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摘 要 

 I

摘要 

淇澳岛位于珠江口伶仃洋，是珠江出海口的第一道大门，珠江口淇澳岛附近

水域位于陆海交汇处，沉积物富含有机质，为微生物提供了充足的碳氮源。本文

对采集自珠江口淇澳岛海岸带沉积物样品进行了分子生态学调查及微生物培养，

研究了样品中参与碳循环，氮循环及硫循环过程中微生物的多样性及群落结构并

对它们与环境的关系进行了分析。  

对采集自珠江口淇澳岛海岸带沉积物样品，通过构建环境样品的甲烷产生及

甲烷氧化相关微生物 16SrRNA 克隆文库，16SrRNA 序列测定、系统发育分析以

及采用 T-RFLP 分析的方法，调查了珠江口淇澳岛海岸带沉积物参与甲烷循环的

微生物群落结构及垂直分布情况。沉积物样品中甲烷产生及甲烷氧化相关微生物

主要有三大类：Methanosarcinales/ANME，Methanomicrobiales 和 Methanosaeta，

其中 Methanosarcinales/ANME 类群的克隆子占优势为 42%，Methanomicrobiales 

类群的为 32%，Methanosaeta 类群克隆子所占比例为 19%。甲烷产生及甲烷氧化

相关微生物 16SrRNA 克隆文库和甲基辅酶 M 还原酶（mcrA）克隆文库的多样

性分析均暗示了 ANME-2 类群在低甲烷渗漏珠江口淇澳岛海岸带沉积物厌养甲

烷氧化中的重要作用；该沉积物甲烷产生菌主要是利用 CO2/H2。T-RFLP 的分析

结果表明，随着深度的变化，菌群结构发生了变化:上层沉积物 CO2/H2 利用型的

甲烷产生菌占优势，中层醋酸利用型的甲烷产生菌占优势，下层甲基利用型的甲

烷产生菌和参与厌养甲烷氧化菌占优势。  

采用硫酸盐还原菌特异的异化型亚硫酸盐还原酶（dissimilatory sulfite 

reductase，dsr）保守基因检测硫酸盐还原微生物群落结构，结果没有发现与

ANME 类群相偶联的 Desulfosarcina，Desulfococcus 和 Desulfobulbus 序列。我们

推测该沉积物中厌养甲烷氧化作用并非是已知的甲烷氧化微生物和硫酸盐还原

菌相偶联作用的结果。Desulfobacteraceae 和 Syntrophaceae 这两个类群的克隆子

只存在于 SMTZ，分别占 SMTZ 克隆子的 16.3%和 26.5%，并且占了沉积物总克

隆子数的 42.8%，我们推测 deltaproteobacterial 类群的微生物在珠江口地区厌氧

甲烷氧化及有机物降解中起着重要作用。 

采用 Q-PCR 方法对 mcrA 和 dsrA 基因的定量结果显示它们的变化趋势与沉

积物柱的地化参数-硫酸盐和甲烷浓度变化特征是相关的。 
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 II

基于氨氧化酶功能的基因，我们采用实时定量 PCR，克隆和测序等分子生

物学手段调查了珠江口淇澳岛海岸带两个位点沉积物氨氧化菌的数量和组成。定

量结果表明珠江口淇澳岛海岸带沉积物中氨氧化古菌在数量上占优势，这为氨氧

化古菌在河口沉积物的数量在氨氧化微生物中占据优势提供了另一个证据。对于

7 号位点我们在分子水平上进行了组成分析，氨氧化细菌主要是亚硝化单胞菌属

占主导，在表层和下层氨氧化古菌显示了相似的丰度但菌群结构明显不同。来自

于表层(0-4cm)的序列中 52.2%属于“water column/sediment”簇，47.8%属于

soil/sediment”簇，而来自于下层(16-30cm)的序列大部分（ 93.3%）属于

soil/sediment”簇，只有 6.7%属于“water column/sediment”簇。这些氨氧化微生物

序列与来自于河口区的序列有着较高的相似性暗示了尽管存在着地理差异，但相

似的河口环境可能有着相似的氨氧化微生物类群。而无氧区 amoA 的大量存在暗

示了这些古菌可能在珠江口厌氧环境下发挥了其他重要作用。 

参与碳循环，氮循环及硫循环的相关微生物文库的分析结果表明，这些克隆

子序列多数与富含颗粒，厌氧环境相关，与多环芳烃，长链烷烃等有机物的降解

有关，从一侧面反映了该地区环境污染现状。 

除了对样品进行相关微生物的多样性分析，我们还通过富集甲烷产生菌试图

得到微生物纯培养以进一步阐释它们与珠江口这一特殊环境的相互关系。 

综上，本文对珠江口淇澳岛海岸带沉积物进行了微生物生态多样性研究及传

统微生物培养，从生物学的角度探讨了微生物在珠江口地区碳氮硫的生物地球化

学循环中的重要作用，弥补了目前对珠江口地区仅局限于地球化学方面的调查的

不足，丰富了低甲烷渗漏区甲烷产生与氧化相关微生物及河口区氨氧化微生物的

群落结构及丰度的认识。 

关键词：珠江口淇澳岛，微生物多样性，富集培养，碳，氮，硫循环厦
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Abstract  

Qi'ao Island,located in the Lingdingyang of Pearl River,is the first outlet of Pearl 

River freshwater flow to the South China Sea.The water surrounding Qi'ao Island 

connects the river and open sea.The sediment here are rich in organic matters,which 

provide abundant carbon and nitrogen sources for microbes.The sediment cores were 

investigated by molecular ecology approaches and methanogen were enriched.The 

diversity of microbes which involved in methane,nitrogen and sulfate metabolism and 

the relationship between microbes and environment were analyzed. 

The community structure and depth distribution of microorganisms which 

involved in methane cycle in Pearl River Estuary sediment were analyzed by 

methanogen 16SrRNA clone library constructing,sequencing and T-RFLP 

approaches.The library was dominated by sequences related to 

Methanosarcinales/ANME groups (42%) followed by 

Methanomicrobiales(32%),Methanosaeta (19%).The analysis of methanogen 16S 

rRNA and mcrA clone libries implied that ANME-2a was responsible for methane 

oxidation in the non-seep Pearl River estuarine sediment and the sediment was 

dominated by the CO2/H2 utilizing methanogens.T-RFLP results reflected that there 

were clear changes in populations with depth.In top layers，CO2/H2 utilizing 

Methanomicrobiales group was predominant;in middle layers,the acetate utilizing 

Methanosaeta group was predominant,in bottom layers,the 

Methanosarcinales/ANME group was predominant.Based on dsrAB genes,we 

investigated the composition of sulfate-reducing microorganisms in Pearl River 

Estuary.Desulfosarcina,Desulfococcus and Desulfobulbus sequences that associated 

with ANME were not detected in this survey.We suggested that AOM was conducted 

by ANME associating with some unknown sulfate-reducing bacteria 

(SRB).Syntrophaceae and Desulfobacteraceae were only detected in SMTZ,occuping 

by 16.3% and 26.5%,respectivrly.They occupied 42.8% of total colones.It is likely 

that deltaproteobacterial species play an important part in anearbobic oxidization of 

methane and mineralization of organic matters in the Pear River Estuary.  
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We used Q-PCR to quantify the abundance of the mcrA and dsrA genes.The 

resulting depth profiles were correlated with those of porewater sulfate and methane.  

Using amoA genes as a functional marker,we investigated the abundance and 

composition of ammonia-oxidizing organisms in Pearl River Estuary by using 

quantitative polymerase chain reaction,cloning and sequencing approaches.The 

quantification results showed that ammonia-oxidizing archaea were more abundant 

than ammonia-oxidizing bacteria,which may represent an evidence for numerical 

dominace of AOA in estuarine sediments,as well.In site7,bacterial amoA library was 

dominated by Nitrosomonas-like sequences types.AOA diversity analysis of the top 

and bottom layers showed significant variation in community composition.The 

sequences from top layer (0-4 cm) fell into two groups:52.2% of clones fell into the 

“water column/sediment”cluster and 47.8% of clones fell into the “soil/sediment” 

cluster while most of sequences (93.3%) from bottom layer(16-30 cm) mainly fell 

into “soil/sediment” group and only two clones (6.7%) fell into “water 

column/sediment” group.The high sequence similarity to estuaries indicated that 

similar AOA communities might exist in similar estuaries environment,despite the 

geographical distance.The numerical dominace of amoA in anaerobic zone implied 

that some specific roles these archaea took part in.  

The diversity of microbes which involved in methane,ammonia and sulfate 

metabolism showed that these sequences were closely related to environmental clones 

from rich-particles,anaerobic environments and clones involved in mineralization of 

organic matters.These results reflected that zhujiang estuary was likely polluted in 

aspect of microbial ecology. 

We also tried to enrich methanogen to look into the relationship between 

microbes and Pearl River Estuary environment. 

In brief,the molecular ecology investigation and methanogen enrichment from 

the sediment samples of Qi'ao Island (Pearl River Estuary),southern China, uncovered 

the microbes' important roles in C、N、S cycles in this area from the biological aspect. 

These study filled up the deficiency on Pearl River Estuary researches,which were 

only limited to geochemisty.It is also a supplement to the knowledge of the 
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composition and abundance of microbes what involve in methangenesis and methane 

oxidation in non-seep environment and ammonia oxidation in estuarine.  

Key words: Pearl River Estuary, microbial diversity, enrichment, carbon cycle , 

nitrogen cycle, sulfur cycle
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前言 

 1

前言 

1 珠江口概况[1] 

海岸带生态系统是海陆交接、过渡地带各自然要素之间以及与人类之间相互

作用、相互制约所构成的物质转化和能量流动的统一整体，进入 21 世纪，快速

的经济发展和城市化进程给海岸带带来了巨大的环境压力，海岸带地区成为生态

环境脆弱带。在这种形势下，加强海岸带生态系统的研究，深入认识海岸带生物

有机体之间的关系和海岸带生态群落的物理特征、生物化学过程、自然现象以及

人类活动，实现保护海岸带生态环境和海岸带资源的可持续利用显得尤为重要。 

珠江全长约 2214km，流域面积为 450000km2，处于亚热带季风区，夏季长

冬季短。珠江是由西江、北江、东江及珠江三角洲诸河组成的水系，主要支流西

江发源于云贵高原岩溶山地。珠江三角洲为冲积平原，总面积 26800km2，地势

平坦，河汊密集，相互贯通，构成一个网状水系，把西江、北江、东江的下游纳

于一体， 后在出海处形成八大口门，分别汇入伶仃洋、磨刀门和崖门。其中虎

门、蕉门、洪奇门和横门进入伶仃洋，磨刀门和鸡啼门进入磨刀门，崖门和虎跳

门进入黄茅海。 

珠江口位于广东省海岸线的中部，气候属南亚热带季风气候类型范围约在

113°00′-114°00′ E，和 22°45′-21°50′ N 之间，东起香港，西至上川岛，北起珠江

各分流河口，南至大濠岛和上川岛一线，总面积约 2600km2。珠江口年平均气温

22.0ºC，1-2 月份是全年 低气温，平均气温 14.7ºC。 高气温是 7-8 月份，平

均气温 28.4ºC。珠江口全年平均雨量 1975 mm，干湿季明显，6 月降雨量 大，

约 385 mm；12 月份降雨量 小，约 29 mm。 

珠江地处亚热带，同时由于受沿岸流和南海暖流直接影响，因此具有高温、

雨量充足的特点，这也使珠江不仅成为中国第三大河流，其径流量也位居世界河

流的第 13 位。珠江口多年平均出海径流总量约 3.26×1011 m3yr-1，其中经虎门、

蕉门、洪奇门和横门进入伶仃洋，平均径流量 1.79×1011 m3 yr-1，经磨刀门和鸡

啼门进入磨刀门，平均径流为 1.07×1011 m3 yr-1，经崖门和虎跳门进入黄茅海，平

均径流为 3.81×1010 m3 yr-1。珠江径流年际变化不大，但径流年内分配不均，其

中约有 80%分布在每年 4-9 月的雨季，10 月到翌年 3 月的枯水季占 20%。由于

径流的输送，珠江年输沙量达 8×107t，其中约 20%沉积在河口三角洲内，80%淤
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积在口门外海域。珠江河口的 大混浊带集中分布在珠江 8 个口门的浅滩。 大

混浊带向海一侧，再悬浮作用占明显优势。悬浮泥沙高值中心位于河道口门，

大混浊带经常出现在横门断面至虎门之间。 

珠江河口各种自然资源丰富，为区域经济发展提供了良好的资源环境。区域

水网密布,航运发达;滩涂资源丰富，310m 水深以下的浅滩面积 760km2，可作为

深水口岸开发利用的岸线总长 100km以上;河口多样化的地貌及水环境条件为生

物提供了多样化栖息地;河口栖息着国家一级保护动物白鳍豚;近岸海域是虾贝

类的主要生产基地。河口湿地资源十分丰富，类型多样，是我国近海及海岸湿地

类型 丰富、面积 大的地区，湿地面积约 18641.01km2，国家规定属于近海与

海岸湿地的 12 种湿地类型在此均有分布，其中的红树林沼泽地是国家级保护区,

面积 18.99 km2。红树林具有极发达的根系及良好的泌盐功能，非常适合海滩涂

的绿化。它能调节海洋气候，净化海水，减弱、阻挡风浪对海岸的冲击，是沿海

的一道绿色屏障，并能为各类禽鸟和水生动物提供良好的生长和栖息环境。 

珠江三角洲是世界上开发程度 高的区域之一，周围分布有香港、澳门、深

圳、珠海等人口密集的城市。极高的人口密度，快速的工业化、城市化对周围环

境造成了显著的水污染。有机污染物来源既有工业废水，也有生活污水。除点源

污染之外，珠江流域农业面源污染和水土流失也增加了水中有机污染物浓度，每

逢汛期，投放于农田果木的化肥农药被雨水冲入江河，河水的有机污染往往比枯

季还要严重[2]。2004 年，由农业生产排出的化肥、农药污染物入海量为 2481800t，

重金属 8655t，无机氮 65637t，石油类 5985t，导致伶仃洋绝大部分海水的综合污

染指数达“严重污染级”水平。珠江口范围在 21.5-23°N, 112.5-114.5°E 之间的水

域已经呈现严重的富营养化，氮盐（包括 NO3
-+NO2

-+NH4
+），磷酸盐，硅酸盐含

量分别为 60-100 mM，0.5-1.0μM，100-150μM。海上交通航运、港口业的发展，

船舶骤增，随之而来的船舶污染问题，船舶的意外碰撞，溢油事故发生的风险越

来越大。陆海排污日益加剧，对珠江口海域造成较大的环境压力，致使珠江口海

域环境质量逐年退化，水质营养盐和有机污染呈快速上升趋势。20 世纪 90 年代

以前珠江口水质以重金属污染为主，而进人 90 年代后珠江口水质基本以营养盐

污染为主。水质综合污染指数从 90 年代初的 0.90 上升至 2002 年的 1.53;水质污

染等级由四类跃升到劣四类。国家海洋局南海环境监测中心 2003 年-2005 年进行
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的珠江污染物人海通量监测结果表明，排人珠江口海域的主要污染物为 COD 和

无机氮，其次是磷和石油类。海水质量大都为四类或劣四类，沉积物则普遍受到

铅、锡、砷和铜的污染。由于珠江口海域富含大量氮、磷物质，造成海水富营养

化，直接刺激鞭毛藻类和鞭毛原生类赤潮生物过度繁殖，遇上合适的水温等条件，

造成了赤潮灾害的频发，导致局部水域生态系统受到破坏。环境质量的不断恶化

也使不少珍稀濒危野生动植物生存受到严重威胁，如国家一类重点保护野生动物

中华白海豚，现在已变得十分稀少;珠江三角洲沿岸的红树林面积逐年锐减，红

树林滩涂面积仅存原有的 1/4，而且红树林的外貌和结构都变得简单，有些珍贵

树种消失了，防潮护岸的功能也大为减弱，众多的湿地生态系统遭到人为破坏，

生产力大幅下降。珠江口已成为生态脆弱带和赤潮多发敏感区，经济鱼、虾、蟹、

贝类栖息、繁衍的场所锐减，珍稀动植物生存环境受到制约。 

2 微生物多样性与环境相互关系研究 

微生物是生态系统的重要组成部分，对生态系统的稳定和各元素循环等有重

要的意义。各种环境因子，如土壤条件、温度、盐度、氧重金属胁迫、氨氮浓度

等的变化都直接影响着环境中微生物的种群量、群落结构及其活性，从而影响着

环境中元素循环。 

土壤条件 
土壤酸碱度对微生物数量影响显著，真菌在酸性土壤中多，细菌和放线菌在

中性或碱性土壤中数量较多；研究发现，长期施用农肥的土壤表现较高的酶活性、

微生物生物量和微生物活性[3]。有机肥，如家畜粪便、堆肥、活性污泥都能够提

高微生物的活性[4, 5]，提高 AOB 的多样性和氨氧化势[6]，施用堆肥的土壤中 AOB

数量比施用无机肥的土壤高两倍[7]；不同农药对土壤微生物的影响不同，可能对

土壤微生物产生不同程度的抑制作用，也可能使土壤微生物多样性和生物量减

少，还可能使土壤微生物群落结构和功能发生改变；不同的土地利用方式和耕作

措施同样影响了土壤微生物数量与肥力。从多样性指数来看，粮作旱地>菜地>

果园>荒地>水稻田>鱼塘底泥[8]。有研究报道:人参与紫穗槐轮作，土壤真菌、放

线菌及细菌均有变化，而细菌种群类型变化 明显，随着轮作年限的增加，氨化

细菌和硝化细菌的数量比对照高几倍，固氮菌的数量亦有所增加[9]。 
温度 

有研究认为温度可能直接或间接地影响 AOB 的群落结构，间接的影响是温
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度通过对土壤中铵浓度、pH 和土壤湿度等的影响来影响 AOB 的群落结构。

Avrahami 等认为，在保证土壤湿度、铵浓度和 pH 相对稳定的情况下，温度对

AOB 的直接影响表现为在中等温度(15-25℃)下其硝化活性 高[10]。Sundberg 等

[7]应用 RCR-DGGE 研究发现，随着温度的升高，amoA 的指纹多样性与培养初期

有所不同。一些条带随着温度的增加而增加，另一些则减少甚至消失。但是大部

分的变化都发生在 Nitrosospira 的各个不同的类群之间。然而，随着由夏季到冬

季温度的逐步降低，硝化势并没有明显降低，推测土壤中的硝化细菌群落能够适

应温度的变化并且在低温下仍能够保持较高活性，即微生物对气候的代谢调节不

受渐变的温度的影响[11]。 
重金属 

有研究测试了重金属污染对土壤微生物群落结构的影响，结果显示尾矿区微

生物群落结构发生了相应变化，微生物群落代谢剖面及群落丰富度、多样性指数

均显著低于非矿区土壤，表明尾矿区重金属污染引起了土壤微生物群落功能多样

性的下降，减少了能利用有关碳源底物的微生物数量，降低了微生物对单一碳源

底物的利用能力， 终导致土壤微生物群落功能结构多样性发生变化[12]。 
盐度、氧及氨氮浓度 

多数研究报道盐度对于湖泊底泥中 AOB 的群落结构和硝化势有显著的影

响，高盐度环境下，AOB 的多样性明显减少，但是其数量明显增加[13, 14]。 

对生物脱氮系统的研究结果指出 OLAND 生物脱氮系统中，AOB 随溶解氧

的降低表现出了不同的种群变化规律，AOB 种群多样性受溶解氧的影响较大，

在亚硝酸盐积累稳定时期的 AOB 优势种群与早期溶解氧受限制时不同，在氧受

限制时 Nitrosomonas 是主要优势种属[15]。 

Otawa等对 13个动物废水处理厂的AOB和全细菌的分析结果表明原水氨氮

浓度低时 N.ureae oligotropha marina 类群是优势种群，原水氨氮浓度高时

N.europaea eutropha 类群是优势种群[16]。Lydmark 等人对污水处理系统中环境条

件对硝化种群的影响机制的初步研究与 Otawa 等人得到结论是比较一致的，结

果表明氨氮是 重要的结构因素，氨氮的浓度与硝化微生物细胞有着紧密的联系

[17]。 
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