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山东省渤海海洋保护区典型海域表层海水微生物群落多样性

分析 
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摘要: 海洋微生物在生态系统循环中发挥重要作用。为系统了解山东省渤海海洋保护区表层海水微生

物群落多样性, 作者利用 Illumina 高通量测序及生物信息学分析技术研究了 12 个水体样本的菌群构成

和多样性特征。实验结果表明, 山东渤海海洋保护区典型海域表层海水微生物群落丰富, 12 个水体样

品 OTU 分属于 25 门、56 纲、103 目、163 科、227 属; 门、纲、目、科、属分类等级上的优势类群分

别为变形菌门(Proteobacteria)(57.95%)、α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)(21.88%)、黄杆菌目(Flavobacteriales) 

(4.31%)、红细菌科(Rhodobacteraceae)(10.68%)、Candidatus portiera(7.94%); 保护区内表层海水微生物

具有其独特的菌群特征和多样性。本研究结果为进一步认识海洋微生物多样性与海洋生态环境保护的

关系奠定了基础。  
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海洋微生物的种类繁多, 包括细菌、真菌、古细

菌等, 物种数高达 2 亿~10 亿[1], 它们在生态系统循

环和生物活性物质开发中都发挥重要作用。因此, 海

洋微生物研究已成为当今的一大热点, 并涉及环境、

生态、医药等多个领域。王家生等[2]分析了海洋极端

环境微生物活动与油气资源的关系 ; 玥余 [3]研究了

深海极端微生物正青霉(Enpenicillium sp.)的化学成

分。许多研究人员还从海洋微生物中分离得到多种糖

类、肽类、甾醇类等具有抗肿瘤、抗氧化、抗菌等作

用的活性物质[4-6]。海洋微生物多样性研究对了解群落

结构间的动态变化及其生态功能、修复海洋生态系统

以及微生物资源的合理开发均具有重要意义。 

传统的海洋微生物多样性研究方法如平板培养

法、核酸分子 RFLP、DGGE等方法, 极大地促进了

海洋微生物生态学等相关学科的发展。但是这些方

法仅能测定海水中的部分微生物种类, 而且灵敏度

不够高。高通量测序, 如 454 Life Sciences 公司及

Illumina 公司的第二代测序技术以及其他的单分子

测序技术等, 以同时对上万的基因位点进行分析为

特色, 具有大规模平行测序、进行定量等优点, 越来

越多地用于基因组分析, 涉及基因测序和基因组学

研究等多个方面[7-8]。而 Illumina 测序技术又具有低

错误率和低成本的优点, 使得简单、快速、较准确地

获取海水微生物信息成为可能。16S rDNA是原核生

物基因组中的高保守性和高特异性的 DNA序列, 对

其进行序列分析已成为检测和鉴定微生物的重要手

段[9]。16S rDNA 由保守区和高变区组成, 利用高变

区可进行物种多样性分析[10]。对扩增后的 16S rDNA

高变区进行高通量测序避免了海洋微生物难纯培养

等的困扰, 可使操作简单、分析全面而准确。 

渤海为中国唯一内海, 资源丰富, 其中渔业、港

口、石油、旅游和海盐是渤海的五大优势资源, 但是

近封闭的内海特征使得其水体交换能力很差。作为

黄河、辽河、海河三大水系的汇聚地, 环渤海区域在
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经济高速发展的同时, 其海区亦饱受污染事故的影

响。海洋污染对海洋生物生存造成严重危害, 并影响

了其生物多样性[11]。虽为中国重要海域, 但是对渤海

海洋微生物资源研究较少, 且主要集中在海洋沉积

物微生物上 [12-14]; 而海水微生物则鲜有报道 , 仅限

于采用非高通量测序方法的研究[15-16]。海洋保护区

是以保护海洋自然环境为目的, 依法对具有特殊保

护价值的海域、海岸、河口、岛屿等划出一定面积

予以特殊保护和管理的海洋相关区域。本研究采用

Illumina Miseq 测序平台 , 研究了山东省渤海海洋

保护区典型海域表层海水微生物群落多样性, 本研

究结果将对该海域生态系统的保护修复和微生物资

源的开发利用提供基础数据和理论依据。 

1  材料与方法  

1.1  研究区域概况、海水样品采集与微生

物收集 

山东省渤海海洋保护区位于山东省渤海区境内, 

是为保护贝类、鱼类等重点保护对象、有关部门在

山东省渤海区海域设立的海洋保护区。作者于 2014

年秋季在保护区内选取了 12 个采样点, 采样点位置

见图 1, 取每个点的表层海水 1 L, 封存后立即运往

实验室供实验分析用。取样及封存方法根据中华人

民共和国国家标准 GB17378.3-2007。 

水样先进行过滤以除去水体中的大颗粒, 再用

0.22 μm 微孔滤膜抽滤, 将滤膜有菌面对折后用无

菌锡箔纸包住, 装于灭菌袋中, 标记好后置于–20℃

保存。 

 

图 1  12个水体微生物采样点示意图 

Fig. 1  Location of the 12 water samples 
 

1.2  微生物 DNA 提取、扩增和高通量测序 

水体微生物 DNA 提取采用水样 DNA 提取试剂

盒(OMEGA), 提取步骤参照说明书。提取后的微生

物 DNA 用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 凝胶成像系

统分析 DNA 提取的结果, 符合实验需求的基因组

–20℃保存备用。 

分别用 16sFF/16sFR、V3F/V3R 和 V4F/V4R 3

对引物 , 对水体微生物 DNA 的 16S rDNA 全长、

V3 高可变区、V4 高可变区进行 PCR 扩增 , 引物序

列见表 1。对纯化后质量合格的 PCR产物进行 DNA

文库的构建, 用合格的文库进行 Illumina Paired-end

测序。 
 

表 1  用于 PCR 反应的 3 对引物序列 
Tab. 1  Sequence of three primer pairs usedin PCR 

引物 序列(5′→3′) 引物 序列(5′→3′) 

16sFF AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16sFR GGTTACCTTGTTACGACTT 

V3F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG V3R TTACCGCGGCTGCTGGCAC 

V4F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA V4R GGACTACHVGGGTWTCTAAT 
 

1.3  数据处理与信息分析 

高通量测序得到的原始数据滤除低质量的序

列。使用 FLASH软件[17]进行序列拼接, 利用重叠关

系将成对读段 (reads)拼装成高变区的序列标签

(Tags)。利用 USEARCH 软件[18]将拼接好的 Tags 经

过优化后, 在 97%相似度下将其聚类为用于物种分

类的操作单元(OTU)。通过 OTU 与数据库比对, 进

行物种注释和 OTU的物种分类。计算常用的 α生物

多样性指数: Chao、ACE、Simpson和 Shannon指数, 

分析微生物群落的多样性, 通过稀疏度分析样品的

测序深度; 并采用 QIIME 进行主成分分析(PCoA), 

分析不同样品微生物多样性的差异[19]。 

2  结果与分析 

2.1  水体微生物 16S rDNA 全长、V3 高变

区、V4 高变区扩增 

12个海水微生物样本的总基因组 DNA分别用 3

对引物扩增 16S rDNA、V3高变区、V4高变区结果

显示: 对于 16S rDNA的扩增, 所得单一产物长度在

1 000~2 000 bp, 条带清晰规则较亮, 即浓度较高; 
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对于 V3高变区的扩增产物电泳条带近似弥散, 且条

带较暗, 即浓度较低; 而对于 V4 高变区的扩增, 所

得单一产物长度在 250~500 bp, 条带清晰规则较亮, 

即浓度较高。综上结果, 选取 V4高变区进行高通量

测序。 

2.2  高通量测序原始数据处理 

对山东省渤海海洋保护区 12个水体微生物样本

进行高通量测序, 共得到 312 451条 reads, 平均每个

样品 26 037条, SD值为 209; 共拼装获得 310 330条

Tags, 平均每个样品 25 860条, SD值为 214; 共产生

676个 OUT。每个样品 OTU统计结果见表 2。 

 
表 2  样品 OTU 统计 
Tab. 2  OTUs of samples 

样品编号 Tags数/条 OTU数/个 

WCY1 20101 370 

WCY2 20952 336 

WCY3 20331 371 

WCY4 20017 360 

WCY5 20527 340 

WCY6 20455 358 

WCY7 20232 342 

WCY8 20752 394 

WCY9 20563 445 

WCY10 21904 363 

WCY11 21253 423 

WCY12 21083 405 

 

2.3  水体微生物群落结构 

通过与数据库进行比对, 对OTU进行物种分类, 

并分别在门、纲、目、科、属 5 个分类等级水平上

对各个样品作微生物物种构成柱状图。图 2~图 6 显

示了各样品在不同分类等级上的物种构成状况, 从

图中可以直观看出不同物种在每个样品中所占的比

例。门分类等级画所有物种的柱状图, 从纲分类等级

开始, 将物种丰度在所有样品均低于 0.5%的物种全

部合并成其他(Others)。12 个水体样品所有 OTU 分

属于 25门, 56纲, 103目, 163科, 227属。  

2.3.1  门 

总体上看, 12个水体样品内共有来自 25个菌门

的微生物种系型被鉴定出来, 微生物群落多样性样

品间存在差异。在门水平, 水体内平均相对丰度处在前

10 位的微生物门类依次为变形菌门(Proteobacfteria)、

拟杆菌门(Bacteroidetes)、蓝细菌门(Cyanobacteria)、

放线菌门(Actinobacteria)、泉古菌(Crenarchaeota)、疣

微菌门(Verrucomicrobia)、浮霉菌门(Planctomycetes)、

广古菌门(Euryarchaeota)、厚壁菌门(Firmicutes)和脱

铁杆菌门(Deferribacteres, SAR406); 平均相对丰度

大于 1%的有 6 种, 其中变形菌门(Proteobacteria)丰

度高达 57.95%, 拟杆菌门(Bacteroidetes)达 15.79%, 

蓝 细 菌 门 (Cyanobacteria)达 11.27%, 放 线 菌 门

(Actinobacteria)达 6.62%, 泉古菌门 (Crenarchaeota)

达 3.70%, 疣微菌门(Verrucomicrobia)达 1.34%; 其

他菌门平均丰度在 1%以下。各样品在门分类等级上

的微生物组成见图 2。 

2.3.2  纲 

各样品在纲分类等级上的微生物组成见图 3。12

个水体样品中共检测到微生物 56 纲, 其中物种丰度

在所有样品中平均高于 0.5%的共有 19 个。平均相对丰

度大于 10%的纲分别是α-变形菌纲(Alphaproteobacteria) 

(21.88%)、-变形菌纲(Gammaproteobacteria)(19.75%)、

黄杆菌纲 (Flavobacteriia)(14.31%)和β -变形菌纲

(Betaproteobacteria)(10.93%)。 

2.3.3  目 

各样品在目分类等级上的微生物组成见图 4。12

个水体样品中包含微生物 103 目, 其中物种丰度在

所有样品平均高于 0.5%的共有 30个。相对丰度大于

5%的目分别是黄杆菌目(Flavobacteriales)(14.31%)、

海洋螺菌目(Oceanospirillales)(10.07%)、嗜甲基菌

目 (Methylophilales)(9.50%) 和 交 替 单 胞 菌 目
(Alteromonadales)(7.39%) 
2.3.4  科 

12 个水体样品中有微生物 163 科 , 物种丰度

在所有样品平均高于 0.5%的共有 32 个。相对丰度

最大的 5个科所占比例总和达 36.6%, 分别是红细

菌 科 (Rhodobacteraceae)(10.68%); 嗜 甲 基 菌 科

(Methylophilaceae) (9.50%); 盐单胞菌科(Halomonadaceae) 

(7.96%); 弯 曲 菌 科 (Campylobacteraceae)(4.31%) 和

OM60(4.15%)。各样品在科分类等级上的微生物组成

见图 5。 

2.3.5  属 

各样品在属分类等级上的微生物组成见图 6。12

个水体样品中含有微生物 227 属, 物种丰度在所有

样品平均高于 0.5%的共有 22个。相对丰度最大的 5

个属所占比例总和达 23.23%, 分别是 Candidatus 

portiera(7.94%)、Sediminicola(4.72%)、弓(形)杆菌属

(Arcobacter)(4.31%)、亚硝化侏儒菌属(Nitrosopumilus) 

(3.69%)和海洋生菌属(Octadecabacter)(2.57%)。 
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图 2  水体样品在门分类等级上的微生物组成 

Fig. 2  Bacterial composition of the water column sample with respect to the phylum level 

 

图 3  水体样品在纲分类等级上的微生物组成 

Fig. 3  Bacterial composition of the water column sample with respect to the class level 

 

2.4  水体微生物多样性指数 

样品的多样性分析见表 3, 12个水体样品 chao

平均值为 410.68, ace平均值为 417.67, shannon平均

值为 4.30, simpson 平均值为 0.0313, 样品微生物多

样性较高。 

稀疏曲线用来评估所测序列库容中环境微生物

的种类和数量。样品稀疏曲线显示 12条曲线已达到

平台期, 表明通过高通量测序技术, 12个水体样品中

的微生物基本完全测出(图 7)。 

 使用主坐标分析(PCoA)的方法展示 12 个水体

样品间微生物多样性的差异大小。主成分 PC1 和次

要成分 PC2 分析结果见图 8。由图可见多数样品点

之间距离较远, 表明组间差异显著。主成分分析结果显

示, PC1贡献度为 49.45%, PC2贡献度为 20.09%, 除 5

号和 6 号取样点外的其他取样点水体微生物样品不能

聚集在一起, 说明样品间水体微生物组成有差异。 
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图 4  水体样品在目分类等级上的微生物组成 

Fig. 4  Bacterial composition of the water column sample with respect to the  order level 

 

图 5  水体样品在科分类等级上的微生物组成 

Fig. 5  Bacterial composition of the water column sample with respect to the family level 

 

3  讨论 

本研究利用 Illumina Miseq 测序平台对山东省

渤海海洋保护区典型海域表层海水微生物群落特征

和多样性进行了初步研究, 列出了保护区海水微生

物门、纲、目、科、属不同分类等级上的优势群落

类型和相对丰度。虽然本次研究所采集海水样本的

数量及其分布范围有限, 但是 Illumina Miseq高通量

测序技术的应用为进一步对山东省渤海海洋保护区

内海水微生物资源的调查积累了一定的经验和新的

技术支撑。本研究中, 12 个样品在遗传距离 0.03 下

的稀疏曲线已达到平台期, 说明通过高通量测序技

术测出的微生物包含了山东省渤海海洋保护区内水

体样品中微生物的绝大部分。微生物群落特征显示, 

山东省渤海海洋保护区表层海水内存在大量微生物

群落, 并具有其独特的菌群特征和多样性。保护区内

表层海水微生物在门、纲、目、科、属不同分类等

级上的未分类 OUT分别为 0.40%、1.08%、11.89%、 
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图 6  水体样品在属分类等级上的微生物组成 

Fig. 6  Bacterial composition of the water column sample with respect to the genus level 
 

表 3  样品 Alpha 多样性统计结果 
Tab. 3  Statistical results of sample Alpha diversity 

样品 

编号 

Sobs 
指数 

Chao 
指数 

Ace 
指数 

Shannon
指数 

Simpson
指数 

样品 

编号 

Sobs 
指数 

Chao 
指数 

Ace 
指数 

Shannon
指数 

Simpson
指数 

WCY1 370 396.50 404.87 4.37 0.0247 WCY8 394 417.95 427. 80 4.41 0.0254

WCY2 336 395.43 384.38 3.68 0.0902 WCY9 445 480.51 494.24 4.54 0.0204

WCY3 371 421.96 428.72 4.23 0.0310 WCY10 363 397.53 404.71 4.07 0.0424

WCY4 360 388.50 401.28 4.30 0.0249 WCY11 423 445.32 456.02 4.52 0.0213

WCY5 340 382.00 381.39 4.33 0.0220 WCY12 405 422.75 435.57 4.51 0.0197

WCY6 358 403.12 412.70 4.33 0.0236 平均 375.58 410.68 417.67 4.30 0.0313

WCY7 342 376.53 380.34 4.25 0.0299       
 

23.53%, 62.81%, 说明随着分类的细化无明确分类

名称信息的群落类型所占比例增大, 这可能与测序

区间、序列长度以及比对的数据库等有关。 

本研究在山东省渤海海洋保护区典型海域表层

海水中共检测出变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、蓝细菌门(Cyanobacteria)等 25门, 其

中变形菌门是相对丰度最高的微生物类群, 这一结

果与国内外关于水体微生物多样性的很多研究相一

致[20-22]。对黄海表层海水微生物多样性的研究报道

显示, 其水体微生物群落主要有变形菌门、拟杆菌

门、蓝细菌门、疣微菌门、放线菌门和浮霉菌门[23]。

渤海与黄海表层海水微生物组成在门分类等级水平

上有较高的相似性, 这可能与两者地理位置相近有

关。微生物类群的相对丰度与其多样性有关, 研究中

按 97%相似性定义 OTU是因为微生物群落并不仅仅

是只含有少数高相对丰度的基因型, 而是含有大量

相对独特的基因型。 

Alpha 多样性是对单个样品中物种多样性的分

析[24], 包括 observed species 指数、chao 指数、ace

指数, shannon 指数以及 simpson 指数等。前面 4 个

指数越大 , 最后一个指数越小 , 说明样品中的物种

越丰富。本研究中 12 个样品 chao 平均值为 410.68, 

ace平均值为 417.67, shannon平均值为 4.30, simpson

平均值为 0.0313, 表明渤海海洋保护区内微生物多

样性较高。主坐标分析(PCoA)可以展示样品间微生

物多样性的差异大小 , 如果两个样品距离较近 , 则

表示这两个样品的物种组成较相似。主坐标分析图

中的一个点代表一个样品, 两个点之间的距离越近, 

说明两个样品的微生物群落差异越小。本研究中 12

个取样点, 除两个取样点外的其他取样点水体微生 
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图 7  样品在遗传距离 0.03下的稀疏曲线 

Fig. 7  The rarefaction of different samples obtained at 
genetic distances of 0.03 

 

图 8  基于 OTU数据的不同水体微生物群落的主成分分析 

Fig. 8  Principal component analysis (PCA) of all microbial 
communities based on OTU data 

 

物样品不能聚集在一起, 说明渤海海洋保护区不同

区域间微生物组成差异显著。 

水体污染会影响其微生物群落组成与多样性[24-25]。

渤海为中国内海, 山东省渤海海洋保护区距离陆地

较近, 海洋微生物会由于海水的有机物污染而获得

大量营养物质, 人类活动会影响微生物的群落组成

及其多样性。对渤海海水微生物多样性的研究不仅

有利于对其微生物群落结构的了解, 而且有助于特

殊功能微生物的发现和开发。另外, 海水温度、溶解

氧和季节可能是影响渤海水体微生物群落结构特征的

重要因素。有研究表明, 海洋中微生物的组成及其多样

性与海水的温度、季节、深度等环境条件相关[26-28]。

2008 年发生在黄海的浒苔灾害曾引起表层海水中-变

形菌和蓝细菌的增加, -变形菌纲和拟杆菌的减少[23]。

因此, 有关温度、溶解氧含量、浮游生物和季节等因

素对渤海表层海水微生物分布和其群落结构变化的

影响, 有待深入研究。 
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Abstract: Marine microbes play an essential role in marine ecosystems. To systematically understand microbial 

community diversity in the Bohai Sea marine protected areas of the Shandong Province, we investigated the micro-

bial community composition and diversity of 12 water samples using the Illumina high-throughput sequencing and 

bioinformatics analysis technology. Results for the 12 sampling points showed that the number of relative microbial 

groups included 25 phyla, 56 classes, 103 orders, 163 families, and 227 genera. Dominant groups at the phylum, 

class, order, family and genus classification levels were Proteobacteria (57.95%), Alphaproteobacteria (21.88%), 

Flavobacteriales (14.31%), Rhodobacteraceae (10.68%), and Candidatus portiera (7.94%), respectively. These 

findings suggest that Bohai Sea marine protected areas in the Shandong Province brine have high levels of micro-

bial diversity. This diversity provides basic information and knowledge to further understand the relationship be-

tween marine microbial diversity and protection of oceanic environment ecology. 
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