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厦门近岸滩涂底泥中微型真核生物的群落结构及

其对双齿围沙蚕扰动的响应

欧阳俊峰，  陈思扬，  魏    娜，  张沙沙，  
鄢庆枇，  林    茂，  马    英*

(集美大学水产学院，农业部东海海水健康养殖重点实验室，福建 厦门    361021)

摘要：为研究厦门近岸潮间带滩涂底泥中微型真核生物的群落结构及其对双齿围沙蚕扰
动的响应，采用PCR-DGGE技术对室内模拟沙蚕生物修复过程中微型真核生物的群落结
构及动态变化进行了研究。结果显示，集美滩涂底泥中微型真核生物主要分为后生动物
(包括6个门：颚口动物门、环节动物门、线虫动物门、节肢动物门、软体动物门和腹毛
动物门)，丝足虫门，硅藻门和囊泡虫总门(又分为纤毛虫门和甲藻门)。其中囊泡虫总门
的纤毛虫门为优势类群。后生动物中的线虫门为次优势类群。Peridinium quinquecorne(属
于囊泡虫总门中的甲藻门)是普遍存在的优势物种。DGGE图谱聚类分析表明播种双齿围
沙蚕的处理组样品中微型真核生物的群落结构聚为一支，并与未播种沙蚕的对照样品分
开。研究表明，播种双齿围沙蚕对微型真核生物群落结构造成了一定的影响。沙蚕的处
理组检测到了更多的线虫动物门，可能是因为双齿围沙蚕的活动促进了这些类群的生长。
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沿海滩涂是一种不可再生的的自然资源，

具有巨大的经济、生态和社会价值。滩涂与人

类生活紧密相关，但人类无节制的开发以及沿

岸工农业污水、生活污水及养殖废水等的持续

排入，导致滩涂生态环境不断恶化，给近岸环

境和生物群落造成了很大危害，因此对滩涂环

境进行保护和修复显得十分必要。厦门湾靠近

东南沿海重要的中心城市厦门，尽管厦门城市

和生活污水处理率目前已达 93%以上，且从

2006年开始实行了水产养殖退出厦门海域的规

定，但其水体中N、P含量仍然较高 [1]，滩涂底泥

中P、S等含量处于超标水平，Cd、Pb和Cu等重

金属含量处于高风险等级[2]。

双齿围沙蚕(Nereis succinea)(以下简称为沙

蚕)属环节动物门(Annelida)，多毛纲(Polychaeta)，
沙蚕科(Nereididae)的一种无脊椎动物，喜栖于潮

间带中区至潮下带的沙泥，以及有淡水流入的

沿海滩涂中，是沿海潮间带生态系统中主要的

类群，是典型的沉积食性底栖动物 [3]。沙蚕是生

物修复技术中具有代表性的生物，其呼吸、运

动和排泄等生命活动影响周围沉积物的构造，

增加底层沉积物与表层的物质能量沟通，改善

沉积物物理化学性质 [4]；增加底质中的溶解氧，

提高底栖微生物的多样性 [5-6]，使污染物被重新

分布。此外，沙蚕的扰动作用还影响了沉积物

中微生物的群落结构，并促进底栖微生物的降

解作用，为改善底质环境提供了有利条件 [7]。研

究表明，大型底栖动物的丰度显著影响了土壤
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中氨氧化细菌的多样性 [8]。沙蚕的生物扰动作用

也影响了多环芳烃(PAHs)的释放和分布 [9]，并促

进了石油降解微生物的生长 [10-12]。早先曾报道过

人工引入沙蚕和泥蚶(Tegillarca granosa)对滩涂底

泥中细菌和古细菌群落结构的影响，表明细菌

和古细菌均对大型底栖动物的扰动作用响应迅

速，生物扰动提高了古细菌的多样性，促进了

特定细菌和古细菌类群的生长 [13-14]。已往的研究

涉及的微生物主要是细菌，微型真核生物是滩

涂生态环境中的重要组成部分，在潮间带物质

循环和能量流动中发挥重要作用[15]。目前关于滩

涂生态环境中微型真核生物的研究还很少。也

有研究发现沙蚕洞穴孕育了独特的微型真核生

物群落结构 [16-17]，但沙蚕扰动对滩涂环境中整个

微型真核生物群落的影响还未见报道。

自然滩涂是一个开放区域，在野外投放沙

蚕进行生物修复实验，沙蚕容易被滩涂中的螃

蟹、鸟类等摄食。沙蚕也可能受潮汐水流冲击

或自行迁移到非实验区域。因此，本研究以厦

门集美滩涂底泥为修复对象，在室内进行模拟

沙蚕生物修复实验。利用PCR-DGGE技术研究集

美滩涂底泥中微型真核生物的群落结构及其在

沙蚕修复过程中的动态变化，为进一步研究微

型真核生物在滩涂底泥及沙蚕修复过程中的作

用，进而优化修复措施、完善环评指标等奠定

基础。也为后续野外实验提供一些参考数据。

1    材料与方法

1.1    实验设计

在福建厦门集美沿海潮间带采集表层滩涂

底泥(0~12 cm)，去除其中大体积物质以及肉眼可

见的生物，搅拌均匀后放入12个体积为420 mm×
300 mm×192 mm的养殖箱中，每箱装约25 kg底
泥。将12个培养箱分成4组，每组3个重复。其中

一组为空白对照，不播养沙蚕，其余3组分别播

养10、20和30条沙蚕。实验所用沙蚕购自福建福

清，平均体长为14.3 cm，平均体质量为1.8 g，购

回的沙蚕先在海水中驯养3 d，待沙蚕的生命体

征稳定后，用无菌水冲洗，去除杂物，再将沙

蚕放入养殖箱中饲养。为模拟自然潮汐，每天

早上8:00加入海水，晚上20:00将海水排出，海水

采自集美沿海。自播养沙蚕开始至实验结束共

持续7周。

1.2    样品采集

投放沙蚕前先采集滩涂底泥基础样品，然

后于播种沙蚕后第1周(7 d)、第3周(21 d)、第5周
(35 d)、第7周(49 d)分别采集滩涂底泥样品，一

共采集了5次共20个底泥样品。采样时在每个养

殖箱的3个不同点采集垂直底泥(相同质量)，每

个实验组采集到的样品混合均匀后作为一个样

品(表1)。

1.3    DNA提取、PCR扩增及DGGE图谱分析

使用UltraClean Soil DNA Isolation Kit提取底

泥样品总DNA。用真核生物通用引物EUK1A和

EUK516R-GC[18]对所提取的DNA进行PCR扩增，

扩增反应体系： 2.5  μL 10×Ex Buffer， 2 μL
dNTP，引物各1 μL，E-taq聚合酶0.3 μL，模板DNA
1 μL，无菌超纯水补足至25 μL。PCR扩增条件：

95 °C预变性5 min，然后94 °C 30 s、53.5 °C 30 s、
72 °C 1 min进行4个循环；再在92 °C 30 s、53.5 °C
30 s、72 °C 1 min条件下进行30个循环，最后72 °C
延伸10 min。

DGGE电泳：PCR产物在6%凝胶中用0.5×
TAE缓冲液进行电泳，变性剂梯度为25%~45%，

在60 °C、60 V条件下电泳16 h。电泳后凝胶用

Good View泡胶染色30 min，再用双蒸水漂洗10 min
后，放入凝胶成像系统拍照记录结果。切割DGGE
图谱上的主要条带进行回收，扩增纯化后送测

序公司进行测序。

用Quantity One 4.6.2软件DGGE图谱进行分

析，计算每个样品中的微型真核生物多样性指

数：丰富度(S)，香农指数(H)和均匀度(E)，计算

公式：H=–ΣPi lnPi，式中，Pi=Ni/N，Ni表示样

品上第i个条带的吸收峰面积，N表示样品中所有

条带吸收峰的总面积。E=H/ln S，S为每一条泳

表 1    样品信息及编号

Tab. 1    Samples information and numbers

周数

weeks
对照组

control

播种沙蚕的处理组　treatment with nereid

10条组

10 individuals
20条组

20 individuals
30条组

30 individuals
播养前

week 0 D0 D0-10 D0-20 D0-30

第1周
week 1 D1 D1-10 D1-20 D1-30

第3周
week 3 D3 D3-10 D3-20 D3-30

第5周
week 5 D5 D5-10 D5-20 D5-30

第7周
week 7 D7 D7-10 D7-20 D7-30
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道的条带数目，即丰富度 [19]。使用Quantity One
4.6.2软件中UPGMA Tree对DGGE图谱进行聚类

分析。

1.4    测序、序列分析及系统进化树的构建

用测序获得的有效序列在NCBI上进行比

对，以同源性最高的序列为参比序列，用Clustal
1.83对序列进行排比分析，运用MEGA 5.0软件采

用邻接法(Neighbor-joining method)构建系统发育

树。序列递交到Genbank库，序列号为KU935463-
KU935490。

2    结果与分析

2.1    DGGE图谱分析

滩涂底泥微型真核生物 18S rRNA基因的

DGGE图谱显示约有28个不同的主要条带(图1)。
运用Quantity One 4.6.2软件计算得到的每个泳道

的多样性指数中，香农指数H和丰富度指数S反

映的是样品中微生物的多样性高低，均匀度指

数E反映的是样品中各物种丰度分布的均匀程

度 。 从 表 2 中 可 以 看 出 ， 滩 涂 底 泥 样 品 的

DGGE图谱多样性指数较高(大部分样品的H>2，
E值>0.90)，说明滩涂底泥样品中微型真核生物

的多样性较丰富。从整体上看，除了空白组在

第3周的H和S有一个较明显的低值以外，其他组

的多样性指数差异不大。同一采样时间相比，

对照组与处理组之间没有明显的变化规律，各

处理组之间变化规律也不明显。

运用UPGAMA Tree对DGGE图谱进行聚类分

析，所有样品大致分为A、B、C、D、E和F共

6个分支，分别命名为Cluster A、B、C、D、E和

F (图2)。除了Cluster A由不同时期样品组成以

外，其他分支主要由同一时间采集的样品构成：

Cluster B、C、D和E分别由播种沙蚕后第5周、

第3周、第1周和第7周处理组样品组成，Cluster
F由未播种沙蚕的样品(D0-)和播种后第1周的对

 week 0  week 1

D0 D0-10 D0-20 D0-30 D1 D1-10 D1-20 D1-30

 week 3

D3 D3-10 D3-20D3-30

 week 5

D5 D5-10 D5-20D5-30

 week 7

D7 D7-10 D7-20 D7-30

 
图 1    集美滩涂底泥中微型真核生物18S rRNA基因片段的DGGE图谱

图内三角形表示回收测序条带

Fig. 1    DGGE profiles of microeukaryotic 18S rRNA gene fragments from mudflat sediment of Jimei intertidal zone
Triangles indicate excised bands for sequencing
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照组样品D1组成。上述聚类结果说明，底泥中

微型真核生物群落结构随着采样时间的不同而

不同，并且沙蚕扰动对微型真核生物群落结构

也造成了一定影响，播种沙蚕前的初始样品

(Cluster F)及其他时期的处理组样品(Cluster B、

C、D和E)彼此分别聚为不同的类群，虽然D7-
10与D3和D5聚为一支，但相似性小于 40%，

D7与Cluster C的相似性也小于50%。Cluster E由

第7周20条组和30条组样品组成，未与第7周10条
组聚为一支，可能是由于沙蚕播种密度造成

的，但其他时期采集的样品中，不同密度处理

组之间未见明显差别。

2.2    系统发育分析

将DGGE图谱上的主要条带切胶回收，共得

到28条序列，序列在NCBI上通过BLAST比对，

并运用Clustal 1.83和MEGA 5.0软件构建系统进化

树(图3)。系统进化分析结果表明，微型真核生

物群落大致可分为4大类群：后生动物(Metazoa)，
丝足虫门(Cercozoa)，硅藻门(Bacillariophyta)和囊

泡虫总门(Alveolata)。其中囊泡虫总门是优势类

群，约占所测序列数量的43%。后生动物主要包

括线虫动物门(Nematoda)、节肢动物门(Arthro-
poda)、软体动物门 (Mol lusca)、腹毛动物门

(Gastrotricha)、环节动物门(Annelida)、扁形动物

门(Platyhelminthes)和颚口动物门(Gnathostomulida)
等6个门，它们总共也占所测序列数量的43%。

结合DGGE图谱分析，band 17在所有样品中均有

出现，且较明亮，说明band 17可能是集美滩涂

底泥微型真核生物群落中普遍存在的优势类

群。测序结果表明band 17与甲藻门(Pyrrophyta)多
甲藻属的Peridinium quinquecorne亲缘性最高(相
似性99%)。P. quinquecorne是一种在富营养化浅

水海域生活、兼营浮游和附着的种类，容易引

起赤潮，是水体富营养化的指示生物 [20]。band
12、13、14、15和18也出现在大多数样品中，

是次优势类群。band 14与硅藻门的极小海链藻

(Thalassiosira minima)最相似(99%)，T. minima属
于高盐高营养环境的指示生物[21]；band 15与扁形

动物门的Gyratrix sp.相似性最高(99%)，Gyratrix
sp. 在全球范围的海水、半咸水和淡水水域内广

泛分布[22]；与band 18相似性最高的是线虫动物门

的Neochromadora BHMM-2005(相似性95%)；band
12和band 13分别属于纤毛虫门(Ciliophora)和硅藻

门未知属真核生物，与它们最相似的序列相似

性均低于90%。不同采样时期、不同样品中微型

真核生物群落结构均有所不同。一些条带在某

一时期的样品中频繁出现，如band 3多出现在播

种沙蚕前的初始样品中，而band 5多出现于第

7周样品中，band 10主要出现在初始样品和第1周
样品中。band 3与囊泡虫总门纤毛虫门的Euplo-
tes rariseta最相似，相似性为99%；与band 5相似

度较高的序列属于囊泡虫门隐核虫属的Crypto-
caryon irritans (AF351579，97%)，是一种寄生于

咸水鱼类体内的致病性纤毛虫[23]；band 10与囊泡

虫总门纤毛虫门的束状全列虫(Holosticha diademata)

表 2    DGGE图谱多样性指数

Tab. 2    Diversity indices calculated from the DGGE banding profiles

多样性指数

diversity indices

播养前　week 0 第一周　week 1 第三周　week 3 第五周　week 5 第七周　week 7

D0 D0-10D0-20D0-30 D1 D1-10D1-20D1-30 D3 D3-10D3-20D3-30 D5 D5-10D5-20D5-30 D7 D7-10D7-20D7-30

丰富度S
Richness 11 11 9 15 10 11 14 10 4 9 9 8 8 6 9 9 8 8 12 13

香农指数H
Shanon Wiener 2.39 2.37 2.15 2.67 2.28 2.36 2.58 2.20 1.32 2.17 2.18 2.05 2.04 1.77 2.19 2.17 2.06 2.06 2.47 2.55

均匀度E
Evenness 0.99 0.99 0.98 0.99 0.92 0.99 0.99 0.98 0.95 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99

0.31 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

D7-10
D5
D3
D5-10
D5-30
D5-20
D7
D3-30
D3-20
D3-10
D1-20
D1-30
D1-10
D7-30
D7-20
D0-20
D0-10
D0-30
D1
D0

Cluster A

Cluster B

Cluster C

Cluster D

Cluster E

Cluster F

 
图 2    DGGE图谱聚类分析

Fig. 2    UPGMA clustering analysis of DGGE profiles
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相似性最高(相似性99%)，束状全列虫主要以细

菌、有机碎屑为食[24]，在降低环境富营养化方面

有一定意义。此外，一些条带(band 19、20、21、
22、23、24、25、26、27和28)虽然不是优势条

带，但是在播种沙蚕的处理组中出现较多，这

些条带分别属于后生动物的线虫动物门 (band
21、22、23、24和26)、颚口动物门(band 19)、环

节动物门(band 20)、节肢动物门(band 25)、软体

动物门(band 27)和腹毛动物门(band 28)，沙蚕的

扰动可能促进了这些后生动物的生长。其他出

现频率较少的条带band 1、2、3、4、6、7、8、
9和  11 均属于囊泡虫总门纤毛虫门的真核生物，

band 16与属于丝足虫门的Vampyrella pendula相似

性最高(相似性86%)，主要以藻类为食[25]。

Aurospio dibranchiata (EU340092) 

Cerithidea cingulata (KC904766)

 (Annelida)

 (Mollusca)

uncultured eukaryote  (AB902310)
Chaetonotus daphnes (JQ798549)

Gyratrix sp. (L41131)

 (Gastrotricha)

 (Platyhelminthes
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图 3    集美滩涂底泥中微型真核生物18S rDNA序列系统进化树

Fig. 3    Phylogenetic tree based on 18S rDNA sequences in Jimei intertidal mudflats
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3    讨论

本实验使用PCR-DGGE技术研究了厦门集美

滩涂底泥中微型真核生物的群落结构及其在沙

蚕修复过程中的动态变化。结果显示，集美滩

涂底泥中微型真核生物包括后生动物的6个门：

颚口动物门、环节动物门、线虫动物门、节肢

动物门、软体动物门和腹毛动物门，以及丝足

虫门、硅藻门和囊泡虫总门(又分为甲藻门和纤

毛虫门)。其中囊泡虫总门的纤毛虫门为优势类

群。后生动物为次优势类群，后生动物中以线

虫动物门为主。一种与水体富营养化有关、常

引发赤潮的P. quinquecorne (属于囊泡虫总门甲藻

门)是普遍存在的优势物种。桡足类、介形虫等

节肢动物是沉积物中常见的类群，但在本实验

底泥中检测到的桡足类真核生物很少(band 25)，
且未检测到介形虫。这一现象可能与沉积物污

染较重有关，这些对污染比较敏感的类群可能

在该底泥中难以生存。也有可能这些类群被沙

蚕所摄食。

DGGE图谱聚类分析结果表明，不同时间采

集的样品微型真核生物群落结构不同。可能因

为本实验虽然在室内进行，排除了一些外界因

素的干扰，但为了模仿自然潮汐，每天都会向

养殖箱中加入和放出1次海水，DGGE图谱按采

样时间聚类，可能与每批次所用的海水不完全

相同有关。多样性指数分析结果显示未播种沙

蚕的对照组比处理组多样性变化更大，可能是

因为沙蚕的扰动部分缓解了外界环境的影响，

促进形成了一个更为稳定的底栖环境。聚类分

析结果表明，播种沙蚕对微型真核生物群落结

构造成了一定的影响，表现为播种沙蚕的处理

组样品多聚为一支，并与未播种沙蚕的对照组

样品分开。

测序及系统进化分析结果表明，线虫动物

门等后生动物在播种沙蚕的处理组中更丰富。

沙蚕的活动不断更新洞穴环境，影响了沉积物

物理化学过程 [26-27]，促进了底栖环境的新陈代谢

作用和沉积碳的氧化作用，进而对有机质矿化

作用产生影响。而线虫等小型底栖动物的丰度

都直接或间接的受底栖环境中能量流动、矿

化比例、营养盐再循环的影响[28-29]。Urban-Malinga
等[30]的研究也表明，多毛类等底栖动物提高了线

虫动物的多样性。高滤食性底栖沙蚕构造了具

有多分枝的U型洞穴结构 [31]，提高了底栖环境的

溶解氧，提供稳定的物理化学环境，保护底栖

微型生物免受极端温度变化的影响，并避免被

浅水猎食者捕食[31]，这种环境更有利于底栖微型

生物的生长。但本研究中，除了线虫有较明显

的增加以外，其他类群并没有明显的变化规

律，一方面可能是沙蚕的扰动作用对底栖微型

生物的影响具有选择性，另一方面也可能是由

于DGGE数据不够充分和详尽，今后的高通量测

序技术将为此类研究挖掘更多的信息。本研究

中，尽管播种沙蚕对微型真核生物群落结构造

成了一定的影响，但这种影响在沙蚕生物修复

中有何作用，尚需要进一步研究。此外，本研

究是在室内进行，这与自然海区的修复情况有

所不同，在自然海区中，海水的周期性涨落会

带来饵料食物等，而室内模拟实验过程中沙蚕

主要摄食沉积物中的物质，这对沙蚕的生长和

生活是有影响的，进而也影响到沉积物中微生

物的群落结构。后续研究将在自然海区开展现

场实验进行对比分析，以便更好地揭示近岸环

境滩涂底泥中微型真核生物的群落结构及其对

生物修复的响应。
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Microeukaryotic community structure and
response to nereid bioturbation in mudflat sediments of

Xiamen Bay
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YAN Qingpi ,     LING Mao ,     MA Ying *

(Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Fisheries College, Jimei University,
Ministry of Agriculture, Xiamen    361021, China)

Abstract: The microeukaryotic community structure and response to indoor simulated bioremediation by Nereis
succinea of mudflat sediments in Jimei, Xiamen, was investigated by PCR-DGGE. The results indicated that the
microeukaryotes in mudflat sediments of Jimei were mainly divided into four groups: Metazoa (including 6 phyla:
Gnathostomulida, Annelida, Nematoda, Arthropoda, Mollusca and Gastrotricha), Cercozoa, Bacillariophyta and
Alveolata (including Pyrrophyta and Ciliophora). The dominant group was Ciliophora, and the subdominant group
was Nematoda. Peridinium quinquecorne (belonging to Pyrrophyta) was the dominant species. Cluster analysis of
DGGE profiles indicated that  nereids bioturbation had influenced the microeukaryotic community,  and the
treatment samples with nereids clustered together and separated from the control samples without N. succinea.
More Nematoda were detected in treatment samples,  which probably indicated that  the nereid bioturbation
stimulated the growth of Nematoda.
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