
收稿日期：２０１０－１０－１４；改回日期：２０１１－０８－２０
基金项目：中国科学院知识创新工程重要方向项目（ＫＺＣＸ２－ＹＷ－ＪＣ１０１），国家自然科学基金创新群体项目（４０７２１００２）；国家自然科学基金项目

（４０９７３０８５）．
第一作者简介：雷磊（１９８２－），男，博士研究生，微生物地球化学与地质微生物学专业。

＊通讯作者：朱建明．Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｕｊｉａｎｍｉｎｇ＠ｖｉｐ．ｇｙｉｇ．ａｃ．ｃｎ；王风平．Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｅｎｇｐｉｎｇｗ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩中的微生物多样性初探

雷　磊１，２，朱建明１＊，王风平３＊，肖　湘３，秦海波１，２，冯新斌１

（１．中国科学院地球化学研究所，环境地球化学国家重点实验室，贵阳 ５５０００２；２．中国科学院研究生院，北京 １０００４９；

３．国家海洋局第三海洋研究所，福建 厦门 ３６１００５）

摘　要：本文以湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩为研究对象，采用构建１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库方法首次对其微生物群落结构

进行了初步调查，结果发现其中细菌主要特征群落为变形菌（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）３４％、酸杆菌（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）４３．６％、放线菌（Ａｃ－
ｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）１２．９％和未分类细菌９．５％。古菌主要优势菌群为泉古菌（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）６６．６７％，未分类古菌３２％。表明高硒

样品中具有丰富的微生物多样性。该结果有助于进一步理解高硒环境下硒生物地球化学转化过程中微生物的重要作用，并

为硒中毒地区的生物修复和恩施硒资源的安全开发提供参考依据。
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　　微生物是一切肉眼看不见或者看不清楚的微小
生物的总称，既包括原核的真细菌、放线菌、支原体、

立克次氏体、衣原体、蓝细菌和古细菌，也包括真核
的真菌（酵母菌和霉菌）、原生动物和微藻类，以及非
细胞的病毒、类病毒和朊病毒等。微生物在自然界
中无处不在，在很多动、植物活动无法到达的地方，

微生物是唯一的生命体。微生物虽然个体微小，但
具有极大的比表面积，能够迅速地与周围环境进行
物质交换，并且数量庞大，代谢类型多样，代谢强度
也高于动、植物，具有较大的合成和分解能力。地质
环境中存在的微生物参与了许多地质－地球化学过
程，使特定的生境具有与之相适应的的微生物群落
多样性。湖北恩施渔塘坝是中国较为典型的高硒地
区之一［１－３］，也是世界上发生过人群硒中毒爆发性

流行的病区［４］。目前已经发现有很多种微生物［５－９］

可以参与硒的价态转化并在硒的生物地球化学循环

中发挥着重要作用。有些微生物可以将高毒性的氧
化态亚硒酸盐及硒酸盐异化还原为无毒的元素态

硒，或甲基化为具挥发性的ＤＭＳｅ等；而有些微生
物又可通过元素态硒的氧化而获得能量。因此，调

查湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩中的微生物群落结

构，可以进一步了解高硒环境下微生物在硒的生物
地球化学转化过程中的重要作用，有助于硒中毒地
区的环境修复，并为恩施硒资源的安全开发提供参
考依据。

１　材料与方法

１．１　样品

本研究中的富硒碳质泥岩于２００７年，２００８年８
月采自湖北省恩施市双河乡渔塘坝北部二叠系茅口

组顶部碳质硅质岩层。采用 ＨＧ－ＡＦＳ法［１０］测定其
平均含硒量为９８５ｍｇ／ｋｇ（ｎ＝６）。

１．２　样品预处理和ＤＮＡ提取
样品在无菌条件下分装，采用改进的液氮研磨

ＤＮＡ提取法［１１］，称取约５ｇ样品及３．５ｇ石英砂加

入研钵，迅速加入适量液氮并用力研磨，反复加入液
氮研磨３次，之后加入１３．５ｍＬ（６５℃预热）ＤＮＡ
抽提液，３７℃２２５ｒｐｍ摇床温育３０ｍｉｎ，称取０．１６

ｇ溶菌酶溶于１ｍＬ无菌水中（终浓度１０ｍｇ／ｍＬ）

加入离心管中混匀ｖｏｒｔｅｘ　１０ｓ，３７℃２２５ｒｐｍ摇床
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温育３０ｍｉｎ加入１．５ｍＬ２０％ＳＤＳ（６５℃预热）６５℃
水浴２ｈ（每１５～３０ｍｉｎ颠倒一次），４℃６０００ｇ离心

１０ｍｉｎ，取上清，再向离心管中加入４．５ｍＬＤＮＡ抽
提液（６５℃预热）和０．５ｍＬ２０％ＳＤＳ（６５℃预热），

ｖｏｒｔｅｘ　１０ｓ，４℃６０００ｇ离心１０ｍｉｎ加入等体积氯
仿ｖｏｒｔｅｘ　１０ｓ，４℃６０００ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清加入

０．６倍体积异丙醇（－２０℃静置时间大于１ｈ），２５℃
１６０００ｇ离心３０ｍｉｎ弃去上清，用７０％乙醇（４℃预
冷）重悬２次，静置３０ｍｉｎ，２５℃１６０００ｇ离心３０
ｍｉｎ弃去上清，空气干燥加入１００μＬ无菌水重悬

ＤＮＡ，于－２０℃存放。根据不同用途，对此ＤＮＡ样
品进一步处理纯化。

１．３　ＰＣＲ扩增
由上海生工生物工程技术服务有限公司合成了

两对扩增细菌及古菌１６ＳｒＤＮＡ部分片段的通用引
物：细菌通用引物Ｅｕｂａｃ２７Ｆ：（５’－ＡＧＡ　ＧＴＴ　ＴＧＡ
ＴＣＣ　ＴＧＧ　ＣＴＣ　ＡＧ－３’）、Ｅｕｂａｃ１４９２Ｒ：（５’－ＧＧＴ
ＴＡＣ　ＣＴＴＧＴＴ　ＡＣＧ　ＡＣＴ　Ｔ－３’）。古菌通用引物

Ａｒｃｈ２１Ｆ：（５’－ＴＴＣ　ＣＧＧ　ＴＴＧ　ＡＴＣ　ＣＹＧ　ＣＣＧ
ＧＡ－３’）Ａｒｃｈ９５８Ｒ：（５’－ＹＣＣ　ＧＧＣ　ＧＴＴ　ＧＡＭ
ＴＣＣ　ＡＡＴ　Ｔ－３’）（Ｙ 为 Ｃ或 Ｔ；Ｍ 为 Ａ 或 Ｃ）。

ＰＣＲ扩增按常规流程进行。扩增体系为５０μＬ，其
中１０×ＰＣＲ 扩增缓冲液５μＬ，ｄＮＴＰｓ　４μＬ（２
ｍｍｏｌ／Ｌ），两种引物各０．５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），Ｔａｑ酶

２Ｕ，以及适量模板。ＰＣＲ条件为９５℃变性１ｍｉｎ，

６０℃复性４０ｓ，７２℃延伸１００ｓ，共３５个循环，最后
在７２℃在延伸１０ｍｉｎ。

１．４　１６ｓ　ｒＤＮＡ文库的构建
取ＤＮＡ约２０ｎｇ为模板，利用细菌、古菌１６Ｓ

ｒＤＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增，每次ＰＣＲ反应设
置３次重复，将ＰＣＲ产物混合后以回收试剂盒回
收，分别得到１．５ｋｂ和９００ｂｐ的片段。将ＤＮＡ片
段克隆到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，经过阳性克隆筛选和
电泳检验得到的这些含有相关环境微生物１６ＳｒＤ－
ＮＡ片段的阳性克隆子的集合即构建了富硒碳质泥
岩样品中细菌和古菌的１６ＳｒＤＮＡ文库。使用Ｅ．
Ｚ．Ｎ．Ａ　Ｃｙｃｌｅ　Ｐｕｒｅ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）纯化ＰＣＲ产
物，然后按照ｐＭＤ１８－Ｔ载体（ＭＢＩ）手册上的方案
将回收所得ＰＣＲ产物克隆到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，并
转化到使用高效感受态细胞制备试剂盒（鹭隆生物
有限公司）制备的Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感受态细胞中，涂布
于ＬＡ平板３７℃培养１２ｈ左右，挑取ＬＡ平板上的
单菌落并划线于新的ＬＡ平板上３７℃培养１２ｈ左

右。使用来源于ｐＭＤ１８－Ｔ载体克隆位点两边５０
ｂｐ的序列为引物（ＵＰ　Ｉ：５’－ＧＧＡ　ＡＡＣ　ＡＧＣ　ＴＡＴ
ＧＡＣ　ＣＡＴ　Ｇ－３’；ＵＰ　ＩＩ：５’－ＴＴＧ　ＧＧＴ　ＡＡＣ　ＧＣＣ
ＡＧＧ　ＧＴ－３’）进行菌落ＰＣＲ，之后以１％琼脂糖凝
胶电泳检测，筛选出所有阳性克隆子。

１．５　１６ｓ　ｒＤＮＡ限制性内切酶多态性（ＲＦＬＰ）分析
使用阳性克隆子菌落ＰＣＲ的产物为模板，以

ＵＰ　Ｉ，ＵＰ　ＩＩ为引物进行二次扩增，所得的产物用

ＭｓｐＩ和或ＲｓａＩ进行完全酶切，酶切产物用５％琼
脂糖凝胶电泳检测，分析产物酶切后的图谱，计算每
种酶切谱型的出现频率。

１．６　１６ｓ　ｒＤＮＡ序列测定与系统进化关系的分析
阳性克隆子中的１６ｓｒＤＮＡ由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

生物有限公司进行测序，所得的序列在ＲＤＰ（ｒｉｂｏ－
ｓｏｍａｌ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｐｒｏｊｅｃｔ）ＩＩ中先进行序列有效性验
证，剔除无用序列，将剩余序列进行ＳＥＱＵＥＮＣＥ－
ＭＡＴＣＨ，找出ＲＤＰ　ＩＩ库中相关序列，用ＡＲＢ软件
进行分析并构建了相应系统进化树；同时在 ＮＣＢＩ
上利用Ｂｌａｓｔ搜索ＧｅｎｅＢａｎｋ，ＥＭＢＬ，ＤＤＢＪ和ＰＤＢ
上的所有序列，找出相关序列，确定样品中所含细
菌，古菌所属的种类范畴；结合这两部分搜索结果和

ＡＲＢ构建的进化树，挑选其中的部分序列，利用

ＤＮＡＭＡＮ（ｖｅｒｓｉｏｎ　６．０，Ｌｙｎｎｏｎ　ＢｉｏＳｏｆｔ）软件进行
分析，采用邻接法构建系统发育树。

２　结果和讨论

２．１　样品ＤＮＡ提取结果
使用无菌管及一次性灭菌采样器采集富硒碳质

泥岩，立即放入４℃保温箱中，１２ｈ内－２０℃冷冻保
存。采用液氮研磨法提取ＤＮＡ，１ｇ样品可以获得
大约２００ｎｇ　ＤＮＡ，且ＤＮＡ片段大于２１ｋｂ，而且酶
切效果良好，可以用于微生物ＤＮＡ随机基因文库
构建。

２．２　１６Ｓ　ｒＤＮＡ文库构建及１６Ｓ　ｒＤＮＡ　ＲＦＬＰ分析
构建１６ＳｒＤＮＡ克隆文库，采用了 ＵＰ　Ｉ＋ＵＰ

ＩＩ引物对阳性克隆子进行菌落ＰＣＲ以验证插入片
段的大小，对ＤＮＡ片段大小在１．５ｋｂ的ＰＣＲ产物
以 ＭｓｐＩ进行酶切，之后用５％琼脂糖凝胶电泳检
测。由于克隆数量大无法在同一次电泳中间测完，

因此对每次电泳中具有不同谱型的酶切产物加以统

计，并与最后同时进行电泳，以除去可能重复的谱
型。结果显示富硒碳质泥岩样品中的细菌至少属于

１２种不同的类型；而古菌则至少属于３种不同的类

８１５ 地　球　与　环　境　　 ２０１１年　



型。这说明样品中细菌群落发育较好，有多个种群
适应了高硒环境，而古菌仅有少部分种群可在高硒
环境中生存。本研究中分别构建了湖北恩施渔塘坝
富硒碳质泥岩的细菌１６ＳｒＤＮＡ克隆文库和古菌

１６ＳｒＤＮＡ克隆文库，从文库中随机挑取１５０个克
隆进行ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析，对具有不同谱型的克隆进
行测序，获得１２０个长度约为１．５ｋｂ的１６ＳｒＤＮＡ
序列。通过ＤＮＡＭＡＮ（ｖｅｒｓｉｏｎ　５．０）软件进行相互
比较，这１２０个序列之间的同源性均小于９７％，为
不同的基因型。将这些序列与ＥＭＢＬ和ＲＤＰ　ＩＩ数
据库中的已知序列进行相似性比较，得到同样的结
果，发现这些克隆子可被归入１０门，２４个种，如图１
所示，图中分别为古菌和细菌文库中不同微生物类
群分别在文库中的百分比。采用 ＤＯＴＵＲ［１２］计算
得到细菌和古菌克隆子文库的多样性稀释曲线及克

隆文库多样性指数，如图２，表１所示。多样性稀释
曲线可以很直观的看出古菌克隆文库曲线已经有接

近饱和的趋势，而细菌克隆文库还远没有饱和，说明
样品中细菌的多样性远高于古菌。Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｅａｖ－
ｅｒ　Ｉｎｄｅｘ用来表示群落中物种的歧异程度，这个指
标会同时受到物种数量（丰富度）和物种的数量分布
（均匀度）所影响，一个群落中如果物种越多（丰富度
越高），不同物种的数量越均匀一致，Ｓｈａｎｎｏｎ－
Ｗｅａｖｅｒ　Ｉｎｄｅｘ就越高；Ｓｉｍｐｓｏｎ　Ｉｎｄｅｘ代表从一个
群落中随机取出两个个体，这两个个体同属一个物
种的概率，一个群落中如果物种歧异度越高，这个指
标值就越低；由表１可知细菌文库１６ＳｒＤＮＡ克隆
文库中物种的歧异度远高于古菌文库１６ＳｒＤＮＡ克
隆文库，能够较好的代表湖北恩施渔塘坝富硒碳质
泥岩样品中的群落组成。

图１　不同微生物类群在１６ＳｒＤＮＡ克隆文库中的比例

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｉｃｏｒｂｅ　ｇｒｏｕｐｓ

ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｃｌｏｎｅ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

图２　湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩中细菌及

古菌多样性稀释曲线

Ｆｉｇ．２　Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｎｄ　ａｒｃｈａｅａｌ　１６ＳｒＲＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｒｏｍ　Ｓｅ－ｒｉｃｈ　ｃａｒｂｏｎａｃｅｏｕｓ　ｍｕｄｓｔｏｎｅ

表１　１６Ｓ　ｒＤＮＡ克隆文库多样性指数

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｉｎｄｅｘ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ

１６Ｓ　ｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｃｌｏｎｅ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

克隆

文库
Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ　 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ　Ｊａｃｋｋｎｉｆｅ

Ｓｈａｎｎｏｎ－
Ｗｅａｖｅｒ
Ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ
Ｉｎｄｅｘ

古菌文库 ３５．３７５　３８．５９９　 ３０．０８１３　 ３８　 ３．０６２　 ０．０２７
细菌文库 ９０１　 ７４５．８８２　１３３．６８７　 ６１７．４１５　 ４．５００　 ０．００４９

２．３　系统进化分析
对测序得到的古菌１６ＳｒＤＮＡ克隆子序列进行

系统进化分析，结果见图３。克隆文库中有４０个克
隆属于泉古菌（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ），所占克隆文库比例
为６６．６７％；此外还有广古菌（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）：

１．６７％，以及未分类古菌（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ　Ａｒｃｈａｅａ）：

３１．６７％。泉古菌（Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ）是一类极端嗜热
嗜酸可代谢硫的古菌类群。其中有１６个克隆子属
于热变形菌纲Ｔｈｅｒｍｏｐｒｏｔｅｉ与已知物种相似性均
大于９７％，热变形菌纲Ｔｈｅｒｍｏｐｒｏｔｅｉ为细长状杆
菌，能够弯曲或分支的革兰氏阴性菌，细胞壁由糖蛋
白组成，为绝对厌氧生长温度为７０～９７℃，ｐＨ介于

２．５～６．５，常存在于富含硫的热水环境中，通过氧化
葡萄糖、氨基酸、酒精和有机酸等获取能量，可以以
硫为电子受体，也可利用 Ｈ２ 和Ｓ０ 进行化学无机自
养，以 ＣＯ 或 ＣＯ２ 为唯一碳源。广古菌 （Ｅｕｒ－
ｙａｒｃｈａｅｏｔａ）包含了古菌中的大多数种类，如经常在
动物肠道中发现的产甲烷菌，在极高盐浓度下生活
的盐杆菌，一些超嗜热的好氧菌和厌氧菌，也有海洋
类群。现有的一些研究已经发现古菌能够利用硒，
并且能够合成硒蛋白。
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图３　湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩古菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆子系统发育树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ａｒｃｈａｅａ　ｐｒｅｓｅｎｔ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｓｅ－ｒｉｃｈ

ｃａｒｂｏｎａｃｅｏｕｓ　ｍｕｄｓｔｏｎｅ　ｏｆ　Ｙｕｔａｎｇｂａ，Ｅｎｓｈｉ，Ｈｕｂｅｉ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

　　对测序得到的细菌１６ＳｒＤＮＡ克隆子序列进行
系统进化分析，结果见图４。克隆文库中有５６个克
隆属于变形细菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），所占克隆文库
比例为３４％。其中α－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉ，β－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ－
ｒｉａ，γ－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，δ－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ所占比例分
别为：３．６８％，２５．１５％，３．０７％，１．２３％。除变形细
菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）序列以外还得到包括浮霉菌
门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）：４９．０８％；壁厚菌门（Ｆｉｒｍｉ－
ｃｕｔｅｓ）：０．６１％；放 线 菌 门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）：

１２．８８％；绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）：０．６１％；酸杆菌
门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）：４３．５６％；以及未分类细菌
（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ　Ｂａｃｔｅｒｉａ）：３．０７％，共１１个种类。
变形细菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是细菌中最大的一门，
包括很多病原菌，如大肠杆菌、沙门氏菌、弧菌、螺杆
菌等著名的种类。也有自由生活的种类，包括很多
可以进行固氮的细菌。所有的变形菌门细菌为革兰
氏阴性菌，其外膜主要由脂多糖组成。很多种类利
用鞭毛运动，但有一些非运动性的种类，或者依靠滑
行来运动。此外还有一类独特的黏细菌，可以聚集
形成多细胞的子实体。变形菌门包含多种代谢种
类，大多数细菌能够兼性或者专性厌氧及异养生活，
并且很多并非紧密相关的属可以利用光合作用储存

能量，因其多数具有紫红色的色素，被称为紫细菌。
变形菌门根据ｒＲＮＡ序列被分为五类（通常作为五
个纲），用希腊字母α、β、γ、δ和ε命名。
酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）是一个新划分出的菌

门，正如它的名字所暗示的，这是一类嗜酸的菌，于

１９９７年首次被分离出来，由于酸杆菌最近才被发现
因此大多数种类未获得纯培养，这些菌的生态分布
及代谢特性尚未被人们了解，但因其在土壤中大量
存在，这些菌很可能是生态系统的重要组成。Ｇａｒ－
ｂｉｓｕ［１３］等人研究发现当向培养基中添加１ｍｍｏｌ／Ｌ
亚硒酸钠，枯草芽孢杆菌（丙酸杆菌属）在还原亚硒酸
钠为元素硒的同时还会产生形态和生化方面的变化。
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）是一类革兰氏阳性

细菌，曾经由于其形态被认为是介于细菌和霉菌之
间的物种。它们具有分支的纤维和孢子，依靠孢子
繁殖，表面上和属于真核生物的真菌类似，从前被分
类为“放线菌目”（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）。但因为放线菌
没有核膜，且细胞壁由肽聚糖组成，和其它细菌一
样。目前通过分子生物学方法，放线菌的地位被肯
定为细菌的一个大分支。放线菌用革兰氏染色可染
成紫色（阳性），且ＧＣ含量较高。放线菌最重要的
作用是可以产生、提炼抗菌素，目前世界上已经发现

０２５ 地　球　与　环　境　　 ２０１１年　
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图４　湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩细菌１６ＳｒＲＮＡ基因克隆子系统发育树
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的２０００多中抗菌素中，大约有５６％是由放线菌（主
要是放线菌属）产生的，如链霉素、土霉素、四环素、
庆大霉素等。放线菌门拥有数目众多的纲、目、科、
属（常见的有诺卡氏菌属、小单孢菌属、链霉菌属，其
与变形菌门、厚壁菌门的细菌构成了硒还原的主要
菌门群体［１４］。Ｗｉｎｔｚｉｎｇｅｒｏｄｅ［１５］等从厌氧生化反应
池中分离出３种多食醋弧菌（一种新型放线菌），这
些细菌具有在厌氧条件下将硒酸盐还原为单质硒的

能力，同时也存在硒的甲基化现象。

３　结论

　　本研究首次采用分子生物学技术初步研究了湖
北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩中细菌和古菌的多样

性，结果表明富硒碳质泥岩中细菌的优势种群主要
包括变形菌群，酸杆菌群和放线菌群等；古菌的优势

种群主要是泉古菌群。此外泥岩中还存在部分未分
类的菌群占到总克隆文库的９．５％，且与已知微生
物类群相似性小于８０％，证明富硒碳质泥岩中有着
丰富的微生物多样性，而本研究中构建的１６ＳｒＤ－
ＮＡ克隆文库容量有限。因此为全面认识湖北恩施
渔塘坝富硒碳质泥岩中的微生物群落，应进行更大规
模的文库筛选及测序，并进行定期采样研究，其中微
生物群落结构的动态变化等方面尚有待进一步研究。
该研究结果有助于恩施硒中毒地区的环境修复，并有
可能为恩施硒资源的安全开发提供参考依据。

致　谢：本研究实验过程中得到国家海洋局第
三海洋研究所肖湘研究员课题小组成员汤熙祥、姜
丽晶、盖英宝、谷力老师和叶光斌、李宁、萧芳等学生
的无私指导和帮助，谨此致谢。

参　考　文　献

［１］　郑宝山，洪业汤，赵伟，等．鄂西的富硒碳质硅质岩与地方性硒中毒［Ｊ］．科学通报，１９９２，３７（１１）：１０２７－１０２９．
［２］　朱建明，郑宝山，王中良，等．渔塘坝微地域高硒环境中土壤硒的分布规律及其影响因素［Ｊ］．环境科学，１９９８，１９（６）：３３－

３６．

１２５第４期 　　雷　磊等：湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩中的微生物多样性初探



［３］　朱建明，郑宝山，毛大均，等．渔塘坝微地域硒分布的景观地球化学研究［Ｊ］．地球化学，２０００，２９（１）：４３－４９．
［４］　扬光圻，王淑真，周瑞华．湖北恩施地区原因不明脱发脱甲症病因的研究［Ｊ］．中国医学科学院学报．１９８１，３（增刊２）：ｌ－

６．
［５］　Ｇｅｒｒａｒｄ　Ｔ　Ｌ，Ｔｅｌｆｏｒｄ　Ｊ　Ｎ，Ｗｉｌｌｉａｍｓ　Ｈ　Ｈ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｄｅｐｏｓｉｔｓ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｂｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ，１９７４，１１９：１０５７－１０６０．
［６］　Ｔｏｍｅｉ　Ｆ　Ａ，Ｂａｒｔｏｎ　Ｌ　Ｌ，Ｌｅｍａｎｓｋｉ　Ｃ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎａｔｅ　ａｎｄ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ　ｔｏ　ｅｌｅｍｅｎｔａｌ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｂｙ　Ｗｏｌｉｎｅｌｌａ　ｓｕｃｃｉ－

ｎｏｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｃａｎ　Ｊ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９２，３８：１３２８－１３３３．
［７］　Ｔｏｍｅｉ　Ｆ　Ａ，Ｂａｒｔｏｎ　Ｌ　Ｌ，Ｌｅｍａｎｓｋｉ　Ｃ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎａｔｅ　ａｎｄ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ　ｔｏ　ｅｌｅｍｅｎｔａｌ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｂｙ　Ｄｅｓｕｌｆｏ－

ｖｉｂｒｉｏ　ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｃａｎｓ［Ｊ］．Ｊ　Ｉｎｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９５，１４：３２９－３３６．
［８］　Ｌｏｓｉ　Ｍ　Ｅ，Ｆｒａｎｋｅｎｂｅｒｇｅｒ　Ｗ　Ｔ．Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｏｘｙａｎｉｏｎｓ　ｂｙ　Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ　ＳＬＤ１ａ－１：ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ

ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｅｘｐｕｌｓｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９７，６３：３０７９－３０８４．
［９］　Ｄｕｎｇａｎ　Ｒ　Ｓ，Ｙａｔｅｓ　Ｓ　Ｒ，Ｆｒａｎｋｅｎｂｅｒｇｅｒ　Ｗ　Ｔ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎａｔｅ　ａｎｄ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ　ｂｙ　Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ　ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ　ｉ－

ｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ａ　ｓｅｌｅｎｉｆｅｒｏｕｓ　ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　ｄｒａｉｎａｇｅ　ｐｏｎｄ　ｓｅｄｉｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００３，５：２８７－２９５．
［１０］　朱建明，秦海波，李璐，等．高硒环境样品中硒的形态分析方法［Ｊ］．矿物岩石地球化学通报，２００７，２６（３）：２０９－２１３．
［１１］　Ｂｒｏｗｎ　Ｍ　Ｖ，Ｂｏｗｍａｎ　Ｊ　Ｐ．Ａ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｓｕｒｖｅｙ　ｏｆ　ｓｅａ－ｉｃｅ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ（ＳＩＭＣＯ）［Ｊ］．ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏ－

ｂｉａｌ　Ｅｃｏｌ，２００１，３５：２６７－２７５．
［１２］　Ｓｃｈｌｏｓｓ　Ｐ　Ｄ，Ｈａｎｄｅｌｓｍａｎ　Ｊ．Ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ　ＤＯＴＵＲ，ａ　ｃｏｍｐｕｔｅｒ　ｐｒｏｇｒａｍ　ｆｏｒ　ｄｅｆｉｎｉｎｇ　ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ　ｔａｘｏｎｏｍｉｃ　ｕｎｉｔｓ　ａｎｄ　ｅｓｔｉ－

ｍａｔｉｎｇ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｒｉｃｈｎｅｓｓ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ　ａｎｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００５，７１（３）：１５０１－１５０６．
［１３］　Ｇａｒｂｉｓｕ　Ｃ，Ｉｓｈｉｉ　Ｔ，Ｌｅｉｇｈｔｏｎ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ　ｔｏ　ｅｌｅｍｅｎｔａｌ　ｓｅｌｅｎｉ－

ｕｍ　ｂｙ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏＦａｃｔｏｒｓ，１９９５，５（１）：２９－３７．
［１４］　Ｓｉｄｄｉｑｕｅ　Ｔ，Ｏｋｅｋｅ　Ｂ　Ｃ，Ｚｈａｎｇ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　ｄｒａｉｎａｇｅ　ｗａｔｅｒ　ａｍｅｎｄｅｄ

ｗｉｔｈ　ｒｉｃｅ　ｓｔｒａｗ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｑｕａｌｉｔｙ，２００５．３４（１）：２１７－２２６．
［１５］　ｖｏｎ　Ｗｉｎｔｚｉｎｇｅｒｏｄｅ　Ｆ，Ｇｏｂｅｌ　Ｕ　Ｂ，Ｓｉｄｄｉｑｕｉ　Ｒ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｓａｌａｎａ　ｍｕｌｔｉｖｏｒａｎｓ　ｇｅｎ．ｎｏｖ．，ｓｐ　ｎｏｖ．，ａ　ｎｏｖｅｌ　ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｉｓｏ－

ｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ａｎ　ａｎａｅｒｏｂｉｃ　ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　ａｎｄ　ｃａｐａｂｌｅ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎａｔｅ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ａｎｄ　Ｅｖｏｌｕ－
ｔｉｏｎａｒｙ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，５１：１６５３－１６６１．

Ｐｒｉｍａｒｉｌｙ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ｉｎ　Ｓｅｌｅｎｉｕｍ－ｒｉｃｈ
Ｃａｒｂｏｎａｃｅｏｕｓ　Ｍｕｄｓｔｏｎｅ　ｏｆ　Ｙｕｔａｎｇｂａ，Ｅｎｓｈｉ，Ｈｕｂｅｉ

ＬＥＩ　ｌｅｉ　１，２，ＺＨＵ　Ｊｉａｎ－ｍｉｎｇ１＊，ＷＡＮＧ　Ｆｅｎｇ－ｐｉｎｇ３＊，ＸＩＡＯ　Ｘｉａｎｇ３，

ＱＩＮ　Ｈｉａ－ｂｏ１，２，ＦＥＮＧ　Ｘｉｎ－ｂｉｎ１
（１．Ｓｔａｔｅ　Ｋｅｙ　Ｌａｂ．ｏｆ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｇｅｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｇｅｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｇｕｉｙａｎｇ
５５０００２，Ｃｈｉｎａ；２．Ｇｒａｄｕａｔｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０００４９，Ｃｈｉｎａ；３．Ｋｅｙ　Ｌａｂ．Ｏｆ　Ｍａｒｉｎｅ

Ｂｉｏｇｅｎｅｔｉｃ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ，Ｔｈｉｒｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｏｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙ　Ｓｔａｔｅ　Ｏｃｅａｎｉｃ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，Ｘｉａｍｅｎ　３６１００５，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎ　ｏｒｄｅｒ　ｔｏ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｎｉｕｍ（Ｓｅ）－ｒｉｃｈ　ｃａｒｂｏｎａｃｅｏｕｓ　ｍｕｄｓｔｏｎｅ　ｏｆ　Ｙｕｔａｎｇｂａ，Ｅｎｓｈｉ，

Ｈｕｂｅｉ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｈａｖｅ　ｂｅｅｎ　ｐｒｉｍａｒｉｌｙ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ　ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｌｅｎｇｔｈ　ｐｏｌｙ－
ｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＲＦＬＰ）ａｎｄ　１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｌｉｂｒａｒｙ　ａｎａｌｙｓｅｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｍｕｄｓｔｏｎｅ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ

ｒｅｖｅａｌｅｄ　ｔｈａｔ　ｍｏｓｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｌｏｎｅｓ　ｗｅｒｅ　ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｍｅｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｆａｍｉｌｙ（４３．６％），Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

ｆａｍｉｌｙ（３４％），Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｆａｍｉｌｙ（１２．９％）ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍｅｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｕｎｃｌａｓｓｆｉｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ（３％）．Ｉｎ　ｔｈｅ　Ａｒｃｈａｅａ　ｄｏｍａｉｎ，ｔｈｅ　ｄｏｍｉ－
ｎａｎｔ　Ａｒｃｈａｅａ　ｂｅｌｏｎｇｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｍｅｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ　ｆａｍｉｌｙ（６６．７％），ｏｔｈｅｒｓ　ｗｅｒｅ　ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ（３２％）．Ｔｈｅｓｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ

ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅｒｅ　ｉｓ　ａ　ｒｉｃｈ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ｉｎ　Ｓｅ－ｒｉｃｈ　ｃａｒｂｏｎａｃｅｏｕｓ　ｍｕｄｓｔｏｎｅ，ｗｈｉｃｈ　ｉｓ　ｈｅｌｐｆｕｌ　ｔｏ　ｆｕｒｔｈｅｒ　ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ

ｔｈｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｇｅｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｙｃｌｅ　ｏｆ　Ｓｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｓｅ－ｈｉｇｈ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ａｎｄ　ｔｏ　ｐｒｏｖｉｄｅ　ｔｈｅ

ｒｅｆｅｒｒｅｄ　ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｂｉｏ－ｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｅ－ｐｏｌｌｕｔｅｄ　ａｒｅａｓ　ａｎｄ　ｓａｆｅ　ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｎｅｒａｌ　ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｎ　Ｓｅ　ｉｎ　Ｅｎｓｈｉ　Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ，

Ｃｈｉｎａ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｓｅｌｅｎｉｕｍ；Ｓｅ－ｒｉｃｈ　ｃａｒｂｏｎａｃｅｏｕｓ　ｍｕｄｓｔｏｎｅ；ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

２２５ 地　球　与　环　境　　 ２０１１年　


