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长江口及邻近海域表层海水细菌多样性及群落结构* 

刘晓辉  王健鑫①  王帅兵  樊英萍  俞凯成  蒋  然  刘明华 
(浙江海洋学院海洋微生物分子生态与应用实验室  舟山  316022) 

摘要    从长江口及邻近海域 10个站点采集表层海水, 通过DAPI染色计数和克隆文库构建的方法, 

对细菌的多样性及群落结构进行初步研究。DAPI 染色计数结果显示长江口及邻近海域表层海水中

细菌丰度总体较高, 生物量变化较大, 从 1.16×105(A04 站点)到 1.48×106 cells/mL (B03 站点); 总体

趋势从长江口向外海增加。细菌克隆文库的系统发育分析表明: 细菌序列以变形菌门为主(占总文库

的 60.61%), 其中 α-变形菌纲是绝对优势类群(50.62%); 其次是拟杆菌门(15.18%)、放线菌门(14.79%)

和蓝细菌门(4.61%), 还有少量厚壁菌门、绿弯菌门、酸杆菌门、浮霉菌门、纤维杆菌门、疣微菌门

等; 另外柔膜菌门和 SAR类群也有发现。文库多样性分析结果显示长江口及邻近海域部分站点表层

海水中细菌多样性显著, 与研究区海域水产养殖活动有关, 并受到区域洋流和海洋化学环境(如低氧

带)的影响。 
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海洋约占地球表面积的 71%, 浩瀚的海洋中有

着丰富的生物资源, 而海洋微生物以其数量大、种类

多、分布广及适应能力强等特点在其中占据举足轻重

的地位。特定环境下的微生物群落结构不仅可以反映

微生物所处的生境特点 , 同时也能说明微生物在生

态系统中的功能及其在生物地球化学循环中所起的

作用(Lu et al, 2008), 因此通过分析自然环境中的细

菌群落结构来研究生态学、环境学及全球变化, 有着

重要的现实意义。 

长江是我国第一大河 , 平均年入海径流量约

9.28×1011 m3, 占输入东海总径流量的 84.4%, 在陆源

物质向东海的输送中起着重要作用(张东声, 2011)。大

量营养盐、污染物等输入长江口及东海, 对河口和沿

岸海域的水文、沉积过程、地貌变化、生物生态等产

生重要影响 , 另外长江口及邻近海域还受到台湾暖

流、浙江近岸流和黄海沿岸流等水系的共同作用

(Ning et al, 2011), 强烈的季风气候通过海气相互作

用也影响东海的环流和温盐结构 , 这种多水系的汇

合、复杂的水文状况和日益频繁的人类活动干扰, 使

该海域不仅是我国海岸带陆-海相互作用研究的关键

水域(宁修仁等, 2004), 也是典型近岸生态系统研究

的重要区域。 

近年来 , 关于长江口及邻近海域微生物多样性

的研究日益增多, Jiao等(2007)应用 16S rRNA基因文

库的方法研究了秋季长江口和东海陆架区的微生物

多样性, 刘敏等(2008)采用 PCR-DGGE技术对长江口

外低氧区的细菌群落组成进行了分析, 曾永辉(2008)

和潘洛安(2005)也分别研究了长江口及邻近海域浮游

细菌多样性和分布特征 , 但总体由于采样站点、季

节、方法的差异, 对该海域细菌组成及群落结构仍然

缺乏比较全面的认识。 

本文采用 DAPI染色计数法对长江口及邻近海域

10 个站点表层海水中的细菌生物量进行统计, 并结

合 16S rRNA 基因克隆文库法, 构建系统发育树, 研

究了长江口及邻近海域细菌群落结构及其多样性 , 

为了解海洋微生物多样性提供了分子生物学方面的
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基础数据 , 也为研究海洋细菌与生态系统之间的关

系提供一定的参考。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2014年 7月, 搭乘“浙海科 1号”科学考察船, 利

用 SBE 32 型采水器(海鸟公司), 在长江口及邻近海

域共采集 10 个站点表层海水样品, 其采样站点分布

如图 1所示。 

 

 

图 1  长江口及邻近海域采样站点分布图 
Fig.1  The sampling sites of the Changjiang River estuary and 

adjacent areas 

 
1.1.1  DAPI样品采集    采集表层(水面下 2m)海水

30mL, 经 100μm的筛绢过滤后, 分装至 10mL的无菌

冻存管中, 立即加浓度为 1%的戊二醛固定液进行固

定 , 黑暗固定 15 分钟后放入低温冰箱的冷冻格

(–20°C)中保存。 

1.1.2  环境总 DNA提取样品采集    采集表层海水

1000mL, 装于灭菌的聚乙烯塑料瓶中。样品先用

100μm的筛绢过滤, 再经孔径为 3μm和 0.22μm的混

合纤维素滤膜 (Millipore 公司 )过滤 , 将过滤后的

0.22μm 滤膜放入灭菌的 5mL 冻存管中, 置−20°C 冰

箱中保存, 航次结束后放置于实验室−80°C 超低温冰

箱中长期保存。 

1.2  DAPI染色计数 

取 1—2mL待测水样, 加入终浓度为 10µg/mL的

DAPI染色剂, 室温下暗房染色 30 min, 加入含 0.2µm

黑色聚碳酸酯膜的过滤器, 滤干后取出滤膜, 放在干

净的载玻片上展平, 在滤膜中间滴一滴香柏油, 置于

荧光显微镜(100倍油镜)下观察并随机选择 10个视野

进行计数, 只计算清晰可见且为蓝光的菌体。根据公

式 BN=A×S1/(S2×V)计算每毫升细菌数, 其中 BN为每

毫升细菌的数量, A 为视野中细菌的平均数, S1为滤

膜的面积, S2为显微镜的视野面积, V 为过滤水样的

体积(赵海萍等, 2007)。 

1.3  环境总 DNA提取和 16S rDNA扩增 

利用 FastPrep 快速核酸提取仪(MP Biomedicals

公司)和 FastDNA spin kit for soil试剂盒进行海水样

品总 DNA提取, 核酸蛋白检测仪(Bio-Rad公司)测定

DNA 浓度和纯度, 纯化后用于 PCR 扩增。扩增采用

引物 341f (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3')和 907r 

(5'-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3')。50 μL 反应体

系为: 10×buffer 5 μL, dNTPs 0.5 μL, Primer 341f 1μL, 

Primer 907r 1 μL, H2O 41 μL, Taq酶(TaKaRa) 0.5 μL, 

模板 DNA 1 μL。PCR扩增条件为: 95°C预变性 5 min, 

94°C变性 1 min, 56°C退火 30 s, 72°C延伸 2 min, 循

环 35次, 最后 72°C延伸 10 min。 

1.4  细菌克隆文库构建及序列分析 

PCR 回收产物与 pMD-18T vector(TaKaRa 公司)

在 16°C连接过夜, 将连接产物转化到大肠杆菌DH5α

感受态细胞(TaKaRa公司), 经蓝白斑筛选, 挑选阳性

克隆, 重新扩增插入片断, 将含有合适大小插入片段

的克隆送苏州金唯智生物科技有限公司进行测序。获

得序列后, 首先利用 Usearch软件(http: //drive5.com/ 

usearch/)去除嵌合体, 再应用 BLASTn 程序搜索相

似性序列, 进行系统发育分析。采用 ClustalX (Version 

1.8)对序列进行比对分析, 通过 MEGA 5软件构建系

统发育树(Kumar et al, 2004), 采用 Neighbor-Joining

建树方法, 建树结果进行 Bootstrap1000 次系统检验, 

利用 PHYLIP 软件包中 DNASIS 程序计算距离矩阵, 

利用 DOTUR 软件将相似性>97%的序列归为一个

OTU, 计算多样性指数并绘制稀释曲线(Schloss et al, 

2005)。 

2  结果与分析 

2.1  DAPI染色计数 

DAPI 染色计数结果如表 1 所示, 其中 B03 站点

总菌数 (1.48×106 cells/mL)最高 , 其次为 A05 站点

(1.23×106 cells/mL), 而 A04 站点的总菌数 (1.16× 

105 cells/mL)最低 , 10 个站点的平均值为 4.92× 

105 cells/mL, 细菌丰度总体较高, 但各站点之间细菌

丰度也存在明显差异 , 细菌丰度的高值区主要集中

于舟山外海一带, 而低值区主要集中于长江口区域, 

整体变化趋势为从长江口至外海区域细菌丰度逐渐

增加。 
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表 1  长江口及邻近海域表层海水细菌 DAPI 染色计数结果 
Tab.1  The DAPI direct count of the bacteria in surface seawater in Changjiang River estuary and adjacent areas 

站点 经度 纬度 取样量(mL) 视野平均菌数(cells) 总菌数(cells/mL) 

A01 122°05'24.00"E 30°59'53.52"N 2 25 1.61×105 

A02 122°17'57.48"E 30°59'53.52"N 1 11 1.42×105 

A03 122°34'33.24"E 30°59'53.52"N 1 12 1.55×105 

A04 122°49'33.24"E 30°59'53.52"N 1 9 1.16×105 

A05 123°04'39.36"E 30°59'53.52"N 1 95 1.23×106 

B02 122°39'58.68"E 30°43'45.84"N 1 45 5.81×105 

B03 123°04'18.84"E 30°43'45.84"N 1 115 1.48×106 

C03 122°39'36.00"E 30°27'56.52"N 2 31 2.00×105 

C04 122°54'12.60"E 30°27'56.52"N 1 27 3.49×105 

C05 123°10'22.80"E 30°27'56.52"N 1 39 5.04×105 

 
2.2  细菌多样性分析 

2.2.1  细菌 16S rDNA 文库分析    每个站点选取

110 个左右阳性克隆进行测序 , 片段长度为 550— 

700bp; 利用 DOTUR 软件, 将相似性>97%的克隆子

归为一个 OTU, 各站点的克隆文库基本情况及多样性

指数如表 2所示, 细菌群落的稀释曲线如图 2所示。 

表 2  长江口及邻近海域表层海水细菌多样性指数一览表 
Tab.2  Bacterial diversity indices of the surface seawater in Changjiang River estuary and adjacent areas 

多样性指数 
站点 

克隆

子数 
OTU数 

Bias-corrected Chao1 Abundance-base Coverage Estimator Shannon index(H') Simpson index(D) 

A01 98 33 56.75 73.509 2.62685 0.162003 

A02 107 75 227.5 460.334 4.06021 0.017281 

A03 104 33 90.75 97.862 2.74881 0.106796 

A04 101 33 71.5 114.125 2.66379 0.132475 

A05 106 31 44 48.623 2.95182 0.069722 

B02 108 36 51 54.698 3.22613 0.043787 

B03 95 35 57.67 56.121 3.25104 0.038746 

C03 109 52 126.38 129.025 3.53589 0.038736 

C04 107 21 39.33 35.438 2.12483 0.199612 

C05 106 33 71 83.375 2.86645 0.081941 

 
Chao1 和 ACE 指数用于计算群落的物种丰富度, 

在不同算法的计算下它们有着相同的变化趋势。由表

2可知, 丰富度指数Chao 1与ACE指数同时显示A02

站点拥有最高丰富度, C03 站点次之, 丰富度最低的

为 C04 站点。Shannon 和 Simposon 指数用于计算群

落的多样性 , 由于计算方法的差异它们在数值上的

变化趋势是相反的, 但两者均显示 A02 站点细菌多

样性最高, C03站点次之, C04站点最低。结合各站点

的群落丰富度和多样性指数, 可以看出 A02 站点的

细菌群落多样性最高。由稀释性曲线可知, A02和 C03

站点的稀释曲线仍然有上升的趋势 , 表明该站点中

细菌群落多样性很高 , 克隆子数量还未完全覆盖其

多样性, 这与其丰富度和多样性指数结果是一致的, 

其余站点的稀释性曲线均趋于平稳 , 基本上能反映

真实环境中细菌的群落结构情况。 

2.2.2  细菌克隆文库物种类群分析     通过

BLASTn 搜索相似序列, 可将 10 个站点共 1041 个克

隆子分为 11 个细菌门类 , 分别为变形菌门

(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、放线菌门

(Actinobacteria)、蓝细菌门(Cyanobacteria)、厚壁菌门

(Firmicutes)、绿弯菌门 (Chloroflexi)、酸杆菌门

(Acidobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、纤维杆菌

门(Fibrobacteres)、疣微菌门(Verrucomicrobia)和柔膜菌

门(Tenericutes), 另有 2.02%的细菌分类地位不确定。
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变形菌门又分为 α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)、β-

变 形 菌 纲 (Betaproteobacteria) 、 γ- 变 形 菌 纲

(Gammaproteobacteria)、δ-变形菌纲(Deltaproteobacteria)

和 ε-变形菌纲(Epsilonproteobacteria)五个纲。各细菌类

群在每个站点克隆文库中的比例如图 3所示。 

 

 

图 2  十个文库的稀释性曲线 
Fig.2  The rarefaction curve of the 10 clone libraries 

 

 

图 3  细菌类群在不同采样点克隆文库中的比例 
Fig.3  The ratios of bacterial groups in clone library of different sites 

 
综合 10 个站点文库的结果可以发现, 变形菌门

为研究区域中最大的优势菌群(占 60.61%), 其中 α-

变形菌占 50.62%, β-变形菌占 4.32%, γ-变形菌占

4.13%, δ-变形菌占 1.44%, ε-变形菌占 0.10%; 仅次于

变形菌门的是拟杆菌门(占 15.18%); 第三大优势菌群

为放线菌门(占 14.79%)。 

对各站点文库进行比较分析, 可见除 B03 站点

外, 变形菌门是其余 9 个站点文库的主要优势类群, 

其中 C04站点文库比例最高(占 90.66%), 变形菌门中

又以 α-变形菌为主要类群, 其余类群(特别是 δ-变形

菌和 ε-变形菌)所占比例相对较少, ε-变形菌仅在 A02

站点有发现且含量很低(仅占 0.93%)。作为第二大优

势类群的拟杆菌, 仅在B03站点克隆文库中的含量超

过变形菌门(占 43.16%), 成为该站点文库的主要类群, 

其它站点均低于变形菌门。放线菌门在 10 个站点克

隆文库中均有分布, 其中 A02 站点放线菌含量最高

(占 35.51%), 与该站点的变形菌门含量相当。 

除了 A01 站点未见相应克隆, 蓝细菌门在各文库

的分布比较均匀, 但含量不高, 最高值出现在 C05 站

点(占 12.26%)。浮霉菌门只在 A02和 C03站点文库中

有分布, 并且含量极低(分别为 0.93%和 0.92%)。靠近

长江口的A01和A02站点文库含有其它站点没有的厚

壁菌门, 其含量分别占各自文库的 8.16%和 3.74%。绿

弯菌门主要分布于 A断面(A01、A02、A03和 A04站

点), 其中 A02 文库中绿弯菌门含量最高(占 3.74%)。

柔膜菌门仅出现在 C05 站点文库中, 且仅占 0.94%。

A04 站点文库含有其它站点文库没有的纤维杆菌门(占

1.98%)。酸杆菌门和疣微菌门只在 A02 站点的克隆文

库中出现, 含量分别为 2.80%和 1.87%。同时分类地位

不确定的类群在各站点文库中都有极少量的分布。 

2.3  细菌系统发育分析 

2.3.1  变形菌门系统发育分析    使用MEGA5.0软

件, 对各站点典型变形菌序列与BLASTn比对相似序

列构建系统发育树(图 4), 克隆子相似菌株分离源的

分析结果如表 3所示。 

 由系统发育树和相似序列生境分析结果可知, α-

变形菌纲克隆子的相似序列主要来自表层海水、富营

养化淡水水域, 个别源自深海热液口; β-变形菌纲克

隆子的相似序列主要来自淡水湖泊和海水环境; γ-变

形菌纲克隆子的相似序列主要来自表层水体、海洋沉

积物和土壤环境; δ-变形菌纲克隆子相似序列的分离

源主要是墨西哥湾石油泄漏海区和西班牙海域碳氢

化合物污染的沉积物 , 推测该菌可能与石油烃污染

环境相关; ε-变形菌则在水体环境中分布较少, 唯一

的基因型 A02B21与湖泊沉积物中的 ε-变形菌同源性

达 99%。SAR类群是海洋中比较典型的细菌类群, 也

是影响海洋碳循环的重要因素, 由图表可知, SAR11

的相似菌株来自美国普吉特海湾表层海水和墨西哥

湾石油污染海域; SAR406 的分离源则分别来自沿海

表层和深海的海水环境, 说明该类群细菌对于压力、

光照等环境具有很强的适应性。 
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图 4  根据细菌 16S rDNA基因序列构建的变形菌系统发育树 
Fig.4  The phylogenetic tree of Proteobacteria according to 16S rDNA gene sequences 

 
2.3.2  其它细菌类群系统发育分析    除变形菌门

外, 各站点其它典型细菌序列与BLASTn比对相似序

列所构建的系统发育树如图 5所示, 克隆子相似菌株

分离源的分析结果见表 4。 

 由系统发育树的结果可知 , 变形菌门以外的其

它代表性细菌克隆, 其相似序列大多来自海水环境, 

少数来源于沉积物和淡水环境。其中拟杆菌门(黄杆

菌纲 )克隆子的相似序列主要来自于河口和海湾等

生境 ; 放线菌门、绿弯菌门、厚壁菌门等细菌克隆

子的相似菌株则大多来源于受芳香烃、石油、多环

芳烃等污染的海域、土壤或沉积物 ; 酸杆菌门克隆

子的相似序列来自太湖东北部爆发微囊藻水华的水

样 ; 疣微菌门的相似序列则来自夏威夷群岛沿岸海

水 ; 蓝细菌门克隆子相似序列的分布比较广泛 , 主

要来自各海域的表层海水 ; 浮霉菌门克隆子相似序

列的生境来自西南太平洋劳盆地深海热液区沉积物; 

另外分布较少的纤维杆菌门和柔膜菌门 , 其克隆子

相似序列分别来自瑞典爆发水华的淡水湖泊和美国

佐治亚州 Sapelo 岛沿岸表层海水。在分类地位不明

确的细菌中, 基因型 B02B83(1个克隆子)、C03B1(4
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个克隆子)、和 C04B90(1个克隆子)在发育树中处于

同一个单独的分支 , 其相似序列主要来自我国南海

近岸表层海水、阿根廷 Espejo 湖水以及广东湛江湾

海水。 

表 3  变形菌克隆子序列比对及相似菌株分离源分析 
Tab.3  The taxonomic affiliation of Proteobacteria and the closest species origins 

代表克隆子 相似菌株(登录号) 相似菌株分离源 相似性

α-变形菌纲    

B02B53 Alpha proteobacterium clone KR-31 (AB367468.1) 日本广岛湾浅海水域 99% 

C05B29 Alpha proteobacterium clone HF70_25M19 (EU361374.1) 夏威夷群岛北部海域表层海水 99% 

A02B19 Alpha proteobacterium clone TKTMmvi-B36 (AB611500.1) 冲绳海槽南部的深海热液口 98% 

C03B11 Alpha proteobacterium clone A0-2 (JN371304.1) 太湖东北部爆发微囊藻水华的水样 100%

A01B19 Methylobacterium sp. L2-5 (HF548443.1) 俄罗斯贝加尔湖水样 100%

B03B5 Erythrobacter sp. WH10-2-6 (HM473185.1) 中国威海沿岸水样 99% 

A01B17 Alpha proteobacterium clone LiUU-14-208 (AY874027.1) 瑞典爆发水华的淡水水样 99% 

β-变形菌纲    

A02B20 Beta proteobacterium clone C13W_125 (HM057691.1) 中国黄海表层海水 99% 

A01B48 Methylophilaceae bacterium MMS-VI-127 (LN681514.1) 瑞士苏黎世湖 100%

A04B6 Comamonadaceae bacterium clone DS152 (DQ234234.2) 台湾北部的淡水河口 99% 

γ-变形菌纲    

A04B36 Gamma proteobacterium clone SGPW537 (GQ346769.1) 加拿大萨尼奇湾海水 100%

A02B4 Gamma proteobacterium clone DH133B19 (JN672637.1) 中国东海表层沉积物 99% 

C03B109 Gamma proteobacterium clone MP-R211 (JN038896.1) 上海崇西湿地土壤 99% 

δ-变形菌纲    

C03B12 Delta proteobacterium clone S2-1-135 (KF786854.1) 墨西哥湾石油泄漏海区 99% 

A01B61 Delta proteobacterium clone ANOX-095 (JF344657.1) 西班牙海域碳氢化合物污染沉积物 98% 

ε-变形菌纲    

A02B21 Epsilon proteobacterium clone LMC82 (JN868245.1) 湖泊沉积物 99% 

SAR类群    

B02B2 SAR11 cluster alpha proteobacterium clone GG101008Clone137 (JN591858.1) 美国普吉特海湾表层海水 99% 

C05B24 SAR11 cluster alpha proteobacterium clone S2-1-014 (KF786785.1) 墨西哥湾石油泄漏海区 99% 

A02B68 SAR406 cluster bacterium clone PRTAB7918 (HM798785.1) 波多黎各海沟 6000米深处海水 97% 

A03B49 SAR406 cluster bacterium clone OS3SD26 (JN233088.1) 美国北卡罗莱纳沿海表层海水 99% 

 

3  讨论 

3.1  长江口及邻近海域表层海水细菌丰度 

从长江口到舟山外海的区域是受人类活动影响

最大的区域, 每年有着大量的陆源有机物质输入, 而

该区域又是台湾暖流和长江冲淡水交汇的区域(唐晓

晖等, 2004), 复杂的水文地理条件使得该区域的细菌

丰度同时受众多环境因素的影响。赵三军等(2003)研

究发现秋季长江口外海域表层海水的细菌丰度为

3.97×105—1.162×106 cells/mL 之间, 平均值为 7.19× 

105 cells/mL; 刘晶晶等(2011)调查了夏季长江口及邻

近海域浮游细菌的数量 , 结果为 6.92×105—5.54× 

106cells/mL 之间; 王新等(2010)对春季东海赤潮高发

区的浮游细菌丰度调查结果为 5.85×104—9.26× 

105cells/mL 之间; 上述研究结果与本次调查结果(细

菌丰度在 1.16×105—1.48×106cells/mL 之间, 平均值

为 4.92×105cells/mL)都有一定差异, 原因主要可能是

采样季节不同以及环境特征的改变。 

就细菌丰度的空间变化而言 , 本研究发现细菌

丰度分别在 A05、B03、C05 等靠近外海的站点形成

高值区, 在相对离岸较近的 A01—A04 和 C03—C04

站点海域形成低值区 , 细菌丰度的总体空间变化趋 
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图 5  根据细菌 16S rDNA基因序列构建的其它分支细菌系统发育树 
Fig.5  The phylogenetic tree of other bacteria according to 16S rDNA gene sequences 

 
势是外海较近岸高 , 其主要原因可能是外海区域的

几个站点位于营养盐丰富、光照充足的高生产力海域, 

浮游植物的繁盛促进了细菌的大量生长 ; 相反 , 在

长江口近岸海域 , 由于水团之间混合所产生的高浊

度和低透光率影响了浮游植物生长 , 从而形成海洋

细菌低密度区。季倩(2008)研究认为长江口靠近最大

混浊带异养细菌丰度较低 , 由长江口向外海其丰度

显著增加 ; 宁修仁等(2004)也认为在长江口及邻近

区域的冲淡水区中部以及冲淡水和海水交汇处是低

细菌丰度和活性区域 , 上述报道与本次的研究结果

基本一致。本次研究中 B02站点虽然处在 A03和 C03

站点相近经度区域 ,  但细菌生物量处于较高水平 ,  
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表 4  其它细菌克隆子序列比对及相似菌株分离源分析 
Tab.4  The taxonomic affiliation of other bacteria and the closest species origins 

代表克隆子 相似菌株(登录号) 相似菌株分离源 相似性

拟杆菌门    

B03B82 Bacteroidetes bacterium clone CB11D01 (EF471578.1) 美国切萨皮克湾表层海水 99% 

A02B16 Bacteroidetes bacterium clone DH133B01 (JN672613.1) 中国东海表层沉积物 97% 

C03B55 Flavobacteria bacterium Yb008 (AB496663.1) 日本静冈县大浦湾海水 99% 

C05B6 Flavobacterium sp. clone ARTE1_247 (GU230408.1) 南大西洋拉普拉塔河口表层水 100%

放线菌门    

A02B15 Actinobacterium clone MS-C124 (FJ949412.1) 芳香烃污染的西班牙马略卡岛钙砂质沉积物 96% 

C03B10 Acidimicrobiales bacterium clone S1-7-129 (KF786730.1) 墨西哥湾石油泄漏海区 99% 

A02B69 Brachybacterium sp. clone OTU116 (JQ217228.1) 中国宁波南沙港网箱养殖区沉积物 99% 

绿弯菌门    

A03B26 Chloroflexi bacterium clone CS20 (JQ771976.1) 西班牙被多环芳烃污染的土壤 98% 

厚壁菌门    

A02B7 Clostridiales bacterium clone D10_02 (EU266777.1) 德国焦油污染地带沉积物 99% 

A01B8 Bacillus aryabhattai strain: 121-2 (AB999936.1) 印尼海洋沉积物 100%

酸杆菌门    

A02B44 Acidobacteria bacterium clone A0-103 (JN371767.1) 太湖东北部爆发微囊藻水华的水样 99% 

疣微菌门    

A02B1 Verrucomicrobia bacterium clone Ln38 (HM474952.1) 夏威夷群岛沿岸海水 97% 

蓝细菌门    

B02B3 Cyanobacterium clone MWLSA69 (FJ937866.1) 海南岛陵水湾沿海水域 100%

C04B80 Cyanobacterium clone F9P4_10H15 (HQ242218.1) 北太平洋东部沿海表层海水 100%

浮霉菌门    

A02B29 Planctomycete clone B6D (FJ205240.1) 西南太平洋劳盆地深海热液区沉积物 95% 

纤维杆菌门    

A04B73 Fibrobacteres bacterium clone LiUU-9-330 (AY509521.1) 瑞典爆发水华的淡水湖泊 100%

柔膜菌门    

C05B18 Mollicutes bacterium clone SHWN_night2_16S_487 (FJ745269.1) 美国佐治亚州 Sapelo岛沿岸表层海水 99% 

unclassified    

C03B72 Unidentified marine bacterioplankton clone E307B_1_19 (KC002562.1) 中国南海近岸表层海水 99% 

C03B1 Uncultured bacterium clone Espejo_9_20_11_Water (KM165485.1) 阿根廷 Espejo湖水 99% 

C04B90 Uncultured marine bacterium clone B17-48 (JX405638.1) 广东湛江湾海水 98% 

 

原因可能是 B02 站点位于拥有大量天然海藻场和人

工贻贝养殖场的枸杞岛海域 , 养殖区域的存在对细

菌丰度的影响较大 , 有研究表明浮游植物和海藻光

合作用产物以及部分海藻降解产生的腐殖质促进了

浮游细菌的新陈代谢(Vörös et al, 2003), 同时贝类

养殖的残饵、粪便所分解的有机质含量较高 , 在该

海域独特的水文地理条件下可能导致水体中细菌丰

度偏高。 

3.2  长江口及邻近海域细菌多样性及群落结构 

近年来国内外有许多针对长江口海域表层海水

细菌多样性及群落结构的相关研究 , 如李和阳等

(2012)研究了长江口典型站位浮游细菌类群的组成特

征, 结果表明变形菌门(α-, β-和 γ-变形菌纲)为该海域

优势菌群; Feng等(2009)对长江口及邻近海域海水和

沉积物样品进行较全面的研究 , 结果显示变形菌门

是该海洋环境中含量最丰富的种类 (占克隆数的
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72.9%), 其中 α-变形菌纲和 γ-变形菌纲为该海域海水

中的最大优势菌群; Sekiguchi等(2002)分析了长江口

特定站位细菌的遗传多样性, 发现优势菌为 α-变形

菌和 γ-变形菌。从以上研究结果可以发现变形菌门是

长江口及邻近海域表层海水中的优势菌群 , 作者在

本实验中检测到变形菌门含量达到总克隆数的

60.61%, 是本次研究海域表层海水中的最大优势类

群, 这与以往研究结果基本一致。变形菌门作为本实

验的优势类群 , 在长江口及邻近海域生态系统中发

挥着重要作用, 尤其是含量丰富、分布广泛的 α-变形

菌纲(占总克隆数的 50.62%)。目前对 α-变形菌的研究

发现, 其在低价硫化物的转化过程中起间接作用, 常

以 H2S 作为代谢中的电子供体(李涛等, 2008); 多数

α-变形菌还具有广泛的耐盐性, 并且利用 DOC 等碳

源的能力很强(Sjöstedt et al, 2012)。本实验中有 5个

站点的 α-变形菌含量高达 50%以上, 说明相应环境

特征非常适合该细菌类群的生长 , 同时也验证了从

长江口到外海区域盐度和营养盐急剧变化条件下 α-

变形菌仍为本次研究海域的优势菌群。β-变形菌是世

界 范 围 内 淡 水 湖 泊 和 河 口 区 域 的 优 势 菌 群

(Mueller-Spitz et al, 2009; Cottrell et al, 2005), 但本

次研究中 β-变形菌含量仅占总文库的 4.32%, 这可能

与长江口冲淡水的影响有关。γ-变形菌是海水和沉积

物环境中的常见细菌类群, 与光能营养、趋碱性、氨

氧化和硫降解等过程相关 (Bowman et al, 2005; 

Ravenschlag et al, 1999), 目前较多报道显示 γ-变形菌

在沉积物环境中属于优势类群(Bowman et al, 2003; 

Inagaki et al, 2003), 但在海水环境中不是优势菌群, 

我们的研究结果也验证了这一观点。δ-变形菌常在硫

循环以及铁等金属的代谢中扮演重要角色(Xu et al, 

2008), 本次研究发现 δ-变形菌克隆与原油泄漏海域

的脱硫杆菌相似度高 , 脱硫杆菌是一种能降解有机

物(尤其是石油烃类)的硫酸盐还原细菌(Musat et al, 

2009), 这预示着 δ-变形菌含量丰富的站点可能受到

石油烃的污染。ε-变形菌虽然能广泛利用环境中的氢、

硫化物、硝酸盐、氧气等多种物质作为电子受体或供

体(Takai et al, 2003; Nakagawa et al, 2005), 但在海水

中的分布极少, 本次调查也仅在 A02站点有发现。 

拟杆菌门、放线菌门和蓝细菌门是本次研究分布

比较广并且比例也较高的类群。本次实验发现的拟杆

菌主要包括黄杆菌纲和鞘脂杆菌纲两大类, 其中黄杆

菌纲与藻类的赤潮和降解过程有关(Abell et al, 2005), 

而鞘脂杆菌纲重要类群为噬胞菌属(Cytophaga)可以

降解纤维素(Li et al, 2011), 上述拟杆菌门含量较高

与该海域初级生产力水平有关。放线菌是一类在海洋

中广泛存在且丰度较高的类群 , 有研究表明放线菌

在有机污染物的降解过程当中起着非常重要的作用

(李和阳等, 2012), 同时被普遍认为是生物活性物质

和海洋药物开发的重要微生物来源(Bull et al, 2005), 

这表明长江口及邻近海域可能蕴藏着丰富的放线菌

及相关生物活性产物资源。蓝细菌是广泛分布于海洋

中能进行放氧光合作用的超微型浮游植物(孙晟等 , 

2003), 是海洋初级生产力和微食物网中重要的组成

成分。而在本次调查中, 多个站点均发现蓝细菌且其

数量不少 , 可以看出蓝细菌对该海域生态系统的稳

定性与多样性有重要意义。 

作者在实验中有发现一些分布范围和比例都较

小的类群, 包括厚壁菌门、绿弯菌门、酸杆菌门、浮

霉菌门、疣微菌门和纤维杆菌门。厚壁菌门中的芽孢

杆菌主要存在于 A01 和 A02 站点, Vieira 等(2008)指

出厚壁菌丰富的地方可能表明附近海区的污染 , 这

可能与 A01 和 A02 两个站点处在近河口位置有关。

绿弯菌是除变形菌和硝化螺旋菌外 , 第三类能通过

硝酸盐的氧化而获得能量的一类细菌(Sorokin et al, 

2012), 作者发现绿弯菌仅存在于近海区域受陆源输

入影响而营养盐丰富的几个站点当中 , 因此推测绿

弯菌倾向于生活在营养盐丰富的海域中。酸杆菌一般

由外界环境所引入, A02站点位于长江口受地表径流

影响较大 , 检测到的酸杆菌很可能为陆源菌 , 另外

Barns 等(2007)曾报道过酸杆菌门类群多存在于重金

属污染等酸性较强的环境中 , 这说明长江口区域可

能存在一定程度酸化的倾向。浮霉菌门细菌属于兼性

厌氧细菌 , 并且这类细菌可能与深海有机质的矿化

有关(Sørensen et al, 2005), 本研究结果显示浮霉菌的

相似序列来源于深海热液区。 

3.3  长江口及邻近海域特殊细菌类群及分布 

本次实验还发现了以往同海域研究中鲜有报道的

柔膜菌门和 SAR类群。目前关于柔膜菌门的报道并不

多, 仅侯梅锋等(2011)在青海湖底泥中有发现, 主要

是一类耐盐菌, 另有 Beazley等(2012)在墨西哥湾原油

泄漏的海岸盐沼中发现大量柔膜菌的存在。本次研究

在 C05 站点发现少量的柔膜菌门, 具体原因不详。

SAR11是最早发现的一类广泛分布于亚热带海域的浮

游细菌类群, 研究表明 SAR11细菌能够调控海洋中相

当数量 DOM的流通, 在 C、N等元素的循环中起着重

要的作用(Rappé et al, 2002), 另外海洋细菌生理代谢
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机制研究方面的重要发现之一是 SAR11 菌群需要外

源还原态硫来维持生长(Tripp et al, 2008)。对 SAR406

类群的研究显示 , 它是海洋最低含氧带 (Oxygen 

Minimum Zone, OMZ)中的优势类群(Wright et al, 2012), 

可能与缺氧环境有关; Crump 等(2007)在切萨皮克湾缺

氧底层水中发现高丰度的 SAR406 类群, 类似于 OMZ

的细菌群落构成。本次研究发现 A02 站点同时有

SAR11 和 SAR406 类群的分布, 可能与该站点恰好位

于长江口外缺氧区, 有机质和营养盐含量丰富有关。 

4  结论 

本实验通过 DAPI染色计数和构建 16S rRNA基

因文库的方法对长江口及邻近海域 10 个站点表层海

水中细菌的生物量及多样性进行研究。结果发现长江

口及邻近海域表层海水中细菌的丰度总体较高 , 但

各站点间存在一定差异。海水中细菌类群主要包括变

形菌门、拟杆菌门、放线菌门、蓝细菌门、厚壁菌门、

绿弯菌门、酸杆菌门、浮霉菌门、纤维杆菌门、疣微

菌门和柔膜菌门等 11 个类群, 其中 α-变形菌纲所占

比例最高, 其次为拟杆菌门和放线菌门, 其它类群的

分布比例和范围都较小 , 同时还发现了广受关注的

SAR类群和海洋环境中少见的柔膜菌门。研究表明某

些细菌类群可能成为该海域生态系统受污染的指示

生物 , 此外未确定分类地位的细菌可能是一些未被

发现的细菌种类, 有待进一步调查研究。以上结果充

分说明了长江口及邻近海域表层海水细菌群落结构

具有丰富的多样性和复杂性。 
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BACTERIAL DIVERSITY AND COMMUNITY STRUCTURE IN SURFACE SEAWATER 
OF CHANGJIANG RIVER ESTUARY AND ADJACENT AREAS 

LIU Xiao-Hui,  WANG Jian-Xin,  WANG Shuai-Bing,  FAN Ying-Ping,   
YU Kai-Cheng,  JIANG Ran,  LIU Ming-Hua 

(Zhejiang Ocean University, Laboratory for Marine Microbial Molecular Ecology and Application, Zhoushan 316022, China) 

Abstract    We sampled surface seawater in 10 stations in Changjiang River estuary and adjacent areas, and studied the 

diversity and community structure of bacteria in seawater, showing high abundance of bacteria in the study region ranging 

between 1.16×105 (Station A04) and 1.48×106 cells/mL (B03) by DAPI direct count. Among them, 60.61% the total clone 

library was Proteobacteria, of which Alphaproteobacteria took 50.62%, Bacteroidetes (15.18%), Actinobacteria (14.79%), 

Cyanobacteria (4.61%), few Firmicutes, Chloroflexi, Acidobacteria, Planctomycetes, Fibrobacteres, and Verrucomicrobia, 

and occasionally Tenericutes and SAR groups as shown in phylogenetic analysis on the clone libraries. Therefore, the 

bacteria in the surface water of Changjiang River estuary and adjacent areas was abundant and diversified in complicated 

structures, reflecting the impacts of local aquaculture activities and regional marine physical-chemical settings, for 

example, the oxygen depletion at sea bottom and Changjiang River water dilution. 

Key words    Changjiang River estuary;  bacteria;  diversity;  DAPI;  16S rDNA 


