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摘  要：【目的】海洋沉积物中的古菌在全球生物地球化学循环中充当重要的角色，深入了解

沉积物中古菌群落的结构及功能特征是探究海洋沉积物中古菌参与生物地球化学循环和生态

学功能的基础。【方法】采用高通量测序技术，分别对南海北部陆坡不同海域(东部，西部和

神狐海域的 7 个站位)沉积物中古菌 16S rRNA 基因进行 Illumina MiSeq 测序。【结果】中国南海北部

陆坡沉积物中古菌的主要门类是 Bathyarchaeota、Thermoplasmata、Woesearchaeota (DHVEG-6)、

Thaumarchaeota (Marine Group I)、Lokiarchaeota 和 Marine Hydrothermal Vent Group (MHVG)，

还存在少量的 AK8、Marine Benthic Group A 和 Terrestrial Hot Spring Crenarchaeota Group 

(THSCG)等。在潜在水合物区沉积物中还发现了甲烷代谢相关古菌(Anaerobic methanotrophic 

archaea，ANME)类群，主要为 ANME-1、ANME-2ab 和 ANME-2c 等。甲烷代谢古菌的分布

特征也从甲烷代谢保守功能基因 mcrA (Methyl coenzyme-M reductase A)的扩增中得到了验

证。利用定量 PCR 对南海沉积物中的细菌、古菌的 16S rRNA 基因和 mcrA 基因进行了定量，

发现细菌 16S rRNA 基因拷贝数为 105−107 copies/g (湿重)，古菌 16S rRNA 基因拷贝数为

105−106 copies/g (湿重)，潜在水合物区 mcrA 基因拷贝数为 103−105 copies/g (湿重)。【结论】揭

示了中国南海北部陆坡沉积物中具有丰富的微生物资源，其中古菌种类多样且丰度较高，同时

发现冷泉特征古菌群落，为深入认识和理解南海沉积物中微生物丰度和古菌多样性，以及解析

古菌地球化学功能奠定基础。 

关键词：中国南海北部陆坡，沉积物，古菌多样性，厌氧甲烷古菌，深古菌门，mcrA 基因 
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Abstract: [Objective] The archaea are recognized as key players participating in the global 
biogeochemical cycles in marine sediments. The knowledge upon community structure and 
metabolic functions of archaea is the basis to understand their potential contributions on the 
biogeochemical cycles globally. [Methods] Archaeal diversity in the sediments of three areas at the 
northern continental slope of SCS was surveyed using high-through sequencing for 16S rRNA gene. 
[Results] The major archaeal groups in the sediments was found to include Bathyarchaeota, 
Thermoplasmata, Woesearchaeota (DHVEG-6), Thaumarchaeota (Marine Group I), Lokiarchaeota 
and Marine Hydrothermal Vent Group (MHVG), also with low abundant of AK8, Marine Benthic 
Group A and Terrestrial Hot Spring Crenarchaeota Group (THSCG). Anaerobic methane oxidation 
(AOM) microbes (Anaerobic methanotrophic archaea, ANME), mainly ANME-1, ANME-2ab and 
ANME-2c were also found in the potential gas hydrate zone. Methyl coenzyme-M reductase alpha 
subunit (mcrA) gene, which encodes the key enzyme in methane metabolism, was also recovered 
from these sites, implying potentially active methane cycling. Quantitative PCR results showed that the 
abundance for bacterial 16S rRNA gene, archaeal 16S rRNA gene and mcrA gene were 105−107 copies/g 
(wet weight), 105−106 copies/g (wet weight) and 103−105 copies/g (wet weight), respectively. 
[Conclusion] These results revealed high diversity of archaea and rich microbial recourses in SCS 
sediments, layed the foundation for further analysis and understanding of archaeal mediated carbon 
cycling in the sediments of SCS. 

Keywords: Northern continental slope of South China Sea (SCS), Sediments, Archaeal diversity, 
Anaerobic methanotrophic archaea, Bathyarchaeota, mcrA gene 
 

海洋沉积物覆盖地球表面约 2/3，广泛分布着

活跃的微生物(细菌和古菌)。全球海洋沉积物的微

生物数高达 2.9×1029 个细胞，约等于海水微生物数

量[1]。这些微生物参与海底碳元素的转化和其它生

物地球化学循环[2]。自 Woese 在 1990 年[3]提出三

域分类系统以来，古菌作为一种独特的生命形式，

引发了科学家广泛的关注。早期古菌被认为是极端

微生物，仅存在于极端环境中，后来更多的研究发

现其生境广泛，不仅包括一些极端环境例如盐湖、

热泉等，还包括土壤、淡水河、海水、沉积物等[4-5]。

近年来随着高通量测序技术的发展，自然界大量未

培养古菌被发现[6-8]，古菌系统进化树也在不断地

扩充和更新[9]。目前，古菌类群可分为 3 个超级亚

门：TACK、DPANN 和 Euryarchaeota 类群[10]，其

中，TACK 代表 Thaumarchaeota、Crenarchaeota、

Bathyarchaeota[11] 、 Korarchaeota 、 Geoarchaeota[12]

和 Aigarchaeota[7]等；DAPNN 代表 Diapherotrites、

Parvarchaeota 、 Aenigmarchaeota (DSEG) 和

Woesearchaeota (DHVEG-6)等，还有更多的古菌新

类群正在被不断发现。海洋沉积物中拥有大量古

菌，其中一些具有独特代谢功能例如厌氧甲烷氧化

古菌(ANME)，仍还有许多古菌的生理和代谢功能

未知，认识和理解古菌的代谢和生态学功能需要我

们首先对它们的分布和多样性进行调查和分析[13]。 
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南海又称“南中国海”，是世界上第三大边缘海，

仅次于珊瑚海和阿拉伯海，为西太平洋的一部分。

海域面积约 356 万 km2，平均水深约为 1 212 m，最

深处为中部的深海平原，达 5 567 m 左右[14]。南海

地处低纬度地域，属于热带深海，蕴藏着丰富的天然

气水合物，具有非常重要的经济和政治意义。南海

沉积物中含有丰富多样的微生物资源，探索南海沉

积物中微生物的多样性和丰度对认识海洋沉积物

元素循环具有重要的意义。随着全球气候变暖，二

氧化碳(CO2)、甲烷(CH4)和其他温室气体的含量不

断增加，导致极地冰川融化和海平面上升，显著影

响全球降雨量及降雪量[15]，对全球生态系统造成严

重威胁。海洋沉积物中蕴含丰富的天然气水合物(主

要成分为 CH4)，是一种新型的绿色能源，可作为煤、

石油等传统能源的补充能源，但是其导致的温室效

应约是同分子量 CO2 的 25 倍，分解和释放的少量

CH4 就能对地球表面的温度产生巨大的影响[16]。同

时，海洋沉积物中甲烷厌氧氧化(Anaerobic oxidation 

of methane，AOM)过程是微生物介导代谢消耗甲

烷的主要途径[17-18]，是减少海洋沉积物中 CH4 释

放的重要过程，可以屏蔽 90%以上的甲烷释放[19]。

目前，甲烷厌氧氧化菌(Anaerobic methanotrophic 

archaea，ANME)暂分为三类：ANME-1 (a，b，c) 

(Methanomicrobiales 和 Methanosarcinales 类群)、

ANME-2 (a，b，c) (Methanosarcinales 的一个分支)

以及 ANME-3 (Methanococcoides)[20-21]。另外，有

报道显示 Bathyarchaeota 类群的部分古菌也具有氧

化甲烷的潜在能力[22]，古菌 Syntrophoarchaeum 类

群具有新的丁烷厌氧氧化途径[23]。甲烷代谢保守功

能基因 mcrA (Methyl coenzyme-M reductase A)[24]作

为研究甲烷代谢菌的功能基因，是由于其编码还原

辅酶 M 存在于所有已知的甲烷产生菌和甲烷氧化

菌中[25-26]。mcrA 基因的定量可以反映甲烷代谢类群

的丰度。了解南海沉积物潜在水合物区厌氧甲烷氧

化类群的多样性及丰度可以为评估南海沉积物中

碳循环速率提供数据支持。 

我国自 1998 年开始在南海进行天然气水合物

调查，并于 2007 年、2012 年、2015 年和 2016 年

分别在南海北部陆坡进行了 4 次天然气水合物钻

探，均获得天然气水合物样品，证明南海北部陆

坡的东部、西部和神狐海域蕴含丰富的天然气水

合物[27-29]。本研究选取 3 个海域海底表层沉积物样

品，对其古菌类群进行研究，结合高通量测序的方

法分析 16S rRNA 基因，同时运用定量 PCR 对南海

3 个海域的细菌和古菌数量进行定量。对南海深海

沉积物中古菌群落结构特征的研究，是深入了解南

海沉积物中古菌代谢与功能的重要基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品的采集和保存 

搭载中国地质调查局广州海洋地质调查局

2013−2015 年的相关调查航次。采集样品为南海北

部陆坡东部、西部和神狐海域潜在水合物区的表层

沉积物样品。研究使用的 7 个沉积样品分别来自于

南海北部陆坡东部海域的 DS07-2013、DS12-2013、

DS16-2013、DS08-2014 和 DS16-2014 站位，南海

北部陆坡西部海域的 QDN22-2015 站位和神狐海

域的 CHB03-2014 站位。本次采集的样品(表 1)

为 陆 坡 边 缘 向 深 部 延 伸 的 位 置 。 水 深 范 围 为   

766 m–1 553 m (平均水深为 1 099 m)。采集深度

范围为 226 cm–850 cm (平均采样深度为 469 cm)。

采集方法有重力柱(Gravity core)和活塞柱(Piston 

core)两种。航次中样品的初步采集在甲板上，后期

处理在无菌操作箱中进行。步骤如下：沉积柱的分样，

前 1 m 每 5 cm 分割，1 m 后每 10 cm 分割。用 50 mL

的无菌离心管保藏于液氮罐中。航次结束后，用液

氮罐运回实验室并转移到−80 °C，为后续进行微生

物分子多样性分析做准备。    

1.2  主要试剂和仪器 

BSA 溶液，MP Biomedicals，LLC.；ExTaq 酶、

pMD18-T 载体、大肠杆菌 DH5α 化学感受态细胞、荧

光染料 SYBR Green II，TaKaRa 公司；DNA 提取试剂

盒 PowerSoil DNA Isolation Kit，美国 MoBio 公司；胶

回收试剂盒 E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (200)、质粒 
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表 1  南海*北部陆坡沉积物样品 
Table 1  Sediment samples at the northern continental 

slope of South China Sea* 

采样位点 

Sites 

深度 

Depth (m) 

样品深度 

Sampling depth 
(cmbsf**) 

采样方式 

Sampling 
method 

DS07-2013 766 350 Gravity core 
DS12-2013 785 291 Gravity core 
DS16-2013 1 302 226 Gravity core 
DS08-2014 877 298 Gravity core 
DS16-2014 1 007 453 Gravity core 
CHB03-2014 1 553 812 Piston core 
QDN22-2015 1 400 850 Piston core 

Note: South China Sea*: SCS; cmbsf**: Centimeters below 
seafloor. 

 

提取试剂盒，美国 Omega 生物技术公司；扩增引物，

生工生物工程(上海)股份有限公司。GeneAmp® PCR

系统 9700 PCR 仪、7500 Real-Time PCR System 荧光

定量 PCR 仪，美国 Applied Biosystems 公司；离心机

Pico17，美国 Thermo Scientific 公司；超净工作台

SW-CJ-2D，苏州净化设备有限公司；DNA 浓度测定

仪 Qubit 3.0 Fluorometer，美国 Life Technologies 公司。 

1.3  核酸提取和 PCR 扩增 

沉积物样品约 0.5 g，用 DNA 提取试剂盒提取

环境样品总 DNA，溶于灭菌的 50 μL 蒸馏水中。提

取操作步骤参照厂家说明书。保存于−20 °C。 

1.4  古菌 16S rRNA 基因高通量测序 

对古菌的 16S rRNA 基因 V4 区进行 PCR 扩增，

设置 3 个平行，引物为 Uni519F (5′-CAGYMGCCRC 

GGKAAHACC-3′)和 Arch806R (5′-GGACTACNSG 

GGTMTCTAAT-3′)，并加有 Barcode 标记。PCR 体

系(50 μL)为：10×ExTaq buffer (Mg2+ plus) 5 μL，

0.1 mg/μL 的 BSA 溶液，2.5 mmol/L dNTP mixture 

4 μL，5 U/μL ExTaq 酶 0.5 μL，10 μmol/L 引物各

1 μL，DNA 1 ng，用双蒸水补充至 50 μL。PCR 条件：

95 °C 10 min；95 °C 45 s，55 °C 1 min，72 °C 1.5 min，

35 个循环；72 °C 7 min。3 个平行的 PCR 产物混合，

经 1%琼脂糖凝胶电泳质量检验后，用 2%的琼脂糖

切胶回收目的条带，操作步骤见厂家说明书。用

Gubit 3.0 对胶纯化回收后的 DNA 测定。根据

Illumina 文库准备的步骤上机测序。 

1.5  测序结果与分析 

测序样品总数为 50 个，其中南海北部陆坡东

部海域的样品数 29 个，南海北部陆坡西部海域的

样品数 11 个，神狐海域的样品数 10 个。测序 Reads

总量为 2 210 626。其中古菌的序列为 1 918 786，

占总量的 86.8%，说明扩增的样品具有有效性和

准确性。将非古菌序列去除，不同的样品用不同的

Barcode 进行区分，用 QIIME 软件[30]对原始数据去

噪和修整处理，同时去掉 Barcode、引物序列、嵌

合体和不合格序列[31]。在进行下游分析之前对测序

深度标准化(每个样品取 12 271 条序列)，OTU (可

分类操作单元)是基于 97%的相似性划分的，并在

QIIME 软件[32]上生成相应的表格。结果中删除了

OTU 中的单拷贝序列，以去除噪音。序列在 QIIME

软件[32]上进行 α 多样性分析。α 多样性用 Chao1 值、

Shannon 指数和 Simpson 指数来评估，其中，Chao1

值用来估计物种总量[33]，平台期的 Chao1 值越大代

表物种总量越多。用 Shannon 指数和 Simpson 指数

来反映样品中微生物多样性，指数值越大，说明群

落多样性越高。基于 OTU 计算每个样品中各个类

群所占百分比，及基于各个类群在总样品的平均数

计算各个类群所占总样品的百分比。数据已上传到

NCBI 的 SRA 数据库，序列登录号为 SRP104332。 

1.6  甲烷代谢类群 mcrA 功能基因系统进化树的

构建 

对 潜 在 水 合 物 区 DS08-2014 站 位 次 表 层  

(100 cm)样品中 mcrA 基因构建克隆文库，引物为

ME1 (5′-GCMATGCARATHGGWATGTC-3′)和 ME2 

(5′-TCATKGCRTAGTTDGGRTAGT-3′)[34]，PCR 体

系为：10×ExTaq buffer 5 μL，BSA 溶液 4 μL，dNTP 

mixture 4 μL，ExTaq 酶 0.25 μL，10 μmol/L 的正、

反向引物各 1 μL，100 ng 的 DNA 模板，最后用适

量的去离子水补充至 50 μL。PCR 条件为：98 °C  

2 min；98 °C 10 s，55 °C 30 s，72 °C 1 min，35 个

循环；72 °C 7 min。产物经 1%琼脂糖凝胶电泳质

量检验后切胶回收。将扩增的长度约为 760 bp 的片

段连接到 pMD18-T 载体上，将质粒转化至大肠杆
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菌 DH5α 化学感受态细胞上，经过含有氨苄青霉素

抗性的 LB 固体培养基(g/L：胰蛋白胨 10.0，酵母

粉 5.0，NaCl 10.0，琼脂 15.0)的筛选以及菌落 PCR

的阳性克隆检验，挑取 57 个阳性克隆送生工生物

工程(上海)股份有限公司进行测序。 

采用 ClustalW[35]软件比对序列；SeaView 软

件[36]手动修整序列；比对修整后的数据基于近似

最 大 似 然 (Approximately-maximum-likelihood) 系

统进化树 FastTree 软件[37]分析；用 MEGA 7.0[38]

软件对系统进化树修饰。所产生的 mcrA 基因序

列的代表序列提交至 GenBank 数据库，并获得序

列号(KY966976−KY966994)。 

1.7  荧光定量 PCR (Real-time PCR) 

1.7.1  标准品的制备：用定量 PCR 的方法对南海陆

坡沉积物 3 个海域 7 个站位(DS07-2013、DS08-2014、

DS12-2013、DS16-2013、DS16-2014、CHB03-2014

和 QDN22-2015 站位)的沉积物中 16S rRNA 基因和

潜在水合物区(DS08-2014、DS12-2013、DS16-2013

和 DS16-2014 站位)的 mcrA 基因进行定量分析。方

法如下：对古菌的 16S rRNA 基因进行扩增，引物

为 Arch21F (5′-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3′)

和 Arch958R (5′-YCCGCGTTGAMTCCAATT-3′)[39]；

对细菌的 16S rRNA 基因进行扩增，引物为 Bac27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 Bac1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[40]；对甲烷代

谢菌的关键基因 mcrA 进行扩增，引物为 mlas 

(5′-GGTGGTGTMGGDTTCACMCARTA-3′)和 mcrA- 

rev (5′-CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT-3′)[41]，

利用琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化和回收 PCR 产物，

连接到 pMD18-T 载体，转移到 Escherichia coli 的

DH5α 感受态细胞中，以氨苄青霉素(100 μg/mL)抗

性和菌落 PCR 筛选阳性克隆子，用质粒提取试剂盒

回收阳性克隆质粒，用 EcoR I 酶切质粒，用 2%的

琼脂糖凝胶回收质粒，作为标准品。 

1.7.2  标准曲线的构建：标准品经过 10 倍梯度稀释

后用带有荧光染料(SYBR Green II)的试剂在荧光定

量 PCR 仪上扩增，每个样品 3 个重复，构建标准   

曲线。其中，转化效率在 95%−105%之间，R2 值在

0.99 以上，且所有样品的溶解曲线中没有双峰出现。 

1.7.3  样品定量：将待测样品和 10 倍梯度稀释标

准品(101−109/μL)的 DNA 为模板同时进行 PCR 扩

增，得到并转换成待测样品的湿重每克的拷贝数。

定量 PCR 的体系：SYBR® Premix ExTaqTM II 10 μL，

ROX II 0.4 μL，扩增目的片段所用的引物(细菌

Bac341F/Bac519R[42-43]，古菌 Uni519F/Arch908R[43-44]

和 mcrA 基因 mlas/mcrA-rev[41])各 1 μL，取 1 μL 原

始 DNA，用双蒸水补齐到 20 μL。定量 PCR 反应

的体系如下：1 μL 的 DNA 模板，10 μmol/L 的正反

向引物各 1.2 μL，10 μL 的 SYBR Green II，0.4 μL

的 ROX，最后将适量的 ddH2O 补充总体积至 20 μL。

PCR 的扩增条件为：95 °C 15 min；95 °C 30 s，退

火 30 s，72 °C 45 s，40 个循环。其中退火温度：细

菌为 58 °C，古菌为 60 °C，mcrA 基因为 55 °C。 

2  结果与分析 

2.1  南海北部陆坡沉积物古菌主要类群  

结合高通量测序，对南海北部陆坡沉积物中古菌

16S rRNA 基因进行测序。基于 OTU 数、Chao1 值、

Shannon 指数和Simpson 指数来反映微生物α多样性。

对于南海北部陆坡沉积物 3 个海域 7 根柱子的 50 个

样品，Chao1 值的变化范围为 90.77−118.37，获得的

OTU 数变化范围为 88.2−113.1，Shannon 指数的变

化范围为 1.48−5.73，Simpson 指数的变化范围为

0.31−0.97。在 7 根沉积柱中，α 多样性最高的为

DS1613_195 (Chao1 值为 118.37)，而 DS0713_270

的 α 多样性最低(Chao1 值为 90.77)。 

结果表明，南海北部陆坡沉积物中古菌类群主

要为：Bathyarchaeota、Thermoplasmata (Marine 

Benthic Group D)、Woesearchaeota (DHVEG-6)、

Thaumarchaeota (Marine Group I)、Lokiarchaeota 

(Marine Benthic Group B)和 Marine Hydrothermal 

Vent Group (MHVG)，所占比例依次是 36%、17%、

16%、12%、11%和 3%。除此之外，还存在少量的

AK8、Marine Benthic Group A、Terrestrial Hot Spring 

Crenarchaeota Group (THSCG)等，所占比例小于

1%。每个站位古菌类群随深度变化情况如图 1 所示。 
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图 1  南海北部陆坡沉积物 7 个站位古菌主要类群随深度变化情况 
Figure 1  Seven sites sediment archaea diversity changing with deep increase at the northern slope of SCS 

 

其中，Bathyarchaeota 是 QDN22-2015 站位(图 1A)、

CHB03-2014 站位(图 1B)、DS08-2014 站位(图 1C)、

DS12-2013 站位(图 1D)和 DS16-2013 站位(图 1E)

的最主要古菌群落；Woesearchaeota (DHVEG-6)是

DS16-2014 站 位 ( 图 1F) 的 最 主 要 古 菌 群 落 ；

Thermoplasmata 是 DS07-2013 站位(图 1G)的最主

要古菌群落。古菌 Bathyarchaeota 类群百分含量

在次表层达到最大值，如 DS12-2013_150 (76.2%，

古 菌 百 分 比 ) 。 Woesearchaeota (DHVEG-6) 、

Thermoplasmata、Lokiarchaeota 的百分比含量随深
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度变化不明显，如 DS16-2013 站位和 DS16-2014 站

位。DS08-2014 站位和 DS12-2013 站位的次表层中

存在大量具有甲烷厌氧氧化菌的 ANME-1 类群，如

DS08-2014_50 (0.96%)、DS08-2014_100 (7.3%)和

DS12-2013_200 (8.81%)。 

主成分分析(Principal components analysis，

PCA)是一种非约束性排序方法的统计学方法。基

于 OTU 所占百分比的主成分分析(PCA)[45]，对中

国南海北部陆坡沉积物中的古菌进行类群分析  

(图 2)，可知在沉积物表层 Marine Group I 和 Marine 

Benthic Group A 类群含量较高，如 QDN22-2015_0 

(48.61%，21.14%)、DS07-2013_0 (46.52%，1.83%)

和 CHB03-2014_0 (39.67%，1.65%)；在潜在水合

物区 Methanomicrobia 和 Bathyarchaeota 类群有较

高含量，如 DS12-2013_200 (8.81%，71.33%)、

DS08-2014_100 (7.30%，66.76%)和 DS08-2014_050 

(0.96%，60.35%)等。 

对潜在水合物区 DS08-2014 站位的甲烷代谢类

群进一步分析。构建 16S rRNA 基因系统进化树，

可知 DS08-2014 站位的甲烷代谢类群为 ANME-1 

(99.7%)和 ANME-2c (0.3%)。其中，ANME-1 是主

要的甲烷代谢类群。同时基于 mcrA 基因克隆文库

分析，挑取 DS08-2014 站位次表层(DS08-2014_100，

57 条序列)甲烷代谢类群，构建系统进化树，可知

DS0814 站位的甲烷代谢类群为：ANME-1 (84.2%)，

ANME-2ab (10.5%)和 ANME-2c (5.3%) (图 3)。结合

16S rRNA 基因和 mcrA 基因的系统进化树，可知南

海北部陆坡沉积物潜在水合物区 DS08-2014 站位的

主要甲烷代谢类群为 ANME-1、少量 ANME-2ab 和

ANME-2c 类群。 

 

 
 

图 2  南海北部陆坡沉积物(7 个站位)基于 OTU 所占百分比的 PCA 分析 
Figure 2  PCA analysis based on OTU percent at the northern slope of SCS (7 sites) 
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图 3  潜在水合物区 DS08-2014 站位次表层(100 cm) mcrA 基因的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree showing the relationship of mcrA gene sequences derived from potential gas hydrate zone 

DS08-2014 site subsurface (100 cm) sediment 
注：基于最大似然算法，Bootstrap 值选自 1 000 重复，黑点标志的序列为本实验数据，最后的数字为序列的条数，其余为参考序列，

参考序列选自 NCBI 数据库. 

Note: Based on maximum likelihood analysis, numbers on branches are the supporting percentage by 1 000 replicates. Sequences retrieved in 
this study are marked by black circle, the last number is sequence’s number, the other are get from NCBI database.  
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2.2  南海北部陆坡沉积物细菌、古菌和 mcrA 的

丰度 

采用荧光定量 PCR 的方法对来自 3 个海域的潜

在水合物区(DS12-2013、DS16-2013、DS08-2014

和 DS16-2014 站位) (图 4)和对照区(DS07-2013、

CHB03-2014、QDN22-2015 站位)沉积物中的细菌

和古菌的 16S rRNA 基因和 mcrA 基因进行定量分

析，发现细菌 16S rRNA 基因的 丰度范围为

(5.52±0.38)×105−(2.86±0.14)×107 copies/g (湿重)。

随着深度的增加，细菌 16S rRNA 基因的丰度趋

于减少。古菌 16S rRNA 基因的丰度相对于细菌

低 1−2 个数量级，其丰度范围为(1.61±0.20)×104− 

(6.72±0.73)×106 copies/g (湿重)。整体而言，随着深度

的增加，古菌的丰度趋于减少，但在某些层位出现陡

增的情况，如 DS12-2013_100 和 DS16-2013_150 等。

mcrA 基因作为甲烷代谢菌的标记基因，其丰度可暗示

潜在水合物的强弱。在潜在水合物区，mcrA 基因的丰

度范围为(1.03±0.16)×103−(7.10±0.78)×105 copies/g。

其中，在 DS08-2014 站位(图 4A)从表层到深层  

均能检测到 mcrA 基因的存在，丰度变化范围为 
 

 

 
图 4  潜在水合物区细菌、古菌和 mcrA 基因的定量数据 

Figure 4  Quantification data of bacteria, archaea and mcrA gene in potential gas hydrate zone 
注：A：DS08-2014 站位的微生物定量结果；B：DS12-2013 站位的微生物定量结果；C：DS16-2013 站位的微生物定量结果；D：

DS16-2014 站位的微生物定量结果；单位为 copies/g. 

Note: A: DS08-2014 site microbial abundance; B: DS12-2013 site microbial abundance; C: DS16-2013 site microbial abundance; D: 
DS16-2014 site microbial abundance; Unit is copies/g. 
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(1.15±0.20)×103−(7.10±0.78)×105 copies/g (湿重)。

DS12-2013 站位(图 4B)和 DS16-2013 站位(图 4C)

在次表层有 mcrA 基因的陡增，最大值分别为

(3.01±0.30)×105 copies/g ( 湿 重 ) 和 (1.99±0.73)×     

104 copies/g (湿重)，DS16-2014 站位(图 4D)只有表

层检测到 mcrA 基因，丰度变化范围为(1.41±0.48)× 

103−(3.82±0.29)×103 copies/g (湿重)，mcrA 基因的定

量结果可提供间接证据证明该区域含有丰富的甲

烷代谢类群。对照区没有检测到 mcrA 基因。 

3  讨论 

3.1  南海北部陆坡沉积物古菌多样性 

本研究调查了南海北部陆坡 3 个海域(东部、西

部和神狐海域)沉积物中的古菌类群。采集了 7 个沉

积柱共 50 个样品。结合高通量测序的方法，可知

南海北部陆坡沉积物覆盖了古菌的 3 大超级门：

“TACK” 超 级 亚 门 ， “DPANN” 超 级 亚 门 和

Euryarchaeota 门。其中，“TACK”超级亚门主要为

Bathyarchaeota、Thaumarchaeota 类群，而“DPANN”

超级亚门主要为 Woesearchaeota (DHVEG-6)类群和

少量 Marine Hydrothermal Vent Group (MHVG)类

群，Euryarchaeota 门主要为 Thermoplasmata (MBGD)

类群和 Methanomicrobiales 类群(图 1)。 

作为南海沉积物中的最主要类群，Bathyarchaeota

类群广泛存在于各种环境，如深海沉积物、热泉、

盐碱地等，且至少可被分为 17 个亚群，宏基因组

学和单细胞测序的结果推测其具有分解蛋白质和

降解苯环化合物的功能[11,46]。近些年的研究表明，

Bathyarchaeota 类群可能具有自养产乙酸和参与甲

烷代谢的功能，是兼性异氧代谢类型 [22,47] 。在

Nankai Trough 水 合 物 层 位 中 也 发 现 了 大 量 的

Bathyarchaeota 类群，并在 Bathyarchaeota 的基因

组中发现了完整的甲烷代谢途径，暗示其在甲烷代

谢过程可能发挥作用[48]。本研究的潜在水合物区

DS08-2014 站位中，特别是含有 ANME-1 类群的层

位，Bathyarchaeota 类群均是古菌群落的主要组成

成分(图 2)，推测 Bathyarchaeota 在潜在水合物区碳

循环中发挥着重要的作用。 

南海北部陆坡 3 个海域沉积物中古菌的主要类

群为“TACK”超级亚门的 Bathyarchaeota (36%)，

Euryarchaeota 的 Thermoplasmata (17%)和“DPANN”

超级亚门的 Woesearchaeota (16%)，而焦露等[49]在

中国南海北部神狐海域沉积物古菌多样性研究表

明，Euryarchaeota 的 Halobacteriales (42%)、“TACK”

超级亚门的 Bathyarchaeota (25.1%)、“DPANN”超级

亚门的 Wosesarchaeota (5.2%)为主要沉积物古菌类

群，与本研究的结果不同。分析其原因：一方面是

由测序方法和采集柱自身因素不同造成的。本研

究采用的是高通量测序的方法，比构建克隆文库

方法[49]的测序能获得更大数据量，更能反映原位的

古菌类群的多样性和丰度信息，特别是低丰度和特

殊环境的沉积物样品。此外，同一区域不同站位的

微生物多样性受到多种因素的影响，如化学参数，是

否为水合物区等因素。另一方面，随着近些年来古

菌的系统进化树不断的更新，如新基因组的发现和

16S rRNA 基因测序结果的填补和归类[10,50-51]，都是

造成古菌多样性结果不同的原因。综上所述，南海

北部陆坡沉积物中的古菌类群主要参与碳元素的

生物地球化学循环。沉积物中古菌类群的生理生态

学意义正在逐渐被理解。 

3.2  南海北部陆坡沉积物微生物的丰度 

南海北部陆坡沉积物(7 个站位)中细菌 16S 

rRNA 基因的丰度范围为 105−107 copies/g (湿重)；

古 菌 的 16S rRNA 基 因 的 丰 度 范 围 为     

103−106 copies/g (湿重)。在潜在水合物区，mcrA 基

因的丰度范围约 103−105 copies/g (湿重) (图 4)。本

研究的结果显示细菌丰度在表层最高，与其它南

海沉积物中的微生物丰度变化相似[49,52]。海底沉

积物表层的有机物含量相对较高，为微生物的生

长提供丰富的底物，随着深度的增加，有机物含

量减少，细菌丰度逐渐减少。古菌的丰度随着深

度的变化波动较大，推测与某些古菌类群独特的

生理特性有关，如潜在水合物区 DS08-2014 站位，

古菌丰度随深度变化波动较大，同时检测到较高
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的 mcrA 基因。结合 PCA 分析，Methanomicrobia

类群和 Bathyarchaeota 类群在 DS08-2014 站位具

有较高的丰度(图 1 和 2)，暗示古菌在该站位的地

球化学元素循环上起到重要作用。大部分样品中，

细菌 16S rRNA 基因拷贝数高出细菌 1−2 个数量

级。部分层位中，古菌和细菌的 16S rRNA 基因的

丰度同处一个数量级，如 DS08-2014_100，可能

与细菌和古菌不同的代谢特征有关。对南海北部

陆坡沉积物中细菌和古菌的 16S rRNA 基因和 mcrA

基因进行定量分析，不仅为了解南海北部陆坡沉积

物中微生物资源的储量提供基础信息，且为后续深

入研究古菌和细菌在参与全球海洋沉积物生物地

球化学循环提供重要依据。值得一提的是，本实验

中古菌多样性的引物选用的是古菌 16S rRNA 基因

V4 区，相比于全长和其它分区能降低古菌基因组

内 16S rRNA 基因多样性造成的影响[53]，但在对

微生物的丰度分析时，细菌的定量引物选用的是

16S rRNA 基因的 V3 区，古菌的定量引物选用的

是 16S rRNA 基因的 V4 区，由于细菌和古菌基因

组内存在 16S rRNA 基因的多样性，因此对细菌和

古菌的丰度分析存在高估，且细菌的高估情况较

古菌明显[53]。 

3.3  南海北部陆坡沉积物 DS08-2014 站位的甲

烷代谢类群 

南海北部陆坡沉积物中潜在水合物区来源的

DS08-2014 站位含有丰富的甲烷代谢类群，结合

高通量测序结果和构建的克隆文库，对 16S rRNA

基因和 mcrA 基因的系统进化树进行分析，可知南

海北部陆坡潜在水合物区 DS08-2014 站位的甲烷

代谢类群主要为甲烷厌氧氧化古菌 ANME-1，同

时还存在少量 ANME-2ab 和 ANME-2c。同一海域

DS12-2013 站位也存在类似的甲烷代谢群落，可见

南海北部陆坡东部海域潜在水合物区沉积物中的

主要甲烷类群为 ANME-1、ANME-2ab 和 ANME-2c

类群。相比李涛等[54]对南海南部陆坡表层沉积物的

古菌多样性研究：甲烷代谢类群主要是甲烷杆菌

(Methanobacteriales)，本研究南海北部陆坡沉积物

的 甲 烷 代 谢 类 群 主 要 为 Methanomicrobia 纲 的

ANME-1 类群。推测可能与垂直取样深度及古菌不

同的生态位有关。综上所述，南海北部陆坡沉积物

中甲烷代谢类群的多样性为指示沉积物中甲烷厌

氧氧化活动提供重要依据。 

4  结论 

本研究通过高通量测序的方法，对中国南海

北部陆坡 3 个海域(东部、西部和神狐海域)沉积

物中微生物进行分析，结合定量分析，获得南海

北部陆坡沉积物中古菌多样性和微生物丰度的基

本数据。南海北部陆坡沉积物古菌的主要类群为：

Bathyarchaeota 、 Thermoplasmata 、 Woesearchaeota 

(DHVEG-6)、Thaumarchaeota (Marine Group I)、

Lokiarchaeota 和 Marine Hydrothermal Vent Group 

(MHVG)等。对含有丰富甲烷代谢类群的 DS08-2014

站位，结合 16S rRNA 基因和 mcrA 基因的系统发

育树进一步分析，发现 ANME-1、ANME-2ab 和

ANME-2c 类群为南海北部陆坡东部海域潜在水合

物区沉积物的甲烷代谢类群。为深入了解中国南海

北部陆坡沉积物古菌多样性及甲烷代谢类群提供

数据支持。 

致谢：感谢“海洋四号”船员协助采集样品。 
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