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[摘　要]　２０１５年末Nature杂志同期发表２篇文章,首次报道了全程硝化菌(Completeammonia
oxidizer,Comammox).我们对全程硝化菌的研究始于２０１２年,基于高简并引物的两步PCR方法

发现了全程硝化菌的广泛分布,但当时根据文献将其误认为是奇异甲烷氧化菌,在２０１４年富集培

养过程中才发现是氨氧化菌.在后续的研究中,通过设计全程硝化菌特异性引物,确认了其在各种

生态环境中的数量以及多样性.本文对本课题组发现和富集培养全程硝化菌过程中的经验教训和

研究思路进行总结,将有助于基因序列驱动的新微生物的发现.
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１　提高可检测(功能)微生物群落结构覆盖

度的分析方法的开发

　　早期人们对自然界中存在微生物的认识主要通

过显微镜观察和分离培养.但后来人们认识到通过

一般分离培养方法从自然环境中能检测到的微生物

不到１％[１].目前基于小亚基核糖体 RNA(SSU
rRNA,包括１６S或１８SrRNA)基因序列的微生物

组成分析已成为人们研究生态环境样品中细菌、古
生菌和真核微生物群落结构及其变化的主要方

法[２].为了覆盖大部分的细菌(或古生菌、真核微生

物),微生物群落结构分析中常使用“通用”引物.但

研究发现“通用”引物并不能完全覆盖所有微生物.
我们曾基于多个元(宏)基因组数据集中筛选得到的

细菌１６SrRNA基因序列进行常用“通用”引物的覆

盖度分 析,发 现 一 些 “通 用”引 物 的 覆 盖 度 低 于

８０％,尤其在特定环境样品中对微生物的覆盖度低

于５０％[３].为了解决这个问题,在国家自然科学基

金面上项目“基于元转录组中核糖体 RNA 的微生

物群落结构分析”(２０１２—２０１５)支持下我们改进元

(宏)转录组方法,使得此方法能应用于各种生态环

境样品中活性微生物群落结构分析[４].由于该方法

不依赖于利用“通用”引物的PCR扩增,所以能检测

到比常规基于“通用”引物的 PCR方法高一倍的微

生物多样性[５,６].而且使用该方法获得的数据也提

供不被“通用”引物覆盖的在门(phylum)水平未分

类的细菌和古生菌序列类型,可用于新的候选门或

纲(class)微生物的发现.
当人们要了解参与特定物质循环的功能微生物

种群时,一般也利用各类功能微生物的关键功能基

因(marker基因)的“通用”引物进行分析可以有针

对性地分析样品中特定功能微生物的种群结构.此

方法已广泛应用于氨氧化菌、反硝化菌、甲烷氧化菌

和硫酸盐还原菌等各种功能微生物种群结构的分

析.但是,这种方法的最大缺陷是不易设计“通用”
引物,因为即使在功能基因氨基酸序列上找到完全

一致的氨基酸区域,设计引物时会发现其对应核苷

酸序列差异较大.许多研究者也注意到现在使用的

很多功能基因“通用”引物存在不能覆盖一些功能微

生物种类的问题[７].
在进行国家自然科学基金面上项目“滩涂土壤

中碳氮循环 相 关 活 性 微 生 物 菌 群 研 究”(２０１１—

２０１３)研究的过程中,我们也关注到用于氨氧化细菌

和甲烷氧化细菌群落结构分析的常用功能基因“通
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用”引物也存在上述问题.氨氧化细菌的氨单加氧

酶(AMO)和甲烷氧化细菌的颗粒性甲烷单加氧酶

(PMO)是同源的,所以我们尝试设计同时覆盖氨氧

化细菌和甲烷氧化细菌的高简并引物.由于所设计

的引物覆盖度很大,这样不仅能覆盖常规的氨氧化

细菌和甲烷氧化细菌,而且也能覆盖一些同源的其

他功能微生物(如:丁烷氧化菌),同时还能覆盖目前

未知的相关功能微生物(图１).

图１　利用同时覆盖氨氧化细菌和甲烷氧化细菌的引物

提高PCR扩增覆盖度的模式图

同时覆盖氨氧化细菌和甲烷氧化细菌的引物不仅覆

盖氨氧化或甲烷氧化细菌,而且会覆盖其他已知相关功

能微生物(如,丁烷氧化菌)以及以前未被检测到的功能

微生物(如,全程硝化菌或其他未知功能微生物)

为了提高覆盖度,我们曾将引物简并度增加到

１００以上,结果发现采用一般 PCR方法得不到有

效PCR产物.其主要原因可能是引物简并度增加

时,真正有效引物浓度会剧降,从而影响扩增效

果.当时我们正开展利用高通量测序的皮肤微生

物群落结构的研究,其 DNA扩增采用两步PCR方

法,即先用“通用”引物扩增２０个循环后再用加条

码(barcode)序列的“通用”引物进行１０个循环的

扩增[８].所以我们借鉴此两步 PCR方法,即先用

加标签(tag,约２０个碱基)的覆盖氨氧化/甲烷氧

化细菌amoA/pmoA 基因高简并引物进行 PCR扩

增,再用tag序列对第一步产物进行PCR.结果发

现扩增效率仍是很低.考虑到上述第二步PCR过

程中,由于加tag高简并引物会比tag引物更容易

与模板结合,因此作为模板的第一步 PCR产物溶

液中的未用尽的加tag高简并引物会影响tag引物

与模板的结合,从而影响第二步 PCR 扩增效率.
为解决此问题,我们尝试用去除剩余引物的第一步

PCR产物的纯化物作为第二步 PCR 模板进行扩

增.结果十分理想,得到了有效PCR产物(专利申

请号２０１５１０７４３４５３８).在２０１２年８月的第７７期

“双清论坛”作者所报告“追寻遗漏的微生物”中介

绍的５种追寻“遗漏”微生物的方法里就包括了基

于元转录组的微生物群落结构分析方法和基于高

简并引物的两步PCR方法[９].

２　全程硝化菌的广泛分布和多样性检测

利用上述基于高简并引物的两步 PCR 方法分

析活性污泥、河流等环境样品过程中,我们发现了与

已知常规氨氧化或甲烷氧化菌的功能基因序列差异

较大的新类型微生物序列,这些序列与平时未被关

注的甲烷氧化菌Crenothrix 的pmoA 基因序列最

相似,因为在系统发育树上更接近于氨氧化菌的

amoA 基因,以前一直被叫作奇异pmoA 基因[１０](现
在知道其实是全程硝化菌的amoA 基因).２０１２年

作者所指导的本科生毕业论文中,就包括利用基于

高简并引物的两步 PCR方法从河流样品中扩增出

的全程硝化菌amoA 基因序列来所画的系统发育

树.我们还通过设计全程硝化菌特异性引物,确认

了全程硝化菌在滩涂中随季节和土壤深度的分布变

化.我们实验室外国留学生２０１３年４月份的博士

学位论文“长江河口湿地产甲烷菌及甲烷氧化菌的

分子生态学研究”的第六章“长江河口滩涂中检测到

大量与Crenothrix相关的pmoA 基因”包括了此结

果[１１].为了确定全程硝化菌(当时认为是奇异甲

烷氧化菌Crenothrix)的广泛分布和多样性,我们

对多个不同类型环境样品利用基于高简并引物的

两步PCR方法进行分析,发现在很多环境样品中

其数量高于氨氧化细菌和甲烷氧化细菌;并发现这

类微 生 物 可 分 为 两 个 簇 (groups,即 Comammox
CladeA),其中一个簇是基于“通用”引物的常规

氨氧化/甲烷氧化细菌分析中未被检测到的.我们

在２０１４年国际微生物生态学(ISME)会议上以墙

报形式对此结果进行了交流[１２],相关结果去年正

式发表[１３].

３　全程硝化菌的富集培养

基于全程硝化菌多样性分析结果,２０１４年我们

申请了国家自然科学基金面上项目“奇异甲烷氧化

菌Crenothrix类微生物的生态功能和底物氧化途

径研究”(２０１５—２０１８),并获得资助.在项目申请书

摘要中提到的重点研究内容是“采用不同底物(甲
烷、氨、乙烷等)和电子受体(氧气、硝酸盐、硫酸盐和
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三价铁等)进行实验室培养”.根据PNAS文献,我
们检测并关注的基因对应的是奇异甲烷氧化菌

Crenothrix[１０],所以我们用滩涂等各种环境样品在

有氧或不同电子受体的厌氧条件下进行甲烷氧化培

养实验,试图找到可提高关键功能基因量明显增加

的条件.为了找到培养条件,我们不仅以甲烷为底

物,也使用氨和乙烷等为底物进行培养,并尝试用更

多环境样品进行培养.鉴于前期基于高简并引物两

步法的全程硝化菌分布特点分析时已认识到自来水

中其相对比例较高,所以我们对自来水也进行了富

集培养实验.为了简化实验过程,我们将过滤自来

水的滤膜片直接放入加不同浓度氨的自来水滤液中

进行培养.２０１４年８月,上述研究终获突破,定量

PCR检测结果表明加过滤自来水滤膜的培养体系

中我们所关注功能基因的量明显增加(图２).

图２　在不同底物(甲烷、乙烷、丙烷和氨)条件下过滤

自来水滤膜洗脱液或过滤滤膜(以“(滤膜)”表示)
为微生物源进行培养,“空白”是指不加任何底物

此实验是在２０１４年７—８月进行.图中照片为富集

培养用的加滤纸的培养瓶和在不同浓度氨条件下进行

富集培养实验的实验笔记.

上述实验虽然明确了我们一直关注的功能基因

所对应的是氨氧化相关微生物,但由于我们监测的

不是１６SrRNA基因,故这功能微生物是属于哪一

种类微生物仍不清楚.此外,探索最适富集培养条

件的过程也极为艰辛.在实验中我们发现某一特定

条件下全程硝化菌amoA 量明显增加,但在该条件

下继续培养时又出现其量的降低.我们对全程硝化

菌amoA 量明显不同的多个富集培养样品进行了群

落结构分析,发现其量较高的样品中硝酸化细菌

Nitrospira量也高,传统氨氧化菌量较少.由于此

富集物有较高的氨氧化活性,我们推测这富集物中

肯定存在以前未知的氨氧化菌,其氧化氨为亚硝酸

盐后提供给硝酸化细菌使得其占主导.为了解体系

中会不会存在一般通用引物不能覆盖的微生物,我

们提取RNA并利用基于元转录组的微生物群落结

构分析方法进行分析,结果没有找到新类型微生物.
为了找到此功能基因所对应的微生物,我们设计了

富集物中主要微生物类型的荧光探针,试图把各个

主要门的微生物用流式细胞仪进行分选,了解哪个

门细胞中能检测到关注功能基因来判断此基因所对

应微生物种类,但还是失败.根据我们富集培养实

验结果,我们以往一直关注此功能基因所对应的是

氨氧化,而不是甲烷氧化,因此以甲烷氧化菌角度去

设计和进行的很多微生物多样性和分布特点的实验

也需重新进行.
为推进此研究,作者于２０１５年８月访问氨氧化

领域权威———荷兰 Radboud大学的 MikeJetten实

验室.获知他们也在低浓度氨条件下已富集到与我

们关注的功能基因对应微生物,而且此微生物是属

于硝酸化菌Nitrospira.２０１５年１２月,他们课题组

和奥地利 MichaelWagner实验室在Nature同时发

表两篇文章,首次报道了全程硝化菌[１４,１５].
其实,２０１５年初我们曾进行过富集物的元基

因组测序.当时认为富集物中全程硝化菌比例仅

在５％左右,所以没进行基因组聚类(binning)的工

作,而仅从元基因组测序结果中筛选出amoA 基因

序列进行分析.后来重新拿出这个元基因组数据

进行聚类,了解到其实仅依之前测序结果就足以能

将全程硝化菌聚类出来,因为它已成为富集培养液

中最主要微生物,其测序覆盖度比其他菌高３—５
倍以上.若较早与元基因组分析有经验的实验室

合作,我们或许就能提前确定这个微生物就是含有

氨氧化功能的硝酸化细菌,即全程硝化菌.早在

２００６年,已有科学家通过热力学和动力学分析预

测了全程硝化菌的存在,并提出相比于传统氨氧化

菌,全程硝化菌可能生长速度慢、但生长得率高,
适合 于 生 物 被 膜 等 微 生 物 停 留 时 间 较 长 的 环

境[１６],此预测已通过最近的研究得到了验证[１７],
遗憾的是之前研究中我们未能及时检索到这篇预

测全程硝化菌的理论性文章.
虽然在全程硝化菌的富集过程中存在多次因

思维定型而未能抓住机会的惋惜,但其中也有很多

幸运的部分,例如,上海自来水中全程硝化菌比例

相对高,利用自来水样品进行培养实验时直接放进

过滤自来水滤膜作为微生物源(因全程硝化菌乐于

以生物膜形式生长),而且我们富集到的全程硝化

菌amoA 基因与已发表的富集到的全程硝化菌形

成不同 的 簇,其 生 理 生 态 功 能 也 可 能 存 在 一 些
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差异.
通过这几年的探索,我们现在已稳定得到了全

程硝化菌的富集培养物,完成了全程硝化菌的全基

因组分析[１８],在２０１６年的ISME会议上进行了交

流[１９].最近,已将全程硝化菌的滤膜上培养方法

改换成颗粒性载体上培养,这为各种生理生化实验

的稳定性和重复性提供了很好条件.我们将继续

尝试各种方法去分离培养此全程硝化菌,并从不同

生态环境中富集培养出其他类型的全程硝化菌.

４　全程硝化菌生态分布和生态功能的进一

步研究

　　２０１５年发表在 Nature的文章[１４]中,将原来称

为CrenothrixpmoA 的基因类型确定为全程硝化菌

CladeA的amoA 基因,并将原来称为可能alpha变

形菌纲甲烷氧化菌pmoA 的基因类型确定为全程硝

化菌CladeB的amoA 基因.由于我们在之前多样

性分布和定量PCR分析时只考虑Crenothrix 相关

pmoA(即全程硝化菌CladeA 的amoA)基因,所以

我们重新设计了特异性扩增全程硝化菌(包括Clade
A和 CladeB)amoA 的引物进行群落结构分析,又
设计了全程硝化菌CladeA 和CladeB特异性引物

进行这两类全程硝化菌的定量 PCR 分析.为了避

免以后因发现新类型全程硝化菌amoA 基因而需要

重新设计引物的问题,我们从公共数据库几百个元

基因组和元转录组数据集中筛选所有全程硝化菌、
氨氧化细菌以及氨氧化古生菌amoA 基因并进行分

析,确认所设计引物的覆盖度和特异性.因这些数

据没有引物覆盖度引起的偏向性,也可用于不同环

境中全程硝化菌分布程度的分析,结果发现全程硝

化菌虽然在海洋样品中分布很少,但在沿岸和河口

滩涂样品中含量较多[２０].滩涂作为陆地和海洋的

交界带,在全球碳氮循环过程中起重要作用.我们

前期对长江河口滩涂进行了全程硝化菌分布特点的

初步分析[１１,２１],在此基础上我们申请了国家自然科

学基金 “水圈微生物驱动地球元素循环的机制”重

大研究计划培育项目“全程硝化菌与其他硝化相关

微生物在滩涂生态系统作用机制和相互关系的研

究”(２０１８—２０２０),并获得资助.我们正在对污水处

理系统、入海口沉积物、自来水等各种生态环境中全

程硝化菌的生态作用以及与其他硝化相关微生物之

间关系进行研究.

Comammox,Completeammoniaoxidizer,直译

是完全氨氧化菌,亚硝酸盐到硝酸盐的氧化过程虽

属于硝化(nitrification)过程,但将其称为氨氧化过

程的一部分显然是不妥的,所以包括２０１５年首次报

道Comammox的两篇Nature文章在内的很多研究

论文中直接用completenitrification (或complete
nitrifier)来说明Comammox[１４,１５,１７];而且在环境工

程领域中文资料中用全程硝化来说明氨到硝酸盐的

氧化(completenitrification),所以 Comammox 或

completenitrifier译为全程硝化菌似更能准确反映

其生物学特点.

５　基因序列驱动的新功能微生物的发现

２０１５年 荷 兰 MikeJetten课 题 组 和 奥 地 利

MichaelWagner课题组的全程硝化菌的发现是首

先确认氨氧化菌,再通过元基因组分析过程中找

到同一个聚类(bin)中包括氨氧化功能相关基因

簇和硝酸化相关基因簇,因此他们的全程硝化菌

的发现是依赖于功能驱动的.而我们是利用基

于高简并两步 PCR方法分析氨氧化/甲烷氧化细

菌的amoA/pmoA 基因来研究这些微生物群落组

成的过程中,发现各种生态环境中含量较高的、
以前未 受 到 重 视 的 功 能 基 因 类 型,全 程 硝 化 菌

amoA 基因,分析其在各种生态环境中的分布特

点,并在此基础上进行富集培养.虽然不能准确

确定对应功能微生物的生长代谢特点,但培养过

程中所 要 富 集 的 目 标 是 明 确 的,而 且 根 据 定 量

PCR等可及时监测目标微生物含量变化,由此来

确定此培养是否富集目标微生物.目标微生物

富集到一定程度就可以进行元基因组分析,并通

过binning提取出目标微生物基因组序列,通过此

基因组序列的分析预测目标微生物的功能和代

谢特点,进行进一步的富集培养,并结合元转录

组等组学方法可研究目标微生物的生理生化特

点和生态功能(图３).此思路也可应用于基于改

进的元转录组方法分析微生物群落结构过程中

筛选得到的未被“通用”引物覆盖的、在门水平未

分类１６SrRNA所对应新种类微生物的富集和生

理、生态功能研究.基于序列驱动的发现新的微

生物的研究思路,可将用于各种功能微生物以及

微生物类型的研究.

２００５年作者以讲师身份入职复旦大学,先后主

持了国家自然科学基金委员会的青年科学基金１
项,面上项目３项,国际(地区)合作交流项目１项,
以及重大研究计划项目的培育项目１项,且这些项

目都与氨氧化或甲烷氧化相关,并成了主要科研经
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图３　基因序列驱动的发现新功能微生物的框架图

费来源.如果没有国家自然基金委员会的鼓励自由

探索、宽容失败的指导思想,我们很难长期关注于氨

氧化和甲烷氧化,尝试发现新的微生物.虽然发现

新的微生物之路是艰辛、也有很多挫折,但坚信只要

一直坚持,幸运也会随你而来.
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　４８４　　 中　国　科　学　基　金 ２０１８年

SeekingofCompletenitrifiers:FindingofNovelFunctional
MicroorganismsDrivenbyGeneSequence

QuanZhexue
(SchoolofLifeSciencesFudanUniversity,Shanghai２００４３８)

Abstract　Attheendof２０１５,theNaturejournalpublishedtwopaperstoreportCompleteammoniaoxidiＧ
zer(Comammox)forthefirsttime．OurlabstartedComammoxrelatedworkfrom２０１２,anddetermined
thediversedistributionofComammoxbasedontwoＧstepPCRwithhighlydegenerateprimer．However,

wethoughtthesemicrobesasunusualmethanotrophaccordingtopublishedpapers,untilweconfirmedthe
ammoniaoxidizingactivityofthesemicrobes．WedesignedComammoxspecificprimersanddeterminedthe
contentsanddiversitiesofComammoxinvariousenvironments．Thesuccesses,failuresandresearchroutes
duringtheprogressofidentificationandenrichmentofComammox,maybehelpfulforthefindingofnovel
microorganismsdrivenbygenesequence．

Keywords　Comammox;Enrichment;Sequencedriven


资料信息

我国学者在古人类研究领域取得重要进展

在国家自然科学基金项目(项目编号:４１１０２１１５,４１６６２０１２)等资助下,中国科学院广州地球化学研究所

朱照宇研究员团队与十余家单位合作,在我国黄土高原旧石器时代考古方面取得重要进展,发现距今２１０万

年前的古人类遗址.研究结果以“HomininOccupationoftheChineseLoessPlateauSinceAbout２．１MilＧ
lionYearsAgo,(古人类约在２１０万年前占据黄土高原)”为题,于２０１８年７月１１日在Nature(«自然»)上发

表,论 文 链 接:http://www．nature．com/articles/s４１５８６Ｇ０１８Ｇ０２９９Ｇ４.英 国 广 播 电 台 (BBC)、英 国 卫 报

(Guardian)、美国有线电视新闻(CNN)和纽约时报(TheNewYorkTimes)等分别给予了报道和评述.
朱照宇研究员团队围绕在陕西省蓝田县上陈地区发现的出露良好、层位连续的风成黄土—古土壤序列

剖面(L５~L２８)展开研究.对剖面开展了土壤地层标志层与黄土—古土壤地层剖面的测量及层序对比、沉
积物粒度组成分析、矿物学组合与地球化学组分测试、各类岩石磁学方法测试、系统的退磁和古地磁极性测

量,建立了多旋回黄土—古土壤的土壤地层序列和古地磁年代序列.该遗址剖面顶部的古土壤S５(距今

０４６Ma)至底部L２８的２０多个原生地层层位中陆续发现了就地埋藏的石器,依据古地磁年龄并参考前人

建立的黄土—古土壤序列轨道调谐年龄序列,最老石器层位(S２７~L２８)的年龄距今约２．１０~２．１２Ma.
传统观点认为非洲直立人在距今１．８~１．９Ma走出非洲向世界各地迁移,而本研究使上陈遗址成为目

前所知非洲以外最老的古人类遗迹点之一.这一年龄比目前公认的西亚格鲁吉亚德玛尼斯旧石器遗址年代

(距今１．８５Ma)还早２７万年.本项研究成果拓展了处于国际领先地位的中国黄土—古土壤序列研究在古人

类与古文化方面的新方向,并将促使人们重新审视早期古人类起源、迁移和扩散的格局.

供稿:地球科学部　刘　羽　刘进峰


