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摘要 

 i

摘  要 

海洋环境中蕴藏着丰富而独特的微生物资源，许多海域的微生物资源尚待进

一步挖掘。本研究结合富营养培养和寡营养培养的措施，从南海西部海域分离得

到一批细菌，并进行了初步研究，为这批菌株的进一步利用奠定了基础。主要结

果如下： 

1、采用 NB、DNB、R2A、DR2A、2216E、D2216E、LB 等多种培养基从 

南海西部海域沉积物中分离得到 140 株细菌； 

2、综合菌落、菌体形态特征观测、生理生化实验和限制性酶切片段长度 

多态性（RFLP）实验分型的结果，挑取 17 株代表性菌株，扩增其 16S rDNA 并

进行测序。测序结果表明，测序成功的 14 株菌分属 Bacillus、Micrococcus、

Halobacillus、Stenotrophomonas 等几个属，其中芽孢杆菌有 10 株，该属细菌具

有较高的多样性。 

3、采用液体培养基富集培养，通过聚丙烯酰胺变性梯度凝胶电泳（DGGE） 

检测发现，富集培养后微生物多样性较低。 

4、生理生化实验表明，所分离得到的 17 株细菌中，多数可产淀粉酶、酯 

酶，且部分菌株具有较高的酶活，说明这些细菌对糖类物质和脂类物质具有较高 

的降解利用能力，在原位环境中碳的生物地球化学循环可能发挥着重要作用，并 

可能具有一定的工业利用价值。 

 

关键词： 细菌多样性；16S rDNA；南海；沉积物 
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Abstract 

 ii

Abstract 
In this research, we improved the pure culture technique, and the denaturing 

gradient gel electropherosis technique was applied to study the bacterial diversity 

variation of the enriched samples from the sediments of western area in South China 

Sea to evaluate the improved pure culture technique. In the same time, we extracted 

the 16S rDNA of strains puried by solid media, after cloning, sequencing, the 

phylogenetic relationship of the bacteria was analysed. The main results were as 

follows: 

1. 140 bacterial strains was isolated from the sediments of western area in South 

China Sea by 7 kinds of solid media(NB、DNB、R2A、DR2A、2216E、D2216E、

LB). 

2. 16S rDNA was extracted from the enrichment samples cultured with 7 kinds 

of solid media were sequenced. The results revealed that the 14 bacterial strains was 

from Bacillus、Micrococcus、Halobacillus and Stenotrophomonas. 

3. After extraction of DNA from enrichment samples cultured in liquid media,  

the V3 region of 16S rRNA gene was amplified using the primers (GC-341F and 

517R). The PCR products, about 200 bp were separated by DGGE.. Analysis of the 

DGGE profiles showed the information of bacteria diversity of the enrichment 

samples cultured in different conditions. 

4. The results of physiology biochemistry experiment showed that most of 17 

strains could produce kinds of enzyme. So, these strains perhaps have some industrial 

values.  

Key Words：Bacterial diversity；16S rDNA；South China Sea；sediment 
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第一章 绪论 

 

1.1 海洋细菌研究概况 

海洋沉积物覆盖了地球表面超过 2/3 的面积。直接的细胞证据表明洋底以下

800m 沉积物中还有微生物的活动。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 1/2～5/6，占全球生物总生物量的 1/10～1/3 [1]。目前的研

究表明，海洋微生物不仅在海洋生态环境和物质循环中具有极其重要的作用，也

是各种新型生物活性物质的潜在来源。由于世界面临严重的资源、环境和人口问

题，海洋生物资源包括海洋微生物资源的开发与多样性的研究已成为各沿海国家

和地区关注的热点。 

国际上对海洋细菌的研究始于 19 世纪。1838 年德国人 Ehrenberg 首次分离

并报道描述了第一株海洋细菌——折叠螺旋体(spirochaeta plicatilis)。1914 年前

苏联科学家 Issatchnko 出版了第一部海洋细菌学专著《北冰洋细菌的研究》

(Investigation on the Bacteria of the Glacial Arctic Ocean)。1939 年版的《伯杰氏细

菌鉴定手册》(Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology)中 1335 种细菌中有

86 种细菌是从海洋中分离出来的[2]。Zobell 对海洋微生物作了大量研究工作，基

本确立海洋微生物学的研究方法。Kriss(1959)又发表了有关深海微生物学的著

作。 

南海具有典型的边缘海特征,不仅与大洋水体如太平洋、印度洋不同,同时又

与同样是边缘海的黄海、东海也有很大的区域差别。其位于西太平洋边缘，靠近

西太平洋暖池区，是一半封闭性的具有广阔的陆架区的海域，北面为亚洲大陆,

东面为菲律宾群岛,东南面为巴拉望岛和加里曼丹岛,南面为印度尼西亚,西面则

是位于中南半岛的越南。南海的面积约达 3. 5×106km2,平均水深超过 1 800 m。

它仅通过少数海峡与外海相通,除了吕宋海峡的最大水深超过 3 000m,其余海峡

均较浅,多数深度不足 100m，水文地理环境复杂，在多个区域存在上升流，兼具

开阔大洋和边缘海的特征，几乎包括了各类典型的海洋生态系统，如河口生态系、

陆架生态系、上升流生态系、珊瑚礁生态系和红树林生态系等。南海西部海域指

南海西部陆缘地区（东经 115°以西海区 ）,其北侧、西侧和南侧分别为华南大

陆、中南半岛、马来半岛与加里曼丹岛所环绕。海底地形地貌复杂  ,西部的中

南半岛东部陆架相对窄长 ,呈带状分布 ,海水深度变化大 。 
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1.2 海洋细菌的活性及其群落结构与功能 

    海洋微生物是海洋生态系统中的重要组成部分 ,在海洋生物地球化学循环

中起着重要的作用，是海洋微食物环的重要组分 ,作为分解者和二次生产者 ,

影响着颗粒有机物的溶解与沉降、溶解有机物的形成和消耗、无机营养盐的形成

等生态过程 。细菌群落结构是其整体功能的基础，在海洋环境中有着重要的意

义，一直是微生物生态学研究的重点问题。首先，群落结构决定了生态功能的特

性和强弱；其次，群落结构的高稳定性是实现生态功能的重要因素；再次，群落

结构变化是环境变化的重要标记，是群落功能改变的需求。作为微食物环核心的

异养细菌在海域中的群落结构特征与其在海洋环境中的活性特征密切相关，是研

究的热点问题。海洋环境中异养细菌的数量分布、群落结构特征存在着时空的差

异[3, 4]，其群落结构的控制因素尚不清楚，但可以肯定的是在一定的海区，异养

细菌的群落结构特征受某一种或者几种但不是全部环境因素的调控。Benjamin

等[5]运用 T－RFLP 分析了东亚北太平洋区的细菌的 16SrRNA 基因，并将细菌群

落结构变化和海区化学生物等海洋参数进行了比较，结果发现，异养细菌结构稳

定，但依赖于浮游植物生产力和光，这和 Gonza Lez(2000)[6]和 Suzuki 等[7](2001)

的研究结果类似，他们发现异养细菌的群落结构特征和叶绿素 a 的水平相关联。

Benjamin 在随后研究了异养细菌在外加几种营养物质氨基酸、N－乙酰葡糖胺、

几丁质之后的变化，发现异养细菌并不对所有营养物质都有响应，说明一种特殊

的 DOM 对它们起重要作用，类似于 Moore 和 Kirchman(1999)[8]、Cotterll 和

Kirchman(2000)[9]、Wood，L. YU 和 Kirchman (2000)[10]、Zubkov(2001)[11]等在不

同海域的研究结果。充分表明了异养细菌的群落结构特征受特定海域某种关键因

素的控制，同时也是对该海域物质和生态状况的反映。对于异养细菌本身的代谢

活性及其对海域的生态功能的研究也是海洋微生物在碳的生物地球化学循环中

重要作用研究中的重要方面。 

Davey 等[12](2001)在北大西洋东北海域中对不同区域和不同深度海水中的β

-葡萄糖苷酶、氨肽酶和碱性磷酸酶活性的分布以及不同区域细菌群落结构进行

了研究，结果表明细菌胞外酶活性和细菌群落结构存在着空间分布的差异，并且

两者之间有一定的关联。随着研究的深入，研究人员倾向于在细菌群落中寻找出

具有特定生态功能的细菌，这些细菌有可能是在微食物环中起主要作用的生态功

能菌。Cottrell 和 Kirchman 等[9, 13](2000)开始尝试用 FISH 技术对一些系统发育上
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特殊的群落进行研究，发现它们也有着特殊的功能。Cho 和 Giovannoni(2004)[14]

通过对海洋贫营养海域的γ－变型杆菌在不同温度和碳浓度条件下的生长特性

的研究，发现它们的活性特征和它们的系统发育地位密切相关。在可培养和不可

培养技术结合确定微生物群落中特殊种群技术建立的基础上[15, 16, 17],研究人员开

始了对具有特殊功能的特殊种研究这一基础性的工作[18]，相关的研究表明在一定

的细菌群落结构中起关键作用的是该群落中处于优势地位的种属。因此，由群落

结构的整体作用和特性的研究到其活性和主要生态功能类群的研究，是对海洋环

境微生物的活性与其群落结构关系研究的深入，是微生物在微食物环中重要作用

研究的重要方面。 

 

1.3 微生物群落结构分析方法的发展 

微生物群落结构和多样性解析技术的发展大致可以分为 3 个阶段。在 20 世

纪 70 年代以前主要依赖传统的培养分离方法，依靠形态学、培养特征、生理生

化特性的比较进行鉴定和计数。在环境中的微生物大多难以分离纯化，海洋中可

培养的微生物种类不到 1％[19]，因此培养方法对海洋环境微生物群落结构及多样

性的认识是比较片面的。20 世纪 70～80 年代通过对微生物化学成分分析建立起

来的生物标志法[20, 21, 22]加强了对环境微生物群落结构及多样性认识，但此方法对

微生物的分类水平较低，且复杂环境样品中不同微生物种属之间脂肪酸组成的重

叠和外来生物的污染也限制了生物标志法的可靠性。20 世纪 90 年代以来，现代

分子生物学技术的相关成果融入到环境微生物的研究中，由此产生的分子生态学

技术是目前最为有效的环境微生物群落结构分析方法[23]。 

自然界中的微生物分布广、种类多、资源极其丰富。自从科赫(Robert Koch) 

于 1881 年[24]介绍固体培养基及将混合培养物进行纯化的纯培养技术以来, 人们

采用各种纯培养方法从自然环境中分离得到众多微生物的纯培养[25]。这种传统的

纯培养技术在实验室里常规的用于分离、纯化、活细胞计数和培养微生物，一直

是微生物学研究的基石。但是随着研究的深入，人们发现用传统方法从自然环境

中分离得到的微生物远远不能代表自然环境中微生物的全部种类，迄今已发现的

微生物物种仅为自然界中微生物总数的 1％左右。 

1.3.1 传统微生物纯培养技术的局限性 

自然界中绝大多数微生物（99％）处于未培养和未研究状态，这些微生物可
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能并不是真的不可培养，而是处于 VBNC(viable but nonculturable micro-organisms)

状态[26]，即不可培养（活）微生物，它包括那些可获得纯培养，但是在环境因子

的胁迫下不能生长、处于休眠状态下的微生物。VBNC 状态微生物包括一下三种

类型[27]：第一种是在现有的常规培养条件下无法分离培养得到的微生物，它们实

际上是可以生长繁殖的，因为不了解其合适的生长繁殖的条件，所以分离培养不

成功，需要深入研究探索适合于它们的培养条件，才可能实现这类菌的可培养性；

第二种是由于生长环境等条件的改变使其从原本的存活状态转变成无法繁殖的

状态，但在适当的条件下可以恢复其分裂能力；第三种是无论给予任何条件都不

能恢复其生长繁殖，即最终只有走向死亡。研究者希望通过对培养技术的研究和

优化，能够提高前两种生理状态微生物的可培养性。 

1.3.2 微生物培养技术的改进策略 

1.3.2.1 加富培养 

在基础培养基上额外添加营养成分制成的培养基即加富培养基。不同的微生

物生理类群，其代谢过程不同，相应的对反应的底物要求也不尽相同。添加不同

的特殊物质，如血液、血清、酵母浸膏、动植物组织液和土壤浸出物等营养物质，

或者某些可供应微生物代谢需要的特殊底物，如葡萄糖、、丙酮酸钠、α－酮戊二

酸等，可以有助于微生物新陈代谢反应的进行和帮助微生物的正常生长。研究表

明，将新颖的底物应用到微生物培养中，可以发现未知的微生物[28, 29]。 

1.3.2.2 稀释培养 

常规的培养方法通常使用高浓度的营养基质，这对微生物的分离培养是不利

的，因为大多数微生物的生存环境其营养基质浓度偏低，而且地球上还广泛分布

着长期适应贫营养环境的微生物，它们对过高浓度的盐类和有机物敏感，常规的

培养方式会造成它们的复苏障碍，降低营养基质的浓度可以减弱这种不利影响。

Aagot[30]发现低浓度基质的培养基培养出的细菌在数量和种类上均多于高浓度基

质的培养基；Franklin 等(2001)采用从原液到 10-4 浓度进行系列稀释培养方法来

分析和重建一个污水微生物群落，发现每一个稀释梯度都会新分离到 2～3 个独

特的类群[31]。 

1.3.2.3 分散培养 

微生物在自然界中是聚集生长的，常常形成“絮体”和“颗粒”等，致使处

于其内部的微生物由于接触不到外界而不易培养。如果能够在培养前对“絮体”
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和“颗粒”进行适度的超声处理，将内部细胞分散后再进行培养，就可以是更多

的微生物有机会接触到培养基，从而有可能被培养[32]。 

1.3.2.4 混合培养 

微生物群体通常混合共存于环境中，而非单独存在。因为同一生境下的微生

物常以互养、共代谢等模式共同生存。在工农业生产中常采用混合培养，如酿造

与污水生物处理。从除草剂异丙隆(Isoproturon )污染土壤中富集培养得到了 SRS1

和 SRS2 菌株，将其共培养(Co-culture)时生长率、降解性都比单独培养时高许多。

深入研究发现，SRS1 为 SRS2 提供了生长必不可少的氨基酸，成为后者可培养

性提高的物质基础[33]。混合培养能提供微生物在纯培养时无法获得的物质流，是

其能增强微生物可培养性的重要原因；从另一侧面也反映出纯培养的微生物实际

上已不再是原生态的真实面貌和反映了。 

1.3.2.5 模拟自然培养 

与传统培养对比，自然生境中的微生物具有多样性、合作性和交流性的特点，

如果从生态学角度出发，使得培养环境尽可能接近原生态环境，可以在一定程度

上弥补自然培养和传统培养的部分弱点。1990 年，DeBruyn 等使用悬浮滤膜技

术( Floating-filter technique) [34]有效的增强了嗜酸、铁氧化菌株的可培养性；2002

年，Kaeberlein 等设计了一种称为扩散生长盒(Difusion growth chamber)的培养装

置，该装置既允许营养物和内外微生物产生的活性物质透过膜进出生长盒，又可

有效防止细菌逃逸，培养出的菌落数高于常规培养所获菌落数的 300 倍左右，还

分离到两种以前认为是不可培养的微生物[35]。叶姜瑜(2004)对现有纯培养装置和

方法进行改进，提出了近自然纯培养法(Near-native pure culture technique) [36]：将

微生物培养在内衬有微孔滤膜(0.20µm～0.45µm)的有孔培养装置(有孔培养皿、

有孔试管和有孔三角瓶等)中，将该装置放人被培养微生物所需的真实环境或模

拟自然生境的外皿中，让内外环境中活性物质相互渗透保持一致，保证被培养的

微生物能够同原生环境交流，从而达到增强部分微生物的可培养性、甚至将部分

未培养微生物转变为可培养的目的。 

近年来，分子生态学技术得到了较大发展，它能够克服微生物培养技术的限

制，能对样品进行较客观的分析，能够较精确地揭示微生物种类和遗传的多样性。

[37, 38] 
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1.4 微生物分子生态学涉及的主要研究方法 

     分子生物技术的应用克服了传统方法的局限，使得微生物学者可以从基因

水平上估计种的丰度、均度，查明种的变异情况等，从而可以更客观地认识环境

中微生物天然的生态状况。此外，分子生物技术的应用还具有以下两个主要优点:

一是可以从原位水平上来研究微生物之间的相互关系:二是通过分子研究方法及

测序可以得到多数微生物的部分系统发育信息，根据这些信息有助于人们分离得

到那些目前还未能培养的微生物。分子技术使得我们可以不培养而直接研究和利

用它们，但是目前所面临的挑战是如何分离培养通过分子技术检测到的那些新的

微生物，以便研究它们的形态和生理特征，只有那样我们才能真正了解各种自然

环境的微生物多样性及其生态重要性。 

传统的纯培养方法在研究微生物生态时由于培养基及培养条件等的限制从

而具有一定的选择性。分子生物技术的应用也同样具有一定的选择性，主要体现

在样品的采集、总 DNA 的提取、PCR、克隆等各个环节，由于采用的方法及实

验条件的不同最终可能会引起不同程度的偏差。虽然分子生物技术的应用具有快

速、探测范围相对广泛等优点，但是如果得不到纯培养，最终也只能是探测到资

源的存在而不能完全为人类所利用，因此分子生物技术所具有的优缺点与传统的

研究方法正好可以相互补充，从而可以更客观、更充分地认识研究微生物资源。 

1.4.1 标记核酸探针杂交技术 

    原位荧光杂交技术(fluorescent in situ hybridazation，FISH)是根据已知微生物

不同分类级别上种群特异的 DNA 序列,以利用荧光标记的特异寡聚核苷酸片段

作为探针,与环境基因组中 DNA 分子杂交,检测该特异微生物种群的存在与丰度。

该方法的特点是可以进行样品的原位杂交,应用于环境中特定微生物种群鉴定!种

群数量分析及其特异微生物跟踪检测,是目前在分子微生物生态学领域应用比较

广泛的方法之一。   

分子杂交及同源性分析(DNA-DNA/DNA-RNA)方法是分子微生物生态学发

展初期,在 PCR 技术尚未发明之前的主要研究方法,是研究微生物区系系统发育

关系、微生物鉴定、微生物物种之间同源性等分子微生物生态学研究方法的基础。 

    荧光蛋白质-核苷酸特异探针原位杂交(protide nucle acid,PNA)以荧光标记的

特异多肽为探针,通过 PNA 在原位与样品中的 DNA 结合,对样品中的微生物进行

鉴定及原位分析。PNA 探针与 DNA 探针相比,PNA 具有探针短,与样品中 DNA

厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库



第一章 绪论 

 7

杂交速度快,而且杂交时不依赖于缓冲液盐的浓度等优点,并且 PNA 的两性电解

质骨架,使其更适合于原位杂交。该方法代表了微生物区系遗传信息与微生物功

能和代谢方式多样性之间相互关系研究方法的发展趋势[39]。 

1.4.2 基于 PCR 技术的研究方法 

    PCR是 1985年由Mullis发明的一种聚合酶链式反应技术,主要特点是短时间

内在实验室条件下人为地控制并特异扩增目的基因或 DNA 片段,使研究的目的

基因及其环境样品中的微量微生物基因得到无限的扩增,为这些基因和微量微生

物种群的研究提供了保证。 

限制性酶切片段多态性 RFLP(restriction frangment length polymorphism)方法

是利用限制性内切酶特性及其电泳技术,对特定的 DNA 片段的限制性内切酶产

物进行分析,对微生物遗传多样性尤其是微生物的种下分类具有重要意义。其原

理是：利用能识别特定 DNA 序列的限制性核酸内切酶处理 16S rDNA，基于不

同种群 16S rDNA 序列的差异，将得到长度与数量不同的 DNA 片段，通常用高

分辨率的聚丙烯酰胺凝胶电泳来分离，并利用溴乙啶等荧光染料进行显色，得到

的特异性的电泳图谱称基因的酶切指纹图谱。此法能够反映多个酶切位点所包含

的 DNA 序列信息，因此在进行微生物群落物种多样性比较时能提供较丰富的信

息，适用于较复杂的群落之间的比较，其缺点是：(1)末端片段所提供的序列信

息混杂在其它片段的信息中，无法判断群落中有多少物种；(2)和 DGGE 法相似，

DNA 的荧光染色法的灵敏度较低[40]。 

末端限制性片段长度多态性 T-RLFP(terminal restriction fragment length 

polymorphism)研究方法是利用一定的标记引物对样品中 DNA 进行特异扩增,然

后进行限制性内切酶酶切,检测末端限制片段的多样性,主要应用于微生物群落组

成和结构、微生物系统发育及其菌种鉴定等研究,是一种应用比较广泛的微生物

生态学研究方法。其原理与 RFLP 法相似，只是 PCR 中所用引物一端或两端带

有标记，因此酶切所得的末端片段被标记，电泳后通常只分析此末端片段的种类、

长度与数量。T－RFLP 法方便快捷，由于使用了荧光或放射性标记，具有较高

的灵敏度，Moeseneder 等[41]报道在一个样品中可以鉴别 44 种微生物，Dunbar

等[42]报道占群落 0.1％～1％的微生物类群即可以被检测出。T－RFLP 法另一优

越性在于：由于酶切片段中仅有末端片段长度被测定，每一种长度的末端片段至

少代表一种微生物基因型，因此可以直接给出对群落中微生物种群数的最小估计
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