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摘要：陆地热泉是一类典型的极端生命-环境互作的地质系统，是我们认识生命与环境协同演化的天然

实验室。然而，受限于有限的研究手段，热泉中仍存在大量未解密的微生物“暗物质”。这种困境随着技

术的革新得到了改善，尤其是近几年来基于组学、探针和同位素标记的多元化检测手段在嗜热微生物多

样性的挖掘、新物种和新代谢途径的发现以及嗜热微生物对元素地球化学循环的调控和响应等方面取得

了一系列令人瞩目的研究成果，使得热泉极端微生物和地质环境内在联系的研究也成为地质微生物学研

究的热点。立足于前人研究成果，本文将简述常用于热泉地质微生物学研究的分子生物学手段的发展，

重点总结其在挖掘热泉微生物多样性和热泉微生物的环境功能研究中的应用及进展，最后对未来研究方

向提出展望。 
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全球广布的陆地热泉多分布在构造运动活跃

的地热带上，它是连接深部和地表环境的桥梁，

也是我们追寻生命起源、探索地外生命的一扇窗

口[1–2]。热泉具有多样的水化学类型、温度和 pH

变化梯度大、富含矿物质元素等特点，特殊的地

球化学条件导致其孕育着大量的生命“暗物质”[3]，

这些生命获得赖以生存的能量的过程伴随着一系

列独特的生物地球化学反应[4]，推动着生命与环境

的相互作用和协同演化。将其作为一个有机生命-

无机环境相互作用的复杂地质系统加以研究，对

揭示生命-极端环境相互作用机制有重要意义。 

分子生物学技术如组学技术、探针技术和同

位素标记技术等的应用，在揭开热泉生命“暗物

质”神秘面纱和解析其与地球环境相互作用等方

面发挥了关键作用[5–9]，尤其在生物地球化学循环

方面产生了一系列的新认识。以碳循环为例，在

酸性地热土壤中发现了能利用 H2 进行自养生长的

甲烷氧化菌 Methylacidiphilum sp. RTK17.1，这是
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首次通过实验证实甲烷氧化菌能够同时进行自养和

异养生长[10]；此外，Science 杂志上刊登了两篇关于

嗜热微生物 Thermosulfidibacter takaii ABI70S6T

和 Desulfurella acetivorans 通过柠檬酸合酶的逆反

应进行碳固定的新途径[11–12]。这些最新发现使人

们对高温热泉的碳循环过程有了更深的认识，同

时揭示了嗜热微生物蕴含的特殊代谢能力。本文

将对热泉地质微生物学研究中常用的分子生物学

技术进行梳理，阐述其在热泉微生物多样性分析

和功能活性挖掘验证方面的应用及最新研究进

展，并对存在问题和未来的研究方向进行剖析与

展望。 

1  分子生物学技术应用于热泉地质

微生物学研究的发展历程 

学者们对热泉生命的关注已有一百多年的历

史，从发现到确认热泉中有生命经历了十几年

(1880–1903)，此后的 60 多年学者们致力于光合藻

类的研究，一直认为光合作用的上限温度是生命

的极限。直到 Thermus aquaticus 的成功分离培养

才掀起了对其他嗜热微生物的研究浪潮。这一时

期对热泉极端微生物的认识主要来自于分离培养

和显微镜观察，然而在实验室重建极端的生长环

境条件是很困难的，所以导致对嗜热微生物的认

识具有片面性和选择性。 

分子生物学手段的应用改善了这种困境，学

者们最初通过 5S rRNA 来检测热泉微生物多样

性 [13]，但由于片段短(120 bp)和电泳分辨率低不

能应用于复杂环境。得益于基于 16S rRNA 基因

的分子手段的开发和利用，热泉微生物多样性

得到了很大的拓展 [14–15]。传统分子生物学手段

如克隆文库(Clone library)、变性梯度凝胶电泳

分 析 (DGGE)和 末 端 限 制 性 酶 切 片 段 长 度 多 态

性分析(T-RFLP)，分别于 1990 年 [16]、1996 年 [17]、

2007 年[18]首次应用到热泉微生物多样性的研究

中。近几年的技术以通量高为特点，如新一代高

通 量 测 序 技 术 (High-throughput sequencing)[6] 和

系统发育芯片(Phylochip)[19]。高通量测序技术的

广泛应用是热泉地质微生物学研究的革命性转

折点，使学者们能够全面了解嗜热微生物群落结

构的多样性及深入解析热泉极端微生物的生态

功能，为探索地质历史时期的微生物生命过程提

供了良好的资源。 

解析热泉微生物多样性是认识热泉微生物在

地质环境中功能的基础，基础夯实才能进行更深

入的挖掘热泉微生物功能的研究。目前基于组学

的技术，如宏基因组(Metageonomics)、单细胞基

因 组 (Single-cell genome) 、 宏 转 录 组 测 序

(Metatrascriptomics)和蛋白质组学(Proteomics)[7,28–30]

可以预测热泉微生物的代谢能力并证实相关基因

产物的存在，而基于荧光原位杂交(Fluorescence in 

situ hybridization，FISH)的技术[9,31]和基于同位素

标记(Isotope-probing)的技术[8–9,23,31–33]却能验证基

因产物的功能或直接针对物种进行代谢活力的检

测和量化，真正实现生命-地球化学过程相关联。

这些技术的应用为解析嗜热微生物在元素循环、

生物成矿机制等方面的作用提供了有效手段。综

上所述，热泉微生物群落结构和功能解析技术经

历了由片面向全面、由低通量向高通量、由低分

辨水平向高分辨水平的发展过程(图 1)。技术的进

步推动了研究的深入，更丰富了热泉地质微生物

学研究的内容，拓展了人们对热泉微生物与地球

环境相互作用关系的认识。 
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图 1.  不同分子检测技术应用于热泉地质微生物研究的发展史 
Figure 1.  The development history of different molecular detection technologies applied in geomicrobiology 
research of terrestrial geothermal environments[6–7,17–25]. In 1880s, there were reports of bacteria that could survive 
at high temperature[26], until 1903 there was first report confirming the presence of microorganisms in hot spring[26]; 
in 1969 Thermus aquaticus was isolated from hot spring[27]. 

 

2  解析热泉微生物多样性的主要研

究方法和进展 

2.1  传统分子生物学方法 

基于分子标记基因的分子生物学技术使人们

对热泉微生物的认知从表型上升到基因水平。传

统分子生物学方法在热泉微生物多样性研究中占

据了很重要的地位，其主要通过 16S rRNA 基因或

者功能基因(如氨氧化基因 amoA 等)的扩增来检

测微生物整体群落或者功能类群的多样性及系统

发育特征[25,34–39]。目前在基于 16S rRNA 基因的微

生物群落多样性研究中，传统方法已经被高通量

测序所取代，但针对功能基因的研究，仍以传统

分子生物学方法为主。大量的研究表明热泉中富

含参与氮循环和硫循环过程的功能基因[40–46]，然

而功能基因的可检测性并不代表其在当前环境的

顺利表达以合成相应的蛋白酶系，需结合其他方

法如同位素标记技术来验证其代谢活性。此外，

对于某些特有的微生物类群，可以设计特异性探

针和引物分别通过 FISH 或定量 PCR 技术(qPCR)

来鉴别其分布和丰度[36]。 

2.2  新一代高通量分子生物学方法 

目前用于研究热泉微生物群落结构和物种多

样性的高通量技术方法主要有两种，即高通量测

序技术和基因芯片技术[47]。高通量测序方法主要

可以分为扩增子测序和鸟枪法测序，这部分内容

针对扩增子测序的应用进行总结。与传统方法类

似，扩增子高通量测序也需要扩增分子标记基因

(如 16S rRNA 基因、ITS 基因和 amoA 基因等)，

随后对扩增产物进行测序来研究目标微生物群落

结构及多样性，但由于其测序深度大，获得的多

样性远高于传统方法。虽然测序结果同样会受到

引物的偏好性的影响[48]，其在解析热泉微生物群

落多样性及挖掘群落分布控制因素方面的巨大贡

献仍是不容忽视的。Miller 等[6]于 2009 年首次利

用 454 焦磷酸测序对美国黄石国家公园的两个碱

性热泉微生物群落进行了研究，发现微生物群落

结构沿温度梯度变化明显。随后该技术被多国学
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者用来解析热泉原位或富集产物的微生物多样性

和群落组成[49–57]。上述研究大多集中在热泉原核

微生物，热泉真菌和真核微生物的研究则明显滞

后。目前，只有少量研究运用高通量测序技术分

析了热泉真菌和真核生物的多样性。Liu 等[58–59]

通过基于 ITS 基因的 Illumina Hiseq 测序发现云南

腾冲热海高温热泉蕴藏着丰富的真菌物种资源，

其群落分布的控制因素与原核生物相似，主要有

温度、pH 和水化学离子如 Fe2+和 NH4
+等；Oliverio

等[60]通过基于 18S rRNA 基因的 Illumina Miseq 测

序技术对新西兰 Taupō 火山区 160 个热泉的原生

生物进行研究，发现温度和 pH 对多样性和群落结

构有显著影响。 

本课题组开展热泉相关研究工作较早，经历

了从传统克隆文库到高通量测序的转变。同样是

西藏谷露热泉，高通量技术获得的群落多样性比

传统方法更高，得到的群落结构随温度的变化规

律更明显[49]。在原核生物群落结构与环境因子的

相关性方面得到了与其他学者一致的结果：微生

物群落结构主要受温度和 pH 的影响，其次是水

化学条件[52,57,61]。然而当研究载体同时包括水相

和沉积相时，发现二者的微生物群落具有巨大差

异[50,62–64]，极有可能是因为沉积物的异质性为微

生物提供了更多的生态位，而且黄铁矿、碳酸盐、

硅酸盐等矿物溶解释放的离子可以为微生物提供

更多的营养[62–64]。此外，本课题组相关研究发现

热泉微生物群落有明显的季节特征[50,65]。与旱季

相比，雨季热泉中营养物质如钾、总有机碳、铵、

钙、钠和总氮等的补给增加，细菌多样性也随之

变高，且微生物群落分布模式由高度有序变得杂

乱无序[65]。我们还发现这种变化是个渐变的过程，

刚进入雨季(6 月份)时的群落与旱季(1 月份)相比

稍有变化，而到降雨量最大的时期(8 月份)微生物

群落变化最为剧烈[50]。进一步研究发现，通过 LSA 

(Local similarity analysis)算法构建的微生物共变

网络结构的变化也有相似的变化趋势，8 月份微生

物网络结构相较 1 月份和 6 月份发生明显改变，

虽然此时群落多样性最高，但其网络结构最简单，

关联度减少(1 月份：节点数=95，连接数=465；    

6 月份：节点数=99，连接数=408；8 月份：节点

数=82，连接数=123)，表明在资源充足的情况下，

不同的生态功能群落的生态位不重叠，彼此关联

较弱。我们推测热泉微生物群落的季节变化与微

生物对有机质的利用能力有关，但还需要通过实

验来验证。 

目前对热泉微生物多样性，尤其是基于 16S 

rRNA 基因的原核微生物的研究已经较为透彻，这

为开展热泉微生物功能多样性的研究奠定了夯实

的基础。以上这些手段只能解析微生物群落组成，

却不能用来确定微生物在环境中的功能性状，而

只有明确了群落组成和功能的对应关系才能更好

地预测微生物响应环境变化的演替规律以及定向

调控微生物在生态系统中的功能。 

3  挖掘热泉微生物功能和代谢活性

的主要研究方法和进展 

3.1  宏基因组测序预测代谢潜力 

宏基因组可以在 DNA 水平上预测微生物潜

在的代谢功能，通过基因组信息发现新类群和新

的代谢途径(表 1)。Inskeep 等[66]通过宏基因组鸟

枪测序技术对美国黄石公园高温热泉微生物的群

落结构和功能进行研究，发现热泉环境条件的异

质性同时影响群落多样性和其功能多样性。Hua

等[67]通过对云南腾冲热泉样品进行宏基因组测序

分析，组装了 6 个平均大小为 1.4 Mbp 接近完整
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的 Agiarchaeata 基因组，并且对其代谢通路进行

构建，显示 Agiarchaeata 是严格厌氧或兼性厌氧

菌，能够通过氧化硫化氢进行化能自养生长，并

且水平基因转移的发生导致其从细菌中获得了异

化硫酸盐还原基因和一氧化碳氧化基因。 

此外，宏基因组测序自新一代测序应用以来

便成为最高效的研究病毒的方法，宏基因组装可

以反映完整病毒组信息，涵盖丰富的进化、遗传

和功能等信息，帮助发现新型病毒，弥补了以往

病毒发现及分类中存在的大量间隙(表 1)。例如，

通过宏基因组序列组装发现高温热泉病毒的多样

性与中温环境相当[68]，还发现了首例侵染古菌的

单链 RNA 病毒[69]。相比较热泉古菌病毒，热泉细

菌病毒和真菌病毒的研究相对较少，最新对陆地

热泉细菌病毒的综述指出目前 NCBI 只能检索到

16 条嗜热噬菌体的基因组，分属于 5 个病毒科[70]。

Gudbergsdóttir 等[71]从 6 个环境宏基因组中组装得

到了 10 个完整的病毒基因组，其中一个疑似是细

菌 Hydrogenobaculum 的病毒基因组，这是首次获 

得该细菌的病毒序列，并且通过 CRISPR 分析方

法发现了多样性极高的 CRISPR 基因组和 CRISPR

间隔序列[71]；Munson-McGee 等[72]通过单细胞测

序结合宏基因组数据发现美国黄石国家公园热泉

中普遍存在病毒-宿主相互作用体系，并且大多数

的细胞中至少含有两种病毒，体现了热泉病毒的

多样性。针对热泉病毒的研究仍处于起始阶段，

关于热泉病毒多样性的影响因素、病毒-宿主-环境

的相互作用关系等问题还亟待回答。 

3.2  单细胞测序挖掘微生物代谢潜力 

单细胞测序可以在单细胞水平上获取微生物基

因组信息，用于探索环境中物种丰度极少的未培养

微生物，或是发现未被宏基因组及其他技术检测到

的新型功能基因，以及研究微生物个体的生理特性、

物质能量代谢和生态功能等[73]。微生物单细胞基因

组技术包括单细胞获取、全基因组扩增、全基因

组测序以及数据分析等步骤[73]。Rinke 等[28]利用

单细胞基因组测序首次从热泉中分别获得未培

养类群 EM19、OctSPA-106 以及 OP8 的基因组，  
 

表 1.  宏基因组和单细胞测序在热泉中的典型应用实例 
Table 1.  Representative examples for application of metagenomics and single-cell sequencing technology in 
terrestrial hot springs 

Research point Combined method Major discovery 
Metagenomics 
Predicting potential 
metabolic functions 

 Six near-complete Agiarchaeata genomes with an average size of 1.4 Mbp have been 
assembled and the metabolic pathway of Agiarchaeata has been constructed[67]. 

Virus study Single-cell 
sequencing 

First report of Hydrogenobaculum-infected virus and an assessment of genome 
conservation and evolution of the Ampullaviridae family as well as Sulfolobus 
Monocaudavirus 1 (SMV1) -related viruses[71-72]. 

Single-cell sequencing 
Identifying 
microbial dark 
matter 

Shotgun 
sequencing 

Proposed Atribacteria (previous OP9)[7] 
Proposed Kryptonia[30] 

Proposed Calescamantes (EM19), Fervidibacteria (OctSPA-106) and Aminicenantes 
(OP8)[28]. 

Shotgun 
sequencing 
Metatranscriptome  
FISH 

The phylogeny and metabolic potential of the candidate archaeal phylum 
‘Aigarchaeota’ has been deduced[29]. 
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并将它们命名为 Calescamantes、Fervidibacteria 和

Aminicenantes。Munson-McGee 等[74]在美国黄石公

园高温酸性热泉中得到了 Nanoarchaeota 的单细胞

基因组，并且系统发育分析显示其在进化上与中性

热泉中发现的 Nanoarchaeota 更为接近。 

最新的一系列研究已经证实单细胞基因组与

宏基因组相结合可以大大提高基因组拼接的完整

性和连续性[75]，在挖掘探索热泉生态系统中的微

生物暗物质方面产生了实质性的进展 (表 1)。

Dodsworth 等[7]通过单细胞基因组数据和宏基因

组数据分别从热泉沉积物和纤维素降解富集培养

物中获得了 OP9 的近完整的基因组，建议将其命

名为“Atribacteria”，并预测了其代谢特征；Fadrosh

等[30]在 2016 年从在全球收集的 5.2 Tbp 宏基因组

数据中发现了一种专门生存于高温中性热泉的新

型细菌门“Candidatus Kryptonia”，并通过宏基因

组数据结合单细胞基因组数据组装得到其中 4 个

属的基因组；Yu[76]等开发了一种改进后的单细胞-

宏基因组技术，该技术首先将细胞分组，每组含

有 5–10 个细胞，然后对每组细胞进行宏基因组测

序分析，这样在保证单细胞的高分辨率的同时可

以尽可能覆盖样品的多样性，通过这种技术他们

从美国黄石国家公园的热泉样品中获得了 29 个新

的基因组。 

3.3  宏转录组和蛋白质组学证实潜在活性基因产

物的存在 

基因的存在并不代表基因的表达，为了研究

特定环境条件下的活性微生物，需要分析微生物

群落的 mRNA 表达情况，即进行宏转录组学研

究，比较不同环境条件下的差异表达基因和差异

功能途径，从转录水平研究复杂微生物群落变

化，揭示微生物对环境变化的响应机制，探索环

境与微生物之间的互作机理(表 2)。通过转录组测

序，学者们发现了热泉光合生物席在昼夜循环间

的基因表达差异[21]，并且识别了分别适应强光环

境和弱光环境的专性基因 [77]。前人研究表明通

过热泉水、沉积物和气体的理化性质分析结合热

动力学模型可以构建热泉中潜在的氧化还原过

程 [4]，而宏转录组分析发现了参与甲烷、氮和硫

的厌氧代谢的高表达基因[78]，为其中部分过程提

供了转录水平的证据。Agiarchaeota 是近年来在

基因组水平上解密的一类未培养微生物，宏转录

组学结果证实其是一种具有自养潜力的好氧化

能异养古菌，主要以氧气作为电子受体，并且具

有显著的营养缺陷[29]。 
 

表 2.  宏转录组和蛋白质组在热泉中的典型应用实例 
Table 2.  Representative examples for application of metatranscriptomics and proteomics sequencing technology 
in terrestrial hot springs 

Research point Combined method Major discovery
Metatranscriptomics   
Confirming transcription activity  Discovering high-expression genes involved in the anaerobic 

metabolism of methane, nitrogen and sulfur[78]. 
Proteomics   
Confirming expression activity Shotgun sequencing 202 proteins encompassing 19 known functions from 12 

known phyla were identified. Two key enzymes involving in 
the 3-hydroxypropionate CO2 fixation pathway were 
identified in uncultivated Roseiflexus spp., which are known 
photoheterotrophs[22].  
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不同于宏转录组学，蛋白质组学是直接研究

在特定时空下的蛋白质种类和分布，这是研究微

生物活性和功能更直接的手段，因为基因的表达

只代表了转录活力，与蛋白质的存在并不是始终

保持一致的 [79]。Schaffert 等 [22]在美国黄石公园

Octopus 热泉生物席样品中发现了 202 种蛋白质，

包括 19 类已知的功能，分属于 12 个微生物门。

值得一提的是，他们识别出 Roseiflexus spp.相关物

种含有参与 3-羟基丙酸循环的两种关键的酶，这

为该类群能够通过固定 CO2 进行自养生长提供了

更有力的证据(表 2)，而此前的研究通过宏基因组

测序仅仅对其自养代谢途径进行了预测[80]，一直

没有能够证明该物种进行碳固定的活性证据。目

前蛋白质组的研究基本使用质谱分析，但其通量、

灵敏度和数据解析率远远没有达到如 DNA 高通

量测序那般的水平，严重限制了其应用的推广。 

无论是通过宏基因组和单细胞基因组来预测

代谢潜力，还是通过宏转录组和蛋白质组来识别

相关基因产物的存在，这些手段的最大缺陷是无

法直接衡量基因产物的功能，更不能直接量化物

种的代谢活性。未来热泉地质微生物的研究工作

将从群落多样性深入到物种-物种以及物种-环境

的互作机理和关键功能群驱动元素循环的分子机

制等方面，基于探针和同位素的技术将成为更主

流、更有效的检测手段。 

3.4  基于荧光原位杂交的技术识别功能微生物并

验证其代谢活性 

荧光原位杂交技术的特色在于可以同时获得

物种信息和其空间分布特征[81]。其原理是根据核

酸碱基互补配对原则，用有荧光标记的特异性

DNA 或者 RNA 探针与细胞内经过变性的单链核

酸序列互补配对，探测其中所有的同源核酸序列，

其结果可直接在激光共聚焦显微镜或荧光显微镜

下观察，无需单独分离 DNA 或 RNA[82]。然而，

FISH 也存在着检测易受背景干扰、探针杂交效率

低等问题 [83]。催化报告沉积荧光原位杂交技术

(Catalyzed reporter deposition-FISH，CARD-FISH)

是 FISH 技术的升级，增加荧光信号强度的同时减

少了背景干扰[84]。 

这项技术在热泉地质微生物学研究中的应用

较晚，但在检测特定微生物类群的丰度定量、空

间分布特点和微生物间的相互关系方面贡献突出

(表 3)。Ng 等[9]通过 FISH 发现台北一热泉中古菌

(探针 ARC915)和硫酸盐还原菌(探针 SRB385)细

胞分别占微生物总细胞数(DAPI 染色)的 15.69%

和 7.16%。FISH 在发现微生物相互作用关系(如联

合代谢微生物群和共生关系)方面也有其独特优

势 。 Kubo 等 [31] 运 用 传 统 分 子 手 段 发 现 日 本

Nakabusa 热泉微生物席中存在好氧硫氧化微生物、

厌氧硫酸盐还原微生物和丝状不产氧光合微生物，

并通过 CARD-FISH 技术展示了三种嗜热细菌群的

垂直分布结构。这项研究说明具有不同功能属性的

嗜热微生物通过在空间上有序排列共同完成硫代

谢过程。据报道 Nanoarchaeota 是典型的共生微生

物，Munson-McGee 等[74]通过 CARD-FISH 在美国

黄石公园高温酸性热泉中发现了 Nanoarchaeota

和 Sulfolobales 的共生关系。 

FISH 技术具有良好的延伸性，与其他技术手

段相结合可以在单细胞水平上研究特定物种对放

射性标记物质的代谢能力，如显微放射自显影技

术(Microautoradiography，MAR-FISH)、纳米级二

次离子质谱技术 (Nano-scale secondary ion mass 

spectrometry，FISH-Nano-SIMS)、拉曼光谱技术

(Raman-FISH)和扩展 X 射线吸收精细结构分析

(X-ray absorption fine structure，μ-XAFS-FISH)[85]。 
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表 3.  基于探针的技术在热泉中的典型应用实例 
Table 3.  Representative examples for application of probe-based technology in terrestrial hot springs 

Research point Combined method Major discovery 

Probing functional group 

S-cycling CARD-FISH Revealing three thermophilic bacterial groups: aerobic 
chemolithotrophic sulfide-oxidizing species, anaerobic 
sulfate-reducing species, and filamentous anoxygenic 
photosynthetic species involving in mat sulfur cycling[31]. 

Fe-cycling qPCR 16S rRNA gene 
high-throughput sequencing 

The isolation and characterization of the novel, Fe(II)- 
oxidizing, thermophilic, acidophilic organism Metallosphaera 
sp. strain MK1[87]. 

Verifying microbial activity 

N-cycling Clone library RT-PCR 
MAR-FISH 

The first thermophilic ammonia oxidizer was described, which 
belongs to the widely distributed group I.1b of the 
Crenarchaeota[86]. 

Fe-cycling μ-XAFS-FISH Ferrihydrate was generated by Gallionella-related bacteria in 
the top surface of mat (10–15 μm)[85]. 

 

 

目前仅 MAR-FISH 和 μ-XAFS-FISH 在热泉环

境中有应用(表 3)。Nubel 等[24]通过 MAR-CARD- 

FISH 获 得 了 美 国 黄 石 公 园 光 合 生 物 席 中 的

Chloroflexaceae 相关微生物的垂向分布及异养代谢

特征；Hatzenpichler 等[86]利用该技术从热泉中发现

了中度嗜热的氨氧化古菌，并证明了该古菌对氨的

代谢活性。μ-XAFS-FISH 是一项在高空间分辨率下

同时监测微生物群落组成和元素分布特征的先进

手段，可为微生物活动在生物矿化中的作用提供直

接的证据。Mitsunobua 等[85]通过 FISH 发现日本

Sambe 热泉生物席中表层(10–15μm)以 Gallionella

属相关细菌为主，推测其在铁氧化中发挥关键作

用，而通过μ-XAFS 得到的结果验证了他们的推测，

在 Gallionella 富集的表层发现大量的无定形态水

铁矿，并且发现了 Fe-O6 八面体共边的次生结构。

这些新兴技术的发展和应用为深入研究热泉微生

物在地球化学循环中的作用带来了新的契机。 

3.5  基于同位素标记方法验证并量化功能类群的

代谢活性 

稳定性同位素探针技术(Stable isotope probing，

SIP)是最常用的用来验证功能类群或系统发育类

群在特定生物地球化学过程中所发挥作用的同位

素标记技术[8–9,23,31–33,88]。其原理是添加稳定性同位

素(如 13C、15N 和 18O 等)标记底物来培养环境样品，

在细胞不断分裂、生长、繁殖的过程中合成含有

稳定同位素的细胞物质。然后提取总标志物(如

DNA、RNA 和 PLFA 等)，经过超高速密度梯度离

心将“重”的(如被 13C 标记的)和“轻”的(如被 12C 标

记的)细胞物质分离，进一步采用分子生物学技术

对含有重的同位素标记的细胞物质进行分析[89]。 

DNA-SIP 技术近几年被用来分析热泉中参与代

谢特定标记底物的活性微生物群落组成[8,23,32–33]，

即识别驱动热泉元素循环的关键微生物(表 4)，这

对探究地质历史时期的生命-环境演化过程具有

重大意义。Sharp 等[23]运用 DNA-SIP 与 qPCR 和

16S rRNA 基因扩增测序相结合的方法首次鉴定

出具有活性的甲烷营养细菌在热泉中的存在；

Fortney[8]等采用 DNA-SIP、16S rRNA 基因扩增测

序以及宏基因组测序相结合的方法发现在美国

Chocolate Pots 的沉积物中存在大量异化铁还原 
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表 4.  基于同位素标记的技术在热泉中的典型应用实例 
Table 4.  Representative examples for application of isotope-based technology in terrestrial hot springs 

Research point Combined method Major discovery
Confirming metabolic activity by DNA-SIP 
Chemoautotrophy Shotgun sequencing 

Stable 13C isotope 
The extent and mechanisms of CO2 fixation were evaluated across a 
comprehensive set of microbial communities in Yellowstone National Park. The 
minimum fractions of autotrophic C in microbial biomass were >50% in the 
majority of communities analyzed[32]. 

Mixotrophy HPLC-MS GC 
Stable 13C isotope 

Streamer biofilm communities (SBC) can alternate their metabolism between 
autotrophy and heterotrophy depending on substrate availability[33]. 

Dissimilatory iron 
reduction 

16S rRNA gene 
high-throughput 
sequencing 
Shotgun sequencing 
Stable 13C isotope 

Fe(III)-reducing bacteria (FeRB) play an active role in Fe redox cycling within 
Fe-Si oxide-rich deposits located at the hot spring vent[88]. 

Methane oxidation 16S rRNA gene 
high-throughput 
sequencing 
qPCR 
Stable 13C isotope 
analyses 

Methane oxidation was first measured at potential rates up to 141 μmol CH4 
d-1g-1 sediment. Diverse methanotroph groups are adapted to warm 
environments[23]. 

Determination of metabolic rate  
Ammonia oxidation 
rate 

qPCR 
FISH 
Clone library 
Stable 15N isotope 

The ammonia oxidation rate of high temperature hot springs was obtained by 
means of stable isotope dilution method using 15N-NH4 and 15N-NO3

[44]. 

Carbon fixation rate Radioactive 14C 
isotope 
RT-PCR 
Clone library 
DGGE 

First determining the chemoautotrophic rate in high temperature acid hot spring, 
and the rate was comparable with the moderate temperature environment[91]. 

 16S rRNA gene 
high-throughput 
sequencing 
Stable 13C isotope 

Carbon uptake rates of photoautotrophic communities is greater than 
chemoautotrophic; filaments had the highest uptake rates whereas carbon 
fixation by stromatolites was significantly lower[92]. 

Sulfate-reduction 
rate 

Clone library 
Radioactive 35S isotope 

The significant sulfate respiration in the microbial mat was found in the 
low-sulfate thermal outflow[42]. 

 
菌，推测它们在铁循环中发挥着积极的作用。此

外，同位素标记技术还能修正我们对微生物代谢

方式的固有认识，Aquificales 是普遍存在于高温碱

性热泉中的微生物类群，最初学者们认为该类群

主营自养生长，但最新通过同位素标记培养实验

发现，该类群的代谢类型会随着碳源的改变而发

生适应性变化，在添加外源有机碳源时可以通过

异养或混合营养的方式获得能量[33]。这些研究结

果为我们窥探热泉微生物在生物地球化学循环中

的作用作出了一定贡献，同时也证实热泉微生物

的特殊代谢能力，为挖掘其与环境的互作机制奠

定了基础。 

除了能够识别驱动特定生物过程的关键微

生物群，同位素标记还可以用于定量化研究特定

生物地球化学过程的代谢速率(表 4)。早在 2002 年，

Norris 等[90]基于 14C-NaHCO3 标记的光合作用同
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化实验证明长期紫外照射的生物席的光合活性要高

于无紫外照射的群落，但他们并没有定量化其速率。

Boyd 等[91]基于 14C-NaHCO3 首次测定了高温酸性

热泉的化能自养速率(由细菌 Hydrogenobaculum 

spp.执行)，发现该速率甚至要高于此温度下碱性

热泉中光合固碳(由细菌 Synechococcus spp.执行)

速率。近年来，出现了运用 13C-NaHCO3 稳定同

位素标记来检测碳固定速率的研究并且得到较

好的认可[32,92]，相比较放射性同位素，稳定同位

素的成本较低而且操作简单、安全。本课题组和

合作单位学者基于 13C-NaHCO3 对腾冲热泉的光

合藻席的固碳速率进行了测定，发现其速率与温

度有较强的相关性。除了碳循环，同位素标记技

术也被用来检测氨氧化速率 [44]和硫酸盐还原速

率[41–42]。目前该技术在热泉中的应用还处于初步

阶段，大部分针对特定生物过程的研究仅定性地

描述相关功能基因的丰度，而想要定量化热泉微

生物在元素循环中的贡献需要将基因的检测与

代谢速率的测定相结合，所以同位素标记技术的

应用将成为热泉微生物功能与活性验证的关键

手段。 

4  总结和展望 

得益于分子生物学检测技术的发展和革新，

一方面热泉微生物多样性得到了极大的扩充，尤

其是组学技术的应用使得热泉微生物“暗物质”不

断被解密，例如 Marsarchaeota 的发现就是富集培

养和多组学手段(宏基因组测序、单细胞测序和反

转录实验)联合使用的产物[93]；另一方面，随着基

于探针和同位素的一系列新技术的应用，热泉微

生物特殊的能量代谢方式不断被发现和验证，使

得我们对其在元素循环和生物成矿等方面发挥的

作用有了更深的认识。但通过对本课题组和其他

学者们的研究进行梳理，我们发现仍存在以下待

解决的问题。 

(1) 在挖掘热泉微生物功能方面，虽然早有报

道热泉中存在多样的潜在功能过程，并且在功能

基因水平上得到了验证，但绝大多数都缺乏定量

化的功能活性的证据； 

(2) 目前的研究主要集中在原核微生物，热泉

真核微生物和病毒多样性及代谢能力的研究明显

滞后。但是真核微生物和病毒在调节能量流动和

物质循环方面起着重要作用。 

以同位素标记手段为主的分子生物学、地球

化学、矿物学的多元化研究手段是针对热泉地质

微生物研究存在问题的有效的解决方案，未来应

加强以下几方面的研究。 

(1) 热泉真菌、原生生物和病毒的丰度和多样

性及其生存的极限边界条件。 

(2) 热泉原核微生物、真菌、原生生物、病毒

之间的相互作用关系及其在调节能量流动中的作

用。据报道在海洋中，真核生物通过食用细菌、

古生菌和病毒，甚至食用其他真核微生物来建立

复杂的相互作用网络，这样的互作关系对微生物

群落起着重要的自上而下的控制作用，同时将能

量和物质向更高营养级转移；而由病毒介导的分

解可释放 100 亿 t 碳，这对全球碳循环有直接影

响[94]。然而在热泉中，我们对此知之甚少。 

(3) 驱动特定元素循环过程的关键功能群的

相互作用关系以及同一类微生物调控多元素循环

过程的耦联机制。微生物在环境中并非独立存在，

而元素循环之间通常也有耦联，如 C、N 和 S 循

环、S、Fe 和 As 循环等，常常是牵一发而动全身，

但其中的内在机制尚不清楚。 
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Molecular biological technologies applied in geo-microbiology 
of terrestrial geothermal environments 
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Abstract: Terrestrial hot spring, a typical extreme habitat, is the natural lab for exploring co-evolution of life and 
geological environment. The progress of molecular biological technology sheds light on decoding the “microbial 
dark matter” in this special habitat. Some outstanding achievements have been gained, such as expanding 
thermophilic microbial diversity, exploring new metabolic pathways and addressing their ecological functions, by 
using the combination of omics-based, probe-based and isotope-based approaches. This comprehensive review 
summarizes the development of molecular biological methods that were commonly used in the study of 
geo-microbiology in hot springs and discusses recent application of omics-based, probe-based and isotope-based 
technologies in revealing the microbial diversity and functional roles in terrestrial hot springs. Finally, we 
prospected the future research in geo-microbiology of terrestrial geothermal environments. 

Keywords: terrestrial hot spring, microbial diversity, microbial function, omics-based technology, probe-based 
technology, isotope-based technology 
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