
［基金项目］济宁医学院青年基金重点项目（ＪＹＱ１４ＫＪ１４）
△［通信作者］常允康，Ｅｍａｉｌ：ｃｈａｎｇｙｕｎｋａｎｇ＠１６３．ｃｏｍ
▲ 刘博，济宁医学院２０１４级本科生

济宁医学院学报２０１８年６月第４１卷第３期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｊｕｎ２０１８，Ｖｏｌ４１，Ｎｏ．３

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９７６０．２０１８．０３．００５

日照近岸海域微生物群落结构解析

张黎丽　刘　博▲　王浩宇　常允康△

（济宁医学院生物科学学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　对日照近岸海域微生物群落结构进行分析，以弥补此海域相关研究的不足。方法　通过构
建１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库的方法对日照近岸海域的微生物群落结构进行分析。结果　此海域微生物多样性水
平较高，其中，亚硫酸杆菌属（Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒ）比例最高，占３５％，假交替单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ）占１５％，黄杆
菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）占１２％。结论　优势菌属在生物药物开发、海洋石油污染治理等方面有广泛的报道，为日
照近岸海域微生物资源的进一步开发、利用奠定了基础。
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　　海洋微生物种类丰富，参与海洋生态循环，与
海洋环境有着密切联系，对维护海洋生态系统的稳

定起重要作用［１］。近岸海域由于其有机物含量较

高，为微生物的生长繁殖提供了充足的营养物质，

具有广阔的开发利用价值。Ｗｉｌｌｉａｍｓ等［２］从近岸

海域分离得到的蓝细菌和放线菌所分泌的大量化

合物具有治疗肿瘤和传染病的作用，可作为宝贵的

药物来源；信艳娟等［３］从大连湾原油污染海域分

离得到高效的石油烃降解菌，可用于海洋石油污染

的降解，具有良好的应用前景。因此，研究近岸海

域的微生物群落，能更全面地了解相关海域的微生

物分布情况和生态意义，有助于发现和利用微生物

资源。

目前，针对日照近岸海域的微生物群落结构研

究较少。本文通过构建 １６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库
的方法对该海域微生物的群落结构进行解析，以了

解和认识该海域微生物的主要分类及作用，为合理

开发利用海洋微生物资源提供参考。

１　材料和方法

１．１　材料
实验所用海水取自日照近岸海域３个取样点

（图１），基本沿海岸线均匀分布，每个取样点周边
取样３次。

培养基：ＬＢ培养基，ＳＯＢ培养基，ＳＯＣ培养基
（在ＳＯＢ培养基中添加１０ｍｌ灭菌的１ｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖）。
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图１　取样点分布示意图

主要试剂：水样ＤＮＡ提取试剂盒（ＭｏＢｉｏＬａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ），ＴＡＥ缓冲液（北京索莱宝科
技有限公司），大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞（北京
索莱宝科技有限公司），ＸＧａｌ（北京索莱宝科技有
限公司），ＩＰＴＧ（北京索莱宝科技有限公司），凝胶
回收试剂盒（宝生物工程有限公司），ＴＡ克隆载体
ｐＭＤ１９Ｔ（宝生物工程有限公司），限制性内切酶
ＭｓｐⅠ（宝生物工程有限公司）。

主要仪器：ＰＣＲ仪（美国伯乐公司），冷冻高速
离心机（美国热电公司），恒温振荡培养箱（南通海

伦生物器材制造有限公司），超净工作台（北京华

威兴业科技有限公司），凝胶成像仪（美国伯乐公

司），核酸电泳仪（美国伯乐公司）。

１．２　方法
１．２．１　海水总 ＤＮＡ提取　将海水样品进行等体
积混合均匀后，用一次性灭菌的注射器将１００ｍｌ样
品用０．２２μｍ滤膜过滤，将其中的微生物截留到滤
膜表面及滤孔中。用镊子取下滤膜，参照水样

ＤＮＡ提取试剂盒的操作步骤提取样品中的总
ＤＮＡ。提取的总 ＤＮＡ用１％琼脂糖凝胶、１００Ｖ电
压进行电泳检测。

１．２．２　海水 ＤＮＡ扩增及产物纯化　以提取的总
ＤＮＡ为 模 板，采 用 细 菌 １６Ｓ通 用 引 物 ２７Ｆ
（ＡＧＲＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ）和１３８７Ｒ（ＧＧＧＣＧ
ＧＷＧＴＧＴＡＣＡＡＧＧＣ）进行扩增（反应体系见表１）。
反应条件为：９５℃预变性 ３ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ｓ，
５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，循环２８次，然后
７２℃终延伸７ｍｉｎ。扩增结束后，产物用１％琼脂
糖凝胶、１００Ｖ电压进行电泳检测。

表１　海水ＤＮＡ扩增反应体系

　成分 含量

１０×Ｔａｑ缓冲液 １０μｌ
ｄＮＴＰ混合物 ８μｌ
引物２７Ｆ ２μｌ
引物１３８７Ｒ ２μｌ
模板ＤＮＡ ４μｌ
Ｔａｑ酶 １μｌ
双蒸水 ｔｏ１００μｌ
总体积 １００μｌ

　　为了防止扩增过程中产生的非特异性扩增而
影响后续的实验，需对目的条带进行回收、纯化，参

照凝胶回收试剂盒的操作步骤进行。纯化后的产

物用１％琼脂糖凝胶、１００Ｖ电压进行电泳检测，以
验证扩增产物是否纯化成功。

１．２．３　阳性克隆筛选　将扩增产物与克隆载体
ｐＭＤ１９Ｔ连接，体系为 ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ１μｌ，ＰＣＲ
产物４μｌ，ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ溶液 ５μｌ，４℃连接过夜。将过
夜连接的产物加入到１００μｌ大肠杆菌感受态细胞
中，冰上放置３０ｍｉｎ。从ＳＯＣ培养基中取８９０μｌ加
入到激活的感受态细胞中，３７℃、１８０ｒｐｍ摇床培
育１ｈ。分别取５０μｌ、１００μｌ、３００μｌ、５００μｌ培养液涂
布于含有 ８μｌＩＰＴＧ、４０μｌＸＧａｌ、含 ０．１％氨苄的
ＬＢ平板上，３７℃培养，培养后的平板放入４℃冰
箱中显色１ｈ，从长满克隆的平板上随机挑选６４个
白色克隆划线至含０．１％氨苄的平板上，３７℃培养
至菌落长出。每个克隆分别进行菌落 ＤＮＡ扩增
（反应体系见表２），所用载体引物为Ｍ１３４７（ＣＧＣ
ＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ）和 ＲＶＭ（ＡＧＣＧ
ＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ），反应条件为：９５℃
预变性３ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃
延伸１．５ｍｉｎ，循环２８次，７２℃终延伸７ｍｉｎ。扩增
产物用１％琼脂糖凝胶、１００Ｖ电压进行电泳检测
假阳性克隆。

菌落ＤＮＡ模板制作的方法为：挑克隆到１０μｌ
无菌水中，９５℃水浴 １０ｍｉｎ，冰上放置 ３ｍｉｎ，
５０００ｒｐｍ离心２ｍｉｎ，取上清即为模板。

表２　菌落ＤＮＡ扩增反应体系

成分 含量

１０×Ｔａｑ缓冲液 ５μｌ
ｄＮＴＰ混合物 ４μｌ
引物Ｍ１３４７ １μｌ
引物ＲＶＭ １μｌ
模板ＤＮＡ ２μｌ
Ｔａｑ酶 ０．５μｌ
双蒸水 ｔｏ５０μｌ
总体积 ５０μｌ
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１．２．４　酶切分型　用限制性内切酶 ＭｓｐＩ对扩增
产物进行酶切，体系为：１０×Ｂｕｆｆｅｒ０．８ｍｌ，ＭｓｐⅠ
０．４μｌ，扩增产物３．６μｌ，补无菌水至８μｌ，３７℃消化
１６ｈ后，用３％琼脂糖凝胶、６５Ｖ电泳约１ｈ后进行
检测。酶切后产物的电泳图谱呈现多态性，对电泳

图谱进行归类分析，图谱一致视为同种克隆。

１．２．５　目的基因测序　分别从同种克隆里选出一
个接种于含 ０．１％氨苄的 ＬＢ液体培养基中，
３７℃、２００ｒｐｍ摇床中培养８ｈ后，取２ｍｌ菌液，送至
苏州金唯智生物科技有限公司测序。

１．２．６　测序结果分析　将所测得的序列提交至
ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）进行比对，
根据比对结果分析微生物的群落结构。

２　结果与讨论

２．１　海水总ＤＮＡ提取
海水样品中的总 ＤＮＡ提取结果如图２所示，

编号为１的条带为提取的总 ＤＮＡ，可见明显条带，
能够满足后续分析需要。

图２　海水样品总ＤＮＡ

２．２　海水ＤＮＡ扩增及产物纯化
扩增产物如图３中条带 １所示，可见条带较

亮，但存在轻微拖尾现象。

图３　海水ＤＮＡ扩增产物

对目的条带进行回收、纯化后结果如图４条带
１所示。可见单一条带，无拖尾现象，纯化效果好。

图４　纯化后的扩增产物

２．３　阳性克隆筛选
由于Ｔ载体自连等原因，往往白色克隆中会

有部分是假阳性克隆。如图５所示，共有１５个假
阳性克隆（克隆编号分别为：１３、１５、１６、２７、３１、３３、
３４、３７、４０、４１、４６、５７、５８、６２、６４）。

图５　假阳性克隆电泳检测

２．４　酶切分型
如图６所示，酶切后产物的电泳图谱呈现多态

性，将酶切带型一致的克隆归为一类，定义为一个

分类单元，共分为１５类，从每一类中任选１个克隆
进行测序（测序的克隆编号：２、３、４、１２、１８、１９、２０、
２４、２８、３０、３６、３９、４２、４８、５６）。

图６　限制性内切酶ＭｓｐⅠ酶切图谱

２．５　测序结果分析
将所测得的序列提交至 ＮＣＢＩ进行比对，比对

结果见表３。
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表３　测序比对结果

克隆编号 相似度（％） 　　相似种属 登录号 同类克隆编号

２ ９９ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＦｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ． ＧＵ２３０４２６．１ １、２、２１
３ ９３ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＤＦ９ ＫＣ２９４０６０．１ ３、３２
４ ８９ Ｂｅｇｇｉａｔｏａｓｐ． ＧＵ１１７７０６．１ ４、６０
１２ ９９ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＰｅｒｓｉｃｉｖｉｒｇａｓｐ． ＪＮ１７７６５２．１ １２、２９
１８ ９９ ＬｏｋｔａｎｅｌｌａｍａｒｉｔｉｍａｓｔｒａｉｎＫＭＭ９５３０ ＮＲ＿１２６１９０．１ １８
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　　对测序结果进行统计分析，如图７所示，日照
近岸海域微生物群落组成来自４个门类。其中，变
形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）所占比例最高，达６３％；拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）次之，达 ２７％；浮霉菌门
（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）所占
比例较低，分别为６％和４％。

图７　门水平群落组成

如图８所示，日照近岸海域微生物群落组成来
自９个目类。其中，红细菌目（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ）、黄
杆菌目（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、交替单胞菌目（Ａｌｔｅｒｏ
ｍｏｎａｄａｌｅｓ）所占比例较高，分别达到３７％、２７％和
１４％；其余６个目类所占比例较低，均低于１０％。

图８　目水平群落组成

如图９所示，日照近岸海域微生物群落组成来
自十几个不同属类。其中，亚硫酸杆菌属（Ｓｕｌｆｉｔｏ
ｂａｃｔｅｒ）所占比例最高，高达３５％。海洋微生物作
为生物活性物质的来源越来越受到国内外研究学

者的重视［４］。龙聪等［５］对４４株来源于中国东海
的亚硫酸杆菌进行生物学活性分析。结果显示，其

表现出显著的细胞毒活性及抗氧化活性，具有潜在

的药用价值。Ｂｒａｋｓｔａｄ等［６］发现亚硫酸杆菌属的

细菌与海洋原油的生物降解密切相关。高慧［７］选

取全国１３个不同油污染的地区水样研究发现，以
柴油为唯一碳源，筛选出具有柴油降解能力的亚硫

酸杆菌。另外，假交替单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏ
ｍｏｎａｓ）和黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）所占比例也较
高，分别达到１５％和１２％。假交替单胞菌能分泌
多种胞外活性物质，这些活性物质在防治有害藻类

水华、生物防污、工业生产和开发抗菌和抗肿瘤海

洋药物等方面展示了诱人的应用前景［８］。孙雪

莹［９］从３００株细菌中筛选出一株既能够产酶又拮
抗灿烂弧菌的假交替单胞菌，且不产生溶血素，不

具有潜在的致病性，可作为贝类生长的益生菌。姜

筭等［１０］从南海１０个采样点筛选出６株对石油烃
有较强降解能力的细菌，其中有两株为假交替单胞

菌。许晓毅等［１１］从长江近岸表层沉积物中分离出

２株能以菲和荧蒽为碳源和能源生长的菌株，其中
一株为黄杆菌属，且表现出非常强的多环芳烃降解

能力。

·４７１·
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图９　属水平群落组成

３　结论

通过构建１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库对日照近
岸海域的微生物群落结构进行分析，结果显示此海

域微生物多样性水平较高，主要包括亚硫酸杆菌

属、假交替单胞菌属和黄杆菌属等。其中，亚硫酸

菌属所占的比重最大，具有潜在的生态意义和药用

价值。另外，能够降解石油烃的微生物比重较大，

说明日照近岸海域的石油烃污染可能性较大，究其

原因可能是日照作为新兴的港口城市，难免存在港

口和船舶操作性含油污水的排放及油类作业泄露。

本研究可以更好地了解和认识该海域微生物的主

要分类及作用，并以此为依据分析日照近岸海域特

征及海洋状况，达到合理开发利用海洋资源的目

的，促进半岛蓝色经济区的可持续发展。
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·简讯·

我校学报被评为山东省高校学报研究会优秀期刊

为探索高校综合性学术期刊特色化办刊模式，提高新数媒时代编辑人员职业素养，山东省高校学报研

究会于２０１７年１１月在福建省古田会议旧址举办了以“学术期刊的专业化与专题化转型”为主题的学术
研讨会暨２０１７年优秀期刊、优秀主编、优秀编辑评选活动。经评审委员会最终评定，我校学报被评为优秀
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