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海绵 .$"/0"/$*&-$ !" #体内古菌多样性非培养技术分析
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（中国热带农业科学院 热带作物生物技术国家重点实验室 海口 "8##%#）

摘 要：采用非分离培养分析方法，即 #4D -E1F 限制性酶切片段长度多态性（FGEGF）和测序方法对南海湛江海域

海绵 !"#$%#$"&’(" <H)体内的古菌多样性进行了研究。从海绵体内直接提取古菌总 E1F。以样品总 E1F 为模板，用

古菌 #4D -E1F 通用引物进行 IJG 扩增获得 #4D -E1F，回收、纯化 #4D -E1F 产物并克隆到 25&+@C’-。进行第二次

IJG 扩增反应，且对扩增产物进行 FGEGF。在古菌 #4D -E1F 的 FGEGF 图谱中，大多数克隆的酶切带谱上存在差

异；随机挑选 3 个克隆子进行测序，获得古菌 #4D -E1F 的部分序列，并对 #4D -E1F 序列进行聚类分析构建了系统

进化树，结果发现海绵体内的古菌主要属于 )*+$"(,-*(’./ ,0-"(,1$’&./、)*+$"(,1&"(.2 1*+0,&*"0’.2 等古菌类。但它们

与目前数据库中收录的古细菌间的相似性均不超过 6%K，它们极有可能是一些新的古菌。
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早期一直认为海洋古菌（F-@=/+/）只生存于海洋的极端

生境（高盐、高温、厌氧等）中［#］。$% 世纪 6% 年代开始，人们

发现古菌广泛地分布于大洋、近海、沿岸等非极端环境的海

域，它们在海洋超微型浮游生物中占相当比例［$］，对海洋生

态系统具有举足轻重的作用［M］。此外，海洋生物体内也发现

存在与之共生的古菌［!］。

研究发现，古菌在海洋中的种类和数量分布极不平衡。

一般而言，古菌大量存在于海水中，是海洋浮游生物的主要

细胞组成［"］；而海洋沉积物中，除极端环境外，古菌仅占沉积

物原核生物的 $N"K O 3K或更少。在类群分布上，不同海域

存在不同的分布特点。有研究表明，太平洋表层海水多为广

域古菌（3.0%"0#$"*,+*），随深度增加嗜泉古菌所占比例高达

M6K，而成为海洋浮游生物最丰富的细菌类群代表；相反，南

极极地深海的浮游生物中，均存在海洋特有的古菌类型，以

及其他一些新古菌的系统类型［4］，并已从各海域中分离获得

许 多 新 属 种 的 古 菌。 其 中 产 甲 烷 古 菌（ P+C=/A’Q+A;@

/-@=/+’,/@C+-;/）与 硫 酸 还 原 古 菌（ F-@=/+’,/@C+-;/ <.(R/C+

G+S.@+<），是海洋厌氧环境中碳硫循环的主要贡献者。

海绵动物作为一种最为古老的原生动物，对海洋生态系

统具有重要的作用，海绵体内含有丰富的微生物资源，约占

海绵生物总量的 !%K，因此研究海绵体内微生物资源的多样

性具有十分重要的意义。厚脂海绵（!"#$%#$"&’(" <H)）是一种

在南海海域中较常见的海绵，本研究的主要目的是调查海绵

!"#$%#$"&’(" <H)体内古菌群落组成，建立古菌 #4D -E1F 的系

统进化树，获得不依赖古菌人工分离培养方法的海绵古菌群

落组成的多样性。

$ 材料和方法

$%$ 主要材料

IJG 扩增试剂购自鼎国生化试剂公司；古细菌通用引物

$8*、6#"G、28 和 DI4 由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成，T1UL5#% 柱式 E1F 胶回收试剂盒购自上海生工生物工

程技术服务有限公司；HV9P52 载体为 I-’:+Q/ 公司产品；银

染试剂为国产分析纯。

$%& 样品采集

海绵采自南海湛江海域，经中国科学院海洋研究所鉴定

为 !"#$%#$"&’(" <H)。用灭菌的塑料袋在水下采集海绵，用无

菌水将表面清洗干净，B 8%W处理 $!=，然后低温真空干燥。

$%’ 总 ()* 的提取和纯化

称取 #N"Q 干燥的海绵组织，用 X+,<C+- 等［4］采用的方法

提取细菌基因组 E1F。

$%+ $,- .()* 的 /01 扩增反应

根据古菌 #4D -E1F 的保守序列，合成一对古菌特异性

引物（通用引物）：正相引物 $"*（"Y5J2VV22VF2JJ2VJJFV5
MY）和 6#"G（"Y5V2VJ2JJJJJVJJFF22JJ25MY）。在 进 行 IJG
反应前，将 IJG 反应混合物（不含模板 E1F）用限制性内切酶

4&.!，M8W处理 #=，然后 4%W处理 #":;A。IJG 反应体系：

"N%"Z #% [ IJG \.RR+-，#N%"Z #%::’(]Z S12I<，#N%"Z #%::’(]Z
引物 $"*，#N%"Z #%::’(]Z 引 物 6#"G，$T 5"6 酶，总 体 积 为

"%"Z。IJG 扩 增 条 件：6!W M:;A；6!W "%<，"$W #:;A，8$W
#N":;A，M% 个循环；8$W #%:;A。

$%2 克隆、转化、酶切和银染

IJG 扩增产物使用 E1F 快速纯化回收试剂盒进行纯化，



再与 !"#$%& 载 体 连 接，连 接 产 物 转 入 感 受 态 大 肠 杆 菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）’()。挑取阳性菌株用 !"#$%& 载体克隆位

点两 端 的 引 物 &* 和 +,- 进 行 ,./ 扩 增 反 应，反 应 体 系：

012!( )2 3 ,./ 456678，)12!( )299:;<( =>&,?，)10!( )299:;<(
引物 &*，)10!( )299:;<( 引 物 +,-，单 个 阳 性 菌 落，)12!(
@A<!( +(, 酶，总 体 积 为 02!(；,./ 扩 增 条 件：BCD 09EF；

BCD G2?，-2D )9EF，*@D )109EF，G2 个循环；*@D )29EF。在

)1@H琼脂糖凝胶上进行电泳，用 A>IJ%)2 柱式 K>L 胶回收

试剂盒回收目的片段，并用内切酶 -(%"，G*D酶切回收产物

GM。将酶切反应产物在 -H聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳，采

用两步银染法进行银染［N］。

!"# !#$ %&’( 测序和序列分析

从转化子中随机挑取 N 个古菌的阳性克隆进行测序，古

菌 )-+ 8K>L 的序列编号依次为：L8O )、L8O G、L8O C、L8O B、L8O
)2、L8O))、L8O@)、L8O@G。测序工作由上海晶泰生物技术有限

公司完成。采用 .(A+&L(P 软件进行多序列匹配排列，再使

用 &877Q:FR（)1GS）和 ,TU(I,（V G10*）软件构建系统发育树。

) 结果

)"! &’( 提取和 *+, 扩增

本实验从海绵体内提取得到了比较满意的细菌总 K>L，

K>L 大小约为 @)12WS。用通用引物 @0X 和 B)0/ 在含古菌基

因组 K>L 模板的反应体系中扩增得到了目的片段，而在用

内切酶 .*/#处理过的对照中扩增不出这一条带，说明无明

显非特异性扩增现象，而且所扩增到的 )-+ 8K>L 是真实可

靠的（图 )%L：)，@，G 为不同模板浓度上 ,./ 扩增反应结果）。

在阳性克隆子中，用引物 &* 和 +,- 进行 ,./ 反应，扩增到一

条大小约为 )1)WS 左右目的带（图 )%4，&%V7QY:8 上引物 &* 和

+,- 之间的 K>L 片段大小约为 @2BS!）。

图 ! （(）古 菌 !#$ %&’( 的 *+, 扩 增 产 物；（-）!#$
%&’( 的再次克隆结果

XEZO) （L）,./ [9!;E6EQ[YE:F :6 Y:Y[; K>L REYM [8QM[7[; )-+ 8K>L

5FEV78?[; !8E978?；（ 4） +7Q:F=[8\ ,./ [9!;E6EQ[YE:F :6 [8QM[7[;

)-+ 8K>L REYM &* [F= +,-

$：K>L $[8W78 K(@222；) ] G :6（L）：,./ [9!;EQ[YE:F :6 [8QM[7[;

)-+ 8K>L；) ] G :6（4）：+7Q:F=[8\ ,./ [9!;E6EQ[YE:F :6 L8QM[7[; )-+

8K>LO

)") 银染

用引物 &* 和 +,- 从阳性克隆子中扩增目的片段，并分

别回收、纯化这些目标产物。然后用内切酶 -(%"进行酶

切，采用两步银染法，在 -H聚丙烯酰胺凝胶上获得了部分产

物的银染图谱（图 @）。实验结果揭示：在所选择参与酶切分

析研究的阳性克隆子中，大多数阳性克隆所包含的古菌 )-+
8K>L 序列的 L/K/L 带型存在差异。根据阳性克隆所包含

的古菌 )-+ 8K>L 的 L/K/L 银染酶切图谱，在一定程度上说

明海绵体内的古细菌具有多样性。为了更好地揭示海绵体

内古菌群落组成情况，对阳性克隆所包含的古菌 )-+ 8K>L
序列进行了测序分析。

图 ) 古菌 !#$ %&’( 的 (,&,( 银染结果

XEZO@ YM7 ?E;V78%?Y[EFEFZ 87?5;Y :6 )-+ 8K>L 87?Y8EQY7= S\ -(%"
$：K>L $[8W78 K(@222；) ] G2：&M7 S[F=? :6 )-+ 8K>L 87?Y8EQY7= S\

-(%" O

)". 古细菌 !#$ %&’( 测序以及系统发育分析

古菌 )-+ 8K>L 共 CB 个高度保守区位点，其中在位点 @02
] B)0 之间的序列共有 @G 个；此外，位点 022 ] 0C0 处的 8/>L
功能区具有高度的保守性。因此，介于 @02 ] *02 位点的古细

菌 )-+ 8K>L 可以比较准确地说明海绵体内古细菌在系统发

育属的进化关系。我们对参与实验的古菌阳性克隆的 )-+
8K>L 的 @0 ] B)0S! 区域进行了测序，所测序列大小为 *22S!，

介于古细菌 )-+ 8K>L 的 @0 ] *22 位点之间，含有古菌 )-+
8K>L 丰富的保守区。测序获得的 B 条古细菌的 )-+ 8K>L 序

列与 >.4I 网站所提供数据库中的古细菌 )-+ 8K>L? 序列进

行 4(L+& 分析，找到了与之相似性最高的古细菌。

用 ,M\;E!’? K8[RZ8[9 作图软件绘制 0(#$1#$(*’2( ?!O体内

古细菌与 "7F4[FW 数据库搜索到的、与之相似性最高的古细

菌的系统发育树，在系统树中（图 G），它们可以分成 C 个不同

的分支，其中 L8O)、L8O)) 和 L8O C 在系统发育树中属于同一

个分支，三者 )-+ 8K>L 序列的相似性为 BGH ] B-H，它们与

其余古细菌克隆子 )-+ 8K>L 序列的相似性都小于 N2H；L8OG
与嗜器官产甲烷菌（3%4$(2)5%2’/6 )&5(2)7$’*/6）古细菌属的

古细菌构成一个分支；L8O B 与亨氏甲烷螺菌（3%4$(2)"7’&’**/6
$/25(4%’）古细菌属的古细菌构成一个分支；L8O @G、L8O @) 与

嗜油产甲烷菌（3%4$(2)7*(2/" 7%4&)*%(&’/"）古细菌属的古细菌

构成一个分支；L8O)2 与别的古细菌之间没有什么相似性，它

与 /K, 数据库中古细菌 )-+ 8K>L 序列的相似值仅为 21)@，

因此不参与系统发育树的构建。

. 讨论

用分子生物学的方法来研究海绵体内的细菌多样性，是

一种快速、简便和有效的方法。目前，国内外研究微生物多

样性最常用的分子生物学方法有细菌 )-+ 8K>L 测序法、荧

光原位杂交（XI+T）和 )-+ 8K>L 扩增片段限制性酶切分析

@@) 微 生 物 学 报 C0 卷



图 ! 以 "#$ %&’( 序列为基础的厚指海绵 !"#$%#$"&’(" )*+ 体内古细菌系统树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1/.’1+1 122*."1-+3 4"-’ -’+ 51/",+ 26*,#+ !"#$%#$"&’(" 26$

7.*)8-"*,1/( 3"2-1,.+2 4+/+ .1).8)1-+3 9( -’+ 5+-’*3 4"-’ :"58/1 ;<61/15+-+/ .1).8)1-"*, 5*3+) 1,3 -’+ -*6*)*#( 412 ",0+//+3

9( -’+ ,+"#’9*/<=*",",# 5+-’*3 912+3 *, 0**-2-/16 1,1)(2"2 *0 >?? /+6)".1-+2$

（@ABA@），它 们 都 能 准 确 反 映 出 环 境 样 品 中 细 菌 的 多 样

性［C，D］。我们采用 >CE /BF@ 限制性酶切片段长度多样性分

析方法对海绵 !"#$%#$"&’(" 26$ 体内古菌的多样性进行了初

步的研究，虽然单纯根据阳性克隆所包含的古菌 >CE /BF@
的 @ABA@ 银染酶切图谱，不能准确反映海绵体内微生物的

多样性，但也在一定程度上说明海绵体内的古细菌具有多样

性。

古菌 >CE /BF@ 序列分析方法在海洋古细菌的多样性和

系统发育关系的研究中得到了广泛的应用。如范华鹏等［G］

研究了西藏扎布耶茶卡盐碱湖古菌多样性，H’/"2-",1 等［I］研

究了采自 E1,-1 J1/91/1 海域海绵体内 ./+,1/.’1+*, 的多样性。

我们根据厚指海绵 !"#$%#$"&’(" 26$体内古细菌 >CE /BF@ 的

G 个转化克隆子，对它们 >CE /BF@ 的 ;K L DK? 位点间的序列

进行系统发育分析得知：海绵 !"#$%#$"&’(" 26$体内古细菌主

要 属 于 )*+$"(,-*(’./ ,0-"(,1$’&./、 20#$"*,-&,3.4 5.&-’6.4、

)*+$"(,1&"(.4 1*+0,&*"0’.4、 )*+$"(,41’0’&&./ $.(-"+*’ 和

7$*0/,1&"4/"&*4 "#’6,1$’&./ 等 K 个古细菌属。其中 @/$ I 与亨

氏甲 烷 螺 菌 属 )*+$"(,41’0’&&./ $.(-"+*’ 2-/ $ M!> BEN GCO
（P）［>?］的 相 似 性 为 IGQGR，@/$ % 与 嗜 器 官 产 甲 烷 菌 属

)*+$"(,-*(’./ ,0-"(,1$’&./ 2-/ $ HS BEN %KIC（P）［>>］的相似性

为 ICQCR；@/$ ;>、@/$ ;% 与从油井中发现的嗜油产甲烷菌

)*+$"(,1&"(.4 1*+0,&*"0’.4 E7JA OGOD（P）［>;］的相似性为 I%QKR
L IOQ%R；@/$>、@/$ >> 属于嗜酸热原体属，但与嗜酸热原体

属古细菌中已鉴定的 7$*0/,1&"4/"&*4 "#’6,1$’&./ .)*,+ EJIK<
D;［>%］古 细 菌 的 相 似 性 只 有 GCQKR，因 此，认 为 它 们 是

7$*0/,1&"4/"&*4 "#’6,1$’&./ 古细菌属的一些新类型。

致谢 在该研究中，得到中国科学院海洋研究所李

锦和教授和李新正教授的帮助，在此表示感谢。
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