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摘要：选择长江三角洲中型浅水湖泊———阳澄湖，应用分子生物学方法鉴定淡水系统底质中的厌氧氨氧化细菌和好氧氨氧化细菌．试验设计三
组厌氧氨氧化特异性巢式引物，对沉积物细菌的１６Ｓ ｒＲＮＡ进行特异性扩增．其中，引物对ＡＭＸ３６８ｆ － ＡＭＸ８２０ｒ从底质中扩增出了ａｎａｍｍｏｘ特
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共存的分子证据．
关键词：厌氧氨氧化菌；生境条件；淡水系统；阳澄湖
文章编号：０２５３２４６８（２０１２）０１１８２０８　 　 　 中图分类号：Ｘ１７２　 　 　 文献标识码：Ａ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｏｆ ｓｈａｌｌｏｗ
ｌａｋｅ：Ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ ｉｎ Ｙａｎｇｃｈｅｎｇ Ｌａｋｅ
ＺＨＡＮＧ Ｙａｐｉｎｇ，ＲＵＡＮ Ｘｉａｏｈｏｎｇ
Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅａｒｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９３
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ １９ Ｍａｒｃｈ ２０１１；　 　 　 ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｉｎ ｒｅｖｉｓｅｄ ｆｏｒｍ ２３ Ｍａｙ ２０１１；　 　 　 ａｃｃｅｐｔｅｄ ８ Ｊｕｎｅ ２０１１

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｙａｎｇｃｈｅｎｇ Ｌａｋｅ，ａ ｍｉｄｄｌｅ ｓｉｚｅ ｓｈａｌｌｏｗ ｌａｋｅ ｉｎ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｒｉｖｅｒ Ｄｅｌｔａ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ
ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ （ａｎａｍｍｏｘ）ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｒｅｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｎｅｓｔ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｎａｍｍｏｘ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ＡＭＸ３６８ｆ

ＡＭＸ８２０ｒ，ａｎｄ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｂｒｏｃａｄｉａ ｆｕｌｇｉｄａ，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｂｒｏｃａｄｉａ ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ
ａｎｄ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｃａｌｉｎｄｕａ． Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ｃｌａｓｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ａｎａｍｍｏｘ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃａｍｍｏｎｉａｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ Ｙａｎｇｃｈｅｎｇ Ｌａｋｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎａｍｍｏｘ ｂａｃｔｅｒｉａ；ｈａｂｉｔａｔ；ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｓｙｓｔｅｒｍ；Ｙａｎｇｃｈｅｎｇ Ｌａｋｅ

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）
传统理论认为，氨氧化过程是在好氧条件下，

ＮＨ ＋
４ 首先由氨单加氧酶（ＡＭＯ）催化氧化成为羟

氨，随后再由羟氨氧化还原酶催化氧化生成亚硝酸
盐．而最近的研究发现厌氧状态下也能进行氨氧化
过程，厌氧氨氧化（ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，

ａｎａｍｍｏｘ）是在厌氧条件下由ａｎａｍｍｏｘ菌驱动，以
ＮＨ ＋

４ 为电子供体，ＮＯ －２ 为电子受体，形成Ｎ２的过
程．自然界中ａｎａｍｍｏｘ活性的报道首先来自于波罗
的海（Ｔｈａｍｄｒｕｐ ｅｔ ａｌ．，２００２），在黑海首次鉴别了
ａｎａｍｍｏｘ菌（Ｋｕｙｐｅｒｓ ｅｔ ａｌ．，２００３）．此后，在全球范
围内的海洋环境（包括缺氧区，上升流区域，海湾，
海岸和河口）（Ｄａｌｓｇａａｒｄ ｅｔ ａｌ．，２００３； Ｋｕｙｐｅｒｓ
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ｅｔ ａｌ．，２００５； Ｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．，２００８； Ｔｒｉｍｍｅｒ ｅｔ ａｌ．，
２００３；Ｗｏｅｂｋｅｎ ｅｔ ａｌ．，２００７）等环境中也发现了
ａｎａｍｍｏｘ菌．除了海洋系统，Ｓｃｈｕｂｅｒｔ等（Ｓｃｈｕｂｅｒｔ
ｅｔ ａｌ．，２００６）首次在世界第二大淡水湖———
Ｔａｎｇａｎｙｉｋａ湖中发现ａｎａｍｍｏｘ菌，并测算出每年由
于ａｎａｍｍｏｘ作用产生的Ｎ２约０． ２ Ｔｇ，约占氮去除总
量的１３％ ．已检测到ａｎａｍｍｏｘ菌的淡水环境包括：
深水湖泊厌氧水体（Ｓｃｈｕｂｅｒｔ ｅｔ ａｌ．，２００６），超富营
养化湖泊沉积物（Ｐｅｎｔｏｎ ｅｔ ａｌ．，２００６），河流沉积物
（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２００７），多孔含水层（Ｃｏｓｔｅｌｌｏ ｅｔ ａｌ．，
２００９），热泉（Ｊａｅｓｃｈｋｅ ｅｔ ａｌ．，２００９）等．已在淡水环
境中鉴别出的ａｎａｍｍｏｘ 种群主要有，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｂｒｏｄａｅ，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｓｏｒｏｋｉｎｉｉ，
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｃａｌｉｎｄｕａ ｗａｇｎｅｒｉ，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｂｒｏｃａｄｉａ
ｆｕｌｇｉｄａ， Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｂｒｏｃａｄｉａ ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ 和
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｋｕｅｎｅｎｉａ ｓｔｕｔｔｇａｒｔｉｅｎｓｉｓ．

有研究报道（Ｓｃｈｍｉｄｔ ｅｔ ａｌ．，２００３），好氧氨氧
化菌和厌氧氨氧化菌可以在兼性环境中共存．一方
面，好氧氨氧化菌的代谢过程消耗氧气并产生
ＮＯ －２ ，为厌氧氨氧化菌营造厌氧环境的同时提供反
应底物；另一方面，好氧氨氧化菌和厌氧氨氧化菌
存在对电子受体氨氮的竞争．环境中好氧氨氧化菌
和厌氧氨氧化菌竞争共存，是氮素循环的重要驱
动力．

长江三角洲河网密布，湖荡众多，且大多为浅

水湖泊．湖泊底泥的好氧厌氧界面上存在适合氨氧
化菌生存的兼性环境．徐徽等（２００９）发现太湖梅梁
湾沉积物中ａｎａｍｍｏｘ作用占整个脱氮作用的１０％
以上．阳澄湖位于在太湖以北的长江三角洲上，面
积约１２０ ｋｍ２，其６５％的底质表层分布着斑块状的
粉砂和砂质泥．近年来由于养殖的需要，投入了大
量饲料，水体中营养物质不断增加．应用分子生物
学手段鉴别阳澄湖沉积物中好氧及厌氧氨氧化微
生物的存在，探讨氨氧化微生物与环境因子之间的
关系，为长江三角洲地区水体中氮素循环研究提供
依据．
２　 材料和方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）
２． １　 样品采集

分别于２００９年７月（夏季）、２００９年１０月（秋
季）和２０１０年１月（冬季）、２０１０年６月（春夏季）采
集阳澄湖沉积物和相应的上覆水样品，样品采集位
置见图１．用抓泥斗抓取表层（０ ～ １０ ｃｍ）的沉积物，
每个底质样品混匀后分成两份．其中，１份装入灭菌
离心管，立即放入液氮罐中，运回实验室－ ６０ ℃冻
存，用于微生物鉴定；另１份样品用于常规理化指标
分析；沉积物经离心后得孔隙水．用纳氏试剂分光
光度法测氨氮，重量差减法测含水率，以５５０ ℃下２
ｈ后的重量差测得烧失量．采样点上覆水、孔隙水及
沉积物理化性质如表１所示．

图１　 采样点位置分布图
Ｆｉｇ． １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
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表１　 采样点物理化学特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｔｅｓ

点位 采集时间 ＤＯ
／（ｍｇ·Ｌ － １）ａ ｐＨ ａ

Ｔ ａ

／ ℃
ＮＨ ＋４ Ｎ

ｂ

／（ｍｇ·Ｌ － １）
ＮＯ －３ Ｎ

ｂ

／（ｍｇ·Ｌ － １）
ＮＯ －２ Ｎ

ｂ

／（ｍｇ·Ｌ － １）
ＴＯＣｂ

／（ｍｇ·Ｌ － １） 含水率ｃ 烧失量ｃ

１ ２０１００１２０ １１． １６ ７． １１ ９． ０ １６． １９ ０． ３４ ０． １１ ５６． ６３ ６０． １％ ３． ９％

２ ２００９１０２０ ９． ９５ ８． ５６ １９． ７ ７． ３５ ０． ５５ ０． ０４ １５． ０７ ５４． ０％ ５． ４％

３ ２００９１０２０ ８． １８ ８． １１ １９． ８ ３３． ７１ ０． ４２ ０． ０３ ５１． ３９ ６２． ３％ ７． ８％

４ ２０１００６２０ １０． ５４ ７． １６ ２７． ５ ８． １１ ３． ２７ ０． １６ ３４． ８９ ７２． ９％ ９． １％

５ ２００９０７２２ ６． ９４ ８． ４０ ３１． ６ ７． ７９ ０． ５３ ０． ０２ ６８． ７５ ７３． ２％ ５． ５％

６ ２０１００６２０ １１． ４２ ７． ８５ ２７． ７ １５． ９３ ０． ０８ ０． ２０ ３１． ０９ ６７． １％ ８． ７％

７ ２００９１０２０ ９． １８ ８． １９ ２０． ２ １５． ８９ ０． ５８ ０． ０６ ４４． １８ ６３． １％ ７． ２％

８ ２０１００１２０ １０． ９０ ７． ３０ ８． ８ ２２． １９ ０． ０９ ０． ０４ ４０． ０６ ７６． ０％ ７． ８％

９ ２０１００１２０ ９． ６１ ７． １８ ８． ２ ２０． ４４ ０． ３１ ０． １１ １３４． ３１ ６２． ８％ ４． １％

１０ ２００９１０２０ １０． ９８ ８． ８２ １９． ９ ６． ５０ ０． ６９ ０． ０７ ４８． ２８ ７２． ８％ ９． ３％

１１ ２００９１０２０ ９． ８８ ８． ５７ ２０． ４ ２０． ４９ ０． ５８ ０． ０６ ２９． ７７ ７１． ６％ ９． ９％

１２ ２０１００１２０ １０． ３０ ７． ３４ ８． ３ １２． ３４ ０． １７ ０． ０８ ４８． ７７ ７１． ５％ ４． ９％

１３ ２０１００６２０ ８． ０３ ７． ３８ ２７． ３ １３． ３５ １． ０６ ０． １４ ３２． ２１ ７１． ２％ １０． ０％

最小值 ６． ９４ ７． １１ ３１． ６０ ６． ５０ ０． ０８ ０． ０２ １５． ０７ ７６． ００％ ３． ９％

最大值 １１． ４２ ８． ８２ ８． ２０ ３３． ７１ ３． ２７ ０． ２０ １３４． ３１ ５４． ００％ １０． ０％

平均值 ９． ７７ ７． ８４ １９． １１ １５． ４１ ０． ６７ ０． ０９ ４８． ８８ ６７． ５８％ ７． ０％

　 　 注：ａ：上覆水；ｂ：孔隙水；ｃ：沉积物．

２ ． ２　 ＤＮＡ提取（Ｐｕｒｋｈｏｌｄ ｅｔ ａｌ．，２０００）
称取１． ０ ｇ沉积物样品，加入６７５ μＬ ＤＮＡ提

取缓冲液（１００ ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ＰＢＳ，１００ ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ＥＤＴＡ，
０ １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ＴｒｉｓＨＣｌ，１． ５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ＮａＣｌ，１％
ＣＴＡＢ，ＰＨ ８． ０），温和混匀，加入２５ μＬ蛋白酶Ｋ（２０
ｍｇ·ｍＬ － １），３７ ℃下培养６０ ｍｉｎ．加入７５ μＬ的２０％
ＳＤＳ（Ｗ ／ Ｖ），６５ ℃水浴２ ｈ，每隔１５ ～ ２０ ｍｉｎ上下颠
倒混匀一次． ５０００ ｇ离心１０ ｍｉｎ后，上清液转移至
干净离心管中．加入等体积的酚∶氯仿∶异戊醇
（２５∶２４∶１）混匀．离心５ ｍｉｎ，上清液转移至干净的离
心管中．加入等体积的氯仿：异戊醇（２４ ∶ １）混匀，
５０００ ｇ离心５ ｍｉｎ后，将上清液转移至干净的离心
管中．酚氯仿的抽提过程重复操作两次．加入０． ６体
积的预冷的异丙醇，４ ℃沉淀过夜． １２０００ ｇ离心１５
ｍｉｎ，弃上清液，用７０％冰乙醇清洗两次．样品重悬
于５０ μＬ的灭菌去离子水中，－ ２０ ℃保存．
２． ３　 ＰＣＲ扩增、序列测定、系统发育分析

应用通用引物１３９２ｒ与浮霉菌门通用型引物
ＰＬＡ４６ｆ组合对细菌的１６Ｓ ｒＲＮＡ进行扩增，对扩增
出的１６Ｓ ｒＲＮＡ 应用ａｎａｍｍｏｘ 菌特异性引物
ＡＭＸ３６８ｆ、ＡＭＸ３６８ｒ、ＡＭＸ８２０ｒ进行巢式扩增．应用
细菌通用引物Ａｎ２７ｆＡｎ１４９２ｒ对细菌的１６Ｓ ｒＲＮＡ
进行扩增，应用氨氧化基因特异性探针ａｍｏａ１ｆ
ａｍｏａ２ｒ进行巢式扩增．扩增过程中涉及到的引物以

及相关参数详见表２．
５０ μＬ的ＰＣＲ反应体系中，分别包含５ μＬ的１０ ×

ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ，４ μＬ的ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ（各２． ５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １），
３ μＬ的ＭｇＣｌ２（２５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １），０． ２５ μＬ的Ｔａｑ酶（５
Ｕ·μＬ － １）（Ｔａｋａｒａ），引物各２ μＬ（１０ μｍｏｌ·Ｌ － １），加
入２ μＬ稀释１００倍（Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ．，１９９６）后的ＤＮＡ粗
提液（约１０ ～ １００ ｎｇ）作为反应模板．

Ｐ１、Ｐ２的反应体系：首先在９４ ℃条件下，预变
性４ ｍｉｎ，以９４ ℃变性４５ ｓ，Ｔ ａ 值温度下退火５０ ｓ，
７２ ℃延伸３ ｍｉｎ，作２８ 个循环，再以７２ ℃延伸
１０ ｍｉｎ．

Ｐ３的反应体系：首先在９５ ℃条件下，预变性５
ｍｉｎ，以９４ ℃变性３０ ｓ，Ｔ ａ 值温度下退火１ ｍｉｎ，７２
℃延伸２ ｍｉｎ，作３５个循环，再以７２ ℃延伸１０ ｍｉｎ．
将第一轮扩增反应得到的目的片段条带用琼脂糖
凝胶试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ）切割提纯后再作为模板进
行第二轮扩增．

将第一轮扩增反应得到的目的片段条带切出
用琼脂糖凝胶试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ）提纯后再作为模
板进行第二轮扩增．

将ＰＣＲ扩增出的目的片段送南京金思瑞公司
进行克隆测序．目的序列连接到Ｔ载体后，转化到
Ｅ． ｃｏｌｉ质粒中，从每个ＰＣＲ产物克隆后，随机挑选
出三个克隆子进行测序．测得的序列经ＢｉｏＥｄｉｔ ３． ０
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编辑后，提交ＧｅｎＢａｎｋ数据库．在ＮＣＢＩ的核酸序列
数据库中运用ＢＬＡＳＴ进行序列比对，下载相似序列
的ＦＡＳＴＡ文件．运用ＣｌｕｓｔａｌＸ ２． ０对序列进行比对

排序，在ＭＥＧＡ ４． ０中导入已排序的文件，以ＮＪ法
建立系统发育树．

表２　 实验中所用引物对
Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

体系 参考文献 引物 序列　 　 　 Ｔａ
ａ ／ ℃

Ｐ１
ＳａｎｃｈｅｚＭｅｌｓｉｏ
ｅｔ ａｌ．，２００９，
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ

Ｐ２ Ｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．，２００８

Ｐ３
Ｒｏｔｔｈａｕｗｅ ｅｔ ａｌ．，
１９９７

ｆｉｒｓｔ ｒｏｕｎｄ

ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｕｎｄ

ｆｉｒｓｔ ｒｏｕｎｄ

ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｕｎｄ

ｆｉｒｓｔ ｒｏｕｎｄ

ｓｅｃｏｎｄ ｒｏｕｎｄ

ＰＬＡ４６ｆ ５′ＧＧＡ ＴＴＡ ＧＧＣ ＡＴＧ ＣＡＡ ＧＴＣ３′

１３９２ｒ ５′ＧＡＣ ＧＧＧ ＣＧＧ ＴＧＴ ＧＴＡ ＣＡＡ３′

ＡＭＸ３６８ｆ ５′ＴＴＣ ＧＣＡ ＡＴＧ ＣＣＣ ＧＡＡ ＡＧＧ３′

ＡＭＸ８２０ｒ ５′ＡＡＡ ＡＣＣ ＣＣＴ ＣＴＡ ＣＴＴ ＡＧＴ ＧＣＣ Ｃ３′

ＰＬＡ４６ｆ ５′ＧＧＡ ＴＴＡ ＧＧＣ ＡＴＧ ＣＡＡ ＧＴＣ３′

１３９２ｒ ５′ＧＡＣ ＧＧＧ ＣＧＧ ＴＧＴ ＧＴＡ ＣＡＡ３′

ＰＬＡ４６ｆ ５′ＧＧＡ ＴＴＡ ＧＧＣ ＡＴＧ ＣＡＡ ＧＴＣ３′

ＡＭＸ３６８ｒ ５′ＣＣＴ ＴＴＣ ＧＧＧ ＣＡＴ ＴＧＣ ＧＡＡ３′

Ａｎ２７ｆ ５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′

Ａｎ１４９２ｒ ５′ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′

ａｍｏａ１ｆ ５′ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ３′

ａｍｏａ２ｒ ５′ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ３′

５９

５９ ～ ６２

５９

６２

５２

６０

　 　 注：ａ：Ｔａ 为引物对的退火温度．

　 　 研究获得的阳澄湖序列已存入ＧｅｎＢａｎｋ中，序列
号如下：ａｎａｍｍｏｘ特异性序列登记号为ＧＱ５０４００７、
ＧＱ５０４００８，ＧＵ１８８９７８ ～ ＧＵ１８８９８３，ＪＦ２６１０５４ ～ ＪＦ２６１０８８；
ａｍｏａ特异性序列登记号为ＪＦ９７５６５２ ～ ＪＦ９７５６８０．
３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）
３． １　 Ａｎａｍｍｏｘ特异性序列的系统发育分析

在所有采样点中，引物对ＡＭＸ３６８ｆＡＭＸ８２０ｒ
均扩增出长度约为４７０ ｂｐ左右的ａｎａｍｍｏｘ特异性
片段，建立的系统发育树见图２．样品中的大多数序
列与Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｂｒｏｃａｄｉａ ｆｕｌｇｉｄａ的序列相似性大于
９７％ ． ３条序列与Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｂｒｏｃａｄｉａ ａｎａｍｍｏｘｉｄａｎｓ
的序列相似性大于９５％ ．来自于９号采样点的１条
序列与Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｃａｌｉｎｄｕａ序列相似性为９５％，４
条序列与ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅ序列比较相近，
与ａｎａｍｍｏｘ菌序列的相似性仅为８５％ ．

引物对ＰＬＡ４６ｆＡＭＸ３６８ｒ也能扩增出长度约
为３４０ ｂｐ左右的目的条带，但ＢＬＡＳＴ结果表明，这
些序列与已知ａｎａｍｍｏｘ菌的序列相似性不高，与之
最为接近的已知序列属于Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ中的一些
未培养细菌． Ｒｉｃｈ等（２００８）以ＰＬＡ４６ｆＡＭＸ３６８ｒ为
引物在Ｃｈｅｓａｐｅａｋｅ湾中扩增出了ａｎａｍｍｏｘ特异性
片段，而Ｓａｎｃｈｅｚ等（ＳａｎｃｈｅｚＭｅｌｓｉｏ ｅｔ ａｌ．，２００９）用
这对引物对淡水底质的样品进行分析时发现，其所
得的序列也主要落在Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ目内．可能是

因为引物对中浮霉菌通用引物ＰＬＡ４６ｆ降低了引物
对的特异性．

厌氧氨氧化菌属Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｂｒｏｃａｄｉａ在已鉴别
出的５个种属的ａｎａｍｍｏｘ菌中分布最为广泛，鉴别
的存在环境包括：海洋，淡水、地下水环境及不同接
种源的ａｎａｍｍｏｘ反应器．在９号点采集的沉积物中
发现了一条来自Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｃａｌｉｎｄｕａ 的序列，而
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ｓｃａｌｉｎｄｕａ 是海洋环境中的主要类群
（Ｐｒａｔｓｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ．，２００９）．
３． ２　 ＡｍｏＡ基因序列的系统发育分析

ＡｍｏＡ特异性引物对ａｍｏａ１ｆａｍｏａ２ｒ扩增出的
目的条带片段长度约为４９０ ｂｐ，所得序列的建立的
系统发育分析树见图３． 获得的序列均来自于
Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ． ４条序列与Ｅ７３和Ｅ３５的序列相
似性达９７％以上，这两个ａｍｏＡ基因片段来自湖泊
底质的ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ，与Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ａｅｓｔｕａｒｉｉ
属最为接近． 与其余最为接近的已知序列来自
Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈａ属．

自养好氧氨氧化菌（ＡＯＢ）一直被认为是氨氧
化作用的主要菌群（Ｏｔｔｅ ｅｔ ａｌ．，１９９９），好氧氨氧化
菌群主要属于Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（包括Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ
和Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ）和Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（Ｎｉｔｒｏｓｏｃｏｃｃｕｓ）．
其中，Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ和Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｉｒａ是自然系统中的优
势好氧氨氧化菌群（Ｎｏｌｄ ｅｔ ａｌ．，２０００；Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ．，
２００２；Ｗｈｉｔｂｙ ｅｔ ａｌ．，１９９９）本研究所得的主要序列
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与好氧氨氧化的主要菌群并不一致．研究中采用了
氨单加氧酶特异性引物，吴宇澄等（２０１０）研究表
明，该引物对敏感性较高而特异性较低，拟在后续

的研究中采用ＣＴＯ引物对该地的好氧氨氧化菌进
行分子生态学研究．

图２　 引物对ＡＭＸ３６８ｆＡＭＸ８２０ｒ扩增所得序列的系统发育树
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｓ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＡＭＸ３６８ｆＡＭＸ８２０ｒ

　 　 Ｔｈｉｒｄ，Ｓｃｈｍｉｄ，Ｓｌｉｅｋｅｒｓ等（Ｓｃｈｍｉｄｔ ｅｔ ａｌ．，２００３；
Ｓｌｉｅｋｅｒｓ ｅｔ ａｌ．，２００３；Ｔｈｉｒｄ ｅｔ ａｌ．，２００１）在氧限制反
应器中的好氧／厌氧界面发现ａｎａｍｍｏｘ菌与好氧氨

氧化菌（ａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＡＯＢ）同
时存在． Ｚｈａｎｇ等（２００７）在新沂河的底泥中同时检
测到好氧氨氧化菌和厌氧氨氧化菌，向燕等（２０１０）
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对太湖的氨氧化菌的垂直分布与多样性的研究表
明，氨氧化细菌和氨氧化古菌共存于沉积物各层，

但在沉积物各层均未发现典型厌氧氨氧化细菌的
１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列．

图３　 引物对ａｍｏａ１ｆａｍｏａ２ｒ所得序列的系统发育树
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｓ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔ ａｍｏａ１ｆａｍｏａ２ｒ

３． ３　 底泥环境特征分析
对阳澄湖东、中、西湖４个季节的样品理化特

征分析表明，沉积物孔隙水中的氨氮最大含量为
３３ ７１ ｍｇ·Ｌ － １，平均值为１５． ４１ ｍｇ·Ｌ － １，亚硝酸盐
氮含量最大值为０． ２ ｍｇ·Ｌ － １，平均值为０ ０９
ｍｇ·Ｌ － １，有机碳含量最大值１３４． ３１ ｍｇ·Ｌ － １，平均值
为４８． ８８ ｍｇ·Ｌ － １ ．张彦等（２０１０）对太湖沉积物及孔
隙水中氮的时空分布特征进行了调查研究，孔隙水
中的氨氮最高值出现在北部湖区的竺山湾和梅梁
湾，北部湖区底质孔隙水氨氮浓度为为５ ８１
ｍｇ·Ｌ － １，最大值为７． ８８ ｍｇ·Ｌ － １ ．徐徽等（２００９）应
用１５ Ｎ同位素示踪法对太湖梅梁湾水土界面厌氧氨
氧化过程进行了研究，结果表明，ａｎａｍｍｏｘ过程占整
个脱氮过程的比率均超过１０％，但未见厌氧氨氧化
菌的分子生物学证据报道．向燕等（２０１０）采用

ＡＭＸ３６８ｆＡＭＸ８２０ｒ引物对未发现太湖底泥中存在
典型的ａｎａｍｍｏｘ菌．与太湖相比，阳澄湖底泥孔隙
水中的氨氮浓度平均浓度较高，约为其３倍．据此推
测阳澄湖中的ａｎａｍｍｏｘ活性可能会高于太湖．对于
阳澄湖底泥中不同环境条件下氨氧化菌的群落结
构变化、分子生态学和厌氧氨氧化对脱氮过程的贡
献需进一步研究．
４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）ＰＬＡ４６ｆ、ＡＭＸ３６８ｒ、ＡＭＸ３６８ｆ和ＡＭＸ８２０ｒ这
４条引物被广泛应用于ａｎａｍｍｏｘ菌的分子生物学鉴
定． 本研究中，引物对ＡＭＸ３６８ｆＡＭＸ８２０ｒ 比
ＰＬＡ４６ｆＡＭＸ３６８ｒ扩增出的序列的特异性高．

２）在阳澄湖底泥中检测到了ａｎａｍｍｏｘ菌的序
列，是该地区关于ａｎａｍｍｏｘ分子证据的首次报道．
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３）阳澄湖底泥中ａｎａｍｍｏｘ菌与ＡＯＢ同时存
在，有关ａｎａｍｍｏｘ的种群分布和环境因子之间的关
系还需进一步进行研究．
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