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本文引用：黄永超，李慧君，安珍，等．新乡市大气细颗粒物中细菌种群多样性及分布特征［Ｊ］．新乡医学院学报，

２０１９，３６（７）：６１５６１８．ＤＯＩ：１０．７６８３／ｘｘｙｘｙｘｂ．２０１９．０７．００４． 【基础研究】

新乡市大气细颗粒物中细菌种群多样性及分布特征

黄永超，李慧君，安　珍，徐光翠，范　威，单怡凡，姜　静，张丰泉，李海斌，吴　辉，吴卫东
（新乡医学院公共卫生学院，河南省国际联合实验室，河南 　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　研究新乡市大气细颗粒物（ＰＭ２．５）中细菌种群多样性及分布特征。方法　采集４个季节ＰＭ２．５样
品，利用高通量测序技术分析种群结构及其多样性。结果　冬季大气中 ＰＭ２．５浓度最高，其次为春季、秋季和夏季。
在细菌门的水平上，４个季节相对丰度最高的是变形菌门。春季和夏季丰度相对较高的菌属均为乳杆菌属，秋、冬季
丰度相对较高的菌属分别为未鉴定线粒体、未鉴定叶绿体。４个季节大气ＰＭ２．５中细菌群落相对丰度依次为春季＞冬
季＞夏季＞秋季，４个季节大气ＰＭ２．５中群落多样性依次为夏季＞春季 ＞冬季 ＞秋季。春季、夏季、秋季大气 ＰＭ２．５中
细菌群落Ｂｅｔａ多样性指数两两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），春季和冬季大气 ＰＭ２．５中细菌群落 Ｂｅｔａ多样性
指数比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　新乡市大气ＰＭ２．５中细菌种群具有显著的季节变化特征，春季和冬季
ＰＭ２．５中细菌丰度也相对高于夏季和秋季。

关键词：　大气污染；细颗粒物；细菌种群；高通量测序
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　　细颗粒物（ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｍａｔｔｅｒ，ＰＭ２．５）极易被人体
吸入并进入全身血液循环，对人体健康造成较大危

害［１２］。已有较多研究关注ＰＭ２．５化学组分对健康的
影响［３４］。细菌在近地面空气中普遍存在［５］，且

ＰＭ２．５中的微生物具有引发组织炎症并传播人类、植
物和家畜病原菌等危害［６］，也是反映环境空气质量

的重要指标。王步英等［７］分析了北京市冬季重度

霾污染期间 ＰＭ２．５和 ＰＭ１０中细菌群落特征，结果显
示，细菌种属多样性较高且检测到致病菌属的存在。

大气中细菌菌属对营养及生长因子的需求比较多

样，这就导致了培养基选择上的困难［８］，基于培养
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方法获得的微生物信息可能会遗漏一些重要的致病

菌或过敏源［９］。高通量测序技术相比传统的培养

方法有着巨大的优势，利用高通量测序分析技术对

细菌基因组中高度保守又特异性变化的１６Ｓ区进行
测序分析，能检测到大量不可培养的菌种，尤其是低

丰度菌种，高通量测序技术已成为微生物生态学研

究的一个有效的技术工具［１０］。本研究以 ＰＭ２．５中细
菌种群为研究对象，采集新乡市４个季节大气ＰＭ２．５
样品，利用高通量测序术对ＰＭ２．５中的细菌种群结构
进行检测分析，讨论４个季节大气ＰＭ２．５中细菌种群
分布特征和季节变化差异，旨在了解该地区大气环

境的质量状况，为从微生物角度阐明ＰＭ２．５对人体健
康的影响提供基础数据。

１　材料与方法

１．１　仪器　ＴＥ６０７０大流量颗粒物采样器（美国
Ｔｉｓｃｈ公司），高纯玻璃纤维滤膜（北京赛福莱博科
技有限公司），二氧化硫分析仪、４３ｉ氮氧化物分析
仪、４８ｉ一氧化碳分析仪、４９ｉ臭氧分析仪、１４０５ＢＥＦ
ＰＭ１０颗粒物监测仪、１４０５ＦＢＶＦＰＭ２．５颗粒物监测
仪、１４６ｉＤＴ３ＢＥＡＡ多元动态校准仪、１１１Ｂ２Ｒ零气
发 生 器、ＷＳ５００ｕｍｂ 气 象 五 参 数 （丹 麦

ＨｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），８１０Ｈ数据采集仪（深圳研祥
智能科技），ＹＱＴＳ７１１减压阀（上海减压阀厂）。
１．２　ＰＭ２．５样品采集　采样地点在新乡医学院院系
楼楼顶（采样口距离地面约２２ｍ）。采样时间选择
春、夏、秋、冬４个季节任意时间，每个季节采样３ｄ，
春季、夏季、秋季、冬季采样时间分别为 ２０１７年 ４
月、２０１７年９月、２０１７年１１月、２０１８年１月。每天
采样２４ｈ（当日１０：００至次日１０：００）。每天采样结
束后的滤膜置于－２０℃下保存，每个季节采样结束
后统一提取ＰＭ２．５样品细菌基因组ＤＮＡ。
１．３　４个季节空气质量和气象指标测定　分别于
取样结束后记录由１．１所列仪器自动测定的空气质
量指标（ＰＭ２．５、ＰＭ１０、ＳＯ２、ＣＯ、ＮＯ２、Ｏ３）和气象指标
温度（ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，Ｔ）和相对湿度（ｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙ，
ＲＨ），取２４ｈ平均值。
１．４　ＰＭ２．５样品细菌基因组 ＤＮＡ提取和高通量测
序　采用十六烷基三甲基溴化铵法（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ
ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）对 ＰＭ２．５中细菌基因组
ＤＮＡ进行提取，质量分数１％琼脂糖凝胶电泳检测
ＤＮＡ纯度。利用 １６ＳＶ４区特异引物 ５１５Ｆ（５′
ＧＴＴＴＣＧＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ３′） 和 ８０６Ｒ
（５′ＧＣＣＡＡＴＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ５′）进行
聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩
增，反应条件为９８℃预变性１ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，
５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环；７２℃

延伸 ５ｍｉｎ。使用 ＴｒｕＳｅｑＴＭ ＤＮＡＰＣＲＦｒｅｅＳａｍｐｌｅ
ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＫｉｔ建库试剂盒对 ＰＣＲ产物进行文库构
建，经 过 Ｑｕｂｉｔ和 实 时 定 量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＱＰＣＲ）定量，文库合格后使用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００ＰＥ２５０进行高通量测序，由北京
诺禾致源生物信息科技有限公司完成。

１．５　数据分析　利用 Ｑｉｉｍｅ对序列进行过滤并与
Ｇｏｌｄ数据库比对去除嵌合体序列，再利用 Ｕｐａｒｓｅ软
件对有效数据进行聚类，按照９７％的标准将序列聚
类为一个可操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ），同时将 ＯＴＵｓ中出现频数最高的序列
作为该 ＯＴＵｓ的代表序列，并对其进行物种注释。
再应用Ｑｉｉｍｅ软件计算 Ａｌｐｈａ多样性（Ｃｈａｏ１指数、
ＡＣＥ指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数），Ｃｈａｏ１和
ＡＣＥ表示细菌群落丰度，其值与细菌种群的丰度成
正比关系，Ｓｈａｎｎｏｎ和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数与细菌群落多样
性程度成正比。使用Ｒ软件绘制稀释曲线，稀释曲
线可说明测序数据量的合理性，并可反映物种丰富

度。当曲线变化趋向平缓时，说明更多的测序量只

会产生少量新物种，测序数据量比较合理，通过横坐

标ＯＴＵｓ的数量比较可反映样品中物种的丰富程
度。Ｂｅｔａ多样性分析是计算组间群落结构差异的统
计分析方法，从而对不同季节ＰＭ２．５样品中的细菌群
落差异进行比较分析。应用 ＳＰＳＳ２２．０软件计算空
气质量指标和气象指标等描述性统计参数，结果以

均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，通过 ｗｉｌｃｏｘ秩和检验分
析４个季节ＰＭ２．５中细菌群落Ｂｅｔａ多样性是否有差
异，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　４个季节空气质量和气象资料　结果见表１。
４个季节的ＰＭ２．５浓度，冬季最高，其次为春季、秋季
和夏季；ＰＭ２．５污染在冬季和春季最为严重。夏季
Ｏ３浓度最高，其余依次为春季、冬季和秋季；Ｏ３污
染在夏季最为严重。春季、夏季和秋季的相对湿度

差别不大，冬季相对湿度最低。

表１　４个季节空气质量和气象资料
Ｔａｂ．１　Ａｉｒｑｕａｌｉｔｙａｎｄｍｅｔｅｏｒｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ
ｆｏｕｒｓｅａｓｏｎｓ （珔ｘ±ｓ）

指标 春季 夏季 秋季 冬季

Ｔ／℃ １７．５±０．５ ２８．５±３．５ １０．２±４．６ －０．１±３．８
ＲＨ／％ ５８．０±９．０ ５２．３±１７．１ ５７．０±９．０ ４４．２±１４．４
ＰＭ２．５／（μｇ·ｍ－３） ８３．７±２１．５ ５０．０±１５．９ ８０．３±４６．７ ８６．７±８４．１
ＰＭ１０／（μｇ·ｍ－３） １５６．０±２５．６ ８９．０±２６．２ １５５．３±６７．４ １２８．０±１０６．２
ＳＯ２／（μｇ·ｍ－３） ６１．７±７．８ ５４．３±１１．０ ７４．７±１８．５ ６０．０±３５．９

ＣＯ／（μｇ·ｍ－３） １．９±０．２ １．０±０．５ １．３±０．３ １．６±１．１
ＮＯ２／（μｇ·ｍ－３） ３２．７±４．９ ２１．３±１１．２ ２９．３±６．７ ２８．３±２４．１
Ｏ３／（μｇ·ｍ－３） ６５．７±８．５ １７６．０±２５．７ ２３．０±１４．７ ４０．０±１５．７
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２．２　４个季节 ＰＭ２．５样品稀释曲线　结果见图１。
４个季节ＰＭ２．５样品的稀释曲线均逐渐趋向平缓，说
明测序量能够真实反映４个季节 ＰＭ２．５样品中的细
菌群落组成，４个季节 ＰＭ２．５中细菌丰度依次为春
季＞冬季＞夏季＞秋季。

图１　４个季节ＰＭ２．５样品稀释曲线
Ｆｉｇ．１　ＲａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＰＭ２．５ｓａｍｐｌｅｓｉｎｆｏｕｒｓｅａｓｏｎｓ

２．３　４个季节ＰＭ２．５中细菌群落组成　４个季节大
气ＰＭ２．５中共检测到５１个细菌门，相对丰度居前１０
位的分别为变形菌门、放线菌门、厚壁菌门、拟杆菌

门、蓝藻门、酸杆菌门、疣微菌门、芽单胞菌门、绿弯

菌门及浮霉菌门（表２），其中，前４个细菌门相对丰
度均在５．２４％以上。

在菌属水平上，共检测到９４１个菌属，相对丰度
居前１０位的菌属分别为未鉴定叶绿体、水栖菌属、
假单胞菌属、副拟杆菌属、未鉴定线粒体、大肠埃希

菌·志贺菌属、双歧杆菌属、乳杆菌属、副球菌属、阿

克曼菌属（表３）。春、夏、秋、冬季节相对丰度较高
的菌属分别为乳杆菌属、乳杆菌属、未鉴定线粒体、

未鉴定叶绿体。菌属水平未知菌属所占比例较高，

春、夏、秋、冬 ４个季节分别为 ２８．９０％、４２．７８％、
２６．９７％、２９．４９％。
表２　４个季节ＰＭ２．５样品中前１０位细菌门类相对丰度

Ｔａｂ．２　Ｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｔｈｅｔｏｐ１０ｂａｃｔｅｒｉａｌｐｈｙｌａｉｎ

ＰＭ２．５ｓａｍｐｌｅｓｉｎｆｏｕｒｓｅａｓｏｎｓ

细菌门 春季 夏季 秋季 冬季

变形菌门 ３７．３５％ ３４．２３％ ４１．８１％ ２８．６５％
放线菌门 ２４．２６％ １６．９１％ １３．８８％ ９．８６％
厚壁菌门 ２３．９０％ １７．７６％ ２３．７９％ ２６．６３％
拟杆菌门 ５．２４％ ７．４９％ １２．０１％ １５．８４％
蓝藻门 ３．４４％ ０．４８％ ２．９６％ ９．４９％
酸杆菌门 １．７１％ ６．９０％ ０．６６％ １．６６％
疣微菌门 ０．４７％ ３．８６％ ０．４３％ ２．４６％
芽单胞菌门 ０．８２％ ２．４６％ ０．２４％ ０．８５％
绿弯菌门 ０．８９％ ２．２９％ ０．３５％ ０．９４％
浮霉菌门 ０．３９％ １．２５％ ０．２２％ １．０８％

表３　４个季节ＰＭ２．５样品中前１０位细菌属相对丰度
Ｔａｂ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｔｈｅｔｏｐ１０ｂａｃｔｅｒｉａｌｇｅｎｅｒａ
ｉｎＰＭ２．５ｓａｍｐｌｅｓｉｎｆｏｕｒｓｅａｓｏｎｓ

细菌属 春季 夏季 秋季 冬季

未鉴定叶绿体 ３．３８％ ０．３３％ ２．９０％ ９．２７％
水栖菌属 ０．０２％ ０．４６％ ４．１３％ ０．０２％
假单胞菌属 ０．４９％ １．１０％ ２．２２％ ５．３０％
副拟杆菌属 ０．０３％ ０．１０％ ４．００％ ０．２０％
未鉴定线粒体 １．１８％ ０．２２％ ４．５７％ １．５３％
大肠埃希菌·志贺菌属 ０．１６％ ０．９７％ ３．４１％ ２．０１％
双歧杆菌属 ０．０５％ ０．４０％ ３．１１％ ０．９９％
乳杆菌属 ７．０１％ ３．５８％ ２．７４％ １．２９％
副球菌属 ２．８９％ ０．１６％ ０．７３％ ０．４４％
阿克曼菌属 ０．０１％ ０．２５％ ０．２９％ ２．２２％
其他 ８４．８０％ ９２．４３％ ７１．８８％ ７６．７３％

２．４　４个季节ＰＭ２．５样品Ａｌｐｈａ多样性分析　结果
见表４。春季和冬季 ＰＭ２．５样品细菌群落的 Ｃｈａｏ１
指数和ＡＣＥ指数高于夏季和秋季，４个季节 ＰＭ２．５
样品中细菌群落丰度依次为春季＞冬季＞夏季＞秋
季，４个季节ＰＭ２．５样品中细胞群落多样性依次为夏
季＞春季＞冬季＞秋季。
表４　４个季节ＰＭ２．５样品细菌群落的Ａｌｐｈａ多样性指数
Ｔａｂ．４　ＡｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆＰＭ２．５ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｉｎｆｏｕｒｓｅａｓｏｎｓ

季节 Ｃｈａｏ１指数 ＡＣＥ指数 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

春季 ２２５６．７４６ ２３１０．１２１ ８．６３８ ０．９８９

夏季 １６２４．６５７ １６１８．５６９ ９．１９１ ０．９９６

秋季 １３２０．０４５ １３３０．１７２ ７．０６７ ０．９３９

冬季 ２０９０．０２９ ２０８０．８３１ ７．９１４ ０．９６７

２．５　４个季节 ＰＭ２．５中细菌群落 Ｂｅｔａ多样性指数
比较　结果见图２。春季、夏季、秋季 ＰＭ２．５中细菌
群落Ｂｅｔａ多样性指数两两比较差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），春季和冬季ＰＭ２．５中细菌群落Ｂｅｔａ多
样性比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图２　４个季节ＰＭ２．５样品Ｂｅｔａ多样性组间差异箱形图
Ｆｉｇ．２　ＢｏｘｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓｉｎＢｅｔａ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＰＭ２．５ｓａｍｐｌｅｓｉｎｆｏｕｒｓｅａｓｏｎｓ
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３　讨论

２０１５年全球疾病负担报告显示，颗粒物污染成
为排名第７位的危险因素，在中国成为排名第６的
危险因素，我国每１０万死亡人群中有１６３．１人死亡
与空气污染有关［１１］。李文静等［１２］探讨了２０１３～
２０１５年北京市大气 ＰＭ２．５对医院儿科门诊量的影
响，单污染物模型分析显示，ＰＭ２．５对儿科总门诊量、
儿科呼吸系统疾病门诊量和儿科其他疾病门诊量的

影响均有统计学意义，且以当天的效应最强，ＰＭ２．５
浓度每升高 １０μｇ·ｍ－３，上述门诊量分别增加
０５２５％、０．５８９％、０．３９３％。多污染物模型分析结
果显示，引入其他污染物后，ＰＭ２．５对儿科总门诊量
和呼吸系统疾病门诊量的影响仍有统计学意义，

ＰＭ２．５浓度每升高 １０μｇ·ｍ
－３，上述门诊量分别增

加０５７０％、０．６９７％。ＰＭ２．５中微生物浓度随 ＰＭ２．５
浓度增加而相应升高，微生物和过敏原介导的呼吸

道疾病也相应增加［６］。春季和冬季是呼吸道疾病

的高发季节，且ＰＭ２．５的浓度也较高，根据本研究结
果，春季和冬季样品细菌丰度高于夏季和秋季，与文

献［１２］报道相一致。

王步英等［７］检测了２０１３年北京市冬季连续７ｄ
ＰＭ２．５样品中细菌种群，在门的水平上，放线菌门所
占比 例 最 高，达 ６２．３４％，其 次 是 厚 壁 菌 门
（１４６４％）、变形菌门（１１．４７％）、蓝藻门（５．４５％）
和拟杆菌门（３．４６％）。在属的水平上，主要菌属均
为节杆菌属，其次为弗兰克菌属。本研究中，冬季

ＰＭ２．５样品中，在门的水平，相对丰度最高的是变形
菌门（２８．６５％），其次是厚壁菌门（２６．６３％）、拟杆
菌门（１５．８４％）、放线菌门（９．８６％）和蓝藻门
（９４９％）。在属的水平，相对丰度最高的是未鉴定
叶绿体，其次是假单胞菌属。由此可见，不同地域

ＰＭ２．５中细菌种群差异较大。
本研究中，采样点是在校园内，每个季节仅采集

３个样品，且环境因子对人体健康的影响有低剂量、
长时间、多途径以及累积联合作用等特点，不能全面

代表新乡市整体情况，需要增加采样时点，联合

ＰＭ２．５中其他组分，结合门诊情况，深入探讨 ＰＭ２．５中
细菌对人体健康的影响。
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