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烟台市区河流入海口微生物群落的分析 
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摘要: 2015 年 4 月在烟台市区 4 条主要河流(辛安河、逛荡河、鱼鸟河和夹河)入海口处采集 12 个样品, 

利用 PCR-DGGE 方法分析了此区域的细菌群落组成和优势菌群。通过统计学手段对 DGGE 图谱进行

分析, 结果表明 4 条河流入海口细菌群落丰富度都较高, 12 个取样点扩增的 DGGE 条带数都在 30 以上, 

样品的 Shannon 指数均高于 3.3, 个别甚至可达 3.61。其中, 辛安河和逛荡河的 Shannon 指数平均值均

高于鱼鸟河和夹河, 夹河多样性最低; 而且 UPGMA 聚类分析结果显示地理位置越接近, 其细菌组成

的相似度越高。在 DGGE 电泳条带中选取 14 条主要条带进行扩增和序列测定, 所得到的序列进行了系

统进化分析发现 4 条河流入海口的优势菌群主要为变形杆菌门(Proteobacteria)和拟杆菌门(Bacteroidetes)。

这与近年来关于山东近岸海域细菌多样性的研究结果相符合, 为研究和保护烟台市区河口处环境提供

科学依据。 
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海洋浮游细菌对海洋生态系统稳定有着十分重

要的作用 [1], 其活动规律也受到近岸海域和海洋环

境的影响, 通过调查研究近岸河口细菌的基本生态

状况 , 可以初步反映环境变化及海洋健康状态 , 对

于进一步评价河道水质恢复状况非常必要[2]。 

变性梯度凝胶电泳 (Denatured Gradient Gel 

Electrophoresis, DGGE)由 Lerman等发明, 刚开始主

要被用来检测 DNA 片段中的点突变, 1993 年开始, 

Muyzer 等[3]、Earing 等[4]和 Zhang 等[5]将 DGGE 应

用于微生物群落结构研究中。利用针对 16S rRNA的

PCR-DGGE 方法, 对各种环境内的细菌群落结构组

成进行分子生态学研究。相比于传统先培养再分析鉴

定的方法, 它拥有快速、简便、突变检出率高等优点, 

并且对不可培养的微生物也可起到分离鉴定的效果, 

不但改变了繁琐的基于传统培养方法的程序, 而且

大大加深和扩展了对种群时空变化情况的理解和认

识[6-9]。随着这种技术的发展和优化, 其被广泛用于微

生物分子生态学研究的各个领域, 包括细菌、蓝细菌、

古菌群落的生物多样性, 目前已经发展成为研究细菌

特定环境群落结构主要分子生物学方法之一[10-11]。 

之前的相关报道对山东近岸海域、黄海北部、黄

海西北部和黄海冷水团的水体和沉积物中细菌群落

结构及多样性有过相关调查研究, 确定了山东半岛沿

岸相关海域中的优势群落的优势菌群主要为变形杆菌

门(Proteobacteoriate)、拟杆菌门(Bacteroidetescidal)、蓝

细菌门 (Cyanobacteria)和浮霉菌门 (Planctomycetes)

等[2, 12-15]。但是对于地处山东半岛东北部的黄海沿岸

河流入海口这一受人类活动影响极大的区域相关的

研究还未涉及到。烟台, 地处山东半岛东北部, 是山

东省重要的海滨旅游城市。烟台 4个市辖区(芝罘区、

莱山区、福山区、牟平区)是烟台经济发展的中心区

域, 人口密集, 生产活动频繁, 故而生态环境所面临

的压力也较大。本次研究选取 2015年 4月的辛安河、

逛荡河、鱼鸟河和夹河的河流入海口为研究区域。

这 4条河均位于 4个市辖区内, 流入黄海。其中, 辛

安河及鱼鸟河位于牟平区和莱山区之间, 逛荡河位

于莱山区, 源于凤凰山水库, 夹河位于福山区, 流域

面积较大。选取这 4 条河的河流入海口水域样品作

为研究对象, 利用 PCR-DGGE 检测技术, 可以在较
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大的深度和广度上对烟台近岸河流入海口海域春季

的细菌群落组成进行全面分析, 同时能够初步了解

其河道生态系统的概况 [16], 同时可以与近岸相关研

究进行比较, 因此进行细菌群落结构和多样性研究

具有重要意义, 能够为进一步积累和丰富特定近岸

海域的生态资料, 研究和保护烟台市区河口处的近

岸环境资源提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料获取及处理 

研究材料为 2015年 4月份所采集的烟台 4条河流

入海口区域水样, 取样地点分别为辛安河(121°32′15″E, 

37°26′30″N)、逛荡河(121°28′2″E, 37°28′14″N)、夹河

(121°17′52″E, 37°34′36″N)、鱼鸟河 (121°34′25″E, 

37°26′25″N)的河流入海口区域。每条河流入海口设 3

个取样点, 均在表层 30 cm处取样, 所采水样于冰盒

中密封。所取水样用 25 μm筛绢过滤, 再用 0.22 μm

的滤膜抽滤, 保留抽滤后的滤膜进行后续研究。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品细菌宏 DNA获取 

采用 FastDNATMSPIN Kit 试剂盒, 按操作说明

提取样品基因组 DNA。 

1.2.2  细菌 16S rDNA片段的 PCR扩增 

以样品基因组 DNA为模板, 采用细菌通用引物

GC-338F 和 518R 扩增样品 16S rDNA 高变区序列 

(表 1)。 

 
表 1  PCR 所用引物序列 
Tab. 1  PCR primers 

引物 序列 

338F CCT ACG GGA GGC AGC AG 

518R ATT ACC GCG GCT GCT GG 

GC-338F 
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGGCGGGGCGGGGGCGCGGGGGG 

CCT ACG GGA GGC AGC AG 

 
PCR扩增体系(50 μL)为: 10× PCR buffer 5 μL; 

dNTP Mixture(2.5 mmol/L)3.2 μL; ExTaq(5 U/μL)0.4 μL; 
上游引物 GC-338F(20 μmol/L)1 μL; 下游引物

518R(20 μmol/L)1 μL; 模板 DNA 1μL; 补 ddH2O至

50 μL。PCR扩增程序为: 94℃预变性 5 min; 94℃变

性 1 min, 55℃复性 45 s, 72℃延伸 1 min, 30个循环; 

最终 72℃延伸 10 min。PCR产物采用 OMEGA公司

DNA Gel Extraction Kit纯化回收。 

1.2.3  PCR产物的 DGGE分析 

取 10 μL 纯化回收产物进行 DGGE分析。使用

变性梯度为 35%~55%、含量为 7%的聚丙烯酰胺凝

胶在 1×TAE缓冲液中 150 V, 60℃下电泳 5 h, 完毕后, 

采用银染法进行染色。 

1.2.4  DGGE图谱中优势条带的回收与测序 

选取具有代表性的 DGGE条带(14条), 切下并回

收目的条带。以 2 μL回收产物作为模板, 338F/518R

作为引物再次进行 PCR 扩增。将新扩增的 DNA 片

段回收并纯化后, 连接到 Pmd18-T 载体上, 并转化

至 DH5α感受态细胞中, 筛选阳性克隆, 每个回收条

带选取 3个克隆进行序列测定。然后登录 NCBI (http: 

www.ncbi.nlm.nih.gov blast), 在 GeneBank数据库中

用 BLAST进行检索和同源性比对[17-19]。 

1.2.5  图谱统计分析 

DGGE图谱采用Quantity one软件对每个样品的

电泳条带数目、条带密度进行数字化分析, 香农指数

(H)、丰度(S)和均衡指数(E)等指标被用来比较不同样

品的多样性情况[19-20]。其算法如下:  

H= –∑PilnPi = –∑(Ni / N) ln (Ni / N) 

E=H/Hmax= H/ln S 
其中, Pi为样品中单一条带的强度在该样品所有条带

总强度中所占的比率, N为DGGE图谱单一泳道上所

有条带的丰度, Ni为第 i条带的丰度; S是某样品中所

有条带数目总和。 

测序结果采用 DNAstar和 Cluster软件进行序列

分析 , 根据序列比对结果 , 下载最相似的菌株序列

作为系统发育树的参考序列。然后采用 MEGA5.0软

件中的邻接法(N-J法)构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  细菌 16S rDNA 的 PCR 扩增 

以提取的过滤膜总 DNA为模板, 以 GC-338F和

518R为引物扩增 16S rDNA序列, 得到目的 DNA片

段。其中, 1、2、3为辛安河入海口水样, 4、5、6为

逛荡河入海口水样, 7、8、9为鱼鸟河入海口水样, 10、
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11、12为夹河入海口水样。 

如图 1所示, 目的片段大小为 180 bp, 扩增特异

性很好, 获得的目的条带可进一步用于 DGGE分析。 

 

图 1  12个样品的 16S rDNA基因 PCR电泳图谱 

Fig. 1  Electrophoresis of PCR-amplified 16S rDNA gene of 
12 samples 

2.2  PCR 产物的变性梯度凝胶电泳(DGGE)
图谱及相似度分析 

各采样点细菌组成的DGGE图谱如图 2, 可以看

出在本次所研究的 4 个地点的 12 个样品中, 共扩增

出 64条电泳条带, 每条泳道的条带数目较多(图 2A), 

均在 30 以上, 表明所调查地点的细菌多样性很高。

同时, 个别条带(如#5, #29, #32等)在 12个泳道中均

有出现, 说明#5、#29 和#32 所代表的种群在所有样

品中是普遍存在的, 而条带的亮度代表了该种群在

环境中的数量, 亮度越高, 数量越多, 意味着#29 和

#32 应该是所有样品的优势种群。而有些条带(如

#16、#36、#63、#64)只出现在夹河入海口样品(10、 

 

图 2  12个样品的 DGGE图谱及聚类分析 

Fig. 2  DGGE profiles (A) and cluster analysis of 12 samples (B) 
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11、12)中, 说明该条带所代表的种群可能是该取样

点的特有种群。 

香农指数(Shannon index)的高低反映了一个环境

中物种多样性的高低, Shannon 指数越高, 表明该环境

中物种越丰富。由表 2 看出, 本次实验 12 个样品的

Shannon 指数均高于 3.3, 甚至个别可达 3.61, 表明样

品整体的多样性较高。其中, 辛安河样品(1~3)和逛荡

河样品(4~6)的香浓指数平均值相同, 而且均高于鱼鸟

河样品(7~9)和夹河样品(10~12), 夹河多样性最低。 

通过 UPGMA 聚类分析图(图 2B)和主成分分析

图(PCA, 图 3)可以清楚地看出, 同一河流入海口的 3

个样品间的微生物组成相似度很高; PCA 分析图显

示了 PC1 的贡献度为 33.7%, PC2 的贡献度为 24%, 

并且没有样品能够聚集在一起, 说明了取样点之间的

细菌组成具有一定的差异。并且, 辛安河(样品 1~3)、

逛荡河(样品 4~6)及鱼鸟河(样品 7~9)由于地理位置

相距较近, 所以细菌组成相似度较高; 辛安河(样品

1~3)和鱼鸟河(样品 7~9)相距更近, 因此微生物组成

相似度更高一些, 而夹河入海口(样品 10~12)位于烟

台西北方, 故而微生物组成与其他 3处相差较大。 

共对 14条代表性的DGGE凝胶条带进行切割回

收, 这 14条条带包括: 4个地点共有条带(#29, #40), 

辛安河、逛荡河及鱼鸟河共有条带(#46), 夹河独有

条带(#16, #36, #63), 鱼鸟河独有条带(#25), 辛安河

独有条带(#23), 逛荡河独有条带(#38)以及其他亮度

明显的条带。代表性条带按照上述相同程序再次进

行 PCR 扩增并进行序列测定, 测序结果的比对分析

见表 3。采用 MEGA5软件, Neighbor-joining法构建

的系统发育树见图 4。 

表 2  12 个样品之间的香农指数 
Tab. 2  The diversity index from DGGE profiles of 12 samples 

样品编号 香农指数 均匀度指数 丰度指数 

1 3.46 0.99 33 

2 3.47 0.98 35 

3 3.61 0.98 40 

4 3.54 0.98 37 

5 3.49 0.98 35 

6 3.5 0.98 36 

7 3.32 0.97 31 

8 3.48 0.98 35 

9 3.48 0.98 35 

10 3.31 0.97 30 

11 3.31 0.97 30 

12 3.38 0.97 32 
 

 

图 3  12个不同样品间的主成分分析图 

Fig. 3  Principal component analysis of bacterial communities 
from 12 samples 

 
表 3  DGGE 代表性条带的比对结果 
Tab. 3  Comparison of genomic sequences in dominant DGGE bands by sequencing and BLAST analysis 

编号 最相似菌株 登陆名 相似率(%) 最相似菌群 

Band16 Pseudomonas caeni NR_116388 99 Proteobacteria 

Band23 Marinomonas hwangdonensis NR_109448 97 Proteobacteria 

Band25 Polaribacter filamentus NR_026041 99 Bacteroidetes 

Band26 Arcobacter nitrofigilis NR_102873 99 Proteobacteria 

Band27 Aquimarina brevivitae NR_043321 95 Bacteroidetes 

Band29 Bacteroides coprophilus NR_041461 100 Bacteroidetes 

Band36 Arcobacter venerupis NR_117569 100 Proteobacteria 

Band38 Flavobacterium tegetincola NR_044804 98 Bacteroidetes 

Band39 Tenacibaculum caenipelagi NR_125675 95 Bacteroidetes 

Band40 Roseovarius nanhaiticus NR_116628 97 Proteobacteria 

Band46 Glaciecola psychrophila NR_043463 99 Proteobacteria 

Band54 Phaeobacter inhibens NR_118541 100 Proteobacteria 

Band56 Idiomarina maritima NR_044536 96 Proteobacteria 

Band63 Aeromonas eucrenophila NR_118946 100 Proteobacteria 
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图 4  4条河流入海口细菌 16S rDNA序列系统发育图谱 

Fig. 4  Phylogenetic tree of bacterial 16S rDNA sequence in four river estuaries. 

 
主要代表性条带进行序列鉴定并通过 GeneBank 

数据库比对分析表明: 全部测序序列的 16S rDNA与

数据库中序列的相似性在 95%~100%之间, 相似性

较高可以认为条带代表菌株与 GeneBank 中的菌株

为同种菌株[21]。可看出, 4个河流入海口的共同优势

菌群为变形菌门 (Proteobaceria)的玫瑰变色菌属

(Roseovarius)和拟杆菌门(Bacteroidetes)的拟杆菌属

(Bacteroides); 此外, 辛安河、逛荡河及鱼鸟河 3 个

河流入海口的优势菌群还有变形菌门的居冰菌属

(Glaciecola); 夹河入海口优势种群还包括变形菌门

的假单胞菌属(Pseudomonas)、弓形菌属(Arcobacter)

以及气单胞菌属(Aeromonas); 鱼鸟河入海口的优势

种群还包括拟杆菌门的极地杆菌属 (Polaribacter), 

辛安河入海口的优势种还包括变形菌门的海单胞菌

属(Pseudomonas); 逛荡河入海口的优势种群包括拟

杆菌门的黄杆菌属(Flavobacterium)。 

3  讨论与结论 

本文采用 PCR-DGGE方法对烟台河流入海口进

行微生物群落的分析鉴定, 实验结果表明烟台市 4

大河流(辛安河、逛荡河、鱼鸟河及夹河)入海口微生

物丰富度及多样性都很高, 这可能是由于春天气温

回暖 , 水体中微生物繁殖速度加快 , 再加上地处入

海口这样的咸淡水交汇区 , 营养物质较为丰富 , 所

以微生物多样性较高。还有更重要的原因就是, 本次

实验所选的地点都处于人类活动较为频繁的区域 , 

这也可能会造成水中微生物的大量繁殖。 

另外, 序列分析表明, 4 个河流入海口的细菌类

群分布表现出了明显的地理空间分布上的相关性 , 

优势菌群主要为变形菌门(Proteobcteria)和拟杆菌门

(Bacteroidetes), 此结论与近年来国内有关黄海海域

微生物多样性的研究结果部分一致[2, 14-15, 22-23]。变形
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菌门(Proteobacteria)的主要类群为 γ-Proteobacteria变

形菌纲 , 此外还包含 α-Proteobacteria 变形菌纲、

ε-Proteobacteria变形菌纲。鱼鸟河入海口的优势种群

还包括拟杆菌门的极地杆菌属(Polaribacter), 逛荡

河入海口的优势种群也有拟杆菌门的黄杆菌属

(Flavobacterium)。γ-Proteobacteria 变形菌纲适应性

强 , 分布范围广 , 在 4 个河流入海口均有发现。

α-Proteobacteria 变形菌纲在陆地土壤环境中占优势, 

有可能是河流将泥沙带入入海口造成的[21]。其中夹河

入海口优势种群变形菌门的气单胞菌属(Aeromonas)

和逛荡河入海口的优势种群拟杆菌门的黄杆菌属

(Flavobacterium)为兼性厌氧菌, 常见于低氧水体[2]。

可能由于此两处河流含有丰富且组成更为复杂的有

机质, 微生物的分解导致水体含氧量下降[14]。 

各水域的细菌种群多样性不同, 与所处的生态

环境息息相关 , 如果生态环境改变 , 细菌的菌群结

构也会发生变化[22, 24]。进一步考察季节等因素如何

影响入海口处细菌多样性和群落结构变化, 对进一

步了解烟台市区河流入海口环境状况, 改善河口海

域水体质量, 维持生态系统稳定性及开发利用此生

态环境的微生物资源具有重要意义。 
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Abstract: A total of 12 water samples were collected from four river estuaries of Yantai city (Xin, an River, 

Guangdang River, Yuniao River, and Jiahe River, respectively) in April 2015. The structure of the bacterial com-

munity and the dominant groups were examined by PCR-Denatured Gradient Gel Electrophoresis based on 16S 

rRNA PCR amplification(PCR-DGGE). Results of the analysis demonstrated the presence of high diversities and 

enrichment in the four river estuaries. Each of the 12 samples showed more than 30 bands, and the Shannon bacte-

rial diversity index varied from 3.3 to 3.61. The Shannon bacterial diversity index was higher in Xinan River and 

Guangdang River, lower in Yuniao River, and the lowest in Jiahe River. The cluster analysis, by UPGMA analysis, 

showed that the closer the geographical position was, the higher was the similarity of the bacteria. A total of 14 

major DGGE bands were cloned and sequenced. Phylogenetic analysis of the 14 samples showed that Proteobacteria 

and Bacteroidetes were dominant in the four river estuaries. These results were highly consistent with those of a 

previous study on the diversity of bacterial communities in the coastal areas of Shandong province. This study could 

be useful for protecting the environment in the river estuaries of Yantai. 
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