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摘　要　以富营养化官厅水库（北京）和天然Ｒｕｐａ湖（尼泊尔）沉积物为对象，使用１６ＳｒＤＮＡ克隆文库的分子生

态学方法，鉴定并比较了其中的细菌群落结构。分析表明：二者ｐＨ及各形态磷含量参数差异显著。在细菌组成

上，二者的主要种群均为变形杆菌门，且均以β变形杆菌纲为主（比例高于５０％），但Ｒｕｐａ湖沉积物中以α变形杆

菌次多，而官厅水库沉积物以γ变形杆菌次多，２个样品中δ变形杆菌的含量均相对较少。其他种群组成上，官厅

水库沉积物中绿弯菌纲（９．２１％）含量高于Ｒｕｐａ湖（１％），并特有芽单胞菌纲（１２．２％）、放线菌纲（１．３％）和芽孢杆

菌纲（０．８％）。而Ｒｕｐａ湖沉积物中特有的种群为螺旋菌纲（２％）、绿菌纲（１％）、梭菌纲（１％）和疣微菌纲（０．３％）。

官厅水库和Ｒｕｐａ湖沉积物均含有少量的酸杆菌纲细菌。
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　　水体富营养化严重威胁我国乃至全球的水体资

源。目前我国水体富营养化严重，２００７年中国环境

公报显示，２８个国控重点湖（库）中，水质为Ⅴ类及劣

Ⅴ类的，分别高达１７．９％和３９．９％。监测的２６个湖

（库）中，重度富营养化的２个，占７．７％；中度富营养

的３个，占１１．５％；轻度富营养的９个，占３４．６％
［１］。

富营养化具有缓慢、难以逆转的特点，成为当今

世界面临的最主要的水污染问题之一［２］，越来越引
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起研究者的关注。目前公认的富营养化是由于适宜

温度、缓流的水流状态、总磷和总氮等营养盐重组，

导致的浮游藻类大量繁殖。不同水域会发生不同程

度的富营养化，但其主要影响因素是一致的［３］。温

度是大气气候的自然结果，而水流状况受天然地理环

境制约，所以控制富营养化主要体现在对营养盐的控

制上，并多以磷（Ｐ）为限制性因素。一般来说，总磷浓

度达到０．０３ｍｇ／Ｌ，水体即处于富营养化状态
［４］。

沉积物是水体系统的污染物汇和源［５］，其中的

Ｐ含量往往超出上覆水许多倍，因而在水体系统外

源Ｐ污染得以控制的情况下，沉积物中内源Ｐ的释

放构成了难以消退的水体富营养化的潜在内因。所

以，水沉积物间、尤其在水沉积物界面上Ｐ的物质

循环，成了研究热点和关键之一。

微生物是自然界物质循环的主要推动力，水体

污染程度、Ｐ的物质循环与微生物群落间相互影响。

研究不同营养化程度水体的界面沉积物中微生物群

落结构的差异，有助于为揭示富营养化的生物作用

机制提供依据。当前的界面沉积物中微生物群落的

研究，有单独对寡营养或富营养水体的，也有针对同

一湖区不同营养化位点的［６］。本研究以富营养的官

厅水库（北京）和天然湖泊Ｒｕｐａ湖（尼泊尔）界面沉

积物为对象，在研究其Ｐ物质形态的组成基础上，

通过分子生态学方法鉴定其细菌群落结构，并进行

比较分析，以期为水沉积物界面上微生物群落与Ｐ

的相互关系研究提供依据。

１　材料和方法

１．１　沉积物样品

官厅水库沉积物样品取自永定河入口处（Ｎ４０°

２１．４４５′，Ｅ１１５°３１．５６３′），采用重力冷冻钻孔技术采

集１０ｃｍ直径的柱状沉积物样品，冰箱运至实验室

并保存于－２０℃，切割表层沉积物使用。采用同样

的方法，采集Ｒｕｐａ湖（Ｎ２７°４７．２４１′，Ｅ８３°３２．４４２′）

表层沉积物样品，该湖地处尼泊尔热带雨林地区，受

人为因素干涉较少，为纯天然无污染带。

１．２　沉积物理化性质测定

ｐＨ测定：将沉积物样品混匀并冷冻干燥后，以

犿（沉积物）∶犞（ｄＨ２Ｏ）为１∶２．５的比例悬浮于ｄＨ２Ｏ

中，使用上海雷磁ｐＨ计对上清液进行ｐＨ测定。

沉积物中各形态磷：使用顾益初等提出的石灰

性土壤无机磷分级方法［７］，将沉积物中无机磷的形

态分为Ｃａ２Ｐ、Ｃａ８Ｐ、ＡｌＰ、ＦｅＰ，对沉积物样品连

续提取，以钼锑抗分光光度法对上清进行测定。总

磷使用高氯酸硫酸消化法测定
［８］。有机磷通过灼

烧法测定［９］。

１．３　沉积物样品１６犛狉犇犖犃克隆文库的构建

采用化学裂解法［１０］直接提取沉积物样品的总

ＤＮＡ，使用试剂盒纯化后，用以作为ＰＣＲ的模板。

以细菌 １６ＳｒＤＮＡ 通用引物 Ｐ１（５′ＧＡＧ ＡＧＴ

ＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和Ｐ２（５′ＣＴＡＣＧＧ

ＣＴＡＣＣＴＴＧＴ ＴＡＣＧＡ３′），ＰＣＲ 扩增样品的

１６ＳｒＤＮＡ，以ｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇＰＣＲ
［１１］减少偏差。试

剂盒纯化后，将１６ＳｒＤＮＡ 片段连接于ｐＧＥＭＴ

ｅａｓｙｖｅｃｔｏｒ（Ｐｒｏｍａｇｅ公司），热激转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α

感受态细胞，涂布ＬＢ／Ａｍｐ／ＸＧａｌ／ＩＰＴＧ平板，挑

取白色克隆，Ｔ７／ＳＰ６引物扩增插入片段，对阳性克

隆进行甘油保存。

１．４　酶切分型及文库评估

对扩增获得的阳性片段，分别使用 犎犻狀ｆⅠ

（ＴａＫａＲａ公司）和犆狊狆６Ⅰ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）２种限制性

内切酶进行酶切分型鉴定，酶切产物进行２５ｇ／Ｌ琼

脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色拍照后，使用 ＧｅｌｃｏｍｐａｒⅡ

软件对电泳图谱进行聚类分析［１２］。２种酶切带型均

一致的，认为是一个１６ＳｒＤＮＡ基因型。用覆盖值

（Ｃｏｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ）
［１３］评估所建基因文库对样品中微

生物多样性的体现，以沙龙指数（ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ

指数）评价样品中微生物的多样性［１４］。

１．５　克隆文库的测序及统计

对克隆文库中的每个１６ＳｒＤＮＡ基因型所对应

的酶切电泳条带，单独进行Ｇｅｌｃｏｍｐａｒ软件聚类分

析，聚类图谱以７０％相似性进行分群，每一群内挑

选代表克隆进行１６ＳｒＤＮＡ插入片段的核苷酸序列

测定，并测定文库中含克隆子较多的优势基因型。

进行ＧｅｎＢａｎｋＢＬＡＳＴ序列比对。

下载相关序列，使用 ＭＥＧＡ３．１软件
［１５］进行

系统发育树构建，以确定其系统发育分类地位。统

计每群中所含有的克隆数量，计算其所占文库中全

部克隆的比例，进而对样品中各种类群微生物所占

的比例进行统计。

２　结果与分析

２．１　沉积物犘含量

分别对官厅水库和Ｒｕｐａ湖沉积物进行Ｐ含量

及ｐＨ测定，结果显示（表１）：严重富营养化的官厅

水库沉积物ｐＨ８．００，偏碱性，而Ｒｕｐａ湖沉积物为

０５
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表１　官厅水库与犚狌狆犪湖沉积物样品的狆犎和磷含量特征

Ｔａｂｌｅ１　ｐＨａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｅｄｉｍｅｎｔｆｒｏｍＧｕａｎｔｉｎｇＲｅｓｅｒｖｏｉｒａｎｄＲｕｐａＬａｋｅ ｍｇ／ｋｇ

沉积物来源 ｐＨ 总 磷 Ｃａ２Ｐ Ｃａ８Ｐ ＡｌＰ ＦｅＰ ＯｒｇＰ

官厅水库 ８．００ ９９２．７４ ３０．１０ ３５．０９ ２９．２８ １０９．３３ ６３．５２

Ｒｕｐａ湖 ６．８０ ４８５．２４ ３３．７０ ４．３７ ０ ２９１．２７ ２５３．１２

中性偏酸环境，ｐＨ６．８０，差异显著，显示２种环境

条件下的沉积物理化性质上存在较大差异。

对沉积物中总磷及各形态磷含量的测定结果表

明，官厅水库沉积物中总磷含量高达９９２．７４ｍｇ／

ｋｇ，而 Ｒｕｐａ湖沉积物中的总磷含量只有４８５．２４

ｍｇ／ｋｇ，比官厅水库沉积物几乎低了一半。官厅水

库沉积物的 Ｃａ８Ｐ和 ＡｌＰ含量高于 Ｒｕｐａ湖，而

ＦｅＰ、ＯｒｇＰ含量远低于 Ｒｕｐａ湖。高总磷含量使

得官厅水库沉积物构成了更丰富的潜在Ｐ源。

２．２　文库构建结果

对官厅水库和 Ｒｕｐａ湖沉积物样品的 １６Ｓ

ｒＤＮＡ克隆文库构建及库容统计，结果表明（表２）：

分别对３００个克隆进行分析，各自筛选出２３８及

２７２个阳性克隆，１６ＳｒＤＮＡ酶切分型结果分别为

表２　官厅水库与犚狌狆犪湖沉积物样品１６犛狉犇犖犃克隆文库构建结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅ１６ＳｒＤＮＡｃｌｏｎｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｆｒｏｍＧｕａｎｔｉｎｇＲｅｓｅｒｖｏｉｒａｎｄＲｕｐａＬａｋｅ

沉积物来源 所检测克隆 阳性克隆 １６ＳｒＤＮＡ基因型数目 Ｃｏｖｅｒａｇｅ值／％ 沙龙指数

官厅水库 ３００ ２３８ ６４ ８７．８ ３．５８１

Ｒｕｐａ湖 ３００ ２７２ ３９ ９４．０ ２．７９３

６４及３９个基因型。２个文库的覆盖值分别在

８７．８％和９４．０％，表明所构建的文库库容，能够用

以体现实际样品中的细菌多样性。

如表１所示，官厅水库沉积物中的细菌物种丰

度高于Ｒｕｐａ湖沉积物。沙龙指数能够综合细菌丰

度和细菌均度２个指标而体现微生物种群的多样

性，结果表明：官厅水库沉积物中细菌群落多样性高

于Ｒｕｐａ湖。

２．３　沉积物样品中细菌种群组成及其差异

对２个样品的１６ＳｒＤＮＡ文库中的优势基因型

进行测序和比对分析，结果显示：二者的优势细菌种

群上存在一定差异（表３）。

表３　官厅水库与犚狌狆犪湖沉积物样品中优势菌种差异

Ｔａｂｌｅ３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｅｓｅｄｉｍｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＧｕａｎｔｉｎｇＲｅｓｅｒｖｏｉｒａｎｄＲｕｐａＬａｋｅ

优势

顺序

官厅水库 Ｒｕｐａ湖

基因频

率／％

ＧｅｎＢａｎｋ中

最接近物种

同源性／

％
所属纲　　

基因频

率／％

ＧｅｎＢａｎｋ中

最接近物种

同源性／

％
所属纲　　

１ １１．３４

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂｅｔａ

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

（ＡＭ８４９４６５）

９８
Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（β变形杆菌）
２２．７９

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅ

（ＡＦ５２９１１０）

８６
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ

（绿弯菌）

２ ８．８２

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

犜犺犻狅犫犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ．

（ＡＭ１６７９４３）

９５
Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（β变形杆菌）
１４．７１

犑犪狀狋犺犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

ｓｐ．（ＡＹ７５３３０４）
９９

Ｂｅｔａ

ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（β变形杆菌）

３ ７．５６

犜犺犻狅犫犪犮犻犾犾狌狊

犱犲狀犻狋狉犻犳犻犮犪狀狊

（ＣＰ０００１１６）

９７
Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（β变形杆菌）
１２．１３

犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊

犃狉狅犿犪狋犻犮犻狏狅狉犪狀狊

（ＡＢ０２５０１２）

９６

Ａｌｐｈａ

ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（α变形杆菌）

４ ６．３０

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ

（ＥＦ５９００３９）

９６
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ

（芽单胞菌）
６．９９

犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉 ｓｐ．

（ＡＭ４１２１５８）
９９

Ｇａｍｍａ

ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（γ变形杆菌）

１５
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续表

优势

顺序

官厅水库 Ｒｕｐａ湖

基因频

率／％

ＧｅｎＢａｎｋ中

最接近物种

同源性／

％
所属纲　　

基因频

率／％

ＧｅｎＢａｎｋ中

最接近物种

同源性／

％
所属纲　　

５ ５．４６

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ

Ｔｈｉｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ

Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｌｏｎｅ

（ＥＵ２６６７８３）

９８

　Ｇａｍｍａ

　ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

　（γ变形杆菌）

５．５１

犛狆犺犻狀犵狅犿狅狀犪狊

犢犪狀狅犻犽狌狔犪犲

（Ｕ３７５２５）

９９

Ａｌｐｈａ

ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

（α变形杆菌）

　　注：基因频率指对应基因型的克隆数占文库中用于ＡＲＤＲＡ分析的阳性克隆总数的比例。

　　如表３所示，官厅水库和Ｒｕｐａ湖沉积物中的

优势细菌类型均为变形杆菌纲，但官厅水库更以β

变形杆菌纲为主，并含有部分γ变形杆菌纲。芽单

胞菌纲细菌在官厅水库沉积物中含量也比较丰富。

而Ｒｕｐａ湖中最优势的细菌为绿弯菌纲细菌，变形

杆菌纲细菌除含有β和γ变形杆菌纲细菌以外，α

变形杆菌纲细菌也处于优势地位。

依据测序、系统发育树分析及克隆统计结果，官

厅水库水库沉积物中整体微生物类群上含有９个

纲，即 Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（α变 形 杆 菌 纲）、

Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （β变 形 杆 菌 纲 ）、

Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （γ变 形 杆 菌 纲 ）、

Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（δ变形杆菌纲）、Ｂａｃｉｌｌｉ（芽孢杆

菌纲）、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（绿弯菌纲）、Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线

菌 纲 ）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ （酸 杆 菌 纲 ） 和

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ（芽单胞菌纲）。而 Ｒｕｐａ湖沉

积物中含有１０个细菌纲，即 Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、

Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、

Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ（螺 旋 菌 纲）、

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ（梭菌纲）、Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、Ｃｈｌｏｒｏｂｉ（绿菌

纲）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ和Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｅ（疣微菌

纲）。２个样品中均含有少量未能确定类群的基因

型克隆。各类群的比例及其差异见图１。

如图１所示，２个沉积物样品中均以变形杆菌

纲含量最高，其中以Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ居多，比例

均 高 于 ５０％。 但 Ｒｕｐａ 湖 沉 积 物 中 以

Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ次多（１９％），远远高于官厅水

库沉 积 物 （１．２６％）。而 官 厅 水 库 沉 积 物 以

Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 次 多，２ 个 样 品 中

Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ的含量均相对较少。而其他种

群组成中，官厅水库沉积物中Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（９．２１％）

含 量 高 于 Ｒｕｐａ 湖 （１％）， 并 特 有

Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ （１２．２％）、 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ

图１　官厅水库和犚狌狆犪湖沉积物中细菌类群差异

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｌａｓｓｉｎｓｅｄｉｍｅｎｔ

ｆｒｏｍＧｕａｎｔｉｎｇＲｅｓｅｒｖｏｉｒａｎｄＲｕｐａＬａｋｅ

（１．３％）和Ｂａｃｉｌｌｉ（０．８％）。而Ｒｕｐａ湖沉积物中特

有的种群为 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ（２％）、Ｃｈｌｏｒｏｂｉ（１％）、

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ（１％）和Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａｅ（０．３％）。官厅

水 库 和 Ｒｕｐａ 湖 沉 积 物 均 含 有 少 量 的

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｄａｅ细菌。结果表明：富营养化的官厅

水库和寡营养的尼泊尔Ｒｕｐａ湖沉积物中，细菌群

落结构及组成上存在一定的一致性，但也具有明显

的差异。表明水体污染程度、Ｐ理化条件的差异影

响着微生物种群组成。

３　讨　论

微生物分子生态学为环境样品的微生物群落结

构研究提供了不依赖于纯培养的有效途径。本研究

使用１６ＳｒＤＮＡ克隆文库方法比较了富营养化与天

然无污染水体界面沉积物中细菌群落结构差异。官

厅水库［１６］是北京市大型水库之一，因水质污染严

重，于１９９７被迫退出了北京市的饮水供水系统。本

研究选取尼泊尔Ｒｕｐａ湖的天然水体系统作为对照。

富营养化的官厅水库沉积物中总磷含量是

Ｒｕｐａ湖的近２倍，且处于略碱性环境条件。而天然

２５
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Ｒｕｐａ湖沉积物中的总磷含量较低，且无机磷形态中

以较稳定的ＦｅＰ形态存在，表明其沉积物中内源磷

含量及转化不及富营养化的官厅水库。细菌多样性

结果表明：官厅水库沉积物中的细菌多样性高于

Ｒｕｐａ湖，且二者在优势细菌类型及全部细菌种属组

成上均存在较大差异。关于磷的分布情况与细菌多

样性、群落结构之间的相互关系有待进一步研究。

官厅水库和 Ｒｕｐａ湖沉积物中的细菌群落组

成，均以变形杆菌门为主要细菌类群，这一结论与其

他多数沉积物中细菌群落研究的相关报道一致［１７］，

表明这一类群在沉积物环境中存在的普遍性。其中

β变形杆菌纲在官厅水库和Ｒｕｐａ湖沉积物中含量

均高于其他变形杆菌纲，该类群包括很多种类好氧

或兼性细菌，但也有一些无机化能种类和光合种类，

多数种类可在环境样品中发现，如废水或土壤中。

α变形杆菌除了包括光合种类外，还有代谢氯化合

物种类，与植物共生的细菌（如根瘤菌）、与动物共生

的细菌和致病菌立克次体目。官厅水库沉积物中所

含有的α变形杆菌远远高于Ｒｕｐａ湖沉积物，可能

其环境中有更多的光照或动植物残体。官厅水库沉

积物中绿弯菌纲含量高于Ｒｕｐａ湖沉积物，而绿弯

菌纲属于绿弯菌门的一大类细菌，通过光合作用产

生能量，但与其他光合细菌门具有不同的起源，兼性

厌氧，光合作用下不产生氧气，不能固氮，类似于革

兰氏阴性菌。与Ｒｕｐａ湖比较，官厅水库沉积物中

特有芽单胞菌纲、放线菌纲和芽孢杆菌纲细菌。芽

单胞菌门是一类革兰氏阴性细菌，基于５个来自于

深海沉积物、土壤和生物除磷活性污泥的克隆的

１６ＳｒＤＮＡ序列而得以划分
［１８］。而放线菌主要能促

使土壤中的动物和植物遗骸腐烂，芽孢杆菌纲细菌

属于厚壁菌门，该菌门的大部分细菌能够抵抗极端

环境。官厅水库沉积物中这几种特有的细菌类群，

侧面显示其环境中高磷及高腐殖质含量。Ｒｕｐａ湖

沉积物中特有少量螺旋菌纲、梭菌纲、绿菌纲和疣微

菌纲细菌。螺旋体形态特殊，多数营厌氧自由生活，

而梭菌纲和芽孢杆菌纲同属于厚壁菌门；绿菌门细

菌通常不活动（一个种具有鞭毛），其生存要求无氧

环境和光；疣微菌门除被发现于土壤中之外，也存在

于水生环境或者人类粪便中。富营养化官厅水库和

天然Ｒｕｐａ湖沉积物中的细菌种群组成方面，有一

定的相似性，但各自具有独特的细菌纲，表明水体系

统营养化状况的不同，沉积物中磷含量、细菌群落结

构上可能有所反映。
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