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摘  要: 沼泽红假单胞菌(Rhodopseudomonas palustris, R. palustris)是一种分布广泛的紫色非硫细

菌, 代谢方式的多样性赋予了它们重要的生态学意义和应用价值。从湖泊、池塘和河流的 11 个底

泥样品中富集培养紫色非硫细菌, 利用基于 pufM 基因的 PCR-DGGE 技术鉴定为 R. palustris, 再

利用 rep-PCR 技术进行基因型指纹图谱分析。结果发现相近生境, 即湖泊中的菌株基因型相似度

较高, ＞80%, 而差异越大的生境中菌株基因型指纹图谱差异也越大。这种基因型差异性分析不仅

可以帮助研究者更全面地了解不同环境中 R. palustris 基因型多样性, 也为进一步揭示其生态学意

义和进化过程提供基础。 
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Abstract: Rhodopseudomonas palustris (R. palustris) is a common type of purple phototrophic bacteria 
found in a wide variety of environments. As a result of the diverse metabolism mechanisms, they are 
ecologically important and have valuable applications. In this study, we collected eleven sediment 
samples from lakes, ponds and streams. Samples were cultivated for purple nonsulfur bacteria enrich-
ment. With PCR-DGGE based on pufM gene fraction, the enriched bacteria were phylogenetically identi-
fied as R. palustris. Genotypes from these bacteria were differentiated with rep-PCR for cluster analysis. 
We found that R. palustris from similar habitats, eg. lakes, can be categorized into a group with > 80% 
fingerprinting similarity. On the contrary, the genotypes of R. palustris from distinct habitats are dis-
tant. Our results suggest a relationship between the genotype diversity of R. palustris and their habitat 
variances. This finding allows a foundation for further studies on the ecological importance and evolu-
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tion pathway of such purple nonsulfur bacteria. 
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紫色光合细菌是不产氧光合细菌的一个重要分

支[1], 包括紫色非硫细菌和紫色硫细菌。前者主要以

小分子有机物为碳源和电子供体异养生长, 而后者

主要利用还原性的硫化物为电子供体自养生长。紫

色非硫细菌具有极其丰富的代谢模式, 可进行光能

异养、光能自养和化能异养生长[2]。代谢的多样性

使得它们广泛存活于不同的生态系统中, 如土壤、

湖泊、海洋及底泥等[2−3], 并具有重要的生态学意义, 
如作为初级生产力加快环境中物质和能量的循环[4], 
促进水稻增产[5]等。代谢方式的多样性也使得其在

不同环境中表现出不同的表型和相应的基因型, 因

此具有不同的应用价值, 如降解芳香类化合物 [6]和

生物制氢[7]。 
沼泽红假单胞菌 (Rhodopseudomonas palustris, 

R. palustris)是紫色非硫细菌中一类重要的微生物 , 
系统分类学上位于变形菌门(Proteobacteria)的 alpha

分支。传统培养方法[8]和现代分子生物学技术[9]揭示

R. palustris 是水稻土中主要的紫色光合细菌。接种

R. palustris 到土壤中可以使得水稻增产 29%[5], 它

可以降解多种碳源包括多种芳香类化合物[10], 这些

重要的生态学意义和应用价值使得 R. palustris 越来

越被重视。 
目前微生物多样性研究主要集中在微生物群落

结构水平 , 但是对于具有多种代谢模式的微生物 , 
其在不同的生境中会表现出不同的基因型和表型 , 
有不同的生态学意义和应用价值, 因此基因型多样

性 研究是 一个 不可或 缺的 部分 [11] 。 rep-PCR (Re-
petitive sequence-based PCR)是一种基于随机扩增片

段长度多样性的基因多样性研究方法, 可以将微生

物多样性研究精确到菌株水平。该技术已被广泛应

用于以人、畜和植物为宿主的细菌基因型(菌株)多

样性研究中 , 如 Escherichia coli[12]、Helicobacter 
pylori[13] 、 Bradyrhizobium sp.[14] 、 Pseudomonas 
syringae[15]、Rhizobium sp.[16]和 Xanthomonas[17], 但

很少应用于微生物生态研究中。将该技术引入代谢

方式多样的紫色非硫细菌研究中可以帮助我们更全

面地了解环境变化对紫色非硫细菌的影响, 进而有

助于我们充分了解其生态学意义和进化的过程[18]。 
在本实验中, 我们结合传统方法和现代分子生

物学技术, 对 11 个不同生境样品, 首先利用特异性

培养基富集纯化紫色非硫细菌, 然后用基于 pufM 基

因片段的 PCR-DGGE (Polymerase chain reaction- 

denaturing gradient gel electrophoresis)技术鉴别为

R. palustris, 再利用 rep-PCR 技术分析不同生境中

的菌株基因型差异, 以期揭示其基因型差异和生境

差异之间的联系, 同时也为紫色非硫细菌在不同水

平的多样性研究方面打下方法和理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  底泥采集 
底泥样品采用德国 HYDRO-BIOS 自动采集器

收集。采样后的底泥用自封袋密封, 回实验室后放

置 4°C 保存。不同采样点的编号如表 1 所示。玄武

湖的各采样点之间至少相隔 500 m。 
 

表 1  不同采样点 
Table 1  Different sampling sites in this study 

编号 
Number

采样地点 
Sites 

编号 
Number 

采样地点 
Sites 

1 南京玄武湖 1 7 南京玄武湖 7 

2 南京玄武湖 2 8 浙江德清虾塘 

3 南京玄武湖 3 9 盱眙龙虾塘 

4 南京玄武湖 4 10 市售光合细菌菌剂

5 南京玄武湖 5 11 浙江德清河 

6 南京玄武湖 6   

 
1.2  主要试剂和仪器 

细菌 DNA 提取试剂盒为 Bacterial DNA Kit 

(Omega Bio-Tek, USA)。PCR 反应的 rTaq 聚合酶和

克隆所需的 pMD 18-T 载体均购自于 TaKaRa 公司, 

氨苄青霉素购自于 Sigma 公司, 引物由上海生工公

司 合 成 。 PCR 仪 为 MyCyclerTm PCR (Bio-Rad, 

Hercules, Calif.); 基因突变仪为 Dcode 通用突变检

测系统 (Bio-Rad, Hercules, Calif.)。垂直板电泳仪为

Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, Hercules, 
Calif.)。 

1.3  富集和纯化 
富集培养在采样后一周内开始。培养基如下[19]: 

Na2H2PO4 5.5 g, NaC2O4 2.0 g, NH4Cl 1.0 g, MgCl2 
0.25 g, CaCl2 0.05 g, D,L-苹果酸 1.5 g, 添加以下微
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量元素 : VB1 (1 g/L) 1 mL, 烟碱酸  (0.1 g/L) 1 mL, 

生物素 (0.05 g/L) 1 mL, H3BO4 (10 g/L) 0.3 mL, 
Na2MoO4 (16 g/L) 0.05 mL, ZnSO4 (2.4 g/L) 0.1 mL, 
MnSO4 (8 g/L) 0.2 mL, CuSO4 (0.2 g/L) 0.2 mL。

灭菌前 pH 调节到 7.0, 定容至 1 L。 

在 125 mL 磨口三角瓶中放入 10 g 底泥, 用灭

菌后的培养液加满三角瓶, 随后密封瓶体。放置在

强度为 2400 lux 的白炽灯下照射, 于 30°C ± 2°C 培

养 3 周。 

3 周后, 将 10 mL 菌液移至新三角瓶中, 加入

115 mL 灭菌培养液, 继续厌氧光照培养。如此反复

10 次以获得较纯的紫色非硫细菌。 

1.4  细菌总 DNA 提取 
取 紫 色 非 硫 细 菌 扩 大 液 2 mL, 利 用 试 剂 盒

Bacterial DNA Kit 提取细菌总 DNA。具体步骤请参

照该试剂盒使用手册。 

1.5  PCR 扩增 
1.5.1  紫色光合细菌 pufM 基因扩增: 利用紫色光

合细菌光反应中心蛋白 M 亚基编码基因片段 pufM
基 因 的 特 异 性 引 物 对 pufM557F (5′-CGCACCT 
GGACTGGAC-3′)和 pufM750R (5′-CCCATGGTCCA 
GCGCCAGAA-3′)进行 pufM 基因扩增[9]。PCR 反应

用试剂盒 Premix Taq® Version 2.0 Kit (TaKaRa), 
50 μL 的 PCR 体系添加 50 ng 的 DNA 模板量。PCR
反应条件: 94°C 3 min; 94°C 0.5 min, 56°C 0.5 min, 
72°C 0.5 min, 30 个循环; 72°C 10 min。PCR 扩增产

物在 1.2% (W/V) Tris-acetate-EDTA (TAE)琼脂糖凝

胶中电泳验证。 
1.5.2  rep-PCR 基因扩增: 利用 BOX A1R primer 
(5′-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′)进行 rep- 
PCR 扩 增 [20]。 rep-PCR 反 应 用 TaqTm Hot Start 
Version Kit (TaKaRa)。25 μL 反应体系中含有 2.5 μL
的 10 × PCR Buffer (Mg2+ Plus), 2 μL 的 dNTPs 
Mixture (Each 2.5 mmol/L), 1 μL 的 BOX A1R primer 
(20 μmol/L), 0.125 μL 的 TaKaRa Taq HS (5 U/μL), 
0.5 μL 的 BSA (20 g/L)和 50 ng 的 DNA 模板量。反

应条件如下 : 95°C 2 min; 94°C 3 s, 92°C 30 s, 50°C 
1 min, 65°C 8 min, 35 个循环; 65°C 8 min。 

1.6  DGGE 电泳分析 
基因突变仪用于 pufM 基因的 DGGE 分析。使

用 8%聚丙烯酰胺凝胶, 电泳缓冲液为 1 × TAE, 变

性梯度 45%−75%; PCR 产物上样量为 200 ng DNA; 

电压 80 V, 60°C, 电泳 13 h; 用 SYBR Green I (Invi-
trogen) (1:10000, V/V)染色 30 min, 后用 Gel DocTM 
EQ imager (Bio-Rad)成像拍照[9]。 

将 DGGE 特征条带割胶, 放入含有 40 μL 去离

子水的 1.5 mL 离心管中, 置于 4°C 冰箱过夜。以此

溶液为模板, 再次使用 pufM 基因引物对进行扩增。

PCR 扩增体系和反应条件如上。将扩增后的 PCR 产

物进行 DGGE 验证, 以确定各个 pufM 基因型的位置

和纯度。如不符, 继续切带、扩增、验证。 

1.7  克隆测序以及基因序列比对 
将验证后的 pufM 基因扩增产物连接到 pMD 

18-T vector (TaKaRa), 并 转 化 到 Escherichia coli 
DH5α 感受态细胞中, 在含有 X-gal、IPTG 和氨苄青

霉素的 LB 培养基上培养过夜。挑取具有氨苄青霉

素抗性的白色转化子, 采用 T 载体通用引物 M13 进

行菌落 PCR, 扩增产物经 1.2% (W/V)琼脂糖凝胶电

泳检测是否为阳性克隆。将含有正确克隆子的细胞

扩大液交由上海 Invitrogen 公司进行测序。将测序

得 到 的 序 列 在 National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)网站上 BLAST 比对, 进行同源

性检索。本实验获得的序列已提交 GenBank, 登录

号为 AB588740 和 AB588741。 

1.8  rep-PCR 电泳分析 
垂直板电泳仪用于 rep-PCR 分析。使用 6%聚丙

烯酰胺凝胶, 电泳缓冲液为 1 × TAE, PCR 产物上样

量 4 μL, 电压 70 V, 20°C, 电泳 13 h; 用 SYBR 
Green I (Invitrogen) (1:10000, V/V)染色 30 min, 后用

Gel DocTM EQ imager (Bio-Rad)成像拍照。 

1.9  数据统计分析 
应用 Quantity One 4.4.0 (Bio-Rad)对 rep-PCR 电

泳图谱进行聚类分析, 比较不同生境中的基因型差

异; 聚类分析用 UPGMA 算法计算。 

2  结果与分析 

2.1  pufM 基因 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳 
紫 色 光 合 细 菌 高 度 分 散 在 变 形 菌 门

(Proteobacteria)的 α、β 和 μ 3 个分支上, 故无法在

16S rRNA 上研究其多样性[21]。但是, 紫色光合细菌

保留了相同的光吸收系统, 包括编码光反应中心蛋

白的 pufM (M 亚基)。pufM 基因具有高度保守性, 被

广泛应用于紫色光养细菌多样性研究。从图 1 可以

看 出 , 对 不 同 环 境 中 富 集 获 得 的 紫 色 非 硫 细 菌 , 
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pufM 557F/750R 引 物 对 都 可 以 很 好 地 进 行 扩 增 , 
PCR 产物片段大小为 229 bp, 与预计条带大小一致。

琼脂糖电泳上无引物二聚体和拖尾, 说明引物特异

性很好, PCR 扩增效率很高。 
 

 

图 1  pufM 基因 PCR 产物琼脂糖电泳图 
Fig. 1  Agarose electrophoresis of PCR products of pufM 
gene 
 
2.2  基于 pufM 基因的 DGGE 电泳 

微生物遗传多样性研究是生态学研究的一个重

要组成部分。目前 , 微生物遗传多样性研究多集

中在整体微生物群落水平上 , 如 16S rRNA 或者

18S rRNA[22], 或者功能微生物群落水平上, 如固氮

微生物[23]。基于 pufM 基因的 PCR-DGGE 指纹图谱

技术也已应用于不同生态系统中紫色光合细菌的多

样性研究[9,24]。从图 2 可以看出, 利用紫色非硫细菌

富集培养基, 从 11 个不同生境中获得了相同且单一

的 pufM 基因型条带。9 号泳道中有一个较弱的

DGGE 条带, 可能该富集液中还存在另一种紫色光

合细菌。但是与条带 1 相比, 条带 2 的丰度非常低。 

将 DGGE 中的特征条带割胶、验证、克隆和

测序 , 获得的序列在 GenBank 中进行同源性检索

(表 2), 发 现 各 生 境 中 富 集 获 得 的 紫 色 非 硫 细 菌

( 条 带 1) 的 pufM 基 因 序 列 与 沼 泽 红 假 单 胞 菌

(Rhodopseudomonas palustris, R. palustris)的 pufM 基

因序列同源性最高; 而与条带 2 最高的是红假单胞

菌(Rhodopseudomonas sp.)。由于 pufM 基因具有很

高 的 保 守 性 , 且 得 到 的 系 统 发 育 分 析 结 果 与

16S rRNA 结果相一致[21], 所以我们认为从不同环

境中富集到的紫色非硫细菌都是 R. palustris, 且

R. palustris 可能是一种分布广泛的紫色非硫细菌。 

 

图 2  从不同生境中富集的紫色非硫细菌 pufM 基因

DGGE 指纹图谱 
Fig. 2  PufM gene-based DGGE fingerprinting profiles of 
the strains enriched from different habitats 

 
表 2  GenBank 中同源性最高的细菌 

Table 2  The phylogenetically related bacteria in GenBank
条带
Band

物种 
Species 

登录号 
Accession number 

同源性 
Max identity (%)

Band-1 R. palustris AY177968 100 

Band-2 Rhodopseudomonas sp. AB498862 100 

 
R. palustris 代谢方式的多样性使得其在不同的

环境中表现出不同的表型及相应的基因型, 如 Oda
等[6]发现不同生境中分离出的 4 株野生型 R. palus-
tris 具有不同光吸收能力、耐氧能力、固氮能力和厌

氧发酵能力; 通过全基因组测序发现, 它们的全基

因组只有 70%相同, 而大约 10%−18%的基因组具有

个体特异性。因此, 尽管获得的紫色非硫细菌都是

R. palustris, 但是由于来自不同的生境 , 它们的基

因型可能存在差异, 我们需要进一步了解不同生境

中的 R. palustris 基因型差异。 

2.3  紫色非硫细菌 R. palustris 的 rep-PCR 电泳 
PCR-DGGE 技术是分析微生物群落结构的有效

手段之一, 但是其分辨率只能到种或亚种水平[18]。

为了更深入了解环境的影响, 我们应用 rep-PCR 技

术 在 更 高 分 辨 率 (菌 株 水 平 )下 研 究 各 生 境 之 间

R. palustris 菌株基因型差异及推测其成因。rep-PCR
共有 3 套引物对, BOX A1R、ERIC 和 REP[18]。本实

验中我们采用了 BOX-PCR, 因为 BOX A1R 能够产

生最复杂的指纹图谱, 对于菌株的区分具有最高的

分辨率。从图 3 可以看出, 尽管 DGGE 指纹图谱显

示均为 R. palustris, 但其 rep-PCR 指纹图谱并不相

同, 即说明来自不同生境的 R. palustris 菌株具有不

同的基因型, 而这种基因型的差异可能是所处的生

境不同而导致。
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图 3  从不同生境中富集的 R. palustris 菌株 BOX-PCR 指纹图谱和聚类分析 
Fig. 3  BOX-PCR fingerprinting profiles and cluster analysis of R. palustris strains enriched from different habitats 

 
基于 UPGMA 算法的聚类分析数字化显示了不

同生境中 R. palustris 菌株基因型差异程度(图 3)。不

同生境中 R. palustris 基因型形成了不同的组。从人

造湖泊中富集出来的 R. palustris 菌株聚在一起, 形

成了一个组(样品 1、2、3、4、5、6 和 10), 并与来

自池塘的 R. palustris 菌株分开(样品 8 和 9), 而河流

中的 R. palustris 基因型差异最大(样品 11)。欧式距

离≥ 0.80 的菌株被认为是同一个基因型[11], 因此, 
来自玄武湖的菌株具有相同的基因型。由于水生生

态系统具有较高的均一性, 不同采样点的理化性质

较为相似, 故其中的 R. palustris 菌株基因型也具有

很高的相似度 (≥  0.78), 甚至只有单一的基因型 , 
这说明高均一性环境中的 R. palustris 基因型也高度

一致[19]。市售光合细菌菌剂(10 号样)是中国科学院

水生生物研究所从武汉东湖中筛选出来的 R. palus-
tris。武汉东湖和南京玄武湖都是著名的城中湖, 具

有类似的自然环境, 故聚类分析显示生长在两者中

的 R. palustris 基因型高度相似。湖泊与池塘和河流

中的 R. palustris 基因型差异较大, 如 8、9 和 11 号

样。9 号样虽然是龙虾塘, 但是其实际是由洪泽湖围

建而成, 并且围建时间不长。洪泽湖与玄武湖(7 号

样)都是湖泊, 其自然环境可能较为相似, 所以生长

在其中的 R. palustris 基因型也聚在一起, 形成了一

个小组。8 号样是 3 年前由水稻田改建成的虾池。

水稻田是一种人工湿地, 由于不断耕作使得其环境

的理化性质与湖泊差异较大, 如有机质含量等。因

此, 生长在其中的 R. palustris 基因型与湖泊中的 R. 

palustris 基因型差异较大。11 号样品中的 R. palustris
基因型与其他样品差异最大。水的流量和流速直接

影响水生生态系统的理化性质和生物生境。与玄武

湖、东湖和洪泽湖相比, 河水的流量和流速都要远

远大于前三者 , 进而导致 R. palustris 所处生境与

前三者差异较大 , 所以在聚类分析图上 11 号样的

R. palustris 基因型远离其他样品。 

不同生境产生不同基因型的原因是 R. palustris
具有多种代谢方式。人造湖泊和天然湖泊是寡营养

环境, 生长在其中的 R. palustris 主要以光能自养生

长; 而对于水稻土, 人类的不断耕作和作物的生长

使得其成为富营养环境, 故生长在其中的 R. palus-

tris 主要以光能异养生长。长期不同的代谢方式使得

R. palustris 表型和基因型都发生了相应的变化, 并

导致其基因型指纹图谱的不同。水流量和流速的不

同使得河流和湖泊产生很大的环境差异, 也使得生

长在河流中的 R. palustris 基因型与后者差异最大。

此外, 聚类分析还表明生境的改变对 R. palustris 基

因型的影响可能需要较长的时间, 如样品 8, 虽已
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改建为水塘, 但由于时间不长, 其中的 R. palustris
基因型仍反映出以前的生境。 

3  结论 

(1) 利用紫色非硫细菌富集培养基和基于 pufM

基因的 PCR-DGGE 指纹图谱技术发现 R. palustris

是一种分布十分广泛的紫色非硫细菌。 

(2) rep-PCR 技术揭示了来自不同生境 的 R. 

palustris 菌株具有不同的基因型; 相似生境中的 R. 

palustris 菌株基因型高度相似 , 如玄武湖和东湖 ; 

反之亦然, 如水稻土、河流和湖泊。 

(3) 本实验在基因型水平上揭示了不同生境中

R. palustris 基因型的差异, 为紫色非硫细菌多样性

研究开辟了新的方向, 建立了方法和理论基础。 
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