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摘要：温度是影响微生物多样性的重要因素之一。【方法】本研究采用 $0. 9A/(+ 扩增产物酶切片段多态性

（;?6<>K>EL 9A/( 9E+,9>@,>8: ;:;<M+>+，(NAN(）和 $0. 9A/(+序列分析方法，对生长在 $0O和 P%O条件下厚指海

绵 .$"/0"/$*&-$ +6 =体内真细菌（E)I;@,E9>;）的多样性进行了研究，【目的】探讨温度对海绵体内细菌的影响。

【结果】根据 (NAN( 聚类分析，$0O条件下海绵体内 $%% 个真细菌的 $0. 9A/(+ 克隆片断被分成 P! 个类群，

而 P%O条件下，海绵体内 $%% 个细菌的 $0. 9A/(+克隆片断则被分为 P& 个类群，说明在不同温度条件下，海

绵体内真细菌的组成与群落结构有所变化，但研究发现温度没有明显改变海绵体内真细菌总的群落结构。

【结论】根据厚指海绵 .$"/0"/$*&-$ +6 =体内真细菌的 $0. 9A/(+序列分析结果发现：在 $0O和 P%O条件下，海

绵体内的真细菌均属于!、"、#G变形菌、硫细菌、硫还原菌和烃类分解菌，此外还有少数放线菌。$0O条件下

海绵体内的优势菌为"G变形菌，而且体内的硫细菌和硫还原菌主要是耐寒细菌，而 P%O条件下海绵体内的

优势菌为!G变形菌。该研究还发现：同一 (NAN(类型的克隆序列分析表明在同一 (NAN( 群内各组分间彼

此关系比较密切。
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在影响生物多样性的诸多因素中，温度是影响

生物多样性的重要因素。微生物是构成地球生物多

样性的重要组成部分，任何一种微生物都有它生存

所需的适宜环境温度，环境温度的改变势必引起微

生物组成和种类发生改变。温度是引起河口、沿海

岸与淡水生态系统中微生物生长、生产以及丰度季

节性变换的主要因素［$ ’ &］。温度可能直接影响细菌

许多生理生化代谢途径［P ’ 2］；室内研究发现，如果不

限制培养基的补给，温度会导致微生物种的生长率

以及培养基与微生物生长之间的半饱和指数产生指

数式变化［0 ’ C］；Q8RE<< S T8:86U;研究发现，环境温度

可以限制湖泊微生物的生长［#］；V8@5 S T>9@5?;: 对
特拉华州河口微生物的研究发现，当温度低于 $&O
时，微生物种的生长率与温度成正相关［"］；同时，

A)@W8X S .5>;5 在对切萨皮克中部港口水域内的细

菌进行研究时发现：细菌生长仅与温度有关，几乎不

受水域中营养物质的影响［$%］；.5>;5 在对切萨皮克
港口和一个盐湖潮汐小港内细菌的丰度、生产力以

及特定种的生长率的时空模式的研究发现，它们强

烈受到温度的调控，因此认为环境温度小于 &%O，

细菌的生长只受温度限制而与微生物营养物质间没

有关系［$$］。



海绵是一种最为古老的原生动物，它通过过滤

海水中的浮游微生物与碎屑物作为的食物。海绵体

内含有大量微生物，研究发现微生物平均约占海绵

生物总量的 !"#。海绵与珊瑚以及其它一些软体

动物、腔肠动物等共同组成一个复杂而脆弱的生态

系统，它们大量聚集在港口和沿海滩涂，形成一个独

立的生态群落系统，对这些区域生态系统的改善和

净化具有很重要的作用。厚指海绵 !"#$%#$"&’("

$% &主要分布在南中国海域，是南中国海港口和沿海

滩涂最常见的一种海绵。但是，目前，人们对生态因

子如何影响海绵体内微生物群落结构与组成，以及

其体内微生物的生态学意义等领域的知识仍比较缺

乏。本研究采用 ’()(’和 *+, -).’序列方法研究

不同温度条件下厚指海绵体内细菌的多样性，了解

和掌握海绵体内细菌的组成和群落结构与环境温度

之间的关系，为探索海绵及其体内细菌在海洋生态

系统中的作用提供科学证据。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 样品采集与培养：于同一年度内 * 月和 / 月

在湛江港湾滩涂地带，按 0 次1月采样方式采集厚指

海绵 !"#$%#$"&’(" $% &。据当地气象纪录 * 月份当地

海水平均温度为 *+ 2 *3，/ 月份当地海水平均温度

为 4" 2 *3。在采集海绵样品时，所用器具全部经

高温灭菌处理，在采集过程中严格采取防污染措施

进行样品收集。样品采集好后，分别用 *+3和 4"3
预处理一段时间后用大量灭菌海水反复多次清洗样

品表面，将附寄在海绵表面的杂质清洗干净。置于

灭菌海水中浸泡 0 5 ! 6，清洗 0 5 4 次。预处理过的

海绵样品经 7 /"3冷冻处理后，低温真空干燥。将

同一月份内采集的海绵样品充分混合，最后取混合

样品提取细菌基因组 ).’。

! "! "# 主要试剂和仪器：89( 扩增试剂购自鼎国生

化试剂公司；细菌通用引物 0/:、*;*"(、:0 和 (0。

测序引物 </、,8+ 由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成，=.>?@*" 柱式 ).’ 胶回收试剂盒购自

上海生工生物工程技术服务有限公司合成；%ABC@<
载体为 8-DEFGH 公司产品；银染试剂购自北京鼎国

生物技术有限责任公司。

! "# 细菌 !$% &’() 限制性酶切片段长度多态性

（)*+,-.-/0 &’() 1/23&-43-56 )67,82-2，)1’1)）与序

列分析

! "# "! 扩增细菌 *+, -).’$：本研究采用 IFJ$KF- 等

建立的方法从海绵体内提取细菌总基因组 ).’［*0］。

用通用引物为 0/:（;L@’A’A<<<A’<9’<AA9<9’A@

4L）、*;*"(（ ;L@AA<<’99<<A<<’9A’9<<@4L）、:0

（;L@99’AAA99<A<99A99’<9’’<’9@4L）和 (0（;L@

99AAA99A<’’99A<99<<A’’@4L）扩 增 细 菌 *+,

-).’$（注：在加入细菌基因组 ).’ 之前，用限制性

内切酶 )&*!对不含模板 ).’ 的 89( 反应混合物

进行预处理。）。

! "# "# *+, -).’$ 克隆和序列进行分析：将纯化的

89(产物与 %ABC@< 载体连接，转入 MN* 感受态细

胞，平板培养。分别从生长于 *+3和 4"3条件下海

绵体内细菌 *+, -).’$的转化平板上随机挑取一定

数量的阳性菌落，用 0/: 和 *;*"( 进行 89( 扩增反

应，回收纯化 89(扩增产物，用内切酶 +","充分酶

切后，采用两步银染法研究细菌 *+, -).’$ 的

’()(’。另外，从各转化平板上随即挑取 4" 个阳性

单菌落，对 MN* 细胞内 <@载体的克隆区内的 *+,

-).’片段进行测序，并采用 9N=,<’NI、8OPN>8（Q

4 R;/）和 SN’,< 等软件对细菌 *+, -).’$ 序列进行

分析。

图 ! 真细菌 !$% &’()2的 9:1扩增产物

:TG & * <6F -F$UVK$ DW 89( WD- FUJHXKF-TH *+, -).’$ YTK6 JHXKF-THV

UZTQF-$HV *+, -).’ %-TEF- & C & ).’ CH-[F- )N 0"""；9\ & XDZK-DV；*@

0 & K6F -F$UVK$ DW 89( WD- FUJHXKF-TH *+, -).’$ &

# 结果

# "! 细菌 !$% &’()的克隆

本实验采用 IFJ$KF- 等［*0］建立的方法从海绵

!"#$%#$"&’(" $% &体内提取到了完整的总细菌基因组

).’，经凝胶电泳检测，细菌基因组 ).’ 大小约为

0* R" [J。用通用引物 0/: 和 *;*"( 在含真菌基因组
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!"#模板的反应体系中扩增到一条大小为$%&’ ()
目的片段（图中箭头所指片段为目的片段。），而在用

内切酶 !"#!处理过的对照中扩增不出这一条带，

说明无明显非特异性扩增现象，而且所扩增到的

$*+ ,!"#是真实可靠的（图 $）。

! "! 不同温度条件下厚指海绵 !"#$%#$"&’(" #$ %体

内细 菌 &’( )*+, 的 扩 增 酶 切 片 段 多 态 性

（,-$./0/12 )*+, 31#4)/54/67 ,78.9#/#，,3*3,）

本研究中，我们分别从生长于 $*-和 ’.-条件

下的厚指海绵 $%&’(&’%")*% /) 0体内细菌 $*+ ,!"#/
的转化平板上，随机挑取 $.. 个阳性菌落，用引物

123和 $4$.5直接进行菌落 675 扩增，扩增产物快

速纯化回收后，经内切酶 +%,"酶切，变性 6#89 凝

胶电泳银染法后，获得了不同温度下海绵体内细菌

$*+ ,!"#/的限制性酶切片段长度多态性（#5!5#）

银染图谱，根据细菌 $*+ ,!"# 的 #5!5# 银染图谱

发现：在 两 种 不 同 温 度 下 生 长 的 厚 指 海 绵

$%&’(&’%")*% /) 0，其体内细菌都具有丰富的多样性，

而且，其体内细菌 $*+ ,!"#/的 #5!5# 银染图谱存

在明显差异与变化，结果如图 1 所示。

图 ! &’:（,）和 ;<:（=）条件下海绵 !"#$%#$"&’(" #$ %
体内细菌 &’( )*+,#的 ,3*3,结果
3:; 01 #5!5# )<==>,?/ @A $*+ ,!"#/ A,@B C?DCE=C,>F B:D,@@,;<?:/B/
<//@D:<=>F G:=H B<,:?> /)@?;> $%&’(&’%")*% /) 0 <= $*-（#）<?F ’.-
（I）0 #：$ =@ ’%，+%," #5!5# )<==>,?/ @A ;,@C)/ $ =@ ’%，JH>
?CB(>,/ @? =H> E>A= :?F:D<=> =H> B@E>DCE<, /:K>/ :? (</> )<:,/ 0 I：$ =@
’1，+%," #5!5# )<==>,?/ @A ;,@C)/ $ =@ ’1，JH> ?CB(>,/ @? =H> ,:;H=
:?F:D<=> =H> B@E>DCE<, /:K>/ :? (</> )<:,/ 0

! "; 聚类分析

根据厚指海绵 $%&’(&’%")*% /) 0 体内细菌 $*+

,!"#的限制性酶切片段长度多态性，采用 L68M#
聚类分析软件和 -,)NO: 相关系数法对细菌进行了

聚类分析，结果如图 ’ 所示。聚类图从一定程度上

反映了生长在 $*-和 ’.-条件下绵体内细菌基本

的群落结构与组成，同时也可以反映出在不同温度

下，厚指海绵 $%&’(&’%")*% /) 0体内细菌的某些变化

情况。相对于 ’.-条件下厚指海绵 $%&’(&’%")*%

/) 0体内细菌的群落组成与结构来说，$*-条件下海

绵体内细菌的种类与细菌群落结构相对较为简单，

群落之间的组成相对稳定。以相似系数 . P41 为结

合点，$*-条件下海绵体内细菌可分为二个大的类

群，在大类群内又可分为若干小类群；如果以相似系

数 . P** 为结合点，海绵体内细菌可分为 2 个类类

群；随着相似系数的增大，其体内细菌的群落结构就

越复杂。而以相似系数 . P41 为结合点，’.-条件下

厚指海绵 $%&’(&’%")*% /) 0体内细菌可分为 ’ 大类

群，以相似系数 . P** 为结合点，海绵体内的细菌可

分为 2 个类群。$*-和 ’.-条件下，海绵体内真细

菌总的群落结构没有发生明显变化。

! "> 真细菌 &’( )*+,#序列聚类分析结果

通过对 QO$ 感受态细胞内 JR载体上所包含的

不同温度条件下海绵体内的细菌 $*+ ,!"#/ 片断的

测序 分 析，共 获 得 ’& 条 非 重 复 序 列。经 与

89"I#"S所收录细菌的 $*+ ,!"#/ 进行 IO#+J 分

析后发现：两种温度条件下厚指海绵 $%&’(")"% /) 0
体内的细菌主要是#、$、%—变形菌、部分硫细菌、硫

还原菌、烃类分解细菌和少数放线菌。温度虽然没

有改变海绵体内真细菌的种类，但不同温度条件下，

海绵体内细菌的群落结构与组成发生了改变，海绵

体内的优势细菌群落发生了变化，低温条件下，嗜寒

菌的数量明显增多。根据细菌 $*+ ,!#"/ 序列间的

最大相似性系数，获得了海绵体内细菌的系统进化

树，结果如图 % 所示。

; 讨论

海绵是一种低等的海洋生物，进化十分原始，主

要依靠体内的微生物来提供生长繁育所必需的营养

物质，在其体内含有大量共生、附生或寄生的细菌和

其他微生物。目前，有关海绵体内微生物组成与多

样性的研究报道越来越多，但绝大多数报道只是涉

及其体内的微生物资源和细菌共生体［$’ T $4］。海绵

一直被视为海洋污损生物，生态因子对海绵体内微

生物的影响以及海绵和它体内丰富的微生物资源的

生态价值仍没有引起人们的重视。已有的研究发

%.$$ U<:;C<?; 3<?; >= <E 0 V !&.% /)&012)1"13)&% 4)*)&%（1..W）%W（&）



图 ! 根据 "#$ % &$’( )*#++$,$#-.构建的 /01（2）和 !31（4）条件下，海绵 !"#$%#$"&’(" (5 6体内真细菌的 789:2聚类图
!"# $ % &’()*+, *,++ -. /0123 -. +(456*+,"5 5))-6"5*+7 8"*9 :5,";+ )<-;#+ !"#$%#$"&’(" )< $ 566-,7";# *- =+" > ?"@) 6-+.."6+;* $ 3：&’()*+, *,++ -. /0123 -.
+(456*+,"5 5))-6"5*+7 8"*9 :5,";+ )<-;#+ !"#$%#$"&’(" )< $ 5* ABC；D：&’()*+, *,++ -. /0123 -. +(456*+,"5 5))-6"5*+7 8"*9 :5,";+ )<-;#+ !"#$%#$"&’(" )< $ 5*
%EC $

现，环境温度、<F 值和环境水体与土壤中的化学成

分是影响微生物种类、数量以及分布的重要因素，其

中温度对微生物的影响更明显。研究发现温度可以

改变微生物体内酶的种类及其活性，特别是细胞膜

上许多酶类的活力［AB G AH，IE］，此外，温度还可以改变

细胞内 J=3的修饰方式，调控细菌的生长繁衍速度

和数量［IA G II］。温度对海绵体内细菌组成的影响，国

外已有报道［I% G IK］。最新的研究发现：在 ILC 和

%AC间，温度不会使海绵 )$*+"&*,’-,. -7-,54"’+ 体内

细菌的群落结构和组成发生改变，根据 ABM ,N=3)

发现体内的细菌与其它海绵体内已知的细菌间具有

很高的同源性，海绵体内的细菌主要是变形菌、放线

菌、硝化细菌、嗜酸菌和光合细菌，但当温度从 %AC

升高至 %%C后，其体内可培养的主要共生细菌在 IK

9里完全消失，% 7后海绵细胞也开始坏疽［IK］。然而

在该研究中，根据厚指海绵体内真细菌的 ABM ,N=3)

限制性酶切结果，认为温度使海绵体内真细菌的群

落组成发生了改变，但没有明显改变真细菌总的群

落结构。根据真细菌 ABM ,N=3) 序列分析结果，海

绵体内的真细菌主要属于!、"、#—变形菌，一部分

属于硫细菌、硫还原菌、烃类分解细菌和极少数放线

菌；不同温度条件下，海绵体内的优势菌发生了变

化。在 ABC条件下，海绵体内存在大量"O变形菌，

"O变形菌是化能自养型细菌，它们大量存在与低温

状态下海绵正常的生命代谢活动是否存在必然联

系，仍有待进一步的研究。另外，在海绵体内发现丰

富的硫细菌、硫还原细菌和烃类分解细菌等化能自

养型微生物，这些化能自养型微生物的存在，也许对

海绵生存环境中碳、氮、硫等化学物质的地球化学循

环具有重要的作用。
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图 ! 根据细菌 "#$ %&’()碱基组成的最大相似系数构建的 "#*与 +,*条件下厚指海绵 !"#$%#$"&’(" )- .体内细菌的系统
进化树（(）和（/）。其中 01表示 "#*，21表示 +,*
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《微生物学报》答作者问——— 关于审稿

问：我想知道我的稿件的处理状态，如何查询？

答：您可以登录网上查稿区，输入您的用户名、密码，即可查询到审稿状态；如果不是太明白远程中获取的信息，您也可以通过

2ZF#$=询问，请注意务必要提示稿件编号，编辑部会在收到您的来信的当天或者次日及时给予回复。

问：我想尽早得到审稿结果，或者提前发表，有没有好的办法能使审稿老师快点。比如我们增加审稿费等方法？

答：如上述所言，我们已经告知了本刊处理稿件的程序和大致时间进度。

（)）在作者向我刊投稿之前，应详细了解我刊的规定。审稿人评审一篇文章，并给出谨慎的评审意见是需要一定时间的。所
以，作者在投稿之前应该留出足够多的时间给编辑部，以便于进行评审。我们的承诺是在 * 个月之内给予答复，L b M 个
月之内刊出。

（*）如要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我
刊编委会讨论并通过后，可予提前刊出，无需另加任何费用。

问：我的文章现已审查完毕，并收到了编辑部发来的“审稿意见”。我想咨询，如果文章修改后，再次投递，是否还需要交稿

件受理费？是否仍然用原论文编号提交？

答：这要分两种情况，

（)）如果你的文章已经被通知“退稿”了，那么修改之后再投来的文章将按“新稿件”处理，从程序上来讲和新投稿件是一样
的，仍需要缴纳稿件受理费。但是为便于稿件审理，请作者在投稿时在文题的后面加上“原稿件号 _ 修后再投”字样。

（*）如果是编辑部在审稿意见中要求您修改后再经本刊“复审”，则不作为新稿处理，请作者直接将修改稿上传到远程系统
中，不再另交稿件受理费。
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