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摘要 : 2011年 3月 ～12 月利用变性梯度凝胶电泳( denatured gradient gel electrophoresis, DGGE) 技术对湛江官渡地

区近江牡蛎( Crassostrea ariakensis) 养殖水细菌群落组成进行了监测研究。UPGAMA聚类分析显示 3 月 ～12 月的

样品细菌主要分属 2大类群 ; 多样性指数结果显示 3月 ～7月细菌多样性高于 8月 ～12月; 系统发育分析显示牡

蛎养殖区水体优势菌群主要由以下种群组成 : 未可培养的变形菌门( Proteobacteria) ( α、γ、δ、ε) 、未可培养的

拟杆菌门( Bacterioidetes) 、未可培养的疣微菌门 ( Verrucomicrobiae bacterium) 、未可培养的放线菌门 ( Actinobacte-

ria)和未可培养的蓝细菌门( Cyanobacter bacterium) 。最优势菌群为α-变形菌纲和拟杆菌门的黄杆菌属( Flevobacte-

rium) 。
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DGGE fingerprinting of bacterial community in aquaculture water of
Crassostrea ariakensis from Guandu district, Zhanjiang city

LAN Lan1 , 2 , LIU Guangfeng2, WANG Jiangyong2 , WANG Ruixuan2, LIU Wensheng1

( 1. South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China; 2. Key Lab. of Fishery Ecology and Environment, Guangdong

Province; Key Lab. of South China Sea Fishery Resources Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture; South China Sea

Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China)

Abstract: We had monitored and investigated the bacterial community composition in aquaculture water for Crassostrea ariakensis in

Guandu of Zhanjiang by denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE) from March to December, 2011. UPGMA clustering analysis

shows that there are 2 major populations of bacterial species. Diversity index reveals that the diversities in March ～July were higher

than those in August～December. Phylogenetic analysis indicates that the dominant microbial populations in the water are uncultured

Proteobacteria (α, γ, δandε) , uncultured Bacterioidetes, uncultured Verrucomicrobiae bacterium, uncultured Actinobacteria and

uncultured Cyanobacter bacterium. Unculturedα-proteobacterium and Flevobacterium of uncultured Bacteroidetes are the most dominant

bacteria.
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  中国近江牡蛎 ( Crassostrea ariakensis) 养殖有

300 多年的悠久历史, 具有广泛的产业基础, 养殖

规模大、产量高。近江牡蛎在广东省汕头牛田洋、

珠海的横琴和南水高栏、阳江程村、湛江官渡等地
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区已成为其海水贝类养殖的支柱和品牌。随着近江

牡蛎养殖历史的延长和集约化生产的发展, 逐渐出

现养殖规模与环境容量不相适应、养殖密度过大、

养殖技术缺乏规范等问题。近几年各地陆续出现近

江牡蛎大规模死亡事件, 导致严重的经济损失, 如

广东、广西等地近年牡蛎采苗及养成过程病害发

生, 尤其由于环境变化、盐度升高及在春夏或秋冬

的季节更替时节, 在采苗场保苗死亡异常严重, 达

80%以上, 导致这几年本地苗源供应紧张, 各核心

养殖区大量引进外地苗种, 养成过程大规模死亡现

象时有发生。因此, 研究养殖环境与病害发生的关

系, 建立牡蛎病害预警预报系统和病害防控技术体

系, 是满足牡蛎健康养殖及产业可持续发展的迫切

需求。目前, PCR-DGGE技术主要应用于土壤微生

物多样性
[ 1 - 2 ]
、肠道菌群

[ 3 - 4 ]
、海洋环境微生物多

样性
[ 5]
、养殖水环境中微生物多样性

[ 6 - 8]
等领域,

而针对水产养殖动物水环境中微生物的研究大多是

进行异养细菌总数的宏观监测, 或者通过传统分离

培养的方法获得其中的优势细菌。该过程步骤繁

琐、工作量大, 且生态环境中未可培养的微生物易

被遗漏
[ 8 ]
。而变性梯度凝胶电泳 ( denatured gradi-

ent gel electrophoresis, DGGE)技术对微生物多样性

的分析不依赖于微生物的培养过程, 而是直接提取

环境样品中总的 DNA, 由此包括了样品中可培养

微生物和未可培养微生物的总遗传信息, 从而真实

地反映微生物群落的原始组成
[ 9 - 10 ]
。此研究采用

PCR-DGGE技术分析牡蛎养殖区微生物的数量和种

群变化规律, 为进一步探讨牡蛎养殖系统内微生物

的生态变化与疾病发生的关系提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 水样采集

样品为湛江官渡牡蛎养殖区水体, 于 2011 年

3 月～12 月进行采样, 采集固定站位表层水体 1 L

水 样 过 滤 ( 所 用 滤 膜 为 Millpore 0. 2 μm,

GTTP04700) , 收集菌体后迅速放冰盒内保存, 运

回实验室于 - 80 ℃冻存备用。每约 30 d采样 1 次,

共采样 10 次。

1.2 水样细菌总 DNA 的提取

采用 Omega E. Z. N. A. ○R BWater DNA Kit试剂

盒提取, 其操作方法参照说明书执行。

1.3 16S rDNA-V3区域的 PCR扩增

采用 16S rDNA基因 V3 可变区具有特异性的 8

引物对 341f + GC( 5′- GCCCGCCGCGCGCGGCGGG-

GGGGCGGGGGCACGGGGG G C TA GGGGAG-

GCAGCAG-3′) ( 下划线处为 GC 夹序列 ) 534r( 5′-

ATTACCGCGGCTGCTGG-3′)
[ 11 ]

, 扩 增 产 物 长 约

234 bp( 含 GC) , 用于 DGGE分析。以不添加模板

为阴性对照组, 模板体积由 ddH2 O补充。

16S V3 区 PCR反应条件为 10 μL 5×PCR Buff-

er, 0. 25μL DNA STAR Polymerase 酶, 4 μL dNTP

mix, 引物各 1 μL, 模板 2 μL, 无菌去离子水补足

体积至 50 μL。引物由上海生工生物工程有限公司

合成。

PCR反应程序为模板预变性条件 94 ℃ 4 min,

反应条件为 94 ℃ 45 s, 60 ℃45 s, 72 ℃ 1 min,

26 次循环, 72 ℃ 10 min, 4 ℃保存模板备用。用

1. 5%的琼脂糖凝胶电泳检测, DNA green染色观

察。

1.4 DGGE

采用 Bio-Rad公司 DGGE分析系统进行试验。

V3 区 PCR产物经浓缩后上样于 8% 的聚丙烯酰胺

凝胶( PAGE) ( 变性梯度为 50% ～65% ) 进行电泳,

恒压 100 V, 10. 3 h。溴化乙锭染液中染色 60 min

后拍照分析。

1. 4. 1 DGGE 条带的切割和 DNA 回收   将

DGGE图谱中清晰的优势条带标记后割胶回收、捣

碎后放入 EP管中加入 30 μL灭菌去离子水, 4 ℃

过夜保存, 取 1 μL 上清液作为 PCR 的模板进行

16S rDNA V3 区扩增, 条件同 1. 3。

1. 4. 2 连接、转化以及序列测定  经纯化后的

PCR 产 物连 接 到 pMD18-T Simple Vector 载体

( TaKaRa, 大连产 ) , 转化 Top10 细胞, 将阳性克

隆株交上海英捷公司测序。

1.5 序列分析

将测序所得的 20 条优势细菌的 16S rDNA序列

通过 NCBI 在线投递工具 BankIt( http:∥www. nc-

bi. nlm. nih. gov/ BankIt /) 提 交 至 GenBank。利 用

BLAST 功 能 ( http: ∥ www. ncbi. nlm. nih. gov/

BLAST/ )进行 DNA序列匹配, 建立系统进化树。

1. 5. 1 聚类分析及多样性指数计算   采用凝胶

定量软件 Quantity One对 DGGE图谱进行 UPGAMA

聚类分析, 同时利用输出的数据计算 3 月 ～12 月

样品的香农威尔多样性指数 ( Shanno-Wiener in-

dex) 。
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H = - �
s

i = 1
Pi lnPi

其中 s为每个样品的条带数目, Pi = Ni / N, Ni

为第 i条带的峰面积, N为所有峰的总面积
[ 1 2]
。

1. 5. 2 细菌系统进化分析  将测序得到的序列

通过 NCBI数据库的 BLASTn( http:∥blast. Ncbi. nlm.

nih. gov/ blast. cgi)进行同源性比对搜索, 选择最高

同源性的序列作为参比序列, 并同时记其序列录登

陆号。利用 MEGA 4. 0 软件的邻接法 ( neighbor-

joining) 构建系统发育树, 其中自举值 Bootstrap重

复 1 000次。

2 结果与分析

2.1 16S rDNA-V3区 PCR扩增结果

通过采用紫外分光光度计检验水体细菌总

DNA 提取纯度, 光密度 OD260 / OD2 80 为 1. 75 ～

1. 91, 符合下步反应要求。以提取的总 DNA 为模

板进行 16S rDNA PCR扩增, 扩增产物经凝胶试剂

盒切胶回收后以此回收产物为模板进行 16S rDNA-

V3区 PCR片段扩增, PCR产物经 2%的琼脂糖凝胶

110 V电泳 20 min后拍照( 图 1) , 可见 PCR 扩增后

样品的 16S rDNA-V3 区片段约为 234 bp, 符合 16S

rDNA-V3 区高变区片段大小, 可以进行下步试验。

图 1 水体细菌 16S rDNA-V3的 PCR扩增图谱

数字 3 ～12 对应 3 月 ～12 月样品编号 , 下图同此

Fig. 1 PCR amplification of 16S rDNA-V3 of bacteria in water

Number 3 ～12 refer to the sample No. in March～December, respectively. The same case in the following figure.

2.2 DGGE指纹图谱分析结果

湛江牡蛎养殖区不同月份水体样品的 PCR产

物经 DGGE后, 从图 2 可以直观地了解各个样品时

空分布规律。依据 DGGE 技术能分离长度相同而

碱基组成不同的 DNA 序列的原理, 认为 DGGE指

纹图谱中位于同一位置的条带看可以作为同一种细

菌种群
[ 13] , 因此, 此试验选取 20 条不同位置上的

DGGE特征条带用于后续克隆测序( 图 2) 。

3 月 ～12 月的海水样品 DGGE电泳结果见图

2, 可见 2011 年 7 月站位采集的样品电泳谱带最为

丰富, 因此, 此研究以 2011 年 7 月站位 1 采集的

样品即泳道 7 为标准, 用 Quantity One 软件对 10

个月的海水样品的 DGGE图谱进行分析(图 3)。处

于不同位置的条带数为 36 条, 优势条带 ZJ-11 和

ZJ-36 在整个采样时间内均存在。

基于各月水体细菌 DGGE 条带的位置、数量

和亮度, 采用 Quantity One软件对 DGGE图谱进行

UPGMA聚类分析。各个样品细菌群落按相似程度

聚为 2 个大簇, 即 2011 年 3 月 ～7 月样品聚为另

一大簇, 2011 年 8 月 ～12 月样品聚为另一大簇( 图

3) 。

不同的采样月份多样性指数成 W 状波动变化,

3 月～7 月样品多样性指数为 3. 21 ～3. 51; 8 月 ～

12 月变化不大, 为 2. 87 ～3. 13, 低于 3 月 ～7 月

样品的多样性指数; 在监测周期内 7 月的多样性指

数最高( 图 4) 。

2.3 系统发育分析

选取 DGGE示意图中不同位置处 22 条特征条

带切胶回收、测序。将所测条带的序列在 GenBank

数据库中用 Blast进行检索和同源性比对, 并下载

相近序列。运用 ClustalX 程序进行排序, 采用

MEGA 4. 0 软件进行分析, 用邻接法构建系统进化

树( 图 5) 。

湛江牡蛎养殖区共成功克隆 20 个条带, 在已

测定出的 20 种主要类型中未可培养的变形菌门

( Proteobacteria) 占 40% , 其中 α-变形菌纲占 20% ,

γ-变形菌纲占 10% , δ-变形菌纲占 5% , ε-变形菌

纲占 5% ; 未可培养的拟杆菌门 ( Bacterioidetes) 占

35% ; 未可培养的蓝细菌门( Cyanobacteria) 占 15% ,
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图 2 不同月份细菌 DGGE分析示意图

带边框 20 处为被切割的条带用于后续测序 ; 切割条带编号依次为 ZJ-2、4、5、11、13、15、16、

18、19、20、21、22、25、27、28、29、30、33、34、36

Fig. 2 Sketch map of DGGE analysis of bacteria in different months

The 20 framed cutting bands are for later sequencing; cutting band No. from top to bottom is ZJ-2,

4 , 5 , 11, 13 , 15, 16 , 18, 19 , 20, 21 , 22, 25 , 27, 28 , 30, 33 , 34 and 36.

图 3 样品细菌群落的 UPGMA聚类图分析图

Fig. 3 UPGMA clustering analysis of bacterial

populations

包括未可培养的片球藻属 ( Merismopedia sp. ) 和未

可培养的 Mycetocda sp. ; 未可培养的放线菌门( Ac-

tinobacteria) 占 5% ; 未可培养的疣微菌门 ( Verru-

comicrobiae bacterium) 占 5%。最优势群落为变形

菌门和拟杆菌门, 其中未可培养的放线菌门和未可

培养的拟杆菌门的黄杆菌属( Flevobacterium) 在全年

采样样品中均存在。

图 4 各月份样品细菌的香浓威尔多样性指数

Fig. 4 Shannon-Wiener index of bacteria in

different months

3 讨论

3.1 多样性指数变化与环境的关系

多样性指数又称差异指数( discrepancy index) ,

是指应用数理统计方法求得表示生物群落和个体数

量的数值, 用以评价环境质量。分析结果显示, 多

样性指数在整个监测周期内呈周期性波动变化, 说

明了牡蛎养殖水系统内微生物群落结构在时间上的
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图 5 20个序列与一些相似序列以邻接法构建的种系发生树

Fig. 5 Phylogeny tree of 22 main sequences and similar ones by using neighbor-joining method

演替变化。此研究发现在疾病的高发季节 3 月 ～7

月样品的多样性指数均高于 8 月 ～12 月, 这可能

与湛江牡蛎养殖区开放式的养殖系统内特殊地理位

置、环境等影响相关。杨彩霞等
[ 14]
对沙子口细菌

群落多样性分析发现, 夏季温度较高时由于某些高

温性浮游生物迅速增长抑制了其他微生物的生长,

夏季细菌群落多样性最低; 而冬季温度相对较低,

各种浮游生物的增长速率较缓慢, 夏季被抑制的细

菌种类得到增殖, 冬季细菌群落多样性最为丰富。

刘勇勤等
[ 15]
研究发现冬季沉积雪中微生物数量最

少, 但多样性最高, 而夏季恰恰相反。对于微生物

多样性的影响并不是单一因子而是多因子的综合作

用, 浮游生物的变化对微生物群落结构也存在很大

的影响, 此结果的出现是生物变化与环境条件的复

杂反应
[ 16]
。

3.2 细菌群落结构组成及优势菌群变化规律

KELLY和 CHISTOSERDOV [ 1 7]
通过克隆文库的

方法对美国大南湾夏季细菌群落的结构变化进行研

究, 发现大南湾海区细菌群落主要由变形菌门( α、

β、γ)、屈挠杆菌 ( Flexibacter) 和蓝细菌组成;

SCHAUER等
[ 18]
研究表明布拉内斯湾海域细菌群落

组成主要为 α-变形菌亚门、拟杆菌群( Bacteroides)

和蓝细菌; 姚延丹等
[ 19 ]
对复合池塘循环水养殖系

统微生物群落结构分析发现, 池塘优势菌群分属放

线菌门、变形菌门、蓝细菌门和拟杆菌门 4 个门。

邓德波等
[ 2 0]
利用 16S rRNA克隆文库的方法对养殖

水系统研究, 指出牡蛎壳上的附着细菌主要分属于

变形菌门 ( 包括 α-、β-和 γ-变形菌纲) 、拟杆菌门

等。章洁香
[ 2 0]
研究湛江湾微生物群落结构在营养

盐中的变化发现, 湛江湾水体第一优势菌群为变形

菌门, 其次为拟杆菌门, 最后是放线菌门。杨彩霞

等
[ 2 1]
对清河湾扇贝养殖海区细菌群落结构的季节

变化研究发现, 20 个序列代表的细菌分属于 α-变

形菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲、拟杆菌门、放
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线菌门和疣微菌门。此研究获得的细菌类群为变形

菌门(α、γ、δ和 ε) 、拟杆菌门、疣微菌门、放线

菌门和蓝细菌门, 与以上国内外对不同海域或养殖

系统的研究结果大体一致, 但不同生境中细菌群落

优势类群也存在差异
[ 22 - 2 4]
。

变形细菌( 又称紫色细菌 ) 是所有细菌中最大

和最具多样性的一个族群, 由 5 个亚门( α、β、γ、

δ和 ε) 组成, 其中 α-和 γ-变形菌纲在海水浮游细

菌中尤为重要。一般而言, 海洋浮游真细菌中能利

用光能生长的细菌以 α-变形菌纲为主 [ 2 5 - 2 7] , 而与

人类生活密切相关的假单胞菌 ( Pseudomonas) 、弧

菌( Vibrio) 及广泛分布于海洋厌氧环境中的硫酸盐

还原细菌、海洋动物体内的氧化硫内共生菌等, 绝

大部分属于 γ-变形菌纲和 δ-变形菌纲
[ 28]

, 并且多

数易于培养的细菌都在 γ-变形菌纲类群中, 被认

为是最大优势的海洋细菌。ε-变形菌纲的细菌常存

在于海洋的厌氧和热液环境中, 部分与该环境中的

动物形成共生关系, 对碳( C) 、硫 ( S) 循环起重要

作用
[ 29]
。此研究发现变形菌纲中的 α-变形菌纲在

克隆测序序列中占 20% , 为变形菌门中的优势类

亚群, 而 γ-变形菌纲占 10% , 为次优势亚群。据

报道, α-变形菌纲的代表种类是海水中最大优势的

细菌, 而γ-变形菌纲是培养方法中最常见的种类,

它在分子生物学方法构建的数据库中却最不常

见
[ 30] , 这与此研究结果相一致。此研究中序列 ZJ-

5 和 ZJ-28 与 α-变形菌纲的 SAR11 簇的一个成员

Pelagibacter sp. 亲缘关系极近。据报道 16S rDNA

序列的 SAR11 几乎分布于所有的浮游环境中, 可

能是海洋中最丰富的微生物, 从近岸浅海到深海中

均有发现, 几乎占表层水微生物数量的 1 /3 和中层

区域微生物数量的 1 /5[ 31 ]
。此研究中克隆条带 ZJ-2

与弧菌属的 V. owensii AP55处于同一进化支上, 该

弧菌分离自澳大利亚发病极严重的人工养殖甲壳动

物体内
[ 32]
。已有研究表明, 珊瑚、鱼、虾、软体

动物、海绵和浮游动物等体表和体内常生存着高密

度的弧菌, 弧菌具有丰富多样的生理生化功能, 对

生物和生态系统可能会产生重要的影响, 如有些弧

菌具有致病性、发光现象、固氮作用及降解几丁质

和琼脂等复杂多糖类的能力
[ 33]
。

黄杆菌属 ( Flavobacterium) 是好氧或兼性厌氧

的化能异养菌, 归属于细菌域中的一个主要分支拟

杆菌门, 其最显著的特征是能够滑动并产生可降解

多聚物如琼脂、纤维素和几丁质等各种胞外酶, 这

些酶的产生对降解复杂的有机物质 ( 如甲壳动物的

外壳) 具有非常重要的生态学意义, 有些种类的胞

外酶对鱼类和无脊椎动物有致病性
[ 3 1]
。黄杆菌属

是某些海洋生物环境中的优势类群, 占细菌总量的

15% ～25%
[ 34]
。此研究中黄杆菌属所占比例为

30% , 比前人的研究结果略高, 这可能是因为不同

生境中细菌群落类群比例存在一定的差距, 另一个

原因可能是 16S rDNA的分类方法尚具有一定的缺

陷所致, 具体原因还待进一步研究。

近江牡蛎的养殖环境是开放式生态养殖系统,

养殖微生态系统的可持续稳定平衡与其生长及病害

发生息息相关, 且养殖系统内细菌群落组成中肠道

菌群绝大多数可以从水环境中找到来源
[ 35 ]
。因此,

整个环境微生态系统的平衡直接影响牡蛎体内细菌

生态系统, 研究养殖海区微生态系统的平衡是探讨

牡蛎养殖系统内微生物的生态变化与预防疾病发生

的基础。
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