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摘要! 采用限制性片段长度多态性"Q9WRQH:RH5J Q̂G\F9JR69J\R] S56KF5QS]HWF!*.-A#方法!研究

了巢湖西半湖北岸湖滨带蓝藻堆积处不同深度层次的细菌多样性$ 利用直接法提取了蓝藻堆

积处 ! 个不同深度层次样品",层 % $̀ :F%[层 $ #̀% :F%3层 #% $̀% :F#中的细菌总

8+,!并进一步构建各层细菌的 #<0Q8+,克隆文库$ 结果表明!蓝藻堆积处各层细菌的

YGQ\G69̂丰富度指数"G

?&

#%0]GJJ5JEiH9J9Q指数";#和0HFSW5J 指数"3#均伴随深度的增加

而减小$ 系统发育树分析显示!各层的细菌优势类群主要归属于厚壁菌门".HQFH:LR9W#和变形

菌门"AQ5R95OG:R9QHG#&且随深度层次的增加!归属于变形菌门的细菌比例减少!而归属于厚壁

菌门的细菌比例增加&在 ,层样品中存在少量归属于蓝藻门"3KGJ5OG:R9QHG#%放线菌门

",:RHJ5OG:R9QHG#%浮霉菌门"A6GJ:R5FK:9R9W#%螺旋体门"0SHQ5:]G9R9W#类群的细菌&在 3层样

品中也存在少量归属于拟杆菌门"[G:R9Q5HP9R9W#类群的细菌$ 研究结果在一定程度上揭示了

蓝藻堆积腐烂过程中细菌多样性和种类组成的变化$

关键词! 蓝藻堆积处& 细菌多样性& 限制性片段长度多态性& 巢湖西半湖北岸湖滨带

中图分类号! X#?"

r

7$& X>!B7#&&&&&&&文献标志码',

&&蓝藻水华作为世界范围内淡水富营养化的热

点问题"目前主要集中于研究水华的发生机制及

危害控制"而有关水华消失的过程"人们了解得很

少) 事实上"水华蓝藻堆积分解消亡的过程对环

境有很重要的影响&#'

)

巢湖是一个大型浅水型湖泊"水体富营养化

严重"每年夏季水华蓝藻大量暴发) 由于受主导

风向影响"广阔湖区生长繁殖的蓝藻被不断地输

送并堆积到西半湖的湖滨带) 蓝藻堆积腐烂分解

过程中"释放的有机质和营养元素"可能会引起湖

滨带水体中水生生物的资源竞争和群落演替"从

而使水体生态系统发生动态变化&$'

) 蓝藻腐烂

后下沉还会增强底栖生物的消化能力"引起水生

生物食物网传递链的改变&!'

) 在细菌等微生物

的作用下"死亡藻细胞被降解并导致水体溶氧急

剧下降"使水生生物大量窒息死亡"从而造成严重

的经济损失&?'

)

以往针对环境中细菌组成的研究主要是通过

纯培养的方法"但是水体中的微生物只有%7#b `

#7%b是可被培养的&"'

"故仅用纯培养手段并不能

真实地反映微生物的群落结构及变迁) 近年来"

大量基于分子生物学的技术应用到微生物群落结

构的研究中) 限制性片段长度多态性#Q9WRQH:RH5J

Q̂G\F9JR69J\R] S56KF5QS]HWF"*.-A$目前已广泛

应用于水生环境中细菌群落结构的研究&<'

)

本实验基于细菌 #<0Q8+,克隆文库的构建

和限制性片段长度多态性分析"通过对巢湖西半

湖北岸湖滨带蓝藻堆积处不同垂直深度蓝藻腐烂

物中的细菌群落结构进行研究"揭示了水华蓝藻

腐烂分解过程中细菌多样性及优势类群的变化"

不仅为水华蓝藻分解过程提供了微生物学信息"

同时也为蓝藻腐烂物中未知菌的微生物资源化利
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用提供基础理论依据)

#&材料与方法

'(')样品采集

于 $%%> 年 B 月在巢湖西半湖北岸湖滨带的

蓝藻富集区"使用柱状采样器"在蓝藻堆积处采样

区"随机选取 < 个采样点"分别采集 $% :F柱形原

状样品"立即在 % $̀ :F#,层$($ #̀% :F#[

层$(#% $̀% :F#3层$处采用无菌方法等体积采

样"每层 < 点混匀后作为该层待测样品"冷藏带回

实验室"于;$% c冰箱保存"进行分析)

'(*)蓝藻堆积处样品微生物总$%&提取

等量称取所采集的各层鲜重样品约 %7" \"分

别放于 $ F-2A管中"采用直接提取法提取蓝藻

堆积处样品中微生物总 8+,) 具体操作步骤参

照g1()等&='的方法并做适当改进"改进之处在

于细胞裂解过程中将环境样品于液氮和 <" c水

浴中反复冻融 ! 次"之后加入纤维素酶(蜗牛酶(

溶菌酶和蛋白酶 D#终浓度分别为 <(!(# 和 #

F\@F-$"!= c酶解 # ]) 得到总 8+,的粗提

液"置于 ;$% c保存) 用 #b的琼脂糖凝胶电泳

检查提取8+,模板的质量和片段大小)

'(!)细菌 'LR4$%&片段的/0+扩增

使用扩增细菌 #<0Q8+,的通用引物 $=.和

#?>$*"$=.!"UE,Z,ZTTTZ,T33TZZ3T3,ZE!U

#:@*.1)OGW9WB R5 $= $" #?>$*! "UE3ZZ3T,3E

3TTZTT,3Z,3TTE!U#:@*.1)OGW9W# "%= R5 # ?>$$)

细菌#<0Q8+,基因的A3*扩增反应体系为"%

$

-!

PP1

$

(!=7"

$

-"#% qA3*[L^̂9Q#:5JRGHJHJ\ $%

FF56@-Y\36

$

$"

$

-"#% FF56@-P+TA#

$

-"#%

SF56@-的上(下游引物各$

$

-"8&9酶#" )@

$

-$%7"

$

-"模板# #̀% J\) 扩增条件为>? c预变性! FHJ%

>? c变性 # FHJ""< c退火 ?% W"=$ c延伸 # FHJ"!%

个循环%最后 =$ c延伸 #% FHJ)

'(,)克隆文库的构建

将扩增得到的 #<0Q8+,片段先用 iHaGQP

S6LW04YHJHSQ9SW8+,凝胶纯化系统#AQ5F9\G

:5QS5QGRH5J")0,$进行纯化"然后用T,克隆试剂

盒 S2,0eET#E49:R5Q#TQGJW\9J产品$构建克隆文

库) 目的8+,片段的浓度与 T载体浓度之比为

!u#"在 $" c下连接 #% FHJ)

采用蓝白斑筛选的克隆方法"将连接了目的

片段的T载体转入 :@*.1)81"

!

感受态细胞后"

涂到含有CEZG6和/ATZ并混有 #%%

$

\@F-氨苄

青霉素的-[固体平板上"!= c过夜培养"#? #̀<

]后可见白色和少量蓝色菌落形成) 用灭菌的牙

签挑取白色有效菌落放入 -[液体培养基中摇

菌"取菌液作为模板 8+,进行 Y#!E?=(Y#!E?B

A3*扩 增 实 验) 引 物 序 列 为 Y#!E?=! "UE

ZT,,,,3Z,3ZZ33,ZTE!U" Y#!E?B! "UE

3,ZZ,,,3,Z3T,TZ,3E!U) A3*反应的程

序!>? c ! FHJ%>? c# FHJ""" c !% W"=$ c #

FHJ"!% 个循环%=$ c#% FHJ)

'(-)+;O/分析

将基于Y#! 引物的 A3*产物用限制性内切

酶;0&

)

消化#!= c ! ]%B% c $% FHJ$) 酶切

8+,片段用 $7"b的琼脂糖凝胶电泳分离"经染

色和凝胶成像系统拍照后"所得 8+,带型图谱

在Z/0凝胶分析软件辅助下"进行人工比较分析)

以基因片段多态图谱为基础进行聚类"聚合到一

起的具有相同图谱的克隆需要用第 $ 种限制性内

切酶!'&

)

进行消化#!= c ! ]%B% c $% FHJ$与

电泳分离) 当第二次所获得的基因图谱仍然相同

时"则认为它们是相同的基因型) 每一个基因型

作为一个分类操作单位 # 5S9QGRH5JG6RGM5J5FH:

LJHR"(T)$或称为唯一基因型&B'

)

'(L)序列测定及其分析

在*.-A初步分析的基础上"选择部分*.-A

谱带出现 $ 次以上的克隆及部分单一克隆交由生

工生物工程#上海$有限公司进行基因测序) 测

序结果在*8A#QHO5W5FG6PGRGOGW9SQ5m9:R$数据库

中36GWWĤH:GRH5J 进行比对确定分类"然后将鉴定

的序列在 Z9J[GJV 数据库中使用 [6GWRJ 工具进

行比对#]RRS!

!

fff7J:OH7:6F7JH]7\5_$"选择与

目的基因序列同源性最高的 #<0Q8+,序列作为

参照近缘序列) 利用 Y2Z,?7%# ]RRS!

!

fff7

F9\GW5 R̂fGQ97J9R$ 软 件" 基 于 其 中 邻 接

#+9H\]O5LQE'5HJHJ\"+'$法"构建细菌系统进化

树) 系统进化树各分支的置信度经重抽样法

#[55RWRQGS$# %%% 次重复检测&>'

)

'(M)群落结构计算方法('X)

文库的库容#:5_9QG\9"/$计算公式为

>H/ I

.

;

式中"J代表 #<0Q8+,文库总克隆数"2 代表在

文库中仅出现一次的(T)的数量)

&#($
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0]GJJ5JEiH9J9Q指数#;$的计算公式为

LHI

&

-

+H/

E

+

C.E

+

"DE

+

H

.

+

;

0HFSW5J指数#3$的计算公式为

TH/ I

&

-

+H/

E

0

+

YGQ\G69̂物种丰富度指数#G

?&

$的计算公式为

/

8"

H

- I/

C.;

式中"#为 #<0Q8+,的*.-A总类型数"2

)

为第)

种 #<0Q8+,的*.-A类型克隆数"J为总克隆数)

$&结果

*(')蓝藻堆积处样品微生物基因组 $%&的提

取和细菌 'LR4$%&片段的扩增

本研究中采取直接提取法提取蓝藻堆积处各

层细菌基因组8+,"三层样品均提取获得 8+,"

大小约为 $! VO#图 #$"与细菌基因组的大小相

近"能够满足后续分子生物学试验)

以样品基因组 8+,作为模板"采用细菌通

用引物 $=.和 #?>$*"对其 #<0Q8+,全长进行

A3*扩增) 扩展长度约 #7" VO#图 $$"以该产物

进行 #<0Q8+,克隆文库的构建)

*(*)克隆文库中 'LR4$%&片段的+;O/分析

#<0Q8+,是原核生物核糖体 #<0Q*+,的

编码基因) 由于其在进化过程中的高度保守并具

有种属特异性"现已成为菌种鉴定的一个基本指

标) 通过建立蓝藻堆积处各层微生物 #<0Q8+,

的克隆文库对微生物多样性进行分析) 取菌液作

为8+,模板"以Y#!E?=(Y#!E?B 为引物对"进行

插入目的片段的 A3*扩增) 采用 ;0&

)

和 !'&

)

两种限制性内切酶消化插入的扩增产物"获得

酶切指纹图谱#图 !$)

图 ')提取的蓝藻堆积处微生物基因组$%&

$=#

$

D1+*9

%

624U74%

;5<(')1A?2>#A668:5?E $%&AB65#4A352><7:A67

7G?42#?79B4A60E2:A32#?7452>2##868>2?5A:

图 *)/0+扩增的蓝藻堆积处细菌 'LR4$%&

$=#=24U74$*XXX />8.%

;5<(*)'LR4$%&AB32#?7452 26@>5B579B4A6

0E2:A32#?7452>2##868>2?5A:

图 !)0层部分克隆 'LR4$%&/0+I+;O/扩增产物酶切图谱

;5<(!)'LR4$%&/0+I+;O/B5:<74@45:?.AB@24?AB>2E740#>A:7>53424E 95<7.?793E 47.?45#?5A:7:VE67.

'#($
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&&这两种酶皆为 ? 碱基限制性内切酶"酶切位

点特异性高) 它们的酶切位点包括了 Z3和 ,T

位点) 在 #<0Q8+,片段中酶切频率高"酶切片

段丰富"在操纵分类单元 (T)分类上精确

有效&##'

)

*(!)克隆文库的库容值

克隆文库的库容值表征样品中微生物种类的

覆盖度"在蓝藻腐烂物各层均建立了 #$% 个克隆

的酶切指纹图谱"文库的库容值分别为 B%7Bb(

B=7"b和 B>7$b#表 #$) 这表明库容值较大"文

库的覆盖程度较高"文库具有较好的代表性"生物

多样性信息丰富) 通过表 # 可以看出"克隆文库

的丰富度越高"库容值越小"说明该环境中可能存

在更多的微生物种类) 通过 ! 层的多样性指数比

较可以发现"伴随着层次深度的增加"多样性指数

逐渐减少"即表明细菌的种类组成逐渐降低)

表 ')'LR4$%&克隆文库酶切类型的多样性

123(')$5H74.5?E AB47.?45#?5A:7:9A:8#>72.7?E@7.5:'LR4$%&#>A:7>53424E

层次

6GK9QW

(T)W数量

JLFO9Q5^

(T)W

库容值@b

35_9QG\9

#/$

0]GJJ5J多样性指数

0]GJJ5JEiH9J9QHJP9M

#;$

0HFSW5J指数

0HFSW5J HJP9M

#3$

YGQ\G69̂丰富度

YGQ\G69̂QH:]J9WW

#G

?&

$

,层 6GK9Q, "# B%7B !7<=# %7><= #%7??!

[层 6GK9Q[ !$ B=7" $7B!$ %7>%$ <7?="

3层 6GK9Q3 $= B>7$ $7<B> %7B>? "7?!#

*(,)序列测定分析与系统发育树构建

通过分析酶切图谱"从各层代表性的(T)中

随机挑取 # 个克隆子进行测序"每层测序克隆分

别为 "#(!$($= 个"测定的 #<0Q8+,插入片断长

度约 # "%% OS) 由表 # 可知 ,层的 ()T分型最

多"本研究将其测定的序列与其近缘种序列"利用

Y2Z,?7% 软件包构建细菌系统进化树#图 ?$)

从系统进化树中可以看出",层文库代表的细菌

类群在厚壁菌门(蓝藻门(放线菌门(浮霉菌门(螺

旋体门以及变形菌门中皆有分布"具有丰富的多

样性) 其中在厚壁菌门中主要包含 ! 个科"分别

为 梭 菌 科 # 365WRQHPHG:9G9$( 丹 毒 丝 菌 科

# 2QKWHS965R]QH:]G:9G9$ 和 韦 荣 氏 菌 科

#49H665J966G:9G9$%而在变形菌门中主要
!

E变形菌

纲 # ,6S]GSQ5R95OG:R9QHG$(

"

E变 形 菌 纲

# [9RGSQ5R95OG:R9QHG$ 和
#

E变 形 菌 纲

#ZGFFGSQ5R95OG:R9QHG$! 个纲)

各层测序结果在 *8A#QHO5W5FG6PGRGOGW9

SQ5m9:R$数据库中 36GWWĤH:GRH5J 进行比对分析发

现"蓝藻堆积处各层的细菌优势类群均属于厚壁

菌门和变形菌门%且随深度层次的增加"归属于变

形菌门的细菌比例减少"而归属于厚壁菌门的细

菌比例增加%在,层样品中存在少量归属于蓝藻

门(放线菌门(浮霉菌门(螺旋体门类群的细菌%在

3层样品中也存在少量归属于拟杆菌门类群的细

菌#图 "$)

由图 " 可以看出"各层归属于变形菌门的细

菌类群细分在各纲的种类和数量存在较大差异)

#

E变形菌纲仅在,存在%

!

E变形菌纲和
"

E变形菌

纲在各层中均检测到"其中
!

E变形菌纲的数量伴

随着深度的增加而减小"而
"

E变形菌纲的数量随

深度的增加先减小后增大)

!&讨论

本研究采用 A3*E*.-A方法分析了巢湖西

半湖北岸湖滨带蓝藻堆积处不同垂直深度蓝藻

腐烂物的细菌多样性及群落结构组成) 各层克

隆文库的库容值较高"表明构建的克隆文库能

够比较完整地反映湖滨带蓝藻堆积处细菌群落

组成) 酶切分析及克隆测序表明"蓝藻堆积处

各层的细菌优势类群均属于厚壁菌门和变形菌

门) 此结果与蒋建林等&#$'在研究沼气池厌氧活

性污泥微生物群落多样性组成时所检测到的优

势细菌类群相似)

厚壁菌门细菌在蓝藻堆积处大量存在"不难

理解) 因为它们广泛分布在各种厌氧环境中"如

各种厌氧生物反应器中&#!'

"它们可以降解蛋白

质(碳水化合物等许多复杂的有机大分子) 变形

菌门细菌在 ! 个文库中都占了很大的比例"多样

性高"在本研究中主要以
!

E变形菌纲(

"

E变形菌

纲细菌为优势菌群"这与蒋建林等&#$' 研究

结果不同"他们检测到沼气池厌氧活性污泥中归

"#($
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图 ,)基于&层细菌克隆文库中部分 'LR4$%&序列构建的系统进化树

测序引物为Y#!.(Y#!*

;5<(,)/DE>A<7:7?5#?47732.79A:@24?52>'LR4$%&.7C87:#7.47?457H79B4A6?D7#>A:7>53424E AB>2E74&

(T)Wf9Q9W9IL9J:9P fHR] SQHF9QY#!.GJP Y#!*
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图 -)蓝藻堆积处不同层次样品中微生物群落结构的分布情况

#7厚壁菌门% $7

!

E变形菌纲% !7

"

E变形菌纲% ?7

#

E变形菌纲% "7放线菌门% <7浮霉菌门% =7螺旋体门% B7蓝藻门% >7拟杆菌门)

;5<(-)$5.?4538?5A:AB65#4A352>#A668:5?E 5:95BB747:?>2E74.AB0E2:A32#?7452>2##868>2?5A:

#7.HQFH:LR9W% $7,6S]GSQ5R95OG:R9QHG% !7[9RGSQ5R95OG:R9QHG% ?7ZGFFGSQ5R95OG:R9QHG% "7,:RHJ5OG:R9QHG% <7A6GJ:R5FK:9R9W%

=70SHQ5:]G9R9W% B73KGJ5OG:R9QHG% >7[G:R9Q5HP9R9W7

属于变形菌门的微生物主要以
.

E变形菌纲

#896RGSQ5R95OG:R9QHG$为主) 樊景凤等&#?'在研究

北戴河近岸沉积物中微生物多样性时发现"其样

品中绝大部分 #<0Q8+,序列属变形菌门类群"

并且以
#

E变形菌纲细菌占优势) 而在本研究中"

仅在,层检测到少量
#

E变形菌纲类群存在) 有

研究表明"

!

E变形菌纲(

"

E变形菌纲细菌在冰川(

富营养化湖泊(河口和水库等处均有发现%而
#

E

变形菌纲细菌多出现于沉积物中&#"'

"如戴欣

等&#<'对太湖沉积物中可培养细菌的研究显示"

#

E

变形菌纲细菌为普通培养基中分离获得的最优势

细菌)

此外"在,层中检测到的放线菌门细菌"它

们常见于土壤中"然而"此门中也包括了许多不同

水生环境中不可培养细菌"此类细菌能广泛利用

有机物降解的有机酸&#='

) 有研究称它可能是淡

水浮游细菌中最丰富的种群之一&#B'

"在太湖沉积

物中发现大量属于此门的可培养细菌&#"'

) 使用

通用引物构建的 #<0Q*+,克隆文库中它们的数

量或多样性会被低估&#>'

) 因此"虽然,层文库中

检测到属于该门的克隆子很少"但实际上有可能

很多) 拟杆菌门类群只在最深的 3层发现了一

个克隆3E>"归属于 /=(.70&D&*$&$属) ',0A2*0

等&$%'对富营养化湖泊的研究发现"3KR5S]G\GE

.6G_5OG:R9QHLF组的多样性在浮游植物增殖前后

的快速转变是十分显著的) 有研究表明"一种可

以裂解蓝藻细胞的 /=(.70&D& WS7丰度与水华发

生发展具有紧密关联&$#'

) 因此拟杆菌门细菌可

能和富营养化存在着某种潜在关系) 此外"蓝藻

门(浮霉菌门(螺旋体门等相关的序列只在 ,层

有发现且所占比例较小"这可能与其对环境的选

择有关"在国外富营养化水体中"浮霉菌门细菌占

有一定比例&$$'

)

本研究利用 A3*E*.-A指纹图谱(克隆文库

和测序等方法"比较全面(准确地了解了与湖滨带

堆积蓝藻腐烂分解相关的细菌群落结构) 通过研

究表明"蓝藻堆积处细菌的群落结构较复杂"多样

性较高) 在此基础上"我们还将进一步对其中古

细菌(真菌等进行分析"进而为了解水华蓝藻腐烂

分解过程提供微生物学信息"同时也为蓝藻腐烂

物中未知菌的微生物资源化利用提供基础理论

依据)
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Q9WRQH:RH5J 9JaKF9Ŵ5QWRLPH9W5 F̂H:Q5OHG6PH_9QWHRK

HJ JGRLQ9 & ''7 ,SS6H9P GJP 2J_HQ5JF9JRG6

YH:Q5OH565\K"#>><"<$#=$!$"%# ;$"%=7

&#$'&蒋建林"周权能"车志群"等7A3*E*.-A技术分析

沼气池厌氧活性污泥细菌的多样性&''7广西农业

生物科学"$%%B"$=#?$!!=$ ;!==7

&#!'&31(),*/*"A,0-/2*8-"8,2Z2-2+A"$(&17

+5_96SQ9P5FHJGJRGQ:]G9G6GJP OG:R9QHG6\Q5LSW

Q9_9G69P OK F569:L6GQGJG6KWHW5 ĜJ GJG9Q5OH:W6LP\9
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R]9FH:Q55Q\GJHWFŴQ5FR]Q99PĤ̂9Q9JR6GK9QW5 :̂KGJ5OG:R9QHG6G::LFL6GRH5J#-GK9Q,!% ;$ :F"-GK9Q[!

$ ;#% :F"-GK9Q3!#% ;$% :F$f9Q99MRQG:R9P OK R]9PHQ9:RF9R]5P7T]98+,9MRQG:R9P fGWGFS6ĤH9P
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