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摘要：【目的】为了解北欧海表层海水可培养细菌多样性与所在水文环境的关系。【方法】利用 2216E、

R2A和海水培养基对该海域暖流区、寒流区、海盆区及交汇区等多个区域不同站位的表层海水样品中的

可培养细菌进行分离培养，通过 16S rRNA 基因测序对分离的菌株进行分类鉴定，并构建系统发育树进

行系统发育分析。【结果】从北欧海表层海水中共分离到 407 株细菌，通过 RFLP 分析选取其中 154 株

进行测序，结果表明此 154 株细菌分属于 3 个门，18 个属，27 个种。3 个门包括变形菌门、厚壁菌门

和放线菌门，优势属为假交替单胞菌属、嗜冷杆菌属等，优势种为食琼脂假交替单胞菌、海雪嗜冷杆

菌等，并分离到闪烁交替单胞菌等多株嗜冷菌。比较不同区域的微生物多样性可以看出，γ-变形菌纲

的细菌在各个区域均占较高比例。交汇区的细菌多样性最高，分离到了 10 个不同属的细菌，而海盆

区细菌多样性最低，只分离到了 4 种。除了海盆区外，其他 3 个区域的样品中都分离到了特有的类群。

【结论】从以上结果可以看出，北欧海域有较为丰富的微生物资源，且交汇区微生物多样性较其他区

域高。 
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北欧海包括格陵兰海、冰岛海和挪威海，海

底盆脊交错，且挪威暖流和东格陵兰寒流在此交

汇，水文特征十分复杂[1]，同时也是连通北冰洋与

大西洋的最主要的通道。这些特殊的水文环境决

定了北欧海的微生物群落结构可能具有特殊性。

由于北欧海常年低温，且处于冰岛低压系统影响

下，气旋发生频繁，海况恶劣，这些因素限制了

对北欧海海水微生物多样性的研究。目前对北欧

海微生物的研究主要集中于北欧海近岸的积雪、

海冰及海洋沉积物等的微生物多样性研究，如

Amato 等 [2]对斯匹茨卑尔根地区(Spitzberg)不同

季节降雪中的细菌丰度、可培养细菌多样性及其

对有机质的降解能力等进行了研究；Larose 等[3]

利用克隆文库的方法对从挪威斯瓦尔巴德地区
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(Svalbard)采集的雪样及融化后的雪水中的微生

物进行研究；Olsen 等[4]对北欧海热液系统中的

浮游真核生物进行了研究；Mateosrivera 等[5]研究

了温度变化对亚北极冰川前缘 Styggedalsbreen 

(挪威)微生物多样性和群落结构的影响，但是关

于北欧海表层海水中的可培养细菌的多样性研

究较少。 

北 欧 海 作 为 全 球 热 盐 环 流 的 重 要 组 成 部

分，深刻影响着北极以至全球的气候变化 [1]。

大洋环流与微生物群落结构之间是否具有一定

的联系还未可知。本文对北欧海表层海水中可

培养细菌的多样性进行分析，寻找北欧海不同

区域可培养细菌类群的异同；结合采样位点环

境参数，研究不同环境中微生物群落结构与水

文环境之间的相关性，为丰富北极海洋细菌资

源库，促进北欧海海洋微生物资源的开发利用

提供理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  表层海水样品及处理 

北欧海表层海水样品采集自 2015 年中挪北欧

海水文调查航次，下放采水泵采集表层海水，每

个站点取 200 μL 海水样品，分别涂布于 2216E、

R2A 和海水琼脂培养基平板，4 °C 培养，带回实

验室进行分离纯化及鉴定。采样站位信息见表 1。

根据北欧海海域水团特性[6]，可以将该海域大致划

分为 4 个区域，分别为暖流区、寒流区、海盆区

和交汇区，图 1 为北欧海地理分布图。 

1.2  菌株表型特征描述 

记录菌株的菌落大小、颜色、透明度、边缘

特征、湿润度、菌落突起或凹陷等特征。 

表 1.  北欧海表层水采样站点描述 

Table 1. Information of sampling sites for the surface 
seawater of the Nordic Sea 
Position 
No. 

Longitude 
(W) 

Latitude (N) T/°C Property 

A04 4°30'2.952" 71°59'55.176" 1.87 The cold area 

A07 5°40'13.152" 72°17'58.812" 2.87  

A08 4°40'43.248" 72°17'52.224" 2.05 

A09 3°40'12.036" 72°18'3.599" 2.27 

A10 2°40'33.564" 72°18'1.799" 1.92 

A11 1°50'19.824" 72°18'4.212" 1.83 

C25 5°9'46.763" 71°26'2.4" 1.92 

R11 0°52'59.987" 73°24'59.975" 1.08 

S14 8°57'46.188" 71°19'52.824" 2.42 

Y09 –0°0'33.588" 72°38'2.976" 2.86 

Y10 –0°29'47.400" 72°53'2.976" 1.56 

A01 1°19'14.988" 71°55'8.4" 3.83 The intersection 
area 

A02 2°24'50.94" 71°59'55.788" 3.30 

A03 3°23'40.2" 72°0'4.824" 2.84 

F08 6°57'47.412" 70°NaN'NaN" 5.13 

I02 9°15'29.988" 69°34'45.588" 3.45 

C11 0°51'27.612" 71°41'55.788" 5.68 The warm area 

C12 1°50'0.024" 71°42'7.776" 6.11  

C13 2°50'8.375" 71°42'4.176" 5.32 

C14 3°50'1.248" 71°41'57.011" 4.52 

C22 2°9'56.448" 71°23'57.588" 4.82 

C23 3°10'57.647" 71°24'13.176" 4.72 

C24 4°4'27.624" 71°24'0.612" 5.08 

D04 4°0'29.448" 70°30'11.988" 6.01 

G04 4°59'40.236" 69°0'4.212" 6.17 

G07 2°0'28.224" 68°59'54.600" 7.38 

R09 –0°1'0.012" 72°28'0.012" 4.20 

Y07 –1°9'2.412" 72°13'40.800" 5.83 

G09 –0°0'16.2" 69°0'9" 8.06 The basin area 

G12 1°49'17.4" 69°43'8.4" 7.52 

 Y01 3°40'4.800" 70°45'4.824" 8.20 

Y02 3°3'44.388" 71°10'1.812" 7.34 
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图 1.  北欧海地理分布图 

Figure 1.  The geographic distribution map of Nordic Sea. 

 

1.3  菌株的分离、纯化与保藏 

根据菌落形态、大小等特征挑取单菌落，划

线分离纯化 3 次后，接种于斜面，用 15%的甘油

保种液洗脱菌苔，–80 °C 保藏。 

1.4  DNA 的提取 

采用煮沸法或酚氯仿抽提法提取菌株的基因

组 DNA[7]。 

1.5  16S rRNA 基因扩增 

使用细菌 16S rRNA 基因通用引物[8]：上游引

物 B8F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；下

游引物 B1510：5′-GGGGTTACCTTGTTACGACT 

T-3′，对菌株 DNA 进行扩增。PCR 反应的条件为：

94 °C 5 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 90 s，

30 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物以 1.0%琼脂

糖凝胶电泳检测后，以限制性内切酶 Hae III 进行

酶切，进行 2.0%琼脂糖凝胶电泳检测后进行 RFLP

分析，选取酶切图谱不同的 PCR 产物送北京六合

华大有限公司进行测序。 

1.6  16S rRNA 基因序列测定及构建系统树 

将所得的 16S rRNA 基因序列在 NCBI 中用

BLAST 程序进行比对，选取与分离菌株相似度最

高的种的标准株，用 MEGA 5.0 软件以邻接法

(Neighbor-Joining)构建系统进化树，Bootstrap 设

为 1000 次。 

2  结果和分析 

2.1  菌株的分离纯化和保藏 

从 2216E、R2A 和海水琼脂培养基上，根据

菌落的大小、颜色等形态特征的不同，共分离菌

株 407 株，纯化后–80 °C 保藏。提取菌株基因组

DNA，PCR 扩增 16S rRNA 基因后进行电泳检测，

均能得到长度约为 1.5 kb 的单一条带。 



1326 Li Shang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2017, 57(9) 

actamicro@im.ac.cn 

2.2  北极海域表层海水可培养菌株的鉴定及系统

发育分析 

对 407 株菌株的酶切图谱进行 RFLP 分析(图

2)，根据分析结果选取其中 154 株菌株进行 16S 

rRNA 基因测序，16S rRNA 基因序列提交 GenBank，

获得序列号 KY471020–KY471046。 

测序结果在 NCBI 上用 BLAST 程序进行比

对分析，结果表明测序菌株分属于 3 个门，18 个

属，27 个种。3 个门包括变形菌门(Proteobacteria)、

厚壁菌门(Firmicutes)和放线菌门(Actinobacteria)，

其中变形菌门(Proteobacteria)又包括 α-变形菌纲

(α-Proteobacteria)和 γ-变形菌纲(γ-Proteobacteria)。

γ-变形菌纲共有 6 个属，13 个种；α-变形菌纲共

有 6 个属，6 个种；厚壁菌门共有 3 个属，4 个种；

放线菌门共有 3 个属，3 个种。 

送测的 154 株菌中，变形菌门中的 γ-变形菌

纲细菌占的比例最高，占总数的 77%，放线菌门

的细菌最少，只占到 3%；优势属菌株中假交替单

胞菌属(Pseudoalteromonas)细菌所占比例最大，为 

 

 
 

图 2.  部分克隆 16S rRNA 基因 RFLP 分型图谱 

Figure 2.  RFLP maps for 16S rRNA of partial strains. 
According to the RFLP maps, the bands 1, 4 and 6 
were the same, so the corresponding strain of 1 were 
selected to be sequenced; the bands of 2, 3 and 5 were 
different, the corresponding strains were sequenced all. 

48%，其次是嗜冷杆菌属(Psychrobacter)，占 20%；

优 势 种 菌 株 中 的 食 琼 脂 假 交 替 单 胞 菌

(Pseudoalteromonas agarivorans)为最优势种，占比

达到 30%，其次是海雪嗜冷杆菌(Psychrobacter 

nivimaris) 和 闪 烁 交 替 单 胞 菌 (Alteromonas 

fuliginea)，各占 23%和 18%。 

选取与送测菌株 16S rRNA 基因序列相似度

最高的种的标准株，用 MEGA 5.0 软件构建系统

进化树如图 3 所示，从图 3 中可以看出所有细菌

共分成 4 个分类单元：γ-变形菌纲、α-变形菌纲、

放线菌门和厚壁菌门。将 γ-变形菌纲单独构建系

统进化树(图 4)，从图中可以看出 γ-变形菌纲分为

3 个分类单元：交替单胞菌目(Alteromonadales)、

假 单 胞 菌 目 (Pseudomonadales) 、 海 洋 螺 菌 目

(Oceanospirillales)。 

2.3  不同培养基可培养细菌分类 

利用 2216E、R2A 和海水琼脂 3 种培养基对

细菌进行分离培养。其中利用 2216E 和 R2A 培

养基都分离到了放线菌门、厚壁菌门和变形菌门

的细菌，用海水琼脂培养基只分离到了变形菌门

的细菌。 

2.4  不同区域可培养细菌分类 

根据水团特性[6]，将北欧海上层水分为 4 个区

域：海盆区、挪威暖流区、东格陵兰寒流区及寒

流暖流交汇区，4 个区域都以变形菌门中的 γ-变形

菌纲为主，4 个区域的细菌分类大致相同，都分离

到了变形菌门、厚壁菌门和放线菌门的细菌，但

海盆区未分离到放线菌门的细菌。在寒流区分离

到的厚壁菌门的细菌较多，占厚壁菌门总菌株数

的 70%。从属的种类上来看，从交汇区分离到的

细菌种类最多，有 10 种，而从海盆区分离到的细

菌种类最少，仅 4 种。 
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图 3.  北欧海可培养细菌系统进化树 

Figure. 3  Neighbor-Joining tree showing the relationship of bacterial strains isolated from the Nordic Sea. The 
numbers at nodes represent the percentage levels of bootstrap support (%) (expressed as percentages of 1000 
replications). The GenBank accession numbers of 16S rRNA sequences are given in the parentheses. Bar=0.02 
substitutions per nucleotide position. 
 

3  讨论 

北欧海气候寒冷，冬季较长，夏季只有短短

几个月，平均气温多在 10 °C 以下，海域面积达

4.1×106 km2，占全球海洋总面积的 1%。高温高盐

的北大西洋暖流水和低温低盐的北冰洋寒流水在

北欧海发生交汇混合，再加上其特殊的地理自然

环境为水团变性和深对流提供了得天独厚的条

件，这里被认为是大洋上层水体和深层高密度水

体发生直接对流交换与变性的关键地区[1]。这种独

特的环境也使得北欧海微生物生存环境特殊，多

样性独特，得到越来越多的关注。 

许多研究表明，在海洋环境中，由于 α-变形

菌纲的细菌较难分离培养，所以基于培养方法

获得的优势类群主要为 γ-变形菌纲的细菌，而

通过非可培养方式获得的优势类群为 α-变形菌

纲的细菌 [2]。本研究利用平板培养法从北欧海

表层海水中分离到的菌株以 γ-变形菌纲为主，其

次是放线菌门和厚壁菌门的细菌，这与 Li 等[9]

对南极德雷克海峡表层海水、Prasad 等[10]对北极

王湾海水样品的研究结果一致。而 Teske 等[11]利

用 16S rRNA 克隆文库对取自斯瓦尔巴德岛的北极 
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图 4.  γ-变形菌纲可培养细菌系统进化树 

Figure 4.  Neighbor-Joining tree showing the relationship of γ-Proteobacteria strains isolated from the Nordic Sea. 
The numbers at nodes represent the percentage levels of bootstrap support (%) (expressed as percentages of 1000 
replications). The GenBank accession numbers of 16S rRNA sequences are given in the parentheses. Bar=0.02 
substitutions per nucleotide position. 

 

峡湾表层和深层水进行研究时发现 α-变形菌纲的

细菌占主导；Lovejoy 等[12]利用 16S rRNA 克隆文

库对北冰洋及周边海域样品进行研究时发现 α-变

形菌纲的细菌占据优势地位。这些研究再次证明

了培养法和非培养法对菌株群落多样性研究结果

的偏好性。为更加全面深入了解北欧海微生物群落

结构，可多种方法结合使用以准确评估其多样性。 

本研究采用包括 2216E 培养基、R2A 培养基

和海水培养基等多种培养基对北欧海海水中细菌

进行分离培养，获得的细菌主要包括变形菌门、厚

壁菌门和放线菌门的细菌，以变形菌门居多；其中

利用 2216E 和 R2A 培养基分离得到全部 3 个门的

细菌种类。表明与海水培养基相比，2216E 和 R2A

培养基更适合作为分离极地微生物的培养基；而利

用海水培养基也培养出了变形菌门细菌，说明变形

菌门的细菌代谢方式多样，可在寡营养、低温环境下

生存。另据报道，许多对低温极端环境微生物的研究

中发现了拟杆菌门细菌[3, 13]，但本研究中未发现。 

生存于北欧海的很多细菌可以归属于极端微

生物，能够在寒冷、寡营养、强辐射、高盐、高

压等环境下生存，具有极强的环境适应能力。相

对于陆地生境来说，大多数海洋生境缺乏营养，

微生物的生命活动不活跃[14]，而北欧海环境比一

般海洋环境更恶劣，所以该环境中微生物必然有

其独特的代谢调控和环境适应机制，如形成孢子、

积累色素[15]、增加细胞膜流动性[16]和分泌低温酶[17]
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等。本研究分离得到的菌株中有部分菌株具有白

色、黄色、乳黄色、金黄色、橙色和红褐色等颜

色特征，如本实验分离到的菌株游海假交替单胞

菌(Pseudoalteromonas haloplanktis)呈现乳黄色，直

径为 1–2 mm 的规则圆形菌落；水泡希瓦氏菌

(Shewanella vesiculosa)为橙色，直径为 1 mm 的规

则圆形菌落。这种色素产生菌在低温极端环境中

经常被发现[2,15]。有研究表明，色素中的类胡萝卜

素在维持细胞膜流动性方面发挥重要作用，对于

细菌在低温环境中生存起重要作用[18]，在本次实

验中也分离到了产类胡萝卜素副球菌(Paracoccus 

carotinifaciens)等菌株，它们产生的类胡萝卜素可

能与其低温环境适应机制有关。这些菌株产生的

色素种类和功能还需要进一步研究。 

对海盆区、挪威暖流区、东格陵兰寒流区和

寒暖流交汇区这 4 个不同区域的细菌多样性进行

比较发现，除海盆区未分离到放线菌门的细菌外，

4 个区域都分离到了变形菌门、厚壁菌门和放线菌

门的细菌。格陵兰寒流与挪威暖流在北欧海地势

复杂变化剧烈的洋中脊附近交汇，形成较强的海

洋锋面和流剪切，围绕北极锋区多发中尺度海洋

涡旋，加剧了寒暖水系间跨越锋区的水平交汇和

混合，改变了局地海水温度、盐度等性质的变化

及营养盐的分布，进而影响微生物群落的结构和

分布。在本研究中，交汇区分离到的细菌种类最

多(属水平)，共有 10 种，寒流区和暖流区次之，

都是 8 种，而海盆区仅为 4 种。且各个区域都有

其特有类群，如微杆菌属(Microbacterium)和橙单

胞菌属(Aurantimonas)只在交汇区站位中分离到，

大 洋 短 杆 菌 属 (Oceanobacillus) 和 副 球 菌 属

(Paracoccus) 仅 在 寒 流 区 发 现 ， 而 盐 单 胞 菌 属

(Halomonas)和赤杆菌属(Erythrobacter)仅在暖流

区站位获得，海盆区未分离到特有的类群。推测

这些特有类群出现可能是由于来自中低纬度的北

大西洋暖流。与东格陵兰寒流相比，自身高温高

盐、浮游植物相对较多，初级生产力高[1]，使得该

暖流流经区域的细菌丰度及多样性都较其他地区

高；而来自于北冰洋的东格陵兰寒流海水温度低，

与北欧海微生物生长温度相近，同时寒流也可能会

带来一些极地细菌类群，如分离到的闪烁交替单胞

菌(Alteromonas fuliginea)最早就分离自北冰洋[19]。

在交汇区，寒暖流交汇形成锋区，能十分有效地聚

集浮游碎片及其他颗粒物质，使得此地生产力较

高；在海盆区，其初级生产力高于周围海脊，但是

当表层水温较高时，会形成较强的温盐跃层，阻止

营养盐向表层运输，因此表层营养盐消耗完毕后，

强水体层化作用会对初级生产力产生抑制作用[20]。

在本航次站位中，海盆区站位表层海水温度在

7.34–8.20 °C 之间，高于其他区域温度，再加上海

盆周围有寒流或是暖流形成的环流，与外界物质交

换较少，所以在海盆区分离到的细菌种类较少，主

要是一些常见类群，如在海洋中分布广泛的假交替

单胞菌属(Pseudoalteromonas)等。最后，站位选择

可能也是影响可培养多样性研究结果的因素之一。 

北极地区具有一些独特的环境，如冰川、永久

冻结带、苔原冻土带等，存在大量嗜冷及适冷细菌，

本研究中分离得到的假单胞菌属细菌是目前所有

低温环境微生物研究中数量最多的类群[21–22]。本研

究中，嗜冷杆菌及芽孢杆菌约占总菌株数的 1/5。

从全部细菌的系统进化树(图 3)中可以看出，所有细

菌可分为 4 个分类单元：γ-变形菌纲、α-变形菌纲、

放线菌门和厚壁菌门，根据系统发育分析表明，该

区域分离得到的可培养嗜冷菌与北冰洋及周围海域

表层海水[12]及深海[23]等研究中获得的嗜冷菌种类高

度相似，说明这些细菌类群在低温环境中普遍存在。 

同时，北欧地区气候相对来说温暖湿润，这
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主要依赖于大洋环流带动的热量输送，因此该地

区对温度变化尤为敏感[1]。全球变暖早已是一个全

球性的亟待解决的问题，低温微生物广泛分布于

地球的低温环境中，且其最适生长温度较一般微

生物来说低，可作为全球气候变化的晴雨表[24]，

因此对北欧海及海洋微生物的研究显得格外重

要。本实验对北欧海表层海水微生物进行了分离

培养，并对微生物群落结构与海洋环流之间的关

系进行了初步探究，丰富了北欧海微生物资源库。

获得的微生物菌株可能在食品、医药、环境保护

等领域具有开发价值。 
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Diversity of culturable bacterial in the surface seawater of the 
Nordic Sea 

Li Shang1, Xiaochong Shi1*, Xiaoyu Wang2, Xiao-Hua Zhang1 
1 College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao 266003, Shandong Province, China 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to understand the relationship between the diversity of culturable 
bacteria in the surface seawater and the hydrological environment. [Methods] We used MA, R2A and seawater 
medium to isolate bacteria from four different hydrological environments: the warm area, the cold area, the basin 
area and the intersection area. 16S rRNA was sequenced for classification and identification of the isolates, and 
phylogenetic tree was built for phylogenetic analysis. [Results] In total 407 bacteria were isolated from the samples 
and 154 strains were selected and sequenced by the Restriction Fragment Length Polymorphism analysis. These 
154 strains were divided into 3 phyla, 18 genera and 27 species. The 3 phyla were Proteobacteria, Firmicutes and 
Actinobacteria. The dominant genera were Pseudoalteromonas, Psychrobacter, ect. The dominant species were 
Pseudoalteromonas agarivorans, Psychrobacter nivimaris, ect. And several psychropliles bacteria were separated 
such as Alteromonas fuliginea. Compared the bacterial diversity among different regions, γ-proteobacteria was 
dominant in all the four areas, and the bacterial diversity of intersection area was the highest, where 10 different 
genera were isolated. Bacterial diversity of basic area was the lowest, only had 4. In addition to the basin area, 
special species were isolated from the samples in other 3 areas. [Conclusion] Nordic Sea is rich in microbial 
resources, and the microbial diversity in the intersection area is higher than that in other regions. 

Keywords: the Nordic Sea, culturable bacteria, diversity, hydrological environment 
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