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摘　 要： 沉水植物茎叶表面附着的藻、菌及其他物质，不仅影响沉水植物自身生长，而且影响水体物质循环过程，附着藻

类的研究已经有不少报道，但附着细菌的报道相对较少． 采用末端限制性片段长度多态性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）技术，研究洪泽湖典

型沉水植物———菹草（Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｃｒｉｓｐｕｓ）、篦齿眼子菜（Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ）、金鱼藻（Ｃｅｒａｔｏｐｈｙｌｌｕｍ ｄｅｍｅｒｓｕｍ）在生长

旺盛期叶表面附着细菌的群落结构及多样性特征，并采用冗余分析法探讨环境因子对附着细菌丰度的影响． 结果表明，
（１）３ 种沉水植物附着细菌群落结构有明显的差异性． １４３ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 在菹草和篦齿眼子菜中的相对丰度平均达到了 ２０％和

１１％ ，而在金鱼藻中的相对丰度小于 １％ ；８９ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 在金鱼藻中的相对丰度平均约为 １３％ ，而在菹草和篦齿眼子菜中相

对丰度小于 ５％ ． ９４ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 在菹草样品中相对丰度超过 １５％ ，而在其他样品中未被检测出．（２）从多样性角度分析，３ 种

沉水植物附着细菌多样性大小依次为篦齿眼子菜＞菹草＞金鱼藻．（３）部分限制性片段的丰度受环境因子的影响较大，如
８９、９４、１４３ 和 ２２７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ． 而如 １６７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ 在 ３ 种沉水植物中的相对丰度分布较为稳定，受上述环境因子的限制较

小． 根据细菌比对结果，洪泽湖附着细菌的优势菌群可能属于拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）３ 个门类．
关键词： 附着细菌；Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术；沉水植物；群落结构；群落多样性；洪泽湖

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏ⁃
ｐｈｙｔｅｓ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｈｏｎｇｚｅ

ＭＡ Ｊｉｅ１， ＦＡＮ Ｚｈｏｕ１， ＷＡＮＧ Ｇｕｏｘｉａｎｇ１∗∗， ＨＡＮ Ｒｕｉｍｉｎｇ１， ＤＯＮＧ Ｂｉｎ１，２， ＪＩ Ｆｅｎｇ１ ＆ＰＥＮＧ Ｙｕｎ１

（１： Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎａｎｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ；Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈａｎｇｅ ａｎｄ Ｅｃｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｎａｎｊｉｎｇ；Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｉｎ Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２３，Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

（２： Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，Ｌｉｎｙｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌｉｎｙｉ ２７６０００，Ｐ．Ｒ．Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｌｇａｅ， ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｃｙｃｌｉｎｇ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ． Ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ， ｍａｎｙ ｒｅｐｏｒｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕ⁃
ｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ａｌｇａｅ， ｆａｒ ｆｅｗ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ． Ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ （Ｔ⁃ＲＦＬＰ） ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｍｏｎ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ （Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｐｅｃｔｉｎａ⁃
ｔｕｓ， Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｃｒｉｓｐｕｓ ａｎｄ Ｃｅｒａｔｏｐｈｙｌｌｕｍ ｄｅｍｅｒｓｕｍ） ｉｎ Ｌａｋｅ Ｈｏｎｇｚｅ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａ⁃
ｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＲＤＡ）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ： （１） Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｖａｒｉｅｄ ｇｒｅａｔｌｙ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １４３ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ ｉｎ Ｐ． ｃｒｉｓｐｕｓ
ａｎｄ Ｐ． ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ ｒｅａｃｈｅｄ ２０％ ａｎｄ １１％ ｉｎ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｌｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １％ ｉｎ Ｃ． ｄｅｍｅｒｓｕｍ； ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ８９
ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ ｉｎ Ｃ． ｄｅｍｅｒｓｕｍ ｈａｓ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ １３％ ｗｈｉｌｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ５％ ｉｎ Ｐ． ｃｒｉｓｐｕｓ ａｎｄ Ｐ． ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ９４ ｂｐ
Ｔ⁃ＲＦ ｉｎ Ｐ． ｃｒｉｓｐｕｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １５％ ， ｂｕｔ ｉｔ ｗａｓ ｅｖｅｎ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｔｗｏ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ． （２） Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃ⁃

∗

∗∗

国家自然科学基金项目（４１１７３０７８，４１４０３０６４）、国家水体污染控制与治理科技重大专项（２０１２ＺＸ０７１０１⁃００８⁃０２）和
江苏省科技厅高校自然科学研究面上项目（１４ＫＪＢ６１０００７）联合资助． ２０１５ ０２ １５ 收稿； ２０１５ １０ ２６ 收修改稿．
马杰（１９９０～ ）， 男， 硕士研究生；Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｓｙｃｍｊ１９９０＠ １２６．ｃｏｍ．
通信作者； Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗａｎｇｇｕｏｘｉａｎｇ＠ ｎｊｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ．

地质测绘院　 社会　 ０００４．湖泊科学 ２０１６－４　 ５ 校样　 张芸　 成品尺寸 １８５×２６０（ｍｍ）　 ４５ 字 ４４ 行　 ２０１６ ／ ０６ ／ ０６



马　 杰等：洪泽湖 ３ 种沉水植物附着细菌群落结构及多样性 ８５３　　

ｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ Ｐ． ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ ＞Ｐ． ｃｒｉｓｐｕｓ ＞Ｃ． ｄｅｍｅｒｓｕｍ． （３） Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＤＡ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｓｏｍｅ Ｔ⁃ＲＦｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ８９， ９４，
１４３ ａｎｄ ２２７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ， ｗｅｒｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １６７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ ｗａｓ ｓｔａｂｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｌｉｍｉｔｅｄ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ． Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｈｏｎｇｚｅ ｗｅｒｅ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ， Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ； Ｔ⁃ＲＦＬＰ； ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ； ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； Ｌａｋｅ Ｈｏｎｇｚｅ

附着细菌是指生长在植物表面并与植物形成复杂共生关系的一类细菌［１］ ． 在湖泊生态系统中，附着细

菌不仅数量众多，而且种类十分丰富． 附着细菌作为湖泊生态系统中重要组成部分，对有机物的降解以及营

养物质循环过程都起着重要作用［２⁃５］ ． 沉水植物附着细菌的数量通常可以达到 １０５ ～ １０７ ｃｅｌｌｓ ／ ｃｍ２［６］ ． 相比浮

游细菌，附着细菌具有更高的初级生产力［７］ ． 在附着细菌及其宿主沉水植物的共同作用下，湖泊水体的水质

情况能够得到显著改善． 因此研究附着细菌对于解决湖泊生态系统的各种问题有重要意义［８⁃９］ ．
沉水植物附着细菌主要包括拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、放线菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝

藻细菌（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和疣微菌（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）等门类［１］ ． 优势菌群在附着细菌生物膜形成过程中发挥

着重要作用，生境条件和植物本身都会对附着细菌的群落结构造成影响［１０］ ． 早期对附着藻类宿主专一性的

研究较多，而对沉水植物附着细菌的研究相对比较匮乏［１１］ ． 何聃等［１２］对苦草（Ｖａｌｌｉｓｎｅｒｉａ ｎａｔａｎｓ）和轮叶黑藻

（Ｈｙｄｒｉｌｌａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ）附着细菌多样性进行研究，认为宿主植物对附着细菌有很大影响． Ｃａｉ［１０］ 对太湖不同地

点马来眼子菜附着细菌群落结构特征进行研究，发现不同取样点马来眼子菜附着细菌组成具有高度的相似

性，并推断其也具有一定的宿主选择． Ｈｅｍｐｅｌ 等［６］ 对轮藻 （ Ｃｈａｒａ ａｓｐｅｒａ） 和狐尾藻 （Ｍｙｒｉｏｐｈｙｌｌｕｍ
ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔｕｍ）附着细菌的研究认为，植物体分泌出不同的多酚类物质对表面附着细菌有抑制作用，其中拟杆

菌门的细菌丰度受这类物质含量的影响非常明显． 本研究采集洪泽湖 ３ 种典型沉水植物各自生长旺盛期的

植株，利用 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术对其叶表面附着细菌的群落多样性进行研究，目的是为了探讨不同植物附着细菌群

落结构差异及环境因子对附着细菌群落结构的影响，为深入研究富营养化湖泊植物⁃微生物结构功能关系提

供支撑．

１ 研究区概况及研究方法

１．１ 研究区概况

洪泽湖（３３°６′～３３°４０′Ｎ，１１８°１０′～１１８°５２′Ｅ）水域面积约 １５９７ ｋｍ２，平均水深 １．９ ｍ，是我国第 ４ 大淡水

湖泊，湖区水生植物比较丰富，水质较好［１３⁃１４］ ． 但受人类活动的影响，近年来部分湖区水生植被出现退化趋

势［１５］ ． 选择洪泽湖西部溧河洼湖湾为研究区域，该湖区水生植物种类丰富、盖度较高，但受围网围垦等因素

影响，水生植物分布及水质的空间差异较大． 本研究选取洪泽湖 ３ 种典型的沉水植物，菹草（Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ
ｃｒｉｓｐｕｓ）、篦齿眼子菜（Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ）和金鱼藻（Ｃｅｒａｔｏｐｈｙｌｌｕｍ ｄｅｍｅｒｓｕｍ）作为研究对象．
１．２ 样品采集及水质测定

于 ２０１４ 年 ４、５ 和 ７ 月分别采集菹草、篦齿眼子菜和金鱼藻各自生长旺盛期的植物样品［１６］ ． 为了使取样

更具代表性，每种沉水植物在不超过 ５ ｍ 范围内随机采集 ３ 个样品，编号分别为 １、２、３． 小心剪取长势比较

一致的沉水植物枝叶 ５００ ｇ 左右，立即放入无菌的聚乙烯袋中，用冰袋保温带回实验室测定附着细菌． 使用

ＨＡＣＨ ＨＱ３０Ｄ 便携式检测仪现场测定水体 ｐＨ 值、溶解氧（ＤＯ）浓度、水温（ＷＴ）等水质指标，并且按照规范

采集水样［１７］ ，运回实验室测定相关水质指标． 用 ＡｕｔｏＡｎａｌｙｚｅｒ ３ 全自动水质连续流动分析仪（德国 ＳＥＡＬ 公

司）测定水体总氮（ＴＮ）、总磷（ＴＰ）、氨氮（ＮＨ３ ⁃Ｎ）浓度等．叶绿素 ａ 浓度（Ｃｈｌ．ａ）用 ９０％ 的丙酮溶液提取，然
后由比色法进行测定．
１．３ 附着细菌样品处理

在无菌室取出沉水植物样品，分别选取形态一致的茎叶组织鲜重 ４０ ｇ，使用震荡⁃超声波法洗脱表面附

着物［１］ ． 洗脱液通过 １．２ μｍ 醋酸纤维混合膜将大颗粒物除去，滤液再通过 ０．２２ μｍ 醋酸纤维混合膜，滤膜保

存在－２０℃下．
１．４ 样品总ＤＮＡ提取

按照 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｗａｔｅｒ ＤＮＡ 试剂盒步骤提取样品基因组总 ＤＮＡ． 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 超微量紫外分光光
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表 １ ３ 种沉水植物样品周围水体的主要理化特征

Ｔａｂ．１ Ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ

沉水植物
ＴＰ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ＴＮ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
ＮＨ３ ⁃Ｎ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

Ｃｈｌ．ａ ／
（ｍｇ ／ ｍ３）

ＤＯ ／
（ｍｇ ／ Ｌ）

ＷＴ ／
℃ ｐＨ 值

水深 ／
ｃｍ

菹草群丛 ０．０８ １．０９ ０．０７ ２０．９８ １０．６８ １７．９０ ８．８８ １０５．６７
篦齿眼子菜群丛 ０．０５ １．０５ ０．０８ １６．１８ １５．８７ ２２．０７ ９．３５ ９３．３３
金鱼藻群丛 ０．１６ ２．１９ ０．１２ ４４．４８ ８．０５ ２５．７０ ８．５８ ５５．６７

度计检测 ＤＮＡ 浓度和纯度． ＤＮＡ 样本于－２０℃冻存．
１．５ Ｔ⁃ＲＦＬＰ 分析

使用通用引物对 ２７Ｆ ／ １４９２Ｒ 扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 部分片段［１８⁃２０］ ． 其中上游引物 ２７Ｆ 的 ５′末端使用 ＦＡＭ 荧光

标记． ＰＣＲ 扩增体系：模板 ＤＮＡ ２ μｌ，上下游引物各 １ μｌ，２×ＥａｓｙＴａｑ® ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ ２５ μｌ（ＴｒａｎｓＧｅｎｉｃ Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈ），ｄｄＨ２Ｏ 补足 ５０ μｌ． ＰＣＲ 扩增条件为：９４℃ ５ ｍｉｎ；９４℃ ３０ ｓ，５６℃ ３０ ｓ，７２℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２℃ １０
ｍｉｎ． ＰＣＲ 产物经 １％的琼脂糖凝胶电泳检测后用 ＤＮＡ 纯化试剂盒纯化．

用限制性内切酶 ＭｓｐⅠ对上述 ＰＣＲ 产物进行酶切，反应体系为 ＭｓｐⅠ ０．５ μｌ，１０×ＲＥ ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，ＢＳＡ ０．２
μｌ，ＰＣＲ 产物 ２０ μｌ，用 ｄｄＨ２Ｏ 将反应体系补足到 ４０ μｌ． 混匀后在 ３７℃酶切 ４ ｈ，８０℃作用 ２０ ｍｉｎ 后停止反

应，酶切产物交由上海生物工程有限公司进行限制性片段的基因扫描，由 Ｐｅａｋ Ｓｃａｎｎｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ１．０ 软件分

析处理获得附着细菌的 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱．
１．６ 数据处理

Ｔ⁃ＲＦＬＰ 图谱采用 Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ Ｖ２．４ 软件进行处理． 单个 Ｔ⁃ＲＦ （Ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ）的相对峰

面积（Ｐｉ）可通过公式 Ｐｉ ＝ｎｉ ／ Ｎ×１００％进行计算，其中，ｎｉ为单个 Ｔ⁃ＲＦ 的实际峰面积，Ｎ 为图谱中所有峰的面

积之和． 本实验中 Ｐｉ值仅采用片段长度在 ５０～６５０ ｂｐ 区间的 Ｔ⁃ＲＦ 数值进行统计计算作为各 Ｔ⁃ＲＦ 的相对丰

度，相对丰度小于 １％的 Ｔ⁃ＲＦ 不予考虑． 计算 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数． 通过 Ｐｈｙ⁃
ｌｏｇｅｎｅｔｉｃ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ Ｔｏｏｌ 数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｅｃｕｒｅ． ｌｉｍｎｏｌｏｇｙ．ｗｉｓｃ． ｅｄｕ ／ ｔｒｆｌｐ ／ ）对主要 Ｔ⁃ＲＦｓ 所代表的物种进行

推测．
根据不同样品中 Ｔ⁃ＲＦ 的丰度大小，将物种数据进行标准化处理后，通过 Ｃａｎｏｃｏ４．５ 软件进行主成分分

析（ＰＣＡ）． 为了研究群落结构与环境因子的关系，首先对物种数据进行去趋势对应分析（ＤＣＡ），结果表明第

一排序轴长度为 １．６０３（小于 ２），因此选用基于线性模型的冗余分析（ＲＤＡ）． 采用手动选择，找出对群落结

构变化有显著影响（Ｐ＜０．０５）的环境因子，利用 Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ 检验 ＲＤＡ 排序轴特征值的显著

性． 利用 ＰＲＩＭＥＲ 软件对 ３ 种沉水植物的片段信息做一元 ＡＮＯＳＩＭ 统计分析，检测它们之间的相似性．

２ 结果与讨论

２．１ ３ 种沉水植物附着细菌群落结构分析

不同沉水植物附着细菌群落结构之间有一定差异（图 １）， 结果表明，长度为 ９１ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ 在全部样品

中都被检测出，并且在其中 ７ 个样品中相对丰度超过了 ２０％ ，尤其在金鱼藻样品中，该片段的平均相对丰度

达到 ２７％ ． 长度为 １６７ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ 也广泛存在于所有样品中，且在各样品中相对丰度均大于 １０％ ，并在 １ 个

金鱼藻样品中相对丰度达到 ３０％ ． 长度为 １４３ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ 在篦齿眼子菜和菹草样品中平均相对丰度分别达

到 １１％和 ２０％ ，而在金鱼藻样品中相对丰度却小于 １％ ；８９ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ 在金鱼藻样品中相对丰度平均约为

１３％ ，而在菹草和篦齿眼子菜样品中相对丰度低于 ５％ ；９４ ｂｐ 的 Ｔ⁃ＲＦ 在菹草样品中相对丰度超过 １５％ ，而
在其他样品中未被检测出；９１ ｂｐ 和 １６７ ｂｐ 所代表的细菌在 ３ 种沉水植物附着细菌中所占比例较高且含量

相对稳定． 基于样品 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 数据进行主成分分析（图 ２）， 图中点的距离越近代表样品相似性程度越高，结
果表明所有样品大致可以分为 ２ 个独立的群，金鱼藻可以单独聚为一类，而篦齿眼子菜和菹草可以聚为一

类，说明菹草和篦齿眼子菜的附着细菌群落组成具有一定的相似性． 为进一步了解不同沉水植物附着细菌

群落结构的相似性情况，利用 ＰＲＩＭＥＲ 软件对 ３ 种植物做一元 ＡＮＯＳＩＭ 统计分析，Ｒ 值越接近 １，表明样本
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之间的差异越大，越倾向于分类到不同的组群内． 结果显示篦齿眼子菜和金鱼藻群落组间差异最大（Ｒ ＝
０．８１５，Ｐ＝ ０．１），其次是菹草和金鱼藻群落（Ｒ ＝ ０．４０７，Ｐ ＝ ０．１），菹草和篦齿眼子菜群落结构差异最小（Ｒ ＝
０．１８５，Ｐ＝ ０．３） ．

图 １ 洪泽湖不同沉水植物附着细菌群落结构（Ｐ．ｃ、Ｐ．ｐ 和 Ｃ．ｄ 分别代表菹草、篦齿眼子菜和金鱼藻样品）
Ｆｉｇ．１ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｈｏｎｇｚｅ（Ｐ．ｃ， Ｐ．ｐ，
Ｃ．ｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｃｒｉｓｐｕｓ， Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ ａｎｄ Ｃｅｒａｔｏｐｈｙｌｌｕｍ ｄｅｍｅｒｓｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图 ２ 基于 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 的主成分分析（Ｐ．ｃ、Ｐ．ｐ、Ｃ．ｄ 分别代表菹草、篦齿眼子菜和金鱼藻样品）
Ｆｉｇ．２ ＰＣＡ ｆｏｒ Ｔ⁃ＲＦｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ． Ｅｌｌｉｐｓｅｓ ｓｈｏｗ ｓｉｍｉｌａｒ ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ．ｃ， Ｐ．ｐ， Ｃ．ｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｃｒｉｓｐｕｓ， Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎ ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ ａｎｄ Ｃｅｒａｔｏｐｈｙｌｌｕｍ ｄｅｍｅｒｓｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

通过细菌数据库进行比对，对一些优势 Ｔ⁃ＲＦｓ 代表的物种进行推测． 分别为 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（８９ ｂｐ）、Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｔｅｓ（９１ ｂｐ）、γ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ／ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ （ １４３ ｂｐ）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ／ α⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （ １６７ ｂｐ） 等门类．
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 在淡水湖泊生态系统中起着非常重要的作用，可以协助部分有机大分子物质分解［２１］ ． Ｖａｎｄｅｒ
等［２２］的研究表明，在以浮游藻类为主要初级生产者的浊水态湖泊中以 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ 为主，而在以高等水生

植物为初级生产者的清水态湖泊中则以 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 居多，这与洪泽湖实际情况相符． 而 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 广泛

分布于全球不同类型的湖泊中，数量极为丰富，这类细菌往往有显著的固氮作用．
对 ３ 种沉水植物附着细菌群落结构差异的原因进行探究． 首先，菹草和篦齿眼子菜均属于眼子菜科，而

金鱼藻属于金鱼藻科． ３ 种沉水植物的叶片形态差异极大，篦齿眼子菜的叶片为线形；菹草的叶片为线状披
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针形，边缘呈浅波状，有细小锯齿；金鱼藻叶片为轮生，边缘有散生的刺状细齿［１６］ ． 不同的叶形为细菌提供

了不同的附着基质． 水体中的浮游细菌经过一段时间选择与适应，最终在植物体表形成了稳定的菌落［２３］ ．
其次，在其生长过程中，植物内生细菌也有可能会通过组织缝隙、表面裂口等物理通道或随植物的代谢产物

一并迁移到植物叶表，并且最终各自形成独特的细菌群落结构［１］ ． 此外，附着细菌的生长繁殖与周围水体环

境密切相关，营养盐负荷和特殊的生境条件等都会影响附着细菌的种类和丰度． 菹草群丛和篦齿眼子菜群

丛的营养盐比较接近（表 １），很可能是引起 ２ 种植物附着细菌群落结构更为接近的主要原因．

表 ２ ３ 种沉水植物附着细菌多样性指数

Ｔａｂ．２ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ
ｔｈｒｅｅ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｍａｃｒｏｐｈｙｔｅｓ

附着细菌
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ

指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

Ｐｉｌｏｕ
指数

Ｐ． ｃｒｉｓｐｕｓ １ ２．５３９ ０．８３７ ０．６７６０
Ｐ． ｃｒｉｓｐｕｓ ２ ２．５０７ ０．８５４ ０．６６２９
Ｐ． ｃｒｉｓｐｕｓ ３ ２．５２６ ０．８６３ ０．６６６９
Ｐ． ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ １ ２．８７８ ０．８９５ ０．６９２９
Ｐ． ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ ２ ２．８７６ ０．８９２ ０．７１４２
Ｐ． ｐｅｃｔｉｎａｔｕｓ ３ ２．７５０ ０．８８５ ０．７３６５
Ｃ． ｄｅｍｅｒｓｕｍ １ ２．３２９ ０．８３３ ０．６７２２
Ｃ． ｄｅｍｅｒｓｕｍ ２ ２．２８３ ０．８３１ ０．６５６３
Ｃ． ｄｅｍｅｒｓｕｍ ３ ２．３７８ ０．８４６ ０．６７９２

２．２ ３ 种沉水植物附着细菌多样性分析

菹草、篦齿眼子菜和金鱼藻附着细菌的 Ｔ⁃ＲＦｓ 平
均数目分别约为 ４４、４９ 和 ３５ 个． ３ 种沉水植物附着

细菌多样性指数变化与 Ｔ⁃ＲＦｓ 数量变化基本一致．
篦齿眼子菜附着细菌拥有较高的物种多样性，其次

是菹 草， 金 鱼 藻 附 着 细 菌 的 多 样 性 指 数 最 低．
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数的趋势呈现一

致性，均匀度指数则基本保持不变（表 ２）．
国外报道过沉水植物与附着细菌发生相互作用

时会分泌出一些有机化合物，主要是植物次生代谢

物（如酚类），能够对其他光养生物或微生物产生影

响［２４］ ． 肖溪等［２５］也对几种沉水植物的化感作用进行

类似的研究，对于化感活性强的植物，大量胞外分泌

物可能有针对性地抑制一种或者几种细菌的生长，
使得部分细菌的种类和数量减少． ３ 种沉水植物中，

图 ３ 样品 Ｔ⁃ＲＦｓ 与环境因子的 ＲＤＡ 分析

Ｆｉｇ．３ ＲＤＡ ｓｈｏｗｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｔ⁃ＲＦｓ ｉｎ
ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

金鱼藻有较强的化感活性，篦齿眼子菜和菹草具有

较弱的化感活性［２５］ ，这可能是导致金鱼藻附着细菌

多样性低于另外 ２ 种沉水植物的原因．
２．３ 沉水植物附着细菌群落结构与环境因子相关性分析

采样点总体水质情况较好（表 １），植物对水体

营养盐的净化作用非常明显． 菹草群丛和篦齿眼子

菜群丛周围水体水化指标相差不大，均低于金鱼藻

群丛． 选取相对丰度超过 ５％的优势 Ｔ⁃ＲＦｓ 进行 ＲＤＡ
分析． ８９、２２７ 和 ９１ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ 的丰度与 ＴＰ、ＴＮ 和叶

绿素 ａ 浓度等呈正相关，与溶解氧浓度呈负相关；
８７、９４ 和 １４３ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 的丰度与溶解氧浓度呈正相

关，而与 ＴＮ、ＴＰ 和叶绿素 ａ 浓度呈负相关；而 １６７ 和

１１４ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ 所代表细菌的丰度与以上 ４ 个环境因

子之间的相关性比较小． 此外 ８７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦ 与水温呈

负相关（图 ３）．

很多研究表明环境因子对附着细菌群落结构有一定的影响［２６］ ． ＲＤＡ 分析结果表明部分附着细菌受到

环境因子影响比较小，如 １６７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ，它们稳定存在并成为优势菌群． 另外一些菌群，如 ８９、９１、９４、１４３ 和

２２７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ，这类细菌根据环境变化而被检测出． 而通过它们丰度变化可以了解一些湖泊生态系统健康状

况，如 γ⁃Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 数量增加代表水质变好，而 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 的数量往往与藻类释放的有机物质降解过程

密切联系［４］ ．

３ 结论

１）３ 种沉水植物附着细菌群落结构具有一定差异，主要表现在其片段种类及相对丰度不同． 菹草样品

地质测绘院　 社会　 ０００４．湖泊科学 ２０１６－４　 ５ 校样　 张芸　 成品尺寸 １８５×２６０（ｍｍ）　 ４５ 字 ４４ 行　 ２０１６ ／ ０６ ／ ０６
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和篦齿眼子菜样品的水化指标比较接近，但仍然存在部分 Ｔ⁃ＲＦｓ 的相对丰度有较大差异，因此可以推测沉

水植物自身在一定程度上对附着细菌的种类和丰度产生了影响，使其表现出一定的宿主选择性．
２）部分限制性片段的丰度变化较大，如 ８９、９４、１４３ 和 ２２７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ，这些差异在一定程度上反映了不同

样品的环境差异性． 然而究竟是宿主植物还是水体营养盐等对它们的影响更大，仍然需要做深入研究． 而如

１６７ ｂｐ Ｔ⁃ＲＦｓ 在 ３ 种沉水植物中的相对丰度较为稳定，受上述环境因子的限制较小． 这部分菌群普遍存在于

不同植物叶表，它们能够适应生存环境并且成为优势种，很有可能对附着细菌的群落结构和功能有着重要

的作用．
基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的分子生物学方法可弥补传统分离培养方法的不足，从而更全面地了解环境中微生物

的群落结构． 但由于 Ｔ⁃ＲＦＬＰ 技术定性分析具有不确定性，任意一种 Ｔ⁃ＲＦ 可能会代表一种或者多种细菌，因
此需通过构建克隆文库或高通量测序来获得更多细菌物种的信息［２３，２７］ ，从而进一步解释附着微生物对于外

界环境变动的响应机制． 此外，附着细菌和宿主沉水植物之间的潜在关系，附着细菌是否对宿主沉水植物的

衰亡过程起到作用也需要进一步调查研究［１２］ ．
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