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摘要:【目的】调查九龙江流域对厦门海域潜在的病原菌“污染”，为相关侵染性病害的预防和控制提供有
价值的资料。【方法】通过 TCBS( Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose)培养基从九龙江河口沉积物中分离
到 158 株细菌，应用 16S rRNA 基因-RFLP(限制性酶切图谱多样性分析)及 16S rRNA 基因序列分析等方
法对 158 株细菌进行分子鉴定。【结果】研究结果表明九龙江口沉积物中分布的 TCBS 菌群分别属于 7
个属，其中假单胞菌属 ( Pseudomonas) 占 28%，气单胞菌属 ( Aeromonas) 占 24%，假交替单胞菌属
(Pseudoalteromonas)占 19%，希瓦氏菌属( Shewanella) 占 13%，芽孢杆菌属( Bacillus) 占 11%，弧菌属
( Vibrio)占 4%，嗜冷杆菌属( Psychrobacter)占 1%。不同站位 TCBS 菌群的组成及各菌群的相对差异明
显，其中上游区域以非嗜盐或耐盐细菌为主，下游区域以嗜盐细菌和耐盐细菌为主，具有典型的河口细菌

分布特征。盐度对各 TCBS 菌群的分布具有重要的影响。弧菌在整个河口区所占的比例不大(6% －
19% )且集中在下游区域。【结论】九龙江口存在大量的条件致病菌，其中以气单胞菌属为代表的耐盐
菌，对厦门海域存在陆源性污染的风险;绝大多数弧菌属于海洋土著细菌，正常情况下(非流行性弧菌病

期间)非来源于九龙江冲淡水的直接污染。
关键词: 九龙江口，TCBS 菌群，细菌分布，16S rRNA 基因，RFLP
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九龙江是福建仅次于闽江第二大河流，位于福

建省南部，流经龙岩、漳州和厦门。九龙江流域由北
溪、西溪两大支流及南溪组成，于厦门港对岸的龙海
市石码镇和浮宫注入台湾海峡。全长 258 km，流域
面积 1. 4 万 km2，流域范围的坐标为东经 116. 78° －
118. 03°，北纬 24. 22° － 25. 85°。九龙江是龙岩、漳

州和厦门三市的饮用水源和工农业生产重要水源，

随着经济的发展，九龙江流域的水污染问题日渐突

出，所带来的污染物是造成厦门海域水质恶化的主

要原因。
目前九龙江的污染源主要有 3 种:一是上游无

序开矿水土流失，二是超标废水排入江中，三是养殖
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垃圾污染。此外，沿河的工业企业排放污染、船舶泄
漏污染、居民向河道和水体倾倒生活垃圾等行为，也
造成了很大程度的污染，九龙江水质令人担忧。环
境污染对生物造成的影响可以通过细菌多样性研究

进行直接快速地评估。目前，九龙江流域的细菌学
研究资料比较缺乏

［1 － 4］，本研究对九龙江口区域

TCBS(Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose) (弧菌)
菌群进行调查，旨在探讨九龙江对厦门海域可能存

在的致病性微生物“污染”，为相关病害的预防和控
制提供有价值的资料。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品采集
调查重点是九龙江河口区域，东经 117. 80° －

118. 11°，北纬 24. 39° － 24. 47°，实测站位分布见图
1。用采泥器采集表层沉积物，然后以无菌采样瓶分
装后于冰上放置，运回实验室 4℃存放，72 h 内进行
菌株的分离培养。采集时间 2009 年 10 － 12 月。

图 1 调查站位图
Fig． 1 Sampling stations．

1. 1. 2 主要试剂和仪器: Afa I、Msp I、Taq DNA
Polymerase 为 TaKaRa 公司产品; RNase A、蛋白酶
K、溶菌酶、Tris 碱、IPTG、丙烯酰胺、N，N’-甲叉双丙
烯酰胺、TEMED、PVPP、过硫酸铵和 SDS 为 Sigma 公
司产品;蛋白胨、酵母提取物为 Difico 公司产品;
dNTPs、Agarose、X-gal、DNA 分子量标准为上海生工
生物工程技术服务有限公司产品;DNA 纯化试剂盒
(Tiangen);DNA 胶回收试剂盒(Biodev);其余试剂
均为国产分析纯试剂。

PCR 仪(Bio-rad)，凝胶成像分析系统(天能科
技(上海)有限公司)，TG16-W 微量高速离心机(长

沙湘仪离心机仪器有限公司)，电泳系统(北京六一

仪器厂)。
1. 1. 3 培养基:2216E 培养基: 酵母提取物 5 g，蛋白
胨 10 g，陈海水 1000 mL，琼脂粉 15 g，pH7. 2 － 7. 8。

TCBS 培 养 基 ( Thiosulfate Citrate Bile Salts
Sucrose Agar，广东环凯微生物科技有限公司):酵母
提取物 5 g，蛋白胨 10 g，NaCl 10 g;柠檬酸钠 10 g，
硫代硫酸钠 10 g，胆酸钠 3 g，牛胆粉 5 g，蔗糖 20 g，
柠檬酸铁 1 g，琼脂 15 g，溴麝香草酚兰 0. 04 g，麝香
草酚兰 0. 004 g，蒸馏水补足体积至 1000 mL，pH8. 6
± 0. 2。
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1. 2 TCBS 菌株的分离培养
称取 0. 5 － 1 g 沉积物样品，用事先灭菌好的原

位海水将样品稀释 5 倍(质量比)，充分混匀，静置
片刻让土壤颗粒沉淀。取 200 μL 上层水溶液于
TCBS 琼脂平板上，用涂布棒涂布至水样被完全吸收
(操作时间不超过 10 min)。于 26 ± 1℃培养箱内培
养 26 ± 2 h。设置 2 组平行实验。每个样品随机挑
取 15 － 30 个菌落接种于 2216E 琼脂平板上，尽可能
保证每种类型的菌落按比例挑取。对所分离的菌株
在 2216E 平板上进行 3 次以上的纯化，以保证得到
纯培养物。通过 16S rRNA 基因-RFLP 分析和 16S
rRNA 基因序列比对分析对上述分离的菌株进行分
型和鉴定，确定不同 RFLP 谱型所代表的细菌类群
及其所占的比例。
1. 3 TCBS 菌群的鉴定
对所分离得到的 TCBS 菌株进行 16S rRNA 基

因-RFLP 酶切谱型分析并进一步对各谱型代表菌通
过 16S rRNA 基因序列比对分析进行菌种鉴定。用
牙签挑取菌株的部分菌落于 50 μL 碱裂解液中
(SDS 1% (m /v)，NaOH 0. 1 mol /L) 进行碱裂解。
裂解产物用无菌蒸馏水稀释 5 － 10 倍。取 1. 0 μL
上述细胞裂解物为模板，以细菌通用引物 27F (5’-
AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’)、1492R(5’-
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’)对每个模板进
行 2 个平行的 PCR 反应;将所有产物集合并纯化;
将纯化后的 PCR 产物用限制性内切酶 Afa I 和 Msp
I(Takara 公司)进行双酶切。以 5. 0% (m /v) 聚丙
烯酰胺凝胶电泳检测，分析 16S rRNA 基因的酶切
谱型，计算每种不同酶切谱型的出现频率，每种

RFLP 谱型各挑取 1 － 2 株代表性菌株，对其 16S
rRNA 基因进行足量 PCR 扩增及产物胶回收，送测
序公司进行测序。所得序列先应用 Pintail( http: / /
www． bioinformatics-toolkit． org /Web-Pintail /) 在线软
件排除 PCR 产物嵌合体，然后在 GenBank 进行比对
分析，确定各菌群的种属特性，运用 DNAMAN
( version 5. 0 ) 构建系统发育树，所有序列提交到
GenBank 数据库。

2 结果和分析

2. 1 九龙江口沉积物 TCBS 菌群的组成
通过 TCBS 琼脂平板直接对沉积物样品进行分

离培养。随机挑取的 158 个 TCBS 菌株进行进一步
的纯化培养及 16S rRNA 基因-RFLP 分析。

RFLP 分析结果表明 158 个菌株分别属于 15 种
不同的 RFLP 分子谱型，各谱型菌株具体微生物学
信息及其系统发育关系详见图 2。通过图表比较分
析，此次调查中，九龙江口流域沉积物中分布的

TCBS 菌群分别属于 7 个属，11 个类似种，其中荧光
假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)类似种占 20%，
软体动物气单胞菌( Aeromonas molluscorum)类似种
占 15%，伊 氏 假 交 替 单 胞 菌 ( Pseudoalteromonas
elyakovii)类似种占 13%，嗜冷希瓦氏菌( Shewanella
algidipiscicola)类似种占 12%，皮基诺伊芽孢杆菌
(Bacillus pichinotyi) 类似种占 11%，杀鲑气单胞菌
(Aeromonas salmonicida)类似种占 9%，莓实假单胞
菌(Pseudomonas fragi)类似种占 8%，半透明假交替
单胞菌 ( Pseudoalteromonas translucida ) 类 似 种占
6%，副溶血弧菌( Vibrio parahaemolyticus)类似种占
4%，福氏嗜冷杆菌 ( Psychrobacter fozii) 类似种占
1%，波罗的海希瓦氏菌( Shewanella baltica)类似种
占 1%。
2. 2 各站位 TCBS 菌群的分布
不同站位，TCBS 菌群的组成及各菌群相对比例

各不相同(表 1)，整体表现为河口上游区域以非嗜
盐或耐盐细菌为主，河口下游区域以嗜盐细菌和耐

盐细菌为主，弧菌在整个河口区域所占的比例不大

(6% － 19% )且集中在河口下游区域。
2. 3 不同 TCBS 菌群的分布特征
2. 3. 1 Aeromonas 属: Aeromonas 属曾被归入弧菌
科，广泛分布于自然水体及土壤中，生长于 0% －
3% NaCl，分布于淡水、河口及海洋中［5］。2008 年，
韩善桥等

［1］
报道了九龙江北溪流域至河口区段细

菌的分布，发现该 Aeromonas 属细菌广泛分布干流
水域，而 河 口 区 域 则 相 对 较 少。本 研 究 发 现
Aeromonas 属细菌在河口沉积物中分布较广，主要集
中分布于 S4 站位至 S9 站位之间，其相对数量分布

呈现类正态分布趋势———自 S3 站位至 S7 站位，其

相对数量逐渐递增;S7 站位之后，其相对数量逐渐

减少。出现这样的分布特征，与该细菌对盐度的适
应性有关。河口上游至河口下游区域，水体盐度呈
现递增趋势，(表 1)，盐度变化范围 1. 87 － 28. 18，而
Aeromonas 属细菌生长于 0 － 30 盐度范围，在该范围
内的细菌生长状况在理论上是符合正态分布的。此
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次研究发现的 Aeromonas 属细菌以 A． salmonicida 类 似种 A． molluscorum 类似种为主。

图 2 九龙江口沉积物 TCBS 菌株 16S rRNA 基因系统发育树
Fig． 2 Phylogenetic tree of bacterial 16S rRNA gene of the TCBS strains from the sediments of Jiulong River estuary

The dendrogram was constructed from a matrix of pairwise genetic distances by the neighbor-joining method using the DNAMAN program． The

bootstrap values above 90% from 1000 replicates are shown． The accession number of each 16S rRNA gene sequence is given in parenthesis． The

scale bar represents 5 substitutions per 100 bp．

表 1 九龙江口各站位的盐度及 TCBS 菌群的百分比分布
Table 1 Distribution of TCBS strains and salinity in each station of Jiulong River estuary

Station 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Salinity
S3 － － 6 － － 61 33 － － － － 1. 87
S4 － － － － － － 43 － 57 － － 3. 08
S6 － 5 － － － 26 － － － 69 － 9. 79
S7 － － － － － 17 － － － 83 － 15. 74
S9 6 6 － － 55 － － － 33 － － 20. 24
S10 － － － 100 － － － － － － － 25. 16
S11 － － － － － 100 － － － － － 26. 94
S12 － 92 － － － － － － 8 － － 28. 18
S18 19 19 － 43 － － － 4 － － 15 27. 00
S19 － － － － － － － － － － 100 27. 60
－，not detected; 1. Vibrio parahaemolyticus-like; 2. Shewanella algidipiscicola-like; 3. Shewanella baltica-like; 4. Pseudoalteromonas elyakovii-like;
5. Pseudoalteromonas translucida-like; 6. Pseudomonas fluorescens-like; 7. Pseudomonas fragi-like; 8. Psychrobacter fozii-like; 9. Aeromonas
salmonicida-like; 10. Aeromonas molluscorum-like; 11. Bacillus pichinotyi-like．

A． salmonicida 广泛分布于世界各地，是许多海
洋及淡水鱼类的致病菌，能侵害鲑鱼和许多其它鱼

类(包括鳟鱼、嘉鱼、河鲽、金鱼、鲫、鲤等)，主要引

起的疔疮，导致鱼类皮肤溃烂、败血症等症状并引起
死亡
［6 － 8］。该类细菌的类似种大量存在于 S4 和 S9

站位，并且在河口 S12站位也有少量存在，对九龙江
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沿岸及河口养殖业及野生鱼类是一个重大的威胁，

应该引起重视。A． molluscorum 是 2002 年由西班牙

科学家从双壳类软体动物体内或体表分离并于

2004 年定名［9］的一类细菌。目前尚无关于此类细

菌引起其他动植物疾病的报道。

2. 3. 2 Vibrio 属:Vibrio 属多数细菌是海洋土著细

菌，NaCl 对其生长是必需或具有重要的生理意义

的，少数弧菌种类亦可分布于淡水中
［5］。此次调

查，在河口近上游的盐度低的区域未检测到弧菌，只

有河口下游盐度较高的区域(S9 和 S18站位)有少量

弧菌分布，且 S18站位数量高于 S9 站位，弧菌种类以

V． parahaemolyticus 类似种为主。

V． parahaemolyticus 是一种嗜盐或需盐弧菌，广

泛分布于海洋、河口环境，尤其是近海鱼类、贝类等

海产品中。人类食用被致病性副溶血弧菌污染或未

煮熟的海产品可导致急性胃肠炎等严重脱水症状。

此次调查表明九龙江口盐度低的区域环境中并无该

弧菌的类似种存在，而河口盐度较高的区域有少量

分布，这样的分布特征与该类弧菌对盐度的适应性

息息相关。虽然该类弧菌在河口数量较少，但是由

于细菌可以通过贝类等海洋生物的滤食特性实现富

集，人们通过食物链可导致感染该类细菌而致病，因

此九龙江河口区域仍然应该重视对该类弧菌病的防

治。

2. 3. 3 Shewanella 属:Shewanella 属也是一类海洋

细菌，兼性厌氧类群，多数细菌种类可产 H2S，一般

生长需要 NaCl，是导致冻存海产品腐败的主要细菌

之一
［10］。部分种类可以修饰重金属使之成为无毒

或少毒状态，对于环境治理具有一定的意义
［5］。由

于该属细菌与弧菌科细菌在基因水平上相近，所以

MacDonell 和 Colwell 1985 年［11］曾建议将 Shewanella

和另一类相关菌属 Listonella 归入弧菌科。该属部

分细菌可引起人类败血症等疾病
［12 － 13］，据目前日本

相关报道发现由该属细菌引起的疾病有增加的趋

势
［14］。此次 调 查 发 现，该 属 细 菌 ( 主 要 为 S．

algidipiscicola 和 S． baltica 类似种)少量分布于九龙

江口近上游盐度低的区域，主要分布于河口下游盐

度较高的区域(S12和 S18站位)。

2. 3. 4 其他种属:Pseudoalteromonas 是一类常见的

海洋细菌
［15 － 16］，NaCl 对其生长是必需的。该调查

发现该类细菌( P． elyakovii 和 P． translucida 类似

种)主要分布于盐度较高的河口下游区域，盐度较

低的河口上游区域未发现该类细菌。P． elyakovii

据报 道 是 一 类 海 带 斑 点 病 的 致 病 菌
［17］，P．

translucida 目前尚未见到与疾病有关的报道［18］。

Pseudomonas 属广泛存在于土壤、淡水、海水中，

该属的 P． aeruginosa 是一类重要的条件致病菌，是

医院伤口感染化脓的主要病原之一。该属细菌在环

境中所占比例未必很大，但一旦条件适宜(比如温

度、盐度或有机物浓度或者某一种特殊化学物质存

在)可激发其快速生长并成为优势类群
［5］。本调查

主要发现有 P． fluorescens 和 P． fragi 类似种，前者

在九龙江口分布较广，后者主要分布于河口上游区

域。P． fluorescens 能产生荧光素，有人将该类细菌

作为一类生物防治剂，用于防治其他病原菌生

长
［19］，有可能开发为水产养殖的益生菌。P． fragi

是一类嗜冷性细菌，可引起牛奶等食物酸败
［20］。

Psychrobacter fozii 是一类嗜冷性及耐盐海洋细

菌
［21］，其类似种少量分布于九龙江口。

Bacillus pichinotyi 是一类革兰氏阳性细菌，广泛

分布于世界各地。此次调查发现该类细菌类似种大

量分布于河口下游区域( S18和 S19站位)的沉积物

中，可能在物质循环中起到重要作用。

总之，不同站位各 TCBS 菌群相对比例各不相

同，河口上游站位以非嗜盐或耐盐细菌为主，河口下

游区域以嗜盐细菌和耐盐细菌为主，具有典型的河

口细菌分布特征，盐度对各类细菌的分布具有重要

的影响。

3 讨论

TCBS 培养基广泛应用于弧菌的特异性筛选。

理论上，TCBS 菌群中弧菌应占据绝对优势，而本次

调查研究发现弧菌在整个河口区域所占的比例不大

(6% － 19% )且集中在河口下游区域，这种分布状

态与弧菌的嗜盐生理特性有直接的相关性。TCBS

菌群数中弧菌所占的比例因不同采样地点而呈现较

大差异，这种差异在生产实践及环境评价过程具有

重要的指导作用。关于 TCBS 菌群与弧菌之间相关

性的研究，我们已经另文讨论
［22］。
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众所周知，弧菌广泛分布于海洋、河口以及海产
品中，但多数关于弧菌多样性分布的研究并未直接

讨论海洋弧菌的来源问题，且大多数文章的前言部

分都会介绍弧菌广泛分布于淡水、河口和近岸海水
中，有些研究还发现海水养殖区域及排污口区域弧

菌数量高于其他海区
［23］，所有这些都给人予错误的

印象，认为海洋弧菌是人类活动频繁而引起的，是陆

源性污染的结果。

根据我们对九龙江口、珠江口及深圳洁净海域
的弧 菌 分 布 特 征

［24］
的 研 究 以 及 Cavallo 和

Stabili［25］、Grimes 等［26］、吴玲等［27］的研究结果，我
们认为自然生态环境下，弧菌(以弧菌属细菌为主)

主要属于海洋土著细菌，并非来源于陆源性污染。

正常状态下(非流行性弧菌病期间)，海洋环境陆源

性弧菌的污染威胁不显著。而近岸、养殖区和排污
口海域弧菌数量较高主要是因为:陆源性的有机物

污染刺激土著弧菌大量生长，而保证这种刺激生长

机制的前提条件是海水盐度变化不大或不受影响。

比如，同样具有大量的陆源性有机物污染的河口上

游区域，由于冲淡水携带来大量有机物的同时也改

变了水体的盐度，使得盐度过低，弧菌数量不但未能

增加，反而大规模减少，甚至很难通过培养的方法直

接获取。
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Composition and distribution of TCBS bacteria groups
from sediments of Jiulong River estuary
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Abstract: ［Objective］To investigate potential pathogens in waters of Xiamen from Jiulong River，and to provide useful

information for the prevention and control of potential pathogen infections． ［Methods］ All samples were spread on

Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose ( TCBS) agar plates，and then incubated at 26 ± 1℃ for 24 ± 2 h． In total 158 TCBS

strains were isolated from TCBS agar plates and pure-cultivated on 2216E agar plates． All strains were identified using the

16S rRNA gene- Restriction fragment length polymorphism ( RFLP ) ，16S rRNA sequence analysis，GenBank database

Basic Local Alignment Search Tool ( BLAST ) and phylogenetic analysis． ［Results］ The results show that 158 TCBS

strains from the sediments of Jiulong River estuary were classfied as 7 genus，which were Pseudomonas ( 28% ) ，

Aeromonas ( 24% ) ，Pseudoalteromonas ( 19% ) ，Shewanella ( 13% ) ，Bacillus ( 11% ) ，Vibrio ( 4% ) and Psychrobacter

( 1% ) ． The composition and distribution of TCBS bacteria groups varied with stations． Non-halophilic or haloduric

bacteria groups were dominant in the upper area of Jiulong River estuary，and halophilic and haloduric bacteria were

dominant in the lower area，which characterized a typical estuary feature． The salinity played a key role in the distribution

of TCBS groups． Vibrios did not constitute a significant proportion ( 6% － 19% ) of the total TCBS strains at different

stations，and most of the them distributed at the lower region．［Conclusion］ There were a lot of potential pathogens in

Jiulong River estuary． Aeromonas，a typical genus of halotolerant bacteria，was the potentially terrigenous bacteria

contamination to the waters of Xiamen． Most Vibrio specieses were marine aborigines，which was not directly contaminated

from the runoff of Jiulong River．

Keywords: Jiulong River estuary，TCBS bacteria groups，distribution，16S rRNA gene，RFLP
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