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广东金山温泉沉积物中原核与真核微生物多样性初步分析 

肖凯，曹理想，陆勇军，周世宁* 
(中山大学生命科学学院, 有害生物控制与资源利用国家重点实验室，广州 510275) 

摘要：【目的】本研究旨在采用不同的 PCR 引物对广东省恩平市金山温泉的高温水底沉积物微生物

多样性进行初步的分析。【方法】采用改进的玻璃珠法抽提温泉沉积物中环境基因组 DNA，通过对

用 4 对引物分别扩增得到的原核微生物 16S rRNA 基因和真核微生物 ITS 序列的分析，将所得到的

数据与国际基因数据库 GenBank 进行相似性比较并构建系统发育树。【结果】研究发现原核类群 G

的 14个优势克隆中 7个都属于蛭弧菌属（Bdellovibrio）。与它们最相似的序列是从海洋中分离到的

两个菌株 Bacteriovorax sp. NE1 (EF092445)和 Bdellovibrio sp. JS5 (AF084859)，相似性分别为 96％

和 99％。原核类群 X的 4个序列主要属于蓝细菌类群，其中 JS－X2与在美国黄石公园温泉发现的

Uncultured Cyanobacterium (L35331)有 95％的相似性，并且与已经全基因组测序的嗜热蓝细菌聚球

藻 Thermosynechococcus elongatus BP-1 (47118315)有 89％的相似性。真核类群 Z有三个类群，分别

是 Penicillium sp.，Lodderomyces sp.和 Gloeotinia sp.。其中大部分序列与青霉属相似性在 88％~    

90％之间。【结论】所得到的结果显示金山温泉中的微生物多样性十分丰富。 
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温泉中的微生物不仅具有特殊的生理机制和独

特的基因，而且其生态系统相对比较简单、稳定，对

此环境的研究有助于对微生物生态学的认识和相关

研究方法的建立 [1-3] ,而对微生物多样性的了解是研
究温泉微生物的重要方面。 

迄今，对温泉高温环境下的生物多样性的了解并

不完全 [4]，这主要由于人工很难完全模拟温泉的生

境，因而无法很好地建立微生物群落的结构及其功能

(即代谢活动)之间的联系 [5]。这在一定程度上是由于

传统微生物技术的局限性所造成的。 
基于 rRNA系统发育框架发展起来的分子生物学

技术使得对不同生境中的微生物群落进行全面而快

速的分析成为可能。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[7]。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 [8,9]。国内云南

大学对云南腾冲温泉也进行过系统研究[2]。目前，对

细菌 16S rRNA基因、真核微生物的 ITS序列的选择
性扩增、克隆和比较分析已被广泛应用于分类学、生

态学以及进化生物学等领域的研究 [21]。本研究利用

ARDRA（扩增 rDNA 限制性酶切片段分析）方法分
析温泉环境下细菌和放线菌的 16S rRNA基因以及和
真菌的 18S rDNA ITS区的遗传变异性，从而提供有
关温泉环境下耐热微生物类群的结构及其多样性的

初步信息。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品采集：采样地点广东省恩平市金山温泉，
泉涌区自然水温常年达 80℃以上露天泉涌 300多处，
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日流量 2000多立方米。采样点水温为 68.5℃，pH为
8，偏碱性。用 500 mL的取样管取底泥后，立即放入
液氮灌中保存，取水样 1 L用保鲜袋扎紧后放入保温
瓶中保存，5 h内运回实验室。 
1.1.2  主要试剂和仪器：pMD18-T 载体、MspⅠ、
HaeⅢ内切酶、Taq DNA 聚合酶、dNTP （TaKaRa
公司）；100bp Marker （北京鼎国公司）；引物由
广州赛百胜生物技术公司合成。DNA 凝胶回收试剂

盒（上海华瞬生物技术有限公司）。SynGene genius
凝胶成像系统(USA)；PTC-100 PCR仪(MJResearch)；
GS-15R型台式冷冻离心机(Beckman)；常温台式离心
机(Eppendorf)。 
1.1.3  菌株：大肠杆菌（Escherichia coli）DH5α为
本实验室保存。 
1.1.4  引物: 表 1 为用于原核 16S rDNA片段以及真
核 ITS间隔区片段扩增的引物。 

 
表 1  用于原核 16S rDNA 片段以及真核 ITS 间隔区片段扩增的引物 

Table 1  The sequences of 5 sets of primers used to amplify 16S rDNA segment of prokaryote and ITS segment of Eukaryote 

Primer Target site Sequence(5′→3′      ) Group name Reference 

Uni515f 515-534 GTGCCAGCMGCCGCGGTAA [11] 
Uni1406R 1406-1423 GACGGGCGGTGTGTRCA Prokaryote group G [11] 
16F 8-27 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG [20]，[6] 

1492R 1510－1492 GGTTACCTTGTTACGACTT 
Prokaryote group X 

[20]，[6] 

Arch21F 21-41 TTCCGGTTGATCCYGCCGGA [8] 
1496R 1514-1496 TTACCTTGTTACGACTTGG 

Archea group A 
[8] 

ITS1F ITS 间隔区  CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA [10]，[17] 

ITS4R ITS 间隔区  TCCTCCGCTTATTGATATGC 
Eukaryote group Z 

[10] ，[17] 

* Instruction: Primers of Group G are universal primers for Bacteria, Archaea; Primers of Group X are specify for bacteria; Primers of 
Group A are specify for Archaea and primers of Group Z are specify for Eukarya.[11] 

 

1.2  样品总 DNA 
由于温泉的底泥与一般陆地环境中的土壤样品

有很大的不同，其成胶状，因而对常用的细胞破碎和

总 DNA提取的玻璃微珠法[18，22]进行了改进： 
称取 5 g样品于碾磨上，加入 5 g玻璃微珠，用

碾磨棒将其混匀后，加入液氮，再用碾磨棒用力碾磨，

反复几次，使样品完全成为泥状。称取 4 g混合物于
10 mL无菌离心管中，加入 3.6 mL磷酸盐裂解 buffer， 
0.4 mL 20％的 SDS溶液。4℃，13000×g 离心 20 min，
上清加入 300 μL 5mol/L KAc，1 mL 40％PEG8000，
混匀置于−20℃冰箱至少 30 min。4℃，13000×g 离
心 20min，弃上清。加入 500 μL 2×CTAB，68℃温
浴 1 h，平分成 2个 1.5 mL EP管。加入等体积的氯
仿/异戊醇，上下颠倒混匀至少 5 min，10000×g 离
心 5 min，取上层。加等体积异丙醇混匀，室温下沉
淀至少 10 min，13000×g 离心 10 min弃上清。200 μL 
70％酒精沉淀一次，13000×g 3 min 弃上清。加入   
20 μL TE(PH=8.0)溶解 DNA。 
    同时为了检测处理过程中对 DNA裂解的影响，
将同一沉积物样品分为五份，分别编为 1−5号。其中，
1和 2号样品采用上述传统方法提取，不同的是 1号
采用液氮冻融，2 号采用冰水冻融。3 和 4 号采用的
是加入液氮于碾钵中，再用 68℃裂解。以上 4个样品

在裂解过程中都经过 4次剧烈的涡旋振荡。5号样品
直接加液氮于碾钵中，碾磨 10 min，不经过 68℃    
裂解。 

1.3  16S rDNA 全序列的 PCR 扩增和纯化 
采用 5 对引物（表 1）对总 DNA 进行扩增，分

别扩增 5个类群 rDNA。PCR反应条件: 94℃ 4 min;  
94℃ 45 s，X℃ 45 s，72℃ 1 min,循环 26次；72℃   
10 min。其中引物 Uni515F和 Uni1406R对应原核类
群 G，退火温度 50℃；引物 16F 和 1492R 对应原核
类群 X，退火温度 54℃；引物 Arch21F 和 1496R 对
应古菌类群 A，退火温度梯度在 50℃~60℃，每个梯
度间隔 1℃；ITS1F 和 ITS4R 对应真核类群 Z，退火
温度 50℃。将 3 种类群 PCR 扩增产物经浓缩及割胶
纯化之后备用。 

1.4  克隆文库构建以及 ARDRA 分析 
根据 pMD18 T-vector 的操作说明书将所得到的

PCR纯化产物连接于 T载体（TaKaRa），再采用 CaCl2

法转化到 E.coli Dh5α 感受态细胞。每个类群随机挑
取 96 个克隆子，采用载体上的 M13 引物进行菌落
PCR，反应条件为：94℃ 30s，55℃ 30s，72℃ 90 s，
30个循环；72℃ 10 min，4℃保存。将得到的菌落 PCR
产物用两种内切酶 HaeⅢ和 MspⅠ对菌落 PCR 产物
进行酶切。根据酶切图谱选择不同操作分类单元
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(Operational Taxonomic Units, OTUs) 的代表克隆子
送上海生工生物技术公司进行 DNA 序列测定，同时根
据公式 C＝1−n1/N （N代表分析的有效 16S rDNA克隆
数，n1 则代表在 16S rDNA 克隆文库仅出现过一次的
OTU的数量。）计算克隆文库的 Coverage（C）值。 

1.5  序列分析与进化树的建立 
将测序结果输入 GenBank，通过 BLAST程序在

GenBank（www.ncbi.nlm.nih.gov）中进行相似性搜索，
并从比对后所得的结果中找到相似度比较高的序列

进行比对分析，应用 Clustal X 1.81 进行 DNA排序，
应用 MAGA4.0 软件对序列进行裁减，再用此软件中
包含的 ClustalX 1.8 进行 DNA 排序对齐排序后使用
N-J 法构建系统进化树，经重复取样 1000 次，进行
bootstrap 值分析，最后得到可信度最高的一棵。
GenBank的收录号附于序列名称后。 

2  结果和讨论 

2.1  总 DNA 的提取 
从图 1中可以看到，4种不同的处理方法得到的

DNA条带都在 23 kb以上，表明都能够提取到 DNA，
但是 DNA的质量有细微差别。其中 3，4号 DNA条
带的拖带比较严重，说明此种处理样品的方法过于剧

烈，不利于得到长片段的完整 DNA。1号样品的点样
孔中有比较明显的荧光，说明此种方法可能得到的蛋

白质和其他杂质比较多。2 号和 5 号样品的条带比较整
齐并且亮度很高，两个样品点样孔中看不到有荧光。 

 
 

图 1  沉积物基因组 DNA 电泳图谱 
Fig. 1  Genome DNA extracted from the sediment. M=λ-HindⅢ.   
1. freeze with liquid nitrous; 2. freeze with ice; 3, 4. crush with pestle; 
5. crush with liquid nitrous. 
 

2.2  PCR 扩增  
如图 2所示，用两对细菌的 16S rRNA基因引物

扩增同一个总 DNA 样品，扩增产物的大小原核类群
G约为 900 bp，原核类群 X约为 1500 bp,真核类群 Z
约为 700 bp。符合预测结果。但古菌类群 A未见特异
性扩增条带。 

 
 
图 2  3 种类群微生物 rDNA 的 PCR 结果 
Fig. 2  PCR amplification results of 3 groups of microbial DNA.A: 
Prokaryote Group G; B: Prokaryote Group X; C:  Eukaryote Group 
Z. 1, 2. 16S rDNA; 3. ITS1, ITS4 and 5.8S rDNA; M.100bp DNA 
Marker. 
 
2.3  PCR 产物酶切分型 
    将得到的菌落 PCR 产物用两种限制性内切酶的
消化，每条 rDNA被内切酶消化为 2~4条 100~500 bp
的条带。 

2.4  四种类群的克隆文库的覆盖率 
利用覆盖率的公式计算出每种 OTU(Operational 

Taxonomic Unit)的克隆子个数，绘制成 4个克隆文库
的克隆子分布图。结果显示（图 3），原核类群 G 中
有 6 个 OTU 属于优势类群，分别占到了克隆子数的 

 
图 3  3 种类群文库克隆子 PCR-ARDRA 酶切谱型分布 
Fig. 3  Profiling of PCR-ARDRA patterns from 3 rRNA gene 
libraries. A:Distribution of ARDRA patterns from Prokaryotic 
Group G; B: Distribution of ARDRA patterns from Prokaryotic 
Group X; C: Distribution of ARDRA patterns from Eukaryotic 
Group Z. 
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9.3%、6.3%、5.2%、6.3%、5.3%、3.1%。原核类群

X 则主要存在两个优势类群，分别占克隆子数的 40%

和 10%。真核类群 Z存在 3个优势类群，分别占克隆

子总数的 32.2%、29.1%和 10.4%。 

2.5  系统发育树分析 
2.5.1  原核类群 G 的 16S rDNA 序列系统发育分析： 

从原核类群 G中挑取 6个 ARDRA分型上占优势
的 OTU 的克隆子和 13 个非优势 OTU 的克隆子进行
序列分析。系统发育树(图 4)显示其中 7 个都属于蛭

弧菌属，分别是 JS-GU20，JS-GU17，JS-G37，JS－
G29，JS-GM2，JS-G42，JS-G41。与它们相似的序列
是从海洋中分离出来的两株菌株  Bacteriovorax sp. 
NE1 (EF092445)和 Bdellovibrio sp. JS5 (AF084859)，
相似性分别为 96％和 99％。JS-GM15 在进化树上显
示和假单孢菌目中的不动杆菌属（Acinetobacter）有
很高的相似性。而 J S - G M 5 和 J S - G M 1 7 则和 
Gulbenkiania mobilis (AM295491)分在同一分支里，
此菌为分离自葡萄牙一处理后的废水中，实验室培 

 
 

图 4  原核类群 G 16S rRNA 序列系统发育树分析(NJ) 
Fig. 4  Neighbor-Joining tree constructed showing the phylogenetic relationships among 16S rRNA gene sequences of Prokaryotic 
Group G and their closely related sequences downloaded from GenBank etc. The numbers at the nodes indicate the bootstrap values 
(>50%) based on neighbor-joining analyses of 1000 resample data sets. Bar: 2 nucleotide substitutions per 100 nucleotides of 16S 

rRNA gene sequence.



肖凯等：广东金山温泉沉积物中原核与真核微生物多样性初步分析./ 微生物学报(2008) 48(6)                             721 
 

 

养温度为 30℃。 JS-G25 和 JS-G23 和梭菌属的
Clostridium proteolyticum (X73448)分在同一支，它们大
多为化能异养菌，最适温度为 10℃~65℃。JS- GU13和
放线菌属的 Streptomyces heteromorphus strain OSS 34 
(EU124566)有很 98％的相似性，此菌株曾用于生产抗
生素 C-2801X，这种抗体是一种新型的头孢霉素的抗生
素。JS-G34和一株不可培养的 Acidobacteria bacterium 
(AB288589) 有 99％的相似性，此株菌是在日本某水稻
田中发现的。JS-G32、JS-G24和 JS-G32都处于绿弯菌
门，其中 JS-G24和玫瑰菌属的 Roseiflexus castenholzii 
DSM 13941 (CP000804)有 99％的相似性。绿弯菌门
(Chloroflexi)是一类通过光合作用产生能量的细菌，它
们具有绿色的色素是兼性厌氧生物。 
2.5.2  原核类群 X的 16S rDNA序列系统发育分析：
原核类群 X的系统发育树（图 5）显示的 4个序列中

3个属于蓝细菌类群。其中 JS-X2与在美国黄石公园
的温泉发现的 Uncultured cyanobacterium (L35331)有
95％的相似性，并且与已经全基因组测序的嗜热蓝细
菌聚球藻〔 Thermosynechococcus elongatus BP-1 
(47118315)〕有 89％的相似性。该藻的特征是缺少使
饱和脂肪酸去饱和的基因，比其他蓝藻具有更多的热

休克蛋白基因 [9]。 JSX8 与 Roseiflexus castenhol-
zii(AB041226)的相似性达 95％。JS-X6 和 JS-X31 都

与属于绿菌科（Chlorobium）的 Pelodictyon luteolum 
DSM 273 (CP000096)有 96％的相似性，这株菌已
经由美国能源部进行了全基因组测序。 
2.5.3  真核类群 Z的 ITS-rDNA序列系统发育分析：
真核类群 Z的系统发育树（图 6）显示，所得的 OTU
可被归为 3 个类群，分别是 P e n i c i l l i u m  s p .，
Lodderomyces sp.和 Gloeotinia sp.其中大部分和青霉

 

图 5  原核类群 X 16S rRNA 序列系统发育树分析(NJ) 
Fig. 5  Neighbor-Joining tree constructed showing the phylogenetic relationships among 16S rRNA gene sequences of Prokaryotic Group X and 

their closely related sequences downloaded from GenBank etc.The numbers at the nodes indicate the bootstrap values (>50%) based on 
neighbor-joining analyses of 1000 resample data sets. Bar: 5 nucleotide substitutions per 100 nucleotides of 16S rRNA gene sequence. 

 

图 6  真核类群 Z ITS rRNA 序列系统发育树分析(NJ) 
Fig. 6  Neighbor-Joining tree constructed showing the phylogenetic relationships among ITS and 5.8S rRNA gene sequences of Prokaryotic 

Group Z and their closely related sequences downloaded from GenBank etc. The numbers at the nodes indicate the bootstrap values (>50%) based 
on neighbor-joining analyses of 1000 resample data sets. Bar: 5 nucleotide substitutions per 100 nucleotides of rRNA gene sequence. 
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属相似，但是相似度较低，只有 88%~90%，而且独
立成为一支，所以这些克隆子所代表的菌株可能来自

新的种群。而 JS-Z22 与 JS-Z33 与路德酵母属的
Lodderomyces elongisporus strain CBS 2606 
(AY391845.1)和 strain YF12c (EF394941)有 99%的相
似性。与 JS-Z89 归在同一支的 Gloeotinia temulenta 
(DQ235697)属于植物病原菌，他们 BLAST结果相似
性只有 84%。 

3  讨论 

3.1  关于 DNA 提取方法 
从 4种提取方法中可以看到 3号和 4号样品降解

较为严重，5 号样品的带型最整齐，2 号样品的量最

多。从温泉环境分析，猜测可能是由于生长在此种环

境中的微生物的最适温度都在 60℃以上并且抵御外

界不利环境的能力很强，因而在细胞壁没有破坏之前

DNA 的降解都很少，但是一旦细胞壁破碎之后再采

用剧烈的方法，那么 DNA很容易降解。2号样品与 5

号样品对比，可以发现 5 号样品 DNA 量较少，那么

可以知道，由于没有使用 68℃进行蛋白质变性，因而

有可能一部分 DNA 仍然被一些蛋白质结合而无法提

取到。综合以上结果，2 号样品采用冰水混合物冻融

的的提取方案是最佳方案。 

3.2  关于序列比对方法 
由于采用 pMD18-T 载体克隆 16S rRNA 基因

的 PCR 产物时，16S rRNA 基因的插入并没有方向

性。进行序列分析时，我们只选用了载体多克隆位点

上游  5′端的引物  M13(+)作为测序引物进行单向测

序，因此得到 16S rRNA 基因  5′端和 3′端的序列

是完全随机的。但是不管测序得到的序列长度是否能

够包含整个 16S rRNA基因的序列，总是能够在序列

中找到其中一个正向或者反向的 16S rRNA 基因引

物。而只有所有序列都处于同一方向所构建的进化树

才是最有可靠的，因而建立的亲缘关系与实际还是有

很大差别的。因而最优的做法是选择一对引物中的正

向引物在所得序列中进行搜索，能够找到匹配碱基的

序列则说明此序列已经是处于正向。再在那些不能找

到匹配碱基的序列中搜索反向引物，如果得到匹配碱

基，则说明这些序列是处于反向的，那么则将这些序

列反向互补得到其正向序列。如果一条序列既无法找

到正向引物也无法找到反向引物，那么有可能这条序

列是非特异性扩增结果，同时也有可能是测序过程中

单个碱基误差，这个时候需要降低碱基的搜索精度，

配合人工检查来完成。最后将重新排列好方向的测序

所得序列和 GenBank 中所得的序列进行比对，裁去

两头的多余序列，使得所有序列两头对齐。对于

GenBank中的序列方向问题，虽然 NCBI没有官方的

说明，但是个人将 GenBank 中所得的序列直接与已

经确定的正向序列比对所得到的系统发育树是最符

合实际分类标准的。关于此问题的讨论和解释还未在

正式出版物中见到。  

3.3  关于扩增古菌类群 
本实验尝试采用古菌引物 Arch21F 和 1492R 引

物对[8]采用梯度 PCR对温泉环境 DNA进行扩增，结

果没有出现特异性扩增条带。可能的原因是此引物对

于发酵环境中的甲烷类群的古菌有很强的偏爱性，但

是对于温泉中普遍存在的泉古菌的扩增效果不好。在

后续针对此环境的古菌 rDNA扩增实验，可能需要改

换新的引物。 

3.4  群落分布的特征 
在原核类群 G中，有一半的 OTU克隆子属于蛭

弧菌属(Bdellovibrio)，而根据一般文献报道[23]，寄

生型蛭弧菌生长，要求 pH6.0~8.5；温度 23℃~37℃，

低于 12℃，高于 42℃时均不生长。并且未见有关嗜

热的蛭弧菌的报道，但是由于在实验过程中能够污染

到这种菌的可能性非常小，因此可以确定这些相似序

列是来自于金山温泉的沉积物中。在 Susana 等对蛭

弧菌 B．bacteriovoru基因组中 LexA调控系统的研究

发现 Lex A基因与蓝细菌的 Lex A蛋白有选择的结合

作用，而不能被其它细菌的 Lex A蛋白所识别。因此

推测蛭弧菌的生存与蓝细菌有很大的相关性，而从实

验结果中发现原核类群 X中大部分是属于蓝细菌的。

对于蛭弧菌适应高温环境的机制，可能的假设是首先

蛭弧菌寄生于其它细菌体内，因此寄主的内部温度可

能会比外界无机环境温度要低，其次在进化过程中一

些热激蛋白对蛭弧菌的基因组以及代谢过程起到保

护作用。 

     从结果中可以看到 3 种引物的偏爱性是非常明

显的，原核类群 X的细菌通用引物在扩增温泉中的环

境微生物中偏向于蓝细菌类群而对于原核类群 G 所

采用的Universal原核扩增引物的效果却是非常令人满意

的，它扩增的序列分布于蓝细菌（Cyanobacterium）和

变形菌（Proteobacterium）中，而后者是目前已知细
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菌中涵盖比例最大的一部分。因此原核类群 G的引物

是 3 种引物扩增结果中最能反应环境微生物多样性

的。但是从所得到的测序后比对结果来看，G引物对

于蛭弧菌属(Bdellovibrio)有明显的偏爱性，但是这种

偏爱性只影响特定类群的丰度而对研究环境中的微

生物多样性影响较小。 

    真核微生物所显示的多样性并不高，可能的原因
主要有以下几点: (1) 嗜热的真核微生物相比于嗜热
原核微生物的保护机制可能更加完善，在提取 DNA
的过程中，可能一部分耐热真核微生物的 DNA 无法
被提取出来；(2) 方法的偏爱性，PCR扩增产物可能
并不能代表初始模板中全部来源的序列；(3) 同时引物
的偏爱性使得我们对环境微生物多样性的认识也会有影

响，由于高温环境下的真菌与海洋中以及常规的陆地真

菌的保守序列可能有很大的差别，目前所采用的引物序

列可能不能反应此种生态环境下的优势类群。但是，由

于高等生物适应极端环境的能力不如低等生物，因而所

得到的多样性比原核类群低，这点是符合预期的。 
所得到的序列和已知序列表现出来的相似性都

不是很高，因而温泉中的这部分真核微生物资源还有

待深入研究，由于温泉的高温环境相对于垃圾填埋场

等人工发酵堆来说更加原始，因此保留下来的微生物

资源有其独特性。这些微生物资源的进一步利用还有

待于耐热微生物培养技术的改进和不依赖培养的分

子生物技术的发展。 
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A molecular view of microbial diversity in sediment of the 
Jinshan hot spring, Guangdong province  

Kai Xiao, Lixiang Cao, Yongjun Lu, Shining Zhou*  
(State Key Laboratory for BioControl, College of Life Sciences, Sun Yat-sen (Zhongshan) University, Guangzhou 510275, China) 

Abstract: [Objective] The aim of this study is to analyze the microbial diversity in the sediment of Jingshan hot spring. 
[Method] We extracted environment DNA from the sediment and then amplified the 16S rRNA genes of prokarotype and 
internal transcribed spacers(ITS) DNA of eukarotype by PCR with specific conservative primers. The PCR products were 
ligated to the T vectors and transformed into Escherichia coli to construct libraries. The libraries were analyzed by ampli-
fied ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) approach. The clones of dominant ARDRA patterns were selected to 
sequence. The sequence similarities were analyzed by using the BLAST programs for searching the GenBank DNA data-
bases. [Results] We identified 14 dominant operational taxonomic units (OTUs) from prokarotype G. group. The Phy-
logenetic tree shows that 7 of them (JS-GU20, JS-GU1, JS-G37, JS-G29, JS-GM2, JS-G42, JS-G41) belong to Bdellovi-
brio. They had the highest similarity to Bacteriovorax sp. NE1 (EF092445) and Bdellovibrio sp. JS5 (AF084859), 96% 
and 99% respectively. Four major OTUs of prokarotype X group belong to Cyanobacterium. One of them, named JS-X2, 
has a similarity of 95% with an uncultured Cyanobacterium (L35331) which was gained from a hot spring of the Yellow-
stone National Park and has a similarity of 89% with Thermosynechococcus elongatus BP-1 (47118315). Most OTUs of 
eukaryotic group have 90% sequences similarity to that of Penicillium sp.. [Conclusion] The results showed that the mi-
crobial diversity in the sediment of Jinshan hot spring is rich. And the result of several clones’ similarity to Bacteriovorax 
sp. showed that there might be a new group of thermophilic Bacteriovorax sp. in the hot spring sediment. 
Keywords: hot spring; sediment; ARDRA; microbe diversity; rRNA gene 
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