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城市景观水体中固氮微生物多样性及固氮活性检测

卢韩杨    潘文静    马晓洁    李    勤    刘    洋
(河南师范大学生命科学学院, 新乡 453007)

摘要: 为探究城市景观水体中固氮微生物群落结构、多样性及固氮活性, 揭示水体中固氮蓝藻的固氮贡献, 研
究选取新乡市牧野湖和人民公园水体两个小型水体进行研究。通过理化指标测定, 发现两个水体均处于富营

养化状态, 借助高通量测序, 对两水体中微生物的16S rDNA和固氮酶nifH基因进行测序, 并利用乙炔还原法测

定水体中固氮微生物的固氮速率。结果表明: 牧野湖水体中的原核生物类群共检测出32个门, 275个属; 固氮

微生物共检测出9个门, 66个属。人民公园水体中的原核生物类群共检测出31个门, 238个属; 固氮微生物共检

测出4个门, 13个属。固氮蓝藻在两个水体固氮微生物类群中分别占有3%和9.3%, 牧野湖固氮微生物丰富度

相对较高, 与人民公园水体固氮微生物多样性差异较大。乙炔还原法测固氮速率结果显示, 两水体均未检测

到固氮活性, 推测在富营养化的水体中固氮活性可能被抑制。
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随着中国城镇化进程的加速, 城市基础建设不

断完善, 城市景观水体不仅兼顾了蓄水防洪等生态

功能, 更是市民休闲娱乐的场所。人为影响导致了

其水质变化较大, 富营养状况不容乐观。牧野湖是

位于河南省新乡市的一个人工湖, (N35°18′13.71″,
E113°55′15.05″), 与贯穿新乡市区的卫河相连, 总面

积约2.23×105 m2, 平均水深约1.5 m; 人民公园水域

相对独立, 面积约1.9×104 m2
。两水体水流较为缓

慢, 水体的水质较差, 已有研究对牧野湖的浮游植

物分布
[1]
进行了报道, 长期的监测发现两水体在夏

季均会出现蓝藻水华, 主要以单细胞和丝状蓝藻

为主
[2]
。

生物固氮是地球氮素循环中重要的环节, 目前

已知的固氮生物主要限于原核生物, 而固氮蓝藻便

是其中一个类群
[3, 4]

。富营养水体中的固氮类群种

类多样, 且不同水体具有地域差异, 虽然固氮过程

对于固氮微生物而言是一个主动耗能的过程
[5], 但

在富营养水体仍具有微弱的固氮效率
[6], 在这其中

固氮微生物与固氮蓝藻的贡献如何, 目前报道较少,
本研究选取了两个城市小型景观水体, 借助高通量

测序手段来研究其内部固氮微生物类群组成及多

样性情况, 并对水体进行了原位固氮率的检测, 来
综合评估固氮微生物的固氮作用及固氮蓝藻可能

的贡献。

1    材料与方法

1.1    水样采集和理化指标测定

NH+
4

在新乡市牧野湖和人民公园水体各设置3个采

样点(图 1), 采样时间为2016年8月, 用2 L采水器对

水体采样, 将水样带回实验室进行微孔滤膜(Milli-
pore, 0.2 μm)过滤, 过滤200 mL用于DNA提取。水

体的理化指标: 总氮(TN)、总磷(TP)、氨氮( -
N)、化学需氧量(COD), 使用紫外可见多参数水质

测定仪(连华科技, 北京)进行测定, 水温、pH和透

明度均为现场测定。

1.2    16S rDNA和nifH基因高通量测序

滤膜总DNA的提取采用CTAB法
[7 ], 提取的

DNA保存于–20℃, 用于PCR及高通量测序实验。

为确定两个水体中原核生物群落的多样性, 采用

16S通用引物341F(5′-CCTAYGGGRBGCASCAG-
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3′)和806R (5′-GGACTACNNGGGTATCTAAT-
3′)[8], 固氮微生物多样性检测选用通用引物nifH1
(5′-TGYGAYCCNAARGCNGA-3′), nifH2 (5′-
ADNGCCATCATYTCNCC-3′) [9], 借助Illumina
HiSeq测序平台, 测序量不低于总量(50000)的98%,
得到的具有某些干扰数据的原始数据, 对原始数据

进行一定的过滤, 就可以整理出有效数据, 这样结

果更准确无误。将相似度>97%的有效序列, 可以

划分为一类, 作为1个分类操作单元(Operational
Taxonomic Units, OTU)。根据OTU对物种的种类

进行说明, 得到物种种名信息, 对物种进行分类。

从不同层次(门、纲、目、科、属、种)对物种进行

多样性及所占比例进行计算
[10, 11]

。运用Origin9.1
软件进行作图, 不同水平层次的物种的相对丰度柱

状图。采用Qiime17.0进行Shannon指数、Chao1指
数、ACE指数、Coverage指数的计算, 根据指数值

的大小可以反映出采样点的水体群落内生物多样性。

1.3    水体固氮作用检测

本实验采用乙炔还原法对水体微生物固氮作

用进行检测
[12]

。将一定量的样品放入300 mL培养

瓶中, 使气液比为1鲶5, 塞上胶塞, 抽出2 mL空气后,
立即注入相同体积的纯乙炔气体, 放入培养室, 模

拟当地温度和光照, 培养2h后, 用微量注射器抽取

100 μL进样检测。通过气相色谱仪确定标准曲线,
并以实验室培养的固氮蓝藻鱼腥藻PCC 7120作为

对照。使用气相色谱仪为Thermo TRACE 1300, 填
充柱(GDX-502, 中科凯迪化工), 检测器为FID检测

器, 对样品进行检测分析。

2    结果

2.1    水体理化指标

水体中氮磷含量是表征水体富营养化的重要

指标, 从表 1可以看出牧野湖和人民公园的总氮、

总磷含量均处于水体富营养化状态(总氮含量0.3 mg/
L、总磷含量0.05 mg/L)[13], 牧野湖和人民公园水体

温度相差不大, 水体pH均呈碱性。人民公园水体化

学需氧量明显比牧野湖的高, 其水体透明度则相对

较低, 表明人民公园水体受有机物质的污染更严重,
这可能与牧野湖水体具有流动性, 而人民公园水体

相对封闭有关。牧野湖和人民公园所表现出严重

的富营养化状态以及碱性的水环境可能是水华暴

发的主要因素
[14]
。

2.2    测序结果分析

16S rDNA高通量测序结果　　通过高通量测
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图 1    牧野湖和人民公园采样点分布

Fig. 1    Sampling sites of Muye Lake and People’s Park
A. 牧野湖; B. 人民公园

A. Muye Lake; B. People’s Park

表 1    各采样点理化指标结果

Tab. 1    Physical and chemical index of each sampling site

理化指标
Physical and chemical indicators

牧野湖的样点Sampling sites of Muye Lake 人民公园的样点Sampling sites of People’s Park
A1 A2 A3 X±SD B1 B2 B3 X±SD

温度Temperature (℃) 32.0 33.0 33.0 32.7±0.58a
32.7 33.8 32.7 33.1±0.64a

pH 10.0 10.1 10.3 10.1±0.15a
10.3 11.4 10.4 10.7±0.61a

透明度Transparency (cm) 52 53 55 53±1.53a
35 20 20 25±8.7b

化学需氧量COD (mg/L) 27.09 25.58 28.59 27.09±1.5a
64.71 135.40 85.78 95.3±36.3b

总氮TN (mg/L) 5.11 5.36 5.42 5.30±0.16a
3.40 4.46 3.71 3.86±0.55b

总磷TP (mg/L) 0.15 0.25 0.21 0.20±0.05a
0.17 0.28 0.10 0.18±0.09a

NH+
4铵态氮 -N (mg/L) 1.40 1.17 1.19 1.25±0.13a

0.83 1.45 0.94 1.07±0.33a

注: 平均数后上标不同表示差异显著(P<0.05)
Note: Different superscripts after the average indicate significant differences (P<0.05)
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序技术对水体细菌的16S rDNA的V3-V4可变区进

行测序。为了提高后期测序信息分析的结果的准

确性 ,  对原始数据进行过滤处理之后 ,  最终得到

148507条有效序列。牧野湖和人民公园测序得到

的有效序列分别是73879条 (表 2)、74628条。对所

有样品具有97%的相似性的序列聚类成一个OTU,
两个水体的有效序列共划分出1982个OTU, 其中牧

野湖划分出983个OTU, 人民公园划分出999个
OTU。牧野湖的OTU数略低于人民公园。

对两个水体从门到属依次进行分类(表 2), 牧
野湖的细菌有32个门、60个纲、107个目、186个
科、275个属。人民公园的细菌有31个门、55个
纲、101个目、171个科、238个属。

nifH基因高通量测序结果　　高通量测序得

到180899条有效序列。牧野湖和人民公园测序得

到的有效序列分别是92537条、88362条。两个水

体的有效序列共划分出1408个OTU, 其中牧野湖划

分出1208个OTU, 人民公园划分出200个OTU。牧

野湖的OTU数量远远高于人民公园。对两个水体

从门到属依次进行分类(表 3), 牧野湖的固氮微生

物有9个门、15个纲、32个目、43个科、66个属。

人民公园的固氮微生物有4个门、9个纲、9个目、

10个科、13个属。

2.3    水体细菌群落结构

牧野湖、人民公园水体中相对丰度最高的

菌群是变形菌门分别占59%和43%, 牧野湖中相

对丰度较高的依次有拟杆菌门和蓝藻门, 分别占

17%和13%; 人民公园水体中相对丰度较高的依

次有拟杆菌门、放线菌门和蓝藻门 ,  分别占

15%、15%和10%, 在牧野湖水体中的放线菌门

所占比例仅为4%。变形菌门在2个水体中都占

据了绝对优势, 牧野湖蓝藻所占比例较人民公园

相对高一些。其中厚壁菌门和绿弯菌门也均存

在于2个水体中(图 2A)。
在纲水平上对丰度前10的细菌进行分类。图 2B

表明: 牧野湖和人民公园水体中最有优势的细菌是

α-变形菌纲(Alphaproteobacteria), 分别占24.9%和

15.4%, 其次是β-变形菌纲(Betaproteobacteria), 分别

占20.3%和12.9%。其中α-变形菌纲和β-变形菌纲

在牧野湖中所占比例相对较高。

2.4    水体固氮微生物群落结构

如图 3A所示, 牧野湖中固氮微生物种类相对

较丰富, 有变形菌门、蓝藻门和厚壁菌门等; 而人

民公园固氮微生物种类较少, 主要有蓝藻门、变形

菌门和未分类的一些微生物。其中牧野湖水样中

固氮蓝藻占3%, 人民公园水样中固氮蓝藻占9.3%,
2个水体中固氮蓝藻所占总体比例不高。

图 3B结果表明: 在目水平上, 牧野湖和人民公

园的颤藻目分别占0.1%和0.06%, 念珠藻目分别占

0.09%和0.001%。牧野湖中的色球藻目占0.01%, 真
枝藻目占0.009%。牧野湖中固氮蓝藻物种多样性

高于人民公园。

2.5    水体细菌群落和固氮微生物群落组成差异

细菌群落组成差异　　通过多样性指数可以

反映出样本的丰富度和均匀程度。从表 4可以看

出: 2个水体的覆盖率指数均在99%以上, 说明此次

测序比较接近样本真实情况。通过Chao1、ACE、
Shannon、Simpson指数可知, 人民公园的细菌群落

相对较丰富, 细菌群落多样性相对较高, 和OTU结

果一致。结果表明水体细菌多样性和丰富度应该

表 2    细菌16S rDNA序列分析

Tab. 2    Sequence analysis of bacterial 16S rDNA

采样点
Sampling site

序列数
Number of sequences

OTU Number of
OTU

门
Phylum

纲
Class

目
Order

科
Family

属
Genus

多样性指数
Diversity index

覆盖率
Coverage (%)

牧野湖
Muye Lake 73897 983 32 60 107 186 275 7.0 99.9

人民公园
People’s Park 74628 999 31 55 101 171 238 7.7 99.8

表 3    各采样点固氮微生物序列分析

Tab. 3    Sequence analysis of nitrogen-fixing microorganisms in different sampling sites

采样点
Sampling site

序列数
Number of sequences

OUTNumber of
OTU

门
Phylum

纲
Class

目
Order

科
Family

属
Genus

多样性指数
Diversity index

覆盖率
Coverage (%)

牧野湖
Muye Lake 92537 1208 9 15 32 43 66 6.78 99.9

人民公园
People’s Park 88362 200 4 9 9 10 13 2.03 100
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图 2    各采样点门水平(A)优势细菌分布与纲水平(B)优势细菌分布

Fig. 2    The dominant bacteria in each samling site at phylum level (A) and class level (B)
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图 3    门水平(A)与目水平(B)固氮微生物丰度

Fig. 3    Richness of nitrogen-fixing microbial at phylum level and order level
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和水体水质有一定关系。

图 4A结果表明: 人民公园的Rank Abundance
曲线相对比牧野湖的曲线宽, 说明人民公园的物种

组成较丰富, 此结果与Chao1、ACE指数相一致。

牧野湖和人民公园的Rank Abundance曲线相对较

平缓, 两者物种组成比较均匀, 物种分布均匀程度

相差不大。

根据所有样品之间共有、特有的OTU进行韦

恩图(Venn Graph)的绘制, 图 4B可知: 牧野湖和人

民公园共有698个OTU, 牧野湖特有的232个OTU,
人民公园特有301个OTU。这说明2个水体中物种

组成相似度比较高。

固氮微生物群落组成差异　　从表 5可以看

出: 2个水体的覆盖率指数均在99.5%以上 , 说明

此次测序比较接近样本真实情况。通过Chao1、
ACE、Shannon、Simpson指数可知, 牧野湖的固

氮微生物群落丰度和多样性均较高, 和OTU结果

一致。

图 5A Rank Abundance曲线表明: 牧野湖的曲

线相对比人民公园的曲线宽, 说明牧野湖的物种组

成比较丰富, 此结果与ACE、Chao1指数相一致。

牧野湖Rank Abundance曲线平缓, 说明固氮微生物

群落组成比较均匀, 固氮微生物群落种类相对较丰

富。人民公园Rank Abundance曲线陡然下降, 说明

物种多样性低, 但其中优势固氮微生物所占比例并

不高。

图  5 B可知 :  牧野湖和人民公园共有O T U
103个, 牧野湖特有1099个OTU, 人民公园特有97个
OTU。牧野湖和人民公园共有OTU比较少, 说明

2个水体物种组成差异性较大。牧野湖的特有

OTU比较多, 说明牧野湖水体物种组成多样性更高。

2.6    水体固氮酶活检测

对野外采集的水样进行了原位培养, 并对其进

行气体采集, 运用乙炔还原法进行测定。对照组为

固氮鱼腥藻PCC7120, 培养条件相同。牧野湖和人

民公园两个自然水体, 实验结果显示: 对照组鱼腥

藻PCC7120能够将部分乙炔转化为乙烯(图 6A), 具
有可检测的固氮酶活性, 2个样品组在相同的条件

下均未出现乙烯峰, 未表现出固氮活性(图 6B、6 C)。
推测在选取的样点中固氮活性较为微弱, 或固氮微

生物并未表现出固氮能力。

3    讨论

目前, 水体富营养化形式依然较为严峻, 蓝藻

水华在众多水体中存在, 长期的富营养化不仅对景

观造成影响, 也对水体中的微生物等类群的演替产

生影响
[15, 16]

。固氮类微生物参与了地球上重要的

氮素循环, 当环境中的氮源能够供给微生物生长,
固氮作用可能会降低, 相反, 当环境中缺乏氮源, 或
者环境中的氮源无法满足微生物生长的时候, 固氮
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图 4   Rank Abundance曲线(A)与基于OTU的venn图(B)

Fig. 4   Rank Abundance Curve (A) and OTU-based venn Graph
(B)

A1. 牧野湖; B1. 人民公园

A1. Muye Lake; B1. People’s Park

表 4    细菌群落Alpha多样性指数

Tab. 4    Alpha diversity indexes of bacterial community

采样点
Sampling site

观察的种类
Observed-species

香农指数
Shannon index

辛普森指数
Simpson index

Chao1指数
Chao1 index

ACE指数
ACE index

样品覆盖率
Goods-coverage

牧野湖
Muye Lake

930 7.023 0.977 977.143 983.316 0.999

人民公园
People’s Park

999 7.688 0.99 1103.5 1075.772 0.998
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类生物便会通过自身固氮系统进行
[17—19]

。然而目

前发现的固氮微生物主要是原核类的, 其中蓝藻就

是其中的一类, 蓝藻中的固氮蓝藻能够利用大气中

的氮合成自身生长所需的氮素, 这一过程是一个主

动耗能的过程, 固定一分子的氮需要8个电子和消

耗16个分子ATP[3, 20], 因此, 对于大部分具有固氮能

力的蓝藻, 在氮(铵态氮和硝态氮)满足的条件下, 基
本不发生固氮行为

[21]
。有研究发现, 固氮蓝藻能够

降低湿地的除氮能力, 其所固定的氮能够满足部分

非固氮蓝藻的生长
[22], 说明固氮蓝藻的固氮能力较

强。在大型水体中, 也发现固氮效率的时空特点及

其环境影响因素。富营养化水体中的氮含量一般

较高, 太湖氮年均含量为1.79—3.63 mg/L[23], 在高

氮的情况下, 固氮微生物, 尤其是固氮蓝藻的固氮

效率及其固氮贡献如何, 还不是很清楚。本研究所
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图 5   Rank Abundance曲线(A)与基于OTU的venn图(B)

Fig. 5   Rank Abundance Curve (A) and OTU-based venn Graph
(B)
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图 6   乙炔还原法测定固氮酶活性

Fig. 6   Determination of nitrogenase activity by acetylene
reduction
A. 对照组PCC7120固氮活性; B. 牧野湖水体固氮活性检测; C.
人民公园水体固氮活性检测

A. Nitrogen fixation activity of PCC7120 in the control; B.
Nitrogen fixation activity in the of Muye Lake; C. Nitrogen
fixation activity in the water of People’s Park

表 5    固氮微生物群落Alpha多样性指数

Tab. 5    Alpha diversity indexes of nitrogen-fixing microbial community

采样点
Sampling site

观察的种类
Observed-species

香农指数
Shannon index

辛普森指数
Simpson index

Chao1指数
Chao1 index

ACE指数
ACE index

样品覆盖率
Goods-coverage

牧野湖
Muye Lake 1202 6.780 0.954 122.758 1215.831 0.999

人民公园
People’s Park 200 2.034 0.521 219.375 218.047 1
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选取的两个水体, 均处于富营养化状态, 我们发现,
固氮微生物类群(属)仍然占据一定比例(5%和24%),
不同水体具有一定的差异, 同时, 我们还发现在这

些固氮的类群中, 固氮蓝藻的比例为(3%和9.3%),
推测固氮蓝藻在富营养水体中对水体的氮的贡献

较小。虽然由于理化条件的不同, 两个水体的总的

原核生物构成不相同, 固氮微生物的种类和数量也

不同, 但固氮微生物在原核生物中的比例有共同趋

势, 相对含量较低。对水体的原位固氮率检测发现,
在本研究的2个小型水体中, 未检测出固氮酶活性,
可能是水体的固氮活性较低, 仪器未检测出。张波

等
[6]
研究发现固氮活性受温度影响较大, 但本研究

中水样的检测主要在夏季, 因此, 水温可能不是影

响固氮活性的因素, 这可能与景观水体受人为影响

较大有关, 但通过本研究, 我们得出在富营养水体

中, 固氮蓝藻对水体的氮贡献率较低。
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THE DIVERSITY OF DIAZOTROPH AND THE ACTIVITY OF NITROGEN
FIXATION IN URBAN LANDSCAPE WATER

LU Han-Yang, PAN Wen-Jing, MA Xiao-Jie, LI Qin and LIU Yang
(College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang 453007, China)

Abstract: This study explored the nitrogen-fixing microbial community structure, diversity and nitrogen fixation acti-
vity in urban landscape water body, and the nitrogen-fixing contribution of nitrogen-fixing cyanobacteria in water from
Muye Lake and People’s Park in Xinxiang city. Physical and chemical indicators are eutrophic in these two lakes. This
study measured 16S rDNA and Nitrogenase nifH gene of microorganism by high-throughput sequencing, and deter-
mined nitrogen fixation rate of nitrogen fixing microorganisms in two lakes by the acetylene reduction assay. A total of
32 phyla and 275 genera were detected in the prokaryote groups, and a total of 9 phyla and 66 genera were detected in
the nitrogen-fixing microorganisms in Muye Lake. A total of 31 phyla and 238 genera were detected in the prokaryote
groups; a total of 4 phyla and 13 genera were detected in the nitrogen-fixing microorganisms in the water column of the
People’s Park. Nitrogen-fixing cyanobacteria accounted for 3% in the Muye Lake and 9.3% in People’s Park. The rich-
ness of Nitrogen-fixing microorganisms in Muye Lake was significantly higher than that of People’s Park. The nitro-
gen fixation activity in the two lakes was similar. It is speculated that nitrogen fixation activity may be inhibited in eutrophic
water.

Key words: Landscape  water  column;  Nitrogen-fixing  microbe;  Cyanobacteria;  High-throughput  sequencing;
Acetylene reduction assay

1146 水   生   生   物   学   报 43 卷

http://dx.doi.org/10.18307/2016.0502
http://dx.doi.org/10.18307/2016.0502
http://dx.doi.org/10.18307/2016.0502

