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摘要：【目的】研究细菌群落组成在西昆仑崇测冰帽冰川雪样、冰碛物和土样中的差异。【方法】通过

传统的纯培养和菌株16S rRNA基因序列鉴定，分析菌株在门水平和属水平的群落结构。【结果】冰川细

菌由Actinobacteria、Firmicutes、Proteobacteria和Bacteroidetes 4个门组成。雪样以Proteobacteria为优势，

而土样和冰碛物则以Actinobacteria为优势。在属的水平上，冰川土样中的优势属仅有Arthrobacter，雪样

中的优势属主要有Methylobacterium、Modestobacter、Hymenobacter、Brevundimonas、Bacillus这5种。雪

环境的细菌群落结构与冰碛物和土样的差异性较大，而冰碛物和土样之间的差异性不大。Skermanella可

能为崇测冰帽所特有的细菌。 【结论】初步说明了在冰川退缩的气候环境下，冰川雪样细菌多样性的脆

弱性, 以及冰川雪环境细菌资源保护的重要性。
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冰川作为最大的淡水资源，覆盖了大约地球

表面积的10%。高原上覆盖的冰川和雪不仅影响

全球气候，也作为环境变化的敏感指示。目前对

冰川微生物的研究从新生事物演变成为备受关注

的科学领域，其主要内容涉及冰川生物的多样

性、生态和进化及其与环境的关系，并取得了大

量的研究成果。但对西昆仑地区冰川微生物的研

究较少。

目前关于冰川细菌的研究通常以单一生境条

件为研究对象，如通常集中在冰芯[1–2]、雪样[3]、

土样[4]和冰川融水[5]等，而关于多个生境之间细菌

多样性或群落的差异研究较少，仅见到Liu等的研

究。首先，他们比较了珠穆朗玛峰北坡冰川融水

和冰碛湖的细菌多样性和丰度，结果是最高的细

菌丰度和细菌多样性都发生在海拔5152 m处开放

的冰碛湖；而最低的细菌丰度和细菌多样性则发
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生在海拔6350 m处的冰川融水[6]。其次他们对喜

马拉雅山南坡Yala冰川雪、冰碛湖、冰川溪流3种

生境的细菌丰度和多样性进行了研究。冰碛湖的

细菌丰度最高，而海拔5504 m处的雪样细菌丰度

最低。雪样中的细菌群落与冰碛湖和冰川溪流中

的细菌群落差异性很大[7]。

本文通过纯培养方法，探讨西昆仑崇测冰帽

冰川雪、冰碛石、土壤三种生境中细菌群落结构

的变化，为冰川微生物多样性及与其生态环境的

关系提供一些知识积累。

1    材料和方法

西昆仑山有冰川5485条，冰川面积8817.78

km2，占整个昆仑山冰川总面积的3/4以上。崇测

冰帽位于西昆仑山脉南侧，顶部海拔6580 m。冰

川面积163.06 km2，是我国最大的冰帽。该冰川全

长约7000 m，末端高度约5800 m，平衡线高度

5930 m，两处突出的穹顶海拔分别为6532 m和

6374 m[8]。

1.1    样品的采集

2013年10月从崇测冰帽沿着不同海拔从高到

低分别采集积累区雪样、平衡线雪样、消融区雪

样以及冰川末端雪样各3个。在冰川末端位点采集

冰碛物样品3个。沿着冰川末端、冰川末端100、
200、300、400 m各采集3个土样。每个样品采用

5点梅花取样法，雪样装入采样瓶，土样去除石块

等杂物，装入克林莱密实袋。所有样品置于冰柜

中，以低温(≤–5 °C)方式运回实验室并置冷库中

(≤–15 °C)贮存。

1.2    细菌的分离培养

1.2.1   土样和雪样的处理：在超净工作台上称取

10 g土样置于盛有90 mL PBS(pH 7)溶液和玻璃珠

的三角瓶内，气浴振荡器(CHA-SA)上16 °C振荡

30 min后，梯度稀释至10–3和10–4。每个梯度取200

μL涂平板。

雪样置于4 °C缓慢融化，将约400–700 mL融

水用小型切向流超滤系统(Labscale，Millipore)，

加上0.22 μm无菌Millipore微孔滤膜，进行过滤。

将滤膜悬浮于3.5 mL的PBS(pH 7)缓冲液中。振荡

后取350 μL涂平板。

1.2.2   菌株分离：所用培养基为R2A、0.25R2A、

0.2LB、0.5TSA。每种培养基配方具体如下。(1)

R2A培养基配方(g/L)：酵母提取物0.5，示蛋白胨

0.5，酪蛋白氨基酸0.5，可溶性淀粉0.5，葡萄糖

0.5，丙酮酸钠0.3，KH2PO4 0.3，MgSO4·7H2O

0.05，pH 7.2。(2) LB培养基配方(g/L)：胰蛋白胨

10，酵母提取物5，NaCl 10，pH 7.0–7.2。(3)

TSA培养基配方(g/L)：胰蛋白胨15，大豆胨5，

NaCl 30，pH 7.0–7.4。

每种培养基做6个平行，其中3个置于4 °C条

件下培养15 d，另外3个置于15 °C条件下培养7 d。

培养后依据细菌形态特征进行分离与纯化。由于

细菌的种类不同，它所形成的菌落在形状、大

小、高低、位置、表面粗细、边缘形状、色调、

透明度，以及菌落质地、软硬、粘稠度等方面，

也各不相同。因此，菌落是菌种鉴别上的一个重

要特征。本研究根据这一理论基础，挑取不同菌

落形态的菌株，纯化后的细菌于4 °C斜面保存及

15%甘油–20 °C保存。

1.3    培养菌株16S rRNA基因序列分析

1.3.1   16S rRNA基因序列扩增：选取菌落形态不

同的菌株，进行菌落P C R。以细菌通用引物

27F(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和

1492R(5′-CGGTAACCTTGTTACGACTT-3′)对样

品进行PCR扩增。反应体系为：1×PCR缓冲液，

2.5 mmol/L MgCl2，0.2 mmol/L dNTPs，正反向引

物各l0 pmol/L(上海生工生物工程有限公司合成)，

1 U Taq DNA聚合酶(TaKaRa，R001AM)，1 μL

DNA(10  ng /μL)模板，ddH 2 O补足至25  μL。

PCR扩增条件：94 °C 2 min；94 °C 1 min，56 °C
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1 min，72 °C 1.5 min，30个循环；72 °C 10 min。

将dd H2O用作阴性对照。扩增产物用1.0%琼脂糖

凝胶电泳进行检测。

PCR产物送往上海生工生物工程有限公司进

行序列分析。所获得的序列在GenBank上进行登

陆，注册号为：KR263058–KR263116。

1.3.2   16S rRNA序列比较及系统发育树构建：经

测序所得的序列在GenBank数据库中进行BLAST

比对，选取相似性最高的已知序列下载后用于系

统发育树的构建。用Clustal W1.81[9]对序列进行对

位排序，MEGA 5.02 (Molecular Evolutionary

Genetics Analysis)软件，以邻接法(Neighbor-

Joining，NJ)构建系统发育树状图，通过bootstrap

法评价进化树分支聚类的稳定性，重复次数为500。

2    结果和分析

崇测冰帽各冰川环境可培养细菌浓度具体如

表1。该表显示，相同生境中，随着取样点海拔的

降低，可培养细菌浓度基本呈现增加趋势。土样

中的可培养细菌浓度最高，冰碛物次之，雪样的

最低。

从土样和雪样中共恢复出92个不同菌落形态

的菌株，全部用于16S rRNA序列分析和系统发育

树的构建。经分析，这些序列归属于Actinobacteria、

Firmicutes、Proteobacteria和Bacteroidetes 4大类。

Actinobacteria门包括Arthrobacter、Nocardioides、

Kocuria、Janibacter、Microbacterium、Clavibacter、

Mycetocola、Modestobacter、Rhodococcus、

Mycobacterium、Patulibacter 11个不同的属，由

3个分支组成(图1)。第一大分支由21个菌株组

成，包括来自冰碛物的bw2、bw1、b2w1、b2r1、

b y 6、b y 2、b m 2、b w 9，来自土样的 s 1 w 1、

s4w14、s10w9、s7r1、s1y2、s1r2、s10w16、

s7r3、s7y2、s4r3、s7y3，以及来自雪样的x4y3和

x4r5。来自雪样的菌株x4r5与来自土样的s7r3归为

同一个属，即Kocuria。来自雪样的x4y3归属为

Janibacter，这个属不与其它的来自土样和冰碛物

的菌株相重合。第二分支由9个菌株组成，包括来

自冰碛物的br1、br3、bw4、by3和来自雪样的

x4y5、x11r1、x8y1、x8a1、x4a1。在这一分支中，

x8a1、bw4、by3和x4a1共同归属到了Nocardioides。

其它菌株亲缘关系都比较远。第三分支仅由来自

冰碛物的br2这一株菌组成。

表 1.  采集样品的经纬度及海拔

Table 1.  Latitude, longitude, altitude of samples

Sample Latitude (N) Longitude (E) Altitude/m Colony number of culturable bacteria

Snow–acc 35°14′56.04″ 81°05′28.04″ 6126.92 2.27×104 CFU/mL

Snow–bal 35°13′39.15″ 81°06′54.84″ 5938.20 2.41×103 CFU/mL

Snow–abl 35°13′22.37″ 81°07′05.86″ 5871.60 1.0×103 CFU/mL

Snow–ter 35°13′10.36″ 81°07′14.63″ 5832.46 2.7×102 CFU/mL

Soil–ter 35°13′06.82″ 81°07′13.03″ 5800 5.1×105 CFU/g

Soil–100 35°13′02.66″ 81°07′15.17″ 5789 9.05×105 CFU/g

Soil–200 35°12′59.52″ 81°07′15.88″ 5776 1.115×106 CFU/g

Soil–300 35°12′56.26″ 81°07′16.39″ 5765 1.26×106 CFU/g

Soil–400 35°12′53.11″ 81°07′17.45″ 5756 1.59×106 CFU/g

Moraine deposit 35°13′06.82″ 81°07′13.03″ 5800 7×104 CFU/g
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图 1.  西昆仑崇测冰帽可培养细菌16S rRNA基因序列Actinobacteria门的NJ系统发育树

Figure 1.  Neighbor-Joining tree showing the phylogenetic relationships of culturable bacteria from Chongce Ice Cap
based on 16S rRNA gene sequences for Actinobacteria. Numbers in parentheses indicate the GenBank accession
numbers. The number after each isolates’ accession number indicates the number of their colonies. Numbers at branch
points are the percentage supported by bootstrap. Scale bar equals approximately 2% nucleotide divergence.
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第二大门为Proteobacteria，由Alphaproteobacteria、

Betaproteobacteria、Gammaproteobacteria 3个纲组

成，包括Pseudomonas、Psychrobacter、Xenophilus、

Massilia、Methylobacterium、Skermanella、Paracoccus、

Aurantimonas、Brevundimonas 9个不同的属。如

图2所示，来自雪样的菌株集中在Alphaproteobacteria，

而来自土样的菌株集中在Betaproteobacteria和

Gammaproteobacteria。在Proteobacteria类群中，

没有来自冰碛物的菌株。Gammaproteobacteria由

3个菌株组成，即来自土样的s7y5、s13w32和来

自雪样的x 2 w 1。该纲均归到P s e u d o m o n a s。

Betaproteobacteria由5个菌株组成，包括来自土样

的s4y2、s1r1、s1z1、s13m5，以及来自冰碛物

的 b 2 m 1 。 该 纲 菌 株 集 中 在 M a s s i l i a 属 。

Alphaproteobacteria由7个菌株组成，包括来自雪

样的x8w1、x4w11、x4a2、x4y1、x2w2、x4y2，

和来自土样的s4t1。在Proteobacteria门，来自雪样

的菌株主要出现在Alphaproteobacteria类群，而来

自土样的菌株主要出现在Betaproteobacteria和

Gammaproteobacteria类群。

第三个门是F i r m i c u t e s，包括B a c i l l u s、

Brevibacterium、Aerococcus、Paenisporosarcina、

Lysinibacillus这5个属(图3)。Firmicutes类群由3个

分支组成，第一分支由5个菌株组成，包括来自雪

图 2.  西昆仑崇测冰帽可培养细菌16S rRNA基因序列Proteobacteria门的NJ系统发育树

Figure 2.  Neighbor-Joining tree showing the phylogenetic relationships of culturable bacteria from Chongce Ice Cap
based on 16S rRNA gene sequences for Proteobacteria.
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样的x4w12和x11w1，以及来自土样的s10w5、

s1w8、s4w5。第二分支仅由来自冰碛物的1个菌

株bw5组成。第三分支由来自雪样的x4w2和来自

土样的s10m1这2个菌株组成。在Firmicutes中，

Bacillus是共同存在于土样和雪样的属，其它4个

属在土样、雪样和冰碛物中没有重合的。

第四个门是Bacteroidetes，由2个分支组成。

第一分支由4个菌株组成，包括来自雪样的x4r6和

x4r7，来自土样的s1r3，来自冰碛物的br4。这些

菌株都归属于Hymenobacter。另一分支仅由来自

土样的s13y2这一株菌组成(图3)。

在上述这些序列中，大部分菌株的序列与

GenBank中的序列相似性最高的值在98%–100%，

但有7个菌株的序列相似性较低，如：Actinobacteria

门的br1与Modestobacter marinus (NR_116228)的

序列相似性为96%，bw4与Nocardioides terrigena

图 3.  西昆仑崇测冰帽可培养细菌16S rRNA基因序列Firmicutes门和Bacteroidetes门的NJ系统发育树

Figure 3.  Neighbor-Joining tree showing the phylogenetic relationships of culturable bacteria from Chongce Ice Cap
based on 16S rRNA gene sequences for Firmicutes and Bacteroidetes.
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( N R _ 0 4 4 1 8 5 )的序列相似性为9 7 %，x 8 a 1与

Nocardioides sp. TMT2-46-1 (JX949798)的序列相

似性为95%。在Proteobacteria门，x4y2和x2w2与

Aurantimonas coralicida (NR_042319)的序列相似

性分别为96%和97%，s1z1与Massilia plicata
(NR_043309)的序列相似性为97%。在Bacteroidetes

门，x4r7与Hymenobacter soli (NR_041437)的序列

相似性为96%。这7个菌株的序列长度在528–1330

bp，可能是新的属或种，还需做进一步研究。

3    讨论

3.1    不同冰川环境细菌群落结构差异

在属水平上，雪样细菌与冰碛物和土样之间

有重合的，但大多数的属是存在差异的。而且，

雪样细菌多样性比冰碛物和土样的高。该现象也

同时存在于安第斯山脉。该山脉雪样中恢复出8种

微生物，而冰碛物中仅恢复出1种微生物[10]。

雪样中的一个优势菌株x4r7不仅与GenBank

内的序列相似性比较低，而且该菌株的菌落数为

1344，因此在雪样中占据优势(图3)。然而，该菌

株在土样和冰碛物中并未恢复出来。这意味着西

昆仑崇测冰帽的冰川雪样中可能存在着人类尚未

挖掘出的细菌资源。Jacobsen等[11]研究了随着冰川

的退缩和消失，冰川流域的淡水生物多样性如何

显著的下降。结果表明，不仅是当地的生物多样

性比较脆弱，而且灭绝的范围超过了冰川河流已

知的稀少特有物种。另外，还有因冰川退缩而引

发的冰川径流减少，促进嗜冷的无脊椎动物物种

的生活领域逐渐被耐冷的无脊椎动物所侵占，进

而向高海拔位移的报道[12–14]。这些研究都说明，

气候变化已经或正在对全球的生态系统和生物多

样性产生显著影响 [ 1 5 – 1 6 ]，包括使生境退化或丧

失，物种灭绝速度加快[17]，物种分布范围发生变

化[18–20]。如果不对这些资源进行及时的开发和保

护，随着冰川退缩的加剧，这些资源很可能在人

类尚未意识到的情况下就已经处于濒危状态。

在门的水平上，雪样以Proteobacteria为优

势，菌落数为 6 8 8 7 ；而土样和冰碛物则以

Actinobacteria为优势，菌落数分别为169和55(表

2)。Proteobacteria的优势状况也同时存在于纽约

阿迪朗达克山脉的湖水，以及美国马萨诸塞州的

Paker湖等寡营养的环境[21–22]。土样和冰碛物的优

势门相同，而与雪样的优势门不同。

在属的水平上，冰川土样中的优势属仅有

Arthrobacter，该属在土样和冰碛物中的菌落数分

别为168、50，而在雪样中未恢复出来。雪样中

的 优 势 属 较 多 ， 主 要 有 Methylobacterium、

Modestobacter、Hymenobacter、Brevundimonas、

B a c i l l u s这5种，他们的菌落数分别为6 1 0 0、

2117、994、784、433。虽然前3个在雪样中的菌

落数最多，但在土样和冰碛物中没有恢复出来；

后面的Brevundimonas、Bacillus这2个属在土样和

冰碛物中的菌落数为0–2(表2)。因此，在属的水

平上，也是土样和冰碛物的优势属相同，而与雪

样的则不同。Liu等[7]对Yala冰川的表层雪、冰碛

湖和冰川流的微生物多样性进行了研究。结果为

冰碛湖的微生物群落与冰川流的类似，但是雪样

中的微生物群落与冰碛湖和冰川流的却不同。在

Svalbard冰川，冰尘洞中的真菌群落与邻近的冰碛

和苔原土壤的真菌群落差别很大[23]。因此Liu等和

Edwards等的研究结果与崇测冰帽的研究结果基本

一致。这些研究结果都说明，即使是同一冰川，

其不同生境有着非常多样的生态系统。另外，据

报道，雪样中的微生物很可能与大气尘埃沉降有

关，而尘埃中的微生物群落却与土壤中的微生物

群落远远不同[24]。本文中的崇测冰帽正好位于塔

克拉玛干沙漠南缘[25]，因此其雪样中的微生物很

可能来源于该沙漠。这可能也是本研究中雪样中

的细菌群落组成与冰碛物和土样的有较大差异的

原因。
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雪样中的优势属Modestobacter、Methylo-

bacterium和Brevundimonas虽然在土样中未恢复出

来，但它们却存在于其它的冰川环境。如

Modestobacter在藏色岗日冰川雪 [ 2 6 ]中分离到。

Methylobacterium是甲烷氧化菌，在天山1号冰

川[4]、老虎沟12号冰川[27]等均有报道，Brevundimonas

在东绒布冰川[28–29]、Kafni 冰川[30]、老虎沟12号冰

川[27]、GISP2[31]也被分离到。上述结果表明，在考

虑冰川雪环境细菌菌群的灭绝问题时，应考虑更

多的生态系统。

3.2    与其他低温环境相比较

我们将崇测冰帽获得的可培养菌株所在的属

与其它冰川位点的属做了比较，如天山1号冰川前

沿[4]、北极[32]、东南极岩–水界面[33]、老虎沟12号

冰川[27]、东绒布冰川[28–29]、马兰冰川[34–35]、帕隆冰

川 [ 2 8 ]、K a f n i冰川土样 [ 3 0 ]、海螺沟冰川 [ 3 6 ]、

表 2.  西昆仑崇测冰帽可培养细菌在属水平上的相对丰度

Table 2.  Relative abundance of culturable bacteria in the genus level in Chongce Ice Cap of West KunLun

Phylum Genus
Colony number

Glacial snow Glacial soil Moraine deposits

Actinobacteria Arthrobacter 0 168 50

Kocuria 2 1 0

Modestobacter 2117 0 0

Rhodococcus 0 0 2

Mycobacterium 7 0 0

Nocardioides 2 0 2

Patulibacter 0 0 1

Proteobacteria

Pseudomonas 0 3 0

Psychrobacter 2 0 0

Xenophilus 0 17 0

Massilia 0 5 2

Methylobacterium 6100 0 0

Skermanella 0 0 1

Paracoccus 1 0 0

Brevundimonas 784 0 0

Firmicutes

Bacillus 433 2 0

Brevibacterium 0 1 0

Aerococcus 0 0 1

Paenisporosarcina 0 1 0

Lysinibacillus 3 0 0

Bacteroidetes Hymenobacter 994 1 2

Flavobacterium 0 2 0
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GISP2[31]、南极洲Terra Nova湾的水体[37]。比较的

结果为，表2中的属，除了Skermanella未在其它冰

川环境存在以外，其它的属均有分布。因此该属

有可能为崇测冰帽所特有。Skermanella仅分离于

冰碛物，说明冰碛物也是开发冰川微生物资源的

很好的研究材料。

虽然冰川雪样在融化后可以进入到冰碛物和

土样中，但崇测冰帽雪样中的细菌群落在门水平

和属水平上，与土样和冰碛物中的差异很大，而

土样和冰碛物之间，差异却很小。因此，在冰川

退缩的过程中，冰川雪样中的细菌多样性是脆弱

的。但在考虑冰川雪环境细菌菌群的灭绝问题

时，应考虑更多的生态系统。
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Difference of community structure among culturable bacteria in
different glacial samples on Chongce Ice Cap
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Abstract: [Objective] We studied the difference of bacterial community composition among glacial snow, moraine
deposits and glacial soil on Chongce Ice Cap of West Kunlun Mountains. [Methods] Based on traditional culture-
dependent and 16S rRNA sequence analysis, we analyzed the community structure of bacteria on the level of genus
and phylum. [Results] Results show that glacial bacteria were composed of Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria
and Bacteroidetes on the phylum level. Glacial snow was dominated by Proteobacteria, whereas glacial soil and
moraine deposits were dominated by Actinobacteria. On the genus level, glacial soil was dominated by Arthrobacter,
while glacial snow was dominated by Methylobacterium, Modestobacter, Hymenobacter, Brevundimonas and
Bacillus. Bacterial composition was similar between glacial soil and moraine deposits, but different from glacial snow.
Skermanella may be unique on Chongce Ice Cap. [Conclusion] Our study indicated the vulnerability of bacterial
diversity in glacial snow with glacial retreat, and the importance of bacterial resources preservation on glacial snow
environments.
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