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3 株深海细菌的生理及分子生物学鉴定 

侯兆君1, 张  明2, 蒋富清3, 张宝玉3 

(1. 天津科技大学, 天津 300457; 2. 安徽省肥西县城建环保局, 安徽 肥西 231200; 3. 中国科学院 海洋研究
所, 山东 青岛 266071) 

摘要: 从西菲律宾海底 4 954 m 深的沉积物中分离到一批深海细菌, 对其中编号为 B2、B5、B6 的 3

株细菌进行了生理、光学显微镜和扫描电镜观察, 并且进行了分子水平鉴定。菌落呈圆球形, 光滑, 3

株菌均带有颜色, B6 菌呈乳白色, B2 和 B5 菌分别呈现鲜艳的橙色和红色。扫描电镜观察表明 B2 和

B6 呈杆状, 但 B6 菌外面覆有鞘膜, B5 菌呈球状。生理实验表明, 3 株菌温度生长范围在 37℃以下, 最

适生长温度分别为 20、28、28℃, 属于耐冷菌范畴。pH 耐受范围为 6~14, 最适 pH 分别为 8、8、12。

3 株细菌 16S rRNA 基因序列同源性分析表明, 它们分属于芽孢杆菌(Bacillus)、节杆菌(Arthrobacter)、

蛋白菌(Acinetobacter)3 个不同的菌属。 
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海底沉积物和上部洋壳构成了海底深部生物圈, 
蕴藏着丰富的物种资源。海底深部生物圈微生物的

研究已成为 21世纪海洋领域地学和生物学综合研究
的一个生长点, 显示出旺盛的生命力和发展应用前
景。 

海底深部生物圈为极端环境, 是嗜冷、嗜热、嗜
压、嗜酸、嗜碱、嗜盐或嗜低营养等极端环境微生

物的理想来源。由于不同的生长特性, 传统的菌种鉴
定方法很难进行。即使参照传统方法对一些深海细

菌进行鉴定 , 其结果也并非与手册中描述相符合 , 
往往存在一定差异[1-3]。或者有些细菌在不同培养条

件下形态多变, 甚至在同一培养条件下菌落形态也
不稳定。 因此迫切需要建立一些简单、方便、易于
操作的鉴定方法对深海微生物进行分析, 为深海微
生物资源的开发利用奠定基础。 

目前 16S rRNA基因无论在高等生物, 还是在原
核生物鉴定中的应用证实其已成为属间、种间分类

研究中最常用也是最有效的分子指标, 被广泛地应
用于各种微生物的遗传特性和分子差异的研究 [4], 
同时国际上也建立了多个微生物 16S rRNA 序列数
据库, 成为对微生物鉴定分类非常有用的参照系统。
通过对未知微生物 16S rRNA 基因序列的测定和比
较分析, 可以快速有效地对其进行鉴定。 

作者从西菲律宾海底 4 954 m 深的沉积物中分

离到一批细菌, 其最适生长温度均低于 37℃。本文
结合生理、电镜及分子生物学方法即应用 16S rRNA
基因作为分子指标对这些细菌进行分类鉴定, 并对
其系统进化情况进行了分析。  

1  材料与方法 

1.1  菌株与培养基 
菌株 B2, B5, B6(暂定名)分离自水深 4 954 m处

的深海海泥中。2216E培养基: 酵母膏 0.1%, 蛋白胨
0.5 %, Fe 4(PO4)3 0.005% , 琼脂 1.5%, 加入过滤后的
自然海水配制, pH 7.2~ 8.0。 

1.2  菌株的分离与形态观察 
首先用无菌刀片将冰冻的泥样上层削去, 用酒

精灯灼烧该刀片, 冷却后用刀尖取少许泥样于无菌
液体培养基, 上述培养液在 4℃培养 7~10 d, 转接
相应的固体培养基 , 培养观察是否有菌落生成 , 菌
落形态用光学显微镜和 KYKY2008B 扫描电镜观
察。 
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1.3  菌株的最适生长条件测定 
1.3.1  耐盐性与需盐性 

测定方法参照常见细菌系统鉴定手册[5]。 
1.3.2  最适生长温度的测定   

单菌于17℃±1℃左右培养至指数生长期, 然后接
种于 10 mL 2216E培养基中, 在 6、10 15、20、28、
37℃等温度下培养 48 h, 取菌液测吸光度 A600。并绘

制温度-生长曲线。 
1.3.3  最适初始 pH测定   

于 2216E液体培养基中 15℃培养至指数生长期, 
然后接种于不同起始 pH(pH6~14)的 10 mL液体培养
基中。150 r/min, 15℃恒温培养 12 h, 取菌液测其吸
光度 A600。并绘制 pH-生长曲线。 

1.4  细菌 DNA 的制备 

采用细菌单菌落直接 PCR 扩增法, 参照文献[4]
制备细菌 DNA。即取一单菌落溶于 10μLSDS(1%)
溶液中, 充分振荡摇匀, 用 300 µL TE溶解获得DNA
原液。将原液按一定的梯度稀释作为 PCR扩增模板。 

1.5  16S rDNA 的 PCR 扩增及克隆 
采用细菌通用引物 8F: 5′-AGAGTTTGATCCT- 

GGCTCAG-3′1492R: 5′-GTTACCTTGTTACGACTT- 
3′。50 μL 扩增反应体系含有: 50 mmol/L KCl, 10 
mmol/L Tris-HCl (pH8.3), 1.5 mmol/LMgCl2, 细菌
DNA模板约 10 ng, 1.5 mmol/L MgCl2, 0.2 mmol/L 
dNTPs, 0.2 μmol/L引物, 0.3 U/μL Taq DNAase。 每
次均设阴性对照, PCR 反应条件如下: 96℃变性 4 
min, 94℃变性 30 s, 59℃退火 45 s, 72℃延伸 1 min, 
10个循环后, 94℃变性 30 s, 54℃退火 45 s, 72℃延伸
1 min, 最后是 72℃延伸 10 min。在 Ependdorf  
Mastercycler Gradient基因扩增仪上完成。扩增产物

以 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 , 用凝胶成像系统
Pharmacia Biotech ImageMaster VDS记录实验结果。 

切胶回收纯化约 1.5 kb 目的 DNA 片段。用
T4DNA连接酶将纯化的片断与 pMD18-T vector载体 
(购自 Takara)连接, 然后热激转化 Escherichia coli 
DH 5α感受态细胞。以氨苄青霉素(100 mg/L)抗性和
蓝白斑筛选阳性转化子。菌液经 PCR 检测为含目的
片断的阳性转化菌后, 交由上海博亚生物技术有限
公司进行测序。 

1.6  系统发育学关系分析 
序列的多重排列用BioEdit 中的Clastal W 程序

完成, 转换至 phylip 3.6, Bootstrap value 设为 1 000, 
得到的树文件用 Treeview 3.2输出。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离与形态观察 
根据上述方法获得 3 株菌, 根据采集位置的不

同暂命名为 B2、B5与 B6。B2菌为橙黄色圆形不透
明菌落; B5为鲜红色的圆形菌落; B6为乳白色圆形
不透明菌落。菌落见图 1。各菌株的扫描电镜照片见
图 2。从 SEM照片上可以看出, B2和 B6菌均为杆状
细菌, 但 B6菌的外面覆有鞘膜。B5菌为球形。 

2.2  菌株最适生长温度、盐度及 pH 
2.2.1  最适温度 

温度测试表明, 3株菌在 4℃均能生长, 但 3株菌
株最适温度分别约为 20、28、28℃, B2菌 20℃开始
出现浑浊, 温度超过 28℃生长开始缓慢(图 3)。 
2.2.2  最适盐度   

观察结果表明 B2在盐度 3%~10%生长良好; B5
和 B6菌在盐度 3%~7%能够生长, 盐度 10%不生长。 

 

图 1  3株菌菌落形态图片 
Fig. 1  Optical images of 3 strains of deep-sea bacteria 

自左向右依次为 B2, B5, B6菌 
it is B2, B5 and B6, from left to right respectively 
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图 2  3株深海菌的电子扫描照片 
Fig. 2  SEM images of 3 strains of deep-sea bacteria 

自左向右依次为 B2, B5, B6菌 
it is B2, B5 and B6, from left to right, respectively 

 
2.2.3  最适 pH 

pH测试表明, B2菌在 pH 8时生长良好, pH超过
8, 生长明显缓慢; B5菌也在 pH 8生长良好, pH超过
10, 生长明显缓慢; B6菌在 pH 12下生长的最好, pH
超过 13, 生长明显缓慢(图 4)。 

 

图 3  温度对 3株菌生长的影响 
Fig. 3  Changes of bacteria density at different temperature 

 

图 4  pH对 3株菌生长的影响 
Fig. 4  Changes of bacteria density at different pH 
 

2.3  菌株 16S rDNA 序列分析及系统发育

分析[6] 
采用上述引物, B2菌 16S rDNA的 PCR产物共

获得 1 406个碱基, B5为 1 414个; B6 为 1 399 个。
上述序列已提交到 GenBank, 获得的序列号分别是: 
AY822610; DQ513408; DQ407272。 

B2 菌 16S rDNA 的序列同源性分析表明, 它与
GenBank中 Bacillus菌(Acession number : AF221855、
AY690690、BSP315068、BSP244686、BSP391199
等)有高达 99%的同源性(表 1), 而这些细菌分别是海

洋杆状细菌或海洋土壤杆状细菌 , 另外 , 在系统进
化树(图 5)上的聚类分析也表明, B2菌与海洋杆状细
菌或海洋土壤杆状细菌的亲缘关系也最近, 因此该
菌应该属于海洋杆状细菌。 

B5 菌 16S rDNA 的序列同源性分析表明, 它与
GenBank 中 Arthrobacter 菌 (Acession number: 
AF479354、AF511518、 AY131225、AY576708、
DQ177488 等)有高达 99%的同源性(表 1), 而这些细
菌属于 Arthrobacter菌, 均为从冰冻土壤或深海中分
离出来的细菌, 为海洋土壤中常见菌。另外, 系统进
化树 (图 5)上的聚 类 分析也 表 明 , B5 菌与
Arthrobacter 菌属细菌的亲缘关系也最近, 因此该菌
应该属于 Arthrobacter菌属。 

B6 菌的 16S rDNA 的序列同源性分析表明, 它
与 GenBank 中 Acinetobacter 菌(Acession number : 
AF188300、 AF324537、 AF468386、 AY055373、
AY994049、DQ088799 等)有高达 99%的同源性(表
1), 而这些细菌是从深海中分离出来的 Acinetobacter 
johnsonii, 另外, 在系统进化树(图 5)上的聚类分析
也表明, B6 菌与这些细菌的亲缘关系也最近, 因此
该菌应该属于 Acinetobacter johnsonii。 

一般认为 16S rRNA 序列同源性小于 98%, 可
以认为属于不同的种, 同源性小于 93%~95%, 可以
认为属于不同的属[7-8]。综上所述, 本文研究的 3 株
细菌应该分别属于芽孢杆菌 (Bacillus)、节杆菌
(Arthrobacter)、蛋白菌(Acinetobacter)3 个不同的菌
属, 这 3 个菌属为从深海中分离出来的能够培养的
常见菌属[9-11]。 

3  讨论 
由于传统微生物培养法的局限以及海底深部生

物圈生境的特殊性, 能够培养的微生物数量非常有
限, 常常低于总细胞计数的 1%[12]。为克服传统培养 
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表 1  深海微生物 16S rDNA 基因序列比对结果 
Tab. 1  The BLAST results of 3 strains of deep-sea bacteria 
菌株 数据库中对应的序列号 相同/比对的碱基数 相似性(%) 
B2 BSP244686 1403/1406 99 

 BSP315068 1403/1406 99 
 BSP391199 1402/1406 99 
 AF221855 1399/1406 99 
 AY690690 1400/1406 99 

B5 AF479354 1398/1404 99 
 AF511518 1391/1403 99 
 AY576708 1396/1403 99 
 AY131225 1394/1403 99 
 DQ177488 1396/1405 99 
 X80748 1393/1402 99 

B6 AF188300 1374/1377 99 
 AF324537 1375/1377 99 
 AF468386 1374/1377 99 
 AY055373 1376/1377 99 
 AY994049 1374/1377 99 
 DQ088799 1375/1377 99 

 

 

图 5  根据 16S rDNA序列构建的深海细菌系统进化树 
Fig. 5  Phylogenetic tree of deep-sea bacteria with 16S rDNA sequences by NJ method L11703 (Thermonema lapsum) is out-

group 
 

法的局限, 16S rRNA基因序列和系统进化分析近年
来得以广泛应用。分子技术研究表明, 海底深部生物
圈不但蕴藏了丰富的微生物种类, 并且许多种类与
目前已描述的所有细菌和古菌都相距甚远, 代表着
新颖的微生物物种或类群。 

海底 4 954 m 基本上是一个无光、高盐等极性

环境。我们获得的菌株从生长温度及对光的需求方

面来看 , 加上我们严格的无菌操作 , 应该确定所获
得的菌株是深海细菌。 

按照最适生长温度和生长上限温度的不同, 深
海细菌一般被分为 2 大类: 嗜冷型(psychrophilic)和
耐冷型  (psychrotrophic 或 psychrotolerant)。其中 , 
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嗜冷菌通常是指最适生长温度≤15℃, 生长上限温
度<20℃的菌株; 耐冷菌则是指能够在 4℃左右良好
生长、但最适生长温度>20℃的微生物[13]。根据该规

定, 我们所获得的 3株菌应该属于耐冷菌范畴。  
传统的菌种鉴定是选用不同的代谢底物作为碳

源和氮源, 将菌株利用碳、氮源的能力作为鉴定指标, 
该方法建立在 37℃菌株能够正常生长的前提之上。
而深海微生物的最适生长温度或者低于 37℃, 或者
高于 37℃, 也就是说在 37℃无法正常生长或根本无
法生长。因此作者在参照常见细菌系统鉴定手册对

其进行鉴定时, 往往无法获得理想结果。因此, 无法
参照常规方法对其进行鉴定分类。通过 16S rRNA基
因序列同源性比较并结合系统发育分析, 往往能够
对极端微生物进行快速、准确的初步分类, 并且这一
方法已广泛应用于极端环境下细菌的鉴定, 都取得
了较好的结果[14-16]。 
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Abstract: The investigated samples were collected from old, sediment-covered lava flows in the rift valley at a 

water depth around 4 954 m. Three strains of bacteria were purified and denoted as B2, B5 and B6. They were 

characterized with physiological, microscope, scanning electron microscope (SEM) and molecular methods. The 

bacteria were round, smooth and with different color. B6 showed ivory yellow, while B2 and B5 showed vivid or-

ange and red, respectively. SEM results showed that B2 and B6 is rod shape, but B6 is coved with tunica vaginalis. 

B5 is globular. The growth temperature of these three strains is below 37 ℃, the optimum growth temperature for 

B2, B5 and B6 was 20, 28 and 28℃, respectively, The pH tolerance range was 6~14, and the optimum pH was 8, 8 

and 12, respectively. 16S rRNA sequence analysis showed that they belong to 3 different genus, and they are Bacil-

lus (Bacillus), Arthrobacter (Arthrobacter) and protein in bacteria (Acinetobacter), respectively. 
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