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提要    采用高通量 454焦磷酸测序方法对宁波沿海 2个重点排污口、8个一般排污口的 20个站位
水样进行分析, 得到 2011年 3月、5月、8月、10月份各排污口总体微生物以及拟杆菌纲的分布情
况。通过对 454 测序结果分析, 共成功鉴定 24 个门, 主要包括变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门
(Bacteroidetes)和后壁菌门(Firmicutes)等。其中拟杆菌门的变化趋势与梭杆菌门(Fusobacteria)相似, 
均为随月份的增加而递增的趋势。在拟杆菌门下, 共鉴定出 3个纲 3个目 9个科 27个属, 4个采样月
份大部分站点的优势属为黄杆菌纲 (Flavobacteria), 其次为拟杆菌纲 (Bacteroidetes)、鞘脂杆菌纲
(Sphingobacteria), 通过聚类分析发现, 拟杆菌门分布规律主要与排污口类型和季节有一定的关系。
通过 454 测序检测到了极难培养的寡营养细菌鞘脂杆菌, 也说明了 454 测序较传统微生物生态学研
究方法的优势, 同时针对普雷沃菌属(Prevotella sp.)及黄杆菌属(Flavobacterium sp.)两种具有代表性
的属的分布情况进行了分析。 
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高通量 454 焦磷酸测序, 是以 DNA 扩增的乳胶
系统和皮升级(picolilter, 10–12 liter)焦磷酸为基础的
测序方法(Margulies et al, 2005), 该技术被广泛应用
于土壤(Roesch et al, 2007)、海洋(Palenik et al, 2009)
等环境微生物生态学研究中。拟杆菌门(Bacteroidete)
是肠道中数量最大的革兰氏阴性细菌, 在人和鼠的盲
肠内容物中拟杆菌属占总细菌的 20%—40% (Wood et 
al, 1998)。虽然拟杆菌可以从肠道中分离得到, 但是部
分拟杆菌是可以致病的 , 而人们对与拟杆菌的认识
也是从致病性开始(Wexler, 2012), 作为条件致病菌
的拟杆菌 , 当其正常的微生态平衡被打破时可引发
内源性感染。随着时间的发展和研究的深入, 人们逐

渐发现拟杆菌和其它菌群与宿主之间微妙而又复杂

的关系, 对宿主健康起着重要的作用(吴彦彬等, 2007), 
而在另一方面, 这类长期被环境检测和公共卫生机构
所忽略的微生物逐渐为指示水体所受的粪源污染提

供了一条新的途径(Wade et al, 2006)。而拟杆菌门还
包括另外两纲 , 分别为黄杆菌纲(Flavobacteria)和鞘
脂杆菌纲(Sphingobacteria)。黄杆菌纲主要存在于水
生环境中, 也会在食物中存在, 多数黄杆菌纲细菌对
人无害 , 但脑膜脓毒性金黄杆菌 (Chryseobacterium 
meningosepticum)可引起新生儿脑膜炎 (Lin et al, 
2010)。而鞘脂杆菌纲在海洋细菌中占有较大比例, 可
以降解纤维素(Li et al, 2011)。 
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本文选取宁波沿海 10个主要的陆源排污口, 分
别对排污口处和距排污口 50m 以外的 20 个站位的
水样进行分析。在 454 焦磷酸测序基础上 , 首先对
各个站点总体情况进行统计分析 , 再根据不同采样
月份各站位拟杆菌门 , 包括拟杆菌纲、黄杆菌纲和
鞘脂杆菌纲检出频次的统计 , 分析拟杆菌门的分布
概况。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
选择宁波市 10 个陆源排污口, 分别为象山爵溪

东塘排污口(S1)、象山水桶岱垃圾场渗透水排污口
(S2)、象山石浦水产加工园区排污口(S3)、象山西周
工业园区综合排污口(S4)、象山墙头综合排污口(S5)、
北仑三山排污口(S6)、宁海西店崔家综合排污口(S7)、
奉化市下陈排污口(S8)、宁海颜公河入海排污口(S9)
和余姚黄家埠排污口(S10)(陈丽萍等, 2013)。将 5 L
的桶消毒后采集各占站点的水样。样品收集时间分别

为 2011 年 3 月、5 月、8 月、10 月。10 个站点分别
标记为 S1—S10, 采样月份分别标记为 M3、M5、M8、
M10, 排污口和排污口 50m 以外水样分别标记为–0
和–50。样品采集完毕后, 立即运回实验室, 用 0.2 μm
微滤膜对污水进行过滤之后进行 DNA提取。 
1.2  总 DNA提取及扩增 

利用水体细菌基因组 DNA 提取试剂盒(Omega 
Bio-Tek), 按照试剂盒说明书提取基因组 DNA, 测定
OD260/OD280在 1.8—2.0, OD260/OD230高于 1.7。利用
Primer Premier 5.0 设计扩增引物, 其序列如下: P1: 
5’-CCA TCT CAT CCC TGC GTG TCT CCG ACT 
CAG-3’; P2: 5’-CCT ATC CCC TGT GTG CCT TGG 
CAG TCT CAG-3’。反应体系如下: 10×buffer 2.5μL、
25 mmol/L MgCl2 2.5μL、2.5 mmol/L dNTPs 2.0μL、
10μmol/L 引物各 1.0μL, 1.0 U rTaq 酶、模板 DNA 
1.0μL, 无菌超纯水补足至 25μL。PCR 扩增条件为: 
95°C预变性 4 min; 94°C变性 45 s, 56°C退火 45 s, 
72°C延伸 1 min, 30个循环; 72°C延伸 10 min。取
23μL PCR 产物, 加入 5μL 10×loading buffer 混匀, 
1%琼脂糖凝胶电泳 , –20°C 冰箱保存备用(周君等 , 
2012)。 
1.3  测序与分析 

将 PCR 扩增产物经电泳检测合格后, 利用新一
代高通量测序平台 454 GS FLX Titanium对扩增产物
进行测序。利用 SPSS 19.0对数据进行统计分析。 

2  结果与讨论 

2.1  454测序数据总体分析 
通过 454 高通量测序平台对 20 个站点 4 个检测

月份 80 个样品进行鉴定分析, 共成功鉴定 24 个门, 
主要包括变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门、蓝藻
门(Cyanobacteria)和后壁菌门(Firmicutes)等(表 1), 其
中变形菌门在各个月份中一直为优势菌门, 甚至在 5
月份达到了 4 个检测月份中最高的 65.29%。其次为
拟杆菌门, 其出现频次百分比随着月份的增加而递增, 
与之变化趋势相同的还有梭杆菌门(Fusobacteria)。郭世
奎等(2010)在利用实时荧光定量 PCR 法比较直肠癌
患者与正常人的肠道中的拟杆菌属(Bacteroides)、梭
杆菌属 (Fusobacterium)和梭菌属 (Clostridium)时 , 发
现直肠癌患者的肠道中的三种菌属均高于正常人, 有
共同上升的趋势, 呈现出致病性的高相关性。另外, 放
线菌门(Actinobacteria)、疣微菌门(Verrucomicrobia)、热
袍菌门(Thermotogae)和广古菌门(Euryarchaeota)等也
呈现出相同的变化趋势, 均为前三个月份递增, 10月
份下降的趋势。 
2.2  拟杆菌门及其纲的分布特点 

经过对 454测序结果统计分析发现, 拟杆菌门下
共鉴定出 3个纲(目), 分为为拟杆菌纲(目)、黄杆菌纲
(目)和鞘脂杆菌纲(目), 拟杆菌目下共有 3个科 5个属, 
黄杆菌目下共有 2个科 17个属, 鞘脂杆菌目下共有 4
个科 5个属。 

四个检测月份各个排污口拟杆菌纲、黄杆菌纲与

鞘脂杆菌纲的分布情况如图 1, 其中 8 月份细菌检出
频次较其它三个检测月份明显减少 , 推测可能和采
样时的水温有关 , 四个检测月份大部分站点的优势
属为黄杆菌纲, Liu 等(2013)对春天浮游植物暴发后
的黄海海域进行了细菌群落结构的分析 , 结果显示
黄杆菌纲也是其优势菌种之一。其次为拟杆菌纲, 鞘
脂杆菌纲出现较少 , 但在某特定站点特定月份会出
现反常现象, 比如 5 号站点排污口 50m 处 8 月份时, 
鞘脂杆菌纲出现的次数和黄杆菌纲基本相同 , 而拟
杆菌纲出现极少。 

利用 R For Windows 3.0 对各个排污口的拟杆菌
门出现情况进行聚类分析, 见图 2。结果发现细菌群
落结构存在较明显时空变化, 10个站点拟杆菌门出现
的情况大致可以分为两类, 一类是 S1、S3、S9、S5
和 S2站点, 另一类是 S4、S8、S7、S10和 S6站点。
其中 S1与 S3站点、S2与 S5站和 S4与 S8站点相似 
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表 1  454 测序结果总体情况分析 
Tab.1  Results of the pyrosequencing (454 Life Sciences) 

细菌门分类 检出频次/%(总和) 检出频次/%(3月) 检出频次/%(5月) 检出频次/%(8月) 检出频次/%(10月)
变形菌(Proteobacteria) 210493/55.81 64259/53.33 94323/65.29 19354/43.07 32557/48.39 
拟杆菌(Bacteroidetes) 40351/10.70 11538/9.58 13336/9.23 5430/12.08 10047/14.93 
蓝藻(Cyanobacteria) 35636/9.45 20549/17.06 4125/2.86 7637/16.99 3325/4.94 
厚壁菌(Firmicutes) 28047/7.44 9196/7.63 11168/7.73 1743/3.88 5940/8.83 
放线菌(Actinobacteria) 7370/1.95 1212/1.01 3197/2.21 1631/3.63 1330/1.98 
疣微菌(Verrucomicrobia) 1972/0.52 177/0.15 881/0.61 674/1.50 240/0.36 
泉古菌(Crenarchaeota) 1888/0.50 1199/1.00 367/0.25 187/0.42 135/0.20 
柔膜菌(Tenericutes) 1519/0.40 366/0.30 869/0.60 178/0.40 106/0.16 
衣原体(Chlamydiae) 1318/0.35 1271/1.05 11/0.01 28/0.06 8/0.01 
梭杆菌(Fusobacteria) 1104/0.29 101/0.08 119/0.08 137/0.31 747/1.11 
互养菌(Synergistetes) 1101/0.29 358/0.30 537/0.37 161/0.35 45/0.07 
螺旋体(Spirochaetes) 986/0.26 223/0.19 549/0.38 108/0.24 106/0.16 
绿弯菌(Chloroflexi) 859/0.23 305/0.25 138/0.10 332/0.74 84/0.12 
热袍菌(Thermotogae) 559/0.15 44/0.03 345/0.24 161/0.36 9/0.01 
酸杆菌(Acidobacteria) 434/0.12 184/0.15 109/0.08 104/0.23 37/0.06 
芽单胞菌(Gemmatimonadetes) 373/0.10 36/0.03 254/0.18 67/0.15 16/0.02 
黏胶球形菌(Lentisphaerae) 224/0.06 24/0.02 145/0.10 38/0.08 17/0.03 
绿菌(Chlorobi) 167/0.04 28/0.02 38/0.03 72/0.16 29/0.04 
浮霉菌(Planctomycetes) 146/0.04 45/0.04 29/0.02 54/0.12 18/0.03 
硝化螺旋菌(Nitrospirae) 88/0.02 36/0.03 20/0.01 25/0.06 7/0.01 
广古菌(Euryarchaeota) 87/0.02 12/0.01 43/0.03 30/0.07 2/0.00 
丝状杆菌(Fibrobacteres) 10/0.00 6/0.00 2/0.00 1/0.00 1/0.00 
脱铁杆菌(Deferribacteres) 7/0.00 1/0.00 4/0.00 1/0.00 1/0.00 
产水菌(Aquificae) 4/0.00 2/0.00 0/0.00 0/0.00 2/0.00 
未知(NA) 42432/11.25 9312/7.73 13862/9.60 6787/15.10 12471/18.54 
总计 377175/100.00 120484/100.00 144471/100.00 44940/100.00 67280/100.00 

 
图 1  不同检测月份不同排污口拟杆菌纲、黄杆菌纲和鞘脂杆菌纲分布情况 

Fig.1  The distribution statistics of Bacteroidetes, Flavobacteria and Sphingobacteria in different sewage outlets and months 
a. 3月; b. 5月; c. 8月; d. 10月 
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度最高, 从排污口类型来看, S1与 S3站点均为工业性
排污口, S4与 S8排污口均为排污河, 故推测可能与排
污口类型存在较大的联系。而从采样月份来看, 相关
度最高的为 8月份和 10月份, 而 3月份和 5月份也存
在一定的相关性, 这表明拟杆菌门的出现情况与季节

也有一定的联系, 但对于所有排污口而言, 菌群结构
在不同季节的变化比空间的不同所形成的差异更为显

著。Díez-Vives等(2014)通过对不同时间分布、不同
空间分布的拟杆菌进行群落结构分析, 也认为不同的
地点和不同的季节会导致拟杆菌群落结构的变化。 

 

图 2  不同检测月份不同排污口站位拟杆菌门数量聚类分析 
Fig.2  The cluster analysis on number of Bacteroidetes in different sewage outlets and months 

M3. 3月; M5. 5月; M8. 8月; M10. 10月份; –0. 排污口处; –50. 排污口 50m处 

 
将排污口和排污口 50m 处拟杆菌纲、鞘脂杆菌

纲与黄杆菌纲出现的次数进行整合 , 针对不同类型
排污口进行统计分析, 如图 3所示。拟杆菌纲在 2个
排污口(S5 和 S7)呈现出随着月份的推进而大幅下降
的趋势, 而在另外两个排污口(S2 和 S3)呈现出先增
后降的趋势 , 其余站点较上述四个站点变化幅度较
为平缓, 各个月份变化波动很小。传统的指示菌逐渐
暴露出与沙门氏菌等致病菌的相关性差、无法辨识粪

源污染(Noble et al, 2001), 拟杆菌以其在肠道内数量
的绝对优势 , 在受污染的水体中不能存活很长时间
(约 1—2d)、并不能繁殖(Converse et al, 2009), 且通
过 16S rRNA基因序列的差异能够分辨粪源的污染来
源是人类还是畜类等特点(张薇薇等, 2010), 为指示
水体所受的粪源感染提供了一种新的途径(Wade et al, 
2006)。从各个排污口看, S5象山墙头综合排污口在 3
月份粪源污染最严重, 随着时间的推进, 粪源污染逐
步减轻, 而 S2 象山水桶岙垃圾场渗透液排污口在 5
月份粪源污染较为严重。 

而黄杆菌纲在不同类型的排污口中的变化幅度

虽不同, 但是呈现出较为一致的变化趋势, 即大部分
站点 5月份的检出频次普遍高于 3月份, 10月份的检
出频次普遍高于 8月份, 而 8月份较 5月份呈现出下
降的趋势, 推测可能和取样时的水温有一定关系。从

排污口类型看, S2象山水桶岙垃圾场渗透液排污口作
为市政排污口, 与其它 9个排污口呈现出明显的不同, 
黄杆菌纲出现次数很少 , 推测可能与排污口污水中
的成分有关。 

与黄杆菌纲和拟杆菌纲不同 , 鞘脂杆菌纲出现
频次较低 , 且不同月份之间变化的幅度并没有之前
两种菌的大, 次数最多的只有 S4 象山西周工业园区
综合排污口在 5月份的 381次。由于鞘脂杆菌纲属于
寡营养细菌, 分离和纯化十分困难, 和振花等(2011)
将北极海水样品放置于连续透析培养装置中, 4°C 培
养 3 个月之后, 以 0.22μm 硝酸纤维膜过滤至富集, 
再将滤膜置于寡营养琼脂上 2°C培养 4月, 获得可培
养寡营养细菌。454 高通量测序技术的出现, 克服了
环境中大多数微生物“存活但不能培养”(viable but 
nonculturable, VBNC)的特点( 曌段 等, 2012), 使得大
规模的环境基因组研究相继展开 , 大量的新的微生
物种群和新的基因得以发现, 体现了 454高通量测序
较传统微生物生态学研究方法的优势。 
2.3  普雷沃菌属及黄杆菌属分布特点 

对 454测序结果的进一步分析发现, 普雷沃菌属
(Prevotella sp.)则为拟杆菌科内除拟杆菌属外的优势
属, 而黄杆菌属(Flavobacterium sp.)为黄杆菌科内的
优势属。对 10个站点进行分析发现(图 4), S2、S3、 
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图 3  不同类型排污口拟杆菌纲、鞘脂杆菌纲和黄杆菌纲在不同检测检测月份出现情况 

Fig.3  Appearance of Bacteroidetes, Sphingobacteria and Flavobacteria in different types of sewage outlets during the four months 
a. 拟杆菌纲; b. 鞘脂杆菌纲; c. 黄杆菌纲; –1. 排污河排污口; –2. 工业排污口; –3. 市政排污口 

 

 
图 4  10个站点 4个检测月份普雷沃菌属和黄杆菌属检出情况 
Fig.4  The appearance of Prevotella and Flavobacterium in the 

10 sites during the four months 
a. 普雷沃菌属检出频次; b. 黄杆菌属检出频次 

S4与 S7站点普雷沃菌属出现频次相对其余站点较高, 
其中 S7 站点在 3 月份更是高达 824 次, 这可能与排
污口的类型有极大的联系。普雷沃菌属是近年来从类

杆菌属中分出的一个新菌属 , 主要集聚于正常人体
的口腔、女性生殖道等部位, 组成这些部位的正常菌
群仅次于脆弱类杆菌。它是临床上较常见的一种条件

致病菌, 可引起这些部位的内源性感染, 女性生殖道
及口腔感染多见, 与结缔组织的分解有关(Purushe et 
al, 2010)。 

与普雷沃菌属相比 , 黄杆菌属出现的频次明显
较高, S6站点在 10月的出现频次将近 1800次。黄杆
菌属在大部分站点的 5月与 8月的样品中检出频次会
远远小于 3 月与 10 月。柱状黄杆菌(Flabobacterium 
columnare)主要危害鱼类的鳃组织, 也可引起体表溃
乱 , 是细菌性烂鳃病的主要病原 (黄冠军等 , 2012), 
同时广泛存在于自然界及医院环境中 , 主要引起早
产儿及新生儿的脑膜炎 , 成人则可发生败血症及心
内膜炎、伤口感染、肺部感染等, 是医院感染病原菌
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之一(张德忠等, 2009)。 

3  结论 

    本研究利用 454 高通量测序技术对宁波沿海 2
个重点排污口、8 个一般排污口的 20 个站位 4 个检
测月份的水样进行分析, 共成功鉴定 24 个菌门, 在
整个 454高通量测序结果的背景下, 着重对拟杆菌门
及其纲、具有代表性的普雷沃菌属及黄杆菌属的分布

特点进行了统计分析, 体现了 454测序高通量的特点, 
另外通过 454 测序检测到了极难培养的寡营养细菌
鞘脂杆菌, 也说明了 454测序较传统微生物生态学研
究方法的优势。 
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DISTRIBUTION OF BACTEROIDETES IN NINGBO COASTAL SEWAGE OUTLETS 

WANG Zhong-Hua1,  XU Mao-Qin2,  XIE Li3,  ZHANG Di-Jun1,  ZHOU Jun1,  HE Wei-Na1,   
CHEN Li-Ping1,  TONG Qian-Qian1,  ZHANG Chun-Dan1,  SU Xiu-Rong1 

(1. School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 2. Ningbo City College of Vocational Technology, Ningbo 
315100, China; 3. North China Sea Environmental Monitoring Center, State Oceanic Administration, Qingdao 266061, China) 

Abstract    Water samples were collected in 20 sites at 10 sewage outlets in Ningbo City, Zhejiang during March, May, 
August, and October in 2011, and analyzed using high-throughput 454 pyrophosphate sequencing to determine the 
distribution of all the microbial and Bacteroidetes. Among the results, 24 phyla were identified successfully, including 
Proteobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria and Firmicutes. The variation tendency of Bacteroidetes and Fusobacteria 
was similar that increased with time. In Bacteroidetes, 27 genera 9 families and 3 classes were identified. The results show 
that Flavobacteria was the dominant bacteria in the four months, followed by Bacteroidetes and Sphingobacteria. The type 
of sewage outlets and seasons affected the distribution of Bacteroidetes shown by clustering analysis. Sphingobacteria that 
is very difficult to culture was detected by high-throughput pyrophosphate sequencing technology (by 454 Life Science), 
indicating the advantage of the technology over traditional microbial ecology. Meanwhile, distributions of both Prevotella 
sp. and Flavobacterium sp. reprehensive of Bacteroidetes were analyzed. 
Key words    sewage outlets;  Bacteroidete;  Flavobacteria;  Sphingobacteria;  the 454 pyrophosphate sequencing 
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