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近些年来 随着科学研究手段

的进步和技术水平的提高 海洋生

态学研究取得了若干重大突破 并

导致了一系列新认识 !新发现 正

在推动着学科的迅速发展 并影响

着相关学科的发展 ∀海洋超微型生

物生态学就是一个十分活跃 !正在

崛起的新领域 ∀ • ∏ 在

年发现聚球藻 Σψνεχηοχοχχυσ 和

≤ 在 年发现原绿球藻

Προχηλοροχοχχυσ 大大改变了以往

人们对海洋初级生产者结构的认

识 ∀而 年代海洋浮游古菌的发

现与确认改写了早期认为古菌只

存在于极端环境的论断 并由此产

生了对海洋生态系统功能上 如物

质循环 !资源环境效应 的新观点 !

新认识 ∀ 这三大发现被称为新近

海洋生态学发展的三大里程碑
≈ ∀显然 对微型生物的研究发

展到今天 我们再也不能把微型生

物作为一个黑箱来对待 也不能仅

仅停留在分粒级测定其生物量和

生产力上 而应该更进一步地探讨

微型生物群落的组成 ∀海洋微型生

物作为海洋环境中的最重要组分

之一 历来被作为海洋生态学调查

研究的重要内容 ∀然而由于过去方

法手段上的限制 其研究基本停留

在总体计数水平上 ∀事实上 它们

不仅种类繁多 而且不同类群生态

功能各异 ∀ ⁄ 在 年 !

年和 ∏ 在 年的研究均表

明 年代末以来一直认为只在

极端生境 如高盐 !极热 !极端厌氧

等环境 下存在的古菌类 最近几

年已被证实在大洋 !近海 !沿岸海

区都有大量分布 且在生态系统中

扮演着举足轻重的独特的角色
≈ ∀

• 等在 年的报告中

根据核酸结构和序列的同源性比

较 将所有生物划分为三大生物域

⁄ 比界更高一级的分类单

位2 包括真核生物域 !真细菌生物

域和古菌生物域 ∀ 其中 古菌

又分为 ∞∏ 和

≤ 两个界 共五大类 产

甲 烷 型 古 菌 2

! 硫酸盐还原型古菌

≥∏ ∏ !

极 端 嗜 热 型 古 菌 ∞¬

! 无细胞

壁型古菌 ≤ • 2 2

! 极 端 嗜 热 型 硫 代 谢 菌

∞¬ × ≥

个目 ! 个科 ≈ ∀⁄ 在

年的研究表明 古菌细胞较

小 大多数属于超微型原核生物

目前已被广泛接受认为超微型浮

游生物是海洋生态环境中极为重

要的组分 而古菌在超微型浮游生

物中占有相当比重 而且对于其他

生物极其恶劣的生境条件下 如盐

湖 !温泉 !极地海域等 往往能发现

大量的古菌存在 甚至作为优势

群 其生态地位不言而喻 ≈ ∗ ∀

然而 在 年 ⁄

在 年 ! 年的研究均表明

古菌的绝大多数种难以纯化培养

即使能培养 也往往非典型种 因

此在自然环境下检测到的古菌和

在实验室条件下培养的古菌不仅

在数量上 而且在种类上相差迥

异 ∀这样 传统的微生物学方法 如

细胞计数 ! 细胞生理生化特征 ! 放

射性指示剂含量等 由于需要纯化

培养 就无法对古菌进行定性分

析 更谈不上对它进行定量及系统

进化分析 ≈ ∀实际上 原核生物无

论是在细胞水平还是在生理水平

都很难为其可靠的系统发育提供

特性 而它们的 序列却在这

方面提供了许多宝贵的信息 ∀但是

通过分子生物学技术 特别是比较

小亚单位 的系统进化关系

却能很好地揭示超微型生物的组

成 并且表明自然环境下的组分和

纯化培养下的组分有很大的区别
≈ ∀因此随着分子生物技术应用的

不断扩大 国际上掀起了研究古菌

及其他生物的系统进化关系的热

潮 特别是通过比较古菌

序列的最大相似性 揭示它们之间

及与其他生物之间的进化关系 为

古菌的形态 ! 生理生化特性 ! 生态

作用的研究奠定基础 ≈ ∀

目前 国际上对古菌

的系统进化研究已并取得了不
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少令人鼓舞的进展 纠正了以往不

少错误的认识 ∀例如 过去一直认

为在海洋环境中古菌被限制在

个生境中 浅海或深海的缺氧底泥

包括自由生活和胞内共生的产甲

烷菌 !深海火山口 包括产甲烷

菌 !硫还原菌 !极端嗜热菌 !高盐

度内海区 包括极端嗜盐菌 ∀但现

在发现古菌的分布极其广泛 生境

限制的划分不明显 如一些极端嗜

热型古菌在低温有氧的环境中也

生活得很好 ∀对研究得最早也研究

得较多的产甲烷古菌 人们发现它

和硫酸盐还原型古菌一起 是厌氧

环境中碳和硫循环的主要生物群

落 ∀ 在 年的研究表明

它们互相竞争 主要通过硫酸盐的

含量作为控制因子 将有机碳转

变成 ≤ 或 ≤ 但它们的实验室

培养条件苛刻 因此用纯化培养的

方法进行研究费时费力 而用特异

性探针却能很快地鉴别出来 ∀另外

据实验室培养的结果认为嗜盐古

菌必须在大于 ≤ 的

条件下才能生长 但后来人们根据

的分析发现在一些低盐

度的环境中也存在嗜盐古菌 它们

大多未曾在实验室中培养成功
≈ ∀而 ∏ 从 ≥

∗ 水深的海绵中发现了一

种共生 Χρεναρχηαεοτα ,能在 ε

生长良好 比目前所知的 Χρεναρ2
χηαεοτα 的最适培养温度低了

ε 多 显然 Χρεναρχηαεοτα不仅包

括了嗜热菌和极端嗜热菌 也包括

非嗜热菌 其生长温度跨度很大

可以从火山口的大于 ε 到南

极的冰点以下 ε ≈ ∀这

表明自然界中尚有许多物种 特别

是微生物还未曾被人们所认识 它

们的生理生化特性 如细胞膜组

成 !特殊蛋白成分 !维持内环境稳

定的机制等 及在生态系统中的作

用仍待探讨 ≈ ∀随着一些大型

数据库 如 °⁄ ∏

° ⁄ ! ⁄°

⁄ ° 2

! 等的建立 生物技

术的成熟 计算机分析手段的广泛

应用 古菌 的资料不断

完善 已设计出不少专门针对于古

菌甚至某一科目的引物和探针 使

得对古菌的研究更加准确且详细 ∀

如果再结合流式细胞分析技术

ƒ ≤ 则能在短时间内处理 !分

析大量样品中古菌的含量 使古菌

的研究将产生飞跃 ≈ ∀国内对

古菌的研究已日益引起重视 但主

要是限于特殊的极端环境 如盐

湖 忽视了古菌分布的广泛性 而

且往往只是对一些能培养的种进

行研究 对于其重要的生态学意义

几乎未涉及 自然海区古菌的研究

仍是一片空白 ≈ ∗ ∀

基本研究方法
古菌富集

自然环境中的古菌无法单独

分离 常常是与大量的其他微型生

物一起收集 ∀对于大量的水样 通

常 是 以 一 定 孔 径 的 核 孔 膜

∏ 在一定的真空压

力下抽滤来富集浮游生物 对于泥

样及生物体内的寄生样 往往以相

应的无菌海水或缓冲液进行抽提

然后再收集到膜上或沉淀 样品较

少时 也可用高速离心的方法来沉

淀样品 ∀对于深层海域中采集的样

品 由于其温度和压力与陆地相差

迥异 在处理时往往需要加上一定

的压力并且尽量使温度接近 ∀富集

的样品可置于 ε 或更低温度

保存 ≈ ∗ ∀

古菌的系统进化分析

主要是采用分子生物学方法

来比较古菌之间及与其他生物之

间的 ⁄ 的相似程度 并依

此绘制系统进化树 ∀基本的思路

是 提取样品中的总 ⁄ ψ以古

菌 ⁄ 的特异性引物 °≤

扩增片断 ψ构建基因库 ψ限制性

酶 切 片 断 的 长 度 多 态 性 分 析

ƒ ° ψ测定不同 ƒ °的序列

ψ比较序列之间的相似性 ψ绘制

系统进化树 并可依此设计引物和

探针 ≈ ∀不过需注意的

是 提取 ⁄ 时 需采用温和

破细胞壁法 如用溶菌酶破壁 而

且由于样品比较少 需特别注意提

高 ⁄ 回收效率 常采用微浓缩

器浓缩 ⁄ 有时也采用乙醇沉

淀法 ≈ ∀ 根据所要研究的古

菌类别选用特定的引物 ∀一般来

说 为了保证不遗漏类群 往往采

用通用的古菌引物 如 °⁄序列

库 中 的 ≥2⁄2 2 2 2≥2 和

≥2⁄2 2 2 2 2 有时也采用

一个古菌引物再加上一个通用引

物 √ 来提高扩增

量 ∀只有对于那些特定研究对象

如专门针对产甲烷古菌 才采用

特异引物 ∀这些引物资料可通过

°⁄ ! ⁄° 中已知种属的序列的

比较自己设计 ∀ 系统进化分析

常用的分析软件可通过 °⁄

⁄° 等链接下载 如 / ≤ ∏ 0

/ ° 0 / ∂ × ≥∏

等软件 ∀

古菌含量测定

有 种方法可用于古菌的定

量 利用一已知浓度的靶序列

和待定序列在相同条件下的扩增

效率的比较来推算原始浓度及其

百分比 ≈ ∀不过 这种方法只能

粗略地估计含量 ∀ 利用带有同

位素标记的探针杂交方法计数 该

方法灵敏 但不够快捷 且放射性

对人体有害 目前正逐步被非放射

性方法所取代 ≈ ∀ 目前更安全并

且更常用的方法是将古菌的特异

探针挂上荧光素 如在探针的 χ端

挂上四甲基诺丹明 !地高辛 !生物

素等荧光素 通过核酸分子杂交

技术使荧光探针与自然样品中的

靶序列相结合 利用荧光底物在荧

光显微镜或流式细胞仪下检测 ∀该

方法灵敏度高 而且可通过采用结



合有多个荧光素的探针或利用多

个荧光探针来提高检测度 不仅能

够对古菌计数 而且能测定细胞的

大小 经荧光标记的细胞还可通过

流式细胞仪分离收集 ≈ ∀探

针的选择可通过对古菌序列的比

较自己设计 也可通过 °⁄! ⁄°

等查询 ≈ ∀

讨论与展望

分子生物技术在微型生物的研

究中有着广阔的应用前景 特别是

对于难以纯化培养的微生物 更是

目前最有效的分析手段 因此越来

越受到系统分类学家和生态学家

的青睐 ∀对于古菌而言 由于目前

只有产甲烷古菌 !硫酸盐还原型古

菌中极少的一些种被培养成功 通

过其他方法来研究往往难以奏效

因此利用分子生物技术来研究已

成为共识 ∀归结起来 分子生物技

术在古菌研究中主要有以下几个

主要用途

揭示分布频度

利用不同类型的探针 可以

了解不同海域微型浮游生物的分

布和古菌在其中的比例及地位 ∀例

如 ⁄ 等在 年的报告中

通过对大西洋和太平洋不同水深

的样品的系统进化分析 发现古菌

随着水深相对含量增加 可以从表

层的占微型浮游生物的约 到

深达到最大值约 然后

就不在随深度发生变化 但由于在

表层与 水深的微生物总量相

差一个数量级 因此古菌的绝对含

量却无多大的变化 并且发现在表

层的古菌多为 ∞∏ 而在深

层则多为 ≤ ∀

绘制系统进化树

这是目前古菌研究中的重点与

难点 ∀由于样品是从自然环境中采

集的 未经过纯化培养处理 因此

所提取的 ⁄ 的杂菌的数量及种

类均过多 如何有效地扩增古菌片

断及对 °≤ 产物的分离纯化就需

要耗费大量的时间和精力 ∀目前一

些大型数据库已收集的许多古菌

部分片断的序列 可减轻

测序的压力 ∀

发现新种

通过对古菌 序列的

分析和比较 可以发现许多序列并

没有发表过 但仍然可通过最大相

似性比较来将它归类 并可设计出

对古细菌特定种属的探针用于未

纯化培养的样品中 可以识别出新

种 ∀例如 等在 年通过

产甲烷菌的 ⁄ 的探针分析

发现了 个不寻常 新 种 ∀

指导特定古菌的分离

纯化及生理生化分析

由于通过绘制系统进化树能

够发现古细菌与其他种属生物间

的亲缘关系 因此可借鉴已纯化培

养成功并且与古菌亲缘关系最接

近的其他生物的培养条件来纯化

古菌 并在此基础上研究古菌的生

化性质 ∀古菌能够在极端环境和普

通条件下生存 必然有其特殊的细

胞代谢与调控机制和特异性的酶

作用 研究并利用这些性质具有广

阔的前景 ∀目前已有不少科研人员

对自己实验室纯化培养的古菌进

行这方面的研究 ≈ ∀

利用古菌特殊的生理生

化特性指导环境治理

例如链烷是石油燃料的主要

成分 经常发现于受污染的环境

中 对于它们的生物降解过程备受

瞩目 ∀早期的调查研究主要集中在

有氧过程中 在此氧化酶攻击碳氢

链 但对无氧生物降解的过程所知

甚少 但随着 等在

年的开拓性进展 目前已有不少能

在无氧环境下降解链烷的硫酸盐

还原型古菌被纯化出来 ∀≥ 等曾从

长期受石油污染的河口湾底泥中

分离出一种硫酸盐还原菌 它能以

甲酸盐 !脂肪酸 ≤ ≤ 及氢作为

电子供体 以硫酸盐 !亚硫酸盐 !硫

代硫酸盐作为电子受体 而硫 !亚

硝酸盐 !硝酸盐则无效 ∀据认为这

些硫酸盐还原型古菌的无氧降解

链烷现象可能大大超出人们的预

计 并有可能提供一种全新的代谢

机制 ≈ ∀

但是 分子生物技术在古菌研

究中仍存在有许多困难 ∀首先是引

物的设计往往会漏掉样品中的一

些种类 即使是广适性的引物也存

在着片面性 ∀其次是探针的设计

一般而言 探针是具有物种特异性

的 也就是说 它们往往是根据实

验者所要特定研究的种属来设计

的 这就不可避免会忽略 °≤ 产物

的许多成分 对一些至今还不为人

们所知的种类更难以兼顾 ∀再次

°≤ 结束后 往往由于结果上的限

制 人们总是选取一定长度的产物

例如 ∗ 这也不可避免

会遗失许多数据 并且由于不同序

列的模板的克隆效率不同 例如低

≤ 含量的模板的效率大大高于

高 ≤含量的模板 这就不可避

免会掩盖某些模板特性 甚至产生

较大的错配 !误配 ∀

尽管如此 分子生物技术比传

统的实验方法仍具有更大的精确

度和适应性 随着人们经验和数据

的积累以及实验方法的不断改进

分子生物技术在古菌研究领域将

发挥越来越大的作用 ∀
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∞ ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιο ∗

≤ Προχ . Νατλ. Αχαδ .

Σχι . ΥΣΑ, ∗

Υ √ ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιολ ∗

ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιολ., ∗

⁄ ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιο ∗

∏ ετ αλ. . Αππλ. Ενϖι −

ρον . Μιχροβιολ. ∗

∏ ∞ ετ αλ. . Αππλ. Ενϖι −

ρον . Μιχροβιολ., ∗

° ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον

Μιχροβιολ., ∗

° ≤ ετ αλ. . Προχ . Νατλ

. Αχαδ . Σχι . ΥΣΑ ∗

≥ ∏ 2 Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιλολ. ∗

≥ ≤ ετ αλ. . Αππλ

Ενϖιρον . Μιχροβιολ.,

∗

≥ ≤ ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιολ ∗

× ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιολ., ∗

• ετ αλ. . Αππλ. Ενϖιρον .

Μιχροβιολ. ∗
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ΕΦΦΕΧΤ ΟΦ ΣΕΑΩΑΤΕΡ ΤΡΕΑΤΕ∆ ΩΙΤΗ ΟΖΟΝΕ ΟΝ

ΧΟΝΤΕΝΤΣ ΟΦ ΠΡ ΟΤΕΙΝ , ΑΜΙΝΟ ΑΧΙ∆Σ ΑΝ∆ ΧΑΡΒΟ2
ΗΨ∆ΡΑΤΕ ΙΝ Χηλορελλα σπ .

• ≤ 2 × ÷∏2¬ ∞ × ÷ 2 ∏

Σηανδονγ Μαρινε Σχιενχε ανδ Τεχηνολογψ Αχαδε µψ, Θινγδαο

Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Θινγδαο

Ρεχειϖεδ : √

Κεψ Ωορδσ: Χηλορελλα ° ≤

Αβστραχτ

∞ ∏ Χηλορελλα

× ∏ ∏

∏ ×

¬ ∏

Χηλορελλα ∏ ∏ √ 本文编辑 刘珊珊

≥ ∂

≥≤ ∞ ≤∞ ≥≤ °∞
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