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摘　要：为了解船舶压载水沉积物中微生物多样性，利用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ２５００高通量测序平台对上海港到港
船舶压载水沉积物中细菌基因样本进行测序，并进行生物信息分析。从１１份压载水沉积物样品中共检测到
４２００６９条有效序列，微生物群落分析结果显示共有３８门、９８纲、２２６目、３９３科、７０４属细菌，优势类群为变形
菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ７２．９８％）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ９．１１％）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ８．７１％）、绿弯菌门
（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ４．０６％）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ１．４７％）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ１．１８％）和其他
（２．５０％）。本次研究在压载水沉积物中检测到了分枝杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、游动球菌属（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓ）、假
单胞菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、类芽孢杆菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）和链霉菌属（Ｉｎｑｕｉｌｉｎｕｓ）的致病菌或条件致病菌。结果
显示压载水沉积物中微生物多样性丰富，要充分重视我国到港船舶压载水沉积物中微生物以及致病菌的研

究，为阐明外来致病菌通过压载水途径入侵的机制和防控奠定基础。
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　　外来水生生物的成功入侵对近海的生态系
统造成灾难性破坏［１２］，已严重威胁我国海洋生

态系统的安全。压载水是船舶维持平衡与安全

航行的重要保障［３］。船舶压载水的压载和卸载

过程是造成地理性隔离水体间海洋生物传播的

主要途径［４５］。每天有超过７０００种生物通过压
载水在全球传播［６］，其中细菌的数量高达

１０１９［３］。
早期有关压载水微生物的研究主要关注压

载水中大肠埃希氏菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、肠道球菌
（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）和霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ）三种
致病菌［７１２］。因此压载水中细菌群落多样性未有

深入研究。２００７年始出现有关压载水中细菌的
总体数量的系统研究报道［３］，ＢＲＩＮＫＭＥＹＥＲ［１３］

和ＬＶ［１４］发现压载水中存在较多的导致人、鱼以
及陆生植物患病的致病菌。

由于船舱结构复杂，沉积物会长期保存于舱

体底部，最能真实反映舱内微生物群落的完整

性，国内仅在大连和江阴开展了压载水沉积物细

菌相关的研究［１２，１４］。上海港是上海国际航运中

心的重要组成部分，承担着上海进出物资总量

６０％的运输任务［１５］，是全球第一大集装箱港，压

载水的排放量大，外来生物入侵潜在风险高。研

究上海港到港远洋船舶沉积物中细菌多样性，分

析细菌群落特征，可为阐明压载水沉积物中微生

物多样性，探讨微生物在船舶压载水生态系统中

的作用，以及为港口外来生物的入侵防控提供理

论基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
在２０１５年夏季，抽取１１艘抵达上海港后进

入船坞的船舶，当船舱内压载水排空后进入舱体

收集舱内沉积物样本，样品编号为 Ｓ１Ｓ１１，对应
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船舶信息见表１。使用兵工铲采集沉积物表面１０
ｃｍ以上的样品，收集沉积物内部未受干扰的样本
大约１５００ｇ，立即装入无菌塑封带内。所有沉积
物样品在采集后均放置在黑暗的冰盒中运回实

验室，２ｈ内完成微生物ＤＮＡ提取。
１．２　细菌总ＤＮＡ的提取

使用灭菌手术刀将沉积物切开，用无菌药匙

挑去样品中心的沉积物约５００ｍｇ，置于无菌１．５
ｍＬＴＩＰ内。使用ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ试剂
盒（上海博彩生物技术有限公司）提取微生物

ＤＮＡ。
１．３　细菌 １６ＳｒＤＮＡ的扩增与 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ
测序

以２０ｎｇ／μＬ的稀释ＤＮＡ样品为 ＰＣＲ模板，
采用引物５１５Ｆ（５′ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ３′）和
９０７Ｒ（５′ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ３′）扩增细
菌１６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ４和 Ｖ５可变区基因［１８］。２０．０
μＬＰＣＲ反应体系包括４μＬ５×ＦａｓｔＰｆｕ缓冲液，２
μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍ），０．８μＬ上 游 引 物 （５
μｍｏｌ／Ｌ），０．８μＬ下游引物（５μｍｏｌ／Ｌ），０．４μＬ
ＦａｓｔＰｆｕ聚合酶；０．２μＬＢＳＡ；１０ｎｇ模板 ＤＮＡ。
ＰＣＲ反应程序：９５℃ 预变性３ｍｉｎ，２７个循环（９５
℃变性３０ｓ，５５℃ 退火３０ｓ，７２℃ 延伸４５ｓ），
最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ（ＰＣＲ仪：ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ
９７００型）。通过２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产
物，利用胶回收试剂盒进行纯化。对ＰＣＲ产物进
行定量并均一化，构建 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序 ＰＥ２×２５０
文库，利用ＭｉＳｅｑ２５００平台进行高通量测序［１７］。

１．４　数据分析处理
经过序列过滤Ｑｉｉｍｅ１．７．０和去除嵌合体序

列（Ｍｏｔｈｕｒ１．３１．２中 Ｕｃｈｉｍｅ方法）最终得到优
质序列，用于后续分析。在 Ｍｏｔｈｕｒ软件中，在
９７％相似水平下对序列进行 ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ）聚类。选择Ｓｉｌｖａ（Ｒｅｌｅａｓｅ１１．９）

数据库进行物种注释，并在 Ｑｉｉｍｅ中调用 ＢＬＡＳＴ
的方法对序列数据库进行比对，获得每个ＯＴＵ代
表序列的分类学信息。根据各样本物种丰度，运

用 Ｍｏｔｈｕｒ软件中的 ｓｕｍｍａｒｙ．ｓｉｎｇｌｅ命令计算
ＡＣＥ指数、Ｃｈａｏ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ指
数［１６］。

２　结果

２．１　微生物丰度与多样性
在９７％相似条件下，样本的测序深度指数均

高于０．９９，说明测序结果可以有效表征样本中微
生物种群。１１艘船舶压载水沉积物中发现 ＯＵＴ
总量为２２８４。我们利用Ｃｈａｏ指数和Ｓｈａｎｎｏｎ指
数来评估细菌群落的多样性，结果显示，Ｓ３和 Ｓ４
样本ＯＵＴ总数均超过１０００，这两个样本的 Ｃｈａｏ
指数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数也是１１个样本中最大的（表
１），细菌多样性最高，Ｓ９样本的ＯＵＴ总数与多样
性指数均处于较低水平，细菌多样性最低。

２．２　细菌类群分析
从上海港国际到港船舶压载水沉积物的１１

个样品中共发现３８门，９８纲，２２６目，３９３科，７０４
属，１１４０种细菌，主要门类分别是变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ７２． ９８％）、 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ９．１１％）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
８．７１％）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ４．０６％）、芽单胞
菌门 （Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ１．４７％）、酸杆菌门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ１．１８％）和其他菌门约占２．５０％等
（图１）。变形菌门在所有样本中均占绝对优势，
Ｓ７，Ｓ９和 Ｓ１０中变形菌门占比略低，但也超过了
３０％。次优势菌门变化较大，多为放线菌门或拟
杆菌门。从横滨驶来的船舶样本Ｓａｍｐｌｅ１中蓝藻
细菌 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ优势明显，高达 ２６．３９％。
Ｓａｍｐｌｅ１０中出现了较高的未鉴定种细菌，占比
（１３．３５％）。

５４３
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表１　各样本的船舶基本信息与物种多样性
Ｔａｂ．１　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｉｃｅｓ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ
Ｎｏ．

采样日期

Ｓａｍｐｌｉｎｇ
Ｄａｔｅ

船名

Ｎａｍｅ
船型

Ｓｈｉｐｔｙｐｅ
目的地

Ｄｅｓｔｉｎａｔｉｏｎ

沉积物含水量

Ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎｓｅｄｉｍｅｎｔ

优质序列

Ｈｉｇｈ
ｑｕａｌｉｔｙ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＯＴＵ
数量

ＯＴＵ
Ｎｕｍｂｅｒ

Ｃｈａｏ
指数

Ｃｈａｏ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

测序深度

指数

Ｃｏｖｅｒａｇｅ

Ｓ１ ２０１５／０８／２１ ＴＲＩＮＩＴＹ 集装箱船 横滨 ３８．３３ ３９２０５ ３６７ ４４５．２ ４．２７４１ ０．９９８４
Ｓ２ ２０１５／０８／３１ ＮＰＳＭＯＳＡ 货船 达喀尔 １９．９６ ４２１１０ ８３１ ９５３．０ ４．３９５９ ０．９９５９
Ｓ３ ２０１５／０９／１７ ＳＡＮＴＭＡＲＧＨＥＲＩＴＡ 货船 富查伊拉 ３１．６３ ３４２９５ １１８５ １３９４．８ ５．６０８９ ０．９９２６
Ｓ４ ２０１５／０９／２６ ＢＡＮＧＡＮＳＴＡＲ 集装箱船 ＭＹＰＮＧ ４９．１５ ４３２０１ １１２０ １２７１．５ ５．３６６８ ０．９９４５
Ｓ５ ２０１５／０９／２６ ＨＡＮＪＩＮＭＵＮＤＲＡ 集装箱船 新加坡 ９．７２ ３０１６３ ６８４ ８７６．２ ４．４７７９ ０．９９４３
Ｓ６ ２０１５．０９．０９ ＭＥＩＬＩＮＷＡＮ 油轮 舟山 ８．０３ ４０９９８ ７００ ８０１．６ ５．００７３ ０．９９７１
Ｓ７ ２０１５．０９．１７ ＨＡＮＪＩＮＳＡＮＤＩＥＧＯ 集装箱船 ＯＰＬ ３．７ ４２３４４ ４２０ ５２８．６ ４．０４６５ ０．９９７６
Ｓ８ ２０１５．０９．１７ ＳＴＡＲＬＩＬＹ 货船 新加坡 １７．８４ ３３７４２ ４４０ ５４１．４ ３．１１２４ ０．９９６２
Ｓ９ ２０１５．０９．２６ ＪＡＳＰＥＲＡＲＲＯＷ 货船 天津 ９．７９ ４３８４５ ２９７ ３６２．０ ３．１７４２ ０．９９８５
Ｓ１０ ２０１５．０９．２６ ＩＫＡＮＫＥＤＥＷＡＳ 货船 海波因特 ４．７８ ３００５６ ７６３ ９３６．０ ４．９４４１ ０．９９３５
Ｓ１１ ２０１５／１０／０９ ＬＡＧＯＮＤＡ 货船 新芒格洛尔 １３．５１ ４０１１０ ９００ ９９２．３ ５．１６７５ ０．９９６９

图１　各样品细菌类群门（ａ）和纲（ｂ）分布图
Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌａｌｅｖｅｌ（ａ），ｃｌａｓｓｌｅｖｅｌ（ｂ）ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ

２．３　压载水沉积物中细菌群落相似度与优势类
群

本研究选择不同压载水沉积物样本的丰度

前５０的细菌属进行聚类分析，在纲分类水平上，
１１艘 船 舶 压 载 水 沉 积 物 中 γ变 形 菌 纲
Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（５７．４８％）、α变 形 菌 纲
Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（１２．３５％）、放 线 菌 纲

Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（９．１１％）、黄杆菌纲 Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｉａ
（４．４２％）、厌氧绳菌纲 Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｅ（３．２９％）丰
度偏高（图１）。图２中 Ｓ３、Ｓ４和 Ｓ１１聚为一支，
Ｓ２、Ｓ５和 Ｓ６聚为一支；Ｓ７、Ｓ９和 Ｓ１０聚为一支，
Ｓ１和Ｓ８单独成为一个分支。弧菌属 Ｖｉｂｒｉｏ和盐
单胞菌属Ｈａｌｏｍｏｎａｓ不仅丰度高，在１１个样本中
的出现频率高达１００％。除共有的优势菌属外，
各分支的优势细菌类群不同，两个独立分支 Ｓ１
和 Ｓ８的优势菌属分别为溶杆菌 Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ和

Ｔｈｉｏｃｌａｖａ；分支Ⅲ优势菌属有 Ｓａｌｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ、海
杆菌 Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ和红杆菌科 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ
某属；海杆菌，酸微菌目 Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ某属和
Ｔｈｉｏｈａｌｏｐｈｉｌｕｓ在分支Ⅳ中占优势；硝化螺菌属
Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ、根瘤菌目 Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ某属和厌氧绳菌
科Ａｎａｅｒｏｌｉｎｅａｃｅａｅ某属是分支Ⅴ的优势类群。

３　讨论

微生物群落具有体积小、数量高、无性繁殖

以及存在静止期的特征，该类群生物易于在新生

境中建立种群［１７］。因此，微生物通过压载水的传

播，给船舶抵达的目的港带来严重的生态入侵威

胁，近年来压载水中微生物的研究得到越来越多

的关注。

压载水沉积物中存在较多的近岸海域种、河

口种以及大洋种，同时受到压载地、压载时间、运

６４３
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输用途等因素的影响，不同船舶压载水沉积物细

菌群落组成又存在差别［１３］。一般海洋沉积物中

细菌的优势类群为变形菌门、浮霉菌门、拟杆菌

门和放线菌门［１８２０］，本研究中压载水沉积物的最

主要优势类群与海洋沉积物相似。在压载水沉

积物中γ变形菌纲、α变形菌纲、放线菌纲和黄杆
菌纲细菌丰度较高（图１），几乎所有海洋沉积环
境中常见的细菌门类都在本研究中被发现。

图２　１１个样本的细菌群落分析热图
Ｆｉｇ．２　Ｈｅａｔｍａｐｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｕｐｓｉｎ１１ｓａｍｐｌｅｓ

　　近岸海域不同区域沉积物的优势菌群存在
差异［２１２３］，来自不同船舶的压载水沉积物细菌群

落也存在差异。英国某海湾表层沉积物以 α变
形菌、δ变形菌、γ变形菌、高ＧＣ含量革兰氏阳性
菌、梭菌类群和浮霉菌类群为主要类群［２１］；德国

某海湾则是拟杆菌和硫酸盐还原菌占优势［２２］；日

本海湾的优势菌群是 γ变形菌、高 ＧＣ含量革兰
氏阳性菌、δ变形菌、ε变形菌和疣微菌［２３］。本研

究采集到的沉积物样本中非共有种的数量达到

了６３３种，绝大多数蓝藻细菌纲的种类仅在Ｓ１中
出现，Ｓ１为日本横滨驶来的船舶，压载水交换频
繁，沉积物含水量较高，致使压载入舱的蓝藻细

７４３
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菌没有立即死亡；Ｓ２和 Ｓ８船舱内沉积物堆积严
重，厌氧绳菌纲细菌在这两个样本内数量最大。

通过压载水转运的病原微生物也是科学家

们首要关注的问题［１３］，以往学者大多关注船舶压

载水及沉积物中的有害藻类及其孢囊等［１２］，或是

仅研究了大肠埃希氏菌、肠道球菌和霍乱弧菌这

三种致病菌的数量变化［１７］及环境适应性［１２］，但

ＢＲＩＮＫＭＥＹＥＲ通过高通量测序技术首次发现压
载水中存在未报道的６０种致病微生物［１３］，目前

尚未看到压载水沉积物中致病菌多样性的报道。

本次研究发现了之前未报导的致病菌或条件致

病菌种类，如分枝杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、游动球
菌属（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓ）、假单胞菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、
类芽 孢 杆 菌 属 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、链 霉 菌 属
（Ｉｎｑｕｉｌｉｎｕｓ）。虽然上述致病微生物在沉积物中
的丰度不高，含量相对较小，但遇到适合生长的

生态环境条件就会迅速繁殖生长，对人类健康造

成威胁［１２］，沉积物中的致病菌情况应当得到卫生

检验检疫部门的关注。
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