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春夏季节东湖不同富营养化区域
水体细菌群落的动态变化
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农业微生物学国家重点实验室/华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　采用高通量测序技术,对东湖２个不同富营养化区域(官桥湖区和海洋世界区,简称 H 区和 L区)在
春夏季节水体细菌群落的动态变化进行了研究.结果表明:H 区和 L区细菌的群落结构相似,放线菌门(ActiＧ
nobacteria)占优势,其次为蓝藻门(Cyanobacteria)和变形菌门(Proteobacteria).２个区域细菌的相对丰度随时

间的变化出现差异,在门水平上,H 区的蓝藻门(１０．２％~３３．７％)与放线菌门(１５．４％~５３．１％)波动较大,且两

者呈显著负相关,L区则相对稳定;在纲水平上,H 区波动明显的是放线菌纲(Actinobacteria)、集球藻亚纲(SynＧ
echococcophycideae)、颤藻亚纲(Oscillatoriophycideae)和 Chloroplast,L 区出现波动的是颤藻亚纲和 ChloroＧ

plast.L区的多样性指数高于 H 区.通过 RDA分析发现,pH 值、水温、溶解氧与２个区域的细菌群落有较强

的负相关关系,氮磷比和总磷分别与 H 区和L区的细菌群落有较强的正相关关系.
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　　细菌在淡水生态系统尤其是富营养化湖泊的物

质分解和营养传递中起着重要作用[１],它们通过自

身的生命活动影响和调节着水体的环境质量[２].细

菌的群落结构与水体的营养化水平和水生生态系统

的功能紧密相关[３Ｇ５],研究其随时间的动态变化对于

富营养化湖泊的环境监测和治理具有重要意义[６].
武汉东湖的水域面积约３２km２,平均水深２．２１

m,是长江中下游的一个中型浅水湖泊,由于自然和

人为等因素,东湖的不同区域呈现出不同的富营养

化状态[７],严重的区域经常爆发蓝藻水华[８],是一个

典型的富营养化研究系统.目前,关于东湖细菌群

落的研究主要是基于 DNA 指纹技术、限制性片段

长度多态性(RFLP)分析、PCRＧDGGE和克隆测序

等方法[９Ｇ１４].近年来,高通量测序技术发展迅速,已
成为研究环境微生物一个强有力的工具,与传统方

法相比,它具有可以在环境样本中得到数百万的序

列和大量的分类操作单元(OTUs)[１５Ｇ１６],更全面而

本 质 地 揭 示 出 微 生 物 的 群 落 结 构 和 多 样 性 的

优势[３].
笔者选取东湖２个不同富营养化程度的区域,

采集春夏６个月的水样,对细菌的１６SrDNA V３Ｇ
V４区进行 MiSeqＧIllumina高通量测序,研究东湖

水体细菌的群落结构、相对丰度和多样性,旨在揭示

东湖不同富营养化程度水体细菌的群落结构演替及

与环境因子的关系,从而加深对东湖生态系统的了

解,为东湖富营养化水体的治理提供参考.

1　材料与方法

1.1　采样点设置

通过前期调查,选取１个富营养化程度较高的

湖区(官桥湖区,简称 H 区)和１个富营养化程度较

低的湖区(海洋世界区,属于郭郑湖,简称 L区)作
为研究对象.根据水域形态分别在２个区域各设置

５个均匀的固定取样点,如图１和表１所示.
1.2　样品采集和环境因子的测定

于２０１６年４－９月,每月中旬０９:００－１２:００在

上述１０个位点采样.在水面以下０．５m 处,现场测

定溶解氧(DO)、水温(Tw)、pH 值,采集１L水样带

回实验室.总氮(TN)采用碱性过硫酸钾消解紫外

分光光度法(GB１１８９４－１９８９),总磷(TP)采用钼酸
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图１　东湖取样点分布

Fig．１　DistributionofsamplingsitesinDonghuLake
表１　东湖取样点位置

Table１　LatitudeandlongitudeofsamplingsitesinDonghuLake

采样区域

Samplingarea
采样点

Samplingsites
纬度

Latitude
经度

Longitude

官桥湖区

GuanqiaoLakearea

H１ N３０°５３．６０９′ E１１４°３８．４４３′
H２ N３０°５３．６１４′ E１１４°３８．７３２′
H３ N３０°５３．７６６′ E１１４°３８．６０８′
H４ N３０°５３．９２６′ E１１４°３８．７５０′
H５ N３０°５３．９３１′ E１１４°３８．５４５′

海洋世界区

SeaWorldarea

L１ N３０°５８．２８６′ E１１４°３８．５９３′
L２ N３０°５８．３９８′ E１１４°３８．９５６′
L３ N３０°５８．１９６′ E１１４°３９．３１９′
L４ N３０°５７．８０８′ E１１４°３９．３４１′
L５ N３０°５８．０３５′ E１１４°３９．０３５′

铵分光光度法(GB１１８９３Ｇ１９８９),COD 采 用 重 铬

酸 盐 法(GB１１９１４Ｇ１９８９),叶绿素a(ChlＧa)采用

９５％乙醇萃取法[１７].
1.3　水样基因组 DNA 的提取

取３００mL水样采取真空抽滤的方式将菌体收

集到０．２２μm 滤膜上,放入７mL灭菌离心管中,加
入无菌水和玻璃珠,将菌体完全从滤膜上清洗下来,
按细 菌 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒 (TIANGEN,

DP３０２)的操作方法提取水样总 DNA,得到的 DNA
样本用紫外分光光度计检测浓度和纯度符合要求

后,用干冰埋起来送到上海派森诺生物技术股份有

限公司进行高通量测序.
1.4　高通量测序

用针对细菌 １６SrRNA 基因的引物(ACTCＧ

CTACGGGAGGCAGCA, GGACTACHVGGGTＧ
WTCTAAT)对合格的样本 DNA 进行PCR扩增,

２５μL体系:５×反应缓冲液５μL,５×GC 缓冲液

５μL,dNTP(１０mmol/L)０．５μL,引物(１０μmol/L)
各１μL,Q５高保真 DNA 聚合酶 ０．２５μL,DNA
１μL,ddH２O１１．２５μL.PCR 程序:９８ ℃ ３０s;

９８℃１５s,５０℃３０s,７２℃３０s:２５~２７ 个循环;

７２℃５min.将PCR产物进行定量,按照每个样品

所需的数据量进行混样,用Illumina公司的 TruSeq
NanoDNALTLibraryPrepKit进行建库,对合格

的文库在 MiSeq机器上利用 MiSeqReagentKitV３
(６００cycles)进行２×３００bp的双端测序.首先,对
得到的原始双端序列进行质量初筛,使用 FLASH
(v１．２．７,http://ccb．jhu．edu/software/FLASH/)

３５
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拼接通过质量初筛的双端序列,根据index信息提

取每个样品的有效序列.其次,利用 Qiime(verＧ
sion１．７．０,http://qiime．org/)对有效序列进行质量

过滤,并通过 Mothur(version１．３１．２,http://www．
mothur．org/)去除嵌合体,得到最终用于后续分析

的优质序列.然后,调用 UCLUST 对优质序列进

行聚 OTU(９７％ 相 似 度).最 后,通 过 blast 将

OTU 代 表 序 列 与 Greengenes 数 据 库

(Release１３．８,http://greengenes．secondgenome．
com/)比对,对 OTU 代表序列进行注释,获得每个

OTU的分类学信息.去掉原始 OTU 中可信度较

低的序列,所得数据进行后续分析.利用 R软件计

算每个样本的群落多样性(即 Alpha多样性),包括

Chao１指数和Shannon指数.
1.5　数据分析

采用Excel２０１３处理数据,用SPSS１９．０进行

相关性和显著性差异分析,同一时间２个区域间的

差异用 TＧtest检验比较,各区域随时间变化的差异

用oneＧwayANOVA 单因素方差分析,P＜０．０５表

示差异显著,图中只标注后者.绘图使用Origin９．０
完成,文中图的数值是 H 区和L区５个取样点数据

的平均值±标准差.采用CanocoforWindows４．５
软件对细菌优势门的相对丰度和环境因子进行冗余

分析(redundancyanalysis,RDA).

2　结果与分析

2.1　水体环境因子

２０１６年４－９月两个区域水温变化(２１~３４℃)
基本一致(图２A).溶解氧波动较大,H 区为７．２７~
１２．１６mg/L,L 区为８．６５~１３．６９ mg/L (图２B).

pH 值的变化范围较小,H 区为８．２~８．９,L 区为

８．６~９．３(图２C).COD 在 H 区(２９．８５５~５４．４２１
mg/L)和L区(２４．０３０~２９．８３２mg/L)都是先上升

后 下 降,但 在 H 区 的 含 量 明 显 高 于 L 区

(P＜０．０５)(图２D).TN 在 H 区(３．７１５~２．７１５
mg/L)持 续 下 降 (P ＜０．０５),在 L 区 (０．５６４~
０．８８０mg/L)缓慢上升(P＞０．０５)(图２E).H 区

的 TP质量浓度较高(０．１７０~０．２３３mg/L),L区

(０．０６９~０．１９０mg/L)则是先上升后下降(图２F).

ChlＧa在 H 区(０．１３２~０．１７４mg/L)显著高于 L区

(０．００３~０．０５５mg/L)(P＜０．０５),均在８月出现

最大值(图２G).可见,H 区的富营养化程度高于

L区(水体富营养化的临界值为 TN≥０．２mg/L,

TP≥０．０２mg/L[１８]).
2.2　细菌群落的结构和多样性

高通量测序在每个样本中平均获得３００００~
４００００条高质量序列,４０００多个 OTUs(以９７％的

相似度划分),２０多个门,详见表２.细菌在门水平

上的分类及其相对丰度随时间的变化如图３所示.

２个区域的细菌群落结构相似,主要由在４－９月平

均相对丰度高于１％的８个门组成,分别是放线菌

门(Actinobacteria)、蓝藻门(Cyanobacteria)、变形

菌门(Proteobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、
拟杆菌门(Bacteroidetes)、疣微菌门(VerrucomicroＧ
bia)、绿菌门(Chlorobi)和绿弯菌门(Chloroflexi).
放线菌门在２个区域中都占优势(H 区为３０．２％,L
区为３４．５％);其次是蓝藻门(２２．５％,１９．７％)和变

形菌门(２２．３％,２０．６％).但各个门的相对丰度随

时间呈动态变化,在 H 区和L区差异较大.放线菌

门在 H 区 的 相 对 丰 度 从 ４ 月 (２２．５％)到 ５ 月

(５３．１％)显著上升(P＜０．０５),然后大幅度下降(６－
７月除外)(P＜０．０５),８月到达最低值(１５．４％);在

L区从４月(２３．６％)到５月(３８．３％)也显著上升

(P＜０．０５),此后并未大幅度下降,而是在７月到达

最高值(４０％).蓝藻门在 H 区５月最低(１０．２％),

６月开始显著上升 (P ＜０．０５),８ 月达到最高值

(３３．７％);在 L 区 ７ 月 最 低 (１９．４％),８ 月 最 高

(２６％),４月到６月变化不显著(P＞０．０５).可见,
与 H 区相比,L区放线菌门和蓝藻门随时间的变化

更稳定.特别的是,H 区的蓝藻门与放线菌门的相

对丰度呈显著负相关(r＝－０．８７９,P＜０．０１).变形

菌门在 H 区 (１５．７％ ~２３％)和 L 区 (１５．７％ ~
３１．５％)的最高值都在４月,最低值分别在５月和

６月,在７－９月都无显著变化(P＞０．０５).浮霉菌

门在 H 区(６．４％~１７．４％)的相对丰度显著高于

L区(１．９％~６．６％)(P＜０．０５).
表２　每个区域样本的平均序列数、

OTUs及门、纲水平上的数量

Table２　Theaveragesequences,OTUsandnumbersof

differentclassificationlevelsineacharea

区域

Area
序列数

Sequence
OTU数

OTUs
门

Phylum
纲

Class

H ３７３８８ ４０６０ ２８ ６９

L ４３００３ ４５６９ ３０ ７８

４５
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图２　采样区水环境因子随时间的变化

Fig．２　Variationofwaterenvironmentalfactorsinsamplingareaswithtime

　　细菌在纲水平的分类及其相对丰度随时间的变

化如图４.在东湖水体中,放线菌门主要由酸微菌

纲(Acidimicrobiia)和放线菌纲(Actinobacteria)组
成,H 区是酸微菌纲(１６．５％)的平均相对丰度最高,

L区则是放线菌纲(１９．４％)最高.相对丰度随时间

变化较显著的是 H 区的放线菌纲,从５月(２２．８％)
到８月(５．９％)一直下降(P＜０．０５).蓝藻门主要由

集球 藻 亚 纲 (Synechococcophycideae)、颤 藻 亚 纲

(Oscillatoriophycideae)和 Chloroplast组成.集球

藻亚纲均在 ８ 月达到峰值,H 区和 L 区分别为

１７．８％和２２．２％,在 H 区主要是６月(０．１６％)到

７月(１４．５％)大幅度增长(P＜０．０５),在L区则是从

４月(５．８％)开始持续增长到８月;Chloroplast均在

４月达到峰值,H 区和L区分别为２２．７％和１５．７％,
到５月,H 区锐减为０．７％,L区仍有１０．９％.颤藻

亚纲(Oscillatoriophycideae)在 H 区 的 相 对 丰 度

(２％~１１．６％)随时间变化显著(P＜０．０５),在 L区

变化较小(０．４％~１．３％)(P＜０．０５),且两者的相对

丰度差异显著(P＜０．０５).变形菌门主要由βＧ变形

菌纲(Betaproteobacteria)、αＧ变形菌纲(AlphaproＧ
teobacteria)和γＧ变形菌纲(Gammaproteobacteria)
组成,在春夏季节变化较小,三者平均相对丰度之和

在 H 区和L区分别为１７．９％和１８．７％,其中βＧ变形

菌纲所占比例最高(４６％).在 H 区,βＧ变形菌纲与

集球藻亚纲的相对丰度呈显著负相关(r＝－０．５０８,

P＜０．０１).

５５
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图３　细菌门水平相对丰度随时间的变化

Fig．３　ChangesinphylumＧlevelrelativeabundanceofbacterialwithtime

图４　细菌纲水平相对丰度随时间的变化

Fig．４　ThevariationofClassＧlevelrelativeabundanceofbacteria

　　H 区 Chao１指数在７月最大(８１３．２),L区在

９月达到最大(７９６．８),除７月以外,L区的Chao１指

数显著高于 H 区(P＜０．０５)(图５A).两个区域的

Shannon指数在６－８月差别不大(P＞０．０５),其余

月份,L区显著高于 H 区(P＜０．０５)(图５B).从整

体上看,富营养化程度低的 L区细菌多样性指数大

于富营养化程度较高的 H 区.
2.3　水体环境因子对细菌群落结构的影响

对优势菌门的相对丰度与环境因子进行 RDA
分析(图６).H 区 RDA 排序图的第一和第二主轴

分别解释了细菌门水平相对丰度变化的 ５６％ 和

７．９％,第一轴上,相关性较大的是pH(r＝－０．７０６)

和DO(r＝－０．５４８),第二轴上是Tw(r＝－０．６５４)、

COD(r＝－０．５４１)和 N/P(r＝０．５３１)(图６A).L
区RDA图的第一和第二主轴分别解释了细菌门水

平相对丰度变化的４６．３％和１２．６％,第一轴上,相关

性较 大 的 是 pH 值 (r＝ －０．７６９)和 Tw(r＝
－０．６５７),第二轴上是 DO(r＝－０．４６５)、TP(r＝
０．３８４)和 N/P(r＝－０．３７１)(图６B).综上,pH、

Tw、DO是影响２个区域水体细菌群落结构主要的

环境因子,且都有较强的负相关性.N/P和 TP分

别与 H 区和L区的细菌群落结构有较强的正相关

关系.COD与 H 区细菌群落结构也有较强的负相

关关系 .
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图５　水体细菌多样性指数随时间的变化

Fig．５　Changesofbacterialdiversityindexinwaterwithtime

　Aci:Acidobacteria;Act:Actinobacteria;Arm:Armatimonadetes;Bac:Bacteroidetes;ChlＧb:Chlorobi;ChlＧf:Chloroflexi;Cya:CyaＧ

nobacteria;Fir:Firmicutes;Gem:Gemmatimonadetes;Pla:Planctomycetes;Pro:Proteobacteria;Ver:Verrucomicrobia．

图６　环境因子与细菌群落的RDA分析

Fig．６　RDAanalysisofenvironmentalfactorsandbacterialcommunity

3　讨　论

在东湖生态系统中,H 区的富营养化程度尽管

高于L区,但是２个区域在春夏季节水体细菌的群

落结构相似,主要由放线菌门、蓝藻门、变形菌门、浮
霉菌门、拟杆菌门、疣微菌门、绿菌门和绿弯菌门组

成,和水库、湖泊等生态系统的细菌群落结构相

似[３,１９Ｇ２０].放线菌门是东湖水体最丰富的细菌类

群,其次为蓝藻门和变形菌门.Zhang等[１４]使用

PCRＧDGGE研究了东湖水体细菌的时空变化,通过

对水生态系统中常见的几种细菌类群进行检测,发
现变形菌门(包括αＧ、βＧ、γＧ变形菌纲)所占的比例最

高,其后依次为放线菌门、拟杆菌门、蓝藻门、浮霉菌

门、厚壁菌门.而关于东湖底泥,所报道的优势菌主

要为变形菌门、酸杆菌门和厚壁菌门[１１Ｇ１３],与本研究

结果中东湖水体优势菌门不尽相同.在不同的富营

养化环境下,细菌的相对丰度随时间变化的差异较

大,主要体现在相对丰度的大小和随时间的演变规

律上.H 区的放线菌门和蓝藻门的相对丰度随时

间变化 波 动 很 大,且 两 者 呈 显 著 负 相 关 (r＝
－０．８７９,P＜０．０１).关于放线菌门和蓝藻门的相互

作用机制尚不清楚,有研究表明,蓝藻水华的爆发会

使放线菌的数量减少和新陈代谢活动减弱[２１];也

有研究发现放线菌可通过释放LＧ赖氨酸等胞外物

质裂解蓝藻[２２].浮霉菌门在 H 区的相对丰度显著

高于L区(P ＜０．０５),可能与 H 区的蓝藻降解时可

产生多糖硫酸酯为浮霉状菌提供更多的生长能源

有关[２３].
放线菌门主要由放线菌纲和酸微菌纲组成,在

淡水系统中家族分支单一[２４].Haukka等[２５]对富

营养化湖泊治理的前后２年进行研究,发现放线菌

门在富营养程度较低的水体中更丰富.变形菌门的

(βＧ、αＧ、γＧ)变形菌纲在春夏季节较为稳定,三者的平

均相对丰度之和在１８％左右.βＧ变形菌纲在很多淡

水系统中都有较高的分布[２３],其组成与蓝藻以及悬

浮物密切相关[２６Ｇ２７],在 H 区,βＧ变形菌纲与集球藻

亚纲呈显著负相关(r＝－０．５０８,P＜０．０１),进一步

说明其与蓝藻的密切联系.蓝藻门的集球藻亚纲、
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颤藻亚纲和Chloroplast的相对丰度在不同时间和

不同区域均有较大的差异,而蓝藻的群落结构变化

与环境因子密不可分[２８],也对浮游细菌的整体群落

结构造成了较大影响[２９].
东湖水体细菌群落结构的主要影响因子为pH

值、水温和DO,且它们间都有较强的负相关性.随

着温度的上升,东湖的浮游藻类开始复苏,藻类的上

浮和 大 量 繁 殖 使 藻 类 生 物 量 (ChlＧa)显 著 上 升

(图２ＧD,４－８月),同时藻类的生长和裂解过程又影

响着水中的 DO 和 pH 值[３０].Lindstrom 等[３１]对

欧洲北部１５个典型淡水湖泊进行研究,发现pH 值

和温度是影响细菌群落结构的主要因素;刘倩

纯[３２]对鄱阳湖的研究表明,DO 也是影响细菌群落

结构的重要因素.东湖 H 区的水质长期处于劣五

类,其 N、P质量浓度远高于 L区(图２),与２个区

域细菌群落结构有较强正相关的因素也不同,H 区

为N/P,L区为 TP,较高的营养会直接影响到浮游

细菌的组成,也会间接影响到浮游植物和浮游动物

的生物量及组成[２５].根据地表水环境质量标准

(GB３８３８－２００２),H 区的COD已达到或超过Ⅴ类

的标准,L区则是处于Ⅳ类.COD 与 H 区的细菌

群落有较强的负相关关系,而对 L区细菌的影响较

小,说明高浓度的 COD 不利于细菌群落结构的

稳定[３３].
富营养化程度低的 L区细菌多样性指数大于

富营养化程度较高的 H 区,说明L区的抗干扰能力

更强,群落稳定性更高.已有研究表明,湖泊富营养

化后,藻类的大量生长或蓝藻的爆发会造成水体细

菌多样性的改变[５,１０].
本研究在门水平和纲水平对东湖水体细菌群落

的动态变化进行了分析,发现东湖水体细菌丰富.
不同富营养化程度湖区细菌的群落结构相似,但相

对丰度随时间的变化及多样性差异较大,部分细菌

类群如浮霉菌门和颤藻亚纲的相对丰度在２个区域

也明显不同.我们推断由于２个区域同处于东湖这

一生态系统中,在同一时间,它们的水温高低、pH
值大小和溶解氧质量浓度差别也较小,但是 H 区和

L区的污染程度具有显著差异,各种环境因素对细

菌群落结构的影响不同,使得２个区域的细菌群落

差异主要体现在细菌的相对丰度及其随时间的动态

变化上.后续可在其他的分类水平上作进一步的分

析,以更全面地了解东湖水体细菌的群落结构.
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Dynamicchangesofbacterialcommunityintwoeutrophic
areasofDonghuLakeinspringandsummer

CHENG Minling　LIUChenfei　CHENGDanyi　XUYing　LIANGYunxiang

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThedynamicchangesofbacterialcommunityintwoeutrophicareasincludingGuanqiao
LakeandSeaWorld,referredtoasHandL,ofDonghuLakeinspringandsummerwerestudiedwith
highＧthroughputsequencing．TheresultsshowedthatthebacterialcommunitystructuresinHandLarＧ
easweresimilar．Actinobacteriaweredominatedinthesearea,followingbyCyanobacteriaandProteobacＧ
teria．Therelativebacterialabundancevariedwithtimeinbothareastested．AlargefluctuationwasobＧ
servedinHareathatCyanobacteria(１０．２％Ｇ３３．７％)andActinobacteria(１５．４％Ｇ５３．１％)abundancevarＧ
iedwithsignificantlynegativecorrelation,whilebacteriawererelativelystableinLareaatthephylum
level．TheabundanceofseveralclassesincludingActinobacteria,Synechococcophycideae,OscillatorioＧ
phycideaeandChloroplastinHarea,andtheOscillatoriophycideaeandChloroplastinLareafluctuated
greatly．ThediversityindexofLareawashigherthanthatofHarea．ResultsofRDAanalysesshowed
thatpH,watertemperatureanddissolvedoxygenweresignificantlynegativelycorrelatedwithbacterial
communityinbothareas,whileN/PandTPwerestronglypositivelycorrelatedwithbacterialcommuniＧ
tyofHandLareas．

Keywords　DonghuLake;eutrophication;bacterialcommunity;highＧthroughputsequencing;relaＧ
tiveabundance

(责任编辑:张志钰)

９５




