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贵州红壤水稻土淹水培养过程中 Fe-氢酶微生物的多样性
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摘要:【目的】研究水稻土淹水培养过程中 Fe-氢酶微生物的多样性，对于揭示 Fe-氢酶微生物的群落演替规
律和产氢微生物的生化代谢机理具有重要的意义。【方法】采用 PCR-变性梯度凝胶电泳和实时定量 PCR 技
术进行基于梭菌属 Fe-氢酶基因的多样性和丰度的分析。【结果】水稻土淹水培养过程中 Fe-氢酶基因的变
性梯度凝胶电泳图谱显示，培养 1 － 5 d时 Fe-氢酶基因条带数增加，10 d时 Fe-氢酶基因条带数减少，20 －
40 d时 Fe-氢酶基因条带数再次增加并保持稳定，对应的含 Fe-氢酶微生物的群落结构随着培养过程的进行
发生了显著变化。主成分分析表明，1 d与20 d、5 d与10 d、30 d与40 d的含 Fe-氢酶微生物群落结构相似性
较高，随着培养时间的增长含 Fe-氢酶微生物群落结构趋于稳定。α 多样性指数分析显示，1 d和10 d的丰富
度指数(R)、Shannon-Weaver 指数(H＇)、Simpson 指数(D S)与其他时间点相比较小，说明这 2 个时间点的 Fe-
氢酶多样性低，对应的含 Fe-氢酶微生物群落结构较为简单，表明淹水培养过程中微生物的群落结构发生了
演替变化。变性梯度凝胶电泳指纹图谱 15 个 Fe-氢酶的优势条带测序后构建的系统发育树表明，培养前期
的优势条带与梭菌属的 Fe-氢酶关系较近，培养后期出现了非梭菌属的 Fe-氢酶。淹水培养过程中 Fe-氢酶
基因的拷贝数在 106 / g 干土的水平，占细菌的相对比例为 1‰ – 2‰。【结论】水稻土淹水培养过程中发现
了 4 种梭菌属 Fe-氢酶和 3 种非梭菌属 Fe-氢酶基因，对应的含 Fe-氢酶微生物在培养前期群落结构发生显著
演替变化，培养后期趋于稳定。
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微生物产氢过程与其氢酶的作用直接相关，其
中梭菌属 Fe-氢酶因较强产氢能力被广泛研究［1 － 5］。
淹水稻田为产氢微生物提供了广阔的厌氧环境，在
有机质降解过程伴随着氢气的产生。水稻土中产生
的 H2很快被同型产乙酸菌和甲烷菌消耗，而不同微
生物种间 H2转移为土壤提供还原力，同时也能促进

硝酸盐、硫酸盐和氧化铁的还原及甲烷的产生［6］。
厌氧环境中的产甲烷菌可利用 H2还原 CO2产生

CH4，理论上 H2对产甲烷的贡献可达到 33%，所以
H2-依赖产甲烷过程被视为稻田温室气体产生的重

要途径之一［7 － 9］。Parameswaran 等研究揭示产甲烷

途径优先利用 H2产生甲烷，当体系中产甲烷途径受

阻时，同型产乙酸发酵菌可以利用 H2还原乙酸盐生

成乙酸［10］。诸多的研究结果显示，当土壤中存在硝

酸盐、硫酸盐及 Fe( III)时可竞争消耗 H2，显著抑制

了甲烷的形成［11 － 15］。水稻土中氧化铁含量平均在
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4%，因此铁还原过程对抑制甲烷产生具有不可忽视
的作用。另外，土壤中脱氢酶活性与微生物 Fe( III)
还原过程具有相关性，推测微生物代谢有机物产 H2

是水稻土淹水初期氧化铁快速还原的主要原因［16］。
因此，深入研究水稻土中的氢酶及其产氢过程对于
揭示土壤中生化代谢机理具有重要的理论意义。

目前土壤中 Fe-氢酶的研究大多集中在富集培
养体系中的混合菌群产氢发酵过程，通过检测不同
发酵阶段的产氢微生物种群、氢酶的种类和活性，揭
示混和发酵产氢过程中的微生物群落结构及氢酶变
化特征［17 － 18］。刘洪艳等［19］经过厌氧富集培养潮间
带的污泥，应用变性凝胶梯度电泳 ( Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis，DGGE)技术研究了发
酵产氢过程中产氢微生物种类和 Fe-氢酶基因，发
现发酵产氢微生物菌群以梭菌属(Clostridium)微生
物为 主，Fe-氢 酶 测 序 发 现 与 产 气 荚 膜 梭 菌
(Clostridium perfringens) 和玫瑰色梭菌( Clostridium
roseum)的 Fe-氢酶相似性较高。Chang 等［20］通过厌
氧培养的堆肥研究，从 DNA 和 RNA 水平揭示了暗
发酵产氢过程中产氢菌群的群落结构特征，发现了
与巴氏梭菌( Clostridium pasteurianum) 和糖丁酸梭
菌(Clostridium saccharobutylicum)的亲缘关系较近的
氢酶。然而，针对厌氧水稻土中氢酶基因及其产氢
微生物的群落结构演替研究相对较少，特别是结合
土壤铁还原环境下的氢酶基因的多样性尚未见报
道。本文拟采用非种植水稻土厌氧培养过程，通过
对不同淹水时间条件下水稻土中混合菌群的 Fe-氢
酶多样性与丰度变化分析，来揭示淹水培养过程中
含 Fe-氢酶微生物的群落结构演替特征，为 Fe-氢酶
及其微生物在厌氧水稻土中的生化代谢机理和产氢
种质资源的研究奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 供试土样
水稻土采自贵州省贵阳市小河区王武村水稻收

获后的稻田，采样时间为 2010 年 10 月。采集 0 －
20 cm耕层土壤，风干，磨细，过1 mm土壤筛，贮存备
用。土壤有机质含量为 34. 41 g / kg，全量氮、磷和钾
分别为 1. 85、0. 42 和19. 98 g / kg，游离铁和无定形
氧化铁含量分别为 8. 11 和2. 48 g / kg，pH 值 7. 56。
1. 2 试验方案与方法

试验设置 6 个不同淹水时间处理，分别为淹水
培养 1、5、10、20、30 和40 d。称取3. 000 g土样若干
份，置于灭菌后的10 mL血清瓶中，分别加入无菌去
离子水3 mL，保持水土比为 1∶ 1。加橡胶盖，充氮除
氧，用铝盖密封，置于 30℃恒温培养箱中避光培养。
分别在每个时间点取出 3 份作为重复，置于 － 20℃
保存土壤泥浆样品，待全部培养处理完成后统一提
取土壤总 DNA。
1. 3 土壤微生物总 DNA 提取

泥浆样品解冻后，采用 OMEGA soil DNA kit
(D5625-01)提取土壤微生物总 DNA，0. 8% 的琼脂
糖凝胶电泳检测 DNA 完整性。
1. 4 基因组 DNA 的 PCR 扩增

采用 Chang 等［20］报道的梭菌属 Fe-氢酶基因
(hydA)引物 Ef和 Er (表 1)进行 PCR 扩增。用于
DGGE 分析的样品经过两轮 PCR 扩增获得。第一
轮 PCR:用 Ef和 Er引物，以土壤总 DNA 为模板进行
PCR 扩增。在 25 μL的反应体系中包含 TaKaRa
SYBR Primix Ex TaqTMⅡ 10 μL、模板2 μL、上下游
引物(10 μmol /L)各0. 5 μL，添加 ddH2 O 至25 μL。
PCR 反应循环条件:94℃ 预变性4 min;94℃ 30 s，
55℃ 30 s，72℃ 45 s，32 个循环;72℃ 延伸10 min。
第二轮 PCR:将第一轮 PCR 产物稀释 10 倍作模板，
以 Ef和 GC-Er为引物进行 PCR 扩增。在50 μL反应
体系中包含 TaKaRa Primix Taq 20 μL、模板1 μL、上
下游引物 ( 10 μmol /L ) 各 1 μL，添加 ddH2 O 至
50 μL。PCR 反应循环条件:94℃预变性4 min;94℃
30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min，32 个循环;72℃ 延伸
10 min。PCR 扩增产物用 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳
检测。

表 1． Fe-氢酶基因扩增引物
Table 1． Primers used for cloning of the Fe-hydrogenase gene ( hydA)

Primers Sequences (5'→ 3')
Ef GCTGATATGACAATAATGGAAGAA
Er GCAGCTTCCATAACTCCACCGGTTGCACC
GC-Er CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGGCAGCTTCCATAACTCCACCGGTTGCACC
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1. 5 变性梯度凝胶电泳
用 Bio-Rad 公司的 DcodeTM基因突变分析仪分

离第二轮的 PCR 产物。制备 8%的变性聚丙烯酰胺
凝胶，变性剂梯度为 0 到 50% (100%变性剂中含有
7 mol /L尿素和 40% 去离子甲酰胺)。电泳时上样
量为35 μL PCR 产物。在 60℃系统温度下先50 V
电泳30 min，接着100 V电泳6 h，EB 染色30 min，用
Bio-Red DOC1000 凝胶成像系统检测。实验设置重
复 3 次。
1. 6 胶回收测序及系统发育树构建

切取 DGGE 图谱的代表条带于100 μL的 ddH2O
中浸泡过夜。取2 μL浸泡液作为模板，用引物 Ef和
Er进行 PCR 扩增。将扩增产物纯化后连接到
pMD19-T，转化到大肠杆菌 JM109，挑取白色阳性克
隆接种到 LB 液体培养基中，37℃摇菌过夜。菌液
送上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序。
DGGE 优势条带的测序结果与 NCBI 的 GenBank 数
据进行对比分析，选取参比序列，采用 ClusterW 软
件进行序列的多重比对，用 MEGA5. 0 的 N-J 法构建
系统发育树。
1. 7 多样性指数及主成分分析

利用 Quantity One 软件分析 DGGE 图谱的相似
性、丰 富 度 和 Shannon-Weiner 多 样 性 指 数［21］。
Sorensen 群落相似度指数计算公式为:Cij = 2 × Lij /
( Li + Lj)，其中 Cij为样品 i 和样品 j 上位置相同的条
带数，Li为样品 i 上的条带数，Lj为样品 j 上的条带
数。丰富度指数的计算公式为 R = S － 1 / lnN ，其中
R 为样品的丰富度指数，S 为样品的条带数，N 代表
所有峰的总面积。多样性的 Shannon-Weiner 指数
(H')的计算公式为(1)H' = －∑Pi lnPi，(2)Pi = Ni /
N，其中，Ni代表单一条带的峰面积，N 代表所有峰
的总面积，Pi为特定条带亮度相对于所有条带总亮
度的比率。Simpson 指数(D S )的计算公式为:D S =
1 －∑Pi2。均匀度指数(E)计算公式为:E = H' / lnLi。

针对 DGGE 图谱中的优势条带，采用 UniFrac
对基于 Fe-氢酶基因进化树的微生物群落构成进行
主成分分析(Principal Component Analysis，PCA)。
1. 8 基于 Fe-氢酶基因的丰度测定

Real-time PCR 反 应 体 系 为: TaKaRa SYBR
Primix Ex TaqTMⅡ 12. 5 μL，Ef和 Er各1 μL，土壤微
生物总 DNA 1 μL，补加 ddH2O 至25 μL。反应条件
为:94℃预变性3 min;94℃ 30 s，50℃ 30 s，72℃延

伸45 s，反应 40 个循环。
标准曲线的构建:用梭菌属氢酶通用引物 Ef和

Er 扩 增 C． pasteurianum 的 Fe-氢 酶 基 因，并 与
pMD19-T 载体连接后转化到 JM109 感受态细胞，筛
选阳性克隆并提取质粒，测定质粒浓度后计算质粒
拷贝数( copies /μL)。以 10 倍梯度稀释后的质粒作
为模板构建标准曲线。

2 结果和分析

2. 1 水稻土淹水培养过程中基于 Fe-氢酶的群落
结构变化
2. 1. 1 基于 Fe-氢酶的微生物群落结构的相似性
和演替变化:水稻土在淹水培养过程中，不同时间点
基于梭菌属 Fe-氢酶基因的 DGGE 图谱如图 1 所示。
从图 1 看出不同时间点的条带数有明显的差异，表
明 Fe-氢酶的群落结构发生变化。淹水 1 d 的 Fe-氢
酶 DGGE 图谱相似度与其他时间点的差异最大，相
似性系数仅为 0. 16。在淹水1 d时，土样泥浆中可能
存在少量溶解氧，体系中的氧化还原电位相对较高，
致使土壤中复苏的微生物大多是耐氧或兼性厌氧的
种群，故淹水1 d与后面厌氧环境下各时间点的微生
物群落产生了较大的差异。淹水5 d和10 d的 Fe-氢
酶 DGGE 图谱条带较为相似，相似性系数为 0. 61，
而淹水20 d和30 d群落相似性最高，相似性指数达
0. 70。淹水 20、30 和 40 d 的 Fe-氢酶条带在 DGGE
相似图中聚为一簇(图 2)，表明厌氧培养后期优势
的 Fe-氢酶条带趋于相似和稳定。

根据灰度和电泳迁移位置变化，可将水稻土不
同淹水时间点的 Fe-氢酶 DGGE 优势条带分为以下
类型:(1)多个时间点泳道的同一水平位置连续出
现的条带。如条带 7、10 和 14，分别出现在淹水 20、
30 和40 d，随着淹水培养时间的增长条带的灰度依
次减弱，在淹水前期并没有出现。出现在淹水 30 d
的条带 11，其相邻的左右泳道同一位置均出现条带
(未标出)，但条带 11 的灰度最大，灰度从20 d到
40 d有一个由低到高再降低的变化过程。(2)多个
时间点泳道的同一水平位置非连续出现的条带。如
条带 1 和 6，分别出现在淹水 1 d 和 20 d;条带 4 和
8，分别出现在淹水10 d和30 d。条带 3、5 和 15 分
别出现在淹水 5、10 和40 d。其中淹水1 d的条带 1
为一个单克隆。(3)仅在一个时间点中出现的条
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带。如条带 2 出现在淹水5 d，条带 9 出现在淹水
30 d，条带 12 和 13 均只出现在淹水40 d。

Fe-氢酶种类代表了体系中存在的含 Fe-氢酶微
生物的种类。由 Fe-氢酶的 DGGE 图谱变化(图 1)
可以推测出，Fe-氢酶对应的微生物群落结构也发生
了变化和演替。Fe-氢酶 DGGE 条带数比较表明:在
淹水1 d时 Fe-氢酶微生物种类单一，淹水5 d时的
Fe-氢酶微生物种类增加，而淹水10 d时的 Fe-氢酶
微生物种类又出现了回落，表明淹水前期 Fe-氢酶
微生物群落结构变化较大。淹水20 d以后 Fe-氢酶
微生物种类基本持平，反映出淹水培养后期群落结
构较为丰富和稳定。

图 1． 不同淹水时期水稻土基于梭菌 Fe-氢酶基因的
DGGE 电泳图谱
Figure 1． DGGE profile of Fe-hydrogenase in paddy soil during

flooding incubation and cluster analysis of similarities． The 1 d，5

d，10 d，20 d，30 d and 40 d stand for different treatments and

the data in figure stand for typical DGGE band for sequencing．

图 2． 不同淹水时期水稻土中基于 Fe-氢酶基因的 DGGE

电泳图谱相似性聚类图
Figure 2． The DGGE profile cluster analysis of similarities of Fe-

hydrogenase in paddy soil during the different flooding incubation．

2. 1. 2 不同淹水时期的 PCA 分析:对 Fe-氢酶基因
的优势 DGGE 条带测序，通过 UniFrac 进行 PCA 分
析，结果如图 3 所示。第一序轴和第二序轴构建的
排序分布图展示了各个淹水时期的 Fe-氢酶微生物

构成相似度的情况，2 个序轴共同解释了不同时间
点分布变化的 84. 89%。由图 3 可以看出，淹水5 d
和10 d紧密聚在一起，淹水1 d和20 d可聚集一起，淹
水30 d和40 d紧密聚集在一起。在 PCA 分布图中距
离越近，表示不同时间点的各个 Fe-氢酶序列关联
性越高，相似程度也越高，通过 Fe-氢酶基因序列的
系统进化树构建分析可以得到一致的结论。

图 3． 基于优势 DGGE 条带的 Fe-氢酶基因序列的主成分分析

关联散点图
Figure 3． ScatterPlot of PCA analyses by UniFrac basis on Fe-hydrogenase

sequences of preponderant DGGE types．

2. 1. 3 基于 Fe-氢酶的微生物群落多样性指数变
化:淹水过程中水稻土基于 Fe-氢酶的微生物群落
的丰富度指数(R)、Shannon-Weaver 指数(H ＇)、均匀
度指数(E)、Simpson 指数 (D S )如表 2 所示。由于
淹水1 d处理是单克隆，所以多样性指数均为 0。淹
水5 d到40 d时间点的 R、H ＇和 D S指数变化可看出，
淹水5 d时的各个指数明显增大，而淹水10 d的各种
指数减小，出现了一个低谷，淹水20 d时各种指数迅
速增大到淹水5 d时的水平，并在随后的淹水30 d和
40 d处理中呈现一个稳定持平的状态。除淹水1 d
处理外，R、H' 和 D S 最小值分别为淹水 10 d 的
0. 1172、0. 6895 和 0. 4963，R、H'和 D S最大值分别为
淹水40 d的 0. 4459、1. 4142 和 0. 7348。E 基本保持
在 0. 9 左右，最大值为淹水10 d的 0. 9947，而最小值
为淹水40 d的 0. 8787。

Fe-氢酶微生物群落多样性指数变化表明，淹水
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5 d时的 Fe-氢酶微生物的各种多样性指数增加，Fe-
氢酶及 Fe-氢酶微生物丰富度提高;淹水10 d中各种
多样性指数回落，其 Fe-氢酶及对应的 Fe-氢酶微生
物丰富度降低;淹水20 d的 Fe-氢酶多样性指数回升
并达到淹水 5 d 时的水平，表明其 Fe-氢酶及 Fe-氢

酶微生物丰富度再次增加;随后淹水30 d、40 d与
20 d的 Fe-氢酶多样性指数持平，表明 Fe-氢酶及 Fe-
氢酶微生物丰富度和群落结构相对稳定，与前面的
群落演替分析相吻合。

表 2． 不同淹水时期水稻土的 Fe-氢酶微生物群落多样性指数
Table 2． The diversity index of Fe-hydrogenase microbial community during paddy soils flooding incubation

Flooding time / d Richness index(R) Shannon-Weaver index(H') Evenness index(E) Simpson index(DS )

1 0 0 0 0
5 0. 3357 ± 0. 0038 1. 2905 ± 0. 0483 0. 9309 ± 0. 0349 0. 7051 ± 0. 0234
10 0. 1172 ± 0. 0001 0. 6895 ± 0. 0025 0. 9947 ± 0. 0035 0. 4963 ± 0. 0025
20 0. 3440 ± 0. 0008 1. 2904 ± 0. 0065 0. 9308 ± 0. 0047 0. 7046 ± 0. 0033
30 0. 3364 ± 0. 0013 1. 3548 ± 0. 0032 0. 9773 ± 0. 0023 0. 7344 ± 0. 0016
40 0. 4459 ± 0. 0021 1. 4142 ± 0. 0012 0. 8787 ± 0. 0008 0. 7348 ± 0. 0001

The data are represented by“mean ± standard deviation”．

2. 2 水稻土淹水培养过程中基于 Fe-氢酶基因序
列的系统进化树

对淹水培养过程中 Fe-氢酶的 15 个优势 DGGE

条带进行测序并构建了系统进化树(图 4)。测序结
果比对分析发现大多数为梭菌属的 Fe-氢酶，但也
出现了非梭菌属的 Fe-氢酶基因序列。系统进化树
分析发现不同时间点优势 Fe-氢酶基因序列分为两
大簇:G9、G7、和 G14 为一簇，其他的序列聚为一大
簇。 G3、G4 和 G5 与 热 纤 梭 菌 ( Clostridium
thermocellum)的 Fe-氢酶基因序列聚为一簇，蛋白序
列的一致性和相似性分别达 86% 与 94% ;G11 和
G12 与 嗜 热 厌 氧 乙 醇 杆 菌 ( Thermoanaerobacter
ethanolicus)的 Fe-氢酶基因聚为一类，蛋白序列的相
似 性 76% ; G2 与 解 糖 梭 菌 ( Clostridium
saccharolyticum)的 Fe-氢酶基因聚在一起，蛋白序列
的相 似 性 为 81% ; G10 和 G15 与 肉 毒 梭 菌
(Clostridium botulinum)的 Fe-氢酶基因聚为一簇，蛋
白序列的相似性 76% ;G1 和 G6 与 C． perfringens 的
Fe-氢酶基因聚为一簇，蛋白序列的相似性为 91% ;
G8 和 G13 与 Ignavibacterium album 的 Fe-氢酶基因
序列聚为一簇，蛋白序列的一致性与相似性分别达
91% 和 95% ; G9、G7、和 G14 与 Marinilabilia
salmonicolor 的 Fe-氢酶基因序列聚为一簇，蛋白序
列的相似性为 82%。
2. 3 淹水培养过程中基于 Fe-氢酶基因的微生物
丰度变化

不同淹水培养过程中水稻土 Fe-氢酶微生物的
丰度变化如表 3 所示，用 Fe-氢酶基因和梭菌属、细

菌的 16S rRNA 基因在每克风干土的拷贝数来分别
表示三者对应的微生物在土壤中的含量。由表 3 可
以看出，每克干水稻土中 Fe-氢酶基因的拷贝数在
106的水平，明显低于梭菌属 16S rRNA 基因的每克
干水稻土中 107 水平的拷贝数，更低于细菌 16S
rRNA 基因的每克风干水稻土中 109 水平拷贝数
［22］。Fe-氢酶基因的拷贝数在 1. 197 × 106 / g －
2. 888 × 106 / g 之间，占梭菌的相对比例在 1. 25% －
15. 29% 之间，占 细菌的 相 对 比 例 在 1. 14‰ －
2. 16‰之间。5 d 时的 Fe-氢酶拷贝数 1. 197 × 106 / g

最低，占梭菌属 16S rRNA 基因拷贝数的相对比例
为 1. 25%，占细菌 16S rRNA 基因拷贝数的相对比
例为 1. 14‰。40 d 时的 Fe-氢酶拷贝数 2. 888 ×
106 / g 最高，占梭菌属 16S rRNA 基因拷贝数的相对
比例为 8. 80%，占细菌 16S rRNA 基因拷贝数的相
对比例为 1. 33‰。

3 讨论

厌氧水稻土中 Fe-氢酶微生物群落结构的变化
与其土壤的营养条件、厌氧环境、其他种类的微生物
关系紧密。梭菌属 Fe-氢酶在已知氢酶中产氢能力
最高，也是目前发酵产氢研究的主要产氢酶类，但是
梭菌属氢酶复杂多样，蛋白保守性差，对于基因本身
和其群落结构研究是一个难点［23］。梭菌属微生物
对营养条件要求较低，大多数在厌氧或微厌氧的环
境条件下生长［18］，Fe-氢酶的活性中心［4Fe － 4S］簇
呈还原态时 Fe-氢酶才具有活性，当活性中心还原
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图 4． 优势 DGGE 条带基于 Fe-氢酶蛋白序列的系统发育树
Figure 4． Phylogenetic analysis of preponderant DGGE types based on Fe-hydrogenase amino acid sequences． Boldface type G1 － G15 of

Phylogenetic tree indicates Fe-hydrogenase gene amino acid sequences obtained from preponderant DGGE types in this study． Bootstrap values

( ＞ 50% ) represent amino acid substation rate，and the scale bar represents 5% estimated sequence divergence．

表 3． 水稻土中 Fe-氢酶基因、梭菌属和细菌 16S rRNA 基因拷贝数
Table 3． The Fe-hydrogenase，16S rRNA gene copies of Clostridium and bacteria in paddy soil during flooding incubation

Flooding
time / d

Fe-hydrogenase
copies
/(106 / g)

Clostridia 16S rRNA
gene copies /(107 / g)

Bacteria
16S rRNA gene
copies /(109 / g)

Copies proportion
of Fe-hydrogenase
to clostridia /%

Copies proportion
of Fe-hydrogenase
to bacteria /‰

1 1. 622 ± 0. 112 12. 955 ± 0. 345 1. 419 ± 0. 019 1. 25 1. 14
5 1. 197 ± 0. 020 2. 542 ± 0. 091 1. 055 ± 0. 047 4. 71 1. 13
10 1. 730 ± 0. 372 1. 290 ± 0. 033 0. 802 ± 0. 015 13. 41 2. 16
20 2. 325 ± 0. 101 1. 521 ± 0. 103 1. 140 ± 0. 045 15. 29 2. 04
30 1. 608 ± 0. 068 1. 827 ± 0. 117 1. 214 ± 0. 051 8. 80 1. 33
40 2. 888 ± 0. 066 3. 065 ± 0. 127 1. 399 ± 0. 042 9. 42 2. 07

The data are represented by“mean ± standard deviation”．

能力降低时 Fe-氢酶活性降低甚至丧失，因此 Fe-氢
酶微生物对生长环境的厌氧性要求较高，这也是水
稻土淹水培养后期的 Fe-氢酶微生物数量、种类较
多，且群落结构相对稳定原因之一。

微生物产氢是一个氧化还原的过程，产生的 H2

在这些微生物的生长代谢和土壤微环境还原能力传
递中扮演着重要的角色，影响着其生长微环境中的
电子供体和电子受体的种类和数量［6］。自然界的

厌氧水稻田中，有机物经过一系列的氧化分解最终
生成 CO2和甲烷等，其中甲烷菌可以从乙酸和 H2 /
CO2获得还原力产生甲烷，而产氢菌在产甲烷过程
中可提供 H2，产氢产乙酸菌和产甲烷菌是互营菌，

能够促进甲烷的产生［9，24］。产氢和产甲烷 2 个过程
的偶联，为深刻揭示各微生物厌氧消化阶段的关联
提供了契机，在水稻土中有机物的生化代谢机理和
产甲烷抑制生态学方面具有重要意义。
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由本研究的前期培养中看出，淹水 1 h 时没有
出现 Fe-氢酶的条带(结果未显示)，淹水 1 d 到 5 d
时随着时间的增长 Fe-氢酶的条带数增加，表明 Fe-
氢酶和 Fe-氢酶微生物种类增加，但是对应的细菌
数量在培养过程中是逐渐减少的，表明营养可能不
是这个时期 Fe-氢酶微生物生长的限制因素。淹水
5 d 时出现 Fe-氢酶微生物群落结构的丰富，推测由
于 Fe-氢酶微生物对厌氧环境要求较高，厌氧环境
有利于 Fe-氢酶微生物生长。淹水 10 d 时 Fe-氢酶
微生物和细菌数量均达到最低，推测由于培养初期
复苏的各种土壤微生物的演替和各种营养物质的消
耗，具有很强繁殖能力的前期 r-策略优势菌的数量
和种类减少，具有很强的竞争能力 k-策略的微生物
开始繁殖，群落结构发生较大的变化，Fe-氢酶微生
物受此影响而种类减少。随着淹水 20 d 培养中期
的到来，相对于前期的激烈竞争营养环境趋于缓和，
k-策略的 Fe-氢酶微生物逐渐成为优势菌，并在培养
后期群落结构趋于稳定。本实验室前期研究结果表
明供试水稻土淹水 20 d 以后，细菌、梭菌、芽胞杆
菌、地杆 菌等在数量和群落结构上 都 趋 于 稳
定［22，25］，这对于厌氧条件严格的 k-策略梭菌属 Fe-
氢酶微生物是一个适宜的生存环境，故 Fe-氢酶微
生物种类较前期增加，群落结构丰富且微生物种类
相对趋于稳定。

系统进化树构建过程中我们发现:NCBI 数据库
中已知的梭菌属 Fe-氢酶序列多和淹水培养前期的
测序条带相似性高，淹水培养后期的 DGGE 优势条
带测序结果与数据库中已知的 Fe-氢酶序列匹配的
数量较少，而且多为非梭菌 Fe-氢酶基因。本研究
中 测 序 的 Fe-氢 酶 基 因 对 应 的 相 似 菌 株 C．
perfringens、C． saccharolyticum、C． thermocellum、
Thermoanaerobacter ethanolicus、 Marinilabilia
salmonicolor 等 均 为 厌 氧 发 酵 菌 株，其 中 C．
perfringens 在混合菌群产氢发酵中研究较多，其余的
菌株则多应用于厌氧乙醇发酵［26 － 28］。对贵州水稻
土不同淹水时间的 Fe-氢酶基因多样性研究，间接
揭示了各个时间点存在不同的 Fe-氢酶优势菌群，
反映了不同淹水时间产氢菌群落结构的演替和变
化。

4 结论

本实验以淹水非种植水稻土模式为研究系统，

基于 Fe-氢酶为出发点来研究水稻土淹水培养过程
中 Fe-氢酶基因的多样性及 Fe-氢酶对应的微生物
群落结构。Fe-氢酶基因的 DGGE 指纹图谱、PCA 分
析、α 多样性指数和 Fe-氢酶基因优势条带的系统进
化树揭示了淹水培养过程中 Fe-氢酶微生物的群落
结构发生了显著的演替变化，培养后期 Fe-氢酶微
生物群落结构趋于稳定。淹水培养过程中发现了 4

种梭菌属 Fe-氢酶基因、3 种非梭菌属 Fe-氢酶基因，

其中对应的 Fe-氢酶微生物几乎都是研究较为深入
的发酵类菌株。通过对水稻土不同淹水培养阶段的
Fe-氢酶及其微生物群落结构演替研究可为厌氧水
稻土中依赖发酵微生物的生化代谢机理探究提供必
要的科学依据。
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Diversity of Fe-hydrogenase microbe in Guizhou red
paddy soil during flooding incubation

Miaozhang Yan1，Lina Li1，Baoli Wang1，Dong Qu 2*

1 College of Life Sciences，2 College of Natural Resources and Environment，Northwest A＆F University，Yangling 712100，
China

Abstract:［Objective］ The diversity of Fe-hydrogenase based on Fe-hydrogenase gene of Clostridium was studied for
exploring the biochemical mechanism of soil microbial hydrogen production and revealing the Fe-hydrogenase microbial
community structure changes during the paddy soil flooding incubation ［Methods］ We used denatured gradient gel
electrophoresis and real-time quantitative PCR to achieve the goal． ［Results］ The band number of Fe-hydrogenase
denatured gradient gel electrophoresis fingerprints indicated Fe-hydrogenase microbes structure varied significantly during
the completely flooding incubation． The Principal Component Analysis ( PCA) showed the highly similar communities of
Fe-hydrogenase microbial was divided into three groups: 1 d and 20 d，the 5 d，30 d and 40 d． With the growth of the
flooding incubation time Fe-hydrogenase microbial community structure became relatively stable and convergence． α
diversity index analysis found that the richness index (R)，Shannon-Weaver index (H')，Simpson index (D S) numerical
values of 1 d and 10 d were lower compared with other points，indicated the two time points of low Fe-hydrogenase
diversity，simple Fe-hydrogenase microbial community structure and successive variation of community structure during the
whole flooding incubation． After sequencing 15 Fe-hydrogenase preponderant bands ( labeled by G1 － G15 )， the
phylogenetic tree of Fe-hydrogenase showed that the preponderant bands all had high similarity with the Clostridium Fe-
hydrogenase in earlier flooding incubation stage and non-Clostridium Fe-hydrogenase in the later stage． Real-time
quantitative PCR results demonstrated that the Fe-hydrogenase gene copy number was 106 level． ［Conclusion］ In the
research we found 4 kinds of Clostridium Fe-hydrogenases and three kinds of non-Clostridium Fe-hydrogenases， the
corresponding Fe-hydrogenase microbial community structure had successively significant variation in the early incubation
stage and tend to be relatively stable and convergence in the late stage．
Keywords: Fe-hydrogenase，paddy soil，community structure，denatured gradient gel electrophoresis (DGGE)
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