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新疆阿牙克库木湖可培养嗜盐古菌的种群结构

许学伟9，吴Z 敏9，!，吴月红9，张会斌!

（92 浙江大学生命科学学院，杭州 69$$<#；!2 新疆阿尔金山自然保护区管理处，库尔勒市 #79$$$）

摘要：从新疆南部的阿牙克库木湖采集了 95 个水样和 9< 个土样，分离培养嗜盐微生物。采用 U&R 方法获取其中 :! 株嗜盐古

菌 9:- >R.% 基因序列。序列分析结果表明，分离到的菌株分属 : 个属，占已报道嗜盐古菌属总数的 !"[，其中以 !"#$%&’%&(

和 )"*%+,-(" 属的菌株为优势菌株。通过 -GEBB0B 多样性指数分析发现，阿牙克库木湖冬春两季嗜盐古菌多样性差异不明显。

研究还发现 7 个嗜盐古菌新物种，表明阿牙克库木湖蕴藏着具有地域特点的嗜盐古菌资源。
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我国幅员辽阔、盐湖星罗棋布，面积大于 = 85H 的入志现代盐湖 I=J 个，蕴藏着丰富的嗜盐微生物资

源［=］。嗜盐古菌是一类生存于高盐环境中的古菌，其一般呈红色，最低生长盐浓度为 =& K 5)* $ :。《伯杰氏细

菌系统手册》（L’3+’1’/ M-.9-* )0 ;1/"’5-",( L-("’3,)*)+1）第 H 版，将嗜盐古菌分为单科 =N 个属［H］。到 HOOK 年

=H 月，分类命名的嗜盐古菌增加到 H= 个属，>H 个种［J P B］，其中包括来自我国盐湖的 N 个属 => 个种。

新疆地貌轮廓明显、地域多样性显著，自南向北分布阿尔泰山、天山和昆仑山三大山系，其间夹杂准葛尔

和塔里木两个荒漠盆地。选择位于南疆昆仑山Q阿尔金山山间盆地的阿牙克库木湖，研究新疆地区高原盐湖

可培养嗜盐古菌的多样性。

)* 材料和方法

)& )* 样品的采集和处理

阿牙克库木湖地处新疆巴音郭楞蒙古自治州若羌县境内，东经 IBRO=S P IBRNOS，北纬 JCRHHS P JCRJOS。湖

长 NC 85，宽 C P =I 85，面积 ICO 85H，湖水东浅西深，南浅北深，湖面海拔 JIIO 5，湖水矿化度 =KC& JI> + $ :，

#T 值 C& BO，湖水的化学类型为硫酸盐型硫酸镁亚型。由于交通不便，盐湖资源尚未得到开发利用［=］。

图 =U 新疆阿牙克库木湖采样点分布图
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HOOJ 年 =H 月 =I 日，从阿牙克库木湖采集 N 份水

样；HOON 年 J 月 =O 日和 =H 日，分别于盐湖东部采集水

样与土样各 I 份，西部采集水样与土样各 C 份（图 =）。

水样为岸边卤水，土样为距离岸边 K P =O 5 约 =O (5 深

的浅层土壤。样品采集后放于 NY阴暗保存，运抵实验

室后立即分离嗜盐微生物。

)& + , 菌株的分离和保藏

菌种 分 离 采 用 Z;M[ M’2,95 BC、Z;M[ M’2,95
IHJ、TM［=O］、\M［==］和 ]Q; 培 养 基［=H］。培 养 基 配 方

如下：

Z;M[ M’2,95 BC （$ :）U C& KO + \-/-5,.) -(,2/
（Z,0,()），=O& OO + 酵母膏（Z,0,()），J& OO + 柠檬酸三钠，

H& OO + 氯化钾，HO& OO + 七水硫酸镁，O& OK + 七水硫酸亚

铁，O& HO 5+ 硫酸锰，HKO& OO + 氯化钠，#T C& N&
Z;M[ M’2,95 IHJ （$ :）U =HK& O + 氯化钠，=>O& O + 六水氯化镁，K& O + 硫酸钾，O& = + 水合氯化钙，=& O +

酵母膏（Z,0,()），=& O + \-/-5,.) -(,2/ （Z,0,()），H& O + 淀粉，#T C& O&
TM（$ :）U =OO& O + 氯化钠，H& O + 氯化钾，=& O + 七水硫酸镁，O& J> + 水合氯化钙，O& HJ + 溴化钠，O& O> +

碳酸氢钠，少量氯化铁，K& O + 蛋白胨（Z,0,()），=O& O + 酵母膏 （Z,0,()），=& O + 葡萄糖，#T C& H P C& N&
\M（$ :）U C& KO + \-/-5,.) -(,2/ （Z,0,()），=O& OO + 酵母膏（Z,0,()），J& OO + 柠檬酸三钠，H& OO + 氯化钾，

HO^ OO + 七水硫酸镁，O& OK + 七水硫酸亚铁，HOO& OO + 氯化钠，#T C& H&
]Q; 培养基（$ :）U HOO& OO + 氯化钠，HO& OO + 七水硫酸镁，J& OO + 柠檬酸三钠，H& OO + 氯化钾，O& HO + 无水

OH=J U 生U 态U 学U 报U U U HC 卷U
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氯化钙，/0& 00 + 细菌蛋白胨 123 （45),6），#7 3& 0&
土样用相应液体培养基悬浮；水样经 0& 89 !: 和 0& ;; !: 滤膜压滤后，滤膜加入液体培养基中，培养液

梯度稀释涂布平板，23 <光照培养。经反复划线纯化，直至获得单菌落。菌株采用液蜡斜面 8 < 和甘油管

= >0 <长期保藏。

!& "# 基因组总 ?@A 的提取

采用嗜盐古菌 ?@A 少量快速提取方法，新鲜菌体加 800 !* 无菌水破细胞，30<水浴处理 /0 :,.。

!& $# !%B C?@A 序列的扩增与鉴定

DEF 扩增 引 物 为 ;;G：9’HAIIEEJJIIJAIEEIJEH2’；和 /980F：9’HAJJAJJIJAIEEAJEEJEAJH2’。

DEF 反应条件为 90!* 反应体系加入 90 .+ ?@A 模板，20 个循环；变性 K8<，89 L；退火 90<，39 L；延伸 3;<，

M0 L。扩增的 DEF 产物送上海生物芯片有限公司纯化并进行 ?@A 序列测定，测序引物为 ;;G，测定的序列长

度大于 900 N#。

测定的 序 列 采 用 O*-L". 进 行 比 对。 相 似 性 低 于 K3P 的 序 列，采 用 ;;G、/980F 和 9/KQG （9’H
EAJERJEEJEJJIAAIAEH2’［/2］）重新进行测定。测定后序列长度大于 /200 N#，为 /MB C?@A 序列长度的

K0P以上。

!& &# 嗜盐古菌的多样性分析

定义 /MB C?@A 序列相似性低于 K3P作为不同的分类单元［/8，/9］。采用 B!-..). 多样性指数进行多样性

分析和比较。

’# 结果

’& !# 嗜盐古菌 /MB CF@A 基因序列分析

利用 9 种不同培养基，从阿牙克库木湖分离纯化到 />M 株嗜盐古菌、中度嗜盐菌和耐盐菌。采用古菌通

用引物，扩增获取了其中 93 株菌株的 /MB CF@A 基因序列。通过 ;00; 年 8 月采集的样品，又分离测定了 9 株

菌株的 /MB CF@A 基因序列。将所获得的 M; 个序列，通过 O*-L". 程序与 J’.O-.S 已知序列进行比对分析，发

现分离菌株分属 M 个属，阿牙克库木湖嗜盐古菌以 !"#$%&’%&( 和 )"*%+,-(" 属的菌株占优势，分别占总数的

83P和 ;8P。分析结果见表 /。

表 !# 阿牙克库木湖不同样品分离菌株的分布表

()*+, !# -./01.*20.34 35 6.55,1,40 7)+387.+.9 /01).4/ :.07.4 ;<)=,=2>2 ?)=,

属名

J’.QL
种名

B#’(,’L

菌株数目

（,.6& ）

;00; 年

8 月

@Q:N’C )T
L"C-,.L

A#C,* ;00;

序列相

似性（P ）

B,:,*-C,"U
（P ）

菌株数目

（,.6& ）

;002 年

/; 月

@Q:N’C )T
L"C-,.L

?’(’:N’C
;002

序列相

似性（P ）

B,:,*-C,"U
（P ）

菌株数目

（,.6& ）

;008 年

2 月 /0 日

@Q:N’C
)T L"C-,.L
R-C(! /0
;00;

序列相

似性（P ）

B,:,*-C,"U
（P ）

菌株数目

（,.6& ）

;008 年

2 月 /; 日

@Q:N’C
)T L"C-,.L
R-C(! /;
;00;

序列相

似性（P ）

B,:,*-C,"U
（P ）

合计

（,.6& ）

I)"-*

!"#$"%.&#" !"%/ "%0-,*+,-,1+1 / KK 0 = 0 = 0 = /
!"%/ 2+13",+." / KK 0 = 0 = 0 = /

!"#$’+4$%(" !’4/ #".+1"#1+ / /00 0 = 0 = 0 = /
)"*%+,-(" ),(/ "#*&,-,1- ; K> = /00 // K> = KK ; K> = KK 0 = /9
!"#$%&’%&( !%%/ 5+,6+",0-,1- 0 = ; K> = KK M K3 = KK > K3 = KK /M

!%%/ 1"..2"%$7$%&( 0 = 0 = 8 K> = KK 3 K3 = KK //
!%%/ 1$8$(-,1- 0 = 0 = / K3 0 = /
!%%/ L#& .)V& 0 = 0 = / KM 0 = /

!"#$*-%%+0-," !*0/ *2-%($*$#-%",1 0 = ; K> = KK 0 = 0 = ;
!*0/ L#& .)V& 0 = 0 = 2 K9 = KM 0 = 2

!"#$7+7"5 !"#$7+7"5 "1+"*+.&1 0 = 2 K> = KK M K> = KK / KK /0
总计 I)"-* 9 /> ;2 /M M;
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!& !" 嗜盐古菌多样性分析

定义 /01 2345 序列相似性低于 67 8作为不同分类单元，采用 1!-..). 多样性指数进行多样性计算（表

9）。结果表明，高原盐湖分离到的 09 株嗜盐古菌可划分为 // 个不同的分类单元，冬春两季嗜盐古菌多样性

差异不明显。

表 !" 阿牙克库木湖嗜盐古菌多样性指数值

#$%&’ !" ()*’+,)-. )/0)1’, 23 4$&254)&)1 $+14$’$ )/ 6.$7’7898 :$7’

多样性指数

3,:’2;,"< ,.=’>

9??9 年 @ 月

春季

5#2,* 9??9
;#2,.+

9??A 年 /9 月

冬季

3’(’BC’2 9??A
%,."’2

9??@ 年 A 月 /? 日

春季，盐湖东部

D-2(! /? 9??@
;#2,.+，’-;"

9??@ 年 A 月 /9 日

春季，盐湖西部

D-2(! /9 9??@
;#2,.+，%’;"

1!-..). 多样性指数 !E
1!-..). ,.=’> !E

/& AA /& ?6 /& 70 ?& FF

G G 1!-..). 多样性指数计算公式 !" # $"
%

& # /
’& *.’&

［/0］H)2BI*- J)2 1!-..). ,.=’>：!" # $"
%

& # /
’& *.’&

［/0］；% 代表样品中的物种数目 %，"!’ .IBC’2

)J ;#’(,’; ,. "!’ ;-B#*’；’& 代表属于种 & 的个体在全部个体中的比例 ’&，"!’ #2)#)2",). )J ;"2-,.; ,. "!’ &"! ;#’(,’;［/0］

;" 讨论

阿牙克库木湖是地处我国新疆南部的高原内陆盐湖，卤水类型主要为湖表卤水。湖水中钠离子（@7 + $ K）

含量少，矿化度（/L7& AF0 + $ K）低于新疆其它代表性盐湖，例如：艾比湖（晶间卤水，A77& 7 + $ K）、艾丁湖（晶间

卤水，A97& 0 + $ K）、巴里坤湖（湖表卤水，9@@& 0 + $ K）等［/］。湖盆高寒，终年无夏，平均气温 ? M，最高气温

9F M。嗜盐古菌属于中温微生物，最低生长盐浓度为 /& L B)* $ K，最适生长温度一般为 A7 N @L M。尽管生存

环境恶劣，仍分离获得 09 株嗜盐古菌，分属 // 个不同的分类单元，表明阿牙克库木湖蕴藏着一定的嗜盐微生

物资源。

多样性指数可以反映物种的多样性状况。尽管季节不同，微生物群落结构在不断变化，1!-..). 多样性

指数却表明，阿牙克库木湖冬春两季嗜盐古菌多样性差异不明显。冬季样品中发现的嗜盐古菌物种，在春季

样品中都具有类似的菌株，并且在物种类型的数量上前者小于后者。结果表明随着季节的变迁，部分微生物

开始生长，达到可培养要求。阿牙克库木湖嗜盐古菌以 !()*+,-+,. 和 /(0+&12.( 属的菌株占优。这两个属的

菌株具有细菌视蛋白基因，该基因编码产物细菌视紫红质（O-("’2,)2!)=)#;,.，OP）蛋白可以利用光能，提供细

胞新陈代谢的能量。阿牙克库木湖植被稀疏、种类稀少，缺乏营养，但高原太阳辐射强烈，年日照时数可达

96?? !。相对其它不具有 OP 蛋白的嗜盐古菌而言，这两类微生物更具竞争优势。

通过对阿牙克库木湖可培养嗜盐微生物种群结构和物种多样性研究，发现 L 个属的嗜盐古菌菌株，占嗜

盐菌科已报道属的 9@8。鉴于 !()*3&3(4 (5&(0&6,5（表 9）是刚发表新属［/7］，阿牙克库木湖发现的嗜盐古菌属占

总数的 978。研究还发现 @ 个新物种（表 9），其中 /1.7 ()0,12152 和 !-87 )(6&5()5&［/F，/6］已报道。这表明阿牙

克库木湖蕴藏着具有地域特点的嗜盐古菌资源。但 /01 2P45 基因序列只是微生物中的一个重要基因，代表

一个分类学指标，确定其余特色菌株的分类地位，还需要进一步的多相分类学研究。
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