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摘要：【目的】本研究旨在全面揭示中国最大的内陆咸水湖——青海湖的古菌群落结构，并对青海湖与

盐湖的古菌多样性及群落结构进行比较。【方法】随机选取了青海省的茶卡盐湖、陕西省的花马池盐湖

和苟池盐湖以及山西省的运城盐湖作为盐湖组。青海湖与盐湖组每个湖泊各采取 5 个样品，采用针对

16S rRNA 基因的高通量测序技术分析 5 个湖泊中的古菌群落组成。【结果】研究发现，青海湖的优势菌

群为 DHVEG-6_norank、Methanomicrobia_unclassified、Methanobacterium (甲烷细菌属)、Methanolobus 

(甲烷叶菌属)、Candidatus_Methanomethylophilus、Miscellaneous_Euryarchaeotic_Group (MEG)_norank、

AMOS1A-4113-D04_norank、Methanosarcina (甲烷八叠球菌属)、Miscellaneous_Crenarchaeotic_Group_norank。

其中，DHVEG-6_norank (70.46%)占绝对优势，但该类群在盐湖中含量极少。4 个盐湖的共有优势属为

Halonotius、Halorubrum (盐红菌属)、Natronomonas (嗜盐碱单孢菌属)、Halobellus 和 Haloarcula (盐盒

菌属)。对于青海湖与盐湖之间的古菌群落多样性，影响最大的因素为湖水的矿化度，矿化度与 5 个湖

泊的古菌多样性呈负相关，矿化度较低的青海湖群落组成与其他 4 个盐湖差异显著，无共同优势菌；其

次为 pH，pH 与湖泊中古菌群落多样性呈微弱正相关，小幅度影响到某些菌属的丰度；而本文研究范围

内的海拔与其群落结构及多样性没有明显相关性。【结论】青海湖与其他 4 个盐湖之间的群落结构及多

样性有显著差异，矿化度对古菌群落多样性具有显著影响。另，本次测序发现 5 个湖泊中均有大量未分

类的古菌，应为潜在的新种。 
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我国拥有丰富的湖泊类型，包括淡水湖、咸

水湖和盐湖。矿化度大于 1 g/L 定义为咸水湖，大

于 35 g/L 的则是盐湖。盐湖富集着多种盐类，是

重要的矿产资源[1]，孕育着丰富的耐盐或嗜盐微

生物[2]。咸水湖是湖泊由淡水湖向盐湖演变过程中

的必经环节[3]，研究咸水湖及盐湖之间微生物多样

性差异及影响因素有助于全面了解湖泊演化过程

中微生物群落演变规律。 
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不同的咸水湖有不同的水化学成分和自然环

境条件，会被优先选为微生物生态多样性和微生

物资源的研究对象[4]。就古菌而言，其与真核生物

的亲缘关系比与细菌更近。但古菌的进化进程比细

菌和真核生物要慢，可能为了保持适应极端环境下

特殊表型基因的稳定表达，因此古菌被认为是地球

最早出现的生命形式而受到各领域研究者的重视。

研究表明，随着水体矿化度、盐浓度的增加，古菌

类群呈现出一定的变化规律[5]。对于淡水而言，微

生物的分布和多样性是由环境因素和空间因素共

同决定的[6]。然而低浓度盐环境与高盐环境较为特

殊，其古菌群落结构和多样性可能与淡水并不相同。

且咸水湖和盐湖之间的矿化度的差异较大，研究其

特殊资源古菌的群落结构及多样性有重要意义。 

青海湖地处青藏高原东北部，其矿化度为

18.1 g/L，属咸水湖[7]。而盐湖是湖泊经历了淡水湖、

咸水湖，最终演化至盐湖[8]。青海湖对丰富青藏高

原的生物多样性、调节当地地区气候、涵养水源、

维护生态平衡起到了不可替代的作用。近年来，西

北地区的湖泊环境受气候变暖和人类活动影响，水

位持续下降，生态环境恶化，很多咸水湖有向盐湖

演化的趋势。而青海湖地处我国高原干旱与半干旱

的环境敏感带，其盐度近年来有明显上升[7]，有向

盐湖演化的趋势，因此对其研究极具生态环境价值

和学术重要性。本文选取了与青海湖距离较近的均

属青海省的盐湖茶卡盐湖和零散地分布于山西省

的运城盐湖、陕西省的花马池盐湖和苟池盐湖作为

研究盐湖与咸水湖古菌多样性的对照组，采用针对

16S rRNA 基因的高通量测序技术研究咸水湖青海

湖与盐湖的古菌多样性及群落结构差异，可为研究

古菌的生命代谢、遗传进化及生态功能打下基础，

为盐湖古菌资源的开发提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  采样 

于 2014 年 6 月，在青海湖(中国，青海省)采

用多点混合采样法采集卤水样品，在湖水中部以

100 m 为正方形边长圈水面，分别在各点及中心采

1000 mL 5 个水样。同时，选取相近的青海省茶卡

盐湖(青海省)并随机选取零散分布于中国其他地

区且距离较远的 3 个盐湖，即运城盐湖(山西省)、

花马池盐湖(陕西省)和苟池盐湖(陕西省)作为盐

湖组数据与青海湖进行比较对照，采用同样的方法

分别取 5 个样品，共 25 个样。将各样地样品分别

各自混合，标记为 QH (青海湖)、CK (茶卡盐湖)、

YC (运城盐湖)、HMC (花马池盐湖)、GC (苟池盐

湖)。采集的样品一部分 0.22 μm 滤膜过滤后，用干

冰运送至实验室，–80 °C 进行保存。另一部分装入

无菌离心管中，用于 pH 和矿化度的测定。 

矿化度的测定采用重量法[9]公式(1)。(1) 过滤

去除水样中的漂浮物及沉降型固体物；(2) 将洗干

净的蒸发皿置入 105 °C 烘箱中烘 2 h，冷却至室温

后称重，重复烘干称重，直至恒重；(3) 对每一水

样分别取 100 mL 于已恒重的 100 mL 小烧杯中，

然后在蒸汽浴上蒸干；(4) 若蒸干残渣有色，滴加

(1+1)的过氧化氢溶液去除有机物，再次蒸干，直

至残渣变白或颜色稳定不变为止；(5) 蒸发皿于

105 °C 烘箱下烘 2 h，冷却至室温后称重，重复烘

干称重，直至恒重。 

矿化度(g/L)= 0( )W W

V

       公式(1) 

式中，W：烧杯及残渣的总重量(g)，W0：烧

杯重量(g)，V：水样的体积(L)。 

1.2  DNA 提取、PCR 扩增及高通量测序 

(1) 将经过滤的滤膜剪成碎片，使用 OMEGA
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公司 E.Z.N.A soil DNA 试剂盒抽提基因组 DNA，

1%琼脂糖凝胶电泳检测获得的 DNA；(2) 将 DNA

产物进行 PCR 扩增，引物为古菌 16S rRNA 基因

引 物 344F_915R[10] 。 PCR 20 μL 反 应 体 系 ：

5×FastPfu buffer 4 μL，2.5 mm dNTPs 2 μL，正

向引物(5 μmol/L) 0.8 μL，反向引物(5 μmol/L) 

0.8 μL，FastPfu 聚合酶 0.4 μL，模板 DNA 10 ng，

补 ddH2O 至 20 μL。采用 AxyPrepDNA 凝胶回

收试剂盒切胶回收 PCR 产物，经过 Tris-HCl 洗

脱，2%琼脂糖电泳检测；(3) 将 PCR 产物使用

Promega 公司的 QuantiFluorTM-ST 蓝色荧光定量

系统进行检测。按照测序量需要确定相应比例

进行混合，使用 Illumina MiSeq PE250 平台进行

测序。 

1.3  序列数据分析及统计分析 

MiSeq 测序后，将得到的双端序列数据拼接

同时进行质控过滤得到有效数据：去除掉有效序

列末尾端的不可利用序列，如质量值 20 以下的碱

基、引物接头序列、标签序列、短于 200 bp、模

糊碱基数大于 0 的序列，过滤 overlap 区错配比率

大于 0.2 的序列。 

使用 Usearch (vsesion 7.1 http://drive5.com/ 

uparse/)将所得序列以 16S rRNA 基因序列相似度

低于 97%为标准划分为不同的分类单元(OTU)，与

SILVA 库中 16S rRNA 基因序列数据库进行比对，

使用 Mothur 软件进行 OTU 聚类分析，并构建稀

疏曲线。根据 SILVA (Release119 http://www.arb- 

silva.de)[11]数据库中的参考序列对 OTU 进行种属

鉴定和分类学分析。利用 R 软件制作热图，并进

行多样性与海拔、pH、矿化度之间的皮尔逊相关

性分析。菌群丰度(Chao1、Ace)、菌群多样性指

数(Shannon)、测序深度指数、稀疏曲线利用 Mothur 

(version v.1.30.1 http://www.mothur.org/wiki/Schloss_ 
SOP#Alpha_diversity)计算。 

2  结果和分析 

2.1  样本基本信息统计 

5 个湖泊矿化度呈现出的趋势为：GC>CK> 

HMC>YC>QH；且 QH 极低，GC 极高(表 1)。5

个湖泊中，YC 的 pH 为 5.1，呈酸性，其余均偏

碱性。经统计，5 个湖之间的距离如下：CK-QH 

151.8 km；CK-YC 1395.9 km；CK-HMC 958.1 km；

CK-GC 957.7 km。CK 和 HMC 的距离非常近，仅

11.1 km；CK 和 QH 的距离也较近。QH 与 CK 海

拔高度相近，5 个湖中最高；HMC 与 GC 相近，

YC 最低。 

2.2  古菌群落多样性及相似性分析 

高通量测序结果显示，GC、HMC、YC、CK

与 QH 样本分别得到 20781、22029、15117、10804、

15785 条序列，分别归入了 230、90、98、86、69

个 OTU 中(表 2)。按照序列 3%的相似度绘制稀疏

曲线(图 1)显示，所有样本的曲线都趋于平缓，表

明采样与测序深度足够大；由 Coverage 指数可得

出同样的结果(表 2)。 

 
表 1.  各样本的海拔、pH 和矿化度统计 
Table 1.  Altitude, pH and degree of mineralization of 
the samples 

Items QH CK HMC GC YC 

Altitude/km 3196 3059 1310 1303 311 

pH 9.1 7.8 7.9 7.3 5.1 

Degree of 
mineralization/(g/L)

18.1 330.8 315.4 362.3 245.3
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表 2.  各样本古菌测序序列总数、OTU 总数及群落多样性指数 
Table 2.  Diversity indices, reads numbers and OTUs numbers of the archaea in the 5 samples 

Sample ID Reads OTU Ace Chao Coverage Shannon 
QH 15785 230 230 (230, 233) 230 (230, 0) 0.999937 4.80 (4.78, 4.81) 
CK 10804 90 90 (90, 90) 90 (90, 90) 1.000000 2.95 (2.92, 2.98) 
HMC 22029 98 101 (99, 110) 100 (98, 110) 0.999728 2.84 (2.82, 2.86) 
GC 20781 86 88 (86, 94) 89 (86, 103) 0.999759 2.63 (2.61, 2.65) 
YC 15117 69 75 (71, 90) 74 (70, 92) 0.999471 2.49 (2.47, 2.52) 

 

 
图 1.  古菌稀疏曲线 
Figure 1.  Rarefaction curves of archaea. 

 
对于各样本的古菌丰度，由图 1 稀疏曲线可

以看出，QH 的丰度高于其他样本，HMC、GC 与

CK 相似，丰度最低的是 YC。OTU、ACE 指数、

Chao1 指数均表现出一致的趋势为：QH>HMC> 

CK>GC>YC，且 QH 的古菌丰度明显高于其他样

本。此结果与稀疏曲线所展现的相一致。就各样

本古菌的多样性而言，Shannon 显示了如下趋势：

QH>CK>HMC>GC>YC。总体而言，QH 的多样性

远高于其他样本，其他样本的多样性大小较为相似。 

2.3  古菌群落结构 

据 图 2 ， CK 的 序 列 全 部 归 入 广 古 菌 门

(Euryarchaeota)中，GC、HMC、YC 分别有 99.99%、

99.49%、99.89%的序列归入了 Euryarchaeota 中，

极少数归入 Archaea_unclassified 中。而 QH 除

Euryarchaeota 外还有部分序列归入 Thaumarchaeota 

(奇古菌门)中，占总数的 1.75%。 

属水平上，QH 与其余各样本差异性极大。从

热图可看出(图 3)，QH 的亮色区域集中于下方，  

 

 
 

图 2.  青海湖、茶卡盐湖、花马池、苟池和运城盐湖的古菌在门水平上的分布图 
Figure 2.  The abundance of the dominant archaeal phyla in Qinghai Lake, Chaka Salt Lake, Huamachi Salt Lake, 
Gouchi Salt Lake and Yuncheng Salt Lake. 
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图 3.  青海湖、茶卡盐湖、花马池、苟池和运城盐湖的古菌组成在属水平上的热图 
Figure 3.  Heatmap at genus level of archaeal composition in the water of Qinghai Lake, Chaka Salt Lake, 
Huamachi Salt Lake, Gouchi Salt Lake and Yuncheng Salt Lake. 
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与其他 4 个样本无明显重合区域。因此仅有 7 个

属为 5 个样本所共有，且丰度差异较大，分别为：

Halobacteriaceae_unclassified 、 Halobellus 、

Natronomonas (嗜盐碱单孢菌属)、Halorubrum (盐

红菌属)、Halonotius、Euryarchaeota_unclassified、

DHVEG−6_norank。 

QH 的 优 势 菌 属 为 ： DHVEG-6_norank 、

Methanomicrobia_unclassified 、 Methanobacterium 

(甲 烷 细 菌 属 )、 Methanolobus (甲 烷 叶 菌 属 )、

Candidatus_Methanomethylophilus、Miscellaneous_ 

Euryarchaeotic_Group (MEG)_norank、AMOS1A- 

4113-D04_norank、Methanosarcina (甲烷八叠球菌

属)、Miscellaneous_Crenarchaeotic_Group_norank。

其中，DHVEG-6_norank 占绝对优势，相对丰度为

70.46%，远高于次优势菌；且仅 DHVEG-6_norank

在其他 4 个样本中均有出现。 

其余 4 样本 CK、GC、HMC、YC 中，由图 3

可以看出，其亮色区在此 4 样本中非常集中，均

集中于中上部及中下部 2 个属中。Halonotius 均为

其最大的优势菌属，相对丰度为 40.07%–48.08%；

Halorubrum 其次，相对丰度为 12.94%–34.47%，

且 Halonotius 与 Halorubrum 的遗传距离较为相近。

再者即为 Natronomonas、Halobellus、Haloarcula，

在各样本中相对丰度为 1.79%–6.66%，而此 3 个

属也遗传距离较近，相似度较高。盐杆状菌属

(Halorhabdus)在 CK、GC、HMC 中为优势菌属，

而在 YC 中相对丰度较小，为 0.60%。CK 中有独

特的优势菌属，为 Halobacteriaceae (盐杆菌科)下未

被分类过的和不可培养的菌属 Halobacteriaceae_ 

unclassified、Halobacteriaceae_uncultured；HMC

中有独特的优势菌属为 Halolamina (盐薄片菌属) 

(7.64%)和 Halovenus (1.62%)。 

除此之外，CK、QH、GC、HMC、YC 样本

中分别有 15.92%、87.27%、9.10%、10.70%、9.40%

的序列未被分类到具体的属，它们应为潜在的新

种。QH 中的未知菌属尤为庞大，70.46%归入

DHVEG-6 中。 

由热图(图 3)上方样品距离图可看出，CK、

HMC、GC、YC 之间的距离较近，表明其属水平

上群落相似度高；而 QH 与其他 4 个样品距离很

远，代表其与其他 4 个样品的古菌群落结构差距

非常大。 

2.4  古菌群落多样性与湖水矿化度、pH 和海拔的

相关性 

由表 3 可知：(1) 海拔与古菌多样性的相关系

数的 P 值为 0.1603，大于 10%的显著性水平，说

明零假设成立，二者不存在明显的相关关系；(2) 

pH 对古菌多样性的影响在 10%的显著性水平下通

过检验，相关系数为 0.8132，说明二者之间存在

着微弱的正相关性；(3) 矿化度对古菌多样性的影

响在 5%的显著性水平下通过检验，但相关系数为 

 
表 3.  各样本古菌群落多样性与湖水矿化度、pH、海拔之间的相关性检验 

Table 3.  The correlation between the archaeal community diversity and the salinity, pH and altitude of the lake 
Test object Correlation T-test Confidence interval (95%) P value 

Archaeal diversity and salinity –0.9045 –3.6724 (–0.9937，0.1098) 0.03494** 

Archaeal diversity and pH 0.8132 2.4199 (–0.2445，0.9872) 0.09418* 

Archaeal diversity and altitude 0.7312 1.8568 (–0.4256，0.9808) 0.16030 

*: Passed the test at the 10% significance level; **: Passed the test at the 5% significance level. 
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–0.9045，说明矿化度与古菌多样性呈显著的负相

关，矿化度越高，古菌多样性越低。 

3  讨论 

本研究样本采集于咸水湖青海湖和 4 个盐湖

即青海省茶卡盐湖、山西省运城盐湖、陕西省花

马池盐湖、苟池盐湖，采用针对 16S rRNA 基因的

高通量测序技术揭示了各湖泊存在的古菌资源多

样性，并比较了各湖泊古菌的群落结构。 

青海湖与新疆一典型微咸水湖即柴窝堡湖[4]

的群落结构不相同。在门水平上，两湖序列归入

的 共 同 的 门 为 ： Euryarchaeota ( 广 古 菌 门 ) 和

Thaumarchaeota (奇古菌门)。而柴窝堡湖还有一少

部分序列归入 Crenarchaeota (泉古菌门)，且与青

海湖的优势门不同：青海湖优势门为 Euryarchaeota

而柴窝堡湖为 Thaumarchaeota。其与新疆赛里木

湖[4]的群落结构完全不同，赛里木湖的序列全部归

入了 Crenarchaeota。这可能是由于柴窝堡湖和赛里

木湖的矿化度较青海湖低，更适合 Crenarchaeota

的生长。4 个盐湖样品中的优势菌属与李璐等[12]

所研究的内蒙古巴丹吉林沙漠碱性盐湖、崔恒林

等[13]研究的新疆艾比湖、艾丁湖等盐湖相似，其共

有的优势菌属为 Haloarcula (盐盒菌属)、Halorubrum 

(盐红菌属)或 Halonotius，而本研究中发现的其他

菌属未见有太多报道。这可能由于此前多数研究

是采用的可培养方法、培养基比较单一，而很多

古菌需要特殊的能源物质。 

4 个盐湖样品的古菌群落组成结构相对较为

相似，多样性差异不大。而 QH 的古菌群落结构

与 4 个盐湖差异性很大。多样性指数及海拔、pH、

矿化度的相关系数表明，矿化度对古菌的群落多

样性影响很大，而 QH 为咸水湖，矿化度相比于

其他 4 个盐湖非常低。由此可知，作为咸水湖与

盐湖的最重要的区别，矿化度也是影响咸水湖与

盐湖中古菌群落多样性最重要的因素。 

QH 最大的优势菌属 DHVEG-6_norank 是一

种嗜盐古菌，此前在很多非高盐环境(包括热液沉

积物[14]、盐湖[15]中、城市污水甲烷处理反应器[16]、

淡水湖和咸水湖)中被发现，在我国的太湖(中国五

大淡水湖之一)中也被检测到过[17]，但在盐湖中存

在的量很少。有研究表明，DHVEG-6 能在蓝藻丰

富的地方存在[17]，而蓝藻本身便能驱动湖水中的

氮循环和磷循环，有些蓝藻具有固氮能力[18]。在

本研究中，推测其在 QH 中大量存在而在 4 个盐

湖中仅少量存在的原因是，作为咸水湖的青海湖

比其他 4 个盐湖中有更多的可参与氮磷循环的微

生物，为其提供了代谢底物。而其理化性质等未

见任何报道，有待进行深入研究。 

相关系数分析表明，pH 可微弱影响到古菌多

样性，pH 越高，古菌多样性越高。这可能是由于

大部分嗜盐古菌容易在偏碱性的环境下生存。前

人研究发现，Halorhabdus 的可生长 pH 范围为

5.5–8.5，最适宜 pH 为 6.7–7.1[19]；而 YC 的 pH 为 5.1。

但我们在此 pH 环境下还是发现少量 Halorhabdus，

说明 Halorhabdus 下的某些种可能会在更低的 pH

下生存，进一步研究可能会将其可生长 pH 范围更

新为 5.1–8.5。而其他 3 个样本 pH 均在其生长范

围内，且 Halorhabdus 是其优势菌。 

另外，4 个盐湖中古菌群落结构相似，而茶卡

盐湖与运城盐湖、花马池、苟池之间的地理距离

较远、海拔差距较大；花马池与苟池距离非常近、

海拔近乎相同，但花马池与苟池之间的相似性较

苟池与运城盐湖间的低，可见 4 个盐湖的地理距

离及海拔与其群落结构及多样性没有明显相关
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性，与本文的相关系数分析结果一致。 

前人研究表明，在淡水湖中以中泉古菌类群

和产甲烷类广古菌占优势[17]；咸水湖中除了中泉

古菌类群和产甲烷类广古菌类群，还存在一些嗜

盐碱的广古菌类群[20-21]；而演变至盐湖则为广古

菌门类群占据绝对优势，并且基本都为盐杆菌科

中嗜盐或者极端嗜盐类群[22-23]。综上所述，本文

研究通过高通量测序揭示了 5 个湖泊包括咸水湖

青海湖与其他盐湖的古菌群落结构组成，比较得

知其古菌群落组成及多样性基本符合上述规律。

另外，本次测序发现五个盐湖中均有大量未分类的

古菌，它们应为潜在的新种。近期研究显示，人们

对于盐环境中新物种的报道也在不断增多[24-25]，

其中有很大一部分属于古菌。因此考虑可对培养

基进行改良，增添特殊的营养物质如淀粉、微晶

纤维素、干酪素、酵母粉、腐植酸等来进行分离

筛选可能会培养出更多的可培养古菌并筛选出新

物种。 
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Comparison of archaeal community composition between 
Qinghai Lake and other salt lakes in China 

Tingting Yin#, Hongyu Wen#*, Zhenya Yuan, Xiuying Wang, Guozhen Wang 
School of Life Sciences, Jiangsu Normal University, Xuzhou 221116, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] We compared the difference of community structure of archaea between Qinghai Lake (the 
largest inland saltwater lake in China) and several other salt lakes in China. [Methods] Chaka Salt Lake in Qinghai 
Province, Huamachi Salt Lake and Gouchi Salt Lake in Shaanxi Province, and Yuncheng Salt Lake in Shanxi 
Province were randomly selected as the sample pool. From each lake five samples were taken and analyzed with the 
high-throughput sequencing technology for 16S rRNA gene. [Results] The dominant genera of Qinghai Lake were 
DHVEG-6_norank, Methanomicrobia_unclassified, Methanobacterium, Methanolobus, Candidatus_Methanomethylophilus, 
Miscellaneous_Euryarchaeotic_Group(MEG)_norank, AMOS1A-4113-D04_norank, Methanosarcina, Miscellaneous_ 
Crenarchaeotic_Group_norank. Among them DHVEG-6_norank (70.46%) was absolutely dominant whereas it was 
hardly found in other salt lakes. On the contrary, the dominant genera in the other 4 salt lakes are Halonotius, 
Halorubrum, Natronomonas, Halobellus and Haloarcula. Degree of mineralization was the most influential factor 
that affected the structure of the archaea communities in Qinghai Lake and other salt lakes. The community 
structure of Qinghai Lake with a low degree of mineralization was significantly different from that of the other 4 
salt lakes. The second factor is pH that affected the abundance of some species. However, no significant correlation 
between the altitude and the community structure was found. [Conclusion] The community structure and diversity 
of Qinghai Lake was significantly different from that of other 4 salt lakes and it was mainly influenced by the 
degree of mineralization. 

Keywords: archaea, community structure, diversity, Qinghai Lake, saltwater lake, salt lake 
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