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污水处理系统中氨氧化古菌的富集培养以及性质

李雨阳ꎬ文湘华∗ꎬ丁鵾ꎬ张冰ꎬ申博
清华大学环境学院ꎬ北京　 １０００８４

摘要:【目的】 从污水处理系统中富集培养氨氧化古菌ꎬ鉴定其系统发育地位ꎬ进行初步的形态观察以及生长

和代谢特性研究ꎮ 【方法】 使用添加抗生素的自养培养基ꎬ通过连续传代的方法富集培养氨氧化古菌ꎬ使用

多种分子生物学方法检验富集纯度和古菌单一性ꎬ鉴定其系统发育地位ꎻ通过扫描电镜观察菌体基本形态ꎻ
利用生长和代谢曲线计算相关性质参数ꎮ 【结果】 氨氧化古菌 ＨＪ￣２ｂ 富集培养成功ꎬ在体系中的纯度达到

９３％ ꎻ经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因鉴定属于亚硝化球菌(Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ)属ꎬ与 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ. ＪＧ１ 相似度为 １００％ ꎬ
但功能基因 ａｍｏＡ 的相似度仅为 ７２％ ꎻＨＪ￣２ｂ 细胞呈杆状ꎬ其最大比增长速率为 ０ ４３ ｄ － １ꎬ最大比氨氧化速率

为 ３ ９ ｆｍｏｌ / (ｃｅｌｌｄ)ꎮ 【结论】 ＨＪ￣２ｂ 富集物来源于污水处理系统ꎬ对于研究氨氧化古菌在该系统中的存在

条件及其在污水脱氮方面的贡献有重要意义ꎮ
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　 　 硝化反应在氮循环中起着重要作用ꎬ同时也是

污水处理系统脱氮的关键反应ꎮ 氨氧化反应是硝化

反应的第一步ꎬ也是其中的限速步骤ꎮ 一直以来该

步骤都被认为是由氨氧化细菌(Ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａꎬＡＯＢ)独自参与的ꎮ 然而近年来研究发现ꎬ
参与氨氧化反应的微生物还有另外一个大的类群ꎬ
即 氨 氧 化 古 菌 ( Ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａꎬ
ＡＯＡ ) [１￣２]ꎮ ＡＯＡ 属 于 古 菌 中 的 奇 古 菌 门

(Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ) [３]ꎬ与 ＡＯＢ 在进化归属ꎬ生理生化

特性方面存在较大差异ꎬ但二者参与氨氧化过程的

部分基因是同源的ꎮ 其中应用最多的是编码氨单加

氧酶 α 亚基的 ａｍｏＡ 基因ꎬ以该基因作为指示ꎬ发现

ＡＯＡ 广泛分布于海洋[４]、土壤[５]、热泉以及污水处

理系统[６]等环境中ꎬ是氨氧化过程的重要参与者ꎮ

与 ＡＯＢ 相比较ꎬＡＯＡ 对于底物氨氮和氧具有较高

的亲和力[２３]ꎬ这使得 ＡＯＡ 在低氨氮和低溶解氧条

件下依然能够有较好的氨氮去除效果ꎮ
当前国内外的研究主要以调研和统计 ＡＯＡ 的

分布情况为主ꎬ对 ＡＯＡ 进行富集和分离的研究仍然

较少ꎮ 由于古菌本身生长缓慢ꎬ受环境波动影响大ꎬ
富集和分离较为困难ꎮ 目前已报道的纯培养 ＡＯＡ
只有两株: 海洋亚硝化短小杆菌 ( Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｕｓ
ｍａｒｉｔｉｍｕｓ[１]) 和维也纳亚硝化球菌 (Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ
ｖｉｅｎｎｅｎｓｉｓ[７])ꎬ此外富集培养的 ＡＯＡ 有 ８ 株ꎮ 这些

菌株 都 是 从 海 洋 沉 积 物[１ꎬ ８￣９]、 土 壤[７ꎬ １０￣１３]、 热

泉[１４￣１５]等自然环境中富集得到的ꎬ到目前为止ꎬ还
没有从污水处理系统(活性污泥)中富集分离 ＡＯＡ
的报道ꎮ
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污水处理系统依靠氨氧化反应来去除氨氮ꎬ研
究者在国内外多个污水处理系统中均发现了

ＡＯＡ[６ꎬ １６￣１８]ꎬ在部分系统中ꎬＡＯＡ 的数量甚至超过

ＡＯＢ 几个数量级[１６ꎬ １８￣１９]ꎮ 但与 ＡＯＢ 不同的是ꎬ并
非每一个氨氮去除效果良好的系统中都能发现

ＡＯＡ 的存在ꎮ 研究者对于影响 ＡＯＡ 存在性的因素

做出了多种不同的猜测ꎬ包括氨氮浓度[１７]、溶解

氧[６ꎬ ８]、盐度[２０]、停留时间[２１] 等ꎮ 由于缺乏来源于

污水处理系统的富集菌株ꎬ上述猜测无法通过直接

的微生物学实验证实ꎬ仅停留在调研和统计阶段ꎮ
本研究针对上述存在的问题ꎬ从污水处理系统

中富集得到高纯度的 ＡＯＡꎬ经过系统发育鉴定之

后ꎬ确认其中仅含有一种 ＡＯＡꎬ之后对其生长特性

和代谢特性进行了研究ꎮ 本研究对深入了解污水处

理系统中 ＡＯＡ 的独特性质ꎬ探究 ＡＯＡ 在污水处理

系统中的存在条件具有重要参考价值ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 富集来源:活性污泥取自天津市某污水处理

厂 ＨＪꎬ该厂采用 ＢＤＰ 生物倍增工艺ꎬ进水氨氮 ８０ －
３００ ｍｇ / Ｌꎬ出水氨氮小于 １ ｍｇ / Ｌꎬ污泥浓度 ６０００ －
８０００ ｍｇ / Ｌꎮ 取样点溶解氧浓度为 ０ ６ ｍｇ / Ｌꎮ 取样

后将污泥置于冰盒中暂时保存ꎬ带回实验室后立即

开始接种培养ꎮ
１ １ ２　 富集培养基:采用的液体培养基包含 ＮＨ４Ｃｌ
(０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ )ꎬ ＫＨ２ＰＯ４ ( ０ １ ｍｍｏｌ / Ｌ )ꎬ ＮａＨＣＯ３

(２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１％污泥上清液(原始污泥离心后取

上清ꎬ过 ０ ２ μｍ 滤膜(ＧＴＴＰꎬｍｉｌｌｉｐｏｒｅ)除菌ꎬ提供

必须的微量元素和维生素等物质)ꎮ 用 １ ｍｏｌ / Ｌ 的

ＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ６ ５ꎬ１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ 之后加入氨

苄青霉素(５０ ｍｇ / Ｌ)以及链霉素(２５ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 后续

的生长和代谢试验采用的培养基与富集一致ꎮ
１ １ ３　 主要试剂和仪器:主要化学制剂均购自国药

集团化学试剂有限公司ꎮ ＰＣＲ 等分子生物学相关

试剂 均 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司ꎮ 仪 器 包 括 ＰＣＲ 仪

(Ｓ１０００ꎬ伯乐)ꎬ定量 ＰＣＲ 仪( ｉＱ５ Ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒꎬ伯乐)ꎬ
变性梯度凝胶电泳系统(Ｄｅｃｏｄｅ ＤＧＧＥꎬ伯乐)ꎬ凝胶

成像仪 ( Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲꎬ 伯乐)ꎬ 紫外分光光度计

(ＤＲ５０００ꎬ哈希)ꎬ环境扫描电子显微镜 ( Ｑｕａｎｔａ
２００ꎬＦＥＩ)

１ ２　 ＡＯＡ 的富集培养

用 １２０ ｍＬ 血清瓶作为培养装置ꎬ采用连续传代

(ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｐａｓｓａｇｅ) [７] 的方法进行 ＡＯＡ 富集ꎮ 具

体步骤是:初始接种时在 ５０ ｍＬ 培养基中加入 ５ ｍＬ
活性污泥ꎬ用橡胶塞密封之后于 ３０℃培养箱避光静

置培养ꎮ 此后每周抽取一定量的培养基进行氨氮和

亚硝态氮浓度的检测ꎬ氨氮的测量采用水杨酸￣次氯

酸钠分光光度法ꎬ亚硝态氮采用 Ｎ￣(１￣萘基)￣乙二

胺分光光度法ꎮ 在确认 ８０％ 的氨氮得到降解之后ꎬ
将 ５ ｍＬ 菌液转移到新的 ５０ ｍＬ 培养基内ꎬ进行下一

个周期的培养ꎮ 培养后的细胞用 ０ ２ μｍ 滤膜过滤

收集之后用于进一步的分析ꎮ
１ ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因的检测及系统发

育分析

１ ３ １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因的检测:ＤＮＡ
的提取采用 ＦａｓｔＤＮＡ ＳＰＩＮ Ｋｉｔ Ｆｏｒ Ｓｏｉｌ 试剂盒(ＭＰ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ)ꎬＤＮＡ 浓度和纯度采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光

光度计(Ｔｈｅｒｍｏ Ｎａｎｏｄｒｏｐ)分析ꎮ ＰＣＲ 试验采用的

引物一共有 ５ 对ꎬ如表 １ 所示ꎮ 其中细菌 ａｍｏＡ 基

因采用的扩增程序:９４℃ ２ ｍｉｎꎻ９４℃ ４０ ｓꎬ５１℃ １
ｍｉｎꎬ７２℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２℃ ５ ｍｉｎꎮ 除此之外

其余基因扩增程序均为:９４℃ ５ ｍｉｎꎻ９４℃ ３０ ｓꎬ５５℃
３０ ｓꎬ７２℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产

物采用 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１ ３ ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因测序:扩增后

的产物采用 Ｇｅｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒(Ｑｉａｇｅｎ)进行

切胶纯化ꎬ一部分用于直接测序ꎬ测序采用相应的

ＰＣＲ 引物双向进行ꎬ由北京诺赛基因公司完成ꎮ 另

一部分用于克隆文库测序ꎬ首先将 ＰＣＲ 回收产物连

接到 ｐＧＥＭ￣Ｔｅａｓｙ 载体上ꎬ再转化到 ＪＭ１０９ 感受态

细胞(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)中ꎮ 平板培养之后挑取阳性克

隆摇菌ꎬＰＣＲ 鉴定合格之后送出测序ꎮ 测序采用通

用的 Ｔ７ 和 ＳＰ６ 引物双向进行ꎮ
１ ３ ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因系统发育分

析:测序得到的双向序列采用 ＤＮＡ ｓｔａｒ 进行拼接ꎬ
使用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 数据库进行序列比对并下载相

关序列ꎮ 使用ＭＥＧＡ ５ ２ 中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法

构建系统发育树ꎮ
１ ４　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因的定量

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因采用实时荧光定

量 ＰＣＲ 进行定量ꎮ 采用的引物有 ３ 对ꎬ如表 １ 所

示ꎮ 古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的

３８８
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扩增程序:９５℃ ５ ｍｉｎꎻ９５℃ １０ ｓꎬ５１℃ ３０ ｓꎬ７２℃
３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ７２℃ ３０ ｓꎮ 古菌 ａｍｏＡ 基因程序

与此类似ꎬ只是退火温度改为 ５５℃ꎮ 在制作溶解

曲线时ꎬ程序均为 ９５℃ ３０ ｓꎬ５５℃ － ９５℃ 升温

０ ０５℃ / ｓꎮ 标准曲线采用的模板为相应的目的基

因与 ｐＧＥＭ￣Ｔｅａｓｙ 载体连接制作而成的单克隆质

粒ꎮ 质粒的制作主要包含转化ꎬ克隆文库筛选ꎬ测
序确认等步骤ꎬ最后使用 Ｐｌａｓｍｉｄ ｍｉｎｉ ｋｉｔ 试剂盒

(Ｑｉａｇｅｎ)提取获得ꎮ 质粒拷贝数通过测定 ＤＮＡ 浓

度换算得到ꎮ

表 １. 本研究所使用的引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
２０Ｆ ＴＴＣＣＧＧＴＴＧＡＴＣＣＹＧＣＣＲＧ
１４９２Ｒ ＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ

Ａｒｃｈａｅａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ

５１９Ｆ ＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ
７２７Ｒ ＧＣＴＴＴＣＲＴＣＣＣＴＣＡＣＣＧＴ

Ａｒｃｈａｅａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｑＰＣＲ

３４４Ｆ[２２] ＧＣ∗￣ＡＣＧＧＧＧＹＧＣＡＧＣＡＧＧＣＧＣＧＡ
９１５Ｒ[２２] ＧＴＧＣＴＣＣＣＣＣＧＣＣＡＡＴＴＣＣＴ

Ａｒｃｈａｅａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＤＧＧＥ

２３Ｆ[７] ＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＷＡＧＡＣＧ
６１６Ｒ[７] ＧＣＣＡＴＣＣＡＴＣＴＧＴＡＴＧＴＣＣＡ

Ａｒｃｈａｅａｌ ａｍｏＡ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ
ａｎｄ ｑＰＣＲ

ａｍｏＡＦ ＳＴＡＡＴＧＧＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＡＣＧ
ａｍｏＡＲ ＡＣＡＴＡＣＡＧＡＴＣＧＡＴＧＧＣＣＧＣ

Ａｒｃｈａｅａｌ ａｍｏＡ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２７Ｆ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ
１４９２Ｒ ＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ

ｂａｃ５１８Ｆ ＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡＴ
ｂａｃ７８６Ｒ ＣＴＡＣＣＡＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｑＰＣＲ

ａｍｏＡ１Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＴＧＧＴ
ａｍｏＡ２Ｒ ＣＣＣＣＴＣＫＧＳＡＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏＡ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 ∗ＧＣ ｃｌａｍｐ:ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＣＣＣＧＣＧＣＣＣＧＴＣＣＣＧＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＧ. Ａｌｌ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ １２ꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｏｓｅ ｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｍａｒｋｅｄ.

１ ５ 　 古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因变性梯度凝胶电泳

(ＤＧＧＥ)分析

用于 ＤＧＧＥ 的古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因引物如表 １
所示ꎮ 扩增程序为 ９５℃ ３０ ｓꎻ ９４℃ ３０ ｓꎬ ６０℃
３０ ｓꎬ７２℃ ３０ ｓꎬ循环 ３０ 次ꎻ７２℃ １０ ｍｉｎꎮ ＤＧＧＥ
采用 ８％ 聚丙烯酰胺ꎬ４０％ 到 ６０％ 的变性梯度

(１００％ 变性为７ ｍｏｌ / Ｌ尿素和 ４０％ 去离子甲酰

胺)ꎮ 采用 １ × ＴＡＥ 缓冲液ꎬ６０ Ｖꎬ６０℃ꎬ电泳 １７ ｈꎮ
取出后使用 Ｇｅｌｒｅｄ 核酸染料( Ｂｉｏｔｉｕｍ 公司)染色

３０ ｍｉｎ 之后拍照ꎮ 目的条带被切下之后溶解于

５０ μＬ无菌水中ꎬ采用不含 ＧＣ 夹的 ＤＧＧＥ 引物扩

增之后送出测序ꎮ
１ ６　 扫描电镜分析

取 ５ ｍＬ 培养后期的菌液ꎬ过 ０ ２ μｍ 的 ＧＴＴＰ
膜截留细胞ꎮ 将膜取出并置于 ２ ５％ 的戊二醛溶液

中ꎬ在 ４℃条件下静置过夜ꎮ 用 １ × ＰＢＳ 缓冲液清洗

３ 次ꎬ依次在 ５０％ 、７０％ 、８０％ 、９５％ 和 １００％ 的乙醇

溶液 脱 水ꎮ 用 １００％ 叔 丁 醇 置 换 乙 醇 后 置 于

－ ２０℃ꎬ使用冷冻干燥机进行干燥ꎬ喷金 ６０ ｓ 之后

可进行扫描电镜观测ꎮ

１ ７　 生长和代谢参数计算ꎮ
根据氨氮浓度、亚硝态氮浓度以及古菌 １６Ｓ

ｒＲＮＡ 基因拷贝数作出 １ 个周期内的生长和代谢曲

线图ꎮ 细胞的最大比增长速率和最大比氨氧化速率

根据文献[２３]中的方法进行计算ꎮ

２　 结果

２ １　 ＡＯＡ 的富集培养

原始污泥经检测含有 ＡＯＡꎬ进行初始接种之

后ꎬ在最初的两个培养周期之内ꎬ培养基的氨氮浓度

在两周之内降低到了接近于 ０ 的水平ꎬ氨氮降解速

率较高ꎮ 然而在第 ３ 个周期的培养中ꎬ氨氮降解速

率变缓ꎬ在历时近 ２００ ｄ 的培养之后氨氮浓度才达

到传代要求(８０％氨氮被降解)ꎮ 经 ＰＣＲ 检测ꎬ第 ３
个周期末期古菌 ａｍｏＡ 基因和古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

均呈较强的阳性ꎬ表明培养基中的 ＡＯＡ 已经大量增

长ꎮ 从第 ４ 个周期开始ꎬ氨氮降解一般在 ３ － ４ 周的

时间内完成ꎮ 之后继续采用连续传代的方法进行富

集ꎬ迄今为止一共进行了 ２ 年多的培养ꎮ
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２ ２　 ＡＯＡ 的富集效果检测

２ ２ １　 ＡＯＢ 的存在性检测:对第 ５ 个周期之后多

个时段的富集物进行检测ꎬ针对细菌 ａｍｏＡ 基因进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ均未见条带ꎮ 此外ꎬ针对细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因进行克隆文库测序ꎬ在随机挑选的 ２９ 个

单克隆序列中ꎬ并未发现与 ＡＯＢ 亲缘关系较近的序

列ꎮ 由此可证明富集体系中并不含 ＡＯＢꎬＡＯＡ 是唯

一的氨氧化微生物ꎬ也是体系内氨氧化反应的全部

贡献者ꎮ
２ ２ ２　 古菌的单一性判断:使用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 对不

同时间段的古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因多样性进行检测ꎬ
结果如图 １ 所示ꎮ 经过长时间的选择性培养ꎬ到第

６９０ 天时ꎬＤＧＧＥ 图谱显示只有唯一的一个条带 ａꎮ
经切胶测序ꎬ峰形单一ꎬ不含非特异信号ꎬ为单一序

列(５５２ ｂｐꎬＧｅｎＢａｎｋ 序列号 ＫＰ０５３２７２)ꎮ 经初步比

对分析确认是 ＡＯＡ 序列ꎮ
此外ꎬ针对第 ６９０ 天的样品进行古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ

基因(２０Ｆ / １４９２Ｒ 引物)克隆文库分析ꎬ随机挑取的

５３ 个单克隆测序结果高度一致(相似度在 ９９ ７％之

上ꎬ有不超过 ３ 个碱基的突变ꎬ可认为在 ＰＣＲ 扩增

的误差之内)ꎬ测序结果经过比对为 ＡＯＡ 序列

(１４３９ ｂｐꎬＧｅｎＢａｎｋ 序列号 ＫＰ０２７２１２)ꎮ 且该序列

的中间部分与 ＤＧＧＥ 测序得到的序列比对一致ꎮ
综合 ＤＧＧＥ 和克隆文库的结果ꎬ可断定富集物中的

古菌仅有唯一的一种ꎬ该种经确认是 ＡＯＡꎬ在本研

究中命名为 ＨＪ￣２ｂꎮ
２ ２ ３　 ＡＯＡ 在培养体系中的纯度:本研究尝试采

用平板分离和极限稀释(ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｔｏ ｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎ)等方

法纯培养 ＡＯＡꎬ但没有获得成功ꎮ 培养基中仍然有

少量细菌存在ꎮ 使用定量 ＰＣＲ 进行分析ꎬ在每 １ ｍＬ
培养基中ꎬ古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的拷贝数为(３ ３３ ±
０ ８２) × １０８ꎬ 细 菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 的 拷 贝 数 为

(２ ５２ ± ０ ３９) × １０７ꎬ古菌拷贝数比细菌高一个数量

级ꎮ 假设每个细胞含有 １ 个 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝

数[２４]ꎬ则古菌占培养体系中所有原核生物(古菌 ＋
细菌)的比例为 ９３％ ꎮ 由于古菌全部是 ＨＪ￣２ｂ 菌ꎬ
该结果表明在本研究构建的培养体系中ꎬ该 ＡＯＡ 得

到了高度的富集ꎮ
采用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库测序对培养

体系中的杂菌种类进行分析ꎬ针对第 ６９０ 天样品ꎬ一
共得到 ２９ 条序列ꎮ 结果表明体系中杂菌全部属于

α￣变形菌纲ꎬ其中最多的属是鞘氨醇单胞菌属

图 １. 富集培养过程中的古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＤＧＧＥ 图谱

变化

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＤＧＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅ ｆｏｒ ａｒｃｈａｅａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ
ｄｕｒｉｎｇ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ. Ｌａｎｅ １ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｆｒｏｍ Ｄａｙ ０
(ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｌｕｄｇｅ)ꎻ ｌａｎｅ ２ ｆｒｏｍ Ｄａｙ ２１ꎻ ｌａｎｅ ３ ｆｒｏｍ Ｄａｙ ４４ꎻ ｌａｎｅ ４
ｆｒｏｍ Ｄａｙ ４００ꎻ ｌａｎｅ ５ ｆｒｏｍ Ｄａｙ ６９０.

(６２％ )ꎬ其次还有少部分的慢生根瘤菌属(１７％ )以
及不粘柄菌属(１４％ )ꎮ 未发现 ＡＯＢ 以及亚硝酸盐

氧化细菌(Ｎｉｔｒｉｔｅ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａꎬＮＯＢ)的存在ꎮ
２ ３　 富集 ＡＯＡ 的系统发育鉴定

２ ３ １　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的系统发育地位鉴定:
将克隆文库得到的古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列(１４３９
ｂｐ)用 ＢＬＡＳＴ 数据库比对ꎬ做出的系统发育树如图

２ 所示ꎮ 本研究富集得到的 ＨＪ￣２ｂ 菌与之前报道的

Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ. ＪＧ１[１０] 最为接近ꎬ 在覆盖度为

９４％时序列相似度为 １００％ ꎻ其次与 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ
ｅｖｅｒｇｌａｄｅｎｓｉｓ ＳＲ１[１３] 较为接近ꎬ覆盖度 ９９％ 时ꎬ序列

相似度为 ９９％ ꎮ 依据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进化关系进行

鉴定ꎬＨＪ￣２ｂ 菌与上述两株已报道的 ＡＯＡ 为同一个

属ꎬ即 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ 属ꎮ 此外ꎬ根据 ＡＯＡ 研究中常

用的古菌分类方法ꎬＨＪ￣２ｂ 属于 ＧｒｏｕｐＩ. １ｂ 组ꎬ该组

内的 ＡＯＡ 大多数来源于土壤环境ꎮ
２ ３ ２　 ａｍｏＡ 基因的系统发育分析:对同样的样品

使用古菌 ａｍｏＡ 基因引物(２３Ｆ / ６１６Ｒ) 进行扩增ꎮ
ＰＣＲ 产物直接测序和克隆文库测序(３９ 个单克隆)
得到的序列完全一致 (６３０ ｂｐꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＫＰ０２７２１３)ꎮ 用 ＢＬＡＳＴ 数据库比对建树之后进化

关系如图 ３ 所示ꎮ 与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因不同ꎬａｍｏＡ 基

因比对的结果显示 ＨＪ￣２ｂ 与 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ. ＪＧ１
进化关系距离较远ꎬ二者相似度只有 ７２％ ꎮ 而与
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ＨＪ￣２ｂ 进 化 关 系 最 接 近 的 一 株 ＡＯＡ 是

Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｕｓ ｍａｒｉｔｉｍｕｓ[１]ꎬ相似度为 ８３％ ꎮ 按照比

对结果ꎬＨＪ￣２ｂ 的 ａｍｏＡ 基因属于 ＡＯＡ 的另外一个

分支:ＧｒｏｕｐＩ. １ａ 组ꎬ该组 ＡＯＡ 成员大部分来自于海

洋环境ꎮ ＨＪ￣２ｂ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因在系

统发育归属上产生了较大差异ꎮ

为了排除由于 ａｍｏＡ 基因引物的选择性对结果

产生干扰的可能ꎬ本研究使用了另外一对引物

ａｍｏＡＦ / ａｍｏＡＲ 对样品 ａｍｏＡ 基因构建克隆文库ꎬ随
机挑选了 １６ 个单克隆进行测序ꎬ得到的序列唯一ꎬ
且与 ２３Ｆ / ６１６Ｒ 得到的序列有效部分完全一致ꎬ归
属于 ＧｒｏｕｐＩ. １ａ 组ꎮ

图 ２. 基于古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因(１４３９ ｂｐ)构建的系统发育进化树

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ａｒｃｈａｅａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ. Ｎｕｍｂｅｒｓ
ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ５０％ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｔ ｂｒａｎｃｈ
ｎｏｄｅｓ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ２％ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.

图 ３. 基于古菌 ａｍｏＡ 基因(６３０ ｂｐ)构建的系统发育进化树

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ａｒｃｈａｅａｌ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ
ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ５０％ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｔ ｂｒａｎｃｈ ｎｏｄｅｓ.
Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ５％ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.
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　 　 为排除样品随机性的影响ꎬ本研究又选取了第

６９０ 天之后其余两个周期的 ＡＯＡ 富集样品再次进

行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ａｍｏＡ 基因的系统发育分析ꎬ得到的

结果与之前一致ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ａｍｏＡ 基因仍然处于

不同的进化分支ꎮ
２ ４　 富集 ＡＯＡ 的细胞形态观察

使用扫描电镜对富集后的培养基进行观察ꎬ视野

中大多数细胞为如图 ４ 所示的杆状细胞ꎬ可认为该细

胞就是富集得到的 ＨＪ￣２ｂ 菌ꎮ 细胞大小为(１ ０ ±
０ ２) μｍ × (０ ３０ ± ０ ０４) μｍꎮ 与 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ.
ＪＧ１ 细胞形态 (球状) 差异较大ꎬ与 Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｕｓ
ｍａｒｉｔｉｍｕｓ 相比形状和大小则较为接近ꎮ

图 ４. 富集物中 ＨＪ￣２ｂ 菌的扫描电镜观察(５００００ × )
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ＨＪ￣２ｂ
(５００００ × ). Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ １ μｍꎬ ｄａｒｋ ｐｏｒｅｓ ａｒｅ ｆｒｏｍ ＧＴＴＰ
ｍｅｍｂｒａｎｅ.

２ ５　 富集 ＡＯＡ 的生长和代谢特性

对一个周期内 ＡＯＡ 富集培养基的氨氮、亚硝态

氮ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数和 ａｍｏＡ 基因拷贝数进行连

续监测ꎬ得到的结果如图 ５ 所示ꎮ 氨氮的降解在第 １０
天的时候全部完成ꎬ同时生成的亚硝态氮趋于稳定ꎬ
细胞数(近似用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数代替)在第 １２
天时达到顶峰ꎬ之后便进入衰退期开始下降ꎮ

图 ５. ＨＪ￣２ｂ 在一个周期内的生长和代谢情况

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ＨＪ￣２ｂ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｔｈｅ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｏｎｅ ｓａｍｐｌｅ.

根据图 ５ 计算得到 ＨＪ￣２ｂ 的生长和代谢速率ꎬ
如表 ２ 所示ꎮ ＨＪ￣２ｂ 的最大比增长速率为 ０ ４３
ｄ － １ꎬ代时为 １ ６ ｄꎬ该速率比 Ｎ. ｍａｒｉｔｉｍｕｓ 稍低ꎬ和
其余 ＡＯＡ 菌株大致相当ꎬ但远低于纯培养的 ＡＯＢ
菌株 Ｎ. ｅｕｒｏｐａｅａꎮ 最大比氨氧化速率为 ３ ９ ｆｍｏｌ /
( ｃｅｌｌｄ)ꎬ稍低于 Ｎ. ｍａｒｉｔｉｍｕｓ 和 Ｎ. ｄｅｖａｎａｔｅｒｒａꎬ与
Ｎ. ｅｕｒｏｐａｅａ 相比差距仍然较大ꎮ

为了探究 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因的对应

关系ꎮ 在同一周期中我们也同时检测了 ａｍｏＡ 基因

的拷贝数ꎮ 如图 ５ 所示ꎬａｍｏＡ 基因的变化趋势与

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因一致ꎬ为了进一步进行比较ꎬ我们对

两个基因的数目进行了线性回归分析ꎬ如图 ６ 所示ꎮ
两个基因数目变化显著相关ꎬ随着 ＡＯＡ 的繁殖和衰

亡呈现同样的增减趋势ꎮ 且在此过程中两个基因数

的比值基本保持不变ꎬ整体上在 ０ ８７９３ 约为 ０ ９ 左

右浮动ꎮ 由此可以排除 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因与 ａｍｏＡ 基

因分别来源于两种不同菌的可能ꎬ从而也就间接证

明了本研究得到 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因与 ａｍｏＡ 基因序列

均属于 ＨＪ￣２ｂ 菌的基因组ꎮ

表 ２. ＨＪ￣２ｂ 和其他氨氧化菌株的生长和代谢速率对比

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＨＪ￣２ｂ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒｓ

Ｓｔｒａｉｎ Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ(ｄ － １)
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
[ ｆｍｏｌ / (ｃｅｌｌｄ)]

ＨＪ￣２ｂ ０ ４３ ３ ９
Ｎｉｔｒｏｓｏａｒｃｈａｅｕｍ ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ[１２] — ２ ５
Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ. ＪＧ１[１０] ０ ２３ １ ４
Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｕｓ ｍａｒｉｔｉｍｕｓ[１] ０ ７８ １２ ８
Ｎｉｔｒｏｓｏｔａｌｅａ ｄｅｖａｎａｔｅｒｒａ[１１] ０ ３７ １１ ０
Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ ｅｕｒｏｐａｅａ[２３ꎬ ２５] ３ ０ ８６ － ２３０

７８８
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图 ６. １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ａｍｏＡ 基因的对应关系

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ.
Ｔｈｅ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｆｒｏｍ Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｏｎｅ
ｓａｍｐｌｅ.

３　 讨论

本研究经过长达 ２ 年的富集培养ꎬ最终从污水

处理系统中得到了以 ＨＪ￣２ｂ 为主的高纯度 ＡＯＡ 富

集物ꎬ后续对 ＨＪ￣２ｂ 生理生化特性的进一步研究将

有助于理解 ＡＯＡ 在污水处理系统中存在的条件以

及发挥的作用ꎮ
以通用的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的进化关系为准ꎬ本

研究将 ＨＪ￣２ｂ 归于 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ 属ꎮ 尽管该 ＡＯＡ
与 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ. ＪＧ１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因相似度

达到 １００％ ꎬ但在 ａｍｏＡ 基因的进化关系上却与之相

距较 远ꎬ 且 细 胞 形 态 有 较 大 差 异ꎬ 是 不 同 于

Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ. ＪＧ１ 的一种 ＡＯＡꎮ
由于以抗生素和自养培养基作为选择压ꎬ原始

活性污泥中的 ＡＯＢ、ＮＯＢ 被彻底除去ꎬ其余细菌大

部分被淘汰ꎬ古菌只剩唯一的 ＨＪ￣２ｂ 菌ꎬ最终达到

９３％的富集纯度ꎮ 培养体系中残留的细菌多为异养

菌ꎮ 以鞘氨醇单胞菌属为例ꎬ这是一种能降解多种

复杂有机物的好氧异养菌ꎬ生存能力较强[２６]ꎮ 在长

期的富集过程中ꎬ该菌有可能逐渐具备了较强的抗

生素抗性ꎬ此外还可能利用了 ＡＯＡ 衰亡裂解之后的

细胞物质作为营养ꎬ最终得以存活下来ꎮ 其他杂菌

的存活原理与此类似ꎬ因此之后要杀灭残留的细菌ꎬ
则需要选用其他种类的细菌抗生素进行进一步的

探索ꎮ
本研究经过尝试最终未能获得 ＡＯＡ 的纯培养

菌种ꎬ一方面是因为残留的杂菌难以被去除ꎬ另一方

面也与 ＡＯＡ 的生存方式存在一定的关系ꎮ 据相关

报道ꎬＡＯＡ 并非完全都是严格的自养菌ꎬ有时也会

利用有机物进行生长ꎮ 如 Ｎ. ｖｉｅｎｎｅｎｓｉｓ 在丙酮酸存

在时生长较快ꎬ在完全自养条件下生长速率则大幅

下降[７]ꎮ 有的 ＡＯＡ 会与特定种类的细菌共生ꎬ如硫

氧化菌等ꎬ在去除细菌之后便无法生存[８]ꎮ 因此本

研究富集得到的 ＡＯＡ 有可能与杂菌共生ꎬ利用杂菌

的代谢产物作为营养物质ꎮ 在不清楚这些营养物质

的具体种类时ꎬ很难将 ＡＯＡ 与杂菌分开来单独

培养ꎮ
ＨＪ￣２ｂ 的代时为 １ ６ ｄꎬ约为 ３８ ｈꎮ 且该数据是

在实验室条件下测定得到的ꎬ在实际的污水处理系

统中ꎬ比生长速率会更慢ꎬ代时会更长ꎮ 而 ＡＯＢ 的

代时一般在 ７ － ３６ ｈ[２７] 之间ꎮ 相比之下 ＡＯＡ 在实

际情况下的代时比 ＡＯＢ 要长ꎬ这可能是在很多污水

处理系统中只存在 ＡＯＢ 的原因ꎮ 较短的污泥停留

时间导致 ＡＯＡ 不能够充分增长ꎬ最终流失ꎮ 因此ꎬ
如果要将 ＡＯＡ 应用在实际的污水处理中ꎬ可能需要

采用添加填料或进行菌体固定化等方法来减缓

ＡＯＡ 的流失速度ꎮ 此外ꎬ可将 ＡＯＡ 应用于低氨氮

污水或者饮用水的处理ꎬ发挥 ＡＯＡ 对氨氮具有较高

亲和力的优势[２３]ꎮ
ＨＪ￣２ｂ 在 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ａｍｏＡ 基因的进化关

系上产生了较大的差异ꎬ换用不同的引物检测之后ꎬ
该差异仍然存在ꎮ 这是在之前的 ＡＯＡ 富集中从未

被报道过的ꎮ Ｐｅｓｔｅｒ 等认为 ＡＯＡ 的 ａｍｏＡ 基因和

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因是共同进化的[２８]ꎬ同一种 ＡＯＡ 的两

个基因都应该归于到同一个组ꎬ即同为 ＧｒｏｕｐＩ. １ａ
或者同为 ＧｒｏｕｐＩ. １ｂꎮ 而本研究得到的 ＨＪ￣２ｂ 菌的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因归属于 ＧｒｏｕｐＩ. １ｂꎬ而 ａｍｏＡ 基因归属

于 ＧｒｏｕｐＩ. １ａꎬ与 Ｐｅｓｔｅｒ 的理论矛盾ꎮ 考察该菌的原

始生存环境ꎬ一种可能的解释是 ＨＪ￣２ｂ 菌的 ａｍｏＡ
基因并不是其本身具有的ꎬ而是来自于横向的基因

转移ꎮ 因为该菌是从污水处理系统中富集得到的ꎮ
相比于土壤和海洋等自然环境ꎬ污水处理系统环境

更为复杂ꎬ由于营养物质丰富ꎬ微生物密度高ꎬ导致

它们的功能基因之间发生横向转移的可能性也更

大[２９]ꎮ 有研究者在膜生物反应器(ＭＢＲ)中就发现

不同细菌之间存在抗生素抗性基因的横向转移现

象[３０]ꎮ 而 ＡＯＡ 作为古菌的一种ꎬ其在上亿年的进

化过程中基因转移现象也较为普遍[３１]ꎮ 因此我们

８８８
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猜想 ＨＪ￣２ｂ 菌的 ａｍｏＡ 基因最初有可能是来自于另

外一个属于 ＧｒｏｕｐＩ. １ａ 的 ＡＯＡ(称为供体 ＡＯＡ)ꎮ
接受了基因转移后的 ＨＪ￣２ｂꎬ其氨氧化活性更能够

匹配之前具有的一些性质(比如菌体大小ꎬ细胞膜

通透性等)ꎬ因此相比而言更能够适应污水处理系

统环境以及本研究采用的培养基条件ꎬ最终得以富

集ꎮ 而供体 ＡＯＡ 虽然具有同样的 ａｍｏＡ 基因ꎬ但由

于与整个菌体的其他性质不匹配ꎬ不适应富集条件

而最终被淘汰ꎮ
考虑到本研究仅就 ＨＪ￣２ｂ 的两个基因进行了分

析ꎬ并未涉及其他更多的基因ꎮ 在今后的研究中ꎬ进
行全基因组测序尤为必要ꎮ 由此能够更进一步地明

确不同基因的分类归属ꎬ进而研究该菌整体的进化

关系ꎮ
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１４６８３￣１４６８８.

[ ５ ]　 Ｈｅ Ｊꎬ Ｓｈｅｎ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｚｈｕ Ｙꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｙꎬ Ｘｕ Ｍꎬ Ｄｉ
ＨＪ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ￣
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ｏｆ ａ ｃｈｉｎｅｓｅ ｕｐｌａｎｄ ｒｅｄ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ
ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒａｃｔｉｃｅｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ９(９): ２３６４￣２３７４.
[ ６ ]　 Ｐａｒｋ ＨＤꎬ Ｗｅｌｌｓ ＧＦꎬ Ｂａｅ Ｈꎬ Ｃｒｉｄｄｌｅ ＣＳꎬ Ｆｒａｎｃｉｓ ＣＡ.

Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ｉｎ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ７２(８): ５６４３￣５６４７.

[ ７ ]　 Ｔｏｕｒｎａ Ｍꎬ Ｓｔｉｅｇｌｍｅｉｅｒ Ｍꎬ Ｓｐａｎｇ Ａꎬ Ｋｏｎｎｅｋｅ Ｍꎬ
Ｓｃｈｉｎｔｌｍｅｉｓｔｅｒ Ａꎬ Ｕｒｉｃｈ Ｔꎬ Ｅｎｇｅｌ Ｍꎬ Ｓｃｈｌｏｔｅｒ Ｍꎬ
Ｗａｇｎｅｒ Ｍꎬ Ｒｉｃｈｔｅｒ Ａꎬ Ｓｃｈｌｅｐｅｒ Ｃ. Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ
ｖｉｅｎｎｅｎｓｉｓꎬ ａｎ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅｏｎ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ.
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１１ꎬ １０８(２０): ８４２０￣８４２５.

[ ８ ]　 Ｐａｒｋ ＢＪꎬ Ｐａｒｋ ＳＪꎬ Ｙｏｏｎ ＤＮꎬ Ｓｃｈｏｕｔｅｎ Ｓꎬ Ｄａｍｓｔｅ Ｊꎬ
Ｒｈｅｅ ＳＫ. Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ａｒｃｈａｅａ ｆｒｏｍ ｍａｒｉｎｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｉｎ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｓｕｌｆｕｒ￣
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ７６(２２): ７５７５￣７５８７.

[ ９ ]　 Ｐｒｅｓｔｏｎ ＣＭꎬ Ｗｕ ＫＹꎬ Ｍｏｌｉｎｓｋｉ ＴＦꎬ Ｄｅｌｏｎｇ ＥＦ. Ａ
ｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｉｃ ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｎ ｉｎｈａｂｉｔｓ ａ ｍａｒｉｎｅ ｓｐｏｎｇｅ:
Ｃｅｎａｒｃｈａｅｕｍ ｓｙｍｂｉｏｓｕｍ ｇｅｎ. ｎｏｖ. ꎬ ｓｐ. ꎬ ｎｏｖ. .
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ １９９６ꎬ ９３(１３): ６２４１￣６２４６.

[１０]　 Ｋｉｍ ＪＧꎬ Ｊｕｎｇ ＭＹꎬ Ｐａｒｋ ＳＪꎬ Ｒｉｊｐｓｔｒａ Ｗꎬ Ｄａｍｓｔｅ Ｊꎬ
Ｍａｄｓｅｎ ＥＬꎬ Ｍｉｎ Ｄꎬ Ｋｉｍ ＪＳꎬ Ｋｉｍ ＧＪꎬ Ｒｈｅｅ ＳＫ.
Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ａｒｃｈａｅｏｎ ｏｆ ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｉ. １ｂ ｆｒｏｍ ａｎ
ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １４
(６): １５２８￣１５４３.

[１１]　 Ｌｅｈｔｏｖｉｒｔａ￣Ｍｏｒｌｅｙ ＬＥꎬ Ｓｔｏｅｃｋｅｒ Ｋꎬ Ｖｉｌｃｉｎｓｋａｓ Ａꎬ
Ｐｒｏｓｓｅｒ ＪＩꎬ Ｎｉｃｏｌ ＧＷ. Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｏｂｌｉｇａｔｅ
ａｃｉｄｏｐｈｉｌｉｃ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｅｒ ｆｒｏｍ ａ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ａｃｉｄ ｓｏｉｌ.
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１１ꎬ １０８ ( ３８ ):
１５８９２￣１５８９７.

[１２]　 Ｊｕｎｇ Ｍꎬ Ｐａｒｋ Ｓꎬ Ｍｉｎ Ｄꎬ Ｋｉｍ Ｊꎬ Ｒｉｊｐｓｔｒａ ＷＩＣꎬ
Ｓｉｎｎｉｎｇｈｅ Ｄａｍｓｔｅ ＪＳꎬ Ｋｉｍ Ｇꎬ Ｍａｄｓｅｎ ＥＬꎬ Ｒｈｅｅ Ｓ.
Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃ
ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅｏｎ ｏｆ ｍｅｓｏｐｈｉｌｉｃ ｃｒｅｎａｒｃｈａｅａｌ
ｇｒｏｕｐ ｉ. １ａ ｆｒｏｍ ａｎ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ７７ ( ２４ ):
８６３５￣８６４７.

[１３]　 Ｚｈａｌｎｉｎａ ＫＶꎬ Ｄｉａｓ Ｒꎬ Ｌｅｏｎａｒｄ ＭＴꎬ ｄｅ Ｑｕａｄｒｏｓ ＰＤꎬ
Ｃａｍａｒｇｏ Ｆꎬ Ｄｒｅｗ ＪＣꎬ Ｆａｒｍｅｒｉｅ ＷＧꎬ Ｄａｒｏｕｂ ＳＨꎬ
Ｔｒｉｐｌｅｔｔ ＥＷ. Ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｅｖｅｒｇｌａｄｅｎｓｉｓ ｆｒｏｍ ｇｒｏｕｐ ｉ. １ｂ ｅｎｒｉｃｈｅｄ
ｆｒｏｍ ｅｖｅｒｇｌａｄｅｓ ｓｏｉｌ ｒｅｖｅａｌｓ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｏｍｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１４ꎬ ９

９８８



Ｙｕｙａｎｇ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

(ｅ１０１６４８７).
[１４]　 ｄｅ ｌａ Ｔｏｒｒｅ ＪＲꎬ Ｗａｌｋｅｒ ＣＢꎬ Ｉｎｇａｌｌｓ ＡＥꎬ Ｋｏｎｎｅｋｅ Ｍꎬ

Ｓｔａｈｌ ＤＡ. Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ ａｍｍｏｎｉａ
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅｏｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｉｎｇ ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｌ.
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ １０(３): ８１０￣８１８.

[１５]　 Ｈａｔｚｅｎｐｉｃｈｌｅｒ Ｒꎬ Ｌｅｂｅｄｅｖａ ＥＶꎬ Ｓｐｉｅｃｋ Ｅꎬ Ｓｔｏｅｃｋｅｒ Ｋꎬ
Ｒｉｃｈｔｅｒ Ａꎬ Ｄａｉｍｓ Ｈꎬ Ｗａｇｎｅｒ Ｍ. Ａ ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔｅ ｆｒｏｍ ａ ｈｏｔ
ｓｐｒｉｎｇ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２００８ꎬ １０５ ( ６ ):
２１３４￣２１３９.

[１６]　 Ｇａｏ ＪＦꎬ Ｌｕｏ Ｘꎬ Ｗｕ Ｇ Ｘꎬ Ｌｉ Ｔꎬ Ｐｅｎｇ ＹＺ. Ａｂｕｎｄａｎｃｅ
ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｏａ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ａｒｃｈａｅａ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｅｎ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｓｙｓｔｅｍｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ
９８(７): ３３３９￣３３５４.

[１７]　 Ｙａｐｓａｋｌｉ Ｋꎬ Ａｌｉｙａｚｉｃｉｏｇｌｕ Ｃꎬ Ｍｅｒｔｏｇｌｕ Ｂ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ａ ｆｕｌｌ￣ｓｃａｌｅ ｌｅａｃｈａｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ ２０１１ꎬ ９２(３):
７１４￣７２３.

[１８]　 Ｌｉｍｐｉｙａｋｏｒｎ Ｔꎬ Ｆｕｒｈａｃｋｅｒ Ｍꎬ Ｈａｂｅｒｌ Ｒꎬ Ｃｈｏｄａｎｏｎ Ｔꎬ
Ｓｒｉｔｈｅｐ Ｐꎬ Ｓｏｎｔｈｉｐｈａｎｄ Ｐ. Ａｍｏａ￣ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ｉｎ
ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ: ａ ｒｅｖｉｅｗ. Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ９７ ( ４ ):
１４２５￣１４３９.

[１９]　 Ｇａｏ ＪＦꎬ Ｌｕｏ Ｘꎬ Ｗｕ ＧＸꎬ Ｌｉ Ｔꎬ Ｐｅｎｇ ＹＺ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣
ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ
ｅｉｇｈｔ ｆｕｌｌ￣ｓｃａｌｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ.
Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １３８: ２８５￣２９６.

[２０]　 Ｗｕ ＹＪꎬ Ｗｈａｎｇ ＬＭꎬ Ｆｕｋｕｓｈｉｍａ Ｔꎬ Ｃｈａｎｇ ＳＨ.
Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａｌ ａｎｄ
ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｉｎ ａ
ｆｕｌｌ￣ｓｃａｌｅ ｍｕｎｉｃｉｐａｌ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔ. Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２０１３ꎬ １１５ ( ４ ):
４２４￣４３２.

[２１]　 Ｋａｙｅｅ Ｐꎬ Ｓｏｎｔｈｉｐｈａｎｄ Ｐꎬ Ｒｏｎｇｓａｙａｍａｎｏｎｔ Ｃꎬ
Ｌｉｍｐｉｙａｋｏｒｎ Ｔ. Ａｒｃｈａｅａｌ ａｍｏａ ｇｅｎｅｓ ｏｕｔｎｕｍｂｅｒ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｍｏａ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍｕｎｉｃｉｐａｌ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｂａｎｇｋｏｋ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ６２ (４):
７７６￣７８８.

[２２]　 Ｒａｓｋｉｎ Ｌꎬ Ｓｔｒｏｍｌｅｙ ＪＭꎬ Ｒｉｔｔｍａｎｎ ＢＥꎬ Ｓｔａｈｌ ＤＡ.
Ｇｒｏｕｐ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ １６Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ￣ｒｎａ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｂｅｓ ｔｏ
ｄｅｓｃｒｉｂｅ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ
ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９４ꎬ ６０ ( ４ ):

１２３２￣１２４０.
[２３]　 Ｍａｒｔｅｎｓ￣Ｈａｂｂｅｎａ Ｗꎬ Ｂｅｒｕｂｅ ＰＭꎬ Ｕｒａｋａｗａ Ｈꎬ ｄｅ ｌａ

Ｔｏｒｒｅ ＪＲꎬ Ｓｔａｈｌ ＤＡ. Ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｎｉｃｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ ａｒｃｈａｅａ ａｎｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ. Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００９ꎬ ４６１(７２６６): ２３４￣９７６.

[２４]　 Ｋｌａｐｐｅｎｂａｃｈ ＪＡꎬ Ｄｕｎｂａｒ ＪＭꎬ Ｓｃｈｍｉｄｔ ＴＭ. Ｒｒｎａ
ｏｐｅｒｏｎ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｆｌｅｃｔｓ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０００ꎬ ６６(４): １３２８￣１３３３.

[２５]　 Ｓａｔｏ Ｃꎬ Ｓｃｈｎｏｏｒ ＪＬꎬ Ｍｃｄｏｎａｌｄ ＤＢꎬ Ｈｕｅｙ Ｊ. Ｔｅｓｔ
ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ￣ｅｕｒｏｐａｅａ.
Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９８５ꎬ ４９(５):
１１０１￣１１０７.

[２６]　 Ｈｕ Ｊꎬ Ｈｅ Ｘꎬ Ｌｉ Ｄꎬ Ｌｉｕ Ｑ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ
ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ ＆
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ ( ３ ): ４３１￣４３７. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)

　 胡杰ꎬ何晓红ꎬ李大平ꎬ刘强. 鞘氨醇单胞菌研究进

展. 应用与环境生物学报ꎬ ２００７ꎬ(３): ４３１￣４３７.
[２７]　 Ｐｈｉｌｉｐｓ Ｓꎬ Ｗｙｆｆｅｌｓ Ｓꎬ Ｓｐｒｅｎｇｅｒｓ Ｒꎬ Ｖｅｒｓｔｒａｅｔｅ Ｗ.

Ｏｘｙｇｅｎ￣ｌｉｍｉｔｅｄ ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃ ｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ / ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｂｙ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｓｅｒｓ ｅｎａｂｌｅｓ ｕｐｗａｒｄ ｍｏｔｉｏｎ ｔｏｗａｒｄｓ
ｍｏｒｅ ｆａｖｏｕｒａｂｌｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ５９(４￣５): ５５７￣５６６.

[２８]　 Ｐｅｓｔｅｒ Ｍꎬ Ｒａｔｔｅｉ Ｔꎬ Ｆｌｅｃｈｌ Ｓꎬ Ｇｒｏｎｇｒｏｆｔ Ａꎬ Ｒｉｃｈｔｅｒ Ａꎬ
Ｏｖｅｒｍａｎｎ Ｊꎬ Ｒｅｉｎｈｏｌｄ￣Ｈｕｒｅｋ Ｂꎬ Ｌｏｙ Ａꎬ Ｗａｇｎｅｒ Ｍ.
Ａｍｏａ￣ｂａｓｅｄ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ａｒｃｈａｅａ ａｎｄ ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ａｍｏａ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌｓ ｏｆ
ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １４(２): ５２５￣５３９.

[２９]　 Ｓｃｈｌｕｔｅｒ Ａꎬ Ｈｅｕｅｒ Ｈꎬ Ｓｚｃｚｅｐａｎｏｗｓｋｉ Ｒꎬ Ｆｏｒｎｅｙ ＬＪꎬ
Ｔｈｏｍａｓ ＣＭꎬ Ｐｕｈｌｅｒ Ａꎬ Ｔｏｐ ＥＭ. Ｔｈｅ ６４５０８ ｂｐ ｉｎｃｐ￣１
ｂｅｔａ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｍｕｌｔｉｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｂ１０ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ａ ｗａｓｔｅ￣ｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｉｎｃｐ￣１ ｂｅｔａ ｇｒｏｕｐ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ￣Ｓｇｍꎬ ２００３ꎬ １４９
(１１): ３１３９￣３１５３.

[３０]　 Ｙａｎｇ Ｄꎬ Ｗａｎｇ ＪＦꎬ Ｑｉｕ ＺＧꎬ Ｊｉｎ Ｍꎬ Ｓｈｅｎ ＺＱꎬ Ｃｈｅｎ
ＺＬꎬ Ｗａｎｇ ＸＷꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ Ｌｉ ＪＷ. Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １６７(４): ４４１￣４４７.

[３１]　 Ｐｅｔｉｔｊｅａｎ Ｃꎬ Ｍｏｒｅｉｒａ Ｄꎬ Ｌｏｐｅｚ￣Ｇａｒｃｉａ Ｐꎬ Ｂｒｏｃｈｉｅｒ￣
Ａｒｍａｎｅｔ Ｃ. Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ ａ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｄｎａｊ￣ｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｎａｋ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ａｒｃｈａｅａ. ＢＭＣ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １２: ２２６.

０９８



李雨阳等: 污水处理系统中氨氧化古菌的富集培养以及性质. /微生物学报(２０１５)５５(７)

Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ
ａｒｃｈａｅｏｎ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｆｒｏｍ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔ

Ｙｕｙａｎｇ Ｌｉꎬ Ｘｉａｎｇｈｕａ Ｗｅｎ∗ꎬ Ｋｕｎ Ｄｉｎｇꎬ Ｂｉｎｇ Ｚｈａｎｇꎬ Ｂｏ Ｓｈｅｎ
Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ Ｔｓｉｎｇｈｕａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８４ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｏ ｅｎｒｉｃｈ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅｏｎ (ＡＯＡ) ｆｒｏｍ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔｓꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｉｔｓ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｔｕｓꎬ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｉｔｓ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] ＡＯＡ ｗａｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ
ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｐａｓｓａｇｅ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙꎬ ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ
ａｒｃｈａｅａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｏｏｌｓ. Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｔｈｅ ＡＯＡ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄａｍｍｏｎｉａ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｒｅｓｕｌｔｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ａｎ ＡＯＡ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ＨＪ￣２ｂ ｗｉｔｈ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ９３％ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ｉｔｓ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ
Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ. ＪＧ１ ｗａｓ １００％ ꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｉｔ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐｐ. ꎬ ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ａｍｏＡ ｇｅｎｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗａｓ ｏｎｌｙ ７２％ . ＨＪ￣２ｂ ｃｅｌｌ ｗａｓ ｒｏｄ￣ｓｈａｐｅｄꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ０ ４３ ｄ － １ꎬ
ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ３ ９ ｆｍｏｌ / ( ｃｅｌｌｄ). [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] ＨＪ￣２ｂ ｈａｓ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ
ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＯＡ ｉｎ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｌａｎｔꎬ ａｍｍｏｎｉａ￣ｏｘｉｄｉｚｉｎｇ ａｒｃｈａｅａꎬ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｍｏｎｉａ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(本文责编:王晋芳ꎬ李磊)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (５１１７８２３９)
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