
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

1234 年 1 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

(231" 1234

文章编号!3222 62738#1234$21 62130 632 4")!321/:145*61!131/3112341409/7

收稿日期!123/732729555修回日期!123/73371/

资助项目!+十二五,国家科技支撑计划#1231J&418J2:$ %中央级公益性科研院所基本科研业务费专项基金#123/!J(-20$

通信作者!朱5健",789:0!NH=<;MMD@1@>

精养团头鲂池塘沉积物微生物群落的

结构特征及组成多样性分析

李5晓3

!5李5冰3!1

!5董玉峰/

!5朱5健3!1

"

#31南京农业大学无锡渔业学院"江苏 无锡5134203%

11中国水产科学研究院淡水渔业研究中心"农业部淡水渔业和种质资源利用重点实验室"江苏 无锡5134203%

/1上海海洋大学水产与生命学院"上海5123/27$

摘要! 为了研究精养团头鲂池塘冬季不投饵期间沉积物不同层次细菌群落结构的特征!实验

分层次采集池塘沉积物!采用 6-$74II,$变性梯度凝胶电泳技术%及基因测序技术!对池塘

沉积物垂向空间分布的微生物群落特征及多样性的组成进行分析# 结果显示'精养团头鲂池

塘的整个停饵期间沉积物微生物群落的丰富度$平均为 /0%和多样性指数$平均为 /130%均较

高!说明精养池塘沉积物中微生物数量多"种类丰富# 上层$2 =32 @8%和中层$32 =12 @8%沉

积物的微生物群落 *H9>>/> 指数 $ /119"/11: %略高于下层 $ 12 =/2 @8%的 *H9>>/> 指数

$/13:%!底层沉积物样品的指数最小$1197%!说明在底层沉积物中微生物群落结构趋于稳定!

菌群多样性变化较小# 精养团头鲂池塘的整个停饵期间沉积物样品中上层$2 =32 @8和 32 =

12 @8%微生物的群落结构相似性较高$02B以上%!而底下层$12 =/2 @8和 /2 =42 @8%与中

上层微生物的群落结构相似性较低$7/B以上%!说明通过微生物群落结构的相似性程度可以

大致看出样品的空间顺序# 微生物群落组成多样性的结果显示'精养团头鲂池塘沉积物在整

个停饵期间包含的菌群分属于 0 个门'变形菌门 $

&

7"

!

7"

)

7亚群 % $ //1//B %"绿弯菌门

$39128B%"拟杆菌门 $ 34119B%"蓝细菌门 $ 9181B%"螺旋体门 $ 9181B %"硝化螺旋菌门

$41:7B%"酸杆菌门$41:7B%"厚壁菌门$41:7B%&结果表明变形菌门为精养团头鲂池塘沉积

物在停饵期间的优势菌群!

)

7变形菌亚群$34119B%是变形菌门中的优势菌群# 本实验以期得

到不同种类微生物的分子信息从而为以后筛选有益菌群奠定基础!并为团头鲂精养池塘微生

态环境的人工调控提供依据!从而为适时监测养殖生态环境运营状况建立快速的分子生物学

分析方法#

关键词! 团头鲂& 沉积物& 4%&提取& 变性梯度凝胶电泳$6-$74II,%& 细菌多样性

中图分类号! C9/0& *978555555555 文献标志码'&

55随着市场需求的增加"团头鲂#;,.%$(*/%'%

%'*$5+,&4%$%$的养殖规模也在逐年扩大"但是由

于养殖环境的复杂性"团头鲂在产量和品质上仍

有不足之处"目前养殖效益只是注重从饵料的投

入)水质的改善等方面来提高"却忽视了池塘中底

泥的重要性( 池塘的自净能力在很大程度上取决

于池塘底泥生态"即底泥的化学组成及微生物

相
&3'

( 因此探究底泥生境中微生物多样性的组

成及数量变化"寻找对养殖环境具有指示作用的

微生物"通过实时监测这些微生物的变化"来比较

准确的反映养殖环境的变化"从而为以后筛选有

益菌群奠定基础"并为精养团头鲂池塘微生态环

境的人工调控提供依据(

传统的微生物培养方法只能揭示很小一部分
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微生物的特征"99B的微生物是不可培养的
&1'

"

而采用分子生物学的方法如 6-$74II,"则可以

突破传统研究方法的局限性"充分了解大多数微

生物菌群的种类及结构( 目前该技术已被广泛应

用于食品
&/'

)土壤
&4'

)水环境
&8'

及动物粪便
&7'

等

不同环境微生物群落多样性的研究"而利用此技

术分析团头鲂精养池塘某一养殖阶段沉积物细菌

群落的多样性的报道较少(

本实验主要针对精养团头鲂的冬季不投饵期

#1231 年 31 月7123/ 年 1 月$"以精养池塘不同层

次的沉积物样品为研究对象"研究了该精养池塘底

泥微生物群落结构的某些特征"通过间接研究微生

物群落结构的变化"然后根据菌群结构变化特征来

反映淡水养殖环境的变化"能为水产养殖提供一定

的理论指导%探讨了该养殖系统内微生物组成的多

样性及存在的某些微生物种属的特性"对于及时发

现导致鱼类疾病产生的有害菌群有着指示作用"另

外可以尝试发现池塘中的有益菌群"为以后开发微

生态制剂提供重要的理论基础(

35材料与方法

!"!#实验材料

底泥样品采集于宜兴大浦基地精养团头鲂池

塘( 本实验所用的沉积物样品为多管采样器采

集"样品基本无扰动"较好地保持了沉积物的原

状"在精养池塘的 4 个对角区域分别采集底泥"每

个区域底泥采集 42 @8"并分成 4 个层次!上层

#2 =32 @8$)中层 # 32 =12 @8$)下层 # 12 =

/2 @8$)底层#/2 =42 @8$"采集完后在无菌条件

下将 4 个对角区域同一层次的沉积物混匀"然后

分装到无菌的 82 8'的离心管中( 为了便于样

品的管理及识别"将样品进行编号"样品前面的数

字表示不同月份#31)3)1$"后面的字母表示不同

层次#&代表 2 =32 @8)J代表 32 =12 @8)-代

表 12 =/2 @8)4代表 /2 =42 @8$"则样品依次标

记为 317&)317J)317-)3174"37&)37J)37-)374"

17&)17J)17-)174"所有样品在 4%&提取之前置

于 602 A冰箱中保存( 本实验中的精养池塘是

以团头鲂为主体的养殖池塘"水深 318 8"分别放

养冬片鱼种 1 922尾"配养鲢种 /32 尾"草鱼 32

尾( 具体的放养比例及规格如表 3 所示(

!"$#实验方法

4%&提取方法55由于底泥中存在大量的

腐植酸"腐植酸的含量过高会影响 6-$效果"因

此在提取 4%&之前对样品进行预处理对整个实

验的成功至关重要"样品腐植酸的去除方法见文

献&:'( 按照闫建芳等
&0'

改进的蛋白酶 Q7氯仿 6

异戊醇法提取 4%&( 首先"取污泥 213 E"加入

4%&提取液#213 8/05'6J*缓冲液#L+0$"213

8/05',4T&#L+0$"213 8/05'TD:F#L+0$"318

8/05'%9-0"3B -T&J$822

#

'"混匀"再加 4

#

'

蛋白酶 Q#32 8E58'$置于 318 8'离心管中"/:

A静置 32 8:>"加入 72

#

'12B *4*"旋涡振荡

32 8:>"室温 32 222 D58:> 离心 32 8:>"收集上

清%沉淀中加入 822

#

'4%&提取液和 72

#

'

12B *4*"如前振荡并离心"收集上清"将两次的

上清液与等体积的氯仿5异戊醇混合"离心后取上

清液加入 217 倍体积的异丙醇"室温静置 8 8:>"

32 222 D58:> 离心 32 8:>%倒掉上清液"沉淀用预

冷的 :2B的乙醇洗涤"最后得到的沉淀物加入 82

#

'T,溶解" 612 A保存( 本实验采取将 4%&

提取物稀释 322 倍的纯化方法(

表 !#精养池塘鱼类放养比例及规格

9.:"!#9=1862>̂+5, 7/272/6+25.548+<1+5

+56158+01/1./+5, 7254

品种

O9D:2K;

规格5E

F:N2

放养量5尾

FK/@S:>E ?2>F:K;

团头鲂 ;,.%$(*/%'% %'*$5+,&4%$% 02 =92 1 922

异育银鲫 :%/%))#0)%0/%-0).#*,$#( 72 =:2 422

鲢 N5&(&4-4%$'#+4-45)'($#-/#? 372 =3:2 182

鳙 @/#)-#+4-457(*#$#) 312 =3/2 72

草鱼 :-,7(&4%/57.(3(7 #3,$$0) 72 =:2 32

5537*D4%&7./ 高可变区的 6-$扩增55本实

验采用带 I-夹细菌通用引物 /43(#8Z7--T&-I

II& II- &I- &I7/Z$ 和 8/4$# 8Z7&TT &--

I-II-TI-TII7/Z$

&9'

进行细菌基因组 4%&

的扩增"I-7@098L 序列为 -I---I --I -I-

I-I I-I II- III I-I IIII -&- III

IIIIII"扩增片段为细菌的 37*D4%&的 ./ 可

变区"6-$扩增采用 82

#

'体系"其中包括 32 B

'&6-$J=MM2D#GE

1 C

60=F$8

#

'"32 88/05'?%T6

4

#

'"32

#

8/05'上下游引物各 3

#

'"8 #5

#

''&

"%M 4%&聚合酶 218

#

'"82 >E5

#

'模板 4%&112

#

'"灭菌去离子水 /:18

#

'( 整个过程采用降落

6-$模式#K/=@H?/P>76-$$"程序如下!94 A预变

性 8 8:>"94 A变性 /2 F"78 A退火 /2 F":1 A延伸

931
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92 F"之后每个循环退火温度降低 218 A"循环 12

次"在这个退火温度下再进行 38 个循环":1 A最终

延伸 8 8:>( 扩增产物用 3B琼脂糖凝胶电泳检

测( 从琼脂糖凝胶中回收纯化 6-$产物"采用大

连宝生物工程公司的胶回收纯化试剂盒进行

#T9Q9$9&E9D/F2I204%&6=D:M:@9K:/> Q:K$"过程

参照试剂盒中的使用说明进行实验操作(

6-$扩增产物的变性梯度凝胶!4II,"55

将 6-$扩增产物通过 4II,进行分离"采用的凝

胶变性梯度为 /8B=88B"浓度为 0B的聚丙烯

酰胺凝胶#化学变性剂为 322B尿素 : 8/05'和

42B的丙烯酰胺$"在 3 BT&,缓冲液中 382 .72

A下电泳 8 H"电泳完毕后采用银染的方法进行染

色"最后用凝胶成像仪观察并记录结果(

4II,图谱中优势条带的克隆及测序55

6-$回收纯化产物与 LG4307TO2@K/D#T9Q9$9$

在 37A的连接过夜"转化大肠杆菌感受态细胞

4+8

*

"蓝白斑筛选挑选阳性克隆子"用 6-$检验

筛选出目的克隆( 以阳性克隆为模板进行 6-$"

再进行 4II,分析"与原来的条带在同一位置的

克隆才是真正的阳性克隆( 最后将所得的克隆片

段送至上海生工进行测序(

数据分析55用 C=9>K:K; ">2417 软件分析

样品电泳条带的数目和亮度"以此来评估微生物

群落的生物多样性"微生物群落多样性采用

*H9>>/> 指数#NP$表示"NP可以表示种群之间遗

传多样性的分布和差异( 其表达式为!

PQRS

&

9

,R3

4

,( )
7

D.

4

,( )
7

#3$

式中"7

#

代表某泳道中单个条带的平均密度">代

表该泳道下所有条带的密度和"用来评估各样品

的多样性(

对于选定的 4%&序列"对其进行克隆测序

后"得到的序列首先在 $46数据库中检测嵌合

体"去除嵌合体后的剩余序列通过 J'&*T程序

在网上数据库中搜索高同源序列"所得序列和原

序列利用 G,I&812 软件程序中 -0=FK9W 程序进

行多序列匹配排列"然后通过 %2:EH3/D!/:>:>E 方

法构建系统进化树(

15结果

$"!#细菌基因组 \MJ的提取及 GCH扩增

以各样品提取的总 4%&为模板进行 6-$扩

增"可以得到较为清晰的长度为 122 3L 左右的目

的条带#图 3$(

图 !#!(B/\MJa% 片段扩增结果

*+,"!#GCH.A7;+3+>.6+2523:.>61/+.;!(B/\MJa% 3/.,A1568

$"$#微生物群落结构分析

微生物群落的 4II,图谱分析554II,

分离图谱显示"底泥中优势菌群达到 /0 种以上

#图 1$( 比较 4II,各条带相对光密度发现"部

分条带光密度变化具有明显随沉积物深度变化的

特征( 有的条带在各个深度的沉积物样品中均出

现"如条带 8)7):)33)31)30)11)10)19)/1%有的条

带只在特定深度的沉积物样品中出现"如条带

3/)14 只存在于 12 =/2 @8深度的范围内"条带

12 只存在于 /2 =42 @8的深度层次中( 4II,

示意图显示"2 =32 @8层次的沉积物样品在不同

月份共得到 9: 个条带"32 =12 @8层次的沉积物

样品在不同月份共得到 321 个条带"12 =/2 @8

层次的沉积物样品在不同月份共得到 94 个条带"

/2 =42 @8层次的沉积物样品在不同月份共得到

:0 个条带( 而在不投饵期间的不同月份中"31 月

份不同深度的沉积物样品中共得到 3/4 个条带"3

月份不同深度的沉积物样品中共得到 312 个条

带"1 月份共得到 33/ 个条带"平均为 312 条

左右(

211
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图 $#不同深度及不同月份沉积物样品细菌 \ZZE分离图谱及分析示意图

317&=317J表示团头鲂精养池塘 1231 年 31 月7123/ 年 1 月沉积物样品"胶中部分数字代表测序条带

*+,"$#cA.,123\ZZE,1;8>256.+5+5, :.>61/+.;!(B/\MJ3/.,A15683/2A

814+A1568.A7;18+54+331/1564176=8.54A256=8

317&6317J@/DD2FL/>?2? K/ 42@2832D1231 K/ (23D=9D; 123/ F2?:82>KF98L02F@/002@K2? MD/8 ;,.%$(*/%'% %'*$5+,&4%$% :>K2>F:O2

D29D:>E L/>?1%=832DF:> KH2E20F89DS2? 2U@:F2? 9>? F2X=2>@2? 39>?F

55微生物群落的 NP分析55在团头鲂精养的

整个停饵期间不同深度的沉积物样品其微生物群

落的 NP平均为 /130( 在各个月份不同深度的沉

积物样品中"31)3)1 月份的 NP数值平均分别为

/119)/13:)/127( 总体趋势是 31 月份微生物群

落的多样性最高"1 月份的最低( 在各个深度不

同月份的沉积物样品中"&)J)-)4 4 个深度的

NP数值平均分别为 /119)/11:)/13:)1197#表 1$(

中上层沉积物的微生物群落 NP要高于下层沉积

物的微生物群落NP"底层沉积物的微生物群落 NP

最小(

微生物群落的聚类分析55根据 4II,图

谱进行 #6IG&分析#图 /$( 结果显示!在不同

的月份中"31 月份不同深度的沉积物样品单独聚

为一支"相似性在 08B以上%3 月份不同深度的沉

积物样品的相似性在 :2B以上%而 1 月份在 7/B

以上"相似性较差( 在不同的深度中"&)J深度

的菌群分枝在 / 个月份中都单独聚为一支"且相

似性分别在 08B)02B)92B以上( &)J深度与

-)4深度在 / 个相邻月份中的相似性分别在

08B):2B)7/B以上( 且 -)4深度的菌群在 3)1

月份均能分出独特的小枝"并与 &)J深度的菌群

距离相差较远(

表 $#不同深度及不同月份沉积物样品的 <=

9.:"$#9=1<=3/2A 814+A15688.A7;18+5

4+331/51564176=8.54A256=8

样品编号

>/1

NP

样品编号

>/1

NP

317& /1/9 317& /1/9

317J /143 37& /113

317- /1/2 17& /11:

3174 /127 829> /119

829> /119 317J /143

37& /113 37J /139

37J /139 17J /113

37- /133 829> /11:

374 /13: 317- /1/2

829> /13: 37- /133

17& /11: 17- /132

17J /113 829> /13:

17- /132 3174 /127

174 1178 374 /13:

G29> /127 174 1178

K/90829> /130 829> 1197

311
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图 %#不同深度及不同月份沉积物样品的

RGQZJ聚类分析图

*+,"%#RGQZJ>;?861/.5.;@8+823814+A1568.A7;18+5

4+331/1564176=8.54A256=8

$"%#\ZZE条带的 !(B/\MJ序列及系统发育

分析

沉积物样品中细菌 37*D4%&./ 区特征片

段经 4II,分离"切割特征性条带 :)0)32)33)

31)3/)34)38)37)3:)30)39)11)14)17)1:)10)19)

/1)/8)/0 进行序列测定"序列大小大致在 379 =

398 3L 范围之内( 将所得序列输入 I2>J9>S"以

J09FK进行相似性分析( 结果表明"13 条所测序列

的最相似序列基本来自 I2>J9>S 数据库中未培

养的微生物克隆#表 /$"所测序列与数据库中的

37*D4%&序列相似性均在 92B=322B之间( 本

研究选用数据库中与所测序列相似性最高的序列

表 %#部分割胶回收条带的测序结果及相近的参考序列

9.:"%#G./6+.;\MJ81W?15>183/2A \ZZE:.548.546=1+/>;281/1;.6+018+5Z15X.5̂

条带号

39>?

>/1

序列长度

F2X=2>@2

02>EKH

I2>J9>S最相似序列

@0/F2FKD209K:O2F:> I2>J9>S

相似性5B

L2D@2>K9E2

F:8:09D:K;

I2>J9>S 编号

I2>J9>S

9@@2FF:/> >/1

发育地位

LH;0/E2>2K:@9MM:0:9K:/>

: 394

=>@=0K=D2? *,-% &/(-,(*%+-,/#0'@0/>2Y*'42:1 322 Q-147/1/13

=>@=0K=D2? &0@90:E2>9@29239@K2D:=8@0/>2'W3874742 322 ,#7421:/13

&

7变形菌门

#

&

76D/K2/39@K2D:9$

0 309

=>@=0K=D2? G%+-,/(#3,-,)39@K2D:=8@0/>2!27:1 322 Q-72/27813

=>@=0K=D2? +90:F@/82>/39@K2DFL1@0/>2J/G2G2/7 322 !%07712113

厚壁菌门

#J9@K2D/:?2K2F$

32 398

=>@=0K=D2? 3,$-% &/(-,(*%+-,/#0'@0/>267$97 99 !%/00:013

=>@=0K=D2? I2/39@K2DFL1@0/>2#/&14 99 4C12389313

)

7变形菌门

#

)

76D/K2/39@K2D:9$

33 379 =>@=0K=D2? %:KD/FL:D9FL1@0/>231:2 322 IC30/12713 硝化螺旋菌门#%:KD/FL:D92$

31 3:2 =>@=0K=D2? -H0/D/M02U:39@K2D:=8@0/>2!-9223-GJ31G4G-21: 9/ &J7449/313 绿弯菌门#-H0/D/M02U:$

3/ 398 =>@=0K=D2? 9&#/(+4%,-,)39@K2D:=8@0/>2&=E7-4113 98 !C:9813/13 螺旋体门#*L:D/@H92K2F$

34 394

=>@=0K=D2? .%''% &/(-,(*%+-,/#0'@0/>2'9S2-2>KD2/2 99 !C:1707013

=>@=0K=D2? *:>/39@K2D9@29239@K2D:=8@0/>24I8 99 +C22/84113

!

7变形菌门

#

!

76D/K2/39@K2D:9$

38 379

=>@=0K=D2? F(),#1$,?0)FL1@0/>2YVV'+/9 97 ,#:2/40213

=>@=0K=D2? -H0/D/M02U:39@K2D:=8@0/>24*+4-372: 97 Q(84/11413

绿弯菌门

#-H0/D/M02U:$

37 379 =>@=0K=D2? 39@K2D:=8@0/>2*:4G29/ 322 Q-0:449/13

!

7变形菌门

#

!

76D/K2/39@K2D:9$

3: 3:3

=>@=0K=D2? +5%7(*%+-,/#0'@0/>2&4Q7WRH21738 99 ,(81281313

=>@=0K=D2? *;>2@H/@/@@=FFL1@0/>2'*349G*JGG9;G88G77-: 99 4C8390:013

蓝细菌门

#-;9>/39@K2D:9$

30 303 =>@=0K=D2? I#/'#+0-,)39@K2D:=8@0/>2&=E7QJ433 99 !C:981:313 厚壁菌门#J9@K2D/:?2K2F$

39 3:3

=>@=0K=D2? -HD//@/@@:?:/LF:FFL1@0/>2CJ:0 98 (!:927//13

=>@=0K=D2? @;9>/39@K2D:=8@0/>2390,8GF=882D2/ 98 ,(71:93013

蓝细菌门

#-;9>/39@K2D:9$

11 398

=>@=0K=D2? 3,$-% &/(-,(*%+-,/#0'@0/>2'G-323 322 !%07017313

=>@=0K=D2? *;>KD/LH9@29239@K2D:=8@0/>2-4 9: +C22/87113

)

7变形菌门

#

)

76D/K2/39@K2D:9$

14 3:2 =>@=0K=D2? 42H90/@/@@/:?2FFL1@0/>2"T#31/ 98 !C13:/3813 绿弯菌门#-H0/D/M02U:$

17 309 =>@=0K=D2? J9@K2D/:?2K2F39@K2D:=8@0/>2"=@H;&740 99 (%7:911:13 厚壁菌门#J9@K2D/:?2K2F$

1: 398 =>@=0K=D2? *L:D/@H92K2F39@K2D:=8@0/>2$'T4G4/ 98 I#1/724/13 螺旋体门#*L:D/@H92K2F$

10 309 =>@=0K=D2? J9@K2D/:?2K2F39@K2D:=8@0/>2QWQ1/(144 9: !%78709013 厚壁菌门#J9@K2D/:?2K2F$

19 398

42F=0M/3=039@29239@K2D:=8 2>D:@H82>K@=0K=D2@0/>2G*G

&-,G%:

98 +C422::/13

)

7变形菌门

#

)

76D/K2/39@K2D:9$

/1 300 =>@=0K=D2? &@:?/39@K2D:939@K2D:=8@0/>237I 9/ !%3:009813 酸杆菌门#&@:?/39@K2D:9$

/8 3:2 =>@=0K=D2? -H0/D/M02U:39@K2D:=8@0/>2$&T14G1/ 97 I#1/729013 绿弯菌门#-H0/D/M02U:$

/0 394

=>@=0K=D2? 42@H0/D/8/>9FFL1@0/>2J,$G931 99 !C0387/313

=>@=0K=D2? $H/?/@;@09@29239@K2D:=8@0/>23M1704 99 I#18:0/013

&

7变形菌门

#

&

76D/K2/39@K2D:9$
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构建 #6IG&系统进化树#图 4$( 系统进化树显

示" 13 个 克 隆 分 属 0 个 门! 变 形 菌 门

# 6D/K2/39@K2D:9$ #

&

7)

!

7)

)

7亚 群 $) 拟 杆 菌 门

#J9@K2D/:?2K2F$)酸杆菌门 #&@:?/39@K2D:9$)绿弯

菌门#-H0/D/M02U:$)厚壁菌门 #(:D8:@=K2F$)螺旋

体门#*L:D/@H92K2F$)硝化螺旋菌门#%:KD/FL:D92$)

蓝细菌门#-;9>/39@K2D:9$( 各个门的细菌所占的

比例如图 8 所示( 研究结果显示"变形菌门所占

的比例最高"为 //1//B(

精养团头鲂池塘沉积物优势菌的系统发育

结果表明"与栖息于沉积物中的细菌系统发育

关系接近的物种主要有 N%$#)+(',7(*%+-,/FL1)

地杆 菌 属 # R,(*%+-,/FL1$ ) 硝 化 螺 旋 菌 属

#>#-/()&#/% FL1$ )玫瑰弯菌属#F(),#1$,?0)FL1$ )

拟色球藻属 #:4/((+(++#3#(&)#)FL1$ )聚球藻属

# 957,+4(+(++0) FL1$ ) <,4%$(+(++(#3,) FL1)

<,+4$(/('(7%)FL1( 并且发现沉积物中存在伯

克 氏 菌 目 # J=DSH/0?2D:902F$ ) 鞘 脂 杆 菌 目

# *LH:>E/39@K2D:902F$ ) 除 硫 单 胞 菌 目

# 42F=0M=D/8/>9?902F$ ) 黄 色 单 胞 菌 目

# Y9>KH/8/>9?902F$ ) 互 营 杆 菌 目

# *;>KD/LH/39@K2D902F$ ) 脱 硫 杆 菌 目

#42F=0M/39@K2D902F$的细菌种类( 这些细菌菌属

和相关序列均分离或者克隆来自沉积物)活性

污泥等的有机化合物降解环境等生境中(

图 &#回收条带序列的系统进化树

*+,"&#G=@;2,1516+>6/11>2586/?>614:@ 6=181W?15>18236=11F>+814\ZZE:.548

/11
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图 '#各分支细菌在总细菌中所占比例

*+,"'#9=17/272/6+25231.>=7=@;26@718+5

626.;:.>61/+.

5513 种细菌菌属在所分析的 / 个相邻月份 4 个

层次中不尽相同"结果如图 7 所示( 螺旋体门细菌

仅存在于 3 月份 -层次的沉积物中%

!

7变形菌门和

绿弯菌门除了在不投饵期间 1 月份 4层次的沉积

物中没有分布"在其它月份的层次中均有分布%蓝

细菌门在不投饵期间不同月份的 &和 J的层次中

分布较多"而在 -和 4层次并未发现蓝细菌门细

菌的存在%硝化螺旋菌门的细菌只在 31 月份的 4

层次没有分布"而在后 1 个月的 4层次中存在%

&

7

变形菌门)

)

7变形菌门)拟杆菌门)酸杆菌门)厚壁

菌门的细菌精养在团头鲂池塘不投饵期间 / 个相

邻月份不同层次的沉积物样品中均存在(

图 (#!(B/HMJ基因序列在不同分类阶元中分布特征变化

*+,"(#a./+.6+25237/272/6+25823!(B/HMJ,15181W?15>18I+6=+54+331/1567=@;. 2/8?:7=@;.

/5讨论

%"!#精养团头鲂池塘沉积物中微生物群落的基

本结构特征分析

在 37*D4%&测序的过程中"高质量的 4%&

模板的提取和 6-$扩增等步骤都影响着最后的系

统发育结果
&32'

( 本实验发现采用改进的蛋白酶Q7

氯仿 6异戊醇法提取"然后将粗提的 4%&模板稀

释 322 倍用于 6-$扩增"可以得到高质量的目的

产物"不仅节省了试剂盒的费用"而且不会导致较

大的实验误差( 另外本研究发现在研究沉积物微

生物多样性时"发现各个层次中微生物的种类存在

一定的差异性"因此为了更加准确的描述精养池塘

沉积物中微生物的实际状况"有必要对样品进行分

层研究"然后对各层数据进行综合分析"从而对沉

积物各个层次的微生物区系进行更加全面的了解(

4II,带谱中的每一个条带代表一个可能的

细菌类群或可操作分类单元#"#T$

&33'

( 本研究

发现在团头鲂精养池塘底泥中微生物丰富度非常

高( 通过 4II,图谱中的条带数目变化可知"团

头鲂精养池塘沉积物不同层次的细菌丰度在整个

不投饵期间表现出明显的空间差异性( 而在整个

停饵时期中的相邻月份中有一定程度的变化"但

是变化不明显( 由此可知"在养殖池塘不同层次

沉积物环境中细菌丰度在空间上的变化比在时间

上的变化明显( 在相邻的月份中微生物数量变化

411
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不明显"微生物群落结构差异不大"可能是由于底

泥作为沉积物"包含的无机物和有机物含量丰富"

群落结构复杂"影响因素众多"并非只受到某种单

因子或某些因子的影响"底泥中微生物的变化不

如水样受到外界环境因素影响的变化大"相邻月

份之间并没有严格的分界线"连续性好"因此优势

种群演替的速度慢(

4II,图谱中条带的丰富度简要表达了沉积

物微生物群落的多样性"但它不能反映群落相对

多度的信息"而 *H9>>/> 指数是研究群落物种数

及其个体数和分布均匀程度的综合指标
&31'

"不仅

跟条带数有关"而且与条带的强弱及分布也有一

定关系( 赵兴青等
&3/'

基于不同引物对湖泊沉积

物中细菌群落结构的多样性进行比较研究"发现

沉积物样品中细菌群落结构显示了明显的空间分

布多样性差异"随着沉积深度的增加"细菌群落多

样性指数呈现降低的趋势( 据报道"沉积物中微

生物总数和活性细菌数目通常在表层最高"并在

垂向分布上随深度的增加而逐渐降低
&34 638'

( 在

精养团头鲂池塘停饵时期不同层次沉积物样品

中"随着沉积物深度的增加"微生物的多样性呈现

逐渐降低的趋势( 微生物类群主要分布在沉积物

的中上层"可能是由于鱼类排泄物及残体的存在"

使得中上层的有机和无机物比较丰富"满足微生

物所需的营养"因此微生物的种类和数量比较丰

富( 而最底层沉积物的样品中微生物多样性最

低"说明在此层次中微生物群落结构趋于稳定"受

外界环境变化的影响较小( 在精养团头鲂池塘停

饵期间 / 个相邻月份的沉积物样品中"微生物的

多样性呈现降低的趋势"说明在停饵的初期"鱼类

的各种代谢活动比较频繁"导致微生物多样性较

高%而随着停饵时间的延长"鱼类代谢活动开始减

弱"导致多样性降低( 由此可以说明鱼类的代谢

活动可以影响沉积物中微生物的群落结构(

精养团头鲂池塘停饵期间沉积物样品的微生

物群落结构随着停饵时间的延长"其相应的相似

性程度逐渐降低( 不同月份的中上层沉积物样品

微生物群落结构的相似性较高"下层和底层沉积

物样品其菌群结构的相似性较差( 利用 #6IG&

聚类图"各样品的相似性程度可以大概看出样品

的空间顺序(

因此"本研究认为可以将底泥微生物群落结

构的变化特征作为一个指标"根据指标的变化来

反映包括团头鲂在内的淡水养殖环境的变化( 通

过分析微生物群落结构特征在空间上的分布差

异"可以看作微生物群落是对环境污染或对压力

的反应
&37'

(

%"$#精养团头鲂池塘沉积物中微生物多样性组

成的特征分析

本研究发现在精养团头鲂的不投饵期间并未

发现有害菌群的存在"只是发现了少量蓝细菌的存

在"可能由于精养池塘的水源内蓝藻开始生长"从

而导致进入养殖池塘水体中蓝细菌增多"因此通过

监测沉积物中蓝细菌种属的存在"可以实时的对养

殖水体水质状况做出监测( 另外在精养团头鲂的

不投饵期间发现了一些有益菌群的存在"如对含氮

污染物有去除作用的玫瑰弯菌属 #F(),#1$,?0)

FL1$"它能在低氧的情况下进行异氧硝酸还原作

用( 硝化螺旋菌属#>#-/()&#/% FL1$的存在表明该

池塘沉积物中存在较强的硝化作用的微环境"这对

于以鱼类为主的养殖系统来说非常重要"因为硝化

菌对水生植物非常重要"在水体中"如果缺少硝化

菌"氨氮)硝酸盐)亚硝酸盐循环体系被中断"将导

致水生环境破坏和鱼类的死亡( R9>E 等
&3:'

用

4II,技术分析了大规模的印染废水二级生物处

理系统中的细菌的动态性"发现尽管微生物群落和

支流组成成分多变"一些细菌种类比如黄色单胞菌

属在所有采集的样品中同时存在"并且发现在二级

生物处理系统中这些菌属对一些难降解的污染物

的降解起着重要的作用( 因此认为在沉积物中黄

色单胞菌属#O%7-4('(7%3%+,%,$的细菌可以在分

解沉积物环境中在对危害鱼类生存的有机物质中

发挥作用( 另外沉积物中的某些细菌菌属"例如"

R,(*%+-,/FL1)<,4%$(+(++(#3,)FL1)<,+4$(/('(7%)

FL1等在沉积物环境中未见有相似的报道"表明该

沉积物中含有特有的细菌区系( 通过对精养池塘

沉积物中微生物群落组成的多样性进行研究"这为

下一阶段团头鲂养殖提供了一定的理论指导(

研究发现"精养团头鲂池塘沉积物样品在冬

季不投饵期间的优势菌群为变形菌门"而且
)

7变

形菌亚门是变形菌门中明显的优势菌群(

)

7

&/(-,(*%+-,/#% 是一类具有多种功能的细菌"海洋

沉积物中有机物质的降解有 82B是通过 *$J完

成的
&30'

"并推测具有降解芳香化合物)氯化有机

物或者聚磷等抗污染能力( 目前在各种环境的微

生物多样性调查中都发现变形杆菌是主要的类
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群
&39 612'

""并且沉积物样品中该细菌类群十分丰

富( +9> 等
&13'

用 37*D4%&克隆文库的方法分析

了混养草鱼)异育银鲫和团头鲂 / 种鱼的池塘底

泥微生物"发现养殖底泥中的微生物主要是变形

菌门)厚壁菌门和分类地位未定 # =>@09FF:M:2?

39@K2D:9$的种类( 程莹寅等
&3'

研究草鱼池塘底泥

微生物群落多样性时"发现池塘底泥的优势菌群

为变形菌门"而变形菌门中的
!

7变形菌亚群是明

显的优势类群(

研究还发现"精养团头鲂池塘沉积物中某些

菌群随着月份及深度的不同呈现出一定的分布变

化特征"而且某些菌群存在此消彼长的现象"即有

些菌群在一定月份的深度的沉积物中出现"而在

之后的月份一定深度的沉积物中消失"这种变化

现象可以认为是细菌适应特殊环境的表现(

鉴于沉积物中具有十分丰富的微生物资源"

其中优势菌群多为传统培养方法难以分离得到的

非培养细菌菌属"如果改变培养条件"分离其中的

有益功能菌群"为精养团头鲂池塘微生态环境的

人工调控提供依据( 本实验只是采用了最基本的

分子生物学方法鉴定到了几种微生物的门属"了

解到了精养团头鲂池塘底泥微生物菌群的大体组

成"以后的研究工作需要构建底泥细菌 37*D4%&

克隆文库"然后对文库中的微生物群落进行了分

析"以便得到更为详尽的精养团头鲂池塘底泥微

生物菌谱"从而为团头鲂的健康养殖提供更为有

效的理论指导(
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