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摘要：【目的】本研究旨在了解西藏米拉山高寒草甸土壤中古菌及氨氧化古菌群落结构组成情况。【方法】采

用未培养技术直接从土壤中提取微生物总 T/(，分别利用通用引物构建古菌 %0. 9U/( 基因和氨氧化古菌

;?8( 基因克隆文库。利用 TVHWU 软件将古菌和氨氧化古菌序列按照相似性 "FX的标准分成若干个可操作

分类单元（VHW+）。【结果】通过构建系统发育树，表明古菌 %0. 9U/( 基因克隆文库包括泉古菌门和未分类的

古菌两大类，并且所有泉古菌均属于热变形菌纲。氨氧化古菌 ;?8( 基因克隆文库中序列均为泉古菌。古

菌 %0. 9U/( 基因和古菌 ;?8( 基因克隆文库分别包括 0! 个 VHW+ 和 F2 个 VHW+。【结论】西藏米拉山高寒草

甸土壤中古菌多样性比较丰富，表明古菌在高寒草甸土壤的氮循环中可能具有重要的作用。

关键词：古菌；%0. 9U/( 基因；$.(! 基因；系统发育分析
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古菌作为三域之一的生物［%］，具有其独特的性

质，也是目前生物地球化学研究的热点之一。古菌

多生活 在 地 球 的 极 端 生 境，如 热 泉、盐 碱 湖、极 地

等［’ $ 2］。近年来，人们利用分子生物学方法，发现古

菌还 广 泛 分 布 于 土 壤、淡 水、海 洋 等 自 然 环 境

中［0 $ %P］，甚至作为优势菌群存在，古菌在全球的生物

地球化学过程中的作用不可忽视。

氨氧化是全球氮循环的一个关键过程，主要通

过硝化作用完成，硝化作用指的是微生物将氨转换

成硝酸盐的过程，其中氨氮氧化成亚硝酸盐是硝化

作用的限制性步骤，在此过程中直接起作用的酶即

氨单 加 氧 酶（;??8:>)? ?8:88KO*I:;+I，(YV），$.(!
基因是编码氨单加氧酶活性位点多肽的基因［%! $ %0］。

近年来，国内外学者已经利用 $.(! 基因作为分子

标记研究环境样品中氨氧化细菌的种群特征和系统

发育状况。

长久以来，科学家们普遍认为进行专门硝化作

用的细菌是土壤中在需氧条件下氧化氨的主要微生

物［%F］，.@5<I6I9 与合作者对 P 个气候带 %’ 种土壤类

型中 $.(! 的 丰 度 进 行 了 调 查 研 究，表 明 泉 古 菌 才

是土壤中 居 主 导 地 位 的 氨 氧 化 微 生 物［%#］。随 着 越

来越多的证据显示在自然界原核生物组成中占重要

比例的泉古菌具有氨氧化能力，这群独特的微生物

迅速吸引了人们的目光，成为一个新的研究热点。

西藏米拉山位于青藏高原，是经漫长的地质历

史变迁下形成的，属于高原草甸土壤类型，是青藏高

原的典型土壤类型。在全球气候变暖的大背景下，

青藏高原的气温正呈现较大幅度的变暖趋势，是全

球气候变暖的敏感区，青藏高原对全球气候变化的

先兆性具有特殊的研究意义。因此，通过研究西藏

米拉山高 寒 草 甸 土 壤 中 古 菌 及 氨 氧 化 古 菌 的 多 样

性，对了解氨氧化古菌在高寒草甸土壤氮循环中作

用具有重要意义，对开发利用高寒草甸土壤中丰富

的微生物资源以及理解全球气候变化对古菌和氨氧



化古菌的多样性的影响提供参考依据，并为进一步

研究 我 国 高 寒 地 区 微 生 物 生 态 系 统 提 供 了 参 考

信息。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 土壤样品：!""# 年 $ 月采集于西藏米拉山 %
个不同海拔的土壤，采用正方形 $ 点取样法，垂直取

&" ’(深度的土 壤，每 个 点 取 样 量 大 体 一 致，均 匀 混

合后用装入灭菌的封口聚乙烯袋，土样通过&" ()*+
（! ((）筛 网，再 充 分 拌 匀，存 放 于 , !"- 冰 箱。 土

壤 ./ $ 0!，有效 1 2$ 0# (3453，有效 6 &" 07 (3453，有

效 8 7% 0# (3453，有机质&&7 0& 3453，全 6 & 0! 3453，全

1 $ 0$ 3453，全 8 !$ 09 3453。

! "! "# 主 要 试 剂 和 仪 器：6:; 仪 系 <=>?;@A 公 司

6B:?!"" 型，离 心 机 系 C=DE@ 公 司 %8&$ 型，紫 外 分

光光度计系 <=>?;@A 公司仪器。

! "# 环境总 $%& 的提取及纯化

采用直 接 法 提 取 土 壤 微 生 物 的 总 A1@。 首 先

将土壤进行预处理［&7］，将预处理的土样中加入液氮

冻融处理 % 次，然后用土壤微生物总 A1@ 提取用蛋

白酶 84CAC 法提取［!"］，最后采用上海申能博采公司

A1@ 纯化试剂盒对粗提 A1@ 进行纯化。

! "’ ()* 扩增目的基因片段的反应条件

! "’ "! 6:; 扩 增 古 菌 &9C F;1@ 基 因 的 反 应 条 件：

利用引物对 !& G：$H?BB::DDBBD@B::ID::DD@?%H
和 7$2 ;：$H?I::DD:DBBD@EB::@@B?%H进 行 古 菌

&9C F;1@ 基 因 的 扩 增［&"］。 6:; 扩 增 条 件：7$-
$ (JK；7$- L$ *，9"- L$ *，#!- & (JK，%" 个 循

环；#!- &" (JK。

! "’ "# 6:; 扩增氨氧化古菌 !"#$ 的反应条件：利

用引物对 @F’+?M(N@G：$H?CB@@BDDB:BDD:BB@D@?
:D?%H 和 @F’+?M(N@;：$H?D:DD::@B::@B:BDB@B?
DB?%H进行 氨 氧 化 古 菌 !"#$ 基 因 的 扩 增［!&］。6:;
扩增 条 件：7$- $ (JK；7$- L$ *；$%- L$ *；#!-
& (JK，%" 个循环；#!- &" (JK。

! "’ "’ 6:; 产 物 的 纯 化：使 用 A1@ 纯 化 试 剂 盒 进

行 6:; 产物的纯化。

! "+ 克隆文库的构建及阳性克隆的筛选

纯化后 6:; 产物通过连接试剂盒连接到 BL 载

体，将连接好的载体转化入 B>6&" 大肠杆菌感受态

细胞。在涂有 O?3MP 和 =6BD 的氨苄霉素的 Q< 平板

上进行蓝白斑筛选。随机挑取克隆，采用特异引物

B# 和 C69 的 6:; 扩增进行插入片段的筛选。

! ", 克隆的测序

! ", "! 古菌的 @;A;@ 分 型 和 测 序：将 鉴 定 为 阳 性

的古菌 6:; 产物进行核糖体 A1@ 扩增片段限制性

内 切 酶 分 析（ @(.PJRJ)S ;JTNSN(MP A1@ ;)*UFJ’UJNK
@KMPV*J*，@;A;@ 分 析），分 别 用 ! 种 限 制 性 内 切 酶

%&’ R!和 %!("对 6:; 产物进行 %#-酶切! +，综合

双酶切图谱，将阳性克隆分成若干个操作分类单元

（>BW），统计 >BW 的种类和各 >BW 所含阳性克隆的

数量［!!］，将每一个 >BW 类 型 送 & X % 个 进 行 测 序 分

析，测序工作由北京诺赛生物技术公司完成。

! ", "# 氨氧化古菌克隆文库的测序：随机挑取 L""
个氨氧化古菌阳性克隆进行测序，测序工作由北京

诺赛生物技术公司完成。

! "- 系统发育树的构建

! "- "! 古 菌 系 统 发 育 树 的 构 建：运 用 :/Y:8
:/=EY;@ 程序在 ;A6（;JTN*N(MP AMUMTM*) 6FNZ)’U）在

线数 据 库 进 行 嵌 合 体 检 验，去 除 嵌 合 及 怪 异 序

列［!%］。稀 缺 性 曲 线 通 过 网 络 程 序 绘 制［!L］（+UU.：44
[[[ \ ]3M \ )S]4 X *UFMUM4*NRU[MF)4CNRU[MF) \ +U(P）。 运 用

<PM*U 程序将 获 得 的 序 列 在 D)K<MK5 数 据 库 中 进 行

相似性搜索。根据搜索结果并参照有关文献，选取

参考序列。运用 6/IQ=6 软件构建系统发育树。

! "- "# 氨氧化酶基因系统发育树的构建：将氨氧化

古菌克隆文库中已测得的 L"" 条序列在 D)K<MK5 数

据库进行比 对 分 析，由 <PM*UK 去 掉 同 源 性 比 对 相 同

的结果，选取 文 库 中 !"#$ 基 因 序 列 和 已 知 环 境 样

品进行 分 析，共 同 构 建 系 统 发 育 树。 运 用 6/IQ=6
软件构建系统发育树。

# 结果和分析

# "! 环境总 $%& 的提取

直接法提取 的 A1@ 更 能 代 表 样 品 的 微 生 物 群

落，能够比较全面地了解、鉴定土壤中微生物的多样

性。但是提取 A1@ 的 同 时 也 提 取 了 其 它 有 机 土 壤

成分，比如腐质酸和褐菌酸等。本试验在直接法的

基础上进行了预处理，预处理的缓冲液中含有 6^66
（聚乙 烯 吡 咯 烷 酮）去 除 部 分 腐 植 酸 类 物 质；还 有

YAB@ 以络 合 金 属 离 子，有 效 抑 制 核 酸 酶 的 活 性。

采用预处理的方法得到的 A1@ 粗提液比较纯净，经

纯化以 后 可 获 得 高 质 量 的 土 壤 微 生 物 总 的 A1@。

通过直接法提 取 的 A1@ 大 小 主 要 集 中 在 !% 5T（图

&），适合进行后续反应。

$77孟祥伟等：西藏米拉山土壤古菌 &9C F;1@ 及 !"#$ 基因多样性分析 \ 4微生物学报（!""7）L7（2）



图 ! 土壤微生物 "#$ 的提取

!"# $ % &’( )*+,-.+)/ ,)012+0 3,45 04"2 6：&’( 6-,7),! !"#/"；%8%9：&’( )*+,-.+"4: +;,41#; <,)+,)-+5):+ $

% &% ’() 扩增古菌 !*+ ,)#$ 和 !"#$ 基因

采用 &’( 原 液 稀 释 的 方 法 进 行 &’( 样 品 的

=>? 扩增，浓度稀释倍数在 %@ A %@@ 倍之 间 可 以 达

到较理想的扩增效果。本试验将 &’( 原液稀释 B@
倍，以 %@ 份 &’( 样 品 为 模 板，扩 增 土 壤 古 菌 %CD
,?’( 基因和氨氧化古菌 $%&’ 基因，每次 =>? 反应

设置 E 次重复，将 E@ 次重复的 =>? 产物混合后利用

=>? 产物回收试剂盒回收。结果分别得到F@@ G<和

CE@ G<大小的条带（图 H）。将 %@ 份 &’( 样品的 =>?
产物充分混合后分别连接在 =IJ68K 载体上用于构

建古菌 %CD ,?’( 基因克隆文库和氨氧化古菌 $%&’
基因克隆文库。

图 % 古菌基因的 ’() 扩增产物 $：!*+ ,)#$；-：古菌

!"#$
!"# $ H =>? -5<2"3".-+"4: 43 +4+-2 &’( L"+; -,.;-)-2 %CD ,?’(

1:"M),0-2 <,"5),0（(）-:/ =>? -5<2"3".-+"4: 43 +4+-2 &’( L"+; -,.;-)-2

$%&’ 1:"M),0-2 <,"5),0（N）$ 6：&’( 6-,7), &OH@@@；%8H 43（(）：=>?

-5<2"3".-+"4: 43 -,.;-)-2 %CD ,?’(；%8E 43（N）：=>? -5<2"3".-+"4: 43

-,.;-)-2 $%&’ $

% &. 克隆文库的构建

% &. &! 古 菌 %CD ,?’( 基 因 克 隆 文 库 的 建 立：随 机

挑选 9FH 个克隆，通过鉴定共有 9C@ 个插 入 目 的 片

断的克隆，阳性克隆率达到 FBP以上。通过 (?&’(
分析，共得到 Q% 个 不 同 的 RKS 类 型，通 过 RKS 数

目绘制稀缺性曲线（图 E），曲线最终趋于水平直线，

表明挑取的克隆代表了文库中大多数古菌的类型。

文库的 .4M),-#)>［HB］得到 FT UQP。.4M),-#) > 理论上

表示 %CD ,?’( 克 隆 文 库 中 包 含 的 微 生 物 种 类

（RKS）占样 品 中 全 部 微 生 物 种 类 的 比 例，它 的 计 算

公式如下：（-）> V %8:%W’，’ 代表 %CD ,?’( 克隆文

库的库容，:% 代 表 在 %CD ,?’( 克 隆 文 库 中 仅 出 现

过一次的 RSK 数量。如果 .4M),-#) > 很高或者达到

%@@P，即说明库容已经足够。

图 . 通 过 $)")$ 分 析，绘 制 的 土 壤 古 菌 !*+ ,)#$ 基

因克隆文库的稀缺性曲线

!"# $E ?-,)3-.+"4: .1,M)0 #):),-+)/ 34, %CD ,?’( #):)0 ": +;) .24:)

2"G,-,X 3,45 0-5<2)0 .422).+)/ ": +;) 6"2- 641:+-":0 04"2 $ >24:)0 L),)

#,41<)/ ":+4 <;X24+X<)0 G-0)/ 4: 0)Y1):.) 0"5"2-,"+X 43 !F9P $

同时考虑到内切酶本身的局限性，增加了优势

图谱类型的测序数量。为了尽可能的覆盖所有古菌

类 型，挑 取 了 T%@ 个 阳 性 克 隆 进 行 测 序。 运 用

>ZJ>[ >Z\6J?( 程序在 ?&= 在 线 数 据 库 中 对 得

到的序列进行嵌合体检验，并无明显的嵌合体情况

出现。测序共得到 T@E 个古菌 %CD ,?’( 基因序列。

通过 &RKS? 软 件 分 析，把 序 列 相 似 性 大 于

F9P的定义为同一个 RKS［HC］。这样测定的 T@E 个古

菌序列归属为 CT 个 RKS0。其中有 EC 个 RKS 只有 %
个克 隆，其 他 的 HQ 个 RKS 类 型 有 H 个 或 者 多 个 克

隆，其中最多 的 B 个 RKS 类 型 分 别 含 有 CQ、CT、TE、

EF、%E 个 克 隆 子。利 用 &RKS? 软 件 生 成 的 数 据 再

次绘制稀缺性曲线，分析表明：这些克隆代表了文库

中大多数古菌的多样性（图 B）。文库的 .4M),-#)>［HB］

得到 F% U%P。

古菌文库中部分克隆尚难确定其分类地位，可

CFF ]"-:#L)" 6):# )+ -2 $ W ’()$ *"(+&,"&-&."($ /"#"($（H@@F）TF（Q）
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能代表 新 的 属 和 种，这 些 序 列 已 向 !"#$%#&’()$*’
++$, 提 交 并 得 到 序 列 号 为 (-./00//1(-./0023，

4,/.555614,/.557/。

图 ! 通过 "#$%& 软件分析生成的数据绘制的古菌 ’()

*&+, 基因克隆文库稀缺性曲线

489 :7 ;%<"=%>?8@# >A<B"C 9"#"<%?"D =@< 63E <;FG 9"#"C 8# ?H" >I@#"

I8J<%<K =<@L C%LMI"C >@II">?"D 8# ?H" )8I% )@A#?%8#C C@8I : NO-C P"<"

D"=8#"D %C 9<@AMC @= C"QA"#>"C D8=="<8#9 JK 5R %? ?H" +FG I"B"I :

- ./ .- 古菌 !"#$ 基因克隆文库的建立：随机挑选

/2S 个克隆，通过鉴定共有 /3T 个插入目的片断的克

隆，阳性克隆率达到 2.R 以上。为了尽可能的覆盖

所有氨氧化古菌类型，挑取了 760 个 阳 性 克 隆 进 行

测序。运用 UV(UW UVX)(;G 程序在 ;+Y 在线数

据库中对得到的序列进行嵌合体检验，并无明显的

嵌合体情况出现。测序共得到 522 个古菌 !"#$ 基

因序列。

图 0 通过 "#$%& 软件分析生成的数据绘制古菌 !"#$
基因克隆文库的稀缺性曲线

489 : . ;%<"=%>?8@# >A<B"C 9"#"<%?"D =@< !"#$ 9"#"C 8# ?H" >I@#" I8J<%<K

=<@L C%LMI"C >@II">?"D 8# ?H" )8I% )@A#?%8#C C@8I : NO-C P"<" D"=8#"D %C

9<@AMC @= C"QA"#>"C D8=="<8#9 JK 5R %? ?H" +FG I"B"I :

通过 +NO-; 软 件 分 析，把 序 列 相 似 性 大 于

2/R的定义 为 同 一 个 NO-［S3］。 这 样 测 定 的 522 个

古菌 !"#$ 基因序列归属为 /. 个 NO-C。其中有 7T
个 NO- 只有 6 个克隆，其他的 S/ 个 NO- 有两个或

者多个克 隆，其 中 最 多 的 . 个 NO- 类 型 分 别 含 有

/0、.T、7T、5S、SS 个 克 隆 子。利 用 +NO-; 软 件 生 成

的数据再次绘制稀缺性曲线，分析表明：这些克隆代

表了文 库 中 大 多 数 古 菌 的 多 样 性（图 .）。 文 库 的

>@B"<%9"U［S.］得到 TT Z0R。

氨氧化古菌文库中部分克隆尚难确定其分类地

位，可能 是 代 表 新 属 和 种 的 序 列，这 些 序 列 已 向

!"#$%#&’()$*’++$, 提 交 并 得 到 序 列 号，4,/.557T1
4,/.55/0。

- .! 系统发育分析

- .! .’ 古 菌 63E <;FG 基 因 克 隆 文 库 系 统 发 育 分

析：利 用 +N-O; 软 件 分 析 测 序 得 到 的 705 个 古 菌

63E <;FG 基因序列，把序列相似性大于 2/R的定义

为一个古菌序列［S3］，得到 705 个序列可以代表 37 种

不同类型的古菌。

通过构建西 藏 米 拉 山 古 菌 63E <;FG 基 因 系 统

发育树（图 3），古 菌 克 隆 文 库 包 括 U<"#%<>H%"@?%（嗜

泉古菌界）和 A#>I%CC8=8"D G<>H%"%（未分类的古菌），

没有 发 现 (A<K%<>H%"@?%（广 域 古 菌 界）。文 库 中 ST2
个克隆属于 U<"#%<>H%"@?%（嗜泉古菌界），所占文库的

比 例 为 /6 Z/R。 667 个 克 隆 属 于 A#>I%CC8=8"D
G<>H%"%（未分类的古菌）所占文库的比例为 ST Z5R。

从系 统 发 育 树 来 看，UIAC?"< G、UIAC?"< $、UIAC?"<
U、UIAC?"< + 和 UIAC?"< ( . 部分属于 U<"#%<>H%"@?%（嗜

泉古菌界），UIAC?"< V 属于 A#>I%CC8=8"D G<>H%"% 未分

类的古菌。UIAC?"< 4 和 UIAC?"< ! 两部分的参考序列

来自 FU$X 中已登录的从地中海和里海中获得的古

菌序列。从系统发育树上看，地中海和里海序列聚

集在同一个分支上，与西藏米拉山古菌序列位置相

对较远。西藏米拉山所获得的大部分古菌序列与土

壤环境中的古菌序列更为相似。

另外，所获得全部古菌序列在 ;+Y 在线数据库

中进 行 比 对，所 有 古 菌 序 列 都 属 于 热 变 形 菌 纲

（OH"<L@M<@?"8），其中包括 7 个目，分别是除硫球菌目

（+"CAI=A<@>@>>%I"C）、硫 化 叶 菌 目（EAI=@I@J%I"C）、暖 球

形 菌 目 （ U%ID8CMH%"<%I"C ） 和 热 变 形 菌 目

（OH"<L@M<@?"%I"C），所 占 比 例 分 别 为 3S Z.R、63 Z.R、

65 Z5R和 / Z/R。

- .! .- 古菌 !"#$ 基因克隆文库系统发育分析：利用

+N-O; 软件分析测序得到的 522 个古菌 !"#$ 基因

序列，把序列相似性大于 2/R的定义为一个古菌序

列［S3］，得到 522 个序列可以代表 /. 种不同类型的氨

氧化古菌。选取文库中的代表序列与环境样品中的

序列共同构建系统发育树（图 /）。这些环境样品中

的序列来自陆地土壤、设施土壤、长期施肥处理的土

壤、淡水、海洋、海底沉积物、湖泊、热泉以及黑海等。
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图 ! 基于古菌 "!# $%&’ 基因片段序列构建的系统发育树

!"" #$%&’()$ *)&’ )+ %, - . !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（/00"）1"（!）



!"# $% &’()*#+,+-". -/++ 012+3 *, -’+ 4%5 /678 2+9:+,.+2 *; -’+ .)*,+2 *0-1",+3 ;/*< =")1 =*:,-1",2 2*") $ $ >’+ -/++ ?12 .*,2-/:.-+3 @"1 -’+

,+"#’0*/AB*",",# <+-’*3 $ C**-2-/1D @1):+2 10*@+ 4EEE 1/+ 2’*?, 12 D+/.+,-1#+ $ C1/ ",3".1-+2 FG ,:.)+*-"3+ .’1,#+2 D+/ 4%5 /678 D*2"-"*, $“HI”

/+D/+2+,-2 :,.:)-:/+3 $ >’+ 2+9:+,.+2 *0-1",+3 ;/*< =")1 =*:,-1",2 2*") 1/+ 2’*?, ", 0*)3 $

从系统发育树来看，I):2-+/ 8 中，本试验获得的

西藏米拉山古菌 !"#$ 基因序列与来自土壤、淡水、

海底沉积物及设施土壤的古菌 !"#$ 基因序列聚集

在一起。I)12-+/ C 中，J8AKLK 与来自热泉的 C5CLLA
M4 聚 集 在 一 起。J8A4KM 与 来 自 红 壤 的 8N8A64 距

离较近。I)12-+/ I 中，获 得 的 序 列 与 来 自 土 壤 中 的

序列聚集 在 同 一 分 枝 上。I)12-+/ O 和 I)12-+/ P 中，

与来 自 土 壤、海 底 沉 积 物 中 序 列 聚 集 在 一 起。

I)12-+/ ! 中，这一分支处没有西藏米拉山古菌 !"#$
基因序 列，来 自 黑 海 中 的 序 列 聚 集 在 一 起。I)12-+/
Q 中，来自黑海的古菌 !"#$ 基因序列 4EE+M!% 与西

藏西藏米拉山古菌 !"#$ 基因序列聚集在一起。本

试验获得的氨氧化古菌 !"#$ 基因序列与环境样品

中土壤及海底沉积物中获得的序列同源性更高。

! 讨论

本研究采用 86O68 技术分析了西藏米拉山古

菌 4%5 /678 基因 多 样 性。通 过 86O68 分 型，得 到

R4N>H2。进行测序后，利用 ON>H6 软件分析测序获

得的古菌 4%5 /678 基因序列，把相似性大于 STG的

序列定 义 为 一 个 N>H，得 到 %L 个 N>H 类 型。利 用

这两种方法得到的 N>H 数目不同，但利用这两种方

法绘制稀缺性曲线分析，结果都表明这些克隆代表

了文库 中 大 多 数 古 菌 的 类 型，所 构 建 的 古 菌 4%5
/678 基因克隆文库能够比较完整地反映 土 壤 微 生

物的群落组成。利用这两种分析方法得到不同数量

的 N>H 类型可能有两点原因：一方 面，因 为 构 建 的

库容较大，利用 86O68 分型后，观察酶切分型结果

时存在误差，需要借助计算机才能更快更准确地完

成 86O68 分 型 的 工 作，减 少 误 差；另 一 方 面，利 用

ON>H6 软件分析序列时所规定的相似性（把相似性

大于 STG序列的归结为一个 N>H）标准也是影响这

一结果的原因。

分析 结 果 表 明 所 获 得 的 西 藏 米 拉 山 古 菌 中

TT UTG属于 I/+,1/.’1+*-1（泉古菌门），其余 MR UKG的

序列属于 :,.)122";"+3 8 /.’1+1（未分类的古菌），说明

泉古菌是西藏米拉山土壤古菌的优势菌群。所获得

的氨氧化古菌都属于泉古菌门，这与 V+",",#+/ 等发

表在 71-:/+ 杂 志 上 的 结 果 所 一 致。V+",",#+/ 等 对 K
种不同 气 候 带 的 4M 种 土 壤 类 型 的 氨 氧 化 古 菌 的

!"#$ 基因丰度进行了调查研究，发现这些来源广泛

的土壤样品中，来自泉古菌 的 !"#$ 基 因 拷 贝 数 比

来自细菌的高出达 KEEE 倍，土壤中高的泉古菌特异

性脂质也佐证了土壤中源自泉古菌的 !"#$ 基因的

高丰度，反转录定量 &I6 研究和互补 O78 分析也说

明了土壤中古菌的活 性。此 外，MEE% 年，W:.-’+/ 等

在美国科学院院刊上报道了他们在北海及北大西洋

的研究结果，显示在这些海域中，古菌 !"#$ 基因的

拷贝数是细菌的 4E X 4EEE 倍，且与泉古菌的细胞数

量呈明显 的 正 相 关［MT］。这 些 研 究 结 果 都 提 示 着 古

菌在土壤中氮的生物地球化学循环中的具有重要作

用；在西藏米拉山高原草甸土壤中的氮循环中同样

具有重要作用。

微生物支撑着整个地球上的物质循环和生命的

持续，其多样性被用于监视和预测环境变化，也是

新基因资源的重要来源。本文获得的古菌中有一部

分属于尚未分类的古菌，可能潜藏着新类型的古菌

资源。

土壤样品来自西藏米拉山高寒草甸土壤，是青

藏高原上典型的土壤类型。青藏高原有“世界屋脊”

和“第三极”之称，是从 FEEE 年前的古地中海历经漫

长的地质历史变迁下形成的。而古地中海，形成了

现在的地中 海、黑 海 和 里 海，因 此 本 文 选 取 了 7ICY
中已登 录 的 来 自 地 中 海、黑 海 和 里 海 的 古 菌 4%5
/678 基因序列和古菌 !"#$ 基因序列，分别与获得

的西藏米拉山古菌 4%5 /678 基因序列和古菌 !"#$
基因序列 共 同 构 建 系 统 发 育 树，进 行 了 对 比 分 析。

发现基于古菌 4%5 /678 基因的系统发育树中，地中

海和黑海的古菌 4%5 /678 基因序列聚集在一起，而

古菌主要 和 来 自 设 施 土 壤 中 的 一 些 序 列 聚 集 在 一

起，具有更 高 的 相 似 性。古 菌 !"#$ 基 因 的 系 统 发

育树中，仅 有 一 个 来 自 黑 海 的 序 列 4EE+M!% 与 所 获

得序列聚集在一起。大部分所获得的古菌 !"#$ 基

因序列与已知环境中的陆地土壤、温室土壤、长期施

肥的土壤、海水、淡水、海洋沉积物中获得的一些序

列具有很高同源性，其中，本试验获得的序列与来自

陆地和海洋沉积物中的序列相似性更高。这提示着

我们西藏米拉山的微生物生态系统是非常复杂的，

可能与青藏高原的地质历史变迁形成过程有关，其

古菌及氨氧化古菌来自不同环境的可能性比较大，
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图 ! 基于古菌 !"#$ 基因构建的系统发育树

!!!" #$%&’()$ *)&’ )+ %, - . !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（/!!0）10（2）



!"# $ % &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1/.’1+1) !"#$ .)*,+2 *3-1",+4 0/*5 6")1 6*7,-1",2 2*") $ 8’+ -/++ 912 .*,2-/7.-+4 :"1 -’+ ,+"#’3*/;<*",",# 5+-’*4 $

=**-2-/1> :1)7+2 13*:+ ?@@@ 1/+ 2’*9, 12 >+/.+,-1#+ $“AB”/+>/+2+,-2 7,.7)-7/+4 B/+,1/.’1+*-+ $ 8’+ 2+C7+,.+2 *3-1",+4 0/*5 6")1 6*7,-1",2 2*")

1/+ 2’*9, ", 3*)4 $

当然只根据所得到的序列不足以说明情况，还需要

更多证据加以说明。古菌及氨氧化古菌与来自设施

土壤中的古菌和氨氧化古菌具有很高的相似性，可

能与 西 藏 米 拉 山 高 寒 草 甸 土 壤 的 退 化 有 一 定 的

关系。
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