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摘要 文章通过 DNA、a一葡萄糖苷酶和硫酸盐还原菌等的变化，研究了贵州红枫湖沉积物 

中有机质的酶及微生物降解。有机质在微生物及其分泌的胞外酶的作用下被降解 ，在沉积物 

深度 1lcm以下被降解到相对较低的含量。DNA的分布表明表层 9cm的沉积物深度内微生物 

的活动较为强烈，是微生物降解有机质的主要位置。a．葡萄糖苷酶在悬浮层含量最高 ，达 

0．75pmol／min．g干沉积物，提示有机质中的淀粉和糖原等物质在悬浮层降解较为激烈 ，被大量 

分解 ；随着沉积物深度的增加 a一葡萄糖苷酶活性减弱，在有机质降解 明显开始变缓 的 1lcm 

沉积物中，a一葡萄糖苷酶活性已降低到 0．17 pmol／min．g干沉积物。分子生物学的研究表明红 

枫湖沉积物表层 7cm是硫酸盐还原菌的主要分布位置，结合有机质和 s 一含量的研究结果 ， 

提示红枫湖沉积物中 s 一不可能成为有机质氧化的主要 电子受体 ，硫酸盐还原的限制因素 

也不是 有机质供应 。 
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1 引言 

在微生物和胞外酶的作用下的有机质降解不但影响湖泊沉积物的早期成岩作用，而 

且影响 c，N，P，S，Fe，Mn循环和微生物群落的分布及活动，是重要的生物地球化学过程。 

对沉积物中有机质的变化的研究 已有大量报道‘ ，但 由于有机质化学组成复杂 ，需要进 

一 步研究有机质降解的微生物及酶学机理，深入研究有机质各组成成分的变化规律。 

在厌氧的条件下，海洋沉积物中 s 一是微生物氧化有机质的重要电子受体，在沉积 

速率较大时硫酸盐还原可能控制有机质的氧化 ～ 。因此，硫酸盐还原菌的分布与有机 

质降解有密切的关系。根据 16S rDNA构建的系统发生树将硫酸盐还原菌(SRB)分为6个 

主要的类群(group)，即：脱硫肠菌属(Desulfomaculum)、脱硫叶菌属(Desulfobubus)、脱硫杆 

菌属(Desulfobacterium)、脱硫细菌属(Desulfobacter)、脱硫球菌 一脱硫线菌 一脱硫八叠菌属 

(Desulfococc淞．Desulfonerna．Desulfosarcina)和 脱 硫 弧 菌 一脱 硫 微 菌 属 (Desulfovibrio．Desu． 
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lfomicrobium)。用分子生物学的方法可以获得它们在湖泊沉积物中分布的信息。以往的 

研究对沉积物中有机质的化学组成、富集、保存和变化与硫及硫酸盐还原之间的关系做了 

大量的工作 ，但缺乏对各个类群的硫酸盐还原菌在沉积物中的分布与有机质变化关 

系的研究。 

碳水化合物是有机质的重要组成部分 ，有机质在沉积物 中的埋藏和变化影 响全球碳 

循环。碳水化合物代谢是所有代谢过程的中心并且碳水化合物是微生物的主要碳源和能 

源  ̈。湖泊沉积物中的a．葡萄糖苷酶是微生物分泌的胞外酶，能降解多种碳水化合物， 

对有机质的降解起重要的作用。胞外酶活性变化对有机质降解的影响和相互关系已有一 

些报道  ̈ 。胞外酶将大分子的有机质降解成小分子物质，为微生物的生长提供了必要 

的营养源。湖泊沉积物中胞外酶的垂直变化规律对于研究它们与有机质降解的关系具有 

重要意义 ，本文测定 了红枫湖沉积物每 lcm深度 a一葡萄糖苷酶活性 的变化 。 

2 样品采集和实验方法 

2．1 样 品采集 

红枫湖 位 于 贵 州省 贵 阳市郊 ，海 拔 1 108m，长 16km，平 均 宽 4km，平 均 湖 水 面 积 

32．15km ，流域面积为 1 596km2。湖泊补给系数是 49．64，最大水深 45m，平均水深 9．3m， 

湖水寄宿时间为 0．325年。利用湖泊沉积物 一水界面采样装置 ，采取红枫湖水深 21m处 

的沉积物柱芯 ，沉积物拉长 31em。沉积物均按 1cm距离分样 ，界面水平均分为 3个水样 ， 

每次采集 5个沉积物柱芯。 

2．2 实验方法 

2．2．1 DNA的分离提取 

沉积物样品经真空冷冻 干燥 机(Techconp FD一3—85一MP)干燥 ，一20℃保存 备用或加 入 

lOmg／ml的溶菌酶溶液浸湿，在恒温培养箱中 37℃下放置 2小时，其间多次摇动。加入 

DNA提取液，混匀。用冷冻离心机(FD．3．85．MP)在 4℃、4 000转／分钟条件下离心 30分 

钟，上层倾出溶液 ，分别用等体积的饱和酚、氯仿 一异戊醇抽提多次；4cI=、3 500转／分钟条 

件下离心 30分钟，取上清液。加入 1／10体积的3mol／L的醋酸钠溶液，用两倍体积的无水 

乙醇沉淀。DNA沉淀干燥后保存备用或 TE中溶解用作下一步实验。 

2．2．2 PCR条件和方法 

PCR引物由华美生物工程公司北京分公司合成。反应总体积为 50 ：包括上游引物 

(2 )，下游引物(2111)，dNTP混合液 2 ，Taq酶 2 ，10×Buffer 5 ，MgCl：5 ，DNA模板 

4 ，灭菌去离子水 28111。 

2．2．3 DNA的检测 

采用 1．5％琼脂糖电泳检测 DNA，电泳缓 冲液采用 0．5×TBE，用 Tanon GIS--2008进 

行凝胶成像分析 。 

2．2．4 有机碳和 SO：一的测定 

样品除去无机碳后采用元素分析仪(PE2400Ⅱ)直接测定有机碳，换算成有机质的含 
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量(有机碳乘以系数 1．72)。湖泊沉积物孑L隙水中sol一的测定采用阴离子色谱。 

2．2．5 仅．葡萄糖苷酶的测定 

采用荧光物质 4-甲基伞型酮(MuF)(Sigma公司产品)测定 a．葡萄糖苷酶的活性 ’ 。 

样品采用冰冻干燥 的沉积物 样品 ，底 物用 MUF D．葡萄糖苷 (Sigma公 司产 品)。设 测定 

样和不加底物的对照样。 

3 结果与讨论 

3．1 红枫湖沉积物中有机质和 DNA的变化特征 

湖泊沉积物中有机质由外源输入和内部的生物(微生物、浮游植物等)组成。进入沉 

积物后，在早期成岩过程中被逐步分解，微生物是有机质降解的重要因素。红枫湖沉积物 

中有机质逐步被降解，从悬浮层到 1lcm的深度内有机质的变化较为剧烈，1lcm以下的变 

化趋于平缓，并被降解到相对较低的含量(图 1)。 
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图 1 红枫湖沉 积物有机 质的垂直 变化 

Fig．1 The variation of organic matter in sediments of Lake Hongfeng with depth 

图 2 红枫湖沉积物中 DNA的垂直分布 

0～ 13表示从悬 浮层到 13cm深 度的沉积物样 品的点 样位置 

Fig．2 Th e vertical variation of DNA in sediments of Lake Hongfeng 
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有机质的降解是在微生物的作用下进行的，将红枫湖不同沉积深度的微生物细胞破 

碎后，进行 DNA垂直分布的研究 ，代表了微生物生物量的多少。微生物生物量多，则 DNA 

含量就高，与溴化乙锭(EB)结合后产生的荧光强度较大。红枫湖沉积物中DNA的垂直分 

布显示 DNA含量表层 9cm内较高，9cm以后明显降低，相对前 9era含量低得多(图2)。说 

明微生物在红枫湖沉积物 9cm内的数量较多 ，9cm以下明显减少 。而有机质也在 1lcm以 

下逐步被降解到较低水平(见图 1)。这一结果提示在表层 9cm的沉积物深度内微生物的 

活动较为强烈，是微生物降解有机质的主要位置。 

3．2 红枫湖沉积物中仅．葡萄糖苷酶的垂直变化与有机质降解的关系 

有机质中的重要物质淀粉、糖原和麦芽糖等都是由a．葡萄糖苷键连接而成  ̈，a．葡萄 

糖苷酶活性的大小代表了这类有机质的降解状况。a．葡萄糖苷酶在红枫湖沉积物中垂直 

变化规律显示(图3)：a．葡萄糖苷酶在悬浮层含量最高，达 0．75tmaol／min·g干沉积物，提 

示有机质中的淀粉和糖原等物质在悬浮层降解较为激烈，被大量分解；随着沉积物深度的 

增加，a．葡萄糖苷酶活性有减弱的趋势。在 DNA含量明显降低的9era的沉积物中。a．葡萄 

糖苷酶活性已降低到 0．18Imaol／min·g干沉积物；在有机质降解明显开始变缓的 1lcm沉积 

物中，a．葡萄糖苷酶活性已降低到 0．171maol／min·g干沉积物。 

a一葡萄糖苷酶活性／p_mol min-。g一 
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图 3 红枫湖沉积物 a．葡萄糖苷酶的垂直变化 

Fig．3 The variation of a—glucosidase in sediments of Lake Hongfeng with depth 

目前将湖泊 、海洋等水环境 中的有机质分为溶解有机质 (dissolved organic matter，简称 

DOM)、颗粒有机质(particulate organic matter，简称 POM)和有机聚合物(organic aggregates) 
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等；按元素分为溶解有机碳(dissolved organic carbon，简称 DOC)、溶解有机氮(dissolved or． 

ganic nitrogen，简称 DON)和溶解 有机磷 (dissolved organic phosphorus，简称 DOP)等 ’一 。 

这些分类在某些情况下有利于对有机质的研究 ，但在研究有机质的变化机理方面却略显 

粗糙，不能从分子水平反映有机质的生物化学组成。a．葡萄糖苷酶从有机质的生物化学 

组成上反映了淀粉等易降解的有机质成分在红枫湖沉积物中的变化规律。刚进入沉积物 

的有机质相对于下层含有较多的易于降解的淀粉类物质，悬浮层 a．葡萄糖苷酶活性最高， 

它们被大量分解，为微生物的生长提供了必要的 c源和能量。表层几厘米酶活性也相对 

较高，说明了淀粉类物质水解也相对较多。由于 a．葡萄糖苷酶对淀粉类有机质的水解 ，随 

着沉积深度 的增加 ，红枫湖沉积物 中淀粉类 的有机质含量逐渐减少 ，淀粉类物质在有机质 

的化学组成缺失 ，有机质的生物化学组成发生 了变化。 

3．3 红枫湖沉积物 中硫酸盐还原茵 的垂直分布特征与有机质降解 

硫酸盐还原菌是重要的微生物生理群，与有机质降解有密切的关系。由于存在于沉 

积物中的硫酸盐还原菌很多不能在实验室中获得纯培养，采用分子生物学方法对红枫湖 

沉积物中6个类群的硫酸盐还原菌进行了研究。红枫湖沉积物中硫酸盐还原菌各个类群 

的分布(表 1)显示(+代表阳性检出)：表层7cm是硫酸盐还原菌的主要分布位置，在 7cm 

以后未检测到任何一个硫酸盐还原菌类群的存在；脱硫细菌属和脱硫弧菌一脱硫微菌属 

是主要的硫酸盐还原菌类群 ，前者在表层 6cm中均检测到 ，后者在悬浮层和 3cm，5cm，7cm 

可见阳性结果；各个类群的分布是不均一的，具有类群的差异和优势。红枫湖沉积物硫酸 

盐还原菌的分布深度在 DNA的分布深度内，但 DNA在 9cm以内含量仍然较高(见图2)， 

提示其他种类 的微生物 的分布与硫酸盐还原菌不 同，主要分布区域可以到达 比硫酸盐还 

原菌更深的位置 。 

表 1 红枫湖沉积物硫酸盐还原菌分布 

Table 1 Distribution of SRB in sediments of Lake Hongfeng 

、＼  深度 

还原菌 ＼  悬浮层 1cm 2cm 3cm 4cm 5cm 6cm 7cm 8cm 9cm 

脱硫肠菌属 

脱硫叶菌属 

脱硫杆菌属 + 

脱硫细菌属 + + + 

脱硫球菌 一 

脱硫线菌 一 

脱硫八叠菌 属 

脱硫弧菌 一 
+ 

脱硫微菌属 

硫酸盐还原作用与有机质降解之间关系密切。在厌氧的海洋沉积物中s 一(也包括 

铁氧化物和锰氧化物 )是微生物氧化有机质 的重要电子受体 ，许多海洋沉积物 中硫酸盐还 

原作用可能控制有机质氧化 ；另一方面，对有机质和 s 一(约为海水含量的 1／3)含量较高 
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的浅水湖泊(水深少于 1m)的研究表明硫酸盐还原受有机质供应的限制 。红枫湖沉积 

物中 s 一含量较海洋低得多，最高值为 0．65mmol／L，而海洋为29．3mmo1／L J。因此，与海 

洋沉积物不同，红枫湖沉积物中s 一不可能成为有机质氧化的主要电子受体。红枫湖沉 

积物中有机质降解的方式是在多种微生物及其分泌的胞外酶的作用下进行，a．葡萄糖苷 

酶活性的变化也提示这种有机质降解的方式。红枫湖沉积物表层7cm有机质含量较为丰 

富，在 5．55％～ 6．97％之间，而硫酸盐还原菌主要分布在这一沉积深度内，s 一则迅速 

减少到较低的量(图4)，说明 s 一在此沉积深度内被还原而几乎耗尽，而 s 一的消耗与 

硫酸盐还原菌的分布没有受到影响，因此，红枫湖沉积物有机质来源充足，在表层 7cm内 

的含量相对较高 ，硫酸盐还原的限制因素不是有机质供应。 
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沉积物深度／c* 

图 4 红枫湖沉积物孔隙水 s 一垂直分布 

F ．4 The variation of s — in sediments of Lake Hongfeng with de·pth 

4 结论 

(1)红枫湖沉积物中有机质在微生物及其分泌的胞外酶的作用下被降解 ，从悬浮层 

到 11cm的深度内有机质的变化较为剧烈，1lcm以下的变化趋于平缓，并被降解到相对较 

低的含量。DNA的分布表明表层 9era的沉积物深度内微生物的活动较为强烈，是微生物 

降解有机质的主要位置。 

(2)a．葡萄糖苷酶在红枫湖沉积物悬浮层含量最高，提示有机质中的淀粉和糖原等 

物质在悬浮层降解较为激烈并被大量分解；在有机质降解明显变缓的 1lcm沉积物中，a． 

葡萄糖苷酶活性已降低很多，说明有机质经历长时间的降解减少后，其中的淀粉类物质也 

被耗尽 。 

(3)分子生物学的研究表明红枫湖沉积物表层 7era是硫酸盐还原菌的主要分布位 

置 ，与该 区域的 s 一和有机质的垂直变化的比较研究提示 ：与海洋或有机质和 s 一含量 

较高的浅水湖泊不同，sol一不可能成为有机质氧化的主要电子受体，硫酸盐还原的限制 

因素也不是有机质供应。 
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ENZⅥ ⅥA TIC AND M ICRoBL DEGR DATIoN oF oRGANIC M．A．I'，IER 

LAKE HoNGFENG oF GUIZHoU PRoV CE 

Liang Xiaobing Zhu Jianming Liu Congqiang Wei Zhongqing 

Wang Fushun Wan Guojiang Huang Ronggui 

(State Key Laboratory ofEnvironmental Geochemistry，Geochemisto Institute，Chinese Academy ofSc／ences， 550002) 

Abstract 

Enzymatic and microbial degradation of organic matter in Lake Hongfeng of Guizhou Province 

were studied throu gh variations of DNA，o【·glucosidase and sulfate reduction bacteria．Organic matter 

is degraded by microbes and extracellular enzymes excreted by them，to a relative low content below 

1 l cm of sediment depth．The variation of DNA contents indicated that microbe activities are strong 

in the upper 9cm which are main locations of organic matter degradation by microbes．Content of a· 

glucosidase is highest in suspend layer，it is 0．75pmol／min·g dry sediments，suggesting starch and 

hepatin of organic matter are degraded strongly with a mass of decomposing．Activities of n·gl· 

ucosidase decrease with sediment depth．Below 1 l cm depth at which organ ic matter degradation star— 

ted to slow，a·glucosidase activity has reduced to 0．17~mol／min·g dry sediment．Molecular biolog· 

ical research indicated that the main distribution location of sulfate reduction bacteria among 7cm of 

upper layer sediments layer sediments of La ke Hongfeng．Combined with the research results of vari． 

ations of organic matter and SO：一，indicated that SO：一is not likely to become important electron ac． 

ceptor and sulfate reduction is not limited by the supply of organic matter in Lake Hongfeng． 

Key words sediments，organic matter，enzyme，microbial，Lake Hongfeng 
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