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摘要：为探讨湖泊沉积物中的生源要素对细菌含量的影响，采用实时定量 :;< 技术检测沉积物中

的细菌含量，运用统计学方法找出中值粒径、总有机碳、总氮、总磷等环境因子与细菌含量之间的相

关关系，并据此对影响细菌含量的环境因子进行分析 #结果表明：湖泊沉积物中细菌含量随深度的

增加而减少；沉积物粒径影响营养元素的赋存从而对细菌含量产生影响；总氮、总磷、总有机碳对沉

积物中细菌含量的影响与湖泊水域环境、不同季节温度有关 #
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湖泊沉积物可视为巨大的微生物宝库［!］，其中各种各样的微生物积极参与碳循环、氮循环、硫循环，以及

铁、锰、钙、硅等微量生源要素的循环过程，对湖泊的物质循环和能量流动起着关键作用［.!$］#同时，微生物本

身也是湖泊底栖生物的重要组成部分，其群落结构和分布特征受到湖泊中各种生源要素的制约和影响 #因
此，湖泊生态系统内的生源要素和微生物是相互影响、相互作用的 #

众多研究表明，在外源性污染源全部切断以后，湖泊沉积物中营养盐的释放能持续发挥作用，使水体继

续保持富营养化状态［>］#而微生物的活动能使沉积物中的氮、磷等生源要素向上覆水体释放，贡献较大部分

的营养物质 #因此，了解沉积物中微生物和生源要素的变化，掌握沉积物中微生物信息及环境条件，可为湖泊

污染修复提供基础资料，这对湖泊富营养化治理措施的制定是非常必要的 #
研究表明，沉积物中仅有 "R""!S T !/R"""S的微生物可分离培养［/］，而自然界中多达 %/S T --S的微

生物不可被培养，采用传统的培养法很难准确、全面地获得微生物群落的信息［’!&］#常规 :;< 技术克服了传
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统培养分离法的局限性，但是仍存在不能准确定量、易污染、假阳性率高等缺点［!］"而实时定量 #$% 技术利

用荧光信号实时监测整个聚合酶链反应（&’()*+,-.+ /0-12 ,+-/31’2，#$%）过程，可对细菌准确定量，且具有特异

性强、灵敏度高等优点 "自 4555 年起，实时定量 #$% 技术广泛应用于环境领域，主要用于研究环境因子的改

变对特定微生物类群数量的影响［6］，以及定量分析环境中特定微生物类群［75!74］"本文运用实时定量 #$% 技

术对湖泊沉积物中细菌含量进行定量分析，并结合理化指标分析影响细菌含量的主要环境因素 "

! 试验材料与方法

!"! 研究区域概况

在江苏省里下河地区，选取大纵湖、九龙口的 8 个采样点为研究对象 "
大纵湖位于兴化、盐城两县交界处，承受平旺、郭正、蜈蚣三湖来水，水生植物丰富，湖盆低平，地势由东

北向西南微倾 "采样点 7 位于大纵湖的湖心区，离湖岸较远，水面有藻类生长 "周围水域被围网分割为一个个

水产养殖区 "由于当地渔民以船为家的生活方式，导致湖泊水质受到人类活动的极大破坏 "
九龙口处于射阳湖腹部，属于泻湖型沼泽湖泊，淡水水生动植物资源丰富 "直到 45 世纪末，该湖泊水质

优良，本底值接近自然湖泊演变水平，但近年来水质恶化严重 "采样点 4 位于九龙口的南部入湖口，靠近湖岸

可以明显看到水中有大量的植物残体 "采样点 8 位于九龙口北部入湖口，离湖岸稍远，与主体水域有较强的

水力联系 "
!"# 样品采集与预处理

于 4556 年 9 月 46 日—: 月 4 日（春季）和 4556 年 77 月 77—78 日（秋季）进行野外采样 "经测定，春季采

样点 7 水温为 44;，采样点 4，8 水温为 4:;；秋季 8 个采样点水温均为 6; "现场用内径 <=4 /*、长 755 /* 的

原位底泥采样器（5948.-，德国）在各个采样点采集沉积物样品 "样品采集后将上覆水顶出，现场进行分层处

理 " 5 > : /* 按 7 /* 分层，深度大于 : /* 按 4 /* 分层 "将采集到的样品立即置于 ? 45;保存，再运回河海大学

水文水资源与水利工程科学国家重点实验室，测定理化指标并进行微生物试验 "
!"$ 理化指标的测定

采用《土壤农业化学分析方法》［78］提供的开氏消煮法和酸溶 钼锑抗比色法测定总氮和总磷，总有机碳

用元素分析仪（@A9555，德国）测定，中值粒径用全自动激光粒度分析仪（BC78845，美国）测定 "
!"% 细菌含量的测定

7=9=7 沉积物中 DEA 的提取与纯化

采用酚 F氯仿有机提取法提取沉积物中的 DEA［79］"提取的样品基因组 DEA 粗提液立即采用生工生物工

程（上海）有限公司的玻璃珠 DEA 胶回收试剂盒（产品号：CG7787）纯化 "
7 =9=4 标准曲线的建立

&’ 采用标准菌株 E" !"#$%&!& AH$$ 76I7!，提取 DEA 作为模板，对 7<C ,DEA 基因 J8 区扩增后纯化（引物

对 K75:: F ,7864［7:］，K75::：AHLL$HLH$LH$AL$H；,7864：A$LLL$LLHLHLHA）"
(’ 将扩增后的 DEA 片段连接到载体上，再培养，筛选出重组质粒，割胶纯化，提取重组质粒的 DEA"

图 ! 荧光定量 )*+ 的标准曲线

,-.’ ! /0&12&32 45367 89 37&:;0-<7 =5&10-0&0-67 )*+

4’ 测定重组质粒 DEA 在 4<5 2* 处的吸光度，且已知重组

质粒的全序列，可计算出重组质粒的分子量，再根据分子量和阿

伏伽德罗常数换算出分子的拷贝数 "然后将其稀释，形成每微升

75I，75<，75:，759，758 拷 贝 数 的 梯 度 " 对 已 知 浓 度 梯 度 的 模 板

DEA 进行 #$% 扩增，获得阈值循环数 ’(，得到如图 7 所示的标

准曲线 "图中 ) 表示每个循环的拷贝数 "
#$% 扩增的合格标准为：*4 M 5=66，扩增效率为 5=6 > 7=7 "

该标准曲线 *4 N 5=66!<，扩增效率为 7=5<，均处于合格范围内，

为有效的标准曲线 "用已知的拷贝数（用 + 表示）和阈值循环数

’( 拟合，可得到标准曲线方程

’( , - 8=7II(O+ . 8<=87:
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!"#"$ 沉积物样品 %&’ 的实时定量 ()*
将提取的样品 %&’ 进行定量 ()* 扩增，其反应体系及试验反应条件如下 +（,）反应体系：-./ 反应体系，

上下游引物终质量浓度 0"1 2345 6!7，荧光探针 !1 89,:!!. 终质量浓度 0"-. 2345 6!7（荧光探针 !1 89,:!!.：.’

;’<=)’’)>’>)>)’’))) ? 9’<*’$’），9,: 酶 !@，A&9( -!7，!0 B C/DDEF -".!7+（C）反应条件：预变性 .0 G
$3HI，J. G !03HI；#. 个循环：J. G $0 8，.0 G !3HI，K- G -0 8+

将实验所得阈值循环数代入标准曲线方程，计算出样品中目标 %&’ 分子的起始拷贝数 +根据相关文献

的研究结果，目的片段的平均基因拷贝数为 $"1［!1］，即每 $"1 个拷贝对应一个细胞，进而计算出单位沉积物

中的细菌含量（湿重）+

! 结果分析与讨论

湖泊沉积物环境与微生物之间的关系极为密切，各种环境因子影响着微生物的生长和繁殖等生命活动，

同时微生物也通过代谢等生理活动对环境产生影响 +
!"# 沉积物细菌含量垂向分布特征

河湖与海洋沉积物中，深度是影响细菌数量变化的一个重要物理因子，不同深度沉积物中的含氧量、含

水率、孔隙率、粒径及营养物质等均有差异，从而间接影响细菌的生长 +根据试验所测春、秋季采样点 !，-，$
不同深度沉积物中的细菌含量，利用软件 LHM3,254N!0"0 绘制出细菌含量的垂向分布，如图 - 所示 +

图 ! 采样点沉积物细菌含量垂向分布

$%&’ ! ()*+%,-. /%0+*%12+%34 35 1-,+)*%-. ,34+)4+ %4 0)/%6)4+0 -+ +7*)) 0-68.%4& 83%4+0

由图 -（,）可见，采样点 ! 春季沉积物细菌含量在 # O3 处突然增大后急剧减小，秋季沉积物中 0 P Q O3 内

细菌含量较大，Q O3 以下稳定在较低水平 +总体上，其垂向分布随深度增加而减小 +
采样点 - 春季沉积物中细菌含量在 0 P . O3 随深度迅速降低，. P !$ O3 沉积物中细菌含量维持稳定；秋

季沉积物中细菌含量的垂向分布与春季有较大差异，细菌含量保持在较低水平，随深度变化不大 +由春、秋两

季对比可知，春季沉积物细菌含量高于秋季，其中存在温度的影响 +春季温度（水温为 -. G）回升，细菌活性

增强，有利于细菌的大量繁殖；秋季温度（水温为 J G）较低，细菌的生长繁殖受到限制 +
采样点 $ 沉积物中表层 .O3 细菌含量高，随深度变化较大，.O3 以下沉积物中细菌含量远低于表层细菌

含量，这与张超兰等［!K］的结论相似，即微生物数量的垂直空间分布在 0 P . O3 极显著高于其他各层 +从能量

的角度来看，表层沉积物中营养物质大量聚积，且与上覆水体交换作用强，为微生物提供了优越的生长条件 +
总体看来，表层沉积物中细菌含量多于深层沉积物，细菌数量随着深度的增加而逐渐减少 +本文所得结

果与 R4HS/3H 等报道的细菌数量随深度变化趋势相一致［!Q］，即在表层沉积物中，微生物种类最多，且微生物

含量随深度增加逐渐降低 +
!"! 沉积物细菌含量影响因素分析

根据试验所测理化指标，应用 L(LL!K"0 软件对中值粒径、总有机碳、总氮、总磷 # 个指标进行 L2E,F3,I
相关分析，得到如表 ! 所示 $ 个采样点的春、秋季指标相关性，进而分析这 # 个因子对沉积物中细菌含量的

影响 +
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表 ! 采样点 !，"，# 春、秋季指标相关性

$%&’( ! )*++(’%,-*./ &(,0((. /1+-.2 %.3 %4,45. -.3-6(/ *7 ,8+(( /%51’-.2 1*-.,/

采样

点
指标

春季 秋季

细菌含量 中值粒径 总有机碳 总氮 总磷 细菌含量 中值粒径 总有机碳 总氮 总磷

!

细菌含量 !"### !"###
中值粒径 #"$%& !"### #"’(’!! !"###
总有机碳 #"$%& #"()#! !"### #")&( #"’)%!! !"###

总氮 #"$*% #")%! #"*)&!! !"### #"’#’!! #"*+!!! #"*+*!! !"###
总磷 #")#* #"(*+! #"**&!! #"*(&!! !"### #"(*+!! #"’$+!! #"*%(!! #"*#&!! !"###

+

细菌含量 !"### !"###
中值粒径 #"%#*! !"### , #"&&& !"###
总有机碳 #"&*$ #"%()!! !"### #"&&& #"($& !"###

总氮 #"$%* #"’#!!! #"*&’!! !"### , #"!#& #"’(+!! #"*#)!! !"###
总磷 #"&’+ #"%#!!! #"’’*!! #"’*&!! !"### , #"!%( #"’%+!! #"’&&! #"**$!! !"###

&

细菌含量 !"### !"###
中值粒径 #"&+% !"### #"’)%!! !"###
总有机碳 #"%!’! #"(+%! !"### #"%%! #"*#)!! !"###

总氮 #"(’+! #")## #"*$)!! !"### #"%’(! #"*!)!! #"’&&! !"###
总磷 #"%#*! #")$) #"*%&!! #"**!!! !"### #"’)%!! #"’#(!! #"’)%!! #"’))!! !"###

注：!表示在 ! - #"#) 下显著相关，!!表示在 ! - #"#! 下显著相关 "

+"+"! 沉积物粒径的影响

湖泊沉积物是湖泊底质环境的主要物质基础，而沉积物粒径组成能够提供物质迁移和沉积过程的重要

信息，是反映某个水域水动力状况和沉积环境变化的一个综合指标 "研究表明［!*］，在区域上系统地研究沉积

物中值粒径的变化，可以了解沉积物的来源、运移趋势以及沉积物环境的变化，因此本文选用中值粒径来反

映沉积物粒径情况 "
采样点 !，& 秋季沉积物以及采样点 + 春季沉积物中，中值粒径与细菌含量、总有机碳、总氮、总磷均为极

显著相关 "采样点 !，& 春季沉积物中，中值粒径与总有机碳显著相关，但与细菌含量、总氮、总磷不存在显著

相关；而采样点 + 秋季沉积物中中值粒径与总氮、总磷极显著相关，但与细菌含量、总有机碳相关性较差 " 可

见，沉积物粒径可通过影响氮、磷、有机质的物理化学条件来影响微生物的生长状况 " 研究表明［+#!+!］，粒径组

成直接影响有机质的传送和分布及土壤滞水能力的强弱，进而影响细菌的生长 "黏粒含量多的沉积物孔隙比

较小，比表面积比较大，滞水能力较强，吸附力更强，从而影响沉积物中微生物的数量及其活动 "另外，沉积物

中营养元素的含量随着沉积物粒度的不同而呈现有规律的变化［++］，泥沙颗粒可通过影响氮、磷等营养物质

的运输、吸附、释放而间接对微生物产生影响 "
+"+"+ 营养源的影响

氮磷类营养盐是细菌生长的重要物质基础，其含量直接影响细菌的生长状况 " 沉积物中氮、磷对微生物

的生长繁殖产生重要影响，而氮、磷的释放与微生物的活动也大有联系 "有研究表明，细菌可影响营养物质的

短暂储存和释放［+&］"
湖泊中有机质主要来源于陆源输入和水体中自养生物合成，总有机碳表示沉积物中有机质的总量，可较

全面地反映湖泊受到有机物污染的程度 "研究表明，总有机碳是微生物群落的最大影响因子之一［+$］"
采样点 & 春季沉积物中，细菌含量与总有机碳、总氮、总磷的相关系数分别达到 #"%!’，#"(’+，#"%#*，均

为显著相关 "从该采样点沉积物的环境来看，水生植物密布，腐殖的水生植物导致沉积物中氮、磷、有机质含

量高，为沉积物中的细菌提供丰富的营养，有利于细菌的繁殖生长 " 但是采样点 !，+ 春季沉积物中细菌含量

与总有机碳、总氮、总磷的相关性较差，说明这 + 个采样点春季沉积物中细菌含量是众多因素综合作用的结

果，单个因子对其影响不显著 "该结果与冯峰［+)］的研究存在差异，他认为沉积物中细菌含量和有机碳总量、

总氮、总磷均存在显著的相关性 "
在秋季，采样点 !，+，& 沉积物中细菌含量与总有机碳的相关系数分别为 #")&(，#"&&&，#"%%!，相关程度较

弱，可见秋季沉积物中细菌含量受有机质的影响较小 "可能因为深秋季节温度很低，细菌活性降低，其繁殖受

到很大程度的抑制，而且水生植物在夏季大量生长，秋季腐烂沉积，沉积物中有机质含量充足，导致总有机碳

相对过剩，使得总有机碳变化对细菌含量的影响较小 "
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! 结 论

"# 在垂向分布上，随着沉积物深度的增加，细菌数量总体表现出下降的趋势 !
$# 相同采样点春、秋季对比发现，沉积物中春季细菌含量总体上高于秋季，这是因为温度等多因素的

影响 !
%# 中值粒径对营养物质产生影响，从而间接影响湖泊沉积物中细菌含量；春季沉积物中总氮、总磷、总

有机碳对细菌含量的影响受到采样点水域环境及其他环境因子的影响；秋季沉积物中有机质对细菌含量的

影响不是很明显，这与秋季的温度较低有关 !
&# 沉积物中微生物种类纷繁复杂，不同细菌的代谢机理和分布情况不同，对营养元素的作用程度不同，

受到环境因子的影响也各异 !但本文仅从细菌总量的角度来分析，不足以深入地探讨具体微生物与氮、磷等

物理化学指标间的关系 !因此，还需要利用实时定量 "#$ 技术对沉积物中某一种或几种细菌数量进行专门

的研究，结合环境因子进行深入分析与探究 !
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