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南海北部陆坡深水区沉积物细菌多样性调查

王　鹏 ,李　涛

(同济大学 海洋地质国家重点实验室 ,上海 200092)

摘要 : 采用分子生物学手段 ,调查南海北部陆坡深水区沉积物细菌多样性。分析表明其细菌分成 5个类群 ,

变形细菌门 ( Proteobacteria) ,厚壁菌门 ( Firmicutes) ,浮霉菌门 ( Planctomycetes) ,拟杆菌门 (Cytophaga/ Flexi2
bacteria/ Bacteroides ,简称 CFB)及脱铁杆菌门 (Deferribacteres)。分别占总体的 34 % ,38 % ,18 % ,4 % ,6 %。
其中 60 %以上的克隆子与硫代谢相关 ,20 %克隆子最相近序列来自于油污染环境 ,说明硫代谢是该区域物质
代谢的重要组成 ,同时该区域有油气渗透的烃类物质存在并影响着该区域的微生物群落结构。
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　　微生物作用与油气资源的生成、聚集、储存、勘
探等各个环节都有密切联系。微生物作用使沉积物
中有机质向利于生烃的物质转化 ,同时对有机物的
保存与富集有积极作用[1 ] ,研究微生物与油气资源
的关系 ,并根据微生物的特点开发油气资源已成为
必然趋势 ,但目前微生物石油研究多集中于陆地和
浅水区域。自 20 世纪 70 年代末期以来 ,随着美国
墨西哥湾、巴西坎皮斯盆地和西非等深水油气勘探
不断获得成功 ,深水勘探在全球蓬勃发展起来 ,深水
微生物勘探与开发也开始起步[2 ]。
南海是西太平洋最大的一个边缘海 ,其北部陆
坡深水区处于陆、洋过渡壳上 ,具有较好的石油形成
和储藏条件 ,广州海洋地质调查局 1999～2000 年在
对西沙海槽区以及北部陆坡区的初步调查中发现了
“拟海底反射层”(Bot tom Similating Reflector ,简称
BSR) ,证明这些地区可能存在大面积天然气水合
物 ,其油气勘探属于前瞻性研究区域[3 ]。作者选择
高质量的南海西沙海槽沉积物样品 ,分析该地区的
细菌多样性并初步分析这些微生物可能的生物地球
化学作用 ,为深水区油气资源微生物勘探研究提供
基础资料。

1　材料与方法

1 . 1　材料
作者研究的样品于 2005 年中、法联合 IMA G2

ES147 航次 ( MARCO 航段) 中 ,在南海北部陆坡
(17°57. 70′N ,114°57. 33′E)由无扰动箱式取样器采
集 ,水深 3 697 m。样品的采集过程保证无菌操作 ,
采集后立即放置在 - 20℃冰箱中 ,运回实验室后保
存于 - 80℃。样品位于海底表层以下 2 m左右 ,位
于浊流层上面 ,岩性为灰绿色沙质黏土。

1 . 2　总 DNA的提取与纯化
沉积物样品中总 DNA 提取采用 SDS2CTAB抽
提法[4 ]。粗提的 DNA 用 UN IQ210 柱式 DNA 胶回
收试剂盒 (上海生工)纯化 ,按照说明书操作。

1 . 3　16S rDNA PCR扩增
利用细菌 16S rDNA 的特异引物 ( 27F : A GA

GT T T GA TCM T GG CTC A G;1492R : GGT TAC
CT T GT T ACG ACT T ;M为 A或 C) [5 ] ,以纯化后
的总 DNA为模板进行 PCR扩增。PCR反应在 Bi2
omat ro T3扩增仪上进行 ,反应体系为 50μL , PCR
原液组成为 : 10 ×PCR 扩增缓冲液 5μL , dN TPs
4μL (dATP、dGTP、dCTP、dTTP 均为 25 mmol/ L) ,
两种引物各 1μL (6μmol/ L) , Taq聚合酶 1U ,以及
适量 DNA 扩增模板。PCR 反应条件为 95℃变性
3 min ,然后 94℃1 min ,55℃1 min ,72℃1 min ,循
环 30次 ;最后 72℃延伸 10 min。

1 . 4　16S rDNA文库的构建及限制性内切酶
片段长度多态性 (RFL P)分析

　　利用 UN IQ210柱式 DNA 胶回收试剂盒 (上海
生工)纯化回收深海 DNA 样品中扩增出来的细菌
16S rDNA产物 ,将回收得到的产物克隆到 Takara
公司 PMD218 T载体上 ,并转化到 D H5α感受态细胞
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中 ,涂布接种于含有 X2gal和氨苄青霉素的 LB培养
基上 ,37℃培养 20 h左右 ,利用蓝白筛选初筛出所有
的白色克隆子 ,采用通用引物 T7 , Sp6 进行菌落
PCR再次鉴定筛选出所有阳性克隆子。在各个阳性
克隆子的细菌 16S rDNA PCR扩增产物中加入 2倍
体积的 100 %乙醇和终浓度为 2. 5 mol/ L 的乙酸铵
溶液 ,将离心纯化回收得到的细菌 16S rDNA 溶于
适量无菌水中 ,加入过量的识别位点为 4 bp 的限制
性内切酶 Msp I(购自 Ta KaRa) ,在 37℃进行 8 h以
上的酶切反应 ,使之完全酶解 ,然后在 3 %的琼脂糖
胶 (购自BIOWEST)上进行电泳 ,分析样品中所含细
菌的类型和异同。

1 . 5　16S rDNA序列测定与系统发生分析
根据 RFL P 分析结果 ,部分阳性克隆中细菌

16S rDNA序列由南方基因公司测定 ,所得序列在核
糖体数据库计划 ( Ribo somal Database Project ,简称
RDP)中先利用嵌合序列去除程序 ( CH EC K2CHI2
M ERA ,Maidaketal ,2000)进行序列有效性验证 ,剔
除无用序列 ,将剩余序列进行序列配对分析 ( SE2
QU ENCE - MA TCH) ,找出 RDP库中相关序列 ;同
时在 NCBI上利用 Blast 程序 (www. ncbi. nlm. nih.
gov/ BL AST/ )搜索美国国立生物技术信息中心建立

的核酸蛋白序列数据库 GenBank、欧洲分子生物学
实验室数据库 ( EMBL )和日本的 DNA 数据库 (DD2
BJ)上所有的相关序列 ,确定样品中所含细菌所属的
种类范畴 ;结合这两部分搜索结果 ,挑选其中的部分
序列 ,利用 DNAMAN ( version 5. 1 , Lynnon Bio2
Sof t)软件进行分析 ,利用邻接法 ( Neighbor2joining
met hod)构建了系统发育树。

2　结果与分析

2 . 1 　细菌 16S rDNA文库的构建和 16S
rDNA的RFL P分析

　　将所有阳性克隆子置于新鲜 LB (Amp + )平板上
培养 ,再以液体 LB 培养至对数生长期后 ,将上述所
有克隆子保种 ,存放于 - 70℃备用 ,构建了南海西沙
海槽沉积物样品中的细菌 16S rDNA 文库。挑取阳
性克隆子 50个进行 RFL P分析 ,共得到 19个谱型。
19个谱型的代表克隆子测序后 ,将这 19 个序列与
RDP库中所有已收集的细菌 rDNA 序列进行序列
配对分析 ,寻找同源性较高的序列进行对比 ,克隆子
16S rDNA序列与最近的菌株的同源性在 78 %～
99 %之间 (表 1) 。

表 1　南海北部陆坡细菌 16S rDNA克隆子亲缘关系

Tab. 1　Phylogenetic aff iliation of bacterial 16S rDNA clones from northern slope of the South China Sea

克隆子编号 进化关系最近的细菌 来源
相似性
( %)

克隆子数
(个)

β2Proteobacteria

E02224 Ralstonia sp . C1 , A Y479983 废弃核反应堆 99 2

δ2Proteobacteria

5 E0222 Sulfate2reducing bacterium mXyS1 ,AJ006853 北海油轮油箱水相 82 5

E602228 Delta proteobacterium EbS7 , AJ430774 Guaymas 盆地沉积物 89 6

E02236 Desul f omoni le l imimaris , A F230531 Breeze 海湾沉积物 82 4

Firmicutes

E0223 T hermoanaerobacter tengcongensis , AF209708 腾冲热泉 79 2

E0227 Desul f os porosinus sp . S7 , AF076244 被汽油污染的蓄水层 78 5

E0228 Desul f i tibacter alkali tolerans , A Y538171 生物腐蚀的热电厂反应堆 81 3

E02211 Desul f otomacul um kuz netsovii , A Y036903 海底沉积物 82 4

E02247 Desul f i tibacter alkali tolerans , A Y538171 生物腐蚀的热电厂反应堆 82 2

E02220 Desul f os porosinus sp . A10 , AJ582756 污水处理厂污泥 84 3

Planctomycetes

E02212 ,23 ,37 Planctomycetales bacterium Ellin7244 , A Y673410 南澳洲红壤 83 3

E02215 Planctomycetales bacterium Ellin7244 , A Y673410 南澳洲红壤 84 2

E02232 ,42 Planctomycetales bacterium Ellin7244 , A Y673410 南澳洲红壤 81 2

E02243 Anaerobic ammonium2oxidizing planctomycete 污水处理转盘 81 2

KOLL2a , AJ250882

Flavobacteriacea

E0224 Flavobacteri um f errugineum , AM230484 冰冻食品 91 2

Deferribacteres

E02226 Cal dothri x abyssi L F13 T 大西洋洋中脊 84 3
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2 . 2　细菌 16S rDNA的序列测定和系统进化
分析

　　19个代表克隆子序列中去除同源性 99 %以上
的克隆子序列 ,将剩余的 16 个克隆子序列结合在
Gene Bank、EMBL、DDBJ 和 RDP中的搜索结果 ,利
用 DNAMAN中相关分析软件构建了系统进化树
(图 1) 。分析表明该海区次表层沉积物中细菌种群
包括浮霉菌门 ,革兰氏阳性菌类群厚壁菌门、变形杆
菌门的β2、δ2亚群等。综合 RFL P分析结果与测序结
果 ,变形杆菌门占 34 % ,厚壁菌门占 38 % ,浮霉菌门

占 18 % ,余下 10 %克隆子属于拟杆菌门及脱铁杆菌
门。在变形杆菌门中 ,δ2亚群占有绝对优势 ,达到
88 %。以往研究表明变形杆菌门是深海沉积物中的
主要细菌类群 ,其中δ2亚群的细菌多数与物质代谢
尤其是硫代谢相关 ,主要存在于冷泉、热液区域[6～8 ] ,

该区域存在相对丰富的δ2亚群 ,同时在厚壁菌门中 ,

有约 90 %的克隆子与硫代谢相关 ,说明硫代谢是该
区域物质代谢的重要组成。20 % ( E0222 , E0227)的
克隆子的相似序列来自于油污染的水相或者天然气
水合物区 ,说明该区域中可能有烃类物质代谢。

图 1　南海北部陆坡细菌 16S rDNA系统发育树
Fig. 1　Phyloggenetic t ree of bacterial 16S rDNA clones f rom nort hern slope of Sout h China Sea

本研究序列以“E022XX”命名

“E022XX”is sequence name in t his paper

3　讨论

微生物勘探就是在不同地区取土样 ,通过分析
微生物种类及数量来推测该区是否有油气藏存
在[ 9 ]。该技术作为钻井勘探前期的辅助手段 ,特点

是成本低 ,操作方便。中国曾成功地在东海实行微
生物勘探 ,但是对于深水区的微生物勘探研究刚刚
开始。选择南海北部深水区陆坡浊流沉积丰富的海
域作为研究区域 ,浊积砂体作为油气重要的储集层 ,

是继三角洲之后又一找油的重要领域[10 ]。本研究采
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用浊流沉积上层沉积物作为研究样品调查其细菌多
样性。结果显示超过 60 %的克隆子与硫、氮的代谢
相关 ,以往研究表明烃类物质的生成、储藏及降解都
与微生物的各种物质代谢相关 ;同时与油气污染相
关的序列也在本研究中检测到 ;结合以往的北部陆
坡地球物理调查结果[2 ,11 ] ,推测该区域可能有油气藏
的组分渗透 ,并影响着该区域沉积物细菌的群落结
构。本研究采用分子生物学手段分析南海深水区浊
流沉积丰富区域细菌群落结构并做出初步推测 ,为
今后中国深水区微生物勘探研究提供尝试性资料。
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Abstract :The bacterial community in one deep2sea sediment sample f rom northern slope of the Sout h China

Sea was investigated by molecular met hods. A p hylogenetic analysis revealed t hat the bacterial pop ulation

was composed of 5 major lineages of t he domain bacteria , Proteobacteria (34 %) , Firmicutes (38 %) , Planc2
tomycetes (18 %) , Cytopahga2Flexibacteria2Bacteroides (CFB) (4 %) and Deferribacteres (6 %) . Over 60 %

clones were related wit h metabolism of sulf ur , indicating the important role of sulf ur cycle in t his area. 20 %

clones show high similarity with clones f rom an environment impacted by gasoline , indicating t he existence

of hydrocarbon f rom pet roleum resources.
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