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摘要: 为研究湖泊沉积物不同深度处的细菌群落结构组成和多样性,选取太湖梅梁湾作为采样点,
应用末端限制性片段长度多态性(T鄄RFLP)技术比较湖泊不同深度沉积物样品中细菌群落的结构

组成及其多样性。 结果表明:太湖沉积物中细菌具有丰富的多样性,细菌种类和相对丰度与当前已

有的可培养细菌研究结果一致。 细菌群落结构随着沉积物深度的增加呈现一定的变化规律,相邻

近的沉积物分层中细菌群落结构的相似度较高;随着沉积物深度的增加,沉积物中优势菌属发生了

一定的变化;表层沉积物与底层沉积物的细菌群落结构相差较大。 鉴于氧含量随着沉积物深度的

增加而逐渐减少,可以推断氧含量的变化是造成湖泊沉积物中细菌群落结构与多样性差异的主要

原因。 另外,表层沉积物中的生物扰动也是可能的原因。
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Vertical distribution of bacterial community composition in
sediments of Meiliang Bay in Taihu Lake
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Abstract: To investigate the vertical distribution and diversity of bacterial community composition in the sediments
of Taihu Lake, sediment samples were collected from Meiliang Bay in Taihu Lake. Terminal restriction fragment
length polymorphism (T鄄RFLP) technology was used to analyze the bacterial community composition and diversity
in sediment samples of different depths. High bacterial diversities were observed in the sediments of Taihu Lake,
and the bacterial species and relative abundance were found to be consistent with those in previous reports based on
the culture鄄dependent method. Additionally, different T鄄RFLP patterns were observed for samples collected at
different depths. Bacterial community compositions derived from those nearby samples showed greater similarities.
The dominant bacterial groups varied at different depths. Moreover, the bacterial community compositions of the top
and the bottom sediments showed great differences. Dissolved oxygen decreased with the increase of the depth of
sediments, which shows that the variation of dissolved oxygen was the main cause of the differences in bacterial
community compositions and diversity. Bioturbation induced by the submerged macrophytes and zoobenthos may be
another cause.

Key words: lake sediment; sediment depth; bacterial community structure; T鄄RFLP technology; Meiliang Bay in
Taihu Lake

浅水湖泊水域较广阔,水深较浅,风浪扰动大,湖泊沉积物与水体物质交换频繁[1]。 以往的研究表明,
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浅水湖泊沉积物是湖泊营养物质来源的一个主要方面[2鄄4]。 微生物作为沉积物中物质循环和转化的核心参

与者,可以通过同化、异化等作用来影响沉积物中的营养盐及金属元素的分布和转化[5],对湖泊中的物质循

环和水体自净具有不可替代的作用[5鄄6]。 2002 年,Haglund 等[7]研究发现湖泊沉积物中细菌的代谢能力远高

于水体中浮游细菌的代谢能力。 因此,研究湖泊沉积物中的微生物群落结构组成对于阐明营养元素在湖泊

生态系统中的循环过程具有重要意义。
太湖是我国东部一个大型的浅水湖泊,梅梁湾是其各湖区中水污染较严重的区域。 目前,大部分研究着

重于沉积物中氮[8]、磷[9]、硫[10]等元素及其化合物的形态变化分析或微生物与环境因子的相互关系[5,11鄄12],
极少关注沉积物中微生物的多样性。 少数研究如周丽华等[13]、戴欣等[14] 利用基于培养的方法研究太湖沉

积物中可培养细菌的多样性[15]。 然而,在环境样品中能用现有技术培养的微生物仅占微生物总数的

0郾 01% ~10郾 0% [16],难以客观揭示环境样品中的微生物多样性。 1997 年,Liu 等[17] 首先应用末端限制性片

段长度多态性(T鄄RFLP)技术研究微生物的多样性。 与其他指纹图谱技术相比,T鄄RFLP 技术具有更高的灵

敏度和重复性[18]。 目前,关于采用 T鄄RFLP 技术分析土壤[19] 或活性污泥[20] 中微生物多样性的研究均有报

道,但对湖泊不同深度沉积物中微生物多样性的研究在国内还很少。
笔者以太湖梅梁湾湖区沉积物为研究对象,应用 T鄄RFLP 技术研究不同深度沉积物中细菌的多样性,旨

在更好地认识不同深度沉积物中细菌的群落结构组成,为进一步研究细菌在太湖营养物质循环中的作用奠

定基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 样品采集与准备

采样时间为 2011 年 8 月,采样点位于太湖梅梁湾(图 1)。 梅梁湾是太湖北部的一个湖湾,位于无锡市

中心西南 10 km 处,湖湾南北长 12 ~ 17 km、宽 7 ~ 10 km、面积 129郾 3 km2。 目前,太湖梅梁湾水域营养化程度

长期处于超富营养化水平。

图 1摇 太湖采样点位置示意图

Fig. 1摇 Sketch map sampling locations in
Taihu Lake

采样 点 S 位 于 太 湖 梅 梁 湾 湖 区 中 心 ( 31毅 28忆 16义 N,
120毅10忆20义E)。 使用柱状采泥器(德国 HYDRO鄄BIOS),采集长

30 cm、直径 11 cm 的沉积物样品。 分离时用活塞自下而上将泥

柱推出,并将泥样每 1 cm 分 1 层,共 13 个样本,泥样编号分别

记为:0鄄1(表示该样品为 0 ~ 1 cm 深度的沉积物,以下类似),
1鄄2,…,12鄄13。 同时采集 2 个平行沉积物柱状样,将同一深度层

的平行样品混合。 混合后的样品置于冰上冷藏,运回实验室。
同时,用采水器采集水面下 0郾 5 m 处的水样 2 L,置于冰上冷藏,
运回实验室用于理化指标分析。
1郾 2摇 水体理化指标分析

水体 pH 应用便携式 pH 计(PHB鄄4,上海雷磁)在采样现场

测定,水样经 0郾 22 滋m 滤膜过滤后,用流动注射仪(San++, SKALAR, Netherlands)测定水样总氮(TN)、总磷

(TP)、氨氮(NH+
4)、硝氮(NO-

3)和亚硝态氮(NO-
2)。

1郾 3摇 样品总 DNA 的提取与 PCR 扩增

取 0郾 3 g 真空冷冻干燥(ALPHA1鄄2,德国 CHRIST)后的沉积物样品,采用 Zeng 等[21] 应用于沉积物的

DNA 提取方法进行 DNA 提取。 PCR 扩增反应采用细菌通用引物对 27f(5忆鄄AGAGTTTGATCCTGGCTCAG鄄3忆)
和 926r (5忆鄄CCGTCAATTCCTTTGAGT TT鄄3忆),前者 5忆端采用 Cy5鄄N鄄羟基琥珀酰亚胺酯荧光标记。 PCR 反应

体系和循环条件参照 Zeng 等[21]的方法进行。 PCR 扩增产物采用 2%琼脂糖凝胶电泳检测。
1郾 4摇 T鄄RFLP 分析

用绿豆酶 30毅C 消化 PCR 产物 30 min。 用 PCR 产物纯化试剂盒(爱思进生物技术(杭州)有限公司)纯
化消化后的产物。 然后,用限制性核酸内切酶 Hha玉( Takara, Otsu, Japan) 37毅 C 消化 3 h,之后使用

CEQ8000(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA)核酸片段分析仪对酶切产物进行 T鄄RFLP 分析。 分析中只

考虑长度介于 60 ~ 600 bp(bp 表示该片段所具有的碱基数,下同)的末端限制性片段,即 T鄄RF,以及相对丰
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度超过 1%的片段。 分别计算细菌群落的 Shannon鄄Weaver 指数(H忆)、Simpson 指数(D)和 Pielou 指数(J),用
它们反映沉积物中细菌的多样性。 计算公式如下:

H忆 = - 移
n

i = 1
P i lnP i 摇 摇 D = 移

n

i = 1
P2

i 摇 摇 J = H忆
lnS

式中:P i———峰面积占总面积的比例;S———T鄄RF 数。
利用聚类分析软件 PRIMER5(Primer鄄E,Warwick,UK)分析不同样品间细菌群落结构的相似性。

2摇 结果与讨论

2郾 1摇 梅梁湾水环境参数

梅梁湾采样点 S 处水体的基本理化参数如下:pH = 7郾 25,籽(TN)= (0郾 65依0郾 07)mg / L,籽(TP)= (0郾 04依
0郾 005)mg / L,籽(NH+

4 )= (0郾 17依0郾 02)mg / L,籽(NO-
3 )= (0郾 18依0郾 026)mg / L,籽(NO-

2 )= (0郾 01依0郾 001)mg / L。
可以看出,梅梁湾湖区水体中的 TN 质量浓度在 0郾 65 mg / L 左右、TP 质量浓度在 0郾 04 mg / L 左右,达到了富

营养化的水平。

图 2摇 梅梁湾不同深度沉积物中细菌多样性指数

Fig. 2摇 Bacterial diversity indices of sediments at
different depths of Meiliang Bay in Taihu Lake

2郾 2摇 基于 T鄄RFLP 的细菌群落结构分析

2郾 2郾 1摇 细菌多样性分析

根据 T鄄RFLP 图谱中 T鄄RF 数、种类和丰度,分别计算各样

品细菌的多样性指数(图 2)。 结果显示:13 个样品的 Shannon鄄
Weaver 指数、Simpson 指数均有显著的差异,各层底泥之间有较

明显的波动,Pielou 指数则没有显著的差异,基本稳定在 0郾 72 ~
0郾 87 之间。 其中编号为 12鄄13 样品的细菌多样性指数与其他样

品差异较显著,其 Shannon鄄Weaver 指数为所有样品中最低的,
这表明 12 ~ 13 cm 深度样品的细菌多样性不明显,沉积物各层

样品的 Shannon鄄Weaver 指数、Simpson 指数均在一定范围内波

动,但也显示了其细菌多样性存在一定差异。
2郾 2郾 2摇 细菌群落结构分析

长度为 62 bp,85 bp,86 bp,87 bp,88 bp,89 bp,90 bp,91 bp,
93 bp,95 bp,96 bp,97 bp,135 bp,138 bp,142 bp,159 bp,166 bp,246 bp,288 bp,463bp 的 T鄄RF 在多个样品中有

较高的相对丰度。 例如:长度为 62 bp 的 T鄄RF 在 7 个样品中的相对丰度都超过了 5% ;长度为 87 bp 的 T鄄RF
在 8 个样品中的相对丰度都超过了 5% ;长度为 86 bp,95 bp,96 bp 的 T鄄RF 在 5 个样品中的相对丰度都超过

了 5% 。 长度为 61 bp 的 T鄄RF 主要集中在柱状沉积物上半部分的样品中,而长度为 131 bp 的 T鄄RF 主要出现

在柱状沉积物下半部分的某些样品中。
聚类分析表明:一些相临近深度的样品相似度较高(图 3),样品 2鄄3 和 3鄄4、样品 8鄄9 和 9鄄10、样品 4鄄5 和

6鄄7、样品 10鄄11 和 5鄄6 均具有较高的相似性,可分别聚为一支。 样品 0鄄1 与其他样品差异性最大,相似度只

有 30%左右,可推知表层沉积物中细菌群落结构组成与其他样品存在明显差异。

图 3摇 沉积物不同样品的 T鄄RFLP 结果聚类分析

Fig. 3摇 Cluster analysis of T鄄RFLP pattern derived from
different sediment depths

2郾 3摇 T鄄RF 定性推断

通过 与 数 据 库 ( 如 Phylogenetic Assignment Tool
(PAT)(http: / / secure. limnology. wisc. edu / trflp / ))比对,
可以鉴定特定长度的T鄄RF片段所对应细菌的分类地位。
笔者通过 PAT 数据库比对,发现本研究中得到的 T鄄RF 所

代表的细菌属于拟杆菌门 ( Bacteroidetes)、厚壁菌门

(Firmicutes)、琢鄄变形菌纲(Alphaproteobacteria)、酌鄄变形菌

纲(Gammaproteobacteria)等。 在 T鄄RFLP 分析结果中具有

较高相对丰度的 T鄄RF,如,62 bp 及 86 bp 均属于 琢鄄变形菌

纲,表明在太湖沉积物中 琢鄄变形菌纲为优势菌,这与戴欣

等[14]关于湖泊沉积物中可培养细菌的研究结果一致。
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在不同深度的湖泊沉积物中,存在着不同的优势菌。 在沉积物表层,长度为 63 bp,93 bp 和 209 bp 的

T鄄RF具有较高丰度。 PAT 数据库对比结果显示,与 63 bp T鄄RF 最相近序列为玫瑰色盐水球菌(Salinicoccus
roseus),厚壁菌门,好氧,具有嗜盐特性[22];与 209 bp T鄄RF 最相近序列为草酸无色菌 ( Achromatium
oxaliferum),无色硫杆菌属,酌鄄变形菌纲,是淡水湖泊沉积物中最常见的菌种之一,在湖泊硫循环中发挥着重

要作用,为严格好氧菌[23]。 而在深层沉积物中,长度为 88 bp 和 96 bp 的 T鄄RF 则具有较高丰度。 PAT 数据库

对比结果显示,与 88 bp T鄄RF 最相近序列为生脂固氮螺菌(Azospirillum lipoferum),琢鄄变形菌纲,固氮螺菌属,
其在严格控氧条件下有很好的固氮作用[24];与 96bp T鄄RF 最相近序列为 Bacillus arsenicoselenatis,芽孢杆菌

属,能够氧化 As3+,在砷的生物地球化学循环中起到重要作用[25]。

3摇 结摇 摇 论

a. 太湖梅梁湾沉积物中细菌具有丰富的多样性,且细菌种类和相对丰度与之前已有的可培养细菌研究

结果一致。
b. 细菌群落结构随着沉积物深度的变化呈现一定的变化规律。 相邻近的沉积物分层细菌的群落结构

相似度较高;随着深度的增加,沉积物中优势菌属发生了一定的变化;表层沉积物与底层沉积物的细菌群落

结构相差较大。
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