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提要 提取白令海表层沉积物样品总DNA，构建沉积物中的细菌16SrDNA文库，通过RFLP酶

切分型与序列测定，进行沉积物中的细菌多样性及系统发育分析。结果表明，该沉积物中细菌

多样性丰富，获得的125条序列归属于 10个细菌类群，包括占据优势地位的变形细菌（Pro-

teobacieria．49.6%）、酸杆菌 门（Acidobacteria，20.8% ），以及 拟杆 菌门（Bacteroidetes，6.4% ）、放线

菌门（Actinobacteria，5.6% ）、浮霉菌门 （Planctomycetes，5.6% ）、硝 化螺旋 菌门 （Nitrospirae，4% ）、

疣微菌 门（Verrucomicrobia，2.4%）、绿弯菌门（Chloroflexi，1.6%）、纤维杆菌门(Fibrobacteres，

0. 8%)、螺旋体（Spirochaetes，0.8%）。此外，还有一部分分类地位尚不明确的细菌(2.4%)。而

在变形细菌中，δγ亚群为其中的优势类群。
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1 前言

    海洋中分布着数量庞大、种类繁多的微生物。其中，海洋沉积物表层( 0-10  cm)莉
栖息了大约1.7×1028个微生物‘̈。它们具有种类和群落结构、代谢类型、适应机制的多

样性，在海洋生态系统物质循环、能量流动、信息传递中发挥着重要的作用。
    白令海是太平洋最北部的海域，它介于亚洲与北美洲之间[2]。其底质类型主要为粗

砾、砂、粉砂、粉砂一粘土一硅藻软泥、粘土，硅藻软泥、粉砂，软泥等。作为世界第三大海，白

令海是世界上最具生产力的海洋生态系统之一，不但是全球的重要渔区，也是我国的主要
远洋渔业作业场所。我国先后于1999年、2003年及2008年进行了三次大规模的北极科
学考察活动，在白令海的研究对象多为浮游植物与大型动物，关于海洋微生物的报道多集

中在生物量及特定种属的分布上。国外对该区域的研究，将大部分注意力放在细菌丰度
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和碳循环方面[3.4]。有关白令海细菌群落结构和系统发育多样性的研究报道非常少，在
较系统地对白令海沉积物中细菌多样性进行研究方面几乎还是空白。

    本文通过提取沉积物中的总DNA，构建其细菌 16S rDNA文库，再通过对16S rDNA
序列进行比较，构建系统发育树，研究了白令海沉积物细菌群落结构及生物多样性。本文
结果将有助于增进我们对该海域生态系统过程及功能的认识。

2 材料与方法

2.1 样品

    本研究样品为2007年5月-6月美国HLY0702航次白令海科学考察期间采自白令

海北部海域438 m深处 DBSE站位(17906. 57W，60030. 24N)。采样过程按无菌要求进
行，样品采集后于- 20℃保存。

2.2 主要试剂

    DNA提取试剂盒 UltraClean Soil DNA Isolation Kit为MO BIO公司产品；Ex Taq DNA
聚合酶等用于PCR扩增的试剂均购自泰京公司；Alu I等核酸工具酶为Takara公司产品；

PCR产物回收试剂盒GENECLEAN Turbo Kit购自Qbiogene公司；引物合成及DNA测序
由上海英骏生物技术有限公司完成。
2.3 方法
2.3.1  沉积物样品总DNA的提取

    采用MO BIO公司DNA提取试剂盒提取沉积物样品总DNA，具体步骤参照产品说明

书。
2. 3.2  目的基因片段的PCR扩增及产物割胶回收

    细菌 16S rDNA的PCR扩增采用细菌通用引物27F(5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC

AG-3’)和1492R(5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')。PCR反应条件为94℃，5 min；

94℃，1    min；55℃，1 min;72℃，2 min；循环30次；72℃延伸8 min。1%琼脂糖凝胶电泳
检测扩增结果，并用PCR纯化试剂盒回收产物。
2.3.3    16S rDNA克隆文库的构建

    纯化后的PCR产物连接到pUC57-T质粒载体上，转化大肠杆菌E．coli DH5a感受态
细胞，通过蓝白斑初筛阳性克隆子。目标克隆子点种于已编号的LB-Amp平板上4℃保
存。对初筛的阳性克隆进行插入片段大小的验证，所用引物为RV-M( 5'-GAG CGG ATA

ACA ATT TCA CAC AGG-3’)和M13 47(5’-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3').

扩增产物经琼脂糖电泳分析，具有约1500bp插入片段的克隆为目标克隆。
2.3.4    RFLP分析与序列测定
    用限制性内切酶AluI对阳性验证的PCR产物于37℃酶切4h，经4%琼脂糖凝胶电

泳检测，分析克隆子RFLP谱型。对具有不同酶切图谱的克隆进行测序。
2.3.5 序列分析

    所测得序列用DNAMAN软件去除载体序列后，利用 BLAST工具在 NCBI数据库(ht-

tp：//www. ncbi. nlm. nih．gov)进行序列比对，获得相关序列的分类信息。利用DNAMAN



软件并采用邻接法( Ncighbor-joining method)构建系统发育树。自举值为 100。所有序列

已登录GenBank数据库 （序列号：EU734910-EU735031；EU934237；EU934238）。

3 结果

3.1  DNA提取和PCR扩增

    白令海DBSE站位沉积物中所提取的总DNA大小约为23 kb，片段完整。用细菌通
用引物27F和1492R进行扩增，经电泳检测（图1），发现扩增出几乎全长的 16S rDNA

PCR产物，大小约1.5 kb，且条带单一，扩增效果较好。

3.2  细菌16S rDNA文库的RFLP分析

    在构建的白令海沉积物细菌16S rDNA克隆文库中，对获得的333个转化子进行插入
片段大小的PCR检测。结果发现，其中约216个克隆含有正确长度的外源片段，阳性率

为64. 9%。使用Alu I限制性内切酶进行RFLP酶切分型，得到了131个具有不同酶切图
谱的克隆。图2为部分克隆的RFLP酶切分型。

    图1 PCR扩增 16S rDNA的琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig.1．PCR amplification of 16S rDNA.  M:DNA Ladder Marker( Takara, China)；1：16S rDNA扩增产物；N：
    Negative control

    图2 部分克隆子的RFLP酶切分型图谱
Fig.2. Examplc of RFI.P of amplified 16S rDNA digested with endonuclease Alu  I.M:  CeneRulerT:" DNA
    Ladder Mix,  SM0331( Fermentas, America)



3.3 系统发育分析

    对上述 131个基 因型不同的克隆进行测序 ，获得长度约为 1.5 kb的有效 16S rDNA

序列 124条。经 BLAST 比对 ，从 GenBank数据库 中找到 与这些序列 具有较 高相似性

( 86. 2% -99. 7%)的已有序列。

    结果显示 （图 3），在沉积物样 品中，变形细菌 （Proteobacteria）占据优势(49.6%)，其

次为酸杆菌门 （Acidobacteria），占 20.8 010。除此之外 ，还检测到拟杆 菌 门(Bacteroidetes，

6.4%)、放线菌 门（Actinobacteria，5.6%）、浮霉菌 门（Planctomycetes，5.6%）、硝化螺旋菌

门（Nitrospirae，4%）、疣微菌门（Verru,comicrobia，2.4010）、绿弯菌门（Chloroflexi，1.6%）、纤

维杆菌门（Fibrobacteres，0.8%）、螺旋体 （Spirochaetes，0.8%）。另有一部分属于分类地位

尚不 明确的细菌(2.4u/o)。

    图3显示了沉积物克隆序列及其已知高相似性序列的进化关系。与白令海沉积物细

菌具有较近亲缘关系的序列，绝大多数(99. 2%)都来自不可培养的细菌，而在这些不可
培养的细菌中，大多数均来源于海洋环境尤其是海洋沉积物。

4 讨论

    本文通过构建16S rDNA文库对白令海北部 DBSE站位的海洋沉积物样品进行了细
菌多样性与系统发育分析。结果显示，这一区域的沉积物细菌涵盖了包括Proteobacteria

和Acidobacteria等在内的10个门，呈现出丰富的多样性。通过与GeneBank数据库比对，
发现124条所测序列与已知的细菌序列的相似性最低为86.2%、最高为99.7%。其中55

条序列(44%)与GeneBank基因序列的同源性$95%。这表明在白令海沉积物中可能蕴
含了丰富的未知微生物资源，有待于改进检测手段和培养方法对其进行进一步的探索与
开发。

而在变形细菌中，6亚群与y亚群占据优势，分别为53.2%与40%（表2）。

    表 1 各分支细菌在 总细菌中所 占比例
    Table l.The proportion of each phylotypes in total bacteria
    --....  -..,..,.....   -......,,......！:. -

    表2 各亚群在变形细菌中所占比例
Table 2.The proportion of each subclass in total Proteobacteria
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    研究还表明，在白令海表层沉积物中最丰富的微生物类群为 Proteobacteria，约占所测

克隆子的一半。分离于海洋的许多菌株，包括嗜压菌、嗜冷菌、嗜热菌及适压菌，均属于

Proteobacteria[5，6]。Proteobacteria在海洋环境中普遍存在‘7，引。从该沉积物样品中获得的

Proteobacteria类群，涵盖了a、卢、y、6 4个亚群，其中8-Proteobacteria比例最高(26.4%)，其

次为y-Proteobacteria( 20%)。这一结果与 Ravenschlag等‘9.10’采用荧光原位杂交方法对北

极 Svalbard群岛海洋沉积物微生物群落结构分析的结果基本一致：在其研究的沉积物表

层5 cm样品中包括了卢-、7一和 8-Proteobacteria、Planctomycetales、革兰氏阳性细菌及 CFB

类群，其中b'-Proteobacteria最为丰富。Li等‘11]采用构建 16S rDNA文库的方法对南海西

    图3 基于白令海沉积物细菌 16S rDNA序列构建的系统发育树
Fig.3.Phylogenetic trees of bacterial 16S rDNA sequences from the sediments in Bering Sea
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沙海槽地 区的表层沉积物细菌多样性 的研究也显示，cS-Proteobacteria为优势类群。与此不

同的是 ，有研究 者用 PCR-DGGE技术对北极太平洋扇 区4个站位表层沉积物以及 3个不

同深度的海洋沉积物样 品的细菌多样性研究表 明，y-Proteobacteria为沉积物中的优势细

菌类群‘12川 。在南 海南 沙海槽 及东 北太 平洋 沉 积物 中，也 以 y-Proteobacteria占据 优

势‘14川 。这种微生物群落中优势类群的差异 ，有可能是沉积物的理化性质、地理位置 以

及气候条件等环境因素造成 的。例如在鄂霍次克海 的沉积物 中，a一和 8-Proteobacteria在

泥浆区为优势类群 ，而在火 山区则是 a．和 y-Proteobacteria占据优势[11]。

    本研究 中属于 c5-Proteobacteria亚群的克隆，其亲缘序列全部来 自未可培养细菌，其中

很大一部分来 自北极地区或“冷泉”区域的沉积物 ，这说 明这个类群 的微生物在温度较低

的沉积物环境中有较为普遍的分布。8-Proteobacteria亚群属于有机化能营养菌 ，与硫代谢

有关[16]，其中绝大多数都属于硫酸盐还原细菌 ( SRB)。本次研究随机挑选 的克隆中，6．

Proteobacteria占到 26.4% ，说 明硫化物的代谢在该海 区沉积物的物质循环过程中可能 占

有重要地位 。

    y-Proteobacteria在本沉积物中的变形细菌类群 中处于次优势地位 。甲烷营养菌的两

个类型之一 （I/X型）就属于 y-Proteobacteria[1"。此外 ，Freitag等‘18]在研究海洋沉积物厌

氧条件下氨代谢情况时发现，y-Proteobacteria在厌氧氨氧化过程中起着重要作用。因此 ，

沉积物中存在的大量 y-Proteobacteria，可能与沉积物的碳 、氮循环密切相关。

    Acidobacteria的大多数细菌均为未可培养 的，需通过分 子生物学手段才 能检测到。

Colquhoun等[19]指出，Actinobacteria类群的细菌在沉积物中的分布很广泛。该类群细菌多

出现于地热产生区[20]，在热泉区的沉积物和土壤 中较为丰富[21]。与他人的研究结果不

同‘12]，本次调查中 Actinobacteria在沉积物中占有较大比例 (20. 8%)。在处于次北极地区

的白令海沉积物中发现较高 比例 、与 Acti加6acteria同源性高的序列 ，暗示在 Actinobacteria

类群中仍有适冷菌的存在。
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     Abstract

         Biodiversity of bacteria in the top layer of the sediment from Northern Bering Sea was stud-

  ied by a combination of RFLP and 16S rDNA analysis. Phylogenetic analysis showed that bacte-

  rial community composition of the sediment had a high diversity. 124 clones from the 16S rDNA

  library fell into ten bacterial groups,  including Proteobacteria (49. 6% ) , Acidobacteria (20.

  8% ) ,  Bacteroidetes (6.4% ) , Actinobacteria (5. 6% ) ,  Planctomycetes  ( 5. 6% ) ,  Nitrospirae

   (4% ) ,  Verrucomicrobia ( 2. 4% ) ,  ChloroJlexi  ( 1. 6% ) ,  Fibrobacteres  (0. 8% )  and Spiro-

   chaetes  (0. 8% ) . In addition,  a part of unidentified bacteria (2. 4% )  was detected,  suggesting

  a potential source of novel bacterial species or genera. 8 and y-Proteobacteria were two domi-

 nant fractions in the Proteobacteria.

 Key words  Northern Bering Sea, sediments, bacteria, diversity


