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摘要：【目的】马里亚纳海沟是地球表面最深的海沟，环境极端多样，如高压、低温及无光，拥有独

特的微生物资源。本研究旨在探究马里亚纳海沟不同深度水生细菌形态特征并挖掘可培养细菌资源。

【方法】采集马里亚纳海沟 7 个层位海水(2–8727 m)，利用原子力显微镜与扫描电镜观察水生微生物

的形态特征；采用 2 种常规培养基(1/5×2216E 和 1/30×2216E)及 6 种选择性培养基(有机碳氮组合)，结

合切向流与高压富集培养进行水生细菌分离与鉴定。【结果】从不同深度水样中发现多种大小不一的

细菌类群(130 nm–1.5 μm)，以球菌和杆菌为主。在表层水体中常见颗粒附着的细菌，在深层水体中常

见自由游动的细菌。共鉴定 365 株可培养水生细菌，隶属于 3 个门、31 个属与 56 个种。γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria)是绝对优势类群(占据可培养细菌总数的 62.7%)，相对丰度在深层水体中高于

浅层。交替单胞菌属(Alteromonas，21.8%)和亚硫酸杆菌属(Sulfitobacter，19.1%)是主要优势属，在浅

层水体中占绝对优势。稀释的 2216E 与氨基酸培养基对海杆菌属的选择性更好，葡萄糖-甘露糖培养

基与牛磺酸-乙醇酸培养基对稀有细菌的选择性更好。7 株菌(5 种)是潜在的新型细菌。此外，通过切

向流富集培养与压力筛选培养分别分离得到 70 株(22 属)可通过 0.22-μm 细菌(0.22-μm-passable bacteria)

与 33 株(8 属)耐压细菌。【结论】马里亚纳海沟不同深度水样中不同营养利用型细菌、可通过 0.22-μm

细菌与耐压细菌及其形态均具有丰富的多样性。本研究所获得的不同类型的细菌菌株为研究细菌在马

里亚纳海沟中生物地球化学功能及其营养类型差异和高压适应机制奠定了菌株基础。 
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海洋是地球上最古老的生境，平均深度为

3688 m，占据了地球总表面积的 71%和生物圈总

体积的 90%[1]。海洋中微生物种类繁多，数量巨

大[2]，占据地球全部初级生产力的一半左右[3]。

海洋水体在垂直剖面上被分为 5 个区域：真光层

区 (0–200 m)、中层区 (200–1000 m)、深层区

(1000–4000 m)、深渊区(4000–6000 m)和超深渊区

(>6000 m)[4]。由于理化特性(如阳光，压力，温度，

溶解氧和养分)的差异，不同深度区域孕育了独特

的微生物群落[5]，这些微生物呈现高度系统发育

多样性[6]。深海探测技术的发展进一步加快了深

海资源勘探的步伐[7]。深度超过 6000 m 的深渊海

沟，因地形上的相对隔离与较高的静水压力[5]，

成为研究深渊生态系统的最佳区域。 

马里亚纳海沟位于太平洋西部马里亚纳群

岛附近，这里的挑战者深渊是地球上最深的地方

(约 11000 m)。研究报道，马里亚纳海沟真核微生

物群落组成随水深发生明显变化[8]。Takuro 等发

现挑战者深渊中的细菌与古菌群落结构从海面

到海沟底部(0–10257 m)也显著不同，且在底层水

体(>10000 m)中存在丰富的异养微生物[9]。根据

海沟的地形以及与俯冲相关的物理化学特征，这

些异养微生物的高丰度可能是由于对局部的有

机碳高代谢活性所致，而不是对上层海水光合作

用产生 POM 的利用 [4,10]。例如，深渊冰居菌

(Glaciecola) 、 海 栖 菌 (Oceanicola) 和 油 杆 菌

(Oleibacter)可以降解大型有机聚合物[11]。此外，

一些独特的深渊氨氧化菌与亚硝酸氧化菌也可

以从无机材料中获取能量[9]。Liu 等也发现大量的

深渊海洋螺菌目(Oceanospirillales)类群可以通过

转录烷烃降解基因进行碳氢化合物的降解[5]。因

此，深渊区存在极高的微生物碳循环率[12]。马里

亚纳海沟独特的生态环境使其成为挖掘有用微

生物和基因资源的新的宝库[13]。然而，这些研究

大都依赖于 16S rRNA 基因高通量以及宏基因组

测序等未培养技术，无法准确反映该地区微生物

的代谢潜能与生态功能。 

借助于可培养方法能够在菌株水平上对微

生物进行功能特性研究，并将其作为物种库与功

能基因库进行资源开发和应用。由于采样技术限

制，早期从马里亚纳海沟中分离培养出的微生物较

少。1968 年，Quigley 等从马里亚纳海沟 10373 m

沉积物中分离培养出假单胞菌(Pseudomonas)与

气单胞菌(Aeromonas)[14]。之后，研究者们从海沟

沉积物中分离培养出多个嗜压细菌[15]，这些菌种

的基因组与浅层海水中的近亲极为不同[16]。此外，

多位学者发现马里亚纳海沟沉积物中可培养微生

物具有丰富的多样性，并不因环境恶劣(如超高静

水压力、低温、含氧量低和黑暗)而种类单一[10,13,17]。

然而，迄今关于马里亚纳海沟可培养微生物的研究

大多集中在沉积物环境中，尽管一些研究也从海沟

不同水层中发现了一些新的微生物物种[18–19]，但对

海沟水体中可培养水生微生物的认识仍十分有

限[13]，尚缺乏在不同实验条件下(如多种培养基、

多种培养方式等)对海沟水生微生物的形态观察

与规模化分离培养。 

本研究从马里亚纳海沟海面到近底层采集 

7 个层位海水，采用 8 种改良培养基，利用切向

流系统与高压培养装置对不同微生物类群进行

了规模化分离培养，结合显微技术探究了马里亚

纳海沟不同深度水生微生物形态特征和多样性

分布规律，深入认识及挖掘了该特殊海洋环境中

的微生物资源。本研究为深渊微生物资源挖掘及

其生命特征解析奠定了菌株基础。 
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1  材料和方法 

1.1  样品采集与处理 

本研究于 2015 年 12 月在马里亚纳海沟利用

船载 CTD (SBE19-CTD)采集 7 个层位海水样品，

采样具体信息如表 1 所示。一部分原位水样在

4 °C 保存，用于细菌的传统培养与高压培养；

另一部分水样用 0.22 μm 滤膜过滤，截留常规

大小的微生物类群后，使用 30 kDa 孔径切向流

系统 [20]对过滤海水浓缩 100–400 倍，用于可以

通过 0.22 μm 孔径过滤器的细菌 [21] (即可通过

0.22-μm 细菌，0.22-μm-passable bacteria)的富集

培养。此外，分别取 50 mL 原位水样与切向流

浓缩样品，加入终浓度为 2.5%的戊二醛溶液，

固定 30 min 后，保存于–80 °C 冰箱中，用于后

续的细菌形态观察。 

1.2  原位细菌表型观察 

分别取 1 mL 戊二醛固定的原位水样与切向

流浓缩样品，一部分样品用超纯水洗 3–5 次，每

次 8000 r/min 离心 2 min，用于原子力显微镜

(atomic force microscope，AFM)观察；另一部分

样品参照 Hu 等[22]的方法进行制备，用于扫描电

镜(scanning electron microscope，SEM)观察。 

1.3  培养基 

本研究采用 8 种不同的培养基对马里亚纳海

沟不同深度水生细菌进行分离培养。2 种常规培

养基(BM)：稀释 5 倍 2216E(BM5)和稀释 30 倍

2216E (BM30)培养基。2 种有机碳源培养基：在

葡萄糖-甘露糖培养基(Glucose-Mannose，GM)基

础上分别添加微量酵母粉(OXOID)与维生素混合

物(作为生长因子)。4 种有机碳氮源培养基：分别

以 20 种常见氨基酸(索莱宝，中国)与牛磺酸(生

工，中国)作为碳氮源，以葡萄糖(国药，中国)、

甘露糖(国药，中国)及乙醇酸(生工，中国)作为碳

源进行组合，分为两大类——氨基酸类培养基

(amino acids medium，AAM)与牛磺酸-乙醇酸培

养基(Taurine-Glycolic acid medium，TG)。上述培

养基的详细配方见表 2。 

1.4  水生细菌的培养与分离纯化 

1.4.1  常规培养：分别取 5 个层位 (MT0K、

MT1K、MT2K、MT4K 与 MT9K)的原位海水样品，

利用无菌海水(蒸馏水中添加 3%海盐)对其依次稀

释至 10–1、10–2 和 10–3 倍，取 100 μL 不同稀释梯

度的样品稀释液，用一次性无菌涂布棒分别涂布

至上述 8 种固体培养基上，每种培养基每个稀释

梯度设置 3 个平行，置于 10 °C 培养箱进行培养。 

 

表 1.  马里亚纳海沟采集站位信息 

Table 1.  Information of sampling station from the Mariana Trench 

Layer Station Depth/m Longitude/E Latitude/N Cultured pressure/MPa 

Shallow layer MT0K 2 142°28.183′ 10°47.477′ – 

MT1K 991 142°28.900′ 11°09.648′ 18.4 

MT2K 1759 142°28.183′ 10°47.477′ 24.3 

Deep layer MT4K 3699 142°28.000′ 11°38.000′ 32.8 

MT5K 5367 142°28.000′ 11°31.000′ 37.6 

MT7K 7262 142°28.678′ 11°22.516′ 43.1 

MT9K 8727 142°28.678′ 11°22.516′ 49.7 
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表 2.  培养基的成分与制备 

Table 2.  Ingredients and preparation procedures for culture media 

Medium types 
Medium 
subtypes 

Medium 
name 

Medium ingredients 

Basic media BM BM5 1/5×2216E[23] 

BM30 1/30×2216E 

Organic 
carbon   
media 

GM GMY 0.2% Glucose+0.2% Mannose+0.2% NH4NO3+0.234% K2HPO4+0.002% FeCl3+ 
0.005% Yeast extract 

GMV 0.2% Glucose+0.2% Mannose+0.2% NH4NO3+0.234% K2HPO4+0.002% FeCl3+ 
Vitamin mix[24] 

Organic 
carbon and 
nitrogen 
media 

AAM GMAA 0.2% Glucose+0.2% Mannose+0.2% Amino acid mix[24]+0.234% K2HPO4+0.002% 
FeCl3+0.005% Yeast extract 

AA 0.4% Amino acid mix+0.234% K2HPO4+0.002%FeCl3+0.005% Yeast extract 

TG TGY 0.2% Taurine+0.2% Glycolic acid+0.2% NH4NO3+0.234% K2HPO4+0.002% 
FeCl3+0.005% Yeast extract 

TGV 0.2% Taurine+0.2% Glycolic acid+0.2% NH4NO3+0.234% K2HPO4+0.002% 
FeCl3+Vitamin mix 

*1/5×2216E and 1/30×2216E are diluted 10 times and 50 times in 2216E medium, respectively. All tested media were added 3% 
sea salt (Sigma), adjusted pH 7.5–8.0 and then sterilized at 115 °C for 30 min. 
 

1.4.2  切向流富集培养：分别取 50 μL 4 个层位

(MT0K、MT1K、MT2K 与 MT4K)的切向流浓缩

样品，按 1%的接种量加入到 BM5 和 BM30 液体

培养基中进行复苏与富集培养，每组设置 3 个平

行，将试管置于振荡式微生物培养箱中，10 °C、

180 r/min 培养 30 d。将每个层位的富集液均匀混

合后进行上述梯度稀释，分别涂布至 2216E 固体

培养基上，置于 10 °C 培养箱进行可通过 0.22-μm

细菌培养。 

1.4.3  高压筛选培养：分别取 30 μL 7 个深层

(MT0K、MT1K、MT2K、MT4K、MT5K、MT7K

与 MT9K)的原位海水与过 0.22 μm 海水样品，加

入到 BM5 液体培养基中，利用涡旋振荡仪振荡  

5 min。充分混匀后，用一次性无菌注射器(5 mL)

吸入 2 mL 培养液和 2 mL 无菌空气，然后用无

菌帽封堵注射器。将注射器放入高压培养釜中，

利用微生物高压培养装置(飞宇石油化工，中国)

将培养釜加压至不同压力(表 1)，每组设置 3 个

平行，10 °C 水浴静置培养 30 d。缓慢释放培养

釜中压力，将获得的不同层位注射器中的培养

液分别进行上述梯度稀释，涂布至 2216E 固体

培养基上，置于 10 °C 培养箱进行培养。在不

同的培养方式下，细菌培养 1–4 周。根据菌落

的形态与颜色特征，挑取不同的单菌落，于

2216E 固体培养基上用连续划线法进行分离纯

化，并将获得的纯菌株制备甘油管，置于–80 °C

冰箱长期保存。 

1.5  细菌 16S rRNA 基因鉴定与系统发育树的

构建 

使用商业细菌基因组 DNA 提取试剂盒(百泰

克，中国)提取菌株基因组。利用 NanoDrop 微量

分光光度计(Thermo Fisher Scientific，美国)测定

DNA 浓度及纯度。以提取的细菌 DNA 为模板，

利用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGC 

TCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGTTACCTTGTTAC 

GACTT-3′)，扩增细菌 16S rRNA 基因。PCR 扩
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增体系和反应条件参照 Du 等的方法[25]。PCR 产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测合格后，送至济南

博尚生物技术有限公司进行纯化和测序。获得的

16S rRNA 基因序列通过 EzBioCloud 数据库

(http://www.ezbiocloud.net/)与模式菌株进行相似

性比对，确定其分类地位。利用 MEGA 7 软件与

邻近法 (Neighbor-joining algorithm)构建细菌 16S 

rRNA 基因系统发育树，并用网站 EvolView 

(http://www.evolgenius.info/evolview/)进一步完善

美化进化树。所有菌株的 16S rRNA 基因序列上传

至 GenBank 数据库，登录号为 MW674938– 

MW675302。 

2  结果和分析 

2.1  马里亚纳海沟水生微生物形态特征 

AFM 与 SEM 观察结果显示，不同层位切向

流浓缩海水中存在多种细菌，并以球菌与杆菌为

主(图 1-A–G)。其中，表层海水中细菌数目多于

其他层位，并且发现的球菌大小为 200–500 nm，

可被颗粒物包裹(图 1-A)，也可在水体中自由游

动 (图 1 - C )，或者相互粘连形成生物多聚体    

(图 1-D)；有些短杆菌也具有颗粒附着的生活方

式(图 1-B)。在 MT1K、MT2K 与 MT4K 样品中

也发现多种大小不一细菌类群(0.13–1.50 μm)，以 

 

 
 

图 1.  马里亚纳海沟水生微生物的 AFM 和 SEM 观察 

Figure 1.  AFM (A–C) and SEM (D–K) images of aquatic bacterial cells from the Mariana Trench. A: 
Particle-associated spherical bacteria; B: particle-associated rod-shaped bacteria; C, G: free-living spherical 
bacteria; D: cell-associated spherical bacteria; E–F, H–K: free-living rod-shaped bacteria. A–G: 0.2-μm-passable 
bacteria.  
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自由游动的生活方式为主(图 1-E–G)。相比于切

向流样品，原位水样中细菌多以杆菌为主，且多

与 大 型 颗 粒 物 附 着 或 分 布 于 颗 粒 物 附 近      

(图 1-H–K)。原位水样中多数杆菌的体积大于切

向流浓缩海水细菌，但我们也发现了罕见的小型

杆菌(<500 nm) (图 1-J)。以上研究结果表明马里

亚纳海沟水体中微生物形态具有丰富的多样性。 

2.2  马里亚纳海沟可培养水生细菌多样性  

自马里亚纳海沟 7 个水层样品共分离获得

365 株细菌，隶属于 3 个门、6 个纲、12 个目、

20 个科、31 个属与 56 个种。其中，变形菌门

(Proteobacteria)细菌占绝对优势，共有 341 株分

离菌株(占总分离菌株数的 93.4%)隶属该门中的

α-变形菌纲 (Alphaproteobacteria)和 γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria) (图 2)。其他分离菌株隶

属于拟杆菌门(Bacteroidetes，21 株)和厚壁菌门

(Firmicutes，3 株)，分别占总分离菌株的 5.8%和

0.8% (图 2-A)。在纲水平，γ-变形菌纲包含 11 个

属共 229 株，菌株数目最多(占总菌株数 62.7%) 

(图 2-B)。其次是 α-变形菌纲(13 属 112 株)与黄杆

菌纲(Flavobacteriia，4 属 18 株)，占比分别为

30.7%与 4.9%。其他 3 个纲都只包含 1 个属，相

对丰度均小于 1%。其中，芽孢杆菌纲(Bacilli)细

菌有 3 株，Balneolia 细菌 2 株，噬纤维菌纲

(Cytophagia)细菌 1 株。在属水平，交替单胞菌

(Alteromonas)菌株数目最多(81 株，分属于 4 个交

替单胞菌属物种 )，占总分离菌株数的 21.8%   

(图 3)。亚硫酸杆菌属(Sulfitobacter)为第二大优势

属(71 株)，该属菌株占细菌分离总数的 19.1%。

海杆菌属(Marinobacter)、盐单胞菌属(Halomonas)

与假交替假单胞菌属 (Pseudoalteromonas) 菌株

出现的频率及多样性也比较高，分别为 62 株(隶

属于 5 个物种)、41 株(10 个物种)和 28 株(3 个物

种)。此外，小红卵菌属(Rhodovulum)、芽单胞菌

属(Blastomonas)和王祖农菌属(Zunongwangia)等

8 个属分别仅含有 1 株菌。 

 

 
 

图 2.  马里亚纳海沟可培养水生细菌的分布 

Figure 2.  Distribution in different phyla (A) and classes (B) of cultivable aquatic bacteria from seawater 
samples of the Mariana Trench.   
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图 3.  马里亚纳海沟水体中隶属于不同细菌属的可培养细菌相对丰度 

Figure 3.  Relative abundance of cultivable bacteria belonging to different genera isolated from seawaters of the 
Mariana Trench. 
 

2.3  不同培养基可培养水生细菌多样性 

本研究采用 2 种常规培养基及 6 种有机碳氮

培养基对马里亚纳海沟水体样品中的细菌进行

分离培养，共获得 262 株水生细菌，隶属于 3 个

纲 17 个属。GMAA 培养基中获得的菌株最多，

为 53 株(9 属)，其次是 BM5、GMV 和 AA 培养

基，分别获得 47 株(7 属)、37 株(9 属)和 36 株    

(9 属) (图 4)。在纲水平，除 α-变形菌纲在 GMV

培养基中数目最多外，γ-变形菌纲在其余 7 种培

养基上都占绝对优势，且在 AA 培养基上占比最

高，达 75%。BM5 与 GMY 培养基缺少黄杆菌纲

细菌(图 4-A)。在属水平，交替单胞菌属的菌株 

数目最多(69 株)，且在 8 种培养基中都分离得到

(图 4-B)。亚硫酸杆菌属与海杆菌属菌株也均在  

8 种培养基中分离得到。而科贝特氏属(Cobetia)、

列文虎克菌属(Leeuwenhoekiella)及玫瑰变色菌属

(Roseovarius)细菌菌株分别仅在 TGY、BM30 和

TGY 培养基中分离得到。在 4 种亚类培养基中 

(表 2)，分别有 8、10、11 与 12 个属的细菌类群

在 BM、GM、AAM 与 TG 培养基中被培养     

(图 4-C)。此外，在 BM5、GMV 及 GMAA 培养

基中均可分离到 5 个水层样品中的细菌，而表层

海水样品中的细菌主要在 BM30 培养基中分离得

到(40.5%) (图 4-D)。 
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图 4.  8 种不同培养基分离培养的水生细菌多样性 

Figure 4.  Diversity of aquatic bacteria isolated and cultured in 8 different media. A: at class level; B: at genus 
level; C: venn diagram of differential genera; D: at different water layers.  

 

2.4  不同深度水体中可培养细菌多样性 

从海沟表层到深层，分别分离培养出 6 属  

37 株、9 属 70 株、8 属 44 株、6 属 48 株及 5 属

63 株水生细菌(图 5-A)。γ-变形菌纲细菌在深层

水体中的相对丰度(MT4K 与 MT9K；29.4%)显著

高于浅层水体(MT0K、MT1K 及 MT2K；13.8%) 

(图 5-B)。与之相反，α-变形菌纲细菌主要分布在

浅层水体，占比为 80.9%。所有黄杆菌纲细菌只

在 MT0K 与 MT1K 样品中被分离到。在属水平，

分别有 1、5、3 与 2 个属的细菌类群仅在 MT0K、 

MT1K、MT2K 及 MT9K 样品中分离，而 2 个属

在 5 个层位水体中都有发现(图 5-C)。交替单胞菌

属细菌在海沟所有水层样品中都有发现，但

60.9%分布在表层海水中(图 5-D)；亚硫酸杆菌属

细菌主要分布在浅层水体中(95.4%)。其他属如海

杆菌属细菌在表层水体和深层水体(MT4K)的相

对丰度都较高；而 88.9%的盐单胞菌属细菌菌株

在深层水体中分离得到，70.6%的假交替单胞菌

细菌菌株在 MT2K 样品中被分离。此外，所有栖

海杆菌属 (Maribacter，11 株 )细菌菌株仅在 
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图 5.  马里亚纳海沟不同深度分离的水生细菌多样性 

Figure 5.  Diversity of aquatic bacteria isolated from different depths of the Mariana Trench. A: numbers and 
kinds of isolates; B: venn diagram of differential genera; C: at class level; D: at genus level.  

 

MT1K样品中被分离，而 10株箭头菌属(Sagittula)

细菌菌株与 3 株远洋杆菌属(Pelagibacterium)细

菌菌株仅在 MT9K 中分离得到。因此，在海沟不

同深度水体中，可培养细菌的丰度与多样性存在

明显差异。 

2.5  可培养过 0.22-μm 细菌多样性 

本研究采用切向流系统对过 0.22 μm 滤膜的

马里亚纳海沟水样进行浓缩，利用浓缩液分离培

养过 0.22-μm 细菌(0.22 μm-passable bacteria)。共

获得 70 株细菌，隶属于 5 个纲 22 个属。其中，

分别有 29、11、9 和 21 株细菌在 MT0K、MT1K、

MT2K 及 MT4K 样品中分离。在门水平，变形菌 

门和拟杆菌门细菌分别占分离菌株的 90.0%和

10.0%。在属水平，海旋菌属(Thalassospira)、盐

单胞菌属与海杆菌属细菌相对丰度最高，其次是

交替单胞菌属与假交替单胞菌属细菌(图 6-A)。这

些优势菌群广泛分布于各个层位水体中(图 6-B)。

然而，一些低丰度菌群对不同深度水层有一定选

择性。例如，丽希亚女神菌属(Nisaea)、Balneola、

Marinoscillum 等 7 个属细菌类群仅在表层海水中

分离得到，而小红卵菌属与油杆菌属细菌仅在

MT4K 样品中分离得到。另外，本次富集培养实

验共分离得到 7 株新型细菌菌株，它们与已知细

菌种模式菌株的 16S rRNA 基因最高序列相似性 
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图 6.  马里亚纳海沟过 0.22-μm 细菌多样性 

Figure 6.  Diversity of 0.22-μm-passable bacteria at different depths of the Mariana Trench. 

 
均低于 98.65%[26]，可能代表潜在的新分类单元，

分属于 5 个物种，疑似新种率为 10.0% (表 3)。 

2.6  可培养耐压细菌多样性 

通过对马里亚纳海沟表层以下水体的压力

模拟实验，共获得 33 株耐压细菌(8 属) (图 7)。

其中，海杆菌属细菌是第一大优势类群，相对丰

度为 36.4%，分布在不同压力层中(图 7-A、B)。

其次是盐单胞菌属与交替单胞菌属细菌，主要

在 MT4K 样品中分离得到。假交替单胞菌属菌

株在 MT2K、MT3K 及 MT9K 样品中均有发现；

而所有芽孢杆菌(Bacillus)菌株仅在 MT9K 样品

中发现，栖海杆菌、海旋菌及亚硫酸杆菌细菌 

菌株仅在 MT1K 样品中分离得到。进一步发现，

MT2K 与 MT3K 样品中分离耐压菌株数目最多，

种类也较多，而 MT5K 样品中获得的耐压菌株

数目和多样性都最少(图 7-B)。此外，通过原位

与过 0.22 μm 培养液比较，66.7%的耐压菌株是

在原位培养液中分离，隶属于 7 个属，而过滤

培养液中只发现 3 个属。有趣的是，海杆菌属

与交替单胞菌属细菌在两类样品中都有发现，

盐单胞菌属、芽孢杆菌属、栖海杆菌属、海旋

菌属及亚硫酸杆菌属细菌仅在原位培养液中分

离，所有假交替单胞菌属细菌仅在过滤培养液

中分离得到(图 7-C)。 
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表 3.  马里亚纳海沟潜在新型水生菌株 

Table 3.  Potential novel taxa of aquatic bacteria in the Mariana Trench 
Strains Closest species  Similarity/% Accession number 

MT0-11 Balneola alkaliphila CM41_14bT 98.58 EU008564 

MT0-50 Ketobacter alkanivorans GI5T 98.43 KY303768 

MT2-44 Alteromonas mediterranea DET 98.34 CP001103 

MT4-12 Oleibacter marinus DSM 24913T 97.59 jgi.1096629 

MT4-27 Rhodovulum iodosum N1T 96.30 Y15011 

 

 
 

图 7.  马里亚纳海沟耐压细菌多样性 

Figure 7.  Diversity of piezotolerant bacteria at different depths of the Mariana Trench. A: phylogenetic tree; B: 
abundance at genus level; C: the frequency of different genera in original or filtered seawaters.  

 

3  讨论 

为了解马里亚纳海沟不同深度水生细菌在

菌株水平的代谢潜能与生理生化特征，本研究利

用 3 种培养方式，在 8 种培养基上对可培养细菌

进行了规模化分离纯化与鉴定。获得的 365 株细

菌隶属于变形菌门、拟杆菌门和厚壁菌门，这与

之前利用测序技术[9]或培养技术[13,17]从马里亚纳 

海沟水体中获得的结果相似。Zhao 等[17]通过纯培

养方法发现马里亚纳海沟水体中 α-变形菌纲、  

γ-变形菌纲与黄杆菌纲细菌为优势菌群，与本研

究结果一致(图 2-B)，但其丰度最高的是 α-变形

菌纲细菌[17]，与本研究 γ-变形菌纲细菌占主导地

位(62.7%)的结果不同，这可能与所选择的培养基

不同有关。事实上，γ-变形菌类群在全球其他海

域丰度也较高，如南大西洋[27]、东海和南海[28]。
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本研究中的优势属主要为交替单胞菌属、亚硫酸

杆菌属、海杆菌属、盐单胞菌属与假交替单胞菌

属细菌，这与通过未培养方法研究的结果相符[5]。

其中，交替单胞菌属细菌相对丰度最高，且主要

在深层 MT9K 样品中分离得到(图 5-D)。与此相

一致，之前的研究也发现交替单胞菌属菌株在马

里亚纳海沟 8289 m 水层中分离获得的频率较 

高[17]。基因组分析结果表明，这些深渊交替单胞

菌可以附着在快速沉降的大颗粒有机物上，并对

其降解利用而生长[29]。在其他高通量测序研究中

发现的一些丰富类群，如假单胞菌和放线菌[5]，

在本研究中并未分离得到，推测可能是由于不同

培养方式及培养条件导致。Lin 等研究发现，放

线菌基因组 GC 含量较高(>50%)，且能产生多种

生物活性物质[26]，本研究所使用的低浓度或单一

营养物质可能无法维持他们生长与代谢需要。因

此，马里亚纳海沟水体优势细菌的高丰度可能与

其较高的环境适应性有关。 

众所周知，常规的海洋细菌培养基如 2216E

的营养浓度远高于海洋细菌的生长环境，对于生

长速度慢的细菌可能有抑制作用[30]；且利用天然

培养基(主要成分为酵母粉和蛋白胨)很难获取独

特的有价值的微生物资源。鉴于此，本研究利用

寡营养培养法与已知碳氮源培养法对传统培养基

进行改良。结果表明，共获得 17 个属的可培养细

菌，多样性低于以前分离得到的 33 属[13]，这种差

异可能是由于培养条件的不同导致。本研究中的

培养基营养成分单一(有机碳氮培养基)或营养贫

瘠(稀释的 2216E)，属于选择性培养基，偏向于筛

选能利用特定碳氮源或具有寡营养生活方式的细

菌。在 4 大亚类培养基中，稀释的 2216E 与氨基

酸培养基对海杆菌属的选择性更好。作为海洋中

常见的优势菌群[13,17]，列文虎克菌属与嗜冷杆菌属

细菌菌株仅在稀释的 2216E 培养基中分离得到；而

一些稀有细菌如远洋杆菌属(Pelagibacterium)、科

贝特氏属(Cobetia)菌株等仅在特定的碳氮源培养

基中分离得到(图 4-B)，这可能与其对不同碳氮源

的选择利用性有关。结合 Zhao 等的研究结果[17]，

我们推测，不同营养浓度梯度的天然培养基(例如

原 2216E 培养基及不同稀释倍数的 2216E 培养基)

和不同营养类型的选择性培养基(例如 BM 和 TG

培养基)的组合可能有助于获得多样化的可培养

细菌。另外，温度是调节微生物代谢和生长活力

的重要因素[26]，不同的温度梯度培养可作为常规

培养条件的补充，有利于分离得到种类更丰富的

微生物。此外，随着培养组学的发展，微流控单

细胞分选技术与高通量极限稀释培养法[31]可以提

高微生物的分选效率，通过扩大微生物培养的通

量而进一步提高微生物的可培养率。 

通过切向流浓缩，本研究共获得 70 株可通

过 0.22-μm 细菌(5 纲 22 属)，多样性高于常规培

养细菌类群(3 纲 17 属)，且种类不同。Nakai 等

通过宏基因组技术研究发现，马里亚纳海沟深海

热液中可通过 0.22-μm 微生物与 0.22 μm 滤膜上

微生物的功能特征也显著不同，其中与膜转运及

毒力因子相关的基因占主导地位[21]。1981 年，

Torrella 和 Morita 从海水中分离出两种过滤细菌

(0.2 μm-passable bacteria)类型，一种是复苏后大

于 0.2 μm；而另一种复苏后仍然小于 0.2 μm，称

超微细菌(ultramicrobacteria)[32]。本研究通过原子

力显微镜与扫描电镜也观察到超微细菌与常规

大小细菌(图 1)。这些超微细菌基因组较小，且具

有寡营养的生活方式[1]，可在海洋中营养十分贫

瘠的环境中生存，例如 Sphingomonas alaskensis 
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AFO1[33] 、 Sphingopyxis alaskensis RB2256[34] 及

Pelagibacter ubique HTCC1062[23]。需要考虑的是，

本研究在水体过滤过程中，随着过滤系统压力增

大，一些大于 0.22 μm 的微生物可能无法严格被

0.22 μm 滤膜截留而进入切向流系统。推测这也是

我们筛选到较多盐单胞菌属、海杆菌属及交替单胞

菌属等大于 0.2 μm 细菌类群的原因。此外，我们

也分离得到多株海洋中的新类群(表 2)，进一步说

明该富集系统有利于增大可培养新型细菌多样性。 

根据微生物对压力的耐受情况可以将其分为

常压菌、耐压菌、嗜压菌与极端嗜压菌[35]。通常

海水深度每下降 100 m，压力增加 1 MPa。作为海

洋最深处，马里亚纳海沟(约 11000 m)最大压力可

达 110 MPa。之前学者从马里亚纳海沟分离多株

极端嗜压菌，他们不能在常压下生存，例如

Colwellia sp. MT41，最适压力可达 103 MPa[15]。

本研究中也从马里亚纳海沟不同深度水体中分离

得到 33 株耐压细菌，分属于 8 个属，包括海杆菌

属、盐单胞菌属、交替单胞菌属和假交替单胞菌属

等。不一致的是，目前常见的嗜压细菌主要是 γ-

变形菌类群中的希瓦氏菌属(Shewanella)、冷单胞

菌属(Psychromonas)、发光杆菌属(Photobacterium)、

科尔韦尔氏菌属(Colwellia)、硫代深海嗜压菌属

(Thioprofundum)及摩替亚氏菌属(Moritella)等属，

以及部分 α-和 δ-变形菌类群[36]。这些类群在脂肪

酸的组成、压力调控元件、嗜压基因的表达、运

动性等方面逐渐形成了有别于常压微生物的独特

机制[35]。例如，在高压条件下，耐压希瓦氏菌 WP3

细胞膜中的不饱和脂肪酸和支链脂肪酸含量增 

加[37]。本研究中，所有的芽孢杆菌仅在 MT9K 样

品中分离得到(图 7)，而此前关于从深海环境中分

离到的芽孢杆菌的耐压特性的研究较少[38]。此外，

本研究中 33.3%的耐压菌株属于可通过 0.22-μm

细菌。之前研究报道，深海微生物在高静水压下

通过体积变小导致其分子系统构象和超分子结构

变化，以更紧凑的结构形式适应深海的高压环  

境[39]。本研究所获得的不同类型细菌菌株可作为

模式生物，以探究其营养类型、在深渊环境中的

生物地球化学功能及高压适应机制。 
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Diversity of culturable aquatic bacteria at different depths of the 
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Abstract: [Objective] The Mariana Trench is the deepest site on earth with diverse extreme conditions (e.g., 
ultra-high hydrostatic pressure, low temperature and lack of light). It contains abundant microbial resources. The aim 
of this study is to explore aquatic microbial morphological characteristics and to mine culturable bacterial resources 
from different depths of the Mariana Trench. [Methods] Seawaters of seven depths (2–8727 m) from the Mariana 
Trench were collected. Aquatic microbial morphological characteristics were observed by atomic force microscopy 
and scanning electron microscopy. Combined with enrichment culture by using tangential flow system and high 
pressure device, two kinds of conventional media (1/5×2216E and 1/30×2216E) and six kinds of selective media 
(made up of combinations of organic carbon and nitrogen) were used for isolation and cultivation of aquatic bacteria. 
[Results] Various aquatic bacteria with different sizes (130 nm–1.5 μm) were found at different depths, dominated by 
spherical or rod-shaped bacteria. Particle-associated bacteria were common in surface seawaters and free-living 
bacteria were common in deep seawaters. Belonging to 3 phyla, 31 genera and 56 species, a total of 365 strains were 
identified. Gammaproteobacteria dominated (accounting for 62.7% of the total isolates) and its relative abundance in 
deep waters was higher than that in shallow waters. Alteromonas (21.8%) and Sulfitobacter (19.1%) were the most 
abundant genera, dominated in shallow water samples. The diluted 2216E and amino acid medium were found to have 
a better selectivity to Sulfitobacter. The selectivity of glucose-mannose medium (GM) or taurine-glycolic acid 
medium (TG) to rare bacteria was better. Seven strains (five species) were potential novel bacteria. In addition, 70 
0.22-μm-passable strains (22 genera) and 33 piezotolerant strains (8 genera) were isolated, respectively. [Conclusion] 
There were rich diversities of different trophic, 0.22-μm-passable and piezotolerant bacteria and their morphologies at 
different water depths of the Mariana Trench. This study provided unique resources of aquatic microorganisms to 
investigate their trophic types, high-pressure adaptation mechanisms and biogeochemical roles in the Mariana Trench.  

Keywords: the Mariana Trench, culturable aquatic bacteria, diversity, water column 
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