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摘  要：硝化作用先将氨氮氧化为亚硝酸盐氮并进一步氧化为硝酸盐氮，这一过程是氮进行全球

生物化学循环的重要环节。随着氨氧化古菌(Ammonia-oxidizing archaea，AOA)基因组序列中氨

单加氧酶编码基因(amoA)的发现以及 AOA 在实验室条件下的成功培养(包括分离纯化和富集培

养)，基于分子生物学的研究表明 AOA 在各种环境广泛存在，且多数生境中它的数量远远超过氨

氧化细菌(Ammonia-oxidizing bacteria，AOB)。AOA 相对于 AOB 在氮循环中的贡献也引起了多

方面的论证和争论。本文就氨氧化古菌的生态分布、系统进化、生境存在丰度及参与硝化作用等

进行综述，指出不同生境 AOA 的活性及其对氮循环的重要性仍需做进一步的研究。 
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Abstract: Nitrification (oxidation of ammonia to nitrate via nitrite) plays a crucial role in the global 
nitrogen cycling. Along with the discovery of ammonia monooxygenase coding gene (amoA) sequences 
in archaea and the successful cultivation (isolation and enrichment) of ammonia-oxidizing archaea 
(AOA), it has been found that AOA was more abundant than AOB in most environments. And the 
contribution of AOA vs AOB to the nitrogen cycling is still under debate. In this mini-review, the 
ecological distribution, evolution, abundance and potential function involved the microbial nitrification 
were summarized based on the current knowledge. Furthermore, the perspective insights were 
discussed for the future research. 
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氮是生命体核酸与蛋白质必不可少的组成元

素。氮素的生物地球化学循环(氮循环)对生命的存

在和持续有关键作用，本质上是微生物驱动的氮素

转化、利用及循环的过程，包括氮的固定、硝化作

用、反硝化作用和氨化作用。其中硝化作用，即将

氨氧化为亚硝态氮、进而氧化为硝态氮的过程，是

氮循环的核心环节。氨氧化被认为是硝化作用的第

一个限速步骤，主要是由变形菌纲中的 β-变形杆菌

亚门或 γ-变形杆菌亚门[1-2]所进行的专性化能自养

过程，本质上由氨单加氧酶(AMO)催化完成的微生

物生化反应。 

近年来，随着分子生物学技术的快速发展，科

学家们通过对海洋、土壤等环境的研究发现，一类

古菌(即氨氧化古菌，Ammonia-oxidizing archaea，

AOA)也具有编码 AMO 的基因[3-4]，且广泛分布于

包括海洋、湖泊和土壤等在内的多种环境中[5]，意

味着这类古菌可能也有进行氨氧化的能力，参与环

境氮循环的硝化作用环节。氨氧化古菌已经成为地

理学、生物学、生态学和环境科学等交叉领域的研

究热点[6-7]。本文对氨氧化细菌和氨氧化古菌的生态

分布、系统进化、存在丰度及表达活性，以及对氮

循环的贡献进行综述，着重于自氨氧化古菌的发现

以来近十年的研究进展。 

1  氨氧化古菌的发现及检测方法 

19 世纪末，科学家发现硝化反应由微生物参与

完成[8]，也通过分离培养的方法获得了自养型的原

核微生物。长期以来，所有可培养的好氧自养型氨

氧化菌都是 β-变形杆菌亚门或 γ-变形杆菌亚门[1-2]，

以致人们认为所有的自养型氨氧化菌都是细菌。

2004 年，Venter 等用鸟枪法对马尾藻海(Sargasso Sea) 

的微生物宏基因组进行测序和分析后发现，奇古菌

中存在氨单加氧酶的编码基因 amoA 序列[3]；2005

年，Treusch 等对土壤奇古菌基因组分析时，在一个

43 kb 的宏基因组片段中也发现了奇古菌的氨单加

氧酶编码基因 amoA[4]。Könneke 等在热带海洋水族

馆鱼缸里成功分离到一株奇古菌 Nitrosopumilus 

maritimus SCM1，该菌株可以以氨作为唯一能源进

行自养生长[9]，人类第一次获得了可培养的、具有

氨氧化能力的古菌菌株。Francis 设计了特异性的引

物、应用 PCR 扩增检测的方法，发现 AOA 广泛存

在于海洋的透光层、低氧区水柱、海岸/入海口基底

部和海底沉积物等区域，提示在非极端环境的海洋

中 AOA 可能在氮的循环中起着重要的作用。此后，

古菌的氨氧化功能引起了全世界氮循环研究者的

高度关注与讨论，且氨氧化古菌已经成为微生物生

态学研究的一个模式微生物之一。 

氨氧化古菌的检测方法主要分为两大类：一类

是依赖于培养的技术，如平板分离培养、富集培养

等。目前通过这些技术，已经分离到了氨氧化细菌

和氨氧化古菌。然而绝大多数的环境微生物在实验

室条件下是不可培养的[10]，且氨氧化细菌生长缓

慢，通过这种方法分离纯化相当困难，并不能获得

全部的氨氧化菌株。相比而言，氨氧化细菌的研究

开展由来已久，目前获得的菌株要比氨氧化古菌的

要多。在氨氧化古菌的培养方面，目前分离到的纯

菌 株 有 Nitrosopumilus maritimus SCM1[9] 和

Nitrosocaldus yellowstonii[11]；富集到的培养物有

Candidatus Nitrososphaera gargensis[12] 、 培 养 物

SJ[13]、Candidatus Nitrosoarchaeum limnia SFB1[14]、

Candidatus Nitrosotalea devanaterra[15]、Candidatus 

Nitrosoarchaeum limnia BG20[16] 、 Candidatus 

Nitrosopumilus salaria BD31[17] 、 Candidatus 

Nitrosopumilus koreensis AR1 和 Nitrosopumilus 

sediminis AR2[18]。 

另一类是不依赖于培养的分子微生物技术。其

中 基 于 非 多 聚 酶 链 式 反 应 (Polymerase chain 

reaction，PCR)的方法有荧光原位杂交(Fluorescence 

in situ hybridization，FISH)[19]、甘油二烷基甘油四

醚脂技术(GDGT)、稳定性同位素技术(Stable isotope 

probing，SIP)等；而基于 PCR 的方法有基因克隆建

库 、 反 转 录 PCR (Reverse transcription PCR ，

RT-PCR)、定量 PCR (Quantitative PCR)等。 

目前，关于氨氧化细菌和古菌的生态学研究多
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数都通过这些基于 PCR 的分子生物学方法来开展，

所采用的引物是 16S rRNA 基因或功能基因 amoA

基因的两侧序列。通过对环境样品的氨单加氧酶编

码基因进行 PCR 检测时，AOA 相对于 AOB 容易检

测到，而 AOB 的 amoA 基因可能没有检测信号。例

如，Briones 等在水稻根际[20]、Beman 等在珊瑚[21]、

Siboni 等在珊瑚礁[22]、Zhang 等在氨氧化菌富集培

养物中[23]和 Park 等在表面水层样品中[24]均可扩增

到古菌 amoA 基因，但并未扩增到细菌 amoA 基因。

不过也有检测到 AOB 而检测不到 AOA 的例子，如

Park 等在废水处理厂反应器中 [25]以及 van der 

Wielen 等在饮用水系统的部分样品[26]里未能成功

扩增到古菌的 amoA 基因。扩增不成功的原因可能

由于它不存在于某些样品中，或存在的数量低于

PCR 检测的最低限度，或者目前的引物并不适于扩

增这些环境中的氨氧化酶编码基因。 

最近，稳定性同位素原位示踪微生物核酸

DNA/RNA 技术也应用于氨氧化古菌的研究，如

Wuchter 等使用 13C 稳定性同位素培养北海水样品

发现泉古菌的特异脂类同化了 13C，揭示了海洋泉

古菌营自养型生活[27]；Jia 等采用 13CO2 培养土壤样

品时发现氨氧化细菌的 amoA 基因被标记了，而古

菌的没有被标记，此结果表明氨氧化古菌可能没有

参与土壤硝化过程，或者参与程度非常少以致未能

被检测出来[28]。 

此外，通过放射自显影杂交技术发现海洋泉古

菌可以利用有机物如氨基酸进行异养生长[29-30]。二

次离子质谱分析技术(Nanometer-scale secondary ion 

mass spectrometry)可以直接观测微生物细胞对营养

元素利用过程[31]，极有可能应用于研究原位氨氧化

古菌的代谢途径[32]。 

2  氨氧化古菌的生境分布及系统发育 

氨氧化细菌广泛存在于陆地生态系统、水生生

态系统(海洋和淡水)、工程生态系统如生物反应器

等。相应地，氨氧化古菌在全球具有很广的生态位，

在陆地环境中的分布非常广泛，在农业土壤[33]、温

带森林土壤[34]、半干旱森林土壤[35]、稻田土壤[36]、

牧草土壤、淡水植物 Littorella uniflora 根系土壤[37]

以及高原永久冻结带[38]等陆地生态系统中都检测

到 AOA。在水生生态统中的各个区域都有 AOA 的

分布，包括海洋透光层[39-41]和深海缺氧层[42-45]、深

海沉积物[24,43]、珊瑚和暗礁[21]、江河口[46-47]、地下

河入海口[48]、淡水及沉积物[47,49-50]，以及南北两极

的海水[51]。在工程系统中也发现有 AOA 的存在，

如 Park 等工程系统废水生物反应器[25]、Zhang 等在

污水处理厂的活性污泥里[52]、Wells 等在活性污泥

生物反应器 15%的样品中[53]、Gao 等在污水处理厂

中都检测到 AOA[54-55]。 

在系统发育与进化方面，通过 16S rRNA 基因

的系统发育，Brochier-Armanet 等将中温泉古菌(主

要包括 AOA)从泉古菌中独立开来作为一个新的门

Thaumarchaeota[56]，国内张丽梅等建议意译称为奇

古菌[57]。现在古菌主要有 3 个门，分别是：广古菌

门 Euryarchaeota、泉古菌门 Crenarchaeota 和奇古菌

门 Thaumarchaeota。进一步的研究揭示了 AOA 主

要有两个聚类：奇古菌 Group I.1a 分支和奇古菌

Group I.1b 分支[58]。其中，奇古菌 Group I.1a 分支

包括了海洋、大多数水体以及沉积物来源的 AOA；

奇古菌 Group I.1b 分支涵盖了土壤及其他陆地生态

系统来源的 AOA (图 1)[59]。而 Weidler 等通过 amoA

基因的系统发育表明，来源于热泉的 AOA 独立成

一个分支，不同于来源海洋和土壤的 AOA 分支[60]。

Cao 等收集了来源于全球海洋、海洋底泥、淡水、

土壤等生境的 6 200 条古菌 amoA 基因的序列进行

系统发育分析，发现来源于海洋的分支明显与其他

来源的区分开来[61]。 

3  氨氧化微生物的数量丰度 

基于微生物分子生态学的研究发现，地球环境

中存在大量泉古菌(Crenarchaeota)[62]，在海洋中约

占微型浮游生物数量的 20%，在土壤中约占原核生

物量的 5%[63]。自然环境条件下每个 AOA 细胞持有

一个拷贝 amoA 基因[40]，而每个 AOB 持有约 2 个 
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图 1  基于奇古菌 16S rRNA 基因的系统发育[59] 
Figure 1  Phylogeny of Thaumarchaeota based on archaeal 
16S rRNA gene sequences[59] 
注：系统发育树上所有节点中黑点表示 Bootstrap values 大于

80%，标尺表示每个核苷酸位点的替换率为 0.10. SAGMCG-1：

南非金矿泉古泉类群 1；pSL12：热泉古菌；HWCG-I：热泉古

菌类群 I；HWCG-III：热泉古菌类群 III；MCG：Miscellaneous 

crenarchaeotic group；Thaumarchaeota：奇古菌门；Crenarchaeota：

泉古菌门；Euryarchaeota：广古菌门；Korarchaeota：初古菌门；

Nanoarchaeota：微古菌门. 

Note: Nodes on phylogenetic tree supported by bootstrap values 
greater than 80% are indicated with block dot; The scale bar 
represents 0.10 changes per sequence position. SAGMCG-1: South 
African gold mine crenarchaeotic group 1; pSL12: Hot spring 
crenarchaea; HWCG-I: Hot water crenarchaeotic group I; 
HWCG-III: Hot water crenarchaeotic group III; MCG: 
Miscellaneous crenarchaeotic group. 

 

拷贝 amoA 基因[64]，通过关键功能基因 amoA 的定

量 PCR 分析可以推测特定生态环境中氨氧化微生

物的分布丰度信息。 

在水生生态系统中古菌 amoA 的基因数量比细

菌的要高。Wuchter 等在北海及北大西洋的研究显

示古菌 amoA 的拷贝数量是细菌的 10-1 000 倍[39]；

Mincer 等在 Monterey 海湾和北太平洋发现古菌

amoA 的拷贝数量是细菌的几个数量级[40]；Caffrey

等发现在多数河口地方古菌 amoA 拷贝数要比细菌

的高约 80 倍[47]；研究者也发现在淡水河湖等生境

中 AOA 数量远高于 AOB[49,65-66]。但也存在情形相

反的例子，如 Caffrey 等在 Weeks 海湾河口[47]、

Santoro 等在地下河入海口[48]、Jiang 等在中国青海

湖的湖底沉积物中[67]、Mosier 等在圣弗兰西克海 

湾[68]发现细菌 amoA 拷贝数要略高于古菌的相应拷

贝数。总体而言，在水生生态系统中 AOA 具有类

群数量优势。 

土壤环境中 AOA 与 AOB 的比例也相当高，总

体高出 2-3 个数量级。Leininger 等对 12 个来源不

同的土壤的研究发现，古菌 amoA 基因的拷贝数与

细菌 amoA 的比例高达 3 000 倍[33]；Herrmann 等对

淡水植物 Littorella uniflora 根系土壤的研究发现古

菌与细菌的 amoA 拷贝数比例在 500-8 000 倍之  

间[37]；Isobe 等在中国华南 3 个森林土壤样品中只

检测到 AOA 而没有 AOB[69]；Alves 等在北极土壤

中 11 个样品中 5 个样品只能检测氨氧化古菌，另

外 4 个样品中古菌 amoA 基因数比细菌的高[70]；de 

Gannes 等在热带土壤中检测和定量了 AOB 相对于

AOA 显得很低，或者未能检测出 AOB[71]。但是也

有研究表明 AOB 的存在丰度高于 AOA 的例子，如

Zhang 等在珠穆朗玛峰永久冻结带土壤中发现细菌

的 amoA 拷贝数是古菌的 1-2 个数量级[38]。 

4  氨氧化古菌对氮循环的贡献(生态学意义) 

4.1  菌株培养及功能验证 

古菌具有氨氧化功能的直接证据也来源于实

验室条件下环境微生物的成功培养。2005 年，

Könneke 等从海洋水族馆中分离到一株中温泉古菌 

Nitrosopumilus maritimus SCM1，属于化能自养型，

可以以 NH4
+作为唯一能源，通过将 NH4

+氧化成为

NO2
−而获得生长[9]；这是人类在实验室条件下第一

次 获 得 了 氨 氧 化 古 菌 纯 培 养 菌 株 ， 该 发 现 在

“Nature”杂志上进行了报道。2008 年 de la Torre 在

美国黄石国家森林公园的热泉中(74 °C)富集到的

喜温泉古菌 Nitrosocaldus yellowstoni[11]，也是通过

氨氧化作用获取能源的自养菌，证实了生长温度高

至 74 °C 的条件下依然存在微生物的硝化作用。此

外，Hatzenpichler 等对 Siberian Garga 热泉进行了长

达 6 年的富集培养工作，终于获得了氨氧化古菌

Group I.1b 类 群 中 的 Candidatus Nitrososphaera 
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gargensis 培养物[12]；Park 等在东海北极海洋沉积物

里富集了 Group I.1a 的培养物[13]。后来研究者在其他

地方也成功富集了氨氮化古菌。至今为止，尚未有从

淡水水体生态系统中分离到氨氧化古菌的报道。 

Martens-Habbena 等 研 究 了 泉 古 菌 

Nitrosopumilus maritimus SCM1 的氨氧化动力学，

发现 AOA 的半饱和速率常数 Km 与海洋原位氨氧化

作用的 Km 非常接近[72]，且 AOA 对底物铵态氮的亲

和力相当高，进行氨氧化作用的最低铵态氮浓度比

AOB 最低生长浓度还要低 100 倍以上[73]。因此 AOA

在与其他微生物竞争底物铵态氮时占有绝对的优

势，不难理解在氨氮浓度极低的贫营养水体中 AOA

丰度远高于 AOB。最近，Könneke 等[74]发现可以通

过羟基丙酸/羟基丁酸循环更高效地利用能源进行

CO2 的固定，将无机碳转化为有机碳营自养生活，

从而从生物化学的角度解释了 AOA 能够在寡营养

条件下生存和繁荣的机制。 

4.2  功能基因数量与氨氧化作用的耦合相关性 

氨氧化微生物的功能基因 amoA 拷贝数的定

量，揭示了这些微生物可能在氨氧化过程中发挥着

作用，参与氮的生物地球化学循环[33,39-40]。从线性

耦合相关性来看，在一些低氨氮浓度水体和极端环

境中古菌 amoA 基因拷贝数与氨氧化速率存在很好

的相关性，许多研究者推测 AOA 对硝化作用的贡

献可能大于 AOB。例如在加利福尼亚海湾[41]和荷

兰西斯海尔德河口[75]等水体中，亚硝酸盐浓度和氨

氧化速率均与泉古菌 amoA 基因数量呈显著正相

关；弗罗里达州 9 个不同河口底层水体和沉积物中，

硝化速率与泉古菌 amoA 基因数量也呈正相关，但

与 AOB 的 amoA 数量没有显著的相关性 [47]；

Wuchter 等发现北海泉古菌 amoA 基因数量与海水

中铵态氮浓度呈显著负相关[39]。然而有些生境中也

有不存在相关性的情形，如 Bernhard 等[76]在麻萨诸

塞州(Massachusetts)东北部的 Plum Island Sound 河

口/海湾发 AOA 与潜在的硝化速率不存在相关性；

Di 等[77]在铵态氮浓度较高的草原土壤中发现，铵态

氮浓度升高对 AOA 的 amoA 基因拷贝数影响不大，

而促使 AOB 的 amoA 基因拷贝数呈正相方向增加。

因此，古菌 amoA 基因的大量存在或相当高的丰度

并不意味着该基因一定在环境中发挥作用，我们对

基因丰度数据的解读必须慎重对待[78]。 

4.3  表达活性 

古菌和细菌的 amoA 基因可能只在特殊的环境

条件下才可以表达，且基因产物执行其在氨氧化过

程中相应的生态功能，因此对 amoA 基因的表达活

性进行研究的意义相当突出。在不少水体和土壤生

境中，AOA 的表达活性要高于 AOB 的表达活性，

如 Jiang 等[67]在中国青海湖样品的反转录定量 PCR

结果表明在有氧的水体中 AOA 的表达丰度比 AOB

的略高一些，Church 等[79]在太平洋中上层海域中发

现绝大多数奇古菌的 amoA 基因都具有表达活性，

推测 AOA 是太平洋氮循环的积极贡献者。Lam   

等[42]利用反转录定量 PCR 比较了黑海泉古菌和

γ-AOB 的 amoA 基因表达差异，通过统计分析发现

泉古菌 amoA 的表达可以解释 74.5%的 NO2
−(氨氧化

作用的产物)变化。Treusch 等[4]对土壤进行了反转录

PCR 检测到古菌 amoA 的 mRNA。Leininger 等[33]对

西欧和北欧的土壤进行反转录定量 PCR 分析表明古

菌 amoA 的表达丰度高于细菌相应基因的表达。Chen

等[36]发现在淹水稻田土壤中，AOA 的 amoA 基因数

量以及转录水平均显著高于 AOB。Tourna 等[80]研究

发现土壤中 AOA 的 amoA 基因数量及其转录活性都

高于 AOB 的相应部分。此外，Jung 等[81]采用稳定性

同位素技术证实了土壤硝化作用和反硝化过程中产

生的 N2O 部分来源于 AOA，即 AOA 参与氮循环。

但是也有相反的例子，如在中国青海湖的湖底沉积

物中 AOB 的表达丰度比 AOA 的稍高一点[67]；在高

氮草原土壤中，是 AOB 的而不是 AOA 的数量和活

性随土壤铵态氮浓度的升高而增大，与土壤硝化活

性呈正相关关系[77,82]。 

有研究者为了确认氨氧化过程中是古菌还是

细菌在起作用，将硝化抑制剂如乙炔等也用于土壤

氨氧化途径的阻断研究。Jia 等[28]利用高浓度氨和

乙炔抑制氨氧化途径进行实验时，发现古菌 amoA
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基因拷贝数虽然占优势，但在功能上氨氧化细菌是

最主要的。Offre 等[83]利用不同浓度的乙炔来抑制

农业土壤微生物的氨氧化活性时，AOA 的生长受到

抑制，群落生长与硝化速率的相关性最好，表明

AOA 而非 AOB 是氨氧化过程的参与者。Di 等[77]

发现土壤氨氧化古菌尽管在数量上与氨氧化细菌

相当或占优势，但其丰度和活性并不随氨态氮源增

加而变化，其对硝化抑制剂的反应也不敏感；相反，

随氨态氮源增加，氨氧化细菌数量增加 3-10 倍，

硝化活性增加 177 倍，且对硝化抑制剂反应敏感。

在土壤中 AOB 在高氨氮的生境中发挥作用，而

AOA 则喜好低氨氮的土壤生境[82]。Meyer 等[84]发

现土壤中的硝化作用是由氨氧化细菌而不是氨氧

化古菌驱动的。 

近年来 Liu 等[49]对中国东江流域展开了氨氧化

微生物的研究，发现东江淡水水体也存在 AOA。东

江 AOA 的丰度比 AOB 的要高 2-4 个数量级；通过

主成分分析(PCA)表明 AOA 的 amoA 基因的丰度与

水体氨氮浓度存在一定的负相关性。AOA/AOB 的

比率在氨氮浓度较低的水体环境中较高，表明 AOA

比 AOB 更偏好氨氮浓度较低的生境。淡水 AOA 的

发现是对揭开氨氧化古菌全球地理分布生境的补

充和贡献，同时也提示了 AOA 在东江水体氨循环

中可能起着重要的作用。然而，我们对 AOA 在淡

水水体氮循环中的贡献是建立在分子生态学及环

境水质分析的层面上的。在 AOA 和 AOB 的活性证

明上尚未有更有力的证据，如 amoA 基因转录水平

的变化，水样硝化速率和反硝化速率与 AOA 和

AOB 表达活性的关系如何等等。我们将进一步深入

研究 AOA 在淡水水体氮循环中的贡献，阐明 AOA

在淡水生态系统中的生态学意义。 

5  展望 

目前对于 AOA 在氮的生物地球化学循环中贡

献的了解依然相当有限，目前主要是通过分子生物

学方法发现 AOA 中存在着与 AOB 参与硝化作用的

关键酶氨单加氧酶编码基因 amoA，而对于 AOA 氨

氧化的独特生物化学过程还知之甚少。虽然已经在

海洋(海水及沉积物)和热泉中都分离或富集到了

AOA，但如何保持纯培养物在分离和富集过程中的

连续生长依然相当困难，目前从陆地生态系统分离

或富集培养获得的 AOA 还很少。在氨氧化的生态

功能方面，有学者提出观点认为奇古菌 amoA 基因

的高丰度与氨氧化过程并不相关，而可能与混合营

养类型相关，这种观点可以多大程度地解释现有的

氨氧化微生物分布丰度差异还需深入探讨。由于古

菌在细胞大小上要比细菌小得多，且细胞结构和代

谢生理也明显区别于细菌，会不会致使古菌在细胞

水平上的表达活性与细菌的相比也有着显著的差

异，这有待进一步的研究。今后多种研究方法如纯

菌培养、分子生物学、宏基因组学以及生物地球化

学等的结合，对于阐明 AOA 在氮的生物地球化学

循环中的贡献将会起着重要的作用。 
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