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摘要  [ 目的] 为解决养殖水体的氨氮污染问题提供依据。[ 方法] 研究南美白对虾养殖池塘底泥中的氨氧化菌的多样性和种群分布及
其 a moA 基因的多样性 , 并与池塘周边土壤中的氨氧化菌群落结构进行比较。[ 结果] 不同样品中氨氧化菌数量差异显著, 其中池塘周边
土壤中最多 , 达到4 .5×105 cfu/ g , 其次是池塘底泥和水体。来自土壤和底泥两个DNA 样品均扩增到了预期长度(491bp ,517bp) 的 amo A
基因片段。底泥样品的DGGE 条带数明显多于池塘周边土壤样品。土壤和底泥样品仅有1 个共同的氨氧化菌种属 , 其序列与 Nitrosospi-

ra sp . 相似性达96 %。池塘周边土壤的氨氧化菌种属序列与 Nitrosospira sp . 都有高度同源性。池塘底泥中 Nitrosomonas sp . 为氨氧化菌的
优势菌群。[ 结论] 构建的 amo A 基因克隆文库能较好反映南美白对虾养殖系统中氨氧化菌的多样性。
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Study onthe Diversity of Ammonia Oxidizing Bacteria inthe Culture Systemof the Southern American White Prawn
MA Shao-jie et al  ( College of Food Science , Shanghai Fisheries University , Shanghai 200090)
Abstract  [ Objective] The research ai med to provide basis for solving the problemof ammonia nitrogen contaminationi n culture water . [ Method] The
diversity and population distri bution of ammonia oxidizing bacteria and the diversity of its amoA gene i nthe subsoil of the pond for culturi ng the southern
American white prawn were studied . And it was compared with the community structure of ammonia oxidizing bacteria inthe soil around the pond . [ Re-
sult] The amount of ammonia oxidizing bacteria had a significant difference among different samples , in whichthat inthe soil around the pond was most ,
reaching 4 .5 ×105 cfu/ g , following by pond subsoil and water body . The fragment of a moA gene with the expected length (491bp ,517bp) was amplified
fromtwo DNA samples fromboth soil and the subsoil . The DGGE band number fromthe subsoil samples was obviously more thanthat fromthe soil sam-
ples around the pond . The soil and subsoil samples only had 1 common genera of ammonia oxidizing bacteria and its sequence si milarity with Nitrosospir a
sp . reached 96 % . The sequence of ammonia oxidizing bacteria genera in the soil around the pond all had higher homology with Nitrosospira sp . Ni-
trosospira sp . was the dominant bacteria inthe subsoil of the pond . [ Concl usion] The established a moAgene clone library could better reflect the diversity
of ammonia oxidizing bacteria in the culture systemof the southern American white prawn.
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  氨氮污染是制约水产养殖环境的主要胁迫因子[ 1] , 也是

重要的环境问题, 生态问题, 食品安全问题。去除养殖水中

污染物的最佳方法是应用微生物技术将污染物降解。氨氧

化菌的种群分析一直都是人们关注的重点, 其中种群多样性

的研究是氨氧化细菌生态学研究的基础[ 2 - 5] 。笔者首次利

用不依赖于培养的分子生态学技术, 针对南美白对虾养殖池

塘底泥中的氨氧化菌的多样性、种群分布及功能基因的多样

性进行分析。并与池塘周边土壤中的氨氧化菌群落结构进

行对比分析, 旨在了解氨氧化菌在养殖池塘不同环境中的种

群分布、氨氧化菌的生态结构和机制、氨氮在水产养殖系统

中生物学的去除行为, 以期为解决养殖水体的氨氮污染问题

提供依据。

1  材料与方法

1 .1 样品采集 样品采自上海市金山区南美白对虾养殖池

塘。水样用25 L 采水器采集。底泥和池塘周边土壤样品采

集使用自制取样器, 取样器为灭菌的透明聚乙烯管, 管内直

径3 c m, 取样深度4 c m, 样品采集后立即置于冰盒内, 带回实

验室分析。

1 .2  氨氮含量的测定 水样直接用钠氏试剂分光光度法[ 6]

测定, 土壤样品及底泥样品采用氯化钾提取法测定, 用 2

mol/ L KCl 以1∶10( W/ V) 比例浸提土壤 , 浸提液用钠氏试剂

分光光度法测定。所有数据测定3 次作为测定平均值。用

MPN- Griess 法对氨氧化菌计数[ 7] 。

1 .3 样品 DNA 的提取 土壤及底泥样品采用FastDNA SPIN

Kit for Soil( Bio101 ,USA) 进行DNA 提取。水样前处理: 在无菌

条件下, 取1 L 水样, 经0 .45 μm 滤膜, 以真空泵抽滤, 使水样

中的细菌富集到滤膜上。将滤膜剪成碎片后用上述试剂盒

提取 DNA, 提取的 DNA 使用0 .8 % 琼脂糖( W/ V) 电泳,TAE

缓冲液,EB 染色后在凝胶成像系统( BIO- RAD,Bio- Rad Labo-

ratories ,America) 下观察。

1 .4 PCR 扩增 a mo A 基因 参照 Mette 等方法[ 8] 进行。以

提取的总DNA 为模板, 采用氨氧化菌特异的 a moA 引物对

a moA- 1F 和 a moA-2R 进行PCR 扩增[ 9] 。a moA- 2R 5’端加GC

夹子( CGCCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGC) 扩增得到的产物

用于 DGGE 分析。反应体系为:10 ×PCR 反应缓冲液2 .5 μl ,

dNTP( 2 .5 mmol/ L of each dNTP) 2 μl , 上游引物( 10 μmol/ L)

1 μl , 下游引物( 10 μmol/ L) 1 μl , Taq DNA polymerase2U( 0 .4

μl ) , 模板 DNA 1 μl , 终体积25 μl 。反应条件 :94 ℃,4 min ;94

℃,1 min ;57 ℃,90 s ;72 ℃,90 s ,35 个循环;72 ℃ ,10 min 。PCR

产物经0 .8 % 琼脂糖凝胶电泳分析 , 选择目的 DNA 片段回收

纯化。PCR 产物的回收纯化采用上海生工柱式胶回收试剂

盒进行。PCR 试剂及PCR 引物均由上海生工生物公司提供。

1 .5 变性梯度凝胶电泳( DGGE) 分析及片段序列测定  参

照文献 Muyzer 的方法[ 10] ,PCR 产物通过聚丙烯酰胺凝胶( 浓

度7 .5 % , 变性梯度:35 % 到55 % ) 在通用突变检测系统( Bio-

Rad) 中进行电泳。电泳条件: 电泳缓冲液为1 ×TAE ,60 ℃、

120 V 电泳6 h 。经SyBR greenI 染色后, 在 UVR 凝胶成像系

统下观察结果。每个样品的PCR 产物和克隆得到的单菌的

PCR 产物同时在1 块胶上样, 作DGGE 分析, 比对混合样品和

单克隆 , 对不对应的混合样品条带进行回收测序。
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1 .6 a mo A 基因克隆文库的构建及序列分析 参照pGEM-

T 载体试剂盒说明和文献[ 11] 的方法进行。测序由上海生工

生物公司完成。测序结果提交 GeneBank 进行blast 分析。进

化分析使用 MEGA version4 .0 软件绘制系统发育树。根据序

列相似性大于或等于99 % 以上的归为一个操作分类单元

( OTU) 。在 NCBI 数据库中搜索最邻近的序列。以覆盖率

( Coverage) 来评估所构建的文库对氨氧化菌多样性的体

现[ 12] , 计算公式为: C = [ 1 - ( n/ N) ] ×100 ; 其中, n 代表具有

不重复序列的克隆数 , N 代表所分析的克隆数。所测序列提

交到 GenBank database 中, 登录 号为 EU275264 ～EU275270 ,

EU275272 , EU275274 , EU275276 , EU275277 , EU275281 ,

EU275284 。

2  结果与分析

2 .1  不同生态位点样品的理化和微生物性状  采用 MPN-

Griess 法计算样品中氨氧化菌数量, 不同样品中的氨氧化菌

数量见表1 。不同样品中氨氧化菌数量处于不同的数量级 ,

差异显著。其中池塘周边土壤中氨氧化菌最多, 达到4 .5 ×

105 cfu/ g ; 底泥中数量为9 .5 ×104 cfu/ g ; 水体中数量为2 .0 ×

103 cfu/ ml 。

表1 不同样品的理化和微生物性状( n =3)

Table 1 Thechemical and microbial properties of different samples

样品Samples pH 值pHvalue NH4
+- N 细菌Bacteria AOB

水样Water sample 6 .81±0 .21 (1 .28±0.30) mg/ L (5 .78±0.73) ×104cfu/ ml    2 .0×103 cfu/ ml

底泥Bottommud 7 .33±0 .10 (4 .65±0.82) mg/ kg (6 .92±0 .91) ×105 cfu/ g 9 .5×104 cfu/ g

池塘周边土壤Soil around the pond 7 .89±0 .13 (3 .23±0.75) mg/ kg (2 .21±0 .33) ×106 cfu/ g 4 .5×105 cfu/ g

2 .2  a moA 基因的扩增 利用引物 a moA-1F 和 a moA-2R 对

提取得到的环境样品 DNA 进行扩增, 产物用于克隆文库组成

分析。利用引物 a moA-1F 和 a moA-2R- GC 对环境样品 DNA

进行扩增, 产物用于 DGGE 分析。扩增产物作琼脂糖凝胶电

泳。土壤和底泥两个 DNA 样品均扩增到了预期长度( 491 、

517 bp) 的DNA 片段( 图1、2) , 水体样品没有得到预期片段。

注 :M 为 Marker ,N 为阴性对照 ,S 为土壤样品 ,F 为底泥样品。下同。

Note : M, Marker ; N, negative contrbl ; S , soil sample ; F , bottom mud

sample .The same as below.

    图1 PCR 扩增 a moA 基因

   Fig.1 PCRamplificationon amoA gene

2 .3  引物的优化  试验过程中先以氨氧化菌特异的 a moA

引物对 a moA- 1F 5’端加GC 夹子和 a moA-2R 进行PCR 扩增。

将扩增得到的产物用于DGGE 分析时, 条带无法分离( 数据未

显示) , 而将 GC 夹子连接到 a moA-2R 上 , 以 a moA-2R- GC 和

a moA-1F 为引物进行扩增, 产物进行 DGGE 分析时得到了清

晰的各条带分离的可分析图谱( 图3) 。

2 .4  不同样品中氨氧化菌区系 DGGE 分析  图3 为底泥和

土壤样品中 DNA 进行 AOB 特异的 a moA 基因扩 增后的

DGGE 图谱, 每种样品都重复2 次,DGGE 条带重现性都很好。

虽然同属池塘系统 , 底泥样品的DGGE 条带数量明显多于池

塘周边土壤样品的 DGGE 条带数, 且2 个样品的氨氧化菌群

落组成有着明显的差异。2 个样品的 a moA 扩增序列的

DGGE 图谱共有8 条条带。池塘周边土壤样品有条带3 、5、6 ;

底泥有条带1 、2 、3、4、7 、8 。2 个样品之间只有一条共同条带

3 。为确定每个条带所代表的氨氧化菌 , 将2 个样品的 PCR

扩增产物与克隆分离得到的单克隆的PCR 产物同时在一块

胶上样, 作DGGE 对比分析 , 结果显示 , 条带3 对应的单克隆

的条带序列与 Nitrosospir a sp . Nsp17( AY123825) 相似性达到

96 % 。土壤样品中其他条带都与 Nitrosospira 属有较高相似

性, 而底泥样品中其他条带与 Nitrosomonas 属序列具有高度

相似性。

    图2 PCR 扩增 amoA 基因带GC 夹板

   Fig .2 PCRamplificationon a moA gene with GCclamp

注 : 图中标注数字条带用于序列测定。

Note :The bands marked with number were used for sequencing .

图3 不同样品 amoA 基因PCR 产物DGGE 分析结果

Fig .3 DGGE analysis of PCRproducts of a moA genefromdifferent

samples

2 .5  不同样品中氨氧化菌群克隆文库组成分析 从文库中

挑选白色菌落各100 个纯化后菌液以 a moA- 1F 和 a moA-2R

为引物进行PCR 检测阳性克隆。PCR 扩增产物为491bp。共

获得阳性克隆145 个, 其中底泥样品的阳性率为76 % , 池塘周

边土壤样品的阳性率为69 % 。每个样品随机挑选30 个阳性
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克隆由上海生工生物公司进行测序。

根据序列相似性大于或等于99 % 以上的归为1 个操作

分类单元( OTU) , 共获得了13 个 OTU, 底泥样品序列编号为

OTU-F1 至 OTU- F9 , 土壤样品序列编号为 OTU- S1 至 OTU- S4 。

计算结果表明所构建的 a moA 基因克隆文库覆盖率分别达到

90 .0 % ,96 .7 % 。从覆盖率分析可以说明所构建的 a moA 基

因克隆文库能够较完整地反映所属环境中的氨氧化菌多样

性状况。

图4 是对2 个样品中氨氧化菌群系统发育分析的比较。

池塘底泥样品9 个 OTU 中,OTU- F8 与其他序列之间的相似

性低于61 % , 与 Nitrosospir a sp .( AY123825) 相似性达到96 % 。

其他OTU 都与 Nitrosomonas 属序列具有高度相似性。土壤样

品得到4 种OTU, 它们之间的最低的相似性为90 % , 所有的

序列都与 Nitrosospira 属序列具有高度相似性。

图4 2 个样品中氨氧化菌群系统发育分析

Fig.4 Phylogenetic tree of AOBintwosamples based on analysis of amoAsequences

  对2 个样品序列进行比较分析, 发现2 个样品中只有

OTU-S3 和OTU- F8 之间的相似性大于99 % , 遗传距离小于

0 .01 ,2 个样品的其他序列之间的相似性都小于 71 % 。而

OTU-S3 和 OTU- F8 的单菌的 PCR 产物与混合样品在同一

DGGE 胶上样 , 条带能够与条带3 相对应。对于条带3 , 克隆

文库分析的结果与 DGGE 分析结果互相吻合。克隆文库分

析得到13 个OTU, 而DGGE 图谱中总共只有8 个条带, 可能

这些条带反映的是氨氧化菌群落中的优势菌群, 而弱势菌群

因为数量少,DNA 含量达不到 DGGE 检测限, 遗传信息被样

品中数量较多的种属所掩盖而未被显示出来。

克隆文库分析结果显示, 与试验得到的序列相似度最高

的序列都是未培养的氨氧化菌序列, 相似度高的已培养的氨

氧化菌序列也只能确定其属的水平, 而未能确定种。这也充

分表明难培养的氨氧化菌群有复杂的生态结构还未被人们

所认识 , 需要人们进一步深入的研究。

3  讨论

(1) 试验虽然能够提取水体中细菌的总 DNA , 但是未能

扩增得到水体中氨氧化菌的 a moA 基因片段。可能是水体

中氨氧化菌基因组 DNA 所占比例太小所致。也可能是水体

中抑制物质的存在, 妨碍了其扩增。对水体中氨氧化菌

a moA 基因的扩增条件的摸索在进行中 , 相关结果将在后续

文章中予以报道。

( 2) 采用 DGGE 技术分析不同样品中氨氧化菌的多样

性, 结果显示, 土壤中的氨氧化菌只得到3 个条带, 而底泥中

样品得到5 个条带 , 两者之间只有 1 个种属相似度大于

99 % 。克隆文库分析结果显示, 这2 个样品中分别有4、9 个

不同 OTU。这些序列在DGGE 泳道并未完全表现出来, 这可

能是由于该序列代表的氨氧化菌在样品中细胞数目较少, 其

DNA 含量达不到 DGGE 检测限, 遗传信息被样品中数量较多

的种属所掩盖而未被显示出来。

( 3) Muyzer( 1993) 首次将DGGE 技术应用于微生物生态的

研究[ 10] , 现在已被广泛应用于各种环境微生物生态的研究。

这一技术能够提供群落中优势种类信息和同时分析多个样

品, 具有可重复和容易操作等特点, 适合于调查种群的时空

变化, 并且可通过对切下的带进行序列分析或与特异性探

针杂交分析鉴定群落成员。DGGE 是分析微生物群落的一种

有力的工具, 但是同其他分子生物学方法一样( DGGE) 也有

缺陷[ 13] , 它只能分离较小的片段, 使用于系统发育分析比较

和探针设计的序列信息量受到了限制。在某些情况下, 由

于所用基因的多拷贝导致1 个种类多于1 条带, 因此不易鉴

定群落结构到种的水平。

( 4) 克隆文库组成分析技术可以对1 个系统里微生物组

成的整体状况进行“人口普查式”的研究, 能够提供比较全面

的菌种组成信息[ 14] , 是微生物分子生态学中用来调查环境
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中微生物组成的常用方法之一。但是该技术工作量比较大 ,

不适合微生物多样性的动态监测。克隆文库组成分析与

DGGE 技术结合起来能够减少两种技术的缺陷, 能够更详细

地观察微生物的群落结构和功能。

( 5) 试验中底泥和土壤中都检测到 Nitrosospira 属氨氧化

菌的存在, 印证了环境中 Nitrosospira 属的存在具有普遍性这

一结论。土壤氨氧化菌序列与 Nitrosospira 属的序列具有高

度亲源性 , 这结果与以往的结论: 土壤环境中硝化细菌以 Ni-

trosospira 属为主, 而非 Nitrosomonas 属[ 15] 相一致。

( 6) Hiorns 等利用特异引物对16SrRNA 基因进行PCR 扩

增和特异探针杂交[ 16] , 检测到富集培养的湖水和沉积样品

中存在 Nitrosomonas 属。而试验利用 a moA 基因特异引物对

南美白对虾养殖池塘系统样品进行扩增, 得到底泥样品中存

在大量与 Nitrosomonas 属相似的氨氧化菌序列。这一结果与

养殖系统本身的环境特点是密不可分的。

( 7) 虽然 MPN 法计数表明土壤中氨氧化菌数量更多, 但

是底泥中的氨氧化菌种属比土壤中氨氧化菌种属差异更大 ,

且 Nitrosomonas 属成为优势菌属。不同形态特征的菌属生理

结构不一样 , 适应环境的能力不同, 对环境变化反应的快慢

也不同, 在土壤或底泥中可能会占据不同的位点。不同样品

氨氧化菌种属差异可能是环境对氨氧化菌种属长期选择的

结果。
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花、蟹爪兰、昙花等。研究发现 , 在8 ～10 m2 的室内 ,1 盆吊

兰就相当于一个空气净化器。②10 m2 以上的房间。宜选

少量大型植物与中小型植物相结合组景, 如卵叶鹅掌藤、散

尾葵、苏铁、龟背竹、棕竹、白鹤芋、君子兰、金边虎皮兰、绿

宝石等。有研究表明 , 如果15 m2 的室内摆放2 ～3 盆金边

虎皮兰, 每天就能吸收室内80 % 以上的有害气体。

5  结语

在目前尚没有先进技术手段有效净化室内空气污染物

的情况下 , 利用植物的生物特性吸收空气中的污染物 , 是非

常好的净化技术选择[ 2] 。正确选择和摆放能净化室内空气

污染物的观赏植物 , 不仅可改善室内空气环境质量, 充分展

示室内植物的自然美 , 还可在一定程度上消除人们生活与

工作中的疲劳、缓解压力 , 营造和谐美的绿化空间, 愉悦室

内活动的人们的心情。
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