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摘要  为探索河流系统中厌氧氨氧化细菌的分布情况, 于2014年春秋两季采集长江下游6个断面的水体和沉积

物样品, 通过宏基因组测序方法, 根据优化序列与自建厌氧氨氧化细菌标记基因hzsA, hzsB, hzsC, hdh数据集的

比对结果, 计算各基因相对丰度。结果表明, 水体溶解氧浓度较高导致厌氧氨氧化细菌标记基因丰度极低, 而

沉积物中各基因相对丰度较高, 平均值分别为4.540×10−10, 4.939×10−10, 4.333×10−10和2.859×10−10。随着温度升

高, 秋季沉积物中各基因相对丰度显著高于春季。大通、南京和徐六泾沉积物中各基因相对丰度较高, 这与

人类活动扰动的增强以及入海口盐度升高有关。物种分类鉴定结果表明, 长江下游沉积物中厌氧氨氧化细菌

在属水平上以Candidatus Brocadia和Candidatus Jettenia为主。厌氧氨氧化细菌标记基因相对丰度与NO2
−-N, 

NO3
−-N和NH4

+-N等理化因子相关, 并且, 由于NO2
−-N浓度远远低于NH4

+-N, 因此NO2
−-N浓度是长江下游沉积

物中厌氧氨氧化细菌生长的限制性因子。 
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Abstract  In order to investigate the distribution of anammox bacteria in river ecosystems, water and sediment 

samples were collected at 6 sites along the lower Yangtze River in spring and autumn in 2014. Clean reads of 

metagenomic sequencing were BLAST against self-constructed datasets of anammox bacterial marker genes hzsA, 

hzsB, hzsC and hdh, and valid hits were used to calculate their relative abundances. As results, average relative 

abundances of hzsA, hzsB, hzsC and hdh genes in water were extremely low due to the excess dissolved oxygen 

which was not suitable for anammox bacteria. Whereas, the average relative abundances in sediments were much 

higher, i.e., 4.540×10−10, 4.939×10−10, 4.333×10−10 and 2.859×10−10, respectively. Due to the temperature rise, 

average relative abundances of hzsA, hzsB, hzsC and hdh genes in sediment samples in autumn were higher than 

those in spring. From the changes alongside the river, average relative abundances of hzsA, hzsB, hzsC and hdh 

genes at Datong, Nanjing and Xuliujing were relatively higher, which was due to anthropogenic activity and 

salinity increase in the estuary. Based on the results of taxonomic identification, anammox bacteria in the lower 

Yangtze River mainly consisted of Candidatus Brocadia and Candidatus Jettenia at genus level. Relative 

abundances of hzsA, hzsB, hzsC and hdh genes were related to NO2
−-N, NO3

−-N and NH4
+-N concentration, of 

which NO2
−-N concentration was the restrictive factor as it was much lower than NH4

+-N concentration.  
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厌 氧 氨 氧 化 (anaerobic ammonium oxidation, 

anammox)指厌氧氨氧化细菌在缺氧条件下以NO2
−

为电子受体将NH4
+氧化为N2的过程。目前发现的

厌氧氨氧化细菌主要隶属于浮霉菌门Planctomyce-
tes 下 的 6 个 属 : Candidatus Brocadia, Candidatus 
Kuenenia, Candidatus Scalindua, Candidatus Jettenia, 
Candidatus Anammoxoglobus 和 Candidatus Anam-

moximicrobium[1]。厌氧氨氧化细菌主要存在于具

有较大无机氮通量的缺氧环境中 , 如农业土壤 [2]、

湖泊湿地[3]、海洋沉积物[4]和含氮废水[5]等。 

河流沿岸是人类聚集度较高和农业活动频繁的

区域, 受点源和面源氮污染的影响, 河流中可能存

在厌氧氨氧化细菌。Zhang等[6]通过16S rRNA基因

扩增子测序, 在江苏省新沂河沉积物中检测到厌氧

氨氧化细菌Candidatus Brocadia和Candidatus Scali-

ndua。Hu等 [7]通过16S rRNA基因扩增子测序和定

量PCR等方法, 在钱塘江沉积物中检测到Candidatus 
Brocadia, Candidatus Kuenenia和Candidatus Scalin-

dua, 且以前两者为主, 丰度主要受有机和无机碳含

量的影响。Sun等[8]通过16S rRNA基因扩增子测序

和定量PCR等方法, 在广东省东江沉积物中检测到

Candidatus Brocadia, 相关性分析表明亚硝酸盐浓

度是影响厌氧氨氧化细菌丰度的关键因子。 

由于厌氧氨氧化细菌很难纯培养, 已有研究主 
 

要通过对目标序列(如16S rRNA)使用特异性引物扩

增提取后测序分析, 而PCR扩增的偏好性和引物对

目标序列的覆盖度可能造成对基因丰度的低估, 甚

至检测不到低丰度的基因[9]。宏基因组测序则对样

品中全部DNA构建基因文库进行测序, 能够更全面

地反映环境样品中的微生物组成。研究表明, 编码

联氨合成酶(hydrazine synthase, HZS) 3 个亚基的基

因 hzsA, hzsB, hzsC 和 编 码 联 氨 脱 氢 酶 (hydrazine 

dehydrogenase, HDH)的基因hdh常作为厌氧氨氧化

细菌的标记基因[10–11]。 

长江下游地区是中国人口密度最大和城市化程

度最高的地区之一 , 接纳长江流域大量的人为氮

排放 , 包括农业活动、渔业、城市和工业污水排

放等[12], 因此对长江下游地区厌氧氨氧化细菌丰度

及时空分布规律进行研究, 对揭示长江下游氮转化

过程有重要意义。本研究采用宏基因组测序方法 , 

根据hzsA, hzsB, hzsC和hdh基因相对丰度, 间接表征

厌氧氨氧化细菌在长江下游各采样点的丰度, 进而

分析厌氧氨氧化细菌的主要物种组成和影响因素。 

1 研究方法 
1.1 样品采集 

为研究长江下游厌氧氨氧化细菌的丰度及沿程

分布状况 ,  在长江下游干流布设6个采样点 (图1), 

 
图 1  长江下游采样点分布 

Fig. 1  Sampling sites in the lower Yangtze River 
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于2014年春季(3月)和秋季(10月)采集微生物水体和

沉积物样品。在每个采样点用5 L无菌聚乙烯瓶采

集10 L水样, 于24小时内用孔径0.22 μm的聚碳酸酯

滤膜(Millipore, 美国)过滤完毕, 滤膜贮藏于−80℃

冰箱。沉积物样品为对应水样岸边0.5 m水深下的

表层沉积物样品, 为避免沉积物的异质性扰动, 根

据实际条件, 每隔50 m采集1~3个样品, 装于50 mL

灭菌离心管中, −80℃冷冻保存。 

1.2 水体及沉积物理化指标测定 
采样点基础信息及理化指标是影响厌氧氨氧化

细菌丰度及沿程分布的关键因子。本研究在采集微

生物样品的同时, 同步记录采样点的经纬度、海拔

和距河口距离等基础信息, 测定溶解氧、总氮、氨

氮 (NH4
+-N) 、 亚 硝 酸 盐 氮 (NO2

−-N) 、 硝 酸 盐 氮

(NO3
−-N)、总有机碳和总磷等的浓度及水温和pH, 

所有指标测定方法均参照相应的国家标准。 

1.3  DNA 提取 
取两张滤膜置于2 mL灭菌离心管中, 液氮速冻

后捣碎, 使用FastDNA® SPIN Kit for soil试剂盒(MP 

Biomedicals, 美国)进行水样微生物DNA提取。沉

积物样品于室温下融化, 离心后取0.5~1.0 g 样品至

2 mL灭菌离心管, 采用同样的方法提取DNA。每个

样品进行3~5次DNA提取 , 并进行混合组成该样品

的DNA样本。之后使用0.8%的琼脂糖凝胶电泳检

测DNA的完整性, 使用NanoDrop 2000 (Thermo Fi-

sher Scientific, 美国)检测DNA的浓度和纯度。 

1.4 宏基因组测序及分析 
DNA样品置于干冰中, 运输至上海美吉生物医

药科技有限公司, 根据Illumina Hiseq 4000测序平台 

的标准流程进行双端测序。测序长度为2×150 bp, 

采用Sickle[13]和NGS QC Toolkit[14]对下机原始数据

进行质量控制 , 去除低质量条带 , 得到优化序列

(clean reads)。之后使用 IDBA-UD[15]进行拼接, 使

用 MetaGeneMark[16] 进 行 开 放 阅 读 框 (open reading 

frame, ORF)预测。从  NCBI Protein 数据库中分别

下载厌氧氨氧化细菌  hzsA, hzsB, hzsC, hdh  基因氨

基酸序列构建数据集 , 将优化序列与各数据集用

UBLAST[17]和BLASTX[18]进行比对 , 依据 identity ≥ 

80%且alignment length ≥ 75 bp的标准, 筛选出有效

的比对结果。用该比对结果除以样品优化序列总数

和基因最大序列长度 , 即得到各类基因的相对丰

度 。 将 ORF 氨 基 酸 序 列 与 各 基 因 数 据 集 进 行

DIAMOND[19]比对 , 获得的有效比对序列(identity≥ 

80%) 与 参 考 序 列 进 行 MAFFT[20] 对 齐 , 之 后 使 用

FastTree[21]构建系统发育树。 

1.5 统计分析 
使用SPSS 18.0软件, 对4类基因之间、基因相

对丰度与理化指标之间的相关性进行分析。使用

Gephi0.9.2[22]构建各基因相对丰度与理化因子相关

性网络结构图。 

2 结果与讨论 
2.1 基因相对丰度及时空变化规律 

春季和秋季各监测断面的hzsA, hzsB, hzsC和

hdh基因相对丰度如图2所示。可以看出, 春季水体

(water spring, WS)和秋季水体(water autumn, WA)中

hzsA, hzsB, hzsC和hdh基因相对丰度极低, 平均值分

别为(0.144±0.110)×10−10, (0.102±0.111)×10−10, (0.136 

±1.138)×10−10和(0.053±0.067)×10−10, 且沿程变化趋

 
图 2  2014 年春季(a)和秋季(b)的 hzsA, hzsB, hzsC和 hdh基因相对丰度 

Fig. 2  Relative abundance of hzsA, hzsB, hzsC, hdh genes in spring (a) and autumn (b) in 2014 
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势不明显。这是因为厌氧氨氧化细菌是厌氧细菌 , 

适宜生存的溶解氧浓度约为0.065 mg/L[23], 而本研

究 监 测 断 面 水 体 溶 解 氧 浓 度 的 平 均 值 为 9.0±1.4 

mg/L, 为适宜溶解氧浓度的100倍以上 , 不利于厌

氧氨氧化细菌的生长。然而 , 在春季沉积物(sedi-

ment spring, SS) 和 秋 季 沉 积 物 (sediment autumn, 

SA)中显著地检测到各标记基因 , 远大于水体中厌

氧氨氧化细菌各基因丰度, 这与沉积物较低的溶解

氧含量有关。 

从季节变化来看, 秋季沉积物中各基因相对丰

度平均值高于春季沉积物, 这是因为秋季水温平均

值为23.28±0.39℃, 远高于春季水温10.18±0.70℃。

Laureni等 [24]利用厌氧氨氧化细菌处理城市污水的

实验室研究表明, 温度为29℃时, 厌氧氨氧化细菌

倍增时间为18天 , 去除氮的速率为465 mgN/(L·d); 

当温度为12.5℃时, 厌氧氨氧化细菌倍增时间增加

至79天 , 去除氮的速率降低至46 mgN/(L·d)。To-

maszewski等 [25]的研究也发现 , 厌氧氨氧化细菌适

宜的生长温度为30~40℃。本研究秋季水温更接近

厌氧氨氧化细菌的最佳适宜温度, 因此, hzsA, hzsB, 

hzsC和hdh基因的相对丰度均是秋季大于春季。 

从沿程变化来看, 秋季沉积物中, 4类基因的相

对丰度沿程变化显著且趋势一致, 基因相对丰度较

高的断面为大通、南京和徐六泾。调查表明, 大通

断面附近有较多的支流汇入 , 北岸为农业种植区 , 

南岸为工业区和居民住宅区, 输入的营养物质为厌

氧氨氧化细菌的生长提供了有利条件; 南京断面附

近分布着金陵石化、金陵石化复肥厂和南京金星石

化等工业企业, 受雨水冲刷的影响, 采样点沉积物

中氮素浓度较高, 且温度适宜, 促进厌氧氨氧化细

菌的生长; 徐六泾断面为长江的入海口, 淡水和海

水交汇 , 营养物质丰富 , 盐度较高 , 厌氧氨氧化细

菌的丰度随之升高[26]。相比较而言, 春季沉积物中

各基因的沿程变化小得多, hzsc和hdh基因甚至看不

出明显的沿程变化, 这与春季雨水较少, 人类活动

扰动引起的生源物质汇入较少有关, 且春季温度较

低, 不利于厌氧氨氧化细菌的繁殖。 

为进一步揭示各基因相对丰度之间的相关性 , 

对4类基因丰度进行Pearson相关性分析, 结果如表1

所示。可以看出, 4类标记基因两两之间均显著正相

关 , 相关系数为0.8615~0.9590, 显著性水平小于

0.001。这是因为4类基因均位于厌氧氨氧化细菌的

基因组上 [27], 在宏基因组测序过程中同时被测序, 

表 1  hzsA, hzsB, hzsC和 hdh基因相对丰度的 Pearson
相关性分析 

Table 1  Pearson correlation analysis of relative abundances 
of hzsA, hzsB, hzsC and hdh genes 

基因 hzsA hzsB hzsC hdh 

hzsA  1.0000 0.9590*** 0.8781*** 0.9059*** 

hzsB 0.9590***  1.0000 0.8668*** 0.8615*** 

hzsC 0.8781*** 0.8668***  1.0000  0.9301*** 

hdh 0.9059*** 0.8615*** 0.9301***  1.0000 

注: ***表示在 0.001 水平(双侧)上显著相关。 

 
其相对丰度与厌氧氨氧化细菌的数量和丰度呈正相

关关系。 

2.2 物种组成 
为确定长江下游沉积物中所含厌氧氨氧化细菌

的种类, 根据ORF比对各基因集的结果构建系统发

育树, 如图3所示。结合4类基因系统发育分析的结

果可以看到, 大通春季和秋季沉积物中均含Candi-
datus Brocadia和Candidatus Jettenia; 马鞍山春季沉

积物中含Candidatus Jettenia, 秋季沉积物中含Candi-
datus Brocadia; 南京采样点春季沉积物中含Can-
didatus Brocadia, 秋季沉积物中含Candidatus Bro-

cadia和Candidatus Jettenia; 镇江秋季沉积物中含

Candidatus Brocadia; 徐六泾春季和秋季沉积物中

均含Candidatus Brocadia。考虑到沉积物的相对稳

定性, 推测长江下游沉积物中所含厌氧氨氧化细菌

以Candidatus Brocadia和Candidatus Jettenia为主。 

2.3 影响因素 
沉积物中厌氧氨氧化细菌基因丰度极易受各类

理化因子的影响。将Spearman相关性分析中显著性

<0.05的因子提取出来, 进行网络结构分析, 结果如

图4所示。图形的模块化参数为0.529, 说明该网络

结构图是有效的[28]。如前所述, hzsA, hzsB, hzsC和

hdh基因相对丰度之间存在相关性。此外 , 它们还

与NH4
+-N和NO3

−-N浓度显著相关 , 后两者是厌氧

氨氧化细菌直接或间接利用的营养物质。 

研究表明, 只有NH4
+和NO2

−同时存在时, 厌氧

氨氧化细菌才能进行厌氧氨氧化反应 , 且NH4
+与

NO2
−的理论化学计量比为1:1.32[29]。本研究采集的

沉积物样品中 , NH4
+-N浓度范围为0.245~22.130 

mg/L, 平均值为8.912±7.962 mg/L; NO2
−-N的浓度范

围 为0.040~0.294  mg/L,  平 均值为 0.125±0.085 

mg/L。与NH4
+-N相比, NO2

−-N处于严重不足的状 
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图 3  沉积物样品中 hzsA, hzsB, hzsC和 hdh基因系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of hzsA, hzsB, hzsC and hdh gene sequences recovered from sediment samples 
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图 4  hzsA, hzsB, hzsC和 hdh基因相对丰度与理化因子 
相关性网络结构 

Fig. 4  Correlation network of hzsA, hzsB, hzsC, hdh relative 
abundances and environmental factors 

表 2  hzsA, hzsB, hzsC和 hdh基因相对丰度与 NO2
−-N  

浓度偏相关分析 
Table 2  Partial correlation analysis of hzsA, hzsB, hzsC, hdh 

relative abundances with NO2
−-N concentration 

基因 
NO2

−-N 浓度 

Spearman 相关性 显著性(双侧) 

hzsA 0.935 0.065 

hzsB 0.830 0.170 

hzsC 0.992 0.008 

hdh 0.888 0.112 

 
 

态。Sun等 [8]的研究表明 , 东江沉积物的NH4
+-N浓

度为39.26~287.63 mg/L, NO2
−-N的浓度为0.15~0.90 

mg/L, NO2
−-N是影响厌氧氨氧化细菌丰度的关键因

子。与之类似, 本研究对各基因相对丰度与NO2
−-N

浓 度 进 行 Spearman 偏 相 关 分 析 ( 表 2), 结 果 表 明 , 

hzsA, hzsB, hzsC和hdh基因相对丰度均与NO2
−-N浓

度正相关, 说明长江下游沉积物中, NO2
−-N浓度是

厌氧氨氧化细菌生长的限制性因子。 

3 结论 

本文利用宏基因组高通量测序研究长江下游

(大通至徐六泾)水体和沉积物厌氧氨氧化细菌的相

对丰度及其影响因素, 得到如下主要结论。 

1) 受溶解氧浓度影响 , 长江下游水体中hzsA, 

hzsB, hzsC和hdh4类厌氧氨氧化细菌标记基因丰度

极低, 而沉积物各基因相对丰度较高。随着温度的

升高 , 秋季沉积物中各基因相对丰度平均值高于

春季。 

2) 从沿程变化来看, 大通和南京各基因相对丰

度较高, 这与沿岸人类活动的显著影响有关, 徐六

泾断面基因丰度高则与入海口盐度较高的特殊条件

有关。 

3) 物种分类鉴定结果表明, 长江下游沉积物中

厌氧氨氧化细菌以Candidatus Brocadia和Candida-
tus Jettenia为主。 

4) hzsA, hzsB, hzsC和hdh基因相对丰度与NO2
−-

N, NO3
−-N和NH4

+-N浓度相关, 且由于NO2
−浓度远

远低于NH4
+-N浓度, NO2

−-N浓度是长江下游沉积物

中厌氧氨氧化细菌生长的限制性因子。 
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