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北极高维度海域海冰嗜冷菌系统发育多样性及其低温水解酶分析

俞 勇，李会荣，陈 波，曾胤新，何剑锋
（国家海洋局极地科学重点实验室 中国极地研究中心 上海 #$$%/"）

摘 要：应用样品直接稀释涂布平板、6 %G富集培养和 6 #$G冷冻 #!H 后富集培养等 / 种方法，从北极加拿大海盆

和格陵兰海的高纬度海域（..I/$JK ’ &%I%#JK）海冰中分离到 /. 株嗜冷菌。根据其 %"L +3K) 全长序列所进行的系

统发 育 分 析 表 明，分 离 菌 株 分 属 于 !9变 形 细 菌 群（!9M+FN8FO;EN8+,;）的 !"#$%##&’、(’)&*"+’,-%)、./%$’*%##’、

0/’#’11"2"*’1、3#’,&%,"#’、(’)&*"2"*’1、41%56"’#-%)"2"*’1 和 嗜 纤 维 菌9曲 挠 杆 菌9拟 杆 菌 群（ !7-"8/’9’9:#%;&+’,-%)9
<’,-%)"&6%，0:1）的 :#’="+’,-%)&52、417,/)">#%;51 等 ( 个属。其中有 ( 株菌的 %"L +3K) 序列与已明确鉴定种的相似性

在 (/P!Q ’ ("P(Q，为潜在的新种。北极加拿大海盆海冰细菌 1L,#$$$# 与南极威德尔海海冰细菌 (’)&*"+’,-%) D*C
)K7&#.. 的 %"L +3K) 序列相似性为 %$$Q，表明在种水平上南、北两极也存在相同的细菌。分离的嗜冷菌在 !G条

件下能产生多种大分子物质水解酶类，其中 "#P"Q、2%P!Q和 !$P2Q的菌株分别能水解 7R88@9&$、明胶和淀粉。
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海冰是地球上最寒冷的环境之一，其环境温度

在 $G到 6 /2G变动。与淡水冰不同，海冰是个半

固体矩阵，冰晶间弥漫着大小不等、充满卤水的孔、

道网络，在海冰内部形成了温度、盐度和营养盐浓度

急剧变化地封闭或半封闭的微生境［%］。在这极端环

境中存在一个复杂的充满活力的海冰微生物群落，

包括游离病毒、细菌、自养藻、原生动物和后生动物。

海冰细菌是海冰微生物群落的重要成员，不仅作为

初级生产者为群落中的原生动物、后生动物提供食

物，更重要的是作为分解者在海冰有机物矿化中起

主导作用，据估算海冰初级生产量的 #$Q ’ /$Q通

过细菌进行物质循环［#］。海冰细菌系统发育多样性

研究始于 %((. 年 1FR=;@ 等对南极普利兹湾海冰的

研究［/］，随后人们利用传统培养技术和“非可培养”

的分子生物学技术开 展 了 南 极 威 德 尔 海、T;U;+8B
海［!］和北极楚科奇海［2］、:+;= 海峡［!］、L*,NUO8+V8@ 岛

屿附近峡湾［"］海冰样品的细菌系统发育多样性分

析。南、北两极海冰细菌的种系型具有很高的相似

性，分属于"、!9变形细菌群（"、!9M+FN8FO;EN8+,;）、嗜

纤维 菌9曲 挠 杆 菌9拟 杆 菌 群（0>NF*H;V;9:-8<,O;EN8+9
1;EN8+F,W8，0:1）、低 X Y 0 含量革兰氏阳性菌群（TFR
=F-8 *8+E8@N X Y 0 V+;=9*FD,N,B8 O;EN8+,;）和高 X Y 0 含

量革兰氏阳性菌群（Z,VH =F-8 *8+E8@N X Y 0 V+;=9
*FD,N,B8 O;EN8+,;）等。

现在通用的嗜冷菌（MD>EH+F*H,-8D）概念由 [F+,N;
于 %(.2 年给出，是指最高生长温度"#$G，最适生

长温度"%2G，最低生长温度"$G的一类细菌；而

将那些最低生长温度"$G，最适生长温度 \ %2G，

最 高 生 长 温 度 \ #$G 的 细 菌 称 为 耐 冷 菌

（MD>EH+FNF-8+;@ND）［.］。虽然 [F+,N; 的定义原则上证明

是有用的，但随着不同环境分离的低温细菌数量和

生态学数据不断增加，发现一些细菌并不能严格符

合 [F+,N; 的定义，促使人们重新考虑定义中的限制

温度。Z8-=]8 和 ^8>-;@W（#$$! 年）综合研究南、北

两极和温带海洋不同环境低温细菌的温度特性之

后，提出在 [F+,N; 定义的基础上增加“中度嗜冷菌

（[FW8+;N8 *D>EH+F*H,-8D）”的概念来定义低温环境中

普遍存在、数量可观的一类细菌，其最低生长温度"
$G，最高生长温度在 #$G ’ #2G［&］。

本文报道从北极加拿大海盆和格陵兰海的高纬

度海域海冰样品中分离纯化的 /. 株嗜冷菌（包括

MD>EH+F*H,-8D 和 [FW8+;N8 *D>EH+F*H,-8D），通 过 其

%"L +3K)序列测定、系统发育分析以及产低温水解

酶情况研究，揭示海冰中嗜冷菌的多样性，丰富嗜冷



菌多样性的种类，为今后嗜冷菌的利用打下基础。

! 材料和方法

! "! 材料

!#!#! 样品采集和处理：海冰样品分别于 !""! 年

德国 #$%&’()&’ 航次格陵兰海考察（* + ," 月），!""! 年

美-加 .$/0( 1) 2 .&/’34) 航次加拿大海盆考察（* + 5
月），!""6 年中国第二次北极科学考察（7 + 5 月）期

间采集自北极加拿大海盆和格陵兰海的高纬度海域

（7786"9: + *,8,!9:）。每个站位用 5;<=>?! 冰芯

钻钻取 , 支冰芯。冰芯从冰底开始切成 ,"@A +
!"@A 段，用 "B!!"A 膜过滤的无菌海水在低温黑暗

条件下等渗融化。

!#!#$ 培养基：#菌株分离培养基为海洋 !!,C 培

养基：D&@)$-蛋 白 胨 EF，D&@)$-酵 母 粉 !F，磷 酸 铁

,"AF，琼脂粉 ,CF，天然海水 ,"""A.；$盐度耐受试

验培养基：由不同浓度的 :&G% 溶液替代海洋 !!,C
培养基中的天然海水配置；%产酶培养基［C］。

!#!#% 主 要 试 剂 和 仪 器："B!!"A 核 孔 滤 膜

（HI&)A&4，英国）；D&@)$-蛋白胨（JKLGM %&D$’&)$’03(，
J3)’$0)， <K ）；D&@)$-酵 母 粉（ JKLGM %&D$’&)$’03(，
J3)’$0)，<K）；华舜小量细菌基因组 J:= 快速抽提纯

化试剂盒（上海华舜生物工程有限公司，上海）；博光

胶回收试剂盒（上海博光生物科技有限公司，上海）；

N<J ,*-O 载体（O&?&>& 公司，日本）；!"# J:= 聚合

酶（ 10F&A，美 国 ）；正 向 引 物 *P： E9-=Q=QOOO
Q=OGGOQQGOG=Q-69（* + !7，$%&’()*&’*" &+,* 相应序

列 的 位 置 ） 和 反 向 引 物 ,R5!’： E9-
QQOO=GGOOQOO=GQ=GOO-69（,R5! + ,E,"，$ 2 &+,* 相

应序列的 位 置）；<&()3’@S@%3’ Q’&T034) 梯 度 #G> 仪

（UNN34T$’ 公 司，德 国 ）；=VK #>K1<O< 677 J:=
13W/34@3’ 自动测序仪（#3’X04 U%A3’ 公司，美国）

! "$ 菌株分离

使用 6 种方法从海冰样品中分离细菌：（,）等渗

融化样品 ," 倍系列稀释后，直接涂布平板，RY培养

6" + C"T；（!）取 ,A. 等 渗 融 化 样 品 接 种 于 5A.
"B!!"A 膜过滤的无菌海水中，Z ,Y培养 6"T 后，稀

释涂布平板，RY培养 6" + C"T；（6）,"A. 等渗融化样

品 Z !"Y冷冻 !RI，取 ,A. 接种于 5A. "B!!"A 膜过

滤的无菌海水中，Z ,Y培养 6"T 后，稀释涂布平板，

RY培养 6" + C"T。从上述平板中根据菌落大小、形

态、颜色等挑取单菌落并划线纯化。

! "% 海冰细菌的温度、盐度耐受性

参照文献［5］进行。

! "& 菌株产酶情况

菌株在 RY条件下的产酶情况分析参照文献

［C］进行。

! "’ !() *+,- 序列测定和分析

! "’ "! 菌体总 J:= 的提取：应用华舜小量细菌基

因组 J:= 快速抽提纯化试剂盒抽提菌体总 J:=，作

为 #G> 模板 J:=。

! "’ "$ ,C1 ’J:=序列的 #G> 扩增与测序：,C1 ’J:=
序列 #G> 扩增参照 V$((I&’T 等［,"］方法进行，引物为

*P 和 ,R5!’。#G> 产物经博光胶回收试剂盒纯化后，

N<J ,*-O 载体连接，转化大肠杆菌（$%&’()*&’*" &+,*）
O$N," 感受态细胞，经蓝白斑筛选，获得阳性克隆，

交由上海晶泰生物技术有限公司测序。

! "( 序列分析及数据处理

将获 得 的 序 列 登 录 Q34V&4X 数 据 库（I))N：[[
\\\2 4@D0 2 4%A2 40I 2 F$]），应用 V.=1O: 程序与数据库

中的已有细菌 ,C1 ’J:= 序列进行比较分析。这些

新分离细菌的序列与从数据库（Q34V&4X ^ U<V. ^
JJV_ ^ #JV ）中 获 得 的 相 近 序 列，应 用

G.‘1O=.a,B*, 进行多序列匹配比对，用系统发生

推断软件包 #bc.K#6BC!［,,］进行统计和聚类分析。

用 ?0A/’& 双参数模型计算各序列分化距离，缺少和

不确 定 的 位 点 在 计 算 中 被 省 略。 采 用 邻 接 法

（430FID$’-d$0404F A3)I$T）获得分支系统树，并通过自

举分析（D$$)()’&N）进行置信度检测，自举数据集为

,""" 次。

! ". 数据库存取号（-//011234 45670*）
海冰嗜冷菌的,C1 ’>:=基因序列在 Q34V&4X 数

据 库 中 的 存 取 号 为：Je"""6,C，Je""7R!5 +
Je""7R6C， Je""7R6* + Je""7RRR， Je"C"65,，

Je"C"R"!。

$ 结果

$ "! 嗜冷菌的分离及其产酶情况

从北冰洋加拿大海盆和格凌兰海高纬度海域的

,* 个海冰站位采集了 EE 个海冰样品，应用 6 种不同

方法分离出细菌 6EC 株，经温度试验共获得嗜冷菌

67 株（见后面的表 ,）。其中样品直接稀释涂布平板

分 离 到 嗜 冷 菌 5 株，分 属 于 柯 尔 韦 尔 氏 菌

（-+,.(,,*"）、海 杆 菌（ /")*0+1"&2()）、假 交 替 单 胞 菌

（3%(45+",2()+6+0"%）、希瓦氏菌（ 7’(."0(,,"）等 R 个

属；Z ,Y 富 集 培 养 分 离 得 到 ,, 株，分 属 于

-+,.(,,*"、!’","%%+6+0"%、/")*0+1"&2()、7’(."0(,,"、黄

杆菌（8,"9+1"&2()*46）等 E 个属；经 Z !"Y冷冻 !RI 后
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富集培养分离到 !" 株，分属于 !"#$%##&’、(#’)&%)"#’、

*’+&,"-’).%+、海 单 胞 菌（ *’+&,"/",’0）、12%$’,%##’、

3#’4"-’).%+&5/、607)2+"8#%950 等 " 个属，该方法更适合

于从环境中分离嗜冷菌。这些菌株的共同特点是最

适生长温度不超过 !#$，需要一定的 %&’ 才能生

长，多数菌株的盐度耐受范围在 #( ) *+(%&,- 之

间，且在天然海水培养基中的生长情况优于同等盐

浓度的 %&,- 培养基。

分离的嗜冷菌在 .$条件下能产生多种大分子

物质水解酶类，其中 */0*1、#!0.1和 .+0#1的菌株

分别能水解 2344567+、明胶和淀粉，超过 /"1的菌株

可以利用酪蛋白，少量菌株具有产生卵磷脂酶或!6
半乳糖苷酶的能力，但所有的菌株都不能分解几丁

质和琼胶（表 !）。分离菌株的产酶能力存在类群的

差异，!"#$%##&’、:2’#’00"/",’0、60%5;"’#.%+"/",’0 和

(#’)&%)"#’ 等属的嗜冷菌产酶能力较强，多数菌株能

同 时 产 生 8 ) . 种 酶 类；而 *’+&,"-’).%+、
*’+&,"/",’0、 12%$’,%##’、 3#’4"-’).%+&5/ 和

607)2+"8#%950 等 属 的 嗜 冷 菌 产 酶 能 力 较 弱，除

12%$’,%##’ 属的少数菌株能产 / 种酶外，其余菌株只

能产 ! 种酶或不产酶。产生大分子物质水解酶的菌

也具有类群的差别，产酯酶（2344567+）的菌最多，属

于 !"#$%##&’、 :2’#’00"/",’0、 (#’)&%)"#’、

60%5;"’#.%+"/",’0、12%$’,%##’、607)2+"8#%950 等 * 个

属；明胶酶产生菌分布于 !"#$%##&’、:2’#’00"/",’0、
60%5;"’#.%+"/",’0、12%$’,%##’ 等 . 个属；淀粉酶产生

菌属 于 !"#$%##&’、:2’#’00"/",’0、(#’)&%)"#’ 等 8 个

属； 酪 蛋 白 酶 由 !"#$%##&’、 :2’#’00"/",’0、
60%5;"’#.%+"/",’0 等 8 个属的菌株分泌；!6半乳糖苷

酶仅局限于 (#’)&%)"#’ 和3#’4"-’).%+&5/ 属的菌株；只

有 *’+&,"-’).%+ 属的菌株才产卵磷脂酶。

! "! 系统发育分析

分离的嗜冷菌测定其!*9 :;%<基因序列（/7 )
!.=!，< > )"#&）并进行了系统发育分析。这 8" 株细

菌分别归属于"6变形细菌群的 !"#$%##&’（!# 株）、

*’+&,"-’).%+（!+ 株）、12%$’,%##’（# 株）、:2’#’00"/",’0
（! 株 ）、(#’)&%)"#’（ ! 株 ）、*’+&,"/",’0（ ! 株 ）、

60%5;"’#.%+"/",’0（! 株）、和嗜纤维菌6曲挠杆菌6拟杆

菌群的 3#’4"-’).%+&5/（/ 株）、607)2+"8#%950（! 株）等 =
个属（表 !）。通过!*9 :;%<基因序列相似性分析，

共选出 !7 株菌与从数据库中获得的相近序列构建

系统发育树（见后面的图 !）。在"6变形细菌群中共

发现 # 个 新 的 亲 缘 类 群 分 支。第 ? 个 分 支 位 于

!"#$%##&’ 属，菌 株 @9A/+++"、@9A/++.#、@9A/++=#、

@9A/+.="、@9A/+#!" 和 @9A/+#/+ 单独聚为一支，与嗜

压科 尔 韦 尔 氏 菌（ !"#$%##&’ =&>"=2&#%）最 为 接 近，

!*9 :B%<序列相似性为 =80.1 ) =70/1；第 ?? 个分

支由 @9A/+#8" 和 分 离 自 美 国 波 士 顿 海 港 的 菌 株

CD@7E 构成，两者的相似性为 ==071，与它们亲缘

关系较近的菌是 :2’#’00"/",’0 4&+&;’,0（=#0/1）和

!"#$%##&’ =&>"=2&#%（ =#071）；第 ??? 个 分 支 位 于

(#’)&%)"#’ 属，包含一个菌株 @9A/+!"+，与 (#’)&%)"#’
=5,&)%’ 亲缘关系最近，相似性为 =*0=1；第 ?F 个分

支由 * 株亲缘关系非常接近（==0"1 ) !++1）的南、

北极海冰 细 菌 组 成（@9A/+++/、@9A/++.!、@9A/+*"#、

*’+&,"-’).%+ GH> <;I!+/..、*’+&,"-’).%+ GH> !6@&、
*’+&,"-’).%+ GH> <%27/""），与 其 最 接 近 的 菌 是

*’+&,"-’).%+ #&="#7.&)50，相似性为 =*0+1 ) =*081；第

F 个 分 支 为 菌 株 @9A/+!+!，与 *’+&,"/",’0 属 的

*’+&,"/",’0 =+&/"+7%,0&0 相似性最高（=80=1）。"6变
形细菌亚纲中的其它菌株与已明确鉴定的种有很近

的 亲 缘 关 系，@9A/+!*=、@9A/+#7*、@9A/+#=8 和

@9A/++*/ 与 !"#$%##&’ +"00%,0&0、 12%$’,%##’
#&4&,?0.",%,0&0、 12%$’,%##’ 8+&?&;&/’+&,’ 和

60%5;"’#.%+"/",’0 %#7’@"4&& 的相似性分别为 ==0+1、

==081、==0+1和 ==081。嗜纤维菌6曲挠杆菌6拟杆

菌群的 @9A/+#!+ 与 3#’4"-’).%+&5/ ;%?%+#’)2%& 最为接

近（ =70=1），@9A/+*./ 与 607)2+"8#%950 ."+A5%0 的

!*9 :;%<同缘性最高（==0.1）。

# 讨论

海冰中的细菌最初来源于海水浮游细菌、藻类、

原生动物和小型后生动物等生物体表附着细菌以及

海底沉积细菌，随着温度的降低、海冰的生长，这些

细菌被逐步选择，最终形成了海冰细菌群落［!］。各

类细菌在海冰中的分布与冰藻（?J4 &-K&4）集聚密切

相关。从冰藻集聚冰层中分离的嗜冷菌约是无冰藻

集聚冰层的 !+ 倍［!/］，占分离菌株的 8=1 ) =+1［!8］。

本研究中，所采集的冰芯都没有冰藻集聚现象，嗜冷

菌所占的比例也较低，只有 !+081。其中有 !8 株菌

的最高生长温度达到 /#$，超出了 DL:AM& 嗜冷菌定

义的最高生长温度（/+$），符合 E4-NO4 和 P4Q-&5R
提出的“中度嗜冷菌（DLR4:&M4 HGQJSLHSA-4G）”概念。

T:LURA4V& 等［*］、E4-NO4 和 P4Q-&5R［7］的结果也表明超

过一半以上的北极海冰嗜冷菌的最高温度在 /+$
) /#$，与绝大部分南极海冰嗜冷菌的最高温度在

/+$以下［!.］相比，北极海冰嗜冷菌的温度适应范围

显得较宽。这些差别可能是由南、北两极海洋不同
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图 ! 以 !"# $%&’ 序列为基础的海冰嗜冷菌系统发育树
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的地理环境特征造成的。一方面，南极海洋包围着

具有窄而深大陆架的南极大陆，鲜有淡水、陆源有机

物和陆源营养物的输入，而北冰洋被大陆包围，接收

的淡水量大约是全球大洋淡水输入总量的 %EF，为

北冰洋带来了丰富的陆源有机物和陆源营养物；另

一方面，南极海洋由于南极绕极流的存在相对孤立，

北极海洋与大西洋和北太平洋之间却有着频繁的水

体交换，为北极海洋带来了大量的暖水。陆地径流、

大西洋和北太平洋暖水携带着大量细菌到达海冰形

成区域的水体，最终影响了北极海冰细菌的群落

结构。

作为海冰生态系统的重要组成部分，海冰细菌

的系统发育多样性只是从 %JJL 年开始才得到较为

系统的研究［M］。其中海冰嗜冷菌多样性研究较为深

入的是南极普利兹湾［%I］和北极楚柯奇海海域［D］。

海冰 噬 冷 菌 主 要 归 属 于 !>变 形 细 菌 亚 纲（!>
&/*-+*<0.-+/"0）、">变形细菌亚纲（">&/*-+*<0.-+/"0）和

嗜 纤 维 菌>曲 挠 杆 菌>拟 杆 菌 群（ N(-*2’0#0>
!)+O"<0.-+/>P0.-+/*"=+1，N!P）。本文从北极加拿大海

盆和格陵兰海的高纬度海域海冰样品中分离到 ML
株嗜冷菌，通过 %45 /678 序列测定和系统发育分析

表明，这些菌株归属于">变形细菌亚纲的 -’".)"",#、

/#+,$’0#%&)+、12).#$)""#、32#"#**’(’$#*、4"#%,)%’"#、

/#+,$’(’$#*、!*)56’#"&)+’(’$#*、和嗜纤维菌>曲挠杆

QQ% RS R*,# )& #" $ T7%&# /,%+’0,’"’8,%# 1,$,%#（IEE4）U4（I）



菌!拟杆菌群的 !"#$%&#’()*+,-、./0’1*%2")3,/ 等 " 个

属（表 #）。其中有 #$ 株菌的 #%& ’()* 序列与已明

确 鉴 定 种 的 相 似 性 为 "+,-. / "%,".，根 据

&012345’1670 和 89454: 的观点［#;］，#%& ’()* 序列相似

性在 "<.以下就可认为是新种。在大的分类范围

上，本研究的结果与以往的研究基本相同。但在属

或种的水平上，与已经报道的有一定的差别。这些

结果可以共同说明海冰嗜冷菌具有较为丰富的系统

发育多样性。

现在一般认为嗜冷菌很难在地球的两极扩散，

原因主要是由于嗜冷菌只有通过深海环流才有可能

通过炎热的赤道从地球的一极扩散到另一极，但深

海环流在两极的交换需要上百年的时间，在这么长

的时间内很难保证细菌不发生变异；另外也没有直

接的证据证明嗜冷菌能通过高空大气环流在两极扩

散［=］。因此，海冰嗜冷菌被认为是研究细菌地理学

的理想对象。本文和以往报道的结果都表明，一些

细菌的属在南、北两极同时存在。=$$= 年 >?6@4 等

在应用 #%& ’()* 序列（+;< / "$<，4 A ’%"+ 相应序列

的位置）分析北极海冰细菌遗传多样性时发现，菌株

1BC!##D;（*E=F+F;"）与南极海冰嗜冷菌 51)6#7)""#
2*+8+9+-#*# *G*H %$$ 的相似性达到 #$$.，认为在

南、北极同样也分布着相同的种［;］。以该序列应用

DI*&J) 程序与数据库中的已有细菌 #%& ’()* 序列

进行比较发现，与 51)6#7)""# 2*+8+9+-#*# *G*H %$$
的相似性为 #$$.的序列共有 =$ 条，其中 ## 条来自

南极普利兹湾海水细菌（本研究室提供）、+ 条来自

南极海冰、# 条来自北极 &KL0M54’@46 附近峡湾海冰、=
条来自北极楚柯奇海海冰、= 条来自加拿大海盆海

冰（D&L=$;"+、D&L=$%$<，本研究）、# 条来自澳大利亚

大宝 礁 珊 瑚 虫 细 菌 克 隆 文 库，说 明 51)6#7)""#
2*+8+9+-#*# 在南、北极海水海冰广泛存在。本研究中

位于 :#*+7%&#’()* 属的第 NO 个新分支的 % 株菌的

#%& ’()* 全 长 序 列 相 似 性 非 常 接 近（"",<. /
#$$.），其中北极加拿大海盆海冰细菌 D&L=$$$= 与

南极威德尔海海冰细菌 :#*+7%&#’()* CKA *)JF=<< 的

遗传距离为 $，进一步支持了 >?6@4 等的观点。更为

有意思的是，加拿大海盆海冰细菌 D&L=$;+< 与分离

自美国波士顿海港生物膜形成菌株 PHDFQ 的遗传

距离小于 $,$$$=，加拿大海盆海冰嗜冷菌 D&L=$;"+
与澳大利亚大宝礁珊瑚虫细菌克隆文库中的一条

#%& ’()*全 长 序 列 的 遗 传 距 离 小 于 $,$$$+、

#%& ’()* O+!O; 区序列相似性为 #$$.，是否意味

着限制物种分布的生理学和地理学屏障容易被突

破［=］，一些细菌的种能在条件迥异的环境下生存。
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