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摘 要: 利用 PCR 扩增和荧光原位杂交方法对贵州阿哈湖沉积物中硫酸盐还原菌( Sulfate-reducing bacteria，SRB) 类群和数

量的时空分布特征进行了分析。结果表明，秋季沉积物中检测出四个 SRB 类群( 脱硫肠菌属、脱硫叶菌属、脱硫球菌属—脱硫

线菌属—脱硫八叠菌属和脱硫弧菌属—脱硫微菌属) ，而春季沉积物中只检测出三个类群( 脱硫肠菌属、脱硫叶菌属和脱硫球

菌属—脱硫线菌属—脱硫八叠菌属) 。相比秋季，春季沉积环境溶解氧含量较高，且温度较低，这可能导致脱硫弧菌属—脱硫

微菌属在春季沉积物中处于不可育状态，由于其活性低而无法检测。秋季沉积物检测出来的 SRB 类群相比春季沉积物具有

更大的分布范围，同时，秋季沉积物 SRB 数量总体上高于春季沉积物，上述结果指示秋季沉积物环境条件更适于 SRB 群落。
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Abstract: The distribution of sulfate-reducing bacteria ( SRB) in the sediments of Lake Aha was analyzed based
on evaluation of the presence and quantity of six main groups of SRB in sediments collected during spring and au-
tumn. The results show that four SRB groups ( Desulfotomaculum，Desulfobulbus，Desulfococcus-Desulfonema-Desulfos-
arcina and Desulfovibrio- Desulfomicrobium) are present in autumn，while only three groups ( Desulfotomaculum，

Desulfobulbus and Desulfococcus-Desulfonema-Desulfosarcina) are detected in spring. Compared with the autumn of
Lake Aha，sediments in spring have relatively high dissolved oxygen contents and low temperature，which may lead
to the inactive status of Desulfovibrio-Desulfomicrobium in the sediments and then the Desulfovibrio-Desulfomicrobium
is undetectable due to its low activity. The distribution of each SRB group is wider in sediments collected in autumn
than in spring，and they show a greater overall presence and quantity in autumn than in spring. These findings indi-
cate that the environmental conditions in autumn are more suitable for SRBs.
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0 引言

湖泊是人类生活和工农业生产所需淡水的重要

来源，其水环境质量是影响人类生命健康的重要因

素。随着社会经济的不断发展，矿山开发、工农业和

生活废污水排放等各种人为活动对湖泊环境的影响

日益突出。阿哈湖是位于贵阳市西南郊约 8 km 的一

个底层滞水季节性缺氧的人工水库。汇水区域内分

布有大小煤矿 200 余个，大量酸性矿坑废水长期入

湖，下游又接纳生活污水，导致阿哈湖呈现重金属、营
养盐和硫酸盐复合型污染的水体环境［1］。岩溶地区

湖泊具有强烈的酸缓冲能力，仅在煤矿废水污染下，

微量金属元素易与还原态硫化物结合而固定在沉积

物中，但在持续有机污染输入的情况下，则可能改变

沉积物的氧化还原环境，容易使一些有害金属活化，

重新迁移并造成严重的“二次污染”问题，严重威胁

到湖泊 /水库的水质安全［2］。
硫酸盐还原菌( Sulfate-reducing bacteria，SRB )

是一大类厌氧菌，不同的 SRB 类群具有不同的生理

生化和系统发育特征［3］。由于这些生理生化和系

统发育的多样性，SRB 栖息于不同的环境介质，其

驱动的硫酸盐异化还原反应是湖泊环境中 SO4
2－ 的

主要清除机制，主要发生在水—沉积物界面及以下

深度的沉积物厌氧环境［4］，对湖泊环境碳和硫的循

环起着重要作用［5］。另外，硫酸盐还原反应生成的

硫化物可以和溶解态金属离子结合形成不溶性金

属沉淀，所以 SRB 在污染水体和沉积环境的生物修

复方面也发挥重要作用［6-11］。然而，SRB 分布受环

境因子如 SO4
2－浓度、有机质含量、温度、溶解氧水平

以及局部小生境微生物群落组成的影响［10－12］，因

此，要探究硫酸盐还原过程与湖泊水质变化之间的

内在联系，有必要分析 SRB 的时空分布情况。本研

究主要利用 PCR 扩增和荧光原位杂交技术( Flores-
cence In Situ Hybridization，FISH) 分析了阿哈湖沉积

物中 SRB 的类群和数量的时空分布特征。

1 材料与方法

1. 1 研究区和样品采集

阿哈湖位于贵州省贵阳市西南郊，于 1958 年建

坝，1960 年蓄水，海拔 1 108 m，流域汇水面积约 190
km2，湖水面积约 3. 4 km2，平均水深为 13 m，最大水

深接近 25 m，水输送通量为 1. 04×108m3，湖水寄宿时

间为 0. 44 a［1］。汇水区域分布有二叠系灰岩及煤系

地层，其上覆盖有硅铝质和硅铁质黄壤，部分地区有

三叠系碳酸盐类岩石及泥页岩出露，并发育有黑色、
黄褐色石灰土［13］。湖泊周围为疏林植被，灌草丛较

多，流域年均降水量 1 109 mm，年均气温 15. 3 ℃。
本次研究选择阿哈湖大坝处( 26°32'24. 03″N，

106°3851. 94″E) 沉积物为研究对象，是由于该处为

各处水流交汇区域，具有煤矿废水与生活污水复合

污染的综合特征。采用便携式不扰动湖泊沉积物

采样器［14］，于 2013 年 5 月和 10 月在阿哈湖大坝附

近位置采集春季和秋季沉积物样品( 表 1) 。采集的

沉积物柱有清晰的沉积物—水界面，沉积物未被扰

动。沉积物柱上部 0. 5 cm 呈现棕黄色粗颗粒状，代

表水体的悬浮层，指示水体颗粒物的悬浮沉积过

程，0. 5 cm 以下有约 1. 0 cm 厚浅灰色的含不规则

矿物结核的亚扩散层，再往下至约 11 cm 深度是黑

色沉积物掺杂一些棕褐色的斑点，12～21 cm 为灰黄

色沉积物，21 cm 以下深度以黑色沉积物为主。沉

积物柱在 5～15 cm 深度范围有气泡出现，反映了湖

泊沉积环境早期成岩过程中的有机质分解。沉积

物柱芯现场在自制氮气手套箱( 持续通 N2) 中按 1
cm 间 隔 取 样，沉 积 物—水 界 面 的 水 样 品 也 同 步

收集。

表 1 阿哈湖采集的沉积物样品的描述

Table 1 Descriptions of sediment cores of Lake Aha

样品编号 春 季 秋 季

采样日期 / YY / MM / DD 13 / 05 / 05 13 / 10 / 04

水深 / m 17 17

沉积物柱 / mm 280 290

1. 2 环境参数分析

沉积物—水界面的水样品的温度、pH 值和溶解

氧含量用便携式水质参数仪( WTW，pH3210 /Cond
3210，德国) 现场分析。

1. 3 SRB 类群的 PCR 扩增

1. 3. 1 参考菌株

利用分子生物学方法对 SRB 16SrDNA 特异性

85 地理、环境科学 / Geographical and Environmental Sciences 第 34 卷



序列进行分析，可将 SRB 分为六大类群［15］: 脱硫肠

菌属( 类群 1) ( Desulfotomaculum，DFM) 、脱硫叶菌

属( 类群 2) ( Desulfobulbus，DBB) 、脱硫杆菌属( 类群

3) ( Desulfobacterium，DBM) 、脱硫细菌属 ( 类群 4 )

( Desulfobacter，DSB ) 、脱硫球菌属—脱硫线菌属—
脱硫八叠菌属( 类群 5) ( Desulfococcus-Desulfonema-
Desulfosarcina，DCC-DNM -DSS) 和脱硫弧菌属—脱

硫微菌属 ( 类群 6 ) ( Desulfovibrio-Desulfomicrobium，

DSV-DMB) 。本研究中将以下菌株作为六大 SRB 类

群的阳性控制菌株，分别为: Desulfotomaculum nigri-
ficans NCIMB 8395( 类群 1) ; Desulfobulbus propionicus
DSM 2032 ( 类 群 2 ) ; Desulfobacterium autotrophicum
DSM 3382( 类群 3) ; Desulfobacter curvatus DSM 3379
( 类群 4) ; Desulfovibrio desulfuricans DSM 642 ( 类群

5) ; Desulfosarcina variabilis DSM 2060 ( 类群 6) 。大

肠杆菌 E coli ATCC 8099 作为阴性控制菌株［12］。

1. 3. 2 DNA 提取与纯化

取 0. 1 g 沉积物样品溶解在 500 μL 灭菌去离

子水，于 1. 5 mL 离心管中 12 000 rpm 离心 10 min，

弃上清，加入 1 000 L STE ( 0. 1 M NaCl，10 mM Tris-
HCl，1 mM EDTA) 。随后沉积物 DNA 用 Fast DNA

SPIN kit ( Bio101) 试剂盒提取和纯化，用同样的方

法提取参考菌株的 DNA。提取出来的 DNA 样本进

行含量和纯度分析。将 DNA 标本用 TE 稀释 100
倍，以 TE 缓冲液作为空白调零，利用紫外—可见分

光光度仪测定样本的 OD260 和 OD280。根据 1 OD260

相当于 50 ng /μL DNA 计算出各个样品 DNA 含量，

并将其稀释至 50 ng /μL。同时计算出 OD260 /OD280，

比值介入 1. 8－2. 0 为合格。

1. 3. 3 PCR 扩增

DNA 纯化后，用针对六大 SRB 类群特异性 16S
rDNA 序列 设 计 的 引 物 进 行 PCR 扩 增［15］。采 用

PCR 热启动程序，共包含 30 个循环( 表 2) 。每个

PCR 管( 50 μL) 包含 5 μL 10 × PCR 缓冲液，5 μL
MgCl2( 25 mM) ，上下游引物各 2 μL( 10 pmol /μL) ，

4 μL dNTP ( 2. 5 mM) ，2 μL Taq 聚合酶 ( 1 U /μL) ，

4 μL DNA 模板( 50 ng /μL) 和 26 μL 灭菌去离子

水。PCR 扩增产物用 1. 5 % ( w / v) 琼脂糖凝胶电

泳后在凝胶成像仪中分析并拍照。通过与 DNA 标

志物比对，以待测样品和阳性对照有特异性目的条

带出现，而阴性对照无特异性目的条带出现，判断

为待测样品中有该类群 SRB 存在。

表 2 六大 SRB 类群的 PCR 循环条件

Table 2 The PCR reaction condition of six SRB groups

硫酸盐还原菌

预变性 变 性 退 火 延 伸 最后一次延伸

温度 /℃ 时间 /min 温度 /℃ 时间 / s 温度 /℃ 时间 / s 温度 /℃ 时间 / s 温度 /℃ 时间 /min

类群 1 95 5 95 60 55 60 72 90 72 5

类群 2 95 5 95 30 52 30 72 90 72 7

类群 3 94 5 94 45 52 40 72 50 72 5

类群 4 95 5 95 60 55 60 72 60 72 5

类群 5 94 5 94 50 58 45 72 50 72 7

类群 6 95 5 95 60 52 60 72 60 72 5

1. 4 荧光原位杂交技术分析 SRB 数量

1. 4. 1 寡核苷酸探针

检测 SRB 的通用探针为 SRB385 ( 序列为: 5’
CGG CGT CGC TGC GTC AGG 3’) ［16］，阴性对照探

针为 NON338( 序列为: 5’ACT CCT ACG GGA GGC
AGC 3’) ［17］，同 一 样 品 杂 交 细 胞 计 数 结 果 由

SRB385 探针计数的信号减去 NON338 探针计数的

信号为最终结果。上述探针由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成，采用 5’端 Cy3 标记。

1. 4. 2 参考菌株

阳性控制菌株为 Desulfobulbus propionicus DSM
2032，阴性控制菌株为 E Coli ATCC 8099。

1. 4. 3 样品预处理与固定

取 0. 1 g 新鲜沉积物样品加入适量 PBS ( 0. 13
M NaCl，7 mM Na2HPO4，3 mM NaH2PO4，pH 7. 2 )
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中，漩涡震荡混匀，10 000 rpm 离心 10 min，弃上清，

重复 3 次; 随后加入适量 PBS ( pH7. 2) 稀释。样品

混匀后，取 0. 1 g 均匀涂布于多聚赖氨酸包被的玻

片上，空气干燥 30 min; 在 4 %多聚甲醛磷酸盐缓冲

液中室 温 固 定 20 min，PBS ( pH7. 2 ) 洗 涤 5 min，

Milli-Q 超 纯 水 洗 涤 5 min，空 气 干 燥; 湿 盒 中 用

2 mg /ml溶菌酶 32 ℃处理 10 min，PBS( pH7. 2) 洗涤

5 min，Milli-Q 超纯水洗涤 5 min，空气干燥; 分别用

50 %、80 %和 96 %乙醇固定 3 min，空气干燥。

1. 4. 4 荧光原位杂交反应与镜检

取 27 μL 荧光原位杂交缓冲液( 0. 9 M NaCl，
20 mM Tris-HCl，5 mM EDTA，0. 01 % SDS，25 %甲酰

胺，pH 7. 2) 和 3 μL 探针( 25 ng /μL) 混匀，并点到样

品上，湿盒中 46 ℃ 杂交 2 h; 洗涤缓冲液 ( 54 mM
NaCl，20 mM Tris-HCl，0. 01 % SDS，5 mM EDTA，pH
7. 2) 50 ℃洗涤 30 min，Milli-Q 超纯水中漂洗，空气

干燥，封片。用 Nikon Eclipse 80i 落射荧光显微镜

进行 SRB 镜检，计数发红色荧光的菌体为 SRB。采

用 Nikon NIS Elements AR 荧光成像分析软件进行

拍照和计数。

1. 4. 5 自发荧光

沉积物中有大量的自发荧光物质，波长主要在

520～580 nm，自发荧光物质可能是纤维性或颗粒状

物，在光镜下无原核生物的菌体形态［18］。观察时如

果怀疑为自发荧光物质，可以根据荧光的颜色和普

通光学显微镜下进一步观察发光物的形态来进行

鉴别，以减少特异性荧光检测的干扰。

2 结果与讨论

2. 1 SRB 类群的时空分布

从沉积物样品中扩增出四个 SRB 类群( 图 1 和

表 3) ，即脱硫肠菌属、脱硫叶菌属、脱硫球菌属—脱

硫线菌属—脱硫八叠菌属和脱硫弧菌属—脱硫微

菌属。脱硫杆菌属和脱硫细菌属没有检出。不同

的 SRB 类群有不同的时空分布。脱硫肠菌属主要

分布在沉积物中部，脱硫叶菌属主要分布在上层和

中层沉积物中，脱硫球菌属—脱硫线菌属—脱硫八

叠菌属在春季沉积物样品中主要分布在上层，在秋

季沉积物样品中主要分布在上层和下层。脱硫弧

菌属—脱硫微菌属在秋季沉积物样品中分布广泛。

表 3 SRB 类群在阿哈湖春季和秋季

沉积物中的分布

Table 3 The distributions of SRB groups in sediments

of spring and autumn of Lake Aha

Depth
/mm

DFM DBB DBM DSB
DCC-
DNM-
DSS

DSV-DMB

春 秋 春 秋 春 秋 春 秋 春 秋 春 秋

0 + + + + +

10 + + + + + +

20 + + + + + +

30 + + + + + +

40 + + + + +

50 + + +

60 + + + + +

70 + + + + +

80 + + + + + +

90 + + + + + +

100 + + + + + + +

110 + + + + + +

120 + + + +

130 + + + +

140 + + + +

150 + + +

160 + + + + +

170 + + + + + +

180 + + + + + +

190 + + + +

200 + + +

210 + + + +

220 + + + + +

230 + + + + +

240 + + +

250 + +

260 +

270 +

280 +

290

注: DFM 代表脱硫肠菌属; DBB 代表脱硫叶菌属; DBM 代表脱

硫杆菌属; DSB 代表脱硫细菌属; DCC-DNM-DSS 代表脱硫球菌属—

脱硫线菌属—脱硫八叠菌属; DSV-DMB 代表脱硫弧菌属—脱硫微

菌属。
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图 1 阿哈湖秋季沉积物样品中脱硫弧菌属—脱硫微菌属的

PCR 扩增代表图( 目的条带为 610 bp，M 为 DNA 标志物，0－
13 代表沉积物深度( cm) ，N 代表阴性控制，P 代表阳性控制)

Fig. 1 Representative PCR amplifications of Desulfovibrio-
Desulfomicrobium in Autumn sediment of Lake Aha ( Targed
band: 610 bp，M: DNA Ladder; Lanes 0－13 correspond to
sediment depths; N，negative control; P，positive control)

阿哈湖沉积物中检测的 SRB 类群不同与具有

相似地质和气候特征的贵州红枫湖沉积物中 SRB
类群的检测结果［19］。红枫湖沉积物中检测出脱硫

杆菌属、脱硫细菌属、脱硫球菌属—脱硫线菌属—
脱硫八叠菌属和脱硫弧菌属—脱硫微菌属。阿哈

湖沉积物中 SRB 类群主要分布在 230 mm 以上深

度，而红枫湖沉积物中 SRB 类群主要分布在 70 mm
以上深度，指示阿哈湖沉积物中 SRB 具有更大的活

性。阿哈湖和红枫湖沉积物中 SRB 不同的类群分

布可能与两个湖泊不同的环境条件有关( 如阿哈湖

酸矿废水的输入) 。
从季节对比来看，春季沉积物中 SRB 类群主要

分布在 230 mm 以上，秋季沉积物中 SRB 类群主要

分布在 250 mm 以上。每一个检测出来的 SRB 类群

都主要分布在沉积物柱芯的上层，同时，不同的 SRB
类群具有不同的时间和深度分布特征。一些 SRB
类群在一定的季节和深度范围内占优势，如脱硫肠

菌属和脱硫叶菌属在春秋季沉积物中分布在上层

和下层沉积物中，脱硫球菌属—脱硫线菌属—脱硫

八叠菌属春季时分布在上层沉积物中，在秋季时分

布在上层和下层沉积物中。脱硫弧菌属-脱硫微菌

属在秋季沉积物中具有广泛的分布范围。总体来

看，每个 SRB 类群在秋季的分布范围要大于在春季

的分布范围，这指示秋季沉积物的环境条件更适于

SRB 类群的存活。
研究表明，自然生境中少于 1 %的总的原核生

物数量能够获得纯培养，一个重要的原因是自然生

境中很多微生物可以随着环境条件的变化而处于

不可育状态［20］，处于该状态的微生物通常无繁殖活

性，DNA 含量非常低，类似医学微生物的“可见不可

育状态”，其机理还不清楚。据此分析，洱海秋季沉

积物样品中检测到了脱硫弧菌属—脱硫微菌属，而

春季沉积物样品中没有检出这个类群，指示脱硫弧

菌属—脱硫微菌属在春季的沉积环境中可能处于

不可育状态，活性低以致无法检测出来。许多研究

表明多数 SRB 是严格厌氧和嗜温的，包括脱硫弧菌

属菌株［12］。从表 4 可以看出，相比秋季，春季沉积

物—水界面溶解氧含量高而温度低，这可能导致脱

硫弧菌属—脱硫微菌属在春季沉积环境中为不可

育状态而无法检测［12］。

表 4 阿哈湖沉积物—水界面水温度、pH 值和溶解氧含量

Table 4 The temperature，pH and dissolved oxygen of
water samples in Lake Aha

季 节 温度 /℃ pH 值 溶解氧 /mg /L

春 季 13. 8 7. 3 7. 5

秋 季 23. 2 7. 5 0. 9

2. 2 荧光原位杂交检测的 SRB 数量

荧光原位杂交( Florescence In Situ Hybridization，

FISH) 是一种免培养的检测具有特定环境功能细菌

的技 术，被 广 泛 用 于 分 析 自 然 生 境 中 的 SRB 数

量［21－22］。本研究沉积物样品中与 SRB385 探针杂交

的细胞可见明显的荧光信号，指示样品中丰富的

rRNA 含量。阳性控制菌株可见明显的荧光信号，

而阴性控制菌株与 SRB385 探针不发生反应而没有

荧光信号( 图 2) 。

16
贵 州 科 学 34( 1) : 2016
Guizhou Science



( a. 阳性控制菌株; b. 阴性控制菌株; c. 沉积物样品)

图 2 阿哈湖秋季沉积物样品与 SRB385 探针杂交细胞

的荧光原位杂交代表图

( a. Desulfobulbus propionicus DSM 2032; b. Negative control;

c. Sediment sample)

Fig. 2 Representative FISH analyses conducted using

probe SRB 385 in sediments of Autumn of Lake Aha

在春季采集的沉积物样品中，SRB 主要分布在

0 ～ 240 mm，250 ～ 280 mm 接近不可检测 ( 图 3 ) 。
SRB 数量从不可检测到 34. 39×104 cells /g 湿沉积物

范围之内变化，最高值出现在 80 mm 深度。在秋季

采集的沉积物样品中，SRB 主要分布在 0 ～ 250 mm，

260～290 mm 未检测到 SRB。SRB 数量从不可检测

到 26. 23×104 cells /g 湿沉积物范围之内变化，最高

值出现在 90 mm 深度。综合来看，SRB

图 3 阿哈湖沉积物中 SRB 数量的时空分布

Fig. 3 Vertical and temporal variation of SRB quantity in

the sediments of Lake Aha

数量从沉积物表层向下逐渐增加，在 80 mm 深度

( 春季) 和 90 mm 深度( 秋季) 达到最大值，之后随

沉积深 度 加 深 SRB 数 量 逐 渐 减 小。表 层 沉 积 物

SRB 数量低可能与表层沉积物存在较低浓度的溶

解氧，这不利于厌氧的 SRB 生存有关，深层沉积物

SRB 数量的减小可能与较低的有机碳和 SO4
2－ 含量

有关［10－12］。在沉积物柱芯 50～150 mm 深度范围观

测到气 泡 出 现，这 指 示 有 机 质 分 解 主 要 发 生 在

150 mm以上的深度范围。
总体来看，阿哈湖秋季沉积物中 SRB 类群与数

量高于春季沉积物中 SRB 类群和数量，这可能与湖

泊沉积物—水界面环境参数( 如温度、溶解氧) 的季

节性差异有关［23－24］。如表 4 所示，相比春季，秋季

沉积物—水界面一些环境参数( 较高的温度和较低

的溶解氧含量) 更适于 SRB 生 长 和 繁 育。另 外，

SRB 数量的最大峰值出现在不同深度，并且，春季

沉积物 80 mm 深度的 SRB 数量高于秋季沉积物

90 mm深度的 SRB 数量，这指示影响沉积物中 SRB
群落变化的因素是复杂的。

3 结论

利用 PCR 扩增和 FISH 技术对阿哈湖沉积物中

SRB 类群和数量的分析显示，SRB 类群和数量分布

具有明显的季节和垂直深度的变化，这种时空分布

的差异可能与一些环境因子( 如 SO4
2－含量、有机碳

源类型及其可利用性、溶解氧水平、温度等) 的季节

和深度变化有关。总体来看，阿哈湖秋季沉积物

SRB 类群和数量均多于春季沉积物样品，指示秋季

沉积环境更适于 SRB 存活。另外，春季沉积环境溶

解氧含量较高，且温度较低，这可能导致脱硫弧菌

属—脱硫微菌属在春季沉积物中处于不可育状态，

由于其活性低而无法检测。
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