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用 !"#$ 法评估地下水细菌群落结构差异及变化

田扬捷 杨 虹" 李道棠 吴秀娟
（上海交通大学生命科学与技术学院 上海 #$$#!$）

摘 要：提出运用 HIJK 法从细菌群落角度对垃圾填埋场地下水生态系统的空间异质性进行定量分析。HIJK 图谱

的相似度聚类分析表明：与随时间产生的变化相比，细菌群落在空间上的差异更大；同批取样不同位置和深度的地

下水 HIJK 图谱存在明显差异，整体上在 5$L M 2$L相似度聚类。
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所有生态系统都表现出空间异质性的特点，这种空间异

质是种群变迁、群落结构稳定、元素循环和能量流动等发生

的基础［%］。人们对空间异质性发生的程度尚知之甚少，多数

情况下，对它的理解只停留于定性水平，定量描述空间异质

性仍是一个有待发展的研究领域。

在相关软件［#，1］辅助下，可以应用核糖体基因间区分析

（/<-’B’;8( <>,./?.><+ BP8+./ 8>8(@B<B，HIJK）方法［!］利用细菌群

落概览图谱间的相似度对生态系统的空间异质程度进行定

量分析。HIJK 以细菌 %5J 和 #1J /Q0K 间隔片段（I3J）为研究

对象，这一片段比 %5J 和 #1J /Q0K 表现出更显著的序列尤其

是长度特异性。I3J 片段的 RSH 扩增混合物用普通电泳即可

分离并获得特异性的长度多态性图谱，这就是利用 HIJK 概

览图谱描述细菌群落的基本原理。本文采用 HIJK 法对上海

老港垃圾填埋场地下水细菌群落的空间异质性进行了定量

评估。

% 材料和方法

%&% 样本采集

#$$# 年 %% 月、#$$1 年 % 月和 " 月从上海老港垃圾填埋

场 %5 口环境监测井（井深和污染信息见图 #）进行了 1 批地

下水取样。取样前先进行洗井，即抽空井内的水，待新鲜地

下水渗出并稳定。洗井两次后用预先湿热灭菌的 "$$;T R&S
离心管取样，冰上运至实验室。

%&’ 试剂和仪器

针对 I3J 片段的 RSH 引物由上海博彩生物公司（U<’+’(6
’/）合成，碱基序列［"］为 %!$5V："W63X（SY3）KSKSKSSXSSSX36
1W和 #1J/："W6XXX33（XYSY3）SSSSK33S（KYX）X61W；凝胶染色

剂：JZUH X’(E（[’(.+D(8/ R/’-.B，荷 兰）；RSH 扩 增 仪：X.>.
K;P RSH J@B,.; #!$$（KPP(<.E U<’B@B,.;B，美国）；垂直凝胶电

泳仪：RH*3:K06!（UI*6HKQ，美 国）；凝 胶 成 像 系 统：X.(6
Q’+#$$$（UI*6HKQ）。

%&( !"#$ 图谱分析

地下水样本的 Q0K 提取方法参照文献［5］。I3J 片段的

RSH扩增采用 "$"T 体系，含 #;;’(YT [?# \ 、#$$";’(YT E03RB
（.8+=）、$O#";’(YT 引物（.8+=）、#"T 模板 Q0K、#O"] !"# 酶。

酶的投加采用热启动方式即 F!^变性 1;<> 后于 4$^加 !"#
酶。循环条件为：F!^变性 1$B，!2^退火 1$B，2#^延伸 #;<>，

共 1$ 个循环，最后 2#^延伸 ";<>。扩增出的 I3J 混合物用

1O"L的 %O";; 聚丙烯酰胺凝胶（#F _ %）分离，每个加样孔加

入 %""T 样品，电流 %%;K，时间约 2 M 4=。电泳结束后采用比

:U更敏锐的 JZUH X’(E 进行凝胶染色，低速摇床避光染色

#";<>，脱色 #";<>。用凝胶成像系统拍照贮存。

所有 凝 胶 图 像 用 Q<‘./B<,@ Q8,8-8B. #O#O$ 软 件（UI*6
HKQ）进行转化、标准化处理以及相似度聚类分析，详细操作

步骤参见软件使用手册。为了实现图谱的转化及标准化，加

样时在凝胶外侧和每隔 ! 个样品的加样孔加入分子量标记

（[8/a./）作为分析修改的标准。图谱间基于 R.8/B’> 相关系

数和 ]RX[K（]>b.<?=,.E P8</ ?/’DP ;.,=’E 8>8(@B<B）方法计算相

似度矩阵和建立相似度树状图。

’ 结果和讨论

K、U 和 S 为相同位置不同深度的 1 口井，分别反映 %2;、

2; 和 %!; 深度的新鲜地下水。井孔内径 %%$;;，呈三角形

排列，中心距为 $O";。图 % 显示了这 1 口井 1 批样品的 HIJK
概览图谱以及聚类分析结果。

聚类分析显示不同时间所取的同一监测井的样品被聚

在一簇，这说明随着时间的推移，虽然每口井所含地下水环

境微生物群落发生了一些变化，但仍具有一定的稳定性。而

来自 1 口井的 HIJK 图谱间仅以 5FL的相似度聚类，反映相

同位置不同深度的微生物群落结构存在较大差异。图 % 的

结果说明了与随时间产生的变化相比，细菌群落在空间上的

差异更明显。



图 ! 地下水样品 "，# 和 $ 的 %&’" 图谱及相似度聚类

分析
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图 ? 显示了 ?@@C 年 E 月地下水样品的 2345 图谱及相似

度聚类分析结果。数据揭示同批取样不同位置和深度的地

下水 2345 图谱存在明显差异，整体在 FGH相似度聚类。研

究发现，空间相距较近的样品 2345 图谱并不一定比相距较

远的样品间更相似，而且很难用聚类分析方法在样品的 2345
图谱与所处环境的位置、深度及各种水化学参数之间找到相

关性。另两批样品的 2345 图谱整体上在 F@H I J@H相似度

水平聚类，也反映了同样的结论（图略）。

图 ? 揭示了细菌群落在一个较大的尺度下的空间异质

性，从中可以推测垃圾填埋场地下含水层存在巨大的微生物

多样性。由于空间异质性的存在，即使地下水的水化学参数

一样，细菌群落的构成也呈现出极大的不均匀性和随机性，

这就是难以用聚类分析将 2345 图谱与这些参数加以相关的

主要原因。我们认为细菌群落的空间异质性对于污染的降

解是有利的，因为当垃圾渗沥液向地下环境扩散时，将会获

得更多的机会接触到具有对应降解能力的合适细菌。

以上实验和分析过程初步肯定了 2345 法可用于对生态

系统的空间异质性从细菌群落角度进行定量分析。这种方

法基于 K=5 来描述细菌群落，比起纯培养技术更能准确反

映实际的情况。由于分子生物学操作尤其 L&2 反应会引起

一定的偏差，因此所有样品被按照完全相同的步骤处理，以

尽量使偏差发生的程度相同。除此之外，由于图谱相似度数

值是样品间两两比较的相对值，样品的绝对偏差对相似度的

影响会被部分抵消。

每个环境样本的 2345 分析会产生由若干条带组成的特

异性图谱，反映各自独特的细菌群落结构。对于复杂的图谱

只有进行如上文所述的相似度聚类分析才能更好地比较样

品间的差异和相关性。在计算相似度矩阵时，高度复杂的图

谱可能造成条带分配的困难，本文用 L+-,)0. 相关系数法主

要依赖图谱间整条光密度曲线的比较，具有更好的适应性。
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677U 年征订启事

《中国药学文摘》、中国药学文摘数据库网络版、光盘（677U 年）

中国药学文献数据网络系统即《中国药学文摘》刊物、数据库网络版、数据库光盘是国家科技部重点扶植、国家食品药品

监督管理局主管的我国药学文献大型检索和查询系统。该系统于 TZST 年创建，主要收载国内外公开发行的 O77 余种医药学

及相关学科期刊中的药学文献，以文摘、简介、题录等形式进行报道。

该系统内容涵盖药学各个领域，共设十二个栏目：药学理论与发展动态、生药学和中药材、药物化学、药物生产技术、药剂

学和制剂技术、药理学和毒理学、生物药剂学、药物分析、临床应用与药物评价、药品管理、制药设备和工厂设计及包装、药品

和新药介绍等。该系统拥有近 R6 万多条数据，本数据库每年以 R 万多条数据递增，且内容丰富，查询方便，可为医药生产、科

研、教学、流通、医院药房、药店、情报和管理机构服务。该系统采用全新的系统结构和快速检索的新标引法，实现了对大容

量、大范围全文本信息资料的零等待智能快速查询。根据实际工作需要，实现了库、刊、网为一体的服务系统，大大提高了查

全率和查准率，即可全文检索，又可从文献类型、主题词、关键词等 T6 个入口检索、查询。读者可分别从网络、光盘、文本三种

途径查到所需要的文献。该系统曾获国家科技进步三等奖，文本版即国内外公开发行的杂志《中国药学文摘》曾多次获得有

关部委的奖励（国家科委、国防科工委、中国科学院、中国科协、国家自然科学基金会五大部委的全国科技信息系统优秀成果

二等奖、全国科技检索期刊一等奖、第二届全国优秀科技期刊评比三等奖、全国医药情报成果二等奖、第二届国家期刊奖百种

重点期刊奖）。《中国药学文摘》为月刊，内容同中国药学文摘数据库，TL 开本，每期 6L7 页左右，每期约 LU 万字，全年 8OL 元。

《中国药品检验文摘》文本版每年两期，TL 开本，每期正文 687 页左右，年报道最新信息量近 8U77 条，Z7 万字，全年服务费

TL7 元。国家食品药品监督管理局信息中心为指导科研，服务医药，最新推出：

《动植物药有效成分提取分离和药理活性筛选汇编》（第一集），本汇编为大 TL 开，近 TL7 万字，O77 多页。

《中药资源调查开发利用资料汇编》（第一集），本汇编为大 TL 开，近 TL7 万字，O77 多页。

《药物新剂型产品、新辅料及新技术汇编》（第二集，分上下册），本汇编为大 TL 开，文字 R77 多万字，上册、下册各 L77 多页。

《生物生化药品工艺与技术汇编》（第二集），本汇编为大 TL 开，近 TO7 万字，O77 多页。

订阅者可直接与国家食品药品监督管理局信息中心《中国药学文摘》编辑部联系。

开户名称：国家食品药品监督管理局信息中心；开户行：建设银行北京展览路支行；账号：LUT777R786LT7776UTO
发行部：北京市西城区北礼士路甲 RS 号（邮编：T77ST7）
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