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海带孢子体、配子体时期附生菌群落结构的比较* 
唐隆晨  钟晨辉  林  琪①  陆  振  黄瑞芳  宦忠艳 

(福建省水产研究所  福建省海洋生物增养殖与高值化利用重点实验室  厦门  361000) 

摘要    为探究海带(Saccharina japonica)生活史孢子体、配子体不同阶段的附生菌群落结构的差

异，采用 Illumina 测序技术，分析了种海带(S1)、配子体(S2)、幼孢子体(S3)和大孢子体(S4)这 4 个

不同阶段的藻体上附生菌 16S rRNA 序列，研究其附生菌群落结构。结果显示，4 个阶段共识别出

23 门 156 属共 244 个操作分类单元(OTU)。从门分类上来说，变形菌门(Proteobacteria)在海带各阶

段中均表现出较高的丰度，在 S1、S2、S3 和 S4 藻体样本中相对丰度分别达 53.0%、94.3%、77.2%
和 36.7%，蓝细菌门(Cyanobacteria)只在 S4 藻体样本中表现出较高的丰度，为 43.8%；从属分类上

来说，假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)在各样本间差异较大，S2、S3 和 S4 样本中相对丰度分

别为 65.00%、44.88%和 25.57%，但在 S1 样本中仅为 0.18%。各样品间附生菌群落结构差异较大，

S1 与 S4 样本相邻聚为一支，S2 与 S3 样本为另一支。S2 样本的菌群种类单一且分布不均匀，S1、
S3 与 S4 样本细菌种类丰富，但 S4 样本中菌群间的丰度差异较大。海带的苗种繁育阶段(S2 和 S3)
存在褐藻酸降解菌丰度增加的趋势，孢子体阶段(S4)则具有高丰度的共生型蓝细菌。 
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海藻与细菌间关系复杂，既相互利用(Berg et al, 
2002; Hodson et al, 2007; Amin et al, 2015)，又相互制

约(Manage et al, 2001; 林伟等, 2000)。有相当一部分

的海洋藻类在合成生长所必需的维生素 B12 时，需要

通过细菌提供一种辅酶(Croft et al, 2005)，但在海洋

环境中某些营养物质缺乏时，细菌又会成为藻类的营

养竞争者，进而抑制藻类生长(Rier et al, 2002)。大型

海藻与附生菌之间的关系平衡对于大型海藻的健康

生长至关重要，平衡一旦被打破，会影响到海藻的正

常生长发育，有时也会产生病害(沈梅丽等, 2013)。

人工养殖的海带表面附生的褐藻酸降解菌，在水温升

高或海带养殖密度过高时大量繁殖，造成海带发生病

烂(陈騳等, 1979、1981、1984)。因此，分析海带附

生菌的群落结构，对防止海带病害的发生，确保产量

具有重要的意义。 
海带主要用于食品、保健品、工业原料及生物饵

料等(张杰, 2016)，其生活史由大型叶状孢子体(2n)
和微型丝状配子体 (n)组成 (李静 , 2015)。弧菌属

(Vibrio)、盐单胞菌属(Halomonas)、假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)等被发现
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存在于海带表面，部分种类与海带病烂有关，不同海

域的海带附生菌群结构存在差异(Duan et al, 1995; 
Wang et al, 2008; Sun et al, 2017; Wang et al, 2017)。
近年来，随着二代测序技术应用于海洋微生物群落的

分析，可有效、快捷地进行其分型和丰度分析(孙超

等, 2014; 李俊峰, 2015; 刘文亮等, 2017)。本研究基

于第二代测序技术，研究海带孢子体、配子体附生菌

的群落结构，旨在为海带苗种繁育与养殖提供监测数

据，也为海带病害的预防提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验样本采集和前处理 

海带样本为福建传统养殖品系，2016 年 4 月采

自福建霞浦县下浒镇池澳村的海带养殖筏架，并于室

内留种室培养至孢子囊成熟(图 1a)。雌、雄配子体由

种海带放散游孢子后获得，分离并保存于实验室内 
(图 1b)。海带幼孢子体由雌配子体卵细胞与雄配子体

放散的精子经过受精作用产生(图 1c)。养殖区海带大

孢子体是由幼孢子体下海养殖至次年 4 月的厚成期

健康叶状体(图 1d)。各生活史阶段的样本及处理方法

如表 1 所示，除配子体用无菌海水保存外，其余样本

处理前均经灭菌海水清洗数遍去除表面杂质。 
 

 
 

图 1  不同生活史阶段的藻体样本 
Fig.1  Samples collected in deferent growth environment 

A、B、C 和 D 分别为种海带(S1)、配子体(S2)、 
幼孢子体(S3)和大孢子体(S4) 

A, B, C, and D showing the samples of mature sporophytes 
(S1), gametophytes (S2), sporelings (S3)  
and big sporophytes (S4), respectively 

 
表 1  样本类型、来源、环境温度及前处理方法 

Tab.1  The types, source, environmental temperature and pre-processing methods of samples 

编号 
Sample ID 

样本类型 
Type 

来源 
Source 

环境温度 
Environmental 

temperature (℃)

前处理方法 
Pre-processing methods 

S1 种海带 
Mature leafy 
sporophytes 

海带留种室 
Conservation room for 

mature sporophytes 
10 

切取中带部边长 3 cm 正方形小块，液氮 
速冻后于–80℃保存备用 

S2 配子体 
Filamentous 

gametophytes 

配子体保种室 
Conservation room for 

gametophyte germplasm
10 

用无菌滤布收集藻体样本，液氮速冻后于

–80℃保存备用 

S3 幼孢子体 
Sporelings 

海带育苗室 
Hatchery room for young 

sporophytes 
10 

待海带育苗片上的幼孢子体长至 2~3 cm
时，刮取并用无菌滤布收集，液氮速冻后

于–80℃保存备用 

S4 大孢子体 
Big leafy 

sporophytes 

养殖海区 
Aquaculture area for big 

sporophytes 
19 

切取中带部边长 3 cm 正方形小块，液氮 
速冻后于–80℃保存备用 

 
1.2  DNA 提取、序列扩增和测序 

按照基因组 DNA 提取试剂盒(QIAamp DNA 
Mini Kit)说明书要求，提取保存的海带基因组 DNA，

以制备基因组 DNA 为模板，使用 16S rRNA 通用引

物 338F(5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3)和 806R 
(5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3)扩增目标 DNA
片段(Xu et al, 2016)。使用低循环数扩增，并保证每 

个样本扩增的循环数一致。20 μl PCR 扩增体系的反

应条件：95℃预变性 3 min；95℃变性 30 s，55℃退

火 30 s，72℃延伸 45 s，共 27 个循环；72℃后延伸

10 min。每个样本设 3 个生物学重复，将同一样本的

PCR 产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳检测，使用

AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒(AXYGEN 公司)切胶

回收 PCR 产物，Tris-HCl 洗脱，2%琼脂糖电泳检测
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后，收集、纯化，在上海美吉生物医药科技有限公司

进行测序分析。 

1.3  数据分析 

用 Mothur 软件和 Excel 软件进行数据统计    
与分析。以 97%相似性为标准划分操作分类单元

(Operational Taxonomic Unit, OTU) 。 采 用 RDP 
classifier 贝叶斯算法对 97%相似水平的 OTU 代表序

列进行分类学分析，统计各样本的群落组成，并基于

OTU 结果计算样品的 Alpha 多样性，包括香农指数

(Shannon index)、辛普森指数(Simpson index)、物种

丰富度指数(Abundance based coverage, ACE)等(许燕

等, 2018)。 

2  结果 

2.1  PCR 产物质量检测 

用海带制备基因组 DNA，以 16S rRNA 通用引

物扩增后，PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测，结

果如图 2 所示，条带清晰明亮，可用于后续的测序

分析。 
 

 
 

图 2  PCR 产物 2%琼脂糖凝胶电泳检测结果 
Fig.2  The results of PCR products examined  

by 2% agarose electrophoresis 

1、2、3 和 4：S1、S2、S3 和 S4 样本； 
CK：空白对照组；M：Marker 2000 

1, 2, 3, and 4: S1, S2, S3, and S4 samples, respectively;  
CK: Control check; M: 2000 DL Marker 

 

2.2  测序深度和测序覆盖度 

海带 4 个样本经高通量测序及序列优化后，共获

得 156950 条有效序列，平均长度为 442 bp，绝大部

分的有效序列长度为 421~460 bp，占 99.96%。各样

本合计识别出 244 种 OTU，对测序覆盖度进行统计，

结果显示，各样本 OTU 观察数已达到饱和(Good´s 
coverage>0.999)，该测序深度能够较全面地反映海带

在不同生活史阶段附生菌的生物群落结构(表 2)。 
 

表 2  各样本测序结果统计 
Tab.2  Statistics of the sequencing results of samples 

样品代码
Sample 

ID 

顺序
Sequence

平均长度 
Average length 

操作分类单元
OTU 

覆盖
Coverage

S1 33038 441.95 131 0.999410

S2 37513 444.50 61 0.999850

S3 43532 443.00 178 0.999516

S4 42867 438.97 161 0.999484
 

2.3  附生菌群落结构组成及相对丰度 

将海带 4 种孢子体、配子体样本的 16S rRNA 测

序结果，与 Silva 数据库上的参考序列比对注释，统

计不同 OTU 所对应的门、属及其相对丰度，共识别

出 23 门 156 属。其中，变形菌门(Proteobacteria)在各

生活史阶段的群落中均占据优势，在 S1、S2、S3 和

S4 样本中分别占 53%、94.3%、77.2%和 36.7%(表 3)，
而拟杆菌门(Bacteroidetes)、蓝细菌门(Cyanobacteria)
及疣微菌门(Verrucomicrobia)在整个群落结构中的比

例，在海带孢子体、配子体中有较大差异。S1 样本

中拟杆菌门占 40.0%，S4 样本中则只有 1.9%；蓝细

菌门和疣微菌门在 S4 样本中分别占 43.8%和 16.5%，

但在 S2 样本中并没有识别出来。除了这 4 个相对丰

度较高的细菌门类以外，酸杆菌门(Acidobacteria)、
放线菌门(Actinobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)等多

种门类的细菌也被识别到，但相对丰度极低。 
 

表 3  海带不同生活史阶段附生菌中 
优势细菌门类及相对丰度 

Tab.3  Dominant bacterial phyla and the relative abundance 
of bacterial communities at different stages  

of life cycle in Saccharina japonica 
门类 Phyla S1 S2 S3 S4 

变形菌门 Proteobacteria 53.0 94.3  77.2 36.7 

拟杆菌门 Bacteroidetes 40.0 5.3  15.7 1.9 

蓝细菌门 Cyanobacteria 3.4 0.0  0.7 43.8 

疣微菌门 Verrucomicrobia 2.5 0.0  6.2 16.5 

其他 Others 1.2 0.4  0.3 1.0 
 
在属水平上对各样本附生菌群落结构及相对丰

度进行统计分析(图 3)，结果显示，4 个样本间的附生

菌群落结构及相对丰度存在较大差异。在 S1 样本中，

细菌属类丰富，并未存在绝对优势的细菌属，丰度最

高的为科尔韦尔氏菌属(Colwellia)，占 21.28%，其次

是黄杆菌科 (Flavobacteriaceae)中的未鉴定属，为
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19.37%，而有 16 个属的细菌丰度在 1%~10%之间，

假交替单胞菌属 (Pseudoalteromonas)的相对丰度为

0.18%；S2 样本附生菌种类相对单一，假交替单胞菌

属以 65.00%的相对丰度占据了绝对优势，其次为

Roseovarius 属，占 10.32%，剩下各属中只有 6 个的

相对丰度>1%；在 S3 样本中，假交替单胞菌属依然

为 优 势 群 体 ， 占 44.88% ， 其 次 为 多 毛 杆 菌 属

(Polaribacter)，为 8.71%，其余各属中有 12 个类群相

对丰度在 1%~10%之间。S4 样本，蓝细菌中的未分

类属为优势类群，占 43.80%，其次为假交替单胞菌

属，为 25.57%，之后为 Persicirhabdus 属，占 16.49%，

其余各属中只有 3 个属的相对丰度超过 1%。 
 

 
 

图 3  海带不同生活史阶段附生菌中属水平 
种群结构及相对丰度 

Fig.3  Bacterial communities and relative abundance of 
bacterial communities at the genus level during the different 

stages of life cycle in Saccharina japonica 
 

2.4  海带孢子体、配子体阶段附生菌群落的多样性、

相关性及主成分分析 

为探究海带不同生活史阶段附生菌群落结构丰

富度和多样性的差异，基于测序数据，统计了 ACE、

Chao、Shannon 和 Simpson 指数(表 4)。结果显示，

在 S1 与 S3 样本中，无论是物种丰富度还是物种多样

性，均呈现出较高的水平，S1 样本代表物种丰富度

的 ACE 和 Chao 指数分别为 164 和 145，代表物种多

样性的 Shannon 和 Simpson 指数分别为 3.35 和

0.058；S3 样本中这 4 个指数分别为 190、189、2.81
和 0.194。S2 样本物种丰富度和多样性则相对较低，

其 ACE、Chao、Shannon 和 Simpson 指数分别为 64、
63、1.65 和 0.378；在 S4 样本中，代表物种丰富度

的 ACE 和 Chao 指数均较大，分别为 172 与 172，
然而，代表物种多样性的 Shannon 和 Simpson 指数则

表现为 Shannon 指数较小(1.9)、Simpson 指数较大

(0.271)，呈现出菌群种类丰富但菌种间分布上的不均

匀性。 
 

表 4  海带不同生活史阶段附生菌群落的 Alpha 多样性 
Tab.4  Alpha diversity of bacterial communities during 

different life stages in Saccharina japonica 

Sample ID Ace Chao Shannon Simpson

S1 164 145 3.35 0.058 

S2 64 63 1.65 0.378 

S3 190 189 2.81 0.194 

S4 172 172 1.9 0.271 

 
进一步筛选各样品中相对丰度大于 1%的 31 个

属所包含的 62 个 OTU，构建了包含样本聚类关系树

的热图。如图 4 所示，不同的颜色代表不同的相对丰

度，顶端为样本聚类关系树。S1 与 S4 样本聚为一类，

S2 和 S3 样本聚为一类。同时，根据 OTU 组成，对

各样本间附生菌群落差异和距离进行主成分分析，结

果如图 5 所示。PC1 轴对样本的贡献率为 54.32%，

PC2 轴对样本的贡献率为 26.36%，4 个样本分别落

在图中 4 个不同的象限上，各样品间表现出较大的

差异性。 
选取各样本 OTU 的并集，根据样本间附生菌群

落结构多样性的相互关系，绘制 Venn 图(图 6)。结果

显示，在这 4 个样品中，分别有 131、61、178 和 161
个 OTU 被识别出来，配子体阶段样本要少于孢子体

阶段样本。其中，有 22 个 OTU 在 4 个样品中均存在，

并分别占各样品 OTU 总数的 16.8%、36.1%、12.4%
和 13.7%。在孢子体阶段(S1、S3 和 S4)，有 52 个 OTU
普遍存在，分别占到 S1、S3 和 S4 样本中 OTU 总数

的 39.7%、29.2%和 32.3%，且在配子体(S2)样本中未

被检测到；5 个 OTU 为配子体阶段特有，占 S2 样本

中 OTU 总数的 8.2%。 
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图 4  各样品中相对丰度高于 1%的属的 OTU 分布热图 
Fig.4  Heatmap analysis of the OTUs that belong to the genus with relative abundance over 1% in samples 

 

 
 

图 5  不同样本的主成分分析 
Fig.5  Sorting analysis of different samples 

3  讨论 

本研究针对海带、配子体、幼孢子体及大孢子体

4 个不同阶段样本，进行附生菌群落结构分析，证实

在海带生活史的不同阶段，附生菌群落结构有一定差

异。变形菌门在种海带、配子体、幼孢子体的时候均

占主导地位，表现出超过 50%的丰度，但在大孢子体

中，丰度最高的则是蓝细菌门。在配子体中，细菌种

类少且属间分布不均匀，这可能与海带配子体在低

温、低光强及封闭培养条件下有关，种海带、幼孢子

体和大孢子体则处于开放的海水环境，表现出丰富的

细菌种类。但养殖条件下的大孢子体的附生菌群多样

性水平较低。 
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图 6  各样品中附生菌多样性的相关性分析 
Fig.6  The similarity analysis of bacteria diversity among different samples 

 
褐藻酸降解菌是一类在海带养殖过程中广泛

分布于养殖水体及藻体表面的具有降解褐藻酸能

力的细菌，主要有假交替单胞菌属、交替单胞菌属

(Alteromonas) 、 弧 菌 属 (Vibrio) 、 糖 噬 胞 菌

(Saccharophagus)、黄杆菌属(Flavobacterium)中的许

多种类(Li et al, 2011; Wang et al, 2008; 侯士昌等, 
2014; 傅晓妍等, 2007)。这些褐藻酸降解菌是条件致

病菌，通常情况下并不引起病害，但若养殖环境恶化，

细菌侵入并大量繁殖，则可致病(陈騳等, 1981)。本

研究中，假交替单胞菌属相对丰度高，且在不同生活

史阶段差异极大。配子体阶段与幼孢子体阶段其相对

丰度分别为 65.00%和 44.88%，海区养殖的大孢子体

中，其相对丰度为 25.57%，而在种海带阶段，则只

有 0.18%，这可能与种海带入库前经清洗并切除常发

病害的梢部和边缘部而只保留中带部有关。幼孢子

体阶段是海带夏苗培育的关键期，苗过密、高温等均

能引发假交替单胞菌属的大量繁殖，从而导致烂苗、

掉苗等(陈騳等, 1984)。因此，严格挑选、处理种海

带，处理育苗冷水，控制育苗密度，及时清理脱落幼

孢子体，对减少育苗中有害细菌的大量增殖具有重要

意义。 
本研究中，蓝细菌门仅检测到一个未知种类的

OTU 信息。这个 OTU 在配子体阶段未被检测到，幼

孢子体时期开始出现一定的丰度，海区养殖大孢子体

的相对丰度很高，并成为优势菌群，而进入成熟期形

成种海带后，丰度又逐渐降低。推测该 OTU 的相对

丰度在各生活史阶段可能与海带的生物量积累速度

有关联。在种海带与大孢子体中，该 OTU 相对丰度

差异很大，且在配子体阶段并未检测到丰度，该 OTU
信息很有可能来自于某种未知的共生型蓝细菌，且在

较低的温度条件下，其生长会受到抑制(Gerard et al, 

1990)。这里所检测出的蓝细菌门种类在与海带的共

生关系中究竟起着怎样的作用，有待深入研究。 
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Comparative Study on the Community Structure of Epiphytic Bacteria in 
Sporophyte and Gametophyte Stages of Kelp Saccharina japonica 

TANG Longchen, ZHONG Chenhui, LIN Qi①, LU Zhen, HUANG Ruifang, HUAN Zhongyan 
(Fisheries Research Institute of Fujian, Key Laboratory of Cultivation and High-value Utilization of  

Marine Organisms in Fujian Province, Xiamen  361000) 

Abstract    To explore the community structure of epiphytic bacteria on the sporophytes and 
gametophytes of kelp Saccharina japonica, sequences of 16S rRNA of epiphytic bacteria found on the 
mature leafy sporophytes (S1), filamentous gametophytes (S2), sporelings (S3), and big leafy sporophytes 
(S4) were analyzed using Illumina sequencing technology. The results showed that 23 phyla, 156 genera, 
and 244 kinds of OTUs (Operational Taxonomic Units) were identified in these samples. At the phylum 
level, Proteobacteria showed higher abundance, with relative abundances of 53.0%, 94.3%, 77.2%, and 
36.7% in S1, S2, S3, and S4 samples, respectively. Cyanobacteria showed higher abundance of 43.8% in 
S4 samples only. At the genus level, the relative abundances of Pseudoalteromonas in S2, S3, and S4 
were 65.00%, 44.88%, and 25.57%, respectively, but only 0.18% in S1. The community structure of 
epiphytic bacteria varied greatly among samples. S1 and S4 samples were clustered together, but S2 and 
S3 samples were clustered in another branch. The species of the bacteria in S2 samples were single and 
unevenly distributed. S1, S3, and S4 samples were rich in bacteria, while the relative abundance between 
different bacteria in S4 samples varied greatly compared to that in other samples. This study revealed that 
there was an increasing trend in the abundance of alginic acid-degrading bacteria during the breeding 
stage of S. japonica (S2, and S3), and there was a high abundance of symbiotic Cyanobacteria in the big 
leafy sporophyte stage (S4). 
Key words    Saccharina japonica; Epiphytic bacteria; 16S rRNA; Alginic acid degrading bacteria; 
Cyanobacteria 
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