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摘要:【目的】泉古菌为陆地热泉系统的主要古菌类群，可能在自然界生源元素的地球化学循环中发挥着重
要作用。本研究旨在揭示俄罗斯堪察加地区热泉以及热泉周边区域的泉古菌多样性，同时基于之前已获得
的我国云南地区热泉数据，比较两地区泉古菌群落差异。【方法】通过构建 16S rRNA 基因片段克隆文库获
得序列信息和丰度，随后进行物种多样性、系统发育和群落结构差异分析。【结果】高温热泉 Burlyashi Liza
(BSL，89℃ )中的泉古菌全部属于热变形菌纲(Thermoprotei) 内的物种。中温热泉 TF Vent 2 (TFV，49℃ )
的群落结构主要由不确定的热变形菌纲类群、不确定的泉古菌类群、高温水环境泉古菌类群Ⅱ(HWCG-Ⅱ)
和奇古菌下的 Group1. 1b 类群组成。热泉周边常温环境的主要物种与热泉环境的代表性克隆 pJP41 一起聚
成一个较大的遗传分枝。Jackknife 聚类树和主坐标分析( Principal coordinates analysis，PCoA)的结果显示:
温度相似的样点，其泉古菌群落结构相对来说更为相似。【结论】俄罗斯堪察加地区与我国云南地区热泉中
的泉古菌存在着一定程度上的不同。陆地热泉系统影响着其周边环境的泉古菌类群。热泉中泉古菌群落结
构受温度的明显影响。
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陆地热泉具有区别于普通环境的高温、缺氧和
物化背景复杂的特征，更接近地球早期环境，同时又
与常温环境隔绝，因而形成一种独特又封闭的生态
系统。该系统在全球广泛分布，不同地区的热泉之
间由于其它类型生态系统的阻断而形成地理隔离。
因此，对热泉中的微生物开展研究，有助于人们解答
生命起源与进化、环境适应机制和生物地理等基础
理论问题［1］。

泉古菌门(Crenarchaeota)为古菌域一个重要组
成部分，它处在整个原核生物系统发育树的底
部［2］。在分子生态学方法创建之前，人们对泉古菌
的认识仅限于高温和超高温环境中得到的纯培养菌
株［3］。随着宏基因组技术的建立和广泛应用，学者
相继发现大量新的未培养遗传类群［3 － 4］，同时也已
证明各种常温环境中存在着丰富的泉古菌［3］。最
近的研究建议将常温泉古菌定义为一个独立的
门———奇古菌门 ( Thaumarchaeota)，这一门内的氨
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氧化古菌可催化氨氧化过程［5 － 6］。目前的研究结果
表明，无论是高温泉古菌还是常温泉古菌 (奇古
菌)，其绝大多数物种为无机化能型微生物［3，7］，这
些古菌可能在自然界生源元素的地球化学循环中发
挥着重要作用［7 － 8］。而陆地热泉富含来自地球内部
的无机矿物质，因此孕育了丰富的泉古菌。

近些年，笔者所在的课题组与相关合作单位对
我国西部地区热泉中古菌及其功能类群多样性开展
了系列研究，获得以下发现:(1)云南和西藏热泉中
古菌的主体由泉古菌门的物种组成［9］，同时发现了
相当数量的奇古菌［10 － 11］;(2)这些泉古菌(包括奇
古菌)的群落结构受温度的显著影响［12 － 13］;(3)云
南和西藏地区中的古菌多样性和美国黄石地区存在
明显不同，即存在各自独立的进化类群［9］。基于这
些发现，本文尝试回答以下两个问题:(1)除黄石之
外，全球其它地热活动区的泉古菌和云南地区存在
怎样的差异? (2)由于不断喷涌，热泉对周边的非
高温生境的环境化学背景存在一定影响，而这一影
响是否会体现在泉古菌的群落组成上?

为此，我们选择实验室保藏的俄罗斯堪察加半
岛(Kamchatka)地热活动区内的两处热泉和 3 处周
边土壤样品为研究对象，通过构建 16S rRNA 基因
片段克隆文库及系统发育分析，调查了该地区的泉
古菌多样性。另外，通过 Fast UniFrac 的系列分析，
揭示了云南和堪察加地区的泉古菌群落结构差异及
其环境影响因素。

1 材料和方法

1. 1 样点描述和样品采集
堪察加半岛位于俄罗斯远东地区，是全球地热

活动强烈的区域之一。本次研究样点集中在 Uzon
Caldera 区域，具体地点为 54°29'N /160°00'E 附近。
选取了 2 处温度差异明显的热泉和 3 处热泉周边土
壤样品为研究对象。温度和 pH 值的测量采用 Hach
 pH-meter equipped 进行。将样品取出后立即置于
50 mL无菌的离心管中并 4℃环境下黑暗放置，实验
室内 － 80℃环境保藏。
1. 2 主要仪器和试剂

Ultra Clean Mega DNA soil kit ( Mo Bio
Laboratories，Inc．，Carlsbad，CA，美国); EX Taq
酶，限制性内切酶 HhaI 和 HaeIII，DNA 胶回收试剂

盒，T4 载体连接试剂盒 ( TaKaRa，大连); Hach 
pH-meter equipped。
1. 3 环境总 DNA 提取

称取 5 － 10 g样品，采用 Ultra Clean Mega DNA
soil kit，并按说明书进行环境 DNA 的提取。
1. 4 泉古菌 16S rRNA 基因片段克隆文库的构建

采用引物 Cren 7F: 5'-TTCCGGTTGATCCYGCC
GGACC-3' 和 Cren 518R: 5'-GCTGGTWTTACCGC
GGCGGCTGA-3'［14］进行泉古菌 16S rRNA 基因的特
异性 PCR 扩增。扩增条件按照参考文献［12］中的
方法进行。

扩增产物经纯化后通过连接试剂盒连接进 T4
载体，随后将其转入 E． coli JM109 感受态细胞内。
随机挑取克隆，采用特异引物 Cren7F 和 Cren518R
进行插入片段的阳性筛选。
1. 5 泉古菌 16S rRNA 基因系统发育分析

采用限制性内切酶 HhaⅠ和 HaeⅢ对特异性扩
增片段进行双酶切，具体操作参照文献［12］进行。
针对每个样点，挑选出各酶切电泳图谱的代表性克
隆，送上海生工(Sangon)进行序列测定。

运用 Mallard1. 02 软件进行嵌合体检验。通过
DOTUR1. 53［15］软件进行可操作分类单元(OTU)的
划分，利用 BLAST 程序将获得的序列在 GenBank 数
据库中进行相似性比对。根据比对结果挑选相近序
列，同时加入之前发表的云南热泉泉古菌代表序
列［12］，采用 Maximum Composite Likelihood 模型计算
进化距离，通过邻接法，运用 MEGA 5. 1［16］软件构建
系统发育树。
1. 6 多样性分析

基于 OTU 的丰度，运用 SPADE［17］软件计算各
文 库 的 丰 富 度 ( Species richness )，覆 盖 率
(Coverage)，香农指数( Shannon index)，辛普森指数
(Simpson's index )。通过在线的 Fast UniFrac［18］

(http: / / bmf2． colorado． edu / fastunifrac) 计算样点间
群落结构的差异。

2 结果和分析

2. 1 样点特征
所采热泉样品为细沙粒状的沉积物，土壤样品

为黑色湿土。研究样点的温度差异显著，两处热泉
分别代表了高温和中温环境类型，土壤样点在 15℃
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以下。所有样点为酸性或弱酸性类型(表 1)。

表 1． 本次研究的样点信息
Table 1． Samples investigated in this study

Sample Sample type T /℃ pH
Burlyashi Liza (BSL) sediments 89 6. 1
TF Vent 2 (TFV) sediments 49 5. 9
Soil orange field ( SOF) soils ＜ 15 ＜ 4
Soil Near camp ( SNC) soils ＜ 15 ＜ 4
Soil Near Jenn's Vent ( SNV) soils ＜ 15 ＜ 4

2. 2 泉古菌物种多样性
所有 5 个文库共得到 326 个有效克隆，分别以

98%和 95%的划分标准，共分为 33 和 25 个 OTUs。
各样点包含的 OTU 数量见表 2。样点的香农指数和
辛普森指数的倒数分别在 1. 6 － 2. 4 和 4. 2 － 8. 4 之
间(98%的 OTU 划分标准)。各样点 OTUs 与 NCBI
数据库中已知序列的平均相似性在 96% － 98%
(表 2)。

表 2． 本次研究的样点的泉古菌物种多样性
Table 2． Ecological estimates of sequence diversity for crenarchaeotal communities in investigated samples

Community
No．
clones

No．
OTUs

Coverage
/%

Richness
(ACE)

Shannons index
(Chao ＆ Shen)

Inverse of
simpson index
(MLE)

98% 95% 98% 95% 98% 95% 98% 95% 98% 95%

Avg． BLAST
identity for all
phylotypes /%

BSL 90 7 7 100 100 7. 0 7. 0 1. 7 1. 7 4. 9 4. 9 98
TFV 102 8 7 99 99 8. 3 7. 4 1. 7 1. 6 4. 6 4. 1 96. 4
SOF 47 11 8 94 96 16 8. 9 2. 3 1. 6 8. 4 3. 1 97. 3
SNC 48 13 8 92 96 17 9. 1 2. 4 1. 7 6. 8 3. 4 96. 6
SNV 39 6 4 97 97 6. 6 5. 0 1. 6 1. 0 4. 2 2. 3 97. 6

2. 3 16S rRNA 基因系统发育分析
从系统发育树看，本研究所得序列涵盖了丰富

的泉 古 菌 遗 传 类 群。具 体 包 括: 热 变 形 菌 纲
(Thermoprotei)、pJ41 类群( pJP-related group)、高温
水环境泉古菌类群 I 和 II(HWCG-I ＆ II)，和奇古
菌。最近的研究建议将 HWCG-I 确定为一个独立的
门，即 Aigarchaeota［19］。各类群下的 OTUs 又分布于
不同的遗传分枝之上 (图 1 )。就样点而言，pJP-
related group 在 3 个周边土壤样品的比例是 64% －
92%，为绝对的优势类群。与这些土壤样点不同的
是，超高温热泉 BSL 中的泉古菌全部由热变形菌纲
(Thermoprotei)内的硫化叶菌目( Sulfolobales)、除硫
球 菌 目 ( Desulfurococcales ) 和 热 变 形 菌 目
(Thermoproteales) 组成，分别占到了整个群落的
2%、64% 和 33%。而中温热泉 TFV 的群落结构又
与高温 热 泉和土壤 存在明显 差异，其 主 要 由
Unidentified Thermoprotei group， Unidentified
crenarchaeal group， HWCG-I 和 奇 古 菌 下 的
Group1. 1b 组成，分别占到整个群落的 25%、28%、
39%和 7% (图 2)。

本次研究所得序列的 GenBank 收录号为:
GU075795-GU075809 (高 温 和 中 温 热 泉 样 点 )，
KC522651-KC522680(周边土壤样点)。
2. 4 样点间群落结构差异

本研究得到的 33 个 OTUs 中有 21 个 (占所有

克隆总数的 61% )为单一样点独有。超高温热泉
BSL 和中温热泉 TFV 的绝大多数 OTUs 为独有克
隆。而 3 处土壤样点中的 OTUs 大多为相互共有。
通过 Fast UniFrac 在线进行的假设性检验结果显
示:高温、中温热泉以及土壤环境的泉古菌群落结构
存显著差异(P ＜ 0. 01)，群落相似程度在 14%以下。
3 处土壤样点内部的差异并不显著(P ＞ 0. 05)，群落
相似程度在 41%以上。基于 Jackknife 的聚类分析
结果见图 2。

为了比较不同地区间泉古菌群落结构的差异，
我们将之前获得的云南腾冲 8 处热泉(具体样点信
息见参考文献［12］)的泉古菌数据和本次所得的数
据 联 合 进 行 分 析。 Jackknife 和 主 坐 标 分 析
(Principal coordinates analysis，PCoA)两种聚类的结
果一致显示:除云南中温热泉 SRQ (水热爆炸区)
外，其它所有样点的泉古菌群落结构严格按照温度
划分为了高温(84℃ － 96℃ )、中温(77℃ － 44℃ )和
常温( ＜ 15℃ )3 大类(图 3)。

3 讨论

目前为止，除了最近获得的几株具有氨氧化功
能的奇古菌纯培养物［8］以外，其它泉古菌均为嗜高
温或嗜酸菌株，其最适生长温度范围分别为 80℃ －
90℃或 65℃ － 70℃，这些高温泉古菌全部来自热变
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图 1． 泉古菌 16S rRNA 基因片段的 NJ 系统发育树
Figure 1． Neighbor-joining tree showing the phylogenetic relationships of Crenarchaeotal 16S rRNA gene sequences． Numbers in the parentheses indicate
the GenBank accession numbers; Numbers at branch points are percentage bootstrap ( values based on 1000 replicates) ; Bar 0. 05 corresponds to 5%
levels of the sequence divergence． Sequences marked with overstriking and underlines represent the clones obtained in this study and previous study in
Yunnan，respectively．
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图 2． 本次研究样点的泉古菌群落组成
Figure 2． Crenarachaeal community structure in investigated samples． UTG represents unidentified Thermoprotei group，UCG represents

unidentified crenarchaeal group． Left dendrogram represent Fast UniFrac metric tree showing difference of community structure in

investigated samples． Circles represent Jackknife support for the monophyly at that node． Solid circles，＞ 90% ; open circles，＞ 50% ．

图 3． 堪察加和云南地区热泉中泉古菌群落相似性分析结果
Figure 3． Similarities of crenarchaeal community structure among Kamchatka and Yunnan samples． A: The Fast UniFrac metric tree;

Numbers in the parentheses represent temperature and pH value． Circles represent Jackknife support for the monophyly at that node． Solid

circles， ＞ 90% ; open circles， ＞ 50% ． B: PCoA analysis．

形菌纲［3］。本次研究中，有 16 个 OTUs(占总 OTU

的 48%，总克隆的 40% )，归属于该纲。其中高温
热泉 BSL 全部由热变形菌纲的物种组成，这与我们
之前研究的云南类似样点珍珠泉(温度: 96℃，pH:
4. 3) 和大滚锅 (温度:84℃ ，pH: 6. 6 ) 的结果一

致［12］。此外，通过系统发育分析，我们发现了一个

不确定的热变形菌纲类群(Unidentified Thermoprotei
group)，其全部由免培养序列组成，从进化位置和遗
传距离来看(图 1)，应为一个和热变形菌目、除硫球
菌目和硫化叶菌目平行的类群。这表明即便是热变
形菌纲，其依然存着还无法获得纯培养的大遗传分
枝。根据参照序列的 GenBank 信息，除了堪察加地
区以外，这一分枝还在日本和冰岛地区发现，而目前
在云南地区还没有被探测到。

针对氨氧化功能基因 amoA 的多样性研究已经

证明:奇古菌内的物种在包括云南地区在内的全球
热泉中广泛分布［10，20］。但是本次研究的堪察加地

区的两处热泉中，仅发现了 TFV41 这一个奇古菌的
OTU(图 1)，一个合理的解释是:先前的 amoA 基因
定量 PCR 的结果已经表明该地区热泉的奇古菌维
持一个较低的丰度［21］，而这可能导致本次研究无法

探测到相应的 16S rRNA 基因序列。然而有意思的
是，本次调查的 3 处热泉周边常温土壤，同样仅发现
1 条奇古菌的代表序列 SOF10(图 1)，这和普通土壤
环境中，奇古菌为古菌绝对优势类群的情况截然不
同［8，22 － 24］。相反，这些调查样点，其绝大部分的
OTUs 与热泉环境的代表性克隆 pJP41 一起聚成一
个较大的遗传类群。这说明热泉周边生态系统和热
泉内部的泉古菌群落结构更为相似，类似的现象也
存在于冰岛的地热活动区［25］。这些结果证明了，陆
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地热泉系统对其周边环境的泉古菌存在着显著的影
响。另外，对于热泉环境克隆 pJP41 代表的类群，其
最早于 1994 年在美国黄石热泉“Bsidian Pool”中被
发现，为泉古菌中较原始的分枝［4］。后续的富集培
养实验表明该类群为中度嗜热，嗜中性或偏碱性，依
赖硫元素进行无机化能型营养［14］。云南地区的研
究结果证实该类群可在 84 － 44℃的热泉环境下存
在［12］。然而本次研究的土壤样品为常温且酸性的
环境，这说明了该泉古菌类群的部分物种对温度和
pH 存在较强的环境适应性。

本次研究中，我们将得到的数据与先前云南地
区相关研究结果联合，进行了泉古菌群落结构的差
异分析。 Jackknife 聚类树和 PCoA 分析的结果显
示:温度相似的样点，其泉古菌群落结构相对来说更
为相似。这表明热泉及其周边区域的生态系统中，
温度对其泉古菌群落结构存在明显的影响。这与我
们之前单独基于云南热泉的研究结果保持一致。然
而从 Jackknife 聚类树的枝长以及群落相似程度的
计算结果来看(图 3-A)，即使温度相似的样点聚为
同一大类，它们之间的群落结构依然有着较大的差
异。造成这种差异的原因可归结为:由于热泉中的
无机离子丰富而多样［7，26］，即使温度接近，它们之间
的化学背景依然存在着较大的差异，而这种差异导
致了无机化能型的泉古菌在温度相同的热泉间依然
存在不同的群落结构。因此，温度似乎只在最上游
控制着泉古菌遗传类群的环境分布。另外，堪察加
地区的高温和中温环境热泉分别与其所对应温度类
群中的云南热泉互相独立(图 3-A)，这说明相同的
温度区域内，云南和堪察加的热泉中泉古菌类群也
存在显著不同，这种不同可能是由上面提到的两地
区热泉化学背景的差异造成的，也可能是由于地区
间地理隔离而引起的。

本次的群落差异分析还发现，pH 值似乎与热泉
及其周边区域的泉古菌群落结构没有明显的对应
性，这又与普通土壤环境存在明显不同。最近的研
究显示，普通土壤环境的 pH 值支配了其环境下古
菌种群的分布［27 － 28］。这可能是因为，普通土壤环境
相对于陆地热泉，其温度变化不大，该系统内的泉古
菌(或奇古菌)在适应常温环境后，对不同的 pH 值
产生了特定的应答，从而形成了不同的遗传类群。

总之，本次研究表明了俄罗斯堪察加地区与我
国的云南地区热泉中的泉古菌存在着一定程度上的

不同。陆地热泉本身影响着其周边环境的泉古菌类
群。至于这种影响是否也存在于细菌或真菌等其它
微生物中，还需相关研究证明。另外通过分析发现，
本次研究的俄罗斯热泉以及我们前期调查过的云南
热泉的泉古菌群落受温度的明显影响，而似乎与 pH
值没有明显的相关性。
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Diversity of Crenarchaeota in terrestrial hot springs and
their surrounding environments in Kamchatka，Russia

Zhaoqi Song1，2， Li Wang1， Jinquan Chen2， Enmin Zhou2， Chuanlun Zhang3，4，
Wenjun Li2*
1 Engineering Technology Research Center of Biomass Degradation and Gasification，University of Henan Province，
Shangqiu Normal University，Shangqiu 476000，China
2 Key Laboratory of Microbial Diversity in Southwest China，Ministry of Education，Yunnan Institute of Microbiology，
Yunnan University，Kunming 650091，China
3 State Key Laboratory of Marine Geology，Tongji University，Shanghai 200092，China
4 Department of Marine Sciences，University of Georgia，Athens，GA 30602，USA

Abstract:［Objective］Crenarchaeota is a major archaeal lineage in terrestrial hot springs and important in biogeochemical
cycles of life-essential elements． In this study，we investigated the diversity of Crenarchaeota in hot springs and the
surrounding environments in Kamchatka，Russia． In addition，we compared crenarchaeotal community structures in
Kamchatka，Russia and Yunnan province，China． ［Methods］ Crenarchaeal 16S rRNA gene clone libraries were
constructed and the sequences and abundances of representational clone were obtained． Phylogenetic analysis was then
performed and the community structures in different samples were compared． ［Results］ The high temperature spring
Burlyashi Liza (BSL，89℃ ) comprised Thermoprotei． The moderate temperature spring TF Vent 2 (TFV，49℃ ) harbored
unidentified Thermoprotei group，unidentified crenarchaeal group，HWCG-II ( hot water crenarchaeotal group II)，and
Group1. 1b ( one thaumarchaeotal subgroup) ． Most of sequences that obtained from surrounding environments ( ＜ 15℃ )
are closely with the representational clone pJP from a Yellowstone hot spring． Jackknife cluster and Principal coordinates
analysis ( PCoA) showed that the samples have more similarity in crenarchaeal communities at similar temperatures．
［Conclusion］ The diversities of Crenarchaeota in Kamchatka hot springs are somewhat different from those in Yunnan
province． Terrestrial hot springs obviously affect the crenarchaeotal communities in surrounding environments．
Temperature is the major factor controlling the community structure in terrestrial hot springs．
Keywords: terrestrial hot spring，surrounding environments，crenarchaeota，community structure，kamchatka，Yunnan
province
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