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摘  要：【目的】探索海洋沉积环境中可培养细菌的多样性。【方法】采用纯培养分离及 16S  

rRNA 基因序列鉴定的方法，对我国南海海域 20 个沉积物样品进行细菌多样性分析。【结果】

共获得 200 株细菌，分属于 47 个属，99 个种。经系统进化分析，可培养菌株主要分布于 4 个

类群：厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)和拟杆菌门

(Bacteroidetes)，优势类群为 Firmicutes，其中芽孢杆菌属 (Bacillus)所占比例为 55.6%；而

Actinobacteria 和 Bacteroidetes 两个类群获得菌株较少；在 Firmicutes 和 Actinobacteria 两个类群

中发现 8 个潜在新种和 3 个潜在新属级类群。【结论】初步研究结果表明，南海海洋沉积环境

可培养微生物资源丰富，新物种资源多样；其中，芽孢杆菌为海洋沉积环境中的优势类群，随

着样品深度的增加，细菌多样性呈现递减的趋势，深度可能是影响细菌多样性的一个重要因素；

其次，分离培养基和分离方法直接关系到样品中可培养微生物多样性的发现，有待深入研究。 
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Abstract: [Objective] Investigating the diversity of the cultivable bacteria in marine sediment envi-
ronments. [Methods] Twenty sediment samples collected from South China Sea were used for bacte-
rial diversity research by using the culture dependent method and 16S rRNA gene sequencing. [Re-
sults] Total of 200 strains were obtained, which belong to 47 genera and 99 species and spread in 
four phyla: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria and Bacteroidetes. The predominant group is 
phylum Firmicutes, in which genus Bacillus takes a great proportion of 55.6%. A few strains in phyla 
Actinobacteria and Bacteroidetes were also obtained. Eight potential new species and 3 potential new 
genera were discovered in phyla Firmicutes and Actinobacteria. [Conclusion] The preliminary study 
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indicates that genus Bacillus is the dominant group in sediment environments of South China Sea and 
bacterial diversity showed a decreasing trend with the increase of sampling depth. Sampling depth 
maybe is one of the important factors to influence the distribution of bacteria. Diversity of bacteria 
and novel bio-resources in the sediment environments are very abundant and need to be further re-
searched. Isolating methods and isolation media are the crucial factors to recover the microorganisms 
inhabiting the sediment environments. 

Keywords: South China Sea, Sediment environment, Bacteria, Cultivable diversity, Potential new 
species 

海洋是生命的发源地，其中蕴藏了大量的微生

物。据估计，海洋微生物多达 0.1−2.0 亿种，且生

物多样性极其丰富，包括病毒、古菌、细菌、真核

生物四大类群[1]。海洋微生物不仅在海洋环境的物

质循环、能量流动[2]、生态平衡[3]和环境净化[4]方

面承担着重要的角色，而且是各种结构新颖活性物

质的巨大资源库[5]。海洋沉积环境低温、高压、寡

营养和无光照等极端特点，孕育了该环境下特殊生

理特性微生物类群。因此，开展海洋沉积环境中微

生物资源及其多样性研究是海洋微生物从资源走

向应用的关键。 
自 20 世纪 90 年代以来，学者们通过分子方法

研究海洋沉积环境微生物多样性的报道日益增多，

涉及海洋环境非常广泛，包括热带[6]、亚热带[7]、

温带[8]、寒带海域[9]及海底“热液”[10]、“冷泉”[11]及

重金属结核区环境[12]等，发现了大量特殊的微生

物 类 群 如 绿 色 非 硫 细 菌 (Green non-sulfur 
bacteria)[10]、产甲烷真菌[11]等。分子生物学技术的

发展虽然为海洋微生物多样性的研究带来了极大

便利，并较准确反映出环境中微生物的多样性信

息，但如何获得大量应用潜力较大的纯培养菌株这

一“瓶颈”问题仍未得到解决。纯培养菌株仍然是现

阶段微生物工业开发的重要资源，也是当前海洋经

济发展重要的特色资源。本研究以中国南海沉积环

境为对象，采用传统的纯培养分离方式，在获得大

量纯培养菌株的基础上，对 20 个不同深度的沉积

环境样品中的细菌多样性进行了分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  沉积物样品：本次实验 20 个沉积物样品，

来自 2010 年和 2011 年中国科学院南海海洋研究所

南海多个航次，深度 95–3 932 m，其中 95−717 m、

1 031−1 946 m、2 134−3 023 m、3 415−3 932 m 的样

品各 5 个。采用抓斗、箱式取样方法获得，表层约

5 cm 作为取样区域，−20 °C 保存。 

1.1.2  分离培养基：分离培养基为改良的海洋细菌

培养基 Zobell 2216E[13] (蛋白胨 5.0 g，酵母膏 1.0 g，

磷酸高铁 0.1 g，琼脂 15.0 g，海水 500 mL，自来

水 500 mL，pH 7.6)。 

1.1.3  实验试剂及仪器：Taq DNA 聚合酶(上海生

工)；细菌通用 PCR 引物由华大基因合成；小型台

式高速离心机及 PCR 仪购自德国 Eppendorf 公司；

凝胶成像系统(Gel Logic 212 PRO)；水浴摇床购自

金坛市晶波实验仪器厂；恒温培养箱买自广东省医

疗器械厂。 

1.2  菌株的分离、纯化及保藏 
称取 2 g 沉积物样品至 18 mL 无菌海水中，

28 °C 摇匀 20 min，取 100 μL 至分离培养基，涂布，

置于 28 °C 恒温培养箱培养约 15 d。挑取不同形态

单菌落至改良营养琼脂(蛋白胨 10 g，牛肉浸膏   

3 g，海水 500 mL，自来水 500 mL，pH 7.4)平板，

划线纯化、保藏。 

1.3  DNA 的提取及 PCR 扩增 
DNA 的 提 取 及 16S rRNA 基 因 的 扩 增     

参 照 Li 等 的 方 法 [14] ， 通 用 引 物 为 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)，PCR 产物经

琼脂糖凝胶电泳检测后送至华大基因进行 16S 

rRNA 基因序列测定。先测一个反应 1−750 bp 
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(V1−V4)初步判断菌株的种属情况，如果低于 98%

的相似性，然后测反向序列拼接后约 1 430 bp 进行

深入分析物种的系统发育地位。 

1.4  系统进化分析 
将 16S rRNA 基因序列导入 Ez Taxon-e[15]进行

BLAST 比对，调取每条序列最相近菌株 16S rRNA

基因序列，通过软件包 Clustal X[16]进行比对分析，

应 用 MEGA 5.0[17] 软 件 ， 采 用 邻 位 相 接 法 [18] 

(Neighbour-Joining)构建系统发育进化树，进行菌

株的聚类及系统发育分析。 

2  结果与分析 

2.1  细菌多样性 
共分离得到 200 株细菌，经 16S rRNA 基因序

列比对分析，以 98%的 16S rRNA 基因序列相似性

作为原核微生物物种的界限[19]，合并相似性 98%
以上的菌株为同一个种后，共得到与 99 个已知物

种相近的不同序列，它们分属于 4 个门，47 个属(见
表 1、2 和 3，注：表 2 和表 3 中 99 个菌株的 16S 
rRNA 基因序列登录号为 KC893944–KC894041 和

KC160501)。图 1 为每个属选取一个最相似种菌株 

 
表 1  四个门所含属级分类单元 

Table 1  Genera distributed in each of the four phyla 
厚壁菌门 
Firmicutes 

变形菌门 
Proteobacteria 

放线菌门 
Actinobacteria 

拟杆菌门 
Bacteroidetes 

Aerococcus (1, 3 023 m) Alcaligenes (3, 3 932 m) Gordonia (1, 1 860 m) 

Bacillus (88, 3 928 m) Alcanivorax (3, 3 932 m) Kocuria (2, 95 m) 

Salegentibacter 
(1, 2 918 m) 

Fontibacillus (1, 1 640 m) Alteromonas (1, 3 928 m) Microbacterium (1, 1 946 m)  

Halobacillus (3, 3 739 m) Brevundimonas (1, 1 031 m) Micrococcus (1, 1 031 m)  

Jeotgalibacillus (3, 3 928 m) Cobetia (1, 95 m) Micromonospora (10, 3 739 m)  

Lysinibacillus (1, 157 m) Erythrobacter (13, 3 739 m) Nocardia (1, 3 023 m)  

Planifilum (1, 1 312 m) Halomonas (5, 3 415 m) Rhodococcus (1, 2 918 m)  

Ornithinibacillus (5, 2 460 m) Luteimonas (1, 1 312 m) Saccharomonospora (1, 181 m)  

Paenibacillus (7, 3 928 m) Marinobacter (2, 1 312 m) Salinibacterium (1, 157 m)  

Planococcus (6, 3 932 m) Ochrobactrum (1, 1 946 m) Salinispora (1, 1 640 m)  

Planomicrobium (4, 1 031 m) Paracoccus (2, 1 946 m) Streptomyces (3, 3 928 m)  

Pontibacillus (1, 95 m) Pseudoalteromonas (1, 157 m) Verrucosispora (2, 3 415 m)  

Solibacillus (1, 157 m) Pseudomonas (6, 3 932 m)   

Sporosarcina (1, 3 928 m) Roseomonas (1, 1 312 m)   

Staphylococcus (1, 1 860 m) Ruegeria (1, 95 m)   

Virgibacillus (1, 3 928 m) Serratia (5, 3 415 m)   

 Vibrio (3, 181 m)   

 Yangia (1, 1 860 m)   

注：括号中数字分别表示各个属中菌株数目及分离得到该属样品的最大深度. 
Note: The numbers in each bracket represent the number of stains in every genus and maximum depth of the samples from which we 
discovered the genus, respectively. 
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表 2  89 个细菌物种的 16S rRNA 基因序列 BLAST 比对结果 
Table 2  BLAST results of 16S rRNA gene sequences of 89 bacterial species 

菌株号 
Strain number 

16S rRNA 基因最相似菌种名称 
Name of strain having the highest 

16S rRNA gene similarity 

最高相似度

The highest 
similarity (%)

菌株号 
Strain number

16S rRNA 基因最相似菌种名称 
Name of strain having the highest 

16S rRNA gene similarity 

最高相似度

The highest 
similarity (%)

SCSIO 04132 Aerococcus urinaeequi IFO 12173T 99.90 SCSIO 04308 Kocuria rosea DSM 20447T 99.60 

SCSIO 04630 Alcaligenes faecalis subsp.  
faecalis IAM12369T 99.30 SCSIO 04613 Luteimonas aestuarii B9T 98.30 

SCSIO 04561 Alcanivorax dieselolei B-5T 100 SCSIO 04315 Lysinibacillus sphaericus C3-41T 100 
SCSIO 04629 Alteromonas macleodii DSM 6062T 99.60 SCSIO 04320 Marinobacter lipolyticus SM19T 99.20 

SCSIO 04122 Bacillus aquimaris TF-12T 99.90 SCSIO 04705 Micrococcus yunnanensis YIM  
65004T 99.50 

SCSIO 04189 Bacillus aryabhattai B8W22T 99.89 SCSIO 04592 Micromonospora coxensis  
2-30-b/28T 99.70 

SCSIO 04219 Bacillus asahii MA001T 97.10 SCSIO 04596 Micromonospora echinospora  
ATCC 15837T 99.60 

SCSIO 04560 Bacillus aurantiacus K1-5T 96.90 SCSIO 04581 Micromonospora siamensis  
TT2-4T 98.60 

SCSIO 04118 Bacillus barbaricus  
V2-BIII-A2T 100 SCSIO 04169 Nocardia grenadensis  

GW5-5797T 100 

SCSIO 04190 Bacillus cereus ATCC 14579T 99.90 SCSIO 04701 Ochrobactrum pseudogrignonense  
CCUG30717T 100 

SCSIO 04177 Bacillus drentensis LMG  
21831T 97.70 SCSIO 04134 Ornithinibacillus bavariensis  

WSBC 24001T 99.00 

SCSIO 04203 Bacillus flexus IFO 15715T 100 SCSIO 04277 Ornithinibacillus scapharcae  
TW25T 99.40 

SCSIO 04155 Bacillus fortis R-6514T 98.90 SCSIO 04300 Paenibacillus barcinonensis  
BP-23T 99.00 

SCSIO 04564 Bacillus galliciensis BFLP-1T 97.10 SCSIO 04114 Paenibacillus cineris LMG  
18439T 100 

SCSIO 04207 Bacillus horikoshii DSM 8719T 99.10 SCSIO 04100 Paenibacillus lautus NRRL  
NRS-666T 98.60 

SCSIO 04230 Bacillus idriensis SMC 4352-2T 99.90 SCSIO 04162 Paenibacillus xylanilyticus  
XIL14T 99.30 

SCSIO 04165 Bacillus indicus Sd/3T 98.80 SCSIO 04200 Paracoccus homiensis DD-R11T 98.70 

SCSIO 04611 Bacillus infantis SMC 4352-1T 99.90 SCSIO 04312 Paracoccus zeaxanthinifaciens  
ATCC 21588T 98.90 

SCSIO 04529 Bacillus licheniformis ATCC  
14580T 99.70 SCSIO 04304 Planococcus plakortidis  

S/ASP6(II)T 100 

SCSIO 04617 Bacillus methanolicus NCIMB  
13113T 95.90 SCSIO 04329 Planococcus rifietoensis M8T 99.90 

SCSIO 04239 Bacillus nanhaiensis JSM  
082006T 99.60 SCSIO 04541 Planomicrobium chinense  

DX3-12T 99.20 

SCSIO 04215 Bacillus nealsonii DSM 15077T 98.10 SCSIO 04552 Pontibacillus yanchengensis Y32T 97.80 

SCSIO 04286 Bacillus niabensis 4T19T 98.30 SCSIO 04301 Pseudoalteromonas lipolytica  
LMEB 39T 100 

SCSIO 04153 Bacillus rigui WPCB074T 98.10 SCSIO 04519 Pseudomonas stutzeri ATCC  
17588T 99.50 

SCSIO 04150 Bacillus safensis ATCC 7061T 100 SCSIO 04568 Pseudomonas xinjiangensis S3-3T 99.60 

SCSIO 04267 Bacillus subterraneus DSM  
13966T 99.80 SCSIO 04227 Rhodococcus qingshengii djl-6T 100 

SCSIO 04188 Bacillus subtilis subsp.  
inaquosorum BGSCT 99.80 SCSIO 04684 Roseomonas aestuarii JC17T 99.90 

SCSIO 04210 Bacillus subtilis subsp. subtilis  
NCIB 3610T 99.80 SCSIO 04266 Ruegeria lacuscaerulensis  

ITI-1157T 97.80 

     (待续) 
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     (续表) 

SCSIO 04276 Bacillus thermolactis R-6488T 99.40 SCSIO 04271 Saccharomonospora viridis DSM  
43017T 100 

SCSIO 04265 Bacillus thioparans BMP-1T 99.80 SCSIO 04536 Salegentibacter mishustinae  
KMM 6049T 99.50 

SCSIO 04297 Bacillus vietnamensis 15-1T 98.20 SCSIO 04318 Salinibacterium amurskyense  
KMM 3673T 100 

SCSIO 04574 Brevundimonas vesicularis  
LMG 2350T 100 SCSIO 04337 Salinispora tropica CNB-440T 99.10 

SCSIO 04313 Cobetia marina DSM 4741T 99.60 SCSIO 04139 Serratia nematodiphila  
DZ0503SBS1T 100 

SCSIO 04330 Erythrobacter citreus RE35F/1T 99.40 SCSIO 04289 Solibacillus silvestris HR3-23T 99.00 

SCSIO 04225 Erythrobacter flavus SW-46T 100 SCSIO 04128 Sporosarcina luteola Y1T 100 

SCSIO 04665 Erythrobacter pelagi  
UST081027-248T 100 SCSIO 04349 Staphylococcus warneri ATCC  

27836T 100 

SCSIO 04539 Erythrobacter vulgaris 022  
2-10T 100 SCSIO 04264 Streptomyces sanyensis  

GIMN4.003T 98.90 

SCSIO 04249 Gordonia terrae DSM 43249T 99.50 SCSIO 04582 Streptomyces violascens ISP  
5183T 99.50 

SCSIO 04659 Halobacillus kuroshimensis  
IS-Hb7T 99.70 SCSIO 04268 Streptomyces viridodiastaticus  

NBRC 13106T 100 

SCSIO 04661 Halobacillus salinus HSL-3T 98.30 SCSIO 04593 Verrucosispora gifhornensis DSM  
44337T 100 

SCSIO 04110 Halobacillus trueperi DSM  
10404T 99.70 SCSIO 04285 Vibrio azureus LC2-005T 98.60 

SCSIO 04327 Halomonas aquamarina DSM  
30161T 99.40 SCSIO 04305 Vibrio communis R-40496T 99.50 

SCSIO 04328 Halomonas meridiana DSM  
5425T 99.80 SCSIO 04565 Vibrio marinus R-40493T 97.80 

SCSIO 04303 Halomonas venusta DSM 4743T 99.90 SCSIO 04217 Yangia pacifica DX5-10T 99.40 

SCSIO 04343 Kocuria palustris DSM 11925T 100    

 

表 3  10 个潜在新物种的 16S rRNA 基因序列 BLAST 比对结果 
Table 3  BLAST results of 16S rRNA gene sequences of 10 potential new species 

潜在新物种菌株号 
Strains of new candidates 

样品深度 
Depth (m) 

16S rRNA 基因最相似菌种名称 
The highest-similarity species 

最高相似度 
Highest similarity (%) 

序列登录号 
GenBank accession No.

SCSIO 04116 2 134 Microbacterium hatanonis JCM 14558T 97.4 (35/1 335 bp) KC894000 

SCSIO 04123 3 023 Paenibacillus tarimensis SA-7-6T 95.9 (56/1 352 bp) KC894011 

SCSIO 04143 3 928 Ornithinibacillus contaminans CCUG 53201T 97.3 (33/1 208 bp) KC894005 

SCSIO 04235 1 312 Bacillus cibi JG-30T 97.8 (30/1 370 bp) KC893972 

SCSIO 04236 1 312 Bacillus cibi JG-30T 96.6 (46/1 365 bp) KC893975 

SCSIO 04344* 1 640 Fontibacillus aquaticus GPTSA19T 93.9 (79/1 309 bp) KC893983 

SCSIO 04524 3 415 Bacillus carboniphilus JCM 9731T 94.7 (76/1 431 bp) KC160501 

SCSIO 04527* 1 312 Melghirimyces algeriensis NariEXT 95.3 (64/1 359 bp) KC894002 

SCSIO 04534 3 928 Paenibacillus barengoltzii SAFN-016T 94.8 (69/1 339 bp) KC894013 

SCSIO 04151* 3 928 Jeotgalibacillus soli JSM 081008T 95.5 (63/1 390 bp) KC893991 

注：括号中数字表示潜在新物种与其 16S rRNA 基因序列最相近菌株序列比对的差异碱基数目与碱基总数. *：潜在新属级菌株. 
Note: The numbers in each bracket represent the number of different and total nucleotide bases between the two 16S rRNA gene se-
quences of potential new species and their nearest neighbours. *: New genera candidates. 
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图 1  海洋沉积物中细菌 16S rRNA 基因序列系统进化分析 

Figure 1  Neighbour-Joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences (700 bp, V1−V4) of sediment isolates 
and related species 

Note: The tree was constructed with Kimura 2-parameter model and complete deletion treatment for gaps/missing Data. Numbers in 
brackets are GenBank accession numbers of 16S rRNA gene sequences for each strains. Numbers at each branch point indicate the per-
centage supported by bootstrap values based on 1 000 replications. Bootstrap values>50% are shown at branching points. The scale bar 
indicates 0.02 substitutions per nucleotide position.  
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的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树。通过系

统进化分析，我们可以明显看出可培养菌株聚类于

厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)、
放线菌门(Actinobacteria)和拟杆菌门(Bacteroidetes)
四大类群。 
2.1.1  厚壁菌门(Firmicutes)：该类群共 18 个属，

54 个种，占所有分离获得物种数量的 54.5%，是

本研究中发现的优势类群。其中，产芽孢菌是最大

的一个类群，包含了 9 个属，且本研究获得的潜在

新物种多数为产芽孢菌新种。芽孢杆菌属(Bacillus)
有 88 株菌，分布在 30 个种中，是产芽孢类群实现

纯培养频率最高的属级类群之一。我国的孙风芹 
等[20]对南沙沉积物细菌多样性研究也得到了类似

的结果。但是有研究表明，海洋沉积环境仅有极少

数量的孢子，大多数菌株是处于营养生长状态的细

胞[21]。因此，是由于芽孢杆菌可以形成孢子来抵

御不良环境的这一特性，或是由于其本身在环境中

比例较大，还是实验室中分离培养基对芽孢杆菌的

选择性较强，是哪些原因使其比其他物种更容易在

实验室得到纯培养，仍需要深入研究。 
2.1.2  变形菌门(Proteobacteria)：该类群中共发现

15 个属，28 个种，占所有获得物种数量的 28.3%。

它 们 分 布 在 3 个 亚 纲 ， α-Proteobacteria 、

β-Proteobacteria 和 γ-Proteobacteria，发现菌株数量

的比例分别为 39.2%、5.4%和 54.9%。可见，

γ-Proteobacteria 为优势类群，这与其他海域沉积环

境微生物多样性的研究得出的结论相同[7,22]。但部

分研究人员采用纯培养方法对南海南沙沉积环境

微 生 物 多 样 性 研 究 结 果 显 示 优 势 类 群 为

Proteobacteria[20]，与本研究中 Proteobacteria 为第

二优势类群存在一定差异。其原因可能与培养基的

选择性、样品、培养条件的差异等有关。 
α-Proteobacteria 是陆地[23]及海水环境[24]的优

势类群，在海洋沉积环境较少发现[25-26]，因此被

认为是近岸或浅海沉积环境的特征类群。本研究

发现该类群中 20 株细菌，其中 15 株来自于水深

超过 1 000 m 的沉积环境，这与前期研究结果有

较 大 差 异 。 但 也 有 文 献 报 道 [27] ， 在 日 本 深 海      

1 159−6 379 m 水 深 的 7 个 沉 积 物 中 ， 发现

α-Proteobacteria 为 第 二 大 优 势 类 群 。 在

α-Proteobacteria 类群中获得纯培养频率较高的是

赤杆菌属(Erythrobacter)，共发现 4 个种的 13 株

菌。赤杆菌是一类光合细菌，营养方式为兼性异

养，是海洋初级生产力重要组成部分[28]。目前发

现赤杆菌新物种均分离自海洋环境，多数从浅层

海水获得[29-30]，在南海的浅海沉积物中也发现一

株新种[31]。而本研究在深海 1 860−3 739 m 环境

发现了大量的赤杆菌属菌株，它们是受到物理迁

移(风、潮汐等)的影响，使其从近海卷入到深海，

还是本身即为深海沉积环境中的土著类群，仍需

要发现更多的证据。 
β-Proteobacteria 是 本 次 研 究 发 现 的

Proteobacteria 中 最 小 的 类 群 ， 仅 有 3 株 菌 与

Alcaligenes faecalis subsp. faecalis (IAM12369T) 
16S rRNA 基因序列相似度为 99.5%。产碱杆菌属

(Alcaligenes)多存在于水、土壤、动物肠道[32]等，

也是海洋环境的常见类群。β-Proteobacteria 在淡 
水[33]及陆地环境[34]广泛分布，甚至在一些污染严

重的河流环境占据优势地位，可能与污染物降解有

关[35]。该类群在海水中丰度也较大[36]，如北冰洋

海域中的氨氧化菌类群在不同深度海水中广泛存

在[37]，但 β-Proteobacteria 在海洋沉积环境中所占

比例却很小[20,27]。 
γ-Proteobacteria 为深海沉积环境中的优势类

群，该类群不乏一些特殊生理功能菌株，我们从深

度在 3 700 m 以上的 3 个样品中分离得到食烷菌属

(Alcanivorax) 3 株菌，它们与 Alcanivorax dieselolei 

(B-5T)相似度均为 100%。同时，我们还在 1 312−   

3 932 m 水深的沉积环境中发现 6 株假单胞菌

(Pseudomonas)，分属于 4 个种。食烷菌是海洋专

性烷烃降解菌，假单胞菌同样能参与深海多种有机

碳的分解，它们在清除海洋污染、维持海洋生态平

衡方面均发挥着重要作用[38-39]。这些菌株与深海沉

积环境中营养源之间的关系，特别是与深海油储或
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污染是否存在一定联系，尚待进一步研究。 

2.1.3  放线菌门 (Actinobacteria)：此 类 群 包 含  
12 个属，16 个种，占所有获得物种数量的 16.2%，

其 中 小 单 胞 菌 (Micromonospora) 和 链 霉 菌

(Streptomyces)较为丰富，分别发现 5 个种的 10 个

菌株和 3 个种的 3 个菌株。小单胞菌属是小单胞菌

亚目的代表属，是抗生素的重要来源。而链霉菌不

仅是抗生素的最大来源类群，也可以分解多种难降

解物质如木质素、乳胶等，在土壤矿化中起重要作

用。据报道至 2010 年海洋环境发现的放线菌共 50
个属[40]，本研究仅获得其中 12 个属，因此，今后

仍需要改进海洋放线菌分离方法，以获得更多稀有

放线菌资源。 
2.1.4  拟杆菌门 (Bacteroidetes)：此类群仅发现   
一 株 ， 与 分 离 自 日 本 海 胆 的 Salegentibacter 
mishustinae (KMM 6049T) 16S rRNA 基因序列相似

度为 99.4%。需盐杆菌属(Salegentibacter)为中度嗜

盐或耐盐类群，可在 0−20% (质量体积比)的盐浓度

下生长，最佳生长盐度为 5%[41]。目前共发现 5 个

种，均分离自海洋或盐湖高盐环境。Bacteroidetes
类群广泛存在于各种水体环境中[42]。在海水中为

优势类群，在南冰洋(Antarctic Ocean)表层海水中

Bacteroidetes 类 群 的 Cytophaga-Flavobacterium 
cluster 所占比例高达 72%[43]。近年来，该类群中

一些来自海洋沉积环境的新物种被报道[44-45]，但研

究 人 员 采 用 分 子 生 物 学 方 法 却 很 少 能 检 测 到

Bacteroidetes 类群存在[8]。因此，该类群在海洋沉

积环境的丰度仍待进一步确定。 

2.2  不同深度样品细菌多样性比较 
为了便于统计分析，将 20 个沉积物样品按深

度分为四类，编号为 A、B、C、D，样品深度分别

为 95−717 m、1 031−1 946 m、2 134−3 023 m 和    
3 415−3 932 m。从各类样品分离到菌株数分别为

49、61、47、43 株，去掉相似性 98%以上的 16S rRNA
基因序列后，包含的种数分别为 45、41、35、28
个，属级分类单元个数分别为 28、21、15、10 个。

初步的研究结果表明随着深度的增加，细菌多样性

呈现递减的趋势。其原因可能与不同深度沉积环境

的营养成分多寡、温度高低、光照条件、静水压大

小等有关，海洋的垂直深度决定着生命过程中理化

因子的分布，因此深度可能是影响细菌多样性的一

个关键因素。 
在 4 个深度区域样品中发现的微生物菌株中，

数量最多的类群均为 Firmicutes (图 2)，它在 4 个

深 度 区 域 环 境 所 占 比 例 分 别 为 A (59.2%) 、 B 
(52.5%)、C (68.1%)及 D (69.8%)。Firmicutes 中数

量比例最高的是产芽孢菌，在 4 类不同深度沉积物

样品中均为优势类群，分别占 51.0%、37.7%、63.8%
和 65.1%。变形菌门(Proteobacteria)为第二大优势

类群，在深度 1 031−1 946 m 区域比例最大，达到

34.4%。Actinobacteria 在各个深度范围比例都较

小，均少于 20%。Bacteriodetes 仅包含 1 株细菌，

分离自深度 2 918 m 的南海沉积物样品。 
本次实验分离得到的 47 个属中，有些属从四

类样品中都被分离到，部分属则只在某类样品中被

分 到 。 如 芽 孢 杆 菌 属 ( B a c i l l u s ) 、 赤 杆 菌 属

(Erythrobacter)、小单胞菌属(Micromonospora)、动

性球菌属(Planococcus) 4 个属存在于 95−3 932 m 
 
 

 
 
图 2  各类沉积物样品不同类群细菌菌株数目 
Figure 2  Strain number of different bacteria groups 
isolated from four groups of sediment samples 
Note: A: 95−717 m; B: 1 031−1 946 m; C: 2 143−3 023 m; D:   
3 415−3 932 m. 
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深的四类样品中；科贝特氏属(Cobetia)、考克氏菌属

(Kocuria)、赖氨酸芽孢杆菌属(Lysinibacillus)、海芽

孢 杆 菌 属 (Pontibacillus) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、鲁杰氏菌属(Ruegeria)、糖单胞

菌 属 (Saccharomonospora) 、 Salinibacterium 属 、

Solibacillus 属、弧菌属(Vibrio)仅从浅海 95−717 m 样

品中分离得到；短波单胞菌属(Brevundimonas)、戈

登氏菌属(Gordonia)、藤黄单胞菌属(Luteimonas)、细

杆菌属(Microbacterium)、微球菌属(Micrococcus)、

苍白杆菌属(Ochrobactrum)、副球菌属(Paracoccus)、
玫 瑰 单 胞 菌 属 (Roseomonas) 、 盐 水 孢 菌 属

(Salinispora)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、杨氏菌

属(Yangia) 11 个属仅存在于 1 031−1 946 m 深度区

域；气球菌属(Aerococcus)、诺卡氏菌属(Nocardia)、
红球菌属(Rhodococcus)、需盐杆菌属(Salegentibacter)
只在 2 134−3 023 m 区域分离得到；产碱杆菌属

(Alcaligenes)、食烷菌属(Alcanivorax)、交替单胞菌属

(Alteromonas)、芽孢八叠球菌属(Sporosarcina)、枝芽

孢菌属(Virgibacillus)则只在 3 415−3 932 m 的深海区

分得。目前的文献显示，以上各属均有菌株从海洋

环境发现。其中，Alcanivorax 属 6 个种中的 5 个，

Alteromonas 属 8 个种中的 7 个，Salegentibacter 属 7
个种中的 6 个，Erythrobacter 属、Pseudoalteromonas
属、Salinispora 属、Yangia 属所有菌株均是从海洋环

境发现，而其他各属仅部分菌株在海洋环境发现。

此外，以上很多属是陆生环境中常见的类群，虽然

这些属仅在某一深度样品中被分离发现，但理论上

讲，它们应该能适应从海洋表层(0 m)也即是陆地环

境至本研究所发现的这一深度范围中各种环境。以

上实验结果不能完全代表海洋沉积物中物种分布的

普遍规律，但是可以为我们更好地进行多样性研究

提供参考。 

2.3  潜在新物种信息 
本研究以 98%作为区分两个原核物种的“金标

准”[19]，即菌株 16S rRNA 基因序列最大相似度低

于 98%的为潜在新物种。在 200 菌株中，共有    
10 个潜在新种菌株(SCSIO 04142、SCSIO 04151、

SCSIO 04316 相互之间 16S rRNA 基因全序列相似

度均在 99%以上，故认为为同一物种)，其中包括

3 个潜在新属级分类单元(SCSIO 04151、SCSIO 
04344 和 SCSIO 04527)，其分离信息及系统进化关

系见表 2 和图 3。 
在 10 个潜在新物种中，9 个属于 Firmicutes

门 ， 仅 1 个 属 于 Actinobacteria 门 ， 未 发 现

Proteobacteria 门和 Bacteroidetes 门类群的新物种。

其中菌株 SCSIO 04142、SCSIO 04151、SCSIO 

04316 三株菌与最相似菌株 Jeotgalibacillus soli 

(JSM 081008T) 16S rRNA 基 因 全 序 列 (1 360−     

1 400 bp)相似度为 95.5%，系统发育树虽然与 J. 

soli (JSM 081008T)聚成稳定的分支，但它们又独自

形成一个亚支。因此初步认为它们为 Firmicutes 的

一个潜在新属。菌株 SCSIO 04527 与 Melghirimyces 

algeriensis (NariEXT) 的 相 似 性 为 95.3% ， 且      

形 成 独 立 分 支 ， 因 此 为 高 温 放 线 菌 科

(Thermoactinomycetaceae)一个潜在新属。另外，菌

株 SCSIO 04344 的 16S rRNA 基因全序列(1 311 bp)

最高相似性仅为 93.9%，且形成独立分支，因此也

为潜在新属级分类单元。 

SCSIO 04235、SCSIO 04236 与最相似菌株

Bacillus cibi (JG-30T) 16S rRNA 基因序列相似度分

别为 97.8%和 96.6%，与 Bacillus 属物种聚为一支，

它们之间的相似性为 97.9%，故以 98%的“金标准”

初步判断它们可能是 Bacillus 属两个潜在新种。同

样，菌株 SCSIO 04524 也被认为是 Bacillus 属潜在

新种。菌株 SCSIO 04143 为 Virgibacillus 属潜在新

种；菌株 SCSIO 04123、SCSIO 04534 为类芽孢杆

菌属 (Paenibacillus)两个潜在新种；菌株 SCSIO 

04116 与微杆菌属(Microbacterium)物种 16S rRNA

基因全序列的最高相似性为 97.4%，是本研究中唯

一个放线菌潜在新种。 

本研究中，菌株 SCSIO 04524、SCSIO 04151、

SCSIO 04534 的多相分类鉴定工作已经全部完成，

研究成果待发表。 
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图 3  潜在新物种 16S rRNA 基因序列系统发育树 
Figure 3  Neighbour-Joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences (1 300−1 450 bp) of new candidates 

and their related species 
Note: The tree was constructed with Kimura 2-parameter model and complete deletion treatment for gaps/missing Data. Numbers in 
brackets are GenBank accession numbers of 16S rRNA gene sequences for each strains. Numbers at each branch point indicate the per-
centage supported by bootstrap values based on 1 000 replications. Bootstrap values>50% are shown at branching points. The scale bar 
indicates 0.02 substitutions per nucleotide position. 
 

3  讨论 

本研究以探索海洋沉积环境中可培养细菌多

样性为目的，获得了丰富的微生物类群。获得的

99 个已知细菌物种中，有 19 个分离自海洋环境(包
括海水、沉积物、海洋动物等)，如菌株 Yangia 
pacifica (DX5-10T) 和 Halobacillus kuroshimensis 
(IS-Hb7T)分别从海洋沉积物及海底岩石分离得到，

最适生长盐度分别为 5%和 6%，符合很多海洋微

生物轻度嗜盐的特点[46-47]。对于这些海洋专性生长 

菌株，我们可以进一步探究其适应于海洋环境的生

理特性。菌株 Paracoccus zeaxanthinifaciens (ATCC 

21588T)最初从海洋环境发现[48]，近年来也从其他

环境如空气分离得到[49]，对于这些不同来源的同

种菌株，它们的生理特性、遗传机制是否存在较大

差别，需要深入研究。 

本次研究得到的潜在新物种数目较多，占菌株

总数的 6.0%。进一步分析发现，它们都分离自深

度超过 1 000 m 的沉积物样品，表明深海环境中新
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种资源较为丰富。本研究发现的新物种类群较单

一，多为产芽孢菌类群，因此，下一步工作应该在

菌株的分离方法和特殊类群的选择性分离方法增

加力量，发掘更多稀有及难培养微生物类群。 

其次，目前赤杆菌仅在浅海海水及沉积物发

现，可能与它营自养生活有关，这类细菌部分能够

产生菌绿素 a 和类胡萝卜素，但不依赖光能而只将

其作为辅助能量来源，且生活在有氧环境中，称作

好氧不产氧光养细菌(Aerobic anoxygenic photo-

trophic bacteria，AAnPB)[50-51]。它们一般仅存在于

“Upper ocean”环境，在海洋系统中同时担当“生产

者 ”和 “分 解 者 ”的 重 要 角 色 。 但 是 本 研 究 中 在  

121−3 739 m 都发现赤杆菌的存在，这与前期研究

结果有较大偏差，该类群是否在深海真实存在或是

否是因样品采集过程中受到表层海水污染仍待进

一步验证。 

深海是一个环境极其“恶劣”的生命极限区域，

长期的微生物进化与适应，使其在遗传物质、生理

代谢、细胞结构等多个层面上显示出与陆生微生物

明显的差异，因此深海是一个孕育新物种、新基因、

新化合物、新机制等良好场所。目前深海的这种特

征正在逐步被证明。本实验室在近几年的积累中也

发现、鉴定并发表了 10 多个海洋来源的新物种和

4 个新属级类群，并从芽孢杆菌属(Bacillus)[52]、链

霉菌属(Streptomyces)[53]、新属 Marinactinospora[54]、

假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)[55]菌株中分离到结

构新颖的具有抗菌活性的化合物，并且成功克隆表

达了海洋来源的蛋白酶[56]、纤维素酶基因[57]，一

些新化合物的合成机制也得以阐明[58]。深海环境

营养极其贫乏，因此其中微生物对营养的竞争将比

陆生微生物更加激烈，能否通过酶解利用其它微生

物不能利用的物质以及抑制环境中其它微生物的

生长成为它们生存的关键。因此，对于本研究中发

现和保藏的微生物菌株，需要进一步对其进行产酶

及抗生活性的筛选，为上述研究提供高质量的菌  

株资源。 

最后，任何可培养方法都具有一定的的选择

性，这直接影响到采集样品中微生物获得纯培养的

几率，从而直接影响对样品或自然环境中微生物多

样性的判断。因此，纯培养多样性具有明显的局限

性，然而目前免培养分子方法虽然获得大量纯培养

无法检测到的数据，但通用引物的偏好，基因组中

16S rRNA 基因的多拷贝及其异质性特征，实验条

件稳定性等仍然给结果增添了很大的变数，导致很

多纯培养获得数据而免培养无法检测到。因此，只

有在不断改进传统分离方法的基础上，结合分子生

物学技术进行指导和补充，才能获得更加准确的海

洋沉积环境微生物多样性信息。 
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