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摘　要：采用免培养的ＰＣＲ－ＤＧＧＥ（变性梯度凝胶电泳）指纹、克隆测序、系统发育分析对天山乌鲁木
齐河源１号冰川前沿高山草甸冻土活动层古菌群落的垂直分格局进行了研究．结果表明：１号冰川前

沿高山草甸冻土活动层存在一些优势种群，在所有６个取样深度的土层中均有分布．但不同深度土层

古菌群落结构存在明显的差异，在浅表层检测到一些特异的序列，系统发育分析表明：它们分别隶属

于广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）的盐杆菌纲（Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉａ）和热原体纲（Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａ），而在深层土样没

有检测到．１号冰川前沿高山草甸带冻土活动层古菌群落以奇古菌（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ）类群占据绝对优

势，全部隶属于被称为ｇｒｏｕｐ１．１ｂ的谱系．其中，一些序列与不可培养的Ｎｉｔｒｏｓｏｓｏｐｈａｅｒａ氨氧化古菌

序列亲缘关系较近，可能预示着这些中温泉古菌在氨氧化过程中发挥着重要作用，对其群落结构及生

态学贡献还有待更深入研究．
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０　引言

地球上多年冻土、季节冻土和短期冻土区的面
积约占陆地面积的５０％，广泛分布于极地、亚极地
高纬度和中低纬度的高山、高原地区［１］．近二十多
年来，科学家对陆地生态系统典型冻土环境中的微
生物开展了许多研究工作［２－３］，研究表明：冻土微
生物具有广泛的物种多样性，已发现的冻土微生物
既有细菌、蓝细菌，又有酵母菌、真菌和藻类等真
核生物［１］．同时，研究发现全球气候变暖对冰川、
冻土有显著的影响，造成冰川持续退缩、冻土层解
冻．相反，冻土中微生物介导的碳素转化循环对全
球气候变化也有显著的影响，因此各国科学家非常

重视对冻土微生物及其在生态系统的功能研究［４］．
最近发现，冻土中存在多样的耐低温古菌［５］，最丰
富的类群是隶属于广古菌门的产甲烷古菌（ｍｅｔｈ－
ａｎｏｇｅｎ）和泉古菌（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ），对于产甲烷古
菌谱系（ｌｉｎｅａｇｅ）及其在全球甲烷平衡和甲烷循环的
作用尤其关注．近十多年来，这些微生物的多样
性、群落结构、地理分布以及在生物地球化学循环
中的作用成为冻土研究关注的热点［４］．
人们早期发现的许多古菌大多来自于极端环

境，譬如冻土中产甲烷的耐冷古菌以及栖息于火山
口的嗜热古菌，但是近十多年来发现，在海洋、湖
泊、森林土壤、草地以及沉积物等非极端环境中，
也广泛分布着一类特殊的古菌———非嗜热的中温泉
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古菌（ｎｏｎ－ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ　Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）［６－７］．该类
古菌不仅分布广泛，而且数量巨大，可占海洋全部
浮游原核生物的２０％，在深海海域中则成为优势类
群．研究显示，陆地土壤生态系统中的古菌也主要
包括广古菌和泉古菌两大类．其中，中温泉古菌约
占全部原核生物的１％～５％，在酸性森林土壤中其
丰度更高，在草地生态系统中泉古菌的数量甚至远
远大于广古菌［７］．近来宏基因组学、功能基因序列
以及分离到的可培养菌株的全基因组分析显示，这
些中温泉古菌在系统进化中应该作为独立分支的一

类古菌，被称为奇古菌（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ）［８－９］，它
们很可能参与了全球碳、氮等重要的生物地球化学
循环，预示着它们在整个生态系统中的重要作
用［１０］．
尽管古菌在生态系统中的分布和数量已被广泛

研究，然而在国内只有少数研究者对一些特殊的古
菌如氨氧化古菌、产甲烷古菌等展开了研究［１１－１２］．
最近，国外报道了退缩冰川前沿环境表层土壤中泉
古菌种群的生态分布格局［１３－１４］．但是迄今为止，对
于中、低纬度高山冰川周边环境冻土活动层土壤中
古菌的多样性及群落结构的垂直分布格局及功能的

相关报道很少．天山乌鲁木齐河源１号冰川（以下
简称１号冰川）是世界冰川检测服务处选定的全球

１０条代表性冰川之一，也是我国最系统且长时间
序列观测水文气象变化、冰川物质平衡、退缩速度
等数据最为完备的冰川［１５－１６］．文献显示，天山中
西段冻土活动层厚度依据海拔与坡向的不同大致在

０．５～３．５ｍ［１７］．根据２００９—２０１１年前后５次实地
勘察和采样，１号冰川前沿冻土活动层具有明显的
空间异质性，为我们研究微生物系统发育类群、功
能类群的空间分布格局及其对环境分异的响应机制

问题提供了理想的研究场所．本研究初次报道了１
号冰川前沿高山草甸冻土活动层土壤古菌的垂直分

布格局，以期为进一步了解中、低纬度高山冻土活
动层古菌的群落结构组成、科学评价其生态学功能
提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　样品采集

１号冰川前沿海拔在３　６００～３　７５０ｍ，取样显
示冻土活动层厚度为２～３ｍ．在直线距离１号冰
川尾部约１　８００ｍ处，选定１００ｍ×１００ｍ的样方
（４３°０７．１２′Ｎ，８６°４８．７０′Ｅ）内选取的两个样点（海
拔分别为３　６５０ｍ、３　６３６ｍ），分别于２０１０年７月

２２日、２０１１年９月１０日由中国科学院天山冰川站
协助完成取样．取样的２个样点冻土活动层厚度分
别为２．２ｍ、２．５ｍ，沿冻土活动层剖面间隔３５～
４０ｃｍ取样，按距离地表深度划分为６个土层：Ａ
（Ａ′），１．８～２．３ｍ深的土层；Ｂ（Ｂ′），１．４～１．７ｍ
深的土层；Ｃ（Ｃ′），１．０～１．２ｍ深的土层；Ｄ（Ｄ′），

０．８～１．０ｍ深的土层；Ｅ（Ｅ′），０．４～０．６ｍ深的土
层；Ｆ（Ｆ′），０．１～０．２ｍ深的土层．每个取样点、
每个土层取样３个平行，将样品迅速装入己灭菌的
保鲜盒内，置于车载冰箱中保存．运回实验室后，
在超净工作台上削去表层可能受到污染的样品，于

－７０℃保存．用标准ｐＨ计测定土壤浸出液的ｐＨ
值．
１．２　土样ＤＮＡ的提取
冻土活动层总 ＤＮＡ 的提取利用 Ｐｏｗｅｒ　Ｓｏｉｌ

ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＭＯ　ＢＩＯ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．）试
剂盒进行．土样在３７℃干燥后用８０目过筛，取

０．２５～０．３０ｇ土样依据生产商说明程序进行ＤＮＡ
提取．每个取样点每个土层的３个平行样本分别提
取ＤＮＡ，混合后作为相应土层的总ＤＮＡ，用于后
续的ＰＣＲ扩增．提取的ＤＮＡ在１％的琼脂糖凝胶
电泳检测，并采用分光光度计对核酸浓度和纯度进
行定量．
１．３　古菌１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ片段扩增
由于冻土活动层产甲烷古菌丰度可能较低，采

用巢式ＰＣＲ扩增，第一轮采用古菌通用引物２１Ｆ
（５－ＴＴＣＣＧＧＴＴＧＡＴＣＣＹＧＣＣＧＧＡ－３）和９５８Ｒ（５－
ＹＣＣＧＧＣＧＴＴＧＡＭＴＣＣＡＡＴＴ－３）；反应采用降落

ＰＣＲ（ＴｏｕｃｈＤｏｗｎ　ＰＣＲ）策略．扩增体系：２×Ｔａｑ
ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　ｍｉｘ　２５μＬ，引物各１μＬ（２０ｍｍｏｌ·

μＬ－１），适当稀释的 ＤＮＡ 模板１～２μＬ，加灭菌

ｄｄＨ２Ｏ 至５０μＬ．热循环参数：９５ ℃预变性７
ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，６３℃复性１ｍｉｎ，其后每个
循环复性温度下降０．５℃，共进行２０个循环，７２
℃延伸２ｍｉｎ，然后采用５３℃的退火温度进行１５
次循环，７２℃延伸２ｍｉｎ；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．
第二轮采用引物３４４ＦＧＣ（５′－ＣＧＣ　ＣＣＧ　ＣＣＧ　ＣＧＣ
ＧＣＧ　ＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＣ
ＧＧＧＧＴＧＣＡＧＣＡＧＧＣＧＣＧＡ－３）和 ５２９ｒ（５－ＡＣ－
ＣＧＣＧＧＣＫＧＣＴＧＧＣ－３）．扩增体系同第一轮，用
第一轮的扩增产物适当稀释后作为第二轮的模板．
扩增采用Ｔｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）热循环仪，热循
环参数：９５℃预变性７ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５３
℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环，最后
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７２℃延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物用１．５％的琼脂糖凝
胶电泳检测．
１．４　ＤＧＧＥ分析

ＤＧＧＥ分析采用基因突变检测系统（Ｄ－Ｃｏｄｅ，

Ｂｉｏ－Ｒａｄ）进行，用８％（ｗ／ｖ）的聚丙烯酰胺凝胶分
离，变性梯度为４５％～７０％（１００％的浓度指７Ｍ的
尿素、４０％的去离子甲酰胺），运行条件：１×ＴＡＥ
电泳缓冲液，６０℃、１００Ｖ、电泳１４ｈ．电泳结束
后用ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎ（１：１０　０００ｄｉｌｕｔｉｏｎ）染色２０ｍｉｎ
后在ＵＶ下观察、照相．对１号冰川前沿冻土活动
层不同深度土层提取总 ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因Ｖ３区段，依据其ＤＧＧＥ电泳条带的有
无转化为１、０的距离矩阵，采用非加权算术平均连
锁法（ＵＰＧＭＡ）对土壤样品进行聚类分析．
１．５　ＤＧＧＥ条带回收及序列分析
选择ＤＧＧＥ图谱中条带分离明显、清晰且亮

度高的优势性条带，从凝胶上切下，将胶块捣碎浸
于５０ μＬ灭菌ｄｄＨ２Ｏ中，４℃过夜，然后取２～
５ μＬ作为模板进行ＰＣＲ反应，除引物不带夹子外
其他反应条件同第二轮．经 ＡｘｙＰｒｅｐ　ＰＣＲ纯化试
剂盒纯化后的ＰＣＲ产物用连接酶与ｐＧＭ－Ｔ载体
链接，转化感受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α构建各回收
条带的克隆文库，经氨苄青霉素抗性和蓝白斑筛选
阳性转化子，沸水煮沸、离心后取１～２ μＬ上清作
为模板，采用载体引物Ｔ７和ＳＰ６进行ＰＣＲ扩增，
扩增参数同第二轮．选择含有正确插入片段的克隆
子送上海美吉测序，将测序结果提交到 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中，利用ＢＬＡＳＴ在线进行同源性搜索．从
数据库获得亲缘关系相近序列的１６ＳｒＲＮＡ基因序
列，用ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｘ　１．８３［１８］软件进行序列联配，
用邻接法计算进化距离，ＭＥＧＡ　ｖ．５．０［１９］软件分析
建立系统发育树．进化树分支模式的稳定性采用

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法，重复次数为１０００．

２　结果与分析

２．１　不同土层的ＤＧＧＥ带谱分析
以提取的总ＤＮＡ为模板经过巢式ＰＣＲ扩增

出长度约１９０ｂｐ的单一ＤＮＡ片段，大小与预期的
目标片段相一致（包括引物）．在ＤＧＧＥ指纹图谱
分析中，由于采用了二次扩增克隆文库测序的技
术，后续割胶测序得到的序列长度约为１２０ｂｐ．指
纹图谱泳道中条带的数量代表不同深度的冻土活动

层古菌种群的数量，而条带的明暗亮度反映相应种
群在土层中的丰度．从图１可以看出，整个取样活

动层土壤中古菌种群多样性并不复杂，所有泳道存
在的条带数在７～１３之间，其中编号为ａ１（ｅ１）、

ａ２、ｂ２（ｅ′１）、ａ３（ｄ２）的４个条带亮度最强，显然代
表整个冻土活动层的优势种群，它们几乎在两个取
样点６个取样深度的土层中均有分布；其中，距离
表层０．８～１．０ｍ的土层Ｄ′样品条带数最多，而表
层样品Ｆ′特异条带最多．两个样点同一深度土层
样品之间条带数大多一致，也存在一些小的差异，
如同样深度的土层 Ａ′没检测到与ａ４位置相当的
带；土层Ｂ中没有检测到ｂ′１，而Ｂ′没有检测到

ｂ４．不同深度冻土活动层存在明显差异，如ｂ１、

ｂ３、ｃ１条带只在深度１ｍ之下的土层中分布，ｂ３
只在１．５ｍ深度土层分布；相反在１ｍ之上的浅表
土层中发现存在６个独特的条带（ｄ′２、ｄ′３、ｄ′４、ｄ′
５、ｆ１、ｆ２），在深层这些带不存在．

图１　１号冰川前沿环境高山草甸冻土活动层

不同深度样品的变性梯度凝胶电泳分离图谱

Ｆｉｇ．１　Ａｒｃｈａｅａ　ＤＧＧＥ　ｂａｎｄ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｉｌ　ｈｏｒｉｚｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ

ａｃｔｉｖｅ　ｌａｙｅｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｏｒｅｌａｎｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｇｌａｃｉｅｒ　Ｎｏ．１

２．２　古菌群落ＤＧＧＥ条带的系统发育及垂直分布
格局

将ＰＣＲ产物切胶纯化、构建克隆文库，挑选大
小合适的阳性克隆子测序，共测序代表各条带的阳
性克隆３４个，其中为验证不同泳道中迁移到同一
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表１　ＰＣＲ－ＤＧＧＥ优势条带克隆测序及系统发育归属

Ｔａｂｌｅ　１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ　ＤＧＧＥ　ｂａｎｄｓ

克隆序号

（ＤＧＧＥ　ｂａｎｄ）
ＢＬＡＳＴ搜索的最相近序列 序列确认 ＢＬＡＳＴ匹配的环境 系统发育归属

ＹＨＢＣＡ－１（ａ１）
ＫＣ８４１５００（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＹＬ－

ｓ－Ａ３７）
９７％ Ｇｕｔ　ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－２（ａ２）
ＥＦ０９０６５５（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａｉｓｏｌａｔｅ

ＤＧＧＥ　ｇｅｌ）ｂａｎｄ
９７％

Ｎｅａｒ－ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ

ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－３（ａ３）
ＪＸ０４７１５６（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ　ｓｐ．

Ｃｌｏｎｅ）
９４％ Ｍａｒｉｎｅ　Ｈｏｔ　Ｓｐｒｉｎｇｓ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－５（ａ′１）
ＨＱ２６９０３３（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＡＶ－

ＬｉｍＹｙｙ）
９６％ Ｗｅｔ　ａｎｏｘｉｃ　ｓｏｉｌ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－７（ｂ２）
ＧＱ１２６９４７ （Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ

ＡＲＣｄｒ－８００）
９８％ Ｐｌａｔｅａｕ　ｍｅａｄｏｗ　Ｓｏｉｌ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－９（ｂ４）
ＪＮ２０５３６４（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＢＡＶ－

ＧＡＲ５５）
９７％ Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－１１（ｂ′２）
ＥＦ０９０６７２（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａｉｓｏｌａｔｅ

ＤＧＧＥ　ｇｅｌ）ｂａｎｄ
１００％

Ｎｅａｒ－ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ

ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－１２（ｃ１）
ＪＮ５５９２１７（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＭＦ－

２０）
９５％ Ａｂａｎｄｏｎｅｄ　ｌａｎｄｓ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－１５（ｃ′３）
ＥＦ０９０６７２（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａｉｓｏｌａｔｅ

ＤＧＧＥ　ｇｅｌ　ｂａｎｄ　ＴＳ－ＡＲ２２）
１００％

Ｎｅａｒ－ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ

ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－１７（ｄ２）
ＨＱ６９２９７２（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＳＹ－

５３９－７９）
９４％ Ｓｏｉｌｓ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－１８（ｄ′１）
ＥＵ２１８５７２ （Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ

Ｅｕｒ３ＡｒｃｈＡＬ）
９９％

Ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ／ｇｒｏｕｎｄ　ｉｃｅ

ｃｏｒｅ
Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－２４（ｅ′１）
ＥＦ０９０６７２（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａｉｓｏｌａｔｅ

ＤＧＧＥ　ｇｅｌ　ｂａｎｄ　ＴＳ－ＡＲ２２）ＥＦ０９０６７２
９５％

Ｎｅａｒ－ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ

ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－２５（ｅ′２）
ＪＸ０４７１５６（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ　ｓｐ．

Ｃｌｏｎｅ）
９９％ Ｍａｒｉｎｅ　Ｈｏｔ　Ｓｐｒｉｎｇｓ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－３０（ｆ′３）
ＥＦ４３０８６０ （Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ

Ｐ４００２Ｈ０９）
９９％ Ｓｏｉｌ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－３３（ｆ′６）
ＪＮ２０５３６４（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＢＡＶ－

ＧＡＲ５５）
９８％ Ｍｉｎｅ　ｓｉｔｅｓ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－３４（ｆ′７） ＥＦ４３０９００（Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ） ９９％ Ｓｏｉｌ　 Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ

ＹＨＢＣＡ－１９（ｄ′２）
ＨＱ２８７５５４（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ

ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＭＡＤ２８）
９９％ Ａｍａｚｏｎ　ｒｉｖｅｒ　ｓｅｄｉｍｅｎｔ　 Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａ

ＹＨＢＣＡ－２０（ｄ　３）
ＨＱ２８７５５７（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ

ａｒｃｈａｅｏｎ　ｃｌｏｎｅ　ＭＡＤ１６）
９４％ Ａｍａｚｏｎ　ｒｉｖｅｒ　ｓｅｄｉｍｅｎｔ　 Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａ

ＹＨＢＣＡ－２６（ｆ１）
ＧＱ９２５７６６ （Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

ＤＧＧＥ　ｇｅｌ　ｂａｎｄ　Ｓａ４）
９９％ Ｃａｌｃｉｔｅ　ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ　 Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉａ

ＹＨＢＣＡ－２７（ｆ２）
ＤＱ００４７０３（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ　ｉｓｏ－

ｌａｔｅ　ＳＳＣＰ　ｂａｎｄ　Ｂｏ６４－０４－０８）
９８％ Ａｒａｂｌｅ　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　ｓｏｉｌ　 Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ　Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉａ
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图２　１号冰川前沿冻土活动层基于ＤＧＧＥ检测的古菌序列的系统发育树

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＲＮＡ　Ｖ３ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｓｈｏｗｉｎｇ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｏｆ　Ａｒｃｈａｅａ

ｉｎ　ｐｅｒｍａｆｒｏｓｔ　ａｃｔｉｖｅ　ｌａｙｅｒ　ｓｏｉｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｇｌａｃｉｅｒ　Ｎｏ．１ｆｏｒｅｌａｎｄ

位置的条带是否代表相同的古菌种群，进行了重复
平行测序．将测序结果提交到ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，
利用ＢＬＡＳＴ在线进行同源性搜索，获得最相近序
列（表１）与数据库中的参考序列一起构建系统进化
树（图２）．
序列的系统发育分析表明，在测序的３４条序

列中，只有５条代表广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ），而
其余的２９条序列全部隶属于新的奇古菌门（Ｔｈａｕ－

ｍａｒｃｈａｅｏｔａ）．其中，隶属于广古菌门的序列均来
自于冻土活动层的浅表层，在ＤＧＧＥ图谱中这些
条带均迁移到了泳道的下端，分别是条带ｄ′２、ｄ′３、

ｄ′４代表的热原体纲（Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａ）古菌和条带

ｆ１、ｆ２代表的盐杆菌纲（Ｈａｌｏｂａｃｔｅｒｉａ）古菌（表１，
图１）．由于目前在数据库中可培养广古菌ｒＲＮＡ
基因序列很少，不能进一步将这些序列归属于更低
层次的分类单元．在１ｍ以下的深层冻土活动层
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土样中，没有检测到类似于以上代表广古菌门的条
带．同时，将数据库中的不同环境中的中温泉古菌
类群与本研究其他２９条序列建立的进化树显示，
分布在电泳图上端的２９条带所代表的谱系全部属
于之前被称为中温泉古菌，而目前已经被升格为单
独的一大类———奇古菌门（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ）．依
据１６ＳｒＲＮＡ基因相似性，２９条序列在数据库中最
匹配的序列均来自非培养的环境克隆文库序列．这
些序列的环境来源分析显示，１号冰川高山草甸冻
土活动层的古菌序列与来自高原草甸土、矿区、冻
土表层、植物根际以及热泉的序列均表现出较高相
似性（表１），说明这些古菌在地球上的生态分布极
其广泛．目前，奇古菌门获得的可培养物极少，文
献报道的大多数不可培养的文库序列隶属于被称为

Ｇｒｏｕｐ１的谱系［７］．进一步分析显示，１号冰川前沿
高山草甸带冻土活动层古菌群落以隶属于奇古菌门

的ｇｒｏｕｐ１．１ｂ类群占据绝对优势，但是没有检测到
属于Ｇｒｏｕｐ１．１ｃ、Ｇｒｏｕｐ１．１ａ的序列．
２．３　不同深度冻土活动层古菌群落结构的相似性
分析

一般认为在ＤＧＧＥ电泳图谱上迁移到同一位
置上的条带代表相同或者相近的谱系，因此通过

ＤＧＧＥ电泳图谱的聚类分析可以反映不同深度土
层微生物群落结构的相似性．对ＤＧＧＥ电泳图谱
聚类分析显示（图３），群落结构聚类分析的总体趋
势是来自同样深度土层的样品首先聚在一起（如样

图３　依据１６ＳｒＲＮＡ基因Ｖ３区段的ＤＧＧＥ指纹

图谱对不同深度土层样品的聚类分析

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｂｙ　ＵＰＧＭＡ　ｃｌｕｓｔｅｒ

ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＰＣＲ－ＤＧＧＥ　ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ　ｆｏｒ　ｔｈｅ

１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　Ｖ３ｒｅｇｉｏｎ

品Ｃ与Ｃ′、Ｅ与Ｅ′），浅表层样品聚类在一起，深
层土层样品聚在一起，说明深层土样古菌群落组成
不同于浅表层土层的群落，不同深度土层的古菌群
落存在明显的梯度分布格局，尤其是表层样品Ｆ、

Ｆ′与其他深度的样品差异很大．此外，两个取样点
中距离表层相近深度的冻土活动层土层群落结构并

非完全相同，如深度大约相近的土层Ａ与Ａ′、Ｂ与

Ｂ′群落结构存在小的差异，而浅层样品Ｄ′由于检测
到特异的广古菌序列与相近深度的Ｄ存在较大的
差异．这些差异很可能反映了两个取样点海拔高度
和冻土活动层厚度存在差异，导致取样土层深度和
土层的划分并非完全一致．

３　讨论

最近十多年来，由于分子生物学技术在环境微
生物学领域的广泛应用，越来越多的证据表明，中
温泉古菌（ｎｏｎ－ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ　Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）在海
洋、淡水湖泊和土壤等非极端环境中广泛存
在［２０－２１］．根据１６ＳｒＲＮＡ基因的进化树分析，绝
大多数古菌被归属于广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）和
泉古菌门（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）两大类．然而最近基于
宏基因组学、功能基因序列分析以及分离到的可培
养古菌的全基因组分析显示，广泛分布于海洋和陆
地环境的这些参与氨氧化过程的被称为中温泉古菌

的类群，应从中分离出来，作为单独的一大类，称
之为奇古菌门（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ）［２１－２２］．到目前为
止，通过可培养方法，奇古菌门仅仅分离到Ｃｅｎａｒ－
ｃｈａｅｕｍ　ｓｙｍｂｉｏｓｕｍ、Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｕｓ　ｍａｒｉｔｉｍｕｓ、

Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ　ｖｉｅｎｎｅｎｓｉｓ 以 及 Ｎｉｔｒｏｓｏｓｐｈａｅｒａ
ｇａｒｇｅｎｓｉｓ等不到十个种［２１－２３］，因此对于本研究获
得的序列难于做出明确的种属归属．
我们对１号冰川前沿环境高山草甸土壤纵深剖

面取样的ＤＧＧＥ分析显示，在土壤表层Ｆ′检测到
了多条独特的奇古菌序列，如条带ｆ′１、ｆ′３、ｆ′７与
深层明显不同（图１）．同时检测到２条广古菌序列
的带（ｆ１、ｆ２），系统发育上隶属于广古菌门的嗜盐
杆菌类古菌．在浅层的土壤中检测到了另外３条广
古菌序列．序列分析显示，这些古菌属于非培养的
热原体类，但在深层冻土活动层没有检测到广古菌
序列．早期有研究发现，随着森林土壤剖面深度的
增加，土层中广古菌序列的丰度下降，其与中温泉
古菌的序列比值也随之显著下降［２４］．本研究仅在
浅表冻土活动层检测到了广古菌序列，而在深层主
要以奇古菌为主，没有发现广古菌，是否支持以上
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结论需要做进一步研究．最近研究表明，不同土层
土壤的有机质含量、水分含量、ｐＨ、温度等理化因
素以及人类的扰动（放牧）都可能驱动氮循环微生物
群落结构及其地理分布和丰度的差异［２５－２６］．采样
显示，１号冰川前沿冻土活动层浅表层样品在土壤
结构、植被分布、温度、易受放牧扰动等方面显著
不同于深层样品（资料未显示），对ＤＧＧＥ图谱代
表的群落结构聚类分析也反应了浅表层土样Ｆ、Ｆ′
的群落结构显著不同于其他土层（图２），对其分布
格局的驱动机制需要深入研究．
研究显示，极地与环极地的高纬度地区的泥沼

湿地中产甲烷的广古菌序列丰度较高［１］．最近有研
究显示，在冰川前沿环境表层土壤中存在少量的

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ、Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ产甲烷
古菌［２４］，我们最近对１号冰川前沿环境的高通量

１６ＳｒＲＮＡ基因测序也检测到了少量的产甲烷古
菌．但本实验采用ＤＧＧＥ技术在任何深度的冻土
活动层土样均没有检测到隶属于广古菌门的产甲烷

菌序列，很可能是由于中低纬度高山冻土活动层相
对干燥，产甲烷古菌丰度很低，ＤＧＧＥ技术检测能
力局限性所致．此外，土壤中广泛存在的奇古菌门
古菌绝大多数隶属于 Ｇｒｏｕｐ１．１谱系，依据１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因以及土壤中生态分布特征被划分为

Ｇｒｏｕｐ１．１ａ、Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ、Ｇｒｏｕｐ１．１ｃ［７］． 其 中，

Ｇｒｏｕｐ１．１ａ主要分布于海洋环境，其数量可达海洋
全部浮游生物的２０％，但在土壤中也有少量分布的
报道；ＧｒｏｕｐＩ．１ｂ和Ｉ．１ｃ主要分布于土壤和其他陆
地环境，约占土壤原核生物的１％～５％，Ｇｒｏｕｐ　１．
１ｃ在酸性土壤含量尤其丰富［７，１９－２０］．本研究对１
号冰川前沿整个草甸土层剖面检测到的所有奇古菌

序列均属于中温泉古菌Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ谱系，其中，克
隆ＹＨＢＣＡ－２５、ＹＨＢＣＡ－３、ＹＨＢＣＡ－９代表的序列
在系统发育上与Ｎｉｔｒｏｓｏｓｏｐｈａｅｒａ古菌亲缘关系较
近（图２），可能预示着这些古菌在氨氧化作用中发
挥重要作用．最近，对瑞士Ｄａｍｍａ冰川退缩前沿
环境的古菌研究显示，随着距离冰川末端空间增加
的时间序列，冰川前沿的古菌多样性指数下降，其
中在冰川前沿早期裸地土壤以广古菌（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅ－
ｏｔａ）为优势类群，也存在隶属于Ｇｒｏｕｐ１．１ａ的奇古
菌谱系，而远离冰川的较成熟土壤中古菌群落以

Ｇｒｏｕｐ１．１ｃ奇古菌为主，而Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ只出现在中
等发育成熟的土壤中［２７］．本研究取样点距离１号
冰川尾部海拔约１　８００～２　０００ｍ，属于冰川退缩后
发育完全成熟的土壤，浅表层检测到的古菌以

Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ为绝对优势类群，因此与以上研究结果
不一致．Ｎｉｃｏｌ等［１３－１４］的研究显示，阿尔卑斯山

Ｒｏｔｍｏｏｓｆｅｒｎｅｒ冰 川 前 沿 环 境 总 体 上 隶 属 于

Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ的古菌类群丰度最高，而在较成熟的土
壤中出现了ｇｒｏｕｐ１．１ｃ的奇古菌．虽然本研究检测
到的古菌绝大多数为隶属于 Ｇｒｏｕｐ１．１ｂ的 Ｔｈａｕ－
ｍａｒｃｈａｅｏｔａ，但 没 检 测 到 隶 属 于 奇 古 菌 门 的

Ｇｒｏｕｐ１．１ａ、Ｇｒｏｕｐ１．１ｃ 谱 系，很 可 能 是 由 于

ＤＧＧＥ技术检测深度的局限性所致．因此，对于１
号冰川前沿高山冻土活动层纵深剖面古菌群落及冰

川前沿环境古菌群落结构，需要采用更高检测通
量、分辨力更强的分子标记基因做深入研究，进一
步阐明古菌在冰川前沿环境土壤的分布格局及其在

生物地球化学循环过程中的重要作用．
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