
第 31卷第 2期

2011年 2月

环  境  科  学  学  报

 Acta Scientiae C ircumstantiae

Vo .l 31, No. 2

Feb. , 2011

基金项目: 国家水体污染控制与治理科技重大专项 ( No. 2008ZX07526-002-06 )

Supported by th e NationalKey TechnologiesR & D Program onWater Pollu tion Contro l andM anagem ent of Ch ina(No. 2008ZX07526-002-06)

作者简介: 吕明姬 ( 1985) ) , 女, E-m ai:l lvm ingj@i live. cn; * 通讯作者 (责任作者 ), E-m ai:l yhu ang@ pku. edu. cn

Biography: LB M ingji( 1985) ) , fem ale, E-m ai:l lvm ing j@i live. cn; * Correspond ing author, E-m ai:l yhuang@ pku. edu. cn

吕明姬,汪杰,范铮,等. 2011.滇池浮游细菌群落组成的空间分布特征及其与环境因子的关系 [ J] .环境科学学报, 31( 2 ) : 299-306

L�M J, W ang J, Fan Z, e t a l. 2011. The spat ial variat ion s of b acteriop lank ton comm un ity com position in Lak e D ianch i and th eir relation to

env ironm en tal factors[ J] . Acta S cien tiae C ircum stant iae, 31 ( 2) : 299-306

滇池浮游细菌群落组成的空间分布特征及其与环境

因子的关系
吕明姬

1
,汪杰

2
,范铮

3
,黄艺

1, *

1. 北京大学环境科学与工程学院,北京 100871

2. 北京大学深圳研究生院环境与能源学院,深圳 518055

3. 北京科技大学土木与环境工程学院,北京 100083

收稿日期: 2010-06-10   修回日期: 2010-08-12   录用日期: 2010-08-26

摘要:为探讨滇池湖体浮游细菌群落组成的空间分布特征,并找出影响浮游细菌群落组成分布的主要影响因子,通过 16S rRNA末端限制性片

段长度多态性 ( T-RFLP)分析手段研究了滇池湖体夏季由北向南 9个采样点浮游细菌的群落结构.结果表明, 9个采样点共得到 52个不同的片

段 ( T-RFs),且每种片段至少代表一种细菌.各采样点浮游细菌群落的组成不同,并且优势菌也发生了变化,但 9个采样点的 Sh annon-W einer指

数和均匀度指数都较低,说明滇池的生态环境已很脆弱.通过聚类 ( C lu ster)和多维尺度 (MDS)分析浮游细菌群落的空间分布发现,水质情况相

似的采样点其浮游细菌群落组成也相似,并且可将 9个采样点的浮游细菌群落组成分为 4类.典型相应分析 ( CCA)结果表明,氨氮 ( NH+
4 -N)、

总氮 ( TN )、硝氮 ( NO-
3
-N )、叶绿素 a( Ch la)对浮游细菌的分布影响最大,其次为 pH 和温度.

关键词:浮游细菌; 16S rRNA-T-RFLP; 空间差异;环境因子;滇池

文章编号: 0253-2468 ( 2011) 02-299-08   中图分类号: X524   文献标识码: A

The spatial variations of bacterioplankton community composition in Lake

D ianchi and their relation to environm ental factors

LBM ing ji
1
, WANG Jie

2
, FAN Zheng

3
, HUANG Y i

1, *

1. Co llege of Environm en tal S cien ces and Eng ineering, Pek ing Un iversity, Beijing 100871

2. S chool ofEn vironm ent and Energy, Pek ing Un iversity Sh enzh en Gradu ate Schoo,l Shen zh en 518055

3. Co llege of and C iv il and Env ironm en talE ngineering, Un ivers ity of S cien ce and Technology Bei jing, Bei jing 100083

R eceived 10 Jun e 2010;    received in revised form 12 Augu st 2010;    accepted 26August 2010

Abs tract: Lake D ianch i is in a seriou s eu troph icat ion s tate. H ow ever, the w ater qua lity varies spat ially in the lake. In order to explore the spatial

d is tribut ion of bacterioplankton comm un ity com positions ( BCCs) , asw ell as to iden tify th e key factors th at affect the d istribu tion of BCC s, 9 su rface water

sam p lesw ere invest igated along the troph ic gradient in the summ er of 2009 by term inal restrict ion fragm en t length polym orph ism ( T-RFLP) . In tota,l

fifty-tw o term inal restrict ion fragm ents ( T-RFs) w ere detected in al l sam p les. The nine sam p les had d ifferen t b acterial com pos itions and predom in ant

types. Bu t th e Shannon-Weiner d iversity ind ices and evenn ess in all the sam plesw ere low, wh ich ind icated that the ecological statu s ofLak eD ianch iw as

fragi le. M u lt id im ens ion al scaling (MDS ) analys is ind icated that th e sam p les that scattered closely h ad sim ilar w ater qual it ies, verif ied by cluster analys is

us ing UPGMA ( unw eighted pair- group m ethod us ing averages) . M eanw h ile, the BBC s of 9 sam ples cou ld be d ivided into four clusters. The resu lt of

canon ical correspond ing analys is ( CCA) also illum inated th e environm ental factors affect ing the BCC, am ong w h ich NH +
4 -N, totaln itrogen, NO-

3 -N and

C h la w ere the m os t in fluen tial factors, though, pH and temperature a lso had a certain inf luen ce.

Keywords: bacteriop lankton; 16S rRNA-T-RFLP; space difference; environm en tal factors; Lake D ianch i

1 引言 ( Introduct ion)

浮游细菌不仅数量巨大,而且在有机物降解及

营养物循环过程中具有重要作用,是水生态系统的

重要组成部分 (M uylaert et al. , 2002; W e i et al. ,

2008) .另外,在水生态系统中, 微生物对外部环境
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的变化非常敏感 ( Paerl et al. , 2003) . 因此, 作为对

外部环境变化最灵敏的响应,浮游细菌群落组成的

改变能在一定程度上反映该水环境的状态. 目前,

越来越多的研究开始关注浮游细菌与环境因子之

间的关系 ( Donner et al. , 1996; L indstrm, 2001; L iu

et al. , 2009) . 但是, 由于浮游细菌与环境因子之间

的关系较为复杂, 大多研究至今仍处于摸索阶段

(V ieira et al. , 2008) .同时,针对严重富营养化湖泊

内浮游细菌群落与环境因子之间关系的研究报道

也相对较少.

滇池位于昆明市西南, 属断陷构造湖泊, 是云

贵高原湖面积最大的淡水湖. 近年来, 由于城市化

进程的飞速发展, 大量含有高浓度氮、磷等营养物

的污染物排入滇池, 使得整个湖泊的富营养化问题

十分严重. 尽管如此, 滇池内不同湖区的水质情况

却不尽相同.研究发现,由南至北, 滇池的富营养水

平不同 ( X ing et al. , 2005; Ca,i 2009) .

基于此,本文应用末端限制性酶切片段长度多

态性分析 ( T-RFLP)手段,对滇池内不同湖区水体中

浮游细菌群落组成进行研究,探讨浮游细菌群落组

成的空间分布差异. 同时, 通过典型相应分析

( CCA )研究浮游细菌群落的组成与环境因子的关

系,以期找出影响浮游细菌群落组成分布的关键因

子,为富营养化水体的生态环境修复提供基础信息

和理论依据.

2 材料和方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 样品采集
2009年 8月, 于滇池草海 ( D1和 D2 )和外海

( D3~ D9) 采集实验样品,共 9个样点, 分别为断桥

( D1)、草海中心 ( D2)、灰湾中 ( D3)、罗家营 ( D4)、

观音山西 ( D5)、观音山东 ( D6)、白鱼口 ( D7)、海口

西 ( D8)、滇池南 ( D9) (图 1) . 于每个样点 (距水面

0. 2~ 0. 3m处 )取 1. 6L表层水, 分装在 4个已灭菌

的玻璃瓶中, 其中两瓶用于测定各项水质指标, 另

外两瓶用于 T-RFLP研究. 所取水样立刻运往实验

室,于 4e 黑暗保存, 且所有样品都在一周内进行

分析.

2. 2 DNA提取

400mL水样经 0. 22Lm微孔滤膜过滤后, 将截

留有微生物的滤膜于 - 20e 保存. 在超净台用灭菌

的剪刀将滤膜剪成碎片装入离心管中, 采用上海申

能博彩试剂盒提取过滤后水样中的总 DNA, 具体方

图 1 采样点布图

F ig. 1 M ap of the sam p le sites

法参照试剂盒产品说明书. 每个样品所采的两瓶水

样 (每瓶含水样 400mL)平行提取 DNA.

2. 3 16S rRNA片段的 PCR扩增和 T-RFLP分析

用于 T-RFLP分析的引物为细菌通用引物 27f

( 5c-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 3c)和 1492 r ( 5c-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3c), 正向引物 27f的 5c

端用 FAM 荧光素标记. 采用 25LL的 PCR反应体

系: 12. 5LL 2 @ Taq PCR M asterM ix (天根公司 ) ,

2LL合成的正反引物 (赛百盛公司 ) , 3LL DNA模

板, 5. 5LL ddH2 O. 反应条件如下: 94 e 预变性

5m in; 94e 变性 30s, 55e 退火 30s, 72e 延伸 90s, 共

30个循环; 最终 72e 延伸 5m in. 对于一个样点, 分

别以上述 2个 DNA提取产物为模板进行 PCR扩

增,且每个模板都设 6个 PCR重复,以降低 PCR的

偏好性和假象. 9个样点共设 108( 2 @ 6 @ 9)个 PCR

体系.

PCR扩增产物用 0. 8%琼脂糖凝胶电泳检测.

然后,将 6个 PCR产物混合, 按照天根纯化试剂盒

的操作步骤对混合产物进行纯化,纯化后的产物采

用限制性内切酶 H ae III(赛百盛公司 )进行酶切, 反

应体系如下: 3LL 限制性内切酶, 3LL缓冲液, PCR

产物 15LL. 酶切后, 65e 水浴灭活 15m in. 酶切产物

送至上海基康公司进行测定. 每个样点最后得到 2

个 T-RFLP图谱.
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2. 4 T-RFLP图谱预处理

对于每个图谱, 去掉荧光强度低于 100RFU和

长度小于 50bp的片段,将剩下片段的峰面积进行标

准化处理,并去除相对丰度小于 1%的片段, 将长度

小于 1bp的片段并在一起. 将每个样点的两个 T-

RFLP图谱进行比对, 去掉只在一个图谱中出现的

片段.

2. 5 水质指标的测定

现场测定水温 (T ) , 其他水质指标, 如溶解氧

( DO )、溶解有机碳 ( DOC )、总氮 ( TN )、总磷 ( TP)、

氨氮 (NH
+
4 -N )、硝氮 ( NO

-
3 -N )、叶绿素 a( Chla)、透

明度 ( SD )的测定都参照国家环保部的标准方法

( GB 3838-2002) .

2. 6 数据分析

将 T-RFLP的数据转换成 1~ 0矩阵 ( 1表示有,

0表示无 ) . 利用 SPSS16. 0中的聚类分析工具

( C lassifiy-h ierarch ica lAnalysis) , 采用非加权配对算

数平均 法 ( U nwe ighted Pair Group M ethod w ith

A rithmet icAverages, UPGMA )对各采样点的浮游细

菌群落组成进行聚类分析,以 Jaccard系数表示样点

间的相似系数.

利用 SPSS16. 0中的度量工具 ( Sca leAnalysis) ,

采用多维度尺度 (M ultid imensiona l Scaling, MDS)法

将各样点浮游细菌群落组成的空间分布在二维图

上可视化. MDS中, 一般采用压力系数及 RSQ ( R

square)来评定所得到的多维构形与实际数据之间

的适合度. 压力系数越小或 RSQ越大, 表示适合度

越高. 根据 K ruska l( 1964)提出的判断标准,当压力

系数\ 0. 20时, 适合度为不良 ( poo r) , 0. 10 ~ 0. 20

时,为可 ( fair) ; 0. 05~ 0. 10时, 为良 ( good); 0. 025

~ 0. 05时, 为优 ( exce llent) ; [ 0. 025时, 为完全

( perfect) .

应用 CANOCO 4. 5分析各样点浮游细菌群落

与环境因子之间的关系.用 Forw ard Selection选出方

差贡献率最大的环境因子, 并采用 Monte C arlo

Permutat ion Test检验 CCA的分析结果是否可靠.

常采用物种多样性与均匀度指数来描述生态

中群落物种种数多寡和个体分布情况,本文以 OTU

为单位进行群落多样性指标的统计分析, 主要包括

物种丰度 ( S )、Shannon-W e iner指数 (H c)、均匀度指

数 (E ),

计算公式如下:

H c= - E
s

i

P i lnP i ( 1)

E =
H c
lnS

( 2)

式中, S表示 T-RF个数,即物种丰度; P i表示某个峰

的峰面积占总峰面积的比例, P i = N i /N ,其中, N i指

某个峰的峰面积, N指总峰面积. 由于本实验有两个

T-RFLP平行,因此,峰面积是预处理后两个图谱中

相应峰面积的平均值.

3 结果 ( Results)

3. 1 不同样点的水质参数
从表 1可以看出,滇池处于碱性状态,但草海的

pH值低于外海. DO、DOC、T在 9个采样点间的变化

趋势不明显. 草海中 SD、NO
-
3 -N的平均值分别为

41cm、0. 283mg# L
- 1
, 外海中的平均值分别为 46cm、

0. 044mg# L
- 1
, 但二者在草海和外海中的变化不大.

其他因子,如 NH
+
4 -N、TP、TN、Ch la在草海中的平均

浓度分别是外海的 22. 58、7. 85、6. 93、2. 99倍,且以

上 4个因子在草海和外海中的变化也较大.草海中,

NH
+
4 -N、TP、TN在断桥 ( D1)中的浓度是草海中心

( D2)的 1. 69、1. 19、1. 48倍, Chla在草海中心 ( D2)

中的浓度是断桥 ( D1)的 1. 29倍. 外海中, NH
+

4 -N

在海口西 ( D8 )中的浓度是观音山东 ( D6)的 2. 16

倍, TP在观音山西 ( D5)中的浓度是滇池南 ( D9)的

3. 71倍, TN在海口西 (D7)中的浓度是滇池南 ( D9)

的 1. 66倍, Chla在灰湾中 ( D3)中的浓度是海口西

( D8)的 3. 59倍.

表 1 各采样点处水样的理化参数

Tab le 1 Th e phys ical and chem ical prop erties of the w ater sam p les

样点编号 测点名称 T /e pH
DO /

(m g# L- 1 )

NH +
4 -N /

( mg# L- 1 )

TP /

( mg# L- 1 )

D1 断桥 24. 4 8. 14 6. 47 9. 248 1. 250

D2 草海中心 25. 2 8. 42 6. 72 5. 471 1. 050

D3 灰湾中 24. 5 9. 87 6. 86 0. 314 0. 181

D4 罗家营 24. 7 9. 78 6. 42 0. 285 0. 088

D5 观音山西 25. 1 9. 85 6. 72 0. 264 0. 267
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  续表

样点编号 测点名称 T /e pH
DO /

(m g# L- 1 )

NH +
4 -N /

( mg# L- 1 )

TP /

( mg# L- 1 )

D6 观音山东 26. 2 9. 76 6. 14 0. 259 0. 171

D7 白鱼口 27. 2 9. 56 6. 41 0. 301 0. 133

D8 海口西 26. 8 9. 59 6. 67 0. 560 0. 113

D9 滇池南 25. 5 9. 64 6. 38 0. 299 0. 072

样点编号 测点名称
TN /

( m g# L- 1 )

Ch la/

(m g# L- 1 )

NO-
3 -N /

(m g# L- 1 )

DOC /

( mg# L- 1 )
SD /cm

D1 断桥 13. 8 0. 217 0. 282 16. 8 42

D2 草海中心 9. 30 0. 279 0. 285 15. 2 40

D3 灰湾中 1. 92 0. 122 0. 040 17. 7 42

D4 罗家营 1. 31 0. 072 0. 040 17. 7 44

D5 观音山西 1. 88 0. 105 0. 060 15. 5 50

D6 观音山东 1. 68 0. 119 0. 045 16. 7 46

D7 白鱼口 2. 14 0. 065 0. 050 17. 7 48

D8 海口西 1. 44 0. 034 0. 040 14. 8 46

D9 滇池南 1. 29 0. 064 0. 036 14. 8 46

3. 2浮游细菌群落结构分析

研究发现, 9个样点中共发现 52种不同的 T-

RFs.由于每个片段至少代表一种细菌, 表明滇池内

至少有 52种不同的细菌. 其中, 8种长度 ( 69、70、

163、194、196、225、260和 290bp)的片段分布较为

广泛, 在至少 8个采样点中都被检出.但是, 各采样

点中检测到的片段种类均较少, 种类最多的为观音

山东 ( D6) , 有 27种不同的片段. 灰湾中 ( D3)和滇

池南 ( D9)所含片段种数最少,都仅有 16种片段.

表 2 各采样点中不同片段所代表的优势菌分布情况

T able 2  The d istribu tion of d ifferent dom inan t b acteria at the

sam p le s ites

取样点 片段总数 优势片段长度 /bp

断桥 25 69, 218, 227, 237

草海中心 23 69, 70, 196, 227, 237

灰湾中 16 69, 70, 213, 237, 260, 301

罗家营 23 69, 70, 260

观音山西 25 217, 260

观音山东 27 69, 237, 260, 301

白鱼口 26 69, 70, 181, 223, 260

海口西 22 69, 70, 223, 260

滇池南 16 69, 181, 260, 290

另外,每个采样点的优势菌也不尽相同. 断桥

( D1)及草海中心 ( D2)虽然都属于草海, 但二者的

优势菌已发生了明显变化, 在断桥, T-RF为 218bp

的浮游细菌是优势菌, 在草海中心却被 T-RF分别

为 70和 196bp的浮游细菌所代替.外海的情况也相

似,最近的 2处采样点 ) ) ) 观音山东 ( D6)和观音山

西 ( D5), 只有一种共有的优势菌片段 ( 260 bp).

根据 T-RFLP数据分析各采样点浮游细菌种群

的基因多样性,结果如图 2所示.从图 2可以看出, 9

个采样点的 Shannon-W einer多样性指数普遍偏低.

其中,罗家营 ( D4)最高, 滇池南 ( D9)最低, 分别为

2. 761、1. 9123.均匀度指数跟多样性指数一致,罗家

营 ( D4)最高, 为 0. 8808, 滇池南 ( D9 )最低, 为

016897.但是,多样性指数和均匀度指数并没有随着

地理位置 (由北向南 )的变化而表现出明显的上升

或下降规律.

图 2 各采样点浮游细菌种群的基因多样性分析

F ig. 2 Analys is of the gen e d iversity of bacteriop lank ton

comm un it ies 

3. 3 浮游细菌群落组成空间分布分析

为了进一步研究滇池内浮游细菌群落组成的

空间分布差异,对已转换成 0~ 1矩阵的 T-RFLP数

据进行聚类分析和 MDS分析, 结果见图 3和图 4. 由

图 3可知, 9个采样点中, D4和 D5间的相似性系数

最大,为 0. 79,因此, D4和 D5首先聚在了一起, 这

可能由于 D4和 D5的地理位置最近,且水质情况最

相似.但值得注意的是, D1与 D2的地理位置也较

302



2期 吕明姬等: 滇池浮游细菌群落组成的空间分布特征及其与环境因子的关系

近,但 D1和 D2间的相似性系数却较低, 只有 0. 33.

不仅如此, D1与其他 8个采样点的相似性系数都低

于 0. 35, D2与其他 8个点的相似性系数都低于

0145, D1和 D2同时与 D9的相似性系数最低. 根据

图 3,在相似性系数有跳跃变化处, 可将 9个样点分

为 4类, D1、D2、D9各为一类, D3、D4、D5、D6、D7、

D8为一类.

图 3 浮游细菌群落组成聚类分析

Fig. 3 C lu ster analys is of bacteriop lank ton comm un ity compos it ion s

by UPGMA

通过 MDS分析,可将 9个采样点浮游细菌群落

组成的空间分布可视化 (图 4) . 其中, 压力系数和

RSQ值分别为 0. 05416和 0. 9913, 说明可以通过二

维图来反映各采样点间浮游细菌群落的相似性.在

图 4中不存在位置完全重合的样点, 即不存在种群

组成完全相同的样品, 因此, 浮游细菌种群的基因

组成存在不同程度的时空变化. 同时, 各样点间在

二维图中的相对距离也可反映所对应的浮游细菌

群落组成的相似程度, 因此, 根据各样点间的相对

距离,也可将 9个采样点分为 4类,且这一分类结果

与聚类分析的结果一致.

第 Ñ类 ( D1)和第Ò类 ( D2)的两个样点都处于

草海, 最靠近城市, 水质情况最差, 氮、磷营养物的

浓度也最高.一些 T-RFs(包括 52、64、183、216、218、

281、318、326、375、401、403、406、620 bp)所代表的

细菌是草海所特有的, 这些特有细菌的出现, 以及

T-RFs为 218、196、227、237bp的细菌仅在 D1和 D2

处成为优势菌,在一定程度上是对草海高污染情况

的响应.

第 Ó、Ô类 ( D3~ D8、D9)的 7个样点位于滇池

的湖体内部,即外海.尽管湖体内部面积较大,但污

染情况相似. 对应于草海, 湖体内部也出现了独有

的 T-RFs, 包括 60、136、157、178、208、215、222、223、

234、258、264、266、278、283、301、325、385、627 bp,

且 T-RFs为 260bp的细菌在外海中所有采样点都是

优势菌,这在一定程度上是对外海相对低污染水平

的响应.

图 4 浮游细菌群落组成的空间分布的 MDS二维图

F ig. 4 Tw o-d im ens ion alMDS m ap of bacteriop lank ton commun ity

composit ion s 

3. 4 浮游细菌群落组成与环境因子的相关分析

Mon te C arlo Permutation Test结果显示, 选出的

6个环境因子 ( NH
+
4 -N、TN、NO

-
3 -N、Chla、pH 和温

度 )与第一排序轴 ( AX1) ( p < 0. 05)及全部排序轴

( p < 0. 05)均呈显著的相关关系. 典型相应分析

( CCA )的前 4轴解释了 75. 4% 的物种方差和

8715%的物种-环境方差, 表明 CCA的分析结果是

可靠的,能较好地反映 6个环境因子与浮游细菌组

成变化的关系 (表 3), 同时也说所选出的 6个环境

因子可以解释环境因子与浮游细菌的关系. 4个特

征轴中,第一排序轴 ( AX1)的特征值最大 ( 0. 471) ,

明显高于其他 3个排序轴, 因此, 环境因子沿 AX1

轴的变化对浮游细菌的分布影响最大. 同时, AX1

轴反映的细菌基因组成与环境因子的相关系数最

高 ( 01999),浮游细菌种类与环境因子 (物种-环境 )

的累计方差百分数为 43. 4% .

表 3 各采样点浮游细菌群落组成与环境因子关系的 CCA 分析

结果

Tab le 3  The CCA resu lts betw een env ironm ental factors and th e

bacteriop lank ton commun ities

排序轴 特征值 r
累计方差百分数

物种 物种-环境

AX1 0. 471 0. 999 37. 4% 43. 4%

AX2 0. 245 0. 995 56. 9% 66. 0%

AX3 0. 137 0. 928 67. 8% 78. 6%

AX4 0. 096 0. 972 75. 4% 87. 5%

总特征值 1. 259

  注: r表示 6个环境因子与各排序轴的相关系数.
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  在 CCA双轴图中 (图 5), 用箭头表示水质指

标,箭头连线的长度表示浮游细菌的分布与该环境

因子相关系数的大小, 箭头连线与排序轴的角度表

示该环境因子与水质污染状况相关系数的大小,箭

图 5 滇池内各采样点与环境因子的 CCA双轴图 ( { 表示环境

因子, p 表示样点 )

Fig. 5 CCA ordin at ion b ip lot betw een sam p le sites and

environm en tal factors in L ake D ianch i ( { en vironm ental

factors, p sam ple s ites)

头所处的象限则表示该水质指标与水质污染状况

相关系数的正负.由图 5可知,所选出的 6个环境因

子中, NH
+

4 -N、TN、NO
-

3 -N、Ch la与 AX1正相关, 相

关系数都较大, 分别为 0. 9653、0. 9547、0. 8493、

016960, pH、温度 (T )与 AX1负相关, 相关系数为

- 0. 8853、- 0. 4948, 说明沿着第一排序轴的正方

向,营养水平逐渐升高. 9个样点在第一排序轴上的

分布情况也可看出各采样点的营养情况, 与表 1的

结果一致. D1和 D2分散在图 5的最右侧,说明这两

个点的营养水平最高,差异较大,而其他 7个采样点

分布在图的左侧, 且较为集中, 说明其营养水平相

对较低,差异不大, 其中, D9采样点分布在图的最

左测,营养水平最低 (图 5). 而物种的分布情况也表

明各个采样点的浮游细菌群落组成不同. 从图 6可

以明显地看出,浮游细菌在各采样点中的分布是有

差异的.如 T-RFs为 52、64、37、318、401、406bp的细

菌只在 D1中发现,而 T-RFs为 197、216、249bp的细

菌 (即 T197、T216、T249)是 D2所独有的,且大多数

的细菌种类主要分布在图 6的左侧.

图 6 滇池内各采样点与浮游细菌物种的 CCA双轴图 ( v表示片段长度 ( T-RF) , p 表示样点 )

F ig. 6 CCA ord ination b iplot betw een sam pl ing s ites and bacteriop lankton species in Lake Dianch i( v term inal restrict ion fragm en ts ( T-RFs) , p

samp le s ites)
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4 讨论 (D iscussions)

利用传统的分离培养方法来揭示微生物的群

落结构存在很多局限性, 如不同微生物的培养条件

不同, 培养和筛选操作较为复杂等, 使得能分离培

养的微生物种类数仅占环境中总微生物的 1%左右

(Amann et al. , 1995) . 而本研究应用 T-RFLP这种

不依赖于培养, 且基于 16S rRNA的分子生物学方

法可弥补传统分离培养方法的不足, 从而更全面地

了解环境中微生物的群落结构.另外,由于 DNA的

提取及 PCR 扩增过程的偏好性 ( Farrelly et al.

1995)等都会对 T-RFLP图谱产生影响, 因此, 本研

究对于每个采样点都平行设置两个 T-RFLP重复,

每个 DNA模板平行设置 6个 PCR重复.

本研究结果表明, 9个样点的浮游细菌群落结

构各不相同.首先, 由于滇池水体污染严重, 导致某

些只能在较干净水体中生存的细菌数量减少,甚至

消失, 因此, 各采样点中细菌种类都较少, 细菌种类

最多的观音山东 ( D6)采样点中也只检测到 27个 T-

RFs.由于每种细菌都有各自相对适宜的栖息地

(W e i et al. , 2008) ,而各采样点的水质情况不同,因

此,各采样点的优势菌种类也不同. 另外, 9个采样

点的细菌多样性指数虽没有表现出明显的规律,但

都偏低.生态学理论认为, 大量生态位彼此交叉的

种群处于优势时,一个类群数量的改变会由另一类

群来弥补, 这样的生态系统更稳定, 更能抵御外来

干扰的冲击 (任南琪, 2000) , 即生物多样性高的生

态系统更稳定.滇池浮游细菌的多样性低说明滇池

水体富营养化严重, 生态环境已非常恶劣, 甚至可

能已很脆弱.冯胜 ( 2007)等的研究表明太湖富营养

湖区的浮游细菌多样性指数也较低.

通过聚类分析和 MDS分析研究各样点的浮游

细菌群落的空间分布时发现,水质情况相似的采样

点,其浮游细菌群落的组成也相似. 其他一些研究

也得到了类似的结论 (赵阳国等, 2007; Kostan jak

et al. , 2005) . 滇池草海和外海的水质相差较大, 是

由以下两方面因素共同作用形成的. 首先, 滇池是

云贵高原湖面积最大的浅水湖泊,平均水深 5. 3m,

水面积为 309. 5 km
2
. 其中, 草海仅占全湖面积的

316%,外海却占全湖面积的 96. 4% ,使得草海和外

海的水体置换周期相差较大,草海的水体置换周期

短,为 1~ 2月 1次,而外海的水体置换周期长,为 3

~ 8年 1次.另一方面,草海和外海周围的土地利用

方式不同,草海更靠近昆明市主城区, 无机盐营养

盐超标是草海的主要污染问题, 且受城市纳污河流

的点源污染影响较大, 而外海两岸主要是大面积的

蔬菜和花卉,主要表现为有机污染物污染且受地表

径流的非点源污染影响较大. 因此,本研究中 9个采

样点的水质明显不同, 且由北至南形成明显的营养

梯度.

在各种水生态环境中, 溶解无机氮 ( DIN )和溶

解无机磷 ( D IP )是异养细菌重要的 N源和 P源, 因

此,异养浮游细菌的生长依赖于无机营养盐的数量

和性质 (李云等, 2007) .但 CCA分析结果表明, 无

机营养盐中, 只有氮类无机营养物 (包括 NH
+
4 -N、

TN、NO
-

3 -N )成为影响浮游细菌分布的关键因子, 磷

对浮游细菌群落组成的分布影响不大.这可能是因

为含磷洗涤剂和化肥的使用, 使污水中的磷含量较

高,另一方面, 虽然昆明市已在大力修建污水处理

厂,但由于更关注出水中氮的去除率, 且脱氮除磷

在机理上有冲突,往往造成脱氮与除磷此消彼长的

结果 (杜炜锋等, 2003) . 而目前出水中氮的去除率

更受人们的关注,经过处理的出水中磷浓度仍然较

高.因此, 流入滇池的污水中磷浓度较高, 致使氮素

成为影响浮游细菌分布的限制性因素.

Ch la是表征藻类现存量的一个良好指标 (白洁

等, 2009). Ch la浓度在 9个采样点中普遍偏高, 说

明水中微型藻较多.由于本研究所取的水样是表层

水 ( 20~ 30cm ) , 该水层的 Chla浓度高意味着某些

藻类已处于上浮积累阶段 (吕晋等, 2008) . 藻生物

量的积聚并已上浮,说明滇池大部分水体可能正处

于水华暴发期. 研究表明, 浮游细菌与浮游藻类的

群落 结构有密切 的关系 ( L indstrm, 2001; V an

H ermen et al. , 2008) . M uylaert( 2000)等研究了 4个

富营养化程度不同的浅水湖泊中的微食物网, 结果

显示,在富营养化程度严重的湖泊中, 细菌群落组

成与浮游藻类的生物量显著相关.藻类产生的有机

物是浮游细菌的重要碳源, Doucette( 1995)研究发

现,藻类群落结构的变化使得其所分泌的有机物质

也发生变化,浮游细菌的种类也随之改变.

另外,外海的 pH值明显高于草海,这也与 Chla

的变化有关.因为藻类的呼吸作用将直接影响水中

的 CO 2含量, 从而改变水体的 pH 值 (王学雷等,

2003) ,从而间接影响浮游细菌群落组成的分布.

5 结论 ( Conc lusions)

1) 2009年 8月,由北至南于滇池内布设 9个采
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样点,并检测各样点的 10个环境因子,结果发现,各

样点的水质情况不同, 其中, 草海样点 ( D1、D2)与

外海样点 ( D3 ~ D7 )的水质差异较大, 且主要表现

在营养物质的浓度方面.通过 T-RFLP分析发现,滇

池水体仅有 52种 T-RFs, 各采样点中浮游细菌群落

组成及优势菌也不尽相同,但多样性指数和均匀度

指数并没有随着地理位置得变化表现出明显的变

化规律.通过聚类和 MDS分析发现,浮游细菌群落

在滇池内形成了明显的空间差异, 可将 9个采样点

中的浮游细菌群落分为 4类.

2) CCA分析结果表明, NH
+
4 -N、TN、NO

-
3 -N、叶

绿素 a( Ch la)、pH和温度是影响滇池水体中浮游细

菌群落组成的主要因子. 滇池内的营养物质, 特别

是氮类营养物应引起重视.
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