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黄海北部不同站位海洋细菌群落分布特征

白洁，李海艳，赵阳国!

（中国海洋大学环境科学与工程学院，青岛 ,110&&）

摘要：【目的】为揭示北黄海不同海域中真细菌群落分布的差异，【方法】采用 01. )O/P 基因文库和变性梯度

凝胶电泳（QRRH）技术，对远海和近海两个站位的沉积物和水体中细菌群落特征进行了解析和评价。【结果】

文库分析揭示海水及沉积物中微生物种类丰富，存在大量未被认知的类群。各站位中主要为变形菌门

（S)85C8M(*5C)>(），沉积物中!AS)85C8M(*5C)>( 和"AS)85C8M(*5C)>( 亚门占优势，水中则以#AS)85C8M(*5C)>( 亚门占优

势，但各亚门微生物在两个站位中存在明显系统发育学分歧。QRRH 图谱聚类分析显示，近海沉积物和海水

中细菌群落优势类群相似性很高，而远海沉积物和海水中则相似性很低。【结论】研究结果表明，微生物种

类在不同地理位置和生存介质中存在明显差异，环境因素对微生物的分布起主导作用。
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海洋微生物是海洋生态系统中的重要组成部

分，在海洋物质循环、能量流动及维持海洋生态系统

多样性与稳定性方面起着重要的作用［0］。据估计海

洋微生物可达 &T0 U , 亿种［,］，对海洋微生物多样性

和分布特征的研究，将有助于更深入地认识海洋微

生物在整个海洋生态系统中的功能与作用，对开展

海洋生态环境研究具有重要意义。

早期的海洋微生物多样性研究是建立在传统的

微生物培养技术基础上的。然而由于培养条件与自

然条件的差异，实际上培养所得到的只是自然环境

中的少部分微生物（&T&&0V U 0%V）［#］，如海水中仅

有 &T&&0V的细菌可以培养，沉积物中仅有 &T,V的

细菌可以培养。由于传统培养方法的局限性，使其

在海洋微生物多样性研究中受到了限制。随着 S2O
技术的广泛应用和微生物基因组保守序列信息的解

析，以环境总 Q/P 为模板，直接进行微生物多样性

和组成的研究，成为分析微生物多样性的一种有效

手段［!］。这种方法简单、方便、快速，并且随着基因

组数据库的完善，其优势日益明显。我国有学者已

经对部分海域沉积物［!A%］和水体［1］中的微生物多样

性进行了探索研究。

北黄海冷水团中心位置较稳定，位于北黄海中

部偏西，主要物征是显著低温（!T1W U "T#W），是由

冬季进入黄海的外海水与沿岸水混合而成［E］。由于

北黄海具有特殊的地理位置和独特的冷水团现象，

其海洋生态系统的组成和稳定特征受到人们的广泛

关注。而微生物群落作为生态系统的重要组成部

分，亟待开展对该海域中微生物群落多样性和分布

特征等相关研究。基于此，本研究分别获取北黄海

海域 , 个站位的水体和沉积物样本，构建真细菌

01. )O/P 基因文库，进行 QRRH 分析，探讨细菌群落

的结构和分布特征，这将有助于深层次理解该水域

的生态系统结构和功能，也可为我国近海微生物资

源及生态环境的研究提供理依据。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主 要 试 剂 和 材 料：土 壤 !"# 提 取 试 剂 盒

$%&’()%*+ !"# ,-%+./*%0- 1*/（2%3*%，4)#），$56 引物

（,07*/(%8’0，上海），胶回收试剂盒（华舜，上海），!"
9.: !"# 聚合酶、;"9$、2.(1’( !<=>>>、?2!@AB9 载

体（9.C.6. 公司），电泳系统 $%&’( $.D@>>>、EFDFD+’
扩增仪、!’5%;’ )F-/’E（G*%B6.; <.3%(./%(*’-，4)#），

自容式 59! )GH =I（)’.BG*(; H+’D/(%0*D-，4)#），JKJ>
测序仪（#G,，4)#），分析软件 )’:L’0DM’( IN> 软件

（O’0’ 5%;’-，4)#），5M(%E.- 软件（9’DM0’+F-*LE $/F，
#L-/(.+*.）和 )$)) @= 软件（)$)) ,0DP，4)#）。

!"!"# 引 物：文 库 构 建 引 物 分 别 是 G)QRS=>：ITB
#O#O999O#9559OO595#OBJT 和 G)6@IU@S=>： ITB
##OO#OO9O#955#O55O5#BJT［K］；!OOH 分 析 引 物

为 G#@>@Q： ITB9OO5OO#5OOO9O#O9##BJT［R］ 和

G#IJU6：ITB#99#55O5OO59O59OOBJT［A］，其中反向

引物 G#IJU6 的 I’端带有 O5 夹。

!"# 样品采集

=>>V 年 @ 月，通过搭载东方红 = 号科考船，在黄

渤海交汇的近海站位 @ 和北黄海冷水团附近的远海

站位 =（图 @）采集沉积物表层样品（)）和海水滤过

样品（W）。应用箱式沉积物采样器采集沉积物柱

后，将表层 I DE 沉积物置于灭菌管中，于 X =>Y保

存。海水样品采用无菌采水瓶分别在表层、@> E 层

和底层收集 =I> E<，等体积混合后用 >N==!E 滤膜

过滤，将滤膜置于灭菌离心管中 X =>Y保存。海水

深度、温度、盐度和氧化还原电位（Z6$）数据由船载

自容式 59! 获取，相关数据信息见表 @。

图 ! 采样站位地理坐标示意图
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表 ! 采样站位及 !$% &’() 基因文库信息
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!"* +() 提取及 ,-’ 扩增

!"*"! !"# 提取：采用试剂盒提取沉积物和水体总

!"#，最终溶解于 = EE%+S< 9(*-B‘5+（?‘ a R）中，取 I

!< !"# 进行电泳检测。

!"*"# $56 扩增：以总 !"# 为模板，采用细菌 @V)
(6"# 基因保守引物进行 $56 扩增。$56 扩增采用

I>!+ 体系，反应条件为：AU Y，I E*0；AU Y U> -，
I> Y J> -（!OOH 分 析 为 II Y，每 一 循 环 降

>N=Y），K=Y A> -，J> 个循环；K= Y，@> E*0。$56 完

成后取I!<产物电泳检测，并与定量 2.(1’( !<=>>>
进行比对。

!". !$% &’() 基因文库的构建

采用胶回收方法纯化 $56 产物，参考文献［@>］

构建 @V) (6"# 基因文库。当文库的阳性克隆效率

高于 A>]时，随机挑取 V> 个左右白斑克隆进行测

序，测序时采用载体两侧的 2@J 通用引物，对获得

的双向序列，以 5M(%E.- 软件进行序列拼接及载体

去除。

!"/ 序列处理

采用 )’:L’0DM’( IN> 将相似性 b AK]的序列归

为同一个操作分类单元（%?’(./*%0.+ /._%0%EF L0*/，
Z94）。以覆盖率（#）来评价构建的 @V) (6"# 基因

文库对环境微生物多样性的体现，公式为：

UUJ c*’ G.* ’/ .+ P S$%&’ ()%*+,)+-+.)%’ /)0)%’（=>>A）UA（J）



! !［" # "" $#］% "&&’ （"）

其中，# 代 表 测 序 的 克 隆 总 数，"" 代 表 ()* 数

量［""］。

将所有序列提交到 +,- ..（+/0121345 ,4640427
-8197:6 ..）数据库［";］，进行在线分类，同时计算各类

群的比例。下载相似序列，采用 <5=2645 > 对齐序

列，去除冗余序列后，应用 ?@AB CD& 软件［"E］，以相

邻法（01162684F ! "&&&）绘制系统进化树。

!"# 群落图谱分析

应用 ,AA@ 技术解析细菌群落的结构。变性梯

度胶中聚丙烯酰胺浓度为 G’，变性梯度为 C&’ H
I&’，温度 I&J，KL M，"L N，凝胶采用银染法染色。

根据 ,AA@ 图谱中同一迁移距离上条带的有无，将

图谱数字化处理，应用 O-OO 软件中的 >48P’2 方法

进行聚类分析。

$ 结果

$"! 优势微生物群落结构分析

对各站位水体和沉积物中优势微生物群落进行

,AA@ 解析及图谱分析结果如图 ;。从图可见，近海

水体（>"）和沉积物（O"）中优势微生物群落结构非

常相近，图谱相似性可达 QQ’；而远海水体（O;）和

沉积物（>;）中则相距较远，相似性仅为 LL’。

$"$ !#% &’() 基因序列分析

通过序列拼接及载体去除，近海站位 " 和远海

站位 ; 的沉积物样品（O）和水体样品（>）分别得到

IG，LI，CL 和 LG 个有效序列（表 "）。将相似性大于

QK’的序列归为一个 ()* 后，分别得到 LL，EE，EK 和

;Q 个 ()*，进而计算各样品的覆盖率分别为 "Q’，

EQ’，"G’和 L&’。水样的覆盖率显著高于沉积物

样品的覆盖率，表明在沉积物中有更高的微生物多

样性。

通过 +,- 中的 <5422/R/78 程序，对所有序列进行

分类，发现存在大量无法确定其分类位置的序列，站

位 " 和 ; 的沉积物样和水样分别有 "" 条，"L 条，E
条和 "& 条序列无法确定其分类学位置（图 E），其它

序列多与未培养细菌具有更高相似性。这表明，在

海洋中存在大量未被认知的微生物类群。

根据 <5422/R/78 程序分类结果（表 "，图 E），站位 "
沉积物细菌分布于 "& 个已知的门，水体中细菌序列

分布于 I 个已知的门；站位 ; 沉积物细菌序列分布

于 L 个 门，水 体 中 分 布 于 L 个 门。 变 形 菌 门

（-8167104:678/4）在所有样品中均为优势菌群，在站位

" 中占全序列的 CL’，在站位 ; 中占全序列的 I&’

以上。沉积物与水体中微生物优势类群差异明显，

在沉 积 物 中，拟 杆 菌 门（S4:6781/P7672）、疣 微 菌 门

（M788=:13/:810/4）、!T变形细菌亚门（!T-8167104:678/4）

和"T变形细菌亚门（"T-8167104:678/4）为优势菌群，在

水体中相应微生物类群所占比例较低或未检测到。

在水体中，厚壁菌门（U/83/:=672）、#T变形杆菌亚门（#T
-8167104:678/4）和$T变形杆菌亚门（$T-8167104:678/4）则

为优势菌群。绿屈挠菌门（<N5181R57V/）、硝化螺菌门

（W/6812F/84）和酸杆菌门（B:/P104:678/4）是 O" 沉积物

独有的门，在其它样品中未检测到。

图 $ 变性梯度凝胶电泳（*++,）图谱（)）及对图谱中

不同群落的聚类分析（-）

U/XY; ,7Z46=8/ZX X84P/7Z6 X75 757:681FN1872/2（,AA@）F81R/572（B）

4ZP :5=2678 4Z45[2/2 1R P/RR787Z6 04:678/45 :133=Z/6/72（S）Y

$". 变形菌门系统发育分析

由于变形菌门细菌在所有样品中均为优势菌

群，因此对所有样品中该类群序列绘制系统发育树，

进行系统发育分析（图 C）。从该图可以看出，这些

序列分属于变形菌门的#T、$T、!T、"T和%T亚门，其中

#T、$T亚门占变形菌门序列的 EGDG’和 EDE’，这些

序列主要来自水体微生物，而!T、"T亚门占变形菌门

序列的 EKD;’和 "QDG’，这些序列主要来源于沉积

物微生物。

其中#T亚门中的 O"T; 同韩国黄海海域中缺少

LCE白洁等：黄海北部不同站位海洋细菌群落分布特征 Y $微生物学报（;&&Q）CQ（E）



图 ! "#$ %&’( 基因序列在不同分类阶元中的分布

!"#$% &’()(’*"(+, (- ./0 ’123 #4+4 ,4564+74, 8"*9"+ :"--4’4+* )9;<= (’ ,6>)9;<=$

细菌叶绿素的 !"#$%"&’()$*" +*&%(*,+-+（3?@/AAAB）相

似性较高（CDE），F.G@A 和 FAGA@ 与能够感染牡蛎

的细菌 .&+*&/("-0+ )"(++&+$"*(*（3!..HHIH）高度相似

（CIE）。!G亚门的 ./0 ’123 基因序列 F.GA@，GHC，G
@I 和 FAGAC 与利用甲基化合物的细菌 1*$%#2&3%-20+
4*$%#2&$"&3%0+（J.@HD@）高度相似，暗示这些微生物在

碳循环中可能起着重要作用。"G亚门中的克隆 FAG
C，G./ 和 从 天 然 矿 泉 中 分 离 的 细 菌 5+*06&4&,(+
’"*,,*"-（3!A/IC/I）聚为一类，相似性达 CCE，F.G@
和从 波 罗 的 海 分 离 出 的 蓝 色 细 菌 .%*-,%*-4*"(
’(2$-)(（3KHH.BIB）./0 ’123 基因相似性达 CCE。#G
亚门的细菌大多和硫酸盐还原菌（01L）有高度相似

性，在海洋硫的循环中发挥重要作用，其中 0.G.I、G
A@、GHC 和 0AGH、G@.、G@I、GD@ 与能够氧化长链脂肪酸

并还原三价铁的海洋细菌 7*+0280"&4&,(+ 3(24-$($-+
（MAI.DA））具有较高相似性（CHE），0.G%H 和从海洋

沉积物中分离出来的厌氧脱氯细菌（3!A%B@%.）高度

相似（CIE）。

! 讨论

《中国第二次北极科学考察报告》指出沉积物的

分布具有区域性特点，它们与一定的沉积环境、物质

来源相关联，这些地理环境不同可能是导致微生物

多样性差异的重要原因［.H］。14+ 等［/］研究表明不同

区域的海水中微生物多样性也有所不同。从沉积物

和水体获得的序列与数据库中未培养的细菌具有高

度相似性，这表明海洋中存在大量的未知微生物资

源，这些多样的微生物资源对生态系统发挥正常功

能起着重要作用。

!)" 微生物多样性分析

两个站位的水体和沉积物中微生物种类都很丰

富，但优势类群和多样性是有差别的。变形菌门是

最为优势的类群，在沉积物中优势亚群是"G变形细

菌亚门，这一结果与近年来国内外有关海洋沉积物

中微生物多样性的报道相一致，N’4; 和 O4’8"#［.@］的

研究表明在海洋沉积物中"G变形细菌亚门较丰富。

本研究中着色菌目、假单胞菌目是"G变形菌亚门中

最多的两类细菌，研究表明这两个目的细菌属于需

氧或兼性厌氧细菌，它们能够在厌氧条件下进行光

合作用，将 PQA 同化，并将硫化物氧化为单质硫元

素。

#G变形细菌亚门主要是能够以有机物为电子供

体，在厌氧条件下还原硫酸盐的 01L，研究表明，海

洋沉积物中有机物质的降解有 @BE是通过 01L 完

成的［./］，同时 01L 还参与许多难降解有机污染物的

厌氧降解。在本研究中，检测到的 01L 主要属于

/H% K"4 L=" 4* =< $ R9)$( 1-)"&’-&2&:-)( ;-,-)(（ABBC）HC（%）



图 ! 两站位水体（"）和沉积物（#）中变形菌门微生物的系统发育分析

!"#$% &’()*#+,( *- &.*/+*012/+."1 ", 3+4"5+,/（6）1,4 3+171/+.（8）1/ /7* 3"/+3$
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!"#$%&’(&)*+$,%*-,. 和 /,.0-10%&2&#*-,. 目，这 种 分 布

与 3*4,#.+(-*5 等［67］的研究结果一致。在水中的优

势亚群是!8变形细菌，!8变形细菌中主要是红细菌

目（3(&9&)*+$,%*-,.），还有红螺菌目（3(&9&.’:%:--*-,.）
和根瘤菌目（3(:;&):*-,.），这些微生物能够通过光合

作用进行生长代谢，<=> 和氮的固定，在海洋生态系

统的碳、氮循环中发挥重要作用。

浮霉菌门（?-*#+$&2"+,.）分布于两个站位的 @ 个

克隆文库中（图 @），主要为兼性厌氧菌，有研究表明

这类细菌可能与深海有机质的矿化有关［6A］，B%,:$*5
等［6C］在研究海洋沉积物厌氧氨氧化时发现，浮霉菌

在这一过程中起着非常重要的作用；同时浮霉菌在

污水处理系统中也是常见的菌群［>D］。

拟杆菌门（E*+$,%:&:9,$,.）也分布于两个站位的 @
个 克 隆 文 库 中，绝 大 部 分 都 是 黄 杆 菌

（B-*4&)*+$,%:*+,*,），这一菌群在海洋环境中的分布

非常广泛，通常在海雪花、大型藻类、小型藻类和软

体动物的外壳上营附着生活，同时它们也是海洋浮

游细菌的重要组成部分，可以在海水中营浮游生

活［>6］。能够产生胞外水解酶来降解生物大分子如

几丁质、琼脂、/FG 等，是碳循环中的重要功能类

群。

革兰式阳性的厚壁菌门（B:%2:+0$,.）细菌在近海

和浅海沉积物中较为常见［67］，但长期以来人们都在

争论海洋中的这些革兰氏阳性细菌，究竟是海洋中

的土著细菌还是由河流带到海中的陆源微生物［H］，

在本研究中，该类群也主要分布于水体中。

放线菌门（G+$:#&)*+$,%:*）的数量相对较多，在沉

积物与水体中均有分布，研究表明，该类群常见于浅

海沉积物，并且在有机质分解和矿化的过程当中起

着非常重要的作用，同时该类菌也是生物活性物质

和海洋药物开发的重要微生物来源［>>］。

蓝细菌（<"*#&)*+$,%:*）是存在于水体中能够通

过产氧性光合作用生长的微生物，是海洋生态系统

和初级生产力的重要组成部分。同时蓝细菌在海洋

碳、氮、硫的循环中发挥重要作用，这主要表现为，蓝

细菌通过同化 <=> 来生成 =>，在好氧条件下固氮，

而在黑暗中通过厌氧呼吸来还原硫。我们研究发现

仅在近海站位 6 的沉积物和水体中存在少量蓝细

菌，这同 3,# 等［I］的研究有一定的差别，他们发现胶

州湾的海水中普遍存在蓝细菌，这种差别可能是地

理位置和环境条件造成的。

硝化螺菌（F:$%&.’:%*）能够在好氧条件下将亚硝

酸盐转化为硝酸盐，是氮素循环中的一类重要微生

物。本研究发现，该类微生物在站位 6 的沉积物中

有 少 量 分 布，参 与 氮 循 环 过 程。 酸 杆 菌 门

（G+:9&)*+$,%:*）和疣微菌门（J,%%0+&2:+%&):*），主要存

在于沉积物中，目前研究还相对较少。此外我们还

在沉积物中发现了绿弯菌门（<(-&%&1-,K:）和 L!@ 类

群的存在。

!"# 微生物类群的地理差异

计算显示两个站位水平相距约为 66D M2，由于

地域差异，导致了微生物群落结构和多样性的较大

不同。微生物在地理空间上的分布差异，也可以看

作是微生物群落对环境污染或对压力的反应。

根据 /NNO 图谱分析（图 >），表明 > 个站位的微

生物群落结构存在明显的地理差异，分离距离高于

>AP。文库分析也表明，站位 6 的沉积物中存在浮

霉菌、放线菌、绿弯菌、硝化螺菌和 L!@ 五个类群，

而站位 > 的沉积物没有检测到；相反，站位 > 沉积物

中发现了厚壁菌门。原因可能是这两个站位沉积物

中含氧量不同，含氧量是影响海洋沉积物微生物栖

息环境的一个最重要因素，氧含量的高低很大程度

上依赖于沉积物粒度对氧的扩散程度，同时还受沉

积物中尤其是近表层沉积物中需氧生物对氧的消耗

的影响［>@］。站位 6 靠近陆地，受人类活动影响较

大，沉积物主要是陆源碎屑物，粒度较粗，氧的渗透

量高，并且此站水深只有 >6 米，这使得沉积物处于

氧含量相对较高的环境，而站位 > 中沉积物主要是

泥质细粒沉积物，氧的传质过程受到影响，并且此站

水深 QH 米，这使得沉积物处于相对贫氧的状态，具

有更低的氧化还原电位（表 6），从而造成了需氧微

生物类群的缺失，典型的厌氧微生物，如"8亚门类群

比例的升高。由此可推断，不同环境微生物的群落

结构与相应的地质环境有一定的相关性，微生物多

样性研究对地质环境的比较研究具有十分重要的参

考价值。

两个站位水体中细菌群落的唯一差别是站位 6
存在蓝细菌和疣微菌，而站位 > 有拟杆菌。G5&50,R
等［>H］指出海水中细菌的组成由于潮流的影响会迅

速发生变化，因此较难评价环境因素和微生物群落

之间的相关性。本研究发现，在变形菌门的同一亚

门中，不同地理位置的微生物独立成群。!8变形细

菌亚门中，近海站位水体微生物（L6）形成一群，与

其它微生物分开；"8和#8变形杆菌亚门中，两站位微

生物也基本形成 > 个不同的发育学群体。

!"! 微生物类群在不同生存介质中的差异

/NNO 图谱聚类分析表明，在远海站位中，水体
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和沉积物中微生物群落图谱的 !"#$’% 分离距离可

达 &’(以上。水体和沉积物微生物在不同分类阶

元水平均表现出显著差异，门的差别主要表现在沉

积物中含有酸杆菌门、绿屈挠菌门、疣微菌门、硝化

螺菌门和 !)*；而水中存在蓝细菌门；目一级的差别

主要体现在沉积物中主要是着色菌目、假单胞菌目

和 )+,-#./0.1"2-3#"43% 和 53%6476#.8.,"43%；水 中 主 要

是 红 细 菌 目 （ 90.$.1"2-3#"43% ）， 红 螺 菌 目

（90.$.%/:#:44"43%）、根瘤菌目（90:;.1:"43%）和嗜甲基菌

目。这种差别说明海洋微生物多样性既基于其自身

基因多样性，也依赖其生存环境（包括其他生命体）

的多样性；水体和沉积物的生态功能是不相同的，在

水体中微生物主要是作为生产者来生产有机物，而

在沉积物中，微生物主要作为分解者将各种化合物

和重金属进行转化。正是由于这些差异，才使得生

态系统更加完整，更加稳定。

环境介质对微生物群落的决定作用受不同因素

的影响，当水体较浅，易受机械或气象因素扰动时，

不同介质条件下微生物群落差别并不明显，如本研

究中站位 < 的水体和沉积物微生物群落；相反，如果

水体较深，且远离近海时，由于水=底传质时间长，机

械或气象因素扰动受限时，生存介质的影响则非常

显著，如远海站位 >。

海洋微生物与物质能量的代谢和循环有关，研

究北黄海海域沉积物微生物的多样性，将进一步丰

富人们对海洋微生物多样性的认识，为开发利用这

一特殊生态环境的微生物资源奠定基础。

! 结论

采用 <?) #9@A 基因文库和 5BBC 技术，对北黄

海近海和远海 > 个站位的沉积物和水体中细菌群落

结构和多样性进行了解析，得出以下结论：

沉积物和水体中细菌群落多样性很丰富，包括

变形细菌、浮霉菌、拟杆菌、厚壁菌等多个功能类群，

与水体相比沉积物中有更高的微生物多样性。沉积

物和水体中的优势群落均为变形细菌，但沉积物中

的优势亚群是!=和"=变形细菌，而水中则是#=变形

细菌；

沉积物和水体中微生物差异存在明显的地理差

异，浮霉菌、放线菌、绿弯菌、硝化螺菌和 !)* 五个

类群，在近海浅海站位沉积物中存在，而厚壁菌门仅

存在于远海深海站位沉积物中，而且变形菌门中各

亚门在 > 站位沉积物中形成不同的系统发育族；

在水体和沉积物这两种生存介质中，微生物在

不同分类阶元水平上均表现出显著差异，特异类群

的存在与其生态功能密切相关。
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