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1 引 言 

摘 要 采用荧光原位杂交法分析了贵州阿哈湖深层水环境中总微生物、真细菌和硫酸盐 

还原菌数量。结果表明：该湖水中微生物总量为 1．6×10 个 ·L-。，真细菌占微生物总量 

的52．9％，且微生物总量和真细菌数量垂直变化无明显差异。随着水体深度的增加，活性 

微生物数量增加，且微生物的群落结构更加复杂。阿哈湖深层水体中有一定数量的硫酸盐 

还原菌存在。 
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Abstract：The study with fluorescence in situ hybridization(FISH)on the total amount of mi- 

crobes and that of sulfate．reducing bacterium (SRB)in the deep aquatic environment of Aha 

Lake in Guizhou Province of China showed that the total amount of microbes in the deep aquatic 

environment was 1．6×10 ind ·L-。．52．9％ of which were eubacteria．No obvious difference 

was observed in the vertical distribution of the amounts of total microbes and eubacteria，but the 

quantity of active microbes was larger and the microbial community was more complex with in． 

creasing water depth．There existed a definite amount of SRB in the deep aquatic environment． 

Key words：aquatic environment；fluorescence in situ hybridization(FISH)；eubacteria；sul— 
fate—reducing bacteria；spatial distribution． 

淡水湖泊深层水环境是多种微生物共同参与物 

质交换频繁的重要小生境。淡水湖泊通过营养物质 

的输入、外界环境条件的改变等来影响深层水环境 

中微生物数量和群落结构的变化，同时微生物可以 

通过同化、异化作用和改变环境条件来影响微量元 

素的分布、转化，从而对淡水湖泊水质的变化也有着 
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重要的影响。近年来随着水质季节性恶化事件的出 

现(白占国等，1995；Lovley&John，2000)，人们逐渐 

重视水环境微生物在地球化学循环中的作用及由此 

产生的环境效应 (Ledin&Pedemen，1996；Bernd et 

a1．，2000)。硫酸盐还原菌(sulfate—reducing bacteri． 

a，SRB)是一类严格厌氧菌，其在代谢活动中可以利 

用硫酸盐作为电子受体而产生高浓度的H S。该类 

微生物在硫元素的地球化学循环、有机物质降解以 

及重金属的转化和迁移中起着重要作用(Castro et 

a1．，2000；King et a1．，2000；Eileen et a1．，2003)。 

贵州阿哈湖是一季节性缺氧的中型人工湖，兼 
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具蓄水、供水和防洪功能，其集水区域分布有大量的 

中小煤矿，每年有大量的酸性坑废水排入，水体 Fe、 

Mn和硫酸盐异常富集(汪福顺等，2003)。分析阿 

哈湖深层水环境微生物以及硫酸盐还原菌数量变 

化，为该湖泊污染治理以及微生物在重金属界面地 

球化学循环中作用的研究，提供相关生物学信息。 

2 材料方法 

2．1 样品采集 

于2006年 6月使用 Niskin采样器，从 18 m深 

度开始按 1 m间距采集贵州阿哈湖水深 22 m处的 

深层湖水，共采集 5个样品(编号为 Aha06101一 

Aha06105)，样品立即用4％多聚甲醛进行固定。 

2．2 主要试剂和仪器 

多聚甲醛(Sigma，美国)；明胶 (Oxiod，美国)； 

、r啶橙(Sigma，美国)；DAPI(Sigma，美国)；荧光显 

微镜(Olympus，日本)。 

2．3 荧光探针 

采用 EUB338和 SRB385寡核苷酸探针，5’端 

Cy3标记(表 1)(Enrie et a1．，1998)，由上海生物工 

程技术服务有限公司合成。 

表1 16S rRNA探针的靶细菌种属和探针序列 
Tab．1 Target site and sequence of 16S rRNA probes 

探针名称 序列(5’一3’) 检测的微生物 

EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT 真细菌 

SRB385 CGG CGT CGC TGC GTC AGG 8群 Proteobacteria 
的硫酸盐还原菌 

2．4 荧光原位杂交法对阿哈湖深层水环境总微生 

物、真细菌和硫酸盐还原菌数量的分析 

2．4．1 样品预处理 取 1 ml样品用直径 25 mm 

GTrP滤膜过滤后，1 ml PBS洗涤 3次后，0．5 ml 

50％，80％和99．5％乙醇分别洗涤，每次3 min，风干。 

2．4．2 原位杂交 湿盒中适量加入杂交缓冲液 

(EUB探针杂交缓冲液 0．9 mol·L～NaC1，20 mmol 
· L～Tris．HC1，0．01％ SDS，20％ formamide；SRB探 

针杂交缓冲液 0．9 mol·L～NaC1，20 mmol·L— 

Tris—HC1，0．01％ SDS，35％甲酰胺)，将包被有明胶 

的玻片放于湿盒中，膜放于玻片上。25 ng· l 探 

针4 l和杂交缓冲液 20 ul混匀后，滴加于膜上，38 

℃ 90 min；取出膜放人洗涤液中50℃ 20 min(EUB 

探针洗涤液 0．18 mol·L～NaC1，20 mmol·L 

Tris·HC1，0．01％ SDS，5 mmol·L～EDTA；SRB探针 

洗涤液 0．40 mol·L～ NaC1，20 mmol·L Tris． 

HC1，0．01％ SDS，5 mmol·L EDTA)，水洗膜，风 

干；0．01 mg·ml 的DAPI 40 Ixl复染，避光 15 min， 

水洗，风干。 

2．4．3 镜检 将膜放于油镜下观察。在 EUB探针 

和SRB探针杂交的实验中，采用 WG滤光片，计数 

发红色荧光的菌体分别为真细菌和硫酸盐还原菌数 

目；采用 wu滤光片，计数发蓝色荧光的菌体即为总 

微生物数。每个样品均平行分析3次，取均值。 

2．5 丫啶橙染色对湖水微生物活性的测定 

取 1 ml样品加入3滴0．1％、r啶橙溶液，染色3 

min，苏丹黑 B染色的直径 0．2 m滤膜过滤，水洗 

1次，风干。Olympus油镜下计数，滤光片为 WB。 

丫啶橙与DNA结合后菌体发绿色荧光，和RNA结 

合后菌体发红色荧光。观察菌体为黄色或红色示该 

细菌为活性状态，而绿色为非活性状态，分析样品中 

活性微生物所占数量。每个样品均平行分析3次， 

取均值。 

3 结果与分析 

3．1 湖水中微生物总量和真细菌数量变化 

图 1～图2表明，阿哈湖从 18～22 m深层湖水 

中微生物总数(1．43～1．91)×10 个 ·ml～，平均 

为 1．60×10 个 ·ml～，随水深垂直变化不明显。 

真细菌数量(8．38～8．61)×10。个 ·ml～，平均为 

8．47×10 个 ·ml～，垂直变化亦不明显，真细菌占 

微生物总量的52．9％。 

3．2 不同深度湖水中硫酸盐还原菌数量变化及其 

形态特征 

阿哈湖 18和 19 m深度湖水中未检出硫酸盐还 

原菌，20 m深度开始有检出(3．14×10 个 ·ml )， 

且硫酸盐还原菌数量垂直变化明显，即随着水体深 

度的增加而数量增高，至22 m深度硫酸盐还原菌数 
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图 1 阿哈湖深层水环境总微生物和真细菌数量 

Fig．1 Quantity of microbes and bac~ a in the deep a- 
quatic environment of Aha Lake 
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水体深度 (ITI) 

图2 阿哈湖深层水环境硫酸盐还原菌数量 

Fig．2 Quantity of SRB in the deep aquatic environment of 
Aha Lake 

量可达4 40×10 个 ·ml (图 2)。镜下硫酸盐还 

原菌形态以球菌和球杆菌为主，且可见一定数量的 

螺形菌。 

3．3 不同深度湖水中活性微生物的变化规律 

阿哈湖浅层水环境中活性微生物数量较低，18 

In深度时活性微生物只占总微生物的7．3％，且主 

要以球菌和杆菌为主；随着水体深度增加而活性微 

生物数量增高，至22 In深度时可达 83．2％，并出现 

了球菌、杆菌、弧菌和螺菌等多种形态(表 2)。 

表2 阿哈湖深层水环境活性微生物的百分数量(％) 
Tab．2 Active microbes in the deep aquatic environm ent of 

Aha Lake 

水体深度(m) 活性微生物 

18 

l9 

20 

2l 

22 

27．3 

57．5 

75．2 

80．5 

83．2 

4 讨 论 、 

微生物在湖泊环境污染物迁移转化以及微生物 

的地球化学循环中，实际上就是微生物通过生理活 

动过程与外界环境发生的相互作用来实现的。且不 

同的微生物在生理活动过程中会利用不同的微量金 

属元素(比如 Ca，V，Cr，Mn等)作为必需元素，以完 

成 自身的生理功能。在湖?白环境污染物防治和微生 

物的地球化学行为研究中，除了分析湖泊水环境中 

微生物数量，对于微生物群落结构和活性探讨也有 

着重要的意义。通过荧光原位杂交分析贵州阿哈湖 

深层水环境的微生物，发现阿哈湖深层水环境中微 

生物数量和群落结构有着一定的规律：即阿哈湖深 

层水环境 中微 生物数量的较 高(平 均 10 个 · 

ml )，且主要以真细菌为主，但同时存在一定量的 

其他微生物。表明，该环境微生物群落结构复杂，可 

能存在一定数量的真核微生物和古生菌；尽管该环 

境中微生物和真细菌数量的垂直变化不明显，但随 

着深层的增加水体中活性微生物增多，同时深层水 

体中微生物的多形性更加明显，群落结构更加复杂。 

硫酸盐还原菌数量是一类具有重要生态学意义 

的微生物，传统的观点认为该类微生物是严格的厌 

氧菌，故对湖泊中该类微生物的研究多集中在沉积 

物中(Enric et a1．，1998；高爱国等，2003)。有研究 

表明，湖泊深层水环境中存在一定数量的硫酸盐还 

原菌，但低于湖泊沉积物中该类微生物的数量(汪 

福顺等，2003)。且该类微生物有着明显的垂直变 

化，即随着水体深度的增加而数量增多。认为这主 

要与水环境和沉积物中含氧量、有机质和温度等环 

境因素的差异有关。此外，阿哈湖深层水环境中硫 

酸盐还原菌的类群多样性也较丰富，除了有球菌和 

球杆菌外，还有一定的螺菌存在，这与对该湖泊沉积 

物硫酸盐还原菌类群分析结果相一致。 
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