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姜成英，中国科学院微生物研

究所研究员。2001 年毕业于中国

科学院过程工程研究所，获工学博

士学位。2006年 6月–9月和 2008

年 1月–2009年 1月，到德国波鸿

鲁尔大学生物化学系做访问学者。

2001 年至今，一直从事有机污染

物的微生物降解和趋化机理及污

染环境和特殊环境中微生物的种

群多样性和功能多样性研究；进行

了极端嗜酸热古菌和嗜酸细菌铁、

硫代谢调控机制及环境适应机制

以及生物冶金技术及矿山污染环

境修复治理应用基础的研究；获得

了大量嗜酸硫代谢或铁代谢微生

物资源，并应用于生物冶金及污染

环境修复过程；利用基因组、蛋白

质组、转录组及其他新技术发现了

嗜酸微生物硫代谢途径的新蛋白，

解析了其环境适应机制。在国内外

重要学术杂志刊物上发表相关研

究论文 50多篇。 
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摘要：洞穴是由于岩石受到溶蚀或火山岩浆冷却形成的地下空间

和通道。洞穴遍布世界各地，蕴藏着大量的微生物资源。洞穴内

黑暗潮湿，温度相对稳定，营养比较贫瘠，是一种极端的生态系

统，存在着高度特异性的洞穴微生物。对洞穴微生物组的研究，

有助于认知洞穴微生物群体结构、组成及其地理学分布，加深对

洞穴生态系统的理解，并为保护和开发洞穴资源提供指导。本文

主要介绍了洞穴微生物组的研究方法，总结分析了洞穴微生物的

研究进展，并着重阐述了含特殊化合物成分的洞穴中化能自养的

特色微生物组。 
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洞穴是由于岩石受到溶蚀或火山岩浆冷却形成的地下空间或通

道。大部分洞穴属于喀斯特地貌(karst landform)，即有溶蚀能力的水

对可溶性岩石进行化学溶蚀，并辅以流动冲蚀等机械作用形成的地

表和地下形态。喀斯特地貌覆盖地球表面约 20%，主要是在碳酸盐

岩的基础上形成的[1]。当富含二氧化碳的地下水流经可溶性岩石(如

碳酸盐岩)缝隙时，对岩石发生溶蚀，导致缝隙不断扩张，从而形成

溶洞(karst cave)。火山喷发溢出的岩浆沿着沟谷顺流而下，其外层逐

渐冷却凝固成硬壳，而内部炽热的岩浆继续流动直至流尽，从而形 
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成地下的熔岩洞(lava cave)。有些洞穴中常年冰雪

沉积，也叫做冰洞(ice cave)。 

洞穴遍布世界各地，美国境内已探明的洞穴

系统超过 50000个，仅田纳西州就有 7000多个洞

穴[2]，目前已知的世界上最大的洞穴——猛犸洞 

(Mammoth Cave System)位于美国肯塔基州，全长

652 km。欧洲最大的洞穴位于乌克兰境内，总长

度 236 km，是世界上长度排名第五的洞穴。北欧

的山区有很多冰洞，世界上最大的冰洞位于奥地

利，全长 42 km[3]。亚洲最大的洞穴是中国贵州省

绥阳县的双河洞群，长 186 km，高 584 m[4]。除入

口处之外，洞穴内几乎没有光照，很难通过光合

作用提供有机营养物质；外界的物质输入一般仅

限于地表的渗漏水及穴居动物的粪便，因此，洞

穴被认为是一种寡营养的极端生境。尽管洞穴内

的总有机碳不到 2 mg/L，但蕴藏着丰富的微生物

资源，洞穴的岩石中微生物平均数量可达 106个/g

样品[5]。 

1  洞穴微生物的研究方法与研究进展 

早期对微生物群落的研究主要采用传统分离

培养的方法，通过优化培养条件、接种量、培养

基成分等获得尽可能多的可培养菌株。将分离到

的菌株进行统计学分析，可以快速衡量一些小群

体的多样性[6]。这种方法能够获得大量微生物资

源，根据后续对菌株代谢的分析，进行改造和利

用。Laiz等人将阿尔塔米拉洞穴(Altamira cave)滴

水和洞顶岩壁中分离到的微生物群落进行了比

较，水样中的微生物主要是革兰氏阴性的肠杆菌

科 (Enterobacteriaceae)和弧菌科 (Vibrionaceae)菌

株，革兰氏阳性菌所占的比例较低；岩壁样品中

分离到的微生物主要是链霉菌(Streptomyces)[7]。

Clara Urzì等人从西班牙蝙蝠洞(the Cave of Bats)

的岩壁光养型生物膜中分离到 17 种不同的蓝藻

(Cyanobacteria)，其中，色球藻目(Chroococcales) 6

种，颤藻目 (Oscillatoriales) 8 种，念珠藻目

(Nostocales) 3 种；119 株细菌，革兰氏阳性菌占

90.2%，革兰氏阴性菌占 9.8%[8]。Velikonja等人用

7 种不同培养基对斯洛文尼亚某洞穴岩壁上的黄

色、粉色、灰色和白色斑点样品进行了微生物分

离培养，共得到 80株形态不同的微生物菌种。其

中，农杆菌属(Agrobacterium)和链霉菌属的菌株在

所有样品中都能分离到。研究者还采用了 16S 

rRNA基因文库方式研究了洞穴微生物的多样性，

同培养方式相比，得到的群落多样性数据有显著

差异。在培养方法得到的数据中，放线菌门

(Actinobacteria)的菌株占分离菌株数量的 47%，而

在样品 16S rRNA基因文库中占 16%。除此之外，

16S rRNA 基因文库中，变形菌门(Proteobacteria)

的优势菌株属于着色菌目(Chromatiales)和黄色单

胞菌目(Xanthomonadales)，而分离培养菌株主要

是 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 和 溶 杆 菌 属

(Lysobacter)的新种；分离培养还能够得到非培养

方式未检测到的厚壁菌门(Firmicute)菌株 [9–10]。

Axenov-Gibanov 等人从西伯利亚最大的喀斯特洞

群中分离到的链霉菌具有抗细菌和真菌的活性，能

够产多种次级代谢产物，这些活性物质的纯化、表

征及生物合成将成为进一步研究的兴趣点之一[11]。 

作者对我国贵州省遵义市绥阳县宽阔水风景

区 2 个喀斯特洞穴的土样、水样、动物粪便、虫

蛾、地衣样品进行梯度稀释，选取合适的稀释度

用寡营养培养基对其中的细菌进行了分离纯化。

将得到的单菌落进行菌落 PCR 扩增其 16S rRNA

基因并测序，结合生理生化特征进行鉴定，共得

到 5273株、448种细菌。这些菌株属于变形菌门、
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放线菌门、厚壁菌门、拟杆菌门(Bacteroidetes)和

异常球菌-栖热菌门(Deinococcus-Thermus)的 119

个属。其中，变形菌门的菌株数量和种类最多，

其次是放线菌门，拟杆菌门和异常球菌-栖热菌门

的菌株仅在个别样品中偶然出现。变形菌门中占

优势的是短波单胞菌属(Brevundimonas)的菌株，

放线菌门中占优势的是链霉菌属的菌株，厚壁菌

门中占优势的是芽孢杆菌属(Bacillus)的菌株。另

外，从样品中分离得到的潜在新种可能具有进一

步开发利用的价值。初步研究发现，一株发仙菌

属的菌株(Pilimelia sp.)其次级代谢产物具有很好

的抗细菌活性，并能够在特定培养条件下产生黄

酮类化合物和具有特殊紫外吸收的芳环类化合

物；一株薄层杆菌属的菌株(Hymenobacter sp.)能

够产生大量胞外附属物，这些物质的成分和功能

仍有待探索。 

由于在培养过程中，温度、pH、通气量等生

长条件都受到人为限制，无法完全模拟自然环境，

常会导致选择性地富集一部分微生物，而另一部分

完全缺失。统计结果表明，海水、淡水、土壤和活性

污泥中微生物的可培养率分别为 0.001%–0.100%、

0.25%、0.30%和 1%–15%[12]。由于分离培养方式

的局限性，越来越多的微生物生态学研究使用分

子生物学方法对群落的组成和结构进行分析。这

些方法大多数需要首先通过 PCR对目的基因进行

扩增，然后通过电泳鉴别扩增产物的序列差异或

长度差异[13]。 

Lerman等人于 20世纪 80年代初发明了变性梯

度凝胶电泳(denatured gradient gel electrophoresis，

DGGE)，起初主要用来检测 DNA 片段中的点突

变[14–17]，Muyzer 等人在 1993 年首次将其应用于

微生物群落结构研究[18]，后来又发展出其衍生技

术——温度梯度凝胶电泳(temperature gradient gel 

electrophoresis，TGGE)[19]。此后，该技术曾被广

泛用于微生物生态学研究的各个领域。双链 DNA

分子在电泳时的迁移行为决定于其分子量和所带

的电荷，不同长度的双链 DNA能够被区分开，但

同样长度的双链 DNA在胶中的迁移行为一样，因

而不能被区分开。DGGE/TGGE 技术在普通聚丙

烯酰胺凝胶的基础上加入了变性剂梯度或温度梯

度，使长度相同但序列不同的 DNA片段发生不同

程度的解链，从而区分开来。Schabereiter-Gurtner

等人用基于 16S rRNA基因的 DGGE技术分析了

西班牙 4 个洞穴的岩壁和壁画上的细菌群落，并

对得到的条带进行了测序。通过系统发育分析，

所得的序列主要属于变形菌、绿色非硫细菌(green 

non-sulphur bacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)、

嗜纤维菌-屈挠杆菌-拟杆菌群(Cytophaga-Flexibacter- 

Bacteroides，CFB)、酸杆菌门(Acidobacteria)和放

线菌门等类群；进一步分析发现，这 4 个洞穴的

细菌群落组成相似，酸杆菌门、根瘤菌科

(Rhizobiaceae)和氨氧化、硫氧化相关的细菌尤其

丰富[20–22]。 

末端限制性片段长度多态性分析 (terminal 

restriction fragment length polymorphism，T-RFLP)

结合了传统的限制性片段长度多态性(restriction 

fragment length polymorphism，RFLP)、PCR和核

酸电泳等多种技术，能够对特定基因进行定量，

自发明以来广泛用于微生物群落结构分析。根据

目的基因序列上的保守区域设计引物，使其中 1个

引物的 5′端带上荧光标记，以样品中微生物的总

DNA为模板进行扩增。用合适的限制性内切酶对

PCR 扩增的 DNA 片段进行消化，不同微生物的

DNA片段因其核苷酸序列不同会导致酶切位点存

在差异，从而产生许多长度不同的限制性片段，

然后利用 DNA 测序仪对酶切产物进行电泳分离
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和荧光检测[23–25]。Moss等人用基于 16S rRNA基

因的 T-RFLP 技术分析了美国佛罗里达州某洞穴

水体的微生物群落随季节的变化。在相同季节，

该洞穴不同水体的微生物群落差异不大，但不同

季节同一水体的微生物群落存在显著差异，即尽

管洞穴温度常年恒定，但微生物的组成和结构仍

随时间发生变化[26]。 

DGGE/TGGE 作为一种基于电泳条带分离的

方法，本身能够展现的条带数量有限，主要反映

的是群落中的优势菌群。一般只有在总微生物群

落中占 1%以上的种群才能被检测出来，系统中的

弱势菌群不能被检测到[18]。T-RFLP 比 DGGE 灵

敏度高，但当近缘微生物在扩增片段靠近荧光标

记端的酶切位点一样时，T-RFLP峰值图上的 1个

峰可能代表不只 1 个种，造成对群落多样性的低

估。单纯的 DGGE/T-RFLP只能提供微生物的种类

和相对数量的信息，无法确定是何种微生物，定

性信息不足，只有结合克隆文库分析或者核酸杂

交分析才能确定微生物的种类。 

Handelsman 等人于 1998 年首次提出针对特定

环境样品中全部微生物的基因组总和进行研究的

元基因组(metagenome)概念，指出应用元基因组学

研究微生物复杂群落基因组的方法将成为快速发

展的领域[27]。2005 年生命科学公司(Life Science)

推出 454高通量测序(现为罗氏 454)，开启了高通

量测序的时代[28]。2006年美国 Illumina公司推出

Solexa基因组分析平台(Genome analyzer platform)，

2007年 ABI (Applied BioSystem)公司推出了自主

研发的 SOLiD测序仪(ABI SOLiD sequencer)。从

环境样品中提取总 DNA后，能够利用高通量测序

技术直接扩增 16S rRNA基因高变区进行测序，解

决了大部分菌株不可培养的难题。Gulecal-Pektas

通过 454 焦磷酸测序对土耳其某洞穴岩壁的细菌

群落进行了分析，共检测到 10个门的细菌，占优

势的是变形菌门，其次是酸杆菌门、放线菌门、

硝化螺旋菌门(Nitrospira)和浮霉菌门等[29]。Wu等

人用 454 测序技术研究了中国西部黄土高原某石

灰岩洞穴中的细菌丰度和组成，发现岩壁沉积物、

水体沉积物和排水口土壤中的细菌群落有着显著

的差异；岩壁沉积物中主要是 γ-变形菌和放线菌

类群的微生物，而与洞穴中水体沉积物和表层土

壤中主要微生物类群不同；但是水体沉积物中的

细菌与表面土壤层中的细菌高度一致。水体沉积

物与表层土壤的元素组成一致，表明微生物的群

落结构可能与环境中的物质成分密切相关[30]。 

2  含特殊化合物的洞穴中的微生物组 

2.1  含硫洞穴的特色微生物组 

在洞穴系统中，营养物质成分复杂多样，营

养物质以及可供生物利用的能量贫乏，为了维护

洞穴生态系统，微生物之间和微生物与其他生物

间的竞争关系可能会弱化，协同合作成为主要方

面，包括形成生物膜等结构[2]。 

当地下水富含硫化物时，会向洞穴空气中释

放硫化氢。硫化氢在潮湿的洞穴中经微生物氧化

成硫酸，促使洞穴岩壁溶解，微晶石膏沉淀作为

腐蚀残渣会抑制石灰岩岩壁对硫酸的缓冲作用，

从而形成极端酸性的岩壁表面。在这些表面富集

有较多微生物，形成黏液状生物膜(Snottites)[31–33]。

Jones等人对意大利 Frasassi洞穴的黏液状生物膜的

元基因组进行了分析，酸硫杆菌属(Acidithiobacillus)

占约 70%，有多个拷贝的 1,5-二磷酸核酮糖羧化/

加氧酶(RuBisCO)，能通过还原性磷酸戊糖途径固

定二氧化碳，是主要的初级生产者；该属微生物

拥有多种硫氧化代谢途径的编码基因，是硫酸的
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主要生产者，也是形成生物膜的主力[34]。 

微生物席(microbial mat)是指微生物构成的多

层片状结构，一般存在于潮湿的固体表面，由微

生物通过分泌粘液缠绕胶结而成。一些研究表明，

洞穴水体中的微生物席主要由丝状细菌组成，为化

能无机自养的好氧或微好氧型硫氧化细菌[31,35–37]。

Engel等人研究了美国怀俄明州 Lower Kane洞穴

水体中微生物席的多样性及空间分布，在表面 

3–5 mm富含氧气的样品中主要是未培养的 ε-变形

菌纲和可培养的丝硫细菌属(Thiothrix)的成员；内

部缺氧的环境中微生物多样性高于表面有氧样

品，共检测到 17个细菌类群和 1个古菌类群，占

优势的是 δ-变形菌纲、绿弯菌门(Chloroflexi)和 γ-

变形菌纲[38–40]。 

2.2  含氮洞穴的特色微生物组 

澳大利亚的 Nullarbor区域是世界上最大的连

续的喀斯特系统，总面积超过 200000平方公里，

洞穴十分密集[41]。许多洞穴横穿地表 100 m下的

蓄水层，被含盐含氧的水淹没。洞穴内遍布碳酸

钙沉积物形成的“雪原(snowfields)”，上面有致密

的“微生物地幔(microbial mantles)”或“黏液帷幔

(slime curtains)”[42]。该区域的洞穴中没有大型水生

生物，有机物输入也非常有限，水样经过滤膜后

检测不到有机碳和硫化物，但含有大量硫酸盐、

亚硝酸盐和硝酸盐[43–44]。该地区 Weebubbie 洞穴

的黏液帷幔 16S rRNA 基因文库及元基因组数据

均表明样品中存在多种多样的微生物，细菌主要

属于变形菌门，其中假单胞菌属和假交替单胞菌

属(Pseudoalteromonas)的菌株尤其丰富；古菌主要

是一种氧化氨的泉古菌(Nitrosopumilus maritimus 

SCM1)。除固氮酶的编码基因没有从元基因组数

据中检测到，其他氮素循环相关酶的编码基因均

能检测到。大部分编码氨单加氧酶的基因来源于

古菌，细菌在该环境的氨氧化过程中作用较小；

但硝酸盐还原酶主要来源于细菌[45]。这些结果表

明 Nullarbor区域洞穴中的黏液帷幔可能代表了一

种新的由硝化作用驱动的化能自养微生物群落。 

2.3  含甲烷洞穴的特色微生物组 

罗马尼亚的Movile洞穴是一个原位化能自养

的生态系统，地下水微生物席中的初级生产活动

供养了 48种洞穴无脊椎动物，洞穴空气中的 CO2

有很大一部分来源于甲烷氧化[36,46]。洞穴底部空

气中含有 1%–2%的甲烷和 7%–10%的氧气，水体

中冒出的气泡甲烷含量高达 13.5%，能够使 3 mm

厚的微生物席漂浮起来[47]。Hutchens 等人用基于

DNA的稳定同位素探针探究了水体及微生物席中

的甲烷氧化细菌群落。微生物在利用同位素标记

的 13CH4后会产生
13C 标记的 DNA，从而识别甲

烷同化微生物[48–49]。对带有 13C-DNA的 16S rRNA

基因克隆进行系统发育分析得到 29 个分类单元

(OTUs)，主要是变形菌门和酸杆菌门；对甲烷氧

化的关键酶进行分析，得到的主要是甲基单胞菌

属(Methylomonas)、甲基球菌属(Methylococcus)、

甲基孢囊菌属 (Methylocystis)和甲基弯曲菌属

(Methylosinus)的菌株，这些甲烷氧化菌都具有甲

烷单加氧酶，能够将甲烷氧化成复杂的有机化合

物，协助维持洞穴生态系统的多样性[50]。 

2.4  含铁锰沉积物洞穴的特色微生物组 

长期以来，洞穴矿物及堆积物的形成一直被

认为主要受温度、pH等环境影响及氧化还原条件

变化等非生物过程控制[51–52]，近年来的研究表明，

微生物通过直接或间接的代谢活动及生物膜形

成，在洞穴矿物沉积物的形成和溶解过程中起着

重要的作用[53–57]。尽管铁氧化物在有生物参与及

没有生物参与的条件下都能形成，但从动力学来
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看，没有生物参加的锰氧化过程即使在有自由氧

存在的情况下也很难发生[58–60]。微生物能够催化

Mn( )Ⅱ 化合物的氧化，使锰氧化的速率提高 5 个

数量级[61–63]。Carmichael 等人分析了阿巴拉契亚

喀斯特系统 7 个洞穴的锰氧化物相关样品中的微

生物群落，样品中微生物数量丰富，细菌多达

7×107–9×109个/g 样品，古菌为 5×106–1×108个/g

样品。对微生物数量最多的 2 个样品进行 SSU 

rRNA克隆文库分析，得到 10%的 OTUs与纤发菌

属(Leptothrix)和假单胞菌属等已知的锰氧化微生

物相关，11%的 OTUs 与已知的铁氧化微生物相

关。通过分离培养，得到多株锰氧化细菌，其中

Janthinobacterium sp. A6在胞外氧化 Mn( )Ⅱ ，形

成与细胞疏松连接的锰氧化物团块；而 Leptothrix 

sp. G6能形成鞘，锰氧化物沿着鞘分布[64]。 

3  小结与展望 

洞穴常年黑暗潮湿，温度相对稳定，营养比

较贫瘠，形成了一种高度特异性的生态系统，从

洞穴中分离得到的许多微生物新种极大地拓展了

微生物资源。作为一种开放而独立的生态系统，

洞穴理化性质稳定，通过比较不同洞穴的微生物

组能够评估特定因素对微生物群落结构的影响，

追踪小的环境波动造成的微生物群落变化，研究

洞穴历史演化以及演化过程中微生物的作用。除

此之外，许多洞穴的岩壁上存有旧石器时代的画

作，游客观光为洞穴输入了大量有机物，造成微

生物爆发，使壁画的色素受到破坏[65–67]。探究这

些洞穴的微生物群落，能够为发展有效抑制微生

物、保护壁画的方法提供指导。 

由于缺少光照，光合微生物作为初级生产者

的作用受限，洞穴微生物拥有硫氧化作用、硝化

作用、甲烷氧化作用等多种化能自养的营养方式。

对洞穴微生物组的研究表明，在这种寡营养的环

境中存在着数量众多、种类丰富的微生物类群，

洞穴微生物以互相协作、合作共赢的方式，构成

洞穴微生物群体。洞穴微生物可能放弃了金字塔

式的能量流动结构，部分适应性较强的微生物通

过各种方式获得能量，释放次级代谢产物以供养

其他微生物，被供养的微生物固定其他必需营养

物质供前者利用，从而形成共生关系[2]。目前的研

究尚未完全证实上述猜测，微生物种间的相互关

系及作用仍有待探索。 

据估计，全球已经勘探过的洞穴仅占洞穴总

数的 10%，即使在欧洲和北美也有 50%的洞穴尚

未开发[68]。另外，不同洞穴微生物组的研究采用

的方法不同，造成分析和比较这些研究结果时存

在困难。因此，微生物学者应加强合作与共享，

制定合理统一的洞穴微生物组取样标准及研究方

法，增进对未知的洞穴微生物组的认识。 
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Cave microbiomes: the known and the unknown 
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Abstract: Caves are subsurface spaces and tunnels formed by the dissolution of rocks or during the cooling process 

of lava. Caves spread all over the world, containing a large amount of microbial resources. Being dark and humid, 

with relatively stable temperature and poor nutrition, and as a kind of extreme ecosystem, caves maintain highly 

specialized microbiomes. Study of cave microbial communities revealed its structure and function, facilitated the 

understanding of geographic distribution of cave microbiomes, deepened the understanding of subterranean 

ecosystems, and provided guidance for cave painting protection and microbial outbreak inhibition. This paper 

summarizes research techniques and progresses of cave microbiomes, as well as the characteristic chemoautotrophic 

microbiomes in caves. 
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