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摘  要: 采用荧光原位杂交(FISH)技术, 对梅梁湾和贡湖湾湖区沉积物中微生物的主要种群, 及

氮循环功能微生物的数量和分布进行了研究, 发现随着深度增加, 细菌和古菌数量均逐渐减少, 

但古菌在总菌数中所占比例有所增加; 梅梁湾沉积物中氨氧化细菌及亚硝酸氧化细菌的数量均高

于贡湖湾, 随深度增加, 两者数量均逐渐减少, 但在贡湖湾其占总菌数的比例高于梅梁湾, 表明

水生植物可能对沉积物中微生物组成及氮循环有重要影响。泉古菌在太湖沉积物中普遍存在且数

量高于氨氧化细菌, 说明其在淡水湖泊中对氮循环可能有重要作用。 
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Research on the micro-ecology of nitrogen cycling  
bacteria in sediments of Lake Taihu 
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Abstract: The amount and distribution of nitrogen cycling bacteria in sediments of Meiliang Bay and 
Gonghu Bay of Lake Taihu were studied by FISH analysis. The amount of archaea decreased along the 
sediment depth, however, its ratio to total microorganisms increased. The amount of Ammonia oxidiz-
ing bacteria (AOB) and nitrite oxidizing bacteria (NOB) in Meiliang Bay was higher than that in 
Gonghu Bay although the amount of both bacteria decreased along the sediment depth. Our results in-
dicated that the existence of aquatic macrophyte in Gonghu Bay might affiliate transformation of nitro-
gen. Crenarchaeota was universally detected in surface sediments and overnumbered AOB, which indi-
cated that it might play an important role in nitrogen cycling. 

Keywords: Sediment, Nitrogen cycling, Fluorescence in situ hybridization (FISH), Crenarchaeota 

氮是水生态系统初级生产力的限制性生源要

素, 微生物是氮循环的驱动泵, 硝化及反硝化是微

生物特有的过程, 也是氮的生物地球化学循环过程

中最为关键的步骤。硝化作用分 2 个阶段, 氨氧化
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细菌进行氨的氧化, 亚硝酸氧化细菌完成亚硝酸盐

的氧化。同时, 在土壤、海洋等环境中, 氨氧化古菌

(AOA)广泛存在, 根据对细菌和古菌来源的氨单加

氧酶α亚基编码基因(amoA)的定量分析表明, 大多

环 境 中 A O A 的 丰 度 常 常 远 高 于 氨 氧 化 细 菌

(AOB)[1−6], 地下水处理过程中也发现, 氨的去除与

AOA 的数量有很大相关性[7]。沉水植物在水生生态

系统中有着非常重要的作用 [ 8 ] ,  除自身的代谢外 , 

沉水植物与水体及沉积物中微生物之间也存在着密

切的关系, 通过影响微生物的数量、活性和分布参

与水体的生态过程。沉水植物是水体中微生物的重

要载体 ,  水生植物根系能促进硝化细菌的数量和 

活性[9], 从而影响水体中氮的循环转化。 

由于氨氧化和亚硝酸氧化微生物的生长都非常

缓慢, 使得分离纯化困难, 所以采用传统的分离培

养分析检测法难以对其存在和功能进行鉴别和评

价 。 近 年 来 荧 光 原 位 杂 交 (Fluorescence in situ 

Hybridization, FISH)技术为研究环境中微生物群落

结构提供了一个非常有效的手段, 但由于沉积物中

存在较多的杂质, 会造成背景荧光, 干扰结果的判

读, 需要对沉积物的 FISH 试验条件进行优化。本文

通过对 FISH 条件进行优化, 有效降低了背景荧光

的干扰, 并对梅梁湾和贡湖湾沉积物中典型微生物

的数量和丰度进行了检测, 结果表明水生植物能够

影响沉积物中微生物的组成; 硝化杆菌可能是太湖

沉积物中的主要亚硝酸氧化细菌; 泉古菌在沉积物

中普遍存在且数量高于氨氧化细菌, 说明其在淡水

湖泊中对氮循环可能有重要作用。 

1  材料与方法 

1.1  样品的采集和处理 
2006 年 4 月采集自太湖梅梁湾(2#: N31°30.306′, 

E120°13.370′) 和 贡 湖 湾 (5#: N31°23.767′, 
E120°19.471′)。利用柱状采样器采集 30 cm 沉积物

柱 , 采样后立即带回实验室进行分层。前 10 cm 每

1 cm 分为一层 , 10 cm−20 cm 每 2 cm 分为一层 , 
20 cm 以下每 5 cm 分为一层, 分别装入封口袋并贴

上标签, 置冰箱内保存。 

1.2  沉积物样品的原位荧光杂交(FISH) 
取 0.2 g 底泥样品于离心管中, 14 000 r/min 冷冻

离心 10 min, 去上清; 然后加入 1 mL PBS 缓冲液, 

充分混合后, 离心, 去上清, 重复 3 次后加入等体积

4%多聚甲醛固定液, 充分混合, 4 °C 过夜, 离心, 在

沉淀中加入 1 mL PBS 缓冲液充分混合后, 离心, 去

上清, 加入 1 mL 98%乙醇/PBS (1:1)混合液, 混匀, 

超声充分分散后, 取 10 µL 均匀涂布在 APES 包被的

载玻片上, 置 37 °C 烘箱干燥 1−2 h, 然后将干燥后

的玻片按 50%、80%和 98%的酒精浓度顺序脱水各

3 min, 放置 5−10 min, 自然干燥。 

将 20 μL 含有探针的杂交缓冲液滴到载玻片上, 

46 °C 杂交 1.5−3 h 后, 进行 DAPI 染色, 用荧光显微

镜观察。细菌丰度(cells/g)为 AS1/(S2V), 其中 A 为视

野中细菌平均数, S1 为样品涂抹面积, S2 为视野面积, 

V 为样品体积。 

本文所用探针分别为 : NIT3/CNIT3[10](亚硝酸

氧化细菌 ), NSO190[10](氨氧化细菌 ), ARCH915[11] 

(古菌), CREN537[12](泉古菌), ALF1b[11](变形菌 α 亚

纲), BET42a[11](变形菌 β 亚纲), GAM42a[11](变形菌 γ

亚纲)。 

2  结果与讨论 

2.1  沉积物中微生物 FISH 分析条件的优化 
与纯培养菌液及活性污泥不同, 沉积物样品组

成成分复杂, 沉积物中的含钙物质等会产生自发荧

光, 对 FISH 的结果产生影响。本试验在多聚甲醛固

定后, 添加了 0.2 mol/L HCl 处理的步骤, 可以有效

去除样品中碳酸钙等物质, 消除部分自发荧光的发

生, 减小背景值。此外, 利用 DAPI 与 DNA 双链凹

槽处特异性结合后在紫外光下发出蓝紫色荧光的特

性, 探针杂交后对样品进行 DAPI 染色, 然后进行镜

检, 一些沉积物中自发荧光的物质经 DAPI 染色后

无荧光产生, 但微生物却有荧光, 从而进一步控制

假阳性的产生。 

杂交反应的时间也会对 FISH 的结果产生影响, 

杂交时间过短会造成杂交不完全, 杂交时间过长会

增加非特异性着色, 本文中的杂交时间为 1.5−3.0 h。



岳冬梅等: 太湖沉积物中氮循环菌的微生态  557 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

同时, 盐浓度过高或过低也会对杂交结果造成影响, 

洗脱液中 NaCl 的浓度根据杂交缓冲液中去离子甲

酰胺含量的不同而有所变化 , 因此对于每种探针 , 

选取了与文献报道相近的 3 个不同 NaCl 浓度进行条

件优化, 并最终确定了本试验所采用的浓度。 

2.2  FISH 检测结果及分析 
FISH 技术基于碱基互补的原则, 利用荧光素标

记的探针与待测核酸序列进行专一性结合, 通过检

测荧光来显示特定核酸序列的存在、数目和定位。

采用表 1、表 2 所列探针分别与两采样点不同深度

的样品进行杂交 , 检测不同微生物种群的数量及

分布情况。 
 

表 1  探针杂交缓冲液成分 
Table 1  Ingredient of hybridization buffer 

探针 
Probe 

去离子甲酰胺 
DAF (%) 

SDS 
(%)

Tris-HCl (pH 8.0) 
(mmol/L) 

NaCl
(mol/L)

NIT3 40 0.01 20 0.9 

CNIT3 40 0.01 20 0.9 

NSO190 55 0.01 20 0.9 

CREN537 20 0.01 20 0.9 

ALF1b 40 0.01 20 0.9 

BET42a 35 0.01 20 0.9 

GAM42a 40 0.01 20 0.9 

ARCH915 35 0.01 20 0.9 

 
表 2  探针杂交洗脱液成分 

Table 2  Ingredient of washing buffer 
探针 
Probe 

SDS 
(%) 

EDTA (pH8.0) 
(mmol/L) 

Tris-HCl (pH8.0) 
(mmol/L) 

NaCl 
(mmol/L)

NIT3 0.01 5 20 56 

CNIT3 0.01 5 20 56 

NSO190 0.01 5 20 40 

CREN537 0.01 5 20 147 

ALF1b 0.01 5 20 60 

BET42a 0.01 5 20 80 

GAM42a 0.01 5 20 60 

ARCH915 0.01 5 20 80 
 
2.2.1  梅梁湾和贡湖湾沉积物中总菌数及古菌数分

析: 由图 1 看出, 在梅梁湾和贡湖湾沉积物样品中, 

古菌均广泛存在, 且其数量约占总菌数的 15%−20%

左右。随着深度增加, 古菌数量逐渐减少, 但在总菌

数中所占比例有所增加。这是由于随深度增加, 氧

化还原电位降低, 环境趋向厌氧, 而很多古菌能够

生长在如高温、厌氧等相对恶劣的生境中[13], 因此, 

在厌氧的环境下, 古菌较细菌更易生存。沉积物中

总菌数及古菌数量都随深度增加而减少, 但在贡湖

湾其减少的趋势比在梅梁湾平缓得多 , 同时发现 , 

表层 7 cm 左右, 梅梁湾沉积物中的古菌所占比例高

于贡湖湾。这可能是由于两采样点沉积物不同理化

性质所致, 梅梁湾是典型富营养化湖区, Eh 随沉积

深度增加急剧下降, 环境迅速趋于厌氧, 贡湖湾是

草藻过渡型湖区, Eh 高于梅梁湾[14], 且采样点有较

高的水生植被覆盖率, 水生植物能够将氧输送到根

部, 提高根系周围的 Eh 及氧含量, 同时还能释放有

机碳[15], 在一定程度上缓解了厌氧环境对微生物造

成的压力。 
2.2.2  梅梁湾和贡湖湾变形菌分布分析: 变形菌门

(Proteobacteria)是细菌中最大的一门 , 包含多种代

谢种类, 大多数细菌营兼性或者专性厌氧及异养生

活, 但也有很多例外。现今内陆发现的亚硝化细菌

大多属于变形菌纲的 β 亚纲, 而海洋中发现的则属

于变形菌纲的 β 亚纲和 γ 亚纲。亚硝酸氧化细菌主

要有硝化杆菌属、硝化刺菌属和硝化球菌属, 其中

前者属于变形菌 α 亚纲, 后两者属于变形菌的 γ 亚

纲和 δ 亚纲[16]。 

由图 2 看出, 变形菌 α、β、γ 亚纲在沉积物中

广泛存在, 其中以 β 亚纲所占比例最大。β-变形菌数

量随深度的变化趋势在梅梁湾与总菌数的变化相

似, 在贡湖湾沉积物 6.5 cm 以下减少趋势则更平缓

些。在梅梁湾沉积物中, 4.5 cm 以上 α-变形菌的数量

高于γ-变形菌, 但在 4.5 cm 以下至 15 cm,γ-变形

菌的数量开始超过 α-变形菌, 而在贡湖湾, 两者的

比例随深度增加无巨大变化。原因可能在于梅梁湾

沉积物有机质含量丰富, 降解消耗大量氧, 随沉积

深度增加迅速趋于厌氧环境,γ-变形菌在趋于厌氧

的环境中适应能力比较强[17], 随深度增加减少得很

缓慢, 以致在 4.5 cm 以下超过了 α-变形菌的数量; 

在贡湖湾, 由于其富营养化水平低于梅梁湾, 且有

水生植物的存在, α、β、γ 3 个亚纲的菌数随深度减

少得比较平缓, 之间比例也未发生巨大变化。
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图 1  梅梁湾和贡湖湾沉积物中总菌数与古菌分布 
Fig. 1 Total amount of bacteria and archaea in sediments of Meiliang Bay and Gonghu Bay 

 

 

图 2  梅梁湾与贡湖湾沉积物中变形菌 α、β、γ 亚纲细菌分布 
Fig. 2  Amount of α-, β-and γ-proteobacteria in sediments of Meiliang Bay and Gonghu Bay 

 
2.2.3  梅梁湾和贡湖湾氨氧化细菌、亚硝酸氧化细

菌及泉古菌数量分析: 对沉积物中氨氧化细菌、亚

硝酸氧化细菌和泉古菌的分析(图 3)可以看出, 梅梁

湾氨氧化细菌及亚硝酸氧化细菌的数量均高于贡湖

湾, 这是由于梅梁湾有机质含量高于贡湖湾[14], 在

好氧分解菌的作用下产生大量的氨氮, 为氨氧化细

菌提供了丰富的底物 , 而在氨氧化细菌的作用下 , 

氨氮转化为亚硝态氮, 又为亚硝酸氧化细菌提供了

底物, 因此, 亚硝酸氧化细菌的总量也高于贡湖湾。

但其在贡湖湾占总菌数的比例却高于梅梁湾, 这是

由于贡湖湾水质相对较好 , 污染较轻 , Eh 高于梅 

梁湾[14], 有利于硝化细菌的生存。随沉积深度增加, 
亚硝酸氧化细菌和氨氧化细菌数量均逐渐减少, 但

在贡湖湾两者减少的趋势均比在梅梁湾平缓。这 
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图 3  梅梁湾与贡湖湾沉积物中氨氧化细菌、亚硝酸氧化细菌及泉古菌数量 
Fig. 3  Amount of AOB, NOB and Crenarchaeota in sediments of Meiliang Bay and Gonghu Bay 

 
是由于亚硝化和硝化过程主要发生在好氧环境中 , 
随深度增加, 沉积物趋向于厌氧, 抑制了亚硝化及

亚硝酸氧化细菌的生长及硝化作用的进行, 而贡湖

湾水生植物丰富, 水生植物根系能促进硝化细菌的

数量和活性 [9], 我们的结果也表明水生植物的存在

对湖泊沉积物中氮的循环转化有重要影响。 
由图 3 看出, 泉古菌在沉积物中普遍存在, 且

数量高于氨氧化细菌。环境基因组学研究发现泉古

菌含有氨氧化关键功能基因(amoA), 纯培养研究则

清楚证实了泉古菌的氨氧化潜力[18]。太湖沉积物样

品中, 泉古菌数量普遍高于氨氧化细菌, 由于氨氧

化过程是硝化过程的限速步骤, 说明在太湖沉积物

氮循环过程中, 泉古菌可能起着重要作用。但目前

关于 AOA 和 AOB 对硝化作用的相对贡献评价不

一, 有研究表明, 在农田土壤中 AOB 是氨氧化过

程的主要作用者[19], 而在海洋环境中, AOA 是氨氧

化过程的重要驱动者, Martens-Habbena 等[20]通过分

析 Nitrosopumilus maritimus SCM1 的氨氧化动力学特

性, 发现这株 AOA 具有极高的底物亲和力, Km 值

仅为 0.133 μmol/L, 远低于已知最低的硝化细菌 Km
值(1.9−4.2 μmol/L), 表明古菌对氨态氮的氧化具有

较高的竞争优势, 在原位海洋氨氧化过程中发挥着

重要作用。目前涉及淡水生态系统中 AOA 的研究

还较少, 对其在湖泊尤其是富营养化湖泊的氮循环

中所发挥的作用尚缺乏全面的认识。本文研究结果

表明, 氨氧化古菌在太湖沉积物中普遍存在, 可能

对沉积物中的氮循环具有重要的作用, 但还需进一

步研究。 
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