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摘 要：【目的】探究黄河三角洲湿地生态系统中 3 种不同生境的微生物群落组成、功能特征

及垂直分布特点，为湿地生态的靶向修复和可持续管理提供理论支持与潜在微生物资源。【方法】采

用 16S rRNA 基因扩增子测序和代谢组学分析研究植被覆盖区、裸地和生物栖息区 3 种生境土壤细菌

群落的组成和结构差异，分析不同土壤深度细菌群落特征，以及生境特异性细菌-代谢物间潜在的互

作关系。【结果】3 种生境中共有优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)和拟杆菌门(Bacteroidota)。浅层

土壤特有优势菌门为出芽单胞菌门 (Gemmatimonadota)，深层土壤特有优势菌门为厚壁菌门

(Firmicutes)。在不同土壤深度上，植被覆盖区的 unidentified MBNT15、裸地的盐单胞菌属

(Halomonas)，以及生物栖息区中未鉴定红细菌科 (unidentified Rhodobacteraceae)和伍斯氏菌属

(Woeseia)存在显著差异，且芽孢杆菌属(Bacillus)在各生境深层土壤中普遍富集。代谢物分析显示，

植被覆盖区中鞘氨醇、3-吲哚丙烯酸、2,4-二羟基苯甲酸和全氟辛酸含量较高；裸地中脱氧胆酸含量

最高，生物栖息区中磺胺甲噁唑含量最高，且 L-色氨酸含量较低。相关性分析表明，植被覆盖区中，

藤黄微球菌(Micrococcus luteus)和膝形假单胞菌(Pseudomonas geniculata)与鞘氨醇和全氟辛酸呈显著

正相关；卤水糖小螺菌(Saccharospirillum salsuginis)与 3-吲哚丙烯酸和 2,4-二羟基苯甲酸呈显著正相

关。裸地中掘越氏芽孢杆菌(Bacillus horikoshii)与脱氧胆酸呈显著正相关。生物栖息区中樊氏盐单胞

菌(Halomonas ventosae)与 L-色氨酸呈显著正相关；库尔勒盐单胞菌(Halomonas korlensis)与磺胺甲噁

唑呈显著正相关。【结论】不同土壤深度对微生物群落结构有显著影响，且土壤菌群结构与功能特征

具有生境特异性。植被覆盖区中富集的 M. luteus 等菌可能通过调节代谢物促进植物生长和增强抗逆

性；裸地中富集的 Bacillus 具有分解鸟类粪便的功能；生物栖息区中显著差异菌种 H. ventosae 等具

有通过调节代谢物维持螃蟹栖息生态健康的潜力。这些发现为湿地生态系统的微生物调控和管理提

供了新的视角。
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Abstract: [Objective] To study the composition, functional characteristics, and vertical 
distribution features of microbial communities of three different habitats in the Yellow River Delta 
wetland ecosystem, and provide theoretical support and potential microbial resources for targeted 
restoration and sustainable management of wetland ecology. [Methods] By using 16S rRNA gene 
amplicon sequencing and metabolomics analyses, we compared the composition and structures of 
soil bacterial communities in three habitats (vegetation-covered area, bare land, and biohabitat), 
and analyzed the characteristics of bacterial communities at varying soil depths as well as the 
potential interactions between habitat-specific bacteria and metabolites. [Results] The dominant 
phyla in the three habitats were Proteobacteria and Bacteroidota. The dominant phyla specific to 
the shallow and deep soil layers were Gemmatimonadota and Firmicutes, respectively. The 
unidentified MBNT15 in the vegetation-covered area, Halomonas in the bare land, and unidentified 
Rhodobacteraceae and Woeseia in the biohabitat showed significantly different abundance between 
different depths, and Bacillus was enriched in the deeper soil layer of all the three habitats. 
Metabolomic analysis revealed that the vegetation-covered area showed higher levels of 
sphinganine, 3-indoleacrylic acid, 2,4-dihydroxybenzoic acid, and perfluorooctanoic acid. 
Deoxycholic acid had the highest level in the bare land, while sulfamethoxazole was the highest in 
the biohabitat, which had lower level of L-tryptophan. Correlation analysis revealed that in the 
vegetation-covered area, Micrococcus luteus and Pseudomonas geniculata showed significantly 
positive correlations with sphinganine and perfluorooctanoic acid. Saccharospirillum salsuginis 
had significantly positive correlations with 3-indoleacrylic acid and 2,4-dihydroxybenzoic acid. In 
the bare land, Bacillus horikoshii showed a significantly positive correlation with deoxycholic acid. 
In the biohabitat, Halomonas ventosae had a significantly positive correlation with L-tryptophan, 
while Halomonas korlensis showed a significantly positive correlation with sulfamethoxazole.
[Conclusion] Our study demonstrated that varying soil depths significantly impact the structure of 
microbial communities, and the structural and functional characteristics of soil microbial 
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communities exhibit habitat specificity. The enriched bacteria such as M. luteus in the vegetation-
covered area may promote plant growth and enhance stress resistance by regulating metabolites. 
The enriched Bacillus in the bare land plays a role in decomposing bird feces. The unique bacteria 
such as H. ventosae in the biohabitat demonstrate the potential for maintaining the ecological 
health of crab habitats through metabolite regulation. These findings offer new insights into the 
microbial regulation and management of wetland ecosystems.
Keywords: Yellow River Delta wetland; different habitats; soil depth; microbial community 
structure; differential metabolites; correlation

黄河三角洲湿地是我国暖温带最完整的河

口湿地，也是最典型、最年轻的湿地生态系统。

由于黄河历史上的多次改道，三角洲地带略有

起伏。该地区的海拔高度在 1‒2 m 之间，拥

有丘陵、坡地、洼地和河岸高地等多样的微

地貌景观[1]。黄河三角洲国家级自然保护区

(37°35′−38°12′N，118°33′−119°20′E)地处渤海之

滨，位于山东省东营市垦利区黄河入海口境内，

是黄河注入渤海的门户。该保护区以常年积水

湿地为主，湿地面积约占总面积的 63%。这里

不仅湿地资源丰富，而且动植物及微生物种类

繁多。因其地处河海过渡地带，拥有独特的生

态环境和水文条件[2-3]。然而，土壤盐碱化是制

约滨海湿地生物多样性维持和生态系统功能发

挥的最严重的环境问题之一[4]。因此，黄河三角

洲湿地成为了研究微生物群落结构及其对生态

因素扰动响应的天然理想体系。

微生物是湿地生态系统的重要组成部分，

为湿地生态提供稳定高效的生态服务。它们在

介导物质循环、能量流动、污染防治、土壤修

复、湿地稳态维持及监测等方面均发挥着不可

替代的作用[5-6]。微生物与动植物的生命活动密

不可分，植物分泌物不仅能够为土壤微生物提

供必需的营养物质，还能调节微生物群落结

构[7-8]。反过来，土壤微生物通过产生各种次级

代谢物，以多种有益机制“反哺”植物，促进植

物健康生长并增强其对生物和非生物胁迫的抵

抗力[9-10]。在动物方面，微生物能够为宿主提供

营养，促进其生长发育，并保护宿主免受病原

体和环境因素的侵害[11]。例如，螃蟹体内的微

生物群能够增加其环境适应能力，并参与生态

循环过程[12]。

黄河三角洲湿地拥有丰富的生物资源，涵

盖了多种典型的植被地貌和庞大的动物群体。

然而，目前针对该湿地不同生境(如植物区和动

物区等)中微生物群落结构的特异性以及它们与

代谢物功能之间关联性的研究仍显匮乏。基于

此，本研究选择以不同深度和不同生物覆盖区

域为切入点，采集了黄河三角洲湿地中具有显

著特征的区域，包括猪毛菜(Salsola)覆盖区域、

裸地以及典型生物栖息区——蟹滩等不同深度

的土壤样品，通过 16S rRNA 基因扩增子测序和

代谢组学分析，探讨湿地土壤中微生物群落在

横向(不同生境)与垂直(不同深度)水平上的组成

和结构差异，旨在揭示微生物群落结构、功能

及不同生境之间的潜在关联性，进一步明确“生

物扰动-微生物群落多样性-功能性”之间的关系。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样品来源及采集

本研究区域位于黄河三角洲自然保护区大

汶流管理站(37°44′59″N，119°11′4″E)。黄河三

角洲属温带半湿润大陆性季风气候，土壤类型

以隐域性潮土和盐土为主，年平均气温 11.7−
12.6 ℃，年平均降水量 551.6 mm，年平均蒸发

量 1 928.2 mm[3]。

通过野外调查，选取 3 种具有典型特征的
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采样点，分别命名为植被覆盖区(猪毛菜覆盖区

域)、裸地以及生物栖息区 (蟹滩)，作为研究

对象进行取样。取样时，除去土壤表面植被

和 1 cm 左右深表土，采用五点法用土壤取样器

采集土样[13]，在 50 cm×50 cm 的采样区域内，

从四角和中心位置自上而下采集 5 cm 和 30 cm 

(剖面采样点的上下误差不超过 1 cm) 2 个深度的

土壤剖面样品，置于塑料布上。将相同深度的

土样混匀，作为 1 个生物学重复，每样点设 3 个

重复。所有样品分为 2 部分，分别装入无菌采

样袋中，低温保存并运回实验室，储存于−80 ℃

冰箱中，用于后续的 16S rRNA 基因扩增子测序

和代谢组学分析。样品分组：植被覆盖区 5 cm

土壤 16S rRNA 基因测序 (Aaq)，植被覆盖区

30 cm 土壤 16S rRNA 基因测序(Aas)；裸地 5 cm

土壤 16S rRNA 基因测序(Adq)，裸地 30 cm 土

壤 16S rRNA 基因测序(Ads)；生物栖息区 5 cm

土壤 16S rRNA 基因测序 (Axq)，生物栖息区

30 cm 土壤 16S rRNA 基因测序(Axs)；植被覆

盖区 5 cm 土壤代谢物检测(Baq)，植被覆盖区

30 cm 土壤代谢物检测(Bas)；裸地 5 cm 土壤代

谢物检测 (Bdq)，裸地 30 cm 土壤代谢物检测

(Bds)；生物栖息区 5 cm 土壤代谢物检测(Bxq)，

生物栖息区 30 cm 土壤代谢物检测(Bxs)。

1.1.2　主要试剂和仪器

磁珠法土壤和粪便基因组 DNA 提取试剂

盒、通用型 DNA 纯化回收试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；Phusion® High-Fidelity PCR 

Master Mix with GC Buffer PCR 试剂盒，New 

England Biolabs 公司；胶回收试剂盒，Qiagen 公

司；TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation 

Kit， Illumina 公司；甲醇、甲酸、醋酸铵，

ThermoFisher Scientific 公司。

BioTek XPS 酶标仪，安捷伦科技有限公司；

T100 梯度 PCR 仪，Bio-Rad 公司；电泳仪，北

京市六一仪器厂；NovaSeq 6000 高通量测序仪，

Illumina 公司；Scan Speed 40 真空旋转浓缩仪，

LaboGene 公司；低温离心机，Scilogex 公司；

Hypersil GOLD色谱柱(100 mm×2.1 mm，1.9 μm)、

Vanquish UHPLC 色谱仪、Q Exactive™ HF-X 质

谱仪，ThermoFisher Scientific 公司。

1.2　16S rRNA 基因扩增子测序和代谢

组学分析

1.2.1　土壤总 DNA 提取、PCR 扩增及测序

使用磁珠法土壤和粪便基因组 DNA 提取试

剂盒从土壤样品中提取 DNA，通过琼脂糖凝胶

电泳和酶标仪检测 DNA 的纯度和浓度。以细菌

16S rRNA 基因 V4−V5 区域引物 515F (5′-GTGC 

CAGCMGCCGCGGTAA-3′ )和 907R (5′-CCGTC 

AATTCCTTTGAGTTT-3′)进行 16S rRNA 基因片

段 PCR 扩增。PCR 反应体系(30 μL)：2×Phusion 

Master Mix 15 µL，上、下游引物(1 µmol/L)各

0.2 µL，DNA 模板(1 ng/µL) 10 µL，ddH2O 4.6 µL。

PCR 反应条件：98 ℃预变性 1 min；98 ℃变性

10 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，30 个循

环；72 ℃终延伸 5 min。PCR 产物使用 2% 琼

脂糖凝胶进行电泳检测，对目的条带使用胶回

收试剂盒回收。使用 TruSeq® DNA PCR-Free 

Sample Preparation Kit 建库试剂盒进行文库构建，

构建好的文库经过 Qubit 和 Q-PCR 定量后，使用

NovaSeq 6000 进行测序[14]。该测序由北京诺禾

致源科技股份有限公司完成。相关原始数据已上

传至 NCBI 数据库，登录号为 PRJNA1186406。

物种相对丰度柱形图分析和属水平物种进化树

分析进行操作分类单元 (operational taxonomic 

units, OTU)聚类和物种注释；无度量多维标定法

(non-metric multi-dimensional scaling, NMDS)和线

性判别分析效应大小(linear discriminant analysis 

effect size, LEfSe)进行多样本比较分析；相似性

分析(analysis of similarities, ANOSIM)进行组间

群落结构差异显著性检验；宏基因组统计分析

(metagenomic statistical analysis, MetaStat) 复 杂

热图分析组间差异显著物种，斯皮尔曼秩相

关 系 数 (Spearman’s rank correlation coefficient, 

Spearman)分析显示各组微生物群落与代谢物间

2283



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

YU Zeqi et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(5)

的相关性。

1.2.2　土壤代谢物提取及 HPLC-MS/MS

分析

土壤样本加入 80% 甲醇水溶液进行提取，

4 ℃、15 000×g 离心 15 min，取上清液后再次离

心 20 min，收集上清液并冻干。冻干后的样品

使用甲醇水溶液复溶后进行 LC-MS 分析。该分

析使用 Vanquish UHPLC 色谱仪和 Q Exactive™ 

HF-X 质谱仪。样品采用 Hypersil GOLD 色

谱 柱 进行梯度洗脱，柱温为 40 ℃，流速为

0.2 mL/min。Q Exactive™ HF-X 质谱仪采用正负

离子扫描模式，扫描范围为 100−1 500 m/z[14-15]。

代谢组学分析由北京诺禾致源科技股份有限公

司完成。使用 R 软件(v3.4.3)、Python 编程语言

(v3.5.0)以及 CentOS 操作系统(v6.6)对代谢物数

据进行统计分析。

1.3　数据处理与分析

使用 SPSS Statistics 21.0 单因素方差分析

(analysis of variance, ANOVA)，分析不同组间的差

异。数据结果以 mean±SEM 表示，P<0.05 为差异

具有统计学意义(*：P<0.05，**：P<0.01)。

2　结果与分析　结果与分析

测序数据经过拼接、质控和嵌合体过滤后，

共获得 1 176 685 条有效序列，有效序列的平均

长度集中在 373−374 nt 之间。18 个土样中的微

生物归属于 108 门 233 纲 470 目 625 科 1 021 属

432 种。各组间的 NMDS 分析(图 1A)显示土壤

微生物群落结构存在显著差异，Stress 值为

0.160，ANOSIM 分析(图 1B)表明组间差异大于

组内差异(R=0.483，P=0.001)。

2.1　深度对土壤微生物组的影响

将 6 组中门水平相对丰度排名前 10 的细菌

绘制柱形图(图 2A)，细菌群落主要由变形菌门

(Proteobacteria)、 拟 杆 菌 门 (Bacteroidota)、

unidentified bacteria、厚壁菌门(Firmicutes)、出

芽 单 胞 菌 门 (Gemmatimonadota)、 放 线 菌 门

(Actinomycetota)、蓝细菌门(Cyanobacteria)、盐杆

菌门(Halobacterota)、酸杆菌门(Acidobacteriota)

和绿屈挠菌门(Chloroflexota)组成。各组中共同
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图1　组间差异分析。A：土壤微生物群NMDS分析；B：ANOSIM分析。

Figure 1　 Inter-group differentiation analysis. A: NMDS analysis of soil microbial communities; B: ANOSIM 

analysis.
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图2　土壤微生物组成与结构分析。A：不同组间相对丰度前10的门水平柱形图及组间显著差异；B：不同

组间相对丰度前10的科水平柱形图及组间显著差异；C：属水平物种系统发育树。

Figure 2　Analysis of soil microbial composition and structure. A: Bar chart of the top 10 phyla by relative 

abundance among different groups and significant differences between groups; B: Bar chart of the top 10 families 

by relative abundance among different groups and significant differences between groups; C: Phylogenetic tree at 

the genus level. *: P<0.05; **: P<0.01.
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的优势菌门为 Proteobacteria 和 Bacteroidota。

此外，Gemmatimonadota 在各浅层土壤组中相对

丰度较高，而Firmicutes在各深层土壤组中占优势。

与 Aaq 组相比，Aas 组中 Proteobacteria (19.91%，

34.05%)和 Firmicutes (1.72%，8.30%)的相对丰

度增加，Bacteroidota (21.43%，7.63%)相对丰度

降低；与 Adq 组相比， Ads 组中 Firmicutes 

(2.97%，13.52%)相对丰度极显著增加(P<0.01)，

Acidobacteriota (3.03%， 5.67%) 和 Chloroflexota 

(3.32%，5.38%)丰度显著增加(P<0.05)；与 Axq

组相比，Axs 组中 unidentified bacteria (16.97%，

12.45%)和 Gemmatimonadota (4.48%，2.90%)相

对丰度显著降低(P<0.05)。

科水平相对丰度柱形图(图 2B)显示，Aaq

组的优势菌科为黄杆菌科 (Flavobacteriaceae，

17.89%)；Aas 组的优势菌科为拜叶林克氏菌科

(Beijerinckiaceae，8.42%)；Adq 组的优势菌科为

Flavobacteriaceae (14.71%) 和 Beijerinckiaceae 

(12.68%)；Ads 组的优势菌科以 Flavobacteriaceae 

(14.2%)和芽孢杆菌科(Bacillaceae，10.31%)为主；

Axq 组和 Axs 组的优势菌科均为 Flavobacteriaceae 

(28.27%，22.84%)和Bacillaceae (2.66%，6.94%)。

各深层土壤中 Bacillaceae 相对丰度均高于对应

的浅层土壤，其中 Ads 组显著增加(P<0.01)。属

水平物种系统发育树(图 2C)显示，不同深度比较

组主要分布在 Proteobacteria，其次是 Firmicutes

和 Bacteroidota。

丰度排名前 35 的属水平微生物群落结构的

MetaStat 分析(图 3A)显示，与 Aaq 组相比，Aas 组

中芽孢杆菌属(Bacillus) (P<0.01) (0.77%，1.51%)

和 unidentified MBNT15 (P<0.05) (0.33%，0.38%)

相对丰度显著增加；与 Adq 组相比，Ads 组中

盐单胞菌属(Halomonas) (0.59%，0.31%)相对丰

度显著降低(P<0.01)，Bacillus (1.56%，8.69%)的相

对丰度显著增加(P<0.01)；与Axq组相比，Axs组中

未鉴定红细菌科(unidentified Rhodobacteraceae) 

(P<0.05) (0.88%，0.35%)和伍斯氏菌属(Woeseia) 

(P<0.05) (1.66%，0.73%)相对丰度显著降低，Bacillus 

(2.02%，4.91%)相对丰度显著增加(P<0.05)。丰度

排名前 35 的种水平微生物群落结构的 MetaStat 分

析(图 3B)显示，相较于各浅层土壤，各深层土壤的

硒砷属间芽孢杆菌(Mesobacillus selenatarsenatis)

的相对丰度均显著增加。

2.2　不同生物覆盖对微生物组的影响

门水平相对丰度柱形图(图 2A)显示，与 Aaq

组相比，Axq 组中 Firmicutes (1.72%，3.83%)相

对丰度显著增加(P<0.05)。科水平相对丰度柱形图

(图 2B)显示，与Aaq组相比，Axq组中Bacillaceae 

(1.09%，2.67%)相对丰度显著增加(P<0.01)。与

Aas 组相比，Ads 组中 Bacillaceae (2.0%，10.3%)

相对丰度显著增加(P<0.01)。属水平物种系统发

育树(图 2C)显示，Aaq 组、Adq 组和 Axq 组土壤

中排名前 100 的菌属主要分布在 Proteobacteria，

其次是 Bacteroidota 和 Halobacterota；Aas 组、

Ads 组和 Axs 组土壤中排名前 100 的菌属主要

分 布 在 Proteobacteria， 其 次 是 Firmicutes 和

Bacteroidota。

丰度排名前 35 属水平微生物群落结构的

MetaStat 分析(图 3A)显示，与 Aaq 组土壤相比，

Axq 组土壤中寡养单胞菌属(Stenotrophomonas) 

(0.04%，0.01%)相对丰度显著降低(P<0.05)，而

Bacillus (P<0.01) (0.77%，2.02%)和 unidentified 

MBNT15 (P<0.01) (0.33%，0.55%)相对丰度显著

增加。与 Adq 组土壤相比，Axq 组处土壤中盐

坑 微 菌 属 (Salinimicrobium) (P<0.01) (1.22%，

10.87%)和 Halomonas (P<0.05) (0.59%，1.75%)

相对丰度显著增加。与 Aas 组土壤相比，Ads 组

处土壤中 Bacillus (P<0.01) (1.51%，8.69%)相对

丰度显著增加；Axs 组土壤中 Bacillus (P<0.05) 

(1.51%，4.91%)和 Halomonas (P<0.05) (0.47%，

1.29%)相对丰度显著增加。与 Ads 组土壤相比，

Axs 组土壤中 Bacillus (8.69%，4.91%)相对丰度

显著降低(P<0.05)，Halomonas (0.31%，1.29%)

相对丰度显著增加(P<0.01)。

为进一步分析不同分组土壤微生物的差异，

利用 LEfSe 分析(图 4A)筛选组间差异显著物种，
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图3　不同组间土壤微生物群落MetaStat复杂热图。A：属水平；B：种水平。

Figure 3　MetaStat complex heatmap of soil microbial community among different groups. A: Genus level; B: 

Species level.
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图4　不同分组间土壤微生物差异分析。A：进化分支图和LDA值分布柱状图分析结果，LDA score设置为

3.5；B：Cutibacterium acnes t检验；C：Sulfuricaulis limicola t检验；D：Mesobacillus selenatarsenatis t检

验；E：Halomonas ventosae t检验；F：Halomonas korlensis t检验。

Figure 4　Analysis of soil microbial differences among different groups. A: Evolutionary branch diagram and 

LDA value distribution histogram analysis results, with LDA score set to 3.5; B: Cutibacterium acnes t-test; C: 

Sulfuricaulis limicola t-test; D: Mesobacillus selenatarsenatis t-test; E: Halomonas ventosae t-test; F: Halomonas 

korlensis t-test. *: P<0.05; **: P<0.01.
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并输出 LDA 值分布柱状图 (LDA score>3.5)。

LEfSe 分析显示，29 个细菌进化支和 42 个分类

群在 6 组检测样本中存在显著差异。Aaq 组中富

集红细菌科(Rhodobacteraceae)和班犹尔斯菌科

(Balneolaceae)等显著差异物种；Aas 组中富集

Stenotrophomonas 等显著差异物种；Adq 组中富

集 γ 变形菌纲(Gammaproteobacteria)和纤维弧菌

目(Cellvibrionales)等显著差异物种；Ads 组中富

集 Bacillus 以及 M. selenatarsenatis 等显著差异

物种；Axq 组中富集 Halomonas 和樊氏盐单胞

菌(Halomonas ventosae)等显著差异物种；Axs 组

中富集 Salinimicrobium。结果表明，不同深度和

不同生境下富集的细菌差异较大，这些细菌可能

是各组土壤的潜在生物标志物。此外，对 6 组样

本进行 t 检验(置信区间为 95%)，如图 4B−4F 所

示，Aas 组中的疮疱表皮杆状菌(Cutibacterium 

acnes)、Adq 组中的栖泥硫柄杆菌(Sulfuricaulis 

limicola)、Ads 组中的 M. selenatarsenatis、Axq

组中的 H. ventosae 和库尔勒盐单胞菌(Halomonas 

korlensis) 在各自组中更为富集，且与其他组相

比存在显著差异。

2.3　不同深度对微生物代谢组的影响

差异代谢物火山图(图 5A−5C)直观地展示

了不同深度组间土壤代谢物的差异表达情况，

偏 最 小 二 乘 法 判 别 分 析 (partial least squares 

discrimination analysis, PLS-DA) (图 5D−5F)清楚

地显示了不同深度组间土壤代谢物的组成差异。

图 5G 显示了差异代谢物总数排名前 20 的 KEGG

通路。如图 5H 所示，与 Baq 组相比，Bas 组中

的药物代谢 -细胞色素 P450 (drug metabolism- 

cytochrome P450)通路存在显著差异；与 Bdq 组相

比，Bds 组中的嘧啶代谢(pyrimidine metabolism)

通路存在显著差异。

2.4　不同生物覆盖对微生物代谢组的

影响

差异代谢物火山图(图 6A−6F)直观地展示了

不同生物覆盖组间土壤代谢物的差异表达情况，

PLS-DA 分析(图 6G−6L)清楚地显示了不同生物

覆盖组间土壤代谢物的组成差异。

图 7A 显示了差异代谢物总数排名前 20 的

KEGG 通路。如图 7B 所示，与 Bdq 组相比，

Baq 组中莽草酸途径衍生生物碱的生物合成

(biosynthesis of alkaloids derived from shikimate 

pathway) 和 植 物 次 生 代 谢 物 的 生 物 合 成

(biosynthesis of plant secondary metabolites)等代

谢通路存在显著差异；与 Bxq 组相比，Bdq 组

中嘧啶代谢通路存在显著差异；与 Bds 组相比，

Bas 组中组氨酸代谢(histidine metabolism)通路存

在显著差异；与 Bxs 组相比，Bas 组中血管平滑

肌收缩、脂肪细胞中的脂解调节以及托烷、哌

啶和吡啶生物碱生物合成(tropane, piperidine and 

pyridine alkaloid biosynthesis)代谢通路存在显著

差异；与 Bxs 组相比，Bds 组的黄酮和黄酮醇生

物合成(flavone and flavonol biosynthesis)和 AMP

依赖的蛋白激酶 (adenosine 5′-monophosphate-

activated protein kinase, AMPK)信号通路存在显

著差异。

差异代谢物聚类热图(图 8)显示，植被覆盖

区中鞘氨醇 (sphinganine)、 3- 吲哚丙烯酸 (3-

indoleacrylic acid)、 2, 4- 二 羟 基 苯 甲 酸 (2, 4-

dihydroxybenzoic acid)和 L-色氨酸(L-tryptophan)

的含量明显高于裸地和生物栖息区。全氟辛酸

(perfluorooctanoic acid)的含量在三地中由高到低

依次为生物栖息区、植被覆盖区和裸地。脱氧

胆 酸 (deoxycholic acid) 和 D- 苯 基 乳 酸 (D-3-

phenyllactic acid)在裸地中的含量最高。鸟苷

(guanosine)、磺胺甲噁唑(sulfamethoxazole)和十

五烷酸(pentadecanoic acid)等在生物栖息区中的

含量最高。

2.5　微生物与代谢产物的相关性分析

差异代谢物被分类为核苷、核苷酸及其类

似物、有机杂环化合物、苯类化合物、有机酸

及其衍生物、含氧有机化合物、有机氮化合物、

有机卤素化合物、生物碱及其衍生物类代谢物、

苯丙素类化合物、聚酮类化合物、脂质和类脂
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图5　不同深度土壤代谢物组成和代谢途径的变化。A：Bas组和Baq组间差异代谢物火山图；B：Bds组和

Bdq组间差异代谢物火山图；C：Bxs组和Bxq组间差异代谢物火山图；D：Bas组和Baq组间PLS-DA分析；

E：Bds组和Bdq组间PLS-DA分析；F：Bxs组和Bxq组间PLS-DA分析；G：KEGG富集气泡图和KEGG富

集通路。

Figure 5　Changes in metabolite composition and metabolic pathways in soil at different depths. A: Volcano plot 

of differential metabolites between Bas and Baq groups; B: Volcano plot of differential metabolites between Bds 

and Bdq groups; C: Volcano plot of differential metabolites between Bxs and Bxq groups; D: PLS-DA analysis 

between Bas and Baq groups; E: PLS-DA analysis between Bds and Bdq groups; F: PLS-DA analysis between 

Bxs and Bxq groups; G: KEGG enrichment bubble plot and KEGG enrichment pathways.
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图6　不同生物覆盖下土壤代谢物表达与组成的变化。A：Baq组和Bdq组差异代谢物火山图；B：Baq组和

Bxq组；C：Bdq组和Bxq组；D：Bas组和Bds组；E：Bas组和Bxs组；F：Bds组和Bxs组；G：Baq组和Bdq

组间PLS-DA分析；H：Baq组和Bxq组；I：Bdq组和Bxq组；J：Bas组和Bds组；K：Bas组和Bxs组；L：

Bds组和Bxs组。

Figure 6　Changes of soil metabolite expression and composition under different biological covers. A: Volcano 

plot of differential metabolites between Baq and Bdq groups; B: Baq group and Bxq group; C: Bdq group and 

Bxq group; D: Bas group and Bds group; E: Bas group and Bxs group; F: Bds group and Bxs group; G: PLS-DA 

analysis between Baq and Bdq groups; H: Baq group and Bxq group; I: Bdq group and Bxq group; J: Bas group 

and Bds group; K: Bas group and Bxs group; L: Bds group and Bxs group.
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图7　不同生物覆盖下代谢途径的变化。A：KEGG富集气泡图；B：KEGG富集通路。

Figure 7　Changes in metabolic pathways under different biological covers. A: KEGG enrichment bubble plot; 

B: KEGG enrichment pathways.

质分子类代谢物和其他差异代谢物。相关性分

析(图 9)显示，藤黄微球菌(Micrococcus luteus)和

膝形假单胞菌(Pseudomonas geniculata)均与鞘氨

醇和全氟辛酸呈显著正相关。卤水糖小螺菌

(Saccharospirillum salsuginis)与 3-吲哚丙烯酸和

2,4-二羟基苯甲酸呈显著正相关；与脱氧腺苷

(deoxyadenosine)和 2′-脱氧胞苷(2′-deoxycytidine)

呈 显 著 负 相 关 。 掘 越 氏 芽 孢 杆 菌 (Bacillus （待续）
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图8　差异代谢物聚类热图。热图颜色越红，表示差异代谢物含量越高；颜色越蓝，表示差异代谢物含量

越低。

Figure 8　Cluster heatmap of differential metabolites.  The redder the color of the heatmap, the higher the levels 

of differential metabolites; conversely, the bluer the color, the lower the levels of these metabolites.
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图9　差异代谢物与显著性差异物种关联分析。颜色越红表示正相关性越强，颜色越蓝表示负相关性越

强。椭圆越扁平，P值越小；*：P<0.05。

Figure 9　 Correlation analysis between differential metabolites and significantly different species. Redder 

colours indicate stronger positive correlations and bluer colours indicate stronger negative correlations. The flatter 

the ellipse, the smaller the P-value; *: P<0.05.
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horikoshii)与脱氧胆酸和 D-苯基乳酸呈显著正相

关。H. ventosae 与 L-色氨酸和鸟苷呈显著正相

关。H. korlensis 与磺胺甲噁唑和十五烷酸呈显

著正相关；与羟基戊二酸(hydroxyglutaric acid)

呈显著负相关。

3　讨论　讨论

不同深度土壤中的菌群分布呈现出共性及

独特规律。在共性方面，我们发现在植被覆盖

区(猪毛菜覆盖区域)、裸地和生物栖息区(蟹滩) 

3 种不同生境中 Bacillus 表现出普遍的深层富集

特征。Bacillus 是一类好氧或兼性厌氧的革兰氏

阳性菌，具有独特的孢子形态，因此对高温、

高热、紫外光、电磁辐射和某些化学药品均具

有很强的抗逆性，表现出极高的环境适应能力，

并广泛存在于土壤、水、空气以及动物肠道等

环境中[16-17]。黄河三角洲湿地土壤的盐分、氧

气含量和营养物质梯度随着土壤深度的增加而

降低[18]，Bacillus 的深层富集现象充分反映了其

普适性和竞争力。在独特规律方面，本研究发

现植被覆盖区中 unidentified MBNT15 同样在

30 cm 深土壤中富集。候选菌门 MBNT15 是一类

专性厌氧菌[19]。Wen 等[20]研究表明 MBNT15 在土

壤养分循环和提高作物产量方面发挥潜在促进作

用，枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) -哈茨木霉

(Trichoderma harzianum)混合微生物制剂能增加

MBNT15 的富集程度。因此我们认为 unidentified 

MBNT15 对猪毛菜具有潜在的促进作用，并且与

同样富集的 Bacillus 之间存在正向联系。

在无生物扰动的裸地区域中，Halomonas 的

分布特征与其对高盐环境的适应性密切相关。

研究表明，Halomonas 在黄河三角洲滨海盐碱化

湿地中广泛分布[21]，与本研究发现一致。本研

究发现，Halomonas 显著富集在裸地 5 cm 深土

壤中，这类革兰氏阴性需氧菌偏好高盐环境，

并对盐碱环境具有强适应能力[22]。其适应机制

主要包括胞内累积相容性溶质(如谷氨酸、甘氨

酸甜菜碱、四氢嘧啶和脯氨酸等)、K+摄取、

Na+外排以及调节能量代谢和细胞运动性相关基

因的表达[23-24]。本次采样时间处于黄河三角洲

旱季，裸地表面水分更容易蒸发，表层土壤更

容易积累盐分，Halomonas 在表层土壤的聚集现

象进一步验证了其对高盐环境的生态偏好。在

这种环境下，Halomonas 可能通过调节其代谢途

径和离子转运系统来适应高盐胁迫，这对它们

在盐碱土壤中的生态位和生物地球化学循环具

有重要意义[25]。

此外，生物栖息区不同深度土壤中 Woeseia

和 unidentified Rhodobacteraceae 的分布特征与

其自身特性及生物活动密切相关。在生物栖息

区 30 cm 深 土 壤 中 ， Woeseia 和 unidentified 

Rhodobacteraceae 的相对丰度显著降低。Woeseia

是一类兼性厌氧的化学异养菌，具有降解碳氢

化合物和反硝化能力[26-27]。螃蟹作为滨海湿地

常见的底栖动物，通过摄食和分解动植物残体

增加有机物积累，富集具有反硝化能力的菌群，

显著影响氮循环，在生态调节中发挥重要作

用[28-29]，可能为 Woeseia 生长提供所需微环境。

Gao 等[30]研究指出，unidentified Rhodobacteraceae

为兼性厌氧菌，具有碳氢化合物生物降解能

力，且氧气含量是影响土壤中石油烃代谢途径

的关键因素之一。Cuellar-Gempeler 等[31]研究

发 现 ， 螃 蟹 甲 壳 及 肠 道 菌 群 中 相 对 富 集

Rhodobacteraceae。此外，Rhodobacteraceae 在

降解邻苯二甲酸二丁酯(dibutyl phthalate, DBP)、

乳酸生成及氨基酸生物合成等方面具有显著代

谢潜力，有助于螃蟹抵抗 DBP 胁迫[32]。黄河

三角洲湿地富含石油资源，存在石油污染风

险。表层土壤氧气含量相对深层土壤更为充足，

同时螃 蟹 排 泄 物 和 蜕 壳 活 动 为 unidentified 

Rhodobacteraceae 的直接输入提供可能，结合其

对石油烃降解等功能优势，进一步解释了

unidentified Rhodobacteraceae 在表层土壤中的相

对富集现象。这些研究表明，在不同生境下，

5 cm 和 30 cm 深土壤中存在显著差异的微生物

群落结构，微生物群落也受到生境因素的显著
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影响。

在不同生境下，特有微生物群落展现出独

特的微生态功能潜力。在猪毛菜覆盖土壤中，

M. luteus、P. geniculata 和 S. salsuginis 与多种代

谢物的相关性揭示了植物 -微生物互作关系。

Mukhtar 等[33]研究表明在猪毛菜覆盖土壤中检测

到丰富的微球菌属(Micrococcus)和假单胞菌属

(Pseudomonas)，与本研究结果一致。M. luteus

是一种革兰氏阳性细菌，具有固氮、植物促生、

生物防治及抗生物和非生物胁迫的能力[34-35]。P. 

geniculata 能够促进植株生长、根系发育，提高

抗氧化酶活性，缓解植物盐胁迫[36-37]。鞘氨醇

是植物程序性细胞死亡信号通路中的关键因子

之一，能够发挥防御病原体作用[38]。作为鞘脂

生物合成途径中的关键中间产物，鞘氨醇在植

物根系发育过程以及响应生物和非生物胁迫时

也发挥着关键作用[39-40]。全氟辛酸属于全氟化

合物的一种，具有持久的污染能力，能够在植

物体内生物累积并表现出植物毒性[41]。本研究

结果显示，M. luteus 和 P. geniculata 均与鞘氨醇

呈现显著正相关，一方面，意味着 M. luteus 和

P. geniculata 能够影响鞘脂代谢通路，并与鞘氨

醇发挥协同作用，促进植物生长发育和生物防

治，帮助植株抵抗盐碱胁迫，维持植物体健康；

另一方面，验证了鞘氨醇与植物之间存在紧密

联系。此外，M. luteus Rpf 因子能增加土壤细菌

可培养物种的多样性[42]，有利于分离出参与鞘

脂代谢协同作用的微生物群。此外，M. luteus

和 P. geniculata 与全氟辛酸也呈现显著正相关。

Tang 等[43]研究证明，多种假单胞菌属能够降解

全氟化合物。在植被覆盖区中，M. luteus 和 P. 

geniculata 具备环境污染物生物降解的潜在功

能。S. salsuginis 也是在猪毛菜覆盖土壤中发现

的显著富集菌种，是一种需氧、嗜盐碱的革兰

氏阴性菌[44-45]，3-吲哚丙烯酸被证明是一种植物

促生长化合物[46]，而 2,4-二羟基苯甲酸能够参与

植物的免疫调节作用[47]。Kino 等[48]研究表明，

部分土壤微生物通过脱羧酶产生 2,4-二羟基苯甲

酸。本研究结果表明，S. salsuginis 与这 2 种代

谢物均呈显著正相关。我们认为 S. salsuginis 能

够通过这 2 种代谢物发挥促生和免疫调节作用，

是一种潜在的植物有益菌。

相较于植被覆盖区，裸地生境中 B. horikoshii

与脱氧胆酸的显著关联揭示了该特殊生境下微

生物的适应性代谢特征。在裸地环境中，缺乏

动植物残体等固定碳源为土壤微生物提供能量。

然而，黄河三角洲保护区内鸟类资源丰富，动

物排泄物中含有胆汁酸等可以促进细菌生长的

优质碳源和能量源[49]。B. horikoshii 属于一类嗜

碱性芽孢杆菌[50]，其耐高盐、形成内生孢子以

及耐受恶劣环境的能力使其更能适应盐碱环

境[51]。Starliper 等[50]研究表明，B. horikoshii 甚

至能在 pH 12.0 的条件下存活 72 h。此外，已有

研究显示多种芽孢杆菌属具有胆盐水解酶活性，

能够降解胆汁酸[52-53]。本研究发现 B. horikoshii

与脱氧胆酸呈显著正相关，推测 B. horikoshii 可

能通过潜在的胆盐水解酶基因参与次级胆汁酸

生物合成通路，从而降解胆汁酸并产生脱氧胆

酸。同时，脱氧胆酸可能影响 B. horikoshii 的生

长与生态适应性。这一发现不仅为理解盐碱环

境中微生物群落与代谢物之间的互作关系提供

了新视角，还暗示了其在生态循环中的潜在应

用价值。

在生物栖息区中，H. ventosae 和 H. korlensis

与代谢物之间的相关性展示了微生物在维持螃

蟹健康和生存中的重要作用。这 2 种细菌均为

中度嗜盐反硝化细菌，能够适应盐碱环境并参与

氮循环[54-55]。孙苏燕等[56]研究发现，H. ventosae

是健康螃蟹养殖区域的优势细菌。L-色氨酸是动

物无法自身合成的必需氨基酸之一[57]，对螃蟹

的抗氧化、抗菌以及免疫功能等发挥积极作

用[58]。本研究发现，H. ventosae 与 L-色氨酸之

间存在显著正相关，表明 H. ventosae 可能通过

色氨酸代谢通路为螃蟹提供生理支持，从而增

强其健康状态和环境适应能力。水产养殖业造

成的抗生素污染是黄河三角洲湿地存在的普遍
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问题之一[59]，抗生素磺胺甲噁唑能够降低螃蟹

与天然免疫相关基因的表达水平和抗氧化能力，

进而降低其存活率[60]。本研究发现，H. korlensis

与 磺 胺 甲 噁 唑 呈 显 著 正 相 关 ， 这 提 示 H. 

korlensis 可能具有降解或耐受磺胺甲噁唑的能

力，帮助螃蟹抵御抗生素污染，增强其生存能

力。综上所述，H. ventosae 和 H. korlensis 通过

其在调节氨基酸代谢和抵抗抗生素污染中的潜

在功能，展现了在维持螃蟹健康和适应环境变

化中的重要作用，这为未来湿地生态保护和水

产养殖污染治理提供了有价值的微生物学视角。

4　结论　结论

本研究发现不同土壤深度对微生物群落结

构具有显著影响，并深入探讨了黄河三角洲湿

地不同生境中微生物群落的组成特征及其与代

谢物的相互关系。在植被覆盖区，M. luteus 和

P. geniculata 与鞘氨醇和全氟辛酸等代谢物呈现

显著正相关，意味着这些微生物可能通过代谢

物调节来促进植物生长、抗逆以及维持植物健

康生态；S. salsuginis 能通过 3-吲哚丙烯酸和

2,4-二羟基苯甲酸发挥促生和免疫调节作用。在

缺少动植物残体参与分解的裸地中，Bacillus 可

作为鸟类粪便的分解代谢的优势功能菌。相比

之下，H. ventosae 和 H. korlensis 可能通过调节

色氨酸代谢和抵抗抗生素污染来维持螃蟹的栖

息生态健康。这些发现深化了我们对黄河三角

洲湿地生态系统的理解，阐明了深度对微生物

群落的影响，又从微生物-代谢物角度揭示了微

生物在生态运行中的潜在途径，为湿地生态靶

向修复和可持续管理提供了潜在微生物资源。
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