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山东半岛北岸不同生境潮间带浮游细菌多样性研究 
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摘要: 通过提取山东半岛北岸不同类型潮间带海水样品的总 DNA, 构建 16S rDNA 文库, 利用群落相

似性分析(ANOSIM)和非度量多维尺度转换排序(NMDS), 探究潮间带类型对浮游细菌群落结构的影响, 

并对比了与近海浮游细菌群落结构的差异。分析结果显示, 浮游细菌的丰度及多样性受到潮间带类型

的影响, 烟台养马岛泥滩、石滩、辛安河沙滩、黄河三角洲碱蓬区和天鹅湖海草区以变形菌门占优势, 

而黄河三角洲米草区以拟杆菌门为优势菌, 其中, 天鹅湖海草区浮游细菌的丰富度和多样性最高。潮

间带海水中浮游细菌的组成与近海存在显著差异,  潮间带浮游细菌的丰度及多样性均显著高于近海。

推测季节因素、植被类型、有机质来源可能是造成潮间带不同生境与近海浮游细菌多样性差异的重要

因素。  
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潮间带生境复杂, 生物多样性高, 包括泥滩、沙

滩、岩石滩、石沼、红树林、海草床等不同类型生

态系统。海洋细菌在生态系统的物质循环与能量流

动中发挥重要作用[1-3]。已有的一些研究发现, 潮间

带细菌群落结构与环境中溶解氧、粒度、pH、温度、

营养盐浓度密切相关[4-6]; 且潮间带的植被类型与生

长状况亦影响到细菌群落结构[7-8]。比较而言, 植被

群落对潮间带浮游细菌群落结构影响的研究相对较

少, 且浮游细菌群落组成与潮间带生境类型的关系

还不甚清楚。因此, 本研究选择山东半岛北岸的泥

滩、沙滩、岩石滩、盐碱植被覆盖区、海草床等多

种潮间带类型, 利用细菌 16S rDNA克隆文库及测序

等方法, 开展了潮间带不同生境浮游细菌多样性特

征及群落结构的比较研究, 探究植被覆盖是否能对

潮间带浮游细菌群落结构产生显著影响。研究结果

对进一步了解植被群落对海岸带细菌分布的影响规

律及潮间带生态系统功能多样性提供基础数据。 

1  材料方法 

1.1  研究地点概况与样品采集  

山东半岛潮间带生境类型多样, 包括泥滩、沙

滩、岩石滩、碱蓬区、米草区、海草区、礁石区等。

本次样品采集于 2014年 7月山东半岛北岸潮间带及

烟台近海区域, 具体样点见图 1, 分别位于养马岛石

滩区(HI-R)、泥滩区(HI-M), 辛安河沙滩区(XR-S), 

黄河三角洲碱蓬区(YRD-SU)、米草区(YDU-SM); 天

鹅湖海草区(SL)以及月亮湾近海(MBO)七个位点。养

马岛石滩区(HI-R)位于烟台养马岛东南部 , 生境内

多礁石 , 分布有小型排污口并紧临酒店及生活区 , 

海水受污水排放影响; 泥滩区(HI-M)位于养马岛西

南部, 底质为泥质, 水体较洁净; 辛安河沙滩(XR-S)

位于辛安河河口 , 底质为细砂 , 附近虽然分布有扇

贝加工厂及污水处理厂, 但排污口向近海方向延伸

较长 ; 黄河三角洲碱蓬区  (YRD-SU)和米草区

(YDU-SM)受人类活动影响较少 ,植被覆盖度较高 ; 

海草区(SL)位于天鹅湖自然保护区内, 海水洁净, 生

物多样性较高 ; 月亮湾近海区(MBO)为旅游区 , 受

人类活动影响频繁。于各生境大潮时前后 2 天内到

采样区域进行样品采集, 在低潮时利用灭菌采集瓶
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随机采集 3份表层海水样品各 1 L, 所采集的海水样

品受下层悬浮物影响较小, 并乘船至月亮湾近海用

相同方法采集 3 份表层海水样品。将 3 份重复样品

经 200 μm孔径筛绢去除大型藻类和其它杂质, 分别

过滤到 0.22 μm孔径的醋酸纤维脂膜上, 膜样液氮保

存, 用于后续的分子生物学实验。 

 

图 1  采样站位分布图 

Fig. 1  Map showing the sampling stations 
 

1.2  基因组 DNA 的提取与 PCR 扩增 

利用 FastDNA® Spin Kit 核酸提取试剂盒(MP 

Bio, USA)提取膜样总 DNA, 利用微量紫外分光光度

计 Nanodrop 2000C(Thermo, USA)检测 DNA的浓度

和纯度。采用细菌 16SrDNA 通用引物 341F 

(5′-CCTACGGGAGGCAGC-3′)和 907R(5′-CCGTCA 

ATTCCTTTG-3′)进行 PCR扩增。25 μL扩增体系为:  

5×Buffer 5 μL, dNTPs 0.5 μL, Primer 341F 1 μL, Primer 
907R 1 μL, 水 16.15 μL, Taq酶 0.25 μL, 模板 DNA 

1 μL。PCR扩增条件为: 94℃预变性 5 min; 94℃变性

30 s, 53℃退火 30 s, 72℃延伸 60 s, 循环 30次; 最后

72℃延伸 8 min。 

1.3  细菌克隆文库构建及基因序列分析 

将每个位点 3 个重复的 PCR 扩增产物合并, 经

琼脂糖凝胶电泳检测, 利用胶纯化试剂盒(天根, 中

国)纯化后, 连接到 PTZ57R/T1克隆载体(Ins Taclone 

PCR Cloning kit, USA)上 , 然后转化到大肠杆菌

(Escherichia coli)DH5α 感受态细胞中。将菌液均匀

涂布平板 , 通过蓝白斑筛选 , 每个位点样品挑取约

100个克隆子, 利用通用引物 M13F/M13R进行 PCR

扩增 , 电泳检测剔除假阳性 , 阳性克隆被送至上海

生工测序公司测序。 

测序获得的序列利用 BioEdit 软件去除载体序列

后, 选取长度为 500~600 bp的序列上传至 DECIPHER 

(Database Enabled  Code for Ideal Probe Employing R)网

站, 利用在线检测工具 Find Chimera 检测嵌合体[9]。

去除嵌合体序列后 , 将剩余序列上传至 RDPⅡ 

(Ribosomal Database Project II)网站, 利用 RDP Pipe-

line在线 Aligner功能对序列进行 Alignment, 其结果

直接利用在线 Clust 功能确定分类单位 (Operation 

Taxonomic Unit, OTU), OTU序列差异水平为 0.03。

Clust 结果经 RDP Analyse Tools 计算 Chao1 及

Shannon 指数, 并计算各样品的 Rarefaction 数据[10], 

数据结果利用 Original 8.0绘图软件绘制各样品的稀

疏曲线。同时利用公式 C=[1–(n/N)]*100%计算克隆

文库覆盖率, 其中 n 为只出现一次的克隆子数目, N

是文库中筛选出来的总的阳性序列数目。 

将所获的 16SrDNA序列上传至 NCBI GenBank

数据库, 登录号为:  

KR077181-KR077236; KR077242-KR077247; 
KR077249-KR077311; KR077313-KR077322; 
KR077324-KR077326; KR077330-KR077334; 
KR077337-KR077379; KR077382-KR077385; 
KR077390-KR077415; KR077417-KR077461; 
KR077464-KR077469; KR077471-KR077474; 
KR077476-KR077563; KR077565-KR077704; 
KR077715-KR077726; KR077736-KR077738; 

KR077741-KR077756; KR077759-KR077762。 

1.4  微生物群落结构分析 

将去除嵌合体后的序列利用 RDP Pipeline 在线

Classified 功能, 确定不同生境中微生物的系统发育

地位 , 计算每条序列在不同分类水平上分配到此

rank中的概率值, 大于 0.8说明到该分类水平的结果

可信 [11]。同时利用 RDP Pipeline 的 Formats For 

Common Progress 功能将 Clust 分类结果转化, 导出
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各样品中 OTU 分类单元的分布情况, 同时将统计数

据导入 PRIMER 6.0 软件中 , 通过对数据进行

log(X+1)转化, 并利用 Bray–Curtis 群落相似系数对

样品进行两两比较将数据转换成矩阵形式, 通过非

计量多维尺度转换排序(NMDS)工具对所有位点浮

游细菌群落结构进行排序 , 同时利用软件包中的

ANOSIM 检验分析植被覆盖对潮间带浮游细菌群

落结构的影响。NMDS 分析的可信性通过 Kruskal

应力系数来计算。应力系数介于 0~0.025之间说明拟

合度非常好, 介于 0.025~0.05之间说明拟合度好, 介

于 0.05~0.1 之间说明拟合度较好。当应力系数大于

0.2说明拟合结果较差。 

2  结果 

2.1  潮间带不同生境及近海浮游细菌丰富

度和多样性比较 

测序所得序列经嵌合体去除, 共获得 534 条高

质量序列, 每个样品获得 59~91 条序列。在 0.03 的

阈值设定下 , 共获得 134 个 OTU, 每个样品获得

18~45 个 OTU(表 1)。从图 2 上看, 大部分样品的稀

疏曲线已经趋于平缓, 虽然有些样品的稀疏曲线还

在上升, 但各克隆文库覆盖率均大于 70%(表 1), 说

明克隆文库的筛选与测序已涵盖了大部分细菌类

群。近海样品的 Chao1 与 Shannon 指数均低于潮间

带样品; 在不同生境的潮间带样品中 , 天鹅湖海草

区的多样性指数最高(Chao1=111.4; Shannon=3.48), 

而新安河沙滩区细菌丰富度最低, 但其多样性指数

相对较高(Chao1=52.55; Shannon=3.21), 养马岛岩石

区细菌多样性指数最低 , 但其丰富度较高 (Chao1= 

62.3; Shannon=2.07)(表 1)。 

 

图 2  各样品浮游细菌群落组成稀疏曲线 

Fig. 2  Rarefaction curves of seven bacterioplankton com-
munities

 
表 1  潮间带不同生境及近海样品浮游细菌克隆文库及多样性指数汇总 
Tab. 1  Summary of sampling sites, clone libraries, and diversity indices of bacterioplankton communities 

站位 纬度 经度 序列数目 OTU数目 丰富度指数 多样性指数 文库覆盖率(%)

HI-M 37.44° 121.61° 59 28 43.0 2.99 72.9 

HI-R 37.47° 121.64° 82 24 62.3 2.07 78.1 

XR-S 37.44° 121.55° 70 34 49.3 3.21 74.3 

YRD-SU 37.54° 118.93° 76 33 83.6 2.96 71.2 

YRD-SM 38.02° 118.90° 91 35 52.0 3.19 80.2 

SL 37.36° 122.31° 86 45 111.4 3.48 70.6 

MBO 37.54° 121.43° 70 18 25.5 1.86 86.7 
 

2.2  潮间带不同生境及近海浮游细菌的群

落组成 

根据 RDP 数据库的分类结果, 计算不同细菌类

群(门、纲)在群落中的相对比例, 无法明确分类的序

列统一归类到 Unclassified 类别(图 3)。与近海相比, 

潮间带样品有其特殊的优势菌群, 且不同生境之间的

优势类群也存在很大差异(图 3A)。在 HI-M、HI-R、

XR-S、YRD-SU和SL样品中, 变形菌门(Proteobacteria)

为优势菌门, 分别占各克隆文库序列数的 62.7%、

65.9%、66.7%、53.2%与 54.7%。在 YRD-SM中, 拟 

杆菌门(Bacteroidetes)占绝对优势(相对丰度 45.1%), 

而该门细菌在 HI-M、MBO 样品中所占比例均不到

10%。在 MBO近海样品中, 蓝细菌门(Cyanobacteria)

占优势(52.9%); 而蓝细菌门在 HI-R、XR-S潮间带样

品中所占比例却很低(<10%)。 

α-变形菌 (Alphaproteobacteria)在 HI-M(45.8%), 

XR-S(40.0%)、YRD-SU(35.5%)的样品中相对比例较

高, 为优势菌纲; 然而, 在 HI-R样品中, α-变形菌所

占比例仅为 9.76%, γ变形菌则为主要类群(54.9%)(图

3B)。虽然, SL 样品中 γ-变形菌数目所占比例最高, 
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为 26.7%, 但 α-变形菌、黄杆菌纲(Flavobacteriia)细

菌所占比例与其相差不大, 分别为 25.6%, 23.3%。在

YRD-SM 的样品中 , 黄杆菌所占比例最高(33.0%), 

但在 MBO近海样品中比例很少, 只占 4.29%。 

不同生境样品中浮游细菌在科、属级别的分类

结果总结在表 2 中, 为更加清晰地显示可分类浮游

细菌主要类群(>2%)的相对比例, 在统计时去除不能

明确分类的个体。将表 2 与图 3 结合分析可以发现, 

YRD-SU 的样品中 α-变形菌主要为 SAR11 类群, 其

中主要为远洋杆菌属(Pelagibacter); 而 HI-M、XR-S

的样品中 α-变形菌主要为 SAR11 类群和红杆菌科

(Rhodobacteraceae)。HI-R 样品中的 γ 变形菌主要为

交替单胞菌科(Alteromonadaceae); 而在YRD-SM采集

的样品中黄杆菌纲主要为黄杆菌科(Flavobacteriaceae); 

此外, 在 MBO 近海采集的样品中蓝细菌门(Cyanoba-

cteria)主要为 GpIIa类群。 

 

图 3  不同生境及近海样品浮游细菌物种丰度比例图 

(A) 门级别比例图; (B) 菌纲级别比例图 

Fig. 3  Proportions of bacterioplankton abundance at the phylum (A) and class (B) levels 

 

2.3  潮间带不同生境及近海浮游细菌群落

差异性 

对潮间带不同生境及近海样品浮游细菌群落进

行 NMDS 排序分析, 比较了各样品间浮游细菌群落 

的相似性及差异。图 4显示, 潮间带浮游细菌样品基

本分为两大组群, 其中 HI-R、XR-S与 HI-M的浮游

细菌群落聚在一起, 样品 YRD-SM、YRD-SU 及 SL

聚在一起, 且NMDS分析的应力系数为 0.1, 说明拟合 
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表 2  不同生境及近海样品浮游细菌优势(>2%)科和属 
Tab. 2  The dominant (>2%) taxa of bacterioplankton at the family and genus levels 

站位 科 比例(%) 属 百分比(%) 

SAR11 25.4 Pelagibacter 25.4 

Rhodobacteraceae 18.6 Roseovarius 11.9 HI-M 

Flavobacteriaceae 8.47   

Alteromonadaceae 50.0 Propionigenium 8.54 

Fusobacteriaceae 8.54 Pelagibacter 2.44 

Rhodobacteraceae 4.88 GpIIa 2.44 

Flavobacteriaceae 4.88 Litorimonas 2.44 

SAR11 2.44   

Hyphomonadaceae 2.44   

HI-R 

Family II 2.44   

SAR11 21.4 Pelagibacter 21.4 

Rhodobacteraceae 17.1 GpIIa 4.29 

Flavobacteriaceae 12.9 Arcobacter 2.86 

Alteromonadaceae 7.14   

Family II 4.29   

Microbacteriaceae 2.86   

XR-S 

Campylobacteraceae 2.86   

SAR11 27.6 Pelagibacter 27.6 

Family II 22.4 GpIIa 22.4 

Rhodobacteraceae 7.89 Ilumatobacter 5.26 

Acidimicrobiaceae 5.26   

YRD-SU 

Flavobacteriaceae 5.26   

Flavobacteriaceae 30.8 Roseovarius 13.2 

Rhodobacteraceae 19.8 GpIIa 12.1 

Family II 12.1 Pelagibacter 7.69 

SAR11 7.69 Salinimonas 2.20 

Alteromonadaceae 2.20 Crocinitomix 2.20 

Bacteriovoracaceae 2.20   

Cryomorphaceae 2.20   

YRD-SM 

Microbacteriaceae 2.20   

Flavobacteriaceae 24.4 Pelagibacter 8.14 

Rhodobacteraceae 12.8 Roseovarius 6.98 

SAR11 8.14 Arcobacter 3.49 

Piscirickettsiaceae 3.49 Thiomicrospira 3.49 

Campylobacteraceae 3.49   

Microbacteriaceae 2.33   

SL 

Alteromonadaceae 2.33   

Family II 52.9 GpIIa 52.9 

SAR11 14.3 Pelagibacter 14.3 MBO 

Rhodobacteraceae 10.0   

 
较好, 结果具有可信性。ANOSIM 检验发现, 植被

覆盖区的样品与未覆盖区样品间浮游细菌群落结构

在统计学上无显著性差异(R=0.36, P=0.10)。 

3  讨论 

海洋细菌作为海洋生态系统能量流动过程中的 
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图 4  不同生境及近海样品浮游细菌群落 NMDS分析 

Fig. 4  Non-metric multidimensional scaling analysis of 
bacterioplankton communities among the seven 
habitats 

 
关键因子, 对海洋生态系统的稳定和发展起到重要

的作用[12-14]。NMDS排序结果显示, 潮间带浮游细菌

样品基本分为两大组群, 碱蓬区、米草区及海草区的

浮游细菌组成相近, 石滩、沙滩区与泥潭区的浮游细

菌组成相近。已有研究表明细菌群落结构及多样性

与有机质的生物可利用性有关 [15-17], 且微生物量受

有机质含量及来源的影响[18-19]。而不同种类细菌由

于生理生态位具有差异, 对各有机基质的偏好性不

同[20-21], 因此有机质的含量、来源及类型对细菌多样

性及丰富度有重要影响。 

3.1  植被覆盖区潮间带浮游细菌类群组成

分析 

已有研究指出黄河三角洲沉积物中正构烷烃以

高数烷烃为主 , 且奇碳优势明显 , 结合碳稳定同位

素含量等指标说明黄河三角洲有机质的成熟度较低, 

有较强的陆源有机质输入优势, 且主要来自于碱蓬

等草本植物[22], 而米草作为黄河三角洲的入侵植物使

黄河三角洲浮游动植物、滩涂昆虫种类明显减少[23], 

使黄河三角洲有机质来源更加单一。比较而言, 天鹅

湖中维管类植物、绿藻门等底栖多细胞大型海藻及

单细胞浮游藻类的种类与数量较多[24], 且海藻、海草

床能够为多种海洋动物及附生生物提供食物来源与

栖息场所 [25], 使天鹅湖海草区有机质来源较为多样

化。因此相比于碱蓬区与米草区, 海草区能够为浮游

细菌提供更多的生理生态位, 促使更多种类的细菌

利用不同类型的有机质; 且海草叶分解初始阶段溶

出的部分有机物会被细菌吸收利用, 从而使得海草

叶周围以及附生在叶表面的细菌量增加 [25], 进而使

海草区浮游细菌多样性和丰富度高于碱蓬和米草

区。 此外, 已有研究发现黄杆菌、γ-变形菌、α-变

形菌能专门对藻类分泌的含碳有机物质进行连续降

解[26], 而 γ-变形菌、黄杆菌、α-变形菌在天鹅湖海草

区比例较高且相差不大 , 因此 , 海草区各类型藻类

分泌的有机质可能对天鹅湖海草区微生物群落结构

组成具有一定影响。 

3.2  非植被覆盖区潮间带浮游细菌类群组

成分析 

跟海草区相比, 辛安河沙滩区与养马岛泥滩区、

岩石区有机质来源较为单一, 可能使浮游细菌的丰

富度和多样性低于海草区。本次实验中发现辛安河

沙滩区与养马岛泥滩区的优势菌群为 α-变形菌, 其

中以 SAR11 类群的远洋杆菌属所占比例较高, 而在

养马岛石滩区样品中 α-变形菌的比例较少, γ-变形菌

为优势菌群 , 且主要为交替单胞菌科细菌 , 这可能

是因为石滩区内采样点周围分布有小型排污口, 周

围酒店及生活区污水排放直接影响到采样区域, 且

养马岛南部水域与牟平港海湾相连, 水流流速仅为

4~5 cm/s 左右, 受四十里湾海水养殖及鱼鸟河污水

排放等多种因素影响, 极易造成有机污染物沉积及

水体富营养化[27], 而有机碳与可溶性的无机、有机氮

浓度增加造成的水体富营养化会使交替单胞菌科等

微生物丰度有增加趋势 [28]; 因此, 石滩区受采样区

域内排污以及外部海水的综合影响, 使 γ-变形菌的

比例较高 , 而养马岛泥滩区 , 由于采样点周围没有

排污口, 外部海水影响可能不足以使 γ-变形菌大量

生长。辛安河河口地区虽然分布有污水处理厂, 但采

用离岸深海排放 , 对辛安河沙滩区影响较小 , 且辛

安河河水主要来自高陵水库 , 水质较好 , 河口区与

污水混合区水质以贫营养和中营养为主 [29], 而远洋

杆菌属细菌能通过自身机制使其利用更多物质去同

化成富氮有机物来满足自身需求 [30], 进而使辛安河

沙滩区远洋杆菌属细菌比例较高。  

James 等[31]研究发现海草植被覆盖与否对潮间

带细菌群落结构具有影响, 推测部分细菌能够与海

草发生相互作用, 进而使其细菌丰度及多样性产生

影响, 此外 Ikenaga等[32]研究弗洛里达近岸湿地、红

树林及海草区细菌群落结构时发现细菌主要类群及

群落结构组成在不同生境存在差异, 虽然本次实验

中植被覆盖与未覆盖样品组间细菌群落结构在统计

学上的差异并不显著, 但植被类型、有机质来源及类

型的多样化的确能够促进潮间带浮游细菌类群的多
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样化。此外, 细菌群落结构及丰度还与溶氧、盐度等

环境因子有关 [33-34], 环境因子的差异可能引起群落

结构变化 , 然而 , 因为本次调查缺乏相应的环境数

据, 故不作深入讨论。 

3.3  近岸海水中浮游细菌类群组成分析 

与潮间带样品明显不同的是, 烟台近岸海水中

浮游细菌的物种丰富度及多样性显著低于潮间带地

区 , 很多研究也证实从海岸带到近海 , 微生物的丰

富度和多样性呈下降趋势, 且群落结构发生显著变

化[35-36]。这可能是由于潮间带地区既有陆源有机、

无机物质随地表径流输入, 也有自身产生的大量海

源物质, 这有利于更多生态位的形成 [36], 从而形成

较高的微生物多样性。 

此外, 本研究发现近海海水样品中蓝细菌门的

GpIIa类群为优势菌群, 这与 Jing等[37]在研究热带和

亚北极海洋细菌分布的结果相符。该类群中的原绿

球菌和聚球菌主要分布在热带海域表面透光层。烟

台夏季海水表层温度较高, 光照充足, 且蓝细菌 GpIIa

类群具有产氧光合色素 α[38], 为光合自养细菌[39], 因

此夏季适宜该类群细菌的生长。 

4  结论 

本次研究中, 不同生境潮间带浮游细菌群落组

成、丰富度及多样性存在显著差异, 且潮间带样品中

的优势菌群与近海样品明显不同, 群落多样性显著

高于近海样品。碱蓬区、沙滩区、泥滩区的优势菌

群为 α-变形菌; 米草区和石滩区的优势类群分别为

黄杆菌、γ-变形菌; 海草区的优势菌群为 γ-变形菌, 

但 α-变形菌、黄杆菌与其比例相近。研究结果为进

一步了解潮间带微生物多样性在物质循环过程中的

作用提供了科学依据。 
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Abstract: The community structure and diversity of bacterioplankton from different littoral habitats around the 

Shandong Peninsula were investigated by constructing 16S rDNA clone libraries. To visualize the differences in the 

community structure among habitats, non-metric multidimensional scaling (NMDS) was conducted on the basis of a 

Bray–Curtis similarity matrix. Analysis of similarity (ANOSIM) was performed to test for statistically significant 

differences. There was a significant difference between samples from littoral zones and coastal waters. In 

comparison, bacterioplankton samples in littoral zones displayed higher abundance and diversity, particularly in 

seagrass areas. Proteobacteria dominated in the muddy flat, rocky, and sandy habitats of Yantai; wetlands inhabited 

by Suaeda in the Yellow River Delta; and wetlands with seagrass in Swan Lake. Bacteroidetes was the most 

abundant in wetlands inhabited by Sparina in the Yellow River Delta. The results suggest that seasonal variation, 

the type of vegetation, and the source of organic matter may be key factors regulating the bacterioplankton 

community structure in different littoral and coastal habitats. 
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