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马里亚纳海沟共培养细菌多样性动态变化及潜在微生
物互作关系

马跃维１ꎬ 丁文冕１ꎬ 王跃澎１ꎬ 原　 野１ꎬ 黄艳燕１ꎬ ２ꎬ 南　 蓬１ꎬ３ꎬ∗

１ 复旦大学生命科学学院生物多样性与生态工程教育部重点实验室ꎬ 上海　 ２００４３８

２ 复旦大学中华古籍保护研究院ꎬ 上海　 ２００４３３

３ 上海浦东复旦大学张江科技研究院ꎬ 上海　 ２０１２０３

摘要:马里亚纳海沟是世界已知最深的海沟ꎬ其寡营养、高压、低温、低氧等极端的深海环境孕育出独特的细菌群落结构及多样

性特征ꎮ 选取寡营养培养基对马里亚纳海沟海水及表层沉积物分别进行液体共培养ꎬ并在不同培养阶段取样进行高通量测序ꎬ
分析细菌群落结构组成及其多样性的动态变化ꎬ探讨微生物之间可能的互作关系ꎮ 研究结果表明:液体共培养样品中一共检测

到 １９ 个门、３４ 个纲、７６ 个目、１３１ 个科、２２７ 个属的细菌ꎬ其中变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)和拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)为优势菌群ꎬ
其次为厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)ꎻ与其他样品相比ꎬ１０００ 米海水样品中细菌群落的多样性最高ꎬ并且蓝细菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)具有

更高的相对丰度ꎮ 共培养样品中细菌丰富度、多样性、群落结构均随培养时间而改变ꎬ其中共培养中期样品的细菌多样性较高ꎻ
表层沉积物样本中ꎬ盐单胞菌属(Ｈａｌｏｍｏｎａｓ)可能由于较强的竞争能力在共培养后期占据优势地位ꎮ 基因功能预测与代谢通路

富集结果显示ꎬ随着共培养时间的增加ꎬ微生物生长相关的代谢通路丰度明显下降ꎬ而与互作相关的代谢通路丰度明显增加ꎮ
共培养样品检测到的细菌多样性远高于单独分离培养的多样性ꎬ仅有少量菌属为单独分离培养与共培养样品均检测到的共有

属ꎮ 综上所述ꎬ马里亚纳海沟细菌群落中存在竞争、互利共生的相互作用ꎬ共培养法有利于揭示细菌间的互作关系ꎮ 研究为深

渊及深海等极端环境下微生物生态系统组成及维持奠定了理论基础ꎬ也为进一步研究极端微生物的生存策略提供了科学指导ꎮ
关键词:马里亚纳海沟ꎻ细菌多样性ꎻ微生物互作ꎻ液体共培养ꎻ高通量测序
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈꎻ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎻ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅꎻ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

深海ꎬ一般指 １０００—６０００ｍ 的海洋ꎬ占地球海洋总体积的 ７５％[１]ꎬ６０００ｍ 以下的海洋则被称为深渊[２]ꎮ
除去热液口、冷泉等较为极端特殊的环境ꎬ深海环境具有以下普遍特征:黑暗、低氧[３]、低温、高压[４]、高盐[５]、
寡营养[６—７]ꎮ 寡营养的极端生态环境造就了深海微生物独特的物种多样性和遗传多样性ꎬ其间生活的微生物

为了适应这种极端环境ꎬ可以比表层同类更为有效地利用难以降解的有机物质[８]ꎮ 马里亚纳海沟是世界上

已知最深的海沟ꎬ也是与南极、北极、珠穆朗玛峰齐名的“世界第四极”ꎮ 其最南端的最大水深超过 １０９００ｍ
(有报道称其具体深度为 １０９１５—１０９２０ｍ[９] )ꎬ此处是地球上最深的地方ꎬ被称作 “挑战者深渊” ( ｔｈｅ
Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｒ Ｄｅｅｐ) [１０]ꎮ 该区沉积物来源比较复杂ꎬ是陆源物质、生源物质、火山物质和自生矿物共同作用的结

果[１１]ꎮ 但由于原位保压采样等技术并未发展完全ꎬ对该区的生态学研究与其他区域相比仍有很大空缺ꎮ
随着 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序、ＳＳＵ ｒＲＮＡ 测序、宏基因组测序技术的发展ꎬ研究者对马里亚纳海沟微生物的群落结

构已有一定了解ꎬ但马里亚纳海沟微生物的分离培养还存在较大空白ꎬ已报道的可分离培养的微生物门级类

群数量更是远小于分子生物学能够检测到的数量[１２—１６]ꎬ提示存在大比例的未培养微生物(Ｕｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ)ꎮ 未培养微生物是指能用分子生物学手段检测到ꎬ但未能获得纯培养的微生物[１７]ꎮ 现有研究

表明ꎬ未培养微生物生长的限制因素包括:① 培养基组分和生长条件不全面ꎻ② 忽视了环境中微生物之间的

相互作用ꎻ③ 实验室营养条件不合适ꎻ④ 检测灵敏性受限等[１８—１９]ꎮ 已有的对马里亚纳海沟进行的微生物分

离培养研究多利用常见环境及海洋微生物培养基(如 Ｒ２Ａ、２２１６Ｅ 等)直接进行稀释涂布ꎬ这种方法未针对深

海环境对培养基进行改良ꎬ可能忽视了深海微生物生长的营养需求ꎻ且对一些长期生活在寡营养条件下的海

洋细菌而言ꎬ未稀释的培养基中相对高浓度的底物本身可能是有毒的[１８]ꎻ其次ꎬ实验室的分离培养可能破坏

自然环境中微生物之间的相互作用ꎬ物种之间的信息交流被阻断ꎬ导致微生物的不可培养[１９]ꎮ 自然界中ꎬ绝
大多数微生物以组成微生物群落的形式共同生存ꎬ它们通过相互作用来适应各种环境[２０]ꎬ这类相互作用被称

为微生物互作(Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ)ꎮ 微生物互作分为共栖、竞争和寄生三大类[２１]ꎬ可以很好地解释未培养

微生物的存在ꎬ进而对未培养微生物的分离提供新思路ꎮ 目前对微生物互作的研究大多集中于微生物发酵、
根际微生物、肠道微生物[２２—２５]等ꎬ而对深海微生物在寡营养条件下的互作尚未见报道ꎮ 故本文在对马里亚纳

海沟样本使用多种改良培养基进行大规模微生物分离培养的基础上(数据未发表)ꎬ选取寡营养培养基对其

３２１８　 １９ 期 　 　 　 马跃维　 等:马里亚纳海沟共培养细菌多样性动态变化及潜在微生物互作关系 　
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进行液体共培养ꎬ探究马里亚纳海沟样本共培养细菌多样性动态变化及其中潜在的微生物互作关系ꎬ为深渊

等深海极端环境下微生物生态系统组成及维持提供数据支撑ꎬ也为进一步研究极端微生物生存策略提供科学

指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

本研究采用来自马里亚纳海沟的 ４ 个样本ꎬ为“深海关键技术与装备”国家重点专项科考人员乘“张謇”
号科考船于 ２０１８ 年 １２ 月 １２ 日及 ２０１９ 年 １２ 月 ５ 日至 ２０１９ 年 １２ 月 ７ 日期间采集所得ꎬ航次号为 ＴＳ１５ꎮ 具

体采样信息见表 １ꎮ

表 １　 马里亚纳海沟海水及表层沉积物样本基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅａｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

样本编号
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

取样地点
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

取样日期
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄａｔｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ / (°Ｅ)

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ / (°Ｎ)

深度
Ｄｅｐｔｈ / ｍ

样品类型
Ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅ

Ｓ１ ＭＢＲ０４ ２０１９.１２.０５ １４２.２３ １０.８２ ５８４２ 表层沉积物

Ｓ２ ＭＢＲ０２ ２０１８.１２.１２ １４２.２０ １１.３３ １０９００ 表层沉积物

Ｗ１ ＭＢＲ０４ ２０１９.１２.０７ １４２.２３ １０.８２ １０００ 海水　 　 　

Ｗ２ ＭＢＲ０２ ２０１８.１２.１２ １４２.２０ １１.３３ １０９００ 海水　 　 　

　 　 Ｓ１:表面沉积物样本 １ Ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ １ꎻＳ２:表面沉积物样本 ２ Ｓｕｒｆａｃｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ２ꎻＷ１:海水样本 １ Ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅ １ꎻＷ２:海水样

本 ２ Ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅ ２

１.２　 实验方法

１.２.１　 改良培养基配制

１ / １０ ２２１６Ｅ＋培养基(后文简称 Ｅ):市售 ２２１６Ｅ 液体培养基(青岛海博生物技术有限公司)３.７６ｇꎬ氯化钠

３０.００ｇꎬ２ｇ / Ｌ 硝酸钾溶液 (硝酸钾 ０. １ｇꎬ去离子水 １００ｍＬ) ２ｍＬꎬ加入去离子水定容至 １Ｌꎬ１２１℃ 高压灭

菌 ２０ｍｉｎꎮ
１ / ３ Ｒ２Ａ＋培养基(后文简称 Ｒ):市售 Ｒ２Ａ 液体培养基(青岛海博生物技术有限公司) １.０８ｇꎬ 氯化钠

３０.００ｇꎬ２ｇ / Ｌ 硝酸钾溶液 (硝酸钾 ０. １ｇꎬ去离子水 １００ｍＬ) ２ｍＬꎬ加入去离子水定容至 １Ｌꎬ１２１℃ 高压灭

菌 ２０ｍｉｎꎮ
１.２.２　 液体共培养

将样品分别用两种改良培养基稀释至 １０－４(以 ０.２ｇ 表层沉积物样本＋９００μＬ 对应培养基作为 １０－１)ꎮ 取

１ｍＬ 稀释液接种于预先装有 ９ｍＬ 对应改良培养基的 １５ｍＬ 离心管中ꎬ各做 ３ 组ꎬ每组包括 ３ 管生物学重复ꎮ
置于摇床ꎬ２８℃ꎬ振荡培养ꎮ 培养 ２ｄ、３ｄ、５ｄ 时ꎬ取出对应离心管ꎬ将 ３ 管生物学重复的管中培养物离心至同一

离心管ꎬ弃上清ꎬ使用液氮将装有沉淀菌体的离心管急速冷冻ꎬ置于－８０℃保存ꎬ以进行后续混样测序ꎮ 为表

述便捷清晰ꎬ对上述样品以 “样品来源”＿“培养基简称”＿“培养时间”模式命名ꎬ如用 Ｅ 培养基培养了 ２ 天的

沉积物 Ｓ１ 样品命名为 Ｓ１＿Ｅ＿２ꎻ同一样品来源、同一培养基但培养时间不同的几个样品则称为一个“样品组”ꎮ
１.２.３　 ＲＮＡ 提取及 ＰＣＲ 扩增

菌体送至上海美吉生物公司进行细菌多样性分析ꎮ 为避免原样品中残留的微生物 ＤＮＡ 片段干扰ꎬ本研

究对各管菌体提取 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡꎬ使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 对 ｃＤＮＡ 进行质检ꎬ确认其浓度、纯度、完整

性ꎮ 选取细菌 １６ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３—Ｖ４ 高变区作为目的片段ꎬ使用引物 ３３８Ｆ(５′￣ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ￣ ３′)
与 ８０６Ｒ(５′￣ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ￣ ３′)进行 ＰＣＲ 扩增[２６]ꎮ ＰＣＲ 体系为:５×ＦａｓｔＰｆｕ 缓冲液 ４μＬꎬ２.５
ｍＭ ｄＮＴＰｓ ２μＬꎬ前引物 ０.８μＬꎬ后引物 ０.８μＬꎬＦａｓｔＰｆｕ 聚合酶 ０.４μＬꎬＢＳＡ ０.２μＬꎬ模板 ＤＮＡ １０ ｎｇꎬ补 ｄｄＨ２Ｏ 至

２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件为:预变性 ９５℃ ３ｍｉｎꎬ变性 ９５℃ ３０ｓꎬ退火 ５５℃ ３０ｓꎬ延伸 ７２℃ ４５ｓꎬ２９ 个循环ꎻ７２℃延

伸 １０ｍｉｎꎮ
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１.２.４　 文库定量、测序及原始处理

基于二代测序平台 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑꎬ对上述 ＰＣＲ 产物进行高通量测序ꎻ获得 Ｍｉｓｅｑ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ
后ꎬ使用 ｆａｓｔｐ 软件(Ｖｅｒｓｉｏｎ ０.１９.６ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ / ＯｐｅｎＧｅｎｅ / ｆａｓｔｐ)过滤低质量序列ꎬ并使用 ＦＬＡＳＨ 软件

(Ｖｅｒｓｉｏｎ １.２.１１ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｃｃｂ.ｊｈｕ.ｅｄｕ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＦＬＡＳＨ / ｉｎｄｅｘ.ｓｈｔｍｌ)拼接双端序列ꎬ过滤低质量序列后得到优化

序列ꎮ 具体除杂方法与参数如下:① 过滤 ｒｅａｄｓ 尾部质量值 ２０ 以下的碱基ꎬ设置 ５０ｂｐ 的窗口ꎬ如果窗口内的

平均质量值低于 ２０ꎬ从窗口开始截去后端碱基ꎬ过滤质控后 ５０ｂｐ 以下的 ｒｅａｄｓꎬ去除含 Ｎ 碱基的 ｒｅａｄｓꎻ② 根

据 ＰＥ ｒｅａｄｓ 之间的 ｏｖｅｒｌａｐ 关系ꎬ将成对 ｒｅａｄｓ 拼接成一条序列ꎬ最小 ｏｖｅｒｌａｐ 长度为 １０ｂｐꎻ③ 拼接序列的

ｏｖｅｒｌａｐ 区允许的最大错配比率为 ０.２ꎬ筛选不符合序列ꎻ④ 根据序列首尾两端的 ｂａｒｃｏｄｅ 和引物区分样品ꎬ并
调整序列方向ꎬｂａｒｃｏｄｅ 允许的错配数为 ０ꎬ最大引物错配数为 ２ꎮ

以 １６Ｓ ｒＤＮＡ 相似度 >９７％ 作为 ＯＴＵ 聚类标准ꎬ使用 ＵＰＡＲＳＥ 软件(Ｖｅｒｓｉｏｎ ７.０.１０９０ꎬｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｄｒｉｖｅ５.
ｃｏｍ / ｕｐａｒｓｅ / )对优化序列进行聚类ꎬ并在聚类过程中去除嵌合体ꎬ具体聚类步骤如下:① 对优化序列提取非

重复序列ꎬ便于降低分析中间过程冗余计算量(ｈｔｔｐ: / / ｄｒｉｖｅ５.ｃｏｍ / ｕｓｅａｒｃｈ / ｍａｎｕａｌ / ｄｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ.ｈｔｍｌ)ꎻ② 去除

没有重复的单序列(ｈｔｔｐ: / / ｄｒｉｖｅ５.ｃｏｍ / ｕｓｅａｒｃｈ / ｍａｎｕａｌ / ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ.ｈｔｍｌ)ꎻ③ 按照 ９７％相似性对非重复序列(不
含单序列)进行 ＯＴＵ 聚类ꎬ在聚类过程中去除嵌合体ꎬ得到 ＯＴＵ 的代表序列ꎻ④ 将所有优化序列 ｍａｐ 至 ＯＴＵ
代表序列ꎬ选出与代表序列相似性在 ９７％以上的序列ꎬ生成 ＯＴＵ 表格ꎮ
１.２.５　 共培养菌液细菌多样性分析

采用 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ(置信度阈值 ０.７ꎬＶｅｒｓｉｏｎ ２.１１ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｒｄｐ￣ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ / )贝叶斯

算法对 ９７％相似水平的 ＯＴＵ 代表序列进行分类学分析ꎬ并分别在各个分类学水平(域、界、门、纲、目、科、属、
种)与 Ｓｉｌｖａ 数据库(Ｒｅｌｅａｓｅ １３８ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒｂ￣ｓｉｌｖａ.ｄｅ / )比对ꎬ统计各样品的群落物种组成ꎮ 使用 Ｍｏｔｈｕｒ
软件(Ｖｅｒｓｉｏｎ ｖ.１.３０.２ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｍｏｔｈｕｒ.ｏｒｇ / ｗｉｋｉ / Ｄｏｗｎｌｏａｄ＿ｍｏｔｈｕｒ)计算各样品的 Ａｌｐｈａ 多样性指数ꎬ包括

反映群落丰富度(Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｒｉｃｈｎｅｓｓ)的指数 Ｓｏｂｓ、Ｃｈａｏ、Ａｃｅꎻ反映群落多样性(Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ)的指数

Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎꎻ反映群落覆盖度(Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｖｅｒａｇｅ)的指数 Ｃｏｖｅｒａｇｅ 等ꎮ 用于指数评估的 ＯＴＵ 相似水平

设定为 ９７％ꎮ 使用 ＬＥｆＳｅ 软件(Ｖｅｒｓｉｏｎ １.０)根据分类学组成对样本按照不同的分组条件进行线性判别分析

(ＬＤＡ)ꎬ找出对样本划分产生显著性差异影响的群落或物种ꎮ 使用 ＰＩＣＲＵＳｔ 软件包(Ｖｅｒｓｉｏｎ １.１.０ꎬｈｔｔｐ: / /
ｐｉｃｒｕｓｔ.ｇｉｔｈｕｂ.ｉｏ / ｐｉｃｒｕｓｔ / )对 ＯＴＵ 丰度表进行标准化ꎬ根据 ＯＴＵ 丰度计算各功能类别的丰度ꎬ并结合 ＫＥＧＧ 数

据库中原核生物的分类谱系对样品 １６Ｓ ｒＤＮＡ 数据进行分级功能预测ꎮ 使用 ｊｖｅｎｎ 网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｊｖｅｎｎ.
ｔｏｕｌｏｕｓｅ.ｉｎｒａ. ｆｒ / ａｐｐ / ｅｘａｍｐｌｅ. ｈｔｍｌ) 进行花瓣图绘制ꎮ 制图及润色使用 Ｒ 软件 ( Ｖｅｒｓｉｏｎ ３. ３. １) 与 Ａｄｏｂｅ
Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ＣＣ ２０１８ 完成ꎮ

２　 结果

２.１　 共培养样品细菌 Ａｌｐｈａ 多样性分析

完成对马里亚纳海沟 ４ 份样本(Ｗ１、Ｗ２、Ｓ１、Ｓ２)、２ 种培养基(Ｅ、Ｒ)、３ 个培养时间(２ｄ、３ｄ、５ｄ)共 ２４ 份共

培养样品的多样性数据分析ꎬ其中 Ｗ１＿Ｒ＿２ 样品多样性低于检测限ꎬ故摒弃该样品数据ꎮ 共获得 １２７２５４４ 条

有效优化序列ꎬ平均序列长度 ４２６ｂｐꎮ 原始数据均已上传至 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ项目检索号为 ＰＲＪＮＡ８４４８８７ꎻ登录

号为 ＳＲＲ１９６３１９６４—ＳＲＲ１９６３１９８６ꎮ 在 ９７％相似度水平对 ＯＴＵ 进行聚类注释ꎬ结果统计为 １９ 个门、３４ 个纲、
７６ 个目、１３１ 个科、２２７ 个属、４１９ 个 ＯＴＵｓꎮ 各样品多样性稀释曲线与香农曲线均呈现先增加后逐渐平缓的趋

势(图 １)ꎬ且各样品测序覆盖度均高于 ９９.９％(表 ２)ꎬ表明样品序列检测度高、测序数据量合理ꎬ测序结果足

以反映样本中绝大多数的微生物多样性信息ꎮ
如表 ２ 所示ꎬ各样品分别含有 ３—３２７ 个 ＯＴＵｓꎬ在使用 Ｅ 培养基的样品组中ꎬ除了 Ｓ１＿Ｅ 样品组ꎬ其余样品

组的 ＯＴＵ 数均随培养时间增加而增加ꎻ使用 Ｒ 培养基的样品组中ꎬ除了 Ｓ２＿Ｒ 样品组ꎬ其余样品组中的 ＯＴＵ
数均随时间先升后降ꎮ
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图 １　 马里亚纳海沟不同样本液体共培养样品细菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性动态变化

Ｆｉｇ.１　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ α￣ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

Ｓ１:表面沉积物样本 １ꎻＳ２:表面沉积物样本 ２ꎻＷ１:海水样本 １ꎻＷ２:海水样本 ２ꎻＥ: １ / １０ ２２１６Ｅ＋培养基ꎻＲ: １ / ３ Ｒ２Ａ＋培养基

以 Ａｃｅ 指数和 Ｃｈａｏ 指数评估各样品细菌的丰富度ꎬ发现 Ｗ１＿Ｅ、Ｗ２＿Ｅ、Ｓ２＿Ｅ 的丰富度随培养时间增加

而增加ꎬＳ１＿Ｅ 的丰富度则随培养时间增加而降低ꎻＷ１＿Ｒ、Ｗ２＿Ｒ、Ｓ１＿Ｒ 的丰富度均先升高后降低ꎬＳ２＿Ｒ 的丰

富度则先下降后略有上升ꎮ 整体上ꎬＳ１、Ｗ１ 样品组中ꎬ使用 Ｒ 培养基的细菌丰富度最大值大于使用 Ｅ 培养基

的ꎬＷ２ 样品组中则相反ꎬＳ２ 样品组中二者差异不大ꎮ
以 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数评估各样品细菌的多样性:对比各样品组多样性结果ꎬＷ１＿Ｅ、Ｗ２＿Ｅ、Ｓ２＿

Ｅ 中的细菌多样性随培养时间增加而增加ꎬＳ１＿Ｅ 中的细菌多样性则随培养时间增加而降低ꎻＷ１＿Ｒ、Ｓ１＿Ｒ 中

的细菌多样性先升后降ꎬＷ２＿Ｒ 中的细菌多样性随培养时间增加而增加ꎬＳ２＿Ｒ 中的细菌多样性则随培养时间

增加而降低ꎮ 整体上ꎬ深海样品组 Ｗ１、Ｓ１ 比深渊样品组 Ｗ２、Ｓ２ 检测到了更高的细菌多样性ꎻ培养 ３ｄ 的样品

往往显示出较高的细菌多样性ꎮ
２.２　 样品细菌物种组成分析及样品比较分析

对共培养样品中细菌群落在各个水平上进行分类学注释ꎬ结果显示ꎬ在门水平上(图 ２)ꎬ共培养样品中占

比较大的是变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)和拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ)的细菌ꎮ Ｓ１＿Ｅ 样品组中ꎬ拟杆菌门的相对丰

度随培养时间增加而增加ꎬ变形菌门的相对丰度则逐渐降低ꎻＷ２＿Ｒ 样品组中ꎬＷ２＿Ｒ＿２ 的优势菌门为变形菌

门ꎬＷ２＿Ｒ＿３、Ｗ２＿Ｒ＿５ 的优势菌门则为拟杆菌门ꎻ其余样品组中ꎬ变形菌门均为优势类群ꎬ相对丰度 ５６.９９％—
９９.９９％不等ꎻ在 Ｗ１＿Ｅ＿３、Ｗ１＿Ｒ＿３、Ｗ１＿Ｒ＿５ 样品中ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)均占 １０％以上的相对丰度ꎻ在 Ｗ１＿
Ｒ＿３ 样品中ꎬ检测到了 １１.０９％的蓝细菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)微生物ꎬＷ１＿Ｒ＿５ 中则检测到了 ０.０４％的蓝细菌ꎻＳ１
＿Ｒ＿３ 样品中检测到了 ０.２９％的蓝细菌ꎮ 整体上ꎬＷ１＿Ｒ＿３、Ｓ１＿Ｒ＿３ 检测所获门级微生物多样性较高ꎬ与使用

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数及 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数的预测相符ꎮ
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表 ２　 马里亚纳海沟不同样本液体共培养样品细菌多样性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

有效序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｎｕｍｂｅｒｓ

ＯＴＵ 数
ＯＴＵｓ

Ａｃｅ 指数
Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ 指数
Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

覆盖度
Ｃｏｖｅｒａｇｅ

Ｓ１＿Ｅ＿２ ５７５９１ ２７ ６７.８０６８３ ３６ ０.３９６４９２ ０.８３４７１５ ０.９９９８４４
Ｓ１＿Ｅ＿３ ５４４６２ １４ １６.０３３３３ １５.５ ０.７２５４９４ ０.５３８５３１ ０.９９９９４５
Ｓ１＿Ｅ＿５ ５４２２４ ７ ０ １３ ０.１２３３２７ ０.９５０８８７ ０.９９９９２６
Ｓ２＿Ｅ＿２ ３４５２０ ９ ９.７８４ ９ ０.４３７０２９ ０.８０５２６１ ０.９９９９７１
Ｓ２＿Ｅ＿３ ３５２３８ １１ ３１.４０４９６ １４ ０.４５９１６３ ０.７６５１９７ ０.９９９８８６
Ｓ２＿Ｅ＿５ ３６５２６ １７ ２０.９４９５７ １９ ０.５２５８３６ ０.７３４８８ ０.９９９８９
Ｗ１＿Ｅ＿２ ４６２７３ ４ ４ ４ ０.０５９２６２ ０.９８０９６４ １
Ｗ１＿Ｅ＿３ ５９９３６ ９ １０.２ ９.２５ ０.４２０３５２ ０.７５９９２７ ０.９９９９６７
Ｗ１＿Ｅ＿５ ５８６８１ １９ ２３.３１１７７ ２０ ０.７１７３９１ ０.５８７６０３ ０.９９９９４９
Ｗ２＿Ｅ＿２ ６０７６９ １１ １７.２４ １４ ０.０１９６０３ ０.９９５４９７ ０.９９９９３４
Ｗ２＿Ｅ＿３ ６１１７４ １３ ２７.０１２７ ２３ ０.０２６５９８ ０.９９３３７９ ０.９９９９１８
Ｗ２＿Ｅ＿５ ５３１３６ ４６ ５１.６２８４２ ５０ ０.０７５６６ ０.９８０３７３ ０.９９９８３１
Ｓ１＿Ｒ＿２ ６４０９７ ５４ １２４.９４６４ １２９.６ ０.０５１６６４ ０.９８７８７６ ０.９９９５６３
Ｓ１＿Ｒ＿３ ５７１１３ １６２ １９６.５４０２ ２０５.０４３５ ０.９４２９５ ０.６０３６５７ ０.９９９２１２
Ｓ１＿Ｒ＿５ ６１３１８ ４ １３.２６８５２ ５ ０.００１６９ ０.９９９６７４ ０.９９９９６７
Ｓ２＿Ｒ＿２ ４２３９９ ２５ ３１.０６８２７ ２８.７５ ０.２６５１４１ ０.９０６５３６ ０.９９９８５８
Ｓ２＿Ｒ＿３ ４２７２６ ３ ４.１２５ ３ ０.００１２３５ ０.９９９７６６ ０.９９９９７７
Ｓ２＿Ｒ＿５ ３９５２１ ３ ４.８０１７４９ ３ ０.００２ ０.９９９５９５ ０.９９９９７５
Ｗ１＿Ｒ＿３ ５４３１１ ３２７ ３３０.５９３１ ３３０.３９１３ ２.４３０６３ ０.２４０９２２ ０.９９９７６１
Ｗ１＿Ｒ＿５ ５８７４３ １６３ １９４.３４３４ １８３.５８３３ １.６６０１４ ０.２８３１６ ０.９９９３３６
Ｗ２＿Ｒ＿２ ６３６７１ ４ ４ ４ ０.００１６９８ ０.９９９６８６ １
Ｗ２＿Ｒ＿３ ６５３６９ ６ １３.６ ９ ０.００２８２２ ０.９９９４４９ ０.９９９９５４
Ｗ２＿Ｒ＿５ ６２０７０ ５ １１.７８ ６ ０.００３９８７ ０.９９９１６３ ０.９９９９６８

　 　 Ｓ１＿Ｅ＿２:Ｅ 培养基培养 ２ 天的 Ｓ１ 样本 Ｓ１ ｓａｍｐｌｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ Ｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ２ ｄａｙｓꎻＷ１＿Ｒ＿２:Ｒ 培养基培养 ２ 天的Ｗ１ 样本 Ｗ１ ｓａｍｐｌｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ

Ｒ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ２ ｄａｙｓꎻ以此类推

在属水平上 (图 ２)ꎬ整体相对丰度较高的细菌属是盐单胞菌属 ( Ｈａｌｏｍｏｎａｓ)、假交替单胞菌属

(Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ)、王祖农菌属(Ｚｕｎｏｎｇｗａｎｇｉａ)、鼠尾菌属(Ｍｕｒｉｃａｕｄａ)、食烷菌属(Ａｌｃａｎｉｖｏｒａｘ)ꎬ但各样品

组的动态变化趋势及各样品的优势菌属并不相同ꎮ Ｓ１＿Ｒ、Ｓ２＿Ｒ 样品组中ꎬ盐单胞菌在三个培养时间均为优

势类群ꎻＳ２＿Ｅ 样品组中ꎬ盐单胞菌属在 ２ｄ、３ｄ 时占比不到 １５％ꎬ但在 ５ｄ 时成为绝对优势类群ꎬ占比 ８５.２０％ꎻ
Ｓ１＿Ｅ 样品组中ꎬ鼠尾菌属相对丰度随培养时间增加而增加ꎬ食烷菌属相对丰度则随培养时间增加而下降ꎻＷ１
＿Ｅ＿２ 中海杆菌属(Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ)为绝对优势类群(９９. ０４％)ꎬＷ１＿Ｅ＿３ 中假交替单胞菌属则为优势类群

(８６.１２％)ꎬＷ１＿Ｅ＿５ 中赤杆菌属(Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)则为优势类群(７２.７４％)ꎻＷ２＿Ｅ 样品组中ꎬ假交替单胞菌属在

三个培养时间均为绝对优势菌属ꎻＷ２＿Ｒ＿２ 中ꎬ假交替单胞菌属为绝对优势类群ꎬＷ２＿Ｒ＿３、Ｗ２＿Ｒ＿５ 中ꎬ鼠尾

菌属则为绝对优势类群ꎮ 整体上ꎬ样品 Ｓ１＿Ｒ＿３、Ｗ１＿Ｒ＿３、Ｗ１＿Ｒ＿５ 多样性较高ꎮ 就共培养样品细菌多样性随

培养时间的动态变化而言ꎬ盐单胞菌属、假交替单胞菌属显示出了较强的竞争能力ꎬ这种动态变化也反映了不

同种属细菌在不同培养基中培养初期的生长速度差异ꎬ以及它们适应环境并与其他微生物竞争的能力差异ꎮ
各样品共有及特有的属级类群数如图 ３ 所示ꎮ Ｓ１ 样品组中ꎬ盐单胞菌为共有属ꎬＳ１＿Ｒ＿２、Ｓ１＿Ｒ＿３ 检测到

特有属ꎻＳ２ 样品组中ꎬ盐单胞菌为共有属ꎬＳ２＿Ｒ＿３、Ｓ２＿Ｒ＿５、Ｓ２＿Ｅ＿５ 检测到特有属ꎻＷ１ 样品组中ꎬ海杆菌属、
芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)、食烷菌属为共有属ꎬＷ１＿Ｒ＿３、Ｗ１＿Ｒ＿５ 检测到较多特有属ꎻＷ２ 样品组中ꎬ芽孢杆菌属

为共有属ꎬＷ２＿Ｅ＿２、Ｗ２＿Ｅ＿３、Ｗ２＿Ｅ＿５、Ｗ２＿Ｒ＿３ 均检测到特有属ꎮ 整体上ꎬ使用 Ｅ 培养基、培养时间 ５ｄ 的样

品ꎬ以及使用 Ｒ 培养基、培养时间为 ３ｄ 的样品检测所获的属级类群数量较多ꎬ也更易出现特有属ꎮ
以培养基为分组的 ＬＥｆＳｅ 多级物种差异判别分析结果显示(图 ４)ꎬ交替单胞菌目(Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ)在使

用 Ｅ 培养基的样品组中显著富集ꎬ对组间差异有较大贡献ꎻ盐单胞菌科(Ｈａｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ)、盐单胞菌属在使用

Ｒ 培养基的样品组中显著富 集ꎬ 对 组 间 差 异 有 较 大 贡 献ꎻ 蓝 细 菌 目 ( Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ )、 蓝 细 菌 科
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图 ２　 马里亚纳海沟不同样本液体共培养样品细菌相对丰度

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

Ｓ１＿Ｅ＿２:Ｅ 培养基培养 ２ 天的 Ｓ１ 样本ꎻＷ１＿Ｒ＿２:Ｒ 培养基培养 ２ 天的 Ｗ１ 样本ꎻ以此类推

(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)也在使用 Ｒ 培养基的样品组中显著富集ꎬ对组间差异有一定贡献ꎮ 以样本来源为分组的

ＬＥｆＳｅ 多级物种差异判别分析结果显示(图 ４)ꎬ厚壁菌门、芽孢杆菌纲(Ｂａｃｉｌｌｉ)、芽孢杆菌目(Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ)、芽孢

杆菌科(Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ)、芽孢杆菌属、海杆菌科(Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ)、海杆菌属、赤杆菌属在使用 Ｗ１ 样本的样品

组中显著富集ꎬ对组间差异有较大贡献ꎻ假交替单胞菌属在使用 Ｗ２ 样本的样品组中显著富集ꎬ对组间差异有

较大贡献ꎻ海洋螺菌目(Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ)、食烷菌科(Ａｌｃａｎｉｖｏｒａｃａｃｅａｅ)、食烷菌属在使用 Ｓ１ 样本的样品组中
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图 ３　 马里亚纳海沟不同样本液体共培养样品物种组成相似性及重叠情况(属水平)

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｎｄ ｏｖｅｒｌａｐ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ (ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ)

花瓣图中ꎬ花瓣里的数字表示对应分组特有的属级类群数目ꎬ中心数字则对应所有分组共有的属级类群数目ꎻ柱形图为各样品属级类群

总数

显著富集ꎬ对组间差异有较大贡献ꎬ鼠尾菌属、类诺卡氏菌属(Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ)也显著富集于 Ｓ１ꎬ对组间差异有一

定贡献ꎻ盐单胞菌科、盐单胞菌属则显著富集于使用 Ｓ２ 样本的样品组ꎬ对组间差异贡献较大ꎮ 这些微生物类

群在不同样品组中的富集及对组间差异的贡献与随培养时间的多样性动态变化相符ꎮ 以深海样本(１０００—
６０００ｍ)与深渊样本 ( ６０００ｍ 以下) 为分组的 ＬＥｆＳｅ 多级物种差异判别分析结果则显示ꎬ假单胞菌属

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)、海杆菌属、食烷菌属等很多微生物类群在深渊样本中显著富集(图 ４)ꎮ
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２.３　 ＣＯＧ 与 ＫＥＧＧ 功能基因预测

使用 ＰＩＣＲＵＳｔ 软件对共培养样品 １６Ｓ ｒＤＮＡ 数据进行 ＣＯＧ 和 ＫＥＧＧ 功能注释ꎬ共获得 ４１ 个二级生物代

谢预测功能ꎬ２４３ 个三级生物代谢预测功能ꎬ各样品中预测代谢通路的组成差异不大(图 ５)ꎮ 其中ꎬ丰度较高

的代谢通路大多为微生物生存的必需通路ꎬ如 ＤＮＡ 修复和重组蛋白、ＡＢＣ 转运蛋白、核糖体等ꎮ 如图 ６ꎬ对于

丰度前 ６０ 的三级代谢通路ꎬ不同样品组内ꎬ各代谢通路丰度随时间的变化基本一致:Ｗ１＿Ｅ、Ｓ１＿Ｒ 样品组中ꎬ
各代谢通路丰度先降后升ꎻＳ２＿Ｒ、Ｗ１＿Ｒ、Ｗ２＿Ｒ、Ｗ２＿Ｒ 样品组中ꎬ各代谢通路丰度先升后降ꎻＳ２＿Ｅ 样品组中ꎬ
各代谢通路丰度呈现升高趋势ꎻＳ１＿Ｅ 样品组中ꎬ转运蛋白、ＡＢＣ 转运蛋白、ＤＮＡ 修复与重组蛋白等维持微生

物生存的基本通路丰度随培养时间增加而降低ꎬ分泌系统、细菌运动蛋白、鞭毛组装等负责微生物运动、分泌

等与外界有信息交流的通路的丰度则显示出升高趋势ꎮ 共培养样品细菌多样性、细菌丰度与部分预测功能通

路具有较弱的正相关性(图 ７)ꎮ
采用 ＦＡＰＲＯＴＡＸ 方法对各共培养样品中的微生物群落功能表型进行预测ꎬ并对其中碳、氢、氮、磷、硫等

循环功能进行分析ꎬ共预测到了 ２１ 个微生物代谢相关的功能ꎬ其中 ８ 个氮循环相关的功能表型、２ 个硫循环

相关的功能表型ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ化能异养、需氧化能异养功能在各样品中都有较高丰度ꎬ并在各样品组中均呈

现不同的小幅度变化趋势ꎬ暗示其可能是各微生物类群的生长所需的必需通路ꎬ并且会随微生物群落组成变

化而变化ꎻ除 Ｗ２＿Ｅ、Ｗ２＿Ｒ 样品组外的其他样品中ꎬ烃降解功能丰度较高ꎬ且在各样品组中随培养时间的变化
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图 ４　 马里亚纳海沟不同样本共培养样品 ＬＥｆＳｅ 多级物种层级树

Ｆｉｇ.４　 Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｔｒｅｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＬＥｆＳｅ ｍｕｌｔｉ ｌｅｖｅｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

紫、蓝、红、绿、橙、粉色节点表示在对应组别中显著富集ꎬ且对组间差异存在显著影响的细菌类群ꎻ淡黄色节点表示对组间差异无显著影响

的细菌类群ꎻ节点大小表征对组间差异的贡献ꎻＯｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｌｅｓ:颤螺旋菌目ꎻＯｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｃｅａｅ:颤螺旋菌科ꎻＣｏｌｉｄｅｘｔｒｉｂａｃｔｅｒ:Ｃｏｌｉｄｅｘｔｒｉｂａｃｔｅｒ 属ꎻ

Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｌｅｓ￣Ｔｉｓｓｉｅｒｅｌｌａｌｅｓ:肽链球菌￣组织菌目ꎻＥｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｌｅｓ:丹毒丝菌目ꎻＥｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ:丹毒丝菌科ꎻＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ:乳酸杆

菌科ꎻＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ:乳杆菌属ꎻＲｈｏｄｏｃｙｃｌａｃｅａｅ:红环菌科ꎻＴｈａｕｅｒａ:索氏菌属ꎻＡｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ:交替单胞菌目ꎻＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ:肠杆菌目ꎻ

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ:肠杆菌科ꎻＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ￣Ｓｈｉｇｅｌｌａ:大肠杆菌志贺菌属ꎻＨａｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ:盐单胞菌科ꎻＨａｌｏｍｏｎａｓ:盐单胞菌属ꎻＣａｕｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ:

柄杆菌科ꎻＣｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ:蓝细菌目ꎻＣｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ:蓝细菌科ꎻＳｙｍｐｈｏｔｈｅｃｅ＿ＰＣＣ￣ ７００２:聚球藻 ＰＣＣ￣ ７００２ꎻＤｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｏｔａ:脱硫菌门ꎻ

Ｚｕｎｏｎｇｗａｎｇｉａ:王祖农菌属ꎻＣａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ:弯曲杆菌门ꎻＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａ:弯曲菌门ꎻＣａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ:弯曲菌目ꎻＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ:螺杆菌

科ꎻＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ:螺杆菌属ꎻＦｉｒｍｉｃｕｔｅｓ:厚壁菌门ꎻＢａｃｉｌｌｉ:芽孢杆菌纲ꎻＢａｃｉｌｌａｌｅｓ:芽孢杆菌目ꎻＢａｃｉｌｌａｃｅａｅ:芽孢杆菌科ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ:芽孢杆菌属ꎻ

Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ:假交替单胞菌科ꎻ Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ: 假交替单胞菌属ꎻ Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ: 海杆菌科ꎻ Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒ: 海杆菌属ꎻ

Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ:海洋螺菌目ꎻＡｌｃａｎｉｖｏｒａｃａｃｅａｅ:食烷菌科ꎻＡｌｃａｎｉｖｏｒａｘ:食烷菌属ꎻＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ:鞘脂单胞菌目ꎻＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ:鞘脂单

胞菌科ꎻＥｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ:赤杆菌属ꎻＭｕｒｉｃａｕｄａ:鼠尾菌属ꎻＡｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ:放线菌门ꎻＡｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ:放线菌纲ꎻＰｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ:丙酸杆菌目ꎻ

Ｎｏｃａｒｄｉｏｄａｃｅａｅ:类诺卡氏菌科ꎻＮｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ:类诺卡氏菌属ꎻＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ:假单胞菌目ꎻＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ:假单胞菌科ꎻＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ:假单

胞菌属ꎻＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ:双歧杆菌目ꎻＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ:双歧杆菌科ꎻＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ:双歧杆菌属

趋势不同ꎬ提示其中微生物群落组成不同及互作关系的潜在差异ꎻＷ２＿Ｒ＿３ｄ、Ｗ２＿Ｒ＿５ｄ 样品中ꎬ硝酸盐还原、
氮呼吸、亚硝酸盐呼吸、硝酸盐呼吸、硝酸盐反硝化、亚硝酸盐反硝化、氧化亚氮反硝化、反硝化作用等氮循环

相关的功能表型丰度均较高ꎻＷ１＿Ｒ＿５ｄ 样品中ꎬ氮循环相关的功能表型显示出一定丰度ꎬ并存在硫化合物暗

氧化、硫代硫酸盐暗氧化等硫代谢通路以及芳香化合物降解通路ꎻＳ１＿Ｅ 样品组中ꎬ发酵这一表型的丰度随培

养时间增加而增加ꎬ脂肪族非甲烷烃降解的丰度则随培养时间增加而下降ꎮ
２.４　 共培养与分离所得单菌落的细菌多样性对比

对马里亚纳海沟各样本的共培养 １６Ｓ ｒＤＮＡ 多样性分析结果与从其中分离获得的单菌落多样性有差异ꎮ

与本项目前期进行的采用多种培养条件进行极限稀释液体培养研究[２７](可避免细菌间的竞争)及采用 ６ 种培

养基进行平板稀释法培养的研究(数据未发表)相比ꎬ共培养样品 １６Ｓ ｒＤＮＡ 多样性分析获得的 １５ 个门、３０ 个

纲、６２ 个目、１１７ 个科、２１１ 个属是前期实验未得到的ꎻ另有 １ 个目、９ 个科、１９ 个属为共培养样品中未检测到、
但分离获得单菌落的类群ꎮ

对比同样使用 Ｅ、Ｒ 培养基的分离培养微生物多样性结果(数据未发表)与液体共培养 １６Ｓ ｒＤＮＡ 多样性

结果(图 ９)ꎬ各样品组中ꎬ均仅有少量菌属为分离培养方法与共培养 １６Ｓ ｒＤＮＡ 均检测到的共有属ꎮ 使用 Ｒ 培

养基的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 多样性结果在 Ｓ１、Ｓ２、Ｗ１ 样品组中均有大量特有属ꎬ使用 Ｅ 培养基的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 多样性结果

则在 Ｗ２ 样品组中有较多特有属ꎮ Ｓ１ 样品组中ꎬ海杆菌属、食烷菌属为共有属ꎻＳ２ 样品组中ꎬ海旋菌属、盐单
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图 ５　 马里亚纳海沟不同样本共培养样品 ＣＯＧ 功能注释分类

Ｆｉｇ.５　 ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

胞菌属、海源菌属为共有属ꎬ１７ 个属为共培养 １６Ｓ ｒＤＮＡ 样品中为检测到的微生物类群ꎻＷ１ 样品组中ꎬ食烷菌

属、盐单胞菌属、赤杆菌属为共有属ꎻＷ２ 样品组中ꎬ假交替单胞菌属为共有属ꎻ这些样品组内的共有属级类群

均为深海常见类群ꎮ 与分离培养微生物多样性结果相反ꎬＳ２ 样品组共培养 １６Ｓ ｒＤＮＡ 检测到的属级类群数目

远小于 Ｗ１、Ｓ１ 样品组ꎮ

３　 讨论

本项目前期采用多种培养条件进行的极限稀释液体培养[２７] 及采用 ６ 种培养基的平板稀释法培养(数据

未发表)共从马里亚纳海沟海水中分离获得 ４ 个门的细菌ꎬ即变形菌门、拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌门ꎬ且变

形菌门为优势类群ꎬ这一结果与王震等人[２８]的研究结果相类似ꎻ李毅等人未获得放线菌门的微生物[２９]ꎻ黄莹

等人未分离到拟杆菌门ꎬ但分离获得了栖热菌门[３０]ꎮ 然而ꎬ对马里亚纳海沟的高通量测序结果总能鉴定出几

十到几百的门级类群[１３ꎬ２７ꎬ３１—３２]ꎮ 本项目前期研究针对马里亚纳海沟环境特征对培养基成分、浓度进行了调

整ꎬ减弱了培养基组分与实验室营养条件对微生物生长的影响ꎬ但门水平上数量的巨大差异仍提示样品中存

在大量未培养微生物ꎬ这很可能是由于接种于平板上的微生物之间无法产生胞间联系ꎬ从而阻断了微生物间

的相互作用ꎮ
使用多种培养基的分离培养结果与共培养样品 １６Ｓ ｒＤＮＡ 检测结果均检测到特有目、科、属级类群ꎮ 各样

品组中ꎬ均仅有少量菌属为分离培养方法与共培养样品均检测到的共有属ꎬ共培养样品检测到的特有属数量

远多于分离培养方法分离所获ꎮ 检测到 １６Ｓ ｒＤＮＡ 但并未分离获得纯培养的未培养微生物类群(如蓝细菌
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图 ６　 马里亚纳海沟不同样本液体共培养样品 ＫＥＧＧ 注释功能热图

Ｆｉｇ.６　 ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

门、酸杆菌门、绿弯菌门等)可能在生长过程中需要依赖与其他微生物的共生关系ꎻ分离获得纯培养但并未检

测到 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的微生物类群(如橙色单胞菌属、伯克霍尔德菌属、环杆菌属等)则可能竞争能力不强ꎬ无法在

混合培养中生存ꎬ需要在低竞争的条件下才能够占有自己的生态位ꎮ
３.１　 共培养样品中潜在的微生物互生

以蓝细菌为例ꎬ本研究中共培养样品组 Ｗ１、Ｓ１ 均检测到蓝细菌门的存在ꎬＷ１＿Ｒ＿３ 样品中更检测到了

１１.０９％的蓝细菌门微生物ꎮ 研究表明ꎬ蓝细菌常被发现与异养细菌共存ꎬ它们可能为异养细菌提供内含多糖

和肽的完美栖息地ꎻ异养菌则可能通过提供有益的代谢物对蓝藻产生积极的影响[３３]ꎮ 原绿球藻菌是一类广
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图 ７　 马里亚纳海沟样本共培养样品细菌丰度、多样性与预测功能通路丰度相关性分析

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ

Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ

图 ８　 马里亚纳海沟不同样本共培养样品 ＦＡＰＲＯＴＡＸ 功能预测热图

Ｆｉｇ.８　 ＦＡＰＲＯＴＡＸ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ
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图 ９　 可培养微生物多样性与液体共培养菌液 １６Ｓ ｒＤＮＡ 多样性属级类群 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ.９　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅｓ

ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿Ｅ:使用 Ｅ 培养基样品的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 检测结果ꎻｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿Ｒ:使用 Ｒ 培养基样品的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 检测结果ꎻｃｕｌｔｕｒｅｄ＿Ｅ:使用 Ｅ 培养基

分离获得微生物的鉴定结果ꎻｃｕｌｔｕｒｅｄ＿Ｒ:使用 Ｒ 培养基分离获得微生物的鉴定结果

泛分布于海洋的蓝细菌ꎬ并已成为一个研究自然和生物多样性规则的有用模型[３４]ꎮ 大部分稀释的原绿球藻

菌株不能在平板上生长ꎬ而与异养细菌共存的情况下生长效果明显变好ꎬ 能在液体培养基中以稀释培养物的

形式生长ꎬ 也能在半固体琼脂糖平板上形成菌落[３５]ꎮ 本项目前期研究从马里亚纳海沟样品中分离获得了盐

单胞菌属、假交替单胞菌属、食烷菌属、海杆菌属、鼠尾菌属、鞘脂单胞菌属等微生物ꎬ这些类群均有与蓝细菌

互作的报道[３６—３８]ꎬ但本研究并未分离到蓝细菌的菌株ꎮ 研究表明ꎬ在长期营养缺乏或能量胁迫情况下ꎬ 海洋

蓝细菌能够通过形成代谢活性非常低的休眠细胞而存活ꎬ但过长时间的碳、氮饥饿或重金属胁迫会使蓝细菌

发生黄化ꎬ转移到新的培养基也很难存活[３５]ꎮ Ｒｏｔｈ 等人发现ꎬ与异养细菌共培养能够延长蓝细菌在恶劣环境

下的存活时间ꎬ更有利于其进入休眠状态后的复苏[３９]ꎮ 另外ꎬ对 Ｓ２ 样本的宏基因组测序检测到了少量蓝细

菌的存在[２７]ꎬ但由于 Ｗ２、Ｓ２ 样本所在环境水文压力过大ꎬ其中蓝细菌进入休眠状态便难以复苏ꎮ 故本研究

在较浅的 Ｗ１、Ｓ１ 样本共培养样品中发现了蓝细菌ꎬ而 １０９００ｍ 深的 Ｗ２、Ｓ２ 样本中并未检测到ꎮ 综上所述ꎬ实
验室常用的稀释平板涂布法会打断蓝细菌与异养菌之间的物质交换等胞间联系ꎬ从而使蓝细菌无法简单地在

平板上形成单菌落ꎬ马里亚纳海沟样本中其他未培养微生物的生长限制可能也基于此ꎮ
３.２　 共培养样品中潜在的微生物竞争

本研究使用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序ꎬ检测了马里亚纳海沟样本培养 ２ｄ、３ｄ、５ｄ 的微生物相对丰度ꎬ其结果显示出

一定的动态变化ꎮ 其中ꎬ表层沉积物样本对应的共培养样品中ꎬ盐单胞菌属常能在培养后期占据优势地位ꎬ海
源菌属、鼠尾菌属、王祖农菌属在这种动态变化中也显示出较强的竞争力ꎮ 来自不同生态系统的数据表明ꎬ细
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菌间的竞争是普遍的ꎮ 基因组分析表明ꎬ几乎所有的放线菌将其 ５％—１０％的基因组用于次级代谢产物ꎬ包括

抗生素和其他潜在的破坏性分子ꎮ Ｆｒｅｉｌｉｃｈ 等人预测ꎬ大量采样的细菌种群之间存在大量竞争ꎬ而单向积极相

互作用的实例很少[４０]ꎮ 竞争排斥原则(高斯定律)指出ꎬ具有相同生态位的两个物种由于竞争而不能共存ꎬ
竞争要么导致物种灭绝ꎬ要么导致生态位的分化[４１]ꎮ Ｇｈｏｕｌ 和 Ｍｉｔｒｉ 提出ꎬ如果一个菌株表现出导致竞争菌株

适应度下降的表型ꎬ那么它就是有竞争力的ꎮ 这些表型(如分泌消化酶、生产抗生素或可抑制群体感应)的进

化往往是由于生物竞争而非环境压力ꎮ 竞争可能是被动的ꎬ也可能是主动的ꎮ 在被动竞争中ꎬ一个菌株通过

消耗资源伤害另一个菌株ꎬ如限制竞争对手对营养物质的获取ꎻ而在主动竞争中ꎬ两个竞争菌株的单个细胞通

过直接和主动干扰相互拮抗ꎬ最终目标是消灭竞争对手ꎻ从菌株特异性细菌素到更广谱抗生素和多肽的抗菌

素的生产ꎬ都是主动竞争的例子[４２]ꎮ 微生物的种间竞争可以通过创造新的生态位来促进多样性的增加ꎬ也可

能由于空缺生态位的减少或种群规模的减小而抑制多样性[４３]ꎮ 在本研究中ꎬ盐单胞菌属、海源菌属等类群显

示出较强的竞争力ꎬ而在寡营养液体共培养过程中ꎬ这些类群的强竞争力似乎都导向竞争物种灭绝的结果ꎬ与
前人提出的规律相符ꎮ

但也有研究表明ꎬ在群落生态学中ꎬ竞争和相关的竞争排斥是群落聚集的主要驱动力[４１]ꎮ 莫冉等人建立

了微生物互养关系的动力学模型ꎬ系统地研究了互养关系中代谢资源的利用能否促进共存以及如何促进共

存ꎬ结果表明ꎬ物种通过利用其他竞争成员的代谢产物ꎬ打破外界资源量对其生长的限制ꎬ使得原本被排斥的

物种得以继续生长ꎬ之后资源的竞争使得各物种及资源达到动态平衡ꎬ从而实现竞争物种稳定共存[４４]ꎮ 在本

研究中ꎬ马里亚纳海沟这一极端环境中的寡营养条件ꎬ使得微生物可能需要通过这种代谢资源的利用来组成

独特的生态系统并维持其稳定性ꎮ
３.３　 功能预测结果反映微生物互作存在原因

本研究对共培养样品的功能预测结果显示ꎬ化能异养、烃类降解在各样品中均显示出较高丰度ꎻＳ１＿Ｅ 样

品组中ꎬ微生物生存必需通路的丰度随培养时间而降低ꎬ负责微生物运动、分泌等与外界有信息交流的通路的

丰度则显示出升高趋势ꎮ 研究表明ꎬ微生物群落构建中一个关键的过程是大量“公共产品”的细胞外分泌ꎬ包
括酶、蛋白质、副产品、废物、辅因子、氨基酸和维生素ꎮ 它们有益于群落中所有能够吸收它们的生物ꎮ 许多微

生物缺少一些代谢物ꎬ也缺乏必要的相关途径或基因ꎬ因此需要依赖细胞外来源ꎬ即通过其他生物体的分泌物

获得所述代谢物[４１]ꎮ 故我们推测ꎬ微生物在接种初期ꎬ可能通过基础代谢途径快速竞争营养资源以满足生

长ꎬ当资源不足时ꎬ则可能开始分泌代谢产物或进行细菌运动以进行胞间交流ꎮ 根据“黑皇后假说”ꎬ物种之

间共享的代谢产物的这种“渗漏”允许物种间进行代谢相互依赖的进化ꎬ包括通过基因缺失重新形成物

种[４５]ꎮ 根据本研究的结果与前人研究ꎬ我们推测ꎬ深海环境中的微生物可能由于寡营养压力丢弃部分基因ꎬ
从而尤其需要与其他微生物进行胞间交流来保证生长ꎮ

４　 结论与展望

马里亚纳海沟等极端的深海环境孕育着独特的细菌群落结构和多样性特征ꎮ 本研究选取寡营养培养基

对马里亚纳海沟海水及表层沉积物样本进行液体共培养ꎬ分别在不同培养阶段取样进行高通量测序ꎬ共检测

到 １９ 个门、３４ 个纲、７６ 个目、１３１ 个科、２２７ 个属的细菌ꎬ其中变形菌门和拟杆菌门为优势菌群ꎮ 共培养样品

细菌多样性动态变化的结果表明ꎬ马里亚纳海沟细菌群落中存在竞争、互利共生的相互作用ꎬ共培养法有利于

揭示细菌间的互作关系ꎮ
本研究结果也表明ꎬ对于未培养微生物的生长限制ꎬ实验室培养打断胞间联系确实是一大原因ꎻ若想进一

步分离或利用深海微生物代谢产物ꎬ可培养方法与共培养方法结合比较合适ꎮ 研究表明ꎬ利用与未培养微生

物互作较为明显的可培养菌株作为助手或可弥补某些类群的代谢缺陷ꎬ使其被分离培养ꎬ从而丰富可培养微

生物的多样性[２２]ꎮ 随着原位培养技术的发展ꎬｃｈａｍｂｅｒ、ｉＣｈｉｐ、微囊包埋等技术可以实现不打断胞间联系进行

培养ꎬ但仍有操作困难、无法选择性分离等不足[４６]ꎬ将本研究的液体共培养方法与原位培养结合ꎬ或许能有更
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好的应用前景ꎮ
此外ꎬ本研究对共培养样品的功能进行预测ꎬ结果检测到了发酵、几丁质降解、木质素降解、尿素分解等的

相关通路ꎮ 以木质素为例ꎬ木质素是植物细胞壁的主要成分ꎬ具有重要的生物资源潜力ꎮ 然而ꎬ由于其顽固

性ꎬ对它的利用仍有难度ꎻ微生物酶能够帮助木质素分解ꎬ微生物发酵在此方向上有较大应用价值[４７]ꎮ 本研

究不仅可以指导分离更多的深海微生物ꎬ液体共培养本身也具有作为代谢研究及应用开发的资源潜力ꎮ
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(１): ｅ０１４８０１６.

[ ２ ] 　 Ｇａｍｏ Ｔꎬ Ｓｈｉｔａｓｈｉｍａ Ｋ. Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈａｄａｌ ｗａｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｉｚｕ－Ｏｇａｓａｗａｒａ Ｔｒｅｎｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ Ｐａｃｉｆｉｃ Ｏｃｅａｎ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ

Ｊａｐａｎ Ａｃａｄｅｍｙ Ｓｅｒｉｅｓ Ｂꎬ Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１８ꎬ ９４(１): ４５￣５５.

[ ３ ] 　 Ｋａｍｊａｍ Ｍꎬ Ｓｉｖａｌｉｎｇａｍ Ｐꎬ Ｄｅｎｇ Ｚꎬ Ｈｏｎｇ Ｋ. Ｄｅｅｐ Ｓｅａ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ. Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ８: ７６０.

[ ４ ] 　 陈柔雯ꎬ 王可欣ꎬ 何媛秋ꎬ 田新朋ꎬ 龙丽娟. 一份南海深海沉积物样品中可培养细菌的多样性. 生物资源ꎬ ２０１８ꎬ ４０(４): ３２１￣３３３.

[ ５ ] 　 Ｊａｍｉｅｓｏｎ Ａ Ｊꎬ Ｆｕｊｉｉ Ｔꎬ Ｍａｙｏｒ Ｄ Ｊꎬ Ｓｏｌａｎ Ｍꎬ Ｐｒｉｅｄｅ Ｉ Ｇ. Ｈａｄａｌ ｔｒｅｎｃｈｅｓ: ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｅｐｅｓｔ ｐｌａｃｅｓ ｏｎ Ｅａｒｔｈ. Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ＆

Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１０ꎬ ２５(３): １９０￣１９７.

[ ６ ] 　 Ｄａｎｏｖａｒｏ Ｒꎬ Ｄｅｌｌ′Ａｎｎｏ Ａꎬ Ｆａｂｉａｎｏ Ｍꎬ Ｐｕｓｃｅｄｄｕ Ａꎬ Ｔｓｅｌｅｐｉｄｅｓ Ａ. Ｄｅｅｐ－ｓｅａ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｌｉｍａｔｅ ｃｈａｎｇｅｓ: ｔｈｅ ｅａｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎ

ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ. Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２００１ꎬ １６(９): ５０５￣５１０.

[ ７ ] 　 Ｊｉｎ Ｍꎬ Ｇａｉ Ｙ Ｂꎬ Ｇｕｏ Ｘꎬ Ｈｏｕ Ｙ Ｐꎬ Ｚｅｎｇ Ｒ Ｙ. Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｔｒｅｍｏｚｙｍｅｓ ｆｒｏｍ ｄｅｅｐ－ｓｅａ ｅｘｔｒｅｍｏｐｈｉｌｉｃ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ: ａ ｍｉｎｉ

ｒｅｖｉｅｗ. Ｍａｒｉｎｅ Ｄｒｕｇｓꎬ ２０１９ꎬ １７(１２): ６５６.

[ ８ ] 　 赵昌会ꎬ 叶德赞ꎬ 魏文铃. 深海微生物的研究进展. 微生物学通报ꎬ ２００６ꎬ ３３(３): １４２￣１４６.

[ ９ ] 　 Ｐａｔｈｏｍ￣Ａｒｅｅ Ｗꎬ Ｓｔａｃｈ Ｊ Ｅ Ｍꎬ Ｗａｒｄ Ａ Ｃꎬ Ｈｏｒｉｋｏｓｈｉ Ｋꎬ Ｂｕｌｌ Ａ Ｔꎬ Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ Ｍ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｒ Ｄｅｅｐ

ｓｅｄｉｍｅｎｔ (１０ꎬ ８９８ ｍ) ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ. Ｅｘｔｒｅｍｏｐｈｉｌｅｓ: Ｌｉｆｅ Ｕｎｄｅｒ Ｅｘｔｒｅｍｅ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ２００６ꎬ １０(３): １８１￣１８９.

[１０] 　 Ｇｏｏｄａｙ Ａ Ｊꎬ Ｕｅｍａｔｓｕ Ｋꎬ Ｋｉｔａｚａｔｏ Ｈꎬ Ｔｏｙｏｆｕｋｕ Ｔꎬ Ｙｏｕｎｇ Ｊ Ｒ. Ｔｒａｃｅｓ ｏｆ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｏｃｃｏｌｉｔｈｓꎬ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｅｄ

ｆｏｒａｍｉｎｉｆｅｒａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｒ Ｄｅｅｐ (１０ꎬ ８９７ ｍ ｗａｔｅｒ ｄｅｐｔｈꎬ ｗｅｓｔｅｒｎ ｅｑｕａｔｏｒｉａｌ Ｐａｃｉｆｉｃ) . Ｄｅｅｐ Ｓｅａ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｒｔ Ｉ: Ｏｃｅａｎｏｇｒａｐｈｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ｐａｐｅｒｓꎬ ２０１０ꎬ ５７(２): ２３９￣２４７.

[１１] 　 朱坤杰ꎬ 何树平ꎬ 陈芳ꎬ 廖志良ꎬ 王金莲ꎬ 邓希光. 马里亚纳海沟南部海域沉积物的工程地质特性及其成因. 地质学刊ꎬ ２０１５ꎬ ３９(２):

２５１￣２５７.

[１２] 　 Ｓｃｈｅｃｋｅｎｂａｃｈ Ｆꎬ Ｈａｕｓｍａｎｎ Ｋꎬ Ｗｙｌｅｚｉｃｈ Ｃꎬ Ｗｅｉｔｅｒｅ Ｍꎬ Ａｒｎｄｔ Ｈ. Ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｙｓｓａｌ ｓｅａ

ｆｌｏｏｒ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１０ꎬ １０７(１): １１５￣１２０.

[１３] 　 Ｎｕｎｏｕｒａ Ｔꎬ Ｎｉｓｈｉｚａｗａ Ｍꎬ Ｈｉｒａｉ Ｍꎬ Ｓｈｉｍａｍｕｒａ Ｓꎬ Ｈａｒｎｖｏｒａｖｏｎｇｃｈａｉ Ｐꎬ Ｋｏｉｄｅ Ｏꎬ Ｍｏｒｏｎｏ Ｙꎬ Ｆｕｋｕｉ Ｔꎬ Ｉｎａｇａｋｉ Ｆꎬ Ｍｉｙａｚａｋｉ Ｊꎬ Ｔａｋａｋｉ Ｙꎬ Ｋｅｎ Ｔ

Ｋ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｒ ｄｅｅｐꎬ ｔｈｅ Ｍａｒｉａｎａ ｔｒｅｎｃｈ. Ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓꎬ ２０１８ꎬ ３３( ２):

１８６￣１９４.

[１４] 　 Ｎｕｎｏｕｒａ Ｔꎬ Ｔａｋａｋｉ Ｙꎬ Ｈｉｒａｉ Ｍꎬ Ｓｈｉｍａｍｕｒａ Ｓꎬ Ｍａｋａｂｅ Ａꎬ Ｋｏｉｄｅ Ｏꎬ Ｋｉｋｕｃｈｉ Ｔꎬ Ｍｉｙａｚａｋｉ Ｊꎬ Ｋｏｂａ Ｋꎬ Ｙｏｓｈｉｄａ Ｎꎬ Ｓｕｎａｍｕｒａ Ｍꎬ Ｋｅｎ Ｔ Ｋ. Ｈａｄａｌ

ｂｉｏｓｐｈｅｒｅ: ｉｎｓｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｅｐｅｓｔ ｏｃｅａｎ ｏｎ Ｅａｒｔｈ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ

ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１５ꎬ １１２(１１): Ｅ１２３０￣Ｅ１２３６.

[１５] 　 Ｌｉ Ｙ Ｊꎬ Ｃａｏ Ｗ Ｒꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｍａ Ｑ Ｊ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍａｒｉａｎａ Ｔｒｅｎｃｈ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｃｅａｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｌｉｍｎｏｌｏｇｙꎬ

２０１９ꎬ ３７(３): １０２４￣１０２９.

[１６] 　 Ｘｕｅ Ｃ Ｘꎬ Ｌｉｕ Ｊ Ｗꎬ Ｌｅａ￣Ｓｍｉｔｈ Ｄ Ｊꎬ Ｒｏｗｌｅｙ Ｇꎬ Ｌｉｎ Ｈ Ｙꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｙ Ｆꎬ Ｚｈｕ Ｘ Ｙꎬ Ｌｉａｎｇ Ｊ Ｃꎬ Ａｈｍａｄ Ｗꎬ Ｔｏｄｄ Ｊ Ｄꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｈ. Ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ

ｖｅｒｔｉｃａｌ ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｄｅｅｐｅｓｔ ｓｅａｗａｔｅｒ ｃｏｌｕｍｎ ｏｎ ｅａｒｔｈ. Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓꎬ ２０２０ꎬ ８(９): １３０９.

[１７] 　 Ｈｕｙｓ Ｇ Ｒꎬ Ｒａｅｓ Ｊ. Ｇｏ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｏｒ ｓｏｌｉｔａｒｙ ｃｏｎｆｉｎｅｍｅｎｔ: ａ ｌｏｏｋ ｉｎｓｉｄｅ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｔｏｏｌｂｏｘ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｒｅ ａｎｄ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｉｃｒｏｂｅｓ.

Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ ４４: １￣８.

[１８] 　 Ｊｏｉｎｔ Ｉꎬ Ｍüｈｌｉｎｇ Ｍꎬ Ｑｕｅｒｅｌｌｏｕ Ｊ. Ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｍａｒｉｎｅ ｂａｃｔｅｒｉａ￣ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｐｒｅｒｅｑｕｉｓｉｔｅ ｆｏｒ ｂｉｏｄｉｓｃｏｖｅｒｙ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ３( ５):

５６４￣５７５.

[１９] 　 邢磊ꎬ 赵圣国ꎬ 郑楠ꎬ 李松励ꎬ 王加启. 未培养微生物分离培养技术研究进展. 微生物学通报ꎬ ２０１７ꎬ ４４(１２): ３０５３￣３０６６.

７３１８　 １９ 期 　 　 　 马跃维　 等:马里亚纳海沟共培养细菌多样性动态变化及潜在微生物互作关系 　
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[２０]　 Ｋｏｕｚｕｍａ Ａꎬ Ｋａｔｏ Ｓꎬ Ｗａｔａｎａｂｅ Ｋ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ: ｒｅｃｅｎｔ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｓｙｎｔｒｏｐｈｉｃ ｃｏｎｓｏｒｔｉａ. Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ

６: ４７７.

[２１] 　 Ｈｏｅｋ Ｔ Ａꎬ Ａｘｅｌｒｏｄ Ｋꎬ Ｂｉａｎｃａｌａｎｉ Ｔꎬ Ｙｕｒｔｓｅｖ Ｅ Ａꎬ Ｌｉｕ Ｊ Ｈꎬ Ｇｏｒｅ Ｊ. Ｒｅｓｏｕｒｃｅ ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｎａｔｕｒｅ ｏｆ ａ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｒｏｓｓ￣ｆｅｅｄｉｎｇ ｍｕｔｕａｌｉｓｍ. ＰＬｏＳ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ １４(８): ｅ１００２５４０.

[２２] 　 王冲ꎬ 万洪善ꎬ 常亚奇ꎬ 孙绪军ꎬ 马泽亮. 基于微生物互作的共培养分离技术研究进展. 生物资源ꎬ ２０２１ꎬ ４３(６): ６０６￣６１６.

[２３] 　 周袁璐ꎬ 师苑ꎬ 陆跃乐ꎬ 朱林江ꎬ 陈小龙. 传统发酵过程微生物互作研究进展. 中国食品学报ꎬ ２０２１ꎬ ２１(１１): ３４９￣３５８.

[２４] 　 张新生ꎬ 卢杰. 植物根系分布与根际微生态互作研究现状. 吉林林业科技ꎬ ２０２１ꎬ ５０(６): ３６￣４２.

[２５] 　 许萌萌ꎬ 孙雨婷ꎬ 陈虹ꎬ 杨德琴. 互作转录组测序技术在微生物研究中的应用进展. 四川大学学报: 医学版ꎬ ２０２２ꎬ ５３(２): ２０１￣２０７.

[２６] 　 张庆芳ꎬ 杨超ꎬ 于爽ꎬ 刘春莹ꎬ 迟乃玉. 黄海海域海洋沉积物细菌多样性分析. 微生物学通报ꎬ ２０２０ꎬ ４７(２): ３７０￣３７８.
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