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云南腾冲热海两热泉菌藻席细菌多样性的研究

李沁元 崔晓龙" 张东华 彭 谦 徐丽华
（云南大学 云南省微生物研究所 教育部微生物资源开放研究重点实验室 昆明 06##B5）

摘 要：应用显微形态观察和变性梯度凝胶电泳（FGG:）对云南腾冲热海两热泉菌藻席的细菌多样性进行了比较

分析。直接从环境样品中提取总 F.)，用两套细菌通用引物进行 HIJ 扩增，得到包含 %$ 和 %B 高变区的 50K LF.)
片段，进行 FGG: 分析，结合形态观察，结果显示，热泉菌藻席中存在丰富的细菌多样性，且不同温度范围的菌藻席

细菌组成差异显著。
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越来越多的证据表明，可培养微生物仅占自然

环境微生物的极少部分，);8@@ 等［5］认为，自然环境

中尚不可纯培养的微生物高达 $6N O BBPBN，并且

即便是得到了纯培养，在不同的培养条件下其形态

和生理特征均可能发生很多变化。这成为全面客观

认识自然环境中微生物群落的严重障碍。直接从环

境样品中提取总 F.)，进行分子生物学、分子系统

发育分析的免培养法，为揭示自然环境微生物多样

性提供了一条新的途径［"］。变性梯度凝胶电泳（F23
@8-*L<@+ +L8A<2@- +2’ 2’2=-L&QE&L2,<,，FGG:）是由 7<,=E2L
和 R2L;8@ 最先提出的用于 F.) 突变检测的一种电

泳技术，自 5BB/ 年 S*?T2L［/］首次将该方法应用于微

生物生态学的研究以来，已经被广泛应用于土壤［!］、

高温［6，0］、海洋［4］及根际［$］等环境的微生物多样性

研究中。

高温热泉与地球早期的环境比较接近，生存于

其中的微生物具有独特的基因、特殊的生理机制和

调节机制，对其进行生态学的研究有助于微生物生

态学基础理论的发展和相关研究方法的建立。高温

热泉中的菌藻席结构相对比较简单、稳定，形成了相

对封闭的微生物生态系统，对其开展的研究多集中

于微生物及其相互关系上，这有利于微生物生态系

统模型的建立［0］。由于高温菌独特的生活环境和生

理需求，目前对其多样性的研究多采用免培养法。

云南腾冲县是中国大陆著名的火山地热区，腾冲热

海高温热泉蕴藏有较为丰富的微生物资源［B O 5!］。国

内对该地区高温菌的研究工作开展的比较早，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利用纯培养和直接形态观察法

对腾冲热海中的微生物进行过一系列的研究［B O 5"］。

此外本实验室还利用免培养法对该地区高温热泉的

细菌多样性进行了研究［5/ O 56］，揭示了其中所蕴藏着

的丰富的微生物资源。

本文介绍了用显微形态观察和 FGG: 法对腾冲

热海两个不同温度热泉菌藻席的细菌多样性的比较

分析结果，结果显示出两个样点菌藻席都具有比较

丰富的细菌多样性，值得对其中的微生物进行深入

系统的研究。

! 材料和方法

!"! 样品的采集

样品采集于 "##" 年 5# 月下旬，所采样品为菌

藻席，分别采集于路边的一泉眼（两种菌藻席：S8-35
和 S8-3"）和蛤蟆嘴（USV）（表 5）。样品采后 /E 之内

于 #W黑暗保存，回实验室后置于 C "#W黑暗保存。

表 ! 样品的基本情况

18X’2 5 K8;Q’2, *,2A <@ -E<, ,-*A? 8@A -E2<L =E8L8=-2L<,-<=,

K2L<8’ @*;X2L K<-2 12;Q2L8-*L2YW QU S<=L&X<8’ ;8-,

S)135 ) L&8A,<A2 E&- ,QL<@+ $# 0PB ZE<-2

S)13" ) L&8A,<A2 E&- ,QL<@+ $# 0PB [’8=\

USV U&- ,QL<@+ U8;8T*< B# $P# ZE<-2



!"# 主要试剂和仪器

!"#"! 主要试剂：!" !"# #$%&’()*+,-.+（/01!2），

3$45 67"（各 89/**’(12），:; < !" !"# =>??+,，引物

（:;&*’(1!2）均 购 自 4-@-A-。尿 素、玻 璃 珠（B7(C+,
D+-3.）#$% 胶回收试剂盒购自上海生工生物工程技

术有限公司。去离子甲酰胺，过硫酸铵购自上海华

舜生物工程有限公司。

!"#"# 主要仪器：6>&73E8 67F7 G+( 67H,-I7’F 4,’>HJ
（K’.*’ D7’ K’L，2I3，%3C-FM+ K’L，2I3L），5KA !"E
&,+.. IJ+,*-( M)M(+,（4J+,*’N)=-73），4J+ #M’3+46 0F7E
C+,.-( 6>I-I7’F #+I+MI7’F B).I+*（D7’EA-3），BO$G!$!

成像系统。

!"$ 显微形态观察

用埋片法进行显微形态观察。将载玻片放入待

观察的泉眼，选取浸片约 PJ 的载玻片进行显微观

察。

!"% 总 &’( 的提取

用酶解法和化学裂解法结合直接从环境样品中

提取出总 #$%［:Q R :/］。

!") *+, 扩增

用细菌的 :PB ,#$% 通用引物，扩增出 :PB ,#$%
的高变区片段（表 8）。

表 # 所用引物的序列

4-=(+ 8 4J+ .+S>+FM+ ’? IT’ &,7*+,.

5,7*+, 4-,H+I .7I+1=& B+S>+FM+ 5KA &,’3>MI.

5:［:P］：:;//U :;// R :;V; /WE%4GGK4G4KG4K%GK4EQW XY J7HJEC-,7-=(+ ,+H7’F

:Z;PAEGK! :QY8 R :Z;P /WE%KGGGKGG4G4G4%KEQW QY8=&

58［:P］：QZ:UEGK QZ: R Q/V /WEKK4%KGGG%GGK%GK%GEQW X[ J7HJEC-,7-=(+ ,+H7’F

Y;VA! Y;V R Y8P /WEKKG4K%%44K6444G%G444EQW P8P=&
!4J+ GK M(-*& .+S>+FM+ 7. /WEKGKKKGKKGKGKKKKGKGKKKG4KKKGKKGKKKKKGKKKGEQW［Q］L

5KA 扩增体系为 /;!2，包括 :; < $% !"# D>??+,
/!2，3$45 67" Z!2（各 89/**’(12），正向引物 :!2

（:;&*’(1!2），反向引物 :!2（:;&*’(1!2），#$% 模板

:!2（约 :;FH），$% !"#46 ;98/!2（/01!2）。5KA 扩增

条件为：YZ\预变性 /*7F 后，先进行 8; 个循环的降

落 5KA（YZ\ :*7F，退火 :*7F，V8\ Q*7F；退火温度

由 PQ\到 ZQ\，每一循环递减 :\），再进行 :/ 个循

环（YZ\ :*7F，Z[\退火 :*7F，V8\ Q*7F）；最后 V8\
:;*7F。5KA 产物用玻璃珠（B7(C+, D+-3.）#$% 胶回

收试剂盒进行纯化。

!"- &../
P]的聚丙烯酰胺凝胶，两套引物分别选用不同

的变性梯度进行电泳。5: 变性剂梯度为 Q/] R
V/]，58 变性剂梯度为 8/] R P/]（V*’(12 的尿素，

Z;]的甲酰胺为 :;;]的变性剂浓度）。:8;X 恒定

电压，P;\恒温下电泳 [J。电泳结束后用 !D 进行

染色。用 BO$G!$! 成像系统进行观察。

# 结果和讨论

实验选取了两个不同温度样点中不同颜色的

Q 种菌藻席样品进行研究，拟通过显微形态观察和

#GG!分析温度差异对微生物群落组成的影响，以

及同一泉眼不同颜色的菌藻席在物种组成上是否有

较大差异。

#"! 显微形态观察

样品的光学显微照片如图所示（图 :）。

图 ! $ 种菌藻席的光学显微照片（%00 1 ）

U7HL: 27HJI *7M,’H,-&J ’? *7M,’=7-( *-I.（Z;; < ）

%L6%4E:；DL6%4E8；KLN6^L

直接形态观察是研究微生物生态的传统方法之

一，可以获得较为直观的微生物形态特征。在采集

样品时我们注意到 6%4E: 和 6%4E8 属同一个泉眼，

温度为 [;\，&NP9Y。6%4E: 靠近出水口，而 6%4E8
则位于 6%4E: 的两侧及下流处，两种菌藻席除颜色

差异外，外观无明显不同，均为长絮状菌藻席，并且

粘性较大，附着力强。而 N6^ 样点温度较高，温泉

自泉眼喷射而出，菌藻席紧附于出水口周围。经观

察不同埋片时间的载玻片发现，由于样点温泉流速

的影响以及高温环境中微生物新陈代谢较快的原

因，若埋片时间短则菌体难以附着生长，而埋片时间

太长则会在载玻片上长满菌体无法观察，所以选取
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效果最佳的埋片 !" 后取出的载玻片进行显微形态

观察。从光学显微照片可以看出，同一温泉菌藻席

中菌体的形态多样性不是很高，但不同温泉的菌藻

席形态差别很大。#$%&’ 和 #$%&( 形态差异不大，

呈不均匀的杆状，#$%&( 有附着于矿物粒上的长丝

状菌体。)#* 菌体呈长丝状，无分枝，少断裂。由

于原核生物都比较微小，形态差异不大，通过直接形

态观察很难获得全面的微生物多样性的信息，需要

其他方法的补充。

!"! 总 #$% 的提取和 &’( 扩增

将从环境样品中直接提取的总 +,$ 进行 -./0
的琼脂糖凝胶电泳，在 (-12 左右出现条带（图略），

表明已获得较为完整的菌藻席的总 +,$。

提取出的总 +,$ 经过 345 后，两套引物均获得

了特 异 扩 增 片 段，3’ 的 扩 增 产 物 约 67-28，为

’!9 :+,$的 ;7 高 变 区 片 段。3( 的 扩 增 产 物 约

!--28，为 ’!9 :+,$ 的 ;/ 高变区片段（图略）。

!") #**+ 结果和分析

将纯化的 345 产物（6 个样品浓度一致）通过变

性梯度凝胶电泳，可看出分离得到若干条带（图 (），

各个样点的条带在数量和位置上均有差异，并且在

相同条件下进行了 < 次 +==>，结果一致，重复性较

好。选取效果最佳的电泳图谱进行初步统计，结果

见表 6。

图 ! &’(产物的 #**+图谱

?@AB( +==> 8CDDE:FG HI D"E 345 8:HJKLDG

! B %"E +==> 8:HI@ME NCG H2DC@FEJ N@D" 8:@OE: 3’ CFJ D"E OHJEM HI D"E

8:HI@ME；" B %"E +==> 8:HI@ME NCG H2DC@FEJ N@D" 8:@OE: 3( CFJ D"E OHJEM

HI D"E 8:HI@ME B $：#$%&’；P：#$%&(；4：#$%&6.

表 ) #**+带谱分析结果

%C2ME 6 %"E :EGKMDG CFCMQREJ +==> 8CDDE:FG

#$%&’ #$%&( )#*

PCFJ FKO2E:G HI 3’ +==> 8CDDE:F (< (< 66

9D:HFA 2CFJ FKO2E:G HI 3’+==> 8CDDE:F <
（$’- $’( $’< $’S）

6
（P’< P’S P’!）

7
（4S 4! 47 4’- 4’S 4’!

4(( 4(T 46’）

PCFJ FKO2E:G HI 3( +==> 8CDDE:F 6’ 6( 6<

9D:HFA 2CFJ FKO2E:G HI 3( +==> 8CDDE:F
’-

（$< $’’ $’7 $(- $(( $(6
$(’ $(/ $(7 $6-）

7
（P< P’( P’7 P(( P(6

P(/ P(7 P6- P6’）

/
（4( 4! 47 4(< 4(S 4(T

466 46<）

+==> 是根据 +,$ 片段序列的不同，既解链温

度的不同，将片段大小相同的 +,$ 片段分开的电泳

检测方法。故根据其原理，+==> 带谱中的每一条

带代 表 一 个 可 能 的 细 菌 类 群 或 可 操 作 分 类 单 位

（U%V）［’/］。从表 6 的统计结果可以看出，引物 3’ 扩

增产物的 +==> 图谱中，#$%&’ 有 (< 条带，#$%&(
有 (< 条带，)#* 有 66 条带，这说明每种菌藻席至少

由 (- 种以上的可能物种组成，具有比较丰富的细菌

多样性。同时引物 3( 扩增产物的 +==> 带谱也证

明了这一点。此外，由于 +==> 通常只能检测到细

胞数量相对较多的微生物物种的存在［6］，带谱的亮

度在一定程度上可以反映出其所代表的物种的细胞

数量，从而可以认为带谱中较亮的条带代表了菌藻

席中的优势菌群（图 (）。

由显微形态观察结果和 +==> 带谱均可看出，

温度是影响菌藻席细菌组成的重要因素。采自同一
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温度的 !"#$%、!"#$& 显微形态无太大的差别，但它

们和 ’!( 的菌体形态差别就比较大。)% 和 )& 扩

增产物的 *++, 也都显示，!"#$% 和 !"#$& 基本的

微生物组成差异不大，条带的位置、多少、亮度均比

较接近，只 是 在 一 些 较 弱 的 条 带 上 存 在 差 异，但

’!( 菌藻席比较，物种组成的差异较大，较弱和较

亮的条带均有不同。)% 扩增产物 *++, 图谱统计

结果显示，!"#$% 和 !"#$& 相同的条带数有 %- 条，

!"#$% 和 ’!( 相同的条带有 %% 条，!"#$& 和 ’!(
相同的条带有 %% 条，而 . 种菌藻席相同的条带仅有

- 条。对 )& 扩增产物的 *++, 图谱进行统计，结果

与之类似。

从实验结果还可以看出，虽然 ’!( 的温度较

高，但细菌多样性要更丰富一些，*++, 条带数比

!"#$% 和 !"#$& 多，这可能是因为 !"#$% 和 !"#$&
采自路边的一处温泉，受人为因素影响较大，原始生

境受人为干扰，多样性遭到破坏。而人为活动对蛤

蟆嘴影响不大，使之保持了相对原始的状况。另外，

!"#$% 和 !"#$& 除颜色差异外，无论从形态上还是

*++,结果上来看差异都不大，这可能是由于边缘

水流的昼夜温差比中央水流温差变化大，温度的波

动使之产生部分物种组成差异，而导致颜色差异。

引物 )% 和 )& 扩增产物 *++, 分析得出的结论

基本一致，但由于两套引物的扩增产物是包含不同

高变区的大小不同的片段，从而同一样品不同扩增

产物的 *++, 条带数目并不完全相同，所检测到的

优势菌群也有一定的差异。

综上所述，虽然由于原核生物形态差别小，显微

形态所能观察到的微生物比较单一，但可以看出温

度不同的菌藻席其物种组成也不相同。进行 *++,
分析得出的结果显示，. 种菌藻席具有较丰富的细

菌多样性，都存在 &/ 个以上的可能的细菌类群。并

且进一步证明温度是影响菌藻席物种组成的关键生

态因子，不同温度的菌藻席在物种组成上有明显差

异。

国外学者对得到的 *++, 单个条带测序从而进

行系统发育分析，其结果与直接形态观察或纯培养

结果均呈现一致性，证明 *++, 是一种检测微生物

多样性快速可靠的方法［%-，%0］，其条带的数量和亮

度，可相应地反映出环境样品中微生物物种的数量

和优势菌群。当然，要真正清楚环境中微生物群落

的真实状况，仅凭 *++, 分析是不够的，由于 *++,
的一些缺陷，如嵌和体、多操纵子、共迁移、异源双链

体等会导致结果产生偏差［1，%2］。需要与其它方法如

纯培养、克隆、原位杂交等结合使用，才能客观地从

不同方面放映环境样中微生物多样性的信息［%，%2］。

无论怎样，使用免培养法，不仅可以提供相对比较准

确的有关自然环境微生物多样性的信息，还可以指

导人们设计更为合适的培养基和培养条件，获取更

多的微生物纯培养，从而使人类能够更客观、真实地

了解自然环境微生物多样性，以及为更好地开发利

用未培养微生物资源奠定基础。
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