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摘　要：上海市浦东新区滴水湖自建成后，围绕滴水湖水体质量的研究很多，但是滴水湖水体总体细菌多样
性特点的研究尚未见报道。本研究结合１６ＳｒＲＮＡ基因变性梯度凝胶电泳、１６ＳｒＲＮＡ基因宏基因组学分析的
方法来初步探究滴水湖表层水体细菌的多样性特点，以及滴水湖中粪便污染指示菌、致病菌、条件致病菌和水

体富营养化典型菌等的存在性和分布情况。研究结果可以说明滴水湖表层水体在采样期内的细菌多样性：

（１）５个水体样品共获得４２８个ＯＴＵ，属于１７个细菌门，３９个纲，８１个目，１３０个科，１９１个属，２８２个种。（２）
湖水中以放线菌门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝藻门 （Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）为优势门，占总序列数的９７％。（３）在
宏基因组中没有检测到水体粪便污染指示菌等相关的序列，在属的水平没有发现沙门氏菌属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、链
球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）等致病菌或条件致病菌，只有极少量的序列属于志贺氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ，０．１％）。滴水湖
表层水体中蓝藻主要为聚球藻属（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ），没有发现富营养化水体中容易出现的水华蓝藻的序列。可
知滴水湖表层水体的细菌多样性特点与淡水湖泊典型细菌多样性特点类似，湖水中没有检出水体污染菌，目

前也没有证据表明有蓝藻暴发导致水华的倾向。
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　　滴水湖又名芦潮湖，是在上海市浦东新区尚
未成陆的海滩填海造陆开挖的一座人工湖，位于

东海之滨。滴水湖水源的水质较差，总体为 Ｖ
类［１］，因而导致滴水湖生态系统也随之较为脆

弱，水体呈富营养化［２］。从２００４年起，研究者围
绕着滴水湖水体中的抗生素、重金属、多氯联苯

以及氮、磷营养盐等污染物，浮游植物和浮游藻

类等进行了大量的研究［３７］。胡文婷等采用变性

梯 度 凝 胶 电 泳 （Ｄｅｎａｔｕｒｅｄ Ｇｒａｄｉｅｎｔ Ｇｅｌ
Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）、ＢｉｏｌｏｇＥｃｏＰｌａｔｅＴＭ检测等
传统方法，研究了滴水湖湖水及其引水河道沉积

物中的微生物［８］。然而，全面地反映滴水湖中微

生物群落结构的研究还是未见报道。

本研究中，我们结合 ＤＧＧＥ［９］和高通量测
序［１０］的方法，在宏基因组层面初步探究滴水湖中

细菌的多样性，为滴水湖中全面的微生物多样性

研究提供数据基础。同时，探寻滴水湖中粪便污

染指示菌［１１］［总大肠菌群、粪大肠菌群、大肠埃希

菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）］，致病菌，条件致病菌［沙门
菌属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、志贺氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）、粪链球
菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）］和水体富营养化典型
菌［１２］［鱼 腥 藻 属 （Ａｎａｂｅａｎａ）、水 华 束 丝 藻
（Ａｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎ ｆｌｏｓａｑｕａｅ）、 微 囊 藻 属

（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ）等］等的存在性和分布情况，为合理
治理滴水湖，保护滴水湖提供数据和理论基础。

１　材料与方法

１．１　湖水样品的采集
湖水样品于２０１７年７月采集于上海市浦东

新区滴水湖的 ７个港口及桥梁下方［３，７８，１３］（图

１）：西岛连接桥（１２１°５５′２７″Ｅ，３０°５３′５５″Ｎ）、绿
丽港（１２１°６５′２６″Ｅ，３０°５４′１５″Ｎ）、青祥港
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（１２１°５５′５３″Ｅ，３０°５４′３９″Ｎ）、蓝云港（１２１°５６′３１″
Ｅ，３０°５４′３９″Ｎ）、紫飞港（１２１°５６′５８″Ｅ，３０°５４′１５″
Ｎ）、赤风港（１２１°５６′４８″Ｅ，３０°５２′２９″Ｎ）、橙和港
（１２１°５５′５３″Ｅ，３０°５３′１８″Ｎ）和 黄 日 港
（１２１°５５′２５″Ｅ，３０°５３′４２″Ｎ），分别命名为Ｓ１、Ｓ２、
Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８。每个采样点用水样采集器
和无菌采样瓶采集水下１．５ｍ深湖水５００ｍＬ，现
场测定水样温度等参数后置于带冰袋保温箱中

带回实验室，４℃短暂冷藏［１４］（表１）。
１．２　湖水样品总ＤＮＡ提取

将５００ｍＬ湖水用无菌玻璃滤器（Ｆ５０２０００，
上海生工）和真空泵 （ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＷＰ６１２２０５０，
Ｇｅｒｍａｎｙ）过滤 ０．２２μｍ 滤膜 （ＭＦＭｉｌｌｉｐｏｒｅ
ＧＳＷＰ０４７００，Ｇｅｒｍａｎｙ）后将滤膜置于无菌培养皿
中，于－２０℃冰箱冻藏。提取总ＤＮＡ时，利用无
菌剪刀和镊子将膜剪碎置入离心管，然后采用

ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ（ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＵＳＡ）

土壤ＤＮＡ提取试剂盒提取总 ＤＮＡ，具体操作步
骤见说明书。提取到的 ＤＮＡ经酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ，
ＵＳＡ）测定浓度和１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ
完整程度后，置于－２０℃冻藏备用［１４］。

图１　滴水湖湖水样品采集点分布图
Ｆｉｇ．１　ＬｏｃａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｉｎＤｉｓｈｕｉＬａｋｅ

表１　滴水湖湖水样品理化条件信息
Ｔａｂ．１　ＰｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｉｎＤｉｓｈｕｉＬａｋｅ

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ
采样地点

Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ
可溶性固形物含量

／（ｍｇ／Ｌ）ＴＤＳ
电导率／（ｍ·ｓ）

Ｃｏｎｄ
盐度

Ｓａｌ
温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｐＨ

Ｓ１ １２１°５５’２７”Ｅ
３０°５３’５５”Ｎ ８４０ １６８４ ０．８ ２５．７ ８．６８

Ｓ２ １２１°６５’２６”Ｅ
３０°５４’１５”Ｎ ８５６ １７１５ ０．９ ２６．６ ８．６７

Ｓ３ １２１°５５’５３”Ｅ
３０°５４’３９”Ｎ ８５０ １７０４ ０．９ ２６ ８．７１

Ｓ４ １２１°５６’３１”Ｅ
３０°５４’３９”Ｎ ９０５ １８１０ ０．９ ２６．４ ８．７５

Ｓ５ １２１°５６’５８”Ｅ
３０°５４’１５”Ｎ ８７６ １７５４ ０．９ ２６．４ ８．８

Ｓ６ １２１°５６’４８”Ｅ
３０°５２’２９”Ｎ ８４４ １６９４ ０．９ ２６．１ ８．７４

Ｓ７ １２１°５５’５３”Ｅ
３０°５３’１８”Ｎ ７００ １４１３ ０．７ ２７．２ ８．６８

Ｓ８ １２１°５５’２５”Ｅ
３０°５３’４２”Ｎ ８８０ １７６２ ０．９ ２７．１ ８．８３

１．３　１６ＳｒＲＮＡ基因Ｖ３区ＰＣＲＤＧＧＥ
总ＤＮＡ稀释后作为模板进行 ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ反应体系包括 ２５μＬＴａｑｍｉｘ，１９μＬ
ｄｄＨ２Ｏ，正 反 向 引 物 （带 ＧＣ 夹 子 ３５７Ｆ：
ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡ
ＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ；５１８Ｒ：ＡＴＴＡ
ＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ）各 ２μＬ，ＤＮＡ模板 ２μＬ。
ＰＣＲ反应条件为９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ４５ｓ，５６℃

４５ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。凝胶
电泳检测 ＰＣＲ产物后，取２０μＬＰＣＲ产物进行
ＤＧＧＥ，反应条件：８％的聚丙烯酰胺凝胶，变性梯
度为４０％～６０％（１００％的变性浓度包含７ｍｏｌ／Ｌ
的尿素和 ４０％的去离子甲酰胺），６０℃变性温
度，６０ｖ电压１６ｈ（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）。后用 ２０μＬ
的１×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ （Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ）
染色 ２０ｍｉｎ，放入凝胶成像系统（Ｂｉｏｒａｄ，ＵＳＡ）

９２７
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成像 获 取 胶 图［１５］。然 后 采 用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ４．６．２）进行指纹图谱分析了解湖水样品
中细菌多样性异同［１６］，初步确认滴水湖各采样点

的细菌多样性特点。

１．４　１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ３Ｖ４区高通量测序及分
析

根据ＤＧＧＥ指纹图谱分析的结果，选择代表
性样品进行高通量测序（上海美吉生物）。样品

总ＤＮＡ经质量检测后，对合格的样品进行细菌
１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ３＋Ｖ４区（３３８Ｆ８０６Ｒ）文库建
立，然后在 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ平台测序，获取滴水湖
１６ＳｒＲＮＡ基因宏基因组。ＭｉＳｅｑ平台测序得到
的是双端序列数据，首先根据 ＰＥｒｅａｄｓ之间的
ｏｖｅｒｌａｐ关系（最小 ｏｖｅｒｌａｐ长度为 １０ｂｐ，ｏｖｅｒｌａｐ
区允许的最大错配比率为０．２），将成对的序列拼
接成一条序列，同时对序列的质量和拼接的效果

进行质控过滤（过滤序列尾部质量值２０以下的
碱基，设置５０ｂｐ的窗口，如果窗口内的平均质量
值低于２０，从窗口开始截去后端碱基，过滤质控
后５０ｂｐ以下的序列，去除含 Ｎ碱基的序列），并
根据序列首尾两端的 ｂａｒｃｏｄｅ和引物序列区分样
品得到有效序列（ｂａｒｃｏｄｅ允许的错配数为０，最
大引物错配数为２），并校正序列方向，即为优化
数据。

１．５　细菌多样性分析
质控后的优质序列进行可操作分类单元

（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ，ＯＴＵ）聚类得到可
进行后续分析的 ＯＴＵ。然后将 ＯＴＵ中代表序列
与Ｓｉｌｖａ等数据库比对进行分类学分析，获取滴水
湖１６ＳｒＲＮＡ基因宏基因组的细菌种类、相对数
量等信息。具体分析如下：先采用 Ｑｉｉｍｅ平台以
及ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ对优化序列提取非重复序列，去
除没有重复的单序列，然后按照９７％相似性对非
重复序列（不含单序列）进行 ＯＴＵ聚类，在聚类
过程中去除嵌合体，得到ＯＴＵ的代表序列。为了
得到每个 ＯＴＵ对应的物种分类信息，采用
ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法对９７％相似水平的ＯＴＵ
代表序列进行分类学分析，并分别在各个分类学

水平：域（ｄｏｍａｉｎ），界（ｋｉｎｇｄｏｍ），门（ｐｈｙｌｕｍ），纲
（ｃｌａｓｓ），目（ｏｒｄｅｒ），科（ｆａｍｉｌｙ），属（ｇｅｎｕｓ），种
（ｓｐｅｃｉｅｓ）统计各样本的群落组成。利用 Ｍｕｔｈｕｒ

软件进行多样性指数（Ａｃｅ，Ｃｈａｏ，Ｓｈａｎｎｏｎ，
Ｓｉｍｐｓｏｎ）计算及聚类分析，用Ｒ语言工具绘制相
关图表。

１．６　样品间关系分析
为了获得５个样品间在不同水平上细菌的

分类关系以及丰度关系，选择对相应水平上对应

的序列进行进化分析，构建系统发生进化树。经

过筛选后，首先使用 ＦａｓｔＴｒｅｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．１．３）软
件，对 科 水 平 上 的 序 列 根 据 最 大 似 然 法

（ＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）构建进化树，然后使用 Ｒ
语言作图绘制进化树，使结果通过进化树与ｒｅａｄｓ
丰度组合图的形式呈现。

为了探究进行测序的 ５个样品之间的相似
性和差异关系，对样品距离矩阵进行聚类分析，

构建样品层级聚类树。首先通过统计学中的距

离对样品间细菌的丰度分布差异程度进行量化

分析，使用 ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ算法计算两两样本间距
离，获得距离矩阵，用于后续进一步的 ｂｅｔａ多样
性分析和可视化统计分析，然后在ＯＴＵ水平采用
ａｖｅｒａｇｅｌｉｎｋａｇｅ聚类法对距离矩阵进行层级聚类
获得层次聚类树［１７］。

２　结果

２．１　ＰＣＲＤＧＧＥ
为了筛选出高通量测序的代表性样品，首先

对８个采样点的湖水样品进行 ＤＧＧＥ指纹图谱
分析。从图２ａ中可以看出，Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５和
Ｓ７六个样品的条带分布情况和明亮程度非常相
似，表明这６个样品的优势菌多样性很大程度上
相似；Ｓ６和Ｓ８两个样品的条带则与其余６个样
品有区别，同时这两个样品之间的条带分布和明

亮程度也有不同。从图 ２ｂ可以看出，８个样品
中，以Ｓ４为标准，其他７个样品细菌多样性与 Ｓ４
的相似性分别为 Ｓ５９２．１％，Ｓ７８８．９％，Ｓ２
８８．５％，Ｓ３８８．３％，Ｓ１７９．６％，Ｓ６７４．８％，Ｓ８
７２．８％。结果表明，８个样品之间的细菌多样性的
相似性很高，最低的达到了７２．８％。这个结果说
明滴水湖周边水体样品采集点之间的细菌多样

性具有较高的相似度，我们采集的这些点的水体

样品中细菌多样性在一定程度上能够反映滴水

湖表层水体细菌多样性在这个时间段的特点。
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图２　滴水湖湖水样品Ｓ１Ｓ８１６ＳｒＲＮＡ基因Ｖ３区ＤＧＧＥ胶图及指纹图谱分析
Ｆｉｇ．２　ＤＧＧＥＧｅｌｐｉｃｔｕｒｅａｎｄｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＤＳＬｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

２．２　测序结果及ＯＴＵ聚类结果分析
根据ＤＧＧＥ结果，我们从８个样品中选出了

５个进行高通量测序，获得滴水湖水体样品１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因的宏基因组序列，从宏基因组角度研
究滴水湖中细菌的多样性特点。如表２所示，总
共得到了 １７００２８×２条序列，总碱基数为
１０２３５６８５６ｂｐ。经过序列拼接和质控后得到了
１７００２８条优化序列，优化碱基数为 ７４２０８００２
ｂｐ，优化序列平均长度为 ４３６ｂｐ。Ｓ１、Ｓ５、Ｓ６和

Ｓ７四个样品都得到了３万多条优质序列，而 Ｓ８
则得到了４万多条优质序列，测序量达到了实验
设计目标。同时，各个样品的序列平均长度均为

４３０ｂｐ左右，序列的长度区间在３００至５００ｂｐ，说
明测序的质量是可靠的。经统计，质量控制后得

到的优质序列有９９．９８％的序列长度分布在４２０
至４６０ｂｐ区间内，这与Ｖ３Ｖ４区产物长度４６０ｂｐ
接近，说明测序的长度比较完整。

表２　滴水湖湖水样品１６ＳｒＲＮＡ基因Ｖ３Ｖ４区高通量测序数据统计
Ｔａｂ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅＶ３Ｖ４ｆｒｏｍＤＳＬｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

样品

Ｓａｍｐｌｅ

序列数

Ｒｅａｄｓ

碱基数／ｂｐ

Ｂａｓｅｎｕｍｂｅｒ

平均长度／ｂｐ

Ａｖｅｒａｇｅｌｅｎｇｔｈ

最小长度／ｂｐ

Ｍｉｎｌｅｎｇｔｈ

最大长度／ｂｐ

Ｍａｘｌｅｎｇｔｈ
Ｓ１ ３００９４ １３０５１７０４ ４３４ ２８９ ４７８
Ｓ５ ３０５７０ １３３２１６８７ ４３６ ３９６ ５００
Ｓ６ ３４６８５ １５１９５０２０ ４３８ ３９５ ４５９
Ｓ７ ３１１４９ １３５８６２１９ ４３６ ３１８ ４７９
Ｓ８ ４３５３０ １９０５３３７２ ４３８ ２６８ ４９８

　　如表３所示，自纲以下，虽然５个样品在同等
级分类水平上的物种丰富度呈 Ｓ５最多、Ｓ６最少，
其他３个样品相差不多的趋势，但各个样品的

ＯＴＵ数量在相同分类水平上相差不大。这个结
果初步说明，虽然５个样品中的物种丰富度有一
定差别，但整体上还是一致的。图３显示，５个样
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品的ＯＴＵ分别都有３００～４００种，其中有２６６种
为５个样品共有，８０种为４个样品共有，３个样品
共有的则有４７种，２个样品共有的有２７种，单独
在１个样品中存在的只有８种。说明在 ＯＴＵ水
平上，５个样品之间有６２％的ＯＴＵ是共有。若算
上４个样品之间共有的ＯＴＵ，共有的ＯＴＵ则达到
了８１％，进一步说明了５个样品在物种丰富度上
存在着一致性。

表３　滴水湖湖水样品１６ＳｒＲＮＡ基因
宏基因组优质序列ＯＴＵ聚类结果

Ｔａｂ．３　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＤＳＬ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ
ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅＯＵＴｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ

样品

Ｓａｍｐｌｅ Ｓ１ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ 总计

Ｔｏｔａｌ
域Ｄｏｍａｉｎ １ １ １ １ １ １
界Ｋｉｎｇｄｏｍ １ １ １ １ １ １
门Ｐｈｙｌｕｍ １６ １６ １６ １６ １６ １７
纲Ｃｌａｓｓ ３５ ３８ ３５ ３７ ３５ ３９
目Ｏｒｄｅｒ ７６ ７８ ７２ ７８ ７５ ８１
科Ｆａｍｉｌｙ １１８ １２２ １１５ １１９ １１５ １３０
属Ｇｅｎｕｓ １７４ １７８ １６７ １６６ １７０ １９１
种Ｓｐｅｃｉｅｓ ２４９ ２６３ ２３３ ２４６ ２４６ ２８２

图３　滴水湖湖水样品１６ＳｒＲＮＡ基因
宏基因组ＯＴＵ共有情况韦恩图
Ｆｉｇ．３　ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆＯＵＴ
ｓｈａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

２．３　多样性分析
香农曲线图中，Ｓ１、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８这５个样品

所代表的曲线在约３０００条序列处趋平（图４ａ），
说明本次的测序中，各个样品的测序量足够大，

可以反映样本中绝大多数的微生物多样性信息。

稀释性曲线图中，Ｓ７和 Ｓ１在２００００条序列处接
近趋平，Ｓ５和 Ｓ６在 ２５０００处接近趋平，Ｓ８在
３００００条序列处接近趋平，说明３００００条测序量
合理，更多的测序量只会产生少量的物种（图

４ｂ）。这表明，本次测序数据量足够大，满足本次
的研究需求。泛物种分析发现，随着样品数的增

加，总ＯＴＵ数先是增加较快，后渐渐趋平，最后达
到４２８这个总数（图４ｃ），说明这５个样品里所包
含的细菌可以代表滴水湖中绝大部分的细菌，同

时在种的水平上滴水湖中的细菌是很丰富的。

核心物种分析证实，随着样品数的增加，代表核

心物种的ＯＴＵ数量在降低，占总数的四分之一左
右（图４ｄ），说明这５个采样点的湖水中细菌的丰
度有一定的区别。

　　如表 ４所示，５个样品的文库覆盖率在
９９．７％以上，说明获得的 ＯＴＵ能反映所研究的滴
水湖湖水样品的细菌群落组成。Ａｃｅ等指数显
示，５个样品之间的物种丰富度和多样性有一定
的差异但并不明显：物种种类Ｓ５＞Ｓ７＞Ｓ８＞Ｓ１＞
Ｓ６，多样性Ｓ８＞Ｓ１＞Ｓ７＞Ｓ６＞Ｓ５。这表明，这些
样品可以代表滴水湖的细菌多样性特点。

　　ＯＴＵ水平样品关系层级聚类树分析表明，虽
然５个样品可以被分为 Ｓ１、Ｓ５，Ｓ６和 Ｓ７、Ｓ８三
个组，但是５个样品间的距离实际上都很小，最
大不超过０．２２（图５）。结果说明了５个样品之
间多样性虽存在差异但非常小，这也说明５个样
品之间的细菌多样性是基本一致的，可以代表滴

水湖的细菌多样性。

表４　滴水湖湖水样品中细菌多样性指数
Ｔａｂ．４　ＴｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎＤＳＬｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

样品

Ｓａｍｐｌｅ
覆盖值／％
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

细菌多样性指数 Ｂａｃｔｅｒｉａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｉｃｅｓ
Ａｃｅ Ｃｈａｏ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

Ｓ１ ９９．８２３ ３９４．４４８２ ３９４．６６６７ ４．１７８４６５ ０．０３９０６３
Ｓ５ ９９．８９３ ４１０．７０３５ ４１０．２０６９ ４．５７２０５ ０．０２５２５４
Ｓ６ ９９．８４５ ３６６．７９５２ ３５９．５２６３ ４．２４６３７７ ０．０３０９２７
Ｓ７ ９９．７６７ ４０１．５６９ ４１２．２ ４．２１０８９３ ０．０３８６１
Ｓ８ ９９．８５６ ３９５．３０５３ ３９５．７５６８ ３．７０７７６３ ０．０５６１７９
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图４　滴水湖湖水样品１６ＳｒＲＮＡ基因宏基因组多样性分析：
香农曲线（ａ），稀释性曲线（ｂ），泛物种分析曲线（ｃ）和核心物种分析曲线（ｄ）
Ｆｉｇ．４　Ｓｈａｎｎｏｎｗｉｎｎｅｒｃｕｒｖｅ（ａ），Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ（ｂ），Ｐａｎａｎａｌｙｓｉｓ（ｃ）

ａｎｄＣｏｒｅａｎａｌｙｓｉｓ（ｄ）ｏｆｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

图５　ＯＴＵ水平样品关系层级聚类树
Ｆｉｇ．５　ＨｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｔｒｅｅｏｎＯＴＵｌｅｖｅｌ

　　表５中包含了５个样品中相对丰度排名前十
的各个属的分布信息。可以看出，这些属的细菌

在湖水样品中的占比达到了６１％～８２％，在丰度
上属于优势菌属。同时可以观察到十个属水平

的分类中，只有聚球藻属（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ），黄杆
菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），变性菌属（Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ）
和土壤杆菌属（Ｓｅｄｉｍｉｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）的分类信息是
精确的，而其他的则是没有精确分类信息的，这

使得分析过程无法准确描述这些结果，所以本文

中主要在门和科的分类水平分析湖水样品中细

菌的分类特点，种和属的水平则主要讨论了我们

关注的一些分类。分析表明，样品间细菌在科的

水平上多样性相似。虽然物种的均匀度有一定

差异，但是各个科的细菌的相对丰度变化非常小

（图６），说明了虽然是位于滴水湖５个不同的采
样点，但微生物的物种多样性基本一致。５个样
品中的细菌在科的水平主要是鱼孢菌科

（ Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅ ）、 酸 微 菌 科

（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ）、 丛 毛 单 胞 菌 科

（Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ）、黄杆菌科（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ
）、噬几丁质菌科（Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ）、蟑螂杆状体
科 （ Ｃｒｙｏｍｏｒｐｈａｃｅａｅ）、 红 杆 菌 科

（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ） 以 及 蓝 细 菌 门

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）下两个未分级的科，占 ＯＴＵ总数
的７０．０８％～８７．１１％，虽然在丰度上存在着一定
差异，但差异性较小，说明这些科的细菌是滴水

湖中的主要细菌种群。
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表５　各湖水样品中相对丰度前十的细菌属的情况信息
Ｔａｂ．５　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＴｏｐ１０ｇｅｎｕｓｉｎｅａｃｈｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

门（Ｐｈｙｌｕｍ） 科（Ｆａｍｉｌｙ） 属（Ｇｅｎｕｓ） Ｓ１ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８

放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） 鱼孢菌科（Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅ） ｈｇｃＩｃｌａｄｅ １８．４１％ １１．２６％ １７．１６％ １３．００％ １０．９１％
蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ｎｏｒａｎｋＣｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｎｏｒａｎｋＣｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ １８．３２％ １８．８８％ １．７３％ １５．８１％ ９．５２％
蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） ＦａｍｉｌｙＩ 聚球藻属（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ） １２．０５％ ４．７６％ ０．８２％ ９．７４％ １４．６５％
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） 酸微菌科（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉａｃｅａｅ） ＣＬ５００２９ｍａｒｉｎｅｇｒｏｕｐ ８．７１％ ６．７２％ ８．５４％ ４．３６％ ３．３３％
拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 黄杆菌科（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ） 黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） ５．１７％ ９．２４％ １８．４６％ ８．５１％ ２８．２３％
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）丛毛单胞菌科（Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ） 变性菌属（Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ） ３．０１％ ３．１３％ ５．５４％ １１．１８％ ９．７４％
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） 鱼孢菌科（Ｓｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅ） ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＳｐｏｒｉｃｈｔｈｙａｃｅａｅ ２．４８％ １．４１％ ３．８６％ ３．８３％ ２．８３％
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 红杆菌科（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ） ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＲｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ１．７７％ ２．０３％ ３．７２％ １．９４％ １．９８％

拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 噬几丁质菌科

（Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ）
沉积小杆菌属

（Ｓｅｄｉｍｉｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ） １．７７％ １．９５％ ３．２８％ ０．４１％ ０．３８％

变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
丛毛单胞菌科

（Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ） ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＣｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ１．６１％ １．７３％ １．９６％ ２．５１％ １．１２％

总计Ｔｏｔａｌ ７３．３０％ ６１．１２％ ６５．０７％ ７１．２９％ ８２．６９％

３　讨论

我们采集了滴水湖２０１７年７月８个点的湖
水样品进行研究，结果表明 ＤＧＧＥ可以作为高通
量测序结合宏基因组方法研究细菌多样性的方

法的预实验，进行了采样和高通量测序的５个采
样点的水体中细菌多样性可以代表滴水湖表层

水体在采样期间的细菌多样性。限于采样量以

及采样时间上的问题，我们的结果说明了采样期

间的细菌多样性在空间上的分布特点，但不足以

说明滴水湖细菌多样性随时间变化的特点，所以

我们的研究在于结合 ＰＣＲＤＧＧＥ初步探究滴水
湖表层水体细菌在一个时间段内的多样性特点，

为全面、精确研究滴水湖细菌多样性做一个初步

的探索：确认采样点、确立研究流程以及探寻研

究过程中应该注意的问题等，还有为研究水体中

其他微生物例如噬菌体等的多样性积累数据。

全面的滴水湖水体细菌多样性可以在本文的基

础上加大采样量以及跨时间跨季度采样来进行

研究来获得。

在采集水样的时候，根据文献资料和滴水湖

具体情况，我们选取了８个采样点，在进行了变
性梯度凝胶电泳以及 ＤＧＧＥ指纹图谱分析后，我
们发现Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ７六个样品的优势菌
群相似性较高，而 Ｓ６、Ｓ８与其他样品的相似性则
稍小。为了减少在初步探究研究中的成本，在选

择样品进行高通量测序时可以减少细菌多样性

相似度较高的样品的数量，所以我们选取了相似

度较低的全部样品（Ｓ６、Ｓ８）和部分相似度较高的
样品（Ｓ１、Ｓ５、Ｓ７），总共５个样品（Ｓ１、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、

Ｓ８）。而后面进行的高通量测序及后续宏基因组
学分析时，发现这５个样品的关系很近，细菌的
多样性一致。这个结果证明了 ５个湖水样品的
细菌多样性能够说明研究采样期间滴水湖表层

水体的细菌多样性特点，同时也证明了 ＤＧＧＥ被
用来作为高通量测序选样预实验的可行性。

ＺＷＡＲＴ等通过随机克隆的方法对从不同淡
水环境（湖泊和河流）中得到的６８９个细菌和７５
个质体的１６ＳｒＤＮＡ序列进行研究，发现典型的
淡水细菌大都隶属于 α、β、γ变形菌亚门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），拟杆
菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）
和疣微菌门 （Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）［１８］。ＮＥＷＴＯＮ等
结合前人的研究和最新的研究成果发现，湖泊生

态系统变温层中共有 ２１个典型的淡水细菌门
类。除ＺＷＡＲＴ等已报道的５个优势门类外，其
他的１６个细菌门类仅约占所收集到的全部序列
的２．６％，包括：酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），绿菌
门（Ｃｈｌｏｒｏｂｉ），绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），纤维杆菌
门（Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ），厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），梭杆
菌 门 （Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）， 芽 单 胞 菌 门

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）， 黏 胶 球 形 菌 门

（Ｌｅｎｔｉｓｐｈａｅｒａｅ），硝化螺菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ），浮霉
菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ），螺旋体门（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ），
ＢＲＣ１，ＯＤ１，ＯＰ１０，ＳＲ１和ＴＭ７［１９］。

ＷＵ等通过对克隆的１６ＳｒＲＮＡ基因进行测
序研究太湖湖水２００４年３月、５月、７月、９月的
细菌多样性［２０］。结果发现７月份的湖水中细菌群
落组成最为多样，以放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），变
形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），

４３７
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图６　系统发生进化树和各样品在科水平的序列丰富度
Ｆｉｇ．６　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅａｄｓｏｎｔｈｅｆａｍｉｌｙｌｅｖｅｌ

浮霉 菌 门 （Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ），硝 化 螺 菌 门
（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ），厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），酸杆菌门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ），绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），绿菌门
（Ｃｈｌｏｒｏｂｉ）（后５个门的丰度相对较低）。结合４

个月 的 结 果 分 析 表 明，主 要 以 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），拟杆
菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ），
疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）为主要菌门，占细菌

５３７
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总数的 ８８％ ～１００％，这个结果与 ＺＷＡＲＴ、
ＮＥＷＴＯＮ等的研究结果相符。而我们的结果分
析发现，在滴水湖中 Ｓ１、Ｓ６、Ｓ８中放线菌门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形
菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）为
优势门，占微生物总数的９７％左右，在 Ｓ５中，放
线 菌 门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 蓝 细 菌 门

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆
菌 门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、 疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）为
优势门，占微生物总数的９７．５５％，而在 Ｓ７中，放
线 菌 门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 蓝 细 菌 门

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆
菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）
为优势门，占微生物总数的９７．７１％。与太湖细
菌多样性相比，可以发现在门的分类水平上两者

主 要 细 菌 的 类 型 相 似，为 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、变形
菌 门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）；区
别在于滴水湖的优势门中有蓝细菌门而且占比

还不小，而太湖中没有，原因是作者主要分析太

湖中异养细菌所以去掉了蓝细菌门的信息。总

的来说，本文的研究结果与 ＺＷＡＲＴ、ＮＥＷＴＯＮ等
的研究结果趋同，表明虽然滴水湖是一座人工

湖，但湖水中细菌多样性与常见淡水湖泊中典型

细菌多样性特点类似，说明了滴水湖微生物群落

较为成熟和稳定。

在滴水湖中没有观测到粪大肠菌群、大肠埃

希氏菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）等水体污染指示菌的序列。对
于一般的致病菌和条件致病菌，在属的水平没有

观测到沙门氏菌属 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、链球菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）的序列，只观测到了极少量的志贺
氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）序列（０．１％）。这说明了在宏
基因组学研究水平，滴水湖湖水基本没有受到水

体污染菌污染。在滴水湖中没有发现粪便污染

指示菌和常见致病菌以及条件致病菌，但发现了

少量的其他的可能性致病菌，比如军团杆菌属

（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ）［２１］占总ＯＴＵ数的０．２０％；奈瑟氏菌
属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）［２２］占总 ＯＴＵ数的 ０．１１％；立克次
氏体（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）［２３］占总ＯＴＵ数的１．９９％。说明
在滴水湖中存在着致病菌致病的风险，这可能对

于在滴水湖周边的游客特别是参与水上项目的

游客存在着潜在的威胁。当然，基于 １６ＳｒＤＮＡ
的数据没有准确预测滴水湖中致病菌的具体情

况，但是这些研究结果可以在更大范围内给出预

警。后续的研究，比如用致病菌特异性引物筛

查、ｑＰＣＲ等技术，可以更精确的获取滴水湖中致
病菌的分布等信息，为这些致病菌的风险评估，

做出相应措施预防等工作奠定基础。在分析滴

水湖中蓝藻多样性的时候，发现宏基因组中蓝藻

的序列主要为聚球藻属（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ）序列
（１９．３％ ～５８．９％以及无法分类的蓝藻序列
（３３．６％～５８．８％），没有发现与水华相关的一些
藻类的序列，比如鱼腥藻属（Ａｎａｂａｅｎａ）、水华束
丝 藻 （Ａｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎ ｆｌｏｓａｑｕａｅ）、微 囊 藻 属
（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ）等。说明，目前滴水湖没有蓝藻导致
的水华的倾向和先兆。
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