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摘要    通过常规分离纯化、鉴定和构建细菌克隆文库的方法, 研究椒江口三个站点沉积物中细菌

的多样性, 并对其进行系统发育分析。可培养细菌的形态学及 API 鉴定结果显示杀鲑气单胞菌是优

势种, 典型细菌 16S rDNA 分子鉴定结果表明 γ-变形菌纲和厚壁菌门为主要类群。未培养细菌克隆

文库的序列分析结果表明: 细菌主要包括变形菌门、酸杆菌门、绿弯菌门、芽单胞菌门、硝化螺旋

菌门、CFB 群、放线菌门、厚壁菌门等 8 个类群; 其中 C0 站点克隆子主要属于 γ-变形菌纲及绿弯

菌门; C1站点克隆子以 α-变形菌纲及 γ-变形菌纲为主; C2站点克隆子主要属于放线菌门及 α-变形菌

纲。综合可培养及未培养结果, 可发现椒江口沉积物中 γ-变形菌纲为典型优势类群, 且相当数量的

克隆子其且相当数量克隆子的相似序列来自重金属或石油烃污染的沉积环境。 
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微生物是生态系统中的生产者、消费者, 也是分

解者 , 在维持环境稳定的过程中起着动植物无法取

代的作用(杜萍等, 2012)。同时, 由于微生物对环境变

化十分敏感 , 其多样性及群落结构常作为环境变化

的指示因子(王金成等, 2012; Zhu et al, 2013)。 

椒江是浙江省第三大河流, 入台州湾, 其盐淡水

以强混合型为主, 为典型的山溪性强潮河口, 沉积物

主要来自海域沙泥(谢钦春等, 1998)。由于椒江口上

游是化工、制药、火力发电等企业的所在地, 水体中

已发现多溴联苯醚(PBDEs)、滴滴涕(DDTs)、六六六

(HCHs)、重金属等多种污染物(江锦花等, 2006; 余鹏

等, 2011; 杨华云等, 2014), 沉积物作为承载各种污

染物的载体, 其相关生物更是受到巨大的环境压力。 

关于椒江口生物与生态的研究起初关注较多的是

大型底栖动物资源及鱼类养殖环境调查, 后来陆续开

展了对虾蟹、浮游动物等方面的研究(江锦花等, 2007; 

赵永强等, 2009; 杜萍等, 2011a; 齐海明等, 2013)。但对

于包含巨大环境信息的微生物群落结构的研究, 还比

较欠缺: 杜萍等(2011b)首先对椒江口春季水体中异氧

细菌及氮、磷细菌的生态分布特征进行了研究, 其后又

采用 Biolog和 PCR-DGGE技术对椒江口沉积物微生物

多样性进行了分析(杜萍等, 2012), 但主要侧重于站点

的多样性指数及站点与石油烃的关系, 并没有对具体

的细菌类群进行讨论; Hu等(2012)分析了椒江口厌氧氨

氧化细菌的多样性与化学污染物(硝基苯, 甲苯, 多环

芳烃等)的关系; Shen 等(2014)采用分子生态学方法对

椒江口氮依赖型厌氧甲烷氧化细菌进行了研究, 上述

两个研究则是针对特殊的细菌种群, 没有涉及群落中

其它类别细菌的多样性及结构变化的相关信息。 

本文采用常规生理生化及分子鉴定的方法对椒

江口沉积物中可培养细菌的多样性进行分析 , 并采

用构建环境总 DNA 克隆文库方法, 对未培养细菌的

多样性及系统发育进行研究 , 以期为椒江口沉积环

境生态的相关研究提供科学参考。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2013 年 5 月 23 日, 在椒江口化工园区附近选择



888 海   洋   与   湖   沼 46卷 

 

C0 (28°41'27.6"N, 121°26'49.2"E)、C1 (28°41'6"N, 

121°29'13.2"E)、C2 (28°40'32.16"N, 121°33'32.4"E)3

个站点(图 1), 每个站点采集表层沉积物样品一份, 

在无菌条件下分装于严格灭菌的样品瓶内, −20°C 保

存, 后置于实验室−80°C 超低温冰箱中长期保存。 

 

图 1  椒江口采样站点 
Fig.1  Sampling station in the Jiaojiang River estuary 
 

1.2  沉积物环境化学指标测量 

常规水化学指标的测定参照海底沉积物化学分

析方法(Heijs et al, 2008); 总有机碳含量(TOC)用总

有机碳分析仪(TOC-V CSH, 日本岛津)进行测定; 总

氮含量(TN)用蛋白质自动分析仪(SKALAR Primacs 

SN, 荷兰)进行测定; 总磷含量(TP)用钼酸铵分光光

度法进行测定(国标 GB/T20260-200)。 

1.3  可培养细菌的分离和鉴定 

1.3.1  细菌分离纯化    称取 10.0 g沉积物样品, 放

入盛有 90 mL已灭菌海水的锥形瓶(含玻璃珠)中, 180 

r/min 震荡 30 min。静置使其自然沉降, 取上清稀释

1000倍, 涂布于 Zobell 2216培养基, 置于 25°C培养, 

待长出明显菌落后挑单菌落并反复划线纯化菌株。 

1.3.2  细菌形态学鉴定    对分离纯化得到的菌株, 

首先观察并记录菌落形态, 进行革兰氏染色, 在确定

是否生成芽孢之后, 进行下列实验(李振高等, 2008): 

(1) 革兰氏阳性芽孢杆菌: 测定菌株与氧的关系; (2) 

革兰氏阳性无芽孢杆菌 : 镜检菌体形态及其随培养

时间的变化; (3) 革兰氏阴性无芽孢杆菌: 进行氧化

酶实验; (4) 菌体形态是球形者, 要观察其幼龄及老

龄菌体形态, 确定其没有杆状菌。 

1.3.3  细菌生理生化鉴定    由于海洋细菌中革兰

氏阴性菌远多于革兰氏阳性菌 , 因此对所得菌株采

用法国生物梅里埃公司的 API-20E(肠杆菌和其它革

兰阴性杆菌科鉴定系统)、API-20NE(非肠道革兰阴性

杆菌科鉴定系统)进行鉴定。API-20E 和 API-20NE 能

对需鉴定菌株进行 23个生化试验, 并以其自身代谢产

物的颜色变化或加入试剂后的颜色变化加以鉴定, 结

果进入数据库检索后得到相应的种名(黄备等, 2009)。 

1.3.4  细菌 16S rDNA基因扩增及鉴定    选取典型

可培养菌株 , 用细菌基因组 DNA 提取试剂盒

(TaKaRa 公司)获得菌株基因组 DNA, 采用细菌 16S 

rDNA 通用引物 27F(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCA 

G-3')和 1492R(5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3')

进行 PCR 扩增。50 μL 反应体系为: 10×buffer 5 μL, 

dNTPs 0.5 μL, Primer 27F 1μL, Primer 1492R 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。PCR产物送上海美吉生物技术有限公司

纯化并进行 DNA序列测定。选取长度超过 1300 bp的

序列进行 BLASTn(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)比

对, 获得相似性大于 97%的同源类群序列信息。 

1.4  未培养细菌多样性研究 

1.4.1  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试剂盒进行沉积物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'-CCTA 

CGGGAGGCAGCAG-3')和 907R(5'-CCGTCAATTCC 

TTTGAGTTT-3')。扩增反应体系(条件)与可培养细菌

分子鉴定相同。 

1.4.2  未培养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(E. coli)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

克隆送上海美吉生物技术有限公司进行测序。 

获得序列后, 首先利用 Bellerophon (http://comp- 

bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl)在线去除嵌

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, 
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2005)。未培养菌株 16S rDNA 的序列登录号为: C0: 

KP016015—KP016127; C1: KP016128—KP016210; 

C2: KP016211—KP016297; 可培养菌株 16S rDNA

的序列登录号为: KP016596—KP016699。 

2  结果与分析 

2.1  样品环境化学指标 

椒江口 C0、C1、C2站点沉积物样品的环境化学

相关指标如表 1所示, 从表 1中可知, 三个站点中 C0

的总有机碳 (TOC)含量 (6.74 g/kg)和总氮 (TN)含量

(528 mg/kg)最高, 各站点间 TOC和 TN含量由高到低

依次为为: C0>C2>C1; 而总磷(TP)含量最高站点为 C2 

(628mg/kg), TP含量在三个站点排序为: C2>C1>C0。 

表 1  椒江口沉积物环境化学指标 
Tab.1  Chemical measurements of sediment in Jiaojiang River 

estuary 

采样 

站点 

地质 

类型 
水深 
(m) 

总有机碳
(g/kg) 

总氮
(mg/kg) 

总磷
(mg/kg)

C0 粉砂 5 6.74 528 565 

C1 粉砂 5 5.32 405 518 

C2 粉砂 5 5.97 519 628 
 

2.2  纯培养菌株的生理生化鉴定结果 

分离纯化得到 78 株可培养细菌, 其中革兰氏阴

性菌占 66.7%, 革兰氏阳性菌占 33.3%。细菌菌落绝

大多数呈乳白色不透明、边缘整齐光滑的形态, 显微

镜下细菌形状以杆状居多 , 大多数氧化酶反应呈阳

性。根据菌落形态和菌体基本特征, 我们挑选其中 19

株典型的革兰氏阴性菌进行API-20NE及API-20E鉴定, 

结果如表 2所示。细菌皆属于变形菌门, 其中 52.6%为

杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 (Aeromonas salmonicidasp. 

salmonicida), 远大于象山港等地海水样品中所鉴定出

的 16.8%(黄备等, 2009); 其余菌株所占比例较小, 创伤

弧菌(Vibrio vulnificus)、溶藻胶弧菌(Vibrio alginolyticus)

以及洋葱假单胞菌(Pseudomonas cepacia)各占 10.5%, 

产碱普罗威登斯菌(Providencia alcalifaciens)、塔特姆氏

菌(Tatumella ptyseos)、少动鞘氨醇单胞菌(Sphingomonas 

paucimobilis)各占 5.3%。 

2.3  纯培养菌株 16S rDNA分子鉴定 

选取 43 株菌株进行 16S rDNA 序列测定, 得到

41 个片段长度为 1400bp 左右的有效序列。通过

BLASTn将所得序列进行比对, 41个克隆子主要属于 

表 2  典型可培养细菌常规鉴定结果 
Tab.2  Identifications of the culturable bacteria 

菌株编号 颜色 形状 边缘 光泽 形态 染色情况 氧化酶 菌种 

C0A05-1 乳白色, 不透明 凸出 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 短杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C0A08-1 乳白色, 不透明 凸出 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 杆状 G- – 产碱普罗威登斯菌 

C0A11 乳白色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度差, 表面粗糙 杆状 G- + 溶藻胶弧菌 

C0A20 乳白色, 不透明 微微凸出 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 球状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C1A07 乳白色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 球状 G- + 洋葱假单胞菌 

C1A12 淡黄色, 不透明 凸出 不整齐 光泽度好, 表面光滑 短杆状 G- + 创伤弧菌 

C1A17-1 乳白色, 不透明 微微凸出 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 短杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C1B06 乳白色, 不透明 微微凸出 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 杆状 G- + 洋葱假单胞菌 

C2A03 乳白色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度差, 表面粗糙 短杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C2A04-1 淡黄色, 不透明 微微凸出 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 杆状 G- + 溶藻胶弧菌 

C2A10 乳白色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C2A13 乳白色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 短杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑或无色素亚种

C2A14 乳白色, 不透明 平滑 不整齐 光泽度差, 表面粗糙 短杆状 G- + 创伤弧菌 

C2A18 乳白色, 不透明 微微凸出 整齐光滑 光泽度好, 表面光滑 短杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C2A19-1 淡黄色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度差, 表面粗糙 杆状 G- + 少动鞘氨醇单胞菌属 

C2A19-2 淡黄色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度差, 表面粗糙 杆状 G- – 塔特姆氏菌 

C2A20 淡黄色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度差, 表面粗糙 杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C2A21 乳白色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度差, 表面粗糙 杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

C2B04 乳白色, 不透明 平滑 整齐光滑 光泽度差, 表面粗糙 短杆状 G- + 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种 

“+”代表阳性反应, “–”代表阴性反应 
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4个门类: 厚壁菌门(Firmicutes)、γ-变形菌纲(Gamma-

proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)以及 β-变形

菌纲(Betaproteobacteria), 各站点克隆文库中不同类

群细菌的比例如图 2所示。 

三个站点中均有弧菌 (Vibrio)、海洋芽孢杆菌

(Oceanobacillus)、芽孢杆菌(Bacillus)的分布, 其中弧

菌在每个站点的比例都超过 50%, 为优势菌种。相对

于 C0和 C2而言, C1的多样性更丰富, 分布有其它站

点没有的类群, 如: 产碱杆菌(Alcaligenes)、赖氨酸芽

孢杆菌 (Lysinibacillus)、节杆菌 (Arthrobacter), 但在

C0 和 C2 站点也发现了 C1 站点没有的微小杆菌

(Exiguobacterium), 至于芽胞八叠球菌(Sporosarcina)

则只在 C2站点存在。 

 

图 2  三个站点克隆文库的类群比例 
Fig.2  The ratios of the clone libraries in taxonomic group of the 

three stations 
 

利用 DOTUR 将相似性>97%的序列归为一个

OTU, 41 个克隆子共有 14 个 OTU。并对所得 OTUs

进行 16S rDNA系统发育树的构建(如图 3所示)。由

系统发育树结果可知, 厚壁菌门、芽孢杆菌纲、芽孢

杆菌目的丰度和多样性最为丰富(占 31.7%), 其中芽

孢杆菌属有巨大芽胞杆菌(Bacillus megaterium)、黄海

芽胞杆菌(Bacillus marisflavi)、短小芽胞杆菌(Bacillus 

pumilus)等种类 ; 另外还含有海洋芽孢杆菌属

(Oceanobacillus)、芽胞八叠球菌属(Sporosarcina)、微

小杆菌属(Exiguobacterium)。γ-变形菌纲多样性仅次

于厚壁菌门, 其基因序列都为弧菌属, 包括沙蚕弧菌

(Vibrio nereis)、溶藻胶弧菌(Vibrio alginolyticus)、副

溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus), 其中 C1B06的

基因序列(含 23 个菌株且在 3 个站点均匀分布)与

2007 年江苏暴发的大规模蛤蜊死亡有关的副溶血弧

菌 MM21有高同源性(Yue et al, 2010)。β-变形菌门以

及放线菌门仅有一个 OTU, 分别属于粪产碱菌

(Alcaligenes faecalis)、原玻璃蝇节杆菌(Arthrobacter 

protophormiae)。 

2.4  非培养细菌多样性分析 

2.4.1  非培养细菌 16S rDNA文库分析    每个站点

选取 120 个左右含有正确插入片段的细菌进行测序, 

返回的序列首先经过 sequin 软件去除载体, 再通过

Bellerophon网站去掉嵌合体, 3个站点最终分别获得

113、84、89个有效克隆子, 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, C0、C1和 C2三个站点的 OUT分别为

59、57和 72个。三个站点克隆文库的多样性指数如

表 3 所示, C0、C1、C2 三个站点 Shannon 指数依次

递增, Simpson指数依次递减, 说明 C2站点的文库多

样性最高, C1站点次之, C0站点最低, 这与稀释性曲

线(图 4)所呈现的结果一致。从 Chao1指数和 Jack指

数来看, C1 站点拥有最高的物种丰富度(Richness)。

导致丰富度指数与多样性指数结果不一致的原因可

能是多样性指数除了受丰富度影响 , 还受到均匀度

(Aveargeness)影响(Magurran, 2011)。 

表 3  椒江口沉积物细菌多样性指数一览表 
Tab.3  Bacterial diversity indices in sediment of the Jiaojiang 

River estuary 

多样性指数 

站点
克隆

子数
OUT
数 Bias-corrected 

Chao 1 
Jack 
knife 

Shannon 
index (H')

Simpson 
index (D)

C0 113 59 227.000 226.941 3.406 0.066 

C1 84 57 327.250 247.795 3.819 0.017 

C2 89 72 214.583 222.318 4.190 0.006 

 
2.4.2  三个站点克隆文库物种类群分析     通过

BLASTn搜索相似序列可将 3个站点共 286个克隆子

可分为 8个门(群), 分别为变形菌门(Proteobacteria)、

酸杆菌门(Acidobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)、芽

单胞菌门 ( G e m ma t i mo n a d e t e s )、硝化螺旋菌门

(Nitrospirae)、CFB 群(Cytophaga-Flavobacterium- 

Bacterioides)、放线菌门(Actinobacteria)、厚壁菌门 
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图 3  根据可培养细菌 16S rDNA基因序列构建的系统发育树 
Fig.3  Phylogenetic tree of the culturable bacteria in 16S rDNA gene sequence 

 

 

图 4  三个文库的稀释性曲线 
Fig.4  The rarefaction curve of three clone libraries 

 

(Firmicutes); 另有 23.1%的细菌分类地位不确定; 这

些相似序列主要来自于海洋或河流沉积物、海水或河

水, 少数来自土壤。 

由图 5可看出: C0站点文库拥有最多类群, 主要

由变形菌门及绿弯菌门构成 , 分别占 37.17%和

26.55%, 绿弯菌含量为 3 个站点中最高; 变形菌门以

γ-变形菌纲为主要类群, 占文库的 21.24%, 明显高于

其余两个站点 γ-变形菌含量; 其次为 α-变形菌纲, 占

10.62%, 另有少量的 δ-变形菌纲和 β-变形菌纲。C1

站点文库所含类群最少 , 变形菌门为其最主要类群

(占 60.71%)。变形菌门中 α-、β-、δ-所占比例为三个

站点中最高, 分别为 23.81%、11.90%和 11.90%。C2

站点文库同样以变形菌门为主要类群 , 但其所占比

例仅为 32.59%, 放线菌门也是 C2站点文库的优势类

群, 占 17.98%, 远高于其余两个站点的放线菌含量; 

同时值得注意的是 , 该站点分类地位未确定的细菌

所占比例在 3个站点中最高(33.71%)。 

综合 3个站点文库, 变形菌门为最大优势菌群占

42.7%, 其中 γ-变形菌占 16.8%, α-变形菌占 14.7%, δ-

变形菌占 6.3%, β-变形菌占 4.9%, 这与珠江及长江口

沉积物中优势菌群为 δ-变形菌有明显差异(姜丽晶, 

2007; 王新新, 2008); 仅次于变形菌门的是绿弯菌门

(占 11.5%), 这与西沙海槽表层沉积物中绿弯菌门所

占比例(8.5%)相似(Liet al, 2008); 第三大优势菌群为 
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图 5  三个站点克隆文库的类群比例 
Fig.5  The clone librariy ratios of the bacterial groups from the three stations 

 
放线菌门(占 10.5%)。酸杆菌、变形菌、放线菌、CFB

群在 3 个站点均有出现, 但含量不高; 芽单胞菌只出

现在 C0站点; CFB group中的 Latescibacteria只在 C2

站点中出现。 

2.5  非培养细菌系统发育分析 

2.5.1  C0 站点非培养细菌系统发育分析    使用

MEGA5.0 软件, 将 C0 站点典型菌 BLASTn 的比对

结果构建系统发育树, 结果如图 6。 
由系统发育树结果可知, α-变形菌纲中在 C0 站

点多样性最为丰富, 基因型 C0_328(2 个克隆子)与活

性污泥中的未培养生丝微菌科 (Hyphomicrobiaceae)

克隆子 DMSN111有高同源性(98%), 与基因型 C0_306 

(2 个克隆子)有高同源性的相似序列则是分离自海

水、与降解溴化甲烷有关的的可培养鞘氨醇单胞菌

(Sphingomonadaceae Oxy6), 基因型 C0_10(1 个克隆

子)的相似序列为美国墨西哥湾深水地平线事故区域

的未培养 α-变形菌克隆子 S2-8-036, 基因型 C0_29(1

个克隆子)与被脂肪族烃污染的土壤中的生丝微菌的

克隆子(Hyphomicrobium sp. CM38D10)有较高同源性

(98%)。γ-变形菌纲在 C0站点也有较多分布, 基因型

C0_69(含 14个克隆子)与台湾淡水河河口的未培养鱼

立克次体科的克隆子(Piscirickettsiaceae DS021)有较

高同源性(97%), 基因型 C0_323(2 个克隆子)与被石

油污染的西班牙 Cies 群岛潮下带沉积物中未培养 γ-

变形菌克隆子 RODAS-143 有高同源性(99%), 基因

型 C0_44(1 个克隆子)的序列与重金属污染的比利时

大陆板块沉积物中未培养 γ-变形菌克隆子 beligica 

2005/10-ZG-6 相似度最高。 δ-变形菌纲中基因型

C0_6(2 个克隆子)的相似序列为脂肪烃污染土壤中的

未培养 δ-变形菌克隆子 CMOC10。 

虽然绿弯菌门克隆子在 C0站点总克隆子中所占

比例高于变形菌门中的 α-、γ-变形菌纲, 但其多样性

远不如以上两种类群 , 这主要是由于绿弯菌门中克

隆子大多归属于 C0_129 基因型(24 个克隆子), 它与

法国南部工业区被原油污染的 Etang de Berre 潟湖沉

积物中的未培养绿弯菌克隆子 17bis T0h-oil同源性为

96%。C0_42(2 个克隆子)的相似序列为法国 Guiana

海岸与二氧化碳固定有关的未培养绿弯菌克隆子

4_211。 

硝化螺旋菌是一类可以将亚硝酸盐氧化成硝酸

盐的细菌(李海艳, 2009), 在海洋氮循环里占据重要

位置。C0 站点的基因型 C0_128(9 个克隆子)属于硝

化螺旋菌 , 与表层东海沉积物中的未培养硝化螺旋

菌 DH132B19 有高同源性(98%), 基因型 C0_47(1 个克

隆子)的相似序列为德国Düsseldorf市Flingern地区被石

油污染的沉积物中未培养硝化螺旋菌克隆子 D15_16。 
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C0 站点还含有一定数量的放线菌, 共 8 个克隆

子分属于 4 个 OTU, 其中基因型 C0_88(5 个克隆子)

的相似序列为印度坎贝湾(临近化工城市巴罗达)海滨

土壤中的未培养放线菌 ONGS217, 剩余 3 个克隆子

分属于 3个不同的OUT, 其相似序列都来自污染环境, 

基因型 C0_1 相似序列为德国 Düsseldorf 市 Flingern

地区被石油污染的沉积物中的红色杆菌 (Rubrobac-

teraceae sp. D15_40), 基因型 C0_332(1个克隆子)和

基因型 C0_334(1个克隆子)的相似序列为石油污染土

壤中的两个放线菌克隆子 EK_CK647和 EK_CK623。 

在分类地位不确定的细菌中克隆子中 , 基因型

C0_336(1个克隆子)与 PAH污染的土壤中的未培养细

菌克隆子 PYR10d12有高同源性(99%)。 

2.5.2  C1 站点非培养细菌系统发育分析    使用

MEGA5.0软件, 将 C1站点典型菌 BLASTn的比对结

果构建系统发育树, 结果如图 7。 

 

图 6  C0站点根据细菌 16S rDNA基因序列构建的系统发育树 
Fig.6  Phylogenetic tree of bacteria in 16S rDNA gene sequences in Station C0 
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图 7  C1站点根据细菌 16S rDNA基因序列构建的系统发育树 
Fig.7  Phylogenetic tree of bacteria in 16S rDNA gene sequence in Station C1 

 
由系统发育树的结果可知, C1 站点克隆文库最

主要类群依然为变形菌门中的 α-变形菌纲和 γ-变形

菌纲。α-变形菌纲中, 基因型 C1_76(6个克隆子)相似

序列为波罗的海及黑海中未培养 α-变形菌的克隆子

D46, 基因型 C1_96(3个克隆子)相似序列为浙江水环

境(湿地、红树林、海洋)沉积泥中能降解菲或芘以及

能产 AHL 的可培养鞘氨醇单胞菌(Sphingomonas sp. 

PQ-4)。γ-变形菌纲中, 基因型 C1_300(1个克隆子)和

C1_311(1 个克隆子)的相似序列都来自被石油烃污染

的区域, 前者为 Etang de Berre 潟湖海岸沉积物的 γ-

变形菌克隆子 46 EDB3, 后者为含水层的 γ-变形菌克

隆子 5_56_A9_b。C1 文库中 β-变形菌和 δ-变形菌所

占比例明显高于其它两个站点。δ-变形菌纲中, 基因

型 C1_113(4个克隆子)与来自高有机物输入的低氧缺

氧淡水沉积物中的未培养 δ-变形菌克隆子MVS-83同

源性为 94%, 基因型 C1_3(3个克隆子)相似序列为北

极 Svalbard海湾的未培养 δ-变形菌克隆子 SS08_065。

β-变形菌纲中基因型 C1_133(6个克隆子)与湘江重金

属污染区域沉积物中所检测到的未培养陶厄氏菌

(Thauera sp. clone S-123)有高同源性(98%), 基因型

C1_334(1 个克隆子)相似序列为原油污染的土壤中的

产碱杆菌克隆子(Alcaligenes sp. Clone Y251)。 
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C1 站点还有一些其它基因型, C1_181 基因型(4

个克隆子)与石油污染的西班牙 Cies 群岛的潮下带沉

积物的未培养拟杆菌克隆子 RII-OX020 有高同源性

(98%); 基因型 C1_342(1 个克隆子)的相似序列为未

培养酸杆菌门克隆子 ANOX-038(来源环境与 C1_181

一样); 基因型 C1_316(1 个克隆子)和 C1_325(1 个克

隆子)的相似序列为石油污染土壤的未培养放线菌克

隆子 EK_CK623和 EK_CK647。 

在 C1 站点分类地位未明确的细菌中 , 基因型

C1_37(1个克隆子)的相似序列为法国 Etang de Berre

石油化工厂沉淀池中的未培养细菌克隆子 OX H12; 

基因型 C1_319(1个克隆子)相似序列为美国北卡罗来

纳州工业煤气厂的 PAH 污染土壤中未培养细菌的克

隆子 P0X4b3C11。 

2.5.3  C2 站点非培养细菌系统发育分析    使用

MEGA5.0软件, 将 C2站点典型菌 BLASTn的比对结

果构建系统发育树, 结果如图 8。 

由系统发育树结果可知, C2 站点主要优势种群

同样为变形菌门的 α-变形菌及 γ-变形菌。γ-变形菌纲

中, 基因型 C2_31(3 个克隆子)与突尼斯 Bizerte 地区

潟湖沉积物中的未培养 γ-变形菌克隆子 5m-84 同源

性为 95%, C2_337(2 个克隆子)与重金属污染的比利

时大陆板块沉积物中的未培养 γ-变形菌克隆子

Belgica2005/10-130-24 有高同源性(100%), C2_310(2

个克隆子)与南大洋中与铁肥效应有关的未培养鱼立

克次体科(Piscirickettsiaceae)克隆子 C146300241有较

高同源性(97%), 基因型 C2_29(1 个克隆子)的相似序

列为印度临近化工城市巴罗达的坎贝湾的海滨土壤

的未培 γ-变形菌克隆子 ONGS147。α-变形菌纲中, 基

因型 C2_2(1个克隆子)相似序列为南京铅锌矿残渣污

染的土壤中生丝微菌科 (Hyphomicrobiaceae)克隆子

H3-43, 基因型 C2_313(1 个克隆子)与污水处理厂气

溶胶中的Catellibacterium sp. clone OTU-27-40m有高

同源性(99%), 基因型 C2_320(1 个克隆子)与可降解

原油的 Altererythrobacter sp. clone OB38-2有高同源

性。β-变形菌纲中, 基因型 C2_300 的相似序列为湘

江重金属污染区域沉积物检测到的未培养陶厄氏菌

(Thauera sp. clone S-123)。δ-变形菌纲中 , 基因型

C2_358(1 个克隆子)与被原油污染的地中海 Mallorca

岛海岸沉积泥中未培养 δ-变形菌克隆子 MS-A223 有

较高同源性(98%)。 

放线菌门为污染环境中十分活跃的类群(Nogales 

et al, 2001), 在 C2站点文库中分布比较丰富。基因型

C2_317(2 个克隆子)相似序列为东海大陆架表层沉积

物中的未培养放线菌克隆子 DH133B17; 基因型

C2_27(2 个克隆子)与浙江东阳填埋场沉积物中的放

线菌克隆子 De371 有较高同源性 (97%); 基因型

C2_333、C2_336和 C2_352(均为 1个克隆子)的相似

序列来自同一个石油污染土壤环境 , 分别为未培养

放线菌目克隆子 Actinomycetales bacterium clone 

EK_CK623、 EK_CK647 和 EK_CK647; 基 因型

C2_374(1个克隆子)和 C2_72(1个克隆子)相似序列都

来自印度临近化工城市巴罗达的坎贝湾的海滨土壤, 

分别为未培养放线菌克隆子 ONGS161、ONGS217。 

酸杆菌门和拟杆菌门中各有一个基因型的相似序

列来自石油污染的西班牙 Cies 群岛的潮下带沉积物, 

分别为基因型 C2_371(1 个克隆子)和基因型 C2_329(1

个克隆子), 它们的相似序列分别为未培养酸杆菌克隆

子 OXIC-127和未培养拟杆菌克隆子 RII-OX047。 

虽然其它细菌类群在 C2 站点的系统发育树中所

占比例较小, 但典型基因型也有分布。硝化螺旋菌门

中基因型 C2_13(2 个克隆子)相似序列为东海大陆架

表层沉积物的未培养硝化螺旋菌克隆子 DH132B19, 

绿弯菌门中基因型 C2_314(2个克隆子)与富营养化湖

泊沉积物中未培养绿弯菌克隆子 LakeCentre25 有高

同源性(99%), 厚壁菌门中基因型 C2_334(2个克隆子)

与 Bogota河中未培养厚壁菌克隆子 RBE2CI-22有高

同源性(99%)。 

3  讨论 

3.1  可培养细菌多样性 

在对河口的微生物多样性研究中 , 多数采用未

培养方法(姜丽晶, 2007; 王新新, 2008), 但如果想对

微生物的应用及防治有深入研究 , 可培养微生物依

然至关重要(周丽华等, 2009)。为研究椒江口沉积物

中可培养细菌, 本文使用了常规分类纯化、形态及生

理生化指标和分子鉴定等方法 , 结果发现只有少数

生理生化鉴定结果与分子鉴定结果一致 , 这一方面

说明了生理生化鉴定由于其比对文库的局限性——

生理生化鉴定的数据库主要针对医院以及疾控系统, 

海洋环境的菌株数据较少(王国良等, 2008), 因此很

多生理生化鉴定和分子鉴定结果不能完全统一 ; 但

另一方面 , 大多数菌株生理生化鉴定结果如果放在

高的分类阶元(如门、纲、目等), 其结果与分子鉴定

结果将更加吻合 , 因此可以科学合理的利用生理生

化与分子鉴定方法, 加强可培养微生物的鉴定效率。 
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图 8  C2站点根据细菌 16S rDNA基因序列构建的系统发育树 
Fig.8  Phylogenetic tree of bacteria in 16S rDNA gene sequences in Station C2 
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近年来围绕海洋沉积物的可培养细菌多样性开

展了较多研究, 李昭(2013)对南太平洋环流区深海可

培养细菌的多样性研究中发现, 该区域的 γ-变形菌纲

在数量、种类、分布等方面都占主导地位(菌株数占

81%); 卢婧雯等(2012)在对南海、东海近海可培养细

菌的研究中发现, 南海和东海分离菌株中 γ-变形菌分

别占 35.5%和 57.2%。上述研究从一定程度上证明 γ-

变形菌纲为沉积物中可培养细菌优势菌群 , 同时也

有多个研究报道了厚壁菌门也是沉积物可培养细菌

中的优势类群(Gontang et al, 2007; 孙风芹等, 2008; 

郑莹等, 2012)。本实验对可培养细菌的研究结果(γ-

变形菌纲与厚壁菌门占 63.8%和 31.7%)与霍颖异等

(2008 年)对浙江苍南近海沉积物可培养细菌多样性

的研究结果(γ-变形菌纲与厚壁菌门占 68.4%和 29.1%)

类似, 也印证了上述结论。 

值得注意的是 , 三个站点都有副溶血性弧菌

(Vibrio parahaemolyticus)大量存在且分布均匀。副溶

血性弧菌分为致病菌与非致病菌 , 其致病菌能引起

食物中毒, 主要分布在沿岸海水、海河交界处及海产

食品中, 有明显的季节性特点, 夏秋季该菌量远大于

其它季节(唐晓阳, 2013)。本次采样时间为副溶血性

弧菌丰度低的春季 , 其异常高的丰度提示该地区水

产养殖业需要加强对副溶血性弧菌疫情的监控。 

3.2  未培养细菌多样性 

对于河口沉积物未培养细菌多样性的相关研究

已有较多报道, 姜丽晶(2007)对珠江口沉积物微生物

多样性的研究表明: 变形菌门为最大优势菌群, 其中

δ-变形菌纲(主要为硫酸盐还原菌)为其主要组成部分, 

γ-变形菌纲则是第二优势菌群。王新新(2008)对长江

口沉积环境细菌多样性的研究显示: δ-和 γ-变形菌纲

分别占变形菌门的 53.4%和 47.2%。Feng 等(2009)对

长江口及沿岸区域沉积物细菌多样性分析表明: γ-及

δ-变形菌纲为该海域最主要的细菌类群。郭建丽等

(2013)对双台子河口沉积物的研究结果显示, δ-变形

菌纲为绝对优势类群, 其次为 γ-变形菌纲。上述研究

都说明在河口环境中, 变形菌门为最大优势类群, 多

数又以 δ-变形菌纲所占比例最高, 其次为 γ-变形菌

纲。但也有很多关于海洋沉积物的研究中, 显示 γ-变

形菌纲才是未培养细菌的最主要类群(Bowman et al, 

2003; Inagaki et al, 2003; Webster et al, 2006), 王健鑫

等(2012)对东海陆架表层沉积物的细菌多样性研究也

发现 : 变形菌门为最大优势菌群 (占总克隆子数的

41.5%), 其中 γ-变形菌纲克隆子占比为 21.6%, 这与

本文对椒江口三个站点的研究结果(变形菌门和 γ-变

形菌纲分别占比为 42.7%和 16.8%)相类似。椒江口相

比长江和珠江河口, 研究结果不尽相同, 可能是由于

椒江口区域的沉积物主要来自海域泥沙(谢钦春等 , 

1998), 而长江口及珠江口的沉积物主要来自河流流

域(林承坤, 1984; 江四义等, 2008)。 

Zhang 等(2008)对维多利亚港及附近区域的沉积

物的研究发现: 沉积物中的细菌类群与其所处环境

是相互选择的, 相似沉积环境中的细菌类群也类似。

但本文中三个站点间的细菌类群存在很大差异 , 最

为明显的是绿弯菌门, 绿弯菌在 C0 站点含量最高, 

占到 26.55%, C2站点次之, 占 3.37%, C1站点则未扩

增到绿弯菌 16S rDNA序列, 与此同时综合总碳、总

氮、总磷等理化指标来看, 站点 C0>C2>C1, 因此猜

测绿弯菌与沉积环境的理化指标结果有一定的关联

性 , 也印证了绿弯菌门是水合物较少而有机质丰富

的沉积物中的主要类群(李涛等, 2008)。与绿弯菌相

似, C1站点也没有检测到硝化螺旋菌的序列, 硝化螺

旋菌是一类好氧的硝化细菌 , 沉积物中的氧含量常

能决定其分布(白洁等, 2009), 同时, 它还对还原性

硫化物敏感 , 一般存在于低硫环境(Kawahara et al, 

2009), 硝化螺旋菌的缺失可能暗示着 C1站点沉积泥

中溶解氧含量较低以及硫化物含量较高, 这也与 C1

站点沉积物中 α-、δ-变形菌丰度高于另外两个站点相

一致 , 因为这两类菌群在海洋沉积泥中主要是参与

硫代谢(Jørgensen, 1982; Nercessian et al, 2005)。β-变

形菌也是三个站点间有较明显差异的类群 , 一般在

污染环境中 β-变形菌占较高比例 (Brümmer et al, 

2003)。C1 站点为含 β-变形菌最多的站点, 其中大多

数克隆子的相似序列为陶厄氏菌(Thauera), 而陶厄

氏菌属的细菌具有相当广泛的污染物降解能力 , 即

使较难降解的芳香族化合物 , 它们也普遍具有良好

的降解力(毛跃建, 2009)。Candidate division WS3是 

C2 站点特有的类群, 目前关于此类群的研究并不详

细 , 但此类群主要出现在产甲烷环境 (Dojka et al, 

1998; Derakshani et al, 2001)。 

3.3  环境与微生物的相关性 

近些年相关研究显示 , 椒江口已经成为世界上

已报道沉积物中含 PBDEs 最高的区域之一, 且春秋

两季呈明显的富营养化状态(孙鲁峰等, 2012; 杨华云

等, 2014)。赵永强等(2009)针对椒江口大型底栖动物

群落结构的研究表明, 由于受重金属和石油烃影响, 

耐污染能力较强的双鳃内卷齿蚕 (Aglaophamus 
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dibranchis)、光滑狭口螺(Stenothyra glabra)、日本大

眼蟹(Macrophthalmus japonicus)、短拟沼螺(Assiminea 

brevicula)成为此地优势物种 ; 江锦花等在 2006 和

2007 年对椒江口的鲻鱼 (Mugil cephalus)和缢蛏

(Sinonovacula constricta)的研究也表明, 这两种典型

生物富集了各种重金属及石油烃 , 且其富集量受沉

积物及水体中污染物的浓度影响。 

通过对系统发育树中相似序列来源环境的分析, 

可以更好地了解微生物群落与环境的关系(Clemen-

tino et al, 2007)。本实验研究发现, 椒江口沉积物中

许多典型细菌的相似序列都来自污染环境, 如: 石油

污染的西班牙 Cies 群岛的潮下带沉积物 (基因型

C0_323、基因型 C1_181)、原油污染的 Berre 潟湖沉

积物(基因型 C0_129)、脂肪烃污染的土壤(基因型

C0_6)、重金属污染的湘江沉积物(基因型 C1_133)、

重金属污染的比利时大陆板块沉积物 (基因型

C2_337)、浙江东阳填埋场沉积物(基因型 C2_337)、

高有机物输入的低氧缺氧淡水沉积物 (基因型

C1_113)、富营养化湖泊(基因型 C2_314)等环境, 同

时 , 还有一些相似序列为降解石油烃的可培养细菌

(基因型 C0_306、基因型 C1_96)。综合其它研究者的

结果, 可以推测: 椒江口沉积物中的细菌多样性及群

落结构已经受到重金属、石油烃以及水体富营养化等

综合污染的深度影响。 

4  结论 

本实验通过常规分离纯化、鉴定和构建细菌克隆

文库的方法 , 分别对椒江口三个站点沉积物中细菌

的多样性及群落结构进行了研究, 研究发现: (1) 对

可培养细菌而言 , 分子鉴定方法较生理生化鉴定方

法更加准确, γ-变形菌为三个站点的优势类群; (2) 对

未培养方法得到的数据进行分析, C2 站点多样性最

为丰富, γ-变形菌为三个站点的最大优势类群; (3) 将

系统发育树上的基因型与相似序列比较 , 相当数量

的相似序列来自重金属或石油烃污染的沉积环境。 
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BACTERIAL DIVERSITY INSEDIMENTS IN JIAOJIANG RIVER ESTUARY 

JIANG Ran1,  WANG Jian-Xin1,  HUANG Bei2,  ZHANG Pan1,  ZHENG Jun-Wei1,   
YU Kai-Cheng1,  LIU Ming-Hua1 

(1. Zhejiang Ocean University, Laboratory for Marine Microbial Molecular Ecology and Application, Zhoushan 316022, China; 
2. Zhoushan Marine Ecological and Environmental Monitoring Station in Zhejiang Province, Zhoushan 316021, China) 

Abstract    We studied the diversity of bacteria in sediment from three sites in Jiaojiang River estuary and the 

phylogenesis in bacterial clone library in conventional isolation, purification, and identification procedures. The results of 

16S rDNA analysis showed that for cultured bacteria, Aeromonas salmonicida was the main species, and γ-Proteobacteria 

and Firmicutes were the dominant groups; while non-cultured bacteria included mainly Proteobacteria, Acidobacteria, 

Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Nitrospira, CFB group, Actinobacteria, and Firmicutes. Each site featured own bacterial 

clone. In overall, γ-Proteobacteriain was the dominant group in sediment of the estuary, and the similar sequences of many 

typical clones were probably derived from environment pollution by heavy metals or petroleum hydrocarbon. 
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