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摘要! 通过对不同盐环境连云港海底底泥和青海湖底泥样品构建细菌 "%5 L/,3克隆文库$对 ’ 个环境样品中细菌群落的多

样性(丰富度和优势度等进行了比较$并对其群落组成结构进行了分析B结果表明$连云港海底底泥文库的多样性指数
5:G8878 ?AS@LNA9<"S#达到 *‘)*$青海湖底泥文库的 5:G8878 ?AS@LNA9<"S#达到 *‘()$这 ’ 个样品的细菌群落均具有很高的多样

性B连云港海底底泥中细菌序列主要类群为!变形菌门"VL79@7QGM9@LAG$E#‘’j#$拟杆菌门"TGM9@L7A?@9@N$’#‘’j#’而青海湖底

泥中细菌序列主要类群为!拟杆菌门"TGM9@L7A?@9@N$%(‘(j#$厚壁菌门"=ALFAM>9@N$’%‘(j#B这些细菌中存在一些耐盐和嗜盐

菌$对工业生产和高盐废水处理具有重要参考意义B

关键词!盐环境’"%5 L/,3克隆文库’细菌多样性’耐盐嗜盐菌
中图分类号! "̂$’!文献标识码! 3!文章编号! (’)(D**(""’(""#(#D’%&"D(&

收稿日期# ’("(D""D(’’ 修订日期# ’("(D"’D(*
基金项目# 科技部国际科技合作项目"’((%_=3#"&$(# ’高等学校博

士学科点专项科研基金项目"’((#((#)"’(("&#
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!!目前$微生物群落结构和多样性是微生物生态
学和环境科学研究的热点内容B对目标环境微生物
群落的种群结构和多样性进行分析并研究其动态变
化$可以为优化群落结构(调节群落功能和发现新的
重要微生物功能类群提供有效的方法B盐环境是一
类特殊环境$全球存在大量的盐环境$如海洋(盐湖(

盐滩(晒盐场(盐渍土壤以及地下岩盐和卤水B近 *(

年来$各国学者对盐环境微生物进行了大量研究$

应用分子生物学方法分析揭示出盐环境中微生物的
多样性及群落结构特征$对其中的特殊微生物进行
分离应用 )" fE*B其中的耐盐(嗜盐微生物$它们在细
胞构造(生命活动和种系进化上的突出特征$不仅在
生命科学的基础理论研究上有着重要的意义$而且
在现代生物技术产业(环境保护(农业和药物的开发
应用上有巨大的潜力 ))$%* $是一类极具开发潜力的
微生物资源B

本研究选择 ’ 类不同的盐环境连云港海底底泥
及青海湖底泥为对象$采用基于 "%5 L/,3基因的
分子生物技术调查了两者中细菌类微生物群落的多
样性及组成结构$并对两者进行了比较分析$本研究
将丰富人们对不同含盐环境微生物多样性的认识$
以期为进一步深入开发和利用盐环境微生物奠定
基础B

NO材料与方法

NPN!材料
NPNPN!样品来源及理化特征

’("( 年 % 月$分别从连云港近海 " *E‘$)g,$
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""#‘)*g+#海底和青海湖"*%‘$)g,$ ##‘)&g+#湖底
采集了底泥样品$样品采集后于 En冰箱中保存B样
品理化特性见表 "B

表 NO样品理化特性

2GQ;@"!V:<NAMG;G8? M:@FAMG;M:GLGM9@LN7R9:@9P7NGFC;@N

样品 C[
电导率
OF5.MFo"

6;o浓度
OU.4o"

_06浓度
OFU.4o"

连云港海底底泥 %‘&# *E‘’ "&‘&E #E‘"$

青海湖底泥 $‘** ’$‘( ""‘#) "E)‘)

NPNPQ!主要试剂与仪器
=GN9_,35V.,]A9R7L57A;试剂盒$鼎国_,3快

速纯化O回收试剂盒$ C1_D"&D2-@M97L"2G]G/G#(
:$O_,3酶"2AG8U@8#(?,2V"2AG8U@8#(_,31GLI@L
"TA7F@?#等B=GN9VL@C 核酸快速提取仪$凝胶成像仪
"TA7DLG?#(电泳仪"TA7DLG?#(V6/扩增仪"TA7DLG?#
等B
NPQ!样品总 _,3的提取和 V6/扩增

样品总 _,3的提取使用 =GN9_,35V.,]A9R7L
57A;试剂盒$具体方法见试剂盒B采用细菌"%5 L_,3
通用引物"’$=!)hD3Y3Y222Y32662YY6263YD*h’
"E#’/! )hD236YYX236622Y2236Y3622D*h# 进行
V6/扩增$扩增片段大小约" )(( QCB反应体系为 )(
’4$包括 "( mV6/Q>RR@L""‘) FF7;.4o" 1U6;’ # )

’4$?,2VE ’4"’‘) FF7;.F4o" #$ "( ’F7;上下游
引物各 "’4$ :$O_,3酶"’‘) ’.’4o"# (‘) ’4$模
板 _,3" ’4$无菌超纯水 *$‘)’4B反应条件为!
#En 预变性 ) FA8’#En *( N$ ))n *( N$$’n "‘)
FA8$共 *) 个循环’最后 $’n 延伸 $ FA8B扩增产物
经 "‘(j琼脂糖凝胶电泳进行分析$然后用北京鼎
国公司的 _,3快速纯化O回收试剂盒对 V6/扩增
产物进行纯化$具体方法见试剂盒B
NPR!克隆文库构建及系统发育分析
NPRPN!克隆文库构建

将纯化后的 V6/产物在 "%n条件下与载体
C1_D"&D2-@M97L过夜连接$并转化至 \1"(# 感受态
细胞"2GIG/G#中$接种到含有 D̂UG;(.V2Y和氨苄青
霉素的 4T平板培养基上$*$n过夜培养$挑取具有
氨苄青霉素抗性的白色转化子$构建克隆文库B使用
载体质粒引物 1"* 确认质粒载体插入片段的长度$
利用 [G@...内切酶对插入序列进行酶切电泳分类$
每种类型选择 " f’ 株为代表$将菌悬液送至北京奥
科生物公司进行测序B
NPRPQ!系统发育分析

_,3序列首先由 TA7+?A9软件进行手工校正$

然后同 /_V"和 Y@8TG8I 数据库进行比对 )$$&* $保
留最相似的序列$用 6;>N9G;D̂ 将参照序列和克隆序
列一起进行排列 )#$"(* $随后用 1+Y3E‘( 软件采用
邻接法进行系统进化树的构建 )""* $可能的 M:AF@LG
序 列 用 /_V" 中 的 6[.1+/3 k 6[+6] 和
T@;;@L7C:78 软件进行检查 )"’*B相似度超过 #$j的序
列被认为是一个命名单位 "7C@LG9A78G;9GJ787FAM
>8A9$ 02W#B并对 02W的丰富度指数 76:G7"和 736+以
及多样性指数 5:G8878 ?AS@LNA9<"S#进行了计算$匀
度指数 +S@8@NN"J#由公式 JqSO;8. 计算$式中 .
是 02W的总数B覆盖率 67S@LGU@"L#由公式 Lq" o
"."C9#计算得到$式中$." 是文库中只出现一次的
02W数目$9是克隆的总数B

QO结果

QPN!"%5 L/,3克隆文库构建及多样性指数分析
分别将从连云港克隆文库和青海湖克隆文库挑

取的克隆子与 Y@8TG8I 数据库中的序列进行比对$
获得最相似序列$连云港克隆文库共获得 %) 个有效
克隆子$青海湖克隆文库共获得 )( 个有效克隆子$
将相似度超过 #$j的序列认为是 " 个 02W$结果见
表 ’ 和表 *"字母 =D和 ,D是连云港海底底泥样品不
同次克隆的编号$字母 TD和1D是青海湖底泥不同次
克隆的编号#B

分别计算 ’ 个文库的丰富度指数 76:G7"和 736+(
多样性指数 5:G8878 ?AS@LNA9<"S#(匀度指数 +S@8@NN
"J#和覆盖率 67S@LGU@"L#$结果见表 EB这 ’ 个文
库的覆盖率分别为 )’‘*j和 %E‘(j$说明 ’ 个文
库的库容都比较小$挑选的克隆理论上只反应了
样品中 %(j左右的细菌多样性$但这里的统计指
数仅是实际值的保守估计B最近 ]@FC 等 )"**运用
了多种统计方法分析比较了文献中报道的 ’’) 个
来自多种环境的 "%5 L/,3克隆文库的组成$发现
随着库容的增大$02W的数目总在增加$表明至今
的研究均未能穷尽样品中细菌多样性B’ 个文库的
多样性指数 5:G8878 ?AS@LNA9<"S#分别达到 *‘)* 和
*‘()$表明这 ’ 个样品的细菌群落具有较高的多
样性B
QPQ!"%5 L/,3克隆文库分析

根据连云港海底底泥部分 "%5 L/,3克隆序
列构建的系统发育树见图 "$根据青海湖底泥部分
"%5 L/,3克隆序列构建的系统发育树见图 ’$通
过系统发育树可以看出 ’ 个样品均具有丰富的细
菌种属B

’&%’
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表 QO连云港海底底泥 N!"&F=<序列相似性比对结果

2GQ;@’!T4352L@N>;97R"%5 L/,3N@d>@8M@RL7F9:@4AG8<>8UG8UFGLA8@N@?AF@89

02W编号"克隆编号#
Y@8TG8I 上的
序列登记号

Y@8TG8I 上最相似序列"登记号#及相似度Oj

TGM9@L7A?@9@N’#‘’j

4XYD"" =D$#$=D*$=D&(# [c$(*&(E L%32)&’$%&.$ +&*3%$+&#"+="(&’"E##%j

4XYD’"=D")# [c$(*$#) W+I&;$2*)%$.*$%2*&2"#"+=))E*%E##%j

4XYD*"=D’$=D&E$=D&)$=D$E$=D%%# [c$(*$#% >8M>;9>L@? TGM9@L7A?@9@NQGM9@LA>F"3\#%#E)$##Ej

4XYDE"=D$*# [c$(*&’’ >8M>;9>L@? QGM9@LA>F"=\$"%#*"##)j

4XYD)"=DE(# [c$(*&") >8M>;9>L@? FGLA8@QGM9@LA>F"=/%&)""*##*j

4XYD%"=D’E$=D%"$=D#"$=D#*$=D*## [c$(*$## >8M>;9>L@? TGM9@L7A?@9@NQGM9@LA>F"Yc’%"&""##%j

4XYD$"=D%*$=DE)# [c$(*&’E !+)(&*6%&(13%3*6)$)"3T($&(*&##(j

4XYD&"=D)E# [c$(*&(" >8M>;9>L@? TGM9@L7A?@9@NQGM9@LA>F"3\EE"’’"##$j

(DVL79@7QGM9@LAG’$‘$j

4XYD#"=D%#$=D*$# [c$(*&’) >8M>;9>L@? (VVL79@7QGM9@LA>F"_c*)"$)&##&j

4XYD"(",D$E$,D%E# [c$(*&EE >8M>;9>L@? (VVL79@7QGM9@LA>F"_c*)"&(###&j

4XYD"""=D$"$,D#"$,D*&$,D%$$,D&)$,D&*# [c$(*&’" >8M>;9>L@? (VVL79@7QGM9@LA>F"_c*)"$&$###j

4XYD"’"=D"(# [c$(*&() QGM9@LAG;@8?7N<FQA7897R/1$#NCB"31E(’#%(##)j

4XYD"*"=D’## [c$(*&"E >8M>;9>L@? (DVL79@7QGM9@LA>F"YW’*(*%(##$j

4XYD"E",D*)# [c$(*&*" >8M>;9>L@? (DVL79@7QGM9@LA>F"=\E#$%*%##&j

4XYD")"=D*)# [c$(*&’& (DVL79@7QGM9@LA>F/3C"E*"+W%$’&%&##Ej

4XYD"%"=D%’# [c$(*&’% <+)&06&+"#’)##&.).#&#",/(’)E*’##"j

4XYD"$",D*"# [c$(*&E* FGLA8@QGM9@LA>F’$%&#U+$I"’"+=E%&$"$##Ej

4XYD"&"=D"*# [c$(*&($ FGLA8@(DVL79@7QGM9@LA>F[266’"E&"3X*&%**E##$j

4XYD"#"=D)%# [c$(*&"# 4#)"13$+*)%3’3.$#NCBaN"$"3\$(E$#(##"j

)DVL79@7QGM9@LAG"%‘#j

4XYD’("=D%(# [c$(*&(’ >8M>;9>L@? MG8?A?G9@?ASANA78 0V& QGM9@LA>F"=,E’E*#E##$j

4XYD’""=D%&# [c$(*&’( Y)#"+U3%630$+"##&.5$03%).#&#",/(’&$E’##Ej

4XYD’’"=D"%# [c$(*&(& Q@8b@8@FA8@LG;AbA8UM78N7L9A>FM;78@5TD’#"3=(’#(E$##%j

4XYD’*"=D%# [c$(*&"’ Y)#"+U3U$;$ 5)+&1$",/(’&$*(##$j

4XYD’E",D’*$,D%’# [c$(*&*% >8M>;9>L@? Y)#"+U"%3’3.$#NCB"3X"$$&("##&j

4XYD’)",D%## [c$(*&*& >8M>;9>L@? Y)#"+U"%3’3.$#NCB"_c*#)()*##&j

4XYD’%",D)*$,D%*# [c$(*&*) >8M>;9>L@? )DVL79@7QGM9@LA>F"YW’*(*#(##)j

4XYD’$"=DE"$=DE’# [c$(*&’# 4)+3;$2*)%NCB3*Q*"3\’$"%)%##&j

"DVL79@7QGM9@LAG*‘"j

4XYD’&",D&$# [c$(*&*# >8M>;9>L@? QGM9@LA>F"=\%’&’#’##)j

4XYD’#"=D&## [c$(*$#& >8M>;9>L@? "DVL79@7QGM9@LA>F"Yc’E#)")###j

#DVL79@7QGM9@LAG"‘)j

4XYD*("=D*&# [c$(*&(( E6313;$2*)%NCB’(-"$"[1()(E’(##’j

6<G87QGM9@LAG$‘$j

4XYD*""=D)$=DE$# [c$(*&"% M:;7L7C;GN9D’063%$ 23UU)$)U3%’&#"=\((’"&*###j

4XYD*’"=D""$=D)"# [c$(*&"& M:;7L7C;GN9:6$+$##&3#&%$ 0".2*&5)%$"=\((’"$E###j

4XYD**",D)(# [c$(*&*$ M:;7L7C;GN9K$2&++$%&$ 0$(&++&U)%"3\)*%E)’##(j

-@LL>M7FAML7QAG%‘’j

4XYD*E"=D"$=D$)$=D&*$=D$$# [c$(*&(# >8M>;9>L@? -@LL>M7FAML7QAG;@NQGM9@LA>F"_c*)"$*&##%j

3MA?7QGM9@LAG"‘)j

4XYD*)"=D&%# [c$(*&"* >8M>;9>L@? 3MA?7QGM9@LAGQGM9@LA>F"YW’*(E*%##*j

6:;7L7R;@JA"‘)j

4XYD*%"=D)$# [c$(*$#* >8M>;9>L@? 6:;7L7R;@JAQGM9@LA>F"3X#’"#%)##*j

=ALFAM>9@N"‘)j

4XYD*&"=D$# [c$(*&"( >8M>;9>L@? K$2&++"#NCB"3=E)E*("##"j

3M9A87QGM9@LAG"‘)j

4XYD*#",D*$# [c$(*&*E >8M>;9>L@? GM9A87QGM9@LA>F"_cE*"&&E##*j

,A9L7NCALG"‘)j

4XYD*$"=DE## [c$(*&"$ 9&*%3#0&%$ NCB@8LAM:F@89M>;9>L@M;78@4V2-D5"""[1"*"&*’##$j

*&%’
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表 RO青海湖底泥 N!"&F=<序列相似性比对结果

2GQ;@*!T4352L@N>;97R"%5 L/,3N@d>@8M@RL7F9:@cA8U:GA4GI@N@?AF@89

02W编号"克隆编号#
Y@8TG8I 上的
序列登记号

Y@8TG8I 上最相似序列"登记号#及相似度Oj

TGM9@L7A?@9@N%(‘(j

c[D""TD&’$TD%%$TD""$TD’"$TD’*$TD*$$
TDE$$1DE$$1D&$#

[c$(*&%# Q@8b@8@FA8@LG;AbA8UM78N7L9A>FM;78@5TD""3=(’#(*###%j

c[D’"TD"E$TDE%# [c$(*&)E >8M>;9>L@? QGM9@LA>F"+=%*’%)(##&j
c[D*"TD%&# [c$(*&)( >8M>;9>L@? QGM9@LA>F"+=%*’$"*##%j
c[DE"TD)"# [c$(*&E# >8M>;9>L@? TGM9@L7A?@9@NQGM9@LA>F"=\)"%#’(##)j

c[D)"TDE$$TD$&$TD#(# [c$(*&$%
TGM9@L7A?@9@N QGM9@LA>F @8LAM:F@89 M>;9>L@ M;78@ -,6*T((&
"YW**#E&)##%j

c[D%"1D$$$1D)$1D’&$1D%E# [c$(*&&’ >8M>;9>L@? QGM9@LA>F"+=%*’#*"###j
c[D$"TD"%$TD&$$TD’(# [c$(*&%% /AI@8@;;GM@G@QGM9@LA>F\31DT3()(""3T*%’’%)##&j
c[D&"TD"$$1D*)# [c$(*&$" >8M>;9>L@? LM*306$5$+)#QGM9@LA>F"=\)"$(*###’j
c[D#"TDE# [c$(*&$E >8M>;9>L@? LM*306$5$+)#;$2*)%&"’"=\)"%#"E##%j
c[D"("TD$*$TD&# [c$(*&)" 7$+)5).*&;$2*)%NCBT5P’")E$"YcE)’&$(##&j
c[D"""TD#%# [c$(*&)# X&++&#&$ NCBZ5ED%"=\&&#%$(##%j
c[D"’"TD)(# [c$(*&%* LM2+3;$2*)%&"’+&$."’"_c)*E(%*##Ej
=ALFAM>9@N’%‘(j
c[D"*"TD&#$TD)’# [c$(*&)) L+3#*%&1&"’NCBVE"("’# "YW*$((#’##&j
c[D"E"TD## [c$(*&%" :&.1$++&$ *)(2323.).#&#"_c’*E#("##)j
c[D")"TD)&# [c$(*&%) L+3#*%&1&$ QGM9@LA>FV’’""’# "YW*$((#"##$j
c[D"%"1DE# [c$(*&&* >8M>;9>L@? QGM9@LA>F"3T)(%*#####j
c[D"$"TD*$TDE)$1D"*$1D%%# [c$(*&$) D+8$+&;$2*)%&"’0"*%&1$+5&23+$"3T’#E"%&##&j
c[D"&"TD$(# [c$(*&%E 4+$.32322"#NCB+V*%"31E(*$’$##&j
c[D"#"TD’# [c$(*&$’ >8M>;9>L@? K$2&++"#NCB"3=E)E*("##*j
c[D’("1D"(# [c$(*&&) 3LM9AMQGM9@LA>F,V’)"+W"#%**"##&j
c[D’""TD#)# [c$(*&%$ >8M>;9>L@? QGM9@LA>F"6W#’’)(*##%j
VL79@7QGM9@LAG&‘(j
c[D’’"TD$’# [c$(*&$( /:7?7M<M;GM@G@QGM9@LA>F=24#"_cE)"&’)##&j
c[D’*"TD)%# [c$(*&)$ DP3$%2"#NCB6/’*"3=(""*’&##%j
c[D’E"TD%*# [c$(*&$$ 9&*%3#3’3.$#NCB,F"E*"3X"’*$#E##&j
c[D’)"TD))# [c$(*&)% (DVL79@7QGM9@LA>F[/:""=\E&’’*"##*j
2@8@LAM>9@N%‘(j
c[D’%"TD#E$TD%$TDE"# [c$(*&E& D263+)0+$#’$ 0$+’$)"4**$*E##*j

表 WO两地 N!"&F=<克隆文库的多样性指数及覆盖率

2GQ;@E!_AS@LNA9<A8?@JG8? 67S@LGU@7R9:@9P7"%5 L/,3M;78@;AQLGLA@N

样品 克隆数目 02W数目 76:G7" 736+ 5:G8878 指数 +S@88@NN指数 67S@LGU@Oj

连云港海底底泥 %) *# #$‘" ")%‘" *‘)* (‘#% )’‘*

青海湖底泥 )( ’% )"‘) %$‘* *‘() (‘#E %E‘(

QPQPN!连云港海底底泥 "%5 L/,3克隆文库分析
在连云港海底底泥中变形菌门"VL79@7QGM9@LAG$

E#‘’j#和拟杆菌门"TGM9@L7A?@9@N$ ’#‘’j#为主要
类群B变形菌门"VL79@7QGM9@LAG#又包括 (D变形菌纲
" (DVL79@7QGM9@LAG$ ’$‘$j#$ )D变 形 菌 纲 " )D
VL79@7QGM9@LAG$ "%‘#j#$ "D变 形 菌 纲 " "D
VL79@7QGM9@LAG$ *‘"j# 和 #D变 形 菌 纲 " #D
VL79@7QGM9@LAG$ "‘)j# E 个纲B除此以外$该文库还
包括蓝细菌门 "6<G87QGM9@LAG$ $‘$j#$疣微菌门
"-@LL>M7FAML7QAG$ %‘’j#$厚壁菌门 "=ALFAM>9@N$

"‘)j#$绿弯菌门 "6:;7L7R;@JA$ "‘)j#$放线菌门
"3M9A87QGM9@LAG$ "‘)j#$硝化螺旋菌门 ",A9L7NCALG$
"‘)j#和酸杆菌门"3MA?7QGM9@LAG$ "‘)j#$ 个门B

对连云港海底底泥的 %) 个测序克隆进行同源
性分 析 发 现$ 有 E 个 克 隆 属 于 拟 杆 菌 门
"TGM9@L7A?@9@N#中的 =;GS7QGM9@LAGM@G@$该科中大部
分细菌属于中度嗜盐菌$其中克隆 =") 与 W+I&;$2*)%
$.*$%2*&2"#"+=))E*%E#相似度为 #%j$该相似菌株
可在 "‘(j f*‘(j的 ,G6;环境中生长$最适生长
盐度 为 ’‘(j )"E*B有 # 个 克 隆 属 于 变 形 菌 门

E&%’



# 期 侯梅锋等! 连云港海底底泥及青海湖底泥细菌多样性研究

图 NO连云港海底底泥中部分 N!"&F=<克隆序列构建的系统发育树

=AUB"!,@AU:Q7>LDH7A8A8UC:<;7U@8@9AM9L@@7R"%5 L/,3U@8@N@d>@8M@N" CGL9AG;M;78@N@d>@8M@N#

7Q9GA8@? RL7F9:@4AG8<>8UG8UFGLA8@N@?AF@89

"VL79@7QGM9@LAG#中的硫酸盐还原菌"N>;RG9@DL@?>MA8U
QGM9@LAG$5/T#$该细菌类群属于中度嗜盐菌$其中克
隆 =% 与 Y)#"+U3U$;$ 5)+&1$ ",/(’&$*( # 相似度为
#$j$ 克 隆 =E"O=E’ 与 4)+3;$2*)% NCB 3*Q*

"3\’$"%)%#相似度为 #&jB克隆 =&# 属于变形菌门
"VL79@7QGM9@LAG#中的 7"+U"%3I"’属$该属细菌可在
"‘(j f%‘(j的海盐环境中生长 )")* $克隆 ="* 与海
洋细 菌 FGLA8@UGFFGCL79@7QGM9@LA>F [266’"E&

)&%’
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图 QO青海湖底泥中部分 N!"&F=<克隆序列构建的系统发育树

=AUB’!,@AU:Q7>LDH7A8A8UC:<;7U@8@9AM9L@@7R"%5 L/,3U@8@N@d>@8M@N" CGL9AG;M;78@N@d>@8M@N# 7Q9GA8@? RL7F9:@cA8U:GA4GI@N@?AF@89

"3X*&%**E#相似度为 #$j$大多数海洋细菌都是
轻度嗜盐菌$克隆 ="( 与嗜甲基菌属">)*6M+306$5#

中的 QGM9@LAG;@8?7N<FQA7897R/1$#NCB"31E(’#%(#

相似度为 #)j$ 克隆 ="% 与苯矿化菌 Q@8b@8@
FA8@LG;AbA8UM78N7L9A>FM;78@5TD’#"3=(’#(E$#相似
度 为 #%jB有 ) 个 克 隆 属 于 蓝 细 菌 门
"6<G87QGM9@LAG#中的硅藻属 "K$2&++$%&306M*$#$这是
一类能耐受高盐水体的藻类$大多数嗜盐硅藻的最
适盐浓度低于 $‘)j$只有少数在 "’‘)j f")‘(j

之间$其中克隆 =E$ 与硅藻咖啡双眉藻 M:;7L7C;GN9
D’063%$ 23UU)$)U3%’&#"=\((’"&*#相似度为 ##j$该
藻可在 (‘&j f%‘(j ,G6;范围内生长$随着盐度
增大$藻生长速度减慢 )"%*B克隆 =$ 与厚壁菌门
" =ALFAM>9@N# 中 的 >8M>;9>L@? K$2&++"# NCB
"3=E)E*("#相似度为 #"j$该相似序列来自美国
加利福尼亚州的马姆莫斯高盐碱湖B克隆 =E# 与硝
化螺旋菌 9&*%3#0&%$ NCB"[1"*"&*’#相似度为 #$jB

相似序列中大多数来自海洋环境$个别来自盐碱湖$

%&%’



# 期 侯梅锋等! 连云港海底底泥及青海湖底泥细菌多样性研究

且大部分属于未被培养的细菌$表明该文库蕴藏着
丰富的微生物资源B
QPQPQ!青海湖底泥 "%5 L/,3克隆文库分析

在青 海 湖 底 泥 中 拟 杆 菌 门 "TGM9@L7A?@9@N$
%(‘(j#和厚壁菌门"=ALFAM>9@N$ ’%‘(j#为主要类
群$还包括变形菌门"VL79@7QGM9@LAG$ &‘(j#$柔膜菌
门"2@8@LAM>9@N$ %‘(j#B

对青海湖底泥的 )( 个克隆进行同源性分析发
现$有 "* 个克隆属于厚壁菌门"=ALFAM>9@N#$其中克
隆 1"( 与 3LM9AMQGM9@LA>F,V’)"+W"#%**"#相似度
为 #&j$该相似序列来自加拿大的一个盐度为
$‘)j 硫 酸 盐 泉$ 克 隆 TE) 等 与 嗜 碱 菌
D+8$+&;$2*)%&"’0"*%&1$+5&23+$ "3T’#E"%& # 相似度为
#&j$D+8$+&;$2*)%&"’是中度嗜盐菌属$克隆 1&" 等
与 肉 杆 菌 属 中 的 L$%.3;$2*)%&"’ 0+)&#*32).&"’
",/(’)’""#相似度为 #)j$该相似序列可在 ( f
)‘(j的 ,G6;范围内生长 )"$* $克隆 T# 与 :&.1$++&$
*)(2323.).#&#"_c’*E#("#相似度为 #)j$该相似菌
株是 " 株中度嗜盐碱菌$ 适宜生长的 ,G6;范围在
)‘(j f"(‘(j )"&* $克隆 T’ 与 >8M>;9>L@? K$2&++"#
NCB"3=E)E*("#相似度为 #*jB有 * 个克隆属于拟
杆 菌 门 " TGM9@L7A?@9@N# 中 的 黄 杆 菌 科
=;GS7QGM9@LAGM@G@$克隆 T#% 与 X&++&#&$ NCBZ5ED%
"=\&&#%$( # 相 似 度 为 #%j$ 克 隆 T&OT$* 与
7$+)5).*&;$2*)%NCBT5P’")E$ "YcE)’&$(#相似度为
#&j$克隆 T)( 与拟杆菌门 "TGM9@L7A?@9@N# 中的
LM2+3;$2*)%&"’+&$."’"_c)*E(%* #相似度为 #Ej$
该相似菌株可在 "‘(j f"’‘(j的 ,G6;范围内生
长 )"#*B有 E 个克隆属于变形菌门 "VL79@7QGM9@LAG#$
其 中 克 隆 T)) 与 (DVL79@7QGM9@LA>F [/:"
"=\E&’’*"#相似度为 #*j$该相似菌株来自高盐湖
泊$克隆 T%* 与亚硝化单胞菌 9&*%3#3’3.$#NCB
,F"E*"3X"’*$#E#相似度为 #&j$克隆 T)% 与固
氮弧菌 DP3$%2"#NCB6/’* "3=(""*’& # 相似度为
#%j$克隆 T$’ 与硫杆菌属 ":6&3;$2&++"## 中的
/:7?7M<M;GM@G@QGM9@LA>F=24# "_cE)"&)’#相似度
为 #&j$ 克 隆 1E$ 等 与 苯 矿 化 菌 Q@8b@8@
FA8@LG;AbA8UM78N7L9A>FM;78@5TD" "3=(’#(*##等相
似度为 #)j f#%jB该文库中的相似序列来源比较
广泛$有海洋环境(盐碱湖(腌制食品等$且多是已获
得培养的菌种B

RO讨论

通过对连云港海底底泥和青海湖底泥这 ’ 种不

同盐环境的样品分别构建 "%5 L/,3克隆文库$并
进行系统发育分析$笔者发现 ’ 个文库中的大多数
"%5 L/,3序列都与发表在 Y@8TG8I 数据库中的
"%5 L/,3序列有较大的差异$在连云港海底底泥中
有 E(‘(j的克隆序列与相似序列的相似度低于
#)j$在青海湖底泥中则有 "%‘(j的克隆序列与相
似序列相似度低于 #)j$表明连云港海底底泥和青
海湖底泥中存在大量未知菌种$有待进一步开发利
用B

在连云港海底底泥文库中$获得的序列在大的
类群上与国外对不同海域沉积物的研究结果大体一
致$但不同海域沉积物中细菌群落优势类群也存在
一定的差异 )’( f’’*B本研究表明连云港海底底泥中最

大的细菌类群是变形菌门 "VL79@7QGM9@LAG#$而其中
的 (D纲又占优势$含 "& 个克隆子$这一结果与西太
平洋海域的很多研究结果一致 )’*$’E* $其次是 )D纲$

含 "" 个克隆子$#D纲在陆地土壤环境和海水中占优
势$而在海洋沉积物中很少甚至没有发现$本文库中
含有 " 个克隆子$可能是受到了近海陆生环境的影
响’另一大类群是拟杆菌门"TGM9@L7A?@9@N#$其中有
E 个克隆子属于 =;GS7QGM9@LAG$该类群是海洋表层水
中的主要类群 )’)$’%* $本研究也证明了这一点B在青

海湖文库中$拟杆菌门 "TGM9@L7A?@9@N#(厚壁菌门
"=ALFAM>9@N# 和变形菌门 "VL79@7QGM9@LAG#三者所占
比例高达 #E‘(j$这 * 种类群普遍存在一般的盐碱
湖中 )%$’$$’&* $柔膜菌门"2@8@LAM>9@N#的细菌则较少$

在其他盐湖中也较少见B对比 ’ 个文库发现$变形菌
门"VL79@7QGM9@LAG#(拟杆菌门"TGM9@L7A?@9@N#和厚壁
菌门"=ALFAM>9@N#是两者共有的细菌类群$且连云港
文库比青海湖文库中的细菌类群丰富很多$大部分
都是青海湖没有的$两者具有不同的生物多样性B这
是由于样品都来自含盐环境$但一个属于海洋环境$

另一个属于内陆湖泊$两者具有不同的生态环境及
物质循环过程B

海洋及盐碱湖泊中广泛存在着嗜盐(耐盐菌$它
们遍布于细菌域的各个主要系统发育分枝上$目前
发现大约 )( 个细菌属中含有嗜盐和耐盐细菌$它们
分别 属于 变 型菌 门 "VL79@7QGM9@LAG#( 厚 壁 菌 门
"=ALFAM>9@N#(拟杆菌门 "TGM9@L7A?@9@N#(放线菌门
"3M9A87QGM9@LAG#B测序结果表明$’ 个文库中的大部
分克隆子都归属于上述几类细菌$且同源细菌大多
数来源于海洋及盐碱湖泊环境$具有一定的嗜盐耐
盐能力B

$&%’
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WO结论

细菌多样性分析和 "%5 L/,3克隆文库分析结
果表明$连云港海底底泥和青海湖底泥中有着丰富
的细菌多样性$且前者比后者更丰富B这些细菌中很
多都是未知种属$其中存在大量的耐盐和嗜盐菌$它
们的特征(功能及在工业生产和环境治理等方面的
应用有待进一步深入研究B
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