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摘  要：氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea，AOA）被认为是酸性土壤硝化过程的主要微生物类群，但 AOA 如何适

应酸性胁迫并发挥作用一直是研究难点，而 ATP 酶（ATPase）是能量代谢的关键，其编码基因可能在 AOA 适应酸性胁迫过

程中发生了趋同性演化。据此，本研究针对 5 个不同种植年限的马尾松人工林酸性土壤（15 a、24 a、45 a、55 a、63 a），通

过深度宏基因组测序获得 7 360 亿碱基对，重构 AOA 氨单加氧酶 amoA 基因和 ATP 酶 A 亚基（ATPase subunit A）基因的

系统发育进化谱系，研究 AOA 适酸的分子机制。结果表明：根据经典的 amoA 基因系统发育进化分类，所有 5 个森林土壤

中优势 AOA 主要包括 Nitrososphaerales 和 Ca. Nitrosotaleales 两大类群，但 Nitrososphaerales 类群与中碱性土壤中的 AOA

古菌亲缘关系更近，与嗜酸的 Ca. Nitrosotaleales 类群亲缘关系较远，表明 amoA 基因的系统进化关系不能解释

Nitrososphaerales 在酸性土壤中的成功定殖。然而，基于 ATPase subunit A 基因的系统进化分析则发现，所有酸性森林土壤

中嗜酸/耐酸氨氧化古菌均含有亲缘关系较近的 V-ATPase subunit A 基因，表明氨氧化古菌可能通过基因水平转移获得

V-ATPase 基因适应酸性胁迫环境，较好地解释了氨氧化古菌适应酸性胁迫的生境扩展规律。随林龄的增加，Ca. Nitrosotaleales

类群丰度先减少后增加，而 Nitrososphaerales 类群丰度先增加后减少，速效钾是显著影响 AOA 群落结构的重要环境因子。

这些结果表明，不同种植年限下酸性人工林土壤中氨氧化古菌种群发生了明显的分化，V-ATPase 基因水平转移可能是氨氧

化古菌适应酸性胁迫的重要机制。 

关键词：宏基因组学；酸性森林土壤；氨氧化古菌；amoA 基因；ATP 酶基因 
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Abstract: 【Objective】Ammonia-oxidizing archaea (AOA) is considered the main microbial group catalyzing the nitrification 

process in acidic soils. However, how AOA adapts to acid stress remains largely uncertain, and we hypothesize that the gene 

encoding ATPase for microbial energy metabolism may likely play a key role in the adaption of AOA to acidic stress in these 

soils.【Method】In this study, 736 billion base pairs were obtained by ultra-deep metagenomics sequencing of acidic soils of 

Masson pine plantations with five different planting years (15 a, 24 a, 45 a, 55 a, 63 a). The phylogenetic congruency between 

the AOA amoA gene and ATPase subunit A gene was reconstructed to study the molecular mechanism that may enable the 

acidophilic lifestyle of AOA.【Result】The habitat expansion of AOA to the acidic environment cannot be explained by the 

phylogenetic evolutionary trajectory of canonic amoA genes encoding ammonia monooxygenase. The dominant AOA taxa from 

all 5 forest soils were phylogenetically affiliated with Nitrososphaerales and Ca. Nitrosotaleales based on amoA gene phylogeny. 

Even though Nitrososphaerales is more distantly related to Ca. Nitrosotaleales, it is more closely related to neutral AOA in 

alkaline soils. Therefore, the phylogenetic law based on the amoA gene cannot explain the successful colonization of 

Nitrososphaerales in acidic soils. The phylogeny of ATPase subunit A genes indicated a single clade of AOA in all acidic forest 

soils. These results thus suggest that during the habitat expansion and evolution of AOA, the amoA and ATPase genes could have 

experienced different selection pressures to cope with acid stress, and the V-ATPase gene may be obtained through horizontal 

gene transfer to adapt to acid stress. With the increase in forest age, the abundance of Ca. Nitrosotaleales group first decreased 

and then increased, while the abundance of Nitrososphaerales group first increased and then decreased. Also, it was observed that 

soil bioavailable potassium is an important environmental factor that significantly affects the structure of the AOA community.

【Conclusion】These results indicate that the AOA populations in acid plantation soils under different planting years were clearly 

differentiated, and the horizontal transfer of V-ATPase gene may be an important mechanism that enables AOA to survive acidic 

stress for the habitat expansion. 

Key words: Metagenomics; Acid forest soil; Ammonia-oxidizing archaea; amoA gene; ATPase gene 

地 球 上 酸 性 土 壤 约 占 无 冰 陆 地 面 积 的 30%

（pH < 5.5） [1]，而几乎所有微生物均须维持细胞

内的中性稳态环境 [2]，极可能通过消耗更多能量克

服细胞膜内外巨大的质子梯度适应酸性胁迫。尤

其是考虑到土壤中微生物数量巨大，每克土壤可

能栖息着数以亿计的微生物细胞，其耐酸生理生

长机制不仅是重要科学前沿，也是农业生产的重

要实践问题 [3]。例如，全球每年施用氮肥一亿多吨，

大量氮肥进入土壤后促进氨氧化微生物生长并释

放质子，进一步加剧土壤酸化，可能导致微生物

功能丧失，降低作物氮磷钾养分利用效率，而我

国氮肥施用量占全球比例高达 32%，土壤酸化及

其次生障碍问题尤为突出 [4]。  

氮素是所有生物生长的重要营养元素，而微生

物将氨氧化为亚硝酸盐则是地球氮素循环的关键限

速步骤[5]。2005 年科学家发现海洋古菌具有氨氧化

能力，根本改变了地球氮循环的研究理念[6]。随后

大量分子生态学研究表明，氨氧化古菌（Ammonia- 

oxidizing archaea，AOA）是酸性土壤氨氧化的主要

作用者，并与海洋古菌 AOA 具有更近的系统发育进
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化关系 [7-10]，但其嗜酸机制报道较少。已有研究表

明 AOA 含有脲酶，通过水解尿素获得底物氨分子，

同时提高胞内 pH 适应酸性胁迫[10-11]，而基于纯菌

株 Ca. Nitrosotaleales devanaterra 的 研 究 则 认 为

AOA 嗜酸机制与已知的其他嗜酸菌基本一致[12]。嗜

酸菌维持胞内 pH 稳态机制主要包括：（1）形成具

有极低质子渗透率的特殊细胞膜[13]；（2）通过吸收

K+等形成膜内正电位抑制 H+流入[14]；（3）通过谷氨

酸和精氨酸脱羧作用消耗质子，然后将质子运送出

细胞等[15]。值得注意的是，酸性土壤并非严格的极

端环境，迄今尚未发现最适 pH 低于 3.0、严格意义

的极端嗜酸氨氧化微生物。事实上，酸性土壤中极

可能存在中性和碱性微域，分离到的氨氧化古菌通

常为中度嗜酸菌[8]，最佳生长 pH 在 3.0～5.0 之间；

而最近分离的菌株则为耐酸菌[16]，最佳生长 pH 高

于 5.0，但在较低的 pH 下也能生长[17]。 

ATP 是所有生物生长的能量货币，而氨氧化古

菌是严格化能无机自养菌，通过氧化氨态氮获得能

量，同化无机碳自养生长。然而，值得注意的是，

尽管氨单加氧酶 amoA 基因与核糖体 16S rRNA 基因

均可作为氨氧化古菌和细菌的分类标靶，但二者均

无法解释氨氧化古菌的生境偏好性。例如，通过稳

定性同位素示踪氨氧化古菌核酸 DNA，2014 年我们

首次发现酸性土壤中存在着尚未可知的嗜酸 /耐酸

AOA，这些古菌 AOA 在酸性土壤中分裂生殖产生

新细胞被 13C 所标记，具有较强的氨氧化活性，但

其 amoA 基因和 16S rRNA 基因却与中性环境中的

Nitrososphaerales 古菌具有更近的亲缘关系，与已知

的嗜酸古菌 Ca. Nitrosotaleales 截然不同[18]。我们推

测，与氨单加氧酶相比，古菌 AOA 的 ATPase 可能

在适应酸性环境过程中发挥了更为重要的作用。事

实上，质子进入 AOA 细胞与 ATP 酶（ATPase）密

切相关，AOA 通过氨氧化与电子转移系统耦合产生

质子动力，并通过 ATPase 合成生命活动所需能量

ATP[19]。因此，编码 ATP 合酶的基因不仅是微生物

能量产生的遗传基础，也可能在古菌 AOA 在适应酸

性胁迫环境过程中发挥了重要作用。 

ATPase 广泛存在于古菌、细菌和真核生物，主

要包括古菌 A-ATPase，细菌、线粒体和叶绿体中常

见的 F-ATPase，以及真核生物 V-ATPase 等[20]。

V-ATPase 是由 ATP 驱动的离子泵，最初是在细胞器

膜中发现，其功能主要是酸化细胞器（如溶酶体、 

核内体、液泡等），但越来越多的研究表明，V-ATPase

在多种细胞的质膜质子转运中发挥着重要作用[21-23]，

如在巨噬细胞和中性粒细胞中，质膜 V-ATPase 能够

将细胞内质子转运到细胞外，使细胞内保持中碱性

pH 稳态环境[24]。古菌的 A-ATPase 在功能上类似于

F-ATPase，利用质子动力催化 ATP 合成（反应可逆），

在结构上却更类似于 V-ATPase，并且一系列证据表

明 V-ATPase 可能由 A-ATPase 演变而来[20]。因此，

古菌 A-ATPase 可能具有与质膜 V-ATPase 类似的调

节细胞内 pH 的功能。我们最近的研究则表明，

V-ATPase 可能在古菌 AOA 嗜酸过程中发挥了重要

作用，将 AOA 的 V-ATPase 基因转入大肠杆菌异源

表达，显著增加了大肠杆菌在低 pH 条件下的生长

速率，表明 V-ATPase 是 AOA 适应酸性胁迫的关键

模块[25]。同时，所有陆地生态系统中性和碱性 AOA

菌株均含有 A-ATPase，而嗜酸/耐酸 AOA 菌株含有

V-ATPase。这一结果表明，尽管 ATPase 基因不能作

为古菌 AOA 的系统发育分类分子标靶基因，但却能

较好解释其生境分布规律[25]。但这一结论是否具有

一定的普适性，尚缺乏明确证据。 

据此，本研究利用深度宏基因组测序技术，针

对浙江省建德市不同种植年限的马尾松人工林酸性

土壤，研究不同林龄马尾松人工林土壤中 AOA 群落

组成及影响 AOA 生态分化的环境因素，通过对

amoA 基因和 ATPase 基因的宏基因组数据分析，探

究酸性环境中 AOA 与 ATPase 之间的关系，以期为

AOA 在地球环境中的生境扩张及遗传适应机制提

供更多证据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

土 壤 样 品 采 自 浙 江 省 建 德 市 马 尾 松 人 工 林

（29.48°N，119.28°E），土壤类型为凝灰岩发育的红

壤。该区为亚热带海洋型季风气候，海拔约 200 m，

年均气温 17.4℃，年均降雨量 1 600 mm。选择中龄

林（15 a）、近熟林（24 a）、成熟林（45 a）、过熟林

Ⅰ（55 a）、过熟林Ⅱ（63 a）的马尾松人工林土壤

样品采样。具体设计如下：针对每一种年限，选择

3 个不同小区作为重复，空间间隔约 2 000 m，每个

小区由 5 个土柱样品混匀而成，采样深度为 0～20 
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cm，样品分成两份，一份保存于–20℃用于提取土

壤总 DNA，另一份经风干、磨细、过 2 mm 筛、混

匀后在 4℃保存，参照《土壤农化分析》[26]，测定

土壤理化指标。 

1.2  土壤 DNA 提取和深度宏基因组测序 

土壤微生物组总 DNA 使用 FastDNA Spin Kit for 

Soil（MP Biomedicals，USA）试剂盒提取，并通过

DNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit （ QIAGEN ，

Germany）试剂盒纯化获得高质量 DNA，具体步骤参

考相关操作指南。通过微量紫外分光光度计（Nanodrop 

ND-1000）测定 DNA 的浓度和纯度后，保存于–20℃。 

宏基因组测序主要通过 Illumina HiSeq 2000 平

台 完 成 。 首 先 利 用 自 动 聚 焦 声 波 基 因 组 剪 切 仪

Covaris M220，将土壤总 DNA 随机打断为约 300 bp

的片段，然后采用 TruSeq™ DNA Sample Prep Kit

试剂盒构建 PE（Paired-End）文库，最后通过 HiSeq 

3000/4000 PE Cluster Kit 试剂盒进行桥式 PCR 反应，

质量检测合格后进行双末端（Paired-End，PE）测

序。5 种不同种植年限的森林土壤及其 3 个生物学

重复均开展了深度测序，每个样品约 50G bp 原始数

据，共计获得约 750G bp 高通量数据。 

高质量数据分析具体如下：利用软件 SeqPrep

剪切序列 3´端和 5´端的 adaptor 序列，随后删除所

有长度小于 50 bp 的序列 reads；通过软件 Sickle 去

除平均质量值低于 20 以及含 N 碱基的序列 reads，

保留高质量的 reads，每个样品最终得到约 49G bp

高质量数据。 

1.3  高通量深度测序宏基因组注释策略及丰度

分析 

以 NCycDB 数据库中 AOA amoA 基因序列[27]

和最近发表的 ATP 酶 A 亚基（ATPase subunit A）

蛋白序列[25]为参考序列，通过比对提取 E≤10–4 的

序列 reads，将其定义为 AOA 序列，并使用 SPAdes

软件进行拼接组装为大片段重叠群（contigs）（k-mer

设置为 21～29），所有样品测序数据最后均一化成

50G bp 进行分析。 

根据已有的 AOA 物种多样性报道[25，28]，构建

AOA amoA 基因和 ATPase subunit A 蛋白数据库。根

据 AOA 的分类学文献[28]对 AOA 进行分类。每个土

壤样品中 AOA 的注释及其丰度计算方法如下：（1）

方法一：首先利用 BLAST 将 contigs 与 amoA 基因数

据库比对，通过聚类软件 CD-HIT 以默认参数对

contigs（Identity≥0.90，Coverage≥120）进行聚类，

构建 amoA 基因系统发育树以进一步筛选并确定代表

序列的物种分类地位，进而确定聚类中各 contigs 所

属类群。随后通过 BLAST 将 contigs 与 ATPase subunit 

A 蛋白数据库比对，通过 ORF Finder 将核酸序列

（Identity≥0.60，Coverage≥120）翻译为蛋白序列并

通过聚类软件 CD-HIT 以默认参数对蛋白序列聚类，

构建 ATPase subunit A 蛋白系统发育树筛选并确定

代 表 序 列 的 物 种 分 类 地 位 ， 进 而 确 定 聚 类 中 各

contigs 所属类群。统计用于拼接 contigs 序列上属于

目标基因片段的 reads（参与拼接长度≥30 bp）作为

丰度。（2）方法二：利用 BLAST 将 contigs 分别与

amoA 基因和 ATPase subunit A 蛋白数据库比对，得

到候选 contigs，然后分别通过构建 amoA 基因和

ATPase subunit A 蛋白系统发育树明确各候选 contigs

的物种分类地位，丰度计算与方法一相同。（3）方法

三：利用 BLAST 将 contigs 分别与 AOA amoA 基因

和 ATPase subunit A 蛋白数据库比对，根据比对结果

确定 amoA contigs（Identity≥0.90，Coverage≥120）

和 ATPase subunit A contigs（Identity≥0.60，Coverage

≥120）的物种分类地位，丰度计算与方法一相同。

（4）方法四：直接利用 BLAST 获得短片段序列 reads

（E≤10–4），分别与 amoA 基因和 ATPase subunitA 蛋

白 数 据 库 比 对 ， 根 据 比 对 结 果 确 定 amoA reads

（Identity≥0.95，Coverage≥30）和 ATPase subunit A 

reads（Identity≥0.80，Coverage≥60）的物种分类地

位，并将 reads 数均一化后作为其丰度。 

1.4  氨氧化古菌分子系统发育树构建 

利用 CD-HIT 软件对 amoA contigs 和 ATPase 

subunit A contigs 序列进行聚类，软件设置为默认参

数得到代表性序列。利用 MAFFT 软件根据默认参

数对代表性序列进行比对，然后用 IQ-TREE 软件构

建 amoA 基因和 ATPase subunit A 蛋白系统发育树，

参数设置为“–MFP –bb 1000”。系统发育树中的经

典物种采用已有的纯菌株和富集物序列作为参考。 

1.5  数据处理 

利用 Microsoft Excel 2016 对数据进行前处理，

IBM SPSS Statistics 20 进行差异显著性分析（LSD 

法，α=0.05）和 Spearman 分析；利用 R 软件 vegan

包开展 Mantel 分析、ANOISM 分析；利用 OriginPro 

8.0 制作箱线图；并利用软件 Adobe Illustrator CS5

优化调整。 
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2  结  果 

2.1  马尾松人工林土壤理化性质 

人工种植导致马尾松林土壤性质发生显著变

化。如表 1 所示，低龄林（15 a 和 24 a）的土壤含

水量显著大于高龄林土壤（45 a、55 a 和 63 a）。与

初始 15 a 中龄林土壤相比，长期种植导致马尾松林

土壤 pH、有机碳、全氮、水解性氮、速效钾含量均 

呈下降趋势，尤其在 63 a 过熟林Ⅱ均达到统计显著

性（P<0.05）。有效磷则表现出相反的规律，与初始

15 a 中龄林土壤相比，其含量呈增加趋势，尤其在

63 a 过 熟林Ⅱ 土壤 ，从 6.60 mg·kg–1 增 至 17.0 

mg·kg–1。此外，与 45 a 成熟林相比，55 a 和 63 a

土壤含水率、pH、有机碳、全氮和水解性氮均未有

显著差异，有效磷和速效钾均呈增加趋势并在 63 a

土壤具有统计显著性。 

表 1  马尾松人工林土壤基本理化性质 

Table 1  Physico-chemical properties of Pinus massoniana plantation soil 

龄组 

Age group 

含水率 

Moisture/% 
pH 

有机碳 

SOC/（g·kg–1）

全氮 

TN/（g·kg–1）

水解性氮 

HN/（mg·kg–1）

有效磷 

AP/（mg·kg–1） 

速效钾 

AK/（mg·kg–1）

中龄林①（15 a） 27.6±1.4a 4.70±0.21a 17.0±1.8a 1.44±0.12a 187±4a 6.60±1.84b 69.7±6.7a 

近熟林②（24 a） 27.0±3.0a 4.31±0.11b 14.6±0.7ab 1.18±0.17ab 140±23b 7.52±1.79b 57.7±4.0b 

成熟林③（45 a） 15.3±0.9b 4.09±0.17b 15.4±3.4ab 0.95±0.33b 151±44ab 8.71±1.03b 21.7±1.5c 

过熟林Ⅰ
④（55 a） 18.56±1.6b 4.04±0.15b 15.0±1.4ab 0.92±0.14b 134±10b 8.25±2.09b 57.3±2.5b 

过熟林Ⅱ
⑤（63 a） 15.6±2.9b 4.17±0.11b 12.4±1.3b 0.88±0.13b 117±13b 17.0±6.14a 55.7±4.0b 

注：表中数据为平均值±标准差（n=3）；同一列无相同字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。Note：Values were presented 

as mean±standard deviation（n=3）；Different letters in the same column indicate significant difference among five treatments（P<0.05）. The 

same below. ①Middle-age forest，②Near-mature forest，③Mature forest，④Over-mature forest Ⅰ，⑤Over-mature forest .Ⅱ  

 

2.2  酸性土壤氨氧化古菌 amoA 基因和 ATPase 

subunit A 基因的趋同进化 

针对 5 种土壤 3 个重复的 750G bp 高质量测序

数据，通过 4 种方法重构 amoA 基因和 ATPase 

subunit A 基因的系统发育进化规律。方法一、方法

二 和 方 法 三 均 通 过 将 高 质 量 序 列 拼 接 为 大 片 段

contigs 后，构建系统发育进化关系或直接比对进行

注释；而方法四则通过直接分析高通量序列 reads

并注释。结果表明，方法一注释策略最佳，故选择

方法一结果构建系统发育进化关系。 

系统发育分析 amoA 基因发现其进化距离较

远 ， 在 分 类 学 上 归 属 于 两 个 目 ， 分 别 为

Ca.Nitrosotaleales（NT）和 Nitrososphaerales（NS）。

而 NT 和 NS 目可进一步细分为 3 个亚类，NT-α、

NS-γ-2.3、NS-ζ 亚类，这些类群占所有 AOA 的丰度

分别为 28.1%、60.3%和 10.8%，合计 99.2%（图 1a）。

此外，土壤中也检测到少量 NS-δ 亚类，其丰度约

为 0.9%（图 1a）。 

然而，ATPase subunit A 基因分析则得到完全不

同的结果，土壤中优势 AOA 具有较高的序列亲缘相

似度，均可归类为 V-ATPase 并占所有序列 96.3%。

采用 amoA 基因的物种命名并用斜体作为区分，则

发现 V-ATPase 可细分为 3 个亚类 NT-α、NS-γ-2.3、

NS-ζ、其丰度分别为 28.1%、61.0%、7.2%（图 1b）。

而仅有 3.8%的序列可归类为 A-ATPase，其 amoA 基

因的分类地位为 NS 和 NP 目，亚类为 NS-α 和 NP-γ。 

这 些 结 果 表 明 ， V-ATPase 基 因 可 能 是 古 菌

AOA 适应酸性胁迫并发生趋同进化的分子基础。

本研究中所有 5 种土壤均为酸性（pH<5.0），而基

于 amoA 基因的分类无法解释 AOA 古菌的酸性胁

迫适应规律。如图 1a 所示，AOA 古菌 NS 目和 NT

目具有显著的系统进化分异，前者占比高达 71.1%，

后者占比仅为 18.1%，但前者的亲缘物种多见于中

碱性土壤，而后者的亲缘物种主要存在于酸性土

壤。相反，ATPase subunit A 系统进化分析则发现，

96.3%的 AOA 均可归类为 V-ATPase 古菌 AOA，表

明不同类型的古菌 AOA（NS 和 NT 目）长期适应

酸性胁迫过程中，可能通过基因水平转移，获得了

相同/相似的 V-ATPase 基因适应酸性胁迫，发生了

趋同进化。 



4 期 宋玉翔等：土壤氨氧化古菌适应酸性胁迫的 ATP 酶基因分子进化研究 1141 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 

图 1  马尾松人工林土壤 AOA amoA 基因（a）和 ATPase subunit A（b）系统发育进化树及趋同分析 

Fig. 1  Phylogenetic tree and convergence analysis of AOA amoA gene（a）and ATPase subunit A（b）in Pinus massoniana plantation soil 

2.3  不同种植年限下酸性森林土壤氨氧化古菌

amoA 和 ATPase subunit A 基因丰度变化 

进一步在更精细化水平，研究了不同种植年限

下酸性森林土壤 AOA amoA 和 ATPase subunit A 基

因分化及其丰度变化规律（图 2）。针对 amoA 基因，

四种注释方法均发现土壤中 amoA 基因具有较远的

进化亲缘关系，在分类学上可归类为 NS 和 NT 两个

AOA 目。通过拼接 contigs 注释的方法一（图 2a）、

方法二（图 2b）和方法三（图 2c），均发现 NS 目

含有 3 个亚类 NS-γ-2.3、NS-ζ 和 NS-δ，而通过直接

注释高通量测序序列的方法四也发现了这三个亚

类，并检测到一个数量上极为弱势的 NS-β（图 2d）。

同时，所有方法均发现 NT 目仅有一个亚类 NT-α。 

尽管 AOA 古菌 ATPase subunit A 基因与 amoA

基因的亲缘进化规律明显不同（图 1），但在精细化

分类水平 ATPase 基因的相对丰度则与 amoA 基因丰

度有较为一致的规律。采用 amoA 基因的物种命名

并用斜体作为区分，ATPase subunit A 占绝对优势的

类群均为 NT-α 和 NS-γ-2.3。值得注意的是，四种分

类方法针对 NT-α 和 NS-γ-2.3 具有不同的分类结果，

与方法一（图 2e）和方法二（图 2f）相比，方法三

（图 2g）和方法四（图 2h）将部分 NS-γ-2.3 亚类 AOA

也归类至 NT-α，导致后者丰度相对较高。但由于这

一分类不确定性仅存在于 NT-α 和 NS-γ-2.3 之间，对

其相对丰度及本文结论无影响，故在本文中重点采

用方法一的数据。 

amoA 分析结果均表明，NT-α 和 NS-γ-2.3 亚类

是不同种植年限下马尾松林土壤中的优势 AOA 类

群（图 2a），在不同种植年限的 5 种土壤中，其总

丰度分别为 100%（15 a 中龄林）、88.5%（24 a 近

熟林）、92.4%（45 a 成熟林）、77.6%（55 a 过熟林

Ⅰ）和 80.5%（63 a 过熟林Ⅱ）。其中，NT-α 亚类占

比分别为 85.2%、46.0%、3.98%、12.5%和 61.9%；

而 NS-γ-2.3 亚类占比分别为 14.8%、42.5%、88.4%、

66.4%和 18.6%（图 2a）。此外，NS-ζ 丰度在中龄林

土壤（15 a）中低于检测限，但随着种植年限增加

而增加，其相对丰度在过熟林 I（55 a）土壤最高为

21.1%。 

ATPase subunit A 基因分析结果也发现 NT-α 和

NS-γ-2.3 亚类是土壤 AOA 优势类群（图 2e），在不

同种植年限的 5 种土壤中，其总丰度分别为 87.8%

（15 a 中龄林）、94.1%（24 a 近熟林）、91.1%（45 a

成熟林）、86.0%（55 a 过熟林Ⅰ）和 86.4%（63 a

过熟林Ⅱ）。其中，NT-α 和 NS-γ-2.3 的占比分别为：

15 a 中龄林（57.0%和 30.7%）、24 a 近熟林（61.2%

和 32.9%）、45 a 成熟林（5.70%和 85.4%）、55 a 过

熟林Ⅰ（13.6%和 72.4%）和 63 a 过熟林Ⅱ（63.6%

和 22.8%）（图 2e）。此外，NS-ζ 丰度随着种植年限

增加而增加，其相对丰度由 15 a 中龄林土壤 1.8%增

加至 55 a 过熟林Ⅱ土壤的 12.8%。 
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注：（a）、（b）、（c）、（d）分别是通过方法一、方法二、方法三、方法四得出的 AOA amoA 基因分类及其丰度；（e）、（f）、（g）、

（h）分别是通过方法一、方法二、方法三、方法四得出的 ATPase subunit A 基因分类及其丰度。Note：（a），（b），（c），（d）are the AOA 

amoA gene classifications and their abundances obtained by method 1，method 2，method 3，and method 4 respectively；（e），（f），（g），

（h）are the classification and abundance of ATPase subunit A gene obtained by method 1，method 2，method 3，and method 4 respectively. 

NP，NT，NS，NC are the Nitrosopumilales，Ca. Nitrosotaleales，Nitrososphaerales，and Ca. Nitrosocaldales respectively. 

 

图 2  不同注释方法马尾松人工林土壤 AOA amoA 基因和 ATPase subunit A 基因丰度 

Fig. 2  The results of different annotation methods for AOA amoA gene and ATPase subunit A gene in Pinus massoniana plantation soil 

总体而言，系统发育进化发现酸性土壤中占据

绝对优势 AOA 的 ATPase subunit A 序列具有高度同

源性，这些 NT-α 和 NS-γ-2.3 亚类与已知的嗜酸/耐

酸 AOA 相似并可归类为 V-ATPase。同时，这些 AOA

的 amoA 基因同源性较低，表明 AOA 古菌可能通过

基因水平转移获得 V-ATPase 基因适应酸性胁迫。 

2.4  土壤氨氧化古菌分异的环境驱动机制 

在微生物分类学不同水平，如纲（Class）、目

（Order）、亚支（Subclade），将不同林龄马尾松人工

林土壤 AOA 分类，计算其相对丰度的变异系数并与

土壤理化性质进行相关分析。结果表明，AOA amoA

基因和 ATPase subunit A 基因分类越细，其丰度的

变异系数越大，即重复间变异越大（图 3a、图 3b）。

同时，土壤理化因子的变异系数低于 AOA 类群的变

异系数。Spearman 统计分析发现，AOA 类群丰度与

其变异系数极显著负相关（r =–0.679，P<0.001）。

例如，在亚支分类水平，当 AOA 古菌 amoA 基因和

ATPase subunit A 基因丰度低于 40 个序列 reads，其

变异系数高达 34.4%～86.7%，而当 AOA 丰度高于

40 个 reads，其变异系数集中在 9.07%～33.9%之间
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（图 3c）。  

Spearman 分析不同 AOA 基因型与土壤理化性

质发现，不同环境要素对 AOA 基因型的影响不同。

pH 、 速 效 钾 与 NT-α 亚 支 极 显 著 正 相 关 ， 但 与

NS-γ-2.3 和 NS-ζ 亚支显著或极显著负相关（表 2）。

利用总 amoA 基因型研究 AOA 群落多样性，通过

ANOISM 分析，发现不同林龄马尾松人工林土壤

AOA 群落存在显著差异（r=0.83，P<0.001），进一

步 Mantel 分析发现，速效钾是影响 AOA 群落结构

的最重要环境因子（r=0.56，P<0.001）。 

 

图 3  不同分类水平下 AOA amoA 基因（a）和 ATPase subunit A（b）丰度变异系数及其与丰度关系（c） 

Fig. 3  Coefficient of variation of abundance of AOA amoA gene（a）and ATPase subunit A（b）at different classification levels and their 

relationship with abundance（c） 

表 2  不同马尾松种植年限下氨氧化古菌 AOA 类群与土壤理化性质的相关性 

Table 2  Relationship of AOA groups with soil physicochemical properties 

AOA 
含水率 

Moisture 
pH 

有机碳 

SOC 

全氮 

TN 

水解性氮 

HN 

有效磷 

AP 

速效钾 

AK 

NT-α（Acidophilic） 0.65** 0.75** 0.20 0.48 0.25 –0.12 0.65** 

NS-γ-2.3（Acid-tolerant） –0.36 –0.60* 0.00 –0.39 –0.01 –0.06 –0.71** 

NS-ζ（Acid-tolerant） –0.49 –0.89** –0.51 –0.78** –0.46 0.37 –0.57* 

NS-δ（Neutrophilic） 0.41 0.28 0.14 0.23 –0.05 –0.05 –0.02 

Total amoA gene –0.29 –0.48 0.12 –0.35 0.12 –0.02 –0.67** 

注：*表示显著相关（P<0.05）；**表示极显著相关（P<0.001）。Note：* indicates significant correlation（P<0.05）；** indicates a 

very significant correlation（P<0.001）. 

 

3  讨  论 

已有研究表明，酸性土壤中存在大量尚未可知

的嗜酸/耐酸氨氧化古菌，基于经典的 16S rRNA 基

因和氨单加氧酶 amoA 基因系统发育进化分析均表

明，这些 AOA 与已知的嗜酸性 AOA 古菌亲缘关

系较远，与中碱性环境中的古菌 AOA 亲缘关系较

近[29-31]，AOA 古菌在酸性环境中的生境分布规律与 

 

致。我们通过稳定同位素核酸探针技术，首次系统

16S rRNA 和 amoA 基因的系统发育进化关系并不一

阐述了这一现象，并提供了这些未知 AOA 在酸性环

境中分裂增殖的明确证据[18]。同时，几乎所有微生

物细胞内部均为中性稳态环境，为了在酸性条件下

生长，AOA 必须克服细胞膜内外巨大的 pH 梯度，

消耗更多能量适应酸性胁迫。我们前期的研究发现

能量货币 ATP 合成相关的基因极可能发生水平转

移，是酸性土壤中未知 AOA 及已知嗜酸性 AOA 适 
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应酸性胁迫环境的重要机制[25]，但其普适性尚需进

一步证据。本研究则针对不同种植年限的马尾松人

工林酸性土壤，发现 V-ATPase 基因水平转移可能是

古菌 AOA 适应酸性胁迫环境的重要机制。 

3.1  土壤氨氧化古菌适应酸性胁迫机制分析 

通过对马尾松人工林土壤总 DNA 深度宏基因

组测序结果分析，表明 V-ATPase 基因协助 AOA 适

应酸性胁迫机制可能具有普适性。目前 AOA 耐酸

机制研究主要集中在 NT 类群，推测其可能通过一

些典型机制适应酸性环境[12]。但是，已知嗜酸 NT

类群四株 AOA 古菌研究表明，其中有两种菌株不

含有与钾离子代谢相关的基因，说明通过吸收钾离

子抑制质子渗透的耐酸机制并不适用于所有嗜酸

NT 类群[32]。此外，酸性土壤中存在丰度更高的与

NT 类群具有较远亲缘关系的 NS-γ-2.3 类群，目前

尚未有纯菌株报道，其耐酸机制尚不清楚。因此，

不同 AOA 类群适应酸性胁迫的机制是否具有共

性，仍然需要进一步研究。本研究通过深度宏基因

组测序，对 AOA amoA 基因和 ATPase subunit A 基

因分析发现，在马尾松人工林酸性土壤中，各酸性

AOA 类群的 V-ATPase 比例与其对应的 amoA 基因

比例基本相同，而不同林龄土壤中两者的变化规律

也基本相同。这一结果从生境适应性角度，提供了

V-ATPase 基 因 水 平 转 移 的 重 要 证 据 ， 表 明 V- 

ATPase 基因是 NT 类群和 NS-γ-2.3 类群适应酸性

胁迫环境的重要机制。 

3.2  马尾松人工林种植年限对土壤氨氧化古菌群

落分化的影响规律 

人工林种植可能促进了酸性 AOA 的种群分化。

通过深度宏基因组测序发现，马尾松人工林酸性土

壤中 AOA 主要是 NT 和 NS-γ-2.3 类群，并且随林龄

增加，NT 类群丰度先减少后增加，而 NS-γ-2.3 类

群丰度先增加后减少，这可能是不同林龄土壤理化

性质差异导致的。有研究表明 pH 是影响 AOA 群落

的重要因子[33-34]，但是本研究通过 Mantel 分析发现，

速效钾与 AOA 群落结构相关性最强。这可能是由于

本研究样品皆为酸性土壤，pH 在小范围变化内对

AOA 影响有限，而钾离子与 AOA 适应酸性胁迫的

代谢活动密切相关，因此，速效钾显著影响酸性马

尾 松 人 工 林 土 壤 A O A 群 落 结 构 。 进 一 步 通 过

Spearman 相关分析发现，NT 类群与环境因子显著 

 

正相关，而 NS-γ-2.3 类群则与环境因子显著负相关，

导致这种差异的原因以及环境因子对 AOA 群落的

生态分化影响仍需进一步研究。本研究同时发现，

不同林龄马尾松人工林土壤 AOA 群落结构组间差

异显著大于组内差异，当同一林龄土壤样品重复间

的环境因子变异程度较小时，不同林龄马尾松人工

林土壤中 AOA 类群丰度随着分类越细，重复间变异

程度越大，且通过 Spearman 分析发现，AOA 丰度

与变异系数极显著负相关（r = –0.679，P<0.001）。

由此可以推测，当采集样品的真重复间环境因子相

差较小且在较大级别进行微生物分类时，生物学重

复的单个样品深度宏基因组测序结果也能反映该样

品中古菌的整体情况。 

3.3  宏基因组测序氨氧化古菌注释策略的差异

分析 

针对马尾松人工林酸性土壤总 DNA 深度宏基

因组测序，研究发现通过不同注释策略对 amoA 基

因和 ATPase subunit A 基因的注释结果具有显著差

异。Illumina 测序技术是目前宏基因组研究中最为

广泛应用的测序方法，而在对测序结果进行注释时，

一般是通过 reads[35-37]或 contigs[38-40]与数据库比对

进行物种分类。本研究通过对马尾松人工林土壤总

DNA 使用 Illumina HiSeq 2000 测序平台进行双末端

测序，对总共约 750G bp 原始数据质控、组装获得

高质量序列后，使用不同方法对 AOA 注释。针对

amoA 基因注释，无论直接将 reads 或 contigs 与数据

库比对，还是通过将这些序列构建系统发育确定其

进化分类地位，其结果基本一致。然而，ATPase 

subunit A 基因注释则必须通过构建系统发育进化

树。造成这种差异的可能原因是：氨氧化古菌 amoA

基因和 ATPase subunit A 基因注释差异可能取决于

数据库中不同基因的丰富度。氨单加氧酶 amoA 基

因一直是氨氧化古菌分子生态学研究的分子标靶，

数据库中数量高达 33 256 个 amoA 基因序列，聚类

分析则可得到 1 190 个 amoA 基因代表序列[28]。本

研究以这些代表序列为基础构建 amoA 基因数据库，

最大程度涵括所有 AOA 类群信息。相反，由于古菌

AOA 的 ATPase 研究较少，本文构建的 ATPase 

subunit A 数据库只含有 215 个序列，仅 57 个序列属

于 AOA，其中 25 个序列与陆地 AOA 相关，同时，

ATPase 基因作为系统发育分类的意义有限。因此， 
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本研究缺少足够的 AOA 古菌 ATPase subunit A 序列

信息，导致不同 ATPase subunit A 注释方法结果差

异较大。 

此外，大片度基因拼接也可能产生误差，尤其

是 AOA 的 ATPase subunit A 序列更长，拼接难度更

大。尽管高通量测序导致微生物学、生态学、进化

生物学等学科交叉发展态势迅猛[41]，但短读取长度

始终是二代测序最明显的缺点[42]。借助各种生物信

息学工具可将短序列组装至原始长度模板中，也可

能对基于序列的生物学研究准确性产生重要影响。

本 研 究 中 拼 接 组 装 得 到 的 AOA 古 菌 V-ATPase 

subunit A 的大片段 contigs 均长为 528 bp，与 amoA 

contigs 均长 511 bp 几乎相同，而 AOA 的 ATPase 

subunit A 序列更长，约是 amoA 基因的 2.8 倍。由

于酸性土壤的中性 AOA 数量较少，导致拼接出的

AOA 古菌 A-ATPase subunit A contigs 均长更短（310 

bp），因此，即便通过构建系统发育进化关系，也很

难准确对古菌 AOA 进行分类（图 1b）。因此，尽管

高通量测序技术为研究环境微生物和微生物生态学

研究提供了强有力的工具，并已出现了大量的算法

用于海量的宏基因组数据分析，然而，目前尚没有

一种计算软件可解决所有问题，针对各种生境中丰

度各异、类群多样的微生物区系仍需针对具体问题

构建新的算法。 

4  结  论 

基于 16S rRNA 基因和 amoA 基因的氨氧化古菌

系统发育分类地位基本一致，是氨氧化古菌多样性

研究的经典标靶基因。针对 5 个不同种植年限的马

尾松人工林酸性土壤，通过深度宏基因组测序并重

构古菌 AOA 的氨单加氧酶 amoA 基因系统发育，发

现所有酸性森林土壤中主要包括 Ca. Nitrosotaleales

和 Nitrososphaerales 古菌，前者是已知的嗜酸氨氧

化菌，而后者则与已知嗜酸的 Ca. Nitrosotaleales 亲

缘关系较远，却与中碱性土壤中的 AOA 亲缘进化更

近 ， 表 明 amoA 基 因 系 统 发 育 进 化 无 法 解 释

Nitrososphaerales 在酸性森林土壤中的定殖。然而，

所有这些类群均含有亲缘关系高度相近的 V-ATPase 

subunit A 基因，表明氨氧化古菌可能通过基因水平

转移获得 V-ATPase 基因适应酸性胁迫。同时，不同

种植年限下酸性人工林土壤中氨氧化古菌种群发生

了明显的分化，速效钾是显著影响 AOA 群落结构的

重要环境因子。 
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