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摘  要：从太平洋多金属结核区东区两个站点沉积物中直接提取环境总基因组，通过 PCR 及 TA

克隆分别构建了 16S rRNA 基因文库。经序列分析结果表明，两个文库共 93 个克隆分属 13 个类

群，包括 α变形菌纲，β变形菌纲，γ变形菌纲，δ变形菌纲，浮霉菌门，酸杆菌门，噬纤维菌-

黄杆菌-拟杆菌群，硝化螺旋菌门，放线菌门，绿弯菌门，厚壁菌门，异常球菌-栖热菌门和 OP11

类群。其中，γ 变形菌纲的细菌在两个站点沉积物中都是优势种群，变形菌纲，浮霉菌门，放线

菌门，噬纤维菌-黄杆菌-拟杆菌群，硝化螺旋菌门是两个站点共有的细菌类群。DOTUR 和

LIBSHUFF 数据分析结果表明，两个站点的沉积物均具有丰富的细菌多样性，并且物种组成具有

显著性差异。 
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Abstract: The environmental total DNAs were directly extracted from two sediment samples from 

Pacific polymetallic nodule province (112.9503°W, 11.8849°N, water depth of 4160m; 145.3514°W, 

8.3740°N, water depth of 5257m). Two bacterial 16S rRNA gene libraries were generated using PCR 

and TA cloning. Phylogenetic results indicated that 93 clones could be divided into 13 phylotypes, 

including Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria, 

Planctomycetes, Acidobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroidetes (CFB), Nitrospira, 

Actinobacteria, Chloroflex, Firmicutes, Deinococcus-Thermus and candidate division OP11. 16S rDNA 

sequences from members of Gammaproteobacteria dominated two sediments samples．Proteobacteria 

(Alpha-, Gamma-, Beta-, Delta-), Planctomycetes, Acidobacteria, CFB, Nitrospira appeared in two 

sediments samples. DOTUR and LIBSHUFF statistics of 16S rDNA gene sequences from the two 

libraries revealed major differences, indicating a high richness in the sediment bacterial communities 

and considerable variability in bacterial community composition among regions. 
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深海是指海洋水深 1000 米以下的部分，占海洋总体积的 75%[1]。深海具有高压、

低温和低营养水平等特点。深海微生物在整个海洋生态系统的生物地化循环中起着重

要的作用，同时由于深海微生物所处的特殊环境，使其在工业生产上蕴含着潜在的利

用价值。所以研究深海微生物的多样性，有助于深入地掌握深海微生物的分布特征及

其在整个海洋生态系统中的功能与作用，对于开发利用深海微生物资源具有重要的意

义[2]。 
目前通过分离培养的方法获得的深海微生物较少，比如部分嗜冷菌和嗜压菌。一

般认为，传统培养方法仅能获得 0.1-10%的微生物种类[3]，而且很难全面地反映环境

微生物多样性及其生态系统结构和功能。近年来，随着分子生物学的迅猛发展，采用

非培养方法（culture-independent method）[4]及相关技术使人们能够对环境微生物的多

样性进行更准确的分析。其中基于PCR的 16S rDNA测序法应用最为广泛。 
中国太平洋多金属结核区面积 7.5×104 km2, 分为东区和西区。这两个区域都属

结核区，但海底理化环境特征有着明显的区别[5]。本文采用 16S rDNA测序法，应用

MEGA，DOTUR和LIBSHUFF软件分析比较了结核合同区东区两个站点沉积物的细菌

多样性，旨在初步了解该区域不同站点间的细菌组成和分布情况。 
 
1 材料和方法 
1.1 样品采集 

实验所用的深海沉积物样品由“大洋一号”科考船于 2005 年 8 月用电视多管沉

积物采样器在我国多金属结核合同区的东区所采集，分别为：EP2005-04 站

（112.9503°W，11.8849°N，水深 4160m），沉积物类型为硅质粘土；ES0505 站

（145.3514°W，8.3740°N，水深 5257m），沉积物类型为钙硅质粘土。样品采集后，

分装于无菌的 10 ml 样品管中，-20℃保存。 
1.2 主要试剂和仪器 

蛋白酶 K（Merck），溶菌酶（Sigma），pMD 18-T vector（TaKaRa），PCR 仪（PTC-100 
Bio-RAD），DNA 胶回收试剂盒（Axygen），高速冷冻离心机（Beckman J-25），台式

冷冻离心机（Eppendorf），分光光度计（Ultrospec 2100 Pro），引物由上海生工合成。 
1.3 环境总基因组 DNA 的提取 

采用改进后的Zhou提取法[6]：1g沉积物样品（湿重）加入 10ml脱腐缓冲液[7]，60
℃水浴 5min，3000g离心 5min，弃上清，重复洗涤一次。加入 4.5ml DNA抽提缓冲液

（100mM Tris-HCl (pH 8.0)，100mM Na2EDTA (pH 8.0)，100mM Na3PO4 (pH 8.0)，
1.5mol/L NaCl，1% CTAB），水平放于摇床中振荡（37℃，90rpm），30min，加入溶

菌酶至终浓 5mg/ml，继续振荡 30min，加入 0.5ml 20％ SDS，65℃保温 30min；冷

却至室温，加入 25μl蛋白酶K（20mg/ml），37℃水浴保温 2h。6000g离心 10min，将

上清液转移入新的离心管，沉淀重复抽提 2 次，步骤为：往沉淀中加入 1.9ml DNA抽

提缓冲液及 0.1ml 20％ SDS，65℃水浴 10min，6000g离心 5min。合并上清液，加入

等体积酚/氯仿/异戊醇（25:24:1）抽提后再加入等体积氯仿/异戊醇（24:1）重复抽提

一次，以 0.6 倍体积的异丙醇沉淀DNA（冰浴 1h），16,000g离心 20min，沉淀用 70% 
乙醇洗涤两次，真空干燥后用 500µl TE溶解。简单纯化后－20℃保存备用。 
1.4 16S rRNA 基因 PCR 扩增、克隆和测序 

将 提 取 的 DNA 为 PCR 扩 增 的 模 板 ， 使 用 细 菌 通 用 引 物 27F(5’- 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)和 1492R(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)。PCR
反应体系(50μl)：5μl 10×PCR Buffer，3μl MgCl

作

2(25 mmol/l)，0.5μl dNTP 
Mixtures(10 mmol/l)，1μl引物(4 μmol/l)，Taq DNA聚合酶 1U。PCR反应条件：95



℃ 10 min；94℃ 45s，50℃ 45s，72℃ 75s，30 个循环；72℃ 10min。1% 琼脂糖凝

胶电泳检测PCR扩增结果，并用DNA胶回收试剂盒纯化目标产物。 
采用 pMD18-T vector Kit 进行连接，以 E. coli TOP10 为宿主，蓝白斑方法筛选阳

性转化子，快速提取质粒，1% 琼脂糖凝胶电泳检测插入片段大小，将含有正确插入

片段的克隆子送测。测序由国家人类基因组南方研究中心完成。 
1.5 构建系统发育树、 

得到的序列首先提交到RDPⅡ数据库，利用在线检测工具CHECK-CHIMERA检

测嵌合体，去除嵌合体后的有效序列通过GenBank的BLASTN程序搜索高同源序列，

采用 ClustalW 程序进行多序列匹配排列，然后通过 EGA 4.0 程序中的

Neighbor-Joining方法，采用Jukes-Cantor计算模型，对变性菌纲和其它类别的细菌分

别构建系统发育树，bootstrap值设定为 1000。利用PHYLIP软件包中的DNADIST程序

计算距离矩阵，利用DOTUR软件

M

[8]生成稀释曲线（Rarefaction curves）及比较分析两

个站点的细菌种群多样性，通过LIBSHUFF软件[9]来比较 16S rDNA克隆文库间的差异

性。 
1.6 数据库存取号(Accession number) 

16S rRNA 基因序列在 GenBank 核酸数据库中的登陆号为 EU675763-EU675845。 
 
2 结果 
2.1 总基因组 DNA 的提取和 PCR 扩增 

从 1g深海沉积物中分别获得了约 450 ng (EP2005-04)和 420 ng (ES0505)的环境总

DNA，大小约 23 kb。通过脱腐缓冲液[7]的前裂解洗脱所提取的DNA，经简单纯化就

能顺利进行PCR扩增，所得到的DNA产物为单一条带，片段大小约为 1.5 kb。 
2.2 细菌 16S rDNA 系统发育分析 

每个站点随机选取 50 个含正确插入片断的克隆子测序，经 CHECK-CHIMERA
分析去除嵌合体后，EP2005-04 站和 ES0505 站的有效序列数分别为 46 和 47，有效

长度均大于 1350 bp。 
针对变形菌门(proteobacteria)和其它类群细菌分别构建系统发育树(图 1、图 2)，

结果显示，93 个克隆分属于 13 个类群，多数属于α变形菌纲(Alphaproteobacteria)，γ
变形菌纲 (Gammaproteobacteria) ，δ变形菌纲 (Deltaproteobacteria) ，浮霉菌门

(Planctomycetes)和酸杆菌门(Acidobacteria)，其余分别属于噬纤维菌-黄杆菌-拟杆菌群

(Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroidetes，CFB)，硝化螺旋菌门(Nitrospira)，β变形菌

纲(Betaproteobacteria)，放线菌门(Actinobacteria)，绿弯菌门(Chloroflexi)，厚壁菌门

(Firmicutes)，异常球菌-栖热菌门(Deinococcus-Thermus)和candidate division OP11[10]，

还有 8 个克隆不能确定系统发育地位(Unclassified A-E)。其中 22 个序列与已知的可培

养细菌 16S rDNA序列有较高的同源性(表 1)，其他大多数序列与来自海洋沉积物的

非培养序列同源性最高，个别序列与其他环境非培序列同源性最高，而与已知的可培

养细菌序列同源性很低。 

从变形菌纲的系统发育树中发现太平洋多金属结合区沉积物中变形菌纲类群包

括 4 个亚群：Alpha、Beta、Gamma 和 Delta 亚群。其中 γ 变形菌纲类细菌在两个站

点都是优势种群，其在 EP2005-04 和 ES0505 两个文库的有效序列中所占的比例分别

为：21.7%和 27.7%。有 9 个有效序列分属于军团菌目(Legionellales)、假单胞菌目

(Pseudomonadales)、海洋螺菌目(Oceanospirillales)、黄色单胞菌目(Xanthomonadales)
和肠杆菌目(Enterobacteriales)，其他序列分属于非培养方法获得的克隆。α 变形菌纲

在两个文库的有效序列中所占的比例是：10.9%和 14.9%，有 7 个有效序列分属于红



 
图 1 基于细菌 16S rRNA 序列的太平洋多金属结核区变形菌纲的系统发育树 

Fig 1 Phylogenetic tree reconstructed from 16S rRNA sequences of Proteobacteria from Pacific polymetallic nodule 

province EP2005-04 (P) and ES0505 (S) 
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图 2 基于细菌 16S rRNA 序列的太平洋多金属结核区其他类群细菌的系统发育树 

Fig 2 Phylogenetic tree reconstructed from 16S rRNA sequences of other bacteria from Pacific polymetallic nodule 

province EP2005-04 (P) and ES0505 (S) 



杆菌目(Rhodobacterales)和根瘤菌目(Rhizobiales)。β变形菌纲在两个文库的有效序列

中所占的比例是：2.2%和 6.4%，且全部与可培养的细菌有较高的序列相似性，分属

于亚硝化单胞菌目 (Nitrosomonadales) 、奈瑟菌目 (Neisseriales) 和伯克氏菌目

(Burkholderiales)。δ变形菌纲在两个文库的有效序列中所占的比例是：8.7%和 14.9%，

且全部序列分属于非培养方法获得的克隆。 
根据其他类群细菌的系统发育树，可以将其他类群细菌分为浮霉菌门、酸杆菌门、

CFB、硝化螺旋菌门、放线菌门(High G+C G+)、绿弯菌门(Chloroflexi)、厚壁菌门(Low 
G+C G+)、异常球菌-栖热菌门和candidate division OP11。其中在EP2005-04 和ES0505
两个文库的有效序列中浮霉菌门(17.4%和 6.4%)和酸杆菌门(8.7%和 10.6%)所占比例

相对较高，除了 2 个有效序列分属于拟杆菌门和异常球菌-栖热菌门，剩余其他类群

细菌来自非培养方法获得的克隆。 
 

表 1 太平洋多金属结核区沉积物部分细菌 16S rDNA 序列分析结果 

Table 1 Partial bacteria 16S rDNA phylotype affiliations from the sediments of Pacific polymetallic nodule province 

province EP2005-04 (P) and ES0505 (S) 

Representative clone of 

clone group 
GenBank No. 

Numbers of 

total clones 
Nearest phylogenetic relative Similarity%

Alpha proteobacteria     
P2 EU675764 3 Ochrobactrum sp. X-16 100% 
S26 EU675825 1 Ochrobactrum sp. LS 16S 100% 
S30 EU675829 2 Ochrobactrum sp. X-16 99% 
S35 EU675833 1 Roseovarius pelophilus strain G5IIT 96% 

Beta proteobacteria     
P31 EU675786 1 Ralstonia sp. 9RC-10 100% 
S3 EU675804 1 Ralstonia sp. 9RC-10 100% 
S13 EU675813 1 Neisseria sp. J01 99% 
S22 EU675822 1 Nitrosospira sp. Nsp57 98% 

Gamma proteobacteria     
P5 EU675767 1 Acinetobacter sp. w2 100% 
P8 EU675770 1 Citrobacter freundii, strain:C3-1 100% 
P36 EU675790 1 Coxiella burnetii strain VR145 94% 
P58 EU675802 1 Alcanivorax sp. Mho1 94% 
S7 EU675807 1 Acinetobacter junii strain 2R11 100% 
S17 EU675817 1 Stenotrophomonas maltophilia 99% 
S29 EU675828 1 Moraxella sp. 'Morax. M1' 100% 
S45 EU675840 1 Stenotrophomonas sp. OS17 99% 
S50 EU675845 1 Stenotrophomonas sp. JRL-2 99% 

Bacteroidetes     
S12 EU675812 1 Ulvibacter litoralis strain KMM 3912 94% 

Deinococcus-Thermus     
S41 EU675838 1 Thermus kawarayensis 97% 

 
2.3 细菌 16S rDNA 文库多样性分析 

根据EP2005-04 和ES0505 两个站点分别获得的 16S rDNA序列，对序列之间的相

似性比较，将具有大于 97%相似性的克隆序列归于同一个操作分类单元(OTU)[8]，都

为 40 个。通过DOTUR软件生成稀释曲线（图 3），并得出两个站点的多样性指数值

（表 2）。分析结果表明：（1）EP2005-04站的Chao1和ACE丰富度指数值均大于ES0505
站，说明前者的细菌多样性高于后者；（2）EP2005-04 的Shannon-Weaver多样性指数

值略高于ES0505 站，Simpso 优势度指数值略低于ES0505 站，说明EP2005-04 站的细

菌多样性程度略高于EP2005-04 站；（3）两站点稀释曲线均接近于 1:1 参考线，该线

n



是在假定每个克隆都分属一个OUT前提下所得出的直线。同时两个站点在文库克隆数

分别是 46 和 47 的基础上，可分别划分为 40 个OTU，说明两个站点都具有较高的多

样性，而ES0505 站的稀释曲线要比EP2005-04 站先趋于平缓，说明前者的种群多样

性略逊于后者，这与多样性指数所反映的结果一致。 
 

表 2 太平洋多金属结核区沉积物细菌多样性指数值 

Table 2 Measures of bacterial diversity from the sediments of Pacific polymetallic  

nodule province at 0.05 evolutionary distance 

 Formula EP2005-04 ES0505 

Bias-corrected Chao1 文献[8,11] 179.2 115.5 

Abundance-base Coverage 

Estimator (ACE) 
文献[8,11] 188.6 124.0 

Shannon index (H’) 



S

i
ii PPH

1

ln'  3.59 3.56 

Simpson index (D) 
 




S

i

ii

NN

nn
D

1 )1(

)1(
1 0.0087 0.0102 

S, the number of OTUs in the samples; N, total number of clones in the samples; ni, the number of clones in an OUT; Pi, 

the proportion of clones in the ith species. 

 
图 3 太平洋多金属结核区沉积物细菌 16S rDNA 序列稀释曲线 

Fig. 3 Rarefaction curves using bacteria 16S rDNA sequences from the sediments of Pacific  

polymetallic nodule province at 0.05 evolutionary distance 

 

为了比较两个站点克隆文库间是否存在显著性差异，应用LIBSHUFF软件进行数

据分析[9]（图 4），得出了同源覆盖率曲线(Homologous coverage curve)，异源覆盖率

曲线(Heterologous coverage curve)，两曲线间的差异曲线⊿C，以及描述⊿C显著性的

参数P，结果表明，两个站点的细菌种群组成有着显著性的差异（P=0.001）。 



 
图 4 太平洋多金属结核区 EP2005-04 站和 ES0505 站细菌 16S rDNA 文库 LIBSHUFF 分析 

Fig. 4 LIBSHUFF analysis of bacterial 16S rDNA from EP2005-04 (X) compared to ES0505 (Y) clone libraries 

同源覆盖率曲线(Homologous coverage curve, ■)Cx=1-(Nx/n)，异源覆盖率曲线(Heterologous coverage curve, 

●)Cxy=1-(Nxy/n)，两曲线差异⊿C=(Cx-Cxy)2，⊿C的显著性通过P描述。n为X文库的克隆数，Nx表示在X文库中

独特(unique)的序列数，Nxy表示X文库中那些在Y文库中没有的序列的数目，Nx和Nxy取决于进化距离(D)。实线

表示在不同进化距离(D)下的⊿C or (Cx-Cxy)2，虚线代表随机化样品的⊿C(P=0.05)。 

 
3 讨论 

针对太平洋多金属结核区两个站点的深海沉积物样品进行细菌多样性分析，结果

表明，γ变形菌纲类细菌在这两个沉积物样品中均为优势类群，这一结论与分布于太

平洋其他位点的深海沉积物细菌多样性报道一致[12-15]。徐美香等[12]发现我国多金属结

核区西区深海沉积物的细菌分属于六个大类，其中γ变形菌纲是该区的优势细菌类群，

而徐宏翔等[15]对该结核区东区ES0502 站深海沉积物不同层次的细菌系统发育分析表

明，γ变形菌纲是该站点的优势细菌类群。国内外对于深海多金属结核区细菌多样性

的研究报道较少，本研究中各类群细菌具体组成上与国内外该结核区的研究报道有所

不同。其中S29、P5 和S7 克隆分别归属于γ变形菌纲中假单胞菌目的Moraxella (莫拉

菌属)和Acinetobacter (不动杆菌属)。以往的研究表明，假单胞菌属为γ变形菌纲中一

个重要的分支，并且普遍存在于深海中[14-16]，而从深海环境中发现莫拉菌属和不动杆

菌属的报道并不多。S17、S45、S50 克隆归属于γ变形菌纲中黄色单胞菌目的

Stenotrophomonas属，有报道指出，这种类似于假单胞菌的细菌从太平洋深海无脊椎

动物中分离得到，且对这些无脊椎动物有致病性[17]。S36、S39、S47、P10、P28 和

P44 克隆与来自其它海洋沉积物[14,18,19]的克隆序列相似性大于 98%，这说明这些细菌

在深海沉积物分布的广泛性。S16、P1 和P40 克隆在γ变形菌纲系统发育树（图 1）中

聚集成一个簇（NB1），它们与已知 16S rDNA序列的相似性在 87-90%，推测这类细

菌可能是代表γ变形菌纲下的未知物种。 
α变形菌纲类细菌在海洋环境中分布比较广泛[20]，包括海水、深海沉积物、深海

热液口等。本研究中P2、S26、S30 克隆分属于α变形菌纲下的Ochrobactrum (苍白杆

菌属)，该属细菌通常出现在土壤中，有的寄生在植物根部，有报道有些能降解海洋

中的多环芳烃(PAHs)，该类细菌在海洋环境中可能起到降解污染物的作用。β变形菌

纲类细菌通常所占比例较少，本研究在构建系统发育树时，发现它和γ变形菌纲聚集

在同一个分支中，可能这些β变形菌纲类细菌与γ变形菌纲有较近的亲缘关系。δ变

形菌纲类细菌大多数为硫酸盐还原菌[21]，然而本研究中除了S42 克隆与可培养的硫酸

盐还原菌较远的亲缘关系（81%相似性），其他细菌克隆都是分属非培序列，其中部



分序列与已知 16S rDNA序列同源性低于 90%，由此说明这些细菌可能是δ变形菌纲

在结合区东区新的分支。其他细菌类群中，浮霉菌门和酸杆菌门的比例较高，但都是

非培分支。酸杆菌门类群主要分布在深海热液口沉积物[21]和热泉周边土壤中[22]，本

研究所发现的该类细菌大多数与东地中海南爱奥尼亚深海沉积物[18]中的同类细菌亲

缘关系较近（95-97%相似性），说明该类群在深海沉积物中确有分布。浮霉菌门类

群在本研究中的同源序列来源较广，其中P7 和P47 克隆与可培养浮霉菌有相对高的同

源性（88%和 91%相似性），说明深海环境中的该类群微生物的可培养化仍待进一步

研究。 
α变形菌纲，γ变形菌纲，β变形菌纲，δ变形菌纲，浮霉菌门，酸杆菌门，CFB，

硝化螺旋菌门是太平洋多金属结合区两个站点共有的细菌类群。放线菌门(High G+C 
G+)和厚壁菌门(Low G+C G+)类细菌仅在EP2005-04 站点发现，而绿弯菌门，异常球

菌-栖热菌门和OP11 类细菌仅在ES0505 站点发现。此外，浮霉菌门类细菌在两个站

点的种群丰度相差较大，其在EP2005-04 站和ES0505 站的有效序列中所占的比例分

别为：17.4%和 6.4%。造成这种差异的可能原因之一是沉积物的性质。虽然两个站点

同属于太平洋多金属结核区东区，但由于结核区地质环境的复杂多变，采样点位置的

不同会使两个沉积物样品的物化性质有所差别，因此其细菌组成也会有所不同，说明

微生态构成对环境的适应性。值得注意的是，ES0505 站中得到的S41 克隆与Kurosawa
等 [23]分离自日本热泉的嗜热菌Thermus kawarayensis 较高相似性 (97%)。通常

Thermus属细菌主要分布在陆地热泉，在深海热液口沉积物中也有报道，说明深海沉

积物中的细菌多样性可能还受其他因素的影响，而引入一些外源性的物种。 

有

应用LIBSHUFF软件分析得出两个站点间的细菌种群组成存在显著性差异，这一

结果同时体现在不同站点的系统发育树上，其拓扑结构间的差异同样十分明显。

LIBSHUFF能很好的对文库间的重叠率进行检测，但是Stach等[24]人提出它对系统发育

分类并不敏感，也就是说当两个种群组成相近的文库进行LIBSHUFF数据分析时，它

可能会得出两个文库构建自同一群落 (identical community, P=1.00)的结论。尽管本研

究中从两个个站点挑取的克隆数不多，但通过LIBSHUFF数据分析能明显说明两站点

克隆文库间存在的不同，即两站点间的细菌种群组成存在显著性差异。 
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