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摘 要: 对天山乌源 1 号冰川表面冰尘( Fz ) 及底部沉积层( Dz ) 的理化性质及真菌的多样性、群落结
构、OTU 的系统发育进行了比较分析。ITS 克隆文库分析显示，依据 99%相似性共得到 26 个真菌
OTU，表面冰尘和底部沉积层分别为 21 和 22 个，其中 17 个为共有 OTU。天山 1 号冰川中真菌以担子
菌门( Basidiomycota) 、子囊菌门( Ascomycota) 占绝对优势，子囊菌门的真菌在 Fz、Dz 文库中的比例分
别约为 27%、57%。系统发育分析显示子囊菌门的真菌有 14 个 OUT，8 个属，其中 Cladosporium仅分
布在冰川表面( 6． 25% ) ，而 Aureobasidium 仅出现冰川底部沉积层( 8． 93% ) 。另外 6 个属 Tetracladi-
um、Pseudeurotium、Fusarium、Penicillium、Simplicillium、Aspergillus 在冰川底部和表面均有分布，但丰
度明显不同，尤其是 Aspergillus、Simplicillium在冰川底部沉积物中占优势( 分别为 17． 86%、12． 50% ) 。
担子菌门的克隆主要来自 Ｒhodotorula、Leucosporidium 属，前者主要在分布冰川表面( 12% ) ，底部沉
积层很少，后者在冰川表面及底部均有分布，分别占文库的比例为 8． 69%、12． 50%。冰川表面和底部
沉积层生态条件迥异，对其中的微生物系统发育类群具有明显的选择性。
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0 引言

真菌种类极其繁多，一般包括五大类群: 担子

菌门、子囊菌门、接合菌门、鞭毛菌门和壶菌门。
最新研究统计，全世界的真菌种类大约有 150 万，
但至今详细描述的却只有 5% ～ 10%［1］，绝大多数
类群是未知的。一方面由于培养技术的局限性和不
成熟，缺乏适合于分离培养各种真菌种群的培养基

和培养条件，另一个原因是对真菌的栖息环境和代

谢状况的了解并不全面［2］。真菌生态分布也极其
广泛，不仅栖息于农田、森林、草地、沼泽湿地、温
泉热土中，也频繁出现在动、植物体表内外［3］，还
能够适应各种极端环境而繁衍，包括严寒的极

地［4］、高山冰川环境［5］、冻土层［6］等。
由于不同地理差异和环境因子的影响，在冰川

不同的生态景观中微生物形成独特的群落结构、组
成及分布规律。冰川底部由冰、水、岩沉积层构
成，为缺氧、缺光照、高静压、持续低温( 0 ℃之
下) 极端严酷的生态系统，是一个原始的、较少受
到外源环境影响的寡营养生态环境。研究表明冰川
底部生境栖息着多样的原核细菌，包括介导各种矿

物质氧化还原过程的自养功能微生物类群和异养细

菌［7］，在冰川新近退缩后植物定植之前，这些微生

物功能类群对冰碛石石和冰碛沉积物的风化、冰川
水化学、土壤的前期发育起着关键作用［8 － 9］。与冰
川底部环境相比，冰川表面总体生态特征是: 气温
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昼夜和季节波动频繁、紫外辐射较强、氧气相对充
足、有机质丰富［10］。研究表明，来自陆地的灰尘、
海洋表面气溶胶和火山灰烬等粘附在积雪、矿物质
或者有机质颗粒上沉降在冰川表面，同时携带外源

微生物进入冰川生态系统，一些微生物代谢产生大

量的胞外多糖，通过粘附作用在冰川表面形成深色

的堆状冰尘( cryoconite) ，冰尘吸收太阳辐射能量
后，在冰川表面形态冰尘空洞，积累丰富的有机

质，不仅是初级生产者光合微生物( 藻类、蓝细菌)
栖息的场所，也为各种异养细菌、真菌、原生生物
( 包括硅藻类、纤毛虫类) 的繁衍提供了生存环
境［11］。其中，真菌作为分解者通过分泌胞外酶，能
够降解木质纤维素等难降解碳源，为藻类和异养细

菌的生长繁殖提供易被吸收利用的养分，因此真菌

在维持冰川生态系统平衡方面发挥重要作用［12］。
然而，目前对冰川微生物的研究主要集中在细菌多

样性、分布格局及其系统发育，影响细菌群落组成
的环境因素，以及冰川表面、底部发生的生物地球
化学过程［13 － 14］，而对于冰川环境中真菌群落结构

及生态功能的报道较少。
天山乌源 1 号冰川是我国气象变化、水文径流

量、物质平衡等数据最为完备的冰川［15 － 16］。目前
有关天山 1 号冰川周边冻土、积雪、冰芯细菌、冰
尘蓝细菌多样性已有研究报道［14，17］。张威等［18］对
天山 1 号冰川周边雪坑中的真核微生物多样性及时
空变化进行了研究。对于冰川生态系统，冰雪消融
会形成自上而下的融水径流，冰川表面冰尘、底部
沉积层及前沿等不同景观的微生物群落结构和生态

学过程可能存在耦联。因此，本文对天山 1 号冰川
表面冰尘和底部沉积层中真菌群落的结构组成及系

统发育类群差异进行了分析，旨在解析生态环境条

件截然不同，但相互耦联的上、下两个生态系统是
否对微生物菌群具有选择作用，同时为冰川环境中

有潜在利用价值的耐低温真菌菌种资源的挖掘提供

理论参考。

1 材料和方法

1． 1 样品采集与处理
2014 年 9 月 5 日，于天山一号冰川西支表面，
海拔为 3 833 m ～4 480 m( 43°06' N，86°49' E) 处，
设置 3 个取样点，每个样点 2 m × 2 m，取平行样 5
份; 在冰川末端消融区设置三个位点，每个样点取

样 5 份。将冰尘颗粒和去掉大块冰碛物的沉积物迅
速装入己灭菌的保鲜盒内，置于车载冰箱中 － 4 ～

－ 8 ℃保存，6 h之内运回实验室，部分样品保存在
－ 70 ℃超低温冰箱; 用于构建克隆文库的样品暂
放 － 20 ℃保存，取部分样品进行理化性质测定。
以上所有过程均在无菌条件下完成。
1． 2 培养基
用于构建克隆文库的培养基主要为 SOB 培养

基( g·L －1 ) ( 酵母提取物 5 g，胰蛋白胨 20 g，
NaCl 0． 58 g，加 10 mL 250 mmol·L －1 KCl 溶液，
溶解于 800 mL 去离子水中，定容至 1 L，121 ℃高
压蒸汽灭菌 20 min，加入 5 mL 灭菌的 2 mol·L －1

MgCl2溶液) 。所用抗生素为氨苄青霉素钠盐( 100
mg·mL －1 ) ，X-Gal 及 IPTG 试剂浓度分别为 20
mg·mL －1、24 mg·mL －1。
1． 3 样品理化性质测定
天山一号冰川表面冰尘和底部沉积层样品的

pH值( 水∶样品 = 2． 5 ∶ 1 ) 、速效磷、速效钾、硝态
氮、总有机质及全氮、全磷、全钾的测定参照文献
［19 － 20］进行，每个样品测 3 次。
1． 4 样品总 DNA的提取及纯化
采用直接法结合商业试剂盒提取样品总 DNA。

直接法参照 Zhou 等［21］DNA 提取法提取，略有改
动。5 g 样品中加入 DNA 裂解液、蛋白酶 K 及溶
菌酶后，在 37 ℃、220 r·min －1条件下水平震荡

30 min; 65 ℃水浴 2 h后加入 20% SDS 溶液，超低
温冰箱冻融三次后在水平击打器上击打 10 min; 用
苯酚、氯仿、异戊醇( 25∶ 24∶ 1 ) 离心抽提 DNA，异
丙醇过夜沉淀 DNA ; 70%预冷酒精洗涤两次，最后
溶解于 100 μL 的 TE 溶液，共提取 3 份样品，用
Wizard DNA Clean-Up System 试剂盒纯化提取的总
DNA。同时采用 PowerSoilTM DNA Isolation Kit
( Mo Bio Laboratories，Carls bad，CA，USA) 试剂盒
提取 DNA，每个样点提取 5 份，混合后用于文库构
建。提取 DNA 保存在 4 ℃条件下，采用分光光度
计对其核酸浓度和纯度进行定量。
1． 5 样品真菌 ITS基因间隔序列的 PCＲ扩增
将 3 份冰川表面冰尘及底部沉积层样品总

DNA 分别混合后，采用真菌 ITS 区特异引物 ITS1F
( 5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3') 和 ITS4
( 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 扩增［22］，每
个样品设 5 个平行样。扩增体系: Mixture 12． 5 μL，
引物各 0． 8 μL，DNA 模板 1 μL，加灭菌 ddH2O 补
足 25 μL。热循环条件: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃
变性 1 min，65 ℃复性 30 s，72 ℃延伸 30 s ( 2 个循
环) ; 94 ℃变性 1 min，60 ℃复性 30 s，72 ℃延伸
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30 s; 94 ℃变性 1 min，55 ℃复性 30 s，72 ℃延伸
30 s ( 2 个循环) ; 94 ℃变性 1 min ，52 ℃复性
30 s，72 ℃延伸 40 s ( 28 个循环) ; 最后 72 ℃延伸
8 min。PCＲ扩增产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检
测其大小。
1． 6 PCＲ产物纯化和基因文库的构建
将冰尘样品和沉积层样品扩增的 PCＲ 产物混

合后，用 QIAquick PCＲ purification kit ( Qiagen，
Hilden，Germany ) 试剂盒纯化。纯化后的产物经电
泳检测大小后与 pEASY-T1 Cloning Vector ( Trans-
Gen，Beijing，China) 载体连接克隆。挑取白色单
菌落，采用载体引物 M13 进行 PCＲ 扩增鉴定，筛
选片段大小正确的阳性克隆子进行测序。
1． 7 测序及数据处理
两个文库随机挑选的 203 个阳性克隆子，采用

载体引物，由上海美吉完成测序。采用 BioEdit 7．
0． 5 软件 ( http: / /www ． mbio． ncsu． edu /BioEdit /bi-
oedit． html) 手动校正序列，统一序列方向和长度，
保存为 FASTA 格式文件，采用 Ｒibosomal Database
Project ( ＲDP) II数据库的 CHIMEＲA_CHECK pro-
gram ( seqmatch /seqmatch_intro． jsp) 检测嵌合体序
列，在后续分析中予以剔除。
采用 CLUSTAL X 1． 83 软件对齐序列，输出文

件采用 phylip-3． 68 的 DNADIST 程序产生距离矩
阵，输入 DOTUＲ-1． 53 软件在 99%的相似度标准
水平上［23］，采用 furthest-neighbor method 归类和确
定 OTU 数 ( 或 Phylotypes ) ，并计算 Shannon 和
Simpson 多样性指数，以及 Nonparametric richness
estimates ( chaol指数) ，并进行文库稀有度曲线分
析。根据公式 C = ( 1 － n·N － 1 ) ·100% ( N 为文库
总克隆数; n为文库中仅出现一次的 OTU 数量) 计
算克隆文库的 Coverage。
1． 8 系统发育树构建
将隶属于每个 OTU的代表序列在 NCBI的

BLAST 以及 ＲDP's Nave Bayesian Classifier ( con-
fidence threshold，80% ) 中进行最相近序列的分类
匹配，并提交到 GenBank 数据库中。每个 OTU 代
表克隆序列与来自 GenBank、ＲDP II数据库中的亲
缘关系较近的真菌 ITS 基因序列采用 CLUSTALX
1． 83 软件联配，采用邻接法( neighbor-joining meth-
od) ，在MEGA v． 5． 1［24］软件中用Tamura-Nei model
构建进化树，进化树采用 Bootstrap法评估，重复次
数为 1 000。

2 结果与分析

2． 1 理化性质
冰川表面、冰尘表面及冰川沉积物采样点如图

1 所示。经分析表明，天山乌源 1 号冰川表面粉尘
颗粒粒径约为 0． 34 ～ 3． 35 mm，在冰川表面分布相
对均一，没形成明显的堆状丘，pH 约为 7． 0，冰川
底部沉积层土壤 pH 约为 7． 75。冰尘样品( 编号为
Fz ) 中速效磷、速效钾、硝态氮、有机质以及全氮含
量均显著高于冰川底部沉积层土壤( 编号为 Dz )
( 表 1) 。其中 1 号冰川表面冰尘的硝态氮及全氮含
量是底部沉积层土壤的 8 ～ 10 倍，速效磷、速效钾
及有机质含量达到 3 ～ 5 倍。只有全磷、全钾含量
与冰川底部环境相近。

图 1 冰川表面( a) 、冰尘表面( b) 及
冰川末端沉积物( c) 取样点

Fig． 1 Photographs showing the sampling sites on the
glacier surface ( a) ，supraglacial cryoconite ( b)

and subglacial sediments ( c)

表 1 冰川表面冰尘和底部沉积物的理化特性比较
Table 1 Physicochemical properties of supraglacial cryoconite and subglacial sediments

算 法
水分含量*

/%

pH

( 水∶土 = 2． 5∶ 1)

速效磷

/ ( mg·kg －1 )

速效钾

/ ( mg·kg －1 )

硝态氮

/ ( mg·kg －1 )

有机质含量*

/%
全氮*

/%
全磷*

/%
全钾*

/%

表面冰尘 平均 45． 56 7． 02 11． 94 195． 60 88． 11 8． 400 0． 380 0． 110 2． 770

标准方差 12． 45 0． 45 3． 46 56． 68 32． 48 4． 340 0． 070 0． 035 0． 540

底部沉积物 平均 32． 45 7． 75 2． 57 144． 50 8． 90 1． 370 0． 030 0． 072 3． 550

标准方差 10． 80 0． 23 0． 32 32． 65 3． 54 0． 360 0． 012 0． 014 0． 080

注: * 表示干重条件下的理化特性。
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2． 2 真菌的多样性及群落结构
2． 2． 1 真菌的多样性
从构建的表面冰尘真菌文库( Fz ) 和底部沉积

层真菌文库( Dz ) 中，各挑选了 110 个阳性克隆子
进行测序，排除嵌合体序列以及测序质量较差的序

列后，Fz 文库及 Dz 文库分别得到 93 条、110 条有
效序列。将得到的序列联配构建距离矩阵，用

DOTUＲ-1． 53 软件在 99%相似性标准下进行 OTU
的划分，Fz、Dz 分别得到 21、22 个 OUT ( GenBank
KX214352 － KX214394 ) 。多样性指数统计结果显
示 Fz 样品的 Shannon、Simpson指数分别为 2． 873、
0． 133，而 Dz 样品的 Shannon、Simpson指数分别为
2． 108、0． 152，冰尘样品中真菌的多样性稍高于冰
川底部沉积层( 表 2) 。

表 2 冰川表面冰尘及底部沉积层真菌文库多样性指数
Table 2 The diversity and richness estimates of the fungal ITS gene clone libraries from supraglacial cryoconite

and subglacial sediments

样品文库 文库克隆数 OTU 数量 Chao I丰富度 Shannon指数 Simpson指数 覆盖度 /%

表面冰尘( Fz) 93 21 42． 20 2． 873 0． 133 86． 27

底部沉积物( Dz) 110 22 36． 65 2． 108 0． 152 78． 35

依据 OTU 数和测序的有效克隆子数绘制稀有
度曲线( 图 2) ，当克隆子数大于 100 时，两文库的
曲线都已渐渐趋于平缓，其盖度( coverage) 分别达
到了 86． 27%、78． 35%，表明构建文库测序数目基
本趋于饱和，两个文库挑选的克隆子基本能够涵盖

天山 1 号冰川表面冰尘及底部沉积层中绝大部分真

图 2 冰川表面冰尘及底部沉积层真菌克隆文库稀疏曲线
Fig． 2 Ｒarefaction curves constructed for fungal clone libraries

from supraglacial cryoconite and subglacial sediments

菌群落，也能够代表其真菌多样性。
2． 2． 2 真菌群落结构在门( phylum) 水平上的差异
将 Fz、Dz 文库得到的 203 条有效序列，用

DOTUＲ-1． 53 软件在 99%相似性标准下进行 OTU
的划分，两个文库所有序列被划分为 26 个 OTU。
利用 BLAST、ＲDP Classifier 在线工具，对每个
OTU 的代表序列进行最相近序列匹配，根据匹配
结果，在门水平上分别统计 Fz、Dz 两个文库的群
落结构( 图 3) 。统计显示，Fz 真菌在门水平上隶属
于三个系统发育类群: 担子菌门( Basidiomycota，
21． 74% ) 、子囊菌门( Ascomycota，27． 17% ) 、壶菌
门( Chytridiomycota，2． 17%) ［图 3( a) ］，其余序列
属于不能明确划分隶属关系的真菌( unclassified
fungi) ，占总文库克隆数的 48． 92%。Dz 真菌也包
括同样的系统发育类群: 担子菌门( Basidiomycota，
17． 86% ) 、子囊菌门( Ascomycota，57． 14% ) 、壶菌
门( Chytridiomycota，7． 14%) ［图 3 ( b ) ］，但只有

图 3 真菌 ITS 区基因门水平群落结构组成
Fig． 3 Ｒelative abundance of the fungal phyla of ITS clone libraries from supraglacial cryoconite ( a) and subglacial sediments ( b)
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18%的克隆序列属于不能明确划分隶属关系的真菌
( unclassified fungus) 。显然隶属于担子菌门和子囊
菌门的序列在两个文库中均占绝对优势，其中隶属

于担子菌门的真菌在 Fz、Dz 文库中的比例接近，
而属于子囊菌门的真菌在 Fz、Dz 文库中的比例分
别约为 27%、57%，差异明显。
2． 2． 3 真菌群落结构在属( genus) 水平上的差异
对结果进一步统计显示，一号冰川 Fz、Dz 真

菌 ITS 基因文库序列代表的真菌在属水平上的群落
结构如图 4。担子菌门的红酵母属( Ｒhodotorula) 主
要在分布冰川表面，约占 12%，白冬孢酵母属
( Leucosporidium) 在冰川表面及底部均有分布，分
别为 8． 69%、12． 50%。
子囊菌门的真菌有 9 个属，其中枝孢菌属

( Cladosporium) 仅分布在冰川表面( 6． 25% ) ，而金
担子菌属( Aureobasidium) 仅出现冰川底部沉积层
( 8． 93% ) 。散囊菌属( Pseudeurotium) 、镰刀菌属
( Fusarium) 、青霉菌属( Penicillium) 、且拟青霉属
( Simplicillium) 曲霉属( Aspergillus ) 、Tetracladium
及一类不能准确鉴定的 Ascomycota 真菌等七个属
在冰川底部和表面均有分布，但丰度明显不同，尤

其是曲霉属( Aspergillus ) 、拟青霉属( Simplicilli-
um) 在冰川底部沉积物中占优势( 分别为 17． 86%、
12． 50% ) ，而在表面粉尘相对较少( 分别为6． 25%、
1． 09% ) ，其它几个属的丰度相差较小。除此之外，
冰川表面不能明确划分隶属关系的 OTU1 和 OTU7
代表的真菌占群落总数的 45%左右，而冰川底部沉
积物不能明确划分隶属关系的 OTU1 和 OTU7 在冰
川底部只有 3． 64%，OTU19 代表一个分类地位不
能确定的真菌，占比仅仅为1． 09%，显著低于冰川

表面。属于壶菌门( Chytridiomycota) 的只有一个属
Ｒhizophydium，在冰川底部沉积物中占 7． 14%，表
面粉尘只有 2． 17%。
2． 3 真菌 OTU系统发育及其最相近生态位
天山 1 号冰川表面冰尘( Fz ) 及底部沉积层

( Dz ) 真菌 ITS 基因文库依据 99%的相似性划分为
26 个 OTU，其中共有 OTU 17 个，Fz、Dz 特有
OTU 分别为 4、5 个，用每个 OTU 的代表序列以及
数据库的最相近序列构建系统发育树( 表 3、图 5) 。
此外，每个 OTU 的代表克隆序列与 BLAST、ＲDP
数据库中最相近序列大多数来源于冰川等低温环境

( 表 3) 。
2． 3． 1 子囊菌门( Ascomycota)

26 个 OTU 中，属于子囊菌门的有 14 个，隶属
于 9 个属。OTU4、OTU5、OTU11、OTU14 的代表
序列在系统发育上分别于 Aspergillus oryzae、Asper-
gillus versicolor、Aspergillus flavus、Aspergillus pseu-
doglaucus 相似性达到 99 ～ 100%，其中 OTU 14 仅
在冰川沉积层检测到。OTU3 与子囊菌门的菌株相
似性达到 97%。OTU10、OTU26 的代表序列分别
与来自青藏高原的菌株 Tetracladium( KC180672) 和
耐冷的 Tetracladium psychrophilum 的相似性最高，
分别为 99%和 96%，其中 OTU26 仅出现在冰川表
面。以 OTU8 为代表的克隆子在 Dz 与 Fz 文库中
均有分布，与 Pseudeurotium bakeri 相似度达到了
99%。OTU25 的克隆子序列与植物叶表面的真菌
Cladosporium sp．、洞穴气生真菌 Cladosporium cla-
dosporioides 的相似度达到 99% ～ 100%，仅仅出现
在冰川表面粉尘，很可能来自大气粉尘中的花粉或

者植物残渣。以 OTU13 为代表的 10 个克隆全部来

图 4 真菌 ITS 基因文库中属水平上群落结构组成
Fig． 4 Ｒelative abundance of the fungal genus of ITS clone library from supraglacial cryoconite ( a) and subglacial sediments ( b)
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表 3 冰川表面冰尘及底部沉积层真菌克隆文库 OTU 的系统发育及最匹配地理来源
Table 3 The phylogenetic analysis and best BLAST match of OTUs of the fungal ITS clone libraries of supraglacial cryoconite

and subglacial sediments

OTU

编号
代表克隆子

每个 OTU 在文库中

的序列数
BLAST 最匹配种

相似性

%
系统发

育归属
BLAST 匹配序列的地理环境

OTU1 FZ_99 Fz( 37) /Dz( 4) Uncultured fungus clone( KF297274) 93 N North American Arctic soil

OTU2 FZ_80 Fz( 6) /Dz( 2) Ｒhodotorula ferulica( NＲ 073330) 86 B North American Arctic soil

OTU3 FZ_79 Fz2 /Dz( 2) Uncultured fungus clone( KC965709) 97 A North American Arctic soil

OTU4 FZ_96 Fz( 3) /Dz( 4) Aspergillus oryzae( KＲ871216) 99 A Endophytic fungi from Tibetan

OTU5 DZ_141 Fz( 2) /Dz( 6) Aspergillus versicolor( KP269023) 100 A marine macroalgae

OTU6 FZ_76 Fz( 4) Leucosporidium sp． BSS-2( AB774462) 99 B Lake sediment of Bosatsu-ike，Skarvsnes

OTU7 FZ_92 Fz( 5) /Dz( 4) Uncultured fungus clone 99 N Unknow

OTU8 DZ_72 Fz( 3) /Dz( 4) Pseudeurotium bakeri( DQ068995) 99 A crop field soil

OTU9 FZ_58 Fz( 5) /Dz( 2) Ｒhodotorula ferulica( KJ706967) 86 B mangrove sediments from east and west coast

OTU10 FZ_82 Fz( 3) /Dz( 8) Tetracladium sp． GPO( KC180672) 99 A Qinghai-Tibet plateau

OTU11 FZ_75 Fz( 1) /Dz( 4) Aspergillus flavus ( KＲ296914) 99 A soil

OTU12 DZ_9 Dz( 10) Leucosporidium sp． BSS-1( AB774461) 99 B Lake sediment of Bosatsu-ike，Skarvsnes

OTU13 DZ_140 Dz( 10) Aureobasidium pullulans( KU141396) 96 A sunflower

OTU14 DZ_16 Dz( 6) Aspergillus pseudoglaucus( KT222020) 100 A sputum，Homo sapiens

OTU15 DZ_62 Dz( 14) Simplicillium sp． H198( KP184324) 99 A South of Thailand，Hevea brasiliensis

OTU16 DZ_51 Fz( 1) /Dz( 2) Ｒhizophydium sp． AＲG052( EF585621) 99 C Aquatic habitats

OTU17 FZ_144 Fz( 4) /Dz( 4) Leucosporidium sp． ( DQ402535) 99 B Unknow

OTU18 DZ_42 Fz( 1) /Dz( 4) Ｒhizophydium sp． AＲG035( EF585613) 99 C Aquatic habitats

OTU19 FZ_128 Fz( 3) /Dz( 12) Uncultured fungus( EU517055) 99 N soil

OTU20 DZ_8 Fz( 1) /Dz( 4) Fusarium sp． BAB-3397( KM066564) 99 A India: soil

OTU21 DZ_41 Dz( 2) Ｒhizophydium sp． AＲG051( EF585620) 99 C Aquatic habitats

OTU22 DZ_170 Fz( 2) /Dz( 2) Penicillium sp． P-1( KT192314) 99 A stem

OTU23 FZ_116 Fz( 1) /Dz( 1) Basidiomycota sp． ( JN400812) 99 B
snowpacks from the Tibetan

Plateau
OTU24 FZ_63 Fz( 1) Simplicillium sp． H174( KP184323) 99 A stored fruit

OTU25 FZ_136 Fz( 6) Cladosporium sp． ( KT264321) 99 A USA: Sevilleta LTEＲ control plot

OTU26 FZ_114 Fz( 1) Tetracladium psychrophilum( JX029114) 96 A Argentina

注: 系统发育归属中 A 为子囊菌门，B 为担子菌门，C 为壶菌门，N 为不可鉴定。

自冰川底部 Dz 文库，系统发育上与类酵母 Aureo-
basidium pullulans 亲缘关系很近，相似性为 96%。
OTU20、OTU22 代表的真菌分别只有 5、4 个克隆
子，分别与印度某地土壤中分出的菌株 Penicillium
sp． P-1 以及 Fusarium sp． BAB-3397 相似度达到
99%。依据 ITS 序列 99%的相似性 cutoff 值，同一
个属 Simplicillium 的克隆子被划分为两个 OTU
( OTU15 和 OTU24) ，其中 OTU15 的 7 个克隆均来
自冰川底部沉积物。
2． 3． 2 担子菌门( Basidiomycota)
担子菌门的真菌在天山一号冰川表面冰尘及

底部沉积层中属于第二大类，包括 6 个 OTU。
OTU6、OTU12、OTU17 为代表的 22 个克隆子分别
与来自湖泊沉积层、土壤的 3 个 Leucosporidium sp．
菌株的 ITS 序列相似度达到了 99% ( 图 3 ) ，其中
OTU6 仅出现在表面粉尘，OTU12 在冰川底部沉积
物检测到，OTU17 在冰川表面和底部均存在。
OTU2 和 OTU9 在系统发育上与酵母 Ｒhodotorula
ferulica亲缘关系较近，但相似性只有 86%，而且
两个 OTU 在冰川表面居多，在冰川底部都仅仅检
测到 2 个克隆子，很可能代表新的分类单位。此
外，在 BLAST 匹配结果显示，OUT23 的代表序列
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图 5 Neighbor-joining 法构建的天山乌源 1 号冰川真菌 ITS 基因文库序列的系统发育树
Fig． 5 Neighbo-joining tree showing the phylogenetic relationships of OTUs of the fungal ITS clone libraries in supraglacial

cryoconite and subglacial sediments of the Glacier No． 1 in the headwaters of the rümqi Ｒiver in the
Tianshan Mountains and their closely related sequences downloaded from GenBank

与来自青藏高原积雪中的一个菌株 TP-Snow-Y1
( JN400812) 的 ITS 相似性达到 99%，但显然这个
菌株并未鉴定到属，很可能也代表一个新的分类

单元。
2． 3． 3 壶菌门( Chytridiomycota)
天山一号冰川表面冰尘及底部沉积层中属于壶

菌门的真菌极少，检测结果显示代表序列均属于

Ｒhizophydium，依据 99%的 cutoff 值，分属于三个
OTU，分别为 OTU16、OTU18、OTU21，分别与来
自阿根廷水生环境的三个序列相似度达到 99%，系
统发育上隶属于 Ｒhizophydium。

3 讨论

地球上大约 11%陆地面积被冰川覆盖，处于
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0 ℃ 以下的永久低温环境。来自冰川周边陆地的
灰尘、海洋表面气溶胶和火山灰烬等各种养分和微
生物共同沉降在冰川表面，微生物代谢产生大量的

胞外多糖，通过粘附作用在冰川表面形成深色的堆

状冰尘，冰尘吸收太阳辐射融进冰川表面形成冰尘

空洞。研究表明，冰尘和空洞有机质含量丰富，栖
息着作为初级生产者的光合微生物( 绿藻类、蓝细
菌) ［25］。最近有研究认为，冰川表面进行光合自养
过程的微生物仅仅贡献了小部分的有机碳、氮养
分，其大部分养分来自大气尘埃、颗粒的沉降积累
作用［26］。本研究检测显示，天山 1 号冰川表面冰
尘样品中速效磷、速效钾、硝态氮、有机质以及总
氮含量均显著高于冰川底部沉积层，其中硝态氮及

总氮含量是底部沉积层土壤的 8 ～ 10 倍，有机质含
量达到 4 ～ 5 倍。众所周知，真菌在自然界的物种
多样性极其丰富，具有极强的生态适应能力。作为
分解者的真菌，其最重要的生态学作用是通过产生

菌丝体和分泌胞外酶降解环境中大部分细菌不能利

用的木质纤维素等复杂的碳源［27］。因此，在寡营
养环境的冰川生态体系中，真菌能够降解由大气尘

埃、火山灰烬沉降而累积的复杂有机质碳源，对冰
川物质循环、生态平衡的维持发挥重要作用，尤其
为生物量较高的藻类和异养细菌的生长繁殖提供了

易吸收利用的养分［28］。
冰川生态系统总体上是一个开放的体系，因为

在冰川表面积雪和冰层融水的冲刷作用下，融水会

携带积累的部分养分和微生物通过冰川表面的锅

穴、裂隙到达冰川底部，为底部沉积层提供有机小
分子，作为有氧酵解或厌氧硫酸盐、硝酸盐氧化还
原作用的底物［29］，而冰川末端融水径流又会导出

部分养分和微生物到冰川前沿生境，因此冰川表面

冰尘、底部沉积层及前沿等不同景观的微生物生态
学过程应该存在耦联，群落结构存在一定程度的相

似性。天山 1 号冰川中除了不能准确鉴定的
OTU1、OTU7、OTU19 代表的真菌外，相对优势的
属还包括丝状真菌 Aspergillus、Penicillium、Clados-
porium、Tetracladium以及酵母菌 Ｒhodotorula、Leu-
cosporidium，此外也发现了类酵母属 Aureobasidium
的存在，这些真菌类群在 1 号冰川表面和底部沉积
层均存在。这个结果与格陵兰岛冰川表面冰尘中存
在的丝状真菌类似，包括子囊菌门的 Penicillium、
Aspergillus、Cephalothecium、 Circinella、 Alternar-
ia［30］; 此外，依据培养分离法，对于欧洲、亚洲、
南北两极的冰川表面及底部沉积物的酵母菌进行了

广泛的研究报到，最常见的酵母菌包括 Cryptococ-
cus、Ｒhodotorula、Mrakia，以及隶属于子囊菌门的
类酵母属 Aureobasidium［31］。本研究同样检测到
Ｒhodotorula、Aureobasidium，同时笔者采用培养法
发现 1 号冰川表面、底部、融水得到的培养物中
Cryptococcus 也是最常见的类群( 另撰文报道) ，但
是奇怪的是本文并没有检测到 Cryptococcus。其原
因一是在最广泛使用的培养基上 Cryptococcus 可能
是最容易分离的酵母菌类群，但其丰度在冰川生境

中实际并不高; 另外一个原因是本研究采用的文库

克隆法测序通量较小，目前笔者正在采用高通量测

序对冰川不同生境及其前沿环境的真菌多样性进行

详细分析。
最近，越来越多的证据显示，无论在群落

( community ) 水平上还是群体( population) 水平上，
微生物的分布均受到生态环境因素的显著影响，即

微生物同高等动植物一样，同样占据特定的生态

位，特殊环境条件的选择驱动微生物分类单位构成

不同的群落结构［32］。冰川表面生态条件和底部沉
积层存在巨大反差，冰川底部缺氧、缺光照、高静
压、持续低温( 0 ℃之下) ，而冰川表面虽然也是相
对低温，但昼夜、季节温度频繁波动、紫外辐射较
强、氧气相对充足、有机质丰富［25］。研究显示，冰
川生态系统相对苛刻的环境条件对生存繁衍于其中

的活性功能微生物类群具有明显的选择性。我们的
前期研究显示，天山 1 号冰川表面粉尘中蓝细菌文
库序列代表的属 Leptolyngbya、Oscillatoria和 Phor-
midium同样在南北极冰冻圈环境中广泛存在，与南
北极得到的培养物及克隆序列亲缘关系最近，意味

着冰川表面对微生物的选择作用，具有很强的温度

和湿度剧烈波动耐受性、抗紫外、适合寡营养的种
属才能在冰川表面定植，而在冰川底部没有检测到

这些蓝细菌的存在［17］。本研究发现，隶属于同一
个真菌属不同的 OTU，有可能出现在冰川表面或
者底部不同生境，譬如 OTU6、OTU12、OTU17 为
代表的 22 个克隆子均属于 Leucosporidium，但
OTU6 仅出现在表面粉尘，OTU12 仅仅在冰川底部
沉积物中能被检测到，OTU17 在冰川表面和底部
均存在; OTU2 和 OTU9 属于 Ｒhodotorula，主要存
在于冰川表面; OTU25 的 6 克隆子序列代表 Cla-
dosporium，全部来自冰川表面粉尘; 以 OTU13 为
代表的 10 个克隆与 Aureobasidium pullulans 亲缘关
系很近，全部来自冰川底部，OTU15 的 14 克隆也
全部来自冰川底部。除此之外，冰川表面不能明确
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划分隶属关系的 OTU1 和 OTU7 代表的真菌( 45%
左右) 在冰川底部沉积物丰度很低( 只有 3． 64% ) 。
因此，冰川不同生态系统很可能对微生物近缘种群

也具有选择性。然而，目前基于 rＲNA 基因免培养
的多样性研究方法本身的缺陷以及缺乏对这些种群

的广泛分离培养，目前仍然不能肯定这些丝状真菌

和酵母菌种群的地理分布是否具有冰冻圈生境特异

性( 具有特殊的基因型、生态型及相对应的表型) ，
尤其是一些亲缘关系很近的、功能类似的群体内
部，在冰川生态条件截然不同的小尺度环境中是否

类似于海洋浮游蓝细菌 Prochlorococcus spp． 种
群———对光强度、温度等环境梯度的适应性而呈现
不同的生态位分布格局［33］，这些问题都有待进一

步深入研究。
此外，天山 1 号冰川上空的大气环流、降雨量、

降雪覆盖的时间、风向都会影响表面粉尘颗粒的数
量及物理化学条件。已经有研究表明，乌源冰川表
面粉尘在 5、6 月由于沙尘活动颗粒浓度升高，7、8
月由于季节性大气环境的变化和降水的作用，表面

粉尘被洗刷，颗粒的矿物含量会发生变化［34］，因此

有必要针对季节变化取样，进一步阐明真菌群落结

构的时间演替规律，对阐明冰川生态系统的生物地

球化学循环具有重要意义。

4 结论

天山乌源 1 号冰川表面冰尘( Fz ) 及底部沉积
层( Dz ) 真菌以担子菌门( Basidiomycota) 、子囊菌
门( Ascomycota) 占绝对优势，不能归类的真菌所占
比很高。共得到 26 个真菌 OTU，其中 17 个为共有
OTU。系统发育分析显示，子囊菌门真菌 8 个属，
其中 6 个属在冰川底部和表面均有分布。冰川表面
和底部沉积层生态条件迥异，对其中的真菌系统发

育类群具有明显的选择性。
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Composition and phylogeny of fungal community in supraglacial
cryoconite and subglacial sediments of the Glacier No． 1

at headwaters of the rümqi Ｒiver in
Tianshan Mountains

WANG Xuxian1， GU Yanling1， NI Xuejiao1， GUAN Bo1， NI Yongqing 1，2

( 1． School of Food Sciences，Shihezi University，Shihezi 832000，Xinjiang，China; 2． State Key Laboratory of Frozen Soil Engineering，

Northwest Institute of Eco-Environmental Ｒesources，Chinese Academy of Sciences，Lanzhou 730000，China)

Abstract: The diversity，composition and phylogeny of fungal community in supraglacial cryoconites and subgla-
cial sediments of the Glacier No． 1 in the headwaters of the Tianshan Mountains，China are assessed． Analysis of
amplified rDNA ITS region sequences allows grouping of 203 clones into 26 operational taxonomic units ( OTUs)
using a cut-off of 99% identity． Twenty-two and twenty-one OTUs were found in the subglacial and supraglacial
clone libraries，respectively． BLAST searches show that the subglacial community of the glacier was dominated
by representatives of phylum Ascomycota ( 57% of clones ) ，followed by phylum Basidiomycota ( 18% of
clones) and Chytridiomycota ( 7% of clones) ，with the remainder of the library belonging to unclassified fungal
OTUs ( 18% of clones) ． The supraglacial cryoconite sample had 27% Ascomycota，22% Basidiomycota and
2． 2% Chytridiomycota，and 49% of remaining library clones could not classified． Of the total 26 OTUs，14 are
related to Ascomycota cluster of sequences，including the genera Cladosporium，Aureobasidium，Tetracladium，
Pseudeurotium，Fusarium，Penicillium，Simplicillium，Aspergillus． Cladosporium，which were absent in the
subglacial sediment，were only present in supraglacial cryoconite sample． No clones related to Aureobasidium，a
dominant group in the subglacial sediment ( 8． 93% ) ，were present in supraglacial cryoconite sample． The gene-
ra Aspergillus ( 17． 86% ) and Simplicillium ( 12． 50% ) ，which were rare in the supraglacial cryoconite library，
were well represented in the subglacial sediment． In addition，Basidiomycota groups included relatives of
Ｒhodotorula and Leucosporidium，of which the former well represented in the subglacial sediment ( 8． 69% ) ，the
latter being the dominant group in the subglacial and supraglacial clone libraries． As a result，different glacial
environments would harbor unique assemblages of microbes because they arose from different sources and /or
undergo specific selective pressures in situ．
Key words: glaciers in the Tianshan Mountains; cryoconite; subglacial sediments; fungi; hylogenetics
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