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摘 要:采用聚合酶链式反应( PCR，Polymerase Chain Reaction) 、变性梯度凝胶电泳( DGGE，Denaturing Gra-
dient Gel Electrophoresis) 与实时荧光定量聚合酶链式反应( Q-PCR，Quantitative PCR) 相结合的综合分析技
术，研究了青藏高原洱海、青海湖、尕海 1、尕海 2、小柴旦湖沉积物硫酸盐还原菌多样性及丰度。研究结果
显示，5 个盐湖沉积物中 dsrB( 编码亚硫酸还原酶 β亚基，为硫酸盐还原菌所共有) 基因的丰度为每克沉积
物 1. 71 × 108 ～ 1. 55 × 109拷贝，与盐度无明显相关性; 所获得的 dsrB 基因序列分属于 3 个科: Desulfobacter-
aceae，Desulfobulbaceae 和 Peptococcaceae。其中，Desulfobacteraceae 科是主要类群。硫酸盐还原菌多样性
( DGGE结果) 与盐度呈现出负相关性。故在所研究的盐湖中，盐度可能不是影响硫酸盐还原菌种群分布的
唯一因素，可能还受其它未知环境因素的影响，有待于进一步研究。
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引 言

硫循环是地球化学元素循环中重要的组成

部分。主要有两大微生物代谢过程参与推动自

然硫循环，硫氧化和硫酸盐还原过程，而执行这

两个过程分别是硫氧化菌群与硫酸盐还原菌

群［1］。硫酸盐还原菌可将亚硫酸盐还原为硫

化氢，这个代谢过程可能矿化了光合浮游生物

所固定有机碳的 32% ～ 35%［2］。Leloup 等通

过对黑海沉积物中硫酸盐还原的研究推断认

为，在黑海表层沉积物中，硫酸盐还原主导着有

机碳矿化过程［3］。Scholten 等通过对美国加里

福利亚州 Mono Lake 的研究表明，在高盐环境

中依赖硫酸盐还原发生的甲烷氧化过程只有硫

酸盐还原菌的参与［4］。硫酸盐还原过程主要

受环境中硫酸盐的浓度控制，加大硫酸盐的输

入可以加速还原过程，但同时又影响其他元素

( 如碳、氮、磷、铁等) 循环［5］。
Beijerinck 于 1895 年首次发现了硫酸盐还

原菌［6］，之后针对其系统进化及生态功能等又有

大量的研究。传统的分离培养技术首先对其生

理生化进行研究。大量的研究表明硫酸盐还原

菌的 最 适 盐 度 为 10%，培 养 的 盐 度 上 限 为

24%［7］。根据 Oren 的观点，由于硫酸盐还原代

谢的高能量需求，对于完全氧化者来说，硫酸盐
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还原的盐度上限是 13%，而对于不完全氧化者，

盐度也不能超过 25%［8］。然而，相关研究显示

硫酸盐还原代谢仍能在盐度大于 25%的盐湖环

境中发生［1，7］。也许存在一些硫酸盐还原菌种

群具有特殊的渗透适应机制，抑或这些菌群的微

观生存环境处于低盐状态［3］。大量的研究致力

于探索此类菌群在环境中的分布以及其对环境

地球化学过程的影响。不过，至今尚无针对青藏

高原盐湖中此类菌群分布的研究。
青藏高原是地球上最高的高原，被喻为世

界屋脊。在此区域内有几千个大大小小的湖

泊，其中大部分是盐湖［9］。由于独特的地理环

境和地质构造，造就了区域内盐湖显著的盐度

差异( 0. 1 ～ 426. 3g /L) ［10］。然而，我们对此区

域内盐湖硫酸盐还原菌群分布知之尚少。故本

文将运用 PCR-DGGE 分析技术对本区域内 6
个湖泊沉积物硫酸盐还原菌的多样性进行研

究，并借助 Q-PCR 对其丰度进行定量分析，旨

在了解其沉积物中硫酸盐还原菌的多样性分布

及丰度变化，以及其种群对盐度的响应。

1 材料与方法

1. 1 主要试剂和仪器

FastDNA SPIN for Soil Kit ( 美国 MP BIO) 、
Agarose Gel DNA purification Kit Ver. 2. 0 ( 日本

TaKaRa) 、pGEM-T Easy Vector Systems ( 日 本

TaKaRa) 、Bio-Rad ALD1244 PCR 仪( 美国 Bio-
Rad) 、Bio-Rad DcodeTM DGGE 仪 ( 美 国 Bio-
Rad) 、7500 Real Time PCR System ( 美 国 Ap-
plied Biosystems) 以及 Eppendorf 5417R 高速台

式离心机( 德国 Eppendorf) 等。

1. 2 样品的采集和保存

本文所使用的样品是 2011 年 7 月在青藏

高原采集的湖泊沉积物及湖水。样品采集使用

无菌的金属勺掘取表层沉积物并用 1. 5mL 的

灭菌离心管分装，采集过程均带手套操作，避免

污染。水样品使用无菌的 50mL 离心管采集。
沉积物样品采集后迅速放入干冰中保存并运送

至中国地质大学( 北京) 地质微生物实验室保

存于 － 80℃冰箱。水样品低温保存并送至中国

科学院青海盐湖所进行阴阳离子浓度测试。样

点信息及地球化学参数信息如表 1 所示。

1. 3 现场参数测试及阴阳离子浓度测试

Hach kit 用于现场湖水参数测试，等离子

发射光谱仪用于阴阳离子的浓度测试。湖水理

化参数如表 1 及表 2 所示。

1. 4 样品 DNA 的提取及 PCR 扩增

选取 6 个湖泊沉积物样品用于提取 DNA，

FastDNA SPIN Kit for soil 试剂盒用于 DNA 提

取，所有操作均参照试剂盒使用说明书。硫酸

盐还原 过 程 的 关 键 基 因 ( dsrB 基 因) 被 用 作

PCR 扩增的目标基因，即编码亚硫酸盐还原成

硫化氢的关键酶基因［11］。引物 DSRp 2060F:

CAACATCGTYCAYACCCAGG［12］与 DSR4: GTG-
TAGCAGTTACCGCA［13］ 用于扩增 dsrB 基因片

段。理想的扩增长度是 350bp 左右。由于需要

进一步进行变性梯度凝胶电泳分析，在引物

DSRp 2060F 的 5’端加上一个 40 bp 的 GC 夹

子［14］。PCR 反应条件参照参考相关文献［12］。

1. 5 变性梯度凝胶电泳分析及 dsrB 基因片段

分析

Bio-Rad DcodeTM DGGE 仪用于变性梯度凝

胶电泳( DGGE) 分析，聚丙烯酰胺胶的浓度为

8%，变性梯度采用 40% ～ 70% 的变性剂浓度

( 尿素和去离子甲酰胺) 。在 100V 的电压下电

泳 14h。然后染色照相。用无菌的手术解剖刀

割下条带，放入 1. 5mL 的无菌离心管中，加入

75 μL 的无菌去离子水并捣碎。然后存放于

4℃冰箱中过夜。第 2 天用不带 GC 夹子的引

物 DSRp 2060F 和 DSR4 再次进行 PCR 扩增，

然后直接将 PCR 扩增产物送至测试中心测序，

测序引物为 DSRp 2060F。如果测序结果不理

想，则采用克隆后再进行测序。克隆的方法参

照相关文献［15］。
所得序列均要翻译成氨基酸序列并在基因

库中进行比对，并选取参考序列。然后将参考

序列与样品序列放在一起在 MEGA 5 中用邻接

点法构建系统发育树［16］。
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1. 6 荧光定量分析( Q-PCR)

7500 Real Time PCR System 用 于 定 量 分

析，引物 DSRp 2060( 不含 GC 夹子) 和 DSR4 用

于样品的定量扩增。所采 6 个盐湖沉积物样品

用于定量分析。SYBR Premix Ex TaqTM ( 日本

TaKaRa) 试剂用于荧光定量 PCR 扩增。所有

操作均按操作说明进行。扩增条件是 95 ℃ 预

变性 30 s，然后直接进行 40 个循环 PCR 扩增

( 95℃变性 5 s，55 ℃退火 34 s，72℃延伸50 s) 。

1. 7 DNA 序列在 Gene Bank 中登录号

本研究获得的所有序列均已提交至 Gen-
Bank，其登录号为: JQ742047 － JQ742076。

2 结果与分析

2. 1 地球化学参数测试结果

6 个盐湖的盐度范围: 0. 99 ～ 307. 6 g /L。

2. 2 DGGE 分析结果及 dsrB 序列分析

变性凝胶梯度电泳分析结果如图 1 所示，

共有 45 个 DGGE 条带被切割下来。从图 1 中

DGGE 条带的数量可以看出硫酸盐还原菌的多

样性随盐度的增加而减少。由于在凝胶成像过

程中紫外线破坏了条带中的 DNA，故只获得了

30 个 DGGE 条带的测序结果，相应的 DGGE 条

带在图 1 中均作有标记。达布逊湖在 DGGE 图

中可以看到明显的一条带，但由于割胶过程中

紫外照射，DNA 可能遭到破坏，PCR 再次扩增

并未成功，故未从东达布逊湖沉积物样品中获

得 DGGE 条带测序结果。将获得的 30 个序列

翻译成氨基酸序列，并在 GeneBank 数据库中进

行比对，并选取相似性最高的参考序列构建系

统进化树。构建系统进化树所用的参考序列均

是已培养的硫酸盐还原菌。系统进化树如图 2
所示。所有翻译的 dsrB 氨基酸序列分别归属

于 3 个 科: 脱 硫 杆 菌 科 ( Desulfobacteraceae ) 、
Desulfobulbaceae、消化球菌科( Peptococcaceae) ;

同源序列的相似菌株有: Desulfotignum baltic-
um、Desulfatibacillum aliphaticivorans、Desulfobac-
terium anilini、Desulfofustis glycolicus 及 Desulfo-
tomaculum carboxydivorans 等。

2. 3 荧光定量分析结果

含有dsrB基因片段的克隆子质粒用于标

表 1 样点信息及现场参数测试

Table 1 Sampling sites and Hach kit data mg /L

湖 泊 GPS 位点 pH S2 － NH +
4 NO －

2 NO －
3 Si4 + 碱度 Fe2 + SO2 －

4

洱 海 36°34'N /100°44'E 9. 43 0. 11 0 0 0. 03 1. 25 340 0. 13 ＞ 80
青海湖 36°38'N /100°7'E 9. 14 0. 04 0 0. 02 0. 1 0. 93 ＞ 400 0 ＞ 80
尕海 1 36°58'N /100°36'E 8. 88 0. 11 0 0 0. 07 1. 4 360 0. 16 ＞ 80
尕海 2 37°8'N /97°35'E 8. 37 0. 01 2 0. 03 0 ＞ 2. 20 ＞ 400 0. 03 ＞ 80

小柴旦湖 37°29'N /95°26'E 8. 43 0. 05 0 0. 04 0. 17 0. 33 ＞ 400 0. 09 ＞ 80
达布逊湖 37°5'N /95°7'E 6. 96 0. 17 3 0. 02 0. 77 1. 37 260 0. 08 ＞ 80

表 2 湖水阴阳离子浓度

Table 2 Geochemical data of lake water mg /L

采样点 K + Na + Ca2 + Mg2 + SO2 －
4 Cl － CO2 －

3 HCO －
3 NO －

3 盐度 / ( g /L)

洱 海 9. 04 218. 8 19. 97 68. 49 117. 9 231. 1 46. 6 268. 5 ＜ 0. 01 1. 0
青海湖 269. 2 3 993 17. 65 824. 1 2 188 5 626 405 854. 1 ＜ 0. 01 14. 2
尕海 1 613 9 384 22. 76 1 467 6 058 13 035 515 824. 1 0. 01 31. 9
尕海 2 452. 9 26 770 392 4 097 10 790 41 059 113 312. 2 ＜ 0. 01 84

小柴旦湖 920 54 691 625 2 588. 66 28 735 72 063 366 380. 1 ＜ 0. 01 160. 4
达布逊湖 2 163 77 950 1 711 24 700 4 462 196 232 0 359. 6 9. 91 307. 6

9
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图 1 变性凝胶梯度电泳分析图

注: 测序成功的 DGGE 条带用白色圆圈和数字标注

Fig． 1 DGGE analysis of partial dsrB gene fragments from sediment Samples

准 曲 线 的 制 作 ，选 用 浓 度 为 101 ～ 107 dsrB
基 因 拷 贝 数 量 级 的 质 粒 制 作 标 准 曲 线。定

量 结 果 显示，5 个盐湖沉积物中 dsrB 基因拷贝

数在每克沉积物中 108 个左右，如图 3 所示。
东达布逊盐湖沉积物样品没有探测到荧光信

号，可能由于 dsrB 基因浓度太低，超出仪器的

探测范围。

3 讨 论

3. 1 硫酸盐还原菌的定量分析

dsrB 基因荧光定量分析显示，所采盐湖样

品 中，每 克 沉 积 物 dsrB 基 因 丰 度 为

1. 71 × 108 ～ 1. 55 × 109 个 拷 贝。已 有 研 究 表

明，在某些 Desulfovibrio 种群中 dsr 基因在基因

组中不仅有一个拷贝［17］。所以，实验测定的

dsrB 基因丰度高于实际环境中硫酸盐还原菌的

丰度。根据图 3 定量结果显示，dsrB 基因丰度

最高值出现在尕海 2 ( 盐度 84. 0g /L) 而不是淡

水湖洱海; 但是淡水湖洱海的 dsrB 丰度都是高

于其它盐湖的。可以看出盐度并不是唯一影响

dsrB 基因丰度的因素。已有相关研究表明，硫

酸盐的浓度是控制硫酸盐还原效率的重要因

素，增加硫酸盐的浓度可能加速硫酸盐还原过

程［5］，所以硫酸盐还原菌的丰度可能受硫酸盐

浓度影响。

3. 2 硫酸盐还原菌的多样性

本研究所得的 dsrB 序列只分布于 3 个科:

Desulfobacteraceae、 Desulfobulbaceae、 Peptococ-
caceae，Desulfobacteraceae 科是主要分布菌群; 与

这些序列相似性较高的可培养菌株主要有以下

4 个: Desulfatibacillum aliphaticivorans、Desul-
fotignum balticum、Desulfofustis glycolicus、Desul-
fotomaculum carboxydivorans; 然而大部序列并没

有高度相似的可培养菌株 dsrB 序列做参照，暗

示这些盐湖中可能存在新的硫酸盐还原菌种

群。
系统进化树分析显示 Desulfobacteraceae 科

的硫酸盐还原菌在 5 个盐湖沉积物中均有分

布。然而，Desulfobacteraceae 科被认为是完全

氧化类群的代表［1］。根据 Oren 的观点［8］，完全

氧化菌群的盐度上限为 130g /L，故此类菌群不

应出现在小柴旦盐湖( 盐度 160. 4g /L) 沉积物

中。相 似 的 结 果 也 出 现 在Foti等 的 研 究 中 ，

01
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图 2 dsrB 基因序列系统进化树

注: 邻接进化树采用 Poisson 模型构建，树中只显示大于 50% 的 Bootstrap 值( 1 000 个重复运算) 。本研究所得的 DGGE 序

列，并经过翻译之后所得的氨基酸序列在进化树中均加粗表示，例如 QHLS-dsrB_DGGE_20 指代亚硫酸还原酶 β 亚基氨基

酸序列翻译于第 20 号 DGGE 条带序列，其序列来自青海湖沉积物。所有 DGGE 条带数字编号均来自图 1。另外，XCDLS、

GHL1S、GHL2S 和 EHLS 分别指代的是小柴旦湖沉积物、尕海 1 沉积物( 青海湖附近) 、尕海 2 及洱海

Fig． 2 Neighbor-joining tree showing the phylogenenetic relationships of the dsrB gene sequences

Foti 等认为也许存在一些硫酸盐还原菌种群具

有特殊的渗透适应机制，抑或这些菌群的微观

生存环境处于低盐状态［1］。
另外，在尕海 2 沉积物中得到一条序列与

Desulfotomaculum carboxydivorans 的 dsrB 基因具

有相似性。已有研究表明 D. carboxydivorans 菌

株能在 100% 的一氧化碳环境中生长; 当环境

中有硫酸盐存在时，它可将一氧化碳转化为氢

气和二氧化碳，部分氢气用于硫酸盐还原过程;

当在没有硫酸盐的情况下，它就将一氧化碳完

全转化为氢气和二氧化碳［18］。此类菌株在青

藏高原盐湖中的发现，暗示着盐湖环境中可能

也存在一氧化碳氧化的过程。下一步我们将对

青藏高原不同盐度盐湖中一氧化碳氧化菌群进

行多样性调查，并探究其对全球碳循环的重要

意义。

11
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图 3 荧光定量分析的 dsrB 基因拷贝数

Fig． 3 Q-PCR-based abundance of the dsrB genes in
sediment samples

4 结 论

本文对青藏高原盐湖硫酸盐还原菌多样性

做了初步的研究。研究结果显示，盐度对硫酸

盐还原菌的多样性有一定的影响，然而它对

dsrB 基因的丰度的影响并不明显。故在盐湖条

件下，影响硫酸盐还原菌的丰度及多样性分布

的因素并不只有盐度，可能还受其它环境因素

影响，有待于进一步研究。相关研究结果为此

区域湖泊环境评价提供了可借鉴的实验数据基

础。
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Abstract: The abundance and diversity of sulfate-reducing bacteria in sediments collected from six lakes
( Erhai Lake，Qinghai Lake，Gahai1 Lake，Gahai2 Lake，Xiaochaidan Lake，and East Dabsan Lake) on
Qinghai-Tibet Plateau were investigated by using an integrated approach including polymerase chain reac-
tion( PCR) ，denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE) ，and quantitative PCR ( qPCR) ． The re-
sults show that the dsrB gene( encoding for β-subunit of the dissimilatory sulfite reductase) abundance in
the studied saline lakes ranges from 1. 71 × 108 to 1. 55 × 109 copies per gram of sediments，which did not
show apparent relationship with salinity; The retrieved DGGE band sequences were affiliated with Desul-
fobacteraceae，Desulfobulbaceae and Peptococcaceae，and Desulfobacteraceae sequences were dominant．
The DGGE-based dsrB gene diversity decreased as salinity increase． Taken together，salinity may not be
the sole factor controlling the abundance and diversity of sulfate reducing bacteria in Qinghai-Tibetan
lakes，but other unknown environmental factors may contribute，which awaits further investigation.
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