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基于16S rDNA分析的浒苔外生细菌多样性研究
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摘要： 为研究浙江近海浒苔Ulva spp. (Enteromorpha spp.)外生细菌多样性，采用传统的形
态学和16S rDNA测序分析的方法，从舟山朱家尖、宁海国华电厂和奉化南沙3个地区分
离到可培养的浒苔外生细菌及其周围海水细菌65株。根据细菌菌落特征和革兰氏染色结
果等将分离到的细菌分为26种表型。16S rDNA序列测序比对发现：菌株与不动杆菌属
(Acinetobacter)、交替单胞菌属 (Alteromonas)、弧菌属 (Vibrio)、假交替单胞菌属
(Pseudoalteromonas)、微小杆菌属(Exiguobacterium)、芽孢杆菌属(Bacillus)、赤细菌属
(Erythrobacter)、微球菌属 (Micrococcus)、假单胞菌属 (Pseudomonas)、深海杆菌属
(Idiomarina)、Phaeobacter、Roseivirgaj和Silicibacter等23个属相应菌株具有较高同源性。
对不同地区浒苔外生细菌进行了Shannon-Wiener多样性指数分析。研究表明：(1)宁海国
华电厂的浒苔外生细菌多样性最丰富，多样性指数为93.98%；(2)浒苔外生细菌与其生活
地区密切相关，其群落组成具有地域差异，其优势类群也不尽相同，但均归属于变形
菌门。
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全球气候变化和人类的生产活动导致占地球

面积71%的海洋尤其是近海海区或海湾生态系统

急剧恶化，水温升高、富营养化和海洋酸化等

深刻地影响着海洋生物的多样性 [1]。大型海藻是

海洋生态系统中重要的初级生产者，而海洋微

生物则是重要的次级生产者和分解者，二者在

海洋生物地球化学循环中作用显著 [ 2 – 3 ]。藻类在

生长过程中向环境释放大量有机质，并在特定

条件下分泌维生素、酶和毒素，使藻体周围形

成一种独特的微环境，与土壤中的根系微环境

(rhizosphere)类似，被定义为“藻际微环境”，简

称“藻际”(phycosphere) [4]。藻类为藻际中的细

菌、真菌、原生动物和无脊椎动物等提供了良

好的蔽护及丰富的食物 [5]；同时，藻际微生物也

释放不同的活性成分及生长因子甚至毒素对藻

类进行调节 [6]。由于藻类生物机制和生活方式比

较原始，决定其与各生物类群之间不仅存在简

单的食物链关系，同时还存在复杂的伴生、共

生和寄生的生活方式，并以物质代谢和生存环

境互补等方式形成了一个密切联系的微型生物

群落 [7]。该群落中的各物种协同合作，共同应对

环境变化。

浒苔Ulva spp.(Enteromorpha spp.)是沿海常见

的大型藻类，能够产生多种生物活性物质，具

有抗肿瘤、抗氧化活性 [ 8 – 9 ]，不仅是人们喜爱的

食用藻类，也在近海环境修复中发挥重要作用[10]。

同时，浒苔等大型绿藻也具有敏感的环境指示

作用，例如在21世纪，中国沿海多次暴发以浒苔

和石莼为主的绿潮，沿海一线海区环境恶化，

对人类生产生活造成恶劣影响 [ 1 1 – 1 2 ]。因此，研
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究不同生态条件下，浒苔藻际外生细菌的多样

性特点，对于揭示其环境适应机制也具有重要

意义。

本实验从从舟山朱家尖、宁海国华电厂、奉

化南沙3个不同生态类型的地区分离到浒苔藻际

外生细菌，通过研究其分布规律及物种构成，发

现不同自然环境下浒苔外生细菌的多样性特点。

1    材料与方法

1.1    样品采集

2011年6月从舟山朱家尖、宁海国华电厂、

奉化南沙3个不同地区采集了浒苔样品及其周围

海水样品，测定海区经纬度、盐度、pH值和温

度(表1)，样品处理参照文献[13]的方法。

1.2    细菌的分离、纯化及形态观察

将滤液和海水分别稀释成不同梯度浓度，涂

布于Zobell 2216E海水培养基，35 °C培养48~72
h，按形态特征挑取单菌落，划线分离纯化，多

次分离纯化后保种(在已灭菌的2 mL离心管内加

入1 mL的Zobell 2216E液体培养基，挑取单菌落

于上述离心管内，过夜摇床培养。第二天从摇

床中取出在超净工作台内加入500 μL的50%的甘

油后封口膜密封，–20 °C保存备用)。
观察细菌菌体及菌落形态特征，如菌落的色

泽、形状、隆起、边缘等，并根据不同采集样

品地区对菌株命名。编号方式如下：首字母表

示采集地区，如朱家尖(Z)，电厂(D)和南沙(N)；
中间两个字母表示样品为不同地区的浒苔(EP)和

海水(SW)；最后的数字表示已获得的不同菌株

数编码。例如ZEP01表示从舟山朱家尖采集的浒

苔样品中分离得到的1号菌株。

1.3  细菌16S rDNA的鉴定

DNA的提取     细菌DNA的提取采用水煮

法。具体步骤如下：在已灭菌的1.5 mL离心管内

加入1 mL的Zobell 2216E液体培养基，挑取单菌

落(已活化培养好的细菌)于上述离心管内，过夜

摇床培养。第二天，从摇床中取出离心管，

1 2  0 0 0  r / m i n离心 1 0  m i n，去上清液后加入

200 μL无菌蒸馏水，混匀，沸水浴 10 min后
12 000 r/min离心10 min，吸取上清液作为DNA模

板。提取的DNA于 – 2 0  ° C保存备用或是及时

处理。

PCR扩增及检测     提取细菌的DNA作为模

板，并以细菌16S rDNA通用引物对其进行PCR扩

增。正向引物： 5 ' -AGAGTTT GATCCTGG-
CTCAG-3'，反向引物：5'-AAGG AGGTGA-
TCCAGCCGCA-3'。PCR反应体系50 μL(预混液

(Premix Taq)：25 μL，正向引物(PF)：1 μL，反向

引物(PR)：1 μL，双蒸水(ddH2O)：21 μL，模板

DNA：2 μL。预混液(Premix Taq)购自TaKaRa宝
生物工程有限公司，正向引物 (PF)和反向引物

(PR)购自英潍捷基 (上海)贸易有限公司，双蒸水

(ddH2O)实验室制备。PCR反应条件为94 °C预变

性5 min，94 °C变性1 min，58 °C复性1 min，
72 °C延伸1.5 min，35个循环，72 °C温育10 min，
4 °C保存。EB染色1%的琼脂糖凝胶电泳检测细

菌PCR产物。细菌PCR产物于–20 °C保存备用。

16S rDNA基因序列测定    扩增50 μL体系的

16S rDNA样品经1%的琼脂糖凝胶电泳检测出现

亮条带，则将样品送往英潍捷基(上海)贸易有限

公司测定16S rDNA的序列。通过GenBank在线

BLAST比对，得到同源性最高的序列，利用

MEGA 3.1软件制作聚类分析树。根据序列比对

结果，用Shannon-Wiener指数对各个不同地区的

样品进行种属多样性评估。Shannon-Wiener指数

公式如下：

表1   采样地点、经纬度、环境因子和分离细菌数

Tab. 1   Sampling sites, longitude and latitude, environmental factors and isolates number

采样地点

sampling sites
经纬度

longitude and latitude

环境因子

environmental factors 分离细菌数

isolates number酸碱度

pH
盐度

salinity
温度/°C
temperature

宁海国华电厂Guohua Power Plant E121°25′  N29°17′ 7.74 26 25.5 26

奉化南沙 Nansha Fenghua E121°24′  N29°39′ 7.75 27 23.5 23

朱家尖Zhujiajian E122°50′  N29°50′ 7.75 30 22.5 16
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H = ¡
X
(Pi)(lnPi)

式中，H 为群落的多样性指数，Pi 为样品中属于

第i种个体的比例。

2    结果

2.1    浒苔外生细菌和海水细菌的分离纯化及
形态鉴定

从3个不同地点的浒苔样品及其周围海水样

品中共分离得到可培养细菌65株，其中朱家尖

16株，奉化南沙24株，宁海国华电厂25株。根据

细菌菌落特征、菌体形态、菌落色泽和革兰氏

染色等结果将其归类成26种表型(表2)，其中细

菌形状以短杆状居多、球状次之、长弧和短弧

状较少；经细菌革兰氏染色发现：革兰氏阴性

菌占绝大部分，革兰氏阳性细菌则为少数；菌

落外观形态大多为小而突起，少数为大而平

坦；菌落色泽丰富，其中偏白的菌落较多。除

表2   细菌菌落形态特征

Tab. 2   Bacterial morphology

序号

no.
外观形态

colony shape
色泽

colony color
透明度

transparency
边缘

edge
形状

shape
革兰氏

gram staining
菌株编号

strain no.

1 小而突起 米白 不透明 完整 球状 G- ZEP01、ZEP04、ZSW06、ZSW08

2 小而突起 米白 透明 完整 球状 G- ZSW02

3 大而平坦 乳白 不透明 完整 球状 G- ZSW04

4 小而突起 亮黄 不透明 完整 球状 G+ DEP09

5 小而突起 米白 稍透明 完整 长弧 G- ZEP03、ZEP06

6 大而平坦 米白 稍透明 完整 长弧 G- NEP02、NEP04、NSW12

7 大而平坦 金黄 透明 完整 长弧 G+ DEP10

8 小而突起 黄褐 稍透明 完整 短弧 G- ZSW05、ZSW10

9 小而突起 米白 稍透明 完整 短弧 G- DSW01、DSW07、DSW12

10 小而突起 橘红 不透明 完整 短杆 G- NSW13、NSW11、NEP10

11 小而突起 橘红 稍透明 完整 短杆 G- DEP08

12 小而突起 橙黄 不透明 完整 短杆 G- NSW10、NSW08、DSW14、DEP01

13 小而突起 橙黄 不透明 完整 短杆 G+ NEP06、DEP11

14 小而突起 亮黄 稍透明 完整 短杆 G- NSW09

15 小而突起 淡黄 不透明 完整 短杆 G+ NSW01、NSW02

16 小而突起 淡黄 不透明 完整 短杆 G- DSW10、DSW13

17 小而突起 米白 透明 完整 短杆 G- NSW06、ZSW03

18 小而突起 米白 稍透明 完整 短杆 G- NSW04、NSW05、ZSW07、ZEP05、ZEP02、
NEP01

19 小而突起 米白 不透明 完整 短杆 G- ZSW01、DSW03、DEP03

20 小而突起 米黄 稍透明 完整 短杆 G- NSW03、NEP09、DEP02、ZSW09、 NSW07

21 小而突起 橘粉 透明 完整 短杆 G- NEP08、DSW09、DEP07

22 小而突起 乳白 不透明 完整 短杆 G+ NEP03、DSW08、DEP05

23 大而平坦 米黄 不透明 完整 短杆 G- NEP07、DSW02、DSW04

24 大而平坦 米黄 不透明 完整 短杆 G+ NEP05、DEP04

25 大而平坦 米白 稍透明 完整 短杆 G- DSW05、DSW06、DSW11

26 小而突起 黄褐 稍透明 完整 短杆 G+ DEP06、DEP12
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普遍存在的形态类群外，各个海区都有各自独

特的形态类型，直接反映了浒苔外生细菌和海

水细菌在不同生境中的群落多样性。

2.2    不同地区浒苔外生细菌及海水细菌的分

子鉴定和群落特征

不 同 地 区 浒 苔 外 生 细 菌 和 海 水 细 菌 的

16S rDNA测序结果通过GenBank在线比对，结果

显示：分离得到的65株细菌分别属于23个属(表
3)，相似度达到96 %～100 %。将分离得到的细

菌序列进行聚类(图1)，发现3个不同地区的细菌

种属主要分为两大分支，其中一个分支以宁海

国华电厂的海水细菌为主，为假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas)，而另一分支则分为4个小分

支，其中奉化南沙海水细菌5、6号菌株单独形成

小分支，归属深海杆菌属(Idiomarina sp.)，此属

细菌在国内的报道相对较少。

对细菌的分布差异进行比较发现， (1)朱家

尖和南沙海区的浒苔外生细菌中有大量交替单

胞菌属(Alteromonas)；奉化南沙和宁海国华电厂

都分离到了假交替单胞菌属、微小杆菌属(Exigu
obacterium)、芽孢杆菌属(Bacillus)和Roseivirga。
(2)浒苔外生菌和对照海水细菌存在明显差异，

朱家尖浒苔外生菌分属于3个属，少于对照海水

细菌分布的4个属；奉化南沙浒苔外生菌与对照

海水的细菌种类数相同，都属于9个属；宁海国

表3   采样分离细菌各属的分布情况

Tab. 3   Distribution of bacterial isolates in all sampling sites %

细菌属 genus ZEP ZSW DEP DSW NEP NSW

Acinetobacter 不动杆菌属 34 40     

Enterobacter 肠杆菌属 33 30     

Brevundimonas 短波单胞菌属  10     

Alteromonas 交替单胞菌属 33    20 8

Vibrio 弧菌属  20  21   

Pseudoalteromonas 假交替单胞菌属   26 58 10  

Exiguobacterium 微小杆菌属   8  10  

Bacillus 芽孢杆菌属   17  10  

Erythrobacter 赤细菌属   8 7  22

Micrococcus 微球菌属   8    

Shewanella 希瓦菌属    7   

Pseudomonas 假单胞菌属     10 15

Idiomarina 深海杆菌属      15

Algoriphagus     10  

Gaetbulibacter      8

Labrenzia     10  

Marivirga tractuosa      8

Phaeobacter      8

Roseivirga   8  10  

Saccharospirillum     10  

Salinimonas    7  8

Silicibacter   17   8

Tenacibaculum   8    
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华电厂浒苔外生菌分属于8个属，多于对照海水

细菌分布的5个属，这可能与宁海电厂特殊的地

理环境和水温较高等因素有关。(3)不同地区的

浒苔外生细菌存在差异，在朱家尖海区分离得

到 特 有 的 浒 苔 外 生 菌 包 括 不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter)和肠杆菌属(Enterobacter)；仅在南

沙 海 区 分 离 到 的 浒 苔 外 生 菌 有 赤 细 菌 属

(Erythrobacter )、微球菌属 (Micrococcus )、

 
图 1  浒苔外生细菌及海水细菌的16S rDNA 基因序列聚类分析结果

Fig. 1  Phylogenetic tree of epiphytic bacterial isolated from Ulva spp. (Enteromorpha spp.) and seawater
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Silicibacter和  Tenacibaculum，而假单胞菌属

(Pseudomonas)、Algoriphagus、Labrenzia和
Saccharospirillum只出现在宁海国华电厂样本

中。(4)不同地区浒苔外生细菌和海水细菌的优

势菌群存在差异，在舟山朱家尖浒苔外生细菌

中其各属细菌所占比例相同，而海水细菌中不

动杆菌属细菌占40%，为优势类群；宁海国华电

厂采集的浒苔外生细菌和海水细菌中假交替单

胞菌属细菌均占最高比例，分别为26%和58%，

是该地区的优势种群；奉化南沙浒苔外生细菌

中交替单胞菌属细菌占20%，是其优势类群，而

海水细菌中赤细菌属细菌占22%，是优势类群。

结果表明，3个海区的细菌不仅其群落组成有差

异，其优势类群也不同，但其优势类群却都属

于变形菌门，其中不动杆菌属和假交替单胞菌

属属于γ-变形菌纲，则赤细菌属属于α-变形菌

纲。该结果与在近海海域沉积物、海水、海洋

动物及藻类共附生细菌多样性研究中变形菌类

群占优势的发现一致[14–17]。

Shannon-Wiener多样指数性评估发现，朱家

尖浒苔共附生细菌多样性指数为47.71%，海水细

菌为55.58%；宁海国华电厂浒苔共附生细菌为

93.98%，海水细菌为74.37%；奉化南沙浒苔共附

生细菌为85.25%，海水细菌为52.21%。宁海国华

电厂和奉化南沙的浒苔外生细菌的多样性比其

周围海水细菌多样性丰富，而朱家尖的浒苔外

生细菌的多样性却略低于其周围海水细菌的多

样性，这可能与3个地区的经纬度及环境因子相

关(图2)，从图中也可发现，宁海国华电厂的浒

苔外生细菌的多样性指数最高，推测可能是受

电厂高温影响，海域环境复杂所致。

3    讨论

根据第二版《伯杰氏系统细菌学手册》，实

验分离得到可培养的65株细菌主要分属于变形菌

门(46株)、坚壁菌门(5株)、放线菌门(1株)未归类

细菌(13株)，其中变形菌门占较大比列，为优势

类群，该结果与很多藻类共附生细菌群落研究

相一致[18–19]。未归类的13个属的细菌也可能是目

前近海地区存在的潜在未开发的微生物资源，

需做进一步研究。宿主特异性普遍存在于细菌

群落与海洋生物之间 [20]，本研究中3个海区的浒

苔外生菌多样性也证实了这一点，共有20个属的

细菌是浒苔及其周边海水所特有的，只有不动

杆菌属、肠杆菌属、交替单胞菌属、假交替单

胞菌属、赤细菌属、假单胞菌属在浒苔及海水

中都分离得到。

比较微生物群落结构，实验发现浒苔外生细

菌和相应海区的细菌存在明显差异，该情况也

出现在绿藻等大型海藻外生细菌及其海水微生

物群落之间 [ 2 1 – 2 4 ]，这可能是因为藻类在其生长

过程中向周围环境释放大量营养物质，造成了

藻际与周边海水环境差异。随着水温的升高，

朱家尖、南沙和国华电厂浒苔外生细菌及其周

边海水细菌的多样性指数呈现逐渐增高的趋

势。有研究表明，电厂温排水会影响收纳海域

的热环境、水动力等条件，影响海洋生物生活

和繁殖[25]，本研究中电厂海区也比另外的海区水

温升高。此外，在藻类表面附着的细菌可以形

成生物膜，结构精密的细菌生物膜可以作为藻

类免受其他病原侵染的屏障，从而影响藻际微

生物群落变化[26–27]。

不同海区的浒苔共附生细菌多样性差异较

大，数据经R软件分析结果表明，造成3个海区

浒苔外生及其海水细菌多样性差异的主要菌种

是不动杆菌属、假单胞菌属、弧菌属、假交替

单胞菌属和Saccharospirillum。不动杆菌属一般

存在于较为干净的温带海水水域中，本实验亦

在受养殖活动影响较小的朱家尖海域浒苔上分

离到大量该属细菌。假交替单胞菌属细菌广泛

分布于海洋环境中，能分泌多种胞外活性物

质，如胞外酶、胞外毒素等，这些物质表现出

抗菌、溶菌、杀藻、分解半乳糖、降解纤维素

和果胶以及软化琼胶等多种生物活性[28]。本研究

 
图 2  三个不同地区分离到浒苔共附生细菌及

海水细菌的香农-威纳多样性指数

1. 朱家尖，2. 秦化南沙，3. 宁海国华电厂

Fig. 2  Shannon-Wiener Index of bacterial isolated from
Ulva spp. (Enteromorpha spp.) and

seawater in 3 sampling sites
1. Zhujiajian, 2. Nansha Fenghua, 3. Guohua Power Plant
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中从宁海国华电厂分离到浒苔共附生细菌和海

水细菌中都有假交替单胞菌属细菌，且均为优

势群体，该属细菌的功能多样性可能是造成宁

海国华电厂较高浒苔细菌多样性的原因[29–30]。
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Diversity of Ulva spp.(Enteromorpha spp.) epiphytic bacteria
based on 16S rDNA sequences

ZHOU Xinqian1, 2,    YANG Rui1, 2*,    WU Xiaokai1, 2,    HUANG Yanhua1, 2

(1. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo  315211, China;
2. Key Laboratory of Marine Biotechnology of Zhejiang Province, Ningbo University, Ningbo  315211, China;)

Abstract: The diversity of the epiphytic bacteria was studied based on the morphological characteristics and 16S
rDNA sequence analysis, which were isolated from Ulva spp. (Enteromorpha  spp.) distributed in Zhujiajian
Zhoushan, Guohua power plant of Ninghai and Nansha Fenghua in China. The 65 isolated strains were grouped
into 26 morphotypes, which had high similarities with strains of 23 generas such as Acinetobacter sp., Alteromonas
sp., Vibrio sp., Pseudoalteromonas sp., Exiguobacterium sp., Bacillus sp., Erythrobacter sp., Micrococcus sp.,
Pseudomonas  sp.,  Idiomarina  sp.,  Phaeobacter  sp.,  Roseivirga  sp.,  Silicibacter  sp.  and so  on.  The results
suggested that: (1) The diversity of Ulva spp. (Enteromorpha  spp.) epiphytic bacteria was most abundant in
Guohua power plant of Ninghai, and the Shannon-Wiener index was shown at 93.98%. (2) The Flora of Ulva spp.
(Enteromorpha  spp.)  epiphytic bacteria was relevant with its  growth and living environment.  Although the
community structure and dominated bacterica from different origins were various, the main species of bacteria
belonged to the phylum of Proteobacteria. There were still some unidentified strains in this study, which need
further investigation.
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