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昆明盐矿古老岩盐沉积中可培养细菌多样性研究
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摘 要：为了了解昆明盐矿古老岩盐沉积中可培养细菌的多样性，用 J5K和 LM3#分离和培养了昆明盐矿卤水和盐
晶中的细菌 !!株。发现盐晶中的可培养好氧细胞数量（/N% O %$/ ( /N’ O %$" 09P8Q）远远高于卤水中的数量（%N/ (
"N/ O %$/ 09P8R）。分离所得纯培养物的 %"M .)SK序列系统发育分析结果表明，!!株菌可分为 !大类群 /!个不同
的分类单元（%"M .)SK序列相似性大于 &’T为同一分类单元）。#!株属于厚壁菌门（9?.,?+@U*V，2!N"T），#株属于变
形菌门!亚群（!=3.GU*.-:+U*.?:，!N"T），! 株属于变形菌门"亚群（"=3.GU*.-:+U*.?:，&N%T），%! 株属于放线细菌门
（K+U?CG-:+U*.?:，/%N’T）。卤水和盐晶中的优势菌都是 !"#$%%&’ 属菌（#"N%T和 2&N&T）。据 %"M .)SK序列相似性分
析发现 ’株菌为可能的新种或属。此外，还筛选到 ’株抗菌活性菌株。研究表明，昆明盐矿古老岩盐沉积中，不仅
含有较为丰富的微生物物种多样性，并且存在许多未被认识的新物种和生物活性菌株，为古老岩盐沉积中微生物

的深入研究奠定了基础。
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目前，很多研究者认为由于大量未培养微生物

的存在，应用纯培养技术不能准确反映环境中微生

物的多样性。因此，近 #$年来对微生物多样性的分
析从纯培养技术转向了基于 %"M .)SK 序列的免培
养分析法，这类方法的应用，使人们发现了很多新的

未培养微生物类群［%］。但免培养分析法也存在诸多

不可忽视的局限性，如不易获取环境样品中所有微

生物的 )SK、不易同时等量 30X扩增各类微生物的
%"M .)SK等。另外，仅根据 %"M .)SK 序列相似性，
并不能很准确地确定微生物的分类地位。微生物只

有得到纯培养并结合其它特征分析后才能确定其分

类地位，未培养微生物尤其如此［#］。因此，纯培养方

法仍然是分类学、生态学、生理学，以及次生代谢产

物化学研究的有效方法。

地下盐层等高盐环境与普通环境相比被认为具

有较低的原核生物多样性。然而，这里仍含有相当

多样的嗜盐菌和耐盐菌［/，!］。近年来，国际上对高盐

环境微生物的研究方兴未艾。国际微生物分类学权

威刊物 LYM>J（ LCU*.C:U?GC:7 YG@.C:7 GZ MBVU*,:U?+ :CE

>[G7@U?GC:.B J?+.G-?G7GQB）近五年来发表的有关嗜盐
菌的论文达 %!%篇，并呈逐年上升趋势，#$$2年达到
了 2# 篇，这些嗜盐菌大多分离自盐湖、盐碱土、海
洋、晒盐池等环境。但只有少量研究描述从地下盐

层中分离嗜盐菌和耐盐菌［/，!］，其中，\.**7:CE等［2］于
#$$$年在 S:U@.*发表文章，指出其从二叠纪原始盐
晶中分离到一株 #N2亿年前的耐盐菌，并由此引发
了生物学家激烈的讨论。这些研究将对长期以来关

于古老岩盐沉积中生物的起源与进化等问题提供重

要证据。

对极端环境微生物的研究不仅使人类得以了解

和探索生命的策略和极限，而且为超常物质（如 (")
)SK 3G7B,*.:V*）的开发利用提供了资源。高盐环境
微生物之所以引发了微生物学家极大的研究热情也

正因为其在相容性溶质、表面活性剂、水解酶、胞外

多糖、3]5 等的产生方面具有巨大的应用潜力［"］。
由于微生物容易操作、具有独特的交叉反应并在地

球生存历史悠久，我们可以将其作为阐明生态和生

物进化原理的模式，探讨和认识高盐环境下生物的



起源、生物进化的速率、历史、模式，以及它们的适应

方式、机制等重要理论。因此，微生物在古老岩盐沉

积中的存在、分布和数量等问题同样值得研究。

昆明盐矿地处云贵高原，采用定向对接钻井水

溶采卤的方式生产卤水，年产卤水 !"" 万 #$，是滇

中地区重要的制盐基地。其盐层属上侏罗统含盐地

层，盐层距地表面 $"" % &’"#。国内对古老岩盐沉
积微生物多样性的系统研究工作尚未见报道，本研

究报道了昆明盐矿可培养细菌的多样性，以期为古

老岩盐沉积微生物的深入研究奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 样品的采集：("")年 !月至 $月，样品采自昆明
盐矿（北纬 (*+)&,，东经 !"(+$),）。卤水样品采自 $个卤
水沉淀池卤水进水口，带回实验室经 "-((!# 虑膜
（./00/1234公司）过滤收集菌体，置无菌培养皿 *5保存。
盐晶样品（沉积物）采自 $个卤水沉淀池底部，由无菌
三角瓶带回实验室，所有样品 (*6内处理。
!"!"# 培养基：.78（#93/:4 ;32<6 9=93，>/?@2公司）；
ABC(（葡萄糖 *=DE，麦芽膏 )=DE，酵母膏 *=DE，1F&-(）
!"!"$ 主要试剂和仪器："-((!#虑膜（./00/1234公
司）；CGH 仪 为 7/2IH9J 公 司 产 品；!"# >K8
C20L#439M4等扩增所用试剂为宝生物工程（大连）有
限公司产品；厌氧罐（77E N9MC9O 8:9432;/@ BLM<4#M）。
!"# 培养物分离计数

$个样点的样品混合后进行分离。用无菌卤水
将滤膜上的菌洗下分别稀释涂布于 .78和 ABC(，盐
晶直接稀释涂布于 .78和 ABC(培养基。培养基分
别含 K9G0 $，)，!"，!)，("P（QDR）。(S5倒置培养 &
% (SJ 后进行数量统计。纯化后的菌种制备甘油管
T &"5冻存。厌氧培养：涂布后的培养皿（含 K9G0
0)P）倒置厌氧培养，(S5，$)J 后进行数量统计。
!"$ 培养物 %&’提取和 !() *%&’ +,-扩增
根据文献［&］提供的方法提取培养物基因组

>K8后 CGH 扩增 !’B 3>K8。细菌引物 (&?：),I
8N8NUUUN8UGGUNNGUG8NI$, 和 !)*!3： ),I
88NN8NNUN8UGG8NGGNG8I$,［S］。CGH 反应体系和
反应条件参照文献［V］进行。
!". !() *%&’ 部分序列分析
扩增的 CGH 产物送宝生物工程（大连）有限公

司纯化并测序。测定的序列用 7E8BU 程序在
N4:79:O（WWWX :@;/ X :0#X :/6 X =2Y）数据库中进行相似
性搜索，从中获取相近的典型菌株 !’B 3>K8 序列，

用 G0ZM<90[按照最大同源性的原则进行排序，采用
\/#Z39I(［!"］计算核苷酸差异值，并用 7/2]J/< )-"-V
进行检验，最后用 K4/=6;23I^2/:/:= 法［!!］构建系统进
化树，自展数（;22<M<391）为 !"""。以 !’B 3>K8相似
性小于 V&P定义为不同分类单元。

# 结果和讨论

#"! 样品特征
卤水 1F’-)，盐度 (*波美度（+7,4）（相当于含盐

量约 $"&=DE，达盐水饱和浓度），温度 !)5。主要金
属离子：K9_，G9( _，.=( _，E/_，‘:( _等［!(］。
#"# 卤水和盐晶中培养物计数和分离
利用 .78和 ABC(培养基对昆明盐矿卤水和盐

晶样品进行分离，共获得 **株异养型好氧和兼性厌
氧菌。不同样品所得菌落数有明显差异（表 !），盐
晶中获得的菌落数明显高于卤水中所得菌落数。这

主要因为当培养基中 K9G0 浓度大于和等于 !"P
（QDR）时，对盐晶进行分离的平皿上出现了大量生
长缓慢的红色菌落，其数量最多时占平皿中总菌落

数的 V)P。我们使用 )""!E 卤水直接进行涂布分
离而未获得任何菌落也证明卤水中可培养的菌很

少。从培养基来看，两种培养基上的菌落数没有明

显的差异，但 .78平皿上的菌落颜色单一，多为黄
色或灰白色，而 ABC(上菌落颜色较多样。这可能因
为 ABC( 的有机物较 .78丰富的缘故。另外，两种
培养基上的厌氧菌落数相当，而盐晶中的厌氧菌略

高于卤水中的，但与好氧菌相比颜色更为单一，基本

为白色菌落。

表 ! 卤水和盐晶中细菌数量的计数结果
U9;04 ! 79@<43/90 121Z09</2:M 2? ;3/:4M 9:J M4J/#4:<M

ABC( 9:J .78
（K9G0DP）

Gab
73/:4M（ET !） B4J/#4:<M（=T !）

$
)
!"
!)
("

8X M<39/:M!

*-) c !"$ D)-V c !"$

’-$ c !"$ D’-! c !"$

)-( c !"$ D)-) c !"$

$-$ c !"$ D(-" c !"$

(-* c !"$ D!-$ c !"$

!-’ c !"( D(-! c !"(

$-! c !"$ D(-$ c !"*

&-( c !"$ D$-* c !"*

(-! c !"’ D$-" c !"’

$-" c !"’ D(-" c !"’

(-S c !"’ D$-& c !"’

&-! c !"( DS-) c !"(

! 9:9432;/@ M<39/:MX

#"$ 系统发育分析
对 **株分离物的 !’B 3>K8进行序列测定共得

到 **条有效序列（N4:79:O 序列号为：>d$)S’** T
>d$)S’S&）。经 !’B 3>K8序列相似性分析（表 (）发
现，卤水中分离到 !$个属的菌，盐晶中分离到 ’个
属的菌，只有 $"%&’’() 属的菌同时分离于卤水和盐
晶样品。

S’V [A8e Q4/ *+ "’ X D,%+" -&%./0&/’/1&%" 2&3&%"（(""’）*’（’）



表 ! 分离菌株 "#$ %&’(序列相似性分析
!"#$% & ’("$)*+* ,- ."/0+"$ 123 /45’ *%67%(8%* ,- +*,$"0%* -/,9 0:% ;7(9+(< 3"$0 =+(%

>/+(%* 3%?+9%(0*
5%"/%*0 /%$"0%?

<%(7*
5,@ ,-
+*,$"0%* A?%(0+0)BC D/,E+(< +(

*"$0 /"(<BC
5%"/%*0 /%$"0%?

<%(7*
5,@ ,-
+*,$"0%* A?%(0+0)BC D/,E+(< +(

*"$0 /"(<BC

!"#$%%&’
(")"#*##&’
+$),$-"#$%%&’

./*0,"%$-"#$%%&’
1$#)*-"#0/)$&2
3"04"5$-"#0/)
6)04)*-"#0/)
6)’/7$#$#*##&’
!)/8&79$2*7"’
:*#")9$*;’$’
<0)/;0*25#/’
=/%%&%*2*7"’
!7(+?%(0+-+%?

!,0"$

2
1
1
1
&
&
&
&
1
1
&
1
1
&F

GH I 1JJ
1JJ
1JJ
1JJ
GG
GG

G2 I GH
1JJ
GH
GG

G2 I GG
GH
G2

J I &J
J I 2
J I K
& I 1L
& I L
J I L
J I M
J I L
J I L
J I 1J
J I L
J I 1J
J I 1J

!"#$%%&’
>$%*-"#$%%&’
?"%*2*7"’
?"%*-"#$%%&’
@#/"7*-"#$%%&’

A*#&)$"

!,0"$

1F
1
M
1
1
1

&1

GH I 1JJ
GK

G2 I GH
GG
G2
GG

J I &J
J I &J
J I &J
J I 1J
J I L
& I 1J

基于 123 /45’序列的系统发育分析结果（图 1）
表明，所得的 MM 条有效序列可分为 M 大类群 FM 个
不同的分类单元。&M 株属于厚壁菌门（N+/9+870%*，
LMO2C），&株属于变形菌门!亚群（!PQ/,0%/#"80%/+"，
MO2C），M株属于变形菌门"亚群（"PQ/,0%/#"80%/+"，
GO1C），1M 株属于放线细菌门（ ’80+(,#"80%/+"，
F1OKC）。

N+/9+870%*类群在盐晶和卤水中都占有最高的
比例，该类群所有菌株分属 !"#$%%"#/"/ 科中的 2 个
属，其中以 !"#$%%&’ 属最多（1G株）。1G株菌中 RA=P
;=R1J与 !"#$%%&’ ;&2$%&’（’!SS KJ21!）的相似性为

GHC。RA=P4;=R2K以 GGC相似于分离自美国地下
HG2米处的一株未培养细菌。RA=P;=RFJ与分离自
内蒙古盐碱湖一株未知菌相似性达 GGC。其余 12
株菌与现有菌株的相似性为 GGC I 1JJC。RA=P
4;=RLK 菌落呈灰白色与分离自希腊海滨的
>$%*-"#$%%&’ 2$%/7’$’（43= 1F&LG!）［1F］相似性为 GKC。
RA=P4TF以 G2C的相似性与 @#/"7*-"#$%%&’ $4/5/7’$’
（ S= 11FJG! ）和 @#/"7*-"#$%%&’ *7#*)457#4$（ S=
1&221!）聚在一起，对其分类地位的研究正在进行

中。

"PQ/,0%/#"80%/+" 类群的 M 株菌 RA=P4;=R2J，
RA=P4;=RL2，RA=P4;=R&L， RA=P4RF 都 属 于
?"%*2*7"’ 属。RA=P4RF是一株兼性厌氧菌，与分离
于韩国海产品的中度嗜盐菌 ? @ "%$2/70")$"（43=
1LFL2!）［1M］相似性为 GHC，? @ "%$2/70")$" 的最适生
长 5"S$浓度为 1C I 1FC（UBV）。RA=P4;=R2J与
? @ #"2;$’"%$’（’!SS KJJLGK!）和 ? @ 9/’$9/)"0"（43=
GLJ&!）相似性 G2C，通过生理生化实验我们已经确
认其为一新种，将在近期发表。

!PQ/,0%/#"80%/+" 类 群 含 RA=P;=R1 和 RA=P
;=RM&P& 两 株 菌。 RA=P;=R1 可 以 认 为 是
(")"#*##&’ 2")#&’$$（43= 11LKM!）（相似性 1JJC）。
RA=P;=RM&P& 与 !)/8&79$2*7"’ -"#0/)*$9/’（ 43=
MK&2!）虽然有 GHC的相似性，但在抗生素敏感性，
水解酶活性，碳源利用等方面都有不同，可能是一个

新类群。

’80+(,#"80%/+"类群包括 1M株菌，其中 1F株由卤
水中分离到，只有与 A*#&)$" #")7$;4$%"（SS= 1F&!）相
似的 RA=P4;=RL1（相似性 GGC）由盐晶分离到。
RA=P;=RMH 是 <0)/;0*25#/’ 的一种，对黑曲霉，藤黄
八叠球菌和藤黄微球菌具有抗性，值得做进一步的

研究。

另外，我们获得一株分类地位难以确定的桔黄

色分离物（RA=P;=RM1），虽然与现有的菌株有 G2C
的相似性，但在生理生化等方面都有较大差异，可能

是一个新属。我们还从 MM株菌中筛选到 K 株具有
抗菌活性的菌株，占所有菌株的 1LOGC。

) 结论
研究发现［F，1L，12］，嗜盐古菌是高盐环境中的优势

菌群。我们在对昆明盐矿古老岩盐沉积的研究中除

获得 MM株细菌外，在对平皿中出现的大量红色菌落
的分析中，还分离了 & 株古菌，它们都属于
?"%*)&-)&2 属。本研究未发现丰富的古菌群落，一
方面表明古菌难以使用传统的培养基和培养方法分

离，另一方面也说明细菌也是高盐环境微生物的重

要组成部分。W,*%-" 等［12］的研究也证明了这一点。
所以，对嗜盐细菌的研究有助于我们全面了解高盐

环境生物多样性。

G2G肖 炜等：昆明盐矿古老岩盐沉积中可培养细菌多样性研究 @ B微生物学报（&JJ2）M2（2）



图 ! 昆明盐矿分离细菌的 !"# $%&’序列系统发育树
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本研究获得了 !"株放线细菌，其中包括稀有放
线细菌 !"#$%&’ 和 ()**$*"+",’-，这是其它盐环
境［!，!#，!$］所不常分离到的。这与我们使用了适合放

线菌生长的 %&’(培养基并于 ()*培养有关。其中
的某些菌株只能生长于 +,-.浓度 / 0 $1（234）之
间，推测其耐盐性与培养温度和培养基成分有关［#］，

也反映出这些菌对盐度广泛的适应能力（或许它们

是以休眠状态存在于高盐环境中）。此外，高盐环境

微生物的耐盐性并不与其所生长的环境盐浓度直接

相关，非耐盐菌也可能是高盐环境的原生菌。当然，

这些菌也可能是灌入地下溶解盐层的地下水中的原

有菌，其实质有待进一步研究。

在使用纯培养方法进行分析时，567869:;<=和!>
’7?;<7@,9;<76,是晒盐池和海底沉积物等样品中的优
势类群，A<?B 等使用 CDE 对韩国某晒盐池的分离
中只获得这两大类群［!］，但!>’7?;<7@,9;<76, 亚群所
包含的菌株分属五个科。我们的研究中该类群只含

一个属，有可能是因昆明盐矿中该类群确实单一，也

可能在淘汰冗余菌株时抛弃了那些菌株。F<< 等
人［!)］的研究结果显示">’7?;<7@,9;<76,是海水中的优
势类群，其次才是!>’7?;<7@,9;<76,。我们的研究中

">’7?;<7@,9;<76,只含有两株菌，其原因同样值得探
讨。在用免培养对海水和盐碱土等高盐环境进行研

究时，芽孢菌并不是其中的优势菌，而我们的研究中

芽孢菌却成为优势菌，这提示芽孢菌在高盐环境中

可能多以芽孢形式存在。当然，芽孢菌是否是昆明

盐矿中的优势菌还需要结合免培养法的分析才能得

出客观的结论。

使用荧光原位杂交等方法时，盐矿中卤水或盐

晶中的细胞数可高达 "G/ H !/$ 9<..3 8F，但使用纯培
养进行计数时其菌落数却相差较大（从 /到 ! H !/#

不等）［!$］。这当然与所使用的培养方法不同有关，

也与不同盐矿金属离子，形成年代以及受人为影响

程度等因素造成的微生物区系差异有关。本研究卤

水中的菌落数（!GI 0 #GI H !/I -5J3F）低于 A<?B等
使用 CDE培养基对韩国某晒盐池的分离数（I 0 $ H
!/K -5J3F），而盐晶中的分离数（IG$ H !/#-5J3L）却
又远高于 47<<.,BM对新墨西哥一盐矿的分离数（!G/
H !/" -5J3L）［!N］。
虽然免培养技术能对微生物的多样性作出较全

面而准确的评价，但本研究仍对多样性的分析提供

了有价值的数据。这些获得的纯培养物不仅可用于

生理学的研究，也可与免培养分析方法所获得的结

果进行比较研究，以获得更准确的评价。这项工作

我们已在进行中。

(//K年 !( 月 &96<B9< 在对 (//# 年的科学展望
中认为环境微生物研究将是 (//# 年的十大研究热
点之一［(/］。微生物是一群以分解代谢为主的重要

生物类群，其生物学多样性十分丰富。但由于它们

的微观性，尤其原核微生物简单的单细胞结构、以无

性方式繁殖而造成的无准确的基线对其进行种群数

目和数量的统计，因而对微生物的多样性研究远没

有宏观生物那样深入和受到重视［(!］。而目前对极

端环境微生物多样性的认识更为有限，这些环境中

的超常微生物所包含的超常物质将是未来生物资源

开发的热点。所以从资源利用的角度来看，提出新

思路，设计新的分离程序，尽可能从原始极端环境取

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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