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深古菌门具有复杂的亚群分类，是地球上丰度最高的微生物之一。然而，深古菌的代谢特征和演
化历史仍然有待进一步研究。本研究对来自10个不同亚群的15个新获得和36个已经发表的深古菌
基因组进行了比较基因组分析，揭示了深古菌门的核心代谢特征，即蛋白质、脂质、芳香族化合
物降解，糖酵解途径和Wood–Ljungdahl (WL) 途径。上述核心代谢特征表明深古菌使用乙酰辅酶A
作为重要的代谢中间物。此外，部分深古菌亚群还具有不完整的柠檬酸循环、产乙酸途径和硫化
物相关的代谢潜能，表明不同亚群具有多样的代谢能力和生态功能。亚群Bathy-21和Bathy-22位于
深古菌系统发育树根部，是目前已知最古老的两个深古菌亚群。它们广泛分布于热液（泉）环境中，
并编码超嗜热适应性特征的标记基因逆促旋酶（reverse gyrase, rgy）。综上，本研究对深古菌门的
核心代谢能力进行了系统性研究和总结，并揭示了深古菌热环境起源的演化历史。
© 2019 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 

Education Press Limited Company This is an open access article under the CC BY-NC-ND license  
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. 背景介绍

深古菌曾被称为Miscellaneous Crenarchaeotal Group 
(MCG)，是地球上丰度最高的微生物之一，广泛分布于

多种环境中，如海洋、淡水、沉积物、土壤、生物反应

器、动物共生环境和深部生物圈中[1–5]。深古菌在地球

元素化学循环过程，尤其是碳循环过程中起到重要的作

用[6,7]。有研究表明深古菌可能使用乙酰辅酶A作为重

要的代谢中间物[4,8]，并具有降解胞外蛋白质[2]、芳香

族化合物[3,4]和碳水化合物[9,10]的代谢潜能。近期的

一项研究表明，深古菌可以在碳固定的同时进行木质素

降解，这也是首次在古菌中发现的木质素厌氧降解途径

[11]。此外，某些深古菌亚群还具有烷烃代谢[12]和产

乙酸[4]的代谢潜能，而上述两个代谢途径被认为是地

球上最古老的生物化学能量产生过程[13]。综上，深古

菌可能在不同的微生物群落中具有很高的活性[4]，并

驱动包含碳、氮和硫在内的多种元素循环过程[9,10]。
基于16S rRNA基因构建的系统发育分析揭示了深

古菌复杂的亚群分类（Bathy-1到Bathy-19），而近期的

一项研究工作则将其拓展到25个亚群[8]。不同的深古

菌亚群具有多样的生理功能和生态位。一项研究表明，

某些深古菌亚群受到多次咸水–淡水转换事件的影响

[14]。然而，深古菌的生态地位、核心代谢特征、起源

与演化历史仍然有待进一步研究。在本研究中，我们首
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先对瓜伊马斯盆地的两个样本测序得到的16S rRNA基

因序列和公开数据库中的参考序列进行了系统性分析。

随后，我们使用这两个样本中得到的深古菌基因组以及

公共数据库中共计51个深古菌基因组进行了比较基因组

分析。其中，深古菌的核心代谢功能包括蛋白质降解、

糖酵解和Wood–Ljungdahl (WL) 途径等。最后，我们

通过祖先重建分析，揭示了深古菌热环境起源的演化

历史。

2. 材料和方法

2.1. 样本描述

本研究中使用编号为core-10的沉积物样品。此样品

采集自2008年10月，位于加利福尼亚湾的瓜伊马斯盆

地，由AT15-25航次Alvin dive 4460的插管采样。该沉积

物表面为油性，并有白色微生物垫覆盖。样品的温度使

用Alvin温度探针进行测量，表层温度为7 ～ 10 ℃，在

沉积物6 cm处达到31 ℃。本研究使用深度为4~6 cm（编

号M8）和8~11 cm（编号M10）沉积物柱的两个剖面进

行DNA提取和测序。DNA提取、宏基因组建库和测序

的详细方法请参见文献[4]。

2.2. 宏基因组测序数据的从头组装和分装

宏基因组的原始测序数据使用Sickle v1.33 (https://
github.com/najoshi/sickle) 进行低测序质量碱基的去除，

并使用IDBA-UD v1.1.1 [15]进行组装，参数为“mink 
52, maxk 92, step 8”。高质量测序数据使用Bowtie v2.2.8 
[16]和“–very-sensitive”参数比对到组装片段上，随后

使用SAMtools v1.3.1 [17]进行测序深度计算。长度大于

5 kb的拼接片段使用MetaBAT v0.32.4 [18]和“–specific”
参数，基于其四核苷酸多态性、GC含量和测序深度进

行分装，以获得基因组数据。上述获得的基因组使用

ESOM v1.1 [19]和mmgenome v0.6.3 [20]进行手动检查。

基因组的完整度和污染度使用CheckM v1.0.7 [21]的“lin-
eage_wf”功能进行计算。

除上述基因组外，我们还在公开数据库中收集和下

载了44个深古菌参考基因组。这些基因组分别采集于奥

胡斯湾沉积物[2]、苏拉特盆地煤层气井[12]、科罗拉多

土壤[22]、瓜伊马斯盆地热液沉积物[4,23]、北加州草原

[24]、白橡树河口沉积物[9]、胡安德富卡玄武岩层流体

[25]以及其他采样点[26]。
该研究的相关序列已经上传到NCBI数据库，编号

为PRJNA418890。

2.3. 16S rRNA 基因序列分析

我们从SILVA 132数据库[27]中收集了3738条长度大

于900 nt的深古菌16S rRNA基因序列，并使用CD-HIT 
[28]和参数“–c 0.97-G 1”将其划分为1547个OTU（ope-
rational taxonomic unit）。此外，我们从所有深古菌基因

组中使用CheckM [21]预测得到了23条16S rRNA基因序

列。我们对上述两种序列，以及作为外源的奇古菌和

曙古菌参考序列，使用MAFFT v7.313 [29]进行序列联

配（alignment），使用参数为“–localpair”和“–maxite - 

rate-100”。随后，使用RAxML v8.2.8 [30]的GTRGA-
MMA模型进行最大似然估计方法的系统发育树构建，

bootstrap值为1000次重复计算获得，并使用iTOL [31]进
行可视化。其他研究工作中使用的参考序列[1,8]将作为

深古菌亚群分类的参考。

2.4. 宏基因组注释

我们使用Prodigal v2.6.3 [32]和“–meta”参数对

编码基因进行预测。编码基因的功能注释通过比对

NCBI (National Center for Biotechnology Information) NR 
(non-redundant) 库、KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes) 数据库[33]和COG (Clusters of Orthologous 
Group) 数据库[34]获得，使用参数“E-values < 10–5”。

此外，这些编码基因还使用同样的参数比对到MEROPS
数据库[35]和CAZy数据库[36]，以寻找其中肽类和碳

水化合物降解的相关基因。胞外蛋白酶使用PRED-SIG-
NAL [37]进行进一步预测。

2.5. 基于保守基因的系统发育分析

为了确定深古菌基因组的系统发育地位，我们收集

了60个深古菌基因组（16个为本研究中新得到的基因组，

44个为公开数据库中的参考基因组）和其他古菌的参考

基因组。参照之前的研究工作[9]，我们使用了16个极

少受到水平基因转移影响的保守核糖体蛋白基因序列

（L14、L15、L16/L10AE、L18、L2、L22、L24、L3、
L4、L5、L6P/L9E、S10、S17、S19、S3、S8）[38]，
进行系统发育树的构建。每个基因序列使用MAFFT 
v7.313 [29]进行序列联配，使用参数为“–localpair”和

“–maxiterate 100”。上述序列按顺序连接，使用RAxML 
v8.2.8 [30]的PROTGAMMA模型进行最大似然估计方

法的系统发育树构建，bootstrap值为1000次重复计算获



3Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

得，并使用iTOL [31]进行可视化。

2.6. 祖先基因组重建

祖先基因组特征使用Count [39]进行重建。我们将

Count得到的热适应相关基因的预测结果，如基因功能

存在与否、基因拷贝数目等，比对到基于16个保守基因

的深古菌系统发育树上，并使用iTOL [31]进行可视化。

3. 结果和讨论

3.1. 深古菌门亚群分类

本研究在瓜伊马斯盆地编号为M8和M10的宏基

因组测序数据中获得了16个深古菌基因组（表1）。此

外，我们还收集了44个已经公开发表的深古菌参考基因

组。通过使用CheckM [21]对上述共计60个基因组中进

行预测，共计得到23条16S rRNA基因序列（Appendix 
A. Table S1）。此外，以97%为相似度阈值，在SILVA
数据库中得到1547条16S rRNA基因参考序列。随后，

我们对上述16S rRNA基因序列进行系统发育树的构建

（图1、Appendix A. Fig. S1），该发育树的拓扑结构和

之前的研究工作高度相似[1,4,8,14,40]。此外，两个深

古菌亚群Bathy-21和Bathy-22位于深古菌发育树的最根

部，和其他亚群形成单系同源。这两个亚群（以及亚群

Bathy-23）在近期的一项研究工作中得以命名[8]。相关

的16S rRNA基因序列请参见Appendix A. Table S2。多

数深古菌亚群的系统发育树位置相对稳定，但有少数进

化支由于参考序列、分析方法和参数的不同，在不同研

究中的演化地位仍有差异[1,4,8,14,40]。上述拓扑结构的

不稳定性可能是由目前参考基因组的缺乏造成的，这也

进一步说明深古菌门内部极其复杂的多样性。

我们还使用16个串联的保守核糖体蛋白序列对本研

究得到的16个深古菌基因组和44个参考基因组进行了系

统发育树的构建[图1（b）]。共计54个基因组归类于11
个不同的亚群（Table S1），另外6个基因组（ex4484_135、
ex4484_205、M10_bin214、M10_bin241、M8_bin163、
JdFR-01）由于缺乏16S rRNA基因序列，暂时无法获得

亚群分类。和基于16S rRNA基因序列构建的系统发育

树相似，Bathy-21和Bathy-22两个亚群位于深古菌的最

根部，代表最古老的深古菌类型。亚群Bathy-1, Bathy-3, 
Bathy-5, Bathy-6, Bathy-8, Bathy-15, Bathy-17在不同方

法构建的发育树中位置保持稳定，而亚群Bathy-13和
Bathy-23的位置并不一致（Table S1）。考虑到基于保守

核糖体蛋白构建的系统发育树具有更高的分辨率和稳定

度，我们使用此发育树进行后续分析。

3.2. 深古菌门核心代谢基因组

在60个深古菌基因组中，6个基因组（ex4484_135、
ex4484_205、M10_bin214、 M10_bin241、M8_bin163、

表1 本研究从瓜伊马斯盆地热液沉积物中得到的基因组基本统计信息表 

Lineage Bin Assembly size GC content (%) Completeness (%) Contamination (%) Gene number Qualitya

Bathy-15 M10_bin139 1 527 575 58.4 90.42 1.87 1605 High

Bathy-22 M10_bin185 1 310 867 33.4 89.49 0 1462 Medium

Bathy-1 M8_bin1642 1 094 533 40.8 89.25 0.93 1171 Medium

Unclassified M10_bin241 1 132 007 47.1 88.35 2.02 1214 Medium

Bathy-23 M10_bin26 1 331 265 51.9 88.32 2.80 1390 Medium

Bathy-23 M8_bin162 1 251 171 46.8 85.12 4.67 1223 Medium

Bathy-23 M10_bin1901 1 202 259 44.8 83.96 4.67 1188 Medium

Unclassified M8_bin163 816 136 43.4 79.44 0.93 897 Medium

Bathy-23 M10_bin1904 1 257 418 42.7 77.57 1.87 1224 Medium

Bathy-1 M10_bin208 907 528 41.1 74.37 1.71 1030 Medium

Unclassified M10_bin214 597 499 37.2 65.87 0 695 Medium

Bathy-23 M10_bin1903 1 879 918 43.1 92.60 15.26 1833 Low

Bathy-23 M8_bin26 503 563 53.6 46.96 2.34 548 Low

Bathy-23 M10_bin182 597 004 44.3 37.70 0 604 Low

Bathy-21 M10_bin242 497 722 48.8 33.35 0.97 543 Low

Bathy-15 M10_bin1432 474 510 56.3 32.97 0 605 Low
a High quality: completeness > 90%, contamination < 5%; medium quality: completeness > 50%, contamination < 10%; low quality: completeness < 50% or 
contamination > 10%.
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JdFR-01）暂时没有亚群分类。此外，还有3个基因组

（M10_bin1903、DG-45、 RBG_13_46_16b）具有较高的

污染度（10%）。在去除上述9个基因组后，我们使用分

属于10个亚群的51个基因组进行深古菌核心和其他代谢

功能的分析（图2、表2）。除亚群Bathy-3外，其余亚群

都包含多个基因组。深古菌的核心代谢能力主要包括碎

屑蛋白、脂质和芳香族化合物的降解。碎屑蛋白被认为

是海洋中丰度最高的有机物之一[41]。所有深古菌亚群

都包含蛋白质降解的代谢途径（Appendix A. Table S3），

其编码的胞外蛋白酶主要属于丝氨酸、半胱氨酸和金属

辅酶蛋白酶家族（Table S3），其中，枯草杆菌蛋白酶

（S08A）、木瓜蛋白酶（C01A）和谷氨酰水解酶（C26）

在多数深古菌亚群中广泛出现。这和之前的研究结果类

似[2,4]，进一步揭示了深古菌可能利用碎屑蛋白和氨基

酸作为主要碳源和能源物质。脂质降解和芳香族化合物

降解是深古菌的另一种核心代谢特征。除亚群Bathy-21

未发现脂质降解的相关基因，亚群Bathy-3未发现芳香

族化合物降解相关的基因之外，其他亚群都编码脂质降

解关键基因长链酰基辅酶A合成酶（fadD）和芳香族化

合物降解关键基因酰基磷酸酶（acyP，表2、Appendix A. 

Table S4）。这些代谢能力表明深古菌具有降解多种复杂

有机化合物的营养策略[11]。

深古菌的能量产生过程主要包括Embden–Meyer-

hof–Parnas (EMP) 糖酵解途径和Wood–Ljungdahl（WL）

途径（图2、表2）。多数深古菌基因组都包含几乎完整

的从葡萄糖生成乙酰辅酶A的EMP糖酵解途径（表2、
Appendix A. Table S4）。虽然EMP糖酵解途径的最后一

步，即催化磷酸烯醇式丙酮酸转化为丙酮酸的丙酮酸激

酶（pyk）仅在6个亚群中出现，其他亚群可能通过磷酸

烯醇式丙酮酸羧化酶（ppc）催化磷酸烯醇式丙酮酸转

化为草酰乙酸。

深古菌也可以利用WL途径产生能量。多数深古菌

图1. （a）基于16S rRNA基因构建的系统发育树。每个深古菌亚群以折叠的方式呈现，后面括号中的数字代表该亚群在SILVA数据库中的16S 
rRNA参考基因和基因组中预测得到的16S rRNA基因总数量。该发育树的完整版请参见Fig. S1。（b）基于16个核糖体蛋白构建的系统发育树。该
发育树使用奇古菌和曙古菌作为外群（未展示）。本研究中得到的基因组以绿色斜体字表示。包含超嗜热适应性标志基因逆促旋酶的基因组标注
为红色矩形，且基于祖先重建分析预测具有超嗜热适应性的祖先节点标记为红色。高于80%和90%的bootstrap值分别使用空心圆和实心圆表示。
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亚群都可以在代谢过程中使用自养WL途径，使用二

氧化碳作为碳源产生乙酰辅酶A。本研究中分析的10
类亚群都编码古菌类型WL途径的相关基因（表2、Ta-
ble S4），即通过四氢蝶呤作为一碳载体。此外，亚群

表2 不同深古菌亚群代谢特征的比较基因组分析

Genomic potential Subgroups

1 3 6 8 13 15 17 21 22 23

Number of MAGs used for metabolism comparative analysis 6 1 2 3 4 8 10 2 5 10

Protein degradation + + + + + + + + + +

EMP glycolysis pathway +++ + + + +++ + +++ + + +++

WL pathway +++ + + + +++ +++ +++ +++ +++ +++

WL pathway (bacterial) +++ +++ +++

Lipid degradation + + + + + + + + +

Benzoate degradation + + + + + + + + +

Cellulose degradation + + + + + + +

Glycogen degradation +++ +++ + + +++ +++

Galactan degradation +++ + + + + + + +++ + +++

Mannan degradation + + + +

Organic sulfur compound degradation + + +++

TCA cycle +++ + + +++ +++ +

Acetogenesis (acd) + + + + + +

Acetogenesis (ackpta) +++ +++ +++ +++

Methanogenesis + +

Dissimilatroy nitrite reduction +++ + + + + +

Sulfidogenesis + + +

Hyperthermophilic adaptation +++ + +++

EMP: Embden–Meyerhof–Parnas glycolysis pathway.
+++: pathway complete; +: pathway near-complete.

图2. 深古菌代谢特征示意图。核心代谢能力使用红色粗线表示，其他代谢能力使用黑色细线表示。代谢途径使用粗体下划线表示，基因名使用
斜体表示，化合物使用正常字体表示。



6 Author name et al. / Engineering 2(2016) xxx–xxx

Bathy-1, Bathy-15, Bathy-17还编码细菌类型WL途径的

相关基因，此类途径使用四氢叶酸作为一碳载体。虽然

这三类亚群中并未发现催化二氧化碳生成甲酸的甲酸脱

氢酶（fdh），但都编码其他细菌类型WL途径的相关基

因，其中包括：一氧化碳脱氢酶（coo）、甲酸四氢叶酸

连接酶（fhs）、亚甲基四氢叶酸脱氢酶（fol）、亚甲基

四氢叶酸还原酶（met）以及乙酰辅酶A脱羧酶（cdh）。
综上，这三个亚群可能同时使用四氢蝶呤和四氢叶酸作

为一碳载体，用两种类型的WL途径进行二氧化碳固定。

3.3. 深古菌门亚群的其他代谢功能

基于不同亚群基因组信息的代谢预测揭示了每个亚

群特有的代谢能力（图2、表2、Appendix A. Fig. S4），
其中包括碳水化合物利用、三羧酸循环、产乙酸途径和

硫化物相关的代谢途径。我们发现不同深古菌亚群对不

同碳水化合物具有吸收和降解的偏好（表2、Table S4），
如纤维素、糖原、半乳糖和甘露聚糖等。完整的三羧酸

循环仅在亚群Bathy-1, Bathy-15, Bathy-17中检测到，其

他亚群如Bathy-6, Bathy-8, Bathy-22等则具有不完整的

三羧酸循环，这可能是由于基因组不完整造成的。亚群

Bathy-23的所有基因组（包括污染度高的M10_Bin1903）
都缺乏用于三羧酸循环第一步的柠檬酸合成酶（cs）、
第二步的乌头酸水合酶（acn）以及琥珀酰辅酶A合成

酶（suc）。上述结果表明，深古菌可以利用多种有机物

进行异养代谢，这也是碳限制的深海沉积物微生物常见

的生存策略。该发现与之前基于13C有机物的稳定同位

素探测实验结果相符，也与不同生态环境中深古菌丰度

与总有机碳（TOC）含量的相关性结果一致[5,42–44]。
产乙酸代谢是海洋沉积物中有机碳循环相关的重

要生物过程[45]，并且在多个深古菌亚群中出现（表2、
Table S4）。亚群Bathy-15, Bathy-17可以通过依赖于ADP
的乙酰辅酶A合成酶（acd）进行磷酸化，而Bathy-1, 
Bathy-21, Bathy-22, Bathy-23则可以通过磷酸乙酰转移

酶（pta）和乙酸激酶（ack）进行产乙酸过程。后两个

基因广泛分布在使用氢气和二氧化碳为底物的产乙酸

细菌中。然而，其他亚群（Bathy-3, Bathy-6, Bathy-8, 
Bathy-13）是否具有产乙酸能力仍然需要更多基因组证

据进行确认。最近的研究结果表明，产乙酸途径在瓜伊

马盆地沉积物的微生物碳水化合物的利用、发酵和呼吸

途径中起到关键作用[23]。在本研究中，深古菌门的10
个亚群中有不少于6个亚群具有潜在的产乙酸能力，进

一步说明深古菌可能在海洋沉积物的碳循环过程中发挥

重要作用。

基因组证据还表明，不同亚群中具有硫化物相

关的特有代谢潜能（表2、Table S4）。亚群Bathy-1, 
Bathy-21, Bathy-23含有硫酸盐水解有关的基因，具有降

解有机硫化合物的功能。此外，上述亚群（以及亚群

Bathy-17和Bathy-21）还含有编码硫化物形成相关的硫

氢化酶基因（hyd）和硫酸盐转运基因（cysU）。上述结

果表明，深古菌在全球硫循环过程中的重要作用是被低

估的。

3.4. 深古菌的热环境起源特征

大多数深古菌亚群都编码多种在热休克过程中表达

的分子伴侣蛋白（如热休克蛋白基因htpX、sHSP，表4）
[46]。我们发现，采集自瓜伊马斯盆地热液沉积物的深

古菌亚群Bathy-21和Bathy-23并不编码多数亚群所具有

的细菌类型DnaK-DnaJ-GrpE伴侣蛋白系统（Table S4）。
上述简化的热休克系统被认为是超嗜热古菌的特征之

一[46]，表明这两类深古菌亚群可能具有超嗜热适应性

特征。此外，亚群Bathy-21, Bathy-22, Bathy-23和其他

三个未分类的深古菌基因组（ex4484_205, ex4484_135, 
B242）还编码超嗜热适应性的标记基因逆促旋酶（Table 
S4）。祖先重建分析[图1（b）]显示，深古菌的祖先可能

具有逆促旋酶。此外，这些具有超嗜热性特征的深古菌

基因组全部采集自瓜伊马斯盆地热液沉积物。其他深古

菌亚群可能在演化过程中丢失了超嗜热适应性特征。基

于已有的基因组数据，我们推测深古菌的祖先起源于热

环境中，具有超嗜热性特征，并逐渐演化以适应不同环

境。然而，此推论还需要更多的基因组证据进行验证。

深古菌门属于TACK超古菌门（或称“Proteoarchaeota”）。
虽然TACK超古菌门的其他谱系，如初古菌、泉古菌和

曙古菌等，都具有超嗜热特征[47]，但迄今为止还没有

发现深古菌的基因组或亚群具有超嗜热特征。综上，采

集自高温沉积物环境的亚群Bathy-21, Bathy-22, Bathy-23
可能具有超嗜热特征。此外，对这些亚群的全球分布调

查也表明，这些亚群大多分布于高温环境，为上述推论

进一步提供了地理证据。

4. 结论

深古菌具有分布广泛、高丰度和复杂多样性的特

征，并通过降解碎屑蛋白和其他有机物等途径在全球地

球化学元素循环过程中扮演重要作用[8]。本研究对10
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个深古菌门亚群共计51个基因组进行比较基因组分析，

发现深古菌的核心代谢特征包括碎屑蛋白、脂质、芳香

族化合物降解途径、糖酵解途径和WL碳固定途径，表

明深古菌同时具有复杂有机质降解和自养碳固定的代谢

潜能。此外，不同深古菌亚群还具有碳水化合物利用、

三羧酸循环、产乙酸途径和硫化物相关的代谢功能，表

明深古菌还具有多样的代谢能力。此外，我们还发现了

编码逆促旋酶和简化的伴侣蛋白系统的深古菌亚群，说

明这些亚群具有潜在超高温适应性特征。基于祖先重建

分析，深古菌门可能具有热环境起源的演化历史。综上，

本研究的结果进一步揭示了深古菌重要的生态特征及其

演化起源。
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