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摘要：微生物固碳和固氮作用在生物地球化学循环和能量流动中具有重要作用. 洞穴黑暗和寡营养极端

环境中蕴藏丰富独特的微生物资源. 为了解喀斯特洞穴固碳细菌和固氮细菌群落结构组成和多样性，利用 9
种分离培养基，分离筛选喀斯特洞穴沉积物固碳细菌和固氮细菌，并基于 16S rDNA序列测定，分析分离菌株

的系统发育和多样性 . 共分离获得 230株固碳细菌，隶属于 3门、16属和 64种，优势属为假单胞菌属

（Pseudomonas）和不动杆菌属（Acinetobacter）. 固碳细菌 Shannon-Wiener多样性指数为 3.65，Margalef丰富度指

数为 11.58，Pielou均匀度指数为 0.88. 共分离获得 425株固氮细菌，分别属于 3门、14属和 68种，优势属为假

单胞菌属、不动杆菌属和贪铜菌属（Cupriavidus）. 固氮细菌 Shannon-Wiener多样性指数为 3.43，Margalef丰富

度指数为 11.07，Pielou均匀度指数为 0.81. 此外，无碳培养基 CFMD和无氮培养基 NFb分离获得的菌株多样

性最高. 以上结果表明，荔波喀斯特洞穴沉积物中存在丰富的固碳和固氮细菌类群，这些结果为进一步研究

固碳和固氮微生物在喀斯特洞穴生态系统中的功能以及农业应用提供了菌种资源.
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碳循环和氮循环是生态系统中最重要的物质

循环之一. 固碳和固氮微生物一直以来是农业菌种

资源利用关注的重点，作为主要的初级生产者，对

不同生态系统的碳和氮支配起着积极而重要的作

用[1]. 碳循环包括碳固定、甲烷代谢和碳降解等多

个重要代谢过程[2]. 固碳微生物通过吸收 CO2 并将

其转化成细胞自身物质或者有机物，不仅为异养生

物提供了完成碳循环所需的有机碳，也为实现“碳
中和”提供了一条有前景的新途径[3-4]. 氮循环包括

固氮、氨化、硝化、反硝化等主要过程[5-6]. 固氮微

生物通过固氮酶将大气中的气态氮转化为生物可

利用氨，在不同的环境中调节固氮或其它多种促生

功能[7].
喀斯特洞穴是指可溶性岩石经喀斯特作用所

形成的地下空间，是石灰岩地区地下水长期溶蚀的

结果[8]，被认为是一种陆地寡营养极端地下生态系

统[9]. 洞穴内总有机碳质量浓度通常不超过 2 mg/L，
氮源也较匮乏. 尽管如此，喀斯特洞穴作为一个天

然的微生物群体库，蕴含丰富的微生物资源，是研

究微生物多样性的天然实验室. 据报道每克洞穴沉

积物平均含 106 个微生物[10]. 洞穴微生物通过促进

碳酸盐矿物的生物风化或加速碳酸钙沉淀促进洞

穴形成，并在洞穴元素循环中起着重要作用[11]. 由
于黑暗和贫营养，洞穴微生物通过固碳和固氮等代

谢途径来获取营养和能量. 随着宏基因组学测序的

快速发展，使用免培养技术研究洞穴环境中微生物

的组成及其代谢功能，结果表明洞穴中含有固碳固

氮微生物类群[10]. 有研究表明，湖北省长阳县和尚

洞固碳细菌类群包含变形菌门（Proteobacteria）、放

线菌门（Actinobacteria）和浮霉菌门（Planctomycetes） 
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等[12]. 对葡萄牙亚述尔群岛 Terceira熔岩洞穴分析

揭示了弗兰克氏菌属（Frankia）、伯克霍尔德菌属

（Burkholderia）、克雷伯氏菌属（Klebsiella）和芽孢

杆菌属（Bacillus）以及其它未培养细菌等包含固氮

基因 nifH，推测这些微生物对洞穴氮固定起着一定

的作用 [13]. 洞穴中细菌通过特殊的碳代谢和氮代

谢途径以适应洞穴环境，并对洞穴的碳氮循环起着

重要的作用. Zhu[10] 从贵州遵义的洞穴岩石、水体

和沉积物样品中共分离3 562株细菌，包括102属329种

（含 14个新描述种），其中 KEGG通路预测含有一

氧化碳氧化基因，通过碳代谢为洞穴提供碳源. 同
时，也检测到大量的氮代谢相关基因，显示出微生

物具有固氮的潜力，超过 50%的分离菌株具有硝

酸盐还原的潜力，并获得了一株新的可培养固氮细

菌 Azospirillum  cavernae.  Wischer等 [14] 从 Movile
洞穴中分离获得了能够使用一碳化合物的细菌，这

种细菌被认为是该群落的主要初级生产者之一. 研
究洞穴固碳固氮细菌资源，对研究洞穴生态系统的

碳和氮循环具有重要意义. 但尽管如此，迄今对喀

斯特洞穴生态系统的认识以及洞穴微生物的发掘

应用仍较有限[15].
由于海洋、湖泊、土壤、河流等自然环境中营

养物质远远低于实验室细菌的培养条件，在寡营养

条件下筛选获得功能性微生物正逐步成为生物治

理领域的研究热点 [16]. 本研究以中国西南地区贵

州省荔波县的喀斯特洞穴沉积物为研究对象，通过

无碳无氮筛选培养基分离固碳细菌和固氮细菌，阐

明寡营养喀斯特洞穴生境中固碳细菌和固氮细菌

的多样性和群落结构组成，并为洞穴细菌资源的开

发和利用提供菌种资源. 

1    材料与方法
 

1.1    样品采集　洞穴石笋沉积物样品于 2020年 8
月采集于贵州省黔南布依族苗族自治州荔波县的

6个喀斯特洞穴，采集信息见表 1. 洞穴海拔用 GPS

定位仪（eTrex Venture）测定；温、湿度用温湿度计

（JWSA2-2型，北京亚光仪器有限责任公司）测定.
按照洞穴深度，每个洞穴在无光区每间隔 3～10 m
采集 5～8份样品，混合后作为各洞穴试验样品. 样
品用无菌牛皮纸袋收集后低温带回实验室 4 ℃ 保

藏备用. 

1.2    分离培养基　参照文献，利用 5种无碳无机培

养基（carbon free medium，CFM） CFMA[17]、CFMB[17]、

CFMC[18]、CFMD[19] 和 CFME[20] 分离固碳细菌. 利
用 4种无氮培养基包括LGI培养基（LGI medium）[21]、

无氮苹果酸钠培养基（nitrogen-free malate medium，

Nfb）[22]、阿须贝氏培养基（Ashby medium，Ashby）[23]

和改良无氮培养基（modified nitrogen-free medium，

MNF）[24] 分离固氮细菌. 

1.3    样品处理及固碳固氮菌株的分离　称取 30 g
研磨后的样品置盛有 270 mL无菌水的锥形瓶中，

180 r/min震荡 20 min，悬浮液以 10倍梯度稀释 3
次后，涂布分离培养基，25 ℃ 恒温培养. 挑取不同

菌落形态单菌落，纯化后，置斜面 4 ℃ 低温保藏或

加入 20%甘油−80 ℃ 冷冻保存. 

1.4    菌株鉴定　 

1.4.1    菌株基因组 DNA 提取　挑取单菌落置相

应的 5 mL液体培养基中，25 ℃ 180 r/min震荡培养

过夜，12 000 r/min离心 2 min. 菌体沉淀参照细菌

基因组 DNA提取试剂盒（宝生物工程（大连）有限

公司）说明书提取菌株基因组 DNA. 利用 1%琼脂

糖凝胶电泳检测. 

1.4.2    菌株16S rRNA 基因的扩增、测序和分析　以

菌株 DNA为模板，PCR扩增 16S rDNA. PCR反应

条件为  95 ℃ 预变性 4 min；95 ℃ 变性 45 s，56 ℃
退火 30 s，72 ℃ 延伸 90 s，30个循环；72 ℃ 再延伸

7 min. 通用引物序列为 27F（5′-AGAGTTTGATCM
TGGCTCAG-3′）和 1492R（5′-TACGGYTACCTTGT
TACGA CTT-3′）. PCR扩增产物 1%琼脂糖凝胶电

泳检测后，送生工生物工程（上海）股份有限公司测
 

表 1    样品采集信息

Tab. 1    Sample collection information

洞穴 温度/℃ 相对湿度/% 地理坐标 海拔/m
JH洞（JH） 16.5 91 25°26′26″N, 107°47′18″E 850
WM洞（WM） 19.0 79 25°31′6″N, 107°40′0″E 850
SC洞（SC） 20.0 78 25°26′10″N, 107°47′22″E 840
A洞（A） 19.0 75 25°24′56″N, 107°52′32″E 844
B洞（B） 18.5 80 25°32′17″N, 107°38′7″E 839
C洞（C） 17.0 71 25°32′6″N, 107°40′15″E 933
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序 . 获得序列上传到 NCBI（ https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/）和 Ezbiocloud（ https://www.ezbiocloud.net/）
数据库进行比对，相似度小于等于 98.65%的为潜

在新种[25]. 利用 MEGA 7.0软件通过邻接法构建系

统发育树. 

1.5    多样性分析　使用 Shannon-Wiener多样性指

数、Margalef丰富度指数和 Pielou均匀度指数对细

菌群落多样性进行分析[26]，利用 SPSS 20.0软件单

因素方差进行统计分析. 

2    结果与分析
 

2.1    喀斯特洞穴可培养固碳细菌群落结构及多样

性分析　 

2.1.1    喀斯特洞穴可培养固碳细菌群落结构分

析　分离共获得 230株固碳细菌（表 2）. 16S rDNA
序列相似性比对分析表明，分离菌株隶属 3门、

5纲、10目、11科、16属、64种. 在门水平上，变形

菌门 （ Proteobacteria）为优势菌门 ，占比 76.09%
（175/230），其次为拟杆菌门（Bacteroidetes，15.65%）、

放线菌门（Actinobacteria，8.26%） . 在属水平上，假

单胞菌属（Pseudomonas）为优势属，占比 47.39%，

其次为不动杆菌属（Acinetobacter，20.00%）和黄杆

菌属（Flavobacterium，15.65%）. 固碳细菌分离种类

及菌株数量如表 3所示. 基于 16S rDNA序列构建

的各代表菌株系统发育树见图 1.

变形菌门获得菌株包括 3纲、 7目、 8科、

11属、51种. 在纲水平上，优势类群为 γ-变形菌纲

（Gammaproteobacteria，94.29%）. 在属水平上，优势

属为假单胞菌属（62.29%） . 在种水平上，优势种

为 Acinetobacter bohemicus（14.86%）、Pseudomonas
neuropathica（9.14%）、Pseudomonas brassicae（8.00%）

和 Acinetobacter oryzae（6.29%）.
拟杆菌门获得菌株 36株 ，均为黄杆菌纲

（Flavobacteria）、黄杆菌属（Flavobacterium） . 优势

种为 Flavobacterium chungangensis（41.67%），其次

是 Flavobacterium fluviale（16.67%）、Flavobacterium
ginsengisoli（16.67%）.

放线菌门获得细菌 19株，隶属 1纲、2目、2科、

4属、6种 . 包括节杆菌属（Arthrobacter，52.63%）、

红球菌属（Rhodococcus，26.32%）、假节杆菌属（Pseu-
darthrobacter，15.79%）和拟杆菌属（Paenarthrobac-
ter，5.26%） . 优势种为 Arthrobacter  methylotrophus
（ 42.11%） 、 Arthrobacter  gyeryongensis（ 10.53%） 、

Paenarthrobacter nitroguajacolicus（5.26%）、Rhodo-
coccus erythropolis（21.05%）、Rhodococcus baikonur-
ensis（ 5.26%） 和 Pseudarthrobacter  psychrotolerans
（15.79%）.

多样性指数分析表明，洞穴沉积物固碳细菌

Shannon-Wiener多样性指数为 3.65，Margalef丰富

度指数为 11.58，Pielou均匀度指数 0.88. 

 

表 2    基于 16S rDNA序列的喀斯特洞穴固碳细菌代表菌株的近缘菌株

Tab. 2    Closely related strains of representative strains of carbon-fixation bacteria in karst caves based on 16S rDNA sequences

分类
近缘菌株 菌株

编号

分离菌株 GenBank
登录号种 登录号（GenBank） 数量/株 相似度/% 占比/%

变形菌门 Acinetobacter bohemicus KF679797.1 MS33 26 98.92 11.30 OQ195469.1
Proteobacteria Acinetobacter calcoaceticus NR_119 113.1 MW9 1 99.40 0.43 OQ195622.1

Acinetobacter guillouiae APOS01000028.1 CJ19 3 98.96 1.30 OQ194045.1
Acinetobacter johnsonii MG594813.1 MS7 4 98.87 1.73 OQ195378.1
Acinetobacter oryzae GU954428.1 MJ34 11 99.08 4.78 OQ195206.1
Acinetobacter portensis KX870877.1 CJ37 1 96.65 0.43 OQ194047.1
Aeromonas eucrenophila CDDF01000007.1 CS42 1 99.87 0.43 OQ194058.1
Aeromonas lusitana PGCP01000030.1 CS7 1 99.00 0.43 OQ194054.1
Cronobacter sakazakii KJ803869.1 CW33 1 97.99 0.43 OQ552887.1
Ensifer adhaerens MF077128.1 MJ3 2 99.37 0.86 OQ195169.1
Escherichia coli CP057589.1 MJ5 3 99.93 1.30 OQ195170.1
Phyllobacterium ifriqiyense MK240448.1 B613 1 98.26 0.43 OQ194032.1
Pseudomonas alkylphenolica MF716701.1 CJ11 3 97.41 1.30 OQ194042.1
Pseudomonas alvandae CP077080.1 CW4 1 98.10 0.43 OQ194059.1
Pseudomonas baetica MT078669.1 MW24 1 99.60 0.43 OQ195624.1
Pseudomonas brassicae LC514379.1 MW4 14 99.28 6.08 OQ195568.1
Pseudomonas brenneri NR_025103.1 C19 2 99.03 0.86 OQ194036.1
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续表 2
 

分类
近缘菌株 菌株

编号

分离菌株 GenBank
登录号种 登录号（GenBank） 数量/株 相似度/% 占比/%

Pseudomonas canadensis NR_156 852.1 C7 1 99.93 0.43 OQ194038.1
Pseudomonas corrugata NR_037135.1 KJ23 2 98.44 0.86 OQ195080.1
Pseudomonas cyclaminis LC582666.1 KJ41 1 97.92 0.43 OQ195085.1
Pseudomonas donghuensis MF170832.1 MW14 8 100 3.47 OQ195623.1
Pseudomonas fildesensis NR_170 438.1 A1 1 99.15 0.43 OQ193163.1
Pseudomonas fluorescens MK774791.1 KS16 3 99.90 1.30 OQ195093.1
Pseudomonas frederiksbergensis MW391603.1 MW31 6 99.80 2.60 OQ195760.1
Pseudomonas huaxiensis MH428812.1 CW25 7 98.29 3.04 OQ194065.1
Pseudomonas hunanensis JX545210.1 KJ11 1 98.64 0.43 OQ195077.1
Pseudomonas kairouanensis LR031357.1 A44 2 99.50 0.86 OQ194021.1
Pseudomonas kilonensis MN826556.1 KW19 1 99.60 0.43 OQ195096.1
Pseudomonas kitaguniensis LC500862.1 A3 1 99.43 0.43 OQ193166.1
Pseudomonas koreensis MW048888.1 CW21 3 97.98 1.30 OQ194063.1
Pseudomonas laurentiana MG719526.1 CW13 5 96.95 2.17 OQ253476.1
Pseudomonas moorei NR_042542.1 KW28 1 99.12 0.43 OQ195097.1
Pseudomonas migulae LK391510.1 CS21 2 99.73 0.86 OQ194057.1
Pseudomonas mucoides LR797589.1 B19 1 98.54 0.43 OQ194028.1
Pseudomonas neuropathica LR797591.1 MW2 16 99.56 6.95 OQ195491.1
Pseudomonas paracarnis KX186983.1 C1 1 99.09 0.43 OQ194034.1
Pseudomonas piscium LR797558.1 KW2 4 99.00 1.73 OQ195094.1
Pseudomonas plecoglossicida MF716680.1 KJ39 1 98.00 0.43 OQ195084.1
Pseudomonas protegens LT906567.1 B1 1 98.89 0.43 OQ194026.1
Pseudomonas putida LC507959.1 CS20 2 98.02 0.86 OQ194055.1
Pseudomonas reinekei LT629709.1 CW19 1 98.19 0.43 OQ194061.1
Pseudomonas tructae CP035952.1 KJ24 1 99.56 0.43 OQ195083.1
Pseudomonas umsongensis AY972402.1 CJ12 2 98.37 0.86 OQ194044.1
Pseudomonas vancouverensis LT629803.1 MW33 9 99.30 3.91 OQ195772.1
Pseudomonas veronii OK136201.1 A33 1 99.80 0.43 OQ193171.1
Pseudomonas wadenswilerensis NR_157 778.1 KJ16 2 98.89 0.86 OQ195078.1
Pseudomonas salomonii JX134631.1 C29 1 98.53 0.43 OQ194037.1
Pseudoxanthomonas mexicana MF170831.1 KJ192 1 98.20 0.43 OQ267776
Shigella flexneri MT604864.1 KJ20 4 97.08 1.73 OQ195079.1
Stenotrophomonas maltophilia KF818622.1 C4 1 99.08 0.43 OQ194035.1
Variovorax boronicumulans NR_041588.1 KJ37 5 99.06 2.17 OQ195082.1

放线菌门 Arthrobacter gyeryongensis NR_133 699.1 CJ23 2 98.20 0.86 OP210298.1
Actinobacteria Arthrobacter methylotrophus MG322224.1 MJ16 8 98.98 3.47 OQ195202.1

Rhodococcus baikonurensis NR_024784.1 C59 1 99.03 0.43 OQ194039.1
Rhodococcus erythropolis MW927175.1 B29 4 99.23 1.73 OQ194029.1
Paenarthrobacter nitroguajacolicus MW578413.1 CA66 1 99.17 0.43 OQ194041.1
Pseudarthrobacter psychrotolerans NR_174 315.1 A29 3 99.33 1.30 OQ193168.1

拟杆菌门 Flavobacterium chungangensis NR_165 772.1 MS5 15 99.05 6.52 OQ195289.1
Bacteroidetes Flavobacterium fluviale MF991893.2 MJ4 6 97.70 2.60 OQ195168.1

Flavobacterium ginsenosidimutans NR_108 688.1 MS40 4 97.53 1.73 OQ195490.1
Flavobacterium ginsengisoli NR_109 024.1 MS13 6 97.09 2.60 OQ195425.1
Flavobacterium johnsoniae DQ530073.1 KS3 2 99.19 0.86 OQ195091.1
Flavobacterium psychroterrae MH100901.1 MJ28 2 98.09 0.86 OQ195204.1
Flavobacterium panacisoli NR_169 438.1 MW40 1 98.16 0.43 OQ195777.1
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表 3    喀斯特洞穴可培养固碳细菌种类及菌株数

Tab. 3    Types and strains of culturable carbon-fixation bacteria in karst caves

属 种 种类数占比/% 菌株/株 菌株数占比/%
黄杆菌属（Flavobacterium） 7 10.93 36 15.65
不动杆菌属（Acinetobacter） 6 9.37 46 20.00
假单胞菌属（Pseudomonas） 35 54.68 109 47.39
气单胞菌属（Aeromonas） 2 3.12 2 0.86
节杆菌属（Arthrobacter） 2 3.12 10 4.34
克罗诺杆菌属（Cronobacter） 1 1.56 1 0.43
剑菌属（Ensifer） 1 1.56 2 0.86
埃希氏杆菌属（Escherichia） 1 1.56 3 1.30
拟杆菌属（Paenarthrobacter） 1 1.56 1 0.43
叶杆菌属（Phyllobacterium） 1 1.56 1 0.43
假节杆菌属（Pseudarthrobacter） 1 1.56 3 1.30
假黄色单胞菌属（Pseudoxanthomonas） 1 1.56 1 0.43
红球菌属（Rhodococcus） 2 3.12 5 2.17
志贺氏菌属（Shigella） 1 1.56 4 1.73
寡养单胞菌属（Stenotrophomonas） 1 1.56 1 0.43
贪噬菌属（Variovorax） 1 1.56 5 2.17

 

 
分支上的数值为 1 000次重复抽样检测的自展支持率，大写字母和数字组合为各代表菌株的编号.

图 1    基于 16S rDNA序列构建的固碳细菌代表菌株系统发育树
Fig. 1    Phylogenetic tree of representativs strains of carbon-fixing bacteria constructed based on 16S rDNA sequences
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2.1.2    不同培养基分离洞穴固碳细菌比较（表4）　分

离固碳细菌 Shannon-Wiener多样性为 1.98～3.05，
分离菌株优势属均为假单胞菌属、不动杆菌属和

黄杆菌属. 利用 CFMD和 CFME培养基分离固碳

细菌菌株数最多，分别为 66株（28.70%）和 65株

（ 28.26%） ，且分离菌株种数最多 ，分别为 29种

（45.31%）和 28种（43.75%）. 相比较，CFMB培养基

分离菌株数最少 ，为 12株 （ 5.22%） ，包含 8种

（12.50%）. 多样性指数分析表明，CFMD培养基分

离的固碳细菌 Shannon-Wiener多样性指数（3.05）
和 Margalef 丰富度指数（6.68）最高；而 Pielou均匀

度指数最高的是 CFMA培养基分离的固碳细菌类

群，为 0.97. 此外，某些属的固碳细菌仅从少数培养

基分离获得，如寡养单胞菌属（Stenotrophomonas）
和假节杆菌属（Pseudarthrobacter）仅从 CFMA培

养基分离获得，拟杆菌属（Paenarthrobacter）仅从

CFMB培养基分离获得，克罗诺杆菌属（Cronobacter）

则仅从 CFMD培养基分离获得. 

2.2    喀斯特洞穴可培养固氮细菌群落结构及多样

性分析　 

2.2.1    喀斯特洞穴可培养固氮细菌群落结构分

析　分离共获得 425株固氮细菌（表 5） . 经 16S
rDNA序列相似性比对分析，分离固氮菌株分别隶

属 3门、5纲、9目、13科、14属、68种. 在门水平上，

变形菌门为优势门类群，为 420株，占比 98.82%，

其次为放线菌门（0.71%）和拟杆菌门（0.47%）. 固氮

菌株分离结果如表 6所示. 在属水平上，优势属为

假单胞菌属（72.70%）、不动杆菌属（15.53%）、贪铜

菌属（Cupriavidus，7.53%）. 基于 16S rDNA序列构

建的各代表菌株系统发育树见图 2.
变形菌门获得菌株 420株，包括 3纲、7目、

10科、10属、63种. 在纲水平上，优势纲类群为 γ-
变形菌纲，为 377株，占比 89.76%. 在属水平上，优

势属为假单胞菌属（73.57%）. 在种水平上，获得菌
 

表 4    不同培养基分离喀斯特洞穴固碳细菌菌株的多样性

Tab. 4    Diversity of carbon-fixation bacteria isolated from karst caves by different media

培养基 菌株数 占比/% 种数 占比/%
Shannon-Wiener

多样性指数

Margalef
丰富度指数

Pielou
均匀度指数

CFMA 27 11.74 22 34.38 2.99 6.37 0.97
CFMB 12 5.22 8 12.50 1.98 2.82 0.95
CFMC 60 26.09 20 31.25 2.59 4.64 0.86
CFMD 66 28.70 29 45.31 3.05 6.68 0.91
CFME 65 28.26 28 43.75 3.01 6.47 0.90

 

表 5    基于 16S rDNA序列喀斯特洞穴固氮细菌代表菌株的近缘菌株

Tab. 5    Relatives strains of representative strains of nitrogen-fixing bacteria in karst caves based on 16S rDNA sequences

分类
近缘菌株

菌株编号
分离菌株 GenBank

登录号种 登录号（GenBank） 数量/株 相似度/% 占比/%
变形菌门 Acinetobacter bereziniae AIEI01000248.1 GW124 3 99.10 0.70 OQ202076.1
Proteobacteria Acinetobacter bohemicus KF679797.1 NJ21 5 99.06 1.17 OQ202110.1

Acinetobacter bouvetii NR_117 628.1 LS553 4 97.65 0.94 OQ202106.1
Acinetobacter calcoaceticus NR_119 113.1 AW18 2 98.63 0.47 OQ202049.1
Acinetobacter guillouiae MW468435.1 GW12 30 99.20 7.05 OQ202072.1
Acinetobacter haemolyticus SJOD01000002.1 GW33 2 99.09 0.47 OQ202077.1
Acinetobacter johnsonii KP763485.1 LS221 4 99.50 0.94 OQ202103.1
Acinetobacter kyonggiensis MT323127.1 NJ601 1 98.76 0.23 OQ202113.1
Acinetobacter oryzae MW487455.1 AW132 9 99.79 2.11 OQ202058.1
Acinetobacter portensis KX870877.1 NS21 2 97.34 0.47 OQ202119.1
Acinetobacter tjernbergiae KM070562.1 LS332 4 99.58 0.94 OQ202102.1
Bosea caraganae MH633716.1 GS7 1 97.46 0.23 OQ202067.1
Cupriavidus necator MT845856.1 LS9 31 99.51 7.29 OQ202094.1
Cupriavidus neocaledonicus MH699182.1 LJ66 1 98.45 0.23 OQ202091.1
Ensifer adhaerens MW391597.1 NJ182 1 98.75 0.23 OQ202111.1
Massilia niabensis NR_044571.1 AW222 1 96.59 0.23 OQ202059.1
Pseudomonas alkylphenolica MT072104.1 AW17 39 99.59 9.17 OQ202050.1
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续表 5
 

分类
近缘菌株

菌株编号
分离菌株 GenBank

登录号种 登录号（GenBank） 数量/株 相似度/% 占比/%
Pseudomonas alloputida MW198149.1 LW2212 1 98.95 0.23 OQ202109.1
Pseudomonas asplenii NR_040802.1 LJ8 2 98.74 0.47 OQ202082.1
Pseudomonas baetica MT078669.1 NW3 6 99.82 1.41 OQ202123.1
Pseudomonas brassicae LC514379.1 AW103 61 99.39 14.35 OQ202054.1
Pseudomonas cavernae CP032419.1 LS44 1 98.29 0.23 OP210296.1
Pseudomonas chlororaphis NR_164 626.1 LS99 8 99.57 1.88 OQ202096.1
Pseudomonas cichorii MK302219.1 LS1113 3 98.36 0.70 OQ202105.1
Pseudomonas daroniae MK159357.1 NS2 5 99.43 1.17 OQ202115.1
Pseudomonas donghuensis MF170832.1 LS162 12 99.93 2.82 OQ202099.1
Pseudomonas extremaustralis MN826583.1 LJ41 1 99.52 0.23 OQ202088.1
Pseudomonas fluorescens KU977128.1 GC123 2 99.30 0.47 OQ202066.1
Pseudomonas frederiksbergensis MT078678.1 AW66 12 99.80 2.82 OQ202052.1
Pseudomonas fuscovaginae AB638424.1 AW88 1 98.99 0.23 OQ202053.1
Pseudomonas huaxiensis MH428812.1 GW442 8 99.30 1.88 OQ202079.1
Pseudomonas hunanensis JX545210.1 GW9 3 99.08 0.70 OQ202073.1
Pseudomonas hutmensis NR_165 748.1 LS118 5 99.89 1.17 OQ202100.1
Pseudomonas japonica MZ571943.1 LW313 5 99.35 1.17 OQ202108.1
Pseudomonas jessenii NIWT01000013.1 NW2 3 99.27 0.70 OQ202121.1
Pseudomonas koreensis MW048888.1 AC24 2 97.98 0.47 OQ202048.1
Pseudomonas lalkuanensis MF943158.1 AW17171 1 98.89 0.23 OQ202061.1
Pseudomonas laurentiana MG719526.1 LJ120 12 99.02 2.82 OQ202093.1
Pseudomonas migulae MN704789.1 NS102 3 99.60 0.70 OQ202120.1
Pseudomonas moorei NR_042542.1 AC14 4 99.11 0.94 OQ202047.1
Pseudomonas mucoides LR797589.1 LJ3 4 99.30 0.94 OQ202081.1
Pseudomonas neuropathica LR797591.1 AC12 32 99.22 7.52 OQ202045.1
Pseudomonas oleovorans MT102301.1 GW14 5 99.60 1.17 OQ202074.1
Pseudomonas peli MT373673.1 NS23 1 98.72 0.23 OQ202118.1
Pseudomonas piscium LR797558.1 NW12 19 99.41 4.47 OQ202126.1
Pseudomonas plecoglossicida MH997642.1 NW14 1 99.70 0.23 OQ202127.1
Pseudomonas pseudoalcaligenes KJ586277.1 GW141 2 99.80 0.47 OQ202078.1
Pseudomonas putida AB110608.1 AW171 18 98.81 4.23 OQ202057.1
Pseudomonas reinekei LT629709.1 NW1 1 99.89 0.23 OQ202122.1
Pseudomonas seleniipraecipitans KT710798.1 NS18 3 99.25 0.70 OQ202116.1
Pseudomonas soli MN538257.1 LS12 2 99.09 0.47 OQ202095.1
Pseudomonas stutzeri CP018050.1 NW32 1 99.58 0.23 OQ553653.1
Pseudomonas umsongensis MK883110.1 GC4 1 99.50 0.23 OQ202065.1
Pseudomonas vancouverensis LT629803.1 LS182 10 99.72 2.35 OQ202101.1
Pseudomonas viridiflava MZ931317.1 NW9 1 99.89 0.23 OQ202124.1
Pseudomonas vranovensis HQ202845.1 LS513 4 99.55 0.94 OQ202104.1
Pseudomonas wadenswilerensis LT009706.2 LS77 4 99.79 0.94 OQ202097.1
Shigella flexneri MN746200.1 AW1616 1 98.68 0.23 OQ202060.1
Sphingobium aromaticiconvertens AM181012.1 LJ112 1 98.22 0.23 OQ202092.1
Stenotrophomonas nitritireducens NZ_CP016756.1 LJ5 1 96.51 0.23 OQ202080.1
Variovorax boronicumulans MT078666.1 LJ11 5 99.89 1.17 OQ202090.1
Variovorax paradoxus NR_113 736.1 AC5 1 98.51 0.23 OQ195783.1
Variovorax robiniae NR_169 353.1 GA1172 1 98.15 0.23 OQ202062.1

放线菌门 Arthrobacter methylotrophus NR_025083.1 NW16 1 97.92 0.23 OQ202129.1
Actinobacteria Arthrobacter pascens MF077186.1 AW115 1 99.49 0.23 OQ202056.1

Microbacterium schleiferi NR_112 003.1 AC7 1 98.44 0.23 OQ202046.1
拟杆菌门 Flavobacterium ginsenosidimutans NR_108 688.1 AS1 1 97.99 0.23 OQ202051.1
Bacteroidetes Flavobacterium johnsoniae NR_115 473.1 AW101 1 97.93 0.23 OQ202055.1
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表 6    喀斯特洞穴可培养固氮细菌种类及菌株数

Tab. 6    Types and strains of culturable nitrogen-fixing bacteria in karst caves

属 种 种数占比/% 菌株数 菌株数占比/%
不动杆菌属（Acinetobacter） 11 16.17 66 15.52
节杆菌属（Arthrobacter） 2 2.94 2 0.47
博斯氏菌属（Bosea） 1 1.47 1 0.23
贪铜菌属（Cupriavidus） 2 2.94 32 7.52
剑菌属（Ensifer） 1 1.47 1 0.23
黄杆菌属（Flavobacterium） 2 2.94 2 0.47
马赛菌属（Massilia） 1 1.47 1 0.23
微杆菌属（Microbacterium） 1 1.47 1 0.23
假单胞菌属（Pseudomonas） 41 60.29 309 72.70
志贺氏菌属（Shigella） 1 1.47 1 0.23
鞘脂菌属（Sphingobium） 1 1.47 1 0.23
寡养单胞菌属（Stenotrophomonas） 1 1.47 1 0.23
贪噬菌属（Variovorax） 3 4.41 7 1.64

 

 
分支上的数值为 1 000次重复抽样检测的自展支持率，大写字母和数字组合为各代表菌株的编号.

图 2    基于 16S rDNA序列构建的固氮细菌代表菌株系统发育树
Fig. 2    Phylogenetic tree of representative strains of nitrogen-fixing bacteria constructed based on 16S rDNA sequences
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株数占比依次为 Pseudomonas brassicae（14.52%）、

Pseudomonas  alkylphenolica（ 9.29%）、Pseudomonas
neuropathica（7.62%）、Cupriavidus necator（7.38%）、

Acinetobacter guillouiae（7.14%）.
放线菌门获得菌株 3株，隶属 1纲、1目、2科、

2属、3种 . 属放线菌纲，节杆菌属（Arthrobacter，
66.67%）和微杆菌属（Microbacterium，33.33%） . 包
括 Arthrobacter  methylotrophus（ 33.33%） 、 Arthrob-
acter  pascens（ 33.33%）和 Microbacterium  schleiferi
（33.33%）.

拟杆菌门获得菌株 2株，属黄杆菌纲，黄杆菌

属 （Flavobacterium） . 包括 Flavobacterium ginseno-
sidimutans 和 Flavobacterium johnsoniae.

经 多 样 性 指 数 分 析 表 明 ，洞 穴 固 氮 细 菌

Shannon-Wiener多样性指数为 3.43，Margalef丰富

度指数为 11.07，Pielou均匀度指数为 0.81. 

2.2.2    不同培养基分离固氮细菌多样性比较　由

表 7可知，4种无氮培养基分离菌株 Shannon-Wiener
多样性为 2.58～3.13，优势属均为假单胞菌属 . 其
中，MNF分离菌株数最多，为 139株（32.70%），包含

26种（38.23%）. LGI和 Nfb培养基分离菌株物种株

较高，分别为 128株（30.11%）和 100株（23.53%），

分离菌株分别包含了32种（47.05%）和33种（48.53%）.
Ashby培养基分离菌株数最少（58株，占 13.64%）；

包含 23种（33.82%）. 多样性分析表明，培养基 Nfb
分离的可培养固氮细菌 Shannon-Wiener多样性指

数、Margalef丰富度指数和 Pielou均匀度指数均最

高，分别为 3.13、6.95和 0.90.
 

表 7    不同培养基分离洞穴固氮菌株的多样性

Tab. 7    Diversity of nitrogen-fixing strains isolated from caves by different medium

培养基 菌株数 占比/% 种数 占比/%
Shannon-Wiener

多样性数

Margalef
丰富度数

Pielou
均匀度指数

MNF 139 32.71 26 38.24 2.58 5.07 0.79

LGI 128 30.12 32 47.06 2.96 6.39 0.85

Ashby 58 13.65 23 33.82 2.73 5.42 0.87

Nfb 100 23.53 33 48.53 3.13 6.95 0.90
 

一些属的固氮细菌仅从少数培养基上分离获

得. 如氏菌属仅在MNF培养基分离获得，黄杆菌属、

志贺氏菌属（Shigella）、马赛菌属（Massilia）以及微

杆菌属仅在 Ashby培养基分离获得，鞘脂菌属

（Sphingobium）、寡养单胞菌属（Stenotrophomonas）
仅在 LGI无氮培养基上分离获得，剑菌属（Ensifer）
仅在 Nfb无氮培养基分离获得. 

3    讨论与结论

细菌在维持洞穴生态系统平衡以及物质循环

和能量流动中扮演重要角色 [27]. 喀斯特洞穴的独

特环境使得该生态系统拥有独特的微生物资源[28].
本研究利用 9种筛选培养基分离获得 230株固碳

细菌（包括 3门、16属、64种，25株潜在新种）和

425株固氮细菌（包括 3门、14属、68种，17株潜

在新种），洞穴中丰富多样的固碳和固氮细菌为今

后进一步研究洞穴微生物生理生态作用及农业生

产应用提供了菌种资源.
荔波喀斯特洞穴沉积物中固碳细菌具有丰富

的多样性，分离的 230株固碳细菌隶属 3门、16属、

64种. 其中，变形菌门中的 γ-变形菌纲以及假单胞

菌属、不动杆菌属和黄杆菌属为固碳细菌优势类

群. 这些自养型微生物在黑暗洞穴环境中，可能通

过同化二氧化碳，将其转化成有机物，作为洞穴生

态环境中的初级生产者和公共能量输入者 [29]，并

通过氧化硫化物[30]，溶解岩石生成碳酸钙晶体[31]

等作用，在洞穴环境固碳和碳循环中起重要作用.
自养微生物还可以作为生物肥料，促进植物生长和

提高农作物产量[32].
目前，洞穴中已预测到全部 6种与微生物固定

二氧化碳相关的途径，包括磷酸乙酰转移酶–乙酸

激酶途径、不完全柠檬酸循环、还原性乙酰辅酶 A
循环、3-羟基丙酸循环、还原性三羧酸循环和羟基

丁酸循环途径[33]. Tebo等[34] 研究发现洞穴固碳细

菌类群隶属于酸杆菌门（Acidobacteria）、变形菌门、

蓝细菌门（Cyanobacteria）、绿弯菌门（Chloroflexi），
其中酸杆菌门和绿弯菌门是优势菌群，具有丰富的

编码核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶 /加氧酶（RubisCO）

的Ⅰ型和Ⅱ型基因多样性（分别为 cbbL 和 cbbM）

和 ATP柠檬酸裂解酶基因（aclB），表明该洞穴中
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微生物的固碳途径主要为卡尔文–本森循环和还原

性三羧酸（rTCA）循环途径. Ortiz等[35] 通过宏基因

组和固碳基因分析表明，Kartchner碳酸盐洞穴沉

积物中碳固定相关的细菌门类包括变形菌门、硝

化螺杆菌门（Nitrospirae）、放线菌门和绿弯菌门，

其中变形菌门为优势门类群. 变形菌门和拟杆菌门

是寡营养、有机碳含量少的喀斯特河流生态系统

中的主要固碳微生物类群 [36]. 而岩溶地区土壤则

为变形菌门中的 α-变形菌纲和 β-变形菌纲 [37]. 纯
培养和宏基因组析表明，不同喀斯特洞穴环境固碳

细菌类群结构组成不同，一方面由于不同洞穴地球

化学组成以及所用分离培养基不同等原因所致；另

一方面也进一步表明洞穴及寡营养环境中微生物

可能尚存在较多的未培养细菌.
由于洞穴生态系统氮源十分匮乏，微生物通过

固氮作用获取氮源，从而维持洞穴生态系统功能稳

定 [38]. 荔波喀斯特洞穴沉积物 425株固氮细菌隶

属 3门 14属 68种，其中包括 17株潜在的新菌. γ-
变形菌纲，假单胞菌属﹑不动杆菌属和贪铜菌属为

优势类群. 具有固氮功能的微生物分布在 60余属[39].
变形菌门是土壤中氮循环参与度最高的细菌类群[40]，

在农田生态系统尤其在缺乏共生固氮（SNF）的自

然和农业生态系统中，变形菌门固氮细菌类群是氮

的关键自然来源，也是潜在的细菌生物肥料，在植

物营养和土壤生物肥力方面具有广泛应用 [41]. 已
有报道表明其不仅为植物根际土壤[42] 中优势固氮

菌群，也广泛存在于营养贫乏、有机碳和氮含量少

的尾矿[43]，并与固氮、反硝化作用等氮代谢过程密

切相关[44].
一直以来，由于采样、实验室分离和培养条件

等原因，微生物分离培养仍有局限性. 利用多种寡

营养培养基和改良微生物培养基，如添加细胞复苏

因子、解毒物质以及微量元素等，将有助于提高固

碳和固氮微生物的可培养性 [45]. 本研究采用无机

或有机碳含量较低的分离培养基，能较好地筛选栖

息于洞穴等寡营养环境的微生物 [46]. 此外，LGI、
Nfb、MNF等 3种培养基中含有钼酸钠和铁离子，

而钼离子和铁离子是组成 nifD和 nifK基因编码的

钼铁蛋白和 nifH基因编码的铁蛋白构成的固氮酶

复合物的必需元素 [47]，有利于洞穴寡营养环境固

氮酶微生物筛选[48]. 进一步将宏基因组、宏代谢组

等分子生物学方法和纯培养相结合，将更加准确评

价和发掘洞穴生态环境中固碳和固氮微生物的组

成和多样性.
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Diversity of culturable carbon-fixing and nitrogen-fixing
bacteria in karst cave sediments

RAN Guangjuan1，WU Qingshan1，FANG Zheng1，AN Ni1，CHEN Xiu1，

LI Shixia1，REN Lou1，WENG Qingbei1,2**

(1. School of Life Sciences, Guizhou Normal University, Guiyang 550025, Guizhou, China；

2. College of Biology Sciences and Agriculture, Qiannan Normal University for Nationalities,

Duyun 558000, Guizhou, China)

Abstract: Microbial  carbon  fixation  and  nitrogen  fixation  play  crucial  roles  in  biogeochemical  cycles  and
energy  flow  in  the  biosphere.  The  dark  and  nutrient-limited  environments  of  caves  harbor  rich  and  unique
microbial  resources.  To  understand  the  composition  and  diversity  of  carbon-fixing  and  nitrogen-fixing  bacterial
communities  in  karst  caves,  this  study  used  nine  isolation  media  to  selectively  culture  bacteria  from  karst  cave
sediments. Based on 16S rDNA sequencing, the phylogeny and diversity of the isolated strains were analyzed. A
total of 230 strains of carbon-fixing bacteria were isolated, belonging to 3 phyla, 16 genera, and 64 species, with
dominant  genera  being Pseudomonas  and Acinetobacter.  The  Shannon-Wiener  diversity  index  for  carbon-fixing
bacteria was 3.65, the Margalef richness index was 11.58, and the Pielou evenness index was 0.88. A total of 425
strains of  nitrogen-fixing bacteria  were isolated,  belonging to 3 phyla,  14 genera,  and 68 species,  with dominant
genera  being Pseudomonas, Acinetobacter,  and Cupriavidus.  The  Shannon-Wiener  diversity  index  for  nitrogen-
fixing  bacteria  was  3.43,  the  Margalef  richness  index  was  11.07,  and  the  Pielou  evenness  index  was  0.81.
Additionally,  strains  isolated  on  carbon-free  medium  (CFMD)  and  nitrogen-free  medium  (NFb)  exhibited  the
highest diversity. The results indicate the presence of abundant carbon-fixing and nitrogen-fixing bacterial groups
in the cave sediments of Libo Karst,  providing microbial  resources for further research on the functions of these
microorganisms in karst cave ecosystems and their potential agricultural applications.

Key words: karst cave；culturable；carbon-fixing bacteria；nitrogen-fixing bacteria；diversity
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