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铝胁迫对酸性红壤古菌amoA基因多样性的影响分析
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摘 要：通过 PCR-RFLP 技术构建红壤丘陵区土壤氨氧化古菌 amoA 基因文库，比较分析典型森林土和农田土中氨氧

化古菌种群结构对铝胁迫的响应。通过对 628 个 amoA 基因克隆子进行了 PCR–RFLP 指纹图谱分析，共获得 62 个独特

的基因操作分类单元 (operational taxanomical uints, OTUs)，进一步对 62 个 OTUs 开展 Blast 和 RDP 分类分析（相似性

97%-100%），结果表明：森林和农田土壤样品中 100%的氨氧化古菌属于泉古菌门（Crenarchaeotes），分布于 4 个基

因族（Cluster1-4），Cluster 1 在所有测试样品中占明显优势。农田土壤中氨氧化古菌的丰度和多样性要高于森林土壤，

但随着铝胁迫浓度的增加，农田土壤中氨氧化古菌丰度和多样性降低更明显，均匀度却有所上升。可见，铝胁迫导致

土壤氨氧化古菌群落结构改变，高铝胁迫能促使氨氧化古菌发生适应性变化，有可能演变出优势种群。
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EFFECTS OF ALUMINUM STRESS ON amoA GENETIC DIVERSITY OF
ARCHAEA IN ACIDIC RED SOILS
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Abstract: In this study, the genes library was constructed by using the PCR-RFLP technology and the community
characteristics of ammonia-oxidizing archaea between the forest soils and the agriculture soils under different
Al-treated concentrations were comparatively analyzed. A total of 628 of amoA genes cloned from 6 soil samples
were analyzed. And 62 unique restricted fragment length polymorphism fingerprints were identified and
sequenced. DNA sequence was analyzed by Blast and RDP classification (similarity 97 to 100%). The results
showed that all of the ammonia-oxidizing archaea group in soil samples belonged to Crenarchaeotes and
distributed in 4 gene clusters (Cluster 1-4). Among them, cluster 1 was dominant in all test samples. The
abundance and diversity of ammonia-oxidizing archaea in agriculture soils were higher than that in forest soils.
However, with the increase of aluminum stress concentration, the abundance and diversity of ammonia-oxidizing
archaea in agriculture soils decreased significantly, but the evenness increased. It indicated that aluminum stress
can change the community structure of soil ammonia-oxidizing archaea, and high aluminum stress can promote
the adaptive change of oxygen ammonia-oxidizing archaea, which may evolve into a dominant population.
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在微酸性和中性土壤中，铝主要以三价氧化态

和稳定的矿物质形式存在，随着土壤 pH 的降低，

铝以离子态释放到土壤溶液中，对土壤生物产生较

强的毒害作用[1-2]。红壤分布于我国南方地区，铝含

量较高。酸性沉降导致 pH 下降和活性含量升高，

pH 下降会导致土壤质量下降已是不争的事实[2]。然

而，酸性沉降导致的土壤质量的下降是 pH 改变直

接导致的结果，还是由于铝对作物或者微生物的毒

性导致的结果呢？以酸性红壤作为研究对象，研究

铝对植物生长影响已有大量的报道[3]。铝对红壤微

生物影响的研究报道较少。我们前期研究表明，当

土壤中活性铝含量增加时，土壤细菌和真菌的数

量、活性及种群结构均会发生改变[2,4]，说明铝胁迫

可以通过改变土壤微生物的行为而影响土壤质量。

氨氧化是全球氮循环的关键过程，主要通过硝

化作用完成。硝化作用是微生物将氨转换成硝酸盐

的过程，其中氨氮氧化成亚硝酸盐是硝化作用的限

制性步骤，起直接作用的酶是氨单加氧酶

（ammonium monooxygenase, AMO）[6]。近年来，

国内外学者利用 amoA 基因作为标记，从分子水平

上研究环境样品中氨氧化菌的种群特征和系统发

育状况[5]。近年来，越来越多的研究结果发现泉古

菌（Crenarchaeota）具有很强的氨氧化能力，这群

独特的微生物迅速吸引了人们的目光，成为一个新

的研究热点[7-8]。

红壤区是我国主要的粮食产区，壤中的碳、氮

和磷等是影响土壤肥力和植物生长发育的重要营

养元素[9]。然而，土壤酸化导致活性铝含量的升高

对古菌种群影响的研究报道较少。本实验以红壤地

区典型的农田土壤和森林土壤为研究材料，应用古

细菌 amoA 基因克隆文库技术分析不同铝浓度胁迫

下红壤氨氧化古菌群落结构组成情况。通过研究酸

性土壤中氨氧化古菌的多样性，对开发利用红壤中

丰富的微生物资源以及理解酸性沉降对氨氧化古

菌的多样性的影响提供参考依据，并为进一步研究

我国酸性土壤地区微生物生态系统提供重要参考。

1 材料和方法

1.1 样品收集

以红壤丘陵区森林土壤（Forest soils, FOR）和

农田土壤（Agriculture soils, AGR）为研究对象，森

林土壤样品取自江西省井冈山海拔 83 m 处的常绿

阔叶林(27°06ˊN, 115°01ˊE)，试验区属于温和的

亚热带季风气候，雨水充沛，四季分明；农田土壤

从距森林边缘不超过 200 m 的农田中采集。土样采

用五点法收集 0-20 cm 的土层。样品取好后用封口

袋封装带回实验室，一部分土样贮藏在 4℃的冰箱

中备用；一部分风干、磨碎后通过 2 mm 筛后，供

土壤理化特性分析，土壤的基本理化特性见表 1。
表 1 土壤基本理化特征

Table 1 The basic physicochemical properties of studied soils

Parametera FOR soil AGR soil

pH 4.56 6.12

OM /(g·kg-1) 17.8 81.2

AN /(mg· kg-1) 125.2 1053

AP /(mg·kg-1) 4.25 57.6

AK /(mg·kg-1) 48.6 178.6

Fe2O3 /(mg·kg-1) 22.8 11.9

Monomeric Al (mg·kg-1) 12.4 1.86

EC /(dS·m-1) 0.25 5.52

aOM: organic matter; AN: available N; AP: available P; AK:
available K; EC: Electrical conductivity.

1.2 实验设计

将 100 g 土壤样品置于 250 mL 的锥形瓶中，

调节土壤含水量为田间持水量的 60%，将土壤置于

28℃的人工气候箱中预培养 1 周。1 周后将铝

（AlCl3·6H2O）加入土壤，添加 Al3+的浓度分别为

0、100、200 mg·kg-1（干土），铝加入后充分混合，

置于 28℃的人工气候箱中温育，保持如上的土壤水

分含量。被测土壤分别标记为 F0 (森林土，加 ddH2O)，
F100(森林土，100 mg·kg-1 Al3+)，F200 (森林土，200 mg·kg-1

Al3+)和 A0 (农田土，加 ddH2O)，A100 (农田土，100
mg·kg-1 Al3+)，A200 (农田土，200 mg·kg-1 Al3+)。所有的

实验均设 3 个重复，分别培养后在第 30 d 从锥形瓶

中取样进行分析。

1.3 菌株、培养基与试剂

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、pMD18-T
Vector、氨苄青霉素和DNA回收试剂盒均购自生工

生物工程（上海）股份有限公司；PCR引物由上海

生工合成。

1.4 DNA 提取

DNA 提取按 Ezup 柱式土壤 DNA 抽提试剂盒

的方法进行，试剂盒购自生工生物工程（上海）股

份有限公司。

1.5 古细菌 amoA 基因 PCR扩增
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采用氨氧化细菌特异性用于扩增古细菌 amoA
基因。引物为Arch-amoAF:5’-STAATGGTCTGGCTTAGACG-3’，
Arch-amoAR’- GCGGCCATCCATCTGTATGT -3’。
扩增反应体系为 :10×buffer 缓冲液 5 µL，dNTP
(25 mmol/L) 2 µL，引物 21F (10 pmol/µL) l µL，引

物 958R ( 10 pmol/µL) l µL，模板 (基因组 DNA)
4 µL，Taq DNA 聚合酶 (5U/µL) 0.5 µL，双蒸水 36.5
µL，总体积 50 µL。扩增条件：94℃预变性 5min：
94℃变性 30 s，53℃复性 45 s，72℃延伸 45 s, 最后

72℃延伸 10 min。
5 µL PCR 扩增产物用 1.0%琼脂糖凝胶(含溴化

乙锭)电泳检测。PCR 产物纯化:用 UNIQ-10 柱式

DNA 纯化试剂盒对 PCR 产物进行纯化，纯化产物

和 PMD18-T 质粒载体进行重组而后导入到大肠杆

菌 DH5α感受态细胞。

1.6 古细菌 amoA 基因文库的构建

纯化后古细菌amoA扩增产物分别与pMD18-T载

体进行连接，条件为：pMD18-T 0.5 µL，超纯水 1.5 µL，
PCR 纯化产物 3 µL，Ligation Mix 5 µL，16℃连

接 1.5 h，然后 4℃过夜。连接产物转化大肠杆菌

DH5α感受态细胞，随机选择大约 150 个阳性菌落

进行菌体 PCR 证实 amoA 序列插入完成。PCR 引

物 为 M13F (5’-CGC CAG GGT TTT CCC AGT
CAC GAC-3’) and M13R(5’- GAG CGG ATA ACA
ATT TCA CAC AGG-3’)。接着 6 个来自不同处理的

土壤样品 amoA 基因克隆文库创建完成（F0、F100、

F200、A0、A100 和 A200），相应的克隆依次从 1 到

628 标记。

1.7 古细菌 amoA 基因的 RFLP（限制性片段多态

性）分析

通过引物 M13F/R PCR 筛选阳性克隆的产物分

别用 Hha I 和 Rsa I 两个限制酶消化（37 ℃，1 h）。

酶切 DNA 片段用 2%的琼脂糖凝胶（H，上海生工）

电泳分离，经 SYBR Green I 染色和凝胶成像系统成

像后, 所得 DNA 带型图谱在 GIS 凝胶分析软件辅

助下进行人工比较。以基因片段多态图谱为基础进

行聚类，聚合到一起的具有相同图谱的克隆需要用

第 2 种限制性内切酶进行消化与电泳分离。当第二

次所获得的基因图谱仍然相同时，则认为它们是相

同的基因型。每一个基因型作为一个分类操作单位

(OTU, Operational Taxonomic Unit) 或称为唯一基

因型[10]。选取每个 OUT 中的代表克隆送上海生工

测序。将序列上的载体序列去除并去除嵌合序列

后，通过 NCBI 序列分析工具 Blast (www.ncb.nlm.
gov/blast/blast.cgi) 和 RDP 聚 类 分 析 分 类 (RDP
classifier, http://rdp.cme.msu.edu/)，确定序列的种属

特征。

1.8 数据统计分析

用文库总的克隆和 OTU 数量计算文库的库容

(C)[11]：

C= [1-(n1/N)]*100% (1)
其中，代表在文库中仅出现一次的 OTU 的数量，N
为文库中总克隆数。

应用 Mothur 聚类分析分析文库内种群的多

样性指数（距阵小于或等于 0.02）[12]。通过 clustal
X 2.0 [13]and Mega 5.0[14]构建基于 amoA基因序列的

系统发育树。

2 结果

2.1 土壤 DNA的提取和古菌 amoA 基因的扩增

从 6 个土壤样品中提取 DNA 并用巢式 PCR 扩

增古菌 amoA rDNAs。提取的 DNA 和 PCR 扩增产

物在 1% (w/v) 琼脂糖电泳并通过凝胶成像系统拍

照，所得产物片段大小与预期的大小一致（图 1）。

Lane 1 indicates 10 kb DNA ladder (Sangon); Lanes 2, 3, 4, 5, 6, 7 indicate soil DNA extracted from F0, F1, F2, A0, A1 and A2,
respectively；Lanes 8, 9, 10, 11, 12, 13 indicate PCR products amplified from template DNA F0, F1, F2, A0, A1, A2, respectively；Line

14 indicates PCR products amplified from control sample (ddH2O); Lane 15 indicates DL2000 DNA ladder (Takara)
图1 土壤样品DNA(左)和 amoA基因PCR产物(右)

Fig.1 Soil DNA (Left) and PCR amplification of archaeon amoA gene fragments (Right)
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2.2 古 菌 amoA 基 因 克 隆 文 库 的 构 建 和

PCR-RFLP 分析

从 6 份 DNA 样品的克隆文库中随机挑选 628
个白斑进行阳性检测，确定了 602 个阳性克隆，阳

性克隆率达到 95.9﹪。将 602 个 amoA 基因克隆子

PCR鉴定产物用限制性内切酶Rsa I和 Hal I酶切并

进行多态性分析，65 个独特的 OTU 被确定。从 65
个 OTUs 中随机挑取 1 个克隆子进行测序，序列去

除含嵌合子后，确定了 62 个独立的 amoA 基因序

列。Blast 和 RDP 系统发育分析结果表明，62 个

amoA 基因序列 100%（62）属于 Crenarchaeotes（泉

古菌门），相似性为 97-100%，分布于 4 个基因族

（Cluster1-4）（图 2）。其中，Cluster 1 占 38.7%（24），
Cluster 2 占 25.8%（16），Cluster 3 占 14.5%（9），

Cluster 4 占 21.0%（13）。Cluster 1 氨氧化古菌在所

有测试样品占比最多，其相对丰度在 FOR 土壤分

别达 39.5%，40.0%和 44.7%，在 AGR 土壤分别达

38.2%，42.9%和 38.5%。Cluster 3 含量最低，在两

种供试土壤中随着铝浓度变的差异性明显，在高铝

浓度农田土中检测不到 Cluster 3 的存在（表 2）。
表 2 古菌 amoA基因的相对丰度（%）

Table 2 Relative abundances of archaeon amoA gene (%)

archaeon
amoA

gene groups

Total F0 F100 F200 A0 A100 A200

Cluster 1 38.7 39.5 40.0 44.7 38.2 42.9 38.5

Cluster 2 25.8 23.7 10.0 0 29.4 43.7 34.6

Cluster 3 14.5 7.9 10.0 12.5 11.8 0 0

Cluster 4 21.0 28.9 40.0 45.8 20.6 25.0 26.9

图2 依据amoA功能基因序列构建的氨氧化古菌的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic trees of ammonia-oxidizing archaea targeted on amoA gene

2.3 酸性土壤中铝胁迫对氨氧化古菌种群多样性

的影响

所构建的 6 个基因文库库容 (C)从 64.8%到

81.1% (表 3)，文库库容值较大，覆盖程度较高，代

表性较好，这表明文库能比较真实代表不同铝处理

浓度下土壤样品中氨氧化古菌的多样性。从表 3 可

以看出氨氧化古菌的多样性明显受铝胁迫的影响。

Shannon 和 Simpson 指数值表明，铝浓度的提高会

降低土壤氨氧化古菌多样性，却能在一定程度上提

高其均匀度，而且铝胁迫对农田土壤的影响要高于
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森林土壤。A0 土壤样品氨氧化古菌种群多样性最

高，均匀度最低，相对更多的种群被发现于 A0 中。

表 3 古菌 amo基因克隆文库的多样性指数

Table 3 Archaeon diversity index in amoA gene clone
libraries from tested soils

Soil

samples

OTU richness Total Coverage Chao1

number clones (%) index

ACE richness Simpson Shannon

index index index

F0 34 112 70.0 120.9 178.8 0.005 3.43

F100 30 98 69.4 83.5 145.6 0.012 3.24

F200 20 95 78.9 70.6 99.5 0.014 3.13

A0 38 108 64.8 125.8 163.9 0.009 3.66

A100 28 99 71.7 146.6 140.8 0.010 3.24

A200 17 90 81.1 99.5 126.4 0.012 3.05

3 讨论

氨氧化古菌广泛地分布于海洋和陆地土壤，对

生态系统中氮素循环过程中发挥着重要作用。土壤

酸化严重影响土壤质量，也影响着土壤氮素转化微

生物的分布及特征[7-9]。同时，长期的环境胁迫会导

致土壤微生物的多样性及功能发生了一些适应性

改变[15]。我们前期的研究表明随着酸性红壤 Al3+浓

度的增大，土壤环境中真菌生长及数量会受到抑

制，但也会产生一些耐受性强的优势种群[2]。目前，

已有不少文献报道土壤氨氧化古菌的群落结构及

相对丰度与土壤理化性质存在一定的相关性[6,16-17]。

然而，酸性红壤中铝胁迫对氨氧化古菌种群结构变

化的研究报道则较少。

分子生物学技术被认为是对土壤微生物种群

丰度解析最有效的方法[18]。PCR-RFLP 扩增氨氧化

古菌 amoA 基因序列作为一种便捷的技术被广泛用

于土壤氨氧化菌多态性的分析[19]。本研究表明，酸

性红壤中分布的氨氧化古菌 100%（62）属于

Crenarchaeotes（嗜泉古菌界），这与目前多数研究

的报道相一致。进一步通过 Blast 分析发现酸性红

壤中的氨氧化古菌分布于 4 个基因族（Cluster1-4）
（图 2），而且在两种供试土壤中随着铝浓度的变

化差异性明显，在高铝浓度农田土中检测不到

Cluster 3 的存在（表 3），说明农田土中存在的基

因族 Cluster 3 氨氧化古菌对铝的敏感性更强，抑或

该族菌在农田土中多样性较低，相关的原因还需要

进一步的深入研究。

酸性化肥的施用会导致稻田土壤酸化，在一定

程度上会促进氨氧化古菌优势种群的生长，进化出

对 NH3具有较高亲和力的新种群，并能在酸性土壤

中发挥主导作用[20]。本实验通过比较两种典型酸性

土壤样品中氨氧化古菌多样性的差异，发现农田土

壤和森林土壤所含的氨氧化古菌种群有所不同，农

田土壤中氨氧化古菌具有较高种群丰度和多样性，

在 A0 土壤样品的种群多样性最高，结果与上述研

究结果具有明显一致性。我们进一步研究表明，随

着铝胁迫浓度的增加，两种土壤中氨氧化古菌的丰

度明显下降，农田土中氨氧化古菌对铝的胁迫表现

得更为敏感，而且不同基因族（Cluster1-4）在不同

土壤中表现出较大的差异（表 3）。可见，农田土

壤可能由于酸性肥料的施加，一定程度降低了土壤

氨氧化古菌的多样性，同时还能在一定程度提高了

其分布的均匀度和丰富度，其结果可能与种群的特

异性有关，这能为高浓度铝胁迫下高耐性氨氧化古

菌的分离鉴定提供了重要的理论依据。

4 小结

随着全球酸沉降的日益严重以及酸性肥料在

农业中的大量使用，红壤丘陵区土壤富铝化作用加

剧。铝毒可以通过影响土壤微生物的作用进而影响

土壤生态功能，促进红壤提质增效势在必行。我们

的研究表明，铝胁迫导致土壤氨氧化古菌群落结构

改变，高铝胁迫下厌氧氨氧化菌也会发生适应性的

转变；农田土壤由于酸性肥料的施用，氨氧化古菌

群落分布受铝胁迫的影响大于森林土壤。
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