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摘要 通过构建并分析中国南海南沙海区沉积物中细 菌 16 5 r R N A 基 因文库
,

对其遗传多样性进

行了研究
.

发现沉积物 中细菌 16 5 r R N A 基因主要来 自变形细 菌 (尸or t eo ba ct er ia )的 a
一 ,

下
一 , Q 一

亚 族

和浮霉状菌 目 (尸la n ct o m岁 et al
e : )等类群

,

所获 的 16 5 : RN A 基 因的序列与 G e

nB
a n k 中已知 的细 菌

16 5 rD N A 序列差异较大
,

这一 结果表明在中国南沙海 区沉积物中存在丰富的微 生物多样性
,

并潜

藏着特有的微 生物资源
.

关键词 中国南沙 海洋沉积物 细菌多样性 165 rR N A 墓因

关于海洋微生物研究方面最早的工作由劝玫 11在
1 94 6 年进行川

,

由他设计的 乙证交11 2 2 1 6 E 培养基至今

仍在富集和分离纯化海洋微生物的研究中广泛应用
.

其后
,

人们发现由于海洋中微生物往往集结在一起 ;

而且
,

一些微生物处于非活性的不可培养状态以及培

养基的选择作用等原因
,

导致应用常规的分离培养方

法无法全面地反映海洋微生物的多样性 2[]
.

迄今为

止
,

分离获得的能进行培养的海洋细菌主要有以下一

些属种
:

假单胞菌属 (只媲 d 。

~
: )

,

弧菌属 (叭吞“
-

。 )
,

螺 菌 属 ( S P iir u u m )
,

交 替 单 胞 菌 属 (东
-

衍阳狱如刀口 : )
,

无色杆菌属 ( A认阳阴叹地`
etr )

,

黄杆菌属

(厂2口 t 心阮z c et 八 u m )和芽抱杆菌属 (压ilr lu : ) ; 深海的科

尔韦尔氏菌属 (叙似 22故 )
、

希瓦氏菌属 (从纽
权

eln 勿 )
、

发光杆菌属 仔场
习如兔`份月 u m )

、

节杆菌属 ( A hrt Or 撇 c -

etr )以及噬压微生物等 3[]
.

基于 大分子 核糖体 R N A 基 因 ( 16 5 rD N A 或

2 3 5 rD N A )分析基础上的分子生物学技术
,

使人们

得以建立许多不依赖于微生物分离培养的分析方

法
,

对各种生态环境中的微生物多样性获得更系统

和全面的了解 4[, 5〕
.

目前
,

通过分析环境样 品中的

16 5 r D N A 序列
,

人 们发现在各种 自然生态环境下

存在着许多未知的微生物新种
,

它们与已知的类群

在系统分类上截然不 同而 成为一些
“

系统型
” ,

这

表明适应某一特殊生态环境的微生物往往是系统学

上相关的类群
.

对海水中浮游微生物多样性的研

究
,

显示出在大西洋
、

太平洋和北冰洋等地理隔离

的海域中分别存在相同的新的分类单元 6[,
7

;] 在陆

地水体沉积物和土壤中
,

人们也发现存在于这些地

理环境的特有微生物群落 〔“ ]
.

海洋沉积物占地球面

积 70 % 以上
,

它既不同于淡水沉积物
、

土壤等陆地

环境
,

又与海水水体环境相对独立
,

目前国际上对

海洋沉积物多样性的研究
,

主要集中在近岸海 区
,

包括海湾
、

沿海以及河 口等区域的海洋沉积物
,

而

对远海
、

深海沉积物微生物多样性的调查相对较

少汇9
,

’ 0 ]
.

南沙群岛为我国南海诸岛中位置最南
、

岛礁最

多的一个群岛
,

其广阔的水域又是我国惟一接近赤

道的热带海区
.

经过中国科学院南沙综合考察队 10

年的科学考察〔川
,

已在南沙群岛的部分岛礁地质
、

地形地貌
、

现代沉积和成岩作用及环礁的环境等方

面取得 了大量成果 ; 并对南沙群岛及其邻近海区海

洋生物多样性进行了大量 的研究
,

积累了丰富的数

据
.

但由于样品采集和分析方法的局限性
,

对南沙

海区沉积物中微生物多样性的研究则 尚未见报道
.
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本文通过对我国南沙海区沉积物中细菌 16 5r R N A

基因文库的构建和分析
,

初步探讨我国远海海域沉

积物中细菌的多样性
.

1 材料和方法

沉积物样品由中国试验 3 号科学考察船采 自南

沙群岛西南部海区水深 200 一 500 m 处
,

采集后保存

于 一 2 0℃
,

运至实验室后保存于 一 80 ℃
.

沉积物总 D N A 的提取和纯化参考文献【12 〕的

方法
.

16 S rD N A 的 P C R 扩增采用细菌 16 S rD N A

扩增 通 用 引物 16 ( 十 ) 5气A G A G T T T G A T C C T G
-

G C T CA G 3
’

和 14 92 r 5
` ~

G G T T A C C T T G T T A C
-

G A C T T
一

3
’ ,

分别对应于 E
.

co zi 1 6 5 r RN A S一 2 7 位

和 15 1 0 一 1 4 9 2 位核昔酸
.

P CR 反应条件为 94 ℃变

性 4 m i n
,

然后 9 4℃ l m i n
,

4 5℃ 1
.

s m in
,

7 2℃

Z m i n
,

循环 2 6 次 ; 7 2℃ 延伸 1 0 m i n
.

扩增产物经

1
.

0 % 琼脂糖凝胶 电泳进行分析
.

海洋沉积物细菌 16 5 r D N A 克隆文库的构建过

程为将上述的 P C R 产物经 Q l如 ul ck P c R 纯化试剂

盒 ( Q IA G E N )纯化后
,

进行补平和磷酸化
.

将补平

磷酸化的 P C R 扩增产物连接到 P T 1Z 8 质粒载体的

S m a l 位点上
,

转化大肠杆菌 T G I 细胞
,

在含有 X
-

ga l和氨节青霉素的 Z Y T 培养基上选择具有氨节青

霉素抗性的白色转化子构建 16 5 rD N A 文库
.

随机挑选 12 个转化子进行序列测定
.

获得的

序列输入 G e

nB an k
,

以 lB as t 程序对数据库中的所有

序列进行比较分析
,

用 lC as et Wr 进行 D N A 的排列

并用 P h沙 p 软件包进行系统学分析
.

2 结果

构建了南沙海洋沉积物细菌 16 5 rD N A 克隆文

库
.

在获得的上千个转化子中随机选取 43 个转化

子
,

以限制性内切酶 E` 。 R l
一

aB m H I 进行酶切检测
,

发现其中 33 个转化子中存在预期大小的 16 5 r D N A

片段
.

其中 12 个转化子克隆的 16 5 rD N A 序列和序

列分析结果见表 1
.

表 1 南沙海洋沉积物 165 r D N A 克隆的序列分析

序列长度 / b p G e

nB an k 收录号 相近物种及同源性 ( % ) 系统类群

AJ 3 0 6 6 8 4

月 30 6 6 8 5

AJ 3 10 3 8 4

AJ 3 10 3 8 5

漫游海单胞菌 M` r ion 二。
an

: 、 ga (9 4)

纳勒博洞穴水体中未获培养的细菌 u n id e n t i fi e d ba e t e r iu m ( 9 5
.

7 )

沉积物中未获培养的 古变形细菌 U n ide n t i fi e d b ac t e r i u m ( 9 1
.

8 )

脱硫念珠菌 (硫酸盐还原细菌 )。 “ “
lfo m on 谁 “ m `

ma “ ` (9 3 2)

7
一

尸阳 t e o b a ct e r Za

7
一

尸 r以已砧口 c t e r Za

6
一

尸阳 t e o b` e t e r 诀a

古
一

尸r o t亡叹沁 e t e ir a

0llnon
ó

0八曰0nU
ù、ú一、口ō、曰ù、口

克隆编号

N S O10 5

N 3 】1 0 6

N S I) 1 1 4

N 3」2 0 5

N (S )2 1 1

N别 ) 3 4 5

N 3 〕2 1 4

N 3 〕2 1 5

N 3 ) 2 6 5

N 3 )3 4 3

N S 1 0 1 9

N S l l l 4

AJ 30 66 8 6

习 3 10 3 8 6

深海沉积物中未获培养的细菌 U cn ult
u er d f or m d ee p s e a (92

.

7)

海洋中含磁铁矿的磁弧菌 M呀 n e t i t -e co n t a i n i飞 m昭 n et i c v i br i。 ( 9 2 )

7
一

尸阳 t e o b a c et r 边

a
一

尸阳 t阳 ba c et r滋a

AJ 3 1 0 38 7

月 3 10 38 9

AJ 3 1 0 38 8

深海沉积物中未获培养的细菌 U ` d e n t i if己 习pha
.

p ort 印 b犯 t e ir uln (8 8)

深海沉积物中未获培养的细菌 U n id e
nt i fied b a e t e r ium B D 3

一

1 1 ( 9 4
.

4 )

火山 口热液处的细菌 H y d ort h e

mr al v e n t e u b a e t er i um ( 9 1
.

6 )

a
一

尸阳 t e o b a e t e r i a

0000000000
ō、ùù、ù ù、ù气ù、一

在测定的 12 个转化子克隆中
,

10 个克隆分别

属于 冬
,

y
一

和 。 一

尸or et ob ac t er ia 类群
,

2 个克隆暂 时

未确定即 N S 1 0 19 和 N S l l l 4
.

其中 N S 1 0 1 9 与分离

自深 海 沉 积 物 的未 培养及 鉴 定 的细 菌 B D 3
一

n

(姗0 1 5 5 5 2 ) [` 0 ]的同源性为 9 4
.

4 %
,

但在 C沁司氏m k

数据库中未找到与其同源性大于 85 % 的已鉴定微生

物序列
,

最接近的是从厌气的生物膜 ( b iiof 恤 )中获得

的 尸勿 n

cot
刀之, ℃ at les 类群的克 隆 ( A F2 0 2 656 )

,

同源性

只有 80
.

8%
.

与此类似
,

与克隆 N S l l l4 序列同源性

较高的细菌均为来自海洋的未获培养的细菌
,

包括从

美国夏威夷海岛活动火山口热液中分离到 PV a O U T

1 0 B ( U 1 5 i i 7 ) (同源性为 9 1
.

6% )
、

来自深海沉积物的

(A刃 5 4 15 5 ) [’ 3〕(同源性为 5 9
,

4 % )以及来自日本深海

沉积物的 ( A BO 15 5 3 7 ) [ `0 ] (同源性为 5 5
.

0 % ) ; 与之最

相近的可培 养细菌 为 各尸阳乙图加改月
u m 的 G阶兔c

ter

bre ~
is : ,

但同源性只有 85
.

6%
.

对 N S l o 1 9和 N s l l l 4 进行的聚类分析表明
,

前

者与来 自深海的未培养的细菌 ( ABO 15 5 5 2) 自然地组

成一类
,

并归入 厂吸乙n c ot 叭力血 类群中 (图 1)
.

但是由

于它们与肠cnot
m , 留 et 细菌 16 5 rD N A 序列之间的差

异较大
,

我们推测在深海沉积物中
,

可能存在一类与

现 已发现的 R改n

cot
护n , 男 et 类群有较大差别的微生物

.

对克隆 N S I 1 14 的聚类分析 (图 2) 表明
,

它属于 冬

尸阳劫叹沁`犯八“ m 类群
,

并与来自海洋的另外 3 个克隆

组成一簇
,

系统位置上与其他的 冬尸阳倪汉边`决了故 微生

物距离较远
.
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图 1 对克隆 N S i o i , 《AJ 3 i 0 3 8 9 )的聚类分析

( n e喀h ob
u -jr io n i飞法构树 ) 外类群为 qA城斤

工仍溯琳￡l u , ( M s 3 5 4 s )

U 。
为未获培养 ; ,

为从海洋中分离
; 黑体为本研究中获得的序列
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图 z 对克隆 N s i i i 4《AJ 3 10 3 88 )的聚类分析

( en ig h bo u r
向

jo i n i咤法构树 ) 外类群为猫“ 勿俩“ 11 “ m ur b、 m (3D 0 7 7 8 )

U。
为未获培养

; ,

为从海洋中分离
; 黑体为本研究获得的序列
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3讨论

我们的研究表明从南沙沉积物中获得的绝大部

分 16 5 Dr N A序列属于 尸 or t

eob ac t er ia类群
,

其中包

括 y
一

和 6
一

亚族
,

这一结果与近年来国外有关海洋沉

积物中微生物多样性的报道是一致的
,

如在海洋沉

积物中较为丰富的 y
一

尸or t co ba ct e ir 。 〔̀ 0, ` 4
,

` , 〕
,

我们在

12 个克隆中获得 了 3 个 不同的 y
~

尸犷。 t eo ba ct er i 。 序

列
,

并且其中的 2 个克隆与海洋内共生氧化硫细菌

相关
.

据报道
,

从海洋沉积物中获得的 冬尸or t

eob ac
-

et r ia 细菌 [` 6一 ` 8 ]主要以硫酸盐还原细菌 ( S R B) 为主
,

我们获得的 4 个 各尸or t co ab ct er ia 克 隆均与 S R B 相

关
,

表明沉积物中这一类群微生物占优势
.

令人奇怪的是
,

在 12 个克隆中有 3 个属
a 一

P or
-

t e o b a ct er ia 类群
,

这 一丰度与在其他海洋沉积物的

研究中的结果有所不 同
.

人 们发现 在陆地 土壤环

境 12[ ]以及海水中 [` 9 ]占优势的
。 一

尸or t

eob ac t er ia 在海

洋沉积 物 中却极少 [“
·

` ,
·

` 8 ]
,

甚 至没有发现 [ , ,
,

`6 ]
,

但这有可能是沿岸以及浅海沉积物的特征
.

最近
,

iL 等〔`“ ]对 日本远海深海沉积物微生物多样性的研

究结果与我们对南沙的分析结果一致
,

在他们所测

定的 75 个 16 5 rD N A 序列 中
,

除 7
一

尸or t eo b ac t er ia

占据优势 ( 24 个序列 )外
,

第二大优势类群就是
a -

P or t e o ba c t e r i a ( 8 个序列 )和 。一 P or t

eob
a c t e r i a ( 7 个序

列 )
.

在所测定的 12 个克隆中没有发现 明显与革兰

氏阳性细菌系统相关的序列
,

可能与该类细菌在远

海深海沉积物中的丰度较低有关
,

但是
,

这类序列

却在近海和浅海沉积物微生物多样性分析中经常发

现 [’ 4
,

`5
·

’ 7, `“ 〕
.

长期以来人们都在争论海洋中获得的

这些革兰氏阳性细菌
,

究竟是海洋本土的细菌
,

还

是 由河流带到海中的陆生微生物 ; 是否 由于这类细

菌的细胞壁的特殊构造
,

或者由于它们所处的状态

(如芽抱等 )导致在应用分子生物学方法时无法充分

地获得这类细菌的 D N A 而造成分析时的误差
,

它

们在深海中的实际分布状况和丰富程度如何
,

尚待

进一步研究
.

在分析从海洋沉积物获得的 16 5 rD N A 序列 (包

括对 下
, a -

尸犷以` 。加 ct er ia 类群的聚类作图 )中
,

我们

发现来自海洋沉积物的未能培养的微生物往往组成

一簇
,

并与现 已获培养并鉴定 的微生物 自然分开
,

这一现象表明
,

海洋沉积物中存在其特有的微生物

属种
.

目前
,

许多研究指出
,

用 D N A 分析技术所

揭示的环境样品中的微生物多样性比分离得到的微

生物多样性高得多 5[,
2 0]

.

我们对南 沙沉积物中 36

株可培养细菌也进行了 16 5 rD N A 序列分析
,

结果

表明它们主要为海洋螺菌属 ( Oc ea on
s iP ir l lu m )

,

弧

菌属 ( iV br io )
,

芽抱杆菌属 ( B ac ill u : )等属种
,

而文

库中 16 5 rD N A 序列所代表的细菌类群则更多 (结果

待发表 )
.

目前
,

通过继续对该文库的大规模测序

分析
,

我们又获得了许多不 同种类的海洋细菌 16 5

rD N A 序列
.

因此
,

应 用分子生物学技术对海洋
,

特别是深海
、

远海沉积物中微生物多样性的进一步

调查
,

将使我们有可能发现该类环境中新的微生物

类群
.

总之
,

在分析中国南海海域南沙这一典型 的热

带海区沉积物的细菌多样性时
,

我们获得的序列在

大的类群上与国外对不同海域沉积物研究的相关报

道大体是一致的
,

用我们获得的序列进行聚类分析

的结果也表 明海洋细菌类群的分布具有一定的规律

性
.

另外
,

我们从南沙海 区获得的每一个 16 S rD
-

N A 序列
,

都与发 表在基因库中的 16 5 rD N A 序列

表现出较大的差 异 (同源性仅为 88 % 一 94 % )
,

显

然
,

这些细菌在属种水平上完全不 同
,

在这些未知

种群中
,

蕴藏着目前还无法估量的资源
.

因此
,

研

究中国南海海域沉积物微生物的多样性
,

将进一步

丰富我们对海洋微生物多样性的认识
,

为我们开发

利用这一特殊生态环境的微生物资源奠定基础
.
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早期生命研究取得重要突破

— 我国发现
“

寒武大爆发
”

的绝灭动物门

2 0 0 1 年 n 月 2 2 日出版的英国《N at 盯e 》杂志发表了西北大学早期生命研究所所长舒德干教授等与英国

皇家学会会员
、

剑桥大学 M or ir s
教授合作完成的早期动物演化研究领域又一突破性成果—

“

中国澄江化

石库中发现新的后 口动物门
” ,

并将这一绝灭类群命名为
“

古虫动物 门
”

.

这 是舒德干等近年来第 6 次在

《N at ur e) 杂志上公布他们在
“

寒武纪生命大爆发
”

研究这一重大前沿领域的系列性科学发现
.

《N at ur e》杂志

还在同一期上发表了
“

论古虫动物门
”

的专题评述
.

自 1 8 5 9 年达尔文创立生物进化论 以来
,

人们便开始认识到发生在 5
.

4 一 5
.

3 亿年前古生代之初的早寒

武世生命突然爆发的奇特现象
,

这一生命演化史上极不寻常的景观在动物界表现得尤为突出
.

科学界早 已

形成共识
,

整个动物界从低等类群向高等类群的演化
“

大树
”

在经历了包括各种水母和珊瑚虫等较为低等

的双胚层腔肠动物门构成的
“

树干
”

阶段之后
,

便辐射产生出了门类众多的三胚层动物
.

所有这些三胚层

动物
,

根据它们胚胎发育期中口的发育特点可归并为两大类
,

并分别构成了
“

树冠
”

上的两大
“

枝系
” :

即

原 口动物和后 口动物
.

在 1 9 9 5 年以前的近一个半世纪
,

虽经数代古生物学家的不懈努力
,

在早寒武世动物

爆发主幕中发现了形形色色的动物类别
,

然而它们几乎全部局限于原口动物
.

舒德干教授在国家自然科学基金持续资助下
,

开展了对我国澄江生物群的研究
.

19 9 6 年以来
,

在《N a -

ut r
e) 杂志上连续发表的 5 篇论文

,

首次全面勾勒出这次超级生命大爆发同时创生出原 口动物和后 口动物两

大枝系的完整动物演化
“

大树
”

的基本轮廓
.

人们普遍认同
,

5
.

3 亿年前寒武大爆发之初的动物
“

大树
”

在

属种多样性上远不及今日现存的动物
“

大树
” ; 然而

,

两者在门类多样性上孰高孰低
,

却一直是学术界长期

争论的一个重大悬案
.

现代生物学和分子生物学最新研究表明
,

现存的后 口 动物中只有半索动物门
、

棘皮

动物门和脊索动物门 3 个门类
,

舒德干教授等近年来的多项发现首次论证了在早寒武世后 口动物中不仅出

现了所有这 3 个门类的先驱代表
,

而且还产生了现今已不复存在 的第 4 个门— 古虫动物 门
.

这些成果为

全面
、

准确揭示寒武纪生命大爆发的属性和力度提供了有力的证据
,

成为自 20 世纪初北美著名的布尔吉斯

页岩化石库发现以来关于
“

寒武大爆发
”

全貌认识上的一次重大的突破
.
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