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封面图说: 外来入侵物种紫茎泽兰———紫茎泽兰约于 20 世纪 40 年代由缅甸传入中国云南南部后迅速蔓延,现已在云南、贵

州、四川、广西、重庆、湖北、西藏等省区广泛分布和危害,并仍以每年大约 30 km 的速度扩散。 紫茎泽兰为多年生草

本或亚灌木,号称“植物界杀手冶。 其对环境的适应性极强,疯长蔓延,能极大耗损土壤肥力。 它的植株能释放多种

化感物质,排挤其他植物生长而形成单优种群,它破坏生物多样性,威胁到农作物、畜牧草甚至林木,且花粉能引起

人类过敏性疾病等,目前尚无有效治理对策。
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南海陆坡沉积物细菌丰度预测

李摇 涛1,2,王摇 鹏1,*

(1. 同济大学海洋地质国家重点实验室,上海摇 200092; 2. 广州海洋地质调查局,广州摇 510760)

摘要:分别利用参数模型和无参数估计法预测南海陆坡沉积物柱 MD05鄄 2896 中的细菌丰度。 基于非培养的 PCR鄄RFLP 的 16S

rRNA 基因分子技术,扩增了沉积物柱中的细菌 16S rRNA 基因序列,并构建 16S rRNA 基因文库。 系统发育分析表明 16S rRNA

基因文库中,大多数序列属于 17 个已知的“门冶。 分别以 99% 、97% 、90% 和 80% 序列一致性作为分类单元分界点,将 16S
rRNA 基因序列组群为分类单元。 使用逆高斯分布模型、对数正态分布模型、负二项式分布模型、帕雷托分布模型、双指数分布

模型以及 ACE、ACE-1 等估计方法预测不同分类单元分类水平下的细菌丰度。 结果表明在“种冶级分类水平上,负二项式分布

为最优估计模型,估计细菌丰度为 244依10(SE)。 不过,受实验条件的限制,该估计值可能偏低。

关键词:细菌;物种丰度;南海;沉积物

Prediction of bacterial species richness in the South China Sea slope sediments
LI Tao1,2, WANG Peng1,*

1 State Key Laboratory of Marine Geology, Tongji University, Shanghai 200092, China

2 Guangzhou Marine Geological Survey, Guangzhou 510760, China

Abstract: Two families of statistical approaches, parametric models and nonparametric estimates, were developed and used
to predict bacterial species richness in core MD05鄄2896 collected from the South China Sea during the Chinese鄄French joint
MARCO POLO / IMAGES 147 cruise ( chief operator Yvon Balut) . MD05鄄 2896 (08毅49. 50忆N, 111毅26. 47忆E) was an
11郾 03 m long core collected from the SCS south slope, where the water depth is 1 657 m. A total of twelve microbial
subsamples were collected from the top to the bottom of the core at intervals of 1 m. For each sample, we extracted the bulk
DNA and amplified the bacterial 16S rRNA gene sequences. All of the bacterial 16S rRNA gene sequences were used to
construct a 16S rRNA gene library. A total of 194 unique phylotypes were identified based on the phylogenetic analysis,
most of which clustered into 17 phyla that belong to Planctomycetes, Proteobacteria, Chloroflexi, Actinobacteria,
Sprirochaetes, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Bacteriodetes, Defferribacteres, Nitrospirae, and candidate divisions OP1,
OP3, OP8, OP11, JS1, WS3, and TM6. All sequences were grouped into Operational Taxonomic Units (OTUs) based on
99% , 98% , 97% , 95% , 90% , and 80% similarity cut鄄off values. Sequences were aligned using the CLUSTALW
software, after which the% sequence similarity was calculated and the sequences were grouped into OTUs using the
unweighted pair group method. These frequency data were then analyzed by parametric models and coverage鄄based
nonparametric estimates, ACE and ACE鄄 1, respectively. Because nonparametric estimates usually underestimate the
species richness, this study focused on application of parametric models. Five models, including the inverse Gaussian, log
normal, negative binomial, Pareto and 2鄄mixed exponential, were adopted to fit asymptotically with the OTU忆s frequency
data and predict the species richness. The parametric models were implemented step by step according to the procedures
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described by Hong et al. , and the best fitted model was selected for the final parametric analysis. At the level of 99%
rRNA sequence similarity, our data were best described by the 2鄄mixed exponential distribution model, which estimates the
richness at 326 依 40 ( SE). At the level of 97% rRNA sequence similarity, the negative binomial distribution model
describes our data best with an estimated richness of 244依10(SE). At the level of 95% rRNA sequence similarity, the
negative binomial distribution model best described the data and estimated the richness at 220依6(SE). At the level of 90%
rRNA sequence similarity, the 2鄄mixed exponential distribution model best described the data and estimated the richness at
127依4(SE). At the level of 80% rRNA sequence similarity, the Pareto distribution model described the data best and
estimated the richness at 62依4( SE). The 99% , 97% , 95% , 90% , and 80% rRNA gene sequence similarities were
adopted to identify bacterial strain, species, genera, families / classes, and phyla, respectively. Accordingly, core MD05鄄
2896 contains at a minimum of 326 依 40(SE) bacterial strains, 244 依 10 (SE) bacterial species, 62 依 4 (SE) bacterial
phyla, 127 依 4 ( SE) bacterial families / classes, and 220 依 6 ( SE) bacterial genera. However, these numbers are
conservative because of the limitations associated with laboratory experiments, such as coextracted interfering substances
including humic and fulvic acids, and PCR bias.

Key Words: bacteria; species richness; the South China Sea; sediment

自然界中存在的微生物可能多达上百万种[1],然而,它们中的大多数没有被观测到甚至没有被检出,这
些微生物的存在只能根据预测来推断;不过,这种预测也仅仅是基于猜测,以目前的技术还无法完全检测出微

生物多样性(本文仅讨论微生物种数或丰度)全貌。 基于非培养的 rRNA 技术是研究环境微生物多样性最有

效的工具[2],16S rRNA 克隆文库相比其他研究手段能更多地揭示群落多样性信息,基于 16S rRNA 克隆文库

对微生物丰度的预测更能趋近于客观真实,在土壤、水体、潮间带等环境中的细菌丰度的估计得到了广泛

应用[3]。
从已发表的文献来看,常用于预测物种丰度的方法主要有两大类:参数模型法和非参数估计法。 共有 5

种参数模型:逆高斯分布、对数正态分布、负二项式分布、双参数(形状+标尺)帕雷托分布、双指数分布等,
Hong 等基于 Maple 软件开发出相应的计算程序[3],供研究使用。 基于丰度覆盖估计法(ACE)以及适用于高

异质种群的 ACE鄄1 法是两种用得较多的非参数估计法,基于此算法,Chao 等开发 SPADE (Species Prediction
And Diversity Estimation)软件[4]免费下载使用。

为防止估计模型的选择不当对估计值可靠性的影响,本文综合使用了以上参数模型法和非参数估计法共

7 种方法对来自南海陆坡的一沉积物柱中的细菌丰度进行估算,并通过比较各种方法与观测数据的吻合程

度,找到最佳估计。 此外,由于单一样品 16S rRNA 基因文库规模较小,不能全面反映细菌的多样性,本文从该

沉积物柱不同深度采集 12 个微生物样品来构建细菌 16S rRNA 基因文库。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

2005 年 5 月 15 日—6 月 8 日 IMAGES147 航次获得的深海沉积物柱 MD05鄄2896,采样点位于南海陆坡区

的南沙珊瑚礁台地西部边缘(08毅49. 50忆N, 111毅26. 47忆E,水深 1 657 m)。 采用无扰动箱式采泥器采集沉积物

柱,总长 11 m,从表层到底层以 1 m 等间距采样,共 12 个微生物样品,船上于 -20 益 下保存, 运回实验室后

储存于-80 益。
1. 2摇 PCR 扩增、RFLP 分析与系统发育树的构建

12 个微生物样品各称取 5 g,采用 Zhou 抽提法[5] 分别提取总 DNA,使用细菌 16S rRNA 通用引物 Eubac
27F 和 Eubac 1492R 进行 PCR 扩增[6]。 PCR 扩增得到的片断经纯化后克隆到 pMD鄄 18T (TaKaRa) 载体上,
并转化到大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞,挑取阳性转化子,利用 PCR 扩增引物重新扩增插入片断。 使用内切酶

Msp玉(Fermentas) 切割,分析电泳带型,挑选不同带型克隆子测序,并统计不同带型的克隆子数,将序列提交

782摇 1 期 摇 摇 摇 李涛摇 等:南海陆坡沉积物细菌丰度预测 摇
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到 RDP域(ribosomal database project)数据库,利用 CHECK鄄 CHIMERA 检验,去除不合理序列。 应用 BLASTN
程序(www. ncbi. nlm. nih. gov / BLAST / )搜索相似性序列,采用 ClustalX(Version 1. 8)进行比对分析,通过

PAUP(Version 4. 0b10) [7]构建系统发育树,使用 Neighbor鄄Joining 建树方法,选择 Jukes鄄Cantor 进化距离。 细

菌 16S rRNA 基 因 序 列 在 Genbank 核 苷 酸 数 据 库 中 的 接 受 号 为 EU048662—EU048694 和

EU385666—EU385826。
1. 3摇 参数模型的建立

利用 CLUSTUALW 软件对沉积物柱 MD05鄄 2896 细菌 16S rRNA 序列进行序列比对分析,计算序列相似

性,以 99% 、98% 、97% 、95% 、90% 和 80% 的序列一致性作为分界标准,根据 OS clustering 程序的算法

(http: / / www. compbio. dundee. ac. uk / Software / OC / oc. html),利用无加权组群方法对序列进行聚类分析,将群

组定义为“分类单元冶(OTU),计算每个分类单元中的出现次数,即分类单元中的 16S rRNA 序列数。 将分类

单元出现次数依次从小到大排列,统计出现次数相同的分类单元个数。 以分类单元出现次数和对应的分类单

元个数的频次作为进一步分析的基础数据。
参数模型通过对样品数据进行拟合,构建相应的物种丰度分布模型,预测群落中未观测到的物种数

据[8]。 首先区分统计意义上“丰富的冶和“稀有的冶分类单元。 选取一个适当的右截点(子),当分类单元出现次

数>子 时,则为“丰富的冶;当分类单元出现次数<子 时,则为“稀有的冶。 然后利用文献[3]提供的 5 种参数模型方

法进行估计。 通过比较不同的估计方法,得出最合理的估计值。 选取的标准有:(1)拟合优度(GOF)检验:自
然拟合优度(na觙ve GOF)和渐进拟合优度;(2)能得到有生物学意义的标准差;(3)使用物种频率观测数据的

最大限度值(即最大的右截点)。
无参数估计法采用“标记释放回捕法冶(MRR) [9],认为被再次观测到的物种(“回捕冶)与仅观测到一次的

物种能达到均衡,即在多样性高的群落中,物种被再次观测到的几率较小,数量丰富的物种仅能被观测到一

次;相反在一个多样性很低的群落,数量丰富的物种被再次观测到的几率则较高。 该类方法基于“丰富的冶物
种和“稀少的冶的物种的相对丰度,来建立估算公式,并利用标准差检验。 本文利用 SPADE 软件[4]中提供的 2
种方法对细菌丰度进行估计。

由于非参数模型估计一般会低估微生物多样性;因此,本文主要讨论参数模型对细菌丰度的估计。
2摇 结果

2. 1摇 16S rRNA 基因文库细菌多样性

以 97%序列相似性作为代表型的分界标准,1 329 条细菌 16S rRNA 基因序列分别属于 190 个系统发育

型,系统发育分析结果表明这些系统发育型主要来自 17 个已知的类群(“门冶):浮霉状菌(Planctomycetes)、变
形杆菌(Proteobacteria)、绿屈挠杆菌(ChloroFlexi)、放线菌(Actinobacteria)、螺旋体( Spirochaetes)、疣微菌

(Verrucomicrobia)、酸杆菌(Acidobacteria)、拟杆菌(Bacteriodetes)、铁还原杆菌(Defferribacteres)、硝化螺菌

(Nitrospirae)以及 candidate division OP1、OP3、OP8、OP11、JS1、WS3、TM6。 细菌 16S rRNA 基因克隆子数和代

表型数在细菌“门冶中的分布见表 1。
2. 2摇 利用模型预测的结果

以 99% 、98% 、97% 、95% 、90% 、80%序列相似性作为分类单元的分界,利用无加权组群方法对 1 329 条

细菌 16S rRNA 基因序列进行聚类分析,分别组群成 212、194、190、168、115、和 50 个分类单元。 利用参数模

型来估算分类单元丰度值,结果见表 2。
从结果来看(表 2),参数模型得到的预测值一般高于非参数估计法,应从参数模型中寻找最佳估计。

Hong 等认为应优先考虑与观测数据拟合程度最好的模型,如果存在多个模型与观测数据的拟合程度都较好,
则比较他们的标准差[3],得到最优模型,本文也依此寻找最佳估计。 从本研究数据来看,出现次数较少( <5
次),尤其出现次数为 1 次的分类单元个数最多,它们是群落的主体;模型拟合的结果是否与观测数据吻合,
关键是出现次数小于5次的分类单元个数的预测值是否接近观测值。结果表明当分类单元分界为99% 和
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表 1摇 沉积物柱 MD05鄄2896 克隆子在细菌“门冶中的分布

Table 1摇 Bacterial phyla detected among sequenced clones in sediment core MD05鄄2896

门
Phyla

代表型个数
Number of phylotypes

克隆子个数
Number of clones

1 变形杆菌(Proteobacteria)
Alpha 5 142
Delta 22 200
Gamma 1 13

2 浮霉状菌(Planctomycetes) 52 318
3 绿屈挠杆菌(ChloroFlexi) 13 79
4 OP1 1 16
5 OP3 15 116
6 OP8 8 69
7 OP11 11 55
8 JS1 3 106
9 WS3 2 10
10 TM6 2 11
11 放线菌(Actinobacteria) 3 36
12 螺旋体(Spirochaetes) 4 40
13 疣微菌(Verrucomicrobia) 5 33
14 酸杆菌(Acidobacteria) 7 47
15 拟杆菌(Bacteriodetes) 3 8
16 铁还原杆菌(Defferribacteres) 2 18
17 硝化螺菌(Nitrospirae) 2 11
18 未知门(Unclear affiliation) 29 181

合计 Total 190 1509
摇 摇 以 97%序列相似性作为代表型的分界

表 2摇 沉积物柱 MD05鄄2896 中细菌的丰度

Table 2摇 Bacterial richness of the core MD05鄄2896

分类单元
界线

Operational
taxonomic

units
boundary

统计量
Statistic

样品丰度
的观测值
Sample忆s
richness
detected

样品丰度的估计值 Estimate of the total samples忆 richness

参数模型 Parametric model

逆高斯分布
Inverse
Gaussian

对数正
态分布
Log

Normal

负二项
式分布
Negative
Binomial

双指数分布
2鄄mixed

Expomential

帕雷托分布
Pareto

无参数估计
Nonparametric

estimators

ACE ACE鄄1

99% 分类单元 个数 212 244 246 300 326 283 255 267

标准差(SE) 9 10 88 40 10 12 17

原始拟合优度 0. 043 0. 03 0. 447 0. 483 0. 015 NP NP

渐进拟合优度 0. 242 0. 0214 0. 637 0. 867 0. 177 NP NP

右截点(子) 18 18 21 36 9 18 18

98% 分类单元 个数 194 219 221 248 273 251 229 238

标准差(SE) 8 8 10 27 9 10 15

原始拟合优度 0. 074 0. 058 0. 023 0. 271 0. 039 NP NP

渐进拟合优度 0. 364 0. 345 0. 125 0. 942 0. 311 NP NP

右截点(子) 18 18 12 30 10 18 18

97% 分类单元 个数 190 214 216 244 256 244 223 232

标准差(SE) 7 8 10 23 9 10 15

原始拟合优度 0. 107 0. 086 0. 009 0. 486 0. 017 NP NP

渐进拟合优度 0. 174 0. 165 0. 092 0. 987 0. 239 NP NP
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摇 摇 续表

分类单元
界线

Operational
taxonomic

units
boundary

统计量
Statistic

样品丰度
的观测值
Sample忆s
richness
detected

样品丰度的估计值 Estimate of the total samples忆 richness

参数模型 Parametric model

逆高斯分布
Inverse
Gaussian

对数正
态分布
Log

Normal

负二项
式分布
Negative
Binomial

双指数分布
2鄄mixed

Expomential

帕雷托分布
Pareto

无参数估计
Nonparametric

estimators

ACE ACE鄄1

右截点(子) 18 18 11 25 10 18 18

95% 分类单元 个数 168 183 183 220 250 162 191 196

标准差(SE) 4 6 6 33 9 8 10

原始拟合优度 0 0 0 0. 005 0 NP NP

渐进拟合优度 0 0 0 0. 806 0 NP NP

右截点(子) 5 6 8 46 6 10 10

90% 分类单元 个数 115 124 124 149 127 162 129 132

标准差(SE) 3 3 9 4 9 6 9

原始拟合优度 0. 001 0. 001 0. 001 0. 006 0 NP NP

渐进拟合优度 0 0 0 0. 003 0 NP NP

右截点(子) 5 5 7 6 6 10 10

80% 分类单元 个数 50 54 54 61 54 62 55 56

标准差(SE) 3 2 5 2 4 4 5

原始拟合优度 0. 104 0. 103 0. 009 0. 112 0. 548 NP NP

渐进拟合优度 NA NA NA NA NA NP NP

右截点(子) 5 5 8 5 7 10 10

摇 摇 表中的黑体数值代表最佳估计值。 表中缩写 NA 代表不可用;NP 代表无法计算

图 1摇 细菌克隆子库中的分类单元频率分布及参数模型拟合

Fig. 1摇 Frequency distribution of OTUs in the bacterial library versus parametric model忆s fitted values
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90%序列一致性时,双指数分布为最佳估计模型,估计值分别为 326依40 (SE) 和 127依4 (SE);当分类单元分

界为 98%和 80%序列一致性时,帕雷托分布为最佳估计模型,估计值分别为 251依9 (SE) 和 62依4 (SE);当分

类单元分界为 97%和 95%序列一致性时,负二项式分布为最佳估计模型,估计值分别为 244依10 (SE)和 220依
6 (SE)。 图 1 显示了以 99% 、97% 、90%和 80%序列一致性为分类单元分界标准,最优分布模型估计的分类

单元出现次数及对应的分类单元个数与实际数据的拟合情况。 从图上看,分类单元个数预测与实际值较吻

合,尤其是出现次数较少的分类单元个数的预测与实际数据基本一致,选取的模型符合对细菌丰度的估计。
目前,利用 16S rRNA 基因序列对细菌“种冶的划分还存在较大争议,1%和 3%的序列差异都被用于“种冶

的定义,较合理的办法是以 1%序列差异作为菌株分类标准,以 3%作为“种冶的分类标准[3],在此标准下,估
计约 326依40(SE)个菌株,244依10 (SE)个种。

细菌的“属冶、“科冶 / “纲冶和“门冶等分类单元很难通过 16S rRNA 基因序列的差异来准确划分,已有文献

分别将 5% 、10%和 20%的序列差异作为以上各分类单元的界限[10鄄12]。 依此推断沉积物柱 MD05鄄 2896 中细

菌群落大约包括 62依4 (SE)个“门冶,127依4 (SE)个“科冶 / “纲冶和 220依6 (SE)个“属冶。
3摇 讨论

3. 1摇 细菌丰度估计的可靠性

从已发表的文献来看,来自不同环境的样品,对细菌丰度的估计值相差很大,如耕地或重金属污染的土壤

中细菌丰度估计值为 300—1 500[8, 13];而未开发土壤中的细菌丰度的估计值则高达 6 000—10 000[14],甚至达

到 500 000[15]。 16S rRNA 基因技术从环境样品中检出的细菌一般只有几十种,最多不过几百种,不同环境中

细菌丰度是否有如此大的差别? Hong 等认为环境中细菌丰度不应有如此大的差别,这些估计值并不可靠,原
因在于研究者选择了错误的模型[3],但该观点并未获得证实。

为进一步探讨细菌丰度估计值的可靠性,本文与 Hong 等的研究结果进行了比较。 本文与 Hong 等的基

础数据都来自 16S rRNA 基因文库,并采用了完全相同的估计模型,但得到细菌“种冶数的估计值却相差很大。
造成差异的原因可能与样品本身或构建的文库质量等因素有关。

从估计的结果来看,本文对细菌“种冶数的估计值与观测值相差不大,都为 102 量级,而且对采自西沙海槽

的沉积物柱 MD05鄄2902 中的细菌丰度预测值为 179依9 (SE),也只达到 102 量级;然而,Hong 等细菌物种数量

的估计值约为观测值的 10 倍左右,为 103 量级[3]。 利用分布模型估计细菌丰度的原理是利用分类单元出现

次数的频率分布对观测值拟合,得出各参数值,进而估计未检出分类单元 个数。 在频率分布曲线上表现为:
曲线左端越陡,利用模型预测次数为 0(未检出)的分类单元个数则越多,预测值与观测值差别越大。 Hong 样

品的细菌克隆文库中绝大多数分类单元出现次数只有 1,即样品中绝大多数分类单元被再次观测到的几率

小,出现次数为 1 的分类单元个数远大于出现次数为 2(被再次观测)的分类单元个数,频率分布曲线左端很

陡,表明样品中存在大量未检测出的分类单元,估计值就远大于观测值。 本文研究样品的细菌克隆文库有较

多的分类单元出现次数大于 1,频率分布曲线左端相对较缓(图 1);利用分布曲线预测未检出的分类单元个

数较少,即分类单元被再次观测到的几率很高,遗漏的分类单元数量则较少,因而估计值接近观测值。
3. 2摇 细菌丰度估计的影响因素

影响细菌丰度估计值可靠性的因素主要有两个:首先是估计模型的选择,不同的估计模型得到的结果可

能有较大的差异;其次是用于估计的基础数据,而这种基础数据是通过实验手段来获取的,数据质量主要取决

于对实验技术的评价。
3. 2. 1摇 估计方法

目前,对参数模型和非参数估计法孰优孰劣存在较大的争议[9],即便只使用参数模型,存在如何选择模

型的困惑。
对参数模型而言,很难建立一个足够大的微生物多样性数据库来支持模型的使用和对各模型中的分布参

数进行赋值。 因为没有经验值,只能通过理论上来推断最佳模型。 但不同的学者对最佳模型的选取标准完全
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不同。 Curtis 等认为细菌群落具有高动态性,增长随意,群落分布符合对数正态分布[14];不过 Jeon 指出当出

现次数为 1 的分类单元占很高比例时,逆高斯分布模型对微生物丰度有较好的估计[16];Hong 等认为并不存

在一个普遍适用的模型[3],只能通过综合利用各种模型来以增加估计的可靠性。
非参数估计法完全依赖于分类单元相对丰度的估计,在调查微生物多样性的过程中难免出现取样偏差;

此外,非参数估计法提供的是一个更小范围的分类单元多样性,即只从观察到的分类单元中获取信息,与参数

模型不同,非参数估计法不能给出分类单元相对丰度的假想分布,容易忽略了那些“稀少的冶分类单元,导致

对微生物丰度的低估。
3. 2. 2摇 实验技术

就实验本身而言,任何实验都无法检测自然界中的全部微生物。 基于 16S rRNA 基因的 PCR鄄RFLP 方法

也不例外,同样会造成对生物多样性的低估,该技术影响微生物多样性低估的主要因素是克隆文库的规模和

实验偏差。

图 2摇 细菌 16S rRNA 基因克隆文库稀疏曲线

Fig. 2摇 Rarefaction curves of bacterial 16S rRNA gene library

从上到下依次为:8m,7m,4m,6m,2m,11m,3m,surface,1m,9m,10m

和 5m

(1)克隆文库的规模

克隆文库并非越大越好,因为哪怕构建最大的克隆

文库,也不能穷尽所有的微生物。 不过,如果克隆文库

选取过小,则会丧失部分物种多样性信息。 文库要达到

何种规模,才能满足完全反映多样性的要求? 稀疏分

析[13]以及克隆文库的覆盖度 C 值[17]能提供判断依据。
使用 Analytic Rarefaction 软件对本文研究的 12 个样品

分别绘制 16S rRNA 基因克隆文库稀疏曲线(图 2),从
图上可以看出,所有稀疏曲线在克隆子数达到 100 后趋

于平缓,部分达到平台期。 从表层往下,C 值分别为

89% 、90% 、93% 、92% 、79% 、92% 、87% 、79% 、85% 、
97% 、77%和 83% ,这些样品的克隆文库的 C 值多数在

90%左右或大于 90%以上。 综合稀疏分析和覆盖度计

算结果,细菌 16S rRNA 基因克隆文库能大致反映微生

物多样性。
(2)实验偏差

实验过程中的偏差主要表现在总 DNA 的损耗、PCR 扩增效率以及 PCR 偏嗜性。
环境样品总 DNA 的提取,无论是物理裂解,化学裂解,还是生物裂解,在提取过程中都会引起 DNA 的损

耗。 如物理裂解造成长片断 DNA 的物理剪切;化学裂解法不能完全去除腐殖酸、色素和重金属等杂质;抽提

后残余的苯酚等会影响 PCR 的扩增效率[18]。
PCR 的偏嗜性主要表现在:(1)PCR 扩增过程中,模板浓度过低会引起模板的随机扩增[18],高 GC 含量的

模板比低 GC 含量的模板扩增效率低[19],低 GC 含量模板更易于扩增,结果扩增产物中低 GC 含量 DNA 偏多。
(2)目前通用的 16S rRNA 基因引物扩增范围并不能完全覆盖所有目标类群[18],尤其是针对深海环境中的微

生物,据 Webster 等的估计,27F 和 1492R 引物分别覆盖自然界中全部细菌的 72. 9% 和 16. 3% [18];不过,
Webster 的观点可能过于保守,目前还很难找到替代的通用引物,更别说针对深海环境的通用引物。

虽然基于 16S rRNA 基因的 PCR鄄RFLP 方法会低估环境中微生物多样性,但却是目前最成熟的方法,对微

生物丰度的预测也多基于由该方法所获取的多样性数据。 随着技术的发展,16Sr DNA鄄DGGE(变性凝胶电

泳)、宏基因组文库中的数据也将逐渐用于估计环境样品中微生物的丰度,对 PCR鄄RFLP 方法进行进一步的

验证。
总之,本文对南海陆坡沉积物柱细菌丰度进行最优估计估计,以 97% 序列一致性作为“种冶的划分标准,
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负二项式分布模型最优,估计细菌的种数为 244依10(SE),鉴于 16S rRNA 基因的 PCR鄄RFLP 实验技术会低估

细菌的多样性,该值可能偏低。
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