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免培养法对一热泉细菌多样性的初步研究
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摘 要：应用免培养法（4?)-?0/7<BC/I/BC/B-）对云南腾冲热海大滚锅高温热泉中细菌的多样性
进行初步的分析。经过克隆筛选，测定了 #个克隆的 &3J 0K1L插入片段的近全序列，系统发
育分析的结果表明，它们分属于 !"#$%%&’、()*+,-./,0"#1.+ 和 2’.&*,3,/"’，有一个克隆尚难确定
其分类地位，它属于 5=/0:(C/E?)F(.;,-/0<;,/;/ 科，介于 4.,15.+30"#1.+$&3 属和 65.+3,*.’&%7,8
0"#1.+$"属之间。经 M4N扩增出上述 #个克隆 &3J 0K1L插入序列中及环境样品总 K1L中的

&3J 0K1L ’6 高变区约 3%%.I片段，进行变性梯度电泳（KOO9）。所得电泳图谱和 #个序列的

系统发育树不仅表明该高温热泉存在着丰富的细菌多样性，还显示了它们是该高温热泉中细

菌的优势物种。
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云南腾冲县位于滇西南，地质构造属于印度板块与欧洲板块碰撞交汇地带，是地中海

D喜马拉雅地热带的重要组成部分，也是中国大陆著名的火山地热区。大滚锅（KOO）高
温热泉是其中最著名的一口热泉。该泉位于东经 26Q$3R，北纬 $!Q#8R，海拔高度 &!#":，最
高水热温度超过 28S，水质呈弱碱性（IT6U#），主要阳离子为 1;V 和 WV，富含硫化氢［&］，

属超高温热泉。由于超高温热泉中的微生物不仅具有特殊的生理机制和独特的基因，而

且超高温热泉的自然环境与早期的地球环境比较接近，其中的微生物生态系统相对比较

简单、稳定，对其生态学的研究有助于认识微生物生态学的基本理论和相关研究方法的建

立［$］，因此对温泉高温菌多样性的研究一直是高温菌研究的热点之一。

自然界中至今尚不可纯培养的微生物高达 6#X Y 22U222X，即便是得到了纯培养，其
形态和生理也可能发生很多变化［"］，而且高温菌有其独特的生活环境及生理需求，所以目

前对高温菌多样性及系统发育的研究多采用免培养法。用免培养法对高温菌研究开展最

为系统和深入的是美国黄石国家公园热泉微生物［!，#］，欧洲和日本的学者也用分子生物学

方法对冰岛和日本的一些高温热泉进行过比较深入的研究［3，8］。国内对腾冲热海高温菌

的研究开展得比较早，中国科学院微生物研究所、北京大学和云南省微生物研究所的科学

工作者曾经用纯培养和直接形态观察法对腾冲热海中微生物进行过一系列的研究［&，6 Y &%］。

我们尝试用免培养法对大滚锅细菌多样性的初步研究得到了至少 $3条 KOO9条带



及 !个属（或属一级）的序列：!"#$%%&’、()*+,-./,0"#1.+、未定属（介于 2.,13.+4,0"#1.+$&4 和
53.+4,*.’&%6,0"#1.+$"之间）、7’.&*,4,/"’。显示大滚锅高温热泉中具有比较丰富的细菌多
样性，值得进一步对该高温热泉的微生物进行深入研究。

! 材料和方法

!"! 样品
所采样品为大滚锅热泉边白色、坚硬的沉积物，样点温度为 "!#，上有约 $%&的水覆

盖。样品采后 ’(之内于 )#、黑暗保存，回实验室后置于 * +)#、黑暗保存。
!"# 总 $%&的提取和 ’()扩增 !*+ ,$%&
酶解法和化学裂解法结合从环境样品中直接提取总 ,-.。用细菌 /01 2,-.通用引

物（正向引物：" * +34，反向引物：/!+5 * /!!$6）进行扩增。反应过程为 5!#预变性 $&78
后，’$个循环（5!# /&78，退火 /&78，3+# ’&78），最后 3+#延伸 /)&78。其中退火温度包
括 $+、$’、$!、$0和 $"#（分别用退火温度 $+、$’、$!、$0和 $"#各做一个 9:6反应，然后将
产物进行混合）。

!"- 克隆、测序和系统发育分析
用 ;<=<6<公司的 ;!连接酶和缓冲液、92>&?@<公司的 ABCDE;载体以及上海华舜公

司的感受态大肠杆菌 FD/)5，得到 9:6产物克隆。经蓝白斑筛选后，随机挑选阳性克隆子
!)个提取质粒，9:6扩增出插入的 /01 2,-.片段后用 (3"!酶切，选出酶切带谱不同的
$个重组子进行测序。序列用 :GH1;.GI进行系统发育分析，用邻接法［//］构建出系统进
化树。

!". 变性梯度电泳（$//0）
用细菌的 /01 2,-.通用引物［正向引物：’!/4—B:，反向引物：5)36（每条引物实际为

+)个碱基，正向引物末端附加 !)个 B:碱基）］，扩增出 /01 2,-. J" 高变区片段。反应过

程为 5!#预变性 $&78后，先进行 +)个循环的降落 9:6（5!# /&78，退火 /&78，3+# ’&78，
退火温度由 $"#到 !"K$#依次递降）后，再进行 /$ 个循环（5!# /&78，!"#退火 /&78，
3+# ’&78），最后 3+#延伸 /)&78。将扩增的 9:6产物进行 ,BBC分离，条件为：0L的聚
丙烯凝胶，’)L M 0+K$L的变性剂梯度（3 &>NOG的尿素，!)L的甲酰胺为 /))L的变性剂浓
度），/+)J恒定电压，0)#下电泳 "(。

# 结果和讨论

#"! 系统发育分析
用邻接法构建的系统发育树（图 /）。所测的大滚锅 $个克隆序列分别位于 !个不同的

分类群。:N>8? ,BB/5聚于 ;(?2&>P?QRNS>T<%U?27<%?<?科，与它聚在一起的 ’个序列是通过
VG.1;软件在 B?8V<8W中得到的与 :N>8? ,BB/5序列相似性最大的前 ’个序列。其中，未
鉴定的 53.+4,*.’&%6,0"#1.+$&4 %N>8? VQA-$) 是从美国黄石热泉，用免培养法得到的序列，
:N>8? ,BB/5序列与它的差异为 +K5"L，2.,13.+4,0"#1.+$&4 6.++$+.*&#./’ 4XE/<也是从黄石
公园热泉中分离出来的，初步定义为 ;(?2&>P?QRNS>T<%U?27<%?<? 科下的一个新属 2.,13.+8
4,0"#1.+$&4 与 :N>8? ,BB/5序列的差异为 ’K’L。另一株菌 53.+4,*.’&%6,0"#1.+$&4 #,44&/.
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图 ! 以 !"# $%&’序列为基础的大滚锅（%((）克隆系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ .)*,+ 122 345+6 *, %78 /19: 5+;<+,.+5 ’*=*)*#(

18>?%@A，已经得到纯培养，B+"C<5等［%?］把它放在 !"#$%&’#()*+&,-./#$0)% 属，它与大滚锅克
隆 %D序列的差异达到 EFDDG。所以 H)*,+ 122%D 序列所代表的微生物很可能是 I’+/J
=*6+5<)0*34.-+/"4.+4+科下，介于一个尚未有效发表的 1#&/"#$%&,-./#$0)% 属和已有效发表的
!"#$%&’#()*+&,-./#$0)% 属之间的一个属一级的分类群，很有必要深入研究。

H)*,+ 122K7聚在产氢杆菌属（23’$&4#5&,-./#$）一簇中，IK、L2&%和 IMJ7的 K个序列
是用 NO:8I 软件在 2+,N4,C 中比较出来与 H)*,+ 122K7 序列相似性最大的 K 个序列。
H)*,+ 122K7与它们的差异分别为 ?FKG、?FEAG和 EF%7G，且聚为一个单独的簇。因此很
可能代表着产氢杆菌属下的一个新物种。

H)*,+ 122? 序列和 H)*,+ 122KP 序列均聚在芽孢杆菌属（6-.0**)(）一簇。但 H)*,+
122?序列和 H)*,+ 122KP序列之间的差异很大（DFAG），分别聚在两个不同的亚簇。亚
簇!中，与 H)*,+ 122?序列最接近的是 6-.0**)( 70#&/4-*0 QMRJ%%，6-.0**)( 5S$ >NJT及 6-.0*8
*)( 5S$ &OJ%7，它们的差异分别仅为 PFAG、PFA?G和 PFD?G。它们很可能是属于同一个种。
与 H)*,+ 122KP序列最相近的序列是 6-.0**)( (9"-#$0.)( 18>KD7，实际差异为 PFDDG，所以
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!"#$% &’’()所代表的微生物可能是与 !"#$%%&’ ’()"*+$#&’ 相同的种。
!"#$% &’’*+归入假单胞菌（,’*&-./.0"’）属的一个大簇。!"#$% &’’(, 与 ,’*&-.1

/.0"’ "%#"%.()$%" -.*/01*之间的差异仅为 )2,34，很可能属于同一个种。目前有关 ,’*&-1
./.0"’ 属在高温环境中生存的报告不多，但还是有一些有关于 ,’*&-./.0"’ 属的微生物在
高温下能够生存的报道，如 56789$等［*3］在用分子生物学方法对美国 ,): ; <):的地下含
油层中的微生物进行分析的时候，发现了与 ,’*&-./.0"’ 高度相似的序列。
!"! #$$%图
环境样品 &=-与上述 /个序列的 &’’>结果见图 1。

图 ! 大滚锅热泉中细菌
&’( )#*+的 #$$%图

?@AB1 &’’> 79CC%6$ #D C8% E9FC%6@9

*,G 6&=- @$ &9AH$AH#

从图中可以看出，&’’ 环境样品（I@J0
CH6%）中一共有 1, 条条带，虽然不能说每一条
条带都能够代表该环境中的一种细菌，但这

1,条条带至少能代表超过 1) 个细菌分类单
位［*(］，表明该环境中存在较丰富的细菌多样

性。通过克隆、测序得到的几个序列除 !"#$%
&’’(, 外都在环境样品中找到了对应的条
带：!"#$% &’’() 和 I*，!"#$% &’’*+ 和 I1，
!"#$% &’’1 和 I(，!"#$% &’’*< 和 I3。而且
从 I*、I1、I(和 I3条带的亮度来看，它们所
代表的细菌在该环境中均属于优势分类单

位［*/］。这表明虽然在克隆、测序法中所挑选

出用于测序的克隆较少，但由于在测序之前

通过了限制性片段长度多态性（K?.L）筛选，
所测的序列还是能在一定程度上代表环境中

的优势物种。而 !"#$% &’’(, 代表的微生物
属于产氢杆菌属（23-+.4*0.5"#6*+），目前已知

的该属的微生物都是高温菌［*,］，所以研究结果表明该属的微生物肯定存在于 &’’高温热
泉中。环境样品 &’’>图中没有出现与 !"#$% &’’(,相对应的条带很可能是 L!K、克隆法
与 &’’>所用的 L!K引物及条件不一样，!"#$% &’’(,所代表的模板在后者的 L!K条件
下受到抑制没有扩增出来［*M］。虽然环境样品 &=-与通过克隆得到的 /个序列的 &’’>
图没有呈现一一对应，但也体现了较好的一致性。这表明两种方法探测环境中微生物多

样性都是可行的。只不过要使克隆、测序法更加真实反映环境中微生物多样性，还需要挑

选更多的克隆进行测序。

综上所述，免培养法分析结果显示大滚锅高温热泉中具有丰富的细菌多样性，至少存

在 3个属的细菌，还有 11条 &’’>条带所代表的细菌有待于进一步分析。目前用纯培养
的方法从大滚锅热泉中仅分离到两个属的微生物：7)*+/&’ +*)"$ KN<<0)1［<］和 7)*+/.1
"0"*+.5"#6*+ 6*04#.04*0’$’ O7B $#PB［+］。本试验用免培养法检测到 ( 个属（!"#$%%&’、23-+.41
*0.5"#6*+$&/、,’*&-./.0"’）和一个未确定其属一级分类单位（!"#$% &’’*<）的微生物的存
在。从 &’’>图可以看出，如果增加用于测序的克隆子的数量，应该还可以得到更多的微
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生物分类单位。在研究所克隆的测序结果中没有发现 !"#$%&’ 属和 !"#$%()*)#$(+),-#$ 属
的序列，但从 !""样品中已经分离得到该两个属菌的纯培养，说明在对样品的 #$% &!’(
克隆文库进行筛选的时候，由于选择不充分，会漏掉一部分序列。

当然，要弄清楚环境中微生物的真实状况，仅凭 #$% &!’(（&)’(）序列进行分析是不
够的。需要在得到纯培养后，根据形态、生理生化和分子生物学分析等多项指标进行。免

培养法在 !’( 提取、*+)以及克隆筛选过程中都可能产生一些偏差，而且有的微生物的
#$% &)’(基因存在多操纵子的问题，还有 ",-./-0数据库中的数据也并不完全和完善。
所以目前国外一些科学工作者在进行免培养法分析的时候，还使用直接形态观察法、原位

杂交法等其他的辅助方法来加以判断［1，#2］。免培养法得到的结果如果能通过纯培养来进

一步证实，就能客观、真实地反映环境中微生物的存在。但单独使用免培养法，不仅可以

提供相对比较准确的有关环境中微生物多样性的信息，还可以指导人们提高纯培养技术，

使人类真正能够客观、真实地了解微生物多样性。
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