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摘　要：研究压载环境下细菌群落结构以及多样性的变化特征，为科学评估压载水排放的生态风险评估提供
科学依据。通过对压载水中细菌群落进行连续３０ｄ压载，采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ高通量测序技术分析鉴定细菌
类群，探讨压载环境下细菌群落结构演变规律。测序共获得有效序列４１３８０６条，总计１３３４个 ＯＴＵｓ。不同
压载时间的多样性指数及丰度指数存在较大差异，ＯＴＵ数量和多样性指数随压载时间而波动性上升，３０ｄ时
多样性最为丰富。细菌优势门分别为变形菌门和拟杆菌门，变形菌门中γ变形菌优势尤为显著，且在压载中
期（１０ｄ）丰度迅速增加。黄杆菌是实验初始的优势分类单元，相对丰度比例表现出先增加后减少的变化趋
势，第５天时上升至最高比例后逐渐下降。假替单胞菌比例在第１０天急剧增加至５０．１６％，随后菌群优势减
弱。ＵＰＧＭＡ聚类分析表明，压载条件下各水龄阶段之间的细菌群落变化情况的差异性较对照舱具有更大的
波动性。ＮＭＤＳ和ＰＣｏＡ分析进一步证明压载环境以及压载时间会对细菌群落结构造成一定程度的影响。
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　　相较于多细胞动物，微生物对于生存环境更
具适应性，能够普遍存在于生物圈，甚至于某些

极端环境［１］。海水中微生物的数量远远超过桡

足类、鱼类等大型水生生物，细菌和病毒的数量

级达到１０６～１０１１个／Ｌ［２５］。据统计，通过船舶压
载水途径进行传播的细菌高达１０１９ｃｅｌｌｓ／ｄ，数
量远远超过其他任何物种［６］。船舶达到目的港

口后，微生物一旦被释放到新的环境，将很容易

成为入侵物种。

１９９２年首次在船舶压载水中发现致病型霍
乱弧菌，从而揭示了船舶压载水途径传播致病菌

的危害性［７］。为防止病原微生物在我国沿海港

口传播和扩散，对到港船舶压载水中细菌总数、

大肠菌群指标、沙门氏菌指标等卫生管理指示菌

以及弧菌等致病菌进行了目的性检测［８１０］。然

而，由于缺乏对压载水中微生物种类组成的研

究，很难进一步了解压载水中微生物群落结构。

高通量测序技术的发展突破了技术手段上的局

限性，国内外研究人员得以从更为精准的分类水

平进行分析，深入开展到港船舶压载水中微生物

多样性和群落结构特征的研究调查［１１１４］。但目

前相关资料依然较少，对于压载过程中压载舱内

微生物种类组成和群落结构变化特征的研究仍

是空白。本文应用岸基模拟压载舱，连续跟踪压

载后细菌的动态变化情况，以期阐明压载水中细

菌的多样性和群落结构的变化规律及其生态适

应机制。

１　材料与方法

１．１　样品采集
上海海洋大学船舶压载水检测实验室岸基

试验基地配备６００ｍ３全封闭钢筋混凝土结构模
拟压载舱。舱体内壁涂有船舱专用防腐漆，全舱

不透光且具有较好隔热性，仅在舱体上部设有直

径为１００ｃｍ的闭合式人孔，供人员进出和采样所
用。设置自然条件下的开放式舱体为对照舱，舱
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体为６００ｍ３全开放式钢筋混凝土结构。实验前
对两舱进行彻底清洗。通过潜水泵引洋山港海

域海水，经加载操作注满舱体。完成加载操作

后，分别于第０，１，５，１０，１５和３０天进行样品Ｔ０，
Ｔ１，Ｔ５，Ｔ１０，Ｔ１５，Ｔ３０的采集，第 ０天为压载当
天，记为样品 Ｔ０，作为实验起始。同时进行对照
舱样本Ｃ０，Ｃ１，Ｃ５，Ｃ１０，Ｃ１５和Ｃ３０的采集。
１．２　样品预处理

所有样本均保存于冷藏箱中，２ｈ内送到实
验室，立即进行预处理。水样通过３μｍ和０．２２
μｍ微孔滤膜两级过滤后，将０．２２μｍ滤膜转移
到１．５ｍＬ离心管中，并保存于－８０℃条件下，用
于后续ＤＮＡ提取。
１．３　基因组ＤＮＡ提取

ＤＮＡ的提取采用３ＳＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔＶ２．２
（上海博彩生物技术有限公司）ＤＮＡ提取试剂盒，
按照操作说明书进行，用１％的琼脂糖凝胶电泳
（ＴＡＥ缓冲液）检测 ＤＮＡ完整性，超微量分光光
度计（Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ｃ，Ｔｈｅｒｍｏ）分析 ＤＮＡ相对浓
度。

１．４　ＰＣＲ扩增及高通量测序
利用１６ＳｒＲＮＡ基因中Ｖ４Ｖ５区域通用引物

５１５Ｆ（５’ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ３’）和 ９０７Ｒ
（５’ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ３’）进行 ＰＣＲ
扩增。扩增条件设置为：９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，５
℃ ３０ｓ，７２℃ ５ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。ＰＣＲ产物于
上海美吉生物医药科技有限公司 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ
平台上进行高通量测序。

１．５　数据分析
运用ＱＩＩＭＥ１．７．０对Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台测序得到

的序列数据进行过滤［１５］，质控校准后得到优质序

列用于后续分析。序列经过滤后，共获得 ４１３
８０６条高质量序列，各样品抽平处理至２６５３８条
序列。在 ９７％的相似水平下对所有序列进行
ＯＴＵ（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ）划分，然后采用
ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法对 ９７％相似水平的
ＯＴＵ代表序列进行分类学分析，数据库为 Ｓｉｌｖａ
１１．９［１６］。应用 Ｍｏｔｈｕｒ软件计算生物多样性指
数，包括：群落丰富指数（Ｃｈａｏ指数）和群落多样
性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ指数）［１７］。运用 Ｒ语言工具统
计和作图软件进行主坐标分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏ
ｏｒｄｉｎａｔｅｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）和非度量多维尺度分析

（ＮｏｎｍｅｔｒｉｃＭｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｃａｌｉｎｇ，ＮＭＤＳ）［１８］。
采用非加权组平均法（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎ，ＵＰＧＭＡ）构建树状
结构。

２　结果与分析

２．１　测序结果和多样性指数
通过对实验舱和对照舱各样本点细菌 Ｍｉｓｅｑ

测序，过滤掉低质量序列后，共获得有效序列

４１３８０６条。其中实验舱各样本点平均有效序列
数为３２９６３±４７４５，对照舱各样本点平均有效
序列数为３６００５±３５８７。从稀释曲线（图１）中
可知，当各样本序列数量达到３００００后曲线趋于
平缓，说明测序量合理，能够真实反映水体中细

菌群落情况。Ｃｈａｏ和 Ｓｈａｎｎｏｎ指数在实验舱样
本中的平均值为５９１．６７和３．６４，而在对照舱样
本中分别为４０８．００和３．０４，说明压载环境下细
菌多样性和丰度均有所提高（表１）。

图１　相似度为 ０．９７条件下各样品的稀释曲线
Ｆｉｇ．１　Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆ
ｅａｃｈｓａｍｐｌｅａｔｃｕｔｏｆｆｌｅｖｅｌｏｆ３％

２．２　细菌群落ＯＴＵ特异性
在０．９７相似度下得到样本 ＯＴＵ数目，通过

维恩图表现实验舱和对照舱细菌群落 ＯＴＵ数目
组成相似性、差异性和重叠情况（图２）。压载环
境与自然环境下水体之间存在共有细菌 ＯＴＵ数
目为６２３，实验舱水样中特异性细菌 ＯＴＵ数目为
４７５，是对照舱水样中特异性细菌 ＯＴＵ数目的
２．３９倍。表明压载条件下有更多的特异性细菌
类群存在。

２２３
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表１　样品测序数据统计表
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

样本编号

Ｓａｍｐｌｅｃｏｄｅ
采样时间

Ｔｉｍｅ
ＯＴＵ数量

ＮｕｍｂｅｒｏｆＯＴＵ
Ｃｈａｏ指数
Ｃｈａｏｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ指数
Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ

Ｔ０ ０ｄ ４８６ ５８５ ３．０６
Ｔ１ １ｄ ５８４ ６３０ ４．２９
Ｔ５ ５ｄ ４２９ ６０３ ３．１８
Ｔ１０ １０ｄ ３５１ ４６４ ２．５５
Ｔ１５ １５ｄ ５３２ ５８２ ４．３４
Ｔ３０ ３０ｄ ５１３ ６４４ ４．３９
Ｃ０ ０ｄ ２２９ ３０４ ２．３９
Ｃ１ １ｄ ５８９ ６５５ ４．２０
Ｃ５ ５ｄ ２８０ ４１５ ２．３２
Ｃ１０ １０ｄ １９５ ２５４ ３．０３
Ｃ１５ １５ｄ ２４５ ３６４ ３．０６
Ｃ３０ ３０ｄ ２７５ ３６１ ３．２０

图２　细菌ＯＴＵＶｅｎｎ图
Ｆｉｇ．２　ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌＯＴＵｓ

２．３　群落结构组成分析
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为两舱体内主要细

菌类群，实验舱中所占比例为 ６６．２３％ ±
１３．３１％，对照舱为 ５３．１７％ ±１０．９９％（图 ３）。
在发现的变形菌门中包括α、β、γ、δ变形菌，其
中γ变形菌纲占据菌群主要优势。实验舱中 γ
变形菌的丰度比例范围为２７．２９％ ～７３．４３％，由
第０天时４０．６０％缓慢下降至第５天时３２．３３％，
在第１０天迅速增加至７３．４３％；此时，对照舱内
γ变形菌比例仅为８．１８％，而α变形菌纲丰度比
例达到２４．１１％（第５天时仅６．３６％）。拟杆菌
门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）丰度比例在实验舱中的变化范
围为９．４５％ ～４５．７６％，在对照舱为 １９．３８％ ～
６６．４８％ ，是出现的第二大类群细菌。其次是放
线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），丰度比例在实验舱的变
化范围为１．６８％ ～１０．７６％，对照舱是０．３７％ ～
２７．１８％。变形菌门和拟杆菌门细菌在两舱中均
表 现 出 绝 对 的 类 群 优 势。 酸 杆 菌 门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）是实验

舱压载阶段出现的特有门类，压载前期（１０ｄ前）
丰度比例低于１％，压载第３０天时两者丰度增加
至 ２．１９％ 和 ３．６９％ （图 ３）。蓝 细 菌 门
（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）则仅在对照舱中出现。

在 科 的 分 类 水 平 上，黄 杆 菌 科

（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）是实验初始的优势分类单元，
第０天时实验舱和对照舱中的相对比例分别是
４３．５２％ 和 ４６．３３％ （图 ４）。黄 杆 菌 科
（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）在两舱内的相对丰度比例均
表现出先增加后减少的变化趋势，第５天时上升
至最高比例后逐渐下降。假替单胞 菌 科

（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）在实验舱内的比例在第
１０天急剧增加至５０．１６％，随后菌群优势减弱。
对 照 舱 中 微 杆 菌 科 （Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、
Ｍｅｔｈｙｌｏｐｈｉｌａｃｅａｅ和 Ｓｕｒｆａｃｅ＿１的丰度比例增长尤
为显著。

２．４　群落结构聚类分析
ＰＣｏＡ分析用于研究样本群落组成的相似性

或差异性，直观显示实验舱和对照舱细菌群落变

化上的相似性和差异性（图５）。ＰＣ１和ＰＣ２两轴
分别解释了１８．９２％和４２．８７％的细菌群落变化，
第０天、１天两舱体细菌群落接近，此后相对距离
增大，表明不同环境下细菌群落变化情况的差异

性。ＮＭＤＳ分析同样揭示了两舱体内细菌群落结
构的不同（图６）。基于层次聚类中的非加权组平
均法ＵＰＧＭＡ对各采样点样品细菌群落构成的相
似性进行了聚类分析，对照舱各采样点相似度较

高，实验舱内细菌在压载过程中的群落结构表现

出较大的波动，因此受到压载环境的显著影响

（图７）。
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图３　细菌群落在门水平上的组成和相对丰度
Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ

图４　细菌群落在科水平上的组成和相对丰度
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｔｈｅｆａｍｉｌｙｌｅｖｅｌａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
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图５　细菌群落ＰＣｏＡ分析
Ｆｉｇ．５　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ
ａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｓａｍｐｌｅｓ

图６　细菌群落 ＮＭＤＳ分析
Ｆｉｇ．６　Ｎｏｎｍｅｔｒｉｃｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｓｃａｌｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｓａｍｐｌｅｓ

３　讨论

通过对压载水中细菌群落进行连续压载３０
ｄ的 Ｍｉｓｅｑ高通量测序，结果表明细菌群落的丰
度和多样性在一定程度上随压载时间的延长而

增加（表１）。一般在稳定良好的生态环境中，微
生物数量增加，种群丰富度上升，意味着群落结

构表现更为稳定［１９］。在压载舱内，温度突变、黑

暗密闭、无外来能源供给、舱壁防污涂料的毒性

侵害等恶劣的压载舱条件使得大多数浮游植物

和浮游动物无法长时间存活，经过长时间压载后

种类数量以及丰度将会明显下降［２０２１］。然而，压

载水中细菌的丰度及其生物量能够保持稳定，与

加载地水源保持一致，甚至发生随压载时间不断

增长的变化情况［２２２３］。ＨＵＡ等连续跟踪４条航
线商船压载水中可培细菌总数的变化情况，在他

所调查的６艘船舶航行过程中，细菌总数均有增
加的情况，尤其发生在较长水龄时期［２４］。

ＴＯＭＡＲＵ等发现，压载水交换操作后可培细菌总
数减少，但在短时下降之后，数量又随压载时间

的延长而不断上升［２５］。尽管以上研究中实验方

法与本次研究不同，在具体数量上无法作出比

较，但都在一定程度上证实了压载水中的微生物

具有较高的存活能力，相较于其他浮游生物更易

对目的港口造成生物入侵。

图７　多样本相似度树状图
Ｆｉｇ．７　Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｂｙｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ

ｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎ（ＵＰＧＭＡ）
ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｒｗｅｉｇｈｔｅｄｕｎｉｆｒａｃｍａｔｒｉｘ．

　　本次岸基实验压载水源来自洋山港近岸海
域，该水域细菌主要由变形菌、拟杆菌这两大类

组成，其中 γ变形菌为优势类群［２６］。相较于对

照舱，γ变形菌在实验舱内的丰度优势更为明显，
压载过程中比例变化以升高为主。蓝细菌依靠

光合作用产生能量维持生长，光照是影响其生长

的重要因素［２７］，压载舱黑暗无光的环境抑制了蓝

细菌的生长，导致在压载水样品中蓝藻的丰度极

低。变形菌门细菌呈革兰氏阴性，外膜结构主要
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由脂多糖组成。该类细菌包含多种代谢途径，以

营兼性或者专性厌氧及异养为主要生活方式。

黄杆菌科 （Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｉａ）和假替单胞菌科
（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）是实验舱中 γ变形菌
优势类群，其中黄杆菌科为好氧或兼性好氧的化

能异养型微生物［２８］，对环境适应能力较强；假替

单胞菌科对于蛋白质和脂肪的分解能力极强，且

增殖速度快，浮游生物大量死亡后，该类群细菌

丰度迅速增加（图４）。
此外，在实验舱样本中存在一定比例的无法

按目前分类学研究划分的菌属，说明在压载环境

中有一定数量潜在的新种和细菌分类（图３）。并
且此类群菌属的丰度比例随压载时间不断增大，

由０．５１％（５ｄ）上升至５．４３％（３０ｄ）。压载舱是
区别于其他任何自然条件的特殊环境，该环境对

于微生物的生理生化特征以及代谢机理都可能

造成影响。ＸＵ等曾在浙江舟山到港船舶压载舱
沉积物中成功分离鉴定新菌Ｋｏｒｄｉｉｍｎａｓｌａｃｕｓ［２９］。
压载水较沉积物而言，有更高的细菌丰度和多样

性［３０］，因此具有更为丰富开发潜力和更高的入侵

风险。若船舶压载水未经过处理直接排放，极易

造成港口水域生态环境的污染，同时引发病原微

生物污染，对人类健康造成威胁。

压载水因其携带致病微生物排放至港口国

而获得重视。在以往的研究中，弧菌、绿脓杆菌

和分支杆菌等致病菌或条件致病菌均有报

道［３１３３］，其中分支杆菌在实验舱各采样点均有发

现。ＲＯＢＩＮ在２０１６年通过高通量测序技术在压
载水中发现了６０种新的致病菌和条件致病菌，
其中包括４７种针对人体产生危害的病原菌［３４］。

泡囊短波单胞菌（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓｖｅｓｉｃｕｌａｒｉｓ）是一
种较罕见的条件致病菌，可引发肺炎、败血症、皮

肤炎症等病症［３５］。本次岸基模拟压载实验中，泡

囊短波单胞菌在实验舱内的丰度比例随压载时

间持续增加，３０ｄ时达到 １．１４％。假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）是常见的病菌属，在实验舱中
共检出６种（包括１种无法确定种类）。某些功
能细菌可能产生某些活性物质，例如Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｘａｎｔｈｏｍａｒｉｎａ是仅有的能够对有机化合物进行降
解的细菌［３５］，在实验舱内的丰度最高达７．０２％，
这意味着压载环境下蕴藏很大的开发潜力。但

与此同时，压载环境下也可能存在新型病源微生

物，这对于人类健康以及其他生物的生存都存在

巨大的风险。
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