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劳盆地热液喷口沉积物微生物多样性初步研究 

郭文婷, 刘晓曦, 王  鹏 

(同济大学 海洋地质国家重点实验室, 上海 200092) 

摘要: 采用聚合酶链式反应限制性片段长度多态性分析(PCR-RFLP)技术对劳盆地热液区 TVG9 站位

沉积物中细菌、古菌多样性进行了调查, 并构建其细菌、古菌种群的 16S rRNA 基因文库。研究结果

表明 , 该站位细菌包含变形杆菌 (Proteobacteria)、硝化螺旋菌 (Nitrospira), 疣微菌 (Verrucomicrobia)

等 3 个类群, 其中变形杆菌占据优势地位, 由 Alphaproteobactria, Gamaproteobactria, Deltaproteobac-

tria 等 3 个亚群组成。古菌包含泉古菌(Crenarchaeota)和广古菌(Euryarchaeota), 其中泉古菌占优势, 

由 MGⅠ(Marine GroupⅠ)和 MCG(Miscellaneous Crenarchaeotal Group)两类群组成, 而广古菌主要由

MBGE(Marine Benthic Group E)组成。旨在揭示深海热液区的微生物多样性, 为生态环境的研究提供

理论支持。 

关键词 : 劳盆地 ; 热液喷口 ; 沉积物 ; 微生物多样性 ; 聚合酶链式反应限制性片段长度多态性分    

析(PCR-RFLP) 

中图分类号: Q938     文献标识码: A      文章编号: 1000-3096(2012)07-0023-05 

1977 年人类首次在加拉帕戈斯海岭发现热液喷
口, 之后在东北太平洋 Juan de Fuca、大西洋中脊
Rainbow热液区、Lost City热液区、印度洋中脊、北
冰洋洋中脊等处都有类似发现。深海热液喷口具有

高温、高压等特征, 不断释放出含有高浓度有毒元 
素(硫和重金属)的缺氧热液羽流 , 在与周围冷海水
逐渐混合过程中, 呈现出急剧变化的温度、化学梯度, 
为生理、代谢机制及系统发育有所不同的微生物提

供了巨大的潜在栖息地[1]。热液喷口是深海极端环境

中的极端, 尤其是其中不依赖于太阳能的黑暗食物
链的发现, 激发起人们对深海生物多样性及生命起
源和进化的极大兴趣[2-3]。由于传统微生物培养手段

的局限性及深海生境的特殊性,自沉积物和洋壳中分
离得到的微生物数量非常有限[4-5]。20 世纪 80 年代
末至 90 年代, 分子生物学技术开始被广泛应用于微
生物群落结构的分析[6-7]。近年来, 不依赖培养的 16S 
rRNA 基因鉴定技术揭示出大量先前未被发现的独
特的微生物群落[8-9], 使对未培养微生物进行分析成
为可能。多种分子生物学技术联合应用, 还可以弥补
单一技术的不足, 因而成为微生物生态学研究中的
常见手段[10]。 

劳盆地位于西南太平洋汤加岛以西, 是残留岛
弧(劳海岭)与活动火山弧(Tofua 火山弧)之间的一个
弧后盆地, 是第一个被认为由于火山岛弧扩张形成

的年轻海盆[11]。1989年 Nautile号潜水艇在此发现了
众多活跃的热液喷口, 它们与在洋中脊的热液在生
物群落、化学成分、温度、矿石成分等方面都有明

显的差异[12]。以往的研究多集中在洋中脊热液区, 对
弧后盆地热液区的微生物生态系研究还很少[13-14]。

本文采用聚合酶链式反应限制性片段长度多态性分

析(PCR-RFLP)技术, 对劳盆地深海热液喷口一个沉
积物站位中的细菌和古菌分布进行了初步研究, 旨
在了解该区域微生物生态系的组成及多样性, 为揭
示微生物在海洋沉积物和洋壳中的生物地球化学作

用 [15-16]奠定基础, 进而促进深海热液生物资源的研
究和利用。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
本文研究的样品来自“大洋一号”科考船 2007年

5月在劳盆地东劳扩张中心热液区的DY-19-4 TVG9站
(176.6018°W, 22.1813°S), 由电视抓斗采样器采集。样
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品为铁红色沉积物。采用无菌方式进行二次取样后立

即保存于–20℃, 运回实验室保存于–80℃。 

1.2  方法 
1.2.1  总 DNA的提取、纯化 

DNA提取采用 Wang[17]等的方法。粗提 DNA产
物用 QIAquik PCR纯化试剂盒(QIAGEN)纯化, 用于
后续实验。 
1.2.2  16S rRNA 基因 PCR扩增和纯化 

采用细菌 16S rRNA 基因通用引物 (27F:5′—
AGAGTT TGA TCM TGG CTC AG—3′; 1492R:5′—
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T—3′; M为 A或 C)[18]

和古菌 16S rRNA 基因通用引物(21F:5′—TTC CGG 
TTG ATC CYG CCG CCG GA —3′; 958R:5′—YCC 
GGC GTT GAM TCC AAT T —3′; Y为 C或 T, M同
上)[19]进行 PCR 扩增。扩增反应在 PTC-221 热循环
仪 (BIO-RAD)上进行。细菌 PCR 扩增条件 : 95℃    
3 min; 94℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 1.5 min, 33个
循环; 72℃ 10 min。古菌 PCR扩增条件: 95℃ 3 min;  
94℃ 1 min, 55℃ 1 min, 每个循环降低 0.2℃, 72℃ 
1.5 min, 35个循环; 72℃ 10 min。UNIQ-10柱式胶回
收试剂盒(上海生工)纯化 PCR产物。 
1.2.3  克隆文库构建和 RFLP 分析 

将回收的 PCR 产物克隆到 PMD-18T 载      
体(TaKaRa)上, 转化到 E. coli DH5α感受态细胞中, 
涂布接种于含有X-gal和氨苄青霉素的 LB培养基上, 
37℃培养 16 h左右, 蓝白斑筛选法挑取阳性克隆子, 
进行菌落 PCR 扩增。所得产物用限制性内切酶  
MspⅠ/HpaⅡ(Fermentas)37℃过夜酶切, 经 3％凝胶
电泳得到 RFLP酶切图谱。 
1.2.4  测序与系统发育分析 

挑选不同带型的克隆子测序(上海英俊生物技术
有限公司 ), 将所得序列提交到 RDP Ⅱ (ribosomal 
database project)数据库 , 利用在线工具 CHIMERA 
CHECK 进行序列有效性验证 ; 通过 BLASTN 程  
序 (www.Ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)搜索相似性序列 , 
采用 Clustal X(version 1.8)对比分析序列 , 利用
MEGA(version 4)软件中的 Neighbor-Joining 法构建
系统发育树。 

2  结果 

2.1  DNA 提取和 PCR 扩增 
从 5 g沉积物样品中抽提的环境基因组 DNA片

段大小集中在 23 kb左右, 纯化后的扩增产物条带单
一, 细菌和古菌的片段大小分别为 1 500 bp和 900 bp, 
表明扩增效果较好。 

2.2  克隆文库的构建和 RFLP 分析 
自克隆文库中随机挑选 88 个细菌克隆子和   

96 个古菌克隆子, 限制性内切酶酶切后进行 RFLP
分析。根据酶切图谱和系统发育树构建结果, 细菌克
隆文库可归属于 50 个 OUTs(Operational Taxonomic 
Units), 3 个优势 OUTs 分别占总细菌文库的 18.0%, 
14.0%, 12.0%, 其余相对丰度较低, 仅含有 1~3个克
隆子。古菌可归属于 16个OUTs, 其中 4个优势OUTs
分别为 66.7%, 7.3%, 5.2%和 4.2%, 其余 12个 OUTs
的相对丰度较低, 仅含有 1～2个克隆子。 

2.3  细菌 16S rRNA 基因文库多样性分析 
细菌文库可划分出 3 个类群 (图 1), 变形杆    

菌(Proteobacteria)占绝对优势(88.6％), 该门又可分
为 Alphaproteobactria, Gamaproteobactria, Deltaprote-
obactria 三个亚群, 分别占细菌文库总量的 57.3%, 
27.4%和 3.9%。其他类群含量相对较少: 8.0％归属于
硝 化 螺 旋 菌 (Nitrospira), 3.4% 归 属 于 疣 微        
菌(Verrucomicrobia)。变形杆菌类群在海洋沉积物中
分布广泛, 往往是热液流和海水相互作用环境中优
势种群 [20],但其比例和优势亚群有所差异。如在
Rainbow 热液区沉积物中 Gamaproteobactria 是最为
优势的类群, 大约一半属于该变形菌门[21]。在劳盆地

沉积物检测中发现, 基因型 TVG9B-122(9个克隆子)
和 TVG9B-97(7 个克隆子)与地壳热流中的序列有很
高的相似性(97%～98%), 其余基因型与来自西太平
洋暖池等其他海洋环境沉积物中序列有 91%～99%
相似性。 

2.4  古菌 16S rRNA 基因文库多样性分析 
泉古菌(Crenarchaeota)和广古菌(Euryarchaeota)

分别占古菌总量的 70.8%和 29.2%, 序列与深海
环境相关序列有较高的同源性。泉古菌包含    
MGⅠ(Marine Group Ⅰ)和 MCG (Miscellaneous 
Crenarchaeotal Group) 2个类群(图 2)。其中以 MGⅠ
为主 , 占古菌文库的 59.4%, MCG 占古菌文库的
11.4%。结果表明, 在 TVG9站位的古菌类群中 MGⅠ
为优势菌群, 它的同源序列分别来自南冲绳海槽热
液流和马里亚纳海槽南部地热流 ,  相似性依次为
98%, 99%。MGⅠ在海洋中分布广泛, 在海水和沉积 
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图 1  基于 16S rRNA基因的 TVG9沉积物细菌系统发育树 
Fig. 1  Bacterial phylogenetic tree based on partial 16S rRNA clones from the sediment sample of TVG9 

 
物中都被检测到过。如在对 Juan de fuca热液口沉积
物的研究发现[22], 所得到的克隆子全部属于 MGⅠ, 
认为热液环境中的氨氧化古菌可能来自于这个类群, 
参与氮的循环。MCG 最初在海洋中被发现, 后来在
陆地和海洋沉积物中都被检测到[4,23]。该类群同源序

列分别来自马里亚纳海槽地热流、武尔卡诺岛地热

井和瓜伊玛斯海盆地热喷口沉积物。 
广 古 菌 以 MBGE(Marine Benthic Group       

E)(19.6%)为主, 是一种与甲烷代谢有关的古菌类群[24], 

与劳盆地东扩张区及马里亚纳海槽南部热液区得到

的克隆子相似性均为 99%。其他类群占 9.6%, 本研
究中得到克隆子在劳盆地和其他热液环境下得到的

基因型相似性较高(98%～99%)。 

3  结论 

本研究结果表明, 所构建细菌和古菌文库中的
克隆子大多与热液活动相关, 说明该区域受热液活
动的影响显著。探究造成劳盆地和其他热液研究中
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微生物种群组成差异性的原因, 认为可能是由于劳
盆地热液区独特的洋壳化学组成[25-27]与热液喷口活

动的协同作用下, 逐渐形成了与其相适应的微生物
生态结构。 

 

图 2  基于 16S rRNA基因的 TVG9沉积物古菌系统发育树 
Fig. 2  Archaeal phylogenetic tree based on partial 16S rRNA clones from the sediment sample of TVG9 
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Abstract: The bacterial and archaeal diversity of the deep-sea sediment collected at Lau Basin TVG9 sites were 
analyzed using a polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis of 16S 
rRNA gene sequences. The 16S rRNA gene libraries were constructed. The results showed that there were three 
phyla in the Bacteria domain, including Proteobacteria, Nitrospira, Verrucomicrobia, and the phylum Proteobacteria 
is predominant, which has three sub-groups including Alphaproteobactria, Gamaproteobactria and Deltaproteobac-
tria. In the Archaea domain, Crenarchaeota dominates over Euryarchaeota. There were two divisions in the Crenar-
chaeota kingdom, MGⅠ(Marine Group Ⅰ)and MCG(Miscellaneous Crenarchaeotal Group). The MBGE(Marine 
Benthic Group E) is the dominant group in the Euryarchaeota. This study has uncovered the microbial diversity in 
the deep-sea hydrothermal region, and provided more evidence for the ecology environmental research. 
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