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摘要:【目的】研究 2011 年 8 月厦门海域爆发的由中肋骨条藻和血红哈卡藻共同引发的赤潮生消过程中细
菌群落结构变化。【方法】应用变性梯度凝胶电泳技术(Denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE)对两
个赤潮站位和一个非赤潮站位的细菌群落结构进行研究。通过 DGGE 图谱分析确定赤潮生消过程中细菌
群落中的关键菌群，借助 Canoco 软件分析细菌菌群与环境因子的相关性。【结果】在赤潮起始阶段细菌的群
落结构与 pH、N /P 的相关性较大，在赤潮消亡阶段细菌的群落结构与盐度、温度呈明显的正相关。γ 变形杆
菌(Gammaproteobacteria)(47. 7% )在赤潮期间处于主导位置，假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)、假单胞
菌属(Pseudomonas)、交替单胞菌属(Alteromonas)、噬氢菌属(Hydrogenophaga)、Actibacter、Oleibacter 等属均为
优势菌群。香农-威列多样性指数表明，赤潮站位细菌多样性随着赤潮生消呈先升高后降低趋势，而非赤潮
站位细菌多样性基本保持不变。通过 Canoco 对细菌菌群的主成分分析发现，在赤潮开始阶段
Hydrogenophaga 属为优势菌群，而在赤潮消退阶段则以 Pseudomonas 和 Pseudoalteromonas 属为主。赤潮站位
藻际细菌和游离细菌群落多样性在藻密度较大时均达到最大值，然而两者与环境因子的相关性有较大差别。
【结论】研究结果表明赤潮站位细菌群落多样性远高于非赤潮站位，细菌丰度随着赤潮藻密度的升高而增
加，细菌与赤潮藻有着密切的关系。本文首次研究了多种优势藻引发的赤潮环境下细菌群落结构的变化，这
对于多种藻引发的赤潮生消过程中细菌菌群结构有了深入的了解，为赤潮调控的研究提供了理论依据。
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近年来随着沿海城市的快速发展，排入海洋环
境中的有机氮、磷等污染物明显增多，导致了沿海赤
潮的频繁爆发，给社会、经济和人类健康带来了巨大
的威胁［1 － 2］。厦门海域常有赤潮爆发，在厦门海域

引发赤 潮 的藻类之中，以往是以中 肋 骨 条 藻

(Skeletonema costatum) 和角毛藻 (Chaetoceros)等藻
类 为 主［3］; 近 两 年 来，血 红 哈 卡 藻 ( Akashiwo

sanguine)赤潮爆发频率急剧升高，几乎每年都有血
红哈卡藻赤潮爆发。中肋骨条藻和血红哈卡藻在世
界各地广泛分布。其中，中肋骨条藻为广温广盐的
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近岸生硅藻，其最适增殖的温盐范围分别为 24 －
28℃和 20‰ － 30‰［4］。在长江口［5］和东部沿海［4］

中肋骨条藻是一种常见的赤潮种，在南海也常引起
赤潮［6］。中肋骨条藻虽然不产生毒素，但其生物量
高，发生赤潮时藻体的大量繁殖影响水体的理化特
征，不仅对海洋生物造成严重影响还威胁到了生态
系统的稳定［7］。同样是广温广盐的血红哈卡藻［8］，
最近几年在我国常有发现。在烟台［9］和厦门［10］均
有血红哈卡藻赤潮发生，藻类的大量繁殖影响了鱼、
虾、贝类的生长，特别是导致了鲍鱼幼虫的死亡率升
高［11］，对当地的海产养殖业有巨大的影响，同时给
人们的生活带来不便。

厦门海域以往发生的赤潮多是由单种藻类引发
的［12］，而 2011 年 8 月在厦门海域发生的赤潮主要
是由中肋骨条藻和血红哈卡藻共同引发，在赤潮后
期又有大量的角毛藻出现，属于多种藻引发的赤潮。
这种由多种藻引发的赤潮持续时间长、对环境影响
更为严重，因此有很大的研究价值。在赤潮爆发期
间有大量细菌存在，细菌与藻类有密切的关系，两者
相互影响相互制约，细菌对赤潮的控制有很重要的
作用［13］。这些细菌菌群可以分为藻际细菌［14］和游
离细菌两类，这两类细菌与赤潮藻之间的关系以及
它们之间的相互作用在以往的研究中尚未见涉及。
在以往对赤潮的研究中很少涉及到细菌与赤潮藻的
相互关系，对于在多藻类赤潮环境下细菌菌群变化
的研究就更少了。我们的研究恰好填补了以上的空
白，对多藻类赤潮环境下细菌菌群的变化进行研究，
从而找到关键菌群以及细菌菌落结构与环境因子之
间的关系。本研究将藻际细菌和游离细菌区分开来
研究，通过两者之间的联系与区别，找出调控中肋骨
条藻和血红哈卡藻赤潮的关键菌群，以期达到对该
种赤潮的预防及控制，减轻赤潮的危害。

1 材料和方法

1. 1 样品采集和取样站位
本实验所用的样品采集于 2011 年 8 月厦门海

域爆发的赤潮现场(厦门同安湾)，通过采水器采集
赤潮区域和非赤潮区域表层海水。将采集好的海水
先经过 5μm 的醋酸纤维滤膜 (Millipore)过滤以获
取藻际细菌，再将滤液用 0. 22μm 的醋酸纤维滤膜
过滤以获得游离细菌，收集各个站位的滤膜于-20℃

条件下保存待用。本次样品采集共选取了 10 个站
位，本研究选取了有代表性的赤潮站位 A1 (N 24°
35'53. 40″，E 118°9'29. 67″，H2 (N 24°35'14. 96″，E
118°9'46. 19″)和非赤潮站位 A2(N 24°29'21. 65″，E
118°12'44. 18″)进行细菌群落结构研究，选取的采
样日期为 8 月 1 号，8 月 2 号，8 月 4 号，8 月 5 号，8
月 7 号和 8 月 11 号。
1. 2 环境参数测定

取表层海水经无菌的福尔马林固定 (终浓度
5% )后存于-20℃冰箱，用 DAPI 染色法对细菌进行
计数。另取海水经鲁格氏碘液固定后，在倒置显微
镜下对藻细胞进行计数。

可溶性活性磷酸盐、硝酸盐、亚硝酸盐、铵盐含
量的测定根据 HP Jarvie［15］的方法进行。总有机氮
为硝酸盐、亚硝酸盐和铵盐的分子浓度之和。氮磷
比则是通过总有机氮与可溶性活性磷酸盐的比值计
算获得。化学需氧量(COD)的测定是通过重铬酸
钾氧化法实现的。溶解氧(DO)测定是通过 Winkler
滴定法完成。

样品中叶绿素 a 含量通过淬灭荧光法进行测
定［16］。细菌的生产力按照 Bell R T 的方法进行测
定［17］。
1. 3 赤潮现场海水中细菌的菌群结构与多样性分析
1. 3. 1 样品中细菌总 DNA 提取: 取保存于-20℃
冰箱中的滤膜，用缓冲液 ( Tris 50 mmol /L，EDTA
20 mmol /L，NaCl 100 mmol /L，CTAB 2%，pH 8. 0)将
滤膜上的细菌冲洗到 4. 5mL 离心管中。基因组
DNA 按 Tian 等［18］的方法进行。提取的 DNA 溶解
在 30-50μL TE 中，保存于-20℃备用。
1. 3. 2 样品总 DNA 的 16S rRNA 基因-V3 高变区
的扩增: PCR 体系: 引物 517R ( 5'-ATTACCGCGG
CTGCTGG-3') 和 含 GC 夹 子 的 341F ( 5'-CGCCC
GCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG
GCCTACGGGAGGCAGCAG-3') 各 0. 2 μmol /L，
dNTPs 0. 2 mmol /L，10 × PCR buffer 5μL，Taq 酶 1U，
ddH2 O 补至 50 μL。反应条件如下: 94℃ 5min;
94℃ 0. 5 min(每个循环降 1℃ )，72℃ 0. 5 min，10
个循环，94℃ 0. 5 min，55℃ 0. 5 min，72℃ 0. 5 min，
20 个循环，72℃ 10 min。
1. 3. 3 变性梯度凝胶电泳(DGGE)及主要条带回
收: 配制 PAGE(聚丙烯酰胺)胶浓度为 8% (w / v)，
变性梯度为 40% － 60%。DGGE 方法参照文献进
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行［19］。预电泳:40 V，40 min;电泳条件:110 V，9 h。
电泳完毕后，将胶置于含有 EB(0. 01% )的 1 × TAE
缓冲液中染色，室温下染色约 30 min。将染色后的
胶用 Gel Doc 凝胶影像分析系统(Bio-Rad)进行拍
照分析，将主要条带切下后分别放入 EP 管中，加入
0. 5 mL 去离子水冲洗，离心去上清。冲洗 2 － 3 遍
后，加入 50μL ddH2 O，4℃过夜保存。10000 × g 离
心 10 min，取上清作为 PCR 的模板。
1. 3. 4 测序及进化树分析: 取 1. 3. 3 的模板，按照
1. 3. 2 的体系和 PCR 反应条件进行 PCR 扩增。将
PCR 产物进行纯化回收，然后将回收完的产物与载
体 pMD19-T 相连，转入 DH5α 感受态细胞中，送上
海英骏生物技术有限公司进行测序。将测序结果用
DNAMAN 去除载体序列后，提交到模式菌种库比
对，选取与克隆子序列最相似的 1 个 GenBank 收录
的模式菌种序列，并用 Mega 4. 0 采用 邻接 法
(Neighbor-joining method)构建系统发育树。
1. 4 数据分析

电泳图谱采用 Quantity One 处理，能将实际的
图形转化成模拟的条带，并且能输出每条泳道与其
他泳道的相似性图谱。Quantity One 能把每个条带
转换成数值，条带越亮数值就越大。用 Canoco 对赤
潮现场起细菌菌群与环境因子之间的关系进行典型
对应分析(Canonical correspondence analysis，CCA)，
CCA 可以找到在赤潮生消过程中环境因子与主要
菌群的关系。用 Canoco 来对赤潮现场细菌菌群进
行主成分分析( Principal component analysis，PCA)，
来找寻关键菌群。利用 Quantity One 将条带转换成
数字信息，再利用 Biodap 进行香农多样性指数分
析，以获得细菌多样性信息。一般来说，如果泳道的
条带越多、条带的亮度越大，最后计算得到的该泳道
的香农多样性指数就越大，则该样品中细菌多样性
就越大。香农多样性指数可以反映不同站位随着赤
潮生消的细菌多样性变化，对细菌多样性有了更为
直观的了解。

2 结果和分析

2. 1 中肋骨条藻和血红哈卡藻赤潮现场环境参数
及分析

根据表 1 的环境参数可知，在赤潮发生的前
3 d，赤潮站位 A1、H2 海水中的藻密度比较高，从第

4 d 开始呈下降趋势，直至到赤潮结束，表明从第 4d
起赤潮开始消减。非赤潮站位 A2，在赤潮生消过程
中，其藻密度均较低。

在这次赤潮期间，2 个赤潮站位 A1 和 H2 海水
水温均保持在 30℃以上，霍文毅等［4］的研究表明，
中肋骨条藻的最适生长温度为 24℃ － 28℃，颜天
等［20］也指出中肋骨条藻的最适生长温度为 25℃，
但他同时指出高温有利于中肋骨条藻的生长，易导
致赤潮的爆发。因此该次赤潮爆发时候的高温天气
促进了赤潮藻生长，成为赤潮爆发的主要诱因之一。
而非赤潮站位 A2 海水水温较低，均维持在 30℃以
下。赤潮站位 A1、H2 盐度均低于 29‰，非赤潮站
位 A2 盐度均高于 30‰，赤潮站位的盐度均低于非
赤潮站位。有研究指出，盐分不能令赤潮生物的生
物量有明显增加，却会在低盐度情况下刺激赤潮生
物加快细胞分裂速度［21］。因此厦门海域赤潮爆发
期间的低盐度对藻类生长有一定的刺激作用，对赤
潮的爆发有一定影响。同时观察到赤潮站位的 pH
要高于非赤潮站位，这与陈雄文等［22］的研究一致。
他认为赤潮发生时，中肋骨条藻通过启动无机碳浓
缩机制(CCM)，提高细胞对无机碳利用效率，使其
在低 CO2(高 pH)环境下维持光合作用的正常运行。
厦门海域赤潮爆发时期赤潮站位的高 pH 导致海水
中低 CO2环境，从而有利于藻细胞对无机碳的利用，
有利于藻类的生长。高 pH 同样也是赤潮爆发的推
动因素［23］。

在表 1 中，赤潮站位 (A1，H2) 与非赤潮站位
(A2)的营养盐(硝酸盐、亚硝酸盐、铵盐、活性磷酸
盐、活性硅酸盐)相比，呈现不同的变化规律。2 个
赤潮站位的营养盐随着赤潮生消，呈现出相同的变
化规律: 在赤潮开始阶段赤潮站位的营养盐含量较
高;而随着赤潮程度的加重，藻类对营养盐的利用加
大，这些环境参数值下降;最后在赤潮消亡阶段，随
着藻细胞的死亡，营养盐消耗减少、藻细胞破裂释放
出胞内物质，使得营养盐含量又有增大趋势。在非
赤潮区域，营养盐含量均无较大的变化，可能跟藻细
胞数量没有明显改变有关。硝酸盐、亚硝酸盐、铵
盐、活性磷酸盐、活性硅酸盐这些环境参数随着赤潮
生消发生规律性的变化，能很好地反映赤潮的严重
程度。赤潮站位的化学需氧量要比非赤潮站位高，
说明赤潮站位的有机物含量比非赤潮站位丰富，因
此赤潮的发生跟海水的污染程度有较大关系。赤潮
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站位的溶氧变化与梁爱萍等［24］的研究一致，她认为
当海域中浮游植物数量增加，大量浮游植物进行光
合作用时，吸收 CO2，释放出 O2，复氧速率大于耗氧
速率，可导致表层水域中 DO 升高;而当赤潮藻类过
度增殖，藻类呼吸作用及死藻腐解消耗了 O2，耗氧
速率大于复氧速率，可出现 DO 不足。本次赤潮期
间赤潮站位 A1、H2 的溶氧随着赤潮生消呈现先增
加后减小的趋势，而非赤潮区域的溶氧基本没有变
化，说明本次赤潮对该海域溶氧的影响完全符合该

规律。根据刘东艳等［25］的研究，认为氮磷比为 16:
1 的情况下，最适合中肋骨条藻的生长，在氮磷比大
于 16 状态下的生长速度要优于氮磷比小于 16 的营
养状态，说明其生长主要受到氮的限制。赤潮站位
在赤潮爆发最为严重时，其氮磷比要比赤潮开始及
消亡阶段的要高。说明本次中肋骨条藻和血红哈卡
藻生长主要受氮含量的限制，海水氮含量是影响赤
潮生消的关键因素。

表 1 中肋骨条藻和血红哈卡藻赤潮现场理化参数
Table 1 Physicochemical parameters during Skeletonema costatum and Akashiwo sanguine -bloom

Samples T Sal pH SC /AS TALG BACT Chl a NO3 － NH4 + NO2 － DO SRP N /P SP SRSi COD
A1 － 1 31. 0 26 7. 97 207. 0 236. 4 4. 60 × 1011 51. 90 0. 194 0. 009 0. 029 4. 66 0. 032 7. 25 19. 0 0. 841 2. 04
A1-2 30. 8 28 7. 89 154. 9 184. 1 4. 11 × 1011 23. 32 0. 355 ND 0. 030 4. 57 0. 026 14. 8 15. 5 0. 948 2. 95
A1-3 30. 5 25 7. 84 170. 3 189. 5 9. 96 × 1011 52. 97 0. 117 0. 018 0. 013 7. 68 0. 010 14. 8 13. 8 0. 57 1. 89
A1-4 31. 0 28 7. 86 50. 70 58. 05 3. 11 × 1011 31. 18 0. 163 0. 013 0. 010 8. 18 0. 019 9. 79 10. 2 0. 508 2. 28
A1-5 31. 0 30 7. 82 9. 900 37. 35 2. 86 × 1011 21. 30 0. 255 0. 078 0. 026 6. 17 0. 027 13. 3 10. 1 1. 023 1. 38
A1-6 30. 5 28 7. 84 3. 500 8. 960 8. 70 × 1010 21. 97 0. 212 0. 046 0. 020 6. 35 0. 015 18. 5 9. 80 0. 636 1. 35
H2-1 30. 8 28 8. 00 95. 70 118. 4 2. 20 × 1011 44. 54 0. 266 0. 013 0. 030 6. 08 0. 040 7. 73 20. 0 0. 875 3. 21
H2-2 30. 5 29 7. 93 27. 00 43. 25 1. 12 × 1012 55. 80 0. 218 0. 016 0. 018 4. 24 0. 017 14. 8 14. 5 0. 660 2. 44
H2-3 30. 8 22 7. 91 106. 2 123. 3 4. 11 × 1011 26. 36 0. 146 0. 020 0. 015 7. 66 0. 006 30. 2 14. 0 0. 551 1. 50
H2-4 30. 5 30 7. 90 56. 88 71. 40 3. 73 × 1011 24. 03 0. 181 0. 017 0. 016 7. 87 0. 007 30. 6 10. 8 0. 646 1. 60
H2-5 31. 5 29 7. 87 45. 00 61. 80 2. 36 × 1011 21. 93 0. 111 0. 047 0. 014 6. 93 0. 013 13. 2 8. 40 0. 490 1. 37
H2-6 30. 0 27 7. 82 0. 990 28. 38 1. 36 × 1011 18. 13 0. 204 0. 052 0. 016 6. 58 0. 022 12. 4 5. 70 0. 645 1. 18
A2-1 29. 0 30 7. 85 ND ND 9. 96 × 1010 20. 34 0. 099 0. 028 0. 008 ND 0. 006 22. 5 27. 8 0. 150 0. 68
A2-2 29. 0 30 7. 86 4. 800 12. 80 8. 70 × 1011 21. 36 0. 077 0. 023 0. 007 ND 0. 005 21. 4 19. 4 0. 380 0. 60
A2-3 28. 8 32 7. 77 5. 880 12. 04 1. 02 × 1012 21. 85 0. 056 0. 019 0. 006 6. 43 0. 006 13. 5 14. 4 0. 325 0. 76
A2-4 29. 0 30 7. 81 7. 350 11. 85 3. 48 × 1011 22. 36 0. 144 0. 028 0. 009 6. 33 0. 009 20. 1 11. 0 0. 472 0. 83
A2-5 29. 0 30 7. 88 1. 500 8. 400 2. 86 × 1011 19. 32 0. 201 0. 022 0. 008 6. 12 0. 007 33. 0 16. 0 0. 256 0. 66
A2-6 30. 0 30 7. 85 2. 600 9. 800 6. 22 × 1010 22. 97 0. 200 0. 019 0. 012 6. 99 0. 005 46. 2 12. 4 0. 417 0. 98

T: temperature，℃ ; Sal: salinity，% ; SC /AS: concentration of Skeletonema costatum and Akashiwo sanguine; TALG: total alge concentration; BACT:

bacterial concentration，cells /mL; CHLa: chlorophyll a，ug /L; SP: suspended particle，mg /L; NO2 － : nitrite nitrogen，mg /L; NH4 + : ammonia

nitrogen，mg /L; NO3 － : nitrate nitrogen，mg /L; SRP: soluble reactive phosphorus，mg /L; SRSi: soluble reactive silicate; N:P: ratio of total inorganic

nitrogen and SRP; DO: dissolved oxygen，mg /L; COD: chemical oxygen demand，(mg /L) ; ND: not detected

2. 2 细菌群落的 DGGE 图谱分析
变性梯度凝胶电泳(DGGE)常被用来对环境样

品中微生物群落结构进行分析［26 － 27］，在聚丙烯酰胺
凝胶的基础上，加入了变性剂(尿素和甲酰胺)，能
把不同碱基组成的 DNA 片段区分开来。本次赤潮
海水中的细菌通过不同孔径的滤膜能够将藻际细菌
和游离细菌区分开，由于藻细胞一般都大于直径为
5 μm 的醋酸纤维滤膜，基本上所有藻体都被截留在
5 μm 膜上，与之共存的藻际细菌也留在 5 μm 膜上。

将 5 μm 膜过滤后的海水通过 0. 22 μm 的滤膜，能
够将游离细菌截留在滤膜上，从而将两种细菌区分
开。图 1 所示为 3 个不同的站位 ( A1、A2、H2) 的

DGGE 图谱。

在 DGGE 图谱中，每个条带代表 1 种优势细菌，

不同的细菌由于 16S rRNA 片段序列不同，在电泳
过程中迁移的速率不同，不同种的细菌得以分开，同
一条水平直线上的条带代表同一种细菌。在赤潮站
位 A1 和 H2 的 DGGE 图谱中，有较多的条带，条带
越多代表着该区域的优势细菌种群越多。而在非赤
潮站位 A2 中，条带相对较少，说明非赤潮站位的优
势细菌种群较赤潮站位少。在每张图中都有亮度较
高的条带，它们代表在该区域占优势的细菌。在赤
潮站位 A1 中，条带 3、4、8、12、21、22 均为优势条带，

它们所对应的细菌就是在赤潮区域 A1 中丰度较高
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的细菌菌群。在赤潮站位 H2 的 DGGE 图谱中，条
带 2、17、18、19、29 所代表的菌群在藻际细菌和游离
细菌中都占优势。在非赤潮站位 A2 中，1、2、5、14、
15、16 是主要条带。

通过对赤潮站位 A1、H2 和非赤潮站位 A2 的比
较，赤潮站位样品的 DGGE 图谱中条带的数量及亮
度均比非赤潮站位的要高。可能是由于赤潮的爆

发，藻细胞数量的增多造成了细菌丰度和种类的增
加［28］，细菌是伴随着赤潮藻的出现而出现的，是与
赤潮藻密切相关的。非赤潮站位 A2 样品的 DGGE
图谱中条带稀少并且条带的亮度普遍不高，在藻际
细菌和游离细菌中占优势的细菌没有明显的差别。
通过以上的比较可知在赤潮爆发的时候，细菌与赤
潮藻密切相关，对赤潮生消有很大的影响。

图 1 赤潮站位 A1、H2 及非赤潮站位 A2 样品 16S rRNA-V3 区的 DGGE 图谱
Fig． 1 Denaturing gradient gel electrophoresis profiles of 16S rRNA-V3 fragments obtained from bloom sites A1，H2 and non-

bloom site A2． Number 5 represents attached bacteria． Number 0. 22 represents free-living bacteria． Day1 － 3: beginning and

maintenance of the bloom (8. 1，8. 2 and 8. 4) ; Day4 － 5: decline of the bloom (8. 5 and 8. 7) ; Day6: post-bloom (8. 11) ． M:

self-made marker．
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图 2 藻际细菌(A)和游离细菌(B)香农-威列多

样性指数随时间的变化
Fig． 2 The Shannon-Weaver diversity index of attached

bacteria ( A ) and free-living bacteria ( B ) changed during

these days．

我们利用软件 Quantity One 将 3 张 DGGE 图谱
的各个条带转换成数字信息，并借助于 Biodap 得到
了每个泳道的香农-威列多样性指数 ( Shannon-
Weaver diversity index)(图 2)，条带亮度大且条带数
多的泳道所对应的香农-威列多样性指数就会较大。
因此可以根据每条泳道的香农指数来分析细菌菌群
随着赤潮生消的变化情况。

从图 2-A 中可以看出，非赤潮站位 A2 在这 6 d
的香农指数没有太大的变化，说明非赤潮站位 A2

的细菌多样性变化不大。而赤潮站位 A1，H2 在赤
潮生消的过程中，香农指数发生规律性的变化。随
着赤潮生消，香农指数呈现先升高后降低的趋势。
赤潮站位 A1 的香农指数在第 3 天达到最大值，当
天的藻密度也较高，可以看出在藻密度达到较大时
其细菌的丰度和多样性也达到最大，再次证明了赤

潮发生时期细菌与赤潮藻之间的重要关系。在赤潮
消减阶段，可能是因为赤潮藻密度下降，与之相关的
藻际细菌丰度也会下降，从而导致香农指数的降低。
赤潮站位 H2 的香农指数在第 2 天就达到最大，之
后随着赤潮的发展逐渐降低。

图 2-B 是赤潮发生时期各站位游离细菌的香农
指数。其游离细菌的香农指数也有一定的规律。从
赤潮站位 A1，H2 的细菌香农指数变化中可以看出，
它们分别在第 2 天和第 3 天有明显升高，与这两个
站位藻际细菌的香农指数达到最大值的日期是一样
的，这样看来藻际细菌和游离细菌有密切联系。随
着赤潮的发展，它们的香农指数又有所下降，最后趋
于稳定。非赤潮站位 A2 的香农指数呈上升趋势，
但是在第 5 天有明显下降，这可能与前一天发生的
台风有关。
2. 3 细菌群落的进化树分析

切胶条带测序后建树分析，在赤潮站位细菌菌
群主要属于 γ 变形杆菌 ( Gammaproteobacteria)，α
变 形 杆 菌 ( Alphaproteobacteria )，β 变 形 杆 菌
(Betaproteobacteria)，黄杆菌(Flavobacteria);其中占
优势的是 Gammaproteobacteria，Alphaproteobacteria;
非 赤 潮 站 位 的 细 菌 菌 群 主 要 属 于
Alphaproteobacteria， Gammaproteobacteria，
Flavobacteria; 占 优 势 的 是 Gammaproteobacteria，
Flavobacteria(图 3)。

在 赤 潮 站 位 A1 中，Gammaproteobacteria
(40. 9% ) 占最大优势;其次是 Alphaproteobacteria
(36. 4% )，Flavobacteria(18. 2% )，Betaproteobacteria
( 4. 5% )。 在 赤 潮 站 位 H2 的 海 水 中，
Gammaproteobacteria、 Alphaproteobacteria、
Flavobacteria 分别占 55. 6%、37%、7. 4%。结果表
明 Gammaproteobacteria 在赤潮站位占比较重要的地
位，Gammaproteobacteria 与赤潮藻有密切关系，这与
Imai I 等［29］的研究一致。在以往研究中，有大量的
杀藻、溶藻细菌在 Gammaproteobacteria 中发现［30］。
2 个赤潮站位属于 Alphaproteobacteria 共有 19 个条
带，其 中 远 洋 杆 菌 属 ( Candidatus Pelagibacter )
(33. 3% )占最大一部分，这与 Morris RM 等［31］的研
究一致。在 Gammaproteobacteria 中占最大优势的是
假交替单胞菌 ( Pseudoalteromonas) (21. 1% )，在以
往研究中［32］也在该属中发现具有溶藻作用的细菌，
说明它可能对赤潮的消亡有一定作用。
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图 3 站位 A1(A)，H2(B)，A2(C)样品 DGGE 切胶条带 16S rRNA 基因进化树分析
Fig． 3 Neighbor-joining tree showing the phylogenic relationship of 16S rRNA gene sequences of excised DNA fragments from DGGE profile A1

(A)，H2 (B) and A2 (C) ; Numbers in bracket represent the sequences accession number in Gene Bank． The number at each branch points is

the percentage supported by bootstrap． Bar，0. 05 sequence divergence．

由 图 1、3 可 知: 在 赤 潮 站 位 A1 中，
Wohlfahrtiimonas( band 6)主要在 0. 22 μm 滤膜处理
后样品的泳道出现，说明这些条带在游离细菌里占
主要优势，Shimia(band 24)主要出现在 5μm 滤膜处
理后样品的泳道，是藻际细菌菌群中的优势菌。这
一现象也出现在另一个赤潮站位 H2，在赤潮站位
H2 的 DGGE 图 中， Pseudoalteromonas、Actibacter、
Sediminimonas、Nautella ( band 3、4、23、24 ) 主要在
0. 22 μm 滤 膜 处 理 后 的 泳 道 出 现; 食 碱 菌
(Alcanivorax)、Trabulsiella、Tateyamaria ( band 7、10、

27)主要出现在 5 μm 滤膜处理后样品的泳道中，说
明这些条带分别在游离细菌和藻际细菌中占有优
势。
2. 4 赤潮现场细菌菌群结构特征与环境因子的典
型对应分析(CCA)

通过典型对应分析 ( CCA)来找寻在赤潮生消
过程中环境因子与细菌菌群之间的相关性。在赤潮
生消的过程中，不同的环境因子在不同阶段起着各
自重要的作用，对细菌的菌群变化有很大的影响
(图 4)。
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续图 3
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续图 3

由表 1 可知，从赤潮发生的第 4 天开始，藻密度
开始下降，赤潮开始消退，第 4 天作为赤潮消退始
期。根据现场的环境参数，选取几个重要的环境因
子(T、盐度、硝酸盐、亚硝酸盐、活性磷酸盐、铵盐、

细菌密度、藻密度、氮磷比和 pH;T、Salinity、NO3、

NO2、SRP、NH4、BACT、TALG、N /P、pH)进行典型对
应分析。第 1 － 3 天代表赤潮发生及维持阶段，第 4
－ 5 天代表赤潮消退阶段，第 6d 代表赤潮消亡。从
图 4 － A 中可以看出，在赤潮开始阶段，pH、BACT、
N /P 对细菌菌群结构影响很大，赤潮现场的高 pH

及富营养化条件对于赤潮藻的生长有积极作用，藻
密度增大的同时藻际细菌的数量及结构也会发生变
化。在第 4 － 5 天，NO2、NO3、Salinity、SRP、T 对赤潮
消亡阶段的藻际细菌菌群结构有很大影响，可能是
营养盐的消耗造成了藻数量的锐减，从而对藻际细
菌菌群结构造成影响。在图 4-B 中，游离细菌在赤
潮开始阶段受 NO2、NO3、SRP、pH、TALG 等环境因

子影响较大。在赤潮消亡阶段，NH4、Salinity、N /P

对游离细菌影响较大。总的来说，在赤潮生消过程
中，在不同的阶段与细菌菌群结构相关性较大的环
境因子不同，并且藻际细菌与游离细菌受不同的环

境因子的影响不同，差别较大。

在图 4 － C 中，赤潮站位 H2 的藻际细菌菌群在
赤潮开始和消亡阶段都受到 TALG、T、NH4、SRP 的

影响，在开始阶段还受到 N /P、pH、NO2、NO3的影
响，这可能跟赤潮开始阶段的营养盐充足对赤潮藻
生长的促进作用有很大关系。在第 4 天，只受到
Salinity 和 BACT 的影响，站位 H2 的藻际细菌菌群
结构在赤潮消亡的开始阶段受盐度影响很大，而与
其他因素相关性不大。在图 4 － D 中，赤潮的开始
阶段对游离细菌菌群结构影响较大的环境因子与藻
际细菌的基本相同，第 4 天几乎不受环境因子的影
响，在消亡阶段受到 T、NH4、Salinity 的很大的影响。

将赤潮站位 A1 和 H2 的细菌菌群结构与环境
因子的关系对比，可发现在赤潮开始阶段细菌的菌
群结构受到 pH、N /P 的影响很大。在本次赤潮过程
中，赤潮站位都呈现出高 pH 的现象，这样看来高
pH 和充足的营养盐是引发赤潮的必要条件。在赤
潮消亡阶段，细菌菌群结构受 Salinity、T 的影响较
大，Crump BC 等［33］的研究结果也表明盐度跟细菌
的菌群结构变化有密切关系。然而与藻际细菌和游
离细菌菌群结构相关的环境因子不尽相同，两类细
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菌既有联系也有区别。

图 4 细菌菌群与环境因子的典型对应分析
Fig． 4 Canonical correspondence analysis (CCA) of bacterial community and environmental factors． environmental factors

and attached bacteria in bloom sites A1 ( A) ; environmental factors and free-living bacteria in bloom sites A1 ( B) ;

environmental factors and attached bacteria in bloom sites H2 (C) ; environmental factors and free-living bacteria in bloom

sites H2 (D) ． Day (1 － 6) represents the process of red tide．

2. 5 赤潮生消过程中细菌菌群结构的主成分分析
(PCA)

在赤潮生消过程中，细菌菌群中起主要作用的
细菌不同，我们为了找寻细菌菌群结构变化过程中
的关键菌群，对赤潮现场样品进行主成分分析
(PCA)从而确定对赤潮起重要作用的关键菌群(图
5，6)。

在赤潮生消过程中，细菌群落结构不断发生变
化。在赤潮的不同阶段，细菌群落中关键细菌不同。
在图 5 中赤潮刚开始时 ( Day 1 )，Actibacter ( band
4 )、 Salinimicrobium ( band 16 )、噬 氢 菌 属
(Hydrogenophaga，band 20)对细菌群落有很大的影
响，是关键菌群。Alfreider A 等［34］的研究发现地下

水中与蓝藻共生的细菌属于 Hydrogenophaga 属;
Hfle MG 等［35］也发现在富营养化的湖水中有
Hydrogenophaga 属细菌的大量存在。这也说明
Hydrogenophaga 属跟藻类是同时存在的，与赤潮的
发生有紧密联系。在赤潮达到最严重时(Day 2，3)，

鞘脂菌属 ( Sphingobium，band 13 )，假单胞菌属
(Pseudomonas，band 21)是关键菌群。很多研究［36］

都对 Sphingobium 属的细菌有过报道，认为该属细菌
对芳香烃类污染物有降解作用，在赤潮最为严重时
COD 等有机污染物的增多可能是诱导 Sphingobium

属细菌成为优势菌群的因素。同样有很多研究［37］

认为 Pseudomonas 属的细菌普遍能直接或者间接杀
藻，此阶段藻密度的大量升高对 Pseudomonas 属细
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图 5 赤潮站位 A1 在 1 － 6d 内细菌群落结构变化的主

成分分析
Fig． 5 Principal component analysis ( PCA ) of dynamics of

bacterial community during the six days in bloom site A1．

图 6 赤潮站位 H2 在 1 － 6d 内细菌群落结构变化的主

成分分析
Fig． 6 Principal component analysis ( PCA ) of dynamics of

bacterial community during six days in bloom site H2．

菌有很大影响。在赤潮开始消退阶段 ( Day 4 )，
Pseudomonas( band 8)、Pseudoalteromonas( band 12 )
等是关键菌群。由于 Pseudoalteromonas 属细菌的杀
藻作用［32］，Pseudoalteromonas 属细菌数量增多而造
成赤潮藻死亡，这是赤潮开始消亡的一个十分重要
原因。在赤潮消退阶段(Day 5，6)，Oleibacter( band
14)、Sediminimonas(band 15)、Shimia(band 24)是关
键菌群。Teramoto M［38］研究发现 Oleibacter 属对海

洋环境中多环芳烃有很好的降解作用。赤潮藻细胞
破裂后释放的胞内物质对于 Oleibacter 成为优势菌
群有一定作用。

将赤潮站位 H2 的样品进行主成分分析，来分
析在赤潮生消过程中站位 H2 细菌菌群结构的变化
(图 6 )。在 图 6 中，赤 潮 刚 开 始 时 ( Day 1 )，
Sediminimonas(band 23)对细菌菌群结构有重要影
响。在赤潮最严重时 ( Day 2，3 )，Actibacter ( band
18) 为优势菌群。在赤潮开始消退时 ( Day 4 )，
Alcanivorax(band 7)、Nautella(band 24)、Tateyamaria
(band 26)对细菌菌群结构影响很大。Wu YH 等研
究［39］认为 Alcanivorax 属能够降解有机污染物，在赤
潮消退过程中可能对营养物质的消耗有很大作用。
在赤潮消退后 ( Day 5，6)，Pseudoalteromonas ( band
2)是最为关键的菌群，主要是 Pseudoalteromonas 属
细菌的杀藻作用，与赤潮的消退有很大关系。

根据赤潮站位 A1 和 H2 的细菌菌群主成分分
析可知: 在赤潮生消过程中，Pseudoalteromonas、
Pseudomonas、 Alteromonas、 Hydrogenophaga、
Actibacter、Oleibacter 等属细菌在菌群变化中起重要
的作用。在赤潮开始阶段 Hydrogenophaga 属细菌是
关键菌群，Pseudomonas 和 Pseudoalteromonas 属细菌
在赤潮生消过程中占有十分重要的地位，这与它们
具有很好的杀藻能力有关，经常在赤潮消亡阶段成
为优势菌群。

3 结论

2011 年 8 月爆发的中肋骨条藻和血红哈卡藻
赤潮是由多种优势藻引发的赤潮，持续时间长，危害
严重。研究结果表明细菌菌群结构随着赤潮生消有
着规律性的变化，细菌多样性随着赤潮藻数量的增
加而增加，并随着其消亡而降低。在赤潮开始的阶
段细菌的菌群结构受到 pH、N /P 的影响很大，在赤
潮的消亡阶段细菌的群落结构受盐度、温度的影响
较大。在 赤 潮 生 消 过 程 中，Pseudoalteromonas、
Pseudomonas、Wohlfahrtiimonas、Actibacter、Oleibacter、
Hydrogenophaga 等属在细菌菌群结构中占优势。在
赤潮开始阶段，Hydrogenophaga 属细菌是关键菌群，
Pseudomonas 和 Pseudoalteromonas 属细菌在赤潮消
退阶段处于十分重要的地位。Shimia、Alcanivorax、
Trabulsiella、Tateyamaria 属在赤潮发生区域的藻际
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细菌中处于优势地位，Wohlfahrtiimonas、Actibacter、
Pseudoalteromonas、Sediminimonas、Nautella 属是游离
细菌的关键菌群，藻际细菌与游离细菌既有联系又
有区别，在赤潮生消过程中不断变化。

细菌与藻类的关系密切，细菌可以抑制藻类的
生长，藻类可以为细菌生长提供营养物质。菌-藻关
系的深入研究对有效地预防及治理赤潮有着重要的
作用。然而赤潮的发生仍然十分频繁，其发生机理
相当复杂［40］，因而仍有许多问题值得人们去进一步
探讨和解决。
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Dynamics of bacterial community during the bloom caused
by Skeletonema costatum and Akashiwo sanguinea in
Xiamen sea area
Yi Li1，2，Caiyun Yang1，2，Dong Li3，Yun Tian1，Tianling Zheng1，2*
1 Key Lab of the Ministry of Education for Coastal and Wetland Ecosystems，School of Life Sciences，Xiamen University，
Xiamen 361005，China
2 State Key Lab for Marine Environmental Sciences，Xiamen University，Xiamen 361005，China
3 College of Chemical Engineering，Huaqiao University，Xiamen 361021，China

Abstract:［Objective］ To investigate the dynamics of bacterial community in Xiamen sea during the bloom mainly caused
by Skeletonema costatum and Akashiwo sanguine in August 2011． ［Methods］ Bacterial community structures of samples
from two bloom sites and one non-bloom site were evaluated by PCR-DGGE ( Denaturing gradient gel electrophoresis，
DGGE) ． The genetic diversity of bacterial community was analyzed based on the DGGE fingerprint． The correlation
between bacterial community and environmental parameters was studied by Canoco． ［Results］ The bacterial community
was largely related to pH and N /P during the start-up stage of the bloom; while in the demise stage，it was mostly
correlated to salinity and temperature． According to the results of sequence analysis of DGGE dominant bands，
Gammaproteobacteria accounted for 47. 7% during the bloom and Pseudoalteromonas， Pseudomonas， Alteromonas，
Hydrogenophaga，Actibacter and Oleibacter were dominant genus in bacterial community． The Shannon-Weaver diversity
index showed that the diversity of bacterial community in bloom site increased firstly and then decreased during this bloom．
Hydrogenophaga was dominant in the start-up stage of bloom，while Pseudomonas and Pseudoalteromonas were dominant in
the demise stage of bloom． The diversity of attached bacteria and free-living bacteria in bloom sites reached maximum in
the same day ( the concentration of algae was high)，both of them changed greatly during the bloom while the environment
factors which correlated with the two communities were different． ［Conclusion］ It is the first report about dynamics of
bacterial community during the bloom caused by several algae together． This work is helpful to understand the dynamics of
bacterial community during the bloom，and provides a theoretical basis for bloom's control in the future．
Keywords: Skeletonema costatum，Akashiwo sanguine，PCR-DGGE，dynamics of bacterial community，bacterial diversity
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