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西藏扎布耶茶卡盐碱湖古菌多样性的非培养技术分析

范华鹏 薛燕芬 曾 艳 周培瑾 马延和"

（中国科学院微生物研究所 北京 5$$$%$）

摘 要：采用非培养技术，直接从西藏扎布耶茶卡盐碱湖样品中提取微生物总 M/*。以样品
总 M/*为模板，N2O扩增湖中古菌的 581 LM/*序列。扩增产物经过克隆并随机挑选 8$个克
隆进行测序得到它们的 581 LM/*部分序列，大部分序列与嗜盐碱古菌的 581 LM/*相近。在
系统发育树上，部分克隆与已知古菌属归于同一分支，主要分布在嗜盐菌科的 !"#$%&%’%’’()、
!"#$%&%$(*$(+、!"#$%&%*"’#,$-(+、!"#$%&%+%&")、!"#$-&,+"、."/%$(*$(+、."/%#,$$-0,&"和 ."/%$1"*2()
等 %个嗜盐古菌属中，也有一些克隆形成了独立的分支。它们共同显示出扎布耶茶卡湖中
的古菌具有丰富的多样性。
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盐碱湖是自然界中一类高盐度碱性环境［5］，它们大多为内陆湖泊，可以形成相对封闭

的微生物生态系统。湖中微生物由藻类、蓝细菌、好氧细菌、厌氧细菌以及古菌等多种微

生物类群组成［#，"］。其中的古菌类群是盐碱湖微生物的重要组成部分，它们适应了高盐碱

环境，大多属于化能有机营养类型，可以分解利用多种有机物，参与湖中多种物质的循环

与能量的传递过程 。因此研究盐碱湖中古菌的多样性对于完整地理解盐碱湖生态系统

功能、开发利用极端环境微生物资源具有重要的意义。

目前对于古菌多样性研究较为系统的盐碱湖只有东非的 B=,=KA盐碱湖，已经从中发
现了 !"#$%&%*"’#,$-(+［!］、!"#$%&%’%’’()［;］和 !"#$-"/*"［8］等多个嗜盐碱古菌属。总的来说，对
于盐碱湖古菌多样性的认识仍只是处于起步阶段，需要不断引进新的技术来进行分析研

究。基于 581 LM/*序列分析的非培养技术为揭示自然环境中微生物种类和遗传多样性
开辟了一条全新的途径［9］。这种方法已经被广泛应用到海洋［%］、土壤［:］、高温［5$］及高

盐［55］等环境的微生物多样性研究中，并发现了多种新的细菌与古菌类群。利用非培养技

术，在东非的 B=,=KA盐碱湖中发现了两类尚未培养的新古菌类群［5#］。
我国西藏扎布耶茶卡盐碱湖具有高盐、高碱、高海拔以及富含锂元素等独特的地质特

点，湖中蕴藏着丰富的微生物资源，但目前对于湖中微生物的多样性缺乏起码的认识。本

文报道了通过非培养技术直接获得并分析扎布耶茶卡湖中古菌的 581 LM/*序列，研究湖
中古菌类群生物多样性的结果。这项研究为丰富我们对于盐碱湖微生物多样性的认识，

开发利用我国盐碱湖丰富的微生物资源奠定基础。



! 材料和方法

!"! 主要材料
透析袋（!"#$$）和 !%&快速纯化回收试剂盒，均购自鼎国生物技术公司；!"# !%&

聚合酶为 ’()$*+,公司产品。
! #$ 样品采集
样品采自西藏扎布耶茶卡盐碱湖，包括湖边泥土样、湖中卤水以及湖底泥样。采样时

间为 -...年 /月，样品采集后在 "0下保藏。扎布耶茶卡湖位于东经 1"2.#3、北纬 452-.3、
海拔 ""-5米，湖水盐度高于 -#6，78值 / 9". : /9";［54］。
! #% 总 &’(的提取和纯化
称取 5. : 5#+盐碱湖样品与 5.$< => 缓冲液加入透析袋（!"#$$）中，"0透析 -"?去

除样品中的盐份。脱盐后的样品依照 @,(AB提供的冻融方法裂解细胞并提取微生物总
!%&［5"］，并使用 C*+?,D和 EFGG)AB 嗜盐菌培养基［5#］平板检测裂解效果。使用 !%&快速纯
化回收试剂盒纯化 !%&样品。
! #) !*+ ,&’(的 -./扩增
根据古菌 5;C (!%& 保守序列［5;］，合成一对古菌特异性引物：正向引物 -#H（#3I

J=EE==E&=JJ=EJJ&EI43）；反向引物 /5#K（#3IE=EJ=JJJJJEJJ&&==JJ=I43）。’JK反应
体系为 #.!<，包括 #!< 5. L @MNN*(，-$$)DO< P+JD-，. 9-$$)DO< " L Q%=’B，-.7$)DO<古菌引物

-#H与 /5#K，. 9 -!+ 模板 !%&，5 9 #R !"#!%&聚合酶。’JK 扩增条件：/#0预变性 #$FA；
/#0 "#B，"#0 "#B，S-0 /.B，4.个循环；S-0补齐 5.$FA。
! #0 克隆和转化

’JK扩增产物使用 !%&快速纯化回收试剂盒进行纯化，再与 7E>PI=载体连接，连接
产物转入感受态细胞 $%&’()*&’*" &+,* !8#"。
! #* &’(测序和序列分析
随机从转化子中挑取 ;.个克隆进行测序，测序工作由上海基康生物技术公司完成，

测序引物为古菌引物 /5#K。根据 E*A@,AT、>P@<、!!@U等数据库中相关 5;C (!%&序列，
与所测定的 5;C (!%&序列比较分析，采用 JDMBV,D # 5 91软件进行多序列匹配排列［5S］，再
使用 =(**W)AX（5 94G）和 ’8Y<Z’（[ 4 9#S）软件构建系统发育树［51］。根据所得到的序列结果
进一步分析扎布耶茶卡湖古菌的多样性。

! #1 数据库接受号（(22344567 789:3,）
扎布耶茶卡湖获得 5;C (!%&序列 \@ &5 : &;/，在 E*A@,AT核酸数据库中存取号为

&H#.#;;. : &H#.#S5/。-.&/,0/)(1 ’",+")&’"(+. PC’5、1、/、55、5-、5"、5;、5S、--、-4、"5
依次为 &@.5-."/ : &@.5-.#/。其他相关菌株的数据库存取号如下：2",+")&’"(+. BV( 9 =5 9;
&U-S.-".，2",+3()"4 B79 !5--S &H.;//#.，5"0)+.+)/6)/7 B79 !(.8".I 5. &@.";/-S，5"0)*.(9
7" B79 KINFB? &H4;S4S.， 2",+0())*:(." 0’()7+0+,()".% &H55#"S1， 2",+)/6)/7 0)";".*&/7
&H.-SS41， 5"0)+.+&+&&/% "7<,+,<0*&/% !"4;-1， 5"0)+.+&+&&/% 4*.=*".:(.%( &H-#5-1#，5"9
0)+.+6"&0()*/7 B79 J-45 &@."#.5-，>(0’".+%;*)*,,/7 ’/.:"0(** P;.11.，2",+")&/," ?",,*%7+)0*
!#.1#5，2",+:(+7(0)*&/7 6+)*.#/(.%( &H..-/1"，2",+6"&/,/7 :+7+))(.%( <4S"""，2",+)/6)/7
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!"##$"%&’&%() *+,,-.,/， !"#$%&%$’($’) ("&*+&,+ 01.,23， -".%#+$$/*+&" #’$0)+&/1’,
*+,,.343，!"#$/&+)" 2+$,/3%$)+ *+,2-.25，-".%$’($’) #/(+#+&,+ *6.-/111，-".%"$14"+%& !7% 8
91 8- *:24,2.2，-".%$’($’) 2"1’%."#’) ;34<42，-".%$’($’) ."1’,5$%3’&6/ *+,,-.,5，-".%"$7
14"+%& !7% 8 =>18 1 *:24,2.3， !"#$%&%)%&", 54"$"%&/, ;34<41， -".%$4"(6’, ’#"4+&,/,
*6,4133,。

! 结果

! " # $%&提取和 ’()扩增
平板检测的结果是无菌落产生，证明盐碱湖样品经过反复冻融后细胞已经完全裂解。

图 1为盐碱湖样品中微生物总 ;?*提取结果，第 2、-泳道的 ;?*片段比较完整，片段大
小主要集中在 21@A左右。该结果表明上述微生物总 ;?*提取方法适用于盐碱湖样品。
图 2所示为古菌 15B %;?*的 =CD扩增结果，第 2泳道为纯化后的 =CD扩增产物。=CD扩
增所产生的 ;?*片段为单一条带，片段大小约为 <,,AE，表明扩增产物无明显非特异性扩
增现象。

图 # 盐碱湖微生物总 $%&
6FG81 9&7"H ;?* IJ7%"#7IK L%&) B&K" M"@I

1 8!;?*N-/&K" O 81%D#；

2 P -8 9&7"H ;?* &L IQ’F%&Q)IQ7"H !")EHI!8

图 ! 古菌 #*+ ,$%&的 ’()扩增产物
6FG82 =CD ")EHFLF#"7F&Q &L 7&7"H ;?* RF7$ "%#$"I"H 15B %;?* E%F)I%

1 81,,AE ;?* !7IE H"KKI%；

28 =(%FLFIK =CD E%&K(#7F&Q &L "%#$"I"H 15B %;?*8

! " ! 古菌 #*+ ,$%&测序
随机挑取克隆，共测得 5, 个古菌的 15B %;?*部分序列。这些序列的大小为 5/, P

4,,AE，位置在 15B %;?*的 2/,到 <1/位点之间。根据这些古菌 15B %;?*序列之间的相
似性比较，表 1 将具有高度相似性的克隆序列分别划分为多个不同的组，如克隆 *5、
*2.、*./、*.5与 *.4 序列具有高度的相似性，被划分为同一个组。再将这些不同组的
15B %;?*克隆序列与已发表的古菌序列进行相似性比较，结果显示，在总体上可将扎布
耶茶卡湖古菌分为嗜盐碱古菌、中性嗜盐古菌和其它类古菌 -种类群。嗜盐碱古菌类群
包括表 1中所列出的 .个嗜盐碱古菌属 !"#$%&%("1#+$/’)、!"#$%&%1%11’,、!"#$%&%$’($’)、!"7
#$%&%)%&", 以及 -".%$’($’) 属中与嗜盐碱古菌 -".%$’($’) 2"1’%."#’)［1<］和 -".%$’($’) #/7
(+#+&,+（分离自扎布耶茶卡湖，尚未发表）相似性较近的古菌。共有 2<个克隆序列属于这
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一类群，占克隆总数的 !" # $%。中性嗜盐古菌类群主要包括表 & 中的嗜盐古菌属
!"#$%&"’()*、!"#$+,%%-.,/"、0"+%-/,1" 以及 !"#$%)’%)1 属中与 !"#$%)’%)1 #"2)*3%$4)/(- 有高
相似性的古菌。共 &"个克隆序列属于这一类群，占总数的 $’%。剩余的 &$个克隆序列
划分为第 $类群，其中 (&、(!)和 (*)与尚未定属的嗜盐古菌 !"#$"%2&",$/ +,- # .& # /［)’］的
相似性最高为 0! #$*%，其余 &’个克隆（(!0，(/&，(!!，(/)，(&)，(&!，())，(*$，(!，()$）
与已报道的可培养古菌 &/1 -23(序列相似性都不高于 0’%。

表 ! "#个古菌 !"$ %&’(克隆序列的类群分布情况及其与已发表菌株相似性比较
.4567 & 8-9:; <=+,-=5:,=9> 9? /’ @69>7< +7A:7>@7+ 9? 4-@B4746 &/1 -23( 4>< +=C=64-=,D 4>46D+=+ E=,B -764,7< +,-4=>+

8-9:; <=+,-=5:,=9> 9? 4-@B474 F9+, +=C=64-D G-9:; 1=C=64-=,DH% I7-@7>,4G7H%
（&）J46946K46=;B=6=@ G7>7-4：
0"+%$/$’"2+,%-)1 $#$
(// 0"+%$/$’"2+,%-)1 +;# L)$& 0* #!"
(&/ 0"+%$/$’"2+,%-)1 +;# L)$& 0) #!/
0"+%$/$2$22)* &#M
(*" 0"+%$/$2$22)* "15#$#5+-2)* 0/ #)$
0"+%$/$%)’%)1 "#$
(/，()!，(!*，(!/，(!M 0"+%$/$%)’%)1 +;# 6,/7"/N &’ 0* #)0
0"+%$/$1$/"* /#M
()’ 0"+%$/$1$/"* 3&"%"$/-* 0M #0)
()M，(/* 0"+%$/$1$/"* 3&"%"$/-* 0* #!"
(!& 0"+%$/$1$/"* 3&"%"$/-* 0) #!/
（)）37:,-46 B469;B=6=@ G7>7-4：
0"+%-/,1" &’#’
(&$ 0"+%-/,1" 8,%*-4$%1, OP&’ 0$#M/
($0，(/$ 0"+%-/,1" 8,%*-4$%1, OP&’ 0M#**
()，(&’，($$ 0"+%-/,1" +;# QN?=+B 0* #!)
!"#$+,%%-.,/" *#’
(0 !"#$+,%%-.,/" +&,%1$+$#,%"/* 0$ #$$
()*，()/ !"#$+,%%-.,/" +&,%1$+$#,%"/* 0! #)’
!"#$%&"’()* $#$
(*& !"#$%&"’()* )+"&,/*-* 0$ #0M
(/" !"#$%&"’()* )+"&,/*-* 0) #’0
!"#$%)’%)1 !’#’
(&*；(M，(&M，(&"；
($&，($)；(*，(/0， !"#$%)’%)1 8"2)$#"+)1 0&#"" R 0* #//
(/M；("，($*
(!’，(*/；($，(&&， !"#$%)’%)1 +-’,+,/*, 0$#)) R 00 #)’
()&；($’
($!，($M，($"；(*!， !"#$%)’%)1 #"2)*3%$4)/(- 0)#)M R 0$ #’$
(*M，(!$，($/
（$）S,B7- G-9:;+：
T>K>9E> B4694-@B479> * #’
(&，(!)；(*) !"#$"%2&",$/ +,- # .& #/ 0$ #") R 0! #$*
S,B7- B469;B=6=@ G-9:;+ &/ #M
(!0 !"#$"%2&",$/ +,- # 9:&#& 0’ #’’
(/& !"#$"%2&",$/ +,- # 9:&#& "M #0!
(!! T>@:6,:-7< &"#$"%2&",$/ F1I0H&)，))H &&，&/，&M 0$ #’$
(/) T>@:6,:-7< &"#$"%2&",$/ F1I0H&)，))H &&，&/，&M 0* #!"
(&) T>@:6,:-7< &"#$"%2&",$/ F1I0H&)，))H &&，&/，&M "" #""
(&! T>@:6,:-7< &"#$"%2&",$/ F1I0H&)，))H &&，&/，&M "* #/"
()) T>@:6,:-7< &"#$"%2&",$/ F1I0H&)，))H &&，&/，&M "" #$"
(*$ T>@:6,:-7< &"#$"%2&",$/ F1I"，F1I!& "*#0’
(!，()$ !"#$%&"’()* )+"&,/*-* "0 #/!

!’! 微 生 物 学 报 !$ 卷



图 ! 以 "#$ %&’(序列为基础的扎布耶茶卡盐碱湖古菌系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1/.’2+2 ", 3245(+ 627+ 428+9 *, :;< /=>1 8+?5+,.+8

@A*)5-"*,2/( 9"8-2,.+8 B+/+ .2).5)2-+9 4( -’+ C+-’*9 B"-’ D"C5/2（:EFG）-B*HI2/2C+-+/ .2).5)2-"*, C*9+)

2,9 -’+ -*I*)*#( B28 ",0+//+9 4( -’+ ,+"#’4*/HJ*",",# C+-’*9 428+9 *, 4**-8-/2I 2,2)(8"8 *0 :GG /+I)".2-+8$

K2/，G$GL 8548-"-5-"*, I+/ ,5.)+*-"9+$
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! " # 系统发育分析
根据所获得的 !"个 #!$ %&’(克隆序列构建古菌系统发育树（图 )）。在系统发育树

上，大部分克隆为已知古菌属相近的分支，克隆序列 (*、(+,、(+!和 !"#$%&’’()&*" 嗜盐菌
属可以认为是一单元，与该属中的菌株 !"#$%&’’()&*" %+’,-&*(.+/ 相似性分别为 *) - ). /
*0-+.；(+、(#"、(#)、())、()*、(!) 和 0"%’(*&-" 嗜盐菌属组成发育树上的一个类群，分
别与 0"%’(*&-" 12- 345617和分离自新疆艾比盐湖的 0"%’(*&-" 1&’/(2$’-& 89#"［+#］两株菌相
似性最高（*) - :. / *:- ,.）；(!、(+0、(0,、(0!、(0:和 0"%’$*$’+3’+- 嗜盐菌属形成最相
近的分支，与 0"%’$*$’+3’+- 12- ;<=>?=4#"的相似性最高（*, - ).）；(#!、(!!与 0"%’$*$3".4
%&’(+- 12- @+)#相似性最高（*+ -,. / *,-,.）；克隆序列 (,A与新疆艾丁湖分离菌株 0"4
%’$*$.$..+/ 5(*6("*)&*/& 的相似性最高（*! -+.）；(+"、(+:、(0#、(!,与 0"%’$*$-$*"/ 78"’"$*(/
相似性最高，分别为 *+ -,. / *:-*.；(,#、(!A与菌株 !"#$’8"39+/ +%"8&*/(/［++］相似性最高
（*+ -+. / *0-".）。在该系统发育树上，+0个克隆序列形成了 !"#$’+3’+- 嗜盐古菌属相
近的分支，其中 ()"与 !"#$’+3’+- %(3&%&*/& 相似性最高（**.）；而 (A、(),与东非B?C?D6盐
碱湖中获得的菌株 !"#$’+3’+- 1".+$#"%+- 相似性最高（*!.）。此外，还有 #"个克隆序列
（(0，(#+，(#0，(++，(+)，(00，(0*，(,)，(!#，(!+）在系统发育树上形成了独立的分支：其
中 (00、(!+与东非 B?C?D6盐碱湖新近报道的非培养古菌类群（B$E*，#+，#!，#:）有较高
的相似性（*) -). / *,-,.），而 (#0和 (++形成了单独的类群，(#+和 (,)的分支也分别
具有独立性。

# 讨论

E@3扩增片段为古菌的 #!$ %&’(部分序列，位置在 +,"到 *#,之间。F6=G<%等［+)］的
研究表明古菌的 #!$ %&’(共 0*个高度保守区位点，其中在位点 +," / *#,之间的序列共
有 +)个；此外，位点 ,"" / ,0,的范围为 %3’(功能区具有高度的保守性。因此，范围在
+," / *#,的古菌 #!$ %&’(部分序列具有较高的保守性，可以比较准确地说明嗜盐古菌在
系统进化树上的进化关系。同时，!"个克隆是以随机的方式挑取的，目的是为了保证所
获得的信息可以更加客观真实地说明盐碱湖中古菌的组成种类与各类群所占的比例。

通过对盐碱湖古菌 #!$！%&’(克隆序列所进行的系统发育分析可知扎布耶茶卡湖
中古菌具有丰富蹬多样性，它们主要分布在 0"%’$*$.$..+/、0"%’$*$’+3’+-、0"%’$*$3".%&’(+-、
0"%’$*$-$*"/、0"%’(*&-"、!"#$’+3’+-、!"#$%&’’()&*" 和 !"#$’8".9+/ 等 A 个嗜盐古菌属中（嗜
盐古菌类群中已经发表的有效属共 #, 个［+0］）。其中，除 ()"、(A 和 (), 以外，归于
!"#$’+3’+-属的另 +# 个克隆序列（见表 #）与该属已报道菌株的进化关系较远，为
!"#$’+3’+- 属向其它嗜盐古菌属的过渡类群，这些克隆丰富了原有的嗜盐古菌系统发育
树；从数量上分析可知 !"#$’+3’+- 嗜盐菌属相近的克隆序列出现的频率最高，可能代表
!"#$’+3’+- 古菌是湖中嗜盐古菌的优势菌群。以上结果反映了扎布耶茶卡湖中古菌多样
性分布的独特特征。

除此之外，部分克隆序列（(0，(#+，(#0，(++，(+)，(00，(0*，(,)，(!#，(!+）在系统发
育树上所处位置明显区别于已报道的嗜盐古菌属，它们代表了多个独特的古菌类群。其

中，克隆序列 (00、(!+ 与 H%?=I 在东非 B?C?D6 盐碱湖所发现的新古菌类群 J=KLMIL%<D
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!"#$"%&!"’$( !"#$，!"#%&，!"#’(［%’］（通过非培养技术获得）的相似性范围为 $( ) (*到
$+,-.*，而与其它已报道古菌的相似性都低于 $/*，因此可以认为扎布耶茶卡湖中存在
着与 !01023盐碱湖相近的尚未培养古菌类群。克隆序列 4+( 不属于任何已知的嗜盐古
菌属（相似性低于 ./*），其所代表的分支在古菌系统发育树上首次发现，与 !01023盐碱
湖的非培养古菌类群 56789:8;<2 !"#$"%&!"’$( !"#.，4-%有最大相似性，但仅为 .+ ) $*，这
可能代表了扎布耶茶卡湖中存在着尚未被认识的古菌新类型。克隆序列 4-，4’(；4%’，
4%-，4’’；4-$，4&%也是区别于已知嗜盐古菌中的几个独立类群，在系统进化树上位于
多个已知嗜盐古菌属之间，与上述克隆序列共同代表了湖中古菌新的类群组成。

西藏扎布耶茶卡湖与东非!01023盐碱湖进行比较可以发现两个盐碱湖中都包括 )"*
+%$($,"&+’%-./属和)"+%$($&$&&.0 属嗜盐碱古菌，以及与 1"#$%.,%./ 2"&.$#"+./ 有高同源性
的嗜盐碱古菌，这反映了两个盐碱湖中微生物在种类上的相似性；同时，扎布耶茶卡湖中

所发现的 1"#$+’%%-3’(" 与1"#$%!",4.0 属的嗜盐古菌在 !01023盐碱湖中还尚无报道，这种
差异反映了不同盐碱湖在微生物分布上的各自特色。总之，通过以古菌 %&" ;=>4序列分
析为基础的非培养技术分析显示，从扎布耶茶卡湖中发现了比预期更为丰富的古菌类群，

并较全面地认识了扎布耶茶卡盐碱湖古菌的组成情况，为进一步研究我国盐碱湖微生物

生态系统提供了重要的数据信息。
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