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封面图说: 科尔沁沙地榆树———榆树疏林草原属温带典型草原地带,适应半干旱半湿润气候的隐域性沙地顶级植物群落,具有

极强的适应性、稳定性,生物产量较高。 在我国仅见于科尔沁沙地和浑善达克沙地。 是防风固沙、保护沙区生态环

境和周边土地资源的一种重要的植物群落类型,是耐旱沙生植物的重要物种基因库和荒漠野生动物的重要避难所

和栖息地。 这些年来,由于人类毁林开荒、过度放牧、甚至片面地建立人工林群落等的干扰 ,不同程度地破坏了榆

树疏林的生态环境,影响了其特有的生态作用。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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象山港网箱养殖对近海沉积物细菌群落的影响

裘琼芬1,*,张德民1,叶仙森2,郑珍珍1

(1. 宁波大学海洋学院, 宁波摇 315211;2. 国家海洋局宁波海洋环境监测中心站, 宁波摇 315012)

摘要:微生物在有机物质分解、能量转移等生物地化循环中起着重要作用,研究养殖活动对沉积物中微生物多样性的影响对正

确评价近海生态系统结构和功能具有重要意义。 结合沉积物的理化分析(T、pH、Eh 和 SO2-
4 ),通过 T鄄RFLP(末端限制性片段长

度多态性)分析了象山港网箱养殖对近海不同深度沉积物中细菌群落结构和多样性的影响,构建了对照区 0—5 cm 沉积物样品

的细菌 16S rRNA 基因克隆文库,并进行了系统发育分析。 结果表明,近海网箱养殖活动不但使象山港沉积物 Eh、pH 值等理化

性质有所改变,而且使细菌的群落结构也发生了变化,变形细菌纲细菌的相对丰度降低,细菌群落的多样性和均匀度也显著降

低,致使近海沉积物细菌群落由多样性高的稳定结构向多样性降低的不稳定结构转变。
关键词:细菌;网箱养殖;沉积物;T鄄RFLP

The bacterial community of coastal sediments influenced by cage culture in
Xiangshan Bay, Zhejiang, China
QIU Qiongfen1,*, ZHANG Demin1, YE Xiansen2, ZHENG Zhenzhen1

1 School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo, Zhejiang 315211, China

2 Ningbo Marine Environmental Monitoring Center, State Ocean Administration, Ningbo, Zhejiang 315012, China

Abstract: Microorganisms play important roles in biogeochemical cycling such as organic matter decomposition and energy
transformation. Recently, rapid development of aquaculture has caused a large influx of introduced organic matter into
Xiangshan Bay, Zhejiang Province, China. At the same time, many ecological problems have developed in this coastal site.
Study of the influence of aquaculture on microbial diversity in sediments is important for the structural and functional
assessment of coastal ecosystems. In this paper, sediments in three sites were investigated in July 2011: a control or check
site ( CK), an intersection site 6—8 km from the aquaculture site ( IS), and a cage culture site ( AC). As the
physicochemical background showed, total organic carbon in those three sites was different. Several physiochemical factors
(T, pH, Eh and SO2-

4 ) were analyzed. The temperatures of sediments in Xiangshan Bay decreased with depth, but
remained between 23. 0—26. 5 益 in the upper 55 cm layer. The pH of sediments was slightly alkaline, but was elevated
slightly in the AC site, although all of the sediments had pH values of 7. 6—7. 9. The effect of aquaculture on SO2-

4 was not
significant. However, as expected, the measurement of Eh showed sediment in the CK site had the highest oxidation鄄
reduction potential. Following with physiochemical analysis, the structure and diversity of bacterial communities in
sediments from Xiangshan Bay were analyzed by Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T鄄RFLP) analysis
and cloning / sequencing. Total nucleic acids was extracted from the sediment core. T鄄RFLP analysis was conducted after
amplification of the bacterial 16S rRNA partial gene using a fluorescent primer pair 27鄄FAM / 907R and digestion by Msp I
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(C^CGG). A bacterial 16S rRNA partial gene clone library was constructed using DNA extracted from the upper 5 cm
sediment layer of the CK region, and the phylogenic relationships were analyzed using the neighbor鄄joining method in ARB
software. Our results revealed sediments from Xiangshan Bay had a highly diverse bacterial community, mainly including
Proteobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Actinobacteria, Thermomicrobia, Nitrospirae, Acidobacteria, Fusobacteria,
Bacteroidetes, Planctomycetes and OP11. Thermomicrobia was the most abundant group in all sediments and layers, while
the abundance of Proteobacteria was elevated in the surface layer of the CK site, making up as much as 23. 7% of the clone
library. The diversity index H忆 is an effective method of assessing microbial diversity. In this study, the diversity index H忆
was calculated based on T鄄RFLP relative abundance results. Generally, the bacterial diversity indices were CK > IS > AC.
Surface layer sediments in the CK site showed the highest bacterial diversity (H忆= 3. 83依0. 01). The lowest diversity (H忆=
3. 01依0. 27) was in the 50—55 cm deep sediment in the AC site. The evenness indices were stable in the CK site (around
0. 93), but also decreased in the AC site, especially in deeper layers. In the IS site, both diversity indices and evenness
indices were intermediate between the CK and AC sites indicating the cage culture not only changed Eh and pH in sediments
in Xiangshan Bay, but also decreased their bacterial diversity and changed the structure of the bacterial community. The
bacterial community of coastal sediments was changing from a stable, highly diverse structure to an unstable structure with
low diversity. Human activity such as aquaculture imports large amounts of organic matter, which not only modifies natural
conditions but also leads to systemic simplification of the bacterial ecosystem. Sustainable and environmental friendly
aquaculture methods should be searched for and found.

Key Words: bacteria; cage culture; sediment; T鄄RFLP

随着世界人口的增长和捕捞渔业的日渐枯竭,水产养殖业快速发展,已成为人类蛋白质的重要来源之一。
网箱养殖作为一种高度集约化的养殖模式,具有高产、高效益等特点[1]。 但与此同时,大量养殖废物的输出,
使海洋食物链和生态系统遭到了直接或间接的影响[1鄄2]。 近海是养殖活动的集中地带,海水网箱养殖对环境

中碳、氮、磷、悬浮颗粒、硫化物和营养盐等产生了显著影响[3]。 海水鱼类养殖饵料中估计有 23% 的碳,21%
的氮和 53%的磷会在养殖环境底部沉积物中积累,对 1 km 以内的环境都会有显著影响[4]。 Yoza 等通过对夏

威夷欧胡岛养殖区域沉积物的分析表明,养殖区域有机碳含量比非养殖区高 25%—37% ,氨含量比非养殖区

高 30%—46% [5]。 此外,有机物质的富集,大大增加了耗氧量[4],是近海富营养化和氧气缺失的源头之

一[6鄄7];同时,因养殖活动引入的抗生素类物质[8鄄9],已成为水生动物甚至人类健康的重要问题。
微生物的多样性是正确评价海洋生态系统结构和功能的主要组成部分。 养殖活动影响了沉积物中微生

物多样性,影响了微生物群落的组成和分布,进而扰乱了微生物的生态功能[10]。 Caruso 等发现地中海区域的

渔场在存在前后,水体中异养细菌的密度变化不大,而沉积物中异养细菌的密度则显著增加[11],表明养殖活

动对近海环境中微生物的分布存在显著影响。 养殖活动对海洋环境中微生物群落的改变反过来对人类的健

康又会有决定性的影响(比如:病原菌的传播和抗生素的耐抗)。 因此,详细分析微生物多样性是研究人类活

动对海洋生态系统影响必不可少的一部分[2]。
关于养殖活动对沉积物细菌多样性影响的研究还较少,以往沉积物中微生物多样性的研究也多是基于培

养技术[12鄄14]。 但已有的研究表明,分离培养等传统的微生物研究方法只能得到环境中不到 1% 的微生

物[15鄄16],因此以往对沉积物中微生物的纯培养分析不能真实地反映其中的微生物群落结构,也会导致对沉积

物中微生物多样性的认识产生偏差,影响对近海生态系统的正确评价。 近年来,基于 16S tag 分析的 454
(Roche)焦磷酸测序技术的一个反应可以得 40 万到 100 万条序列,包含了足够的信息用于微生物的分类[17]。
这种方法的使用在人类微生物群组和环境微生物群落方面都得到了很多新的结果[18鄄19],但成本还较昂贵。
T鄄RFLP 技术是将 RFLP 技术和荧光标记技术相结合后发展的一种较先进的分子生态学方法,是检测操作分

类单元(OTUs)的高通量方法,可用于大量样品的检测,并得到数据化的结果,Liu 等[20]于 1997 年将其首次应
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用于微生物群落多样性的研究。 该方法灵敏度较高,适于微生物群落多样性中等或更低环境样品的多样性分

析,是目前大量环境样品微生物生态分析的主要手段[21]。
本文结合沉积物的理化分析(T、pH、Eh 和 SO2-

4 ),应用 T鄄RFLP 技术和克隆测序方法对象山港不同区域、
不同深度沉积物中细菌的群落结构和多样性进行分析,探讨网箱养殖对沉积物中细菌群落结构的影响。 引入

多样性指数和均匀度指数的分析方法[22鄄24],试图明确由近海网箱养殖引起的细菌群落多样性的变化,及其在

不同深度沉积物中的分布规律,以期为全面认识近海沉积物中的生物多样性提供有用的信息。
1摇 实验方法

1. 1摇 样品采集

沉积物样品于 2011 年 7 月取自浙江省宁波市象山港内 3 个不同区域(图 1):象山港口非养殖区(CK:29毅
36忆11. 94义N,121毅46忆18. 00义E)、西沪港口交汇区( IS:29毅33忆0. 66义N,121毅44忆10. 86义E)和西沪港内网箱养殖区

(AC:29毅32忆33. 66义N,121毅46忆6. 42义E)。 同期,国家海洋局宁波海洋环境监测中心站测定了 3 个区域表层沉积

物的总有机碳(TOC)含量、上层水的 TOC 和盐度(表 1)。 每个区域布置 3 个平行位点,用底泥采样器在各位

点采集深度大于 70 cm 的柱状沉积物,粒径分析表明均为粉砂质粘土(表 1)。 将沉积物在原位按深度切割分

成 6 层:0—5,5—10,10—15,15—20,20—25,50—55 cm。 所有沉积物样品立即用液氮冰冻,带回实验室存于

-20益。

表 1摇 样品采集区域的理化背景

Table 1摇 Physicochemical background of the sediments in sampling sites

项目
Items

对照区(CK)
Check site

交汇区(IS)
Intersection site

养殖区(AC)
Cage culture site

上层水盐度 Salinity in upper layer water 26. 89 26. 73 26. 66

水质 TOC Total organic carbon in water(mg / L) 1. 45 1. 83 2. 05

沉积物 TOCTotal organic carbon in sediments / % 0. 51 0. 53 0. 55

粒组含量 Soil fraction 粉砂 Silt / % 47. 5 34. 8 40. 8

粘土 Clay / % 52. 5 65. 2 59. 2

图 1摇 采样位点示意图

Fig. 1摇 Sampling sites

1. 2摇 理化分析

采样现场测定沉积物的氧化还原电位(Eh)和温度。 氧化还原电位的测定采用带甘汞鄄铂电极的 PHB鄄 4
便携式酸度计(上海精科),并根据 pH 值通过公式 Eh = Eh忆+(pH-7) 伊60 对实测值 Eh忆进行校正。 去离子水

浸提沉积物,用 pH 计(上海精科)测得上清液的 pH 值。 硫酸盐浓度测定按照 HJ / T342—2007 标准方法

进行。
1. 3摇 沉积物总 DNA 的提取

总 DNA 的提取采用 MP 公司的土壤 DNA 提取试

剂盒(FastDNA SPIN kit for soil),称取混匀的沉积物核

心样品各 0. 5 g 按照说明书进行操作,最后将总 DNA
溶于 100 滋L DES(试剂盒提供)中。
1. 4摇 细菌 16S rRNA 基因的扩增

采用带 FAM 荧光标记的细菌 16S rRNA 基因通用

引物 27F鄄FAM(5忆鄄FAM鄄AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG鄄3忆)和 907R:(5忆鄄CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT鄄
3忆),取 1 滋L 总 DNA 作为模板进行 PCR。 反应体系(50
滋L):5 滋L 10伊Buffer,4 滋L 2. 5 mmol / L dNTP,1 滋L 10
滋mol / L 引物,1 滋L 2. 5 U Taq DNA 聚合酶(TaKaRa 公
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司),1 滋L 模板 DNA,加灭菌 ddH2O 至 50 滋L 并混匀。 扩增条件:94 益 5 min;94 益 30 s,53 益 45 s,72 益 90
s,30 个循环;72 益 7 min。 PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测产量和特异性后,用 DNA 纯化试剂盒(北京

天根生化科技有限公司)纯化。
1. 5摇 细菌 16S rRNA 基因的限制性酶切

采用限制性内切酶Msp I(TaKaRa 公司)对细菌的 16S rRNA 基因 PCR 纯化产物进行酶切。 反应体系(40
滋L):4 滋L 10伊 Buffer,4 滋L 0. 1% BSA,10U 限制性内切酶,30 滋L PCR 纯化产物,加灭菌 ddH2O 至 40 滋L 并

混匀。 37 益酶切 3 h 后,立即加入 3伊40 滋L 的预冷无水乙醇和 0. 1伊40 滋L 的 3mol / L NaAc(pH 值 5. 2),采用

乙醇沉淀法纯化脱盐,纯化后溶于 10 滋L 灭菌 ddH2O。
1. 6摇 限制性片段的基因扫描

取 1—3 滋L 酶切纯化得到的样品,与 10 滋L HiDi鄄甲酰胺和 0. 2 滋L 内标(MapMarker 1000)混匀后在 95 益
变性 3 min,马上置于冰浴,然后通过 ABI 3130 Genetic Analyzer 进行限制性片段的基因扫描,并由 ABI
GeneMap 分析软件获取 T鄄RFLP 结果。
1. 7摇 克隆 /测序和系统发育分析

构建 CK 区域 0—5 cm 沉积物样品的细菌 16S rRNA 基因克隆文库。 扩增引物采用无 FAM 荧光标记的

引物 27F / 907R,其余 PCR 条件同上。 以凝胶纯化后的 PCR 产物为模板,pMD19鄄T Vector(TaKaRa 公司)为载

体,在 16 益连接反应 3 h。 连接产物转入大肠杆菌 JM109 感受态细胞(TaKaRa 公司),并涂布于含 X鄄gal 和
IPTG 的 LB 培养基上。 分别筛选 93 个细菌阳性克隆进行测序,所得序列利用 ARB 软件[25] 中的 NJ 算法

(Neighbor鄄Joining)进行系统发育分析。 所有序列已提交 EMBL,序列号为 HE648378鄄HE648470。
1. 8摇 数据处理

以细菌 16S rRNA 基因 T鄄RFLP 图谱中每一个限制性片段(T鄄RF)为 1 个可操作分类单元(OTU),以 T鄄RF
相对峰高值(每个 T鄄RF 的峰高占累计峰高的比值)作为各 OUT 的相对丰度,相对丰度低于 0郾 5%的 OTU 不予

考虑。 根据 OTU 的数目(S)及其相对丰度(Pi)进行多样性分析,包括计算 Shannnon鄄Weiner 多样性指数 (H忆

= - 移 Pi lnPi) 和 Pilou 的均匀度指数(E忆 = H / lnS)。

2摇 结果与分析

2. 1摇 沉积物理化性质

象山港不同区域的沉积物温度相似,且具有相同的变化趋势(表 2):表层沉积物的温度均为 26. 5 益,随
着深度的增加,温度逐渐降低。 pH 值测量结果显示,沉积物均呈微碱性(图 2),pH 值处于 7. 6—7. 9 之间,且
CK 与 IS 区域沉积物相似,但 AC 区域不同深度沉积物 pH 值明显高于其它两个区域。 与 pH 值不同,AC 区域

各深度沉积物的 Eh 介于 CK 和 IS 区域,且随深度呈下降趋势(图 2)。 CK 区域不同深度沉积物的 Eh 变化不

明显,均处于 190 mV 左右,远远高于 IS 区域(100 mV 左右)。 硫酸盐含量在养殖区和交汇区沉积物中随着深

度的变化无明显规律(图 2),但在对照区呈现随深度降低的趋势。 尤其在 50—55 cm 沉积物中,硫酸

表 2摇 各区域不同深度沉积物温度(Mean依SE,n=3)

Table 2摇 Temperature of the different deep sediments in each site (Mean依 SE, n=3)

深度 / cm
Depth

温度 Temperature / 益

对照区 Check site(CK) 交汇区 Intersection site(IS) 养殖区 Cage culture site(AC)

摇 0—5 26. 50依0. 00 26. 50依0. 17 26. 50依0. 00

摇 5—10 26. 33依0. 00 26. 50依0. 33 26. 17依0. 17

10—15 26. 00依0. 33 26. 17依0. 58 26. 17依0. 17

15—20 25. 00依0. 00 25. 67依0. 33 25. 33依0. 33

20—25 23. 67依0. 00 25. 00依0. 00 24. 33依0. 33

50—55 23. 00依0. 17 23. 67依0. 00 23. 33依0. 33
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盐含量显著降低,低于 768伊10-6。 平均来说,AC 区域的较高,不同深度沉积物的均值为 1200伊10-6,CK 区域

则只有 950伊10-6。

图 2摇 各区域不同深度沉积物的 pH、Eh 和硫酸盐含量(Mean依 SE, n=3)

Fig. 2摇 pH,Eh and SO2-
4 contents of the different deep sediments in each site (Mean依SE, n=3)

2. 2摇 基于 T鄄RFLP 的细菌群落结构分析

采用细菌 16S rRNA 基因的通用引物 27F / 907R 扩增沉积物总 DNA,进行末端限制性片段长度多态性分

析,得到细菌群落的 T鄄RFLP 图谱(图 3)。 由图 3 可以看出,所有沉积物中细菌种类较丰富,末端限制性片段

(T鄄RFs)的长度主要集中在 100—200 bp 和 510—520 bp 左右。 相比于同一区域、不同深度沉积物的细菌群落

结构差异,不同区域之间细菌群落结构的差异更加显著。 比较 3 个区域不难发现,CK 区细菌 T鄄RFs 明显多于

AC 区,且以 T鄄RF 长度处于 165 bp 和 520 bp 左右的相对丰度最高。 在 IS 区域,则是 T鄄RF 230 bp 和 520 bp
占主要地位。 AC 区域中,不同平行位点间细菌群落的差异较大,尤其是表层 0—5 cm、20—25 cm 和 50—55
cm。 但 T鄄RF 520 bp 所代表的细菌在不同深度的沉积物中还是占有较高的相对丰度。
2. 3摇 细菌群落系统发育分析

由细菌 16S rRNA 基因的克隆文库和系统发育分析(图 4)可知,沉积物中细菌的多样性丰富,主要包括变

形细菌纲(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)、放线菌门(Actinobacteria)、
热微菌门(Thermomicrobia)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)、酸杆菌门(Acidobacteria)、梭杆菌门(Fusobacteria)、拟
杆菌门(Bacteroidetes) 浮霉菌门(Planctomycetes)以及 OP11 等。 对所得序列进行 in silico 酶切分析可知,T鄄RF
165 bp 可能属于变形细菌(Proteobacteria)或厚壁菌门(Firmicutes)的细菌,但克隆文库中只有 4 个克隆属于厚

壁菌门(Firmicutes),因此推测 T鄄RF 165 bp 主要属于变形细菌纲(Proteobacteria);而 T鄄RF 510—520 bp 所代

表的细菌则主要分布在热微菌门(Thermomicrobia)。 由此可见,热微菌门(Thermomicrobia)的细菌在所有沉积

物中均有一定的丰度,在细菌克隆文库中也占了 19. 4% ;而变形细菌(Proteobacteria)则在未受养殖活动影响

的 CK 区域中有较高的相对丰度,在 CK 区域 0—5 cm 沉积物样品的细菌克隆文库中占 23. 7% 。
2. 4摇 细菌群落多样性分析

基于细菌 16S rRNA 基因 T鄄RFLP 图谱中末端限制性片段的数目及其相对丰度,计算了各区域不同深度

沉积物中细菌多样性指数 H忆和均匀度指数 E忆(表 3)。 由表 3 可知,在 AC 区域,除表层 0—5 cm 外,细菌的多

样性指数和均匀度指数均随着深度的增加而降低。 与对照区 CK 相比,AC 区域细菌的多样性显著降低。 与
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AC 不同,CK 区域具有较一致的均匀度指数,细菌群落在不同深度的沉积物中具有相似物种丰富度。 IS 区域

的多样性指数和均匀度指数则介于 CK 和 AC 区域之间。 因此,从细菌的多样性来说,CK>IS>AC。

图 3摇 沉积物中细菌群落的 T鄄RFLP 图谱

Fig. 3摇 T鄄RFLP profiles of bacterial communities of sediments

A:CK 区域,B:IS 区域,C:AC 区域;沉积物的取样深度已标于图谱中,连续 3 张图谱来自同一深度的 3 个平行位点;N:细菌 T鄄RFLP 图谱

缺失

表 3摇 基于 T鄄RFLP 图谱的细菌多样性分析(Mean依 SE,n=2 或 3)

Table 3摇 Analysis of bacterial diversity based on T鄄RFLP profiles (mean依 SE, n=2 or 3)

深度 / cm
Depth

多样性指数 H忆 Diversity index H忆

对照区(CK)
Check site

交汇区(IS)
Intersection site

养殖区(AC)
Cage culture site

均匀度指数 E忆 Evenness index E忆

对照区(CK)
Check site

交汇区(IS)
Intersection site

养殖区(AC)
Cage culture site

摇 0—5 3. 83依0. 01 3. 49依0. 27 3. 13依0. 10 0. 93依0. 00 0. 88依0. 05 0. 88依0. 02

摇 5—10 3. 71依0. 05 3. 80依0. 09 3. 52依0. 07 0. 93依0. 00 0. 92依0. 01 0. 92依0. 01

10—15 3. 76依0. 10 3. 63依0. 10 3. 47依0. 02 0. 93依0. 01 0. 92依0. 01 0. 90依0. 01

15—20 3. 69依0. 07 3. 73依0. 10 3. 48依0. 15 0. 93依0. 01 0. 93依0. 00 0. 91依0. 01

20—25 3. 75依0. 13 3. 74依0. 11 3. 15依0. 08 0. 93依0. 01 0. 92依0. 00 0. 84依0. 02

50—55 3. 51依0. 17 3. 70依0. 17 3. 01依0. 27 0. 91依0. 01 0. 92依0. 01 0. 84依0. 03

3摇 讨论与结论

微生物群落的结构和功能受环境因素的制约[26],沉积物中微生物的多样性与养殖活动对近海环境的影

响密切相关。 一直以来,温度被认为是微生物群落最重要的影响因子之一[27鄄28]。 本研究的结果也显示,随着

深度的增加,沉积物温度降低(表 2),细菌群落的多样性呈降低趋势(表 3)。 另外,许多研究表明,pH 值对微

生物群落结构会产生显著影响[29鄄30]。 网箱养殖区沉积物的 pH 值较对照区及交汇区高(图 2),对养殖区微生
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图 4摇 细菌 16S rRNA 基因序列的系统发育关系

Fig. 4摇 Phylogenetic relationship (neighbor鄄joining) of bacterial 16S rRNA gene sequences

利用 ARB 软件中的 NJ 算法构建,黑体序列为本试验获得,并注有相应的 T鄄RF 长度;其它序列均来自 NCBI,并注有相应的序列号

物多样性的降低。 养殖活动还给近海环境带入了大量的还原性有机物[31],耗氧率也会比对照区高 2—5
倍[4]。 因此,本研究中养殖区沉积物的氧化还原电位与对照区相比也降低了。 氧化还原电位的降低使沉积
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物环境逐渐呈现缺氧状态,影响需氧微生物的代谢活动,不利于有机质的好氧分解,进而影响养殖环境与养殖

生物的健康。 氧化还原电位和 pH 值与其它营养盐类的分布存在一定关系[32]。 本研究中沉积物硫酸盐的浓

度变化(图 2C)与氧化还原电位的变化无很好的相关性,说明存在影响沉积物氧化还原电位的其它因素,硫酸

盐并非主导因素。 因此,沉积物的温度、 pH 值和氧化还原电位都会影响其中微生物的群落结构和多

样性[13, 29]。
多样性指数是评价微生物群落多样性的有效方法,它包括微生物种类的丰富度及种类的均匀度[33]。 细

菌群落结构的多样性分析表明,网箱养殖降低了象山港近海沉积物中细菌群落的多样性(表 3)。 在未受养殖

活动影响的对照区沉积物中,细菌群落多样性丰富,多样性指数 H忆>3. 5,且具有良好的均匀度(0. 93)。 受养

殖活动影响后,沉积物中微生物的多样性指数下降,且不同深度沉积物中细菌的均匀度也不再一致。 近海的

网箱养殖不但降低了沉积物中细菌的多样性,而且细菌的群落结构也发生了改变。 在对照区,变形细菌

(Proteobacteria)和热微菌门(Thermomicrobia)的细菌是其中的优势菌群(图 3,图 4),但在养殖区,变形细菌

(Proteobacteria)丰度明显减少,且因养殖活动中不同时期引入不同数量和成分的有机物,有机物在不同位置

和不同深度的分布都可能存在一定差异,使得不同深度、不同平行位点间细菌群落的差异较大(图 3)。 在交

汇区,养殖海水受到外界海水的稀释,其中由养殖活动带入的物质浓度降低,沉积物受养殖活动的影响也降

低,使微生物的多样性处于对照区与养殖区之间(表 3)。 刘晶晶等[14] 采用分离培养的方法对象山港网箱养

殖区细菌群落的研究中也发现,网箱养殖区细菌群落的多样性要低于对照点,且某些与鱼类疾病相关的假单

胞菌、弧菌等特定细菌类群富集。 由此可见,近海网箱养殖使沉积物中的细菌群落由多样性较高的稳定结构

向多样性降低的不稳定结构转变,使养殖环境处于相对脆弱状态,导致养殖病害爆发几率增加。
此外,养殖区表层 0—5 cm 沉积物中细菌的多样性低于 5—10 cm 的沉积物,这与 Bore 等[34] 对潮间带沉

积物中细菌的多样性研究结果相似,他们发现 10—15 cm 沉积物中细菌的可操作分类单元(OUT)数高于表层

0—10 cm 的样品。 推测其原因可能是表层沉积物受流动水体的干扰最为直接,养殖活动带入的有机物等也

主要聚集在沉积物表层,使表层沉积物中微生物的多样性明显下降。
综上所述,本研究将 T鄄RFLP 技术和 16S rRNA 基因文库的方法相结合,发现近海网箱养殖活动不但使象

山港沉积物 Eh、pH 等理化性质有所改变,而且使细菌的群落结构也发生了变化,降低了细菌群落的多样性和

均匀度。
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