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摘要:厌氧氨氧化( anaerobic ammonium oxidation，anammox) 在海洋氮素循环中起了重要作用，而有关天然淡水生态系统中 anammox的研究报道
并不多．本研究采用 16S rRNA基因克隆文库技术首次考察了西湖淡水底泥中 anammox 菌的分布与种群多样性水平． 16S rRNA 系统发育分析
表明，西湖底泥中的 anammox 菌种群多样性水平较高，明显高于目前已报道的大部分自然生态系统，检测结果发现 Brocadia，Kuenenia，
Scalindua三个属的 anammox菌共存于西湖底泥中．此外，本研究在西湖底泥中还发现了两个新的 anammox 菌序列群，其与目前已知 anammox
菌的序列相似度都较低( 分别仅为 92． 9% ～93． 3%和 91． 6% ～ 92． 7% ) ． 与海洋底泥不同( 海洋底泥中 Scalindua 属的 anammox 菌占主导地
位) ，西湖淡水底泥中 Kuenenia属的 anammox菌明显占优．
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Abstract: Anaerobic ammonium oxidation ( anammox ) plays a very important role in the marine nitrogen cycle． But reports on the distribution of
anammox bacteria in natural freshwater ecosystems are few． We firstly investigated the distribution and diversity of anammox bacteria in the sediment of
West Lake by constructing 16S rRNA gene colony libraries． Phylogenetic analysis of 16S rRNA genes showed that the sequences of Brocadia，Kuenenia
and Scalindua could be simultaneously detected in the West Lake sediment，which showed a much higher diversity of anammox bacteria than most reported
natural ecosystems． Furthermore，two new anammox bacterial clusters which only showed 92． 9% ～ 93． 3% and 91． 6% ～ 92． 7% sequence identity to
described anammox bacteria were found in the West Lake sediments． The higher anammox bacterial diversity found in the sediment indicated a large
variety of suitable ecological niches are provided for different anammox bacteria in West Lake freshwater ecosystems． As opposed to marine sediments
where Scalindua bacteria dominated anammox guilds，Kuenenia organisms appeared to be the most common species in West Lake sediment．
Keywords: anaerobic ammonium oxidation bacteria; freshwater sediment; distribution; diversity; West Lake sediment

1 引言( Introduction)

在严格的缺氧条件下，以亚硝酸盐作为氧化剂

将氨氧化成氮气的生物反应称为厌氧氨氧化

( anaerobic ammonium oxidation，anammox ) ( Zheng
et al．，2004) ． Anammox 最初发现于人工脱氮系统
( Mulder et al．，1995) ，最近在许多天然生态系统中

也不断检测到 anammox 反应，并被证实具有重要作
用． Kuenen( Kuenen，2008) 认为在海洋氮素循环中，
anammox的贡献率达 50%以上，其他大量研究者报
道了不同区域环境中不同程度的 anammox 贡献率，
其范围为 30% ～70% ( Arrigo et al．，2005; Engstrm
et al．，2009; Trimmer and Nicholls，2009) ．此外，另
有研究者在某些海洋水体的低氧区中只检测出了
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anammox活性( 反硝化活性无法被检出) ，并认为
anammox是去除这些水体环境中无机氮的唯一生物
途径( Kuypers et al．，2005; Thamdrup et al．，2006;
Lam et al．，2009 ) ． 参与 anammox 反应的微生物是
anammox菌，anammox 菌是一群分支很深的浮霉状
菌，目前已描述的 anammox 菌有 5 个属 8 个种:
Candidatus Brocadia ( Candidatus Brocadia anammoxidans
( Strous et al．，1999) ，Candidatus Brocadia fulgida ( Kartal
et al．， 2008 ) ) ; Candidatus Kuenenia ( Candidatus
Kuenenia stuttgartiensis ( Schmid et al．， 2000 ) ) ;
Candidatus Scalindua ( Candidatus Scalindua brodae
( Schmid et al．，2003 ) ，Candidatus Scalindua wagneri
( Schmid et al．，2003 ) ，Candidatus Scalindua sorokinii
( Kuypers et al．，2003 ) ) ; Candidatus Anammoxoglobus
propionicus ( Kartal et al．，2007 ) 及 Candidatus Jettenia
asiatica( Quan et al．，2008) ．

Anammox菌在海洋生态系统中广泛分布，大量
分布于海洋底泥 ( Risgaard-Petersen et al．，2004;
Penton et al．，2006; Schmid et al．，2007 ) 、海洋水
体的低氧区 ( Hamersley et al．，2007; Woebken
et al．，2007; Lam et al．，2009 ) 以及河口环境( Tal
et al．，2005; Rich et al．，2008; Dale et al．，2009) ．
海洋环境中检测到的 anammox 菌种群结构较为单
一，基本属于 Scalindua属．这是因为 Scalindua 属的
anammox 菌具有较强的耐盐能力，而 Brocadia 和
Kuenenia 属的 anammox 菌为淡水 anammox 菌种
( Jetten et al．，2003; Kartal et al．，2006) ，对盐度较
为敏感，不适宜生存于海洋环境． Dale 等( 2009 ) 的
研究结果却发现，在开普菲尔河口( Cape Fear River
Estuary) anammox菌的分布呈现出了种群多样性，包
括 Brocadia，Kuenenia，Jettenia 和 Scalindua 4 个属
的 anammox菌可同时被检测到． Amano 等( 2007) 在
淀川河口 ( Yodo Estuary ) 处同样检测出了几种
anammox 菌的共存，包括 Brocadia，Kuenenia 和
Scalindua属的 anammox菌．出现这种结果的原因推
测是由于河口是海陆作用最为剧烈、生态结构最为
复杂的区域之一，可营造适合不同种类 anammox 菌
生存的微环境．

从发生 anammox 反应的条件看，淡水底泥具有
缺氧和厌氧层、有氧和缺氧界面，是发生 anammox
反应的良好生境． 此外，淡水底泥中有机质的分解
会释放出 NH +

4 ，硝化和反硝化过程又可产生中间产

物 NO －
2 ，为 anammox 菌提供了有利的生存条件． 然

而目前只有为数不多的研究报道了淡水底泥中

anammox菌的分布． Schubert 等( 2006 ) 首次证明了
天然淡水生态系统中 anammox 菌的分布，他们利用
同位素试验测得热带淡水坦噶尼喀湖 ( Lake
Tanganyika) 水体中 anammox 菌的最大活性( 以 N2

计) 为 10 nmol·h －1，anammox 在该区域氮循环中的
贡献率达 13%，其活性和贡献率值并不亚于海洋生
境中发生的 anammox 反应． 此外，Penton 等( 2006 )
和 Zhang等( 2007) 分别在美国的温特格林湖( Lake
Wintergreen) 和中国江苏的新沂河淡水底泥中检测
到了 anammox 菌的分布．迄今为止已检测到的淡水
生态系统中分布的 anammox 菌种群结构较为单一，
以 Scalindua属居多，而在新沂河底泥中则只发现了
Candidatus Brocadia anammoxidans 的分布 ( Zhang
et al．，2007) ．已有的研究表明，anammox 在淡水生
态系统的氮素循环过程中也起了不容忽视的作用．
杭州西湖位于杭州市西部，面积 5． 6 km2 ( 包括

湖中岛屿为 6． 3 km2 ) ，湖岸周长 15 km．西湖平均水
深 1． 5 m，最深处在 2． 8 m左右，最浅处不到 1 m．湖
南北长 3． 3 km，东西宽 2． 8 km，是一个小型城市淡
水湖泊．从 20 世纪 50 年代以来，西湖一直面临着富
营养化及生态系统退化等严峻的问题． 为进一步了
解西湖淡水生态系统中生物的氮素转化过程，本研

究对西湖底泥进行原位采样分析，通过构建

anammox菌 16s rRNA基因克隆文库，首次检测了西
湖底泥样品中分布的 anammox 菌，并对西湖底泥中
的 anammox菌种群多样性水平进行了评价．

2 材料与方法( Materials and methods)

2． 1 底泥样品
本研究样品取自西湖底泥，采用抓斗式采泥器

采集表层底泥．底泥样品在分析之前，放入 － 80 ℃
冰箱冻存．有关西湖底泥的基本理化特性见表 1．

表 1 西湖底泥样品的基本理化特性
Table 1 The basic physical and chemical parameters of sediments from West Lake

样品 pH
有机质含量
/ ( mg·kg －1 )

TN
/ ( mg·kg －1 )

TP
/ ( mg·kg －1 )

含水率

西湖底泥( XH) 7． 29 35． 7 8800 720 85%
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2． 2 DNA抽提与 PCR扩增
用 Power Soil DNA Kit ( Mo Bio Laboratories，

Carlsbad，CA) 对西湖底泥样品进行总细菌基因组
DNA抽提，操作步骤按其说明书进行． DNA 抽提结
果用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测．
采用巢式 PCR 对底泥样品 DNA 进行扩增，即

首先采用浮霉状菌通用引物( Pla46f) 与细菌通用引
物( 630r) 所构成的引物对( Pla46f-630r) 进行首轮
PCR 扩增，随后再用 anammox 菌的特异性引物
( Amx368f和 Amx820r) 对 Pla46f-630r 的扩增产物
进行二次 PCR． 本试验所用引物信息如表 2 所示．

PCR反应体系为( 总体积 25 μL) : 2． 0 μL dNTP( 脱
氧核糖核酸，2． 5 mmol·L －1 ) ，2． 5 μL 10 × PCR
buffer( 含 15 mmol·L －1的镁离子) ，1μL 上游引物
( 10 mmol·L －1 ) ，1μL 下游引物( 10 mmol·L －1 ) ，1
μL DNA模板( 1 ～ 10 ng) ，0． 2 μL rTaq 聚合酶，17． 3
μL DEPC 处理水( Rnase Free dH2 O) ． PCR 反应条
件: 95 ℃预变性 3 min; 95 ℃变性 1 min，56 ℃ ( 首轮
PCR扩增) /52 ℃ ( 次轮 PCR 扩增) 退火 1 min，72
℃延伸 1 min，30 个循环; 72 ℃延伸 10 min． PCR 产
物用 1%的琼脂糖凝胶电泳进行检测．

表 2 试验所用 PCR引物
Table 2 Primers used in this study

引物名称 引物序列( 5'→3') 目标菌群 位点( 大肠杆菌位点) 参考文献

Pla46f GGATTAGGCATGCAAGTC 浮霉状菌 46 ～ 63 Neef et al．，1998

630r CAKAAAGGAGGTGATCC 所有细菌 1529 ～ 1545 Juretschko et al．，1998

Amx368f TTCGCAATGCCCGAAAGG 所有 anammox 菌 368 ～ 385 Schmid et al．，2003

Amx820r AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC Brocadia /Kuenenia 820 ～ 841 Schmid et al．，2000

2． 3 克隆与测序
将含有目标条带的 PCR 产物连接到 PMD19-T

载体( TaKaRa，日本) ，按试剂盒操作说明进行连接
转化．用菌液 PCR( 1 μL菌液作为模板，反应体系和
反应条件参照 2． 2 部分) 验证阳性克隆．阳性克隆
委托上海英俊生物技术有限公司完成测序． 本研究
所 得 序 列 在 NCBI 中 的 基 因 登 录 号 为
HQ540360-HQ540389．
2． 4 16S rRNA系统发育分析
用 MEGA 软件对序列进行编辑，用 BLAST 在

GenBank中搜索相似序列，对这些序列进行多重序
列对齐，最后采用 MEGA 4． 0 的邻接 ( Neighbor-
Joining) 法构建系统发育树，采用 p-dianstance 计算，
Bootstrap分析为 1000 个样本．

3 结果( Results)

3． 1 西湖底泥 anammox 菌的分布与种群多样性
水平

通过巢式 PCR 成功在西湖底泥样品中扩增出
了 anammox 菌的特异性条带，首次证明了在西湖底
泥中有 anammox 菌的分布．为进一步了解西湖底泥
中 anammox菌的种群结构与多样性水平，将 PCR产
物进行克隆测序，对 37 条有效序列处理后与已知的
anammox菌的 16S rRNA 序列共同构建系统发育树
( 图 1) ．

从系统发育树中可以看出，与海洋底泥不同

( 海洋底泥通常只分布有 Scalindua 属的 anammox
菌) ，西湖淡水底泥样品中检测到的 anammox 菌种
群多样性水平较高，同时包含了 Kuenenia，Brocadia
和 Scalindua三种属的 anammox菌．系统发育树中共
形成了 6 个独立的序列群，各序列群中的序列与亲
缘关系最近的 anammox 菌的序列相似度见表 3． 由
图 1 和表 3 可以发现，西湖底泥样品中含有纳入
Kuenenia 属的 anammox 菌序列群，即 Kuenenia
cluster． 此序列群中的序列与 Candidatus Kuenenia
stuttgartiensis的相似度较高，为 98． 5% ～ 99． 2% ．此
外，系统发育树中还包含了与 Candidatus Kuenenia
stuttgartiensis具有较远亲缘关系的两条单序列，XH-
5和 XH-27，两者与 Candidatus Kuenenia stuttgartiensis
的序列相似度分别仅为 95． 2%和 96． 0% ． Brocadia
属共包含了两个与 Candidatus Brocadia fulgida 亲缘
关系相近的独立的 anammox 菌序列群，其中
Brocadia clusterⅠ中的序列与 Candidatus Brocadia
fulgida的序列相似度较高，为 97． 3% ～ 97． 9%，而
Brocadia cluster Ⅱ的序列与 Candidatus Brocadia
fulgida 的序列相似度相对较低，为 96． 0% ～
97. 1% ． Scalindua 属则仅包含了两条相同的序列
( XH-6 和 XH-7) ，其与 Candidatus Scalindua brodae
的亲缘关系最近，但序列相似度仅为 95． 8% ． 这两
条序列而与经富集培养后的海洋 anammox菌序列相
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似度最大，为 99% ( EU142947 ) ( van de Vossenberg et al．，2008) ．

图 1 西湖底泥中检测到的 anammox菌与已知 anammox菌的 16S rRNA系统发育树
Fig． 1 Phylogenetic tree showed the relationships of anammox bacteria-related 16S rRNA gene fragments in the clone libraries of samples from West

Lake sediment to known anammox bacteria

此外，在所构建的系统发育树中还形成了两个

新的 anammox菌序列群，它们与已知 anammox 菌的
亲缘关系都较远，分别记为 New clusterⅠ和 New
clusterⅡ． 这两个序列群与 Candidatus Jettenia

asiatica有较远的亲缘关系，其中 New clusterⅠ的序
列与 Candidatus Jettenia asiatica 的序列相似度为
92． 9% ～93． 3% ． New clusterⅡ的序列与 Candidatus
Jettenia asiatica 的序列相似度更低，仅为 91． 6% ～

2161
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92． 7% ．由于这两个 anammox 菌序列群与目前已知
anammox菌的序列相似度都较低( ＜ 94． 0% ) ，因而
认为它们可能分属于新的 anammox 属． 不过，这两
个新的 anammox 属的生理生化特性以及是否具有
anammox活性还有待进一步的研究证实．

表 3 各 anammox菌序列群中的序列与已知 anammox菌的序列相

似度表

Table 3 Sequence identity of different anammox clusters to known

anammox bacteria

Anammox
菌序列群

亲缘关系最近的
anammox菌种类

相似度

Kuenenia cluster Candidatus Kuenenia stuttgartiensis 98． 5% ～99． 2%
Brocadia clusterⅠ Candidatus Brocadia fulgida 97． 3% ～97． 9%
Brocadia clusterⅡ Candidatus Brocadia fulgida 96． 0% ～97． 1%
Scalindua cluster Candidatus Scalindua brodae 95． 8%
New clusterⅠ Candidatus Jettenia asiatica 92． 9% ～93． 3%
New clusterⅡ Candidatus Jettenia asiatica 91． 6% ～92． 7%

3． 2 西湖底泥 anammox菌的优势菌种
由图 2 可知，与目前已报道的海洋和淡水生态

系统中 anammox菌的分布情况不同( Scalindua 属的
anammox菌在海洋和已报道的淡水生态系统中占优
势地位) ，西湖淡水底泥中 Kuenenia 属的 anammox
菌明显占优，该属的 anammox 菌序列占序列总数的
54． 1%，其次为 Brocadia 属的 anammox 菌，序列所
占比例为 24． 3% ( Brocadia clusterⅠ和 Brocadia
clusterⅡ分别占了 16． 2%和 8． 1% ) ，而 Scalindua属
的 anammox 菌仅占序列总数的 5． 4% ． 由于
Kuenenia属的 anammox 菌在西湖底泥中广泛分布，
推测 Kuenenia 属的 anammox 菌在西湖淡水生态系
统的氮素循环中起着重要作用．

图 2 西湖底泥中不同种类 anammox菌的丰度
Fig． 2 Abundance of different anammox bacteria in West Lake

sediment

4 讨论( Discussion)

本研究采用 16s rRNA 基因克隆文库技术成功

在西湖淡水底泥中检测出了 anammox 菌，证实了西
湖底泥中存在 anammox菌． 16S rRNA系统发育分析
表明，西湖底泥中的 anammox 菌种群多样性水平较
高，检测结果发现 Brocadia，Kuenenia，Scalindua三个
属的 anammox菌共存于西湖底泥中，此外，还发现
了两个新的 anammox 菌序列群，其与目前已知
anammox菌的序列相似度都较低( 分别仅为 92． 9%
～93． 3%和 91． 6% ～ 92． 7% ) ． Penton 等( 2006 ) 在
温特格林淡水湖的底泥中只检测到了 Scalindua 属
的 anammox 菌，anammox 菌的种群分布较为单一．
另一篇有关淡水底泥 anammox 菌的分布报道中，
Zhang等( 2007) 在新沂河底泥中也只检测出了单种
anammox 菌，Candidatus Brocadia anammoxidans． 从
这两个研究报道中可以发现，与海洋底泥类似，淡

水底泥中存在的 anammox 菌的种群多样性水平也
较低，一般只存在单种属的 anammox 菌，这是由于
不同种类的 anammox 菌所需的环境条件( 生态位)
不同，在同一生态环境中往往只分布有单种属的

anammox菌( Humbert et al．，2010 ) ． 而从本研究的
检测结果表明，西湖淡水底泥中同时存在多种

anammox菌，种群类型较为丰富，种群多样性水平明
显高于大多数已报道的海洋生态系统和淡水生态

系统，而与 anammox 菌种群多样性水平较高的河口
环境相当( Amano et al．，2007; Dale et al．，2009) ．
构建 anammox菌 16S rRNA基因克隆文库是目

前评价自然生境中 anammox 菌种群多样性水平的
重要手段之一． 但值得注意的是，不同自然生态系
统中所发现的 anammox 菌种群多样性水平与构建
克隆文库时所采用的引物密切相关． 先前较多的研
究者采用了浮霉状菌的特异性引物( 如 pla46f) 结合
细菌的通用引物( 如 630r ) 直接进行环境样品中
anammox 菌序列的扩增 ( Schubert et al．，2006;
Penton et al．，2007; Schmid et al．，2007 ) ． 此方法
虽可获得几乎全长的 anammox 菌 16S rRNA 基因序
列，但阳性克隆率低，所检测到的 anammox 菌基本
属于 Scaliudua属．究其原因可能是由于此类方法未
采用 anammox 菌的特异性引物，缺乏针对 anammox
菌的特异性，只能检测出丰度相对较高的 anammox
菌． Scaliudua属的耐盐能力较强，其在海洋中的丰
度相对较高，故海洋环境中通常只有此类 anammox
菌被检出．本研究采用的巢式 PCR不仅阳性克隆率
高( 95%以上) ，而且在西湖底泥中检测出了多种
anammox 菌的共存． Amano 等 ( 2007 ) 和 Dale 等
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( 2009) 同样采用巢式 PCR 在两处河口环境中检测
出了多种 anammox菌．由于巢式 PCR的次轮扩增时
都采用了 anammox 菌的特异性引物，针对 anammox
菌的特异性增强，其可以扩增出不同种类的

anammox菌序列( 尽管不同种类 anammox 菌的丰度
不同) ．本研究中的巢式 PCR 能更好的反映自然生
态系统中 anammox 菌的种群多样性水平． 此外，不
同自然生态系统中 anammox 菌的种群多样性水平
还与自然环境中实际的生态环境息息相关． 大量研
究已证实，Scalindua属的 anammox 菌广泛分布于海
洋和淡水环境． Kuenenia 和 Brocadia 属的 anammox
菌属于淡水菌种( Jetten et al．，2003; Kartal et al．，
2006) ，比较适宜生存于淡水环境． 而西湖底泥的淡
水环境为这两种属的 anammox 菌提供了较为适宜
的环境条件，因而这两种属的 anammox 菌可被检
出． Dale等( 2009) 在考察开普菲尔河口 anammox 菌
的分 布 时 也 发 现，Kuenenia 和 Brocadia 属 的
anammox菌的分布于仅限于低盐度的生态环境中．
从 anammox菌的检测结果还可以发现，西湖淡

水底泥中 Kuenenia属的 anammox 菌明显占优，其次
是 Brocadia属的 anammox 菌． 正如上述，这可能与
Kuenenia和 Brocadia 属的 anammox 菌为淡水菌种
( Jetten et al．，2003; Kartal et al．，2006) ，比较适合
生存于淡水环境有关． Humbert 等( 2010 ) 也在多处
土壤生态系统中发现优势的 anammox菌为 Kuenenia
和 Brocadia属．结合本研究的检测结果可以认为，除
Scalindua 属的 anammox 菌外，Kuenenia 和 Brocadia
属的 anammox 菌在自然界也广泛分布，并可能在全
球氮素循环中同样起着重要作用．

5 结论( Conclusions)

1) 通过巢式 PCR 成功在所试西湖淡水底泥样
品中检测出了 anammox 菌序列，首次证明了西湖淡
水底泥中存在 anammox 菌，为西湖淡水生态系统氮
素循环增添了新的内容，也为 anammox 菌在自然环
境中的广泛性分布提供了有力证据．

2) 16s rRNA系统发育分析表明，西湖淡水底泥
中存在多种属 anammox 菌，同时包含了 Brocadia，
Kuenenia和 Scalindua三种属的 anammox 菌，以及两
个与目前已知 anammox 菌亲缘关系较远的序列群，
anammox菌的种群多样性水平较高，明显高于目前
已报道的大部分天然生态系统．

3) 被检样品中不同种属 anammox 菌的分布情

况表明，与目前被广泛研究的海洋底泥不同，西湖

淡水底泥中 Kuenenia属的 anammox菌明显占优．
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