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摘要    象山港位于浙江省宁波市东南部沿海, 属于半封闭式海湾, 是以海水养殖区和海洋牧场示

范区为主的重要多功能水域, 近年来生态环境问题日益突出。为研究象山港海域在早春低水温环境

中细菌的多样性, 通过高通量测序方法对 3 月份的象山港水域进行检测。沿象山港南部海湾随机选

取 6个取样点(G04, G06, G08, G09, G011, G012), 共检出 836属和 2 166种细菌, 隶属 33个门、91

纲、186目和 352科。其中优势细菌类群主要包括变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、

放线菌门(Actinobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和蓝细菌门(Cyanobacteria)。变形菌门在 G04中占比

最高(91.45%), 拟杆菌门在 G09 中占比最高(18.05%); 而放线菌门在 G12 中占比最高(7.95%)。在经

度较高且离海岸较远的水域, 细菌丰富度也越高; 同时随着取样位点纬度的增加, γ-变形菌丰度逐步

增高, 其中在 G04中最高(72.76%), 在 G12中最低(29.11%)。各取样点的细菌分离培养结果也表明弧

菌属丰度较高, 且主要集中在 G04 中。利用高通量测序方法揭示了象山港早春全水域的细菌结构组

成框架图, 可为象山港的水产养殖和可持续发展提供参考依据。 
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象山港位于浙江省宁波市东南部沿海 , 是一个

由东北向西南深入内陆的狭长型半封闭型海湾 , 港

内地形复杂, 水产资源丰富, 是重要的以海水养殖区

和海洋牧场示范区为主的多功能水域 , 也是著名的

避风良港, 其地处 29°24′~29°46′N 和 121°25′~122°00′E

的范围内。由于象山港海域深浅宽窄不一, 是浙江省

最重要的海水增养殖基地 , 也是重要的渔业资源保

护区(江志兵等, 2013)。近年来由于陆源污染(童晨等, 

2018)和水产养殖污染 (Han et al, 2013; 吴燕妮等 , 

2017)等人为活动的干扰, 给原本就较为脆弱的海湾

生态系统造成巨大压力, 生态环境问题日益突出。我

国非常重视资源的保护, 更关注海洋的生态环境。海

水中微生物种类较多, 是自然界最重要的分解者, 对

维持生态平衡和物质循环有着重要作用。有些微生物

可以有效降解水内的有毒物质 ; 有些致病微生物能

够控制它们的寄主的数量 , 甚至影响寄主的进化方

向; 有些微生物之间存在着某种相互作用, 对维持水

内生态环境的稳定性意义重大。为了掌握象山港细菌

的多样性 , 本文利用高通量测序技术研究象山港早

春低温海水环境中的微生物多样性 , 以期为海洋环

境保护、水产养殖病害的防护奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

于 2021 年 3 月 (春季 )对象山港中部海域

(121°43′06″E, 29°34′44″N) (G04)、象山港西沪港海域

(121°47′20″E, 29°31′40″N) (G06)、象山港中部海域

(121°35′52″E, 29°31′00″N) (G08)、象山港铁港口海域



646 海   洋   与   湖   沼 53卷 

 

(121°30′43″E, 29°30′21″N) (G09)、象山港西沪港口海

域(121°45′42″E, 29°32′38″N) (G11); 象山港黄墩港海

域(121°31′37″E, 29°26′45″N) (G12)的 6 个取样点的

0.5 m深海水进行取样检测。 

1.2  样品的处理和测序 

采集的水样带回实验室后 , 取 1 L 的水样经

0.22 μm 的无菌纤维素滤膜真空抽滤, 滤膜取出放置

于 15 mL的无菌离心管中, 并将样品送至杭州联川生

物技术股份有限公司进行 16S rRNA高通量测序。选

择 CTAB 法对微生物组样本进行微生物组总 DNA 

的提取, 并通过琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量, 紫

外分光光度计进行 DNA定量。PCR扩增产物通过 2%

琼脂糖凝胶电泳进行检测, AMPure XT beads试剂盒

回收产物。对纯化后的 PCR 产物使用 Agilent 2100

生物分析仪(Agilent, 美国)和 Illumina (Kapa Biosciences, 

Woburn, MA, 美国)的文库定量试剂盒进行评估。将

合格的文库梯度稀释后(Index 序列不可重复), 根据所

需测序量按相应比例混合, 并经 NaOH 变性为单链利

用 NovaSeq 6000测序仪进行 2×250 bp的双端测序。 

1.3  可培养细菌的鉴定 

将 6个取样点的海水进行 10×稀释后分别涂布于

海水牛肉膏、海水大豆蛋白培养基、2216E 和 TCBS

固体培养基上 28 °C培养。待 12~16 h菌落长出后按

照形态、大小和颜色进行平板划线分离纯化。 

分别挑取纯化后细菌单菌落的 DNA 作为模板, 

利用 16S rRNA 通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 

CTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGTTACCTTGT 

TACGACTT-3′)进行 PCR 扩增后产物送到上海生工

测序。 

2  结果与分析 

2.1  测序结果 

利用高通量测序共获得 836 属和 2 166 种细菌, 

它们隶属 33 个门、91 个纲、186 个目和 352 个科。

通过去重复获得高精度单碱基代表序列 , 然后使用

ASVs (amplicon sequence variants) 构 建 OTU 

(operational taxonomic units), 获得最终的 feature 特

征表以及特征序列, 并进行多样性分析、物种分类注

释和差异分析等。根据不同的相似度、feature ID 进

行分析。花瓣图可清晰地看出各取样点之间物种丰富

度的差异, G04、G06、G08、G09、G11和 G12特有

的菌种分别有 1 089、880、1 113、513、447 和 628

个, 共有的菌种有 213个; 其中 G08、G04和 G06细

菌丰富度较高(图 1)。 

 

图 1  象山港细菌种类差异分析 
Fig.1  Analysis on the difference of bacterial species in 

Xiangshan harbor 
注: G04: 象山港中部海域; G06: 象山港西沪港海域; G08: 象山

港中部海域; G09: 象山港铁港口海域; G11: 象山港西沪港口海

域; G12: 象山港黄墩港海域。下同 

 

2.2  象山港菌群多样性分析 

图 2的桑基图用来展示数据的“流动”变化, 分支

的宽度表示流量的大小。图中展示了不同样本(左侧)

对应的门水平(中间)和属水平(右侧)的菌群相对丰度, 

直观展示菌群多样性研究中最为关注的两个层级的

物种注释信息、对应关系以及所占比例。从图中可以

看出象山港海域中的优势菌群包括弧菌属(Vibrio)、

大西洋美女神菌属 (Amphritea)和假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas), 其中假交替单胞菌属在变形菌

门中丰度最高, 其次是弧菌属; 而假交替单胞菌属在

G09中丰度最高, 在 G04中丰度最低; 弧菌属和大西

洋美女神菌属主要来自 G04 (图 2)。 

玦 玦玉 图通过角度来表示每个 环数值的大小 , 

玦角度是决定性因素。通过分析玉 图可以清晰地看到

各个海域中的门、纲、目、科、属和种水平的丰度情

况。根据每个水平所占的角度大小分析得知, G09、

G11 和 G12在各水平的丰度水平相近, G04、G06和

G08之间的丰度差距也不明显; 经两两相比得知 G08

的物种丰度最高, G11 的物种丰度较低, 并且这种差

异主要体现在种属水平上(图 3)。 

2.3  象山港菌群丰度分析 

将纲水平相对丰度最高的 13 个群落数据根据

分类单元的丰度分布或样本间的相似程度加以聚

类 , 并对分类单元和样本分别排序。其中 γ-变形菌

纲 (Gammaproteobacteria) 和 α- 变 形 菌 纲

(Alphaproteobacteria)在各海域中丰度较高; 随着纬度 
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图 2  象山港海域细菌种属水平差异分析 
Fig.2  Analysis of bacterial species and genera in the sea area of Xiangshan harbor 

 

图 3  象山港海域细菌各分类水平丰度分析 
Fig.3  Analysis on the richness of bacteria at different classification levels in the sea area of Xiangshan harbor 

 
的上升, 海域中 γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria)流

动性增高, 其中在G04取样点中高达 72.76%, 在G12

为 29.11%, 最低(图 4)。 

2.4  种类组成和分布 

为进一步准确了解象山港海域细菌群落结构组

成, 并揭晓不同取样点的差异, 我们分别根据分类学

的门、纲、目、科、属和种水平绘制累计柱状图, 分

析各取样点细菌群落结构特点。 

累计柱状图显示变形菌门在 G04、G06、G08、

G09、G11 和 G12 中的丰度最高, 分别为 91.45%、

76.18%、73.94%、71.33%、86.76%和 57.00%; 其次是

拟杆菌门, 所占比例为 3.74%、7.59%、13.92%、18.05%、

6.01%、31.41%; 再次是放线菌门。与其他海域不同的

是, 在 G06中蓝藻门丰度高于放线菌门丰度(图 5a)。 
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图 4  象山港海域纲水平上细菌群落结构组成分析 
Fig.4  Analysis on the composition of bacterial community at levels of class in the sea area of Xiangshan harbor 

 

图 5  象山港海域门水平(a)和纲水平(b)细菌群落结构组成分析 
Fig.5  Analysis on the composition of bacterial community at levels of phylum (a) and class (b) in the sea area of Xiangshan harbor 

 
在纲水平上, 6 个取样点细菌种类中 γ-变形菌纲

的丰度都比其他纲所占比例高, 其中最高的是在 G04 

(72.96%), 最低在 G12 (29.11%); 其次是 α变形菌纲, 

最高在 G11 (30.65%)。与其他 6 个取样点不同的是, 
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在 G12中黄杆菌的丰度最高(30.74%); 此外分析发现, 

虽然在 G04 中弧菌丰度最高 , 但是黄杆菌纲

(Flavobacteriia)丰度最低; 在 G12 中黄杆菌丰度最高

且弧菌丰度最低 , 并且弧菌和黄杆菌之间的丰度变

化关系在 G08、G09和 G11中均有所体现(图 5b)。 

在目水平上, 海洋螺菌目(Oceanospirillales)和弧

菌目 (Vibrionales)在 G04 中所占比最高 (32.30%和

18.72%), 在 G12 中占比最低(4.39%和 1.01%); 交替

单胞菌目 (Alteromonadales)在 G09 中所占比为

29.08%, 远高于 G12 中交替单胞菌目的占比(16.00%); 

除 G12 中黄杆菌目占比 30.74%高于红细菌目

(Rhodobacterales) 19.76%外, 其他 6个取样点的红细

菌目占比都高于黄杆菌目; 与其他取样点不同的是

G04的优势菌群为海洋螺旋菌目、弧菌目、交替单胞

菌目和红细菌目 , 而其他取样点的黄杆菌目丰度均

高于弧菌目(图 6a)。 

科水平上 , 在 6 个取样点中海洋螺菌科

(Oceanospirillaceae)、弧菌科(Vibrionaceae)、红细菌

科 (Rhodobacteraceae) 、 假 交 替 单 胞 菌 科

(Pseudoalteromonadaceae) 和 黄 杆 菌 科

(Flavobacteriaceae)占比较多, 其中在G04中海洋螺菌

科和弧菌科丰度最高, 占比分别为 31.19%和 18.72%, 

而黄杆菌科丰度较低, 为 2.72%; 在 G12 中黄杆菌科

丰度最高, 而弧菌丰度相对较低, 分别为 22.32%和

1.01%; 红细菌科在 G11 和 G06 中占比最高, 分别是

25.74%和 20.42%; 从图中我们了解到 G08和 G12中

的假单胞菌科丰度接近 , 分别为 14.46%和 14.20% 

(图 6b)。 

 

图 6  象山港海域目水平(a)和科水平(b)细菌群落结构组成分析 
Fig.6  Analysis on the composition of bacterial community at levels of order (a) and family (b) in the sea area of Xiangshan harbor 

 
在属水平上, 以 6 个取样点中丰度占比前 13 的

细菌属整合成累计柱状图进行对比分析发现, 在 G04

中大西洋美女神菌属和弧菌属占比最高 , 分别为

19.57%和 18.19%, 假交替单胞菌属占比(8.60%)明显

低于其他取样点 , 这可能与假交替单胞菌和弧菌之

间的拮抗作用有关(杨行等, 2019); 在其他 5 个取样

点中丰度最高的是假交替单胞菌属, 在 G09 的占比

高达 25.38%; 此外我们还发现各个取样点中均分布

着一定数量的海单胞菌属 (Marinomonas), G11 中 

8.25%, 占比最多, G12中 1.27%, 占比最少(图 7a)。 

在种水平上, 共发现了 2 166 种细菌, 其中丰度

最高的是在 G04 中的大西洋美女神菌 (Amphritea 
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atlantica) 和 G09 中 的 海 假 交 替 单 胞 菌

(Pseudoalteromonas marina), 所 占 比 例 分 别 为

19.76%和 20.62%。在 G04 中优势菌包括大西洋美女

神菌、灿烂弧菌(Vibrio splendidus) (8.98%)和海假交

替单胞菌(5.74%), 除 G04 以外的各取样点中优势菌

群均为海假交替单胞菌(图 7b)。 

 

图 7  象山港海域属水平(a)和种水平(b)细菌群落结构组成分析 
Fig.7  Analysis on the composition of bacterial community at levels of genera (a) and species (b) in the sea area of Xiangshan harbor 

 
2.5  细菌群落相似性分析 

通过 PCA 分析可得 , 样品的空间距离越接近 , 

表示样品的物种组成结构越相似。PCA图展现出 G04

与其他 5个取样点的微生物组成结构相似性较小, 差

异性较大, 其中 G11和 G06、G08和 G09聚集在一起, 

距离较近, 说明 G11和 G06、G08和 G09取样点的细

菌群落相似性较大, 而 G12 与这 4 个水域距离较远, 

细菌差异性较大; 造成这种差异的可能原因是 G11

和 G06, G08和 G09分别处于纬度相邻的地方, 生活

环境和菌群间的互相影响; 而 G04 与其他取样点的

距离较远, 所处的环境和温度有差异, 导致细菌群落

的结构组成也会有所不同(图 8)。 

2.6  可培养细菌的种类 

基于细菌分离培养法, 通过对形态特征、生理生

化反应等的分析比较, 对分离纯化出 9 种细菌, 经

16S rRNA测序结果分析, 6个取样点的可培养优势细

菌是溶藻弧菌 (V. alginolyticus)、副溶血弧菌 (V. 

parahaemolyticus)、灿烂弧菌(V. splendidus)、卡诺弧

菌(V. kanaloae)、巨型弧菌(V. gigantis)、粗糙弧菌(V. 

crassostreae)、海假交替单胞菌 (Pseudoaltermonas 

marina)、罗氏发光杆菌 (Photobacterium rosenbergii) 

 

图 8  象山港海域的菌群 PCA分析 
Fig.8  PCA analysis of microbiome in the sea area of Xiangshan 

harbor 
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和鲁氏发光杆菌 (P. lutimaris), 其中弧菌大多来自

G04取样点, 海假交替单胞菌主要来源于 G09。这与

高通量测序结果一致。 

3  讨论 

目前研究的象山港水域生物种类主要为海洋浮

游动植物及底栖动物 , 对象山港水域微生物多样性

及群落分布的研究很少 , 对早春低水温环境下的细

菌种类研究更少。高通量测序能有效描述微生物的群

落特征, 对水样的合理利用有着重要的参考价值。前

期研究结果显示象山海域优势细菌类群为 α-变形杆

菌纲 (39.45%)、γ-变形杆菌纲 (47.48%)和拟杆菌门

(7.76%) (胡常巨等, 2015)。本研究发现变形菌门和蓝

藻菌门是象山港水域 3月份的两个优势类群。其次是

放线菌门和厚壁菌门, 这与前人研究结果一致(李秋

芬等, 2013)。这些菌均属于海洋沉积环境中常见的微

生物(黄莹等, 2020)。6个不同水域取样点的微生物种

类都很多 , 但因为所处地理位置及其周围环境的不

同, 也导致不同水域的优势类群和多样性有所差别。

其中 G08、G04 和 G06 细菌多样性较高 , 分别是

1 113、1 089 和 880 种, 并且这 3 个取样点所处位置

经度都较高; 由于采集时间和水样采集深度相同, 因

此菌群的多样性可能与其经纬度及靠岸距离有关。本

研究结果表明, 靠近岸边的水域细菌丰富度降低, 这

与 Wang 等(2016)得出的污水及重金属排放会对细菌

群落造成一定影响的结果一致。 

玦通过玉 图分析, 我们以丰度相似度为指标, 6

个取样点可分为两组, G09、G11 和 G12 为第一组, 

G04、G06和 G08为第二组, 并且第二组的细菌丰富

度均高于第一组; G08的物种丰富度最高, G11与G08

相比丰富度显著降低, 多样性减少; 随后对这几个取

样点的地理位置进行分析 , 找到造成这种丰富度变

化的可能原因是 G08 所处位置远离岸边, 处于四周

环海的位置, 菌群丰富度受到人为影响小, 群落结构

较复杂 ; 而其他取样点丰富度差距小的可能原因是

所处位置相近 , 周围水生环境相近 , 这与白洁等

(2009)所得出的地域差异导致微生物群落结构和多样

性显著不同的结果相一致。 

本研究结果显示, α-变形菌纲和 γ-变形菌纲(弧菌

科)在各海域中丰度较高 , 玥这与之前虞嘉 等(2021)

的研究结果一致; 其中 γ-变形菌纲在 G04中最高, 在

G12中最低; 其次是 α-变形菌纲。我们发现, 在维度

较高的地方, γ-变形菌纲的流动性也在增强, 据文献

报道, γ-变形菌类群广泛存在于是循环水健康养殖池

及一些鱼类的皮肤、腮、肠道中(Roeselers et al, 2011), 

且丰度越高越有利于养殖动物的健康生长(Hu et al, 

2007; Schreier et al, 2010)。此外我们研究发现在海域

中大多数的弧菌属都来源于纬度最高的 G04, 而弧菌

属多数属于与鱼病有关的病原菌或条件致病菌 , 因

此推测是随着纬度的上升, 海域中 γ-变形菌纲流动性

在增高, 其他致病细菌丰度也在增加; 之后我们在对

各取样点细菌群落组成结构分析中, 得到在 G09 中

假交替单胞菌的丰度最高、弧菌丰度较低的结果; 在

G04 中弧菌丰度最高, 假交替单胞菌最低, 这与杨行

等(2019)研究得出的假交替单胞菌对弧菌的抑制作用

有关结果一致。 

α-变形菌纲中主要是红细菌, 红细菌科在经度较

高的 G11和 G06中占比最高, 同时 G11和 G06中拟

杆菌门和放线菌门的丰度在下降 , 这些红细菌能够

通过光合作用进行生长代谢, 涉及 CO2 和氮的固定

的菌较多。在海洋生态系统的碳、氮循环中发挥重要

作用(白洁等, 2009), 因此我们推测, 在 G11 和 G06

的海水光照充足, 利于红细菌进行光合作用, 所以红

细菌丰度变高; 同时也有研究表明变形菌门在土壤

中的 C、N和 S循环中起着关键作用(Wang et al, 2020), 

而 α-变形菌的相对丰度随水体中总磷浓度增加而增

加 , 拟杆菌门的相对丰度随磷酸盐的浓度升高而增

加(沈燕等, 2010)。拟杆菌门、放线菌门和 γ-变形菌

纲的丰度对水质变化敏感 , 可用于指示和评价海水

养殖污染的生态效应(Xiong et al, 2014)。因此推测在

G04、G11和 G06取样点周围水环境污染相对严重一

些, 可能由于其靠近海岸, 而人类活动是引起水体细

菌群落结构变化的主要原因之一( 玥虞嘉 等, 2021)。  

通过对细菌种水平的分析 , 我们发现大西洋美

女神菌丰度在 G04 取样点中较高, 其次是在 G11 中; 

该属在结构组成上与海螺菌科的海螺菌属非常接近, 

是一种典型的海洋细菌, 对钠盐有专性需求, 并且是

一类有机物降解菌(Gärtner et al, 2008)。大西洋美女

神菌在除 G04和 G11以外的其他取样点中分布很少, 

同时 G04 和 G11 所处位置的纬度高于其他取样点, 

且 G04略高于 G11; 结合对 PCA图的分析发现, G04

的细菌组成与其他取样点的细菌组成差异较大 , 因

此推测造成这种分布现象的可能原因是 G04的纬度、

钠盐含量和有机物含量明显高于其他 5个取样点。柱

状黄杆菌(Flavobacterium columnare)属于黄杆菌科、

黄杆菌属, 广泛存在于淡水、海水、土壤和植物中, 在
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世界范围内的水体环境和土壤中均有分布 , 可导致

被感染鱼类出现烂鳃、体表溃疡等症状(张玉蕾等 , 

2016)。在 G12中黄杆菌科丰度较高但弧菌丰度很低, 

在 G04中弧菌丰度较高, 但是黄杆菌丰度较低; 推测

可能在经纬度都相对比较低的海域 , 黄杆菌数量也

随之增多; 并且分析对比其他取样点弧菌和黄杆菌

的丰度变化情况推测 , 黄杆菌和弧菌之间可能存在

某种相互作用 , 初步推测两者之间可能存在拮抗作

用。若要在该范围水域进行养殖, 需先对黄杆菌数量

进行处理, 否则可能会导致鱼类死亡。 

4  结论 

综上所述, 利用高通量测序对象山港海域 6 个不

同水域细菌的群落结构和多样性进行分析比较, 发现

变形菌门和蓝细菌门是象山港水域 3 月份的两个优势

类群, 其次是放线菌门和厚壁菌门。推测在经纬度都

相对比较低的海域黄杆菌数量增多, 黄杆菌和弧菌之

间可能存在某种相互作用。后续可根据这一发现对细

菌间的相互抑制作用进行深入研究; 并且本研究同时

也进一步证明弧菌属和假交替单胞菌属之间的相互抑

制作用, 可为象山港生物防治和水环境保护等提供参

考。今后应考虑季节和人为因素, 有助于更深入了解

不同生境下象山港细菌结构的变化规律。 
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STUDY ON BACTERIAL DIVERSITY IN THE XIANGSHAN HARBOR USING HIGH 
THROUGHPUT SEQUENCING 
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Oceanic Administration, Shanghai 201206, China; 3. Zhejiang Zhenghegu Biotechnology Co., Ltd., Ningbo 315048, China) 

Abstract    The bacterial diversity of sea area of the Xiangshan Harbor under lower water temperature in early spring 

was detected by the high-throughput sequencing method, from which 2 166 bacteria species were identified, belonging to 

836 genera, 186 orders, 352 families, and 91 classes. The dominant bacterial groups included mainly Proteobacteria, 

Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutesand, and Cyanobacteria. Proteobacteria accounted for the highest proportion in 

station G04 (91.45%) and Bacteroides accounted for the highest proportion in G09 (18.05%). The proportion of 

Actinomycetes in G12 (7.95%) is the highest. In addition, as revealed in high-throughput sequencing, the richness of 

bacteria increased with the increase in longitude and in distance from coast, which may be affected by the human living 

environment. Meanwhile, the richness of γ-Proteobacteria in the sea area was 72.76% in G04 site and 29.11% in G12 site. 

This study provided a reference for aquaculture and sustainable development of the Xiangshan harbor. 

Key words    Xiangshan harbor;  bacterial isolation and culture;  high-throughput sequencing;  community structure 

 


