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奇古菌亚硝酸盐还原酶基因相似基因的多样性
黄晓燕，罗剑飞，赵丹丹，林炜铁 *

华南理工大学生物科学与工程学院，广东 广州 510006

摘要:【目的】氨氧化古菌(Ammonia-oxidizing archaea，AOA)是奇古菌门中的唯一类群，广泛分布于各个生
态系统中，对氮素生物地球化学循环起着重要作用。亚硝酸还原酶是反硝化作用的关键酶，目前关于 AOA
反硝化作用的研究较少，对 AOA 亚硝酸盐还原酶基因多样性的研究有利于揭示 AOA 在反硝化中的作用。
【方法】本研究以水体、沉积物和土壤为研究对象，构建了奇古菌样的 nirK 基因克隆文库，研究了这些环境
中 nirK 相似基因的多样性。【结果】对奇古菌样的 nirK 基因文库及其序列分析表明:湖水及其沉积物的
nirK 基因克隆文库得到 10 个 OTUs，菜田土壤和水样则有 8 个 OTUs;系统发育进化树表明这些 nirK 氨基酸
序列和 Candidatus Nitrosopumilus koreensis AＲ1，Nitrosopumilus maritimus SCM1 最为相似，但相似度较低
(53% － 68% )。克隆文库多样性指数分析表明:所有样品都存在不同类型的 nirK 基因，水体样品 nirK 基因
类型的多样性和均匀度高于土壤样品，菜田土壤的 nirK 基因类型多样性最高，分布最均匀。【结论】本研究
表明土壤和淡水环境中奇古菌门 nirK 基因也具有较高的多样性，并且这些基因型与海洋样品差异非常大，
这些基因编码的亚硝酸盐还原酶可能对这些环境中的反硝化作用有重要意义。
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反硝化作用是反硝化微生物在无氧或者微氧的
条件下，以氮氧化物作为末端电子受体，生成 N2O、
NO 和 N2 的过程

［1］。这是土壤氮损失的一个重要
机制也是温室气体 N2O 和 NO 产生的重要途径，在
氮循环中起着非常重要的作用［2］。反硝化过程主
要的参与酶包括亚硝酸还原酶、硝酸盐还原酶、一氧
化氮还原酶、氧化亚氮还原酶［3 － 4］。其中由亚硝酸
还原酶(Nitrite reductase，Nir)催化，将亚硝酸还原成
一氧化氮的反应，是区分反硝化菌和硝酸盐呼吸菌
的关键步骤，后者不能将硝酸根还原成气体。亚硝

酸还原酶基因作为反硝化菌的分子标记，最早用于
反硝化微生物多样性的研究［5］。长期以来，关于氨
氧化细菌反硝化的研究有很多。但研究发现奇古菌
门中的氨氧化古菌(AOA)在不同的水生和陆生环
境分布广泛，可能在地球氮循环中起着非常重要的
作用［6 － 7］。AOA 的模式菌株 N． maritimus SCM1 的
相关研究表明:在低溶氧条件下 AOA 具有很高的
N2O 产生活力，而该条件下 AOB 的 N2O 产生活力

很低［8］。Santoro 等研究 AOA 富集物证明 AOA 在
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氨氧化的过程中也产生 N2O
［9］。nirK 基因编码亚硝

酸盐还原酶。土壤 Thaumarchaeota 文库、环境宏基
因组和 AOA 基因组序列中均有发现 AOA 和细菌的
nirK 的 同 源 序 列，但 是 两 者 的 相 似 度 仅 有
30%［10 － 13］。Lund 等研究海洋 nirK 基因的多样性和
丰度证明了在 AOA 中广泛 nirK 广泛［14］。这些研究
表明 AOA 是产生 N2O 的重要动力，对反硝化作用
有重大贡献。本研究主要利用微生物分子生态学方
法，探寻了陆地生态系统水环境和土壤环境中奇古
菌门 nirK 基因的多样性。

1 材料和方法

1. 1 样品采集和分析方法
于 2013 年 7 月从广州番禺大学城中心湖采集

水样和沉积泥，采样点为靠近湖岸 1 m 左右的位置，
水位约深 1 m，采集水样以及表层 3 cm － 10 cm 的沉
积泥。在广州珠江穗石渡口附近的穗石村中取得菜
田土壤及其水样，土壤取样深度为 3 cm － 10 cm，水
深约 5 cm － 10 cm。每个样品采集同一深度的 3 处
混合均匀。泥样处理:称取采集的泥样 8 g 加入
TENP50 mL 和少量的石英珠 200 r /min 震荡 1. 5 h，
再用 TENP 洗涤直至上清液变澄清。水样处理:富
集 4 L 采集的水样，5730 × g 10 min 离心，获取沉淀
物。提取处理样品的基因组，提取方法参照 CTAB
法［15］。
1. 2 nirK 基因扩增

nirK 的 PCＲ 扩增以 AnirKa-58F (5'-ACB YTA
TTC GGA AGY ACA TAC ACA-3') 作为正向引物，
AnirKb-555Ｒ(5'-ACG TGT TGG TCC ATT GCT GC-
3')作为反向引物［14］。 PCＲ 程序: 94℃ 预变性 5
min;94℃ 30 s，58 － 48℃退火 30 s，每个循环降低
0. 5℃，72℃延伸 1 min，19 个循环;再以 48℃退火增
加 9 个循环，72℃延伸 10 min;PCＲ 产物用 1%的琼
脂糖凝胶电泳鉴定 PCＲ 产物片断大小。
1. 3 nirK 基因克隆文库建立与限制性酶切片段多
态性(ＲFLP)分析

GenClean 柱式琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒
(上海，捷瑞)回收目的条带，并用 pMD19-T 载体
(TaKaＲa，大连)连接目的片断，再转入 E． coli DH-
5α 中，37 ℃ 培养 12 h 后挑选白色克隆子，用
pMD19-T 载体的特异性引物 ＲV-M 和 M1347 进行

菌落 PCＲ。1%的琼脂糖凝胶电泳检测片段大小。
利用限制性内切酶 HaeⅢ和 MboI 双酶切菌落

PCＲ 扩增产物，酶切总体系 10 μL，37℃ 水浴 90
min，酶切产物用 10% 的聚丙烯酰胺凝胶电泳，200
V，1 h。对限制性酶切片段进行归类，主条带相同的
样品归为一类，每种类型样品均送一个测序 (上海
生物工程公司)。核苷酸序列相似度大于 98%的序
列归为一个操作分类单元(OTU)。
1. 4 系统发育树分析

利用 NCBI BLASTX 对 nirK 序列进行分析，选
择相 似 度 最 高 的 序 列 和 目 的 序 列 利 用 软 件
MEGA6. 0 中的邻接法 ( Neighbor-Joining) 建立 nirK
基因的系统发育树，并以变形菌纲( Proteobacteria)
和广古菌门(Euryachacota)的典型菌属作为外群，进
行系统发育分析。Bootstrap values 设置为 1000。
1. 5 基因克隆文库的多样性指数分析

丰富度 d 表示物种类型的丰度，d = (K-1) / lnN
(K : nirK 酶切产生的总类型数，N:酶切克隆总数;
香农-威纳指数 H 表示生境中群落多样性，H = －

∑
n

i = 1
Pi* lnPi (Pi:第 i 种酶切类型出现的频率，Pi =

Ni /N，Ni 为第 i 种酶切类型所包含的克隆数;均匀
度 E 表示同个生境中不同微生物分布数量的差异
度，E = H /Hmax(Hmax为最大多样性，Hmax = lnS，S 为
不同 OTU 的总类数;克隆覆盖指数，用公式 C = 1 －
n /N 分析，其中 n 为仅在文库中出现一次的 OTUs
数量，N 为一个克隆文库中总的克隆子数［16 － 19］。

2 结果和分析

2. 1 nirK 基因 PCＲ 结果
水样和土样共 4 个样品都能扩增出 nirK 基因，

nirK 基因的片段大小 490 bp，不同样品扩增片段大
小亮度基本相同。
2. 2 nirK 基因的片段多样性分析分析
2. 2. 1 nirK 基因文库克隆子分布:每个基因文库
的白色克隆子数量 500 － 600 个。每个文库随机挑
选 80 － 120 个白色克隆子进行菌落 PCＲ 和 HaeⅢ、
MboI 双酶切，根据主要条带的差异分出各个文库的
酶切类型，4 个样品共 18 个 OTUs，其中 9 个 OTUs
克隆子数量有 5 个以上，数量上占有明显的优势，不
同文库中单次出现的克隆子数仅有 1 － 2 个，可见优
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势的 OTUs 基本已经在文库中显示出来，文库的分
析强度可以用来检测克隆子丰富的 OTUs(图 1)。
从图中可以看出菜田泥样 SN 和菜田水样 SS 有 6 个
共同的 OTUs，两者共同的 OTUs 占了 46% ;湖水泥
样 ZN 和 ZS 有 7 个共同的 OTUs，共同 OTUs 占了

70%，并且 ZN 的 OTUs 都包含在 ZS 样品中。两种
样品水样的 nirK 基因类型丰富度高于泥样，并且相
似度较高。旱田样品总 nirK 基因可分为 12 个
OTUs，湖水样品则为 10 个 OTUs，菜田样品 nirK 基
因类型更丰富。

图 1． 文库中每个 OTU 的分布丰度
Figure 1． Abundance of each OTU in clone library．

2. 2. 2 克隆文库分析:从表 1 可知，4 个克隆文库
中，文库丰富度最高的是菜田水样 SS，最低的是菜
田土壤样品 SN。且后者克隆覆盖指数是 1，说明该
文库基本覆盖了样品中不同类型的 nirK 基因。其
他 3 个文库虽有单次克隆子出现，但是克隆文库覆
盖率均大于 97%，文库覆盖率高，克隆文库基本可
以代表样品的种群类型。SS 的香农-威纳指数最

高，均匀度指数也最高，微生物多样性高，物种分布
最均匀。SN 的香农-威纳指数指数最小，此处的物
种多样性更低，均匀度也最低。菜田水样物种比土
样的更为丰富，分布更均匀。而湖水样品和沉积泥
的物种分布则没有明显的区别，湖水样多样性略高，
均匀度稍高。

表 1． 各克隆文库 nirK 基因多样性分析
Table 1． Diversity indices of the nirK gene clone libraries

Clone library Ｒestriction type OTUs Ｒichness Shannon-Wienerindex H Evenness E Coverage index C

SN

SS

ZN

ZS

14

21

18

15

9

10

8

10

2. 83

4. 40

3. 77

3. 51

1. 92

2. 78

2. 22

2. 36

0. 477

0. 759

0. 741

0. 753

1

0. 989

0. 977

0. 982

ZN sample from center lake’s sediments，ZS sample from center lake’s water，SN sample from vegetables’soil in Suishi，SS sample from water near

vegetables’soil in Suishi．
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2. 3 系统发育树分析补充
样品序列 NCBI BLASTX 的比对结果最相近序

列 的 相 似 度 较 低，与 Candidatus Nitrosopumilus
koreensis AＲ1 和 Nitrosopumilus maritimus SCM1 相似
度最高，但也仅有 56% － 68%。文库中提交的 nirK
基因序列号为(KJ689424-KJ689441)。nirK 基因序
列系统进化发育树分析如图 2 所示，所有 OTUs 的
序列均与未培养奇古菌门聚为一个簇，而与外类群
广古菌门(Euryarchaeota)和变形菌( Proteobacteria)
nirK 的进化距离很远。

NCBI BLASTX 比对分析 (图 3)显示扩增序列
编码的蛋白质为亚硝酸还原酶 (Nitrite reductase)，
扩增序列为 nirK 基因的保守区，该酶属于铜氧还蛋
白家族(Cupredoxin superfamily)。亚硝酸还原酶为
单条肽链，分子质量 63 kDa。其辅基包括一个血红
素和一个 4Fe- 4S 簇。亚硝酸还原酶的催化反应以
铁氧还蛋白为电子供体，6 个电子依次由亚硝酸还原
酶的 4Fe-4S 簇和血红素被转移到底物亚硝酸，使后
者被还原为铵离子。奇古菌可能通过 nirK 基因编码
亚硝酸还原酶来利用亚硝酸盐，进行反硝化作用。

图 2．奇古菌 nirK 基因系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree generated from nirK gene． Number in parentheses means sequence number from NCBI means 10% changes are

observed between two sequences． Number on horizontal line means evolutionary distance between sequences on the branch．
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图 3． NCBI BLASTX 比对结果
Figure 3． Ｒesult of NCBI BLASTX．

3 讨论

本文以 nirK 基因作为奇古菌的标记基因，采用
奇古菌的专性引物来扩增淡水湖湖水及其沉积泥和
菜田泥及其周边水的 nirK 基因，研究采样点产 nirK

基因的奇古菌类群与丰度。4 个采样点均有较为丰
富的 nirK 基因，证明在淡水湖中和菜田样品中存在
奇古菌，并且两处水样的奇古菌类群种类都比土样
丰富，均匀度也更高。菜田样品则比中心湖湖水奇
古菌类群分布更为均匀。这说明在不同的环境中存
在的 nirK 基因类群的丰富度、均匀度是不相同的。

在已有的研究中，已知的所有 AOA 均属于奇古
菌门，其中来自于温泉的 N． yellowstonii 归为 Group

Ⅲ;来自海洋环境中和农田根际土壤的 N． koreensis
归为 Group1. 1a; Group1. 1a-associated 类群中包括
Candiatus N． devanaterra;N． gargensi 和来自于土壤
的 N． viennensis 归为 Group1. 1b。通过 ＲFLP 技术分
型归类，代表克隆子测序，序列比对构建系统发育
树，系统发育树显示所有样品系列都属于奇古菌门。
但是 4 个不同的采样点克隆的 nirK 基因与 NCBI 中
提交的已知菌序列和未培养菌序列的相似度都比较
低(56% － 68% )。4 个文库中的 nirK 基因的谱系
分散，氨基酸序列一致性比较低，克隆文库中的 nirK

基因类型与已经提交的其他 nirK 基因差异大。进
化发育树分析发现与样品序列最为相似的是来自海
洋的 Nitrosopumilus_maritimus_SCM1，但是它们的相
似度很低，分布在了不同的簇。在这些陆地淡水和
土壤中采集的样品的 nirK 在 NCBI 数据库中最为相
似的未培养菌序列来自于珠江样品。这可能是同为
淡水环境，nirK 基因型更为相似。而海洋环境与淡
水环境的盐度差别很大，可能导致了奇古菌 nirK 基
因差异甚大。本文中 nirK 基因扩增的引物是以

AnirKa 的前端引物和 AnirKb 的末端引物组合扩增
出的片段，有可能这些奇古菌编码的 nirK 基因是不
同于 AnirKa 和 AnirKb 的其他基因型。而测序结果
显示序列与提交的序列相似度低也证实了这个结
论，这说明在不同的环境下还有其他类群的奇古菌，
奇古菌的种类非常丰富。
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Diversity of thaumarchaeal nitrite reductase ( nirK)-like
genes in environments

Xiaoyan Huang，Jianfei Luo，Dandan Zhao，Weitie Lin*

School of Biological Science and Engineering，South China University of Technology，Guangzhou 510006，Guangdong
Province，China

Abstract:［Objective］Nitrite reductase encoded by nirK is a key enzyme to denitrification，and is found in ammonia-
oxidizing archaea (AOA) ． Based on the diversity of nirK，it was good to study the functions of nitrite reductase to AOA on
denitrification． ［Methods］We constructed nirK gene clone libraries based on the nirK gene PCＲ products of water，
sediment and soil，screened the positive clones by restriction fragment length polymorphism (ＲFLP)，and sequenced the
representative fragments from positive clones． ［Ｒesults］ ＲFLP analysis of the clone libraries shows that there were 10
OTUs in fresh water and sediment，8 in vegetable soil and its nearby water． Phylogenetic analysis indicated that the amino
acid sequences of these nirK were most closely related to the Candidatus Nitrosopumilus koreensis AＲ1 and Nitrosopumilus
maritimus SCM1 with similarities ranging from 53% to 68% ． Diversity index of clone libraries shows there were many
different types of nirK genes in all samples． Diversity and evenness index of nirK gene of water samples was higher than
soil samples whreas vegetable field samples were the richest． ［Conclusion］Thaumarchaeote nirK gene had high diversity
in soil and freshwater environments which were very different from ocean sample． The nirK gene encoding nitrite reductase
might be important for thaumarchaeote denitrification．
Keywords: ammonia-oxidizing archaea，nitrite reductase，diversity，thaumarchaeote
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