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滇西二高温温泉中 Thermus 高温菌的 16S rRNA
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摘要: 通过对滇西二温泉纯培养和免培养法获得的 T hermus 菌株序列进行 16S rDNA 系统发育及 16S

rRNA二级结构比较,发现二温泉中至少存在 Thermus 属的 2个潜在新种,它们在系统发育树上形成 1 个独立

的地理簇群分支, 它们的 16S rRNA helix10二级结构也与其它地区的 Thermus 属菌株不同, 形成明显的地域

进化特征.
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腾冲县与龙陵县毗邻, 位于云南省西部, 与缅

甸接壤,在地质构造上处于印度板块与欧亚板块碰

撞交汇地带,是地中海- 喜马拉雅地热带的重要组

成部分,以发育的断裂构造以及年青火山活动为特

征,是中国大陆上著名的火山地热区, 热海温泉位

于东经 98 26 ,北纬 24 57 ,海拔高度 1 120~ 1 893

m,邦纳掌温泉位于东经 98 39 ,北纬 24 39 , 海拔

1 280 m.二泉相距约 70 km, 最大热水温度超过

97 ! ,自上世纪 80年代以来, 不断有生物学工作者

到此进行资源考察[ 1~ 5] .

T hermus 是一类好氧, 营异养生活的高温菌,

最适生长温度在 70 ! 左右, pH 中性或弱碱性. 菌

体短杆状,有时形成长丝状体,不产芽孢,革兰氏染

色阴性.由于细胞内具有类胡萝卜素, 在固体培养

基上菌落通常显黄色,但也有不产色素和产褐色色

素的菌株被分离到.自1969年Brock首先在美国黄

石国家公园发现 Thermus aquat icus
[ 6] 以来, 先后

从世界各地陆地热泉、海底热泉、人工高温环境, 如

热水器、洗衣房、甚至堆积物中都分离到 Thermus 属

菌株.迄今为止,已经有效发表的 Thermus 属的种有

T . aquaticus
[ 6]

, T . f iliformis
[ 7]

, T . thermophilus
[ 8, 10]

,

T . scotoductus
[ 9]

, T . brockianus
[ 10]

, T . oshimai
[ 11]

,

T . igniterrae
[ 12]

, T . antranikianii
[ 12]

.

我们在对腾冲热海、龙陵邦纳掌温泉高温菌进

行考察时,通过对纯培养( Cultrue dependent method)

和免培养法 ( Cultrue independent method) 获得的

Thermus 属菌株的 16S rRNA序列进行分析,发现它

们与从世界其它地区得到的 Thermus 属种序列相

比,形成 1个独立的地理簇群,这个簇群至少由 2个

潜在新种构成.它们的16S rRNA helix10二级结构也

明显不同于其它 Thermus 属菌株, 具有特殊的茎环

结构,形成明显的地域进化特征.

1 材料和方法

1. 1 序列来源 菌株 RH99- GF7504, RH- 914,

RH- 1214, RH - 1514 采用纯培养法分离自腾冲

热海, GeneBank 登 录 号 分 别 是 AF331969,

AF521186, AF521187, AF521188. 菌 株 DFQ6,

DFQ28, DFQ34, DFQ37采用免培养法分离自龙陵

大沸泉, GeneBank 登录号分别是 AY082363,

AY082364, AY082365, AY082366. T . aquaticus

( L09663) , T . f il if ormis ( L09667) , T . thermophil

us ( X07998) , T . scotoductus ( Y18410) , T . brocki

anus ( Y18409) , T . oshimai ( Y18416) , T . igniter r

ae ( Y18406) , T . ant ranikiani i ( Y18411) , A quif e

x py rophi lus ( M 83548)为所选有效发表种和外群

种, 代表菌株的 GeneBank 序列登录号见括号中.

1. 2 16S rDNA序列系统发育分析及 16S rRNA
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局部序列二 级结构分析 用 Blast 程序在

GeneBank中进行相似性比较,列出最大相似性序

列用 ClustalX进行系统发育分析, 用邻接法[ 13]构

建系统进化树.

16S rRNA 二级结构分析, 用 RNAstructure

3. 71根据 Zuker 算法[ 14] , 按最低自由能原理进行

二级结构绘图.

2 结果与讨论

2. 1 从热海和邦纳掌温泉获得的 Thermus 菌株

的16S rDNA序列在系统发育树上形成一独立的

地理簇群分支 以 A quif ex p yrophilus ( M83548)

为外群构建的供试 Thermus 菌株 16S rDNA 序列

在种水平上的系统发育树如图 1所示.从图 1可看

出, 无论是用纯培养法还是免培养法从热海和邦纳

掌温泉中得到的 T hermus 属菌株序列, 与从世界

其它地区得到的 Thermus 属菌株序列相比,在 16S

rDNA 系统发育树上形成 1个独立的地理簇群分

支( A, B, C) . 这个簇群分支由 A, B, C 3 个小分支

构成. A, B 与 C 之间或 A, B, C 与系统发育树上其

它有效发表的序列之间差异度均大于 3%. 按照

16S rDNA差异度大于 3%时可以认为是新种的标

准
[ 15]

,推测二温泉中的 Thermus 菌株至少由 2 个

新种组成,其分类研究结果将另文报道.

图 1 热海、邦纳掌温泉 Thermus 属菌株与有效发表的 Thermus 属菌株构建的 16S rDNA系统发育树

F ig. 1 The 16S rDNA phylogenetic tree of eight validly described Thermus strains and strains or clones from Rehai, Bangnazhang

hot spr ings

459第 4 期 郭春雷等: 滇西二高温温泉中 Ther mus 高温菌的 16S rRNA



2. 2 分离自热海、邦纳掌温泉的 Thermus 属菌株

具有特殊的 16S rRNA helix10二级结构 图 2是

分离自热海、邦纳掌温泉的 T hermus 属菌株和目

前有效发表的世界其它地区Thermus属菌株的16S

rRNA helix10的二级结构图. 该结构相当于 E. coli

16S rRNA 179 ~ 210碱基序列区.从表内的二级结

构图可以比较直观地看出, 来自热海、邦纳掌温泉

的RH- 1214, RH- 1514, DFQ37三序列有相同的

四碱基内环和五碱基端环结构; T . r ehai 含有四碱

基内环和四碱基端环结构, 与分离自新西兰的 T .

f il if ormis 相似,但 2者在内环的碱基组成及内环、

端环之间配对的碱基对数目上又不尽相同.来自热

海和邦纳掌温泉的菌株在二级结构上表现出的这

种特异性突变,形成与世界上其它地区来源的序列

明显不同地域特征结构.

图 2 热海、邦纳掌温泉 Thermus 菌株与世界其它地区 Thermus 菌株的 16S rRNA helix10 的二级结构图

T ab. 1 Comparative secondary structures of the 16S rRNAs of Rehai Thermus phylotypes and some other Thermus species at posi

tions helix10

2. 3 Thermus 属菌株形成种特异性可能与地理隔

离和地质环境不同有关 Williams 通过 DNA -

DNA杂交
[ 16]

, Hudson 通过数值分类
[ 17]
都曾得出

相似的结论: 即分离自同一地热区的 Thermus 属

菌株具有类似特性, 并且聚在一起. 据此,

Williams
[ 11]
提出 Thermus 属高温菌有限地理分布

概念, 认为不同地区来源的同一种 Thermus 菌株,

16S rRNA 序列高度相似, 并且有种特异性区域.

Leonilde
[ 18]
通过脉冲场凝胶电泳进行基因组及

rDNA 基因限制性片段多态分析认为, 同种

T hermus 菌株, 特别是来源相同的菌株其基因组结

构相似, 而不同 Thermus 种之间基因组结构存在

较高多样性.我们的研究工作也证实了上述观点.

我们认为, 虽然全球地热活跃区多位于板块碰

撞交汇地带,但并不呈连续分布, 相对分散的各地

热生态系统成为全球生态系统中的一座座孤岛. 特

别是像热海和邦纳掌这样处于离海岸非常遥远的

内陆温泉, 其中的 Thermus 菌株可能由于长期的

地理隔离与当地高温地质环境的影响而独立进化,

并形成滇西这 2个地热生态系统中 T hermus 物种

的特殊进化群体和结构特征.

2. 4 纯培养或免培养法获得的菌株序列都反映了

区内属种的特征 虽然我们测定的 16S rDNA 序

列较少,还不能充分反映二温泉中 Thermus种的多

样性. 但有趣的是无论是纯培养或免培养法获得的

菌株序列, 都没有进入其它分支, 而是聚成一独立

的簇群,行成 1个地理分支.同时, A, B与 C分支之

间及A, B, C与其它 Thermus 序列之间大于种水平
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的 16S rDNA序列差异也提示,在这 2个地热区仍

有存在 T hermus 新种的可能. 利用分子生态学方

法,设计种、属特异性探针,研究温泉中的微生物多

样性也是切实可行的.
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T he 16S rRNA of T her mus thermophiles from two high temperature

hot springs of West Yunnan

GUO Chun lei, WANG Tao, ZHU Wei, CHAI Li hong, ZHANG Dong hua,

CU I Xiao long , XU Li hua, PENG Qian

( The Key Laborato ry for M icrobial Resources of M inistry of Education, P. R. China

Yunnan Institute of M icrobiology , Yunnan University , Kunming 650091, China)

Abstract: Based on culture dependent method and culture independent method, several Thermus 16S rD

NA sequences w ere amplif ied. The results of 16S rDNA phylogenetic analysis and 16S rRNA secondary stuc

ture comparison show ed that there are at least tw o novel Thermus species in the tw o hot springs and they con

st ituted an independent cluster on the phylogenet ic t ree. The secondary st ructure of 16S rRNA helix 10 with

novel evolut ion characters also showed differences w ith other Thermus species.

Key words: West Yunnan; Thermus ; 16S rRNA; secondary st ructure
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Abstract: The surviv al rate, GR act ivity and the content of heat stable protein and proline of maize

seedlings w ere surveyed after the seeds were soaked w ith CaCl2 solut ion and/ or the seedling s w ere shocked

w ith heat prior to chilling t reatment . It was found these parameters of the heat shocked seedlings w ere higher

than that of cont rast , and the highest ones of them were is that of seedling s w hich were t reated by heat shock

associated with CaCl2 solut ion. So it is suggested heat shock pretreatment can raise the resistance of plants to

chilling, and Ca2+ can st reng then this function of heat shock.

Key words: maize seedlings; heat shock; CaCl2
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