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摘  要: 【目的】掌握双台子河口沉积物中细菌多样性及其群落结构的季节变化特征。

【方法】于 2009 年 4 月、7 月、10 月和 12 月共 4 个航次在内陆河流入海口处进行四季

样品的采集, 采用 PCR-DGGE 技术对沉积物中细菌多样性进行分析。【结果】通过序列比

对发现, 该处沉积物中的细菌主要归属于 5 个细菌类群, 分别为变形菌门(52.6%)、放线菌

门(15.8%)、拟杆菌门(10.5%)、酸杆菌门(5.3%)以及绿弯菌门(5.3%), 此外还有一部分分类

地位尚不明确的细菌(10.5%)。在四季样品中变形菌门(52.6%)为优势菌群, 而在变形菌门

中, δ 亚群又占绝对优势地位。实验结果还显示四季沉积物中细菌 Shannon-Wiener 多样性

指数范围为 1.84−2.79, 且春夏两季沉积物中的 Shannon-Wiener 多样性指数比秋冬两季沉

积物中 Shannon-Wiener 多样性指数大。【结论】双台子河口沉积物中的细菌多样性符合典

型河口沉积物中细菌多样性的特征; 低温能导致沉积物中细菌多样性的减少。这为初步掌

握双台子河口沉积物中细菌种类和组成状况提供了一定的参考, 同时也为该处海洋环境

的监测及生物资源的保护提供了科学依据。 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to analyze the seasonal characteristics of 
bacterial diversity and community structure in sediments of the Shuang Taizi estuary. [Meth-
ods] Four seasonal samples, sitting in Shuang Taizi estuary, were collected in April, July, Oc-
tober and December, 2009, respectively. PCR-DGGE method was employed to analysis the 
bacterial diversity. [Results] By sequening, the bacteria in sediments of Shuang Taizi estuary 
fell into five known phyla, which were Proteobacteria (52.6%), Actinobacteria (15.8%), Bac-
teroidetes (10.5%), Acidobacteria (5.3%) and Chloroflexi (5.3%). Besides, a part of unidenti-
fied bacteria (10.5%) was detected. The Proteobacteria (52.6%) were dominant species, in 
which the δ-Proteobacteria gained the uppermost position. In addition, the results also indi-
cated that the values of Shannon-Wiener index for bacterial community structure ranged from 
1.84 to 2.79, the values of Shannon-Wiener index in spring and summer were higher than that 
of in autumn and winter. [Conclusion] The bacterial diversity in the sediments of Shuang Taizi 
estuary was in accordance with the bacterial diversity characteristics of the typical estuarine. 
Low-temperature can lead to a loss of the microbial diversity. This work presented a certain 
reference for the preliminary understanding of the bacterial species and composition in this 
estuary. At the same time, it provided a scientific evidence for monitoring of the marine envi-
ronment, as well as preserving of the biological resources in this area. 

Keywords: Shuang Taizi estuary, Bacterial diversity, PCR-DGGE 

双台子河口地处辽河入海口处, 是国家级自

然保护区, 同时也是陆地水入海前的天然蓄水

库。该处不但沉积了大量的营养物质和悬浮物, 

还具有很强的泄洪与净化能力, 为生物的生长繁

殖提供了良好的生态环境, 该地区蕴含的生物多

样性资源闻名于世界[1]。但近年来, 由于水域环

境污染不断加剧, 加之长期以来对水资源的持续

高强度开发利用, 双台子河口生物资源和水域环

境遭到严重破坏, 生物物种减少, 海洋生物种群

缩减, 若失去区域内的生物多样性, 双台子河口

自然保护区将失去其存在的意义。因此, 这一问

题引起了许多科学家的关注。 

到目前为止, 对于双台子河口的研究主要集

中在水环境中的水质指标(水温、透明度、酸碱度、

溶解氧、盐度、叶绿素等)、海洋生物(浮游植物、

浮游动物、底栖生物等)的种类和丰度测定及重金
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属(如镉)污染[2]等方面。虽然通过这些数据我们对

该河口污染情况有了一定的了解, 但相对于水介

质来讲, 海洋沉积物更是多种污染和有毒物质的

最终储存地[3]。然而目前对于该处沉积物的研究主

要集中在硫化物、有机碳等化学物质的污染上[1], 

并没有对其微生物这一重要的生物类群进行分

析, 而微生物的群落结构蕴含着大量的环境信

息, 不但有利于了解其生境特点, 而且还有助于

对其生态系统环境状况进行全面评价。因此, 本

文采用变性梯度凝胶电泳法, 通过对16S rRNA 

基因 V3区序列克隆测序, 构建系统发育树, 对双

台子河口沉积物中的细菌种类和组成进行研究。

以期为认识该区域的微生物多样性提供基础参

考价值, 同时也为该处海洋环境的监测及生物资

源的保护提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
分别于 2009 年春季(4 月)、夏季(7 月)、秋季

(10 月)和冬季(12 月)分四个航次无菌采集双台子

河口表层沉积物样品, 站位布设在盘锦市境内的

双 台 子 河 入 海 口 处 的 S 1  ( 1 2 1 ° 9 . 8 2 5 ′E , 

40°50.933′N)、S2 (121°8.754′E, 40°48.954′N)、
S3 (121°5.792′E, 40°45.347′N)站点, 详见图 1。采

用抓斗式采泥器(0.05 m2)进行采样, 采样水深: 

 
图 1  采样站位图 
Fig. 1  Map of sampling site 

S1: 5 m, S2: 9 m, S3: 12 m。采样过程中使用的所

有器具都经过了严格的消毒, 采集的样品迅速

放入无菌保鲜袋中, 冷藏保存, 24 h 内运回实验

室处理。 

1.2  沉积物样品总 DNA 的提取和纯化 
称量 5 g 沉积物样品于 50 mL 离心管中, 然

后加入 5 mL 提取缓冲液 [其成分为 100 mmol/L, 
Tris-HCl (pH 8.0), 100 mmol/L EDTA (pH 8.0), 1% 
CATB (W/V), 100 mmol/L Na3PO4 (pH 8.0), 
1.5 mol/L NaCl[4]], 50 μL 蛋白酶 K (20 mg/L), 在

37 °C、200 r/min 振荡 30 min 后, 加入 0.5 mL 20%

的 SDS, 65 °C 水浴加热 30 min (期间轻轻混匀一

次), 然后−80 °C 冰冻 30 min, 如此反复 3 次。将

上述样品处理液以 8 000 r/min 离心 15 min, 收集

上清液, 加入等体积的酚:氯仿:异戊醇(25:24:1, 

V/V/V), 混匀后 15 000 r/min 离心 15 min, 收集上

清液, 然后加入等体积的氯仿:异戊醇(24:1, V/V), 

混匀后 15 000 r/min 离心 15 min, 收集上清液, 向

收集的上清中加入 0.6 倍体积的异丙醇, 4 °C 放置

30 min 后 12 000 r/min 离心 10 min, 弃上清液, 然

后用 70%冰乙醇清洗 2 次 , 无菌风吹干 , 用

100 μL TE 缓冲液溶解沉淀, 得到总 DNA 的粗

提 液 , 参 照大 连 宝生物 生 物技术 公 司生产 的

DNA 凝胶回收试剂盒的说明书进行切胶纯化, 

然后用 1% (W/V)琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.3  巢式 PCR 扩增 
为提高反应的灵敏度和特异性, 本研究采用

巢式 PCR 扩增 16S rRNA 基因 V3 区, 再进行

DGGE 分析。采用细菌 16S rDNA 的通用引物 27 F

和 1492 R[5], 反应条件为: 94 °C 5 min; 94 °C 30 s, 

52 °C 30 s, 72 °C 1 min, 共 35 个循环; 72 °C 

10 min。扩增产物用 1.5% (W/V)的琼脂糖凝胶电

泳检测。 

对 V3 区扩增采用的是特异性引物 GC-F341

和 R518[6], 反应条件参照文献[6]。扩增产物用
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2% (W/V)的琼脂糖凝胶电泳检测, 分析后直接用

于 DGGE 分析。 

1.4  变性梯度凝胶电泳(DGGE) 
根据变性梯度凝胶电泳装置(DcodeTM Uni-

versal Mutation Detection System, Bio-Rad, USA)
说明书对其 PCR 产物进行凝胶电泳分析。所用

的聚丙烯酰胺变性梯度胶浓度为 8%, 变性梯度

为 30%−60%, 温度为 60 °C, 在 1×TAE 缓冲液中

以 200 V 电 压 电 泳 5 h, 完 毕 后 将 凝 胶 在

Genefinder 中染色 30 min, 随即用凝胶成像分析

系统(Kodak Gel Logic 2200)照相。在可见光凝胶

透射仪上进行 DNA 条带的切割, 切下的 DNA 条

带放入 2 mL 离心管中, 加入 1 mL 去离子水冲洗

2−3 次后, 加入 30 μL 无菌去离子水, 然后将其作

为模板, 采用无发夹结构的 F341 和 R518 引物进

行 PCR 扩增, 反应条件同 1.3。 

1.5  DGGE 图谱细菌多样性指数分析 
DGGE 图 谱 通 过 香 浓 指 数 H (Shan-

non-Wiener index)对细菌多样性进行评价: 

H=−∑(ni/N)ln(ni/N)。 

其中, ni 是每条泳道每条条带的平均光密度

值, N 为每条泳道所有条带的平均光密度总值。 

1.6  克隆和测序 
将 PCR 回收产物与 pMDl8-T vector (TaKaRa)

在 14 °C−16 °C 连接 3 h, 然后转化到 E. coli 

DH5α 感受态细胞, 用蓝白斑筛选法挑取阳性克

隆子, 进行质粒抽提, 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测

插入片段大小, 并送往生工生物有限公司(上海)
测序。测序引物序列分别为 M13-47: 5′-CGCCAG 
GGTTTTCCCAGTCACGAC-3′; RV-M: 5′-GAGC 
GGATAACAATTTCACACAGG-3′。 

1.7  系统发育树的构建 
首先将得到的序列在 NCBI 数据库中检测嵌

合体, 然后把去除嵌合体后的剩余序列进行比

对, 将所得高同源序列和原序列用 ClustalX 1.8

程序进行多序列匹配排列, 采用 MEGA 3.1 程序

中 Neighbor-Joining 方法、Kimura 双参数计算模

型构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  总 DNA 的提取和 PCR 扩增 
电泳检测结果显示, 沉积物中总菌的 DNA

大小集中在 23 kb 左右。通过细菌特异性引物进

行 PCR 扩增, 得到 16S rRNA 基因的全长以及 V3

区序列, 其片段大小分别为 1 460 bp 和 220 bp, 

扩增所产生的 DNA 片段均为单一条带, 且阴性

对照无污染, 表明扩增效果良好。 

2.2  DGGE 指纹图谱分析 
由图 2 可以看出, 沉积物中细菌 16S rRNA

基因的 V3 区特征片段经 DGGE 分离得到数目不

等、亮度不同的电泳条带, 从而鉴别出不同样品

中细菌多样性及各样品之间群落结构的差异 , 

这些分离得到的条带均表示样品中的优势种群。

条带越多说明细菌多样性越丰富, 条带信号越

亮, 表明该种属的数量越多。从图 2 来看, S1、

S2 和 S3 站位的优势种群在春季(4 月份)的条带

最多(平均条带数为 17 条), 说明春季细菌多样

性最丰富; 夏季(7 月份)的条带最亮, 说明夏季

的优势种群数量最多; 而在秋季(10 月份, 平均

条带数为 10 条)和冬季(12 月份, 平均条带数为 9

条)的条带数量相对少一些, 各站位 4 个季节样

品的具体条带数见表 1。 

2.3  细菌 16S rDNA 序列分析 
从 S1、S2、S3 站位四季的 DGGE 分离条带

中选取了 19 条主条带进行切胶回收, 并对其进

行了克隆测序。将测序得到的序列与 GenBank 数

据库中的已知序列进行比对, 比对结果见表 2。

由表 2 可知, 这些序列与数据库中的已知序列具

有较高的相似性。由构建的系统发育树(图 3)来

看, 获得的 19 条序列归属于 5 个细菌类群, 包括
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变 形 菌 门 (Proteobacteria, 52.6%) 、 放 线 菌

(Actinobacteria, 15.8%)、拟杆菌门(Bacteroidetes, 

10.5%)、酸杆菌门(Acidobacteria, 5.3%)以及绿弯

菌门(Chloroflexi, 5.3%), 此外还有一部分分类地

位尚不明确的细菌(10.5%)。由此可见, 变形菌门

为优势菌, 而变形菌门又涵盖了 α、β、γ、δ 四个

亚群, 其中 δ-Proteobacteria 为优势类群(60%), 其

次为 γ-Proteobacteria (20%), β和 α亚群各占 10%。 
 

 
图 2  DGGE 指纹图谱 

Fig. 2  DGGE fingerprint 
注: A、B、C 分别为春季 S1、S2、S3 站位样品; D、E、F 分别为夏季 S1、S2、S3 站位样品; G、H、I 分别为秋季 S1、S2、

S3 站位样品; J、K、L 分别为冬季 S1、S2、S3 站位样品. 
Note: A, B, C: The samples collected from the sites of S1, S2 and S3 in spring, respectively; D, E, F: The samples collected from 
the sites of S1, S2 and S3 in summer, respectively; G, H, I: The samples collected from the sites of S1, S2, S3 in autumn, respec-
tively; J, K, L: The samples collected from the sites of S1, S2, S3 in winter, respectively. 
 

表 1  DGGE 指纹图谱中各站位的电泳条带数 
Table 1  The number of the electrophoretic bands of each site in the DGGE fingerprint 

采样时间 Time 站位 
Sites 春季 Spring 夏季 Summer 秋季 Autumn 冬季 Winter 

S1 17 16 8 9 

S2 18 18 10 9 

S3 15 13 12 10 
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表 2  DGGE 条带的 16S rRNA 基因的序列比对结果 

Table 2  Analysis of 16S rRNA gene of DGGE bands 
条带号 

Band number 
最相似的序列及其登录号 

Closest relative and its accession number 
相似度 

Sequence similarity (%) 
1 Algibacter lectus strain p13 16S ribosomal RNA gene (JQ661172.1) 99 

2 Uncultured bacterium clone SHFH766 (FJ203660.1) 98 

3 Mesoflavibacter sp. N71 (HQ188626.1) 98 

4 Desulfobulbaceae bacterium PR6_E07 (HE600828.1) 96 

5 Uncultured delta proteobacterium clone NdAmb140 (FJ753051.1) 100 

6 Uncultured delta proteobacterium clone B02CT_ControlDay15 (GQ243062.1) 100 

7 Uncultured gamma proteobacterium clone DH132B27 (JN672649.1) 99 

8 Uncultured Chloroflexi bacterium clone w-E2 (HQ727099.1) 98 

9 Delftia sp. L2128 (JQ419620.1) 99 

10 Uncultured bacterium clone HS004 16S ribosomal RNA gene (JX391340.1) 99 

11 Uncultured Desulfobacteraceae bacterium clone 2C83 (FM211789.1) 99 

12 Uncultured delta proteobacterium clone B09CT_ControlD9 (GQ243146.1) 100 

13 Uncultured delta proteobacterium clone ARTE12_283 (GU230399.1) 97 

14 Uncultured actinobacterium clone B50 (GU826531.1) 99 

15 Uncultured gamma proteobacterium clone B05_RAMPDAY15 (GQ242683.1) 99 

16 Uncultured actinobacterium clone pfact27 (HQ877756.1) 96 

17 Rhodovulum sp. JA545 (FN995216.1) 98 

18 Uncultured Acidobacteriaceae bacterium clone JdFBGBact (DQ070820.1) 98 

19 Uncultured actinobacterium clone C01I2_INITIAL (GQ242383.1) 98 
 

2.4  DGGE 图谱细菌多样性指数分析 
根据每条条带的平均光密度值计算得到各样

品的细菌多样性指数, 详见表 3。由表 3 可以看

出, 除秋季和冬季的 S1 站位外, 3 个站位均是春

夏两季的沉积物细菌多样性指数大于秋冬两季

的沉积物细菌多样性指数, 说明春夏两季沉积物

中细菌多样性比秋冬两季丰富, 低温(具体采样

温度详见表 4)减小了沉积物中细菌多样性。 

3  讨论 

通过对双台子河口沉积物中细菌多样性的分

析发现, 其 Shannon-Wiener 多样性指数范围为

1.84−2.79, 这与杜萍等和郑艳玲研究的椒江口沉

积 物 [7] 和 长 江 口 沉 积 物 [8] 中 细 菌 的 Shannon- 

Wiener 指数范围(1.68−2.87 和 1.43−2.89)的结论

一致。说明双台子河口沉积物中细菌的多样性符

合典型河口沉积物遗传多样性的特征。但与姜丽

晶研究的珠江口沉积物[9] (Shannon-Wiener 指数

为 4.6)的结论相差很大。这可能与珠江口独具特

色的地貌发育模式有关, 珠江口三角洲由多个河

口三角洲组合而成, 其地貌发育史以河口放射状

汊道为基本特征, 而双台子河口被典型的半封闭

海湾辽东湾所包围, 因此两者沉积物中细菌多样

性存在差异是合乎情理的。本研究中双台子河口

四季沉积物中细菌多样性的总体分布趋势为春

夏两季比秋冬两季丰富, 说明低温在一定程度上

导致了细菌多样性的减少。这与李友训等[3]对胶

州湾和东太平洋海隆沉积物细菌多样性的研究 
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图 3  DGGE 主条带 16S rDNA 克隆系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of 16S rDNA clones of major DGGE bands 
Note: Numbers at each branch points presented the percentage supported by bootstrap based on Neighbor-Joining analyses of 
1 000 replicates. The GenBank accession number was shown in parentheses. Bar: 0.02 sequence divergence. 

 
表 3  不同样品中的细菌群落 Shannon-Wiener 多样性指数 

Table 3  The values of Shannon-Wiener index for bacterial community in different samples 
站位 Sites 春季 Spring 夏季 Summer 秋季 Autumn 冬季 Winter 

S1 2.49 2.29 1.84 2.08 

S2 2.79 2.50 2.07 1.84 

S3 2.58 2.42 2.22 2.04 
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表 4  采样品时的海水温度 
Table 4  The temperature of the seawater at the sampling time (°C) 

站位 Sites 春季 Spring 夏季 Summer 秋季 Autumn 冬季 Winter 

S1 10.19 26.96 1.03 −0.26 

S2 10.22 26.12 1.88  1.32 

S3 10.35 26.01 5.35  1.89 

 
结果一致。然而在本研究中, 虽然 S1 站位的秋季

温度比冬季高, 但细菌的多样性指数却比冬季

小, 分析可能是 S1 站位离河口最近, 其沉积物中

的细菌多样性更易受到陆源排污的影响, 该站位

在冬季可能受到了人类、动物活动或污水排放等

因素的影响。 

分析沉积物中的微生物群落结构 , 有助于

了解该地区的生态环境状况。通过对双台子河口

沉积物中细菌种类鉴别发现, 该处沉积物中存

在功能菌和环境污染指示菌。图 2 中的 1 号条带

所代表的菌种属于黄杆菌科(Flavobacteriaceae) 
Algibacter 属, 已有研究显示 Algibacter 菌株能

产出显著水平的类胡萝卜素, 特别是高纯度的

玉米黄质[10]; 通过与 NCBI 数据库比对发现, 本

实验中获得的 3 号拟杆菌序列与朝鲜东海沉积

物[11]中的细菌序列相似度最高(98%), 而这株菌

来源于人类粪便, 因此推测本研究采样地点可能

受到了陆源排污或其他人类活动的影响; 18 号条

带所代表的菌种属于酸杆菌门 (Acidobacteria), 

该类菌群是基于分子生态学研究划分出的新细

菌类群。有研究表明, 酸杆菌易生活在金属污染

区域等酸性较强的环境中 [12], 此外 , 此类菌群

多发现于陆地环境 , 如土壤中 [13], 因此推断该

地区的河口沉积物受陆源影响较大, 且水质发

生了较大的变化; 而 14、16、19 号条带所代表

的菌种属于放线菌门(Actinobacteria), 该类菌群

是一大类有益次级代谢产物的生产者。据报道, 

目前所使用的抗生素中 , 70%是由放线菌产生

的。通过比对发现, 本实验中获得的 14 号和 16

号条带所代表的菌株分别与海洋中的石海绵和

棕色扁海绵共生 [14−15], 虽然有很多的文献中都

提到了海绵放线菌和其相关产物, 但国际上有

关海绵放线菌分离方面的研究还处于起步水平。

而 19 号条带所代表的菌株与来自重金属污染的

海洋沉积物 [16]中获得的放线菌相似度最高, 由

此我们推断, 双台子河口沉积物可能受到了重

金属的污染, 并且这一推断在刘玉令等[1]的研究

中得到了验证。在本研究中, 优势种群变形菌门

中的 δ-Proteobacteria 占了绝对优势(60%), 这一

结论与邹扬等[17]对白令海北部表层沉积物中细

菌多样性的研究结果相同。通过序列比对发现, 

本实验中获得的 δ-Proteobacteria 序列与来源于

受重金属和石油烃污染的突尼斯海峡沉积物[19]

的细菌序列的相似度最高。由 DGGE 图谱可知, 

该 类 菌 群 四 季 均 可 出 现 , 但 多 出 现 于 夏 季

(50%)。这提示我们, 双台子河口生态系统可能

受到了重金属或石油烃等因素的影响, 且夏季

比较严重。该地区除了存在与污染相关的细菌之

外, 还有一些与生物地球化学循环相关的功能

菌群。γ-Proteobacteria 是仅次于 δ-Proteobacteria

的第二类优势菌群。Freitag 等[20]在研究海洋沉

积 物 厌 氧 条 件 下 氨 代 谢 情 况 时 发 现 , 

γ-Proteobacteria 在厌氧氨氧化过程中起着重要

作用。因此该沉积物中 γ-Proteobacteria 的存在可

能与沉积物的碳、氮循环密切相关。17 号条带

所代表的菌为红杆菌科(Rhodobacteraceae)小红

卵菌属(Rhodovulum), 该类菌群的最佳生长方式

是利用各种有机化合物进行光合异养生长, 并
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且在有高浓度硫化氢存在时仍可生长, 是一种

硫氧化细菌[21]。本研究中检测到了该类菌群, 说

明该海域中可能存在着大量的有机物。相比之

下, β-Proteobacteria 更易存活于受污染的环境

中[22]。如白洁等研究表明, β-Proteobacteria 细菌

可作为环境质量监测与评价的生态指标[23]。 

本研究为初步掌握双台子河口沉积物中细

菌种类和组成状况提供一定的参考, 也为该处

海洋环境的监测及生物资源保护提供科学的依

据。但我们在采集沉积物样品时没有进行分层采

集, 徐宏翔等研究结果显示, 表层沉积物所含微

生物的种类因深度不同而有所变化 [24], 因此 , 

在此基础上, 今后再分层对沉积物微生物多样

性进行研究, 以便更准确地描述当地微生物实

际状况。此外还应对除温度之外的其他环境因子

(如总氮、总磷、重金属等)也进行分析, 从而更

好地解释和验证我们的结论。 

4  结论 

(1) 该处沉积物中的细菌主要归属于五个细

菌 类 群 , 分 别 为 变 形菌 门 (52.6%)、 放 线 菌 门

(15.8%)、拟杆菌门(10.5%)、酸杆菌门(5.3%)以及

绿弯菌门(5.3%), 此外还有一部分分类地位尚不

明确的细菌 (10.5%)。在四季样品中变形菌门

(52.6%)为优势菌群, 而在变形菌门中, δ 亚群又

占绝对优势地位。 

(2) 双台子河口沉积物中的细菌多样性符合

典型河口沉积物中细菌多样性的特征。 

(3) 除 S1 站位外, 春夏两季沉积物中细菌多

样性比秋冬两季的细菌多样性丰富, 说明低温会

导致沉积物中细菌多样性的减少。 
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