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河北承德地区两个温泉中细菌的多样性分析 
张丽娜  郝春博*  李思远  周训  冯传平 

(中国地质大学(北京)水资源与环境学院  北京  100083) 

 
 

摘  要: 通过构建 16S rDNA 克隆文库, 对承德地区两温泉中的细菌多样性水平及系统发育关系

进行了初步研究。研究表明: 68 °C 的 A11 文库中阳性克隆的 16S rDNA 序列分属 5 个细菌类群, 分
别 为 Firmicutes (6.25%) 、 Deinococcus-Thermus (25.0%) 、 Gammaproteobacteria (12.5%) 、
Betaproteobacteria (50.0%)、Alphaproteobacteria (6.25%); 而 74.5 °C 的 A12 文库仅属于一个细菌类

群: 厚壁菌门(Firmicutes)。两温泉中细菌多样性的差异表明, 温度是影响温泉中细菌多样性水平

的重要因素。此外, A11 文库中克隆的 16S rDNA 序列与许多已知的可产色素的好氧菌相似性很高, 
而 A12 文库中的细菌多数为专性厌氧或兼性厌氧型 , 其中厌氧芽孢杆菌属(Anoxybacillus)中的

Anoxybacillus flavithermus 可以作为研究泉华形成的理想材料。 
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Bacterial diversity analysis of two hot springs in 
Chengde, Hebei 
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Abstract: The bacterial diversity and phylogenetic analysis of two hot springs in Chengde were inves-
tigated and analyzed by construction of 16S rRNA gene clone libraries. The results showed that bacteria 
in sample A11 (68 °C) could be divided into 5 groups, which were as follows: Firmicutes (6.25%), 
Deinococcus-Thermus (25.0%), Gammaproteobacteria (12.5%), Betaproteo-bacteria (50.0%), Al-
phaproteobacteria (6.25%). But sample A12 (74.5 °C) contains only one group, Firmicutes. The differ-
ence between the two samples revealed that the temperature was an important factor to affect the level 
of bacterial diversity in hot springs. Furthermore, a lot of 16S rDNA sequences in A11 clone library had 
high similarity to the aerobic bacteria that can produce pigment, while most bacteria in A12 clone li-
brary belonged to obligate or facultative anaerobe, in which, Anoxybacillus flavithermus can be used as 
ideal material to research the formation of sinter. 

Keywords: Hot spring, 16S rDNA, Clone library, Bacterial diversity 



张丽娜等: 河北承德地区两个温泉中细菌的多样性分析  1619 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

我国的高温热泉资源非常丰富, 近年来最新统

计总数达 2 800 个左右, 其中西藏、云南、广东、四

川、重庆、福建以及东部的台湾省等地分布最为广

泛[1]。由于地理位置不同, 导致了温泉间的基本特点

(如温度、pH 以及水化学成分等)差异较大, 这也为

我们研究该环境中微生物群落特征提供了丰富和宝

贵的资源。 
高温热泉的自然环境与早期的地球环境比较接

近, 而且其中的微生物不仅具有特殊的生理机制和

独特的基因, 其生态系统还比较简单、稳定, 对其进

行生态学研究对进一步认识微生物生态系统结构、

功能和相关研究方法的建立具有重要的意义[2−3]。因

此, 研究高温热泉中微生物的多样性水平有助于高

温环境中微生物生态学的发展。 
目 前 自 然 环 境 中 已 知 的 可 培 养 微 生 物 仅 占

0.1%−10%, 即便是得到了纯培养, 在不同培养条件

下其形态和生理也可能发生很多变化 [4]。因此, 分

子生物学技术成为全面客观认识自然环境中微生物

群落的有效途径。由于高温细菌独特的生存环境和

生理需求, 非培养技术成为研究高温细菌多样性的

主要手段之一。目前国际上对美国黄石国家公园热

泉[3,5]、冰岛和日本一些高温热泉[6−8]中的高温细菌

进行了比较深入的研究, 而国内对云南腾冲热泉的

研究开展较早并进行了系统研究, 但对华北地区热

泉的研究甚少。此外, 目前学者们对热泉微生物生

态学的研究主要集中在高温和超高温环境, 而对于

中低温环境系统的研究还相对较少。 
本研究通过构建 16S rDNA 克隆文库 , 对我国

华 北 地 区 两 个 不 同 温 度 的 中 低 温 热 泉 (68 °C 和

74.5 °C)中的细菌多样性及其系统发育关系进行了

分析比较, 研究结果可为该地区温泉生态系统的进

一步深入研究提供可靠的依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
样品采集于 2010 年 6 月, 河北承德地区不同温

度的两个温泉: 隆化县北温泉(A11)和围场县山湾子

温泉(A12)。水样采集后装于无菌瓶中, 储存于 4 °C
保温箱中, 尽快返回实验室进行操作。温度、pH、

电导率等参数现场测定, 并对样品所处的经纬度进

行了 GPS 定位。 

1.2  温泉样品中基因组 DNA 的提取 
取 1 L 水样于 0.22 μm 细菌滤膜上进行真空抽

滤, 将滤膜浸泡于 10 mL 无菌生理盐水中, 超声波

振荡 10 min, 然后用移液枪反复吹打使膜上细胞完

全进入溶液中。10 000 r/min 离心 3 min 收集菌体。

利用土壤基因组 DNA 提取试剂盒提取水样中的总

DNA(参照 MP bio 试剂盒生产商建议的步骤)。最后

将提取的总 DNA 于−20 °C 下保存。 

1.3  16S rDNA 基因片段的 PCR 扩增 
以提取的基因组 DNA 为模板, 使用细菌 16S 

rDNA 通 用 引 物 27F (5′-AGAGTTTGATCM 
TGGCTCAG-3′) 和 1492R (5′-TACGGYTACCTT 
GTTACGACTT-3′), PCR 扩增样品中的相应基因。

PCR 反应条件为: 95 °C 5 min; 94 °C 30 s, 52 °C 30 s, 
72 °C 2 min, 35 个循环; 72 °C 7 min。PCR 反应的产

物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.4  16S rDNA 克隆文库的构建 
利用 pEASY-T1 Cloning 试剂盒 , 将 PCR 产物

连 接 到 pEASY-T1 克 隆 载 体 上 , 并 热 激 转 化 到

Trans1-T1 感受态细胞中 , 然后涂布在含有 Amp/ 
X-Gal/IPTG 的 LB 平板上 , 于 37 °C 下静置培养

16 h。最后于 4 °C 静置显色 1 h 左右后 , 随机挑取

白 色 克 隆 , 重 新 纯 化 培 养 。 用 特 异 性 引 物 对

M13-RV 和 M13-M4 进行 PCR 扩增筛选插入片段。

将筛选出的阳性克隆进行测序 , 测序由上海生工

完成。  

1.5  序列分析与系统发育树的建立 
将所测得的 16S rDNA 序列, 运用 RDP (Ribo-

somal database project)网站的 Chimera Detection 程

序进行嵌合体的检验。然后用 Dotur 软件对所得序

列进行分类。最后运用 BLAST 程序将所得序列在

GenBank 数据库中进行相似性搜索, 并下载相似性

最高的序列和相似性较高的已知种的序列做参考。

将所有序列用 BioEdit 中的 ClustalW 程序进行比对, 
并用 MEGA 4.0 软件构建系统发育树。 

本研究所得序列均已提交 GenBank, 序列登录

号为 JF830120−JF830131。 
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2  结果与讨论 

2.1  样品的水质参数 
根 据 《 饮 用 天 然 矿 泉 水 检 验 方 法 》 (GB/T 

8538-2008), 对隆化县北温泉(A11)和围场县山湾子

温泉(A12)两个热泉中的钾、钠、钙、镁等 34 个项

目进行了分析(表 1 为部分数据)。 
 

表 1  两热泉水样水质检验结果 
Table 1  Physico-chemical characteristics of two hot 

spring samples 
参数 Parameter A11 A12 

GPS N: 41°42’41.0” 
E: 117°02’08.0” 

N: 42°23’53.9”
E: 117°46’03.4”

高程 Elevation (m) 967 1 077 

水温 Water temperature (°C) 68.0 74.5 

pH 8.08 8.13 

K+[ρ(B)/(mg/L)] 6.200 6.060 

Na+[ρ(B)/(mg/L)] 234.000 214.000 

Ca2+[ρ(B)/(mg/L)] 5.000 5.000 

Mg2+[ρ(B)/(mg/L)] 0.600 0.600 

CO3
2−[ρ(B)/(mg/L)] 6.000 6.000 

NO3
−[ρ(B)/(mg/L)] 0.530 <0.050 

SO4
2−[ρ(B)/(mg/L)] 134.000 33.600 

亚硝酸盐 Nitrate 
[ρ(B)/(mg/L)] 

0.003 <0.001 

偏硅酸 Metasilicicacid 
[ρ(B)/(mg/L)] 

44.300 61.400 

矿化度 Mineralization 
[ρ(B)/(mg/L)] 

832.000 797.000 

 
2.2  基因组 DNA 的提取 

本研究中 2 个环境样品(A11 和 A12)的细菌总

DNA 提取结果如图 1 所示, 其中, 1 为 A11, 2 为

A12。所提的 DNA 片段大小均约为 23 kb, 表明已获

得较为完整的细菌基因组 DNA。并且所提取的总

DNA 的 A260/280 比值在 1.83 左右, 说明 DNA 的纯度

较高可以直接用于 PCR。 

2.3  16S rDNA 全长的 PCR 扩增结果 
提取的总 DNA 经 PCR 扩增后, 用 1%的琼脂糖

进行凝胶电泳, 结果如图 2 所示, 其中 1-1 和 1-2 为

A11 的平行样, 2-1 和 2-1 为 A12 的平行样, C 为阴性

对照。由图可以看出, 用 16S rDNA 全长通用引物对

(27F/1492R)对两个环境样品中的细菌总 DNA 进行扩

增均可以获得单一目的条带, 片段长度约 1 500 bp。 

 

图 1  总 DNA 提取结果 
Fig. 1  Extracted genome DNA of bacteria 
 

 

图 2  16S rDNA 全长扩增 
Fig. 2  Amplified full-length 16S rDNA 
 
2.4  16S rDNA 基因文库的构建 

两个样品各随机挑取了 150 个白色克隆建立克

隆文库。以 M13RV 和 M13M4 为特异性引物, 少量

菌体为模板, PCR 扩增筛选阳性克隆。 

将两温泉中的阳性克隆进行测序, 并将所得序

列用 Dotur 软件进行分析, 2 个样品共得到 12 个基因

型, 其中 A11 为 9 个, A12 为 3 个。 

2.5  两温泉样品中细菌多样性及系统发育学

分析  
将每种基因型的代表序列输入 RDP 网站, 利用

Classifier 程序确定其系统发育类群。结果表明: A11
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文库中细菌克隆的 16S rDNA 序列分属 5 个细菌类

群 ( 图 3), 分 别 为 Alphaproteobacteria (6.25%) 、

Betaproteobacteria (50.00%) 、 Gammaproteobacteria 

(12.50%)、Deinococcus-Thermus (25.00%)、Firmicutes 

(6.25%)。而 A12 文库中细菌克隆的 16S rDNA 序列

仅属于一个细菌类群: 厚壁菌门(Firmicutes)。 
 

 

图 3  A11 文库中各类细菌所占的比例 
Fig. 3  Proportion of each phylotype in A11 clone library 

将 每 种 基 因 型 的 序 列 输 入 NCBI 网 站 , 用

BLAST 程序与数据库中已有的序列进行比对分析, 
主要比对结果如表 2 所示。 

从表 2 中可以看出, A11 (68 °C)文库中细菌多样

性水平明显地比 A12 (74.5 °C)文库中的高, 即温度

越高的温泉, 其中的细菌多样性水平相对较低, 这

表明温度是影响温泉中细菌多样性水平的重要因

素。此外, 两温泉的优势种群也不同, 其中 A12 的

优势种群为厚壁菌门, 所占比例为 100%; A11 的优

势种群为 β-变形菌门, 所占比例为 50.0%, 而厚壁

菌门在 A11 文库中仅占 6.25%。这可能是由于两温

泉样品中不同的理化因素所导致的差异。 
为了进一步了解这些细菌的系统发育地位, 除

了数据库中同源性最高的序列之外, 本研究还下载

了一些同源性较高的已知菌种的序列, 与所得序列

构建了 A11 和 A12 两个温泉样品中细菌类群的系统

发育树(图 4)。 
 

表 2  两温泉样品中细菌 16S rDNA 序列的 Blast 分析结果 
Table 2  BLAST analysis of 16S rDNA sequences of bacteria in two hot springs 

克隆号 
Clone ID 

基因频率 
Gene frequency (%)

系统类群 
Phylogenetic classification 

数据库中最接近种或克隆 
The closed specie or clone in datebase 

同源性 
Homology (%)

A11-71 6.25       Alphaproteobacteria Uncultured bacterium clone JSC8-A8 in  
Johnson Space Center (DQ532218) 99 

A11-3 37.50       Betaproteobacteria Tepidimonas ignava strain 
SPS-1037(NR_025041) 99 

A11-11 9.38       Betaproteobacteria Tepidimonas taiwanensis strain I1-1 in a hot 
spring (AY845054) 99 

A11-70 3.13       Betaproteobacteria 
Massilia sp. PmeaMuc24 in mucus secreted  
by a Pacillopora meandrina coral colony at 
Palmyra Atoll (EU249991) 

96 

A11-7 6.25       Gammaproteobacteria Uncultured bacterium clone nbw120g07c1 
(GQ008794) 99 

A11-10 3.13       Gammaproteobacteria Lysobacter taiwanensis strain SEK-1197 in hot 
springs (DQ323664) 99 

A11-16 3.13       Gammaproteobacteria Uncultured bacterium clone ncd190g09c1 
(HM265686) 100 

A11-9 25.00       Deinococcus-Thermus Thermus sp. NMX2 A.1 (L09661) 99 

A11-72 6.25       Firmicutes Crocinobacterium jejui strain SW2G-14T in 
dried seaweed (AM295339) 99 

A12-1 93.50       Firmicutes Anoxybacillus sp. X2 in a hot spring in  
Guangdong (HM032715) 99 

A12-12 3.23       Firmicutes 
Anaerobic bacterium Glu3 in biofilms on metal 
surface in alkaline district heating system 
(AY756145) 

95 

A12-23 3.23       Firmicutes 
Anaerobic bacterium Glu3 in biofilms on metal 
surface in alkaline district heating system 
(AY756145) 

97 
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图 4  基于 16S rDNA 序列的 A11 和 A12 文库细菌系统发育树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of bacteria in A11 and A12 libraries based on 16S rDNA sequences data in parentheses are the 
GenBank accession numbers 

Note: The numbers at the nodes indicate the levels of bootstrap support based on Neighbour-Joining analysis of 1 000 resampled datasets. 
 
下面分别描述主要类群代表克隆的系统发育

关系。  
(1) Alphaproteobacteria, α-变形杆菌纲的细菌绝

大多数是寡营养类型, 即能在相对贫瘠的营养环境

中生活。该类群细菌在 A11 文库中占 6.25%。只有

A11-71 一种基因型。A11-71 属于 Paracoccus (副球

菌属), 在系统发育树上与 Paracoccus sp. TDMA-8
聚 为 一 类 , 二 者 相 似 性 达 99% 。 Paracoccus sp. 
TDMA-8 是 Dalal Asker[9]等人从日本一个放射性物

质高含量的天然水体中分离出的, 可以生产虾青素
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和角黄素等类胡萝卜素。其中, 虾青素可以抗氧化、

防止紫外辐射、增强免疫力、缓解疲劳等保健功效。

副球菌属微生物可以形成聚−β−羟基丁酸盐颗粒 , 
好氧, 呼吸代谢, 主要生活在土壤、天然和人工的盐

水中。多数菌种可以在厌氧条件下, 以硝酸盐作为

替代电子受体进行生长, 因此, 副球菌属的微生物

可以用于生物修复系统[10]。 
(2) Betaproteobacteria, 在 A11 文库中占 50.0%, 

是 A11 文库中的第一大类群。包括 3 中基因型, 即

A11-3, A11-11 和 A11-70。 
其 中 , 克 隆 A11-3, 在 文 库 中 所 占 比 例 为

37.5%, 为 第 一 丰 富 的 序 列 类 型 。 该 克 隆 序 列 与

A11-11 序列在系统发育树上均聚在 Tepidimonas 属

一簇, 但二者分别聚在 2 个不同的亚簇。克隆 A11-3
与 Tepidimonas ignava strain SPS-1037 最接近, 相似

性高达 99%。Tepidimonas ignava strain SPS-1037 是

Claudia Moreira[11]等人 2000 年从葡萄牙中部的一个

温泉人工出水口中分离得到的 , 革兰氏阴性杆菌 , 
严格好氧, 兼性化能异养, 能氧化还原性硫化物形

成硫酸盐, 最适生长温度为 50−55 °C, 最适生长 pH
为 7.5−8.5。这一结果恰也体现了水质检测分析所显

示的 A11 中的硫酸根浓度比 A12 中高。而与 A11-11
最接近的是 Tepidimonas taiwanensis strain I1-1, 他

们之间的差异仅为 1%。该菌株是从台湾东屏的一个

温泉中分离到的[12], 能很好地在寡营养环境中生长, 
能产兼性蛋白酶, 最适生长温度为 55 °C, 最适生长

pH 为 7.0。 
(3) Gammaproteobacteria, 在 A11 文 库 中 占

12.5%, 包 括 3 种 基 因 型 , 即 A11-7, A11-16 和

A11-10。 
其中, Lysobacter taiwanensis strain SEK-1197 和

DD-1133 是用 BLAST 软件在 GenBank 数据库中比

对出来的与 A11-10 克隆同源性最高的序列, 同源性

均为 99%。Lysobacter 属的微生物为化能异养革兰

氏阴性杆菌, 好氧, 生长 pH 范围为 5−10, 能产水溶

性的棕色色素, 可降解几丁质及其它多糖[13]。 
(4) Deinococcus-Thermus, 在 A11 库 中 占

25.0%, 是除变形杆菌外最大的一个门。仅包括一种

基因型, 即 A11-9。 

从图 4 中可以看出, 克隆 A11-9 聚在栖热菌属

(Thermus)簇上, 与 Thermus sp. NMX2 A.1 和 Thermus 
scotoductus strain SA-01 密切相关。T. scotoductus 
strain SA-01(Kieft 等人于 1999 年从南非金矿地下水

中分离出来的兼性厌氧菌 )与 Thermus sp. NMX2 
A.1(Hudson 等人于 1989 年从新墨西哥一温泉中分

离出来的)都可以利用硝酸盐、Fe( )Ⅲ 、Mn( )Ⅳ 和 S°
作为末端电子受体, 并还原 Cr( )Ⅵ 、U( )Ⅵ 、Co( )Ⅲ

及含醌复合物蒽醌-2,6-二磺酸盐[14−15], 但不能产生

T. scotoductus strains X-1 和 SE-1T 可产的水溶性黑

色素[15−16]。此外, Skirnisdottir[17]等人从冰岛一个富

含 硫 的 温 泉 分 离 出 的 Thermus scotoductus strain 
IT-7254 也具有类似的性质, 可以利用 S°和硫代硫

酸盐作为能源进行生长。这也表明了 T. scotoductus
主要分布在地下热水中[15]。 

(5) Firmicutes, 厚壁菌门的细菌多数为低 G+C
含量的革兰氏阳性菌。很多厚壁菌可以产生内生孢

子, 抵抗脱水和极端环境。该类群细菌在 A12 文库

中为主要类群 , 占 100%, 而在 A11 文库中仅占

6.25%。包括 4 种基因型, 即 A11-72、A12-1、A12-12
和 A12-23。 

其 中 , 克 隆 A12-1 属 于 厌 氧 芽 胞 杆 菌 属

(Anoxybacillus), 在 A12 文库中所占比例高达 93.5%, 
是 A12 文 库 中 最 丰 富 的 序 列 类 群 。 该 克 隆 与

Anoxybacillus sp. X2、Anoxybacillus flavithermus WK1
以及 Anoxybacillus mongoliensis strain T4 等菌株亲

缘关系较近, 同源性均达 99%。Anoxybacillus 是一

类革兰氏阳性杆菌, 化能异养生长, 专性厌氧或兼

性厌氧, 嗜碱或者耐碱, 最适生长温度常在 60 °C 以

上, 分布在各种中高温环境中, 如温泉、地热区域、

堆 肥 体 [18−20] 。 其 中 , 该 属 细 菌 Anoxybacillus 
flavithermus 可以生活在饱和的二氧化硅溶液和乳白

色的硅华中, 因此该微生物可以作为研究泉华形成

的理想材料。菌株 Anoxybacillus flavithermus WK1
是从新西兰 Wairakei 地热电站的污水渠里分离得到

的。经研究发现 , 菌株 Anoxybacillus flavithermus 
WK1 可以通过多种途径影响泉华的形成, 例如它可

以通过形成凝结核和增大沉淀的表面积来促进泉华

的形成。此外, 它还可以通过生成生物膜和长链的



1624 微生物学通报 2011, Vol.38, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

多胺来调节泉华的形成速度进而控制所形成泉华的

内部结构[21]。 
克 隆 A12-12 和 A12-23 聚 在 醋 弧 菌 属

(Acetivibrio)一类, 但二者差异很大, 分别属于两个

不同的亚簇。通过 BLAST 软件在 GenBank 中得到

的与两个克隆同源性最高的前 3 个序列相同, 但二

者的同源性不同, 因此, 他们可能是该属的两个不

同种, 很有必要进行进一步的研究。 

3  总结 

综上所述, 分子生物学方法分析结果显示, 两

个不同温度的温泉样品细菌多样性水平差异很大 , 

其中, A11 (68 °C)分属 5 个细菌类群, 分别为: Fir-

micutes (6.25%)、 Deinococcus-Thermus (25.0%)、

Gammaproteobacteria (12.5%) 、 Betaproteobacteria 

(50.0%)、 Alphaproteobacteria (6.25%)。 而 A12 

(74.5 °C) 仅 属 于 一 个 细 菌 类 群 : 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)。由此证明, 温度是影响温泉中细菌多

样性水平的关键因子。此外, 两温泉的优势种群也

不同, 其中 A12 的优势种群为厚壁菌门, 而 A11 的

优势种群为 β-变形菌门, 这可能是由于两温泉样品

中不同的理化因素所导致的差异。 

A11 文库中的克隆的 16S rDNA 序列与许多已

知 的 好 氧 菌 亲 缘 关 系 较 近 , 如 Paracoccus sp. 

TDMA-8、Tepidimonas ignava、Lysobacter taiwanensis、

Thermus scotoductus 等 , 其 中 Paracoccus sp. 

TDMA-8 可以生产具有保健功效的类胡卜素, 并且

可以用于生物修复系统; Lysobacter taiwanensis 可产

生棕色色素, 降解几丁质和其他多糖; T. scotoductus

可还原重金属以及 Tepidimonas ignava 可以氧化还

原性硫化物。而 A12 文库中的细菌多数属于专性厌

氧或兼性厌氧型, 如厌氧芽孢杆菌属(Anoxybacillus)

细菌, 该属中的 Anoxybacillus flavithermus 可以作为

研究泉华形成的理想材料。由此可见, 氧气可能也

是影响两个样品中细菌多样性水平的重要因素。 

总之, 影响两个热泉样品微生物多样性水平和

群落结构的关键因素是温度、溶解氧等热泉理化性

质。本研究中两个不同温度的热泉样品与之前所研

究的热泉相比 , 其微生物群落结构存在着一定的

差异。这需要我们结合纯培养、原位杂交等方法作

进一步深入的研究 , 从而能更加清楚地理解热泉

生态系统中微生物的群落特征和优势种群所发挥

的作用。 
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