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青海两盐湖细菌多样性研究
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摘 要：用 EFF;法和纯培养法，对青海柯柯盐湖、茶卡盐湖底泥及周边土壤样品的细菌多样性进行了研究。结果
显示，两个盐湖存在大量的未知细菌，分离到的纯培养仅占实有细菌的小部分。采用多相分类方法，鉴定了 0#株
纯培养细菌，属 6个可能的新种，另有一株菌可能成立一个新属。认为提出新思路、设计新程序，从自然极端环境
取样，分离未知菌，是微生物资源开发利用的关键之一。
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自 4$年代末期，一些学者就提出，我们所获得
纯培养的微生物，其实只占实际存在微生物的一小

部分。最近几年，许多实验室用分子手段研究环境

微生物多样性的结果表明，土壤环境确实存在大量

的未知（未获得纯培养、未经鉴定）微生物，可培养的

微生物仅为 0I左右，甚至更少［0，#］。因此，传统纯
培养研究方法对环境微生物多样性所得到的结果并

没有真实或完全反映自然环境微生物群落的物种组

成与结构。如何研究、发掘约占 77I的未知微生物
世界，千方百计获得纯培养，为微生物资源开发利用

提供新菌源，是一项十分重要的研究内容。

地球上存在各种各样的极端环境，那里的微生

物必然有特殊的代谢类型，并可能产生特殊的产物。

如果我们用同样的观点审视极端和其它自然环境，

那里必然有更多的未知微生物，更值得研究［" J 6］。

我国西北存在大量的盐碱地、盐湖，为我们研究盐碱

环境微生物提供了理想的研究对象。我们同时用纯

培养和免培养法研究了青海茶卡盐湖、柯柯盐湖的

细菌多样性，现报告部分结果。

! 材料和方法

!"! 样品采集与菌株分离
#$$0年 4 月，采集青海茶卡盐湖、柯柯盐湖的

底泥和湖边土壤样品，装于无菌塑料瓶。每个样品

由 6个点的底泥或土壤混合而成。

经过多种培养基和培养条件试验，确定菌株分

离培养基为：用茶卡盐湖底泥样制备的浸汁 "$$<K，
蛋白胨 6L，酵母抽提物 !L，麦芽膏 0$L，葡萄糖 !L，
.9/( %4L，ML/(# %$L，N/( %L，MLOP! Q2R#P #6L，琼脂
#$L，水 2$$<K，调 SR至 2，加入 6$<LTK的制霉菌素
抑制真菌。用平板稀释法分离细菌。培养条件：

#4U，约 2A。
!"# 变性梯度凝胶电泳（$%&’()*+&, -*’.+%&( -%/
0/%1(*2342*%5+5，$--0）
!"#"! 总 E.H的提取和 1/V扩增：采用 PWX=,=等
的方法［%］提取总 E.H，用两套引物（X-Y #："!085F/T
7$2V［2］，X-Y 0：0$668T0!$%V5F/［4］）进行 1/V扩增。反
应体系（宝生物工程大连有限公司提供的 39N9V9 ;:
39Z3M试剂盒）：0$ [ ;: !"# 缓冲液 6!K，A.31 M=:
!!K，正向引物 !!K，反向引物 !!K，E.H模板 0Q6!K，
6$I乙酰胺 6!K，;: !"# 酶 $Q#!K（0\），AAR#P加至
6$!K。1/V条件为：76U 6 <=,；之后进行 04个循环
［每个循环为：76U 0<=,，退火 0<=,（第一个循环退
火温度为 %$U，以后每个循环降低 0U，直到 !"U），
2#U "<=,］；然后再进行 #$个循环（76U 0 <=,，!"U
0 <=,，2#U " <=,）；最后 2#U 0$ <=,。
!"#"# EFF;：E.H扩增片段进行 EFF;电泳（EB’5
A-3M \,=]-WX9( M+Y9Y=’, E-Y-BY=’, O@XY-<，̂ =’5V9A）。胶
板面积为 0%B< [ 0%B<。EFF;电泳条件为：%I的聚
丙烯凝胶，"$I J %#Q6I的变性剂梯度（2<’(TK的尿



素，!"#的甲酰胺为 $""#的变性剂浓度），$%"&恒
定电压，’"(下电泳 )*。
!"# 菌株鉴定
!"#"! 形态学研究和生理生化实验：使用酵母膏+
麦芽膏琼脂［,］，接种后 %)(培养 -、$./，形态特征用
显微镜和电子显微镜（0123+)-".）观察，拍照。培
养特征，生理生化特征按照 4*567589: ;<==75>?［,］的方
法进行。斜面菌体颜色与 @4AA+BC4 D<7<6 D*E6=F
（F=E8/E6/ FEGH7> B<I %$"’）色卡［$"］比较。
!"#"$ JB3提取、克隆筛选和序列分析：菌株染色
体 JB3 采用 K6F585 等的方法［’］提取。$’4 6JB3 的
1AL扩增引物为：引物 3 )+%-M（.N+3;3;OOO;3OA+
AO;;AOA3;+PN）和引物 C $.%P+$."!L（.N+33;;3;+
;O;3OAA3;AA;A3+PN）（引物的碱基位置参照大肠
杆菌的相应位置［$"］）。反应体系同 J;;0 分析。
1AL条件为：,.( . G58；,.( $ G58，.!( $ G58，-%(
PG58，进行 P. 个循环；-%( $" G58。$Q. R? 的 $’4
6JB3扩增片段用琼脂糖凝胶电泳纯化。用 16<G>9E
H;02+O 0EFS &>D=<6 4SF=>G!试剂盒进行克隆，菌株
（克隆）筛选用 !"#"和 $#%#酶切扩增重组质粒插
入片段。质粒提取参照韩志勇等的方法［$%］。JB3
测序由宝生物工程大连有限公司完成；测序引

物：T24K,)1C$6（.N+O33;;3;;O;3OAA3;AA+PN），
T24.)!1$6（.N+O;AO;;A33A3A3;33A33;+PN）和
24.)!1%6（ .N+3AOAO;AAO;AAA;O3OA;+PN）。 JB3
序列分析用 3C2 1L@42O2 P--UV JB3序列分析仪
（3HH75>/ C5<FSF=>GF，@8D I）。
!"#"# 系统发育分析：用 C7EF=软件在 ;>8CE8R网站
上进行相似性搜索，获取相近典型菌株的 $’4 6LB3
基因序列。用 A7WF=E7 U程序［$P］进行比对，根据 T5+
GW6E［$!］%参数法计算进化距离，用邻接法［$.］构件系
统进化树。进化树拓扑分析为 $"""次重复取样［$’］

的结果，生成的树用 O6>>&5>X编辑、打印。

$ 结果

$"! 两个盐湖的概况
柯柯盐湖位于柴达木盆地中部，地理座标为东

经 ,-Y.)Z至 ,)YP"Z，北纬 P’Y."Z至 P-Y"’Z；茶卡盐湖位于
柴达木盆地之东部，地理座标为东经 ,,Y"%Z至 ,,Y$%Z，
北纬 P’Y$)Z至 P’Y!.Z。这两个盐湖距离相近、环境相
似，两盐湖地层自下而上均依次为：细粉砂，砂质粘

土，淤泥，石盐层。茶卡盐湖的水型为晶间水，含

BE[ )"%P$ G9\V，29% [ %’."’ G9\V，T[ !!-P G9\V，
AE% [ $%! G9\V，A7] $)--". G9\V，4K!

% ] %P’%. G9\V，

AKP
% ] $-P G9\V，̂ AKP ] %- G9\V。柯柯盐湖除 AE% [

含量比较高（%P$ G9\V）外，离子种类和含量与茶卡
盐湖都比较接近［$-］。两个盐湖的石盐已被开采。

我们分别采取淤泥、及湖边土层作为样品，H^ 约
’Q.。AO表示茶卡盐湖周边土样，%" 份样品混匀；
AB表示茶卡盐湖泥样，$" 份样品混匀；TO 表示柯
柯盐湖周边土样，PP份样品混匀；TB表示柯柯盐湖
泥样，$"份样品混匀。
$"$ %&&’分析的结果
用两套引物（ F>= %：P!$M+;A\,"-L［-］， F>= $：

$"..M\$!"’L+;A［)］）进行 1AL 扩增，经 J;;0 分析，
结果列于表 $。

表 ! 两套引物扩增产物的 %&&’分析结果
OE?7> $ O*> J;;0 6>FW7=F <_ 1AL H6</WD=F EGH75_5>/ ?S H65G>6 F>= $ E8/ F>=%

165G>6 F>= $ 165G>6 F>= %

AB AO TB TO AB AO TB TO

J;;0 ?E8/ $’ $% $) $’ , ) $$ ’

4EG> ?E8/ . - % P

4EG> ?E8/ % $

根据 J;;0的原理，每一个条带大致与群落中
的一个优势菌群或操作分类单位（KH>6E=5<8E7 =E‘<+
8<G5D W85=，KOa）相对映。表 $ 的结果表明，用
$"..M\$!"’L+;A引物扩增，进行 J;;0分析，茶卡盐
湖底泥约有 $’种优势细菌菌群，湖边土壤有 $%种，
其中有 .种在底泥和土壤中都有分布。柯柯盐湖底
泥约有 $)种优势细菌菌群，湖边土壤有 $’种，其中
-种是两种样品所共有的。用 P!$M+;A\,"-L引物所
得的结果相似，但 JB3条带要少许多，说明该套引
物更适合群落的多样性分析。尽管两个湖泊的距离

较近，但是，用两套引物分析所得的结果都表明，两

个湖泊相同的优势细菌菌群却非常少，仅 $ b %种。
$"# 纯培养分析
仅对柯柯盐湖底泥的混合样品使用平板稀释法

分离其中的细菌，根据菌落大小、形态、颜色特征，挑

菌，并菌，最终获得 $’株纯培养菌株，编号为 TB$ b
TB$’。这 $’ 株菌用 3LJL3（3GH75_5>/ L5?<F<GE7
JB3 L>F=65D=5<8 38S7SF5F）分析，TB.，TB’，TB-的 !"#
"和 $#%#的酶切图谱相同，TB,，TB$%，TB$! 相
似。最后选择 $% 株差异较大的菌株，进行多相分
类。

$%个菌株的 $’4 6LB3基因克隆测序结果表明，
TB$$ 的 $’4 6JB3 全 序 列 分 析 表 明 其 属 于
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!"#$%$&"’"()") 科 !"#$%$&"’ 属，其余菌株均属于
*"(+##"()") 科，分属于 !"#$(")*##+’、,"#*(")*##+’、-%.
/0*(")*##+’、1*23*(")*##+’、42")*#*(")*##+’、5")*##+’ 等 ,个
属。-./与 -.0 仅测定了约 12234 的 /,5 67.8序

列，系统发育分析表明二者与 5")*##+’ "’62$/0"7&’ 序
列的相似性几乎为 /229。为做进一步研究，归属
于 *"(+##"()")科的 /2株菌的 /,5 67.8全序列用邻
接法构建的系统发育树如图 /所示。

图 ! 邻接法构建的 !"株菌的近全序列系统发育树
:+;</ .)+;=3$>6?@$+&+&; 4=A#$;)&)B+( B6))

根据系统发育分析、形态、生理生化特征，并与

已知典型菌株进行比较，其中 /2株菌可能为 1个新
种，并初步将 -.C定为耐盐盐生芽孢杆菌（,"#*(")*#.
#+’ 0"#$6$#72"&’ D4< &$E<），-./,定为青海盐生芽孢杆
菌新种（,"#*(")*##+’ 8*&30"*7&’*’ D4< &$E<），-./2定为
嗜盐兼性芽孢杆菌新种（ -%/0*(")*##+’ 0"#$/0*#+’ D4<
&$E<），-./C定为青海纤长芽孢杆菌新种（42")*#*(".
)*##+’ 8*&30"*7&’*’ D4< &$E<），-.F 定为乳白喜盐芽孢
杆菌新种（!"#$(")*##+’ $/"#7’)7&’ D4< &$E<）。

-.G、-.H 与 ,"#*(")*##+’ 属及 1*23*(")*##+’ 属聚
为一大簇，但是在这两个属之外形成了一个单独的

分支。,"#*(")*##+’ %"2*’%$26+* 与这两个菌株序列的

最小差异分别为 CIF09和 CI/C9。因此 -.G，-.H
极有可能是 *"(+##"()")科内一个新的属一级的分类
单位。

#$% 纯培养和 &’’(对比的实验结果
柯柯盐湖分离到的 /,株纯培养菌株的 7.8和

柯柯盐湖底泥混合样品的总 7.8，均用第一套引物
/211:J/G2,K?LM进行 NMK扩增，NMK产物在相同条
件下做 7LLO电泳。柯柯盐湖仍得到 /0 条带。纯
培养的 /F 菌株，分别有 G、F、F 在相同位置，其余 G
个菌株在不同位置；但这些纯培养的 7LLO带谱却
集中在一个很狭窄的范围内，仅占带谱总长度的

/09，且位于 ,29 P ,Q9范围的变性胶中。
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! 讨论

!""#是目前国外采用较多的一种研究微生物
多样性、群落时空动态的免培养分析法。它的基本

原理是不同种微生物的 !$%片段在不同的变性梯
度胶中电泳行为不同，可利用变性梯度凝胶电泳将

它们分开。在实际应用时并不那么简单，影响

!""#分析结果的因素很复杂，贯穿 !$%提取到电
泳的全过程。第一，环境因素（样品的有机质、矿物

质等）不同，它们会对 !$%提取造成干扰。第二，同
一环境中各种微生物的多少各不相同，提取时，破碎

每一种微生物细胞壁的难易程度也不同。因此，要

用同一种方法，把不同环境中所有微生物的染色体

!$%都能提出来，是十分困难的。第三，由于提取
到的环境微生物的 !$%的量极为有限，必须得进行
&’(扩增才能做电泳。但在选择引物时必然“照顾”
不到所有的微生物，&’(条件也不可能满足所有的
微生物，其结果是有的扩增很好，有的就根本没有被

扩增。本研究所用的第一套引物（)*++,-).*/(0
"’［1］）的扩增的效果就明显优于第二套引物（2.),0
"’-3*4(［4］）。第四，梯度凝胶及电泳条件也很难适
合每种微生物的 !$%，致使不同菌的 !$%扩增片段
走到相同位置［)1］。第五，近缘物种或菌株的 &’(扩
增 !$%片段会形成嵌合体（56789:;），变性梯度电泳
时也可能形成异源双链体（69<9:=>?@A9B），从而影响
电泳分析 !$%条带数目。因此，这些因素的综合使
!""#方法所得的结果只有相对的意义。尽管如
此，比较纯培养法，!""#等分子生物学方法的应用
使我们认识到，自然界确实存在大量值得发掘的未

知微生物。方法学的问题需要不断改进，而且最好

综合使用不同的分子生物学方法，才能使结果比较

客观。

上述结果表明，青海盐湖确实存在大量的未知

微生物。在本实验中，我们分离到的纯培养不足实

际存在的 C*D，而且基本都属于芽孢杆菌类型的微
生物，绝大部分其它微生物未分离到纯培养，所鉴定

的 )C 个纯培养菌株，就有 + 个可能是新种，还有
)个可能为新属，未知物种的比例确实很高！其它
自然环境微生物群落的情况也类似，因而未培养微

生物资源开发利用的前景非常广阔。从资源利用的

角度出发，提出新思路，设计新的分离程序，尽可能

从原始环境（尤其是原始处女极端环境）取样，尽可

能多的分离未知微生物，是微生物资源开发利用的

重要前提和关键之一。
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