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珠穆朗玛峰北坡 6000 m以上主要生境细菌群落特征 
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摘要  流式细胞技术及构建的细菌16S rRNA基因文库揭示了珠穆朗玛峰北坡6600~8000 m表层雪中细
菌的数量, 以及 6000 m冰塔林、6350 m冰川融水和 6600 m表层雪中细菌的群落特征. 珠峰北坡表层  
雪中细菌数量高于南极地区, 但与其他高山雪中相似. 表层雪中细菌的数量有随海拔升高而增多的趋
势, 但与离子的浓度相关性不太. 珠峰北坡冰冻环境中的细菌 16S rRNA序列与土壤、湖泊和河流、动
植物体及其他冷冻环境中细菌的相似 . 冰塔林、冰川融水和表层雪中细菌具不同的群落特征 , 
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB)类群细菌在冰川融水中占绝对优势 , 冰塔林中属于
β-Proteobacteria 和 CFB类的细菌为优势种, 而表层雪中细菌则以β -Proteobacteria和 Actinobacteria 类
的细菌为主, 不同生境中细菌群落的不同可能是由于细菌的沉积后变化引起.  
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珠穆朗玛峰以其独一无二的海拔高度 , 在生态
系统及全球变化研究中起着重要的作用 . 珠峰是全
球变化研究的热点地区 , 冰川学家和气候学家对该
地区冰雪的物理和化学性质进行了详细的研究 [1~7], 
但对有机界的研究还很少 . 前人对喜马拉雅山南坡
Yala冰川的雪藻和Gangotri冰川的耐寒细菌进行了研
究 [8,9], 在珠峰北坡仅对东绒布冰川 6500 m垭口处雪
坑中微生物进行了研究 [10]. 近些年来, 作为全球变
化敏感指示器之一的高山环境中微生物得到越来越

多的研究, 但研究区大多在 2000~4000 m[11~14], 已有
研究表明, 海拔越高, 对气候变化的放大效应越强 [15]. 
因此, 作为气候变化的敏感区, 珠峰高海拔区微生物
的群落及其与环境关系的研究具有重要的环境科学

意义. 珠峰 6000 m以上地区常年为冰雪覆盖, 仅有部
分出露基岩 , 无任何植被 , 积雪压实成冰形成冰川 , 
冰川末端由于差异消融形成世界上最壮观的冰塔林, 
冰川区季节性出现冰川融水, 对这种寒冷低温、寡营
养、强辐射的极端环境中微生物的研究也同时具有重

要的生物学意义.  
本研究用流式细胞计数技术研究了珠峰北坡

6600~8000 m表层雪中细菌数量, 并初步分析了细菌
数量与环境的关系. 通过构建环境样品 16S rRNA基
因克隆文库, 研究了 6000 m冰塔林、6350 m冰川融

水和 6600 m 表层雪中细菌的多样性. 本研究的目的
在于揭示珠峰高海拔区不同生境(冰、雪、冰川融水)
中细菌的面貌.   

1  材料与方法 

(ⅰ) 样品的采集及实验室分析.  沿珠峰北坡登
山线路采集表层(1~10 cm)雪样(图 1), 分装入 500 mL
洁净灭菌的Nalgene瓶中, 用以分析雪中细菌的数量. 
在 6350 m处取冰川融水 1 L, 在 6600 m处取表层雪
2 L, 在 6000 m冰塔林取冰一块, 用以分析细菌的多
样性. 穿洁净服戴无菌手套进行所有操作. 在野外及
运输过程中样品冷冻保存 . 微生物的数量用厦门大
学近海海洋环境科学国家重点实验室的流式细胞仪

(Beckman Coulter公司, 型号 Epics Altra Ⅱ)检测. 离
子浓度由中国科学院青藏高原研究所环境与过程实

验室 Dionex 2000及 2500型离子色谱仪测定.  
(ⅱ) 环境 DNA样品的提取及 16S rRNA基因的

扩增.  表层雪样置于 4℃下缓慢融化, 将约 600 mL
融水用 0.22 μm无菌Millipore微孔滤膜过滤. 将冰川
融水样取出置于 4℃下缓慢融化后, 用 0.22 μm无菌
Millipore 微孔滤膜过滤. 冰塔林的冰块先在无菌操
作台中用灭菌手术刀将外面约 5 cm 的外层刮去, 重
复一次, 再用预冷 90%乙醇冲淋, 将处理后的冰块置 
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图 1  研究样品采集点 
 
于密封容器中 4℃下缓慢融化后, 再用 0.22 μm无菌
Millipore 微孔滤膜过滤. 将膜放入离心管中, 加入 
GTE缓冲液(50 mmol/L葡萄糖, 25 mmol/L Tris, 25 
mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L EDTA (pH 8.0))及溶菌
酶(终浓度 1 mg/mL), 37℃水浴 2 h后将液体转入新的
离心管, 加入 10% SDS, 10 μL蛋白酶 K (终浓度 0.2 
mg/mL)及 5 mol/L NaCl, 53℃水浴后加入等体积的
酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶1)抽提, 离心后取上清加
入 2/3 体积的氯仿∶异戊醇, 离心后加入异丙醇置于
−20℃过夜沉淀. 取出后高速离心, 弃上清, 加入 70%
预冷的乙醇清洗, 弃上清室温下风干后加入 TE 缓冲
液将 DNA溶解, −20℃下保存.  

以细菌通用引物 27f (5′-AGAGTTTGATCTGGC- 
TCAG-3′)和 1392r (5′-ACGGGCGGTGTGTRC-3′)对
样品进行扩增. PCR反应体系(30 μL)含: 1 μL DNA模
板, 3 μL缓冲液, 1.8 μL dNTP, 正反向引物各 0.5 μL
及 0.2 μL La Taq DNA聚合酶(宝生物工程大连有限
公司). PCR扩增条件是: 94℃预变性 5 min; 94℃变性
30 s, 55℃复性 1 min, 72℃延伸 1 min, 30个循环; 72℃
延伸 10 min. 将灭菌水用同样方法过膜后提取 DNA

并扩增, 用作阴性对照. 
(ⅲ) 16S rRNA基因克隆文库的构建及筛选.  将

PCR产物用DNA纯化试剂盒(宝生物工程公司)纯化
后, 连接克隆到pMD18-T载体(宝生物工程公司), 并
转入E. coli DH5α中, 建立 16S rRNA基因文库. 每个
基因文库中随机挑取 70~100个克隆以M13正反向引
物进行PCR扩增, 扩增产物在 1.5%的琼脂糖胶中电
泳, 确定阳性克隆. 将 15 μL阳性克隆的PCR产物分
别用HhaⅠ和AfaⅠ酶进行酶切, 以 3%的琼脂糖凝胶
电泳分析限制性酶切带型 . 不同的克隆根据酶切带
型结果进行归类, 每种带型中挑选一个克隆测序. 所
有测序在上海英骏生物技术有限公司ABI 3730 测序
仪上完成 . 根据文库酶切分型的结果计算克隆文库
的覆盖率 (coverage), 并进行多样性分析 ; 覆盖率 
= [1−(带型仅出现一次的克隆子数 /总克隆数 )] × 
100%[16].  

(ⅳ) 16S rRNA基因序列的分析比较.  所获得序
列首先通过嵌合子检测程序CHIMERA_CHECK[17]检

测是否为嵌合子序列 . 在GenBank数据库 (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)与已知细菌的 16S rRNA
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基因序列进行比较. 所有序列在Ribosomal Database 
Project 9.0 数 据 库 (http://rdp.cme.msu.edu) 中 用
“Classifer”程序以 80%的置信度确定其归属 . 所得
16S rRNA基因序列均已提交GenBank数据库 , 序列
登录号为: EF190114 ~ EF190144, DQ675465, DQ675-   
469, DQ675500, DQ675487, DQ675470, DQ675471. 

2  结果 

2.1  珠峰北坡 6600~8000 m表层雪中细菌的数量及
主要离子的浓度 

表 1列出了珠峰北坡 6600~8000 m不同海拔表层
雪中细菌数及主要离子浓度 . 表层雪中的细菌数量
有随海拔升高而加大的趋势 , 但与离子的相关性不
大.  

2.2  珠峰北坡 6000 m以上主要生境中细菌群落特征 

珠峰北坡不同海拔的冰、雪和冰川融水中 240
个(冰塔林中 71个、冰川融水中 77个、表层雪中 92
个)克隆子经 RFLP 分析, 共获得 37 条序列. 所有序
列通过嵌合子检测程序验证表明均为正常的 16S 
rRNA 基因序列. 分别构建了 6000 m 冰塔林(ESE), 
6350 m冰川融水(L), 6600 m表层雪(ESS) 3 个 16S 
rRNA 基因文库. 所建文库的覆盖率均大于 80%, 表
明足以代表细菌的多样性.  

(ⅰ) 6000 m冰塔林中细菌的 16S rRNA基因序列
分属于α,β,γ-Proteobacteria, Actinobacteria, Fir-
micutes, CFB, Cyanobacteria 7大类. β-Proteobacteria
为其优势类群, 占全部克隆的 43.66%, 均属 Oxalo-     
bacteraceae科未定属. 属于β-Proteobacteria的 4条序
列中有 3 条最同源序列都源自冰川或冻土环境, 1 条
序列的最同源序列源自土壤. 其中序列 ESE-2占全部
克隆的 40%, 其最同源细菌分离自南极 Canada 冰川
(AF479326, 相似度 98%). 属于 CFB, γ-Proteo-      
bacteria 和α-Proteobacteria 的序列分别占总克隆的
21.31%, 14.08%和 12.68%, 大多数细菌的最同源序列 

分离自土壤. 序列 ESE-68 属于α-Proteobacteria 的
Devosia 属, 与分离自南极湖泊的序列 UBA440974, 
北极海冰的序列 AF468359相似度都达 97%, 与源于
新西兰 Franz Josef Glaciers 的 AY315165 相似度达
98%. 

(ⅱ) 6350 m冰川融水细菌 16S rRNA基因文库中
CFB 类 Flavobacterium 属占绝对优势(94.8%). 另外, 
只有β-Proteobacteria类的 Acidovorax和 Polaromonas
属, 且只有 4 个克隆. 属于 Flavobacterium 属的 4 条
序列中, 有 3条序列的最同源细菌分离自南极湖泊, 1
条分离自河口沉积物. 其中序列 L-4-59 所代表的克
隆占全部克隆的 85%, 其最同源序列分离自南极
Ardley Island 湖泊沉积物(AJ551150, 相似度 97%). 
β-Proteobacteria 类的 2 条序列的最同源细菌分别源
自北极海冰 (AF468326)和瓶装水中 (AF442523), 相
似度都为 99%. 6350 m冰川融水中细菌多样性低且表
现出强耐寒性的特征. 

(ⅲ) 6600 m表层雪 16S rRNA基因文库中序列近
一半属于β-Proteobacteria (占全部克隆的 45.65%), 
其余分属于 Actinobacteria (34.78%), α-Proteobacteria 
(13.04%), CFB (2.17%), Deinococci (2.17%)类群及未
定类(2.17%). 序列的最同源序列分离自冰川、土壤及
水生环境. ESS-2 在 RDP数据库中以 100%的相似度
归于 Deinococci 属 , 最同源序列为分离自土壤 
(AY960773)及新西兰 Franz Josef Glaciers 中 Deino-     
cocci属细菌(AY315162). Deinococci类细菌具有特殊
的抗强辐射的能力 , 在南极极点附近雪中占 10%~ 
20%. 
2.3  珠峰北坡 6000 m以上主要生境细菌相似性分析 

通过 Blast程序从 GenBank数据库中提取了所有
序列的最同源序列及最同源纯系. 所获得的 37 条珠
峰 6000 m以上冰冻圈细菌序列与现有序列的相似性
为 93%~100%, 与现有纯系的相似性为 89%~100%. 
23 条序列与现有序列相似性为 98%~100%, 占 62%; 
21条序列与现有纯系相似性 98%~100%, 占 58%. 

 
表 1  珠峰北坡 6600~8000 m表层雪中细菌的数量及主要离子的浓度 

 海拔/m 细菌数量/104个·mL−1 Ca2+/μL·L−1 Mg2+/μL·L−1 NO3
−/μL·L−1 PO4

3−/μL·L−1 NH4
−/μL·L−1 SO4

2−/μL·L−1

 6600 2.97 3978 160 638 220 12 599 
6700 3.06 206 12 63 2 6 35 
6800 4.03 2671 111 431 0.94 29 259 
6900 4.74 111 4.42 40 3 16 23 
7000 6.98 84 4.18 80 6 17 27 
7500 2.11 6182 189 66 34 34 291 

 

8000 9.44 − − − − − − 
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以大于 97%为标准(同种的水平)从 GenBank 数
据库中提取所有相似性序列的环境信息. 如表 2所列, 
37条序列中, 8条序列的相似序列来自南、北极或低
纬度区冰川或冻土中, 12 条序列的相似序列分离自
水生环境, 14 条序列的相似序列来自土壤和沉积物, 
14 条序列的相似序列分离自与人、植物、动物相关
的其他环境. 另 11 条序列与其最同源序列的相似性
小于 97%.  

3  讨论 
3.1  珠峰北坡 6600~8000 m表层雪中细菌数量与环
境的关系 

表 1列出了珠峰北坡 6600~8000 m表层雪中细菌
数及化学特征 , 表层雪中主要离子的浓度可反映其
营养状况, 从表 1 可见, 细菌数与离子的浓度不具有
相同的变化趋势, 在 PO4

3−, NO3
−, NH4

+高值, 即营  
 

表 2  珠峰北坡 6000 m以上主要生境中细菌的分类及相似序列的分离环境 a) 
RDP属 NCBI中相似序列(相似度>97%)及其分离环境 

克隆 
GenBank 
登录号 类 

属名 相似度 水生环境 土壤/沉积物 冰冻环境 其他 

ESE-7 EF190117 α-Proteobacteria Agrobacterium 98%     

ESE-27 EF190122 α-Proteobacteria Agrobacterium 93%     

ESE-59 EF190128 α-Proteobacteria 未分类 66%  + +T  

ESE-68 EF190129 α-Proteobacteria Devosia 100%  + +G + 

ESE-29 EF190124 β-Proteobacteria 未分类 64%     

ESE-2 EF190114 β-Proteobacteria 未分类 64% +  +G + 

ESE-14 EF190119 β-Proteobacteria 未分类 52% + + +G + 

ESE-19 EF190120 β-Proteobacteria 未分类 52% + + +G,P  

ESE-33 EF190126 γ-Proteobacteria Acinetobacter 100%  +  + 

ESE-8 EF190118 γ-Proteobacteria Acinetobacter 100%    + 

ESE-54 EF190127 γ-Proteobacteria Acinetobacter 100%    + 

ESE-72 EF190130 γ-Proteobacteria Acinetobacter 100%  +   

ESE-21 EF190121 Actinobacteria 未分类 48% +    

ESE-78 EF190132 Actinobacteria Brevibacterium 100% +   + 

ESE-28 EF190123 Firmicutes Anoxybacillus 100%  +  + 

ESE-75 EF190131 Firmicutes Anoxybacillus 100%  +  + 

ESE-3 EF190115 CFB 未分类 38% +    

ESE-4 EF190116 CFB Pedobacter 100%     
ESE-32 EF190125 Cyanobacteria 未分类 17%     
L-4-25 DQ675500 β-Proteobacteria Acidovorax 100% + +  + 
L-4-30 DQ675487 β-Proteobacteria Polaromonas 100% + + +G,A,An  
L-2-12 DQ675465 CFB Flavobacterium 100%     
L-4-24 DQ675469 CFB Flavobacterium 100%     
L-4-59 DQ675470 CFB Flavobacterium 100%     
L-4-62 DQ675471 CFB Flavobacterium 100%     
ESS-45 EF190143 α-Proteobacteria 未分类 75%  +  + 

ESS-31 EF190141 α-Proteobacteria Methylobacterium 100%     

ESS-9 EF190134 β-Proteobacteria 未分类 52%     

ESS-13 EF190135 β-Proteobacteria Polaromonas 100% + +   

ESS-14 EF190136 β-Proteobacteria Polaromonas 96%     
ESS-22 EF190139 β-Proteobacteria Polaromonas 100%   + A  
ESS-21 EF190138 β-Proteobacteria 未分类 56% +   + 
ESS-27 EF190140 Actinobacteria Kocuria 100% + +  + 
ESS-7 EF190133 Actinobacteria 未分类 58%     
ESS-19 EF190137 CFB Flavobacterium 100%   + G  
ESS-32 EF190142 Deinococci Deinococcus 100%     
ESS-81 EF190144 未分类  57% + +   

    a) +T, 青藏高原冰芯; +An, 南极; +A, 北极; +G, 冰川; +P 冻土 
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养相对丰富的时期, 细菌数并没出现相应的高值, 表
明表层雪的营养条件不是决定细菌数量的主导因素. 
已有的研究表明, 细菌以冰核的形式悬浮于大气中, 
大气可以作为微生物的载体长距离运输和传送微生

物 [18,19]. 对青藏高原马兰和普若岗日冰芯中微生物
的研究也表明 , 冰川上的细菌多是由大气输送来的
[20,21]. 珠峰高海拔区雪中的细菌也可能主要是由大
气从其他地区携带而来 . 马兰冰芯中细菌的数量与
粉尘的数量密切相关 [21], 普若岗日冰芯中细菌的数
量也与钙离子的浓度正相关 [20], 但珠峰地区表层雪
中细菌数与钙离子的浓度关系不大 , 这是由于该地
区钙离子浓度的变化主要是来自非常局地的岩石(如
7000 m附近裸露的岩石). 在珠峰南坡 4000~6000 m
处, 雪藻的数量受温度、光照和营养条件的影响, 随
海拔高度的升高而减少 [8], 但珠峰北坡表层雪中细
菌的数量有随海拔升高而增多的趋势 , 雪中细菌数
量受多方面的影响, 如大气携带的细菌数量的多少、 
沉积后细菌生长的情况等 . 但现有的研究对珠峰高
海拔区细菌的原位生长情况尚不清楚 , 现仅从大气
携带和沉降这一环节 , 推测细菌数量变化的趋势可
能是由于细菌随雪沉降的过程中 , 在高海拔区遇冷
先冷凝沉降, 使得高海拔区数量较多, 也可能是由于
高海拔区降雪量多的原因 , 对该地区细菌数量与环
境的关系需在以后进一步加强采样和研究. 

3.2  珠峰北坡表层雪与极地和其他高山雪的不同 

珠峰地区表层雪中细菌的数量比南极地区表层

雪中的要多, 是后者的 10~100 倍. 南极极点处表层
雪中细菌为 200~5000 个/mL[22], 罗斯冰架处表层雪
中为 3000 个/mL[23]. 这可能是由于珠峰地区虽然海
拔很高, 但距离细菌源区要较南极近, 有更多的细菌
来源的原因 . 南极和山地的冰芯中细菌数有同样的
规律 [24]. 珠峰地区表层雪中细菌的数量与其他高山
环境相似, 如奥地利Sonnblick山 3106 m表层雪中细
菌为 9.5×103~1.3×104个/mL, 平均 1.1×104个/mL[19]. 
日本Tateyama山 2450 m处 6 m的雪坑中细菌的数量
从 6.0×103到 2.3×105个/mL, 平均 8.4×103个/mL[14].  

尽管珠峰地区和其他高山雪中细菌数相似 , 但
由于地理环境的巨大差异 , 使得珠峰表层雪中细菌
的群落特征与日本 Tateyama山完全不同. 后者在 3, 6
和 8 月具不同的菌群结构, 3 月份雪中细菌主要为
Bacillus/Clostridium, 占 36.1%, Actinobacteria 其次, 
占 34.8%, α,β,γ-Proteobacteria 分别占 10.6%, 3%和

15.1%. 6 月份雪中细菌以β-Proteobacteria 占优势
(67.7%), CFB和γ-Proteobacteria类各占 12.5%和 7.3%. 
β-Proteobacteria在 8月份雪中仍为优势类, 占 52.9%, 
但在前 2 个月中较少的 CFB 类细菌在 8 月份雪中占
35.6%. 珠峰表层雪样取自 4 月, 细菌的群落结构与
上述 3个月都不尽相同. 这种不同可能是由于这两个
地区雪中细菌由不同大气环流从不同的地区带来 , 
也可能是由于 Tateyama 山表层雪中某些细菌的生长
引起了群落结构的变化.  

3.3  珠峰北坡 6000 m以上不同生境中细菌的群落特征 

本研究的 3种介质(冰、雪、水)代表了珠峰北坡
6000 m 以上不同的细菌小生境, 具有不同的环境意
义. 表层雪反映的是近期空气携带细菌的特征, 但冰
塔林中的细菌则已存在很长时间 , 冰川融水则是季
节性的水体, 只在融化季节时才存在. 不同的生境中
细菌的群落面貌也有很大的区别 , 冰川融水中细菌
以 CFB 为绝对优势种, 冰塔林和表层雪中细菌都以
β-Proteobacteria 为优势类群(图 2), 但冰塔林中 CFB
类细菌远多于表层雪, 而 Actinobacteria 类细菌的数
量大大小于表层雪 . 不同生境中细菌群落的不同可
能反映了细菌随降雪沉降到该地区后的沉积后变化, 
在多次降雪积累于此并压实成冰的过程中 , 耐寒的
β-Proteobacteria和 CFB类细菌可能较多地存活下来, 
甚至在合适的季节生长, 而 Actinobacteria 类细菌则
由于不能适应恶劣的环境而减少 . 冰川融水中与冰
雪中细菌的显著差别可能因为生境由固态冰雪到液

态水的变化, 某些适应种大幅增多. 但本研究仅是初
步探讨珠峰高海拔区不同生境中细菌群落特征的不

同 , 对造成这种不同的机理及环境意义需在以后进  
 

 
 

图 2  珠峰北坡 6000 m以上不同生境中细菌群落的比较 
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行更多的研究. 
虽然不同生境中细菌的群落不同 , 但绝大多数

细菌与其他环境中的克隆及纯系相似 , 可能是由大
气环流从不同的环境中携带而至 , 也说明了珠峰高
海拔地区细菌多种来源这一特性 . 珠峰冰雪和冰川
融水中细菌也呈现了较强了耐寒的特征 , 较多序列
与分离自其他冷环境的序列相似 , 存在于南北极冰
芯和其他山地冰川中嗜冷和耐冷的细菌 , 如CFB类
Flavobacterium属和 β-Proteobacteria类 Polaromonas
属 [24~28]也在珠峰 6000 m以上地区发现.  

4  结论 
珠峰北坡 6600~8000 m 表层雪中细菌的数量在

2.11×104 ~ 9.44×104 之间 , 是南极地区雪中细菌的
10~100 倍. 表层雪中细菌的数量有随海拔升高而增
多的趋势, 但与主要离子的浓度相关性不大, 表明雪
的营养状况不是决定细菌数量的主要因素 . 表层雪
中细菌的数量与其他高山雪相似 , 但细菌的群落特
征不同, 表明不同地理位置高山雪中细菌的多样性. 
珠峰北坡冰冻环境中的细菌绝大多数与其他环境中

的克隆及纯系相似 , 表明珠峰高海拔区细菌的多种
来源, 但较多细菌与分离自其他冰冻圈的细菌相似. 
表层雪、冰塔林和冰川融水中细菌具不同群落特征, 
冰川融水细菌以 CFB 为绝对优势种, 冰塔林和表层
雪中细菌以β-Proteobacteria 为优势类群. 不同生境
中细菌群落的不同可能是由于沉积后变化引起的. 
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