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摘要:【目的】氨氧化古菌( ammonia-oxidizing archaea，AOA)可能通过近期刚发现的 3-羟基丙酸盐 /4-羟基丁
酸盐途径(3-hydroxypropionate /4-hydroxybutyrate cycle，HP /HB)来固定 CO2，在海洋和土壤环境下进行化能
自养型生长。云南热泉系统已被证明具有丰富的 AOA 多样性。本论文旨在调查云南不同热泉中，这种 CO2

固定途径的关健酶———乙酰辅酶 A 羧化酶基因 accA 和古菌氨单加氧酶基因 amoA，及原核微生物 16S rＲNA
基因的丰度变化，以及它们与环境因子的相关性。【方法】选择 20 处代表性热泉沉积物样品，通过荧光定量
PCＲ 技术，获得各目的基因丰度;利用 Ｒ 软件包对各样点地化参数进行主成分分析 ( Principal Component
Analysis，PCA)，并通过 Mantel test 检验各目的基因和地化参数间的相关性。【结果】细菌和古菌 16S rＲNA
基因的丰度范围分别在 6. 6 × 107 至 4. 19 × 1011和 1. 27 × 106 至 1. 51 × 1011拷贝 / g 沉积物;古菌 accA 和 amoA
基因的丰度范围为 8. 89 × 103 至 6. 49 × 105 和 7. 64 × 103 至 4. 36 × 105 拷贝 / g 沉积物，Mantel test 结果显示
accA 和 amoA 基因丰度间具有极显著的相关性(Ｒ = 0. 98，P ＜ 0. 001)，两者又分别都与热泉内的 NO2

－ 和
NO3

－浓度存在显著相关，与 pH 值等其它环境因子没有明显统计学意义上的相关性。【结论】云南地区热
泉间的细菌和古菌丰度，以及两者比例关系都存在较大差异;相关性的统计结果进一步证明了热泉环境下的
氨氧化古菌是通过 HP /HB 途径进行 CO2 固定;本次研究并未发现氨氧化古菌的丰度与环境 pH 存在明显统
计学意义上的相关性，这与常温土壤环境的相关研究结果存在不同。
关键词:云南热泉，原核微生物丰度，氨氧化古菌，accA 基因，amoA 基因，荧光定量 PCＲ
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氨氧化过程是硝化作用的第一步，在全球氮元 素循环中发挥着极为重要的作用。经过近些年不断
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研究，人们已经证明了在诸如海洋和土壤等大多数
生态系统中，该过程最主要的推动者是氨氧化古菌
( ammonia-oxidizing archaea，AOA)［1 － 2］，而非先前普
遍认为的细菌类群。AOA 起初被划入常温型泉古
菌，后来的研究建议将常温泉古菌定义为一个独立
的门———奇古菌门(Thaumarchaeota)［3 － 4］。

氨氧化古菌可营化能自养型生长，从氨的氧化
中获得能量来维持二氧化碳固定［1］。其固定方式
是通过近期发现的一种新途径完成的，即:3-羟基丙
酸盐 /4-羟 基 丁酸 盐 途 径 ( 3-hydroxypropionate /4-
hydroxybutyrate cycle，HP /HB )［5 － 6］。乙酰辅酶 A
羧化酶是该途径的一个关健酶［7］，而此酶在细菌细
胞中主要催化脂肪酸合成［8］。accA 基因编码这一
酶的 α 亚基，近期已经作为一种分子标记，并结合
古菌氨单加氧酶基因(amoA)，用于研究海洋和土壤
等环境下氨氧化古菌的丰度和多样性［9 － 14］。研究
结果表明 HP /HB 固定途径和氨氧化过程存在着显
著的关联，同时由于氨氧化古菌在多数生境中存在
较高的细胞丰度与活性，因此这一类群不仅在氮循
环，而且可能在全球碳元素循环中发挥着重要作用。

陆地热泉具有高温、缺氧和物化背景复杂等特
征，是一种经典极端环境。目前的研究结果已表明:
氨氧化古菌在冰岛［15］、俄罗斯勘察加［15 － 16］、美国黄
石［17 － 18］和内华达［18］地区的热泉中广泛存在。近几
年，笔者所在科研团队与相关合作单位对我国云南
地区热泉中的氨氧化古菌多样性开展了系列研究。
获得如下结果:与其它地区热泉一样，古菌 amoA 基
因广泛存在于不同温度 ( 43. 6 － 94℃ ) 和酸碱度
(pH:2. 4 － 9. 0)的云南热泉中［18 － 19］，遗传多样性丰
富，甚至可在高达 94℃的环境下表达［19］。最近，我
们还研究了云南部分热泉中古菌 accA 基因的多样
性，结果显示，该基因遗传多样性同样丰富，也可在
90℃以上的环境下表达，这表明云南热泉中的氨氧
化古菌很可能通过 HP /HB 途径进行自养生长［20］。
然而，我们对云南各热泉中 accA 基因的丰度，目前
还没有足够认识。此外，云南地区拥有极其丰富的
地热资源，虽然学者们已针对云南热泉中的生物多
样性开展了大量工作，并有了非常深入的认识，但是
针对该环境下原核微生物的丰度变化，目前还缺乏
相对全面的调查。

基于上述情况，本论文尝试基于荧光定量 PCＲ
技术和数理统计原理，针对云南地区的 20 处代表性
热泉，研究以下内容:(1)不同样点间原核微生物的

丰度差异;(2)古菌 accA 和 amoA 基因丰度和两者
间的相关性，以及环境因子对两者丰度的影响。

1 材料和方法

1. 1 主要仪器和试剂
温度探头 Portable meter ( PT-10，SAＲTOＲIUS，

德国);HACH colorimeter (model CEL 850 /product #:
2687900，Hach Chemical Co．，Iowa，美国);环境 DNA
提取试剂盒 E． Z． N． A．  Soil DNA Kit (Omega Bio-
Tek Inc．，美 国 ); Inductively coupled plasma mass
spectroscopy ( ICP-MS，Thermo，美国);荧光定量 PCＲ
试剂 SYBＲ  PＲEMIX TaqTM (2 × ) ( TaKaＲa，大
连);ABI7500 realtime thermal cycler (ABI，美国) ．
1. 2 样品采集和水化参数测量

取热泉沉积物放入 50mL 无菌离心管中，立刻
浸入随行的液氮罐内，转运到实验室后 － 80℃保存。
分别运用便携式探头和 pH 精密试纸测定热泉温度
和酸碱度。通过 HACH colorimeter 对水体的 NH4

+、
NO2

－、NO3
－和 Fe2 +浓度进行现场测定，SiO4

2 －、Ca、
K、Mg、Mn 和 Na 的浓度在实验室内通过 Inductively
coupled plasma mass spectroscopy( ICP-MS)测定。
1. 3 环境基因组提取

称取 0. 2 到 1. 2 的沉积物样品，采用 E． Z． N．
A．  Soil DNA Kit (Omega Bio-Tek Inc．，USA)试
剂盒，按说明书进行环境总 DNA 的提取。每个样点
重复提取 4 次后将提取物混合，供后续试验。
1. 4 定量 PCＲ 实验

细菌和古菌 16S rＲNA 基因以及古菌 accA 和
amoA 基因的定量 PCＲ 引物见表 1。每样点进行 3
个重 复。所 用 设 备 为 ABI7500 realtime thermal
cycler。反应体系为 25 μL，包含 12. 5 μL SYBＲ
PＲEMIX TaqTM (2 × )，20 － 50 ng 环境基因组 DNA
和 10 pmol 引物。反应程序采用三步法:预变性为
95℃3 min;变性为 94℃ 15 s，退火为 45 s(具体温度
见表 1)，延伸为 95℃ 30s(收集荧光信号)，40 个循
环;随后进行熔解曲线分析。分别将实验室保藏的
细菌菌株 Shewanella piezotolerans WP3 和古菌菌株
Natronomonas sp．的 16S rＲNA 基因，作为本研究古菌
和细菌 16S rＲNA 基因定量 PCＲ 的标准品;古菌 accA
和 amoA 基因的标准品选自先前构建的相应文库内
的克隆质粒。标准品梯度范围为(102 － 108 ) /μL 个
基因拷贝。
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表 1．本研究所用 PCＲ 引物
Table 1． Primers used in this study

Primers Sequence (5’→3’) Target group
Annealing

temp． /℃
Usage Ｒeference

Bac331F

Bac797Ｒ

TCCTACGGGAGGCAGCAGT

GGACTACCAGGGTCTAATCCTGTT
Bac27F

Univ1492Ｒ

AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG

CGGTTACCTTGTTACGACTT

Bacterial 16S

rＲNA gene

60 qPCＲ ［21］

56 PCＲ for standard templates ［22］

Arch349F

Arch806Ｒ

GYGCASCAGKCGMGAAW

GGACTACVSGGGTATCTAAT
Arch21F

Arch958Ｒ

TTCYGGTTGATCCYGCCＲGA

CGGTTACCTTGTTACGACTT

Archaeal 16S

rＲNA gene

60 qPCＲ ［23］

55 PCＲ for standard templates ［22］

Crena_529F

Crena_981Ｒ

GCWATGACWGAYTTTGTYＲTAATG

TGGWTKＲYTTGCAAYTATWCC
Archaeal accA gene 50 /52

qPCＲ and for standard

templates
［9］

Arch-amoAF

Arch-amoAＲ

STAATGGTCTGGCTTAGACG

GCGGCCATCCATCTGTATGT

Archaeal amoA

gene
56

qPCＲ and for standard

templates
［24］

1. 5 统计学分析
在 Ｒ2. 6. 0 软件中载入用于生态学统计的

Vegan 程序包，导入样点的水化学数据并进行标准
化，随 后 进 行 主 成 分 分 析 ( Principal Component

Analysis，PCA)。分别计算各样点间的水化参数、温
度、pH 以及各基因拷贝数的距离矩阵，然后进行
Mantel test 相关性检测。

表 2．本研究的热泉基本特征
Table 2． Description of hot spring samples investigated in this study

Sample Sample description GPS location (N /E) T /℃ pH

Zzq (腾冲珍珠泉) Brown sandy sediment 24°57'03″ /98°26'09. 5″ 96 4. 3

Drty6 (腾冲热海体验区 6 号) Brown sandy sediment 24°57'12. 7″ /98°26'17. 4″ 96 4

Srbzq(腾冲水热爆炸区) Gray sandy sediment 24°57'12. 7″ /98°26'17. 4″ 95 8. 8

Dgg(腾冲大滚锅) Ashen geyserite 24°57'12. 7″ /98°26'17. 4″ 94 8. 1

Hmz3(腾冲蛤蟆嘴 3 号) Black sediment mix mat 24°57'12. 6″ /98°26'17. 5″ 92 7. 8

Gmd(腾冲鼓鸣泉) Gray mat 24°57'12. 6″ /98°26'15. 7″ 84 9

Eng(洱源牛街古泉) Gray sandy sediment 26°15'01. 4″ /99°59'22. 3″ 84 7. 4

Hmz2(腾冲蛤蟆嘴 2 号) Black sediment mix mat 24°57'12. 6″ /98°26'17. 5″ 82 7. 8

Eynj3(洱源牛街 3 号) Black sandy sediment 26°15'01. 2″ /99°59'22. 2″ 78 7. 4

Hmz1(腾冲蛤蟆嘴 1 号) Black sediment mix mat 24°57'12. 6″ /98°26'17. 5″ 77 7. 8

Gq1(腾冲滚锅水渠 1 号) Brown sandy sediment 24°57'12. 7″ /98°26'17. 4″ 74 4. 4

Ens(洱源牛街水井泉) Brown Mat 26°15'01. 2″ /99°59'22. 7″ 74 7. 2

Eynj2(洱源牛街 2 号) Black mat 26°15'01. 2″ /99°59'22. 2″ 73 7. 3

Wm3(腾冲无名泉 3) Gray Mat 24°57'12. 6″ /98°26'15. 6″ 70 7. 2

Enp(洱源牛街公园泉) Gray sandy sediment 26°15'01. 1″ /99°59'22. 3″ 68 7. 2

Drty4(腾冲热海体验区 4 号) Brown sediment 24°57'12. 7″ /98°26'17. 4″ 67 3. 2

Sx4(龙陵上硝 4 号) Black sandy sediment 24°39'23. 3″ /98°40'03. 4″ 66 8

Sx11(龙陵上硝 11 号) Black sandy sediment 24°39'23. 3″ /98°40'03. 4″ 66 8

Sx1(龙陵上硝 1 号) Black and green sandy sediment 24°39'23. 3″ /98°40'03. 4″ 53 6

Drty14(腾冲热海体验区 14 号) Brown sediment 24°57'12. 7″ /98°26'17. 4″ 47 4. 5
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表 3． 各热泉水化学参数
Table 3． Water chemistry of the investigated hot springs a

Sample NH4
+ NO2

－ NO3
－ Fe2 + SiO4

2 － Ca K Mg Mn Na
Zzq 164. 27 2. 21 5. 49 0. 201 645. 68 3. 901 25. 32 0. 5995 0. 521 59. 64
Drty6 2. 18 0. 13 2. 22 2. 087 675. 93 38. 302 31. 4 1. 1038 0. 679 66. 3
Srbzq BD 0. 83 2. 86 BD 545. 12 1. 75 116. 4 0. 1197 BD 387. 4
Dgg BD 0. 36 3. 35 BD 677. 39 1. 75 116. 4 0. 1197 BD 387. 4

Hmz1＆2＆3 b 0. 56 0. 67 3. 9 BD 679. 22 1. 975 69. 32 0. 1429 BD 299. 3
Gmd 36. 36 0. 24 3. 26 BD 679. 76 1. 39 96. 38 0. 11 BD 364. 7
Eng 115. 94 2. 32 8. 47 BD 581. 04 37. 06 38. 51 14. 04 0. 034 206. 3
Eynj3 441. 85 BD 2. 34 BD 677. 57 39. 61 47. 12 18. 07 0. 1135 235. 2
Gq1 BD 0. 8 2. 65 6. 756 678. 94 2. 886 67. 16 0. 1952 BD 296. 7
Ens BD 2. 96 6. 86 BD 678. 39 3. 503 13. 51 0. 2508 BD 139. 2
Eynj2 BD 0. 48 1. 88 BD 643. 7 37. 06 38. 51 14. 04 0. 034 206. 3
Wm3 96. 49 3. 29 39. 84 BD 173. 37 1. 42 83. 84 0. 086 BD 360. 4
Enp 167. 87 BD 4. 18 BD 656. 45 56. 23 43. 02 19. 12 0. 062 213. 4
Drty4 BD 1. 22 1. 82 3. 688 680. 59 23. 95 18. 58 0. 8083 0. 0409 20. 49
Sx4 382. 08 0. 02 2. 34 BD 629. 74 28. 09 8. 213 1. 371 0. 0524 73. 94
Sx11 382. 08 0. 02 2. 34 BD 629. 74 28. 09 8. 213 1. 371 0. 0524 73. 94
Sx1 0. 76 0. 67 3. 88 1. 017 172. 33 31. 03 20. 3 2. 318 0. 1603 176. 5
Drty14 BD 0. 49 27. 88 1. 913 681. 15 84. 4 24. 51 9. 223 0. 9865 47. 05

a． Values are reported as milligrams per liter． b． The Hmz1 Hmz2 and Hmz3 are connected with each other and thus have same water chemistry．“BD”，

below the detection limit (0. 001 mg l / L) ; “ND”，not determined．

图 1．热泉地化参数的组成分分析
Figure 1． The first two principal coordinate axes (P1 and P2) for

PCA and the distributions of sampling locations in response to

these axes． Ｒectangles represent chemical factors．

2 结果和讨论

2. 1 各样点的环境背景
本研究选择 20 处热泉，分布于云南中西部，在

龙陵、腾冲和洱源一线。这些样点间的温度和 pH

值跨度较大，分别为 96 － 47℃和 3. 2 － 9. 0。沉积物
类型可分为菌藻席和砂石型两大类，每种类型的颜
色大体可分为黑、棕、灰等(表 2)。各样点的化学参
数存在比较明显的差异，并呈现一定的浓度梯度变
化，如 NH4

+、NO2
－、NO3

－ 和 Ca 离子等(表 3)。针
对 10 种化学参数的组成分分析(图 1)也显示:本次
研究样点的化学背景差异明显。这些表明了云南地
区丰富的热泉类型多样性，也体现了本次研究样点
具有较强的代表性。
2. 2 细菌和古菌 16S rＲNA 基因丰度

基于 16S rＲNA 标准品计算出标准曲线的 Ｒ2

值大于 0. 99，扩增效率在 90% － 95%，熔解曲线为
单一峰图，表明实验结果并无引物二聚体和非特异
扩增的影响。本次调查的热泉中，细菌 16S rＲNA

基因丰度变化较大，相差了近 4 个数量级，样点
Hmz1 的拷贝数最高，为 4. 19 × 1011拷贝 / g 沉积物，

Hmz3 最低，为 6. 6 × 107 拷贝 / g 沉积物;相对于细
菌，古菌 16S rＲNA 基因丰度更大，相差了近 5 个数
量级，范围在 1. 27 × 106 至 1. 51 × 1011拷贝 / g 沉积

物，最高和最低的样点分别为 Sx4 和 Hmz3(表 4)。

从同一样点中细菌和古菌的丰度比较来看，不同热
泉间也存在较大差异，热泉 Sx4 中两者 16S rＲNA 基
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表 4． 热泉各基因的丰度
Table 4． Abundance of 16S rＲNA genes and archaealaccA and amoA genes in the sediments of the studied hot springs( copies / g)

Sample
16S rＲNA gene Archaeal accA Archaeal amoA
Bacteria SD Archaea SD accA SD amoA SD

Zzq 2. 09 × 108 9. 1 × 106 1. 04 × 108 1. 2 × 107 2. 10 × 105 1. 3 × 104 1. 36 × 105 1. 3 × 104

Drty6 1. 08 × 108 9. 1 × 106 5. 52 × 106 2. 7 × 104 9. 25 × 103 6. 9 × 102 8. 33 × 103 6. 0 × 102

Srbzq 2. 52 × 109 2. 3 × 108 2. 58 × 107 2. 5 × 106 4. 11 × 104 2. 0 × 103 3. 55 × 104 1. 1 × 103

Dgg 9. 2 × 108 1. 6 × 107 1. 38 × 108 8. 0 × 106 2. 95 × 104 3. 7 × 103 2. 14 × 104 6. 9 × 102

Hmz3 6. 06 × 107 5. 3 × 105 1. 27 × 106 7. 9 × 103 9. 94 × 103 1. 9 × 102 7. 64 × 103 9. 4 × 101

Gmd 9. 56 × 1010 6. 0 × 109 4. 06 × 108 1. 4 × 107 2. 90 × 105 1. 1 × 104 1. 74 × 105 1. 0 × 104

Eng 2. 78 × 108 7. 4 × 106 1. 18 × 106 1. 2 × 104 1. 94 × 104 1. 4 × 103 1. 39 × 104 9. 7 × 101

Hmz2 1. 69 × 1010 1. 7 × 109 1. 12 × 109 6. 2 × 107 6. 81 × 104 4. 9 × 103 6. 16 × 104 2. 2 × 103

Eynj3 1. 85 × 109 8. 4 × 107 8. 75 × 107 6. 4 × 106 1. 08 × 105 7. 3 × 103 9. 23 × 104 5. 6 × 103

Hmz1 4. 19 ×1011 1. 5 ×1010 1. 93 × 108 5. 3 × 105 2. 41 × 104 3. 5 × 103 1. 93 × 104 1. 4 × 103

Gq1 5. 24 × 108 3. 0 × 107 1. 84 × 107 1. 1 × 104 6. 88 × 104 4. 3 × 103 5. 51 × 104 2. 8 × 102

Ens 4. 94 × 109 1. 3 × 108 1. 26 × 107 6. 3 × 105 4. 83 × 105 4. 9 × 104 3. 84 × 105 1. 4 × 102

Eynj2 1. 40 × 1011 2. 4 × 109 3. 92 × 109 5. 8 × 107 1. 22 × 105 1. 3 × 103 8. 88 × 104 2. 1 × 103

Wm3 1. 53 × 1010 1. 2 × 109 3. 09 × 108 1. 3 × 107 6. 49 × 105 2. 7 × 104 4. 36 × 105 1. 6 × 104

Enp 1. 40 × 108 3. 3 × 106 5. 69 × 107 9. 1 × 105 1. 32 × 105 2. 1 × 104 1. 06 × 105 1. 3 × 104

Drty4 8. 95 × 108 1. 0 × 107 3. 00 × 107 8. 4 × 105 8. 70 × 104 9. 6 × 102 7. 98 × 104 1. 5 × 103

Sx4 2. 08 × 1011 4. 5 × 109 1. 51 × 1011 2. 6 × 109 1. 13 × 105 5. 4 × 103 6. 49 × 104 1. 9 × 103

Sx11 3. 77 × 109 5. 5 × 107 8. 45 × 107 2. 7 × 106 8. 89 × 103 5. 2 × 102 9. 23 × 103 8. 1 × 102

Sx1 3. 83 × 1010 1. 0 × 109 4. 19 × 108 4. 0 × 106 4. 99 × 104 7. 0 × 103 3. 16 × 104 1. 6 × 103

Drty14 1. 12 × 1010 1. 5 × 109 6. 65 × 106 2. 8 × 105 1. 44 × 104 5. 1 × 102 8. 67 × 103 4. 7 × 102

表 5．各基因间的丰度比例
Table 5． The ratios of different gene abundances in the sediments of the studied hot springs

Sample

Bacteria 16S
rＲNA gene /
archaeal 16S
rＲNA gene

Archaeal 16S
rＲNA gene / archealacc A

Archaeal 16S
rＲNA /
archaealamo A

Archealacc A /
archaealamo A

Zzq 2 494 766 1. 6
Drty6 19 597 663 1. 1
Srbzq 98 627 726 1. 2
Dgg 7 4659 6422 1. 4
Hmz3 48 128 166 1. 3
Gmd 235 61 85 1. 4
Eng 236 1401 2333 1. 7
Hmz2 15 16497 18246 1. 1
Eynj3 21 813 801 1
Hmz1 2168 8025 10002 1. 2
Gq1 392 26 33 1. 3
Ens 29 267 333 1. 2
Eynj2 36 32140 44097 1. 4
Wm3 49 476 710 1. 5
Enp 2 431 539 1. 3
Drty4 30 345 376 1. 1
Sx4 1 1333256 2326401 1. 7
Sx11 45 9507 9152 1
Sx1 92 8382 13230 1. 6
Drty14 1684 463 768 1. 7
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因的拷贝数最为接近，比例为 1. 4 ∶ 1，Hmz1 的差异
最大，达到了 2168 ∶ 1(表 5)。这些说明云南地区不
同热泉间的原核细胞丰度存在着非常明显的不同。

通过 Ｒ 统计软件进行的 Mantal test 分析结果显
示，细菌和古菌 16S rＲNA 基因丰度以及两者间的
比例，与温度、pH 以及任何单一化学参数均不存在
明显的相关性 (线性相关系数 Ｒ 的绝对值小于
0. 37)。笔者的课题组与相关合作单位在前期研究
工作中已证明:在原核微生物的群落结构组成上，温
度是影响云南、西藏以及俄罗斯勘察加地区热泉系
统的一个支配性环境因子［25 － 27］。然而本次的研究
显示，在原核生物的细胞丰度上，很难发现影响云南
热泉系统的一个关键因素，这可能是由于热泉中的
无机离子丰富而且多样［28］，这使得彼此之间的化学
背景存在较大差异，有理由推测云南地区的热泉环
境原核微生物丰度可能受到复杂环境因子的联合影
响。
2. 3 古菌 accA 和 amoA 基因的丰度

基于古菌 accA 和 amoA 基因标准品计算出的标
准曲线的 Ｒ2 值大于 0. 99，扩增效率在 87% － 90%，

熔解曲线为单一峰图。本次研究样点的古菌 accA

基因拷贝数在 103 至 105，热泉 Wm3 的丰度最高，为
6. 49 × 105 拷贝 / g，热泉 Sx11 的丰度最低，为8. 89 ×
103 拷贝 / g。古菌 amoA 基因拷贝数在 7. 64 × 103 至
4. 36 × 105，丰度最高的同样为热泉 Wm3，最低是热
泉 Hmz3(表 4)。

各样点的古菌 accA 与 amoA 的丰度基本相同，

前者与后者比值范围为 0. 96 － 1. 7 (表 4)。Mantel
test 的分析结果显示两者存在极显著的相关性(Ｒ

值大于 0. 98，可信参考值 P 小于 0. 001)。这些数据
进一步支持了我们之前基于热泉环境基因组和转录
组的序列分析所获得的结果，即:热泉环境下的氨氧
化古菌可能通过 HP /HB 途径，进行自养型的 CO2

固定［20］。然而，除了 Sx11 和 Eynj3 以外，其余 18 处
热泉的 accA 基因拷贝数都略高于 amoA 基因，这主
要因为，在前期工作中，我们利用同样的 PCＲ 引物
获得 了 小 部 分 非 氨 氧 化 古 菌 ［除 硫 球 菌 目
(Desulfurococcales)物种］的 accA 基因序列，这有可
能导致本研究古菌 accA 基因比 amoA 基因丰度略
高。

近些年一系列有关古菌 amoA 及 accA 基因的定

量研究，已经证明大部分的土壤和海洋系统中氨氧
化古菌维持一个非常高的丰度，例如，欧洲大陆普通
土壤中古菌 amoA 基因丰度在 107 / g 以上，氨氧化古
菌占到了原核微生物细胞总数的 0. 9% － 5. 8%［29］;

大西洋中部海域古菌 accA 和 amoA 基因的拷贝数普
遍大于 104 /mL ［14］，我国东海和南海中海区的古菌
accA 和 amoA 基因拷贝数大于 104 / ng，氨氧化古菌
占古菌总数的 50%以上［10 － 11］。本次研究的结果显
示，云南热泉氨氧化古菌无论是在细胞绝对数量，还
是所占的古菌比例上，均远远低于土壤和海洋系统，

类似的结果也存在于俄罗斯勘察加地区热泉中［16］。

因此氨氧化古菌可能并不算陆地热泉系统内一个主
要的古菌类群。这是因为陆地热泉相对于土壤和海
洋环境，含有来自地球内部更为丰富无机离子，为更
多类型古菌的生长提供条件。但是，基于细菌 amoA

基因的 PCＲ 筛选，学者们并未在云南和勘察加地区
的热泉中探测到氨氧化细菌的存在［18 － 19］，这表明氨
氧化古菌虽然丰度不高，但却很可能是陆地热泉环
境下氨氧化过程的主要推动者。

最近，Gubry-Ｒangin 等人的研究证明了 pH 值支
配了土壤环境下氨氧化古菌群落结构和细胞丰
度［30 － 31］。然而我们先前的工作表明 pH 值并没有
显著影响陆地热泉环境下氨氧化古菌的类群组
成［20］。与此相似，本次研究基于 Ｒ 2. 6. 0 软件进行
Mantel test 的分析，并未发现 pH 值与古菌 accA 和
amoA 基因的拷贝数存在统计学意义上的相关性
(表 6)。这表明热泉与土壤环境不同，pH 值似乎并
不是决定该系统下氨氧化古菌细胞丰度和群落结构
的最关键因素。

分析的结果还显示，古菌 accA 和 amoA 基因丰
度与 NO2

－ 和 NO3
－ 的浓度存在较强的相关性(表

6)，这是因为上述两种离子分别为氨氧化和后续的
硝酸化过程的产物;然而作为氨氧化过程的底物，
NH4

+的浓度与基因丰度的相关性并不明显，其原因
可能是:基于目前已获得的氨氧化古菌菌株的生理
学研究，它们都对生长环境中的 NH4

+ 浓度要求极

低(≤10nmol /L)［1 － 2］，这使得 NH4
+ 并不能成为影

响氨氧化古菌丰度的限制因子。另外，其它的环境
参数均未发现与古菌 accA 和 amoA 基因丰度存在统
计学意义上的相关性(Ｒ 的绝对值小于 0. 38，P ＞
0. 1)。
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表 6．古菌 accA 和 amoA 基因丰度与主要

环境因子的相关性分析

Table 6． Statistical correlations ( r values) between main

environmental factors and archaealaccA and

amoA gene abundances

Factor accA amoA
pH － 0. 13 － 0. 14
NH4

+ － 0. 09 － 0. 09
NO2

－ 0. 69(P = 0. 001) 0. 70(P = 0. 02)
NO3

－ 0. 58(P = 0. 001) 0. 53(P = 0. 019)
Temp － 0. 14 － 0. 14

总之，本次研究表明了云南地区不同热泉中古
菌和细菌的丰度及两者比例关系都存在比较明显的
差异。古菌 accA 与 amoA 基因的丰度基本相同，且
存在极显著的相关性，这进一步支持了热泉环境下
的氨氧化古菌是通过 HP /HB 途径固定 CO2。此外，

这两种基因的丰度和 NO2
－ 和 NO3

－ 的浓度存在较
强关联，然而本次研究并未发现它们与环境 pH 值
存在明显统计学意义上的相关性，这与常温土壤环
境的相关研究结果存在不同。
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Abundances of ammonia-oxidizing archaeal accA and
amoA genes in response to NO2

－ and NO3
－ of hot springs

in Yunnan province

Zhaoqi Song 1，2，Li Wang 1，Enmin Zhou 2，Fengping Wang 3，Xiang Xiao 3，
Chuanlun Zhang 4，Wenjun Li 2，5*

1 Biorefinery Engineering Lab of Henan Province，Shangqiu Normal University，Shangqiu 476000，Henan Province，China
2 Key Laboratory of Microbial Diversity in Southwest China，Ministry of Education，Yunnan Institute of Microbiology，
Yunnan University，Kunming 650091，Yunnan Province，China
3 State Key Laboratory of Microbial Metabolism，School of Life Science and Biotechnology，Shanghai Jiao Tong University，
Shanghai 200240，China
4 State Key Laboratory of Marine Geology，Tongji University，Shanghai 200092，China
5 College of Ecology and Evolution，Sun Yat － Sen University，Guangzhou 510275，Guangdong Province，China

Abstract:［Objective］Yunnan hot springs have highly diverseammonia-oxidizing archaea (AOA)，which are autotrophic
and can fix CO2 using the 3-hydroxypropionate / 4-hydroxybutyrate (HP /HD) pathway． In this study，we investigated the
abundances of prokaryotic 16S rＲNA gene and archaeal accA and amoA genes in the sediments of hot springs of Yunnan
Province，and analysed the correlations between the above gene abundances and environmental factors． ［Methods］We
selectedthe sediments of twenty representative hot springs，anddetected the gene abundances by quantitative polymerase
chain reaction (qPCＲ) ． The principal component analysis ( PCA) and the Mantel test in the Ｒ software package were
performed for the correlations of gene abundance and environmental variables． ［Ｒesults］ The bacterial and archaeal 16S
rＲNA gene abundances were from 6. 6 × 107 to 4. 19 × 1011 and from 1. 27 × 106 to 1. 51 × 1011 copies / g sediment，
respectively; Archaeal accA and amoA genes were from 8. 89 × 103 to 6. 49 × 105 and from 7. 64 × 103 to 4. 36 × 105 copies / g
sediment，respectively． The results of mantel test showed that accA gene was significantly ( Ｒ = 0. 98，P ＜ 0. 001 )
correlated with amoA gene; Both of them also were correlated significantly with NO2

－ and NO3
－，but not with pH．

［Conclusion］ The abundances of bacterial and archaeal 16S rＲNA genes and the ratio between them varied significantly
among Yunnan hot springs． The archaealaccA and amoA genes showed significant correlation with each other，validating
our previous finding that AOA in terrestrial hot springs might acquire energy from ammonia oxidation coupled with CO2

fixation using the 3-hydroxypropionate /4-hydroxybutyrate pathway．
Keywords: Yunnan hot springs，prokaryotic abundance，ammonia-oxidizing archaea，gene accA，gene amoA，qPCＲ
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