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摘要:【目的】为探讨 4 对不同的引物对封闭循环养殖系统生物膜中 β 变形菌亚纲氨氧化细菌(β-AOB) 的特

异性差异。【方法】采用 16S rDNA 文库克隆技术对 β-AOB 的多样性进行了分析。【结果】以引物 CTO189f /
CTO654r 扩增构建的文库中所含 β-AOB 比例最高，可达 67. 3%。不同封闭循环养殖系统的生物膜对引物的

扩增效率有明显的影响，其中以养殖尼罗罗非鱼的封闭循环养殖系统生物膜为 DNA 来源的，引物均有较高

的扩增效率。【结论】针对封闭循环养殖系统生物膜中的 β-AOB，特异性最高的是 CTO189f /CTO654r 引物。
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随着分子生态学技术的发展，非培养手段如变

性梯度凝胶 电 泳 (DGGE)［1］、末 端 限 制 性 片 段 长 度

多态性( T-RFLP)［2］、单 链 构 象 多 态 性 ( SSCP)［3］
和

16S rDNA 基因文库构建
［4］

等 方 法 被 广 泛 应 用 于 环

境微生物群落结构的检测和分析。这些方法主要依

赖于目 的 基 因 的 PCR 扩 增
［5］，而 PCR 扩 增 的 有 效

性受到多种因素的影响，其中引物的特异性是最重

要的影响因素之一，它直接决定特定基因的 PCR 扩

增效率，进而干扰微生物多样性的评估
［6］。

氨氧化细菌 ( ammonia-oxidizing bacteria，AOB)

是一类化能自养型的微生物，其进行的氨氧化作用

是硝化过程中必不可少的第一个步骤，同时也是其

限速反应
［7 － 9］。在封闭循环养殖系统中，AOB 和亚

硝酸盐氧化 细 菌 (NOB) 将 水 中 的 氨 氮 及 亚 硝 态 氮

氧化为无毒的硝酸盐，从而实现水体的净化。因此

循环养殖系统中 AOB 的研究 受 到 广 泛 关 注。基 于

16S rRNA 的系统发育分析表明 AOB 的系统发育比

较简单，均属于变形菌纲的 β-亚纲和 γ-亚纲
［10 － 11］。

其中属于 β-亚纲的 AOB(β-AOB) 又 可 分 为 2 个 类

群:亚硝化单胞菌群(Nitrosomonas) 和亚硝化螺菌群

(Nitrosospira)。而 Nitrosospira 包 括 亚 硝 化 叶 菌 属

(Nitrosolobus) 和亚硝化弧菌属(Nitrosovibrio)［12 － 13］。
另有少数具 有 氨 氧 化 能 力 的 细 菌 是 亚 硝 化 球 菌 属

(Nitrosococcus) ，属于 变 形 菌 纲 的 γ-亚 纲，但 至 今 只

在海洋中 发 现 了 该 属 的 2 个 种:N． oceanus 和 N．
halophilus［14 － 15］。目前已报道的基于 16S rDNA 序列

研究 β-AOB 的引物和探针共有 32 个，但相当部分

是针对 AOB 特 定 菌 属 的，只 有 少 数 是 β-AOB 的 通

用引物或探 针，且 其 特 异 性 存 在 较 大 差 异
［16］，主 要

表现在不同引物 扩 增 获 得 的 β-AOB 群 落 结 构 各 不

相同。特 异 性 较 好 的 β-AOB 的 引 物 或 探 针 包 括

βAMOf、βAMOr、NitA、NitB、CTO189f、CTO654r、Amβ
和 Nso1225［17］，但 这 些 评 估 仅 仅 建 立 在 依 靠

GenBank 中已有序列的比对分析上，而在实际样品
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检测中的评价少有报道。仅有 Junier 等
［6］

用 4 对特

异性引物对 4 个环境样品中的 β-AOB 进行 PCR 扩

增和构建克隆文库，结果发现，不同引物所构建的克

隆文库中 β-AOB 所占比例各异，同样的引物在不同

环境中扩增的 β-AOB 多样性也有较大差异。
因此，为了获得高效扩增封闭循环养殖系统生

物膜中 β-AOB 的 特 异 性 引 物，本 文 采 用 16S rDNA
克隆 文 库 方 法，分 析 比 较 了 常 见 引 物 对 βAMOf /
βAMOr［18］、NitA /NitB［19］、Nso1225r /Eub338f［20 － 21］

和

CTO189f /CTO654r［22］
所构建的 β-AOB 16S rDNA 克

隆文库，以期为正确分析封闭循环养殖系统生物膜

的 β-AOB 多样性提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主 要 试 剂 和 仪 器:DNA 提 取 试 剂 盒 ( Ver．
3. 0 广 谱 基 因 组 DNA 抽 提 试 剂 盒 )、连 接 试 剂 盒

(pMD18-T Vector 试剂盒)、Taq DNA 聚合酶、dNTP、
DNA Marker 等购于 TaKaRa 大连宝生物工程有限公

司;胶回收 试 剂 盒 (GenClean 离 心 柱 型 琼 脂 糖 凝 胶

DNA 回 收 试 剂 盒 ) 购 自 上 海 捷 瑞 生 物 工 程 公 司;

PCR 扩增引物 合 成 及 样 品 测 序 由 上 海 英 潍 捷 基 贸

易有限公司 完 成，引 物 序 列 见 表 1。琼 脂 糖 购 自 基

因科技( 上 海 ) 有 限 公 司;X-Gal 购 自 INALCO SPA
公 司; Amp 购 自 杭 州 昊 天 生 物 技 术 有 限 公 司。
Master cycler PCR 仪，购自德国 Eppendorf 公司;YLN
－ 200SR 凝胶成像分 析 系 统，购 自 北 京 市 亚 力 恩 机

电 技 术 研 究 所; DELTA 320 pH 计，购 自 Mettler-
Toledo 公司。
1. 1. 2 样品来源:本实验采集了 2 个分别养殖尼罗

罗非鱼 ( Tilapia nilotica) 和 宝 石 鲈 ( Scortum barcoo)

的封闭循环养殖系统中的生物膜样品，依次标记为

T 样品和 S 样 品。为 保 证 样 品 中 微 生 物 的 原 始 形

貌，用无菌采样袋在现场取样后立即冷藏并带回实

验室，于 － 20℃ 保存备用。
1. 2 封闭循环养殖系统中的生物膜特征指标的测

定

生物膜的 pH 测定采用 DELTA 320 pH 计;生物

膜污泥指数(SVI) 测定按照文献提供的标准方法进

行
［23］;亚 硝 化 细 菌 的 数 量 测 定 采 用 最 大 或 然 数

(MPN) 法
［24］，用每克生物膜干重含多少菌落形成单

位( cfu) 表 示。生 物 膜 硝 化 能 力 测 定 方 法 如 下: 取

100 g生物膜样品，用蒸馏水稀释至1 L，向其中添加

0. 5 g硫酸铵，搅拌混匀并调节 pH 至 7. 4，记为 0 时

刻。然后对水样进行磁力搅拌6. 5 h，测定 0 时刻和

6. 5 h水样 中 的 NH4
+ -N 和 NO2

－ -N 含 量。同 时 以

蒸馏水作为空白对照。NH4
+ -N 和 NO2

－ -N 的 测 定

分别采用纳氏试剂光度法和 N-(1-萘基)-乙二胺光

度法
［23］。

1. 3 样品总基因组 DNA 的提取

称取生物 膜 样 品0. 1 g，用 DNA 提 取 试 剂 盒 提

取细菌的 总 基 因 组 DNA ( 方 法 参 考 试 剂 盒 使 用 说

明) ，并用分光光度计检测其 A260 /A280 值，该值达

到 1. 8 以上的 DNA 保存于 － 20℃ ，用于后续的 PCR
扩增。
1. 4 β-AOB 16S rDNA 特异片段的 PCR 扩增

扩增样品中 β-AOB 16S rDNA 特异片段采用巢式

PCR。在第一轮 PCR 扩增中，DNA 模板采用样品的总

DNA，引物采用真细菌部分 16S rRNA 基因的通用引物

27f 和 1492r［25］。反 应 体 系 为25 μL。具 体 组 成 如 下:

2. 5 μL的10 × PCR缓冲液(含 Mg2 + )，2 μL dNTP 混合

物 (25 mmol /L)，0. 2 μL Taq DNA 聚 合 酶 (U / L)，

100 ng DNA 模 板，和 各 1 μL 的 正 反 向 引 物

(0. 01 mmol /L)，最后加无菌双蒸水至25 μL。扩增反应

在 Master cycler PCR 仪中进行，具体运行条件如下:

95℃预变性5 min，95℃变性1 min，55℃退火1 min，72℃
延伸90 s，35 个循环，最后 72℃终延伸10 min。PCR 产物

的检测采用含 EB 的 1． 0%琼脂糖凝胶电泳。在第二轮

PCR 扩增 中，以 第 一 轮 的 PCR 产 物 为 模 板，分 别 以

βAMOf /βAMOr、 NitA /NitB、 Nso1225r /Eub338f 和

CTO189f /CTO654r 为引物进行 PCR 扩增。PCR 反应体

系组成和具体运行条件同上，退火温度有所差别(表

1)。PCR 产物的检测方法同上。
1. 5 PCR 产物的克隆及重组质粒的筛选

PCR 产物用胶回收试剂盒纯化回收，具体操作

按照说明书进行。纯化回收的 DNA 片段与 pMD18-
T 载体连接，16℃ 反应过夜后，转化到感受态的大肠

杆菌 DH5α 细 胞 中。在 含 Amp / IPTG /X-gal 的 新 鲜

固体 LB 平板 上 进 行 蓝 白 斑 筛 选，随 机 挑 取 白 色 菌

斑( 重组质粒) 于1 mL含 Amp 的 LB 液体培养基中，

37℃ 振荡培养过夜，每个克隆文库共挑选约 50 个阳

性克隆子。克隆子的 DNA 测序委托上海英 潍 捷 基

贸易有限公司完成。
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表 1 本研究所用的引物序列

Table 1 Primers used in this study
Primers Sequences(5'→ 3') Positions Annealing temperature / ℃ References

27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 8 － 27 55 ［25］
1492r GGTTACCTTGTTACGACTT 1510 － 1492 ［25］

βAMOf TGGGGRATAACGCAYCGAAAG1 142 － 162 57 ［18］

βAMOr AGACTCCGATCCGGACTACG 1295 － 1314 ［18］
NitA CTTAAGTGGGGAATAACGCATCG 137 － 159 58 ［19］
NitB TTACGTGTGAAGCCCTACCCA 1214 － 1234 ［19］
Nso1225r CGCCATTGTATTACGTGTGA 1225 － 1244 60 ［20］
Eub338f ACTCCTACGGGAGGCAGC 338 － 355 ［21］
CTO189f GGAGRAAAGYAGGGGATCG 189 － 207 57 ［22］
CTO654r CTAGCYTTGTAGTTTCAAACGC 632 － 653 ［22］

1 R: A or G，Y: C or T．

1. 6 序列同源性分析

测序得到的 DNA 序 列 同 源 性 分 析 在 NCBI 网

站(http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov) 利 用 Blast 软 件

检索，GenBank 将按照与测得序列的相似性高低列

出已知序列名单、相似性程度以及这些序列相对应

的微生 物 种 类，从 而 建 立 各 克 隆 子 序 列 的 同 源 性

信息。

2 结果

2. 1 封闭循环养殖系统的生物膜特性

来自 2 个封闭循环养殖系统的生物膜特性如表

2 所示。T 样品的 pH 呈中性，而 S 样品的 pH 呈弱

碱性;2 个生物膜污泥指数( SVI) 约在 60 － 70 mL / g
之间;生物膜内所含氨氧化细菌数量较多，在每克干

生物膜中可达 107 － 108
数量级;2 个生物膜样品对

外源 NH4
+ -N 的去除率均较高，在6. 5 h的处理过程

中，NH4
+ -N 的去除率达到 90% 左右。

表 2 封闭循环养殖系统的生物膜特性

Table 2 Characteristics of biofilm in recirculation

aquaculture systems

Biofilm pH
SVI /
(mL / g)

AOB /( cfu / g
dry biofilm)

Removal rate of
NH4

+ -N /%

T sample 7. 1 ± 0. 4 70. 23 ± 2. 75 5. 4 × 107 89． 35 ± 1. 89
S sample 7. 8 ± 0. 3 62. 19 ± 3. 92 2. 2 × 108 96. 77 ± 2. 61

2. 2 T 样品中 β-AOB 克隆文库分析

4 对引物分别对 T 样品中 β-AOB 16S rDNA 进

行 PCR 扩增、克隆文库构建和序列同源性分 析，结

果如表 3、图 1 所示。在由不同引物扩增构建成的 4
个克隆文库中均 只 检 测 到 1 种 属 于 β-AOB 的 克 隆

子序列，即 Nitrosospira sp． ，但该序列克隆 子 在 各 文

库中所 占 的 比 例 各 不 相 同。其 中，在 由 CTO189f /
CTO654r 构建的克隆文库中，所检测到的比例最高，

为 67. 3%。其 次 是 由 Nso1225r /Eub338f 扩 增 构 建

的文库，含有 46. 9% 的 β-AOB 细菌。而由 βAMOf /
βAMOr 和 NitA /NitB 构 建 的 克 隆 文 库 中，检 测 到 的

β-AOB 细菌克 隆 子 分 别 仅 占 总 克 隆 子 的 6. 7% 和

8. 2% ，大 量 的 克 隆 子 来 自 非 β-AOB 细 菌，如

Hydrogenophaga sp． ( 42. 2% ) 和 Vogesella perlucida
(28. 6% )。表 3 结 果 还 表 明，特 异 性 相 对 较 高 的

CTO189f /CTO654r 引物 所 构 建 的 克 隆 文 库 中 非 β-
AOB 细 菌 的 克 隆 子 的 种 类 也 相 对 较 少，仅 为 4 个

属。因此，针对 T 样品，建议选用 CTO189f /CTO654r
引物来分析 β-AOB 的多样性。

图 1 用不同引物对构 建 PCR 克 隆 文 库 所 获 得 的 AOB

细菌

Fig． 1 Recovery of AOB in clone libraries of PCR products prepared

with different primer pairs．

2. 3 S 样品中 β-AOB 克隆文库分析

同样，本实验也利用 4 对引物分别对 S 样品中

β-AOB 的群落结 构 进 行 了 分 析 ( 表 4、图 1)。结 果
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表 3 四对引物构建的 T 样品中的 β-AOB 克隆文库

Table 3 β-AOB clone libraries constructed with 4 primers pairs in T sample

Primers BLAST hit
Accession
No．

Similarity
/%

No． of
clones

βAMOf /βAMOr β-Proteobacteria Hydrogenophaga sp． AB476725 92 － 99 19

Nitrosospira sp． GQ255603 90 － 99 3

Environmental clones FJ946566 95 1

γ-Proteobacteria Acinetobacter sp． GU233818 92 － 99 12

Raoultella sp． DQ839331 98 1

Enterobacter sp． GU201549 99 1

Pseudomonas sp． GU563752 92 1

Aeromonas veronii bv． sobria GU990233 100 1

Steroidobacter sp． EU665094 92 1

Acidobacteria Acidobacterium sp． FJ901680 92 － 93 3

Acidobacteriales bacterium EU449670 93 1

Clostridia Clostridium sp． FJ957505 97 1

NitA /NitB β-Proteobacteria Vogesella perlucida EF626691 93 － 94 14

Nitrosomonadaceae bacterium EF019260 90 － 95 8

Nitrosospira sp． GQ255608 91 － 97 4

Ideonella sp． DQ664241 93 － 97 4

Ralstonia sp． HQ222281 97 3

Thiobacter subterraneus NR_024834 91 － 92 2

Leptothrix sp． AB458235 96 － 97 2

Burkholderia sp． HQ222273 98 2

Janthinobacterium sp． GU201564 91 － 92 2

Rubrivivax gelatinosus AF487435 97 1

Aquincola tertiaricarbonis DQ656489 95 1

Thiobacillus denitrificans EU546130 92 1

Thiobacter sp． HM145961 91 1

Methylibium aquaticum DQ664244 98 1

γ-Proteobacteria Aquicella siphonis NR_025764 95 － 96 2

Aeromonas veronii HQ407242 99 1

Nso1225r /Eub338f β-Proteobacteria Nitrosospira sp． GQ255602 91 － 96 23

Nitrosomonadaceae bacterium EF019754 93 － 96 5

Herbaspirillum sp． GU201559 97 3

Polynucleobacter sp． HM856413 95 3

Collimonas sp． AB531412 96 2

Azospira restricta DQ974114 97 2

Dechloromonas sp． AY032611 99 1

Polynucleobacter necessarius subsp． AB599919 99 1

Flavobacterium sp． AM934661 93 1

Methylotenera mobilis DQ287786 95 1

Environmental clones DQ676290 97 1

γ-Proteobacteria Acinetobacter sp． DQ322071 94 1

Uncultured bacterium Environmental clones EU778828 89 4

Environmental clones HM845909 94 1

CTO189f /CTO654r β-Proteobacteria Nitrosospira sp． GU097360 92 － 97 33

Aquaspirillum sp． FM204981 96 － 97 2

Azospira sp． GQ183420 96 － 99 2

Opitutae Opitutus sp． AM940800 93 － 95 10

γ-Proteobacteria Thermomonas sp． GU257718 92 － 93 2

5431



Fangfang Pei et al． / Acta Microbiologica Sinica(2011)51(10)

表 4 四对引物构建的 S 样品中的 β-AOB 克隆文库

Table 4 β-AOB clone libraries constructed with 4 primers pairs in S sample

Primers BLAST hit
Accession
No．

Similarity
/%

No． of
clones

βAMOf /βAMOr β-Proteobacteria Undibacterium sp． HQ003430 97 － 99 5

Polynucleobacter necessarius subsp． FN556008 94 － 99 4

Curvibacter sp． HM357758 98 3

Azospira sp． EU214546 97 － 98 2

Uliginosibacterium sp． HM124379 93 － 97 2

Duganella sp． GU138381 99 2

Dechloromonas sp． AF170355 98 1

Propionivibrio sp． GQ420923 98 1

Aquaspirillum sp． GU257813 98 1

Rhodocyclus sp． GU560169 96 1

Acidovorax sp． HQ259135 98 1

γ-Proteobacteria Marinobacter sp． FJ984869 90 － 91 9

Acinetobacter sp． HQ246231 99 5

Pseudomonas sp． GQ183242 96 － 97 4

Rhizobacter sp． GQ369084 99 1

Cellvibrio sp． FJ889286 98 1

Acinetobacter junii DQ859984 99 1

Thermomonas sp． GU257718 95 1

δ-Proteobacteria Environmental clones FJ569938 93 1

NitA /NitB β-Proteobacteria Vogesella perlucida strain EF626691 92 － 93 14

Polynucleobacter necessarius subsp． AB468976 99 13

Aquabacterium sp． EU706220 93 － 97 5

Nitrosomonadaceae bacterium EF019260 91 － 93 2

Nitrosospira sp． GQ255602 93 2

Azospira restricta DQ974114 93 － 98 2

Methyloversatilis universalis DQ923115 92 2

Curvibacter sp． HQ008595 93 1

Polynucleobacter sp． AB599847 93 1

Vogesella indigofera HM236169 92 1

Dechloromonas sp． AF170354 98 1

Opitutae Opitutus sp． FJ477567 87 2

γ-Proteobacteria Environmental clones AJ318123 94 1

Fusobacteria Cetobacterium somerae NR_025533 93 1

Nso1225r /Eub338f β-Proteobacteria Alcaligenaceae bacterium AM936094 92 － 98 21

Thiobacter subterraneus NR_024834 91 － 93 11

Methylophilus leisingeri AB193725 94 － 99 4

Burkholderiaceae bacterium AM936570 93 － 94 3

Oxalobacteraceae bacterium EF018081 97 2

Nitrosospira sp． GQ255602 90 － 94 2

Nitrosomonadaceae bacterium AM936044 93 1

Azospira sp． GQ421081 92 1

Rhodocyclaceae bacterium EF019994 92 1

Sideroxydans lithotrophicus DQ386859 93 1

Thiobacillus sp． GQ329483 93 1

CTO189f /CTO654r γ-Proteobacteria Saccharospirillum sp． FM175353 91 － 94 25

Achromobacter sp． GQ418019 84 － 99 13

β-Proteobacteria Nitrosospira sp． AM773611 92 － 95 6

Comamonas sp． GQ246691 98 1
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表明，在由 不 同 引 物 构 建 的 4 个 克 隆 文 库 中 也 均

只 检 测 到 1 种 属 于 β-AOB 的 克 隆 子 序 列，即

Nitrosospira sp． ，但该 序 列 克 隆 子 在 各 文 库 中 所 占

的比例均较低，甚至在 βAMOf /βAMOr 构建的克隆

文库中没有发现 β-AOB 克隆子。在其他 3 个 引 物

构建 的 克 隆 文 库 中 β-AOB 所 占 比 例 最 高 的 是

CTO189 f /CTO654r 文库，占 13. 3% ;另 2 对 引 物 都

只能 扩 增 到 4. 2% 的 β-AOB 细 菌。从 表 4 可 见，

以 引 物 βAMOf /βAMOr、NitA /NitB、Nso1225r /
Eub338 f 和 CTO189 f /CTO654r 扩 增 构 建 的 4 个 克

隆 文 库 中，丰 度 最 高 的 克 隆 子 序 列 都 是 非 β-AOB
序 列，分 别 属 于 Marinobacter sp． ( 19. 6% )、
Vogesella perlucida ( 29. 2% )、 Alcaligenaceae
bacterium ( 43. 8% ) 和 Saccharospirillum sp．
(55. 6% )。而且这 4 个克隆文库所 含 的 非 β-AOB
序列属于 多 个 细 菌 种 属，但 在 特 异 性 相 对 较 高 的

CTO189 f /CTO654 克隆文库中，非 特 异 性 扩 增 到 的

细菌 多 样 性 最 少，仅 为 3 个 属。因 此，针 对 S 样

品，同 样 可 选 用 CTO189 f /CTO654r 引 物 来 分 析 β-
AOB 的多样性。

3 讨论

为 了 评 估 引 物 βAMOf /βAMOr、NitA /NitB、
Nso1225r /Eub338f 和 CTO189f /CTO654r 针 对 封 闭

循环养殖系统生物膜中 β-AOB 的特异性，本文采用

16S rDNA 文库克隆方法，分析比较了这 4 对引物所

构建的 β-AOB 16S rDNA 克隆文库的特征。结果表

明，不同引物对封闭循环养殖系统生物膜样品构建

的克隆文库中，β-AOB 所占比例各不相同。其中由

CTO189f /CTO654r 构建 的 克 隆 文 库 所 检 测 到 的 β-
AOB 比例 最 高，其 次 是 Nso1225r /Eub338f 和 NitA /
NitB，对 β-AOB 扩 增 效 率 最 低 的 是 βAMOf /βAMOr
引 物。尽 管 CTO189f /CTO654r 引 物 能 特 异 性 地 扩

增到所有 已 知 的 β-AOB［26］，但 本 研 究 中 CTO189f /
CTO654r 引物扩 增 到 的 β-AOB 均 属 于 Nitrosospira，

这可能是 由 于 该 引 物 更 偏 向 于 扩 增 Nitrosospira 所

致
［16］。此 外，CTO189f / CTO654r 引 物 难 以 扩 增 到

属 于 Nitrosomonas oligotropha 和 Nitrosomonas
communis 的 β-AOB［27］，所以即使封闭循环养殖系统

生物膜样品中存在 N． oligotropha 和 N． communis 细

菌，也 难 以 被 检 测 到。但 即 使 存 在 偏 向 性，

CTO189f /CTO654r 引物相比于其他 3 对引物仍然扩

增到了最高的 β-AOB 比例，而且对 T 样品的扩增效

率显著高于 S 样品，其原因可能是 S 样品本身所含

的 β-AOB 丰度较低所致。因为环境中 AOB 的存在

量较少的 时 候，CTO189f /CTO654r 引 物 会 扩 增 出 非

β-AOB 序列
［28］，而 且 这 些 非 β-AOB 序 列 大 多 数 属

于 γ-变形 菌 亚 纲
［29］。确 实，本 研 究 的 S 样 品 中，

CTO189f /CTO654r 引 物 扩 增 出 的 绝 大 部 分 非 β-
AOB 克隆子来自 γ-变形菌亚纲。

Mahmood 等
［26］

在对土壤和海洋沉积物的研究时，

发现 CTO189f /CTO654r 引物扩增 β-AOB 的效率要高

于 βAMOf /βAMOr 引 物，而 且 还 表 明 βAMOf /βAMOr
引物扩增到的 β-AOB 群落表现出较高的多样性，但扩

增到的大多数细菌是非 β-AOB，这与本研究对封闭循

环养殖系统生物膜样品的研究结果相一致，甚至在 S
样 品 中 βAMOf /βAMOr 引 物 未 能 检 测 到 β-AOB。
βAMOf /βAMOr 引物对 β-AOB 的低扩增效率以及对不

同样品表现出具有差异的特性，也在 Junier 等
［6］

的研

究中得到了证实，而且 βAMOf /βAMOr 引物也未能扩

增到 Plusee 样品中的 β-AOB。
本研究中，引物 Nso1225r /Eub338f 和 NitA /NitB 对

β-AOB 的 扩 增 效 率 介 于 引 物 CTO189f /CTO654r 和

βAMOf /βAMOr 之间，但远远低于已有文献报道的扩增

效率。根据对 Nso1225 探针的序列分析表明该探针对

β-AOB 具有高度特异性
［16 － 17］，而且 Nso1225 探针也被

广泛应用于特异性扩增各种环境中的 β-AOB［30 － 31］。
然而这种特异性已被遭到质疑，因为在对 4 个水体样

品中的 β-AOB 进行 PCR 扩增和克隆文库构建时发现，

由 Nso1225 构建的文库中 β-AOB 比例最低
［6］。同样，

NitA /NitB 引物也被认为具有对 β-AOB 的 高 度 特 异

性
［19，32］。如 Ma 等

［32］
采用 NitA /NitB 引物扩增虾养殖

池沉积物中的 β-AOB 时，90% 以上的克隆子均来自亚

硝化 单 胞 菌 (Nitrosomonas)，其 余 为 亚 硝 化 螺 菌 属

(Nitrosospira)。而且由 NitA /NitB 引物扩增构建的来

自 4 个水体样品中的 β-AOB 文库均具有 较 高 的 β-
AOB 比例

［6］。但针对本研究中的封闭循环养殖系统的

生物膜，该 引 物 并 没 有 表 现 出 较 高 的 特 异 性，显 然，

NitA /NitB 引物的高特异性并非针对所有环境样品。
尽管在 4 对 引 物 中，CTO189f /CTO654r 对 封 闭

循环养殖系统的生物膜中 β-AOB 的特异性最高，但

其克隆文库中均扩增出较多的非 β-AOB 序列，表明

对 β-AOB 的敏感性和特异性仍不够理想，寻找更适
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合封闭循环养殖 系 统 的 生 物 膜 中 β-AOB 的 特 异 性

引物，还需要做更多的引物设计及其对封闭循环养

殖系统的生物膜样品的特异性试验工作。此外，值

得一提的是，尽管引物的非特异性扩增是造成封闭

循环养殖系统生 物 膜 克 隆 文 库 中 β-AOB 丰 度 低 的

一个重要因子，但是不能排除实际样品中确实只存

在低丰度 β-AOB 的情况。如果在这种情况下，应考

虑其他氨氮去除的途径，如厌氧氨氧化途径
［33］。厌

氧氨氧化 是 由 浮 霉 状 菌 目 ( Planctomycetales) 细 菌

以亚硝酸盐 作 为 电 子 受 体 将 氨 氮 氧 化 成 氮 气 的 过

程，几乎存在于任何含氮低氧的生态系统中。因此，

在氨氮去除 良 好 的 封 闭 循 环 养 殖 系 统 中 低 丰 度 的

β-AOB 可能预示着厌氧氨氧化作用的存在，而非 β-
AOB 引物非特异性扩增所致。

4 结论

( 1 ) 4 对 引 物 βAMOf /βAMOr、NitA /NitB、

Nso1225r /Eub338f 和 CTO189f /CTO654r 对 同 一 封

闭循环养殖系统 生 物 膜 中 β-AOB 的 特 异 性 有 较 大

差异，其中 CTO189f /CTO654r 引物对 β-AOB 的特异

性最高，最适合用于分析封闭循环养殖系统生物膜

中 β-AOB 的多样性研究。
(2) 同一引物对来自不同封闭循环养殖系统生

物膜中 β-AOB 的特异性也存在差异，所以分析特定

环境中的 β-AOB 多样 性 需 要 选 择 相 适 合 的 特 异 性

引物，宜在选择引物前应进行多对引物评估，以寻找

特异性 最 高 的 引 物。但 鉴 于 每 对 引 物 具 有 对 β-
AOB 的不同扩增效率，采用多对引物同时扩增目的

基因，很可能得到更加全面的 β-AOB 多样性结果。
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Comparing the primer specificity for betaproteobacterial
ammonia-oxidizing bacteria in recirculation aquaculture
systems
Fangfang Pei1，Peng Zhu1，Hang Min2，Kaihong Lu1，Yangfang Ye1*
1 Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology (Ningbo University) ，Ministry of Education，Ningbo 315211，China
2 College of Life Science，Zhejiang University，Hangzhou 310058，China

Abstract:［Objective］ To analyze the difference of specificity of four primers for betaproteobacterial ammonia-oxidizing
bacteria (β-AOB) 16S rDNA gene from the biofilm of closed recirculation aquaculture systems． ［Methods］We used 16S
rDNA clone libraries to describe the β-AOB diversity． ［Results］ CTO189f /CTO654r produced the highest frequency of
β-AOB-like sequences ( 67. 3% ) ． The amplification performance of primer was noticeably influenced by the biofilm
samples． Hereinto， the biofilm of closed recirculation aquaculture systems of Tilapia nilotica resulted in the higher
amplification performance of primers． ［Conclusion］ CTO189f /CTO654r exhibited the highest specific for β-AOB 16S
rDNA gene from the biofilm of closed recirculation aquaculture systems．
Keywords: betaproteobacterial ammonia-oxidizing bacteria，16S rDNA，clone library，specificity of primers
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