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摘　要　　分析红壤荒草地富集液中氨氧化细菌的种群组成 ,选取氨氧化细菌 16S rDNA特异性引物序

列 ,利用 PCR技术对从富集液中抽提的细菌总 DNA进行扩增 ,并建立了氨氧化细菌特异性的 16S rDNA文库。

用酶 HhaⅠ和 RsaⅠ对该文库特异性片段进行了限制性酶切片断长度多态性分析 (Restriction fragment length

polymorphism ,RFLP) ,随机挑选的 35个特异性克隆片段被分成 3个不同的 RFLP类型 ,其中优势型占了所有分

析克隆子的 94 % ,另两个型各占 3 %。从每个 RFLP类型中挑取一定的转化子进行测序 ,测序结果经 GenBank

检索 ,发现在该富集液体系文库中存在大量亚硝化单胞菌属 ( Nitrosomonas)细菌序列 ,由此推测红壤荒草地中

存在氨氧化细菌 , Nitrosomonas属细菌能在富集条件下成为优势菌。
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　　氨氧化细菌是一类专性化能自养硝化细菌 ,能

够把氨氧化成亚硝酸盐并从中获得能量 ,在自然界

氮素循环中起着重要作用[1 ]。氨氧化细菌的分布很

广 ,并在多数环境中被认为是影响硝化作用速率的

主要因素[2 ]。

土壤中氨的氧化 ,对土壤氮素养分的转化具有

重要意义[3 ]。红壤养分贫瘠 ,氮素含量较低 ,因而氮

素转化对红壤地区的农业发展有着现实意义[4～6 ]。

由于传统的微生物培养技术的局限性 ,包括氨氧化

细菌在内的多数土壤微生物很难获得分离培养 ,分

子生物学能够有效避开上述弊端直接对样品进行分

析[7 ]。基于 16S rDNA 的序列分析表明非海洋环境

中的氨氧化细菌在进化树上有着单一的起源 ,均来

自β变形菌纲[8 ]。本文采用β变形菌纲氨氧化细菌

特异性引物扩增红壤荒草地富集液总 DNA ,建立相

应的氨氧化细菌特异性 16S rDNA克隆文库 ,并对文

库进行限制性酶切片断长度多态性分析 (Restriction

fragment length polymorphism ,RFLP) ,揭示红壤地区土

壤氨氧化细菌的多样性特征 ,以期了解红壤地区土

壤氨氧化细菌的“背景值”,为比较不同土地利用方

式对红壤地区氨氧化细菌群落结构的影响 ,以及今

后原位分析红壤中的氨氧化细菌奠定基础。

1　材料与方法

111　材料

11111　实验土样 　　研究区域位于江西省鹰潭市

余江县。该区域具有中亚热带温暖湿润的季风气

候 ,年均温为 1718 ℃,年均降雨量为 1 785 mm ,且主

要集中在 4～6 月 ;地形为低丘岗地 ,海拔 3510～

5416 m ,坡度为 5°～8°;土壤为第四纪红粘土发育的

红壤。

采样地为中国科学院红壤生态实验站外围荒草

地 ,土壤样品为 5 点混合采样 ,采样深度为 0～20

cm。土壤采集后迅速保存于 4 ℃。

11112 　其他实验材料与试剂 　　Escherichia coli

DH5α为本实验室保存 ;pMD 182T Vector购自大连宝

生物公司 ( TaKaRa Biotechnology (Dalian) Co1 Ltd) 。

氨苄青霉素 (Amp)购自南京创瑞公司。TaqDNA 聚

合酶 ,购自上海博亚生物技术公司 ; dNTP购自上海

生工有限公司 ;限制性内切酶 Hha I、Rsa I购自大连

宝生物公司 ;PCR引物由上海博亚生物技术有限公
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司合成 ;DNA凝胶回收试剂盒购自上海博亚生物技

术有限公司。

氨氧化细菌富集培养液配方参考文献[9 ]。

核酸琼脂糖电泳缓冲液 :1×TAE缓冲液。

8 %聚丙烯酰胺凝胶 ( PAGE)配方 :每 100 ml 含

30 %聚丙烯酰胺 2616 ml , ddH2 O 5217 ml , 5 ×TBE

( Tri2硼酸 01045 mol L - 1、EDTA 01001 mol L - 1 )

20 ml ,10 %过硫酸铵 017 ml ,TEMED (N ,N ,N′,N′2四
甲基乙二胺) 65μl。

核酸 PAGE胶电泳缓冲液 : 015×TBE缓冲液。

PAGE电泳染色液 : 015 g AgNO3用 ddH2O定容

至 500 ml。

PAGE电泳显色液 : 10 g NaOH ,012 g Na2CO3加

2 ml甲醛以 ddH2O定容至 500 ml。

112　方法

11211　菌体富集　　称取5 g土样加到 100 ml 灭菌

富集培养液中 ,摇床上 200 r min - 1摇 30 min充分分

散 ,置于 28 ℃培养箱中避光生长 ,每隔几天用格里

斯试剂在白色瓷板上检验 NO -
2 的生成情况。从显

色较强的富集培养液中取 5 ml接入新鲜培养液中 ,

继续培养并进行上述测试 ,经过几次重复操作 ,不断

淘汰其他异养菌。

11212　富集液总DNA提取与检验　　将格里斯试

剂检测为阳性的 100 ml 富集培养液倒入灭菌离心

瓶中 ,室温下 10 000 g离心 10 min沉淀 ,倾去上清 ,

提取方法参考 Zhou的直接法[10 ]。用 0175 %的琼脂

糖凝胶电泳检查提取质量和片段大小 ,用紫外分光

光度法对总 DNA进行定量。

11213　氨氧化细菌特异性16S rDNA片断的扩增、克

隆及克隆文库的构建　　(1) PCR扩增。用直接法

提取的红壤荒草地富集液总 DNA片段可不经过纯

化直接用于 PCR扩增。

氨氧化细菌功能基因 amoA 扩增引物对 [11 ] :

amoA21F 5′2GGGGTTTCTACTGGTGGT23′和 amoA22R

5′2CCCCTCKGSAAAGCCTTC TTC23′[ K= Gor T; S = G

or C]。氨氧化细菌特异性 16S rDNA的引物 : Eub338

5′2ACTCCTACGGGAGGCAGC23′[12 ]和 Nso1225 5′2CG2
CCATTGT ATTACGTGCGA23′[13 ]。

AmoA PCR扩增反应体系 :10 ×缓冲液 215μl ,

Mg2 + (25 mmol L - 1 ) 215μl ,引物 (25 mmol L - 1 ) 各

013μl ,dNTP(25 mmol L - 1) 2μl ,适当稀释的 DNA模

板 110μl , Taq DNA聚合酶 110 U ,ddH2O补充至总体

积 25μl。AmoA PCR 热循环参数 : 94 ℃预变性 5

min ,94 ℃变性 15 s ,55 ℃复性 20 s ,72 ℃延伸 40 s ,

扩增 30个循环 ;72 ℃延伸 10 min。

氨氧化细菌 16S rDNA片段 PCR扩增反应体系 :

10×缓冲液 215μl ,Mg2 + (25 mmol L - 1) 215μl ,引物
(25 mmol L - 1)各 013μl ,dNTP(25 mmol L - 1) 2μl ,适当

稀释的 DNA 模板 110μl , TaqDNA 聚合酶 110 U ,

ddH2O补充至总体积 25μl。氨氧化细菌 PCR热循环

参数 :94 ℃预变性 4 min ,94 ℃变性 40 s ,5715 ℃复性

30 s ,72 ℃延伸 40 s ,扩增 30 个循环 ;72 ℃延伸 10

min。

PCR扩增产物均采用 0175 %琼脂糖凝胶电泳

检验。

(2) PCR产物的 T/ A克隆及克隆文库的构建。

扩增 4管氨氧化细菌特异性 16S rDNA片段 ,均匀混

合以消除单次扩增的偏向性。合并扩增产物并通过

0175 %的琼脂糖凝胶电泳回收。纯化回收的约

900bp 氨氧化细菌特异性 16S rDNA扩增片段与 pMD

182T Vector (TaKaRa Biotechnology (Dalian) Co1Ltd)按

2∶1的摩尔比混合 ,在 T4连接酶作用下 ,16 ℃过夜。

酶连体系为 : pMD 182T Vector ( TaKaRa Biotechnology

(Dalian) Co1Ltd) 1μl ,PCR产物 4μl ,酶连缓冲液 (含

T4 DNA连接酶) 5μl ,总体积 10μl。DH5α感受态细

胞制备与酶连产物的转化参照文献 [ 14 ]进行 ,通过

蓝白斑筛选挑取阳性克隆子 ,建立氨氧化细菌特异

性 16S rDNA克隆文库。

直接将克隆细胞作为 PCR扩增的模板 ,依然采

用上述氨氧化细菌特异性 16S rDNA 引物对进行

PCR扩增。扩增反应体系中加入 2μl 20 %的吐温

20裂解细胞 ,PCR体系仍然为 25μl。PCR复性温度

提高至 58 ℃,热循环参数同上。扩增产物用 0175 %

琼脂糖凝胶电泳检验。

11214　克隆文库的 RFLP分析 　　Hha I酶切体

系 :扩增产物 415μl ,限制性内切酶 Hha I 3U ,10 ×

缓冲液数量μl ,灭菌 ddH2O补充至 10μl。37 ℃消化

4 h。

Rsa I酶切体系 :扩增产物 315μl ,限制性内切

酶 Rsa I 3U ,10×缓冲液 1μl ,BSA 1μl ,灭菌 ddH2O

补充至 10μl。37 ℃消化 4 h。

酶切 DNA 片段用 8 %PAGE胶在 250V 直流电

压下电泳 3 h分离 ,银染显色。所得 DNA带型图谱

扫描保存 ,人工对酶切带型进行比较分析。

11215　核酸序列分析 　　根据酶切带型的不同将

转化子分成不同的 RFLP类型 ,每个 RFLP类型中选

取一定量的克隆子进行测序。测序工作委托上海博

亚公司完成。应用 Bioedit 软件将测序公司返回原
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序列进行编辑 ,非嵌合体序列在 GenBank数据库中

进行比对分析 ,寻找亲缘关系最近的菌体或者克隆。

2　结　果

211　氨氧化细菌的检验

　　经过约 2周的静置富集培养 ,培养液上清呈现

淡红色。以未接种的培养液作为对照 ,采用格里斯

试剂在白瓷板上可检验到富集培养液中有 NO -
2 生

成 ,表明富集液中发生了亚硝化反应 ,即存在氨氧化

细菌即亚硝化菌。

图 1　amoA基因扩增电泳图

Fig11　Agarose gel electrophoresis of amoA gene amplification (M. DL

2 000 Marker ;1. Negative amplification ; 2. Amplification from enrichment

　　　　culture total DNA ; 3. From total DNA of E. coli)

以直接法提取的富集培养液总 DNA作为模板 ,

用 PCR扩增氨氧化细菌功能基因 amoA ,0175 %琼脂

糖电泳得到约 490bp 的 DNA 片断 (图 1) ,不包含

DNA模板的对照以及大肠杆菌总 DNA均无扩增片

段 ,证实土壤富集培养液中存在氨氧化细菌。

212　氨氧化细菌特异性 16S rDNA片段的 PCR扩增

图 2为从土壤荒草地中提取得到的总 DNA ,以

此为模板 ,氨氧化细菌特异性16S rDNA引物对扩增得

图 2　富集液总 DNA电泳图

Fig12　Agarose gel electrophoresis of total DNA from enrichment culture

　　　　　 (MλDNA/ HindⅢmarker)

图 3　氨氧化细菌特异性 16S rDNA扩增电泳图

Fig13　Agarose gel electrophoresis of AOB2specific 16S rDNA (M. DL

2 000 marker ; 1. Amplification from enrichment culture total DNA ;

　　　　　2. With on template ; 3. From total DNA of E. coil)

到约 900bp DNA片断 (图 3) ,无其他长度的条带 ,不加

DNA模板的对照以及大肠杆菌总DNA均无扩增。

213　富集液文库的 RFLP分析

建立的红壤荒草地氨氧化细菌富集液文库包含

300个克隆子 ,随机挑取其中的 60个克隆子用氨氧

化细菌特异性 16S rDNA引物重新进行扩增 ,其中 35

个克隆子 PCR扩增得到的片段长度正确 ,有效扩增

率为 5813 %。

Hha I与 Rsa I皆为 4碱基限制性内切酶 ,而且

Hha I 的酶切位点是 GCG′C , Rsa I 的酶切位点是

GT′AC ,两种酶的酶切位点包括了 GC和AT位点。预

先从 GenBank 中下载β变形菌纲内氨氧化细菌的

16S rDNA序列 ,在BioEdit中用 Hha I与 Rsa I两种限

制性内切酶分别进行电子酶切 ,酶切结果显示这两种

酶对β变形菌纲内氨氧化细菌有较好的区分作用 ,能

够在属及属以下水平上进行鉴别 (数据未给出)。

随机挑选克隆子 ,重新将克隆子内质粒中的插

入片段扩增出来。正确长度的插入片段经限制性内

切酶 Hha I和 Rsa I分别酶切及电泳分离 ,忽略产生

的细小杂带 ,记录主要的酶切带型 (图 4 ,图 5) 。

Hha I产生 3 种类型 ,每种类型所占比例分别为 :

94 %、3 %和 3 % ; Rsa I也产生 3种类型 ,对应比例同

样为 94 %、3 %和 3 %。这两种酶对本库的分辨能力

相同 , Hha I产生的酶切图谱条带相较而言更为清

晰。综合起来 ,两种限制性内切酶一共产生了 3种

RFLP类型。

克隆文库的库容理论上代表样品中微生物的种

类的多样性。理论上 ,当 Coverage C为 100 %时可以

代表样品中的所有微生物的种类 ,当库容含量越高

说明库的覆盖率越高。
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图 4　不同克隆子的 Hha I酶切图谱

Fig14　Hha I cleavage maps of different clones (M1 DL 2 000 marker)

图 5　不同克隆子的 Rsa I酶切图谱

Fig15　Rsa I cleavage maps of different clones (M1 DL 2 000 marker)

图 6　两种酶切产生的 RFLP类型及所占比例

Fig16　RFLP types and their proportions

　　富集液文库分别经 Rsa I和 Hha I酶切分型产

生 RFLP类型分布情况见图 6和表 1。

表 1　克隆文库 Hha Ⅰ2 Rsa Ⅰ酶酶切类型的多样性

Table 1　Diversity of cloned library digested by enzymes Hha I and Rsa I

限制性内切酶

Restriction endonuclease

RFLP类型

RELP types

库容值

Coverage C ( %)

Hha I 3 9411

Rsa I 3 9411

Hha I和 Rsa I 3 9411

214　氨氧化细菌 16S rDNA测序与系统发育

从最主要的 RFLP类型 (RFLP2A)中随机挑选 5

个克隆子 ( F3、F8、F14、F20 和 F27) ,与另外两个

RFLP类型 ( RFLP2B 和 RFLP2C)包含的克隆子 ( F12

与 F21)一起进行测序。将测序结果在 NCBI中登

录 ,登录号列于表 2。

测序所得 16S rDNA序列用BioEdit 软件进行两两

比较序列同源性 ,克隆子插入片段之间的序列同源性

列于表 3。从表中可知 ,测序的 7个克隆子插入片段之

间的序列同源性范围从 86 %到 99 %。其中 F3、F8、F14、

F20和 F27之间具有较高的序列相似性 (99 %) ,F12、F21

与其他插入片段的相似性均低于 97 % ,可以推测前 5

个克隆子所包含的插入片段来自相同或相近属中的菌

株 ,而后两者分别来自不同的属[15]。

表 2　克隆子 16S rDNA序列 NCBI登录号

Table 2　Accession numbers of the cloned 16S rDNA sequences

克隆子

Clones
F3 F8 F12 F14 F20 F21 F27

登录号

Accession numbers
DQ060413 DQ060412 DQ060407 DQ060409 DQ060411 DQ060408 DQ060410
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表 3　测序 16S rDNA片段的相似性矩阵

Table 3　Similarity matrix of sequenced 16S rDNA

克隆子

Clones
F3 F8 F12 F14 F20 F21 F27

F3 100 %

F8 99 % 100 %

F12 88 % 86 % 100 %

F14 99 % 99 % 89 % 100 %

F20 99 % 99 % 88 % 99 % 100 %

F21 88 % 87 % 86 % 90 % 88 % 100 %

F27 99 % 99 % 89 % 99 % 99 % 90 % 100 %

　　测序所得序列用 blast 软件与 GenBank 数据库

中的 16S rDNA序列进行同源性比较。利用 ClustalX

软件包中程序生成与测序序列所在菌相近类群的系

统发育进化树。图 7 显示 ,主要的 RFLP类型与亚

硝化单胞菌属 Nitrosomonas communis 的序列同源性

在 98 %以上 ,可以将其归为亚硝化单胞菌属。另外

两种菌与未鉴定的β2proteobacterium ( 97 %) 和

Methylovorus mays (96 %)有较高的序列同源性。

图 7　红壤荒草地氨氧化细菌富集液菌的系统发育地位

Fig17　Phylogenetic position of the bacteria from enrichment culture of Red soil

3　讨　论

红壤为一种酸性土壤 ,氨在其中主要以铵离子

NH +
4 的形式存在 ,由于氨氧化细菌进行亚硝化作用

所需要的底物———NH3在较低 pH的酸性土壤中存

在较少 ,这会使得红壤中相应的氨氧化作用弱很

多[16 ]。通过对富集液的分子生物学研究 ,可以证明

红壤荒草地中仍有氨氧化细菌存在。

Nso1225常被用作探针对β变形菌纲中的氨氧

化细菌进行检测[17 ]。通过对 PCR扩增建库后产生

的 3个 RFLP类型进行 BLAST比对分析 ,发现有 2

个 RFLP类型共计 2个克隆子与氨氧化细菌亲缘关

系较远 (最低仅为 86 %) 。排除 PCR 偏失的影响 ,

Nso1225对氨氧化细菌的特异性并非百分之百。

本文中采用的氨氧化细菌富集培养液 pH为

712。16S rDNA 序列比对的结果显示 ,红壤荒草地

富集液中氨氧化细菌的种类较为单一 ,主要是一类

与 Nitrosomonas communis 序列同源性较高的氨氧化

细菌 (序列同源性在 98 %以上) 。弱碱性富集液中
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得到的主要是亚硝化单胞菌属序列 ,说明红壤中存

在的亚硝化单胞菌能在弱碱性条件中形成优势菌。
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RFLP ANALYSIS OF AOB2SPECIFIC 16S rDNA LIBRARY FROM RED

SOIL ENRICHMENT CULTURE

Zhang Lina1 ,3　Cao Hui1　Cui Zhongli1 ,2­　Sun Bo2　Li Dali3　Li Shunpeng1

(1 Key Laboratory of Microbiological Engineering of Agricultural Environment , MOA , Nanjing Agricultural University , Nanjing　210095 , China)

(2 Institute of Soil Science , Chinese Academy of Sciences , Nanjing　210008 , China)

(3 College of Chemical Engineering , Nanjing University of Science and Technology , Nanjing　210094 , China)

Abstract　Chemolitho2autotrophic ammonia2oxidizing bacteria are responsible for the rate2limiting step of nitrification in a

wide variety of environments , making them important in the global cycling of nitrogen. In order to analyze the ammonia2oxidizing

bacteria population structure in red soil enrichment culture , a pair of AOB2specific primers was designed , and total microbial ge2
nomic DNA of enrichment culture was extracted by the direct method of PCR2amplification template. An AOB2specific 16S rDNA

clone library was subsequently constructed. RFLP analysis of 16S rDNA was conducted using enzymes ( HhaⅠand RsaⅠ) to

digest 16S rDNA from the library. The randomly selected 35 cloned fragments were finally clustered into 3 different phylotypes ,

with the most abundant phylotype accounting for 94 % of the selected 16S rDNA clones and the other two phylotypes for 3 % , re2
spectively. Seven clones from 3 phenotypes were sequenced and the 16S rDNA sequences were compared with those from Gen2
Bank. Based on the Blast analysis , a lot of Nitrosomonas2like sequences were found in this library. The result shows that there

are ammonia2oxidizing bacteria in the red soil and Nitrosomonas sp . is a dominant bacterium in enrichment condition.

Key words　Ammonia2oxidizing bacteria ; 16S rDNA clom library ; Enrichment culture ; RFLP ; Red soil
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