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研究报告 

南极三洋藓(Sanionia uncinata)细菌群落组成分析 

肖瑶  肖逸林  吴含  柴光俊  李志勇* 
上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200240 

摘  要：【背景】南极苔藓中蕴藏着丰富的极地微生物资源，然而目前对南极苔藓细菌群落组成的研

究较少，限制了对这类极端生境微生物资源的开发和应用。【目的】在南极长城站不同地点随机取样，

揭示南极三洋藓(Sanionia uncinata)的细菌群落结构组成。【方法】采用 Illumina HiSeq 高通量测序技

术对 3 个苔藓样品的 16S rRNA 基因 V4 区进行测序及生物信息学分析。【结果】3 个苔藓样品中共获

得细菌总优化序列 273 367 条。基于 97%序列相似度，细菌优化序列聚类为 9 579 个 OTU。分类地位

明确的细菌可归为 14 门 27 纲 50 属。优势类群是变形菌门(Proteobacteria) (30.70%)、拟杆菌门

(Bacteroidetes) (19.67%)、疣微菌门(Verrucomicrobia) (12.43%)、蓝细菌门(Cyanobacteria) (10.55%)

及放线菌门(Actinobacteria) (9.36%)。在属水平上，56.73%属于未知细菌。【结论】南极三洋藓(Sanionia 

uncinata)中具有丰富多样的细菌，该研究为今后极地微生物研究奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Antarctic bryophytes harbor highly diverse polar microbes. However, the 
composition of Antarctic bryophyte bacterial communities is not well understood, which limits the 
development and application of microbial resources in extreme habitats. [Objective] This study reveals the 
bacterial community of the Antarctic moss Saniania uncinata sampled randomly around the Antarctic Great 
Wall Station. [Methods] We used Illumina HiSeq high-throughput sequencing technology to analyse the 16S 
rRNA gene V4 region of the bacteria. [Results] A total of 273 367 bacterial sequences were obtained from 
the three moss samples. Totally, 9 759 OTUs (operational taxonomic unit) belonging to 14 phyla, 27 classes, 
and 50 genera, were grouped based on 97% sequence similarity. The dominant groups were Proteobacteria 
(30.70%), Bacteroidetes (19.67%), Verrucomicrobia (12.43%), Cyanobacteria (10.55%), and Actinobacteria 
(9.36%). Particularly, 56.73% of the bacteria in this moss were unclassified at the genus level. [Conclusion] 
The Antarctic moss Saniania uncinata hosts phylogenetically diverse bacteria. This study provides a basis for 
the in-depth study of polar microbes. 
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南极地区自然环境特殊，蕴藏着巨大的微生物

资源，是新颖微生物的重要来源[1-5]。国内外研究人

员对极地环境微生物的种类、数量、分布的研究发

现了一些微生物新种属[6-11]。极地微生物长期适应

极地寒冷环境，造就了代谢产物的独特性、多样性，

应用潜力不可估量，因此极地微生物是各国竞相争

夺的宝贵资源[12-20]。 

苔藓中的 Sanionia uncinata (Hedw.) Loeske 

(Amblystegiaceae: Bryophyta)作为南极最主要的植

被之一，常年在寡营养、强辐射、低温的环境条件

下生长，因此与其相关的微生物具有极大的潜在应

用价值[21-24]。然而，目前关于南极三洋藓(Sanionia 

uncinata)微生物多样性的深入研究依然比较欠缺[25-26]，

急需更多的研究找到三洋藓(Sanionia uncinata)细菌

组成的结构特征。因此，本研究采用 Illumina HiSeq

高通量测序平台对南极三洋藓(Sanionia uncinata)中

的细菌多样性进行研究，对于下一步揭示其生态学

功能、响应极地气候变化的机制具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2018 年 1 月参加中国第 34 次南极科考，在南

极洲南设得兰群岛乔治王岛西部菲尔德斯半岛的

长城站附近(海拔 14.1 m，62°13.233ʹS，58°57.304ʹW) 

3 个地点(间距均大于 100 m)采集地表植物苔藓

Sanionia uncinata 3 份样品(GM1、GM2、GM3)。   

在采样之前，所有待用的工具都已经高压灭菌，佩

戴 一 次 性 乳 胶 手 套 进 行 采 样 ， 样 品 采 集 后 用

RNAlater 固定，并装在无菌离心管中。样品采集后

及运输途中保持 4 °C，运回实验室后放在−20 °C 冰

箱保存备用。 

1.2  主要试剂和仪器 

PowerSoil DNA Isolation Kit，Mobio 公司；

Premix Taq，TaKaRa 公司；E.Z.N.A.® Gel Extraction 

Kit 凝胶回收试剂盒，Omega 公司。PCR 仪，Bio-Rad

公司；体式显微镜，莱卡公司；NanoDrop One 超微

量分光光度计，Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.3  苔藓样品鉴定 

采用分子标签和形态学鉴定结合的方法对苔

藓 样 品 进 行 种 属 鉴 定 。 采 用 引 物 18-aduF 

(5′-GGAAGGATCATTGCACACACG-3′) 和 26SR 

(5′-CCGCCAGATTTTCACGCTGGGC-3′)扩增苔藓

样品 ITS1 和 ITS2 区。PCR 反应体系(50 μL)：

2Premix Taq 25 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各   

1 μL，DNA 模板 3 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反应条

件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 90 s，

35 个循环；72 °C 8 min。用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 产物的片段长度和浓度并送至上海派森诺生物

科技股份有限公司测序，序列在 NCBI 中 BLAST 比

对。采用莱卡体式显微镜拍照观察形态特征。 

1.4  DNA 的提取与 PCR 扩增 

采用 PowerSoil DNA Isolation Kit 提取苔藓

Sanionia uncinata 总基因组 DNA。首先用无菌水冲

洗样品表面 3 次，去除其表面附生的微生物。随后

在研钵中加入液氮研磨样品，按试剂盒说明书操作

其余步骤。利用 1%琼脂糖凝胶电泳分析 DNA 样品，

利用 NanoDrop One 检测 DNA 的浓度和纯度，提取

的总 DNA 保存于−80 °C。采用细菌引物 515F (5′-GG 

ACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)和 806R (5′-GTGCC 

AGCMGCCGCGGTAA-3′)扩增 16S rRNA 基因 V4

区。PCR 反应体系(50 μL)：2Premix Taq 25 μL，正、

反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 3 μL，ddH2O 

20 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，52 °C 

30 s，72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 10 min。通过琼

脂糖凝胶电泳检测的样品可进行后续的步骤。 

用 GeneTools Analysis 软件比对各 PCR 产物浓

度后，遵照等质量原则混合各 PCR 产物。用胶回收

试剂盒和 TE 缓冲液进行 PCR 混合产物的回收，按

照 Illumina®标准流程进行建库。委托广东美格基因

科技有限公司在 Illumina HiSeq 2500 平台开展建库

后的测序工作。 

1.5  测序数据优化处理 

(1) 原 始 序 列 (raw reads) 的 过 滤 ： 用

Trimmomatic 软件进行过滤，保留不含氮元素的、
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质量值高于 20 的序列。同时，若过滤后序列长度

低于 100 bp 的序列，也一并去除。最终得到双端清

洗后的序列(clean reads) [27]。  

(2) 双端清洗后序列的拼接：由于每对双端测

序的序列之间会有重叠(overlap)，可据此将每对双

端测序序列拼成一条序列。采用 Flash 软件进行拼

接，重叠长度最小值设置为 10 bp 进行筛选，从而

得到原始拼接序列(raw tags)。  

(3) 原始拼接序列的过滤：用 Mothur 软件根据

序列首尾两端的 DNA 条形码标记(barcode)等，对

序列进行分类，随后去除条形码等标记，最终得到

过滤后的拼接序列(clean tags)。  

1.6  数据分析 

1.6.1  OTU 聚类 

聚类所有样品中的有效拼接片段，把相似性大

于 97% (identity≥97%)的序列聚类成为一个 OTU。

聚类时采用 USEARCH 软件中的 UPARSE 方法。该

软 件 在 聚 类 时 会 剔 除 嵌 合 体 和 低 丰 度 序 列

(singleton)。随后，选取每个 OTU 的代表性序列为

出现频数最高的序列，并用于后续注释。  

1.6.2  代表性序列物种注释 

利用 QIIME 软件中的 assign_taxonomy.py 脚本

将上一步骤中得到的每个 OTU 代表序列与 16S 

rRNA 基因扩增子注释数据库 SILVA 比对，获得

OTU 代表序列的物种注释信息。采用 RDP Classifier

方法并设置置信度为 0.5 以上进行比对。物种注释

信息的分类学结果分为界、门、纲、目、科、属和

种 7 个层级。将不能注释到界的和注释为线粒体或

叶绿体的 OTU 及其拼接片段去除，取得最终用于

分析的有效 OTU 及其分类学信息表。以拥有最少

序列数的样品作为归一化的标准，后续的分析都是

基于归一化处理后的有效 OTU 及分类学信息表。    

1.6.3  α多样性分析  

α 多样性指数计算：使用 QIIME 软件包(V1.9.1)

中的 alpha_diversity.py 脚本，基于上一步骤中得到

的均一化的 OTU 丰度表，进行菌种丰富度指数

(Chao1)、香农-威纳指数(Shannon)、辛普森多样性

指数(Simpson)的计算。 

稀释曲线：基于 OTU 丰度表，进行香农-威纳

指数稀释曲线数据的计算，该计算使用了 QIIME

软件包中的相关脚本。采用 R 语言绘制稀释曲线。  

1.6.4  物种群落结构分析 

基于有效 OTU 及分类学综合信息表中各个分

类等级上物种的相对丰度，使用 R 软件绘制相应的

柱状图及热图。 

1.7  序列登录号 

研究所得序列均已提交至 GenBank 数据库中，

BioProject 编号为 PRJNA588835。细菌 BioSample

登录号为 SAMN13258556−SAMN13258558。苔藓

样品 ITS 基因序列号为 MN809340。 

2  结果与分析 

2.1  样品鉴定 

将苔藓样品的 ITS 序列提交至 NCBI 数据库进

行 BLAST 比对，结果表明该序列与苔藓 Sanionia 

uncinata 的 ITS 基因序列最相似，相似度为 99.72%，

因此该苔藓应属于 Sanionia uncinata。苔藓样品莱卡

体式显微镜照片如图 1 所示，与分子鉴定结果一致。 

 
图 1  苔藓 Sanionia uncinata 样品体视镜照片 
Figure 1  Stereoscope picture of Sanionia uncinata 
注：A：苔藓样品整体照；B：苔藓样品细节照. 
Note: A: The picture of whole Sanionia uncinata; B: The enlarged picture of partial Sanionia uncinata. 
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2.2  高通量测序数据优化分析 

质控去除不合格序列后，3 个苔藓样品中共获

得细菌总优化序列 273 367 条(表 1)。基于 97%相似

度，样品 GM1、GM2、GM3 的 OTU 数量分别为     

2 693、3 495 和 3 391。稀释曲线(rarefaction curve)

如图 2 所示。由图 2 可知，当序列数达到 10 000 以

上时，曲线逐渐趋于平坦。由表 1 可知，本次测序

各样品测得序列数均远大于 10 000，说明可以很好

地反映样品中微生物多样性的主要信息。 

2.3  南极长城站三洋藓(Sanionia uncinata)中主

要细菌群落分布 

根据 OTU 分类学注释结果，按照门、纲、属    

3 个水平分别提取序列信息，并计算各物种的相对

丰度，同时选取相对丰度在 1%以上的物种绘制物

种相对丰度分布图(图 3)。从图 3A 可知，南极三洋

藓(Sanionia uncinata)细菌门类群多集中于变形菌门

(Proteobacteria) (30.70%)、拟杆菌门(Bacteroidetes) 

(19.67%)、疣微菌门(Verrucomicrobia) (12.43%)、蓝

细 菌 门 (Cyanobacteria) (10.55%) 及 放 线 菌 门

(Actinobacteria) (9.36%)，其他细菌门类所占比例相

对较少。通过纲分类层次(图 3B)分析，表明南极三

洋 藓 (Sanionia uncinata) 以 拟 杆 菌 纲 (Bacteroidia) 

(19.07%)、疣微菌纲(Verrucomicrobiae) (12.43%)为

主 ， 其 次 为 γ- 变 形 菌 纲 (Gammaproteobacteria) 

(12.16%)、生氧光细菌(Oxyphotobacteria) (10.51%)、

δ-变形菌纲 Deltaproteobacteria (9.81%)、α-变形菌

纲 (Alphaproteobacteria) (8.62%) 、 放 线 菌 纲

(Actinobacteria) (7.81%)，其他所占比例相对较少。

属 水 平 上 的 统 计 分 析 ( 图 3C) 显 示 ， 南 极 苔 藓

Sanionia uncinata 中 56.73%以上的细菌属于未知。 

 
 
表 1  3 个苔藓样品测序数据统计 
Table 1  Sequencing data of three moss samples 
名称 

Sample ID 

序列数 

Numbers of sequences 

OTUs Chao1 index Shannon index Simpson index 

GM1 57 948 2 693 3 034  8.17  0.989  

GM2 104 625 3 495 3 257  8.02  0.977  

GM3 110 794 3 391 3 098  8.48  0.990  

 
 

 
 

图 2  稀释曲线 
Figure 2  Rarefaction curve 

2.4  南极长城站苔藓微生物丰度及相似性聚类

分析 

选取属分类水平丰度排名前 30 的物种绘制热

图(图 4)，并从属水平分类和各样品之间差异这两个

层面进行聚类。聚类分析显示，苔藓样品 2 与 3 的

细菌群落组成更接近，样品 1 与二者有一定差异。

细菌群落聚类样品 1 以独岛菌属(Dokdonella)、嗜酸

菌 属 (Acidiphilium) 相 对 丰 度 较 高 ， 样 品 2 以

Nostoc_PCC-73102、wb1-P19 相对丰度最高，样品

3 以 Haliangium 相对丰度较高。 

3  讨论与结论 

本研究首次采用 Illumina HiSeq 测序平台开展 
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图 3  南极三洋藓(Sanionia uncinata)中细菌在 3 个分类学水平的相对丰度统计分析 
Figure 3  Statistical analysis of relative abundance of bacteria at three taxonomic levels from the Antarctic Sanionia uncinata 
注：A：门水平；B：纲水平；C：属水平. 
Note: A: Phylum level; B: Class level; C: Genus level. 
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图 4  南极苔藓(Sanionia uncinata)中细菌属水平下的热图与相似性分析 
Figure 4  Heatmap analysis and similarity tree of bacterial community of the Antarctic moss Sanionia uncinata at the genus level 

 
了南极三洋藓(Sanionia uncinata)细菌多样性研究。

在此之前，Park 等采用 16S rRNA 焦磷酸测序的方

法探究了南极三洋藓(Sanionia uncinata)地上部分

与地下部分的细菌群落组成差异，结果显示二者细

菌群落组成基本相似，仅 α-变形菌门占比有显著差

异，地上部分仅占比 2%，而地下部分有 12%[25]，

本研究中 α-变形菌门占比为 8.62%。本研究针对南

极三洋藓(Sanionia uncinata)的细菌多样性进行了

深 度 挖掘 ，不 仅 揭示了 Park 等 研 究 中提 及的

Proteobacteria 、 Actinobacteria 、 Firmicutes 、

Bacteroidetes 这 些 细 菌 门 类 群 ， 还 揭 示 出 了

Acidobacteria、Armatimonadetes、Planctomycetes、

Chloroflexi、Cyanobacteria、Gemmatimonadetes、

Nitrospirae 、 Patescibacteria 、 Verrucomicrobia 、

WPS-2 等相对丰度较低的细菌门类群，使得人们对

于南极三洋藓(Sanionia uncinata)的细菌多样性有

了进一步的认识；结果还显示南极三洋藓(Sanionia 

uncinata)含有较高丰度的未知细菌，例如在属水平，

56.73%属于未知菌，这有待进一步研究和探索。 

三洋藓(Sanionia uncinata)从北温带到北极、南
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温带到南极以及热带和亚热带的高海拔地区都有

分布[26]。Tang 等[28]在西藏采集到了三洋藓(Sanionia 

uncinata)并采用 16S rRNA 基因 Illumina 测序方法

研究分析了其细菌多样性，结果显示其主要门类群

为 Proteobacteria、Actinobacteria、Acidobacteria、

Bacteroidetes、Armatimonadetes 和 Planctomycetes

以及丰度较低的 Chloroflexi、Firmicutes、Chlamydiae

和 TM6。西藏三洋藓(Sanionia uncinata)的主要细菌

门类群与本研究结果具有显著差异，其特有的门类

为 Chlamydiae 和 TM6。本研究中南极 Sanionia 

uncinata 特 有 的 门 类 为 Cyanobacteria 、

Gemmatimonadetes、Nitrospirae、Patescibacteria、

Verrucomicrobia 和 WPS-2。Holland-Moritz 等[22]在

位于北极附近的美国阿拉斯加州也采集到三洋藓

(Sanionia uncinata)，并对其细菌多样性进行了测序

分析，结果显示其主要门类群为 Proteobacteria、

Actinobacteria 、 Acidobacteria 、 Bacteroidetes 、

Planctomycetes、Cyanobacteria、Verrucomicrobia 和

WPS-2，与本研究结果一致。此外，研究发现南极

三洋藓(Sanionia uncinata)还具有如下特有门类群：

Gemmatimonadetes、Nitrospirae、Patescibacteria、

Armatimonadetes、Chloroflexi 和 Firmicutes。以上数

据显示，分布在南极、北极、西藏的三洋藓(Sanionia 

uncinata)的细菌多样性具有显著差异，说明生境是

三洋藓(Sanionia uncinata)细菌多样性的重要影响

因素。更多关于三洋藓(Sanionia uncinata)的世界范

围采样工作有待开展，从而进一步探明生境对该苔

藓细菌多样性的影响。 

近年来，很多学者通过高通量测序手段开展了

南极各个生境的细菌多样性研究。Martinez-Alonso

等[29]采用 Illumina MiSeq 测序平台分析了南极冰川

细菌多样性，其主要门类群为 Actinobacteria (30%)、

Bacteroidetes (27%) 、 Cyanobacteria (19%) 、

Proteobacteria (15%)。Li 等[30]高通量测序分析南极

淡水湖微生物多样性的研究显示，细菌多样性组成

的 主 要 门 类 为 Bacteroidetes 、 Actinobacteria 及

Proteobacteria，三者共占所有 OTU 的 85%。Lee

等[31]研究了湿度对南极土壤细菌群落结构的影响，

发现在不同湿度的土壤中主要的共有细菌门类有

Acidobacteria 、 Actinobacteria 、 Bacteroidetes 、

Chloroflexi 、 Cyanobacteria 、 Firmicutes 和

Proteobacteria。Park 等[32]通过高通量测序研究分析

了南极地衣的细菌多样性，结果显示其主要细菌门

类群为 Proteobacteria、Acidobacteria、Bacteroidetes、

Actinobacteria 和 Armatimonadetes。基于以上数据，

相 比 于 北 极 、 西 藏 三 洋 藓 (Sanionia uncinata) ， 

Armatimonadetes、Cyanobacteria 和 Chloroflexi 可能

是南极生境三洋藓(Sanionia uncinata)特有的细菌

类群。 

综上所述，本研究基于 3 个样品初步揭示了南

极三洋藓(Sanionia uncinata)的细菌多样性，尤其是

发现了一些未知细菌类群和南极三洋藓特有的类

群，这些结果将为开发与利用南极微生物资源奠

定基础。同时，研究结果对于今后了解南极苔藓

微生物群落适应极地环境与全球气候变化具有重

要意义。 
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