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摘  要：【背景】东洞庭湖地理位置特殊，物种资源丰富，分布着多种具有独特生理生化特征的

微生物。【目的】通过可培养方法，获取具备重金属抗性和多环芳烃耐受能力的湖泊细菌资源，并

阐明其生理特征。【方法】本研究于 2022 年 1 月采集东洞庭湖 5 个不同地区的 40 份样品，测定环境

因子，开展细菌的分离培养，获得微生物菌株资源，并进行相关性分析。【结果】共分离 253 株

细菌，包括 210 株重金属抗性菌，43 株多环芳烃耐受菌，隶属于 42 个属，其主要类群是假单胞菌

属(Pseudomonas, 46.6%)、伪芽孢杆菌属(Fictibacillus, 7.5%)、假节杆菌属(Pseudarthrobacter, 6.7%)
和芽孢杆菌属(Bacillus, 5.1%)。通过复筛，分别获得 30 株重金属高抗性细菌和 7 株多环芳烃高耐受

能力细菌，包括 20 株 Mg2+ (最大耐受浓度为 500 mmol/L)、4 株 Mn2+ (最大耐受浓度为 500 mmol/L)、  
3 株 Ni2+ (最大耐受浓度为 30 mmol/L)和 3 株 Zn2+ (最大耐受浓度为 25 mmol/L)抗性细菌；5 株萘(最
大耐受浓度为 0.04 g/mL)和 2 株菲(最大耐受浓度为 0.02 g/mL)耐受菌，其中包括 2 株潜在新种菌

株和 1 株潜在新属菌株。【结论】5 个不同地区样品的细菌多样性存在差异，其中月山、岳阳楼和

君山均高于鹿角与南湖。结合环境因子数据分析，发现温度、可溶性颗粒、电导率、溶解氧对样

品的细菌群落组成影响较大，pH 和盐度较小。本研究获得的具有较高重金属抗性和多环芳烃耐受

菌数量较少，可能与东洞庭湖污染防治较好有关。 
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Abstract: [Background] East Dongting Lake occupies a special geographical location and 
harbors abundant species resources, including a variety of microorganisms with unique 
physiological and biochemical characteristics. [Objective] To obtain the bacterial resources 
with tolerance to heavy metals and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by the culturable 
methods and clarify their physiological characteristics. [Method] Forty samples were collected 
from five different regions of East Dongting Lake in January 2022 for the measurement of 
environmental factors. The bacteria were isolated, microbial strain resources were obtained, and 
the correlations of bacteria with environmental factors were analyzed. [Results] A total of   
253 bacterial strains were isolated, including 210 strains with tolerance to heavy metals and   
43 strains with tolerance to PAHs. The strains belonged to 42 genera, which were dominated by 
Pseudomonas (46.6%), Fictibacillus (7.5%), Pseudarthrobacter (6.7%) and Bacillus (5.1%). 
After re-screening, 30 strains with strong tolerance to heavy metals and 7 strains with strong 
tolerance to PAHs were obtained. Specifically, 20, 4, 3 and 3 strains showed tolerance to Mg2+, 
Mn2+, Ni2+ and Zn2+, with the maximum tolerance concentrations (MTCs) of 500, 500, 30 and 
25 mmol/L, respectively. 5 and 2 strains had tolerance to naphthalene and phenanthrene, with the 
MTCs of 0.04 g/mL and 0.02 g/mL, respectively. Two strains of potentially novel species and one 
strain of potentially novel genus were identified in this study. [Conclusion] The bacterial 
diversity varied among the samples from five regions, being higher in Yueshan, Yueyanglou, 
and Junshan than that in Lujiao and Nanhu. The temperature, total dissolved solids, electrical 
conductivity, and dissolved oxygen had the greatest influences on the composition of bacterial 
community, while pH and salinity had the least influences. The low number of strains with 
strong tolerance to heavy metals and PAHs in this study may be associated with the effective 
pollution control in East Dongting Lake. 
Keywords: East Dongting Lake; cultivable; tolerance to heavy metals; tolerance to polycyclic 
aromatic hydrocarbons; bacterial diversity 
 

 

湖泊是陆地水圈的重要组成部分，参与自

然界的水分循环和物质循环，在全球生物地球

化学循环中占重要地位。一方面，湖泊作为支

撑经济和社会发展的重要资源之一，具有供水、

调蓄洪水、调节气候、渔业、旅游等多种功能。

另一方面，因其位于内陆，与陆地生态系统的
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物质、能量、信息交换强烈，有利于维持区域

生态系统平衡、元素循环和生物多样性等[1]。 
洞庭湖是我国第二大淡水湖，在保障长江

防洪安全、航运安全、生态安全及供水安全

等方面发挥巨大作用。洞庭湖年内水位变幅

大，洪枯水情突出，12 月至次年 2 月为枯水期，

5−9 月为丰水期，其余为平水期[2]。目前，在湖

泊水体共发现 21 个典型的淡水细菌门类，其中

主要包括假单胞菌门(Pseudomonadota)、蓝细菌

门(Cyanobacteriota)、拟杆菌门(Bacteroidota)、
放 线 菌 门 (Actinomycetota) 和 疣 微 菌 门

(Verrucomicrobiota)等[3]。一方面，细菌参与水

环境中金属元素的转化与循环；另一方面，细

菌作为有机化合物的主要分解者，通过将有机

污染物(如碳、氮、磷、硫等有机营养物质)分解

成无机化学成分，影响和调节水体的环境质量，

实现水质的净化。研究湖泊环境中重金属抗性

和多环芳烃降解细菌已逐步成为当今环境微生

物学的前沿研究热点[1,3-4]。东洞庭湖是洞庭湖

面积最大的区域，沿湖工业企业众多，该区域

水质的理化性质研究较多，但是细菌群落多样

性和功能的认识还十分有限，微生物重金属抗

性和多环芳烃降解机制的研究较少，细菌生态

学仍有待研究。 
本研究前期通过采集东洞庭湖不同地区的

样品，测定环境因子，开展重金属抗性和多环

芳烃耐受细菌的分离培养，获得微生物资源，

为后续研究东洞庭湖微生物生态学和对污染物

的抗性机制提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

2022 年 1 月沿东洞庭从入湖口到出湖口，

在鹿角区、月山区、南湖区、岳阳楼区和君山

区 5 个区域，采集了 20 个不同站位的湖泊表层

水和沿岸表层土壤共 40 份样品(表 1)，保存于

含冰袋的保温箱内，当天运回实验室，于 4 ℃
冰箱保存用于后续细菌的分离培养。 
1.1.2  培养基 

2216 固体培养基(g/L)：peptone 5.00，yeast 
extract 1.00，MgCl2·6H2O 12.60，MgSO4·7H2O 
6.63，CaCl2 1.80，KCl 0.55，NaHCO3 0.16，KBr 
0.08，1 000×SrCl2母液 1.00 mL，100×Ferric citrate
母液 10.00 mL，1 000×Na2SiO3 母液 1.00 mL，    
1 000×微量元素母液 1.00 mL，琼脂粉 20.00。
其中，1 000×SrCl2 母液：SrCl2 34.00 g/L；

100×Ferric citrate 母液：Ferric citrate 10.00 g/L；        
1 000×Na2SiO3 母液：Na2SiO3 40.00 g/L；1 000×
微量元素母液(g/L)：H3BO3 22.00，NaF 2.40，
NH4NO3 1.60，K2HPO4 8.00。培养基配方参考

德国菌种保藏中心网站(https://www.dsmz.de/)。 
重金属抗性细菌初筛培养基：向已灭菌的

2216培养基分别加入MgCl2·6H2O (100 mmol/L)、
MnCl2·4H2O (100 mmol/L)、NiCl2·6H2O (100 mmol/L)、
ZnSO4·7H2O (100 mmol/L) 和 CuSO4·5H2O  
(100 mmol/L)储存液，重金属离子终浓度分别为

1.0、5.0、1.0、1.0、0.5 mmol/L。 
液体无机盐培养基(g/L)：K2HPO4 0.80，

KH2PO4 0.20，CaCl2 0.05，MgCl2·6H2O 1.07，
FeSO4·7H2O 0.02，(NH4)2SO4 1.00，NaCl 5.00。 

多环芳烃耐受细菌初筛培养基：利用少量

乙腈分别溶解萘和菲，加入已灭菌的液体无机

盐培养基，使其终浓度分别为 0.32 mg/mL 和

0.12 mg/mL。 
复筛时，重金属离子和多环芳烃的浓度

如下：  
1) Cu2+：5、10、15、20、25 mmol/L； 
2) Mg2+：5、10、15、20、25、500、800、

1 000、1 200、2 000 mmol/L； 
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表 1  样品信息 
Table 1  Sample information 
样品编号 
Sample No. 

样品名 
Sample name 

日期 
Date 

时间 
Time 

经度 
Longitude (E/(°)) 

纬度 
Latitude (N/(°)) 

类型 
Type 

S1 LJ-W-I 2022-01-09 10:06 am 113.000 265 29.155 506 W 
S2 LJ-S-I 2022-01-09 10:16 am 113.000 239 29.155 501 S 
S3 LJ-W-II 2022-01-09 10:46 am 112.999 771 29.156 215 W 
S4 LJ-S-II 2022-01-09 10:53 am 112.999 744 29.156 206 S 
S5 LJ-W-III 2022-01-09 11:16 am 112.999 052 29.158 318 W 
S6 LJ-S-III 2022-01-09 11:21 am 112.999 123 29.158 299 S 
S7 YS-W-I 2022-01-09 12:50 am 113.063 147 29.339 815 W 
S8 YS-S-I-A 2022-01-09 12:41 am 113.063 028 29.339 702 S 
S9 YS-S-I-B 2022-01-09 13:02 pm 113.063 038 29.339 411 S 
S10 YS-S-I-C 2022-01-09 13:05 pm 113.063 014 29.339 225 S 
S11 YS-W-II 2022-01-09 13:30 pm 113.063 515 29.340 307 W 
S12 YS-S-II-A 2022-01-09 13:37 pm 113.063 490  29.340 348 S 
S13 YS-S-II-B 2022-01-09 13:43 pm 113.063 653 29.340 180  S 
S14 YS-W-III 2022-01-09 13:40 pm 113.062 819 29.340 203 W 
S15 YS-S-III-A 2022-01-09 13:55 pm 113.062 854 29.340 164 S 
S16 YS-S-III-B 2022-01-09 14:05 pm 113.062 816 29.340 263 S 
S17 NH-W-I 2022-01-09 16:35 pm 113.120 346 29.347 636 W 
S18 NH-S-I 2022-01-09 16:47 pm 113.120 348 29.347 637 S 
S19 NH-W-II 2022-01-09 16:54 pm 113.119 763 29.347 436 W 
S20 NH-S-II 2022-01-09 17:05 pm 113.119 773 29.347 454 S 
S21 NH-W-III 2022-01-09 17:10 pm 113.118 917 29.346 320 W 
S22 NH-S-III 2022-01-09 17:11 pm 113.118 911 29.346 321 S 
S23 NH-W-IV 2022-01-09 17:34 pm 113.116 114 29.343 267 W 
S24 NH-S-IV 2022-01-09 17:35 pm 113.116 249 29.343 244 S 
S25 YYL-W-I 2022-01-10 9:27 am 113.084 707 29.376 358 W 
S26 YYL-S-I 2022-01-10 9:38 am 113.084 721 29.976 324 S 
S27 YYL-W-II 2022-01-10 9:47 am 113.084 854 29.377 183 W 
S28 YYL-S-II 2022-01-10 9:50 am 113.085 008 29.376 988 S 
S29 YYL-W-III 2022-01-10 10:07 am 113.085 127 29.378 140  W 
S30 YYL-S-III 2022-01-10 10:15 am 113.085 373 29.378 364 S 
S31 JS-W-I 2022-01-10 13:50 pm 113.009 191 29.380 397 W 
S32 JS-S-I 2022-01-10 14:10 pm 113.009 191 29.380 397 S 
S33 JS-W-II 2022-01-10 13:55 pm 113.008 707 29.379 622 W 
S34 JS-S-II 2022-01-10 14:05 pm 113.008 707 29.379 622 S 
S35 JS-W-III 2022-01-10 14:05 pm 113.008 454 29.379 300  W 
S36 JS-S-III 2022-01-10 14:30 pm 113.008 454 29.379 300  S 
S37 JS-W-IV 2022-01-10 14:10 pm 113.008 211 29.378 925 W 
S38 JS-S-IV 2022-01-10 14:35 pm 113.008 211 29.378 925 S 
S39 JS-W-V 2022-01-10 14:15 pm 113.008 022 29.378 527 W 
S40 JS-S-V 2022-01-10 14:50 pm 113.008 022 29.378 527 S 
LJ：鹿角；YS：月山；NH：南湖；YYL：岳阳楼；JS：君山；W：表层水样品；S：表层土壤样品 
LJ: Lujiao; YS: Yueshan; NH: Nanhu; YYL: Yueyang Lou; JS: Junshan; W: Surface water samples; S: Surface soil samples. 
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3) Mn2+：10、20、30、40、50、100、200、
300、500、1 000 mmol/L； 

4) Ni2+：5、10、15、20、25、30、40、50、
80、100 mmol/L； 

5) Zn2+：5、10、15、20、25、50、80、100、
200、300 mmol/L； 

6) 萘：0.80、1.60、4.80、8.00、16.00、25.00、
33.30、41.70、50.00、58.30 mg/mL； 

7) 菲：0.09、0.18、0.27、0.36、0.72、5.56、
11.11、16.67、22.22 mg/mL。 

以上培养基使用高压灭菌锅于 121 ℃灭菌

30 min，金属离子和多环芳烃母液经 0.22 μm 的

无菌滤膜过滤后再加入各培养基。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

2×Taq PCR Master Mix，北京博迈德基因

技术有限公司；PCR 及电泳其他相关试剂，擎

科生物技术有限公司。高压灭菌锅，Wada 
Stainless Kogyo 公司；恒温振荡器、恒温培养

箱，上海一恒科学仪器有限公司；高速冷冻离

心机，Eppendorf 公司；PCR 仪，西安天隆科技

有限公司；凝胶成像仪，Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  环境因子测定 

利用水质检测仪现场测定水样的温度、盐

度、pH、溶解氧(dissolved oxygen, DO)、电导

率和可溶性颗粒(total dissolved solids, TDS)。 
1.2.2  样品预处理 

分离重金属抗性细菌前，样品未进行预处

理。分离多环芳烃耐受细菌前，进行富集预处

理，过程如下：首先配制不含有机碳源的液体

无机盐培养基，再分别将萘和菲溶解于少量乙

腈中，过滤灭菌后加入 30 mL 液体无机盐培养

基，使萘和菲终浓度分别为 0.32 mg/mL 和  
0.12 mg/mL。向含有萘和菲的培养基中分别加入

水样(1:10)和土样(1 g:30 mL)，于 30 ℃培养箱

静置避光富集 7 d，再按照上述操作重复转接

一次。 
1.2.3  菌株分离、培养和保藏 

分别取 0.1 mL 水样和 0.1 g 土壤样品于   
0.9 mL 已灭菌的原位湖水进行梯度稀释，将稀

释倍数为 10−2 的水样和 10−3 的土壤样品分别涂

布到含有 5 种不同金属离子的 2216 固体培养基

表面。将多环芳烃耐受菌分离的前处理富集液

体进行梯度稀释，稀释为 10−4 的液体分别涂布

到分别含有 2 种不同多环芳烃为唯一碳源的液

体无机盐固体培养基表面，将平板置于 30 ℃培

养箱中静置培养 20 d。 
观察并记录各菌落的形态特征，挑取单克

隆于装有 3 mL 2216 的试管中，利用恒温振荡

器于 30 ℃、180 r/min 培养至对数生长期(5 d 左

右)，用 25%甘油于−80 ℃保藏。 
1.2.4  菌株复筛 

取待复筛菌株的甘油管，将菌液接种于 2216
液体培养基，于恒温振荡器 30 ℃、180 r/min
培养 3 d。 

分别配制含有金属离子和多环芳烃的复筛

平板，各接种 5 µL 新鲜菌液，置于 30 ℃恒温

培养箱，分别静置培养 5 d 和 7 d，观察并记录

各平板上菌株的生长情况。根据以往文献，本

实验选择 Cu2+、Mg2+、Mn2+、Ni2+、Zn2+耐受

浓度分别达到 5、500、500、10、15 mmol/L 以

上的为重金属离子高抗性菌株；萘和菲耐受浓

度分别达到 41.70、22.22 mg/mL 以上的为多环

芳烃高耐受能力菌株[5]。 
1.2.5  16S rRNA 基因序列信息分析 

取 1 mL 新鲜菌液 12 000 r/min 离心 3 min
去除上清液，再加入 50 µL 灭菌超纯水混匀，

采用水煮冰冻法提取 DNA，再利用引物 27F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 16S rRNA
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基因序列扩增[6]。 
PCR 反应体系(25 µL)：2×Taq PCR Master 

Mix 12.5 µL，ddH2O 11 µL，引物 27F 和 1492R    

(10 μmol/L)各 0.5 µL，DNA 模板 0.5 µL。PCR

反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 1.25 min，33 次循环；72 ℃ 8 min；4 ℃

保存。 

利用凝胶成像仪观察 PCR 扩增效果，将扩

增成功的样品送至长沙擎科测序公司进行 16S 

rRNA 基因测序。获得测序结果后通过 BioEdit

软 件 去 除 两 端 序 列 [7] ， 再 利 用 Eztaxon-e 

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/)网站在线分析[8]，

确 定 菌 株 的 分 类 地 位 ， 并 将 序 列 提 交 至

GenBank。相似性小于或等于 97.0%的是疑似新

种，小于 95.0%的是疑似新属[3,9-10]。 
1.2.6  系统进化分析 

使用 CLUSTAL W 软件比对各菌株及最相近

菌株的 16S rRNA 基因序列[11]，使用 MEGA 7.0 软

件构建系统发育树[12]，选择木村双参数模型[13]，

Bootstrap 值基于 1 000 次重复，以 Haloferax 

larsenii JCM 13917T 为系外群，通过邻接法

(neighbor-joining method, NJ)构建系发育树[14]，

再利用在线网站 TVBOT (https://www.chiplot. 

online/tvbot.html)展示圈图[15]。 
1.2.7  多样性指数分析 

香农指数 H (Shannon 多样性指数 ) 和
Margatef 丰富度指数(DMg)是对稀有物种敏感的

指数。香农指数越大，表示不确定性大，这个

群落中未知的因素越多，即多样性高。Margatef

丰富度指数是通过检测某生态区域内生物多样

性判断该区域污染程度。生物多样性越好，污

染越轻。与之相反，Shannon 均匀度指数(E)和

Berger-Parker 优势度指数(d)属于对富集种相对

敏感的指数。多样性指数计算公式如下：

1
i i=

S

i
H PlnP

=

− 、DMg=(S−1)/lnN、E=H/lnS、d=Nmax/N。

式中：S 为样品中的 OTU；Nmax，群落中数量最

多的物种的个体数；N：群落的全部个体数；Pi：

属于 OTU i 的个体在全部个体数的比例[16-17]。 
1.2.8  相关性分析 

基于去趋势波动分析(detrended correspondence 
analysis, DCA)结果，通过冗余分析(redundancy 
analysis, RDA)挖掘细菌群落结构与环境因子的

相关性。RDA 二维图中带箭头的线段表示环境

因子，箭头与原点的连线长度越长，说明相关

性越大，反之越小。样方点到环境因子的箭头

投影长度表示样方内环境因子的影响值，可反

映该环境因子对样方群落组成的影响。箭头所

处的象限表示环境因子与排序轴的正负相关

性。将环境因子变量的射线延长，样本垂直投

影于射线上，沿着变量箭头方向，环境变量值

增大。将环境因子数据和菌株信息上传至

OmicShare 网站(https://www.omicshare.com/tools)
进行冗余分析。 

2  结果与分析 
通过可培养的方法在东洞庭湖 20 个站位

的 40 份样品中分离到细菌 253 株，隶属于 42 个

属，包括潜在新种 2 株和潜在新属 1 株，见表 2。 
 
表 2  分离的潜在新物种信息 
Table 2  Information of novel species candidates 
编号 
No. 

菌株名称 
Strain 
name 

最相似菌株 
Most similar strain 

相似性 
Similarity 
(%) 

1 NH-89 Microbacterium 
phyllosphaerae DSM 13468T 

97.0 

2 JS-23 Janthinobacterium lividum 
DSM 1522T 

95.7 

3 LJ-F-7 Hydrogenophaga 
carboriunda YZ2T 

92.2 
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其中，菌株 NH-89 具有 Cu2+抗性，隶属于微杆

菌 属 (Microbacterium) 。 该 属 是 微 杆 菌 科

(Microbacteriaceae)中最大的分类单元，广泛分

布于淡水、海水、沉积物、土壤、活性污泥、

临床标本等环境，呈革兰氏阳性，大多数严格

需氧，少数是兼性厌氧，主要的呼吸醌是

MK-11、MK-12、MK-13 或 MK-14[18-19]，还

可以产生类胡萝卜素和异黄酮等次级代谢产物。

菌株 JS-23 具有 Mn2+抗性，隶属于紫色杆菌

属(Janthinobacterium)，该属由 De Ley 等于

1978 年首次提出，通常分离于温和、寒冷地

区的水样和土壤，主要的呼吸醌是 Q-8[20]。菌

株 LJ-F-7 具有菲耐受能力，隶属于丛毛单胞菌

科 (Comamonadaceae) 的 食 氢 产 水 菌 属

(Hydrogenophaga)。该属呈革兰氏阴性，需氧或

兼性厌氧，分离来源包括水样、土壤、污泥、

泥浆和堆肥等，包括化能异养菌，以及利用 H2

氧化产生能量、以 CO2 为碳源的化能无机自养

细菌[21]。 

2.1  初筛结果 
利用重金属选择培养基和含多环芳烃的无

机盐培养基共分离 253 株菌，隶属于 42 个属。

其中，γ-变形菌纲 138 株(Gammaproteobacteria, 
54.5%)，芽孢杆菌纲 47 株(Bacilli, 18.6%)，放

线菌纲 41 株(Actinomycetia, 16.2%)，α-变形菌

纲 13 株(Alphaproteobacteria, 5.1%)，β-变形菌

纲 12 株(Betaproteobacteria, 4.7%)，黄杆菌纲  
2 株(Flavobacteriia, 0.8%)。在目水平，主要包

括假单胞菌目(Pseudomonadales)和芽孢杆菌目

(Bacillales) (表 3)。 
2.1.1  细菌多样性分析结果 

在属水平，主要类群包括假单胞菌属

(Pseudomonas)、伪芽孢杆菌属(Fictibacillus)、
假节杆菌属 (Pseudarthrobacter)和芽孢杆菌属

(Bacillus)，比例分别为 46.6%、7.5%、6.7%和

5.1% (图 1)。 
 
表 3  不同类群细菌的数量 
Table 3  Numbers of different bacteria 
纲 Class 目 Order 数量 Number  比例 Percentage (%)  
Alphaproteobacteria Caulobacterales 5 2.0 
 Rhizobiales 4 1.6 
 Rhodobacterales 1 0.4 
 Sphingomonadales 3 1.2 
Betaproteobacteria Burkholderiales 12 4.7 
Gammaproteobacteria Aeromonadales 7 2.8 
 Alteromonadales 2 0.8 
 Enterobacterales 1 0.4 
 Lysobacterales 3 1.2 
 Moraxellales 3 1.2 
 Pseudomonadales 122 48.2 
Actinomycetia Cellulomonadales 1 0.4 
 Microbacteriales 13 5.1 
 Micrococcales 24 9.5 
 Mycobacteriales 2 0.8 
 Propionibacteriales 1 0.4 
Bacilli Bacillales 47 18.6 
Flavobacteriia Flavobacteriales 2 0.8 
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图 1  所分离细菌各属的比例 
Figure 1  Percentage of different genera for bacteria. 
 

在纲水平，分离的细菌中 α-变形菌纲、β-变
形菌纲、γ-变形菌纲、放线菌纲和芽孢杆菌纲

在 5 个地区都广泛分布。γ-变形菌纲中假单胞

菌科(Pseudomonadaceae)的假单胞菌属比例较

大。不同区域细菌群落组成存在一定差异，例

如黄杆菌纲细菌仅出现在月山区和岳阳楼区

(图 2A)；在属水平上，不同位点的细菌类群也有

较大差异，岳阳楼区和君山区分离的细菌种类明

显多于其他地区，而鹿角区种类最少(图 2B)。 
不同培养基分离的细菌，主要类群不同

(图 3)。本研究通过初筛共分离 210 株重金属抗

性细菌，分别包括 50、55、53、44、8 株的 Cu2+、

Mg2+、Mn2+、Ni2+、Zn2+抗性细菌。43 株多环

芳烃耐受细菌，分别包括 17 株萘和 26 株菲耐

受细菌。其中，部分菌株(例如假单胞菌属)对各

类金属离子均具有抗性、对萘和菲具有耐受能

力，并且比例较大，后续可用于复合功能菌株

的研究。 
2.1.2  系统发育分析结果 

本研究基于 16S rRNA 基因序列进行系统

进化分析，利用邻接法构建的系统发育树结果

显示，分离的 253 个细菌与最相似的 120 个标

准物种主要聚类在 6 个不同分支，依次为 γ-变
形菌纲、β-变形菌纲、α-变形菌纲、放线菌纲、

芽孢杆菌纲、黄杆菌纲。3 株潜在新物种与最

相似菌株分别聚类在一起(图 4)。 
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图 2  东洞庭湖不同采样区域分离的细菌各纲(A)和各属(B)的比例 
Figure 2  Percentage of bacteria at class (A) and genus level (B) isolated from different sampling sites in 
East Dongting Lake. 
 
2.1.3  多样性指数分析结果 

不同站位的细菌多样性不同，月山、岳

阳楼和君山站位分离的细菌，多样性指数(H)、
丰富度指数(DMg)和均匀度指数(E)都比较大，

鹿角和南湖分离的细菌以上数值都较小。结

果表明，月山、岳阳楼和君山区的细菌多样

性丰富，鹿角和南湖区的细菌多样性较差  
(表 4)。  
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图 3  不同培养基分离的细菌各属的比例 
Figure 3  Percentage of bacteria isolated from different media. 
 
2.1.4  相关性分析结果 

通过 RDA 分析，第一排序轴和第二排序轴

对 5 个地区样品的解释量分别达到 88.36%和

6.84%。根据各环境因子与排序轴的夹角大小，

可知对第一排序轴贡献值最大的环境因子是电

导率、盐度(均呈正相关)和 pH (负相关)，第二

排序轴贡献值最大的是溶解氧(正相关)和温度

(负相关)。根据箭头的长短，可知温度、可溶性

颗粒、电导率、溶解氧对样品的细菌群落组成

影响较大，pH 和盐度较小。环境因子溶解氧、

电导率、盐度、温度之间大部分呈正相关关系，

而与 pH、可溶性颗粒含量呈负相关。虽然部分

样品分组相同(鹿角、月山、岳阳楼)，但是在

RDA 图中距离较远，表明其菌群结构存在差

异。结果显示，pH 对芽孢杆菌纲的影响较大，

溶解氧、电导率、盐度和温度对 α-和 γ-变形菌

纲的影响较大，可溶性颗粒对放线菌纲和 β-变

形菌纲的影响较大，见图 5。 

2.2  复筛结果 
经过复筛，获得 30 株高重金属抗性细菌，

7 株多环芳烃高耐受细菌。包括 20 株 Mg2+、    
4 株 Mn2+、3 株 Ni2+和 3 株 Zn2+抗性细菌，最

大耐受浓度分别为 500、500、30 和 25 mmol/L，

而 Cu2+抗性菌在复筛时均未生长；5 株萘和 2 株

菲耐受菌，最大耐受浓度分别为 0.04 g/mL 和

0.02 g/mL。萘耐受能力最大的菌株是 NH-N-6、
NH-N-23、NH-N-24、YS-N-5 和 YYL-N-16，最

相似菌株分别是 Pseudomonas alloputida Kh7T、

Pseudomonas extremaustralis 14-3T、Pseudomonas 
gessardii DSM 17152T、Hydrogenophaga palleronii 
NBRC 102513T和 Stutzerimonas frequens DNSP21T；

菲耐受能力最大的菌株是 LJ-F-7 和 JS-F-5，最

相似菌株分别是 Hydrogenophaga carboriunda 
YZ2T 和 Pseudomonas umsongensis DSM 16611T。 
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图 4  基于东洞庭湖可培养细菌 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   自展值基于 1 000 次重复，分

支点颜色深浅代表自展值的大小. 标尺 0.01 代表每个核苷酸位置 0.01 个取代，分支长度代表进化距离. 
T 代表模式菌株，括号内的数字代表 GenBank 登录号 
Figure 4  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of culturable bacteria from East Dongting 
Lake. Bootstrap values based on 1 000 replications are shown at branch nodes. The depth of the color of the 
branching points represents the size of the bootstrap value. Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position. 
The length of branch represents the evolutionary distance. T represents the type strain. The numbers in 
brackets represent the GenBank accession numbers. 
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表 4  不同采样点分离细菌的多样性指数 
Table 4  Index of bacterial diversity isolated from 
different sampling sites 
Item H DMg E d 
1 1.12  1.97  0.54  0.71  
2 2.01  3.90  0.72  0.49  
3 1.32  2.46  0.55  0.66  
4 2.43  4.88  0.82  0.35  
5 2.41  4.66  0.79  0.25  
1−5 分别代表 LJ、YS、NH、YYL、JS 位点的样品. H：多

样性指数；DMg：丰富度指数；E：均匀度指数；d：优势

度指数 
1−5 represent samples of site LJ, YS, NH, YYL, JS, 
respectively. H: diversity; DMg: richness; E: evenness; d: 
dominance. 
 

3  讨论与结论 
3.1  讨论 

本实验分离的细菌主要隶属于 4 个门，其

中假单胞菌门比例最大，芽孢杆菌门(Bacillota)
和放线菌门次之，拟杆菌门最少。假单胞菌门

在自然界中广泛分布，在湿地、湖泊以及深海

等环境中都属于优势类群[16]。该门细菌在有机

物的分解和循环中具有重要作用，可以去除水

体中的磷，将亚硝酸盐转化成硝酸盐[22]。现有

研究表明，不同环境假单胞菌门的优势亚群不

同，尤其是 γ-变形菌纲，是海洋和湖泊沉积物

细菌群落的重要类群[23]。本研究 γ-变形菌纲的

比例最大，可能与采集的近岸表层土壤样品数

量较多有关。芽孢杆菌门多数为革兰氏阳性菌，

可以产生芽孢，能够抵抗极端环境并且存活，

是污水中常检测到的典型厌氧细菌之一[24-25]。

放线菌门在有机质分解和矿化过程中起重要作

用，并且具有产生多种次级代谢产物的能力，是

生物活性物质和药物开发的重要微生物来源[26]。

拟杆菌门是湖泊水体中的主要细菌类群之一，

与许多哺乳动物和人类的肠道菌群有关，是排泄

物的有效指标。还可以降解烃类物质，因此有 

 
 
图 5  冗余分析结果   横向表示第一主成分，纵

向表示第二主成分，括号中的百分比表示该主成分

所能解释的样品方差，深蓝色的圆点代表不同的细

菌类群，其他颜色的圆点代表不同分组的样品. 样
品编号分别为：1，LJ-W-I；2，LJ-W-II；3，LJ-W-III；
4，YS-W-I；5，YS-W-II；6，YS-W-III；7，NH-W-I；
8，NH-W-II；9，NH-W-III；10，NH-W-IV；11，
YYL-W-I；12，YYL-W-II；13，YYL-W-III；14，JS-W-I；
15，JS-W-II；16，JS-W-III；17，JS-W-IV；18，
JS-W-V. 不同的箭头分别代表不同的环境因子：

Temperature，温度；Salinity，盐度；TDS，可溶

性颗粒；Conductivity，电导率；DO，溶解氧；pH，

酸碱度 
Figure 5  Redundant analysis result. The first 
principal component is represented horizontally, and 
the second principal component is represented 
vertically. The percentage in parentheses represents 
the sample variance that can be explained by that 
principal component. The dark blue dots represent 
different bacterial groups, while other colored dots 
represent samples of different groups. The sample 
numbers were: 1, LJ-W-I; 2, LJ-W-II; 3, LJ-W-III; 4, 
YS-W-I; 5, YS-W-II; 6, YS-W-III; 7, NH-W-I; 8, 
NH-W-II; 9, NH-W-III; 10, NH-W-IV; 11, YYL-W-I; 
12, YYL-W-II; 13, YL-W-III; 14, JS-W-I; 15, 
JS-W-II; 16, JS-W-III; 17, JS-W-IV; 18, JS-W-V. 
Different arrows represent different environmental 
factors. Temperature: Temperature; Salinity: Salinity; 
TDS: Total dissolved solids; Conductivity: Conductivity; 
DO: Dissolved oxygen; pH: Acidity and alkalinity. 
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用于石油污染区域的修复潜力，其丰度变化可作

为判断原油污染程度的检测指标之一[27]。由于水

体浮游细菌的群落结构和多样性与空间、时间、

环境变量(如温度、pH 和营养物)有关，进而导致

细菌群落结构的组成发生变化，因此在东洞庭湖

的不同采样区域主要的细菌门类存在差异[28]。 
在属水平，本研究分离的细菌隶属于假单

胞菌属、伪芽孢杆菌属、假节杆菌属和芽孢杆

菌属的比例较大。假单胞菌属数量最多，该属

细菌在淡水环境广泛分布，可以在不同的环境

条件下分解不同的有机化合物(例如多环芳烃)，
对多种重金属具有抗性，还可以作为生物膜处

理回收电子垃圾等[5,29-31]。本研究中的采样点大

多接近居民居住地，可能与细菌的环境适应性

有关。伪芽孢杆菌属细菌呈革兰氏阳性，细胞

呈杆状，可形成内生孢子，具有运动性，分离

来源包括淡水、海洋沉积物、温泉、土壤、工

业废料和金属矿石等[32]。假节杆菌属细菌分离

来源多样，大部分的呼吸醌成分是 MK-9。极性

脂组成主要包含二磷脂酰甘油、磷脂酰肌醇、二

甘露糖基甘油酯和单半乳糖基二酰基甘油。主要

的脂肪酸是 anteiso-C15:0、iso-C15:0、iso-C16:0
[33]。

芽孢杆菌属细菌分离来源多样且代谢特殊，包

括嗜盐、耐卤和嗜碱菌。一些细菌产生的酶可

通过生物技术进行开发利用[25,34]。 
虽然本研究细菌的主要类群与国内外其他

湖泊相似 [3]，但是与其他学者的结果存在一定

差异。本实验从水样和土壤中共分离到 42 个属，

13 个属为共有属，水样有 9 个特有属，土壤样

品有 20 个特有属。孙霞等从洞庭湖水体及沉积

物中共获得 94 株细菌，隶属于 4 个门 17 个属，

优势菌门为假单胞菌门和芽孢杆菌门，优势属

为不动杆菌属(Acinetobacter)，只有 5 个属为共

有属，水样有 8 个特有属，沉积物样品有 4 个

特有属 [35]。虽然本研究水样特有的食酸菌属

(Acidovorax)、土壤样品特有的剑菌属(Ensifer)
以及两种不同类型样品的 2 个共有属(假单胞菌

属和芽孢杆菌属)与孙霞等的实验结果一致，但

是总体上细菌群落结构不同，可能与东洞庭湖采

样位置不同有关。杨宇等从岳阳南湖采集表层水

样，采用 16S rRNA 基因的扩增性 rDNA 限制性

酶切片段分析(amplifed ribosomal DNA restriction 
analysis, ARDRA)技术进行微生物多样性分析，

发现优势菌是黄杆菌属(Flavobacterium, 22.4%)
和假单胞菌属(11.2%)[36]。本研究南湖样品中的

优势菌为假单胞菌属 (15.0%)和芽孢杆菌属

(2.8%)，这可能与研究方法、采样点、年份和

季节不同有关[37]。根据尹宇莹等和毕斌等研究，

在空间分布上，各重金属元素的浓度表现为东

洞庭湖>南洞庭湖>西洞庭湖 [4,38]。本研究分离

的 Cu2+、Mg2+、Mn2+、Ni2+抗性菌数量较多，

而利用含 Zn2+的重金属选择培养基筛选出菌株

较少，可能与样品的理化性质有关。 
本研究仍然存在以下不足：(1) 分子生物学

研究表明，地球上微生物种类非常丰富，细菌

域分为大约 40 个门，而且多数微生物从环境样

品中未能培养出来[39]。本实验分离的细菌隶属

于 4 个门，由于纯培养方法相比非培养方法具有

很大的局限性，可能有一些具有重要生态功能的

菌株尚未分离出来。因此，后续可采用非培养技

术，进一步分析多样性和代谢能力，为东洞庭湖

细菌的群落结构组成提供更全面的参考。(2) 本
实验分离的潜在新种比例较低，仅为 1.2%，可

能是实验室培养条件有限，不能模拟自然环境。

后续可以考虑改良培养基、加入生长因子、高通

量培养、共培养等，获得更多的细菌新资源[40-42]。

(3) 虽然实验前期培养了 634 株菌，但是仅获得

253 株细菌的 16S rRNA 基因序列信息，可能是

水煮法提取 DNA 效率较低，后续可改为试剂盒

提取。(4) 针对已获得的抗性菌，后续可进一步
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筛选出具有最高重金属抗性和多环芳烃降解特

性的菌株，基于基因组测序和分析深入研究。 

3.2  结论 
本实验基于可培养方法共分离 253 株细

菌，隶属于 6 个纲 42 个属，包括潜在新种菌株

2 株和潜在新属菌株 1 株。本研究分离的细菌，

在门水平，包括假单胞菌门(64.4%)、芽孢杆菌

门 (18.6%) 、 放 线 菌 门 (16.2%) 和 拟 杆 菌 门

(0.8%)。纲水平上，主要是 γ-变形菌纲(54.5%)
和 芽 孢 杆 菌 纲 (18.6%) ， 还 包 括 放 线 菌 纲

(16.2%)、α-变形菌纲(5.1%)、β-变形菌纲(4.7%)
和黄杆菌纲(0.8%)。属水平上，主要类群是假

单胞菌属(46.6%)、伪芽孢杆菌属(7.5%)、假节

杆菌属(6.7%)和芽孢杆菌属(5.1%)。通过相关性

分析发现，温度、可溶性颗粒、电导率、溶解

氧对样品的细菌群落组成影响较大，pH 和盐度

较小。经过复筛，共分离 30 株具有较高的重金

属抗性菌和 7 株多环芳烃高效耐受菌。 
综上所述，本研究有助于阐明东洞庭湖冬

季不同区域细菌多样性组成，可用于挖掘污染

物治理的工程菌株。 
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