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鄂霍次克海冷泉沉积物真核生物多样性的初步研究 
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摘要: 从鄂霍次克海沉积物样品中提取总基因组 DNA, 进行核糖体 rRNA 基因内转录间隔区(ITS)的扩

增, 构建克隆文库并进行测序, 对该环境下真核生物的多样性进行了初步研究。结果发现, 该环境下的

真核生物具有较高的多样性, 主要为 3 大类, 真核藻类、真菌和微型浮游动物。藻类和微型浮游动物

的组成与前人在该海域浮游生物生态学的研究相吻合, 而真菌群落具有较高的多样性, 这为该区域真

核生物多样性、所参与的生物地球化学过程及生态学意义的研究奠定了基础。 
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冷泉是指温度接近于海水, 而以高于周围水环
境浓度的烃类化合物(主要为甲烷)、硫化物或二氧化
碳为主要成分, 受地质构造或压力梯度作用渗出沉
积物表层的流体[1]。海底冷泉作为一种极端环境具有

独特的生物多样性和极高的生物密度 [2], 该环境下
的生物群落逐渐被发现和报道, 已成为地质学、生物
学的研究热点, 为地球生物化学、生命演化和极端生
命的研究提供了机遇。 

通过环境样品基因序列的分析来研究环境生物

多样性被广泛应用于原核微生物生态学研究, 并已
成为不可或缺的研究手段[3]。然而该方法在真核生物

生态学方面尚未被普遍采用。Heath[4]曾通过该方法

对森林土壤环境样品中的真菌群落进行过研究, 其
使用了真核生物通用的核糖体DNA内转录间隔区引
物 ITS1/ITS4, 发现相对于传统的培养方法, 该方法
发现了极为丰富的生物多样性, 而与 DGGE 等指纹
图谱方法相比能够提供前者所不能提供的完全的物

种信息。Lai 等[5]通过构建 ITS 的克隆文库, 分析了
南海甲烷水合物富集区的真菌群落多样性。转录间

隔区是真核生物中分隔核糖体大亚基与小亚基

rRNA 基因的区域, 由于其进化速率较快, 可用于很
多真菌、植物和藻类属和种水平上的识别和鉴定。

目前对于该序列, 已经具有基因信息量很大的数据
库 [6], 这为该序列在多样性研究方面的应用提供了
基础。 

鄂霍次克海位于太平洋的西北角, 千岛岛弧的
内侧 , 海域面积仅次于中国的南海 , 是西北太平洋

大陆边缘中第二大边缘海, 其三面被高耸的山脉环
绕 , 这为该地区提供了大量有机及无机的沉降颗  
粒 [7], 通过对海底沉积物中生物多样性的研究将对
该海域浮游生物生态学提供佐证。同时由于鄂霍次

克海的海底是一种典型的冷泉环境, 在该海域进行
该类研究还将有助于对极端生命的探索。  

1  材料与方法 

1.1  采样  
2006 年 5 月由俄、韩、日、中四国共同组织的

鄂霍次克海天然气水合物联合调查航次, 取得了海
底表层沉积物的柱状样品。沉积物样品名: LV39-18H; 
采样深度: 715 m; 经纬度: 54°29.92′N, 144°16.53′E; 
由中国科学院海洋研究所海洋地质与环境重点实验

室提供。 

1.2  DNA 的提取  
通过 FastDNA Spin Kit for Soil(MP Biomedicals, 

美国)试剂盒对该柱状沉积物 0~40 cm 的表层样品
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0.35 g进行总 DNA的提取。 

1.3 真核生物 ITS 片段的扩增 
1.3.1  PCR反应体系及反应条件 

使用 ITS 通用引物 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGA- 
ACCTGCGG)和 ITS4(5′-TCCTCCGCTTAT TGATA- 
TGC)[8], 使用实验方法 1.2中提取的DNA作为模板。
PCR 反应体系如下: DNA 模板 0.5 μL; ITS1 引物(10 
μmol/L)1 μL, ITS4引物(10 μmol/L)1 μL; 2×MasterMix 
Taq 酶  12.5 μL (天根生化科技有限公司 , 中国 ); 
Mili Q 水补至 25μL。使用 Biometra Tprofessional 
PCR 仪(德国), 反应条件如下: 94°C 预变性 6 min; 
94°C 50 s, 50°C 50 s, 72°C 70 s, 循环 30次; 72°C延
伸 10 min。 
1.3.2  PCR产物的检测 

使用 1%琼脂糖凝胶对 PCR产物进行电泳, 溴化
乙锭染色后于紫外凝胶成像分析系统(Bio-Rad, 美
国)下进行检测。 

1.4  构建克隆文库 

使用 DNA 琼脂糖凝胶回收试剂盒(Bioteke, 中
国 ) 对 PCR 产 物 进 行 回 收 。 与 克 隆 载 体

pMD18-T(TaKaRa, 日本)连接并转化到 Escherichia 
coli Top10(Invitrogen, 加拿大)细胞中, 于 37°C恒温
培养过夜。挑取 48 个单菌落, 送到上海美吉生物医

药科技有限公司进行序列测定。 

1.5  序列分析 

通过 BLAST 软件从 GenBank 获得与本实验所
得到序列亲缘关系最近的序列。使用 CLUSTAL W
软件[9]进行多序列比对。根据 97%的分类标准, 将所
得的序列使用 DOTUR 软件[10]进行系统发育类型的

归类。使用 DOTUR对文库进行各统计学指数的分析: 
稀有度曲线作为判断文库系统发育类型丰富度的参

考; Shannon多样性指数用来评价系统发育类型多样
性; Chao1 丰富度指数用来推断样品中物种总数。 

2  结果 

2.1  对所得序列的统计学分析 

对 48 个单菌落进行测序, 去除不成功的序列, 
共获得 38 条序列, 通过 DOTUR 软件分析, 所有序
列根据 97%的分类标准被划分为 19 个系统发育类
型。 

通过 BLAST 检索, 发现所有的 38 条序列主要
来自 3大类, 分别为藻类(19条序列)、真菌(8条序列)
和浮游动物(11 条序列), 分别占克隆总数的 50%, 
21.1%和 28.9%。3大类群中具体门类所占比例如图 1
所示, 对各大类群的统计分析如表 1所示, 各大类群
在文库中的稀有度曲线如图 2所示。 

 
图 1  各真核生物类群占 ITS克隆文库的比例 

Fig. 1  Proportion of each eucaryotic group in the ITS clone library 
藻类用交叉线表示, 真菌用直线表示, 浮游动物用点表示 

Algae represented by crossed lines, fungi represented by straight lines and zooplankton represented by dots 



 

 Marine Sciences / Vol. 36, No. 5 / 2012 31 

表 1  对真核生物 ITS 文库的统计学分析 
Tab. 1  Statistical analysis of ITS library 

类群 克隆数 系统发育类型 Shannon指数 Chao1指数 
浮游动物 11 3 1.0362±0.293 3 
真菌 8 8 2.07944±0.49 36 
藻类 19 8 1.58663±0.5044 11.3 

总体文库 38 19 2.5645±0.3354 38.5 
 

 

图 2  ITS克隆文库各类群的稀有度曲线 
Fig. 2  Rarefaction curve of each group in the ITS clone library 

 
具体来说, 根据 Shannon多样性指数显示, 真菌

的多样性最高, 达到 2.08, 浮游动物多样性最低, 为
1.04。Chao1 指数也表现出相似的趋势 , 真菌的
Chao1指数达到 36, 而浮游动物该指数仅为 3。就整
个 ITS文库来说, Shannon指数和 Chao1指数分别达
到 2.56和 38.5。 

从稀有度曲线可以看出, 随着克隆抽样次数的
增加, 真菌系统发育类型数目表现出同步增长趋势, 
即完全未达到饱和。与此相反, 浮游动物的系统发育
类型基本达到饱和并最终稳定在 3 左右, 而藻类表
现出部分饱和。 

2.2  真核生物多样性 

2.2.1  藻类多样性 
属于藻类的 19条序列可被划分为 8个系统发育

类型。具体来说, 5个系统发育类型属于硅藻, 另有 2
个和 1 个系统发育类型分别属于绿藻和甲藻。其中
属于 3个系统发育类型的 12条序列与硅藻角毛藻属
(Chaetoceros)的亲缘关系最高(相似度分别为 97%、
92%和 93%), 该属为藻类中的优势类群, 占藻类总
克隆数目的 63.2%。另有属于 2个系统发育类型的 3
条序列与绿藻门的海洋绿色微藻 Koliella spiculi-
formis的亲缘关系最高(相似度分别 91%和 90%)。此
外还发现了 4 条序列分别与硅藻门双环海链藻属

(Thalassiosira, 一条序列, 相似度 85%)和短缝藻属
(Eunotia, 两条序列, 相似度 87%)以及甲藻门裸甲藻
属(Gymnodinium, 一条序列, 相似度 84%)有较低的
相似度。 
2.2.2  真菌多样性 

属于真菌的所有 8 条序列分别属于不同的系统
发育类型, 即共可划分为 8个系统发育类型。它们分
别来自壶菌门、担子菌门、接合菌门和子囊菌门, 另
有 3 条序列分别与环境样品中获得的 ITS 序列亲缘
关系最近, 目前尚无法具体鉴定。其中来自子囊菌门
的序列与海洋酵母菌梅奇酵母属(Metschnikowia)有
93%的相似度。 
2.2.3  浮游动物多样性 

属于浮游动物的 11条序列可被划分为 3个系统
发育类型, 经过 BLAST 检索发现, 所有 3 个系统发
育类型都属于 20~200 μm 微型浮游动物的纤毛虫, 
其中两个系统发育类型的序列与无壳纤毛虫的

Strombidium具有较高同源性(相似度为 98%和 96%), 
而另一系统发育类型的序列与砂壳纤毛虫的

Tintinnopsis具有较高同源性(相似度为 97%)。 

3  讨论 

从鄂霍次克海沉积物样品中提取总基因组 DNA, 
进行 ITS 基因的扩增并构建文库对该环境下真核生
物的多样性进行了研究。 

统计学分析特别是 Shannon 指数提示, 在该冷
泉沉积物环境中真菌具有极高的多样性, 而浮游动
物的多样性最低。根据饱和曲线显示出相似结果, 由
于挑取的克隆数较少, 真菌多样性曲线完全未达到
饱和, 但是浮游动物多样性已基本达到饱和。基于以
上多样性分析, 我们建议使用真菌特异的 ITS 引物
或增加测序克隆数目, 以对真菌类群的多样性进行
进一步研究。 

本文中发现的藻类序列大部分来自能引起赤潮

的浮游藻类。其中角毛藻在许多文献中记载为鄂霍

次克海域最主要的浮游藻类 [11], 本文的结果也与前
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人对浮游生态学的研究相吻合。有趣的是, 在我们对
该沉积物 16S rRNA 基因构建的克隆文库中也发现
了占该文库较高比例的角毛藻属叶绿体 16S rRNA
基因(数据未发表), 且此类群在沉积年代数万年的
深度仍有发现, 因此推测本研究发现的这些序列很
可能来自这类浮游硅藻产生的随沉积作用进入沉积

物的休眠细胞。此外与赤潮藻类硅藻门双环海链藻

属和甲藻门裸甲藻属有一定亲缘关系的序列在本文

中也有发现。总体来说, 硅藻在所有这些赤潮藻类中
占绝对优势, 这可能是因为与甲藻等其他赤潮藻类
相比, 硅藻主要采取 r-对策, 即通过产生大量的有数
月乃至几年生活力的休止细胞, 能够迅速适应适宜
环境。在海底沉积物中, 硅藻休止细胞数目占有绝对
优势的现象也屡次通过常规生态学方法检测到并被

报道[12]。 
本文中发现的真菌多样性大大高于其余两大类

群, 这提示在海洋沉积物环境中的真菌群落有可能
为我们提供丰富的药源和基因资源, 比如梅奇酵母
属是重要的海洋酵母菌, 已有对其酸性蛋白酶基因
进行开发的相关报道[13]。因此对海洋真菌的进一步

研究将有着重要的应用和经济价值。 
无壳纤毛虫和沙壳纤毛虫是两类主要的 20~200 

μm 微型浮游动物, 在世界许多海域具有较高的生物
量[14]。本研究发现的上述两类浮游动物的序列, 分别
属于 Strombidium和 Tintinnopsis。前者为鄂霍次克海
中一种优势浮游动物 [15], 而后者在鄂霍次克海的分
布也早在 1932年就由 Hada[16]报道过。 

4  结论 

本文的序列大部分来源于鄂霍次克海中的浮游

藻类和浮游动物 , 通过沉降作用到达沉积物中 , 本
文的研究在一定程度上为浮游生态学的研究提供了

佐证。真菌是本研究中发现的 3 大类群中多样性最
高的类群, 对该类群的进一步研究将有重要的科研
和经济价值。此外, 本研究也证明通过对 ITS序列进
行扩增进而构建克隆文库的分子生物学方法确实能

够发现较高的多样性并方便进行有效的统计学分析, 
这为今后对该区域真核生物特别是真菌的多样性、

所参与的生物地球化学过程及生态学意义的研究奠

定了基础。 
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Abstract: The eukaryotic diversity in the sediment sampled from the Okhotsk Sea was evaluated using direct isola-

tion of internal transcribed spacer (ITS) rRNA genes by PCR and sequencing of cloned fragments. It is shown from 

the results that the eukaryotic community exhibited high diversity and all of the sequences were from three groups: 

algae, fungus and microzooplanktons. The constructions of algal and microzooplanktonic communities were 

consistent with previous ecological research results in this area. Interestingly, we found that the fungal community 

showed relatively high diversity, which provided clues for further research. 
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