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摘要    采用基于16S rDNA 的高通量测序技术对山东长岛紫菜养殖区的细菌多样性分布进行了研

究，并与环境因子进行关联分析，以探究紫菜养殖对环境的影响。结果显示，长岛海区水环境细

菌多样性较丰富，呈现由近岸区(CDCNS)、养殖区(CDPF)、外海区(CDCOS)递减的趋势。分别基

于所有细菌组成以及相对丰度最高的前 20 个属/种的聚类结果均显示，CDCNS 和 CDCOS 区聚在

一起，明显区别于 CDPF 区。CDPF 区的特异优势菌包括鼠尾菌属(Muricauda)、假单胞菌属

(Pseudomonas)、盐单胞菌属(Halomonas)、赤杆菌属(Erythrobacter)、海杆菌属(Marinobacter)。3
个区域均未检测到河豚毒素假交替单胞菌(Pseudoalteromonas tetraodonis)、柠檬假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas citrea)等疑似紫菜致病菌。溶解氧(DO)和 pH 呈现由近岸向外海逐渐降低的趋势，

总颗粒悬浮物(TSS)反之。CDPF 区氨氮(NH4
+-N)含量最低，盐度最高。关联分析发现，环境因子与

环境微生物之间具有一定的相关性，如嗜氨菌属(Ammoniphilus)的丰度与 NH4
+-N 浓度具显著正相关

性，CDPF 区最低，CDCOS 区最高；盐单胞菌属的分布与盐度具显著正相关性，CDPF 区盐单胞菌

属含量显著高于其他 2 个海区。研究表明，紫菜养殖海区细菌群落结构特征与环境因子具有关联性，

其间的互作机制尚需进一步深入研究。 
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紫菜味道鲜美，营养丰富，具有较高的经济价

值，是我国养殖面积最大的大型经济海藻(李晓蕾等, 
2017)。近年来，随着养殖需求增加，主产区养殖海

区饱和，长期密集养殖，加之全球气候变化、种质退
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化等原因，紫菜在主产区养殖过程中频繁出现病烂、

生长迟缓、产量大幅下降等问题，我国紫菜养殖产业

受到冲击。 
一些学者针对紫菜养殖和育苗过程的病害问

题展开了研究。杨锐等 (2008)发现假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas nigrifaciens)为健康紫菜表面的优

势菌，且在周围海水和病烂紫菜上未分离到该菌。王

洪斌等 (2011)研究表明，河豚毒素假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas tetraodonis)可能是条斑紫菜(Pyropia 
yezoensis)丝状体黄斑病病原菌。陈国耀等(1999)研究表

明，琼脂降解菌主要附着在紫菜网绳上，可能引起紫菜

脱落。闫咏等(2002)研究表明，导致条斑紫菜叶状体绿

斑病的致病菌是柠檬假交替单胞菌(Pseudoalteromonas 
citrea)。引起紫菜病变的致病菌大多数为条件致病菌。

海洋环境瞬息万变，海水环境中的微生物组成复杂多

变，健康稳定的水环境中微生物群落组成处于动态平

衡，当某种或某些因素突然改变打破这种平衡，某一

或某些条件致病菌就会在这种失衡的状态下迅速繁

殖扩增，导致病害暴发。上述研究主要采用从病烂与

健康紫菜藻体上分离、鉴定致病菌或藻际微生物方法

展开研究，而针对紫菜养殖海区水环境微生物物种组

成及群落结构的研究几乎没有。 
通过培养、分离、鉴定等传统的方法研究微生物，

受培养条件等限制，检测到的微生物物种较少，尤其

对一些低丰度和培养条件特殊的细菌往往难以检测

到。测序技术的发展带动宏基因组学的诞生，第 2 代

测序技术的产生彻底弥补了第 1 代测序技术通量低、

成本高的缺点，且可实现平行测序、可定量 (张丁予

等, 2016)。基于第 2 代测序技术的微生物宏基因组研

究方法，可高通量检测到样品中几乎全部微生物，包

含一些新物种(盖珊珊, 2016)，能更精确的检测出海

洋水环境中菌群的组成和数量。 
本研究采用高通量测序技术对山东长岛紫菜养

殖海区表层水环境中细菌多样性进行调查，以期掌握

长岛紫菜养殖区水环境中的细菌多样性分布，通过与

邻近非养殖海区水环境中微生物组成的比较，探索紫

菜养殖活动对水环境细菌多样性分布的影响，为紫菜

养殖病害的预测及防治提供理论依据。 

1  材料与方法  

1.1  样品采集与处理 

于 2016 年 12 月从山东长岛紫菜养殖区分别采集

了近岸区 (CDCNS)、紫菜养殖区 (CDPF)、外海区

(CDCOS)的海水样品 3 L，每组 6 个重复。现场用

0.22 µm 混合纤维滤膜抽滤海水样品，滤膜对折后置

冻存管于干冰中保存，带回实验室，放入–80℃保存。 
用塑料水桶或颠倒式采水器采集表层水样，测

量指标包括温度、pH、溶解氧 (DO)、盐度、氨氮

(NH4
+-N)、磷酸盐(PO4

3–-P)、硅酸盐(SiO3
2–-Si)、总悬

浮物(TSS)等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  基于 16S rDNA 序列的第 2 代测序与分析 
该项工作委托广州基迪奥生物科技有限公司完成。

样品微生物的提取采用 DNA 提取试剂盒(HiPureSoil 
DNA Kits)(Megan，广州)。DNA 的质量检测采用琼

脂糖凝胶电泳法，用带有 Barcode 的特异引物对扩增

16S rDNA V3+V4 区(引物序列为 F：CCTAYGGGR-
BGCASCAG; R：GGACTACNNGGGTATCTAAT)。
PCR扩增产物切胶回收，用 Qubit 3.0荧光计进行定量。

将纯化的扩增产物进行等量混合，连接测序接头，构

建测序文库，进行 Hiseq 2500 PE250 (Illumina, 美国)
测序。 

对测序得到的原始数据进行处理，首先过滤掉低

质量的序列，得到 Clean data。然后，根据 PE reads
之间的重叠关系，将成对双端 Reads 拼接为一条序列

(Tag)。利用 Mothur(v.1.34.0)软件包对 Tag 序列进行

去冗余处理(Patrick et al, 2009)，挑选出 Unique tag
序列。使用基于 Naive Bayesian 方法的分类器 Rdp 
classifier 工具，对 Tag 进行物种注释。为了更好地获

得样品中物种的多样性信息，进一步对 Tags 进行

OUT (Operating Taxonomic Unit)聚类，通过 KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)数据库进

行比对和 OTU Pathway 注释。计算 Alpha 多样性指数

(Chao、ACE、Shannon 和 Simpson)与样品间 Bray-Curtis
系数，并根据 Bray-Curtis 系数的计算结果对样品进

行聚类分析。 
1.2.2  环境因子分析    使用 YSI 多参数水质分析

仪 Proplus(美国)现场测定水温、pH、盐度、DO，使

用 AA3 连续流动分析仪(Seal，德国)测定各项营养盐

的浓度。NH4
+-N 的测定采用靛酚蓝法，SiO3

2–-Si 的测

定采用硅钼蓝法，PO4
3–-P 的测定采用抗坏血酸还原

磷钼蓝法(GB/T 12763.4-2007)，检测限分别为 0.04、
0.030、0.024 µmol/L。TSS 通过称量过滤前后滤膜

的差值计算(GB17378.4-2007)。根据 R 语言的皮尔

森相关系数计算环境因子与微生物的丰度之间的相

关性。 
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2  结果 

2.1  长岛海区海水中细菌组成 

对长岛海区海水样品测序结果通过 KEGG 数据

库进行比对和 OTU Pathway 注释分析，共检测出细菌

42 门。变形细菌门(Proteobacteria)为整个海区优势菌，

其次为厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、
浮霉菌门(Planctomycetes)、放线菌门(Actinobacteria)、
SBR1093、疣微菌门 (Verrucomicrobia)、广古菌门

(Euryarchaeota)、芽单胞菌门(Gemmatimonadetes)、绿

弯菌门(Chloroflexi)。 
长岛海区海水样品中共检测出 217 属。其中，丰

度最高的 10 个属分别为噬甲基菌属(Methylophaga)、
盐单胞菌属(Halomonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、嗜氨

菌属(Ammoniphilus)、交替单胞菌属(Alteromonas)、海

洋粘细菌属(Plesiocystis)、南极杆菌属(Antarctobacter)、
共生菌属(Candidatus)、柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、
十八杆菌属(Octadecabacter)。 

2.2  长岛海区水环境微生物多样性分析 

绘制不同海区样品在 0.03 距离下的 Alpha 丰富

程度表，Chao、ACE 和 Shannon 3 种指数越大，

Simpson 指数越接近于 0，表示样品中的物种越丰富。

结果显示，长岛整个海区海水微生物多样性都比较

高，其中，以 CDCNS 的微生物物种组成最丰富，且

与其他 2 个海区差异明显(表 1)。 
 

表 1  样品 Alpha 多样性统计结果 
Tab.1  Statistical results of sample Alpha diversity 

样品名称
Sample

Chao1指数
Chao1 

ACE 指数 
ACE 

香浓指数 
Shannon 

辛普森指数
Simpson 

近岸区
CDCNS

16813 31122 4.94 0.0536 

外海区
CDCOS

12154 22062 3.88 0.1215 

养殖区
CDPF 

13711 24566 4.08 0.1276 

 

2.3  长岛海区海水菌群在各海区的聚类关系 

根据在各个分类水平上各海区样品 OUT 数据，

计算样品间 Bray-Curtis 系数，并根据 Bray-Curtis
系数的计算结果对样品进行聚类分析，以判断在属

分类水平上各样品的相似性与特异性。CDPF 明显

区分于 CDCNS 和 CDCOS 区，后二者优先聚为一组 
(图 1)。表明 CDCNS 和 CDCOS 区微生物群落结构

更为相似，CDPF 区的细菌群落结构明显区别于

CDCNS 和 CDCOS 区。 
 

 
 

图 1  不同海区微生物群落结构的聚类关系 
Fig.1  Cluster of microflora structure 

 

2.4  养殖区较其他海区的细菌物种组成差异 

根据长岛海水样品细菌物种分类的 OTU 数据绘

制热图，以展示丰度最高的前 20 个属/种在不同区域

间的表达情况(图 2)。聚类结果与图 1 类似，CDCNS 

与 CDCOS 区优先聚在一起。其中，鼠尾菌属

(Muricauda)、假单胞菌属(Pseudomonas)、盐单胞菌属、

赤杆菌属(Erythrobacter)、海杆菌属(Marinobacter)、
海洋粘细菌、副球菌属(Paracoccus)为 CDPF 区特异
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性的优势菌。冰川菌属(Glaciecola)、共生菌、十八

杆菌属、假鲁杰氏菌 (Pseudoruegeria)、陆丹氏菌   
属(Loktanella)为 CDCNS 区特异性的优势菌。嗜氨

菌属在 CDCOS 区相对丰度明显高于其他 2 个区域  
(图 2)。 

2.5  典型菌属与环境因子的关联性分析 

3 个区域海水盐度、pH、DO、营养盐等环境因

子结果见表 2。从表 2 可以看出，CDPF 区的 NH4
+-N 

 

含量最低，CDCOS 区最高。同时，整个海区盐度较

高，尤以 CDPF 区盐度最高。DO 和 pH 呈现由近岸

向外海逐渐降低的趋势，TSS 则由近岸向外海逐渐增

高。环境因子与环境微生物关联分析发现，嗜氨菌属

的分布与 NH4
+-N 和 TSS 的空间分布呈正相关，CDPF

区的嗜氨菌属丰度最小，CDCOS 区嗜氨菌属丰度最

大。盐单胞菌属和海杆菌属的分布与盐度具显著相关

性，CDPF 区盐单胞菌属和海杆菌属含量最多，其他

2 个海区盐单胞菌含量较少(表 3)。 

 
 

图 2  不同海区属分类水平的差异 
Fig.2  Genus diversity among the three areas 

 

3  讨论 

紫菜富含蛋白质、维生素、矿物质和不饱和脂肪

酸，具有很高的营养价值，是我国重要的大型经济海

藻之一。紫菜养殖面积大，养殖区域广，其创造的经

济价值占全球大型海藻年总产值的 20% (陆勤勤等, 
2016)。养殖紫菜还兼具修复近岸海洋环境的生态效

益。条斑紫菜是我国北方地区主要养殖海藻品种，近

年来，其养殖过程病烂、生长迟缓等问题日趋严重。

微生物是环境重要组成，其组成和结构变化将对养殖 
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表 2  各海区环境因子分析 
Tab.2  Environmental parameters of the three areas 

样品名称 
Samples 

氨氮 
NH4

+-N 
 (µmol/L) 

硅酸盐 
SiO3

2–-Si 
(µmol/L) 

磷酸盐 
PO4

3–-P 
(µmol/L) 

溶解氧 
DO 

 (mg/L) 

盐度 
Salinity 

pH 
总悬浮物

TSS  
(mg/L) 

近岸区 CDCNS 0.49 5.73 0.71 10.2 32.1 8.06 23.80 
养殖区 CDPF 0.18 8.08 1.02 10.0 32.3 7.89 28.53 
外海区 CDCOS 0.89 9.92 1.05 9.7 32.1 7.76 45.47 

 
表 3  环境因子与部分菌属之间的相关系数 

Tab.3  Correlation between environmental parameters and the abundance of some microorganisms 

样品名称 
Samples 

氨氮 
NH4

+-N  
(µmol/L) 

硅酸盐 
SiO3

2–-Si 
(µmol/L) 

磷酸盐 
PO4

3–-P  
(µmol/L) 

溶解氧 
DO 

 (mg/L) 

盐度 
Salinity 

pH 
总悬浮物

TSS 
(mg/L) 

盐单胞菌属  Halomonas –0.82 0.09 0.45 0.11 1.00 –0.08 –0.29 
嗜氨菌属  Ammoniphilus 0.94 0.77 0.49 –0.88 –0.58 –0.78 0.95 
海杆菌属  Marinobacter –0.83 0.07 0.43 0.13 1.00 –0.06 –0.31 

 
生物的生长产生重要影响。已有研究多从温度、气候、

种质与特定致病菌分离鉴定着手，而缺乏对养殖环境

微生物群落结构特征的解析。 
本研究发现，山东长岛海域丰度最高的细菌菌

群为变形细菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、浮霉菌门、

放线菌门、SBR1093、疣微菌门等。付新华等(2017)
和白洁等(2009)研究表明，环境微生物群落因海区和

季节不同呈动态变化。对比不同采样时间，变形菌、

拟杆菌、放线菌、浮霉菌等在渤海海洋保护区典型海

域与黄海北部海域也被发现为主要优势菌，这些菌应

该是海洋环境中普遍存在的细菌门类。疣微菌在秋季

的渤海海域也是优势菌门(付新华等, 2017)，但白洁

等(2009)研究表明，在黄海北部海域水环境的优势菌

组成中未包含该菌，推测疣微菌门可能为渤海海域特

有的优势菌。在属分类水平上，本次调查海区发现

217 属，付新华等(2017)调查的渤海海区为 227 属，

具有较好的区域一致性。然而，本次调查的长岛海域

与付新华等(2017)调查的渤海保护区在蓝细菌门丰度

上差异很大，这可能跟采样季节有关，本次采样时间

在冬季，而付新华等(2017)采样时间在秋季，肖天等

(2002)研究表明，低温不利于蓝细菌生存繁殖。 
藻类和微生物群落之间相互利用、相互选择，在

藻类周围形成特有的微生物群落结构(Fisher et al, 
1998)。通过聚类分析发现，长岛海域紫菜 CDPF 的

微生物群落结构明显区别于相邻的 2 个区域，而相距

较远的 CDCNS 和 CDCOS 区的微生物群落结构反而

更为接近，这说明紫菜养殖确实对环境中微生物群落结

构产生了影响。条斑紫菜养殖区水环境中特有的优势菌

属包括鼠尾菌属、假单胞菌属、盐单胞菌属、赤杆菌

属、海杆菌属、海洋粘细菌属、副球菌属，其中，部分

种属已在不同海区、不同紫菜样品的藻际微生物中被

证实为优势菌。杨锐等(2008)从山东青岛的条斑紫菜

叶状体表面分离得到海杆菌；武洪庆(2012)分别在射

阳、连云港和大平三地的条斑紫菜表面分离得到了假单

胞菌属；沈梅丽等(2013)在坛紫菜(Pyropia haitanensis)
特有的共附生细菌中分离到赤杆菌属和副球菌属。在

不同海区不同紫菜样品或紫菜养殖区中，海杆菌属、

假单胞菌属、赤杆菌属和副球菌属作为优势菌被检测

或分离到，因此，作者推测，它们是典型的紫菜外生

细菌组成，应与紫菜生长息息相关，但是，彼此间的

互作关系尚需进一步深入探明。 
通过藻际微生物研究发现，假交替单胞菌为条斑

紫菜优势附生菌，且对条斑紫菜叶状体和丝状体生长

均无不良影响(杨锐等, 2008)。杨锐等(2008)没有在其

紫菜样品的相应生活水体中分离到该菌，可能由于所

采用的第 1 代测序技术通量低，难以检测到水体中的

低丰度菌，而假交替单胞菌在水体中丰度较低。通过

对条斑紫菜丝状体黄斑病进行培养、分离等研究发

现，河豚毒素假交替单胞菌可能为重要的致病菌组成

(王洪斌等, 2011)。对条斑紫菜叶状体绿斑病的研究发

现，柠檬假交替单胞菌是致病的直接因素(闫咏等 , 
2002)。本研究对长岛紫菜养殖区与非养殖区调查发

现少量假交替单胞菌，其相对丰度小于 0.1%，且不

同区域间假交替单胞菌的分布没有差异。调查结果未

发现河豚毒素假交替单胞菌和柠檬假交替单胞菌，可

能由于其丰度极低而未被检测到。 
水环境中细菌多样性既与附近生物体的代谢活

动、生理特征有关，又与环境因子(温度、盐度、DO、
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pH、营养盐等)相关(胡晓娟, 2013)。本次调查结果发

现，环境因子在区域间具有较为明显的规律性，如

DO、pH 呈现由近岸到外海逐渐递减，TSS、Si 和 P
呈由近岸到外海逐渐递增， NH4

+-N 的含量也在

CDCOS 区最高。由于调查海域有贝类养殖，且与

CDCOS 区较近，而离 CDCNS 区最远。贝类养殖消

耗 O2 造成 DO 下降，排泄造成 TSS 和 N、P 等无机

营养盐升高。而 CDPF 区 NH4
+-N 大大低于 CDCNS

区，则是由紫菜生长消耗而致。而 CDPF 区的盐度也

略高于其他 2 个区域，其原因尚未知。通过关联以上

环境参数与环境微生物分析发现，二者在空间分布上

具有一定的关联性，如嗜氨菌属需生长在高浓度氨离

子的环境中，对氨有很强的依赖性(Zaitsev et al, 1998)，
因此，其分布与 NH4

+的空间分布呈显著正相关，成

为 CDCOS 区典型的优势菌。盐单胞菌属为嗜盐菌，

喜繁盛于盐度较高的盐场附近或海洋中(刘军华等 , 
2009)。本研究发现，盐单胞菌属的分布受盐度影响

较大。CDPF 区盐度较 CDCNS 和 CDCOS 区略高，

盐单胞菌属则成为 CDPF 区特异性的优势菌。由于盐

单胞菌属具有反硝化作用(赵贵成等, 2011)，可将海水

中的 NO3
–还原为 NH4

+，而紫菜在摄取氮盐的过程中，

优先消耗 NH4
+-N(Bronk et al, 1994)，因此，盐单胞菌

属的富集对紫菜生长应是有利的。 
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Effect of Pyropia Farming on Bacterial Communities and  
Marine Environmental Factors 
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Abstract    Pyropia is one of the most economically important seaweeds, which is mainly cultured in 
China. In recent years, water quality deterioration caused by long-term and intensive culture have led to 
problems for Pyropia aquaculture, such as disease outbreaks, decreased yields, and lower product quality. 
Microorganisms are important components of the environment and have important effects on the growth of 
other organisms. In this study, the microbial community structure in a Pyropia yezoensis aquafarm in 
Changdao, China, was studied using 16S rDNA-based high-throughput sequencing technology. Whether 
there were correlations between different environmental factors and the abundance of some predominant 
bacterial taxa was also tested to explore the environmental impacts of Pyropia farming. The results 
showed that microbial diversity was rich in the surveyed marine area. The abundance of Proteobacteria 
was the highest among all of the identified bacterial phyla. When the Pyropia farming area was compared 
with nearby non-farming areas, it was found that the highest abundances of microbial species occurred in 
the near-shore area (CDCNS), followed by the Pyropia farming area (CDPF), and the microbial diversity 
was the lowest in the offshore area (CDCOS). Cluster analysis of the samples was carried out based on 
Bray-Curtis similarity coefficient values calculated among them. The microbial community structure of 
CDCNS and CDCOS formed a clade that was separated from CDPF. Furthermore, the twenty genera with 
the highest abundances were used for a further cluster analysis, and the results showed that CDCNS and 
CDCOS clustered together, with more genera being especially abundant in CDPF. The predominant 
bacteria from CDPF included Muricauda, Pseudomonas, Halomonas, Erythrobacter, and Marinobacter. 
Suspected pathogenic bacteria of Pyropia, such as Pseudoalteromonas tetraodonis and Pseudoalteromonas 
citrea, were not identified in the surveyed areas. Indeed, the abundance of the genus Pseudoalteromonas 
was lower than 0.1%, suggesting that the environment was safe for Pyropia farming. Dissolved oxygen 
(DO) and pH decreased gradually from CDCNS to CDCOS, and TSS increased gradually from CDCNS to 
CDCOS. The content of NH4

+-N was the lowest in CDPF and the highest in CDCOS, while the salinity was 
the highest in CDPF. Correlation analyses showed that there were relationships between environmental 
factors and environmental microorganisms. The abundance of Ammoniphilus was positively correlated 
with the content of NH4

+-N, which was the lowest in CDPF and the highest in CDCOS. The distribution of 
Halomonas was related to salinity, and the abundance of Halomonas was significantly higher in CDPF 
than in the other two areas. Halomonas functions in denitrification, and thus can promote the conversion 
of N from an oxidized state to reduced forms that are more easily absorbed by algae. In conclusion, this 
study represented the first report of the structure of the microbial community in a Pyropia aquafarm and 
its correlation with environmental factors. The results showed that farming Pyropia had significant 
influences on the environmental microbial community, which were closely related to variations in 
environmental factors caused by Pyropia farming. Such changes in environmental factors and microbial 
structure had corresponding effects on Pyropia growth. The mechanisms of these interactions between 
environmental microorganisms and Pyropia growth should be further investigated in the future. 
Key words    Pyropia yezoensis; Environment factors; Bacteria; 16S rDNA 
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