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南沙海区沉积物中细菌和古细菌 

16S rDNA多样性的研究* 
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(中国科学院南海海洋 研究所 广州 510301) 

提要 采用细菌 16S rDNA通用 引物和 PCR扩增 等方法，构建 了南海南沙海 区沉积物 16S 

rDNA文库，并通过 RFLP酶切分型对所获得的70个克隆进行测序。从国际分子生物学数据库 

中调取相关序列，以 PAUP4．0分析软 件构建 序列同源性矩阵和系统发育树 图。结果表明，与 

细菌文库中克隆相似的微生物属于4个细菌类群：变形细菌(Prot∞bacteria)(60％)、革兰氏阳 

性细菌(Gram—positive bacteria)(13％)、浮霉菌(Planctomycetes)(10％)和无硫绿细菌(Green non— 

sulfur bacteria)(6％)，其中变形细菌(包括 ．、7一和 a一变形细菌)是 明显的优势类群：采用 Blast 

程序对所有序列基 因数据库进行搜 索，发现只有一个克隆与已知序列完全相似，说明文库具有 

极高的多样性。但是对古细菌文库中所获得的克隆子进行二级结构和序列特征分析的结果表 

明，这些克隆子均为海洋未获培养的细菌，因此在作者的文库中并未有古细菌的发现： 

关键词 南海，海洋沉积物，细菌，古细菌，多样性 

中图分类号 Q93 

目前的研究表明 ，海洋微生物不仅在海洋生态 

环境和物质循环 中具有极其重要的作用，也是各种 

新型生物活性物质的潜在来源(Kolber et al，2001)。 

由于世界面临严重的资源 、环境和人 口问题 ，海洋生 

物资源包括海洋微生物资源的开发与多样性的研究 

已成为各沿海国家和地区关注的热点(张四明等， 

2000；李德尚等，2002；Todorov et al，2000)。 

有关海洋微生物 的研究早在 19世纪就已经进 

行，在随后的研究中，人们进一步认识到微生物资料 

在阐明海洋中进行的过程及其实质均有重要的意义 

(科利斯，1958)。20世纪 40年代以来，人们一直采 

用分离培养的方法来研究海洋微生物。但是由于 目 

前分离培养技术的限制，加上对许多海洋细菌的营 

养要求、培养条件等所知甚少，许多已知类群的海洋 

细菌，如浮游 细菌．SAR clusters、与海 洋动植物共生 

或共栖的细菌以及生活在高浓度 H2s环境中的氧化 

硫细菌等许多属种都未能有效的对其进行分离培 

养 ，导致应用常规的分离培养方法无 法全面地反映 

海洋微生物资源状况(Boivin—Jahns et al，1995)，因 

此 ，非常有必要建立新的技术和方法来研究和开 发 

海洋微生物资源。基于大分子 rRNA及其基因结构 

分析基础的分子生物学技术 ，人们得 以建立许多不 

依赖于微生物分离培养 的分析方法，对许 多无法通 

过常规手段分离培养的海洋细菌及古细菌进行深入 

研究 ，并为认识海洋微生物群落结构和多样性提供 

一 个更客观的方法(Pace，1997)。 

南沙群岛是一接近赤道的热带海 区，由于样品 

采集和分析方法的局 限性 ，目前关于该海 区微生物 

的报道非常少。作者采用以大分子核糖体 RNA基 

因作为分类指标，对南沙海域的微生物多样性进行 

研究 
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l 材料与方法 

1．1 材料 

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 400m处(6~N，110。E)，重 

量约为 lkg；采样过程均按无菌要求进行 ，样 品采集 

后置于无菌袋中保存于 一20℃，运至实验室保 存于 

一 80℃。每次取样提取 DNA前 ，去除样品表层 ，避 

免被陆地空气污染。 

1．2 方法 

1．2．1 总 DNA的提取和纯化 采用两种方法提 

取 总 DNA：(1)改 进 的 SDS—CTAB法，具 体 步 骤 见 

Zhou等 (1997)。(2)溶 菌酶一SDS一蛋 白酶?昆合法 ，具 

体步骤见 Kato等(1997)。提取后 于 一20℃保存 备 

用 。纯化 的方法见 Zhou等(1997)。 

1．2．2 目的基因片断的 PCR扩增和文库的构建 

细 菌 文库 16S rDNA的 PCR扩 增 采用 细 菌 16S 

rDNA扩 增通 用 引物 16+(5 一AGAG 丌TG ATCCTG— 

GCTCAG-3 )和 1492r(5 ．GGTFA CCTI'GTI'ACGACTF一 

3 )，分别对应 于 E．coli 16S rRNA 8-27位 和 1510— 

1492位核苷酸。PCR反应条 件为 ：94℃变性 4min， 

然后 94℃ 1min、45℃ 1．5min、72℃ 2min，循环 26次； 

72℃延伸 10min。古细菌文库 16S rDNA的 PCR扩增 

采 用 通 用 引 物 wO17 (6f，5 一ATFCYGGTFGATC— 

CYGSCRG-3 )和古 细菌 通用 引物 w002(1509r，5 ． 

GNTACCTF GTYACGACTY-3 )(Godon et al，1997)， 

PCR反应条件为：94℃变性 4min，然后 94℃ 1rain、 

50℃ 1min、72℃ 2min，循环 30次 ；72℃延伸 10rain。 

扩增产物经 1．0％琼脂糖凝胶电泳进行分析。将上 

述的 PCR产物经 QIAquick PCR纯化试 剂盒 (QIA— 

GEN)纯化后，进行补平和磷酸化。将补平和磷酸化 

的 PCR扩增产物连接到 PTZ18质粒载体的 Sinai位 

点上 ，转化大肠杆菌 TG1细胞，在含有 x—gal和氨苄 

青霉素的 2YT培养基上选择具有氨苄青霉素抗性 

的白色转化子构建 16S rDNA文库。 

1．2．3 RF、LP酶切分型和序列测定 对细菌文库 

克隆 进行 PCR检 测，并 选 用 I、AluI、HaeHI、 

MspI四种限制性内切酶进行限制性内切酶片断长 

度多态性分析(RFLP)，筛选得到具有不同的多态性 

克隆，测序以 P20(5'-GTAAAACGACGGCCAGT一3 )或 

P48(5 一AGCGG ATAACAA 几TrCACACAGGA一3 )为 引 

物，在全自动测序仪(Perkin Ehner 377)完成。 

1．2．4 系统树构建及二级结构分析 系统发育 

树图(图 1)中所有参考序列来源于国际分子生物学 

数据库。将细菌文库序列都输入 RibOSOmal Database 

Project用 CHECK—CHIMERA(Maidak et al，2000)软 

件分析检查，去除嵌合及怪异序列?其余序列输入 

Genbank以 Blast程序进行序列相似性 比较分析 ：通 

过 Cluster W 程序(Tompson et al，1994)对序列进行 

多重 比对 ，采用 PAUP4．0(版本 4．0 b8)程序 (SwoU 

f0rd，1999)，使用 Kimura two—parameter(Kimura，1980) 

模型构建序列距离矩阵，使用 Neighbor-j oining法 

(Saito et al，1987)构 建 系统 进 化 树 ，Bootstrap法 

(Felsenstein，1985)检测 系统树 ，自展 系数为 1000 

对古细菌文库所获克隆进行全部 16S rRNA序列的 

测定 ，二级结构图的绘制及序列特征分析参照文献 

(Gutel，1996：Woese，1987)。 

IGamma Proleobac 。ia 

图 1 基 因文 库中与 变形 细菌相关 的 

16S rDNA系统发育树图 

Fig．1 Phylogenetic tree of t}le NS 16S rDNA clones that 

ale members of the Proteobacteria group 

注：嗜火产液菌为外类群，采用邻接法(JC矩阵)构建系 

统 发育树图 ，树图主要 节点 的 bootstrap值 >50％ 

2 结 果 

2．1 细菌文库 

在构建的南沙海洋沉积物细菌 16S rDNA克 隆 

文库 中，对获得的上千个转化子进行 PCR检测，发 

现其中约 200个克隆含有正确长度 的外源 片断(约 

1．5kb)，使用 A I、AluI、HaeIll、MspI限制性 内切 

酶进行 RFLP酶切分型 ，得到了约 70个具有不同酶 

切图谱的克隆。在构建的古细菌文库中只发现 2个 

克隆，所得的两个克隆均与来自环境沉积物中未培 

养菌有着较高的同源性(80％)。 

作者分别构建了 5个主要类群的系统发育树 图 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


1期 许 飞等 ：南沙海 区沉 积物 中细菌和古细菌 16S "DNA多样性 的研究 

和同源矩阵(图 1，表 1)，但由于版面的限制，只给 

出了含量最为丰富的 ．变形细菌(Prote~， cte 口)的 

发育树图和同源矩阵。系统学分析的结果显示，与 

细菌文库中克隆相似的微生物主要属于 4个细菌类 

群，其中与变形细菌相似的克隆为优势类群，在 70 

个克隆中有 42个分别与该类群 的 ．、7-．和 a．亚簇相 

似，9个克隆则与革兰氏阳性细菌(Gram-plOSitive bac— 

teria)相似，7个克 隆与浮霉菌 (Planctomycetes)相似 ， 

9l 

4个克隆与无硫绿细 菌 (Gre,en nonsulfur bact, ria)相 

似，2个 克隆与疣微菌 (Verrucomicrobi, )相似 ，有 1个 

克隆分 别与噬纤维菌／黄杆 菌／拟杆 菌群 ( 叩 一 

ga／Flavobacterium／Bacteroides)、硝化螺菌群(Nitrospi— 

ra group)和螺旋 体 (Spirochaetes)相似 ，还有 3个克 

隆，与之相似的序列均来自环境沉积物中未培养细 

菌 

表 1 5．变形细菌 16S rDNA序 列同源矩 阵 

Tab．1 16S rDNA sequence similarity values of taxa in 8一Proteobacteria group 

克隆编号 相似性 (％) 

2．2 古细菌文库 

由于扩增古细菌引物的低保守性，一般来说古 

细菌文库中都包含有较高比例的细菌克隆。所以作 

者对在古细菌文库中所获得的 2个克隆序列进行全 

部16S rDNA序列的测定，进行二级结构图谱的绘 

制，并由此根据大肠杆菌序列决定序列中碱基的具 

体位置(Woese，1987)。在作 者的研 究中，共对 NS一 

71序列的43个碱基位点与真细菌原界(Bacteria do． 

main)、古细菌原界(Archaea domain)和真核生物原界 

(Eucary~l domain)特征序列进行比较分析(表 2)，综 

合二级结构图谱和序列比较分析，结果显示该序列 

为细菌类群，明显区别于古细菌和真核生物，同样对 

Ns．72克隆的分析也显示该序列为海洋细菌，因此 

在作者的文库中并未发现有古细菌的存在。 

3 讨论与结语 

3．1 沉积物总 DNA的提取 

由于来 自海洋的沉积样 品，腐殖质类物质远 比 

陆地淡水环境中的沉积样品和土壤样品多(薛廷耀， 

1962)，因此为了避免腐殖质等杂质的干扰(腐殖质 

可以抑制各类生化反应 )，作者选择了间接提取法一 

溶菌酶．SDS一蛋白酶混合法(Kato et al，1997)提取总 

DNA，但同时也 因提取率低 ，DNA损失较大，可能会 

对文库中微生物类群造成影响。另外 ，作者也采用 

了直接提取法一SDS-．CTAB法 (Zhou et al，1997)提取 

总 DNA，该法虽然会增加腐殖质等杂质的含量，但 

有效地避免了 DNA的损失。因此 ，作者采用了结合 

直接法和间接法 的混合法提取沉积物 中的总 DNA， 

将两种方法所获 DNA合并，既可增加回收率，又可 

部分地减少沉积中的杂质对 PCR反应的影响 

3．2 总 DNA纯化和 PCR扩增 

作者采用了稀释法排除残存的腐殖质对 PCR 

反应的抑制作用 ，逐级稀释的过程中，腐殖质被不断 

的稀释，从而消除了其对 Taq酶的抑制作用。由于 

PCR扩增的偏向性 ，即对不同的模板，采用不同的引 

物和扩增条件 ，扩增结果不 同。PCR的偏 向性导致 

了 16S，：DNA克隆文库中所代表 的各微生物类群 的 

比例并不一定能反映原始样品中各微生物类群的比 

例(Farrell' et nf，1995)，因此对于 PCR反应条件的 

摸索是相当必要的。实验中采用了降低退火温度 

(45℃)、减少 PCR反应 的循环次数 (26次)等方法 ， 

尽量减少 PCR扩增的偏向性。 

，  

1- 4  

名 m 
" 

)  

4  0  8  2 5  

) 3 l 9 7 6 2 m 

) 1 6 4 5 j l 0 ㈣ 川 

) 5 6 9 5 6 6 0 9 ㈣ ㈣ 

) 4 4 6 2 7 4 9 O 6 鲫 舯舢 

) O 2 l 4 7 7 0 0 2 2 舢舢 眦 

)  5  l  9  6  4  6  l  5  8  9  4  

叭 ∞ 勰 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


92 海 洋 与 湖 沼 

表 2 NS．71克隆 16S rDNA全序 列特征分析 

Tab．2 Comparison of domain—specific sequence signature in NS一71 16S rDNA sequence 

35卷 

核苷酸位点 细菌 古细菌 真核生物 Ns．71 核苷酸位点 细菌 古细菌 真孩生物 Ns一7l 

9 C G G G 756 C G  ̂ C 

lO A Y U A 912 C U U C 

24 U R A T 923 A G A A 

25 C G G C 930 C A (； C 

33 A Y A A 93l C G G C 

53 R C C A 952 U C 【： T 

l】3 G C C T 962 C G U C 

338 A G A A 966 G U L C 

339 C G C C 973 G C G G 

350 G Y G G 975 A G G A 

358 Y G G T l()60 U C C T 

361 R C C G l086 U C 、 T 

367 U C U T l087 G C U G 

377 G C Y G llO9 C A A C 

386 C G R C lll0 A G G A 

393 A G A A l】97 A G G A 

403 C A A C 1229 A G G A 

508 U C A T l38l U C C T 

523 A C A A 1386 G C C G 

551 U R U T 1387 G U C G 

585 G C U G l393 U C U A 

7l6 A C Y A 

3．3 对细菌文库的探讨 

与所测定的70个克隆最相似的细菌，往往是一 

些未获培养的细菌，其多数来自海洋环境。同时文 

库中约 86％克隆与当前数据库中序列有着 5％一 

20％的差异。这些结果表明文库 的细菌多样性是相 

当高的，而且存在了大量的未获培养的细菌，代表着 

新的微生物属种。 

作者的研究表明，从南 沙沉积物中获得 的绝大 

部分 16S rDNA序列属于 Proteobacteria类群 ，其 中包 

括 6一、7-和 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 一 致 (Li et al， 

1999)。作者在文库中发现了 l6个克隆属于海洋沉 

积物中的6．Pr0 bacteria，3个克隆与以硫还原细菌 

(SRB)相关，11个克隆与海洋中未获培养的 6一Pr0一 

teobacteria相 关 (图 1)。据 报 道 (Urakawa et al， 

1999)，从海洋沉积物 中获得 的 6．Proteobacteria细菌 

主要以硫还原细菌(SRB)为主，作者只获得 3个 6一 

Pr0招Db口cter／口克隆均与 SRB相关(Ns—l6一Ns—l8)，大 

多数与未获 培养的 6一Proteobacteria相关 ，表 明沉 积 

物中存在很多未知的6一Proteobacteria，有待进一步研 

究。同时作者所构建 的序列 同源矩 阵显示 ，6一Pr0一 

￡eobact。ria细菌的所有克隆彼此之间有着较低的相 

似性(<93％)，表明文库 的多样性极高 l5个克隆 

属于 一Pr0招Db口cteria类群 ，并且其 中的 3个 克隆与 

海洋内共生氧化硫细菌相关，大多数克隆仍与海洋 

中未获培养的 ．Proteobacteria相关 

序列比较表明，11个克隆属于 a．Proteobacteria 

类群，这一丰度与在其他海洋沉积物的研究结果有 

所不同。人们发现在陆地土壤环境以及海水中占优 

势的 ．P eobacteri口在海洋沉积 物 中却极少 ，甚至 

没有发现(Urakawa et al，1999)，但这有可能是沿岸 

以及浅海沉积物的特征。Li等(1999)对 日本远海深 

海沉积物微生物多样性的研究结果与作者对南沙的 

分析结果基本一致，在他们所测定的75个 16S rDNA 

序列 中，除 7-Proteobacteria占据优势(24个序列)外， 

第二大优势类群就是 a．Proteobacteria(8个序列)和 ￡一 

Pr0 b。。把 。(7个序列 )。因此有理 由相信高 丰度 

一 Pr0 b。。t。ri。是深海沉积物中所特有的类群，是深 

海沉积微生物中的标志类群。 

在文库中发现 9个克隆属于革兰氏阳性细菌， 

其中4个克隆与未获培养的高 G+C革兰氏阳性细 

菌聚为一类，5个克隆与海洋芽孢杆菌等一些低 

G+c革兰氏阳性细菌聚为一类 该类细菌一般在 

深海沉积物中丰度较低 ，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。很多证 
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据已经表明海洋沉积物中确实存在着革兰氏阳性细 

菌(Ravenschlag et al，1999)，也是海洋沉积物细菌中 

的 另 一 优 势 类 群。另 外 有 7个 克 隆 与 浮 霉 菌 

(Planctomycetes)相似 ，这也是 海洋沉积物细菌 中的 

一 优势类群，还有 3个克隆未能确定其所属类群，在 

进行系统学分析时，其位置是多变的。 

3．4 对古细菌文库的探讨 

尽管古细菌存在于海水 中，是海洋浮游生物的 

细胞组成之一，但在作者的文库中并没有发现古细 

菌的存在。由于古细菌 PCR扩增引物的低特异性， 

作者所得到的克隆在序列特征分析中被证明均属于 

未被 培 养 的 海 洋 细 菌 (克 隆 Ns一71和 NS一72 16S 

rDNA序 列 Genbank收 录 号 分 别 为 AY172652和 

AY172653)。有研究表明古细菌在非极端环境一海洋 

沉积物中是非常稀少的，古细 菌仅 占沉积物原核生 

物 的 2．5％一8％ 或 更 少 (Vetriani et al，1999)。 

Todorov等(2000)分析了其基因文库中的91个克隆， 

发现 94．5％的克隆属于细菌 ，只有 2个克隆与古细 

菌相关 ，因此在作者的文库 中未发现古细菌的存在 

也并不奇怪。 

在分析南沙这一典型的热带海区沉积物的微生 

物多样性时，作者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文献报道大体一致 

(Gray et al，1996；Li et al，1999；Ravenschlag et al， 

1999：Urakawa et al，1999；Todorov et al，2000)，用 

作者获得的序列进行系统学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 。同时，作者从 

南沙海区获得的大多数 16S rDNA序列 ，都与发表在 

数据库中的 16S rDNA序列表现出较大的差异(同源 

性仅为 80％一95％)，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。人类对海洋微生物多样性的认识有待深 

入 ，研究南海海域沉积物微生物的多样性 ，将进一步 

丰富人们对海洋微生物多样性的认识，为开发利用 

这一特殊生态环境的微生物资源奠定基础。随着研 

究理论的发展和研究技术的完善，人们必定从海洋 

的微生物世界中有新的收获。 
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PHYLoGENETIC DIVERSITY oF BACTERIA AND ARCHAEA THE NANSHA 

M ARINE SEDIM ENTS．AS DETERM INED BY 16S rDNA ANALYSIS 

xu Fei，DAI Xin，CHEN Yue—Qin，ZHOU Hui，CAI Jian—Hua ，Qu Hang—Hu 

(School ofLife Science，Zhongshan Universit)，Guangzhou，510275) 

(South China Sea Institute of eanolog,，Chinese Academ ofSciences，Guangzhou，510301) 

Abstract A 16S ribosomal DNA(rDNA)clone library from Nansha marine sediments was established by PCR using suitable 

primers．A total of 200 clones were selected by amplified rDNA restriction analysis(ARDRA)using four，fourbase—specific re— 

striction enzymes(A，n I，Alu I，HaeⅢ，Msp I)．70 restriction fragment length polymorphism(RFLP)types，constituting 35％ 

of the total clone libraries，were detected and sequenced．Examination of 70 16S rDNA clones showed that the marine sediments 

of Nansha in the South China Sea contained a phylogenetically diverse population of organisms from the bacteria domain covering 

most of the microbial diversity in the libraries．For 70 clones，only one clone was identical to the known 16S rDNA sequences in 

the Ribosomal Database Project small subunit RNA database．In our clone library．all sequences had>85％ similarity to rDNA 

sequences retrieved from the DNA databases．The sequenced clones fell into four major lineages of the domain bacteria：the al— 

pha，gamma  and delta Proteobacteria，Gram—positive bacteria，Green nonsulfur bacteria，Planctomycetes and related organisms． 

60％ of clones belonged to the delta，alplla and gamma Proteobacteria，13％ belonged to Gram—positive bacteria．10％ to P／anc— 

tomycetes and related organisms and the remaining 6％ to Green nonsulfur bacteria(6％)．The results suggest that these clones 

are very diverse in phylogeny．The subclass of the Proteobacteria，especially delta Proteobacteria predominates in this study． 

Molecular diversity of archaea was also analyzed by PCR amplification and sequencing of the rDNA clone library using an ar— 

chaeaspecific primer set．The secondary structure and sequence signatures of the 16S rDNA from the representative clones were 

analyzed and the resuhs showed that all clones obtained fronl the archaea clone library were closely related to uncultured bacteria． 

Therefore ，no arehaea was found in this library． 

Key words South China Sea，Marine sediment，Bacteria，Archaea，Diversity 
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