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深圳湾和大鹏湾微生物群落结构及其功能预测比较分析
路 璐

（西华师范大学环境科学与工程学院，四川 南充 637009）

摘要：多样性丰富的微生物对海洋生态系统的稳定起着主导作用，采用Illumina Miseq测序技术，针对深圳大鹏湾和深圳湾，综

合比较分析两者的表层海水微生物多样性，预测其微生物生态功能差异。结果表明大鹏湾水体微生物群落的 Shannon、

Simpson、Chao1和ACE多样性指数及菌群OTUs高于深圳湾的水体。大鹏湾和深圳湾的微生物群落在门水平分别有24和10

个菌门，两者主导菌门都为蓝藻细菌门、变形菌门、拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌门、浮霉菌门，这六个分别占其总微生物群落的

99.3%和99.9%。然而各菌门在2个水体中的相对丰度不同，且在纲、目、科、属等分类水平的菌群结果也表明群落组成差异显

著，在属水平发现隶属于蓝藻菌门的原绿球藻（60%）主导了深圳湾的表层水体，而大鹏湾的主导蓝藻菌属为未被分离出纯菌

株的菌群。代谢功能预测初步揭示了大鹏湾和深圳湾水体微生物的代谢功能有所差异，主要体现在生物降解功能、脂质代谢、

酶系统和碳水化合物代谢等方面。该研究为认识海洋微生物多样性与海域生态系统的保护修复提供基础数据和理论支撑。
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Abstract: The diversity of microbes plays a dominant role in maintaining stability of marine ecosystems. In this
study, the author applied 16S rRNA gene-based Illumina Miseq to reveal the microbial diversity of Dapeng Bay and
Shenzhen Bay and to predict the ecological function of microbial communities of the two seawater. The results
indicated that the Shannon, Simpson, Chao1, and ACE diversity index and OTUs numbers in Dapeng Bay were much
higher than those in Shenzhen Bay. The microbial communities of Dapeng Bay and Shenzhen Bay could be classified
into 24 and 10 phyla, respectively. The dominant phyla were Cyanobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Firmicutes, Planctomycetes in the seawater of Dapeng Bay and Shenzhen Bay, which accounted for
99.3% and 99.9% of their microbial communities. However, the relative abundance of these phyla in these two
seawater was different. The microbial communities classified in order, class, family, genus levels showed different
patterns in the seawater of Dapeng Bay and Shenzhen Bay. The genus Prochlorococcus (60.0%) belonging to phylum
Cyanobacteria dominated the microbial community in Shenzhen Bay, where the uncultured bacterium of
Cyanobacteria dominated the microbial community in Dapeng Bay. The prediction of the metabolic function by using
PICRUSt indicated that there was a difference in the metabolic functions of seawater microbes in Dapeng Bay and
Shenzhen Bay，which were significantly distinct in the metabolisms of biodegradation, lipid metabolism, enzyme
families and carbohydrate metabolism. This study provides the scientific basis for marine microbial diversity and
marine ecosystem protection.
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0 引言

微生物遗传多样性及其功能多样性是当今微

生物生态学研究的热点和难点。海洋环境中的微

生物多样性极其丰富，每升海水中有超过 200万种

微生物类群[1]，它们通过参与碳氮硫等生命元素的

西昌学院学报（自然科学版）

Journal of Xichang University（Natural Science Edition）

第32卷第2期

2018年6月

Vol.32，No.2

Jun.，2018



西昌学院学报（自然科学版） 第32卷

生物地球化学转化过程、污染物的降解和转化等过

程，在维持海洋生态环境的稳定和平衡中发挥着重

要作用[2]。然而，微生物群落的结构极易受到水体

理化性质和生物指标的影响，因此其可以作为评估

环境质量的指标之一[3]。尤其在近岸海域中，海水

环境常常受到陆地冲刷物、陆地污染排放物的影

响，不同的近岸海域中由于受到各异的污染源影

响，微生物的群落结构也发生了显著的变化[4-5]。在

以往的研究中，大多数通过探究近岸水体的理化性

质的空间分布规律，如重金属[6]、有机污染物[7]、和营

养盐[8]等，来评估近岸海洋环境质量。而相比如淡

水环境水体，近岸海水中微生物群落结构及其多样

性的分布信息却知之甚少[9]。

传统的海洋微生物多样性研究方法，如实验室

富集分离的培养方法，对微生物生理生态功能的认

识提供了便利，然而，环境中绝大多数菌群是难培

养或难分离微生物，截至 2003年，全球范围内仅分

离培养出 4 800种细菌[10]。在纯培养体系中，组学

技术可在基因组、转录组和蛋白组水平清楚阐释单

一微生物菌株的重要生理过程。然而，特定微生物

的生理代谢功能是与其它生物及自然环境长期相

互作用的结果[11]。与纯培养体系相比，自然环境中

微生物具有极其丰富的多样性，在整体水平上清楚

认知复杂环境中微生物群落生理代谢过程的分子

机制具有较大难度。因此，人们对环境中微生物的

种类及其功能的认识还是十分有限。而近些年，以

非培养为基础的分子生物学技术手段，如核酸分子

限制性片段长度多态性（restricted fragment length

polymorphisms，RFLP）、变 性 梯 度 凝 胶 电 泳

（Denaturing Gradient Gel Electrophoresis，DGGE），

高通量测序等的迅速发展，我们已经能够在群落水

平探知微生物的多样性及其生理代谢功能，同时也

发现了在传统的研究技术手段下以往无法发现的

微生物种类及功能[12]。其中，Illumina Miseq测序技

术以其高通量、快速、准确度高等优势成为获取环

境微生物多样性信息的主要途径。16S rRNA基因

在不同微生物种群中具有保守性，对环境样品中

16S rRNA基因的高通量测序是探究海洋微生物群

落结构多样性的有力工具。

本文的研究对象为采自于深圳湾和大鹏湾的

近岸海水，尤其是深圳湾，靠近深圳市区，人口密

集，受陆地环境压力影响较大。由于各类经济活动

所带来的各类排海污染物、地表径流和降雨等进入

深圳湾和大鹏湾，会持续对两个区域造成影响，从

而可能在这两个海域形成不同海水生态环境，进而

影响海水的微生物群落结构和生态功能。本研究

采用 Illumina Miseq测序平台，综合比较分析了深圳

湾和大鹏湾近岸表层海水微生物多样性差异，并预

测其微生物生态功能差异。该研究成果对该两处

海域生态系统的保护修复和微生物资源开发利用

提供基础数据和理论依据。

1 材料与方法

1.1 采样点描述

样品于2017年5月在大鹏湾和深圳湾采集，如

封二图 1所示，分别在离岸约 200 m进行表层海水

的采集。为避免表层漂浮物质的影响，用水样采样

器采集深度在0.5～1 m的表层水，每个采样点分别

在 3 个点（5 m×5 m）随机采集水体，混匀，共采

集 10 L水体，置于灭菌的玻璃采集瓶中。取其中的

1 L 水 采 用 EMD MilliporeTm Sterivex Sterile

Pressure-Driven 设备，原位进行过滤，将微生物过滤

至0.22 μm孔径的滤膜上。滤膜置于干冰盒中冷藏

保存，用于后续DNA提取。剩余的海水置于冷藏盒

(4℃)中，10 h内运回实验室以备后续化学分析。

1.2 样品理化性质分析

表层水的溶解氧、pH和温度由原位YSI 在线多

参数水质分析仪 (YSI 6600 multiparameter probe,

USA) 测 定 。 水 体 的 溶 解 性 有 机 碳（dissolved

organic carbon, DOC） 采 用 TOC 分 析 仪

（Elementar-TOC & Water Analysis, Germany）测定。

每个样品指标设置3个重复测定。

1.3 水体DNA提取

对原位采样时过滤微生物细胞所得的滤膜，进

行无菌环境下剪切为碎片，对滤膜采用 FastDNA®

Spin Kit for Soil (MP Biomedicals company), 按照试

剂盒说明进行样品DNA提取。提取的DNA分别用

凝胶电仪成像和 NanoDrop 浓度测定（NanoDrop

Technologies, Wilmington, Germany）等两种方法评

估DNA提取质量。

1.4 Illumina Miseq测序及序列分析

对大鹏湾和深圳湾的海水总 DNA，进行基于

16S rRNA的 Illumina Miseq测定，引物选用515/907

扩增 16S rRNA 基因的 V4～V5 区段 [13]。测序样品

采 用 QIIME（Quantitative Insights Into Microbial

Ecology，v1.8.0）进行分析。使用 UCLUST 序列比

对工具，对获得的序列按97%的序列相似度进行归

并和OUT划分，获得每个OUT所对应的分类学信

息。并使用QIIME软件计算Alpha多样性指数。用

R软件绘制对丰度前 50位的属进行聚类分析并绘
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制热图。菌群代谢功能预测采用 PICRUSt 通过将

现有的16S rRNA基因测序数据与代谢功能已知的

微生物参考基因组数据库相对比，从而实现对细菌

和古菌微生物群落代谢功能的预测[14]。

2 结果与分析

2.1 海水理化性质及Miseq测序结果和多样性比较

分析

深圳湾较之大鹏湾，距离城区更近，可能受城

市污水排放和海上桥梁建设等带来的人为污染更

多。而大鹏湾远离城区，因此，两者的水体理化性

质和群落结构，可能会有差异。Stewart等也同样提

出，岸上的环境对近岸水体微生物群落有直接的影

响，如通过水土流失，陆地源微生物进入水体，甚至

有些致病菌对水体的污染可能对人类产生潜在的

健康威胁 [15]。如表 1 中所示，基于 16S rRNA 的

Miseq 测序共获得了 105 214 条序列。序列稀释曲

线表明大鹏湾海水的微生物群落多样性高于深圳

湾（封二图 2a），且大鹏湾的微生物多样性指数

（Shannon 和 Simpson）和丰富度指数（Chao 1 和

ACE）也都高于深圳湾。在序列相似度为 97%下分

析表明，在门分类水平上大鹏湾和深圳湾分别有

678 个和 345 个 OTUs，大鹏湾的 OTUs 明显比大鹏

湾高出49.1%，且仅有99个OTUs相同（封二图2b），

说明两个海域的水体中微生物种群有显著差异。

Feng等对长江入海口的海水中研究也发现，距离入

海口距离不同的位置，微生物多样性也有所差异[16]。

2.2 海水微生物群落结构比较分析

通过对测序数据的分析，分别在门、纲、目、科、

属5个分类等级水平上对大鹏湾和深圳湾微生物群

落结构做柱状图以比较其差异（封二图 3和封三图

4）。在门水平发现，大鹏湾和深圳湾的微生物群落

结构可以分别分 23和 10个门（封二图 3）。大鹏湾

海水中的主导菌群为蓝藻细菌（Cyanobacteria）

51.6%、变形菌门（Proteobacteria）20.1%、拟杆菌门

(Bacteroidetes)10.0% 、放 线 菌 门（Actinobacteria）

9.3% 、厚 壁 菌 门（Firmicutes）5.4% 、浮 霉 菌 门

（Planctomycetes）2.9%，而相应的菌门在深圳湾中分

别占64.6%、7.3%、9.9%、14.2%、0.1%、3.9%，且这五

类菌群分别占大鹏湾和深圳湾微生物类群的99.3%

和 99.9%。这一群落结构组成与 Yang 在厦门海的

研究以变形菌门（91%）为主的微生物类群差异

较大 [17]。蓝藻细菌的相对丰度在深圳湾高于大鹏

湾。而深圳湾和大鹏湾水体微生物群落结构中较

高丰度蓝藻细菌的存在，说明和近岸水域的富营养

化所导致的蓝藻爆发有直接关系[18]。

如封三图 4b，在纲水平发现，大鹏湾中的α-变

形菌纲 (Alphaproteobacteria) (8.3%) 与γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria) (7.2%)比例为 1.1∶1，而在

深圳湾中，α-变形菌纲（5.8%）是γ-变形菌纲（1.1%）

的5.3倍。

如封二图 3和封三图 4c，能分类到目水平的微

生物类群在大鹏湾和深圳湾中分别为 79和 45个，

深圳湾中，分类到目水平的主要菌群为蓝藻细菌

（Cyanobacteria subsectionl），占总菌群的62.6%。

在科水平（封三图4d），大鹏湾和深圳湾的物种

丰度分别为 136和 60（封二图 3）。其中，红杆菌科

（Rhodobacteraceae）在大鹏湾和深圳湾中丰度分别

为 5.6%和 7.3%，红杆菌科是海水中常见的菌科，在

渤海湾[19]、厦门海[20]和南太平洋环流区7个站点的深

海沉积物和底层海水样品中都有广泛分布[21]。且在

深圳湾中的黄杆菌科（Flavobacteriaceae）(6.9%)和

酸微菌科（Acidimicrobiaceae）(7.0%)的相对丰度比

大鹏湾中相应的菌群高 5.8和 2.3倍，其中，黄杆菌

科的菌群中很多有能降解有机物的功能，如异戊二

烯降解[22]、烷烃降解[23]和多环芳烃降解[24]等。其在

深圳的富集可能由于该海水中受有机物的污染较

之大鹏湾严重。

为了进一步探究大鹏湾和深圳湾在属水平微生

物群落结构的差别，封三图5所示更直观地显示了两

个海域中不同菌群丰度的差异。在深圳湾中主导菌

属为隶属于蓝藻菌门的原绿球藻（Prochlorococcus），

在总微生物群落的比例为60.0%。原绿球藻作为海

洋生态环境的最初生产力，主要分布在北纬40°至南

纬40°的开阔海域中，在表层海水至150 m深度的深

层海水中都有分布，且在光照和营养丰富的区域中丰

度较高[25]。且研究表明原绿球藻在水温低于15 ℃时

就难以生存[26]。深圳湾中原绿球藻较高的丰度可能

由于该研究采样时间在夏天，表层海水温度在30 ℃，

且深圳湾海水较之大鹏湾，水体营养程度更高[27]，更

促使原绿球藻富集。大鹏湾中的主导菌属为隶属于

大鹏湾

深圳湾

8.26±0.15a

8.01±0.13a

溶解性有机

碳/mg·L-1

5.85±0.55b

6.86±0.33a

总序

列数

51098

54116

OTUs

数量

678

345

Shannon

5.17

3.95

Simpson

0.81

0.77

Chao1

715.66

385.53

ACE

735.46

377.45

多样性指数** 丰富度指数‡
表1 海水理化性质及其Miseq测序结果

样品 pH

** Shannon和Simpson 多样性指数综合考虑了群落的

多样性度，指数值越高，表明群落的多样性越高。

‡ Chao 1，ACE 丰富度估计指数，将序列量 10 以上的

OUT进行计算，从而估计群落中实际存在的种数。
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蓝藻菌门的未分类菌株（uncultured bacterium），只能

分类到纲水平（Chloroplast）。该菌纲在很多海域中也

有大量富集，均能在其基因组中检测到叶绿素基因，

为化能自养菌，且该菌属中分离出的纯菌株很多与氮

固定相关[28]。

2.3 PICRUSt代谢功能预测

PICRUSt是通过微生物群落的 16S rRNA基因

序列与功能数据库对比，从而推测出微生物群落的

功能信息。其中，KEGG数据库的核心为生物代谢

通路分析数据库，KEGG图能实现对菌群代谢功能

的预测。如封三图 6a所示，韦恩图可以看得出，大

鹏湾和深圳湾分别有 6 099 和 5 534 个预测的功能

类群，其各特有的功能类群分别为 548和 19个，表

明2种海洋水体的生态功能已有差异。如封三图6b

所示，大鹏湾在生物降解功能、脂质代谢、酶系统和

碳水化合物代谢等四个方面的功能基因都高于深

圳湾，说明两个海域所接受的环境污染都不同，也

导致其生态功能的差异。该规律在淡水环境中也

有发现，当在不同的污染水平下，微生物群落的生

态功能，如降解多环芳烃、降解农药污染物、以及抗

性基因等功能的丰度都有显著差异[29]。

3 结论

本实验通过基于 16S rRNA 基因的 Illumina

Miseq 高通量测序，研究表明深圳大鹏湾和深圳

湾表层海水中微生物多样性显著差异，其微生物

多样性及其群落结构的改变会直接影响水体的

功能，可能具体会体现在物质转化、自净功能的

改变等方面。

1）大鹏湾的微生物多样性和丰富度指数

Shannon、Simpson、Chao1、ACE 都明显高于深圳湾

的微生物多样性和丰富度。

2）大鹏湾和深圳湾的微生物群落分别可分类

为24和10个门，主导菌门都为蓝藻细菌门、变形菌

门、拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌门、浮霉菌门，分别

占其总微生物群落的99.3%和99.9%，但各菌门的相

对丰度有所差异。

3）大鹏湾和深圳湾在纲、目、科、属等水平的分

类结果表明，2个海水水体的菌群结构都有差异。

在属水平分析表明，隶属于蓝藻细菌门的原绿球藻

（60.0%）属主导了深圳湾海洋水体，而大鹏湾的主

导蓝藻菌属为未被分离出纯菌株的菌群。未来设

计实验需进一步采用宏基因组等手段对其分类水

平和功能进行鉴定。

4）PICRUSt 代谢功能预测初步揭示了大鹏湾

和深圳湾水体生态功能的差异，为未来从微生物

角度进行生态环境评估和治理提供新思路和基

础数据。
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