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腾冲热海眼镜泉粉红色菌藻席的细菌组成分析
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摘 要：应用免培养法系统研究眼镜泉粉红色菌藻席的细菌组成。经过克隆筛选，测定了 #1 个克隆的 %"G /*0H 插

入片段的近全序列。与 I+>J9>K 的序列进行比对和相似性分析，结果表明，组成该菌藻席的细菌分属于 L/’F+’.9,F+5
/<9、8</-<,MF+N、J9,F+/’<O+F+N、H,F<>’.9,F+/、*+<>’,’,,MN5FC+/-MN、H@M<E<,9(N " 个类群（=CB(M-），表现出了高度的细菌多样

性。结合分析温度相近的 7 个热泉：P,F’=MN N=/<>?、Q9+?<>O< 9>O 8(M<O</ N=/<>?、P(K+(OMC9(N、I/+>O9(M/ N=/<>? 中的菌藻席

细菌组成，表明生态位相近的不同环境中，其物种组成相近。H@M<E<,9(+N 是中性或弱碱性高温热泉菌藻席群落的优

势物种。
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热泉环境中的微生物常常生长发育为肉眼可见的菌藻

席（S9F）［%］，它们代谢旺盛，生长快速，局部遭到破坏后可迅

速自我修复，并且与动植物相对隔离，从而在系统发育分析、

微生物进化、温泉微生物生态系统研究以及发现新的微生物

资源等方面都具有较高的研究价值。以前，对于菌藻席的研

究主要采用纯培养（TM(FM/+5O+=+>O+>F -+FC’O）和显微形态观

察的方法。但由于传统方法自身的局限性，对于认识菌藻席

在自然环境中的物种组成以及群落结构的全面性和客观性

受到了怀疑［#］。%2"" 年 J/’,K［1］就开始关注黄石国家公园

P,F’=MN N=/<>? 中的红色菌藻席，并进行了一系列的纯培养分

离实验，但都未成功。直到 %22! 年 L9,+ 等［!］采用分子生物

技术，从该菌藻席的 %"G /*0H 克隆文库中获得序列 ;S1、

;S%6 和 ;S%2。原位杂交显示 ;S%6 代表的微生物是该菌藻

席的主体，系统发育分析确定 ;S%6 为 H@M<E<,9(+N。随后，人

们对美国黄石国家公园、冰岛和日本等地热环境中的菌藻席

进行了更为广泛和深入的研究。大量研究表明温度是影响

菌藻席的微生物组成和群落结构的重要因素之一，温度越高

组成菌藻席的微生物多样性就越低，反之则越高。其次，温

泉的水化学成分与菌藻席的群落结构也密切相关［7］。此外，

影响菌藻席组成的还有温泉的规模、光照、=Q 等因素。

腾冲热海眼镜泉中菌藻席的颜色、生存环境、生长温度、

显微形态结构均与美国黄石国家公园 P,F’=MN N=/<>? 中的红

色菌藻席非常相似，以往对其的研究主要是采用纯培养法和

直接形态观察法（*</+,F -<,/’N,’=B），利用分子生物技术对其

物种组成及群落结构系统的研究国内还未见报道。本文应

用免培养法（TM(FM/+5<>O+=+>O+>F -+FC’O）对眼镜泉粉红色菌藻

席的细菌组成进行了分析，并与 P,F’=MN N=/<>?、冰岛几热泉

中菌藻席的细菌组成进行比较，阐明了高温热泉菌藻席细菌

组成的特点以及眼镜泉菌藻席具有高度细菌多样性的原因。

! 材料和方法

!"! 样品采集

样品于 #$$# 年 %$ 月下旬从腾冲热海眼镜泉泉坑边缘

采集。眼镜泉温度为 4"U，=Q4V"，采集后的样品避光处理，

回实验室后 !U黑暗保存。

!"# 试剂和仪器

!"#"! 主要试剂：!" #$% *0H=’(B-+/9N+（7WX!Y），O03L S<:
（各 #V7 --’(XY），%$ Z !" #$% .MEE+/，引物（%$ =-’(X!Y）（39[95
\9）。L/’-+?9 =I;S53 +9NB ]+,F’/ NBNF+- "，大 肠 杆 菌（ !&’
()*+,(),$ (-.,）̂S%$2 敏感菌（39[9\9）。*0H 胶回收试剂盒（上

海华舜生物工程有限公司）。限制性内切酶 /)$#、/$0"、

1&$#（39[9\9）。

!"#"# 主 要 仪 器：SM=<O5# S<>< I+( S<?/9F<’> 3/’M?C（T’N-’
J<’ T’)，YFO，HO]9>,+ T’)，YFO)），LT\ ;:=/+NN FC+/-9( ,B,(+/

（3C+/-’QB.9<O）。

!"$ !%& ’()* 扩增和酶切分析

!"$"! 总 *0H 的提取：采用酶解法［"］直接从环境样品中提

取 *0H。

!"$"# %"G /*0H 扩增：引物为细菌 %"G /*0H 基因通用引

物［!］。LT\ 扩增体系为 7$!Y，包 括 %$ Z !" #$% JMEE+/7!Y，

O03L S<: !!Y（各 #V7--’(XY），正向引物 %!Y（%$=-’(X!Y），反向

引物 %!Y（%$=-’(X!Y），*0H 模 板 %!Y（约 %$>?），!" #$%3S

$V#7!Y（7WX!Y）。LT\ 扩 增 条 件 为：2!U 7-<>；2!U %-<>，

%-<>，6#U 1-<>，进行 1$ 个循环；最后在 6#U %$-<>。其中退



火温度分别为 !"#、$%#、$&#、$!#、$"#、’%#，即以不同

的退火温度进行一次 ()* 扩增，最后将 ()* 产物混合后纯

化备用。

!"#"# 克隆和酶切分析：应用 (+,-./0 123456 .078 9.:;,+
787;.- 和大肠杆菌 <4=%> 敏感菌进行连接和转化。随机挑

取阳性克隆 =&% 个，提取质粒。用引物（4=? 4!：$@526666)5
))A26)A)2A)5?@；4=? *B：$@5)A22AAA)A2)6A62A)5?@，
60C0*0 公司）经 ()* 扩增释放出插入片段，并纯化 ()* 产

物。用限制性内切酶 !"#!、!#$"、%&#!对 ()* 纯化产物

进行酶切，然后用 "D%E聚丙烯酰胺凝胶电泳（=%%B，’F）及银

染法检测酶切后的 =’G +HIA 片段。

!"$ 测序、序列比对和相似性分析

选择酶切带谱不同的克隆子送到上海博亚生物技术有

限公司进行测序。将测序所得的序列与从 2.JK0JL 中获得

的 =’G +HIA 序列用 )MN7;0M O=D"= 软件包进行序列比对和相

似性分析。

% 结果

%"! 酶切分析

经电泳比较酶切带谱的差异，检测出 ?= 个克隆子的

=’G +HIA的带型差异明显，部分样品的聚丙烯酰胺凝胶电泳

图（图 =5A）和酶切带型差异较大的样品的模式图（图 =5K）如

下所示。

图 ! 部分样品的聚丙烯酰胺凝胶电泳图和酶切模式图
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将带谱差异明显的 ?= 个克隆子送到上海博亚生物技术

有限公司进行一个正向反应的测序，结果通过 )MN7;0M O =D"=

软件包进行比对，选出 &? 个相似性低于 >"E的序列，测定其

=’G +HIA近全序列。&? 个克隆样品的 =’G +HIA 及其它相关

菌株在 2.JK0JL 中的序列收录号（A::.77Q,J JN-U.+）为：V<W5&
X V<W5=%’ AV$’>&"% X AV$’>?%&，小型水栖杆菌（’()#*#+,-./0
)1 $#.2)1）AP%?$%$&，未培养的细菌克隆（YJQS.J;QTQ.S U0:;.+Q5
N- :M,J. !>$?）AP%>Z"&!，鞘氨醇单胞菌属某种（ 3$"/456164#&
71R KP=!）[&?=$Z，甲 基 杆 菌 属 某 种（ 7-,"896*#+,-./)1 71R
KP=%）[&?=$’；未培养的#5变形杆菌克隆（YJ:NM;N+.S U.;0 (+,5
;.,U0:;.+Q0QN- :M,J. (*H%=0%==K）AP&">=$>，德兰士瓦嗜碱菌

（’9:#9/$"/9)& ,.#4&2##9-4&/&）AK%?Z’ZZ，未培养的油菜根际细菌

克隆（YJ:NM;N+.S +01. +FQ\,71F.+. U0:;.+QN- ]+%%=&）A<&>$!Z?，

噬纤维菌目菌株（)8;,1F0/0M.7 7;+ R 4K^)!=!Z）AK%&&"">，假单

胞菌属某种（;&-)<6164#& 71R _*Z ‘ &）AV&’?!"%，韦龙氏假

单胞菌（;&-)<6164#& 2-.64//）AP%’!!’%，外链甲基杆菌（7-,"80
96*#+,-./)1 -=,6.()-4&）AP&>??Z$，日本慢生根瘤菌（ >.#<8."/0
?6*/)1 @#$64/+)1）AV=’>!&?，弓形菌属某种（’.+6*#+,-. 71R G,5
M0+ a0L.）a!&>>!，节 生 甲 基 杆 菌（ 7-,"896*#+,-./)1 46<)9#4&）

AP&&%Z’&，氢 杆 菌 属 某 种（ !8<.65-46*#+,-. 71R Y[&Za&A）

A<?&%&=Z，嗜热氢杆菌（!8<.65-46*#+,-. ,"-.16$"/9)&）[?%=">，

产 液 菌 目 菌 株（ ’()/A/+#9-& 7;+ R GG$b=） AP?%=>%"，1^:.=
AP?%=>%Z，微杆菌属某种（7/+.6*#+,-./)1 71R）AK%%!Z&Z，大异

常球菌（B-/46+6++)& 5.#4</&）V==?&>，嗜糖假单胞菌（ ;&-)<60
164#& &#++"#.6$"/9#）AP?’"Z$$，芽孢杆菌属某种（ >#+/99)& 71R
4K5$）AP?&’?’?，似 玫 瑰 杆 菌 属 某 种（ %6&-6*#+,-.5 9/:- 71R
B!D43R&?）A<&!!Z=!，吲哚金黄杆菌（ C".8&-6*#+,-./)1 /4<690
,"-,/+)1）AV!’"!!"。

序列比对及相似性分析结果显示腾冲热海眼镜泉粉红

色菌 藻 席 是 由 (+,;.,U0:;.+Q0、PQ+-Q:N;.7、K0:;.+,QS.;.7、A:;Q5
J,U0:;.+、H.QJ,:,::N75;F.+-N7 、AcNQTQ:0. ’ 个类群（1F8MN-）的细

菌组成，其中 (+,;.,U0:;.+Q0 类群在经分析的 &? 个序列中出现

频率最高，为 ’$E；其次是 K0:;.+,QS.;.7，=?E；PQ+-Q:N;.7 类群

是 >E；AcNQTQ:0.、A:;QJ,U0:;.、H.QJ,:,::N75;F.+-N 所占比例最

少均为 !E，表明该菌藻席的细菌组成复杂多样。V<W5& 为

’()#*#+,-./)1 属，与柏林饮用水系统中的 ’()#*#+,-./)1 $#.0
2)1 相似性最高，为 >"E；V<W5? 为 !8$"61/+.6*/#+-#- 科，与美

国一工业污水处理系统的活性淤泥中获得的克隆 )M,J. !>’?
的相 似 性 最 高，为 >’E；V<W5! 为 3$"/456164#& 属；V<W5$、

V<W5=? 和 V<W5=> 均位于 7-,"896*#+,-./)1 属；与 V<W5’ 相似性

最高的是从淡水中获得的克隆 (*H%=0%==K，为 >$E；V<W5"
是 ’9:#9/$"/9)& 属，与从南非一金矿深处分离的嗜碱菌 ’9:#0
9/$"/9)& ,.#4&2##9-4&/& 相似性高达 >>E；V<W5> 和 V<W5=$ 位于

>#+,-.6/<-,-& 类群；V<W5=%、V<W5=&、V<W5=’、V<W5&%、V<W5$% 都

位于 ;&-)<6164#& 属；V<W5=? 与 7-,"896*#+,-./)1 -=,6.()-4& 相

似性为 >’E；V<W5=Z 为 >.#<8."/?6*/)1 属，与 >.#<8."/?6*/)1
@#$64/+)1 相似性大于 >>E；V<W5&" 为 !8<.65-46*#+,-. 属；V<W5
&> 为 7/+.6*#+,-./)1 属，与 7/+.6*#+,-./)1 ,./+"6,-+-4698,/+)1 相

似性大于 >"E；与 V<W5!Z 相似性最高的是 B-/46+6++)& 5.#4</&
为 >!E；V<W5$$ 是 >#+/99)& 属；与 V<W5Z$ 相似性最高的 %60
&-6*#+,-.5 9/:- 71R B!D43R&?，仅为 Z>E，可能代表了门一级的

新物种；V<W5=%’ 为 C".8&-6*#+,-./)1 属（表 =）。
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表 ! 眼镜泉粉红色菌藻席的细菌组成

!"#$% & ’"(%)*"$ (+,-+.*/*+0 +1 /2% -*03 ,"/ *0 .-%(/"($%. 2+/ .-)*04

56!! ’"(/%)*"$ 7*8*.*+0 97%0/*/: /+ 0%")%./ 2*/ #: ’;<=!（>）

?@ABC
?@ABD

!B!"#$%#&’($%")’
"B!"#$%#&’($%")’

*+,’&’($%"),- .’"/,-（EF）

G$+0% HEID（EI）

?@ABH
?@ABJ

"B!"#$%#&’($%")’
"B!"#$%#&’($%")’

0.1)23#-#2’4 .-K ’L&H（EF）

5%$167#&’($%"),- .-K ’L&M（EE）

?@ABI
?@ABF
?@ABE
?@AB&M
?@AB&C
?@AB&D
?@AB&J
?@AB&I
?@AB&N
?@AB&F
?@AB&E
?@ABCM
?@ABCF

?@ABCE
?@ABHN
?@ABJM
?@ABJJ

?@ABNJ
?@AB&MI

!B!"#$%#&’($%")’
8)"-)(,$%4
9’($%"#):%$%4
!"#$%#&’($%")’
!"#$%#&’($%")’
"B!"#$%#&’($%")’
9’($%"#):%$%4
!"#$%#&’($%")’
"B!"#$%#&’($%")’
#B !"#$%#&’($%")’
"B!"#$%#&’($%")’
!"#$%#&’($%")’
*+,);)(’%

*($)2#&’($%")’
<%)2#(#((,4B=1%"-,4

!B."#$%#&’($%
8)"-)(,$%4

"B."#$%#&’($%
’"(/%)+*7%/%.

OPQM&"M&&’（EJ）

*7>’7).1)7,4 $"’24/’’7%24)4（EE）

60(R$/R)%7 "’.% "1)?#4.1%"% &’($%"),- S)MM&C（EETE）

@6$#.1’3’7%4 ./) K U’9GH&HN（EI）

!4%,:#-#2’4 .-K VPN W C（EETN）

!4%,:#-#2’4 /%"#2))（EETN）

5%$167#&’($%"),- %A$#"+,%24（EI）

60(R$/R)%7 )"-% )2*X+.-2%)% #"(/%)*R, S)MM&C（EETF）

@6$#.1’3’7%4 ./) K U’9GH&HN（EI）

!4%,:#-#2’4 /%"#2))（EETI）

9"’:6"1)?#&),- B’.#2)(,-（EETE）

*"(#&’($%" .-K =+$") ;"3%（EETF）

5%$167#&’($%"),- 2#:,7’24（EI），

!4%,:#-#2’4 /%"#2))（EETI）

C6:"#3%2#&’($%" .-K 6YCN;C<（EETN）

C6:"#3%2#&’($%" $1%"-#.1)7,4（EETC）

*+,);)(’7%4 ./) K ==JZ&（EET&）

-9(%&（EF）

5)("#&’($%"),- .-K（EFTD）

<%)2#(#((,4 3"’2:)4（EH）

!4%,:#-#2’4 4’((1’"#.1)7’（EET&）

9’()77,4 .-K U’BJ（EETH）

60(R$/R)%7 9’()77,4 .-K（EETD）

D#4%#&’($%"B 7)>% .-K [HTU\KCD（NE）

@1"64%#&’($%"),- )2:#7$1%$)(,-（EN）

! !2% &I= )Q]< *0.%)/. +1 /2% ($+0%.K

"作者未确定

" 讨论

温度是影响热泉生态系统的重要因子之一，温度越高，

热泉微生物多样性越低；反之，温度越低，多样性则越高。腾

冲热海眼镜泉与美国黄石公园 5(/+-R. .-)*04、冰岛 H 个热泉

的温度相近，均为高温热泉，但眼镜泉菌藻席的细菌多样性

要远远高于 5(/+-R. .-)*04 以及冰岛四热泉菌藻席。从 5(/+B

-R. .-)*04 粉红色菌藻席的克隆文库中只获得了 \UD、\U&N
和 \U&E 三个不同的 &I= )Q]< 序列，原位杂交表明 \U&N 为

该微生 物 群 落 的 主 体，系 统 发 育 分 析 确 定 \U&N 为 <^B
R*1*("$%.［H］；冰岛 Z"%4*07* "07 L$R*7*) .-)*04 中蓝色菌藻席仅由

-9(%&、-9(%C、-9(%D、-9(%H 组 成，其 中 -9(%& 占 所 分 析 克 隆 的

EM>，为该群落的主体，并且与 \U&N 的相似性为 ENTC>，表

明该 菌 藻 席 与 5(/+-R. .-)*04 的 菌 藻 席 细 菌 组 成 相 似［N］；

5$3%$7R2"$. 热泉的菌藻席由 *+,);)(’7%4 和 =1%"-,4 两个类群组

成，其中 *+,);)(’7%4 占 EM>［F］；而温度较低的热泉 _)%0.7"$R)

中菌 藻 席 的 组 成 较 为 丰 富，由 *+,);)(’7%4，=1%"-#:%4,7E
;#&’($%"),-，=1%"-#$#3’7%4，=1%"-,4B<%)2#(#((,4，5OJ，F)$"#4.)E
"’，]%S 7*8*.*+0"N 个类群组成，但 *+,);)(’7%4 仍是该群落的主

体［J］。表明 <^R*1*("$%. 是高温热泉菌藻席中普遍存在的细菌

类群，并且是组成该微生物群落的主体［H，N，E］。尽管 5(/+-R.
.-)*04、Z"%4*07* "07 L$R*7*) .-)*04、5$3%$7R2"$.、_)%0.7"$R) .-)*04
地理位置不同，但它们处于生态位相近的微环境中，因而其

中的生物类型随之相近，<^R*1*("$%. 由于其特殊的生理代谢

途径成为中性或弱碱性高温热泉生态位中的优势生物类群。

腾冲热海眼镜泉粉红色菌藻席中也检测到了 <^R*1*("$%. 的序

列 ?@ABCF，并且与 -9(%& 的相似性高达 EF>，但该序列只占

经系统发育分析的 CD 个序列的 H>，而 O)+/%+#"(/%)*" 类群的

细菌成为该微生物群落的主体。眼镜泉粉红色菌藻席的细

菌多样性远远高于黄石公园和冰岛几热泉的菌藻席，表现出

很大的差异。这可能由于所采集的样品为附着在泉坑边缘的

菌藻席，其温度较热泉内部的实际温度低，使得周围环境中的

一些适应较低温度的微生物可以在其中生存，即该菌藻席中
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包含了多个微环境中的微生物类群，从而表现出了高度的细

菌多样性；其次热海被开发成为旅游景点，大多数泉坑经过人

工修建，其中的生物类群在一定程度上受到了人为的干扰。
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