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南海北部巴士海峡深海沉积物中细菌多样性分析水 

孙慧敏 一，戴世鲲 一，王广华 一，谢练武 一，李翔 
(1．中国科学院海洋生物可持续利用重点实验室，广东 广州 510301；2．中科院研究生院，北京 100049) 

摘要：从南海北部巴士海峡深海沉积物中提取到高质量的总DNA，通过 TA克隆构建了含有23个可操作分类单元 

(OTU)的16S rRNA基因文库，选择各OTU中代表性克隆子进行测序与系统发育分析，结果表明，南海北部巴士海 

峡深海沉积物中细菌在系统进化树中至少分属于 9个类群：其中放线菌 Actinobacteria，变形细菌 Proteobaeteria， 

和浮霉菌 Planctomycetes为优势种；其他细菌如疣微菌 Verrucomicrobia，鞘脂杆菌 Sphingobacteria，硝化螺旋菌门 

(Nitrospira)，绿弯菌 Chloroflexi，厚壁菌 Firmicute，酸杆菌Acidobacteria等为非优势种群；另外有两个克隆子属于 

未知种群 。在所获得的 23个代表克隆子序列中，有 11个序列与已知细菌的同源性 ≤95％，占到了所有序列的 48％， 

这一结果说明在南海北部巴士海峡海区具有非常丰富的微生物多样性，这一海 区蕴含着大量未知的微生物资源， 

因而值得进行进一步的研究探索。 
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Phylogenetic diversity analysis of bacteria in the deep—sea sediments from the Bashi 

Channel by 1 6S rDNA BLAST 
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Abstract：Using modified DNA extraction and purification method．high—quailty environmental DNA was obtainedfrom 

deep．sea sediments of the Bashi Channel in the northern South China Sea．Diversity of eubacteria was studied by PCR． 

ARDRA and sequence analysis of 1 6S rDNA and compared with the published sequences in the GenBank．Based on the 

ARDRA profile generated．1 l 8 clones from the l 6S rDNA library were divided into 23 operational taxonomic units r0TUs)． 

Phylogenetic analysis showed that the representative clones of the 23 0UT fell into nine groups：Actinobacteria(26％)，Pro— 

teobacteria(22％)，Planctomycetes(1 8％)，Verrucomicrobia(4．5％)，Sphingobacteria(4．5％)，Nitrospira(4．5％)，Chloroflexi 

(5％)，Firmicutes(4．5％)，and Acidobacteria(4．5％)，repspectively．Among the 23 clones，there was no clone being identical to 

the known 1 6S rDNA sequences in the Ribosomal Database Pro ect small subunit RNA database．In this clone 1ibrary 11 

clones had 1ess than 95％ similarity to rDNA sequences retrieved from the DNA databases．The results suggested that bacterial 

population in the Bashi Channel of the northern South China Sea iS very diverse in phylogeny and there are the massive HD— 

known microorganism deserve further studying and exploration as valuable resources． 

Kev words：South China Sea；deep—sea sediment；bacteria diversity 

海洋蕴藏着丰富的资源，与人类的生存和社会 

发展息息相关，研究海洋，开发海洋已经成为解决 

当今世界面临的人口，资源与环境三大问题的重要 

途径。地球表面有超过 50％的面积被深海大洋所覆 

盖，据报道，深海沉积物中的微生物总量占到了全 

球生物总量的 10％以上[”。然而由于深海低温，高 
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压的独特环境，以及其他一些未知的原因，在目前 

的条件下，这些微生物中只有 0．o0l％到 1％可以被 

培养，因此仅靠传统的微生物培养方法，还不能完 

全模拟深海环境下微生物的生源生态来探讨深海沉 

积物中的微生物区系组成及其多样性分布特点，更 

无从谈起深海微生物资源的有效利用。在过去的近 

20年里，基于 16S rRNA的分子生物学方法由于不 

依赖于微生物培养而正在被广泛地应用到深海沉积 

物中微生物群体的研究中。目前的研究表明，用 

DNA 分析技术所揭示的环境样品中的微生物多样 

性比可培养微生物的多样性要高得多[2,31。 

巴士海峡位于西太平洋南中国海，是中国台湾 

岛与菲律宾巴坦群岛之间的海峡和连通太平洋与南 

中国海的重要国际水道，也是西太平洋一个具有重 

要战略意义的海域。巴士海峡还是一个地震多发区， 

是西北太平洋的大浪区之一，属热带海洋性气候。 

目前关于南海深海沉积物的研究主要集中在南沙海 

区，对南海北部巴士海峡附近海区的研究尚未见报 

道。本文通过构建 16S rRNA基因文库，对采集于巴 

士海峡深海沉积物样品的细菌多样性进行了初步的 

分析和探讨。 

l 材料和方法 

1．1 样品采集 

本文研究的沉积物样品是由中国科学院南海海 

洋所“实验 3号”科学考察船于2006年 9月中科院南 

海北部公开航次中采自南海北部巴士海峡附近海区 

2730m 深的 E307采样位点的表层沉积物。采集的 

样品立即放置在一20℃冰箱中封存，直至用于试验。 

1．2 引物 

基因组扩增引物使用细菌通用 PCR 引物， 

27F(5’一AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’1和 

1500R(5’-AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC-3’)； 

16S rDNA文库所用的Takara的pMD18-T载体，扩 

增引物为M4：(5’．GTT TTC CCA GTC ACG AC．3’1 

和 RV：f5’．CAG GAA ACAGCTATGAC．3’)。上述 

引物均由上海英俊生物技术有限公司合成。 

1．3 沉积物中 DNA的提取与纯化 

沉积物中的微生物总 DNA 的提取采用的是 

SDS．酚氯仿抽提法[4]的改进方法。具体步骤为：称 

取 5 g深海沉积物样品，加入 5mL 0．1 mol·L pH 8．0 

磷 酸 缓 冲液 ，旋 涡振 荡 1min。加 入 溶 菌酶 

(100mg·mL )1251aL，使终浓度为2．5mg‘mL_。，同时 

加入 EDTA(0．5mol·L～)200gL，室温振荡 1 5min，放 

置冰箱 30min，加 1500gL 10o4 SDS振荡处理 

15min，离心，分装 EP管，9000rpm，离心 25min， 

取上清。加酚 一氯仿一异戊醇(1：1体积)，抽提 1次， 

9000rpm，离心25 min，取上层液体(下层为酚一氯仿 

一 异戊醇，中间为沉淀下的蛋白质等杂质)。加 0．6倍 

体积的异丙醇，室温放置 1h，离心，收集沉淀。70％ 

乙醇清洗 2次，200 TE溶解，得到粗提的DNA。 

将粗提的 DNA 进行琼脂糖凝胶电泳，然后紫 

外灯下把 DNA区域切下，然后再使用的 Takara公 

司的凝胶 回收试剂盒进行纯化，详细步骤参照说 

明书。 

1．4 16S rDNA全长序列的PCR扩增纯化以及文库 

的构建 

采用细菌 16S rDNA扩增通用引物27F(5’．AGA 

GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’1和 1500R(5’一 

AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC一3’)进行 PCR 

扩增，PCR的反应条件为：95 oC预变性 2min，然后 

94oC 30s，55 oC 40s，72 oC 2min，循环 30次，72℃延 

伸 10min。用 Takara公司的凝胶回收试剂盒对 PCR 

扩增产物进行纯化，然后将回收得到的产物克隆到 

Takara公司的PMD18一T载体上，并转化到DH5et感 

受态细胞中，接种到含有 X．gal和氨苄青霉素的 LB 

培养基上，37~C过夜培养 12h左右，挑取具有氨苄青 

霉素抗性的白色转化子，构建 E307沉积物样品的 

16S rDNA文库。 

1．5 ARDRA酶切分型与 16S rDNA序列测定 

对文库中的白色转化子做菌落 PCR，进一步筛 

选阳性克隆子，然后用Taq I进行 ARDRA分析，筛 

选得到不同的多态性序列，再对照编号摇菌，提取 

质粒，送去广州拓普公司进行 DNA序列测定。 

1．6 进化树的构建及系统发育分析 

将测序得到的序列，用Blast程序对照GenBank 

数据库中所有的序列进行比对，找到与这些序列最 

为接近的细菌的 16S rDNA部分序列，确定其大致 

的分类地位，然后用 Clustal X 进行序列比对分析， 

再用 MEGA软件f版本 4．1)构建系统进化树，自举 

值为 1000 

2 结果 

2．1 DNA的提取与纯化 

本文中采用 SDS．酚氯仿抽提法的改进方法来 

提取总 DNA，经电泳发现条带出现一定拖尾，但是 

主带还是较亮的。另外粗提的DNA因为含有腐殖酸， 

重金属等杂质，故而呈浅褐色，这些杂质在后面经 
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试剂盒纯化回收后基本消除，纯化后的 DNA 因为 

去除了PCR反应中的抑制因子，可以直接进行 PCR 

扩增。 

2．2 文库的构建及 Taq I酶切图谱分析 

从文库中挑取白色菌落 240个，通过菌落 PCR 

法进行插入片段检测，阳性率为 85％。挑取阳性克 

隆 118个进行 Taq I酶切和 ARDRA分析(图 1)，得 

到23个 OTU，每种挑选一个 16S rDNA克隆产物进 

行 DNA序列测定，从中得到有效序列 23个。 

2．3 代表序列的系统进化关系分析 

利用 BLAST程序与 GenBank基因库中相关序 

列比对的结果见表 1。 

结果表明测定的南海北部巴士海峡海区沉积物 

中的 23个有效的 16S rDNA序列具有非常丰富的 

图 1 部分克隆子的Taq I酶切图谱 

1．15：15个具有 Taq I酶切图谱带型的典型克隆；M： DL2000 

Fig．1 Taq I Macrorestriction Map of partial clone 

多样性，涵盖 了放线菌 门(Actinobacteria)，变形 

细菌门(Proteobacteria)，浮霉菌门(Planctomycetes)， 

疣微 菌 门(Ve r ru c omi c robi a)，鞘脂杆 菌 门 

(Sphingobacteria)，硝化螺旋菌f](Nitrospira)，绿弯 

菌门(Chloroflexi)，厚壁菌门(Firmicutes)，酸杆菌门 

(Acidobacteria)共九个门，其中放线菌(高 G+C革兰 

氏阳性细菌)，变形细菌和浮霉菌为优势群落。放线 

菌序列共有6个，占总测序序列的26％；变形细菌 5 

个，占22％，其中包含了 a(1个)、13(1个)、y(3个) 

三个亚门；浮霉菌 4个，占 18％，此外；疣微菌，鞘 

脂杆菌，硝化螺旋菌，绿弯菌(绿非硫细菌)，厚壁菌 

(低 G+C革兰氏阳性细菌)，酸杆菌等类群各 1个序 

列，占 4．5％；另外还有两个分类地位没有明确的序 

列，占到了 9％。由克隆子的亲缘关系(表 1)可知： 

Actinobacteria中的 4个克隆子与沉积物样品来源 

的细菌亲缘关系相近，另外 MSE307—293与来自地 

中海东部深海火山口附近的一株不可培养的未知 

细菌(AY592559)有 99％的相似性。Proteobacteria 

中有 3个克隆子与海洋环境克隆子亲缘关系相 

近，其中克隆子 MSE307．3 15与来 自深海沉积物中 

的不可培养的细菌(AB015571)亲缘关系最为相近。 

Planctomycetes有 2个克隆子与来自东太平洋的深 

海 沉积物 中的细菌 亲缘关 系相近 。Nitrospira和 

Acidobacteria的各一个克隆子分别与来自太平洋和 

表 1 南海北部 巴士海峡海区 b克隆的序列分析 

Tab．1 16S rDNA sequence analysis in the northern South China Sea 



热 带 海 洋 学 报 Vo1．29，No．3／May,2010 

地中海的深海沉积物的细菌的亲缘关系相近，另外 

MSE307．348克隆子还与来自日本冲绳岛南部的热 

泉区的一株不可培养的细菌(AB305470)有较高的同 

源性。其他克隆子则与一些来自海绵和珊瑚的共附 

生细菌，陆生土壤以及生物反应器中的细菌亲缘关 

系最为相近。对所有测定的23个克隆子进行的聚类 

分析 表明，两 个分类地 位不 明的克隆子 中的 

MSE307—356被归人了Planctomycetes类群(图2)，它 

L--_一 

0．O2 

图 2 南海北部巴士海峡海区沉积物中 16SrDNA序列的系统进化树 

Fig．2 Phylogenetic tree of 1 6S rDNA sequences in the deep．sea sediments from the Bashi Channel ) 

本文采用的是Neighbor-joining法构建NJ树，以古细菌Methanobacterium sp．GH 和Methanothermobacter sp THUT3为外类群，MSE—XXX 

代表本文中获得的序列号，MSE为样品编号，XXX为克隆子编号，括号中的名称为 GeneBank中的序列号。 
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与日本冲绳岛附近海槽的热泉沉积物的一个细菌序 

YO(AB305474)有较高的同源性。与 MSE307—337最 

为相近的分类地位 明确的是一株 Firmicutes类群的 

细菌(EU043851)，但同源性只有 88％，而与其同源 

性最高的是一株来自太平洋边缘的沉积物中的不可 

培养 的细菌(AB177252)，在聚类分 析 中，它和 

ABl77252被自动的划归到 Planctomycetes类群f图 

2)，但它与Planctomycetes细菌的 16S rDNA序列之 

间的差异很大，我们推测可能存在这样一类与现在 

发现的Planctomycetes类群有差别的细菌。 

挑取每门细菌的代表序列 l～2个构建系统发 

育树如图 2所示 。 

3 讨论 

3．1 沉积物 中总 DNA提取、纯化和 PCR扩增 

在 16S rDNA测序法整个过程 中，DNA提取 、 

纯化和PCR扩增等步骤的操作都影响着最后系统发 

育分析的结果【6J，为减少这方面的误差，我们在试 

验中进行了一些改进：DNA提取采用的是SDS一酚氯 

仿抽提法的改进方法，获得了长度可达 20—4O kp的 

DNA片断；本实验使用的是 Takara公司的DNA凝 

胶 回收试剂 盒，多次 尝试后发 现，以纯 化后 的总 

DNA作为模板扩增时将其稀释到 50倍扩增效果最 

佳。此外，Kreader等l7】认为在 PCR反应体系中加入 

BSA或者gp32蛋白，可以明显减少抑制物的抑制作 

用。另外 Hansen等 】还发现 16S rDNA模板的侧翼 

序列也会干扰 PCR反应的进行造成偏好性扩增，一 

方面可以通过改变引物解决由此引起的偏好性扩 

增，本实验中通过的是减少PCR循环数来减少 PCR 

过程中偏好性。 

3．2 细菌 16S rDNA文库的构建 

南海海域面积辽阔，蕴含的丰富的生物资源， 

近些年来已经有对于南海海底沉积物细菌多样性的 

报道，但这些报道多集中在南海南部，西沙群岛等 

海域，对于南海北部巴士海峡海区海底沉积物的报 

道还属首次。该样品采自深海．2730米，受陆生微生 

物的影响较小，因而可以准确地反映出该海区的微 

生物群落的多样性。 

本文通过构建 16S rDNA文库进行分子分析。 

针对文库的大量阳性克隆，我们通过 ARDRA 分析 

进行初步分型，在尽可能保证全面的同时减少了测 

序克隆子的数量。选用不同的限制性内切酶分型效 

果有显著差异，我们需要一种酶切位点特异性较高 

的酶。根据以往的实验发现 Taq I能有效区分不同 

属的细菌，特别是放线菌f9】，因此用于本实验。 

测序得到的细菌的有效序列，经过与 GenBank 

文库的比对，得到了与数据库中同源性最接近的 23 

个细菌的序列，相似性最高为 99％，最低为 88％， 

其中有 11个序列与发表在基因文库中的序列的同 

源性≤95％，占到了所有序列的 48％。值得注意的 

是，GenBank中这23个对应序列中有 18个属于通过 

分子生物学手段得到的不可培养的细菌的序列，占 

到了所有序列的 78％，只有 5个为可培养得到的， 

这些不可培养的细菌(包括两个没有明确分类地位 

的序列)，大多来 自于海洋环境，这一方面表明文库 

的细菌多样性非常高，另一方面也表明该海区沉积 

物中可能蕴含着丰富的未被培养的微生物资源，因 

而可以在优化难培养微生物的培养条件及检测手段 

方面进一步的摸索。 

本研究表明南海北部巴士海峡海区沉积物中微 

生物的最大类群是 Actinobacteria，占到了所有测序 

克隆子的 26％，这与之前国内外有关海洋沉积物中 

微生物 的多样性研 究 中所报道 的最大类 群为 

Proteobacteria的结果有所不同。Proteobacteria类群 

是海洋细菌中一个很大的类群，同时作为深海沉积 

物的一个主要类群【1⋯，不同海区深海沉积物的中的 

Proteobacteria类群的结构也有很大差异，太平洋帕 

里西维拉海盆5010m深处沉积物中 变形杆菌和 

变形杆菌为优势细菌种群『l ；东北太平洋结核合 

同区西 区附近沉积物(5027m)中 变形杆菌也为 

最主要的细菌类群【 ；在南海西沙海槽沉积物 

中 以 6-Proteobacterium 占多数 引，南海南沙海槽 

沉积物中以 y-Proteobacterium 和 fl-Proteobacterium 

占优 势 ，而 日本 海 沟 深 海 沉 积 物 中是 以 

y-Proteobacterium 为主，其次是 0【．Proteobacterium 

和 fi-ProteobacteriumI】UI J，本文研究表明，从该沉 

积物样品中测序获得的 16S rDNA序列中的次优势 

类群是Proteobaeteria类群，并且涵盖了0c、 、 三 

个亚门，其中以 y-Proteobacterium 占多数，在陆地 

土壤环境和海水中占优势的0【一Proteobacterium在海 

洋沉积物中很少甚至没有发现，本文的 5个这一类 

群的克隆子中有 1个属于 oc．Proteobacterium类群， 

可能原因是本海区距离台湾岛比较近，受到了陆生 

环境 的影响。 

Planctomycetales在本文的细菌群落中也占到 

了很大比例，这个类群一般在浅海沉积物中较多分 

布，在南海西沙海槽沉积物中这个类群也占了很高 

比例【l ，原因可能为浅海来源的细菌因为洋流等原 

因(巴士海峡海区属于西北太平洋的大浪区，并且有 

太平洋最强 的海流一 黑潮经过)，在深海 区沉积下 
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来。值得注意的是，在海洋沉积物中经常发现的革 

兰氏阳性细菌(包括 6个高G+C的Actinobacteria和 

1个低G+C的Firmicutes)在本文所测定的23个序列 

中出现了 7个，所占比例很大，6个 Actinobacteria 

中有 3个同样来 自太平洋等地的深海沉积物样品， 

这说明了 Actinobacteria在深海沉积物中应该是广 

泛分布的，这与之前相关文献报道的，这一类群的 

细菌在深海沉积物中的丰度比较低l】 ，多在近海和 

浅海沉积物中发现[16,17,18,19 的结果有所不同，尤其 

是在同属南海的南沙海区未发现明显与革兰氏阳性 

细菌相关的序yt]l 叭，另外关于从海洋中发现的革兰 

氏阳性细菌的真正来源，也还有待于进一步的探 

讨。我们还发现，其中 1个克隆子与来自盐土沼泽 

地的一株 Sphingobacteria菌同源性最高，目前国内 

外关于这类细菌的文献很少，曾在韩国 Jeju的海滩 

沉积物中被分离出来一株属于 Saprospiraceae科的 
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