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西太平洋“暖池”区沉积物中的细菌类群 
及其与环境的关系*

曾润颖**  赵  晶  张  锐  林念炜  

(国家海洋局海洋生物工程重点实验室, 国家海洋局第三海洋研究所, 厦门 361005) 

摘要    提取西太平洋“暖池”区海底沉积物柱状样不同层次样品的总 DNA, 构建沉积物中的细
菌 16S rDNA克隆文库, 通过 PCR-RFLP分析与序列测定, 对沉积物中的细菌类群及其与环境的
关系进行了分析 . 结果表明 , 该海区沉积物中的细菌分别属于 8 个主要类群 , 其中紫细菌
(Proteobacteria)的γ-亚群为各个层次中的优势菌群, 而科尔韦尔氏菌属(Colwellia)为优势种属; α-
亚群也均有分布; 而β-亚群分布很少. 不同深度之间细菌类群的区别主要在于δ-, ε-紫细菌亚群和
CFB 类群(Cytophaga／Flexibacteria／Bacteroides), 它们在沉积物中的分布均呈现随深度增加而
减少的趋势. 系统发育分析表明, 在各个深度沉积物中各有 18%~30%的细菌与甲烷代谢相关, 
15%~25%的细菌与硫代谢相关, 说明甲烷代谢和硫代谢在该海区的深海物质能量循环中占据着
重要地位.  
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随着深海“热液”生物群的发现, 越来越多的研
究表明在超过地球表面 50%的深海区域中存在着强
烈而独特的生物地球化学过程, 而深海微生物的作
用是这些过程中的关键环节. 由表层海洋生物光合
作用产生的有机碳只有少量能够到达深海, 因此, 深
海生物圈的物质能量循环更多地依赖各种具有不同

代谢类型的微生物, 包括硫氧化还原、甲烷氧化、甲
烷生成微生物等. 目前, 各种深海环境中的微生物多

样性研究已经开展得十分广泛[1~5]. 随着研究的深入, 
人们发现深海微生物在整个海洋环境系统中具有不

可忽视的作用. 以主要温室气体之一的甲烷为例, 约
90%的海洋甲烷循环过程发生在深海沉积物中, 由全
球海底沉积物所产生的甲烷中的碳含量比地球表面

的生物以及陆地泥土含碳量的总和高 4~8倍, 而微生
物在深海甲烷的生成与消耗过程中起着非常重要的

作用[6]. 因此, 近年来深海微生物的研究越来越多地
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聚焦于微生物在深海生态系统的碳、硫、氮等物质循

环中的作用 . 在一些特殊的海底区域 , 例如 “热
液”(hydrothermal vents)区, “冷泉”(cold seep)区中的
微生物多样性及其与环境相互关系的研究开展得尤

为广泛[7~11], 研究结果表明深海微生物对整个海洋环
境的物质和能量循环具有重要的作用.  

西太平洋“暖池”位于从太平洋西部到印度洋东
部的赤道两侧, 长期年平均表层水温超过 28℃, 是海
气相互作用最为强烈的热带海区, 也是全球大气环
流的能源区. 近年来的研究结果表明, 该海区与南方
涛动、厄尔尼诺等现象密切相关, 在调节全球气候方
面起着举足轻重的作用[12,13]. 同时, 西太平洋“暖池”
也是生物类群较多、代谢旺盛、物质循环较快的海区, 
该海区对现代水文循环、全球气候变迁以及生物圈物

质循环有着重要的影响. 因此, 对海底微生物多样性
进行调查, 分析它们与环境的关系, 将有助于全面了
解“暖池”区在全球气候变化中的作用.  

我们采集了西太平洋“暖池”区海底沉积物柱状
样, 提取各层次沉积物中的总 DNA, 构建这些样品
中的细菌 16S rDNA克隆文库. 通过 16S rDNA序列
的比较, 对“暖池”区海底沉积物中的细菌类群进行了
分析, 并对该区深海物质能量循环特征进行了探讨.  

1  材料与方法 

1.1  样品来源 

海底沉积物于 2001年 10~11月间采自“西太平洋
暖池”海域(WP0102, 7°59′24″N, 142°30′00″ E, 水深
1901 m), 用多管采样器采集, 样品为灰白色沙质沉
积物. 样品采集后立即在超净台中以 3 cm为一层进
行分样, 于−20℃下保存带回实验室, 进一步在超净
台内切除表层, 取样品的中心部分进行下一步实验.  

1.2  主要试剂 

DNA 纯化树脂及微型吸附柱为 Promega 公司产
品; Ex Taq DNA聚合酶、MspI和 RsaI等核酸工具酶
均购自 Takara公司; 蛋白酶 K, 溶菌酶及 RNase A等
主要试剂购自 Sigma 公司. 引物合成及 DNA 测序由
上海生工生物工程技术服务有限公司完成.  

1.3  沉积物样品总 DNA的提取 

根据文献[14]的方法加以改进. 取 2 g沉积物泥
土样品(湿重), 加入 2.5 mL DNA抽提缓冲液(100 
mmol/L Tris-HCl (pH=8.0), 100 mmol/L Na2-EDTA 
(pH=8.0), 100 mmol/L 磷酸缓冲液 (pH=8.0), 1.5 
mol/L NaCl, 1% CTAB)和proteinase K(终浓度 200 
µg/mL), 于摇床中水平振荡(37℃, 225 r/min)30 min 
后, 加入 1 mL TE缓冲液和溶菌酶(终浓度 1 mg/mL), 
继续振荡 2 h, 再加入 1.5 mL 20％(w/v)SDS和酸洗的
PVPP终浓度 2％), 65℃水浴 2 h, 6000×g离心 10 min, 
将上清液移入新的离心管. 往沉淀中加入DNA抽提
缓冲液及 20％(w/v)SDS, 65℃水浴 10 min, 6000×g离
心 10 min, 此步骤重复两次. 收集 3次抽提的上清液
于同一离心管中, 加入RNase A (终浓度 200 µg/mL), 
在 37℃下作用 30 min, 加入等体积酚:氯仿:异戊醇
(25︰24︰1)溶液轻轻混匀, 15000×g离心 15 min, 将
上层水相移入新的离心管, 加入 0.6 倍体积预冷的异
丙醇, 于 −20℃中放置 1 h. 在 4℃, 12000×g条件下离
心 10 min, 弃上清, 沉淀用 70%乙醇洗两次, 溶解于
50 µL TE缓冲液, 即得DNA粗提液. 

1.4  总 DNA的纯化 

在粗提 DNA溶液中加入 200 µL DNA纯化树脂, 
充分混匀, 室温放置 20 min后, 转移到微型吸附柱中, 
2000×g 离心 5 min, 用洗涤液清洗两次, 换一干净的
离心管后再用 80％乙醇清洗两次, 每次均经 2000×g
离心 5 min除去洗涤液或乙醇. 最后再换一干净的离
心管, 加入 50 µL无菌水, 70℃水浴 5 min, 10000×g
离心 5 min, 滤液即为纯化后的 DNA, 于−20℃保存. 

1.5  16S rDNA克隆文库的构建 

样品中细菌 16S rRNA基因的PCR扩增采用细菌
通用引物 27F(5′- AGAGTTTGATCCTGGCTCA- G-3′)
和 1492R(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[15]进行. 
PCR反应条件为: 95℃, 1.5 min; 55℃, 1.5 min; 72℃, 
1.5 min; 循环 30次, 72℃延伸 10 min. 

每个样品同时作 5个PCR反应, 将所有产物混合
起来以减少PCR反应中的随机性偏差. PCR产物经低
熔点琼脂糖电泳回收纯化后克隆到pBluescript质粒载
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体上, 并转化E.coli TOP10F’感受态细胞[16]. 通过蓝
白筛选初筛出阳性克隆, 并通过菌落PCR对初筛的克
隆进行插入片段大小的验证 , 所用引物为T7(5′
-TAATACGACTCACTATAGGG 3′)和 T3(5′ AT-
TAACCCTCACTAAAG 3′). PCR反应条件为:   95
℃, 1 min; 51℃, 1 min; 72℃, 1 min; 循环 30次,  72
℃延伸 10 min. 文库用LB培养基(含 15%甘油和 100 
µg/mL氨苄青霉素)于−80℃超低温冰箱中保存.  

1.6  RFLP分析与序列测定 

采用T7和T3引物对克隆进行菌落 PCR, 以菌落
PCR 产物为模板, 采用引物 27F 和 1492R 进行二次
PCR反应. 用限制性内切酶 RsaI和MspI对二次 PCR
产物进行完全酶解, 经  3%琼脂糖凝胶电泳检测, 分
析比较酶切片段的长度和数目从而对转化子进行鉴

定. 经 RFLP 分析后, 对具有不同酶切图谱的克隆进
行测序 . 测序采用 T7 和 T3 以及引物 357F(5′ 
TACGGGAGGCAGCAG 3′)和 1114R(5′ GGGTTGC- 
GCTCGTTGC 3′)进行, 测序结果用 DNAMAN (Ver-
sion 5.0)软件拼接并去除两端的载体序列, 得到了约
1.5 kb的 16S rDNA序列. 

1.7  序列分析 

将所测定的 16S rDNA序列与两个数据库中的已
知序列进行相似性比较分析 , 所用的数据库为
EMBL(European Molecular Biology Laboratory, 
http://www.ebi.ac.uk)和 RDP II (Ribosomal Database 
Project II, http://rdp.cme.msu.edu)数据库. 系统发育分
析采用 Clustal W 1.81软件进行.  

2  结果 

2.1  细菌 16S rDNA克隆文库分析 

西太平洋“暖池”区 WP0102 站位的沉积物柱状
样共分 4层, 样品 A, B, C, D分别对应于 0~3 cm, 4~6 
cm, 7~9 cm和 10~12 cm深度的沉积物. 对这 4层沉
积物分别构建细菌 16S rDNA克隆文库. 从每个文库
中随机挑取 100个克隆进行 PCR-RFLP分析, 对具有
不同谱型的克隆进行测序. 以覆盖率(C)来评估所构
建的文库对环境微生物多样性的体现, 计算公式为 

C＝［1－(n1/N)］×100%, 
其中, N代表所分析的克隆数, n1代表具有不重复序列

的克隆数(16S rDNA序列>97％为重复序列)[17]. 4 个
层次的细菌 16S rDNA克隆文库的分析结果见表 1. 

表 1  深海沉积物细菌 16S rDNA克隆文库分析结果 

样品
挑取的

克隆数
阳性率

/% N 不同 16S rDNA 
基因型数目 

n1 C/%

A 100 79 79 33 27 65.8

B 100 81 81 34 25 69.1

C 100 84 84 20 18 78.6

D 100 75 75 19 8 89.3

 
所构建的 4 个细菌 16S rDNA 克隆文库包含了

65.8%~89.3%的细菌多样性, 其中最深层(样品 D)的
覆盖率最高, 达 89.3%; 上层(样品 A)的覆盖率最低, 
为 65.8%. 由所获得的不同16S rDNA基因型数目可知, 
在整个柱状样中, 表层深海沉积物中微生物的多样性
较高, 深层中较低, 呈现随深度增加而减少的趋势. 

2.2  深海不同深度沉积物中细菌类群分析 

将基因型不同的 106个克隆进行测序, 获得长度
约为 1.5 kb的 16S rDNA序列. 将这些序列与 EMBL
和 RDP II 数据库中的已知序列进行相似性比较, 得
到同样的结果. 在 106个 16S rDNA序列中有 104个
分别属于细菌域(Bacteria)的 8个主要类群, 另有 2个
与数据库中的已知序列同源性很低, 并且根据系统
发育分析结果仍无法确定其所属类群(表 2). 

在同一层次中, 紫细菌(Proteobacteria)类群的γ-
亚群均占据优势, 在 36.4%~52.6%之间, α-亚群也都
有分布, 而β-亚群分布很少. 不同深度沉积物之间细
菌类群的区别主要在于δ-, ε-紫细菌亚群和 CFB类群, 
这三个类群的细菌数在沉积物中均呈现随深度的增

加而减少的趋势. 此外, 还发现少量的浮霉状菌属
(Planctomycete)和革兰氏阳性细菌.  

一般认为, 16S rDNA序列同源性小于 98%, 属于
不同的种, 同源性小于 95%, 则属于不同的属[18]. 通
过与EMBL数据库的比较 , 所测定的 106 个 16S 
rDNA序列分属于 24个不同的菌属, 与RDP II数据库
的比较也得到一致的结果. 在B, C和D 3 个样品中, 
属于科尔韦尔氏菌属 ( C o l w e l l i a )的克隆最多 ,
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表 2  不同层次柱状深海沉积物样品中微生物 16S rDNA序列分析结果 
紫细菌（Proteobacteria） 

样品 
α β γ δ ε 

浮霉状菌 
(Planctomycete) 革兰氏阳性 CFB类群a) 未知 总计 

A 4 0 12 5 6 0 1 5 0 33 
B 6 3 15 6 0 3 0 0 1 34 
C 3 1 11 1 2 0 1 0 1 20 
D 5 1 10 1 0 0 1 1 0 19 
总计 18 5 48 13 8 3 3 6 2 106 

a) CFB类群包括噬纤维菌/屈扰杆菌/拟杆菌群(Cytophaga/Flexibacteria/Bacteroides) 
 
为优势菌属, 样品 A 中的最优势菌属为 CFB 类群的
噬纤维菌属(Cytophaga)(表 3).  
 
表 3  不同层次柱状深海沉积物样品中主要细菌类型分析 

样品 最优势菌属 
及所占比例/% 

与甲基代谢 
相关的菌属

/% 

与硫代谢 
相关的菌属

/% 

与氮代谢

相关的菌

属/% 
A 噬纤维菌(15.15) 18.2 18.2 6.1 
B 科尔韦尔氏菌(33.33) 23.5 23.5 2.9 
C 科尔韦尔氏菌(23.08) 30.0 25.0 0 

D 科尔韦尔氏菌(26.31) 21.0 15.8 0 

 
除了这两类菌属之外, 所占比例较大的分别是

与 C, S 和 N 等物质的代谢相关的一些菌属, 它们在
各个层次所有克隆中所占的比例见表 3. 在该站位中, 
与甲基代谢和硫代谢相关的细菌在各个层次中都普

遍存在, 从垂直尺度比较, 这两类细菌在样品 B和 C, 
即 4~9 cm 这个深度的沉积物中较多. 此外, 与氮代
谢相关的菌属只在 6 cm 以上的沉积物中才有分布, 
而且随着沉积物深度的加深而递减.  

2.3  深海不同代谢类型细菌的系统发育分析 

根据 16S rDNA 序列相似性比较结果, 选取各个
层次中与甲基代谢、硫代谢相关的克隆分别构建系统

发育树(图 1(a), (b)), 其中的参照菌株为与这些克隆具
有最大同源性的细菌. 系统发育树采用邻接法构建.  

在与甲基代谢相关的克隆中, 除了A-32 克隆外, 
其余均属于甲烷营养菌. 甲烷营养菌分为两个类型: 
类型I/X属于γ-紫细菌亚群, 主要分布于甲烷浓度较
低、结合氮与铜较多的地方; 类型II属于α-和β-紫细
菌亚群, 主要分布于甲烷浓度相对较高、结合氮和铜
相对较少的环境中[19,20]. 这两个类型的甲烷营养菌
在我们的研究结果中均有发现, 其中属于II型甲烷营
养菌的克隆相对较多(12/23), 主要分布在 6 cm以上

的沉积物中, 而 6 cm以下的沉积物中主要分布着I/X
型甲烷营养菌(图 1(a)).  

与S代谢相关的克隆属于紫细菌的 4个不同的亚
群(图 1(b)). 其中δ-亚群的最多, 其次是ε-亚群和γ-亚
群. 几乎所有的δ-紫细菌亚群都属于硫酸盐还原细菌, 
该类细菌在全球海洋沉积物硫循环中占据重要地  
位[21]. 本实验中属于δ-亚群的克隆大部分属于无法
培养的细菌, 与它们同源性最近的菌属均分离自“冷
泉”区域, 说明这些微生物在海洋沉积物中有普遍的
分布. 除了δ-亚群的硫酸盐还原细菌之外, 在各个层
次中都有硫氧化细菌存在, 分别属于ε-, γ- 和α-紫细
菌亚群. 

3  讨论 
即使在普通环境中, 能用现有技术培养的微生

物也仅占微生物总种群数的 0.01%~10%[22], 而深海
可培养微生物所占的比例更少. 因此, 现在的环境微
生物生态研究普遍采用基于微生物 16S rRNA基因序
列分析的方法进行. 本实验对沉积物的总DNA直接
进行分析, 避免了人工培养所造成的偏差, 能够较好
地评估样品中的微生物多样性. 在实验过程中采取
了一系列的措施防止污染: 包括沉积物采集、现场分
样和保存、沉积物总DNA提取、PCR-RFLP等在内的
所有实验过程都在无菌超净台内进行; 仅取沉积物
样品的中心部分进行实验分析, 防止采样过程中可
能产生的污染; 通过各种阴性对照实验以保证PCR等
实验结果的可靠性. 

所提取的 DNA总量表明该站位 4个不同层次沉

积物中的生物量随着深度的增加而略有减少. RFLP

分析结果表明, 浅层(0~6 cm)沉积物中微生物的多样

性比深层(6 cm 以下)沉积物高(表 2). 在该海区沉积 
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图 1  与甲基代谢相关细菌(a)和硫代谢相关细菌(b)的系统发育树 
各分支上的数值代表经 100次计算后的置信度值; 本研究中的克隆用黑体表示, 第一个字母代表样品编号; 参照菌株引自 EMBL数据库, 括号内

为该菌株在数据库中的编号; Unc. 代表“无法培养的” 
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物中, 科尔韦尔氏菌属不仅在γ-紫细菌亚群中, 而且
在总细菌类群中都占据最大比例, 该属的大部分种
都是嗜压菌[23], 但是在现有的深海沉积物微生物多
样性研究报道中尚未发现该菌属为优势菌属. 在其
他海区的研究报道中, 假单胞菌属(Pseudomonas, 属
于γ-紫细菌亚群)为普遍存在的菌属[1,3,24,25], 并且在
一些海区占据优势[24], 但是在本研究中却没有得到
属于假单胞菌的克隆. 这些现象可能与西太平洋“暖
池”区的物质能量循环特点有关, 值得进一步研究. 

CFB类群的细菌能够利用纤维素、几丁质、DNA、
脂类和蛋白质等物质, 这些有机物质的吸收和利用
是深海碳循环的重要部分[26], 它们在海底的沉积会
造成CFB类群细菌含量的明显增加 [27]. 我们发现 , 
“暖池”区海底表层(0~3 cm)沉积物中含有丰富的CFB
类群的细菌, 而在深层沉积物中分布很少. 其原因可
能是由于“暖池”区水温较高, 生物类群较多, 代谢旺
盛, 物质循环较快, 因此沉积物表层中含有丰富的从
上层海洋中沉降下来的有机质, 从而导致该类群细
菌在表层沉积物中的大量存在.  

在深海沉积物的碳、硫循环中, 甲烷的产生与消
耗、硫酸盐的还原、硫化物的氧化是重要组成部分, 
它们能够释放出甲烷、二氧化碳和硫化氢等温室气体, 
对上层海水乃至全球气候的变化都具有重要的影  
响[10], 而微生物在这些过程中起着重要的作用. 在本
研究中, 与碳、硫代谢相关的菌属在各个深度中都有
大量分布, 所占比例均在总细菌种群  的 15%~30%之
间, 并且在 4~9 cm深度中特别丰富(表 3), 表明碳与
硫的代谢在该站位的物质能量循环中具有重要地位. 
在 4 个层次中, 与甲基代谢相关的克隆约占总数的
18%~30%(表 3), 并且绝大部分为甲烷营养菌(图 1(a)). 
甲烷营养菌仅分布于有稳定甲烷资源的地方[20], 而
且在其他的深海研究中, 仅在甲烷资源丰富的海区
沉积物中发现甲烷营养菌的大量存在[6,19,20,28,29], 由
此可以推断该站位沉积物中存在着丰富而稳定的甲

烷资源.  
δ- 和ε-紫细菌亚群属于有机化能营养菌, 绝大多

数种都与硫的氧化还原相关. 它们在深海“热液”区和
“冷泉”区中为优势菌群[4,7], 在其他海区中则分布较
少. 本实验通过随机克隆所得到的克隆中, 属于这两

个类群的克隆约占总数的 20%, 说明它们在该海区
中并非少数菌群, 因此硫化物的代谢在该海区沉积
物的物质循环中占据重要地位.  

现有研究认为, 深海沉积物中硫酸盐还原菌与
甲烷营养菌的作用是相互耦联的[10,24], 我们绘制了
海底甲烷与硫酸盐循环的简单示意图(图 2). 在本实
验中发现占总数约 12%的克隆属于硫酸盐还原细菌
(δ-紫细菌亚群). 从分布的深度来看, 它们和II型甲烷
营养菌都主要分布于 6 cm以上的沉积物中(表 2, 图
1(a)), 表明在 6 cm以上的沉积物中甲烷与硫酸盐的
代谢比较旺盛. 图 2所示循环中的硫氧化细菌在本实
验中也有发现, 它们分属于γ- 和ε-紫细菌亚群. 这些
关键的细菌类群共同参与了海底沉积物中的甲烷与

硫酸盐的代谢循环. 

 
图 2  沉积物中硫酸盐与甲烷循环简图 

 
本研究结果表明, 在西太平洋“暖池”区海底沉

积物的物质和能量循环中, 由微生物完成的甲烷代
谢和硫化物代谢占据着重要的地位. “暖池”区海水温
度较高, 海洋生物的代谢旺盛, 导致海底沉积物中硫
酸盐、溶解的有机物质和有机微粒浓度较高, 因此该
代谢特征体现了微生物对环境的响应. 同时, 现有研
究表明, 深海微生物的各种代谢活动也影响着整个
海洋环境的物质和能量循环[7~11], 因此“暖池”区海底
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微生物群的代谢作用反过来也可能是影响该区平均

水温变化, 进而影响气候变化的一个重要因素.  

致谢   日本海洋科学与技术中心加藤千明 (Chiaki 
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