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摘  要：【目的】结合 16S rRNA 基因克隆文库和 nirS 基因克隆文库的分析，揭示九龙江河口区

nirS 型反硝化细菌多样性。【方法】选取九龙江河口区一富营养化采样点，分别采集水样及沉积

物样品，进行理化因子的测定并提取细菌总 DNA。以水样 DNA 构建 16S rRNA 基因克隆文库，

以沉积物 DNA 构建 nirS 基因克隆文库，分析微生物群落结构的多样性并构建系统发育树。【结

果】从 16S rRNA 基因克隆文库中获得 86 条有效序列，按 97%的序列相似性划分为 53 个 OTU，

分别属于 Proteobacteria 门、Planctomycetes 门、Bacteroidetes 门、Actinobacteria 门、Firmicutes
门和 Chloroflexi 门。其中属于 Proteobacteria 门 OTU 的克隆子占克隆数的 62.9%，是最优势的类

群，分属于 Alphaproteobacteria、Betaproteobacteria、Gammaproteobacteria 和 Deltaproteobacteria
纲等。从 nirS 基因克隆文库中获得 190 条有效序列，翻译为氨基酸序列后，按 82%的序列相似性

划分为 60 个 OTU，并定位到属的水平。其中 Proteobacteria 门是最优势的类群，占文库克隆子总数

的 71.6%，包括 Alphaproteobacteria 纲(5.8%)、Betaproteobacteria 纲(49.0%)和 Gammaproteobacteria 纲
(16.9%)。nirS 基因克隆文库中丰度最高的 OTU 与 GenBank 中的一株可培养反硝化菌 Thauera sp. 
R-26906 具有 100%的序列相似性。【结论】九龙江河口区的微生物以及亚硝酸盐还原酶基因(nirS)
具有丰富的多样性。大部分 NirS 序列在 GenBank 中的最相似序列来源于河口、海湾等相似的环

境。 
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Abstract: [Objective] To understand the microbial community of denitrifying bacteria in Jiulong River 
estuary. [Methods] The sampling site was in Jiulong River estuary that was characterized by 
eutrophication. The water sample and sediment sample were collected and the environmental 
physicochemical factors were analyzed. The 16S rRNA gene and nirS gene clone libraries were 
constructed based on water sample and sediment sample respectively. [Results] In the 16S rRNA gene 
clone library, 86 valid sequences were grouped into 53 OTUs based on 97% sequence similarity and 
clustered into 6 different bacterial groups on the phylum level: Proteobacteria (Alpha, Beta, Gamma 
and Delta), Planctomycetes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes and Chloroflexi. Among these 
groups, Proteobacteria was the predominant member (62.9%). Of the nirS gene clone library 190 valid 
sequences were translated to conceptual amino acid sequences and group into 60 OTUs based on 82% 
similarity for genus identification. Among the 190 sequences, 71.6% were clustered into Proteobacteria 
phylum, including Alphaproteobacteria (5.8%), Betaproteobacteria (49.0%) and Gammaproteobacteria 
(16.9%). The most abundant OTU shared 100% sequence similarity to sequences from the nitrite 
reductase of Thauera sp. R-26906, a species of cultured denitrifier. [Conclusion] High diversity of the 
microbial community as well as nirS genes were found in the Jiulong River estuary. Most of the NirS 
sequences of this study shared quite high similarity to known sequences from various similar 
environments such as estuary and gulf. 

Keywords: Denitrifying bacteria, nirS gene, Diversity of microbial community, Estuary, Phylogenetic 
analysis 

河口区是将人类活动所带来的氮素从陆地向

海洋转移的重要渠道。近年来工业和农业污染物的

过度排放导致河口区富营养化程度加重。反硝化作

用是微生物将硝酸盐或亚硝酸盐还原为 NO、N2O

和 N2 的过程，作为重要的脱氮以及减轻富营养化

的途径，日益引起人们的重视。由于参与反硝化作

用的主要是兼性异养厌氧微生物[1]，所以我们有必

要更好地了解河口区反硝化微生物菌群结构。 

亚硝酸盐还原酶(Nir)是反硝化过程中最关键

的酶[2]。反硝化细菌中的亚硝酸盐还原酶根据它所

包含的辅基不同可以分为含有细胞色素 cd1 的 NirS
和含铜的 NirK[3]。目前发现的可培养反硝化菌中有

3/4 属于 nirS 型，并且该类型的反硝化菌多样性更

丰富，分布更为广泛[4-5]。 

然而，nirS 基因与种群并不存在对应关系，同

一个种群中可能只有部分微生物具有 nirS 基因。这

就意味着，无法从系统发育学上推断某个微生物是

否属于反硝化细菌[6]。由于自然界中的大多数反硝

化菌目前尚不可培养，所以传统的基于培养技术的

方法无法系统和深入地研究反硝化菌群结构。目前

已经发现超过 50 个属的细菌具有反硝化功能[7]，所

以采用基于 16S rRNA 基因的方法研究反硝化菌群

结构同样存在很大困难。相比之下，基于功能基因

nirS 的方法更为准确，它能够有效地揭示海洋、海

湾、河流、湿地等不同环境中的反硝化菌群结构[8]。 
九龙江(116°50′−118°02′E，24°12′−25°44′N)是

我国东南部最大的河流，是福建省南部的主要饮用

水源，流域面积人口约 900 万人。近年来，工业和
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农业废弃物的排放，导致九龙江河口呈现重度富营

养化。在过去的研究中表明，九龙江河口区的年平

均反硝化速率为 10 kg N/(hm2·a)[9]，与其他地区相

比处于高水平，反硝化作用活跃进行。因此，研究

九龙江河口区反硝化菌群结构，有助于进一步研究

河口区对氮的自净能力，对治理氮的富营养化有重

要的指导作用。 
过去关于九龙江河口区微生物群落结构的研

究大多是基于 16S rRNA 基因的研究，如九龙江流

域浮游微生物的研究[10]、潜在病原菌分析[11]、九龙

江河口区古菌结构的研究[12]等，针对反硝化菌群结

构的研究较少，尚未见到将 nirS 基因定位到属的水

平后在多样性和系统分类上的研究。本研究的主要

目的是结合 16S rRNA 基因克隆文库和 nirS 基因克

隆文库的分析，探索九龙江河口区 nirS 型反硝化细

菌的多样性。这对于进一步研究反硝化菌群与环境

因子之间的关系、应用反硝化菌作为水体富营养化

指示剂、以及含氮的富营养化水体的生物修复具有

重要作用。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 
聚碳酸酯膜，Millipore 公司；Water DNA Kit、

Soli DNA Kit，OMEGA 公司；大肠杆菌感受态细胞

DH5α、pMD-18-T 克隆载体，TaKaRa 公司。 

1.2  样品的采集处理及水质理化性质测定 
采 样 点 位 于 福 建 省 九 龙 江 河 口 区

(117°55′36′′E，24°26′8′′N)。获取表层(0.5 m)水样以

及水下 2 m 深底泥沉积物。将水样用 40 μm 孔径的

尼龙膜进行粗过滤，以去除沙粒等大颗粒杂质。水

样滤液及底泥沉积物放置在 4 °C 保温箱内，及时运

回实验室在 24 h 内完成样品分析。样品采集、保存

和分析方法均按《海洋调查规范》和《海洋监测规

范》中规定的有关方法进行(国家海洋局，2007)。

氨氮的测定采用钠氏试剂比色法(GB7479-1987)，硝

氮的测定采用紫外分光光度法，亚硝氮的测定采用

N-(1-萘基)-乙二胺光度法(GB7493-87)，溶解性磷酸

盐的测定采用钼酸铵分光光度法(GB11893-1989)。 

1.3  DNA 的提取、PCR 扩增及克隆文库构建 
将水样滤液再用孔径为 3 μm 的聚碳酸酯膜过

滤，除去大多数原生动物和藻类后，用 DNA 提取

试剂盒提取水样中细菌的 DNA。底泥沉积物以土壤

DNA 提取试剂盒提取细菌总 DNA。 

为了获得采样点当前的微生物菌群结构总貌，

了解水体污染程度对菌群结构的即时影响，采用水

样进行 16S rRNA 基因克隆文库的构建。16S rRNA

基 因 的 全 长 扩 增 采 用 细 菌 通 用 引 物 27f 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1391r 

(5′-GACGGGCGGTGTGTRCA-3′)[13]，获得约 1.4 kb

的基因片段。为了更准确地反映长期污染累积效应

下的反硝化菌群结构，采用沉积物样品进行 nirS 基

因克隆文库的构建。nirS 基因片段的扩增采用引物

d3aF [5′-T(C/G)AACGT(C/G)AAGGA(A/G)AC(C/G) 
GG-3′]和 R3cd [5′-GA(C/G)TTCGG(A/G)TG(C/G)G 

TCTTGA-3′][14]，获得约 425 bp 的基因片段。50 µL 

PCR 反应体系：2.5 mmol/L 的 dNTPs 4 µL，

25 mmol/L 的 MgCl2 4 µL，10×PCR 反应缓冲液

5 µL，25 µmol/L 的引物 1 µL，20 ng 的模板，Taq 

DNA 聚合酶 2 U，高纯水补足 50 µL。PCR 扩增程

序为：94 °C 2 min；94 °C 30 s，55 °C (16S rRNA

基因)或 57 °C (nirS 基因) 1 min，72 °C 1 min，共

30 个循环；72 °C 10 min。PCR 扩增产物经过琼脂

糖电泳后，割胶纯化，连接到 pMD-18-T 克隆载体，

再转化到大肠杆菌感受态细胞 DH5α中，经过蓝白

斑筛选获得阳性克隆，构建 16S rRNA 基因和 nirS

基因克隆文库。 

1.4  克隆文库分析 
从 16S rRNA 基因克隆文库中随机挑选 100 个

阳性克隆，以 27f 为引物测序一个反应，获得约

850 bp 的序列。从 nirS 基因克隆文库中随机挑选

200 个阳性克隆，以 M13 为引物测序，并用 Transeq

软件将 DNA 序列翻译为氨基酸序列。通过 MEGA

软件将这些序列与 GenBank 数据库中最相似的序
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列进行比对[15]。在 DOTUR 软件的辅助下，分别根

据 97%和 82%的相似性将 16S rRNA 基因序列和

NirS 序 列 划 分 为 不 同 的 操 作 分 类 单 元 [16] 

(Operational taxonomic unit，OTU)，在每个 OTU 中

随机选取一个代表克隆，构建系统发育树。计算每

个 文 库 的 多 样 性 指 数 [17] (Shannon-Weiner ，

Simpson)、丰富度指数[18](Abundance-based coverage 

estimator；Biascorrected)和文库覆盖率。 

1.5  核酸序列登录号 
本研究中所得的 16S rRNA 基因序列在

GenBank 数 据 库 中 的 登 录 号 为 KC006066− 
KC006151，nirS 基因序列登录号为 JX660492− 

JX660579 、 JX660581−JX660673 、 JX660675 、

JX660677−JX660684。 

2  结果与分析 
2.1  环境因子测定结果 

环境因子数据如表 1 所示，水样及沉积物样品

中氨氮、硝氮、亚硝氮和溶解性磷酸盐的含量均较

高，呈现富营养化。水样中总氮含量为 1.623 mg/L，

根据《中华人民共和国地表水环境标准》，属于 IV

类标准。 

2.2  16S rRNA 基因的多样性 
从 16S rRNA 基因克隆文库中随机挑选 100 个

阳性克隆进行测序，获得 86 条有效序列。以序列

相似性 97%为标准，划分为 53 个 OTU，并构建系

统发育树(图 1)。Simpson 指数为 0.02，Shannon- 

Weiner 指数为 3.74，多样性指数的分析表明该 16S 

rRNA 基因克隆文库具有丰富的多样性(表 2)。 

86 条 有 效 序 列 分 属 于 6 个 门 9 个 纲 ：  

Proteobacteria 门(Alpha、Beta、Gamma 和 Delta 纲)，
Planctomycetes 门 Planctomycetia 纲，Bacteroidetes

门 Flavobacteriia 纲，Actinobacteria 门 Actinobacteria
纲 ， Firmicutes 门 Bacilli 纲 和 Chloroflexi 门

Chloroflexi 纲(图 2A)。Proteobacteria 门占 62.9%，

是最优势的类群。在 Proteobacteria 门中，Alpha 纲

占 55.5%，Beta 纲占 16.7%，Gamma 纲占 25.9%，

Delta 纲占 1.9%。克隆文库中丰度最高的 OTU 为

OTU43，占克隆子总数的 10.5%，它与 GenBank 中

的 一 株 来 源 于 海 洋 的 放 线 菌 Candidatus 

Actinomarina (KC811143.1)具有 99%的序列相似

性。其次为 OTU35，占克隆子总数的 5.8%，与从

深海中分离获得的一株 Alpha proteobacterium 

SCGC AAA298-J15 (HQ675246)具有 99%的序列相

似性。OTU28 和 OTU32 各占克隆子总数的 4.7%。

OTU28 与 GenBank 中另一株从深海中分离获得

Alpha proteobacterium SCGC AAA298-K06 
(HQ675249)具有 99%的序列相似性。OTU32 的最

相似序列(97%的序列相似性)为一株从河口区红树

林沉积物中分离获得的苯酚降解菌(EU697081)，而

本研究采样点附近的龙海红树林自然保护区也曾

被报道遭受多环芳香族化合物污染[19]。 

2.3  NirS 序列的多样性 
从 nirS 基因克隆文库中随机挑选 200 个阳性克

隆测序，经过嵌合体的比对后，获得 190 条有效序

列。根据 Palmer 的方法[20-21]，采用 82%作为序列相

似性标准，可以将 NirS 序列定位到属的水平。因此

将翻译后的氨基酸序列以 82%的序列相似性标准

划分为 60 个 OTU。文库覆盖率为 81%，Simpson
指数为 0.05，Shannon-Weiner 指数为 3.47 (表 2)。 

 
表 1  采样点的环境测定 

Table 1  Environmental parameters at the sampling sites 

样品 
Sample 

酸碱度 
pH 

氨氮 
NH4

+-N (mg/L) 
硝氮 

NO3
−-N (mg/L) 

亚硝氮 
NO2

−-N (mg/L) 
磷酸盐 

PO4
3−-P (mg/L) 

水样 Water sample 7.54 0.705 0.661 0.257 10.5 

沉积物 Sediment sample 7.41 0.684 0.672 0.235 10.8 
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OTU5

OTU4

Delftia tsuruhatensis T7 (NR_024786.1)

Comamonas testosteroni KS 0043 (NR_029161.1)
Curvibacter delicatus 146 (NR_028713.1)

Acidovorax temperans PHL (NR_028715.1)

Hydrogenophaga flava (NR_028718.1)

Methylotenera mobilis JLW8 (NR_041798.1)

Ralstonia pickettii ATCC 27511 (NR_043152.1)
Achromobacter insolitus strain LMG 6003 (NR_025685.1)

Enterobacter cowanii (NR_025566.1)

Acinetobacter baumannii DSM 30007 (NR_026206.1)
Ectothiorhodosinus mongolicus M9 (NR_042831.1)

Thiothrix disciformis B3-1 (NR_024756.1)

Marinobacterium litorale IMCC1877 (NR_044016.1)

Oleiphilus messinensis ME102 (NR_025432.1)

Marinomonas dokdonensis DSW10-10 (NR_043467.1)

Oceaniserpentilla haliotis DSM 19503 (NR_042641.1)

Haliea rubra CM41 (NR_044426.1 )

Nisaea nitritireducens DR41_18 (DQ665839.1)
Rhodovibrio salinarum NCIMB2243 (NR_043397.1)

Caulobacter leidyia strain ATCC 15260 (NR_025324.1)
Sphingosinicella soli KSL-125 (NR_043532.1)

Novosphingobium subterraneum IFO 16086 (NR_040827.1) 
Parvibaculum lavamentivorans DS-1 (NR_076525.1)
Rhodovulum sulfidophilum W4 (NR_025846.1)

Roseicyclus mahoneyensis ML6 (NR_042080.1)
Ketogulonicigenium vulgare DSM 4025 (NR_041754.1)

Seohicola saemankumensis SD-15 (NR_044437.1) ()

Loktanella hongkongensis UST950701-009P (NR_029121.1)

Thalassobius mediterraneus CECT 5383 (NR_042377.1)

Phaeobacter caeruleus LMG 24369 (NR_042701.1)
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图 1  16S rRNA 基因系统发育树 

Figure 1  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences 
注：以 97%的序列相似性划分 OTU，每个 OTU 随机挑选一条代表序列与 GenBank 中的最相似序列一起用于构建 16S rRNA 基因系
统发育树. OTU 名称后括号内的数字表示该 OTU 内的序列数(没标注的表示仅含一条序列的 OTU). 在树节上的数字代表 1 000 取样
的百分比，仅显示大于 50%的情况. 
Note: Phylogenetic tree was constructed based on 16S rRNA gene sequences of the representatives of each OTU at 3% cut off and their 
closest relatives from GenBank. Numbers in parenthesis behind the names of OTUs refer to the number of sequences belonging to each OTU. 
The OTUs containing only one sequence were not labeled. Bootstrap values above 50% for 1 000 replicates are shown at branch points. 



1644 微生物学通报 Microbiol. China 2015, Vol.42, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 2  16S rRNA 基因和 nirS基因克隆文库在纲水平的分布 

Figure 2  Taxonomic distribution of 16S rRNA gene and nirS gene clone libraries on the level of class 
注：A：16S rRNA 基因克隆文库；B：nirS 基因克隆文库. 

Note：A: 16S rRNA gene clone library; B: nirS gene clone library. 

 
表 2  16S rRNA 基因和 nirS基因克隆文库的生物多样性和丰富度指数 

Table 2  Biodiversity and predicted richness of 16S rRNA gene and nirS gene clone libraries 

克隆文库 
Clone library 

克隆数 
Number of clones 

OTU 数 
Number of OTUs 

Simpson (D) Shannon-Weiner (H′) SChao1 SACE 
覆盖率 

Coverage

16S rRNA  86 53 0.02 3.74 140.9 163.1 0.56 

nirS 190 60 0.05 3.47 128.6 144.7 0.81 

 
从每个 OTU 中随机挑选一条序列，在 GenBank 中

分别寻找最相似序列以及来源于可培养微生物的

最相似序列(表 3)，并且基于翻译后的氨基酸序列构

建系统发育树(图 3)。 

在 190 条有效序列中， 71.6% 可以归到

Proteobacteria门(图 2B)，包括 Alpha、Beta 和 Gamma
纲。1.6%的序列可以归到 Firmicutes 门 Bacilli 纲。

剩下 26.8%的序列尚无法确定属水平的分类地位。 
nirS 基因克隆文库中，有 6 个 OTU (占克隆子

总数的 5.8%)属于 Alphaproteobacteria，它们与

GenBank 中的最相似的 nirS 基因序列有 88%−99%
的相似性。这些最相似序列大多来自相似的环境，

如中国珠江河口、旧金山湾河口[22]、日本霞浦湖、

中国长江河口[18]、阿拉伯海海岸及以色列加利利

海。Betaproteobacteria 纲是 nirS 基因克隆文库中最

优势的类群，占克隆子总数的 49.0%，有 21 个 OTU
属于这个类群。克隆文库中丰度最高的 OTU (OTU2)

属于 Betaproteobacteria 纲，包括了 36 条序列，与

GenBank 中的一株已培养的反硝化菌 Thauera sp. 
R-26906 (CAK95700.1)具有 100%的序列相似性[23]。

丰度第四高 OTU 是 OTU24，包括 10 条序列，占

克隆子总数的 5.3%，其最相似序列来自于我国珠江

河口区。这个类群中其余的大部分序列的最相似序

列也都来源于海洋、河口、湖泊环境，如九龙江河

口区、中国武汉东湖[24]、中国海河、波罗的海、美

国切萨皮克湾等。有些序列的最相似序列来源于较

独特的环境，如城市污水处理厂、城市固体垃圾处

理反应器[25]等，可能是由于它们所属的微生物对于

氮代谢物具有一定降解能力。 
有 14 个 OTU 属于 Gammaproteobacteria 纲，

占克隆子总数的 16.9%，其中包括了本克隆文库中

丰度为第二高的 OTU6。该 OTU 占克隆子总数的

6.3%，与 GenBank 中来自于我国珠江口的序列

(AEK77803.1)具有 99%的序列相似性。这个类群中 
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表 3   NirS 序列相似性比对 
Table 3  Comparison of the NirS sequences 

OTU编号 
OTU No. 

含序列数 
Number of sequences 

序列号 
Accession No. 

来源于可培养微生物的最相似序列(序列号) 
Closest cultured relative (accession No.) 

相似性 
Identity (%)

OTU1 8 JX660492 Bacterium symbiont of Nonionella stella (AFM76975.1) 83 

OTU2 36 JX660493 Thauera sp. R-26906 (CAK95700.1) 100 

OTU3 6 JX660494 Anaerolinea thermophila UNI-1 (BAJ64797.1) 78 

OTU4 2 JX660495 Paracoccus sp. R-28239 (CAJ76808.1) 82 

OTU5 1 JX660496 Cupriavidus pauculus (ADN28072.1) 83 

OTU6 12 JX660499 Thiothrix sp. AS (AGO45492.1) 81 

OTU7 12 JX660500 Bacterium symbiont of Nonionella stella (AFM76975.1) 76 

OTU8 5 JX660502 Azoarcus sp. UNPF34a (BAL52284.1) 76 

OTU9 1 JX660504 Anaerolinea thermophila UNI-1 (BAJ64797.1) 75 

OTU10 1 JX660549 Thiothrix sp. AS (AGO45492.1) 85 

OTU11 3 JX660507 Cupriavidus sp. TSA25(BAI67036.1) 80 

OTU12 1 JX660508 Thiothrix sp. AS(AGO45492.1) 78 

OTU13 4 JX660509 Ralstonia sp. UNPF19a (BAL52290.1) 100 

OTU14 2 JX660512 Labrenzia aggregate (EAV41893.1) 81 

OTU15 2 JX660513 Bacillus cereus (AEO89629.1) 84 

OTU16 1 JX660514 Bacillus cereus (ABD94583.1) 85 

OTU17 2 JX660516 Cupriavidus sp. TSA23 (BAI67035.1) 83 

OTU18 4 JX660520 Dechloromonas sp. R-28451 (CAJ76755.1) 89 

OTU19 1 JX660522 Anaerolinea thermophila UNI-1 (BAJ64797.1) 78 

OTU20 2 JX660525 Cupriavidus sp. TSA25 (BAI67036.1) 75 

OTU21 2 JX660526 Thiothrix sp. AS (AGO45492.1) 80 

OTU22 1 JX660527 Thiothrix sp. AS (AGO45492.1) 79 

OTU23 1 JX660534 Caenispirillum salinarum (WP_009542118) 62 

OTU24 10 JX660536 Rhodocyclales bacterium UNPF16 (BAL52292.1) 72 

OTU25 7 JX660537 Bacterium symbiont of Nonionella stella (AFM76975.1) 90 

OTU26 6 JX660545 Thiothrix sp. AS (AGO45492.1) 80 

OTU27 3 JX660547 Azoarcus sp. UNPF34a (BAL52284.1) 79 

OTU28 7 JX660548 Dechloromonas sp. R-28451 (CAJ76755.1) 94 

OTU29 2 JX660553 Bacterium symbiont of Nonionella stella (AFM76975.1) 76 

OTU30 1 JX660554 Zoogloea sp. UNPF36 (BAL52297.1) 75 

OTU31 8 JX660556 Herbaspirillum sp. TSO46-2 (ABA18615.1) 79 

OTU32 1 JX660559 Hahella chejuensis KCTC 2396 (ABC31120.1) 79 

OTU33 6 JX660562 Ralstonia sp. UNPF19a (BAL52290.1) 70 

OTU34 1 JX660563 Cupriavidus sp. TSA25 (ABA18615.1) 76 

OTU35 1 JX660565 Anaerolinea thermophila UNI-1 (BAJ64797.1) 78 

    (待续)
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(续表)

OTU36 1 JX660576 Hahella ganghwensis (WP_020408328.1) 78 

OTU37 2 JX660582 Herbaspirillum sp. TSO23-1 (BAJ11544.1) 85 

OTU38 1 JX660593 Burkholderiaceae bacterium N52 (BAH90677.1) 85 

OTU39 1 JX660595 Thiothrix caldifontis (ABD94583.1) 79 

OTU40 1 JX660600 Alpha proteobacterium 4N (AFX65532.1) 90 

OTU41 1 JX660610 Thiothrix sp. AS (AGO45492.1) 85 

OTU42 1 JX660612 Comamonas sp. R-28227 (CAJ76756.1) 78 

OTU50 1 JX660646 Marinobacter sp. CG157051 (ABG36515.1) 72 

OTU51 1 JX660647 Azoarcus sp. UNPF34a (BAL52284.1) 77 

OTU52 1 JX660655 Comamonas sp. R-28227 (CAJ76756.1) 78 

OTU53 1 JX660657 Thiothrix eikelboomii (AGO45493.1) 80 

OTU54 1 JX660661 Anaerolinea thermophila UNI-1 (BAJ64797.1) 74 

OTU55 1 JX660664 Rhodanobacter sp. D206a (BAI67028.1) 79 

OTU56 1 JX660672 Azospirillum sp. TSO28-1 (BAJ11547.1) 77 

OTU57 1 JX660680 Pseudomonas grimontii (ABF65969.1) 66 

OTU58 1 JX660681 Polymorphum gilvum (WP_013651333) 49 

OTU59 1 JX660682 Ralstonia sp. UNPF19a (BAL52290.1) 65 

OTU60 1 JX660683 Anaerolinea thermophila (WP_013561145.1) 48 

 
其它序列的最相似序列则来源于旧金山湾河口区[22]、

中国胶州湾河口区[26]和渤海湾，序列相似度在 85%
到 100%之间。 

只有 2 个 OTU (包含 3 条序列)属于 Firmicutes
门 Bacilli 纲。其中两条序列来源于可培养微生物的

最相似序列是在市政污水处理系统中分离获得的

Bacillus cereus (AEO89629.1)。克隆文库中剩余的

26.8%序列通过本方法无法对其属水平的分类地位

作明确定位。 

3  讨论 

通过 16S rRNA 基因克隆文库的构建，我们对

九龙江河口区的微生物群落结构有了初步的整体

认识，该文库展现了较大的多样性。近年来有研究

表明，由于 16S rRNA 基因在原核生物内往往存在多

个拷贝，且各拷贝之间的基因序列并不完全相同，

因此，基于 16S rRNA 基因，尤其是基于其 V6 区的

菌群多样性研究可能引起一定程度的高估[27]。本研

究中以 27f 为引物测序一个反应，获得约 850 bp 的

序列片段，由于序列长度较长，基本覆盖 V1−V6
区，因此能较大程度的降低这一高估的影响。 

在 16S rRNA 基因克隆文库中，Proteobacteria

门 (包括 Alpha、Beta、Gamma 和 Delta 纲 )，

Actinobacteria 门 Actinobacteria 纲，Bacteroidetes 门

Flavobacteriia 纲和 Firmicutes 门 Bacilli 纲是其中最

主要的类群。文献[10]中报道的另一采样自相同流

域(九龙江)相同季节(冬季)且地理环境相似(河口)

的水样中 16S rRNA 基因的 DGGE 分析结果表明，

其优势条带割胶测序结果为 Firmicutes 门、

Proteobacteria 门 Alpha 纲 和 Bacteroidetes 门

Flavobacteriia 纲，这与本研究结果相吻合；而对比

该文献报道的与本研究采样自相同流域(九龙江)相

同季节(冬季)、但不同地理环境(九龙江中游)的主要

细菌类群发现，两者基本吻合，唯一的区别在于后

者样品中检出 Cyanobacteria 而本研究样品中没有，

说明该类细菌的分布与地理环境有关。而其他文献

报道的类似地理环境(切萨皮克湾)相同季节(冬季) 
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图 3  NirS 序列系统发育树 

Figure 3  Phylogenetic tree based on translated nirS sequences 
注：以 82%的序列相似性划分 OTU，每个 OTU 随机挑选一条代表序列用于构建 NirS 序列系统发育树. 在树节上的数字代表 1 000

取样的百分比，仅显示大于 50%的情况. 
Note: Phylogenetic tree was constructed based on translated nirS sequences of the representatives of each OTU at 18% cut off. Bootstrap 
values above 50% of for 1 000 replicates are shown at branch points. 
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的主要细菌类群[28-29]中也没有发现 Cyanobacteria，
也映证了这一点。但切萨皮克湾夏季的细菌类群中

Cyanobacteria 却占到了克隆子总数的 9.4%，说明该

菌落的出现与季节相关。 

在本研究中，Proteobacteria 门占克隆子总数的

62.9%，相似的是，有文献报道 Proteobacteria 门在

丰度上占主要地位是河流环境中微生物菌群结构

的特征之一[30]。放线菌作为本研究中的第二大类

群，也经常被发现存在于河流湖泊的浮游微生物

中[31]，这可能是由于这个类群能够产生抗生素以抵

抗原生生物的入侵[32-33]。 
16S rRNA 基因克隆文库中，有 7 个克隆(占克

隆子总数的 10.5%) 分属于 Marinobacterium 、

Rhodopirellula、Ralstonia、Comamonas 和 Thiothrix 

5 个属。由于我们在 nirS 基因克隆文库中也检测到

相同类群的微生物，因此推测它们可能属于反硝化

细菌。其中 Marinobacterium 属微生物占 16S rRNA

基因克隆子总数的 4.7% ，其序列最相似菌

Marinobacterium litorale IMCC1877 (DQ917760)最

初从韩国德积岛海岸附近的表层海水中分离得到，

而在黑海低氧浓度区域也有分离到该属的反硝化

细菌[34]。Rhodopirellula 属微生物占克隆子总数的

2.3%，其序列最相似菌 Rhodopirellula baltica SH 1 

(NR_043384.1)分离于波罗的海西南部基尔湾的水

域中，它曾被报道具有厌氧氨氧化能力。Ralstonia

属微生物的序列最相似菌 Ralstonia pickettii ATCC 

27511 (NR_043152.1)本身并未被报道具有反硝化

能力，它存在于潮湿环境中，常引起人类感染，但

在另一关于九龙江流域潜在病原菌污染分析的研

究中并未被检测到[11]，而 Ralstonia 属的其它细菌则

曾被报道具有反硝化基因 [35]。Comamonas 属和

Thiothrix属的序列最相似菌Comamonas testosteroni 

KS 0043 (NR_029161.1)和 Thiothrix disciformis B3-1 

(NR_024756.1)虽然都未见被直接报道具备反硝化

能力，但在过去的研究中这两个属都已发现许多反

硝化菌[36-37]。考虑到本研究中采样点水体高浓度氮

素的存在，在 16S rRNA 文库中检测到多个类群的

反硝化细菌的研究结果也印证了之前关于环境中

氨氮、硝氮和亚硝氮浓度是影响细菌群落结构的重

要因素的说法[38]。 

河口区是将人类活动产生的氮素从陆地向海

洋转移的主要渠道。同时，河口区超过 50%的无机

氮通过微生物的反硝化作用转化为氮气形式释

放[21]。由于其淡水与海水混合的盐度特征以及潮汐

交替等特点，河口区形成了其独特的生境。本研究

中，nirS 基因克隆文库中有 82 条序列(占克隆子总

数的 43.2%)的最相似序列都来源于珠江河口区；并

且文库中的大多数序列都与 GenBank 中来自于河

口、海湾等环境的序列有着很高的序列相似性。这

与过去的研究相似[39]，表明虽然不同样品间的地理

位置差异巨大，但生境是决定反硝化菌群的结构差

异的最主要因素。 

与我国武汉东湖[24]以及青岛胶州湾[26]的 nirS

基因克隆文库相比，九龙江河口区 nirS 基因克隆文

库的多样性和丰富度更高。同时，本研究中的九龙

江河口区由于农业施肥及畜牧业粪便的过度排放，

造成了水体中高浓度的氨氮、硝氮和亚硝氮积累，

其浓度也高于武汉东湖和青岛胶州湾。此外，如上

文所述，本研究中 nirS 基因克隆文库中很多序列在

GenBank中的最相似序列都来源于我国珠江口和长

江口等氮含量较高的水域。这说明反硝化菌群的结

构和多样性很可能与环境中含氮化合物的含量有

着密切关系[40]。 

大部分 NirS 序列可以归到 Proteobacteria 门，

其中 Betaproteobacteria 纲是最优势的类群。这与之

前所报道的大量反硝化菌属于 Betaproteobacteria 纲

相吻合[41-43]。文库中有些序列来源于可培养微生物

的最相似序列属于 Thauera 属(19.5%)、Paracoccus

属(1.1%)、Bacillus 属(1.6%)、Thiothrix 属(14.2%)，

Comamona 属(1.1%)和 Azoarcus 属(5.3%)，其他文献

中也常有在这些属中发现反硝化细菌的报道[44-47]。而

nirS 基 因 克 隆 文 库 中 的 Marinobacterium 、
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Rhodopirellula、Ralstonia、Comamonas 和 Thiothrix 
5 个属在 16S rRNA 基因克隆文库中也有检出，说

明它们可能在水体样品中也具有较高的丰度。 
本研究中 nirS 基因克隆文库丰度最高的 OTU2 

(包含 36 条序列，占克隆子总数的 19.0%)在
GenBank中的最相似序列为一株可培养的反硝化菌

Thauera sp. R-26906 (CAK95700.1)[23]。在过去的研

究中 Thauera 属的微生物已被证实具有在反硝化条

件下降解多种污染物，尤其是多环芳香族化合物的

能力[34]。因此 Thauera 属的微生物在反硝化过程中

发挥重要作用，并经常在废水处理系统中被发现。

采样点水样中高浓度的含氮量以及可能存在的多

环芳香族化合物的污染[19]也为 Thauera 属在本文库

中的优势地位提供了合理解释。 

值得注意的是，并非所有 NirS 序列的最相似序

列都来源于反硝化细菌。nirS 基因克隆文库中的

OTU1、OTU7、OTU25 和 OTU29 共 4 个 OTU (包

括 29 条序列，占克隆子总数的 15.3%)的最相似序

列是有孔虫的共生微生物的 NirS 序列 Bacterium 

symbiont of Nonionella stella (AFM76975.1)。近来有

文献报道它能够完成从硝酸盐到氮气的完整反硝

化过程[48]。 

NirS 序列的多样性以及那些与已知序列相似

度很低的序列，表明九龙江河口区具有丰富的、未

知的亚硝酸盐还原酶多样性，其具体状况还有待进

一步发掘。河口区由于经常受到人类活动的影响，

富含各种营养成分和污染物，并且受到海水和淡水

水流的混合，使其具有独特的微生物群落结构，并

包含丰富的未知遗传学和生态学信息。本研究初步

揭示了九龙江河口区微生物菌群，尤其是 nirS 型反

硝化细菌群落结构的多样性，将有助于进一步开展

含氮化合物污染的富营养化水体的修复研究。 
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