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基于高通量测序分析的大鹏澳海域沉积物古菌群落结构初步研究
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摘要 : 于 2014年夏季( 8月) 利用柱状采泥器采集了大亚湾大鹏澳海域养殖区、对照区 5 cm层和 30 cm层沉积物

样品 , 并通过高通量测序方法对沉积物样品古细菌生物群落结构进行了分析。结果显示 , 大鹏澳沉积物深层样

品中古菌占原核生物的比例高于表层。5 cm层和 30 cm层沉积物古菌群落优势种存在明显差异 , 分别为广古菌

门( Euryarchaeota) 的热原体纲( Thermoplasmata) 和泉古菌门( Crenarchaeota) 的 MCG纲 ( Miscellaneous Crenarchaeotic

Group) 。总体上 , 泉古菌门相对丰度高于广古菌门。养殖区古菌优势种的数量显著高于非养殖区。养殖区表层

和深层沉积物之间古菌群落物种组成和数量的差异明显大于非养殖区。古菌群落的空间差异一定程度上反映了

大鹏澳沉积物古菌群落受到了养殖活动的影响 , 但影响的机制还需要深入研究。
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Preliminary study on archaeal community in sediment of Dapeng
Cove using high-throughput sequencing

LI Xuguang1 , 2 , QI Zhanhui1 , LIN Lin1, ZHANG Zhe1 , HUANG Honghui1
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& Utilization, Ministry of Agriculture; South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences,

Guangzhou 510300, China; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: We analyzed the archaeal community in tropical aquaculture farm sediments in Dapeng Cove, located in the southwest of

Daya Bay, southern China. Sediment cores samples ( 5 cm and 30 cmin depth) were collected by a core-sampler in summer ( August,

2014) . Results show that the abundance of archaea in deep layers was higher than that in surface layer. The dominant species in sur-

face and deep layers were Class Thermoplasma, Phylum Euryarchaeota, and Class MCG ( Miscellaneous Crenarchaeotic Group) ,

Phylum Crenarchaeota. In general, the abundance of Crenarchaeota was higher than that of Euryarchaeota. The abundance of predomi-

nant species was higher in aquaculture farms than in non-aquaculture area. The difference in archaeal community structure between sur-

face and deep layers was more significant in aquaculture farms than that in non-aquaculture area. Results indicate that the archaeal

community structure might be affected by intensive aquaculture activities, whose underlying mechanism needs further study.

Key words: sediment; archaeal community; 16S rRNA; high-throughput sequencing; nearshore aquaculture
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古菌( Archaea) , 亦称古细菌( Archaebacteria) ,

是自然界生物三大类群之一
[ 1]
。古菌广泛存在于

土壤、湖泊和海洋等全球各种生态系统中
[ 2 -5 ]

, 在

海洋生物圈中起着极其重要的作用, 影响着海洋生

态系统碳( C) 、氮 ( N) 、硫( S) 和铁( Fe) 等元素的

循环
[ 6 -1 0]
。由于古细菌对极端环境具有特殊的适应

机制, 之前普遍认为古菌主要分布于深海极端环境

中, 对其研究也主要集中在深海区域, 虽然近年来

在沿岸海域也发现有大量古菌存在
[ 11 ] , 但国内外目

前关于近岸海域古菌群落的研究依然相对较少
[ 12 ]
。

由于近岸海域更易受到沿岸径流和人类活动的

影响, 环境复杂多变, 这一区域的古菌群落结构也

更具复杂性和独特性
[ 2, 9 ]
。规模化浅海养殖活动改

变了海水中悬浮颗粒物扩散和沉降, 进而改变了海

底沉积物的理化性质
[ 13-14 ]
。沉积物中古菌群落也

很可能受到了影响, 但是关于近岸养殖海域沉积物

古菌群落的特征还未见报道。

图 1

 

大亚湾( a) 和大鹏澳( b) 的地理位置及采样站位

“▲”、“●”和“■”分别代牡蛎筏式养殖区、鱼类网箱养殖区和非养殖区

Fig. 1

 

Sampling sites in Daya Bay ( a) and Dapeng Cove ( b)

“▲”, “●”and “■”represent the sampling sites in oyster farm, fish farm and non-aquaculture area, respectively.

古菌生物群落结构的研究是了解其生态功能的

前提和基础。由于绝大多数古菌都很难分离和培

养
[ 15] , 传统微生物学实验手段不能用于古菌研究,

因此目前大多采用新型的分子生物学技术手段进行

古细菌生物群落的研究。高通量测序( high-through-

put sequencing) 技术是近年来建立的基于大分子

rRNA及其基因结构的分子生物学技术, 摆脱了依

赖于微生物分离培养的实验方法, 可一次性测定几

十万到几百万条 DNA 序列, 序列覆盖范围更广,

能更全面反映古菌群落生物多样性特性, 为深入研

究古菌群落特征提供了极大可能
[ 1 6]
。

文章采用基于 MiSeq 平台的高通量测序技术,

研究了典型的亚热带海湾———大亚湾大鹏澳养殖区

沉积物中古菌的群落结构特征, 并以非养殖区为对

照作比较分析。文章初步探讨了大鹏澳海域沉积环

境古菌群落结构, 为揭示近海规模化养殖对生态系

统的影响提供了基础数据。

1

 

材料与方法

1.1

 

采样地点

大亚湾是典型的亚热带半封闭型海湾, 大鹏澳

位于大亚湾西南侧, 面积约 14 km2 , 平均水深约 7

m。大鹏澳 [ 17]
是大亚湾内主要海水养殖区, 近年

来湾内主要开展葡萄牙牡蛎 ( Crassostrea angulata)

筏式养殖和鱼类网箱养殖, 网箱养殖的主要品种有

鲷科鱼类、鲈、鲳和石斑鱼等。

1.2

 

样品采集

于 2014 年 8 月用柱状采泥器在大鹏澳葡萄牙

牡蛎筏式养殖区 ( oyster farm, OF) 、鱼类网箱养殖

区 ( fish farm, FF) 和非养殖区 ( non-aquaculture,

NA)采集了直径 8 cm, 长 40 ～45 cm的圆柱状沉积

物样品。采样站位见图 1。每个区域采集 2 管柱状

样, 样品在冰盒中保存送至南海水产研究所深圳试
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验基地实验室, 并用灭菌的钢尺切割为表层( 0 ～5

cm) 和深层( 30 ～40 cm)。同一区域 2 个柱状样相

同深度的样品充分混匀后装入已灭菌的离心管, 于

- 80 ℃保存。

1.3 沉积物样品 DNA 提取与检测

称取牡蛎养殖区表层( oyster farm surface, OFS)

和深层 ( oyster farm deep, OFD) , 网箱养殖区表层

( fish farm surface, FFS) 和深层 ( fish farm deep,

FFD) , 以及非养殖区表层( non-aquaculture area sur-

face, NAS ) 和 深 层 ( non-aquaculture area deep,

NAD) 沉积物样品各 0. 5 g, 用 Fast DNA���SPIN Kit

for Soil 试剂盒( Mpbio, USA) 提取样品总 DNA。提

取方法按照试剂盒说明书进行。DNA先用 1% 的琼

脂糖凝胶电泳检测, 检测合格后再通过 16S rRNA全

长 PCR 检测, 所用引物为 27F( 5′-AGAGTTTGATC

CTGGCTCAG-3′) 和 1492R( 5′-GGTTACCTTGTTACG-

ACTT′-3′) 。PCR反应体系包含 1. 5 μL 10 ×PCR缓

冲液 ( 不 含 Mg2 + , TaKaRa ) , 1. 2 μL 氯 化 镁

( MgCl2 ) ( 25 mmol·L
- 1

, TaKaRa) , 1. 2 μL dNTPs

( 2. 5 mmol·L - 1 , TaKaRa) , 0. 6 μL上下游引物( 10

μmol·L
- 1

) , 0. 3 μL胎牛血清蛋白( 100 mg·mL
- 1

,

Roche) 和 0. 075 μL rTaq DNA聚合酶( 5 U·μL
- 1

) ,

模版 DNA 0. 5 μL, 最终用去离子水补充至 15 μL。

反应条件设置为 95 ℃预变性 3 min; 30 个循环,

95 ℃变性 40 s、55 ℃退火 40 s、72 °C延伸 1 min;

最终 72 °C延伸 7 min。对扩增产物进行 1%的琼脂

糖凝胶电泳, 用 DL2000( TaKaRa, Japan) 作为标准

分子量标记, 所得到的目的 DNA 片段大小约为 1

500 bp, 符合 MiSeq 高通量测序要求。

1.4 MiSeq平台高通量测序

选取 16S rRNA的 V4 区序列进行高通量测序

分析。PCR扩增引物为 515F/806R, 其中反向引物

包含 1 条 6 bp的条形码。PCR反应的 30 μL体系

包含 15 μL Phusion
���
高保真 PCR混合剂( New Eng-

land Biolabs) , 0. 2 μmol·L
- 1
的正反引物以及 10 ng

的模版 DNA。PCR反应条件为 98 ℃预变性 1 min,

30 个循环, 50 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 60 s, 72 ℃

最终延伸 5 min。PCR 产物通过 2% 的琼脂糖凝胶

电泳检测并用 GeneJET 凝胶回收试剂盒 ( Thermo

Scientific) 对 PCR 产物纯化和回收; 用 NEB Next���

Ultra
TM

DNA Library Prep Kit for Illumina ( NEB,

USA) 试剂盒构建克隆文库并在 Illumina MiSeq平台

( Illumina, California USA) 测序。

1.5 数据分析

扩增序列处理, 截去条形码和引物序列。通过

Flash 1. 2. 7 软件对序列进行拼接, 用Qiime 1. 7. 0 软

件进行更加精确与严格的序列质量检测与筛选, 最

终得到有效序列。碱基测序精度用 Q值表示, Q =

- 10 log10 ( E) , E值代表每个碱基的测序错误率。

Q20 和 Q30 的值分别表示碱基质量值为 20( 测序错

误率小于 1% )和 30(测序错误率小于 0. 1% ) 的碱基

所占百分比。MOTHUR软件进行 OTU计算, 相似性

等于或大于 97%的序列( 3% cutoff) 归为同一分类单

元 ( operational taxonomic unit, OTU)。采用 MEGA

6. 06 软件进行系统发育分析, 系统进化树用邻位相

连法( neighbor-joining, NJ) 构建, Clustal X2 进行多

序列比对, Kimura 2-parameter模型进行估算, 自举

值( bootstrap)设为 1 000 重复。

2 结果

2.1 MiSeq测序序列质量分析

不同样品的有效序列数、长度和有效性检测结

果见表 1。各区域样品测序得到的有效序列数范围

为 21 355 ～70 010 条, FFS和 NAD样品分别具有

最多和最少的有效序列。有效序列的长度在 254 bp

左右, 与预期的片段大小相符合。Q20 和 Q30 的

值分别在 98. 5% 和 95. 6% 以上, 说明测序数据精

确可信。

2.2 大鹏澳沉积物古菌群落空间分布特征

大鹏澳不同区域沉积物中古菌 OTU数量占总

原核微生物的比例差异明显, 范围为 5. 61% ～

49. 10% , FFD和 FFS分别具有最高和最低值 ( 表

2) 。古菌占总原核微生物的比例在空间分布上具

有很 大 差 异, OFS、OFD、 FFS、 FFD、NAS 和

NAD样品中古菌比例分别为 12. 42%、44. 09%、

5. 61%、49. 10%、6. 19% 和 13. 43%。养殖区深

层样品的古菌比例明显高于非养殖区, OFD 和

FFD的古菌比例均高于对照区 3 倍以上; OFS古菌

比例约为 FFS的 2 倍, 而 2 个养殖区深层样品中古

菌比例差异不大。大鹏澳沉积物古菌在垂向分布上

也存在明显异质性, 均是深层样品的古菌占比例高

于表层, 而且表、深层之间的差异在养殖区最为显

著, FFD沉积物中古菌比例约为 FFS的 9 倍, 而

NAD古菌比例仅为 NAS的 2 倍。这些结果表明大

鹏澳沉积物古菌群落结构及分布存在明显的空间异

质性。
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表 1 样品的有效序列数、长度和有效性检测结果

Tab.1 Number, average length and effectiveness of valid sequences

样品
sample

有效序列数 /条
valid sequence/ tag

长度 / nt
average length

Q20 /% Q30/%

牡蛎养殖区表层 OFS 54 615 254 98. 70 96. 07

牡蛎养殖区深层 OFD 49 091 255 98. 56 95. 72

网箱养殖区表层 FFS 70 010 253 98. 51 95. 79

网箱养殖区深层 FFD 69 089 255 98. 52 95. 66

非养殖区表层 NAS 62 092 253 98. 52 95. 80

非养殖区深层 NAD 21 355 254 98. 70 96. 12

表 2 大鹏澳沉积物中古菌占原核微生物的比例

Tab.2 Proportions of sediment archaea in prokaryotic microorganisms in Dapeng Cove

样品 sample OFS OFD FFS FFD NAS NAD

古菌占原核生物比例 /% percentage 12. 42 44. 09 5. 61 49. 10 6. 19 13. 43

2.3 大鹏澳古菌群落生物多样性分析

养殖区沉积物古菌群落的多样性指数总体上低

于非养殖区( 表 3) 。养殖区表层样品古菌多样性指

数和均匀度指数高于深层样品, 而 Simpson优势集

中性指数则低于深层样品。非养殖区表层和深层的

多样性指数差异不大。古菌群落生物多样性在养殖

区与非养殖区的表层没有太大差异, 但在深层的差

异相对较为明显。非养殖区表层和深层之间古菌群

落均匀度指数的差异小于养殖区, 说明古菌在表层

和深层的分布相对均匀。养殖区深层沉积物的优势

集中性指数高于表层, 而非养殖区没有发现这种差

异。

表 3 大鹏澳沉积物中古菌群落多样性指数

Tab.3 Diversity index of sediment archaea in Dapeng Cove

样品 sample Shannon多样性指数 ( H′) 物种均匀度指数 ( E′) Simpson优势集中性指数 ( C)

牡蛎养殖区表层 OFS 4. 71 0. 78 0. 02

牡蛎养殖区深层 OFD 4. 44 0. 74 0. 03

网箱养殖区表层 FFS 4. 76 0. 79 0. 02

网箱养殖区深层 FFD 4. 32 0. 72 0. 04

非养殖区表层 NAS 4. 70 0. 78 0. 02

非养殖区深层 NAD 4. 80 0. 80 0. 02

2.4 大鹏澳古菌群落生物序列分析与空间分布

序列比对结果显示大鹏澳沉积物中古菌共 17

纲, 28 目, 37 科, 37 属, OFS、 OFD、 FFS、

FFD、NAS和 NAD 样品古菌分别有 17、15、16、

17、17 和 14 纲。选取丰度最高的 10 个纲的古菌

作图。大鹏澳海域沉积物古菌分属泉古菌( Crenar-

chaeota) 和广古菌 ( Euryarchaeota) 2 个大类, 泉古

菌在古菌群落中占据绝对优势, 平均序列数占总序

列数的 79. 53% ( 35. 39% ～90. 66% ) 。大鹏澳沉积

物中泉古菌门古菌包含 9 个类群, 各类群在 6 个样

品中所占比例分别为 MCG ( Miscellaneous Crenar-

Chaeotic Group, 24. 13% ～84. 10% ) 、MBGB( Ma-

rine Benthic Group B, 2. 22% ～7. 53% ) 、MHVG

( 0. 46% ～0. 51% ) 、THSCG ( 0. 09% ～0. 85% ) 、

Thaumarchaeota ( 0 ～1. 83% ) 、MBGA ( 0. 09% ～

0. 70% ) 、AAG( 0 ～0. 22% ) 以及 2 种未鉴定种类

的古菌( 1. 17% ～3. 51% ) ( 图 2) 。不同区域样品中

泉古菌分布存在差异, OFD和 NAD样品中没有发
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图 2

 

大鹏澳沉积物古菌群落组成及相对丰度

Others表示相对丰度最高的 10 个纲之外的所有门类的总相对丰度

Fig. 2

 

Composition and relative abundance of sediment archaea in Dapeng Cove

Others represent total relative abundance of archaea species except those from the most abundant 10 classes.

现 Thaumarchaeota, NAD中不含有 MBGA。广古菌

门古菌分属 8 个类群, 分别为热原体纲 ( Thermo-

plasmata, 5. 15%～54. 51% ) 、Parvarchaea( 0. 14%

～2. 26% ) 、DSEG( 0. 44% ～1. 65% ) 、Methanobac-

teria ( 0. 48%～1. 66% ) 、 Methanomicrobia ( 0 ～

1. 75% ) 、Micrarchaea( 0 ～0. 09% ) 和 2 类未鉴定种

类的古菌( 0. 10%～0. 39% ) 。广古菌在不同区域样

品的分布也存在差异, OFD样品没有发现 Metha-

nomicrobia, 而只有很少量的 Micrarchaea在 OFS和

NAS样品中存在, 其余样品中均未发现。

大鹏澳沉积物中古菌群落的优势种属于广古菌

门的 Thermoplasmata, 泉古菌门的 MCG纲和 MBGB

纲, 这 3 个纲古菌占总量的 66. 60%～91. 48%。表

层和深层沉积物中古菌群落的优势种也存在差异,

表层沉积物中古菌群落的优势种均属于广古菌门的

热原体纲, 其所占比例为 50. 79%～59. 34% , 而深

层沉积物中优势种均来自于泉古菌门的 MCG纲,

所占比例为 57. 89%～90. 66%。深层沉积物中优势

种在群落中的优势度比表层更明显。

不同区域古菌群落优势种也存在差异, 养殖

区表层热原体纲古菌的相对丰度明显高于深层

( OFS、 OFD 分 别 为 54. 27%、 8. 13% ; FFS、

FFD分别为 52. 65%、5. 14% ) , 但该古菌的相对

丰度 在 NAS 和 NAD 之 间 相差 不 大 ( 分 别 为

42. 35% 和 36. 54% ) 。值得注意的是, 在 NAS样

品中一种未被鉴定的古菌数量比例 ( 约为 10% )

超过了 MBGB纲, 成为第三优势菌, 而其他样品

中第三优势古菌均属 MBGB纲。另外, 一种广古

菌门古菌( 未鉴定到纲水平 ) 只在养殖区沉积物深

层中出现, 而在非养殖区没有发现, 反映了古菌

分布的空间异质性。

2.5

 

系统发育分析

大鹏澳沉积物古菌系统发育树见图 3。系统发

育树的分支可归为泉古菌门和广古菌门两大类, 分

别包含 5 和 7 个纲。泉古菌门的丰度高于广古菌

门, 但两者所含种类数相近。有一种古菌并未鉴定

到门, 但其与泉古菌门较为接近。表层沉积物的优

势菌群———热原体纲的分支最多, 都为 E2 目, 鉴

定出的古菌分属 7 个科。深层沉积物的优势菌

落———MCG纲古菌的生物多样性也较高, 占据了

系统发育树的 5 个分支。同一纲中进化距离相近的

种类, 如 Candidatus Nitrososphaera-SCA1170 等氮循

环相关氨氧化古菌, 以及热原体纲的古菌都聚合到

一起。系统发育树下方 Parvarchaea纲分支与其他

古菌距离相对较远, 表明古菌进化具有多样性和特

殊性的特征。
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图 3

 

大鹏澳沉积物中古菌 16S rRNA基因序列系统发育树

DCS表示未鉴定的种类

Fig. 3

 

Phylogenetic tree of archaeal 16S rRNA gene in Dapeng Cove sediments

DCS ( Dapeng Cove sediments spices, DCS) represents unidentified species.

3

 

讨论

古菌的进化与环境密切相关, 其群落结构的演

变是对环境变化做出的适应性反馈, 因此其可以作

为特定地质环境的标志物
[ 18 ]
。大鹏澳沉积物古菌

主要为泉古菌门和广古菌门, 这与在苏禄海 [ 19 ]
和

西北大西洋
[ 20]
的研究结果相一致。KARNER等

[ 21 ]

报道太平洋海域的泉古菌为沉积物古菌群落的优势

种, 而大鹏澳沉积物古菌群落优势种属广古菌门热

原体纲, 说明古菌在近岸区域与深海海域的分布存

在一定的差异。大鹏澳不同区域各类群古菌群落的

相对丰度及比例间的差异, 表明养殖活动可能对古

菌群落结构造成了影响。养殖区古菌的多样性和物

种分布均匀度均有所降低, 而优势种的相对丰度和

优势度更加明显, 这与陈明明等
[ 12 ]
对象山港网箱

养殖区古菌研究的结果相一致。大鹏澳古菌群落结

构在不同区域和深度上的变化, 一定程度上反映了

沉积环境在小尺度上存在明显的空间异质性。

在西北大西洋等海域的研究报道中古菌数量约

占沉积物原核生物总量的 1%～12%
[ 11 , 20, 22 -2 3]

, 大

鹏澳非养殖区域沉积物中古菌比例约为 9. 8% , 在

此范围之内, 而养殖区古菌比例约为 44% , 远远

高于此比例。沉积物理化特征是决定古菌 ( 尤其是

相关功能古菌) 数量的重要因素。有研究发现有机

质的沉积速率和埋藏通量是影响厌氧微生物矿化作

用的重要因素
[ 24 ]
。大鹏澳养殖区沉积物中古菌比

例显著高于非养殖区, 可能与养殖活动向海底输运

沉积了更多的有机质相关
[ 14]
。但是, 关于有机质

等环境因子对古菌的影响也存在相互“冲突”的结

果。例如, HOU等
[ 25]
研究东湖沉积物中氨氧化古

细菌( ammonia-oxidizing archaea, AOA) 群落分布时

发现富营养化湖泊沉积物中 AOA 的数量与沉积物
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中有机物的含量成反比。WESS�*等[ 26 ]
也发现加富

的土壤中 AOA的数量与土壤有机质含量存在负相

关关系。但另一方面, HERRMANN等
[ 27 ]
发现在贫

营养和中营养海域, AOA 数量与有机碳的含量呈

正相关。这些相互“冲突”的结果说明古菌数量与

环境的营养水平存在复杂的关系, 在不同的环境条

件下, 对有机质输入会产生不同的响应。

沉积物中古菌的数量也可能受到氧气含量的

影响。古菌代谢的多样性与嗜极生理使其能够在

低氧等极端环境中生存
[ 28 ]
。沉积物中的氧气含量

相对较低, 并且随着深度加深而急剧下降。养殖

活动会导致养殖区底层沉积物有机质增加
[ 29 -30 ]
。

富含有机质的沉积物由于有机质的氧化作用, 其

氧气含量会更低, 很多细菌都难以适应和生存,

从而使古菌的数量增加。大鹏澳深层沉积物中的

古菌数量约是表层的 9 倍, 也证明了这一点。与

该研究结果相一致, 有研究显示在海底沉积物深

度超过 1 m 时 , 古菌成为微生物群落的优势

种
[ 20 , 31 ]

, 湖泊和湿地沉积物中古菌垂直分布也呈

现相似特征
[ 32 -34 ]
。对北极海洋沉积物古菌的研究

也发现在越深越厌氧的沉积物中古菌丰度越

高
[ 22 ]
。另外 , 氧气是有机物矿化反应的最终电子

受体, 直接影响有机质矿化反应和 N、磷 ( P) 等

元素的含量及其比例, 从而改变与这些元素循环

代谢相关的微生物, 如与氮循环相关的硝化菌和

反硝化菌的种类和数量
[ 3 2, 3 5]

, LIU 等
[ 3 3]
也报道

AOA的生物多样性与沉积物中可利用磷的浓度呈

正相关。这些发现说明沉积环境理化因子对古菌

群落存在着复杂的影响。

热原体纲在系统发育树上的分支最多并都有很

好的聚类, 反映出相近的进化关系, 但也有少数同

一科的古菌并未聚类在一起, 这与古菌特殊的生理

机制和遗传特征有关, 也可能受到研究方法的影

响。基于 PCR 片段扩增的种属鉴别方法, 根本上

都是基于 16S rRNA引物特异性的。目前大部分引

物序列是在很多生境下的古菌没有发现之前所建

立, 或者尚没有考虑这部分古菌的序列。PCR 扩

增引物中不能匹配的序列会导致相应古菌谱系被遗

漏或者无法鉴别
[ 36 ] , 这些也可能是有些古菌未能

鉴定种属的原因。
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