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低温高海拔湖泊岸边带厌氧氨氧化菌的存在、生物多
样性及活性
———以天山天池为例
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摘要：本文旨在通过聚合酶链反应 ＰＣＲ、构建克隆文库、１５Ｎ 同位素示踪等技术研究厌氧氨氧化细菌在以天山天池为代表的高海拔低温水生态

系统中的存在、发生、活性及对氮循环的影响．通过定量 ＰＣＲ 测得天山天池沉积物厌氧氨氧化菌的丰度为（２．９３×１０５±０．２５×１０５）ｃｏｐｙ ／ 每克干沉

积物土样，证明了存在有一定数量的厌氧氨氧化菌；在分别对厌氧氨氧化细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｈｚｓＢ 功能基因构建克隆文库，并对阳性克隆进行

生物多样性分析，发现天山天池沉积物中 １６Ｓ ｒＲＮＡ 阳性克隆子均属于同一个独立操作单元，与已知的厌氧氨氧化菌的相似度高于 ９９％；而
ｈｚｓＢ 功能基因克隆文库中，其生物多样性略高于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 文库．通过同位素示踪技术测得该样品的厌氧氨氧化速率为 １．１６２ ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１，其
对氮气生成的贡献率高达 ８２％，远高于以往报道的淡水环境中厌氧氨氧化对氮气生成的贡献率．推断高海拔和低温等环境可能不是限制厌氧

氨氧化细菌生长的关键因素．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

传统氮循环过程中，氨氮通常是在有氧条件下

由 氨 氧 化 细 菌 在 氨 单 加 氧 酶 （ ａｍｍｏｎｉａ
ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｌａｒｇｅ⁃ｓｕｂｕｎｉｔ⁃ａｍｏＡ） 的催化作用下，
氧化为亚硝酸盐，由此开始生物氮循环．但是新近研

究发现，氨不仅可以在有氧条件下发生氧化作用，
还可以在厌氧氨氧化菌的作用下，在厌氧 ／缺氧的

条件下被亚硝酸盐氧化为氨气，被称为厌氧氨氧化

（ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ａｎａｍｍｏｘ）其反应式

为式（１）（Ｚｈｕ，２００８）．
ＮＨ＋

４ ＋ＮＯ
－
２ →Ｎ２↑＋２Ｈ２Ｏ （１）

厌氧氨氧化最初发现于人工生物脱氮反应器

（Ｍｕｌｄｅｒ，１９９５），目前已广泛应用于高浓度氨氮污水

处理（Ｂｏｒａｎ，２０１１）．在自然生态系统中厌氧氨氧化

菌的相关报道多以海洋生态环境为主，且已探明海

洋氮 循 环 中 厌 氧 氨 氧 化 菌 贡 献 （ Ｄａｌｅ， ２００９；
Ｓｃｈｍｉｄ，２００７； Ｒｉｓｇａａｒｄ⁃Ｐｅｔｅｒｓｅｎ，２００４）．但仅从厌氧

氨氧化反应发生的条件来看，淡水生态系统中的沉

积物中具有有氧和缺氧界面，是发生厌氧氨氧化反

应的良好生境；而且沉积物中的有机质矿化后会产

生 ＮＨ＋
４，在硝化与反硝化反应的过程中产生中间产

物 ＮＯ－
２，为厌氧氨氧化菌的生长提供了良好的底物

基础．因此，近年来，厌氧氨氧化菌的研究逐渐从海

洋向陆地和淡水生态系统中发展． Ｓｃｈｕｂｅｒｔ 等 ２００６
年首次在天然淡水生态系统中发现有厌氧氨氧化

菌的分布，之后陆续有研究报道了在湖泊（王衫允，
２０１２）、 河流 （ Ｚｈａｎｇ， ２００７； 范改娜， ２０１０； Ｗａｎｇ，
２０１２）、稻田土壤（Ｚｈｕ，２０１１）、人工湿地（Ｚｈｕ，２０１１）
中厌氧氨氧化菌的分布、活性及对氮循环的贡献和

厌氧氨氧化反应发生的热区（Ｚｈｕ，２０１２），但是目前

尚未有内陆高海拔地区的低温水体中厌氧氨氧化

菌的相关报道．
本文选择天山天池的沉积物作为研究对象，通

过定量 ／定性 ＰＣＲ、构建克隆文库等分子生物学手

段验证厌氧氨氧化细菌在以天山天池为代表的高

海拔低温湿地生态系统中的存在并分析其生物多

样性构成；同时，通过同位素示踪技术测定其厌氧

氨氧化速率，对厌氧氨氧化菌的活性及其在样品所

处生态系统氮素循环中的贡献率做初步研究．

２　 实验方法（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｔｈｏｄｓ）

２．１　 样品的采集

２０１１ 年 ７ 月采集自天山天池的湖滨水陆交界

带沉积物样品．天山天池（４３°５３′３５″Ｎ， ８８°０７′３９″Ｅ）
是天山山脉东段主峰博格达峰北麓处的一个冰碛

湖，湖面海拔 １９２８ ｍ，是典型的天然高海拔淡水湖

泊，其水源主要为冰川及积雪融水，常年低温（全年

平均 ３～４℃）．取样点选择在天山天池的主湖湖滨水

陆交界带的水下沉积物，距岸线 ５．０ ｍ 的区域．取样

时，主要选取 ０ ～ ２０ ｃｍ 的表层沉积物，取出后迅速

用聚乙烯自封袋密封包好，放入便携式冰箱，冷藏

保存（０～４℃）．返回实验室后贮存于 ４℃冷库待用．
２．２　 理化指标的测定

沉积物样品的全氮 （ ＴＮ） 、全碳 （ ＴＣ）、全硫

（ＴＳ）和有机质的测定均按照《土壤农化分析》规范

进行 （鲍士旦， ２０００）． 氨氮和硝氮的浓度是用

２ ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＫＣｌ 浸提 ２ ｈ 后，使用连续流动分析仪

（ ＳＡＮ ｐｌｕｓ， Ｓｋａｌａｒ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂ． Ｖ．， Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ ）
测定．
２．３　 ＤＮＡ 的提取和 ＰＣＲ 扩增

使用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ｓｐｉｎ ｋｉｔ ｆｏｒ ｓｏｉｌ（Ｂｉｏ１０１， ＵＳＡ）试
剂盒进行沉积物样品的 ＤＮＡ 提取．

厌氧氨氧化菌 １６Ｓ ＲＮＡ 采用巢式 ＰＣＲ 扩增的

方法，先使用引物 ４６ｆ 和 ６３０Ｒ 进行浮霉菌属的 ＰＣＲ
扩增（Ｎｅｅｆ，１９９８；Ｊｕｒｅｔｓｃｈｋｏ，１９９８）；再以稀释 １００ 倍

的第一步 ＰＣＲ 产物为模板，使用厌氧氨氧化菌特异

引物 ３６８ｆ 和 ８２０ｒ 对厌氧氨氧化菌的 １６Ｓ ＲＮＡ 序列

进行 ＰＣＲ 扩增，最终得到片段长度为 ４８７ ｂｐ 的有

效扩增（Ｓｃｈｍｉｄ，２００３）．
厌氧氨氧化菌 ｈｚｓＢ 功能基因 ＰＣＲ 扩增使用针

对 ｈｚｓＢ 基因的引物 ＡｍｘＦ 和 ＡｍｘＲ 进行一步 ＰＣＲ
扩增，得到片段长度为 ３８６ ｂｐ 的有效扩增（Ｗａｎｇ，
２０１２）．引物序列见表 １．

６４０２
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表 １　 ＰＣＲ 扩增引物来源及反应程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ

扩增目标 引物名 引物序列 引物位点 引物来源

浮霉菌属 ４６ｆ ＧＧＡＴＴＡＧＧＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣ ４６～６３ Ｎｅｅｆ， １９９８

６３０ｒ ＣＡＫＡＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣ １５２９～１５４３ Ｊｕｒｅｔｓｃｈｋｏ， １９９８

厌氧氨氧化菌 １６Ｓ ＲＮＡ ３６８ｆ ＴＴＣＧＣＡＡＴＧＣＣＣＧＡＡＡＧＧ ３６８～３８５ Ｓｃｈｍｉｄ， ２００３

８２０ｒ ＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＴＡＣＴＴＡＧＴＧＣＣＣ ８２０～８４１

ＨｚｓＢ 功能基因（定量） ＡｍｘＦ ＡＲＧＧＨＴＧＧＧＧＨＡＧＹＴＧＧＡＡＧ ３９６～４１６ Ｗａｎｇ， ２０１２

ＡｍｘＲ ＧＴＹＣＣＨＡＣＲＴＣＡＴＧＶＧＴＣＴＧ ７４２～７６２

２．４　 克隆、测序和构建系统发育树

使 用 Ｐｒｏｍｅｇａ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ （ Ｐｒｏｍｅｇａ，
Ｍａｄｉｓｏｎ， Ｗ Ｉ）凝胶纯化试剂盒对 ＰＣＲ 产物进行切

胶纯化，将回收的 ＰＣＲ 产物用 ｐＧＥＭ Ｔ⁃ｅａｓｙ 载体试

剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ， Ｍａｄｉｓｏｎ， Ｗ Ｉ）做连接处理后，转入

ＪＭ１０９ 感受态细胞中，进行克隆培养．将阳性克隆结

果，放入液体培养基进行 ３７ ℃恒温振荡培养 ２４ ｈ
后，使用引物 Ｔ７ 和 ＳＰ６ 对菌液进行 ＰＣＲ 检验，再将

得到的阳性克隆子使用 Ｈｈａ Ｉ 和 Ｍｂｏ Ｉ 限制性内切

酶做酶切分型后，挑取菌株进行测序．返回的测序结

果使用 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件去除载体序列后，在 ＮＣＢＩ 数

据库进行比对分析，与已发表的 Ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ＲＮＡ
序列进行多重序列对齐，运用 ＭＥＧＡ ４． １ 软件中 ＮＪ
法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树．
２．５　 厌氧氨氧化细菌丰度的测定

用定量 ＰＣＲ 来测定厌氧氨氧化细菌的丰度，定
量 ＰＣＲ 方法采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法．将测序返回的质

粒使用 ＮＤ２０００ 超微量分光光度计 （ＮａｎｏＤｒｏｐ 公

司，美国）检测其质粒浓度，选取浓度为 １００ ～ ２００
ｎｇ·μＬ－１，２６０ ／ ２８０ 值最接近 ２． ０ 的质粒作为定量

ＰＣＲ 的标线模板．为确保实验数据的可信度，该实验

设制阴性对照，标线为 ７ 个标准样品，每个样品做两

次平行，以基线（背景）荧光信号的标准偏差的 １０
倍为阈值，得到 ＣＴ值，并作出浓度与 ＣＴ值的标准曲

线，其扩增斜率为－４．２～ －３．５ 之间，扩增效率不小于

８０％，且溶解曲线呈单一峰值．
厌氧氨氧化细菌定量使用与 ｈｚｓＢ 功能基因引

物 ＡｍｘＦ 和 ＡｍｘＲ（浓度为 １０ ｍｍｏｌ·ｍＬ－１），和 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＥｘＴａｑ 酶试剂盒（ＴＡＲＡＫＡ 公司），按比例配

置成 ２０ μＬ 反应体系．使用 ＡＢＩ ７３００ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｓｙｓｔｅｍ 扩增仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司）进行定量 ＰＣＲ
扩增 （Ｗａｎｇ， ２０１２）． 定量 ＰＣＲ 结果用 ７３００ ＳＤＳ
Ｓｙｓｔｅｍ 配套软件进行分析运算，得出厌氧氨氧化细

菌的丰度值．

２．６　 厌氧氨氧化速率和反硝化速率的测定

采用１５Ｎ 同位素示踪来测定厌氧氨氧化反应速

率及对 Ｎ２生成的贡献．取 ３．３０ ｇ 左右的沉积物样品

放入 １２．６ ｍＬ 的 Ｌａｂｃｏ 瓶中，同时放入 ２ ～ ３ 粒玻璃

珠使之在反应时可以充分摇匀，向瓶内注满饱和氮

气的无氧水，形成密闭无氧 （缺氧） 环境．在室温

（２０℃）环境下培养 ２５ ｈ 以除去瓶中的 ＮＯ－
３，然后通

过向瓶内加入一定浓度的１５Ｎ 同位素对样品进行 ３
种不同的前处理：只加１５ＮＨ＋

４（处理①）；加入１５ＮＨ＋
４

和１４ＮＯ－
３（处理②）；加入１４ＮＨ＋

４ 和１５ＮＯ－
３（处理③）．用

旋转振荡器以室温（２０℃）进行培养，分别在 ０、３、６、
１２、２４ ｈ 向瓶内加入 ０．２ ｍＬ ７ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＺｎＣｌ２溶液

以终止反应进行．其中处理①、②分别为阴性和阳性

对照，③为实验样品．
将终止反应后的样品在室温非阳光直射处静

置沉淀，待样品明显分层后，在厌氧操作箱内取 ２
ｍＬ 上清液，移入事先充满氦气的 Ｌａｂｃｏ 瓶中，剧烈

振荡 １ ｍｉｎ 后使瓶内气体通过气相色谱⁃同位素比

值质谱仪（Ｇａｓｂｅｎｃｈ⁃ＭＡＴ２５３），得到各时间点３０ Ｎ２

和２９Ｎ２的浓度值．

３　 实验结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

３．１　 理化指标

　 　 通过化学分析测得样品的理化指标数据中，其
总氮 （ ＴＮ） 为 １． ５２２ ｇ·ｋｇ－１，总碳 （ ＴＣ） 为 １４． ３６２
ｇ·ｋｇ－１，总有机质为 ２５．５２ ｇ·ｋｇ－１，与我国其它低人

为扰动的淡水环境相近． 沉积物样品中的氨氮

（ＮＨ＋
４）和硝氮（ＮＯ－

３ ）含量非常低，氨氮仅为 ０． ８１
ｍｇ·ｋｇ－１，而硝氮不高于 ０．１ ｍｇ·ｋｇ－１ ．
３．２　 建立克隆文库

对样品的厌氧氨氧化菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｈｚｓＢ 功能

基因的 ＰＣＲ 阳性结果作为模板分别构建克隆文库，
各获得 ９６ 个阳性克隆样品． 通过酶切分型后分别

选取 １２ 个 １６Ｓ ｒＲＮＡ 菌液样品和 １０ 个 ｈｚｓＢ 功能基

７４０２
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因菌液样品送测序公司后返回的结果．将返回的厌

氧氨氧化菌序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行 Ｂｌａｓｔ 比
对，除一个 ｈｚｓＢ 功能基因菌液样品以外均为厌氧氨

氧化菌阳性结果．使用 ＣＬＵＳＴＡＬＸ 多重序列比对软

件和 ＤＯＴＵＲ 软件对所得的每个克隆序列进行多样

性比较，发现厌氧氨氧化细菌的全部 １２ 个 １６Ｓ ＲＮＡ
序列 都 属 于 同 一 个 操 作 分 类 单 元 （ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ

ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，下文简称为 ＯＴＵ），相似度高于 ９９％；
而 ９ 个 ｈｚｓＢ 功能基因序列分别属于 ３ 个 ＯＴＵ，其相

似度为 ８２％～９７％．
３．３　 构建系统发育树

依据所得的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 克隆序列与已知的厌氧

氨氧化菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列，构建系统发育树如图 １ 所

示 ．由图中可以看出，天山天池的１６Ｓ ｒＲＮＡ克隆序

图 １　 天山天池沉积物厌氧氨氧化细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ（上）和 ｈｚｓＢ 功能基因（下）系统发育树（本文中的参照序列引自 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库，序列名
称后的字母加数字代表提交序号，分支节点上的数字表示每 １０００ 次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 分析所支持的次数，小于 ５０ 则不显示．左下角图例线段
表示 １％序列差异的分支长度）

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｔｉａｎｓｈａｎ Ｌａｋｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ ｈｚｓＢ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｇｅｎｅ （ａｌｌ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ，ａｎｄ ｗｅｒｅ ｌｉｓｔｅｄ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｎｅｘｔ
ｔｏ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ １０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ； ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ １ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｐｅｒ １００ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ）

８４０２
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列，其生物多样性非常低，只有一个 ＯＴＵ，介于

Ｂｒｏｃａｄｉａ 菌和 Ｊｅｔｔｅｎｉａ 菌之间，与后者关系更近．这一

结果，与以往的同类研究有一定程度的相似性—在

自然或人工的生态系统中发现的厌氧氨氧化菌群

落，均呈现较低的生物多样性．例如，在海洋生态系

统中， 所有的厌氧氨氧化菌都属于 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｓｃａｌｉｎｄｕ 属（Ｓｃｈｍｉｄ，２００７）；而 Ｋｕｅｎｅｎｉａ 和 Ｂｒｏｃａｄｉａ
菌则常见于淡水湖泊与河流三角洲的沉积物中

（Ｄａｌｅ，２００９ 等）．
将得到的 ｈｚｓＢ 功能基因克隆序列与已知的

ｈｚｓＢ 功能基因参比序列共同构建系统发育树（如图

１）．从 ｈｚｓＢ 功能基因序列的树图可以看到，天山天

池的 ｈｚｓＢ 功能基因序列明显分为 ３ 个 ＯＴＵ，相似度

为 ８２％ ～ ９７％． 在这 ３ 个 ＯＴＵ 中，有 ２ 个是属于

Ｂｒｏｃａｄｉａ 菌 分 支 的， 而 另 外 １ 个 ＯＴＵ 则 介 于

Ｂｒｏｃａｄｉａ 菌和 Ｊｅｔｔｅｎｉａ 菌之间．相较于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因，ｈｚｓＢ 功能基因可以更好的体现出厌氧氨氧化细

菌在该地的生物多样性，它能够截取到一些未知厌

氧氨氧化菌的功能基因序列，从而更好的反映出厌

氧氨氧化细菌在该地的丰度和多样性．
３．４　 厌氧氨氧化菌的丰度

通过 ７３００ ＳＤＳ 软件对定量 ＰＣＲ 结果进行分

析，得到天山天池沉积物样品的厌氧氨氧化细菌丰

度为 ２．９３×１０５±０．２５×１０５ ｃｏｐｙ 每克沉积物干样，其
标线的扩增斜率为－３．６２，溶解曲线在 ８６°Ｃ 呈现单

一峰值，且阴性对照样品平行均无污染现象，证明

该实验结果可信．而达到 ２．９３×１０５ ｃｏｐｙ 每克沉积物

干样的丰度值说明，在天山天池这样的高海拔，低
温，低氨氮硝氮的极端环境中，厌氧氨氧化细菌扔

保持一定的数量．
３．５　 厌氧氨氧化速率及氮气贡献率

对同位素示踪实验数据处理后，得到结果见图

２．通过对①处理样品的结果进行测定，未发现有
３０Ｎ２和

２９Ｎ２出现，从而证明经过 ２５ ｈ 的培养过后，样
品中的 ＮＯ－

３ 已经消耗完，不会对后续的处理产生影

响．在进行②处理的样品中，２９Ｎ２的浓度随着时间的

延长而增加，呈正相关分布，则说明在该处理方式

下确实有厌氧氨氧化反应发生．只有在③处理中，
３０Ｎ２和

２９Ｎ２同时存在，且均随着时间的延长而增加，
则说明在该反应处理中，同时存在着反硝化反应和

厌氧氨氧化反应．在图 ２ 中，将③处理的样品通过气

相色谱－同位素比值质谱仪得到的数据通过公式

（２）、（３）计算（叶磊，２０１０）．
Ｄｔｏｔａｌ ＝ Ｐ３０ × Ｆ －２

Ｎ （２）
Ａｔｏｔａｌ ＝ Ｆ －１

Ｎ × ［Ｐ２９ ＋ ２（１ － Ｆ －１
Ｎ ）Ｐ３０］ （３）

式中，Ｄｔｏｔａｌ和 Ａｔｏｔａｌ分别为反硝化和厌氧氨氧化反应

的总氮气生成量，Ｐ３０、Ｐ２９为通过质谱仪得到的３０Ｎ２

和２９Ｎ２数据，再通过总氮气生成量对时间分别进行

回归，从而得到该样品的反硝化和厌氧氨氧化反应

速率见表 ２． 经统计得出： 反硝化速率为 ０． ２４
ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１，而厌氧氨氧化速率为 １．１６２ ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１，
由此可知厌氧氨氧化过程在天山天池的沉积物中

对氮气产生量的贡献率为 ８２．８８％．

图 ２　 基于１５Ｎ 同位素示踪的天山天池沉积物样品中厌氧氨氧化和反硝化过程

Ｆｉｇ．２　 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｔｏ ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｔｉａｎｓｈａｎ Ｌａｋｅ ａｍｅｎｄｅｄ ｗｉｔｈ １５Ｎ ｌａｂｅｌｅｄ ｏｎ ａｍｍｏｎｉｕｍ
ａｎｄ ｎｉｔｒａｔｅ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ

９４０２
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表 ２　 天山天池沉积物厌氧氨氧化和反硝化速率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ Ａｎａｍｍｏｘ ａｎｄ Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｏｆ
Ｔｉａｎｓｈａｎ Ｌａｋｅ

名称
速率 ／

（ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１）
标准偏差

厌氧氨氧化⁃
Ｎ２贡献率

厌氧氨氧化速率 １．１６２ ０．０３８９ ８２．８８％

反硝化速率 ０．２４ ０．０１４１ １７．２２％

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

本研究通过对样品 ＤＮＡ 进行 ａｎａｍｍｏｘ 菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 和 ｈｚｓＢ 功能基因的 ＰＣＲ 扩增，成功地在天山

天池的沉积物中检测到了厌氧氨氧化菌．再分别对

ａｎａｍｍｏｘ 菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｈｚｓＢ 功能基因构建克隆

文库，并结合树图分析结果，可以看出，在天山天池

的高海拔，低温，贫氮环境，低污染和人为扰动的生

态系统中，仍然有厌 ａｎａｍｍｏｘ 菌存在，但是其生物

多样性相对单一，且与其它淡水湿地生态系统基本

一致，说明这一部分 ａｎａｍｍｏｘ 菌可能有较强的环境

适应性，温度和海拔高度等外界环境因子对其生长

影响不大．值得注意的是介于 Ｂｒｏｃａｄｉａ 菌和 Ｊｅｔｔｅｎｉａ
菌之间的 １ 个 ＯＴＵ（图 １），它们可能是某些尚未发

现的厌氧氨氧化菌种———最近有研究表明，湿地土

壤中存在一种介于 Ｂｒｏｃａｄｉａ 菌和 Ｊｅｔｔｅｎｉａ 菌之间的

未知 Ａｎａｍｍｏｘ 菌（Ｈｕ，２０１１），这与本文中得到的结

果相吻合．
虽然通过构建克隆文库得到的 ａｎａｍｍｏｘ 菌的

生物多样性相对单一，但通过定量 ＰＣＲ 得到 ２．９３×
１０５ ｃｏｐｙ 每克沉积物干样的丰度值，证明在这种高

海拔，低温的极端环境下，ａｎａｍｍｏｘ 菌仍然有着一定

的种群数量．而达到 １．１２６ ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１的厌氧氨氧

化速率则说明，该地区的 ａｎａｍｍｏｘ 菌仍然保持着一

定的活性，这一数据与其它已有报道淡水湿地生态

系统相当（ Ｓｔｒｏｕｓ，１９９９；Ｋｕｙｐｅｒｓ，２００３）．这一结论，
进一步证明了在该处 ａｎａｍｍｏｘ 菌的存在，同时，这
也说明，海拔高度和温度条件并不是限制 ａｎａｍｍｏｘ
菌生长的关键因素．而该处的反硝化速率只有 ０．２４
ｎｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１，比厌氧氨氧化速率低了很多，这可能

是因为天山天池沉积物中本身极低的硝氮含量和

硝化速率导致的；另一方面，藉由天然环境低温的

限制，反硝化微生物的活性本身会受到一定的限

制，因此在该生态系统中厌氧氨氧化过程有着高达

８２．８８％的贡献率，这一数值远高于之前报道中淡水

湿地和河口地区厌氧氨氧化 ４％ ～ ３７％的贡献率

（Ｓｃｈｕｂｅｒｔ，２００６；Ｅｒｌｅｒ，２００８；Ｄａｌｅ，２００９），处于绝对

主导地位．
在天山天池的高海拔、低温环境下 ａｎａｍｍｏｘ 菌

有着对氮气产生量如此高的贡献率，一方面是在该

环境下 ａｎａｍｍｏｘ 菌仍保有一定的种群数量，另一方

面由于高海拔带来的强光照和冰渍湖泊的水体低

温可能限制了硝化细菌的生长，极大的限制了 ＮＯ－
３

的生成和沉积，底物的不足导致反硝化反应过程受

限；而于此同时，自养生长的 ａｎａｍｍｏｘ 菌发生的厌

氧氨氧化反应却没有明显的受抑制特征，说明在该

环境下并不缺少用于厌氧氨氧化反应的 ＮＯ－
２ 底物．

因此推断在反硝化或者硝化反应的中间产物 ＮＯ－
２

可能直接被用作厌氧氨氧化反应，进一步限制 ＮＯ－
３

的生成．同时，天山天池地区几乎没有大规模的人工

氮源输入，更接近于原始的自然氮循环系统，这意

味着在自然界的厌氧 ／缺氧环境中，ａｎａｍｍｏｘ 菌存在

相对单一的生物多样性的同时，保持对氮循环中 Ｎ２

生成的较高贡献率．在天山天池这种高海拔，低温的

极端环境中发现有厌氧氨氧化菌的存在，进一步证

实了厌氧氨氧化菌在陆地淡水生态系统中的广泛

存在性．同时厌氧氨氧化菌在天山天池沉积物中所

表现出的高活性和对该地生态系统中氮素循环的

高贡献率，说明在高海拔，低温低氧条件下，相对于

反硝化细菌，厌氧氨氧化菌可能对氮循环有着更大

的贡献量．
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