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摘要：暗黑菌门包括OP9和JS1两大分支，成员大多为未培养微生物，在自然环境中广泛分布，并且在

部分环境如厌氧海洋沉积物、地热环境以及油藏中为优势微生物。基于基因组信息的研究表明，暗黑

菌为严格的厌氧微生物，同时具有降解糖类、小分子酸、短链正构烷烃的能力，在地球碳循环过程中

可能扮演着重要的角色。然而，由于缺乏相应代表性的纯培养菌株，对于暗黑菌的生理生化功能推测

仍有待验证。文章概述了暗黑菌的发现及发展历史，分析了其环境分布和多样性，简述了目前提出的

三种代谢方式，提出了未来暗黑菌的研究发展方向。 
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微生物是地球上最丰富的细胞生命形式，广

泛参与到地球化学循环过程中。然而，绝大部分

微生物难以通过现有的培养手段分离得到纯菌

株[1]，目前对于此类微生物的研究，仍然主要借

助于宏基因组 (metagenomics)[2] 和单细胞测序 

(single cell sequencing，SCS)[3]等不依赖于单菌分

离的技术手段。针对环境中含量相对丰富的微生

物，可以通过宏基因组测序以及拼接(assembly) 

和分箱(binning)操作来获得其完整或接近完整基

因组；单细胞测序可将环境中低丰度微生物通过

荧光激活细胞分选 (fluorescence activated cell 

sorting，FACS)或微操技术(包括微流分选、光学

捕获和微移液)分离得到单个细胞，并测序获得其

基因组(metagenome assembly genomes，MAGs；

single-cell amplified genomes，SAGs)。基于这两

种测序技术手段，目前已经从多个环境中发现了

许多此前未曾认识的细菌门类。这些微生物普遍

缺乏分离培养的代表菌株，因此通常被称为候选

门(candidate phyla)[4–5]。 

暗黑菌属于目前新发现的细菌门之一，被称

为暗黑菌门(意指生长在黑暗厌氧环境中的一类

未获得纯培养细菌；the dark bacterial phylum[6])，
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它包含 OP9 和 JS1 两大分支[7]。OP9 和 JS1 在自

然界广泛分布，在一些特殊环境的微生物群落中

甚至占主要地位，如海洋沉积物[8–9]、地热环境[10]、

厌氧反应器[11]以及油藏环境[12]。根据目前已获得

的环境样品基因组信息推断，暗黑菌门的成员具

有至少 3 种碳氢化合物代谢途径，推测它是地球

元素循环中重要的一环。然而，目前仅有一例纯

培养菌株 Atribacter laminatus RT761 的报道，对

其生态功能认知仍局限于基因组信息推测[13]。本

文将对暗黑菌的分类、代谢及生态功能做一个系

统性梳理，并对未来的研究方向进行展望。 

1  暗黑菌门的确立 

暗黑菌门(Atribacteria)包含 OP9 和 JS1 两个

谱系。其中 OP9 最早是由 Hugenholtz 等 [14]在 

1998 年通过 16S rRNA 基因克隆建库方法，在美

国黄石国家公园的黑曜石池(Obsidian Pool)沉积

物中发现的 12 种新的细菌谱系(OP1–OP12)中的

一种。然而，由于长期以来缺乏纯培养菌株和相

关基因组信息，对此类微生物功能的认识仍然有

限。Dodsworth 等[6]首次借助宏组学和单细胞测

序技术，从热泉沉积物和原位富集的纤维素分解

嗜热性群落种获得了 2 个接近完整的 OP9 基因

组，分别命名为 OP9-cSCG 和 OP9-77CS。根据

系统生物学分析将这 2 个基因组所代表的菌种命

名为 Candidatus Caldatribacterium californiense 和

Ca. Caldatribacterium saccharofermentans，并建

议 将 其 归 类 到 新 的 细 菌 门 类 —— 暗 黑 菌 门

Atribacteria。另一方面，JS1 成员最早于 1994 年

在日本海样品中发现(Japan Sea，–78 m)，随后

Webster 等对多个环境样品(包括海底沉积物、花

园土壤、海水及河水等)进行检测，在样品中均检

测到与 OP9 相似同源片段，并提出将其命名为

JS1。由于早期缺乏足够的参考基因序列，当时

的进化发育学分析错误地将它归纳为一个新的

细菌门水平分支[15]。后来，根据 Yarza 等 [16]在

2014 年建立的基于 16S rRNA 基因序列同一性的

微生物分类标准，Nobu 等[7]重新分析后指出 OP9

和 JS1 成员的 16S rRNA 基因序列同一性的中值 

(80.8%)和最低值(74.2%)均低于细菌门类划分参

考值范围(参考中间值 83.68%，最低值 77.43%)，

因此建议将这 2 个谱系重新归纳到暗黑菌门下。

Chakraborty 等[17]根据所获得的近全长(>1000 bp) 

16S rRNA 基因序列，使用 4 种不同的计算方法

计算，成功构建出一个高分辨水平系统发育进化

树，根据基因序列同一性的最低值分类标准 

(minimum sequence identity，MSI)，指出暗黑菌

门类中应该包含 OP9 和 JS1 两个纲水平分支 

(MSI 值为 80.4%)，3 个目水平的进化枝(clade) 

(MSI 值为 83.6%)，至少包含 11 个科水平的进化

枝(MSI 值为 87.7%)，并且随着研究的不断进行，

属水平的进化枝数量在不断扩充(MSI 值为 94.8%)，

对暗黑菌的研究也成为了目前的研究焦点。 

2  暗黑菌的环境分布和多样性 

2.1  环境分布 

暗黑菌(OP9/JS1)在自然环境中分布广泛，其

中 OP9 广泛存在于一些高温环境，如陆地热泉、

高温厌氧反应器等；而 JS1 则多见于中低温环境，

如深海沉积物、可燃冰富集区(低温、高压)，在

富含有机物或含天然气水合物沉积环境中往往

占主导地位(丰度占比≥50%)[18]。近年来，随着

宏组学的发展和多环境样品的广泛检测，在咸水

湖[19]、甲烷形成区[17,20]、地下水[21]等环境样品的
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宏基因组中也频繁检测到暗黑菌的同源片段存

在。环境分布可以参见图 1。 

目前已经在美国火山附近热溪 (约 80 °C)[22]、

热泉(>73 °C)[23]以及加拿大高温地热泉(81 °C)[24]

沉积物中，通过 16S rRNA 基因文库构建与分析

发现了 OP9 细菌的存在；在多个处理生活废水的

高温厌氧反应器中也发现少量 OP9 (细菌中丰度

占比分别为≤5%、≤6%和≤1%)[25–27]。此外，在

丹麦油田产出水 Dan60S 样品中以及鄂霍次克海

海底沉积物中都检测到了 OP9 (≤3%)的 16S 

rRNA 基因序列[28–29]，进一步扩大了对其环境分布

的认知。 

自 JS1 被发现以来，研究者们已在多个深海

沉积物样品中检测到 JS1 细菌的存在。研究发现，

随着海洋环境深度增加，其在细菌群落中的丰度

占比呈上升趋势[30–31]。例如，在南海北部、罗斯

海(Ross sea)、秘鲁海洋钻井项目(Peru margin 

ODP)等海洋沉积物中发现大量的 JS1，在细菌中

丰度占比分别为 0.07%–8.78%、9.8%–40.8%、 

6%–7% (随深度变化)[31–33]；在日本 Niibori 油田

和 Medicine Hat Glauconitic C (MHGC)油田产出

水及胜利油田含油污泥富集培养物中[34–36]，均检

测到 JS1 基因片段，细菌中丰度占比分别为 

60%、9%及 30%。此外，在厌氧反应器中也发现

有 JS1 菌的分布(<1%)[26]。 

2.2  暗黑菌的多样性 

在暗黑菌的环境分布以及多样性的调查中，

研究者设计并开发了一系列特异性的引物和探

针应用于暗黑菌的快速鉴定(表 1)。2004 年，

Webster 等首次设计针对 JS1 16S rRNA 基因的特

异性引物 63F/665R，并在随后的实验中使用该引

物对多个环境样品进行了检测分析[8,15,37]。然而，

结果显示，引物 63F/665R 的特异性不高，不能

很好地区分暗黑菌和环境样品中其他微生物。为

此，Blazejak 等[32]在引物 63F/665R 基础上改进并

设计出新的 16S rRNA基因特异性引物 519F/665R，

并用 q-PCR 实验来定量检测深海样品中的暗黑

菌。目前针对 16S rRNA 基因的特异性引物还较 

 

 
 

图 1.  暗黑菌(OP9/JS1)的环境分布 

Figure 1.  Environmental distribution of Atribacteria (OP9/JS1). 
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表 1.  暗黑菌研究中常用引物(小写序列为 454 测序平台启动识别序列) 

Table 1.  Primers used in study of Atribacteria 

Primer Target Sequence (5′→3′) References 

8F 
1390R 

Universal primers AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
GACGGGCGGTGTGTACAA 

[38] 
[39] 

27F 
1492R 

Universal primers AGRGTTTGATCCTGGCTCAG 
CGGCTACCTTGTTACGACTT 

[40] 

926F 
1392R 

(SSU) rRNA cct atc ccc tgt gtg cct tgg cag tct cag AAA CTY AAA KGA ATT GRC GG 
cca tct cat ccc tgc gtg tct ccg act cag-XXXXX-ACG GGC GGT GTG TRC 

[41–42] 

63F 
519F 
665R 
Atri578 

JS1 CAGGCCTAACACATGCAAGTC 
CAGCAGCCGCGGTAAYAC 
ACCGGGAATTCCACYTYCCT 
ACTTTTAAGACCGCCTACGA 

[43] 
[32] 
[15] 
[9] 

 

少，随着越来越多的暗黑菌相关序列的发现，相

信在这些扩充的 16S rRNA 基因信息基础上，未

来有望设计出兼顾通用性和特异性的相关引物。 

目前，基于 16S rRNA 基因的系统发育进化树

得到的暗黑菌门的属多达 35 个[16]，但是其中只有

10 个属有相关的基因组信息 (图 2)。Dodsworth  

等[6]对获得的 SAGs 和 MAGs 进行系统进化发育

分析，将 Ca. Caldatribacterium californiense 和

Ca. Caldatribacterium saccharofermentans 归类到

OP9-1 属下。Lloyd 等[44]借助于单细胞测序技术，

针对 Aarhus Bay 沉积物样品中获得的 SAGs 归类

为 JS1-1 属。Rinke 等[19]收集了 9 个样品点 (包括

海水、沉积污泥、湖泊、生物反应器) 的大量样

品进行了单细胞测序、全基因组测序和 SSU 

rRNA 筛选，共获得了 201 个 SAGs，并随后进行

了系统性分析，在部分 SAGs 中发现暗黑菌存在，

进一步证实了暗黑菌在环境中分布多样性。Nobu

等[7]对 Lloyd 和 Rinke 等先前报道的部分 SAGs

重新组装(co-assembly)和分箱操作，将从降解对

苯二甲酸酯的生物反应器中获得的 SAG 232、

SAG 231、SAG 167 归类为 OP9-2、JS1-2 和 JS1-4

属；此外，在 Sakinaw Lake (SAK) SAGs 124、130、

136、217、219 中也发现了 JS1-1[45]，这些结果拓 

展了我们对其环境分布了解；分析 Aarhus Bay 

SAG B17、Etoliko Lagoon SAG 227 发现了一个新

的亚群 JS1-3，扩充了我们对暗黑菌分支的认知。

最近，我们对阿拉斯加北坡油藏样品 SB1 和 SB2，

以及先前报道的油藏、石脑油降解体系(NAPDC)、

短链烷烃(C6–C10)的降解菌系(SCADC)以及厌氧

反应器、地下水及沉积污泥等样品的多个宏基因

组，重新拼接获得了 17 个高质量的 MAGs，并从

中分析归类发现了 4 个新的属水平分支，分别命

名为 JS1-5、JS1-6、JS1-7 和 OP9-3 (图 2)[21]。 

3  暗黑菌的生理生化特征 

暗黑菌 (OP9/JS1) 在自然界的广泛分布，暗

示该类微生物可能具有多样的代谢功能，从而能

适应不同的环境。同时，暗黑菌在部分环境下是

细菌群落中的优势菌，因此推测该菌在环境中的

地球化学循环中扮演着重要的角色。长期以来，

由于缺乏纯培养物，使得对于暗黑菌的生理和生

化作用的认识受到限制。近年来，分子生物信息

学的发展给了我们一个认识的新窗口，通过对已

获得的基因组信息分析可以推测它们的代谢潜

能。目前已知的暗黑菌的代谢功能有 3 种：糖酵

解、有机酸代谢和厌氧烃降解(图 3)。 
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图 2.  暗黑菌基因组的系统发育分析[21] 

Figure 2.  Phylogenomic analysis of atribacterial MAGs and SAGs[21]. 
 

 
 

图 3.  暗黑菌的代谢模式 

Figure 3.  Metabolic capacities of Atribacteria. Putative metabolic reactions in OP9 are denoted as blue arrows, 
putative metabolic reactions in JS1 are denoted as green arrows and putative metabolic reactions shared in both 
OP9 and JS1 are denoted as red arrows. 
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3.1  糖酵解 

Webster 等[36]分别用 13C-乙酸盐和 13C-葡萄

糖作为添加底物，海滩污泥菌群作为接种源进行

富集培养，将稳定同位素标记技术(SIP)[46–47]和变

性梯度凝胶电泳技术 (DGGE)[48]相结合，在两个

培养体系中均发现属于 JS1 的 13C-DNA 片段，并

首次推测得到该类菌的代谢模式，即在硫酸盐还

原条件下，能够利用乙酸盐和葡萄糖或葡萄糖代

谢产物。同样的，Dodsworth 等 [6]对 OP9-cSCG

和 OP9-77CS 进行代谢功能重构，发现这两个基

因组包含编码多种糖降解途径关键酶的基因，但

是几乎完全缺失氨基酸和脂肪酸的分解代谢途

径，因此推测该类微生物在含糖底物中(如木聚

糖、纤维素糖 )主要通过糖酵解途径 (embden- 

meyerhof pathway，EMP)或戊糖磷酸途径(pentose 

phosphate pathway，PPP)来降解和利用己糖和戊

糖，同时产生乙酸和少量乙醇。Carr 等[30]针对来

自南极洲海洋环境样品基因组分析，也发现其具

有乙酸氧化或糖酵解(如氨基糖)的代谢能力。以

上结果表明在海洋环境和甲烷富集区，暗黑菌扮

演了推动地球碳循环的重要角色。 

3.2  有机酸代谢 

Nobu 等[7,45]研究表明，JS1-1 和 JS1-2 缺乏糖

酵解途径，但具有通过甲基丙二酰辅酶 A 

(methylmalonyl-CoA，Mmc)途径降解丙酸的功 

能[49]，对其相关性网络分析发现，暗黑菌常常与

产甲烷菌 (利用 H2 和甲酸 )以及丙酸营养型的

Cloacimonetes 同时大量存在，暗示其参与对丙酸

盐的降解过程[42,50]。暗黑菌基因组中广泛存在的

电子歧化甲酸脱氢酶(electron-bifurcating formate 

dehydrogenase ， EBFdh) 以 及 膜 结 合 氢 化 酶 

(membrane-bound hydrogenase)，能够以“反向电

子传递”的方式推动丙酸氧化和氢气、甲酸的生

成。通过以 13C-乙酸盐为底物，Webster 等[37]在

海岸污泥的富集培养体系、Aoyagi 等[51]在处理有

机固废的生物膜反应器中均观察到底物中的 13C

结合到 JS1 DNA 分子的碳骨架上，推测其能够直

接利用或者参与乙酸代谢转化过程。Lee 等[31]分

析罗斯海样品基因组 RS JS1-Csag 时发现其具有

乙酸氧化代谢途径中相关功能基因，也表明其乙

酸氧化潜能。此外，Nobu 等[7]研究发现，除了基

因完整度较低的 JS1-4，在 JS1-1、JS1-2、JS1-3

以及 OP9-1、OP9-2 基因组中都含有编码细菌微

区 室 外 壳 蛋 白 (bacterial microcompartments; 

BMCs 被普遍认为是介导分解代谢和合成代谢的

细胞器，广泛存在于细菌中[52–53])的同源基因簇，

其中包含了编码醛类氧化途径中的部分关键酶

如辅酶 A-酰化丙醛脱氢酶、磷酸转乙酰酶以及醌

氧化还原酶样 NADH 脱氢酶的同源基因 pduP、

pduL 和 pduS，以及连接醛氧化途径的 2-脱氧-D-

核糖 5-磷酸醛缩酶(DERA)和戊糖单磷酸异构酶

的编码基因，推测这些暗黑菌的成员具有将丙酸

或糖代谢中产生的乙酰辅酶 A 转化成乙醛的能

力，而 BMC 可以螯合代谢过程中产生的有毒醛

类，将糖和醛类代谢相关联。在 Katayama 等和

Lee 等研究体系中也发现 BMCs 同源基因簇的存   

在 [13,31]，但是在 Liu 等 [21]烃降解体系中未发现

BMCs 同源基因，因此推测 BMCs 包裹的醛类物

质转化酶类介导的醛糖转化可能不是暗黑菌固

有的一种代谢方式，而是通过外源基因转移获得

的一种全新代谢方式。 
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3.3  厌氧烃降解 

最近，我们在 JS1-2、JS1-4、JS1-5 和 JS1-6

的相关基因组中发现了完整的编码富马酸加成 

酶(FAE)的操纵子，通过针对编码基因 assABC 的

蛋白建模分析发现了富马酸加成功能的保守催

化位点，推测其具有将烷烃通过富马酸加成的方

式厌氧活化的功能，但是在这些基因组中未能检

测到 β-氧化途径中全部的功能基因，无法在自身

细胞内完成烷烃衍生的脂肪酸类物质的降解，故

而推断其将短链烷烃通过富马酸加成后转化成

较长链的脂肪酸后排出胞外，再被周围其他微生

物逐级降解[21]。这个发现与以往报道的碳氢化合

物发酵降解有很大不同，暗示着暗黑菌可能具有

未知的厌氧烃降解代谢途径。此外，目前已经报

道的具有富马酸加成功能的微生物均属于厚壁

菌门(Firmicutes)和变形菌门(Proteobacteria)[54–55]，

该发现也表明暗黑菌门成为第 3 个检测到含有富

马酸加成功能微生物的细菌门类。Garcia 等[56]在

未注水油井 BA-1 微生物群落基因组中检测到编

码芳香烃富马酸加成酶的功能基因 bssA，且与注

水油井相比，暗黑菌的丰度有明显上升，推测其

在原始未注水油井中发挥了烃降解功能。在 表 2

中列出目前报道的不同亚群的代谢模式。 

除了对 MAGs 的生物信息学分析，传统的富

集分离策略也取得一定进展。最近，Katayama

等[13]成功分离出了第一株 OP9 的代表性菌株，命

名为 RT761，代谢研究表明其能发酵葡萄糖，产

生 H2、乙酸、CO2 和微量的乙醇，但不能利用外

源电子受体进行厌氧呼吸 (硝酸盐、铁和硫酸盐

等)，推测 RT761 主要通过产生 H2 来维持细胞内

氧化还原电位平衡，因此，RT761 的培养需要如

氢营养型产甲烷菌及时地移除代谢产生的 H2。这

也预示着和专性氢营养型菌共培养可能是今后

富集分离难培养微生物的一个方向。 

 
表 2.  目前已知的暗黑菌门不同亚群的代谢特征 

Table 2.  Metabolic characteristics of different subgroups of Atribacteria 

Subgroup Substrate Pathway References 

JS1-1 Acetate/propionate Methylmalonyl-CoA [7] 

JS1-2 Acetate/propionate 
Short-chain n-alkanes 

Methylmalonyl-CoA 
Fumarate addition 

[7] 
[21] 

JS1-3 /   

JS1-4 Propionate 
Short-chain n-alkanes 

Methylmalonyl-CoA 
Fumarate addition 

[19] 
[21] 

JS1-5 Short-chain n-alkanes Fumarate addition [21] 

JS1-6 Propionate 
Short-chain n-alkanes 

Methylmalonyl-CoA 
Fumarate addition 

[21] 

JS1-7 Propionate 
Short-chain n-alkanes 

Methylmalonyl-CoA 
Fumarate addition 

[21] 

OP9-1 (hemi) Cellulose Embden-Meyerh of pathway [6] 

OP9-2 (hemi) Cellulose Embden-Meyerh of pathway [6] 

OP9-3 (hemi) Cellulose Embden-Meyerh of pathway [6] 
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4  总结与展望 

暗黑菌门的研究发现已有 22 年历史，借助

于分子生物学手段，如分子探针、宏组学技术，

在暗黑菌的环境分布、多样性、生态功能等方面

的研究取得了长足的进展，暗黑菌的多样性也进

一步扩充了生物系统发育进化树，丰富了我们对

未培养环境微生物的认知。 

虽然目前对暗黑菌门微生物已经开展了一

系列研究，但是对其各个亚群环境分布规律、生

理生化特征及生态学作用的认识仍然十分有限，

需要进一步探索。近年来，生物信息学的发展无

疑推动了难培养难分离微生物的研究，有助于系

统认识微生物的多样性。随着测序工作的不断进

行，数据库中不同环境来源的宏基因组数量激

增，这些基因组信息将对后续有针对性地分离此

类微生物菌株提供了基础。此外，在调研中发现，

目前对暗黑菌相关研究多为国外研究报道，其研

究对象主要集中于深海、热泉、火山、油藏等环

境样品，然而最新报道中，在畜牧场、酒厂等地

污水沟渠中，甚至人体排泄物中也发现暗黑菌存

在，故而针对不同环境样品的分子探针检测能在

一定程度上揭示其更多的生态分布，同时结合组

学技术分析增进我们对其生态功能的认知。 

暗黑菌的命名由来一定程度上是因为其难

培养未分离的特性，RT761 的成功分离具有重要

意义，不仅有助于研究暗黑菌(OP9/JS1)的形态结

构和生理功能，也为探索其难培养原因提供了 

一个可能；同时，分离策略无疑会给人们更多的

启发去获得更多的未培养微生物的纯培养菌株，

扩充对难培养微生物生态功能及其介导的地球

元素循环的认知。 
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information indicate that Atribacteria are strictly anaerobic microorganisms and have the ability to degrade sugars, 
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environmental distribution and diversity were reviewed. The three proposed metabolic modes of Atribacteria were 
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申请发明专利 50 余项(其中授权专利 32 项)，已经实施转让和产业化的专利技术产生了良

好的经济与社会效益。作为第一完成人获得国家科技进步二等奖、上海市科技进步一等

奖、中国产学研合作创新成果一等奖等科研成果奖。 


