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摘  要: 为评价东江流域农村饮用水源中微生物多样性及其与环境因子的相关性, 分别采集了集

中式供水井、塘坝型水井、猪场附近水井、普通村落水井、水库水 5 种水样, 进行基因组总 DNA
的提取和主要理化指标的测定, 运用 DGGE 技术分析各水样总 DNA 的 PCR 产物。UPGMA 聚类

分析 DGGE 指纹图谱结果表明, 相同类型水样的微生物群落结构相似性较高, 聚集到一个分支上; 
典型相关性分析(CCA)结果表明, 水体中总磷(TP)和总氮(TN)的浓度与微生物群落结构的关联度

最高, 即磷和氮两种生命过程的基本元素对微生物群落影响最大; 序列分析表明农村饮用水源中

微生物群落结构丰富 , 包含了螺旋体门 (Spirochaetes)、蓝藻门 (Cyanobacteria)、变形菌门

(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)5 个门的细菌, 且每类水样拥

有各自的优势菌。 
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Abstract: In order to study the correlation between microbial diversity and the pollution degrees of the rural 
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drinking water in Dongjiang River basin. Five types of drinking water of this basin were collected, and fif-
teen water samples of five types of drinking water of this basin had been collected from reservoir, central-
ized water supply wells, wells in the vicinity of pig farms, wells nearby embankment and wells in villages. 
The six (physical, chemical, and biological) property indices of water samples were tested, at the same time, 
the DGGE analysis was done. The results of PCR-DGGE fingerprint indicated that bacterial richness of 
these drinking water samples were high, and different samples in fingerprint were different distinctively. The 
UPGMA dendrogram of sample basis on DGGE fingerprints showed the structure of different types of bac-
teria in drinking water in rural communities is obvious differences. And the results of CCA showed that the 
concentration of phosphorous has the largest relevance to the community structure of bacteria in water sam-
ples, followed by the concentration of nitrogen in the water. Ten typical bands were excised and sequenced. 
The sequences obtained were affiliated with Spirochaetes, Cyanobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria, 
Acidobacteria. 

Keywords: Rural drinking water, Microbial diversity, DGGE 

全国首次农村饮用水调查结果显示超标率达

44.36%, 其中因菌落总数和总大肠菌群所引起的水
质超标率为 25.92%, 这说明目前造成农村饮用水超
标的主要因素是微生物超标, 因此对水体微生物群
落结构研究已经迫在眉睫。 

现今对水体微生物多样性的研究已有很多报道,
主要集中在湖泊、河流、海洋等对象。本文借鉴前

人的经验运用聚合酶链式反应——变性梯度凝胶电

泳(PCR-DGGE)[1]分析水源中微生物的群落结构随

时空变化的规律 , 采用典型对应分析 [2](Canonical 
correlation analysis, CCA)的方法分析了水样中微生
物群落结构与环境因子的相关性, 试图找出水源中
微生物多样性与其受污染程度的关联, 为评价饮用
水源的生态情况寻找新的途径。 

1  材料和方法 

1.1  样品的采集 
本研究采集了东江流域 5 种不同类型的农村饮

用水源, 每种类型水样设 3 个平行共 15 个样, 采样
点具体分布如表 1所示。水样的采集和保存按照《地
表水环境质量标准》(GB3838-2002)进行, 水样采集
24 h 内测定其理化指标 , 同时用微孔滤膜过滤富  
集[3]菌体以供 DGGE实验使用。 

1.2  理化指标的测定 
参考《生活饮用水标准》(GB5749-2006)中关于

农村集中分散式供水检测项目, 结合东江流域农村
饮用水实际污染现状[4,5], 确定其中 7 项理化指标作
为评价项目: 温度(T)、pH、COD、氨氮(NH3-N)、
总氮(TN)、总磷(TP)、硝酸盐氮(NO3-N)。水样的理 

表 1  采样点分布 
Table 1  Distribution of the sampling sites 

水样类型 
Samples’ types 

编号
No. 

经纬度 
Latitude and longitude 

J1 N23°00.034′ E114°17.433′ 

J2 N23°00.909′ E114°16.559′ 
集中式供水井 

Centralized water 
supply wells J3 N23°02.126′ E114°16.908′ 

T1 N23°01.933′ E114°16.365′ 

T2 N23°01.835′ E114°16.491′ 
塘坝型水井 

Wells nearby fish-
pond T3 N23°01.930′ E114°16.531′ 

Z1 N23°35.057′ E114°35.989′ 

Z2 N23°35.253′ E114°35.570′ 
猪场附近水井 

Wells in the vicinity 
of pig farms Z3 N23°35.166′ E114°35.396′ 

P1 N23°05.317′ E114°13.124′ 

P2 N23°05.379′ E114°13.139′ 
普通村落水井 

Ordinary village 
wells P3 N23°05.311′ E114°12.746′ 

S1 N23°43.286′ E114°38.458′ 

S2 N23°04.521′ E114°14.196′ 
水库水 

The reservoir water 
S3 N23°13.317′ E114°19.122′ 

 

化指标测定方法均参照《生活饮用水标准检验方法》

(GB/T5750)操作。 

1.3  样品基因组总 DNA 的提取和 PCR 扩增  
所取水样先用定量滤纸过滤 , 再用孔径为   

0.22 μm的滤膜过滤, 将滤膜尽量剪碎置于 10 mL离

心管中, −20°C保存, 用于后续实验。 

总 DNA 的提取方法采用 CTAB 法, 稍加修正: 
往离心管加入 900 μL STET 缓冲溶液, 涡悬混合, 
100 μL溶菌酶(100 mg/mL), 室温放置 0.5 h, 然后置
94°C 水浴 1 min, 加入 10% SDS 至终浓度 0.5%,  
120 μL NaCl溶液(5 mol/L), 1/10体积的 CTAB/NaCl
溶液, 65°C 保温 1 h, 酚/氯仿抽提去蛋白; 取水层, 

http://dj.iciba.com/distinctively/
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加入 1/10 体积的乙酸钠(2 mol/L)和 2 倍体积的冷
100%乙醇, 混匀, −20°C放置 1 h或过夜; 13000 r/min
离心 10 min, 弃乙醇, 70%乙醇清洗, 50 μL TE重悬
沉淀, −20°C保存备用。 

以提取的基因组总 DNA 作为模板, 使用特异
性引物 GC-357F和 518R[1]对细菌 16S rDNA V3区
进行扩增, 片段长度约为 220 bp~230 bp(包括 GC夹
子), PCR反应体系(50 μL)组成是 10×Buffer (含Mg2+) 
5 μL, 引物 1 和 2(10 μmol/L)各 1 μL, dNTP    
(10 mmol/L) 1 μL, Taq酶(5 U/μL) 0.25 μL, 模板
DNA 2 μL, 加去离子水补齐 50 μL。采用降落 PCR[6]

策略, 程序如下, 94°C 5 min; 前 20个循环为 94°C 
30 s, 65°C~55°C 30 s (其中每个循环降低 0.5°C), 
72°C 40 s; 后 10个循环为 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 
40 s; 72°C延伸 20 min[7], 1.0%琼脂糖电泳检测。 

  

1.6.1  DGGE 电泳图谱分析 : 使用 Quantity one 
V4.6(美国 Bio-Rad)软件对 DGGE 电泳图谱进行分
析, 将 DGGE 图谱中包含的信息进行量化处理, 以
二进制的格式输出。再进行 UPGMA 聚类分析不同
样品间细菌群落结构的相似性。 

1.4  变性梯度凝胶电泳(DGGE)分析 
使用美国 Bio-Rad公司的 Dcode Universal Mu-

tation Detection System电泳系统进行变性梯度凝胶
电泳。使用 10%的聚丙烯酰胺凝胶(丙烯酰胺:双丙
烯酰胺=37.5:1), 选用的变性剂梯度为 30%~60% 
[100%的变性剂中含有 7 mol/L 的尿素和 40%(V/V)
的去离子甲酰胺], 上样量为 25 μL PCR浓缩产物。
运行条件: 1×TAE[40 mmol/L Tris, 40 mmol/L冰乙
酸, 1.0 mmol/L EDTA(pH 8.0)]电泳缓冲液中, 恒温
60°C, 30 V跑 30 min, 150 V跑 6 h。 

电泳完毕后, 用 ddH2O 漂洗凝胶, 再用 5%的
Goldview核酸Ⅰ型染料染色 30 min, 在 Image Quant 
350(GE health)成相系统下拍照。 
1.5  优势条带切胶回收、测序 

对不同类型水样中优势条带标记后进行切胶回

收, 捣碎加入 TE(pH 8.0) 4°C浸泡过夜, 离心后取上 

清作为 PCR的模板进行扩增, 反应程序和体系同上,
所用引物为 357F (不带 GC夹子)和 518R。PCR产物
送上海英俊生物技术有限公司测序。测序结果进行

Blast 比对 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), 获得相似
性最高典型菌株。  

1.6  数据分析 

1.6.2  水样中微生物多样性与环境因子的相关性分

析: 运用生物统计学软件 Canoco for windows (Ver-
sion 4.5)对 DGGE 图谱量化后的数据进行典型对应
分析(CCA), 研究各个水样中微生物多样性与其理
化指标的相关性。分析过程中去除了相对含量小于

1%和只出现过 1 次的条带, 水样的理化指标进行了
标准化[8]处理。 

2  结果与分析 

2.1  样品理化指标结果分析 
本实验所检测水样的理化指标如表 2 所示, 水

样温度受采样当日气温的影响很大, 维持在 22℃左
右; pH 除集中式供水井井水维持在弱碱性水平外, 
其它水样均呈酸性; 塘坝型水井井水和猪场附近水
井井水在氨氮、总氮、总磷均较其它水样偏高, 超
出了地表水作为饮用水水源的限值。 
2.2  样品基因组总 DNA 的提取和 PCR 扩增结果 

采集的 15个水样均使用改良的CTAB法进行了
基因组总 DNA 的提取, 用 1%的琼脂糖电泳检测, 
结果显示每个样品在约 23 kb的地方均有条带出现,

 

表 2  东江流域农村饮用水理化值 
Table 2  Physico-chemical characterization of the drinking water samples in Dongjiang River Basin 

集中式供水井
Centralized water 

supply wells 

塘坝型水井 
Wells nearby fishpond

猪场附近水井 
Wells in the vicinity of 

pig farms 

普通村落水井
Ordinary village wells 

水库水 
The reservoir water 项目

Items 
J1 J2 J3 T1 T2 T3 Z1 Z2 Z3 P1 P2 P3 S1 S2 S3 

Tem-
perature 

(°C) 
20.73 21.55 23.00 22.45 21.03 22.35 21.41 21.46 21.23 23.05 23.06 22.01 21.33 25.55 26.47

pH 7.57 7.27 7.12 5.50 6.27 6.31 6.62 6.55 6.26 6.02 6.42 5.64 7.04 6.92 6.91
COD 

(mg/L) 41.00 11.00 10.00 10.00 6.00 44.00 10.00 10.00 10.00 10.00 42.00 4.00 2.00 35.00 4.00

NH3-N 
(mg/L) 0.46 0.41 0.46 1.49 2.20 1.45 0.27 0.11 2.71 0.09 0.05 0.08 0.09 0.77 0.37

TN 
(mg/L) 0.92 0.88 0.99 1.83 4.21 2.00 2.20 3.16 3.13 1.71 1.62 2.41 0.39 0.65 0.61

TP(mg/L) 0.09 0.03 0.08 0.07 0.08 0.14 0.03 0.02 0.02 0.03 0.07 0.05 0.03 0.07 0.02
NO3-N 
(mg/L) 0.16 0.17 0.19 0.07 3.72 0.24 0.88 1.15 0.05 0.80 0.69 1.16 0.15 0.00 0.13
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这说明每个样品都已经获得了较完整水体微生物的

基因组总 DNA, 因为每个水样中微生物的多寡不 
一 , 一些样品的条带亮度不够 , 但已经满足作为
PCR扩增的模板的要求。 

提取的水样基因组总 DNA 直接进行 TD-PCR
扩增, 电泳检测结果显示 15 个样品均已扩出, 且亮
度、纯度都较好 , 未出现非特异性扩增 , 通过与
Marker DL5000对比, 可知其片段大小在 230 bp左
右, 说明 PCR扩增效果良好, 得到了目的条带。 

2.3  DGGE 指纹图谱分析 
DGGE 电泳结果如图 1 所示, 由图可知东江流

域农村饮用水源中的微生物丰富度非常高, 不同类
型水样的 DGGE带谱在条带的数量、位置及条带的
亮度上均存在较大的差异。15个水样中共检测到 42
种不同的条带, 各样品检测到的条带数为 12~23 个, 
平均为 17.7个条带。进一步的分析发现只有 14个(约
占总数的 33%)条带在超过 1/2的样品中出现, 有 10
个条带只出现在少于 2 种类型的水样中。通过
UPGMA 算法对各个水样进行聚类分析, 生成系统
进化树, 如图 2所示。15个水样分成了 6个族群, 除
个别水样外, 相同类型的水样均聚集到同一个分支
下, 具体为集中式供水井 J1、J2、J3号样为一分支, 
猪场附近水井 Z1、Z2、Z3号样为一分支, 它们两两
之间相似性系数都达到了 50%以上; 塘坝型水井的
T2 和 T3 号样、普通村落水井的 P2 和 P3 号样, 水
库水的 S2 和 S3 号样各为一个分支, 且相互间的相
似性系数超过 60%; S1和 P1另为一支, 相似性系数
较低。 
 

 
图 1  15 个农村饮用水样 DGGE 指纹图谱 
Fig. 1  DGGE fingerprint of 15 drinking water samples in 
Dongjiang River Basin 

 

图 2  15个农村饮用水样聚类分析图 

Fig. 2  Cluster analysis of 15 drinking water samples in 
Dongjiang River Basin 
Note: 1, 2, 3: J1, J2, J3; 4, 5, 6: T1, T2, T3; 7, 8, 9: Z1, Z2, Z3; 10, 
11, 12: P1, P2, P3; 13, 14, 15: S1, S2, S3. 
 
2.4  水样中微生物群落结构与理化指标的相关性

分析 
运用典型对应分析(CCA), 将 DGGE 图谱的数

字化结果和水样理化指标结合在一起分析, 结果概
括于表 3。本文以温度(T)、pH、COD、氨氮(NH3-N)、
总氮(TN)、总磷(TP)、硝酸盐氮(NO3-N)等 7项理化
指标来表征各个水样的水质情况, Monte Carlo per-
mutation test显示 7个特征参数与 AX1轴(P: 0.0470)
及全部排序轴(P: 0.0490)均有显著的相关性。表 3
显示第 1 排序轴解释了样本中 14.8%的变异, 第 2
和第 3排序轴分别解释了样本中 12.4%和 10.1%的变
异, 前 4个排序轴合并解释了 43.6%的样本总变异。
虽然这一比例并不高, 但根据 Cauch 的解释, 物种
数据信息中经常包含大量的噪音, 排序图虽然仅能
解释一小部分总变异, 但其中也蕴涵丰富的信息[9]。

第 1 和第 2 排序轴的种−环境相关系数分别为 0.964
和 0.966, 这说明水样中微生物群落结构与环境因子
间 存 在 较 强 的 关 联 。 同 时 ,  前 4 个 排 
 

表 3  典型对应性分析结果 
Table 3  Summary of the results of Canonical Corre-

spondence analysis 

项目 Items AX1 AX2 AX3 AX4

特征值 
Eigenvalues 

0.179 0.149 0.121 0.076

种-环境相关系数 
Species-environment 

correlation 
0.964 0.966 0.971 0.898

种累积百分比变化率 
Cumulative percentage 

variance of species 
14.8 27.2 37.3 43.6

种-环境累积百分比变化率
Cumulative percentage 

variance of species- 
environment 

26.7 49.0 67.2 78.6
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2.5  序列比对结果 序轴种−环境累积百分率也高达 78.6%。 
将所得序列输入 GenBank, 用 Blast程序进行相

似性比较分析。具体结果如表 4 所示, 所有序列与
数据库中 16S rDNA 序列的相似性在 95%~100%之
间, 除去 C、J和 G外相似性都在 98%以上。获得的
10 条序列分别属于: 螺旋体门(Spirochaetes)、蓝藻
门(Cyanobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)、放线
菌门(Actinobacteria)和酸杆菌门(Acidobacteria), 还
有 C、F、I、L、M等 5条序列为未培养的微生物。 

排序结果如图 3 所示, 水样中微生物群落结构

主要与 TP、TN、NH3-N相关联, 其中 TN(r = 0.2043)

与第 1排序轴正相关, TP(r = −0.6822)和 NH3-N (r = 

−0.2492)与第 1排序轴负相关; TP(r = 0.2135)、TN(r = 

0.6498)和 NH3-N(r = 0.6053)与第 2排序轴正相关。

而水温 T与微生物群落结构关联度最小, T与第 1和

第 2排序轴的相关系数分别为-0.0909和 0.1978。 
 

 

3 讨论  

DGGE 指纹图谱中的 1 个条带被称作 1 个操作
分类单元(Operational taxonomic units, OUTS), 在本
文中 1个 OUTS代表 1种细菌。在这里被识别的大
部分条带(67%)只在不到一半的样品中出现 , 但每
种类型的饮用水源中均含有自己的优势条带, 如集
中式供水井的条带 A、B, 塘坝型水井的条带 C、D, 
猪场附近水井的条带 E、F, 普通村落水井的条带 G、
H和水库水的条带 I、J。经回收测序得知 15个条带
分属细菌的 5 个门, 这说明农村饮用水源中的微生
物多样性程度很高, 且不同类型水样的微生物群落
结构具有较高的差异性, 这一点在通过 UPGMA 算
法的聚类分析的结果(图 2)中也得到了证明, 除了 

图 3  典型对应性分析图 
Fig. 3  CCA biplots of the DGGE banding patterns and 
environmental variables 

 

表 4  DGGE 条带的近缘菌株 
Table 4  Identities of DGGE bands 

近缘菌株名称 
Closest relatives 条带 

Band 
登录号 

GenBank accession No. 来源 
Source 

登录号 
Accession No. 

相似度 
Similarity (%) 

A FJ601375 Leptospira interrogans clone BEL08MA 1 DQ522190 100 

B FJ601389 Rivularia sp. IAM M-261 gene AB325536 100 

C FJ601379 Uncultured bacterium gene, clone: HDBW-WB69 AB237732 95 

D FJ601380 Betaproteobacterium KIN192 AY136099 98 

E FJ601381 Uncultured betaproteobacterium clone HKTR14B-29 EU080978 100 

F FJ601382 Uncultured bacterium clone 2C229274 EU800997 98 

G FJ601383 Uncultured actinobacterium clone IWENVB5 EU091553 96 

H FJ601384 Uncultured actinobacterium clone FF1H9 EU117688 100 

I FJ601385 Uncultured bacterium clone 22 3 FJ415277 100 

J FJ601386 Uncultured Acidobacteria bacterium clone TH c204 EU373099 97 

K FJ601387 Uncultured actinobacterium clone E1B-E2-114 EF016820 93 

L FJ601388 Uncultured bacterium gene clone: ITKB-126 AB198809 88 

M FJ821016 Uncultured bacterium clone 2005-WD-1-091007 EU262341 100 

N FJ821018 Enterobacter sp. IPPW-31 FJ646662 100 

O FJ821020 Klebsiella sp. IPPW-21 FJ646652 100 



1316 微生物学通报 2009, Vol.36, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

T1、P1、S1个别水样, 其余水样均按照类型的不同

聚集在不同的分支下面, 且同类型的水样两两之间

相似性程度都超过了 50%, 由此可见, 被调查区域

农村饮用水源中微生物群落结构与环境因子是密切

相关的 , 但因为南方农村主要以地下水作为水源 , 

而水井作为一个相对孤立的体系, 有时也会出现相

同类型的水样间存在较大差异的特例。 

这次调查的采样时期处于夏季, 水样温度受当

时气温影响基本维持在 22度上下, 集中式供水井属

于深层地下水, 温度略低。除集中式供水井属于严

格意义上的地下水, pH 为弱碱性外; 塘坝型水井、

猪场附近水井、普通村落水井均属于浅层地下水 , 

水质呈酸性, 这是符合采样区域饮用水的特点[5,10], 

其中塘坝型水井最酸 pH=6.02±0.46; 水库水为地表

水, 呈中性。对于 COD、氨氮(NH3-N)、总氮(TN)、

总磷(TP)、硝酸盐氮(NO3-N)等营养指标, 从塘坝型

水井、猪场附近水井采集的水样均偏高, 且大多数

超出了地表水 III类水标准, 不适合作为饮用水源。

由此可见农业面源污染对其周边的饮用水源构成了

污染威胁[11,12]。 

15个水样DGGE图谱的典型对应排序结果如图
3 所示。在此二维排序图(Biplot)中, 样本与环境因
子在同一个图上反映出来, 可以直观地看出群落分
布、物种分布与环境变量之间的关系。环境因子用

箭头表示, 箭头所处的象限表示环境因子与排序轴
间的正负相关性, 箭头连线长度代表该环境因子与
样本分布相关程度的大小, 而箭头连线间的夹角代
表环境因子间的相关性大小[13]。Lindstrom 将这种 
统计学方法应用于 DGGE 指纹图谱的分析中, 从而
来找寻微生物群落结构与环境因子的关系。在本文

的研究中, 第 1和第 2排序轴的种−环境相关系数分

别为 0.964 和 0.966, 这说明分析单元和所选的环境
变量间存在着很强的相关性, 其中总磷(TP)对水样
中微生物群落结构组成的关联作用最大, 关联作用
其次的是总氮(TN)和氨氮(NH3-N), 即氮元素。关联
度再次的是硝酸盐氮(NO3-N)、pH、COD和温度(T)。
Shiah 和 Ducklow 等的研究表明在春、秋、冬三季
温度对水体中微生物群落结构影响很大, 使其呈现
季节性变化[14], 但本次实验采样时间为 2008年的 5
月, 采样区域位于我国南方已进入夏季, 气温维持
在一个较高的水平, 这时水体中的营养成分已代替

温度成为决定性因素, 氮、磷作为生命活动中的基
本元素将直接作用于微生物的群落结构 [15]。这与

Rivkin 和 Anderson、及 Ovreas L 等的研究结果相
似, 他们在对夏季淡水湖泊中微生物群落结构的研究
中发现此时的限制因素是有机碳和无机营养物[16,17]。

由此我们得出结论水体中微生物的群落结构受到多

种生物及非生物因子的调控, 环境因子空间分布的
不均匀性是造成水体微生物群落结构存在差异的重

要原因[18,19], 从另一方面说对微生物群落结构的研
究也为水体环境评价提供了重要的科学依据。 
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