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摘要 通过流式细胞计数和构建环境样品 16 5 rR N A 基因的克隆文库
,

分析了珠穆朗玛峰地区东绒布冰

川冰雪微生物数量和菌群结构特征及其与季节变化的关系
.

珠峰地 区冰雪微生物的 16 5 r R N A 基因序列

分属于 a
,

p
,

-Y 变形菌纲
,

放线菌门
,

厚壁菌门
,

C阳
,

蓝细菌
,

真核质体
,

待定门 T M 7 共 9 大类
,

以-Y 变

形菌纲为主要类群
,

其中 A ic ne ot b a c et ; 和 eL
c le cr ia 属是整个菌群中的优势属

.

微生物的数量和菌群结

构具有明显的季节特征
,

夏季微生物的数量高于冬季 ; 菌群结构具有一些共有属种的同时
,

在夏
、

冬季

雪中具有各 自特有的属种
,

共有属种推测是青藏高原局地源的微生物
,

序列同源性分析结果表明
,

夏季

较多细菌属种与海洋环境相关
,

冬季细 菌则具有更强的耐冷性
.

微生物明显的季节变化可能是受珠峰

地区夏季和冬季不同水汽来源的影响
.
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珠穆 朗玛峰 (简称珠峰 )因独特的 自然地理条件

和复杂的地质构造
,

为世界各 国的科学工作者所瞩

目
.

珠峰地区在我国
、

东亚乃至全球气候环境变化中

起着非常重要的作用
,

在该地 区 已进行了大量 的冰

川和雪冰化学研究
,

恢复了百年以来珠峰地区气候环

境信息和人类活动的影响等 l ’
一
6]

.

但此前的研究大都

集中在雪冰的无机化学方面
,

对微生物的研究相当少
.

19 75 年
,

中国科学院珠峰地区科学考察队曾对

珠峰地区的真菌和藻类进行了考察17, 8]
.

熊克娟等人 9[]

对喜马拉雅山希夏邦马峰的雪样进行分离培养
,

从 2

个样品中分离 出生存于寒冷条件下的酵母菌
,

菌数

分别为 6
.

g x l o 6 和 z 7
.

g x l o 6 细胞m/ L
.

B a g h e l a 等人 l ’ “ l

研究了喜马拉雅山位于印度的第二大冰川 G an g ot ir

中耐低温生长 的蛋 白水解细菌
.

oY
s hi t ak a

等人 I川对

喜马拉雅山南坡 aY fa 冰川中雪藻的生物量及群落结

构随海拔高度的变化进行了研究
.

近年来
,

在青藏高

原开展了冰芯 中微 生物与气候环境关 系的研究
.

姚

檀栋等人 l ’ 2
一

川研究了青藏高原马兰冰芯细菌菌群结

构变化与环境的关系
,

指出冰芯细菌优势类群 的垂

直分布 反映了微生物对不同时期环境 变化 的响应
,

细菌数量与氧同位素记录的温度变化负相关
.

向述

荣等人 l ’ 5 1对慕士塔格冰芯可培养细菌的数量分布和

主要菌群结构随深度的变化研究表明
,

细菌数量与沙

尘输送有密切的对应关系
,

不动杆菌和 A ict
n
ob ac et iar

菌群可作为主要指示菌来反映微生物对冰川环境条

件的响应
.

珠峰北坡地区微生物的研究 尚属空白
,

在 2 0 05

年 4 一6 月中国科学院第 4 次珠穆朗玛峰地区科学考察

活动中
,

我们对东绒布冰川 6 50 0 m 惹普拉娅 口处的

冰雪微生物进行了研究
.

本文首次报道 了珠峰地区

冰雪细菌数量及群落结构
.

在本研究中
,

用流式细胞

仪检测 了细菌数量
,

利用分子生物学技术构建 了冰

雪微生物环境样品的 165
r R N A 基因文库

,

并结合冰

雪中可溶性离子
、

重金属元素等多项环境指标
,

探讨

了细菌的群落数量与结构的季节变化及其环境意义
.

1 材料与方法

( i ) 雪坑样品的采集及实验室分析
.

2 0 05 年 4

月 2 8 日在珠峰东绒布冰川惹普拉娅口 (海拔 6 5 20 m )

挖取 1 个 l
.

7 m 深的雪坑 (图 l)
,

该雪坑剖面上每隔

巧 c m 采取微生物雪样
,

分装人 I L 洁净灭菌的

N al ge ne 瓶 中
,

在野外及运输过程中样品一直处于冷

冻状态保存
.

同时在雪坑剖面上每隔 5 c m 采取雪样
,

检测其稳定氧同位素比率
、

主要可溶性离子及重金属

元素 的含量
,

样 品装人预先清洗过 的聚乙烯 塑料小

瓶中
,

冷冻保存
.

采样时娅 口温度为一 11
.

6 ℃
.

穿洁净

服戴无菌手套进行所有操作
.

WWw
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微生物的数量在厦 门大学近海海洋环境科学国

家重点实验室用流式细胞仪 (B e ekma n eo ul t r e
公司

,

型号 E iP c s
lA tr a

n )检测
.

稳定氧同位素比率在中国

科学院寒区旱 区环境与工程研究所冰芯实验室 由

M -AT 25 2质谱仪测定
.

主要可溶性阳离子 (C
a +2

,

M g +z,
K

+ ,

N H 4 + ,

N a +

)和阴离子 ( P o 4 3一 ,

N o 3一 ,

e 一
,

5 0 4 2一 )由中

国科学院青藏高原研究所环境与过程实验室 iD
o
ne

x

2 0 0 0 及 2 5 0 0 型离子色谱仪测定
.

重金属元素在中国

科学院南京土壤研究所土壤与环境分析测试中心用

原子荧光光谱仪 A F
一

160 A F
一

2 5 00 和等离子发射光谱

仪 (xC P )测得
.

( 五) 环境 D N A 样品的提取及 165
r R N A 基因的

扩增
.

对雪坑剖 面上 6 个样品提取 D N A
,

并进行

165 rR N A 基因扩增和构建基因克隆文库
.

所有试剂

均为新鲜配置
,

高压灭菌或过滤除菌
.

将雪样从一20 ℃冰箱中取出置于 4℃下缓慢融化
,

将约 I L 融水用 0
.

22 林m 无菌 M iil ip or e
微孔滤膜过滤

.

将膜放入离心管中
,

加人 G T E 缓冲液 ( 50 m m 。

比 葡

萄糖
,

2 5 mm o l几肠 15
,

2 5 m m o l几 介15
一

H C I
,

10 m m o

ljL
E D认 (p H 5

.

0 ))及溶菌酶 (终浓度 1 m gm/ L )
,

3 7 ℃水浴

Z h 后将液体转入新的离心管
,

加入 10% 的 s D s
,

or 林L

蛋 白酶 K (终浓度 0
.

2 m g z毗 )
,

5 m o l几 的 N a e l
,

5 3℃

水浴后加人等体积的酚
:
氯仿

:
异戊醇 (25

:
24

: l) 抽提
,

离心后取上清加人 2/ 3 体积的氯仿
:
异戊醇

,

离心后

加人异丙醇置于一 20 ℃过夜沉淀
.

取 出后高速离心
,

弃上清
,

加人 70 %预冷的乙醇清洗
,

弃上清室温下风

干后加入 T E 缓冲液将 D N A 溶解
,
一20 ℃下保存

.

以细菌通用引物 2 7 f (5
`一

A G A G了 r TG A T C T G G C -T

C A G
一

3
’

)和 1 3 9 2 r (5
’ 一

A C G G G C G G T G T G T R C
一

3
`

)对样

品进行扩增
.

P c R 反应体系 (30 林)L 含
: 1 林L D N A 模板

,

3 匹缓冲液
,

1
.

8 林L d N T P, 正反向引物各 .0 5 林L 和

0
.

2 匹 aL aT q D N A 聚合酶 (宝生物工程大连有限公

司 )
.

P C R扩增条件是
:
94 ℃预变性 5而 ;n 94 ℃变性 30 5,

5 5 CC 复性 1 irn
n ,

7 2 ℃延伸 1 m i n
,

3 0个循环 ; 7 2 ℃延伸

10 m in
.

将灭菌水用同样方法过膜后提取 D N A 并扩

增
,

用作阴性对照
.

( i ) 16 5 r R N A 基因克隆文库的构建及筛选
.

将
P c R 产物用 D N A 纯化试剂盒 (宝生物工程大连有限

公司 )纯化后
,

连接克隆到 pM D 1 8
一

T 载体 (宝生物工

程大连有限公司 )
,

并转人 E
.

co il D H 5a 中
,

建立 6

个层位雪中细菌的 165
r R N A 基因文库

.

在每个基因文库中随机挑取 75 一 100 个克隆以

M 13 正反向引物进行 PC R 扩增
,

扩增产物在 1
.

5% 的

琼脂糖胶中电泳
,

确定阳性克隆
.

将 巧 匹 阳性克隆

的 PC R 产物分别用 hH
a l 和 滩户 I 酶进行酶切

,

以

3% 的琼脂糖凝胶电泳分析限制性酶切带型
.

将不同

的克隆根据这两组酶的酶切带型结果进行归类
,

每

种带型中挑选一个克隆测序 所有测序在上海英骏

生物技术有限公司 A BI 3 7 3 0 测序仪上完成
.

同时根

据文库酶切分 型 的结果计算克 隆 文库 的覆 盖率

1 28 8 WWW
.

8 0 lC h i n s
.

0 0 m
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( C
o v e r ae g) 并进行多样性 分析 ; 覆盖率计算公式 为

co v
e r ae g二 【 l一( 带型仅出现一次的克隆子数 /总克隆

数) ] l x00 % l
’ “
; ]多样性指数包括带型

、

克隆数
、

优势

度
、

Sim p so n
指数

、

Sh a n no n指数及 Ev e n ne s s
指数

,

均

通过统计软件 PA S T (h t t p : // fo l k
.

u i o
.

n o /o h a m m e

rP/
a s t )

计算得到
.

( iv ) 16 5 rR N A 基因序列的比较及系统发育树的

构 建
.

所 获 得 序 列 首 先 通 过 嵌合 子 检 测 程 序

C IH M E RA _ c H E c KI ’ 7 ]检测是否为嵌合子序列
.

然后

在 G e n B a n k数据库 (h t tp : // w w w
.

n e b i
.

n lm
.

n i h
.

g o v儿 la s t )

和 R i b o s o m a l D a t比 a s e P r oj e e t 9
.

0 数据库 (h t tP : l l r d p
.

c m .e m su
.

e d u) 中与已知细菌的 16 5 r R N A 基因序列进

行比较
,

选取最 同源的序列进行序列归属分析和构

建系统发育树
.

将序列连同参比序列用 lC us at Xl 1
.

80

进行碱基序列的多重 比对
,

比对结果用 p h y l ip 3
.

6 3

软件包的 D N A D IS T 程序进行 iK m ur a 2
.

0校正并计算

进化距离
,

序列 的归属使用软件 D O T u R 按 .0 03

(9 7% 的一致性 )的标准在属的水平上进行确定
,

同时

用 P h yl iP 软件包中的 N EI G H B O R 程序构建邻接法进

化树
,

s E QB o o T 程序用于添加 B o o t s t ar p 值 ( 20 0 次 )
,

古菌 M e rh a n o t h e

mr
u s fe o i d u s 的 16 5 r D N A 序列用作

外类群 (o u t g r o u p )
.

本研究中得到的 165
r R N A 基因序列均已提交

G en B a n k数据库
,

序列登录号为 D Q 3 2 3 0 8 1一 D Q 3 2 3 l l s
.

2 结果

.2 1 雪坑子
8 0 的测定及季节的划分

青藏高原南部降水中稳定同位素比率 (夕“ 0 )具有

明显的季节变化 [ ’ “
一

20]
,

夏季降水主要受西南季风的

影响
,

夕“ o 值为低值
,

冬季降水主要 由西风带输送而

来
,

子“ O 值为高值
.

根据珠峰地区雪 中子
“ 0 值的特征

(图 2)
,

对雪坑进行了季节划分
.

本次研究的雪坑 1
.

7 m

的积雪代表了 2 个季节旋回
,

夕
“ o 峰值区 (6 2 ~ 9 8 。

m,

15 8一 1 7 0 c m )代表冬半年沉积
,

低值区 ( 0 一 6 2 e m
,

9 8 一 15 8 c m )代表夏半年沉积
.

本次野外考察时发现绒

布冰川上没有 20 0 4~ 20 05 年度冬季积雪
,

夕” 0 值也表

叮~ -

— 一
r ~ - 一
l 尹

夏季 夏季

800600姗
016()80。160800十

飞切--tO之ōH之
4Ù80002-642乙一

、
.

一芝璐界一侧

0000284
...J

、
s0j

, , 人 : :
, ,

:
_ _

{
成 4 0

」
_

_ 了丫}扩
_

l _ _
_

_
: 认

,

0汁= . 叫` 函~ 尸一贾” 一~ 甲甲~

03020功06(j4()20

畜
l 6

8

0

000642

铡即舶

#’0 {
80 ,

卿 冲 {
一 一 一 深度 cI/

11 一 一 一

0(j()O0()K000602080400

86421-

12 0

深度 /c ll l

1 1 6 0引18

一

ló4 O

图 2 珠峰地区东绒布冰川雪坑中氧同位素比率
、

微生物数量
、

雪密度
、

主要可溶性离子和金属元素随深度的变化

WWW
.

S C IC h i n a
.

C 0 m
1 2 8 9
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现出这一特征
,

因此该雪坑缺失 2 0 0 4~ 2 0 05 年度冬半

年 6 ’ 8 0 较高值
,

应该在冬半年为高值的 c a +2 和 M g +2

等可溶性离子也表现出相 同的结果
,

但重金属元素

却在雪坑上部有高值
,

则说明了尽管 2 0 0 4 ~ 2 005 年的

冬半年降水很少
,

溶于水的可溶性离子含量低
,

但由

于冬半年的干沉降作用
,

总元素 (如 C a ,

M g 等 )还是

出现了较高值
.

.2 2 细菌丰度

珠峰地区雪样用流式细胞仪检测的细菌个数为

5
.

7 x l 0 3一 2
.

3 x l O4 细胞 / m L
,

15 一 3 0 。 m 处夏季沉积雪中

的细菌数最大
,

次之是 12 0一 13 5 。m 处的夏季雪
.

近表

层 。一 1 5 c m 的细菌数最少 (5
.

7 xl 护细胞加工 )
,

60
一 105 cm

处冬季雪的细菌数为次低值 .(6 9 xl o 3细胞 /mL .)

.2 3 冰雪微生物的 16 5 r RN A 的克隆文库及序列分析

我们构建了珠峰地 区东绒布冰川冰雪微生物的

16 5 r R N A 的克隆文库
,

共检测得到 2 29 个克隆子
,

用

同样方法处理的阴性对照没有出现亮带
,

说明实验

结果可靠
.

所得到的 6 个克隆文库覆盖率均达到 80 %

以上
,

表明挑取的克隆子数量已足够能反映出群落结

构的面貌
.

所得克隆子经两种内切酶的酶切筛选共得

到 35 种带型
,

通过测序得到 35 条 1 65 r RN A 基因序列
,

序列通过嵌合子检测程序验证表 明均为正常的 165
r R N A 基因序 FIJ

.

它们分属于 a
,

p
,

争p or te o b a e re r i a
,

A c r i n o ba e et iar
,

iF撒 i c u et s ,

yC t op h ag
a 一

月d v o ba c et ir u m
-

B a c et or ide
s (C FB )

,

伪
a n o b a e t e r ia

,

E u
ak yr

o t i e c h lo or
-

夕la s t 和 MT 7 e a n d id a et 夕九夕zu m
,

共 9 大类 3 1个属
,

9

个为未定属
,

可能代表新的属
,

结果列于表 l
,

图 3

表 1 珠峰地区东绒布冰川细菌 16 5 r R N A 序列
“ )

克隆号 G e n B a n k 序列号 分类 属
各层位中数量

R B L
一

3 R B L
一

4 R B L
一 5 R B L

一

7 R B L
一

9 R B L
一

10

皿以以以仪仪

l 2

5巧4

一ó,一气él
,.1

l0l4

l,̀132231137

,̀
9

R B L 4
一

6 3

R B L g
一 34

R B L 10
一

69

R B L S一 32

R B L 7
一

59
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图 3 珠穆朗玛峰地区东绒布冰川冰雪微生物群落 165 rR N A 基因序列的系统发育树

采用邻接法 ( ne i ghb or 一of in ng )构建得到
,

外类群 ( ou t g r
ou )P 为古菌 Me ht an

口ht e

mr us fe vr idu
: 的 16 5 rR N A 基因序列

,

标尺代表核酸替代率
,

分枝上的数值为 自举值 (B oo stt
r ap

,

ID 0 次 )
,

u nc l as isf ied 代表未能确定到属的水平的序列
.

(a) a 一

变形菌纲
,

p
一

变形菌纲
.

待定门 TM 7 ;

(b ) 羊变形菌纲 : (e ) C F B 类群
,

放线菌门
,

厚壁菌门
,

蓝细菌 : (d ) 真核叶绿体 16 5 rD N A 序列

为 根据 这 些 序列构建 的 系统 进 化树
.

由 图表 可

见
,

-Y 尸or et ob ac et r ia 是珠峰地区冰雪细菌中主要类群
,

占总数的 64 %; iF mr icu et 、
占总数的 or %

,

p
一

尸or et o -

ab ct er ia 占总数的 9%
,

yC an ob ac et iar 占总数的 6%,
a
一

尸 m et 口 b a c et ir a 和 A c it n o bac et ir a 各占总数的 4%
,

其他

类占总数的 3%
.

-Y尸or et ob ac et iar 中有 14 个属
,

其中

A ic n e ot b a c et : 和 eL cl e cr ia 所占数量最多
,

分别为 42 %和

3 8%
.

iF o i c u et s
的 2 个属中 A n o xy b a c il l u s

占了 9 6%
.

p
一

尸or et ob ac et iar 中有 14 个属
,

其中 A c

ido vo axr 占了

75 %
.

这 3 大类都是以 l一 2 个属在数量上占绝对优势
.

WW W
.
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伪
。 拄口 bac et iar 有 2 个属

,

a- 尸or et ob ac et iar 有 5 个属
,

C BF 类群有 2 个属
,

这 3类中各属数量基本相当
.

G en B an k 数据库 中的 lB as t 结果显示珠峰地区雪

中微生物的一些属种与其他冰冻圈中微生物有很好

的同源性
,

根据 .0 03 的标准使用 D O T U R 软件进行聚

类分析
,

发现 了 5个珠峰地区的序列在属的水平上与

南北极和青藏高原的嗜冷 (耐冷 )菌有很好的相似性

(表 2 )
.

3 讨论

3
.

1 细菌数量的季节变化及其环境意义

( i ) 细菌数量的季节变化
.

珠峰东绒布冰川雪

坑剖面细菌数量随深度的变化如图 2 所示
.

细菌数量

具有 明显的季节特征
,

夏季沉积的雪 中的细菌量远

远大于冬季沉积雪
,

夏季高值 .(2 3对 0 4 细胞m/ )L 是冬

季低值 (6
.

9 xl 03 细胞 /m )L 近 4 倍
.

雪中的细菌主要是

外来的
,

数量受两方面的因素影响
,

一是湿沉降和干

沉降
,

即水汽和粉尘中携带细菌数量的多少
,

二是细

菌沉积后在冰川上的存活机率和繁殖的速率
.

夏季

温度较冬季高
,

空气湿度也大
,

更适于细菌存活
,

湿

沉降及干沉降中附着的细菌也较多
,

降落后细菌在

雪面上存活和繁殖的可能性也较冬天高
,

因此夏季

沉积雪中的细菌也较多
.

研究表明
,

玻利维亚 S aj am
a

冰芯中 12 ak 湿冷气候时沉积的细菌量要大于现代干

冷气候时的细菌量 2l[ 1
.

iL u
等人 22[ l认为湿冷的气候可

增加植被的密度
,

产生更多的可携带细菌的有机颗

粒
,

如花粉等
,

而且湿冷 的气候可 以减少细菌脱水
,

增加了存活的机率
.

珠峰地区的水汽来源在夏
、

冬季

迥然不同
,

夏季南亚季风从印度洋带来大量水汽
,

且

途经印度
、

尼泊尔等大量植被覆盖的地区
,

将会带来

大量 的细菌
,

潮湿且温暖的气候又使得大量细菌随

气团传输并存活
,

沉降到冰川后又可能在雪面繁殖
,

这二个方面的作用使得夏季雪中有较多的细菌
.

日

本 aT t ey a m a 山海拔 2 4 50 m 处雪中细菌生物量研究表

明
,

c 尽 o b a e et r i u m 尸妙c人
orr

h i l u m 等在夏季 ( 3一 10 月 )

快速生长 123 ]
.

青藏高原马兰冰芯中细菌数高值与冷

期 相对应 「̀2
,

’ ” l
,

历史时期 的冷期与暖期是长时间尺

度上相对冷暖的概念
,

与现代夏
、

冬季温度差是不一

样的
.

珠峰
、

马兰所处位置不同
,

马兰冰芯地处高原

北部
,

其周围以沙漠和戈壁为主
,

冷期时大量的粉尘

携带来较多的细菌
,

冰芯中相对应层位 的细菌数也

较高
.

( il ) 细菌数量与雪层物化特性的关系
.

细菌数

量与雪层物理性质关系不大
,

和雪密度没有直接的相

关
.

在 40
一
50

。 m 处细菌数量最高值
,

雪密度为 39 k g l ln 3 ,

但在 7 5~ 95
c m 处

,

雪密度为 33 k g lm 3 ,

细菌数却是雪

坑中的最低值
.

在 5 0 ~ 7 5和 9 5一 120
c m 处细菌数相当

,

但雪密度却分别为 52 和 3 5 gk /m ,
.

图 2列出了可溶性离子 N +a
,

c a +2
,

5 0 4 2一 ,

PO 4 3一 ,

N o 3一 ,

N H 4 +及 A I
,

F e
,

P, 5 1 随深度的变化曲线
.

在

P 0 4 3一 ,

N O 3一 ,

N H 4 +

高值时
,

即营养相对丰富的时期
,

细菌数并没出现相应的高值
,

细菌数与其他离子和

元素的相关性也不显著
,

说明雪的化学性质不是决

定细菌量的主导因素
.

珠峰雪中细菌

表 2 珠峰地区东绒布冰川与其他冰冻环境中细菌的相似性比较

其他细菌 G e n B an k 序列号 冰冻环境 相似性

吸%呢%%%喂凭吸呢吸厌%989899999998%弘95%9899%R B L g
一

34 A F 4 7 9 3 7 8

R B L g
一

5 1 A J 4 4 0 9 8 6

A Y 3 15 17 2

R B L 7
一

3 7

R B L 7一2 2

R B L 3
一

16

R B L 7
一

4 4

R B L 10
一

19

R B L 10
一

2 0

R B L S
一 3 2

R B L 3
一

13

R B L 7
一

4 5

R B L 7
一

5 9

A Y 3 15 17 7

A Y 3 I 5 18 1

A F 0 7 6 16 2

A Y 2 18 5 9 6

A Y 4 3 9 2 7 2

A Y 4 3 9 2 7 2

A F 39 50 36

A F 0 76 16 2

A Y 4 3 9 2 6 0

A Y 16 9 4 2 3

南极 hT y l o r D o m e
冰川冰

南极湖

冰川冰及冰川沉积物

冰川冰及 冰川沉积物

冰川冰及 冰川沉积物

南极永久湖冰

南极沉积物

北极格陵兰冰芯

北极格陵兰冰芯

南极 Vo
st o k 湖增生冰

南极湖冰

北极格陵兰冰芯

北极格陵兰冰芯

12 9 2 w w w
.

S O IC h l n a
.
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.3 2 细菌群落结构与季节的关系

雪坑中 6 个层位的细菌有不同的群落结构 (表 3)
,

-y p or r e o b a e et r i a 存在于 6 个层位中
,

F imr ie u t e 、 和

p
一

尸or et ob ac et ir 。 出现在 5 个层位中
,

其他类则在不同

层位各有分布
,

这种群落结构的不同与马兰及慕士塔

格冰芯中不同深度的细菌层状性分布特征相似 〔̀ 3, ’ 5

],

说明雪层中微生物对不同环境变化的反映
.

表 4列出了不同层位克隆文库的多样性指数
,

多

样性最高的层位是冬季沉积的 R B L
一

7
,

夏季沉积的

R B L
一

4 中细菌的多样性最低
.

R B L
一

7 (冬季雪 )的细菌

数 ( 6 9 63 细胞 /m 3)是 6 个层位中最低的
,

但多样性却

最高
,

夏季沉积的 R B L
一

9 中细菌数 ( 2 0 6 8 9 细胞 /m 3
)

是 R B L
一

7 的 .2 97 倍
,

是 6个层位中最高的
,

但多样性

却很低
,

S h an no
n 的值远远低于 R B L

一

7
.

和数量一样
,

冰雪中细菌的种类也是多种因素 的综合
.

水汽和尘

埃的源区及传输途径是决定细菌种类的最重要 的影

响因素
,

冬半年西风急流 由干旱 区带来 的细菌与夏

季海洋性季风带来的细菌在种类上会有很大的区别
.

另一方面
,

不同细菌对极端环境
,

如低温
、

缺氧
、

强

辐射等的适应能力也影 响雪中的细菌的种类
.

夏季

雪细菌数量 比冬季高
,

但多样性低于冬季可能是受

上述多方面的影响
.

珠峰地 区细菌的群落结构有 明显的季节性差异
,

显现冬
、

夏季两种群落面貌
.

9 个属仅在冬季沉积雪

中出现 ; 7 个属和 7 个未定属仅存在于夏季 ;7 个属和

l 个 未定属 为冬夏 季共有属 ; 其 中 A ic ne tob ac t er
,

乙e e ze cr ia 和 A n o x y b a e i l l u : 属是 3 个主要的共有的属
,

在数量上也是优势属
,

属于这 3 个属的克隆占总量的

6 1%
.

A ic ne ot ba
c et ; 属广泛存在于土壤和水环境中

,

估

计淡水中每升含量超过 1护
,

在土壤中存在的 A ic ne t
-

口b a ct 。 : 可降解多种复合化合物
,

如卤化芳香族物质
、

酚
、

多氯联苯 (P c )B
’ )

.

由于该属在环境中的多种来源

和较高的数量
,

较多能被气团携带并随雪沉积
,

因而

在冬夏季雪的 6 个层位 中均有分布
,

并且是数量最多

的属
.

该属也分布在全球其他冰雪环境中
,

在南极

aT y l o r D o m e
冰芯中分离获得 A c i n e ot 占a e et r 。 a l e o a e e

ict
“ 。 纯种 121 1

,

BR
L g

一

n 与此纯种的同源性达到 98 %.

eL
c le cr ia 属是肠菌的一种

,

在水
、

植物
、

食品
、

病

人的唾液
、

血液
、

伤口等多种环境中均有分布
`〕, 从印

度油田储存油泥 1 0 0 多年 的坑里分离出 L 。 。 l。 ; ic a

ad ce a kr oxy al at 纯种 24[ ]
,

发现能降解 2一 3 个苯环的多

表 3 珠峰地区东绒布冰川各大类细菌在雪层中的分布
“ )

A e t 以 Y C F B C y a n o
E u k盯 T M 7

,.工

2006
, ,,J

42-R B L
一

3

R B L
一

4

RB L
一

5

R B L
一

7

RB L
一

9

R B L
一

10

所 `片比例

13 9

1 2 9

4
.

3 7 % 4
.

3 7% 8 7 3% 6 4
.

19% 1
.

3 1% 6
.

1 1% 10
.

0 4 % 0 4 4 % 0 4 4 %

a ) A e t
,

A e t i n t) ba c r e r i a : a
,

a
一

p ro r e o b a e t e r i a : p
,

p
一 p ro t e o b a c r e r i a : Y

,

y- p or r e o b a e t e r i a ; C y a n o
,

仰
a n o b a c t e r i a : F i rm

,

F imr i e u ze s : E u ka r, E u走a v-r o t i e

〔
、

h l o or P l a s t: T M 7
,

TM 7 e a n d ida t e P h y l u m

表 4 珠峰地区东绒布冰川细菌 R F L P 多样性指数

带型

克隆数

覆盖率

优势度

S h a n n o n 指数

s i m p s o n 指数

E v e n n e s s 指数

R B L
一

3

l l

3 8

8 4
.

2 %

0
,

19 25

1
.

94 5

0
.

8 0 7 5

0
.

6 3 6

R B L
一

4 R B L
一 5 R B L

一

7 R B L
一

9 R B L
一

10

8 8
.

8 %

0 3 3 14

0
.

6 6 8 6

0
.

4 7 3 9

9

4 1

9 2
.

6 %

0 2 1

1
.

80 5

0
.

7 9

0
.

67 56

l 3

3 5

8 2名%

0
.

13 4 7

2 2 5 3

0名6 5 3

0
.

7 3 2 2

8

3 2

87
.

5 %

0 2 4 6 1

1
.

6 3 5

0
.

7 5 3 9

0
.

6 4 1

l I

3 8

8 6
.

8 %

0
.

2 0 7 8

1
.

9 4 2

0
.

79 2 2

0
.

6 3 37

l ) T h e P r o k a yr o t e s
.

h t tP : / / 14 1
.

15 0
,

15 7
.

1 17 : 8 0 8 0 /P r o k P U B / in d e x .h t m

w w w
.

S O IC h i n a
.

C 0 m
1 2 9 3
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环芳烃从而引起人们的重视
.

Le cl o rca i属数量在珠峰

地区菌群中位列第 2
,

在冬夏季的 5个层位均有分布
,

北极格陵兰冰芯 中也分离到与来 自人类及动物粪便

相似的序列 25[ l
,

该属在雪 中的大量存在可能与青藏

高原及珠峰地 区的家畜主要为耗牛有关
,

而且耗牛

也是珠 峰高海拔区登 山活动中主要的运输工具
,

其

活动范围可到位于 65 0 0 m 的珠峰登山前进营地
.

同

时
,

在广大的藏区
,

牛粪作为主要的燃料在庭院中晒

干并贮存
,

使得青藏高原及珠峰地 区有丰富的肠菌

生境
,

推测 eL cl o cr ia 属可能来 自大量的耗牛粪
,

也可

能是风尘带来土壤 中附着的
.

虽然在北极格 陵兰冰

芯
、

南极土壤
、

青藏高原马兰冰芯中都分离出可降解

复合有机化合物的细菌
,

如 c BF 类群的细菌 [”
,

,
.42 .52 e],

但珠峰雪中 2 个具有降解功能的属种在数量上占总

数的一半 (5 1% )
,

此外还存在同样具降解复杂芳香族

有机物的 C BF 类群的细菌
,

这一现象值得深人研究
.

iX
e
等人 127 〕在喜马拉雅山 70 00 m 达索普冰芯中检出

了源于石油残余物的有机质
,

表明这一偏远的
、

处于

对流层 中上部的地区 已受到人类活动有机质的污染
,

污染源主要来 自中东地 区和印度
.

对本研究同一雪

坑的雪样 PO P s 研究结果也表明
,

各个层位中都存在

多环芳烃
,

含量与北极和阿尔卑斯山区相 当 (未发表
,

王小萍私人交流 )
.

珠峰冰雪微生物群落中主要种群

具降解功能
,

说明微生物表现 了与其他环境参数相

一致的信息
,

但这是否是生物对环境 的反应及其之

间的关系
,

还有待进一步的研究
.

A n a 丫y ba
o ill “ 、 属在 5 个层位中都有分布

,

占总数

的 10 %
.

A n o
xy b a ic “ us 分布于热泉 口

,

是喜温菌
,

可

产生抱子 128 1
.

北极格陵兰冰芯中 l
一

17 与 1
一

43 序列与

冰岛地热 系统中获得 的喜温菌 hT
e

mr
“ 、 、 co ot du

c ut 、

同源相似 【25]
,

说明极 冷环境下也可能存在随气团搬

运的非嗜冷和耐冷菌种
.

珠峰雪中 A no xy b ac ill
u 、 属

的菌种可能来 自青藏高原上众多的热泉
.

冬夏两季共有的属除前面所述的 3 个属外
,

还有

a
一

尸八声et o
ab

c et 而 中的 SP h in g o m 口n as 属
.

p
一

尸勿et ob ac et 血
中 A c

ido
v o

axr 属
.

-Y 尸or et ob ac et iar 中 1 个未定 属
.

0
口 n o方a c re alr 类的 hC

a m a e s iP h o n 属
.

助 h in g o m o n a s 属

中的种较大部分细菌能经受辐射与脱水
,

能在恶劣

的条件下生存
,

因此能随气团传输 ; 在南极土壤
、

南

极 Vo st o k 冰芯和植物中都有分布129 ,30 ]
.

Aic do vo axr 是

一 种植 物 病 原细 菌
,

有 些纯 种从 盐 沼 中分 离 l3j .]

伪 an ob ac te ir a 是含叶绿素能进行放氧型光合作用的

1 2 94

原核生物
,

有强的抵抗力
,

可在贫痔沙滩荒岩上生长
,

称为
“

先锋生物
” ,

在沙漠
、

南极冰
、

热泉等多种极端

环境中出现 24[ ]
.

在夏季出现的 14 个属中含 a
一

尸or et 口 bac et r ia 中的

& 砰户户i a 和 尺u e g e r ia 属 : p
一

p or et o b a e et r i a 中 R h o d叼fe axr
属和 1 个未定属 ; -Y尸or et ob ac t er ia 中 eY sr in ia 和

nE et or b a c et : 属 及 5 个 未 定 属 ; iF mr icu et 类 的

B er v i b a e i l l u s ,

C F B 类群的 F le c ot b a c i l l u , 以及一个和

反加卿
ti e e人zo

orr al s t 相关的克隆
.

刀 u e g e r ia a

alt
n ti e a

为海洋菌种
,

可降解 由海洋浮游植物生产的生源气

体二甲基硫 (D M )S 及其前身二甲基硫丙酸 (D M s )P 32I ]
.

& 卿 , ia 是将海洋性土壤杆菌属 (A g or b ac et ir “ m) 划出

的一个新属
,

`了口p p ia s et “ “ la at 为 及砰即 ia 的模式种
,

s勿即 ia m a r in a
分 离 自潮 间带

.

研究表 明
,

所有 的

& 哪 , ia 种都 可氧化 C o
,

具有 C o d e h y d r o g e n a s e

(e o x L )基因 [33 1
.

尺人o d ofe axr fe r r i er d u c e n s
是一种从海

湾表层沉积物中分离出来能还原 eF ( nI )的细菌
,

即使

在 4℃时仍能生长并还原 F e( m )34[ ]
.

这些属都与海洋

环境相关
.

珠峰地区夏季水汽是 由南亚季风从孟加

拉湾和阿拉伯海带来
,

水汽及降水凝结核都可能是

细菌的附着体
,

夏季雪中细菌也相应地呈现一种
“

海

洋性面貌
” .

uE ka 理 o t i e e h lo or p la s r 是 来 源 于 藻类 的 16 5

rR N A 基因序列 35[ ]
,

指示该地区冰雪中可能含有雪藻
.

孔
s h i t a k a 等人 [川的研究表明

,

喜马拉雅山南坡 5 4 3 0

m 冰川雪藻数量为 .0 g xl 护 细胞 /m L
,

喜马拉雅山北

坡 6 3 5 0 m 的雪藻尚待进一步研究
.

本研究的 R B L 4
一

22

序列是首次从冰雪样品构建的 165
r RN A 克隆文库中

获得的可能和藻类相关的 165
r RN A 基因序列

.

在冬季出现的 9 个属中
,

有 a
一

尸or et ob ac et ir a
中

难加 ia
,

R o s e o b a e te r 属 ; p
一

尸or te o b a e te iar 中 uC vr iab
e te r ,

p lo a or m o
na

s 属 ; --y p or et o
加

c et ir a
中 R h o

da
n o
ba

c et r 和

A let or m o n a , 属 ; A e ti n o b a e et r i a 中 B er v ib a e et r i u m 属 ;

e F B 类 群 的 尸才̀ v o吞a e et r i u m 属 ; yC
a n o方a c et r i a 中

勿
n e e h o e o c e u : 属 ; ca

n j iaa
et p h y l u m TM 7 大类滩户p i

a

属分离 自猫 抓病病人 口 腔
,

后来 从 医院水系 中获

得 136 J
.

R os eo b ac et ; 属 由好氧的海洋性细菌组成
,

对全

球大洋中 R os eo b ac et : 细菌进行研究发现在两极海区

中数量最高137 ]
.

尸o la or m on
a 、 v

ac uo la at 为分离 自南极

P a m le r
半岛海水 中嗜寒的气泡非 自氧细菌 138 ]

.

A I
-

et or m on
a 、 为异养

、

耐冷
、

轻
一

中度嗜盐菌
,

存在于海

水和海冰中
,

从南极海中也分离出该属种
,

有的纯种

WW w
一

S C IO h ln s
.

C 0 m
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生存于深海热液口 12 4
,

3 9 ]
.

ca
n j i由 r。 J i v is io n T M 7 是由

一些特有的环境序列构成的新 的细菌分支
,

序列有

来 自泥炭沼泽的 l 个序列
、

成熟森林土壤的 2 条序列

及矿石冶炼炉的 7条序列圃】
.

本研究在冰雪环境获得

该 序列
,

拓宽了该类序列 的可能生境
.

lF va ob ac l 。
-

ir “ m 在青藏高原 的马兰冰芯
、

古里雅冰芯中都存

在 l ’ 3 ,2 ’ 1
.

冬季雪中微生物与海洋和陆地多种环境相

关
,

这可能与珠峰地区冬季大气环流有关
,

冬季西风

急流从干旱半干旱 区带来大量 陆源尘埃
,

同时也带

来北大西洋的水汽
.

海洋性气团和干旱区的粉尘
,

使

得冬季有比夏季更复杂的源区环境
,

细菌的多样性

也高
.

冬季雪 中的细菌普遍比仅在夏季 出现的属显

示更强的耐冷性
,

这可能是因为冬季较低的温度
,

在

传输过程对细菌进行了筛选
,

只有那些耐冷的菌种

才能抵抗严寒
,

随降雪沉积于冰川
.

4 结论

珠峰地区冰雪 中含有丰富的微生物
,

这些微生

物可能来 自海洋陆地等多种环境
,

呈现出较高的多

样性
.

细菌的数量与群落具有明显的季节特征
.

夏季

雪中细菌量要大于冬季
.

珠峰地区冰雪中细菌具丰富的

多样性
,

3 5个 16 5 rRN A 序列分属 a
,

p
,

-Y尸or r e o占a e t e r i a

A e ri n o ba c et r i a
,

F imr i c u t e s
,

C BF
,

yC
a n o b a c t e r i a

,

E u -

ka 尽 o t i e e h l o orr la s r
,

C a n d ida t e 夕h夕l u m T M 7 共 9 大类
,

以 卜 p or t e o ba e et r i a 为主
,

其中 A e i n e ot b a e et r 和 乙e -

。 le cr ia 属是整个菌群中的优势属
,

占总数的 51 %
.

珠

峰地区夏
、

冬季雪中细菌具不同的群落结构
,

夏
、

冬

季雪中的细菌在有共有属种的同时
,

又具有不 同的

属种
.

共有属种以 A o ine t 口b ac et : 和 eL
c le cr ia 属为主

,

可能是青藏高原局地源的菌种
,

夏季较多细菌属种

与海洋环境相关
,

冬季细菌则与海洋和陆地多种环

境相关
,

并具有更强的耐冷性
.

多项环境指标与微生

物群落的综合研究表 明
,

雪的物理性质和营养物质

不是微生物数量的决定性因素
.

细菌数量 和群落结

构的季节差异
,

是受珠峰地区夏
、

冬两季大气环流和

气候特征的影响
.

致谢 本 工 作 受 国家重 点 基础 研 究发 展 计 划 (编 号 :
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