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小型浅水湖泊氨氧化细菌分布特征
及其对氮素垂向分布的响应
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摘要: 以淮河流域里下河地区小型浅水湖泊为研究对象,采用分子生物学方法和细菌反硝化稳定

同位素技术研究氨氧化细菌(AOB)的生物多样性和群落特征,探究不同类型的污染物对 AOB 丰度

和群落特征的影响。 结果表明,得胜湖 AOB 的生物多样性和丰度最高,而大纵湖北部最低,究其原

因,认为是得胜湖较为复杂的污染来源和周围环境以及大纵湖湖心密集的水生植物造成的。 amoA
基因的系统发育分析表明,研究区内丰度最高的是亚硝化单胞菌属,占 92. 3% ,亚硝化螺菌属占

7郾 7% ;硝氮含量与 AOB 丰度具有一致性,AOB 丰度高的采样点上覆水中硝氮较高。 同位素溯源

分析表明污染物的来源差异导致了 啄15N 的不同,长期的围网养殖会导致 啄15N 降低,而腐烂植物的

长期过度累积则会导致 啄15N 增大。
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Distribution characteristics of ammonia鄄oxidizing bacteria of small shallow lakes and
its response to vertical distribution of nitrogen
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Abstract: In this study, with small shallow lakes in Huaihe River Basin as object, the biodiversity and distribution characteristics of
ammonia鄄oxidizing bacteria (AOB) were analyzed. Simultaneously, to explore the role of different sources of nitrogen pollutants on the
abundance and distribution characteristics of AOB, nitrate sources were investigated via molecular biological means and bacterial
denitrification stable isotope technology. The results showed that the diversity and abundance of AOB were the highest in Desheng
Lake, while those in the northern part of the Dazong Lake were the lowest, demonstrating that the complex pollution sources and
surrounding environment of Desheng Lake and the dense aquatic plants in the center of Dazong Lake led to the increase of the diversity
and abundance of AOB. Phylogenetic analysis of amoA gene showed that the two most abundant genera in Desheng Lake, Dazong Lake
and Jiulongkou were Nitrosomonas (92. 3% ) and Nitrospirillum (7. 7% ). Based on the distribution of AOB, nitrate nitrogen and AOB
changed consistent, and nitrate nitrogen in overlying water was high at the point with high AOB abundance. Isotope traceability analysis
showed that long鄄term seine farming led to a decrease of 啄15N (0. 57% ) and the long鄄term over accumulation of decaying plants led to
an increase of 啄15N (1. 0% ). The research is helpful for the further study of the nitrogen cycle and management of shallow lakes.
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氨氧化细菌(Ammonia鄄Oxidizing Bacteria,AOB)是氨氧化反应的主要承担者之一,广泛分布于土壤、湖泊

及海洋 等 环 境 中[1]。 研 究 发 现 的 AOB 大 多 属 于 茁鄄Proteobacteria 亚 纲 和 酌鄄Proteobacteria 亚 纲, 茁鄄
Proteobacteria 分为亚硝化螺菌群(Nitrosospira)和亚硝化单胞菌群(Nitrosomonas),多存在于非海洋生境中,而
酌鄄Proteobacteria 亚纲多见于陆地、海洋生境中[2]。 目前,学者们已经开展了大量以 AOB 为主题的研究工作,
Horz 等[3]发现 AOB 会因温度、降水量等环境因子的改变产生明显的响应;Ruben 等[4] 发现城镇河流岸边与

水体中 AOB 的群落组成相似;Garnier 等[5]对塞纳河水体中的 AOB 优势种群进行分析,并研究了 AOB 丰度

对环境变化产生的响应。 可见,围绕某区域中 AOB 影响因素和群落特征的研究已较为深入,而不同来源污

染物对 AOB 群落分布特征影响方面的研究相对较少。 AOB 在地球氮素循环中扮演着重要的角色[6]。 本文

选取淮河流域里下河地区浅水湖泊作为研究对象,识别不同污染类型的表层底泥中 AOB 群落的特征,解析

AOB 丰度和分布对硝酸盐外源输入的响应,研究成果可为沉积物氮素分布特征和迁移转化研究提供参考。

1摇 试验材料与方法

图 1摇 研究区采样点布设与位置

Fig. 1摇 Arrangement and location of
sampling points in the study area

1. 1摇 研究区概况和沉积物采集

淮河流域里下河地区湖荡众多,近年来受人类活动的影响,水
体污染状况加剧,自净功能减弱[7]。 样品采集时间为初秋季节,采
样点分别为得胜湖中心(DS)、九龙口东北入湖口(JLK)、大纵湖北

部(DZ1)以及大纵湖中心(DZ2) (图 1),平均水深分别为 3. 5 m、
1. 5 m、2. 1 m 和 1 m,各采样点受人类活动影响的程度差别较大,污
染物来源各不相同。 得胜湖周边有化肥厂与采砂场,湖区有围网养

殖;九龙口刚疏浚,上游存在渔畜禽类养殖区;大纵湖北部围网养殖

密集,湖心水生植物繁密。 使用抓斗式采样器采集表层 10 cm 左右

的沉积物,速冻后运回实验室用于 DNA 提取和理化性质测定。
1. 2摇 上覆水理化性质测定

利用多参数水质分析仪(美国 YSI V6600)现场测定上覆水的

溶解氧(DO)、pH 值、水温;其他指标参照文献[8鄄9]测定,其中总氮

(TN)、硝氮(NO-
3)、亚硝氮(NO-

2 )、氨氮(NH+
4 )、总磷(TP)、磷酸盐

(PO4
3-)采用流动注射分析仪(SAN++,SKALAR,荷兰)测定,总有机

碳(TOC)使用 TOC 仪(Multi N / C 2100,Jena,德国)进行测定。
1. 3摇 沉积物相关指标测定

沉积物样品的分析方法主要参照《土壤农业化学分析方法》 [10]。 其中,TN 先后按照半微量 开氏消煮

法、流动注射分析法进行测定;NH+
4、NO-

3 和 NO-
2 的测定则先用浸提法进行处理,接着采用流动注射分析法

测定过滤后的浸提液。
1. 4摇 DNA 提取、PCR 扩增与系统发育分析

将冻干过筛后的 0. 5g 沉积物进行 DNA 提取和纯化,经 70%乙醇与 TE 溶液处理后体积为 50 滋L,-20益
保存。 重 复 3 次, 合 并 稀 释 后 作 为 模 板 进 行 25 滋L 体 系 扩 增。 采 用 特 异 性 引 物 amoA鄄1F ( 5忆鄄
GGGGTTTCTACTGGTGGT鄄3忆) 和 amoA鄄2R (5忆鄄CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC鄄3忆) [11] 进行 amoA 基因扩增。
参照文献[12]克隆与测序,最后获得 AOB 核酸序列登录号为 KM516473鄄 KM516706。 使用 DOTUR 软件选

取代表性序列,在 GenBank 中比对最相似序列,再选取参照序列,用 ClustalX 1. 8、Jukes鄄Cantor 模型、MEGA
5. 0 进行序列比对、计算距离和检验对比,通过 Kimura 2 参数矩阵的邻接法构建系统发育树[13],并评估进化

树的可靠性,自举值为 1 000 次。
1. 5摇 多样性分析方法

通过 DOTUR 软件计算克隆文库覆盖率(C)、Shannon鄄Wiener 多样性指数、Simpson 多样性指数、Sace 丰

度指数以及 Chao1 丰度指数。 Shannon鄄Wiener 和 Simpson 多样性指数反映群落结构的复杂程度,Sace 丰度指

数和 Chao1 丰度指数表示种类丰富程度。
C = [1 - (n1 / N)] 伊 100% (1)
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式中:n1———分类操作单元(operational taxonomic unit,OTU)数目;N———相应克隆库的总克隆数量[14]。
1. 6摇 反硝化同位素测定方法

菌种为致金色假单胞菌(P. aureofaciens),编号 NRRLB鄄1578。 将复活复壮的菌株接种到胰蛋白大豆肉

汤培养基,浓缩后倒入顶空瓶,用高纯 N2吹出 N2O,加入蒸馏水,搅拌、震荡、离心,用气密性注射器将离心后的

上清液注入带有浓缩菌的顶空瓶中,倒置放入恒温箱 30益过夜培养。 第 2 天注入 NaOH 溶解培养产生 CO2。
用带有预浓缩装置和气相色谱仪的稳定同位素质谱仪(MAT鄄253,Thermo,美国)分析 N2O 中的 啄15N[15]。

2摇 结果与讨论

2. 1摇 基本理化性质

采样点基本理化指标见表 1,上覆水偏碱性,各采样点 TN、NH+
4 质量浓度相差较大,TP 与 TOC 质量浓度

相似;DS 中 TN、TP 质量浓度普遍高于其他采样点;JLK 的 NO-
3、NH+

4 质量浓度较高;DZ2 与 DZ1 的 TN、TP 质

量浓度偏低。 4 个采样点 DO 质量浓度介于 3. 14 ~ 6. 85 mg / L 之间;NO-
2 质量浓度接近于 0,远小于 NO-

3 质

量浓度,说明 NO-
2 在水体中没有得到积累,可知 NO-

2 氧化过程没有成为 3 个湖泊 NH+
4 转化的限速步骤。

表 1摇 各采样点基本理化指标

Table 1摇 Basic physical and chemical indexes of each sampling point

采样点 pH 值
籽(DO) /

(mg·L-1)
水温 / 益

籽(TN) /
(mg·L-1)

籽(NO-
2 ) /

(mg·L-1)
籽(NO-

3 ) /
(mg·L-1)

籽(NH+
4 ) /

(mg·L-1)
籽(TP) /

(mg·L-1)
籽(PO3-

4 ) /
(mg·L-1)

籽(TOC) /
(mg·L-1)

DS 7. 37 3. 42 24. 0 5. 41 0. 02 0. 83 0. 67 0. 21 0. 18 6. 27
JLK 7. 50 4. 02 23. 3 2. 98 0. 00 0. 56 2. 49 0. 14 0. 09 6. 15
DZ1 7. 83 6. 85 22. 1 2. 93 0. 01 0. 27 0. 32 0. 11 0. 05 7. 77
DZ2 7. 31 3. 14 22. 8 3. 05 0. 01 0. 48 0. 29 0. 14 0. 08 6. 60

2. 2摇 沉积物 水界面的氮素分布特征

2. 2. 1摇 间隙水中 TN 和可交换态氮的垂向分布特征

间隙水中可交换态氮的垂向分布特征如图 2 所示。 (a)DZ2 的 TN 质量比较高;DS 中 TN 质量比随深度

增加而缓慢增加;JLK 中 TN 质量比较低,随深度变化较小,这可能与该采样点刚经过疏浚有关;DZ1 的 TN
质量比随深度增加呈较大幅度的锯齿状变化。 (b)4 个采样点间隙水中 NO-

3 的质量比在 0 ~ 4 cm 处随深度

减小而减小,4 cm 以下较稳定,间隙水和上覆水间的浓度差导致了表层间隙水的 NO-
3 向上覆水释放;DS 中

的 NO-
3 质量比小于其他 3 个采样点,与 DO、生物活性和植物密度有关。 (c)4 个采样点间隙水中 NO-

2 质量

比较低,随深度增加呈锯齿状减少,与 NO-
2 本身不稳定有关。 (d)表层 3 cm 以上的间隙水中,DZ2 处 NH+

4 质

量比垂向变幅最大,可能与微生物硝化作用和水生植物的同化吸收有关。

图 2摇 间隙水 TN 和可交换态氮的垂向分布特征

Fig. 2摇 Vertical distribution characteristics of TN and exchangeable nitrogen in interstitial water

2. 2. 2摇 沉积物中 TN 和可交换态氮的垂向分布特征

沉积物中 TN 和可交换态氮的垂向分布如图 3 所示。 ( a) 0 ~ 20 cm 的 TN 质量比介于 139. 8 ~
4 623. 0 mg / kg 之间,平均为 1 494. 3mg / kg,表层 8 cm 以上 TN 垂向变化较大。 DZ1 和 DZ2 的 TN 质量比约为

DS 和 JLK 同一分层处的 2 倍以上。 DZ1 和 DZ2 表层 8 cm 以上的 TN 质量比高于 8 cm 以下,DS 表层 8 cm 以
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上 TN 质量比低于 8 cm 以下,JLK 垂向变化较小。 (b)NO-
3 质量比随深度的增加而降低,表层 4 cm 变化明

显,DS 垂向变幅最大。 JLK 表层 3 cm 以上的 NO-
3 质量比随深度缓慢增加,而到 4 cm 处突然降低。 (c)表层

4 cm 以上的 NO-
2 质量比变幅较大,DZ1 表层 4 cm 处最低。 (d)NH+

4 质量比呈先增后降的趋势,但峰值点出

现深度不同,DS、JLK、DZ1 和 DZ2 分别出现在 14 cm、10 cm、4 cm 和 18 cm 处。

图 3摇 沉积物中 TN 和可交换态氮的垂向分布

Fig. 3摇 Vertical distribution of TN and exchangeable nitrogen in sediments

2. 3摇 amoA 基因多样性分析

利用细菌特异性 PCR 引物来扩增 AOB 的 amoA 基因,获得 491 bp 的扩增产物。 在挑出的 240 个克隆序

列中,成功测定了 235 个,DS、JLK、DZ1、DZ2 的目的序列克隆数分别为 59 个、58 个、59 个、60 个。 将测序结

果用 ClustalX1. 8 和 Dnadist 软件生成相似矩阵,用 DOTUR 软件进行 OTU 划分。 根据式(1)计算的克隆文库

的覆盖率大于 75% (表 2),包括了大多数的 amoA 基因的类型。 通过表 2 可知,DS 的 Shannon鄄Wiener 和

Simpson 多样性指数大于其他采样点;DZ1 的 AOB 生物多样性最低;DZ2 与 DZ1 相比,多样性指数与丰度指

数均较高。
表 2摇 AOB 的 amoA 多样性

Table 2摇 amoA diversity of ammonia鄄oxidizing bacteria

采样点 克隆数 / 个 分类操作
单元数 / 个 C / % Shannon鄄Wiener

多样性指数
Simpson

多样性指数
Sace

丰度指数
Chao1

丰度指数

DS 59 15 75 2. 2 7. 5 37. 7 51
JLK 58 9 84 1. 4 2. 6 19. 0 19
DZ1 58 4 93 0. 7 1. 4 5. 4 5
DZ2 60 8 87 1. 3 3. 0 14. 8 14

2. 4摇 amoA 基因系统发育分析

按 95%同源性将沉积物中 AOB 的 amoA 基因克隆序列分为 20 个 OTU,用 Blast 寻找参比序列,用
MEGA5. 0 构建系统发育树(图 4),分为 4 个 Cluster,共 235 个序列。 Cluster 1、Cluster 2 和 Cluster 3 聚类于亚

硝化单胞菌属,Cluster 4 聚类于亚硝化螺菌属。 Cluster1 中包含了 68 个序列,占 28. 9% ,被分为 7 个 OUT,分
别从 DS、JLK、DZ1、DZ2 中分离得到 21 个、14 个、2 个和 31 个;参考序列来自长江口、废弃的矿业池塘、沙质

河流沉积物和废水处理系统中。 Cluster 2 中包含 147 个序列,占 62. 6% ,被分为 5 个 OUT,分别从 DS、JLK、
DZ1、DZ2 中分离得到 32 个、39 个、50 个和 26 个;参考序列来自湖泊沉积物、河口沉积物、废水处理系统。
Cluster3 中包含 2 个序列,仅占 0. 9% ,被分为 2 个 OUT;参考序列来源于废水处理系统。 Cluster 4 中包含 18
个序列,占 7. 7% ,被分为 6 个 OUT,分别从 DS、JLK、DZ1、DZ2 中分离得到 4 个、6 个、6 个和 2 个。 Cluster 4
同时又可分为两个亚 Cluster,第一个亚 Cluster 有 6 个序列,来自 DS、DZ2、JLK,分别有 3 个、1 个和 2 个,参考

序列来源于城市饮用水配送系统和长江口;另一个亚 Cluster 有 12 个序列,来自 DS、DZ1、DZ2、JLK,分别有

1 个、6 个、1 个和 4 个,参考序列为城市饮用水配送系统和富营养化淡水沉积物。 DS 和 DZ2 中的 AOB 主要

聚类于 Cluster1 和 Cluster2;JLK 和 DZ1 的 AOB 主要聚类于 Cluster2。 20 个 OUT 代表序列与参考序列的基

因片段在核苷酸水平上的同源性均为 95% 。 在 20 个 OTU 中,聚类于 Cluster1 和 Cluster2 中的 OTU1 和

OTU12 能在所有样品中找到,序列数量最多,分别为 53 个(22. 6% )和 122 个(51. 9% )。 4 个采样点表层沉
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图 4摇 AOB 的 amoA 基因序列的系统发育分析

Fig. 4摇 Phylogenetic analysis of amoA gene sequence of ammonia鄄oxidizing bacteria

积物 AOB 都属于 茁鄄Proteobacteria 亚纲的亚硝化单胞菌群(占 92. 3% )和亚硝化螺菌群。 亚硝化单胞菌属共

有 217 个克隆序列,占 14 个 OTU;亚硝化螺菌属只有 18 个序列,占 6 个 OTU。
2. 5摇 AOB 的分布与同位素溯源分析

长期施肥处理影响 AOB 群落的组成[16]。 DS 周边农田的长期施肥及 JLK 上游畜禽养殖带来的面源污

染增加了 AOB 的丰度和生物多样性,促进了表层沉积物中 NH+
4 向 NO-

3 的转化,导致了 DS 表层 NO-
3 质量浓

度最大,JLK 次之。 由于存在质量浓度梯度,间隙水中的 NO-
3 通过扩散作用进入上覆水,增加了上覆水中的
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NO-
3 质量浓度,使得 DS 上覆水中的 NO-

3 质量浓度较高(表 1)。 JLK 表层沉积物中 AOB 的生物多样性和相

对丰度低于 DS,这与 JLK 刚经过疏浚有关。
采样点表层 2 cm 以上沉积物中 TN 质量浓度从小到大依次为 DS、JLK、DZ2、DZ1;NH+

4 为 JLK、DS、DZ2、
DZ1;NO-

3 为 DS、JLK、DZ2、DZ1。 可见,DZ 的 NH+
4 和 TN 质量浓度最高,NO-

3 最低,长期围网养殖降低了

AOB 的生物多样性和相对丰度,降低了 NH+
4 向 NO-

3 的转化量。 4 个采样点中 NH+
4 与 TN 质量浓度顺序接

近,与 AOB 的 Shannon鄄Wiener 多样性指数、Simpson 多样性指数、Sace 丰度指数和 Chao1 丰度指数大小相反;
NO-

3 质量浓度与多样性指数和丰度指数的大小一致。 较高的多样性和丰度使得 AOB 群落对环境的反馈能

力较强,保障了 AOB 群落结构具有较大的缓冲能力,促进了硝化反应,使得 DS 和 JLK 处产生的 NO-
3 较多,

并向上覆水中释放[17]。 较低的 AOB 生物多样性和丰度使得 NH+
4 转化为 NO-

3 的量较少,导致 DZ1 的 TN 和

NH+
4 质量浓度最高,NO-

3 最低。 DZ2 采样点 NO-
3 较低,一是由于 AOB 的生物多样性和丰度相对较低,硝化

反应较弱;二是沉水植物的同化吸收。 从 1 ~ 8 cmDS 和 JLK 间隙水中的 NO-
3 质量浓度呈现增加趋势,而 DZ2

变化不大,DZ1 则有减小趋势,4 个采样点 1 ~ 8 cm 表层沉积物中 NO-
3 质量浓度的垂向变化从大到小依次为

DS、JLK、DZ2、DZ1,这与 4 个采样点 AOB 的生物多样性和丰度顺序一致,说明 AOB 的生物多样性和丰度对

该地区浅水湖泊沉积物 水界面 NO-
3 的垂向分布有重要影响。

Purkhold 等[18]的研究指出,亚硝化螺菌属易在低氨环境中有更优的氨氧化功能,而亚硝化单胞菌属通

常在富含氨氮环境中有竞争优势;在 235 个 amoA 基因克隆序列中有 217 个序列属于亚硝化单胞菌群,占
92. 3% ,反映了氨氮污染程度较高的现状。 DZ2 中 AOB 的 Nitrosospira 群落占该点总克隆序列的 3. 34% ,
啄15N 为 1. 0% ,结合该点沉水植物密集的状况,认为硝酸盐主要来源于植物的腐烂。 DS、DZ1、 JLK 的

Nitrosospira 群落占各采样点总克隆序列的比例是 DZ2 的 2 倍以上,分别为 6. 8% 、10. 4%和 10. 4% ,氮同位

素比值偏正(0. 829% 、0. 569%和 0. 884% )。 结合现场状况,既有养殖污染汇入,又有农业面源污染,导致了

Nitrosospira 群落较丰富,与已有研究存在共性[19鄄21],即农牧废水湿地处理系统中 AOB 以 Nitrosospira 为主,而
畜类粪便和冲洗水中以 Nitrosomonas 为主。 DS 中的 AOB 生物多样性和丰度最高,可能与得胜湖 AOB 的来

源较为复杂有关,硝酸盐定源结果为混合型污染(氮同位素比值为 0. 829% )。
周边环境的复杂性影响 AOB 的生物多样性和相对丰度。 DZ1 的 AOB 生物多样性和氮同位素比值低于

DS、DZ2 和 JLK,可能与该采样点受围网养殖的直接影响较大有关,长期围网养殖增加了人为污染源的注入

量,降低了氮同位素比值,并造成该采样点生物多样性和相对丰度的降低。 可见,同一区域拥有不同污染物

来源的湖泊表层底泥中硝氮 啄15N 存在差异,长期的围网养殖(DZ1)会导致 啄15N 降低(0. 57% )、AOB 的丰度

和生物多样性降低;腐烂植物(DZ2)的长期过度累积会导致 啄15N 增大(1. 0% ),AOB 的丰度和生物多样性

降低。

3摇 结摇 摇 论

得胜湖、九龙口和大纵湖存在 AOB,丰度最多的是亚硝化单胞菌属(占 92. 3% )。 DS、DZ1 和 JLK 表层

沉积物中亚硝化螺菌属相对丰度是 DZ2 的 2 倍以上。 环境与污染来源复杂的地方 AOB 的生物多样性较高,
得胜湖 AOB 生物多样性和丰度最高,大纵湖入湖口的 AOB 生物多样性最低。 长期的围网养殖增加了人为

污染源的注入量,降低了氮同位素比值,降低了 AOB 的丰度和生物多样性。
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