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降雨对秦皇岛西浴场细菌总数和可培养菌群组成的影响 
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摘  要：【目的】研究降雨条件对浴场细菌总数和优势菌群组成的影响。【方法】2014 年 8 月强

降雨前后采集秦皇岛西浴场 3 个站位的海水样品，采用荧光显微镜计数法和平板计数法分别对细

菌总数和可培养细菌总数进行计数；对群落结构组成进行分析，并对可培养细菌进行鉴定。【结

果】雨前 3 个站位细菌总数和可培养细菌总数平均值分别为 5.6×109 CFU/L 和 8.3×107 CFU/L，
雨后分别为 9.2×109 CFU/L 和 2.1×108 CFU/L。在可培养菌群中，变形菌门(Proteobacteria，雨前

占 80%，雨后占 73%)是主要的微生物类群，其次为拟杆菌门(Bacteroides，雨前占 12%，雨后占

13%)、厚壁菌门(Firmicutes，雨前占 7%，雨后占 11%)等；肠杆菌属(Enterobacter spp.，21 株)、
海杆菌属(Marinobacter spp.，13 株)、弓形菌属(Arcobacter spp.，13 株)、假单胞菌属(Pseudomonas 
spp.，10 株)、芽孢杆菌属(Bacillus spp.，10 株)和弧菌属(Vibrio spp.，6 株)为雨前可培养细菌优

势属，而雨后可培养细菌优势属为肠杆菌属(22 株)、海杆菌属(21 株)、芽孢杆菌属(14 株)、不动

杆菌属(Acinetobacter spp.，11 株)、假单胞菌属(9 株)和弓形菌属(5 株)等。【结论】降雨对细菌总

数有显著的影响，同时降雨后浴场微生物群落结构发生了改变。 

关键词：浴场，降雨，细菌总数，微生物群落结构 
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Effects of rainfall on the total number of bacteria and the composition 
of culturable bacteria in Qinhuangdao West Beach 
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Abstract: [Objective] To analyze the influence of precipitation on the total bacteria and microbial 
community composition in coastal waters. [Methods] Water samples were collected from three stations 
in Qinhuang Dao west beach before and after rainfalls in August 2014. Total and culturable bacterial 
species were enumerated using fluorescence microscope and plate counting methods, respectively. 
Culturable bacterial species were identified using molecular approach and the microbial community 
structure was analyzed. [Results] Total and culturable bacterial species were 5.6×109 CFU/L and 
8.3×107 CFU/L before rainfall, 9.2×109 CFU/L and 2.1×108 CFU/L after rainfalls. Among the 
culturable bacteria, Proteobacteria is the mostly dominant bacterial phylum (80% before rainfall, 73% 
after rainfall), followed by Bacteroides (12% before rainfall, 13% after rainfall) and Firmicute (7% 
before rainfall, 11% afer rainfall). Enterobacter spp. (21 strains), Marinobacter spp. (13 strains), 
Arcobacter spp. (13 strains), Pseudomonas spp. (10 strains), Bacillus spp. (10 strains) and Vibrio spp. 
(6 strains) were dominant species before rainfall. Enterobacter spp. (22 strains), Marinobacter spp. 
(21 strains), Bacillus spp. (14 strains), Acinetobacter spp. (11 strains), Pseudomonas spp. (9 strains) 
and Arcobacter spp. (5 strains) were dominant species after rainfall. [Conclusion] Precipitation has 
significant impact on total number of bacteria. Clearly, precipitation significantly shaped the bacterial 
community structure in the coastal waters. 

Keywords: Beach, Rainfall, Total number of bacteria, Microbial community structure 

随着海洋开发力度的逐步加大，海洋旅游业得

到了蓬勃发展，海水浴场旅游人数逐年增加，微生

物污染问题成为了公众关心的主要方面之一[1]。目

前，微生物是浴场环境评价的一个重要方面，其中

病原微生物是其中一个重要的指标，根据世界卫生

组织(World Health Organization，WHO)的研究报道

浴场主要病原菌包括：大肠杆菌 O157 (Escherichia 

coli O157)、沙门氏菌(Salmonella spp.)、钩端螺旋体

(Leptospira spp.)、创伤弧菌(Vibrio vulnificus)、军团

菌(Legionella spp.)、弯曲杆菌(Campylobacter sp.)、

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)、志贺氏菌(Shigella 

spp.)、鸟分枝杆菌复合体 (Mycobacterium avium 

complex)，这些病原菌可以引起人的肠胃疾病、上

呼吸道感染等[2-3]。对浴场微生物群落结构及其组成

的研究，可以科学地反映浴场的细菌现状，更好地

了解浴场环境，从微生物角度对浴场健康环境进行

科学的评价。 

细菌与环境之间在一定的条件下是相互依存、

相互制约的。当环境因子改变时，细菌总数和种类

也会随之发生变化，进而引起海洋水质的变化[4]。

浴场是人为因素影响极大的小型生态系统，其中的

各种理化因子、生物因子关系十分复杂，且处于不

断波动变化中。由于海水浴场一般靠近城市，随着

城市污水的排放，一些病原微生物也随之流入海

洋[5]，陆源污染是浴场病原菌的重要来源之一；此

外河流、游客以及天气情况等都会对其种类和分布

产生影响[6]。李铭巾等在对大连市棒棰岛海水浴场

夏季水质状况进行分析及建议中提到：降雨时期海

水明显浑浊，各项水质指标恶化[7]；潘静芬在对舟

山朱家尖海水浴场夏季水质状况进行分析与评价
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时提到：天气因素是导致粪大肠菌群增高的原因之

一，降雨过程中雨水的冲刷使得陆源污染直接进入

海域的机率大大增加[8]。然而，降雨对浴场的影响

的相关研究报道侧重点一般都在水质方面，关于细

菌群落分布的研究却较少。胡晓娟等研究了降雨对

水产养殖群落分布的影响[9]；Teira、Bolhuis 等研究

了降雨对海湾微生物群落分布的影响[10-11]，这些研

究结果表明不同海域的降水对微生物种群的分布

及数量的影响存在差异。 

目前，海水浴场病原菌的检测方面研究常见的

方法有：发酵法、滤膜法、平板涂布法、免疫法、

PCR 法以及近年来兴起的高通量法等，每种方法都

各有利弊[6]，随着检测手段的发展，目前已初步实

现采用定量 PCR 方法对肠球菌的测定[12]。由于海

水浴场微生物群落结构复杂，检测标准也有所不

同 ， 粪 大 肠 菌 群 (Fecal coliforms) 和 肠 球 菌

(Enterococcus)为澳大利亚所确定的海水浴场的指示

菌 [13]，美国环保部 (US Environmental Protection 

Agency，USEPA)所确定的标准微生物指标为肠球

菌 [14]，欧盟 (European Union，EU)将大肠杆菌

(Escherichia coli)和肠球菌作为检测的标准[15]，这方

面我国的指标为粪大肠菌群[16]。 

细菌总数可以反映环境中异样细菌的污染程

度以及有机污染程度[17]，平板计数法可以显示水样

中可培养细菌总数的情况，但不能真实地反映细菌

总数情况，荧光显微镜计数法可以直接对环境样品

进行染色和观察分析，能够更加精确地反映环境中

细菌总数情况[18]，然而该方法无法分辨出可培养细

菌的数量。两种方法结合，既可以对可培养细菌总

数进行分析，又可以对细菌总数进行计数统计，能

够更直接、更全面地反映浴场的微生物情况。 
本研究采用改良的荧光显微镜计数法对降雨

前后秦皇岛西浴场站位的细菌总数进行计数统计，

采用平板培养法对可培养菌群进行研究，分析了降

雨对细菌总数以及可培养菌群的影响，发现降水前

后的可培养菌群中，作为优势菌的变形菌门

(Proteobacteria)数目降水后有所下降(雨前占 80%，

雨后占 73%)，而拟杆菌门(Bacteroides)和厚壁菌门

(Firmicutes)的数目降水后有所增加(拟杆菌门雨前

占 12%，雨后占 13%；厚壁菌门雨前占 7%，雨后

占 11%)。我们希望这一研究成果能够为浴场水质监

控和环境管理提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 
SYBR Gold 荧光染料，英潍捷基(上海)贸易有

限公司；Taq DNA 聚合酶、DNA 胶回收试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；化学试剂购于国药

集团化学试剂有限公司；引物合成与测序华大基因

科技有限公司。  

研究级正置荧光显微镜，尼康 Nikon ECLIPSE 

Ni；S1000 Thermal Cycler PCR 仪，Bio-Rad。 

1.2  样品的采集 
2014年8月份雨前和雨后分别用无菌玻璃瓶采

集秦皇岛西浴场 3 个不同区域水体表面以下水样

1 L，分别命名为 S1、S2、S3，每个站位之间相距

200 m，每个站位与岸边均相距 10 m，3 个站位平

行于海岸呈直线排布。每站位取 3 个平行样，取样

后立即用无菌无颗粒甲醛现场固定，其中雨后取样

时间为降雨后 1 h 内。此外各站点另取新鲜未固定

海水 1 L，4 °C 保温箱运到实验室，做可培养细菌

计数分析。3 个站位中 S1 位于排污口附近约 5 m。 

1.3  细菌总数的统计 
细菌总数采用改进的荧光显微镜直接计数

法[19-20]：取 1 mL 固定后的海水样品，真空抽滤到

黑色微孔滤膜(Nuclepore filter，0.22 μm，25 mm 

diameter)上，加入 SYBR Gold 染色液避光染色

15 min取下滤膜置于干净载玻片上，有菌一面向上，

加入荧光保护剂。荧光显微镜蓝色激发光、油镜

条件下对亮绿色的细菌进行观察，随机均匀选取

16 个视野对被染色的细菌个体进行计数统计。细菌

丰度计算公式[21-22]为：细菌丰度=A×S1/(S2×V)。 
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1.4  浴场可培养细菌优势菌群的研究 
无菌水将水样稀释 5 个梯度(10−1−10−5)，每个

梯度 3 个平行，涂布于培养基(g/L，牛肉膏 3，蛋

白胨 5，KCl 0.7，CaCl2·6H2O 1.5，MgSO4·7H2O 5.4，

MgCl2·6H2O 10.8，NaCl 30)平板，28 °C 连续培养

1−2 d，对细菌总数进行计数分析，同时，在 3 个平

行培养基平板中挑取数量和生长状况较好的 1 个培

养基平板挑单菌落进行分子生物学鉴定。16S rRNA
基 因 扩 增 引 物 采 用 常 规 引 物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[23]。PCR 扩增[23]

后测序，结果输入 NCBI 数据库进行比对。 
采用 R (gplots) (v 2.14.2，http://www.r-project.org/)

软 件 对 所 有 结 果 进 行 多 样 性 (Shannon-Wiener 

index，Simpson’s diversity index and Evenness index)

统计。 

2  结果与分析 

2.1  细菌总数统计结果 
雨前，排污口处于干涸状态；雨后，排污口中

有污水排水，水体发黑，无异味。分别采用荧光显

微镜和平板对降雨前后的细菌总数、可培养细菌总 

数结果进行计数统计，从统计结果(表 1)可以看出，

降雨后不同站位细菌总数不同，降雨前 3 个站位细菌

总数差别不显著，最高的为 S2，为 7.7×109 CFU/L；

对于可培养细菌而言，各站位也不存在显著的差

异，最高为 S3，可培养细菌总数为 8.6×107 CFU/L。

降雨后各站位细菌总数和可培养细菌数均有明显

的增加，其中 S1 站位细菌总数增加约 2 倍，可培

养细菌数增加约 5 倍；对于站位 S2 而言，雨后细

菌总数增加了 10%，可培养细菌数增加了约 2 倍；

对于站位 S3 而言，也具有相同的变化趋势，细菌

总数在雨后约为雨前的 2 倍多，可培养细菌数约增

加了 12%。细菌总数和可培养细菌数雨后均有所

增加。 

在海洋细菌的计数分析方面，目前我国国家海

洋监测规范所规定的细菌总数计数方法主要为平

板计数和荧光显微镜直接计数法。两种方法各有利

弊，对于平板计数法而言，它可以直接显示水样中

可培养细菌总数的情况，而荧光显微镜计数法可以

直接对环境样品进行染色和观察分析，能够更加精

确地反映环境中异养细菌的数量。在对 2004 年

8 月份和 10 月份渤海湾细菌总数的研究[24]中发现， 
 

表 1  不同站位雨前、雨后细菌总数统计结果 
Table 1  Statistics of the number of total bacteria in different stations (before rainfall and after rainfall) 

雨前 
Before rainfall (CFU/L) 

雨后 
After rainfall (CFU/L) 

样品 
Sample 平行样

Duplicate 
sample 

细菌总数

平均值 
Total 

bacteria 

平行样
Duplicate 

sample 

可培养菌总数

平均值 
Culturable 

bacteria 

平行样
Duplicate 

sample 

细菌总数

平均值 
Total 

bacteria 

平行样
Duplicate 

sample 

可培养菌总数

平均值 
Culturable 

bacteria 

S1 4.8×109 

5.3×109 

4.9×109 

5.0×109 8.1×107 

8.6×107 

8.8×107 

8.5×107 9.5×109 

9.4×109 

10.2×109 

9.7×109 4.6×108 

3.7×108 

3.4×108 

3.9×108 

S2 7.8×109 

7.5×109 

7.8×109 

7.7×109 7.9×107 

7.8×107 

7.7×107 

7.8×107 9.7×109 

8.0×109 

7.8×109 

8.5×109 1.3×108 

1.7×108 

1.5×108 

1.5×108 

S3 4.8×109 

3.9×109 

3.6×109 

4.1×109 8.5×107 

8.9×107 

8.4×107 

8.6×107 9.7×109 

9.1×109 

9.4×109 

9.4×109 9.2×107 

9.3×107 

10.3×107 

9.6×107 

Average  5.6×109  8.3×107  9.2×109  2.1×108 
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8 月份和 10 月份的平均值分别为 49.4×106 CFU/L

和 34.4×106 CFU/L，而在 2005 年对渤海湾不同

站位的调查研究[20]发现，不同季节浮游细菌总数

也有较大差异，夏季的海洋浮游细菌平均值为

12.8×108 CFU/L，秋季为 7.4×108 CFU/L。本研

究中细菌总数和可培养细菌总数平均值分别为

5.6×109 CFU/L 和 8.3×107 CFU/L，雨后分别为

9.2×109 CFU/L 和 2.1×108 CFU/L，与之前结果相比

均有所增加，细菌污染问题需引起重视。 

2.2  可培养细菌群落结构的变化 
为获得水样中微生物群落结构和组成，分析降

雨对浴场水质的影响，将水样采用梯度稀释的方法

涂平板后，根据菌落的颜色、大小、形状、表面是

否光滑、边缘是否整齐等形态学特征对菌落进行了

预先分类，挑取典型的 200 个菌落进行 PCR 扩增测

序。结果表明(图 1)：雨后细菌微生物群落结构更为

复杂。变形菌门是 3 个站位的主要微生物类群，其

中 S1、S2 降雨前所占比例较高，约占 90%，S3 约

占 60%；雨后 S1、S2 变形菌门的数量有所下降，

约为 70%，而 S3 有所增加，约占细菌总数的 80%。

对于厚壁菌门而言，站位 S1 雨后该类群微生物有

明显的增加，与之相反的站位 S3 显著下降。对于

拟杆菌门微生物类群而言，S1、S2 两个站位雨后其

数量均有明显的增加，站位 S3 其数量有所下降。 

 

图 1  降雨前后浴场水样可培养细菌结构的变化 
Figure 1  Change in bacterial community structure before 
and after rainfalls 

此外在研究中还发现数量较少的、未鉴定出的微

生物类群，以及所占百分比低于 1%的微生物类群，

将其命名为 Others。 

雨前 3 个站位的优势菌为弧菌属、肠杆菌属、

海杆菌属、假单胞菌属和芽孢杆菌属。雨后，对于

站位 S1 而言，优势菌为肠杆菌属、假单胞菌属和

弓形菌属。通过 16S rRNA 基因序列分析得到了

200 个克隆子的测序结果，其在各个样品中的分布

情况如表 2 所示。从优势菌的分析可以看出，降雨

对浴场微生物群落结构的组成产生了显著的影响。 
PCR 扩增测序后将相同的测序结果归为一个

操作分类单元(Operational taxonomic unit，OTU)，
通过 R 软件进行多样性分析，结果(表 3)表明与降

雨之前相比雨后生物多样性指数较高，群落结构更

为复杂。结果也进一步表明降雨对近岸海域的微生

物群落结构及其组成会产生显著的影响。 

另外，对降雨前后可培养细菌的微生物群落结

构及其组成的研究发现，降雨对于浴场微生物群落

结构的组成会产生显著的影响。与其余浴场微生物

的研究[25]不同，本研究中占绝大多数的微生物类群

为变形菌门，雨后两个站位中其所占比例有了显著

的增加，S3 中其所占比例有所下降，此外后壁菌门、

拟杆菌门所占比例也有明显的变化。在部分研究中

发现厚壁菌门微生物占有较大的比例[25-27]，而在本

研究中该类群所占比例较少，这也进一步说明了环

境对微生物类群的影响，不同的区域、不同的海域

其微生物类群有很大的不同。 

研究表明，浮霉菌门和拟杆菌门细菌在降解环

境中的有机质方面具有重要作用，此外，拟杆菌门

细菌也是赤潮藻类的共生细菌，与赤潮的发生有一

定的联系[28]。在海岸带沉积物的检测中发现 γ-变形

细菌亚门细菌为优势类群[29-31]，研究中检测到较多

为肠杆菌目，该类群微生物是典型的异养厌氧型 

微生物。研究中发现了大肠埃希氏菌和志贺氏

菌属均为致病菌，可引起肠胃疾病，在研究中发现

其含量在所研究浴场水体中所占比例较低，其它所 
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表 2  200 个克隆子的测序结果统计表 
Table 2  Sequencing of 200 clones statistics 

样品名称 
Sample name 

时间 
Time 

名称 
Name 

数量 
Quantity

S1 雨前 Bacillus 
Enterobacter 
Marinobacter 

10 
8 
5 

  Arthrobacter 
Alphaproteobacteria 
Betaproeobacteria 

4 
3 
3 

 雨后 Enterobacter 
Pseudomonas 
Bacillus 

11 
9 
7 

  Flavobacteria 
Spirochaetes 
Vibrio 
Gammaproteobacteria 

2 
2 
2 
1 

S2 雨前 Arcobacter 
Marinobacter 
Enterobacter 

13 
8 
5 

  Synergistia 
Opitutae 
Clostridia 

3 
2 
2 

 雨后 Enterobacter 
Marinobacter 
Bacillus 

11 
9 
7 

  Gemmatimonadetes 
Opitutae 
Synechococcophycideae 
Chloroplaet 

2 
2 
1 
1 

S3 雨前 Pseudomonas 
Enterobacter 
Vibrio 

10 
8 
6 

  Fusobacteria 
Epsilonproteobacteria 
Oscillatoriophycideae 

4 
3 
2 

 雨后 Marinobacter 
Acinetobacter 
Arcobacter 

12 
11 
5 

  Erysipelotrichi 
Sphingobacteria 
Deltaproteobacteria 
Opitutae 

2 
2 
1 
1 

 
规定的浴场致病菌未检测到。红细菌目是 α-变形细

菌亚门中的主要微生物类群，广泛分布于海岸带区

域，是赤潮发生后期构成微生物群落的主要菌群。

在本研究取样中发现西浴场水体中存在大量浮游

藻类，对于藻类与浴场微生物群落结构的关系有待

进一步分析。研究还发现多条测序结果与数据库中

不可培养的细菌具有高度相似性，这表明海岸带微

生物存在大量的未知资源，有待进一步的研究。 

3  讨论 

由于微生物新陈代谢速度较快，其群落结构和

组成受到多种环境因素如温度、pH、COD、营养盐

等因素的影响[32]。微生物群落结构及其组成与生态

系统以及环境密切相关，一方面群落结构及其复杂

程度决定了生态系统的特征和强弱，另一方面环境

因素的改变也会引起微生物群落结构及其组成的

变化[28,33]。因此，通过研究不同环境条件下的微生

物群落结构，对于揭示微生物与环境之间的关系、

环境的综合评价分析具有重要的作用[34]。 

降雨过程中，一方面雨水携带一些陆源微生物

随城市雨水管道直接或间接流入浴场，另一方面部

分地区由于浴场附近排泄系统能力的不足，生活污

水溢出、甚至发生雨污混排现象，这些都可能会对

浴场微生物群落造成影响。胡晓娟等在强降雨对粤

西凡纳滨对虾养殖池塘微生物群落影响的研究中

发现：未施用微生态制剂的虾池在强降雨后，水体

的弧菌数升高，Simpson 指数和 McIntosh 指数显著

降低(P<0.05)，水体和底泥微生物群落对碳源的利

用率变化明显，水体及沉积物环境波动变化明显，

强降雨对其水域环境产生很大的影响[9]。由于陆源

污染对浴场和养殖区的影响能力不同，所以对比研

究成果存在差异，但共同点是降雨会影响细菌群落

结构。Teira 等在研究降雨对近海富营养化海湾影响

中发现，雨后细菌丰度会显著增加，而且变形菌门

在雨前、雨后均为主要微生物类群，这与本文结果

一致[10]；不同的是，本文同时考虑了细菌总数的变

化，另外研究了雨前后不同站位的优势菌属。 

针对本研究发现，雨后数量增加的肠杆菌属广

泛存在于污水中，它们侵入受外伤或缺血的皮下组

织会导致患部皮肤组织水肿、缺血，常波及较深的

肌肉层。根据中国环境监测总站检测结果，在降雨

后部分浴场中粪大肠菌群的含量发生了明显的变

化。然而对于整个微生物群落结构的变化情况，以

及主要病原菌的变化情况并没有明确的调查结果，

对该部分的研究就显得尤为重要。所以本文研究强
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表 3  基于细菌 16S rRNA 基因的多样性分析 
Table 3  Sequencing and diversity statistics associated with bacterial 16S rRNA gene libraries obtained fromsamples 

样品名称 

Sample name 

时间 

Time 
Shannon-Wiener Simpson’s diversity Evenness 

S1 
雨前 1.24 0.52 0.49 

雨后 4.12 0.66 0.66 

S2 
雨前 2.21 0.77 0.64 

雨后 4.06 0.83 0.79 

S3 
雨前 2.82 0.71 0.56 

雨后 3.42 0.79 0.69 

 
降雨条件对浴场细菌总数以及细菌群落结构的影

响是对区域浴场生态的一个重要补充，为区域浴场

微生物检测提供数据支持。 

4  结论 

(1) 雨后细菌总数、可培养细菌总数均有显著

增加，微生物群落结构更为复杂，其构成发生了明

显改变，降雨影响了浴场微生物群落结构组成。建

议相关部门对恶劣天气采取有效措施。 

(2) 浴场主要的微生物类群为变形菌门、厚壁

菌门和拟杆菌门；芽孢杆菌属、肠杆菌属、海杆菌

属、弓形菌属、假单胞菌属为雨前可培养细菌优势

属，而雨后可培养细菌优势属为肠杆菌属、假单胞

菌属、弧菌属、弓形菌属、不动杆菌属、海杆菌

属等。 

(3) 通过 16S rRNA 基因分析方法研究了浴场

微生物组成，发现个别致病菌虽然其数量相对较

低，但仍需引起重视，可进一步采取 qPCR 技术对

其含量进行研究证明。 
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