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摘要 利用多管采样器
,

在太平洋西经 1 7 7 04 2
’

2 0’’
,

北纬 10
’

35
‘

0 6’’ 的位置上
,

从水深 5 7 7 4 m 的

海底获得深海沉 积物样本
,

现场提取 D N A 进行保存
.

以此 D N A 为模板
,

利用古菌 16 5 r D N A 特异

引物扩增 出样 品中古菌 的 16 5 r D N A
,

将扩增所得的 16 5 : D N A 进行克隆
,

建立 了该样 品中古菌的

1 6 5 rD N A 文库
.

对 16 5 rD N A 扩增片段进行 了 R FL P 分析和序列分析
,

结果表 明这些古菌在系统

进化树上 的位置靠近
,

属于 C re n ar ch ae ot a 中的 I类海洋古菌类群
.

关键词 深海 沉积物 古菌 165
r D N A

古菌兼具细菌和真核生物的某些特性
,

古菌和

细菌同属原核生物
,

但是在分类地位上
,

古菌和真

核生物 亲缘关系反 而更近川
.

许多古 菌能在 超 高

温
、

高酸碱度
、

高盐及厌 氧环境等极端 环境 中生

活
,

具有独特的细胞结构和酶作用方式 [’〕
.

古菌主

要可分为两大类
:

广古生菌 (E ur ya rc hae ot a )和泉古

生菌(C re n a r e ha e o ta )
,

除此之 外
,

还存在 一类迄今

不能在 实验室 培养的超嗜热古 菌
—

古 生古 生菌

(K o r a re ha e o t a尸
’〕

.

E u r y a r e ha e o ta 是结构 松 散 的一

组
,

主要包括严格厌氧的产 甲烷菌
、

嗜盐菌和部分

极端嗜热菌 I‘
,

“〕; e r e n a r eh a e o t a 主要包括嗜酸嗜热

菌或利用硫作为氧化还原代谢物 的超嗜热的硫代谢

古菌I’
,

“〕; K o r a r eha e o t a 这类古菌的共同特征是 其

16 5 rD N A 序列 与陆地 热泉 古菌 具有 高 度 的相 似

性 〔‘
,

2 〕
,

在系统发育中位于比前述两类古菌更原始

的位置川
.

目前
,

绝大多 数古 菌还 不能 在实验 室纯化培

养
,

能培养的古菌不仅数量少
,

并且往往也非典型

种〔3〕
,

因而建立在微生物分离培养技术基础上 的传

统微生物鉴定
、

分类方法对自然界古菌的多样性分

析存在着极大的偏差
,

导致长期以来人们一直认为

古菌的分布仅限于一些 高温
、

高盐等极端环境 中
,

且种类有限
.

继 1 9 92 年 D eL on g 等在海洋包括近海

和沿岸海 区中首先发 现存在 丰富的海洋 浮游古 菌

后川
,

古菌在多种普通生态环境中如淡水湖闭
,

林

中土壤 [s] 等地陆续被发现
,

改变了古菌 只存在于极

端环境中的论断
,

成为了近代海洋生态学发展的三

大里程碑之一 建 立在微生物核糖体小亚基 (16 5

r D N A ) 序列分析基础上的分子系统发育分析方法可

以最大可能性揭示 自然环境状态下的微生物类别和

组成
,

揭示不同生物之间的系统进化关系
,

已经成

为微生物生态研究领域最重要的研究手段之一 目

前国际上通过 1 6 5 rD N A 来研究古菌和其他生物系

统进化关系的热潮方兴未艾
,

我国在这一方面的工

作刚起步
,

基本属于空白
.

热带海洋对全球气候变化的驱动作用正 日益受

到关注
,

这种驱动的一个重要表现是对碳循环 的影

响 [6j
.

在研究热带海洋对生物 圈物质循环
,

特别是

对碳循环的影响时
,

深海微生物的生物地球化学作

用是其中一个关键 环节
.

虽然近年来在研究近海海

底微生物群落参与碳
、

硫循环的工作已取得 了一系

列的成绩
,

但是在超过地球 表面 50 % 的深海 区域

中
,

有关深海微生物特别是古菌的作用
,

迄今为止

还不甚明了 [2, 7 一 9〕
.

由于古 菌对极端环境的特殊适

应性
,

在极端环境中甚至以优 势种大量存在
,

它在

深海生物圈中的作用不言而喻
,

因此在研究深海微

生物时对古菌的研究尤其重要
.

研究深海古菌在地球物质循环中的位置和作用
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的基础是充分了解深海沉积物中古菌群体的结构组

成
、

分布和相互关系
.

在本研究中
,

我们从中太平

洋近 赤道 区的 一个 站 点 (西 经 1 77
’

42
‘

2 0’’
,

北 纬

10
0

35
’

06
“

)现场提取并保存了深海沉积 物样品中的

D N A ; 构建了这些环境样品中古菌的 1 6 5 rD N A 文

库
.

通过对 16 5 r D N A 的 R FL P 和序列分析
,

研究

了深海沉积物中古菌的种群结构及其相互间的进化

关系
,

此项工作的完成为全面开展深海生物圈在物

质循环中作用的研究提供了前提
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

本实验研究的中太平洋近赤道 区的一个 站点

(西经 17 7
’

4 2
’

2 0
,, ,

北纬 10
’

3 5
’

0 6
,,

)MP 样品是 由执

行 D Y 10 5
一

n 航次大洋任务的大洋一号科学考察船

利用多管采样器从水深 5 7 7 4 m 的太平洋海底采集上

来的深海沉积物
.

上
.

将此混合液于 4 ℃
,

1 7 4 0 0 9 离心 30 m in
,

小心

去除上清液
,

D N A 沉 淀用 70 % 乙醇 洗涤后烘 干
,

溶于适量的 T E 缓冲液中
,

于 一 20 ℃ 存放
.

根据不

同用途
,

对此 D N A 样品进一步处理纯化
.

1
.

3 PC R 扩增

根据文献「3] 资料
,

由上海生工生物工 程技术

服务有限公 司合成了两条扩增古菌 1 6 5 rD N A 部分

片段的通用引物
:

A r c h2 1F
: T T C CG G T T G A T C CY G C CG G A

A rc h9 5 8 R
: YCC G G C G T T G AM T CC A A T T

(Y 为 C 或 T ; M 为 A 或 C)

Pc R 扩增按常规进行
.

扩增体系为 5 0 拌L
,

其

中 10 x Pe R 扩 增 缓 冲 液 5 拼L
,

dN T p s 4 仁L

(Z m o o l/ L )
,

两种引物各 0
.

5拼L (10 “m o l/ L )
,

Ta 穿

酶 Z U
,

以及 适 量 模 板
.

P CR 条 件 为 95 ℃ 变 性

1 m in
,

6 0 ℃复性 4 0 5 ,

7 2 ℃ 延伸 10 0 5 ,

共 3 5 个循

环
,

最后在 7 2 ℃再延伸 10 m in
.

1
.

2 深海泥样中微生物的富集和 D N A 的提取

(1) 配制人工海水 (每升含 3
.

0 9 N aCI
,

0
.

7 9

K C I
,

5
.

3 9 M g sq
·

7玩O
,

1 0
.

8 9 M g CI:
·

6H ZO
,

1
.

o g ca sq
·

2姚O )并 灭菌
,

以人工海水悬浮深海

沉积物 中的微 生物
,

离 心收集该微 生物后
,

利用

M O B IO 公 司生 产的 土壤 D N A 提 取 试剂盒提 取

D N A
.

(2 ) 采用经改进的深海微生物 D N A 提取法〔‘”l
,

取适量的深海沉积物 (10 9 以上 )
,

用经灭菌处理的

适量人工海水 (20 m L 以上 )悬浮洗涤后
,

于 4 ℃
,

1 5 3 9 离心 5 m in
,

收 集上 清液并 冰浴
,

共重复 3

次 ; 将 3 次所得上清液于 4 ℃
,

15 3 0 0 9 离心 3 0 m in

以沉淀富集样品中的微生物 ; 将收集到的菌体重悬

于裂 解 缓冲 液 (1 5 0 m m o l/ L N a CI
,

1 0 0 m m o l/ L

N处E D T A (p H 8
.

0 )中
,

溶 菌酶 1 5 m g / m L )
,

于

3 7 ℃ 轻 摇 温 浴 l h ; 随 后 加 入 SD S 和 T r is
一

H C I

(p H 8
.

0) 溶液至终浓度分别为 1 % 和 10 0 m m ol / L
.

同时保持溶液中的 N a CI 浓度 不小于 10 0 m m ol / L
.

将此混合液 于室温下放置 5 m in
,

然后 令其在液氮

中冻结
,

再于 65 ℃ 水浴锅溶解
,

如此反 复冻融 3

次 ; 最后加入 10 m ol / L 乙酸胺至终浓度为 2
.

s mo l/

L
,

于 4 ℃
,

4 3 50 9 离心 10 m in
,

收集上清液
.

在

上清液中加入 2
.

5 倍体积的 100 % 预冷 乙醇和终浓

度为 20 拼g / m L 的糖元 (或终浓度为 3
.

5 拼g / m L 的葡

聚糖蓝
,

购 自 si g m a )
,

然后于 一 70 ℃ 放置 Z h 以

1
.

4 16 5 r n N A 文库的构建

利用上海生工公司生产的 U N IQ
一

5 PC R 产物纯

化试剂盒纯化深海 D N A 样品中扩增出来的所有古

菌 16 5 rD N A
,

根据 Pro rn eg a
公 司生产的 pGE M

一

T

载体手册上的方案将回收所得的 PCR 产物克隆到

p
GE M

一

T 载体上
,

并转化到 x L
一

Bl u e
感受态细胞中

,

于 3 7 ℃培 养 2 0 h 左右 ; 初筛 出所 有的 白色 克隆
,

经菌落 PC R 再次鉴定筛选出所有阳性克隆
.

1
.

5 1 6 5 r D N A 的 R FLP 分析

在各个阳性克隆子的古菌 16 5 rD N A P CR 扩增

产物 中 加入 2 倍体 积 的 100 % 乙 醇 和 终 浓度 为

2
.

s m ol / L 的 乙 酸胺 溶 液
,

以 纯 化 回 收古 菌 的

16 5 rD N A片段
.

将回收得到的古菌 16 5 rD N A 用限

制性内切酶 M护 I和 八户 I 分别进行双酶切和单酶

切
,

然后在 5 % 的琼脂糖凝胶上进行电泳
,

以了解

各样品中所含古菌的类型和异同
.

1
·

6 16 s r D N A 序列测定与系统进化关系的分析

阳性克隆中的古菌 16 5 r D N A 由上海生工公司

进行测序
,

所得序列在 R D p (r ibo so m a l d a tab a s e p r o -

je e t)[川 中先利用 e陇e K
一

e H xME R A 进行序列有效

性验证
,

剔 除无 用 序列
,

将剩余序 列 进 行 S E
-

Q U E N CE
一

MA T CH
,

找 出 R D P 库 中相关序列
,

用

PH Y LIP
一

IN T E R FA CE 进行分析并构建了相应系统

进化树 ; 同时在 N C B I 上利 用 B la s t 搜索 G e n B a n k
,
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E MBI
, ,

D D BJ 和 PD B 上的所有序列
,

找 出相关序

列
,

确定样品中所含古菌所属的种类范畴 ; 结合这

两部分搜索结果和 P H Y L IP
一

IN T E R FA CE 构建的进

化树
,

挑选其 中的部分序列
,

利用 D N A MA N (ve r -

sio n s
·

1
,

I
一
y n n o n B io so ft)软件进行分析

,

利用邻接

法构建了系统发育树
.

而且酶切效果也不错
,

可 用于深海微 生物 D N A 随

机基 因文库构 建
.

但 后者 操作较 为 复杂
,

获 得 的

D N A 由于微量腐殖质酸的干扰
,

PC R 效果不稳定
,

因此在本研究 中仍然采用 前一种方法提取 D N A 作

为 PC R 模板
.

2 结果

2
.

1 样品的采集与 D N A 提取方法的比较

利用多管取样器从深海获得的样 品和取样管一

起直接送到船上的无菌室进行样品分离
.

在船上用

土壤 D N A 提取试剂盒现场提取 的 D N A 获得量非常

少
,

大约 1 9 深海沉积物只能获得 4 一 s ng D N A
.

在

所用样品相同的情况下
,

采用液氮冻融的提取方法

能获得较高浓度的 D N A (见图 1)
,

1 9 深海沉积物

可以获得大约 2 00
n g D N A

,

D N A 片段大 于 21 k b
,

2
.

2 古菌 1 6 5 r D N A 文库的 构建和 1 6 5 r D N A 的

R FL P 分析

取 D N A 约 2 0 n g 为模板
,

利用古菌 1 6 5 rD N ,、

通用引物进行 PC R 扩增
,

扩增结果如图 2
.

得到 的

扩增产物为约 9 0 0 bp 的片段 (位于 2 7 一 9 5 5 bp 处 )
,

是样品中所含各种古菌 16 5 : D N A 的扩增 混合物
.

将此 PCR 扩增产物 回收并克隆到 p G E M
一

T 载体上
.

经过筛选
,

结果显示 (见图 3 )
,

这些克隆中含有相

关的古菌 16 5 r D N A 片段
.

通过上述一系列筛选和

鉴定
,

最终构建了深海沉积物样 品 M P 系列中的古

菌 16 5 rD N A 文库
.

2 12 26 b P

5 I4 8bP

4 2 6 8bP
5 14 8帅
42 6 8帅

2 1 22 6 bP

2 0 2 7b P

15 8 4b P

图 1 深海沉积物样品总 D N A 提取部分结果

M
,

D N A 标 志 ; 1
,

土壤 D N A 提取试剂盒提取的 D N A ;

2
,

液氮冻融法提取的深海样品 D N A

图 2 深海沉积物样品中古菌 16 5 r D N A 片段的扩增

M
,

D N A 标志
; 1 一 6

,

深海沉积物样 品 MP 中 PC R

扩增所获古菌 1 6 5 rD N A 混合物

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11 12 13 14 15 16 17 1 8 19 2 0 2 1 2 2 2 3

2 12 26 bP

PPPsbsb7b4
艺nZ.,乙nU之J42

l5

l3

9

8

图 3 深海沉积物样品 中古菌 16 5 rD N A 文库部分克隆 PC R 鉴定结果

M
,

D N A 标志
; 1 一 17 和 19 一 23 为阳性克隆扩增结果

; 18 为阴性对照 (以 p G E M
一

T 载体为模板
,

无扩增片段 )
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将阳性克隆子 中古菌 1 6 5 rD N A 片段的 PC R 产

物 回收
,

以 R sa l和 腼P l 分别进行双酶解和单酶

解
,

结果发现双酶切和单酶切结果差别不大
.

深海

沉积物 MP 系列中的古菌 16 5 rD N A 通过 R FL P 分

析
,

属于至少 3 个不同的类型 (见图 4)

10 0仑/0

50 1/4 8 9 bP

4 0 4b P

3 3 lbP

2 4 2饰

19 0bP

图 4 深海沉积物样品中部分古细菌

1 6 5 r D N A 经 R sa l酶切分析结果

M
,

D N A 标志 ; l一 3 示 3 种类型的 R F IP结果

IM PI
一

A

2入尸 1
一

A

3入1】
〕
1
一

A

3M PS
一

A

gMPI
一

A

12MP4
一

A

6入IP6
一

A

gM P4
一
A

1 6MP6
一

A

ZM PS
一

A

1SM P6
一

A

2 1MPI
.

A

7MP7
.

A

1 1h lPI
·
A

1入1⋯P4
一
A

S MPll
一
A

1 9入卯7
一

A

SM P7
一
A

8入IP4
一

A

SM P4
.

A

1 2M P6
一
A

SMr 6
.

A

二二} 咎咎

lllll

2
.

3 古菌 16 5 rD N A 的序列测定和系统进化分析

根据古菌 16 5 r D N A R FL P 分析结果
,

按一定

比例随机选取 3 种不同类型的古菌 16 5 : D N A 阳性

克隆共 26 个进行测序
.

将所得序列先在 R D P 库 中

进行 C H E C K
一

CH IME R A
,

共 获得 22 个有效 序列
.

利用 D N AMA N 软件进行了初步分析
,

结果如图 5
.

一般而言
,

当古菌 16 5 : D N A 同源性达到 98 % 或以

上时
,

可以将这些古菌划分为 同一个种
.

根据这个

标准
,

以图中黑体标出的菌 株为代表
,

MP 系列 中

这 3 种 R FL P 类型 22 个古菌 16 5 rD N A 克隆可以分

成 8 个种
:

(1) 3 MPS
一

A
,

该种类 型克隆占测序克

隆的 50 %
,

其中类型 I有 3 株 (I MPI
一

A
,

Z MPI
一

A,

3 MP一A )
,

类 型 1 1 有 4 株 (g MP4
一

A
,

12 MP4
一

A
,

6 MP6
一

A
,

1 6 MP6
一

A )
,

类型 111 有 4 株 (3 MPS
一

A
,

g MPI
一

A
,

Z MPS
一

A
,

1 5 MP6
一

A ) ; (2 ) 5 MPl l
一

A
,

占测序克隆的
.

22
.

7 % ; 其中类型 I有 4 株 (1 M P4
-

A
,

S MP4
一

A
,

S MP7
一

A
,

19 M P7
一

A )
,

类型 111 有 1

株 (5 MP ll
一

A ) ; (3 ) 1 1 MP I
一

A
,

属 于 类 型 I ;

(4 ) 2 1 MP I
一

A
,

属于类型 11 : (5 ) 5 MP4
一

A
,

属于

类型 I ; (6 ) 8 M I〕6
一

A
,

属于类型 111 ; (7 ) 12 M P6
一

A
,

属于类型 I; (8 ) 7 州 [P 7
一

A
,

属于类型 11
.

(3 )一 (8 )种

类型的克隆都只有一个
,

分别占测序克隆的 4
.

5 %
.

将这 22 个序列与 R D P 库 中所有 已收集的古菌

16 5 r D N A 序列进行序列配对 比较分析
,

找 出相关

古菌
,

初步构建 了样品中古菌的 系统发育树
,

分析

图 5 深海沉积物样品 M P 系列中古菌

1 6 5 r D N A 序列同源性比较结果示意图

图中 2 2 个序列所代表的菌株根据 R FLP 结果可划分为 3 种类

型
,

这 3 种类型根据序列同源性比较结果可分为 8 种菌株
,

其

中黑体字部分的菌株分别为各不同种古菌的代表菌株

了样品 中古菌 的系统进 化地位
.

然后 结合在 Ge
n -

B a n k
,

EMB L
,

D l】习 和 PD B 中的搜索结 果
,

利 用

D N A M[A N 中相关分析软件分析比较了样品 MP 系列

中古菌与其他检索到的古菌〔
2 一 5

,

7
,

’‘一 ‘“〕之间的关系
.

以样 品中各个种的代表菌株 11 M p l
一

A
,

21 Mp l
一

A,

S N [P 4
一

A
,

8 侧[P 6
一

A
,

12 MP6
一

A
,

7 MP 7
一

A
,

3 侧 [P 8
一

A

和 5 Ml〕1 1
一

A 为代表
,

并根据同源性比较结果从数据

库 中挑选出属 于 no nt he ~
pful ic cr

e

nar
c ha欣〕ta

~ ne

gro
u p l 中 的相 关 古 菌

,

同 时 挑 选 了 细 菌及 E ur
-

yarc
h
翻

a
中的若干 16 5 r D N A 克隆子为外类群 (。ut

-

g ro 飞lp )
,

共同参与系统进化树的构建[7, ‘“〕
,

建立了样

品中古菌之间及其与其他古菌
、

细菌之间的系统发育

树 (图 6)
.

从进化树可看出从 MP 样品中克隆到的古

菌 16 5 r D N A 克隆在进化地位上靠近 C re

~
ha el ma

-

ri ne g rou p l中其他古菌
,

具有相同起源
,

都属于 no n -

tha rn 1 0 phil ic C re

~
ha 以 ~

ne g ro 叩 I这一类群
,

而

且此类群在进化地位上比 E u ry a rc haeo ta 处于更先进的

水平
.

根据 16 5 rD N A 序列变化差异
,

从分子水平上

进行分析所得的结论表明古菌和细菌虽然都属于原核

生物
,

但在进化地位上具有不同起源
.
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o b a Tn e n S 工 S
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细菌

图 6 深海沉积物样品 M P 系列中古菌 165
r D N A 克隆与其他相关古菌 165

rD N A 克隆子之间的系统发育树

本系统发育树是根据已测定的古菌 16 5 r D N A 序列之间的同源性比较结果
,

以邻接法 (ne igh bo
r
一

joi ni ng )构建而成
,

用于反映古菌

彼此间的系统进化关系
,

本系统发育树 h 叉〕tstr 即Pi ng 值经 10 0 0 次测算而得
.

关 ,

以此线长为单位代表核昔酸 5 % 的置换概率 ;

C R A 7
一

11 。m (A Fl l g l 2 6 )
,

大西洋西北部 2 6 0 0 m 左右的深海沉积物中的古菌 16 5 r D N A 克隆子
; JT A2 6 6 (A日)1 5 2 7 8 )

,

日本海湾寒

流区 (co ld
一

se
e p 儿

e a )最深处沉积物中古菌 1 6 5 o N A 克隆子
; pM e 1A l o 3 (超0 1 9 72 5 )

,

取自日本 Myoj in K no 一l附近 1 33 s m
,

温度

达 10 0 ℃热液区出 口处的样品中无法培养古菌的 1 6 5 : D N A 克隆子
; pM e ZA I (A BO 1 9 7 2 3 )

,

取 自日本 M州 in K n o ll附近 13 3o m
,

温度达 180 ℃热液区出 口处的样品中无法培养的古菌的 165 rD N A 克隆子
;
Pl v w AZ (AB 0 1 9 7 3 0 )

,

取自日本 lh ey a

Ba
sin 处深达

9 7 2 m
,

温度达 3 0 0 ℃的热泉中的样品(温度达 10 0 ℃ )中古菌的 1 6 5 : D N A 克隆子
; e e n a r e

hae urn sym b io s u m (u 5 1 4 6 9 )
,

寄生在海

洋海绵体组织中的嗜寒性泉生古菌
,

可在 10 ℃生长
,

多种功能性基因已确定
; T s10 C2 9 9( A f 0 5 2 9 4 6)

,

荷兰 NO R T H SE A T S 10

站点处海水样品中的无法培养的古菌 16 5 rD N A 克隆子
;

c6 (u 7 1 1 1 2 )
,

海洋环境样 品 中尚未鉴定的 G ro 叩 I海洋古菌
; w H A R Q

(Msso 7 9 )
,

w H A R Q
,

海洋环境样品中浮游古菌的 1 6 5 r D N A 克隆子
; G re e n B ay fe rro m a n g a n o u s m iero no d u le a r eha eo n A R C 12

(A F 2 9 30 19 )
,

G ree n B a y 淡水样品 中无法培养的古菌 1 6 5 o N A 克隆子
;

SB A R S (M 8 80 7 5 )
,

s a n t a B ar b ara 海峡中的浮游古菌 16 5

rD N A 克隆子
; A rc heao

n n o
.

1 1 (D s7 3 4 9 )
,

M a ria n a 海沟 1 1 o o o m 深处沉积物 中无法培养 的古菌
; A p A3

一

OC M (Af
,

1 1 9 1 3 6 )
,

CR A 7
一

n 。m (AF ll9 1 2 6) 和AP A4
一

OC M (A Fll 9 13 8)
,

从大西洋沉积物中克隆到的无法培养的古菌 16 5 rD N A 克隆子
; pMCZ A2 28

(ABO 19 7 3 5 )和 pM以从0 3 (A B 0 19 7 3 7 )
,

取自日本 M yoj in K n o ll附近 i3 3s m
,

温度达 1 5 0 ℃深海热液 区处深海样品中的无法培养的

E u r yac h a

以
a 16 5 : D N A 克隆子

,

Met h皿ot h e

rmu
s soc iabi lis(虾0 9 52 7 3 )

, e u珊 a eh a e o t a 16 5
r l〕N A 克隆子

; R h o
面

th e

rm
u s

Ob am
e n s is

(A F2 1 7 4 9 3 )
,

H y p ho m ieo b iu m s u lfo n ivo r ans (A F5 3 8 9 3一)和 M y e o p la sm a o p a le
se e n s(A F 5 3 s9 6 z )

,

细菌 1 65 ro N A 克隆子

3 讨论

本研究选取了位于
“

西太平洋暖池
”

区和 中国

多金属结核合同区中间太平洋中部一个位点的深海

沉积物样品进行实验
.

“

西太平洋暖池
”

在东南亚
-

新几内亚地区
,

位于三大板块相互高速汇聚的接合

部
.

该地区由于地质构造运动
,

生物多样性十分明

显
.

中国多金属结核合同区是我国与国际海底管理

局签订的具有深 海多金属 结核优先开采权的水域
,

面积约 9 只 10 14 k m Z ,

我国在享受优先开采权的 同

时
,

也承担了保护生物多样性的义务
.

对中太平洋

这个站点古菌多样性分布的研究
,

不仅可作为基本

参照阐述西太平洋地质构造运动对生物多样性形成

的作用以及我 国前期 10 余年矿产资源调查研究对

东太平洋生物多样性的影响
,

而且这个站 点 (西经

17 7
’

4 2
’

2 0
” ,

北纬 1 0
’

3 5
‘

0 6
,,

)也是 目前国际大洋钻探
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和深海生物多样性研究的一个空 白点
,

本研究结果

有助于促进对全球古菌多态性分布和功能的了解
.

一般在对 16 5 r D N A 进行 R F LP 研究时
,

所采

用的限制性内切酶通常为识别位点为 4 bp 的限制性

内切酶
,

如 几介户 I(即 月毕口 11)
,

八
‘

Z云 I(即 尺s a x )和

Ha
。 H l等

,

本研究中
,

最初我们采用了 Ms p l 和

八了及 I这两种酶分别对古菌 16 5 r D N A 进行双酶切
,

电泳发现不同样品双酶切带型区别不大
.

随后我们

随机挑选了若干个克隆进行测序
,

利用 D N A MA N

软件对所得 16 5 r D N A 序列进行了酶切结果分析和

酶切模型模拟
,

发现用 人广h l进行单酶切所得的带

型更有利于不 同样 品的 区分
,

因此 我们就选择 了

A五2 1 对古 菌的 16 5 rD N A 进行 R FL P 研究
.

最终

根据 R F LP 结果
,

我们从 MP 系列样品古菌 1 6 5 rD
-

N A 克隆子中
,

挑选了一定数量的克隆进行了测序
.

我们通 过 16 5 r D N A 序 列分 析等方法 对西 经

1 7 7
0

4 2
‘

2 0
,, ,

北纬 1 0
0

3 5
‘

0 6
,, ,

水深 5 7 7 4 m 的站点的

深海沉积物 中古菌 的群体结构和组成进行了研究
.

结果表明该站点的古菌属于
n o n the rm o p h ilic e r e n a r -

c ha e o ta m a r in e g r o u p l 这一类群
.

有报道指 出海洋

中表层古菌大部分属于 E ur ya rc h ae ot a
这一大类

,

而

深海及深海沉积物 中的古 菌则大部分属于 Cre n ar
-

ch ae ot a
这一大类〔‘5

,

‘“〕
,

本研 究结 果再次证实了这

种观点
.

从本文构建的系统进化树中可以看 出
,

同

属于 m ar in e g ro 叩 I 的古菌品种丰富多彩
,

来源各

不相同
,

有的来自淡水湖
,

有的来自湖沼
,

有 的来

自近海岸海水
,

有的来自深海沉积物
,

有的来 自海

域寒流区
,

而有的又来 自海洋热液 区
.

但这些来源

各不 相 同 的古 菌都属 于
n o n th e r

m o p h ili。 e r e n a r -

ch ae ot a ,

这说明古菌其实分布非常广泛
,

不仅可适

应极端环境
,

也可以在普通环境中大量存在
.

热液

区样 品中的古菌并非全部都是嗜热古菌 ; 而可能是

耐热古菌
,

可在高温下也可在低温下生存 ; 本文研

究的样品取样点水温大约在 2 ℃
,

能在此低温环境

中生存的古细菌应该至少可以说是耐低温古菌
,

但

这些古菌 16 5 rD N A 和同属于 m a r in e g ro u p l
,

生活

在温度 高达 100 ℃ 以 上 的 热 液 区 非 嗜热 古 菌

pM e iA lo 3 [ 7 ]和 pM砚A i [ 7 ] 的 1 6 5
rD N A 具有相 当

高的同源关系
,

这说明亲缘关系很近的古菌其温度

敏感性有很大差异
,

也从侧面反映了低温古菌可能

源自于嗜热古菌tZ 〕
.
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