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摘要：沉水植被修复是湖泊修复的一项重要手段，浅水型富营养化湖泊惠州西湖实施了沉水植被修复后，水质得

到了显著改善。以细菌１６ｓＲＮＡ基因通用引物进行ＰＣＲ扩增后，采用变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）技术对惠州西
湖已修复和未修复的子湖浮游细菌多样性进行分析。结果显示，进行沉水植被修复的子湖中，细菌的 Ｐｉｅｌｏｕ和
ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数都显著高于未修复的子湖。表明沉水植物修复不仅可以改善水质，同时还可以提高浮游细
菌的多样性。
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　　浅水湖泊存在草型湖泊和藻型湖泊２种不同的
稳定状态，前者表现为沉水植被占优势、浮游植物生

物量较少、水质清澈、透明度高、氮磷等营养盐较低

和生态系统多样性高；后者表现为浮游植物占优势、

沉水植被较少、水体浑浊及生物多样性低（Ｓｃｈｅｆｆｅｒ
ｅｔａｌ，１９９３）；因此，沉水植被修复是浅水型富营养化
湖泊水质修复的关键。广东惠州西湖在经过多年的

生态修复后（种植沉水植物为主），水质有了很明显

的改善，浮游植物和浮游动物等重要群落均发生了

变化（陈光荣等，２００７；杨姣等，２００９）。浮游细菌是
湖泊生态系统的重要组成部分，对系统的物质循环

和能量流动起到重要的作用，浮游细菌的群落结构

变化受到众多环境因子（如水温、营养盐等）和其他

生物因素的影响（Ｋｉｓａｎｄ＆Ｎｏｇｅｓ，２００４）。水生植
被对浮游细菌群落结构有重要的影响，草型湖泊水

体中的溶解性有机碳（ＤＯＣ）来源主要是水生植被
分泌的有机物，而ＤＯＣ的供给会直接影响到浮游细
菌的代谢活动（Ｋｒｉｔｚｂｅｒｇｅｔａｌ，２００６）；此外，水生植
物和藻类之间光照和营养盐等的竞争、水生植物的

化感作用和控制水体再悬浮等方面都会对浮游细菌

群落结构产生影响（Ｍｕｌｄｅｒｉｊｅｔａｌ，２００６）。郭亮等

（２０１０）通过模拟试验研究了再悬浮与浮游细菌群
落结构的关系，发现再悬浮对浮游细菌多样性有较

大的影响；Ｗｕ等（２００７ａ）对太湖不同湖区浮游细菌
群落结构的研究发现，高等水生植物、透明度和叶绿

素ａ是影响浮游细菌群落结构的主要因子。惠州西
湖是热带浅水湖泊，部分子湖进行了以沉水植被构

建为主的生态系统修复，沉水植被覆盖率和透明度

等都有了很大的提高，营养盐及叶绿素 ａ等显著降
低，这种修复是否会影响浮游细菌群落结构尚未见

报道。

传统研究细菌的方法是分离培养，而这种手段

只能获得不到 １％的自然环境中的细菌类群
（Ａｍａｎｎｅｔａｌ，１９９５）。近年来，随着从环境中提取微
生物ＤＮＡ方法的不断改进，分子生物学技术在分析
微生物群落方面取得了较大的发展（Ｚｈｏｕｅｔａｌ，
１９９６；Ｐａｃｅ，１９９７）。ＤＧＧＥ电泳图谱分析可以了解
浮游细菌群落结构的组成和优势种的遗传信息

（Ｌｉｎｄｓｔｒｏｍ，２０００；Ｋｅｎｔｅｔａｌ，２００４）。目前，有不少学
者使用该方法研究淡水湖泊中细菌群落组成的基因

多样性（冯胜等，２００７；邢鹏等，２００７）。本文采用
ＤＧＧＥ的方法，比较了惠州西湖已修复与未修复子
湖浮游细菌群落结构的不同，旨在了解和研究沉水

植被修复对湖泊细菌群落结构的影响。

１　材料和方法

１．１　采样位点
惠州西湖属热带浅水型城市富营养化湖泊，由

南湖、丰湖、平湖、鳄湖和菱湖组成，面积１．４８ｋｍ２，
平均深度１．６ｍ。为修复水质，惠州西湖部分子湖



开展了以沉水植被为主的湖泊修复工程示范，本次

试验采样点分别设在已修复的示范区（１个点）、南
湖（２个点：南清和南中）及未修复的平湖（１个点），
湖形示意见图１。

图１　惠州西湖采样点的分布示意

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｓｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎＨｕｉｚｈｏｕＷｅｓｔＬａｋｅ

１．２　采样方法和样品处理
用５Ｌ采水器取水下０．５ｍ的表层水样，尽快

带回试验室。水样先用５μｍ的滤膜过滤去除大型
藻类和浮游动物等，待抽滤完成，记录抽滤体积，将

滤膜收集到物质的一面向内，用镊子对折滤膜２次，
整个滤膜呈原始大小的 １／４，装入事先灭好菌的
２ｍＬ离心管中，２０℃保存。滤液再用０．２μｍ聚碳
酸酯滤膜抽滤至滤膜水的下滴速度慢于 １滴／ｍｉｎ
为止，记录抽滤体积，同样的方法保存滤膜，留做浮

游细菌基因组 ＤＮＡ提取。常规理化指标按照标准
方法测定（金相烂和屠春瑛，１９９０）。
１．３　样品总ＤＮＡ的提取

浮游细菌样品的总基因组 ＤＮＡ的提取及纯化
方法参考Ｋｊｏｒｓｔｉｎ等（２００４）。
１．４　浮游细菌组成和多样性的ＰＣＲＤＧＧＥ分析

采用细菌１６ＳｒＤＮＡ的通用引物进行 ＰＣＲ扩增
反应，分别是 Ｆ３４１（５′ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ
３′）和 Ｒ９０７（５′ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＣＴＴＴＲＡＧＴＴＴ３′）以
及 １个 ＧＣ 夹 （５′ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＣＣＣＧＣＧＣ
ＣＣＧＴＣＣＣＧＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＧ３′）加在 Ｆ３４１的 ５′
端，形成ＧＣＦ３４１。使用２５μＬ反应体系，其中包含
１０ｍＭ ＴｒｉｓＨＣｌ、５０ ｍＭ ＫＣｌ、２．５ｍＭ ＭｇＣｌ２、
０．２５ｍＭｄＮＴＰｓ、０．２ｍＭ引物、５ＵＴａｑ酶（ＴａＫａＲａ）
和１μＬ提取的细菌基因组 ＤＮＡ。采用 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ
反应程序，共３５个循环，反应条件如下：９６℃变性

５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，６２～５５℃每循环下降０．２℃、
退火４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ３０ｓ，循环 ３４次；最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１．０％琼脂糖凝胶电
泳，Ｇｏｌｄｖｉｅｗ染色检测ＰＣＲ反应扩增效果。

变性梯度凝胶电泳采用美国 ＣＢＳ公司电泳仪
（ＤＧＧＥ２００１），由梯度混合器制作浓度６％的聚丙
烯酰胺变性胶，选用的变性剂梯度为 ５５％ ～７５％
（由 ０％变性胶和 １００％变性剂混合得到，其中
１００％变性胶中含有７ｍｏｌ／Ｌ尿素和体积分数４０％
去离 子 甲 酰 胺）。电 泳 缓 冲 液 为 １×ＴＡＥ
（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１０ｍｍｏｌ／Ｌａｃｅｔａｔｅ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）。６０℃恒压１００Ｖ，电泳１６～１８ｈ。
ＤＧＧＥ胶用ＳＹＢＲＧＲＥＥＮＩ（１∶１００００稀释，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒＰｒｏｂｅＩｎｃ）染色１５～３０ｍｉｎ，使用 ＢｉｏＲａｄ全自
动多功能凝胶成像分析系统拍照。

１．５　数据处理
使用ＧｅｌＰｒｏ４．５（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，ＵＳＡ）对

ＤＧＧＥ电泳照片进行分析，比较各条带电泳的迁移
位置和相对含量，并对不同月份各点样品之间进行

聚类分析。使用Ｐｒｉｍｅｒ计算浮游细菌种群的 Ｓｈａｎ
ｎｏｎＷｉｅｎｅｒ和 Ｐｉｅｌｏｕ指数，其中 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指
数反映物种的丰富度，Ｐｉｅｌｏｕ指数则是物种均一性
的度量指标。使用 ＳＰＳＳ１６．０对 ＤＧＧＥ图谱分析得
到的各项指数进行 ｔ检验分析。使用 ＯｒｉｇｉｎＬａｂ对
不同月份和采样点的部分理化指标进行图形分析。

２　结果

２．１　浮游细菌ＰＣＲＤＧＧＥ
采用细菌１６ＳｒＤＮＡ特异性引物下Ｆ３４１（带ＧＣ

夹）和 Ｒ９０７对浮游细菌 ＤＮＡ基因组进行 ＰＣＲ扩
增，获得大约６００ｂｐ（含ＧＣ夹）的片段（见图２）。

图２　ＰＣＲ扩增细菌１６ＳｒＤＮＡ片段
（ＰＨ－平湖，ＮＺ－南中，ＮＱ－南清、ＳＦ－示范区；１、２、３、４代表

２００９年１２月、２０１０年２月、２０１０年４月和２０１０年６月）

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｐａｒｔｉａｌ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ
（ＰＨｄｅｎｏｔｅｓＰｉｎｇｈｕ，ＮＺｄｅｎｏｔｅｓＮａｎｚｈｏｎｇ，ＮＱｄｅｎｏｔｅｓＮａｎｑｉｎｇ，

ＳＦｄｅｎｏｔｅｓＳｈｉｆａｎｑｕ；１，２，３，４ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｎｏｔｅＤｅｃ．２００９，Ｆｅｂ．

２０１０，Ａｐｒｉｌ２０１０ａｎｄＪｕｎｅ２０１０）
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将ＰＣＲ产物进行变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）
分析，结果发现１６个样品的条带因地点而异，且相
差很大，而相同点的不同月份的样品之间仅平湖变

化较大（见图３）。

图３　浮游细菌种类组成的ＤＧＧＥ分析
（ＰＨ－平湖，ＮＺ－南中，ＮＱ－南清，ＳＦ－示范区；１、２、３、４代表

２００９年１２月、２０１０年２月、２０１０年４月和２０１０年６月）

Ｆｉｇ．３　Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｌａｎｋｔｏｎｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｚｅｄｂｙＤＧＧＥ

（ＰＨｄｅｎｏｔｅｓＰｉｎｇｈｕ，ＮＺｄｅｎｏｔｅｓＮａｎｚｈｏｎｇ，ＮＱｄｅｎｏｔｅｓＮａｎｑｉｎｇ，

ＳＦｄｅｎｏｔｅｓＳｈｉｆａｎｑｕ；１，２，３，４ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｎｏｔｅｓＤｅｃ．２００９，Ｆｅｂ．

２０１０，Ａｐｒｉｌ２０１０ａｎｄＪｕｎｅ２０１０）

对ＤＧＧＥ图谱进行聚类分析（见图４），发现南
湖的２个采样点样品比较好地聚类在一起，而示范
区和平湖的聚类效果不是很好，由于平湖和示范区

的地理位置很近，而且可能存在部分的连通，导致出

现了４月份的２点样品有较高的相似度，而已修复
的２湖区（示范区和南湖）和未修复的平湖３个子
湖采样点之间相似度较低，说明三者的浮游细菌群

落结果存在着较大的差异。使用Ｐｒｉｍｅｒ分析ＤＧＧＥ
图谱，得到不同湖区采样点各个月份的 ＤＧＧＥ条带
数、ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ和Ｐｉｅｌｏｕ指数，可以看出进行过
生态修复的南湖的２个点和示范区的各个指标都和
未进行生态修复的平湖有着很大的差别，不同月份

的南湖和示范区样品的平均 ＤＧＧＥ条带数和 Ｓｈａｎ
ｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数都显著高于平湖样品，说明南湖和
示范区浮游细菌的多样性高于平湖，对其中的２点

之间４个不同月份的３个指标均值（平均值 ＝采样
点４个月份值之和／４）进行ｔ检验，发现进行了生态
修复的南湖和示范区与未进行生态修复的平湖之间

存在着显著的差异性，而都进行了生态修复的南湖

和示范区之间不存在显著的差异性（见表１）。而对
于同一点的不同月份的样品，除了南中之外（其各

个月份的ＤＧＧＥ条带数和ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数变化
不大），其他３个采样点的１２月份样品的 ＤＧＧＥ条
带数和ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数均高于其他月份，可能
和季节温度有一定的关系。平湖不同月份的 ＤＧＧＥ
条带数存在着很大的差别，说明平湖的生态系统很

不稳定。

　　（１、２、３、４分别代表２００９年１２月、２０１０年２月、２０１０年４月和

２０１０年６月）

图４　样品的聚类分析
（１，２，３，４ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｎｏｔｅｓＤｅｃ．２００９，Ｆｅｂ．２０１０，Ａｐｒｉｌ

２０１０ａｎｄＪｕｎｅ２０１０）

Ｆｉｇ．４　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ

２．２　理化指标比较
图５为已修复的２区（南湖和示范区）和未经

修复的平湖３湖区不同月份的叶绿素 ａ、悬浮物和
透明度指标比较。由图５可见，进行了沉水植被修
复的南湖湖区和示范区水样中的叶绿素ａ和悬浮物
浓度均显著高于未修复的平湖，而修复湖区的水体

透明度均显著高于未修复的平湖，这些理化因子的

巨大差别很可能对浮游细菌群落结构产生不同的影

响。

表１　惠州西湖采样区的ＤＧＧＥ条带数、Ｐｉｅｌｏｕ、ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数均值比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｅａｎｏｆＤＧＧＥｂａｎｄｎｕｍｂｅｒ，Ｐｉｅｌｏｕ，ａｎｄＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒｉｎｄｅｘｉｎｔｈｅＨｕｉｚｈｏｕＷｅｓｔＬａｋｅ

采样区

平湖 南清 示范区

ＤＧＧＥ

条带数

Ｐｉｅｌｏｕ

指数

ＳｈａｎｏｎＷｉｅｎｎｅｒ

指数

ＤＧＧＥ

条带数

Ｐｉｅｌｏｕ

指数

ＳｈａｎｏｎＷｉｅｎｎｅｒ

指数

ＤＧＧＥ

条带数

Ｐｉｅｌｏｕ

指数

ＳｈａｎｏｎＷｉｅｎｎｅｒ

指数

平湖 ０．０１２ ０．０１１ ０．０４７ ０．００７ ０．００７ ０．０７６
南清 ０．３１９ ０．３８１ ０．４１５

　　注：表示差异性显著（Ｐ＜０．０５），表示差异性极显著（Ｐ＜０．０１）。

Ｎｏｔｅｓ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）， ｉｎｄｉｃａｔｅｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．
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图５　平湖、南湖和示范区的叶绿素ａ、
悬浮物和透明度比较

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ．ａ，ｓｕｓｐｅｎｄｅｄｓｏｌｉｄｓａｎｄ
ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎＰｉｎｇｈｕ，ＮａｎｈｕａｎｄＳｈｉｆａｎｑｕ

３　讨论

３．１　生态修复对浮游细菌生物多样性的影响
已实施生态修复工程的惠州西湖子湖（示范区

和南湖）已转变为以大型水生植物为优势的清水态

生态系统，而未修复的子湖仍是以浮游植物为优势

的混水态生态系统。ＤＧＧＥ结果显示，已修复的子
湖细菌多样性显著高于未修复的子湖。Ｖａｎｄｅｒ
Ｇｕｃｈｔ等（２００１）也发现了２种湖泊稳态下细菌群落
结构的不同。本次研究表明，已进行生态修复的惠

州西湖子湖沉水植物的生物量较大，营养盐、悬浮物

和叶绿素ａ含量较修复前降低了很多，水体透明度
大幅提高；未修复的子湖水体浑浊，存在大量的浮游

植物和悬浮物质，水体透明度很低。结合图５中的
相关数值显示，我们可以看到修复水体和未修复水

体的各项参数存在着很大的差别，这些因子的变化

在一定程度上会对浮游细菌群落结构产生重要的影

响，而这些因子的改变在很大程度上均与是否存在

沉水植物有关。

３．２　浮游植物对浮游细菌生物多样性的影响
沉水植物通过吸收水体中的营养盐、抑制沉积

物营养盐释放等途径，降低水体的营养盐浓度。由

于竞争和化感作用等，沉水植物还会抑制浮游植物

的生长（雷泽湘等，２００６）。已有研究证明，浮游植
物群落可以显著地影响浮游细菌的生物多样性

（Ｅｉｌｅｒ＆Ｂｅｒｔｉｌｓｓｏｎ，２００４）。由图５的叶绿素 ａ数据
可知，未修复的平湖叶绿素 ａ值远远高于已进行沉
水植被修复的南湖和示范区，在本研究的２类子湖
之间，浮游植物的群落结构差异很大，平湖浮游植物

的年均丰度是示范区的 ７１．８倍，其组成中蓝藻最
多，其次是隐藻、绿藻和硅藻，示范区则是隐藻占多

数，其次是绿藻、甲藻和硅藻（陈亮等，２０１０）。这些
浮游植物生物量和群落结构组成上的巨大差别可能

是２类子湖浮游细菌多样性存在显著差异的重要原
因之一。围格试验研究发现，异养细菌和浮游植物

对无机营养盐存在着激烈的竞争（Ｊｏｉｎｔｅｔａｌ，
２００２）；另外，在沉水植物降低营养盐和浮游植物生
物量的过程中，自身释放的溶解性有机碳（ＤＯＣ）对
浮游细菌群落有调控作用（Ｒｏｏｎｅｙ＆Ｋａｌｆｆ，２００３）。
３．３　沉水植物对浮游细菌生物多样性的影响

沉水植物的存在使得水体的悬浮物含量和透明

度均发生变化，未进行沉水植被修复的子湖叶绿素

ａ和悬浮物均远远高于进行了沉水植物修复的子
湖。沉水植物通过稳定沉积物、抑制再悬浮和浮游

植物的过度繁殖来提高水体透明度（ＳａｎｄＪｅｎｓｅｎ＆
Ｂｏｒｕｍ，１９９１）。沉积物表层的一些细菌可以直接释
放到水体中成为浮游细菌的一部分，水体中悬浮物

质主要是一些来自底泥再悬浮产生的颗粒，这些悬

浮的颗粒物质可以支持一定的浮游细菌生长，在一

定程度上可能增加浮游细菌的多样性（Ｗｕｅｔａｌ，
２００７ｂ）。有研究表明，沉水植物可显著改变沉积物
中细菌群落结构和生物量，从而对浮游细菌产生一

定的影响（Ｋａｒｊａｌａｉｎｅｎｅｔａｌ，２００１）。
综上所述，ＤＧＧＥ图谱分析结果显示，经过沉水

植被修复的南湖和示范区的 Ｐｉｅｌｏｕ和 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅ
ｎｅｒ指数均显著高于未进行修复的平湖，而南湖和示
范区之间不存在显著差异性，说明沉水植被修复不

仅可以改善水质，也可以提高浮游细菌的生物多样

性。
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