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摘要:【目的】了解乌梁素海湖滨湿地水陆过渡带细菌群落结构及多样性变化，探讨富营养化湖泊湿地基质
条件对细菌群落结构的影响。【方法】应用变性梯度凝胶电泳(PCＲ-DGGE)技术，分析和比较了依陆向分布
的 4 个水陆过渡带样点的湿地细菌群落结构多样性，采用典型对应分析(CCA)探讨了湿地基质因子对细菌
多样性的影响。【结果】DGGE 图谱显示依湖泊水体沉积物( S-1)→湖滨芦苇沼泽沉积物( S-2)→湖滨碱蓬
盐化草甸土壤(S-3)→岸上白刺荒漠土壤(S-4)，4 个样点的条带数依次减少，对应菌群结构及多样性变化显
著;多样性指数分析结果显示，Shannon-Wiener 指数(H)、均匀度(E)、丰富度( S)以及 Simpson 指数(DS )均
显示依陆向分布逐步下降的规律，即:S-1 ＞ S-2 ＞ S-3 ＞ S-4。序列比对结果显示，沉积物及土壤细菌分属于变
形菌门(78. 6% )、酸杆菌门(7. 1% )、拟杆菌门(14. 3% )这 3 个细菌类群，优势菌门为变形菌门，而变形菌门
又分为 5 个亚群，其中 ε 变形菌纲为优势亚群;CCA 结果表明，图中各条带对应物种的分布受铵态氮、总氮、
有机碳、水溶盐总量、氯离子以及钾离子影响最大。【结论】乌梁素海富营养化湖泊的水陆过渡带湿地细菌
群落结构存在较大差异，富营养化相关基质因子对细菌多样性影响较大。这为研究富营养化湖泊湿地水陆
过渡带的细菌结构多样性及空间异质性提供了科学依据。
关键词:乌梁素海湿地，富营养化湖泊，变性梯度凝胶电泳(DGGE)，细菌多样性，群落结构
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湿地系统作为陆地生态系统和水生生态系统之
间的重要过渡区，具有保持物种多样性、控制物质能
量交换、净化水质等多重生态服务功能［1］。乌梁素
海系黄河改道后形成的牛轭湖，是内蒙古高原西部
干旱区最典型的浅水草型湖泊，也是全球范围内荒
漠半荒漠地区极为少见的具有生物多样性和环境保
护等多功能的湖泊，为地球上同一纬度最大的自然

湿地［2］。湖泊富营养化日益成为一个全球性的水
环境污染问题，在我国 131 个主要湖泊中，已达富营
养程度的湖泊有 67 个，占 51. 2%。湖泊富营养化
的发生导致湖泊生态系统结构和功能退化，进而导
致湖滨湿地的退化［3 － 4］。受到河套灌区退水的影
响，近 10 年来乌梁素海富营养化进程加剧，乌梁素
海已成为以大型水生植物过量生长为表征的重度富
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营养化草型湖泊。目前，腐烂水草正以每年 9mm －
13 mm 的速度在湖底堆积，成为世界上沼泽化速度
最快的湖泊之一，正向芦苇沼泽→碱蓬盐化草甸→
白刺荒漠方向演化［5］。

土壤微生物是湿地生态系统的重要组成部
分，土壤微生物在湿地元素循环和物质转化、能量
流动以及系统稳定性维持等方面具有重要作
用［6］。土壤与地球上其他环境相比拥有最多样化
的细菌群落组成［7］，且土壤细菌的群落组成和多
样性受到生物和非生物因素的广泛影响，如植被
类型、碳可利用性、养分供应、土壤含水量以及土
壤 pH 值等［8］。由于微生物在湿地生物地球化学
过程具有重要作用，并能对环境扰动做出迅速响
应，微生物也被用作湿地评估的重要指标［9］。因
此，细菌群落组成的变化可能是富营养化湖泊环
境最敏感的指标之一［10］。目前对于富营养化湖泊
微生物的研究多集中于水体和沉积物，就水陆过
渡带湿地土壤细菌群落研究的报道较少。湖泊富
营养化导致的湿地退化可能会使水体沉积物及湖
滨土壤中的细菌群落对此作出响应。因此，本文
采用免培养的变性梯度凝胶电泳技术，通过对 16S
rＲNA 基因 V3 区序列进行分析，比较了乌梁素海
湖滨水陆过渡带不同植被下细菌群落多样性的变
化，并结合环境因子对细菌群落结构差异进行分
析，试图探究富营养化条件下湖泊湿地微生物群
落的空间异质性以及主要环境驱动因子。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂和仪器
主要试剂: 丙烯酰胺，甲酰胺，甲叉双丙烯酰胺

(Sigma-Aldrich Company)，尿素，过硫酸铵 (Amresco
Company)，pEASY-T1 Cloning Kit，Trans1-T1 Phage
Ｒesistant Chemically Competent Cell ( TransGen
Biotech)。

主要仪器: HC-2062 高速离心机(安徽中科中
佳科学仪器 有限公司)，Vortex-Genle  涡旋仪
( Mobio Laboratories Inc )，MutiGeneThermaleyeler
(Labnet International，Inc)，NanoDrop ND-1000 紫
外-可见 光 分 光 光 度 计 ( Nano-DropTechnologies
Inc)，DcodeTM Universal Mutation Detection System
(Bio-Ｒad Laboratories，Inc)。

1. 2 样点位置和样品采集
本次试验采集乌梁素海水陆过渡带不同植被下

表层沉积物或土壤样品(0 － 10 cm)，具体位置见图
1，采样方式为 5 点采样法。主湖区水体沉积物取自
样点 S-1，地理位置 N 40°57' 511″，E10 8°55' 352″，
H1013 m;湖滨芦苇 (Phragmites australis)沼泽区沉
积物取自样点 S-2，地理位置 N40°56'861″，E108°56'
692″，H 1016 m;碱蓬(Suaeda glauca)生长的湖滨盐
碱化草甸区土壤取自样点 S-3，地理位置 N 40°56'
763″，E 108° 56' 882″，H 1018 m; 白 刺 ( Nitraria
tangutorum Bobr)生长的岸上荒漠区土壤取自样点
S-4，地理位置 N40°56'263″，E10 8°57'682″，H 1018
m。采集后的样品迅速放入无菌保鲜袋中，－ 20℃
保存。

图 1． 采样点地理位置
Figure 1． Geographical position of study plots．

1. 3 理化性质的测定
有机碳测定依据标准 NY /T 1121. 6-2006，总氮

测定依据标准 NY /T 53-1987，总磷测定依据标准
NY /T 88-1988，水 溶 盐 总 量 依 据 标 准 NY /T
1121. 16-2006，pH 测定依据标准 NY /T 1121. 2-
2006，硝态氮测定采用紫外分光光度法，铵态氮测定
采用靛酚蓝比色法，K + 测定依据标准 LY /T 1251-
1999，Na +测定依据标准 LY /T 1251-1999，Ca2 +测定
依据标准 LY /T 1251-1999，Mg2 +测定依据标准 LY /
T 1251-1999，Cl － 测定依据标准 LY /T 1251-1999，
SO4

2 －测定依据标准 LY /T 1251-1999，CO3
2 －测定依

据标准 LY /T 1251-1999，HCO3
－测定依据标准 LY /

T 1251-1999。
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1. 4 样品基因组总 DNA 的提取
沉积物及土壤总 DNA 的提取采用玻璃珠-氯化

钙-SDS 法［11］。每个样品重复提取 3 次微生物总
DNA［12］，采用 Nanodrop-ND1000 测浓度，之后混合
用于后续试验。
1. 5 细菌 16S rDNA V3 区扩增

采用巢式 PCＲ 对目的基因进行扩增，细菌通用
引物 27F ( 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和
1492Ｒ ( 5'-TACCTTGTTACGACTT-3')［13］扩增 4 个
土样总 DNA 中细菌的 16S rDNA 片段，扩增体系:
10 × Buffer 2. 5 μL，模板 DNA 1 μL，Taq 酶 ( 5 U /
μL) 0. 2 μL，dNTP ( 2. 5 mmol /μL) 2 μL，引物
27F 和引物 1492Ｒ (10 pmol /μL)各 1 μL，补水至
25 μL。反应条件为:94℃ 5 min;94℃ 30 s，55℃
30 s，72℃ 80 s，共 30 个循环;72℃ 10 min。对 V3
区扩增采用的是特异性引物 GC-F338 和 Ｒ518［14］，
反应条件:94℃ 5 min;94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃
30 s，共 30 个循环;72℃ 10 min。扩增片段大小约
191bp。扩增产物用 1. 5% (W /V)的琼脂糖凝胶电
泳检测质量，之后用于变性梯度凝胶电泳。
1. 6 变性梯度凝胶电泳

采用 Bio-Ｒad 公司的 DcodeTM Universal Mutation
Detection System 分离第二轮带 GC 夹的 PCＲ 产物，
变性剂梯度为 30% -60%，聚丙烯酰胺凝胶浓度为
8%，变性剂的浓度从胶的上方向下方依次递增。电
泳条件:在 60℃，200V 运行 4 h。电泳结束后，置于
提前准备好的电泳缓冲液中，待胶变凉后，EB 染色
10 min，脱色 15 min。完毕后用凝胶成像分析系统
(SYNGENE G:BOX )照相。所得图像用 Bio-Ｒad 的
Quantity One 软件进行分析。切取 DGGE 图谱的优
势条带于 1. 5 mL 离心管中，加 30 μL 的 ddH2 O 中
4℃浸泡过夜，取 1 μL 作为模板进行一次无 GC-夹
子的 PCＲ 扩增，反应条件如 1. 5。用 DGGE 检查回
收条带的纯度和分离情况。
1. 7 克隆测序及系统发育树构建

PCＲ 产物与 pEASY-T1 克隆载体 ( TransGen
Biotech)连接，转化到 pEASY-T1 phage-resistant 感受
态细胞，挑取白色阳性克隆接种到 LB 液体培养基
中，37℃摇菌过夜，用引物 M13-Ｒ，M13-F 进行菌落
PCＲ，用 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测插入片段大小
后，菌液送上海生工生物工程技术服务有限公司进
行测序。

通过克隆测序，获得的 DGGE 条带所代表的基

因序列，应用 CLC 软件进行序列分析，将所得正确
长度的序列用 Blast 程序与 NCBI 基因库中的序列
进行比对，得到亲缘关系最近的序列，采用 Cluster
W 软件进行序列的多重比对，采用 MEGA5. 2 的 N-J
法， Bootstrap 值 10000， Maximum Composite
Likelihood［15］模型构建系统发育树。
1. 8 DGGE 图谱多样性和典型对应分析

DGGE 图谱采用用 Quantity One 软件分析，根据
条带的强度和位置，将不同泳道通过 UPGMA 算法
进行聚类，计算各个样品的多样性指数，香农-威纳
指数(Shannon-Wiener，H)、均匀度(Evenness，E)、丰
富度(Ｒichness，S)、Simpson 指数(DS)，计算公式如
下:H = － ∑( Pi) ( log2 Pi) = － ∑ (Ni /N) log2 (Ni /
N);E = H /Hmax，Hmax = log2(S);DS = 1 －∑Pi2。

其中，pi 是土壤样品中单一条带的强度在该样
品所有条带总强度中所占的比率，Ni 代表单一条带
的峰面积，N 代表所有峰的总面积，Ni 为第 i 条带的
峰面积，S 是某个土壤样品中所有条带数目总和，H
为式(1)中求得的 Shannon-Wiener 指数;S 为丰富
度，即每一泳道的条带数目。

将 Quantity one 软件导出的各个泳道的所有条
带的数字化结果用 CANOCO for Windows 4. 5 软件
进行典型对应分析(CCA)。

2 结果和分析

2. 1 水陆过渡带细菌多样性分析
2. 1. 1 DGGE 电泳图谱分析:图 2 为 DGGE 图谱，
4 个样点 PCＲ 产物经 DGGE 分离后，得到了数目、
亮度、位置均不同的条带。条带越多，则表明细菌群
落多样性高，条带强度越亮表示对应条带代表细菌
数量多，迁移位置不同则代表不同的细菌种属。每
个样点设有 3 个重复。由左至右，分别为样点 S-1、
S-2、S-3 和 S-4。其中湖泊水体沉积物(样点 S-1)检
出 10 条，湖滨芦苇沼泽沉积物(样点 S-2 )检出 9
条，湖滨碱蓬盐碱化土壤(样点 S-3)检出 8 条，岸上
白刺荒漠化土壤(样点 S-4)检出 5 条。相同位置条
带合并后，4 个样点共检出 19 条位置不同的条带。

图 2 中检测到的 19 条带，选取 14 个特征条带
(A-N)测序。不同样点的优势条带根据条带亮度和
迁移速率的差异作如下分类:(1) 4 个样点共有条
带:条带 A、B 为 4 个不同土壤样点共有条带，表明
对应细菌种类为 4 个样点普遍存在的，其中条带 A
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图 2． 水陆过渡带各样点的细菌 DGGE 指纹图谱
Figure 2． DGGE fingerprint of four sites in land-water transition zone．

所示菌群在岸上白刺荒漠化土壤中丰度最高。(2)
部分样点共有条带:条带 H 在湖泊水体沉积物和芦
苇沼泽中均有，对应菌种在湖泊水体沉积物中丰度
更高;条带 N 在湖泊水体沉积物及湖滨芦苇沼泽沉
积物中共有，但所代表菌种在湖泊水体沉积物中丰
度最高;条带 G 除岸上白刺荒漠化土壤外均含有，
其中对应细菌种属在湖泊水体沉积物中丰度最高;
条带 I 除湖滨碱蓬盐碱化土壤外，均含有此类细菌
种属;条带 J 除湖滨芦苇沼泽沉积物外均含有;条带
L 湖滨芦苇沼泽沉积物和湖滨碱蓬盐碱化土壤均
有，在湖滨芦苇沼泽沉积物中丰度更高。(3)唯一
样点特有条带:条带 C、E 为湖泊水体沉积物所特
有;条带 D 为湖滨芦苇沼泽沉积物所特有;条带 F
为湖滨碱蓬盐碱化土壤所特有;条带 K、M 为所湖滨
碱蓬盐碱化土壤特有。

从图中可以明显看出从样点 S-1 到样点 S-4 条
带数目明显减少。直观的反映出沿着水陆过渡带，
细菌群落的多样性发生显著变化。不同样点间具有
许多相同位置的条带，说明这些土壤之间存在一些
共有的细菌种类。但亮度存在差异，表明该条带对
应种属的细菌丰度上存在差异。湖泊水体沉积物
(样点 S-1)条带数量多，表明细菌群落结构组成丰
富，多样性高。湖滨芦苇沼泽沉积物(样点 S-2)条
带数量上与 S-1 相近，但亮度较弱，表明条带对应种
属细菌的丰度相对下降。而且在 4 个样点中二者共
有条带数最多(共 7 条)。湖滨碱蓬盐碱化土壤(样
点 S-3)和岸上白刺荒漠化土壤(样点 S-4)与湖泊水
体沉积物(样点 S-1) 和湖滨芦苇沼泽沉积物(样点
S-2)相比条带数量有较大程度的下降。岸上白刺荒

漠化土壤(样点 S-4)细菌群落结构最简单的，多样
性最低。

图 3． DGGE 条带分布及强度示意图
Figure 3． DGGE types distribution and intensity image．

2. 1. 2 相似性和聚类分析:应用 Quantity one 软件
对图谱各泳道识别，得到识别的所有条带分布及强
度示意如图 3 所示。图中对各泳道的条带进行分
析，以 S-3-3 为基准，计算出不同泳道间的相似性系
数，依据 UPGMA 算法对不同泳道进行聚类分析(见
图 4)。

同一样点 3 个重复间相似性系数相近，其中岸
上白刺荒漠化土壤 S-3-3 与 S-3-1 和 S-3-2 重复之间
的相似性最高为 93. 3%和 92. 3%，而不同样点间细
菌群落结构组成的相似性很低(15. 3% － 42. 6% )。
结果表明水陆过渡带微生物群落结构存在较大差
异。如图 4 所示，各样点 3 个重复聚为一类，表明试
验的重复性好。其中 S-1 和 S-2 聚为一簇表明湖泊
水体沉积物和湖滨芦苇沼泽沉积物细菌群落结构较
为相似;S-3 和 S-4 聚为一簇表明湖滨碱蓬盐碱化土
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图 4． 湖滨水陆过渡带沉积物及土壤样点的 heatmap 分

析(A)及 UPGMA (B)聚类分析
Figure 4． Heatmap (A) and UPGMA ( B) analysis of four sites in

land-water transition zone． Samples are labeled by their site． Each

sample has three repetitions． The heatmap plot ( A ) depicts the

relative percentage of each bacterial family ( variables clustering on

the X-axis) within each sample (Y-axis clustering)，and clustered

the matrix heatmap by similar color patterns grouped． The relative

values for bacterial family are depicted by color intensity． Samples in

UPGMA analysis ( B ) are grouped into clusters according to the

similarity coefficient indicated in the upper of the figure．

壤与岸上白刺荒漠化土壤细菌群落结构较为相似。
热图聚类分析结果与 UPGMA 聚类结果一致，推测
土壤类型对细菌群落结构存在较大的影响。
2. 1. 3 多样性指数分析:将每个样点的 DGGE 图谱
的条带多少以及条带密度进行数字化，导出的结果
用于多样性分析，最终获得不同样点的丰富度( S)、

均匀度指数(E)、香农指数(H)及辛普森指数(DS)，
结果见表 1。多样性指数和丰富度沿着陆向分布逐
渐减小，即湖泊水体沉积物 ＞湖滨芦苇沼泽沉积
物 ＞湖滨碱蓬盐碱化土壤 ＞ 岸上白刺荒漠化土壤。
其中，湖泊水体沉积物(样点 S-1)中各项值均为最

大，表明该环境条件下微生物群落结构的丰富度和
多样性最高，可能与水分及营养充分有关;而岸上白
刺荒漠化土壤各项指数均最低。
2. 2 16S rＲNA 基因的系统发育分析

图 2 中选取 14 个特征条带测序，测序结果经
Blast 比对后获得最相似菌株及其序列，见表 2。去
除载体后的目标序列上传至 GenBank 数据库，登录
号为 KF726854-KF726867。

应用在线分类工具 ＲDP( http: / / rdp． cme． msu．
edu / classifier / classifierServlet)对 14 条目的序列进
行基于贝思叶法的 rＲNA 基因分类［16］。结果显示
14 条序列主要属于 3 大类群，见图 5。其中优势菌
门为变形菌门(Proteobacteria，78. 6% );另两个细菌
类群所占比重较少，分别为拟杆菌门(Bacteroidetes，
14. 3% )和酸杆菌门 ( Acidobacteria，7. 1% )。而变
形菌 门 主 要 包 括 了 5 个 亚 群，α-Proteobacteria
(18. 2% )、β-Proteobacteria(9. 1% )、γ-Proteobacteria
( 18. 2% )、 δ-Proteobacteria ( 18. 2% )、 ε-
Proteobacteria(27. 3% )以及部分分类地位不明确的
细菌类群占 9. 1%。其中 ε 变形菌纲为优势亚群。

系统进化树分析结果见图 5。结果表明条带 A
和 B 与 Pseudomonas aeruginosa 聚为一类，条带 D 与
Uncultured gamma proteobacterium 聚为一类;条带 I
与 Shingopyxis sp． 相似性较高达 99%，条带 J 与
Sphingobium sp． 相 似 性 较 高 达 99%，属 α-
Proteobacteria; 条 带 F 和 M 与 Uncultured
Desulfotignum sp． 和 Uncultured sulfate-reducing
bacterium 聚为一类，相似性分别为 95%和 97%，属
δ-Proteobacteria;条带 H 与 Uncultured Bacteroidetes
bacterium 相似性较高，为 94% ;条带 C 和 G 与
Uncultured epsilon proteobacterium，聚为一类，相似性
较高为 98%，均属 ε-Proteobacteria;条带 K 分类地位
不明 确，条 带 L 和 N 分 属 Acidobacteria 和 β-
Proteobacteria。
2. 3 环境因子对细菌群落结构的影响

由表 3 可以看出，各样点之间理化性质相差较
大，湿地沿陆向分布上，总碳、总氮、总磷以及铵态氮
的变化趋势都是先下降后上升。S-4 有机碳和总
氮，总磷最高，S-3 有机碳、总氮、铵态氮、总磷均为
最低，S-1 铵态氮、水溶性总盐、SO4

2 －最高。pH 值 4
个样点均在 8 以上，偏碱性，其中 S-3 湖滨碱蓬盐碱
化土壤 pH 值最高。
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表 1． 水陆过渡带各样点细菌群落多样性指数
Table 1． The values of diversity index for bacterial community of different sites in land-water transition zone

Sites Shannon-Wiener index (H) Evenness index( E) Ｒichness index ( S) Simpson index (DS )
S-1 3. 3049 ± 0. 0072 1. 0426 ± 0. 0027 10 ± 0. 0000 0. 8974 ± 0. 0011
S-2 3. 1694 ± 0. 0002 0. 9999 ± 0. 0000 9 ± 0. 0000 0. 8888 ± 0. 0000
S-3 2. 9945 ± 0. 0010 0. 9981 ± 0. 0003 8 ± 0. 0000 0. 8740 ± 0. 0002
S-4 2. 2509 ± 0. 0163 0. 9694 ± 0. 007 5 ± 0. 0000 0. 7789 ± 0. 0050

表 2． DGGE 条带的 16S rＲNA 基因的序列比对结果
Table 2． Analysis of 16S rＲNA gene of DGGE bands

Band number Closest relative and its accession number
Sequence

similarity / %
Classification information

Abundance

/%
A Pseudomonas aeruginosa | DQ103761. 1 100
B Pseudomonas resinovorans | HQ198585. 1 98
D Uncultured gamma proteobacterium | DQ837265. 1 94

γ-Proteobacteria 18. 2

C Uncultured epsilon proteobacterium | KF583375. 1 98
E Sulfuricurvum kujiense | CP002355. 1 98
G Uncultured Sulfurimonas sp． | KC545712. 1 98

ε-Proteobacteria 27. 3

F Uncultured Desulfotignum sp． | HQ332437. 1 95
M Uncultured sulfate-reducing bacterium | EU047541. 1 97 δ-Proteobacteria 18. 2

I Sphingopyxis sp． | AB235163. 1 99
J Sphingobium sp． | KF544948. 1 99 α-Proteobacteria 18. 2

N Thiobacillus denitrificans sp． | EU546130. 1 99 β-Proteobacteria 9. 1
L Uncultured Acidobacteria bacterium | FJ517083. 1 100 Acidobacteria 7. 1
H Uncultured Cytophaga sp． | KC597205. 1 94 Bacteroidetes 14. 3
K Uncultured bacterium． | JF426277. 1 96 Unclassified bacteria 9. 1

图 5． DGGE 优势条带的系统进化树
Figure 5． Phylogenetic tree of the dominant DGGE bands． “A-K” represents different band． Numbers in parentheses represent the sequences’

accession number in GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，5% sequence divergence．
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表 3． 4 个样点基本理化性质
Table 3． Physical and Chemical Properties of four sampling sites

Physico-chemical properties S-1 S-2 S-3 S-4
organic carbon ( g / kg) 11. 82 7. 99 3. 73 12. 93
total nitrogen ( g / kg) 1. 07 0. 69 0. 32 1. 33
total phosphorus ( g / kg) 9. 11 7. 11 13. 65 20. 46
total water soluble salt 0. 78 0. 57 0. 47 0. 66
pH 8. 04 8. 61 9. 25 8. 69
NH4

+ -N 3. 39 1. 95 0. 91 1. 34

K + 0. 15 0. 15 0. 21 0. 15

Na + 8. 33 7. 25 18. 57 26. 72

Ca2 + 1. 36 0. 32 0. 21 1. 11

Mg2 + 3. 03 1. 3 1. 55 0. 82

Cl － 5. 5 5. 97 15. 1 14. 5
SO4

2 － 7. 49 3. 8 4. 75 7. 32
CO3

2 － 0 0. 08 0. 5 0. 08
HCO3 － 0. 56 0. 67 1. 09 0. 96

为了解释环境因子对微生物群落结构的影响，
采用 Canoco 软件对水陆过渡带各样点细菌群落结
构组成的差异性进行了典范对应分析。CCA 分析
需要导入两组数据，将采集到的土壤各理化值进行
数据预处理，作为环境数据;图 3 中识别的所有条带
(共 19 条)的相对亮度值作为物种数据。得到的分
析图中，环境因子用带有箭头的线段表示，箭头方向
反应环境因子变化趋势，线段长度反应条带种类与
环境因子关系的大小。而箭头与排序轴夹角的余弦
值大小则反映与排序轴相关性的大小。

结果显示(图 6-A)，前 3 个排序轴的特征值分别
为 0. 455、0. 373 和 0. 171，且物种-环境关系的累积分
率为 100，说明排序图比较好地反映了样点与环境因
子之间的关系。轴 1 与碳酸氢根离子正相关性最高
(0. 9617)，氯离子、水溶性总盐盐、钠离子及钾离子也
存在正相关性，与铵态氮负相关性最高( － 0. 7448)。
轴 2 与总氮(0. 8804)正相关性最高，与有机碳也存在
较高相关性，与钾离子负相关性最高( － 0. 6472)。

图 6-B 中所示的条带，代表其对应的物种。由
图可以直观的看出物种分布、群落分布、以及与环境
变量间的关系，14 个理化因子对条带对应物种分布
均有影响。细菌群落分布受铵态氮、总氮、有机碳、
水溶性总盐、氯离子以及钾离子的影响较大。条带
3、4、5、6、10、16、17、19 对应物种偏好较高铵态氮，
而这些条带主要分布于样点 S-1，S-2，由图 6-A 可以
发现 S-1、S-2 均受 NH4

+ -N 影响较大，再结合土壤
理化性质表 3 可知 S-1，S-2 氨态氮较其他两个样点
值高。同样，条带 8、11、4、15 对应物种则偏好高的

钾离子与碳酸根离子，主要分布于 S-3，而 S-3 钾离
子与碳酸根离子为 4 个样点最高。条带 13、18 对应

图 6． 研究样点(A)及细菌群落(B)与环境因子的

典型对应性分析图
Figure 6． CCA ordination graph for study sites ， DGGE

banding patterns and environmental factors．
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物种偏好高的钠离子和氯离子，主要分布于样点 S-
3，S-4，这两个样点的钠离子和氯离子为 4 个样点最
高。条带 1、2、12 对应物种偏好高的有机碳和总氮，
这些条带在 4 个样点中均有分布，而 4 个样点的有
机碳、总氮均较高。

3 讨论

3. 1 湿地演化对细菌群落结构多样性的影响
湿地为独特的过渡性生态系统，细菌在湿地的

生物地球化学循环中起着重要的作用［17］。本文对
乌梁素海湿地湖滨水陆过渡带细菌多样性分析结果
表明，在湖泊水体沉积物→湖滨芦苇沼泽沉积物→
湖滨碱蓬盐碱化土壤→岸上白刺荒漠化土壤陆向分
布上，各样点细菌群落结构存在较大差异，多样性依
次降低。湿地微生物研究中，在地球化学中起关键
作用的特定微生物群落指纹研究是很重要的内
容［18］。通过重点对水生环境样点 S-1 和陆生环境
样点 S-3 的菌群进行了分析，分离得到的不同样点
的条带分属于不同的细菌类群，特征条带代表的特
征菌群反映了采样点环境的异质性。并且，部分条
带代表的菌种为功能菌株，在碳、氮、硫的循环中起
着重要作用，部分为环境污染指示菌，或在降解污染
物方面具有重要作用。

样点 S-1 和 S-2 的样品均为沉积物，由于环境
的相似存在大量共有条带。多数化学污染物易与细
颗粒沉淀形成层状沉积物，富营养化的湖泊沉积物
是化学污染的资源库，其中栖息的细菌在多种化合
物的分解循环中起重要作用，对不良化合物的生物
修复也已受到关注［19］。本次试验检测到的优势菌
群为 ε-Proteobacteria，其对应条带 C、E、G 主要分布
于样点 S-1 湖泊水体沉积物中，其硫酸根离子含量
高。条 带 E 与 ε-Proteobacteria 的 Sulfuricurvum
kujiense 同源性较高达 98%，为硫氧化细菌，兼性厌
氧，专性化能自养，可利用硫化氢、硫单质、硫代硫
酸盐和氢气作为电子供体，在厌氧条件下以硝酸盐
作为电子受体［20］。因此可以推测在样点 S-1，即湖
泊水体沉积物环境中存在大量硫化物。并且采样过
程中，样点 S-1 和 S-2 的沉积物黑臭，采集时有大量
气泡产生，再次印证了这一猜测。条带 N 与脱氮硫
杆菌最为相似，脱氮硫杆菌是最常见的自养反硝化
菌，它可以同时去除硝酸盐和减少硫化物，在处理矿

山污染的人工湿地也出现大量脱氮硫杆菌［21］。此
类菌在 S-1 湖泊水体沉积物丰度较高，表明沉积物
细菌群落对富营养化环境的应答机制。

样点 S-3 为季节性淹水区，高盐分的水体漫灌
后退水、蒸发，造成了地面盐碱的浓缩。S-3 湖滨碱
蓬盐碱化土壤特有条带条带 F、M 与硫酸盐还原性
菌相似性较高。硫酸盐是淡水湿地微生物的化学限
制条件，它可能会引起毒性硫化物的产生。硫酸盐
还原为硫化物是一种微生物介导的过程，厌氧的硫
酸盐还原微生物使用硫酸根作为末端电子受体为各
种碳源的氧化提供能量。硫酸盐还原微生物
( sulfate-reducing organisms，SＲM)在缺氧条件下较
为常见，在有暂时氧气存在和干燥的环境下也可生
存。由于时下许多河流及沿河地区富含硫酸盐，造
成 SMＲ 的非典型生境如漫滩、洪泛区中也存在大量
此类菌群［22 － 23］。湿地植物根际的 SＲM 可能以不活
泼的细胞和孢子存在，执行产氢发酵的功能，和耗氢
的微生物互养，使他们不依赖硫酸盐产生能量［24］。
也可能是在缺氧的根际周围进行硫化物到硫酸盐的
再循环［25］。Miletto 等在荷兰河漫滩的研究中发现
高丰度的 SＲM，其群落结构呈现出依盐度和植物养
分的分布。在研究洪水和潮汐影响盐沼土的试验
中，也观察到了较高丰度的 SＲM。在另一个富营养
化湿地的水甜茅根际 SＲM 群落结构试验中，含有硫
酸盐的水注入刺激部分硫酸盐还原菌的生长从而导
致细菌群落结构的改变［26 － 27］。在佛罗里达大沼泽
地北部地区，同样由于受农业活动影响，含有硫酸盐
的农业径流及地下水输入于北方湿地土壤，产生了
一个养分梯度，导致硫酸盐还原菌数目和硫酸还原
速率在富营养化地区比在原始土壤高［28］。因此推
测，硫酸盐还原微生物可能在乌梁素海湖滨碱蓬盐
碱化土壤的元素循环过程扮演重要的角色。同时，
硫酸盐对细菌群落的结构有一定影响。

结果表明，乌梁素海富营养化湿地的 4 个样点
出现一些共有条带。条带 A 和 B 均与假单胞菌同
源性较高，Pseudoalteromonas 为假单胞菌属。有研
究表明，假单胞菌(Pseudomonas sp． ) 是含油废水降
解石油烃的优势菌属［29］，并且分解芳香族环境污染
物的关键酶也可从假单胞菌属分离，还可以分离成
为农药硫丹降解菌［30］。因此，推测乌梁素海可能受
石油烃与农药的污染。其中，条带 A 与铜绿假单胞
菌同源性较高，铜绿假单胞菌产绿脓素，有脱氮作
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用、反硝化作用，在自然界氮循环中起着重要作
用［31］。条带 B 相似菌株 Pseudomonas resinovorans，
可降解咔唑，其为环境污染物，具有致畸性和毒
性［32］。同时 Pseudomonas resinovorans 是聚羟基链烷
酸酯 ( Poly-hydroxyalkanoates，PHA ) 的 生产菌株。
PHA 是可生物降解的聚合物，可替代以石油为基础
的难降解的塑料［33］。条带 J 与鞘氨醇杆菌最为相
似，拥有多环芳烃降解能力，在生物修复中起着重要
作用［34］。因此，样点有可能受到多环芳烃物质的污
染。条带 I 与筛选自日本自然土壤的鞘氨醇单胞菌
Sphingopyxis sp．最为相似，可以降解纤维素［35］。纤
维素的微生物降解在自然界的碳循环中起着重要作
用。近几十年来，纤维素分解菌已被广泛研究。在
这些研究中，纤维素降解细菌在不同的环境中作用
是不同的。与条带 H 最为相似的拟杆菌门的噬纤
维菌属则在 pH 中性及富营养化生境的纤维素降解
中起主导作用［36］。条带 L 相似菌株酸杆菌门细菌
在样点 S-1 湖泊水体沉积物和样点 S-3 湖滨碱蓬盐
碱化土壤中出现，而且在细菌群落中所占比例最少
(7. 1% )，可能由于酸杆菌门主要在酸性条件下占
主导地位，而乌梁素海湿地整体偏碱性 ( pH ＞ 8)。
有关这一类细菌的研究多集中于分布研究，生态功
能研究较少，但有部分研究表明其参与有机物的分
解。有研究表明在泥炭藓泥炭土和腐烂的地衣中
Acidobacteria 丰度较高，Acidobacteria 在酸性泥炭中
降解纤维素而且适应泥炭中的低氮环境，在杜鹃植
物腐殖土中也存在高丰度的 Acidobacteria，它们耐
受土壤中高浓度的酚次级代谢产物，利用含酚醛丰
富的枯枝叶和蛋白质酚醛复合物作为氮源［37］。
3. 2 环境因子对湿地沉积物及土壤细菌群落的影
响

微生物群落的空间异质性很大一部分可以归因
于环境中的土壤理化性质及其梯度，各种生物因素
与非生物因素影响微生物群落形成的尺度可能会非
常不同，一些影响主要是体现在微观(如土壤密度、
种内或种间竞争)，而另一些较有影响力的体现在
较大尺度(如降水、植被)。最近的研究发现土壤理
化特性对微生物群落具有多尺度效应［38］。唐杰等
在若尔盖湿地土壤细菌 DGGE 图谱表明，由于不同
退化阶段的土壤具有不同的理化性质，导致细菌群
落的不同，地上不同植物的生长情况和根系分泌物
数量、种类的变化，这些也都是影响土壤微生物的

重要因素［39］。因此，我们发现土壤细菌群落结构和
湿地的物理化学性质之间存在显著关联。

由 CCA 图可知各样点及各条带对应物种分布
的主要驱动因子为铵态氮、总氮、有机碳、水溶盐总
量、氯离子以及钾离子等。而在中国南方的另两大
富营养化湖泊，即太湖和滇池，沉积物微生物的主要
驱动因子分别为总磷、水温;水温、pH、有机或无机
污染物［40 － 41］。从 CCA 排序图中明显看出，铵态氮
对样点 S-1 与 S-2 的沉积物样品影响较大。并且，
两个样点理化性质也较为相似，铵态氮很高，其中
S-1 更高一些。在多数无氧沉积物中，这种形式的
氮占主要地位［31］。高氮的沉积物中微生物降解大
量有机物导致氮的矿化。缺氧的条件下，另一个
NH4

+来源是异化硝酸盐还原成铵。而且，氮的累积
与硝酸盐还原程度及高 pH 条件相关，可能是由于
高 pH 环境抑制亚硝酸盐还原酶。另一方面，氮和
硫的循环可以相互作用，硝酸盐 (NO3

－ )还原耦合

于硫的氧化，消耗 NO3
－和生产 SO4

2 －。此过程用于

减轻有机物丰富底泥中有毒硫化物产生［42］。此外，
从 DGGE 图谱来看，样点 S-2 与，S-1 相比条带对应
物种细菌丰度依土壤的退化梯度上条带对应物种依
次减少。而且 S-1 和 S-2 存在与环境相适应的特征
菌硫氧化菌和脱氮硫杆菌，进一步表明铵态氮对细
菌群落的影响。样点 S-3 和 S-4 优势条带细菌可耐
受高的水溶性总盐及盐离子环境，但细菌总条带数
量较前两个样点少。有研究表明在盐度影响的土壤
中，总细菌数与总可溶性盐类呈负相关［43］。

基质因子是细菌群落结构组成及多样性的主要
驱动因子。pH 及水分［44］也是影响细菌群落多样性
的重要因素。由于乌梁素海整体环境偏碱 ( pH ＞
8)，且 4 个样点之间 pH 较为相近，主要细菌群落均
在碱性条件下生存。所以在 CCA 排序图上，pH 不
是细菌群落差异的主要驱动因子。水文波动是湿地
养分循环的重要特征，尤其是考虑到样点 S-3 季节
性淹水的特殊性。土壤含水量，以及动态过程如干
燥 /湿润周期对了解湿地微生物的功能很重要。有
研究表明在大多数情况下，土壤的干燥后湿润，能迅
速提高土壤中的微生物的活性［18］。样点 S-4 细菌
对应条带数最少，推测与荒漠化土壤的水分低，盐分
高有关。污染物(如金属)的水平也会对细菌群落
产生影响［45］。乌梁素海表层底沉积物 Cu、Cd、Hg
等重金属含量较高，其中，Cd 是生物活性最强、污染
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最严重的金属，Hg 污染次之［46］。
此外，生物因素如原生动物、病毒、真菌等也对

细菌群落结构及多样性存在影响。原生动物(如鞭
毛虫和纤毛虫)一方面为细菌的捕食者，另一方面
将细菌包装为大的颗粒，并且附着在其上加速沉积
物养分循环［47］。病毒则通过转导和溶源转换作用
影响细菌的丰度和群落组成，改变细菌遗传多样
性［48］。真菌和细菌协同参与湿地中植物凋落物的
分解与矿化，二者对底物，空间的竞争也会产生拮抗
作用［49］。因此，原生动物、病毒、真菌等微生物也会
对细菌群落产生一定影响。

4 结论

乌梁素海湖滨湿地细菌群落结构多样性变化及
其主要驱动因子分析表明，DGGE 图谱、多样性指
数、系统发育分析以及 CCA 分析均揭示湖滨湿地水
陆过渡带的细菌群落多样性存在显著变化，呈现依
陆向分布逐渐降低的规律。过渡带主要存在 3 大细
菌类群，分别为变形菌门 ( 78. 6% )、酸杆菌门
(7. 1% )、拟杆菌门 (14. 3% )，优势类群为变形菌
门，优势亚群为 ε 变形菌纲。富营养化相关基质条
件等指标对细菌群落结构变化特别是优势菌群的影
响最大，主要驱动因子为铵态氮、总氮、有机碳、以及
水溶盐总量、氯离子、钾离子。这为研究富营养化湖
泊湿地水陆过渡带的细菌结构多样性及空间异质性
提供了科学依据。
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Abstract:［Objective］ The aim of this study was to analyze the bacterial diversity of land-water transition zone in littoral
wetland of Wuliangsuhai Lake，and to study the effect of eutrophic substrate on the bacterial composition． ［Methods］
The denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE) with PCＲ-amplified 16S rDNA fragments was used to determine
bacterial diversity，and the ordination technique of canonical correspondence analysis ( CCA) was used to evaluate its
effects on bacterial community composition． ［Ｒesults］DGGE result shows that the microbial quantity decreased gradually
from eutrophic lake sediment to desert soil． Diversity index analysis shows that the Shannon-Wiener index (H)，Evenness
index ( E )，richness index ( S) and Simpson index ( DS ) decreased gradually from water to land ( eutrophic lake
sediment ＞ swamp sediment ＞ saline soil ＞ desert soil) ． Based on the sequencing results，there are 3 phyla in 4
samples， including Proteobacteria ( 78. 6% )， Acidobacteria ( 7. 1% )， Bacteroidetes ( 14. 3% )， Proteobacteria
(52. 6% ) were dominant species，in which the Epsilon proteobacteria were predominant subgroup． The results of CCA
suggest that that NH4 + -N， total nitrogen，organic carbon， total soluble salt，Cl － and K + have most significant
influenced the distribution of bands related species． ［Conclusion］The bacterial community structure of transition zone in
Wuliangsuhai wetland differed significantly，and eutrophic relative factors had a strong impact on the bacterial community
structure． This work presented a certain reference for the preliminary understanding of the bacterial composition and
diversity and provided a scientific foundation for the research of spatial heterogeneity in this transition zone．
Keywords: Wuliangsuhai wetland，eutrophic lake，denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)，bacterial diversity，
community structure
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