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摘　要：利用高通量测序技术，选择 １６ＳｒＲＮＡＶ６区作为目标片段，对夏季太湖梅梁湾水体中的细菌群落结构进行了分析，

结果表明，共产生了１０１４２７条优质序列，细菌为１００９３５条，占９９．５％；在蓝藻暴发期间，共检测到１４门，５５属，６１０个操作

分类单位。优势门类为蓝藻门（３９．７％），放线菌门（２７．２％）和变形菌门（２３．４％），微囊藻属（２１．０％）和聚球藻属

（１５．９％）为主要优势种。
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　　２００７年无锡市发生“供水危机”之后，太湖不
但成为国际关注的焦点，更是成为大型浅水富营养

化湖泊研究的典范
［１－１２］

。近年来，蓝藻水华的持

续暴发和最大聚集面积有冬季后移的倾向，表明蓝

藻水华监测及其治理的复杂性和艰巨性。

细菌在微食物网的能量流动和物质循环起着

关键性作用，在全球性水体富营养化进程中，随着

摄食食物链的变细与变短，以及微生物环的持续增

粗，细菌在湖泊生态系统中的地位和作用显著增

加。目前基于营养盐、气象等研究蓝藻水华暴发的

很多
［２，１３－１７］

，而基于细菌来探索蓝藻水华暴发机

制的并不是很多
［１８－１９］

。

现利用高通量测序技术，研究蓝藻水华暴发期

间的细菌多样性和群落结构，以期为后续研究蓝藻

水华和细菌的相互关系、以及探索蓝藻水华的暴发

机制提供参考。

１　研究方法
１．１　样本采集及其 Ｖ６区扩增

样品采自 ２０１３年 ８月 ２３日太湖梅梁湾，取
２Ｌ表层水样，用０．２２μｍ微孔滤膜富集，后立即 －
２０℃冷冻。回实验室后即进行ＤＮＡ提取，采用Ｅ．
Ｚ．Ｎ．Ａ． ＷａｔｅｒＤＮＡ Ｋｉｔ（ＯＭＥＧＡ，ＵＳＡ）。用
ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＤＥ，ＵＳＡ）进
行定量分析。Ｖ６目标区的扩增，共 ２７个循环，反
应条件如下。预变性：９４℃，５ｍｉｎ，变性：９４℃，
３０ｓ，退火：５０℃，３０ｓ，延伸：７２℃，３０ｓ，最后
７２℃，５ｍｉｎ。为了避免引物扩增的偏向性，采用
针对细菌１６ＳｒＲＮＡ的融合引物。上游引物：９６７Ｆ
－ＰＰ５′－ＣＮＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＡＮＣ－４′，９６７Ｆ－
ＵＣ１５′－ＣＡＡＣＧＣＧＡＡＡＡＡＣＣＴＴＡＣＣ－４′，９６７Ｆ－
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ＵＣ２５′－ＣＡＡＣＧＣＧＣＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣＣ－４′，９６７Ｆ－
ＵＣ４５′－ＡＴＡＣＧＣＧＡＲＧＡＡＣＣＴＴＡＣＣ－４′，９６７Ｆ－
ＡＱ５′－ＣＴＡＡＣＣＧＡＮＧＡＡＣＣＴＹＡＣＣ－４′。下游引
物：１０４６Ｒ５′－ＣＧＡＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＮＣＡＣＣＴ－４′，
１０４６Ｒ－ＰＰ５′－ＣＧＡＣＡＡＣＣＡＴＧＣＡＮＣＡＣＣＴ－４′，
１０４６Ｒ －ＡＱ１ ５′－ＣＧＡＣＧＧＣＣＡＴＧＣＡＮＣＡＣＣＴ
－４′。
１．２　测序及其数据处理

采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭＩｓｅｑＰＥ２５０测序平台。数据分
析可以包含以下流程。首先，初步质量过滤：步长

为 １的５ｂｐ窗口从第一个碱基位置开始移动，窗
口中碱基平均质量 ＞Ｑ２０，从第一个 ＜Ｑ２０处截断
序列，序列长度 ＞１５０；然后，用软件 Ｆｌａｓｈ连接通
过质量过滤的序列。然后，对连接上的序列通过

ｉｎｄｅｘ完全匹配得到每个样品的有效序列。其次，
去除嵌合体得到优质序列：通过 ｍｏｔｈｕｒ软件中
ｕｃｈｉｍｅ的方法去除嵌合体序列。并通过 Ｑｉｉｍｅ以
下规则进行第二次过滤：５′端前引物检查，允许最
大错配数１去；除模糊碱基数 ＞０、单碱基高重复区
＞８ｂｐ以及长度 ＜２００ｂｐ的序列［２０］

。最后，ＯＴＵ
列表生成及注释，及其过滤后的有效序列：在 Ｑｉ
ｉｍｅ中调用 ｕｃｌｕｓｔ的方法对优质序列按相似度
０．９７进行聚类，选取每个类最长的序列为代表序
列。然后再在 Ｑｉｉｍｅ中调用 ＲＤＰ－ｃｌａｓｓｉｆｉｅ的方
法，以 ＧＧ数据库（１３．５）的序列为训练集，对 ＯＴＵ
代表序列进行注释；采用 ｂｌａｓｔ的方法对序列数据
库进行比对，获得每个 ＯＴＵ分类学信息。将原始
ＯＴＵ按照０．００５％的标准进行精简以去除可信度
较低的序列

［２１－２２］
，所得数据进行下一步分析。

２　结果讨论
２．１　测序结果统计

ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑＰＥ２５０测数的数据概要见表１。

表 １　测序数据概要①

项目（Ｖ６） 有效序列 优质序列 过滤序列

序列（条）／长度（ｂｐ） １１９６４１ １０４８３４ １０１４２７
去除滤／％ ０．０ １２．４ １５．２

①有效序列为双端有效拼接后序列；优质序列为去除嵌合体序列；

过滤序列为执行０．００５％的过滤标准后过滤序列

由表１可见，通过有效拼接、去嵌合体和过滤，
可以获得１０１４２７条，平均长度为 ７９的序列（去除
了引物）。执行０．００５％的过滤标准，去掉 ＜６以下

的序列后，共总去掉了 １８２１４条序列，去除滤为
１５．２％。注解结果中，并未发现古细菌，表明融合
引物的特异性较好。仅发现了 ４９２条没有比对上
的序列，所占比列为０．５％，可见 Ｖ６区对太湖夏季
水体的细菌群落具有较好的识别力。

２．２　细菌群落特征
Ｖ６区对于细菌物种的鉴定在门、纲、目、科、

属、种等６个分类水平上表现出差异。在门水平上
１００９３５条序列，１００．０％可以注解，但到了属水平
上，仅有４３．５％序列可以注解。物种鉴定的效率
是随着分类水平下降呈明显下降趋势，见表２。

表 ２　各分类水平上的 ＯＴＵｓ、个数和序列数

细菌 门 纲 目 科 属 种

ＯＴＵｓ／个 ６１０ ６０８ ５６９ ４５５ １８３ １１
数目／个 １４ ３９ ６３ ７１ ５５ ６
序列／条 １００９３５ １００８５８ ９７２２８ ９１５３３ ４３８５７ ４２３

　　由表２可见，获得了 １００９３５条过滤后的优质
细菌序列，隶属于蓝藻门，３９．７％；放线菌门，
２７．３％；变形菌门，２３．４％；疣微菌门 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏ
ｂｉａ，２．５％；绿菌门 Ｃｈｌｏｒｏｂｉ，２．２％；拟杆菌门Ｂａｃｔｅ
ｒｏｉｄｅｔｅｓ，２．１％；绿弯菌门 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ，１．１％；浮霉菌
Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ，０．６％；酸 杆 菌 门 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ，
０．５％；芽单胞菌门 Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ，０．４％；厚壁
菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，０．３％；软 壁 菌 门 Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ，
０．０１％；ＧＮ０２，０．０１％；装甲菌门 Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ，
０．０１％等１４门。其中，优势门类为蓝藻门，放线菌
门和变形菌门，合计 ９０．４％。蓝藻门在丰度方面
占具明显优势，这主要体现在水体中的微囊藻 Ｍｉ
ｃｒｏｃｙｓｔｉｓｓｐｐ．（２１．０％）。通过对同步浮游植物样
本的显微镜观察分析，微囊藻的优势度高达

９５．４％。
１４门共鉴定了 ６１０个 ＯＴＵｓ。隶属于变形菌

门，４２．５％；蓝藻门，１６．６％；放线菌门，１５．２％；拟
杆菌门，９．５％；疣微菌门，４．８％；浮霉菌，３．６％；绿
菌门，２．０％；酸杆菌门，２．０％；绿弯菌门，１．１％；芽
单胞菌门，１．１％；厚壁菌门，１．１％；软壁菌门，
０．２％；ＧＮ０２，０．２％；装甲菌门，０．２％等 １４门。其
中，优势门类为蓝藻门，放线菌门和变形菌门，合计

７４．３％。
在属水平上，共鉴定 ５５属，１８３个分类单元。

其中值得关注的是微囊藻属 ２１１６２条序列，１２个
ＯＴＵｓ和聚球藻属 １６０５３条序列，２２个 ＯＴＵｓ。微
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囊藻属和聚球藻属序列分别占属水平的 ２１．０％，
１５．９％，ＯＴＵｓ分别占６．６％，２８．４％。

文献［２３］通过 ＤＧＧＥ的手段对中国富营养化
湖泊，太湖和巢湖的细菌群落结构研究表明，在富

营养化水平较高的地方，微囊藻占优势种，而在一

些藻类生物量较低的地方聚球藻占优势种。除此

之外，太湖水体蓝藻门还发现有拟浮丝藻属 Ｐｌａｎｋ
ｔｏｔｈｒｉｃｏｉｄｅｓ、束丝藻属 Ａｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎ、细鞘丝藻属
Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ、长胞藻属 Ｄｏｌｉｃｈｏｓｐｅｒｍｕｍ、颤藻属 Ｏｓ
ｃｉｌｌａｔｏｒｉａ和假鱼腥藻属 Ｐｓｅｕｄａｎａｂａｅｎａ等 ６个常见
种类，与光学显微镜观察的结果一致，见表３。

表 ３　属水平上的种类明细①

序号 类群 属 ＯＴＵｓ ｒｅａｄｓ
１ Ａ Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ １２ ２１１６２
２ Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ５２ １６０５３
３ Ｂ Ｘｉｐｈｉｎｅｍａｔｏｂａｃｔｅｒ ５ ９００
４ Ｄｏｌｉｃｈｏｓｐｅｒｍｕｍ ３ ８９５
５ Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ １２ ５５５
６ Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ １２ ５２２
７ Ｐｌａｎｋｔｏｔｈｒｉｃｏｉｄｅｓ ２ ４６０
８ Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ ６ ４１３
９ Ｍｅｔｈｙｌｏｖｅｒｓａｔｉｌｉｓ ３ ３８３
１０ Ｐｓｅｕｄａｎａｂａｅｎａ ２ ３８１
１１ Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ ３ ３１８
１２ Ａｑｕｉｌｕｎａ ３ １９０
１３ Ｓｅｇｅｔｉｂａｃｔｅｒ ２ １６４
１４ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ １ １３０
１５ Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ ２ １１３
１６ Ｐｅｌｏｍｏｎａｓ ３ １１２
１７ Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ １ １０７
１８ Ｃ Ｌｅｐｔｏｔｈｒｉｘ １ ９４
１９ Ｍｅｔｈｙｌｉｂｉｕｍ ２ ８２
２０ Ｆｌｕｖｉｉｃｏｌａ ５ ６８
２１ Ｒｈｏｄｏｐｌａｎｅｓ ２ ５６
２２ Ａｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎ ２ ５３
２３ Ｓｏｅｈｎｇｅｎｉａ １ ４９
２４ Ｇａｌｌｉｏｎｅｌｌａ ２ ４５
２５ Ｓｙｎｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ １ ３８
２６ Ｓｅｄｉｍｉｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ３ ３７
２７ Ｐｏｌａｒｏｍｏｎａｓ ２ ３６
２８ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ３ ３２
２９ Ｏｐｉｔｕｔｕｓ ２ ３１
３０ Ｔｅｐｉｄｉｍｏｎａｓ ２ ２８
３１ Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ ２ ２５
３２ Ｄｅｓｕｌｆｏｓｐｏｒｏｓｉｎｕｓ １ ２４
３３ Ｈｙｐｈｏｍｏｎａｓ ３ ２４
３４ Ｌｉｍｎｏｂａｃｔｅｒ ２ ２３
３５ Ａｚｏｓｐｉｒａ １ ２２
３６ Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １ ２１
３７ Ｓａｐｒｏｓｐｉｒａ １ ２１

续表

序号 类群 属 ＯＴＵｓ ｒｅａｄｓ
３８ Ｔｈａｌａｓｓｏｓｐｉｒａ ２ ２０
３９ Ｓｔｅｒｏｉｄｏｂａｃｔｅｒ ２ １９
４０ Ｂｌａｓｔｏｍｏｎａｓ １ １３
４１ Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ １ １３
４２ Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ １ １３
４３ Ｚｏｏｇｌｏｅａ １ １３
４４ Ｄｅｌｆｔｉａ １ １２
４５ Ｒｈｏｄｏｆｅｒａｘ １ １２
４６ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ １ １１
４７ Ｃｏｍａｍｏｎａｓ １ ９
４８ Ｏｃｔａｄｅｃａｂａｃｔｅｒ １ ９
４９ Ｈｉｒｓｃｈｉａ １ ８
５０ Ｃ３９ １ ７
５１ Ｐｉｌｉｍｅｌｉａ １ ７
５２ Ｂｒｙｏｂａｃｔｅｒ １ ６
５３ Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １ ６
５４ Ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒｉａ １ ６
５５ Ｓｙｍｂｉｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １ ６

①为蓝藻门；Ａ为高丰度（ｒｅａｄｓ数 ＞１００００）；Ｂ为中丰度（１００＜

ｒｅａｄｓ数 ＜１００００）；Ｃ为低丰度（ｒｅａｄｓ数 ＜１００）。

３　结论
太湖蓝藻水华暴发期间，共检测到 １４门，５５

属，６１０个 ＯＴＵｓ。细菌群落结构特征较为明显，主
要优 势 门 类 为 蓝 藻 门 （３９．７％），放 线 菌 门
（２７．２％）和变形菌门（２３．４％），３门共计 ９０．４％。
在属水平上，微囊藻属 （２１．０％）和聚球藻属
（１５．９％）为主要优势种。此外，假鱼腥藻在微囊
藻胶被中大量存在的现象也被证实。
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