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第四章  湖泊沉积物界面氮氧化及其微生物

学过程 

 

 

第一节 沉积物中氨氧化原核生物垂直分布及其特征 

了解湖泊沉积物中氨氧化原核微生物的分布及其与环境因子的关系，不仅对于了解这些微生物的生

态分布具有重要的促进作用，而且对以进一步认识湖泊中的氮循环规律具有重要意义。目前，化学方法

很难区分三类氨氧化原核生物的活性，采用分子生态学方法，可以较好地分析沉积物柱样中的AOB、

AOA和厌氧氨氧化细菌的垂直分布和多样性，了解沉积物中氨氧化原核生物的群落特征，寻找潜在的

环境调控因子，以增进对湖泊氮循环规律的了解。 

一、 微生物结构与理化环境 

2008 年 11 月 19 日，用自制采样器于太湖的竺山湾（120°14′1″E，31°27′0″N）采集一个沉积物柱

状样。表层 5cm 沉积物每 1cm 分层; 第 6-19cm，每隔 2cm 分层，命名为 D1－D19，于切样同时，用电

位仪测定各层的氧化还原电位（oxidation-reduction potential，ORP）和 pH， 2M KCl 溶液提取沉积物

中可交换态氮，用连续流动分析仪（SAN++，Skalar，Holand）分析硝态氮（NOx
-
-N，为 NO2

-
-N 和 NO3

-
-N

的总和）和铵态氮（NH4
+
-N）。 

称取0.5 g冻干沉积物，采用土壤DNA提取方法，经PowerClean™ DNA Clean-Up Kit试剂盒纯化，

获得沉积物DNA。采用0.8％琼脂糖电泳检验，及230nm、260nm、280nm吸光值测定检验提取效率和纯

度。选择AOB和AOA的氨单加氧酶基因（ammonia monooxygenase subunit A，amoA）、厌氧氨氧化细菌

16S rRNA基因作为分子标记，其PCR扩增方案如表2.1所示（PTC200，MJ Research，USA）。25 μl扩增

体系包含1×PCR缓冲液、2 mM MgCl2、200 μM四种dNTP、0.2 μM引物、1.5 U rTaq DNA聚合酶。 

对AOB和AOA的amoA扩增产物进行DGGE分析（DGGE-2001，C.B.S.，USA）。在变性梯度分别

20－70%，20－60%的6％聚丙烯酰胺凝胶上，恒温60 °C、恒压75 V、电泳19 h。 电泳结束后，用SYBR 

Green I核酸染料染色30 min，用GelDoc XR凝胶成像系统（BIO-RAD Laboratories，USA）拍照。切下

AOB DGGE图谱上的主要条带，放入无菌离心管（含50 μL无菌水），4 °C放置24 h。以此为模板，采
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用AOB引物（如表4-1）进行PCR扩增，进行分子克隆及后续分析。 

对PCR扩增产物进行克隆分析（pGEM T-Easy，Promega，USA）。 经连接、转化、验证后，随机

选取阳性克隆委托测序（上海英骏）。获得的序列经去除载体和引物序列后，用网络程序Bellerophon

（http://foo.maths.uq.edu.au/~huber/bellerophon.pl，amoA及16S rRNA基因）和Chimera Check

（http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimera.cgi?su=SSU，16S rRNA基因）排除可能的嵌合体。利用DOTUR
[84]

比较序列，将操作分类单元（operational taxonomic unit，OTU）定义为相似性差异≤5%的序列群。通过

BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov /BLAST/）搜索GenBank中最相似序列，用ClustalX 1.83进行多序

列比对，并采用Mega 4.0软件重建系统发育树（邻接法，1000次抽样bootstrap检验）。 

所获得的细菌、古菌amoA以及厌氧氨氧化细菌的16S rRNA基因序列在GenBank中的登录号分别是：

GQ231457-GQ231481、GQ231448-GQ231456和GQ214254-GQ214259。  

太湖竺山湾沉积物ORP、pH、NH4
+
-N与NOx

-
-N沿剖面的变化如图4-4所示。ORP动态表明，沉积物

各层均呈还原态，沉积物－上覆水界面的还原性最弱，向下到4cm深度则迅速增强；5cm以下，除15cm

处有一异常低值，ORP保持相对稳定。随着上层沉积物中ORP的迅速降低，NH4
+
-N的浓度随之上升。

在整个剖面中，ORP与NH4
+
-N呈显著负相关关系（r＝-0.586，P＜0.05；若排除D15的异常值，则r＝-0.832，

P＜0.01）。但在ORP或NH4
+
-N与pH、NOx

—
N参数之间并无类似关系。这是因为各种扰动导致表层沉积

物的复氧较为充分，因此这里的有氧氨氧化活性较为强烈，导致氨及时被消耗。而沉积物下层由于缺乏

氧气，氨氧化活性一般低于表层，容易造成氨的积累。综合ORP与NH4
+
-N的情况来看，1cm至4cm深度

变化较为明显，5cm以下变化较为平缓，而4－5cm为过渡区（图4-1中灰色区域所示）。 

 

http://www.ncbi.nlm.nih/
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表 4-1 PCR 扩增方案 

Table 4-1 Primers and PCR programs for amplification of amoA or 16S rRNA gene of ammonia-oxidizing prokaryotes 

 
目标基因 

 
引物 a

 
引物序列（5’－3’） 

 
片段长度(bp) 热循环条件 

AOB amoA 

aomA-1F  GGGGTTTCTACTGGTGGT 

491 

95 °C 5 min－94 °C 30 s， 

53 °C 30 s， 72 °C 30 s，45

次循环－72 °C 10 min 
amoA-2R-TC CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 

AOA amoA 

Arch-amoAF STAATGGTCTGGCTTAGACG 

635 

95 °C 5min－94 °C 30 s， 

53 °C 1 min， 72 °C 1 min，

45 次循环－72 °C 10 min 
Arch-amoAR GCGGCCATCCATCTGTATGT 

厌氧氨氧

化细菌 

（ 巢 式

PCR） 

16S rRNA 

pla46F GGATTAGGCATGCAAGTC      

1346 

95 °C 4min－94 °C 45 s， 

55 °C 50 s， 72 °C 2 min，

40 次循环－72 °C 10 min 
1392R GACGGGCGGTGTGTACAA 

AMX368F CCTTTCGGGCATTGCGAA 

452 

95 °C 4min－94 °C 30 s， 

56 °C 45s， 72 °C 1 min，

40 次循环－72 °C 10 min 
AMX820R AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC 

a：由于GC夹的引入显著降低PCR扩增效率，造成部分样品无法获得足够的PCR产物用于分析，因此所有DGGE分析均基于无GC夹引物扩增产物。 
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图4-1 沉积物剖面环境因子的垂直变化 

A： ORP；B：pH；C：NH4
+
-N； D：NOx

—
N 

 

图4-2 沉积物样品D1－D19中总细菌 16 S rRNA基因的DGGE分析 

 

二、AOB与AOA群落结构变化 

利用细菌引物（341F-GC /518R）对沉积物样品中的总细菌进行PCR扩增，通过DGGE

（变性梯度为50%－70%的8％聚丙烯酰胺凝胶）可以得到沉积物总细菌的群落信息。如图

4-2所示，太湖竺山湾沉积物各深度的样品中细菌的DGGE条带数很多，群落多样性很高。

D1-D19中，有一优势条带，且随着深度变化，条带都较亮，说明这一条带所代表的物种在
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各深度的丰度都较高。总的来看，随深度的变化，总细菌物种组成变化不大。 

 

 

图4-3 沉积物样品D1－D7中AOB（A）和AOA（B）amoA基因的DGGE分析 

 

采用表4-1列出的引物与PCR条件，对D1－D19（不同深度的湖泊表层沉积物）样品中

AOB和AOA的amoA基因分别进行扩增，均能获得强度不一的预期条带，表明AOB和AOA共

存于整个沉积物剖面，共同参与氨氧化过程。考虑到氧对下层沉积物的渗透有限，加上ORP

与NH4
+
-N的主要变化发生在D1－D7之间（图1），应用DGGE方法，着重对D1－D7样品中的

AOB和AOA群落结构进行了分析。如图 4-6所示，AOB的DGGE条带数较少，群落多样性较

低。在D1－D4中，两个优势条带（1和2）是构成AOB群落的主要成分。但是，在D5中出现

了新的优势条带6，尤其在D7中，条带6成为主要的优势条带，条带1和2基本消失，表明在5

－7cm处，AOB的群落结构发生了较大变化。相比之下，AOA的DGGE图谱中可以分辨出多

个条带，其多样性较AOB高。总的来看，D1－D7各样品中的AOA优势条带较为类似，物种

组成变化不大（图4-3）。 

环境条件对于氨氧化反应具有重要的调控作用。ORP决定着氧化还原反应的发生方向，

而NH4
+
-N是氨氧化反应的底物，其浓度可以指示氨氧化反应的强度[36]。本研究中，沉积物

剖面ORP和NH4
+
-N具有相似的垂直变化规律，在4－5cm深度存在着从急剧变化到相对稳定
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的过渡区域（图4-4：A、C）。相应地，AOB优势种也从5cm开始发生改变，7cm深度的群

落结构已经与1－4cm处存在很大差异，并与ORP和NH4
+
-N的变化相符，提示这两个重要环

境因子对沉积物中AOB具有潜在影响。另一方面，随沉积物深度变化，AOA的群落结构差

异不大。这一结果与其他湖泊沉积物中的古菌变化规律相类似，其原因在于古菌与细菌具有

不同的生理与代谢特性，导致两者对环境的不同响应。 

 

三、 氨氧化微生物的分子系统发育 

1.3.1 氨氧化细菌（AOB） 

对DGGE中的部分条带进行割胶回收（条带编号如图4-3所注，○和Δ分别代表成功及未

成功测序的条带），经再次PCR扩增和克隆后，每个条带随机挑选3－4个阳性克隆测序，共

获得25个序列。根据系统发育分析，这些序列可分为4个类群（Group 1－4）（图4-4A）：

优势条带1、2（以及同一位置条带1*和2*）和6所回收的序列中，大多数（75％）属于Group 

1；条带3回收的1个序列属于Group 2；条带4回收的4个序列均属于Group 3；条带5回收序列

分属Group 3和4。其中，Group 1－3属于亚硝化单胞菌中的Nitrosomonas oligotropha lineage，

Group 4属于N. communis lineage。 

上述所有获得的序列均属于亚硝化单胞菌，优势条带序列大多为N. oligotropha lineage，

表明太湖竺山湾沉积物AOB种群中，亚硝化单胞菌、特别是N. oligotropha丰度最高。N. 

oligotropha lineage是常见的淡水环境AOB优势种，广泛分布于各种淡水环境，而N. communis 

lineage在土壤和富营养化淡水中更为常见，提示它们比较适应富含氨的环境。竺山湾沉积物

中AOB的特殊组成提示其生态位分离，即环境对AOB物种选择作用在湖泊表层沉积物中的

存在。 

 

1.3.2 氨氧化古菌（AOA） 

 DGGE图谱（图4-4B）表明，沉积物中AOA多样性较高，群落组成相对复杂，考虑到对

DGGE条带逐一测序的成功率难以保证，因此采用构建amoA克隆文库并随机测序的方法分

析AOA的系统发育关系。通过构建太湖竺山湾表层沉积物样品D1古菌amoA克隆库并随机测

序，共获得9个序列，分属6个OTUs。系统发育分析（图4-4B）表明，所有序列分属Soils & other 

environments lineage（对应于泉古菌CG1.1b）和Marine water & other environments lineage（对

应于泉古菌CG1.1a）两个主要分支，并以前者中的序列为主（78％）。CG 1.1b广泛分布于

土壤中，CG 1.1a在海洋生态系统中则更为常见，鉴于太湖地区历史上经历过多次海陆交替，

这两类序列的共存可能说明了陆地与海浸过程对竺山湾表层沉积物AOA成分的潜在共同影

响。 

在土壤、海洋等环境中，AOA普遍存在且较AOB具有数量优势 。太湖竺山湾表层沉积

物中古菌amoA基因的成功扩增，证实了AOA在富营养化淡水环境中的存在。这种存在必然
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对湖泊氮循环产生影响，促使人们进一步深入了解湖泊氮循环的新途径和机制。 

  

 

图4-4   AOB（A）与AOA（B）的系统发育树*
 

*文中得到的序列加前缀ZS-Bac-或ZS-Arc-D1-; 括号中数字表示同一OTU中的序列数; 比例

尺表示每个核苷酸位置的替换率为0.05 

 

1.3.3 厌氧氨氧化细菌  

采用厌氧氨氧化细菌特异引物巢式扩增所有样品（D1－D19），仅D5获得扩增产物，这

可能是因为厌氧氨氧化细菌的丰度低于检测限，无法扩增。意外的是，D5扩增产物长度为

750 bp左右，高出预期的450 bp，对该长片段克隆测序，BLAST比对发现所获6个序列彼此

高度相似，形成一个独立的cluster，但与基因库中序列最高相似度仅有81%。系统发育分析

表明，这些序列与已知厌氧氨氧化细菌聚为一类，但距离较远（图4-5）。 

16S rRNA基因的扩增是目前检测环境中厌氧氨氧化细菌的主要方法，但引物的特异性

是影响检测效果的重要因素。AMX368F和AMX820R均为高度特异的厌氧氨氧化细菌引物，

已成功应用于海洋及河口环境，但也常常获得非厌氧氨氧化细菌来源的序列。应用特异性引

物扩增从太湖竺山湾表层沉积物中得到了非预期长度的条带，一方面可能因为引物特异性较

低，另一方面也可能是沉积物中厌氧氨氧化细菌物种较为特殊，因而获得异常的扩增产物。 

厌氧氨氧化细菌需要在无氧或低浓度氧的条件下氧化氨。在浅水湖泊，风浪作用显著，

大气复氧使得整个水柱中的溶解氧含量差异不显著，因此，厌氧氨氧化对于湖泊氮素的消减

可能并非关键过程。但是，从太湖竺山湾沉积物厌氧氨氧化结构及其活性的分析结果看，在
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浅水富营养化湖泊的表层沉积物中极有可能存在厌氧氨氧化过程。研究获得的序列是来自类

似厌氧氨氧化细菌的浮霉菌。 

 

 

图4-5 厌氧氨氧化细菌的系统发育树* 

Figure 4-8 Phylogenetic tree of anammox bacteria 

*比例尺表示每个核苷酸位置的替换率为0.05  

 

总结上述对太湖竺山湾沉积物柱样中的氨氧化原核生物进行的分子生态学分析：（1）沉

积物中同时存在 AOB 和 AOA，表明其两者可能共同参与太湖沉积物中的硝化过程。（2）

AOB 群落结构在 5cm 深度处发生明显变化，这应与 ORP 和 NH4
+
-N 的变化趋势有关，AOB

优势种为 N. oligtropha lineage，反映了环境条件对物种的选择；AOA 的群落结构沿沉积物 1

－7cm 深度变化不大。（3）厌氧氨氧化细菌的丰度可能较低，回收的 16S rRNA 序列虽与厌

氧氨氧化细菌聚为一类，但距离较远。上述结果对于理解富营养化淡水湖泊的氮循环过程具

有一定意义。 
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第二节 表层沉积物中氨氧化原核生物的水平分布及

其特征 

尽管氨氧化原核生物在沉积物表现出垂直分布变化，且与ORP等因素有一定关系，但是

与海洋、土壤等环境相比，目前对淡水生态系统中氨氧化原核生物的存在和生态规律的了解

还很缺乏，GenBank中仅有2％的amoA序列来自淡水环境。湖泊表层沉积物具有高度的异质

性，了解湖泊沉积物中氨氧化原核微生物的水平分布及其与环境因子的关系，对于了解这些

微生物的生态分布及其对湖泊氮循环具有重要意义 

一、群落组成和相对丰度 

太湖（30°55’40’’- 31°32’58’’N, 119°52’32’’- 120°36’10’’E）是一个生态类型和沉积物性

质在空间分布上极其多样性化的湖泊。从优势物种角度，太湖东南部（主要包括东太湖、胥

口湾等区域）为典型的草型湖区，其余大部分为藻型湖区。在两种状态的交界处存在草、藻

过渡区。太湖沉积物具有高度异质性，不同湖区的沉积物在分布、深度、粒径及其他理化性

质方面存在很大差异（范成新、张路，2009）。这些高度异质的沉积物性质无疑对其中的微

生物群落具有潜在的影响。根据太湖沉积物分布、生态类型、水文状况和地理特征，2008

年 7 月 20 至 21 日用柱状采样器采集了 20 个样点的沉积物样品，命名为 A－T。样点分布如

图 4-6 所示。在这些样点中，根据历史记录（范成新、张路，2009）和现场观察，A 至 K

为藻型湖区，L 至 T 为草型湖区；由于受到强烈的物理扰动，湖心样点（F－J）的沉积物深

度不到 0.1 m，属于典型的硬质湖底；K 和 L 分别位于主要入湖河流的河口（宜兴东氿和苕

溪）。采用第二节中相通的方法对表层沉积物中氨氧化原核生物的结构进行了分析，获得的

核酸序列在基因库中的登录号为：FJ951648–FJ951746（古菌 amoA）、FJ951747–FJ951827

（细菌 amoA）、GQ148881-GQ148913 和 GQ421750-GQ421771（厌氧氨氧化细菌 16S rRNA）。 

AOA amoA 基因片段的 DGGE 分析结果如图 4-7 所示。在 DGGE 图谱中，总共出现 27

个独特条带，各样点从 4 条（C）到 13 条（K）不等。两个优势条带（bands i 和 band iv）

存在于除 S 外的所有样点中。聚类分析显示，在 61％相似度水平，所有的样点形成两大类

群（图 4-8）：Cluster A 中的样点比较分散，而 Cluster B 主要由湖心及邻近样点组成，这表

明太湖沉积物中 AOA 的群落组成具有明显的平面空间分布的特征。此外还存在几个相对独

特的群落结构，例如样点 K（河口）、S 和 T（东太湖）。 
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图 4-6  表层沉积物样点分布图  

 

定量 PCR 方法结果显示（图 4-9），每克干重沉积物中，古菌 amoA 拷贝数从 1.14 × 10
4

至 1.00 × 10
8，细菌 amoA 拷贝数从 5.19 × 10

4 至 1.84 × 10
7。古菌 amoA 对细菌 amoA 的比值

在样点 I 最高，为 153；在样点 S 最低，为 0.2。在大多数样点，古菌 amoA 丰度更高，AOB

的数量仅在东太湖超过 AOA。鉴于东太湖在营养状态上的特殊性，表明环境可能对湖泊表

层沉积物中 AOA 的群落结构及相对丰度具有重要的调节作用。 

 

 

图 4-7 表层沉积物中古菌 amoA 基因片段的 DGGE 分析* 

*
Band i－iv 的系统发育信息参见图 8.3.5A 
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图 4-8 表层沉积物 AOA 群落结构的聚类分析 

 

图 4-9 表层沉积物中 AOA 与 AOB 的丰度 amoA
* 

*方框中的数字表示古菌 amoA 与细菌 amoA 拷贝数的比值 
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图 4-10  表层沉积物古菌 amoA 的 CCA 排序图*
 

*实线箭头表示对群落结构具有显著效应的环境因子（P < 0.05） 

虚线箭头表示具有边际显著性的环境因子（0.05< P <0.1） 

 

二、环境因子影响 

对古菌 amoA 的 DGGE 与沉积物理化性质作 CCA 排序的 Forward 分析表明，[NH4
+
]-N、

pH、Chl a 以及生态类型对 AOA 的群落结构具有显著影响，TOC、TN 具有边际显著性（图

4-10 ）。 

环境的空间差异对 AOA 群落的影响还体现在丰度方面。相关分析表明，古菌 amoA 拷

贝数和 TOC、TN、[NH4
+
]-N 和 Chl a 之间存在显著的负相关关系，和 pH 之间存在显著正相

关关系（表 4-2）。古菌、细菌 amoA 拷贝数比值与上述环境因子也存在相似的关联。 

 

表 4-2 环境因子和古菌 amoA 基因丰度间的相关性 a
 

  丰度（Abundance）b
 

  古菌 amoA 细菌 amoA 古菌、细菌 amoA 比值 

TOC  -0.708** -0.205 -0.767** 

TP  -0.298 0.087 -0.494* 

TN  -0.707** -0.206 -0.766** 

[NH4
+
]-N  -0.712** -0.326 -0.653** 

[NO2
-
]-N  0.329 0.351 0.104 

[NO3
-
]-N  0.265 0.287 0.079 

Chl a  -0.623** 0.063 -0.792** 

pH  0.559** -0.031 0.797** 

a  ** 表示极显著关联（P<0.01）， * 表示显著关联（P < 0.05） 
b  Pearson 相关系数；amoA 拷贝数及相对比值经对数转换 

水生植被对浮游细菌的群落结构具有重要影响（Wu et al., 2007），植物根系可以促进氧
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的传输、分泌多种有机化合物，导致 AOA 数量增加（Herrmann 等，2009）。但在太湖表层

沉积物中，并未发现草型湖区和藻型湖区的 AOA 及 AOB 的群落结构及相对丰度之间存在

明显差异。太湖草型湖区采样点的优势物种大多数为眼子菜（Potamogeton spp.），此类沉水

植物的根系不很发达，氧气传输及分泌有机碳的能力较弱，因此可能使得包括 AOA 在内的

微生物数量及其活性受到影响（Karjalainen 等，2001）。 

有机碳的富集可能是调节太湖 AOA 丰度更主要的因子（表 4-2），高浓度的有机碳对

AOA 具有明显的抑制作用，在富含有机质的环境中 AOA 的相对重要性下降。比如在东太湖，

由于高强度的围网养殖，导致大量有机质积聚在表层沉积物中，同时这里 AOA 的相对丰度

最低、群落结构最特殊。有机质的积聚往往使得沉积物中铵态氮和 TN 偏高，已有的研究证

实，高浓度的铵也对 AOA 具有抑制作用。Chl-a 、TOC、[NH4
+
]-N 之间的正相关关系（表

4-2）反映太湖沉积物中的有机物质可能来自浮游植物的沉降，并在后者的分解过程中产生

相应数量的铵。 

pH 可能是影响太湖沉积物中 AOA 的另一重要因素（表 4-2）。在前人的研究中，pH 对

AOA 丰度的影响并不一致：Nicol 等（2008）发现 AOA 更适应偏酸性的土壤环境（pH 研究

范围 4.9-7.5），在淡水沉积物中也有类似的发现（pH 4.8-7.7）（Herrmann 等，2009）。有研

究认为，在酸性土壤（pH 3.7-5.8）中，pH 与 AOA 丰度呈正相关（He 等，2007）。不过，

当所研究环境的 pH 范围较窄（<1）时，AOA 丰度与 pH 间没有显著的关联，因此，pH 对

AOA 丰度的效应可能与 AOA 对环境 pH 的敏感度有关。此外，有机质的富集可以导致沉积

物 pH 下降（表 4-2），因此 pH 的效应可能实际上受控于其它因素。 

在样点 K 处具有最高的 AOA 多样性以及特殊的群落组成（图 4-6，表 4-3），样点 L 处

则具有最高的 AOB 多样性（表 4-3）。这两个样点均处于入湖河口，是上游地区氨氧化原核

生物群落与太湖群落的交错区，其特殊的AOA与AOB群落特征印证了长江口沉积物中AOA

高多样性的边缘效应（群落交错区中生物种类增加和某些种类密度增大的现象[134]）在太湖

河口交错区沉积物中也同样可以出现。 

三、AOA 和 AOB 的分子系统发育 

在梅梁湾、湖心、河口、胥口湾和东太湖的代表性样点，建立 6 个克隆文库（A、J、K、

L、O、S），随机选取 19-34 个克隆进行测序（表 4-3）。在 5％序列差异水平，136 个克隆中

总共有 11 个 OTU，有 58.1％的序列属于泉古菌 CG 1.1a（M），41.9%属于 CG 1.1b（S）。根

据系统发育树（图 4-11A）中的位置，这些序列可进一步分为 6 个亚类，大多数序列属于其

中的 S1、S3 和 M2。CG 1.1b 的 AOA 在样点 J、K、S 占优势，CG 1.1a 的 AOA 在样点 A、

L、O 占优势，从相对丰度角度反映出 AOA 分布的异质性（图 4-11A）。 

 

 

表 4-3 古菌 amoA 与细菌 amoA 克隆文库的多样性* 
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  古菌 amoA  细菌 amoA 

 序列数 OTUs Chao 1 DGGE 条带  序列数 OTUs Chao 1 

A  20 2 2 10  22 3 3 

J  19 5 5.5 6  － － － 

K  34 8 11 13  23 3 3 

L  23 1 1 12  42 12 13 

O  20 3 3 11  21 4 5 

S  20 4 4 6  27 4 4 

T  － － － －  22 3 3 

Total  136 11 14   157 20 23.75 

* OTU 定义为 DNA 序列 5%差异 

DGGE 图中的优势条带 band i（图 4-7）经鉴定对应于系统发育树中的 S3 亚类，是 CG 

1.1b 一个很深的分支（图 4-11A）。序列分析表明，该条带与 Genbank 中群外序列的相似度

仅为 83%。Purkhold 等（2000）认为，AOB amoA 基因序列 80%的相似度可以作为判断新

种的依据。尽管没有证据表明 AOA 也存在类似的规律，但可以推测太湖表层沉积物中，可

能存在较为特殊的 AOA 优势种。 

对于 AOB，同样建立了 6 个克隆文库（A、K、L、O、S 和 T），分别挑选 21-42 个克

隆进行测序（表 4-3）。基于 5%序列差异，总共 157 个克隆中存在 20 个 OTU，这些序列都

来自 Nitrosomonas，分别属于 N. oligotropha，N. communis 以及两个未鉴定的 Nitrosomonas

分支（图 4-11B）。所有 6 个文库中，N. oligotropha 均占据优势，N. communis 仅存在于河口

样点 K 和 L。未鉴定分支 2（Undefined lineage 2）分布于梅梁湾的 A、L 点和东太湖的 S、

T 样点，提示它们可能在富营养化程度较高的位点占据优势（图 4-11B）。 

 Nitrosomonas 是常见的淡水环境 AOB 优势种（Speksnijder 等，1998）。太湖表层沉积物

中 AOB 的相对丰度差异（图 4-12B）提示可能存在生态位分离现象。具体来看，在样点 K，

N. nitrosa 相似序列丰度较高（图 4-11B、图 4-12B），未鉴定分支 2 在 A、S、T 样点丰度较

高。这两个分支常见于富营养化淡水沉积物和生物膜反应器（Koops 等，2001；Nogueira 等，

2002），表明它们可能更适应高营养的环境。N. oligotropha 则普遍存在于所有 6 个文库，反

映其在淡水环境中的广泛分布。
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图 4-11 表层沉积物中 AOA（A）和 AOB（B）的系统发育树* 

*太湖序列以黑体表示，并加前缀 Arc-Jul-（AOA）或 Bac-Jul-（AOB），序列后

的数字表示该 OTU 中包含的序列数；节点处的数字为 Bootstrap 值。 
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图 4-12 沉积物中古菌 amoA（A）与细菌 amoA（B）的相对丰度 

 

四、厌氧氨氧化细菌群落结构 

 采用表 4-1 中所列引物对 Pla46f/1392r 和 Amx368f/AmxBS820r，对太湖 20 个样点样品

进行巢式 PCR 扩增，有 11 个获得扩增（图 4-13）。有 8 个样本获得明显高于预期大小（478 

bp）的片段。克隆测序后发现，该序列与厌氧氨氧化细菌 16S rRNA 序列较为接近。 

 

 

图 4-13 沉积物 anammox 细菌 16S rRNA 基因扩增结果 

1：DL2000 分子量标记；2：阴性对照；A－R：各样本扩增结果 

 

 对太湖 A、E、L、O、Q 等 5 个表层沉积物样品中符合预期的片段进行了克隆测序分析，

获得的所有 91 个序列均属于厌氧氨氧化细菌中的第一亚群（subgroup），即由 Kuenenia、

Brocadia、Jettenia 和 Anammoxglobus 组成的亚群（第二亚群由 Scalindua 组成）（Woebken

等，2008）（图 4-14）。这些结果与化学测定的活性一起，证实太湖沉积物中存在厌氧氨氧化

细菌。 

在所有 91 个 16S rRNA 基因序列中，仅有样本 O 的 2 个序列属于 Brocadia，与淡水环

境较为常见的 Brocadia fulgida 相似性达 97％。其余 89 个序列形成两个稳定的分支，这里分
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别命名为 Taihu group I (TGI)和 Taihu group II (TGII) (图 4-14)。TGI 在样点 A 占据绝对优势，

也出现在样点 E 和 O（图 4-15），与厌氧氨氧化细菌已知 5 个属的相似度达 86－93％。TGII

在样点 E、L、O、Q 占据优势，分支内的相似度达 94－100％。TGI 和 TGII 可能代表了两

类新的厌氧氨氧化细菌。 

 

图 4-14 沉积物厌氧氨氧化细菌的分子发育树*
 

*图中，以 Planctomyces maris DSM 8797T (AJ231184)作为外群（outgroup）。本研究中获得的

序列前缀 Amx-Jul-，粗体表示。每个序列后括号中的数字表明同一 OTU（1％序列差异）包

含的序列数。节点处的和○分别表示大于 90％和 70％的 bootstrap 值（maximum-likelihood 

method）。Bootstrap 值低于 70％时以多分支（multifurcations）表示 
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图 4-15 表层沉积物中厌氧氨氧化细菌的相对丰度*
 

*
Taihu Group 的命名参见图 4-17 

 

 在微多样性（microdiversity）层次，太湖沉积物中的厌氧氨氧化细菌群落具有较高的异

质性。比如，基于 3％的序列差异水平（OTU0.03），L 和 Q 样点的厌氧氨氧化细菌群落完全

相同，但如果基于 1％的序列差异水平（OTU0.01）则完全不同（图 4-15）。通过分别计算 1％

和 3％差异的 Jaccard (Jabd)和 Sørensen (Labd)相似性指数（表 4-4），可以发现在微多样性（1％

序列差异）的层次，不同样点间 anammox 细菌群落间很少重叠，根据∫-Libshuff 中的 Monte 

Carlo 检验，仅 O 和 E 之间没有显著的差异（P > 0.05）。因此说明，在太湖不同的样点存在

着不同的厌氧氨氧化细菌群落。然而，当 OTU 基于更高的序列差异时（如 3％），样点 E、

L、O、Q 之间的 Labd 大于 0.5（表 4.2），即对于成对克隆文库中的特定序列，有高于 50％

的可能同时出现于两个文库之中。 

 

表 4-4 太湖表层沉积物中厌氧氨氧化细菌 16S rRNA 克隆文库间的 Jaccard 和 Sørensen 相似

性指数 a 

 A E L O Q 

A  0.36 (0.36) 0 (0) 0.15 (0.15) 0 (0) 

E 0.53 (0.53)  0 (0.64) 0.24 (0.80) * 0.47 (0.64) 

L 0 (0) 0 (0.78)  0.28 (0.65) 0 (1.00) 

O 0.26 (0.26) 0.39 (0.89) * 0.44 (0.79)  0.10 (0.65) 

Q 0 (0) 0.64 (0.78) 0 (1.00) 0.18 (0.79)  

a
 表中右半部分是 Jaccard 指数，左半部分是 Sørensen 指数。括号内和括号外分

别根据 OTU0.03 和 OTU0.01 计算。标注的表明两个文库间没有现属性差异（P > 
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0.05）。  

 基于 OTU0.01 的 Rarefaction 分析，Chao 1 指数和 Shannon-Wiener 多样性指数分别见图 

4-16 和表 4-5。样点 O 的多样性最高，其他 4 个样点多样性较低，尤其是样点 A，仅有 1 个

OTU。考虑到这 5 个样点的地理环境的异质性，推测厌氧氨氧化细菌的多样性可能与沉积物

中的环境因子相关。 

 

 

图 4-16 环境异质性沉积物样点中厌氧氨氧化细菌的 Rarefaction 曲线 

 

表 4-5 沉积物中厌氧氨氧化细菌的多样性分析 a
 

 样  点 

A E L O Q 

序列数 17 14 20 20 20 

OTUs 1 3 2 7 3 

Chao1  1 3 2 7.3 3.1 

Shannon-Wiener 指数 0 0.99 0.67 1.63 0.39 

 

 太湖沉积物中优势厌氧氨氧化细菌（TGI 和 TGII）的分布差异可以用底物有效性来解

释。如表 4-6 所示，TGI 和 TGII 序列的相对比例与厌氧氨氧化的底物（NH4
+
-N 和 NO2

-
-N）

存在显著的关联。TGI 更倾向于富含 NH4
+和 NO2

-的环境（如样点 A），而 TGII 正好相反。 

 

表 4-6 厌氧氨氧化细菌类群和环境因子间的关联 a
 

 TOC TP TN [NH4
+
]-N [NO2

-
]-N [NO3

-
]-N Chl a pH 

TGI 

(%) 

0.522 0.026 0.518 0.954 0.897 0.708 0.382 -0.828 

TGII 

(%) 

-0.487 0.020 -0.479 -0.927 -0.926 -0.673 -0.304 0.802 
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a
 Pearson 相关，粗斜体表明显著相关（P < 0.05） 

  

同一生境中极少发现不同的厌氧氨氧化细菌，不同 anammox 细菌有其特定的生境要求。

例如，当同一泥样分别添加乙酸盐或丙酸盐进行富集培养，结果获得的优势物种分别为

Brocadia fulgida 和 Anammoxoglobus propionicus（Kartal 等，2008），这些发现证实不同厌氧

氨氧化细菌的生态位分离现象。但是，在包括湖泊在内的淡水生态系统中，厌氧氨氧化细菌

生态位分离的关键环境因子尚不明确。有研究通过测定厌氧氨氧化速率指出氨的供应影响厌

氧氨氧化过程的活性（Risgaard-Petersen 等，1997），证实底物供应对于厌氧氨氧化群落调控

的作用。TGI 和 TGII 分别适应不同的铵及亚硝酸根含量的生境，反映底物可能是导致富营

养化湖泊沉积物中中厌氧氨氧化生态位分离的关键因子。 
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第三节 表层沉积物的硝化与反硝化潜力 

氮的来源、转化和归趋是影响湖泊生态系统结构和功能的重要因素。由于氮的循环转化

依赖于微生物和酶系统的参与，受环境条件及底物的影响，且存在气、固、液三相转化，使

得氮循环过程极其复杂,其中反硝化和硝化过程是研究者最为关注的两个过程，前者是直接

的脱氮过程，因此对水体氮的收支具有较大影响；后者是将氨态氮依次氧化为亚硝态和硝态

氮的过程。 

一、反硝化速率分布  

反硝化过程是微生物主导的过程，在这一过程中 NO3
-还原成 N2O 或 N2，异氧微生物即

反硝化菌在这一过程中起着主导作用（Payne，1973），反硝化过程在湖泊氮的收支中起着关

键的作用（Cavari and Phelips，1977）。由于沉积物的反硝化作用代表着氮从水生生态系统中

永久性去除，所以在氮的输出这一点上反硝化过程至关重要（Seitzinger, 1988; Sjodin et al., 

1997）。 

利用经典的乙炔抑制法研究了太湖梅梁湾反硝化作用的特征及其限制因子，研究反映太

湖梅梁湾（湾内和湾外）反硝化速率具有明显的季节性特征（图 4-17），夏季和初秋季节反

硝化速率较低，春季具有较高的速率。在内湾，反硝化速率的浮动范围为 2.8 到

51.5nmolN2/(g.h),最高的速率出现在 3 月;在外湾，反硝化速率的浮动范围为 1.5 到 81.1 

nmolN2/(g.h)，最高的速率出现在 4 月。反硝化速率与水柱中 NO3
-
-N 浓度显著正相关关系

（p<0.05），说明水柱中 NO3
-
-N 浓度是太湖梅梁湾反硝化速率关键的限制因子。这个结论与

采用氮 15 同位素示踪，结合同位素配对法（IPT）计算的总反硝化速率与水柱硝酸盐浓度正

相关的结论一致。而利用 IPT 法，我们还区分了水柱中硝酸盐含量对反硝化过程的影响机制。

季节性硝酸盐的浓度变化主要影响了沉积物非耦合反硝化过程（水柱硝酸盐被有机碳还原），

而沉积物耦合反硝化过程与水柱硝酸盐含量无关。 
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图 4-17 太湖梅梁湾沉积物平均反硝化速率年变化（2006-2007） 

 (a) 湾内; (b) 湾外 
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Fig. 4-18 沉积物反硝化速率与 NO3
—

N 含量间的线性关系  

 (a) 湾内; (b) 湾外 

 

二、硝化潜力分布 

    硝化潜力（PNR）是微生物以氧为电子受体，将氨态氮依次氧化为亚硝态氮和硝态氮

的能力。对于沉积物界面环境，硝化作用是沉积物-水界面氮迁移转换的重要形式之一。 

    2008 年 7 月 20 至 21 日和 2009 年 1 月 16 至 17 日以同样方法在太湖的 20 个样点（图

4-6）采集表层沉积物样品，测定沉积物的潜在硝化活性（potential nitrification rate, PNR）。

将 5.0 g 沉积物（鲜重）加入含 20 ml PBS 缓冲液的无菌离心管，并加入 1 mM 的(NH4)2SO4

作为氨氧化底物。在 25°C 暗处培养 12 h 后，用 5 ml 2M KCl 提取并测定沉积物中的亚硝态

氮，计算单位时间、单位重量沉积物产生的亚硝态氮作为 PNR（Kurola 等，2005）。 

统计 20 个沉积物样品的主要理化性质（表 4-7），不同形态氮变化结果反映（图 4-19），

东太湖表层沉积物中氮形态及其含量比较特殊，其它 5 个湖区则比较相似。主要表现为东太

湖沉积物的 TN 和 NH4
+
-N 最高，NO3

-
-N 和 NO2

-
-N 最低。 

东太湖是太湖东南部的一个草型湖湾，高强度的围网养殖和大型水生植物的过度生长加

速了东太湖的淤积，并向沼泽化发展。因此，东太湖是太湖沉积物氮污染生态风险最高的区

域之一，仅次于五里湖。东太湖沉积物除了具有最高的 TN、铵态氮外，还具有最高的 TOC、

Chl a 以及最低的 pH 值，PCA 分析也明显反映出在氮的形态及其含量方面，东太湖是最特

殊的区域之一（图 4-20）。 
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表 4-7 太湖表层沉积物理化性质与 PNR
 a
 

 Table4-7 Physical and chemical properties of surface sediments from Taihu Lake
 a
 

 
TOC 

g/kg 

TP 

g/kg 

TN 

g/kg 

[NH4
+
]-N 

mg/kg 

[NO2
-
]-N 

mg/kg 

[NO3
-
]-N 

mg/kg 

Chl a 

ug/g 
pH 

PNR 

μg [NO2
-
]-N g

-1
 

dry sediment h
-1

 

生态类型 

A 11.03 0.72 1.10 66.3 0.38 2.50 5.35 7.4 5.92 ± 1.30 藻型 

B 9.66 0.67 0.97 53.3 0.40 2.41 2.41 7.7 6.53 ± 1.14 藻型 

C 6.96 0.57 0.69 33.3 0.28 2.07 1.07 7.7 1.71 ± 0.97 藻型 

D 6.86 0.62 0.68 26.3 0.17 0.86 1.07 7.5 2.67 ± 0.79 藻型 

E 14.94 1.13 1.49 28.8 0.22 0.94 6.95 7. 5 2.04 ± 1.32 藻型 

F 8.12 0.57 0.81 15.6 0.24 1.99 0.80 7.6 9.33 ± 1.33 藻型 

G 7.69 0.53 0.77 43.6 0.22 1.40 1.34 7.6 5.22 ± 1.77 藻型 

H 7.92 0.64 0.79 29.4 0.26 1.25 1.34 7.7 4.51 ± 0.74 藻型 

I 7.35 0.64 0.75 43.1 0.17 0.83 2.94 8.0 8.99 ± 3.77 藻型 

J 8.20 0.60 0.82 13.2 0.12 0.57 0.80 7.4 1.37 ± 0.58 藻型 

K 9.32 0.87 0.93 68.1 0.26 1.13 11.49 7.4 4.53 ± 0.88 藻型 

L 7.05 0.89 0.71 12.7 0.22 1.83 5.08 7.6 0.26 ± 0.40 草型 

M 13.03 0.57 1.30 36.9 0.21 0.91 4.54 7.7 0.39 ± 0.09 草型 

N 17.29 0.67 1.73 32.0 0.22 0.12 7.48 7.2 0.50 ± 0.23 草型 

O 6.87 0.63 0.66 14.3 0.28 0.62 1.60 7.7 3.55 ± 0.74 草型 

P 11.43 0.62 1.14 16.2 0.17 0.30 3.74 7.5 0.26 ± 0.07 草型 

Q 7.06 0.61 0.71 24.4 0.21 0.47 3.21 7.8 0.71 ± 0.16 草型 

R 7.23 0.62 0.72 23.8 0.33 1.05 1.87 7.8 no data 草型 

S 37.39 1.04 3.74 142.6 0.15 0.85 11.76 7.0 0.77 ± 0.18 草型 

T 21.89 0.64 2.19 83.1 0.14 0.13 15.24 6.8 0.39 ± 0.09 草型 

a 理化性质系 2008 年 7 月样品数据；PNR 系 2009 年 1 月样品数据
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图 4-19 太湖表层沉积物理化性质与 PNR 的空间变异*
 

* (A) TOC, (B) TN, (C) TP, (D) [NH4
+]-N, (E) [NO2

-]-N, (F) [NO3
-]-N, (G) Chl a, (H) pH, (G) PNR. 根据地理位

置，将 20 个样点分为 6 组，分别是：梅梁湾（A－C）、贡湖湾（D、E）、湖心（F－J）、河口区（K、L）、

胥口湾（M－R）、东太湖（S、T）。图中不同的字母表示存在显著差异（P< 0.05） 

 

在各湖区水体中，氨呈现有规律的年度变化，总体上为冬季最高，夏季至秋季最低；在

沉积物中也有类似规律，总氮和铵氮多表现为冬季高而夏季低。这一现象与夏季温度高、硝

化细菌活性高、氨氮经过硝化转换量大有直接关系。而在冬季死亡的水生动植物残体沉降至

沉积物，虽然降解慢，但是厌氧不完全降解的主要产物之一氨氮因硝化活性低而会产生积累，

另外一方面，低温也不利于氨氮自沉积物向水体释放，因此水生动植物残体转化的氨氮在沉

积物中的赋存表现出明显的冬季高、夏季低的特征。 
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图 4-20 太湖表层沉积物理化性质的 PCA 分析(前三个主成分（PC）合并解释了

87.1％的总变异) 

 

PNR 可反映沉积物中好氧氨氧化原核生物的活跃程度，对太湖沉积物的硝化潜力（PNR）

分析显示，太湖草型湖区的 PNR 为 0.85 ± 1.11 μg [NO2
-
]-N g

-1
 d.w. h

-1，藻型湖区 PNR 为 4.80 

± 2.76 μg [NO2
-
]-N g

-1
 d.w. h

-1，两者之间存在极显著的差异（P < 0.01）。最高和最低的 PNR

分别出现在湖心区和东太湖（图 4-19）。但是，并未发现 PNR 与沉积物理化因子间存在显著

相关性。 

 

三、温度及碳源差异影响 

温度对沉积物反硝化速率具有一定影，沉积物反硝化速率随着培养温度升高而升高（图

4-21），反映沉积物反硝化速率受温度的限制。反硝化细菌活性对温度具有较宽的最佳适应

范围，一般认为 20-37℃时反硝化细菌具有最佳的生物活性，因此，季节性的温度变化对反

硝化速率将产生重要影响。冬季初春虽然太湖水体中硝酸盐较为充分，但低温对湖泊水体硝

酸盐的反硝化去除不利。 
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图 4-21  温度(左)、葡萄糖和硝酸根(右)对反硝化速率的影响 

   

有机质是反硝化过程中的电子供体，其含量对氧气和硝酸盐两种电子受体代表的底泥呼

吸作用及异养反硝化过程的竞争产生影响。有机质含量较高的沉积物其反硝化相对较强。对

太湖的沉积物反硝化研究发现，当添加葡萄糖（易利用碳源）为碳源时，沉积物反硝化速率

无显著增加（图 4-19）。当添加草酸盐后，3 个样点水土界面的脱氮速率仅有小幅增加，但

经 T 检验分析后未达到统计显著水平。沉积物中有机碳水平较高（3％－6％），大大高于海

洋沉积物的有机碳水平，因此，海洋沉积物反硝化通常受电子供体－有机碳的限制的特征在

湖泊中并不显著。 

表层沉积物的溶氧水平在很大程度上决定了沉积物的反硝化潜力。反硝化层深度局限在

含氧层向无氧层转化的几个 cm 内。利用微溶解氧电极测定太湖梅梁湾北部河口区溶氧侵入

深度最低，仅为 3.5mm，较浅的溶解氧层反映出反硝化层位较浅，上覆水硝酸盐向反硝化层

位迁移距离最短，越有利于非耦合的反硝化过程发生。而梅梁湾外溶解氧侵入深度达 9.5mm，

非耦合反硝化的速率最低。 

沉积物反硝化过程一般发生在距离湖泊水－土界面几毫米到几厘米之间较薄的沉积物

缺氧层内，这一深度恰恰是底栖动物赋存密度最大，生物扰动最为强烈的层位。大量底栖动

物赋存于上层沉积物，发生各种生物扰动形式（如摇蚊钻穴、水丝蚓引灌等），势必强烈改

造反硝化层的深度和空间分布特征，改变反硝化底物在沉积物中的垂向分布，使得在这些生

物扰动因素叠加下的反硝化模式更加复杂。  

沉积物污染较高的北部湖区底栖动物，特别是摇蚊和水丝蚓等耐污种的密度远高于湖心

区。如位于梅梁湾河口区和竺山湖总反硝化速率分别为 212.3 μmol/(m
2
·h)和 229.5 

μmol/(m
2
·h)，其中非耦合反硝化的比例分别为 76.4％和 69.6％，为全太湖最高的区域，而湖

心区总反硝化速率仅为 38.4μmol/(m2·h)，而其反硝化产物主要来源于沉积物耦合的硝化－

反硝化产物。反硝化总速率以及耦合与非耦合两种反硝化过程的比例差异在不同湖区如此之

大，不仅仅是因为水体氮负荷及反硝化微生物和酶活性的差异，生物扰动造成的界面环境条

件的差异也是不可忽视的因素。
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第四节 沉积物中生物体对氮循环微生物分布和多样性影响 

 

一、沉降蓝藻影响 

蓝藻水华逐渐成为一个全球性的水体生态环境问题。蓝藻水华暴发、沉淀和降解，降低

水体透明度以及消耗水体中溶氧等，在太湖还出现一种被称为“黑水团”的现象，使得一些

水生动物死亡。由于光照和氧气的渗透有限，蓝藻水华使得沉积物表层接收到的光照极其有

限，氧气的缺乏，使氨氧化活性降低，大量营养物质被释放到沉积物中，使沉积物中可利用

性有机物显著增加，对微生物群落结构和活性有重要影响。另外，藻类的沉淀导致表层沉积

物硝化活性的降低，氨氮增加，影响沉积物中氨氧化原核生物的群落结构和多样性。因而，

蓝藻水华暴发，致使湖底生物地球化学过程剧烈变化，对氨氧化原核生物的分布和群落等必

将产生显著影响。沉积物作为氮素营养物的“源”和“汇”，其中的一些氮转化过程，如氨氧化

过程可以直接或者与其它氮转化过程耦合产生气体N2离开水体，使环境中含氮量减低，影响

湖泊氮平衡。 

11 月份是我国东部地区湖泊藻类沉降比例最高的时期，这个时期的底栖生态系统研究

将会有特别重要的意义。2008 年 11 月 19 日在太湖的竺山湾（120°14′1″E，31°27′0″N）采

集沉积物柱状样进行蓝藻沉降影响试验，具体为：在上覆水中添加新鲜的微囊藻使藻浓度为

75mg/L（另外一根则保持原位条件作为空白对照），模拟黑暗室温（约 15°C），并用磁力

转子搅动上覆水（约 60rpm），培养 10 天。去掉表面覆盖的蓝藻后，1-2cm 分样，冷冻保

存（和第一节相同）。测定理化环境因子（ORP、pH、NOx
-
-N、NH4

+
-N）。氨氧化原核微

生物的分析和第一节相同。  

物化分析表明，覆盖藻类与空白对照的两柱状样中，pH沿沉积物剖面没有明显的变化。

添加藻类的柱中，仅5cm以上的较上层检测到NO3
-
-N ，而空白柱整个剖面都检测到NO3

-
-N

含量。NH4
+
-N、NO2

-
-N与ORP沿沉积物剖面的变化如图4-22所示。很明显，微囊藻的覆盖显

著增加了沉积物中NH4
+
-N和NO2

-
-N的含量，这个影响可以达到沉积物的近16cm处；表层沉

积物的ORP动态受到藻类覆盖的显著影响，在14cm以上区域，藻类的覆盖总体上降低了沉

积物的ORP。 

 



26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图4-22 蓝藻水华叠加前后，沉积物剖面环境因子的垂直变化 

 

    总细菌的DGGE图谱（图4-23）显示，各样品的DGGE剖面中大部分条带相同，15cm处

有一条带变亮，可能提示某物种在此富集。深度1-15cm之间的平均条带数略高，但是无显著

区别（图4-24），都是在5cm深度处得到最少条带数。从聚类分析（图4-25）可以看出，深度

4-15cm之间的总细菌，在70%的相似度水平，可以聚为两大类群：深度4-13cm之间的总细菌

聚在Cluster A（相似性约75%），并且C4-C13（覆盖藻类）之间（相似性约80%）较D4-D13

（空白）之间（相似性约75%）的总细菌群落相似度略高，提示蓝藻水华叠加后，此深度之

间的总细菌发生了较多的交换过程，或者是使某些细菌得到富集；C15和D15的总细菌（相

似度约90%）聚在Cluster B，在下层同一深度（15cm深度处）的总细菌群落高度相似，说明

蓝藻水华的叠加对沉积物中总细菌的影响程度受深度限制。从图4-25还可以看到一个现象，

即对于任一沉积物剖面，相邻深度的样品聚在一起，相似度较高。这些结果提示在深度4-15cm

之间总细菌群落组成具有某种垂直分布特征。另外，在此深度之间群落沿沉积物剖面的变化

较小，且较下层（4-15cm）的总细菌群落，无显著变化。蓝藻水华叠加前后的沉积物剖面在

深度4-15cm之间的营养都较丰富（图4-22），这是相应深度总细菌群落之间没有明显变化的

重要原因。泥水界面样C1与D1的细菌群落相似度较低，仅约45%，说明蓝藻水华覆盖之后，

对沉积物-水界面的总细菌群落产生了重要影响，其中可能与泥水界面的NH4
+
-N显著增加有

关。 
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图4-23 沉积物样品中基于16S rRNA基因的总细菌结构DGGE分析（D为空白柱；C为覆盖蓝

藻的柱；数字代表的是柱样的深度，cm） 

 

图4-24 蓝藻叠加前后总细菌DGGE图谱中条带数随深度的变化（CK为空白，D1-D19; 加藻：

C1-C19） 
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图4-25 各深度样品中总细菌的DGGE聚类分析 

 

采用表4-1列出的引物与PCR条件，对所有样品中AOB的amoA基因进行扩

增，获得强度不一的预期条带。考虑到氧对沉积物的渗透有限，NH4
+
-N和ORP

的主要变化发生在泥深1－7cm之间，应用DGGE方法，对C1-C7（覆盖藻类）和

D1-D7（不覆盖藻类）样品中AOB群落结构分析表明（图4-26），各样品中AOB

的DGGE条带数都较少，说明它们的物种多样性较低。深度1－4cm之间的各样品，

两个优势条带（1和2）是构成AOB群落的主要成分。但是，在D5中出现了新的

优势条带，在D7中条带6成为主要的优势条带，条带1和2基本消失,说明蓝藻水华

叠加前的沉积物中，AOB的群落结构在深度7cm左右发生显著变化，叠加后，沉

积物剖面，在C5中条带2变弱或消失。聚类分析（图4-27）也表明，蓝藻水华叠

加与否，深度1-4cm之间的AOB群落相似性较高，AOB的群落结构在－7cm发生

了较大变化。Laanbroek等（2008）也发现在沼泽沉积物深度4-5cm之间，AOB的

物种组成明显改变；同时，C5与D5以及C7与D7的AOB群落结构相似性都较低，

表明蓝藻水华沉降有可能使得太湖较下层沉积物（-7cm）中AOB的垂直分布状

况改变。  
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图4-26 各沉积物样品中AOB amoA基因的DGGE分析 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图4-27 各深度样品AOB的聚类分析 

 

环境条件对于氨氧化反应具有重要的调控作用。ORP决定着氧化还原反应的

发生方向，而NH4
+
-N是氨氧化反应的底物，其浓度可以指示氨氧化反应的强度。

蓝藻水华叠加前后的AOB群落与环境因子的RDA中，第一与第二排序轴合并分

别解释了78.3%、60.7%的群落结构变异（图4-28）。在RDA中，都是第一排序轴

的变异占优势，其中，ORP的变化对第一轴贡献最多。覆盖蓝藻和未覆盖蓝藻的

两沉积物剖面NH4
+
-N具有相似的垂直变化规律，且无论是否有蓝藻水华覆盖，
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ORP与NH4
+
-N都呈显著负相关。在1-4cm的近表层沉积物中，还原性以及NH4

+
-N

均迅速增加，AOB的群落结构则在1-4cm之间变化较小，且两个沉积物剖面的

AOB群落变化也不明显。自4cm深度向下至7cm，两个沉积物剖面ORP和NH4
+
-N

的变化都减缓，表现出蓝藻沉降前后AOB垂直分布出现了差异。 

 

图4-28  AOB群落与深度（Depth）、pH、NH4
+
-N、NO2

-
-N与ORP变化的RDA排序图 

 

对所有分层样品AOA的amoA基因进行扩增和DGGE分析，可以分辨出多个条带（图

4-29），表明AOA多样性较AOB高。聚类分析显示（图4-30），在约61%相似度水平，除了

C1外，深度1-15cm之间的样品形成两大类群，D1-D7和C2-C11都聚在Cluster A，相似性约

64%；D9-D15（另加D17和D19）与C13-C15聚在Cluster B，相似性超过82%，提示在此深度

之间的AOA群落结构高度相似。根据聚类分析还可看出，深度7cm以下的样品，往往是相邻

深度的样品聚在一起，而在较上层却没有类似规律，也可能与上层沉积物中理化因子的显著

变化有关。蓝藻沉降使得上层的某些AOA物种发生向下移动，从而使AOA的垂直分布状态

发生变化。但是这两个沉积物-水界面之间的AOA群落差异尤为显著（相似度仅约35%），

这与表层AOB对蓝藻水华叠加的响应明显不同，却符合Schwarz等（2007）所报道的古菌对

加藻响应的规律。这一结果显示，AOA和AOB群落发生重大变化和响应的深度差异与它们

的生理代谢活性受影响有关。 

没有覆盖蓝藻的情况下，RDA排序分析（第一和第二轴）仅能解释32.7%的群落结构变

异（图4-31A），说明所测的各理化因子不是驱动AOA群落结构沿剖面改变的主要原因。而

在覆盖了蓝藻的沉积物剖面样中，RDA分析（图4-31BB）中第一与第二排序轴合并解释了

51.9%的群落结构变异，且ORP对蓝藻水华叠加后的沉积物中AOA群落结构有显著影响，提

示该剖面13cm处ORP的显著增加可能是AOA群落发生变化的重要原因。 



31 

 

 

图4-29 沉积物样品中AOA amoA基因的DGGE分析 

 

 

      

 

图4-30 各深度样品中AOA的聚类分析 
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图 4-31 蓝藻水华叠加前后 AOA 群落与深度（Depth）、pH、NH4
+
-N、NO2

-
-N 与 ORP 变

化的 RDA 排序图,带*号的表示对群落结构有显著效应的环境因子(P<0.05) 

 

二、水生植物根际影响 

 扎根于底泥中的水生植物不仅是湖水和底泥间营养元素交换的直接媒介，还能通过改

变湖水的动力学状态和减小湖水对底泥的冲刷强度间接地促进营养元素由湖水向底泥的转

移。由于植物的根系可以向外分泌营养物质，因此，水生植物根部是微生物集中和活跃的区

域。尽管根着大型水生植物不仅可以通过其根茎部分吸收氮磷等物质，还可以通过其根系的

吸收作用减轻底泥中的污染负荷。但是根据大量的物质平衡计算发现 N 的去除机制上占主

导地位的是细菌的分解转化作用，水生植物的吸收起辅助作用，但由于植物形成了重要的根

区微生态环境，这对于底泥特别是沉积物表层及近界面发生的硝化和反硝化作用非常重要。

研究含氮污染物在水生植物区沉积物中的去除机理，必须了解不同植物根区环境中与 N 循

环有关的特定微生物的群落结构特征。氨氧化细菌可以将氨氧化为亚硝酸，是硝化过程的第

一步，同时也是整个硝化过程的限速步骤。反硝化细菌将硝化作用产生的无机氮盐(NO3ˉ及

NO2ˉ)还原为气态的 N2O 和 N2，并释放到大气中，从而减轻了水体的氮负荷。因此硝化和反

硝化作用对于富营养化湖泊的净化具有特别重要的意义。 

2006 年 5 月 20 日于太湖五里湖水生植物修复区（图 4-32），选取 4 种根部着生在底泥

中的水生植物为研究对象，其中 1 号点的芦苇(Phragmites communis)和 2 号点的窄叶香蒲

(Typha angustifolia L.)代表挺水植物，3 号点 的菹草(Potamogeton crispus L.)代表沉水植物，

4 号点的荇菜(Limnanthemun nymphoides)代表浮叶植物，同时选取工程区外无高等水生植物

生长的区域作为对照点。采用最大或然数(most probable number，MPN)方法分析样品中氨氧

化细菌的数量，采用针对 AOB16S rRNA 基因的特异引物，巢式 PCR-DGGE 分析细菌群落

结构，通过对主要 DGGE 条带的回收测序，进行种类鉴定（参见第二节）。 
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图4-32 围隔示范工程及采样点位置 

 

芦苇和窄叶香蒲  均为多年生挺水植物，沉积物中的地下茎发达，蔓延成群，地上部分

的生物量较高，分别达到 1000 和 800 g/m
2。菹草为多年生沉水植物，夏末麦黄季节植物逐

渐死亡，同时形成冬芽，冬季发芽生长，春季即形成草丛群落。菹草地上部分的生物量也较

大，估计在 450 g/m
2 左右。荇菜叶部浮于水面，地下茎生底泥中，地上部分的生物量估计为

100 g/m
2左右。对水生植物根区及表层沉积物氧化还原电位的测定显示，水生植物根区ORP > 

0，即呈氧化环境，同时芦苇和窄叶香蒲根区 ORP 要高于菹草和荇菜。无草着生的沉积物表

层(1－5cm)呈现弱还原条件，表层之下(6－10cm)还原性增强。根区及无草着生的沉积物表

层的 pH 值均大于 7，且表层沉积物碱性更强。表层沉积物中 NH4
+的浓度大于水生植物根区，

而 NO3ˉ的含量各样品之间的差异不明显。 

 用 MPN 计数法对水生植物根区及其沉积物分析，根区的氨氧化细菌密度高于无水生植

物的表层底泥；挺水植物芦苇和窄叶香蒲根区氨氧化细菌的密度又高于沉水植物菹草和浮叶

植物荇菜；芦苇和香蒲根区的氨氧化细菌数量比无水生植物的表层底泥高 1－2 个数量级（表

4-8）。 
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表 4-8 采样点根区环境参数以及 MPN 法氨氧化细菌计数结果 

样品 

名称 
采样点 

植物 

类型 

水生植物

现存量

(g/m
2
) 

氧化还原电

位 (mv) 
pH NH4

+
 (mgN/kg)

 
NO3ˉ 

(mgN/kg) 

MPN 计数 

(cells/g干沉

积物) 

Phc 芦苇根区 挺水植物 1000 118±10 7.46 2.68±0.13 3.78±0.30 2.8×10
5
 

Ta 窄叶香蒲根区 挺水植物 800 150±13 7.31 2.77±0.19 4.26±0.24 4.3×10
5 

Poc 菹草根区 沉水植物 450 77±5 7.57 3.43±0.18 3.03±0.28 9.3×10
4 

Ln 荇菜根区 浮叶植物 100 68±6 7.73 4.11±0.22 2.95±0.11 7.7×10
4 

BS-1 
无草沉积物

(1-5cm) 
－ － -45±8 7.90 5.67±0.31 2.57±0.26 2.1×10

4
 

BS-2 
无草沉积物 

(6-10cm) 
－ － -133±10 7.95 8.04±0.38 3.03±0.19 3.5×10

4 
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采用巢式 PCR 的方法扩增氨氧化细

菌， PCR 产物经纯化后 DGGE 结果如图

4-33 所示。对其中相对含量大于 10%，且

位置存在一定区别的条带进行割胶回收

（图 4-43）。6 个样品共回收得到 14 个条

带，其中芦苇样品  (Phc) 中回收 2 条 

(AE-1, AE-2)，窄叶香蒲样品 (Ta) 回收 3

条 (AE-3, AE-4, AE-5)，菹草样品回收

(Poc) 4 条 (AE-6, AE-7, AE-8, AE-9)，荇

菜样品 Ln 回收 1 条(AE-10)，无草区表层

1-5cm 沉积物样品  (BS-1) 回收 2 条 

(AE-11, AE-12)，无草区表层 6-10cm 沉积

物 样 品  (BS-2) 回 收 2 条  (AE-13, 

AE-14)。回收的条带中 AE-2 与 AE-8，AE-9 与 AE-11 在 DGGE 图谱中的位置几乎相同。通

过对回收条带的 PCR 扩增及 DGGE，重复 2－3 次，确认条带的单一性及同在最初的 DGGE

图谱中位置一致。回收的条带与 GenBank 中已有序列的相似度均高于 97%。在回收的 14 条

序列中（表 4-9），除 AE-13 与 AE-14 外，均与 Genbank 中已知的 AOB 序列相似。尽管与

各序列相似度最高的已知序列各不相同，但基本都属于亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas)。

AE-13 与草酸杆菌属 (Oxalobacter)的 AY367029 相似度较高，而 AE-14 与未培养的

beta-proteobacterium AF141482 相似度达到 99%。其中，与 AE-1，AE-9/11，AE-10/12 相似

度最高的序列均为未获得培养的 Nitrosomonas。 

UPGMA

Sorensen's Coefficient

Phc
Ta
Poc
BS-1
BS-2
Ln

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

 

图4-34  UPGMA分析氨氧化细菌群落组成及其相似性. Phc: 芦苇; Ta: 窄叶香蒲; Poc: 菹草; 

Ln: 荇菜; BS-1: 无草表层沉积物(1-5cm); BS-2: 无草表层沉积物(6-10cm) 

 

测序及比对结果显示，不同样品中主要的 AOB 种类(条带相对含量大于 10%)存在一定

的共同点。例如，芦苇根区(Phc)的 AE-2 同荇菜(Poc)根区的 AE-8 序列相似度大于 99%。窄

叶香蒲(Ta)根区的 AE-5 同菹草(Ln)根区的 AE-7 序列相似度大于 99%。荇菜根区的 AE-9 同

 

图 4-33 DGGE 分

析巢式 PCR 产物. 

Phc: 芦苇; Ta: 窄

叶香蒲; Poc: 菹

草; Ln: 荇菜; 

BS-1: 无草表层

沉积物(1-5cm); 

BS-2: 无草表层

沉积物(6-10cm) 
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表 4-9 采用 BLASTN 软件在 GenBank 数据库中搜索到的与 DGGE 胶回收条带序列最相近的 16S rRNA 基因序列 

Table 4-9 Closest matches between 16S rRNA gene sequences of bands excised from sample-derived denaturing gradient gel electrophoresis 

(DGGE) profiles and sequences from the GenBank databases obtained, using the BLASTN search tool 

条带 

编号 

相似碱基数/ 序

列长度 (相似

度) 

GenBank中最相近序列 (检索号) 参考文献 

AE-1 174/177 (98%) 
Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone CL1-1/E 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence (DQ068702) 
Freitag et al. 2006 

AE-2/8 175/177 (98%) Nitrosomonas cryotolerans 16S ribosomal RNA gene, partial sequence. (AF272423) 
Purkhold et al. 

2000 

AE-3 177/177 (100%) Nitrosomonas sp. Is79A3 16S rRNA gene, isolate Is79A3 (DQ068705) Freitag et al. 2006 

AE-4 173/177 (97%) Nitrosomonas sp. Nm51 partial 16S rRNA gene, isolate Nm51 (AJ298737) Aakra et al. 2001 

AE-5/7 174/177 (98%) Nitrosomonas sp. R7c140 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (AF386753) Burrell et al. 2001 

AE-6 177/177 (100%) Nitrosomonas sp. Nm51 partial 16S rRNA gene, isolate Nm51 (AJ298737) Aakra et al. 2001 

AE-9/11 177/177 (100%) 
Uncultured ammonia-oxidizing bacterium clone LD1-B6 16S ribosomal     RNA gene, 

partial sequence (AY114347) 

Freitag & Prosser, 

2003 

AE-10/1

2 
175/177 (98%) Uncultured Nitrosomonas sp. isolate DGGE band L1 16S ribosomal RNA (DQ887679) 

Sundberg et al. 

2007 

AE-13 174/177 (97%) Oxalobacter sp. Es2-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence. (AY367029) Vacca et al. 2005 

AE-14 176/177 (99%) 
Uncultured beta Proteobacterium clone CRE-FL68 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence (AF141482) 
Crump et al. 1999 
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无草区表层底泥(BS-1) AE-10 序列相似度大于 99%。无草区表层底泥(BS-1) AE-11 同表层以

下(BS-2)的 AE-12 序列相似度大于 99%。同时，不同样品之间主要的氨氧化细菌种类也存在

差别，如从 DGGE 图谱上看来，与 AE-1 位置相同的条带也存在于其他样品中，但均未出现

明显优势。尽管 AE-3，AE-4 和 AE-6 位置极为相近，但其序列相似度不高。聚类分析(UPGMA)

分析巢式 PCR－DGGE 图谱，结果显示，无草区表层底泥 (BS-1) 同表层以下 (BS-2) 的相

似度最高首先聚为一类；其次，与荇菜和菹草相似度较高，而与芦苇和窄叶香蒲的相似度较

低（图 4-34）。 

虽然在湿地以及其他生态系统中，植物本身对营养物质的直接去除所占的比例很小，但

是如前所述，植物是整个系统中必不可少的一部分，植物会从不同途径影响不同氮化合物的

微生物转化：(1) 植物根系的呼吸作用导致氧气的消耗，从而形成厌氧微环境，促进反硝化

的进行；(2) 微生物的生长离不开各种营养物质，根系的分泌物为微生物的生长提供碳源；

(3) 植物与微生物竞争硝酸氮，起到一定的氮去除的作用,尽管比例不高；(4)植物能够从大气

中输送不同的气体(氧气、气态氮) 到底泥，反之亦然，促进氮循环过程的完成；(5) 植物对

水分的吸收改变底泥通风状态，从而影响气体和溶解态营养物质的扩散。 

MPN计数的结果显示，水生植物根区氨氧化细菌的数量高于对照区，同时芦苇和窄叶

香蒲根区的氨氧化细菌密度又高于菹草和荇菜。不同植物的根系发达程度不同，因此对根区

环境所产生的影响存在差异。 

对DGGE条带回收测序的结果显示，除条带AE-13和AE-14外，其他12个序列均同氨氧

化细菌的亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas)具有较高的相似性。Speksnijder 等研究显示在淡水

水域沉积物中常见的氨氧化细菌主要为Nitrosomonas-like。Freitag 等通过比较从河流入海口

到开阔海域中氨氧化细菌的种类，发现氨氧化细菌由亚硝化单胞菌属 (Nitrosomonas) 向亚

硝化螺菌属 (Nitrosopire) 演化。这可能是由于不同的氨氧化细菌所适合的生态位存在差异。

DGGE及聚类分析的结果显示不同水生植物区氨氧化细菌主要的优势种存在差异，可见水生

植物对细菌具有一定的选择性。水生植物不同，其根系形态和在底泥中的分布情况也不相同，

本研究显示芦苇和窄叶香蒲根区环境氧化性更强，因此对氧浓度需求量高的AOB群落可能

适合生存在该区，而在无草的表层沉积物中分布的AOB群落可能对低氧浓度具有较强的耐

受性。 
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