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摘要!为研究东海内陆架闽浙沿岸泥质区不同深度沉积物中古菌群落垂向分布特征%利用古菌*P0-Q(R基因文库得到L@!
个有效克隆’")个ST9;$SU3-,.2%4,&T,D%4%N21942.;&’*P0-Q(R序列系统进化和统计分析发现古菌分别归属于泉古生菌

$8-34,-1/,3%.,&和广古生菌$+6-<,-1/,3%.,&%其中以 >2;13&&,43%6;8-34,-1/,3%.21=-%6U$>8=&为主%仅含少量的 >,-243
V34./21=-%6UV$>V=HV&’0%6./R7-21,4=%&?>243+6-<,-1/,3%.21=-%6U$0R=>+=&’R4,3-%W21>3./,4%.-%U/;!$R(>+H
!&’>,-2438-34,-1/,3%.21=-%6UX$>=HX&和>,-243V34./21=-%6UQ$>V=HQ&’该泥质区沉积物可能存在由R(>+H!催化的

甲烷厌氧氧化作用%同源序列分析表明其古菌群落分布与周边环境有较大联系’942Y-,1与沉积物环境因子分析表明该泥质

区古菌群落垂向分布与沉积物有机质含量和粒度变化密切相关’
关键词!内陆架(东海(泥质区(古菌(垂向分布(生物多样性’
中图分类号!Z@!P([KA!!!!文章编号!*)))M#!K!$#)*)&)#M)#"LM)@!!!!收稿日期!#))KM*#M#!

!"#$%&’()%*$#%+,$%-.-/0#&1’"’%.2,34"35"6"3%7".$*8-&’$"3’$
9.."#:-.$%.".$’(61"(/-/$1";’*$:1%.’6"’

F\R(=]24HW,%*%#%]XT23HO,4O*"%QR(=\%4OH<63!%0R̂ +(=,%H_,*%F\R(=J32*%#

*!"#$%&’()&*()$(+,&)-.#/#(0(1$&.23.4-)(.5#.*%6.7*-*8*#(+9:#&.(0(1$%;<-.#7#=:&2#5$(+>:-#.:#7%?-.12&( #PP)@*%;<-.&
#!/)&28&*#@.-4#)7-*$(+;<-.#7#=:&2#5$(+>:-#.:#7%A#-B-.1 *)))LA%;<-.&
!!;#.*#)+()A-(#.1-.##)-.1&.2A-(*#:<.(0(1$%;<-.&@.-4#)7-*$(+C#*)(0#85 $3&7*;<-.&&%?-.12&( #PP"""%;<-.&

0+*$#’&$"R-1/,3,&*P0-Q(R1&%43&2W-,-23;_3-31%4;.-61.3?7-%N;3?2N34.;%7?2773-34.?3U./;.%3&612?,.3./3?2;.-2W6.2%4,4??2:3-H
;2.<%7,-1/,3,24./3Y6‘2,4,4?F/3‘2,4O1%,;.,&N6?_3?O3%7./32443-1%4.2434.,&;/3&7%7./3+,;.8/24,03,’J3%W.,243?L@!6;3,H
W&31&%43;,4?")?2773-34.ST9;$SU3-,.2%4,&T,D%4%N21942.;&’Z/<&%O343.21,4?;.,.2;.21,4,&<;2;%71&%43&2W-,-23;;/%_./,.",-H
1/,3,&*P0-Q(R;3B63413;,-3_2./24U/<&6N;%78-34,-1/,3%.,,4?+6-<,-1/,3%.,%-3;U31.2:3&<’T/3N,‘%-2.<%7,-1/,3,&U/<&%.<U3;
,-3>2;13&&,43%6;8-34,-1/,3%.21=-%6U$>8=&%_/3-3,;73_;3B63413;7,&&24.%>,-243V34./21=-%6UV$>V=HV&%0%6./R7-21,4
=%&?>243+6-<,-1/,3%.21=-%6U$0R=>+=&%R4,3-%W21>3./,4%.-%U/;!$R(>+H!&%>,-2438-34,-1/,3%.21=-%6UX$>=HX&,4?
>,-243V34./21=-%6UQ$>V=HQ&’T/3-3N2O/.W3,4,3-%W21%D2?,.2%4%7N3./,431,--23?%6.W<O-%6UR(>+H!24./3N6?_3?O3’
\%N%&%O%6;;3B63413,4,&<;3;;/%_./,../3?2;.-2W6.2%4%7,-1/,3,24./3N6?_3?O32;-3&,.3?.%./3;6--%64?24O34:2-%4N34.’942YH
-,1,4,&<;2;,4?;3?2N34.34:2-%4N34.,&U,-,N3.3-;24?21,.3./,../3:3-.21,&?2;.-2W6.2%4%7,-1/,3,1&%;3&<1%2412?3;_2././3:,-2,.2%4
%7;3?2N34..%.,&%-O,4211,-W%41%4.34.,4?O-,24;2a3’
<"=>-#3*"2443-1%4.2434.,&;/3&7(./3+,;.8/24,03,(N6?_3?O3(,-1/,3,&(:3-.21,&?2;.-2W6.2%4(W2%?2:3-;2.<’

!!古菌不仅能在极端条件下生存%而且在大洋’浅
海’近岸等普通海洋环境中都有大量分布%古菌介导

的有机碳的降解转化’甲烷的生成氧化’氨氧化等对

海洋乃至全球碳’氮生物地球化学循环都有巨大影

响$$,&34.243,4? 3̂3W6-O/%#)))(Q,4O#*&0’%
#))K&’另外%古菌群落对其所在的环境具有指示作
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用"如甲烷氧化古菌可作为海底天然气勘探的指示

菌#>%O2&3_;C22"*A!K$’目前"只有极少数量的非典

型古 菌 能 在 实 验 室 条 件 下 纯 化 培 养#Q3&%4O"
*AA#$"因此利用分离培养等传统微生物鉴定%分类

方法来分析海底生物圈的古菌数量和种类存在极大

偏差"而通过古菌*P0-Q(R序列系统发育分析则

可以最大可能性地揭示自然环境状态下的古菌类别

和组成#李涛等"#))K$’
目前国内对古菌的研究主要集中在特殊极端环

境和一些能培养的种"而忽视了古菌分布的广泛性’
自然海区古菌的研究不够广泛"对其重要的生态学

意义也涉及不多’本文利用古菌*P0-Q(R克隆文

库对位于东海内陆架闽浙沿岸泥质区深层沉积物中

古菌多样性作了系统发育分析"研究该海域深层沉

积物中古菌群落的垂向分布特征及其与周边环境的

联系’

*!材料与方法

?’?!实验材料

采用的实验材料来自东海内陆架闽浙沿岸泥质

区>Q)PH!)L)岩心##@bL!’!@c("*#*bLP’KKc+$"水
深L@N#图*$’该岩心是由法国极地研究所>,-2%4
Q67-3;43号科学考察船于#))P年P月*#日借助中

法合作航次>,-1%Z%&%#"利用国际上独一无二的

8,&<U;%重力活塞取心器采集’工作人员在船上立

即对沉积物进行分样并冷冻于M#)d"回到实验室

后保存于MK)d’
?’@!实验方法

本研究选取岩心*)’"N%*#N%*"N%*KN%
*A’LN处的沉积物进行分析#柱头)"*)N沉积物

扰动较大$"宏基因组Q(R提取参照Q,4O#*&0’
##))K$’由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成了两条扩增古菌*P0-Q(R 部分片段的通用引

物!R-1/#*Y和R-1/A"K̂ #Q3&%4O"*AA#$’Z8̂ 反

应体系#终体积#"#]$为*))#>?(TZ%*’"#>
>O8&#%*eT,BW6773-%)’"#>引物%#""#]宏基

因组Q(R作为Z8̂ 模板%!#4O&#]M*V0R#02OH
N,$%*’"9T,BQ(R聚合酶#>VX"90R$’Z8̂
程序 参 照 Q3&%4O#*AA#$’目 的 片 段 纯 化%克 隆%
Ŷ]Z分析和测序参照Q,4O#*&0’##))K$’克隆文

库根据沉积物从上至下的顺序分别命名为+80*H"’
沉积物总有机碳含量由青岛海洋地质研究所测得’
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图*!东海内陆架泥质区>Q)PH!)L)孔采样站位

Y2O’* 0,NU&3;2.3%71%-3>Q)PH!)L)-3.-23:3?7-%N./3
N6?_3?O324./32443-1%4.2434.,&;/3&7%7./3+,;.
8/24,03,

样品粒度由中国科学院海洋研究所海洋地质与环境

重点实验室82&,;AL)]型激光粒度分析仪#Y-,413$
测得#肖尚斌等"#))"$’
?’A!系统进化和统计学分析

测序得到序列用Q%.6-软件根据序列相似性大

于或等于A@f归类到同一 ST9中#01/&%;;,4?
\,4?3&;N,4"#))"$’系统进化和统计学分析都是

基于序列A@f相似度水平之上’
?’A’?!系统进化分析!所有古菌*P0-Q(R序列

提交到在线杂合子检测程序"检测其是否为杂合子

序 列#/..U!’’-?UK’1N3’N;6’3?6’1O2;’1/2N3-,’
1O2？;6g;;6$#>,2?,C#*&0’"#))*$’非杂合子序

列在(8VX=34V,4C数据库中应用V]R0T(程序

#___’41W2’4&N’42/’O%:’W&,;.’$进行比对"搜索

最相 似 序 列 #R&.;1/6&#*&0’"*AA@$’然 后 用

Z\I]XZ软件包#$3-;2%4!’P"1$中的Q(RQX0T
和(+X=\VŜ 程序构建系统进化树#Y3&;34;.324"
*AKA$’
?’A’@!统计学分析!基因文库的多样性覆盖百分

率通过公式(*M#.’D$)e*))计算"其中.指每个

*P0-Q(R文库中只包含一个克隆的ST9数"D
指每 个 基 因 文 库 的 克 隆 总 数#>6&&24;#*&0’"
*AA"$’香农M威纳#0/,44%4HJ2343-$#Ec$%辛普森

#02NU;%4$#F$和均匀度#Gc$等多样性指数计算方

法参照\2&&#*&0’##))!$#表*$’克隆文库稀释曲线

由,̂,-37,1.J24软件#/..U!’’___’6O,’3?6’;.-,H
.,’;%7._,-3’24?3D’/.N$生成#图#$’不同群落的聚

""#
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表?!古菌?B6#)C0克隆文库分析

T,W&3* R4,&<;2;%7./3,-1/,3,&*P0-Q(R1&%43&2W-,-23;

文库
总克

隆数
Ŷ]Z

带型数
ST9;

数

覆盖率"

"f#
香农M威纳

指数"Ec#
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指数"F#
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"Gc#
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图#!古菌*P0-Q(R克隆文库稀释曲线
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图!!古菌*P0-Q(R5,1CC42738&6;.3-分析

Y2O’! R4,&<;2;%7,-1/,3,&*P0-Q(R5,1CC42738&6;.3-

类分析用942Y-,1中的5,1CC42738&6;.3-方法生成

"]%a6U%43#*&0’$#))P#"图!#’
?DE!?B6#)C0序列注册登录号

本研究所测*)A个*P0-Q(R序列已提交到

=34V,4C$注册号为%Y5#)))@LHY5#))*K#’

#!结果

@D?!古菌?B6#)C0文库分析

从>Q)PH!)L)站位*)’""*A’LN深度的沉积

物中构建"个古菌*P0-Q(R文库$筛选L@K个克

隆得到*)A个 Ŷ]Z带型并测序"除去杂合子#’序
列经归类后得到")个ST9;$每个文库与其他文库

ST9重叠率在L@’*f"K!’!f之间’"个文库的样

品统计覆盖率都较高"表*#$稀释曲线在克隆数达

到*))以后也趋于平缓"图##$因此本研究构建的

古菌*P0-Q(R文库基本上能反映真实环境中古菌

群落结构’文库+80"统计覆盖率"KP’!f#最低$辛
普森&香农M威纳&均匀度等多样性指数比其他文库

都高"表*#$说明>Q)PH!)L)站位最底层沉积物与

其上层沉积物相比具有更高的古菌多样性’文库

+80!具有较高的统计覆盖率"A)’Kf#和最低的辛

普森指数&香农M威纳指数&均匀度"表*#$表明

>Q)PH!)L)站位*"N处沉积物古菌多样性最低’
5,1CC42738&6;.3-分析结果表明*)’"N&*#N&*KN
三个层位最为相似聚在一起$*"N与上述较相似$
而*A’LN与其他层位相似度最低"图!#’
@D@!古菌?B6#)C0序列分析

所有古菌*P0-Q(R序列均来自两个大类"图
L#%泉 古 生 菌"8-34,-1/,3%.,#和 广 古 生 菌"+6-H
<,-1/,3%.,#$其中A*’Kf为泉古生菌"表##’泉古生

菌又分为!个类群$主要为 >2;13&&,43%6;8-34,-H
1/,3%.21=-%6U">8=#"K!’Af#$仅 少 量 >,-243
V34./21=-%6UV">V=HV#"P’@f#和>,-2438-34H
,-1/,3%.21=-%6UX">=HX#"*’!f#"表##’广古生菌

"K’#f#亦有!个类群$分别是0%6./R7-21,4=%&?
>243+6-<,-1/,3%.21=-%6U"0R=>+=#""’Af#&
R4,3-%W21>3./,4%.-%U/;!"R(>+H!#"*’Af#和

>,-243V34./21=-%6UQ">V=HQ#")’Lf#"表##’
在"个不同层位样品所构建的文库中共有!"

个ST9;"代表L)*个克隆#属于>8=’无论是从数

量还 是 多 样 性 上 看$>8=均 广 泛 分 布 于 >Q)PH
!)L)站位深层沉积物的各个层位"克隆丰度介于

@A’Pf"K@’Lf之间#’这个类群中@)f以上的克

隆其同源序列来自维多利亚港及其西边坪洲近岸海

底沉积物"AL’Lf"AA’Pf相似性#"图L#$如最典

型的ST9+80*H""代表A*个克隆#与分离自维多

利亚港近岸的古菌*P0-Q(R序列+Y#)!"#A具有

AK’#f的序列相似性’另外有*"f左右的克隆其同

源序列来自河口沉积物"图L#’还有一部分克隆其

同源序列来自海洋地壳和深海含水合物的沉积物$
如鄂霍次克海冷泉区&秘鲁边缘深海&日本海沟&墨
西哥湾等"图L#’

>V=HV 也 称 Q33UH03, R-1/,3,& =-%6U
"Q0R=#$在本研究中除最底层的沉积物中没有检

P"#
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图L!东海内陆架泥质区古菌*P0-Q(R序列系统发育树

Y2O’L Z/<&%O343.21.-33%7,-1/,3,&*P0-Q(R;3B63413;-31%:3-3?7-%N./3+,;.8/24,03,N6?_3?O3
置信度值大于@)f的标在相应分支的节点上"经过*))次计算#

@"#
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表@!古菌?B6#)C0文库克隆系统发育归属关系

T,W&3# Z/<&%O343.21,772&2,.2%4;%7,-1/,3,&*P0-Q(R
1&%43&2W-,-23;

系统发育类群
克隆数

+80* +80# +80! +80L +80"
+6-<,-1/,3%.,
0R=>+= *! L ! " !
>V=HQ (Q" (Q * (Q *
R(>+H! (Q # L (Q !

8-34,-1/,3%.,
>8= K# KL @K K* @P
>=HX (Q * (Q * L
>V=HV P @ *# @ (Q

总计 *)* AK AK AL K@

注"(Q"#未探测’

测到>V=HV外#其他各层位都有分布$P"*#个克

隆%$表#%’0R=>+=在>Q)PH!)L)站位深层沉积

物的"个层位中均有分布#*)’"N层位的数量最多

$表#%’这两个类群同源序列$AL’Af"AK’@f相似

性%都来自甲烷丰富或含甲烷水合物的沉积物#包括

卡斯卡底古陆边缘&鄂霍次克海&秘鲁边缘深海$图
L%’>=HX是海水中古菌的主要类群$E,-43-#*&0’#
#))*%#仅在最底层&*#N及*KN的沉积物中发现

极少数的>=HX’L@K个克隆中仅检测到#个克隆属

于>V=HQ$表#%’另外#>Q)PH!)L)站位深层沉积

物*#N&*"N&*A’LN三个层位各检测到了#"L个

克隆属于R(>+H!$表#%#其同源序列均分离自蒙

特里海底峡谷深海沉积物$序列相似性大于AAf%
$=%77-3?2#*&0’##))K%’

!!讨论

东海内陆架泥质区不同深度沉积物中古菌序列

主要来自泉古生菌#并以>8=为主’有报道指出海

洋中古菌主要为泉古菌门#仅有小部分广古菌门种

类$E,-43-#*&0’##))*%’本研究结果再次证实了这

种观点’>8=广泛存在于多种陆地和海洋环境#是
秘鲁边缘*##@和*##A站位&地中海腐殖质&鄂霍次

克海近岸火山灰沉积物以及(,4C,2海槽等环境中

古菌 的 优 势 菌 群$0h-34;34,4?T3;C3##))P%’
>V=HV是冷泉环境中古菌群落的优势类群#而在无

水合物的沉积物中却较少发现#推测它们要么直接

参与甲烷厌氧氧化作用#要么吸收甲烷厌氧氧化过

程中的特定过渡态碳$E42..3&#*&0’##))"’V2??&3
#*&0’##))P%’研究者认为秘鲁边缘*##@站位甲烷

M硫酸盐转换带中活跃的>V=HV和 >8=直接或

间接 得 益 于 甲 烷 厌 氧 氧 化 作 用$V2??&3#*&0’#
#))P%’R(>+H!在很多环境中都有发现$E42..3&#*
&0’##))"%#并 与 硫 酸 盐 还 原 细 菌 Q3;6&7%W6&W6;
$QVV%共生#共同催化甲烷厌氧氧化作用$]i;3C,44
#*&0’##))@%’由上可推断#在该泥质区的深层沉积

物中可能存在由R(>+H!催化的甲烷厌氧氧化作

用#大量存在的>8=和一定数量的>V=HV可能促

进或参与这一生物地球化学过程’
序列进行网上比对后#发现其同源序列基本上

来源于!个环境#即维多利亚港及其临近海区&河口

及冷泉环境$图L%’维多利亚港位于香港岛和九龙

之间$##b"#!b(#**!b"**"b+%的近岸海区#在地理

位置上较接近于本次研究站位$图*%’来自东海内

陆架泥质区的大部分古菌与维多利亚港及其附近海

区的古菌具有很高的*P0-Q(R序列同源性#因此

这两个海区沉积物中影响微生物分布的环境因子可

能较相似’东海内陆架泥质区自长江口开始#向南沿

闽浙近岸一直延伸至台湾海峡北部#其大部分沉积

物来源 于 长 江 以 及 附 近 的 一 些 较 小 河 流$]26#*
&0’##))@%’因此推测在沉积物的迁移沉积过程中#
一些河口的古菌也随之迁移沉积#并逐渐适应新迁

移的环境’本研究检测到部分>8=#全部的>V=HV
和0R=>+=其同源序列均来自冷泉或富含水合物

的沉积物#另外结合检测到的甲烷厌氧氧化古菌

R(>+H!#从天然气水合物区微生物群落特征方面#
可推测东海内陆架闽浙沿岸泥质区或临近海区可能

蕴藏有天然气水合物#这在一定程度上与栾锡武等

$#))K%认为东海陆坡及临近海槽天然气水合物前景

广阔的观点相符合’
942Y-,1分析结果显示 >Q)PH!)L)站位*)’"

N&*#N&*KN沉积物的古菌*P0-Q(R序列最为相

似聚在一起#*"N与上述较相似#而*A’LN沉积物

与其他层位沉积物的序列相似度最低$图!%’另外

根据多样性指数及稀释曲线可知最底层沉积物中古

菌的多样性最高’与之相应#该站位最底层沉积物的

有机碳含量和粒度突然减小#砂的含量由零增加到

近")f$表!%’沉积物有机碳含量和可降解度是影

响微生物在沉积物中垂直分布特征的最主要因素#
一般在营养物质贫乏的沉积物中微生物量小而多样

性相对要高一些$Z,-C3;#*&0’##)))%’含氧量的高

低被认为是影响沉积物微生物分布的另一个重要因

素$Q2,a,4?T-37-<##))P%#而含氧量很大程度上受

沉 积 物 粒 度 对 氧 扩 散 的 限 制 影 响$=&6?#*&0’#

K"#
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表A!东海内陆架泥质区沉积物环境因子

T,W&3! +4:2-%4N34.,&U,-,N3.3-;%7N6?_3?O3;3?2N34.;
24./32443-1%4.2434.,&;/3&7%7./3+,;.8/24,03,

深度

"N#
总有机碳

TS8"f#
中值

粒径

平均

粒径

砂

"f#
粉砂

"f#
粘土

"f#

*)’" )’"P @’# @’L ) PL’@ !"’!
*# )’"K @’" @’@ ) "A’K L)’#
*" )’"A @’L @’P ) "A’K L)’#
*K )’"@ P’K @’# ) P@’@ !#’!
*A’L )’!L L’! L’A L@’@ !@’L *L’A

*AAP$Q2,a,4?T-37-<%#))P#’根据沉积物有机碳

含量和粒度变化特点研究古菌群落在最底层的垂向

变化%推测这可能与沉积物中有机质和氧含量有关’

L!结论

东海内陆架闽浙沿岸泥质区沉积物古菌序列主

要为泉古生菌并以 >8=为主%发现少量甲烷厌氧

氧化古菌"R(>+H!#和可能参与甲烷厌氧氧化作用

的>V=HV&>8=’同源序列大部分来自维多利亚港

及其临近海域%少量序列与河口&冷泉环境古菌序列

具有很高同源性’另外%古菌群落垂向分布结构总体

没有显著差异%最底层沉积物有机质含量和粒度变

化可能是古菌群落在最底层发生垂向变化的原因’
这些研究结果不仅揭示了东海内陆架闽浙沿岸泥质

区古菌垂向分布特征及与环境因子的联系%又为今

后大范 围 自 然 海 区 古 菌 生 态 学 研 究 提 供 了 科 学
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