度的增加而提高。
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　　由原核微生物参与完成的硝化作用是全球氮循
环的重要环节，硝化作用过程也被广泛应用于农林、
环境保护以及生物技术等领域。硝化作用主要包括

２个过程，因而硝化微生物也相应的包括两大类：一
类是将氨氧化成亚硝酸盐的微生物，即氨氧化微生
物（ａｍｍｏｎｉａ－ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，ＡＯＭ）；另



一类是将亚硝酸盐氧化成硝酸盐的微生物，即亚硝
酸盐氧化菌（ｎｉｔｒｉｔｅ　ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ　ｂａｃｔｅｒｉａ，ＮＯＢ）。其
中由氨氧化微生物催化完成的氨氧化阶段是硝化作

用的限速阶段［１～３］，因此，氨氧化微生物在全球氮循
环中的作用尤为重要。在之前的１００多年内，氨氧
化细菌（ａｍｍｏｎｉａ－ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ＡＯＢ）一直被认
为是进行氨氧化的唯一微生物，但最近从环境中检
测到的泉古菌ａｍｏ基因［４，５］说明氨氧化古菌（ａｍ－
ｍｏｎｉａ－ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ　ａｒｃｈａｅａ　ＡＯＡ）可能也参与了环境
中的氨氧化作用。Ｋｎｎｅｋ等［６］从热带海洋水族箱
中的岩石基质分离到第一株氨氧化古菌（ＡＯＡ）
（ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｉｓ　ｍａｒｉｔｉｍｕｓ），最近，Ｔｏｒｒｅ等［７］从热
泉沉积物中分离培养得到一株嗜热氨氧化古菌

（ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　ｎｉｔｒｏｓｏｃａｌｄｕｓ　ｙｅｌｌｏｗｓｔｏｎｉｉ），Ｈａｔｚｅｎ－
ｐｉｃｈｌｅｒ等［８］从热泉中分离到一株中等嗜热氨氧化
古菌（ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ　ｇａｒｇｅｎｓｉｓ）。这些
已经培养的氨氧化古菌（ＡＯＡ）具有将氨氧化成亚
硝酸盐、固定无机碳的能力，且在有机碳存在条件
下，其生长受到抑制［９］。
在不同的环境中，氨氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化

古菌（ＡＯＡ）的数量比不一样。在一些土壤、河口沉
积物、热泉沉积物以及海洋水生态环境中，ＡＯＡ
ａｍｏＡ基因的数量高于ＡＯＢ　ａｍｏＡ基因的数量，甚
至没有检测到ＡＯＢ的ａｍｏＡ基因［１０～１４］。这可能是
由于这些环境中，氨浓度较低，或者环境条件比较极
端造成的，因为相对于 ＡＯＢ来说，ＡＯＡ能适应氨
浓度较低的环境，对酸碱度和温度的适应范围也较
宽［９］。但是，在一些环境样品中也发现细菌ａｍｏＡ
基因的数量高于古菌ａｍｏＡ基因的数量，如在浮游
水生植物的根际，ＡＯＢ的数量是 ＡＯＡ的１０倍左
右［１５］；Ｓａｎｔｏｒｏ等［１６］发现，在土壤含水土层的好氧
盐水部分，ＡＯＢ的数量是 ＡＯＡ的３０多倍。在氨
浓度较高的环境，或者非极端的环境中，环境条件能
够同时满足ＡＯＢ和 ＡＯＡ的生长，由于菌种差异，

ＡＯＢ的生长速率可能高于 ＡＯＡ，从而造成这些环
境中ＡＯＢ的数量多于ＡＯＡ，Ｈｅｒｒｍａｎｎ等［１７］在模
拟的河流环境中，也确实发现了ＡＯＢ较于ＡＯＡ表
现出更好的生长能力。

Ｗｕｃｈｔｅｒ等［１８］研究发现在海洋水体中，亚硝酸
盐（ＮＯ－２ ）和硝酸盐（ＮＯ－３ ）的含量与 ＡＯＡ的数量
成正相关的关系，这说明海洋环境中的氨氧化过程
可能主要是由ＡＯＡ参与完成的。然而在陆地环境
中的情况却是相反的。很多研究发现土壤中的硝化
作用速率是与ＡＯＢ的数量成正比，而与ＡＯＡ之间
的关系并不明显［１９，２０］。这说明不同的环境中，参与

氨氧化过程的主要微生物并不一样，而且，同一环境
中，随着环境条件的改变，参与完成氨氧化过程的主
要微生物也可能发生改变［２１］。
由于ＡＯＡ和 ＡＯＢ生长慢，代时长，很多类群

无法培养，采用传统的分离培养方法难以对其进行
研究，然而，氨氧化细菌（ＡＯＢ）具有较近的系统发
育关系，因此特别适合采用ＰＣＲ的方法分析他们的
群落结构和多样性［２２］。ａｍｏ基因是微生物氨氧化
过程中必须的基因，在氨氧化细菌（ＡＯＢ）和氨氧化
古菌（ＡＯＡ）进行氨氧化的过程中，ａｍｏ基因编码的
氨单加氧酶（ａｍｍｏｎｉａ　ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ　ａｍｏ）能够催
化氨（ＮＨ３）转化为羟胺（ＮＨ２ＯＨ），进而由细胞色
素ｃ催化，将羟胺转化为亚硝酸盐。因此，ａｍｏＡ基
因常用于对氨氧化微生物进行定量的目的基因［２３］。
氨氧化作用对淡水湖泊、尤其是富营养湖泊中

氮元素的循环具有重要意义。淡水湖泊沉积物中

ＡＯＡ和ＡＯＢ数量分布和群落结构是认识氮形态
转化和富营养化过程的重要方面。向燕等［２４］对沉
积物中ＡＯＡ和ＡＯＢ群落结构进行了研究，但进一
步的数量分布研究能进一步的认识硝化作用的空间

变化规律。通过分子生物学的方法，研究 ＡＯＡ和

ＡＯＢ在贵阳百花湖（Ｎ２６°３９′Ｅ１０６°３１′）沉积物中的
垂直分布，目的在于定量地认识ＡＯＡ和ＡＯＢ在淡
水沉积物中的空间变化规律以及它们之间的丰度比

例关系，从而为认识湖泊沉积物中氮循环过程及湖
泊富营养变化规律提供微生物方面的依据。

１　实验方法

２０１２年９ 月，从贵阳市百花湖中（Ｎ２６°３９′
Ｅ１０６°３１′）采集不同深度的沉积物样品（１～３０ｃｍ），
按１ｃｍ的间隔分样。样品置于４℃冰箱保存，用于
提取ＤＮＡ。用土壤ＤＮＡ提取试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．
Ｓｏｉｌ　ＤＮＡ　ｋｉｔ，ＯＭＥＧＡ　ｂｉｏ－ｔｅｋ，ＵＳＡ）提取沉积物
总ＤＮＡ，采用１％琼脂糖凝胶电泳检验提取情况，
测定沉积物ＤＮＡ在２６０、２８０ｎｍ处的吸光值，检验

ＤＮＡ浓度和纯度。ＤＮＡ样品储存于零下２０℃的
环境中，用于后续的ｑＰＣＲ分析。

ＡＯＡ 和 ＡＯＢ 的ａｍｏＡ 基因的定量分析在

７５００ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ 系统（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ｂｙ
ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＴＭ，Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ）上进行，该系统反应
程序包括３个阶段：变性、退火和延伸。荧光染料为

ＲｅａｌＭａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ染料（ＴｉａｎＧｅｎ　Ｂｉｏ－
ｔｅｃｈ，Ｂｅｉｊｉｎｇ）。每个样品做３个平行实验，取算术
平均值。

ＡＯＡａｍｏＡ基因的定量，以 ＡＯＡａｍｏ＿Ｆ：５’－
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ＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＡＡＧＡＣＧＭＴＧＴＡ－３’和 ＡＯＡａ－
ｍｏＡＲａ：５’－ＧＣＧＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴ－３’作
为引物。２５μＬ反应体系包含１２．５μＬ　ＲｅａｌＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ染料，正向引物和反向引物各１

μＬ，９．５μＬ去离子水，ＤＮＡ模板１μＬ。反应条件
为：变性阶段：９５℃持续４ｍｉｎ；退火阶段：９５℃持续

４５ｓ，５５℃持续４５ｓ，７２℃持续４５ｓ，循环次数４５次；
延伸阶段：７２℃持续１０ｍｉｎ。

ＡＯＢａｍｏＡ基因的定量，以 ＡＯＢａｍｏＡ－１Ｆ：５’－
ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ－３’和 ＡＯＢａｍｏＡ－
２Ｒａ：５’－ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ－３’作为
引物。２５μＬ反应体系包含１２．５μＬ　ＲｅａｌＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ染料；正向引物和反向引物各１

μＬ；９．５μＬ去离子水；ＤＮＡ模板１μＬ。反应条件
为：变性阶段：９５℃持续４ｍｉｎ；退火阶段：９５℃持续

６０ｓ，５５℃持续４５ｓ，７２℃持续６０ｓ，循环次数４５次；
延伸阶段：７２℃持续１０ｍｉｎ。

ＡＯＡ和ＡＯＢ的ａｍｏＡ基因标准样品分别进
行１０倍系列稀释。与样品同时进行ＰＣＲ反应，分
别构建ＡＯＡ和ＡＯＢ的标准曲线。

２　结果与讨论

２．１　ＡＯＡ数量的垂直分布
采用定量氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）的荧光定量

ＰＣＲ方法分析了百花湖不同深度沉积物的ＡＯＡ丰
度。以氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）数量来衡量氨氧化
古菌（ＡＯＡ）数量。结果表明，百花湖沉积物中

ＡＯＡ的ａｍｏＡ基因数量在１．７４×１０５～２．００×１０６

拷贝／克沉积物（湿重）之间。这说明 ＡＯＡ在百花
湖沉积物中的数量存在较大的差异。其中在１～２１
ｃｍ的沉积物中，ＡＯＡ的数量变化不大，基本上都在

５．００×１０５拷贝／克沉积物（湿重）左右，而在２２～３０
ｃｍ的沉积物中，部分层面中ＡＯＡ数量增加１．００×
１０６拷贝／克沉积物（湿重）以上（图１）。造成这种变
化的原因可能有２种：①由于百花湖深层沉积物（２２
～３０ｃｍ）的环境条件相对于浅层（１～２１ｃｍ）沉积
物发生了利于 ＡＯＡ 生存的变化。环境中的ｐＨ
值、氧化还原点位、温度、有机物、盐度等物理化学因
素以及其他微生物与氨氧化菌（ＡＯＡ和ＡＯＢ）的相
互作用（如微生物之间的捕食作用）都会影响其在环
境中生长繁殖［６，１６，２５］。随着沉积物深度的增加，沉
积物中的某些微生物数量由于理化因素的改变可能

会减少，百花湖沉积物中ＡＯＡ的数量可能正是由于
这些微生物（如与ＡＯＡ存在竞争、拮抗或捕食作用
的微生物）的减少而增加。②由于ＡＯＡ在百花湖沉
积物中随深度而变化，其群落组成发生了变化。向
燕等［２４］研究了太湖沉积物的１～７ｃｍ　ＡＯＡ的群落
结构垂直分布情况，发现ＡＯＡ的群落结构没有显著

图１　百花湖沉积物中ＡＯＡ　ａｍｏＡ　　　　　　　图２　百花湖沉积物中ＡＯＢ　ａｍｏＡ

　　　　　　基因含量的重直分布　　　　　　　　　　　　　基因含量的重直分布　　　
Ｆｉｇ．１　Ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ＡＯＡ　ａｍｏＡ　ｇｅｎｅ　　　Ｆｉｇ．２　Ｖｅｒｔｉｃａｌ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ＡＯＢ　ａｍｏＡ　ｇｅｎｅ

　 　　ｉｎ　ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｌａｋｅ　Ｂａｉｈｕａ　　　　　　　　　　　　ｉｎ　ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｌａｋｅ　Ｂａｉｈｕａ　　
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变化，本文研究发现百花湖１～３０ｃｍ 沉积物中

ＡＯＡ数量在１～２１ｃｍ沉积物中ＡＯＡ的数量变化
不大，但在２２ｃｍ以后，ＡＯＡ的数量却有明显的变
化，其原因可能是２２ｃｍ以后的沉积物中 ＡＯＡ的
群落结构发生了变化，从而造成此段沉积物中ＡＯＡ
数量的增多。但是，１～２１ｃｍ处 ＡＯＡ的数量变化
不大并不能说明这一段沉积物中ＡＯＡ的群落组成
就没有变化，因此需要进一步对百花湖沉积物中

ＡＯＡ的群落结构和多样性进行分析，以更深入的
了解其在沉积物中的垂直分布情况。

２．２　ＡＯＢ数量的垂直分布
以氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）数量来衡量氨氧化

菌（ＡＯＢ）数量。沉积物中ＡＯＢ丰度的垂直分布研
究结果表明，ＡＯＢ丰度在６．１０×１０６～３．８８×１０７拷
贝／ｇ沉积物（湿重）之间，平均１．３３×１０７拷贝／ｇ沉
积物（湿重）ＡＯＢ　ａｍｏＡ基因在百花湖沉积物中的
数量随深度的增加变化不大（图２），可能原因是：①
ＡＯＢ的群落组成发生了变化，通过群落组成的改变
使得 ＡＯＢ总的数量保持在基本稳定的状态，在其
他的研究中也确实发现了淡水湖泊不同深度沉积物

中ＡＯＢ的优势菌种存在差异［２４］；②百花湖沉积物
中对ＡＯＢ具有生态作用的环境条件未发生改变或
者改变程度并没有超出 ＡＯＢ的耐受范围，因而

ＡＯＢ的群落组成和数量变化不大。图２中２９ｃｍ
处，ＡＯＢ的数量出现了一个峰值，其数值为ＡＯＢ数
量平均值的３倍左右。在此处出峰值的原因更可能
是由ＡＯＢ自身的群落组成发生变化，或者由 ＡＯＢ
群落组成和环境条件同时变化引起的。

２．３　ＡＯＢ和ＡＯＡ的数量比
对氨单加氧酶（ａｍｏＡ）基因的定量结果表明，在

百花湖沉积物中ＡＯＢ的数量远高于ＡＯＡ的数量，
在１～４ｃｍ的沉积物中，ＡＯＢ与ＡＯＡ的数量比呈
明显下降趋势，５～１８ｃｍ沉积物中这个比例基本稳
定在２０～３０，而１９ｃｍ以后比例则下降并稳定在１０
左右，但在２９ｃｍ处出现了一个峰值（图３），从图１
和图２可以判断，峰值的出现是由于 ＡＯＢ数量在
此处的增加造成的，ＡＯＢ数量的增加则可能是由于
环境条件或者 ＡＯＢ自身群落结构的变化而引起
的。从ＡＯＢ与ＡＯＡ的数量来看，在百花湖沉积物
中ＡＯＢ是参与氨氧化作用的主要微生物，但随着
沉积物深度的增加，ＡＯＡ对整体氨氧化作用的贡
献会增加。很多对河口沉积物的研究都得到 ＡＯＡ
的数量高于 ＡＯＢ的结论［２６，２７］。一般地，河口沉积
物中的盐度相对于淡水湖泊较高，因此这２种环境
中ＡＯＡ和ＡＯＢ数量可能由于盐度的不同而出现

截然相反的现象。由此引出一个问题，是否所有的
淡水湖泊中ＡＯＢ的数量都会高于ＡＯＡ的数量呢？
这需要对更多的淡水湖泊中 ＡＯＢ和 ＡＯＡ的数量
进行研究来验证这个问题。

图３　百花湖不同深度沉积物中ＡＯＢ

　　　与ＡＯＡ　ａｍｏＡ基因含量比

Ｆｉｇ．３　Ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ＡＯＢ　ａｎｄ　ＡＯＡ　ａｍｏＡ　ｇｅｎｅ

　　　　ｉｎ　ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｌａｋｅ　Ｂａｉｈｕａ

３　结　　论
（１）ＡＯＡ的数量在百花湖沉积物中存在比较

明显的分层现象，其中深层沉积物（２２～３０ｃｍ）是
浅层沉积物（１～２１ｃｍ）的２倍左右。

（２）ＡＯＢ在百花湖沉积物各层的数量基本上变
化不大，以氨单加氧酶基因（ａｍｏＡ）数量来衡量，平
均值为１．３３×１０７拷贝／ｇ沉积物（湿重）。但是在８

～１２ｃｍ处出现了一个低峰，在这一段沉积物中，

ＡＯＢ的数量０．７５×１０７拷贝／ｇ沉积物（湿重）左右。
（３）在百花湖沉积物中，ＡＯＢ的数量比 ＡＯＡ

的数量多，且ＡＯＢ与ＡＯＡ在各层沉积物中的数量
比也存在较明显的分层现象，在１～４ｃｍ，ＡＯＢ与

ＡＯＡ　ａｍｏＡ基因的数量比值随深度增加急剧下降；
在５～１８ｃｍ，比值在基本稳定在２０～３０之间；在１９
～３０ｃｍ，比值则稳定在１０左右。
这些结果丰富了对百花湖沉积物中氨氧化菌群

数量的认识，对于理解和研究富营养淡水湖泊的硝
化作用过程及氮循环过程、认识湖泊生态系统功能
具有一定的意义。但本文只是针对百花湖沉积物中

ＡＯＢ和ＡＯＡ数量垂直分布进行了研究，进一步的
研究应着重于沉积物中ＡＯＢ和ＡＯＡ的群落结构、

多样性及其数量与沉积物中 ＮＨ＋
４ 、ＮＯ－２ 和 ＮＯ－３

的关系等方面，以更深入的了解百花湖沉积物中硝
化作用过程。
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