
海底深部生物圈菌株泛酸枝芽孢杆菌19R1-5的来源和代谢特征分析
胡新,王佳华,李江燕,方家松

Origin and metabolic characteristics of deep seabed biosphere strain Virgibacilus
pantothenticus 19R1-5
HU Xin,WANG Jiahua,LI Jiangyan,FANG Jiasong

在线阅读 View online: https://doi.org/10.12024/jsou.20210703503

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

马里亚纳海沟表层沉积物中微生物的群落组成和功能特征

Composition and metabolic potential of microbial communities in the surface sediments of the Mariana Trench

上海海洋大学学报. 2022, 31(5): 1235   https://doi.org/10.12024/jsou.20210603484

海洋下沉颗粒相关微生物群落的相互作用和演替

Interaction and successional dynamics of microbial communities associated with sinking particles in the Pelagic Ocean

上海海洋大学学报. 2022, (2): 594   https://doi.org/10.12024/jsou.20210503441

不同剪切力对生物絮团粒径及其水处理效果的影响

Effect of different shear forces on the particle size of biofloc and its water treatment effect

上海海洋大学学报. 2021, 30(4): 691   https://doi.org/10.12024/jsou.20200202918

添加芽孢杆菌对草鱼池塘中真核微生物的影响

Effect of Bacillus on eukaryotic microorganism in grass carp ponds

上海海洋大学学报. 2020, 29(2): 218   https://doi.org/10.12024/jsou.20190102525

上海港到港船舶压载水沉积物细菌群落多样性

Bacterial diversity of ship ballast water sediment in Shanghai Port

上海海洋大学学报. 2018, 27(3): 344   https://doi.org/10.12024/jsou.20171210007

http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20210703503
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20210603484
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20210503441
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200202918
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20190102525
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20171210007


文章编号：１６７４５５６６（２０２３）０１０２４４０７ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２１０７０３５０３

海底深部生物圈菌株泛酸枝芽孢杆菌１９Ｒ１５的来源和代谢特征分析

收稿日期：２０２１０７０８　　　修回日期：２０２１１１０４

基金项目：深部生物圈革兰氏阳性产孢子细菌孢子化及孢子活化的定量分析和碳同位素分馏研究（４１７７３０６９）；微生物驱动的海洋

碳循环机制和生态过程研究（９１９５１２１０）；ＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＲ＆ＤＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（２０１８ＹＦＣ０３１０６００）

作者简介：胡　新（１９９５—），男，硕士研究生，研究方向为海底深部微生物的基因组学。Ｅｍａｉｌ：１０３９２９６３９０＠ｑｑ．ｃｏｍ

通信作者：王佳华，Ｅｍａｉｌ：ｓｊｔｕ＿ｗａｎｇｊｉａｈｕａ＠１６３．ｃｏｍ

版权所有 《上海海洋大学学报》编辑部（ＣＣＢＹＮＣＮＤ４．０）
ＣｏｐｙｒｉｇｈｔＥｄｉｔｏｒｉａｌＯｆｆｉｃｅｏｆＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＣＣＢＹＮＣＮＤ４．０）

胡　新１
，王佳华

１
，李江燕

１
，方家松

１，２

（１．上海海洋大学 海洋微生物学和生物地球化学实验室，上海　２０１３０６；２．夏威夷太平洋大学 自然科学系，檀香山　
９６８１３）

摘　要：河流输送大量的陆源有机物、无机物和微生物到海洋，沉积到近海海盆。随着陆源和海源沉积物在
盆地的逐渐堆积，这些陆源微生物被埋藏，进而逐渐演变为沉积物中固有微生物群体的一部分，是研究微生物

环境适应与进化的理想生态系统。本课题组从国际大洋钻探计划（ＩＯＤＰ）３３７航次的一个西太平洋煤层岩芯
（１９９９ｍｂｓｆ，ｍｅｔｅｒｂｅｌｏｗｔｈｅｓｅａｆｌｏｏｒ）中，成功分离到一株革兰氏阳性细菌泛酸枝芽孢杆菌１９Ｒ１５（１９Ｒ）。研
究发现，１９Ｒ与分离自陆源土壤的泛酸枝芽孢杆菌 ＤＳＭ２６（２６Ｔ）相比，１６ＳｒＲＮＡ基因序列相似性为１００％，
ＤＮＡ杂交同源性高达９１．７％。我们将１９Ｒ和２６Ｔ作为研究对象，从比较基因组的角度对１９Ｒ的来源和代谢
潜能进行研究。结果表明，分离自海底深部的１９Ｒ来源于陆地；同时，１９Ｒ较２６Ｔ拥有３个额外的磷酸葡萄糖
转移酶系统（ＰＴＳ），提示１９Ｒ具有更强的糖利用能力，使之能够适应原位中特殊的营养环境，研究结果对探索
海底深部生物圈微生物的来源及其在深海物质循环中的作用具有重要意义。

关键词：海洋深部生物圈；系统发育学；基因组学；糖代谢；微生物

中图分类号：Ｑ９３３　　　文献标志码：Ａ

　　２０世纪９０年代之前，人们普遍认为生物圈
是指地表生物圈，它分布在地表附近，范围大约

为海平面上下垂直１０ｋｍ，依靠太阳辐射获取能
量。直到９０年代初，奥地利科学家ＧＯＬＤ［１］在美
国国家科学院院刊发表题为“深部热生物圈”的

论文，指出除经典地表生物圈外，于地下约 ６～１０
ｋｍ的高温、高压的极端环境中，还存在另外一个
生物圈，即“深部热生物圈”。研究［２］表明，深部

生物圈中所含生物量非常大，约占地球总生物量

的１／２～２／３。海洋深部生物圈（Ｓｕｂｓｅａｆｌｏｏｒｄｅｅｐ
ｂｉｏｓｐｈｅｒｅ）是深部生物圈的组成部分，通常指栖息
在海底深部（距海床表面１．５ｍ之下）沉积物和
洋壳中的生物群系［３４］，主要由微生物构成［５６］。

２０１２年的 ＩＯＤＰ３３７航次，是目前为数不多的针
对海底深部生物圈的大洋钻探航次。该航次在

日本下北半岛Ｃ００２０Ａ站点进行了２４６６ｍｂｓｆ的
钻井作业，取得了丰富的海底深部生物圈沉积物

样品。地质学研究表明，Ｃ００２０Ａ在中新世早期
是一片茂盛的海岸森林，在漫长的地质过程中随

太平洋板块俯冲而逐渐下沉，形成富含有机质的

弧前盆地并被海水吞没，最终形成了以砂岩、粉

砂岩和炭质页岩为主的褐煤层（１．５～２．４
ｋｍｂｓｆ）［７］。岩石学分析发现，含煤层以砂岩、粉
砂岩和炭质页岩为主，有机成分以木屑煤为主，

其中总有机碳（ＴＯＣ）含量高达３０％，并含有大量
花粉和芽孢［８］。ＩＮＡＧＡＫＩ等［８］测定了煤层的含

水量、颜色和镜质体反射率，结果表明煤层中的

煤为成熟度较低的褐煤，呈生物扰动和压扁层

理、透镜状层理或交错层理等沉积特征，表明煤

层环境具有明显的陆相特征，为类似潮坪的近岸

沉积环境［８］。此外，生物学研究表明，煤层中的

微生物数量远高于紧邻的上层沉积物［８９］，且群

落结构与陆地表层土壤环境中相似［９］，以厚壁菌

门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形
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菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和
拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）为主［１０］。表明煤层中部

分微生物可能为陆生来源，提示部分陆源微生物

在进化过程中可能逐渐适应了煤层的营养和压

力环境，并对深部生物圈中的营养要素循环起到

重要作用。

１９５０年，ＰＲＯＯＭ等［１１］从土壤样本中分离得

到１株细菌，命名为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｎｔｏｔｈｅｎｔｉｃｕｓ（泛酸
芽孢杆菌）。１９９８年，ＨＥＹＮＤＲＩＣＫＸ［１２］通过扩增
性 ｒＤＮＡ限制性酶切片段分析（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｒＤＮＡ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＡＲＤＲＡ），将泛酸芽孢杆菌与
芽孢杆菌属的其他种区别开来，并划分为一个新

属“Ｖｉｒｇｉｂａｃｉｌｌｕｓ”（枝芽孢杆菌属）。研究发现，枝
芽孢杆菌属在环境中分布十分广泛，从海洋到陆

地［１３１４］，从动植物到人体肠道［１５１６］均有发现。从

目前已发表的有关数据来看，糖类是该属的主要

碳源［１０］。

ＦＡＮＧ等［１０］从 ＩＯＤＰ３３７航次中获得深部煤
层沉积物样品，并首次从中分离到枝芽孢杆菌属

菌株，经鉴定命名为Ｖｉｒｇｉｂａｃｉｌｌｕｓｐａｎｔｏｔｈｅｎｔｉｃｕｓ（泛
酸枝芽孢杆菌）１９Ｒ１５（１９Ｒ）。有趣的是，１９Ｒ与
分离自土壤的同种菌株２６Ｔ的１６ＳｒＲＮＡ基因序
列相似度高达 １００％，ＤＮＡ杂交同源性高达
９１．７％［１０］，表明 １９Ｒ可能来源于陆生环境。有
研究表明高压环境明显增加微生物对能量及营

养物质的需求［１７］，然而１９Ｒ所处的煤层环境中
惰性有机物含量较高，容易利用的有机物含量较

低［８，１８］。那么，１９Ｒ作为以糖类为主要碳源的微
生物，是如何适应原位特殊的营养环境以及高压

所造成的能量需求增加的呢？本研究对菌株

１９Ｒ和２６Ｔ进行了基因组测序，首先通过建立全
基因组系统发育树确定１９Ｒ的来源，继而对二者
代谢网络和转运蛋白进行比较，分析１９Ｒ对糖类
营养源的特殊利用能力。此外，本文也将对枝芽

孢杆菌属的泛基因组构成进行分析，探讨１９Ｒ能
够在环境变迁中存活的分子基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料
菌株１９Ｒ和２６Ｔ分别购自日本微生物保藏

中心（ＪａｐａｎＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎｏｆＭｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，ＪＣＭ）和
中国海洋微生物菌种保藏管理中心（Ｍａｒｉｎｅ
ＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ，ＭＣＣＣ）。

１．２　菌株培养
菌株活化后，挑取单菌落进行摇床扩繁（３５

℃、２００ｒｐｍ／ｍｉｎ），培养基为海洋肉汤２２１６Ｅ。培
养至ＯＤ６００值为１．２，取菌液５０ｍＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，
室温离心１０ｍｉｎ，收集菌体。送上海美吉生物医
药科技有限公司进行全基因组测序。其中２６Ｔ采
用第二代、第三代测序技术相结合的方法测基因

组完成图，１９Ｒ采用第二代测序技术测基因组扫
描图。

１．３　生物信息学分析
１．３．１　ＯＲＦ预测及基因组注释

将两株菌的基因组序列分别上传至 ＮＣＢＩ数
据库并使用 ＰＧＡＰ流程（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅ／ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ＿ｐｒｏｋ／）进行 ＯＲＦ预
测、ｔＲＮＡ和ｒＲＮＡ基因预测及蛋白序列注释。蛋
白质信号肽由 ＳｉｇｎａｌＰ［１９］在线预测（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）。ＣＯＧ注释结果通
过ｐｓｉｂｌａｓｔ［２０］与 ＣＯＧ数据库比对获得，参数设
置：ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ５０％，ｃｏｖｅｒａｇｅ５０％，ｅｖａｌｕｅ１×
１０－５。
１．３．２　系统发育分析

使用ＧＴＤＢｔｋ［２１］软件对细菌 １２０个单拷贝
基因进行预测和多序列比对，参数为ｌｏｃａｐａｉｒ、
ｍａｘｉｔｅｒａｅ１００。提取并去除多序列比对结果中含
有５０％以上 ｇａｐ的碱基，使用 Ｆａｓｔｔｒｅｅ［２２］建立最
大似然性进化树，并利用 ｉＴＯＬ［２３］进行系统发育
树的可视化。

１．３．３　代谢网络的重建
使用ＫＥＧＧＢｌａｓｔＫＯＡＬＡ对基因组中所有蛋

白序列进行在线注释（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ／
ｂｌａｓｔｋｏａｌａ／）和代谢网络重建。

２　结果

２．１　１９Ｒ和２６Ｔ的基因组特征
我们对 ２６Ｔ采取二代、三代结合的方法，对

１９Ｒ采用二代的方法测序，经拼接获得２６Ｔ的基
因组完成图及１９Ｒ的基因组草图，基本信息如表
１所示。
　　１９Ｒ的基因组草图为４７０４５５９ｂｐ，包含２７
个Ｓｃａｆｏｌｄ，ＧＣ含量仅为３７．３ｍｏｌ％。经 ＯＲＦ预
测，该基因组编码４０６７个蛋白编码基因，其中有
３２６８个可被ＣＯＧ注释。碳水化合物的转运和代
谢（ＣＯＧＧ）、转录（ＣＯＧＫ）以及氨基酸的转运和

５４２
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代谢（ＣＯＧＥ）在 ＣＯＧ功能分类中均占绝大多
数。２６Ｔ的基因组由一个环状 ＤＮＡ构成，不含质
粒，ＧＣ含量为 ３７．３ｍｏｌ％，基因组全长为
４７４２５５６ｂｐ，预测包含４７３８个蛋白编码基因，
其中３７４３个可被ＣＯＧ注释，各 ＣＯＧ分类的数目
与１９Ｒ基因组十分接近。此外，２６Ｔ基因组编码
了６５个ｔＲＮＡ和１８个ｒＲＮＡ。

表１　１９Ｒ和２６Ｔ分离环境和基因组基本信息
Ｔａｂ．１　１９Ｒａｎｄ２６Ｔｉｓｏｌａｔｅｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌａｎｄ

ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｏｍｉｃｓ

属性 Ａｔｔｒｉｂｕｔｅ １９Ｒ ２６Ｔ

分离环境

Ｉｓｏｌａｔｅｄｓｏｕｒｃｅ 海底深部煤层沉积物 土壤

Ｓｃａｆｏｌｄ数量
Ｓｃａｆｏｌｄｎｕｍｂｅｒ ２７ １

基因组大小

Ｇｅｎｏｍｅｓｉｚｅ／ｂｐ ４７０４５５９ ４７４２５５６

Ｇ＋Ｃ含量
Ｇ＋Ｃｃｏｎｔｅｎｔ／ｍｏｌ％ ３７．３ ３７．３

总基因数

Ｔｏｔａｌｇｅｎｅｓ ４０６７ ４７３８

ＣＯＧ ３２６８ ３７４３
ｔＲＮＡ数量
ｔＲＮＡｎｕｍｂｅｒ ６５ ６５

ｒＲＮＡ数量
ｒＲＮＡｎｕｍｂｅｒ １８ １８

　　值得注意的是，我们在２６Ｔ中发现３种序列
异质性的１６ＳｒＲＮＡ序列（拷贝数分别为４、１和
１），相互间有若干单核苷酸多态性（ＳＮＰ）的存
在。鉴于二代测序读长较短，难以获得１９Ｒ基因
组的上述ＳＮＰ，我们使用２６Ｔ的各１６ＳｒＲＮＡ侧翼
序列作为参考设计特异性引物（表 ２），并结合
１６ＳｒＲＮＡ通用引物对１９Ｒ的１６ＳｒＲＮＡ基因序
列进行巢式ＰＣＲ扩增及测序。结果表明，二者对
应的１６ＳｒＲＮＡ序列均完全一致，由此我们推测
二者具有极高的亲缘关系。

２．２　系统发育分析
为研究１９Ｒ的来源与演化，我们根据原核生

物依据基因组分类数据库（ＧＴＤＢ）的１２０个保守
蛋白序列，对ＮＣＢＩＲｅｆＳｅｑ数据库中Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ门
全部基因组重新进行系统发育分析，确定了 ２５
个种属于枝芽孢杆菌属，其中包括４株分类错误
的菌株（图１）。重要的是，１９Ｒ在系统发育树中
与 Ｖ．ｐａｎｔｏｔｈｅｎｔｉｃｕｓＤＳＭ ２６，Ｖ．ｐａｎｔｏｔｈｅｎｔｉｃｕｓ
ＭａｒｓｅｉｌｌｅＰ１１０２，Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ１ＸＤ４２４４，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

ｓｐ．１ｘＤ４２８５和 Ｎｅｇａｔｉｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．１ｘＤ８３等 ５
株菌处于同一进化分支，而这５株菌均分离自陆
地环境。表明１９Ｒ极可能源自陆生环境，并在漫
长的地壳运动中，与陆源有机质一起沉降、包埋，

最终成为海洋沉积物中的微生物。

表２　１９Ｒ的１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ所用引物
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＰＣＲｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｉｎ１９Ｒ

目标基因 Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｓｓｕ１ Ｆ：ＴＧＴＣＧＴＧＡＣＴＴＣＴＧＴＧＴＴＣＧＴ
Ｒ：ＧＧＴＧＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＡＴＧＧＡＡ

ｓｓｕ２ Ｆ：ＴＧＴＣＧＴＧＡＣＴＴＣＴＧＴＧＴＴＣＧＴ
Ｒ：ＴＣＴＧＡＧＧＧＣＧＧＡＴＣＴＴＧＧＴＡ

ｓｓｕ３ Ｆ：ＴＧＴＣＧＴＧＡＣＴＴＣＴＧＴＧＴＴＣＧＴ
Ｒ：ＣＣＡＡＧＣＴＧＡＴＧＡＣＧＡＧＧＧＴＴ

ｓｓｕ４ Ｆ：ＧＧＧＧＧＡＣＴＴＧＧＴＡＴＡＧＧＧＧＴ
Ｒ：ＡＧＡＴＣＡＣＡＣＧＧＴＴＴＣＧＧＧＴＣ

ｓｓｕ５ Ｆ：ＣＧＡＡＴＴＡＴＣＧＴＴＧＣＧＴＧＣＧＴ
Ｒ：ＡＧＡＴＣＡＣＡＣＧＧＴＴＴＣＧＧＧＴＣ

ｓｓｕ６ Ｆ：ＧＧＴＣＧＣＧＣＴＡＡＣＴＡＴＣＣＧＡＡ
Ｒ：ＧＴＣＣＴＡＣＡＡＣＣＣＣＡＧＡＡＧＧＣ

细菌１６ＳｒＲＮＡ
通用引物

Ｂａｃｔｅｒｉａ１６ＳｒＲＮＡ
ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒ

Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
Ｆ：ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ

２．３　１９Ｒ的糖类代谢基因分析
为研究１９Ｒ对原位特殊营养环境的适应性

机制，我们对１９Ｒ和２６Ｔ进行了代谢网络的重塑
和比较。分析发现，二者均具有完整的糖酵解、

三羧酸循环和磷酸戊糖途径，但 Ｄ山梨醇（Ｄ
ｓｏｒｂｉｔｏｌ）代谢相关的６磷酸山梨醇２脱氢酶仅存
在于１９Ｒ中（图２），表明１９Ｒ可能具有比２６Ｔ更
为广泛的糖类利用能力。

继而，我们对 １９Ｒ和 ２６Ｔ的蛋白序列进行
ａｌｌｖｅｒｓｕｓａｌｌ比对。结果显示，３７７９个蛋白家族
为二者共有，而有３１４个为１９Ｒ独有，有３５２个
为 ２６Ｔ 独 有 （ＢＬＡＳＴｐ参 数：ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ５０％，
ｃｏｖｅｒａｇｅ５０％，ｅｖａｌｕｅ１×１０－１０）。对这些菌株特
异性基因进行ＫＥＧＧ注释，我们发现１９Ｒ除拥有
２６Ｔ的全部磷酸葡萄糖转移酶系统（ＰＴＳ）以外，还
拥有 ３个特殊的 ＰＴＳ，预测其糖类底物分别为
ｌａｃｔｏｓｅ／ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ（乳 糖／纤 维 二 糖）、ｇｌｕｃｉｔｏｌ／
ｓｏｒｂｉｔｏｌ（山梨糖醇／山梨醇）和 ｇｌｕｃｏｓｅ（葡萄糖），
见表３。该结果与 ＦＡＮＧ等［１０］报道的１９Ｒ具有
更广泛的糖利用能力的结果相一致。
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黑色的点表示ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值在６０～１００。
Ｔｈｅｂｌａｃｋｄｏｔｓｉｎｄｉｃａｔｅａｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｆｒｏｍ６０ｔｏ１００．

图１　枝芽孢杆菌属的系统发育树
Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＶｉｒｇｉｂａｃｉｌｌｕｓ

外圈椭圆表示物质运输系统；加粗文字和虚线分别表示１９Ｒ特异性的底物和通路。
Ｔｈｅｏｕｔｅｒｃｉｒｃｌｅｅｌｌｉｐｓｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍａｔｅｒｉａｌｔｒａｎｓｐｏｒｔｓｙｓｔｅｍｓ；Ｔｈｅｂｏｌｄｃｈａｒａｃｔｅｒｓａｎｄｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅ１９Ｒｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅａｎｄ
ｐａｔｈｗａｙ．

图２　根据ＫＥＧＧ预测的１９Ｒ的代谢网络图
Ｆｉｇ．２　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｎｅｔｗｏｒｋｏｆ１９ＲｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＫＥＧＧｓｕｂｓｔｒａｔｅｓａｎｄｐａｔｈｗａｙｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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表３　１９Ｒ相对于２６Ｔ特有的磷酸葡萄糖转移酶系统（ＰＴＳ）
Ｔａｂ．３　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｙｓｔｅｍ（ＰＴＳ）ｏｆ１９Ｒｒｅｌａｔｉｖｅｔｏ２６Ｔ

ＰＴＳ 基因编号Ｌｏｃｕｓ＿ｔａｇ 注释 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＰＴＳⅠ

ＫＨＰ５９＿ＲＳ０４０１０ ＰＴＳｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔＩＩＣ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０４００５ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０４０００ ＰＴＳｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔＩＩＢ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０３９９５ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅｆａｍｉｌｙ１ｐｒｏｔｅｉｎ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０３９９０ ６ｐｈｏｓｐｈｏｂｅｔａｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０３９８５ ＰＴＳｌａｃｔｏｓｅ／ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔＩＩＡ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０３９８０ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｔｉｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ

ＰＴＳⅡ

ＫＨＰ５９＿ＲＳ１０６７０ ＳＤＲｆａｍｉｌｙｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ１０６７５ ＢｇｌＧｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｔｉｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ１０６８０ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒＧｕｔＭ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ１０６８５ ＰＴＳｇｌｕｃｉｔｏｌ／ｓｏｒｂｉｔｏｌｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔＩＩＣ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ１０６９０ ＰＴＳｇｌｕｃｉｔｏｌ／ｓｏｒｂｉｔｏｌｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔＩＩＢ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ１０６９５ ＰＴＳｇｌｕｃｉｔｏｌ／ｓｏｒｂｉｔｏｌｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔＩＩＡ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ１０７００ ｆｒｕｃｔｏｓｅ６ｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅ

ＰＴＳⅢ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０２６３０ ＳＰＡＳＭｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０２６２０ ｓｕｌｆａｔａｓｅ
ＫＨＰ５９＿ＲＳ０２６１５ ＰＴＳｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔＩＩＡ

２．４　枝芽孢杆菌属泛基因组分析及１９Ｒ糖类转
运基因的来源

为研究１９Ｒ对比于２６Ｔ所特有的糖类转运
基因的来源，我们对上述进化树中全部菌株的蛋

白序 列 进 行 ａｌｌｖｅｒｓｕｓａｌｌ的 比 对，并 使 用
ＯｒｔｈｏＭＣＬ［２４］软件进行聚类（ＢＬＡＳＴｐ参数同上，
ｍｃｌＩｎｆｌａｔｉｏｎ为１．４）。结果表明，枝芽孢杆菌属
泛基因组（Ｐａｎｇｅｎｏｍｅ）共含有２６２４６个蛋白家
族，泛基因组大小与基因组数目拟合关系如图３
所示。值得注意的是，上述３个糖类转运蛋白所
在的蛋白家族并非１９Ｒ独有，这表明这些糖类转
运相关基因为２６Ｔ所丢失，而非１９Ｒ所特异性获
得。此外，在１９Ｒ所在分支的６个近缘菌株中，
仅１９Ｒ同时拥有这３个转运体蛋白，说明保留较
多的糖类转运基因可能是１９Ｒ能够在环境变迁
中生存的原因之一。

图３　枝芽孢杆菌属泛基因组分析
Ｆｉｇ．３　Ｐａｎｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｈｅｇｅｎｕｓＶｉｒｇｉｂａｃｉｌｌｕｓ

３　讨论

关于日本下北半岛Ｃ００２０Ａ站位下的深部煤
层微生物的来源，存在诸多假说［７９，１６］。经过近十

年的研究，科学家们从地质学和生物学的角度证

明了该煤层微生物为陆生来源［７９］。本研究首次

从系统发育的角度，确定分离自该煤层的菌株

１９Ｒ为陆生来源，为上述观点提供了新的证据。
本研究表明，表层生物圈与深部生物圈之间存在

一定关联，表明深部微生物可能影响海洋乃至深

部生物圈中的元素循环过程。

微生物对极端环境的适应性的机制是生态

学的重要问题之一。ＳＴＡＲＮＡＷＳＫＩ等［２５］通过

ＰＣＲ扩增测序和宏基因组测序技术对丹麦奥尔
胡斯湾（ＡａｒｈｕｓＢａｙ）４个站点的沉积物进行了研
究，发现原本在陆地环境中丰度不高的微生物群

落随地质活动被埋藏到海底深层沉积物中并逐

渐占据主导地位，但它们的基因组鲜有突变［２５］。

然而，该研究并未就水平基因转移在极端适应性

方面的作用进行充分研究。在本研究中，我们发

现在属水平上１９Ｒ的３个的 ＰＴＳ并非该菌株所
独有，这表明１９Ｒ广泛的糖利用能力并非从沉积
物环境中通过水平转移获得。然而，１９Ｒ所在分
支的６个近缘菌株中，仅 １９Ｒ同时拥有这 ３个
ＰＴＳ，说明极端环境造成的选择压力促使１９Ｒ保
留更广泛的糖类利用基因。值得说明的是，由于

１９Ｒ并未测得基因组完成图，我们只对 ＰＴＳ基因
的类别进行统计，但无法确定其拷贝数目，故不

能确定基因扩增是否在１９Ｒ适应深部煤层环境
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的过程中起到作用。未来，获得１９Ｒ的基因组完
成图将有助于回答上述问题。

综上，本研究揭示了分离自海底深部生物圈

的１９Ｒ为陆生来源，随陆源有机质一起被埋藏至
海底深部。１９Ｒ保留的较广泛的糖类利用能力可
能是其适应海底深部特殊营养环境的分子基础

之一。
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