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摘 � 要: 利用厌氧氨氧化细菌 16S rDNA 基因特异引物对红壤稻田土壤总 DNA 进行扩增、PCR 产物纯化、克隆

和测序, 得到属浮霉菌 ( Planctomycetes) 的厌氧氨氧化细菌的部分16S rDNA 序列 (长度为 502 bp)。以含该序

列的重组质粒作为荧光定量 PCR 的标准品, 对水稻不同生育期红壤稻田土壤中的厌氧氨氧化细菌数量进行检

测。结果表明水稻各生育期内稻田表层和根层土壤中均存在一定数量的厌氧氨氧化细菌, 且其数量随水稻生长

有所变化。表土中的数量随水稻生长呈逐渐增加的趋势, 根层土的数量在水稻生长前期变化不大, 孕穗期后明

显增加。红壤稻田土壤中存在的厌氧氨氧化细菌对稻田土壤的硝化作用可能具有一定贡献。
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Rea-l time PCR quantification of anaerobic ammonia-oxidizing microorganisms in red paddy soi l

SONG Ya-na, LIN Zh-i min, CH EN Za-i jie, LIU X iao-qiang

( I nstitute of Biological T echnologies , F uj ian A cademy of A gr icultural Sciences , Fuzhou, Fuj i an � 350003, China)

Abstract: DNA in red paddy soil was amplified by po lymerase chain reaction ( PCR ) through specific pr imers of 16S

rDNA gene o f anaer obic ammonia-ox idizer� PCR product w as purified, cloned and sequenced� A 502 bp sequence o f

16S rDNA gene o f anaerobic ammonia-ox idizer belonging t o P lanctomycetes was obt ained� Quantity of anaerobic am-

monia-ox idizer in the red paddy so il dur ing the rice gr ow ing season w as monit ored by t he rea-l time PCR� T he stand-

ard curv e w as made using the plasmid DNA with this rDNA sequence� The results showed that anaerobic ammonia-

ox idizer s ex isted in the surface as well as the ro ot zone of the r ed paddy soil� T he quantity changed dur ing the r ice

gr ow th season� The quantity of anaerobic ammonia-oxidizers in the surface so il increased g radua lly during the g row-

ing season� On the other hand, in the ro ot zone, t he number of the bact er ia in the so il incr eased only at the late

stag e after boo ting� The anaer obic ammonia-oxidizers might contribute to the nitr ification in the red paddy so il.

Key words: red paddy soil; anaer obic ammonium-ox idizer ; r ea-l time PCR

� � 厌氧氨氧化作用 ( ANAMMOX-Anaerobic

ammonium oxidat ion) 是指在厌氧条件下, 微生物

以 NO-
2 为电子受体, NH +

4 为电子供体, 将 NH +
4 、

NO-
2 转变为氮气的生化过程[ 1- 2] 。在这一过程中起

作用的厌氧氨氧化细菌对氧极度敏感、生长非常缓

慢, 并且在较高细菌浓度条件下才表现出厌氧氨氧

化活性, 因此用传统的微生物分离、纯化培养方法

研究厌氧氨氧化菌非常困难。目前, 分子生物学方

法已成为研究环境中厌氧氨氧化菌的高效快捷的手

段。Strous等最先测定了一种厌氧氨氧化细菌的

16S rDNA 序列, 并确定了其在细菌系统进化树中

的位置属于浮霉细菌 ( P lanctomycetes) , 命名为

Cand idatus B rocadia anammox id ans
[ 3]
。

� � 厌氧氨氧化过程已经在海洋沉积物、海冰和淡

水湖等很多生态环境中发现[ 4- 7] 。水稻生长过程中

稻田土壤长期处于淹水状态,可为厌氧氨氧化细菌

生长提供有利环境。因此,稻田土壤中也可能存在

厌氧氨氧化过程。本研究以福建省红壤稻田土壤为

供试材料,运用荧光定量 PCR技术检测水稻生长期

内稻田土壤中的厌氧氨氧化细菌及其数量,为进一

步深入研究红壤稻田厌氧氨氧化过程奠定理论基

础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
� � 选择位于福州市闽侯县南屿镇的早稻田为采样

福建农业学报 25( 1) : 82~ 85, 2010
F uj ian Journal of Ag r icultural Sciences

文章编号 : 1008- 0384 (2010) 01- 082- 04



地。供试地点属暖湿的亚热带季风气候, 无霜期长

达 326 d, 年平均气温为 19� 6 � 、平均湿度 77%、

年均降水量 1 342� 5 mm。供试土壤基本理化性状

为: 有机质含量 31� 5 g � kg- 1、pH 6� 10、全氮
1� 96 g � kg- 1

、全磷 0� 61 g � kg
- 1
、全钾 17� 27

g � kg - 1、碱解氮 183� 9 mg � kg- 1、有效磷 11� 8
mg � kg- 1、速效钾 123� 6 mg � kg - 1。分别于早稻

汕优 016 ( Or y z a� sat iv a L Xianyou016) 的分蘖

期、孕穗期和成熟期采集 0~ 5 cm 的表土和 10~

20 cm 的根层土壤。早稻栽培的水肥等田间管理均

按当地常规进行。在约 500 m2的田块中采用 5 点

法采集土样, 将 5 点采集的土壤去除根系、杂草、

土壤动物和石块等杂质后混匀, 然后分成 3 份重

复。土壤装入 50 mL 塑料离心管中- 20 � 冷冻保

存用于土壤微生物荧光定量 PCR的分析。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 土壤微生物总 DNA 提取 � 采用 FastDNA

SPIN Kit For Soil ( Q � BIOgene) 的试剂盒方法,

称取 0� 5 g 的土壤样品, 按试剂盒的试验步骤进行

土壤微生物总 DNA 的提取, DNA 样品- 20 � 冰
箱保存待用。

1� 2� 2 � 样品 PCR扩增 � 选用厌氧氨氧化细菌 16S

rDNA 基因特异引物 Pla46: 5�-GGAT TAGGCA T-

GCAAGTC-3�和 Anammox2: 5�-TCT GT AT TAC-

CGCGGCT-3�[ 8] , 对不同取样时期的稻田表土和根

层土 DNA 进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为 25

�L, 其中 2 �L DNA 模板加反应液 23 �L, 反应液

包括 0� 5 �L T aq DNA 聚合酶 ( 2� 5 U � �L - 1 , 天

根生物公司, 北京) , 2� 5 �L dN TPs ( 2 mmol �

L
- 1
各碱基, 上海生物工程公司, 上海) , 2� 5 �L 10

� PCR-buf fer ( 10倍的 PCR缓冲液) (天根生物

公司, 北京) , 前、后引物各 2 �L ( 5 pmoL �

�L- 1 , 上海生物工程公司, 上海) 和 13� 5 �L 超纯
水。反应程序为 95 � 予变性 5 m in, 94 � 变性 30

s, 55 � 退火1 m in, 72 � 延伸 1 m in, 35个循环,

最后 72 � 延伸 10 m in。用 1� 5%的琼脂糖电泳溴
化乙腚染色检测 PCR产物。

1� 2� 3 � PCR产物克隆 � 将各生育期表土和根层土
的PCR扩增产物混合后, 使用E� Z�N�A� Gel Ex-

traction Kit ( OMEGA , 美国, USA) 胶回收试剂

盒纯化。再按试剂盒方法用 pMD18- T 载体连接

PCR纯化产物, 以大肠杆菌 DH5�制备的感受态

细胞转化连接产物, 在氨苄青霉素平板上进行蓝白

斑试验筛选阳性克隆。取部分阳性转化菌液送上海

英骏生物工程有限公司进行测序, 测序结果在

GenBank上进行 Blast 同源性比对分析。

1� 2� 4 � 荧光定量 PCR 检测标准曲线制备 � 利用
E� Z� N�A� Plasm id Mini Kit ( OMEGA, 美国,

U SA) 试剂盒提取上述阳性克隆重组质粒 DNA,

然后用 N anodrop (美国, U AS) 测定重组质粒

DNA 的质量浓度。根据已知重组质粒全序列和阿

伏伽德罗常数 ( 6� 02 � 1023分子数 � mo l- 1 ) 计算

拷贝数为 7� 86 � 1010 cel ls ��L - 1。以 10倍梯度稀

释重组质粒: 7� 86 � 109 ~ 7� 86 � 10
2
cells � �L- 1

做为标准曲线进行荧光定量 PCR检测。

1� 2� 5 � 样品的荧光定量 PCR检测 � 对以上述重组

质粒 DNA 构建的标准曲线样品和各生育期表土和

根层土 DNA 样品进行绝对荧光定量 PCR 检测。

每个样品进行 3 次重复。采用了 SYBR �R Pr emix

E x T aq
TM (宝生物工程公司, T akaRa, 大连) 试

剂盒于 ABI PRISM 7500 Rea-l T ime PCR System 扩

增仪上进行绝对定量 PCR分析。荧光定量 PCR反

应体系 25 �L, 其中稀释 5 倍的 DNA 模板 2 �L,

反应液 23 �L, 反应液包括 12� 5 �L SYBR Pr emix

Ex T aq
TM

( 2x ) , 0� 5 �L ROX Reference Dye II

( 50x) , 前、后引物各 1 �L ( 5 pmo l � L - 1 , 英骏

生物工程公司, 上海) 和 8 �L 超纯水。反应程序

为 95 � 予变性 30 s, 94 � 变性 30 s, 55 � 退火 1

m in, 72 � 延伸 1 min, 40个循环。

1� 2� 6 � 数据分析 � 利用 SPSS13� 0软件进行数据
方差分析。

2 � 结果与分析

2� 1 � 厌氧氨氧化细菌的 PCR扩增

� � 利用厌氧氨氧化细菌 16S rDNA 基因的特异引

物对红壤稻田土壤 DNA 进行扩增, 琼脂糖电泳结

果显示 (图 1) 各个样品中都能得到目的片段, 目

的片段大小约为 500 bp, 且所有样品均只扩增到

单一的目的片段条带。

2� 2 � PCR产物克隆
� � 将上述扩增得到的 6个样品的 PCR 产物进行

混合后再纯化, 用 pMD18-T 载体连接 PCR 纯化

产物, 以大肠杆菌 DH5�制备的感受态细胞转化连

接产物, 在氨苄青霉素平板上进行蓝白斑试验筛选

阳性克隆。再用厌氧氨氧化细菌 16S rDNA基因的

特异引物对阳性克隆菌的菌液进行 PCR 鉴定, 琼

脂糖电泳结果显示 (图 2) 阳性克隆菌的菌液能够

扩增出单一的目的片段, 表明厌氧氨氧化细菌 16S

rDNA基因重组质粒构建成功。

将该质粒菌液送往上海英骏生物工程有限公司
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图 1� 红壤稻田土壤厌氧氨氧化细菌 16S rDNA 基因扩增

Fig� 1� PCR of 16S rDNA gene of anaerobic ammonium-ox-i

dizers in red paddy soil

注: 1- 分蘖期表土; 2- 孕穗期表土; 3- 成熟期表土; 4- 分蘖

期根层土; 5 - 孕穗期根层土; 6- 成熟期根层土; M - 100 bp

DNA ladder

进行测序, 获得大小为 502 bp克隆片段序列。测

序结果在 GenBank 上进行 Blast 同源性比对显示:

该克隆序列与 GenBank 已公布的厌氧氨氧化细菌

同 属 浮 霉 细 菌 [ U ncultured planctomycete

( GQ443694) ] 同源性为 94%。结果表明该重组质

粒 DNA 可以作为厌氧氨氧化细菌荧光定量 PCR

检测的标准样品。以含有该序列的重组质粒作为标

准 DNA 进行了红壤稻田土壤的厌氧氨氧化细菌的

荧光定量 PCR检测。

图 2 � 克隆菌的菌液 PCR 扩增

Fig� 2 � PCR of positive clone

注: 1- 克隆菌菌液; M- 100 bp DNA ladder。

2� 3 � 厌氧氨氧化细菌的荧光定量 PCR检测

� � 运用 SYBR染料法荧光定量 PCR检测了水稻

各生育期红壤稻田表土和根层土中的厌氧氨氧化细

菌数量。待测样品和标准曲线样品均重复 3次, 图

3-a 显示了待测样品和不同稀释倍数的重组质粒

DNA 的扩增曲线, 图 3-b 显示了根据重组质粒所

制定的标准曲线, 其 R
2
为 0� 995、斜率- 3� 39、截

距 40� 78, 线性范围可达到 8 个数量级 ( 7� 86 �
102~ 7� 86 � 109 cells � �L - 1 )。通过该标准曲线

计算可获得各生育期土壤待测样品中的厌氧氨氧化

细菌数量。

图 3 � 荧光定量 PCR 扩增曲线( a)和标准曲线( b)

Fig� 3 � Amplif ication curve ( a) and standard curve (b) of re-

a-l time PCR

图 4� 不同生育期稻田土壤厌氧氨氧化细菌数量变化

Fig� 4 � Changes in number of anaerobic ammonia-oxid-i

zers in paddy soil during rice growing season

� � 水稻不同生育期内土壤厌氧氨氧化细菌数量如

图 4所示。由此可见, 红壤稻田土壤的厌氧氨氧化

细菌数量在 1� 0 � 10
8
~ 7� 0 � 108

copies � g - 1
dry

soil, 且水稻生育期内稻田表土和根层土中的厌氧

氨氧化细菌数量都具有增加趋势, 其中表土中细菌

84 福建农业学报 第 25卷



数量呈明显的线性增加 ( P < 0� 05) , 而根层土中
细菌数量在生育中前期变化不大, 生育后期才显著

增加 ( P< 0� 05)。

3 � 结论与讨论

� � 厌氧氨氧化脱氮过程与硝化、反硝化过程相比

能节省大量氧气和有机碳, 格外值得关注。虽然研

究表明厌氧氨氧化细菌应在自然环境中广泛存在,

但由于目前这类菌的分离培养还十分困难, 使得对

于厌氧氨氧化细菌的生理生态特性及其在自然界中

可能存在的新种的描述都还很不够。应用分子生物

学方法通过对 16S rDNA 基因的研究能够鉴定环境

中的厌氧氨氧化细菌, 为这类微生物的研究提供了

技术[ 9- 10 ]。稻田土壤长期淹水, 具有进行厌氧氨

氧化过程的条件, 而稻田土壤中的好氧/厌氧界面

又能为厌氧氨氧化微生物提供理想的生境。因此稻

田土壤中有可能存在厌氧氨氧化过程及其相关微生

物。本研究通过利用厌氧氨氧化细菌 16S rDNA 基

因特异引物, 从稻田土壤中扩增到与厌氧氨氧化细

菌同属分枝很深的浮霉菌的 16S rDNA 基因片段,

并以含有此片段序列的重组质粒 DNA 为标准品,

运用荧光定量 PCR技术检测到稻田土壤中存在较

丰富的该基因片段。结果表明稻田土壤中应存在一

定数量的厌氧氨氧化细菌, 而这些厌氧氨氧化细菌

的种类组成、是否含有新种、是否具有厌氧氨氧化

活性及其对土壤硝化作用的影响等问题都还有待进

一步研究。
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