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摘要:目的:了解新疆坎儿井微生物菌群特征.方法:采

集新 疆 吐 鲁 番 ４ 种 不 同 坎 儿 井 饮 用 水,利 用IllluminaＧ
Hiseq高通量测序技术对其进行测序,Majiorbio生信云

平台进行微生物群落结构多样性分析.结果:质控后细

菌有效序列为４４６７００条、真菌有效序列为４０７３７６条,
基于９７％一致性共得到２５８６个 OTUs.门水平上,变形

菌门(Proteobacteria)为４个样品共同优势的细菌门;在

属水平上,阿木尔坎儿井(样品 A)、奥吾提坎儿井(样品

T)共同优势菌属为嗜氢菌属(Hydrogenophaga),占比分

别为３４．３１％,５７．６６％;沙依坎儿井(样品 S)优势菌属为

曲杆菌属(Curvibacter),占比３６．３３％;米依木阿吉坎儿

井(样 品 M)优 势 菌 属 为 不 可 鉴 定 的 丝 毛 单 胞 菌 属

(unclassified_f_Comamonadaceae),占比３４．８４％.真菌

的子囊菌门(Ascomycota)为４个样品中共同优势菌门;
样品S、M、T优势菌属为油壶菌属(Olpidium),分别占比

１５．７７％,３１．８４％,１６．３８％.样品 A 优势菌属为不可鉴定

的真菌属(Unclassified_k_fungi),占比２７．６８％.结论:

４种样品在细菌和真菌门、属、种水平上有共同点的同时

也有差异;虽然真菌多样性比细菌高,但物种所占丰富度

较小.
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Abstract:Objective:TounderstandthecharacteristicsofthemiＧ

crobialflorainKarezXinjiang．Methods:Fourdifferentkindsof

drinkingwaterfrom KarezinTurpan,Xinjiangwerecollected,

andtheyweresequencedusingIlluminaＧHiseqhighＧthroughput

sequencingtechnology．MajiorbioShengxinCloudPlatform was

usedtoanalyzethediversityofmicrobialcommunitystructure．

Results:Afterqualitycontrol,therewere４４６７００effectivebacteＧ

rialsequencesand４０７３７６effectivefungalsequences．Atotalof

２５８６OTUs were obtained based on ９７％ identity．Atthe

phylumlevel,Proteobacteriawasthecommondominantbacteria

phylaofthefoursamples．Atthegenuslevel,thecommondomiＧ

nantbacteriaoftheAmurkarezwell(sampleA)andtheAwut

karezwell(sampleT)werebelongtothegenusHydrogenophaＧ

ga,whichaccountedfor３４．３１％and５７．６６％,respectively．The

dominantgenusofSaykarez(sampleS)wasCurvibacter,acＧ

countingfor３６．３３％．ThedominantgenusofMiyim ajikarez
(sampleM)wasanunclassified_ofComamonadaceae,accounting
for３４．８４％．Ascomycotaoffungiwasthecommondominant

phylaamongthefoursamples;thedominantbacteriaofsamples

S,M,andTwereOlpidium,accountingfor１５．７７％,３１．８４％,

and１６．３８％,respectively．ThedominantgenusofsampleAis

unclassified_k_fungi,accountingfor２７．６８％．Conclusion:The

foursampleshavesimilaritiesinbacteriaandfungiphyla,genus,

andspecieslevels,butalsohavethedifferences．Althoughfungi

diversityishigherthanbacteria,thespeciesabundanceissmaller．

Keywords:highＧthroughputsequencing;drinkable water;miＧ

crobes;diversity

吐鲁番的坎儿井已有２０００多年的历史,是吐鲁番盆

地生产、生活的重要水源[１－２].坎儿井依靠地下暗渠输水,
不受季节风沙影响、蒸发量小、流量稳定,结构为整个水系
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提供独特的水质和稳定的微生物菌群的自然环境的同

时[３－４],这一相对封闭的环境有利于这一宝贵的水资源远

离污染.有研究[５]表明,长期饮用坎儿井水对人体有益.
目前国内外关于坎儿井的研究主要集中在对其水质

分析[６－７]及对农业生产[８－９]和生态环境[１０－１１]的影响等方

面,但对坎儿井微生物多样性方面的研究尚未见报道.
阿尔菲娅[１２]研究表明,用坎儿井水和面不添加酵母粉也

可以烤制出具有特殊风味的馕,而且其品质显著优于用

自来水或其他饮用水制备的.但这一特殊的味道来自于

面粉中的微生物还是坎儿井水中的微生物,坎儿井水质

能否影响面团发酵过程,这方面还未见相关研究报道.
研究拟以新疆吐鲁番坎儿井水为研究对象,通过Illumina
Miseq测序分析坎儿井水中的微生物群落多样性,为坎儿

井水的合理应用及食用安全性提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　样本来源

于２０２０年９月１１日,样品分别采自阿木尔坎儿井

(位于吐鲁番市托克逊县夏乡喀格恰克村),沙依坎儿井

(位于吐鲁番市葡萄乡达甫散盖村),奥吾提坎儿井(位于

吐鲁番市葡萄乡英萨村),米依木阿吉坎儿井(位于吐鲁

番市亚尔乡亚尔村)(样品特点见表１).每个样点取１０L
装入无菌的水样瓶内,带回实验室保存于４ ℃.每个样

品做３个平行,通过抽滤法在０．２２μm 的纤维滤膜上富集

微生物,抽滤完成后再将滤膜装于无菌离心管中,用封口

膜紧密地包装并立即存放在－８０℃冰箱冻存,用于检测

微生物多样性.

１．１．２　主要仪器设备

离心机:Eppendorf５４３０R 型,合肥艾本森科学仪器

有限公司;
超微量分光光度计:NanoDrop２０００型,美国 Thermo

FisherScientific公司;

　　酶标仪:BioTekELx８００型,美国Biotek公司;
微型荧光计:QuantiFluorTMＧST型,美国Promega公司;

表１　样本信息

Table１　Sampleinformation

水源 样品编号 地理位置 pH 温度/℃

阿木尔坎儿井 A
N４２°７０．６９″

E８８°７８．０２″
７．４３ ２２

沙依坎儿井 S
N４２°５９．２３２″

E８９°１４．５５７″
７．３２ １８

米依 木 阿 吉 坎

儿井
M

N４２°００．２１２″

E８９°０５．４０１″
７．３８ １９

奥吾提坎儿井 T
N４２°５５．６４７″

E８９°１３．９４３″
７．３３ １７

　　电泳仪:DYYＧ６C型,北京六一仪器厂;

PCR仪:ABIGeneAmp ９７００型,美国 ABI公司;

测序仪:IlluminaMiseq型,美国Illumina公司.

１．２　高通量测序及分析

１．２．１　高通量测序流程

取样→环境样品 DNA 抽提→设计合成引物接头→

PCR扩增与产物纯化→PCR 产物定量与均一化→构建

PE文库→高通量测序

１．２．２　DNA提取、扩增　样品总 DNA提取完成后,检测

利用１％琼脂糖凝胶电泳提取的基因组 DNA.在后续操

作之前,应将其贮藏在－２０℃[１３].

采用 TransGenAP２２１Ｇ０２:TransStartFastpfuDNA

Polymerase,PCR扩增细菌１６SrRNA 的 V３~V４区,真

菌２６SrRNA的ITS区,细菌和真菌所使用的正向引物和

反向引物分别为３３８F和８０６R、ITS１F和ITS２R .细菌

和真菌引物列表如表２所示,用 ABIGeneAmp．９７００型

PCR仪进行扩增.PCR扩增反应程序如表３所示.

　　PCR扩增完成后,全部PCR产物采用 AxyPrepDNA
凝胶回收试剂盒进行回收,用 TrisＧHCl洗脱,QuantiFluＧ

orTMＧST蓝色荧光定量系统进行检测定量,之后按照每个

样本的测序量要求,进行相应比例的混匀后完成文库制

备,将文库进行测序.文库的构建与上机测序流程均由

上海美吉生物医药科技有限公司完成.

１．２．２　生物信息分析　使用fastp(https://github．com/

OpenGene/fastp,version０．２０．０)软件对原始测序序列进

行质控,使用 FLASH(http://www．cbcb．umd．edu/softＧ

ware/flash,version１．２．７)软件对每个样品的 Reads进行

拼接,得 到 的 序 列 为 原 始 Tags 数 据;拼 接 得 到 的 原

始Tags数据,经过过滤得到高质量的Tags数据(Clean

表２　细菌、真菌特异性引物列表

Table２　Listofwpecificprimersforbacteriaandfungi

检测对象 目标基因 引物序列列表(５＇Ｇ３’)

细菌
１６S基因(V３~

V４)区域

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG

GGACTACHVGGGTWTCTAAT

真菌
２６S 基 因 ITS
区域

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA

GCTGCGTTCTTCATCGATGC

表３　PCR扩增反应程序

Table３　PCRamplificationreactionprocedure

检测对象 扩增程序

细菌
９５℃５min,９５ ℃ ３０s,５０ ℃ ３０s,７２ ℃ ３０s,

３０个循环

真菌
９５℃５min,９５℃３０s,５０℃３０s,７２℃７min,

３５个循环

４２
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Tags).参照 Qiime (V１．９．０,http://qiime．org/scripts/

split_libraries_fastq．html)的 Tags质量控制流程,进行

Tags截取、长度过滤后进行去除嵌合体序列的处理,使用

UPARSE软件(http://drive５．com/uparse/,version７．１),
根据９７％ 的 相 似 度 对 序 列 进 行 OTU 聚 类 并 剔 除 嵌

合体.
利用 RDPclassifier(http://rdp．cme．msu．edu/,verＧ

sion２．２)对每条序列进行物种分类注释,通过 Mothor方

法比对Silva１６SrRNA数据库(设置比对阈值为７０％),
获得在各个分类水平上的信息.通过 Qiime软件计算

Sobs、Chao、Shannon、Simpson、coverage等多样性指数,
用 R软件(Version２．１５．３)绘制稀释曲线及 Alpha多样性

指数组间差异分析.通过 Qiime软件(Version３．３．１)计
算 Unifrac,并通过 R软件进行物种组成分析及Beta多样

性指数组间差异分析.

２　结果与分析

２．１　细菌和真菌序列丰度及多样性分析

通过测序,对原始测序序列进行拼接、质控、优化后

共获得细菌１６SrRNA和真菌２６SrRNA有效基因序列.
无抽平得到的细菌原始序列为细菌 ５８３７１０ 条,真 菌

７１６６２１条.原始序列进行过滤、优化、拼接后总共获得

有效序列为细菌４４６７００条,真菌４０７３７６条.基于９７％
一致性对 OTUs进行注释,共得到２５８６个 OTUs.其中

细菌１４５６个 OTUs、真菌１１３０个 OTUs.稀释曲线趋

于平缓,说明测序数据量合理,再增加测序量已不太可能

检测到新的微生物种[１４].如图１所示,随着样本量的增

加,细菌和真菌sobs曲线急剧上升,说明样品群落中大量

的物种被检测到,随后曲线逐渐平稳,说明可以进行以后

的数据分析.

如图２(a)所示,样品 T在横坐标上的宽度要比其他

组宽度较宽,横坐标上的范围也大,表明样品 T物种丰度

高;其他样品的垂直曲线逐渐平坦,表明物种分布均匀.

如图２(b)所示,样品T的物种多样性高,而其他样品中优

势菌群的所占比例很高,多样性较低.

　　如表４所示,细菌的测序深度远高于真菌.细菌和

真菌样品 A和 M 的Sobs指数与Chao指数最低,说明样

品 A和样品 M 的微生物群落丰富度最低.样品 T 的

Sobs指数与Chao指数最高,说明该样品的微生物群落丰

富度最高,多样性也高.但是各样品之间微生物群落多

样性无显著性差异.Coverage指数对所有样本的覆盖率

均在０．９９以上,表明该测序水平可识别各样本中所有的

细菌和真菌系统类型,所得数据可靠.

图１　Sobs稀释曲线

Figure１　Sobsdilutioncurve

图２　RankＧAbundance曲线

Figure２　RankＧAbundancecurve

５２
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表４　Alpha多样性指数

Table４　Alphadiversityindex

样品
Sobs指数

细菌 真菌

Shannon指数

细菌 真菌

Simpson指数

细菌 真菌

Chao１指数

细菌 真菌

coverage指数

细菌 真菌

A ２９６．３ ５１．０ ２．８８６ ２．２７９ ０．１２３ ０．０８７ ３８０．５１ ５４．５ ０．９９８１ ０．９９９

S ４２６．０ ６４．３ ２．７２６ ３．３１１ ０．１７６ ０．０５８ ５１３．３３ ６７．０ ０．９９８２ ０．９９９

M ２６５．３ ５０．７ ２．９２７ ２．２７３ ０．３７８ ０．２５２ ３４７．１２ ５１．２ ０．９９８１ ０．９９９

T ６９５．０ ３５１．７ ２．２９０ ３．６０１ ０．３５５ ０．０６９ ７７３．１５ ３５２．８ ０．９９７０ ０．９９９

２．２　物种组成分析

由图 ３(a)可 知,细 菌 ４ 组 样 品 共 有 １７３ 个 核 心

OTUs,样品 A 独 有 １０５ 个 OTUs、样 品 S 独 有 ９１ 个

OTUs、样品 M 独有 ４５ 个 OTUs、样 品 T 独 有 ４８７ 个

OTUs.表明样品 T中细菌微生物群落较其余组丰富.

由图 ３(b)可 知,真 菌 ４ 组 样 品 共 有 １３ 个 核 心

OTUs,样 品 A 独 有 ４８ 个 OTUs、样 品 S 独 有 ５６ 个

OTUs、样品 M 独有 ５２ 个 OTUs、样 品 T 独 有 ８６８ 个

OTUs.表明样品 T中真菌微生物群落较其余组丰富.

２．３　不同样品在细菌和真菌属水平上的差异性分析

由图４(a)可知,４组样品细菌物种丰度均独立,各样

品组内聚在一起,组外距离较远,未出现重叠现象,表明

这些样品在细菌群落结构上具有显著差异.

由图４(b)可知,来自吐鲁番市内的３组样品交叉聚

集在一起,来自托克逊县的样品与其余组存在一定的差

异.样品 A与其他３组样本虽距离较近,但未相互重叠,

群落组成相互独立.４组样品的群落组成结构可以分为

２种类型:样品 M、T、S３组相互重叠,表明３组样品的真

菌群落组成较相似.这３种样品都有大丰富度油壶菌属

(Olpidium)分别占３１．８４％,１６．３８％,１５．７７％为主导优

势,真菌的菌群组成和丰富度的区别较小.此外样品 A
分布相互独立,未出现重叠现象,组内分布较散,表明该

组的真菌群落组成结构差异较大.

２．４　微生物群落结构分析及优势菌属

２．４．１　不同样品中细菌群落结构分析及优势菌属　为了

研究样品的物种组成多样性信息,对所有样品有效序列

进行聚类,以９７％的序列相似性将序列聚类成为 OTU
(可操作分类单元,相当于种水平)再深度分析.结果显

图３　OTU 水平上的 Venn图分析

Figure３　VenndiagramanalysisatOTUlevel

图４　基于加权 UniFrac距离的不同样品 PCoA图

Figure４　PCoAofdifferentsamplesbasedonweightedUniFracdistance
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示,４种样品细菌１６SrRNA共涉及到４０个门,变形菌门

(Proteobacteria)是 绝 对 优 势 菌 门,占 据 ８７．４８％ ~
９４．９０％,其次是拟杆菌门(Bacteroidota)占据０．４９％~
３．７０％,详见表５.

　　基于１６SrRNA分析,从４种样品中共测出５３７个细

菌属,其中嗜氢菌属(Hydrogenophaga)为优势菌属,其
次是未鉴定的丝毛单胞菌属(unclassified_f_ComamonaＧ
daceae)、曲杆菌属(Curvibacter)、假单胞菌属(PseudoＧ
monas)(详见图５).

　　样品 A 中特有的优势菌属为嗜氢菌属(HydrogＧ
enophaga)占３４．３１％;样品 S中特有的优势菌属为曲杆

菌属(Curvibacter)占３６．３３％;样品 M 中特有的优势菌属

为未鉴定的丝毛单胞菌属(unclassified_f_ComamonaＧ
daceae)占３４．８４％;样品 T 中特有的优势菌属为嗜氢菌

属(Hydrogenophaga)占５７．６６％.优势菌可能来自地下

坎儿井水附近的土壤中的微生物,其成为优势的原因可

能是坎儿井依靠地下暗渠输水环境相对封闭,不受外界

及四季变化的影响,其温度常年几乎是恒定的,这些优良

自然特征仍待进一步研究.

表５　门水平上各样品细菌相对含量(序列所占比例)

Table５　Therelativecontentofbacteriaineachsample
atthephylumlevel(proportionofsequence)％

门种类 样品 A 样品S 样品 M 样品 T

变形菌门(Proteobacteria) ８７．４８ ９４．９０ ９４．８７ ９３．２２

拟杆菌门(Bacteroidota) １．６３ ２．６２ ０．４９ ３．７０

髌骨菌门(Patescibacteria) ０．３４ １．３０ ４．２０ ０．６９

黏球菌门(Myxococcota) ５．０９ ０．０１ ０．００ ０．０８

疣菌门(Verrucomicrobiota) ４．２７ ０．２０ ０．００ ０．１６

放线菌门(Actinobacteriota) ０．１５ ０．４７ ０．２４ １．０６

图５　细菌属水平群落Bar图

Figure５　Bardiagramofthehorizontalcommunityofbacteria

　　对４种坎儿井水中的细菌进行分析结果表明,在１６S
rRNA门水平上,样品 A、S、M、T中的优势菌门均为变形

菌门(Proteobacteria),分别占８７．４８％,９４．９０％,９４．８７％,

９３．２２％.在属水平上,样品 A、T中优势菌属是嗜氢菌属

(Hydrogenophaga),分别占３４．３１％,５７．６６％;样品S中

优势菌属是曲杆菌属(Curvibacter),占３６．３３％;样品 M
中优势菌属是不可鉴定的丝毛单胞菌属(unclassified_f_

Comamonadaceae),占３４．８４％.在种水平上,样品 A、S、

T中优势菌种是不可鉴定的嗜氢菌种(unclassified_g_

Hydrogenophaga),分别占３２．０２％,２３．６９％,５７．５３％;样
品 M 中优势菌种是未鉴定的丝毛单胞菌种(unclassified_

f_Comamonadaceae),占３４．８４％.

２．４．２　不同样品中真菌群落结构分析及优势菌属　基于

ITS测序门水平,４种样品共涉及１２个门,子囊菌门(AsＧ
comycota)是主要优势菌门,占据４４．５９％~６１．０７％,其次

是 油 壶 菌 门 (Olpidiomycota )、 担 子 菌 门

(Basidiomycota)、未 鉴 定 的 真 菌 门 (unclassified_k _

fungi)、其他真菌门丰富度＜５％(详见表６).

　　基于ITS分析,４种样品共涉及５６８个真菌属,其中

油壶菌属(Olpidium)为优势菌属,其次是未鉴定的真菌

属(unclassified_k_fungi)、枝孢属(Cladosporium)(详见

图６).

表６　门水平上各样品真菌相对含量(序列所占比例)

Table６　Relativecontentoffungiineachsampleatthe

phylumlevel(proportionofsequence) ％

门种类 样品 A 样品S 样品 M 样品T

子囊菌门(Ascomycota) ５６．７６ ６１．０７ ４６．９２ ４４．５９

油壶菌门(Olpidiomycota) ０．００ １５．７７ ３１．８４ １６．３８

担子菌门(Basidiomycota) １２．６８ １２．０４ １２．２７ ２０．２１

unclassified_k_fungi ２７．６８ ５．４４ ６．２５ ７．７０

被孢菌门(Mortierellomycota) ２．５９ ０．４５ ０．００ ４．９７

隐真菌门(Rozellomycota) ０．１６ ２．４２ ２．４０ １．６９

壶菌门(Chytridiomycota) ０．１４ ２．８１ ０．２９ ３．３３
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图６　真菌属水平群落Bar图

Figure６　Bardiagramofthehorizontalcommunityoffungi

　　样品 A特有的优势菌属为未鉴定的真菌属(unclasＧ
sified_k_fungi)占２７．６８％;样品S特有的优势菌属为油

壶菌属(Olpidium)占１５．７７％;样品 M 特有的优势菌属

为油壶菌属(Olpidium)占３１．８４％;样品T特有的优势菌

属为油壶菌属(Olpidium)占１６．３８％.坎儿井饮用水的

自我净化能力、民间流传的助于消化、消除疲劳等功能等

科学问题,仍待通过进一步研究水质分析、分离鉴定其中

可培养的微生物菌株及其产酶活性检测等研究结果才能

得到解析.

　　对４种坎儿井水中的真菌进行分析结果表明,在２６S
rRNA 门水平上,样品 A、S、M、T中优势菌门均为子囊菌

门 (Ascomycota),分 别 占 ５６．７６％,６１．０７％,４６．９２％,

４４．５９％.在属水平上,样品 A中优势菌属为未鉴定的真

菌属(unclassified_k_fungi),占２７．６８％;样品S、M、T中

优势 菌 属 为 油 壶 菌 属 (Olpidium),分 别 占 １５．７７％,

３１．８４％,１６．３８％.在种水平上,样品 A 中优势菌种是未

鉴定的真菌种(unclassified_k_fungi),占２７．６８％;样品

S、M、T中优势菌种是油壶菌种(Olpidiumsp),分别占

１５．７７％,３１．４９％,１６．３８％. 此 外 还 检 出 Candida、

Pichia、Mortierella、Aspergillus、Alternaria 等菌属,以

上属的占比虽少,但它们能影响传统发酵酸奶风味的形

成及成熟过程[１５－１６].Candida、Pichia 等属还参与传统

发酵饮料博扎的发酵过程,而且是博扎发酵过程中的优

势菌属[１７－１８].Candida 也是发酵饮料开菲尔中的酵母

之一,它给开菲尔带来醇味、脂香和 CO２的同时起到改善

开菲尔口感的作用[１９].
阿尔菲亚等[１２,２０]曾采用阿木尔坎儿井水(试验中的样

品 A)制成的传统馕饼酸面团进行微生物多样性分析,结
果显示其优势菌门为Firmicutes、Ascomycota.该结果与试

验中的相比较,虽然在门水平有共同点,但是在属水平存

在很大的差距.与吐鲁番传统馕饼面团相比,用坎儿井水

和的面团芳香类物质种类丰富,相对百分含量较高[２０].因

此推测:坎儿井水中微生物并非是新疆馕饼传统发酵酸面

团中优势微生物直接来源,可能是坎儿井水中某些成分影

响面团发酵过程中优势微生物变化趋势,影响了酸面团挥

发性物质的种类及其变化,从而改善了馕饼风味.
变性菌门是细菌中最大的一个门,包括很多病原菌,

如大肠杆菌、沙门氏菌、幽门螺杆菌等.试验过程中未从

坎儿井水中检测出对人体有毒有害的微生物信息,符合

GB８５３７—２０１８«食品安全国家标准　饮用天然矿泉水»
和 GB５７４９—２００６«生活饮用水卫生标准»对食品加工用

水微生物的要求.

３　结论
采用高通量测序技术对新疆吐鲁番４种不同坎儿井

饮用水进行微生物群落组成及多样性分析.结果表明:
细菌在属水平,嗜氢菌属占优势,其次为不可鉴定的丝毛

单胞菌属、曲杆菌属、单胞菌属;在种水平,不可鉴定的嗜

氢菌种占优势,其次是不可鉴定的丝毛单胞菌种.关于

真菌多样性方面在属水平上,油壶菌属占优势,其次是不

可鉴定的真菌属;在种水平,油壶菌种占优势,其次是不

可鉴定的真菌种.但关于坎儿井水质的物理化学等其他

指标能否符合国家标准、当地居民能否安心饮用、能否满

足于食品加工用水的要求、坎儿井水对饮食文化及人类

健康的贡献等方面之后再进一步深度研究.
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