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摘   要：【目的】帕米尔高原是贫营养、高辐射、干燥的冷环境，可能蕴藏丰富的冷适应微生物

资源。本研究基于分离培养技术，探究帕米尔高原不同海拔梯度及不同培养条件下的冷适应微生

物多样性。【方法】针对采集自帕米尔高原 1 000−2 000 m、2 000−3 000 m、3 000−4 000 m 和       
4 000−5 000 m 四个海拔梯度的土壤样品，选用 TSA 和 R2A 两种培养基于 4 °C 进行冷适应细菌的

分离培养，NOM 和 F6 两种培养基于 4 °C 和 15 °C 进行冷适应古菌的分离培养。根据 16S rRNA 基
因序列同源性对分离菌株进行鉴定，分析不同海拔梯度和不同培养条件的物种多样性及之间的差

异性。【结果】本研究从帕米尔高原共分离得到 419 株需氧原核微生物，16S rRNA 基因测序鉴定

结果表明，分离菌株隶属于 2 个域、5 个门、8 个纲、18 个目、28 个科、49 个属及 118 个种，为

115 种冷适应细菌及 3 种古菌。冷适应细菌中，γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria)为第一优势纲，

放线菌纲(Actinobacteria)中物种多样性最为丰富。高海拔地区的冷适应细菌物种多样性存在差异，

海拔 1 000−4 000 m 的优势菌群均为 γ-变形菌纲，而 4 000−5 000 m 高海拔地区放线菌纲占比最高。

古菌域微生物隶属于钠线菌属(Natrinema)和盐陆生菌属(Haloterrigena)，且仅在 1 000–2 000 m 低

海拔地区，培养温度为 15 °C 时分离得到。4 种培养基分离菌株中，γ-变形菌纲在 TSA 和 R2A 培

养基分离的冷适应细菌中占优越地位，而 NOM 和 F6 培养基仅分离得到盐杆菌纲(Halobacteria)
的古菌。此外，本研究获得 23 株潜在新物种，隶属于放线菌门 (Actinobacteria)、变形菌门

(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)和广古菌门(Euryarchaeota) 5 个

门。【结论】本研究从帕米尔高原分离获得了大量冷适应细菌以及古菌资源，揭示了帕米尔高原

不同海拔的冷适应细菌及古菌分布多样性，以及不同培养条件下的分离效果，为冷适应细菌及古
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菌资源的开发与利用及其生态学功能研究提供了菌株材料和科学理论支持。 

关键词：帕米尔高原；需氧；冷适应细菌；古菌；多样性  

Diversity of aerobic cold-adapted bacteria and archaea 
isolated from the Pamir Plateau 
BU Xuying, REN Min*, WAN Chuanxing, ZHANG Lili 
State Key Laboratory Breeding Base for the Protection and Utilization of Biological Resources in Tarim Basin 
Co-funded by Xinjiang Corps and the Ministry of Science and Technology, College of Life Science and Technology, 
Tarim University, Alaer 843300, Xinjiang, China 

Abstract: [Objective] The Pamir Plateau is characterized by a cold and oligotrophic environment 
exposed to strong radiation, in which cold-adapted microorganisms are abundant. Using a 
cultivation-dependent approach, we aimed to reveal the diversity of cold-adapted bacteria and archaea 
present in the Pamir Plateau. [Methods] Soil samples were collected from a gradient of altitudes in the 
Pamir Plateau, from which aerobic bacteria and archaea were isolated by different cultivation methods. 
For the isolation of cold-adapted bacteria, two bacterial culture media were used and the incubation was 
only conducted at 4 °C. For cultivation of archaeal ones, two archaeal culture media were employed, 
and cultivation was at two temperatures, i.e., 4 °C and 15 °C. Sampling was conducted at four altitudes: 
1 000–2 000 m, 2 000–3 000 m, 3 000–4 000 m and 4 000–5 000 m. All microbial isolates were 
classified based on their 16S rRNA gene sequences. [Results] A total of 419 strains of aerobic 
prokaryotes were isolated from the soil samples, which belonged to 118 different species, including   
115 bacterial species and 3 archaeal species. These microorganisms fell into 49 genera, 28 families, 18 
orders, 8 classes, 5 phyla, and 2 domains. Gammaproteobacteria was the predominant order of 
cold-adapted bacteria and Actinomycetes constituted the most diverse one. Gammaproteobacteria 
dominated at altitude of 1 000–4 000 m and Actinobacteria prevailed at altitude of 4 000–5 000 m (the 
highest altitude). The archaeal isolates belonged to haloarchaea of Natrinema and Haloterrigena, and they 
were obtained from the samples at altitude of 1 000–2 000 m and at the cultivation temperature of 15 °C. 
Furthermore, among the four culture media used in this work, Gammaproteobacteria isolates were mainly 
obtained with the two bacterial media whereas the haloarchaea only grew on the archaeal media. 
Additionally, 23 strains represented new taxa among all isolates, and they belonged to Actinobacteria, 
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes and Euryarchaeota. [Conclusion] A number of cold-adapted 
bacteria and three archaeal species were isolated as pure cultures from the Pamir Plateau soil samples. 
These microorganisms exhibited an altitude-dependent distribution. Furthermore, we found that the 
isolation experiment was benefitted from utilization of different culture conditions, which was a strategy 
to be exploited in future work. Together, the present study has yielded the first insights into the composition 
and diversity of cold-adapted bacteria and archaea in the Pamir Plateau. The obtained microorganisms 
provide unique resources for exploration of their ecological functions and biotechnological applications. 
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冷适应微生物包括耐冷菌和嗜冷菌两种类

群，其中耐冷菌能够在 0–5 °C 生长， 适生长

温度在 15 °C 以上，嗜冷菌能够在 0 °C 及 0 °C

以下生长， 适生长温度在 15 °C[1]。冷适应微

生物可在高山、极地、深海、洞穴以及大气上

层等[2–6]永久寒冷的环境中生存。冷适应细菌可

产生低温蛋白酶、脂肪酶和几丁质酶等多种胞

外酶，并已广泛用于食品、洗涤剂、饲料以及

环境生物治理等领域 [7–13]。常见的冷适应细菌

有 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 节 杆 菌 属

(Arthrobacter)、黄杆菌属(Flavobacterium)、冷

杆菌属(Cryobacterium)等[14]。冷适应古菌也是

冷适应微生物中的一个重要分支，其中嗜盐古

菌作为可培养古菌，可产生多种胞外酶和胞外

多糖[15–16]，而且还具有产生可再生燃料及化学

品的潜力[17–18]。因此，冷适应微生物为工业发

展及人类生活做出了巨大贡献。 

中国帕米尔高原地处新疆西南部，由天山、

昆仑山、喀喇昆仑山和兴都库什山等交汇而成，

是世界十大高原之一，约 80%的面积分布在海

拔 3 300–6 000 m 之间，1 月份平均气温–15 °C，

7 月份平均气温 25 °C，年平均气温 3.2 °C，呈

独特的高寒干旱气候，分布有火山、湿地和湖

泊等多种地貌[19]，是天然的冷环境宝库，适合

冷适应微生物的生长，且 Khomutovska 等[20]对

帕米尔高原 4 000–4 500 m 岩石缝隙中的微生

物多样性进行了分析，李明源等 [21]对帕米尔  

高原慕士塔格峰洋布拉克冰川的雪冰及融水中

可培养细菌多样性进行了初步研究，已发现帕 

米尔高原存在丰富的冷适应微生物资源[20–21]，故

帕米尔高原是选择性分离冷适应微生物的理想

区域。 

分离培养技术是获得纯培养物的关键技

术，虽然宏基因组技术已然成为探究微生物物

种多样性的重要手段[22]，但只有分离获得纯培

养物才能更好地实现微生物资源的充分开发及

利用。另外，针对性地按照目标微生物的生长

习性和营养需求来选择培养条件，是高效分离

目标微生物的必要手段。经前人研究发现，TSA

和 R2A 培养基是选择性分离冷适应微生物的有

效培养基[23]，NOM 和 F6 培养基是选择性分离

可培养嗜盐古菌的培养基[24–25]。 

本研究以自帕米尔高原 1 000–5 000 m 采

集的 72 份土壤样品为研究对象，采用选择性分

离的培养方法，利用 TSA、R2A、NOM 和 F6

四种分离培养基，选择 4 °C 和 15 °C 两个培养

温度。期望分离得到特殊生境下有应用潜力的

冷适应微生物资源，并揭示帕米尔高原不同培

养条件以及不同海拔梯度的可培养冷适应微生

物多样性。 

1  材料与方法 
1.1  样品采集 

本研究的 72 份土壤样品于 2019 年 9 月和

2020 年 10 月采集自新疆帕米尔高原(表 1)，自

帕米尔高原 1 760–4 539 m 沿河流和植被进行

采样，采集地表以下 0–20 cm 土壤。样品采集

完成后，迅速将其运送至实验室进行实验操作，

剩余样品放置于 4 °C 冷库保藏，备用。 

1.2  冷适应细菌及古菌分离培养 
1.2.1  土样分类 

为探究帕米尔高原以海拔 1 000 m 为间隔

的土壤样品中冷适应细菌及古菌的多样性，将

其以低海拔(1 000–2 000 m；low altitude)、中海

拔(2 000–3 000 m；intermediate altitude)、中高

海拔(3 000–4 000 m；middle altitude)和高海拔  

(4 000–5 000 m；high altitude)为分类依据合并

成 4 份样品。 
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表 1  帕米尔高原土壤样品信息 
Table 1  Information of soil samples used in this work and their sampling sites in the Pamir Plateau 
Altitude ranges /m Longitude ranges Latitude ranges Number of samples 
1 000–2 000  75°31′22″–76°12′15″ 38°58′54″–37°40′44″ 10 
2 000–3 000  76°2′57″–75°24′33″ 37°50′39″–37°52′4″ 16 
3 000–4 000 75°17′25″–74°56′10″ 37°51′59″–38°17′46″ 40 
4 000–5 000 74°58′15″–75°25′46″ 38°41′19′′–36°51′3″ 6 

 
1.2.2  分离培养 

本研究使用 TSA 和 R2A 培养基用于冷适

应细菌的分离，NOM 和 F6 培养基用于冷适应

古菌的分离。 
(1) TSA 培养基(g/L)[26]：TSA 25.0，NaCl 20.0，

0.1 mol/L 蔗糖，琼脂 15.0，蒸馏水 1 L，pH 7.0。 
(2) R2A 培养基(g/L)[27]：胰蛋白胨 0.25，

蛋白胨 0.25，酸水解酪蛋白 0.5，酵母浸粉 0.5，
葡萄糖 0.5，可溶性淀粉 0.5，丙酮酸钠 0.3，
MgSO4·7H2O 0.1，K2HPO4 0.3，琼脂 15.0，蒸

馏水 1 L，pH 7.0。 
(3) NOM 培养基(g/L)[24]：酵母提取物 0.05，

鱼蛋白胨 0.25，丙酮酸钠 1.0，KCl 5.4，K2HPO4 
0.36，CaCl2 0.25，NH4Cl 0.25，MgSO4·7H2O 
0.25，MgCl2·6H2O 23.0，NaCl 184.0，琼脂 20.0，
pH 7.0。 

(4) 壳聚糖-天冬酰胺培养基(F6)(g/L)[25]：

酪素水解蛋白 2.0，天冬酰胺 1.0，壳聚糖 4.0，
MgSO4 6.0，K2HPO4 0.36，NaCl 150.0，琼脂

16.0，1 mL 制霉菌素(50 mg/mL)，1 mL 四环素

(50 mg/mL)，1 mL 维生素溶液，pH 7.0。 
维生素溶液(mg/L)：烟酸 10.0，生物素 4.0，

泛酸 10.0，硫辛酸 10.0，叶酸 4.0，对氨基苯甲

酸 10.0，维生素 B1 10.0，维生素 B2 10.0，维生

素 B6 10.0，维生素 B12 10.0，蒸馏水 1 L (0.45 μm
微孔滤膜过滤除菌)。 

以上培养基均以 100 倍稀释的土壤浸提液

代替蒸馏水配制。 
采用稀释涂布法进行冷适应古菌及细菌的

分离培养。首先取不同海拔梯度的 2 g 土样加

入装有 18 mL 无菌生理盐水的锥形瓶中，放置

于 4 °C 摇床振荡 180 r/min 悬浮 30 min，制备

成土壤悬液，倍性稀释至 10–4， 后将 10–3 和

10–4 的土壤稀释液分别涂布于培养基平板上，

采用连续划线法对形态不同的菌落进行分离纯

化。鉴于古菌的生长周期较长，冷适应微生物

的适宜生长温度在 15 °C 左右，因此将 NOM 及

F6 平板分别放置于 4 °C 和 15 °C 培养，TSA 及

R2A 平板放置于 4 °C 培养，所得菌株分离纯化

后置于 15 °C 培养。同时对 15 °C 获得的古菌菌

株于 4 °C 培养，进行生长温度验证，判断其是

否为冷适应古菌。所有纯化的菌株均用 40% 
(V/V)甘油于–80 °C 冻存管保藏。 
1.3  菌株 16S rRNA 基因鉴定 

使用天根生化科技有限公司细菌全基因组

DNA 提取试剂盒进行菌株 DNA 的提取，细菌

16S rRNA 基因扩增引物为 27F (5ʹ-AGAGTTTG 
ATCCTGGCTCAG-3ʹ)和 1492R (5ʹ-GGTTACCT 
T-GTTACGACTT-3ʹ)，古菌 16S rRNA 基因扩增

引物为 0018F (5ʹ-ATTCCGGTTGATCCTGCC-3ʹ)
和 1518R (5ʹ-AGGAGG- TGATCCAGCCGC-3ʹ)。
PCR 反应条件为：94 °C 5 min；94 °C 30 s，54 °C 
30 s，72 °C 90 s，30 个循环；72 °C 10 min，4 °C
保存。采用 1%琼脂糖凝胶检测扩增产物，将出

现目的条带的 PCR 扩增产物送至上海生物工程

有限公司进行双向测序。  

1.4  菌株系统发育树构建 
采用 Seqman 软件对测序所得序列双向末
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端的杂峰进行适当裁剪和序列拼接，将处理好

的16S rRNA基因序列上传至EzBioCloud (https:// 
www. ezbiocloud.net/identify)[28]进行序列比对，

确认分类地位，当与 相似菌株的序列相似  
度<98.65%时判断为潜在新物种。使用 MEGA 7[29]

软件以邻接法构建菌株系统发育树，重复计算次数

设置为 1 000 次，并用 iTOL (https://itol.embl.de/)[30]

网站进一步完善美化进化树。将无重复序列菌

株的 16S rRNA 基因序列上传至 GenBank 数据

库，登录号为 OK298973–OK299070。 

2  结果与分析 
2.1  不同海拔可培养需氧冷适应细菌及古

菌多样性 
本研究通过选择培养温度 4 °C 对帕米尔高

原冷适应细菌，以及于 4 °C 和 15 °C 对帕米尔

高原冷适应古菌进行分离培养。结果显示，4 °C
时未分离得到冷适应古菌，15 °C 时分离得到古

菌 25 株，但在 4 °C 生长温度验证时并未生长，

表明非冷适应古菌。 
另外，经 4 °C 分离培养获得了自帕米尔高

原低海拔(25 株，3 种)的古菌以及低海拔(81 株，

40 种 )、中海拔 (60 株，28 种 )、中高海拔     
(206 株，72 种)和高海拔(47 株，21 种)的冷适

应细菌类群(图 1A)。冷适应细菌广泛分布于所

有海拔中，在中高海拔土壤样品中，冷适应细

菌的种类 为丰富，高海拔土壤样品中的物种

群落组成略低于低海拔区域。帕米尔高原冷适

应细菌整体海拔分布结果显示，随海拔升高，其

数量呈现高-低-高-低的变化趋势。而古菌域的钠

线菌属和盐陆生菌属仅在低海拔被分离得到。 
基于门和纲水平(图 1B 和 1C)，低、中和

中高海拔冷适应细菌的优势菌群均为变形菌门

的 γ-变形菌纲，生长范围广泛，中高海拔分布

多。随海拔升高，放线菌门的放线菌纲物种

数量逐渐增加，且为高海拔地区的主导菌群，

表明该物种更适应高海拔环境。厚壁菌门杆菌

纲(Bacilli)的物种主要分布在低海拔梯度，表明

高海拔环境不适宜其生长繁殖。此外，不同海

拔 梯 度 同 时 存 在 特 有 菌 群 ， 鞘 脂 杆 菌 纲

(Sphingobacteriia)为中高海拔的特有纲，拟杆菌

门的黄杆菌纲(Flavobacteriia)存在于低海拔至

中高海拔之间。 
基于属水平(图 1D)，假单胞菌属为 4 个海

拔的优势属，该属在帕米尔高原分布 广泛，

尤其在中高海拔区域 为显著，而动性球菌属

(Planococcus)在低海拔具有显著地位，黄杆菌

属为中海拔区域第二优势菌群，节杆菌属为中

高海拔区域优势菌群，链霉菌属(Streptomyces)

为高海拔的优势菌群。动性球菌属、节杆菌属、

假单胞菌属、假节杆菌属(Pseudarthrobacter)、

细 杆 菌 属 (Microbacterium) 、 棒 形 杆 菌 属

(Clavibacter)和类节杆菌属 (Paenarthrobacter)

属 7 个属为 4 个海拔的共有属(图 1E)。另外，部

分属随海拔梯度变化分布随之改变：黄杆菌属、

红球菌属 (Rhodococcus)和冷杆菌属为 1 000–    

4 000 m 特有属，沙雷氏菌属(Serratia)为 2 000– 

4 000 m 特有属，Mycetocola 属为 2 000–5 000 m

特有属，Peribacillus 属和叶杆菌属(Phyllobacterium)

为 3 000–5 000 m 特有属。此外，每个海拔梯度

还拥有各自的特有属(表 2)。 

分离培养结果表明，低海拔地区适合冷适

应细菌中动性球菌属以及古菌域钠线菌属和盐

陆生菌属的生存，中海拔及中高海拔地区适合

冷适应黄杆菌属及节杆菌属的生存，链霉菌属

是高海拔菌属。帕米尔高原不同海拔均存在大

量可培养冷适应微生物资源，且不同海拔间物

种有明显差异，说明海拔变化会导致微生物群

落组成的变化。 
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图 1  不同海拔可培养需氧冷适应细菌多样性 
Figure 1  Diversity of aerobic cold-adapted bacteria isolated from the samples of different altitudes. A: 
occurrence at different taxonomic levels; B: occurrence at the phylum level; C: occurrence at the class level; 
D: relative abundance at the genus level (top 20); E: Venn diagram of the genus level abundance. Low:     
1 000–2 000 m; intermediate: 2 000–3 000 m; middle: 3 000–4 000 m; high: 4 000–5 000 m. 
 
表 2  不同海拔可培养需氧冷适应细菌及古菌特有属 
Table 2  Genera of aerobic cold-adapted bacteria and archaea isolated from samples collected at different 
altitudes 
Altitude/m Genus 
1 000–2 000 Acidovorax, Dietzia, Haloterrigena, Hydrogenophaga, Natrinema, Paracoccus, Psychrobacter, Saccharibacillus 
2 000–3 000 Nesterenkonia, Rhizobium, Stenotrophomonas 
3 000–4 000 Aeromicrobium, Aeromonas, Agrococcus, Brevibacterium, Brevundimonas, Caulobacter, Exiguobacterium, 

Knoellia, Neorhizobium, Nocardioides, Paenibacillus, Pseudoxanthomonas, Rahnella, Sphingobacterium, 
Sphingobium, Zhihengliuella 

4 000–5 000 Conyzicola, Paeniglutamicibacter, Promicromonospora  
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2.2  不同培养基需氧冷适应细菌及古菌多

样性 
本研究采用 TSA 和 R2A 以及 NOM 和 F6

四种培养基，分别对帕米尔高原不同海拔梯度

土壤样品中的冷适应细菌及古菌进行分离培

养，TSA 和 R2A 培养基分别获得 275 株 86 个

种和 119 株 47 个种的冷适应细菌，NOM 和 F6
培养基分别获得 13 株 2 个种和 12 株 3 个种的

古菌，结果表明 TSA 培养基对冷适应细菌的分

离效果 好，而 NOM 培养基对古菌的分离效

果较好。 
培养结果显示，基于门和纲水平(图 2A 和

2B)，变形菌门的 γ-变形菌纲在 TSA 和 R2A 培

养基所分离的冷适应细菌菌株中占优势地位，但

在 TSA 培养基(132 株)中的菌株数量高于 R2A
培养基(60 株)。TSA 培养基对放线菌门的放线菌

纲选择性分离效果 好。NOM 和 F6 培养基分

离的古菌菌株均隶属于广古菌门的盐杆菌纲。 
基于属水平(图 2C)，TSA 培养基(37 属)分

离获得属的多样性 丰富，该培养基对假单胞

菌属(123 株)的选择性分离效果 为显著，R2A
培养基(23 属)中假单胞菌属(58 株)同样占优势

地位，表明两种培养基对假单胞菌属都具有选

择性分离效果，但两种培养基中第二优势属存

在差异，分别为节杆菌属和黄杆菌属。NOM 培

养基(2 属)和 F6 培养基(2 属)均仅获得钠线菌属

和盐陆生菌属的古菌。 

以上结果表明，节杆菌属、芽孢杆菌属

(Bacillus)、棒形杆菌属、冷杆菌属、黄杆菌属、

马赛菌属(Massilia)、细杆菌属、叶杆菌属、动

性球菌属、假节杆菌属、假单胞菌属、红球菌

属和链霉菌属 13 个属为 2 种培养基的共有属，

故两种培养基均适用于以上冷适应细菌属的分

离。但相较 R2A 培养基，TSA 培养基中节杆菌

属、假单胞菌属、棒形杆菌、冷杆菌属、细杆

菌属、动性球菌属、假单胞菌属、红球菌属及

链霉菌属数量较多，故 TSA 培养基可选择性分

离以上属的物种，而 R2A 培养基较适用于分离

黄杆菌属、马赛菌属及假节杆菌属菌株。此外，

由于培养基组分存在差异，TSA 培养基及 R2A
培养基还拥有各自的特有属(表 3)。NOM 培养

基中钠线菌属的数量占优势，而 F6 培养基中盐

陆生菌属占比较大，说明鱼蛋白胨是钠线菌属

适宜生长的碳氮源，而当培养基中添加壳聚糖、

酸水解酪蛋白和天冬酰胺时，则可用于选择性

分离盐陆生菌属的嗜盐古菌。 

2.3  帕米尔高原可培养需氧冷适应细菌及

古菌多样性 
本研究自帕米尔高原采集的土壤样品中共

分离得到 419 株需氧原核微生物，包括 394 株

冷适应细菌，25 株古菌(图 3A)。经 16S rRNA
基因测序，结果表明以上菌株隶属于 2 个域、  
5 个门、8 个纲、18 个目、28 个科、49 个属及

118 个种。 

 
表 3  不同培养基可培养需氧冷适应细菌特有属 
Table 3  Genera of aerobic cold-adapted bacteria isolated with different culture media 
Culture media Genus 

TSA Aeromicrobium, Aeromonas, Agrococcus, Brevibacterium, Brevundimonas, Caulobacter, Dietzia, 
Exiguobacterium, Knoellia, Mycetocola, Neorhizobium, Nesterenkonia, Nocardioides, 
Paeniglutamicibacter, Paenisporosarcina, Pantoea, Peribacillus, Psychrobacter, Rahnella, 
Saccharibacillus, Serratia, Sphingobacterium, Sphingobium, Zhihengliuella 

R2A Acidovorax, Conyzicola, Hydrogenophaga, Paenarthrobacter, Paenibacillus, Paracoccus, 
Promicromonospora, Pseudoxanthomonas, Rhizobium, Stenotrophomonas 
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图 2  不同培养基需氧冷适应细菌及古菌组成 
Figure 2  Composition of aerobic cold-adapted bacteria and archaea isolated with four different culture 
media. A: sorted at the phylum level. B: sorted at the class level. The percentage in pie charts represents the 
number of isolates. C: relative abundance at the genus level. 

  
基于门水平(图 3B)，冷适应细菌中变形菌

门(18 属 213 株)为第一主导门，放线菌门(20 属

130 株)为第二优势门，此外依次为厚壁菌门(7
属 37 株)和拟杆菌门(2 属 14 株)，古菌域仅含

广古菌门(2 属 25 株)一个门。 
基于纲水平(图 3C)，冷适应细菌中 γ-变形

菌纲(8 属 18 种 192 株)分离菌株数量 多，放

线菌纲(20 属 52 种 130 株)排名第二，其余为杆

菌 纲 (7 属 21 种 37 株 ) 、 α- 变 形 杆 菌纲

(Alphaproteobacteria，7 属 13 种 13 株)、黄杆

菌 纲 (1 属 7 种 13 株 ) 、 β- 变 形 菌 纲

(Betaproteobacteria，3 属 6 种 8 株)和鞘脂杆菌

纲(1 属 1 种 1 株)，古菌均隶属于盐杆菌纲(2 属

3 种 25 株)。 
基于属水平(图 3D)，冷适应细菌变形菌门

中假单胞菌属(10 种 181 株)菌株数量占绝对优

势，占总分离菌株数量的 45.9%，放线菌门的

节杆菌属(14 种 40 株)分离菌株数量较多，占总

分离菌株数量的 10.2%。另外假节杆菌属(4 种

17 株)、动性球菌属(8 种 16 株)、链霉菌属(4
种 13 株)、黄杆菌属(7 种 13 株)、细杆菌属(4
种 11 株)、红球菌属(5 种 10 株) 、芽孢杆菌属

(5 种 9 株)、冷杆菌属(4 种 8 株)和类节杆菌属(2
种 6 株)占比较少。其他属还有马赛菌属及短波

单胞菌属(Brevundimonas)等 4 个属均 5 株，沙

雷氏菌属 4 株，微小杆菌属(Exiguobacterium) 
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图 3  帕米尔高原可培养需氧冷适应细菌及古菌群落组成 
Figure 3  Composition of aerobic cold-adapted bacteria and archaea in the Pamir Plateau revealed by a 
cultivation-dependent approach. A: at the domain level; B: at the phylum level; C: at the class level; D: at the 
genus level. 
 
及 Peribacillus 属等 4 个属均 3 株，气微菌属

(Aeromicrobium)及嗜氢菌属 (Hydrogenophaga)
等 7 个属均 2 株，嗜酸菌属(Acidovorax)及气单

胞菌属(Aeromonas)等 20 个属均仅 1 株。此外，

古菌域广古菌门中仅含钠线菌属(1 种 14 株)及
盐陆生菌属(2 种 11 株)两个属，且钠线菌属数

量较多。 
以上分离培养结果表明，帕米尔高原物种

多样性较为丰富，存在可培养冷适应细菌及古

菌资源。 

2.4  帕米尔高原可培养微生物潜在新物种 
本研究通过将分离获得菌株的 16S rRNA 

基因测序结果上传至 Ezbiocloud 进行比对，发

现相似度小于 98.65%的潜在新物种共 23 株(图

4)，包括冷适应细菌 21 株，古菌 2 株，占总菌株

数的 5.49%。其中，相似度介于 96.00%−97.00%

间的潜在物种 3 株(TRM85882、TRM86049、

TRM85033)，介于 97.00%−98.00%间的潜在新

物种 8 株(TRM86076、TRM86002、TRM86096、

T R M 8 6 2 0 7、T R M 8 6 2 0 2、T R M 8 6 0 3 8、

TRM86107、TRM85034)，介于 98.00%−98.65%

间潜在新物种 12 株(TRM86091、TRM86001、

T R M 8 6 0 4 8、T R M 8 6 0 0 5、T R M 8 6 0 7 7、 
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TRM86180 、 TRM86094 、 TRM86156 、

TRM85870 、 TRM86067 、 TRM85914 、

TRM85147)，无潜在新属。潜在新物种中 2 株

隶属于放线菌门，8 株隶属于变形菌门，9 株隶

属于拟杆菌门，2 株隶属于厚壁菌门，2 株隶属

于广古菌门。1 000−5 000 m 四个海拔梯度由低

至高分别分离得到 7 株、9 株、4 株和 3 株潜在

新物种。在培养温度为 4 °C，分离培养基为 R2A

培养基时，中海拔梯度的新物种数量 多，共

分离得到 9 株疑似新种。此外，分别在 TSA、

R2A 和 F6 培养基中分别分离得到 5 株、16 株 

和 2 株潜在新物种，未在 NOM 培养基中分离

得到潜在新物种。另外，黄杆菌属疑似新种共

8 株，占比 大。上述研究结果表明，帕米尔

高原存在丰富的微生物潜在新物种资源，有待

挖掘、开发及利用。 

3  讨论 
土壤微生物群落丰富多样，在自然界生物

地球化学转化中发挥着重要作用，对生态系统 
 

 
 

图 4  帕米尔高原可培养潜在新物种分布 
Figure 4  Overview of the predicted novel taxa of cold-adapted bacteria and archaea isolated from the Pamir 
Plateau. 
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有着不可忽视的影响，是研究环境生态学的理

想材料[31]。组学技术已成为研究微生物多样性

及其生态适应性的有力工具[22]，然而剧增的基

因组数据除了使我们认识到微生物的多样性及

在地球元素循环的功能之外，也与我们不能获

得其中许多新类群形成鲜明对比。但冷适应细

菌、嗜盐古菌本身具备多种生物学功能，已广

泛应用到多种工农业生产中[32–35]，为人类生产、

生活做出了一定贡献，因而获得可培养微生物

资源对于人类发展至关重要。 
本研究为探究帕米尔高原需氧冷适应细菌

及古菌群落的多样性，采用低温分离培养的方

法，对帕米尔高原海拔 1 000–5 000 m 四个海拔

梯度土壤样品中的需氧冷适应细菌及古菌进行

研究，使用 4 种培养基及 2 种培养温度，共分

离得到 394 株冷适应细菌和 25 株古菌，隶属于

49 个属 118 个种，结果表明帕米尔高原存在丰

富多样的冷适应细菌及古菌资源。本研究获得

了变形菌门、放线菌门、厚壁菌门和拟杆菌门

4 个门的冷适应细菌以及广古菌门的古菌，其

中冷适应细菌分离结果与前人研究一致[21]。冷

适应细菌中变形菌门的 γ-变形菌纲为帕米尔高

原的主导类群，放线菌门的放线菌纲和厚壁菌

门的杆菌纲同样占有一定比例，拟杆菌门整体

占比较小。假单胞菌属被报道为较高海拔环境

冷适应微生物中的优势属，在帕米尔高原同样

印证了这一事实[36–37]。古菌类群为广古菌门，

这与青藏高原[24]、南极[38]、北极[4]及阿尔卑斯

山[5]土壤菌群组成类似。本研究自 4 °C 共分离

得到冷适应细菌 394 株，可见帕米尔高原是冷

适应细菌良好的生存场所。 
海拔和土壤品质及环境温度息息相关[39]，

而这些要素与微生物的生长之间同样存在密切

联系。本研究结果表明，在 4 000–5 000 m 高海

拔地区随温度的降低，变形菌门数量明显减少，

主导菌群变为放线菌门，其中链霉菌为主导属，

与青藏高原[27]、西藏高原[38]和南极[4]高海拔冻

土区域群落组成相同。阿尔卑斯山和南极冻土

中拟杆菌门在冷适应环境中数量增加[6]，但本

研究并未发现此规律，可能与采样地点和培养

基不适合于拟杆菌门的生长相关。因帕米尔高

原不同海拔间的物种存在差异，且假单胞菌属、

黄杆菌属和马赛菌属等微生物与元素循环之间

存在密切联系[40–41]，故本研究揭示帕米尔高原

不同海拔间物种差异的同时也为生态学研究提

供了理论支持。此外，因帕米尔高原中高海拔

地区地势地貌 为多样，为展现该海拔区间帕

米尔高原更为全面的不同生境的物种多样性，

在此区域内采集样品数量 多，因此各海拔区

间的特有属可能存在局限性。 
多种微生物的培养严格依赖于环境条件和

不同的生长因子(比如维生素、氨基酸、核苷酸

以及腐殖酸或其他外部的电子穿梭载体)，因此

在实验室条件下模拟原位环境进行培养也是一

种挑战[42–43]。本研究配制培养基时选用帕米尔

高原不同海拔土壤浸提液替代蒸馏水，获得 118 种

冷适应细菌和古菌，物种种类较丰富，可能与

模拟原位环境的培养方法相关。采用 TSA 和

R2A 两种适合需氧冷适应细菌生长的培养基，

NOM 和 F6 两种适合需氧古菌生长的培养基，

对帕米尔高原冷适应细菌及古菌进行分离培

养。结果表明，假单胞菌属和黄杆菌属分别为

TSA 和 R2A 两种培养基中优势属，钠线菌属和

盐陆生菌属分别为 NOM 和 F6 培养基中优势

属，与先前研究相似[44–46]。本研究采用 TSA 培

养基得到了大量冷适应细菌，且物种丰富，则

相较 R2A 培养基，该培养基更适用于冷适应细

菌的选择性分离。R2A 培养基分离冷适应细菌

菌株总数不高，但菌株种类丰富，可能与其寡

营养的特性相关，故该培养基可适用于黄杆菌
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属及假节杆菌属等多种冷适应细菌的培养。此

外，本研究所使用的壳聚糖、酸水解酪蛋白、

天冬酰胺和鱼蛋白胨等营养物质有利于嗜盐古

菌的生长，培养时间达半年以上，但仅在 15 °C
的培养条件下，得到钠线菌属和盐陆生菌属的

古菌，且 4 °C 没有得到古菌。多数古菌是不可

培养的，Imachi 团队通过共培养的方式获得阿

斯加德古菌门(Asgard)，为真核生物的起源提供

了非常重要的证据，但富集分离培养时间长达

10 年之久[47]，也许我们在冷适应古菌的分离过

程中受到了时间的限制。嗜盐古菌是高盐环境

的“定居者”[46]，且存在冷适应嗜盐古菌类群[48]，

本研究自帕米尔高原土壤样品中获得嗜盐古菌

种类较少，且未得到冷适应嗜盐古菌，猜测原

因为培养基的选择对帕米尔高原土壤中古菌种

类针对性存在偏差导致。 
本研究为帕米尔高原的冷适应微生物群落

分布及多样性提供了新的见解，获得了宝贵的

冷适应微生物资源，且可能有助于预测在气候

变暖背景下帕米尔高原的微生物群落和生物地

球化学循环的未来。 
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