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摘要：河口区由于其独特的地理环境和理化条件，拥有丰富的微生物资源，在生物地球化学循环中

起着重要作用．然而，由于人类活动带来的河口区环境因素改变，引起的微生物群落结构的时空变
化目前还知之甚少．本研究选取九龙江河口区７个近年来遭受较为严重人类活动干扰的采样点，分
别在丰水期和枯水期采集表层水体，采用流动注射法测定了水体的三氮、电导率、ｐＨ值和溶解性磷
酸盐等环境参数，采用海水和淡水培养基，基于纯培养技术分析了可培养细菌的总数和分布特征，

并通过构建１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库的方法研究细菌的多样性和群落结构变化．研究表明，变形菌
门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）是各克隆文库中最优势的
类群．在河口下游海水区，变形菌门微生物与放线菌门微生物的比例约为２∶１～３∶１，而在河口上游
淡水区，变形菌门和放线菌门的比例约为１∶１．在河口下游海水区，α变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ
ｒｉａ）为变形菌门中的优势类群，而在河口上游淡水区，β变形菌纲（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为优势类群．
厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）是克隆文库中丰度占第四的类群，说明水体可能遭受畜牧养殖粪便污染．本
研究表明，九龙江河口区微生物群落结构受水体盐度、温度、水文情况等时空因子及人类活动造成

的营养物浓度上升、动物粪便污染等共同影响，呈现出独特的时空分布特点．
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　　河口区由于其淡水与海水混合的特性，以及其
潮汐规律带来的营养物质及有机物的循环，为生活

在其间的微生物提供了强烈的环境梯度，因而成为

最富生产力和最具动态变化的水生生态系统之

一［１］．微生物是地球生物圈的主要组成部分，在生
物地球化学循环中起着不可替代的作用［２］．在河口
生态系统中，微生物群落主要受到时间和空间因素

的混合影响，当受到环境的压力及干扰时，呈现出群

落结构的组成及多样性的变化［３］．与淡水生态系统
及海洋生态系统相比，关于河口区微生物群落结构

的时空动态变化及其与环境因子的关系目前尚知之

甚少．

近年来，人类活动引起日益增多的营养物质和

化学污染物排放入河口区，造成了水质污染及河口

区生态系统的破坏，给人类健康带来了严重威

胁［４５］．研究表明，生态系统环境因素的改变会引起
微生物群落结构组成的快速变化，所以微生物群落

可被用于生态系统健康及水质的监测［６］．
九龙江（２４°１２′～２５°４４′Ｎ，１１６°５０′～１１８°０２′Ｅ）

是福建省仅次于闽江的第二大河流，是福建南部主

要饮用水源，惠及约九百万人民．在过去三十年间，
九龙江河口区受到人类活动的严重破坏，包括营养

物质、化学药物和致病菌的污染［７９］等．过去已有一
些关于九龙江河口区微生物群落结构的报道，例如
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受多环芳烃污染的红树林沉积物中细菌群落结构的

研究［１０］、九龙江流域浮游及底栖古菌群落［１１］的研

究、九龙江河口区原核生物及真核生物群落结构的

研究［１２］等，对九龙江河口区的微生物群落组成提供

了总体性的描述．还有一些研究报道关注了整个九
龙江流域微生物群落结构的时空动态变化［１３］．但总
的来说，关于九龙江河口区微生物群落结构组成及

多样性的时空分布特点，尤其是人类活动造成的环

境因素改变带来的群落结构变化，目前研究得较少．
本研究我们采用纯培养技术及构建１６ＳｒＲＮＡ

基因克隆文库的方法，研究了九龙江河口区浮游细

菌群落结构的组成和多样性，探索了其时空分布规

律以及与人类活动带来的环境因子改变的相关性．
了解河口区微生物群落的时空分布特性及人类对其

的影响，有助于增加我们对微生物群落在河口生态

系统中分布及功能的认识，并且对进一步利用微生

物群落来监测水质起到指导作用．

１　材料和方法
１．１　样品采集及环境因子分析

本研究在位于福建省龙海市的九龙江河口区选

取了７个采样点（Ｓ１～７，见图１），分别在枯水期（１２
月）和丰水期（３月）采集其表层水样（枯水期样品
用Ｄ表示，丰水期样品用 Ｒ表示）．Ｓ１和 Ｓ２在河口
区的上游，主要是淡水；Ｓ３和 Ｓ４在河口区的中游，
淡水与海水混合；Ｓ５、Ｓ６和 Ｓ７在河口区的下游，主
要是海水．Ｓ１、Ｓ３和 Ｓ５属于九龙江北溪的下游，位
于龙海市紫泥镇的北支流；而Ｓ２、Ｓ４和Ｓ７属于九龙
江西溪的下游，位于龙海市紫泥镇的南支流．

图１　九龙江河口区采样点分布
Ｆｉｇ．１　ＬｏｃａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓｉｎＪｉｕｌｏｎｇＲｉｖｅｒｅｓｔｕａｒｙ

将采集的表层水样通过粗过滤（４０μｍ孔径尼
龙膜）去除沙粒等大颗粒杂质，放置在４℃保温箱内
运回实验室，并在２４ｈ内完成样品分析．样品的 ｐＨ
值及电导率采用ＡｃｃｕｍｅｎｔＥｘｃｅｌＸＬ６０进行测定，氨

氮、硝氮和亚硝氮含量采用流动注射分析仪（Ｌａｃｈａｔ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＵＳＡ）进行测定［１４］，溶解性磷酸盐的测

定采用钼酸铵分光光度法［１５］．将上述水样滤液再次
过滤以除去大多数原生动物和藻类（３μｍ孔径聚碳
酸酯膜），再经０２２μｍ滤膜过滤，将滤膜用锡箔纸
包好置于－８０℃保存，用于微生物多样性分析．
１．２　平板培养

分别采用营养琼脂平板（蛋白胨１０ｇ／ｄｍ３，牛
肉膏３ｇ／ｄｍ３，ＮａＣｌ５ｇ／ｄｍ３，琼脂粉 １８ｇ／ｄｍ３）和
ＺｏＢｅｌｌ２２１６Ｅ琼脂平板（蛋白胨５ｇ／ｄｍ３，酵母粉１
ｇ／ｄｍ３，ＦｅＰＯ４００１ｇ／ｄｍ

３，琼脂粉１８ｇ／ｄｍ３，陈海水
１ｄｍ３）来模拟淡水和海水环境．将每份水样各取５０
ｍｍ３，分别在两种培养基上涂布后（每份水样做３组
平行实验），在２５℃培养箱中培养３ｄ．记录每块平
板上的菌落数．
１．３　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及克隆文库构建

用ＤＮＡ提取试剂盒（ＯＭＥＧＡ，ＵＳＡ）提取水样
中细菌的 ＤＮＡ．采用一对通用引物 ２７ｆ（５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′） 及 １３９１ｒ（５′
ＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＲＣＡ３′）［１６］对 １６ＳｒＲＮＡ基因
的全长进行扩增，获得约１４ｋｂ的基因片段．ＰＣＲ
反应体系如下：２５ｍｍｏｌ／ｄｍ３的 ＭｇＣｌ２４ｍｍ

３，２５
ｍｍｏｌ／ｄｍ３的 ｄＮＴＰｓ４ｍｍ３，２５μｍｏｌ／ｄｍ３的引物 １
ｍｍ３，１０×ＰＣＲ反应缓冲液５ｍｍ３，２ＵＴａｑＤＮＡ聚
合酶，２０ｎｇ的模板，高纯水补足５０ｍｍ３．ＰＣＲ扩增
程序如下：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退
火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，重复３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ．将ＰＣＲ扩增产物进行琼脂糖电泳并割胶纯
化，将获得的基因片段连接到克隆载体 ｐＭＤ１８Ｔ，
再转化到感受态细胞大肠杆菌 ＤＨ５α中，进行蓝白
斑筛选后，随机挑选阳性克隆，构建１６ＳｒＲＮＡ基因
克隆文库．
１．４　克隆文库分析

在每一个１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库中随机选取
１００个阳性克隆，以通用引物２７ｆ为引物，测序一个
反应，可获得约８５０ｂｐ的 ＤＮＡ序列，通过 Ｂｅｌｌｅｒｏ
ｐｈｏｎ在线分析，去除嵌合体，获得有效序列．使用
ＭＥＧＡ软件，将这些有效序列在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中
与最相似的序列进行比对［１７］．通过ＤＯＴＵＲ软件，采
用９７％的序列相似性标准，将获得的１６ＳｒＲＮＡ基
因序列划分为不同的 ＯＴＵ［１８］（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｕｎｉｔ，ＯＴＵ），在每个ＯＴＵ中随机选取一个克隆，作为
本ＯＴＵ的代表序列．计算各文库的文库覆盖率、多
样性指数［１９］（Ｓｉｍｐｓｏｎ，ＳｈａｎｎｏｎＷｅｉｎｅｒ）以及丰富度
指数［２０］（Ａｂｕｎｄａｎｃｅｂａｓｅｄｃｏｖｅｒａｇｅｅｓｔｉｍａｔｏｒ；Ｂｉａｓ
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ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ），并根据各ＯＴＵ的丰度进行主成分分析．
１．５　１６ＳｒＲＮＡ基因核酸序列登记号

本研究中１６ＳｒＲＮＡ基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中的
序列 登 记 号 为 ＫＣ００６１５２—ＫＣ００６２４４（Ｓ１Ｄ），
ＫＣ００６３３５—ＫＣ００６４０７ （Ｓ１Ｒ）， ＫＣ００６０６６—
ＫＣ００６１５１（Ｓ６Ｄ）和ＫＣ００６２４５—ＫＣ００６３３４（Ｓ６Ｒ）．

２　结果与分析
２．１　环境因子测定

对所有水样的ｐＨ值、电导率，以及氨氮、硝氮、

亚硝氮和溶解性磷酸盐的质量浓度（下简称浓度）

进行测定，结果见表１．在枯水期，溶解性磷酸盐的
浓度在８７８６～１１９２２ｍｇ／ｄｍ３之间，而在丰水期，
在１８３５～３７０３ｍｇ／ｄｍ３之间．在７个采样点中有
５个采样点（Ｓ１～４，Ｓ７）的总氮浓度不论枯水期还是
丰水期都超过１０ｍｇ／ｄｍ３，超过了国家饮用水安全
标准［２１］．不论枯水期还是丰水期，河口上游淡水区
的氨氮浓度都高于河口下游海水区，这可能是由于

上游地区农业及城镇居民生活造成的污染［７９］．

表１　采样点在丰水期及枯水期的环境因子测定结果
Ｔａｂ．１　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｔｔｈｅｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓｉｎｒａｉｎｙａｎｄｄｒｙｓｅａｓｏｎｓ

采样点
ｐＨ值 电导率／ｍｓ·ｃｍ－１ ＣＮＨ４Ｎ／ｍｇ·ｄｍ

－３ ＣＮＯｘＮ／ｍｇ·ｄｍ－３ ＣＰＯ４Ｐ／ｍｇ·ｄｍ
－３

雨季 旱季 雨季 旱季 雨季 旱季 雨季 旱季 雨季 旱季

Ｓ１ ７０３０ ６９８０ ３３９８ ２６８１ １２８１ １１２６ ００９３ １１９２ ３０４４ １１９２２

Ｓ２ ７１９０ ７０００ １５０８ １７９８ ２２３２ １８１０ ０３８４ １１６８ ３７０３ １０６８１

Ｓ３ ６８７０ ７１６０ ２４７７ １３５４ １２１２ ０７３２ ００００ １５３６ ２７１４ ８７８６

Ｓ４ ７２００ ７２００ １５６１２ ４９９２ １２８３ ０９１６ ０６８７ １４６２ ２８２４ １０８９５

Ｓ５ ７４００ ７６３０ ３０６３１ ２０５７４ ０８１５ ０１０４ ００００ ０６４５ ２１６５ ９５４６

Ｓ６ ７４３０ ７６５０ ３３５００ ２１１５３ ０７５４ ０２０２ ０４６１ ０４２９ １８３５ １０２１２

Ｓ７ ７４４０ ７５４０ ３０９０２ １６８２３ ０８４６ ０７０５ ０５１３ ０９１８ １９４５ １０４５４

　　紫泥镇南支流紧邻龙海市城镇居民生活区，其
中Ｓ２采样点靠近龙海市政生活污水排放口；Ｓ４采
样点位于龙海市榜山镇严溪头区段，其上游有园仔

头村、港仔尾、新社、沙洲村，他们生活污水的排放会

对Ｓ４采样点的水质产生影响，并且 Ｓ４采样点附近
有采沙场，其上常年有采沙船作业，故 Ｓ４采样点水
质的变化会受采沙行为的影响．紫泥镇北支流主要
流经农业区，其中Ｓ１采样点位于紫泥镇安山村西部
水域，周围都是农田；Ｓ３站点位于九龙江北港大桥
下游约１７３ｋｍ处，位于埔尾村和蔡店村所属区域，
附近有农田排水口，其水质与农作物种植有关．从表
１可以看出，紫泥镇南支流的采样点 Ｓ２、Ｓ４、Ｓ７的氨
氮浓度高于紫泥镇北支流的采样点Ｓ１、Ｓ３、Ｓ５，并且
所有采样点在丰水期的氨氮浓度都高于枯水期，说

明水体中氨氮浓度与人类活动造成的污染物排放、

季节及降雨密切相关．
２．２　可培养微生物计数

基于纯培养技术的分析表明，在淡水培养基

（营养琼脂培养基）上，可培养细菌总数在２０×１０４

～８８×１０５ ＣＦＵ／ｃｍ３间，在海水培养基（ＺｏＢｅｌｌ
２２１６Ｅ琼脂培养基）上，可培养细菌总数在２０×１０４

～８６×１０５ＣＦＵ／ｃｍ３之间，总体差异不大，但具体

样品呈现出时间及空间分布特点（图２）．不论在淡
水还是海水培养基上，除了 Ｓ６采样点以外，其它所
有位于淡水区的采样点的可培养细菌总数都高于位

于海水区的采样点，在丰水期和枯水期都呈现出这

一规律．在淡水培养基上，所有采样点枯水期样品的
可培养细菌总数都比丰水期样品要高，而在海水培

养基上，７个样品中有５个呈现了这一规律．
２．３　微生物群落结构分析

为了进一步分析微生物多样性及群落结构的时

空分布特点，我们从７个采样点中选取了２个可培
养细菌数量较多的采样点分别代表河口上游淡水区

（Ｓ１）和下游海水区（Ｓ６），进行１６ＳｒＲＮＡ基因克隆
文库的构建．分别以采样点Ｓ１和Ｓ６在丰水期（以Ｒ
表示）和枯水期（以 Ｄ表示）的样品构建１６ＳｒＲＮＡ
基因克隆文库，即Ｓ１Ｒ、Ｓ１Ｄ、Ｓ６Ｒ和 Ｓ６Ｄ．从时间
维度分析，根据 ＳｈａｎｎｏｎＷｅｉｎｅｒ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数
和克隆文库覆盖率，枯水期样品 Ｓ１Ｄ和 Ｓ６Ｄ的微
生物群落多样性高于 Ｓ１Ｒ和 Ｓ６Ｒ．从空间维度分
析，Ｓ６采样点的克隆文库Ｓ６Ｒ和Ｓ６Ｄ的微生物群
落多样性略高于 Ｓ１采样点的克隆文库 Ｓ１Ｒ和 Ｓ１
Ｄ．丰富度指数ＳＡＣＥ和ＳＣｈａｏ１也展现了相似的结果（表
２），说明取自河口下游海水区，相对远离人类活动
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的Ｓ６采样点的样品具有较高的微生物多样性．此
外，丰水期由于其较大的水流量有利于浮游细菌在

流域中扩散，所以造成了微生物多样性的下降．

图２　淡水、海水培养基中可培养微生物计数
Ｆｉｇ．２　Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉａｉｎｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｍｅｄｉｕｍａｎｄｓｅａｗａｔｅｒｍｅｄｉｕｍ

ａ．淡水培养基，ｂ．海水培养基

表２　１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库的生物多样性和丰富度指数
Ｔａｂ．２　Ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄｒｉｃｈｎｅｓｓｏｆｔｈｅｃｌｏｎｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ

克隆文库
克隆子数目

／个

ＯＴＵ数目

／个

Ｓｉｍｐｓｏｎ

（Ｄ）

Ｓｈａｎｎｏｎ

Ｗｅｉｎｅｒ（Ｈ）
ＳＣｈａｏ１ ＳＡＣＥ

文库覆盖率

／％

Ｓ１Ｒ ７３ ３７ ００３６ ３３７ ４７０ ４９０ ７４

Ｓ１Ｄ ９３ ５１ ００３１ ３６０ １１７０ １４００ ６２

Ｓ６Ｒ ９０ ４２ ００３２ ３４１ ５５０ ６１０ ７７

Ｓ６Ｄ ８６ ５３ ００２１ ３７４ １４０９ １６３１ ５６

　　以序列相似性９７％为标准，将３４２条１６ＳｒＲＮＡ
基因有效序列划分为８个门：变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ
ｒｉａ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅ
ｒｏｉｄｅｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒ
ｍｉｃｕｔｅｓ）、蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕ
ｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），见图３．在所有
４个克隆文库中，变形菌门和放线菌门都是最优势
的类群．在河口下游海水区Ｓ６采样点的２个克隆文
库中，变形菌门克隆数所占的比例（Ｓ６Ｒ克隆文库
中占５６６７％，Ｓ６Ｄ克隆文库中占６２７９％）约为放
线菌门克隆所占比例 （Ｓ６Ｒ克隆文库中占
２８８９％，Ｓ６Ｄ克隆文库中占２０９３％）的２～３倍．
而在河口上游淡水区Ｓ１采样点的２个克隆文库中，
变形菌门克隆数所占的比例（Ｓ１Ｒ克隆文库中
３５６２％，Ｓ１Ｄ克隆文库中３８６６％）与放线菌门克
隆所占比例（Ｓ１Ｒ克隆文库中３６９９％，Ｓ１Ｄ克隆
文库中４２９６％）约为１∶１．此外，在４个克隆文库的
变形菌门中，其纲水平的分布也不同．在 Ｓ６Ｒ克隆
文库和 Ｓ６Ｄ克隆文库中 α变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏ

ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为主要类群，分别占各自克隆文库中变
形菌门的 ６６６７％和 ５５５６％，而 β变形菌纲（Ｂｅ
ｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、γ变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
和Δ变形菌纲（Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）则占少数．但在
Ｓ１Ｒ克隆文库和 Ｓ１Ｄ克隆文库中，β变形菌纲为
最优势的类群，分别占各自克隆文库中变形菌门的

８４６２％和８６１１％（图４）．
Ｓ１Ｒ、Ｓ１Ｄ、Ｓ６Ｒ、Ｓ６Ｄ四个克隆文库分别有

７３、９３、９０、８６个克隆，根据９７％的序列相似性被划
分为３７、５１、４２、５３个ＯＴＵ．ＰＣＡ样本排序图显示，由
ＯＴＵ多样性所代表的各样本群落结构互相之间均
有明显差异（图５）．

克隆文库Ｓ１Ｒ包括３７个ＯＴＵ，划分为６个门：
变形菌门（包括 α变形菌纲、β变形菌纲、γ变形菌
纲、Δ变形菌纲）、浮霉菌门、拟杆菌门、放线菌门、疣
微菌门、绿弯菌门．其中放线菌门和变形菌门是最优
势的类群，分别占克隆文库的３６９９％和３５６２％．
克隆文库中丰度最高的 ＯＴＵ为 ＯＴＵ５，占克隆子总
数的８２２％，它与 ＯＴＵ６（占克隆子总数的４１１％）
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图３　４个克隆文库在门水平的组成
Ｆｉｇ．３　Ｔａｘｏｎｏｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｆｏｕｒｃｌｏｎｅｌｉｂｒａｒｉｅｓ

图４　变形菌门内各克隆在纲水平的分布
Ｆｉｇ．４　Ｔａｘｏｎｏｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｃｌａｓｓｉｎｔｈｅ

ｐｈｙｌｕｍｏｆＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

在ＧｅｎＢａｎｋ中的最相近序列都是一株 β变形菌纲
的 淡 水 浮 游 细 菌 Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ ｓｐ． Ｒｉｍ４７
（ＨＥ６００６８６）．其次为 ＯＴＵ１和 ＯＴＵ２６，各占克隆子

图５　ＰＣＡ样本排序图显示４个样本ＯＴＵ多样性
之间的差异性

Ｆｉｇ．５　ＰＣＡｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆＯＴＵｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｆｏｕｒｓａｍｐｌｅｓｏｆＪｉｕｌｏｎｇＲｉｖｅｒｅｓｔｕａｒｙ

总数的 ６８５％，分别与 ＧｅｎＢａｎｋ中来源于活性污
泥，带有橙色色素的绿色非硫细菌 Ｋｏｕｌｅｏｔｈｒｉｘａｕ
ｒａｎｔｉａｃａ（ＡＢ０７９６３８）以及来源于水生植物根系的
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ｂａｃｔｅｒｉｕｍＫＷ４５（ＡＢ５２９７１６）具有８６％和９９％的序
列相似性．疣微菌门仅在 Ｓ１Ｒ克隆文库中出现，其
代表序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中的最相似序列来源于一株
疣微菌门的结冷胶降解菌［２２］，它们具有 ９４％的序
列相似性．过去有研究表明，虽然疣微菌门的微生物
只在群落中占很小的比例，但是该类群的一些种属

在多糖降解中发挥着重要作用［２３］．ＯＴＵ８与 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中的来源于稻田的反硝化菌 Ｃｕｒｖｉｂａｃｔｅｒｓｐ．
ＵＫＰＦ４３（ＡＢ７６９２１３）具有９７％的序列相似性，它的
存在可能与九龙江河口区的高含氮量有关．

克隆文库 Ｓ１Ｄ中含有 ９３条有效序列，根据
９７％的序列相似性分为５１个 ＯＴＵ，分属于６个门：
变形菌门（包括 α变形菌纲、β变形菌纲和 γ变形
菌纲）、浮霉菌门、拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌门和

蓝藻门．与克隆文库Ｓ１Ｒ相同，放线菌门、变形菌门
是最优势的类群，分别占克隆文库的 ４２９６％和
３８６７％．克隆文库中丰度最高的 ＯＴＵ占克隆子总
数的１２９０％，它与一株淡水浮游放线菌 ａｃｔｉｎｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍＳＣＧＣＡＡＡ０４３Ｆ０６（ＨＱ６６３３９０）具有９２％的
序列相似性．丰度第二高的ＯＴＵ与ＧｅｎＢａｎｋ中来源
于水生植物根系的 ｂａｃｔｅｒｉｕｍＫＷ４５（ＡＢ５２９７１６）具
有９７％的序列相似性．这个代表序列在 Ｓ１Ｒ克隆
文库中也占优势地位．

克隆文库 Ｓ６Ｒ中含有 ９０条有效序列，根据
９７％的序列相似度分为４２个 ＯＴＵ，分属于４个门：
变形菌门（包括 α变形菌纲、β变形菌纲和 γ变形
菌纲）、拟杆菌门、放线菌门和蓝藻门．变形菌门是
最优势的类群，占５６６７％，但其中没有发现Δ变形
菌纲．放线菌门是第二优势的类群，占２８８９％．克
隆文库中丰度最高的 ＯＴＵ占克隆子总数的
１１１１％，它与 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ＳＣＧＣＡＡＡ０７６Ｌ１０（ＪＦ４８８４５２）具有１００％的序列相
似性．其次为ＯＴＵ２６，占克隆子总数的７７８％，它与
ＯＴＵ２７（占克隆子总数的２２％）的最相似序列都是
来源于放线菌门的淡水浮游细菌 ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＡｑｕｉ
ｌｕｎａｒｕｂｒａ．ＯＴＵ３７与 ＧｅｎＢａｎｋ中的一株反硝化菌
Ｄｅｎｉｔｒａｔｉｓｏｍａｓｐ．ＴＳＡ６１（ＡＢ５４２４１１）具有９４％的序
列相似性．

克隆文库 Ｓ６Ｄ中含有 ８６条有效序列，根据
９７％的序列相似度分为５３个 ＯＴＵ，分属于６个门：
变形菌门（包括 α变形菌纲、β变形菌纲、γ变形菌
纲和Δ变形菌纲）、放线菌门、浮霉菌门、厚壁菌门、
拟杆菌门、绿弯菌门．其中，变形菌门是最优势的类
群，占克隆子总数的６２７９％．克隆文库中丰度最高
的 ＯＴＵ（占克隆文库的 １０４６％）与海洋放线菌

ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＡｃｔｉｎｏｍａｒｉｎａｍｉｎｕｔａ（ＫＣ８１１１４３１）的序
列相似性为９９％．ＯＴＵ３５是丰度第二大的 ＯＴＵ，在
克隆文库中占 ５８１％，它和 Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ＳＣＧＣＡＡＡ２９８Ｊ１５（ＨＱ６７５２４６）的序列相似性为
９９％，该菌株来源于深海．ＯＴＵ２８和 ＯＴＵ３２同为克
隆文库中丰度第三的 ＯＴＵ，各占克隆文库的
４６５％．ＯＴＵ２８与另一株同样分离于深海中的 Ａｌ
ｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍＳＣＧＣＡＡＡ２９８Ｋ０６（ＨＱ６７５２４９）
的序列相似性为９９％．值得注意的是，ＯＴＵ３２与一
株分离于河口区红树林沉积物中的苯酚降解菌

（ＥＵ６９７０８１）具有 ９７％的序列相似性，而过去曾有
报道，在本研究采样区域附近的龙海红树林自然保

护区曾受到多环芳香族化合物的污染［１０］．
２．４　讨论

本研究表明，变形菌门、放线菌门、拟杆菌门是

所有克隆文库中最优势的类群，它们总计占克隆子

总数的９１５２％．厚壁菌门、浮霉菌门、蓝藻门、疣微
菌门、绿弯菌门合计占剩余的８４８％．这项结果与
之前报道的九龙江河口区浮游细菌群落结构相符

合［１０１２］．在本研究中，变形菌门是丰度最大的类群，
过去也有文献报道，变形菌门在丰度上占优势地位

是河流环境中微生物菌群结构的特征之一［２４］．放线
菌门的微生物是本研究中属于丰度第二的类群，在

过去的研究中也经常发现该类群微生物存在于河流

或湖泊系统的浮游微生物中［２５］，这可能是由于放线

菌能够产生抗生素，用于抵抗某些原生生物的侵

入［２６２８］．值得注意的是，在枯水期的样品中，不论是
Ｓ１采样点还是 Ｓ６采样点，厚壁菌门都是克隆文库
中丰度第４的类群，在 Ｓ１Ｄ和 Ｓ６Ｄ克隆文库中分
别占５３９％和５８１％．在我们过去对九龙江流域微
生物群落组成的研究中曾发现，将１６ＳｒＲＮＡ基因
片段进行ＤＧＧＥ后割胶测序，结果表明２１％的序列
属于厚壁菌门［１２］．Ｈｕ等（２０１４）也报道了在九龙江
流域中发现厚壁菌门的克隆子占克隆文库的

１４１％［８］．厚壁菌门的微生物一般出现在哺乳动物
肠道或土壤沉积物之类的厌氧环境中，很少出现在

含氧量较高的淡水表层（丰度低于１％）［２９３３］．如此
高丰度的厚壁菌门微生物出现在九龙江河口区水样

中，说明该水体可能受到严重的动物粪便污染．
从时间维度分析，本实验结果揭示了水文情况

及温度对微生物群落结构带来的影响．关于水文情
况的影响，对比枯水期和丰水期，通过多样性指数、

丰富度指数以及微生物类群的分布可以看出，在枯

水期Ｓ１和Ｓ６采样点的样品都表现出了更高的生物
多样性．基于纯培养技术进行的可培养细菌数量的
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分析也表明，在７个采样点中有６个样品在枯水期
的可培养细菌数量多于丰水期（图２）．水文情况和
温度的改变也造成了微生物群落组成的变化．以采
样点Ｓ６为例，从枯水期到丰水期，放线菌门和拟杆
菌门的微生物在克隆文库中所占比例明显上升，但

厚壁菌门、浮霉菌门、绿弯菌门的微生物在枯水期存

在，在丰水期却从克隆文库中消失．关于温度的影
响，在本研究中发现，在１２月低温时期所采集的样
品中，蓝藻门的微生物 （占 Ｓ１Ｄ克隆文库的
５３９％）呈现较高丰度，而在３月份温度回暖后所采
集的样品中没有检测到蓝藻门微生物，这与过去分

别在冬季和夏季对九龙江流域微生物群落的研究相

符合［１２］．在Ｓ１采样点中，绿弯菌门的微生物在１２
月份的Ｓ１Ｄ文库中消失，而在３月份出现（占Ｓ１Ｒ
克隆文库的８３３％），也呈现了温度规律，因为绿弯
菌门的微生物已被报道其丰度与水温具有密切关

系［３４３５］．因此，本研究表明九龙江河口区微生物群
落结构和组成在时间维度上的变化与温度及水文条

件的改变密切相关．这与过去的研究相吻合，因为不
同类群的微生物有其最适宜生长温度，并且枯水期

降雨及水流量的减少会造成营养物质浓度的上升，

所以温度［３６３９］、水文情况造成的营养物质浓度改变

会对微生物群落的多样性和组成造成影响［４０４２］．
从空间维度分析，空间因子的影响体现在微生

物群落的类别．比较河口上游淡水区（Ｓ１）和河口下
游海水区（Ｓ６）的微生物群落类别，发现不论在枯水
期还是丰水期，在采样点 Ｓ１的样品中，放线菌门都
是最优势的类群，而变形菌门都是第二大类群．但在
采样点Ｓ６的样品中却相反，变形菌门和放线菌门分
别是第一和第二大类群（图３）．在 Ｓ１样品中，从纲
水平的分布来看，β变形菌纲的细菌是变形菌门中
丰度最大的纲，而在 Ｓ６样品中，α变形菌纲的细菌
是变形菌门中丰度最大的纲（图４）．参见表１提供
的环境因子数据，包括营养物质（氨态氮、硝态氮、

溶解性磷酸盐）的浓度以及盐度（以电导率来反

映），可知这进一步证实了之前的其它研究结论，即

盐度和营养物质浓度对微生物群落结构和组成产生

重要影响［４３４４］．

同时，本研究进一步验证了我们之前关于本区

域反硝化细菌多样性的推断［４５］．在本研究中，通过
１６ＳｒＲＮＡ基因的测序及比对，发现了海细菌属
（Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、红小梨形菌属（Ｒｈｏｄｏｐｉｒｅｌｌｕｌａ）、
青枯菌属（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ）、丛毛单胞菌属（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ）
和丝硫菌属（Ｔｈｉｏｔｈｒｉｘ）微生物的存在．而我们之前
通过 ｎｉｒＳ基因克隆文库分析本区域反硝化细菌多
样性时，也发现部分 ｎｉｒＳ基因可能来源于这几个属
的微生物．在这几个属当中，海细菌属是丰度最大的
类群，这个属中有一些菌种已被报道能够参与厌氧

氨氧化反应［４６］．克隆文库中红小梨形菌属微生物在
Ｇｅｎｂａｎｋ中的最相似序列来源于一株在波罗的海西
南面基尔湾水体中分离到的细菌 Ｒｈｏｄｏｐｉｒｅｌｌｕｌａｂａｌ
ｔｉｃａＳＨ１（ＮＲ＿０４３３８４１），并且红小梨形菌属的微
生物也曾被报道参与反硝化反应［４７］．同样的，青枯
菌属、丛毛单胞菌属和丝硫菌属都有许多微生物被

发现具备反硝化能力［４８４９］．考虑到采样点附近由于
人类活动带来的高浓度的氮排放，在水体微生物群

落中发现这些属微生物的存在也不足为奇了，这进

一步说明了九龙江河口区微生物群落结构和组成受

到这些营养物质排放的严重影响［３７］．

３　结论
九龙江河口区微生物群落结构与环境因子改

变，尤其是人类活动造成的环境因子改变息息相关，

展现出了一定的时空变化规律．变形菌门、放线菌
门、拟杆菌门是该区域最优势的类群．变形菌门与放
线菌门的比例，在河口下游海水区约为２∶１～３∶１，
但在河口上游淡水区约为１∶１．变形菌门作为丰度
最大的类群，其纲水平的分布在不同区域也有所区

别．在河口下游海水区，α变形菌纲为最优势类群，
而在河口上游淡水区，β变形菌纲最占优势．厚壁菌
门是丰度占第４的类群，说明水体可能遭受畜牧养
殖粪便污染．本研究表明，九龙江河口区微生物群落
结构受水体盐度、温度、水文情况等时空因子及人类

活动造成的营养物浓度上升、动物粪便污染等共同

影响，呈现出独特的时空分布特点．
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