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摘要:【目的】探究新疆地震断裂带含硫冷泉泉水古菌群落组成及多样性。【方法】利用酶解法直接从冷泉泉
水样品中提取环境总 DNA，采用古菌通用引物对 16S rRNA 基因进行扩增，构建 16S rRNA 基因克隆文库，通
过 Alu I 和 Afa I 两种限制性内切酶对随机挑选的 115 个阳性克隆子进行酶切分型，将不同酶切带型对应的
克隆子送样测序，测序结果与 GenBank 序列进行比对并构建 16S rRNA 基因系统发育树。【结果】古菌克隆
文库中共得到 44 个不同的酶切带型，BLAST 序列比对和系统发育分析将它们划分于广古菌门
(Euryarchaeota，94. 78% )和奇古菌门(Thaumarchaeota，4. 35% )。奇古菌门克隆与 Nitrosopumilus． sp 序列相
似性达到了 93% ;而广古菌门类群较为多样，其中，42. 61%的克隆子属于 RC-V cluster，20. 87%与 13. 91%
的克隆子分别属于 LDS cluster 和 Methanomicrobiales，4. 35%的克隆子与甲烷厌氧氧化相关的类群(ANME-
1a-FW)具有较高的的相似。另外，13. 05%的克隆子属于广古菌门中的未知类群。【结论】乌鲁木齐 10 号泉
水体中广古菌类群多样，可能蕴藏有大量潜在的古菌新类群。
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地下水是世界上最大的淡水库，占地球上所有
可利用淡水资源的 97% (不包括冰川和冰帽)，同时
也是全球水文循环的重要组成部分［1 － 2］。泉为地下

水在地表的天然露头，其不但具有地下水的寡营养、

缺乏新鲜速效有机碳和营养物的输入以及光合作用
等特征，而且其也属于地表流动水与地下水系统的
生态交错区［3］。此外，由于大多数泉的起源与一些
大的山脉相关，某种程度上泉也可以被认为是一种
生态联通体［4］。因此，泉是地下水微生物研究的理

想材料。

冷泉是相对于热泉而言(前者温度低于 20℃，后
者温度大于 45℃ )，其属于一种极端环境［5］。但相关

的研究表明，微生物在冷泉环境中不但类群丰富多
样，存在大量嗜冷新物种，而且对于该特殊环境的微
生物组成和稳定性都起到重要的作用。如一些学者
对德国和土耳其两个含硫化物冷泉中生长的念珠状
菌藻席(strings-of-pearls)的微生物组成进行了研究，

发现了一种广泛分布于土壤生态系统的非产甲烷古
菌新类群并且命名为 SM1 类群［6］。进一步的对水体

进行原位培养，发现了大量的嗜冷不可培养泉古菌新
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类群［7］。Chaudhary 等人对密歇根一含硫冷泉泉水和
白色菌藻席的微生物组成进行了研究，同样发现了上
述嗜冷泉古菌，其推测这些嗜冷不可培养泉古菌类群
是一些含硫环境中重要的微生物组成部分［8］。Nancy
等人对加拿大北极圈的两个含硫，高盐四季长流冷泉
中原核微生物多样性进行了研究发现硫代谢对于维
持该特殊环境中微生物的生态系统的稳定性起到主
要作用，并且发现了一些泉古菌和嗜盐广古菌类群与
参与硫代谢古菌具有高的相似性，因此推测这些微生
物也依赖于硫代谢来获取能量［9］。国内对冷泉中微
生物的相关研究绝大多数集中在非含硫化物冷泉。
如曾军等人在新疆沙湾一低盐，不含硫化物冷泉沉积
物中仅检测到泉古菌类群，但也发现约 40%古菌类
群与在上述含硫化物冷泉中发现的嗜冷不可培养泉
古菌具有高的相似性［10］。Li 等人对中国青藏高原两
个冷泉原核微生物多样性的研究发现了泉古菌为最
优势类群，并且发现了最近新划分的奇古菌门类
群［11］。目前，仅有胡蓉等人利用 DGGE 技术对新疆
乌鲁木齐 10 号含硫冷泉中古菌对水文地球化学元素
变化的响应进行了初步的研究，但具体古菌类群信息
不明［12］。因此对于含硫化物冷泉中古菌的组成以及
多样性，需要进一步的研究。

因而，本研究选取国家地震台网监测下的基本
水化Ⅰ类台—新疆乌鲁木齐 10 号含硫冷泉 ( E87°
37'、N43°42')为研究材料。由于该冷泉起源于新疆
博格达山区，并且渗流路径较长，循环于地下深处，
故受到外部气象影响很小，因此其水体常年保持在
12℃左右，pH 值 7. 9 左右而且年变化甚微［13］。另
外，泉水流经新疆乌鲁木齐南部柳树沟—红雁池断
裂带，地球内部深层的气体(如 H2，CH4，F，Rn，H2S，
Ar，N2，CO2等)和热液通过断裂带上涌与泉水混合，
因而水中携带有大量可以反映地球内部活动 (地
震)的水文地球化学信息。因此，本文通过构建古
菌 16S rRNA 基因克隆文库法对乌鲁木齐 10 号含硫
冷泉中古菌组成及其多样性进行研究，为探讨含硫
冷泉中特有类群的研究以及为微生物与地震胁迫之
间的相关性研究提供一定参考。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品采集及处理:乌鲁木齐 10 号泉海拔

1055 m，泉水涌出口具有浓重的硫化氢气味，泉水水
流量为 4 － 7 L /S，矿化度 1. 034 g /L，属于 HCO3-

SO4-Cl-Na 型弱碱性矿化水
［14］。2011 年 9 月 2 日、8

日、13 日、18 日、23 日、29 日每隔 5 天，每次采集泉
水 2L，共计12 L。每次采集的样品于 2 h 之内 4℃
保存运回实验室，立即使用孔径 0. 22 μm 的无菌微
孔滤膜收集菌体，随后将滤膜置于50 mL无菌聚丙
烯离心管，加入 8 mL GTE 缓冲液 ( 100 mmol /L蔗
糖，10 mmol /L Tris-HC1，1 mmol /L EDTA， pH
8. 0)［15］，后于 － 20℃保藏。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:PCR 扩增仪 ( Eppendoff，
德国)、PCR 纯化试剂盒(生工，上海)、凝胶成像仪
( Bio-Rad )、电 泳 仪 ( Bio-Rad )、pMD18-T vector
(TaKaRa，大连)、Alu I 限制性内切酶 ( TaKaRa，大
连)、Afa I 限制性内切酶(TaKaRa，大连)等。
1. 1. 3 10 项地球化学指标测定:采用 SP-2305 型气
相色谱仪分别对水中溶解的氩、氮、甲烷、二氧化碳、
氦、氟进行测定。硫化物采用碘量法分析、水汞测试
采用 XG-4 型测汞仪、水氡测试采用 FD-125 型室内
氧钍分析器，流量采用三角堰法，上述具体方法见文
献［16］。
1. 2 环境样品总 DNA 的提取及古菌 16S rRNA 基
因 PCR 扩增

环境样品总 DNA 的提取参照文献［17］报道的方
法。采用古菌通用引物 109F ( 5'-ACKGCTCAGTA
ACACGT-3') 和 934R ( 5'-GTGCTCCCCCGCCAATT
CCT-3')扩增古菌 16S rRNA 部分基因。PCR 反应
条件: 95℃，6 min; 95℃，1 min，59℃，45 s，72℃，
1 min 30 s，10 个循环;95℃，45 s，53℃，45 s，72℃，
1 min 30 s，25 个循环;72℃，10 min。以无菌水为空
白作为阴性对照，做 3 个平行实验。
1. 3 16S rRNA 基因文库的构建

扩增的 3 个平行的 PCR 产物经混合在一起后，
进行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测，将 目 的 条 带
(800 bp)用无菌小刀切下后，使用 PCR 产物纯化试
剂盒纯化和回收，并与 pMD18-T Vector 载体连接，
连接产物经热激法转化到 E． coli DH 5α 感受态细胞
中。以氨苄青霉素(100 μg /mL)抗性筛选阳性转化
子［18］。
1. 4 限制性酶切片段长度多态性分析

筛选出的阳性克隆子用 T 载体的通用引物
M13-47 和 M13-48 对插入的片段进行菌液 PCR，扩
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增体系和反应条件参照文献［19］的方法，用限制性内
切酶 Alu I 将 PCR 产物 37℃过夜酶切，酶切产物于
2. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。所得到的酶切带型图
谱，在 GIS 凝胶分析软件辅助下进行人工比较分析，
把相同酶切带型对应的克隆再用 Afa I 限制性内切
酶水浴消化，再把所有得到的酶切带型用 GIS 凝胶
分析软件辅助下进行人工比较分析，当第二次得到
的酶切电泳图谱仍相同时，则可认为它们具有相同
的基因型，每一个基因型称为一个可操作分类单元
(OTUs，Operational Taxonomic Units)或者唯一基因
型。将不同的酶切电泳带型所对应克隆子的 PCR
产物送往上海生工生物工程技术服务有限公司测
序。
1. 5 数据统计分析

运用 CONTIG、DNAMAN 等软件对测序结果进
行整理、分析。利用 Estimate S 8. 0 软件对文库进行
稀有度曲线分析。运用 Coverage C 对克隆文库进行
评价，使用公式 C = 1 － n·N － 1(N 代表克隆文库库容
量，n 代表在克隆文库中仅出现一次的 OTU 的数
量)。C 值理论上表示 16S rRNA 基因克隆文库中所
包含的微生物种类(OTU)占样品中全部微生物种
类的比例，N 代表克隆文库总的库容量，n 代表在克

隆文库中仅出现一次的 OTU 数量。
1. 6 系统发育树构建和核酸序列收录号

采 用 CHECK-CHIMERA ( http: / / rdp8． cme．
msll． edu / cgis / chimera． cgi)在线工具进行嵌合体检
查和剔除，使用 BLAST 搜索程序从 GenBank 数据库
中选出 相似 性 较高的 相 关序 列。用 RDP 8. 1
( Ribosomal Database Project release8. 1 ) ( http: / /
rdp． cme． msu． edu / classifier / classifier． jsp)进行在线
归类。使 用 MEGA 4. 0 ( Molecular Evolutionary
Genetics Analysis ) 软 件 进 行 比 对，用 邻 接 法
(Neighbor-Joining method)聚类分析和构建系统进化
树［20］。

所得 古 菌 16S rRNA 基 因 序 列 均 已 提 交
GenBank 数 据 库，序 列 登 录 号 为: JQ724806-
JQ724823; JQ7248831-JQ724839; JQ724841-
JQ724845; JQ724848-JQ724851; JQ724853-
JQ724855。

2 结果和分析

2. 1 乌鲁木齐 10 号泉理化性质分析
理化性质见表 1。

表 1 乌鲁木齐 10 号泉理化性质
Table 1 Physicochemical parameters of the water from the No． 10 sulfur cold spring in Urumqi

Elements( ng /L) Gases c(Anions) /(mg /L)
Hg He(% ) Ar(% ) N2 (% ) Rn(Bq /L) CO2 (mg /L) CH4 (mg /L) HS － F －

28 0. 002 1. 66 87. 5 28. 6 10. 28 0. 145 1. 63 2. 59

2. 2 乌鲁木齐 10 号泉水体古菌 16S rDNA 文库分
析

从克隆文库中随机挑取 115 个阳性克隆子，采
用 Alu I 和 Afa I 两种限制性内切酶进行酶切。经分
析软件以及在人工的辅助下，对酶切电泳图谱分析
后，共得到 44 种不同的酶切电泳带型(OTUs)。如
其稀有度曲线所示(图 1)，由 Alu I 酶切所得到的稀
有度曲线可以看出，当克隆子数大于 100 时，曲线已
趋于平缓(图 1)，其覆盖率 C = 88%，将得到的相同
的酶切带型的克隆子再采用 Afa I 酶切，得到的稀有
度曲线表明，当克隆子数接近于 80 时，曲线则趋于
平缓，其覆盖率 C = 96%，由此表明，该文库的库容
已基本达到饱和状态，115 个克隆子已几乎涵盖了
该生境下的绝大部分古菌类群，能够基本反映微生
物的多样性。

图 1 乌鲁木齐 10 号含硫冷泉水体古菌克隆文库稀有

度曲线(Alu I 和 Afa I)
Fig． 1 Rarefaction curve for No． 10 cold sulfur Spring water-

derived in Urumqi Archaeal clone library． Error bars represent

95% confidence intervals．

2. 3 古菌 16S rRNA 系统进化分析
古菌 16S rRNA 基因文库随机挑取的 115 个克
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隆子进行酶切分型得到 44 个古菌类群，并且其相应
的序列全都不是嵌合子序列。在 GenBank 数据库
中对其进行 BLAST 比对，并根据其 16S rRNA 基因
克隆文库的系统发育分析及其 RDP 归类，将乌鲁木
齐 10 号泉水体古菌 16S rRNA 基因文库归为两个类
群，广 古 菌 门 ( Euryarchaeota ) 和 奇 古 菌 门
(Thaumarchaeota)。其中，广古菌门是该文库中的
优势类群，占整个文库的 94. 78%，奇古菌门仅占文
库的 4. 35%。然而，克隆子 LQ143 ( JQ724851 )、
LQ84 ( JQ724833 )、 LQ65 ( JQ724826 )、 LQ18
( JQ724812)、LQ37 ( JQ724817)无论是通过 RDP 归
类还是系统发育分析均无法将它们归入已知的类群
中(表 2)。

广古菌门 ( Euryarchaeota)，共包括 42 个基因
型，分 为 五 个 分 支 ( 图 2 )。 克 隆 子 LQ145
( JQ724853)和 LQ46( JQ724822)为一个分支 (占广
古菌门的 4. 59% )，其高序列相似性菌株分别来自
于泥火山和全新世沉积物中免培养的 ANME-1a-FW
( freshwater)类群 ( AB554239)，(HQ916507 )，分别
具有 98% 的相似性。克隆子 LQ42 ( JQ724819 )、
LQ108( JQ724838)等 4 个基因型构成一个大的分支
并且归属于 Methanomicrobiales(14. 68% )。其中克
隆子 LQ108( JQ724838)与 LQ42( JQ724819)构成一
个分 支 并 且 分 别 与 一 酸 性 沼 泽 中 免 培 养 的
Methanomicrobiales E2 类群中的克隆子( FJ822573)
序列和油砂岩储层中免培养的 Methanoregula． sp 序
列相 似 性 达 到 99% 和 98%。克 隆 子 LQ152
( JQ724855)和 LQ50 ( JQ724823)构成一个分支，且
分别 与 Kivu 湖 中 免 培 养 广 古 菌 ( JN853719 )，
( JN853610)具有 97% 和 98% 的序列相似性。以
LQ126( JQ724844)、LQ115 ( JQ724841)等为代表的
12 个基因型构成一个分支 (29. 36% )。除克隆子
LQ84( JQ724833)的进化距离最远，属于广古菌门中
未知类群，其余克隆子归类于 LDS Cluster。克隆子
LQ115( JQ724841)和 LQ87( JQ724834)与 Mackenzie
河中 LDS Cluster 类群(DQ310440)的序列相似性分
别达到 94%和 92%。另外克隆子 LQ60( JQ724825)
同 Mackenzie 河中 LDS Cluster 类群(DQ310419)具
有 98%的序列相似性。克隆子 LQ3 ( JQ724807)与
来 自 于 High Arctic 湖 中 免 培 养 LDS Cluster
(EU782017 ) 序列相似性较高，为 87%。克隆子

LQ18( JQ724812)、LQ117 ( JQ724847)等 20 个基因
型构成了广古菌门最大的一个分支 (44. 95% )，系
统发育分支分为两个小分支。其中，克隆子 LQ21、
LQ89 等聚为一支，其它克隆子组成另一分支。克隆
子 LQ10 ( JQ724810) 与高温厌氧油气藏中广古菌
( JN836407)的进化地位相近，序列相似性为 97%。
LQ81( JQ724835)的最高相似性序列(98% )来自于
厌氧含硫化物环境中。克隆子 LQ29 ( JQ724815)、
LQ122( JQ724843)和 LQ45( JQ724821)同 Mackenzie
河中 RC-V cluster (DQ310454)序列相似性分别为
94%、88%、89%。克隆子 LQ27( JQ724814)和 LQ14
( JQ724811)与黄石湖中 RC-V Cluster( JF262368)，
( JF262400)，序列相似性分别为 87%，84%。克隆
子 LQ18( JQ724812) 和 LQ65 ( JQ724826) 与其他序
列分歧明显单独聚为第四支，属于广古菌门中的未
知分类。LQ8( JQ724808)和 LQ37( JQ724817)构成
广古菌的第 5 个分支 ( 3. 67% )。克隆子 LQ37
( JQ724817 ) 属 于 未 知 类 群，而 克 隆 子 LQ8
( JQ724808 ) 与 Mothra 沉 积 物 中 嗜 盐 菌 目
(GQ267141)具有 87%的相似性。

奇古菌门 ( Thaumarchaeota) 仅包括一个基因
型，占 整 个 文 库 的 4. 35%。 克 隆 子 LQ134
( JQ724848 ) 与 海 岸 沙 丘 中 Nitrosopumilus sp．
(HQ331116 ) 具 有 93% 的 序 列 相 似 性，且 与
Nitrosopumilus maritimus SCM1( JQ346765)的序列相
似性达到 92%。

3 讨论

本研究通过构建乌鲁木齐 10 号泉古菌 16S
rRNA 基因克隆文库，系统发育分析结果显示所有
古 菌 序 列 全 部 归 属 于 两 个 门: 广 古 菌 门
(Euryarchaeota)和奇古菌门( Thaumarchaeota)，前者
是绝对优势类群(94. 78% )。该结果与胡蓉［12］等通
过变性凝胶电泳(DGGE)对该泉水中古菌群落结构
的研究一致的。另外，本研究中检测出最近新划分
的奇古菌门类群，并且与该门中纯培养的氨氧化古
菌 Nitrosopumilus maritimus SCM1 具有 92% 的相似
性。这一结果与 Li 等人对青臧高原两冷泉中的检
测结果相似，但本研究中得到的优势类群是广古菌
门(Euryarchaeota)，且未检测到泉古菌门，而青藏高
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表 2 乌鲁木齐 10 号泉水体古菌群落 16S rDNA 克隆文库结果
Table 2 The cloning results of 16S rDNA clone library from No． 10 cold sulfur Spring water-derived in Urumqi

Archaeal division
Representative clones

No． of Clones accession number
Qua-
ntity

Percent
of Total /%

Closest relativesarchaea
in NCBI

GenBank
accession no．

Iden-
tity /%

Phylum

ANME-1a-FW
LQ46
LQ145

JQ724822
JQ724853

5 4． 35
ANME-1a-FW
ANME-1a-FW

HQ916507
AB554239

98
98

Methanomicrobiales

LQ42 JQ724819
LQ108 JQ724838
LQ50 JQ724823
LQ152 JQ724855

16 13. 91

Methanoregula． sp FJ822573 98
Methanomicrobiales E2 JF789587 99
Uncultured euryarchaeote JN853610 88
Uncultured euryarchaeote JN853719 97

Unkown I LQ84 JQ724833 8 6． 96 Uncultured archaeon EU750878 85
LQ115 JQ724841 2 LDS cluster DQ310440 94
LQ87 JQ724834 1 LDS cluster DQ310440 92
LQ60 JQ724825 3 LDS cluster DQ310419 98
LQ3 JQ724807 1 LDS cluster EU782017 87
LQ9 JQ724809 2 Uncultured archaeon EF014560． 91 Euryarchaeota

LDS Cluster LQ126 JQ724844 5 20． 87 Uncultured archaeon DQ841227 91
LQ105 JQ724837 3 Uncultured euryarchaeote GU257154 88
LQ138 JQ724850 2 Uncultured euryarchaeote GU256995 91
LQ43 JQ724820 3 Uncultured euryarchaeote AJ867621 91
LQ147 JQ724854 1 Uncultured euryarchaeote GU257031 85
LQ59 JQ724824 1 Uncultured archaeon DQ310419 96

RC-V Cluster

LQ10 JQ724810 1
LQ21 JQ724813 1
LQ89 JQ724835 2
LQ34 JQ724816 1
LQ137 JQ724849 1
LQ129 JQ724845 2
LQ113 JQ724839 4
LQ90 JQ724836 6
LQ29 JQ724815 6
LQ45 JQ724821 3
LQ122 JQ724843 1
LQ72 JQ724828 1
LQ69 JQ724827 2
LQ117 JQ724847 4
LQ1 JQ724806 2
LQ81 JQ724831 2
LQ27 JQ724814 1
LQ14 JQ724811 4
LQ41 JQ724818 2
LQ82 JQ724832 3

42. 61

Uncultured euryarchaeote JN836407 97
RC-V cluster DQ310463 94
Uncultured archaeon EF014584 89
Uncultured archaeon JF431553 88
Uncultured archaeon FR820763 85
Uncultured archaeon FR820768 91
Uncultured euryarchaeote GU256996 92
Uncultured archaeon DQ310386 95
RC-V cluster DQ310454 94
RC-V cluster DQ310454 89
RC-V cluster DQ310454 88
Uncultured archaeon DQ146754 87
Uncultured archaeon EU750888 89
Uncultured euryarchaeote JF262391 94
Uncultured euryarchaeote HM598506 88
Uncultured thermoplasmales AJ306410 98
RC-V cluster JF262368 87
RC-V cluster JF262400 84
Uncultured archaeon EU750838 90
Uncultured euryarchaeote DQ417464 94

Unkown II
LQ18
LQ65

JQ724812
JQ724826

1
2

2． 61
Uncultured archaeon
Uncultured euryarchaeote

AJ867622
AJ867622

85
86

Halobacteriales LQ8 JQ724808 1 0. 87 Uncultured halobacteriales GQ267141 87
Unkown III LQ37 JQ724817 3 2. 61 Uncultured archaeon FJ755717 90
Nitrosopumilus LQ134 JQ724848 5 4. 35 Nitrosopumilus． sp HQ331116 93 Thaumarchaeota
Unkown IV LQ143 JQ724851 1 0. 87 Uncultured archaeon AB301876． 85 Unkown
Total 44 115 100
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图 2 Neighbor-joining 法构建乌鲁木齐 10 号泉泉水古菌 16S rRNA 部分序列系统发育树
Fig． 2 Neighbor-joining phylogenetic tree based on partial archaeal 16S rRNA sequencesamplified from the No． 10 cold

sulfur spring water． The numbers at the nodes indicate the bootstrap values based on neighbor-joining analyses of 1000

sample date sets． Uncultured Verrucomicrobia bacterium (FM253566) was used as the outgroup sequence． The scale bar

represents the estimated number of base changes per nucleotide sequence position． refers to Clones detected in this study are

indicated with“LQ”． The numbers in parentheses are accession numbers of sequences． Sequences with“▲”represented

standard strains．
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原两冷泉中泉古菌门为优势类群但并未检测到广古
菌门［11］。另外，该结果也与德国［7］、美国密歇根的
含硫化物冷泉［8］、加拿大极地硫磺冷泉［9］中泉古菌
门占优势这一结论不同。可能的原因是由于奇古菌
门原本是从泉古菌中新划分出来的一个门，其序列
相似性与泉古菌门往往还混杂在一起。如本文对克
隆子 LQ134 ( JQ724848)进行 BLAST 比对时采用了
两种不同比对方法，一是排除所有环境样品只与纯
培养菌株比较，结果发现其与 Nitrosopumilus． sp
(AB546961)相似性达到了 93%，系统发育树上更
可以直观的看出其划分到奇古菌门的自展值
(bootstrap value)都大于 94%。而对 LQ134 序列进
行不排除环境样品序列比对时，其与风穴中发现的
免培养泉古菌 ( AY217533 ) 的序列相似性达到
97%，归属于泉古菌门。因此，本研究选择第一种方
法所得出的结果，将其划分为奇古菌门。奇古菌门
是迄今为止发现的唯一一类同时参与自然界中碳、
氮元素循环的古菌［21］。本研究发现乌鲁木齐 10 号
泉中 有 一 些 奇 古 菌 克 隆 子 与 海 岸 沙 丘 中
Nitrosopumilus． sp 具有较高的 16S rRNA 基因相似性
(93%)，研究表明，Nitrosopumilus 属于氨氧化古菌
(AOA)，其能够催化氨氧化获取能量进行自身生
长［22］，并且其也是贫营养生态环境中硝化过程的重
要驱动者［23］。因此推测该类群对乌鲁木齐 10 号泉
的氮素循环可能起着重要作用。

值得注意的是，在这些古菌 16S rRNA 基因序
列中，大多数序列 ( 63. 48% ) 属于 LDS 和 RC-V
Cluters。这是首次在冷泉生态系统中检测到这些序
列。LDS Cluters 最初发现于河水沉积物中［24］。RC-
V Cluters 序列的成员最早来源于稻田土壤中［25］。
最近研究发现，LDS 和 RC-V Cluters 系统发育类型
多样，并且存在于各类环境中［26］，例如，Arctic
river［27］、A temperate Lake［23］、Mono Lake［28］等，这表
明其具有多种代谢以及生理学特征，但他们所拥有
的生态学功能仍然是未知的，有待于进一步研
究［29］。

另外，甲烷生成过程在多种生态系统碳循环中
起着关键作用。该过程是通过各种产甲烷古菌调节
的，主要是广古菌门中的 6 个目:Methanobacteriales、
Methanococcales、Methanomicrobiales、Methanosarcin-
ales、Methanopyrales、Methanocellales［30］。本文中探
测到 Methanomicrobiales (13. 91% )，它们可能对该

生境下的碳循环做出一定贡献。此外，E2 类群是
Methanobacteriales 的新类群，在贫营养的泥炭地古
菌群落中占有重要的部分［31-32］，在本研究中检测到
4. 34%的克隆子( LQ42;JQ724819)属于该类群，这
可能与其更适应生活在寡营养的环境中［33］有关。
因此可以反映出乌鲁木齐 10 号泉水体处于厌氧状
态，并且泉水水体的理化指标中也检测到了甲烷气
体，那么具体这一气体来自与地下深层还是来自于
这一类群以及这两个来源各自对该气体的贡献率有
多大值得进一步的研究，并且这对于更好地评估地
壳运动具有重要意义。

ANME-1 已 经 被 分 成 ANME-1a 和 ANME-
1b［34］。Takeuchi［35］等最早在陆地淡水环境中发现
这 一 亚 群， 并 且 取 名 为 “ ANME-1a-FW
( freshwater)”，其对于淡水栖息环境中的甲烷的厌
氧氧化起着重要作用。随后 ANME-1a 又在其他一
些陆地淡水环境中发现，如新西兰陆地表面的沉积
物［36］、日本的关东平原［37］、南非低盐的地下水［38］

等。本研究检测到占整个文库 4. 59% 的克隆子
LQ145( JQ724853 )、LQ46 ( JQ724822 ) 与 ANME-1a-
FW 古菌具有很高的序列相似性(98% )。由于该泉
水中含有 CH4气体，推测该类群可能参与了泉水中
甲烷的厌氧氧化，并且对于这一寡营养环境中碳循
环具有重要作用。另外，由于甲烷在该泉水中是监
测地壳运动的一个重要指标，而这一类群的活性和
厌氧氧化效率对于准确评估地壳运动具有重要的影
响，因而非常值得对其进一步研究。

此外，本研究中还发现了少量的(0. 89% )嗜盐
菌目克隆子( JQ724808)。以往的研究也表明嗜盐
菌不仅限于盐湖、死海、盐场［39］等高盐环境中，也存
在于一些低盐环境中，如 Elshahed［40］等从需氧、嗜
常温、硫磺泉中分离出与硫还原相关的嗜盐古菌，其
推测可能的原因是泉水蒸发，从而造成泉水水分减
少盐度增加。乌鲁木齐 10 号泉水体深循环于地表
下，蒸发作用对其影响较小，那么为何存在嗜盐古
菌，以及这些嗜盐古菌是否与硫代谢相关则有待于
进一步探讨。

另外，本研究还发现了一些与厌氧含硫环境中
热原 体 目 克 隆 子 具 有 很 高 相 似 性 的 序 列
( JQ724831;98% )。可能的原因是由于乌鲁木齐 10
号泉位于地震断裂带上，由于地下深层热液从断裂
带上涌与流经冷水相混合，一些栖息于热液中的微
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生物可能被带入到泉水中，因而被检测到。另外，在
低温环境中发现可能的嗜热微生物也并非首次，如
过去的一些研究也表明该目古菌也曾在一些低温环
境中发现。如，李慧［41］等人对乌鲁木齐 10 号泉水
体的细菌多样性的研究也同样发现了与纯培养的嗜
热细菌具有高的序列相似性的克隆子。

值得一提的是，文本中探测到的古菌类群，几乎
均为未培养类群。近年来，有很多的国内外学者已
采用纯培养的方法对嗜盐古菌的多样性［42，43，40］、耐
盐性以及功能酶进行研究［42］; Hinsby 等［44］使用
PM1 培养基，分离得到甲烷微菌目中 E1-9c 菌株
(ATCC no． BAA1556:DSM no． 19958)，经研究表明，
该菌株对 Na2 S 浓度具有很高的敏感性。因此，今后
研究中应结合可培养方法充分发掘新的种属，了解
其生理生化特性，明确这些类群在该极端环境中所
发挥的作用。

该泉自 1982 年开始至今，新疆地震局就对其地
球水文化学变化进行了监测，大量的数据与地震的
响应关系证明，该泉水理化指标对中强及以上地震
( ＞ 4. 5 级)响应性较好，但是对于有感地震或者微
震的响应较弱［45］。由于微生物对生活的环境变化
反应较水文理化因子更为迅速，因此其对水文化学
变化响应更为敏感。如本实验室前期的研究表明该
泉水中细菌对如硫化氢，甲烷，水汞等地球水文化学
元素的响应很敏感［46，12］。此外，该泉水中细菌对有
感地震也具有明显的响应作用［47］。因此，古菌对地
球水文化学元素的变化以及对地震的响应值得进一
步研究。
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Archaeal community structure and diversity in Urumqi
No． 10 cold sulfur Spring analyzed by culture-independent
approach

Ping Li1，2， Jun Zeng2，Yunus Zulipiya1，Xiaoqi Gao3，Xiuhuang Dong1，2， Juan
Xue2，4，Kai Lou2*

1 College of Life Science and Technology of Xinjiang University，Urumqi 830046，China
2 Institute of Microbiology，Xinjiang，Academy of Agriculture Science，Urumqi 830091，China
3 Seismological Bureau of Xinjiang Uygur Autonomous Region，Urumqi 830011，China

Abstract:［Objective］We explored the composition and diversity of archaea in a cold sulfur spring water in Xinjiang
earthquake fault zone．［Methods］Environmental total DNA was extracted directly with enzymatic lysis method from a cold
sulfur spring water． We constructed clone library of 16S rRNA gene amplified with archaeal-specific primers． A total of
115 positive clones were selected randomly from the library and identified by restriction length polymorphism(RFLP) with
enzyme Alu I and Afa I． The unique RFLP patterns corresponded clones were selected for sequencing，BLAS alignment
and constructing 16S rRNA gene phylogenetic tree．［Results］ In total，44 operational taxonomic units ( OTUs) were
determined from the library． BLAST and phylogenetic analysis indicated that these OTUs were affiliated with
Euryarchaeota ( 94. 78% ) and Thaumarchaeota ( 4. 35% ) ． Only one Thaumarchaeotal clone was detected and most
related to the genus Nitrosopumilus with 93% similarity． Euryarchaeotal clones were abundant and diverse． Of them，
42. 61% of clones belonged to RC-V cluster; 13. 91% of clones，20. 87% of clones were classified into LDS cluster and
Methanomicrobiales respectively; 4. 35% of clones had high similarity with ANME-1a-FW，which were involved in
Anaerobic oxidation of methane (AOM) ． In addition，we also detected some (13. 05% ) unknown Euryarchaeotal clones．
［Conclusion］ Euryarchaeota in the environment were diverse，and possibly with a large fraction of potential novel
species．
Keywords: sulfur cold spring，archaea，16S rRNA genes clones library，Earthquake fault zone
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