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摘 要：从内蒙古锡林浩特地区 0 个不同的盐湖中共分离到 #"9 株古菌，通过 GHIHG 分析后得到不同的类群，从

各个类群中随机选取 # & $ 个代表菌株进行 #"J *IKG 序列测定和系统发育的分析。结果表明分离的菌株分布在

!"#$%&’%&(，)"*%$+$,$,,&-，)"*%$+$%&’%&(，!"#$*.%%/0.+"，!"#$%1"’2&-，!"#$’/3$%("，!"#$"%,&#"，!"#$3.%"4 7 个属和另外两

个分支中，表现了锡林浩特地区嗜盐古菌的多样性。部分菌株的 #"J *IKG 序列同源性低于 ./L，可能是潜在的新

属或新种，代表了该地区嗜盐古菌的独特类型。
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嗜盐古菌（:6N*(;(4- D,4OED<4<B ,*BD,(,）通常称为

嗜盐菌（P,4O),BN(*<,），是嗜盐微生物的一大类群，现

在 被 划 分 为 古 菌 域（ G*BD,(,）的 嗜 盐 菌 目

（!"#$’",*.%/"#.-）下 的 嗜 盐 菌 科（P,4O),BN(*<,B(,(）。

它们最显著的特征是对高浓度 K,14 的依赖，至少需

要 #Q9;O45R 的 K,14 才能生长，通常最适 K,14 生长

浓度为 0Q9 & !Q9;O45R［#］。根据它们在 EP 条件下生

长与否可分为中性嗜盐古菌和碱性嗜盐古菌两大

类。目前所分离到的嗜盐古菌大多数来自高盐环境

中，如盐湖、盐碱湖、晒盐场、含盐浓度高的土壤、咸

鱼和盐加工的毛皮、盐沉积物以及盐结晶体等。盐

湖是自然界中一种高盐的水生生态环境，生长着丰

富的嗜盐微生物，如真菌、细菌和古菌。在盐浓度超

于 $%L的盐湖中，嗜盐古菌成为该环境中的优势菌

群［$］，参与湖中多种物质的循环与能量的传递。由

于嗜盐古菌在生物系统进化中的特殊地位使其成为

研究生物进化的良好素材［0］；另外，其特殊的酶和其

他大分子产物在医药行业、食品工业、环境整治和其

它化学工业等方面都具有一定的应用潜力［!］。因此

对于嗜盐古菌的研究从上世纪 7% 年代起引起了微

生物学家的关注。

目前为止，嗜盐菌科中已经报道和描述的嗜盐

菌共有 #. 个属 "0 个种。此外，通过非培养的方法

对盐湖嗜盐古菌的多样性和分布进行的研究表明嗜

盐古菌的多样性比预想的还要丰富，大多数嗜盐古

菌，至今仍未通过培养方法得到［9 & 7］。

我国是个多盐湖的国家，含有丰富的嗜盐微生

物资源，但现在对这些盐湖进行过生物学调查的却

不足 9% 个，仍有大部分的盐湖环境有待探索。本文

报道的是从内蒙古锡林浩特地区 0 个不同的盐湖中

分离培养嗜盐古菌，通过 #"J *IKG 的限制性内切酶

酶切片段分析（GHIHG），以及系统发育分析来揭示

盐湖中嗜盐古菌的多样性，从而了解盐湖的生态结

构。同时，对所获得的嗜盐古菌的生理生化和产酶

特性做初步的分析，为今后的开发和利用奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集和菌株分离：样品采自我国内蒙古

锡林浩特地区 0 个盐湖：上玛塔拉盐湖（JP），二连

诺尔盐湖（:K），和一个未命名的盐湖（SP），这 0 个

盐湖在盐浓度和 EP 具有一定的差异。:K 湖是个

中性湖，盐浓度为 $9L，EP 为 /Q$；JP 是个偏碱性

的盐湖，盐浓度为 #/L，EP 为 7Q!；SP 是个盐碱湖，

盐浓度为 0!L，EP 为 .Q%。所有样品均用碱性和中

性两种培养基进行培养。样品经稀释后涂布平皿，

在 0/T的温箱中光照培养 / & #!U，根据菌落大小，

形态，颜色进行初步筛选分离并纯化。

!"!"# 培 养 基：高 度 嗜 盐 菌 培 养 基：每 升 含

1,?,;<@O ,B<U? 9Q%F，V(,?N (6N*,BN 9Q%F，柠檬酸三钠



!"#$，%$&’(·)*+’ +#$，,-. +"#$，/0-. +##$，12-.+·

(*+’ !3"#4$，%5-.+·(*+’ #"!34$，6$07 89$。嗜盐

碱 菌 培 养 基：每 升 含 -0:04;5< 0=;>: )"9$，?20:@
2A@70=@ 8#$，柠檬酸三钠 !"#$，,-. +"#$，12+ B @70=2，
/0-. +##$，/0+-’! 8#$，6$07 89$。每种培养基都增

添 8C的原湖水，以补充培养基的微量元素。

!"!"# 主要试剂和仪器：D/6 快速纯化回收试剂盒

购自天为时代公司；核酸测序由北京博亚公司完成。

!"$ 生理生化试验

生理生化试验参照 ’725 等［E］8EE) 年发表的嗜

盐菌新分类单位描述的最低标准以及 F<:: 的方法。

!"# !%& ’()* 基因的扩增及 +,( 产物的 *(-(*
分析

!"#"! 菌落 G-F 模板的制取：菌液划线，得到纯化

的单菌落。牙签挑取单菌落，加到 84H >>*+’ 中，

震荡，取 8!H 作 G-F 模板。

!"#"$ 83& 7F/6 基 因 的 扩 增：正 向 引 物 +8I（9JK
LL--MMLLM6L--LM--MM6K!J），反向引物 89(#7（9JK
6MM6MMLM6L--6M--M-6MK!J）。 G-F 扩 增 条 件：

E9N 94;5；E9N (9:，9#N (9:，)+N 84;5，!# 个循

环；)+N 8#4;5。

!"#"# G-F 产物的纯化：使用试剂盒纯化 D/6。

!"#". G-F 产物的限制性内切酶酶切：酶切反应

体系为 89!H，其中 8# O PQII27 8"9!H，限制性内切酶

（!"#"或 $#%#）(R，G-F 产物 8#!H，>>*+’ 补充体

系列 89!H，混匀后置于 !)N酶切 8S。取酶切产物

89!H 于 +"#C琼脂糖凝胶，8##T 电压下电泳 8S 后进

行酶切带型的分析。

!". !%& ’()* 基因扩增产物的测序

由北京博亚公司完成测序工作。

!"/ 系统发育树的构件及分析

将所测定的 83& 7D/6 序列利用 P.0:@ 软件在

M25P05U 数据库中进行相似性搜索，选取同源性较

高的典型菌株的 83& 7D/6 序列作为参比对象，再用

-HR&L6H V 软件进行多序列比对并计算供试菌株与

参与菌株之间的序列相似性，通过 L7225=<5W（8"!X）

软件构建供试菌与参比菌之间的系统发育树。

$ 结果

$"! 培养结果分析

从 ! 个盐湖中分离得到 839 株嗜盐古菌，其中

Y/ 湖（33 株），V* 湖（98 株），&* 湖（(Z 株）。从 Y/
湖分离到的菌株均为中性嗜盐菌，V*，&* 湖得到的

菌株有碱性嗜盐菌，耐碱嗜盐菌和中性嗜盐菌，表 8
为部分菌株的生理生化特征。

$"!"! 菌落特征：在平板上表现为不同深浅的红色

菌落，如粉红，桔红，亮红，紫红，深红。

$"!"$ /0-. 生长浓度：从 89C [ +9C，大多数在小

于 8#C的 /0-. 浓度下不能生长；个别菌株在 ZC的

/0-. 浓度下可微弱生长。

$"!"# 生长 \*：中性 Y/ 湖分离到的菌株其生长

\* 一般在 3"9 [ Z"9 之间，个别菌株如 *Y/+) 和

*Y/9Z 在 \*E"# 的条件下可微弱生长；盐碱湖 V*
和偏碱性湖 &* 分离到的菌株其 \* 生长范围在 3"9
[ 88"# 之间，最适 \* 一般在 )"# [ E"# 之间。

$"!". 对 %$+ B 的需求：嗜盐碱菌对 %$+ B 的需求很

少，一般小于 944<.]H。多数中性嗜盐菌株的最适

%$+ B 一般在 9# [ +##44<.]H 之间，在 9##44<.]H 浓度

的条件下不能生长或微弱生长。有 8E 株菌株对

%$+ B 有很强的耐受能力，可在 8###44<.]H %$+ B 以上

生长，其 中 有 Z 株 菌 株 对 %$+ B 的 耐 受 能 力 达 到

+###44<.]H。

$"!"/ 生长温度：大多数嗜盐古菌的最适温度在

(#N以上，生长温度在 +#N [ 3#N之间。个别菌株

为微嗜热菌，最适生长温度为 9#N，在 3#N的条件

下长势也很好。

$"!"% 产酶能力：从 839 株嗜盐古菌中经过筛选得

到产蛋白酶菌株 9 株，淀粉酶 +( 株，酯酶 (( 株。

$"$ *(-(* 分析

纯化 后 的 菌 株 使 用 古 菌 通 用 的 引 物 进 行 其

83& 7D/6的 G-F 扩增。G-F 产物用限制性内切酶

（!"#"或 $#%#）进行酶切分析。根 据 酶 切 图 谱，

Y/ 湖包括 Z 个类型，&* 湖包括 8! 个类型，V* 湖分

为 8+ 个类型，显示了内蒙古锡林浩特地区嗜盐古菌

多样性的丰富。

$"# 系统发育分析

根据前面的 6FDF6 分析结果，选取其中的 +9
株 菌 株 进 行 其 83& 7D/6 序 列 的 测 定，然 后 在

M25P05U 等数据库中进行相似性的搜索，选定其中同

源性较高的相关菌株并与之构建成系统发育树（图

8）。从系统发育树来看，从内蒙古盐湖分离到的嗜盐

古菌分布在 $#&’()*()+、,#-(’.’/’//)0、,#-(’.’()*()+、

$#&’-%((12%.#、$#&’(3#*4)0、$#&’*1"’(+#、$#&’#(/)&#、

$#&’"%(#5 等 Z 个属以及两个独立的分支中。从两个

偏碱性的盐湖中分离到 8# 株嗜盐碱古菌，划分为

,#-(’.’()*()+ 和 ,#-(’.’/’//)0 两 个 属，其 中 以

&*&6+Z 和 &*&6!# 为 代 表 的 菌 株 与 ,#-(’.’()*()+

+ G6/ *0;K.;05 %- #& ^ ]!/-# 61/(’*1’&’21/# 71.1/#（+##3）(3（8）
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图 ! 内蒙古锡林浩特地区盐湖的嗜盐古菌系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ "1*)2-+1 2,3 -’+"/ /+)2-"4+1 ", !"#$%"&’()*"&("(

5’+ 6*)3 /+7/+1+,-1 -’+ /+7/+1+,-2-"4+1’*0 -’+ "1*)2-+1$ 89:6+/1 ", 72/+,-’+1+1 /+7/+1+,- -’+ 1+;9+,.+1’2..+11"*, ,9:6+/ ", <+,=2,>$ =2/，?@ 1+;9+,.+ 3"4+/#+,.+$

’*%(’(+,( 的相似性为 AA@，以 BCDEF 和 DCDEG% 为

代表 的 菌 株 与 -"’)$+$&$&&., "/0#$#0’*&., 相 似 性 为

AH@，但在生理生化特性上与所报道的 -"’)$+$&$&&.,
"/0#$#0’*&., 有较大的差别，因此有可能成为该属的

新 种。 中 性 嗜 盐 古 菌 包 括 !"#$).%)./，

!"#$’())*1(+"，!"#$)2"%3.,，!"#$%*4$)/"，!"#$")&.#" ，

!"#$4()"5 等属。!"#$).%)./ 属的菌株所占的比例比

较大，有 %F 株菌，但其 %ID /J8E 在种的水平上具有

很大的差异，其中 ? 株与 !"#$).%)./ 6"&.$#"’./ 相似

性较 高（ 相 似 性 范 围 为 AK@ L AH@），%% 株 与

!"#$).%)./ ,"&&2")$6$)./ 相似性较高（相似性范围为

A? L AK@），为 !"#$).%)./ 属潜在的新种。CBCGF 和

CM8GH 与 !"#$")&.#") 7"##*,/$)’*, 相 似 性 较 高

（AH@），CM8?A 与 !"#$4()"5 6$#&"+** 相 似 性 较 高

（AH@），CBC%% 与 !"#$’())*1(+" ’2()/$’$#()"+, 相似性

较高（AH@），CBCNI 与 !"#$%*4$)/" 2"#$’())(,’)*, 相似

F &E8 C2"O)"2, (’ "# $ P8&’" 9*&)$%*$#$1*&" :*+*&"（NQQI）FI（%）



性较高（!"#）。$%$& 与 !"#$%&"’()* )+"&,-*.* 相似

性为 !&#，目前 $"#$%&"’()* 属仅有一个种，只分离

到一株菌，是从美国犹他州大盐湖［’(］分离到的，从

系统进化分析的结果来看，$%$& 应独立成为该属

的 一 个 新 种。 从 %$ 湖 分 离 到 的 $%$)) 与

!"#$/,$0,+%.1)0 ’$%.-2),-*, 相似性较为接近（ !)#），

在分类关系上与 !"#$/,$0,+%.1)0 属并列，可独立成

为一个新属。从 *$ 湖 分 离 到 的 $*$)) 菌 株，与

!"#$/,$0,+%.1)0 ’$%.-2),-*, 相似性为 "!#，在古菌系

统发育树上形成独立的分支，与已知的古菌有着较

远的亲缘关系，也将独立成为一个新属。此外，该菌

株与从南极（+,-./012 $312-，45-.,67 87.569.395）高盐

海岸盆地沉积泥样得到的非培养克隆子 :,,;<=［’’］

的相似性为 !&#，表明了该属的菌株可能分布在比

较广泛的高盐生态环境中。

! 讨论

嗜盐古菌是盐湖生态系统重要的组成之一。对

盐湖嗜盐古菌多样性研究比较深入的是死海，东非

的 >5?523 盐碱湖，还有一些日光盐湖［’@］。死海是唯

一研究时间最长，最为深入的高盐环境。在过去的

)( 年里，科学家对其中生长的微生物做了大量的研

究工作。从死海分离到的嗜盐古菌包括 !"#$3,%"4
5$#1"-..， !"#$"%1)#" 0"%.*0$%+).， !"#$%)’%)0
*$($0,-*,，和 !"#$’"1)#)0 /$0$%%,-*,［’)］等。饱和盐

浓度，;$’( 的 A5B, >5?523 也是一个备受关注的高

盐环境，从中分离到的微生物主要为嗜盐碱古菌类

群，包括 6"+%$-$’"1+,%.)0 /%,/$%7.，6"+%."#’" 0"/"(..，
!"#$%)’%)0 5"1)$#"+)0，6"+%$-$1$11)* $11)#+)* 等［’C］。

我国对嗜盐古菌的研究始于 "( 年代，目前从西藏，

内蒙古，新疆等地区的盐湖分离到 ! 个嗜盐古菌新

种，但对嗜盐古菌多样性进行系统的研究还是比较

少，范华鹏等人对西藏扎布耶茶卡湖的嗜盐古菌多

样性进行过非培养的研究［’=］。

本次研究工作中通过分离培养的方法，共获得

了 ’( 个类群的菌株，初步揭示了内蒙古锡林浩特地

区盐湖的嗜盐古菌具有丰富的多样性。范等人对西

藏扎布耶茶卡湖的非培养研究中得到 " 个嗜盐古菌

属的类群。内蒙古锡林浩特地区的盐湖和西藏扎布

耶茶卡湖进行比较，可以发现两个地区的盐湖中都

包 括 !"#$%)’%)0、 6"+%$-$1$11)*、 6"+%$-$%)’%)0、

!"#$+,%%./,-" 和 !"#$%&"1()* 属的嗜盐古菌，而且与

!"#$%)’%)0 属相近的克隆序列或菌株从数量上都占

较大的比例，可能代表这些地区湖中嗜盐古菌的优

势菌群，反映了两个地区的盐碱湖中微生物在种类

上具有一定的相似性。在碱性的 %$ 湖中分离到的

!"#$"%1)#" 属菌株，在扎布耶茶卡湖的非培养研究中

不见报道。在死海分离到 !"#$"%1)#"、!"#$3,%"4 和

!"#$%)’%)0 属的菌株在我们研究的 4D 湖中也得到

了纯培养。

虽然分子生态学的方法为我们研究和揭示微生

物多样性得到了极大的拓展，但是要了解微生物在

生物圈行使的生态功能，仍需要得到它们的纯培养，

因此分离培养的工作仍然是研究微生物多样性一个

不可缺少的手段。本次研究中，我们分离到两个新

属的菌株，其中 $%$)) 和 $*$)) 菌株在培养基中

比其他菌株生长缓慢，说明现使用的培养基都不适

合它们的生长，这可能是在以往的培养中没有获得

该菌株的原因。今后对这两株菌株的生理特性和生

态功能的进一步研究，将会对于我们了解盐湖生态

系统有着重要的意义。

在本次研究工作中，我们对 @= 株嗜盐古菌的

’&* 6:D8序列进行了测序，其中有 ’( 余株菌株的同

源性低于 !E#，从系统进化分析的结果来看，它们

可能为潜在的新种或新属，这既反映了内蒙古锡林

浩特地区嗜盐古菌多样性具有自己的独特性，并表

明了该地区盐湖中仍有许多尚未被分离培养的微生

物。此外，我们还筛选到多株产淀粉酶、蛋白酶和酯

酶的菌株，这说明我国盐湖的嗜盐微生物可为工业

酶提供宝贵的资源。
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