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织金洞钟乳石沉积物表面可培养细菌多样性和网络分析 
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摘  要：【背景】洞穴环境中蕴含丰富而独特的细菌资源，对洞穴环境中细菌的分离培养有助于了解

洞穴细菌多样性及细菌资源的挖掘和利用。【目的】利用不同培养基分离细菌，探究钟乳石表面可培

养细菌的多样性及其种间互作关系。【方法】通过 11 种培养基对织金洞内钟乳石沉积物表面的细菌

进行分离纯化，并利用 16S rRNA 基因序列分析初步确定分离菌株的分类地位。在 R 软件下，通过

Bipartite 包分析可培养细菌属间的相互作用。【结果】从钟乳石沉积物表面共分离出 206 株细菌，它

们隶属于 4 门 25 属 45 种，香农(Shannon)指数为 4.78，辛普森(Simpson)指数为 0.95。变形菌门

(Proteobacteria)和芽孢杆菌属 (Bacillus)分别为样品中可培养细菌的优势门 (47.09%)和优势属

(29.61%)。无机寡营养培养基有助于洞穴钟乳石沉积物细菌的分离。属水平-采样点网络分析表明，

可培养细菌分布具有非随机、显著的嵌套性。芽孢杆菌属(Bacillus)、德沃斯氏菌属(Devosia)、产碱

杆菌属(Alcaligenes)、节杆菌属(Arthrobacter)和短杆菌属(Brevibacterium)在细菌群落中存在较多的有

效合作值(Effective Partners)和亲密度(Closeness)，被其他细菌所依赖程度(Species Strength)较高，是

该群落中的重要组成类群。【结论】织金洞内钟乳石沉积物表面存在丰富的细菌资源，分析细菌类群

在群落中的作用应结合细菌相对丰度和网络分析。 

关键词：钟乳石，沉积物，可培养细菌，多样性，织金洞，网络分析，寡营养 
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Abstract: [Background] There are abundant bacterial resources in the cave environment. The isolation 
and cultivation of bacteria in the cave helps for the understanding bacterial diversity, as well as the 
exploration and utilization of bacterial resources. [Objective] To isolate the bacteria by using different 
media, and to explore the diversity and interactions of cultivable bacteria on the stalactite surface in cave. 
[Methods] Totally, 11 kinds of media were used to isolate and purify the bacteria, then the taxonomic 
position of the isolates was preliminarily determined by analysis of their 16S rRNA gene sequence. 
Additionally, bipartite packet was used to analyze the interaction among the culturable bacteria under R 
environment. [Results] A total of 206 strains of bacteria were isolated from the samples. These bacteria 
belonged to 45 species of 4 genera and 25 genera in community with the Shannon index of 4.78 and the 
Simpson index of 0.95. Proteobacteria and Bacillus are the dominant phylum (47.09%) and genus 
(29.61%), respectively. The inorganic oligotrophic media were helpful for the isolation of bacteria from 
stalactite sediments in the cave. Based on genus level-sampling site network analysis shows that the 
distribution of culturable bacteria has a non-random and significant nestedness community. Bacillus, 
Devosia, Alcaligenes, Arthrobacter, and Brevibacterium with more effective cooperation and closeness in 
community are highly dependent on other bacteria, and are the key groups in the community. [Conclusion] 
There are abundant bacterial resources on the surface of stalactite sediments in Zhijin cave. The relative 
abundance and network analysis of different groups should be combined to determine the role of bacteria 
in communities. 

Keywords: stalactite, sediment, culturable bacteria, diversity, Zhijin cave, network analysis, oligotrophic 

喀斯特洞穴是一个由地表水和地下水对可溶

性岩石溶蚀等作用所形成的一个相对封闭或半封

闭的特殊生态环境[1]。尽管洞穴内具有空气流动性

差、温度较恒定、营养物质缺乏、黑暗无光等特

点[2]，但仍蕴藏着大量而独特的细菌资源[3]。细菌

在洞穴生态系统中的能量和物质循环、生物多样

性的形成和维持、沉积物的形成和地质化学演变

等过程中都发挥着重要作用[4-9]。因此，对洞穴环

境中细菌多样性和资源进行探究具有重要意义。 

通 过 传 统 分 离 培 养 ， 目 前 已 从 海 洋 沉 积      

物[10-12]、土壤[3,13-15]、水体[3,16-17]和洞穴沉积物[9]等

环境样品中分离到可培养细菌，探讨不同环境下

可培养细菌的多样性及其功能活性，但对可培养

细菌间可能存在的相互作用却鲜有报道。网络分

析为探讨细菌群落内物种的相互作用提供了新的

方法，并利用特定的参数和指标对网络结构进行

量化。在微生物群落生态学和细菌代谢通路互作

分析等方面的研究中得到了广泛应用[18-19]，例如，

细菌群落的代谢通路网络[20]和可培养细菌的共存

模式[21]。 

织金洞独特的地质发育反映了喀斯特洞穴和

沉积物的演化历程，洞内钟乳石种类形态丰富，

具有极高的观赏价值和科研价值[22]。目前对织金

洞的已有研究包括地质演化形成[22]、洞穴内环境

因子检测[23-24]以及洞穴水细菌多样性的调查[17]。

钟乳石在一定程度上反映了洞穴环境的地质演变
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历程[25]，但织金洞中钟乳石沉积物细菌多样性的

研究尚未见报道。了解钟乳石表面细菌的组成将

有助于更好地理解钟乳石和洞穴形成过程中微生

物的地球生物化学作用。 

本研究以织金洞内钟乳石沉积物为研究对

象，通过纯培养结合 16S rRNA 基因序列分析的方

法对样品中蕴含的细菌资源进行分离，揭示样品

中可培养细菌群落的组成，并分析该群落中物种

间的网络相互作用，以期为极端环境中细菌多样

性以及它们在喀斯特洞穴中的功能研究提供数据

支持。 

1  材料与方法 

1.1  样点描述与样品采集 

织金洞位于贵州省织金县城东北 21 km 处，处

于倚结河下段，地理位置为 26°38′31′′−26°52′35′′N

和105°44′42′′−106°11′38′′E，海拔为900 m−1 670 m，

是典型的暗河型溶洞。已开发长度共计 12.1 km，

总面积 70 多万 m2。洞内平均 CO2 浓度为 0.20%，

平均温度为 18−20 ºC，平均湿度为 90%。自 1985 年

开发游览以来，游客人数从不足 5 万人次逐渐增至

2015 年的 59.457 1 万人次[22-24]。 

本研究于 2016 年 1 月在织金洞内卷曲石洞

(A)、玉兔宫(T)、讲经堂(J)、水乡泽国(S)和雪压

青松(X)等 5 个洞厅中采集钟乳石沉积物表面生  

物样品。用棉签蘸取无菌蒸馏水，轻拭钟乳石表

面(2 cm×2 cm)以收集其表面的生物样品 [26]，置  

于无菌的离心管密封。每个采样点擦拭 45 根棉

签，4 ºC 冷藏保存运输至实验室并尽快分离研究。 

1.2  分离培养基 

考虑到不同培养基对细菌的培养具有一定的

选择性，为了尽可能地反映织金洞钟乳石沉积物

表面可培养细菌的组成和多样性，得到更多的可

培 养 细 菌 资 源 ， 共 采 用 牛 肉 膏 蛋 白 胨 培 养 基

(NB)、B4 培养基、酪蛋白矿质培养基(CMM)、

ISP5 培养基、淀粉酪蛋白琼脂培养基(SCA)、麦芽

浸膏酵母琼脂培养基(MYA)、兼性固碳氮培养基

(JG)、反硝化细菌培养基(FX)、好氧反硝化细菌培

养基(HF)、硝化细菌培养基(XB)和改良硝化细菌

培养基(GX)等 11 种分离培养基对样品中细菌进行

分离培养，各培养基的配制见参考文献[27-29]。 

1.3  主要试剂与仪器 

2×Power Taq PCR Master Mix、Hha I 和 Hae III

酶，TaKaRa 公司；蛋白酶 K 和溶菌酶，天根生化

科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 ； 细 菌 引 物 27F 和 引 物

1492R，生工生物工程(上海)股份有限公司。PCR

仪、分子成像系统，Bio-Rad 公司；电泳仪，北京

六一生物科技有限公司；微量高速离心机，长沙

湘智离心机仪器有限公司。 

1.4  细菌的分离、纯化与保藏 

取 10 根棉签悬浮于 10 mL 无菌水中，通过  

10 倍比梯度稀释，取 10−1、10−2、10−3 各稀释悬浮

液 100 µL 分别涂布 11 种不同培养基平板，每个梯

度 3 个重复，20 ºC 恒温条件下培养 7−8 d 后，挑取

不同形态的单菌落，纯化后转接至斜面，置 20 ºC

恒温培养 4−6 d 后，4 ºC 低温保藏。 

1.5  菌株 DNA 的提取 

将菌株接种到 5 mL 液体培养基中，28 ºC、

160 r/min 培养 5 d。利用 SDS-CTAB 法提取菌株的

DNA[17]，溶于 30 µL ddH2O，并置−20 ºC 保存。 

1.6  16S rRNA 基因扩增与酶切 (Amplified 

Ribosomal DNA Restriction Analysis，ARDRA)

分型 

以 1.5 节提取的细菌 DNA 为模板，使用通用引

物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和

1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) ， 参 照

文献[17]，对细菌 16S rRNA 基因进行 PCR 扩增。

PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，用 Hha I

或 Hae III 限制性内切酶进行酶切分析。根据酶切

产物图谱的差异聚类，划分为不同操作分类单元

(Operational Taxonomic Unit，OTU)[17]。PCR 扩增

产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行

测序。 



杨珺等: 织金洞钟乳石沉积物表面可培养细菌多样性和网络分析 1517 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1.7  数据分析 

将测序结果导入 NCBI (https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/)进行 BLAST 比对，确定所分离菌株的种

类，进一步对基于酶切分型得到的 OTU 进行聚类划

分。基于菌株统计的结果，计算样品中细菌的香农

(Shannon)指数和辛普森(Simpson)多样性指数[30]。 

Bipartite 是一个在互作网络或物种水平等不同

层面分析和描述生态网络的包[31]。我们在 R 语言环

境下[32]通过 Bipartite 包对样点中分离到的细菌(属水

平上)分布进行了二分网络的可视化，并计算了网络

的嵌套结构(Nestedness Metric Based on Overlap and 

Decreasing Fill ， NODF) 、 物 种 依 赖 度 (Species 

Strength)、有效合作值(Effective Partners)和亲密度

(Closeness)等网络结构参数，以利于更好地理解网

络中物种间的相互作用。通过与零模型比较以评估

所分离的细菌群落的组装是否为一个随机过程[32]。

网络中矩阵的嵌套结构是指矩阵的嵌套程度，值越

高说明各节点(细菌属)的嵌套性越高，反映了细菌

属在各样点组成的嵌套程度。物种间的依赖度是指

节点被其他节点所依赖程度的总和，反映了细菌属

的依赖性[33]。有效合作值指节点相互作用的有效

值，反映了细菌属在网络中有效互作对象的多   

少[34]。亲密度指节点在网络中的中心度，反映了细

菌属与网络中其他节点(细菌属)的紧密程度[31,35]。 

2  结果与分析 

2.1  钟乳石沉积物表面细菌的多样性 

从织金洞钟乳石沉积物表面共分离得到 206 株

细菌。经过序列比对和基于序列间 98%的相似性

合并后，共得到 45 个已知细菌物种的不同序列，

它们分别隶属于变形菌门(Proteobacteria)、放线菌

门(Actinobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和拟杆菌

门(Bacteroidetes)等 4 门 25 属(表 1)。序列提交至

GenBank 所得登录号为 MF170812−MF170856。多

样性指数计算结果表明，织金洞钟乳石沉积物表

面细菌的香农多样性指数为 4.78，辛普森多样性指

数为 0.95。 

2.2  可培养细菌的组成 

2.2.1  变形菌门(Proteobacteria)的组成 

变形菌门是钟乳石沉积物表面分离细菌中最丰

富的类群，占分离菌株总数的 47.09% (表 1 和图 1)，

包括 17 个 OTU。这些细菌隶属于 13 个属：不动杆

菌属(Acinetobacter)、颇陌菌属(Advenella)、产碱杆

菌属(Alcaligenes)、污水菌属(Aquamicrobium)、短波

单 胞 菌 属 (Brevundimonas) 、 柠 檬 酸 杆 菌 属

(Citrobacter) 、 德 沃 斯 氏 菌 属 (Devosia) 、 剑 菌 属

(Ensifer)、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、叶杆菌属

(Phyllobacterium)、假单胞菌属(Pseudomonas)、假黄

色 单 胞 菌 属 (Pseudoxanthomonas) 和 寡 养 单 胞 属

(Stenotrophomonas)。其中德沃斯氏菌属的菌株数较

多，是织金洞内钟乳石沉积物表面分离细菌的次优

势类群(14.56%)。 

2.2.2  厚壁菌门(Firmicutes)的组成 

厚壁菌门占样品所分离菌株总数的 31.55% (表

1 和图 1)，这些菌株隶属于芽孢杆菌属(Bacillus)和

赖氨酸芽孢杆菌属(Lysinibacillus)。其中芽孢杆菌

属所占比例为 29.61%，是分离细菌的优势类群。 

2.2.3  放线菌门(Actinobacteria)的组成 

放线菌门占样品所分离菌株总数的 20.39% (表

1 和图 1)。包括无色杆菌属(Achromobacter)、节杆

菌属(Arthrobacter)、短杆菌属(Brevibacterium)、微

杆 菌 属 (Microbacterium) 、 涅 斯 捷 连 科 氏 菌 属

(Nesterenkonia)、拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)、厄

氏菌属(Oerskovia)、红球菌属(Rhodococcus)和链霉

菌属(Streptomyces)等 9 个属。其中，在放线菌门

中，节杆菌属占比最高，为 7.77%；涅斯捷连科氏

菌属最少，仅占所分离菌株总数的 0.19%。 

2.2.4  拟杆菌门(Bacteroidetes)的组成 

从样品中仅分离到拟杆菌门的鞘脂杆菌属

(Sphingobacterium)的 2 株细菌，占总分离菌株数的

0.97% (图 1)。BLAST 结果表明分离菌株 SFX-2 的

16S rRNA 基因序列与已知细菌 S. gobiense (NR 

134178.1)的一致性最高，为 96% (表 1)。按照 2 个细

菌种间 16S rRNA 基因序列相似性小于 98%的标准划

分[36]，SFX-2 可能为鞘脂杆菌属的一个潜在新种。 
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表 1  45 个细菌物种的 16S rRNA 基因序列比对结果 
Table 1  BLAST results of 16S rRNA gene sequences for 45 bacterial species 

类群 

Group 

代表菌株 

Strain 

最大相似菌株及 GenBank 登录号 

The similarity strain and GenBank accession No. 

相似度 

Similarity (%) 

菌株百分比 

Percentage (%) 
变形菌门 

Proteobacteria 

XNB-3 Acinetobacter kyonggiensis (NR 116714.1) 99 4.85 

TJG-5 Advenella kashmirensis (NR 074872.1) 99 0.97 

AHF-1 Alcaligenes aquatilis (NR 104977.1) 100 5.83 

AXB-3 Alcaligenes faecalis (NR 113606.1) 99 1.46 

AFX-2 Aquamicrobium aerolatum (NR 116910.1) 98 0.49 

SCMM-5 Brevundimonas bullata (NR 113611.1) 99 0.97 

AHF-5 Brevundimonas diminuta (NR 113602.1) 99 1.46 

SSCA-4 Brevundimonas terrae (NR 043726.1) 99 3.40 

TISP5-7 Citrobacter murliniae (NR 028688.1) 99 0.97 

SGX-3 Devosia limi (NR 042324.1) 99 14.56 

XGX-2 Ensifer adhaerens (NR 113893.1) 99 3.40 

XCMM-4 Paenibacillus amylolyticus (NR 112163.1) 99 0.97 

AXB-1 Paenibacillus xylanexedens (NR 044524.1) 99 0.49 

JHF-3 Phyllobacterium loti (NR 133818.1) 99 0.49 

JJG-3 Pseudomonas brenneri (NR 025103.1) 99 5.34 

JNB-3 Pseudomonas donghuensis (NR 136501.1) 99 0.49 

TJG-2 Pseudoxanthomonas mexicana (NR 113973.1) 99 0.49 

JFX-2 Stenotrophomonas maltophilia (NR 112030.1) 99 0.49 

放线菌门 

Actinobacteria 

JCMM-5 Achromobacter spanius (NR 025686.1) 99 1.46 

XISP5-1 Arthrobacter oxydans (NR 026236.1) 99 3.40 

SCMM-2 Arthrobacter rhombi (NR 026448.1) 99 4.37 

AGX-4 Brevibacterium antiquum (NR 029079.1) 99 0.97 

JNB-6 Brevibacterium frigoritolerans (NR 117474.1) 100 1.46 

TMYA-1 Microbacterium foliorum (NR 025368.1) 99 0.49 

SCMM-12 Microbacterium oxydans (NR 044931.1) 99 1.46 

TNB-2 Nesterenkonia xinjiangensis (NR 029075.1) 99 0.49 

SFX-6 Nocardiopsis prasina (NR 044906.1) 100 0.49 

TNB-4 Oerskovia enterophila (NR 026239.1) 99 1.46 

JHF-4 Rhodococcus globerulus (NR 118617.1) 99 1.46 

SXB-2 Streptomyces cyaneofuscatus (NR 115383.1) 100 0.97 

AJG-3 Streptomyces finlayi (NR 112373.1) 100 0.97 

SISP5-2 Streptomyces olivoviridis (NR 112325.1) 98 0.49 

SHF-1 Streptomyces pratensis (NR 125619.1) 100 0.49 

厚壁菌门 

Firmicutes 

JB4-4 Bacillus aerius (NR 118439.1) 99 0.97 

JNB-7 Bacillus aryabhattai (NR 115953.1) 99 1.46 

AB4-13 Bacillus cereus (NR 074540.1) 100 4.85 

ANB-11 Bacillus horneckiae (NR 116474.1) 99 1.46 

XNB-8 Bacillus idriensis (NR 043268.1) 100 2.43 

ANB-3 Bacillus mycoides (NR 113990.1) 99 2.91 

XNB-2 Bacillus simplex (NR 114919.1) 100 9.71 

AHF-7 Bacillus subtilis (NR 102783.1) 99 0.49 

ACMM-8 Bacillus thuringiensis (NR 112780.1) 99 5.34 

AMYA-2 Lysinibacillus macroides (KY628807.1) 99 0.97 

XMYA-3 Lysinibacillus macroides (NR 114920.1) 99 0.97 

拟杆菌门 

Bacteroidetes 

SFX-2 Sphingobacterium gobiense (NR 134178.1) 96 0.97 
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图 1  织金洞钟乳石表面可培养细菌在门水平(A)和属水平(B)上的分布 
Figure 1  The composition of cultivable bacteria in sample based on phylum (A) and genus (B) level 

 

2.3  不同培养基的分离结果 

采用 11 种培养基分离不同的细菌类群，结果

表明(表 2)，不同培养基分离的菌株数以 NB培养基

分离菌株数最多(37 株)，FX 培养基分离菌株数最

少(10 株)。利用 CMM (15 属)、JG (13 属)、HF (10 属)

和 NB (10属)培养基分离所得细菌类群相对较多；

B4 培养基分离所得细菌类群较少(2 属)。某些属细

菌仅在少数几种培养基中分离，如寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas)、污水菌属(Aquamicrobium)、拟

诺卡氏菌属(Nocardiopsis)都仅从 FX 培养基中分离

获得，假黄色单胞菌属(Pseudoxanthomonas)、叶

杆 菌 属 (Phyllobacterium) 、 涅 斯 捷 连 科 氏 菌

(Nesterenkonia)分别仅从 JG、HF 和 NB 培养基中分

离获得。 

织金洞内不同样点钟乳石可培养细菌多样性

略有差异，香农指数为 2.63−2.91，辛普森指数在

0.91−0.93 之间；细菌物种数以从卷曲石洞(A)样点

分离的最多(24 种)，从讲经堂(J)样点分离的最少

 
表 2  不同培养基分离菌株数及各样点的多样性指数 
Table 2  Isolation strain number by using different medium and the diversity indices in different sampling sites 
采样点 

Sites 

培养基 Medium 多样性指数 Diversity indices S* 

FX XB HF GX JG NB B4 MYA CMM SCA ISP5 香农指数 

Shannon index 

辛普森指数 

Simpson index
A 5 6 4 1 4 12 11 2 5 5 1 2.87 0.92 24

T 0 2 4 2 5 5 6 2 4 4 3 2.82 0.93 20

J 2 0 3 2 5 10 4 1 6 5 1 2.63 0.91 18

S 3 2 2 1 7 2 0 4 9 5 4 2.91 0.93 22

X 0 2 4 6 1 8 0 2 6 2 4 2.68 0.92 17

注：A：卷曲石洞；T：玉兔宫；J：讲经堂；S：水乡泽国；X：雪压青松；S*：物种数 
Note: A: Juanqushidong; T: Yutugong; J: Jiangjingtang; S: Shuixiangzeguo; X: Xueyaqingsong; S*: Number of species 

 
 
 



1520 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

(17 种)；水乡泽国(S)样点的可培养细菌多样性最

高，香农指数为 2.91，辛普森指数为 0.93；讲经堂

(J)的可培养细菌多样性指数最低，香农指数为

2.63，辛普森指数为 0.91。 

2.4  细菌群落的网络结构 

分离细菌属水平-采样点的网络分析结果(图 2)

表明，分离细菌中芽孢杆菌属的丰度最大，可在

所有采样点分离到，部分细菌属仅在特定的采样

点中分离到：假黄色单胞菌属、柠檬酸杆菌属和

涅斯捷连科氏菌属仅在样点玉兔宫(T)中分离到；

寡养单胞属和叶杆菌属仅在样点讲经堂(J)中分离

到；污水菌属仅在样点卷曲石洞(A)中分离到；拟

诺卡氏菌属仅在样点水乡泽国(S)中分离到。 

分析分离细菌属间的相互作用结果表明(表

3)，芽孢杆菌属依赖度最高(1.43)，其次为德沃斯

氏菌属(0.73)；产碱杆菌属、德沃斯氏菌属、芽孢

杆菌属和节杆菌属的有效合作值较其他细菌属更

多，分别为 4.78、4.76、4.63 和 4.31；芽孢杆菌

属、短波单胞菌属、德沃斯氏菌属、产碱杆菌属

和节杆菌属的亲密度较高，均为 0.05；对网络中各

细菌的依赖度、有效合作值和亲密度分析表明，芽

孢杆菌属、短波单胞菌属、德沃斯氏菌属、产碱

杆菌属和节杆菌属在细菌群落中被其他属的细菌

所依赖程度较高，并可能拥有更多的相互作用。

与零模型相比，织金洞钟乳石表面分离细菌(属水

平)-采样点的网络嵌套性(NODF=57.17)显著不同

(P<0.01)，即样点中分离菌株在属水平的分布具有

非随机的显著的嵌套性。 

 

 
 

图 2  分离菌株(属水平)在不同采样点的分布 
Figure 2  The distribution of cultivable bacteria (genus level) in different sample sites 
注：A：卷曲石洞；T：玉兔宫；J：讲经堂；S：水乡泽国；X：雪压青松 
Note: A: Juanqushidong; T: Yutugong; J: Jiangjingtang; S: Shuixiangzeguo; X: Xueyaqingsong 
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表 3  网络中可培养细菌属间的相互作用 
Table 3  The interactions of cultivable bacteria based on genus level in network 

门 

Phylum 

属 

Genus 

物种依赖程度 

Species strength 

有效合作值 

Effective partners 

亲密度 

Closeness 

变形菌门 

Proteobacteria 

Acinetobacter 0.23 2.97 0.04 

Advenella 0.06 2.00 0.04 

Alcaligenes 0.37 4.78 0.05 

Aquamicrobium 0.02 1.00 0.04 

Brevundimonas 0.29 4.56 0.05 

Citrobacter 0.05 1.00 0.04 

Devosia 0.73 4.76 0.05 

Ensifer 0.15 2.94 0.04 

Paenibacillus 0.07 3.00 0.04 

Phyllobacterium 0.03 1.00 0.03 

Pseudomonas 0.27 3.54 0.04 

Pseudoxanthomonas 0.03 1.00 0.04 

Stenotrophomonas 0.03 1.00 0.03 

放线菌门 

Actinobacteria 

Achromobacter 0.07 3.00 0.04 

Arthrobacter 0.42 4.31 0.05 

Brevibacterium 0.12 2.59 0.04 

Microbacterium 0.12 2.00 0.04 

Nesterenkonia 0.03 1.00 0.04 

Nocardiopsis 0.03 1.00 0.04 

Oerskovia 0.08 3.00 0.04 

Rhodococcus 0.08 1.89 0.04 

Streptomyces 0.16 2.75 0.04 

厚壁菌门 

Firmicutes 

Bacillus 1.43 4.63 0.05 

Lysinibacillus 0.09 2.83 0.04 

拟杆菌门 

Bacteroidetes 

Sphingobacterium 0.06 2.00 0.04 

 

3  讨论与结论 

本研究从寡营养、缺乏光照的织金洞洞穴环

境中分离获得细菌，并结合网络分析解析了织金

洞内钟乳石沉积物表面可培养细菌的多样性，阐

明了织金洞内钟乳石沉积物表面可培养细菌的组

成、多样性和网络结构信息。织金洞内不同采样

点的钟乳石沉积物表面可培养细菌在属水平上呈

显著的嵌套结构，是非随机的细菌群落。研究结

果为进一步研究喀斯特洞穴特定功能菌株，以及

它们在寡营养极端环境中的物质、能量代谢作用和

生态功能奠定了基础。 

织金洞内钟乳石沉积物表面分离细菌隶属于

变形菌门、放线菌门、厚壁菌门和拟杆菌门等 4 个

门。这些类群也是海洋沉积物 [11]、白云岩表层 

土[14]以及洞穴内土壤[13]、水[17]和沉积物[9]等环境

中可培养细菌的主要组成类群。变形菌门和厚壁

菌门是沉积物、水体和土壤等环境可培养细菌中

最为常见的 2 个优势门。Dong 等基于免培养法的  

研究也表明变形菌门是织金洞内钟乳石表面优势

菌门[37]。与本研究结果一样，南海南沙海域沉积 

物[12]、深海沉积物[10]以及北欧海海水[16]可培养细

菌中的优势类群也为变形菌门，而南海沉积物[11]、

白云岩表层土[14]和岩盐沉积[38]中的优势类群则是
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厚壁菌门。 

属水平上，芽孢杆菌属是织金洞内沉积物样

品表面可培养细菌的优势属(29.61%)。芽孢杆菌属

是一类好氧异养型细菌，由于其可产生芽孢以抵

御严酷环境压力，具有较强的适应性[10,14]，是沉

积物或岩石等寡营养环境及其他环境中可培养细

菌的优势属[9-11,14,38]。网络分析表明，织金洞钟乳

石表面可培养细菌中，芽孢杆菌较其他细菌具有

更多的有效合作值和更高的依赖度、亲密度。已

有研究报道了芽孢杆菌能沉积碳酸钙，在喀斯特

洞穴的形成演化过程中扮演着重要的角色[39-42]。

此外，芽孢杆菌可通过代谢作用改变周围环境的

pH 值，形成生物膜[43]。生物膜的形成有利于细菌

的群体感知(Quorum Sensing)作用，调节群落内相

互合作和生理过程[44]，有利于细菌在钟乳石表面

上附着和定殖。当面临波动或恶劣的环境条件

时，生物膜可为细菌提供保护的场所[45]。 

德沃斯氏菌属(14.56%)、节杆菌属(7.77%)、

产碱杆菌(7.28%)、假单胞菌属(5.83%)和短波单胞

菌属(5.83%)为织金洞内沉积物样品表面可培养细

菌的次优势可培养属。德沃斯氏菌属和节杆菌属细

菌广泛分布在各类环境中，目前的研究主要表明它

们具有降解环境中有机污染物的能力，并能将一些

有机化合物转化为细胞生物量和二氧化碳[46-47]。这 

2 类细菌类群也在其他洞穴环境中被检测到[14,48-49]。

这进一步表明它们可以存在于寡营养环境中，但

它们在寡营养环境中的作用有待进一步研究。产

碱杆菌属细菌可能参与洞穴环境中物质和能量循

环途径，在洞穴环境生态系统的维持中扮演着重

要角色。例如，粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)具

有反硝化和固氮等作用[50-52]，可以为有机营养极

度贫乏的洞穴环境提供氮源，并促进氮循环的进

行。假单胞菌属是一种分布广泛的细菌，也常见

于植物叶片和昆虫肠道等环境。洞穴环境中较高

含量(5.83%)的假单胞菌属可能是由于环境中存在

昆虫、蝙蝠等。此外，利用营养较丰富的培养基

如 NB 培养基，假单胞菌属的分离频率较高[52-53]。

短波单胞菌属(5.83%)多为寡营养细菌，具有适应

贫营养极端环境的能力[54]。 

Rivett 等研究认为，细菌的相对丰度在一定程

度上反映了其在群落中的重要程度，相对丰度较高

的细菌在群落中的相互作用可能也更多[55]。织金洞

钟乳石表面可培养菌网络分析表明，具有较高相

对丰度的芽孢杆菌属、德沃斯氏菌属、节杆菌属

和产碱杆菌属、短波单胞菌属等与其他细菌之间

存在更多的相互作用，是该细菌群落中的关键类

群。尽管假单胞菌属的相对丰度也较高，在免培

养法分析结果中达 51.89%，但其在免培养和纯培

养网络分析中与其他菌属的网络互作连接均较  

低[56]。这暗示我们判断细菌在群落中的重要性不

能只关注细菌类群相对丰度，还应结合网络分析

结果。此外，免培养和传统分离培养 2 种方法分析

得到的细菌群落组成和丰度存在差异。织金洞钟

乳石表面可培养细菌相对丰度排前 10 的类群中，

仅假单胞菌属、不动杆菌属、芽孢杆菌属、节杆

菌属和赖氨酸芽孢杆菌属 5 个属是免培养法分析结

果中的主要类群(相对丰度前 25 的属)[37]。纯培养

分离相对丰度较高的德沃斯氏菌属并不是免培养

法分析结果中的主要类群，而相对丰度较低的柠

檬酸杆菌属(0.97%)在免培养分析结果中却是主要

类群；而且，由于我们所采用网络构建方法不同，

因而免培养和纯培养这 2 种方法分析所得节点连接

数最多的细菌属也有所不同。 

织金洞钟乳石沉积物表面存在一些特殊类群。

与海洋沉积物[10,56-57]、白云岩表层土[14]和洞穴内  

壁画[58]、岩壁、沉积物以及表面生物膜[3,9,27,59]、土

壤[13,60-61]和水[17]等类似环境中可培养细菌组成相

比，污水菌属、柠檬酸杆菌属、叶杆菌属和涅斯

捷连科氏菌属仅在本研究织金洞钟乳石沉积物表

面检测到。Bambauer 等研究表明，污水菌属可以

还原硝酸盐和代谢磺化芳香合物[62]。柠檬酸杆菌

属是一类肠道细菌中的非致病菌，也常见于土
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壤、污水等环境中，具有修复重金属污染、还原

硫酸盐[63]和还原异化高氯酸盐等作用[64]。从水稻

(Oryza sativa L.)中分离的柠檬酸杆菌属内生菌具有

固 氮  作 用 [65] 。 叶 杆 菌 属 可 在 紫 金 牛 科

(Myrsinaceae)和茜草科(Rubiaceae)中某些热带种的

叶片上形成共生叶瘤，作为根瘤菌与三叶草属

(Trifolium L.)等植物形成共生关系[66]。从高盐碱土

壤、盐湖土壤中分离到的多株涅斯捷连科氏菌属

为中度嗜盐的好氧菌[67-68]。另外，本研究分离到

的菌株 SFX-2 与已知鞘脂杆菌属细菌序列的最高相

似性仅为 96%，可能为鞘脂杆菌属的一个潜在新

种。具体的分类学信息还需要结合形态、生理生

化上的特征差异进行鉴定。对这些细菌类群在喀

斯特洞穴环境中的代谢功能以及群落细菌种间的

相互作用的进一步研究，将更好地阐明群落内细

菌间的物质、能量循环以及共存模式。 

某些细菌仅在特定的洞厅中分布。例如，污

水菌属和拟诺卡氏菌属分别仅在卷曲石洞和水乡

泽国的样品中分离到，这与可培养细菌群落在属

水平上呈现出显著嵌套性结果相一致，即：不同洞

厅之间既分布有相同的细菌属，也有各自特有的

细菌类群。由于织金洞不同洞厅开放程度及受旅

游和人为干扰的影响程度不同，细菌所依赖的环

境和营养状况不同，导致不同洞厅细菌类群组成

存在差异[69]。 

不同样品中可培养细菌的优势类群不同，可

能与实验中所选择的培养基、样品的类型、所处

的环境以及培养过程中所用的条件等有关[11]。本

研究中，考虑到不同培养基所分离到的细菌具有

一定的偏向性，因此采用 11 种不同培养基进行分

离，并获得细菌类群共 25 属 45 种。与织金洞洞穴

水中分离细菌香农多样性指数相比(2.58)[17]，钟乳

石沉积物表面具有更高的多样性指数(4.78)，暗示

虽然洞穴内钟乳石沉积物表面和洞穴水均为寡营

养环境，但其比洞穴水蕴藏着更多的细菌资源。 

纯培养分离细菌属占免培养法分析总细菌属

(466 个)[37]的 5.36%，表明所选培养基能较好地运

用于洞穴细菌的分离。洞穴内细菌长期适应有机

营养匮乏环境，由于营养丰富的培养基并不利于

寡营养细菌的生长[70]，针对特定细菌类群的纯培

养需根据其偏好选择不同的培养基。例如污水菌

属和拟诺卡氏菌属仅在 FX 培养基上分离获得，鞘

脂杆菌属仅在 FX 和 CMM 培养基上分离获得。综

合各培养基分离的属的数量和类群，CMM、JG、

NB、HF 以及 FX 等培养基相对而言比较有利于洞

穴沉积物细菌的分离。其中，除 NB 培养基外，

CMM、JG、HF 和 FX 培养基均是以无机物为主的

寡营养培养基。 

由于细菌对不同培养基具有选择倾向性，传统

分离培养在探究细菌群落的多样性和组成上具有

一定的局限性。大部分细菌，如在免培养分析中相

对丰度较高的属，像盐单胞菌属(Halomonas)、马赛

菌属(Massilia)、假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)、咸

水球形菌属(Salinisphaera)等未能通过分离获得。然

而免培养法并不能完全代替纯培养法[71]，例如产碱

杆菌属和短杆菌属等通过分离所得相对丰度较高

的属，也未能通过免培养法检测到。因此，将纯培

养与免培养技术结合才能更全面系统地了解洞穴

中细菌的多样性。今后进一步对纯培养菌株的特征

和生理进行研究，也将有助于探索不同微生物在洞

穴形成发育和洞穴生态系统环境中的功能，挖掘具

有潜在应用价值的微生物资源。 
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