
摘 要：为了研究东北典型沼泽湿地———三江湿地和扎龙湿地表层土壤中氨氧化微生物的活性和丰度，采用氯酸盐抑制亚硝酸盐

氧化菌（Nitrite-oxidizing bacteria, NOB）和氨苄青霉素抑制氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria , AOB）以及荧光定量 PCR的方
法，分析了生长季和非生长季氨氧化微生物的活性和丰度的关系。结果表明：在不同类型的湿地土壤中，pH值显著地影响湿地土壤
中氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea，AOA）的潜在氨氧化活性（Potential ammonia oxidation activity，PAO）（P<0.01）。AOA的丰
度值与 PAO渊AOA+AOB冤呈显著正相关（r=0.96，P<0.05），而与 PAO渊AOA冤不存在相关性（P>0.05）。三江湿地的毛苔草和小叶章土壤中的
PAO渊AOA+AOB冤、PAO渊AOA冤、AOA丰度与 AOB丰度，并无显著差异。研究表明植被的差异并没有影响土壤中氨氧化微生物的潜在氨氧化活
性以及氨氧化微生物的丰度，但在抑制 AOB活性之后毛苔草土壤中的 PAO出现了显著的下降（P<0.05），表明 AOB在毛苔草土壤
中的氨氧化过程中发挥着重要作用。
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Abstract：In this study, chlorate and ampicillin were used as inhibitors to nitrite-oxidizing bacteria（NOB）and ammonia-oxidizing bacteria
（AOB）, respectively. And combined with the quantitative polymerase chain reaction（qPCR）to test two different properties of typical marsh
wetland topsoil in Northeast China, Sanjiang plain and Zhalong plain. The correlation of activity and abundance of AOA and AOB in growing
season and non-growing season was analyzed. The results showed that the pH value could significantly affect the activity of AOA（P<
0.01）in different types of wetland soils; The abundance value of AOA and PAO渊AOA+AOB冤 had significantly positive correlation（r=0.96, P<
0.05）, in turn, with its PAO渊AOA冤 had no correlation（P>0.5）. The PAO渊AOA+AOB冤 and PAO渊AOA冤, the abundance of AOA and AOB of Sanjiang
wetland had no significant difference between Calamagrostis angustifolia and Carex lasiocarpa, indicting the difference of plants would not
affect the PAO and the abundance of ammonia-oxidizing microbial. However, after inhibited the activity of AOB, the PAO value emerged
significantly decreased（P<0.05）, which concluded AOB could play an important role in the ammonia oxidation process of Carex lasiocarpa.
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氨氧化微生物包括氨氧化细菌（Ammonia-oxi

dizing bacteria，AOB）和氨氧化古菌（Ammonia-oxidiz原
ing archaea，AOA），二者共同参与在好氧条件下将
NH+4氧化为 NO-2的过程，是氮循环的关键限速步骤[1]。
人们曾一度认为氨氧化过程是由 AOB独立完成[2]，直
到 AOA基因组序列中发现存在参与氨氧化过程的关
键功能基因———氨单加氧酶 A基因（amoA）[3]以及第
一株 AOA Nitrosopumilus maritimus SCM1的成功分离
和纯培养[4]，才逐渐完善了我们对氮循环的理解[5]。同
功微生物的出现使得探索在不同生境中 AOA 与
AOB对氮循环的相对贡献成为研究热点。有研究认
为氨氧化微生物的相对贡献取决于 AOA与 AOB功
能基因 amoA 的相对丰度，通过衡量不同生境中
amoA 的拷贝数的多少来判断 AOA/AOB在氮循环过
程中占据主导地位的强弱[5-7]。后来人们逐渐认识到基
因的丰度并不能完全反映其功能，于是将丰度与活性

结合起来考虑，发现在土壤生态系统中虽然 AOA在
数量上较 AOB 更占优势，但硝化活性的变化却与
AOB的 amoA 拷贝数成正比，并且在同位素实验中也
证实了 CO2的同化是由 AOB完成的，意味着丰度并
不高的 AOB才是行使氨氧化功能的主要推动者[8]。探
索丰度与活性之间的相互关系对明晰 AOA 和 AOB
所发挥的生态学功能具有重要的研究意义。

湿地被认为是“地球之肾”，拥有丰富的资源、独

特的生态结构和功能，在生物氮循环过程中发挥着重

要的作用[9]。三江国家级自然保护区（简称三江湿地）
地处黑龙江省抚远县境内，位于我国最大的沼泽分布

区———三江平原，是东北温带湿地中极具代表性的酸

性土壤的沼泽湿地。扎龙国家级自然保护区（简称扎

龙湿地）地处黑龙江省齐齐哈尔市，该地区部分洼地

为弱碱性淡水沼泽区。两湿地均被列入《国际重要湿

地名录》。两湿地对于研究东北沼泽湿地土壤具有良

好的代表性，但国内外学者对于三江湿地、扎龙湿地

的研究大多集中在对土壤养分以及微生物活性特征

方面的研究上[10-12]，对于其中氨氧化微生物的活性以
及丰度的研究少之又少。

本文以三江湿地和扎龙湿地的表层土壤为研究

对象。在 ISO 15685—2012的土壤快速检测氨氧化方
法的基础上，利用特异性抑制剂进一步区分AOA、
AOB 的潜在氨氧化活性（Potential ammonia oxidation
activity，PAO）。在 PAO测定以及功能基因 amoA 绝对
定量分析的基础上，探究湿地土壤中 PAO、丰度、环
境因子之间的关系以及植被差异对PAO和丰度的影

响，旨在为湿地生态系统中的氨氧化微生物研究提

供一定的理论基础。

1 材料与方法

1.1 研究区域概况
三江湿地取样地点的地理坐标为 48.149 607毅~

48.156 843毅N，134.605 912毅~134.608 272毅E，位于三江
平原的东北边缘，具有三江平原内陆淡水沼泽湿地的

典型特征。气候属于湿润大陆性季风气候，年平均降水

量约 600 mm，年平均气温 2.2益[13]。土壤类型主要有草
甸土和沼泽土。取样地的植物优势种群为毛苔草、小

叶章。毛苔草植被生长在常年积水区，小叶章生长在

季节性集水区。采样区域土壤表层有较深厚的半泥炭

化的草根层，其次为腐殖质层，腐殖质含量较高[14]。
扎龙湿地取样地理坐标 47.175 952毅~47.176 382毅

N，124.229 723毅~124.230 377毅E，采样地植被的优势
种群为小叶章。

1.2 土壤样品的采集
对三江湿地于 2016年进行了连续 4个月的取样

（7月 25日、8月 25日、9月 25日、10月 24日），采集
表层土壤（0~20 cm）。扎龙湿地于 2016年采集了生长
季（7月 25日）和非生长季（10月 22日）表层土壤（0~
20 cm）2次。采样时首先去除表层 2 cm的表层土壤，
然后在取样地内采用 S形随机选取 10个样点，记录
每个样点的坐标，之后的采样也依据此坐标，将采集

的新鲜土样放于无菌袋中，低温保存，迅速带回实验

室。将采集的平行样等量分为两份，一份保存于 4 益
冰箱中，用于理化性质以及 PAO的测定，另一部分放
于-80益冰箱中，用于提取 DNA。
1.3 土壤样品的理化指标分析

NO-3、NH+4含量测定：取 5 g新鲜土壤样品，用 25
mL的 1 mol·L-1的 KCl溶液浸提，对浸提液使用流动
分析仪（Skalar San++）检测。

pH值的测定：将 5 g新鲜土壤样品加入 12.5 mL
去离子水（水土比为 2.5颐1），采用 pH计检测 pH 值。
采用烘干测重法测定土壤含水率。所有样品设置 3个
重复，具体理化指标见表 1。
1.4 土壤样品 PAO测定

PAO是指土壤或沉积物中参与氨氧化作用的微
生物在饱和基质浓度下氧化氨氮的最大能力，与原

位的 PAO不一定是等同的[15]。PAO在一定程度上反
映土壤中氨氧化微生物的生态功能及其硝化活性的

强弱。
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表 1土壤理化指标

Table1 Soil physical and chemical indicators

根据 ISO 15685，利用氯酸盐抑制亚硝酸盐氧化
菌（Nitrite-oxidizing bacteria，NOB），快速检测土壤中
氨氧化微生物的 PAO[16]。称取 25 g新鲜土壤样品，添
加 100 mL的 1 mmol·L-1磷酸盐缓冲液（K2HPO4 0.2
mol·L-1；KH2PO4 0.2 mol·L-1；pH 7.2）、1.5 mmol·L-1的
（NH4）2SO4、10 mmol·L-1的 NaClO3来抑制亚硝酸盐氧
化，（25依2）益，175 r·min-1，避光培养。从开始培养后每
隔 1 h取一次样（1、2、3、4、5、6 h），每次取样设置 3个
重复。每次取 1 mL 土壤混合液置于 50 mL 离心管
中，添加 2 mL 4 mol·L-1 KCl溶液来终止氨氧化过程。
3000 伊g离心 2 min，取上清液加入盐酸 N-（1-萘基）-
乙二胺显色剂，在波长 543 nm下用分光光度法测定
NO-2的含量。对培养时间和 NO-2的含量作图，在培养的

前 6 h NO-2的含量能呈线性增加，斜率即可作为 PAO，
AOA和 AOB共同作用下的 PAO，记做 PAO渊AOA+AOB冤。结
合 Zhou等[17]和 Zheng等[18]的实验方法，另一组实验在
此基础上添加 1 g·L-1的氨苄青霉素（Amp）来抑制
AOB活性，只有 AOA单独发挥作用记做 PAO渊AOA冤，以
此区分 AOA和 AOB的相对贡献。
1.5 土壤 DNA的提取

称取 0.5 g 土壤样品，利用 TENP（50 mmol·L-1

Tris，20 mmol·L -1 EDTA，100 mmol·L -1 NaCl，0.01 g·
mL-1 PVPP，定容至 500 mL，pH=10）缓冲液涡旋振荡，
12 000 r·min-1室温离心 5 min，离心弃上清，反复 4次
直到缓冲液冲洗过后颜色变淡，使用 PBS缓冲液（1
mol·L-1 Tris-HCl，0.5 mol·L-1 EDTA，5 mol·L-1 NaCl）冲
洗一次以去除腐植酸。将预处理后的土壤样品经过

FastDNA R SPIN Kit for Soil试剂盒提取总 DNA，最后
采用 80 滋L DES洗脱。DNA的纯度和浓度采用 nan原
odrop8000检测，提取的土壤DNA储存在-20益冰箱中。

1.6 功能基因 amoA 的定量
利用 AOB 的特异性引物 amoA1F/amoA2R 和

AOA的特异性引物 Arch-amoA F/Arch-amoA R进行
PCR扩增，PCR产物经过 SanPrep柱式 DNA胶回收
试剂盒纯化后连接在 PUCm-T载体上，导入大肠杆菌
DH-5琢感受态细胞中，蓝白筛挑取阳性克隆制作标
准质粒。AOA 和 AOB 中 amoA 的丰度采用 SYBR
Green I方法测定。反应体系为 20 滋L包括 2伊SGEx原
cel FastSYBR Mixture 10 滋L，正反引物各 0.4 滋L，模板
DNA 0.8 滋L，RNase-Free ddH2O补足至 20 滋L。每个
样品做 3 个平行并设置阴性对照。扩增仪为 ABI
7500 Real-Time PCR System，AOA 扩增程序为 94 益
预变性 5 min；94 益变性 30 s，55 益退火 30 s，72 益延
伸 30 s，30个循环。AOB扩增程序为 94 益预变性 5
min；94益变性 30 s，53益退火 30 s，72益延伸 30 s，30
个循环。AOB标准质粒稀释 6个浓度 1.36伊1010~1.36伊
105 copies·滋L-1（相邻浓度相差 10倍），AOA标准质粒
稀释 8 个浓度 1.27伊1010~1.27伊103 copies·滋L-1（相邻
浓度相差 10 倍）产生标准曲线 r2 分别为 0.980 6、
0.995 8，扩增效率分别为 93%、100%。在 4个温度步
骤之后，设置溶解曲线从 60~95 益，分析用于检测产
物的特异性，单一峰均出现在目的产物 Tm值附近，
产物特异性良好。

2 结果与讨论

2.1 不同 pH值的湿地土壤中氨氧化微生物的活性与
丰度

2.1.1 两种 pH条件下氨氧化微生物的活性
根系分泌物中含有的丰富营养物质不仅能为植

物根际微生物的生长和繁殖提供养分，也会影响土壤

种群类型 pH值 含水率 NO-3/mg·kg-1 NH+4/mg·kg-1

毛苔草植被 4.42依0.02 0.723 8依0.001 0.88依0.01 12.97依0.18
小叶章植被 4.59依0.12 0.731 9依0.020 0.56依0.02 14.78依0.16
小叶章植被 7.18依0.07 0.738 0依0.014 0.86依0.01 10.99依0.02
毛苔草植被 4.76依0.30 0.740 1依0.012 0.59依0.31 17.37依0.13
小叶章植被 4.74依0.03 1.156 8依0.017 0.50依0.01 11.09依0.08
毛苔草植被 4.85依0.06 0.800 6依0.015 0.91依0.04 17.20依0.01
小叶章植被 4.93依0.01 0.745 4依0.003 0.80依0.01 14.53依0.14
小叶章植被 7.67依0.02 0.894 4依0.065 0.67依0.01 22.55依0.01
毛苔草植被 5.01依0.02 0.827 8依0.005 0.42依0.01 24.85依0.32
小叶章植被 4.88依0.02 0.900 1依0.013 0.63依0.02 12.55依0.15

取样日期 取样地点

7月 25日 三江

7月 25日 扎龙

8月 25日 三江

9月 25日 三江

10月 22日 扎龙

10月 24日 三江
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图 1 两种不同类型湿地土壤中氨氧化微生物的活性
Figure 1 The PAO of two different types of wetland soil

微生物的种类和数量[19]。在表层植被均为小叶章的情
况下，中性的扎龙湿地土壤和酸性的三江湿地土壤生

长季与非生长季的 PAO见图 1。
在扎龙湿地中性的土壤中生长季的 PAO渊AOA+AOB冤高于

非生长季，而三江湿地酸性的土壤中非生长季的

PAO渊AOA+AOB冤高于生长季。对比分析两地区的环境因
子，可能与非生长季三江湿地土壤的 pH上升有关。在
两湿地土壤中 AOA和 AOB共同作用下的 PAO均高
于 AOA单独作用下。在 10月末三江湿地中未检测到
PAO渊AOA冤。在生长季三江湿地土壤 PAO渊AOA+AOB冤和 PAO渊AOA冤
较扎龙湿地土壤的低。对环境因子（pH、NO-3、NH+4、含

水率）与 PAO进行 Pearson相关性分析，发现只有 pH
能显著影响 PAO渊AOA冤（r=0.99，P<0.01）。
2.1.2 两种 pH条件下的氨氧化微生物的丰度

从图 2可以看出，生长季三江湿地土壤中 AOB
的丰度明显高于 AOA丰度。而非生长季三江湿地、扎
龙湿地 AOA丰度与 AOB丰度相差不大。两湿地非生

长季 AOA/AOB丰度之比较生长季有所上升。扎龙地
区非生长季氨氧化微生物的丰度较生长季有所下降，

但 AOA/AOB有所上升（从 0.9 到 1.18）。三江湿地
AOA/AOB从生长季 0.08上升到非生长季 1.24。通过
对理化指标、AOA和 AOB的丰度和活性进行 Pearson
相关性分析，得出 AOA的丰度与 PAO渊AOA+AOB冤呈现显
著正相关（r=0.96，P<0.05），结论与Zheng等[18]报道相
同。但 AOA的丰度却与 PAO渊AOA冤 不存在相关性（P>
0.05）。虽然在不同环境中AOA和 AOB的 amoA 数量
可能相差悬殊[1，18，20]，但这并不意味着功能基因的数量
多就一定能够在氨氧化过程中表达基因，进而发挥关

键性作用。AOA的丰度与 PAO渊AOA冤不存在相关性，推
测原因是 1 g·L -1 的 Amp 抑制了部分 AOA 活性。
Santoro等[21]在研究加州中部海域水体时也发现，硝化
速率并未直接与 AOA/AOB的丰度呈现相关关系。土
壤中 NO -3浓度也是影响 AOA 丰度的重要原因（r=
0.954，P<0.05）。
2.2 不同植被下湿地土壤中氨氧化微生物的活性与
丰度

2.2.1 不同植被土壤中氨氧化微生物的活性
对比三江湿地土壤中以毛苔草与小叶章为主要

植被的土壤中 PAO渊AOA+AOB冤（图 3），由生长季向非生长
季过渡的时间内总体 PAO渊AOA+AOB冤呈现先降低后升高再
降低的趋势。在 7月末之前毛苔草土壤的 PAO渊AOA+AOB冤
要高于小叶章土壤，在此之后则相反，可能是受连日

降雨影响[22]，7月末样地积水位明显上升，导致 7月末
两种植被下表层土壤中氨氧化微生物活性大幅降低。

对比图 3、图 4，其中 7月 15日样品中的活性值均高
于之后 4次所测得的值，可能也与样地的涨水以及 7
月末气温降低等因素有关。涨水持续至 9月初，取样

图 2 两种不同类型湿地土壤中氨氧化微生物的丰度
Figure 2 The abundance of AOB and AOA from two different types

of wetland soil

图 3三江湿地毛苔草与小叶章植被下土壤 PAO渊AOA+AOB冤
Figure 3 The PAO渊AOA+AOB冤 of Calamagrostis angustifolia and Carex

lasiocarpa in Sanjiang wetland
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地中毛苔草一直生长在淹水环境，而小叶章生长在远

离淹水区的地带，在 8月末时可能由于小叶章已适应
了浸水的环境，而毛苔草由于涨水被完全浸没其中，

使得小叶章 PAO渊AOA+AOB冤开始上升，甚至高于毛苔草。
结合 5次采样，对抑制 AOB前后活性进行配对

样本 t检验，发现在毛苔草土壤中，抑制 AOB后 PAO
有显著降低（P<0.05）。表明毛苔草土壤中 AOB在氨
氧化过程中发挥重要作用。但是小叶章湿地土壤中抑

制 AOB前后的 PAO值没有显著差异。
在湿地中，硝化作用主要与沉积物[21]、植物根系所

形成的微氧环境以及周围环境[23]有关。植物根系能释
放出低分子量的化合物作为碳源供给微生物生长，同

时也可能与微生物产生竞争作用，竞争氨、尿素、硝酸

盐、氨基酸等[24]。研究表明，湿地植被能影响氨氧化微生
物的活性[25]，而与土样的理化指标无关[26]。但在本实验
中植被的差异对 PAO渊AOA+AOB冤和 PAO渊AOA冤并无显著影响，
表明植被的差异并不会影响到潜在氨氧化活性。

对环境因子（pH、NO-3、NH+4、含水率）与 PAO进行相
关性分析，pH显著影响 PAO渊AOA+AOB冤（r=-0.703，P<0.05）
以及 PAO渊AOA冤（r=-0.865，P<0.01）。
2.2.2 不同植被土壤中氨氧化微生物的丰度

如图 5所示，三江小叶章湿地土壤中 AOA的丰
度呈现先增加后减少趋势，在 8 月末出现最大值。
AOB丰度呈逐渐降低的趋势，在 10月末之前 AOB
丰度均高于 AOA。

如图 6所示，在毛苔草植被土壤下 AOA的丰度
呈现先增加后减少再增加的趋势，在 8月末出现最大
值。在生长季（7月、8月）AOA的丰度均高于 AOB，而
非生长季则相反。

有文献表明在酸性环境中 AOA 的丰度要高于

AOB[27]，而在本文中大多数情况下 AOB的丰度稍高。
但不同植被下 AOA和 AOB的丰度没有显著差异，未
发现影响氨氧化微生物丰度的环境因子。有研究表明

在高 NH+4浓度情况下 AOB较 AOA在氨氧化过程中
更占主导位置[28]，毛苔草植被的土壤 NH+4浓度高于小

叶章植被，这也可能是在毛苔草植被土壤中 AOB发
挥重要作用的原因，但 NH+4浓度与 AOB的丰度之间
并无显著的相关关系。

3 结论

（1）pH值极显著地影响 AOA的 PAO（r=0.99，P<
0.01）。AOA的丰度与 PAO渊AOA+AOB冤呈现显著正相关（r=
0.96，P<0.05），而与 PAO渊AOA冤不存在相关性。
（2）在毛苔草湿地土壤中，抑制 AOB 后 PAO 显

著降低（P<0.05），毛苔草湿地土壤中 AOB 在氨氧化
过程中发挥重要作用。

（3）不同植被土壤中氨氧化微生物的 PAO渊AOA+AOB冤、
PAO渊AOA冤以及 AOA与 AOB丰度值并无显著差异。

图 4 三江湿地毛苔草与小叶章植被下土壤 PAO渊AOA冤
Figure 4 The PAO渊AOA冤 of Calamagrostis angustifolia and Carex

lasiocarpa in Sanjiang wetland

图 5 三江小叶章植被土壤中氨氧化微生物丰度
Figure 5 The abundance of AOB and AOA of Carex lasiocarpa

in Sanjiang wetland

图 6 三江毛苔草植被土壤中氨氧化微生物丰度
Figure 6 The abundance of AOB and AOA of Calamagrostis

angustifolial in Sanjiang wetland
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