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16S rDNA克隆文库解析江汉平原高砷地下水系统中
的细菌多样性

罗艳，谢作明* ，周义芳，王焰新，甘义群

中国地质大学(武汉)环境学院，武汉 430074

摘要: 为研究江汉平原高砷地下水系统中细菌多样性和种群结构，以 2011 年 11 月采自江汉平原仙桃市沙湖镇高砷含水层沉

积物为研究对象，沉积物采自同一 50 m钻井，分别选取埋深 9.9 ～ 10.1 m和 15.7 ～ 16.0 m样品。提取沉积物中总 DNA，采用
16S rDNA克隆文库方法，分析高砷含水层沉积物中土壤细菌的多样性。结果发现，伯克氏菌目(Burkholderiales)、假单胞杆菌
目(Pseudomonadales)和肠杆菌目(Enterobacteriales)构成了高砷系统中抗砷的优势菌群。结果表明，高砷含水层中生活有大量
微生物，这些微生物在砷的地球化学循环中扮演着重要角色。
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Bacterial Diversity in High Arsenic Groundwater System of Jianghan Plain
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Abstract: To study bacterial diversity and population structure of high arsenic groundwater system in Jianghan plain，high ar-
senic sediment samples were collected from different depths of a 50 m deep borehole 9． 9-10． 1 m and 15． 7-16． 0 m，at Shahu
Town，Xiantao city of Jianghan plain in November 2011． Total DNA was extracted from the sediments． 16S rDNA clone library
was used to analyze the bacterial diversity in the high arsenic aquifer sediments． The dominant bacterial community included
Burkholderiales，Pseudomonadales，and Enterobacteriales in the high arsenic groundwater system． In high arsenic aquifers，there
are a large number of micro-organisms living which play important roles in the geochemistry behaviors of arsenic．
Keywords: arsenic; microorganism; bacterial diversity

砷是一种无色无味的剧毒物质，在极低浓度下就

有很高的致毒性。砷污染已经成为全世界面临的最主
要的环境问题之一。亚洲是地下水砷污染最为严重的
地区，砷污染主要分布在孟加拉国、印度和中国[1]。世
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界卫生组织规定饮用水中砷的最高浓度为 10 μg·
L-1[2]。在世界范围内，由于长期饮用高砷地下水而导
致砷中毒的事件已多有报道。长期暴露在高砷环境下，
人体健康会受到威胁，高砷环境还会使皮肤角质化，甚至

诱发皮肤癌和胃肠道癌，并影响中枢神经系统[3-4]。
我国地下水砷含量超标地区遍及山西、内蒙古、

新疆、宁夏和台湾等地[5-9]。近年来，江汉平原地区
出现的砷中毒现象引起了研究者的重视[10-11]。微生
物对地下水中的砷的形态和分布特征都有重要影

响，所以研究地下水系统中的细菌多样性有助于研

究砷的迁移转化规律。现代分子生物学的方法为研
究微生物的多样性提供了有效的手段，尤其是 16S

rDNA克隆文库技术，该方法重复性好，携带的信息

量大，应用广泛。然而目前很少有研究者开展耐砷
基因文库方面的工作，通过构建 16S rDNA 克隆文

库，可以分析和研究环境中的细菌多样性和种群结

构差异以及得到一些有砷抗性的微生物的序列。越
来越多的研究表明[12-15]，砷代谢微生物广泛参与了

砷的地球化学循环，影响着环境中砷的地球化学行

为。微生物对不同价态砷的溶解、迁移和利用的差
异影响着砷形态的转化，表明了微生物在砷的生物

地球化学循环中发挥着重要作用[16]。
本研究以仙桃沙湖高砷地区的土壤为例，运用

16S rDNA克隆文库方法分析土壤细菌多样性，并

确定优势种群，对微生物的群落结构进行了初步分

析。本研究可为江汉平原高砷地下水系统中微生物
的群落组成和多样性提供一定的参考信息。

1 材料与方法(Materials and methods)
1.1 土壤样品的采集

采样地点为湖北省仙桃市沙湖镇某农户家门前

的空地上，海拔 18 m，位于 30°9.393 'N，113°40.655 '
E。在该地方打 1 个 50 m 的钻井，取埋深分别为 9.
9 ～10.1 m、15.7 ～ 16.0 m 的 2 个土样放入冻存管
中，再将冻存管放入-196℃液氮中保存。
1.2 土样中的 As含量

将埋深为 9.9 ～10.1 m、15.7 ～16.0 m 的 2 个土
样分别编号为 5 和 7。分别准确称取 5 号和 7 号土
样(50 ±1) mg采用 HNO3和 HF 高温高压法消解土
样，所用 HNO3和 HF均为高纯，由市售分析纯 HNO3
和HF蒸馏提纯制得。用质量分数为2%的HNO3稀释
定容，最后用双道原子荧光分光光度计(AFS-930，北京
吉天仪器有限公司)测定砷的浓度。5 号样和 7 号样中
的砷的浓度分别为为30.12和 30.27 μg·g-1。

1.3 16S rDNA分析

总 DNA模板提取:称取 0.2 ～0.5 g土样，加 1 mL
buffer SLX Mlus振荡 3 ～5 min，加 100 μL bufffer DS
并振荡混合，90℃水浴 10 min，3 000 r·min-1离心 3
min，去上清液并且加入 270 μL buffer sp2 振荡混合。
4℃、3 000 × g下离心10 min，沉淀DNA，加200 μL E-
lution Buffer 65℃水浴 20 min，溶解 DNA。加 50 μL
HTR Reagent，13 000 × g下离心2 min，取上清液，加入
等体积的 XP2 Buffer，振荡混匀。全样加入到 Hibind
DNA柱子中，10 000 × g下离心1 min，弃掉直流液，再
加入 300 μL XP2 Buffer 10 000 × g下离心 1 min，用
700 μL的 spwwash buffer进行清洗2 遍，弃掉废液，加
入 60 μL的Elution buffer 65℃水浴15 min，13 000 × g
下离心1 min，洗提DNA。
目的基因片段的 PCR扩增: 选择通用引物 27F

(5 '-AGAGTTTGATTCCTGGCTCAG-3 ') 1492R (5 '-
GGCTACCTTGTTACGACTT-3 ')。PCR 反应体系
(50 μL): dNTP 混合物 (2 .5 mmol·L-1 )4 μL; 10 ×
PCR buffer , PCR 扩增条件为: 预变性温度 94℃，
5min; 变性温度 94℃，30s; 退火温度 55℃，1 min; 延
伸温度72℃，2 min; 36 个循环后，72℃，延伸10 min。
16S rDNA连接、转化和文库构建: 将 PCR扩增
产物用胶回收试剂盒回收纯化目标条带。纯化后与
PMD19-T 载体连接，之后转化到大肠杆菌 JM109
感受态细胞中，37℃培养过夜。用 X-gal 进行蓝白
斑初步筛选，筛选具有氨苄青霉素抗性的阳性白色

转化子，用无菌牙签挑取白色克隆子转接于 LB/氨

苄青霉素液体培养基中于恒温 37℃摇床中培养 4 ～
5 h 后再做扩增，剔除假阳性克隆子，扩增引物为

RV-M (5 '-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3 ')
M13-47 ( 5 '-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-
3 ')。扩增条件为预变性温度 94℃，10 min; 变性温
度 94℃，30 s; 退火温度 53℃，30 s; 延伸温度 72℃，
30 s; 25 个循环后，72℃，延伸 5 min。将阳性克隆
子送至南京金斯瑞生物科技有限公司测序。结果用
MEGA5 软件进行系统发育学分析，构建 16S rDNA

克隆文库。

2 结果与讨论( Results and discussion)
2.1 样品总 DNA提取和 PCR扩增结果

选取埋深分别为 9.9 ～10.1 m、15.7 ～16.0 m 的
2 个沉积物土样，分别提取了总 DNA，且以其为模

板进行 16S rDNA全长 PCR扩增，得到约 1 500 bp

大小的片段，回收纯化后电泳检测结果见图 1。
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图 1 DNA的 PCR产物电泳图
注: M，DL2000 ; 3 ~ 7，DNA 样品。

Fig. 1 Electrophoretogram of PCR products of DNA

2.2 土样的 16S rDNA系统发育分析

挑取 5 号样(9 .9 ～10.1 m)中的阳性克隆子进行
测序，测序结果在 GenBank 数据库中进行 Blast 比

对，后建立 NJ(neighbor joining)进化树。从图 2 可
以看出，根据同源性可信度高低由 NJ 进化树可将

定属或定种的 56 个菌株主要分为 4 大类，伯克氏菌

目(Burkholderiales)是文库中最大的细菌菌群，在文

库中占 39.29%，其次分别是假单胞杆菌目(Pseudo-
monadales)和肠杆菌目(Enterobacteriales)，在文库中

所占比例分别为 37.50%和 27.78%，乳杆菌目(Lac-
tobacillales)是文库中最小的细菌菌群，在文库中

占8.33%。
挑取 7 号样(15.7 ～ 16.0 m)中的阳性克隆子进

行测序，测序结果在 GenBank 数据库中进行 Blast

比对，之后建立 NJ进化树。从图 3 可以看出，根据
同源性可信度高低由 NJ进化树可将定属或定种的

78 个菌株主要分为 4 大类，伯克氏菌目(Burkholde-
riales)是文库中最大的细菌菌群，在文库中占 38.

46%。其次分别是肠杆菌目(Enterobacteriales)和假
单胞杆菌目 (Pseudomonadales)，分别占文库的 24.

36%和 23.08%。放线菌目 (Actinomycetales)是文
库中最小的细菌菌群，在文库中占 14.01%。
其中，在假单胞杆菌目中的不动杆菌属(Acine-

tobacter) 和假单胞菌属 ( Pseudomonas ) 分别占

� 23.21%和 14.29%，它们都是高耐砷的菌属。5 号
样中的不动杆菌属和假单胞菌属分别占 23.21%和

14.29%，7 号样中的不动杆菌属和假单胞菌属分别

占6.41%和 16.67%。
将不同深度的5 号样和7 号样的测序结果进行对

比可知，伯克氏菌目、假单胞杆菌目和肠杆菌目在文库
中所占的比例最大。这 3 个菌目构成了高砷系统中抗
砷的优势菌群。它们都属于变形菌门，变形菌门根据
rRNA序列被分为 5 个纲，用希腊字母 α、β、γ、δ 和 ε

命名。伯克氏菌目属于 β-proteobacteria，假单胞杆菌
目和肠杆菌目属于 γ-proteobacteria。目前可知 γ-pro-
teobacteria是仙桃沙湖地区高砷地下水沉积物中耐砷

微生物的主要类群。陈双喜和邵宗泽[17]在西南印度洋
中脊深海沉积物中筛选到了 8 株砷抗性菌，它们都属

于 γ-proteobacteria。γ-proteobacteria类群在环境砷元
素的生物地球化学循环中扮演着重要角色。伯克氏菌
目(Burkholderiales)可以在某种条件下减少 As(V)向

As(Ш)的转化[18]。伯克氏菌目(Burkholderiales)中的丛
毛单胞菌科(Comamonadaceae)是一种砷氧化反硝化细

� 菌，目前研究者已将其从不同的受砷污染的湖泊、土
壤、原始的沉积物及土壤中离了出来[19-22]。假单胞杆
菌目中的不动杆菌属(Acinetobacter)和假单胞菌属

� (Pseudomonas)具有较强的抗性。Turpeinen 等[23]采用
� 磷酸-脂肪酸分析(PLFA)法和 16S rRNA末端限制性片

段多态性分析(t-RFLP)法研究了砷、铬和铜复合污染土
壤中的微生物群落结构，发现仅有不动杆菌属和假单

胞菌属的数量和活性增强。假单胞杆菌目中的不动杆
菌属和假单胞菌属长期生活在砷胁迫环境下，通常具

有砷抗性，它们是可将高毒性的 As(Ш)氧化为低毒性
的As(V)的细菌。在肠杆菌目(Enterobacteriales)中有很
多“铁细菌”，它们是一种能使 Fe(Ⅱ)氧化成 Fe(III)并从
中得到能量的一群菌落 ，如锈铁菌属和纤毛铁细菌属

等。在水中能使亚铁化合物氧化，并使之生成三价的
氢氧化铁沉淀。在含水层沉积物中铁的氧化物和氢氧
化物是砷的最重要的吸附剂[24]。“铁细菌”氧化水中溶
解的Fe(Ⅱ)和Mn(Ⅱ)形成不溶产物:氧化铁或氧化锰，并
覆盖在过滤介质上形成天然(生物)吸附层。近年来，也
有研究表明[25-26]，微生物能利用铁的多种矿物质，并还

原其中的铁氧化物或氢氧化物，砷随之被释放出来。
在 5 号样中出现了乳杆菌目，而在 7 号样中却没有发

现。乳杆菌目链球菌科链球菌属，是革兰氏染色阳性
细菌，是一种营养要求较高的兼性厌氧或厌氧的菌种。
在 7 号样中出现了放线菌目，在 5 号样中却没有找到。
放线菌目，革兰氏染色阳性，不抗酸，不能运动，大部分

嫌气或兼性嫌气，少数好气或兼性好气，大多为发酵

型，少数为氧化型。5 号样和7 号样中出现的微生物的
不同可能与土样的深度和砷的浓度有关。
本研究对在江汉平原高砷地下水系统中的两个

不同埋深沉积物样提取了土壤总 DNA，并且构建了

16S rDNA克隆文库，结果可知伯克氏菌目、假单胞
杆菌目和肠杆菌目构成了高砷系统中抗砷的优势菌

群。由于研究只选取了 2 个埋深的土壤，不能代表
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图 2 5 号样的 NJ进化树
Fig. 2 NJ evolutionary tree of sample No. 5
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图 3 7 号样的 NJ进化树
Fig. 3 NJ evolutionary tree of sample No. 7
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整个地下水系统，但是却为研究江汉平原高砷地下

水系统中的微生物群落组成和多样性提供一定的参

考信息。同时，通过分子生物学筛选出一些砷抗性
菌群，可以考虑利用这些优势菌群来修复砷污染的

土壤和地下水。微生物种类繁多，代谢方式多样，抗
砷机理也不同，而目前对抗砷微生物种类研究由于

环境条件的限制而有限，甚至有的抗砷机理还需完

善，因而还需开展大量研究。在分子生物学水平研
究砷污染环境中的微生物种群多样性，能够为研究

砷的毒理效应以及砷对生态的影响提供一定的参

考。同时如何将不同环境的水文地球化学条件与微
生物研究联系起来，来探讨砷的生物地球化学循环

也是一个难点问题。应用性更广泛的是: 找到合适
微生物资源，探索更合适、有效的原位修复技术来达
到除砷目的也是目前的热点问题。

通讯作者简介:谢作明(1973—)，男，副教授，主要研究方向
为环境生物修复与地微生物学。
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