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胶州湾海域表层沉积物细菌多样性 
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摘要: 采用 16S rDNA 文库结合 PCR-RFLP 分析的手段, 对胶州湾 4 个站位沉积物中的细菌多样性和群

落特征研究分析。结果表明, 沉积物中细菌种类丰富, 最多包含分布于 14 个已知门类的细菌, 和一些

未被认知的序列; 各站位沉积物中优势菌群均为变形菌门和酸杆菌门, 其中 γ-和 δ-变形菌纲为变形菌

门中的绝对优势类群, 在 4 个文库序列中平均占 42%和 16.75%; 此外, 拟杆菌门、浮霉菌门和放线菌

门的种类也较为大量存在。各细菌种群有较明显空间分布差异, 可能与不同区域胶州湾环境条件相关。 
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海洋沉积物是地球上最复杂的微生物栖息地 , 

海洋沉积物中微生物在沉积环境和上覆水生态系统

的能量与物质流动以及营养循环中都扮演着重要的

角色[1, 2]。对海洋沉积物中细菌的结构以及多样性的

认识 , 有利于了解整个海湾生态系统的特点 , 并可

以评价生态系统的环境状况。随着 PCR 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 DNA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有效手段[3]。 

胶州湾生态监测站是中国生态系统研究网络

(CERN)长期系统观察站之一, 是我国重要的海洋生

态系统国家野外调查观察研究站, 胶州湾也是我国

有较长期研究资料的典型海湾[4]。以往对于胶州湾沉

积物从底栖动物、化学分析等方面积累了大量的研

究数据 , 而对沉积物中微生物多样性的调查有限 , 

且多采用传统方法 , 从分子水平进行的描述很少 , 

无法反映胶州湾沉积物细菌群落的生态状况[5,6]。本

课题组利用 PCR-DGGE 技术对胶州湾 10 个不同站

位、4个季度的表层沉积物样品细菌群落进行研究分

析, 发现胶州湾 A5 、B2、 D1和 D7共 4个站位的

菌群结构各有代表性。因此, 本实验采集 A5 、B2、

D1 和 D7 共 4 个典型站位的沉积物样品, 通过构建

细菌 16S rDNA文库, 并结合限制性片段长度多态性

(RFLP)分析, 研究胶州湾沉积物中细菌的种类组成、

优势菌群等的群落结构和分布特点, 有助于深层次

理解该海域沉积物的生态系统结构和功能, 也为近

海微生物资源及生态环境的研究提供基础理论。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

于 2009年 8月在胶州湾海域 4个不同站位(A5 、

B2、D1 和 D7 站)采集表层沉积物样品(图 1)。其中

A5站位于娄山河和李村河入海口附近; B2站位于湾

内远离污染区; D1站位于湾口处; D7站位于湾口外 

 

图 1  胶州湾采样各站位图 

Fig. 1  The four sampling stations in Jiaozhou Bay 
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侧靠近外海海域。采用抓斗式采泥器采集沉积物样

品, 将表层(0~5 cm)沉积物置于灭菌管中, 于－80℃

冻存。 

1.2  细菌总基因组 DNA 的提取及 PCR 扩增 

DNA 提取采用改进后的 Zhou 抽提法[7]: 约 5g

沉积物样品(湿质量)中加入 13.5 mL抽提缓冲液(100 

mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L EDTA(pH 8.0), 100 
mmol/L磷酸钾(pH 8.0), 1.5 mol/L NaCl, 1% CTAB), 

并加入 100μL蛋白酶 K, 37 , ℃ 温浴 30min; 加入 1.5 

mL 20% SDS, 65℃水浴 2 h; 离心, 上清液中加入等

体积苯酚∶氯仿∶异戊醇(25 24 1)∶ ∶ 抽提, 离心并

收集上层水相; 加等体积异丙醇进行沉淀, 70% 冰

乙醇洗涤后, 最终溶解于 2 mmol/L Tris-HCl(pH 8.0)

中, 取 5 μL DNA溶液琼脂糖电泳检测。 

以总 DNA为模板, 采用细菌 16S rDNA通用引

物进行 PCR扩增。引物为 27F: 5′-AGAGTTTGATCM 

TGGCTCAG-3′; 1492R: 5′-GGTTACCTTGTTACGA 
CTT-3′; M为 A或 C。扩增体系为: 总体积 25 μL, 其

中包括 2.5 μL的 10×buffer(含 Mg2+), 2 μL的 dNTP 

(2.5 mmol/L), 约 30 ng的总 DNA溶液, 引物 1和引

物 2各 0.5 μL(20 pmol/ L), 0.3 μL的 Taq聚合酶, 双

蒸水补齐。扩增程序: 95℃预变性 5 min, 之后 30个

循环(每个循环为: 94℃变性 30 s, 50℃复性 30 s, 72℃

延伸 1 min), 后 72℃延伸 10 min。产物经 1%琼脂糖

电泳检测。采用胶回收试剂盒(宝生物 , 大连)纯化

PCR 产物。 

1.3  细菌 16S rDNA 克隆文库的构建与

RFLP 分析 

将纯化后的 PCR 产物连接到 pMD18-T(宝生物, 

大连)载体并转化至感受态细胞 E. coli DH 5α中, 蓝-

白斑筛选。4个样品分别建立文库, 各文库随机挑选

170个克隆, 通过菌体 PCR方法用 pMD18-T载体通

用引物 RV-M: 5′-GAGCGGATAATTTCACACAGG-3′

与 M13-47: 5′-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA- 

3′扩增阳性克隆子插入片段。PCR 产物用 Hha I 和

Msp I二种限制性内切酶进行酶切。 

1.4  16S rDNA 序列测定与文库统计分析 

酶切片段通过 3%凝胶电泳分析带型, 挑选不同

带型克隆子双向测序, 后进行序列拼接及载体序列

的去除(南京金斯瑞生物技术有限公司)。将序列提交

到 RDP (ribosomal database project)Ⅱ 数据库, 利用在

线工具 CHECK-CHIMERA 检验除去嵌合体; 采用

Dotour 进行文库内序列比对, 将相似性≥97%的序

列归为同一个操作分类单元(OUT, Operational Taxo-

nomic Unit)。将得到序列用BLASTN程序(www. ncbi. 

nlm. nih. gov/BLAST/)搜索相似性序列。 

以覆盖率 Coverage C[8]评估所建文库对环境微

生物多样性的体现, 公式: C＝[1n1/N]×100%, 式中

N 为文库阳性克隆数, nl 为文库中仅有 1 个克隆的

OTU 数。采用香农-威纳指数 Shannon-Wiener in-

dex(H′)[9]评估文库所代表的环境微生物多样性 , 公

式: H′= ∑PilnPi, Pi=ni/N, 式中, N为所分析克隆总

数, ni为第 i个 OTU的克隆数。采用 Chaol物种多样

性指数(S)[10]预测环境中微生物的种类 , 公式 : S = 

Sobs +F2/2(F2+1)F1F2/2(F2+1)2, 式中, Sobs 指文库观

察到的OUT数, F1为仅有 1个克隆的OUT数, F2为有 2

个克隆的OUT数。 

2  结果 

2.1  细菌 16S rDNA 基因片段的文库分析 

分别对 4个样品得到的细菌 16S rDNA基因构建

文库, 阳性克隆筛选后分别进行HhaⅠ和MspⅠ限制

性内切酶的酶切, 4 个文库包含 614 个不同的 RFLP

分型, 将不同分型的细菌 16S rDNA 片段双向测序, 

将上下游序列进行拼接, 614个克隆共获得 592条片

段长度均在 1200bp 以上的序列, 有利于进一步的遗

传分析。进一步将所测序列通过 RDP 在线比较, 排

除了 22条荒谬序列与 Chimera序列。根据 97%的相

似度标准归类后, 4个文库中共获得 347种操作分类

单元(OTUs)。其中 260 个 OTUs 只存在于一个 16S 

rDNA 基因文库中, 占文库比例的 75%, 初步显示胶

州湾沉积物细菌物种多样性丰富。站位 A5 中的

OTUs数量最少, 为 91个; 站位 D7中的 OTUs数量

最多, 为 128个; 只包含一个克隆的 OTUs在 4个站

位(A5、B2、D1和 D7)文库中的比例分别为 52.3%、

65.5%、54.8%和 78.3%, 显示 B2 和 D7 站位具有较

高细菌多样性。每个文库的有效克隆数在 143～155

个之间。 

2.2  菌群多样性分析 

以计算 Coverage C来评估所构建的文库对环境

微生物多样性的体现 , 通过计算多样性指数

Shannon-Wiener index (H′)和物种丰富度指数(S)来评

估文库所代表的环境微生物多样性, 各多样性指数

的分析结果都表明沉积物细菌多样性程度高(表 1)。
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4个克隆文库的细菌多样性覆盖百分率发现, 虽然本

实验的分析是基于每个文库 143～155 个有效克隆, 

但是各沉积物样品的文库覆盖率(C%)总体仍然不高, 

4 个文库里包含了 22.4%～47.7%的胶州湾沉积物细

菌多样性, 表明胶州湾海洋沉积物细菌的多样性远

高于实验所调查的范围。 
 
表 1  4 个克隆文库的多样性评估 
Tab. 1  Analysis of the four bacteria clone libraries 

样本 H′ J 
有效克隆数

(个) 
C 

(%) 
SACE S 

A5 3.736372458 0.828306103 149 47.6510 397.66 391.3 

B2 4.606335267 0.974393353 145 35.1724 489.91 449.23 

D1 3.843272362 0.845921858 155 45.8065 675 675 

D7 4.790722207 0.990579602 143 22.3776 589.69 562.07 

 

由表 1分析结果显示, 4个站位沉积物中细菌群

落的 H′都很高, 平均值为 4.2, B2站位和 D7站位菌

群的香浓指数值较高, 分别为 4.61 和 4.79; A5 站和

D1 站菌群的香浓指数值明显较低, 分别为 3.74 和

3.84。 

2.3  16S rDNA 序列分析 

将所有 OTUs进行 BLAST后发现, 大多数序列

与当前数据库中的细菌 16S rDNA 基因序列相似性

大于 90%。其中, 相似性>95%的有 79%的序列, 相

似性为 90%～95%的有 19 %的序列, 仅在 B2和 D7

两站文库中存在某些无法确定分类位置的序列。根

据 Blastn结果, 4个文库所得细菌共包含 14个门类, 

分别为变形菌门(Proteobacteria)(包括 γ-、δ-、α-、ε-

和β-变形菌纲)、酸杆菌门(Acidobacteria)、拟杆菌

门(Bacteroidetes)、浮霉菌门(Planctomycetes)放线菌

门(Actinobacteria)、疣微菌门(Verrucomicrobia)、绿

弯菌门(Chloroflexi)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)、厚

壁菌门 (Firmicutes)、芽单胞菌门 (Gemmatimonade- 

tes)、螺旋体门 (Spirochaetes)、梭杆菌门 (Fusobact- 

eria)、黏胶球形菌门(Lentisphaerae)和异常球菌-栖热

菌门(Deinococcus-Thermus)。A5 和 D1 站沉积物细

菌均分布于 11个已知门类; B2和 D7站沉积物细菌

均分布于 13个门类。 

4个样品所建克隆文库的细菌组成见图 2。由图

2 可见, 属于 γ-变形菌纲、δ-变形菌纲和酸杆菌门的

克隆是胶州湾沉积物中存在的主要优势细菌类群 ; 

此外, 拟杆菌门、浮霉菌门、α-变形菌纲、放线菌门

和疣微菌门的类群在 4 个站位所构建的文库中也普

遍存在 , 且数量比例相对较大; 其余各类群则以很

小比例分布于各站。 

各站位主要菌群的空间分布差异大, 两个最主

要的类群 γ-变形菌纲和 δ-变形菌纲的空间分布差异

明显。γ-变形菌纲相关克隆在每个库中的丰度都最大, 

在 D1 站所占比例最高, 占克隆总数的 57%; 在 A5

站次之(52%); 而在 B2和 D1站分别为 36%和 23%。

δ-变形菌纲相关克隆在D1站比例最低, 仅为 5%, 在

A5、B2 和 D7 站分别占文库克隆总数的 20%、23%

和 19%。酸杆菌门相关克隆在 A5、B2和 D1站分布

均匀, 占比例均为 9%, 但在 D7站最多, 占总克隆的

17%。 

除上述主要优势类群之外, 拟杆菌门、浮霉菌门

和放线菌门空间分布特征均为A5站分布少, D7站分

布较多。其克隆数在 A5 站文库中所占比例分别为

3%、2%和 2%; 克隆数在 D7站文库中所占比例分别

为 15%、10%和 5%。α-变形菌纲的克隆在 B2 站位

比例较少(仅占 2%), 其在其余 3 个站位所占克隆数

的比例均大于 4%。疣微菌门克隆在 4个文库中的百

分比相差不大, 均为 3%左右。 

其余各细菌类群在 4 个不同站位所占的 OTUs

比例均很少, 且某些所占比例较小的细菌类群空间

分布上存在特异性。例如, 螺旋体门与芽单胞菌门细

菌仅在 3 个站位的文库中存在, 在 A5 站没有发现; 

梭杆菌门细菌在 D1站没有发现; 绿弯菌门和硝化螺

旋菌门分别只发现存在于 A5和 D7站文库中; ε-变形

菌纲只在A5和 B2站文库中发现; β-变形菌纲细菌也

只在 B2和 D1两个站位文库中发现; 异常球菌-栖热

菌门只存在于 D1站文库中等。 

3  讨论 

3.1  细菌群落多样性 

采用 RFLP 和克隆文库相结合的方法对胶州湾

沉积物细菌多样性进行了调查, 研究中将文库中序 
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图 2  A5、B2、D1和 D7站位的沉积物菌群组成 

Fig. 2  Composition of clone libraries for stations A5, B2, D1 and D7 

 
列相似性>97%的克隆归为同一 OUT。该方法既快速

准确地对文库内细菌种类进行分型, 又减少测序量。

RFLP 结果表明, 各文库中多数 OTUs 由单个克隆产

生。在以往微生物分子生态学研究中 , 对于 16S 

rDNA 克隆文库一般分析 50~100 个阳性克隆即可反

映环境样品中的优势微生物类群[11]。本研究中, 虽然

每个 16S rDNA文库分析了 143~155个克隆, 但覆盖

率仅在 22.38%到 47.65%, 表现了胶州湾沉积物细菌

的多样性相当丰富。 

很多实验证明, 由于沉积物样品和土壤样品的

复杂性, 其中的菌群多样性远远高于水体等其他环

境样品中微生物的多样性, 沉积物和土壤样品中菌

群微生物多样性所能够达到的范围一直以来备受争

议[12]。本实验结果所得的文库覆盖率数值较低, 说明

想要覆盖沉积物样品中所有 OTUs 还需分析更大量

的克隆。近来有对土壤的模拟仿真实验表明[13,14], 在

阿拉斯加北部森林土壤中, 每克土壤样品至少含有 

2 000 到 5 000 个 OTUs, 每个样品至少需要分析   

18 000 个克隆才能全面描述土壤中菌群结构的多样

性 , 但是本实验目的并非需要覆盖样品中的全部

OTUs, 只能是在有限采样的基础上, 对胶州湾各站

沉积物样品的细菌群落做整体水平的评估。

Rosenberg 等也认为, 不完全采样并不影响对微生物

群落结构的系统发育分析 [15], 本实验中菌群在不同

站位时空分布较明显, 也说明只要分析适当克隆数

可以达到分析各微生物菌群结构之间差异的目的。 

3.2  沉积物中主要细菌类群多样性 

对我国对近岸海域沉积物微生物多样性的研究

报道较少, 戴欣等[16]和白洁等[17]应用 16S rDNA 序

列分析方法分别对南沙海区沉积物和黄海西北部沉

积物中的微生物多样性进行了初步探索。结果表明, 

沉积物中菌群分别来自 4个和 10个门类; 肖慧[18]构

建 16S rDNA文库研究了青岛、威海海域夏、冬两季

表层沉积物细菌多样性, 发现夏季沉积物菌群最多

包括 6 个门类; 其他一些近海沉积物所包含菌群多

数也不超过 10个门类。李友训[19]采用细菌 16S rDNA
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的 V3和 V4区对胶州湾部分站位沉积物细菌多样性

进行了初步研究, 发现 13 个门类的存在; 而本实验

结果表明胶州湾沉积物细菌包括最多 14个门类。由

此可见 , 与其他近岸区域沉积物相比较 , 胶州湾细

菌类群相当丰富, 多样性较高。 

属于 γ-变形菌纲、δ-变形菌纲和酸杆菌门的克隆

是胶州湾沉积物中存在的主要优势细菌类群。变形

菌门类群是浅海沉积物中的主要类群 [20], 该类群的

代谢是海洋沉积物中最主要的细菌活动。本研究 4

个站位沉积物样品的大部分 16S rDNA 序列属于该

类群, 且优势类群是-和 γ-变形菌纲, 这与国内外有

关海洋沉积物中微生物多样性的报道一致[21,22]。变

形菌门中 α-、β-、γ-、δ-和 ε-变形菌在胶州湾各站也

均普遍存在, 并且每一门内有许多系统发育类型的

存在 , 表明了胶州湾环境相对复杂 , 能满足不同代

谢类型变形细菌的生存。酸杆菌门在 4 个站位沉积

物样品均有发现且大量存在, 目前对酸杆菌的研究

较少 , 此类菌群一般主要是外界环境所引入 , 发现

于陆地环境 , 胶州湾沉积物受陆地影响较大 , 检测

到的酸杆菌门可能为陆源菌。此外, 酸杆菌门类群一

般也认为是生活在金属污染区域等酸性较强的环境

中 [23], 酸杆菌门在胶州湾沉积物中的普遍存在说明

胶州湾的环境可能存在受某些酸化影响的倾向。 

Gray 等[24]采用非培养方法对英国 Eagle 湾表层

沉积物进行多样性分析, 表明沉积物中有 6 个主要

类群, 分别是 α-变形菌纲、δ-变形菌纲、γ-变形菌纲、

梭菌门和浮霉菌门。Llobet-Brossa 等[25]研究了德国

Wadden 海沉积物微生物群落组成, 发现拟杆菌门是

主要类群, 其他类群含量较低。Urakawa 等[26]基于

16S rDNA 文库和 RFLP 方法研究日本 Sagami 湾和

Tokyo 湾沉积物的微生物多样性, 主要为 γ-变形菌

纲、δ-变形菌纲、ε-变形菌纲和疣微菌, 没有 α-变形

菌纲。Zhang等[27]对污染海港沉积物细菌多样性进行

研究发现, 细菌优势类群为变形菌门、厚壁菌门、酸

杆菌门和拟杆菌门等。可见不同地区近海沉积物中

细菌群落结构有一定差别。可能是近海毗邻陆地, 受

陆地和人类活动影响较大, 容易形成截然不同的微

生物群落结构。 

3.3  细菌分布与环境特点 

沉积物的环境和菌群的类型之间是互相选择 

的 [27], 沉积物样品的微生物群落组成存在差别, 这

种差别可能与地理位置相关, 不同的水团也容易受

到环境的影响。Bowman 等[28]研究发现, 在富营养

化严重的水域中δ-变形菌类群的数量有增多趋势。

而在对东地中海[29]不同沉积物进行研究发现, 疣微

菌门在污染的沉积物中缺失。本研究中 δ-变形菌纲

在 D1 站分布尤少, 这可能与 D1 站样品基质的特殊

性有关, 也很可能是由于 D1 站水流量大, 水体交换

速率高 , 污染程度相对小的原因所导致; 而疣微菌

门在 D1站分布较多也暗示了 D1站环境的污染程度

相对较轻。放线菌属于高 G + C 革兰氏阳性菌, 本

研究在胶州湾沉积物样品中发现较多放线菌的存在, 

与 Ravenschlag[11]、张海艳[30]等的研究结果相一致, 

说明放线菌具有较好的环境适应性, 常见于近海海

洋沉积物中。浮霉菌门广泛存在于海洋沉积物中, 本

研究表明该菌在胶州湾沉积物中也是比较优势的类

群, 与国外研究一致[29,31]。浮霉菌主要为厌氧菌类群, 

本实验中在 D7 站浮霉菌门在各群落中所占的比例

最大, 而在 A5 站所占比例最小。这可能由于 D7 站

水较深 , 沉积物处于相对贫氧的状态 , 利于浮霉菌

类生存。而 A5站位于李村河口等附近, 陆源污染物

排放量大, 耗氧相对也较大, 但浮霉菌分布却较少, 

这种结果可能由于采样季节夏季温度高, 环境中个

别细菌类群大量繁殖, 对其他类菌群造成一定掩盖

作用。以往的研究认为, α-变形菌纲细菌在陆地土壤

环境和海水中占优势 , 但在海洋沉积物中极少 [26]; 

本研究在 4 站位沉积物中均检测到了该类群的普遍

存在, 这一类群也可能是由沿岸陆上河流将部分泥

沙带入海区长期形成所致。在 B2站位该类菌所占比

例最少 , 这可能由于该站位于湾内深水区 , 且受人

类活动和河流注入影响很小, 此处水质良好。 

克隆文库分析结果还表明存在某些细菌类群的

分布具有站位特异性, 提示我们不同站位可能具有

特殊的环境类型存在。对这些站位特异性细菌的进

一步研究对揭示不同环境中的特殊生态系统有重要

意义。通过 16S rDNA 分析还发现, 具有较低 16S 

rDNA序列相似性(< 97 %)的序列(共 142个)可能代

表着新的细菌种类, 与基因库中 16S rDNA表现较大

差异的克隆子序列的存在, 表明胶州湾海洋沉积物

生态系统中仍然蕴藏着无法估量的资源, 还需要进

一步探索和研究。 
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