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摘 要：对北极太平洋扇区 ) 个不同深度的海洋沉积物样品，采用 C0D 结合变性梯度凝胶电泳（3EE5）技术进行细

菌%"F ,DG*基因 H) 区序列的系统发育分析。结果表明，同一个沉积物样品不同层次的 3EE5 电泳图谱不完全相

同。从 ) 个沉积物样品中共获得 6$ 条序列，大部分序列与从海洋环境尤其海洋沉积物获得的细菌 %"F ,3G* 序列

相似性较高（((I ’ %$$I），归属于变形细菌（C,=JK=L:BJK,-:）的 ?:99: 亚群、:.+;: 亚群、LKJ: 亚群、K+M-.=> 亚群、NK.J:
亚群，!"#$%&’(’8)*’+$,’-#./01283’-#./$04.5（0O1）群细菌和高 E P 0 含量的革兰氏阳性细菌等系统分类群，其中变形

细菌（C,=JK=L:BJK,-:）的 ?:99: 亚群为沉积物中的优势细菌类群。
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在海洋底下是一个具有不同深度、温度和压力

范围的沉积环境，却生存着大量的细菌和古细菌。

据估计，地球上约 &$I 微生物可能深埋在洋底的沉

积物 和 地 壳 中［%］。 过 去 的 %$ 年 中，Q3C（QBK:>
3,-..->? C,=?,:9）的初步研究结果表明，原先认为贫

瘠的洋中脊、深海沉积物（深度可达洋底以下 ($$
米）中都活跃着大量的微生物［#］。为了全面反映各

种海底沉积物微生物多样性，科学家们广泛采用基

于 %"F ,3G* 序列分析的方法进行研究［) ’ "］。越来

越多的证据表明，这些生态系统中生存着多种细菌

和古菌，而且在大多数情况下，这些细菌序列与培养

获得的分离株序列间相关性较远［& ’ /］，可能是海洋

中尚未培养的新的细菌种属。随着研究的深入，人

们发现这些生活在海底沉积物中的微生物在海洋生

态系统的生物地化循环中起着重要作用。

目前，绝大部分海洋沉积物微生物多样性的研

究主要集中在日本附近的海域［%$ ’ %#］、马里亚纳海沟

（R:,-:>:S,K>B;）［%)］、海底“热液”（;TN,=J;K,9:. UK>JM）、

“冷泉”（B=.N MKK+）［%! ’ %(］等生境中并获得了许多研究

成果。极地海洋因其独特的地理位置具有与温带、

热带海洋不同的特点，因此就会有这样的疑问：生活

在终年寒冷的海洋底下沉积物微生物是否与温带、

热带海洋沉积中的有所不同？但是对极地海洋沉积

物微生物多样性开展的相关研究较少，因此在本研

究中，采集北极太平洋扇区（C:B-V-B *,BJ-B）) 个不同

深度的海洋沉积物样品，提取各层次沉积物中的总

3G*，采用 C0D83EE5 方法对海洋沉积物中主要细

菌类群组成进行分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集：#$$) 年中国第二次北极科学考察

航次 获 得 的 北 极 太 平 洋 扇 区 海 洋 沉 积 柱 状 样 品

1&(、C#! 和 F%%。采用多管采泥器或箱式采泥器，分

别采集 ) 个站位（海水深度不同）表层（约 )6B9）海

洋沉积物样品，现场按 !B9 或 6B9 的间隔进行分

层，装入无菌塑料袋中，于 !W下保存，冷藏运输。

具体采集时间地点及样品描述见下页表 %。

!"!"# 主要试剂和仪器：X.J,: 0.K:> F=-. 3G* Y-J 和

X.J,: 0.K:> RK?: C,K+ *F F=-. 3G* Y-J（R=1-=，美国）；

6’7 酶（C,=9K?:，德国）；+R3%(8S（S:Y:D:，日本）；小

量 3G* 胶回收试剂盒（上海华舜生物工程有限公

司）；*FS50 C08($% C0D 仪（*FS50，日本）；小型台

式高速离心机（5++K>N=,V，德国）；38B=NK FTMJK9（1-=8
D:N，美国）；OD8#$$ 紫外与可见分析装置（上海复日

科技）；测序仪 *1Z )&&（*1Z，美国）。



表 ! 沉积物样品描述

!"#$% & ’(")"*+%),-"+,./ .0 1%2,3%/+1
4"35$% !,3% 6./7,+82% 6"+,+82% 9%5+(:3 ’(")"*+%),1+,*1 .0 1%2,3%/+1
;<=
>*3:$"?%)
@ $"?%)1

ABBCDB=DA= &E<FB&GE&HI <=FA=GECHJ C=>B
K)%? ..-%L !(% 18)0"*% $"?%)（&*3）M"1 ("$0D0$8,2,* 1,$,*%.81 ..-% M,+( $%11
N,1*.1,+? L !(% $.M%) $"?%) M"1 *"%1,.81 ..-% M,+(.8+ 7)"N%$ "/2 .)7"/,131L 4"35$,/7
%O8,53%/+，#.P *.)%)；9%5+(，CE*3L

QAE
E*3:$"?%)
< $"?%)1

ABBCDBRDB> &>=FECG&@HI <<FE=GC=HJ &=&R
;).M/ ")%/"*%.81 ..-%L !(% 18)0"*% $"?%)（A*3）M"1 382 1*83L !(% *.$.) .0
1"35$% *("/7%2 0).3 18)0"*% +. +(% $.M%)（#%,7% +. 58*%）L 4"35$,/7 %O8,53%/+：
K)"N,+? 38$+,+8#% *.)%)；9%5+(：C>*3L

4&&
E*3:$"?%)
< $"?%)1

ABBCD=D&< &>RFBBGBBHI <AFARGAEHJ E<
K)%? *$"?L !(% 18)0"*% $"?%)（B S >*3）M"1 382 1*83，+(% $.M%) $"?%) M"1 081*.81
"/2 *.35"*+ M,+( " 0%M 7)"N%$ "/2 .)7"/,131L 4"35$,/7 %O8,53%/+，#.P *.)%)；
9%5+(，C>*3L

!"# 总 $%& 提取和 ’() 扩增

!"#"! 总 9JT 提取：无菌称取湿重 BU<7 或 &B7 海

洋沉积物样品，采用 V$+)" ’$%"/ 4.,$ 9JT W,+ 和 V$+)"
’$%"/ X%7" Q)%5 4.,$ 9JT W,+（仅用于抽提 ;<= 站位

样品），按照生产商提供的方法进行 9JT 抽提，获得

9JT 样品可直接进行 Q’Y 扩增。

!"#"# &@4 )9JT 全长序列 Q’Y 扩增：参照 ;.11(")2
等［&R］的方法进行。细菌通用引物序列如下：=0：>GD
TKTK!!!KT!’’!KK’!’TKDCG和 &ERA)：>GDKK!!T’’
!!K!!T’KT’!!DCG， 产 生 相 应 于 大 肠 杆 菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）&@4 )9JT 序 列 核 苷 酸 位 置 = 到

&>&B 的 Q’Y 产物。

!"#"* &@4 )9JT ZC 区 Q’Y 扩增：参照 X8?-%) 等［AB］

方 法 进 行。 引 物 的 序 列 如 下：CE&0（ >GD’K’’’
K’’K’K’K’KK’KKK’KKKK’KKKKK’T’KKKKKK
’’!TKKKKTKK’TK’TKDCG）和 >CE)（>GDT!!T’’K’
KK’!K’!KKDCG），产生相应于大肠杆菌（ !"#$%&’#$’(
#)*’）&@4 )9JT 序列核苷酸位置 CE& 到 >CE 的 Q’Y
产物（下划线处为 K’ 钳序列）。以 &!6 &@4 )9JT 全

长序列 Q’Y 产物作为模板进行 Q’Y 扩增。

!"* $++, 分析

!"*"! 9KK[ 分离：ABB!6 &@4 )9JT ZC 区 Q’Y 产物

经 AU> 倍体积冰乙醇沉淀浓缩后，溶解于 EB!6 无菌

水，用 ;,.DY"2 公司 9D*.2% 4?1+%3 电泳仪进行 9KK[
电泳分离。制备变性梯度凝胶，使 QTK[ 胶浓度为

=\，变性梯度 CB\ S @B\（<3.$:6 尿素和 EB\甲酰

胺为 &BB\变性），电泳缓冲液为 & ] !T[，AB!6 Q’Y
产物在 @B^，&>BZ 条件下电泳 E(，溴乙锭染液中染

色 &>3,/，紫外与可见分析装置下进行拍照。

!"*"# 9KK[ 条带的切割和 9JT 回收：从凝胶上小

心切下 9KK[ 条带（一般同一位置的条带割一条），

放入 无 菌 &U>36 离 心 管 中，加 入 AB!6 无 菌 水，

_ AB^过夜。次日，&ABBB ] 7 离心 &3,/，收集上清，

以此作为模板进行 &@4 )9JT ZC 区 Q’Y 扩增，条件

同 &UAUC。

!"- 连接、转化以及序列测定

再次 Q’Y 的产物经小量 9JT 胶回收试剂盒纯

化后，5X9&=D! 载体连接，转化 ! L #)*’ !.5&B 感受态

细胞，蓝白斑筛选。挑取白斑，采用 ! 载体通用引物

进行扩增，琼脂糖电泳检测插入片段的大小，将含有

合适片段大小的菌株进行测序。测序工作由上海生

工生物工程技术服务有限公司完成。

!". 构建系统发育树

测序获得的 &@4 )9JT 序列上网进行 ;6T4! 比

对（ (++5：::MMML /*#, L ($3L /,( L 7.N），每 条 序 列 与

;6T4! 获 得 A 条 相 似 性 较 高 的 序 列 应 用

’6V4!T6‘&U= 进行匹配比对，然后用 Qab6cQ 多功

能 软 件 包 中 的 4[d;ee!、9JT9c4、J[cKa;eYD
fecJcJK 以及 ’eJ4[J4[ 软件构建系统发育树。

# 结果

#"! 海洋沉积物 $%& 及细菌特异性 ’() 扩增

采用土壤 9JT 抽提试剂盒，从 C 个海洋沉积物

（;<=、4&& 和 QAE）的不同分层样品中都获得了可直

接进行 Q’Y 扩增的总 9JT，9JT 片段大小主要集中

在 A&g# 左右。通过细菌特异性引物进行 Q’Y 扩增

得到 &@4 )9JT 全长和 ZC 区序列，扩增所产生的

9JT片段均为单一条带，片段大小分别为约 &U>g#
和 A>B#5，表明扩增产物无明显非特异性扩增现象。

#"# !/0 1$%& 2* 区特征片段 $++, 指纹图谱

从图 & 可看出，同一海洋沉积物的各分层样品

中细菌 &@4 )9JT ZC 区特征片段经 9KK[ 分离，获

得的可分辨电泳条带数目和位置不完全相同。这说

明同一海洋沉积物的各分层样品中的细菌组成不

同。总 的 来 说，QAE 和 4&& 海 洋 沉 积 物 细 菌 的

&@4 )9JT特征片段 Q’Y 产物经 9KK[ 电泳分离后

（图 &D;，’），能检测到的条带较多（约 &B 条或 &B 条

以上）；而站位 ;<= 各层次沉积物中，能检测到的条

带较少（> S &B 条之间）（图 &DT）。许多 9KK[ 条带

较微弱，可能是由于模板浓度相对较低造成的。

=<& 6c a8,D)./7 %+ (* L :,#+( -’#&).’)*)/’#( 0’1’#(（ABB@）E@（A）



图 ! 表层沉积各分层样品中细菌 !"# $%&’ () 区片段的 %**+ 图谱

!"#$% &’’( )*+,"-./ +, 012 34)-",".5 %67 *&89 :; *.#"+< ,*3#4.<=/ ,*+4 /.5"4.<= >?@ $ AB. C3<5/ 43*D.5 E"=B! E.*. .FG"/.5$

9：>?@；>：0HI；1：7%% $

,-) 细菌 !"# $%&’ 序列分析

细菌 %67 *&89 :; 区特征片段经 &’’( 分离，

切割可分辨的电泳条带进行序列测定和分析，获得

的序列大小在 %6J K %JLC) 范围内。; 个沉积物样品

中切割 &’’( 条带并获得相应的 %67 *&89 序列共

LM 条，经 分 析 后，分 别 归 属 于 变 形 细 菌

（0*+=.+C3G=.*"3）的 #3443 亚群、3-)B3 亚 群、C.=3 亚

群、.)/"-+< 亚群、5.-=3 亚群，!"#$%&’(’N)*’+$,’-#./012N
3’-#./$04.5（1!>）群细菌和高 ’ O 1 含量的革兰氏阳

性细菌等系统分类群（见后面的图 H）。

,-)-! 沉积物样品 >?@：切割凝胶中的 &’’( 条带

共 %I 条，经序列测定后都能获得序列，比对后与数

据库中的已知克隆序列具有较高的相似性（JHP K
%MMP）。从获得序列与来自数据库的参比序列构建

系统发育树（图 HN9）可看出，这些序列分属于变形

细菌（0*+=.+C3G=.*"3）的 #3443、C.=3 亚群，丛毛单胞菌

科（1+434+<353G.3.）和酸杆菌属（ 6-04$,’-#./0’），其

中!N 0*+=.+C3G=.*"3 占绝对优势（%% 条，占 ?@QLP）。

除 7>I 序列与!N 0*+=.+C3G=.*"3 的科尔韦尔氏菌属

（!$*7.**0’），7>J 序列与嗜脂肪烃菌属（ 6*-’80+$/’9）

具有较高的相似性外，其它 %M 条序列（7>H、7>;、

7>L、7>6、7>?、7>@、7>%M、7>%H 和 7>%;）皆与直接从

环境样品中克隆获得的 0*+=.+C3G=.*"3 的 #3443 亚群

序列相关性较高。另外，7>%% 和 7>%I 序列分别与

丛毛 单 胞 菌 科（ 1+434+<353G.3.）和 酸 杆 菌 属

（6-04$,’-#./0’）的未培养序列相近。

,-)-, 沉积物样品 0HI：切割凝胶中的 &’’( 条带

共 %J 条，经序列测定后都能获得序列，绝大部分与

数据库中的已知培养细菌的序列具有较高相似性

（@@P K %MMP）。如系统发育树（图 HN>）所示，这些

这些序列分别 属 于!N0*+=.+C3G=.*"3，!N 0*+=.+C3G=.*"3
和"N 0*+=.+C3G=.*"3 分类群，其中!N 0*+=.+C3G=.*"3 占绝

对 优 势（ ?;Q?P）。 %I 条 序 列 分 别 归 属 于

0*+=.+C3G=.*"3 的 #3443 亚 群 的 嗜 甲 基 菌 属

（ :.#&"*$%&’(’ ）、 假 交 替 单 胞 菌 属

（;5.14$’*#./$2$8’5）、科尔韦尔氏菌属（!$*7.**0’）、海

杆菌属（:’/08$,’-#./）、希瓦氏菌属（ <&.7’8.**’）、交

替 单 胞 菌 属（ 6*#./$2$8’5 ）、假 单 胞 菌 属

（;5.14$2$8’5）、=*’-0.-$*’ 和 泛 菌 属（ ;’8#$.’）。此

外，条带 I 序列与"N 0*+=.+C3G=.*"3 分类群中热厌氧

杆菌属（>&./2$’8’./$,’-#./）的未培养序列具有较高

的相似性，而条带 %@ 序列则与!N0*+=.+C3G=.*"3 亚群

中 <1*?0#$,’-#./ 的未培养序列较相近。

,-)-) 沉积物样品 7%%：切割凝胶中的 &’’( 条带

共 %? 条，经序列测定后都能获得序列。测序获得的

序列与数据库中从海洋环境尤其是海洋沉积环境样

品中直接获得的序列具有较高的相似性（JHP K
%MMP）。获得序列与数据库中参比序列构建系统发

育树（图 HN1），这 些 序 列 分 别 归 属 于 变 形 细 菌

（0*+=.+C3G=.*"3）的 3-)B3，#3443，5.-=3 和 .)/"-+< 亚

群，1!> 群（噬纤维菌N黄杆菌N拟杆菌群，!"#$%&’(’N
)*’+$,’-#./012N3’-#./0$4.5）和放线细菌（9G="<+C3G=.*"3）
分类群（高 ’ O 1 含量的革兰氏阳性细菌）。其中，

77H 序列与黄杆菌属（)*’+$,’-#./0’）细菌序列具有较

高的 相 似 性（J?P），77%M 和 77%% 分 别 归 属 于

0*+=.+C3G=.*"3 的 #3443 亚 群 的 嗜 脂 肪 烃 菌 属

（6*-’80+$/’9）和海杆菌属（:’/08$,’-#./）。77%6 序列

与分枝杆菌属（:"9$,’-#./0’）细菌的克隆有较高的相

J?%李会荣等：北极太平洋扇区海洋沉积物细菌多样性的系统发育分析 $ R微生物学报（HMM6）I6（H）
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图 ! 海洋沉积物细菌 "#$ %&’( 序列以及数据库中参比序列构建的系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". /+)0-"*,1’"21 *3 40.-+/"0) 567 /89: 1+;<+,.+1 3/*= -’+ 1+>"=+,-1 -* .)*1+)( /+)0-+> 1+;<+,.+1 3/*= ?+,@0,A$ B’+ -/++1 C+/+

.*,1-/<.-+> 4( <1",# D<A+1EF0,-*/ >"1-0,.+1 0,> -’+ ,+"#’4*/EG*",",# =+-’*>，C"-’ ! $ "#$%（DH5IJK）01 -’+ *<- #/*<2$ 7+;<+,.+1 3/*= -’"1 1-<>( 0/+ ",

4*)>30.+ -(2+$ B’+ ,<=4+/1 ", 20/+,-’+1+1 0/+ 0..+11"*, ,<=4+/1 *3 1+;<+,.+1$ @**-1-/02 L0)<+1 *3 M JJN（*3 5HH"-+/0-"*,1）0/+ 1’*C,$ 7.0)+ 40/1

",>".0-+ HO5 ,<.)+*-">+ 1<41-"-<-"*, 2+/ 1+;<+,.+ 2*1"-"*,$ :：@PI；@：&%Q；F：755O

似 性，而 775Q，775J 和 775P 与 放 线 细 菌

（:.-",*40.-+/"0）亚群的未培养序列相似性最高。

) 讨论

采用 &FRE8??S 方法，对北极太平洋扇区 T 个

不同深度的海洋沉积物分层样品进行细菌567 /89:
序列系统发育分析。结果表明，在这 T 个沉积物样

品中!E&/*-+*40.-+/"0 亚群为优势菌群。这一结论与

其他太平洋海洋沉积物细菌多样性研究结果较为一

致。曾润颖等［J］发现西太平洋“暖池”区海洋沉积物

的细菌分别属于 I 个主要类群，其中!E&/*-+*40.-+/"0
亚群为各个层次中的优势菌群，而科尔韦尔氏菌属

（&#$’($$%)）为优势种属。构建太平洋帕里西维拉

（&0/+.+ U+)0）海盆 JH5H 米深处底泥的细菌567 /R9:
基因文库，测序结果表明大部分序列与已知细菌类

群 的 567 /89: 序 列 相 似 性 较 高，归 属 于 !E
&/*-+*40.-+/"0 亚群的细菌为优势类群［6］。V" 等［5H，55］

报道 在 分 析 的 沉 积 物 样 品 中 以 假 单 胞 菌 属

（*+(,-#.#/)+）为优势种属的!E&/*-+*40.-+/"0 亚群都

有分布。9+C4+//( 等［K］对日本 90,A0" 海槽（90,A0"
B/*<#’）QPHH 多米水下深海沉积样（W8& V+# 5KH）的

567 /R9:基因克隆库进行分析，发现有很多的未培

养的细菌和古细菌，其中有 JTN的序列在细菌中占

绝对优势，作者认为是一类未培养的深海沉积群

（<,.<)-</+> 0,> >++2)( 4/0,.’",# >++2 1+>"=+,- #/*<2）；

其次 就 是!E&/*-+*40.-+/"0 亚 群 占 优 势。而 V)*4+-E
@/*110 等［%5］和 R0L+,1.’)0# 等［%%，%T］采用荧光原位杂交

方法分析北大西洋海底沉积物中微生物群落组成，

发现在 X+>>+, 7+0 和北极 70)40/> 群岛的海洋沉积

物表层 J.= 样品中，除"E变形细菌的硫酸盐还原菌

5I5李会荣等：北极太平洋扇区海洋沉积物细菌多样性的系统发育分析 $ Y微生物学报（%HH6）Q6（%）



外，!"# 中是优势菌群。此外!$变形细菌中的成员

也是沉积中的重要组成。这可能是由于地理位置不

同，微生物群落中优势类群也就不同；也可能是因为

他们只分析了表面 %&’ 的样品所造成的。值得注

意的是，()*&)++,-. 等［/0］采用/12 *3(4 基因文库方

法发现在大西洋中脊 3-,.567 烟囱（3-,.567 8).9）海

底沉积物中却是!$:*69)65-&9)*,- 亚群为优势菌群。

因此，可以认为!$:*69)65-&9)*,- 亚群是大西洋和太

平洋海洋沉积物中细菌的主要组成部分，尤其是太

平洋海洋沉积物细菌中的优势类群。

尽管北极太平洋扇区 ; 个海洋沉积物中细菌的

优势类群是一致的，但其他的细菌类群组成却不尽

相同。海洋沉积物 #<= 还发现有"$:*69)65-&9)*,- 亚

群，丛 毛 单 胞 菌 科（!6’-’6.->-&)-)）和 酸 杆 菌 属

（!"#$%&’"()*#’）；沉积物 :?0 中检测到#$:*69)65-&9)*,-
和!$ :*69)65-&9)*,- 亚群；沉积物 2// 种还存在#$、$$、

%$:*69)65-&9)*,- 亚群，!"# 群（噬纤维菌$黄杆菌$拟杆

菌群，+,(%-.’/’$01’2%&’"()*#34$5’"()*#%$)6）和放线细

菌（4&9,.65-&9)*,-）分类群（高 @ A ! 含量的革兰氏阳

性细菌）。造成这种差异的可能原因之一是沉积物

的性质：沉积物样品 #<=、:?0 分别是灰色软泥和褐

色软泥，而沉积物样品 2// 却是灰色粘土。《中国第

二次北极科学考察报告》［?0］指出沉积物的分布具有

区域性特点，它们是与一定的沉积环境、物质来源相

关联的。在本研究中，海洋沉积物样品 #<=、:?0 和

2// 的采集站位分别位于加拿大海盆（;=%B’）、楚科

奇（!CD&E,）海台（/=/F’）和楚科奇海与加拿大海盆

之间的陆坡（0<’）。由于地理位置的不同，这 ; 个

沉积物样品性质和沉积物的物质来源也不相同，因

此生存在沉积物中的细菌存在差异。

致谢 此项工作是由国家财政部资助，国家海洋局

极地考察办公室组织实施的“中国第二次北极考察

项目（简称 !GH(43I$?BB;）”的一部分，参加此项工

作的单位是中国极地研究中心、国家海洋局第一研

究所、国 家 海 洋 局 第 二 研 究 所 等，在 此 一 并 表 示

感谢。
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科学出版社生命科学编辑部新书推介

《微生物学教学与科学研究进展》

夏立秋，陈则，主编；V+#B FQEGQE!ADAEQ"；定价：SA4EE 元；出版时间：DEEAQE!
本书是根据 DEEG 年 !! 月在长沙由中国微生物学会主办的“第九届全国微生物学教学和科研及成果产业化研讨会”论文

编写而成的，涉及面较广，有一定的深度。本书从不同的角度展示了我国近期微生物学的教学改革最新成果，对微生物学前

沿理论教学、新技术实验教学、现代教学方法与 D! 世纪教材研究及设计、微生物学高素质创新人才的培养模式等内容进行了

深入细致的探讨。书中论文特别对我国近几年微生物科学的应用基础理论与应用技术研究方面的成果进行了总结和交流，

展示了微生物科学技术研究的最新进展，其研究内容涉及分子病毒学、生态修复工程菌、海洋微生物、微生物农药 、新型医药
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