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3 种淡水环境中低核酸含量细菌的滤过性 
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摘  要：【目的】增加低核酸含量(LNA)细菌与过滤性细菌之间的认识。【方法】采用流式细胞

技术(FCM)、变性梯度凝胶电泳(DGGE)及统计学分析研究 3 种典型淡水环境中细菌群落与滤过

性。【结果】LNA 细菌与过滤性细菌在数量上具有很好的相关性(y=0.646x+22.42，R2=0.984，

P<0.01)，细菌的滤过性不仅与细菌大小有关，还与细胞整体形状及其伸缩性有关；细菌群落组

织与 LNA 细菌比重呈负相关性，而与 HNA 细菌呈正相关性。【结论】0.45 μm 膜过滤对水样微

生物群落中的 LNA 细菌具有极强的筛选效果；细菌群落组织与其基于流式细胞技术测定的基

因含量具有密切联系。 
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Filterability of bacteria with low nucleic acid content in three 
freshwater environments 
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Environmental Criteria (Ministry of Education), Tianjin Key Laboratory of Environmental Remediation  
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Abstract: [Objective] We studied the correlation between low nucleic acid content (LNA) bacteria 
and their filterability. [Methods] Bacterial community and filterability in three freshwater 
environments were analyzed by flow cytometry (FCM), denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE) and statistical analysis. [Results] The proportion of LNA bacteria and their filterability had 
a significant correlation (y=0.646x+22.42, R2=0.984, P<0.01), and the filterability of LNA bacteria 
depended on not only the cell size, but also shape and flexibility. In addition, bacteria community 
organization positively correlated to the proportion of high nucleic acid content (HNA) bacteria and 
negative correlated to the proportion of LNA bacteria. [Conclusion] The results indicated that    
0.45 μm pore-size-filtration can efficiently screen LNA bacteria from the autochthonous microbial 
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community, and demonstrated that bacterial community organization was closely related to the 
nucleic acid content measured by flow cytometry. 

Keywords: Flow cytometry (FCM), Low nucleic acid content (LNA) bacteria, High nucleic acid 
content (HNA) bacteria, Filterable bacteria, Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), 
Community organization 

微孔过滤(0.1 μm−0.45 μm)通常被用作热敏药

物和实验溶剂的一种消毒方法，并在饮用水和废水

处理中被作为物理法去除细菌等微生物 [1-2]。自    

20 世纪 30 年代以来，能够通过微孔过滤膜的微生

物已经引起了研究者的广泛关注[1]，其中能够通过   

0.45 μm 膜的细菌被称之为“过滤性细菌(Filterable 

bacteria)”。有些研究者将其作为一类新微生物，然

而一些研究者认为这是细菌生命周期中的一个生

物阶段[3]，尽管这些观点都是基于致病菌的悬浮培

养，但是这种有趣的现象因缺乏成熟的实验条件和

合适的培养方法而被人们所忽略[4]。0.22 μm膜过滤

已被作为一种商业化的过滤消毒法，但是近来许多

报道都指出在水环境中存在许多能够通过 0.22 μm

孔径膜的细菌，这又重新唤起了人们对过滤性细菌

研究的热点[5-7]。目前关于过滤性细菌的研究大多基

于异养菌平板技术(HPCs)，包括计数、分离过滤性

细菌以及标准过滤器性能的测试等，但是这种方法

在检测自然环境中微生物时存在很多缺陷，由于平

板技术是基于培养的方法，但特定的培养基并不能

反映真实的环境条件，在自然环境中只有不到 1%

的浮游细菌能够在琼脂表面上长出菌落形态，而实

际环境中存在许多具有代谢活性的细菌，基于

HPCs 方法测得的过滤性细菌丰度远远低于真    

实值[8-10]。近来，流式细胞技术(FCM)的发展极大

地促进了环境中过滤性细菌的研究。 

在流式细胞技术中，水环境中的细菌普遍被分

为低核酸含量(LNA)细菌和高核酸含量(HNA)细菌

两大类。细菌 DNA 含量与细胞大小具有密切的关

系，作为 LNA 细菌的重要特性之一，其细胞大小

比普通细菌要小很多，有研究者将其归类于超微细

菌[11-12]。LNA细菌在环境中普遍存在且具有重要的

生态作用，然而由于分离纯菌株的有限，使得对

LNA细菌的生理生长特性认识还很有限，因此如何

将 LNA 细菌与其他(HNA)细菌分离开来是获得

LNA纯菌的首要条件，而 LNA细菌的微小特性为

研究提供了一个很好的切入点，即通过一定孔径的

生物滤膜来分离 LNA 菌群。本研究选取河水、湖

泊水和地下水作为代表进行水环境微生物的滤过

性研究，分析 0.45 μm过滤对 3种不同水源中 LNA

细菌的影响，为 LNA细菌的分离提供依据；同时，

通过 DGGE技术探讨细菌 DNA含量与微生物群落

组织的关系。 

1  材料与方法 

1.1  样品的采集 

实验分别从地下水(湖南)、河流(海河)和湖泊

(鄱阳湖) 3种典型淡水环境中采集水样，采样参照

《水质采样技术指导(HJ 494-2009)》[13]。试验样品

用 1×105 Pa灭菌 30 min的 1 L Schott玻璃瓶收集，

所有样品在常温下采集，4 °C保藏，24 h内立即进

行实验。 

1.2  主要试剂和仪器 

SYBR Green I InvitrogenTM， ThermoFisher   

公司；0.22 μm 尼龙膜滤器，美国 PALL 公司；    

0.45 μm Millex®-HV生物膜滤器，Millipore公司；

Dneasy Blood&Tissue Kit，Qiagen公司；电泳染料

6×blue/orange loading dye 和 PCR 反应试剂   

GoTaq Master Mix，Promega公司。 

流式细胞仪 CyFlow Space，德国 Partec公司；

DcodeTM 基因突变检测系统和 Molecular ImagerTM 

Gel Dox XR+紫外成相系统，Bio-Rad公司。 

1.3  流式细胞术分析 

取 1 mL水样，加 10 μL SYBR Green I进行   

荧光染色，染色标准工作溶液为：用 0.22 μm尼龙
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膜过滤后的二甲基亚砜将 SYBR Green I母液稀释

100 倍，室温条件下避光孵化 15 min。同时用    

0.45 μm Millex®-HV生物膜过滤水样，利用 FCM分

析过滤前后的细菌变化。 

实验所用流式细胞仪 CyFlow Space 仪器参数

为：光源功率 50 mW、发射波长 488 nm、线性范

围 2×102−1×105 cells/mL、检出限 200 cells/mL、绝

对计数误差小于 5%。发射光信号收集软件为

FlowMax，其中，绿色荧光收集波长 520±20 nm。

所有信号均被收集在绿色荧光(FL1)-侧向散色光

(SSC)二维散点图上。仪器增益设置为地下水：

SSC=300、FL1=320；鄱阳湖水：SSC=280、FL1=360；

海河水 SSC=280、FL1=380，均为 lg4 对数放大倍

数。用 Milli-Q 无菌水稀释样品以保证测定过程中

流式细胞仪计数小于 500 cells/s，设置“门 Gate”将

目标细胞群与背景分离开，每个样品 3个平行。 

细菌的滤过性(Filtration efficiency，FE)采用如

下公式评估： 

after

before

100%
C

FE
C

   

其中，Cbefore和 Cafter分别指过滤前后水样中的

FCM 细菌浓度，膜对细菌的去除效果(Removal 

efficiency，RE)采用如下公式：RE (%)=100−FE计算。 

1.4  PCR-DGGE 分析 

水样微生物总 DNA使用 Dneasy Blood&Tissue 

Kit提取。采用 Nested-PCR扩增细菌 16S rRNA基

因 V3 区[14]，PCR 反应体系及程序参照屠腾等[10]

方法，其所用试剂为 GoTaq Master Mix。DGGE分

析(DcodeTM 基因突变检测系统)电泳条件：丙烯酰

胺凝胶溶液(丙烯酰胺与亚甲双丙烯酰胺的质量比

为 37.5:1)浓度 8%、变性剂梯度 35%至 60% (100%

变性剂为 7 mol/L 尿素和 40%去离子甲酰胺)[15]，   

16 mL凝胶溶液中加入 15.5 L 10%的过硫酸铵(氧

化剂)和 15.5 L四甲基乙二胺(加速剂)。取 20 L 

PCR 产物样品，加入 5 L 6×blue/orange loading 

dye，离心混匀上样。电泳点条件为：1×TAE 缓冲

溶液(40 mmol/L Tris，20 mmol/L HAc，50 mmol/L 

EDTA，pH 8.0)，恒温 60 °C，恒定电压 140 V，电

泳 4 h。电泳结束后用 0.5 g/mL EB染色 20 min。

染色完毕，用蒸馏水漂洗干净，在紫外成相系统

(Molecular Imager TM Gel Dox XR+)下得到 DGGE

图谱。 

1.5  数据分析与处理 

细菌群落组织用 Quantity One 4.31 软件

(Bio-Rad 公司)对 DGGE 图谱进行定量分析，经过

泳道识别、条带识别和配对 3个步骤后，群落组织

(Community organization，Co)用条带分布的 Gini系

数百分比进行量化，即标准化的 Pareto-Lorenz曲线

与理想均匀度直线(Perfect evenness curve，PEC)之

间面积[16-17]。使用 SPSS16.0进行方差分析(One-way 

ANOVA)和相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  水源中过滤性细菌 

实验选取 3 种典型水源(河流、湖泊和地下

水)，结合 FCM和 0.45 μm膜过滤分析了水样中土

著微生物及过滤性细菌的群落特征。水样过滤前

后的群落特征如图 1所示，结果表明 0.45 μm膜过

滤对微生物群落具有显著影响；在数量上，过滤前

地下水、海河水和鄱阳湖水中总细菌浓度分别为

1.04×106、2.61×106、1.08×106 cells/mL，经 0.45 μm

生物膜过滤后，水样中的过滤性细菌浓度(图 2)分别

为 1.91×104 cells/mL (地下水)、6.75×105 cells/mL (海

河)和 7.46×105 cells/mL (鄱阳湖)；在群落结构上，

过滤前，地下水只有很明显的 2团菌落(图 1A)，其

中 HNA 细菌属于绝对优势菌群，海河水样中可以

看到微弱的 3 团菌落(图 1B)，而鄱阳湖明显分为   

4团菌落(图 1C)，其中 LNA细菌属于优势菌群，在

0.45 μm 生物膜过滤后，水中细菌群落结构发生了

明显的变化，地下水中的绝大部分 HNA 细菌被过

滤去除(图 1D)，而海河(图 1E)和鄱阳湖(图 1F)水中

的 HNA 细菌也几乎被去除。同时，过滤后的细菌

分群更加明显，这一现象与前人研究相似。Wang

等[2]发现，水样微生物经过过滤培养后，其群落分

簇变得更多。 
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图 1  0.45 μm 过滤对细菌群落影响的 FCM 分析 

Figure 1  Bacterial community’s FCM analysis about the effect of 0.45 μm filtration 
注：A、B和 C分别为地下水、海河和鄱阳湖原水样；D、E和 F分别为 0.45 μm过滤后的地下水、海河和鄱阳湖水样；TD表示稀

释倍数；虚线框内的细菌表示被膜过滤去除掉的(HNA细菌)部分. 
Note: Original water samples come from underground water (A), Haihe River (B) and Poyang Lake (C), and (D), (E) and (F) indicate those 
samples after filtration through a 0.45 μm-pore-size filter respectively. TD means the dilution ratio in FCM analysis, and bacteria in dash 
frame indicate the effect of filtration on HNA bacteria. 

 
 

方差分析显示(图 2)：在过滤前，地下水和鄱阳

湖水中总细菌浓度没有显著的差别(P>0.05)，而海

河水中细菌浓度最高(P<0.01)，约为地下水和鄱阳

湖中细菌浓度的 2倍；在过滤后，鄱阳湖和海河水

样中的过滤性细菌浓度要显著高于地下水中的过

滤性细菌浓度(P<0.01)，而此时鄱阳湖和海河水中

的过滤性细菌浓度没有显著的差异(P>0.05)。实验

结果表明，鄱阳湖水样中具有最高的 0.45 μm过滤

性细菌比重(69.1%)，海河中为 25.8%，而地下水

中最低(1.8%) (图 2)。与海河水相比，尽管鄱阳湖

水样原土著微生物数量较低，但其过滤性细菌比重

却最高。 

由于热敏性溶液不能用高压蒸汽法灭菌，因此

在医学、工业和科学研究中，微孔过滤被广泛用于

定性去除水中的细菌，其中 0.22 μm孔径膜被一直

作为标准的过滤消毒，而 0.1 μm膜则被认为是绝对

去除水环境细菌的界线(除了病毒)[18]。然而，在海

洋、淡水以及饮用水等环境中存在着许多过滤性细

菌，研究显示许多细菌可以通过 0.22 μm 甚至    

0.1 μm孔径过滤器，而 0.45 μm膜在提供微生物安

全保障时作用很有限 [ 1 ]。Chandler 等 [ 1 9 ]发现

Treponema pallidum能够逃脱0.22 μm的滤器；Rubin

等[20]从 0.22 μm 过滤后的去离子水中分离出一株

Leptospira biflexa；Fedotova等[21]分析了 Rybinsk (俄

罗斯)水库中 0.22 μm过滤性细菌的组成，通过 16S 

rRNA 基因鉴定分析发现，它们大部分都属于

-Proteobacteria；Wang等[1]从瑞士分离到一株能穿

过 0.1 μm 滤器的 Hylemonella gracilis。在海水环 
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图 2  3 种水源中过滤性细菌 
Figure 2  The abundance of filterable bacteria in three 
water sources 
注：UW：地下水；HR：海河；PL：鄱阳湖；不同字母表示相

同柱状图中具有显著性差异(P<0.01). 
Note: UW, HR and PL indicate underground water, Haihe River 
and Poyang Lake respectively, and different letters in the same 
column mean significant difference at 0.01 level. 
 

境中， 0.22 μm 过滤性细菌主要属于 和

-Proteobacteria 变 形 菌 门 以 及 Cytophaga- 

Flavobacterium-Bacteroide分支[22-23]，而在淡水环境

中则主要是-Proteobacteria变形菌门[1,5,21]，这些过

滤性细菌具有多种形状，如小球型、短螺旋状和棒

杆状等[3]，它们在寡营养的海洋、淡水以及饮用水

中广泛存在，过滤性细菌在这种环境中因比表面积

比其他细菌大而具有较高的营养物质转运速率，所

以能成为优势菌。 

2.2  过滤性细菌与 LNA 细菌的相互关系 

实验结果显示，水样中过滤性细菌与 LNA 细

菌具有极显著的正相关性(图 3，R2=0.984，P<0.01)，

这表明过滤性细菌与 LNA细菌在 FCM上具有很好

的重合性，过滤对水样微生物群落组成(特别是

LNA 细菌)具有极强的筛选效果，通过膜过滤可以

增加水样中 LNA 细菌的比重。尽管过滤能够增加

水样中 LNA 细菌的比重，但是对比分析发现，原

水样中过滤性细菌的比重与 LNA 细菌的比重仍有

一定的差异，即过滤性细菌与 LNA 细菌的比重并

非相等，这说明过滤虽然在一定程度上能够将 HNA

细菌和 LNA细菌分开，LNA这类微小细菌也具有

可滤过性，但是在过滤过程中细胞的大小并不是决

定细菌可滤过性(过滤细菌占总菌浓度的比重)的唯

一因素。 

 
 

图 3  过滤性细菌比重和 LNA 细菌比重的相互关系 
Figure 3  Correlation of filterable and LNA bacterial 
proportion in three water sources 
注：UW：地下水；HR：海河；PL：鄱阳湖. 
Note: UW, HR and PL indicate underground water, Haihe River 
and Poyang Lake respectively. 

 
研究表明细菌的大小(生物体积)及形状(细胞

的最小宽度和整体形状)共同决定了其可滤过性，

Wang 等[3]研究显示，具有较大体积的 Hylemonella 

gracilis (体积 0.12 μm3，0.45 μm滤过性 46.51%)其

滤过性反而要高于相对小体积的 Brevundimonas 

diminuta (体积 0.08 μm3，0.45 μm滤过性 1.47%)，

这是因为 Hylemonella gracilis属于螺旋状具有较小

的最小细胞宽度，而 Brevundimonas diminuta 是短

棒状，其最小细胞宽度要大于 H. gracilis的最小细

胞宽度，进而导致了滤过性的差异。当细菌在具有

相似形状时，细胞的最小宽度越小越容易穿过膜；

而当细胞的最小宽度与膜孔径相当时，细胞的整体

形状则决定了其滤过性。此外，细菌的伸缩性对其

滤过性也很重要，研究发现，在具有张力的甘油溶

胶中，Spirillum属能够被拉伸至其原长度的 3倍而

不断裂；在外力消失时，细胞能够恢复到它们的原

始大小和形状[24]，因而在过滤过程中，细菌可能会

由于外压或自身原因进行伸缩从而穿过滤膜。在本

研究中，鄱阳湖水样可能含有一些细长或具有伸缩

的 HNA 细菌，在过滤时也能通过滤膜，因而使得

其过滤性细菌比重略高于 LNA 细菌比重。另一方

面，细菌在膜孔中的堵塞也会在一定程度上影响细

菌的滤过性，会导致细菌的滤过性降低，因而初始
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浓度不同时也可能会导致滤过性的差异，正是如此

可能导致了在本研究中海河水和地下水中的过滤

性细菌比重低于 LNA 细菌比重。另外，微生物的

培养条件也会影响细菌的滤过性，细菌的大小会随

所处的环境而改变，Anderson和 Heffernan[25]研究发

现一些分离的过滤性细菌在实验室条件培养后不再

具有滤过性。 

2.3  群落组织与 LNA 和 HNA 细菌的关系 

通过 Quantity one软件对 DGGE图谱进行定量

计算得到水样中细菌群落的分布情况，通过绘制

DGGE图谱 Parelo-Lorenz曲线(图 4A)，反映出物种

的分布，即微生物群落组织功能。在地下水中具有

最高的群落组织，这可能是在地下水中微生物的生

存环境压力大导致了一些优势菌的形成[16]。同时，

相关分析表明，水样细菌的群落组织与 HNA 细菌

比重具有显著的正相关(图 4B，R2=0.843，P<0.05)，

而与 LNA细菌比重呈负相关。 

HNA 细菌与微生物群落组织的正相关说明细

菌基因含量与群落组织具有密切的联系。流式细胞

技术中HNA和LNA细菌的分类主要是基于荧光信

号 FL1双峰模型，细菌 DNA核酸染色后的荧光激

发主要与其胞内核酸含量有关，微生物物种的基因

大小和基因拷贝数共同影响细菌的荧光信号

FL1[26]。由于 HNA 细菌中含有较高的核酸含量，

即具有较大基因组，在 HNA 细菌比重高的水样中

具有较高微生物群落组织。研究发现，在碳源等养

分受限制时，LNA细菌会采取简化的代谢方式来适

应这种环境，通过加强有限范围生物可利用基质的

吸收机制来确保能够完成所有的代谢，这样就可以

排除一些额外冗余基因(这些基因控制碳氮代谢)需

要[27]。这种基因的简化，反映了细菌在应对环境变

化时(如营养基质提高)改变代谢策略的能力，基因

调控是高效开发竞争基质策略中不可缺少的部分，

控制网络的最小化 (基因最优化 Streamlined 

genomes)是消极寡营养细菌的标志之一[28]，这也解

释了在寡营养环境中存在许多 LNA细菌的原因。 

3  结论 

(1) LNA 细菌与过滤性细菌在 FCM 上具有很

好的相关性(R2=0.984，P<0.01)，膜过滤对水样微生

物群落中 LNA 细菌具有极强的筛选效果，通过  

0.45 μm膜过滤可以增加水样中 LNA细菌的比重。 

(2) LNA细菌比重与过滤性细菌比重之间的差

异可能是因为：细菌的大小、整体形状及其可伸缩

性导致过滤性细菌比重大于 LNA 细菌比重；而细

菌自身的膜孔堵塞及培养条件的变化会导致过滤

性细菌比重小于 LNA细菌比重。 

(3) 细菌的群落组织与其基因含量具有密切联

系，具体地，群落组织与 HNA 细菌比重呈正相关

性，而与 LNA细菌呈负相关性。 

 

 
 

图 4  细菌群落 Parelo-Lorenz 曲线(A)和群落组织与 HNA 细菌相关性(B) 
Figure 4  Parelo-Lorenz curve of bacterial community (A) and Correlation of community organization and HNA bacteria (B) 
注：UW：地下水；HR：海河；PL：鄱阳湖；PEC：理想均匀曲线. 
Note: UW, HR, PL and PEC indicate underground water, Haihe River, Poyang Lake and perfect evenness curve respectively. 
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