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摘　要：已有研究表明，深海中嗜高压革兰氏阴性细菌在磷脂脂肪酸生物合成过程中稳定碳同位素分馏与细
菌生长压力之间呈现出线性相关性，而表层革兰氏阳性细菌脂肪酸同位素特征与压力的关系尚不清楚。因

此，本研究通过不同压力培养、脂肪酸提取以及二维单体同位素分析等工作，研究了在０．１，１０，２０，３０，４０，５０
ＭＰａ压力下，革兰氏阳性细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ磷脂脂肪酸碳、氢同位素特征。结果表明：（１）高压下（≥１０
ＭＰａ）支链与单不饱和脂肪酸氢同位素分馏随生长压力上升负偏趋势减弱，并与压力之间存在明显线性相关
性。（２）高压下（≥１０ＭＰａ），支链与饱和脂肪酸的碳同位素分馏随压力上升而负偏趋势减弱，也与生长压力
存在明显线性关系，并且，单不饱和脂肪酸δ１３Ｃ保持稳定。由于压力促进了氢从ＮＡＤＰＨ向脂肪酸转化的效
率，使反应更加完全，分馏效应减弱。因为碳、氢同位素分馏受压力控制，故而在研究深海有机物来源、转运、

循环，尤其是深渊生物地球化学时，应充分评估：（１）稳定同位素分馏对生长压力的依赖；（２）嗜高压微生物对
海底沉积物中有机物同位素组成的改造。
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　　稳定碳、氢同位素分析作为海洋地球化学领
域一种重要的研究工具，已在重建古环境［１］和古

气候［２］，研究有机碳循环［３］，分辨不同生物代谢

与合成过程（例如，细菌参与的硫酸盐还原和甲

烷氧化过程，磷脂合成的ＭＶＡ和ＭＥＰ途径，微生
物源ＣＨ４的乙酸脱羧和ＣＯ２还原合成途径）

［４５］，

检测环境污染［６］以及追踪生物摄食习性［７８］和生

长代谢过程［９］等方面取得重要成果。而二维单

体同位素分析（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｉｓｏｔｏｐｅａｎａｌｙｓｉｓ，２ＤＣＳＩＡ）在分辨微生物不同生
长代谢过程［１０］，指示特定的生物降解途径［１１］方

面有极大潜力。近年来，随着对深海尤其是深渊

的开发和研究［１２］，嗜高压微生物逐渐成为一个研

究热点。深海沉积物中的微生物承受着数百倍

大气压强的静水压力（＞１０ＭＰａ）［１２］，为了适应
此类极端环境，嗜高压微生物合成了独特的脂类

和调控基因［１３］，并且，其磷脂脂肪酸的稳定碳、氢

同位素分馏在高压下也出现相应改变［１４１５］。

研究发现，不同的生物合成途径和代谢过程

会对微生物磷脂脂肪酸的碳、氢同位素产生不同

改造［１６１８］。实验表明，在高静水压力下，革兰氏

阴性细菌通过不同途径合成的脂肪酸［１５］，氢同位

素组成存在巨大差异，并且当压力升高时，碳稳

定同位素出现规律性负偏［１４］。该结果说明，传统

同位素分馏思路已经不适合解决深海及深渊生

物地球化学循环问题，如物源示踪［１９］、古环境重

建［２０］。海底沉积物中的二十碳五烯酸（ＥＰＡ）和
二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）主要来源于海洋微生物
的代谢和生物合成，很少由表层浮游植物沉降获

得［１４］。有机物在迁移过程中，其同位素比值会随

微生物的生物再合成和在生命代谢过程中的利

用而改变［２１２２］，使深海及深渊同位素示踪更加困
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难。

目前，对深海沉积物中微生物的磷脂脂肪酸

和同位素变化特征的研究已取得一定进

展［１４１５，２３］，然而，表层细菌在高压下是否具有相

似同位素和脂肪酸变化特征尚未得到证实，并

且，前人研究大多集中在革兰氏阴性细菌［２４２５］。

研究表明，革兰氏阳性细菌在某些海洋活动中发

挥着重要作用［２６２７］。因此，为了研究革兰氏阳性

细菌在不同生长压力下，磷脂脂肪酸的变化特征

和稳定碳、氢同位素分馏，本文选择一株来自表

层的革兰氏阳性细菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，通过测定其
磷脂脂肪酸 δＤ和 δ１３Ｃ，并对比前人在深海革兰
氏阴性细菌方面的研究成果，揭示微生物脂类的

碳、氢稳定同位素分馏与生长压力的关系，从而

为探索深海及深渊有机物循环提供一种新的研

究思路和手段。

１　材料与方法

１．１　不同压力梯度下细菌培养
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ是一株广泛分布于地表浅层

各种环境中的革兰氏阳性细菌。其生理生态特

征和基因序列等已有深入研究［２８］。预实验数据

表明，该菌株可以在小于４０ＭＰａ压力下生长，并
与另一株已有深入研究的革兰氏阳性耐高压细

菌Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａｓｐ．ＤＳＫ２５为近源属［２９］，因而本文

以Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ作研究对象，更具对比意义。
菌株的培养实验如下：首先将冷藏在４℃纯

菌液中的细菌接种在液体培养基中，置于３５℃，
０．１ＭＰａ条件下培养２４小时以上进行活化和稀
释。培养基成分为：ＤｉｆｃｏＴＭ ＭａｒｉｎｅＢｒｏｔｈ２２１６
（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎａｎｄＣｏｍｐａｎｙ）、去离子水。将
活化后的菌液涂平板，２４小时后挑选平板中的单
菌落，一份接种于固体培养基中（培养基成分：

ＤｉｆｃｏＴＭＭａｒｉｎｅＢｒｏｔｈ２２１６、去离子水、琼脂），待长
出菌落后进行测序；另一份接种至液体培养基

中，在波长６００ｎｍ的荧光下测量菌液 ＯＤ值。待
生长至稳定期，以１％的接种量接种于单一碳源
培养基中（培养基成分：包含５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
和０．０４％酵母提取物的海水６０ｍＬ（ＳｉｇｍａＣｈｅｍ．
Ｃｏ），２０ｍＬＦｌｏｒｉｎｅｒｔＴＭ ＦＣ４０（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ．
Ｃｏ．）。ＦＣ４０在使用前置入４℃环境下连续通入
高纯氧１２小时以上，并在加入高压培养袋前全
部通过０．２２μｍ的无菌滤膜过滤。接种后的单

一碳源培养液置于高压培养袋中用封口机密封，

放入便携式高压培养釜（南通飞宇公司）中，分别

加压至０．１，１０，２０，３０，４０，５０ＭＰａ，放入３０℃恒
温箱中进行培养。根据细菌在预实验中波长６００
ｎｍ荧光下的 ＯＤ值，在稳定期取出培养袋，将培
养液进行１００００ｇ离心，收集细胞，准备磷脂提
取和同位素分析。

１．２　脂类分离和提取
将细胞干物质溶解在二氯甲烷、甲醇、磷酸

缓冲液（用磷酸二氢钾配制，浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ为７．４）比例为 ２∶１∶０．８的混合试剂中［３０］。

静置一夜后向混合试剂中加入二氯甲烷和去离

子水，至甲醇、二氯甲烷、水的比例为１∶１∶０．９，用
氮气将溶剂吹干即可得到总脂类。将提取出的

总脂类用７∶３的正己烷：二氯甲烷混合试剂溶解
后转移至含有 １００ｍｇ硅胶的层析柱（Ｓｕｐｌｅｃｏ，
Ｉｎｃ．，Ｂｅｌｌｅｆｏｎｔｅ，ＰＡ）上，分别用正己烷、二氯甲
烷、乙酸、甲醇依次分离出总脂类中的碳氢化合

物、中性脂、醣脂、磷脂组分。将磷脂衍生化后进

行气 相 色 谱质 谱 （ＧａｓＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙＭａｓｓ
Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＧＣＭＳ）分析和碳、氢稳定同位素分
析。

１．３　脂肪酸甲酯ＧＣＭＳ分析
磷脂脂肪酸经过特定的甲基化程序后上机

测试。本文采用Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ｂ气相色谱仪，配合
Ａｇｉｌｅｎｔ５９７７Ａ质谱检测器分析脂肪酸甲酯。色
谱柱为３０ｍ ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍｉ．ｄ．ＨＰ５ｍｓ
石英毛细管柱（Ｊ＆Ｗ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｆｏｌｓｏｍ，ＣＡ，
ＵＳＡ）。升温程序为：５０～１５０℃以１０℃／ｍｉｎ的
速率升温，接着以５℃／ｍｉｎ升温至３１０℃并保持
１５分钟。先通过保留时间，并对比标准谱库，对
单个化合物定性，再利用内标法定量，内标物为

硬脂酸甲酯（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ．Ｉｎｃ．）。脂肪酸按照
总碳个数与双键个数比值来表示。甲基支链脂

肪酸用ｉ（异）或者ａ（反异）表示。
１．４　脂肪酸甲酯的碳、氢同位素分析

脂肪酸甲酯氢同位素在生物地质与环境地

质国家重点实验室（武汉）测定。测试仪器为与

ＤｅｌｔａｐｌｕｓＸＰ质谱仪连用的 ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ微量
气相色谱仪。化合物裂解温度为１４４０℃。每测
试四次，用碳原子数在１６至３０的烃类化合物的
混合溶剂对仪器作校准。根据同位素质量守恒

法则，用甲酯化中引入的甲基对脂肪酸氢同位素

９３９



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２７卷

作校正。每个化合物的氢同位素测量三次以上，

相对误差控制在５‰以内［１０］。海水和甲醇的氢

同位素分别在国家海洋局第三海洋研究所（厦

门）和中科院地球环境研究所（西安）测定。采用

ＦｉｎｎｉｇａｎＤｅｌｔａＰｌｕｓＸＬ同位素比值质谱仪与
ＦｉｎｎｉｇａｎＴｈｅｒｍａｌＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎ／Ｅｌｅｍｅｎｔａｌ分析仪连
用测定海水氢同位素。利用 ＭａｔＤｅｌｔａＰｌｕｓ同位
素比值质谱仪与６８９０气相色谱仪连用测定甲醇
氢同位素。同时选择两份同批次的试剂作重复

测量。测定的氢同位素数值用 δＤ表示，代表样
品中氘和氢稳定同位素比值与维也纳标准平均

海 水 （Ｖｉｅｎｎａ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｍｅａｎ Ｏｃｅａｎ Ｗａｔｅｒ，
ＶＳＭＯＷ）中氘、氢比值的对比。碳同位素比值以
δ１３Ｃ表示，代表相对于碳酸盐标准物质（ＰｅｅＤｅｅ
Ｂｅｌｅｍｎｉｔｅ，ＰＤＢ）的δ值，δ用以下公式表示［３１］：

δｓａｍｐｌｅ＝
Ｒｓａｍｐｌｅ
ＲＳＴＤ( )－１ ×１０００‰

式中：Ｒｓａｍｐｌｅ表示样品中重同位素与轻同位素的比
值，ＲＳＴＤ为标准物质的对应同位素比值。碳同位
素在地质过程与矿产资源国家重点实验室（武

汉）测定。测试仪器为气相色谱同位素比值质谱
仪。色谱柱为 ＤＢ５ｍｓ毛细管柱（３０ｍ×０．２５
ｍｍ×０．２５μｍ），程序升温：初始炉温５０℃，保持
１分钟后以１０℃／ｍｉｎ升温至１２０℃，保持５分
钟，再以５℃／ｍｉｎ升温至３１０℃，保持２０分钟。
载气为氦气，流速 １．２ｍＬ／ｍｉｎ。以角鲨烷为内
标，样品平行测定两次，标准方差在 ０．５‰以
内［１０，１４１５］。葡萄糖的碳同位素在上海海洋大学

摄食生态实验室测定，测试仪器为稳定同位素质

谱 仪 （ＩＳＯＰＲＩＭＥ １００， Ｉｓｏｐｒｉｍｅ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，
Ｃｈｅａｄｌｅ，ＵＫ）。

２　结果

２．１　Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ脂肪酸组成
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ合成３种脂肪酸：饱和脂肪酸

（ｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＳＦＡ），单不饱和脂肪酸
（ｍｏｎｏｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＭＵＦＡ），支链脂肪酸

（ｂｒａｎｃｈｅｄｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＢｒＦＡ）。脂肪酸在不
同生长压力下百分含量见表１。其中，ＢｒＦＡ含量
随压力升高而降低，ＭＵＦＡ与 ＢｒＦＡ相反，这两种
脂肪酸与压力之间都呈现出一定线性关系（图

１），Ｒ２值分别为 ０．８７３（ＢｒＦＡ）（ｔ＝４．５４１，
０．０１＜Ｐ＜０．０２）、０．７３４（ＭＵＦＡ）（ｔ＝２．８７７，
０．０５＜Ｐ＜０．１），而 ＳＦＡ在压力从０．１上升至１０
ＭＰａ时含量明显降低，随之出现上升趋势并在２０
ＭＰａ后保持稳定。在所有生长压力下，ＢｒＦＡ含量
均超过６７％，是ＭＵＦＡ和 ＳＦＡ含量总和的两倍。
在高压下（＞１０ＭＰａ），ＭＵＦＡ含量远高于 ＳＦＡ
（表１，图１）。令ＡＩ＝（Ｃａ－Ｃｉ）／Ｃｉ（其中Ｃａ代表
特定的反异支链脂肪酸含量，Ｃｉ代表对应的异支
链脂肪酸含量），可观察到ａ１５与ｉ１５、ａ１７与ｉ１７、
ａ１９与 ｉ１９的 ＡＩ指数随压力增加而升高（图１）。
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ在５０ＭＰａ下不生长，因此本文相
关数据均在４０ＭＰａ之下获得。
２．２　Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ氢同位素组成

菌株中３种脂肪酸相对 ＶＳＭＯＷ的 δＤ值均
出现较大负偏。其中ＢｒＦＡ在０．１～４０ＭＰａ下负
偏最明显（图２），ＢｒＦＡ相对于海水的氢同位素分
馏εｆａ／ｓｗ εａ／ｂ＝ （１０００＋δａ）／（１０００＋δｂ）[ ]{ －１×
１０００；ｆａ，ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ；ｓｗ， }ｓｅａｗａｔｅｒ的平均值为
－１８４．６‰，ＭＵＦＡ的 εｆａ／ｓｗ平均值为 －１４５．９‰。
ＢｒＦＡ中ａ１５在１０ＭＰａ下，εｆａ／ｓｗ达到 －２４４．９‰，
是所有生长压力中观测到的最大氢同位素分馏

（表２）。ａ１５、ｉ１７、ａ１７的 εｆａ／ｓｗ值与压力之间存在
较强的线性关系（图 ２），Ｒ２分别为 ０．７６１（ｔ＝
２．５２４，０．１＜Ｐ＜０．２）、０．９０８（ｔ＝４．４４２，
０．０２＜Ｐ＜０．０５）和０．８１１（ｔ＝２．９３０，０．０５＜Ｐ＜
０．１），随着压力的升高，氢同位素负偏趋势减弱
（图２）。单不饱和脂肪酸１６∶１与压力线性拟合
的Ｒ２值为０．８７１（ｔ＝３．６７５，０．０５＜Ｐ＜０．１）。
在所有生长压力下，反异支链脂肪酸氢同位素明

显轻于异支链和单不饱和脂肪酸（表２，图２）。
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表１　不同生长压力下Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ脂肪酸含量（以每个压力梯度下的含量百分比表示）
Ｔａｂ．１　Ａｂｕｎｄａｎｃｅ（ｉｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｃｏｎｖｅｒｔｅｄｆｒｏｍｂｕｌｋｄｅｎｓｉｔｙｕｎｄｅｒｅａｃｈｇｒｏｗｔｈｐｒｅｓｓｕｒｅ）

ｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｇｒｏｗｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｓ
化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
生长压力／ＭＰａＧｒｏｗｔｈＰｒｅｓｓｕｒｅ

０．１ １０ ２０ ３０ ４０
１２甲基十三烷酸ｉ１４ａ ０．０１４ ０．００９１ ０．００９１ ０．００６９ ０．００５８
十四烷酸１４∶０ｂ ０．００５２ ０．００５６ ０．００５６ ０．００５４ ０．００７０
１３甲基十四烷酸ｉ１５ ０．０９７ ０．１１ ０．１１ ０．０７０ ０．０６５
１２甲基十四烷酸ａ１５ｃ ０．１６ ０．２１ ０．２１ ０．２１ ０．２１
十五烷酸１５∶０ ０．０００７０ － ０．００３８ ０．００３８ ０．００５０
１４甲基十五烷酸ｉ１６ ０．０６１ ０．０６５ ０．０４４ ０．０４５ ０．０３６
十六烷酸１６∶０ ０．０６５ － － － －
１５甲基十六烷酸ｉ１７ ０．１０ ０．１４ ０．１３ ０．１１ ０．１１
１４甲基十六烷酸ａ１７ ０．１１ ０．１６ ０．１７ ０．１８ ０．１８
十七烷酸１７∶０ ０．００１９ ０．００２２ ０．００１９ ０．００２５ ０．００１８
１６甲基十七烷酸ｉ１８ ０．０２１ ０．０１０ ０．００９７ ０．０１２ ０．００９６
１７甲基十八烷酸ｉ１９ ０．０４７ ０．０１１ ０．０１２ ０．０１６ ０．０１５
１６甲基十八烷酸ａ１９ ０．０７３ ０．０２１ ０．０２４ ０．０３８ ０．０３９
十九烷酸１９∶０ ０．００２１ － － － －
１８甲基十九烷酸ｉ２０ ０．０１５ － － － －
二十烷酸２０∶０ ０．０７２ － － － －
１９甲基二十烷酸ｉ２１ ０．０１５ － － ０．００２８ ０．００３１
１８甲基二十烷酸ａ２１ ０．０３２ － － ０．００４５ ０．００５６
二十二烷酸２２∶０ ０．００５６ ０．００６３ － ０．００２０ ０．００３５
二十二烯酸２２∶１ｄ ０．０５０ ０．０５１ ０．０５２ ０．０３２ ０．０２０
甲基十五烯酸１６ｂｒ∶１ｅ － ０．００３５ ０．００２５ ０．００４１ ０．００４０
十六烯酸１６∶１ － ０．１２ ０．１２ ０．０９９ ０．１１
十七烯酸１７∶１ － － ０．０１９ － －
十九烯酸１９∶１ － － ０．００２８ － －
二十烯酸２０∶１ － － ０．０１４ ０．０２１ ０．０２７
甲基十六烯酸１７ｂｒ∶１ － － － ０．０５３ ０．０６６
十八烯酸１８∶１ － － － － ０．００５５

注：ａ碳原子总数为１４，有一个甲基支链的饱和脂肪酸，ｉ表示甲基支链位于羧基最远端第二个碳原子上；ｂ碳原子总数为１４，无支链的

饱和脂肪酸；ｃ碳原子总数为１５，有一个甲基支链的饱和脂肪酸，ａ表示甲基支链位于羧基最远端第三个碳原子上；ｄ碳原子总数为２２，

具有一个不饱和双键的直链脂肪酸；ｅ碳原子总数为１６，具有一个甲基支链和一个不饱和双键的脂肪酸。－．未检出

Ｎｏｔｅｓ：ａＳａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｔｈａｔｃｏｍｐｒｉｓｅｓｔｏｔａｌｌｙ１４ｃａｒｂｏｎａｔｏｍｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｏｎｅｍｅｔｈｙｌｇｒｏｕｐ，ｉｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｓｅｃｏｎｄｃａｒｂｏｎｐｏｓｉｔｉｏｎｆｒｏｍｔｈｅ

ｏｐｐｏｓｉｔｅｅｎｄｔｏｔｈｅｃａｒｂｏｘｙｌｇｒｏｕｐ；ｂＳａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｔｈａｔｃｏｍｐｒｉｓｅｓｔｏｔａｌｌｙ１４ｃａｒｂｏｎａｔｏｍｓｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｂｒａｎｃｈｅｄｇｒｏｕｐ；ｃＳａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ

ｔｈａｔｃｏｍｐｒｉｓｅｓｔｏｔａｌｌｙ１５ｃａｒｂｏｎａｔｏｍｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｏｎｅｍｅｔｈｙｌｇｒｏｕｐａｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｔｈｉｒｄｃａｒｂｏｎｐｏｓｉｔｉｏｎｆｒｏｍｔｈｅｏｐｐｏｓｉｔｅｅｎｄｔｏｔｈｅｃａｒｂｏｘｙｌｇｒｏｕｐ；
ｄＳｔｒａｉｇｈｔｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｔｈａｔｃｏｍｐｒｉｓｅｓｔｏｔａｌｌｙ２２ｃａｒｂｏｎａｔｏｍｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｏｎｅｄｏｕｂｌｅｂｏｎｄ；ｅＦａｔｔｙａｃｉｄｔｈａｔｃｏｍｐｒｉｓｅｓｔｏｔａｌｌｙ１６ｃａｒｂｏｎａｔｏｍｓ

ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｏｎｅｍｅｔｈｙｌｇｒｏｕｐａｎｄｏｎｅｄｏｕｂｌｅｂｏｎｄ．－．Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ
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图１　ＡＩ指数（ａ）和脂肪酸含量（ｂ）随生长压力变化的趋势
Ｆｉｇ．１　ＴｅｎｄｅｎｃｙｏｆＡＩｉｎｄｅｘ（ａ）ａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｖａｒｉａｔｉｏｎｓ（ｂ）ｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｃｈａｎｇｉｎｇｗｉｔｈｇｒｏｗｔｈｐｒｅｓｓｕｒｅｓ

表２　不同生长压力下Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ脂肪酸氢同位素组成
Ｔａｂ．２　ＨｙｄｒｏｇｅｎｉｓｏｔｏｐｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｇｒｏｗｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｓ ‰

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
生长压力／ＭＰａＧｒｏｗｔｈＰｒｅｓｓｕｒｅ

０．１ １０ ２０ ３０ ４０
１３甲基十四烷酸ｉ１５ － －１５８．４ － －１２９．７ －
１２甲基十四烷酸ａ１５ －２０６．４ －２２４．０ －２０６．９ －１９６．４ －２００．０
１４甲基十五烷酸ｉ１６ － －１２７．８ － －８８．６ －
十六烯酸１６∶１ － －１５０．３ －１３１．９ －１３０．３ －１２２．４
甲基十六烯酸１７ｂｒ － － － －１７９．１ －
１５甲基十六烷酸ｉ１７ － －１４５．８ －１２５．１ －１１３．９ －１１０．０
１４甲基十六烷酸ａ１７ －１９４．１ －１９９．０ －１８６．４ －１６８．３ －１７２．５
１６甲基十八烷酸ａ１９ － － － －１４７．９ －

注：－．未检出
Ｎｏｔｅｓ：－．ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

图２　不同生长压力（海水深度）下Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
脂肪酸碳（ｂ）、氢（ａ）同位素分馏特征

Ｆｉｇ．２　Ｃａｒｂｏｎ（ｂ）ａｎｄｈｙｄｒｏｇｅｎ（ａ）ｉｓｏｔｏｐｉｃ
ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
ｇｒｏｗｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｓ（ｏｃｅａｎｄｅｐｔｈ）

２．３　Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ碳同位素组成
碳同位素在所有生长压力下相对于碳酸盐

标准均出现负偏，３种脂肪酸在１０ＭＰａ时的碳同
位素最轻，为 －３０．１‰，而在４０ＭＰａ时最重，达
到－２４．０‰。当生长压力从 １０增加至 ４０ＭＰａ

时，ＳＦＡ与 ＢｒＦＡ的碳同位素负偏趋势减弱（图
２），并且，ＳＦＡ、ＢｒＦＡ相对于底物葡萄糖的碳同位
素分馏εｆａ／ｇ（ｇ，ｇｌｕｃｏｓｅ）与压力之间为正相关关
系，Ｒ２值分别为 ０．９６３（ｔ＝７．２１５，０．０１＜Ｐ＜
０．０２）、０．８１５（ｔ＝２．９６８，０．０５＜Ｐ＜０．１）（图
２）。在生长压力大于２０ＭＰａ时，ＢｒＦＡ碳同位素
轻于ＭＵＦＡ和ＳＦＡ，并且随压力增加无明显变化
趋势（表３，图２）。

３　讨论与分析

３．１　压力对 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ磷脂脂肪酸合成的
影响

Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ在不同生长压力下都合成了
饱和、单不饱和与支链脂肪酸，但是并未出现高

压下在革兰氏阴性细菌中检测到的长链多不饱

和脂肪酸（ｌｏｎｇｃｈａｉｎｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，
ＰＵＦＡ），这与报道过的另一株分离自深海沉积物
中的革兰氏阳性细菌Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａｓｐ．ＤＳＫ２５相吻
合［３２］。细菌的细胞膜磷脂双分子层对其适应高
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压环境有重要作用。研究表明，革兰氏阴性细菌

通过合成更多的单不饱和与长链多不饱和脂肪

酸，增加细胞膜流动性，来适应高压环境［３３３４］；而

革兰氏阳性细菌可能通过增加中链多不饱和与

反异支链脂肪酸的含量来适应高压条件［３２］。本

文的脂肪酸分析结果表明，ＡＩ指数的上升，可能
受到压力影响，即，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ通过增加反异

支链脂肪酸的含量，减缓或降低异支链脂肪酸合

成来适应生长压力的提高。此外，单不饱和脂肪

酸在菌株的高压适应过程中也起了一定作用。

因此，革兰氏阳性细菌的适压机制可能与阴性细

菌不同，前者通过合成 ＰＵＦＡ，而后者则通过增加
ＭＵＦＡ和ＢｒＦＡ来应对生长压力的提高。

表３　Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ在不同生长压力下脂肪酸的碳同位素组成
Ｔａｂ．３　ＣａｒｂｏｎｉｓｏｔｏｐｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｇｒｏｗｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｓ ‰

化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
生长压力／ＭＰａＧｒｏｗｔｈＰｒｅｓｓｕｒｅ

０．１ １０ ２０ ３０ ４０
１２甲基十三烷酸ｉ１４ －２５．８ － －２２．９ －１９．７ －
十四烷酸１４∶０ －２６．１ － －２６．７ －２２．１ －
１３甲基十四烷酸ｉ１５ －２７．１ －２８．９ －２６．５ －２３．２ －２４．３
１２甲基十四烷酸ａ１５ －２５．６ －２８．５ －２５．９ －２３．４ －２３．５
１４甲基十五烷酸ｉ１６ －３１．２ －３０．３ －２５．１ －２０．９ －２０．１
十六烷酸１６∶０ －３０．０ －３０．３ －２６．５ －２５．４ －２３．８
１５甲基十六烷酸ｉ１７ －２８．４ －３２．９ －２８．５ －２３．０ －２５．７
１４甲基十六烷酸ａ１７ －２４．８ －２８．６ －２５．０ －２１．１ －２４．０
十七烷酸１７∶０ －２１．６ － － － －
１６甲基十七烷酸ｉ１８ －３２．９ － －２５．０ －２３．６ －
１７甲基十八烷酸ｉ１９ －２８．６ － －２７．７ －２４．１ －２３．４
１６甲基十八烷酸ａ１９ －２２．２ － －２５．８ －２３．０ －２３．２
１８甲基十九烷酸ｉ２０ －２８．８ － － － －
二十烷酸２０∶０ －２１．４ － －２４．５ －２０．８ －１８．４
１９甲基二十烷酸ｉ２１ －２７．５ － － － －
１８甲基二十烷酸ａ２１ －２２．８ － － － －
二十二烯酸２２∶１ －２１．５ － － － －
十七烯酸１７∶１ － － －１７．１ － －
十六烯酸１６∶１ － － －２８．５ －２９．２ －２７．１
１５甲基十六烯酸ｉ１７∶１ － － －３３．１ －２６．３ －２７．４
１４甲基十六烯酸ａ１７∶１ － － －２９．５ －２５．７ －２７．９

注：－表示未检出
Ｎｏｔｅｓ：－ｍｅａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

３．２　压力控制的碳、氢同位素分馏与深海及深
渊生物地球化学循环

本文首次研究了革兰氏阳性细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ在不同生长压力下细胞膜磷脂脂肪酸的
碳、氢同位素分馏特征，分析了两种不同微生物

同位素分馏的差异。这项工作对于研究深海有

机物循环、物源示踪、海洋有机质垂向分布特征

等具有重要意义。同时，本项研究也为探索深海

及深渊生物地球化学循环提供了良好的研究手

段和思路。本项研究结果表明，革兰氏阳性细菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ生物合成的单不饱和与支链脂肪
酸的氢同位素分馏与生长压力（海水深度）之间

存在较显著的线性相关性：随着压力提高，氢同

位素分馏逐渐减弱。这一结果与革兰氏阴性细

菌的氢同位素分馏不同。在高压下，阴性细菌中

的ＰＵＦＡ氢同位素相对常压下的非多不饱和脂肪
酸出现严重负偏［１５］。因此，在海洋中，随着海水

深度的增加，革兰氏阴性和阳性细菌可能会表现

出不同的氢同位素分馏特征。这种现象可能与

压力影响下的氘同位素效应有关。较高的静水

压力会抑制同位素效应［３５］，使生物合成过程中同

位素分馏作用减弱；同时，高压可能会加强酶的

催化效率［３５］。脂肪酸生物合成过程中的氢分别

来自于丙二酰辅酶 Ａ、乙酰辅酶 Ａ、ＮＡＤＰＨ和海
水［３６］。其中，ＮＡＤＰＨ具有较轻的 δＤ值，因此，
在脂肪酸合成过程中，压力可能使氢从 ＮＡＤＰＨ

３４９
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向脂肪酸的转移效率提高，反应更完全，故而氢

同位素分馏减弱。而革兰氏阴性细菌中ＰＵＦＡ氢
同位素在高压下负偏可能与长链多不饱和脂肪

酸合成途径有关［１５，３７］。

与氢同位素分馏类似，Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ碳同位
素分馏也随着压力增加而负偏趋势减弱，这与革

兰氏阴性细菌相反。研究表明，耐压型革兰氏阴

性细菌的碳同位素分馏受到同位素动力学

（εＰＤＨ）影响［３８］，压力会促进该效应，使分馏增

强［１４］，从而同位素负偏加强，因此地表革兰氏阳

性细菌碳同位素分馏可能由其他因素主导。本

文中，ＳＦＡ和ＢｒＦＡ碳同位素变化显著，而 ＭＵＦＡ
在高压下保持稳定，基本不随压力变化。这一特

征可能与 ＭＵＦＡ在生长压力升高时含量增多有
关。

海底沉积物中的原核生物中，革兰氏阴性细

菌丰度较高（在浅海沉积物中丰度达 ７０％ ～
９０％），数量较多［３９］，前人的研究也主要集中在革

兰氏阴性细菌。然而，革兰氏阳性细菌对海底微

生物群落的形成有重要贡献，其中，浅海沉积物

中芽孢杆菌纲丰度可达３４．４％［４０］。研究表明，

革兰氏阳性细菌在金属氧化和多环芳烃降解过

程中发挥了重要作用［２６２７］。并且最新研究显示，

在海床数千米之下的古老沉积物中，产孢子的革

兰氏阳性细菌占据优势种群［４１］，而该古老沉积物

所代表的深部生物圈，蕴藏着巨大的生物和能量

资源［４２］。因而，本文通过研究陆地表层革兰氏阳

性细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ在压力控制下的碳、氢同
位素分馏，填补了在革兰氏阳性细菌深海及深渊

生物地球化学方面的研究空白，也对探索深部生

物圈具有一定指示意义。

综上所述，革兰氏阳性细菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
的碳、氢同位素分馏与生长压力之间显示出较显

著的线性关系，碳、氢同位素分馏随压力升高负

偏趋势减弱，并与阴性细菌的分馏特征存在一定

差别。本文也进一步突显了微生物在海洋有机

物循环中的重要作用，并且从压力与同位素分馏

的角度切入，为研究深海及深渊同位素地球化学

提供了一定的思路和手段。
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