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摘 要：从我国新疆及埃及东部高盐环境中分离到 ! 株形态上类似于涅斯捷连科氏菌属的革兰氏阳性菌株。以该

属的 # 个典型菌株（!"#$"%"&’(&)* +*,(-)* *GH #$8!%5和 !"#$"%"&’(&)* ,*./#"’+("&#)# *GH %#8!!5）为对照，对 ! 个分离菌

株进行了包括形态学，生长 IJ 范围，温度范围，耐 0;3(，K3(，HL3(#·"J#M，3;3(# 实验及酶学特性以及细胞化学组

份、（NO 3）-’(P含量测定，%"G /*0Q 分析及 *0Q7*0Q 杂交在内的多相分类研究。结果显示，! 个分离菌株属于涅

斯捷连科氏菌属，但与涅斯捷连科氏菌属的 # 个有效发表种有显著差异，因此 ! 个分离菌株均为该属的新种。
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%992 年 GR;,S+./;CER 等［%］提出具有普通细菌形态的高

NO 3含量的革兰氏阳性球菌和杆菌与传统的放线菌一起同

属于放线细菌纲（0.$)&(-*.$"%)* ,(;TT>T）这一新的分类体系。

随着现代实验技术的不断提高，放线菌尤其是具普通细菌形

态的放线细菌的研究高速发展，每年都有多个新的种、属被

发现。到 #$$1 年止，在 0.$)&(-*.$"%)* ,(;TT>T 已发现的近 %"$
余个属中，有近一半是具有普通细菌形态的。

在盐湖、盐碱地等高盐高碱条件下生长的微生物，由于

有极为特殊的生理结构、代谢机制和遗传基因，能产生多种

具独特生物活性的物质，可应用于生物环保、食品、制药、发

酵工业、农业生产等方面，因而引起人们的广泛关注［#］，现

已成为国际、国内研究的热门领域，而高盐碱环境中的放线

细菌不但是研究生物进化和系统发育的极好材料，而且是一

类极具开发前景的微生物资源。

涅斯捷连科氏菌属（!"#$"%"&’(&)*）是放线杆菌纲、微球菌

亚目、微球菌科中的一个属，该属菌株被描述为专性好氧的

中度嗜盐菌，多为球状或短杆状，偶尔可见分支［1，!］。该属原

有 # 个有效发表种：喜盐涅斯捷连科氏菌（! ) +*,(-)*）和回

音湖涅斯捷连科氏菌（! ) ,*./#"’+("&#)#），最近我室从我国新

疆盐湖和埃及东部的盐碱土样中分离得到 ! 个该属的菌株。

为进一步了解该属菌株的生物学特性，我们初步研究了 ! 个

分离菌株和 # 个标准菌株（ ! ) +*,(-)* *GH #$8!%5 ）和（ ! )
,*./#"’+("&#)# *GH %#8!!5）的表型特征：包括形态学研究，营

养条件如生长 IJ 值范围、温度范围、不同种类盐的耐受程度

等，以及各种生理生化特性及酶学特性等。研究发现 ! 个分

离菌株的生理特性等均比较特殊，可能是新物种，随后通过

细胞化学组份、（NO 3）-’(P含量测定、%"G /*0Q 全系列分析

以及 *0Q7*0Q 杂交等实验对 ! 株分离菌株进行了系统学研

究。

! 材料和方法

!"! 主要试剂和仪器

!#!#! 主要试剂：UBT’VB-+（8$-LW-U）（上海华舜生物工程

有限公司），X/’R+>C;T+ K（1$-QCT’-7YW-L）（H+/,S），XZ+C’(（上

海华舜生物工程有限公司）。=< 1*2 *0QI’(B-+/;T+（8YW!U），

E05X H><（#[8--’(WU），%$ \ =< 1*2 .D]]+/，引物（各 %$I-’(W!U）

由 5;K;^; 公司提供。

!#!#$ 主要仪器：M(B-IDT ->,/’T,’I+ _J7#，5+,ZC+ :X^MN$8*
X3^仪，3’T-’ HDI>E7# H>C> N+( H>L/;R>’C，G‘0N=0= 成 像 系

统，GJaHQ*QY（岛津）公司的 Y&7%"$% 型分光光度计。

!#$ 菌种分离和培养条件

本研究中所使用的土壤样品分别为新疆和硕盐碱地、艾

丁湖、小盐湖土样及埃及东部的盐碱土样。新疆土样采用含

有 %8PK3( 或 #$PHL3(#·"J#M 的改良 aGX8［8］培养基分离和

富集。埃 及 土 样 采 用 J’/>S’TZ> 培 养 基［"］分 离 和 富 集。在

#6b培养 # c 1E。

革兰氏反应同时采用经典的革兰氏染色法和 KMJ 法相

结合来确定。革兰氏阳性菌株使用 X3^ 法［2］快速筛选出可

能的 0.$)&(-*.$"%)* 菌株。

!#% 形态观察

菌株在 #6b培养 1E 后涂片进行革兰氏染色，使用光学

显微镜观察菌体形态。菌株 ‘aH 2$$$9 采用 J’/>S’TZ> 琼脂平



板，其余菌株采用加入 !"#$%& 或 ’(%&)·*+), 的 -./0 琼脂

平板划线，)12培养 3 4 05 后观察菌落特征。

!"# 营养条件研究

!"#"! 6+ 耐受实验：采用 -./0 液体培养基测定生长的 6+
耐受范围。在基础培养基中加入如下的缓冲液：6+07" 的

+8%9:;8%；6+*7" 的 :;,+9$+)/,3；6+<7" 的 :;,+9$+)/,3；

6+17" 的 :;,+9$+)/,3；6+=7" 的 >?@;A9>?@BC ;CB5；6+!"7" 的

>?@;A9:;,+； 6+!!7" 的 :;)+/,3 9:;,+； 6+!)7" 的 $%&9

:;,+。)12培养，每 )5 观察一次。

!"#"$ 温度耐受实验：将菌株分别接种于最适其生长的培

养基上，分别在 32、室温、)12、302、002条件下培养，每 D5
观察一次。

!"#"% 盐耐受实验：菌株采用 -./0 作为基础培养基，分别加

入 !#，D#，0#，!"#，!0#，)"#，)0# 的 :;%&，$%&，’(%&)·

*+), 和 %;%&) 后，倒平板。在 )12培养，每 )5 观察一次。

!"& 生理生化和酶学特性研究

采用 >B?’E@BEFA 8G> -H D) I JEKJ LBJK，利用 >B?’E@BEFA 自

动化鉴定系统获得 D) 个生理生化及酶学特性指标，碳源利

用及产酸采用杭州天和微生物试剂公司的细菌生化微量鉴

定管，其余实验参见 .MB@&BN( 等［0］的方法和文献［1］的方法。

!"’ 细胞化学研究

!"’"! 细胞壁肽聚糖类型和糖组分分析：分别参照 .CM&EBOE@
等［=］和 .J;NEL 等［!"］的方法进行细胞壁肽聚糖类型和糖组分

分析。

!"’"$ 磷酸类脂分析：采用 ’BNNBLBN［!!］的方法进行磷酸类脂

的提取、纯化及组分分析。

!"’"% 甲基萘醌分析：参照 %?&&BNK 等［!)］的方法进行醌的提

取和分析。

!"’"# 脂肪酸组分分析：使用美国 ’-H- 公司的 .ME@?&?CL 全

自动细菌鉴定系统分析。

!"( !’) *+,- 全序列分析

!"("! 总 H:8 的提取和 /%P 扩增：采用徐 平等［<］的微波

法提取基因组 H:8，!*. @H:8 的 /%P 扩增中所使用的引物由

G;$;P; 公 司 合 成，扩 增 引 物，/8：0Q98R8RGGGR8G%%GR9
R%G%8R9DQ；/>：0Q9GG88RRGR8G%%8R%%R%89DQ。/%P 扩增体

系（0"!S）：!" T IA !"# >FOOE@ 0!S；5:G/ ’BA 3!S；/@BUE@! !!S
（!"6U?&V!S）；/@BUE@) !7)!&（ !"6U?&V!S）； IA !"#G’ "7D!S
（0WV!S）；H:8 模板 !!S（约 !"N(）；55+), !17=!S。/%P 扩增

条件：=02 0 UBN；=02 !UBN，032 !UBN，<)2 D UBN，D0 个循

环；<)2 !" UBN。

!"("$ 扩增产物测序：!*. @H:8 扩增产物经纯化后，用 8>-
/P-.’G’D<<XS H:8 .EYFENCE@（866&BE5 >B?KZKJEUK）测序。测序

引 物：/!：0Q9%RR88GG8GGRRR%RG89DQ；/)：0Q9%%GG8%%G9
RRR%GGR8%8G9DQ；/D：0Q9%8R8RGGGR8G%%GRR%G9DQ。
!"("% 系统发育分析：将测得的序列与从 REN>;NL、I’>S、

HH>[ 等数据库中获得的相关种的 !*. @P:8 基因序列采用

%&FKJ;& X 软件［!D］进行多序列比对分析，并用 ’IR8 )7!［!3］软

件中的邻接法和最大似然法进行系统发育分析。

!". （/0 1）234 5含量测定和 +,-6+,- 杂交

总 H:8 大量提取主要参照 ’;@UF@ 法［!0］。（R \ %）U?&#
测定采用熔点法（ !$ 值法）测定［!*］，参考菌株为大肠杆菌

（%&’()*+’(+" ’,-+）[’!"0，已知其（R \ %）U?&#含量为 0"70#。

H:8 杂交采用液相复性速率杂交法［!<］。

$ 结果和讨论

从新疆样品中共分离出 D1 株嗜盐或耐盐细菌，通过革

兰氏染色和 $,+ 实验剔除 * 株革兰氏阴性菌。从其余 D) 株

革兰氏阳性菌中筛选出 D 株涅斯捷连科氏菌属的菌株；从埃

及样品中初步分离出 )" 株耐盐细菌，剔除 D 株革兰氏阴性

菌，从 !< 株革兰氏阳性菌中筛选到 ! 株涅斯捷连科氏菌属

的菌株。3 株涅斯捷连科氏菌属菌株的表型特征见表 !，其

形态均为球状或近于球状的短杆状，所有菌株的菌落形态都

为圆 形，边 缘 整 齐，表 面 光 滑 不 透 明，稍 隆 起。其 中 ]-’
<""13 的菌落较特殊，呈中间颜色淡红，边缘颜色较深的同心

环状，其余菌株的单菌落则颜色比较均一。所有实验菌株都

不产芽孢，只有 ]-’ <""1! 和 ]-’ <""13 具有游动性。

表 ! 实验菌株的分离源、分离培养基及部分表型特征

G;^&E ! .;U6&E K?F@CEK，UE5B; ;N5 K?UE 6MEN?JZ6BC CM;@;CJE@BKJBCK ?O JME JEKJE5 KJ@;BNK

.J@;BNK .?F@CE ?O BK?&;JB?N ’E5B; O?@ BK?&;JB?N ’?@6M?&?(Z %?&?@ ’?^B&BJZ 6+ J?&E@;JB?N （R \ %）U?&#

]-’ <"""= I(Z6J H %?CC?B5 ]E&&?_BKM9?@;N(E ‘ 0 4 !) *37""

]-’ <""1! +EKMF? XBNaB;N( /@?bBNCE，%MBN; 8 %?CC?B5 ]E&&?_BKM9^@?_N \ < 4 !" *!70"

]-’ <""13 +EKMF? XBNaB;N( /@?bBNCE，%MBN; > %?CC?B5 PE55BKM9?@;N(E \ < 4 = *373!

]-’ <""=< GME 8B5BN( S;LE，XBNaB;N( /@?bBNCE，%MBN; 8 P?5K ]E&&?_ ‘ * 4 !) **7<"

H.’ !)033G GME ILM? S;LE，I;KJ 8NJ;@CJBC; ‘D=1’ %?CC?B5 ]E&&?_ ‘ * 4 = **7!"

H.’ )"03!G WNLN?_N WNLN?_N %?CC?B5 cMBJE ‘ * 4 !" <!70"

8：-./0 UE5BFU KF66&EUENJE5 _BJM !0#$%&；>：-./0 UE5BFU KF66&EUENJE5 _BJM )"#:;%,D·!"+),；H：+?@BL?KMB UE5BFU；d：“D=1”UE5BFU［!1］e“ \ ”

/?KBJBbE；“ ‘ ”:E(;JBbEe

菌株 ]-’ <"""=、]-’ <""=< 的最适生长 6+ 值为 6+!" 左

右，但可在 6+ 中性或偏酸的环境生长，其余实验菌株的最适

生长 6+ 值为 6+< 4 1，但 ]-’ <""1! 和 H.’ )"03!G 可在 6+ 等

于或大于 !" 的碱性环境生长，因此多数菌株是兼性嗜碱菌
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或耐碱菌。

所有实验菌株均为耐盐菌，可在不含盐的培养基上生

长，但其生长的最适盐浓度（!"#$）都多在 %& ’ ()&。实验

菌株对不同类型盐的耐受能力见表 *，由实验结果可知：实验

菌株都可在一定浓度的 !"#$，+#$ 和 ,-#$*·./*0 条件下生

长，其生长所需的 !"1 、+1 、,-* 1 可相互替代。从菌株的生

长状 况 来 看，在 同 样 浓 度 的 条 件 下，菌 株 23, 4)))5、67,
(*%889、67, *)%8(9在含 +1 或 ,-* 1 的培养基上比在含 !"1 的

培养基上生长旺盛。从表 * 实验结果也 可 看 出 菌 株 23,
4)))5、67, (*%889 对 +1 和 ,-* 1 的耐受能力比对 !"1 的要

强，菌株 67, *)%8(9 对 ,-* 1 的耐受能力比对 !"1 或 +1 的要

稍强，而菌株 23, 4))54 对 +1 或 !"1 的耐受能力比对 ,-* 1

的要强。对于含 #"* 1 的培养基只有菌株 23, 4)))5 能生长，

但最多只能耐受 %&的 #"#$*，因此菌株对 #"* 1 的耐受能力较

弱，推测 #"* 1 对菌株的生长可能有抑制作用。

表 ! 实验菌株对不同类型盐的耐受能力

9":$; * 9<$;=">?; =;@A$B@ B< !"#$，,-#$*·./*0，#"#$* ">C +#$ <D BE; B;@B;C @B="F>@

7B="F>@ !"#$ B<$;=">B
=">-G&

0HBFIAI
!"#$G&

+#$ B<$;=">B
=">-G&

0HBFIAI
+#$G&

,-#$* B<$;=">B
=">-G&

0HBFIAI
,-#$* G&

#"#$* B<$;=">B
=">-G&

0HBFIAI
#"#$* G&

23, 4)))5 ) ’ (% J ’ % ) ’ *% % ’ (% ) ’ *% % ’ (% ) ’ % (

23, 4))K( ) ’ *) % ’ () ) ’ *) % ’ (% ) ’ *) () ’ (% L L

23, 4))K8 ) ’ *% % ’ () ) ’ *) % ’ (% ) ’ *% % ’ (% L L

23, 4))54 ) ’ *% % ’ () ) ’ *% J ’ (% ) ’ () % L L

67, (*%889 ) ’ (% % ’ () ) ’ *% % ’ () ) ’ *) () L L

67, *)%8(9 ) ’ *) % ’ () ) ’ *) % ’ () ) ’ *) % ’ () L L

所有菌株的最适生长温度均为 *KM，生长温度范围多为

室温到 J4M，在室温和 *KM的条件下，菌株生长最快。23,
4)))5、23, 4))K(、23, 4))K8 可在 8M 缓慢生 长，在 8%M 和

%%M所有实验菌株都不能生长。

从实验菌株的生理生化特性实验结果来看这 8 株分离

菌株与该属的两个典型菌株之间有较大差别，其细胞化学组

份如细胞壁肽聚糖类型和糖组分、磷酸类脂、甲基萘醌、脂肪

酸等的分析结果（表 J）差异也较大。

表 " 实验菌株的化学分类特性

9":$; J 9E; ?E;I<B"N<><IF? ?E"="?B;=F@BF?@ <D BE; B;@B;C @B="F>@

#E;I<B"N<><IF? C"B" 23, 4)))5 23, 4))K( 23, 4))K8 23, 4))54 67, (*%889 67, *)%8(9

O;HBFC<-$P?"> BPH; QP@RS$PR6RT@H QP@RS$PR6RT@H QRQP@RS$PRT@H QRQP@RS$PRQRS$A $RQP@R$RS$A $RQP@RS$PR$RS$A

7A-"=@ UF:，,">，S$A UF:，VP$，T$" UF:，T="，S$A，S"$ UF:，S"$ !6 !6

O<$"= $FHFC@ 6OS，OS，O3 6OS，OS，O3 6OS，OS，O3，SQ 6OS，OS，O# 6OS，OW，O#，SQ 6OS，OS，O3，SQ

,"X<= ,;>"YAF><>;@ ,+R4，,+K，,+R5 ,+R4，,+K ,+R4，,+K ,+R4，,+K，,+R5 ,+R4，,+K ,+R4，,+K，,+R5

,"X<= D"BBP "?FC@（&） "F#(%：)（*4Z.J&），

F#(.：)（JJZ((&），

"F#(4：)（*)Z.K&）[

"F#(%：)（()Z*4&），

"FT#(%：)（(%Z(*&）

FS#(.：)（((Z)5&）

F#(.：)（J(Z8)&）

"F#(4：)（(%Z*4&）

"F#(%：)（%(ZJJ&），

F#(.：)（(4ZJ*&），

"F#(4：)（(JZ48&），

"F#(%：(（5Z54&）

"F#(%：)（*KZ%)&），

"F#(4：)（JKZ()&）

"F#(%：)（J%ZJ&），

F#(.：)（(%Z5&），

"F#(4：)（*JZ)&），

"F#(%：)（.%Z)&），

"F#(4：)（**Z.&）

根 据 8 株 分 离 菌 株 的 (.7 =6!T 近 似 于 全 长 的 序 列

（23,4)))5 (8.(:H， 23,4))K( (%)*:H，23,4))K8 (85):H，

23,4))54 (%).:H）并与该属的 * 个典型菌株及相关属种的典

型菌株共同构建系统进化树（图 (），并进行系统发育分析。

从图 ( 可以看出，8 个分离菌株与涅斯捷连科氏菌属的典型

种 !"#$"%"&’(&)* +*,(-)* 67, *)%8(9 构成一个独立的分支。菌

株 23, 4))54 与 ! [ ,*./#"’0("&#)# 67,(*%889 和 ! [ 0*,(-)*1
67, *)%8(9 的序列相似性为 5.ZK&，而菌株 23, 4))K8 与 ! [
,*./#"’0("&#)# 67,(*%889 和 ! [ 0*,(-)* 67, *)%8(9 的同源性

分别为 5.ZJ&和 5.Z.&，菌株 23, 4))K8 与 23, 4))54 之间

的序列同 源 性 为 5.Z5&。菌 株 23, 4)))5、23, 4))K(、23,
4))K8 这 J 个菌株又形成一小分支，它们相互之间的同源性

均大 于 55&，但 它 们 与 23, 4))54 及 ! [ 0*,(-)*（67,
*)%8(9）的 (.7 =6!T 序列同源性都低于 54&。23, 4))54 和

23, 4))K8 的表型特征、生理学特性、细胞化学组分均与涅斯

捷连科氏菌属的两个有效发表种有较大差别，因此 * 个菌株

为本属的 * 个新种，23, 4))K8 被命名为耐盐涅斯捷连科氏

菌（! [ 0*,($(,"%*&# @H[ ><\[），23, 4))54 命名为新疆涅斯捷连

科氏菌（! [ 2)&3)*&1"&#)# @H[ ><\[ ）。

J(K. 期 陈华红等：涅斯捷连科氏菌属菌株的分离及系统学研究



图 ! 菌株 "#$ %&&&’，"#$ %&&(!，"#$ %&&()，"#$ %&&’% 及其从 *+,-.,/ 等数据库中调集的

相关属种构建的以 !01 2345序列为基础的系统树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 012+3 *, %45 /678 2+9:+,.+2 2’*;",# -’+ /+)1-"*,2’"<2 1=*,# 2-/1",2 >?@ ABBBC，

>?@ ABBD%，>?@ ABBDE，>?@ ABBCA 1,3 -’+ *-’+/ /+)1-+3 2<+."+2 3*;,)*13+3 F/*= G+,H1,I +-.

J’+ 2+9:+,.+ *F !"#$%"&’()$* ’$+,*%&#-* 65@ E%EA4J（K4D%BB）;12 :2+3 12 *:-#/*:<$

7:=0+/2 *, 0/1,.’ ,*3+2 1/+ 0**-2-/1< L1):+2（%BBB /+21=<)",#2）$ H1/，%M 2+9:+,.+ 3"L+/#+,.+$

尽管菌株 >?@ ABBBC 和 >?@ ABBD% 的表型特征与菌株

>?@ ABBDE 有一定差别，但它们相互间的进化关系还要进一

步通过 678N678 杂交实验来确定。678N678 杂交实验结果

表明，菌株 >?@ ABBBC、>?@ ABBD% 与菌株 >?@ ABBDE 的同源性

分别为 EOPOM和 OCP%OM，而 ABBD% 与 ABBBC 之间的同源性为

EQPRM，远低于 ABM的分类标准，因此菌株 >?@ ABBBC 和 >?@

ABBD% 也应为涅斯捷连科氏菌属的新种。O 株菌的表形特征，

生理生化特征和化学分类特征都有一定区别。因此根据上

述的多相分类研究结果也可以得出结论，菌株 >?@ ABBBC 和

>?@ ABBD% 也为涅斯捷连科氏菌属的 R 个新种，>?@ ABBD% 被

命名为藤黄涅斯捷连科氏菌（. $ /-"$, 2<$ ,*L$），>?@ABBBC

则命名为橙黄涅斯捷连科氏菌（. $ *,01,#,230, 2<$ ,*L$）。

过去从高盐环境中发现的高 G S T 含量的放线细菌较

少，仅有少数的几个属的菌株，而涅斯捷连科氏菌属是唯一

的一个嗜盐放线细菌属。本次研究中从新疆和埃及高盐碱

环境发现多个涅斯捷连科氏菌属新种，这表明该属菌株可能

是高盐碱环境中的优势放线细菌类群，这对高盐环境微生物

的深入研究具有一定意义。
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