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封面图说: 噶龙山南坡的高山湖泊———喜马拉雅山南坡的嘎龙山光照强烈、雨量充沛,尽管是海拔 4500 多米的高寒地区,山上
的草甸依然泛着诱人的翠绿色,冰川和雪山的融水汇集在山梁的低洼处形成了一个又一个的高山湖泊,由于基底的
差别和水深的不一样,使得纯净清澈的冰雪融水在湖里呈现出不同的颜色,湖面或兰或绿、颜色或深或浅,犹如一块
块通体透明的翡翠镶嵌在绿色的绒布之中。 兰天下面,白云落在山间,通往墨脱的公路像丝带一样随随便便地缠绕
着,一幅美丽的自然生态画卷就这样呈现在你的面前。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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新疆冷泉沉积物葡萄糖利用细菌群落多样性
的稳定同位素标记分析

楚摇 敏,王摇 芸,曾摇 军,张志东,娄摇 恺*

(新疆农业科学院微生物应用研究所,乌鲁木齐摇 830091)

摘要: 新疆沙湾冷泉低盐且不含硫化物,为了解其沉积物细菌群落的碳源利用,以13C 稳定同位素标记的葡萄糖作为底物培养

沉积物中的细菌,通过提取和分离带有13C 标记的总 DNA,结合 16S rDNA鄄PCR 克隆文库法以及限制性片段长度多态性方法,对
冷泉沉积物中葡萄糖利用细菌群落多样性进行分析。 随机挑取 417 个阳性克隆,HaeIII 酶切分型,共获得 27 个 OTUs。 经测序、
序列同源性对比和系统发育学分析,归为细菌域中的 9 个门,即厚壁菌门(Firmicutes)、绿弯菌门(Chloroflexi)、硝化螺旋菌门

(Nitrospirae)、放线菌门(Actinobacteria)、变形杆菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、浮霉菌门(Planctomycetes)、蓝细

菌门(Cyanobacteria)和酸杆菌门(Acidobacteria),其中,厚壁菌门和变形杆菌门为优势类群,分别占克隆文库的 28. 3% 和

38郾 6% 。 与前期研究比较,以葡萄糖为碳源的细菌 OTUs 仅占总菌群的 31% , 表明该环境中可能存在其它碳源利用方式的细菌

群落。
关键词:冷泉;稳定同位素;细菌多样性

The glucose鄄utilizing bacterial diversity in the cold spring sediment of Shawan,
Xinjiang, based on stable isotope probing
CHU Min, WANG Yun,ZENG Jun, ZHANG Zhidong,LOU Kai*

Institute of Microbiology, Xinjiang Academy of Agriculture Science, Urumqi 830091, China

Abstract: Most methods for investigating bacterial diversity of soil microorganisms was lack of the ability to establish a
causal relationship between function and community compositions. Recently, using stable isotopes to label phylogenetically
informative biomolecules ( phospholipid fatty acids, DNA, or RNA), has the advantage of providing more definitive
evidence that a detected population is active in a specific process, if that process leads to assimilation of C or N into cellular
constituents. In practice, Nucleic acid SIP is considerably more sensitive and more informative for taxonomic purposes,
particularly among of those related organisms, and thus is more generally useful.

Shawan cold spring provides a typical non鄄sulfide cold spring environment in the arid and semi鄄arid areas of Xinjiang.
In the previous research, the first overview of microbial diversity in the Shawan cold spring had provided, and the results
showed that bacterial communities in the Shawan cold spring were diverse which comprised of 11 phyla and maybe exist a
diversity of functional groups. In this paper, we surveyed the carbon sources utilization functional bacteria and their
diversity in the sediment of the cold spring by stable isotope probing (SIP) and 16S rDNA clone library. The functional
bacteria were enriched using 13C鄄labeled glucose as substrate, and then 13C鄄labeled genomic DNA was separated directly
from the sediment samples and then it used as template for the PCR amplification of bacterial 16S rRNA gene and
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construction of the gene clone library. Based on restriction fragment length polymorphism (RFLP), 417 positive clones
were picked up and grouped into 27 operational taxonomic units (OTUs) by Hae III digestion. Subsequently, unique clones
were sequenced. The blast search in Genbank and phyogenetic sequence analysis showed that 27 OTUs were divided into 9
phyla of bacterial domain i. e. , Firmicutes, Chloroflexi, Nitrospirae, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Planctomycetes, Cyanobacteria and Acidobacteria. Of those, Firmicutes and Proteobacteria were the dominant groups, and
accounted for 28. 3% and 38. 6% of the total clone library respectively.

Compared with 86 OTUs in the previous publication, Gemmatimonadetes, Chlorobi and Verrucomicrobia were not
captured in glucose鄄utilizing bacteria, and the number of OTUs in other phyla decreased evidently, especially in
Acidobacteria, only 6. 45% of OTUs was observed in this research (48% in the previous research) . In sum, that only
31% OTUs utilized glucose as carbon source in the system, suggesting there maybe exist other carbon sources utilization
bacteria in the environment. In addition, we found that the incubating time and substrate concentration are key factors for
the detection of some species that in low lever in the environment. As the result of enriching in this paper, a lots of OTUs
were detected for the first time, such as the phylum Chloroflexi and genus Desulfuromonas. Particularly, genus
Desulfuromonas was an important supplement to previous research, because strains belonged to the genus could reduce the
sulfur to H2S, and the reason why the genus exited in a non鄄sulfide cold spring need further study. Additionally, compared
with previous research, we found that the proportion of OTUs in Firmicutes was increased obviously from 1 to 7, which were
divided into order Clostridiales and order Lactobacillales, and replaced Acidobacteria as the second dominant groups.
Hence, the results indicated that an appropriate and reasonable pre鄄culture could be a useful supplement to study microbial
composition and diversity in environmental samples by using culture鄄independent methods.

Key Words: cold spring; stable isotope probing; bacterial diversity

稳定同位素标记(Stable Isotope Probing,SIP)技术以其示踪、指示和判断的功能及检测快速、结果准确等

特点已成为了解生态过程与机制的重要研究手段之一[1鄄3]。 在微生物生态学领域,国外学者分别利用基于13C
的磷酸脂肪酸稳定同位素标记(Stable isotope probing of phospholipid fatty acids,PLFA鄄SIP)、DNA鄄SIP 以及

RNA鄄SIP 技术,对诸如盐湖沉积物、海底沉积物、有机物污染土壤等特殊环境功能微生物的多样性进行了研

究[4鄄6],DNA鄄SIP 和 RNA鄄SIP 因通过构建基因文库便于进一步分析微生物群落组成,最为常用。 较之国外,国
内对基于核酸上的稳定同位素标记的相关研究鲜有报道。

冷泉作为一种极端环境(低温和寡营养等),因其大多起源于深层地下并且含有硫化物而被广泛研究,已
发现硫代谢微生物类群对于维持该生态系统的稳定性和一些特殊地貌(喀斯特地貌)的形成起了重要作

用[7鄄8]。 对于低盐、不含硫化物的冷泉微生物相关研究还比较少,本实验室对新疆地区冷泉沉积物微生物多

样性的前期研究结果表明,该环境中原核微生物种群具有丰富的多样性[9鄄10],暗示着该环境中可能存在多种

碳源代谢类型,但具体的细菌活性类群需要进一步研究。
在前期研究基础上,以新疆沙湾冷泉沉积物细菌群落为研究对象,选择13C 稳定同位素标记的葡萄糖作

为底物,富集培养沉积物中细菌,通过13C 标记 DNA 的提取及分离、细菌 16S rRNA 基因克隆文库的构建、测序

和同源对比等,从而确定该环境中葡萄糖利用细菌群落的组成和多样性。
1摇 材料和方法

1. 1摇 样品的采集和保存

沙湾冷泉位于东经 85毅22忆35义,北纬 43毅50忆30义,海拔 1500 m,泉水清澈透明,全年温度保持在 5. 5—7. 5益
之间,水质呈弱酸性(pH 值 5. 0),主要阳离子为 Na+和 Ca2+,阴离子为 SO2+

4 、HCO-
3和 Cl-,不含 H2S。 本研究组

于 2008 年 9 月 18 日进行实地考察并采样,取冷泉中心附近区域距表层 10 cm 的沉积物(水温 6. 3 益,pH 值

5郾 0),迅速置于无菌 50 mL 离心管中,放 4 益车载冰箱,4 h 之内运回实验室进行研究,剩余样品-70 益保存。

4144 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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1. 2摇 主要试剂和仪器
13C鄄gluose(Aladdin,上海),pMD18鄄T(TaKaRa,大连),Hae III 限制性内切酶(TaKaRa,大连),凝胶回收试

剂盒(博大泰克,北京),超速离心机(Hitachi,日本),PCR 扩增仪(Eppendoff,德国),DNA 电泳仪(Bio鄄Rad,美
国),和凝胶成像仪(Bio鄄Rad,美国)。
1. 3摇 方法

1. 3. 1摇 冷泉沉积物细菌的培养和标记

在无菌条件下,分别取约 10 g 采集的沉积物置于不同的 50 mL 无菌玻璃烧杯中,取 0. 5mL 100 滋mol / L
的12C鄄葡萄糖溶液均匀喷洒到样品表面,并用无菌玻璃棒混匀后,无菌透气膜封口后,置于 10 益培养箱预培

养 5 d。 然后,向上述处理中均匀喷洒 0. 5 mL 浓度为 50、100、150 和 200 滋mol / L 的13C鄄葡萄糖,,并用无菌玻

璃棒混匀,于 10 益培养箱静止好氧培养 9 d 进行13C DNA 标记[11鄄12]。 同时相同体积的灭菌水培养 9 d 的土壤

样品,100 滋mol / L12C鄄葡萄糖溶液培养 9 d 的土壤样品为对照。
1. 3. 2摇 沉积物总 DNA 的提取

取上述样品 10 g,放入无菌研钵后加入液氮研磨 10 min,转至 50 mL 无菌大离心管中,采用文献报道方

法[10, 13]提取样品总 DNA。 使用 70%乙醇洗涤 DNA 两遍,空气干燥并加 TE 缓冲液 1. 0mL ,4 益放置过夜,并
使用紫外分光光度计测定 DNA 纯度和浓度。
1. 3. 3摇 13C 标记 DNA 分离

13C 标记 DNA 与12C 标记 DNA 分离采用超速 CsCl 梯度离心法。 上述方法提取的总 DNA(约为 1 mg)加
入到含有 3. 8 g CsCl 的 4. 0 mL TE 溶液中,并加入 100 滋L 浓度为 10 mg / mL 的 EB 溶液,混匀后,置于高速离

心机中于 54000 r / min(140000 g)20 益离心 60 h。 参考文献[14] 的方法分别以12C鄄葡萄糖、13C鄄葡萄糖以及12C
与13C鄄葡萄糖同比例混合培养的 E. coli DNA 为土壤 DNA 样品的对照组。

小心平稳的取出上述离心管,置于紫外灯下观察。 使用 18 号针头的无菌注射器于13C 条带下 0. 1 cm 下

穿刺吸出目的条带,并收集放置于灭菌离心管中。 使用 1 mL 水饱和正丁醇,混匀离心,去除有机层。 反复洗

涤 4—6 次后,加 3 mL TE 溶液,300 滋L 浓度为 3 mol / L 的醋酸钠 (pH 值 4. 6),2 倍体积乙醇,-20 益过夜沉

淀后,于 13000 g 离心 15 min,收集 DNA[15]。
1. 3. 4摇 细菌 16S rDNA 的 PCR 扩增及克隆文库的构建

采用细菌 16S rDNA 通用引物 8F:(5忆鄄AGAGTTTGATCCTGGCTCAG鄄3忆)以及 1492R: (5忆鄄TACGGHTAGGT鄄
TACGACTT鄄3忆) [16],进行 PCR 扩增,条件为 95 益5 min,95 益 1 min,55 益 1 min,72 益 2 min,30 个循环;72 益
10 min。 PCR 产物经切胶纯化回收后,加去离子水溶解。 取上述纯化的 PCR 产物与 pMD18鄄T 载体进行连接

(操作方法参照说明书),连接产物转化至 E. coli DH5琢 中。 采用浓度为 100 滋g / mL Amp 为筛选压力及蓝白

斑筛选阳性克隆子,并挑选白色阳性克隆转至 LB Ampr 平板培养,并保存备用。
1. 3. 5摇 阳性克隆子的 PCR鄄RFLP 分析

用无菌牙签挑取少量阳性克隆子菌体,采用引物 M13鄄48 和 M13鄄47 进行菌落 PCR,PCR 产物采用 PCR
快速纯化试剂盒纯化。 纯化后的 PCR 产物经 Hae III 核酸限制性内切酶进行限制性片段长度多态性(RFLP)
分析,3%琼脂糖凝胶电泳,分析克隆子 RFLP 谱型,计算每个谱型的出现频率。 以覆盖率(c)来评估所构建的

文库对环境微生物多样性的体现,计算公式为:c = [1-(n1 / N)]伊100% , 式中,N 代表分析的克隆数,n1 代表

具有不重复谱型的克隆数。
1. 3. 6摇 系统发育树的构建及分析

选取代表性克隆子送往上海英骏生物技术有限公司进行测序,所测得序列去除载体序列后,将有效序列

在 RDP II (Ribosomal Database Project II, http: / / rdp. cme. msu. edu)进行分类地位确定。 并在 NCBI(http: / /
www. ncbi. nlm. nih. gov / blast) 数据库上进行 BLAST 比对,选取同源性最高的序列;同时,通过网站 EzTaxon
(http: / / www. EzTaxon. org)与模式菌株进行比对,选取同源性最高的模式菌株序列[17],一同使用 MEGA5. 0
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进行多重比对,使用 NJ 法构建系统发育树[18],自举值(Bootstrap)为 1000。 相关序列已上传到 NCBI 数据库,
其 GenBank 登录号为:JF815499鄄JF815525。
2摇 结果

2. 1摇 13C 标记冷泉沉积物 DNA 分离及获得

沙湾冷泉沉积物经12C鄄葡萄糖预培养 5 d,使利用葡萄糖的细菌复苏并进入快速生长阶段,便于菌体 DNA
的标记[14]。 本研究选择使用 0. 5mL 浓度为 50 滋mol / L 的13C 葡萄糖进行标记培养 9 d,此时 DNA 浓度适中,
且13C 标记 DNA 分离效果最好。

将提取的13C 标记总 DNA 及 E. coli 12C 对照 DNA 加入到含有 3. 8 g CsCl 的 4. 0 mL TE 溶液中,经超高速

离心机于 54000 r / min,20益离心 60 h 后,小心平稳的取出上述离心管,置于紫外灯(波长 302 nm)下观察,发
现12C 标记 DNA 与13C 标记 DNA 条带明显分开(图 1)。 预培养的13C 标记样品的 DNA,经超速 CsCl 梯度离心

后,出现一条中间粗亮、边缘模糊的条带,与12C 标记的对照 DNA 比较,此条带介于12C 标记 DNA 与13C 标记

DNA 中间(图 2),说明冷泉沉积物中以葡萄糖为碳源的细菌群落进行了繁殖,其 DNA 已被13C 标记。

图 1摇 13C 同位素标记对照 E. coli DNA 的超速梯度照片

Fig. 1摇 Density gradient of isotopically labelled DNA from

the controls

MIX:13C DNA 和12C DNA 混 合 样 品;13C:13C 标 记 的 E. coli

DNA;12C:E. coli 12C DNA

图 2摇 13C 同位素标记的样品 DNA 超速梯度照片

Fig. 2 摇 Density gradient of isotopically labelled DNA from

spring sediment
13C:13C 标记的 E. coli DNA;12C:E. coli 12C DNA;Sample: 13C 标

记的样品 DNA

图 3摇 16S rDNA 文库中部分阳性克隆子 RFLP 结果

Fig. 3摇 Partial results of RFLP analysis in 16S rDNA library

M :100bp DNA marker;1—15:阳性克隆子

2. 2摇 13C 标记冷泉沉积物总 DNA 的细菌 16S rRNA 基

因克隆文库分析

将收集到的13C 标记总 DNA 经正丁醇洗涤离心,乙
醇沉淀去除 EB 及 CsCl 后,构建细菌 16S rRNA 基因克

隆文库。 从文库中随机挑取 417 个阳性克隆子进行

PCR鄄RFLP 分析(图 3),样品 Hae 芋酶切片段大小和条

带数量表明存在 27 种细菌 RFLP 谱型。 所构建的 16S
rDNA 克隆文库覆盖率达到 93. 5% ,较为充分地反映出

了冷泉沉积物中利用葡萄糖作为碳源的微生物组成及

多样性。
2. 3摇 13C 标记冷泉沉积物细菌 16S rRNA 克隆文库系统发育分析

将代表不同谱型的 27 个克隆子经测序、序列比对及系统发育分析后(图 4),沙湾冷泉沉积物葡萄糖利用
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细菌群落可归于细菌域的 9 个门,即厚壁菌门(Firmicutes)、绿菌门(Chloroflexi)、硝化螺旋菌门(Nitrospirae)、
放线菌门(Actinobacteria)、变形杆菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、浮霉菌门(Planctomycetes)、
蓝细菌门(Cyanobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)。 其中,变形杆菌门和厚壁菌门为优势菌群,分别占克隆

文库的 38. 60%和 28. 30% (表 1)。

摇 摇 表 1摇 沙湾冷泉沉积物葡萄糖利用细菌 16S sDNA 克隆文库序列分

析结果

Table 1摇 The sequences analysis results of glucose鄄utilizing bacterial

16S rDNA clone library from the Shawan cold spring sediment

代表克隆
The clone

克隆子数量
No. of
clones

占有比例
Percent

of Total / %

细菌分类
Bacterial
division

X162 14 3. 38 变形杆菌 琢 菌纲 琢鄄Proteobacteria

X267 11 2. 64

X399 6 1. 44

X137 30 7. 19 变形杆菌 茁 菌纲 茁鄄Proteobacteria

X18 17 4. 08 变形杆菌 酌 菌纲 酌鄄Proteobacteria

X23 18 4. 32 变形杆菌 啄 菌纲 啄鄄Proteobacteria

X179 13 3. 11

X369 23 5. 52

X412 30 7. 19

X7 21 5. 04 厚壁菌门 Firmicutes

X126 5 1. 20

X133 4 0. 96

X155 30 7. 19

X153 19 4. 56

X358 24 5. 76

X331 15 3. 60

X253 8 1. 92 放线菌门 Actinobacteria

X372 12 2. 88

X106 11 2. 64

Xb5 45 10. 79 酸杆菌门 Acidobacteria

X333 26 6. 24

X200 6 1. 44 浮霉菌门 Planctomycetes

X276 2 0. 47

X9 6 1. 44 硝化螺旋菌门 Nitrospirae

X305 4 0. 96 拟杆菌门 Bacteroidetes

X29 10 2. 40 蓝细菌门 Cyanobacteria

X19 8 1. 92 绿菌门 Chloroflexi

总计 Total 417 100. 00

变形杆菌门( Proteobacteria)为本研究文库的主

要菌群,共包括 9 个 OTUs,分属于 琢鄄Proteobacteria、茁鄄
Proteobacteria、 酌鄄Proteobacteria 和 啄鄄Proteobacteria 四

个菌纲,高相似序列均来自纯培养菌株序列。 其中,
啄鄄Proteobacteria 包括 4 个 OTUs,代表性克隆子 X23、
X179、X369 和 X412, 相似性 96. 0%—99. 0% ; 琢鄄
Proteobacteria 包括 3 个 OTUs,代表性克隆子 X162、
X267 和 X399, 相 似 性 95. 1%—99. 2% ; 茁鄄
Proteobacteria 包括 1 个 OTU,代表性克隆子 X137,相
似性 99. 6% ;酌鄄Proteobacteria 包括 1 个 OTU,代表性

克隆子 X18,相似性 99. 6% 。
厚壁菌门(Firmicutes)为本系统研究的另一主要

菌群,共包括 7 个 OTUs,分属于厚壁菌门中的梭菌目

(Clostridiales)和乳杆菌目(Lactobacillales)。 其中,6
个 OTUs 归属于梭菌目,代表性克隆 X7、X126、X133、
X155、X153 和 X358,相似性 90. 7%—99. 4% ;1 个

OTU 归 属 乳 杆 菌 目, 代 表 性 克 隆 X331, 相 似 性

99. 8% 。
放线菌门(Actinobacteria)中共包括 3 个 OTUs,其

中,2 个 OTUs 与与非培养该门类群相似,相似性

97郾 6%—99. 2%代表性克隆 X253 和 X372;1 个 OTU
与纯培养该门类群相似,相似性 99. 8% ,代表性克隆

X106。 浮霉菌门 ( Planctomycetes ) 中共包括 2 个

OTUs,均与非培养该门类群相似,相似性 95. 4%—
96. 1% , 代 表 克 隆 子 X200 和 X276。 酸 杆 菌 门

(Acidobacteria)中共包括 2 个 OTUs,均与非培养该门

类群相似,相似性 94. 5%—97. 2% ,代表克隆子 Xb5
和 X333。

硝化螺旋菌门(Nitrospirae)共包括 1 个 OTU,代
表克隆子 X9 与非培养该门类群相似,相似性 99.
6% 。 拟杆菌门(Bacteroidetes)共包括 1 个 OTU,代表

克隆子 X305。 均与非培养该门类群相似,相似性

99% 。 蓝细菌门(Cyanobacteria)共包括 1 个 OTU,代表克隆子 X29 与纯培养该门相似,相似性 97. 6% 。 绿菌

门(Chloroflexi)共包括 1 个 OTU,代表克隆子 X19 与非培养该门类群相似,相似性仅为 90. 7% 。
3摇 讨论

泉作为连接地下水与地表环境的特殊生态交替区,是研究特殊生境微生物的分布、代谢以及新种的理想

对象[19]。 冷泉作为泉的特殊形式,多位于高山或高纬度地区,泉水常年低温(<20 毅C)。 对美国密歇根州富硫
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图 4摇 沙湾冷泉中以葡萄糖为唯一碳源的细菌系统发育进化树

Fig. 4摇 Neighbor鄄joining phylogenetic tree based on partial 13C鄄labeled bacterial 16S rDNA clones library from Xinjiang Shawan cold
spring sediment samples
进化树中步长值支持率(% )基于 1000 次重复建树的结果,树中仅显示步长值支持率大于 70%以上的数据;进化树下的标尺刻度为 2% 进

化距离
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冷泉[20]、加拿大 Axel Heiberg 岛高盐冷泉[21]、阿尔卑斯喀斯特冷泉[22]等含硫冷泉的研究表明,细菌主要由变

形杆菌门(Proteobacteria)和厚壁菌门(Firmicutes)组成,约占 70%以上,并存在着大量未知种属;变形杆菌门

(Proteobacteria)中多数细菌与硫化物代谢有关,且硫化物作为主要的能源物质对维持微生物群落稳定性起着

重要作用,新疆断裂带含硫冷泉的研究结果也进一步印证了上述论点[23]。 新疆沙湾冷泉无硫且低盐,在国内

外极为少见,其细菌群落主要由酸杆菌门(Acidobacteria,48% )和变形杆菌门(Proteobacteria,25% )组成,与上

述冷泉明显不同且未发现与硫代谢相关的细菌种属,这表明可能存有其它碳源利用方式以维持此生态系统的

稳定[10]。
本文采用 DNA-SIP 技术,对新疆沙湾冷泉沉积物细菌群落的葡萄糖利用进行分析,Corinne 等[24]认为预

培养可使环境微生物复苏或活化,有利于后期标记的菌体快速生长繁殖,本研究结果支持其观点。 标记 DNA
实际是一个培养微生物群落的过程,功能菌和非功能菌之间有可能出现交叉标记的问题[25],因此,13C 底物的

浓度和标记时间至关重要,浓度过低或时间过短可能导致大多数菌体 DNA 标记不完全,致使13C鄄DNA 和12C鄄
DNA 分离困难;浓度过高或标记时间过长,某些生长较快的菌群大量繁殖使多样性降低,或部分种群利用预

培养微生物的次级代谢产物进行生长而增加其多样性,不能客观反映环境中功能微生物的真实情况。 本文确

定了沉积物细菌群落预培养时间和13C 标记条件,预培养 2 d 后,再使用 0. 5mL 浓度为 150 滋mol / L 的13C 葡萄

糖培养 9 d,此时13C 标记 DNA 分离效果最好。
沙湾冷泉沉积物中能够利用葡萄糖的细菌群落有 27 个 RFLP 谱型,分属于细菌域的 9 个门,与前期结果

的 86 个 RFLP 谱型及细菌 11 个门相比[10],本研究未发现芽单孢菌门(Gemmatimonadetes)、绿菌门(Chlorobi)
和头疣微菌门(Verrucomicrobia)的细菌利用葡萄糖作为碳源。 变形杆菌门(Proteobacteria)仍为优势菌群,同样

包括了 琢鄄Proteobacteria、茁鄄Proteobacteria、酌鄄Proteobacteria、啄鄄Proteobacteria 四个菌纲,不同的是 啄鄄Proteobacteria 纲

取代了此前的 琢鄄Proteobacteria 纲成为优势菌群,并获得一个与脱硫单胞菌属(Desulfuromonas)具有较高同源性

(97. 3%)的 OUT X179,而脱硫单胞菌属可在一定条件下将硫还原成 H2S,这一结果是对此前未发现与硫代谢

相关细菌种属存在的重要补充,是否存在更多此类种群,有待进一步研究。 此前第一优势菌群为酸杆菌

门[10],可能因为该门细菌群主要以有机酸为碳源进行代谢的原因,在本研究中酸杆菌门仅发现 2 个 OTUs。
同时,本文也发现个别自养性细菌 DNA 被13C 所标记,它是利用葡萄糖还是利用代谢产生的 CO2 作为代谢物

还有待进一步研究证实。 上述实验结果表明新疆沙湾无硫低盐冷泉沉积物中微生物还可能存在其它碳源利

用形式。
在本研究中作为第二优势菌群的厚壁菌门(Firmicutes)细菌,共 7 个 OTUs,分属于梭菌目(Clostridiales)

的梭菌属(Clostridium)和厌氧杆菌属(Anaerobacter)及乳杆菌目(Lactobacillales)的气球菌属(Aerococcus),均为

严格厌氧或兼性厌氧微生物,此类微生物的可能与冷泉沉积物环境有关。 前期研究中[10],该门细菌仅发现 1
个与 Bacillus subtilis 具有同源性较高的克隆子,这可能与该类细菌在冷泉中的丰度较低有关,而适当的富集有

利于此类菌的检出。
本文的绿弯菌门前期结果未获得,它利用葡萄糖作为碳源生长,这表明在以非培养法研究环境微生物多

样性的过程中,某些种群可能因为丰度较低或克隆文库覆盖率不足等原因,造成多样性比环境中实际值低。
因此,适当合理的预培养,可为非培养法研究环境微生物组成和多样性的方法提供有益的补充。
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