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摘要#.目的/ 研究自然界中氨氧化古菌!<--9;@<N9G@B@R@;W</A7<*<% VPV"对于理解全球氮循环起着至关重
要的作用%但人们对高原湿地 VPV种群生态还知之甚少& 本研究旨在了解若尔盖高原湿地土壤 VPV群落
组成及多样性& .方法/ 从若尔盖高原阿西!VgG@"’麦西! <̂@G@"和分区![*;e:" D 个典型牧区采集土壤样
品%提取土壤总 Y3V%利用VPV氨单加氧酶!<--9;@<-9;99GSW*;<>*% $8(V"基因通用引物扩增 $8(V基因%
构建 $8(V基因克隆文库& 从每个克隆文库中随机挑选 H1 个阳性克隆子用于后续限制性酶切片段长度多
态性!/*>,/@A,@9; \/<W-*;,=*;W,7 +9=S-9/+7@>-% K[TU"分析%挑选不同酶切类型的克隆子进行测序’比对%利用
M̂]V"C1 软件构建 $8(V基因系统发育树& .结果/ 从 D 个克隆文库共 0#1 个 VPV$8(V基因阳性克隆中
得到 &" 条代表序列%通过 9̂,7:/软件进行 Pah>!9+*/<,@9;<=,<G9;9-@A:;@,>" 分类得到 % 个不同的分类单
元& 其中 Pah( 为优势类群%在 D 个克隆文库均有发现%约占所有特异性克隆子的 0%‘& &" 条 $8(V基因
序列分属于 J9@W*Q*,=<;B 4=<B*& !# Pah>"’J9@W*Q*,=<;B 4=<B*0 !0 Pah>"和 J9@W*Q*,=<;B 4=<B*D !&
Pah" D 个系统发育分支& LTV)a分析显示所有 Pah>均归于泉古菌门 !4/*;</A7<*9,<"& 相关性分析表明%
若尔盖高原湿地 VPV多样性指数与土壤铵态氮和硝态氮含量存在显著的相关性!BX1C1""& .结论/ 若尔
盖高原湿地中 VPV多样性较低%均属于泉古菌%且与土壤中氨态氮和硝态氮密切相关&
关键词!若尔盖湿地% 氨氧化古菌% $8(V基因% 多样性
中图分类号!6$D$!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N&1$1N1%

!!微生物介导的氮素循环是生物地球化学循环最
基础和最重要的过程& 自然界中氮循环主要包括固
氮作用’硝化作用’反硝化作用和氨化作用 # 个过
程%每个过程均由微生物所驱动 (&) & 其中氨氧化
!3ZD#3P0

’"是硝化作用过程中的第一步和关键
限制反应%是整个氮循环中最关键生物学过程 (0) &
多年来%这一过程被认为是主要由一小部分属于 !N

:’(#6()$"#6’&$ 和 ,N:’(#6()$"#6’&$ 的 氨 氧 化 细 菌
!<--9;@<N9G@B@R@;W.<A,*/@<% VPL"所执行的专性好
氧化能自养过程 (D) %$8(V基因编码催化这一生化
反 应 的 关 键 酶 氨 单 加 氧 酶 ! <--9;@<
-9;99GSW*;<>*"& 但随着 $8(V基因在泉古菌中被
发现%以及泉古菌 C&#’(4(:;8&*;48$’&#&8;4获得纯培
养 (#) %表明泉古菌在氨氧化过程中发挥重要作用%
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VPV随即成为全球氮循环微生物机理研究的前沿
内容之一 (") &

湿地是介于陆生和水生生态系统间的过渡性生
态系统%具有维系地表生物多样性和生态平衡的重
要功能 (() & 若尔盖高原沼泽湿地位于青藏高原东
北隅%是世界上为数不多的低纬度永久冻土湿地%具
有高海拔’高紫外辐射’高有机质含量等特点 (%) &
同时%若尔盖湿地也是我国面积最大的高原沼泽湿
地分布区%是中国生物多样性关键地区之一%在调节
水资源平衡’稳定流域生态平衡等方面具有不可替
代的地位 (H ’&1) & 目前%我国学者已较系统研究了若
尔盖高原湿地土壤产甲烷古菌和细菌的多样
性 (% ’H% && ’&0) %而对反映氮循环的氨氧化微生物却未
见任何相关报道& 因此%研究该环境中氨氧化微生
物的多样性%无论对湿地生物多样性保护还是对其
中氨氧化过程机制的研究都具有积极的意义&

$8(V基因因其高度保守性%已被广泛应用于
各种生态系统中 VPV群落结构和种群多样性的研
究%如海洋 (&D) ’河口沉积物 (&#) ’土壤 (&") ’废水生物反
应器 (&() ’陆地温泉 (&%) ’干涸湖泊 (&H) ’高原冷泉 (&$)

等& 本文以若尔盖高原湿地沼泽土为供试材料%构
建 $8(V基因克隆文库& 通过研究 VPV的系统发
育多样性%为深入研究高原湿地生态系统的氨氧化
发生机制及氮素循环特征’开发利用功能微生物奠
定基础&

$%材料和方法

$J$%材料
$J$J$%样点介绍和样品采集!若尔盖高原湿地地处
青藏高原东北部%主体位于四川省红原县和若尔盖
县!D0 !01g’D# !11g3%&1& !D1g’&1D !D1gM"%平均
海拔 D#11 ’D(11 -%总面积 &$(11 E-0%是青藏高原
构造隆起而形成的一个典型低纬度高原湿地& 气候
属于青藏高原影响下的大陆性高原气候%没有明显
的四季之分%长冬无夏& 年平均降水量为 ("1 ’%"1
--%年平均气温为 1C( ’&C0 o%冷湿的气候为沼泽
土发育提供水热条件%使得本区成为我国重要的高
原泥碳沼泽土分布区& 区内植被以沼泽植被和草甸
植被为主%主要类型有藏蒿草!O()’64&$ #&)6#&"$"’四
川 蒿 草 ! O()’64&$ 46#"3;$-6-4&4"’ 羊 茅 ! <64#;"$
-&F&-$"’木里薹草!>$’678;*&6-4&4"’披碱草!5*98;4

F$**6";*(4$"’苔藓!E6:#(2&"#9;8’&:$’&;8"等&
于 011H 年 &1 月在查阅有关资料的基础上%选

取若尔盖县阿西 !VgG@"’ 麦溪 ! <̂@G@" 和分区
![*;e:" D 个典型牧区湿地 5IF$**6";*(4$ 覆盖下的
沼泽土为研究样品%每个牧区按照+梅花型,原则进
行采样%样地面积约 1C&" 7-0%布设 $ 个采样点%用
土钻取 &1 ’01 A-的土样%按四分法进行混匀%取
& EW混后土样%用无菌 UM袋封装%放于冰盒中带回
实验室% ’01 o保藏&
$J$J(%主要试剂和仪器!U4K仪!L2PNKVY"’凝胶
成像仪 !L2PNKVY"’电泳仪 !L2PNKVY"’离心机
!M++*;B9/\%德国"’[<>,Y3V)+@; _@,\9/)9@=试剂
盒! ÛL2P%h)V"’U4K引物!生工%上海"’内切酶
N$6 222’ ?4$ 2 ! [*/-*;,<>"’ + ŶN&$a b*A,9/
!a<_<K<%大连"
$J(%土壤理化性质测定

土壤铵态氮和硝态氮采用 0 -9=5T_4=浸提%
)_VTVK)V3ii连续流动分析仪测定%其余理化
性质的测定参照鲁如坤 (01)的方法进行&
$J)%土壤总 RKA的提取及 "=/A基因的扩增
$J)J$%土壤总 RKA的提取!称取 1C" W风干土样%
利用[<>,Y3V)+@; _@,\9/)9@=提取试剂盒提取样品
中的总 Y3V&
$J)J(%"=/A基因的扩增!采用 VPV$8(V基因通
用引 物 $8(!<0$8(!?(&$) 进 行 扩 增& 反 应 体 系
!"1 %T"# &1 pL:\\*/# %T% Ŵ4=0 ! 0C" --9=5T"
# %T%B3aU!0C" --9=5T" # %T%L)V!0C" -W5-T"
& %T%H$TY3VU9=S-*/<>*!0C" h5%T" & %T%正反
向引物!&1 --9=5T"各 & %T%&1 倍稀释 Y3V模板
& %T%加 BBZ0P至终体积 "1 %T& 反应在 )&111â

a7*/-<=4SA=*/U4K仪!L2PNKVY"上进行& U4K扩
增程序参照文献(&%)& U4K产物用 &C"‘ 琼脂糖
凝胶电泳检测后用 4=*<;Nh+â 试剂盒 ! P̂ L2P
T<.>% )9=<;<L*<A7% 4V% h)V"纯化&
$J*%"=/A基因克隆文库的构建和 ,YHP分析

U4K产物纯化后与 + ŶN&$ab*A,9/进行连接%
利用 5I"(&*YZ""感受态细胞进行转化%以氨苄青
霉素!&11 -W5T"抗性和 U4K检测& 用 a载体通用
引物 &̂DN#% 和 &̂DN#H 对阳性克隆插入片段进行
U4K扩增%取 " %TU4K产物分别用 " hN$6222和
?4$ 2酶切& 酶切产物用 0C"‘琼脂糖凝胶电泳检
测%分型& 根据酶切谱型挑选代表性克隆送上海生

&$1&
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工测序&
$J+%系统发育分析

将所 得 序 列 去 载 体 后 在 ]*;L<;E 中 进 行
LTV)a同源性检索 ! 7,,+#55.=<>,?;A.@?;=-?;@7?
W9c5"%利用 9̂,7:/软件在 $H‘的相似性水平上进
行可操作分类单元 !9+*/<,@9;<=,<G9;9-@A:;@,>%
Pah>"分析 (&% ’&$) & 将获得的同源序列和测定序列
用 4=:>,<=f进行分析%采用 M̂]V"C1 软件包中的
_@-:/<0NU</<-*,*/Y@>,<;A*模型进行多序列匹配%
用邻 接 法 !3*@W7.9/N89@;@;W" 构 建 系 统 发 育 树%
L99,>,/<+ &111 次检测各分支的置信值& 共获得 &"
条有效 VPV$8(V基因序列%在 34L2数据库中的
序列登录号#I6$#&%0(NI6$#&%#1&
$J’%数据分析

运用公式 >v& ’-C计算文库覆盖度
>%- 代表

在克隆文库中仅出现一次的 Pha>的数量%C代表
克隆文库库容& 根据 )7<;;9;NQ@*;*/指数%均匀度
指数和丰富度指数评估 VPV $8(V基因文库多样
性%计算方法参照文献 (&H) & 数据间的显著性分析采
用 )U)) &0C1 !)U)) 2;A?% 47@A<W9"软件进行&

(%结果和分析

(J$%若尔盖高原湿地土壤理化性质分析
若尔盖高原湿地土壤的物理化学指标测定结果

表明%D 个样点土壤均为中性或弱碱性土壤%有机质
含量高%铵态氮含量较低%分区样点土壤铵态氮含量
仅为 1C1&% -W5EW& VgG@’ <̂@G@’[*;e: D 个样点沼泽
土土壤理化性质各不相同%呈降低趋势!表 &"&

表 $&若尔盖高原湿地土壤理化性质
a<.=*&?U7S>@A9A7*-@A<=+/9+*/,@*>9\,7*>9@=\/9-J9@W*+=<,*<: F*,=<;B

><-+=@;W>@,*
P̂ 5
!W5EW"

a35
!W5EW"

<--9;@<5
!-W5EW"

! ;@,/@,*5;@,/<,*"5
!-W5EW"

+Z
<@/NB/S>9@=
-9@>,:/*5‘

><-+=@;W,*-+*/<,:/*5o

VgG@!阿西" #$C(% &C"&" &C&%0 "CD(0 %C(& (C0H ’(
<̂@G@!麦溪" #$C#1 &C&$$ 1C"%0 DC&(( %CH( "C&D ’"
[*;e: !分区" 0(C(H 1C$10 1C1&% 1C"%$ (CH" #CHH ’"
P̂ # P/W<;@A-<,,*/% a3# a9,<=;@,/9W*;?)9@=+ZF<>B*,*/-@;*B F@,7 <A9-+9:;B *=*A,/9B*!MN01&N4% )7<;W7<@)7*;WW:<;W2;>,/:-*;,?49?T,B?
)7<;W7<@% 47@;<" :>@;W<>9@=N,9NF<,*//<,@99\&x&?

(J(%若尔盖高原湿地 A#A"=/A基因克隆文库多
样性分析

从 D 个克隆文库中共挑选到 0#1 个阳性克隆%
通过 N$6222和 ?4$ 2两种限制性内切酶进行酶切%
初步分型%根据初步酶切分型结果%共选择 &" 个代
表克隆测序%按序列相似性大于 $H‘归为一个
Pah>%&" 个序列共分为 % 个 Pah>%VgG@’ <̂@G@’

[*;e: D 个样品的 VPV$8(V基因的 Pah>数分别
为 ( 个’D 个’D 个& D 个样点土壤 VPV $8(V基因
克隆文库覆盖度分别为 1C$&% 1C$#% 1C$" !表 0"&
VgG@’ <̂@G@’[*;e: D 个土样的 VPV$8(V基因多样
性指数存在较大差异%阿西样点的 )7<;;9;NQ@*;*/
指数’丰富度指数均高于其他 0 个样点%均匀度指数
相差不大!表 0"&

表 (&若尔盖高原湿地土壤 A#A "=/A基因克隆文库多样性
a<.=*0?VPVB@c*/>@,S@;B*G@; $8(VW*;*A=9;*=@./</S9\J9@W*+=<,*<: F*,=<;B

><-+=@;W>@,* Pah;:-.*/> A9c*/<W*!4" )7<;;9;*>B@c*/>@,S@;B*G!Ng" /@A7;*>>! )" *c*;;*>>!M7"
VgG@!阿西" ( 1C$& 0C&# 0C$% 1C$(
<̂@G@!麦溪" D 1C$# &C#D 0CDD 1C$%
[*;e: !分区" D 1C$" &C0" 0C1" 1C$D

(J)%若尔盖高原湿地A#A"=/A基因系统发育分析
基于 0‘的序列差异%&" 个 VPV$8(V基因克

隆序 列 被 划 归 为 % 个 Pah>% 分 别 是 Pah&
!I6$#&%0(% I6$#&%#1 "’Pah0 !I6$#&%0% "’PahD
! I6$#&%0H% I6$#&%D& "’ Pah# ! I6$#&%0$%

I6$#&%D1"’Pah" !I6$#&%D0 "’Pah( !I6$#&%DD%
I6$#&%D#% I6$#&%D"% I6$#&%D( " 和 Pah%
!I6$#&%D%% I6$#&%DH% I6$#&%D$"%均属于泉古菌
门!4/*;</A7<*9,<"& 系统发育分析将这些 Pah>分
成 D 个组群#J9@W*Q*,=<;B 4=<B*&%包含 # 个 Pah>$

0$1&
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J9@W*Q*,=<;B 4=<B*0% 包 含 0 个 Pah>$ J9@W*
Q*,=<;B 4=<B*D%包含 & 个 Pah& 在 % 个 Pah>中%
仅有 Pah( 在 D 个样点均检测到%占 &" 个特异性克

隆子的 0%‘%其 $8(V基因与在青藏高原湖泊沉积
物和长期施用氮肥的冰岛草原土壤检测到的 $8(V
基因亲缘关系密切%聚为一支!图 &"&

图 $&基于 "=/A基因构建的若尔盖高原湿地土壤氨氧化古菌系统发育树
[@W:/*&?U7S=9W*;*,@A<;<=S>@>9\</A7<*<=$8(VW*;*>*e:*;A*>/*,/@*c*B \/9-,7*J9@W*+=<,*<: F*,=<;B @; 47@;<?L99,>,/<+ c<=:*>

F*/*A<=A:=<,*B \/9-&111 /*+=@A<,@9;>9\_@-:/<0N+</<-*,*/% <;B .99,>,/<+ c<=:*>7@W7*/,7<; "1‘ </*>79F;?a7*>A<=*.</

/*+/*>*;,>1C1" A7<;W*>+*/>*e:*;A*+9>@,@9;?

!!在 % 个 Pah>中%Pah% 与来自水环境的 $8(V
基因高度相似%其余 ( 个 Pah>的序列与在湖泊沉
积物和土壤环境检测到的序列高度相似& Pah& 以
$$C"‘的序列相似性与奥地利原始森林土壤 $8(V
基因序列!Mh%%1H"&"聚在一起$Pah0 与长期施用
氮肥的冰岛草原土壤 $8(V基因序列!I6#1D("%"相
似性为 $$C%‘$PahD 和 Pah# 分别仅以 $"C(‘和
$DC#‘的序列相似性与冰岛草原土壤 $8(V基因序

列!I6#1D("%"聚在一起$Pah" 与来自黄土高原半
干旱土壤 $8(V基因 !If&#1#(1 "相似性最高%为
$%C(‘$Pah( 与青藏高原湖泊沉积物的 $8(V基因
!If#HH#D$"序列相似性为 $$‘$Pah% 大多与来自
淡 水 环 境 的 $8(V 基 因 ! 如 Ẑ ##D(&" 和
MhH"0(%%"聚在一起%而与目前为止唯一的可培养
VPV 菌 株 C&#’(4(:;8&*;4 8$’&#&8;4 )4̂ &
!Mh0D$$"$"的序列相似性仅为 H1C0‘ (#) &

D$1&
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(J*%若尔盖高原湿地土壤理化性质与 A#A多样
性的相关分析

以 VPV$8(V基因多样性指数!Ng"为参数%通
过 )U)) 软件计算 U*</>9; 相关系数%评价了若尔盖

高原湿地土壤理化性质对 VPV多样性的影响& 结
果表明%VPV$8(V基因多样性指数!Ng"与铵态氮
和硝态氮之间存在显著的相关性!BX1C1""%与其
他土壤理化性质的相关性不显著!表 D"&

表 )&若尔盖高原湿地土壤理化性质与 A#A多样性指数间的相关性
a<.=*D?49//*=<,@9; A9*\\@A@*;,.*,F**; >9@=+7S>@ANA7*-@A<=A7</<A,*/@>,@A><;B

)7<;;9; B@c*/>@,S@;B*G!Ng" @; J9@W*+=<,*<: F*,=<;B
><-+=@;W>@,* P̂ a3 <--9;@< ;@,/@,*5;@,/<,* +Z <@/NB/S>9@=-9@>,:/*
VgG@!阿西" 1C$%( 1C#D" ’1C$$$!! 1C$$$! 1C%$# 1C(1%
<̂@G@!麦溪" ’1C(DH 1C(%$ 1C$$H! 1C$$$! ’1C### 1C$$$!

[*;e: !分区" ’1C%10 1C"&& ’1C$$$! ’1C$$$! ’1CD%( ’1C&(&

P̂ # 9/W<;@A-<,,*/% a3# ,9,<=;@,/9W*;% !<;B!! -*<; >@W;@\@A<;,=SB@\\*/*;,<,1C1" <;B 1C1& =*c*=% /*>+*A,@c*=S!0 ’,<@=*B"?

)%讨论

若尔盖高原湿地是典型的低纬度低温湿地系
统%土壤类型以富含有机质的沼泽土为主& 土壤微
生物是土壤质量最灵敏的指标之一%研究该类环境
中 VPV对于认识 VPV的生态分布以及该环境氮循
环机制都具有重要意义& 本文对若尔盖高原湿地
VPV的多样性和系统发育地位研究表明%若尔盖高
原湿地大多数 $8(V序列与来自土壤和沉积物的序
列相似性较高%均属于泉古菌%推测这可能是长期的
低温导致该环境中 VPV种群的种群相对单一%且这
些 VPV类群生态位分布相对较窄&

已有的研究表明%VPV广泛分布于各种生态系
统中%对生态系统氨氧化过程中起着重要作用& 本
研究发现 VPV也广泛存在于高寒湿地系统中%这可
能与 VPV多样的营养类型有关 (0&) & 同时%本研究

采用 VPL$8(V基因通用引物 (&$)进行扩增%但未检
测到 VPL$8(V基因%推测可能是若尔盖高原湿地
中 VPL丰度远远低于 VPV& 若尔盖高原湿地的氨
氧化微生物优势种群为 VPV%这与 T*@;@;W*/(&") ’黄

柳琴等 (00)的研究结果相似& 这一结果也可以从若
尔盖土壤铵态氮含量较低得到佐证%因为 VPL是严
格的化能自养微生物%仅能利用氨氮作为其唯一能
量来源 (0D) &

环境因子如土壤含水量’+Z和营养成分是决定
VPV种群组成和多样性的重要因素 (0#) & 在本研究
中%VPV多样性指数!Ng"与铵态氮和硝态氮之间存
在显著的相关性!BX1C1""%这与之前的研究结果
相似 (&H) & 这也说明 VPV在若尔盖高原湿地氨氧化

过程中起到关键作用&
本文首次报道了若尔盖高原湿地氨氧化微生物

的多样性和系统发育地位%仅检测到 VPV的存在%
没有扩增到 VPL$8(V基因%说明在若尔盖高原湿
地氨氧化微生物以 VPV为主%氨氧化过程主要由
VPV驱动& 这一研究结果是对 VPV生物地理分布
及高原湿地氮循环研究的一个重要补充& 但是%
VPV在高原湿地中的生态功能并不清楚%需要进一
步研究&
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