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洱海沉积物硫循环相关微生物群落结构 

王明义 一，梁小兵 ，郑娅萍 ，魏中青 ，赵由之 

【论著】 

摘要： [目的 ]分析洱海沉积物硫循环相关微生物群落多样性和空间分布特点。 [方法 ]倾注平板计数法分析 

洱海沉积物硫酸盐还原茵和硫氧化细菌数量；PCR分析硫酸盐还原茵类群。 [结果 ]洱海沉积物硫酸盐还原茵和硫氧 

化细菌数量的空间分布规律相一致；沉积物中检出3个硫酸盐还原茵类群，脱硫叶茵属广泛分布于各层，脱硫肠茵属分 

布于深层而脱硫球菌一脱硫线菌一脱硫八叠菌属则分布于较浅层。 [结论 ]洱海沉积物硫循环相关微生物群落组成复 

杂 。 
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Abstract： [Objective]To analyze the diversity and spatial characteristic of microbial community of sulfur cycle in Lake 

Erhal sec~mehts．[Methods]Dumping culture was performed to count the numbers of sulfate—reducing bacteria and sulfate-oxi． 

dizing bacteria in the sediments of Lake Erhai，and PCR was utilized to analyze sulfate-reducing bacteria subgroups．[Results] 

The spatial distribution of sulfate-reducing bacteria coincided tll sulfate-oxidizing bacteria．Th ree sulfate-reducing bacteria 

subgroups were detected ．Desulfobulbus distributed widely，Desulfotomaculum scattered in the deeper sediments and Desulfococ- 

CLI$一Desulfonema—Desulfosareina spreaded in the lower sediments。[Conclusion]The microbial cormnunity composition of 

sulfur cycle in Lake Ehai sediments is complex． 
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酸雨是一种主要的环境污染物．研究湖泊沉积物硫循环对 

于揭示酸雨产生的环境学效应机制具有重要意义[1 ]。微生物 

在湖泊沉积物硫的形态转化中起着重要的作用，构成了的硫循 

环相关微生物群落中以硫酸还原菌 (Sulfate-reducing bacteria， 

SRB)和硫氧化细菌 (Sulfur-oxidizing bacteria，SOB)为重要， 

湖泊沉积物硫循环相关微生物群落结构的研究是揭示酸雨等环 

境污染物迁移转化的生物学基础。 

分析洱海沉积物硫酸盐还原菌和硫氧化细菌数量空间分布 

以及硫酸盐还原菌类群变化，旨在了解洱海沉积物硫循环相关 

微生物群落多样性和空间分布规律。 

1 材料 与方法 

1．1 材料 

1．1．1 样品采集 利用湖泊沉积物一水界面采样装置采集 4月 

初云南洱海水深 21 m处沉积物，沉积物柱长 27 cm。厌氧条 

件下按 1 cm距离将沉积物分样，悬浮层为 0 cm，标本迅速运 

输至实验室。 

1．1．2 硫氧化细菌培养基 BaCh 0．5 g；NaHCO3 0．2 g；KHzP04 
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2 g；Na~zO3 0．2 g；Ca(NO3)2 0．1 g；酵母膏 1．0 g；硫磺 1．0 

g：固体 培养 基加入 2％琼脂 。 

1．1．3 硫 酸盐还原茵培养 基参 照文献[3] 乳酸 2．5 ml；Na 0 

1．0 g；N Cl 1．0 g；CaC12 0．1 g；K2HPO 0．5 g；(NK,)2 SO4 

0．5 g；酵母膏 1．0 g；L一半胱 氨酸 0．6 g；0．1％刃 天青 1．0 ml； 

FeS0 2．5 g；固体培养基加入 2％琼脂。 

1．1．4 主要试 剂 Taq DNA聚合酶 、dNTP、DNA Marker和引 

物均为华美公司产品提供或合成，电泳用琼脂糖购于Shanghai 

Yito公 司。 

1．1．5 仪器 超净工作台 (苏州安泰公司，SW—CJ一1F型)； 

PCR梯度扩增仪 (美国 Bio—Rad公司)；DNA定量仪 (美国 

Beckman 公 司 640型 )；凝胶 成像 及分析 系统 (美 国 Bio—Rad 

公司 75S02580型)：Bbo3一A厌氧菌培养罐 (北京百信生物技 

术有限公司)。 

1．2 方 法 

1．2．1 沉积物硫酸盐还原菌和硫氧化细菌数量分析 采用倾注 

平板计数法[ 厌氧条件下进行硫酸盐还原菌计数，35℃培养 2l 

d后计数平板上黑色菌落 ：需氧条件下进行硫氧化细菌计数 ， 

35℃避光需氧培养 5 d后计数出现白色沉淀环的菌落。 

1．2．2 PCR对沉积物硫酸盐还原 菌类群分 析 接种适量沉积物 

于硫酸盐还原菌液体培养基中，32℃厌氧条件培养 5 d，采用 

酚一氯仿一异戊醇法提取富集液细菌 DNA。采用依据 16SrDNA 

特征性序列设计的硫酸盐还原菌 6个类群的引物进行 PCR。 

PCR扩增均 为 30个 循环 ．退 火温度 为 52~(2～58％ ，每次均设 

阴阳 性对 照 。反 应 体 系 中含 10 mM Tris—HC1(pH 8．3)，50 
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mM KCI，2．5 mM MgCI ，2u Taq DNA聚合酶 ，0．4 uM 上下游 

引物 ，0．2 mM dNTP，0．2 Ixg DNA模板 。PCR产物经 1．5％琼 

脂糖凝胶电泳鉴定。 

2 结果 

2．1 沉积物硫酸 盐还 原茵和硫氧化细菌数量 

沉积物硫酸盐还原菌数量有着明显空间变化规律．悬浮层 

较低 (0．31xl0 个／克)；随后逐渐升高至高峰，以 4 cm最高 

(1．0xl0 个／克)；之后逐渐下降，到 16 cm以后降低为<10个／ 

克 (图 1)；沉积物硫氧化细菌数量变化趋势与硫酸盐还原菌 

相一致 ，表现为悬浮层和 1 cm较低 (0．02xl01个／克和 0．1xl0： 

个／克)，随后逐 渐升高 ，以 15 cm最高 (0．98xl 02个／克 )；16 

cm后逐渐下降 ，到 20 cm 以后 降低为<10个／克 (图 2)。 
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图 2 沉积物硫氧化细菌数量 (xl0 个／g) 

2．2 沉积物硫酸盐还原茵类群 分析 

沉积物中共检出3个硫酸盐还原菌类群，即脱硫肠菌属 

(Desulfomaculum)，脱硫叶菌属 (Desulfobubus)和脱硫球菌一 

脱 硫 线 菌一脱 硫八 叠 菌 属 (Desulfococcus—Desulfonema— 

Desuffosareina) 其 中 10、12、13和 14 cm沉 积物 中检 出脱硫 

肠菌属 ：悬浮层 、1—15cm沉积 物检 出脱硫 叶菌属 ：4—7和 9 

cm沉积物检出脱硫球菌一脱硫线菌一脱硫八叠菌属 (图3—5)。 

图 3 脱 硫肠 菌属 PCR电泳 后凝胶成像 结果 

图 4 脱 硫 叶菌属 PCR电泳后 凝胶成像 结果 

图 5 脱 硫球菌一脱 硫线菌一脱 硫八叠 菌属 PCR电泳后 

凝胶成像 结果 

3 讨论 

硫酸 盐还 原菌是 一类 分解硫酸 盐生成 硫 化氧的 严格厌 氧 

菌。硫氧化细菌则是_-类可以利用还原念硫化物 (H2S、SO和 

$2032一)作为能源供体的需氧或者兼性厌氧菌，文献表明存 

在海洋和淡水的硫氧化细菌多以还原念硫为能源供体并以有机 

物为碳源 ： 

分析洱海 沉积物硫 酸盐还原 菌和硫氧化细菌数量空间分布 

(下转第 709页 ) 
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时促进 DNA的修复能力 。当 TCE剂量增 大 ，超过机体 的代偿 

能力 ，就表现为细胞 的损伤 。 

3．3 DNA损 伤修 复 系统的参与 

NADH脱氢酶铁硫蛋白4(NDUFS4)：NADH脱氢酶铁硫 

蛋 白 4实质是 NADH泛醌还 原酶 ，该 酶是 NADH 氧化呼 吸链 

中的重要酶，该酶可以脱掉 NADH的H，变为 NAD 。NAD 是 

生物氧化过程 中大多数脱氢酶的辅酶，也是 PARP作用的底 

物 。PARP为参与 DNA损伤修 复 的重要 的酶 ．可 以催 化 NAD+ 

裂 解为二磷酸腺苷核 糖 (ADP-ribose)和尼克酰 胺两部分 ，并 

将 ADP—ribose糖基转移至受体蛋白谷氨酸残基上 ．修饰受体 

蛋白 (这些蛋白在维持染色体结构和染色体相关蛋白功能方面 

均具有重要意义)，进而发生一系列级联反应 ，使细胞对外界 

刺激作出应答[ 。对这些基因更深入的研究可以更加明确它们 

在 ECPs诱导适应性反应过程中的作用，为机制研究提供科学 

依据 。 

3．4 激活 细胞信号分子 

如 NF—kB一激 活激酶等 。NF—KB／Rel家族 蛋 白的一 员 ，哺 

乳 动物中有五种 NF—KB／Rel蛋 白：NF—KB1(p50／p105)，NF— 

KB2 (p52／p100)，c—Rel，RelB和 RelA (p65)。NF—KB是 由 

p50和 ReM 组成的异源二聚体。当细胞处于静息状态下，NF— 

KB与其抑 制蛋 白 (inhibitor KB，I-KB)结 合 ，以无活性 的二 

聚体存在于胞质。有文献报道 ：NF—KB可以直接通过激活 

easpase一8顶端 的easpase来阻止凋亡信号。认为 NF—KB的激 

活是保护细胞免受一些凋亡刺激的首要机制。Oliver等认为 

PARP蛋 白质本身和 PARP的活性都 可以激活 NF—KB。而 

PARP又是 DNA损伤过程中关键的修复酶。Chen SJ等在研究 

TCE诱导细胞凋亡的过程中发现 ：p53和 Bax蛋白表达上调， 

而 Bcl一2蛋白表达 下调 。该过 程可能 有 NF—KB，easpase的参 

与[7-93。这样就将外来因子刺激、PARP、NF—KB激酶、NF— 

KB、p53、Bcl一2蛋白家族和凋亡联系起来。机体在外来刺激 

下可能通过 NF—KB和各因子之间的相互作用启动防御机制 ， 

诱导适应性反应。 

通过以上分析 ，可见低剂量的 ECPs诱导机体的适应性反 

应 的机理 可能有 以下几 个过 程 的参与 ：维持 细胞稳态 、抗 氧 

化、DNA损伤修复及细胞信号传导。当然本研究只是对部分 

差异表达的基因进行 了鉴定 ，继续鉴定差异表达 的条带及其 已 

经鉴定基因 的深入 研究有有 利于更深入 研究 ECPs诱导 的适应 

性反应的机理，笔者也正在从事这方面的工作。 
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规律相一致，均表现为浅层含量低，随后逐渐升高，达到高峰 

后逐渐下。分析认为这是由于二者在代谢中存在紧密的联系， 

硫酸盐还原菌利用硫酸根作为电子受体并产生硫化氢，硫氧化 

细菌又可以氧化硫化氢和单质硫等形成硫酸根，二者通过硫的 

生物地球化学循环相互影响而构成硫循环相关微生物群落。2 

～ 15 em是该类微生物数量较多的沉积层。示该区域可能硫循 

环较为活跃。洱海沉积物检出3个硫酸盐还原菌类群 (脱硫肠 

菌属、脱硫叶菌属和脱硫球菌一脱硫线菌一脱硫八叠菌属)，各 

个类群空问分布是不均一的。表现为脱硫叶菌属分布广泛，脱 

硫肠菌属分布于深层而脱硫球菌一脱硫线菌一脱硫八叠菌属则分 

布于较浅层。分析认为该结果除了与硫酸盐浓度有关外 ，湖泊 

沉积物不同垂直度有机质含量和种类亦参与了硫酸盐还原菌类 

群空 问分布变化的控制。 
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