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内容提要：为了研究西太平洋黑潮源区不同深度沉积物中古菌群落结构的多样性，应用１６ＳｒＤＮＡ文库技术，

对ＩＭＡＧＥＳＸＩＶ航次采集的岩芯 ＭＤ０６３０４７进行基因文库的构建和分析，得到２６０个克隆，经分析处理后得到

５６个ＯＴＵｓ（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ）。基于１６ＳｒＲＮＡ序列的同源性比较，绘制系统进化树，进行统计学分

析。研究结果显示，西太平洋黑潮源区的本哈姆高原（ＢｅｎｈａｍＲｉｓｅ）沉积物中有丰富多样的古菌群落，在１ｍ内的

沉积物中分布着９种古菌类群。古菌序列归属于泉古菌（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）和广古菌（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ），并以泉古菌为

主（占总序列的９１．５％）。其中，泉古菌包含 ＭＧＩ、ＭＢＧＢ、ＭＣＧ和 ＵＣＩＩｂ４个类群，并且主要由 ＭＧＩ构成（占总

序列的４０．８％），而广古菌包含 ＭＢＧＤ、ＳＡＧＭＥＧ、ＤＨＶＥＧ、ＭＢＧＥ和ＶＡＬＩＩＩ５个类群，各类群所占总序列比例

均较低（占总序列的０．４％～５．４％之间）。研究结果对于理解西太平洋黑潮源区沉积物中古菌多样性有重要意义，

并为今后研究古菌群落与环境之间的关系提供科学依据。
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　　黑潮（Ｋｕｒｏｓｈｉｏ）是世界大洋中规模最大的两大

西边界流之一，在其自南向北流动的过程中将低纬

度大量的物质、水汽、热量和动能向东亚中高纬度输

送，从而对东亚的气候产生深远影响（Ｈｓｕｅｈｅｔａｌ．，

１９９６；Ｈｉｒｏｓｅｅｔａｌ．，１９９９）。黑潮起源于菲律宾以

东海域，流经吕宋海峡，沿台湾以东进入东海，在东

海大陆坡向东北方向流动，通过日本南部的吐噶喇

海峡进入日本以南海域，并最终汇入北太平洋环流

（王铮等，２００７；李铁刚等，２００９）。黑潮源区位于

菲律宾的吕宋岛以东海域，东临北赤道流、南接西太

平洋暖池，处于边缘海与热带大洋的过渡区域（图

１），在此区域黑潮具有流量大、流速强、高温高盐等

特征，近几年来受到诸多学者的广泛关注（ＹｕａｎＹ

ｅｔａｌ．，１９９８；Ｊｏｈｎｓｅｔａｌ．，２００１；赵 京 涛 等，

２００８）。

古菌作为海洋微生物中的一个大类群，广泛存

在于各类海洋环境中，尤其在深海极端环境中更以

优势种大量存在（Ｍａｓｓａｎａｅｔａｌ．，１９９７；徐美香等，

２００３），并且古菌群落还可作为特定地质环境标志物

来指示地质环境变迁和海洋地球化学特征（Ｉｎａｇａｋｉ

Ｆｅｔａｌ．，２００１）。由此可见，古菌在海底深部生物

圈中具有极其重要的作用。因此，在研究黑潮源区

沉积物时，开展对古菌的研究尤为关键。

现代分子生物学技术迅速发展，许多的分子生

物学方法和技术被广泛应用于地质学研究的领域。

由于具有易于测序、易于比较分析等特点，ＤＮＡ提

供的信息代表着生物体之间最本质的进化关系。同

时，作为生物进化史上计时器的ｒＤＮＡ，由于其具有

高度的保守性，其序列的相似程度就可以反映生物

体在系统发育上的关系（徐美香等，２００３；ＬｉＳｅｔ

ａｌ．，２００７）。１６ＳｒＤＮＡ技术，正是建立在微生物核

糖体小亚基（１６ＳｒＤＮＡ）序列分析基础上的研究方

法，它可以最大可能性地揭示不同生物之间的系统

进 化 关 系。 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 分 析

（Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＲＦＬＰ）是利用可以识别特定ＤＮＡ片段（４ｂｐ～６ｂｐ）

的限制性核酸内切酶消化ＤＮＡ，从而获得不同长度

的ＤＮＡ片段，以实现ＤＮＡ的多态性分析（臧红梅

等，２００７）。目前，１６ＳｒＤＮＡ技术和ＲＦＬＰ分析方

法已经成为微生物生态研究领域最重要的研究手段
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（徐美香等，２００３），该方法被广泛应用于古菌的研

究当中，从而解决了诸多瓶颈问题，对于研究大多数

难于培养的古菌具有深刻的意义，对古菌的多样性

和系统分类等问题的研究也具有巨大的推动作用。

古菌具有独特的代谢方式，并且在海洋生态系

统中扮演着重要角色，研究古菌的基础是研究古菌

的群落组成、环境分布等特征。本研究利用１６Ｓ

ｒＤＮＡ技术分析西太平洋黑潮源区沉积物中的古

菌，构建这些环境样品当中古菌的１６ＳｒＤＮＡ文库。

经过对１６ＳｒＤＮＡ序列和ＲＦＬＰ条带的分析及系统

进化树的绘制，分析该海域中古菌的群落特征及其

与环境的相互关系，丰富了黑潮源区古菌种群结构

的研究记录，为进一步揭示黑潮源区古菌与环境间

相互关系、探讨黑潮源区古菌群落多样性提供了基

础资料。

图１　西太平洋黑潮流域及本研究区域

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＫｕｒｏｓｈｉｏｂａｓｉｎａｎｄｔｈｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ

ｒｅｇｉｏｎｉｎＷｅｓｔｅｒｎＰａｃｉｆｉｃ

１　材料及方法

１．１　实验材料

１．１．１　样品采集

本文研究的 ＭＤ０６３０４７孔岩芯取自西太平洋

本哈姆高原（ＢｅｎｈａｍＲｉｓｅ）处，位于吕宋岛的东面，

地 处 黑 潮 源 区，水 深 ２５１０ｍ，地 理 坐 标 为

１７°００．４４１９′Ｎ、１２４°４７．９３２８′Ｅ。该岩芯是由法国极

地研究所的Ｒ／ＶＭａｒｉｏｎＤｕｆｒｅｓｎｅ号科学考察船用

Ｃａｓｑ取样器于２００６年６月１７日借助中法合作航

次 ＭａｒｃｏＰｏｌｏ２ＩＭＡＧＥＳＸＩＶ取得。实验用样品

全部取自岩芯，样品采集均按照无菌操作的要求进

行，采集后置于无菌袋中保存于－２０℃下，运到实验

室后保存于－８０℃下。

研究的沉积物样品位于此岩芯的３个不同深

度，分别是：ＭＤ３０４７Ｙ（０．１ ｍｂｓｆ，ｍｅｔｅｒｓｂｅｌｏｗ

ｓｅａｆｌｏｏｒ）、ＭＤ３０４７（０．７ ｍｂｓｆ）和 ＭＤ３０４７Ｘ（１

ｍｂｓｆ）。该样品上层沉积物中总有机碳和总有机氮

含量分别为０．２６６％和０．０２６％，它的成分主要是

粉砂和粘土，分别占５６．４％和４３．６％（ＤａｎｇＨｅｔ

ａｌ．，２００８）。

１．１．２　主要仪器和试剂

凝胶成像仪（ＢＩＯＲＡＤ）、ＴＰ６００型 ＰＣＲ 仪

（ＴａＫａＲａ）、ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪、限制性内切酶 Ｈｈａ

Ｉ和 ＭｓｐＩ（ＴａＫａＲａ）、ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＭｉｎｉＫｉｔ胶回

收试剂盒、ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ（ＴａＫａＲａ）。

１．２　实验方法

１．２．１　样品基因组犇犖犃的提取

本研 究 采 用 土 壤 ＤＮＡ 快 速 提 取 试 剂 盒

（ＱＢＩＯｇｅｎｅ，ＵＳＡ）及ＦａｓｔＰｒｅｐ
ＴＭ ＦＰ１２０（Ｔｈｅｒｍｏ

ＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐ，ＵＳＡ）核酸提取仪对３个沉积物样

品中的基因组ＤＮＡ进行提取。而后将提取所得的

基因组ＤＮＡ用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测，并将

提取到的ＤＮＡ溶液分装到几个离心管中，根据用

途的不同对该ＤＮＡ进行相应的处理，短期使用的

－２０℃保存，长期保存的则置于－８０℃下。

１．２．２　犘犆犚产物扩增

以提取的ＤＮＡ为模板，采用由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成的古菌１６ＳｒＤＮＡ通用

引物

Ａｒｃｈ２１Ｆ：５’ＴＴＣＣＧＧＴＴＧＡＴＣＣＹＧＣＣＧＣＣＧ

ＧＡ３’；

Ａｒｃｈ９５８Ｒ：５’ＹＣＣＧＧＣＧＴＴＧＡＭＴＣＣＡＡＴＴ

３’

（Ｙ为Ｃ或Ｔ，Ｍ为Ａ或Ｃ）进行ＰＣＲ扩增。

由于 Ａｒｃｈ２１Ｆ 和 Ａｒｃｈ９５８Ｒ 是对古菌进行

ＰＣＲ扩增的常用通用引物，并且其完全满足对于古

菌序列的测序要求，因此本实验选择以上两种通用

引物作为ＰＣＲ扩增引物。

ＰＣＲ扩增体系为２５μＬ，反应体系为１０×Ｔａｑ

ｂｕｆｆｅｒ、１００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、１．５μｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，引物

浓度各为０．１μｍｏｌ／Ｌ和１．５ＵＴａｑＤＮＡ 聚合酶

（ＭＢＩ，ＵＳＡ）。ＰＣＲ水补至２５μＬ，无菌去离子水作

ＰＣＲ反应的阴性对照。

ＰＣＲ反应条件为９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，

７２℃延伸９０ｓ，运行３５个循环，最后在７２℃下再延

２１０２
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伸１０ｍｉｎ。反应完成后ＰＣＲ产物通过１％的琼脂糖

凝胶进行电泳检验。Ｄ２０００（Ｎｏｖａｇｅｎ，ＵＳＡ）用来

做标准的分子量标记。

１．２．３　１６犛狉犇犖犃文库的构建

将获得的１６ＳｒＲＮＡ产物经上海华舜生物技术

公司的胶回收试剂盒（ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＭｉｎｉＫｉｔ）进

行纯化回收处理。纯化后的产物根据ｐＭＤ１９Ｔ

ｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ连接试剂盒（Ｔａｋａｒａ，Ｊａｐａｎ）说明书中

的方案，将回收所得的ＰＣＲ产物连接到载体上，存

放在４℃下，连接６～８ｈ。将连接到载体上的ＤＮＡ

片段转化到大肠杆菌感受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉＴＯＰ１０中，

于３７℃培养１２ｈ左右，经过蓝白斑筛选转化，初步

筛选阳性克隆。

１．２．４　１６犛狉犇犖犃文库的犚犉犔犘分析

用水煮法快速提取被筛选的阳性克隆的基因

ＤＮＡ（ＤｅＭｅｄｉｃｉｅｔａｌ．，２００３），将ｐＭＤ１９Ｔ载体

引物：

ＲＶＭ：５’ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣ

ＡＧＧ３’；

Ｍ１３Ｄ：５’ＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧ

３’

作为ＰＣＲ反应引物，以检测筛选的克隆是否为所需

的阳性克隆及检测插入的片断大小是否合适。

ｐＭＤ１９Ｔ载体是一种高效克隆ＰＣＲ产物的专

用载体，使用它不仅可以大大提高ＰＣＲ产物的连接

和克隆效率，而且克隆后更易进行克隆体的蓝白斑

筛选。因此，本实验选择利用ｐＭＤ１９Ｔ载体作为

ＰＣＲ的反应引物。

对于片断大小正确的ＰＣＲ产物，分别用 ＭｓｐＩ

和ＨｈａＩ（ＭＢＩ，ＵＳＡ）两种限制性内切酶对其进行

酶切。酶切反应于３７℃下，进行１２ｈ左右。酶切产

物用３％的琼脂糖凝胶（Ａｋｅａｉｂａｏ，Ｓｐａｉｎ）后，在６５Ｖ

电压下和０．５×ＴＢＥ缓冲液中进行电泳。待电泳完

毕，用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＶＤＳ凝胶成像系统（Ｐｈａｒｍａｃｉａ

Ｂｉｏｔｅｃｈ，ＵＳＡ）对其进行成像，根据凝胶图像选择不

同的ＲＦＬＰ带型进行测序。

１．３　系统进化及统计学分析

测序获得的序列，后经Ｄｏｔｕｒ软件做３％的基

因切除，对于序列相似性大于或等于９７％的序列，

则被 归 类 到 同 一 操 作 分 类 单 元 （Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ

ＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）当中 （Ｓｃｈｌｏｓｓｅｔａｌ．，

２００５），并且系统进化树分析和统计学分析均在此基

础上进行。

１．３．１　系统进化分析

将测序获得的所有古菌１６ＳｒＲＮＡ序列提交到

在线杂合子检测系统（ｈｔｔｐ：／／ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ．ｌｂｌ．ｇｏｖ／

ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｈｉｎｄｅｘ．ｃｇｉ）以检测其是否为杂合子序

列。经过检测的非杂合子序列运用ＢＬＡＳＴ程序将

获得的序列在 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）中进行相似性搜索。根据

搜索结果选取相似度最高并有相关参照文献的序列

作为参考序列（Ａｌｔｓｃｈｕｌｅｔａｌ．，１９９７），获取该序列

的有关信息用于构建系统发育树。采用ＣｌｕｓｔａｌＸ

（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．８）对序列进行比对分析。运用ＭＡＧＡ４

软件，采用Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ程序的 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ建

树方法，构建系统进化树（图２）。

１．３．２　统计学分析

基因文库的多样性覆盖百分率通过下式公式计

算

犆＝［１－（狀犻／犖）］×１００

式中：狀犻指每个１６ＳｒＤＮＡ文库中只包含１个克隆

的ＯＴＵ数（９７％基因切除之后）；犖 指每个基因文

库的克隆总数（Ｍｕｌｌｉｎｓｅｔａｌ．，１９９５）。百分率越高

表明文库多样性覆盖率越高。

通过Ｄｏｔｕｒ软件来完成文库序列多样性指数的

分析（Ｈｉｌｌｅｔａｌ．，２００３）。本文所采用的多样性指

标有香农威纳指数（Ｓｈａｎｎｏｎ! Ｗｉｅｎｅｒ，犎）、辛普

森指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ，１／犇）、均匀度（ｅｖｅｎｎｅｓｓ，犈），其中

香农威纳指数和辛普森指数可由软件直接算得，均

匀度Ｅ的计算公式如下：

犈＝
犎

ｌｎ犛ｏｂｓ

式中：犎 为香农威纳指数；犛ｏｂｓ为单一文库中 ＯＴＵ

的个数。

１．３．３　基因序列的提交

将测序得到的古菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列提交到

ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，获取古菌的核酸序列

号。本研究所测５６个１６ＳｒＤＮＡ 序列已提交到

ＧｅｎＢａｎｋ，注册登陆号为：ＪＱ３２７８７５～ＪＱ３２７９３０。

２　结果

２．１　古菌１６犛狉犇犖犃文库分析

２．１．１　古菌１６犛狉犇犖犃文库的统计学分析

本实验选取ＭＤ３０４７站位共３个层位的沉积物

样品进行研究，通过ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增等分子生

物学手段分别构建了３个不同深度层位的古菌１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因文库，其名称从上到下依次为 ＭＤ３０４７Ｙ

３１０２
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图２　西太平洋黑潮源区古菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列系统发育树，置信度值大于７０％的标在相应分支的节点上（经过１００次计算）

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅａｒｃｈａｅａｌ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｒｅｃｏｖｅｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅＳｏｕｒｃｅＡｒｅａｏｆＫｕｒｏｓｈｉｏｉｎ

ＷｅｓｔｅｒｎＰａｃｉｆｉｃ，ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎ７０％ （ｂａｓｅｄｏｎ１００ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｓａｍｐｌｉｎｇｓ）ｗｅｒｅｓｈｏｗｎ

４１０２
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（０．１ｍｂｓｆ）、ＭＤ３０４７ （０．７ｍｂｓｆ）、ＭＤ３０４７Ｘ

（１ｍｂｓｆ）。经筛选得到２６０个有效克隆，去除杂合

子后获得９７个ＲＦＬＰ带型，测序后的序列经Ｄｏｔｕｒ

软件在核酸９７％相似度水平上归类后共得到５６个

操作 分 类 单 元 （ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ，

ＯＴＵｓ）。

２．１．２　覆盖率和多样性指数分析

根据克隆文库的统计学分析可知（表１），文库

ＭＤ３０４７Ｙ和文库 ＭＤ３０４７Ｘ样品的统计覆盖率都

较高，因此本研究构建的古菌１６ＳｒＤＮＡ文库基本

能够真实地反映环境中古菌群落的结构特征。文库

ＭＤ３０４７统计覆盖率（７４．２％）最低，香农威纳指数

（犎）、辛普森指数（１／犇）和均匀度（犈）都相应较高，

说明 ＭＤ０６３０４７站位０．７ｍ处沉积物与其他层沉

积物相比具有更高的古菌多样性。文库 ＭＤ３０４７Ｘ

具有较高的统计覆盖率（８８．２％），香农威纳指数

（犎）、辛普森指数（１／犇）和均匀度（犈）相应较低，表

明 ＭＤ０６３０４７站位１ｍ处沉积物古菌多样性较低。

表１　西太平洋黑潮源区古菌１６犛狉犚犖犃基因克隆文库分析

犜犪犫犾犲１　犃狀犪犾狔狊犲狊狅犳１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲犮犾狅狀犲犾犻犫狉犪狉犻犲狊犳狉狅犿狋犺犲犛狅狌狉犮犲犃狉犲犪狅犳犓狌狉狅狊犺犻狅犻狀犠犲狊狋犲狉狀犘犪犮犻犳犻犮

文库 克隆数 ＲＦＬＰ带型数 ＯＴＵ数 覆盖率犆（％） 香农威纳指数（犎） 辛普森指数（１／犇） 均匀度（犈）

ＭＤ３０４７Ｙ ９６ ２８ ２０ ８６．５％ ２．８７ ３１．５ ０．９６

ＭＤ３０４７ ６２ ３２ ２６ ７４．２％ ３．１７ ６２．０ ０．９７

ＭＤ３０４７Ｘ １０２ ３７ ２２ ８８．２％ ２．８８ ２０．８ ０．９３

２．２　古菌１６犛狉犚犖犃分析

本研究的古菌多样性较高，并且１６ＳｒＤＮＡ文

库种群均属于泉古菌（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）和广古菌

（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）两大类（图２）。

泉古菌包含２３８个克隆，占总序列的９１．５％，

共包含４个类群，按所占比例由高到低依次为：

ＭａｒｉｎｅＧｒｏｕｐＩ（ＭＧＩ）共１０６个克隆，占总序列的

４０．８％；ＭａｒｉｎｅＢｅｎｔｈｉｃＧｒｏｕｐＢ（ＭＢＧＢ）共８８个

克隆，占总序列的３３．８％；ＭａｒｉｎｅＣｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔｉｃ

Ｇｒｏｕｐ（ＭＣＧ）共４２个克隆，占总序列的１６．２％和

ＵＣＩＩｂ共２个克隆，占总序列的０．８％（图３ａ）。

广古菌包含２２个克隆，占总序列的８．５％，共

有５个类群，按所占比例由高到低依次为：Ｍａｒｉｎｅ

ＢｅｎｔｈｉｃＧｒｏｕｐＤ（ＭＢＧＤ）共１４个克隆，占总序列

的５．４％；ＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａｎＧｏｌｄＭｉｎｅＥｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔｉｃ

Ｇｒｏｕｐ（ＳＡＧＭＥＧ）共４个克隆，占总序列的１．５％；

Ｄｅｅｐ Ｓｅａ Ｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌ Ｖｅｎｔ Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔｉｃ

Ｇｒｏｕｐ（ＤＨＶＥＧ）共２个克隆，占总序列的０．８％；

ＭａｒｉｎｅＢｅｎｔｈｉｃＧｒｏｕｐＥ（ＭＢＧＥ）和ＶＡＬＩＩＩ均为

１个克隆，占总序列的０．４％（图３ａ）。

ＭＧＩ最初发现于海水环境中（ＤｅＬｏｎｇ，１９９２），

为海水中古菌的主要类群（Ｆｕｈｒｍａｎｅｔａｌ．，１９９８；

Ｋａｒｎｅｒｅｔａｌ．，２００１），并且在深层水中分布较为广

泛（Ｈｅｒｎｄｌｅｔａｌ．，２００５；ＤｅＬｏｎｇｅｔａｌ．，２００６）。最

近研究表明某些 ＭＧＩ类群在氮的生物地球化学循

环中起着重要作用（Ｗｕｃｈｔｅｒｅｔａｌ．，２００６）。ＭＧＩ

是中国南海北部海底沉积物中的优势类群，在３个

不同层位沉积物中的比例分别是１００％、８３％和

７８．６％（ＬｉａｏＬｅｔａｌ．，２００９）。在１０００ｍ深的马里

亚纳海、太平洋的ＳｎａａｔＢａｒｂａａｒ海峡、西太平洋暖

池核心区沉积物等多种环境都有存在。如图３（ｂ）

所示，ＭＧＩ在不同的层位中广泛存在，共有１０６个

克隆，占整个文库中的４０．８％。在表层 ＭＤ３０４７Ｙ

文库中 ＭＧＩ所占比例最高，达９４．８％；在中层

ＭＤ３０４７文库中 ＭＧＩ所占比例最低，为３．２％。如

系统发育树（图２）所示，其同源序列主要来自于南

冰洋的深海沉积物（Ｂｒａｎｄｔｅｔａｌ．，２００７）。

ＭＢＧＢ 又 称 ＤｅｅｐＳｅａ Ａｒｃｈａｅａｌ Ｇｒｏｕｐ

（ＤＳＡＧ），最早发现于深海沉积物和热液口环境中

（Ｔａｋａｉｅｔａｌ．，１９９９），目前研究表明该类群广泛分

布于多种深海环境中（Ｓｒｅｎｓｅｎｅｔａｌ．，２００６），包括

深海沉积物、海底火山、海洋碳酸盐壳、缺乏有机物

的深海海盆以及大陆边缘有机物丰富含甲烷或甲烷

水合物的沉积物。ＭＢＧＢ是秘鲁边缘１２３０站位甲

烷硫酸盐转换带中古菌的优势类群（Ｉｎａｇａｋｉｅｔ

ａｌ．，２００６）。在本研究中，ＭＢＧＢ在各层均有分布，

并且在垂直分布上呈数量逐渐变大的趋势，所占比

例由表层到深层依次为１．０％、２５．８％和６９．６％。

它的同源序列主要来自于鄂霍次克海的深海沉积物

（ＤａｎｇＨｅｔａｌ．，２００９）。

ＭＣＧ 最 先 发 现 于 海 水 环 境 中 （ＤｅＬｏｎｇ，

１９９２），广泛存在于各种海洋及陆地环境，并且在海

水和沉积物中均有大量分布（Ｔａｋａｉｅｔａｌ．，１９９９，

２００１ａ，２００１ｂ；Ｃｏｏｌｅｎｅｔａｌ．，２００２；ＩｎａｇａｋｉＦｅｔ

ａｌ．，２００３；Ｋｎｉｔｔｅｌｅｔａｌ．，２００５）。ＭＣＧ是秘鲁边

缘１２２７和１２２９站位、地中海腐殖质、鄂霍次克海近

５１０２
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图３　西太平洋黑潮源区古菌群落的多样性分析（ａ）及其在各文库中的分布情况（ｂ）

Ｆｉｇ．３　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ（ａ）ａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（ｂ）ｏｆａｒｃｈａｅａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅＳｏｕｒｃｅＡｒｅａｏｆＫｕｒｏｓｈｉｏｉｎＷｅｓｔｅｒｎＰａｃｉｆｉｃ

岸火山灰沉积物以及Ｎａｎｋａｉ海槽等环境中古菌的

优势 菌 群 （Ｃｏｏｌｅｎｅｔａｌ．，２００２；Ｒｅｅｄｅｔａｌ．，

２００２）。在本研究中，ＭＣＧ在中层 ＭＤ３０４７文库分

布最为广泛，在其他两层中分布均较少，其同源序列

主要来自于热带西太平洋的沉积物中（ＺｈａｎｇＷｅｔ

ａｌ．，２０１０）。

ＭＢＧＤ最初发现于大西洋陆坡和新英格兰离

岸深海平原（Ｖｅｔｒｉａｎｉｅｔａｌ．，１９９９），在南极辐合带

（ＡｎｔａｒｃｔｉｃＰｏｌａｒＦｒｏｎｔ）３０００ｍ深水中发现过该类

菌（ＬóｐｅｚＧａｒｃíａｅｔａｌ．，２００１），西太平洋沉积物表

层（王峰等，２０１０）也发现过该类菌。虽然在表层发

现较少，但在太平洋表层中曾发现过该类古菌

（ＤｅＬｏｎｇｅｔａｌ．，２００６），并且 Ｇａｌａｎｄ（Ｇａｌａｎｄｅｔ

ａｌ．，２００９）发现 ＭＢＧＤ为北极中心的大西洋深水

的优势类群（占总序列的４０％以上）。如图３（ｂ）所

示，ＭＢＧＤ在各层均有分布，但含量均较少，其同

源序列也主要来自于热带西太平洋的沉积物中

（ＺｈａｎｇＷｅｔａｌ．，２０１０）。

以上４个类群作为本研究中的优势菌属在各文

库均 有 分 布。除 此 之 外，本 研 究 中 ＵＣＩＩｂ、

ＤＨＶＥＧ、ＭＢＧＥ、ＳＡＧＭＥＧ和ＶＡＬＩＩＩ这５类菌

群均出现较少，共占总克隆数的３．８％，并且主要分

布在最表层 ＭＤ３０４７Ｙ和中层 ＭＤ３０４７中，在低层

ＭＤ３０４７Ｘ中或有少许出现。

３　讨论

ＭＤ０６３０４７（１７°００．４４１９′Ｎ，１２４°４７．９３２８′Ｅ）站

位的地理位置十分特殊。它位于西菲律宾海盆的最

西端、菲律宾吕宋岛东面的本哈姆高原处，地处黑潮

源区。西菲律宾海具有典型的海洋性气候特征，也

是全世界热带气旋活动最频繁的海区之一。因此，

该区沉积物不仅包含了黑潮流系本身演化的信息，

而且蕴含了东亚季风以及西太平洋暖池的演化信息

（孙晗杰，２０１１）。

本文以西太平洋黑潮源区 ＭＤ０６３０４７孔的海

底沉积物为研究样品，以其中的古菌为研究对象。

应用１６ＳｒＤＮＡ序列分析技术、统计学分析和系统

进化树分析，实现了对古菌序列的初步研究。应用

非培养技术分析深海极端环境中古菌群落结构特

征，并利用网上ＢＬＡＳＴ程序比对最高同源序列构

建了系统发育树，以了解这些古菌在该海区的分布

情况。分析古菌的克隆文库可以更好地对古菌的群

落结构、生态意义及其在不同海洋生态系统中的栖

息环境进行分析和研究（Ｓｔｅｉｎｅｔａｌ．，１９９６；Ｂéｊàｅｔ

ａｌ．，２００１；ＤｅＬｏｎｇｅｔａｌ．，２００６）。

首先，综合１６ＳｒＤＮＡ文库分析、统计学分析和

系统进化树分析，研究发现源于西太平洋黑潮源区

本哈姆高原的古菌序列主要来自泉古菌，且以 ＭＧＩ

为主（图３ａ）。曾有研究指出，海底及海底沉积物中

的古菌主要为泉古菌，仅有小部分广古菌门种类

（Ｋａｒｎｅｒｅｔａｌ．，２００１），本研究结果再次证实了该观

点。与此同时，西太平洋黑潮源区本哈姆高原的古

菌多样性较高，多达９种，并且各层菌种类群均较

多，由表层到底层古菌类群依次为６种、８种和６种

（图３ｂ）。

其次，由群落结构的垂向分布来看，ＭＧＩ、

ＭＢＧＢ和 ＭＢＧＤ等作为该地区的优势菌群在各

个层位当中都有分布。随着沉积物的深入，优势菌

种由 ＭＧＩ转变为 ＭＣＧ，最后底层以 ＭＢＧＢ作为

主要类群占据主导地位。各层除优势菌种外，其他
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古菌类群所占比例均偏低。

最后，通过与ＧｅｎＢａｎｋ中相似度较高（８８％以

上）的同源序列对比，以分析西太平洋黑潮源区深海

沉积物中古菌的群落结构，最终发现本研究的１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列的同源序列大部分来自于西太平洋的苏

禄海（王剑飞等，２０１０）和比科尔岛大陆架的热带区

（ＺｈａｎｇＷｅｔａｌ．，２０１０）（图２），并且这两个研究区

域均属于黑潮源区范围，这也说明研究结果真实可

靠。同时也可以看出，该海域沉积物中的古菌种群

丰富多样，同源序列来源也各不相同。但这些来源

不一且生活环境迥异的古菌，都属于泉古菌和广古

菌两个类群。这说明不论是在不同层位的纵向分布

上，还是不同海域的横向分布上，古菌的分布都非常

广泛。

古菌作为一种古老的生命形态，长期参与着海

洋生理生化作用。随着地质生态环境的变迁和古菌

群落从适应到繁衍的更迭，古菌与环境彼此影响着。

这样，从侧面而言古菌种群的差异就指示着地质生

态环境的异同，这又回归到本研究立意当中，即依靠

对地质环境的认识，采集沉积物，了解该地域古菌群

落结构，分析地质生态环境的情况。

４　结论

本实验应用ＲＦＬＰ技术与１６ＳｒＲＮＡ基因文库

分析相结合的方法对西太平洋黑潮源区的本哈姆高

原沉积物中古菌的多样性及群落结构进行研究。应

用统计学方法和系统进化树分析对核酸序列及数据

进行研究表明，西太平洋黑潮源区的本哈姆高原拥

有丰富多样的古菌类群，共包含了９个不同的种群，

其中泉古菌占优势，并伴以少量的广古菌类群。泉

古菌包括 ＭＧＩ、ＭＢＧＢ、ＭＣＧ和ＵＣＩＩｂ４个类群，

并以 ＭＧＩ为优势类群；广古生菌包括 ＭＢＧＤ、

ＳＡＧＭＥＧ、ＤＨＶＥＧ、ＭＢＧＥ和ＶＡＬＩＩＩ５个类群，

其中 ＭＢＧＤ是优势类群。本次研究结果揭示了西

太平洋黑潮源区的本哈姆高原古菌群落多样性和垂

直分布特征，为今后大范围的调查和研究深海海底

古菌群落及其与环境之间的关系提供了科学依据。
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第１２期　　　　　　　　　　　　　景天爽等：黑潮源区沉积物古菌多样性调查及研究
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