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摘  要: 采用牛肉膏培养基培养, 从不同深度的太湖沉积物中共分离得到 603个菌落形态不同的菌株, 通过数值分析比较了 40个形

态表征性状, 以不加权平均连锁聚类(UPGMA)的方式进行簇群归类, 在 0.75水平上可分成 4个聚类群和 51个亚群. 从 51个亚群中

各随机选取一个菌株 , 测定其 16SrDNA 部分序列 (约 540bp)并据此进行分析 , 表明这些菌株分别属于 Firmicutes、

Actinobacteria、γ-Proteobacteria 这三大类群, 与数据库中已知的芽孢杆菌属(Bacillus)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、微球菌

属(Micrococcus)、节杆菌属(Arthrobacter)、迪茨菌属(Dietzia)和假单胞菌属(Pseudomonas)细菌具有很高的相似性. 其中迪茨菌

属在国内淡水湖泊沉积物中为首次报道.  
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Abstract: The sediment samples collected from the different sites of the Lake Taihu, 2006 were cultured on traditional nutrient 

medium. 603 bacteria strains were separated with 40 different morphological features, and were grouped into 4 clusters and 51 

subclusters at the level of 0.75 with numerical classified based on the unweighted pair group method with arithmetic averages 

(UPGMA) algorithm. Based on the partial sequences of 16SrDNA (540bp) analysis, the bacteria strains sample chosen from each 

subclusters randomly were ranked into Firmicutes, Actinobacteria and γ-Proteobacteria three groups, and closely related to 

Bacillus, Paenibacillus, Micrococcus, Arthrobacter, Dietzia and Pseudomonas genera. The dietzia genera was reported in the 

sediment of freshwater lake in China for the first time. 
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湖泊沉积物的环境效应是水环境研究的重点之一, 所关注的主要问题包括沉积物“源”、“汇”转换

的时空变化[1], 对污染物的吸附和沉积, 以及水-土界面的营养盐、污染物释放通量等[2-3]. 除温度、pH值、

溶解氧(DO)、氧化还原电位(ORP)、水动力等物化因素之外[1,4-5], 沉积物和上覆水体组成的二相结构界面

间, 存在一个复杂的生物相[6]. 微生物由于本身的特点, 在其中占有不可或缺的地位, 在湖泊的物质循环

和水体自净化能力维持中具有非常重要的作用[7-9]. 因此, 其种群结构及其生态功能、季节性变化特征与

污染物迁移转化相关性等问题的阐明, 对于研究湖泊生态系统维持、修复和环境综合治理具有重要意义. 
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近年来, 国内外对湖泊沉积物中微生物多样性的研究主要包括两个层面: 应用传统培养法不断发现可

培养微生物[10-11], 进而描述其细胞和群体特性; 应用免培养分析法展示其包括未培养微生物在内的更

为广泛的核酸分子多样性[12-13]. 

太湖是我国淡水湖泊中位于第三、长江三角洲最大的湖泊, 在区域经济和社会发展中具有举足轻重

的地位. 近 20 年来, 太湖的水质和生态条件迅速恶化, 北部湖区蓝藻水华时常暴发, 而且有逐年扩大的

趋势, 东部湖区则面临沼泽化的危险[14]. 对于太湖水体和沉积物中微生物的研究越来越受到人们的重视, 

太湖中浮游细菌与浮游藻类季节变化的相关性、微生物在内源性污染物释放中的作用、沉积物中微生物

多样性研究方法以及细菌随沉积物深度多样性变化等均有报道[15-21]. 值得注意的是: 太湖中浮游藻类季

节变化可能是导致浮游细菌种群季节变化的主要原因[16-17]. 此外, 发现表层沉积物中磷化氢与无机磷细

菌呈显著正相关, 而与有机磷细菌则没有明显的相关性[18]. 然而, 对于太湖沉积物中细菌的种群结构多

样性以及季节性变化与太湖水质和生态系统的关系尚不够明确.  

本文采用传统培养法与 16SrDNA 部分序列分析相结合的方法, 对太湖沉积物中的可培养细菌进行

了分离和初步分析. 旨在为研究这些细菌在不同取样点、不同深度和不同季节的分布规律奠定基础, 为

研究细菌分布与太湖水体各种环境因子变化的关系提供线索. 同时也为培养法和非培养法的结合提供案

例.  

1 材料和方法 

1.1 采样位置及样本处理 

根据太湖沉积物的分布特征及污染状况 [14], 选取梅梁湾西 (31°24′25″N; 120°08′45″E)、贡湖湾

(31°25′03″N; 120°20′50″E)和梁溪河(31°32′23″N; 120°13′08″E)3个采样点, 分别于冬(2006年1月)、春(2006

年 4 月)、夏(2006 年 7 月)、秋(2006 年 10 月)用 SBR-1 型便携式沉积物-界面水采样器对沉积物取样 4

次. 采样柱以 5mm厚度分层切割, 顺序编号后分装入无菌离心管, 置 4℃冰箱保存备用.  

1.2 实验方法 

1.2.1 细菌的培养及分离纯化 准确称取沉积物样本 0.02g, 加入 1ml无菌生理盐水中混匀作为原液. 原液

依次按照 10-1、10-2浓度梯度进行倍比稀释, 分别接种于含有 1.5%琼脂粉的牛肉膏固体培养基上, 37℃倒

置培养 48h, 根据菌落特征[22]进行初步分类. 挑取形态不同的单菌落划线分离, 反复 3次获得菌落形态完

全一致的纯株, 制备甘油管-80℃冻存, 同时接种于牛肉膏斜面培养基上 4℃保存.  

1.2.2 细菌显微镜形态观察 取纯化的细菌进行涂片, 并进行革兰氏染色, 在 Leica DMA II显微镜下对细

菌的菌体形态进行观察并拍照记录.  

1.2.3 数值分类 参照文献[22]进行细菌的表型特征描述, 并将结果按表 1进行编码后输入计算机, 去除全

同性状, 然后用 DPS软件采用不加权平均连锁聚类方式(UPGMA), 得出树状图.  

1.2.4 细菌 16SrDNA分析 根据数值分类结果, 从各亚群中随机选取 1个菌株进行液体振荡培养, 用DNA

提 取 试 剂 盒 (Axygen) 提 取 细 菌 基 因 组 总 DNA 为 模 板 , 利 用 细 菌 16SrDNA 通 用 引 物

341f(5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’)和 907r(5’-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’) 使用 Eppendorf PCR

仪进行 PCR扩增. 反应体系(50μl)中含有 10×buffer 5μl, 25mmol/L MgCl2 4μl, 10mmol/L dNTP混合液 1μl, 

20pmol/L引物各 1μl, Tag聚合酶 1μl, 模板 DNA 1μl. 反应程序如下: 94  5min→(94  1min, 55  45s, ℃ ℃ ℃

72℃ 1min)×30 cycles→72℃ 10min. PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测, 按照 Axygen DNA凝胶回收

试剂盒说明书回收目的条带, 交上海英骏生物技术有限公司测序, 测序长度 540bp 左右, 包含细菌

16SrDNA的 V3至 V6高变区[17].  

1.2.5 细菌系统进化分析 测定的序列用 BLAST 在 GenBank 数据库中对所测序列进行相似性搜索, 获取

相关菌株的 16SrDNA 序列作为参照. 用 Clustal X 程序[23]按照最大同源性原则进行比对排序. 采用

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 软件包根据 Kimura 两参数法[24]计算进化距离, 用

Neighbor-Joining法[25]构建系统进化树, 自展数(bootstrap)为 100.  

1.2.6 细菌多样性分析 定义当 16SrDNA序列相似性小于97%时视为不同的分类单元[26], 按照下式计算样 
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表 1 细菌聚类分析特征 

Tab.1 The clustering analytical characteristic table of bacteria 

 序号 性状项 描述－编码 

1 形状 杆状－0; 圆形－1; 弧形－2; 卵圆形－3;  

2 长轴 直－0; 弯曲－1;  

3 长 数值 单位: µm 

4 宽 数值 单位: µm 

5 长宽比 数值 

6 侧面 平行－0; 膨胀－1; 凹陷－2;  

7 两端 圆形－0; 平直－1; 尖－2;  

8 排列 单个－0; 成对－1; 链状－2; 单球状－3; 双球状－4; 链球状－5; 四联球

状－6; 八叠球状－7; 葡萄球状－8;  

9 孢子有无 有－0; 无－1;  

10 孢子形状 椭圆形－0; 圆形－1; 卵圆形－2;  

11 孢子位置 中生－0; 端生－1;  

12 孢子是否引起 

细胞膨大 

膨大－0; 不膨大－1;  

13 革兰氏染色 阳性－0; 弱阳性－1; 阴性－2; 弱阴性－3;  

细菌 

个体 

形态 

表征 

描述 

14 染色效果 均匀－0; 不规则－1; 单极－2; 两极－3; 珠状－4; 条纹状－5;  

15 大小 数值 单位: mm 

16 形状 圆形－0; 椭圆形-1, 不规则－2; 丝状－3; 根状－4;  

17 边缘 完整－0; 波状－1; 裂片状－2; 钝齿状－3; 锯齿状－4; 纤毛状－5; 卷曲

－6; 流体－7; 弥散－8;  

18 中央表面 光滑－0; 波状－1; 麻脸－2; 粗糙－3; 细的颗粒－4; 中等的颗粒－5; 粗

的颗粒－6; 环状－7; 条纹状－8; 乳突状－9;  

19 边缘表面 光滑－0; 波状－1; 麻脸－2; 粗糙－3; 细的颗粒－4; 中等的颗粒－5; 粗

的颗粒－6; 环状－7; 条纹状－8; 乳突状－9;  

20 中央隆起 扁平－0; 弥散状－1; 隆起－2; 凸透镜状－3; 垫状－4; 脐突状－5; 凹陷－6; 

21 边缘隆起 扁平－0; 弥散状－1; 隆起－2; 凸透镜状－3; 垫状－4; 脐突状－5; 凹陷－6; 

22 质地 均匀的－0; 无定形－1; 细的颗粒－2; 中等的颗粒－3; 粗的颗粒－4; 丝状

的－5; 卷曲的－6;  

23 颜色均一 是－0, 否－1 

24 中央颜色 无色－0; 白色－1; 乳白色－2; 黄色－3; 乳黄色－4; 桔黄色－5; 红色－6; 

桔红色－7; 紫红色－8; 褐色－9; 灰色－10; 绿色－11;  

25 边缘颜色 无色－0; 白色－1; 乳白色－2; 黄色－3; 乳黄色－4; 桔黄色－5; 红色－6; 

桔红色－7; 紫红色－8; 褐色－9; 灰色－10; 绿色－11;  

26 透明度 透明－0; 半透明－1; 不透明－2;  

27 密度 奶油状－0; 胶质－1; 脆的－2; 粘质－3; 膜状－4; 水渍状－5; 基内生长－6; 

固体 

培养 

基上 

菌落 

特征 

28 乳化性 易－0; 难－1;  

29 生长程度 不生长－0; 弱生长－1; 中度生长－2; 丰富生长－3;  

30 浊度 不浑浊－0; 轻度浑浊－1; 中度浑浊－2; 高度浑浊－3;  

31 质地 匀质－0; 颗粒状－1; 絮状－2;  

32 沉淀有无 有－0; 无－1;  

33 沉淀量 轻度－0; 中度－1; 大量－2;  

34 沉淀质地 粉状－0; 颗粒－1; 絮状－2; 膜状－3; 胶质－4;  

35 沉淀振荡分散 完全分散－0; 不完全分散－1;  

36 表面生长 有－0; 无－1;  

37 表面生长形式 绕试管壁环状生长－0; 表面形成膜－1;  

38 表面生长状况 光滑－0; 有颗粒－1; 粗糙－2;  

39 表面振荡分散 完全分散－0; 不完全分散－1;  

液体 

培养 

特征 

40 气味 有－0; 无－1 
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本的Shannon-Wiener’s多样性指数H(以下简称Shannon多样性指数)[27]: 

2

1

log
S

i i

i

H P P

=

= ∑  

式中, S为分类单元数目, Pi为属于分类单元 i的个体在全部个体中的比例. 

2 结果与分析 

2.1 可培养细菌数目 

太湖3个采样点的12根沉积物采样柱共分为591个分层样本, 从中培养、分离得到了不同表型特征的

细菌603株. 图1展示部分细菌单菌落.  

A(001)           B(033)        C(143)         D(035)         E(271)         F(082) 

 
G(148)         H(515)         I(593)          J(503)          K(563)         L(196) 

图1 培养48h的部分菌落实体显微镜照片(显示菌落的形态差异, 未显示菌落大小; 括号中为菌株号) 

Fig.1 Picture of some colonies in the sediment of Lake Taihu 

2.2 数值分类结果与分析 

根据个体形态特征和培养特征对603株细菌进行数值分类的结果见图2. 在0.75水平分成4个聚类群, 

在0.60水平上分为51个亚群. 其中, 聚类群THA包括300株菌, 占分离菌株总数的49.8%, 菌落形态差异较

大, 菌体多为杆状、单个排列、革兰氏阳性. 此聚类群可分为19个亚群, 其中THA1、THA2、THA4和THA15

亚群所包含的菌株数均大于30, 是该聚类群的优势亚群; 聚类群THB共包括155株菌, 占分离菌株总数的

25.7%, 该聚类群由14个亚群组成, 其中THB6和THB8亚群为优势群, 占该聚类群菌株数的58%. 该类群

形态表征差异较大, THB6亚群菌落多为圆形、隆起、灰白色. 菌体多为链状排列, 能产生引起细胞膨大

的椭圆形芽孢, 革兰氏阳性; THB8亚群菌落多为扁平灰白色, 边缘波状或锯齿状, 表面褶皱并且很不透

明. 细胞多为杆状、单个排列、长宽比较大, 革兰氏弱阴性. 聚类群THC包括147株菌, 菌落形态多变, 以

球菌和短杆菌为主, 成对排列、革兰氏阳性. 占分离菌株总数的24.4%, 可分为17个亚群, 其中THC1亚群

的菌株数占该聚类群菌数的44.9%; 聚类群THD仅包括THXJ-148号菌株一株菌, 在牛肉膏培养基上菌落

为黄色、圆形、隆起(图1G), 其细胞特征为革兰氏阳性, 球状细胞, 比其它菌大2-4倍, 多聚生长, 可明显

区别于其它菌株.  

2.3 系统发育分析 

依据16SrDNA序列 , 用NJ法构建系统发育树(图3)的结果表明 , 测序的51株细菌分属厚壁菌门

(Firmicutes)、放线菌门(Actinobacteria)和γ-变形菌纲(γ-Proteobacteria)三大类群, 分别与数据库中已知的芽

孢杆菌属(Bacillus)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、微球菌属(Micrococcus)、节杆菌属(Arthrobacter)、迪

茨菌属 (Dietzia)和假单胞菌属 (Pseudomonas)等属中细菌的16SrDNA具有较高相似性 . 其中 , 属于

Firmicutes类群的为44株, 大多数在系统学上与Bacillus属关系密切(97%-100%), 2株与Paenibacillus属关

系密切(99%); Actinobacteria类群包括6株细菌, 其中, 2株与Micrococcus属关系密切(99%和100%), 2株与
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Dietzia属相似(99.8%), 2株与Artrobacter属相似(99%和100%). γ-Proteobacteria类群仅发现1株(THXJ-092), 

与Pseudomonas属相似性为99%.  

 

图2 数值分类聚类图 

 Fig.2 Dendrogram of numerical taxonomy 
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图3 基于51个菌株的16SrDNA序列构建的系统发育树(自展值标注在各分支上, 各分类群名称后的括号

中标注该菌株所属的亚群编号) 

Fig.3 Phylogenetic tree for fifty-one strains based on partial 16SrDNA gene sequences  

The number above each branch is the bootstrap value (Fir= Firmicutes;  

γ-Pro=γ-Proteobacteria; Act= Actinobacteria; Bac =Bacillus; Pae = Paenibacillus;  

Pse = Pseudomonas; Mic = Micrococcus; Art = Arthrobacter; Die = Dietzia) 
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3 讨论 

湖泊沉积物中细菌的代谢能力远高于水体中的浮游细菌[28], 而代谢能力的高低取决于细菌的多样性

构成. 毫无疑问, 免培养分析已成为现代微生物多样性研究不可缺少的方法. 然而, 可培养微生物约占

环境样品中微生物总量的0.001%-15%, 沉积物中则只占0.25%[11], 所以, 免培养法鉴定出的相当一部分

是未培养的微生物种属, 有许多细菌只知其基因序列[29], 而对其形态、生理生化、分类学地位及其应用

或防治等诸多问题的深入研究, 还有赖于得到纯化的培养物. Amann[30]和Pace[31]等认为: 只要投入足够

的时间和努力, 就没有培养不了的微生物, 建议加强纯培养研究, 以期更全面了解微生物的多样性和更

好地利用这些自然资源[32-33]. 本研究采用培养法从太湖沉积物中共分离得到表征不同的细菌603株, 远

高于戴欣等[20]所报道的可培养细菌株数(164株), 具有更为丰富的形态多样性. 但本研究得到的Shannon

多样性指数为4.11, 略低于戴欣等的报道(普通培养基上4.29, 稀释培养基上4.36, 总和4.66); 本研究表明

Bacillus属细菌为太湖沉积物中的优势菌群, 与戴欣和赵兴青等的报道一致, 但其占可培养细菌的比例更

高, 占测序菌株的82%; 而在戴欣等的报道中另一优势菌群Pseudomonas属在本研究中仅发现一株. 此外, 

α-Proteobacteria和β-Proteobacteria这两个类群通常被认为是湖泊沉积物中可培养细菌的优势类群[11,20,34], 

尤其是β-Proteobacteria类群菌被认为是富营养化湖泊沉积物中的重要组成菌[13], 而在本研究中并未发现. 

造成这种差异的原因可能有: 1)取样点不同. 赵兴青等 [12,21]发现在太湖不同采样点和深度的沉积物中, 

微生物群落结构多样性差异性较大, 可能是由沉积物理化性质差异引起的. 上述差异也反映了太湖不同

区域细菌分布的差异性; 2)16SrDNA序列测定的菌株数较少. 本研究仅依据形态学特征划分, 测定了51个

代表性样本. 由于所选菌株的随机性, 可能导致不同种类的部分细菌未被检测, 进一步增加测序量可能

鉴定出更多的种类.  

在本研究中 , 依据16SrDNA序列的聚类结果与依据细菌形态的数值分类结果不完全一致 , 如

THXJ-148按照数值分类为一个单独的聚类群(THD), 但在依据16SrDNA序列的聚类结果中则与THC中的

THXJ-492表现出较高的同源性. 造成这种不一致的原因有: 数值分类法作为一种根据生物表型特征相似

性的分类方法, 其聚类结构所表示的是一种表型关系, 并不能直接反映生物的系统发育关系; 此外, 在

获取数值分类性状时, 很大程度上取决于观察者的主观判断, 会影响到分析结果; 最重要的是, 依据表

型特征进行的数值分类能够体现出细菌的形态多样性, 可描述的细菌的表型性状越多、描述的信息越丰

富, 得到的聚类结果就越可靠. 在本研究中发现: 细菌的菌落形态具有非常丰富的多样性, 可能具有较

强的种属特征, 而且随培养时间的不同具有一个动态的变化过程, 较难按照传统方法[22]进行描述. 在菌

落形态描述中尤其如此. 如图1G-1L, 菌落形态的表面变化极其丰富, 描述相当困难. 说明现行的细菌表

型分类指标需要进一步细化, 如: 将菌落边缘和中央的特性分别进行表述, 对于菌落表面的隆起或皱褶

进行更为科学、详尽的描述, 可能还需要增加培养时间的尺度指标.  

Actinobacteria类群在湖泊生态系统中普遍存在[35-36], 其中, 微球菌属和节杆菌属是土壤、沉积物中最

常见的细菌种类 , 在本研究中也得到了证实 . 而且还发现了两个菌株THXJ-497和THXJ-505, 属于

Actinobacteria类群的Dietzia属, THXJ-497和THXJ-505与Dietzia maris的16SrDNA序列相似性均达到99.8%, 

但是其菌落和菌体形态特征却存在明显区别 . 这是该属存在于国内淡水湖泊沉积物中的首例报道 . 

Dietzia属是1995年由Rainey[37]等人命名的新属, 目前已发表Dietzia maris等 6个种. Dietzia maris多分布在

海洋沉积物[38-39]、碱湖上覆水[40]和盐矿沉积中[41], 具有降解烷烃和产生表面活性剂的能力[38], 是一种革

兰氏阳性致病菌, 可以导致菌血症[42]、融合性网状乳头瘤[43]等疾病, 对所在流域人畜饮用水安全存在潜

在威胁. 在本研究中, THXJ-497和THXJ-505这两个菌株在梅梁湾西沉积物中均有发现, 但分布的深度不

同. 前者发现于0.5、4.5、8.5、13、13.5、14.5cm分层样本中, 而后者则发现于18、18.5、19、19.5、20、

21.5、22.5、23、24.5、26cm分层样本中. 此外, THXJ-497在贡湖湾(8.5cm)、THXJ-505在梁溪河(20.5、

21、25.5、26.5、27cm)也有分布. 秦伯强等认为: 太湖污染物主要来自北部的无锡市和常州市, 通过河道

排入太湖北部的五里湖与梅梁湾[14], 因此上述两地的水质较南部差, 可能与本研究中发现这两株菌在梅

梁湾分布较多有关. 这两株致病菌的存在和分布与太湖中有机污染物的关系如何, 是否会对下游城市的



 

 

 

 

J. Lake Sci.(湖泊科学), 2009, 21(1) 

 

 

34  

生物安全构成潜在威胁, 这些问题都值得高度关注和进一步深入研究. 目前, 本实验室正在对THXJ-497

和THXJ-505的致病性进行探索, 对解决上述问题提供有益的线索.  

致谢: 感谢上海大学环境与化学工程学院的钱显文、施晓燕、王敏杰等对采样及分样的协助, 感谢蔡兆

晴、钱悦、汪寅、倪小琼、余雯丽、李婵娟、孙乐芸等对微生物培养和分离所做的工作, 特此致谢.  
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