
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

2341 年 1 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

234" 2341

文章编号!4333 63741#2341$31 63:/1 643 5")!4314407867891234844301:3

收稿日期!2348:44:2/555修回日期!2341:32:41

资助项目!国家自然科学基金 # /4/:21:3 $ % +十二五 , 国家科技支撑计划 # 2342S&521S34 $ %公益性行业 #农业 $ 科研专项

#23423/39/$

通信作者!刘兴国",:;3<0!0<>F<CDD>/;8;<M<13919C

夏季不同形式湿地中 $ 类厌氧脱氮菌群的分布特征

曾宪磊4!2

!5刘兴国2

"

!5吴宗凡2

!5时5旭2

!5陆诗敏2

#41上海海洋大学水产与生命学院"上海5234/37%

21中国水产科学研究院渔业机械仪器研究所"上海5233302$

摘要! 为研究不同形式湿地中厌氧脱氮菌的分布特征和关键影响因子!选择池塘%沟渠%表流和

潜流 8 种形式湿地!采用 47*M5%&克隆文库法和典型对应分析等方法!分析了夏季 8 种形式湿

地中厌氧氨氧化菌和反硝化型甲烷厌氧化菌的菌群结构及其与环境因子的相关性$ 结果显示!

湿地中的 &2Z菌与 =-(<+<-"*8O/03-<+- @*,)+<- 相似性最高可达 00K!5&2"菌与典型菌株

=;C:"67,0.+/-A+,+80D7@:/- 分在了不同的分支$ 夏季 8 种形式湿地中!&2Z菌的 *@3CC/C 多样

性依次为表流湿地 B潜流湿地 B沟渠 B池塘!5&2"菌的 *@3CC/C 多样性依次为池塘 B潜流湿

地 B沟渠 B表流湿地$ 上覆水中 J"-和 %"

6

/

:%是影响 &2Z菌分布的主要因素!上覆水中

J%%%+

=

8

:%%=+和 5"对 5&2"菌分布影响最大$ 研究表明!夏季表流湿地底泥中所含 &2Z

菌类别最多!池塘底泥所含 5&2"菌种类别最多!不同形式湿地中均有 &2Z菌存在!但不确定

是否存在 5&2"反应!影响 2 类菌群分布的主要相关因子是 -%%以及 =+和 5"$

关键词! 湿地& 厌氧氨氧化菌& 反硝化型甲烷厌氧化菌& 分布特征
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55人工湿地是一种人工构建的生态系统"具有物

理&化学和生物的协同作用
'4(

) 应用人工湿地处理

污水"具有低成本&高效率&易管理的特点
'2(

) 目

前"对人工湿地的研究主要集中在废水净化效率"

湿地设计和运行参数的相关性等方面
'/ 68(

"关于人

工湿地中微生物群落的研究还很有限
'1 67(

"尤其是

关于不同形式湿地中厌氧氨 氧化 #3C3AM/R<9

3;;/C<>;/F<B3E</C"&2Z$和反硝化型甲烷厌氧

化 # BAC<EM<84<CD 3C3AM/R<9 ;AE@3CA /F<B3E</C"

5&2"$菌的分布特征研究还未见报道)

&2Z和 5&2"是 23 世纪 03 年代后期才被

发现的生物厌氧脱氮反应"具有较高的脱氮效

率
':(

) 主导这两类反应的微生物属于化能自养

细菌"所需碳源分别是 -"

2

和 -+

8

"在污水处理

中不需要添加有机物"大大降低了水处理成本和

二次污染) 目前"&2Z在淡水湖泊&低氧区域的

海洋&海岸河口沉积物等多种水生生态系统中均

已被发现
'9(

) 5&2"在泥炭地土壤&水稻土&湖

泊底泥及污水处理厂污泥中被检测到
'0(

) 迄今

为止"发现具有 &2Z反应的微生物属于浮霉状

菌目#H03C9E/;49AE30A?$"该目细菌包括 2 个科"0

个属"其中 =-(<+<-"*8O/03-<+- 与 =;J*:(:(+- 是

淡水环境中最常见的厌氧氨氧化细菌
'9(

) 在已

报道的研究中" 5&2"富集培养物中通常为

%-43 门细菌"其中 =;C:"67,0.+/-A+,+85D7@:/- 是

,EEP<D 等
'43(

经过 40 个月研究并命名的 %-43 门

细菌"且具有 5&2"现象)

生物厌氧脱氮过程广泛分布于各种类型的水

生生态系统中"多数以多种厌氧脱氮类群共存形

式存在) 湿地被证明存在两种以上甚至所有的厌

氧脱氮过程
'0(

) 湿地生态系统是最复杂的生态

系统之一"其中微生物的高度多样性"使得湿地氮

循环过程比其他生态系统有更多的化学变化和生

物转移过程
'44(

) 研究表明"几乎所有的天然或人
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工湿地都能满足生物厌氧脱氮大部分条件"在湿

地系统中多种脱氮菌群共同参与的生物厌氧脱氮

过程是湿地脱氮潜力的源泉和主要途径
'42(

) 养

殖池塘 # =/CB $&生态沟渠 # B<E9@ $&表流湿地

#?>M839A80/P9/C?EM>9EAB PAE03CB"*(-T$和潜流

湿 地 # ?>R?>M839A 80/P 9/C?EM>9EAB PAE03CB"

**(-T$是 8 种典型的人工湿地) 夏季是湿地生

态系统生物多样性的高峰期"夏季水质变化迅速"

底泥沉积物微生物生化代谢活跃且复杂) 研究夏

季不同湿地系统中 2 类厌氧脱氮菌群特征"分析

其与环境因素的关系"对于更全面的理解湿地系

统中的氮循环具有重要意义)

45材料与方法

!"!#湿地形式

在中国水产科学研究院池塘生态工程研究中

心#上海泖港"%/3i1:V4190n",424i39V12124n$"选

择养殖池塘#池塘湿地$"生态沟渠#沟渠湿地$"生

态塘#表流湿地$"潜流湿地 8 种形式的人工湿地作

为研究对象) 其中"养殖池塘面积为41 333 ;

2

"主

要养殖草鱼 #=":(026-/7()0<0( +<:,,-$和团头鲂

#C:)-,0A/-.- -.A,73:26-,-$"另外还搭配养殖鲢

# #72026""6-,.+36"678.0,+"/+D$& 鳙 # '/+8"+36"678

(0A+,+8$和鲫#=-/-88+*8-*/-"*8$等"养殖周期内的

载鱼负荷量为 3123 <3192 ND6;

/

) 生态沟渠面积

133 ;

2

"种植有水浮莲 #>+8"+- 8"/-"+0":8$&水葫芦

#H+366-/(+- 3/-88+2:8$等水生植物) 表流湿地面积

2 133 ;

2

"种植有茭白 #V+F-(+- ,-"+@0,+- $&水葱

#&3+/2*8E-,+<*8.3@0$&再力花#B6-,+- <:-,A-"-$&

菖蒲#'30/*83-,-.*8$&芦苇#>6/-).+":8-*8"/-,+8$

等植物) 潜流湿地面积 4 133 ;

2

"采用 / 级碎石级

配"基 质 厚 度 :3 9;" 种 植 有 美 人 蕉 # =-((-

+(<+3-$&鸢尾#N/+8":3"0/*.$&菖蒲等水生植物
'4/(

)

!"$#样品采集与处理

采样时间为 2348 年 7 月 4/ 日) 在养殖池塘

分别采集 3 <1 9;表层沉积物样 / 个"3 <43 9;上

覆水样 / 个) 在沟渠湿地进水口 2 </ ;处&出水

口 2 </ ;处"采集 3 <1 9;表层沉积物混合样各 4

个"上覆水样混合各 4 个) 在表流湿地进水口 2 <

/ ;处&出水口 2 </ ;处"采集 3 <1 9;表层沉积

物混合样 4 个"3 <43 9;上覆水混合样 4 个) 在潜

流湿地进水口 2 </ ;处&排水口 2 </ ;处的上层

#3 <1 9;$&中层#23 <21 9;$&下层#83 <81 9;$"

采集基质样品 7 个"相应间隙水样品 4 个)

池塘&沟渠&表流湿地的底泥样品用彼得森采

泥器采集"潜流湿地基质样品用人工挖取"上覆水

用有机玻璃水样采集器采集) 底泥沉积物样品采

集后立即装入无菌塑封袋"排除空气"密封) 上覆

水样立即装入无菌细口塑料瓶中) 所有样品用冰

盒保存送至实验室"置于 693 Q冰箱中"一部分

用于总 5%&提取"一部分用于营养盐分析)

!":#理化因子分析

用 W*)7023 现场测定池塘&沟渠&表流湿地&

潜流湿地上覆水中水温#J$&溶氧#5"$&=+和氧

化还原电位#"$H$)

底泥沉积物中的 J"-采用重铬酸钾氧化 6

分光光度法#+!741 62344$

'48(

"J%采用半微量

开氏法"%+

=

8

:%&%"

6

2

:%&%"

6

/

:%采用氯化钾溶

液提取 6分光光度法#+!7/8 62342$

'41(

)

上覆水中的总有机碳#J"-$&总氮#J%$&总

磷#JH$&溶解性磷酸盐#H"

2 6

8

$&氨氮#%+

=

8

:%$&

硝氮#%"

6

/

:%$&亚硝氮 #%"

6

2

:%$"按 /湖泊富营

养化调查规范#第二版$0

'47(

进行测定)

!";#总 P=>提取与 @E<扩增

使用 (3?E5%&*H)%O<E8/M*/<0#美国 2/R</

公司$试剂盒提取总 5%&) 其中"潜流湿地基质

样品需先预处理"处理方法!在 133 ;'无菌塑料

广口瓶中加入 233 ;'无菌水"放入半瓶基质样

品"493 M6;<C 摇床振荡 /3 ;<C"去除基质"泥水混

合物经 3122

!

;滤膜过滤后"用于 5%&提取)

总 5%&质量经 4K琼脂糖凝胶电泳检测)

使用巢式 H-$扩增 2 类厌氧脱氮菌的 47*

M5%&特异片段"设空白对照和阴性对照"空白对

照组不加模板 5%&"阴性对照以'S液体培养基自

然生长的杂菌为模板) H-$反应体系为 =MA;<F ,F

J3I 4211

!

'"(/MP3MB =M<;AM4

!

'"$AUAM?A=M<;AM

4

!

'"模板 4

!

'"BB+

2

" 011

!

') &2Z菌巢式

H-$!第一步使用引物 =03878和通用引物 7/3M对浮

霉菌属#>,-(3"0.73:":8$进行扩增"反应程序!07 Q

1 ;<C"07 Q /3 ?"17 Q /3 ?":2 Q 4 ;<C"/3 个循

环"最后 :2 Q 43 ;<C%第二步以第一步 H-$产物

为 模 板"使 用 &2Z菌 特 异 性 引 物 &;F/798:

&;F923M进行"反应程序!07 Q 1 ;<C"07 Q /3 ?"

19 Q /3 ?":2 Q 81 ?"/3 个循环"最后 :2 Q 43

;<C) 5&2"菌扩增"首轮使用 5&2"菌特异引

物 232(和细菌通用引物 4181$"反应程序!08 Q 8

;<C"08 Q 4 ;<C"1: Q 4 ;<C":2 Q 211 ;<C"/1 个

循环"最后 :2 Q 43 ;<C) 次轮使用来源于定量

H-$的 5&2"菌特异引物对 IH4(:IH2$"反应程

7/:
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序!08 Q 8 ;<C"08 Q 4 ;<C"71 Q 4 ;<C":2 Q 211

;<C"/1 个循环"最后 :2 Q 43 ;<C"扩增产物不长

期保存"尽快进行后续实验)

!"?#文库构建和系统发育分析

分别将池塘底质的 / 个 H-$产物样和潜流

湿地的 7 个产物样等量混合后"加上沟渠和表流

湿地的产物样"得到 8 种形式湿地的样组"8 组样

品进行琼脂糖凝胶电泳所得特异片段经切胶&

GACA!,JGA0,FEM39E</C O<E#J@AM;/ $ 试剂盒纯

化"用 =,&*W:J4 -0/C<CD O<E#全式金$试剂盒连

接"转入 JM3C?4:J4 感受态细胞) 导入目的基因

的感受态细胞经无氨苄 'S培养基培养 4 @ 后"涂

布于含氨苄和蓝白斑检测试剂的固体 'S平板"

过夜培养后"每组样品挑取 23 个单克隆) 采用菌

落 H-$进行阳性克隆检测"随机挑选 47 <23 个

阳性克隆接种于 4 ;'氨苄 'S液体培养基"

/: Q摇床培养 43 @"送上海 )CU<EM/DAC 公司测序)

所得序列经 5%&*E3M软件编辑"去除载体序列

后"用 %-S):S'&*J工具比对"搜索相似序列)

使用 2,G& 1131 进行多重序列对齐"用邻接

#%A<D@R/M:!/<C<CD$法构建系统发育树)

!"B#菌群结构与理化因子的相关性分析

菌群结构采用 ;/E@>M软件划分操作分类单

元#"J#$"并计算多样性指数 *@3CC/C&*<;=?/C

和物种分布指数9@3/ 4"以 /K的序列差异作为一

个 "J#)

菌群多样性分析用 *@3CC/C 指数
'4:(

"其公式

如下"

CZO[

)

;

0O4

'P

0

F. P

0

(

式中!>

+

?(

+

ST"表示第 +个种占总数的比例"& 为

群落物种数) 当群落中只有 4 个菌群存在时"

*@3CC/C 指数为 3%当群落中有两个以上的菌群存

在"且每个菌群仅有 4 个成员时"*@3CC/C 指数达

到最大值 'CN)

菌群均匀度分析用 *<;=?/C 指数
'4:(

"公式

如下"

U O4 [

)

;

0O4

P

2

0

式中">

+

为个体数占群落中总个体数的比例"& 为

群落物种数)

菌群内种类数分析用 9@3/ 4 指数"指数越高

说明群落物种数目越多
'49(

) 公式如下"

<

'!,-4

O<

-+&

R

1

4

#1

4

[4$

2#1

2

R4$

式中"&

9@3/ 4

为估算的群落 "J#数"&

/R?

为观测到

的 "J#数"(

4

为只有一条序列的 "J#数目"(

2

为只有 2 条序列的 "J#数目)

用 *H**4013 和 93C/9/ 811 软件分析 2 类厌

氧脱氮菌群多样性与环境因子的相关性)

25结果

$"!#不同形式湿地的理化特征

对不同形式湿地底泥和上覆水进行了分析

#表 4$) 结果显示"在底泥沉积物中"池塘底泥沉

积物的 J"-含量明显高于沟渠和表流湿地#>A

3131$"沟渠沉积物中的氨氮含量显著高于其他

形式湿地#>A3134$) 池塘底泥沉积物 J"-含

量较高"可能与夏季池塘养殖中有饲料大量投入

有关) 沟渠沉积物的氨氮明显高于其他形式湿

地"可能与底泥中的生化反应不同有关)

在上覆水中"表流湿地上覆水的 JH含量明

显低于池塘和沟渠#>A3131$"%"

6

/

:%含量明显

低于池塘#>A3131$"%+

=

8

:%含量显著低于池塘

和沟渠#>A3134$) 潜流湿地上覆水的 JH含量

明显低于沟渠 #>A3131$"显著低于池塘 #>A

3134$"%+

=

8

:%含量显著低于池塘和沟渠 #>A

3134$"表流湿地和潜流湿地 JH&J%含量降低说

明这两种湿地具有明显脱氮除磷作用)

$"$#不同形式湿地中 >[c菌分布特征

测序共得到 :8 条序列"其中池塘 40 条"沟渠

47 条"表流湿地 23 条"潜流湿地 40 条"片段长

8:4 <8:: R="在 4K&/K和 7K差异度条件下"利

用 ;/E@>M软件将其划分为 47&44 和 9 个 "J#"覆

盖率分别为 0311K&0:1/K和 0:1/K)

在 /K差异度条件下"8 种形式湿地 "J#分

布情况分别为"池塘 433K属于 "J#4G) 沟渠含

有 / 类 "J#"4211K属于 "J# 2 G"9412K属于

"J#/G"7121K属于 "J# 8 G) 表流湿地含有 7

类 "J#"1K属于 "J# 7 G"41K属于 "J# : G"

81K属于 "J# 9 G"43K属于 "J# 0 G"41K属于

"J#43G"43K属于 "J# 44 G) 潜流湿地含有 /

类 "J#"4119K属于 "J# 2 G"1:10K属于 "J#

/G"271/K属于 "J# 1 G) 另外"除了 "J# 2 G和

"J#/G同时存在于沟渠和潜流湿地之外"其他类

"J#只存在于 4 种形式湿地之中)

"J# 2 G与 &2Z菌代表菌株 =;O/03-<+-

@*,)+<- 相似性很高 #图 4$) 通过 ;/E@>M软件选

出的 "J# 4 G <"J# 44 G代表序列登陆号!

OH:34384 <OH:34314)

:/:
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表 !#; 种形式湿地底泥沉积物和水样理化指标

%&'"!#@7O5-9397+.-9&1*&,&.+0+,53A5+6-.+/0&/6K&0+,5&.*1+5-/; 0O*+53AK+01&/65

位点

?<EA

指标

<CBAF

池塘

=/CB

沟渠

B<E9@

表流湿地

*(-T

潜流湿地

**(-T

底泥沉积物

?AB<;ACE

J"-6# D6ND$ /1:1

C31::

3

210:

C31//

3R

2190

C3137

R

J%6# D6ND$ 2110

C314/

3

2119

C313:

3

21:3

C3137

3

%+

=

8

:%6#;D6ND$

/71::

C49114

&

7110/

C8188

S

24141

C3107

&-

%"

6

2

:%6#;D6ND$

4:1128

C201:1

3

471111

C0121

3

490182

C2/187

3

%"

6

/

:%6#;D6ND$

4/317/

C27143

3

4171//

C2/1:9

3

423127

C21:9

3

上覆水

/UAM04<CD P3EAM

J"-6#;D6'$ 4414:

C318:

3

431:8

C3140

3

43187

C3184

3

9102

C312/

3

J%6#;D6'$ 47188

C8180

3

47142

C/121

3

4/171

C414/

3

4/187

C41/0

3

JH6#;D6'$ 9128

C812/

&3

91:4

C4108

3

3102

C3148

R

3172

C318/

SR

%+

=

8

:%6#;D6'$

31:0

C3139

&

31:3

C3138

&

31/3

C3134

S

31//

C313/

S

%"

6

2

:%6#;D6'$

313/

C3134

3

313/

C3133

3

31331

C3133

3

3132

C3134

3

%"

6

/

:%6#;D6'$

3144

C3138

3

3137

C3133

3R

313/

C3134

R

3140

C3143

3R

J6Q 2819: 281:8 20181 28188

=+ :12 :1/8 :19: :171

"$H6;. 67/122 627911 64301: 68/21/1

5"6#;D6'$ 2111 /124 9102 41:8

注!方差不齐用 J3;@3CA法进行多重比较"方差齐时用 '*5法进行多重比较) 同行不同小写字母者表示组间差异显著#>A3131$ "不同

大写字母表示组间差异极显著#>A3134$

%/EA?! >?AJ3;@3CA;AE@/B 8/M;>0E<=0A9/;=3M<?/C P<E@ U3M<3C9A<C@/;/DACA<E4" >?A'*5 ;AE@/B 8/M;>0E<=0A9/;=3M<?/C P<E@ U3M<3C9A

@/;/DACA<E41J@A?3;AM/PP<E@ B<88AMACE?;3000AEEAM??@/P??<DC<8<93CEB<88AMAC9ARAEPAAC DM/>=?#>A3131$ %E@A?3;AM/PP<E@ B<88AMACE

93=<E300AEEAM??@/P?UAM4 ?<DC<8<93CEB<88AMAC9ARAEPAAC DM/>=?#>A3134$

图 !#; 种形式湿地 >[c菌的系统发育树

J-2"!#@7O132+/+0-90,++93/50,490+6'O >[c5+C4+/9+53A; 0O*+53AK+01&/65

9/:
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55 在 /K 差异度范围内" 8 种形式湿地的

*@3CC/C 指数均低于 4190

'40(

"表明 8 种形式湿地

的 &2Z菌多样性较低) 在 8 种形式湿地中"表

流湿地的 *@3CC/C 多样性指数最高"物种数目最

大"其他形式湿地中 &2Z菌的多样性水平从高

到低依次为潜流湿地&沟渠和池塘) 除池塘多样

性极低外#*@3CC/C 指数为 3$"其他形式湿地的

*@3CC/C 多样性水平相差不大#表 2$)

相关分析显示"影响不同形式湿地中 &2Z

菌群落多样性的主要因子有沉积物和上覆水

J"-"以及上覆水 J%& %+

=

8

:%& %"

6

/

:%& =+和

5")其中影响最为显著的是上覆水J"-和

%"

6

/

:%含量"J"-和 %"

6

/

:%含量越高"&2Z菌

的群落多样性越低#图 2$)

表 $#; 种形式湿地 >[c菌多样性指数

%&'"$#P-N+,5-0O -/6+) 3A>[c'&90+,-& -/

; 0O*+53AK+01&/65

湿地

PAE03CB?

香农指数

*@3CC/C <CBAF

辛普森指数

*<;=?/C <CBAF

物种丰富度

-@3/ 4

池塘 =/CB 3 4 4

沟渠 B<E9@ 31:0 3119 811

表流湿地 *(-T 4118 312/ 7

潜流湿地 **(-T 310/ 3182 /

图 $#>[c多样性与理化因子的相关关系

J-2"$#%7+93,,+1&0-3/6-&2,&. '+0K++/6-N+,5-0O -/6+) 3A>[c&/6*7O5-9397+.-9&1A&903,5

$":#不同形式湿地中的 P>[M菌分布特征

测序得到 :: 条有效序列"池塘 40 条"沟渠 23

条"表流湿地 23 条"潜流湿地 49 条"片段长度 811

<873 R=) 在 4K&/K和 1K差异度条件下"利用

;/E@>M软件将其划分为 2:&49 和 41 个 "J#"覆

盖率分别为 :/14K&9110K和 901:K)

在 /K差异度条件下"8 种形式湿地 5&2"

菌 "J#划分情况如下!池塘含有从 "J# 4 G <

"J#0 G共 0 类 "J#"所占比例依次是 8/K"

44K"1K"1K"47K"1K"1K"1K和 1K) 沟渠

含有 : 类 "J#"13K属于 "J#4G"43K属于 "J#

2G"43K属于 "J#/G"43K属于 "J#1G"1K属于

"J#7G"43K属于 "J# 0 G"1K属于 "J# 4: G)

表流湿地含有 8 类 "J#"9/12K属于 "J# 4 G"

117K属于 "J#1G"117K属于 "J#0G"117K属

于 "J# 49 G) 潜流湿地含有 0 类 "J#"分别是

"J#4G#13K$""J#1G#1K$""J#43G#1K$"

"J# 44 G # 43K$" "J# 42 G # 1K$" "J# 4/ G

#1K$""J# 48 G#1K$""J# 41 G #1K$和 "J#

47G#43K$) "J#4G和 "J#1G存在于所有形式

湿地中"是分布最为普遍的两类) 除了 "J#2G&

"J#/G&"J#7G和 "J#0G分布在 2 种以上形式

湿地之外"其余的只分布在 4 种形式湿地之中"所

有形式湿地主要含有的都是 "J#4G种类)

:: 条 序 列 与 5&2" 菌 典 型 细 菌 =;

C:"67,0.+/-A+,+80D7@:/- 分在不同的分支#图 /$)

8 种形式湿地系统中存在的 %-43 门菌是否具有

甲烷厌氧化并偶联反硝化作用仍需进一步验证)

通过 ;/E@>M软件选出的 "J#4G <"J#49G代表

序列登陆号!OH:27/10 <OH:27/:7)

0/:
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图 :#; 种形式湿地的 P>[M菌系统发育树

J-2":#@7O132+/+0-90,++93/50,490+6'O P>[M 3A; 0O*+53AK+01&/65

55/K差异度条件下" 8 种形式湿地中池塘

*@3CC/C 指数大于 4190#4102 B4190$ #表 /$"说

明池塘 5&2"菌的多样性大) 其他形式湿地的

多样性水平从高到低依次是潜流湿地&沟渠和表

流湿地)

表 :#; 种形式湿地中 P>[M菌多样性指数

%&'":#P-N+,5-0O -/6+) 3AP>[M'&90+,-& -/

; 0O*+53AK+01&/65

湿地

PAE03CB?

香农指数

*@3CC/C <CBAF

辛普森指数

*<;=?/C <CBAF

物种丰富度

-@3/ 4

池塘 =/CB 4102 314: 2311

沟渠 B<E9@ 411: 3127 :12

表流湿地 *(-T 317/ 3170 :

潜流湿地 **(-T 41:4 3121 48

55分析 8 种形式湿地 5&2"的多样性指数与

理化因子之间的相关关系 #图 8 $"显示影响

5&2"菌多样性的主要理化因子有上覆水中的

J%&%+

=

8

:%和 =+&5") 5&2"的 *@3CC/C 指数

与水中 J%和 %+

=

8

:%的含量呈正相关"与 =+和

5"呈负相关)

$";#不同形式湿地中 $ 类厌氧脱氮菌分布的综

合分析

应用 93C/9/ 811 软件对 &2Z和 5&2"

共 /3 个 "J#以及 41 个环境因子进行典型对

应分析#--&$ #图 1 $ )

&7 6&44"540 在表流湿地的个体数远远大

于其他 / 类湿地"58&51&59&50&&4 在池塘湿地

的个体数远远大于其他 / 类湿地#图 1:3$) 表流

湿地与其他 / 类形式湿地的差异度最大)

38:
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图 1:R 显示了各个物种在任何环境变量上的

相对最适值"比如 52 相对于 57 物种来说更适合

生活在上覆水 JH&J%含量高的环境之中)

图 ;#反硝化型甲烷厌氧菌多样性指数与理化因子的相关关系

J-2";#%7+93,,+1&0-3/6-&2,&. '+0K++/6-N+,5-0O -/6+) 3AP>[M &/6*7O5-9397+.-9&1A&903,5

图 ?#不同形式湿地中两类厌氧脱氮菌 EE>排序图

#3$8 种形式湿地与物种间的分布图) 其中空心圆代表各样方"三角形代表各物种"&4 6&44 代表 &2Z"J#4G 6"J#44G) 54 6

540 代表 5&2""J#4G 6"J#40G) # R$物种与环境因子之间的关系图"其中三角形代表各物种"箭头代表各环境因子"?代表沉

积物#?AB<;ACE$ "P代表上覆水#P3EAM$

J-2"?#EE>3,6-/&0-3/*13053A0K3 \-/653A&/&+,3'-96+/-0,-A-+,'&90+,-& -/6-AA+,+/0K+01&/65

#3$ B<?EM<R>E</C B<3DM3;RAEPAAC 8 E4=APAE03CB?3CB ?=A9<A?"3CB M<CD 9/MMA?=/CBAB E/ AUAM4 I>3BM3E"EM<D/C 9/MMA?=/CBAB E/ AUAM4 ?=A9<A?"

&4 6&44 9/MMA?=/CBAB E/ &2Z"J#4G 6"J#44G154 6540 9/MMA?=/CBAB E/ 5&2""J#4 G 6"J#40 G% # R$9/MMA03E</C B<3DM3;

RAEPAAC ?=A9<A?3CB ACU<M/C;ACE839E/M?"3CB EM<D/C 9/MMA?=/CBAB E/ AUAM4 ?=A9<A?"3MM/P@A3B 9/MMA?=/CBAB E/ AUAM4 ACU<M/C;ACE839E/M?"?

9/MMA?=/CBAB E/ ?AB<;ACE"P9/MMA?=/CBAB E/ P3EAM

/5讨论

夏季是湿地生态系统生物多样性的高峰期)

本研究表明"夏季不同形式人工湿地中"表流湿地

&2Z菌多样性最为丰富"*@3CC/C 指数比其他类

型湿地高出 411 倍以上"这可能是表流湿地水体

较浅"水体中的 5"较高"沉积物 J"-含量较低

所致) 池塘中 5&2"菌的 *@3CC/C 指数高出潜

流湿地 / 倍以上"而 &2Z菌多样性较低"可能是

池塘养殖投入的大量粪便&残饵沉积在池塘底部"

过多有机物诱发异养菌大量生长而压缩 &2Z菌

的生存空间
'23(

所致) 有机物的存在为 -+

8

产生

提供了条件"-+

8

不仅为 5&2"提供底物来源"

还可以培养大量反硝化细菌"增强反硝化活性"抑

制 &2Z菌的生长
'24(

)

%"

6

2

:%和 %+

=

8

:%是 &2Z的两大主要底

48:
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物"%"

6

2

:%同时也是 5&2"的主要底物之一"%

不仅作为底物影响着这两类厌氧脱氮菌"较高的

硝态氮和亚硝态氮浓度还会产生较高的氧化还原

电位和毒性作用
'22(

"从而影响 &2Z菌和 5&2"

菌的多样性) 本实验发现上 覆 水 中 的 J%&

%+

=

8

:%&%"

6

/

:%与 &2Z菌多样性相关系数较

大"上覆水 J%&%+

=

8

:%与 5&2"菌多样性相关

系数 较 大" 与 其 他 相 关 研 究 结 果 基 本 一

致
'40"24 622(

"相关结论可以作为 &2Z菌和 5&2"

菌调控的重要依据) =+值不仅会直接影响微生

物的活性"还会影响溶液中基质或抑制物的含量"

从而间接影响微生物的活性
'2/(

) 本研究发现两

类厌氧脱氮菌的 *@3CC/C 指数和 *<;=?/C 指数与

=+分别呈不同的相关关系"说明 =+对 &2Z菌

和 5&2"菌的影响不同"为进一步开展 2 类厌氧

脱氮菌研究提供了方向) 此外"一些研究认为

&2Z和 5&2"只能在氧浓度低于 2

!

;/06'的

环境中进行
'28(

"本研究还发现上覆水中的 5"对

两类厌氧脱氮菌影响作用不同"5"与 &2Z正相

关"与 5&2"负相关"具体影响机理尚需进一步

研究)

已有研究表明 &2Z反应占海洋环境中氮素

损失的 13K以上
'21(

%淡水环境中"&2Z反应也

占氮素损失的 0K<83K

'27(

) Y@> 等
'2:(

研究了一

块长期施肥稻田的 &2Z速率"发现 &2Z反应占

氮素损失的 8K</:K) 本研究在所有样品中均

检测到 &2Z 菌 特 异 序 列" 且 与 =;O/03-<+-

@*,)+<- 相似性最高可达 00K"表明 8 种形式湿地

中均存在 &2Z反应"但其在湿地生态系统氮素

循环中的贡献仍需进一步研究) 研究也发现

5&2"菌特异片段"但并未发现与 5&2"反应

典型菌株 =;C:"67,0.+/-A+,+80D7@:/- 高度相似的

种类) O/7<;3等
'29(

认为 5&2"菌适合分布于深

水湖泊底泥的表层"朱群等
'20(

在西湖的浅底泥中

发现了 5&2"菌的存在"但甲烷厌氧化与反硝化

相偶联的反应是否在更浅的养殖池塘中存在还需

进一步的证实)
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