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摘 要：运用纯培养法和基于 ’/L MNO) 基因序列的系统发育分析对云南省一平浪盐矿古老岩盐沉积中可培养细菌

的多样性进行了研究。用补充 $P& ( .P&@I:;Q O=1: 的 42) 和 RL5 # 琼脂培养基从卤水、岩盐和盐土样品中分离到

.% 株细菌，用细菌通用引物进行 ’/L MNO) 基因扩增和序列测定，用相关软件进行序列相似性搜索、比对和系统发

育分析。结果表明，.% 个分离菌株可分为 .’ 个物种，属于 ! 个大的系统发育类群（5MI-9IS=B-9MA=，2=B-9MIAG9-9,，
<AM@AB*-9,，)B-AEIS=B-9MA=）、’" 个 科、#! 个 属。多 数 菌 株 属 于 5MI-9IS=B-9MA= 门（’% 株，!"P.T；U=@@=75MI-9IS=B-9MA=，
.’P&T；):VH=75MI-9IS=B-9MA=，’&P%T）和 <AM@AB*-9, 门（’. 株，.!P#T）。这些分离菌株中，至少有 . 个菌株可能代表 .
个不同属的 . 个新物种：6.、6’& 和 6#& 分别代表 !"#$%&’#(& 属、)&*#(#+$++,- 属和 )&++.&’$-/#’#**,% 属的新物种；而菌

株 6#’ 有可能代表 L-=VHD:IBIBB=B9=9 科的一个新属。从以上结果可以看出，一平浪盐矿古老岩盐沉积中存在较为丰

富的微生物物种多样性和系统发育多样性，并且潜藏着新的微生物资源。
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由于极端环境微生物（9>-M9@IVHA:9,）具有其独

特的环境适应模式、特殊的生理机制、独特的基因类

型，并有多种代谢产物可以加以利用，因而不仅成为

了生命科学理论研究的理想材料，并且成为一类具

有很大开发潜力的生物资源［’］。盐环境作为地球上

最大的极端环境，其中存在各种耐盐或嗜盐的微生

物类群。近 .$ 年来各国学者对盐环境微生物各个

方面进行了大量的研究，主要取得了两方面的成就，

一是应用纯培养法（B*:-*M97G9V9EG9E- @9-HIG）和多相

分类技术（VI:DVH=,AB -=>IEI@D），发现和描述了许多

新类群；二是应用免培养分析法（B*:-*M97AEG9V9EG9E-
@9-HIG）揭示出盐环境中也还存在大量的不可或至

今 尚 未 培 养 微 生 物 （ =,7D9- *EB*:-*M9G
@ABMIIM+=EA,@）［# ( !］。盐矿的地下岩盐沉积是一类高

盐极端环境（HDV9M,=:AE9 9>-M9@9 9EXAMIE@9E-），是约 /"
( #.$ 4=（@A::AIE D9=M,，百万年）前的古海洋、湖泊经

过蒸发、盐析作用和地质构造的变化而形成的。研

究表明，古老岩盐沉积中也存在大量的原核微生物，

而且有其不同的微生物区系、起源、进化与适应模

式［& ( ’$］。

一平浪盐矿位于云南省禄丰县一平浪镇，是云

南省重要盐化工业基地之一，其古老岩盐沉积为内

陆湖相沉积岩盐矿床，形成于白垩纪上白垩统至第

三纪古新统的地质沉积，距今 /" ( ’." 4=［’’］。一平

浪盐矿最早于明朝万历年间开始开采，距今有 !$$
余年的开采历史。杨丽源等对一平浪永元井 #$$@
深的矿井坑道中的卤水、土壤和岩盐块样品的真菌

区系研究表明，样品中存在丰富的真菌菌株［’#］。我

们用嗜盐菌培养基对一平浪卤水与新开采的岩盐块

进行的初步分离，发现其细菌多样性较高。为了进

一步探明一平浪盐矿古老岩盐沉积中的微生物多样

性，我室 #$$! 年来应用纯培养法和免培养法开展了

一系列的研究。本文报道纯培养方面的研究结果。



! 材料和方法

!"! 主要试剂、仪器和培养基

!"# 提取和纯化、$%& 扩增所用酶、引物和试

剂同文献［’(］。)*# 购自 !+,-. 公司；/0$1 琼脂培

养基［’2］配方为：蛋白胨 23，酵母膏 23，麦芽膏 43，微

量盐 ’56，琼脂 173，水 ’77756，89 :;1。微量盐配

制：<=0>2·:91> 7;’3，)?%@1·291> 7;’3，A?0>2·:91>
7;’3，B19$>2 7;743，蒸馏水 ’77756。

!"# 样品采集和菌株分离

!"#"! 样品来源：样品于 177( 年 ’7 月采自云南省

一平浪盐矿元永井（简称 C$6，以下同）（纬度：14D
’EF，经度：’7’D42F）177 5 深的矿井。’7 月初（秋季）

矿井内温度 ’E G 1’H，矿井内卤水 89 值为 I;4 G
I;E，"J%@ 饱和。岩盐层 "J%@ 含量为 ’7K G 4’K，平

均 1LK；其次为 "J10>2，达 4K G ’7K［’’］。进入矿

井，按无菌操作要求，在新开采工作面用无菌塑料袋

收集盐矿岩样（MJ@+N=）和盐土样（OJ@+?= O.+@），在卤水

池用 无 菌 三 角 瓶 汲 取 卤 水 样（PQ+?=），每 瓶 留 有

47 G ’7756空气。样品带回实验室后 12M 内进行微

生物分离培养。

!"#"# 样品处理：卤水样品直接用于分离。盐土样

品混匀，取 ’73 置于盛有 L756 无菌水和玻璃株的三

角瓶中，在摇床上 ’17QR5+? 振荡 1M，制得盐土水溶

液。岩盐样品的处理：选取多块较大、表面盐土较少

的岩盐，用无菌水将表面盐土洗净，并溶解表层岩

盐，置超净工作台上风干后，敲碎岩盐，取多块岩盐

的中间部分研碎混匀，然后按盐土水溶液制备方法

得到岩盐样品水溶液。以上过程均进行严格的无菌

操作，尽量排除操作污染。

!"#"$ 菌株分离和培养：在正式分离实验前，用

)*#、/0$ 系列培养基［’(］、营养琼脂、高氏 ’ 号等培

养基，添加系列浓度的 "J%@，在不同温度下培养，对

采自盐矿的不同样品进行了分离预实验，发现用

)*#、/0$ 1 作分离基础培养基，在 1EH培养所得到

的分 离 菌 落 数 量 大、形 态 多。所 以，确 定 用 )*#
（5JQ+?= PQ.NM J3JQ，!+,-.）和 /0$ 1 琼脂培养基为分离

基础 培 养 基，添 加 7、7;4、’、’;4、1;4 和 (;45.@R6
"J%@ 倒平板，取 7;156 一定浓度的样品稀释液涂布

平板，于 1EH培养 : G 1ES，挑取单菌落进行四分体

划线纯化。所得纯培养物制成冻干牛奶管和斜面保

藏于 2H备用。

!"$ !%& ’()* 基因序列测定和系统发育分析

总 !"# 的提取、’I0 Q&"# 基因的 $%& 扩增、

$%& 产物纯化和序列测定按 %T+ 等［’4］使用的方法进

行。扩增和测序均用细菌通用引物：正向引物 $#
（EU1:,：4FU#V#VWWWV#W%%WVV%W%#VU(F）和 反 向 引

物 $*（’41(U’472Q：4FU##VV#VVWV#W%%#V%%V%#U
(F）。根据测序结果，用 *@JON 搜索程序从 V=?*J?X 等

公共 数 据 库 中 调 出 相 似 性 较 高 的 相 关 菌 株 的

’I0 Q&"#基因序列，用 %6Y0W#6 Z 进行多序列比

对［’I］，系统进化距离矩阵根据 B+5TQJ 模型估算［’:］，

用 )[V# (;7（).@=-T@JQ [\.@TN+.?JQ] V=?=N+-O #?J@]O+O）
软件包采用邻接法（"=+3MP.QU^.+?+?3）进行聚类分析

和构建系统进化树［’E］。重复取样 ’777 次进行自展

值（P..NONQJ8 \J@T=）分析以评估系统进化树的拓扑结

构稳定性［’L］。

# 结果和分析

#"! 菌株的分离

根据菌落大小、形态、颜色等特征，挑取分离平

板上的单菌落进行四分体划线纯化，用显微观察法

检查纯化情况，最终从本次采集的样品中分离到 (E
株纯培养物。从各样品分离效果看，卤水样中可培

养细菌最丰富（1L 株，:I;(K），岩盐和盐土样品中

数量较少（岩盐样品 4 株，’(;1K；盐土样品 2 株，

’7;4K）。从 不 同 培 养 基 分 离 效 果 来 看，以 添 加

7;4 G 15.@R6 "J%@ 的 )*# 培养基分离到的菌落最

多，菌落形态较丰富，而添加 1;45.@R6 和 (;45.@R6
"J%@ 的 )*# 和 /0$ 1 培养基菌落形成单位少，且菌

落形态单一。说明样品中可培养微生物以耐盐菌为

主，嗜盐菌相对较少。

#"# 基于 !%& ’()* 基因序列的系统发育多样性

分析

用 $# 为正向引物测定了所有 (E 个分离菌株的

’I0 Q&"# 基因 4F端部分序列（I77 G I47P8）。用 *@JON
搜索软件从 V=?*J?X、[)*6 和 !!*^ 等公共数据库

中进行相似性搜索，调出相似性最高的相关菌株的

’I0 Q&"# 基因序列（表 ’），并调出相关属有效发表

种典型菌株的有效序列，用相关软件进行序列比对、

相似性计算、进化距离矩阵计算、聚类分析和系统进

化树构建等系统发育分析（进化树在此未给出），主

要结果见表 ’ 和表 1。结果表明，这 (E个分离菌株属

于细菌域的 2 个大的系统发育类群（$Q.N=.PJ-N=Q+J，
*J-N=Q.+S=N=O，<+Q5+-TN=O，#-N+?.PJ-UN=Q+J ）、’: 个 科

（ #@N=Q.5.?JSJ-=J=， *J-+@@J-=J=， %JT@.PJ-N=QJ-=J=，
<@J\.PJ-N=Q+J-=J=， 9J@.5.?JSJ-=J=， /S+.5JQ+?J-=J=，
)+-Q.PJ-N=Q+J-=J=， )+-Q.-.--J-=J=， ).QJ_=@@J-=J=，

1:4 %9[" C+U3TJ?3 !" #$ ‘ R%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（177:）2:（2）



!"#$%&%&&#&’#’， !(’)*%+%$#*#&’#’， ,-%*%.#&/’0#&’#’，
12’/32#&’#’， 4#&&-#0%(5202""#&’#’， 45-2$6%+%$#*#&’#’，
4/#5-7"%&%&&#&’#’， 4/0’5/%+7&’/#&’#’ ）、 89 个 属

（ !"#$%&’()"&%*， !+*’,-"%.， !*&/*’()"&%*， 0)"#112.，
0*%32$4#,’$).，5/*’,’/)1’()"&%*，6#%&7#)，8*-&/*’()"&%*，

89#+2’()"&%*#2,， :)1’,’$).， ;4#’,)*#$)， <’"2*#)，

=)*#$’()"&%*，=#"*’"’""2.，>)*)"’""2.， >1)$’,#"*(#2,，

>’*?/-*’()"&%*，>.%24’,’$).，>.-"/*’()"&%*，@’.%#3#3)9，

A)""/)*’.?#*#112,， A)1%+%$&#()"&’*， A)1#$#"’""2.，
A&*%?&’,-"%.）。

表 ! 分离自一平浪卤水、盐土和岩盐的菌株和与其系统发育关系最密切的菌株

:#."’ ; !-7"%6’$’/2& $’#0’(/ $’26-.%0( %< (/0#2$( 2(%"#/’* <0%+ =!>?.02$’，(#"2$’ (%2" #$* -#"2/’ (#+5"’( #( *’/’0+2$’*

.7 #$#"7(2( %< /-’ <20(/ @AA $)&"’%/2*’( %< /-’ ;@4 0,BC 6’$’ (’D)’$&’

4/0#2$（#&&’((2%$ $)+.’0）! 4#+5"’ B’#0’(/ 5-7"%6’$’/2& $’26-.%0 2$ /-’ ;@4 0 ,BC
6’$’ (’D)’$&’ *#/#.#(’（#&&’((2%$ $)+.’0） 42+2"#02/7 EF

G#++#?!0%/’%.#&/’02#
"#$（%&!’’((#） H02$’ =)*#$’()"&%* (5I 9AJ?;K（CL8M9KNM） MMIN
,;A（OP;JJ@@K） H02$’ =)*#$’()"&%* (5I 1GQMK（C=8NQ;;A） MMIQ
,88（OP;JJ@@9） H02$’ =)*#$’()"&%* (5I 9AJ?;K（CL8M9KNM） MMIQ
"$（%&!’’(()） H02$’ ;4#’,)*#$) 1’#/#%$.#.（C=NANN8M） MNIM
"#*（%&!’’(((） H02$’ ;4#’,)*#$) 1’#/#%$.#.（C=NANN8M） MMIN
=;Q（OP;JJ@@J） H02$’ :)1’,’$). $#&*#&’?/#12.（CLKAMN@9） MQIN
"!+（%&!’’((,） H02$’ :)1’,’$). ,)+)4#%$.#.（C=;JM;QM） MJIK
,89（OP;JJ@@M） H02$’ >.%24’,’$). (5I HR!J?;;（C=;@8;9;） ;AA
"#)（%&!’’(’-） H02$’ A)""/)*’.?#*#112, #,?)&#%$.（CLK;NMQK） MNIN
"#+（%&!’’(’!） H02$’ >.-"/*’()"&%* B%’&+)1#（CP99;8A8） MMI;
=KA（OP;JJ@J8） H02$’ 5/*’,’/)1’()"&%* (5I SC;?T-8（CH;QMKAQ） MQIK
",（%&!’’(’$） 4#"2$’ (%2" !"#$%&’()"&%* 1C’DD##（UQ;@@N） MJIQ

C"5-#?!0%/’%.#&/’02#
"#(（%&!’’(’*） H02$’ 0*%32$4#,’$). 3%.#"21)*#.（C=;@M9KK） MJIQ
"!-（%&!’’(’)） R#"2/’ 0*%32$4#,’$). (211)&)（CHA8K98Q） MQIN
.!*（%&!’’(’(） H02$’ 8*-&/*’()"&%* "#&*%2.（CP;;QA8A） MMI;
=N（OP;JJ@JJ） H02$’ V$&)"/)0’* #"5-# 50%/’%.#&/’02)+（CL@9A;9M） MMIJ
=;K（OP;JJ@JQ） H02$’ >)*)"’""2. ,)*"2.##（=;8JAK） ;AA
=;8（OP;JJ@JM） R#"2/’ !%05-70%.#&/’0 /’52*#02)(（CP9@NQKM） MJIK

H#&/’0%2*’/’(
,;;（OP;JJ@QA） H02$’ A)1%+%$&#()"&%* $’4.’$##（C=NJ@@NK） MJIN

P20+2&)/’(
=;（OP;JJ@Q;） H02$’ 0)"#112. ?2,#12.（C=9N@8@K） MMI8
,9（OP;JJ@Q8） H02$’ 0)"#112. /’*#E’./##（CHA9KQ@N） MQIQ
,@（OP;JJ@QK） H02$’ 0)"#112. ?2,#12.（C=KJKKNM） ;AA
,;K（OP;JJ@Q9） H02$’ 0)"#112. (5I ==（CP9;999K） MMIN
=8J（OP;JJ@QN） R#"2/’ 0)"#112. ?2,#12.（C=9N@8@K） ;AA
"#,（%&!’’(,(） R#"2/’ 0)"#112. ?2,#12.（C=9N@8@K） MMIJ
"!)（/0,$’$,-） H02$’ A)1#$#"’""2. ,)*#$2.（C=K8QMA;） M8I8
=;@（OP;JJ@QJ） H02$’ A)1#$#"’""2. ,)*#$2.（C=K8QMA;） M8IN
"!’（%&!’’(,,） H02$’ A)1#$#"’""2. *’.%2.（UM9NNM） MQI@
"##（%&!’’(,+） H02$’ A)1#$#"’""2. *’.%2.（CP8KJMJ@） M8I;
"!!（%&!’’(+-） R#"2/’ 89#+2’()"&%*#2, (5I H;A（CLN;QQ8;） MMI@
"’（%&!’’(+!） 4#"2$’ (%2" >1)$’,#"*’(#2, ’E%)$’E’#&%.（1NNJ8M） MMI9
"#!（%&!’’(+#） H02$’ A)1#$#"’""2. *’.%2.（CP8KJMJ@） M8IQ

C&/2$%.#&/’02#
"!*（%&!’’(+$） H02$’ !+*’,-"%. )11#2,（1W@JKQJK ） MQIM
,;J（OP;JJ@M9） H02$’ !*&/*’()"&%* (%*+%*#（CL@AM@KK） MMIQ
=K;（OP;JJ@MN） H02$’ <’"2*#) (5I L>?J8（C=J9NQ;K） MMIQ
=K8（OP;JJ@M@） H02$’ 12’/32# +#02(（=;QQQK） MMIQ
=@（OP;JJ@MJ） 4#"2$’ (%2" X2&0%&%&&)( ")/’)(（CL9AMAM@） MQIM
,K（OP;JJ@MQ） 4#"2$’ (%2" 4/0’5/%+7&’( (5I =SXQ（CPKQMK99） ;AA
! 4/0#2$( +#0Y’* 2$ .%"* Z’0’ )(’* <%0 5-7"%6’$’/2& #$#"7(2( #( (-%Z’* 2$ P26[ ; [
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多数菌株属于 !"#$%#&’($%")’ 门（*+ 株，,-./0。

其 中 1’22’3!"#$%#&’($%")’，*4 株，/*.50；6789’3
!"#$%#&’($%")’，: 株 *5.+0）和 ;)"2)(<$%= 门（*/ 株，

/,.40）。还有 : 株属于 6($)>#&’($%")’ 门，只有 * 株

分离自卤水的 ?** 属于 @’($%"#)A%$%= 门。在 4, 个属

中，!"#$%%&’ 和 ("%$)$#*##&’ 属 各 分 离 到 , 株，

+",$)*-"#./, 属 / 株，0"%*1*)"’ 属 4 株，23$*1",$)"
属 4 株，其它 4B 个属各分离到 * 株。按 *:C "?D6

基因序列 相 似 性 大 于 E-0 的 菌 株 归 于 同 一 物 种

计［4B］，/+ 个分离株菌可以归 为 /* 个 物 种。除 了

?:、?4,、F*/、F4- 与其相关菌株的 *:C "?D6 基因序

列相似性为 *BB0外，其它分离菌株的 *:C "?D6 基

因部分序列与其相关菌株的序列相似性在 E4.+0
G EE.+0之间，说明大部分菌株与其系统发育关系

最密切的相关菌株之间存在较大的遗传差异。

表 ! 分离自一平浪卤水、盐土和岩盐的菌株所属类群分析

H’&7% 4 H’I#> ’JJ)7)’$)#> ’>A 8%"(%>$’K% A)=$")&<$)#> #J =$"’)>= )=#7’$%A J"#2 F!L3&")>%，=’7)>% =#)7

’>A 9’7)$% =’287%= ’= A%$%"2)>%A &M *:C "?D6 K%>% =%N<%>(% ’>’7M=)=

!9M7#K%>%$)( K"#<8 D#. #J J’2)7M D#. #J K%><= @")>% =’287%
D#. #J )=#7’$%=；（0）

C’7)>% =#)7 =’287%
D#. #J )=#7’$%=；（0）

O’7)$% =’287%
D#. #J )=#7’$%=；（0）

1’22’3!"#$%#&’($%")’ : + **（4+.E） *（4.:） B
6789’3!"#$%#&’($%")’ / 5 ,（*B.5） B 4（5./）

@’($%"#)A%$%= * * *（4.:） B B
;)"2)(<$%= / , E（4/.-） *（4.:） /（-.E）

6($)>#&’($%")’ , : ,（*B.5） 4（5./） B
H#$’7 *- 4, 4E（-:./） ,（*B.5） 5（*/.4）

基于分离菌株部分 *:C "?D6 基因序列（约 :BB&8）的

@7’=$ 搜索结果（表 *）和系统发育分析结果（未列出）

表明，一些菌株的 *:C "?D6 基因序列与相关有效发

表种典型菌株的序列存在较大差异。为了进一步确

定这些分离菌株与相关有效发表种典型菌株之间的

系统进化关系，用 !6 和 !@ 为引物，测定了部分菌

株的 *:C "?D6 基因全序列（约 *5BB&8），并且与相关

典型菌株的有效序列进行比对，构建系统进化树

（图 *）。

按 *:C "?D6 基因序列相似性大于 E-0的菌株

属于同一物种估算［4B］，*+ 株测定了 *:C "?D6 基因

全序列的分离菌株中，有 *, 株为相关属有效发表种

的不同菌株，至少有 , 株代表潜在新种或新属。与

F/系 统 发 育 关 系 最 密 切 的 是 23$*1",$)" %*$4$/)’$’
PCQ *5,E-H，与 F*5 最 密 切 的 是 ("%$)$#*##&’

"%5"%$64$%&’ RSQ **/**H，与 F45 最 密 切 的 是

("##4",*’6$,$%%&1 $16".$/)’ PCQ *45,:H，它们之间的序

列相似性分别为 E5.E0、E:./0和 E:.E0。所以，可

以初步认为 F/、F*5 和 F45 分别代表 23$*1",$)" 属、

("%$)$#*##&’ 属 和 ("##4",*’6$,$%%&1 属 的 潜 在 新 种

（8#$%>$)’7 >#T%7 =8%()%=）［4B］。F4* 与其系统发育关系

最近的 ("%$)$#*##&’ 属的 / 个有效发表种典型菌株之

间、以及与这次分离的菌株 F*5 之间的 *:C "?D6 基

因 序 列 相 似 性 小 于 E50（ =)2)7’")$M，E/.40 G
E/.+0），并 且 在 系 统 进 化 树 中 以 较 高 的 自 展 值

图 " 部分一平浪盐矿分离菌株及其从 #$%&’%( 等数据
库中调集的相关属种构建的以 ")* +,-. 基因序列为基
础的系统进化树
;)KU * D%)K9&#"3R#)>)>K $"%% (#>=$"<($%A =9#V)>K $9% 89M7#K%>%$)(
"%7’$)#>=9)8= ’2#>K *:C "?D6 K%>% =%N<%>(%= #&$’)>%A J"#2 $9% F!L
)=#7’$%= ’>A $9%)" (7#=%7M "%7’$%A =%N<%>(%= A#V>7#’A%A J"#2 1%>@’>W %$(U
H9% ><2&%"= ’$ $9% >#A%= )>A)(’$% $9% &##$=$"’8 T’7<%=（ X 5B0）&’=%A
#> >%)K9&#<"3Y#)>)>K ’>’7M=%= #J * BBB "%=’287%A A’$’ =%$=U @’"，5
><(7%#$)A% =<&=$)$<$)#>= 8%" *BB ><(7%#$)A%= #J *:C "?D6 K%>% =%N<%>(%U

,-5 SOZD F)3K<’>K /. "% U [7#." +$#,*-$*%*8$#" ($)$#"（4BB-）,-（,）



（!""#$#%&’ (&)*+，,-.）支持形成一个独立分支（图

/），有可能代表 0#&’12)"3"33&3+&+ 科的一个新属［4/］。

当然，要最终确定以上菌株的分类地位，还需要结合

形态特征、生理生化特征、细胞化学特征，以及与典

型菌株基因组间的 5678567 同源性比较等研究结

果。这些菌株的多相分类（’")2’1&$93 #&:";"<2）研究

正在进行中（另文发表）。

! 讨论

!"# 较为丰富的盐矿高盐环境微生物多样性

由于原核微生物的微观性、单细胞结构、快速的

无性繁殖方式，以及在环境中与种类繁多的其它生

物混居，难以对其形态多样性、群落多样性和生态多

样性加以准确描述，因而，原核微生物的多样性研究

主要集中在遗传多样性（=+;+#93 >9(+%$9#2）、物种多样

性（$’+39+$ >9(+%$9#2）、进 化 分 支 多 样 性（>9(+%$9#2 "?
’12)"=+;+#93 )9;+$ ）和 生 理 代 谢 类 型 多 样 性

（’12$9")"=93&) >9(+%$9#2）方 面［44］。 本 文 采 用 基 于

/@0 %A67基因序列的系统发育分析对一平浪古老岩

盐沉积中可培养细菌的多样性进行研究，发现其微

生物多样性较丰富。分离到的 B- 株菌归属于 C 个

大的系统发育群、/D 个科、4C 个属，可以分为 B/ 个

物种，其中至少有 C 株（EB，E/F，E4/，E4F）代表潜在

新种或新属。而且，大部分分离菌株与其系统发育

关系最密切的菌株之间的 /@0 % A67 基因序列都有

一定差异。这些结果揭示了一平浪盐矿古老岩盐沉

积中的可培养微生物较丰富的多样性，说明古老岩

盐沉积这类极端高盐环境也是微生物物种形成与演

化的主要生境之一。

!"$ 微环境代表性样品微生物多样性具有较大

差异

对各样品的分离菌株进行对比分析，发现各样

品中可培养细菌的多样性是极不均一的（表 /，表

4）。从卤水样品中不仅分离到了数量最多的菌株

（D@GB.），而且这些菌株分属于分离到的所有 4C 个

属中。从盐土样品中分离到 H&<<&8I%"#+"!&3#+%9& 亚

群 J"%&:+))&3+&+ 科 !"#$%&’()"&% 属 / 株、K9%<93*#+$ 门

I)&;"3"33&3+&+ 科 *+)$’,#"-’(#., 属 / 株，以 及

73#9;"!&3#+%9& 门 J93%"3"33&3+&+ 科 /#"-’"’"".0 属 和

0#%+’#"<23+#&3+&+ 科 1&-%2&’,3"%0 属各 / 株。盐土样

品中可培养细菌多样性大大不如卤水样品。而从岩

盐样 品 分 离 的 菌 株 更 为 单 一，只 分 离 到 7)’1&8

I%"#+"!&3#+%9& 亚 群 中 L&*)"!&3#+%&3+&+ 科 4-%5.$68
#,’$)0 属和 M%2#1%"!&3#+%&3+&+ 科 *’-273-’()"&%- 属菌

株各 / 株，以 及 N&3#+%"9>+#+$ 门 N&39))&3+&+ 科 中

4)"#++.0 属 4 株、89#:.’()"&%-#., 属 / 株。这次岩盐

和盐土样品是距离地面 4OO < 的井下新开采断面采

集，没有受到地面微生物污染，分离结果能较真实地

反映出岩盐和盐土样品中可培养微生物的丰度。岩

盐样品因为缺少水分和极端高盐不利于微生物的生

长繁殖，在盐矿形成时包埋其中的微生物可能要么

以休眠体形式存在，要么在长期的盐矿形成过程或

岩盐沉积形成后的某个地质年代中死亡（岩盐沉积

为白垩纪上白垩统至第三纪古新统的地质沉积，距

今 /BD8@D J&［/O］）。盐土样品中有岩盐碎块、岩盐蚀

溶物和地下渗透水，其中的微生物也就有这几个方

面的来源，并且由于地下水的渗透，其中的微生物有

可能缓慢繁殖、演化，因而盐土比岩盐含有较多样的

微生物类群。而卤水样品是 COO 多年来开采出来的

岩盐和盐土溶解在地下渗透水和地面人工补充水中

而形成成，一方面，历年开采的岩盐和盐土中的微生

物和地下渗透水中原有的微生物在卤水中积累，并

且卤水的盐度和水分条件比岩盐和盐土适宜微生物

的生长、繁殖和演化，这可能是形成卤水中微生物多

样性的主要原因；另一方面，地面人工补水溶盐取卤

的开矿方式也把地面水中的微生物带入了卤水样品

中，可能造成卤水样品微生物多样性的增加。

!"! 现代微生物生态学研究的策略%纯培养和免培

养研究并重

在微 生 物 多 样 性 研 究 中，纯 培 养 法（3*)#*%+8
>+’+;>+;# <+#1">）和 免 培 养（ 分 析 ）法（ 3*)#*%+8
9;>+’+;>+;# <+#1">）孰优孰劣，一直是一个受到争论

的问题［4B］。的确，免培养分析法中各种现代分子生

物学方法的运用，使人们能够对环境中的微生物多

样性有更全面、更准确的了解，尤其使人们认识到了

自然界中还存在极大量的未培养微生物。毫无疑

问，免培养分析法已经成为现代微生物生态学研究

不可缺少的方法。但是，环境中这些未培养或难培

养微生物，只有利用纯培养法，得到纯培养后，才能

对其进行更好的分类学和其它理论研究，也才能更

好地用于应用研究和开发利用。并且，只要投入足

够的时间和努力，没有培养不了的微生物［4C，4F］。因

此，许 多 学 者 建 议 目 前 更 应 该 加 强 纯 培 养 的 研

究［4@ P BO］，以期更全面地了解微生物的多样性和更好

FDF陈义光等：一平浪盐矿古老岩盐沉积中可培养细菌的系统发育多样性研究 Q R微生物学报（4OOD）CD（C）



地利用这些自然资源。本文的研究结果表明，纯培

养法不仅揭示了一平浪古老岩盐沉积中存在较丰富

的微生物多样性，而且直接得到了这些宝贵的微生

物资源，为进一步的理论研究和开发利用打下了基

础。当然，为了更全面的了解一平浪古老岩盐沉积

中的微生物多样性，除了进一步加强纯培养研究外，

我们正在应用 !""# 分析、荧光原位杂交等免培养

分析技术进行深入研究。
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