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摘要:【目的】揭示天山乌鲁木齐河源一号冰川表面粉尘中蓝细菌多样性、群落结构及其系统发育，为科学评
价冰川表面及相关环境中功能微生物的地球化学循环作用提供参考依据。【方法】采用两对蓝细菌 16S
rＲNA 基因特异引物扩增并构建克隆文库，基于序列相似性归类 OTU 并统计多样性，代表 OTU 序列与
NCBI、ＲDP 数据库比对后构建系统发育树。【结果】天山一号冰川表面粉尘 101 个蓝细菌克隆序列基于
97%的相似性被划分为 12 个 OTU，shannon 多样性指数为 1. 522，系统发育分析显示主要隶属于颤蓝细菌目
(Oscillatoriales)和色球蓝细菌目(Chroococcales)。Oscillatoriales 包括席蓝细菌属(Phormidium)、微鞘蓝细菌
属(Microcoleus)、伪鱼腥蓝细菌属(Pseudanabaena)和颤蓝细菌属(Oscillatoria) 4 个属，其中 Phormidium 占绝
对优势，68 个克隆序列划分为 4 个 OTU，其它 3 个属的序列较少。Chroococcales 仅有 1 个克隆，与亚球形管
胞蓝细菌(Chamaesiphon subglobosus)亲缘关系很近。此外，发现一号冰川表面粉尘的速效磷、速效钾含量是
冰川退缩前沿 50 m － 500 m 距离土壤的 2 － 5 倍，硝态氮达到 10 － 20 倍，有机质含量达到 3 － 9 倍，显著高于
冰川前沿环境。【结论】天山一号冰川表面粉尘蓝细菌的多样性指数相对较高，以隶属于 Phormidium 属的
成员占绝对优势，对其生态学作用需进一步深入探究。
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地球上的冰川主要分布在南极、北极、格陵兰和
世界各地的山地，约占地球陆地总面积的 10%。研
究发现，由于物理化学特征和气候环境的显著差异，
冰川生态系统在空间上具有明显的异质性，形成了
明显不同的微生物群落结构。冰川表面、冰芯和周
边冻土层及冰川融水中生存着不同的功能微生物类

群，这些微生物类群的活动对冰川及周边环境的地
球生物化学循环过程有着极其重要的作用［1-2］。此
外，相关研究表明，冰川冰芯和表面微生物群落结构
具有一定的相似性，可以作为反映区域气候及环境
变化的生物指标［3-4］。

蓝细菌 (Cyanobacteria)是一类光能自养生物，
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由于其具有两种独特的光合内膜结构(包括光系统
Ⅰ和Ⅱ)，能够固定 CO2 并产生氧气;在硫化物存在
时，也能通过光系统 Ι 进行不产氧的光合作用。此
外，许多丝状蓝细菌在缺乏无机氮化合物(如硝酸
盐或铵盐)的极端寡营养条件下，能够形成异形胞
进行固氮作用［5］。因此，蓝细菌的生态分布极其多
样，不仅生存于淡水、海水和土壤中，还能耐受各种
不良的极端环境条件，如盐湖［6］、沙漠中极端干旱
的岩石［7］、冷泉［8］或高温温泉［9］以及寒冷的极地、
山岳冰川表面［10］。

研究表明，大气粉尘向冰川表面输入微生物，来
自陆地灰尘、海洋表面气溶胶和火山岩灰烬的外源
微生物可以粘附在积雪、矿物质或者有机质颗粒
上［11］，在冰川表面经过冰川表层融水作用、分选、再
聚集，尤其在一些微生物产生大量的胞外多糖的粘
附作用下，在冰川表面形成深色的冰尘( cryoconite)
或堆状丘(kame) (图 1)，冰尘吸收太阳辐射向下融
进冰川表面形成冰尘洞，这些生境有机质含量丰富，
不仅为外源异养微生物提供了栖息生境，也为藻类、
蓝细菌等光能微生物的生存繁衍提供了场所。冰川
表层环境中微生物处于总生物量的主导地位，其中
蓝细菌是最优势的类群［12］，它们能够很好的适应于
长期冷冻的环境，甚至在温度 － 20℃时仍具有代谢
能力［13］。因此，蓝细菌很可能作为初级生产者为冰
川表面贡献碳源和氮源，有利于冰川表面其它微生
物的生长和繁殖，在冰川生态体系中发挥重要作用。

天山乌鲁木齐河源一号冰川是我国气象变化、
水文径 流量、物质 平衡 等数据最为 完 备 的 冰
川［14-15］。目前有关天山一号冰川周边冻土、积
雪［16］、冰芯细菌多样性的研究已有报道，而对表面
冰尘中蓝细菌群落组成及系统发育的研究报道很
少。本研究采用克隆文库法对一号冰川粉尘中蓝细
菌群落结构多样性及系统发育进行了分析，为科学
评价天山乌鲁木齐河源地区冰川表面及相关环境微
生物在地球化学循环过程中的作用，以及作为一个
生物指标为区域气候、环境变化趋势的预测提供理
论参考依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品采集和处理:样品于 2012 年 10 月 5 日

采集自天山一号冰川(43°06' N，86°49' E)表面，海
拔 3740 － 4480 米，在冰川表层设置 3 个取样点(图
1 中 A、B、C)，每个样点 2 m × 2 m，平行取样 5 份。
将粉尘颗粒迅速装入己灭菌的保鲜盒内，置于车载
冰箱中，12 h 之内运回实验室，部分样品保存在-
70℃超低温冰箱;用于构建克隆文库的样品暂放 －
20℃保存，取部分样品进行理化性质测定。以上所
有过程均在无菌条件下完成。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:大肠杆菌 ( Escherichia
coli)DH5α;DNA 提取试剂盒 (Mo Bio Laboratories，
Carlsbad，CA )、PCＲ 产 物纯化 试 剂盒 ( Qiagen，
Hilden，Germany)均购自 QIAGEN 公司;TA 克隆载
体 pGEM-T、PCＲ 扩增的全套试剂及扩增引物均购
自 TaKaＲa 公司;其余试剂均为进口或国产分析纯;
DNA 分子量 Marker 购自天根生化科技(北京)有限
公司。高速冷冻离心机为 Thermo 公司 Fresco21 型;
PCＲ 仪为德国 Biometra 公司 Tprofessional;凝胶成像
系统为 BioＲad 公司 GelDOC XＲ;水平电泳仪为美国
BioＲad 公司 PowerPac Universal、电泳槽 SUBCELL
GT(20 × 25 cm)。
1. 1. 3 培养基:用于构建克隆文库的培养基主要为
SOB 培养基( g /L)(酵母提取物 5 g，胰蛋白胨 20 g，
NaCl 0. 58 g，KCl 0. 186 g，100 × Mg2 +溶液 10 mL，溶
解于 800 mL 去离子水中并定容至 1 L，121℃高压蒸
汽灭菌 20 min)。所用抗生素为氨苄青霉素钠盐
(100mg /mL)，X-Gal 及 IPTG 试剂浓度分别为 20
mg /mL、24 mg /mL。
1. 2 样品理化性质测定

对粉尘 pH 值(水 ∶粉尘 = 2. 5∶ 1)、速效磷、速效
钾、硝态氮、总有机质及总碳、总氮的测定参照文
献［17 -18］进行，每个样品测 3 个平行。统计与分析采
用 spss18. 0 进行。
1. 3 样品总 DNA 提取及其纯化

采用直接法结合商业试剂盒提取样品总 DNA。
直接法参照 zhou 等［19］ DNA 提取法提取，略有改
动。5 g 粉尘样品中加入 DNA 裂解液、蛋白酶 K 及
溶菌酶后，37℃ 200 r /min 水平震荡 30 min;65℃水
浴 2 h 后加入 20% SDS 溶液，超低温冰箱冻融 3 次
后在水平击打器上击打 10 min;用苯酚、氯仿、异戊
醇(25 ∶ 24 ∶ 1)离心抽提 DNA，3M 异丙醇过夜沉淀
DNA;70%预冷酒精洗涤 2 次，最后溶解于 100 μL
的 TE 溶液。同时采用 PowerSoilTM DNA Isolation Kit
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(Mo Bio Laboratories，Carlsbad，CA) 试剂盒提取
DNA，用 Wizard DNA Clean-Up System 试剂盒纯化
提取的总 DNA。每个样点提取 5 份，混合后用于文
库构建。提取 DNA 4℃保存，采用分光光度计对核
酸浓度和纯度进行定量。
1. 4 蓝细菌 16S rＲNA 基因 PCＲ 扩增

采用两对蓝细菌特异性引物，对混合后的 3 份
DNA 样品分别进行 3 个平行实验扩增蓝细菌 16S
rＲNA 部 分 基 因。第 一 对 引 物 为 CYA359F 和
CYA781Ｒ(表 1 )，扩增体系:10 × Taq PCＲ Master
mix 12. 5 μL，引物各 0. 5 μL(20 μmoL /mL)，DNA
模板 0. 3 μL，加灭菌 ddH2O 至 25 μL。热循环参

数:94℃ 预变性 5 min，94℃ 变性 1 min，52℃ 复性
1 min，72℃延伸 1 min ，30 个循环，最后 72℃延伸
7 min。第二对引物为 CYA-b-371F 和 CYA783Ｒ，采
用巢式 PCＲ:第一轮扩增先用 27F、1492Ｒ 细菌通用
引物，反应体系及其它条件同上，退火温度为 55℃ ;
第二轮扩增用引物 CYA-b-371F、CYA783Ｒ，扩增体
系:10 × Taq PCＲ Master mix 12. 5 μL，引物各0. 5 μL
(20 μmoL /mL )，DNA 模板为第一次 PCＲ 产物
0. 5 μL，加灭菌 ddH2O 至 25 μL。热循环参数:94℃
5 min;94℃ 1 min，60℃ 1 min，72℃ 1 min ，35 个循
环;72℃ 10 min。PCＲ 产物均用 1. 5% 的琼脂糖凝
胶电泳检测。

表 1． 用于扩增蓝细菌 16S rＲNA 基因的特异性引物
Table1． The special primers used to amplify Cyanobacteria 16S rＲNA gene

Primer Sequence ( 5'→ 3') Ｒeferences

CYA359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG Nübel et al［20］

CYA781Ｒ GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT Nübel et al

CYA-b-371F CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCG Gabriel Zwart et al［21］

CYA783Ｒ GACTACWGGGGTATCTAATCCCW Gabriel Zwart et al

1. 5 PCＲ 产物纯化和 16S rＲNA 基因文库的构建
将每对引物扩增后的 PCＲ 产物混合后，用

QIAquick PCＲ purification kit ( Qiagen， Hilden，
Germany)纯化试剂盒纯化。根据厂商提供的说明
书，用 pGEM-T Vector (Promega)载体对纯化的 2 对
PCＲ 产物分别进行克隆。挑取白色单菌落，用载体
引物 T7 和 SP6 对克隆子进行 PCＲ 扩增鉴定，筛选
片段大小正确的克隆子进行测序。(第一对引物
PCＲ 产物大小约为 450 bp，第二对引物 PCＲ 产物大
小约为 400 bp)。
1. 6 数据统计分析

110 个克隆子由上海美吉生物科技有限公司在
ABI377DNA 自动测序仪上采用 ABI PＲISM BigDye
terminator v3. 1 sequencing Ｒeady Ｒeaction kit ( PE
Applied Biosystems)直接测序。将所得的 16S rＲNA
基因序列采用 BioEdit 7. 0. 5 软件 ( http: / /www．
mbio． ncsu． edu /BioEdit / bioedit． ht)手动校正，统一
序列方向和长度，制作产生 FASTA 格式的文件，采
用 Ｒibosomal Database Project ( ＲDP) II 数据库的
CHIMEＲA_CHECK program ( http: / / rdp． cme． msu．
edu / seqmatch / seqmatch_intro． jsp)检测嵌合体序列，

在后续分析中予以剔除。用 CLUSTALX1. 83 软件
进行序列联配，用 PHYLIP-3. 68 软件和 DOTUＲ-
1. 53 软件以 97% 的相似度 cutoff 水平上，采用
furthest-neighbor method 归 类 和 确 定 OTU ( 或
Phylotypes)，并计算 Shannon 和 Simpson 多样性指
数，以及 Nonparametric richness estimates(包括 chao1
和 ACE 指数)。同时采用 EstimateS Win 8. 00 软件
进行文库的稀有度曲线分析，根据公式 C = (1 － n·
N － 1)·100，(N 为文库总克隆数，n 代表在文库中仅
出现一次的 OTU 数量)计算克隆文库的 Coverage。
1. 7 构建系统发育树

将隶属于每个 OTU 的代表序列在 NCBI 的
BLAST 以 及 ＲDP’ s Nave Bayesian Classifier
(confidence threshold，80% )中进行最相近序列匹配
的分类归属，并提交到 GenBank 基因库中。每个
OTU 代表克隆序列与来自 GenBank、ＲDP II 数据库
中的亲缘关系较近的 16S rＲNA 基因序列采用
CLUSTAL x 1. 83 软件进行联配，进化距离的计算采
用邻接法 neighbor-joining method，在 MEGA v． 5. 1
软件中用 p-distances 法和 Kimura-2parameter 双参数
法构建进化树，通过 bootstrap 法评价进化树分支聚
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类的稳定性，重复次数为 1000。

2 结果

2. 1 乌鲁木齐河源一号冰川表面粉尘的理化性质
分析结果表明，乌鲁木齐河源天山一号冰川表

面粉尘颗粒粒径约为 0. 34 mm － 3. 35 mm，分布相
对均一，没形成明显的堆状丘(图 1)，pH 约为 7. 0。
粉尘中速效磷、速效钾、硝态氮、有机质以及总氮指

标显著高于冰川前沿环境土壤( p ＜ 0. 01) (表 2)。
其中一号冰川表面粉尘的速效磷、速效钾含量是冰
川退缩前沿 50 m － 500 m 距离土壤的 2 － 5 倍，硝态
氮含量达到 10 － 20 倍，有机质含量达到 4 － 9 倍，均
显著高于冰川前沿环境。一号冰川表面粉尘的硝态
氮、有机质以及总氮含量甚至显著高于距离冰川末
端 1000 m 发育成熟的高山草甸表层土，分别是 3 －
5 倍。只有总磷含量与冰川前沿环境相近。

图 1． 天山一号冰川表面粉尘采样点分布
Figure 1． Photographs of the sampling sites on the surface of the Glacier No． 1 in the Tianshan Mountains． Marked A，B and C

represented the different sample sites A，B and C，respectively．

表 2． 天山乌鲁木齐河源一号冰川表面粉尘的理化特性
Table 2． Physicochemical properties of supraglacial cryoconite from the Glacier No． 1 in the Tianshan Mountains

Parameter

Size of

granule /

mm

c ( water ) /

(% dw)

pH(water:

soil = 2. 5∶ 1)

Available

phosphorus /

(mg /kg)

Available

potassium /

(mg /kg)

Nitrate

nitrogen /

(mg /kg)

c( organic

matte) /

(% dw)

c( total

nitrogen) /

(% dw)

c( total

phosph-

orus) /

(% dw)
cryoconite Mean 0. 34 ～ 3. 35 45. 56 7. 02 11. 94 195. 60 88. 11 8. 40 0. 380 0. 105

SD － 12. 45 0. 45 3. 46 56. 68 32. 48 4. 34 0. 070 0. 035

50 m* Mean － 32. 46 7. 40 2. 27 128. 89 4. 38 1. 04 0. 030 0. 086
SD － 10. 31 0. 71 0. 53 5. 51 2. 54 0. 16 0. 001 0. 004

500 m Mean － 27. 15 8. 19 2. 74 53. 19 6. 05 0. 94 0. 170 0. 104
SD － 8. 38 0. 42 0. 16 7. 51 0. 95 0. 36 0. 069 0. 012

1000 m Mean － 21. 78 7. 98 4. 11 123. 89 11. 78 2. 06 0. 101 2. 900
SD － 6. 15 0. 38 2. 61 57. 54 6. 39 0. 98 0. 050 0. 009

SD: standard deviation． analysised by SPSS 18. 0 date editor;* represent the distance from the glacier forefield．

2. 2 天山一号冰川粉尘蓝细菌的多样性及群落
结构

从用两种引物构建的蓝细菌 16S rＲNA 文库
中，各挑选了 55 个阳性克隆子进行测序，排除嵌合
体序列以及测序质量较差的序列后，得到的 101 条
序列联配构建距离矩阵，用 DOTUＲ-1. 53 软件在
97%相似性标准进行 OTU 的划分，共得到 12 个
OTU，其中 4 个 OTU 仅含有 1 个克隆。多样性指数
统计结果显示，shannon、simpson 指数分别为 1. 522、

0. 346。图 2 为稀有度曲线，当克隆子数大于 100
时，曲 线 已 渐 渐 趋 于 平 缓，其 覆 盖 率 C 达 到
96. 04%，表明构建文库测序数目基本达到饱和，101
个克隆子基本能够涵盖天山一号冰川粉尘中绝大部
分蓝细菌群落，也能够代表冰川表面粉尘的蓝细菌
多样性。

利用 BLAST 搜索最相近序列，根据最相近序
列隶属的分类学归属，在目和属水平上统计蓝细菌
群落结构。分析显示，天山一号冰川粉尘 16S rＲNA
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图 2．天山一号冰川粉尘蓝细菌克隆文库稀有度曲线
Figure 2． Ｒarefaction curve constructed for Cyanobacterial clone

library from supraglacial cryoconite of the Glacier No． 1 in the

Tianshan Mountains．

基因文库序列代表的蓝细菌主要隶属于 2 个系统发
育类群，包括 Oscillatoriales ( 81% ) 和 Chroococcales
(1% )。此外，总文库序列中还有无法确定分类学
地位的蓝细菌 ( unclassified cyanobacterium)和不能
确定细菌门的序列( unclassified bacterium)，分别占
17%和 1% (如图 3)文库中只有一个克隆子属于
Chroococcales;而属于 Oscillatoriales 的序列较为多
样，共包括 4 个属，其中隶属于 Phormidium 的克隆
子 68 个，占 Oscillatoriales 克隆数的 67%，是绝对优
势 种 群，隶 属 于 Microcoleus、Pseudanabaena 和
Oscillatoria 的克隆子分别占该目总数的 2%、5% 和
7% (图 3)。

图 3．天山一号冰川微尘蓝细菌 16S rＲNA 基因文库群落结构组成
Figure 3． Distribution of cyanobacterial phylogenetic groups from supraglacial cryoconite of the Glacier No． 1 in the Tianshan

Mountains．

2. 3 天山一号冰川粉尘蓝细菌的系统发育
蓝细菌 16S rＲNA 基因文库获得的 101 个克隆

子序列以 97% 的相似性标准被划分为 12 个 OTU，
用每个 OTU 的代表序列以及数据库的相近序列构
建系统发育树 (图 4)。其中以 OTU1、OTU2、OTU3
和 OTU4 为代表的 68 个克隆子均属于 Phormidium
属，归属于 OTU1 的 55 个克隆子与分离自南极的
Phormidium sp． Ant-Orange 类 群 相 似 度 达 到 了
99%，归于 OTU2 的 2 个克隆子分别与溪流微生物
菌 垫 的 免 培 养 Phormidium sp． 序 列 和 南 极
Phormidium autumnale JＲ2 序列的相似度都达到了
99%，OTU3 的 9 个克隆子分别与分离自南极 Dry
Valleys 的 Phormidium priestleyi ANT． LG2. 4 序列和
北 极 Austre Lovénbreen 冰 川 表 面 免 培 养 的
Phormidium priestleyi ANT． L66. 1 亲缘关系很近，相
似度均达到了 99%，OTU4 的 2 个克隆子与分离自
南极的 Phormidium sp． CYN64 序列和 Phormidium

sp． PMC301. 07 序列具有 98%、99% 的相似性。
OTU5 属于蓝细菌 Microcoleus 属，其 2 个克隆子与来
自于极地的 Microcoleus antarcticus UTCC 474 序列相
似度达到了 97%，在发育树上这个属的克隆子与
Phormidium 亲缘关系很近。有研究报道，蓝细菌
Phormidium 和 Microcoleus 的分类地位并不明确［22］，
需要更精确的方法(如功能酶基因序列等)进一步
明确区分两个属的类群。OTU6 和 OTU7 属于蓝细
菌 Pseudanabaena，其中 OTU6 的 4 个克隆子分别与
分离自北极的 Pseudanabaena sp． lw0831 和分离自
地下淡水的 Pseudanabaena sp． CAWBG531 序列相
似度达到了 99%和 98%。OTU7 只有 1 个克隆子，
与 Pseudanabaenaceae cyanobacterium HTJ2-KK1 的
16S rＲNA 基因序列最相近，但相似性只有 93%。
OTU8 的 7 个克隆子属于 Oscillatoria，与分离自南极
Barton 半岛、King George Island 及 South Shetland
Islands 融水中的 Oscillatoria sp． KNUA009 的序列相
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似性达到 96%［23］。OTU9 属于蓝细菌 Chroococcales
目，与分离自南极的 Chroococcales cyanobacterium
CYN67 的 序 列 相 似 性 达 到 98%，另 外 与
Chamaesiphon subglobosus 序列相似性达到了 97%，
大量研究表明，在挪威的 Svalbard 冰川表面［17］以及
南极洲 Dry Valley 生态系统［24］、珠穆拉玛峰冰川积
雪中生存着许多 Chroococcales 的类群，但这个目的
类群在天山一号冰川表面粉尘中很少。OTU10 和

OTU11 的克隆子属于蓝细菌中的未知菌群，17 个克
隆 子 分 别 与 南 极 未 知 蓝 细 菌 ( uncultured
cyanobacterium)和 McMurdo 冰架盐融水池塘免培养
的蓝细菌( uncultured Antarctic cyanobacterium)序列
相似度达到了 99%和 92%。OTU12 仅有 1 个克隆
子，属于未知分类地位的细菌，与数据库中最相似序
列(uncultured bacterium)的相似性只有 93%。

表 3． 天山乌鲁木齐河源一号冰川粉尘蓝细菌 16S rＲNA 基因克隆文库归类 OTU 的系统发育
Table 3． Taxonomic affiliations of representative clones from OTUs for the clone libraries of supraglacial cryoconite of the

Glacier No． 1 in the Tianshan Mountains，determined by phylogenetic analysis of 16S rＲNA gene sequences

0TUs
No． of

clones

Ｒepresentative

clone

Accession

No．

Closest relative cyanobacteria in NCBI

(GenBank accession No． )

Identity /

%

Geographic source of reference

strains in GeneBank

0TU1 55 BF77 KJ143684 Phormidium sp． Ant-Orange(AF263336) 99 Antarctic cyanobacteria
0TU2 2 BF83 KJ143686 Phormidium autumnale JＲ2( JN230333) 99 Antarctic cyanobacteria
0TU3 9 BF94 KJ143689 Phormidium priestleyi ANT． L66. 1(AY493581) 99 Antarctic cyanobacteria
0TU4 2 BF60 KJ143691 Phormidium sp． CYN64( JQ687330) 98 Isolated from Antarctica
0TU5 2 BF32 KJ143687 Microcoleus antarcticus UTCC 474(AF218373) 97 Antarctic cyanobacteria
0TU6 4 BF2 KJ143683 Pseudanabaena sp． lw0831(KF208379) 99 Isolated from Arctic

0TU7 1 BF56 KJ143690
Pseudanabaenaceae cyanobacterium HTJ2-KK1

(EF654068)
93 Unknown

0TU8 7 BF17 KJ143688 Oscillatoria sp． KNUA009(HQ201392) 96 Isolated from Antarctica

0TU9 1 BF89 KJ143691
Chroococcales cyanobacterium CYN67

( JQ687333)
98 Isolated from Antarctica

0TU10 16 BF5 KJ143682 uncultured Cyanobacterium( JN857994) 99 Antarctic cyanobacteria

0TU11 1 BF7 KJ143685
uncultured Antarctic cyanobacterium

(AY541545)
92

Salinity meltwater ponds of

McMurdo Ice Shelf，Antarctica
0TU12 1 BF93 KJ143692 uncultured bacterium(FＲ849448) 93 Northwestern China

3 讨论

采用免培养的分子生物学方法研究极端环境微
生物的多样性及群落结构、功能，近些年来已成为国
内外研究的热点问题。对于极端温度环境(如冰冻
圈、高温热泉、戈壁干旱区)的蓝细菌种群及其生态
功能也受到很多关注。本研究通过构建天山乌鲁木
齐河源一号冰川表面粉尘蓝细菌 16S rＲNA 基因克
隆文库，群落结构及系统发育分析结果显示 97%的
序列归属于蓝细菌，大多数的序列属于蓝细菌门的
Oscillatoriales 和 Chroococcales 2 个 目。 其 中
Oscillatoriales 占绝对优势，这一结果与北极挪威
Svalbard 冰川表面粉尘中通过形态观察和分离得到
的结果相一致［17］。在南、北极的淡水和陆地生态系

统中丝状的 Oscillatoriales 类群也居优势地位，常见
的 属 包 括 瘦 鞘 丝 蓝 细 菌 属 ( Leptolyngbya )、
Oscillatoria 和 Phormidium［25-26］。这 3 个属均为无异
形胞的丝状固氮蓝细菌，被认为是构成藻类生物结
皮的主要类群。Katia Comte 等［22］在南极 peninsula

和 South Shetland Islands 以 及 北 极 的 Ellesmere
Island 也分离到了大量的 Phormidium 属菌株，通过
形态特征将这些菌株划分为三类，第一类是 Ph．
autumnale，第二类是 Phormidium sp，第三类是 Ph．
merrayi。前两类在南极陆地生态系统中广泛分布，

第三类 Ph． merrayi 更常见于南极水生生态系统中。

依据系统发育分析相似性(相似度在 97% － 100%

之间)，我们在一号冰川表面粉尘蓝细菌文库中检
测的 OTU1 和 OTU2 序列应该属于第一类，OTU4 属
于第二类。此外，我们还检测到了与分布于南极
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图 4． Neighbor-joining 法构建的 1 号冰川粉尘蓝细菌 16S rＲNA 基因部分序列系统发育树
Figure 4． Neighbour-joining tree showing the phylogenetic relationships among cyanobacteria 16S rＲNA gene clones from

the Glacier No． 1 in the Tianshan Mountains and their closely related sequences downloaded from GenBank． Numbers at

the nodes indicate the bootstrap values (50% ) based on neighbour-joining analyses of 1000 resampled datasets． Bar: 5%

sequence divergence．

Dry Valleys 的 Phormidium priestleyi 菌株亲缘关系很

近的种群 (OTU3)。研究表明，Phormidium 属的种
群能够耐受各种环境压力，例如，频繁的冷冻、持久

的干燥、寡营养及长期无光照等，尤其这些种群很容
易形成菌垫，以更有利于其生存繁殖。对于冰川表

面季节性及昼夜温度、干湿度波动频繁而言，这些种
群具有极强的适应能力，因此成为冰川表面生境的
优势种群。

本研究还检测到了属于 Oscillatoriales 目的
Microcoleus、Pseudanabaena、Oscillatoria 属的克隆子，

这些属的类群通常在淡水［27-28］，咸水［22］、热泉［9］中

均有 分 布。研 究 表 明，丝 状 Pseudanabaena 和
Microcoleus 的类群常能形成水华现象，引起严重的

环境问题，但这些菌株能进行光合自养，甚至在无氧

的情况下能合成固氮酶，固定大气中 N2，在冰川表
面的存在可以为系统中氮源的累积发挥重要作用。

此外，部分 Microcoleus 的种群也是荒漠干旱地区结
皮的优势种群，是荒漠植被演替过程中的先锋类群，

在土壤形成过程中起重要作用［29］。因此，推测它们
在天山一号冰川退缩裸露后生境的土壤成熟过程中

可能发挥作用，分布于冰川表面的种群很可能来其
前沿生境。Oscillatoria 属的种群目前发现主要分布

在淡水中，某些菌株在水体表面形成草席状漂浮、滑
动，经常栖息在存在亚硫酸盐的环境，在厌氧的含硫

环境中发挥关键生态作用［5］。

目前已经有证据表明，冰川底部不仅有产甲烷
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古菌活动，而且有硝化、反硝化细菌以及异养菌等生

存［30］，Stibal 等［18］认为这些微生物生存所需要的碳

源和氮源主要来自冰川表面环境。蓝细菌作为主要

的光合自养菌，通过光合作用为其它微生物提供碳

源，有些能固氮的蓝细菌还能提供氮源，如文库中发

现的 Microcoleus、Pseudanabaena、Oscillatoria 种群。

这些自养菌的生存不仅促进了部分异养细菌、真菌、

藻类和其它耐冷原生动物在冰川表面的定植［31］，而

且由于冰川表面的积雪、冰层的溶解，使部分融水通

过冰川表面形成的锅穴和裂隙到达冰川底部，再加

上冰川本身的运动造成冰面与底部沉积层养分的交

换，对于冰川底部微生物的碳、氮养分的需求可能起

着重要作用。有研究认为，通过无机自养过程蓝细

菌生物总量并不能供给冰川表面充足的养分，冰川

表面相对充足的养分大部分来自外源空气中颗粒的

沉降积累作用［18］，尤其冰尘中较高的硝态氮的来源

问题目前仍未得到统一结论。我们的分析也显示天

山一号冰川表面粉尘相对冰川退缩前沿含有极高的

硝态氮(表 2)。相反，尽管有机质、总氮等养分显著

高于冰川前沿环境，但天山一号冰川表面粉尘的全

磷与退缩冰川前沿原始环境非常接近 (约为
0. 1% )，这意味着对此前的一个研究报道结果的肯

定，即除了温度之外，冰川表面可利用磷的总量是限

制其微生物生物量的关键因子［32］。因此，对冰川粉

尘及冰尘穴中蓝细菌的生态学作用需要进一步深入

开展相关研究工作阐明。

微生物的分布与栖息地的非生物因素有密切的

关系，即环境对微生物种群的分布具有选择作用。

Stibal 等人在北极 Svalbard 冰川［17］表面微尘中观察

并分离到蓝细菌 Chroococcales、Oscillatoriales、念珠蓝

细菌目(Nostocales)种群，在北极 Austre Lovénbreen

冰川 表 面 也 检 测 到 了 Oscillatoriales 种 群［27］。

Mueller［33］在加拿大北极圈的 White 冰川表面的冰

尘穴中分离到的蓝细菌也同样包括 Oscillatoriales、

Chroococcales、Nostocales 种 群。 同 时，Porazinska

等［34］在南极的 McMurdo Dry Valley 冰尘穴中也发

现了 Oscillatoriales、Chroococcales 种群，以上研究均

显示这些蓝细菌属的成员对低温环境有极好的适应

性。我们的研究也显示，天山一号冰川表面粉尘蓝

细菌文库代表序列大多与来自南北极等低温环境中

的培养物及克隆序列亲缘关系最近。但是，研究也
发现这些蓝细菌属的一些成员在其它极端生境中也

广泛生存，如冰川周围的沙漠［26］、高山白云石孔

隙［35］、叠层石上［36］、咸水湖［28］和高温热泉［9］以及

一些溪流［25］和浅水湖泊［21］。说明在属水平上这些

蓝细菌的生态分布非常广泛、多样，具有极强的生存

能力和定植能力。我们认为，基于 16S rＲNA 基因
免培养的多样性研究方法本身的缺陷以及缺乏对这

些种群的广泛分离培养，目前仍然不能肯定这些蓝

细菌种群的地理分布具有冰冻圈生境特异性，即低
温生境分布的蓝细菌种群具有特殊的基因型、生态

型及相对应的表型。

天山一号冰川表面粉尘颗粒大小、水份含量和

理化因子相近，且质地均一没有明显的堆积物(图
1)，虽然研究发现的蓝细菌仅隶属于 Chroococcales

和 Oscillatoriales 两个目，但检测到的 OTU 数及多样

性指数仍相对高于其它生境，其原因可能与前期研
究报道冰川粉尘及冰尘穴细菌多样性均采用有限的

可培养方法及低通量的细菌 16S rＲNA 基因文库法

有关 (文 库 较 小，仅 检 测 到 较 少 的 蓝 细 菌 克

隆)［17，27，32］。此外，天山一号冰川上空的大气环流、

降雨量、降雪覆盖的时间、风向都会影响表面粉尘颗
粒的数量及物理化学条件。已经有研究表明，乌鲁

木齐河源冰川表面粉尘在 5、6 月份由于沙尘活动颗

粒浓度升高，7、8 月份由于季节性大气环境的变化
及降水的作用，表面粉尘被洗刷其颗粒的矿物含量

会发生变化［37］，这些因素也可能会影响蓝细菌的群

落结构及多样性。因此有必要针对季节变化取样，

进一步阐明蓝细菌群落结构的时间演替规律，对阐

明冰川生态系统的生物地球化学循环具有重要
意义。
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Community structure and phylogenetic analysis of
cyanobacteria in cryoconite from surface of the Glacier
No． 1 in the Tianshan Mountains
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Abstract:［Objective］The purpose of this study is to characterize the community composition and phylogenetic analysis of
cyanobacteria from supraglacial cryoconite of the Glacier No． 1 in the Tianshan Mountains，China． ［Methods］ We
amplified 16S rＲNA genes from the extracted cryoconite DNA by PCＲ with 2 pairs of cyanobacteria-specific primers．
Amplificon was used to construct 16S rＲNA genes clone library． The estimation of species richness，diversity indices，and
rarefaction curve of the 16S rＲNA genes library were determined based on representative phylotypes (OTUs) ． ［Ｒesults］
Analysis of 16S rＲNA gene sequences allowed grouping of 101 clones into 12 phylotypes (OTUs) using a cut-off of 97%
identity． The phylogenetic analysis revealed that most of sequences affiliated to the order Oscillatoriales and Chroococcales
except that three were unclassified． The clone library was dominated by representatives of the order Oscillatoriales (81%
of the total clones)，and the most abundant organisms within this order were in the genus Phormidium ( 68 clones)
including clones grouping into four phylotypes． The only clone of Chroococcales was closely related to the genus
Chamaesiphon with 97% similarity． In addition， comparison of soil chemical properties between different habitats
indicated that supraglacial cryoconite supported significantly higher the content of available phosphorus and potassium，
nitrate nitrogen and organic matter compared with the forefield of the Glacier No． 1． ［Conclusion］The diversity index of
cyanobacteria were relatively high in supraglacial cryoconite of the Glacier No． 1 in the Tianshan Mountains． The
community structure was dominated by members of the genus Phormidium． This study may enrich our knowledge on
biogeochemical processes and ecological distribution of cyanobacterial populations in glacial ecosystem．
Keywords: Glacier cryoconite，Tianshan Mountains，Cyanobacteria，phylogenetic analysis

(本文责编:王晋芳)

Supported by the National Natural Science Foundation of China (40961002，41140009，41271268)，by the General and Special Program of the

Postdoctoral Science Foundation of China (201003339) and by the Key Project of Science and Technique Foundation of Ministry of Education of

China (2010250)
* Corresponding author． Tel: + 86-993-2058095; E-mail: niyqlzu@ sina． com

Ｒeceived: 9 January 2014 / Ｒevised: 9 April 2014

6621




