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摘要:本研究拟通过揭示微型生物膜中的细菌群落特征,为污损生物学和海洋腐蚀学的微观研究提供参考和启

示。试验采用3种方法:传统稀释涂布法、流式细胞仪计数法以及16s
 

rDNA扩增子高通量测序对青岛中港冬

季海水以及玻璃板中微型生物膜中的污损细菌群落结构进行分析。试验结果表明冬季海水表层和底层中细菌

的浓度分别为3.0×108
 

CFU/L和6.9×107
 

CFU/L,表层和底层玻璃板微型生物膜中的细菌浓度分别为

7.2×107
 

CFU/L和2.1×107
 

CFU/L,海水和玻璃板中的细菌以Proteobacteria和Bacteroidetes为主。另外,
海水中细菌群落结构组成与玻璃板微型生物膜中细菌具有较高的一致性。本研究利用不同的试验方法揭示微

型生物膜中的细菌群落特征,对深入研究生物污损,从根本上解决海洋生物污损问题、制定绿色防污措施具有

重要的现实意义。
关键词:微型生物膜 污损细菌群落 结构分析
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0 引言

  海洋污损细菌系海洋污损生物群落食物链的基

础,也是海洋腐蚀初期阶段的参与者[1],是构成港湾

生态系统的重要组成部分。青岛港湾位居胶州湾东

部,有人造的防波堤使其成为优良的避风港,因而港

内的海水流动、交换较外海困难,港内海洋环境受人

为因素影响较大,具有特殊的生态系统[2]。胶州湾地

处温带,通常从12月到次年的3月海水温度均在

10℃以下,最低温度可达1.7℃[2],大型污损生物均

停止繁殖,只有细菌与微型污损生物繁衍,因而可形

成较完整的微型生物膜,是研究微型生物膜的最好季

节。20世纪中叶我国在胶州湾开展对防污涂料和不

同金属材料污损细菌的基本定性研究[3􀆼4]。随着科学

技术的发展,21世纪我国开始系统地研究海洋污损

微生物[5􀆼8],而探究海洋污损微生物的附着过程及影

响因素,对于深入研究生物污损、从根本上解决海洋

生物污损问题、制定绿色防污措施具有重要的现实意

义,也是海洋防腐防污的需要,世界各国对此项研究

十分活跃[9􀆼10]。目前,一些纯培养技术以及分子生物
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学技术,比如分离培养法、PCR􀆼DGGE技术、荧光原

位杂交(FISH)和16s
 

rDNA扩增子测序技术,已经

被广泛应用于海洋环境细菌多样性研究中。但是,纯
培养技术中的分离培养基具有很强的选择作用,获得

的海洋微生物物种数量仅占总数量的1%~5%,仅
能获得极少数微生物的信息,不能充分反映海洋微生

物的生态功能[11􀆼12]。利用细菌系统分类中最常用的

分子标记16s
 

rDNA序列直接进行高通量扩增测序,
不需要分离培养细菌,直接在分子层面分析特定环境

中细菌的群体构成和多样性[13􀆼14]。目前已经广泛应

用于微型浮游生物尤其是超微型浮游生物的分析,并
借此发现一些特定新型种群,如原绿球藻和最小的超

微真核藻Ostreococcus等[15􀆼18]。本试验使用常规海

港挂片法对玻璃板进行处理,同时采用传统稀释涂布

法、流式细胞仪计数法以及16s
 

rDNA扩增子高通量

测序3种方法对青岛中港的冬季微型生物膜中细菌

群落进行初步的研究。通过揭示微型生物膜中的细

菌群落特征,为污损生物学和海洋腐蚀学的微观研究

提供参考和启示。

1 材料与方法

1.1 海港试验

1.1.1 材料

  试架:取玻璃片(2.5
 

cm×7.5
 

cm),清洗,除油,
装架,然后备用。取样管:50

 

mL灭菌的离心管,内
装有20

 

mL的灭菌海水。

1.1.2 试架投放与取样

  2017年12月16日将装有玻璃片的两个试架固

定在尼龙绳上,绳子一端有金属链作重锤,沉入海底,
使两个试架分别浸入表层海水1.0

 

m和海水底层。

  2018年3月16日,将浸入海水的表层、底层玻

璃片分别取出,放入盛有消毒过滤海水50
 

mL的离

心管中,快速带回实验室进行分析。

1.2 室内试验

1.2.1 材料

  (1)培养基:2216E培养基(5.0
 

g/L蛋白胨、1.0
 

g/L酵母粉,海水配制,pH值7.6~7.8,固体培养基

含1.5%~2.0%琼脂),121℃灭菌20
 

min。

  (2)10
 

mmol/L磷酸缓冲盐溶液(PBS)缓冲液

(pH值为7.2~7.5):取20
 

×
 

PBS缓冲液干粉(索
莱宝,中国),用2.0

 

L的ddH2O充分溶解稀释至10
 

mmol/L,121℃灭菌20
 

min,备用。

  (3)染料配制:取0.04
 

g的碘化丙啶(PI)染料

(索莱宝,中国),用2.0
 

mL的二甲基亚砜溶液稀释

至20
 

μg/mL;取0.04
 

g的核酸凝胶染液(SYBR
 

Green
 

Ⅰ)染料(索莱宝,中国),用2.0
 

mL的二甲基

亚砜溶液稀释至20
 

μg/mL。

  (4)主要仪器:荧光计数微球绝对计数管(BD
 

Trucount
 

Absolute
 

Count
 

Tubes,美国 BD 公司),

FACSAria
 

Ⅱ流式细胞仪(美国BD公司)。

1.2.2 海水层细菌浓度的流式细胞仪检测

  分别取表层和底层海水的样品1
 

mL,然后分别

加入10
 

μL的PI和SYBR
 

Green
 

Ⅰ染料,用移液器

混合均匀,28℃下避光染色30
 

min。用100目的筛

绢将菌液过滤后加入到荧光计数微球流式管中,在冰

上充分混匀。流式细胞仪光源为气冷氩离子激光,具
体使用方法请参照仪器使用说明。

  用流式细胞仪方法计算不同海水层中的细菌浓

度的方法如下:

  海水中细菌浓度=实际加入微球数量
 

×
 

门中

细菌数量/门中微球数量

1.2.3 玻璃板中细菌分离培养和浓度检测

  采用稀释涂布培养法对不同海水层中玻璃板的

细菌进行分离计数,用涡旋振荡器将所装有玻璃片的

离心管震荡均匀制备成菌悬液,用2216E液体培养

基对菌悬液进行梯度稀释,分别制成10-3,10-4 和

10-5 共3个梯度的菌悬液。每个梯度吸取100
 

μL
悬液滴在2216E固体培养基上,用涂布棒涂匀,置于

28℃培养箱培养3
 

d。观察并计算不同海水层中玻璃

板中细菌菌落数及细菌浓度。

1.2.4 不同样品中细菌种类和丰度分析

  通过分离培养和16s
 

rDNA测序来分析不同样

品中细菌种类,将不同样品中的细菌进行分离后,挑
取单菌落接种至2216E固体培养基,然后对这些菌

落进行富集培养,用离心机12
 

000
 

r/min离心2
 

min
后,去掉上清液。取剩余的菌体,利用TIANGEN细

菌基因组提取试剂盒的方法提取目标细菌的DNA,
根据 16s

 

rDNA 通 用 引 物 (27F:5'􀆼AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG􀆼3',1492R:5'􀆼GGTTACCTT-
GTTACGACTT􀆼3')对相关细菌的16s

 

rDNA进行

PCR扩增,PCR扩增条件:94℃预变性5
 

min;94℃
变性30

 

s,54℃退火30
 

s,72℃延伸1
 

min
 

30
 

s,共25
个循环;延伸10

 

min。将PCR扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳检测并测序。用NCBI
 

blast对测序结果进

行比对,鉴定菌种种属。

  采用16s
 

rDNA扩增子高通量测序的方法进一
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步分析不同海水层中海水和玻璃板细菌的种类和丰

度。从获得的表层和底层海水(见1.1.2节)中量取

100
 

mL,使用0.22
 

μm孔径的无菌滤膜进行过滤,然
后将滤膜放入50

 

mL无菌的离心管中,备用。按照

1.2.2节的方法处理玻璃板样品,然后分别取表层和

底层载玻片样品30
 

mL,转移至50
 

mL无菌的离心

管中,和无菌滤膜一起送至北京诺禾致源公司进行

16s
 

rDNA扩增子测序。

2 结果与分析

2.1 样品中细菌浓度分析

  首先利用流式细胞仪分析表层海水和底层海水

中细菌的浓度(图1),图1中绿色的点分别表示为表

层和底层海水细菌。经过计算后发现,表层海水细菌

的浓度为3.0×108
 

CFU/L,底层海水中细菌的浓度

为6.9×107
 

CFU/L。可以看到底层海水的细菌数

量明显低于表层海水。利用稀释涂布培养法发现表

层玻璃板微型生物膜中的细菌浓度为7.2×107
 

CFU/L,底层玻璃板微型生物膜中的细菌浓度为

2.1×107
 

CFU/L,该结果表明底层玻璃板微型生物

膜中的细菌浓度也明显低于表层。

图1 表层和底层海水细菌菌悬液的检测流式细胞散点图

  Fig.1 Flow
 

cell
 

scatterplot
 

of
 

bacterial
 

suspensions
 

in
 

surface
 

and
 

substratum
 

seawater

2.2 样品中细菌16s
 

rDNA多样性分析

  利用分离培养的方法分别对海水表层和底层海

水进行分析后,发现表层海水的细菌主要属于革兰氏

阴性菌中的交替假单胞菌属(Pseudoalteromonas),
弧菌属(Vibrio),交替单胞菌属(Alteromonas)以及

革兰氏阳性菌中的芽孢杆菌属(Bacillus)。而底层

海水的细菌主要是革兰氏阴性菌中的交替假单胞菌

属(Pseudoalteromonas),弧菌属(Vibrio)和革兰氏阳

性菌中的芽孢杆菌属(Bacillus)。

  同样利用分离培养的方法发现表层玻璃板微型

生物膜中的细菌主要种类为革兰氏阴性菌中的交替

假单 胞 菌 属 (Pseudoalteromonas)和 海 单 胞 菌 属

(Marinomonas)。底层玻璃板微型生物膜中的细菌

主要为革兰氏阴性菌中的河豚毒素交替假单胞菌属

(Pseudoalteromonas)和 交 替 单 胞 菌 属 (Altero-
monas)。值得注意的是,在表层和底层的玻璃板中

均未发现革兰氏阳性菌。

2.3 16s
 

rDNA扩增子测序分析不同样品细菌种类

和丰度

  如图2所示,对表层、底层海水以及表层、底层玻

璃板微型生物膜中的细菌进行16s
 

rDNA扩增子高

通量测序分析后发现,微型生物膜中细菌的组成主要

包括:软壁菌门(Tenericutes)、螺旋体门(Spirochae-
tes)、Gracilibacteria、疣微菌门(Verrucomicrobia)、
梭杆 菌 门(Fusobacteria)、放 线 菌 门(Actinobacte-
ria)、蓝 藻 门 (Cyanobacteria)、厚 壁 菌 门 (Firmi-
cutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和变形菌门(Pro-
teobacteria)。其中大多数的细菌属于革兰氏阴性

菌,这与之前所报道的情况类似[1]。

  对不同样品的细菌种类分析可以发现,海水和玻

璃板中细菌的种类具有比较高的相似性。而进一步

分析不同样品中细菌的相对丰度发现,变形菌门

(Proteobacteria)和拟杆菌门(Bacteroidetes)的细菌

在4种不同样品中细菌的所占比例最高,均超过细菌

丰度的80%,特别是在表层海水中所占比例最高,超
过95%(图3)。说明在不同水层和玻璃板中,Pro-
teobacteria和 Bacteroidetes占据海洋细菌的大多

数。相比 于 海 水,玻 璃 板 微 型 生 物 膜 中 的 Bacte-
roidetes的比例明显减少,说明部分Bacteroidetes类

细菌并不适合附着于玻璃板。
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图2 4种样品中细菌的种类分析

Fig.2 Species
 

analysis
 

of
 

bacteria
 

from
 

four
 

samples

3 讨论

  本实验中我们首先利用流式细胞仪对冬季青岛

中港实验站中表层和底层海水中的细菌进行计数,其
中细菌的浓度分别为3.0×108

 

CFU/L和6.9×107
 

CFU/L。采用稀释涂布培养法计数后发现,表层和

底层玻璃板微型生物膜中的细菌浓度分别为7.2×
107

 

CFU/L和2.1×107
 

CFU/L。而在2006年对青

岛海域的细菌数量调查显示冬季细菌总菌数量为

9.76×108~9.60×109
 

CFU/L[19],说明不同年份中
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图3 4种样品中不同细菌种类的相对丰度

  Fig.3 Relative
 

abundance
 

of
 

different
 

bacterial
 

species
 

from
 

four
 

samples

细菌的数量有一定的差别。但是与该研究一致的是

底层海水的细菌数量都明显低于表层海水,表明冬季

表层海水更有利于细菌的繁殖,而且水的深度与细菌

在海水中垂直分布有一定的关系。通常影响海洋异

养浮游细菌数量的主要因素为生物因素和其他非生

物性环境因素[20]。据报道,胶州湾冬季异养浮游细

菌的水平分布与水温变化无明显关系,与近岸海域营

养物质的外来输入使水体有机物浓度增高有关,其中

营养盐可能是影响胶州湾异养浮游细菌水平分布的

重要因素之一[21]。本实验也发现冬季海水浮游细菌

数量的垂直分布和水温变化无明显关系,但是否与水

体有机物浓度,特别是营养盐的分布有关,目前还需

要进一步验证。

  通过对不同样品进行16s
 

rDNA扩增子高通量

分析后发现,4种样品中细菌的主要包括Actinobac-
teri、Cyanobacteri、Firmicutes、Bacteroidetes和Pro-
teobacteria等。于洋等[22]利用高通量测序对2011
年11月份烟台海域中微生物膜污损细菌的结构进行

分析,发 现 所 含 细 菌 有 交 替 假 交 单 胞 菌(Pseud-
oalteromonas)、芽 孢 杆 菌 (Bacillus)、盐 单 胞 菌

 

(Halomonas)、嗜 冷 杆 菌(Psychrobacter)、肠 杆 菌

(Enterobacter)等,其中芽孢杆菌和交替假交单胞菌

分别占67.9%和20.8%,为生物膜中的优势菌。而

本实验中Proteobacteria和Bacteroidetes细菌相对

丰度和种类在不同样品中占据80%以上。白洁等[21]

研究发现冬季青岛海域站位海水沉积物样品的绝大

部分细菌属于Proteobacteria,笔者[7]在三亚环境实

验站发现污损细菌群落中主要的污损细菌为Altero-
monas、Pseudomonas 和Pseudoalteromonas,而这3
种都是属于Proteobacteria。以上结果说明在不同海

域中,微生物膜污损细菌的群落中Proteobacteria是

主要的污损细菌之一。但是除Proteobacteria以外,

其他菌属的细菌在污损细菌中所占的比例因为海域

的不同而具有一定的差异。

4 结论

  本实验中使用稀释涂布培养法、流式细胞仪检测

法和16s
 

rDNA扩增子高通量测序3种方法较为全

面地对微型生物膜中细菌群落进行分析。实验结果

表明冬季表层海水中细菌的浓度为3.0×108
 

CFU/

L,底层海水中细菌的浓度为6.9×107
 

CFU/L,可以

看到底层海水的细菌数量明显低于表层海水。此外,
表层和底层玻璃板微型生物膜中的细菌浓度分别为

7.2×107
 

CFU/L和2.1×107
 

CFU/L,说明底层玻

璃板微型生物膜中的细菌数量也明显低于表层。16s
 

rDNA扩增子高通量测序发现在不同水层和玻璃板

微型生物膜中Proteobacteria和Bacteroidetes占据

污损细菌的大多数,而且海水和玻璃板微型细胞膜中

细菌无论在种类还是相对丰度均具有比较高的相似

性。该结果为今后微型生物膜中的细菌群落结构分

析提供新的方法和实验思路,同时从微观角度为污损

生物学和海洋腐蚀学的研究提供参考资料和启发。
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Abstract:This
 

study
 

aims
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

and
 

inspiration
 

for
 

the
 

microscopic
 

study
 

of
 

fouling
 

biology
 

and
 

marine
 

corrosion
 

by
 

revealing
 

the
 

characteristics
 

of
 

the
 

bacterial
 

community
 

in
 

the
 

micro􀆼biofilm.
 

Three
 

different
 

methods,
 

including
 

traditional
 

dilution
 

coating
 

method,
 

flow
 

cytometry
 

counting
 

method
 

and
 

16
 

s
 

rDNA
 

amplifiers
 

high􀆼throughput
 

sequencing,
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

fouling
 

bacteria
 

community
 

structure
 

in
 

the
 

micro􀆼biofilm
 

of
 

Qingdao
 

Zhonggang
 

winter
 

seawater
 

and
 

glass
 

plate.
 

Experimental
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

concentrations
 

of
 

bacteria
 

in
 

the
 

surface
 

layer
 

and
 

bottom
 

layer
 

of
 

seawater
 

in
 

winter
 

were
 

0.300×
109

 

CFU/L
 

and
 

0.069×109
 

CFU/L,
 

respectively.
 

The
 

concentrations
 

of
 

bacteria
 

in
 

the
 

micro􀆼biofilm
 

of
 

the
 

surface
 

and
 

bottom
 

glass
 

plates
 

were
 

0.072×109
 

CFU/L
 

and
 

0.021×109
 

CFU/L,
 

respectively.
 

The
 

bacteria
 

in
 

seawater
 

and
 

glass
 

plates
 

were
 

dominated
 

by
 

Proteobacteria
 

and
 

Bacteroidetes.In
 

addition,
 

the
 

composition
 

of
 

the
 

bacteria
 

community
 

in
 

seawater
 

was
 

highly
 

consistent
 

with
 

the
 

bacteria
 

in
 

the
 

micro􀆼biofilm
 

of
 

the
 

glass
 

plate.
 

In
 

this
 

paper,
 

different
 

experimental
 

methods
 

are
 

used
 

to
 

reveal
 

the
 

characteristics
 

of
 

the
 

bacteria
 

community
 

in
 

the
 

micro􀆼biofilm,
 

which
 

is
 

of
 

great
 

practical
 

significance
 

for
 

the
 

in􀆼depth
 

study
 

of
 

biological
 

fouling,
 

fundamental
 

solution
 

to
 

the
 

problem
 

of
 

marine
 

biological
 

fouling,
 

and
 

the
 

formulation
 

of
 

green
 

anti􀆼
fouling

 

measures.
Key

 

words:micro􀆼biofilm,
 

fouling
 

bacteria
 

community,
 

structure
 

analysis
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