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南极阿德雷岛地表沉积物中细菌多样性

及对环境的响应
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摘要 提取 南极 阿德雷岛沉积物柱状样各层次 的总 D N A
,

利用 P C R
一

R F L P 方法
,

对沉积物中的

细 菌多样性及分布进行 了研 究
,

并探讨 了它与环 境 的关系
.

结果表 明
,

沉积物 中的细 菌多样性 丰

富
,

分属于 8 个类群
,

以 C F B (伪 ot hP
a
ga

一

lF ex i ab ct er
一

aB ct er io ide
: )类群和 尸 or t eo ab ct er ia 类群 的件

,

丫亚群为主
.

在 7 c m 左右深度的沉积物中
,

可培养微 生物和 1 6 S r D N A 序列多样性与其他深度 的沉

积物有 明显不同
,

推测与环境的变化有关
.

同时还发现了大量与降解有机化合物相 关的细菌
,

表 明

阿德雷岛的微 生物生态系统 已经受到 了人类活动的影响
.

关键词 南极 地表沉积物 16 s r D N A 细菌多样性 环境变化

面的应用越来越广泛川
.

传统的微生物生态研究的

方法需要用合适的培养基从样品中分离出细菌的纯

的
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菲德尔斯半岛

阿德雷岛位于南极半岛尖端附近的南设德兰群

岛的乔治王 岛
,

与菲尔德斯半岛沙坝连接
,

属亚南

极区
.

该岛为企鹅聚集地
,

主要有金 图企鹅
、

帽带

企鹅
、

阿德雷企鹅等
,

在繁殖期约有 n 000 只
,

是

国际南极科学研究委员会 ( S C A R )确定 的特别生态

保护区
.

该区年降水量约 600 一 7 00 m m
,

季节分布

均匀
,

以降雪为主
,

夏季平均气温在 O ℃ 以上
.

沉

积物主要来源于给水区风化剥蚀产物
、

苔鲜地衣的

残体以及企鹅粪便和残骨
,

这为研究它们之间的联

系提供了必要的材料
.

阿德雷岛附近分布有中国长

城站
、

俄罗斯别林斯高晋站和智利马尔什站 (图 1)
,

对研究人类活动对南极环境的影响具有重要的参考

意义
.

目前
,

对该地区沉积物研究开展得十分有限
,

s u n
等〔̀ j研究了阿德雷岛沉积物中的元素特征和规

律
,

并据此提 出了 3 000 年来企鹅数量的变化模型
.

微生物在南极相对简单脆弱的生态系统中扮演着比

普通生态系统更为重要的角色
,

微生物生态可以敏

锐地反映整个南极生态系统的变化
,

但是
,

目前尚

未见到有关该地区沉积物中微生物生态的报道
.

近年来
,

分子生物学手段在微生物生态研究方
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培养
,

鉴定种 属
,

然后研 究菌株 的生理 生化特性
、

遗传特性及其与环境的关系
.

由于样 品采集
、

运输
、

保存和菌株分离方法的影响及微生物本身的生长规

律
,

可培养微生物在全部微生物 中所占的 比例只有

0
.

5% 左右 31[
,

所以这种方法有很大的局限性
.

利用

分子生物学方法
,

直接从样品中提取总 D N A 进行分

析
,

绕开了菌株分离这一瓶颈
,

可以最大限度地获

得相关微生物的遗传信息
,

从而较 为全面地分析整

个样品所处地区的微生物生态 2[,
4〕

.

本文利用分子生物学方法
,

直接提取环境样品

中的总 D N A
,

通过 P C R
一

R F L P 方法研究了阿德雷岛

沉积物中细菌的多样性
,

初步探讨了南极阿德雷岛

沉积物中细菌类群 的分布规律及其与气候变化
、

人

类活动影响之间的关系
.

序列
.

P C R 反应参照文献 〔5] 进行
.

1
·

5 R F L P 分析

将 P e R 产物 (约 1 5 0 0 b p )克隆到 p B lu e s e r ip t 载

体中
,

通过蓝 白筛选
,

挑取 白色克隆子
,

用通用引

物 T 3
,

7T 进行菌落 P C R
,

以 P c R 产物为模板
,

采

用 E u b a e 2 7 F 和 E u b a e 1 4 9 2 R 进行二次 P C R 扩增
,

对 p C R 产物进行双 酶切 (4 碱基限制性内切酶 A j h

I 和 呱 p l )
,

经 3 % 琼脂糖电泳后分析电泳条带类

型
,

挑取不同谱型的克隆子进行测序
,

测序引物为

T 3
,

T 7
,

3 5 7 F ( 5
’ 一

T A CG G G A G G C A G C A G
一

3
’

) 和

1 1 1 4 R ( 5 气 G C A A C G A G C G CA A C C C
一

3
’

)
,

由上海 生

工生物工程公司完成
.

1 材料与方法

1
.

1 样品采集和处理

阿德雷岛沉积物柱状样于 2 0 01 年中国第 18 次

南极考察期间
,

用经过清洁 处理 的 P V C 塑料管在

南极阿德雷岛 ( 6 2
’

1 3
’

S
,

5 8
`

5 6
`

w )企鹅聚集区下小

集水区采集 (图 1)
,

泥芯长约 10 。 m
.

样品采集后保

存于 一 20 ℃ 带回实验室
,

在无菌超净台分装后
,

保

存于 一 7 0 ℃超低温冰箱
.

沉积物表层为黄色薄土层

(约 l m m )
,

随着深度的增加
,

土质逐渐变软
,

颜色

由浅变深再变浅
,

整个柱子有异 味
.

除底部外
,

每

I Cm 分 一层
,

共分得 9 层
.

去除样 品的表层
,

取内

部土样进行实验分析
.

1
.

2 可培养微生物统计

取 1 9 土样
,

用无菌淡水和无菌南极海水按不同

倍数稀释后分别涂布通用培养基 L B( 盐度约 1% )和

22 16 (E 南极海水配制
,

盐度约 3
.

4 % )
,

在 4 ℃ 冰箱

培养约 10 d 后统计平板上的菌落数目
.

重复 3 次
.

1
.

3 总 D N A 提取

采用土样 D N A 提取试剂盒 ( 50 11 D N A I s o l a t io n

iK t
,

M O iB 。
公司 )提取

,

每层取 0
.

5 9 沉积物
,

按试

剂盒说明书操作
,

提取总 D N A
.

1
.

6 序列分析与提交

将所得序列与 E M B L 数据库中的 已有序列进行

同源性比较 ( F A S T A 3 程序 )
,

采用 C l u s t a l W 1
.

8 1

软件进行系统发育分析
,

通过 R D lP l 数据库进行验

证
.

本研究所有序列均 已提交 至 G en B an k 数据库
,

收录号见图 2
.

1
.

4 1 6 5 r D N A 序列扩增

利用细 菌 16 s rD N A 的特异性 引物 51[
:

E u -

b ac 2 7 F ( 5
’ 一

A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G
一

3
’

) 和

E u b a e 1 4 9 2 R ( 5
’ 一

G G T T A C C T T G T T A CG A C T T
一

3
’

)
,

以每个层次的总 D 入A 为模板扩增细菌的 16 S rD N A

2 结果与分析

2
.

1 可培养微生物的计数

南极阿德雷岛沉积物 中微生物的三次培养结果

表 明
,

沉积物 中的微生物数量 比菲尔德斯半岛其他

地区多 6[]
,

最多达到 1 又 1 0 7
个 / g 土样

.

在整个柱状

样中
,

微生物数量从表层到深层逐渐减少
,

而在第

7 Cm 处的沉积物中出现反常
,

即使用不经稀释的上

清液培养也 只能得到 不足 10 0 个菌落
,

明显 比沉积

物的其他深度少 (图 3 )
.

2
.

2 i 6 S r D N A 序列扩增和 R F L p 分析

在 9 个层次 的沉积物 中共得到 阳性克隆子 9 21

个
,

经 R F L P 分析后
,

得到约 30 0 个不同的谱型
,

测

序结果经 D N A M A N 软件比较同源性后共得到 262

个 16 S rD N A 全序列
.

各个深度沉 积 物的 P C R
-

R F L P 结果见表 1
.

在 目前的微生物多样性的研究

中
,

一般通过分析 50 一 10 0 个阳性克隆子来研究环

境样品中的优势微生物类群 2[, 4
,

7 〕
,

因此
,

本实验所

得数据足 以反映南极阿德雷岛地 区优势细菌类群的

生态多样性
.

与可培养微生物统计结果相对应
,

在

距表层 7 。 m 深度的沉积物中出现 R F L P 谱型和基因

型数较少的异常现象
.
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图 2 沉积物中可降解有机物的菌株的系统发育树

黑体编号表示本研究所得 16 5 r D N A 序列
, “

一
”

左边的数字表示深度 ( c m )
,

右边的数字表示克隆子编号
,

括号内为 G en B an k 收录号
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图 3 可培养微生物计数
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表 x 沉积物中 1 6 5 r n N A序列的 P C R
·
R F L P 分析结果

深度 / c m P C R 数 阳性克隆 (阳性率 % ) R F L P谱型数 基因型数
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.
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.
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.
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.
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.
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1 10 ( 7 5
.
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1 0 3 ( 7 6 1 )

8 8 ( 6 2
.
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1 2 9 ( 7 2
.
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9 2 1 ( 7 0
.

9 ) 大约 30 0

2 6

2 6 2

2 3 4 5 6 7

深度 c/ m

图 4 沉积物中各主要细菌类群所占的比例及分布
2

·

3 16 S rD N A 序列系统发育分析

同源性比较和 系统发育分析的结果表明
,

南极

阿德雷岛沉积物上层 ( O一 4 。 m )的细菌多样性 明显 比

深层丰富 (表 1 )
.

细菌类群包括 P or t eo ba ct er ia 类群

的
。 一 ,

p
一 ,

y
一 ,

a
一 , 。 一

亚群
,

c F B ( 伪￡oP ha ga
一

lF ex
-

iba ct e o B ac et ir 口心es )类群
,

革兰氏阳性菌
,

浮霉状菌

等
.

其 中 C F B 类 群
、

p
一

尸or t eo b ac t er 勿 和 y
一

p or
-

eot ba c et ir a
亚群各占 23

.

7 %
,

22
.

9 % 和 27
.

1%
,

属

优势类群
.

在 系统发育树中和 16 5 rD N A 序列最相

近的菌株的同源性在 78
.

1 % 到 99
.

7 % 之间
,

每个层

次中的主要细菌类群见图 4
,

在企鹅粪便沉积物中
,

羊 P or eot ba cet iar 亚 群 的细菌从表层 到底层逐渐增

多
,

p
一

p or et o ba ct er i 。 亚群和 cF B 类群的细菌则没有

表现出明显的规律
,

但两者在各层次沉积物中的分

布却成反 比关系
.

C F B 类群的细菌在第 7 c m 深度的

沉积物中最少
.

值得注意的是
,

发现该地 区有很多

细菌都具有降解某些有机物的能力
,

而这 些有机残

留物都是人类活动影响的结果
,

见图 2
.

3 讨论

与南极其他地区 (海边仁8
,

9 」
、

湖泊沉积物 [` 0
,

川
、

冰川 [ ’ 2 ]
、

海冰 [ ` 3〕
、

考察站排污 口 [` 4 ]等 )微生物 多

样性的研究相比
,

本研究 由于采样地点的特殊性
,

因此细菌多样性和上述地区有明显的不同
.

企鹅粪

便和苔辞残骸为该地区的生态系统提供了丰富的营

养物质
,

同时阿德雷岛在南极夏季的气温也适宜微

生物的生长
,

因此该地区沉积物中细菌的数量和多样

性都比其他地区丰富
.

序列同源性比较发现
,

大部

分 16 S rD N A 序列 (约占 65 % )和数据库中菌株的最

高同源性低于 85 %
,

现在一般认为
,

细菌 16 S r D N A

序列同源性低于 97 % 即属于不同的种 [` 5〕
.

因此
,

本

研究发现 了大量尚未报道的菌株的遗传信息
.

南极阿德雷岛沉积物中以 c F B 类群 和 p
一

p or
-

et ob ac et 八 a ,

丫
一

尸or t eo b a c et ir a
亚群的细菌为主

,

这三

个类群
,

特别是 C F B 类群的细菌与几丁质
、

氨基
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酸
、

D A N
、

脂 类 和 蛋 白质等物质 的 降解 紧 密 相

关 〔̀ “ 〕
.

这些有机物质的沉积会造 成 cF B类 群细菌

的增加 〔̀ 7j
.

与其他 自然沉积物相比
,

阿德雷岛沉积

物中含有丰富的由企鹅粪便提供 的几丁质等营养物

质
,

因此可以 C F B 类群细菌作为指示类群
,

采用该

类群特异的 16 S rD N A 序列设计探针
,

通过 D N A 杂

交等手段研究该类群细菌在不同沉积物样品中的种

类组成
、

数量及分布
,

进一步 了解企鹅粪便沉积物

内的微生物生态特征
.

补尸or eot ab ct er ia 亚 群 的细菌 具有 很强 的适 应

性
,

它们在不 同环境的生态 系统中都有广泛 的分

布〔“
,

7
,

`” 〕
,

其中包括很多参与硫代谢
,

氮代谢和甲基

代谢等厌氧细菌的种类
.

在我们的研究 中也发现了

类似的厌氧菌株
,

这也可以解释 下尸or eot b ac et ir a
亚

群细菌从表层到底层逐渐增多的现象
.

俘
一

尸or et ob ac
-

et ir a 亚群和 c F B 类群之间相互
“

拮抗
”

的关 系则

值得进一步的分析研究
.

阿德雷岛沉积物柱状样的元素 ( s
,

P 2 0 5 ,

c a( ),

z n
等 )变化过程在距表层 7 Cm 处有一突变点 仁̀ ]

,

本

研究则在相同深度的沉积物中发现可培养微生物的

数量
,

细菌的 16 S r D N A R F L P 谱型数
,

基因型数和

C FB 类群细菌数量的异常
.

这些异常与不同土层中

的营养物质含量
、

有机物含量
、

土壤酸碱度
、

土壤

通气状况等因素有关
,

而在以企鹅粪便沉积为主的

阿德雷岛地表沉积物中
,

这些因素都与企鹅的数量

和分布紧密相关
.

因此
,

我们推测可能在第 7 C m 沉

积物所处的地质年代中阿德雷岛的气候环境发生了

较为剧烈的变化
,

导致与之紧密相关联 的生态系统

也发生变化
,

影响了企鹅数量和苔鲜的分布
,

进而

使以企鹅粪便和苔鲜残体为主的沉积物 中的微生物

数量和组成发生异常
.

从系统发育树中可 以看出
,

占总数 15 % 的菌株

具有降解某些有机化合物的能力
,

包括 甲苯
、

林丹

(一种农药 )
、

多氯化联苯 ( P C B )
、

1
,

2 一 二氯丙烷
、

甲基叔丁基醚 ( M T B E )等
.

它们在所有的层次中均

有分布
,

但从表层到底层逐渐减少
,

到第 9 c m 处只

发现一株这样的细菌
.

很 多研究 已经在南极土壤和

沉积物中检测到了上述有机化合物 〔’ ”
,

`” 〕
,

我们的研

究则从微生物 生态的角度证明了它们的存在 和影

响
.

从降解有机物的菌株所 占的 比例来看
,

该地 区

的有机物污染和石油残留物污染 已经影响到了微生

物的生态环境并产生了一定的后果
.

关于阿德雷岛

和南极其他地区的沉积物或者土壤中重金属的污染

也有一些报道 [`“
,

`9 ]
,

但本实验只发现了一株与重金

属污染相关的菌株
,

可以推测虽然周围有众多活动

频繁的考察站
,

但阿德雷岛的重金属污染可能还未

严重影响到微生物生态系统
.

阿德雷岛的生态系统对自然环境的变化有很大

的脆弱性和敏感性
,

关于该地 区的地 学
、

生态学
、

海洋学等学科的研究已经显示了阿德雷岛独特的科

研价值
,

而且
,

阿德雷岛又处于三个科学考察站的

包围之 中
,

是 南极 受人 类 影 响最 强 烈 的 地 区之

一 〔’ 8, ` 91
,

这也为我们研究人类活动对南极地区生态

系统的影响提供了对象
.

本研究采用了长约 10 c m

的沉积物柱状样
,

时间跨度大约 500 年 〔̀
·

2“ 〕
,

属于

阿德雷岛地 区生态变化比较剧烈的时间跨度
.

我们

获取了大量阿德雷岛沉积物中的细菌 16 5 rD N A 信

息并初步探讨了其对环境的响应
,

为下一步深入研

究南极企鹅粪便沉积物 中微 生物多 样性与环境变

化
、

环境污染以及人类活动影响之间的关系提供 了
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《生灭过程》 侯振挺 等 著

湖南科学技术出版社 定价
:

50
.

00 元

侯振挺教授及其学生潜心研究生灭过程多年
,

本书是这些成果

的总结
.

前 4 章是关于马尔可夫过程的基础理论
,

以后各章包括 了

生灭过程的定性理论
,

含有限个瞬时态生灭过程的全部构造
,

随机

单调性
,

转移函数的各种收敛性
,

生灭过程 的第一特征值
,

K en da ll

猜想等内容
.

最后
,

为了应用的需要
,

还引入及初步讨论了半马式

生灭过程
.


