
书书书

!"#"$%&’($)"%!! 研究报告
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
"#!$"#%$& ’%()$ * +,-./)##
0112)))# ’&/)($ 32## ’#(("45
6778#449:,;<=->?@A?=B?B<4=B7=A@B;:B<

基金项目#国家重点基础研究发展计划项目!/))(3C/#(")/" $国土资源部公益性行业科研专项!/))%##)#*D)/" $中国地质调查局基础调

查项目!EFG/))/))/)HD)/D)#"
!通信作者% IJ-# K%&D#)D%/HH"*)H$ L=M# K%&D#)D%/H/))&"$ NDA=@-# M>,OB,PQ?JR,?B<

作者简介!焦露!#(%$ ’" &女&贵州人&硕士研究生&主要从事海洋地质微生物方面研究% NDA=@-#-@77-JQ,<<.$O#&H?B:A

收稿日期!/)#)D#/D/#"修回日期!/)##D)/D/*

南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心微生物多样性
焦露#!/! 苏新#!/!!陈芳H! 张勇#!/! 蒋宏忱#! 罗祎/! 董海良#!/

#中国地质大学!北京"& 地质微生物实验室&北京!#)))%H
/中国地质大学!北京"&海洋学院&北京!#)))%H
H广州海洋地质调查局实验中心&广州!"#)$&)

摘要#’目的(本文研究南海北部陆坡神狐 G1DS3")) 重力活塞岩心沉积物中微生物多样性% ’方法(使用吖
啶橙染色法计数沉积物中微生物丰度$提取沉积物微生物总 T2U&使用特异性引物扩增古菌及细菌 #&1
;V2U基因序列$对克隆文库进行系统发育分析% ’结果(系统发育分析显示表层 S3"))D# !) ’" BAQJ-:W
>J=X-::;& Q>X"古菌以 3H 为主要类群&占该层总序列的 /"Y&Z$中层 S3"))D& !H") ’H"" BA Q>X"和底层
S3"))D## !$() ’$(" BA Q>X"古菌以 [=;@<JCJ<76@BE;:,8 ![CE"DC为主要类群&分别占该层总序列的
*%Y#Z和 H%Y(Z% 另有部分克隆序列属于 [CEDU)[@>BJ--=<J:,>3;J<=;B6=J:7@BE;:,8![3E")./0’1(2’(#0&)
2E3)3$*()$"#0’&$*04)[CEDN)1:,76 UX;@B=< E:-R [@<JN,;.=;B6=J:7@BE;:,8 ! 1UE[NE"% 表层细菌以变形菌
!5’(#0()$"#0’&$"为主要类群&占该层文库的 H%YHZ% 中层和底层细菌以绿弯菌!6/(*(7*08&"和 +1# 为主要类
群&分别占该层文库的 /%Y#Z)/(Y/Z和 H(Z)/*Y$Z% 另有部分克隆序列属于硝化螺旋菌!9&#’(42&’$0")放
线菌!!"#&-()$"#0’&$")酸杆菌!!"&:()$"#0’&$")\S%)螺旋体菌 ! ,2&’("/$0#04")I[&)脱铁杆菌 !;070’’&)$"#0’04")
浮霉菌!5*$-#(1<"0#0"% ’结论(结果显示& G1DS3")) 岩心微生物丰度与甲烷浓度变化相吻合$微生物丰度
较低可能与较低的总有机碳量有关$微生物多样性较高&并且随深度的增加群落结构变化明显$岩心中有关
硫酸盐还原的微生物类群占优势&说明微生物的硫代谢在该海区沉积物的物质循环过程中占有重要地位%
关键词! #&1 ;V2U& 微生物多样性& 天然气水合物& 神狐海域& 南海
中图分类号! 5(H(!!文献标识码!U!!文章编号!)))#D&/)( #/)##$ )$D)%$&D#"

!!海洋沉积物覆盖了地球表面超过 /4H 的面积&
据估计海底沉积物中的原核生物生物量占全球原核
生物生物量的 #4/ ’"4&&占全球总生物量的 #4#) ’
#4H *#+ % 深海环境中的微生物在海洋生态系统的生
物地化循环中发挥着重要的作用 */+ % 目前国内外
主要对原核生物开展了与天然气相关性的研究% 诸
多研究发现&微生物与天然气水合物的主要关系表

现在两个方面#提供生物成因来源气体$对水合物或
甲烷进行分解% 这两个相反的方面涉及具有不同营
养方式的微生物类群)以及它们的生命活动与微生
态!包括地质的)理化的和生物的相互作用"等一系
列复杂过程&因此&国内外研究者在利用微生物群落
结构和标志类群识别沉积物中水合物等方面进行了
大量研究 *H+ %
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神狐海域位于南海北部陆坡中段&我国在该区
的有关地质调查结果发现大量的指示天然气水合物
存在的地球物理和地球化学等标志 **+ % 该区域流
体相对活跃&断层发育&有利于天然气水合物的发
育$根据浅表层沉积物孔隙水地球化学特征分析&各
种异常均暗示了沉积物深部存在着天然气水合
物 *"+ % /))$ 年 * 月&我国首次在南海北部地区神狐
海域进行了天然气水合物钻探实验并成功取得天然
气水合物实物样品 *&+ % 此外&神狐海域海底热流介
于 $*Y) ’$%Y) A],A’/ 之 间& 平 均 热 流 值 为
$&Y/ A],A’/&地温梯度为 *" ’&$Y$^4_A&处于
中 ’低范围% 本文对 G1DS3")) 岩心展开微生物研
究&旨在获得对该区沉积物微生物多样性的了解&同
时也期望获得有关微生物对下覆沉积物中甲烷渗漏
或天然气水合物赋存反应的相关信息%

()材料和方法

(*()主要试剂和仪器
L=>7T2U1S02 X:;1:@-‘@7!美国 [SC0\")

UP=;:>JEJ-T2U 8,;@X@B=7@:< ‘@7aJ;Y/Y) ! 日 本
I=‘=V=") 8EN[DI N=>. aJB7:; 1.>7JA>! 日 本
I=‘=V=") C@:DV=R UbT#/** S3V 仪 ! 美 国 C@:D
V=R")以及 N88J<R:;X"*#$V高速台式离心机!德国
N88J<R:;X"等%
(*+)样品采集和保存

本文所使用的 G1DS3")) 样品是由广州海洋
地质调查局 -海洋四号.考察船于 /))& 年在南海
北部神狐海域 !水深#/H) A"获得的重力活塞岩
心&全长$Y( A%航次中样品的初步分样和处理&均
在无菌操作箱中进行&步骤如下#!#"按$) BA采样
间距&每个样品取上部" BA全岩心段&切除外部沉
积物% ! / "微生物计数的样品取# BAH加入到含
( Ab经过滤!)Y// !A"和高压灭菌海水的无菌瓶
中&加入终浓度为 *Z !c4c"的甲醛固定&置于*^
保存% !H"微生物多样性分析样品用无菌袋密封
并保存于液氮中&航次结束后&用干冰运至实验室
置于 ’%)^冰箱%

本论文展示的是该岩心柱表层!) ’" BA&编号
S3"))D#")中层!H") ’H"" BA&编号 S3"))D&"和底
层!$() ’$(" BA&编号 S3"))D##" H 个深度的古菌
和细菌多样性分析结果%

(*,)微生物计数
沉积物中微生物丰度采用吖啶橙染色直接计数

法!UB;@R@<J:;=<PJR@;JB7B:,<7@<P& U\T3"&具体方
法见参考文献 *$+ %
(*-)甲烷和总有机碳测试

顶空气甲烷浓度在航次中采用 GS"%() 1J;@J>
00E3气相色谱仪分析 *$+ % 总有机碳量!I\3"含量
在中国地质大学!北京"海洋学院化学实验室完成%
实验方法参照土壤有机质的测定 *%+ &略有修改% 称
取约)Y" P风干的沉积物样品&加入 #) Ab浓度为
#4& d)Y*)) A:-4b的重铬酸钾溶液和少量硫酸银&
于#$"^加热#) A@<消解&冷却后加入" Ab磷酸!酸e
水 f# e# "& 以 二 苯 胺 磺 酸 钠 为 指 示 剂& 用
)Y/)) A:-4b的硫酸亚铁溶液滴定% 使用经"))^灼
烧/ 6并研至 %) 目的沉积物样品做空白% 测量标准
参照中华人民共和国国家标准-森林土壤有机质的
测定及碳氮比的计算.%
(*&)克隆文库构建和系统发育分析

在参考该岩心甲烷浓度变化和微生物计数结果
基础上&对 H 个深度的样品 !S3"))D#&S3"))D& 和
S3"))D##"进行微生物多样性分析% 使用 L=>7T2U
1S02X:;>:@-_@7![SC@:AJR@B=->& 1:-:<& g1U"试剂
盒提取样品中的总 T2U&方法参考使用说明% 克隆
文库构建和系统发育分析方法见参考文献*(+%
(*.)/01序列在 2345647的登录号

此研究所测定的克隆序列均已提交至 EJ<C=<_
中&古菌登录号为#G5*H*()" ’G5*H*("%$细菌登
录号为#G5*H*$&$ ’G5*H*()*%

+)结果和分析

+*()18/%及地球化学参数的变化特征
G1DS3")) 岩心微生物丰度数据如表 # 所示$甲

烷的浓度在 H(Y&* ’$)Y"/ AP4b之间$总有机碳量
!I\3"在 )Y*%Z ’)Y$"Z之间%
+*+)饱和曲线与覆盖率分析

所测序列经筛选后得到 #($ 个有效古菌序列&
属于 "* 个 \Ig$得到 /%) 个有效细菌序列&属于
#H% 个 \Ig% 各文库覆盖率 3f# ’! <42" !其中 <
为 \Ig中只出现一个克隆子的数目&2为总序列
数"见表 /% 饱和曲线见图 #% 古菌饱和曲线趋于平
缓&可以认为所测定的古菌序列能够覆盖该环境古

$$%
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菌的多样性$细菌的饱和曲线未趋于平缓&显示了该
环境的细菌具有丰富的多样性%

表 ()南海北部神狐 !"#$%&’’ 岩心微生物丰度数据
I=Q-J#!17=7@>7@B=-R=7=:XA@B;:Q@=-=Q,<R=<BJ

X;:A76JB:;JG1DS3")) X;:A76J1:,76 36@<=1J=
1@7J TJ876!BAQ>X" [@B;:Q@=-=Q,<R=<BJ!#)" 4P"

G1DS3"))D# ) &Y(H
G1DS3"))D/ $) *Y/*
G1DS3"))DH #*) "Y%%
G1DS3"))D* /#) "Y("
G1DS3"))D" /%) "Y(%
G1DS3"))D& H") "Y%*
G1DS3"))D$ */) "Y&H
G1DS3"))D% *() &YH%
G1DS3"))D( &") $Y*#
G1DS3"))D#) $/) (Y&H
G1DS3"))D## $() &Y&$

+*,)古菌 (."9:01基因文库分析
古菌 #&1 ;V2U序列系统发育树!图 /"显示&古

菌序列同源序列大多数来源于海洋沉积物&分别属
于泉古菌!6’0-$’"/$0(#$"和广古菌 !>?’<$’"/$0(#$"
两大类% 其中 [=;@<JCJ<76@BE;:,8 ![CE"DC)
[@>BJ--=<J:,> 3;J<=;B6=J:7@B E;:,8 ! [3E ")
./0’1(2’(#0&) 2:cJ-E;:,8 3;J<=;B6=J:7= ! 2E3")
[CEDU)3H 属于泉古菌$ 1:,76 UX;@B=< E:-R [@<J
N,;.=;B6=J:7@BE;:,8 ! 1UE[NE")3$*()$"#0’&$*04和
[CEDN属于广古菌%

图 ()南海北部神狐 !"#$%&’’ 岩心中古菌 (."9:01

基因序列饱和曲线#1$与细菌 (."9:01基因序列饱和

曲线#5$
L@P?#!V=;JX=B7@:< B,;cJ>=<=-.>J>:X76J=;B6=J=-#&1 ;V2UPJ<J

!U" =<R Q=B7J;@=-#&1 ;V2UPJ<J!C" X;:A76JB:;JG1DS3"))

X;:A76J1:,76 36@<=1J=Y

表 +)南海北部神狐 !"#$%&’’ 古菌和细菌的 (."9:01克隆文库统计数据
I=Q-J/!17=7@>7@B=-=<=-.>J>:X=;B6=J==<R Q=B7J;@=#&1 ;V2UB-:<J-@Q;=;@J>X;:A76JB:;JG1DS3")) X;:A76J1:,76 36@<=1J=
T:A=@< 3-:<J-@Q;=;. TJ8764BAQ>X 2:Y:XB-:<J>Jh,J<BJR 2:Y:X\Ig 3:cJ;=PJ4Z
!’"/$0$ S3"))U S3"))D# ) ’" %/ #($ *H "* $/?#

S3"))D& H") ’H"" $( % ($?"
S3"))D## $() ’$(" H& H ($?/

@$"#0’&$ S3"))C S3"))D# ) ’" ##* /%) $" #H% $#?"
S3"))D& H") ’H"" %( H) %)?(
S3"))D## $() ’$(" $$ HH %)?"

!!泉古菌中包含了 #H( 个克隆序列&其中以[CED
C为主要类群&该类群最先发现于深海沉积物和热
液口& 目前发现 [CEDC广泛存在于多种深海环
境 *#)+ &文库中共有 "/ 个克隆属于该类群&同源序列

来源广泛&大部分克隆序列与发现于喀斯喀特边缘
的序列同源性较高&其它同源序列来源于秘鲁大陆

架沉积物 *#)+和鄂霍克次海沉积物% 共有 *H 个克隆

序列属于 3H!占总序列的 /#Y%Z"&同源序列主要
来源于南海沉积物&相似性为 (*Z ’#))Z% 共有

/# 个 克隆序列 属 于 ./0’1(2’(#0&!占 总 序 列 的
#)Y$Z"&同源序列来源于胡安德富卡)南海)鄂霍
克次海和墨西哥湾富含天然气水合物区沉积物&相
似性为 ($Z ’((Z% 共有 #H 个克隆序列属于
[CEDU!占总序列的 &Y&Z"&同源序列来源于东太
平洋隆起和南海沉积物&相似性为 (&Z ’((Z% 共
有 % 个克隆序列属于 [3E!占总序列的 *Y#Z"&同
源序列来源于东地中海泥火山沉积)南海和秘鲁边
缘沉积物&相似性为 ((Z% 另有 / 个克隆序列属于

%$%
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图 +)南海北部神狐 !"#$%&’’ 岩心沉积物中古菌 (."9:01基因序列系统发育树
L@P?/!2J@P6Q:;D+:@<@<P7;JJ>6:W@<P76J86.-:PJ<J7@B;J-=7@:<>6@8>=A:<P#&1 ;V2UPJ<J>Jh,J<BJ>!=BBJ>>@:< <,AQJ;X;:AG5*H*()" 7:
G5*H*("%" :XU;B6=J=@< 76JB:;JG1DS3")) X;:A76J1:,76 36@<=1J=YI6J>B=-JQ=;;J8;J>J<7>)?)" >,Q>7@7,7@:< 8J;<,B-J:7@RJ8:>@7@:< $
-S3"))DiUjj.@>>Jh,J<BJ<=AJ@< 76@>8=8J;$ S3"))Di;J8;J>J<7>>JR@AJ<7B:;J<,AQJ;$ -U.AJ=<>=;B6=J=$ -jj.@>B-:<J><,AQJ;?\<J
;J8;J>J<7=7@cJB-:<J7.8JW@76@< J=B6 86.-:7.8J@>>6:W< =<R 76J<,AQJ;:XB-:<J>W@76@< J=B6 86.-:7.8J@>>6:W< =776JJ<R !=X7J;76J
EJ<C=<_=BBJ>>@:< <,AQJ;"?0X76J;J@>:<-.:<JB-:<J>Jh,J<BJ@< =P@cJ< 86.-:7.8J& 76J<,AQJ;-#. @><:7>6:W<?

($%
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2E3!占总序列的 #Y)Z"&同源序列来源于鄂霍克
次海)和南海沉积物&相似性为 ($Z ’((Z%

广古菌中包含了 "% 个克隆序列&其中 1UE[NE
是优势类群&共有 H% 个克隆序列属于该类群!占总
序列的 #(YHZ"&同源序列来源于南海)墨西哥湾和
南太平洋沉积物&相似性为 (HZ ’(%Z% 共有 / 个
克隆序列属于 3$*()$"#0’&$*04!占总序列的 #Y)Z"&
相似性为 (HZ ’(%Z% 共有 #% 个克隆序列属于
[CEDN!占总序列的 (Y#Z"&同源序列来源广泛&均
来源于不同的沉积环境&相似性在 (#Z ’(%Z之
间%
+*-)岩心总细菌 (."9:01基因文库分析

细菌 #&1 ;V2U序列系统发育树!图 HDU&C&3&
T"显示&所得细菌序列可分为 #* 个类群&各类群所
占的序列的比例见图 " 和表 H%

细菌 #&1 ;V2U序列系统发育树 !图 /D=&Q&B&
R"显示&所得细菌序列可分为 #* 个类群%

其中&绿弯菌 !6/(’(7*08&"是细菌文库中的优势
类群&主要存在于深海和一些湖泊中&研究显示该类
群在厌氧环境中起着目前所未知的重要作用% 本研
究共有 &% 个克隆序列属于绿弯菌 !占总序列的
/*Y/Z"&同源序列来源广泛&分别源自喀斯喀特和
秘鲁边缘)鄂霍克次海)南海)胡安德富卡)黄海北部
和北白令海沉积物&相似性为 ("Z ’((Z%

共 有 "" 个 克 隆 序 列 属 于 浮 霉 菌
!5*$-#(1<"0#0"&占总序列的 #(Y&Z&是细菌文库中
第二大类群&同源序列源自东地中海泥火山)南太平
洋等不同海域沉积物&相似性为 (/Z ’((Z%

变形菌 !5’(#0()$"#0’&$"是深海沉积物中的主要
类群&因此该类群的代谢是深海沉积物中最主要的
微生物活动% 本研究中出现该类群的四个亚类群#
"D&#A&$D&%D5’(#0()$"#0’&$% 其中 "D变形菌亚群占主
要部分&有 H/ 个克隆序列属于该亚群!占总序列的
##Y*Z"&同源序列大都源自深海沉积物中% 另有
#) 个克隆序列属于 #D变形菌!占总序列的 HY&Z"&
H 个克隆序列属于 $A变形菌!占总序列的 #Y#Z"%
H 个克隆序列属于 %D变形菌!占总序列的 #Y#Z"%

有 *" 个 克 隆 序 列 属 于 +1# !占 总 序 列 的
#&Y)Z"&同源序列来源于秘鲁和喀斯喀特边缘以
及泥火山沉积物&相似性为 ($Z ’(%Z%

其 它 少 量 克 隆 序 列 分 属 于# 脱 铁 杆 菌
!;070’’&)$"#0’04")硝化螺旋菌 !9&#’(42&’$0")放线菌

!!"#&-()$"#0’&$")酸杆菌 !!"&:()$"#0’&$")\S%)螺旋
体菌 !,2&’("/$0#04")I[& 和部分未分类克隆%

,)讨论

,*()微生物细胞丰度与地化数据分析
根据 G1DS3")) 岩芯微生物丰度)甲烷浓度与

总有机碳量随深度变化图!图 *"可看出&微生物细
胞丰度与甲烷浓度呈现基本相同的变化趋势&二者
在表层含量均比较高&然后减少到最小值&后随深度
的增加增至最大值% 微生物丰度的变化范围在 * d
#)" ’( d#)"细胞4P之间% 微生物丰度的变化范围
在 * d#)" ’( d#)"细胞4P之间&甲烷的浓度变化范
围在 H(Y&* ’$)Y"/ AP4b之间%

南海沉积物中的微生物丰度与其它已知埋藏有
天然气水合物的大洋边缘沉积物中的微生物丰度相
似 *## ’#*+ &但是低于有天然气水合物埋藏的墨西哥湾
沉积物 *#"+ % 甲烷是有机小分子物质&能够给黑暗中
生活的微生物提供丰度的营养物质% 南海北部冷泉
区沉积物中微生物丰度随不同站位和深度变化&其
范围在 #)& ’#)"细胞4P之间&并且来自甲烷高异常
站位的微生物丰度大于甲烷浓度低的站位$在冷泉
喷溢口区&同一岩心中微生物的丰度变化和甲烷浓
度变化相吻合&甲烷浓度高&微生物丰度大&反之亦
然 *$+ % 该结果跟本研究的结果很相似&表明了甲烷
渗漏区沉积物中微生物对甲烷浓度的变化十分敏
感%

海洋沉积物中微生物丰度还与沉积物总有机碳
!I\3"的含量有关 *#&+ % 海底沉积物表层有机质含
量相对比较丰富&为微生物的生长繁殖提供充足的
物质能量% 深海沉积物中&富有机物沉积物总有机
碳含量为 / ’## W7Z&贫有机物沉积物总有机碳含
量则低于 #Z *#+ % 浊流沉积和半远洋!近海"沉积物
中有机碳浓度为 )Y"Z ’#Z&而沉积物中富含有机
碳是生物甲烷生成的必需条件之一&因此含天然气
水合物的沉积物一般富含有机碳!I\3"&有机碳含
量在 )Y"Z 以 上 *#$+ % 本研究 区 的 I\3含 量为
)Y*%Z ’)Y$"Z&属于较低值范围&因此该岩心沉积
物中的微生物细胞丰度较低可能与有机碳的含量低
有关%
,*+)古菌多样性

[CEDC!或 TJJ8 1J=U;B6=J=-E;:,8& T1UE"是
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图 ,#1)南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心沉积物中绿弯菌#!"#$#%&’()$(."9:01基因序列系统发育树
L@P?HDU!2J@P6Q:;D+:@<@<P7;JJ>6:W@<P76J86.-:PJ<J7@B;J-=7@:<>6@8>=A:<P#&1 ;V2UPJ<J>Jh,J<BJ>:X6/*(’(7*08&@< 76JB:;JG1DS3")) X;:A76J

1:,76 36@<=1J=& I6J>B=-JQ=;;J8;J>J<7>)Y)" >,Q>7@7,7@:< 8J;<,B-J:7@RJ8:>@7@:< $-S3"))DiCjj.@>>Jh,J<BJ<=AJ@< 76@>8=8J;$ S3"))Di

;J8;J>J<7>>JR@AJ<7B:;J<,AQJ;$ -C.AJ=<>Q=B7J;@=$ -jj.@>B-:<J><,AQJ;Y\<J;J8;J>J<7=7@cJB-:<J7.8JW@76@< J=B6 86.-:7.8J@>>6:W< =<R 76J

<,AQJ;:XB-:<J>W@76@< J=B6 86.-:7.8J@>>6:W< =776JJ<R !=X7J;76JEJ<C=<_=BBJ>>@:< <,AQJ;"Y0X76J;J@>:<-.:<JB-:<J>Jh,J<BJ@< =P@cJ<

86.-:7.8J& 76J<,AQJ;-#. @><:7>6:W<Y

本研究区的优势古菌类群&该类群最先发现于热液
口深海沉积物&目前在深海海底沉积中均可发现&并

且在底部有甲烷上涌的上层硫酸盐还原带沉积物中
含量丰富% 该类群在秘鲁边缘和喀斯喀特古陆边缘

#%%
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图 ,#5)南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心沉积物中浮霉菌#*&+,-#./0’-’$(."9:01基因序列系统发育树
L@P?HDC!2J@P6Q:;D+:@<@<P7;JJ>6:W@<P76J86.-:PJ<J7@B;J-=7@:<>6@8>=A:<P#&1 ;V2UPJ<J>Jh,J<BJ>:XS-=<7:A.BJ7J@< 76JB:;JG1DS3"))

X;:A76J1:,76 36@<=1J=YI6J>B=-JQ=;;J8;J>J<7>)Y)/ >,Q>7@7,7@:< 8J;<,B-J:7@RJ8:>@7@:< $-S3"))DiCjj.@>>Jh,J<BJ<=AJ@< 76@>8=8J;$

S3"))Di;J8;J>J<7>>JR@AJ<7B:;J<,AQJ;$ -C.AJ=<>Q=B7J;@=$ -jj.@>B-:<J><,AQJ;Y\<J;J8;J>J<7=7@cJB-:<J7.8JW@76@< J=B6 86.-:7.8J@>

>6:W< =<R 76J<,AQJ;:XB-:<J>W@76@< J=B6 86.-:7.8J@>>6:W< =776JJ<R !=X7J;76JEJ<C=<_=BBJ>>@:< <,AQJ;"Y0X76J;J@>:<-.:<JB-:<J

>Jh,J<BJ@< =P@cJ< 86.-:7.8J& 76J<,AQJ;-#. @><:7>6:W<Y

发现水合物的 #/H))#/*" 和 #/"# 站位浅层沉积物
为最主要的优势类群 *#*+ &说明其可能在硫酸盐还原
和甲烷氧化中起重要作用 *#% ’#(+ % 0<=P=_@等在研究
秘鲁和赤道太平洋水合物钻探区含有天然气水合物
沉积岩心表层样品时发现古菌类群几乎 #))Z为

[CEDC&尽管在不含天然气水合物沉积岩心柱也发
现了 [CEDC&但并不是优势古菌类群% 在对南海的
研究表明&南海南部陆坡不含天然气水合物沉积物
[CEDC为其优势古菌类群之一 *#+ &神狐海域不含水
合物的沉积物岩心 G1DH$H 表层样品有少量 [CEDC

/%%
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图 ,#%)南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心沉积物中变形菌#*$#-’#1+0-’$)+$(."9:01基因序列系统发育树
L@P?HD3!2J@P6Q:;D+:@<@<P7;JJ>6:W@<P76J86.-:PJ<J7@B;J-=7@:<>6@8>=A:<P#&1 ;V2UPJ<J>Jh,J<BJ>:X5’(#0()$"#0’&$ @< 76JB:;JG1DS3"))

X;:A76J1:,76 36@<=1J=?I6J>B=-JQ=;;J8;J>J<7>)?)/ >,Q>7@7,7@:< 8J;<,B-J:7@RJ8:>@7@:< $-S3"))DiCjj.@>>Jh,J<BJ<=AJ@< 76@>8=8J;$

S3"))Di;J8;J>J<7>>JR@AJ<7B:;J<,AQJ;$ -C.AJ=<>Q=B7J;@=$ -jj.@>B-:<J><,AQJ;?\<J;J8;J>J<7=7@cJB-:<J7.8JW@76@< J=B6 86.-:7.8J@>

>6:W< =<R 76J<,AQJ;:XB-:<J>W@76@< J=B6 86.-:7.8J@>>6:W< =776JJ<R !=X7J;76JEJ<C=<_=BBJ>>@:< <,AQJ;"?0X76J;J@>:<-.:<JB-:<J

>Jh,J<BJ@< =P@cJ< 86.-:7.8J& 76J<,AQJ;-#. @><:7>6:W<?

存在 *(+ &西沙海槽沉积物中富含甲烷&[CEDC类群
较少 *#(+ % 这意味着 [CEDC古菌种群的存在不能
用来直接指示天然气水合物的存在&它与天然气
水合物赋存之间的关系有待进一步研究% 与喀斯
喀特 古 陆 边 缘 沉 积 物 相 似& 文 库 中 H") BA和
$() BA深度发现的 [CEDC类群共 "# 个克隆同源
序列均来源于含有水合物的沉积物% 与神狐海域

G1DH$H 岩心表层样品情况一样&G1DS3")) 表层未
见该类群%

3H 是嗜热泉古菌中的一个类群&在许多低温的
陆地和海洋环境均有发现 */)+ % 本研究中&3H 是第
二大古菌类群&主要同源序列均来源于南海南部陆
坡表层沉积物&在该处微生物主要参与硫和氮的生
物地球化学循环 *#+ %
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图 ,#/)南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心沉积物中其余细菌类群 (."9:01基因序列系统发育树
L@P?HDT!2J@P6Q:;D+:@<@<P7;JJ>6:W@<P76J86.-:PJ<J7@B;J-=7@:<>6@8>=A:<P#&1 ;V2UPJ<J>Jh,J<BJ>:X:76J;Q=B7J;@=B-:<J>Jh,J<BJ>@< 76JB:;J
G1DS3")) X;:A76J1:,76 36@<=1J=?I6J>B=-JQ=;;J8;J>J<7>)?)/ >,Q>7@7,7@:< 8J;<,B-J:7@RJ8:>@7@:< $-S3"))DiCjj.@>>Jh,J<BJ<=AJ@< 76@>
8=8J;$ S3"))Di;J8;J>J<7>>JR@AJ<7B:;J<,AQJ;$ -C.AJ=<>Q=B7J;@=$ -jj.@>B-:<J><,AQJ;?\<J;J8;J>J<7=7@cJB-:<J7.8JW@76@< J=B6 86.-:7.8J@>
>6:W< =<R 76J<,AQJ;:XB-:<J>W@76@< J=B6 86.-:7.8J@>>6:W< =776JJ<R !=X7J;76JEJ<C=<_=BBJ>>@:< <,AQJ;"?0X76J;J@>:<-.:<JB-:<J>Jh,J<BJ@<
=P@cJ< 86.-:7.8J& 76J<,AQJ;-#. @><:7>6:W<?
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图 -)南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心微生物丰度#1$%甲烷浓度#5$与总有机碳量#%$垂向变化图
L@P?*!TJ876 8;:X@-J:XA@B;:Q@=-=Q,<R=<BJ@< 76J>JR@AJ<7>=>RJ7J;A@<JR Q.U\T3& AJ76=<JB:<BJ<7;=7@:< =<R 7:7=-:;P=<@BB=;Q:<

B:<BJ<7;=7@:< X;:A76JB:;JG1DS3")) X;:A76J1:,76 36@<=1J=?

!!G1DS3")) 岩心中的每个深度均可见热变形菌
!./0’1(2’(#0&"&该类群为革兰氏阴性厌氧至兼性厌

氧性&化能自养&最适生长温度 $) ’($^&SG介于
/Y" ’&Y" 之间&多存在与富含硫温度较高的水环境

中&之后在海洋沉积物中也陆续被发现 */#+ % 本研究

所得到的 /# 个克隆子的同源序列来源于鄂霍克次

海富含甲烷的冷泉环境&有天然气水合物埋藏的海

盆 *##+ &还与海洋中氨氧化古菌有关 *//+ %

,*,)细菌多样性

通过对细菌 #&1 ;V2U序列进行的系统发育分

析可知&G1DS3")) 岩心沉积物中的细菌具有丰富的

多样性&有 /HZ的序列与绿弯菌 !6/*(’(7*08&"的菌

株具有较高的相似性&可能代表这一地区的优势类

群&这与之前国内外有关海洋沉积物中微生物的多

样性研究中所报道的最优势类群为变形菌的结果有

所不同%

绿弯菌又称绿色非硫细菌&该类群具有漫长的

进化史&并且种类繁多% 该类群往往以巨大的数量

生活于远洋深海及某些湖泊中&除富含硫化物高温

热泉外&活性污泥)海洋)盐和淡水等环境也有其生

存 */H+ % [:;;@>*/*+等在一项对绿弯菌的研究中&详细

的分析了该类群在太平洋不同位置及不同深度的分

布&认为该类群主要分布于海洋的中层位置&约占细

菌总量的 #)Z左右% 尽管该类群在海洋环境中所

占的比重很大&但对其具体的功能仍没有透彻研究%

VJJR 等 /))& 年在佛罗里达富含甲烷的冷泉环境的

研究表明&绿弯菌所占的比例随着深度的增加而增

加!和本研究区的情况类似"&指示了该类群在缺氧

环境起着独特的重要作用 */"+ % 绿弯菌类群是水合

物较少而有机质丰富沉积物中的主要类群&不含水

合物沉积物中发现此类群的频率远高于含水合物沉

积物&该类群可作为判断沉积物中是否含水合物的

一个重要指标 */&+ &是今后寻找海底水合物的一个辅

助手段%

浮霉菌是本研究的第二大细菌类群&同源序列

主要来源于各大海域的沉积物% 该类群常见于浅海

沉积物&在深海沉积物中丰度较低 */$+ % 该类群中部

分类型为兼性好氧化能有机营养菌&利用发酵或呼

"%%
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吸作用生长$其它为严格厌氧自养菌&利用亚硝酸盐

厌氧氧化氨&在海底厌氧环境下&推测该类群主要进

行厌氧代谢&可能是氮的生物地球化学循环的主要

类群 *#+ % 近几年研究发现&南海沉积物中浮霉菌是

仅次于变形菌的第二大优势类群&在南沙海区为第

三大优势类群&而太平洋边缘其它海区&如南开海

槽)日本海槽)秘鲁大陆边缘和喀斯喀特古陆边缘&

浮霉菌并非优势类群 *#(+ !参考文献 *#(+及其引用

文献"&因此该类群占优势是否是南海特有现象还

需进一步验证%

图 &)南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心中古菌类群在不同深度的分布图
L@P?"!TJ876 8=77J;<>:X76J=;B6=J=-B:AA,<@7@J>=-:<P76;JJR@>B;J7J-=.J;>X:;76JB:;JG1DS3")) X;:A76J1:,76 36@<=1J=?

变形菌类群是海洋细菌中一个很大的类群&分

为很多亚类群&该类群在海洋环境中普遍存在&并且

不同海区沉积物中该类群的组成结构有很大差异%

太平洋帕里西维拉海盆")#) A深处沉积物中 $D变

形菌和"D变形菌为优势细菌种群 */%+ $东北太平洋结

核合同区西区附近沉积物!")/$ A"中 $D变形菌也

为最主要的细菌类群 */(+ $在南海西沙海槽沉积物中

#D变形菌占多数 *H)+ &南海南沙海槽沉积物中 $D变形

菌和#D变形菌占优势 *H#+ &而日本海沟深海沉积物中

是以 $D变形菌为主&其次是 "D变形菌和 #D变形

菌 *H/+ % 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 *HH+ % 本研究中出现该类群的 * 个亚

类群#"D& #D& $D&%D5’(#0()$"#0’&$% 其中 %D变形菌占

优势&占细菌文库的 ##Z&并且仅在表层出现% 该

亚群属于有机化能营养菌&与硫代谢有关 *H*+ &其中

绝大多数都属于硫酸盐还原细菌 ! 1VC"&%D变形菌

的大量出现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% 有 #) 个克隆属

于 "D变形菌&人们发现在陆地土壤环境以及海水中

占优势的该亚类群在海洋沉积物中却发现得较少&

甚至没有发现% 还有少量的 #D变形菌和 $D变形菌%

L;J@7=P等在研究海洋沉积物厌氧条件下氨代谢情况

时发现&$D变形菌在厌氧氨氧化过程中起着重要作

用&因此&沉积物中存在的该亚类群可能与沉积物的

碳)氮循环密切相关 *H&+ %

+1# 类群最早发现于日本海沉积物中&然而该

类群细菌尚未有可培养菌&因此对其新陈代谢等

生理特征并不了解&目前为止&仅有通过葡萄糖代

谢过程中稳定同位素变化间接证明了该类群是属

于厌氧菌 *H$+ % +1# 类群在秘鲁边缘海和喀斯喀特

古陆边缘富含甲烷的沉积物中都有分布 */&+ &因此

推测该类群可能在甲烷的消耗或产生中起到特殊

作用%

,*-)不同深度微生物分类比较

如图 " 所示&随着垂向深度的变化&古菌类群的

分布呈现明显差异% 表层古菌类群丰富&以 3H 为

主要类群&占该层总序列的 /"Y&Z&其它还发现了
[CEDN)3$*()$"#0’&$*04)[CEDU)[3E)2E3这 " 种

类群&在其它深度中并没有发现&而在其它深度发现

的 [CEDC类群&在表层样品中并未发现% 随深度的

增加&古菌多样性逐渐降低&[CEDC类群呈现明显

&%%
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的优势%

同古菌多样性变化趋势类似!图 &"&细菌多样
性随深度增加也逐渐降低% 表层以沉积物中普遍存
在的变形菌为主&但该类群在H") BA没有发现&在

$() BA深度只发现有 #D变形菌和 $D变形菌两个亚
群的 * 个克隆序列% 表层沉积物中没有发现螺旋体
菌和 +1# 类群$随深度的增加&+1# 和绿弯菌 / 大类
群优势明显%

图 .)南海北部陆坡神狐海域 !"#$%&’’ 岩心中细菌类群在不同深度的分布图
L@P?&!TJ876 8=77J;<>:X76JQ=B7J;@=-B:AA,<@7@J>=-:<P76;JJR@>B;J7J-=.J;>X:;76JB:;JG1DS3")) X:;A76J1:,76 36@<=1J=?

-)结论

!!G1DS3")) 岩心来自南海北部陆坡神狐海域&微

生物丰度与甲烷浓度具有很好的相关性&表明了该

区沉积物中的微生物对甲烷浓度的变化十分敏感%

该区域的微生物丰度较低&可能与较低的总有机碳
含量有关% 该研究区的微生物多样性丰富&具有一

定的独特性&并且随深度的增加群落结构变化明显&

多样性随深度增加逐渐降低% 在该研究区出现的优

势微生物类群不能用来直接指示天然气水合物的存
在&只能作为寻找天然气水合物的辅助手段&如
[CEDC类群以及绿弯菌类群% 占有优势地位的几

种微生物类群发现于硫酸盐D甲烷转化界面附近&这

些类群可能与硫酸盐还原作用有关&说明微生物的
硫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&但是没有发现和甲烷氧化作用有关的微

生物类群% 岩心中微生物多样性和地质环境的关系

进一步的探讨还有待于建立在未来获得更多微生物
和地质环境分析的基础上%
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