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摘要:【目的】研究两种高效溶藻液中微生物组成及多样性。【方法】采集重庆蓝藻(Cyanophyta)爆发地区的环境水样,与
铜绿微囊藻(Microcystisaeruginosa)共培养,构建出高效稳定的两种溶藻液cq-a和cq-b。通过采用454焦磷酸测序技术

对两种高效溶藻液菌群16SrRNA基因序列进行测序,并通过操作分类单元(Operationaltaxonomicunit,OTU)聚类、多
样性指数分析,对溶藻液菌群的组成及多样性进行分析。【结果】溶藻液cq-a和cq-b中菌群的总体结构相似:在门分类水

平上,变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、蓝藻菌门(Cyanophyta)、放线菌门(Actinobacteria)和绿菌门

(Chlorobi)在溶藻液中占优势;在属分类水平上,索氏菌属(Thauera)、红细菌属(Rhodobacter)、噬几丁质菌属(Chitinoph-
aga)和微囊藻属(Microcystis)在两种溶藻液中均占优势,在cq-a中丰度为49.8%,15.4%,2.7%和8.4%,在cq-b中丰度

为50.3%,9.2%,10.4%和9.1%。【结论】所构建的重庆地区高效溶藻液中菌群种类丰富、功能菌集中,它们通过抑藻杀

藻,分解有机高分子化合物,降低水体营养元素含量,共同抑制藻类生长,表现出溶藻活性。
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蓝藻(Cyanophyta)水华是表层水体的富营养化导致淡水湖泊和咸水水域出现有害藻类爆发的现象[1]。有

害藻类的过度生长,致使水体缺氧、毒素增加,从而威胁到饮用水安全[2]。例如作为中国有名的淡水湖之一的太

湖,由于水质逐渐变差,因而富营养化程度愈来愈严重,水华现象频现[3]。目前,人们普遍采用物理、化学和生物

学的方法等去除水体营养化。其中,常见的物理方法主要有人工打捞清淤、过滤、活性炭吸附等,工作密度大且

费时费力;化学方法主要采用投入杀藻剂、营养盐螯合剂等化学试剂来抑制藻类正常代谢,从而达到杀藻的目

的,但这一过程所带来的重金属和有机物的残留易导致二次污染。近些年来,部分学者利用水生植物、水生动物

和微生物群落治理水体营养化、控制蓝藻爆发,已初见成效,表现出较好的除藻效果[4]。聂秋月等人[5]在太湖采

集蓝藻爆发水域的水样,用生物裂藻剂使蓝藻细胞死亡沉淀,再采用特殊微生物菌剂分解死亡的蓝藻和淤泥中

的污染物———特殊微生物菌剂不仅可以治理蓝藻水华,还可以改善水体环境;范荣亮等人[6]应用本源微生物群,
添加湖泊底泥提取物混合培养,筛选抑藻优势菌种,添加酶制剂消除微囊藻毒素,结果表明该方法抑制藻类生长

效果明显;吕乐等人[7]在妫水湖围隔实验水体中,通过投加EM 菌剂,从而抑制了蓝藻水华的发生和发展;吴定

心等人通过直接投放芽孢杆菌(Bacillus)和光合细菌(Photosyntheticbacteria)治理武汉市重度富营养化湖泊,

30d后藻类水华现象彻底消失,湖水透明度提高、气味消除[8]。这些外加组合微生物菌剂成分相对稳定,功能明

确,因而可达到良好的抑藻效果。但是,在环境水样中,起到抑藻效果的微生物菌群还不明确。
笔者所在研究团队成员熊青山等人[9-10]采集了重庆两个不同区域蓝藻爆发水域的环境水样,置于实验室环

境下,借助与铜绿微囊藻(Microcystisaeruginosa)数次反复共培养,创建出高效溶藻液cq-a和cq-b。他们对溶

藻液进行多步骤处理后发现,其中细菌发挥着关键的溶藻作用;进而开展筛选单菌落实验,结果显示溶藻活性并

非由单一菌群作用而产生,而是受诸多类型的微生物菌群的共同影响[9-10]。本研究采用454焦磷酸测序技术,对
培养获得的上述两种溶藻液中菌群16SrRNA基因的序列进行测序,并通过操作分类单元(Operationaltaxo-
nomicunit,OTU)聚类、多样性指数分析,对溶藻液中的菌群结构进行了考察,以便深入了解两种高效溶藻液中
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菌群的多样性。

1材料与方法

1.1微生物总DNA的抽提

利用Z.E.N.ADNAKit提取高效溶藻液cq-a和cq-b中微生物的总DNA,对提取所得的总DNA的纯度、
浓度进行检测,最终调节质量分数至10ng·μg-1。

1.2PCR扩增

PCR扩增采用 TransGenAP221-02:TransStartFastpfuDNAPolymerase。20μL反应体系:Template
DNA10ng,5×FastPfuBuffer4μL,2.5mmol·L-1的dNTPs2μL,5μmol·L-1的ForwardPrimer0.8μL,

5μmol·L-1的ReversePrimer0.8μL,FastPfuPolymerase0.4μL,BSA0.2μL,最后补ddH2O至20μL。

PCR仪:ABIGeneAmp襆9700型。PCR反应参数:1)95℃预变性3min;2)95℃变性30s,55℃退火30s,72℃延

伸10s,共27个循环;3)72℃终延伸10min,10℃储存。纯化的扩增产物定量后调节质量分数至25ng·μg-1。

1.3序列测定及数据分析

对PCR扩增产物展开454焦磷酸测序。按照index序列对所有样本产物数据进行划分,同时在贮存的时候

保持fastq格式。运用Trimmomatic,FLASH等软件,按照序列初始端及终结端的barcode与引物序列分辨样

品从而获取有效序列。借助对Usearch(vsesion7.1)软件的合理运用,把数据归成一个OTU。在对97%接近

水平的OTU序列展开分类学剖析的时候选择运用RDPclassifier贝叶斯算法,以获取所有OTU对应的物种分

类资料数据,同时在各分类水平上对全部样品的群落构成进行统计。用稀释性曲线图表示物种丰富度。利用

Shannon-theShannonindex菌群多样性指数来评价细菌类群的丰富度。用Shannon-Wiener指数来反映样本中

微生物多样性。有效序列数据筛选参数为:1)read长度应大于或等于50bp;2)成对reads拼接成1条序列,

overlap大于或等于10bp;3)拼接序列的overlap区允许的最大错配比率为0.2;4)调整序列方向,barcode允许

的错配数为0,最大引物错配数为2。

2结果与分析

2.1细菌类群测序总体概况

借助454焦磷酸测序技术,每个溶藻液样品设立3组重复,获得溶藻液cq-a及cq-b中细菌的16SrRNA基

因的扩增序列,通过Rank-Abundance和Shanon-Wiener多样性指数分析生成的稀释曲线显示:各样品的稀释曲

线已接近平坦,说明样品的测序深度合理(图1a);cq-a和cq-b中细菌类群多样性指数相似,但相比而言,cq-a中

的这一指数要略微低一些(图1b)。

  
 a 分类操作单元数目                     b 多样性指数

图1 溶藻液细菌多样性分析

Fig.1 Bacterialdiversityinthealgae-lysingsolutions
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表1 高效溶藻液细菌类群的构成

Tab.1 Thecompositionofthebacteriainthealgae-lysingsolutions

溶藻液 有效read数目/条
不同分类阶元归类数目/个

门 纲 目 科 属

cq-a 55452 15 28 46 70 123

cq-b 55930 15 31 50 86 147

  从 获 得 的cq-a的 3 组 数 据 中 得 到

55452个有 效 的read,从 获 得 的cq-b的

3组数据中则得到55930个有效的read。
在分类操作单元归入接近度为97%的序列

之后,依次得出了116及153种 OTU。以

核糖体数据库为参照,对象征 OTU的序列

进行具体的归类,具体如表1所示。

2.2高效溶藻液细菌菌群多样性分析

基于OTU的分类结果,对各样品重复的数据进行统计分析。结果显示:1)在门分类水平上,溶藻液cq-a和

cq-b中的菌群主要含有变形菌门(Proteobacteria)(所占比例分别为78.8%,74.8%)、拟杆菌门(Bacteroidetes)
(所占比例分别为10.0%,15.2%)、蓝藻门(所占比例分别为6.7%,6.5%)、放线菌门(Actinobacteria)(所占比

例分别为2.5%,1.5%)和绿菌门(Chlorobi)(所占比例分别为1.5%,1.3%),两者种类大体相同,且各细菌门所

占比例总体一致。2)在纲分类水平上,2种溶藻液中的菌群均主要以β-变形菌纲(Betaproteobacteria)、α-变形菌

纲(Alphaproteobacteria)、噬纤维菌纲(Cytophagia)、色球藻纲(Chroococcophyceae)和鞘脂杆菌纲(Sphingobac-
teria)为主。3)在目分类水平上,溶藻液cq-a和cq-b除共同含有的红环菌目(Rhodocyclales)、红杆菌目

(Rhodobacterales)、色球藻目(Chroococcales)、鞘脂杆菌目(Sphingobacteriales)外,在cq-a中还大量存在噬纤维

菌目(Cytophagales)、红螺菌目(Rhodospirillales)、根瘤菌目(Rhizobiales),cq-b中存在有伯克氏菌目(Burkhold-
eriales)、黄杆菌目(Flavobacteriales);4)在科分类水平上,两个溶藻液的菌群共同包含红环菌科(Rhodocyclace-
ae)、红杆菌科(Rhodobacteraceae)、醋酸杆菌科(Acetobacteraceae)、色球藻科(Chroococcacaea),另外在cq-a中

检测出圆杆菌科(Cyclobacteriaceae)、噬纤维菌科(Cytophagaceae)和FukuN57,cq-b中检测出丛毛单胞菌科

(Comamonadaceae)、噬几丁质菌科(Chitinophagaceae)、黄杆菌科(Flavobacteriaceae);5)在属分类水平上,溶藻

液cq-a和cq-b菌群的多样性差异较大(图2),在相对丰度比例占前30位的属中,两者只有10属相同,分别为索

氏菌属(Thauera)、红细菌属(Rhodobacter)、微囊藻属(Microcystis)、噬几丁质菌属(Chitinophaga)、SM1A07未

命名属、OPB56-未命名属、Leadbetter氏菌属(Leadbetterella)、微杆菌科(Microbacteriaceae)不可培养属、微丝

菌属(Microthrix)和微杆菌科未分类属。

2.3两种高效溶藻液菌群结构分析

通过图3可对比2个溶藻液菌群属分类水平上的相对丰度。结果发现:两者菌群属的组成总体相似,但也

明显可见cq-a中蓝菌门下1个未分类属以及cq-b中黄杆菌属、Reyranella属的相对丰度差异明显。
为进一步分析溶藻液中菌群的关系,选择cq-a和cq-b的属分类水平上相对丰度前100名的优势菌属,作菌

属关系hotmap。结果显示,两种溶藻液中的优势菌属可归属为Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ和Ⅳ类(图4),且每一类又都可再分为

两个亚类。由图4可知,cq-b的菌群多样性较cq-a的更丰富,尤其表现在Ⅰ类中;Ⅱ,Ⅲ和Ⅳ类的菌落组成两者

大致相似。Ⅰ类菌群在两种溶藻液均以较低的相对丰度存在,其中大部分菌属相对丰度均在2%以下,两种溶藻

液所存在的差异在Reyranella属、Candidate_division_TM7未命名属、假黄杆菌属(Pseudoxanthobacter)和芽单

胞菌属(Gemmatimonas)中表现明显。微丝菌属、SM1A07未命名属、醋酸杆菌科未分类属、红杆菌属(Eryth-
robacillus)和微囊藻属在溶藻液Ⅰ类菌群中所占比例最高,在cq-a中相对丰度分别为0.56%,0.53%,0.13%,

0.37%和0.41%,在cq-b中相对丰度分别为0.77%,0.80%,2.14%,0.38%和0.48%。Ⅱ类菌群是溶藻液的主

要含有成分,归属于变形菌门和蓝藻门。在Ⅱ类菌群所含有的6群中,索氏菌属、红细菌属、噬几丁质菌属和微

囊藻属在两种溶藻液中相对丰度较高,在cq-a中分别为49.8%,15.4%,2.7%和8.4%,在cq-b中分别为

50.3%,9.2%,10.4%和9.1%。Ⅱ类菌群中黄杆菌属和噬氢菌属在两种溶藻液中的相对丰度差异较大,在cq-b
中分别为8.2%和13.9%,而在cq-a中这两个属的相对丰度接近于0。两种溶藻液中的Ⅲ类菌群相对丰度均总

体偏低,不超过1%。其中,浮霉菌门(Planctomycetes)、装甲菌门(Armatimonadetes)和绿弯菌门(Chloroflexi)
下的Pleomorphomonas属、噬几丁质菌科未分类属、假黄色单胞菌属(Pseudoxanthomonas)、F0723未命名属、

NS11-12-marine-group未命名属和Elioraea属在cq-a中有微量存在在cq-b中则基本不存在。IV类菌群作为
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次优势类存在,主要由绿菌门和放线菌门组成,在cq-a和cq-b中的相对丰度均很相近,但微酸菌科未分类属、噬
纤维菌科不可培养属和FukuN57未命名属在cq-a中的相对丰度分别为2.2%,1.9%和4.2%,而在cq-b中它们

的相对丰度则接近于0。

图2 溶藻液在属水平上对比

Fig.2 Thecomparsionofthealgae-lysingsolutionsatthegenuslevel

图3 溶藻液优势菌属分布

Fig.3 Analysisofdominantgenusofthealgae-lysingsolutions
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图4 优势菌属hotmap
Fig.4 Dominantgenushotmap
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3讨论

笔者所在研究团队成员熊青山等人[9]通过添加氮、磷等营养元素,模拟蓝藻爆发水体生长环境,用溶藻液

cq-a和cq-b与铜绿微囊藻共培养7d后,和对照相比溶藻效率达到了90%以上,铜绿微囊藻的数量回到正常范

围,同时水体中的氮、磷元素含量降低。随着时间延长,铜绿微囊藻数量也没有再次回升。研究结果说明溶藻液

cq-a和cq-b的菌群结构对消除水华具有明显效果。本研究对上述两种溶藻液中总细菌16SrRNA基因的宏测

序结果显示,经过经富集筛选后,两种溶藻液中细菌群落结构具有较高相似性,尤其是在门分类水平上。两种溶

藻液功能的相似与两者所含菌种的相似性具有一定的关联,且两者的生物组成与已报道的治理后蓝藻水域中微

生物群落组成结构具有一致性[11],进而说明这种细菌群落结构与溶藻微生物液的溶藻能力有一定相关性。基于

对16SrRNA序列构建的hotmap和均属关系图进一步显示,两种溶藻液中占比最丰富的几个优势微生物菌群

相同,而这些微生物类群在整个水体环境中的物质代谢、循环方面发挥着基础性的作用[12-13]。
索氏菌属在两种溶藻液中同为相对丰度最高的细菌种属,在cq-a和cq-b中分别为49.8%和50.3%,数值极

为接近。索氏菌属是一类硝酸盐降解菌,具有代谢氮和芳香族化合物的能力[14-15]。索氏菌属的生存表现出较高

的氮依赖性,最初就是在含氮量较高的城市下水道内的生活污水中被发现[16]。索氏菌属的氮代谢能力对于整个

微生物群体的氮循环过程起到了重要的作用,它如此高比例地出现在上述两种高效稳定溶藻液中,显然与水体

环境中含氮量过高有关。
红杆菌属在两种溶藻液中的相对丰度也很相似,分别达到15.4%和9.2%。红杆菌属为革兰氏阴性菌,属

于光合细菌中的红螺菌科(Rhodospirillaceae),多数以硫化物为营养源[17-19],红杆菌具有较强的磷耐受能力和降

解高浓度有机物的能力,水体中碳、磷、硫的含量直接影响红杆菌的磷代谢能力,当碳源充足情况下,无论水体中

含氧量如何,红杆菌都将会大量降低水体中含磷量,而有此产生的代谢物又可作为重要的资源加以利用[20]。
Redfield等人[21-22]证实,总氮磷比的变化是导致水华的主要原因。蓝藻水样中高含量的碳、氮、磷等为红杆菌属

的生活提供了有利条件,而后者的存在也有助于降低水样中碳、磷的含量,从而改善水体环境。
此外,如红螺菌属(Rhodospirillum)、红微菌属(Rhodomicrobium)等光合细菌,具有较强的适应性,可将光

作为基本能源,而硫化物、有机物、氨等则是它们光合作用得以完成的必备条件。它们可以将水中的有害物譬如

亚硝酸盐等彻底分解消除。在水产领域中,关于细菌及特异光的运用已经具有较高的普遍性。林坤霞等人[23]向

污水、湖水及蓝藻水华水体中投放特异光合细菌,将水体中的污染物碳、氮、硫化物等,通过降解、转化消耗,为浮

游生物生长繁殖提供了养分,继而为更加高等的水生生物提供饵料———最终通过食物链,达到了净水目的。本

研究中,笔者也在两种溶藻液中大量检测到此类菌群。
当前认为,Cytophaga-flexibacter-bacteroides(CFB)类群能将部分高级分子有机化合物如果胶、纤维素等分

解消除,且与海洋浮游植物的爆发、海洋沉积物相关,被认为是微生物循环的重要成分[23]。这一类群的最主要代

表是噬细胞菌属(Cytophaga)、黄杆菌属,具有一定的溶藻活性、并且对其他微生物生长具有一定得调节功能,
从而被认为对抑制有害藻类繁殖具有重要作用[25-26]。从分类数据得出,在目分类水平上,噬纤维菌目在构建的

两种溶藻微生物液种大量存在,且cq-a中存在大量噬纤维菌科,黄杆菌科在cq-b种普遍存在,而同一门类得噬

几丁质属在2种溶藻液中也均有发现。
总之,溶藻液中的微生物菌群在不同方面起到改善水质的作用。部分亲缘菌[27-28]具有较强的杀藻抑藻能

力,并且可以较为稳定地存活于溶藻液当中,如杆菌等;此类细菌在蓝藻生物量平衡的保持过程中非常关键[29]。
溶藻液中的CFB类群与光合细菌如红细菌属、芽单胞菌属等,借助对一些水体生物生长的调节,使得食物链营养

级的数目得到科学合理地改变,从而达到对铜绿微囊藻的抑制作用。这些菌属通过改善营养结构,维持微生物

数量在正常范围内,共同作用,改善水体环境。而检测到的索氏菌属、红细菌属、噬纤维菌科属类、新鞘脂杆菌属

(Novosphingobium)等一些菌属,在调节水体中氮磷等营养元素含量方面起到关键作用[1],它们通过降低水样中

氮、磷等元素的含量[30],改善水体环境,减少微囊藻类的能量来源,使原有的水体环境不再适于微囊藻类的生长,
从而达到抑制它们繁殖扩增的目的。此外,在自然水环境中,微生物种类广泛多样,除了一些人们已经知道的微

生物外,还有大量还不明确功能的菌属。这些微生物群对有害藻类的调节起到重要作用,它们的共同作用可达

到改善水质的目的。
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AnalysisofMicrobialCompositionandDiversityinTwoEfficientDissolvedAlgaSolutions

LIUJia1,XIONGQingshan1,LIZhi1,DANGXiaoqun1,ZHOUZeyang1,2,WANGLinling1

(1.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China)

Abstract:[Purposes]Toanalyzemicrobialcompositionanddiversityintwoefficientalgae-lysingsolutions.[Methods]Twoefficient
andstablealgae-lysingsolutions,cq-aandcq-b,wereconstructedbyusingthemicrocystisaeruginosaco-culturewiththewatersam-
plecollectedfromtheregionoftheblue-greenalgaebloominChongqing.The16SrRNAgenesequencesofallspeciescontainedin
thesetwoalgae-lysingsolutionsweresequencedbyusing454pyrophosphatesequencingtechnique.Additionally,themicrobial
structurewasanalyzedusingOUTclusteranddiversityindexanalysis.Andthestructureandfunctionofbacterialcommunitystruc-
turewereanalyzed.[Findings]Thecq-aandcq-bhadsimilarcommunitystructure.Proteobacteria,Bacteroidetes,Cyanobacteria,

Actinomycetes,andChlorobacteriawerethedominantcommunity.TheabundanceofThauera,Rhodobacter,Chitinophage,and
Microcystisincq-awere13.8%,15.4%,2.7%,and8.4%,andincq-bwere50.3%,9.2%,10.4%,and9.1%,respectively.
[Conclusions]Thetwoefficientalgae-lysingsolutionsinChongqinghasrichfloraandconcentratedfunctionalbacteria.Theyinhibit
algae,decomposeorganicpolymercompounds,reducethenutrientcontentofwater,andjointlyinhibitalgaegrowthandexhibital-
gae-reducingactivity.
Keywords:microbialflora;algae-lysingsolution;sequencingofpyrophosphate;algae-lysingactivity
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