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本研究在长江口附近海域采集表层沉积物$采用实验室模拟培养与分子生物学手段相结合的方法$通过测定纳

米氧化锌!

@;*0&A

"和菲!

&B<

"胁迫下沉积物中
0*

C

=

D0

和
0*

C

$

D0

浓度和反硝化还原酶活性及反硝化细菌基因丰度和群

落多样性变化$目的是比较研究
@;*0&A

和
&B<

对河口区沉积物反硝化作用及功能菌群落结构的影响$并探讨其作用过

程和可能的作用机制&结果表明#

@;*0&A

和
&B<

对沉积物硝酸盐还原能力和亚硝酸还原能力均产生抑制作用$浓度越

高$抑制作用越强$其中亚硝酸盐还原过程受到
$

种污染物抑制更强烈$加重了沉积物亚硝酸盐的累积&

@;*0&A

对沉积

物硝酸盐还原能力'硝酸还原酶活性'

!"#$

基因丰度的抑制程度大于
&B<

$

&B<

对沉积物亚硝酸盐还原能力'亚硝酸还原酶

和
!%#&

基因丰度的抑制程度大于
@;*0&A

$表明对反硝化还原酶和反硝化功能基因的抑制是外源污染物胁迫影响反硝化

过程的主要机制&

@;*0&A

和
&B<

降低了沉积物反硝化菌群落多样性水平$增加沉积物中
'"()*)!"+

的优势度$降低了
,"-

.%((/+

的优势度$但
&B<

对沉积物群落多样性和组成的影响更加明显$说明
&B<

对长江口海区的生态影响大于
@;*D0&A

&
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河口区是陆地和海洋生态系统重要的氮汇$河口

沉积物的反硝化作用在缓解近海富营养化和改善海洋

系统氮负荷方面起着至关重要的作用$也是外源污染

物对反硝化细菌群落多样性和生态功能影响的敏感

区)

"

*

&长江口沿岸居住人口密度大$近年来工业化快

速发展$大量生产'生活废物排入长江口$导致其生态

环境问题严重)

$

*

&长江口及邻近海域中污染物种类复

杂$大多数研究集中于传统有机污染物如多氯联苯'多

环芳烃等$有调查表明长江口表层沉积物中多环芳烃

浓度处于中低等污染水平)

=

*

%近年来新出现的药物或

化工产品带来了相关的新型污染如抗生素'纳米材料

等也在长江口海区被发现$并越来越受到人们的重

视)

>

*

$多环芳烃不易降解$金属纳米材料更难在环境中

去除$最终沉降到表层沉积物中$单独或复合影响沉积

环境的生态健康&戴朝霞等)

!

*通过研究发现多壁碳纳

米管和纳米氧化锌与菲复合作用可诱导鲫鱼脑部和肝

脏组织汇总自由基的生成$使菲在鱼脑'眼等部位富集

增加%

3FB̂ LK

)

#

*研究发现碳纳米管吸附有机污染物敌

草隆$与小球藻接触后$局部暴露浓度增大'毒性作用

增强&纳米氧化锌!

@;*0&A

"作为最常见的纳米材料

之一$广泛应用于涂料'橡胶'化妆品等领域)

7

*

$在生

产'生活中的大量使用不可避免地被释放到淡水'河口

和海洋环境中$经过聚集'溶解'络合'转化和沉降等一

系列过程$最终沉积到沉积物中$对自然水体及沉积物

生态系统造成潜在风险)

8

*

&菲!

&B<

"是一种具有+致

癌'致畸'致基因突变,作用的多环芳烃类有机污染

物)

\

*

$在环境中来源广泛$可通过化石燃料的不完全燃

烧'森林火灾'火山喷发'生物的内源性合成等途径生
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成)

"%

*

$其在水环境中溶解度小$易沉降在沉积物中$最

终对沉积物生态系统构成损害)

""

*

&

反硝化作用是氮循环的关键过程$由多种异养反

硝化细菌驱动)

"$D"=

*

$反硝化细菌利用碳底物作为电子

供体$将
0*

C

=

逐步还原为
0*

C

$

'

0*

'

0

$

*

和
0

$

$在此

还原过程中对应的催化还原酶!基因"分别为硝酸盐还

原酶!

0LV

"'亚硝酸盐还原酶!

0HV

"'一氧化氮还原酶

!

0MV

"和氧化亚氮还原酶!

0MA

"

)

">

*

&反硝化作用的进

行很大程度上取决于微生物种群特征和酶活性$环境

中相关的物理和化学因素都会对其产生显著影响$如

温度'

U

6

'有机碳底物等$以及影响微生物活性的有毒

化合物!如纳米颗粒'多环芳烃等"

)

"!D"#

*

&有研究表明$

纳米材料可通过改变微生物群落结构'降低反硝化功

能基因!如
!%#0

'

!%#&

"丰度和降低微生物酶活性来影

响反硝化作用)

"7

*

$而反硝化细菌的功能可通过编码关

键反硝化酶的功能基因进行量化)

">

*

&

本研究分别以典型的多环芳烃类
&B<

和纳米材料

@;*0&A

作为传统难降解有机污染物和新型无机污染

物的代表$在长江口附近海区采集表层沉积物样品$在实

验室进行
@;*0&A

和
&B<

胁迫下的现场模拟培养实验$

比较研究了不同浓度
@;*0&A

和
&B<

对沉积物反硝化

能力'反硝化还原酶活性以及沉积物反硝化细菌基因丰

度和群落结构的影响$探讨了其关键作用过程和主要机

制$以期为深入研究多环芳烃和纳米材料对河口区沉积

系统的生态影响及作用机制提供理论依据&

"

!

材料与方法

"?"

纳米氧化锌和菲的预处理

本研究使用的
@;*0&A

购自
3)_N-D-.+(),6

#

$

粒径
#

!%;X

$纯度
$

\7̀

&纳米氧化锌溶液易发生团

聚效应$需要现用现配$在冰浴条件下进行超声波处理

!

>%G6T

和
$!%a

"

"B

&

所用的
&B<

购于
3)_N-D-.+(),6

#

$纯度为

\8̀

&不同浓度
&B<

污染沉积物样的配制方法#将
&B<

溶于少许体积的丙酮并加入到过筛沉积物样中$搅拌

均匀后放入超净工作台中$待丙酮挥发干净后使用&

"?$

现场样品采集及预处理

于
$%"8

年
"%

月$在长江口
,

站!

"$>b%%"%c'

$

=%b!\\%c0

"采集表层!

%

!

!FX

"沉积物样$采样站位如

图
"

&将所采集沉积物样装入提前准备的无菌塑料袋

中$排除空气后密封%同时采集现场沉积物上覆海水$

立即注入聚乙烯塑料瓶中&现场采集的所有样品冷藏

保存并及时开展实验&

所采集沉积物样品在实验前充分混匀$过
"XX

标

准筛网后使用%沉积物上覆海水经
%b$$

$

X

醋酸纤维

滤膜过滤后使用&

图
"

!

采样站位示意图

/H

O

?"

!

3LX

U

RH;

O

AQLQHM;

"?=

纳米氧化锌和菲胁迫培养实验

培养实验设置对照组!不含污染物的
,

组"'低浓

度
@;*0&A

胁迫组!

.@

组$

"7%X

O

-

.

C"

@;*0&A

"'

高浓度
@;*0&A

胁迫组!

6@

组$

"7%%X

O

-

.

C"

@;*D

0&A

"'低浓度
&B<

胁迫组!

.&

组$

!%X

O

-

G

O

C"

&B<d

"'

高浓度
&B<

胁迫组!

6&

组$

!%%X

O

-

G

O

C"

&B<d

"$其中

各胁迫实验组的污染物浓度分别参照
@;*0&A

和
&B<

对反硝化作用的半抑制效应浓度设置&在采集的现场

海水中加入
"̀ ,

#

6

"$

*

#

和
!%XXMR

-

.

C"

Z0*

=

作为

培养液$每个培养瓶中装入
#%

O

沉积物和
#%X.

上述培

养液$通氮气除氧
"!XH;

后密封培养瓶$在
8%V

-

XH;

C"

的恒温振荡培养箱中
$8e

避光培养
">I

&每组实验

设
=

个平行实验组&

"?>

培养过程中的样品采集

分别于培养的
%

'

"

'

=

'

7

'

">I

取各培养体系的泥水

混合液样品$立即进行
0*

C

=

'

0*

C

$

浓度和
0*

C

=

'

0*

C

$

还原酶活性的测定%于第
7

天取各组泥水样品测定其

反硝化菌基因丰度$并同时测定
,

组'

6@

组和
6&

组

样品的反硝化菌群落结构和多样性&

"?!

样品处理与测定

0*

C

=

D0

'

0*

C

$

D0

浓度#取
"%X.

混合液样品于离

心管中$离心!

!%%%V

-

XH;

C"

$

"%XH;

"后取上清液过

%b$$

$

X

滤膜$采用
,I

柱还原法)

"8

*测量其浓度$所用

仪器为
[:--QVM

营养盐分析仪&

0*

C

=

'

0*

C

$

还原酶活性#取
!X.

混合液样品$经

离心!

8%%%V

-

XH;

C"

$

"%XH;

"后倒去上清液$用
"%%

XMR

-

.

C"磷酸钾缓冲液!

U

6f7b>

"洗涤
=

次倒去上清

液以去除样品中的硝酸盐残留$在沉积物中加入缓冲

液后超声!

>e

$

$%G6T

"

!XH;

以破碎细胞结构$离心

\7
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"$%%%V

-

XH;

C"

$

"%XH;

"后取上清液于厌氧气相瓶

中$加入酶活培养液后通氮气
"!XH;

使其处于厌氧环

境$最后于恒温培养箱中
=%e

培养
=%XH;

$根据
0*

C

=

和
0*

C

$

的消耗量分别计算
0*

C

=

和
0*

C

$

还原酶的酶

活性)

"\

*

&酶活培养液含有#

"%%XXMR

-

.

C"磷酸盐缓

冲溶液'

"XXMR

-

.

C"

0L0*

=

(

0L0*

$

'

"XXMR

-

.

C"

甲基紫精
!XXMR

-

.

C"

0L

$

3

$

*

>

&

"?#

分子生物学分析

"?#?"

总
+0-

提取
!!

沉积物样品总
+0-

提取#使用

NL

O

DPH;I3MHR+0-ZHQ

!

$%%

"!

*X<

O

LPHMD4<G

"试剂

盒提取总
+0-

&提取的总
+0-

经
0L;MIVM

U

!

4B<VD

XM3FH<;QHSHF

"检测核酸浓度和纯度后$于
C8%e

保存$

用于后续分子生物学测定&

"?#?$

功能基因
!"#$

和
!%#&

丰度的测定
!!

功能基

因的定量测量采用
35P(_(''0

法$用荧光定量

&,(

测定&将经普通
&,(

扩增的含有目的基因
!"#$

和
!%#&

的条带分别进行克隆$提取质粒
+0-

$并进行

"%

倍浓度梯度稀释$构建标准曲线&以提取沉积物样

品的总
+0-

为模板$对反硝化功能基因
!"#$

和
!%#&

进行荧光定量分析&

!"#$

基因引物对#

!"#$D

"\#%X$S

(

!"#$D$%!%X$V

)

$%

*

%

!%#&

基因引物对#

,I=L/

(

(=FI

)

$"

*

%

&,(

扩增程序#

\!e!XH;

$

\!e"!A

$

#%e

=%A

$

>%

个循环%

&,(

扩增体系#

"#

$

.

体系$包含
8

$

.

XHJQ:V<-

体系!

$g35P(V<LRDQHX<&,(

U

V<XHJQ:V<

"%

$

.

$

"%

$

XMR

(

.

的上'下游引物各
%b>

$

.

"'

8

$

.

+0-

模板稀释样&

"?#?=

反硝化细菌群落结构和多样性分析
!!

取培养至

第
7

天的对照组'高浓度
@;*0&A

组和高浓度菲组的

沉积物样品送往派森诺生物基因测序公司进行测序分

析微生物群落多样性$群落结构采用
[))N'

软件划分

操作分类单元!

*41

"$并通过计算
3BL;;M;

指数)

$$

*和

3HX

U

AM;

指数)

$=

*和覆盖度来进行
-R

U

BL

多样性分析&

"?7

数据分析

数据作图用
MVH

O

H;\?$

完成$统计分析通过
A

U

AA"\b%

软件完成$差异显著性检验采用单因素方差分析法

!

1

#

%b%!

为差异显著"&

$

结果与分析

$?"

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

对长江口沉积物硝酸盐

还原能力的影响

!!

图
$

为沉积物分别在
@;*0&A

和
&B<

胁迫下培

养
">I

时硝酸盐浓度的变化&

图
$

!

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

胁迫下
0*

C

=

浓度的变化

/H

O

?$

!

2LVHLQHM;MS0*

C

=

FM;F<;QVLQHM;LXM;

O

IHSS<V<;Q@;*0&AL;I&B<FM;F<;QVLQHM;A

!!

如图
$

!

L

"所示$低'高浓度
@;*0&A

组硝酸盐浓

度在培养过程中显著高于对照组$说明沉积物中的硝

酸盐还原受到了
@;*0&A

的抑制%低浓度
@;*0&A

组

硝酸盐还原量在第
"

'

=

'

7

和
">

天分别为对照组的

7=b\!̀

'

#$b%\̀

'

7!b7=̀

'

\8b$=̀

$高浓度
@;*0&A

组分 别 为 对 照 组 的
=>b#7̀

'

>$b#>̀

'

#>b!7̀

'

\8b$$̀

$低'高浓度
@;*0&A

组硝酸盐还原能力分别

在第
=

天和第
"

天受到
@;*0&A

抑制最明显$随后逐

渐恢复&如图
$

!

K

"所示$低'高浓度
&B<

组硝酸盐浓度

在培养过程中高于对照组$说明沉积物中的硝酸盐还

原过程受到了
&B<

的抑制%低浓度
&B<

组硝酸盐还原

量在第
"

'

=

'

7

和
">

天分别为对照组的
\$b!8̀

'

8!b\!̀

'

\"b"#̀

'

\8b#=̀

$高浓度
&B<

组高浓度组分

别为对照组的
78b!7̀

'

7=b$8̀

'

8"b"#̀

'

\8b$=̀

$说

明低'高浓度
&B<

组硝酸盐还原能力在第
=

天受到的

抑制最明显$随后逐渐恢复&由此可见$

@;*0&A

和

&B<

会对沉积物硝酸盐还原能力产生抑制作用$随污染

物浓度的增加抑制作用越强$且
@;*0&A

对硝酸盐还

原能力的抑制程度大于
&B<

&

%8
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$?$

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

对长江口沉积物亚硝酸

盐累积的影响

!!

图
=

为沉积物分别在
@;*0&A

和
&B<

胁迫下培

养
">I

时亚硝酸盐浓度的变化情况&各组沉积物在培

养过程中均出现了不同程度的亚硝酸盐累积情况&

图
=

!

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

胁迫下
0*

C

$

浓度的变化

/H

O

?=

!

2LVHLQHM;MS0*

C

=

FM;F<;QVLQHM;LXM;

O

IHSS<V<;Q@;*0&AL;I&B<FM;F<;QVLQHM;A

!!

从图
=

!

L

"可以看出$低'高浓度
@;*0&A

组亚硝

酸盐浓度在
7

!

">I

显著高于对照组$说明
@;*0&A

导致沉积物在培养的中后期亚硝酸盐累积更加严重%

低浓度
@;*0&A

组亚硝酸盐还原量在第
"

'

=

'

7

和
">

天分 别 为 对 照 组 的
#"b\$̀

'

=%b\>̀

'

>>b#$̀

'

\7b%%̀

$高 浓 度
@;* 0&A

组 分 别 为 对 照 组 的

$8b8"̀

'

"7b8$̀

'

$"b8%̀

'

\"b7$̀

$低'高浓度
@;*

0&A

组亚硝酸盐还原能力在第
=

天受到
@;*0&A

抑

制最明显$随后还原能力逐渐恢复&从图
=

!

K

"可以看

出$低'高浓度
&B<

组亚硝酸盐浓度在第
"

天后就显著

高于对照组$说明
&B<

导致沉积物几乎在整个培养过

程中亚硝酸盐累积更加严重%低浓度
&B<

组亚硝酸盐

还原量在第
"

'

=

'

7

和
">

天分别为对照组的
$8b"$̀

'

!%b7\̀

'

7=b%=̀

'

\7b\!̀

$高浓度
&B<

组分别为对照组

的
"=b%8̀

'

$=b\8̀

'

!$b$%̀

'

\!b7%̀

$低'高浓度
&B<

组亚硝酸盐还原能力在第
"

天受到
&B<

的抑制最为明

显$随后逐渐恢复&可见$

@;*0&A

和
&B<

会对沉积物亚

硝酸盐还原能力产生抑制作用$浓度越高$抑制作用越

强$导致沉积物中亚硝酸盐累积更严重$且
&B<

对沉积物

亚硝酸盐还原能力的抑制程度较
@;*0&A

的更大&

$?=

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

对长江口沉积物硝酸盐

还原酶活性的影响

!!

图
>

是在
@;*0&A

和
&B<

胁迫下培养
">I

时沉

积物硝酸还原酶活性的变化情况&

图
>

!

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

胁迫下
0*

C

=

还原酶活性的变化

/H

O

?>

!

2LVHLQHM;MS0*

C

=

V<I:FQLA<LXM;

O

IHSS<V<;Q@;*0&AL;I&B<FM;F<;QVLQHM;A

!!

如图
>

!

L

"所示$在整个培养过程中$低'高浓度

@;*0&A

组硝酸还原酶活性显著高于对照组$其中低

浓度
@;*0&A

组沉积物硝酸还原酶活性在第
"

'

=

'

7

和

">

天分别为对照组的
7$b>"̀

'

78b$%̀

'

\#b\$̀

'

\\b>#̀

$高浓度
@;*0&A

组分别为对照组的
#%b$8̀

'

#\b#8̀

'

8%b"\̀

'

\\b=!̀

$说明低'高浓度
@;*0&A

组沉积物硝酸还原酶活性在第
"

天受到
@;*0&A

的抑

制最明显$随后在
$

!

">I

逐渐恢复&在图
>

!

K

"中$
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低'高浓度
&B<

组硝酸还原酶活性在培养过程中同样

显著高于对照组$其中低浓度
&B<

组沉积物硝酸还原

酶活性在第
"

'

=

'

7

和
">

天分别为对照组的
8!b$#̀

'

88b>8̀

'

\!b#\̀

'

\\b#>̀

$高浓度
&B<

组分别为对照

组的
8#b#$̀

'

8#b=%̀

'

\=b>7̀

'

\\b8!̀

$可以看出$

低'高浓度
&B<

组沉积物硝酸还原酶活性同
@;*0&A

胁迫组相似$在第
"

天受到
&B<

的抑制最明显$随后逐

渐恢复&由此可见$

@;*0&A

和
&B<

均会抑制沉积物

硝酸还原酶活性$浓度越高$抑制效应越强$且
@;*0&A

对沉积物硝酸还原酶活性的抑制程度明显大于
&B<

&

$?>

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

对长江口沉积物亚硝酸

盐还原酶活性的影响

!!

图
!

是在
@;*0&A

和
&B<

胁迫下培养
">I

时沉

积物亚硝酸还原酶活性的变化情况&

图
!

!

不同浓度
@;*0&A

和
&B<

胁迫下
0*

C

$

还原酶活性的变化

/H

O

?!

!

2LVHLQHM;MS0*

C

$

V<I:FQLA<LXM;

O

IHSS<V<;Q@;*0&AL;I&B<FM;F<;QVLQHM;A

!!

由图可见$各组沉积物亚硝酸还原酶活性也均表

现为高浓度组
#

低浓度组
#

对照组$说明沉积物亚硝

酸还原酶活性受到两种污染物的显著抑制&

@;*0&A

胁迫下亚硝酸还原酶活性变化如图
!

!

L

"所示$各组沉

积物均表现为逐渐上升的趋势$但低'高
@;*0&A

浓

度组上升趋势明显小于对照组$在第
"

'

=

'

7

和
">

天$低

浓度
@;*0&A

组沉积物亚硝酸还原酶活性分别为对

照组的
8!b$8̀

'

8"b"%̀

'

7\b!#̀

'

\=b!>̀

$高浓度

@;* 0&A

组分别为对照组的
8$b">̀

'

77b!=̀

'

7>b\8̀

'

8=b#8̀

$低'高浓度
@;*0&A

组沉积物亚硝

酸还原酶活性在第
"

!

7

天受到
@;*0&A

的抑制逐渐

增强$随后酶活有所恢复%

&B<

胁迫下不同组亚硝酸还

原酶活性变化如图
!

!

K

"所示$对照组亚硝酸还原酶活

性表现为逐渐上升的趋势$低'高浓度组亚硝酸还原酶

活性则表现为先下降后上升的趋势$低浓度
&B<

组沉

积物亚硝酸还原酶活性在第
"

'

=

'

7

和
">

天分别为对照

组的
#>b>\̀

'

#!b8$̀

'

7\b">̀

'

8\b"$̀

$高浓度
&B<

组分 别 为 对 照 组 的
!8b77̀

'

#%b7#̀

'

#8b>>̀

'

8#b7>̀

$低'高浓度
&B<

组沉积物亚硝酸还原酶活性

在第
"

天就收到了强烈的抑制$随后逐渐恢复&可见$

@;*0&A

和
&B<

均会抑制沉积物亚硝酸还原酶活性$

浓度越高$抑制效应越强$且
&B<

对沉积物亚硝酸还原

酶活性的抑制程度明显大于
@;*0&A

&

$?!@;*0&A

和
&B<

对长江口沉积物
!"#$

和
!%#&

基

因丰度的影响

!!

图
#

!

L

"和图
#

!

K

"分别是在不同浓度
@;*0&A

和

&B<

分别胁迫下培养第
7

天沉积物中
!"#$

和
!%#&

的

基因丰度结果&

图
#

!

第
7

天
@;*0&A

和
&B<

实验组沉积物中
!"#$

!

L

"和
!%#&

!

K

"的基因丰度

/H

O

?#

!

_<;<LK:;IL;F<AMS!"#$

!

L

"

L;I!%#&

!

K

"

O

<;<AH;A<IHX<;QAMS@;*0&AL;I&B<<J

U

<VHX<;QLR

O

VM:

U

AM;QB<7QBIL

W

$8
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!!

从图
#

!

L

"可以看出$对照组'低'高浓度
@;*0&A

组沉积物在第
7

天
!"#$

基因丰度分别为
!b7>g"%

7

'

$b=!g"%

7和
7b$!g"%

#

FM

U

H<A

-

O

C"

$低'高浓度
@;*D

0&A

组分别是对照组的
>%b88̀

'

"$b#>̀

%低'高浓度

&B<

组沉积物在第
7

天
!"#$

基因丰度分别为对照组

的
8=b"!̀

'

!>b\>̀

$表明沉积物中
!"#$

基因丰度明显

受到
@;*0&A

和
&B<

的抑制$且受
@;*0&A

抑制程度

更大&从图
#

!

K

"可以看出$对照组'低'高浓度
@;*0&A

组在第
7

天
!%#&

基因丰度分别
$b%=g"%

"%

FM

U

H<A

-

O

C"

'

8b""g"%

\

FM

U

H<A

-

O

C"

'

7b%=g"%

\

FM

U

H<A

-

O

C"

$低'高

浓度
@;* 0&A

组
!%#&

基因丰度分别为对照组的

=\b8#̀

'

=>b!#̀

%低'高浓度
&B<

组沉积物在第
7

天

!%#&

基因丰度分别为对照组的
">b"=̀

'

"%b=>̀

$

可见沉积物中
!%#&

基因丰度同样受到
@;*0&A

和

&B<

的抑制$且受
&B<

抑制更明显&由此可以看出$

@;*0&A

和
&B<

会抑制沉积物中
!"#$

和
!%#&

的基因

丰度$浓度越高$抑制效应越强$且
@;*0&A

对
!"#$

基因丰度的抑制程度大于
&B<

$而
&B<

对
!%#&

基因丰

度的抑制程度大于
@;*0&A

&

$?#@;*0&A

和
&B<

对反硝化功能菌的影响

$?#?"@;*0&A

和
&B<

对反硝化菌群落多样性的影响

!!

通过
)RR:XH;LNH3<

]

测序平台对添加
$

种污染物

沉积物的
!%#&

基因代表的反硝化菌进行种群多样性

分析$结果见表
"

&

=

组沉积物的反硝化菌覆盖度均大

于
\\̀

&

$

个污染物高浓度胁迫组
6@

'

6&

中沉积物

AHX

U

AM;

指数和
ABL;;M;

指数均小于对照组$表明这
$

个实验组反硝化菌群落多样性水平低于对照组$可见

@;*0&A

和
&B<

均对沉积物反硝化菌群落多样性水平

产生一定的抑制作用$且
&B<

的抑制作用更加明显&

表
"

!

不同组反硝化菌的群落多样性指数

4LKR<"

!

NHFVMKHLRIHY<VAHQ

W

H;I<JMSIHSS<V<;QALX

U

R<A

组别

_VM:

U

A

覆盖度

,MY<VL

O

<

3HX

U

AM; 3BL;;M;

, %?\\\8\7 %?7%$>=! $?8>!#!$

6@ %?\\\\$\ %?!\$8!\ $?$7\"!

6& %?\\\8\$ %?!\"8!8 $?">=##

$?#?$@;*0&A

和
&B<

对反硝化菌群落结构的影响
!

图
7

是纳米氧化锌和菲胁迫下反硝化菌群落结构的变

化情况&

图
7

!

L

"是
@;*0&A

'

&B<

胁迫组和对照组沉积物

中反硝化菌群落组成在门水平上的变化情况&图中显

示
=

组沉积物
!%#&

基因门水平序列按占比从大到小主

图
7

!

纳米氧化锌和菲胁迫下反硝化菌群落结构的变化

/H

O

?7

!

+HAQVHK:QHM;AMSI<;HQVHSHFLQHM;KLFQ<VHLRFMXX:;HQH<A:;I<VQB<AQV<AAMS@;*0&AMV&B<

!

-

"

LQ

U

B

W

R:XL;I

!

P

"

LQ

O

<;:AR<Y<RA

要被注释为变形菌门'厚壁菌门和未被分类的细菌&

与对照组相比$在添加
@;*0&A

后沉积物中变形菌门

占比由
7!b=7̀

增加至
88b!=̀

$厚壁菌门占比由

$=b=!̀

减少至
"%b8#̀

%

&B<

添加后沉积物中变形菌

门占比由
7!b=7̀

增加至
\%b=!̀

$厚壁菌门占比由

$=b=!̀

减少至
8b=7̀

&

图
7

!

K

"为
=

组沉积物反硝化菌在属水平上的变

化$各组占比最多的
>

种菌属为
'"()*)!"+

'

,".%(-

(/+

'

:;HI<;QHSH<IPLFQ<VHL

和
1+2/3)*)!"+

&与对照组

相比$

@;*0&A

组
'"()*)!"+

占比由
>!b"=̀

增加至

!"b\7̀

$

,".%((/+

占比由
$=b=!̀

降低至
"%b8#̀

%

&B<

添加 组
'"()*)!"+

占 比 由
>!b"=̀

增 加 至

!$b%7̀

$

,".%((/+

占比由
$=b=!̀

降低至
8b=7̀

&

=

!

讨论

=?"@;*0&A

和
&B<

对反硝化作用的影响及生态效应

反硝化作用是在厌氧或低氧条件下反硝化微生物

将
0*

C

=

最终转化为
0

$

的过程$被认为是环境中氮永

久去除的重要过程之一)

$>

*

&而
0*

C

=

转化为
0*

C

$

和

0*

C

$

转化为
0*

是反硝化作用中的两个关键过程&

=8
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本研究中
@;*0&A

和
&B<

胁迫均对研究海区沉积物

硝酸盐和亚硝酸盐还原能力产生了显著抑制$尤其是

@;*0&A

对亚硝酸盐还原能力的抑制作用更为强烈$

会导致沉积物中硝态氮的去除率降低和更严重的亚硝

酸盐累积$影响环境中的氮循环&这与目前许多关于

污染物对反硝化作用的影响研究结果相似$如吴伟恒

等)

$!

*研究发现雌激素污染对水体微生物反硝化过程有

显著的抑制作用$影响水体中的氮循环%赵迪)

$#

*研究发

现重金属对潮滩沉积物反硝化作用具有显著的抑制效

应&

许多研究表明$环境中亚硝酸盐的累积会导致动

植物的损伤)

$7

*

&在水环境中$亚硝酸盐浓度过高时造

成一些水生动物体内血浆中亚硝酸盐的聚集$亚硝酸

盐能够将水生动物体内的血红素或血蓝质转化为高铁

血红蛋白和高铁血清素$从而降低其输氧能力$构成损

害%此外还会通过影响细胞膜的质子通透性和叶绿体

来抑制植物的生长)

$8

*

&因此$

@;*0&A

抑制反硝化作

用所造成亚硝酸盐的累积也会对海洋生态系统的物质

循环能力和生态效率产生显著影响&

=?$@;*0&A

和
&B<

影响反硝化过程的主要机制

反硝化还原酶是由反硝化菌合成$硝酸还原酶和

亚硝酸还原酶直接参与了
0*

C

=

和
0*

C

$

的还原过程$

其活性可直接反映反硝化细菌的功能)

$\D=%

*

&刘继鹏)

="

*

研究发现
PQ

酶蛋白通过抑制
0*

C

=

'

0*

C

$

还原酶活性

来对水稻土的反硝化速率产生抑制作用&本研究发现

@;*0&A

对沉积物硝酸盐还原能力的抑制程度大于

&B<

$与
@;*0&A

对硝酸盐还原酶活性的抑制程度大

于
&B<

的结果一致%而
&B<

对沉积物亚硝酸盐还原能

力的抑制程度大于
@;*0&A

$也与
&B<

对亚硝酸还原

酶活性的抑制程度大于
@;*0&A

的结果一致$由此可

见$反硝化还原酶活性受抑制是影响反硝化过程的主

要机制之一&

aL;

等)

=$

*研究发现
,*

$

通过降低
!%#0

'

!%#&

基因

丰度来抑制反硝化作用的进行&本研究中$

@;*0&A

对
!"#$

基因丰度的抑制程度大于
&B<

$

&B<

对
!%#&

基

因丰度的抑制程度大于
@;*0&A

$也与硝酸盐和亚硝

酸盐还原能力所受抑制情况一致$表明
@;*0&A

和

&B<

对反硝化酶活性和反硝化功能的抑制作用与对反

硝化功能基因的复制和基因表达受抑制有关$也是其

影响反硝化过程的主要机制之一&

=?=@;*0&A

和
&B<

对沉积物反硝化菌群落结构的影响

参与反硝化作用的基因有很多$而亚硝酸盐还原

为一氧化氮的反应过程被认为是反硝化作用区别于其

它硝酸盐代谢的标志性反应$也是反硝化作用的重要

限速步骤$因此对应的编码亚硝酸还原酶基因
!%#&

常

作为研究反硝化群落结构的代表性标志分子)

==

*

$如刘

若萱等)

=>

*以
!%#&

基因为代表研究了稻田中的反硝化

微生物群落对水分梯度的响应$高美云等)

=!

*以
!%#&

基

因为代表研究了有机碳对养殖池塘中沉积物反硝化微

生物群落的影响&本研究也以
!%#&

为分子标志$分析

沉积物在
@;*0&A

和
&B<

胁迫下反硝化功能菌群落

多样性和组成结构的变化$结果表明在添加
@;*0&A

和
&B<

后$沉积物中反硝化菌群落多样性水平有所下

降&在群落组成方面$与对照组相比$

$

个污染物胁迫

组在门水平上均表现为变形菌门占比增加'厚壁菌门

占比降低%在门水平上均表现为
'"()*)!"+

占比增加'

,".%((/+

占比降低&变形菌门下的菌属大多为革兰氏

阴性菌$而厚壁菌门下的菌属大多为革兰氏阳性菌$革

兰氏阴性菌较革兰氏阳性菌比具有更多的脂多糖$还

具有外膜$对污染胁迫具有较强的抵抗性)

=#

*

$由此可以

解释
'"()*)!"+

对污染物的抵抗性要强于
,".%((/+

的原因&综上所述$

@;*0&A

和
&B<

会引起沉积物中

反硝化菌群落结构和组成的改变$在使反硝化功能菌

群生物多样性降低的同时$还使
,".%((/+

的优势度显

著降低'

'"()*)!"+

优势度增加$

,".%((/+

具有降解环

境中有毒物质如多环芳烃'有机农药等的能力)

=7

*

$因此

可能导致沉积物对有机物降解能力下降$从而影响海

洋环境容量&

>

!

结论

!

"

"

@;*0&A

和
&B<

对沉积物硝酸盐还原能力和亚硝

酸还原能力均产生抑制作用$浓度越高$抑制作用越

强$其中亚硝酸盐还原过程受到的抑制更强烈$加重了

沉积物亚硝酸盐的累积&

!

$

"

@;*0&A

对沉积物硝酸盐还原能力'硝酸还原酶活

性'

!"#$

基因丰度的抑制程度大于
&B<

$

&B<

对沉积物

亚硝酸盐还原能力'亚硝酸还原酶和
!%#&

基因丰度的

抑制程度大于
@;*0&A

$对反硝化还原酶和反硝化功

能基因的抑制是外源胁迫影响反硝化过程的主要机

制&

!

=

"

@;*0&A

和
&B<

降低了沉积物反硝化菌群落多样

性水平$增加沉积物中
'"()*)!"+

的优势度$降低了

,".%((/+

的优势度$其中
&B<

对沉积物群落多样性和

组成的影响更加明显$说明
&B<

对长江口海区的生态

影响大于
@;*0&A

&
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