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摘要:【目的】了解新疆特殊生境不同类型岩石内生细菌的组成及多样性。【方法】采用末端限制性片段长度

多态性技术(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism，T-RFLP) ，分析新疆乌苏花岗岩(1 号样)、一
号冰川和木垒变质岩(2，3 号样)、裕民和托克逊岩石漆(4，5 号样) 内生细菌群落。【结果】样品间多样性指

数变化不大;聚类分析表明岩石类型相同，其相似性较高，2 号样和 3 号样聚为一支并与 1 号样再聚为一支，

4 号样与 5 号样聚为一支;各样品共有种群为厚壁菌门 ( Firmicutes)、放线菌门 (Actinobacteria)、变形菌门

(Proteobacteria) 和拟 杆 菌 门 ( Bacteroidetes) ，1 号 样 存 在 酸 杆 菌 门 ( Acidobacteria) ，2 号 样 存 在 浮 霉 菌 门

(Planctomycetes) ;除 5 号样优势类群为放线菌门(29. 3% ) ，其它 4 个样品均为变形菌门，只是所占比例略有

不同。【结论】生境不同的同类型岩石的内生细菌群落组成存在差异，各类 岩 石 中 可 能 存 在 大 量 未 知 细 菌

新种。
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岩石内 生 菌 是 指 生 活 在 岩 石 内 部 孔 道 中 的 细

菌、真 菌 及 真 核 藻 类 等
［1］，广 泛 存 在 于 石 灰 石、砂

岩、大理石、白云石、石膏、花岗岩和岩石漆等各类岩

石中
［2，3］，具有抗 紫 外、耐 高 温、耐 干 旱、分 化 岩 石、

土壤定植、加速矿物元素溶解及循环和氧化金属离

子等功能，是无植被覆盖的极端干旱区主要初级生

产者
［4 － 7］。

免培养结果表明，美国洛基山花岗岩内生细菌

优势类群为放线菌门和厚壁菌门
［2］，南极砂岩为蓝

细菌门和苔 藓
［8］，南 非 石 膏 主 要 由 黄 杆 菌 纲、放 线

菌纲、α 及 γ-变形菌纲和异常球菌纲构成
［9］。采用

可培养法，从 加 利 福 尼 亚 Whipple 岩 石 漆 中 分 离 到

抗紫外细菌
［4］，此外在美国新墨西哥州黑峡谷岩石

漆发现很多具有氧化铁、锰的功能细菌
［10］。国内此

类研究未见报道。

岩石是新疆特殊生境的重要组成部分之一，阐

明其内生菌群落组成及多样性具有重要的生态学和

地质 学 意 义。末 端 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 分 析

(Terminal restriction fragment length polymorphism，T-
RFLP) 技术具有高分辨率和可重复性的特点，已广

泛应用于揭示不同环境微生物群落结构和组成
［11］。

因此本文采集不同环境及类型的乌苏花岗岩、一号
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冰川和木垒变质岩、裕民和托克逊岩石漆样品，利用

T-RFLP 技术，分析其内生 细 菌 群 落 组 成 及 多 样 性，

为菌种资源挖掘奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 样品采集处地貌:乌苏 (84°62'E，44°45'N)

属半 干 旱 大 陆 性 气 候，年 日 照 2600 h，年 积 温

3600℃ ，最 低 气 温 为 － 37. 5℃ ，最 高 气 温 为42. 2℃ ，

年均气 温 7. 3℃ ，年 均 降 水 158 mm;一 号 冰 川 (86°
49'E，43°06'N ) 该地区负温月长达 7 － 8 个月，最冷

月平均 气 温 － 15. 6℃ ，最 热 月 (7 月) 为 4. 9℃。年

平均气温为 － 5. 2℃ ，年平均降水量 441. 1 mm;木垒

(91°42'E，44°37'N) 属温带亚干旱气候区，最高气温

36. 9℃ ，最低 气 温 － 31. 8℃。年 积 温 2567℃ ，年 均

气温 5. 0℃ ，年均 降 水 量292. 6 mm;裕 民 (82°12' E，

45°24'N) 属温带大陆性气候，年日照 3122. 6 h，年均

气温 6. 7℃ ，年均降水量 280 mm;托克逊(88°63'E，

42°77' N ) 属 暖 温 带 干 旱 荒 漠 气 候，最 高 气 温 为

48℃ ，年日照 2939. 3 h，年均积温 5600℃ ，年均气温

13. 8℃ ，年均降水 7 mm。
1. 1. 2 样品采 集:各 样 品 采 集 地 随 机 选 取 5 个 采

样点，用 75% 乙醇擦拭凿子和铁 锤，取 岩 石 表 面 下

3 － 5 cm 的 岩 石 样 品，获 取 碎 屑
［12］。同 一 采 集 地

的样品在 实 验 室 经 研 磨、混 匀 后 进 行 环 境 样 品 总

DNA 的提取，剩 余 岩 石 样 品 长 期 保 存 于 － 70℃ 冰

箱。
1. 1. 3 主 要 仪 器 和 试 剂:PCR 引 物、PCR 操 作 试

剂 和 酶 均 购 自 上 海 生 物 工 程 公 司，PCR 仪 为

Eppendorf AG 22331 Hamburg; 凝 胶 成 像 系 统 为

GK-330C。
1. 1. 4 岩石样品总 DNA 的提取与纯化:将岩石样

品于超净台紫外线表面灭菌，研磨至粉末状，采用玻

璃珠-SDS 结合法提取总 DNA［2］，用 0. 8% 的琼脂糖

凝胶电泳检测并用 DNA 纯化试剂盒纯化。
1. 1. 5 细菌 16S rRNA 基因扩增:选用细菌通用引物

8F 和 1492R［13］
对样品 16S rRNA 基因序列进行扩增，正

向引物 8F 序列为 5'– AGAGTTTGATCCTGGCTCAG –

3'(5' 为 FAM 标 记)，反 向 引 物 1492R 序 列 为 5' –

TACGGTTACCTTGTTACGACTT – 3';PCR 扩 增 体 系:

Takara loading dye mix 12. 5 μL，上下游引物(10 /pm)

0. 5 μL，模板 1 μL，Taq polymerase 0. 1 μL，加入无菌去

离子水至 25 μL;PCR 反应条件:95℃ 5 min;95℃ 45 s，
55℃ 45 s，72℃ 1 min 30 s，30 个循环;72℃，7 min。各样

品设置 4 个平行样，混合均匀后进行酶切。
1. 1. 6 细 菌 T-RFLP 分 析:选 择 HhaⅠ和 MspⅠ两

种限 制 性 内 切 酶 对 混 合 后 的 PCR 产 物 进 行 酶 切。
HhaⅠ和 MspⅠ酶切条件为 37℃ 酶切 9 h，酶切完毕

后 80℃ 水浴 20 min 终止反应。酶切产物送上海基

康生物技术有限公司检测。
1. 1. 7 样品 T-RFs 筛选及多样性指数计算:选择末

端限制性片段(Terminal restriction fragments T-RFs)

在 50 － 600 bp 范围内、荧光强度高于 100U 且 T-RFs
的峰面积大于总峰面积 0. 5% ( 小于 0. 5% 被视为噪

音值) 的片 段 进 行 香 侬 指 数 ( Shannon index H)、辛

普森指数(Simpson index D) 和均匀度指数(Eveness
index E) ，分析 石 内 生 细 菌 群 落 结 构 多 样 性。其 中

H = － Σpi lnp
2
i ，D = 1 － ΣPi，E = H / lnS，Pi 代 表 片 段

所占的相对面积
［13］。

1. 1. 8 样品相似性指数计算及聚类分析:采用公式

Cs = 2NAB /NA + NB 计算 Sorensen 相似性指数，NAB 代

表 共 有 的 T-RFs，NA、NB 为 各 自 T-RFs［14］。采 用

SPSS 软件层次聚类分析工具，通过平方欧式距离和

组间聚类方法对样品进行聚类
［15］。

1. 1. 9 细 菌 优 势 种 属 比 对:利 用 MiCA PAT +
工 具

(http: / /mica. ibest． uidaho． edu /) 在 线 分 析 各 TRFs
片段所代表的 微 生 物 种 类，并 挑 出 HhaⅠ和 MspⅠ
酶切所产生的 共 有 种 属，峰 面 积 所 占 比 例 大 于 4%
的种属作为样品优势菌

［16］。

2 结果和分析

2. 1 细菌 T-RFLP 图谱及多样性分析

根据 HhaⅠ和 MspⅠ酶 切 T-RFLP 图 谱 ( 图 1)

中 T-RFs 数目及相对峰高和峰面积值，分别计算了

5 个 样 品 Shannon-weiner 指 数 (H’) ，Simpson 指 数

(D)、均匀度指数(E) ( 表 1)。结果显示，同为变质

岩，但 3 号样( 木 垒) 各 指 数 稍 高 于 2 号 样 品 ( 一 号

冰川) ;4 号样( 裕民岩石漆) 略高于 5 号样品( 托克

逊岩石漆)。各 样 品 间 多 样 性 指 数 总 体 变 化 不 大。
酶切图谱和多 样 性 指 数 结 果 均 显 示，HhaⅠ酶 切 样

品微生物多样性略高于 MspⅠ酶切，故后续分析采

用 HhaⅠ酶切结果。
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图 1 细菌群落 T-RFLP 图谱分析

Fig． 1 T-RFLP profile of bacterial Community． Numbers 1-5 mean sample 1-sample 5． H and M are different restriction endonuclease，HhaⅠand MspⅠ．
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表 1 细菌群落多样性分析

Table 1 Diversity analysis of bacterial community

Sample
HhaⅠ MspⅠ

T-RFs
( S)

Shannon-Weiner
index (H’)

Simpson
index(D)

Evenness
index (E)

T-RFs
( S)

Shannon-Weiner
index (H’)

Simpson
index (D)

Evenness
index (E)

sample1 25 2. 33 0. 85 0. 72 27 2. 18 0. 81 0. 70
sample2 30 2. 32 0. 83 0. 70 26 2. 06 0. 8 0. 71
sample3 31 2. 51 0. 87 0. 71 26 2. 41 0. 88 0. 64
sample4 35 2. 61 0. 89 0. 70 30 1. 95 0. 62 0. 67
sample5 29 2. 37 0. 82 0. 71 25 2. 32 0. 72 0. 88

2. 2 样品间相似性及聚类分析

聚类分析能够 反 映 样 品 间 微 生 物 群 落 的 相 似

性，2 号 样 和 3 号 样 聚 为 一 支 并 与 1 号 样 再 聚

为一支( 图 2) ，4 号 样 与 5 号 样 聚 为 一 支; 表 明 不

同生境下 的 同 种 岩 石 类 型，其 细 菌 群 落 相 似 性 较

高。

图 2 细菌群落聚类分析

Fig． 2 Dendrogram of the hierarchical clustering analysis of bacterial community．

2. 3 优势菌群分析

根据 HhaⅠ和 MspⅠ酶 切 T-RFLP 图 谱 中 的 优

势片段，筛选出各样品中的类群组成 ( 图 3) 及优势

种 属 ( 表 2 )。5 个 样 品 共 有 种 群 为 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)、放 线 菌 门 ( Actinobacteria)、变 形 菌 门

(Proteobacteria) 和拟杆菌门(Bacteroidetes)。1 号和

2 号样特有种群分别为酸杆菌门(Acidobacteria) 和

浮霉菌门(Planctomycetes)。

图 3 不同样品细菌组成

Fig． 3 The phylogenetic groups in the different samples．

1 － 5 号 样 品 优 势 种 属 分 别 为 变 形 菌 门

Pseudomonas ( 21. 2% )、放 线 菌 门 Micrococcus
(13. 4% )、厚 壁 菌 门 Bacillus (18. 7% )，厚 壁 菌 门

Bacillus (14. 0% )和放线菌门 Arthrobacter (16. 3% )。
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表 2 优势细菌 MiCA 种属比对

Table 2 The dominant bacterial identified by MiCA

Sample
HhaⅠ
observed

MspⅠ
observed

Area /% Accession Similar group Phylum

sample 1 210. 74 147. 77 6. 7 EF592490 Bacillus
61. 74 88. 88 6. 1 EF452662 Paenibacillus Firmicutes
176. 96 129. 23 5. 3 EU131161 Acetobacter
61. 74 462. 81 21. 2 AM411057 Pseudomonas Proteobacteria
179. 02 142. 27 16. 9 HQ327127 Arthrobacter Actinobacteria
96. 31 141. 81 8. 5 FJ529274 Acidobacterium Acidobacteria
91. 08 138. 71 7. 6 FJ481334 Chloroflexus Chloroflexi
104. 47 96. 42 4. 8 AB470321 Bacteroides Bacteroidetes

sample 2 156. 76 82. 74 6. 7 EF620446 Azotobacter
61. 73 127. 2 6. 3 D14510 Rhizobium Proteobacteria
84. 86 152. 56 8. 4 HQ717396 Sphingomonas
61. 73 147. 65 7. 2 AB043863 Bacillus Firmicutes
212. 06 138. 71 4. 2 AY382189 Paenibacillus
112. 9 163. 77 13. 4 DQ923132 Micrococcus Actinobacteria
91. 89 86. 81 12. 1 EU373307 Cytophaga Bacteroidetes
91. 89 138. 71 11. 2 FJ481260 Chloroflexus Chloroflexi
82. 81 114. 25 5. 5 FJ542891 Planctomyces Planctomycetes

sample3 61. 83 462. 74 12. 1 AM411057 Pseudomonas
61. 73 125. 21 5. 3 EF101308 Rhizobium Proteobacteria
91. 08 86. 86 4. 7 AM110991 Flavobacterium
112. 9 163. 77 16. 3 HM222656 Micrococcus Actinobacteria
70. 32 125. 21 14. 7 HQ397030 Chloroflexus Chloroflexi
61. 83 81. 72 18. 7 AB098576 Bacillus Firmicutes
91 86. 63 8. 6 EU373337 Cytophaga Bacteroidetes

sample4 61. 69 129. 41 11. 8 FJ529292 Rhodobacter
81. 73 402. 53 9. 6 AB097175 Sphingomonas Proteobacteria
570. 97 142. 27 5. 4 AB196247 Burkholderia
78. 74 142. 36 9. 5 EU266494 Arthrobacter Actinobacteria
173. 2 138. 91 5. 0 EU181235 Rhodococcus
211. 99 82. 85 14. 0 EU685825 Bacillus Firmicutes
96. 29 91. 75 11. 7 AB470321 Bacteroides Bacteroidetes

sample5 61. 8 80. 41 16. 3 HQ834307 Arthrobacter
173. 2 138. 91 8. 4 EU181235 Rhodococcus Actinobacteria
142. 12 125. 21 4. 6 HQ530520 Microbacterium
84. 89 152. 34 14. 6 HQ717396 Sphingomonas Proteobacteria
78. 74 142. 36 11. 3 AB098576 Bacillus Firmicutes
95. 09 91. 05 9. 4 AY643081 Bacteroides Bacteroidetes

3 讨论

同为花岗岩内生细菌，乌苏的优势类群为变形

菌门(21. 2% ) 和厚壁菌门(18. 1% ) ，美国犹他州的

为变形 菌 门 (54. 5% ) 和 厚 壁 菌 门 (27. 3% )［17］，两

者 结 果 类 似; 而 美 国 南 洛 基 山 的 为 放 线 菌 门

(41% ) ，厚壁菌门仅为 9%［2］，这可能与环境因子及

岩石理化因素有关，紫外辐射、透光性和导热性造成

岩石内部光照波长和温度差异，从而影响岩石内生

菌的分布及群落结构
［18 － 19］。此外降雨量，岩石渗透

率及元素组成也可影响微生物多样性和丰度
［20 － 21］。

目前对变质岩内生细菌群落组成的研究未见报

道。一号冰川和木垒变质岩的优势类群均为变形菌

门，分别占整个细菌种群的 21. 4% 和 22. 1% ，但 种

属 不 同，一 号 冰 川 为 Azotobacter，Rhizobium 和

Sphingomonas，木 垒 为 Pseudomonas，Rhizobium 和

Flavobacterium，但在南极石膏、Mojave 沙漠石膏及柬

埔寨砂 岩 也 发 现 了 变 形 菌 门 的 上 述 种 属
［3，22 － 23］。

一号冰川变质岩中存在浮霉菌门的 Planctomyces，在
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南极石英石内也有该属
［24］。另外，一号冰川和木垒

变质岩均含有绿弯菌门 的 Chloroflexus，其 能 产 生 胞

外物质，而变形菌门的 Flavobacterium 则可以降解其

胞外产物
［9］。

同为 岩 石 漆，裕 民 的 优 势 类 群 为 变 形 菌 门

(24. 5% )，美 国 墨 西 哥 州 黑 峡 谷 的 为 蓝 细 菌 门

(62% )［10］，而托克逊及加利福尼亚 Whipple 均为放

线菌门，分别为 29. 3% 和 82. 2%［25］。此差异可能是

由于气候差异导致岩石漆内各元素所占比例不同，从

而影响微生物群落组成，湿润及高 pH 条件下，外界

Mn 元素沉降量增加，而 Fe、Al 和 Si 元素减少，Mn 元

素的氧化进入了相对活跃的时期
［10，26］，相关研究表

明，厚 壁 菌 门 的 Bacillus 能 够 将 Mn2 +
氧 化 为

Mn4 +［10，27］。干旱及低 pH 条件下，情况反之，Mn 元素

沉降量减少，而 Fe、Al 和 Si 元素增加，且放线菌门的

Arthrobacter 可加 速 岩 石 中 Fe2 +
的 释 放

［5］。此 外，裕

民岩石漆中没发现蓝细菌，但存在含色素的光和细菌

Rhodobacter，能够为其它微生物提供营养
［9］。

对 5 个样品进行聚类分析发现，不同生境的相

同类型岩石内生细菌群落相似性较高，这 与 Jeffrey
J． 等人的对美国落基山砂岩的研究结 果 一 致，其 发

现美国落基 山 砂 岩 与 南 极 砂 岩 微 生 物 组 成 较 为 相

似
［2］;花岗岩与 变 质 岩 聚 为 一 支，这 可 能 是 由 于 他

们在形成过程上较为相似
［28］。

特别值得注意的是，所有岩石样品内生细菌均

存在大量未知种属的片段，分别占到各样品总细菌

种群的 22. 9% － 35. 4% ，可能原因是 MiCA 数据库

不完善或存在大量未知细菌新种资源
［2，8，24］，因此后

续研究将结合克隆文库的方法进一步揭示岩石内生

菌的组成与结构。
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Abstract:［Objective］In order to investigate the composition and diversity of endolithic bacteria at special habitats in
Xinjiang．［Methods］Five rock samples were collected，including Wusu's granite ( sample 1) ，Glacier No． 1，and Mulei's
metamorphic rock ( sample 2，sample 3) ，Yumin and Tokesun's Rock varnish ( sample 4，sample 5) ． Endolithic bacterial
community composition and diversity were analyzed by the method of Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism．
［Results］Differences in diversity indexes among samples were not apparent． Clustering analysis suggested that similarity
coefficient was higher in same rock type，sample 2 and sample 3 were grouped together，then sample 1 clustered with
them，and sample 4 and sample 5 were classified together． All samples harbored these phyla such as Firmicutes，
Actinobacteria，Proteobacteria and Bacteroidetes． Acidobacteria and Planctomycetes existed in sample 1 and sample 2，

respectively; Sample 5 was dominated by Actinobacteria， while other samples were dominated by Proteobacteria．
［Conclusion］The endolithic bacterial composition of same rock type collected at various habitats was different．
Meanwhile，a diversity of novel species and lineages maybe existed in rocks．
Keywords: endolithic bacteria，T-RFLP(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) ，diversity
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系统发育树的构建方法

构建系统树是为了鉴定菌株的分类学地位，应该使用正确的方法构建。具体要求如下:

1． 将鉴定菌的 16S rRNA 序列递交 GenBank，用 Blast 软件搜索相似的 16S rRNA，然后一起构树。

2． 采用能反应分支长度的软件( 如 NJ 法) ，并用 Boostrap 值分析分支聚类的稳定性。

3． 用国际较为通用的一些建树方法，如 Neighbour － Joining 等，这样结果就更为可靠，更直观。

4． 请严格按照下列具体要求写作［参见:微生物学报，2004，44(2) :143．］

① 系统树中:菌名应列出全称，且属和种名应斜体，名称后再加括号，其内含序列号。

② 图注( 本刊的图注要求用英文写作) :应表明" 树" 上所有的内容，包括:括号中的序号、分支点上的数字涵义、0. 01 代表

的意义。

③ 作图要求:要求达到印刷清晰，字体为“Time New Roman”，字号为“8p”。可以选用两种方式———(A) 文件格式为“* ．

Tif”，分辨率为 600 线;(B) 文件格式为“word”，画出树，输入文字。
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