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研究* 
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摘 要：全球 30%以上陆地面积是酸性土壤（pH<5.5），而酸性土壤中氨氧化微生物群落特征研究是破译其硝化过程

微生物学机理的基础。尤其随着完全硝化微生物（Complete ammonia oxidizer，comammox）的发现，亟需重新认知酸

性土壤中氨氧化微生物类群。以酸性马尾松林为研究对象，综合利用荧光定量 PCR（qPCR）、凝胶电泳半定量和宏基

因组测序等技术研究土壤中氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea，AOA）、氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria，

AOB）和 Comammox 的相对丰度以及群落组成特征。研究发现 AOA 和 AOB amoA 基因丰度分别为 2.61×106 copies·g–1

和 1.45×106 copies·g–1；而 comammox amoA 基因 qPCR 结果存在显著的非特异性扩增，导致其丰度被高估，而经凝胶

电泳半定量矫正后，约为（1.38～1.47）×106 copies·g–1，该结果和土壤宏基因测序揭示的 comammox 相对丰度基本吻

合。此外，宏基因组分析发现经典嗜酸 group 1.1a-associated 仅占 AOA 总类群的 12%，而 group 1.1b 则占 88%，尽管

目前仍未有嗜酸 group 1.1b AOA 纯菌株的报道。AOB 主要类群为 Nitrosospira（约 64%），而 Nitrosomonas 约占 36%。

Comammox 主要类群为 clade B（约 64%），而 clade A 仅占 36%且均隶属于 clade A.1 亚枝，这暗示 clade B 与已报道的

嗜中性 comammox clade A 纯菌株有极大的生理代谢差异。总之，本研究提供了综合利用 qPCR、半定量和宏基因组分

析土壤氨氧化微生物群落的策略，并建议优化 comammox 的 qPCR 引物，同时本研究系统分析了酸性马尾松林土壤中

氨氧化微生物的相对丰度和群落组成特征。 

关键词：酸性森林土壤；氨氧化微生物；comammox；amoA 基因；宏基因组学 
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Abstract: 【Objective】 The acidic forest soils are characterized by low pH and depletion of NH3 substrate, which are 

considered to be the major factors shaping ammonia-oxidizing communities (AOA, AOB and comammox) in soils. However, 

so far little is known about the relationship between absolute and relative numbers of the three kinds of ammonia oxidizers in 

acidic forest soils, especially due to the absence of reliable real-time quantitative PCR (qPCR) primers for the newly identified 

comammox Nitrospira. Here this study aims to develop a strategy to determine abundance of comammox Nitrospira, and to 

investigate community structures of AOA, AOB and comammox in the acidic forest soils. 【Method】 Absolute abundances of 

amoA genes of AOA, AOB and comammox in soils were measured with the aid of qPCR. However, Ntsp-amoA-162F/359R 

and comaB-244F/659R, the two primers for comammox amoA genes would trigger significant non-specific amplification, and 

hence overestimation of the abundance of comammox. Therefore, qPCR data of comammox amoA genes needs to be calibrated 

with the semi-quantitative method based on agarose gel electrophoresis of the qPCR products, and by the metagenomic 

sequencing of the total soil DNA. Furthermore, community compositions of AOA, AOB and comammox in the acidic forest 

soils were also characterized with the aid of metagenomic sequencing. 【Result】The qPCR demonstrate that the amoA genes 

of AOA and AOB were 2.61×106 and 1.45×106 copies·g-1, respectively in abundance, while the qPCR of comammox amoA 

gene exhibits significant non-specific amplification, and the calibrated data show that comammox amoA gene, was about 

1.38×106–1.47×106 copies·g–1 in abundance. Furthermore, Group 1.1b was the predominant one, accounting for ~88.07% of 

AOA, while the classical 1.1a-associated acidophilic group accounted only for ~11.93%. Of AOB, Nitrosospira was the major 

group, accounting for ~63.96%, while Nitrosomonas made up ~36.04% of the total AOB gene sequence. Clade B was the 

major group, accounting for ~63.39% of the comammox, while Clade A accounted only for ~36.61% of total comammox amoA 

gene sequence and exclusively fell into Sub-clade A.1. 【Conclusion】 In this study, a strategy for determining the absolute 

abundance of comammox amoA genes in soil was developed based on comprehensive utilization of the techniques of qPCR, 

semi-quantitation and metagenomic analysis. In the acidic forest soils studied the ratio of comammox to AOA and AOB in 

amoA gene abundance is found to be ~0.55 and ~0.98, respectively. Group 1.1b, Nitrosospira and Clade B is the major group 

of AOA, AOB and comammox, respectively, in the soils, and the potential molecular mechanisms underpinning the adaption of 

these ammonia oxidizers to the environments low in pH and short of NH3 substrates warrant further physio-biochemical 

studies of pure cultures. 

Key words: Acidic forest soil; Ammonia-oxidizing microorganisms; Comammox; amoA gene; Metagenomics 

硝化作用被认为是全球氮循环的关键步骤，是

由微生物驱动通过亚硝酸根，将氨氧化成硝酸根的

过程[1]。而氮素作为森林生态系统中主要的限制性

营养元素[2]，其硝化作用产生的硝酸盐更易通过淋

溶作用导致氮素流失和地下水污染等，此外硝酸根

还可通过反硝化作用产生重要的温室气体氧化亚氮

（N2O）。自 1892 年 Winogradsky[3]发现氨氧化细菌

（Ammonia-oxidizing bacteria，AOB）以来，人们一

直认为硝化过程由两类微生物接力完成，分别为

AOB 催 化 的 氨 氧 化 过 程 和 亚 硝 酸 盐 氧 化 细 菌

（Nitrite-oxidizing bacteria，NOB）催化的亚硝酸氧

化过程，其中氨氧化过程被认为是硝化作用的限速

步骤[4]。2005 年，美国科学家 David A. Stahl 团队[5]

从 海 洋 中 分 离 出 第 一 株 氨 氧 化 古 菌 （ Ammonia- 
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oxidizing archaea，AOA），证明除细菌外，古菌也

能够催化地球上的氨氧化过程。2015 年，Daims[6]

和 van Kessel[7]等均发现了具有氨氧化活性的硝化

螺旋细菌（Nitrospira），并证明其可将 4NH 氧化成

3NO ，称为完全硝化微生物（Complete ammonia 

oxidizer，comammox）。Comammox 的发现打破了

上百年来人们认为硝化过程必须由两类微生物接力

完成的传统观念，使人们再次认识到硝化微生物的

物种多样性和生理代谢机制的复杂。 

酸性 pH 和低氨分子浓度是森林土壤的两个

重 要 特 征 。 一 般 认 为 酸 性 pH 选 择 了 严 格 嗜 酸

group 1.1a-associated AOA 类群 [8-10]，且 DNA-SIP

（稳定性同位素示踪）实验证明该类 AOA 主导了

森 林 土 壤 氨 氧 化 过 程 [11] 。 但 也 有 一 些 研 究 发 现

group 1.1b AOA 可存在于酸性土壤 [1， 12]，且能主

导某些酸性农田土壤氨氧化过程 [13]，以及 group 

1.1b AOA 在酸性森林土壤中也广泛存在，且在转

录组水平发挥了较高的活性 [14-15]。尽管关于 AOB

适应酸性 pH 及其相对应的低 NH3 环境的机制目

前 多 为 推 测 [16-17] ， 但 不 少 森 林 土 壤 中 确 实 存 在

β-proteobacterium（β-变 形 菌 门 ） 中 Nitrosospira

（亚硝化螺旋菌）属 AOB，而 Nitrosomonas（亚硝

化单胞菌）AOB 较少检测到 [18-20]。最近日本科学

家又从 pH 3.0 左右的酸性茶园土壤中分离到耐酸

γ-proteobacterium（γ-变形菌门）AOB 菌株 [21]，然

而 森 林 土 壤 中 是 否 存 在 耐 酸 γ-proteobacterium 

AOB 仍不清楚。此外最近备受关注的 comammox，

其在森林土壤中生理生态的研究也刚刚起步，而

已报道的 comammox amoA 基因 PCR 引物易产生

非 特 异 性 扩 增 ， 可 能 导 致 其 基 于 实 时 荧 光 定 量

PCR（qPCR）的丰度被严重高估 [22]。土壤总 DNA

宏基因组测序由于不受 PCR 引物偏好性等限制，

因此在土壤氨氧化微生物 amoA 基因相对丰度和

群落组成的研究中更具优势。  

马尾松林（Pinus massoniana）是我国南方广泛

分布的主要人工林之一，具有高经济价值、耐干旱

贫瘠等特点[23]，其土壤为典型的酸性森林土壤。本

文以浙江省建德市人工马尾松林土壤为研究对象，

综合利用 qPCR、凝胶电泳半定量和土壤总 DNA 宏

基因组测序等手段，研究酸性森林土壤中 AOA、

AOB 和 comammox 三种氨氧化微生物的丰度和群

落组成等，以期加深对酸性森林生态系统中氨氧化

微生物潜在生理生态学特征的认识。 

1  材料与方法  

1.1  供试材料 

土壤样品于 2017 年 4 月采自浙江省建德市人工

马尾松林（119°28′E，29°48′N），该地区属亚热带海

洋型季风气候，海拔约 200 m，年均气温 17.4 ℃，

年均降水 1 600 mm。土壤类型为凝灰岩发挥的红

壤，选择 3 个林龄均为 55 年的马尾松林（间隔约

2 000 m），分别标记为 M1、M2 和 M3。五点法采

集 0～20 cm 土壤，每个马尾松林采集 3 个样品，样

品分成两份，一份保存于–20 ℃用于提取土壤总

DNA，另一份 4 ℃保存用于土壤理化性质测定。 

1.2  土壤理化性质测定 

土壤含水量采用烘干法。pH 采用电位法测量，

水土比为 5︰1。有机碳含量通过浓硫酸-重铬酸钾法

测定。全氮和碱解氮的含量分别采用半微量凯氏定

氮法和碱解扩散法。有效磷测定采用 0.05 mol·L–1 

HCl 和 0.025 mol·L–1（1/2H2SO4）浸提—钼锑抗比

色法。速效钾测定采用乙酸铵浸提—火焰光度法。

经测定三个森林土壤 pH 为 3.88～4.16，含水量

173.1～203.4 g·kg–1，有机碳 14.01～16.62 g·kg–1，

全 氮 0.76 ～ 1.02 g·kg–1 ， 碱 解 氮 123.24 ～

142.81 mg·kg–1，有效磷 6.34～10.49 mg·kg–1，速效

钾 56.12～60.15 mg·kg–1。 

1.3  土壤 DNA 提取 

土壤微生物总 DNA 提取采用 Fast DNA Spin kit 

for soil 试剂盒（MP Biomedicals，美国）。根据试剂

盒 操 作 说 明 提 取 土 壤 微 生 物 总 DNA ， 并 使 用

Nanodrop ND-1000 超微量分光光度计（NanoDrop 

Technologies，Wilmington，DE，美国）和 1%的凝胶

电泳检测 DNA 浓度和质量，将 DNA 于–20 ℃保藏。 

1.4  实时荧光定量 PCR 和凝胶电泳半定量分析 

利用美国伯乐公司 CFX96 实时荧光定量 PCR

仪（Bio-Rad Laboratories，Hercules，美国）对人工

马尾松林土壤中 AOA、AOB 和 comammox 的 amoA

基因进行定量分析。反应体系为 20 μL：10 μL SYBR 

Premix Ex Taq （ TaKaRa ， 日 本 ）， 上 下 游 引 物

0.5 μmol·L–1，2 μL（约 1～10 ng）模板 DNA，补充

6 μL 双蒸水。qPCR 引物和反应条件见表 1[22，24-26]。

本实验每个样品设置三个重复，每个重复包含三个

测试平行。将含有 AOA、AOB 和 comammox amoA 
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基因的单克隆质粒 DNA 梯度稀释成 101～109 的标

准浓度作为 qPCR 标准曲线。通过琼脂糖凝胶电泳

检查荧光定量 PCR 扩增产物的特异性。 

本 实 验 和 已 报 道 研 究 [27] 均 发 现 目 前 已 知 的

comammox 的 amoA 基因 PCR 引物易导致非特异性

扩增，致使 amoA 基因丰度高估。因此利用凝胶电

泳半定量法对 qPCR 结果进行数值初步矫正。即通

过 1.2%凝胶电泳和 Bio-Rad 公司的 Quantity one 

v4.6.6 软件检测待测样品 qPCR 产生的目标条带和

非目标的相对灰度值，从而计算目标条带占泳道中

总灰度值的百分比，进而用该百分比乘以 qPCR 检

测结果，即得到样品中 comammox 的 amoA 基因实

际拷贝数。同时我们将进一步用宏基因组中 AOA、

AOB 和 comammox 三种 amoA 基因相对丰度，以及

AOA 和 AOB 的 amoA 基因的 qPCR 结果，进一步

进行计算验证（见 1.5）。 

表 1  定量 PCR 扩增引物及反应条件 

Table 1  Quantitative PCR amplification primers and their reaction conditions 

目标基因  

Target gene 

引物名称  

Primer name 

引物序列 

Primer sequences

（5’-3’） 

片段长度

Length of 

amplicons

定量 PCR 反应程序 

Thermal profile for qPCR 

参考文献

Reference

Arch-amoAF
STA ATG GTC TGG 

CTT AGA CG 

氨氧化古菌 

 amoA 

AOA amoA 

Arch-amoAR
GCG GCC ATC CAT 

CTG TAT GT 

639 bp 

95 ℃预变性 3 min，38 个循环（95 ℃变性 10 s，

55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，在 83 ℃下读板）；

溶解曲线：在 65～95 ℃，每增加 0.5 ℃，保持 5 s

读取荧光值 

[24] 

amoA1F 
GGG GTT TCT ACT 

GGT GGT 

氨氧化细菌  

amoA 

AOB amoA 

amoA2R 
CCC CTC KGS AAA 

GCC TTC TTC 

491 bp 

95 ℃预变性 3 min，38 个循环（95 ℃变性 10 s，

55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，在 83 ℃下读板）；

溶解曲线：在 65～95 ℃，每增加 0.5℃，保持 5 s

读取荧光值 

[25] 

Ntsp-amoA-162F 
GGA TTT CTG GNT 

SGA TTG GA 

完全硝化细菌  

amoA 

Comammox amoA 

Ntsp-amoA-359R 
WAG TTN GAC CAC 

CAS TAC CA 

198 bp 

95 ℃预变性 3 min，38 个循环（95 ℃变性 10 s，

48 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s）；溶解曲线：在

70～95 ℃，每增加 0.2 ℃，保持 5 s 读取荧光值

[26] 

comaA-244F完全硝化细菌分支 A 

amoA 

Comammox Clade A 

amoA 

comaA-659R
415 bp 

comaB-244F完全硝化细菌分支 B 

amoA 

Comammox Clade B 

amoA 

comaB-659R

该引物为简并引物，前

后端引物各由 6 条序列

混合组成 
415 bp 

95 ℃预变性 3 min，38 个循环（95 ℃变性 30 s，

52 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，在 72 ℃下读板）；

溶解曲线：在 38～96 ℃，每增加 0.5 ℃，保持 5 s

读取荧光值 

[22] 

 

1.5  宏基因组测序和功能基因拼接及其相对丰度

计算 

委托上海美吉生物对土壤总 DNA 进行 150 bp

双端测序（Illumina HiSeq 2 000）。每个样品分别产

生约 48Gb 的原始数据，然后通过 SeqPrep（https：

//github.com /jstjohn/SeqPrep） 去 除 末 端 测 序 接 头

（adaptor），然后利用 Sickle（https： //github.com/ 

najoshi/sickle）以默认参数对原始序列进行了质量控

制和过滤，三个样品分别得到约 42G bp 高质量数

据。使用 metaSPAdes（version 3.10）宏基因组拼接

软件对测序数据进行 de novo 从头组装，k-mer 参数

设置为 21～53。使用 Glimmer 3.0 进行开放阅读框
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（ORFs）预测。以 NCycDB 数据库[28]中 AOA 和 AOB

的 amoA 基因以及 Pjevac [22]、Daims [6]和 Li[29]等文

章中的 comammox 的 amoA 基因为参考序列，利用

BLASTX 与宏基因组拼接片段进行比对，提取 E 

value ≤10–5 且同源性高于 70%的 contigs 作为 amoA

的候选序列，并进一步通过 NCBI 的 nr 数据库注释

以及构建 amoA 进化树等手段进行验证去除错误注

释的 amoA 基因序列。 

分 别 采 用 两 种 方 法 计 算 宏 基 因 组 中 AOA、

AOB 和 comammox 的 amoA 基因相对丰度。第一

种方法，基于 Mapped 到 amoA 基因的 HiSeq reads

数统计。第二种方法，统计宏基因组中参与三种

amoA contigs 拼接所用的 HiSeq reads 数，reads 数

高 低 反 映 了 该 类 基 因 的 相 对 丰 度 高 低 。 即 根 据

amoA 基因参考序列，通过 BLASTX 与原始 reads

进行比对，统计其中 E value ≤10–5，同源性≥70%，

blast hit 区域大于 25 个氨基酸长度的 reads 数目，

通过比较三种 amoA 基因 mapping 的 reads 总数，

确定三者间的相对丰度。 

1.6  系统发育进化树构建 

首先通过 MOTHUR 软件[30]按照 95%序列同源性

提取 AOA、AOB 和 comammox 的 amoA 基因的 OTUs

（operational taxonomic unit）代表性序列，然后利用

MEGA 7.0 软件的最大似然法（Maximum likelihood）

构建三种氨氧化微生物 amoA 基因的进化树。 

2  结  果 

2.1  AOA、AOB 和 comammox amoA 基因丰度 

qPCR 结果显示酸性马尾松林土壤中 AOA 和

AOB 的 amoA 基因丰度分别为 2.61×106 copies·g–1

和 1.45×106 copies·g–1（图 1a）。基于引物 Ntsp-amoA- 

162F/359R 和引物 comaA/B-244F/659R 的 qPCR 结

果显示 comammox amoA 基因拷贝数分别为 4.14× 

106 copies·g–1 和 2.64×106 copies·g–1。然而，凝胶电

泳图显示两组引物的 qPCR 结果均有明显的非特异

性扩增，导致 comammox 的 amoA 基因 qPCR 结果

的高估（图 1a）。通过凝胶电泳和 Quantity one v4.6.6

对 comammox 的 amoA 基因目标条带进行半定量估

算后，得到两种引物扩增的 comammox amoA 基因

总 拷 贝 数 分 别 为 1.38×106 copies·g–1 和 1.47×106 

copies·g–1（图 1a）。因此，氨氧化微生物功能基因

amoA 的相对丰度，comammox：AOA 为 0.53～0.56；

comammox：AOB 为 0.95～1.01（图 1a）。 

 

图 1  基于荧光定量 PCR 和凝胶电泳半定量（a）以及宏基因组数据（b）的 AOA、AOB 和 comammox 的 amoA 基因丰度 

Fig. 1  amoA gene abundance of AOA，AOB and comammox based on qPCR，agarose gel electrophoresis semi-quantitative analysis（a）and 

metagenomic data（b） 

基于宏基因组 Mapped 到 amoA 基因的 HiSeq 

reads 数目和参与 amoA contigs 拼接的 HiSeq reads

数目分析发现，三类氨氧化微生物 amoA 基因相对

丰度为：comammox：AOA 约为 0.55 和 0.29，

comammox：AOB 约为 0.98 和 0.59（图 1b）。 

2.2   AOA、AOB 和 comammox 的系统发育和群

落组成 

目前 AOA 主要包括 Nitrosopumilus（group 1.1a）、

Nitrosotalea（group 1.1a-associated）、Nitrososphaera

（group 1.1b）和 Nitrosocaldus（ThAOA）[31]。宏基因
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组分析发现，马尾松林 AOA 其主要类群为 group 1.1b，

约占 AOA 总丰度的 85.66%～88.07%，其次为 group 

1.1a-associated，占 11.93%～14.34%，未检测到 group 

1.1a 和 Nitrosocaldus 类群（图 2）。 

AOB 主 要 分 为 β-AOB （ Nitrosospira 和

Nitrosomonas）和 γ-AOB（Nitrosococcus，亚硝化球菌

属）[32]。其中 Nitrosospira 包含 cluster 1～4、cluster 0、

Nitrosospira sp. Nsp65 和 Nitrosospira sp. Nsp57/58 等分

支[33-34]。Nitrosomonas 包含 N. europaea/N. mobilis、N. 

communis、N. marina、N. oligotropha、N. cryotolerans、

Nitrosomonas sp. Nm143 和 cluster 5 等分支[35]。宏基因

组分析显示，Nitrosospira 是 AOB 的主要类群，占 AOB 

amoA 基因总丰度的 51.71%～63.96%，主要隶属于

cluster 3、0 和 Nitrosospira-like（图 3），而 Nitrosomonas

占 36.04% ～ 48.29% ， 主 要 隶 属 于 Nitrosomonas 

communis 和 Nitrosomonas oligotropha（图 3）。 

目前报道的 comammox 均来源于 Nitrospira 

lineage Ⅱ，且主要分为 clade A 和 clade B 两支[6-7]，

近期有研究将 comammox clade A 进一步分为两个

单系群，clade A.1 和 clade A.2[36]。土壤宏基因组分

析发现，酸性森林土壤中 comammox 的主要类群为

clade B ， 占 comammox amoA 基 因 总 丰 度 的

63.39%～71.39%，此外 clade A.1 占总序列数的

28.61%～36.61%，未检测到 clade A.2 序列（图 4）。 

 

图 2  基于宏基因组的氨氧化古菌（AOA）amoA 基因系统发育树和相对丰度 

Fig. 2  Phylogenetic tree and relative abundance of AOA amoA genes in the forest soil based on metagenomic analysis 
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图 3  基于宏基因组的氨氧化细菌（AOB）amoA 基因系统发育树和相对丰度 

Fig. 3  Phylogenetic tree and relative abundance of AOB amoA genes in the forest soil based on metagenomic analysis 

3  讨  论 

马尾松林土壤属于典型酸性森林土壤。为了得

到 AOA、AOB 和 comammox amoA 基因准确丰度，

本研究同时使用了 qPCR、凝胶电泳半定量和宏基因

组三种方法进行数据比较分析。qPCR 和宏基因组均

表明 AOA amoA 基因丰度约为 AOB amoA 基因的两 

倍（图 1）。而 comammox amoA 基因的两套引物存

在明显的非特异扩增，该结果与 Beach 和 Noguera[27]

研究结果一致（图 1a）。通过凝胶电泳半定量对 qPCR

结 果 进 行 矫 正 以 及 宏 基 因 组 测 序 分 析 都 发 现 ，

comammox amoA 基因拷贝数和 AOB 的 amoA 基因

处于同一个水平，均为 AOA amoA 基因拷贝数的

50%左右（图 1）。然而，目前 comammox 的 qPCR 
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图 4  基于宏基因组的完全硝化微生物（comammox）amoA 基因系统发育树和相对丰度 

Fig. 4  Phylogenetic tree and relative abundance of comammox amoA genes in the forest soil based on metagenomic analysis 

定量仍处于起步阶段。而凝胶电泳半定量也存在一

定缺陷，其反映是 qPCR 结束时目标电泳条带和非

目标电泳条带的灰度值之比，无法真正反映 qPCR

反应过程中特异扩增和非特异扩增释放的荧光信号

强度之比。此外，凝胶电泳半定量目标条带位置，

仍可能包含非特异扩增的序列。而宏基因组技术目

前成本较高，数据分析也较繁琐。因此，仍需进一

步发展 comammox amoA 基因 qPCR 更有效的引物，

或选择 comammox 基因组中其他 marker 基因设计

qPCR 引物。 

pH 和 NH3 浓度是影响酸性土壤氨氧化微生物

群落最重要的两个环境因子。自首株严格嗜酸 AOA

菌株分离以来[8]，大量基于 DNA-SIP 实验证据表明

group 1.1a-assocaited AOA 主导了很多酸性土壤的氨

氧化过程[9，11，37]。然而我们发现 group 1.1b AOA 也

可以在某些酸性土壤中发挥着主导作用[13]。James I. 

Prosser 团队[38-39]通过全球、区域和田块三个尺度研

究发现 group 1.1b AOA 也存在于酸性土壤中，且亚
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枝 cluster 11 被认为嗜酸生长。本研究发现马尾松林

土壤中 group 1.1b AOA 占据数量上的优势，而 group 

1.1a associated 仅占 12%（图 2）。此外，酸性土壤中

NH3 而被大量离子化成 NH4
+，而目前认为氨氧化微

生物的底物为氨分子而非铵离子[40]，因此推测酸性

土壤中 group 1.1b AOA 能够适应较低氨环境。 

酸性土壤中 AOB 的贡献长期以来一直存在较

大争议。在 AOA 发现前，一直认为 AOB 驱动了酸

性土壤的氨氧化过程。但后来发现分离于酸性土壤

的 Nitrosospira 和 Nitrosomonas 纯菌株都不能在实验

室内的酸性 pH 条件下生长[16]。Prosser 等[16-17]推测

可能有三种原因：（1）土壤中存在微域中性或碱性

pH 环境；（2）AOB 在土壤中形成生物膜或团聚体

抵抗酸性 pH；（3）很多 AOB 菌株具有尿素水解酶

活性，能够通过利用尿素抵抗（酸性土壤中）低氨

胁迫。我们认为第三种解释可能混淆了酸性 pH 和

低氨浓度两种环境胁迫，通过利用尿素确实可以应

对低氨寡营养胁迫，但该 AOB 菌株能够在酸性 pH

条件下生存，还必须同时能够抵抗低 pH 胁迫。推

测 James I. Prosser 等当时实验选择的 Nitrosospira

纯菌株本身能够耐受酸性 pH，它只需要在此基础上

通过利用尿素应对低氨胁迫即可在酸性 pH 培养基

中生长。这点可以通过 Prosser 等[16-17]两篇文章中推

测出来，五株来源于酸性土壤的 AOB 纯菌株均可以

利用尿素，但只有一株 Nitrosospira 菌株可以通过利

用尿素在酸性 pH 培养基中生长。因此，利用尿素

对以上来源于酸性土壤的五株 AOB 纯菌株来说是

适应酸性 pH 的必要但非充分条件。2017 年 Hayatsu

等[21]分离得到在不添加尿素条件下，能够在酸性 pH

中生长的 AOB 纯菌株 γ-proteobacterium TAO100。

然而目前 β-proteobacterium AOB 适应酸性土壤的分

子生物学机制仍不清楚。。 

作为最新发现的 comammox，其在地球各个生

境中的分布规律备受关注。目前发现 comammox

在土壤、沉积物、滩涂、植物叶表、地下水、饮用

水以及废水处理系统均有分布 [6-7， 22， 36]。本研究发

现酸性森林土壤也存在丰度与 AOB（每个 AOB 细

胞 平 均 含 有 1.5 个 拷 贝 的 amoA 基 因 ） 相 当 的

comammox 类群（图 1），其中 clade B 占 comammox

总类群的 64%，而 clade A 约占 36%。该结果和已报

到森林土壤中 comammox 群落组成基本一致[22，36]。

不同的是，Xia 等[36]发现森林土壤中 clade A 主要

隶属于 clade A.2 分支，而本研究发现马尾松林土

壤中 clade A 主要隶属于 clade A.1（图 4）。以上数

据暗示 comammox 无论在 clade B 还是 clade A 类

群 中 都 存 在 能 够 适 应 酸 性 土 壤 环 境 的 物 种 。

Michael Wagner 课题组 [41]继 2015 年发现第一株

comammox 纯菌株后，也明确了已知的 comammox

纯菌株对底物氨具有很高的亲和力，其亲和力高于

所有已知 AOB 菌株和绝大部分土壤来源的 AOA 菌

株，因此这可以从一定程度解释 comammox 如何适

应酸性土壤中的低 NH3 胁迫。然而，comammox 如

何适应酸性 pH 胁迫仍不清楚。 

4  结  论 

本文利用 qPCR、凝胶电泳半定量和宏基因组测

序等技术研究酸性森林土壤氨氧化微生物的群落结

构。qPCR 显示 AOA 和 AOB 的 amoA 基因丰度为

2.61×106 copies·g–1 和 1.45×106 copies·g–1 。 而

comammox amoA 基因的扩增引物产生明显的非特

异性扩增，导致 qPCR 结果的高估。半定量和宏基

因组分析发现，氨氧化微生物 amoA 基因相对丰度

为：comammox：AOA=0.55，comammox：AOB=0.98，

推算 comammox amoA 基因真实丰度为（1.38～1.47）

×106 copies·g–1。此外，AOA 主要类群为 group 1.1b

占 其 总 丰 度 的 88.07% ， 而 经 典 嗜 酸 类 群 group 

1.1a-associated 仅 占 11.93% 。 AOB 主 要 类 群 为

Nitrosospira（63.96%），而 Nitrosomonas 为 36.04%。

comammox 主要类群为 clade B（63.39%），而 clade 

A 仅占 36.61%且均隶属于 clade A.1 亚枝。 
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