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摘 要：从环境中直接提取总 E15，构建了含 4$ 个有效转化子的太平洋帕里西维拉（F/-+B+ &+(/）海盆 "%#% 米深处

底泥的细菌 #3G -H15 基因文库。测序结果表明，可以将 4$ 条有效序列分为 #8 个不同的分类单元。大部分序列与

已知细菌类群的 #3G -E15 序列相似性较高，归属于 !"#$%#&’($%")’ 的 I/<</ 亚群、/(J?/ 亚群和海洋非培养细菌类群，

主要分布在 !*%+,#’-$%"#.#/’* 属、0’-#.#/’* 属、1-(’/)2#"’3 属、!4#$#&’($%")+. 属、1()/%$#&’($%" 属；部分序列与已知细

菌类群的 #3G-E15 序列同源性较低，可能代表新的分类单位。研究结果表明，帕里西维拉海盆不仅含有丰富的微

生物物种，并且存在尚未被认识的新物种。
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深海是一个低温，高压，寡营养的环境。生活在

深海环境中的细菌在海洋生态系统的生物地化循环

中发挥着重要的作用。同时由于深海细菌所具有的

对温度和压力的特殊适应性，使它们在工业生产中

的潜在利用价值普遍得到人们的关注［#］。因此研究

深海细菌多样性对理解海洋生态系统的功能、开发

利用深海细菌资源具有重要的意义。

目前对于深海细菌多样性进行的研究主要通过

培养的方法［$ L "］，已经从深海环境中分离得到了部

分嗜冷、嗜压微生物。然而培养的方法仅能获得环

境生物总量的很少一部分，不足以反映环境中生物

的多样性［3］。非培养方法可以补充培养方法的不

足，较为完整的获得环境中的微生物种类。但是目

前利用非培养方法对深海细菌开展的相关研究较

少，仅 有 日 本 科 学 家 对 马 里 亚 纳 大 海 沟（M/-=/>/
6-+>B?）［8］和日本附近深海底泥［2 L #%］以及海底热液

口［##，#$］的微生物多样性的相关报道。本文利用非培

养方法对来自太平洋帕里西维拉海盆样品的细菌多

样性进行了初步分析。

! 材料和方法

!"! 样品采集

样品是于 $%%$ 年 $ 月在太平洋帕 里 西 维 拉

（F/-+B+ &+(/）海 盆 内（$%N "#O84P 1，#43N !"O8P ;）

"%#%< 处的表层（% L "B<）采集的泥样。由中国科学

院海洋研究所提供，使用的是箱式采样器，样品运到

实验室后于 %Q冰箱中保存至 $%%! 年 9 月。

!"# 主要试剂

E15纯化试剂盒购于北京天为时代科技有限

公司，FRH 试剂盒购于北京天为时代科技有限公司，

JS;M7 6 T+BD’- ;/A0 G0AD+< 试剂盒购于 F-’<+I/。
!"$ 总 %&’ 提取和 ()* 扩增

!"$"! 环境 E15 提取：环境 E15 的提取方法参见

文献［#4］，E15 样品经纯化后进行 FRH 扩增。

!"$"# #3G -H15 基因 扩 增：纯 化 后 的 E15 作 为

FRH 扩增的模板，使用细菌通用引物 $8*［8 C $8，大

肠杆菌（5*(4%")(4)’ (#-)）顺序］："P7S5S5S666S56R7
R6SSR6R5S74P和 #"!#H（#"$$7#"!#，5 ) (#-) 顺序］：

"P755SS5SS6S56RR5SRRSR574P。FRH 反 应 体 系

（"%!U）："!U #% V W.XX+-，$<<’(YU MIR($，#Z6’7E15
聚合酶，%O$<<’(YU ! V [16FA，$%J<’(YU 引物。FRH
反应条件：9!Q#% <=>；9!Q !"A，""Q !"A，8$Q 9%A，
4% 个循环；8$Q "<=>。

!"+ 连接和转化

FRH 扩 增 得 到 的 片 段 与 67&+BD’- 连 接，转 化

5 ) (#-) 6\F#%感受态细胞，蓝白斑方法用于筛选转

化子。挑取阳性克隆子，快速提取质粒，琼脂糖电泳

检测插入片段的大小，将含有合适片段大小的质粒



进行测序。测序工作由上海申能博彩生物科技有限

公司完成，测序引物是 !"，#$%& 和 ’()。#$%& 的序

列为：#*+,!,--.,-.,--,-,,+$*（#/#+#$%，! 0 "#$%
顺序）。

!"# 构建系统发育树

得到的序列首先在 12( 数据库中检测嵌合体，

去除嵌合体后的剩余序列通过 ,345647 的 58.’! 检

索高同源性序列，进行系统发育分析。采用 -9:;<=69
> ?3=;@A4 /BC 进行多序列匹配排列，通过 !=33DA4 E

（/B$F）程序中 G3@HIFA= J KA@4@4H 方法，采用 L@M:=6
双参数计算模型，构建系统发育树。

!"$ 数据库存取号（%&&’(()*+ +,-.’/）
/)’ =1G. 基因序列在 ,345647 核苷酸数据库中

的存取号为 .N#CCOPO+.N#CCO)#。

0 结果

0"! 深海环境 12% 及细菌特异性 345 扩增

从 /% 克深海环境样品中提取获得了约 #%%4H
环境总 2G.，2G. 片段较为完整，大小主要集中在

Q/7F 左右。通过细菌特异性 (-1 反应扩增得到的

/)’ =2G.序列，扩增所产生的 2G. 片段为单一条

带，片段大小长度约为 /B#7F，表明扩增产物无明显

非特异性扩增现象。

0"0 深海细菌 !$6 /12% 测序

对 $O 个含有正确插入片段的克隆进行了测序。

经过 12( 数据库分析，去除 " 个嵌合体。剩余 $Q 个

序列，大 小 均 大 于 /P%%FR。 根 据 这 些 细 菌 的

/)’ =2G.序列之间的相似性比较，将具有大于等于

OCS相似性的克隆序列归于同一个分类单元，共 /"
个。在总体上可以将太平洋帕里西维拉海盆细菌分

为变形菌纲（&’#()#*+"()’%+）的 69RI6 亚群，H6MM6 亚

群和海洋非培养细菌 $ 个类群（表 /）。# 个序列归

属于 &’#()#*+"()’%+ 的 69RI6 亚群的玫瑰杆菌属（,#-
.)#*+"()’），红菌属（,/#0#*%12）和一类磁细菌，占克隆

总数的 /#B)S。Q% 个序列归属于 &’#()#*+"()’%+ 的

H6MM6亚群的发光杆菌属（ &/#(#*+"()’%12），盐单胞

菌属（3+$#2#4+.），海杆菌属（5+’%4#*+"()’），嗜脂肪

烃菌属（6$"+4%7#’+8），假单胞菌属（&.)10#2#4+.），不

动杆菌属（ 6"%4)(#*+"()’）和假交替单胞菌属（ &.)10-
#+$()’#2#4+.），占克隆总数的 )QB#S。" 个序列与来

自海洋的非培养序列同源性最高，而与已知的可培

养细菌 /)’ =2G. 序列同源性很低，占克隆总数的

Q/BOS。

表 ! 来自太平洋帕里西维拉底泥的 !$6 /12% 序列分析结果

!6F93 / (IT9AH343<@D 6UU@9@6<@A4; AU /)’ =2G. D9A43 ;3V:34D3; AF<6@43W U=AM ;3W@M34< AU (6=3D3 X396，(6D@U@D YD364
13R=3;34<6<@?3 D9A43

AU D9A43 H=A:R ,345647 GA0 G:MF3= AU
<A<69 D9A43; G36=3;< RIT9AH343<@D 43@HIFA= /)’ =2G. ’@M@96=@<TZS

!+&’#()#*+"()’%+
2[PB/ .N#CCOPO Q ,#.)#*+"()’ ;R0 ,.\+/%O OP
2[)BC .N#CCO#% / ,/#0#*%12 #’%)4(%. O$
2[PB" .N#CCO#/ Q ]6H43<@<3 DA4<6@4@4H M6H43<@D ?@F=@A@W ;<=6@4 ]X+Q OP

"+&’#()#*+"()’%+
2[QBC .N#CCO#Q $ &/#(#*+"()’%12 $)%#94+(/% O)
2[/B/ .N#CCO#$ / 3+$#2#4+. 7+’%+*%$%. ;<=6@4 .G!O//Q OC
2[QB/% .N#CCO#P / 3+$#2#4+. 2)’%0%+4+ OO
2[#BQ .N#CCO## / 5+’%4#*+"()’ *’:#;#+4+) O"
2[QBO .N#CCO#) $ 6$"+4%7#’+8 <+0)4.%. OC
2[QB) .N#CCO#" / &.)10#2#4+. "/$#’%(%0%.21(+4. OO
2[$BP .N#CCO#C Q 6"%4)(#*+"()’ <#/4.#4%% OO
2[$B/ .N#CCO#O / &.)10#+$()’#2#4+. )$:+=#7%% O"
2[$BO .N#CCO)% ) &.)10#+$()’#2#4+. )$:+=#7%% OO
2[)B" .N#CCO)/ / &.)10#+$()’#2#4+. ()(’+#0#4%. OO

]6=@43 :4D:9<:=3W F6D<3=@6
2[QB/ .N#CCO)Q Q ^4D:9<:=3W W39<6 >’#()#*+"()’%12 OO
2[QB# .N#CCO)$ Q :4D:9<:=3W 8A_ , ‘ - ,=6M+RA;@<@?3 F6D<3=@:M ’?6/%)P OO
2[)B/$ .N#CCO)P Q ^4@W34<@U@3W F6D<3=@:M D9A43 LQ+$%+/O OQ
2[/B$ .N#CCO)# / ^4@W34<@U@3W >’#()#*+"()’%12 OC

0"7 系统发育分析

根据所获得的 /)’ =2G. 序列构建细菌系统发

育树（图 /）。归属于 H6MM6+&’#()#*+"()’%+ 类群的克

隆序列与相应的已知细菌具有相近的亲缘关系，如
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图 ! 以 !"# $%&’ 序列为基础的太平洋 ()$*+* ,*-) 海盆细菌系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 12.-+/"2 ", &2/+.+ 3+)2 425", 125+6 *, %78 /9:; 5+<=+,.+5
“9>”/+0+/5 -* -’+ /+?/+5+,-2-"@+ 12.-+/"2) .)*,+5$ :=A1+/5 ", ?2/+,-’+5+5 /+?/+5+,- -’+ 5+<=+,.+5B 2..+55"*, ,=A1+/ ", C+,42,D$

E’+ ,=A1+/ 2- +2.’ 1/2,.’ ?*",-5 "5 -’+ ?+/.+,-2#+ 5=??*/-+6 1( 1**-5-/2?$ 42/，%FG 5+<=+,.+ 6"@+/#+,.+$

9>HI%F 和 9>%I% 与分离自南极的 !"#$%$&"’ (")*"+*,
#*’ 和!"#$%$&"’ %-)*.*"&"（%78 /9:; 序列相似性分别

为 JKG和 JJG）；9>LIH 与分离自海洋 /")*&$+"01-)
+)2$3$"&"-（JMG）；9>HIJ 代表的 N 个 %78 /9:; 序列

与分离自潮间带底泥的轻度嗜碱菌 4#0"&*($)"5 6",
.-&’*’（JKG）；9>HI7 与分离自生物反应器的兼性好

氧 氯 酸 盐 还 原 细 菌 7’-8.$%$&"’ 09#$)*1*.*’%81"&’
（JJG）；由 9>NIO 代表的 H 个序列与分离自活性污

泥的 40*&-1$+"01-) 6$9&’$&**（JJG）；9>HIK 代表的 N 个

%78 /9:; 序列与分离自 :-*$;&"19*."- 发光器官的

79$1$+"01-)*8% #-*$;&"19*（J7G）；9>NI% 与 9>NIJ 代表

的 7 个序列与 分离自海洋软体动物的 7’-8.$"#1-)$,
%$&"’ -#2"<$(**（ P JMG）；9>7IM 与 分 离 自 海 洋 的

7’-8.$"#1-)$%$&"’ 1-1)"$.$&*’（JJG）。而归属于 2)?’2Q
7)$1-$+"01-)*" 类群的克隆序列与相应的已知细菌的

亲缘关系较远，如 9>OIM 代表的 H 个序列与一类弧

菌形 状 的 磁 细 菌 %78 /9:; 序 列 相 似 性 为 JOG；

9>7IK 与分离自海洋 =9$.$+*8% $)*-&1*’ 的 %78 /9:;
序列相似性为 JNG；9>OI% 代表的 H 个序列与分离

自海洋的 =$’-$+"01-) 5?$ C;RQ%FJ 的 %78 /9:; 序列
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相似性为 !"#。归属于另一分支的克隆序列，与已

分离到的细菌亲缘关系较远（ $ !%#），而与海洋非

培养细菌类群具有较近的亲缘关系，如 &’()* 代表

的 ( 个 +,- .&/0 序列 !! # 相似于来自北冰洋底泥

的非培养革兰氏阳性细菌；&’+)1 与来自深海底泥

的序 列 具 有 !2# 的 同 源 性；&’()+ 代 表 的 ( 个

+,- .&/0序列 !!#相似于南极大陆架的底泥一个

非培 养 序 列；&’,)+1 代 表 的 两 个 +,- .&/0 序 列

!(#相似于来自西太平洋的一个非培养细菌。

! 讨论

通过对细菌 +,- .&/0 序列所进行的系统发育

分析可知太平洋帕里西维拉海盆中的细菌具有丰富

的多样性，他们主要分布在 !"#$%#&’($%")’ 的 34563 亚

群，73883 亚群和海洋非培养细菌类群。有 (*#的

序列与 !*%+,#’-$%"#.#/’* 属的菌株具有较高的 +,-
.&/0 序列相似性，可能代表太平洋帕里西维拉海盆

细菌的优势种群。与其它海域深海底泥细菌多样性

的非培养研究相比较，!*%+,#’-$%"#.#/’* 属在 93.:;3
<.=;>6 中尚无报道，在日本附近海域深海底泥中细

菌优势种类属于 !*%+,#.#/’*，而不属于 !*%+,#’-$%"0
#.#/’*。另外部分克隆序列在系统发育树上所处的

位置 明 显 区 别 于 已 报 道 的 细 菌 种 类。位 于 !"#0
$%#&’($%")’ 的 34563 亚群的 * 个序列和位于 !"#$%#&’(0
$%")’ 的 73883 亚群中的 &’()2，&’*)(，&’1)+ 以及

它们所代表的序列与相似菌株的 +,- .&/0 序列同

源性均低于或等于 !?#［+"］，&’,)+1 所代表的两个

序列与来自西太平洋的非培养序列的 +,- .&/0 序

列的相似性为 !(#。可能代表了太平洋帕里西维

拉海盆中潜在的新的分类单位。这些均反映了太平

洋帕里西维拉海盆中具有独特的细菌组成。

与克隆序列具有高 +,- .&/0 序列相似性（ @
!?#）的 1’-#.#/’* 2’")’&)-)*，1’-#.#/’* .%"),)’/’，

3()/%$#&’($%" 4#5/*#/) : 和 !*%+,#.#/’* 属的细菌均报

道曾被发现于深海，这反映了深海底泥中细菌在种

类上的相似性。另外，本实验获得了一些克隆序列

与非 深 海 环 境 中 的 细 菌 具 有 较 高 的 相 似 性（!
!2#），如与 &’(), 的 +,- .&/0 序列 !!# 相 似 的

!*%+,#.#/’* (5-#")$),)*.+$’/* 来自于生物反应器，3-0
(’/)2#"’6 4’,%/*)*，!*%+,#’-$%"#.#/’* %-7’8#2)) 和 9’")0
/#&’($%" &"7#:#/’% 虽然来自海洋，但不是来自深海，

表明这些细菌种类分布在更广泛的生态环境中。本

工作根据 +,- .&/0 序列分析，获得了有关该地点细

菌多样性的初步认识，同时具有较低的（ $ !?#）

+,- .&/0序列同源性的序列可能代表着的新的细菌

分类单位。而要认识这些细菌的生态学作用，还要

发展合适的培养方法获得它们。
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:;;< = :;;> 年《微生物学报》审稿专家名单
按姓名汉语拼音排序

以下专家在 9;;) 年（全年）和 9;;5 年（部分）为本刊审阅过稿件，在此谨向您表示衷心地感谢！为编辑部审阅稿件给专家

们增加了额外的工作量，但是本着对作者、读者和期刊负责的原则，审稿又是一件非常重要的事情。为了扩大学术影响、促进

微生物学科的发展，同时也为了提高《微生物学报》的质量，本刊编辑部希望您今后能够继续给予支持。

白逢彦 鲍时翔 蔡文启 蔡永峰 曹竹安 陈冠军 陈洪章 陈剑平 陈民钧 陈润生 陈三凤 陈文新 程光胜

程元荣 储 炬 丁 鉴 丁久元 丁明孝 丁清泉 东秀珠 董志扬 方 勤 方维焕 冯德荣 高培基 高 松

葛 诚 耿运琪 弓明钦 龚建华 龚祖埙 郭三堆 郭志儒 何朝族 何秀良 何忠效 赫荣乔 洪 健 胡丰林

胡福泉 胡学智 胡远扬 还连栋 黄 力 黄大! 黄年来 黄秀梨 黄耀煊 黄耀玉 吉鑫松 焦瑞身 焦新安

江 宁 姜道宏 姜文侠 蒋立科 荆玉祥 阚 飙 柯家骏 孔宪刚 雷肇祖 黎高翔 李 元 李电东 李阜棣

李季伦 李琦涵 李若瑜 李士东 李永泉 李育阳 李越中 李祖义 梁 龙 梁宗琦 廖延雄 林 敏 刘华珍

刘会洲 刘如林 刘双江 刘湘涛 刘杏忠 刘秀梵 刘志敏 刘志培 娄无忌 陆 健 陆承平 陆德如 吕国忠

罗信昌 马德钦 马清钧 马贤凯 马延和 闵 航 倪汉文 潘兹书 钱世钧 钱新民 邱并生 曲音波 茹炳根

阮继生 邵宗泽 沈 萍 盛 军 施巧琴 苏国富 孙 明 孙君社 孙万儒 孙忠富 谭华荣 唐 宏 唐国敏

唐亚林 陶天申 田杰生 王 东 王敖全 王惠莲 王慧敏 王金生 王守一 王锡锋 王修垣 王以光 王用楫

王有智 王在时 王正祥 文华安 吴 润 吴加全 吴克刚 吴庆余 夏春谷 夏桂先 向 华 肖 天 谢 红

刑建民 徐 冲 徐冠珠 徐建国 许建和 严 杰 杨海花 杨汉春 杨怀文 杨建民 杨廉婉 杨苏声 杨希才

杨秀山 杨蕴刘 姚 斌 于嘉林 喻子牛 袁 生 袁勤生 袁正宏 袁志明 袁中一 张 杰 张 正 张博润

张楚瑜 张惠展 张建中 张曼夫 张小青 张渝英 张兆山 章克昌 赵立平 赵乃昕 赵小凡 郑天凌 周俊初

周培瑾 周雪平 周宇光 朱 军 朱 祯 朱宝泉 朱关福 朱厚础 朱庆裴 朱圣庭 朱伟云 朱玉贤 诸葛健

庄文颖 庄玉辉

Q( 期 谢 华等：太平洋帕里西维拉海盆细菌多样性的非培养的初步分析


