
 

去吸附法测定珠江口颗粒附着细菌的丰度特征

及其环境因子耦合研究
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摘    要：海洋颗粒有机碳（POC）的输出通量决定了生物泵的运作效率，海洋颗粒上附着细菌的丰度和

活性影响 POC 向海洋内部的传输，对全球碳封存起关键作用。为了更准确地评估珠江口近岸浊度较大

水域中颗粒附着细菌的丰度特征，本文在国内首次报道运用去吸附法对颗粒附着细菌进行直接测定，避

免了间接测定中因总细菌计数不准确而可能产生的偏差，同时将该丰度特征与相关环境因子进行耦合

研究。结果显示，珠江口 3 个站位均是 2～20 μm 粒级颗粒上面的附着细菌丰度占优势，其中珠海香洲

港码头水域的丰度最大（4.21×109 cells/L），接下来是中大码头（1.13×109 cells/L）和万山岛水域（0.27×

109 cells/L）。颗粒附着细菌丰度最大的香洲港码头对应的 Chl a含量相对较低，可能是由于河口再悬浮

颗粒有机质支撑了细菌的生长。此外，珠江口水体营养盐的浓度和比例也影响着颗粒附着细菌的生长。
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Using detaching method to determine the abundance of particle-attached bacteria from
the Pearl River Estuary and its coupling relationship with environmental factors
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Abstract: Export fluxes of sinking particulate organic carbon (POC) are important for the function of biological
carbon pump. Vertical transportation of POC into the ocean interior can be affected by particle-attached bacteria
(PAB) via the change of their abundance and activities,  which may eventually affect the carbon sequestration
into the ocean. In order to better understand the characteristics of PAB in the turbid nearshore waters along the
Pearl River Estuary (PRE), we applied and modified an existing analytical procedure to effectively detach PAB
from  sinking  particles  for  more  direct  and  accurate  estimation  of  PAB.  The  coupling  relationship  between
environmental  factors  and  the  abundance  of  PAB were  further  analyzed  and  discussed.  our  results  suggested
that PAB from the fraction 2~20 μm particles was the dominant component of PAB in all stations. Moreover,
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there  was  a  spatial  change  of  PAB  along  the  PRE  with  the  highest  abundance  at  Xiangzhou  port  (4.21×109

cells/L), following by Zhongda port (1.13×109 cells/L) and Wanshan island (0.27×109 cells/L). We also found
that  suspended  organic  particles  might  have  supported  PAB growth  at  Xiangzhou  port  where  there  was  high
PAB  but  low  chlorophyll  a.  In  addition,  the  growth  of  PAB  might  also  subject  to  influences  by  varying
concentrations  and  species  compositions  of  inorganic  nutrients  in  coastal  waters.  These  results  may  be
important for further understanding of PAB associated biogeochemical processes in coastal ecosystem.

Key  words:  particle-attached  bacteria;  detaching  method;  abundance;  Pearl  River  Estuary;  environmental
factors

海洋浮游植物的光合作用将大气 CO2 固定，

部分转化为自身组成的颗粒有机碳（particulate
organic carbon，POC），通过食物链，这些 POC被

传递给更大的颗粒（如浮游动物等），但大部分

POC需要通过颗粒沉降的方式输出到海洋深

层。颗粒在聚集沉降过程中，异养细菌矿化利用

其中的很大一部分 POC，一小部分最终到达海底

被永久封存 [1]。海洋异养细菌的矿化作用在很

大程度上影响了 POC向海洋内部的传输通量，

对全球碳封存具有关键性作用[2]。

海洋沉降（悬浮）颗粒或颗粒聚合体（例如透

明多聚颗粒、海雪）富含有机质和营养盐，其含

量相比周围水体要高出几个数量级，因此，它们

又被认为是海洋荒漠中的“绿洲”[3]。海洋颗粒附

着细菌是直接附生在这些“绿洲”上的异养细菌，

相对游离于海水环境中的异养细菌，其具有更高

效的胞外水解酶系统等生化活性，能快速促进

POC的矿化降解 [4-5]。同样，这些附着细菌的丰

度要远远高于周围游离细菌[6]，海洋颗粒上附着

细菌的丰度和活性将会影响 POC的输出通量和

真光层中营养盐的供应效率。海洋环境下异养

细菌与其生存的环境之间相互影响，其分布特征

受到非生物因素（温盐、溶解有机质、营养盐、痕

量元素等）和生物因素（浮游动物摄食、噬菌体

感染等）的综合影响 [7]。因此，研究各海区海洋

异养细菌丰度特征等参数与环境因子之间的制

约因素也显得必不可少[8]。

国内对于水体中颗粒附着细菌丰度的测定，

以往的研究多采用间接测定法，即通过计算水体

总的异养细菌与游离细菌间丰度之差获取。然

而，在总的异养细菌计数时，并未对其中的附着

细菌做任何颗粒去吸附处理[9-10]。鉴于颗粒附着

细菌自身特有的吸附特性，未经专门的解吸附操

作，其不能充分从颗粒物表面脱落释放到水中用

于镜检或流式细胞检测，从而其丰度被低估可能

出现偏差。水样从外海到近岸河口浑浊带或从

表层到底层（沉积物），偏差随着水体中颗粒浓度

的增加而增大。为了提高颗粒附着细菌计数的

准确度，国际上对浊度较高的水样进行直接测

定，即在计数前增加去吸附处理[11]。该方法已被

广泛应用到高浊度水体环境样品分析（包含生物

膜[12]、沉积物等[13]）。

珠江口受陆源输入的影响，具有很高的生物

生产力和 POC输出通量，上游水体中悬浮颗粒

物含量很高，下游浊度逐渐降低，异养细菌群落

结构梯度明显[9, 14]。本文沿珠江口环境梯度选取了

3个近岸浊度较大水域站位采样（如图 1），通过

对颗粒附着细菌运用改进的去吸附法直接计数，

更加科学地测定了其在咸淡水中丰度特征，初步

探讨了其与环境因子间的耦合关系，为珠江口近

海的 POC输出通量和储碳研究提供科学依据。
 

23.0°

22.5°

22.0°

113.0° 113.5° 114.0° E

佛山

西江

广州

中大码头

中山

珠海

澳门 香洲港码头

珠
江

口

万山岛

南海

伶仃洋

深圳

香港

东莞
东江

采样站点

O
c
e
a
n
 d

a
ta

 v
ie

w
N

图 1    采样站位

Fig. 1    Map of sampling stations
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1   材料与方法

1.1    采样站位

沿着盐度梯度对珠江口的 3个近岸水域采

样：分别位于珠江口上游广州河段的中大码头、

伶仃洋的珠海香洲港码头以及外海的万山岛水

域（图 1）。中大码头和香洲港码头水域的样品

采集自 2017年 4月，万山岛水域的样品采集自

2017年 8月。

1.2    样品采集及预处理

现场采集表层水样。盛装水样的聚乙烯水

袋（ 10  L）预先酸泡并洗净，采水前水样润洗

3遍，再装满通过 150 μm筛绢的水样，快速带回

实验室处理。

环境因子采集：取水样200 mL，依次通过20 μm、

2 μm和 0.7 μm (GF/F) 滤膜抽滤，分别得到 20～
150 μm（小型），2～20 μm（微型），0.7～2 μm（微

微型）3个粒级的 Chl a样品，−20 ℃ 冻存；再取

水样 200 mL，通过煅烧过的 GF/F滤膜抽滤，用

于测定总悬浮颗粒物浓度；滤液用于营养盐分

析，−20 ℃ 冻存。

颗粒附着细菌采集：取采集的水样 1 L，先依

次通过 20 μm、2 μm滤膜抽滤以除去较大粒级

的颗粒，再通过 0.2 μm滤膜抽滤制备无菌水样

备用（抽滤，真空度<50 kPa）。再取水样 200 mL，
依次通过 20 μm、2 μm滤膜抽滤，得到 20～150 μm
（小型），2～20 μm（微型）两个粒级的颗粒；通过

2 μm滤膜时堵塞的浑浊水样，更换滤膜后再过

滤，合并同级滤膜；分别收集滤膜，投入上述无菌

水润洗过的 15 mL离心管中，加入无菌水浸没。

将离心管水浴超声 15 min（35 ℃，功率为 80 W），

再涡旋振荡 3 min，促使滤膜上的颗粒物脱离到

无菌水中；镊子夹取并用适量无菌水冲洗残留颗

粒后，弃膜。最后将洗脱下来的颗粒物悬液混

匀，甲醛固定（终浓度 2%，V/V），用 2 mL离心管

分装，液氮闪冻后−20 ℃ 冻存，用于悬浮颗粒附

着细菌的测定（图 2）。
1.3    环境因子的测定

本文环境因子包括温盐、Chl a、营养盐（磷

酸盐、硝酸盐、氨氮）和总悬浮颗粒物。其中温

盐采用温盐计现场测定；Chl a采用荧光法测

定[15]，硝酸盐按照文献[16] 提供的方法测定，磷酸

盐、氨氮、总悬浮颗粒物分别按照海洋监测规范

中的磷钼蓝分光光度法、次氯酸盐氧化法、重量

法测定[17]。

1.4    颗粒附着细菌丰度的测定

本研究采用 Lunau等文献报道的去吸附法[11]，

用甲醇把附着细菌从颗粒上洗脱下来，直接测定

水样中颗粒附着细菌的丰度（图 2）。操作如下：

取出冻存的颗粒悬液融化，根据采样环境的梯度

差异，对悬液水样进行不同程度的稀释。取

0.675 mL样品至 1.5 mL的离心管中，加入无菌

水等倍稀释，再加入去吸附剂甲醇0.15 mL（终浓

度 10%，V/V），涡旋混匀。将离心管水浴超声 15 min
（35 ℃，功率为 80W），然后离心 1 min（2000 r.m.p）。
取上清液 1 mL抽滤通过黑色核孔滤膜（0.2 μm，

Whatman），滴加 10 μL SybrGreen染液（667X）进

行染色、制片、镜检计数。

水体颗粒附着细菌丰度的计算公式为：
 

200 mL

聚碳酸酯膜, 
20/2 μm, 25 mm

聚碳酸酯膜, 
0.2 μm, 25 mm, 

黑色

TAE 1:50
pH: 7.4, 室温

10 μL, 1:15

25 ℃, 15 min,
功率: 80 W/周期

35 ℃, 15 min,
功率: 80 W/周期

无颗粒甲醛
(2%, v/v)

10%(v/v)

2 000 r.p.m.,

1 min

预处理

固定

弃膜

震荡

超声

浸泡

过滤

稀释

加甲醇

超声

离心

上清液

过滤

冲洗

染色

镜检

测定

3 min

1 mL

无菌海水

无菌海水

水样 固定待测样品

图 2    直接测定颗粒附着细菌丰度的方法-去吸附法（流程

图）（修改自文献 [11]）

Fig. 2    A  direct  method  to  determine  the  abundance  of

particle-attached  bacteria-Detaching  Method

(protocols) (Modified from reference [11])
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NB/F =
WA ·N ·F ·VA

FA ·V
×103 (1)

式中：NB/F 为细菌丰度，cells/L；WA 为滤膜的

有效过滤面积，μm2；N为单个计数视野中细胞的

平均个数；F为稀释倍数（包括测定步骤中固定

待测样品的稀释和超声中 0.675 mL样品的稀

释）；VA 为固定待测样品的体积，mL；FA 为镜检

下计数的视野面积，μm2；V为过滤样品量，mL。
1.5    数据处理

运用 Ocean Data View 4、微软 Excel 2010以

及 SPSS 22.0软件进行采样站位制图、数据处

理、以及附着细菌丰度与环境因子的相关性统

计分析（Pearson相关性系数分析）。

2   结果与讨论

2.1    环境因子的空间分布特征

3个站位的环境差异显著。从中大码头到

万山岛水域，盐度梯度递增（图 3A）。虽然采样

时间上万山岛水域（8月）晚于中大码头和香洲

港码头（4月），但是随着温度的增高，盐度是降

低的 [18]，所以即使在与前期两个站位同期采样，

万山岛海域的盐度依然最高。

氨氮和磷酸盐浓度均是中大码头水域最高，

分别为 394.90 μmol/L、6.93 μmol/L，然后到万山

岛海域逐渐降低，这是径流输运营养盐过程中生

物的利用所致。硝酸盐含量反常，伶仃洋的香洲

港码头水域含量最高，为 275.61 μmol/L。赵新锋

等 [19] 对香洲区城市地下水的研究表明，该区地

下水受到生活废水污染，硝酸盐含量很高（平均

值>550 μmol/L）。香洲港站位靠近珠海城区的

海岸带，生活污水影响可能是诱因；最低的站位

仍然是万山岛海域（图 3B）。本文将硝酸盐与氨

氮之和作为无机氮，计算和磷酸盐比例，结果显

示 3个站位的氮磷比远远高于Redfield值 (16)。香

洲港码头水域的悬浮颗粒物浓度最高（50 mg/L），
这与伶仃洋河口地区独特的沉积环境有关，其次

是中大码头和外海万山岛水域（图 3C）。
本文分 3个粒级对 Chl a的浓度进行了测

定。从总含量来看，最高的是中大码头水域；香

洲港码头水域最低，这与张霞等 [18] 的研究结果
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图 3    珠江口水域环境因子变化

Fig. 3    Variation of environmental factors in the Pearl River Estuary
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一致，推测是由于河口区悬浮颗粒物浓度较高

（50 mg/L，图 3C），光限制了浮游植物的生长。

此外，3个站位分级 Chl a浓度均显示微型浮游

植物占优势，尤为明显的是万山岛海域。中大码

头和万山岛水域小型和微微型浮游植物的现存

量相近，而香洲港码头水域微型和微微型的现存

量相近。3个站位的 Chl a的含量均是 2～20 μm
粒级最高，中大码头的含量高达 7.96 μg/L。中大

码头和万山岛水域中 Chl a含量在粒级 0.7～2 μm
和 20～150 μm相当；而香洲港码头水域在粒级

0.7～2 μm和 2～20 μm含量相近，20～150 μm
含量较低（图 3D）。

2.2    颗粒附着细菌的丰度和空间分布特征

国内以往多通过计算水体总的异养细菌与

游离细菌间丰度之差获取颗粒附着细菌的丰

度[9-10]。在总的异养细菌计数时，由于颗粒附着

细菌自身特有的吸附特性，未经专门的解吸附操

作，其不能充分从颗粒物表面脱落释放到水中用

于镜检或流式细胞检测，从而其丰度被低估导致

总的异养细菌丰度出现偏差。本文采用去吸附

法直接测定了颗粒物附着细菌丰度（图 4）。香

洲港码头水域中 2～20 μm悬浮颗粒物上附着细

菌的丰度最大（4.21×109 cells/L），接下来是中大

码头（1.13×109 cells/L）和万山岛水域（0.27×109

cells/L），而 3个站位 20～150 μm粒级上附着细

菌的丰度差别不大。水温在 12 ℃～33 ℃ 区间

内，细菌的丰度及生长速率表现为随着水温的升

高而增加 [20]。如果万山岛水域的采样时间

（8月）与中大码头和香洲港码头水域同在 4月，

万山岛水域的附着细菌数量只会更低，因此本研

究所获得的 3个站位的数据是完全可以进行对

比分析的。3个站位均是 2～20 μm粒级上的颗

粒附着细菌丰度较大，可能是由于该粒级的比表

面积较大，在水体中与细菌发生碰撞的机会较

大，所以细菌更容易富集在其周围形成高密度。

2.3    颗粒附着细菌丰度与环境因子的关系

本文颗粒附着细菌丰度最高的站位位于中

等盐度、高悬浮颗粒物浓度的咸淡水交汇伶仃

洋河口区（图 3，图 4）。Crump等[21] 的研究发现

美国哥伦比亚河口最大的颗粒附着细菌碳含量

出现在中等盐度水域，但是它和浊度的变化量相

关，而与盐度的变化量并无相关。河口盐水楔头

部的中等盐度水域往往存在河口最大浊度带

（estuarine turbidity maxima，ETM），该水域存在大

量的有机质悬浮颗粒，能为异养细菌的附着生长

提供载体。香洲港码头处于珠江口 ETM范围

内，较高的悬浮颗粒物（图 3C）为其生长提供了

附着基质和充足的营养，使该站位颗粒附着细菌

浓度比较大。
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图 4    珠江口水域颗粒附着细菌丰度空间变化

Fig. 4    Spatial  changes  of  particle-attached  bacteria  in  the

Pearl River Estuary
 

水体中营养盐的浓度和比例会对细菌的生

长产生影响。细菌能利用溶解性的无机氮、磷

作为营养盐进行生长，本文营养盐充足的中大码

头和珠海香洲港码头水域颗粒附着细菌的浓度

较大，而中等营养的万山岛海域的浓度较低。一

般认为细菌对无机氮、磷的吸收比例为 5∶1。
珠江口及其邻近海域浮游植物和细菌的生长已

被报道具有明显的磷缺乏效应[22]，这在本文 3个

站位有所体现：磷缺乏越严重，颗粒附着细菌的

丰度越低。中大码头水域虽然浮游植物生物量

较高，但是氮盐相对于磷盐来说也很高，使得其

附着细菌的生长受到磷缺乏影响而没有较高的

丰度（图 3B、图 3D）。

水生环境中浮游植物可以为附着细菌提供

附着基质和营养来源，哈德逊河口羽流区附着细

菌的丰度与净 Chl a浓度呈显著的正相关[23]。本

文参考 Chl a粒级分离法，以此来表征相应水域

不同粒级浮游植物现存量的多少。结合图 3D和

图 4可以分析变化趋势，Chl a含量在中大码头

高于万山岛水域，相应的是中大码头的颗粒附着

细菌也高于万山岛水域。然而，香洲港码头水域

最低的 Chl a含量，伴随的却是最高的颗粒附着
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细菌丰度。分析发现，香洲港码头水域悬浮颗粒

物的浓度也是最高的（50 mg/L，图 3C），这些悬

浮颗粒物可以成为附着细菌的附着基质，其中的

颗粒有机质可以为附着细菌生长提供营养，这可

能是香洲港码头水域浮游植物生物量较低，但是

附着细菌的浓度却较高的主要原因。相关性分

析结果未显示出颗粒附着细菌与悬浮颗粒物的

显著相关性，推测是由于采样站位较少，但是这

两者之间表现出正相关的趋势（图 3C、图 4）。

3   结　论

（1）珠江口 3个站位颗粒附着细菌的丰度梯

度变化显著，珠海香洲港码头海域附着细菌的丰

度最大，达到 4.30×109 cells/L，其次是中大码头

和万山岛水域。3个站位均是 2～20 μm粒级的

悬浮颗粒附着细菌丰度较大，可能是由于其比表

面积较大，在水体中与细菌发生碰撞和接触的机

率较高，所以细菌更易附着形成高丰度。

（2）珠江口附着细菌丰度与悬浮颗粒物浓度

呈正相关性的趋势，再悬浮颗粒有机质可能支撑

了香洲港码头水域颗粒附着细菌的生长。

（3）营养盐浓度影响珠江口水域颗粒附着细

菌的生长，磷缺乏可能是中大码头高生产力、低

颗粒附着细菌丰度的原因。

（4）本文致力介绍一种较为准确的方法测定

浑浊环境颗粒附着细菌的丰度，这对于与颗粒附

着细菌相关的研究来说至关重要。受时间限制，

本文的采样站位较少，数据量有限。未来的研究

应该在本方法的基础上，更加全面且准确布设站

位，获取具有统计学意义的数据，探索珠江口颗

粒附着细菌丰度及其与环境因子相关性的一般

性规律。
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