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纳米氧化锌颗粒对滨海湿地微生物群落的影响
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(1. 大连海洋大学海洋与土木工程学院,辽宁 大连摇 116023; 2. 大连海洋大学设施渔业教育部重点实验室,辽宁 大连摇 116023)

摘要: 利用滨海湿地模拟系统研究纳米氧化锌颗粒(ZnO NPs)对滨海湿地周期淹水区和长期淹水

区微生物群落组成和多样性的影响,采用 16S rRNA 扩增子测序查明发生显著性变化的微生物。
结果表明:ZnO NPs 暴露下微生物群落的相对丰度和多样性均受到不同程度的影响;ZnO NPs 质量

浓度的大小是驱动滨海湿地环境中微生物群落相对丰度、茁 多样性变化的重要原因。 随着 ZnO
NPs 质量浓度的增大,ZnO NPs 团聚后增大的纳米材料颗粒粒径减弱了对微生物群落的影响;茁 多

样性在 ZnO NPs 质量浓度为 80 mg / L 时最低;周期淹水区的微生物群落受到的影响比长期淹水区微

生物群落受到的影响小,不同淹水条件导致出现不同分类水平的显著差异细菌;周期淹水区和长期淹

水区不同的环境条件(如溶解氧、有机质)导致微生物群落丰度、多样性受 ZnO NPs 的影响表现不同。
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Effect of ZnO nano particles on bacterial community in coastal wetlands
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Abstract: The effects of ZnO nano particles (ZnO NPs) on the composition and diversity of microbial communities in the periodic and
long鄄term submerged areas of coastal wetlands were studied with coastal wetland simulation systems, and the microbes with significant
changes were identified by 16S rRNA amplicon sequencing. The results showed the relative abundances and diversities of microbial
communities were varyingly affected under the ZnO NPs exposure. ZnO NPs concentration was an important factor that motivated the
changes of relative abundances and 茁 diversities of microbial communities in coastal wetland environment. With the increase of the
concentration of ZnO NPs, the increased particle size of NPs after agglomeration weakened the impact on microbial community. 茁
diversity was the lowest when the mass concentration of ZnO NPs was 80 mg / L. The influence on microbial community in the periodic
submerged area was smaller than that in the long鄄term submerged area and submerging conditions lead to significantly different bacteria
with different classification levels. Different environmental conditions ( e. g. dissolved oxygen and organic matter ) in periodic
submerging area and long鄄term submerging area led to different effects of ZnO NPs on microbial abundance and community diversity.
Key words: nanomaterial; microbial community; relative abundance; coastal wetland; ecotoxicity

纳米材料颗粒(NPs)是指尺寸在 1 ~ 100 nm 之间,具有小尺寸效应、宏观量子隧道效应以及表面效应的

物质,在医疗、军事、工业等领域应用广泛[1]。 而随着纳米材料的不断发展,一些纳米材料如纳米银、纳米氧

化锌、纳米二氧化钛、纳米氧化铈等也被应用于商业。 鉴于 NPs 向环境释放量的日益增加,其安全性问题引

起了世界范围的广泛关注[1],而由于纳米氧化锌使用量逐年增加,其在水环境、沉积物环境中累积产生的生

态效应以及通过食物链对人体健康产生的威胁不容忽视。
随着沿海城市的迅速发展,滨海湿地作为人类活动的密集区,存在着环境污染和生态破坏等问题。 滨海

湿地微生物对初级生产力、污染物迁移转化和滨海养殖业生产等具有重要的作用[2],而滨海湿地沉积物是
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纳米氧化锌颗粒(ZnO NPs)的归宿之一,因此滨海湿地正面临着 NPs 生态毒性的威胁[3]。 研究发现,污水处

理厂出水中含有 ZnO NPs,并具有累积效应,其在污水处理厂污泥中质量分数可达 3 000 mg / kg[4]。 因此,在
污水处理厂排海的排污口及污染的河口附近等区域均可能出现 ZnO NPs 的高浓度累积。 Li 等[5]研究了质量浓

度为 100 mg / L 的 ZnO NPs 对大肠杆菌(Escherichia coli)的影响;Peng 等[6] 研究了质量浓度分别为 10 mg / L、
40 mg / L和 80 mg / L 的 ZnO NPs 对海洋生物的影响;Bao 等[7] 研究发现质量分数为 963 ~ 1 011 mg / kg 的 ZnO
NPs 在 7 d 和 50 d 时均显著改变了两个淡水湖泊沉积物中微生物群落的结构和氮循环。 ZnO NPs 还可以通

过人们在滨海浴场中使用的防晒霜直接进入滨海环境。 已有研究发现,ZnO NPs 对滨海河口环境微生物存

在生态毒性[8]。 王宁等[9]总结了 ZnO NPs 在水环境中的毒性效应以及存在的问题。 Cai 等[10] 认为,纳米材

料与细胞膜接触后,可能诱导细胞膜蛋白质和脂质分子发生改变,其稳定性和完整性将受到破坏。
ZnO NPs 对生物的毒性程度与其质量浓度大小、粒径等密切相关。 研究发现,ZnO NPs 对水处理微生物

的毒性呈现出剂量效应关系[11]。 此外,ZnO NPs 对生物的影响程度可能还取决于生物自身的耐受力。 杜京

京等[12]研究表明,ZnO NPs 对水生丝状真菌以及细菌的代谢功能有明显的抑制作用,而暴露于 ZnO NPs 土

壤中的硝化螺旋菌门(Nitrospirae)和放线菌门(Actinobacteria)的相对丰度会发生明显变化[13]。 目前关于

ZnO NPs 对自然湿地、人工湿地、传统污水构筑物等环境中微生物的影响研究结果差异较大[1,3,7],这可能是

由于不同环境中不同的理化条件形成了不同的微生物群落或代谢特征。
滨海湿地周期淹水区与长期淹水区沉积物理化性质存在差异,如,涨潮时部分滨海湿地被淹没,沉积物

中溶解氧(DO)浓度较低,而退潮时湿地裸露在空气中,DO 又得到恢复,因此可以认为,滨海湿地不同微生

物的群落多样性和空间差异性与潮汐周期性变化相关[14]。
为了探明污染严重的滨海湿地(如海岸污水口附近)微生物群落在 ZnO NPs 作用下的演替规律,本文设

计制作了滨海湿地涨、落潮模拟装置,根据涨、落潮规律模拟周期淹水区和长期淹水区,基于 16S rRNA 扩增

子测序分析了暴露于不同 ZnO NPs 质量浓度和淹水区微生物群落的差异。

1摇 材料与方法

图 1摇 滨海湿地涨落潮模拟装置

Fig. 1摇 Simulation device of rising and
falling tides in coastal wetland

1. 1摇 反应器、运行和采样

试验系统由 4 套滨海湿地涨、落潮模拟装置组成,
每套装置包括有机玻璃制成的无盖槽体反应器(1 m伊
0郾 06m伊0郾 5m)、海水储水箱、多通道蠕动泵、曝气泵、硅胶

管以及滨海湿地泥沙等(图 1)。 有机玻璃箱体内填入采

自大连黑石礁附近海域(121毅33忆34郾 8义E,38毅52忆9郾 78义N)
滨海湿地 0 ~ 40 cm 深、中、浅层的泥沙,采集点间隔

0郾 5 m,按层填充至反应器中,泥沙倾斜坡度为 15毅。
4 个槽体反应器编号分别为 T1、T2、T3 和 C(对照

处理)。 使用商用的 ZnO NPs 进行试验,其编号为

No. Z112847,粒径为(30依10)nm。 鉴于 ZnO NPs 在环

境中不断累积,污水处理厂排海的排污口及污染河口

附近等区域均可能出现 ZnO NPs 的高浓度累积。 根据 Li 等[5鄄7] 的研究成果,质量浓度设定范围为 10 ~
120 mg / L,向 T1、T2 和 T3 槽体投加质量浓度分别为 40mg / L、80mg / L 和 120mg / L 的 ZnO NPs,C 槽为空白对

照组。 ZnO NPs 投加前经过 1 h 的超声波(25 益、250 W、40 Hz)处理,防止 NPs 团聚。 试验在室温下运行,根
据大连涨落潮规律,每 12 h 为一个周期,包括 6 h 的涨潮期和 6 h 的落潮期。 通过调节蠕动泵,使海水以相同

的速度从各自的海水储存箱中进入试验装置,调节上、下出水口阀,使水位分别达到高水位和低水位。 每天

在 9:30 和 21:30 模拟落潮期,阀门打开时,水通过重力自动排出。 当下降到最低水位时,海水通过蠕动泵在

系统中循环。 沉积物一半在周期淹水区,另一半在长期淹水区。 用微型曝气泵曝气维持海水中 DO 质量浓

度为(8. 0依0. 2)mg / L,考虑海水蒸发量,及时补充等量海水。 由于水力扰动不大,运行过程中泥沙的倾斜角

度基本不发生变化。 试验运行 21 d 后取底泥样品,取样深度为 10 cm(图 1)。 取 4 个周期淹水区(H)样品

(编号为 CH、T1H、T2H、T3H,每个样品 3 个重复),4 个长期淹水区(L)样品(编号为 CL、T1L、T2L、T3L,每个
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样品 3 个重复),共 24 个样品,使用前冷藏。
1. 2摇 DNA 提取与高通量测序

沉积物样品 DNA 提取、检测和测定参照文献[15]。 使用 MO鄄BIO PowerSoil襆 DNA 提取试剂盒(MO BIO
Laboratories,Inc,Carlsbad,USA)按照说明提取沉积物样本 DNA,利用分光光度计(Themo Genesys 10 s)测定

提取的 DNA 浓度。 提取的基因组 DNA 要经过 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测,并保存在-20益备用。 测序引物

为 515F(5忆鄄GTG CCA GCM GCC GCG GTA A鄄3忆)和 806R(5忆鄄GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT鄄3忆) [16]。 聚

合酶链反应(PCR)按照文献[15]的步骤与方法进行,再进行 PCR 产物的纯化。 根据扩增的 16S 区域特点构

建小片段文库,扩增子经过混合后,在北京诺和基因科技有限公司 Illumina MiSeq 平台上进行双末端测序。

图 2摇 反映测序数量的稀释曲线

Fig. 2摇 Dilution curve reflecting the amount of
sequencing data

图 3摇 微生物群落纲水平优势细菌的相对丰度

Fig. 3摇 Relative abundance of
dominant bacterial groups at class level

1. 3摇 高通量测序数据处理

测序得到的原始数据存在一定比例的干扰数据,为了使信息分析结果更加准确、可靠,对原始数据进行

拼接、过滤,得到有效数据。 修剪掉 3忆端质量小于 30 的部分,将质量序列按 97% 相似度聚类为分类操作单

元(operational taxonomic units,OTUs),将相似度大于 97% 的序列聚类成一个 OTU,然后对得到的 OTU 表格

和序列进行分析。 在 80%阈值处对每个 OTU 的代表序列进行物种注释,得到对应的物种信息和基于物种的

丰度分布情况[15]。
1. 4摇 物种分布及差异分析方法

选取每个样本在纲分类水平上最大丰度排名前 15 的纲,生成相对丰度柱形图。 再根据所有样本在科水

平的物种注释及丰度信息,选取丰度排名前 35 的科,根据其在每个样本中的丰度信息,从物种和样本两个层

面进行聚类,绘制成科水平热图。 将聚类得到的样本 OTUs 结果进行均一化处理后,分析不同样本(组)之间

共有、特有的 OTUs,绘制花瓣图。 根据所有样本的物种注释结果和 OTUs 的丰度信息,将相同分类的 OTUs 信

息合并处理得到物种丰度信息表,构建 Weighted Unifrac 距离。 为了研究不同样本间的相似性,通过非度量多

维尺度分析(non鄄metric multi鄄dimensional scaling,NMDS)和 茁 多样性指数组间差异分析等方法发现不同样本

(组)间的差异。 使用 R 软件(Version 2. 15. 3)绘图;LEfSe(LDA effect size)分析使用 LEfSe 软件,阈值设为 4。
1. 5摇 沉积物表面 NPs 形貌分析方法

对每个处理周期淹水区同样高度位置随机采集 5 处,共采集 5 g 沉积物,混匀后取其中 2 g 进行冷冻干

燥;然后使用蔡司 Orion NanoFab 显微镜观测沉积物表面 ZnO NPs 的形貌。 设置模式为 NanoFab,扫描停顿

(留)时间为 0. 2 滋s,工作距离为 8. 768 ~ 9. 675 mm,射束电流为 0. 13 ~ 1. 15 pA,扫描尺寸为 1 024伊1 024 像

素,GFIS 视野为 1 microns。

2摇 结果与分析

2. 1摇 纲水平和科水平微生物群落的相对丰度

从图 2 可以看出,当稀释曲线趋向平坦时,更多的数据量只会产生少量新的 OTUs,说明从样本中随机抽

取的测序数据量合理。 16S rRNA 高通量测序共检测出 80 个纲水平细菌。 图 3 为沉积物中纲水平相对丰度

前 15 位优势微生物类群的相对丰度,如 酌鄄变形菌纲 ( Gammaproteobacteria) 占 25% ~ 35% ,拟杆菌纲

54



河 海 大 学 学 报 ( 自 然 科 学 版 ) 第 51 卷

( Bacteroidia ) 占 15% ~ 25% , 啄鄄变 形 菌 纲 ( Deltaproteobacteria ) 占 10% ~ 15% , 琢鄄变 形 菌 纲

(Alphaproteobacteria)占 5% ~10% ,酸微菌纲(Acidimicrobiia)占 2% ~5% ,厌氧绳菌纲(Anaerolineae)占 3%
等。 该 15 个纲水平细菌约占相应样品总类群的 85. 0% 。 Gammaproteobacteria 纲和 Bacteroidia 纲的相对丰

度在 8 个取样位点中均较高,而 CH 的 Gammaproteobacteria 纲最高丰度超过了 30% ,T1L 的 Bacteroidia 纲最

高丰度超过了 25% 。 此外,8 个取样位点 Deltaproteobacteria 纲的相对丰度也较高(约为 10% )。 图 3 显示,
纲水平的一些细菌在 ZnO NPs 浓度处理组中的相对丰度发生了明显变化,如 Alphaproteobacteria 纲的丰度在

添加 ZnO NPs 浓度处理组中明显减小;而另一些细菌的丰度基本不变,如 Anaerolineae 纲。 不同 ZnO NPs 浓

度处理产生了不同的效应,如在 40mg / L ZnO NPs 暴露组中 Gammaproteobacteria 纲相对丰度最低。 周期淹水

区和长期淹水区部分细菌的相对丰度也存在差异,如 T1H、T2H 和 T3H 中 Deltaproteobacteria 纲相对丰度较

高,而 CH、CL、T1L、T2L 和 T3L 中 Alphaproteobacteria 纲的相对丰度较高。
共检测出 296 个科水平细菌。 根据其在每个样本中的丰度信息,从物种和样本两个层面进行聚类,

见图 4。图 4 为对照组和不同 ZnO NPs 浓度处理组的周期淹水区与长期淹水区微生物群落中相对丰度前 35
的科。 随着 ZnO NPs 质量浓度的增加,T1、T2 和 T3 处理组中优势科水平微生物发生变化。 对照组(CH)中
红环菌科(Rhodocyclaceae)、黄单胞菌科(Xanthomonadaceae)、硝化螺旋菌科(Nitrospiraceae)等 8 个科为优势

菌,在添加了 ZnO NPs 3 个浓度处理组(T1H、T2H 和 T3H)后,这些优势菌的相对丰度均大大减少,T1H、T2H
和 T3H 组中 最 优 势 菌 依 次 变 为 厌 氧 绳 菌 科 ( Anaerolineaceae )、 未 分 类 的 蓝 藻 菌 科 ( unidentified _
Cyanobacteria)和水马齿科(Calditrichaceae)。 对于长期淹水区来说,在不同浓度的 ZnO NPs 处理组中,优势

菌也发生了一定的变化,而这些变化与周期淹水区不同,优势菌各有不同。 可见,ZnO NPs 对周期淹水区与

长期淹水区微生物群落的影响不一致。

图 4摇 微生物群落科水平细菌丰度聚类热图

Fig. 4摇 Heat map of bacteria abundance clustering at family level

2. 2摇 不同质量浓度处理和采样点的微生物群落多样性

茁 多样性箱形图(图 5)可以直观反映样本组间微生物群落 茁 多样性差异。 与对照组相比,在加入 ZnO
NPs 后,T2 组的微生物群落 茁 多样性受到的影响最大,而 T1 和 T3 的微生物群落 茁 多样性受到的影响均较

小。 进一步与对照组长期淹水区的微生物多样性指数相比,加入 ZnO NPs 后,长期淹水区的微生物多样性

指数降低均较为明显,而周期性淹水区只有 T2H 处理的微生物多样性指数显著降低。
基于 Bray鄄Curtis 距离矩阵对模拟潮间带微生物样品绘制 NMDS 图(图 6)。 在维度 MDS1 和 MDS2 上得

到的应力系数(stress)值为 0. 153,该值小于 0. 2 说明 NMDS 可以准确反映微生物样本间的差异程度。 相近

区域内的微生物群落具有相似性,即相同颜色的样本点距离较近;而不同颜色的样本点相互分离。 对照组的
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图 5摇 基于 Unweighted Unifrac 的微生物

群落 茁多样性箱形图

Fig. 5摇 Boxplot of 茁 diversity of bacterial groups
based on Unweighted Unifrac

周期淹水区和长期淹水区微生物样品分布于不同的象限;
ZnO NPs 暴露后周期淹水区和长期淹水区微生物样品也基

本分布于两个不同的象限,且与对照组距离较大,分别沿

MDS1 和 MDS2 维度方向发生变化;不同暴露浓度的微生物

样品距离较近,其中长期淹水区中、高质量浓度(80 mg / L 和

120 mg / L)距离较近,周期淹水区中、低质量浓度距离较近

(80 mg / L 和 40 mg / L)。
以暴露浓度和取样位置为基准绘制维恩图(图 7)。 由

图 7(a)可知,周期淹水区对照组 CH 与 T1H、T2H、T3H 共有

OTUs 个数分别为 2 733、2 745、2 857;由图 7(b)可知,长期淹

水区对照组 CL 与 T1L、T2L、T3L 共有 OTUs 个数分别为

2 581、2 638、2 660,可见,周期淹水区添加 ZnO NPs 浓度处理

组与对照组共有的 OTUs 个数明显多于长期淹水区添加 ZnO
NPs 浓度处理组与对照组共有的 OTUs 个数。

图 6摇 微生物群落 NMDS 分析

Fig. 6摇 NMDS analysis of
bacterial community

图 7摇 微生物群落 OTUs 的维恩图

Fig. 7摇 OTUs Venn diagram of bacterial samples

2. 3摇 显著性差异微生物分析

通过 LEfSe 多级物种差异判别比较各组之间丰度差异较大的物种分类。 图 8(a)为 CH、T1H、T2H 组间

丰度差异显著的微生物,柱状图长度代表 13 个丰度差异显著微生物影响的大小(即 LDA 得分)。 若同时考

虑 T3H 组,则 4 组微生物的 LDA 均小于 4 而没有统计学差异。 通过 LDA 分析估算这些微生物对组间丰度

差异影响的大小,CH 组对组间丰度差异影响最大的是 Gammaproteobacteria 纲,其次为未知 酌鄄变形菌目

(unidentified _ Gammaproteobacteria ); 在 T1H 组 中 对 组 间 丰 度 差 异 影 响 最 大 的 是 黄 杆 菌 科

(Flavobacteriaceae),其次为拟杆菌门(Bacteroidetes);T2H 组中对组间丰度差异影响最大的为脱硫杆菌目

(Desulfobacterales)。
图 8(b)为 CL、T1L、T2L 和 T3L 组间丰度差异显著的微生物,柱状图长度代表 11 个丰度差异显著微生

物影响的大小。 在 CL 组中对组间丰度差异影响最大的是 Alphaproteobacteria 纲,其次是红细菌目

(Rhodobacterales);在 T1L 组中对组间丰度差异影响最大的是 Bacteroidia 纲,其次为 Flavobacteriaceae 科。
T2L 组中对组间丰度差异影响最大的为交替单胞菌目(Alteromonadales);在 T3L 组中对组间丰度差异影响

最大的是 Gammaproteobacteria 纲,其次是着色菌目(Chromatiales)。
2. 4摇 沉积物表面 NPs 形貌

图 9 为周期淹水区沉积物颗粒表面的 ZnO NPs 存在形貌。 由图 9 可以看出,试验所使用的滨海沉积物

表面凹凸不平(图 9(a)),这样的结构一般具有较大的比表面积,利于微生物的富集。 与对照组(图 9(a))
相比,添加 ZnO NPs 后,微生物表面上沉积了颗粒状的物质,由于这些处理组之间只存在 ZnO NPs 质量浓度

的差异,故判断沉积物表面微生物上的颗粒状物质为 ZnO NPs。 随着 ZnO NPs 质量浓度的增大,ZnO NPs 的聚

集状态由稀疏(图 9(b))逐渐变为密集(图 9(c)),可以判断 T3H 样品中出现了较为明显的团聚(图 9(d))。
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图 8摇 周期淹水区和长期淹水区处理组的 LDA 分布

Fig. 8摇 LDA score of treatment groups in periodic submerged area and long鄄term submerged area

图 9摇 周期淹水区沉积物颗粒表面 ZnO NPs 的存在状态

Fig. 9摇 Existing status of ZnO NPs on surface of sediment particles in periodic submerged area

3摇 讨摇 摇 论

3. 1摇 ZnO NPs 对微生物群落相对丰度的影响

湿地微生物群落受到栖息地多种环境因素的影响,表现出不同的丰度和功能[17鄄19]。 图 3 和图 4 展示了

不同质量浓度 ZnO NPs 对滨海湿地微生物的影响,也显示出周期淹水区与长期淹水区微生物群落的差异。
一般来说,相似环境条件下中微生物群落具有相似的结构,而在受到毒害物质胁迫后微生物群落结构往往发

生改变。 已有研究发现 Bacteroidia 纲和 Gammaproteobacteria 纲是海洋环境细菌群落中常见的优势细菌[20],
这与本文的研究结论一致,而在 ZnO NPs 的作用下,这些优势菌表现为丰度的变化而不是完全消失。 已有

研究发现,在未暴露于 ZnO NPs 的样品中存在更高的细菌丰度[21]。 从本文结果可以看出,ZnO NPs 质量浓

度大小的影响是驱动滨海湿地环境中微生物群落相对丰度变化的重要原因。 图 3 和图 4 显示,对照组中

Gammaproteobacteria 纲以及 Rhodocyclaceae 科的相对丰度高于其他组,说明 ZnO NPs 对该菌有明显的影响。
Tayel 等[22]发现 ZnO NPs 对许多细菌具有广泛的抗菌作用,如对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)有
强烈的破坏作用,且 ZnO NPs 对细菌的这种伤害会随着质量浓度的增加而增加,大肠杆菌(Escherichia coli)
仅在低质量浓度 ZnO NPs 中可以存活[5]。

另一方面,微生物的相对丰度变化也不完全取决于 ZnO NPs 的质量浓度,因为团聚后有效 NPs 粒径的

大小也会影响其对细菌的毒性。 Zhang 等[23]研究表明,随着 ZnO NPs 粒径的减小,Escherichia coli 受到的毒

性影响增加;Lowry 等[24]认为,NPs 粒径大小与浓度有关,随着其浓度的增加,有可能发生更大程度的团聚现

象,这与图 9 的结论一致。 团聚后的 NPs 颗粒会对某些细菌产生更小的毒性。 40 mg / L ZnO NPs 处理中,
Gammaproteobacteria 纲在周期淹水区和长期淹水区的相对丰度最低,而在 ZnO NPs 80 mg / L 和 120 mg / L 处

理中 Gammaproteobacteria 纲的相对丰度轻微增加,甚至在 120 mg / L 长期淹水区的相对丰度比对照组高,说
明 Gammaproteobacteria 纲对 40 mg / L ZnO NPs 暴露更为敏感。 T1H、T2H 和 T3H 组中最优势菌依次变为

Anaerolineaceae 科、unidentified_Cyanobacteria 科和 Calditnchaceae 科,也说明了 ZnO NPs 质量浓度因素的影响。
此外,细菌自身的结构或代谢特征也会在 NPs 颗粒毒害细菌的反应中起作用,因而某些细菌表现出恒

定或增加的相对丰度。 Yamamoto[25]发现,ZnO NPs 对 Staphylococcus aureus 的影响小于对 Escherichia coli 的
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影响。 Bacteroidia 纲也广泛分布在环境中,其相对丰度变化不大,对 ZnO NPs 不敏感。 纲水平结果显示,微
生物群落里其他细菌的相对丰度虽然都有波动,但没有表现出明显的规律(图 3)。 伍玲丽等[26] 认为,NPs
可能是作用于细胞膜产生氧化应激而损伤细菌。 因不同细菌的细胞膜不同,故不同细菌种类对 ZnO NPs 表

现出不同的耐受性。
周期淹水区和长期淹水区的细菌在相同质量浓度 ZnO NPs 作用下的相对丰度存在差异,这可能是由于

周期淹水区和长期淹水区的环境条件(如 DO、有机质)不同造成的。
3. 2摇 ZnO NPs 对微生物群落多样性和相似性影响

曹晓星等[27]研究发现,某些海洋微生物具有遗传和生态系统多样性等特点,其强大的防御力和识别力

可以让其更好地适应特定环境。 本文发现添加 ZnO NPs 后,某些微生物群落 茁 多样性发生了较明显的变化

(图 5),Meli 等[21,24]亦发现在 NPs 作用下微生物群落 茁 多样性发生了改变,大多与 NPs 浓度有关。 与对照

组相比,添加 ZnO NPs 后微生物群落 茁 多样性发生变化,80 mg / L 质量浓度下 茁 多样性最低(图 5)。 这可能

是由于大多数菌种对该质量浓度下的 ZnO NPs 比较敏感,而更高的 ZnO NPs 质量浓度(120 mg / L)导致了更

严重的 NPs 团聚现象的发生,因此没有表现出对 茁 多样性的最大不利影响。 He 等[28] 针对序批式反应器的

研究发现,ZnO NPs 暴露质量浓度达 20 mg / L 时会明显降低好氧颗粒污泥的微生物多样性。 而本文结果表

明,滨海湿地环境中菌群的 茁 多样性在 40 mg / L 质量浓度条件下也未降低,这可能是由于不同环境条件下微

生物群落组成和结构不同造成的。 此外,NMDS 结果显示各个处理间微生物样品在距离和沿维度上发生的

变化,表明 ZnO NPs 质量浓度不同是驱动微生物群落结构和组成发生变化的重要原因之一。
潮汐作用会对周期淹水区微生物群落造成环境胁迫,好氧和厌氧条件的交替形成了不同的环境条

件[29鄄30]。 这些不同环境因素也会导致相同的 ZnO NPs 质量浓度对周期淹水区和长期淹水区微生物多样性

影响的不同。 茁 多样性结果显示(图 5),长期淹水区的微生物群落多样性对 ZnO NPs 暴露更为敏感,除了在

80 mg / L 质量浓度条件(T2H)下,其降幅均明显大于周期淹水区的微生物群落多样性。 NMDS 分析结果表明

(图 6),ZnO NPs 驱动着微生物群落结构和组成发生变化,但其方向和程度不同,周期淹水区和长期淹水区

样品与对照组距离较大,随着 ZnO NPs 质量浓度的增大,分别沿 MDS1 和 MDS2 维度方向发生变化,周期淹

水区微生物样品中 3 个添加 ZnO NPs 浓度处理组的样品并未很好地分开。 影响 ZnO NPs 生态效应的环境条

件可能是 DO 或碳源等。 刘陆[31]认为潮上带和潮间带的断面条件直接影响微生物群落结构,所以水平分布

上表现出相似度较低。 Xiao 等[32]研究表明,微量的 DO 能明显改变微生物群落结构,较高浓度的 DO 可以增

加微生物的多样性,但同时抑制了对 DO 较敏感的反硝化细菌的活性。 Lei 等[33] 认为,可利用碳源也可造成

微生物群落功能的差异,影响微生物群落的活性和功能多样性。 茁 多样性和 NMDS 结果均表明,周期淹水区

的微生物群落受到的影响比长期淹水区微生物群落小。 图 7 进一步表明,周期淹水区添加 ZnO NPs 浓度处

理组与对照组共有 OTUs 个数明显多于长期淹水区添加 ZnO NPs 浓度处理组与对照组共有 OTUs 个数,说明

ZnO NPs 对滨海湿地长期淹水区的微生物群落具有更大的生态风险。
3. 3摇 ZnO NPs 暴露下发生显著改变的微生物

除了 ZnO NPs 质量浓度和环境条件的影响,LEfSe 分析结果证实 ZnO NPs 对生物的影响程度还取决于

生物自身的耐受力,这可能与不同细菌的细胞组成结构或代谢途径有关,不同的细菌对 ZnO NPs 可能有着

不同的耐受性。 金星龙等[34] 研究发现,Escherichia coli 是环境中典型的微生物,对环境毒物尤为敏感,NPs
对其抑菌性与 NPs 浓度呈正相关关系。 在淡水环境 50 mg / L ZnO NPs 的暴露下,Bacteroidetes 门丰度无明显

变化,而变形杆菌门(Proteobacteria)和蓝细菌门(Cyanobacteria)随着磷浓度的不同表现出了不同的适应

性[10]。 在 ZnO NPs 影响下发生显著改变的微生物, 如 Gammaproteobacteria 纲中包括的肠杆菌科

(Enterobacteriaceae)、弧菌科(Vibrionaceae)和假单胞菌科(Pseudomonadaceae)均为海洋环境中广泛分布的

物种;Flavobacteriaceae 科由环境细菌组成,大多数是好氧菌,而有些为微需氧或厌氧[35];Alphaproteobacteria
纲为革兰氏阴性菌,其包括的微生物占海洋微生物的 10%左右[36]。 ZnO NPs 易胁迫这些物种发生改变,而
这些改变可能引发海洋环境的某些生态风险[37]。

4摇 结摇 摇 论

a. ZnO NPs 质量浓度大小的影响是驱动滨海湿地环境中微生物群落相对丰度、茁 多样性变化的重要原
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因之一。 随着 ZnO NPs 质量浓度的增加,会产生更大程度的团聚现象,团聚后的 NPs 颗粒降低了对某些细

菌的毒性。 茁 多样性在 ZnO NPs 80 mg / L 质量浓度下最低。
b. 周期淹水区和长期淹水区不同的环境条件(如 DO、有机质)也会影响 ZnO NPs 对菌群的效应而表现

出不同的丰度和多样性。 周期淹水区微生物群落受到的影响比长期淹水区微生物群落小,ZnO NPs 对滨海

湿地长期淹水区微生物群落具有更大的生态风险。
c. 细菌自身的结构或代谢特征也会在纳米颗粒毒害细菌的反应中起作用,因而某些细菌表现出恒定或

增加的相对丰度,具有一定的耐受性。
d. 关键环境因素(如 DO、有机质)对 ZnO NPs 生态效应的影响,以及 ZnO NPs 易胁迫菌群发生改变而

可能引发海洋环境的某些生态风险,其相关机制值得今后进一步关注和研究。
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