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南海西沙海槽表层沉积物微生物多样性

李　涛 , 王　鹏 , 汪品先
(同济大学海洋地质国家重点实验室 ,上海　200092)

摘要 :利用非培养的分子技术研究了西沙海槽表层沉积物中的微生物群落。沉积物中扩增的古菌 16S rDNA 序列分属两个大

类 :泉古生菌 (Crenarchaeota)和广古生菌 ( Euryarchaeota)。以 Marine Crenarchaeotic GroupⅠ (古菌 16S rDNA文库的 49. 2% )和

TerrestrialM iscellaneous Euryarchaeotal Group ( 16. 9% )为主要类群 ;其余为 Marine Benthic Group B ( 9. 7% )、Marine Benthic

Group A (4% )、Marine Benthic Group D (1. 6% )、Novel Euryarchaeotic Group (0. 8% )和 C3 (0. 8% )。细菌克隆子多样性明显高

于古菌 , 16S rDNA序列分别来自变形杆菌 ( Proteobacteria) (细菌 16S rDNA文库的 30. 5% )、浮霉菌 ( Planctomycetes) (2013% )、

放线菌 (Actinobacteria) ( 14. 4% )、厚壁菌 ( Firm icutes) ( 15. 3% )、屈桡杆菌 ( Chloroflexi) ( 8. 5% )、酸杆菌 (Acidobacteria )

(314% )、candidate division OP8 (2. 5% )、拟杆菌 /绿菌 (Bacterioidetes/Chlorobi) ( 1. 7% )和疣微菌 (Verrucom icrobia) ( 117% )。

变形杆菌为优势类群 (包括 A lpha2和 Delta2Proteobacteria亚群 )。多数克隆子为未培养细菌和古菌。结果表明南海表层沉积物

中蕴含大量未知的微生物资源。
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M icrob ia l d iversity in surface sed im en ts of the X isha Trough, the South Ch ina

Sea　
L I Tao, WANG Peng, WANG Pin2Xian

S ta te Key Laboratory of M arine Geology, Tongji U niversity, Shanghai 200092, China

A cta Ecologica S in ica, 2008, 28 (3) : 1166～1173.

Abstract: M icrobial communities were obtained from surface sediments of the Xisha Trough using cultured2independent

technique. The characterization of the 16S rDNA gene amp lified from the sediments indicated that archaeal clones could be

grouped into the Euryarchaeota and Crenarchaeota domains respectively. Two archaeal assemblages, theMarine Crenarchaeotic

GroupⅠ (49. 2% of the total archaeal clones) and the Terrestrial M iscellaneous Euryarchaeotal Group ( 16. 9% ) , were

the most dom inant archaeal 16S rDNA gene components in sediments. The remaining sequences were related to members of

the Marine Benthic Group B ( 9. 7% ) , Marine Benthic Group A ( 4% ) , Marine Benthic Group D ( 1. 6% ) , Novel

Euryarchaeotic Group (0. 8% ) and C3 (0. 8% ). The bacteria clones exhibited greater diversity than the archaeal clones,

with the 16S rDNA gene sequences from members of the Proteobacteria ( 30. 5% of the total bacterial clones) ,
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Planctomycetes ( 20. 3% ) , Actinobacteria ( 14. 4% ) , Firm icutes ( 15. 3% ) , Chloroflexi ( 8. 5% ) , Acidobacteria

(314% ) , candidate division OP8 ( 2. 5% ) , Bacterioidetes/Chlorobi ( 1. 7% ) and Verrucom icrobia ( 1. 7% ). Most of

these lineages rep resented uncultured and undescribed group s of bacteria and archaea. The results suggest that a vast

amount of m icrobial resource in the surface sediment of the South China Sea is yet to know.

Key W ords: Xisha trough; m icrobial diversity; 16S rDNA; sediment

海底沉积物中蕴藏着巨大的生物量 ,可能占全球生物量的 1 /10～1 /3,原核生物量的 65% [ 1, 2 ]。然而 ,微

生物代谢活动却很低 [ 3 ]
,这种特殊生境对于全球物质循环有多大作用 ,目前还不知晓。尽管深海热液口是海

底微生物研究的热点区域 ,但对边缘海沉积物中的微生物也进行了大量研究。在过去的 10a里 ,大洋钻探计

划 (ODP)多个航次调查了太平洋边缘海域沉积物中细菌和古菌的多样性 ,包括日本海 [ 4 ]、Woodlark海盆 (180

航次 ) [ 5 ]、Nanki海槽 (190航次 ) [ 6 ]、秘鲁边缘 (201航次 ) [ 7 ]、卡斯卡底古陆边缘 (146航次 ) [ 7, 8 ]。此外 ,其他

研究小组对鄂霍次克海 [ 9 ]、地中海等海域 [ 10 ]也进行了微生物群落的研究。然而 ,由于海底 99%以上的微生

物不可培养 ,使得基于 16S rDNA的分子生物技术一直以来都是调查海底沉积物中微生物多样性的不可替代

的手段。

南海是西太平洋的边缘海 ,邻近西太平洋暖池区。目前 ,对南海南沙海区表层沉积物中细菌和古菌多样

性有了一些初步的研究 ,结果表明南海沉积物中微生物与其他海域沉积物有相似处 [ 11 ]
,也存在差异 [ 12 ]

,不过

这些结果反映的微生物多样性较简单。本文利用 16S rDNA2RFLP技术研究了西沙海槽表层沉积物的微生物

群落 ,共挑取了 200多个细菌和古菌克隆子 ,从中分析出 29种细菌系统发育型 (phylotype)和 18种古菌系统

发育型。系统发育分析表明沉积物中细菌多样性丰富 ,而古菌多样性相对较低。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

2005年 5月 15日～6月 8日 IMAGES147航次获得的深海表层沉积物样品 (海水沉积物界面以下约 0. 1

m) ,采样点位于南海西沙海槽 (17°57. 70′N, 114°57. 33′E)。采用无扰动箱式采泥器采集水深 3697m的深海

盆地沉积物柱 MD0522902,样品于 - 20℃下保存 , 运回实验室后储存于 - 80℃。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　DNA的提取与纯化

DNA提取采用改进后的 Zhou抽提法 ( Zhou p rotocol)
[ 13 ]

:约 5g沉积物样品 (湿重 )中加入 13. 5m l抽提缓

冲液 (100mmol/L Tris2HCl, 100mmol/L EDTA ( pH8. 0 ) , 100mmol/L 磷酸钠 ( pH8. 0 ) , 1. 5mol/L NaCl, 1%

CTAB) ,并加入 100μl蛋白酶 K, 37℃, 225 r/m in, 30m in;加入 1. 5m l 20% SDS, 65℃水浴 2h;离心 ,上清液中

加入等体积苯酚 ∶氯仿 ∶异戊醇 (25∶24∶1) ,离心并收集上层水相 ;加入等体积氯仿重复萃取 1次 ;等体积异丙

醇进行沉淀 , 70% 冰乙醇洗涤后用 Q IAquik PCR纯化试剂盒 (Q IAGEN)纯化。

1. 2. 2　16S rDNA PCR扩增、克隆与 RFLP分析

采用细菌 16S rDNA通用引物 (27F: 5’2AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG23’; 1492R: 5’2GGT TAC CTT

GTT ACG ACT T23’;M为 A或 C) 和古菌 16S rDNA通用引物 (21F: 5’2TTC CGG TTG ATC CYG CCG CCG

GA23’; 958R: 5’2YCC GGC GTT GAM TCC AAT T23’; Y为 C或 T, M 同上 )进行 PCR 扩增。 PCR 体系

(50μl) : 10 ×PCR 扩增缓冲液 5μl (不含 Mg+ + ) , dNTPs 1μl ( 10mmol/L ) ,引物 1μl ( 6μmol/L ) , Mg+ + 3μl

(25mmol/L)以及适量 Taq聚合酶和 DNA模板。细菌 16S rDNA扩增反应条件为 : 95℃ 3m in; 94℃ 1m in, 55℃

1m in, 72℃ 1. 5m in, 35个循环 ; 72℃ 10m in。采用降落 PCR ( touch down PCR) 扩增古菌 16S rDNA: 95℃ 3m in;

94℃ 1m in, 55℃ 1m in, 72℃ 1m in, 10个循环 10次 ,每循环 1次 ,复性温度降低 0. 2℃; 94℃ 1m in, 50℃ 1m in,

72℃ 1m in, 30个循环 ; 72℃ 10m in。
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PCR扩增得到的片断克隆到 pMD218T ( TaKaRa) 载体上 ,转化到大肠杆菌 ( Escherich ia coli) DH5α感受

态细胞 ,蓝白斑筛选转化子 ,挑取阳性转化子 ,重新扩增插入片断 ,得到的模板 DNA用于限制性片段长度多态

性 (RFLP)分析。模板 DNA被内切酶 M spⅠ ( Fermentas) 切割 ,通过 3% 凝胶电泳 ,分析带型 ,挑选不同带型

克隆子测序 (上海英骏生物技术有限公司 )。

1. 2. 3　测序与系统发育分析

将序列提交到 RDPⅡ ( ribosomal database p roject)数据库 ,利用在线工具 CHECK2 CH IMERA检验 ;应用

BLASTN程序 (www. ncbi. nlm. nih. gov/BLAST/)搜索相似性序列 ,进行系统发育分析。采用 ClustalX (Version

1. 8)对序列进行比对分析 ,通过 PAUP (Version 4. 0b10) [ 14 ]构建系统发育树 ,采用 Neighbor2Joining建树方法 ,

选择 Jukes2Cantor进化距离。

1. 2. 4　数据库接受号 (Accession number)

16S rDNA序列在 Genbank核苷酸数据库中的接受号为 EU0485902EU048636。

2　结果

119个细菌克隆子和 124个古菌克隆子的测序序列分别构成了细菌和古菌文库。细菌文库包含 29种系

统发育型 ,古菌文库中有 18种系统发育型 (序列相似性低于 98% )。利用 SPADE ( Species Prediction and

D iversity Estimation)软件 [ 15 ]对细菌和古菌多样性测度进行估算 ,在 95%置信区间内细菌和古菌物种丰度

( species richness) (ACE21算法 )分别为 32 ±3和 22 ±5, Shannon指数分别为 3. 087 ±0. 068和 2. 312 ±0. 085

(最大似然估计 ) ,细菌明显比古菌多样性丰富。细菌和古菌文库覆盖度 (Coverage)分别高达 0. 95和 0. 96,

表明库容 ( library size)是足够的。物种丰度的估算表明可能遗漏了少于 1 /5的细菌和 1 /3的古菌。

2. 1　细菌 16S rDNA 文库分析

细菌文库可划分出 8 个类群 (图 1 ) , 多数克隆子为变形杆菌 ( Proteobacteria ) ( 30. 5% )、浮霉菌

( Planctomycetes) ( 20. 3% )、放线菌 (Actinobacteria) ( 14. 4% )、厚壁菌 ( Firm icutes) ( 15. 3% )和屈桡杆菌

(Chloroflexi) (8. 5% ) ,余下分别是酸杆菌 (Acidobacteria) (3. 4% )、candidate division OP8 (2. 5% )、拟杆菌 /绿

菌 (Bacterioidetes/Chlorobi) (1. 7% )和疣微菌 (Verrucom icrobia) (1. 7% )。1. 8%克隆子不能确定分类位置 (2

种系统发育型 )。

Proteobacteria仅发现两个亚群 : A lpha2和 Delta2Proteobacteria亚群 ,分别占细菌文库的 11%和 19. 5%。

A lpha2Proteobacteria中同源序列来自未培养和可培养细菌 ,未培养细菌 2条同源序列来自西太平洋暖池区沉

积物 (92% ～96%相似性 ) , 1条来自南极永久冰盖湖水 (91%相似性 ) ;可培养细菌来自浅海蠕虫 Inan idrilus

m akropeta los的共生菌 (90%相似性 )、星状菌属细菌 S tella hum osa ( 91%相似性 )和海水中未定种红螺菌科

(Rhodosp irillaceae)细菌 (93%序列相似 )。Delta2Proteobacteria未培养细菌均来自深海沉积物 (93% ～96%相

似性 ) ,包括西太平洋暖池区、日本海槽、巴伦支海冷泉区和秘鲁边缘 ;可培养细菌 (83% ～89%相似性 )分别

属于脱硫叶菌属 (D esu lfobu lbus)、土杆菌属 (Geobacter)、脱硫念珠菌属 (D esu lfom on ile)和 D esu lfa tibacillum 属。

Actinobacteria、Acidobacteria、OP8、Bacterioidetes/Chlorobi和 Verrucom icrobia 5个类群均未检索到已培养

细菌 ,同源序列都来自海洋沉积物。Acidobacteria同源序列来自大西洋大洋中脊热液沉积物 (86%相似性 ) ;

Actinobacteria 2条同源序列分别来自大西洋大洋中脊热液沉积物和地中海冷泉区沉积物 ( 93% ～95%相似

性 ) ; OP8 和 Bacterioidetes/Chlorobi 同源序列都来自秘鲁边缘深海沉积物 ( 89% ～ 98% 相似性 ) ;

Verrucom icrobia同源序列来自苏格兰海岸沉积物 (92%相似性 )。

Firm icutes类群与产甲烷淤泥中的好热厌氧杆菌 M oorella therm oacetica有较远的亲缘关系 (82%相似性 ) ,

同源性最高的序列来自大西洋大洋中脊热液沉积物 (98%相似性 )。Chloroflex i类群与来自地中海冷泉区深海

沉积物未培养细菌有很高同源性 (99%相似性 ) ,可能与克隆子 MD29022B4为同一个种 ;与深部火成岩含水层

未培养细菌和海滨沉积物中培养细菌 D ehalococcoides sp. 的有较远的亲缘关系 (79%相似性 )。

Planctomycetes类群可划分 3簇 ,第 1簇来自海洋沉积物 ,包括秘鲁边缘深海沉积物、Forearc海盆含甲烷
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图 1　基于 16S rDNA序列的西沙海槽细菌多样性系统发育分析

Fig. 1　Phylogenetic analysis of the Xisha Trough bacteria diversity based on 16S rDNA sequences

“MD29022Bxx”is sequence name in this paper; MD2902 rep resents sediment core number; “B”means bacteria; “xx”is clones number; The

scale bar rep resents 0. 05 substitution per nucleotide position

水合物沉积物和南大西洋陆架沉积物 ,有很高的同源性 (93% ～97%相似性 ) ,第 2簇主要为可培养细菌 ,与

可培养细菌有相对高的同源性 (85% ～96%相似性 ) ,第 3簇与发现序列同源性很差 (78%相似性 ) ,暂不知

来源。
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2. 2　古菌 16S rDNA 文库分析

古菌文库分别来自两个大类 (图 2) :泉古生菌 (Crenarchaeota)和广古生菌 ( Euryarchaeota) ,以泉古生菌

(克隆子库的 63. 2% )为主。泉古生菌有 4个类群 ,以 Marine Crenarchaeotic GroupⅠ (MGⅠ) ( 49. 2% )为主 ,

其他为 Marine Benthic Group B (MBGB ) ( 9. 7% )、Marine Benthic Group A (MBGA ) ( 4% )和 C3 ( 0. 8% )。

MBGB又分为 2个亚群 (B21, B 22) ,分别占古菌文库的 5. 7%和 4%。广古生菌有 3个类群 ,主要是 Terrestrial

M iscellaneous Euryarchaeotal Group ( TMEG) ( 16. 9% ) ,仅少量 Marine Benthic Group D (MBGD) (116% )和新

类群 Novel Euryarchaeotic Group (NEG) (0. 8% )。17%的克隆子不能确定分类位置 (1种系统发育型 )。

图 2　基于 16S rDNA序列的西沙海槽古菌多样性系统发育分析

Fig. 2　Phylogenetic analysis of the Xisha Trough archaeal diversity based on 16S rDNA

TMEG: TerrestrialM iscellaneous Euryarchaeotal Group; “MD29022Axx”is sequence name in this paper; MD2902 rep resents sediment core

number; “A”means archaea; “xx”is clones number. The scale bar rep resents 0. 05 substitution per nucleotide position

古菌文库未检索到已培养类型 ,全部同源序列来自海洋沉积物。Marine Benthic Group B亚群 B21同源序

列来自深海沉积物 (秘鲁边缘和西北大西洋 ) ,同源性较高 (96% ～98%相似性 ) ;亚群 B 22同源序列来自浅海

沉积物 ( Skan海湾 ) ,同源性较低 (85%相似性 )。Marine Benthic A 同源序列分别来自西北大西洋和中太平洋

大洋沉积物 (89% ～98%相似性 )。MGⅠ同源序列同源性都很高 (97% ～98%相似性 ) ,全部来自甲烷、水合

物丰富的区域 ,包括卡斯卡底古陆水合物脊、地中海冷泉泥火山和 Baby Bare海山热液流。C3同源序列来自

卡斯卡底古陆边缘深海沉积物 ,与克隆子 MD29022A26可能是同一个种 (99%相似性 )。Marine Benthic Group

D 2条同源序列分别来自卡斯卡底古陆边缘和鄂霍次克海深海沉积物 (87%相似性 )。TMEG在深海和浅海

沉积物中均有分布 ,同源序列分别来自大洋中脊、秘鲁海盆、Skan海湾 (92% ～98%相似性 )。广古生菌新类

群同源序列来自秘鲁边缘深海沉积物 ,同源性较低 (85%相似性 )。
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3　讨论

海底表层沉积物中因为有不断有新的有机物补充 ,为微生物提供了丰富的物质和能量 ,因此微生物多样

性最丰富 ,微生物活动也非常活跃 [ 5 ]。

3. 1　细菌多样性

Proteobacteria类群是海洋沉积物中细菌的优势类群。不同地点近表层沉积物中 Proteobacteria类群占细

菌文库的比例相差较大 ,变化幅度从最低约 20%到最高 95%。如卡斯卡底古陆边缘次表层沉积物中此类群

占细菌文库高达 95% [ 16 ] ;日本海槽表层沉积物中此类群占细菌文库 78% ～92% [ 17, 18 ] ; Guaymas海盆表层沉

积物类群占细菌文库 45% ～63%
[ 19 ]

; Nankai海槽 1173站位近表层沉积物 (1mbsf,海底表层以下 1m )类群占

细菌文库 25%
[ 6 ]

;而 1176站位次表层沉积物 (4. 15mbsf)类群占细菌文库 22%
[ 20 ]

;秘鲁边缘次表层深海沉积

物 (6. 7mbsf)类群占细菌文库 38%
[ 21 ]

;本文西沙海槽表层沉积物此类群占细菌文库 30. 5%。因此 ,可以断定

Proteobacteria类群在细菌文库中的百分比可能与地理位置并无直接的关系。本文西沙海槽表层沉积物

Proteobacteria类群包含 A lpha2和 Delta2Proteobacteria亚群 ,以 Delta2Proteobacteria亚群占优势 (约 2 /3) ,这与南

沙海区结果一致 [ 11 ]。西沙海槽表层沉积物未发现 Gamma2Proteobacteria亚群 ,而该亚群曾发现于次表层沉积

物 (6mbsf)中 [ 22 ]
,因此类群组成可能与沉积物取样深度有关 ,而沉积物的岩石学特征 (如粒度、孔隙度、矿物组

成、沉积速率等 )和地球化学指标 (孔隙水化学性质、甲烷含量等 )可能是主要的影响因素 [ 7 ]
,如鄂霍次克海近

表层沉积物泥质层以 A lpha2和 Delta2Proteobacteria亚群为最主要的优势群 ,火山灰层以 A lpha2和 Gamma2
Proteobacteria亚群占多数 [ 9 ]。

A lpha2Proteobacteria亚群广泛生活在多种海洋环境中 [ 23 ] ,包括表层和深层海水、海底沉积物、深海热液

口 ,此亚群在沉积物中可能以氧化还原态的硫化合物作为主要的代谢类型。Delta2Proteobacteria亚群严格厌

氧 ,大多为硫酸盐还原菌 [ 24 ]
,该亚群亲缘关系较近的已培养细菌全部为硫酸盐还原菌。因此 ,西沙海槽沉积

物中 Delta2Proteobacteria亚群全部属于硫酸盐还原菌。总之 , Proteobacteria类群所有类型均参与微生物硫循

环地球化学过程 ,而丰富的硫化合物以及缺氧环境为这类化能有机营养或化能无机营养微生物提供能量

来源。

Actinobacteria、Planctomycete、Firm icutes和 candidate division OP8这 4个类群也经常出现在海底沉积物

中 ,不过数量较少。南海沉积物中浮霉菌是仅次于 Proteobacteria的第二大优势类群 ,在南沙海区为第三大优

势类群 [ 11 ]
,而太平洋边缘其他海区 ,如 Nankai海槽 [ 6 ]、日本海槽 [ 17, 18 ]、秘鲁大陆边缘 [ 7, 21 ]和卡斯卡底古陆边

缘 [ 7 ]
,浮霉菌并非优势类群 ,是否是南海特有现象还需进一步验证。放线菌和疣微菌很少出现在海底沉积物

中 ,推断是通过海水与表层沉积物的相互作用而进入沉积物中 ,西沙海槽浊流发育 ,在表层以下 6m沉积物中

也发现大量放线菌 [ 22 ]。

Acidobacteria类群中大部分属于未培养类型 ,但通过分子生物学的手段在活性淤泥和海洋沉积物中发现

该类群。该类群在海底热液沉积物 [ 24 ]和热泉附近地热丰富的土壤 [ 25 ]中数量较多 ,而在深海沉积物中还未发

现该类群 ,可能大部分为嗜热类型。西沙海槽沉积物发现的类群与大洋中脊热液沉积物亲缘关系较远 ,表明

该类群也有小部分适冷类型。

Chloroflexi类群是水合物较少而有机质丰富沉积物中的主要类群 ,不含水合物沉积物中发现此类群的频

率远高于含水合物沉积物 , Chloroflexi的有无可以作为判断沉积物中是否含水合物的一个重要指标 [ 7 ]
,是今

后寻找海底水合物的一个辅助手段。

3. 2　古菌多样性

MGⅠ (或 Marine Crenarchaeotic Group ,MCG)类群是西沙海槽表层沉积物的优势类群 ,其次是 TMEG,以

MBGB和 MBGA和 MBGD为代表的深海类群则较少。MGⅠ常发现于海洋和陆地环境 ,在海洋环境中 ,广泛

分布于表层和次表层沉积物中 ,是甲烷丰富而不含水合物沉积物的主要类群 [ 7 ]
,太平洋近赤道某站位表层沉

积物全部古菌属于该类群 [ 26 ]
,秘鲁边缘 1227站位表层沉积物中该类群占约 90%

[ 7 ]。TMEG也广泛生活于陆
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地、淡水和海洋沉积物中 [ 27, 28 ]
,此类群尚无已培养类型 ,还不清楚生理学特征 ,可能是多种代谢类型混杂的

类群。

MBGB (或 Deep Sea A rchaeal Group, DSAG) 最先发现于热液口深海沉积物 ,目前在深海海底沉积中均发

现此类群 [ 28 ]
,且在有底部甲烷上涌流的上层硫酸盐还原带沉积物中含量丰富 ,该类群在秘鲁边缘和卡斯卡底

古陆边缘发现水合物的 1230、1245和 1251站位表层沉积物为最主要的优势类群 [ 7 ]
,可能在硫酸盐还原和甲

烷氧化中起重要作用 [ 29 ]。

因此 ,可大致推断西沙海槽表层沉积物微生物群落以硫酸盐还原 2甲烷氧化代谢为主要代谢类型 ,这与西

沙海区沉积物中富含甲烷有关。由于西沙海槽浊流作用 ,沉积物中很可能混杂了一些主要生活于海水的微生

物类型。
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