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一份南海深海沉积物样品中可培养细菌的多样性
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摘要： 海洋沉积环境蕴含丰富的微生物资源。对深海难培养微生物的分离培养，不仅有利于深海微生物资源的挖掘与利

用，也有利于对深海微生物学的研究。本研究采用多种培养基分离获得细菌菌株纯培养，并通过 16S rRNA 基因序列鉴定，对

我国南海海域 1 个 4 000 m 水深的深海表层沉积物样品的可培养细菌多样性进行初探。共设计 23 种分离培养基，经过选择性

分离培养最终获得 612 株细菌菌株，分别隶属于厚壁菌门（Firmicutes）、放线菌门（Actinobacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes）
的 9 目 10 科 27 个属级类群，可培养优势类群为厚壁菌门，占所有分离物种数量的 85.8%，包含 13 个 16S rRNA 基因序列相似

性低于 98% 的潜在新物种。海洋琼脂类培养基适合培养不同种类的海洋细菌类群，放线菌选择性分离类合成培养基对放线

菌类群的分离效果较好。最终获得一些与具有产抗生素、细胞毒素、高效酶活、耐受不良环境、降解污染物等特殊功能微生物

相近的菌株。研究结果表明，该深海沉积物样品的可培养微生物资源、潜在新物种和微生物生理特性丰富多样，研究深海环境

难培养微生物的分离策略及其微生物适应生理特性对研究极端环境微生物打下了基础。
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Abstract： Microbial resources are abundant in marine sedimentary environment. Researches on the isolation 
strategies for uncultured groups not only promote the microbial resource exploitation from the unusual environments， but 
also help to understand their role in deep sea. In this study， a deep sea sediment， collected from South China Sea at a 
water depth of 4 000 m， was used for bacterial diversity analysis based on cultured ‐ dependent method and 16S rRNA 
gene sequencing. By using 23 designed media， 612 strains in total were isolated and identified， which affiliated to 9 
orders， 10 families and 27 genera in three phyla： Firmicutes， Actinobacteria and Bacteroidetes. Strains in phylum 
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Firmicutes were the easiest group to be recovered from the deep ‐sea sediment and covered 85.8% of the total isolates， 
with 13 potential novel species. The diluted marine agar （MA） medium was suitable to isolate normal single ‐ cell 
bacteria， and actinobacterial isolation agar （AIA） dilution medium was more suitable for actinobacteria growth. Many 
strains in this study had the highest similarities with the known species with the characteristics of antibiotic production， 
cytotoxin production， highly effective enzyme activity， tolerance to adverse environments， and degradation of pollutants. 
The preliminary results indicate that the cultivatable bacteria， potential novel species and microbial physiologic features 
are abundant and diverse in the deep ‐ sea sediment. Research on the isolation strategies for uncultured groups and the 
adaptability of microorganisms to marine habitats will promote the microorganism recovery from the extreme 
environments.

Key words： South China Sea；deep sea sediment；bacterial diversity；cultured strain；potential novel species

0 引  言

深海沉积环境是海洋生态系统的一个重要组

成部分，也是地球生物圈最大的碳源储库。与陆地

沉积环境相比，深海沉积环境有以下 6 个主要特征：

（1）低温，除了海底热液口及其附近环境温度可高

达 100～400 ℃外，深海大部分环境温度稳定在 1～
4 ℃之间；（2）高压，水深每增加 10 m，海水静压力约

增加 1 个大气压［1］，因此深海中生存的生物需要承

受很大的静水压力；（3）低光照或黑暗，水深超过

200 m 属于无光区，占整个海洋面积的 80%；（4）高

盐，大部分深海区域的盐度约为 3%～3. 5%，因此

深海中的生物理论上都能耐受至少 3% 的盐度［2］；

（5）低溶解氧，透光层下方缺乏光合作用的氧气补

充，加上细菌分解作用和动物呼吸作用消耗部分氧

气，因此深海沉积环境中的溶解氧含量比陆地表层

沉积环境的低［3］；（6）寡营养，大部分有机物在深海

沉降过程中被海水中的生物消耗分解，因此仅有不

到 1% 的营养物质沉积于深海底层。深海沉积环境

主要由矿物质及有机碎屑组成，表层沉积物与海水

不断进行物质与能量的交换，细菌数量和新陈代谢

活动比底层海水要大得多［4］。

深海环境中蕴藏着数量庞大、丰富多样、功能

特殊的微生物资源，是目前研究的热点之一。大约

75 %的细菌生物量存在于表层 10 cm 的深海沉积

物中，占全球微生物总量的 13%［5］。由于长期适应

于高压、高盐、贫营养等极端环境，深海微生物演化

出嗜压、嗜盐、嗜酸碱、嗜冷热等独特生理特性，具

有显著区别于陆源微生物的代谢途径，以及适应环

境的信号转导功能和化学防御机制。在深海环境

中 ，可培养微生物的比例被普遍认为不到 1%。

Takami 等［6］通过平板培养方法在 10 898 m 深的海

底沉积物中发现微生物，包括放线菌、真菌、非极端

菌，以及各种极端菌如嗜碱菌、嗜热菌、嗜压菌、嗜

冷菌等，它们是各种极端酶的产生菌。深海微生物

是产生各种极端酶的重要来源，获得纯培养菌株对

深入研究其生态功能、应用潜力等方面具有重要的

意义。

南海海底地形地貌独特而复杂，似一个半封闭

的深海盆地，四周分布着环形阶梯状的周边陆坡，

中央平坦的深海盆地水深约 4 000 m［7］。南海北部

盆地平原为粘土类沉积物 ，沉积速率约为 11. 8 
cm/ka，受海流和深水团影响，南海深海沉积物具有

半远洋沉积物性质，由于物质补给源比较丰富，而

具有沉积物堆积速度较快的沉积环境［8］。本研究以

一个南海深海沉积物为对象，采用传统的纯培养分

离方法，对其中的可培养细菌多样性进行初步分析

研究。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 沉积物样品：

本次实验的南海深海沉积物样品，来自中国科

学院南海海洋研究所 2016 年 9~10 月组织的国家自

然科学基金委南海中部开放共享航次。样品采集

于站位 S16（118. 800o E，18. 295o N，4 000 m）使用

抓斗采集器获得，无菌采样勺取表层 0～3 cm 的新

鲜沉积泥样，－20 ℃保藏备用。

1. 1. 2 分离培养基：

设计以下 23 种培养基，并根据培养基的主要成

分将其分成海洋琼脂类培养基（MA）、放线菌选择性

分离类合成培养基（AIA）、淀粉类培养基、天然成分

培养基、高盐类培养基和其他培养基（表 1），每种培养

基中琼脂终浓度为 15. 0 g/mL，含超纯水 1 000 mL。

1. 1. 3 实验试剂与仪器：

Taq DNA 聚合酶（北京全式金）；PCR 仪（Ep‐
pendorf， German）；凝胶成像系统（Bio‐rad， USA）；

小型台式高速离心机和恒温箱（ESCO， Singapore）。
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1. 2 菌株的分离、纯化与保藏

称取 2. 5 g 沉积物样品至 7. 5 mL 无菌超纯水

中，常温混匀，取 200 μL 悬浊液至分离培养基，涂

布，置于 28 oC 恒温培养箱培养 20 d。挑取不同形态

的单菌落至海洋细菌培养基 2216E 平板，四线法纯

化，于 25%（m/V）甘油管中－80 ℃保藏。

1. 3 DNA 的提取与 PCR 扩增

菌株基因组 DNA 的提取采用 Chelex 提取法［9］，

16S rRNA 基因序列的扩增参照 Rainey 等［10］的方

法，使用通用引物 27 F （5’‐AGAGTTTGATCCT‐
GGCTCAG ‐ 3’）和 1492 R（5’‐ CGGTTACCTT‐
GTTACGACTT ‐3’）。PCR 产物经琼脂糖凝胶电

泳检测后送往广州天一辉远测序公司进行 16S 
rRNA 基因测序。

1. 4 系统进化分析

菌 株 16S rRNA 序 列 片 段 使 用 SeqMan 软 件

（Version 7. 1. 0） 进行拼接，获得近 1 500 bp 的 16S 
rRNA 基因序列在 EzBioCloud［11］（https：//www. ez‐
biocloud. net/identify） 进行相似性比对分析，选取

同源性较高的模式菌株的 16S rRNA 基因序列作为

参比序列，使用 CLUSTAL_X 软件进行多序列比

对，使用 MEGA7. 0 软件［12］，根据 Kimura 模型［13］估

算系统进化矩阵，采用邻近法进行聚类分析，设置

1 000 次重采样构建系统发育树。

表 1 不同培养基的类型及其成分

Table 1 Types and ingredients of different media

培养基类型

海洋琼脂类培养基

放线菌选择性分离

类合成培养基

天然成分培养基

淀粉类培养基

高盐类培养基

其他培养基

培养基种类与成分

①海洋细菌培养基 2216E（MA；BD DifcoTM）

②50%MA 培养基（MAB）
③20%MA 培养基（MAE）
④10%MA 培养基（MAJ）
①放线菌选择培养基（AIA；BD DifcoTM）

②50%AIA 培养基（AIAB）
③20%AIA 培养基（AIAE）

①酸微菌培养基（AM）：MgSO4 · 7 H2O 0.50 g，（NH4）2SO4 0.40 g，K2HPO4 0.20 g，KCl 0.10 g，

FeSO4 · 7H2O 0.01 g，酵母提取物 0.25 g
②麦芽糖‐酵母‐蛋白胨培养基（MYP）：麦芽糖提取物 5.0 g，酵母提取物 5.0 g，蛋白胨 5.0 g，NaCl 3.0 g
③营养培养基（R）：蛋白胨 10.0 g，酵母提取物 5.0 g，麦芽糖提取物 5.0 g，酪蛋白氨基酸 5.0 g，牛肉浸膏

2.0 g，甘油 2.0 g，吐温 80 50.0 mg，MgSO4 · 7H2O 1.0 g
④50%R2A 培养基（R2AB；BD DifcoTM）

⑤5%R2A 培养基（R2AJ）

①MA 淀粉培养基（MAS）：MA，1 %（m/V）可溶性淀粉

②50%MA 淀粉培养基（MABS）：MAB，1 %（m/V）可溶性淀粉

③20%MA 淀粉培养基（MAES）：MAE，1 %（m/V）可溶性淀粉

④10%MA 淀粉培养基（MAJS）：MAJ，1 %（m/V）可溶性淀粉

⑤5%MA 淀粉培养基（MATS）：5 % MA，1 %（m/V）可溶性淀粉

①高盐 AIA 培养基（AIAS）：AIA 10.0 g，NaCl 100.0 g，海盐粗提物 5.0 g，SrCl2 2.0 g
②高盐牛肉膏培养基（BFSM）：牛肉浸膏 2.0 g，碳酸钙 1.0 g，海盐粗提物 5.0 g，钼酸钠 5.0 g，可溶性淀

粉 2.0 g，NaCl 100.0 g
③高盐酪蛋白培养基（CAAM）：酪蛋白水解物 1.0 g，KCl 2.0 g，MgSO4 · 7H2O 2.0 g，NaCl 100.0 g，海
盐粗提物 10.0 g，葡萄糖酸盐 1.0 g；柠檬酸三钠 1.0 g，酵母提取物 1.0 g，高锰酸钾 2.0 g（单独灭菌）

④高盐含铁培养基（YJSF）：MA 15.0 g，碳酸钙 5.0 g，NaCl 100.0 g，FeCl2 0.5 g（过滤除菌），硫酸亚铁

0.5 g（过滤除菌）

①SN：NaNO3 0.75 g，K2HPO4 0.015 9 g，EDTA 二钠 0.005 6 g，Na2CO3 0.010 4 g，50% 海水，Vitamin 
B12 0.001 g（过滤除菌），Cyano trace metal solution 1×10‐6单独灭菌（乙酸 6.25 g，柠檬酸铁铵 6.0 g，
MnCl2 · 4H2O 1.4 g，Na2MoO4 · 2H2O 0.39 g，Co（NO3）2 · 6H2O 0.025 g，ZnSO3 · 7H2O 0.222 g）
②ZANT：NaHCO32.0 g，NaH2PO4 · 2H2O 0.05 g，NaNO30.5 g，CaCl20.02 g，MgSO4 · 7H2O 0.05 g，KCl 
0.1 g，A5 溶液 1×10－6（H3BO3 2.86 g，MnCl · 4H2O 1.80 g，ZnSO4 · 7H2O 0.22 g，Na2MoO4 · 2H2O 0.3 g，
CuSO4 · 5H2O 0.08 g）
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2 结果与分析

2. 1 细菌物种多样性

通过 23 种培养基平板，共分离得到 612 株细菌，

经 16S rRNA 基因序列比对分析，以 98% 的 16S 
rRNA 基因序列相似性作为原核微生物物种的界

限［14］，合并相似性高于 98% 的菌株为同一个种，新分

离菌株的 16S rRNA 基因序列比对分析显示它们分

别与 113个已知物种相近，这些物种分属于厚壁菌门

（Firmicutes）、放线菌门（Actinobacteria）和拟杆菌门

（Bacteroidetes）的 9 目 10 科 27 属。图 1 为分离获得

的 27个属级类群所具有的菌株数量和物种数量的分

布图，描述了分离获得菌株在属级水平上的丰富度

和多样性。图 2 为每个属选取一个最相似种菌株的

16S rRNA 基因序列构建的系统发育树。对获得的 3
个门级类群纯培养菌株的多样性分别进行描述。

2. 1. 1 厚壁菌门

厚壁菌门包含芽胞杆菌纲的 2 个目，18 个属的

97 个物种，占所有分离物种数量的 85. 8%，是该沉

积物样品中最容易获得纯培养一大类群。乳杆菌

目仅包含 1 个属级类群 Chungangia，其最相近物种

Chungangia koreensis CAU 9163T 同样分离自海洋

沉积物［15］。芽胞杆菌目包括芽胞杆菌科、类芽胞杆

菌科和动球菌科的 3 个科 17 个属级类群，其中芽胞

杆菌科中假芽胞杆菌属（Fictibacillus）是实现纯培

养频率最高的类群之一，共获得纯培养菌株 276 株，

分布于 6 个种，其中出现频率最高的物种是假芽胞

杆菌属的 F.  enclensis，共发现 107 株菌株，其次是嗜

磷假芽胞杆菌（F.  phosphorivorans）物种，共发现 86
株。 258 株纯培养菌株隶属于芽胞杆菌属（Bacil⁃

lus），该类群获得物种数最多，分布于 59 个种，该属

级类群的可培养物种最丰富，其中发现频率最高的

物种是印度芽胞杆菌（B.  indicus），共发现 40 个菌

株。芽胞杆菌为该环境最优势可培养类群之一，这

一结果与其他作者对南海深海沉积物可培养细菌

的研究结果一致［16］。我国学者采用分子生物学手

段，检测到厚壁菌门在个别北极海洋沉积物［17］和南

海北部陆坡深水沉积物［18］中为优势类群，其相对丰

度高达 38%～40 %。可能由于厚壁菌门的细菌多

为好氧异养型，容易在营养较丰富的表层沉积物中

繁殖而占据优势。另外，芽胞杆菌纲内的物种大多

可形成抗逆性极强的芽胞，抵抗脱水和不良环境，

具有极强的环境适应性，因此在各类生态系统中发

挥着重要的生物学作用［19］。

2. 1. 2 放线菌门

放线菌是一类高 G + C 含量的革兰氏阳性细

菌，因产生丰富的活性次生代谢产物而著名，它是

微生物中一个重要的类群，广泛分布在海洋各种环

境中，有研究发现放线菌占南海西沙海槽沉积环境

微生物的 7%［20］。本研究中，该类群包含放线菌亚

纲（Actinobacteria）和红色杆菌亚纲（Rubrobacteria）
的 6 个目，7 个科，8 个属的 14 个物种，占所有分离物

种数量的 12. 3%。这些菌种中有与红色杆菌属的

Rubrobacter radiotolerans 物种相近的菌株 SCSIO 
54388，其 16S rRNA 基因序列相似度为 99. 86%，该

物种最初分离自日本放射性温泉［21］；有与海绵来源

短状杆菌属放线菌 Brachybacterium paraconglomer⁃
atum［22］相近菌株 SCSIO 52782，也有 4 株隶属于微

球菌目细杆菌属菌株分别与分离自日本墓地土壤

的嗜中温放线菌 Microbacterium aoyamense［23］、分离
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图 1 27 个属级类群中菌株数量（A）和物种数量（B）的分布图

Fig. 1 Numbers of strains （A） and species （B） in 27 genera
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自玉米浸出液的 M.  aurum KACC 15219T［24］、分离

自石油储存洞穴的 M.  oleivorans NBRC 103075T［25］、

分离自极性淋巴细胞白血病的孩童血液中的病原

菌之一的 M.  paraoxydans NBRC 103076T［26］相近。

2 株小单孢菌目的菌株，分别与分离自空气的青铜

小单孢菌（Micromonospora chalcea） DSM 43026T［27］

以及分离自海南红树林根际表面的内生继生菌

（Jishengella endophytica） 202201T［28］相近。 4 株隶

属于链孢囊菌目拟诺卡氏菌属的菌株与分离自新

疆 盐 渍 土 样 的 盐 诺 卡 氏 菌（Nocardiopsis salina） 
YIM 90010T［29］相近。1 株假诺卡氏菌目普氏菌属的

菌种，与分离自新疆盐湖的艾丁湖普氏菌（Prauser⁃
ella aidingensis） DSM 45266T［30］相近。 1 株棒状杆

菌目分支杆菌属菌株 SCSIO 50209，与分离自分支

图 2 基于 16S rRNA 基因序列构建的海洋沉积物中 27 个属代表菌株的系统发育树，>50% 的自举值（1 000 次重复的百分比）

在节点处显示

Fig.  2 Phylogenetic tree of the selected reference strains in 27 genera and their related species based on 16S rRNA gene se⁃
quences and neighbor-joining method， bootstrap value （expressed as percentage of 1 000 replications） > 50% are shown at 

branch points

·· 325



陈柔雯  等：一份南海深海沉积物样品中可培养细菌的多样性

杆菌菌血症病人血液中的菌血症分支杆菌（Myco⁃

bacterium bacteremicum） ATCC 25791T［31］相近。表

明深海是一个相对稳定的区域，从中发现的海洋放

线菌显示出功能多样性特征，特别是嗜中温放线菌

和病原菌的生境与深海环境极其不同，产生这种物

种多样性的现象或机制值得研究。

2. 1. 3 拟杆菌门

拟杆菌门广泛存在于深海环境中，南极洲罗斯

陆缘冰下的海洋沉积物［32］、印度洋深海热液硫化物

区沉积物［33］等环境中均检测到拟杆菌门类群。研

究人员对南海北部表层沉积物的 16S rRNA 克隆文

库分析，发现拟杆菌门占 5. 2%［34］。本研究仅发现

该类群的 3 株菌，与金黄杆菌属（Chryseobacterium）

的分离自大西洋深海沉积物（2 577 m）的 C.  profun⁃
dimaris DY46T［35］和分离自西藏高加隆冰川藻苔的

C.  takakiae DSM 26898T［36］相近，16S rRNA 基因序

列相似度达 98. 5%～100%。金黄杆菌属菌株是深

海环境的常见菌株，为革兰氏阴性菌，专性好氧，产

黄色素，不产生内生孢子，具有强烈的芳香气味以

及过氧化氢酶和氧化酶活性。该属的物种生境来

源多种多样，如分离自水体环境、深海环境、污染土

壤、鱼类、乳制品和人类临床标本等，且多数菌株对

许多抗生素都具有抗性［37］。海洋环境中的拟杆菌

门微生物偏好附着于颗粒表面或藻类细胞而生长，

具有降解聚合物的能力以及环境适应性基因，如大

量的肽酶、糖苷水解酶、糖基转移酶、粘附蛋白以及

滑动运动等相关基因［38］，但该类群的纯培养菌株获

得较少，其在深海环境中实际发挥的功能作用尚未

可知。

2. 2 不同培养基获得细菌多样性

利用 MA、AIA、淀粉类培养基、天然成分培养

基、高盐类培养基和其他培养基分离培养后，挑取

平板上的不同形态菌落进行纯化和鉴定，不同培养

基上获得的属级类群数目和菌株数目如表 2。MA
获得菌株数目和属级类群最多，分别是 260 株和厚

壁菌门的 14 个细菌属级类群，该类培养基对厚壁菌

门的细菌具有较好的选择性。其次是 AIA 类合成

培养基，分别获得 173 株菌株和 17 个属级类群，从

该类培养基中获得放线菌属级类群和菌株数目最

多，分布于 4 个属的 10 株菌株，包括短状杆菌属、继

生菌属、细杆菌属和拟诺卡氏菌属。淀粉类培养基

上共分离获得 12 个细菌属级类群和 55 株菌，获得

的放线菌类群有细杆菌属和小单孢菌属，拟杆菌门

的金黄杆菌属和厚壁菌门的显核菌属的菌株，淀粉

类培养基获得的菌种类群跨 3 个门，推测该类培养

基可能对淀粉利用菌株有较大的选择性。分支杆

菌属和少盐芽胞杆菌属的菌株仅在天然成分培养

基上获得。高盐类培养基获得 30 株耐盐菌株，能够

耐受 10%（m/V）以上的 NaCl 浓度，如喜盐芽胞杆

菌属、拟诺卡氏菌属、普氏菌属和红色杆菌属的多

数物种被发现。芽胞杆菌属和假芽胞杆菌属在所

有培养基中均能分离获得。放线菌类群在 AIA 类

合成培养基、高盐类培养基、淀粉类培养基和天然

成分培养基中均能获得纯培养，其中 AIA 类合成培

养基对放线菌类群的分离培养效果最好。

2. 3 可培养细菌的生理功能多样性

2. 3. 1 海洋来源特性的菌株

所分离部分菌种，其最相近物种（>98%）具有

明显的深海来源或海洋特性。已报道的近似菌种

中，有的产抗生素、细胞毒素，有的具有高效酶活、

耐受不良环境、降解难降解污染物等生理特性。

本研究中获得的部分菌株在其他海洋环境中

也被报道，且具有独特的海洋生境适应性特征，如

与菌株 SCSIO 52782 的 16S rRNA 基因序列相似度

为 99. 78% 的 海 洋 放 线 菌（Brachybacterium para⁃
conglomeratum） IFO 15224T，该菌最初来源于海绵

内生环境，浙江大学的王钰从太平洋海山富钴结壳

区样品中也分离了该物种 ，且具有耐受钴锰特

性［39］，其相似度为 100%；与菌株 SCSIO 51636 相近

的嗜冷芽胞杆菌（Psychrobacillus psychrodurans）最

初来源于深海环境，该物种细胞壁的肽链中含有鸟

氨酸，具有耐寒特性，能在－2 oC 下良好生长［40］。本

研究在 4 000 m 水深发现的菌株与文献描述的其他

海域不同深度的沉积环境中发现的物种相近，包括

与菌株 SCSIO 50459 最相似的芽胞杆菌科的 Domi⁃
bacillus indicus［41］，最初分离自印度拉克沙群岛深度

表 2 不同培养基获得的细菌属级类群数目和菌株数目

Table 2 Numbers of genera and strains recovered on the 
six isolation media

培养基类型

海洋琼脂类培养基

AIA 类合成培养基

淀粉类培养基

天然成分培养基

高盐类培养基

其他培养基

属级类群数/菌株数目

厚壁

菌门

14/260
13/163

9/49
7/81
5/24
3/11

拟杆

菌门

0/0
0/0
1/3
0/0
0/0
0/0

放线

菌门

0/0
4/10
2/3
2/2
3/6
0/0

菌株

总数目

260
173
55
83
30
11
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5 m 水深的海洋沉积物，与菌株 SCSIO 53896 最相

近的海洋诺卡氏菌（Nocardiopsis oceani）［42］，同样来

源于南海海域深度 2 460 m 水深的深海沉积物，以

及与菌株 SCSIO 09998 最相近的深海类芽胞杆菌

（Paenibacillus abyssi）［43］，最初来源于印度洋海域深

度 3 636 m 水深的深海沉积物；以上物种显示出其

在海洋沉积环境广泛分布，且具有适应深海环境的

独特生理特征。

2. 3. 2 产抗生素或细胞毒素

小单孢菌科（Micromonosporaceae）中海洋“土

著”放线菌‐盐孢菌属及其高效抗肿瘤活性次级代谢

产物 salinisporamide A 受到海洋微生物研究者的强

烈关注［44］，小单孢菌是仅次于链霉菌的发现新生物

活性物质的优良微生物资源。本研究中获得小单

孢菌科的菌株 SCSIO 52804 和 SCSIO 53876 分别

与青铜小单孢菌（Micromonospora chalcea）和内生

继 生 菌（Jishengella endophytica）2 个 物 种 显 示 出

99%～100% 的相似性。青铜小单孢菌 KY11091T

菌株能产生抗肿瘤化合物——四制癌素［45］，以及对

大肠杆菌有抑菌活性的二肽化合物［46］，从青铜小单

孢菌中还发现产新霉素的氨基糖苷乙酰转移酶基

因［47］和能裂解多种酵母细胞的胞外酶［48］等生物活

性物质。内生继生菌最初分离自海南红树林根际

表面，它的一株分离自红树林的内生继生菌 161111
能产生物碱和 1‐hydroxy ‐β ‐carboline，后者具有抗

H1N1 病毒活性［49］。本研究发现的深海小单孢菌株

的活性代谢产物值得深入研究。

本次研究中获得的厚壁菌门的产芽孢类群部

分菌株，其相近物种也被报道能产生抗生素或细胞

毒素等生物活性物质，如菌株 SCSIO 50439 最相近

菌种解硫胺素芽胞杆菌属的 Aneurinibacillus migu⁃
lanus DSM 2895T产广谱的短杆菌肽抗生素，对革兰

氏阴性和阳性菌以及植物病原真菌均具有良好的

抑制效果［50］，该物种基因组中有多达 11 个次生代谢

物生物合成基因簇，包括细菌素、微囊素、非核糖体

肽、聚酮、萜烯、膦酸盐、拉索肽和 linaridins 等基因

簇［51］。另外，还发现与产生新的热稳定肽类抗生素

paenibacillin P 和 paenibacillin N 的 蜂 房 芽 胞 杆 菌

（Paenibacillus alvei） NP75［52］，产新型广谱羊毛硫

氨酸抗生素 ‐甲醛乙酰胺的类地衣芽胞杆菌（B.  
paralicheniformis） APC 1576［53］和产河豚毒素的芽

胞杆菌属的 B.  horikoshii S184 相近的菌株，显示出

深海微生物产生独特稀有活性代谢产物的巨大

潜力。

2. 3. 3 产生物酶特性

本研究中通过 16S rRNA 基因序列比对发现许

多菌种的相近物种具有产生生物酶的特性，如与放

线菌菌株 SCSIO 52933 相近的细杆菌属物种 M.  
aurum 中发现 α ‐淀粉酶能降解不同类型的淀粉颗

粒［54］。产芽孢类群物种的一些菌株如嗜几丁质类

芽胞杆菌（Paenibacillus chitinolyticus） CKS1具有 β‐
淀粉酶活性［55］与菌株 SCSIO 50395 相近，与菌株

SCSIO 51512 相近的海水芽胞杆菌（B.  aquimaris） 
MKSC 6. 2 除了分泌 α‐淀粉酶［56］，还能分泌碱性纤

维素酶［57］。与菌株 SCSIO 53540 相近的芽胞杆菌

属的 B.  altitudinis GVC11 能生产丝氨酸碱性蛋白

酶［58］，这种碱性蛋白酶具有较强的分解蛋白质的能

力［59］，在该物种的其他菌株中还发现热碱稳定的木

聚糖酶［60］和耐热的 β‐1，3‐1，4‐葡聚糖酶［61］。SDS‐稳
定碱性蛋白酶［62］、产几丁质酶［63］、细胞色素 P‐450 单
氧酶［64］、用于去除食品或饲料加工中非营养因子的

中性耐热植酸酶［65］、参与催化岩藻糖基化的 α⁃L⁃岩
藻糖苷酶［66］和 β⁃D‐半乳糖苷酶［67］、特异性吡哆醛磷

酸酶和核苷二磷酸酶［68］等，均在本研究中芽胞杆菌

属或类芽胞杆菌属菌株的最相近物种中发现，这些

生物酶被广泛应用于生物、医药、食品、酿造、丝绸、

制革等行业。

2. 3. 4 耐盐、耐受不良环境特性

本研究发现的部分菌株与一些耐受高盐的菌

种具有最相近的亲缘关系，如与菌株 SCSIO 51512
相近的芽胞杆菌属的 B.  aquimaris、与菌株 SCSIO 
09878 相近的芽胞杆菌属的 B.  haikouensis 等，以及

与菌株 SCSIO 53860 的 16S rRNA 基因序列相似性

为 99%，最初分离自新疆高盐区高耐盐特性（耐受

20%）的 盐 诺 卡 氏 菌（Nocardiopsis salina） YIM 
90010T［29］。另外，还发现与菌株 SCSIO 53855 相

近、最适生长 NaCl 浓度为 10%～15%（m/V）的普

氏菌属的 Prauserella alba YIM 90005T，该菌株能够

利用 5‐羟基四氢嘧啶作为相容性溶质，维持其在高

盐浓度条件下的渗透调节功能［69］。我们还发现一

些芽胞杆菌菌株与能耐受重金属环境的芽胞杆菌

属的 B.  dabaoshanensis GSS04T［70］，能耐受 UV 和 γ
射线和过氧化氢和干燥等不良条件的芽胞杆菌属

的 B.  nealsonii FO ‐ 92T［71］菌种显示出最高的 16S 
rRNA 基因序列相似性，表明深海微生物可能存在

迥异于陆生微生物的特殊的生理特性。

2. 3. 5 环境修复相关特征

本研究分离到的一些与石油降解、耐正丁醇等
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功能菌种相近的菌株，可能对深海沉积环境中环境

有害物质消除和海洋自身净化方面发挥着重要作

用。如发现 3 株菌株 SCSIO 52784、SCSIO 50382
和 SCSIO 52782 分别与能利用原油作为碳源基质

降解石油的食石油微杆菌（Microbacterium oleiv⁃
orans） BAS69T［25］和土壤嗜冷芽胞杆菌（Psychroba⁃
cillus soli） NHI‐2T［72］，以及降解多环芳烃化合物的

副凝聚短状杆菌（Brachybacterium paraconglomera⁃
tum） IFO 15224T［73］的相似度为 99%～100%。发现

菌株 SCSIO 09895 和 SCSIO 50370 分别与耐受有

机溶剂且能降解柴油的芽胞杆菌属的 B.  oleiv⁃
orans JC228T［74］和能利用正丁醇作为唯一碳源生

长、耐正丁醇的芽胞杆菌属的 B.  butanolivorans 
K9T［75］相近；以及发现参与降解低密度聚乙烯的物种

波茨坦短芽胞杆菌（Brevibacillus parabrevis） PL‐1［76］

和水解木糖赖氨酸芽胞杆菌（Lysinibacillus xylani⁃
lyticu） XDB9T［77］等物种相近的一些菌株。另外，本

研究中还发现菌株 SCSIO 52784 与最初分离自油

矿 的 食 石 油 微 杆 菌（Microbacterium oleivorans） 
BAS69T 有最高相似性，该菌株能还原有致癌作用

的六价铬，是潜在的铬酸盐解毒剂［78］。这些微生物

对于评价其在环境修复中的应用潜力有提供了微

生物资源。

2. 4 潜在新物种信息

以 98% 作为区分两个原核物种的“金标准”［14］，

即菌株 16S rRNA 基因序列最大相似度低于 98% 的

视为潜在新物种，同时合并相互之间的 16S rRNA 
基因全序列相似度大于 98% 的菌株为同一物种，合

并后本研究发现与已知最相似菌种的最高相似性

范 围 在 95. 45%～97. 99% 之 间 的 有 13 个（16S 
rRNA 基因序列 EzBioCould 比对结果见表 3），分别

隶属于厚壁菌门的芽胞杆菌属、显核菌属、假芽胞

杆菌属、类芽胞杆菌属和类芽胞八叠球菌属。本研

究未发现放线菌门和拟杆菌门类群的潜在新物种，

在后续研究中应调整分离培养基的选择性，拓展对

海洋放线菌稀有资源的发现。

3 讨  论

本研究主要采用纯培养方式对深海沉积环境

微生物多样性进行研究，共使用 23 个培养基，完成

612 株菌的 16S rRNA 基因测序及分析，显示共获得

3 个门 9 个目 10 科 27 属 113 个相近物种，其中厚壁

菌门获得总菌株数的 87. 3%，占发现物种总数的

85. 8%，是深海沉积环境最容易获得纯培养菌株最

多的一类细菌类群，也是南海深海沉积环境纯培养

物种最丰富多样的原核微生物类群之一。其余的

放线菌门和拟杆菌门获得菌株较少，放线菌门占本

研究所获得菌种数的 12. 3%，与文献报道深海沉积

环境高通量测序获得的放线菌的比例 14. 4% 相

近［20］；而拟杆菌门仅获得 3 株菌 2 个物种，占比较

少，其他细菌门更是没有发现。

沉积物中的微生物群落组成随着氧浓度、温

度、营养元素的种类和含量以及沉积物的深度等物

理化学参数的变化而变化。有氧的表层沉积环境

微生物的多样性相对较高，有文献报道在海洋沉积

环境中变形菌门（Proteobacteria）是优势细菌类群之

一［79］，但在本次研究中并未获得该类群的纯培养菌

株，可能由于分离培养方法的选择性和局限性，影

响到深海沉积物样品中变形菌门微生物的纯培养；

另外，本研究使用的样品中实际是否存在活的这类

微生物也值得深入思考和验证。因此，免培养的分

子技术与纯培养方法应相互结合、取长补短，才能

更加准确的评价深海沉积环境微生物多样性情况；

同时，在免培养结果指导下，可深度优化和改进纯

培养的方法和技术，更好地做到“有的放矢”地挖掘

深海微生物稀有资源。

从生理功能多样性方面来看，本研究从深海沉

积物环境中获得的大部分菌株，具有产抗生素、细

胞毒素、高效酶活、耐受不良环境、降解难降解污染

物等各种适应独特海洋极端环境的特性。深海沉

积环境营养贫乏，它承纳了海洋表层不易利用的各

式各样难降解营养物，该类营养物的利用需要微生

物产生特殊的降解酶，或以共代谢的方式实现对其

同化。同时也有部分微生物产生特殊的活性代谢

物质通过抑制其他微生物的生长，获取对营养物、

环境因子或在空间上的竞争优势。因此，在深海独

特的生态系统中生存的微生物需进化出维持其与

该环境生存相适应的各种特异生理功能。

微生物的分离培养是海洋微生物学和微生物

生态学研究的重要一环，由于微生物自身的营养缺

陷或对极端环境的依赖等原因，导致许多难培养优

势类群尚未获得纯培养。一般的分离培养方法仅

能适用于筛选某些对环境耐受性强，能快速适应实

验室条件的易培养类群，而对于某些难培养的特殊

类群需要进行针对性的分析和研究。例如，适应能

力差或处于休眠状态的海洋细菌［80］，对分离条件的

敏感和不耐受性，使其容易遭受营养、毒素、生长抑

制因子等外源压力的损害而无法实现纯培养。另
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一方面，由于自身营养缺陷或受到外压限制而生长

缓慢的微生物，在培养基上仅形成微小菌落，无法

被肉眼发现或很快被繁殖速度快的微生物覆盖而

无法获得纯培养。针对这类群难培养和未培养微

生物，设计针对性的分离方案、富集培养策略和检

测技术，以更好地研究深海微生物的多样性与发掘

稀有的微生物资源。
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