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摘　要：利用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００高通量测序平台对船舶压载水及沉积物微生物进行测序，共获得６７２５５条
有效序列，７３６个ＯＴＵ，通过生物信息分析，研究了压载舱中沉积物和压载水细菌群落结构及其多样性。结果
显示：船舶压载舱沉积物中可培细菌总数较压载水中可培细菌总数高３个数量级。压载水中优势类群是变形
菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ７０．２０％）、拟杆菌 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ１３．３８％）、放线菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ１０．３３％）和
Ｍａｒｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉａ＿ＳＡＲ４０６＿ｃｌａｄｅ２．８１％。压载舱中沉积物的优势类群为变形菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ９５．４５％）、厚壁
菌 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ２．２３％ ）。
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　　压载水系指在船舶航行过程中，控制船舶纵
倾、横倾、吃水、稳定或应力而在船上加装的水及

其悬浮物［１］。压载舱内沉积物是指船内压载水

的沉淀物质［１］。当压载舱装载水后，经过长时间

航行，大量的沉积物聚集在压载舱底部，其中包

括细菌、浮游动植物死亡个体、淤泥、沙子及有机

颗粒等［２］。沉积物与压载水是两个不相同的介

质，相互独立，却又相互影响。压载水及其沉积

物中携带的生物随船舶在全球海域转运，随着压

载水和沉积物的排载，可能在排载海域造成外来

生物入侵［３５］。由于压载舱是密封的舱体，压载

舱内处于黑暗和气体交换隔绝状态，导致压载水

中的浮游植物和浮游动物的生存受到影响，但微

生物对这种环境具有良好的适应能力，因而压载

水中微生物具有丰富的生物多样性，这些压载水

微生物中可能含有一些致病的种类，例如霍乱弧

菌和伤寒［６］、沙门氏菌、铜绿假单胞菌和肺炎克

雷伯氏等［７］。这些病原微生物能进入并存活于

某些水生生物如牡蛎、蚌以及其他贝类中，直接

或间接危及人类健康［８］，因而有关压载水微生物

的研究备受关注，曾有许多有关压载水及沉积物

中微生物检测和多样性研究方面的报道［９１０］，但

尚未有针对同一船舶压载舱内压载水和沉积物

中微生物多样性的比较研究，本文通过高通量测

序技术分析了同一压载舱内压载水和沉积物中

的微生物多样性，比较连续环境两种介质条件下

微生物群落特征的差异和相关性，为压载水及沉

积物排放的管理及压载水和沉积物微生物入侵

的防控提供理论依据。

１　材料与方法

２０１６年５月在洋山深水港一艘入境船舶压
载舱中采集沉积物及压载水样品，用取水器将压

载水收集到灭菌蓝口瓶中，用兵工铲采集压载舱

底层沉积物表层１０ｃｍ以上约为１５００ｇ样品，迅
速放入灭菌塑封袋内。于两小时内将样品低温

送回实验室。

可培养细菌计数方法：对压载水样品进行１０
倍系列稀释，涂布于 Ｚｏｂｅｌｌ２２１６培养基平板；取
沉积物样品１０．０ｇ放入装有９０ｍＬ水的锥形瓶
中，１８０ｒ／ｍｉｎ震荡３０ｍｉｎ，静置后取其上清液进
行１０倍梯度稀释，涂布于培养基平板，２５℃培养
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７ｄ，选取平均菌落数在３０～３００之间的平板进行
计数。所有步骤均按无菌操作进行。

细菌总 ＤＮＡ提取方法：对于沉积物样品，用
灭菌药匙挑取样品中心 ５００ｍｇ沉积物，置于 ２
ｍＬ灭菌离心管中；对于压载水样品，取１Ｌ样品
进行滤膜过滤，使用３ＳＤＮＡ分离提取试剂盒（上
海博彩生物技术有限公司）对细菌进行 ＤＮＡ提
取。ＤＮＡ浓度和纯度利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００进行检
测。

采用引物 ５１５Ｆ（５′ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ
３′）和 ９０７（５′ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ３′）对
Ｖ４和Ｖ５可变区进行ＰＣＲ扩增［１１］。ＰＣＲ反应体
系：ｄｄＨ２Ｏ９．６μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０
μＬ，５ ×ＦａｓｔＰｆｕＢｕｆｆｅｒ４．０ μＬ，ＦａｓｔＰｆｕ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．４μＬ，１０ｎｇＤＮＡ模板，ＢＳＡ０．２μＬ
模板（２０ｎｇ／μＬ）２．００μＬ，引物 Ｆ（５μｍｏｌ／Ｌ）
０．８μＬ，引物Ｒ（５μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ。ＰＣＲ扩增
程序为：９５℃３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃
４５ｓ，２７个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增后的条
带进行后续实验。

２％琼脂糖凝胶回收ＰＣＲ产物，ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ
ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ进行纯化，ＴｒｉｓＨＣｌ洗脱，
ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＳＴ定量检测。以ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ平台
标准操作规程将纯化后的扩增片段构建 ＰＥ２５０
的文库。

使用ＵＰＡＲＳＥ软件根据９７％的相似度对序

列进行 ＯＴＵ聚类。经过序列过滤 Ｑｉｉｍｅ和去除
嵌合体序列最终得到优质序列，用于后续分析。

利用ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ对每条序列进行物种分类注
释，比对Ｓｉｌｖａ数据库。根据压载水及沉积物样品
结果，通过使用 Ｍｏｔｈｕｒ软件计算群落多样性指
数，包括 Ａｃｅ指数［１２］、Ｓｈａｎｎｏｎ指数［１３］、Ｃｈａｏ指
数［１２］等。

２　结果

２．１　样品序列数特点
通过细菌的１６ＳｒＤＮＡ基因 Ｖ４Ｖ５区测序，

压载水与沉积物样品共产生６７２５５个序列，平均
长度３９５ｂｐ。所有序列按 ９７％的相似度进行
ＯＴＵ分类，共聚成７３６个ＯＴＵ。
２．２　压载舱中细菌丰度分析

压载舱内沉积物样品中可培养细菌总数要

高于压载水样品中可培养细菌总数，压载水中可

培养细菌总数（ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔ，ＴＢＣ）为９．７５
×１０３ＣＦＵ／ｍＬ，船舶压载舱中沉积物可培养细菌
总数为２．７２５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ（表１）。沉积物中可
培养细菌总数比压载水中可培养细菌总数高三

个数量级。压载水样品的 ＯＴＵ数量为５５１，船舶
沉积物的ＯＴＵ数量为３５９（表１）。压载水样品相
比沉积物样品呈现ＯＴＵ数量较多，但可培养细菌
总数较少的特征。结果显示，压载水样品和沉积

物样品具有１７２个相同的物种（图１）。

表１　压载水与沉积物细菌丰度及多样性指数比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｂａｌｌａｓｔｗａｔｅｒａｎｄｓｅｄｉｍｅｎｔ

压载水

Ｂａｌｌａｓｔｗａｔｅｒ
沉积物

Ｓｅｄｉｍｅｎｔ
ＯＴＵ ５５１ ３５９

可培养细菌总数ＣＦＵ／ｍＬＴｈｅｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｂａｃｔｅｒｉａ ９．７５×１０３ ２．７２５×１０６

Ｓｈａｎｎｏｎ指数 ４．００６６ １．８２５
ａｃｅ指数 ６４５．７５ ３９７．６６
ｃｈａｏ指数 ６４０．２５ ３９９
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 ０．０６ ０．３３４

２．３　压载舱内多样性指数分析
压载水细菌多样性高于沉积物细菌多样性。

压载水中细菌丰度较高、种类较多，物种较为丰

富，多样性程度较高，而相比沉积物样品，沉积物

样品中细菌种类较为单一，多样性程度较低，物

种数量分布不均匀，但优势种的地位更为突出。

对于Ｓｈａｎｎｏｎ指数，压载水样品为４．００６６，沉积

物样品为１．８２５，压载水样品 Ｓｈａｎｎｏｎ指数是沉
积物样品的两倍多（表１）。
２．４　种类组成和优势类群

统计压载水中细菌样品序列信息，包括 ２４
门，４４纲，１０８目，１６７科，２８３属，３９２种。分别是
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ７０．２０％）、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ１３．３８％）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
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１０．３３％）、Ｍａｒｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉａ＿ＳＡＲ４０６＿ｃｌａｄｅ２．８１％、
绿 弯 菌 门 （Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ０．７９％）、酸 杆 菌 门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ０． ７１％） 、 单 胞 菌 门

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ０．３２％）、蓝藻门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
０．１７％）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ０．１３％），还
有０．６３％的ＯＴＵ序列合并小于０．１％。

图１　Ｖｅｎｎ图（种水平）
Ｆｉｇ．１　Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍ

　　统计压载舱中沉积物样品序列信息：包括２４
门，４３纲，９３目，１３８科，２１８属，２８０种。分别为
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ９５．４５％）、厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ２．２３％）、拟杆菌门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
０．９２％）、单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ０．３２％）、
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ０．２７％）、浮霉菌门

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ ０．２５％）、绿 弯 菌 门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ０．１２％）、酸 杆 菌 门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ
０．１２％），还有０．３１％的ＯＴＵ序列合并小于０．１％。

在门水平上，船舶压载水的优势类群为变形

菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ７０．２０％）、拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
１３．３８％）、放 线 菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ１０．３３％）、
Ｍａｒｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉａ＿ＳＡＲ４０６＿ｃｌａｄｅ２．８１％。压载舱中
沉积物的优势类群为变形菌 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
９５．４５％）、厚壁菌 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ２．２３％ ）。压载水
与沉积物中变形菌门都是最多的，但沉积物中变

形菌门所占的比例更大，占 ９５．４５％。其中厚壁
菌门在沉积物中含量较高，但在压载水中总含量

小于０．１％。在压载水中拟杆菌 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ和
放线菌Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ是优势菌种，但在沉积物中
拟杆菌和放线菌的含量分别仅占 ０．９２％和
０．２７％。

在属水平上，沉积物的优势类群为假交替单

胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ）和交替单胞菌属
（Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ），压载水的优势类群为 ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿
Ｓｕｒｆａｃｅ＿１（图２）。在沉积物中假交替单胞菌属和
交替单胞菌的含量高达４４．４％和４０．９％，但在压
载水中含量都小于 ２％。在压载水中 ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿
Ｓｕｒｆａｃｅ＿１高达２０．２％，但在沉积物中含量却小于
０．１％。

图２　细菌（属）类群组成柱状图
Ｆｉｇ．２　Ｂａｃｔｅｒｉａ（ｇｅｎｕｓ）ｇｒｏｕｐｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｈｉｓｔｏｇｒａｍ
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３　讨论

在同一压载舱中，沉积物中可培细菌总数高

于压载水中可培细菌总数。可培养细菌总数是

评价生态环境的重要参数。曾有报道，船舶压载

水中的可培细菌总数在 １．２×１０５到 １．７×１０６

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ之间［１４］，船舶压载水沉积物细菌总数在

３．２０×１０８到１．９０×１０１１ｃｏｐｉｅｓ／ｇ之间［１１］，虽然

不是同一压载舱中的压载水和沉积物间的细菌

数量比较，但仍显示沉积物中的数量高。在压载

舱沉积物细菌中优势类群为 γ变形菌纲
（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ９０．５％），由于γ变形菌纲
是革兰氏阴性厌氧杆菌，这类细菌很适宜存活在

压载舱这一黑暗、密闭、溶解氧较低的特殊环境

中。压载水中的悬浮物质以及死亡生物会沉淀

到沉积物中，这些沉积物中丰富的有机和无机营

养物质将会被生物体所利用，尤其是微生

物［１５１６］。相比于压载水，沉积物中含有丰富的营

养物质，为细菌提供了充足的营养和良好的环

境。不同类型的微生物生活在压载舱的沉积物

中，因为沉积物为细菌提供复合营养素和这一特

殊的固体基质［１７］。ＢＡＯＹＩ等比较不同船舶的压
载水与沉积物中细菌总数，发现沉积物的细菌总

数要比压载水中细菌总数高３～５个数量级。更
有学者研究发现压载舱中的沉积物相比海洋中

的沉积物具有更高的丰富度［１７２０］。本研究显示

同一压载舱内沉积物的可培细菌数量要高于压

载水中可培细菌数量。

在压载水和沉积物中变形菌门都是优势类

群。变形菌门是沉积物及海水环境中丰度较高

的细菌，并且占据较大的比例［２１２４］。ＣＡＲＲ等也
发现变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是压载舱沉积物
中细菌丰度最高的种类［２５］；许飞等对南海南沙海

区沉积物的１６ＳｒＤＮＡ序列进行分析，表明变形
菌门是明显的优势类群［２６］；ＦＥＮＧ等对长江口及
东海沿岸海域沉积物及海水进行研究，结果表明

变形菌门是该海域环境中最丰富的种群［２７］；

ＫＥＲＦＡＨＩ等在 ２０１４年研究发现 γ变形菌纲
（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）通常是海洋沉积物中含量
较多的纲，一般占海洋微生物的 ５０％以上［２８］。

在本次研究中 γ变形菌纲也是变形菌门中的重
要组成，这个结果与其他海洋沉积物中细菌群落

结构组成相一致。

在压载水及沉积物中均发现黄单胞菌科

（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）、 分 枝 杆 菌 属

（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）等致病
性微生物，病原性细菌的入侵、传播和爆发会直

接或间接危及人类健康。在船舶压载水排放的

主要港口及沿海地区，容易造成致病菌的传播和

导致动物和人类患病 ［２９３０］，因此应加强到港船舶

压载水及沉积物的排放监管，对他们的科学管理

亦不容忽视。
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