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摘　要：针对马里亚纳海沟、玛索海沟、新不列颠海沟东部、新不列颠海沟中部等４个采样点的３种钩虾共
１２０个样品，利用１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ分析方法对不同样品间的微生物组成进行研究，并比较了４个采样点的细
菌群落结构多样性。结果表明：４个采样点钩虾肠道的微生物多样性有着显著差别。马里亚纳海沟
Ｈｉｒｏｎｄｅｌｌｅａｇｉｇａｓ钩虾肠道细菌的优势菌群为嗜冷单胞菌属（Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）和Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ，分别占
３７．０５％和１８．５２％。玛索海沟Ｂａｔｈｙｃａｌｌｉｓｏｍａ（ｓｙｎ．Ｓｃｏｐｅｌｏｃｈｅｉｒｕｓ）ｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇｉ钩虾肠道细菌的优势菌群为
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓｂａｃｔｅｒｉｕｍ和 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｄｅｅｐｓｅａｂａｃｔｅｒｉｕｍ，分别占６２．５％和２５％。新不列颠海沟东部
Ａｌｉｃｅｌｌａｇｉｇａｎｔｅａｎ钩虾肠道细菌的优势菌群为 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓｂａｃｔｅｒｉｕｍ和 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｙｃｏｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ，含量分别占到 ５０％和４４．４４％。新不列颠中部的 Ａ．ｇｉｇａｎｔｅａｎ钩虾肠道细菌的优势菌群为
Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．、ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓｂａｃｔｅｒｉｕｍ、ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｙｃｏｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ，含量分别为３９．２９％、３２．１４％、１４．２９％和１０．７１％。ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓｂａｃｔｅｒｉｕｍ在玛索海沟 Ｓ．
ｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇｉ肠道内占了６２．５％，在新不列颠海沟东部Ａ．ｇｉｇａｎｔｅａｎ肠道内的含量为５０％，在新不列颠海沟中
部Ａ．ｇｉｇａｎｔｅａｎ肠道内含量为３２．１４％，而在马里亚纳海沟 Ｈ．ｇｉｇａｓ肠道中仅占３．７％。由此可见，４个采样
点３种钩虾肠道内微生物多样性丰富、且存在较大的差异，马里亚纳海沟Ｈ．ｇｉｇａｓ肠道内微生物物种最丰富、
且种群结构最复杂，玛索海沟Ｓ．ｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇｉ钩虾和新不列颠海沟Ａ．ｇｉｇａｎｔｅａｎ钩虾次之。
关键词：深渊海沟；钩虾；细菌；１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ
中图分类号：Ｓ９１７．１　　　文献标志码：Ａ

　　海沟是五大洋海底中比相邻海底深２０００ｍ
以上的狭长凹陷。水深超过６０００ｍ的长形洼地
都可以叫做海沟。目前的研究发现，最深的海沟

是马里亚纳海沟，水深在１１０００ｍ左右［１］。海洋

最深处的区域称为深渊区［２］，深渊区主要由海沟

组成，占地球表面的 ０．２４％。深渊海沟包括
６０００～１１０００ｍ的深度，为海洋总深度的
４１％［３４］。深渊区由较浅的区域分隔开来，由于

其深度人类难以到达，因此深渊区域仍然是地球

上最不了解的区域之一。

目前人类对深渊区域生物的研究相对匮乏，

３５００ｍ以下的海域基本尚未勘探［５］。有研

究［６７］表明，深渊海沟占了海洋底栖生物栖息地

的２％。海沟中形成了离散的超深环境生物群
体，破坏了深渊海底的连续性。在这种极端的环

境中，依然生存着很多生物，主要有多毛类、腹足

类、异足类和角足类［８１０］。它们适应了低温、静水

压力高、食物资源匮乏、缺少光照的生存环境，从

而具有独特的生物多样性和独特的生态系统［１１］。

ＢＥＬＩＡＥＶ等［１２］指出，在深渊区域发现的近 ７００
种生物中有５６％是深渊环境特有的生物。

生活在深渊海沟中的生物，其在水平分布上

也存在着很大的差异。在相邻的两个深渊海沟

之间，也仅有大约５％的种群群落是相同的［１３］。

因此，有研究认为深渊海沟中的生物群落在水平

分布以及垂直分布尺度上均表现出其特有的区
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域专属性［１４］。

在生物圈中，无论是生态平衡还是化学平

衡，微生物均起到了不可估量的作用［１５］。研究肠

道微生物多样性，有助于人们了解肠道菌群的微

生态，对研究肠道疾病、其生存环境的微生物菌

群结构研究也具有很大的帮助。如：利用肠杆菌

基因间重复共有序列指纹图谱分析方法可以寻

找健康肠道共有菌群的分子标记，从而对肠道疾

病做出准确的判断［１６］。利用 １６ＳｒＲＮＡＰＣＲ
ＲＦＬＰ方法可以有效地实现海产品微生物的物种
鉴定［１７］。

随着分子生物学技术的发展，人们发现了一

种研究肠道微生物多样性的新方法，即利用１６Ｓ
ｒＲＮＡ技术，可有效克服传统方法的局限性［１８２０］。

如：利用１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ技术对酸马奶中的乳杆
菌进行分类和鉴定［２１］，以及对新疆小叶白蜡丛枝

病植原体的鉴定［２２］。利用１６ＳｒＲＮＡ的测序方法
来分析微生物多样性的研究也很广泛 ［２３］。利用

１６ＳｒＲＮＡ技术对肠道菌种进行精确定量，已成为
研究肠道微生物多样性的主要方法［２４］。

为了解深渊海沟宏生物的肠道微生物组成，

基于细菌１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ的方法，本研究对不同
深渊海沟端足类生物的肠道微生物组成与群落

结构进行研究。本研究分析获得的深渊海沟端

足类钩虾的肠道微生物多样性组成与群落结构

特征，将有助于探知深渊物种的肠道菌群微生

态，为后续研究深渊端足类生物的肠道微生物理

论和应用研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　样品采集
２０１６年１２月至２０１７年２月，搭乘“张謇”号

科学考察船，利用我国自主研制的全海深着陆

器，在马里亚纳海沟（ＭａｒｉａｎａＴｒｅｎｃｈ，ＭＴ）、玛索
海沟（ＭａｒｃｅａｕＴｒｅｎｃｈ，ＭＣＴ）、新不列颠海沟东部
（ＥａｓｔＮｅｗＢｒｉｔａｉｎ，ＥＮＢＴ）、新不列颠海沟中部
（ＣｅｎｔｒａｌＮｅｗＢｒｉｔａｉｎ，ＣＮＢＴ）等４个采样点进行
深海采样。全海深着陆器拥有两个自主研制的

诱捕笼，以鲐鱼为饵料、荧光棒为诱捕光源，从

“张謇”号科考母船布放，在海底诱捕１０余小时
后回收回科考母船，收集采集到的钩虾样品，立

即放入－８０℃冰箱，待后续研究。

１．２　试剂
基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔ

ｆｏｒＦｅｃｅｓ，ＭＰ公司）；ＰＣＲｒＴａｑ酶以及 Ｔ４连接酶
（大连宝生物工程公司，ＴａＫａＲａ）；ＭｓｐⅠ限制性
内切酶（ＴａＫａＲａ）；氨苄青霉素（上海生工）；Ｅｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞（天根生化科技有限公司）；
ｐＭＤ１８Ｔ载体（上海生工）；胶回收试剂盒
（ＯＭＥＧＡ）；琼脂糖（上海生工）、ＥＢ溶液（上海生
工）等。

１．３　基因组总ＤＮＡ的抽提以及１６ＳｒＲＮＡ基因
的扩增

利用动物粪便基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒（ＭＰ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ公司），提取４个采样点钩虾的肠道
基因组ＤＮＡ，具体操作步骤参照试剂盒说明书进
行。提取出的 ＤＮＡ保存于 －２０℃冰箱中备用。
分别以提取出的钩虾肠道微生物基因组总 ＤＮＡ
为 模 板，利 用 细 菌 通 用 引 物 ２７Ｆ（５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和 １４９２Ｒ（５′
ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）进行 ＰＣＲ扩
增［２５］，得到１６ＳｒＲＮＡ基因片段。

ＰＣＲ扩增体系（５０．０μＬ）包括：２．５μＬ１０×
高保真聚合酶（ＴａＫａＲａ公司），２．０μＬ基因组总
ＤＮＡ模板，２７Ｆ和 １４９２引物（１０μｍｏｌ）各 １．０
μＬ，用经灭菌处理后的去离子水补充至５０．０μＬ。
ＰＣＲ进行扩增的条件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４
℃变性４５ｓ；５６℃退火４５ｓ；７２℃，２ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃最终延伸１０ｍｉｎ。４℃保存，所得产物使
用１％的琼脂糖凝胶进行电泳分离。分离条带用
ＤＮＡ纯化试剂盒（Ａｃｋｇｅｎ公司）纯化回收。

将回收纯化的ＰＣＲ产物连接到载体ｐＭＤ１８
Ｔ（ＴａＫａＲａ公司）中。在４２℃条件下，将连接产
物转化到 ＥｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞（天根公司）
中，在 ＬＢ／Ａｍｐｒ平板上过夜培养。第 ２天，从
ＬＢ／Ａｍｐｒ平板上挑取阳性克隆放入 ＬＢ培养基中
进行６ｈ摇菌培养。利用 Ｍ１３引物鉴定阳性克
隆，每个采样点挑选６３个阳性克隆。
１．４　细菌１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ分析

以阳性克隆菌液为模板，利用ｐＭＤ１８Ｔ载体
（ＴａＲａＫａ公司）、通用引物 Ｍ１３重新扩增插入的
１６ＳｒＲＮＡ基因片段，ＰＣＲ产物即为连接到载体上
的１６ＳｒＲＮＡ片段，大小约为 １０００ｂｐ。将 ＰＣＲ
产物用ＭｓｐⅠ核酸限制性内切酶进行单酶切反
应，酶切反应体系按照说明书进行。得到的酶切

４８
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产物用２％琼脂糖凝胶进行电泳分离，分离后进
行限制性片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）分析，得出不同的酶
切图谱，每种谱型初步判定为一种微生物的类

型。

１．５　生物信息学分析
测序结束后进行样本间的差异比较，通过

Ｍｏｔｈｕｒ生物学软件，用相似度９５％的操作分类单
元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，ＯＴＵ）进行肠道微
生物菌群分析（Ｓｈａｎｎｏｎ指数，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，
Ｅｖｅｎｎｅｓｓ指数）和丰度（Ｃｈａｏ指数，ＡＣＥ指数）分
析（表１），并利用 ＱＩＩＭＥ软件制成稀释曲线（图
１）。
　　１６ＳｒＲＮＡ基因片段的种类鉴定是通过核酸
胶图来做的。挑选代表性克隆子进行测序，将测

序结果在ＮＣＢＩ（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）数据库中与最相似的序列进行比对。

图１　Ａｌｐｈａ指数稀疏曲线
Ｆｉｇ．１　Ａｌｐｈａｉｎｄｅｘｓｈａｎｎｏｎｒａｒｅｆｒａｃｔｉｏｎｐｌｏｔ

将所比对出的细菌进行分类统计，并进行主要成

分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）。通
过分析不同采样点钩虾肠道微生物的 ＯＴＵ组成
可以反映出样品间的差异与距离，从而观察不同

采样点、不同样品间微生物群落多样性的分类学

差异和优势菌群。

表１　样品的α多样性
Ｔａｂ．１　Ａｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓ

样品

Ｓａｍｐｌｅ
分类操作单元

ＯＴＵ
香农指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
辛普森指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
ＡＣＥ指数
ＡＣＥ

覆盖率

Ｃｏｖｅｒａｇｅ／％
物种丰富度指数

Ｃｈａｏ１
ＣＮＢＴ ９ １．１７ ０．３８５６ ６．７９ ８８．９ ５．５
ＥＮＢＴ ５ １．９１ ０．１５３４ １３．３５ ８５．７ １５
ＭＣＴ ８ １．８３ ０．１５２２ １０．４８ ８７．５ ９
ＭＴ １４ ２．２２ ０．１４２５ １３４．５４ ６３．０ ２９

２　结果

２．１　肠道微生物１６ＳｒＲＮＡ基因文库的构建和
ＰＣＲＲＦＬＰ分析

针对４个采样点采集获得的钩虾样本，首先
进行形态学鉴定，同时辅以 ｍｔＤＮＡ１６ＳｒＲＮＡ和
ＣＯⅠ基因进行物种鉴定。４个采样点一共获得３
个钩虾物种：马里亚纳海沟的 Ｈｉｒｏｎｄｅｌｌｅａｇｉｇａｓ、
玛索海沟的 Ｓｃｏｐｅｌｏｃｈｅｉｒｕｓｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇｉ以及新不
列颠海沟东部和中部的Ａｌｉｃｅｌｌａｇｉｇａｎｔｅａｎ。

针对每个采样点，分别取３０尾钩虾个体进
行基因组ＤＮＡ的提取。以４个采样点钩虾的基
因组ＤＮＡ为模板，利用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因通用
引物进行 ＰＣＲ扩增，得到大小约为 １０００ｂｐ的

ＰＣＲ扩增片段。将纯化后的 ＰＣＲ产物进行 ＴＡ
克隆，并利用 Ｍ１３引物鉴定阳性克隆，每个采样
点得到 ６３个阳性克隆。利用限制性内切酶
ＭｓｐⅠ将上述阳性克隆Ｍ１３片段进行酶切，每个
实验样品保持相同的酶切反应次数及酶切反应

条件，结果见图 ２～５。马里亚纳海沟 的
Ｈｉｒｏｎｄｅｌｌｅａｇｉｇａｓ钩虾肠道微生物有２０个酶切图
谱（图 ２）；玛索海沟采样点的 Ｓｃｏｐｅｌｏｃｈｅｉｒｕｓ
ｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇｉ钩虾肠道微生物含有１２种酶切图谱
（图３）；新不列颠海沟东部、新不列颠海沟中部
Ａｌｉｃｅｌｌａｇｉｇａｎｔｅａｎ钩虾肠道微生物分别含有９种、
１１种酶切图谱（图４和５）。每种谱型初步定为
一种微生物类型。
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Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；阿拉伯数字代表不同的酶切图谱型

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；ＴｈｅＡｒａｂｉｃｎｕｍｂｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ

图２　马里亚纳海沟优势ＲＦＬＰ型的ＭｓｐⅠ酶切图谱
Ｆｉｇ．２　ＭｓｐⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔＲＦＬＰｐａｔｔｅｒｎｓｉｎＭａｒｉａｎａＴｒｅｎｃｈ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；阿拉伯数字代表不同的酶切图谱型

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；ＴｈｅＡｒａｂｉｃｎｕｍｂｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ

图３　玛索海沟优势ＲＦＬＰ型的ＭｓｐⅠ 酶切图谱
Ｆｉｇ．３　ＭｓｐⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔＲＦＬＰｐａｔｔｅｒｎｓｉｎＭａｒｃｅａｕＴｒｅｎｃｈ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；阿拉伯数字代表不同的酶切图谱型

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；ＴｈｅＡｒａｂｉｃｎｕｍｂｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ

图４　新不列颠海沟东部优势ＲＦＬＰ型的ＭｓｐⅠ 酶切图谱
Ｆｉｇ．４　ＭｓｐⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔＲＦＬＰｐａｔｔｅｒｎｓｉｎＥａｓｔｏｆｔｈｅＮｅｗＢｒｉｔｉｓｈＴｒｅｎｃｈ
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Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；阿拉伯数字代表不同的酶切图谱型

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；ＴｈｅＡｒａｂｉｃｎｕｍｂｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ

图５　新不列颠海沟中部优势ＲＦＬＰ型的ＭｓｐⅠ酶切图谱
Ｆｉｇ．５　ＭｓｐⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔＲＦＬＰｐａｔｔｅｒｎｓｉｎＣｅｎｔｒａｌｏｆｔｈｅＮｅｗＢｒｉｔｉｓｈＴｒｅｎｃｈ

２．２　肠道微生物α多样性分析
将所有样本序列按照序列间的距离进行聚

类，根据序列之间的相似性将序列分成不同的操

作分类单元（ＯＴＵ）。Ｃｏｖｅｒａｇｅ是各样品文库的覆
盖率，其数值越高则样本中序列没有被测出的概

率越低。通过 Ｍｏｔｈｕｒ软件分析，以 ９５％相似性
水平为标准划分ＯＵＴ（图６），总共得到３６个有效
ＯＵＴ。ＣＮＢＴ、ＥＮＢＴ、ＭＣＴ、ＭＴ地区的钩虾肠道微
生物分别测得９个、５个、８个和１４个ＯＵＴ。４个
采样点共有的 ＯＴＵ个数为１个，ＭＴ、ＭＣＴ、ＣＮＢＴ
和ＥＮＢＴ特有的ＯＴＵ分别为１１个、５个、３个和０
个。ＯＴＵ在 ＣＮＢＴ、ＥＮＢＴ、ＭＣＴ和 ＭＴ采样点的
覆盖率分别为８８．９％、８５．７％、８７．５％和６３．０％
（表１），表明挑选的单克隆子数量已能够反映样
品文库中优势细菌类群的数量关系。

图６　四个采样点钩虾ＯＴＵ样本分布韦恩图
Ｆｉｇ．６　Ａｍｐｈｉｐｏｄｓａｍｐｌｅｓ
ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔ

　　通过样品的 α多样性分析可以反映微生物
群落的丰度和多样性。Ｓｈａｎｎｏｎ和 Ｓｉｍｐｓｏｎ均是

用来估算样品中微生物多样性的指数之一：

Ｓｈａｎｎｏｎ指数越大，说明群落多样性越高；Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数越大，说明群落多样性越低。通过ＡＣＥ指数
和Ｃｈａｏ１指数可以估计样品的群落丰度，其数值
越大，说明群落结构多样性越大。由表１可知，４
个采样点样品的群落多样性和丰度上存在着很

大的差异（表１）。马里亚纳海沟采样点的钩虾肠
道微生物群落多样性和丰度水平均最高，其他３
个采样点的多样性和丰度水平相对较低（表１）。

Ａｌｐｈａ指数稀疏曲线可以用来比较测序数据
量在不同样本中的物种丰富度，反映样本测序数

量是否合理。曲线趋向平坦，说明测序数据量合

理，更多的数据量只会产生少量新的 ＯＴＵ，反之
则说明继续测序还可能产生较多新的 ＯＴＵ。由
图６可以看出，曲线趋于平坦，说明测序量合理。
２．３　肠道微生物种类分析

选取代表不同酶切类型的克隆子进行测序，

并在ＮＣＢＩ上进行序列比对。分析不同采样点不
同微生物所占比例（图７）。结果表明：马里亚纳
海沟 Ｈｉｒｏｎｄｅｌｌｅａｇｉｇａｓ钩虾肠道微生物中含量最
丰富的细菌是嗜冷单胞菌属（Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）
（３７．０５％），其 次 为 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ
（１０．５２％），见图 ７ａ。在玛索海沟 Ｓｃｏｐｅｌｏｃｈｅｉｒｕｓ
ｓｃｈｅｌｌｅｎｂｅｒｇｉ钩虾肠道中，ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ这一微生物含量最为丰富，高达
６２．５０％，其次为 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｄｅｅｐｓｅａｂａｃｔｅｒｉｕｍ，
含量占到了２５．００％（图７ｂ）。采样于新不列颠
海沟中部 Ａｌｉｃｅｌｌａｇｉｇａｎｔｅａｎ钩虾肠道微生物中
Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．含量最高（３９．２９％），其次为
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓｂａｃｔｅｒｉｕｍ（３２．１４％），见图７ｃ。
采样于新不列颠海沟东部海域的Ａｌｉｃｅｌｌａｇｉｇａｎｔｅａｎ
钩虾，其肠道微生物中 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓ
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ｂａｃｔｅｒｉｕｍ含量最高（５０．００％），其次为Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ（４４．４４％），见图７ｄ。
　　相比于其他３个采样点，马里亚纳海沟中钩
虾肠道微生物的种类最丰富（图７ａ）。马里亚纳
海沟采样点肠道微生物中嗜冷单胞菌属为优势

菌群。嗜冷单胞菌是对原料乳危害最大的嗜冷

菌之一，在低温条件下容易成为优势菌群［２６］，表

明在深渊低温条件下，嗜冷单胞菌属在深渊冷适

应中起重要作用。

图７　不同采样点微生物所占比例
Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓ

３　讨论

深渊海沟特殊的环境条件导致深渊海沟生

物的独特性。深渊微生物具有较强的环境适应

性。本研究通过１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ方法鉴定了来
自４个海沟采样点３种深渊钩虾的微生物组成、
多样性信息以及肠道微生物群落结构特征。

国内外学者先后对水生动物肠道细菌进行

了可培养技术的分离和鉴定。宛立等［２７］从养殖

场的南美白对虾肠道中分离出 １０６株革兰阴性
菌、５株革兰阳性菌。这些分离菌株分别属于发
光杆菌属（Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等１３个属（科）。李可
等［２８］利用 ＲＦＬＰ方法对实验室养殖条件下的南
美白对虾肠道细菌进行分析，发现２种不同的细
菌类群：变形细菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁细菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），分别为希瓦氏菌属（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）、
泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）、Ａｒａｎｉｃｏｌａ属、假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和弧菌属（Ｖｉｂｒｉｏ）。王祥红等［２９］

从野生中国对虾肠道中分离出弧菌属、发光杆菌

属等８个菌属。以上研究中发现的菌属存在于
浅海水生动物的肠道中。本研究并没有发现这

些菌属的存在。由此推测，深渊海沟钩虾肠道微

生物和浅海虾的肠道微生物种类差异甚大。推

测这可能与深渊钩虾生长在高压、低温、缺氧的

极端环境下缺乏营养物质有关。

虾肠道微生物的组成不仅受宿主的影响，还

与其生存的环境有关［３０］。研究［３１３２］表明：海洋生

物在幼体胃肠道尚未发育完全的阶段就开始从

生活的水体中摄取食物；水体中的微生物随着水

流进入体内，进而形成复杂的微生物群落。可以

推测，深渊钩虾肠道中的微生物与其生活环境水

体中的微生物密切相关。马里亚纳海沟为两个

板块辐辏俯冲带，是太平洋板块俯冲到菲律宾板

块之下形成的［３３］。本研究对４个不同采样点钩
虾肠道微生物的分析发现，马里亚纳海沟和玛索

海沟、新不列颠海沟东部、新不列颠海沟中部分

别有２、２、２个相同的 ＯＵＴ（图５），这说明马里亚
纳海沟和其他３个海沟的钩虾肠道微生物细菌
群落结构相似度较低，微生物种群结构存在着较

大差异。这可能与马里亚纳海沟独特的形成方

式、其深度较深（１０８４０ｍ）以及钩虾生长环境差
异较大有关。新不列颠海沟东部和中部钩虾

Ａｌｉｃｅｌｌａｇｉｇａｎｔｅａｎ肠道微生物具有较高的相似性，
微生物种群结构相似，原因可能是同属于新不列
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颠海沟，钩虾生长的环境差异不大，且是同一个

物种，因此其肠道微生物类群相似。

嗜冷单胞菌 Ｐｓｙｃｈｒｏｍｏｎａｓｓｐ．是马里亚纳海
沟地区钩虾肠道微生物中含量最丰富的细菌，不

可培养细菌 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ也占有很大的
比重（图７）。这说明在马里亚纳海沟中嗜冷菌和
不可培养的细菌为优势菌种。值得一提的是，

ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓｂａｃｔｅｒｉｕｍ这一柔膜细菌在
玛索海沟占了６２．５０％，在新不列颠海沟东部含
量为 ５０．００％，在新不列颠海沟中部含量为
３２．１４％，在马里亚纳海沟仅占３．７％（图７）。这
提示该微生物类群不易在马里亚纳海沟生存。

马里亚纳海沟是４个采样点中最深的地区，可以
简单地推测深度可能是影响ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ 这 一 柔 膜 细 菌 生 长 的 原 因。而
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｄｅｅｐｓｅａｂａｃｔｅｒｉｕｍ这一类群仅在玛索
海沟钩虾肠道中发现（图７），推测可能与钩虾宿
主本身有关。

嗜冷微生物被认为能够生活在永久寒冷的

环境中，例如极地、深海和海洋中的冷洋流区域。

本研究也发现了大量嗜冷微生物。研究［３４］表明，

弧菌属和假单胞菌属是甲壳类动物肠道中最常

见的菌属，而本研究未发现这两种常见菌属。不

过，其他因素会影响到水产动物肠道微生物的组

成，如：采样地点、季节、动物发育阶段［３５３７］。目

前的技术虽不能实现将这些深渊钩虾肠道内的

菌种分离，但是，本研究结果初步揭示了深渊海

沟中端足目钩虾的肠道微生物组成，为后续进一

步研究深海微生物提供了一定的理论基础和依

据。
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