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摘  要：【目的】湖泊沉积物中存储着大量独特的微生物，这些微生物在湖泊生态系统生物地

球化学循环中扮演着非常重要的角色。然而，很少有研究报道微生物群落在湖泊沉积物中的

垂直分布。本文比较研究青藏高原淡水湖普莫雍错和盐水湖阿翁错沉积物在不同深度下细菌

的丰度和群落结构。【方法】利用定量 PCR (qPCR)和变性梯度凝胶电泳(DGGE)技术分别测定

细菌群落的丰度与群落结构。【结果】定量 PCR 结果显示，湖泊沉积物中细菌丰度均随深度

增加而降低，盐水湖阿翁错和淡水湖普莫雍错的细菌丰度分别从 1011 数量级降到 108 数量级，

从 1012 数量级降到 1010 数量级。在相对应的沉积物层，淡水湖沉积物的细菌丰度比盐水湖高

1−2 个数量级。变性梯度凝胶电泳(DGGE)指纹图谱的分析表明，淡水湖沉积物细菌群落的

DGGE 条带数(丰富度)显著高于盐水湖(P=0.014)；淡水与盐水湖泊沉积物细菌群落结构明显

不同，同时在同一湖泊沉积物中上层(0−6 cm)和下层(7−20 cm)细菌群落结构也呈明显分异。

系统发育分析表明，盐水湖阿翁错沉积物特有菌门为 Gamma-变形菌、拟杆菌门、蓝细菌和

栖热菌门，而淡水湖普莫雍错沉积物中特有菌门为 Delta-和 Beta-变形菌、酸杆菌和绿弯菌门。

【结论】青藏高原淡水与盐水湖泊沉积物细菌丰度与群落结构具有明显的差异；同时，细菌

群落结构在沉积物的不同深度也表现出差异。这些结果可为进一步阐明青藏高原湖泊生态系

统中微生物对气候环境变化的响应提供科学依据。 
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Abstract: [Objective] Lake sediments store huge amount of specific microorganisms that greatly 
contribute to biogeochemical processes in lake ecosystems. However, there is little information 
about the vertical distribution of microbial community along lake sediment profile. In this study, 
we investigated the abundance and structure of pristine sediment bacterial communities along a 
depth gradient (0−20 cm) in a freshwater lake Puma Yumco and a saline lake AWongco on the 
Tibetan Plateau. [Methods] Real-time quantitative PCR (qPCR) and denaturant gradient gel 
electrophoresis (DGGE) were used to determine the bacterial abundance and community structure, 
respectively. [Results] Bacterial abundance consistently decreased along vertical depth in the two 
lake sediments and the abundance decreased from 1012 to 1010 in freshwater lake and from 1011 to 
108 in saline lake, respectively. Bacterial abundances in freshwater lake were one order of 
magnitude higher than those in saline lake at each vertical depth. DGGE analysis showed that the 
bacterial richness was significantly higher (P=0.014) in freshwater lake than saline lake sediments; 
the bacterial community composition was clearly different between these two lake sediments, and 
the communities differed between upper (0−7 cm) and lower (7−20 cm) depths. Phylogenetic 
analysis showed that Gamma-proteobacteria, Bacteroidetes, Deinococcus-Thermus and 
Cyanobacteria were present in saline sediments while Delta- and Beta-proteobactria, Acidobacteria 
and Chloroflexi were only detected in freshwater sediment. [Conclusion] These results indicated 
that bacterial abundance and community structure differed dramatically between freshwater lake 
and saline lake sediments, and the microbial community composition also differed along the depth 
of sediments. Our results could provide the scientific base on how microbes in lake ecosystems 
respond to climate change on the Tibetan Plateau. 

Keywords: Real time PCR, DGGE, Tibetan Plateau, Lake sediment, Bacterial community, Vertical 
distribution 

 

湖泊是陆地生态系统的重要组成部分，湖泊沉

积物中不仅含有丰富的微生物资源，而且这些微生

物能够促进物质交换，对地球生物化学循环起着非

常重要的作用[1]。湖泊沉积物中的矿物质、营养元

素以及气候变迁等信息随着时间的推移而产生连

续性积累，即不同深度的沉积物在一定程度上反应

了当时的生态环境。特别是干旱、半干旱地区的封

闭型湖泊沉积物，是环境变迁的忠实记录者，从而

使之成为研究全球古气候变化的重要载体[2-4]。当

然，外界环境因子变化所带来的沉积物成分的变 

化，对微生物的群落结构也有非常显著的影响。随

着研究技术手段的不断进步，越来越多的研究深入

到微生物多样性以及群落随湖底沉积物深度变化

的研究。例如，Casamayor等[5]在研究太阳能盐场

的古菌、细菌以及真核微生物的群落分布时发现，

微 生 物 群 落 能 够 随 盐 度 梯 度 进 行 变 化 。

Langenheder 等[6]也发现了河流附近浮游生物群落

能够受到盐度的影响。Henriques 等[7]发现细菌群

落的季节性以及空间变化与河口梯度有关。Swan
等[8]对加利福尼亚州的盐湖沉积物梯度研究发现，
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含盐量影响了微生物群落的分布，并且细菌群落丰

度随沉积物深度加深而降低。在国内，Zhang等[9]

在研究中国南海的细菌群落时发现，群落与盐度有

明显相关关系。Jiang 等[10]对中国柴达木盆地茶卡

盐湖的沉积物研究发现，沉积物上下层中的细菌群

落组成不同，细菌群落丰度随深度加深而降低，并

且认为含盐量影响细菌群落丰度。综上研究表明，

盐度的变化对微生物的多样性以及群落组成有很

大的影响。然而，这些研究大部分都是在含盐量较

高的湖水或海水中进行，很少进行淡水湖泊沉积物

中微生物的研究，并且这些研究都是在同一区域进

行，同时进行淡水和盐水湖底沉积物中微生物多样

性，并对两种湖泊沉积物微生物多样性进行比较的

研究更是少之又少。 
青藏高原分布着地球上面积最大(2×106 km2)、

海拔最高(平均 4 500 m以上)、数量最多及以盐碱
湖集中为特色的高原湖群区。据统计，青藏高原面

积大于 1.0 km2的湖泊就有 1 091个，总面积超过
50 900 km2，湖泊年龄据估计均在 2−8百万年以上。
由于地处内陆干旱、半干旱地区，对气候变化特别

是降水变化很敏感；同时，这些湖泊受到人类活动

直接影响较少，基本保持其生态原貌，为科学研究

提供了天然的实验样品。基于此，研究青藏高原湖

泊沉积物微生物群落及其多样性，能够为研究高原

生态环境以及预测气候环境效应和全球变化所带

来的影响和作用提供理论基础[9-11]。本研究通过实

时定量 PCR 技术，对沉积物中的细菌个数进行准
确定量，结合 PCR-DGGE 技术，进一步对细菌群
落的多样性和群落结构进行分析，从而揭示青藏高

原淡水湖以及盐水湖沉积物的微生物群落及其多

样性变化，为后续研究青藏高原在全球气候变化下

微生物对外界环境变化的响应与预测提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
阿翁错(N32°46′，E81°44′)面积为 58 km2，海

拔 4 300 m，盐分含量 87.1 g/L，为盐水湖。普莫雍
错(N28°34′，E90°23′)面积为 280 km2，海拔 5 100 m，

盐分含量 0.36 g/L，为淡水湖。两湖泊相距 949 km。
2007和 2008年分别在普莫雍错和阿翁错钻取 20 cm
长的短湖芯，选取 0−1 cm、1−2 cm、2−3 cm、3−4 cm、
5−6 cm、7−8 cm、9−10 cm、11−12 cm、15−16 cm、
19−20 cm共 10个梯度，两个湖泊共 20个样品进
行研究。取完样品后立即带回实验室，将每个样品

分为两部分，分别于 4 °C (理化性质测定)和−20 °C 
(DNA提取)保存。 

1.2  理化性质测定 
沉积物 pH 值用 1:5 (质量体积比)的土水比测

定所得。Total Carbon，Total Nitrogen用全氮全碳
分析仪(Vario Max CN，Elementar，Germany)测定。 

1.3  DNA 提取 
总 DNA提取使用 FastDNAR SPIN Kit for Soil 

(MP Biomedicals，Santa Ana，CA)试剂盒，依照厂
家手册，每个样品称取 0.5 g提取总 DNA。提取后
的总 DNA溶解在 70 μL TE buffer中，用分光光度
计 NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc. 
USA)测定总 DNA的浓度，放于−20 °C保存。 

1.4  普通 PCR 扩增 
细菌 16S rDNA 的扩增选用特异性引物

341F-GC/907R[12]。341F：5′-CCTACGGGAGGCAG 
CAG-3′； 907R： 5′-CCGTCAATTCMTTTRAGTT   
T-3′；GC发卡结构：5′-CCCCCGCCGCGCGCGGCGGG 
CGGGGCGGGGGCACGGGCCG-3′。扩增产物片段
长约 560 bp左右。25 μL的 PCR扩增体系：Premix Taq 
DNA聚合酶 12.5 μL，DNA 模板(60 mg/L) 0.5 μL，
正反向引物(20 mg/L)各0.25 μL，ddH2O补充至25 μL。
PCR扩增条件：95 °C 5 min；94 °C 45 s，56 °C 45 s，
72 °C 45 s，30个循环；72 °C 10 min；4 °C保存。 

1.5  定量 PCR (qPCR) 
定量 PCR采用 SYBR Green法，所用特异性

引物是 519F/907R[13]，519F：5′-CAGCMGCCGCGG 
TAATWC-3′；907R：5′-CCGTCAATTCMTTTRAG 
TTT-3′。片段长度为 400 bp。扩增体系为 20 µL，
每个样品3个重复。配置如下：SYBR Green Realtime 
PCR Master Mix 10 µL，正反向引物各 1 µL，DNA
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模板(6 mg/L) 1 µL，ddH2O 补足至 20 µL。用
Bio-Rad CFX96扩增仪，扩增条件：95 °C 3 min；
94 °C 10 s，58 °C 20 s，72 °C 30 s，45个循环。实
验设置 3个阴性对照和 3个阳性对照。 

1.6  变性梯度凝胶电泳(DGGE) 
采用 Bio-Rad公司 DcodeTM的基因突变检测

系统对 PCR 反应产物进行分析。制备变性剂浓度
从 45%−70% (变性剂是尿素和去离子甲酰胺)的
6%聚丙烯酰胺凝胶，其中变性剂的浓度从凝胶的
上方向下方依次递增。待胶完全凝固后，将胶板放

入装有 0.5×TAE 电泳缓冲液的装置中，每个加样
孔中加入 PCR产物 10 µL，在 70 V的恒定电压下，
60 °C恒温电泳 15 h。电泳完毕后，将凝胶在 1:10 000 
SYBR Green中染色 30 min。用 Bio-Rad凝胶成像
系统的Quantity One 4.4.0软件分析染色后的凝胶，
观察每个样品的电泳条带并拍照。 

1.7  克隆测序 
在紫外照射下，选择 DGGE 图谱上优势条带

以及特殊条带，用灭菌刀片进行切割回收，ddH2O
冲洗，然后浸泡在 30 μL的 TE缓冲液中，4 °C过
夜，取 2 μL 为模板，用不含 GC 夹的 341F/907R

引物进行 PCR扩增，1%的琼脂糖凝胶电泳检测，然
后切下目的条带，用柱式胶纯化试剂盒(Transgen)纯

化后连入 pEASY-T3 载体，转入大肠杆菌
Escherichia coli DH5α感受态细胞，采用菌落 PCR
检测阳性克隆，每个 DGGE 条带随机挑 8 个载有

插入片段的阳性克隆子送交上海英俊(Invitrogen)
生物技术有限公司。 

1.8  测序结果与数据库比对 
测序结果用 DNAStar 软件(DNAStar Inc.，

Madison，WI)进行检测和比对，选出一个测序质
量最好的克隆序列做为该 DGGE 条带的代表序列
进行系统进化分析。代表序列用 GenBank 数据库
进行 BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
比对，选择与 DGGE 条带测序结果同源性最相似
的前 3个序列用MEGA 4.0 (Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis)软件的 Neighbor-Joining 方法进

行系统进化树分析。测序结果已传入 GenBank 数
据库，收录号是 JX880050−JX880067。 

1.9  数据分析 
DGGE 指纹图谱分析用 Bio-Rad 公司的

Quantity One 软件分析， NMDS (Non-metric 
multidimensional scaling)分析用 Rv.2.8.1 软件的
Vegan软件包(R Development Core Team，2008)。
方差分析用 IBM SPSS Statistics 20.0软件。 

2  结果与分析 

2.1  样品基本理化性质 
盐水湖阿翁错和淡水湖普莫雍错沉积物样品的

理化性质如表 1 所示。结果表明盐水湖阿翁错沉积
物中总碳 (TC)的含量显著高于淡水湖普莫雍错
(P<0.001)，而淡水湖普莫雍错沉积物中总氮(TN)的
含量显著高于盐水湖阿翁错(P=0.046)。淡水湖普莫
雍错碳氮比(TC/TN)为 14.04−17.50，盐水湖阿翁错为
19.12−35.29。另外，研究发现两个湖泊都是碱性湖
(pH>7.00)，盐水湖阿翁错的 pH为 9.29−9.68，显著
高于淡水湖普莫雍错的 pH值(8.25−8.60) (P<0.001)。 

2.2  16S rRNA 基因的定量 
基于实时定量 PCR 技术，对盐水湖阿翁错和

淡水湖普莫雍错的沉积物样品进行细菌数目定量。

结果发现，在阿翁错湖底沉积物中，细菌丰度最高

在 1−2 cm沉积物层为 4.8×1010个/g沉积物，最低存
在于 19−20 cm 沉积物层，细菌数目为 2.6×108个/g
沉积物。与阿翁错湖相似，普莫雍错湖细菌丰度最

高也在 1−2 cm沉积物层，数目为 1.32×1012个/g沉
积物，而最低存在于 15−16 cm沉积物层，细菌个数
为 1.40×1010个/g沉积物。细菌丰度变化随沉积物深
度变化如图 1 所示，细菌群落丰度随着沉积物深度
递增而大幅度的降低，表层沉积物的细菌群落丰度

比底层高 2−3 个数量级。淡水湖普莫雍错的细菌群
落丰度随沉积物深度加深从 1012数量级降到 1010数

量级。盐水湖阿翁错的细菌群落丰度随沉积物深度

加深从 1011数量级降到 108数量级。同时，从图 1
还可以看出，在相对应的沉积物层中，淡水湖普莫

雍错的细菌丰度比盐水湖阿翁错高 1−2个数量级。 
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表 1  普莫雍错和阿翁错湖泊沉积物垂直梯度的理化性质 
Table 1  Physicochemical propterties in the sediments of Lakes AWongco and Puma Yumco along depth 

深度 
Depth (cm) 

普莫雍错 
Puma Yumco 

阿翁错 
AWongco 

总碳 TC (%) 总氮 TN (%) 碳氮比 C/N pH 总碳 TC (%) 总氮 TN (%) 碳氮比 C/N pH 

0−1 3.23 0.23 14.04 8.60 4.97 0.26 19.12 9.29 

1−2 3.14 0.22 14.27 8.49 4.59 0.19 24.16 9.43 

2−3 3.23 0.22 14.68 8.52 4.88 0.22 22.18 9.50 

3−4 3.20 0.20 16.00 8.40 5.12 0.23 22.26 9.68 

5−6 3.22 0.20 16.10 8.46 4.11 0.19 21.63 9.24 

7−8 3.50 0.20 17.50 8.41 4.94 0.14 35.29 9.39 

9−10 3.65 0.21 17.38 8.25 3.91 0.16 24.44 9.32 

11−12 3.51 0.21 16.71 8.29 4.77 0.14 34.07 9.38 

15−16 3.44 0.23 14.96 8.28 3.98 0.17 19.90 9.32 

19−20 3.53 0.24 14.71 8.25 4.69 0.18 26.06 9.29 

 
 

图 1  基于实时定量 PCR技术测定的阿翁错(AWongco)
和普莫雍错(Puma Yumco)湖泊沉积物细菌群落的丰度 
Figure 1  Bacterial abundance determined by qPCR in 
the sediments of Lakes AWongco and Puma Yumco 
 

2.3  PCR-DGGE指纹图谱技术分析细菌群落分布 
通过 DGGE实验，得到了青藏高原淡水湖普莫

雍错和盐水湖阿翁错湖底沉积物的微生物多样性

随深度变化图谱(图 2)。从图 2中可以看出，淡水湖
普莫雍错湖底沉积物具有较高多样性，而盐水湖阿

翁错湖则较低。结合 DGGE图谱，使用 Quantity One
软件，得到了 DGGE 条带分布统计表，综合统计 

 
 
 

图 2  PCR-DGGE 技术分析阿翁错(AWongco)和普莫

雍错(Puma Yumco)湖泊沉积物细菌群落分布的指纹

图谱 
Figure 2  PCR-DGGE analyses of bacterial communities 
in the sediments of Lake AWongco and Puma Yumco 
注：条带上面的数字表示沉积物深度(0−20 cm)，条带上的数

字表示选取的代表条带. 
Note: Numbers above each lane indicate depths (0−20 cm) where 
the samples were collected. Labeled bands were excised and 
sequenced. 
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分布表，获得 PCR-DGGE 分析沉积物细菌群落的
垂直分布表(表 2)。统计分析发现，淡水湖普莫雍
错的细菌群落条带数显著高于盐水湖阿翁错

(P=0.014)，在淡水湖普莫雍错沉积物的 4−10 cm
处发现了更多的条带数，条带数达到了 14条，而
在盐水湖阿翁错湖底沉积物中，不同深度条带数则

没有明显的变化。随后进行了非度量多维尺度

(NMDS)对 DGGE条带分布统计表的分析，如图 3
所示。结果表明，两个湖泊的细菌群落结构明显不

同。此外，无论是盐水湖还是淡水湖，上层(0−6 cm)
和下层(8−20 cm)的群落结构也有明显不同，表明沉
积物中细菌群落结构在垂直分布中也有显著不同。 
 

表 2  基于 DGGE 指纹图谱所获得的沉积物样品条

带数随深度增加的统计表 
Table 2  DGGE band numbers in the sediments of 

lake AWongco and Puma Yumco along depth 
深度 

Depth (cm) 
普莫雍错 

Lake Puma Yumco 
阿翁错 

Lake AWongco 
0−1 7 11 
1−2 10 7 
2−3 11 9 
3−4 13 8 
5−6 14 9 
7−8 14 10 
9−10 12 7 

11−12 11 9 
15−16 9 8 
19−20 10 7 

 

 
 
图 3  非度量多维尺度(NMDS)对 DGGE 指纹图谱的分析 
Figure 3  Nonmetric multidimensional scaling plots (NMDS) 
of DGGE profiles based on a presence/absence binary matrix 

2.4  构建系统发育树 
利用克隆测序技术对 DGGE 指纹图谱中具有

代表性的条带进行克隆测序，如图 4所示。本研究
共对 18个特殊条带进行测序，获得 8个类群的细
菌，包括变形菌 (包括 Beta、Delta 和 Gamma- 
Proteobacteria 3个亚门，条带 4、5、11、15)、放
线菌(Actinobacteria，条带 7、13、14、18)、厚壁
菌门 (Firmicutes，条带 3、10、12)、拟杆菌门
(Bacteroidetes，条带 1、2)、酸杆菌(Acidobacteria，
条带 17)、栖热菌门(Deinococcus-Thermus，条带 8、
9)、蓝细菌 (Cyanobacteria，条带 6)、绿弯菌门
(Chloroflexi，条带 16)。其中 Gamma-变形菌(条带
4、5)只有在盐水湖阿翁错沉积物样品中发现，
Delta-和 Beta-变形菌(条带 11、15)只在淡水湖普莫
雍错沉积物样品中检测到，拟杆菌门(条带 1、2)、
蓝细菌(条带–6)和栖热菌门(条带 8、9)只在盐水湖
阿翁错中发现，酸杆菌(条带 17)和绿弯菌门(条带
16)只在淡水湖普莫雍错中发现。值得注意的是，
多数序列都与已确定的海洋沉积物、地下水、温泉、

盐湖等缺氧极端环境中的细菌克隆相类似。 

3  讨论 

研究发现，青藏高原阿翁错和普莫雍错湖泊沉

积物两个湖泊沉积物中细菌群落丰度都随沉积物

深度加深而降低，这与前人的研究结果是一致的。

例如，Chan等[14]对德国 Dagow湖的研究发现，古
细菌群落丰度也是随深度递增而降低，在湖底沉积

物表层为 1×108 个/g 沉积物，15−20 cm 深处为
4×107个/g沉积物，明显低于青藏高原我们所调查
的湖底沉积物细菌个数。因为氧气是氧化还原反应

过程中的电子受体，然而随着深度的加深氧含量降

低，微生物代谢速率降低，碳的输出减少，这就可

能会导致微生物丰度随深度的加深而降低。本研究

还发现，淡水湖普莫雍错的细菌丰度在相对应的沉

积物层比盐水湖阿翁错高 1−2个数量级。 这表明
盐分含量可能决定了细菌丰度的高低，一般来说，

细菌丰度在淡水湖中相对较高。但是，对某一特定

的细菌门类来说也有例外，例如，Wu等[15]对青藏
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高原 16个盐浓度不同的湖泊研究发现，盐浓度是
影响湖泊中细菌群落组成和丰度的主要环境因子，

Beta-变形菌的丰度随含盐量的升高而降低，而
Alpha-变形菌和 Gamma-变形菌的丰度随含盐量的

升高而升高。Langenheder等[16]对瑞典一个河流的

研究也发现 Beta-变形菌和 Gamma-变形菌在淡水
湖中的丰度更高一些，这可能与个别细菌种群对盐

浓度的耐受范围有关。 
 

 
 

 

图 4  阿翁错和普莫雍错湖泊沉积物样品 16S rRNA 基因系统发育树 
Figure 4  Neighbor-Joining tree showed the phylogenetic relationships of bacterial 16S rRNA gene sequences cloned from 

the Lake AWongco and Puma Yunco samples to the related sequences from the GenBank database 
注：括号内号码为序列接受号，刻度 0.05代表该长度下的进化距离. 
Note: GenBank accession numbers are shown in parentheses. The scale bar represents an estimated 5% divergence. 
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有生态学家指出，极端环境相比温和坏境下的

微生物，其生物多样性会更低[17]。在本研究中，

我们也发现了同样的规律。本研究中我们认为盐水

湖阿翁错显然比淡水湖普莫雍错更加极端，因此阿

翁错湖泊沉积物的细菌多样性比普莫雍错少。据报

道，大多数嗜盐菌只能生活在一个适度的盐度条件

下(盐浓度<2.5 mol/L)[18]，所以一些嗜盐菌也许能

在淡水湖中生存，但不能生活在含盐量很高的极端

盐水湖中。拿变形菌来说，我们只在盐水湖中发现

Gamma-变形菌，而只在淡水湖中发现 Delta-和
Beta-变形菌。这可能是 Gamma-变形菌更能忍受高
盐分，而 Delta-和 Beta-变形菌则更倾向于淡水湖
生活环境有关[15]。 

DGGE指纹图谱表明，两个湖泊的细菌群落结
构明显不同。DNA条带测序结果表明，拟杆菌门、
栖热菌门、蓝细菌都只在盐水湖中发现，酸杆菌和

绿弯菌门只有在淡水湖中被发现。有研究发现拟杆

菌门在降解高分子有机物过程中有重要作用[19]，而

栖热菌门能够结合氧化态的有机化合物还原铁[20]，

很可能是这些栖热菌门能够通过矿化有机物质为

蓝细菌提供无机营养元素。酸杆菌是一类广泛存在

于生态环境中的微生物，其遗传多样性和代谢多样

性从侧面证明其可能存在不同环境中，有可能在生

物化学过程中发挥重要作用[21]。绿弯菌门是一个

新的系统发育分支，主要生活在深海和一些湖泊

中，被认为在厌氧环境中起着重要作用，是水合物

较少而有机质丰富沉积物中的主要类群[22]。 
在微生物群落丰度与相对深度的环境变量相

关性研究中，未发现细菌群落丰度与目前所测环境

变量有明显相关关系。与微生物多样性在其他环境

(土壤、海水、湖泊)下与环境变量有明显相关关系
不同，这可能与青藏高原湖底沉积物的特殊环境有

关，同时需要检测更多的环境和气候因素来研究影

响微生物多样性随湖底沉积物变化的机制，从而揭

示微生物在青藏高原湖底沉积物中多样性以及群

落变化的响应模式。 
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