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黄河口潮间带沉积物细菌群落结构特征
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摘要：选取黄河口潮间带有植被覆盖和无植被覆盖两个区域采集柱状沉积物，利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术和高通量测序技术

分析有无植被覆盖沉积物中的细菌群落特征和功能差异，探究影响潮间带细菌群落结构的主要环境因子。 结果显示，细菌丰度

在有植被区域大于无植被区域。 沉积物中细菌群落丰富度和多样性在有植被区域随深度的增加而增加，而在无植被区域其最

高值出现在沉积物中层（１４—１６ ｃｍ）。 两个区域在门分类水平上以变形菌（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌（ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、放线菌

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）为主；属分类水平上的优势类群为芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、苍白杆菌（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）、拟无

枝菌酸菌（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ）和鞘脂单胞菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）等。 相关性分析发现盐度和亚硝酸盐浓度对细菌群落多样性和丰富度

影响显著。 功能预测分析表明，有植被区域沉积物细菌在氨基酸代谢、膜运输和碳水化合物代谢方面功能活跃，而无植被区域

细菌则在核酸复制和修复、能量代谢过程方面更为活跃。
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黄河口潮间带位于渤海湾南岸和莱州湾西岸，属盐碱湿地［１］。 黄河口潮间带湿地是我国暖温带保存最

完整、最年轻、发展速度最快的湿地。 该区域蕴藏着丰富的石油和生物资源，尤其有一些濒危鸟类在此栖息，
维持该生态系统的稳定对保护自然资源和生物多样性具有重要意义。

微生物是潮间带湿地生态系统的重要组成部分。 与其它生物相比，微生物具有体积小、种类多、分布广、
繁殖快、代谢能力强和易变异等特点，能及时反映出所处环境的变化［２］。 对于微生物而言，潮间带不是一个

良好的生存环境。 潮间带微生物必须应对高温、紫外线辐射、不规律的干旱与淹没等重重考验，以及由于争夺

养分和空间而产生的激烈的生物相互作用［３］。 这些环境因子的限制可能有利于某些具有特殊生理和代谢功

能微生物的生存和发展。 研究环境微生物结构和功能，有助于发现和利用新的重要的微生物资源，对探究微

生物群落和生境的关系，指导微生物群落功能的定向调控具有重要意义。
有研究指出湿地植被组成及土壤性质是影响湿地土壤微生物群落组成和功能活性的重要因素［４］。 植被

是潮间带生态系统初级生产力的重要来源，在维持该生态系统相关功能中发挥关键作用［５］。 植物光合作用

近 ３０％的产物可以通过植物根系释放到土壤中被微生物利用［６］，而微生物也可以通过自身代谢活动将土壤

中有机物降解为无机物供植物吸收利用，促进植物生长。 由此可见，潮间带植物与土壤微生物具有密切联系。
对黄河口潮间带沉积物中微生物的研究已有一些报道［７⁃９］。 已有的研究主要分析了黄河口潮间带沉积物中

微生物的群落结构，却没有对有植被与无植被沉积物中细菌群落结构及其潜在功能进行比较分析。 本研究选

取黄河口潮间带表面覆盖有植被和表面无植被的两个区域，对比了解两个区域沉积物中细菌群落结构和功

能，为黄河口潮间带生态系统的保护以及充分利用潮间带微生物资源提供依据，对研究潮间带生态系统的运

行机制、功能，表征潮间带环境变化，维持其平稳运作具有指导作用［１０］。

１　 材料和方法

１．１　 样品的采集与保存

２０１９ 年 ３ 月 ２０ 日—２１ 日于黄河口潮间带分别选择表面无植被（ＵＴ）的光滩区域和表面长有芦苇植被

（ＶＴ）区域设置采样站位（图 １）。 将直径为 １１ ｃｍ、长为 ３０ ｃｍ 的 ＰＶＣ 管打入潮间带沉积物中采集柱状样品，
以每 ２ ｃｍ 的间隔进行切割，分装于无菌的聚氯乙烯塑料封口袋，储存于－２０ ℃冰箱，运送至实验室后于－８０
℃保存，用于 ＤＮＡ 的提取。 每个采样点分别挖一个深度约为 ４０ ｃｍ 的坑，在纵切面上利用 Ｒｈｉｚｏｎ 土壤溶液采

样器（荷兰）以每 ２ ｃｍ 的间隔采集间隙水样品，经 ０．４５ μｍ 滤膜过滤后，将水样分为两份，一份在现场测定盐

度、ｐＨ，另一份保存在－２０ ℃冰箱，带回实验室后测定硫酸盐、铵盐、硝酸盐、亚硝酸盐和磷酸盐含量等参数。
１．２　 理化参数的测定

利用 Ｍｕｌｔｉ ３６２０ ＩＤＳ 多参水质检测仪（德国）对不同深度采集的间隙水样的 ｐＨ、盐度进行现场测定；利用

营养盐自动分析仪（Ｑｕａａｔｒｏ Ｂｒａｎ⁃Ｌｕｂｂｅ Ｌｔｄ．）对间隙水中硝酸盐、亚硝酸盐、铵盐和磷酸盐四种营养盐含量进

行测定；间隙水中硫酸根离子的浓度利用 ＩＣＳ⁃３０００ 离子色谱仪（ＤＩＯＮＥＸ， ＵＳＡ）进行测定。
１．３　 ＤＮＡ 提取

利用 Ｐｏｗｅｒ Ｓｏｉｌ􀳏 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（ＭＯ Ｂｉｏ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ， ＵＳＡ）ＤＮＡ 提取试剂盒分别对不同深度沉积物样品
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图 １　 黄河口潮间带柱状沉积物采样点

Ｆｉｇ．１　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｔｉｄａｌ ｍｕｄｆｌａｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｙｅｌｌｏｗ Ｒｉｖｅｒ ｅｓｔｕａｒｙ

ＶＴ：有植被 Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ；ＵＴ：无植被 Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ

的总基因组 ＤＮＡ 进行提取，参照试剂盒的说明书进行操作。 利用超微量分光光度计（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
ＵＳＡ）对提取的 ＤＮＡ 样液进行质量和浓度检测，检测合格后，挑选柱状样的表层（０—２ ｃｍ）、次表层（２—４
ｃｍ）、中层（１４—１６ ｃｍ）和底层（２８—３０ ｃｍ）的 ＤＮＡ 样品送于测序公司进行高通量测序。
１．４　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序

以提取的 ＤＮＡ 为 ＰＣＲ 模板，用带有测序标签 ｂａｒｃｏｄｅ 的引物 ３３８Ｆ （ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ） ／
８０６Ｒ（ＧＧＡＣＴＡＣＮＳＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ） ［１１］ 对样品基因目标片段进行扩增，扩增条件为：９４ ℃，１０ ｍｉｎ；９４ ℃，
３０ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；７２ ℃，４５ ｓ，２７ 个循环；７２ ℃，１０ ｍｉｎ。 将扩增后经纯化检验质量合格后的 ＰＣＲ 产物用于构

建测序文库，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ ＭｉＳｅｑ 测序仪进行 ２×３００ ｂｐ 的双端测序。 利用 ＱＩＩＭＥ 软件对高通量测

序下机的原始数据进行识别，剔除长度小于 １６０ ｂｐ 及存在模糊碱基的问题序列，再调用 ＵＳＥＡＲＣＨ 对嵌合体

序列进行检查并剔除，评估得到的有效序列的质量，从而获得可用于后续分析的优质序列。 使用 ＵＳＥＡＲＣＨ
软件对上述过程得到的序列以 ９７％的序列相似度进行归并和可操作分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，
ＯＴＵ）划分，挑选出每个 ＯＴＵ 中丰度最高的序列作为该 ＯＴＵ 的代表序列，用 ＲＤＦ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 将其与 Ｓｉｌｖａ 数据库

比对进行注释，以供后续分析。
１．５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

利用 ｑＰＣＲ 对有植被和无植被两个研究区域 ０—３０ ｃｍ 的每隔 ２ ｃｍ 的土壤样品细菌丰度进行了测定。
配制 ２０ μＬ 的 ｑＰＣＲ 反应体系：１０ μＬ ＲＯＸ（ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ， Ｒｏｃｈｅ， 瑞士），正反向引物

（３３８Ｆ ／ ８０６Ｒ）各 ０．６ μＬ，０．２ μＬ 牛血清蛋白，６．６ μＬ 超纯水和 ２ μＬ ＤＮＡ 模板。 每个样品设置 ３ 个平行实验，
每组反应添加阴性对照。 反应在 ＡＢＩ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行，反应条件设置为：９４ ℃，１０ ｍｉｎ；９４ ℃，
３０ ｓ；５８ ℃，４５ ｓ；７２ ℃，１ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃，１０ ｍｉｎ。 反应结束后通过熔融曲线判断扩增的特异性，并用

２％琼脂糖凝胶电泳分析扩增效果。
１．６　 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测

ＰＩＣＲＵＳｔ 方法是基于已测细菌基因组的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 全长序列，推断它们共同祖先的基因功能谱，对
Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ 数据库中其它未测物种的基因功能谱进行推断，构建古菌和细菌域全谱系的基因功能预测谱，最
后将测序得到的菌群组成“映射”到数据库中，完成对菌群代谢功能的预测。
１．７　 数据分析与处理

利用 ＥＸＣＥＬ ２０１０ 和 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 对实验数据（细菌丰度、群落结构）进行初步处理与制图。 通过 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２５ 软件对数据进行单因素方差分析。 应用 Ｒ ３．６．１ 软件的“ｐｈｅａｔｍａｐ”和“ｖｅｇａｎ”程序包，对细菌属进

行聚类分析并绘制热图［１２］。 使用 ＣＡＮＯＣＯ ４．５ 软件对环境因子与群落结构进行典范对应分析（Ｃａｎｏｎｉｃａｌ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＣＣＡ）。
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２　 结果与分析

２．１　 环境因子特征

对黄河口潮间带间隙水中环境因子的测定结果见表 １。 两个研究区域的盐度均随沉积物深度的增加而

降低，有植被区域盐度梯度变化尤其显著，由表层的 ３５ 降低到底层为 ４．１７。 ｐＨ 值随沉积物深度的变化较小，
有植被区域 ｐＨ 值为 ７．７３—７．８８，无植被区域为 ７．１８—７．４４。 硫酸盐浓度在两个站位的差异性显著（Ｐ＜０．０５），
在无植被区域浓度介于 １７．４０—２８．７９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 之间，而在有植被区域，表层浓度高达 ６９．８９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，约为该区

域最低浓度的 １００ 倍。 铵盐、亚硝酸盐和磷酸盐含量整体表现为有植被区域高于无植被区域。

表 １　 黄河口潮间带间隙水理化参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎａｒ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｔｉｄａｌ ｍｕｄｆｌａｔ ｏｆ Ｙｅｌｌｏｗ Ｒｉｖｅｒ ｅｓｔｕａｒｙ

地表特征
Ｓｕｒｆａｃｅ ｆｅａｔｕｒｅ

深度
Ｄｅｐｔｈ ／ ｃｍ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

盐度
Ｓａｌｉｎｉｔｙ ｐＨ

硫酸盐
Ｓｕｌｆａｔｅ ／

（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

铵盐
Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓａｌｔ ／

（μｍｏｌ ／ Ｌ）

亚硝酸盐
Ｎｉｔｒｉｔｅ ／

（μｍｏｌ ／ Ｌ）

硝酸盐
Ｎｉｔｒａｔｅ ／

（μｍｏｌ ／ Ｌ）

磷酸盐
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ／
（μｍｏｌ ／ Ｌ）

有植被 ０—２ ＶＴ１ ３５．００ ７．８０ ６９．８９ ２３１．５７ ０．３７ ０．３２ １．５７
Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ２—４ ＶＴ２ ３０．００ ７．７３ ２．２９ ３３９．９２ ０．１１ ０．２５ ０．２１

１４—１６ ＶＴ３ ６．５１ ７．７８ ０．６９ １７７．５３ ０．０４ ０．３８ ０．２０
２８—３０ ＶＴ４ ４．１７ ７．８８ １．５４ ８０．４２ ０．０４ ０．２１ ０．２７

无植被 ０—２ ＵＴ１ ２２．７０ ７．１８ ２８．７９ １３０．７５ ０．０７ ０．７２ ０．０２
Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ ２—４ ＵＴ２ ２１．７１ ７．２２ ２２．２７ １１３．１９ ０．１７ ０．７８ ０．０１

１４—１６ ＵＴ３ １４．８４ ７．４４ １７．４０ ４．８２ ０．０７ ５．１０ ０．１３
２８—３０ ＵＴ４ １４．１４ ７．２７ ２４．１７ ３８．９４ ０．０３ ０．６２ ０．０１

２．２　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度

从表层有植被和表层无植被区域的细菌丰度垂直分布图（图 ２）可以看出，细菌丰度在不同区域、不同深

度有明显变化。 在两个区域，细菌丰度峰值均出现在中层，表层和底层丰度相对较低。 在相同深度的沉积物

样品中细菌丰度在有植被区域比无植被区域高，有植被区域细菌丰度为 ３．５５×１０５—１．２９×１０７拷贝数 ／ ｇ，无植

被区域细菌丰度为 ５．７６×１０２—４．２３×１０６拷贝数 ／ ｇ，说明有植被环境可以为细菌提供更适宜的生存和发展环

境。 对荧光定量 ＰＣＲ 产物进行的凝胶电泳结果显示均为明亮的单条带，说明扩增的特异性（图 ３）。
２．３　 细菌群落多样性

所有样品中细菌测序覆盖度均高于 ９６．１４％，说明测序深度覆盖了大多数细菌物种，基本能够反映样品中

细菌的群落信息。 经质控后，８ 个样品共获得 １２６６４７ 条有效序列，９７％的相似性聚类得到 １２０７０ 个 ＯＴＵｓ
（表 ２）。 在有植被区域沉积物中，丰富度指数 Ｃｈａｏ １ 由表层到底层逐渐增加，多样性指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 在底层样

品中最高。 无植被区域沉积物中细菌群落的丰富度和多样性在中层样品表现为最高。

表 ２　 黄河口潮间带柱状沉积物细菌的 α⁃多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎａｒ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｔｉｄａｌ ｍｕｄｆｌａｔ ｏｆ Ｙｅｌｌｏｗ Ｒｉｖｅｒ ｅｓｔｕａｒｙ

地表特征
Ｓｕｒｆａｃｅ ｆｅａｔｕｒｅ

深度
Ｄｅｐｔｈ ／ ｃｍ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

序列条数
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｎｕｍｂｅｒ

ＯＴＵ 个数
ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ

丰富度指数
Ｃｈａｏ １

多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％

有植被 ０—２ ＶＴ１ １５９３１ １０００ １０００ ６．３４ ９７．３８
Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ２—４ ＶＴ２ １６０９４ １５５６ １５５６ ９．１２ ９７．３３

１４—１６ ＶＴ３ １５７４９ １８７４ １８７９ ８．９９ ９６．１４
２８—３０ ＶＴ４ １５６８５ ２７３５ ２９１７ １０．３８ ９６．３７

无植被 ０—２ ＵＴ１ １５８５２ ２０１１ ２２１５ ８．７５ ９７．４２
Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ ２—４ ＵＴ２ １５８８３ １８８８ ２０００ ９．００ ９８．７７

１４—１６ ＵＴ３ １５８３６ ２５１４ ２６９０ ９．９２ ９６．９６
２８—３０ ＵＴ４ １５６１７ ２２１４ ２４１６ ９．７７ ９８．３４
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　 图 ２　 黄河口潮间带不同深度沉积物中细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因丰度

Ｆｉｇ．２ 　 Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎａｒ

ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｔｉｄａｌ ｍｕｄｆｌａｔ ｏｆ Ｙｅｌｌｏｗ Ｒｉｖｅｒ ｅｓｔｕａｒｙ

ＶＴ：有植被 Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ；ＵＴ：无植被 Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ

图 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 产物凝胶电泳图

Ｆｉｇ．３　 Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｒｅａｌｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．４　 细菌群落结构

对有植被和无植被两个生境不同深度沉积物样品

的细菌群落在门分类水平上进行了分析，有植被区域共

检测到 ５０ 个细菌门，无植被共 ５６ 个细菌门。 选取其中

相对丰度＞１．０％的细菌进行作图。 从图 ４ 可以看出黄

河口潮间带沉积物两个研究区域的细菌群落主要优势

细菌为变形菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和

放线菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），相对丰度和为 ５９．０％—８０．０％。
无植被表层样品（ＵＴ２）的最优势菌是绿弯菌（２８．１％），
除此之外，其它样品中相对丰度最高的均为变形菌，为
２８． ４％—４９． ６％。 两 个 研 究 区 域 沉 积 物 中 酸 杆 菌

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相对丰度都是随着深度的增加而增

加。 不同细菌门在各个样品中的相对丰度表现出差异，
其中有植被区域表层样品（ＶＴ１）与其它样品差异尤为

显著。 如绿弯菌在其它样品中相对丰度较高， 占

１４．８％—２８．１％，在 ＶＴ１ 中相对丰度仅为 １．３％，而放线

菌丰度高达 ２９．０％，蓝细菌丰度为 ３．８％，酸杆菌丰度与

其它样品相比较低，仅为 ０．４％。
根据属分类水平上细菌的注释信息，选择所有样品

中相对丰度排在前 ２０ 的属，对物种和样品进行聚类，绘
制聚类热图（图 ５）。 不同颜色代表不同丰度，颜色越红

代表该属在对应样品中丰度越高，蓝色越深则表示该属

的丰度越低。 结果显示，各样品的优势菌属表现出较大

的差异，ＵＴ１、ＵＴ２、ＶＴ１、ＶＴ３ 聚为一组，ＵＴ３、ＵＴ４、ＶＴ２、ＶＴ４ 聚为一组，表明两个区域优势菌属组成差异不明
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图 ４　 门分类水平上细菌的组成及丰度分布

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

图 ５　 黄河口潮间带沉积物中细菌属分类水平丰度热图

Ｆｉｇ．５　 Ｇｅｎｕｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｔｉｄａｌ ｚｏｎｅ ｏｆ Ｙｅｌｌｏｗ Ｒｉｖｅｒ ｅｓｔｕａｒｙ
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显。 其中苍白杆菌（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）在多个样品中为最优势菌属，尤其在有植被表层样品中相对丰度达 ２５．４％，
在无植被表层样品中占 ９． ８％。 芽孢杆菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、 拟无枝菌酸菌 （ Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ） 和鞘脂单胞菌

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）等菌属分别在不同样品中丰度显著。

图 ６　 细菌群落与环境因子典范对应分析

　 Ｆｉｇ．６　 Ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

ＮＨ＋
４ ：铵盐 Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓａｌｔ；ＮＯ－

３ ：硝酸盐 Ｎｉｔｒａｔｅ；ＮＯ－
２ ：亚硝酸盐

Ｎｉｔｒｉｔｅ；ＳＯ２－
４ ：硫酸盐 Ｓｕｌｆａｔｅ；ＰＯ３－

４ ：磷酸盐 Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

２．５　 细菌群落结构与环境因子的相关分析

典范对应分析（ＣＣＡ）结果显示（图 ６），第一和第二

排序轴共解释了样本与环境因子间 ４１．５％的累计变量。
表 ３ 显示与第一排序轴相关性较高的环境因子有铵盐

（０．７４６２）和硝酸盐（－０．５３９６），与第二排序轴相关性较

高的 环 境 因 子 是 亚 硝 酸 盐 （ － ０． ４５１８ ） 和 硫 酸 盐

（－０．５１８９）。
利用 ＳＰＳＳ 软件分别对环境因子与多样性和丰富

度（表 ４）、环境因子与优势菌门（表 ５）进行了相关性分

析。 其中 Ｃｈａｏ １ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数均与盐度呈显著

负相关（Ｐ＜０．０５）；Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与亚硝酸盐和磷酸盐呈

极显著负相关（Ｐ＜０．０１）。 说明盐度、亚硝酸盐和磷酸

盐是影响黄河口潮间带沉积物中细菌群落丰富度和多

样性的重要因素。 优势菌门与环境因子的相关分析结

果显示，变形菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的含量与 ｐＨ 呈显著正

相关（Ｐ＜０．０５）；绿弯菌（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）与硫酸盐、亚硝酸

盐和磷酸盐均呈显著负相关 （ Ｐ ＜ ０． ０５），而蓝细菌

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）与之相反，呈显著正相关（Ｐ＜０．０５）；放
线菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）与硫酸盐和磷酸盐呈显著正相关

（Ｐ＜０．０５）；酸杆菌（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）与铵盐浓度呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）；拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）与铵盐呈极显著

正相关（Ｐ＜０．０１）。 盐度、硝酸盐浓度与优势菌门相关性不显著（Ｐ＞０．０５）。 说明沉积物的理化性质对微生物

群落结构具有重要影响。

表 ３　 环境因子与细菌群落分析中前两个排序轴间的相关系数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｗｏ ａｘｅｓ ｏｆ ＣＣＡ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

排序轴
Ｓｏｒｔｉｎｇ ａｘｉｓ

盐度
Ｓａｌｉｎｉｔｙ ｐＨ 硫酸盐

Ｓｕｌｆａｔｅ
铵盐

Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓａｌｔ
硝酸盐
Ｎｉｔｒａｔｅ

亚硝酸盐
Ｎｉｔｒｉｔｅ

磷酸盐
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

排序轴 １ Ａｘｉｓ １ ０．３３１５ ０．５２３６ －０．３７３１ ０．７４６２ －０．５３９６ ０．０６３２ ０．３５９６

排序轴 ２ Ａｘｉｓ ２ －０．１８６０ ０．４６９６ －０．５１８９ －０．３７７８ ０．３９７７ －０．４５１８ －０．０２２３

表 ４　 多样性和丰富度与环境因子的相关系数矩阵

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆfiｃｉｅｎｔ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ Ｃｈａｏ １， Ｓｈａｎｎｏｎ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

α 多样性指数
Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

盐度
Ｓａｌｉｎｉｔｙ ｐＨ 硫酸盐

Ｓｕｌｆａｔｅ
铵盐

Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓａｌｔ
硝酸盐
Ｎｉｔｒａｔｅ

亚硝酸盐
Ｎｉｔｒｉｔｅ

磷酸盐
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

Ｃｈａｏ １ －０．７８７∗ －０．２５３ －０．５６１ －０．７９９∗ ０．４１１ －０．７９７∗ －０．６８５

Ｓｈａｎｎｏｎ －０．７５７∗ －０．１６５ －０．８３０∗ －０．５３９ ０．２９４ －０．９００∗∗ －０．８３９∗∗

　 　 ∗： 在 ０．０５ 级别（双尾），相关性显著； ∗∗： 在 ０．０１ 级别（双尾），相关性显著

２．６　 ＰＩＣＲＵＳｔ 功能预测分析

为了解表层有植被和表层无植被沉积物中细菌群落功能的不同以及其在垂直方向上的变化，使用

ＰＩＣＲＵＳｔ 对两个区域不同深度沉积物样品的细菌群落进行功能预测（图 ７）。 结果共注释到 ６ 条 ＫＥＧＧ 一级

通路，其中相对丰度大于 １． ０％的功能基因有环境信息处理 （ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、代谢
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（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、遗传信息处理（Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）和细胞转化（Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）４ 种。 注释到 ４１
条 ＫＥＧＧ 二级代谢通路，其中在所有样品中相对丰度在 １． ０％以上的通路有 １９ 个，如膜运输（Ｍｅｍｂｒａｎｅ
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）、氨基酸代谢（Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）和碳水化合物代谢（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）在两个区域的

相对丰度均较高，超过 １０％；复制和修复（Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｒｅｐａｉｒ）与能量代谢（Ｅｎｅｒｇｙ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）两种通路的

相对丰度也高于 ５％。 相比较而言，膜转运过程、氨基酸和碳水化合物代谢过程在有植被区域更为活跃，而核

酸复制和修复、能量代谢过程则在无植被区域更加活跃。

表 ５　 细菌与环境因子的相关系数矩阵

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆfiｃｉｅｎｔ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

盐度
Ｓａｌｉｎｉｔｙ ｐＨ 硫酸盐

Ｓｕｌｆａｔｅ
铵盐

Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓａｌｔ
硝酸盐
Ｎｉｔｒａｔｅ

亚硝酸盐
Ｎｉｔｒｉｔｅ

磷酸盐
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

变形菌 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．２８７ ０．７７５∗ ０．２２８ ０．４２２ ０．１３９ ０．４０１ ０．６９６

绿弯菌 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ －０．４８６ －０．４２４ －０．７４５∗ －０．１８９ －０．２１１ －０．７４７∗ －０．９０９∗∗

放线菌 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．３３５ ０．２５５ ０．７２３∗ ０．２５８ －０．２８８ ０．７０６ ０．７８６∗

酸杆菌 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ －０．５２３ －０．３５７ －０．２４４ －０．８２３∗ ０．５７５ －０．５５２ －０．４７５

拟杆菌 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ０．５９２ ０．３９６ －０．０８１ ０．９２２∗∗ －０．３９６ ０．２６２ ０．２２２

硝化螺旋菌 Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ ０．１３４ －０．６９２ ０．０６９ －０．１３７ －０．０６５ －０．１２６ －０．３８７

蓝细菌 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．５２１ ０．２８ ０．８１０∗ ０．３７５ －０．２８７ ０．７９２∗ ０．８７５∗∗

　 　 ∗：在 ０．０５ 级别（双尾），相关性显著； ∗∗：在 ０．０１ 级别（双尾），相关性显著

图 ７　 ＰＩＣＲＵＳｔ 预测的 ＫＥＧＧ 第二等级分布图

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｇｒａｄｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＰＩＣＲＵＳｔ

３　 讨论

３．１　 黄河口潮间带沉积物中细菌丰度分布特征

植物对土壤微生物的影响是非常重要的［１３］。 本研究发现有植被覆盖沉积物中细菌丰度高于无植被覆盖

沉积物，这与丁浩［１４］等的研究结果相一致。 一般看来，表层覆盖植被的土壤环境能为微生物提供适宜的栖息

场所，特别是植物死亡后的残体进入沉积土壤中，可以为异养细菌提供丰富有效的营养物质，促进细菌的生长

和繁殖。 因此相较无植被区域，覆盖植被的土壤中细菌丰度更高［１５⁃１６］。 本研究沉积物中细菌丰度在垂直方

向上整体呈现先增加后降低的变化趋势，中层丰度最高。 潮水的涨落使得潮间带表层沉积物受到海陆理化因

子的交互作用［１７］，不稳定的环境条件不利于微生物的生存，因此表层细菌群落丰度较低。 随着深度的增加，
环境条件趋于稳定，有机质逐渐累积，为细菌提供了良好的生存环境，细菌的数量也随之增多。 而更深层次的
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沉积物虽然环境条件稳定，但是由表层沉积下来的可供细菌利用的碳源、氮源等逐层消耗而减少，细菌的生长

繁殖受到了限制，因此其丰度又逐渐降低。
３．２　 黄河口潮间带沉积物中细菌群落结构特征

对黄河口潮间带沉积物中微生物的研究一直受到国内学者的关注。 刘芳等［７］ 利用克隆文库方法和 Ｔ⁃
ＲＦＬＰ 技术在黄河口湿地发现大量功能菌，如硫酸盐还原菌、光合细菌和好气分解细菌等；王凯等［９］ 通过

ＰＣＲ⁃ＤＧＧＥ 方法发现黄河口潮滩春季的优势细菌有变形菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和一些未

分类的微生物类群。 本研究利用高通量测序技术对黄河口潮间带有植被和无植被区域沉积物中细菌群落结

构进行了研究。 结果发现有植被区域沉积物中细菌群落丰富度和多样性低于无植被区域，这与两个区域丰度

结果相反。 可能是因为一个环境中，优势菌的丰度较高，会对其它非优势菌群的生存产生压迫，以致该环境细

菌群落丰富度和多样性较低。 本研究发现黄河口的优势菌有变形菌、放线菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）和酸杆菌等，这些均是海洋沉积物中常见的细菌类群。 变形菌是细菌中最大的一个门类，通常在

中国沿海潮间带沉积物环境的微生物群落结构中占据优势地位，例如在对大连长山群岛海岸潮间带沉积

物［１８］和秦皇岛南部近海潮间带沉积物［１９］的微生物群落结构中均发现变形菌占细菌群落的 ６０％以上，为绝对

优势菌。 变形菌中包含较多的固氮细菌，能够提升潮间带氮循环［２０］。 放线菌在各类土壤研究中也被广泛地

发现，在湿地环境中相对丰度约 ２％—２５％［２１⁃２２］。 本研究中放线菌在有植被区域表层沉积物样品中丰度较

高，而且其相对丰度与磷酸盐含量呈显著正相关，是因为放线菌中多数菌种为好氧腐生菌，且具有共生固氮和

降解磷的作用［２３］，这样更有利于分解表层土壤中的植物残体，促进物质和能量的循环。 两个站位的表层样品

中蓝细菌（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）含量比其它层次样品中的高，主要是因为蓝细菌含有叶绿素 ａ，沉积物表层环境更适

宜进行光合作用，有利于其生存发展［２４］。 拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）能够降解高分子有机物［２５］，本研究发现拟杆

菌在黄河口潮间带各样品中相对丰度较高，这样有利于来自陆源的高分子有机污染物在潮间带降解，减少对

海洋的污染。 绿弯菌（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）是本研究中相对丰度仅次于变形菌的第二大优势菌，有研究报道其在水合

物贫乏、有机质丰富的沉积物中为优势类群，能够促进厌氧环境条件下的物质循环［２６］。
本研究在黄河口潮间带沉积物中发现大量与生态修复相关的菌属。 如在表层样品中含量丰富的苍白杆

菌属（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ），其隶属于 α⁃变形菌，是一种好氧反硝化细菌［２６］，该菌具有耐金属镉的特性［２７］，而且在盐

碱条件下能够降解多环芳烃［２８］，为黄河口潮间带污染土壤的生物修复提供了一种思路；优势菌属芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）是一种能形成孢子结构，具有很强的抗逆能力的菌属，其在较高 ｐＨ、低温、高盐度等恶劣环境下仍

能生存，而且芽孢杆菌分泌的一种酶能够分解一些难分解的蛋白质、脂质等物质，还能吸收环境中未被氧化的

氨、铵盐及硫化氢等，常被应用于污水的生物处理中［２９］；在有植被表层样品中的优势菌属———鞘氨醇单胞菌

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ），属于变形菌门 α 变形菌纲，能够降解芳香族化合物［３０］，促进植物抵抗多种病原菌［３１］，是清理

土壤污染物最有效的细菌之一。
滨海湿地土壤微生物具有独特的功能和基因资源，在净化污染物、维持生态系统稳定中发挥重要作

用［３２］。 通过 ＰＩＲＣＵＳｔ 功能预测得知黄河口潮间带沉积物菌群功能丰富，其中膜运输、碳水化合物代谢、氨基

酸代谢功能最为活跃。 推测是由于潮间带沉积环境受到海水周期性淹没的影响，只有具有活跃的膜转运调节

功能的细菌，通过调节胞内外渗透压，才能更好地在此生存［３３］。 碳水化合物是生命细胞结构的主要成分，同
时也是细胞呼吸的底物。 碳水化合物代谢可以调控生物体内碳水化合物的代谢形成、分解和相互转化［３４］，该
功能代谢旺盛说明微生物生命活动活跃。 在有植被区域，植物根际会分泌有机物，其中包括碳水化合物、氨基

酸和有机酸等［３５］，这些物质会促进微生物的相关代谢活动，因此有植被区域微生物碳水化合物代谢和氨基酸

代谢功能较无植被区域更为活跃。 无植被区域细菌群落在核酸复制和修复、能量代谢过程较有植被更为活

跃，可能是由于无植被潮间带没有植被的保护，相较有植被潮间带环境复杂多变，优势细菌只有通过加强自身

核酸复制和修复功能，加快能量代谢，让其菌群保持活力，以确保其在恶劣环境中生存发展。 本研究的不足之

处是只利用 ＰＩＣＲＵＳｔ 对潮间带表层有无植被沉积物中的细菌群落功能差异进行了初步预测，该方法具有一
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定的局限性。 想要更全面了解潮间带沉积物中细菌功能，可结合宏基因组分析进行深入研究。
３．３　 黄河口潮间带沉积物环境因子对细菌群落的影响

土壤环境因子对微生物群落结构有重要影响。 姜雪薇等［３６］ 发现土壤 ｐＨ、含水量、总氮和总磷是影响土

壤微生物群落结构的重要因素；王鹏等［３７］认为湿地土壤细菌群落主要受有机质含量、总磷和铵态氮的影响；
张小青［３８］发现 ｐＨ、ＴＣ 和 ＴＮ 是影响荒漠土壤细菌群落结构的主导因子。 本研究结果显示黄河口潮间带盐

度、亚硝酸盐、铵盐以及磷酸盐与细菌群落多样性指数和丰富度指数表现出不同程度的相关性。 盐度是影响

河口生态系统中微生物群落结构的重要因素［３９⁃４０］，本研究中细菌多样性指数和丰富度指数均与盐度呈显著

负相关，可能是由于土壤盐度的增加和渗透压的提高会使某些微生物物种消失，导致细菌群落多样性下降。
本研究中土壤 ｐＨ 与细菌群落结构和多样性的相关性均不显著，与已有的研究结果不同［４１］，可能是由于选取

的黄河口潮间带研究区域 ｐＨ 变化范围小，对细菌群落结构变化的影响不明显。 本研究结果显示多个优势菌

门与亚硝酸盐、磷酸盐、铵盐相关性显著，如拟杆菌的相对丰度与铵盐含量呈极显著正相关，因为拟杆菌中含

有多种固氮菌［４２］，能将空气中氮气固定，进而转化为铵盐；绿弯菌与亚硝酸盐、磷酸盐含量呈显著负相关，是
由于绿弯菌具有去除营养盐的功能［４３］。 这进一步证实了土壤环境因子对细菌群落结构具有重要影响。

４　 结论

（１）黄河口潮间带沉积物中细菌丰度在不同深度差异较大，总体表现为随深度的增加细菌丰度先升高后

降低的趋势。 有植被区域丰度为 ３．５５×１０５—１．２９×１０７拷贝数 ／ ｇ，无植被区域为 ５．７６×１０２—４．２３×１０６拷贝数 ／ ｇ，
表明植被及沉积物深度是影响沉积物中细菌丰度的重要因素。

（２）黄河口潮间带有植被区域检测到 ５０ 个细菌门，无植被区域检测到 ５６ 个细菌门，优势菌门有变形菌、
放线菌、酸杆菌等。 属水平上优势菌 Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ 和 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ 独特的代谢功能能够降解盐碱沉积物中的

有机污染物，可以通过微生物培养方法将其应用到潮间带生态系统修复工程中。
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