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嗜盐古生菌AJ6 的分离及系统发育分析
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摘 　 要: 从新疆阿尔金山国家自然保护区阿牙克库木湖分离纯化得到嗜盐古生菌A J6, 革兰氏染色呈阴性、杆状、

少数球形、菌体大小为 0. 2～ 0. 6 Λm × 1. 6～ 4. 2 Λm , 最适N aC l和M g2+ 质量浓度分别为 15% 和 0. 6% , 在pH 为

610～ 710 条件下生长良好Λ在此基础上, 进一步通过PCR 方法扩增了菌株A J6 的 16S rRNA 基因 (16S rDNA ) , 测

定了该基因的核苷酸序列, 并利用“Clusta lw ”软件和“PH YL IP”软件包分析 16S rDNA 序列, 对其进行同源性比较

和系统发育学分析, 建立了嗜盐古细菌的系统发育树Λ结果表明菌株AJ6 与N nm. p a llid um、N nm. p ellirubrum 和

N nm. versif orm e 分在同一类群中, 16S rDNA 序列同源性分别为 97. 47% , 96. 44% 和 98. 12% , 菌株 A J6 是

N a trinem a 属中的一个新成员, 命名为N atrinem a altuensisΛ菌株A J6 的 16S rDNA 序列已登陆到 GenBank, 其序列

号为A Y277584Λ
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Abstract: Haloph ilic A rchaea A J 6 w as iso la ted and purified from the A ltun M oun tain N ational N atu re R eserve of

X in jiang U ygu r A utonomous R egion. Stra in A J 6 is Gram 2negative rods, a few are globu lar, w ith the size of single

cell of 0. 2 - 0. 6 Λm by 1. 6 - 4. 2 Λm. T he op tim um salt concen tra t ion fo r its grow th is 20% N aC l and 0. 6%

M g2+ , and the op tim um pH is 6. 0 - 7. 0. Based on its mo rpho logy and physio logical and b iochem ical featu res, 16S

rRNA encoding gene (16S rDNA ) from A J6 w as amp lified by PCR , and their nucleo tide sequences w ere

determ ined. “C lusta lw ”and “PH YL IP” softw are bags w ere u sed to analyze 16S rDNA sequence, and the

homo logy w as compared and phylogenetic analysis w as exerted, at the sam e tim e, phylogenetic tree of haloph ilic

archaea w as estab lished. It w as con sidered that stra in A J 6 is a novel species of the genu s N atrinem a, and the nam e

N atrinem a altuensis is p ropo sed. The GenBank accession num bers of the 16S rDNA sequences abou t strain A J6 is

A Y277584.
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　　嗜盐菌是一类生长在盐湖、天然或人工盐场、

盐碱地带的细菌Λ一般认为, 生长环境需要的最适

N aC l 质量浓度在 15% 以上的嗜盐菌被称为极端嗜

盐菌[ 1 ] , 其遗传、生理生化特性和菌种资源都具有研

究和利用价值Λ我国新疆地区具有地理环境特殊, 物

种资源丰富的特点, 从该地区的阿尔金山国家自然

保护区阿牙克库木湖中分离纯化到一株嗜盐古生菌

A J 6, 在进行部分生理生化指标检测的基础上, 测定

了其 16S rRNA 基因 (16S rDNA ) 序列, 并进而对

A J 6 进行了系统发育分析Λ

1　材料和方法

1. 1　菌株来源

菌株A J 6 分离自阿尔金山的阿牙克库木湖, 参

比菌株H a lobacterium ha lobium R 1M 1 由复旦大学



生命科学学院李庆国教授惠赠Λ
1. 2　培养和分离

菌种分离和富集培养采用 RM 培养基 (göL ) :

N aC l 250. 0, 无水M gSO 4 9. 7, 柠檬酸钠 3. 0, KC l

2. 0, 无水 CaC l2 0. 2, 细菌蛋白胨 (L 37) 10, pH 7. 0Λ
固体培养基加琼脂 15Λ

水样直接加到液体培养基中 (水样∶液体培养

基, 1∶10) , 37 ℃、120 röm in 光照振荡培养 12 d, 此

时培养基呈红色, 取培养基100～ 200 uL 涂布平板,

37 ℃光照培养, 待菌落长出后, 挑取单菌落反复划

线纯化 3 至 4 次, 将最后一次挑取的单菌落接入液

体培养基, 光照振荡培养 7 d 待用Λ
1. 3　菌体特征和生长条件鉴定

1. 3. 1　个体形态

在RM 培养基中 37 ℃光照培养 48 h, 革兰氏染

色, 然后在光学显微镜下观察细菌细胞的形状, 并测

定其大小Λ
1. 3. 2　菌落特征

划线接种于牛奶 2盐 2琼脂培养基[ 2 ] , 37 ℃ 光

照培养Λ
1. 3. 3　生长条件鉴定

所有生长试验均在 20 mL 试管中装 5 mL 培养

基, 按10% 接种后37 ℃光照培养7 d, 然后用721型

分光光度计在 460 nm 波长处测定光密度[ 2 ]Λ每组试

验 3 个重复Λ
1. 4　基因组总D NA 的抽提

DNA 抽提方法[ 3 ]: 取 10 mL 菌液, 12 000 röm in

离心 2 m in; 取沉淀加溶液 I(葡萄糖 50 mM , T risõ
C l pH 8. 0 25 mM , ED TA pH 8. 0 10 mM ) 重悬沉

淀; - 20 ℃冻融 2 至 3 次, 充分破裂细胞; 加入蛋白

酶K (20 m gömL ) 至终浓度0. 1 m gömL ; 37℃水浴3

h, 其间轻缓颠倒离心管数次; 加入等体积酚∶氯仿

∶异戊醇 (v∶ v∶ v = 25∶24∶1) 抽提 2 次, 取上

清, 加入 2 倍体积无水乙醇沉淀核酸, 风干, - 20 ℃

保存Λ
1. 5　16S rD NA 的 PCR 扩增

根据文献[2, 3 ] 报道的已知 16S rDNA 序列, 使

用DNA STA R 软件设计一对通用引物如下:

上游: 5’ A T TCCGGT T GA TCCT GC 3’

下游: 5’ A GGA GGT GA TCCA GCCGCA G 3’

PCR 扩增条件: 94 ℃变性1 m in; 50 ℃退火45

s; 72 ℃延伸 1 m in30 s, 50 ΛL 反应体系 35 个循环Λ
1. 6　PCR 产物的回收及纯化

采用 2% 的琼脂糖凝胶电泳检验 PCR 结果, 并

割胶回收, 回收产物用U N IQ 210 柱式 PCR 产物纯

化试剂盒 (购自上海生工生物工程有限公司) 纯化Λ
1. 7　纯化产物的克隆及序列测定

纯化的 PCR 产物采用直接 T öA 克隆法进行克

隆Λ先使用 pU Cm 2T 载体 PCR 产物克隆试剂盒 (购

自上海生工生物工程有限公司) 将 16S rDNA 纯化

片段连接到质粒 pU Cm 2T 上, 再转化到大肠杆菌

DH 5Α菌株制备的感受态细胞中, 在含氨苄青霉素

(AM P+ ) 的平板生长过夜, 挑选白斑, 经 PCR 验证

和酶切验证后, 随机取 3 个阳性克隆测序Λ重组质粒

采用AB I P rism 377XL 测序仪测定DNA 序列, 测序

引物为M 13F 和M 13R Λ
1. 8　系统发育树的构建

将菌株A J 6的 16S rDNA 序列与从GenBank 数

据库中获得的嗜盐菌 16S rDNA 序列, 通过

C lu sta lw 1. 8 软件包进行多序列匹配排列, 其中形成

的缺口用中性元素填补, 然后将多序列匹配排列结

果输入PH YL IP (v3. 6a3) 软件包进行系统发育的推

测和分析Λ用于比较的相关菌株的基因库序列号等

信息见表 1Λ

2　结　果

2. 1　嗜盐古生菌AJ6 的分离

富集后的培养液划线于RM 培养基平板, 根据

菌落形态的差异, 挑选菌株A J 6 接种于 5 mL 的RM

培养液中振荡培养, 48 h 后发现培养液颜色从淡黄

色转变为橙红色Λ
2. 2　形态特征和生长条件

2. 2. 1　个体形态

菌株A J 6 为革兰氏阴性菌, 不运动, 呈杆状, 少

量球形, 菌体大小为 0. 2～ 0. 6 Λm × 1. 6～ 4. 2

Λm , 显微镜下观察结果见图 1Λ

图 1　A J6 菌体的显微镜照片 × 2000

F ig. 1　Op tical m icrograph s of stra in A J 6 × 2000

2. 2. 2　菌落特征

在牛奶 2盐 2琼脂培养基上生长良好, 菌落呈橙

红色, 不透明, 圆形, 表面光滑, 边缘整齐, 直径 1. 0
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～ 2. 0 mm Λ
表 1　用于比较及系统发育分析的 16S rDNA 序列

T able 1　16S rDNA sequences used fo r comparison and phylogenetic analysis

Scien tific nam e Strain A ccession num ber R eference

H alobacterium sa lina rum D SM 3754 A J496185 U npublished

H a lococcus m orrhuae N RC16008 D 11106 4

saccharoly ticus A TCC49257 AB 004876 5

N atria lba chahannaoensis C112 A J004806 U npublished

hu lunbeirensis A S1. 1986 A F262026 6

m ag ad ii N CM B 2190 X72495 7

N a trinem a p allid um N C IM B 784 A J002948 8

p ellirubrum N C IM B 786 A J002947 8

versif orm e JCM 10478 AB 023426 9

N atronobacterium g reg ory i N C IM B 2189 D 87970 10

N a tronococcus am y loly ticus A h236 D 43628 11

occu ltus N CM B 2192 Z28378 12

N a tronom onas p haraon is JCM 8858 D 87971 10

N a tronorubrum bang ense A 33 Y14028 13

tibetense GA 33 AB 005656 13

2. 2. 3　生长条件

N aC l 质量浓度对生长的影响: A J 6 在N aC l 质

量浓度为 12. 5% ～ 17. 5% 的培养基中生长良好,

N aC l质量浓度低于 5% 和高于 30% 菌体不生长, 最

适生长的N aC l 质量浓度为 15% , 故菌株A J 6 属于

极端嗜盐菌Λ

M g2+ 质量浓度对生长的影响: A J 6 在M g2+ 质

量浓度为 0. 6% ～ 2. 4% 时适宜生长, 最适生长的

M g2+ 质量浓度为 0. 9% Λ
pH 对生长的影响: pH 为 6. 0～ 7. 0 条件下A J 6

生长良好, 当 pH 值低于 5 或高于 10 时, 不能生长Λ
生长曲线见图 2Λ

图 2　 菌株AJ 6 的生长曲线 (N aC l,M g2+ , pH )

F ig. 2　Grow th curves of strain A J6 (N aC l, M g2+ , pH )

2. 3　嗜盐古生菌AJ6 的 16S rD NA 的 PCR 扩增结

果和序列

　　用一对通用引物可从菌株A J 6 的DNA 中获得

一段长度约 1. 5 kb 的扩增片段, 电泳图谱见图 3Λ
结果表明,A J 6 的 16S rDNA 序列与参比菌株

H a lobacterium ha lobium R 1M 1 的 16S rDNA 序列

大小类似Λ扩增片段经克隆后测序, 测得 A J 6 含

1461 个碱基, 该片段的 DNA 序列已登陆到

GenBank, 其序列号为A Y277584Λ

2. 4　嗜盐古生菌 16S rD NA 序列相似性比较

为了比较各菌株间的 16S rDNA 序列相似性,

通过 C lu sta lw 软件包, 把各菌株序列转化为

PH YL IP 可以识别的形式, 用DNAD IST 应用程序

求各菌株序列的遗传距离, 然后转化为相似性, 表 2

列出了各菌株的 16S rDNA 序列的相似性Λ

2. 5　嗜盐古生菌的系统发育

所构建的嗜盐古生菌的系统发育树见图 4, 它

是以各菌株 16S rDNA 序列为基础构建的Λ构建方

法如下: 首先, 根据“K im u ra 22p aram eter”方式, 通

过序列数据计算矩阵距离; 然后, 输入到 F itch 程序

中, 根据 F itch2M argo liash 氏方式进行系统进化树

估算[ 14 ]Λ各分支点的重复性用 PH YL IP 软件包中的
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Seqboo t、Con sen se 程序分析, 重复数为 1 000Λ从系

统发育树上看, 菌株A J 6 与N nm . p a llid um、N nm .

p ellirubrum 和N nm. versif orm e 分在同一类群中,

16S rRNA 序列同源性分别为 97. 47% , 96. 44% 和

98. 12% Λ

表 2　嗜盐古生菌各菌株 16S rDNA 序列相似性
T able 2　Sim ilarity of 16SrDNA sequence of haloph ilic archaea stra in s

N o. and

abbreviation

% Sim ilarit ies of 16S rDNA sequence

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 N ab. hu lunbeirensis 98. 37 97. 27 98. 59 95. 73 93. 80 93. 07 95. 07 94. 58 93. 22 92. 55 93. 46 88. 33 88. 52 89. 03 88. 74

2 N ab. chahannaoensis 96. 65 94. 85 96. 00 93. 46 92. 80 94. 66 94. 30 92. 67 92. 42 93. 39 88. 47 88. 25 89. 24 88. 87

3 N ab. m agad ii 93. 36 94. 64 91. 96 91. 22 93. 29 92. 70 91. 93 91. 19 92. 02 87. 58 87. 70 88. 89 88. 94

4 N rr. bang ense 96. 07 93. 53 93. 00 94. 87 94. 51 92. 33 91. 73 92. 37 89. 01 88. 32 88. 54 88. 40

5 N rr. tibetense 93. 60 92. 87 94. 80 94. 30 93. 28 92. 42 92. 98 89. 21 88. 99 89. 31 89. 49

6 N nm. p a ll id um 97. 74 97. 47 96. 80 91. 79 96. 50 91. 55 87. 25 87. 02 87. 36 86. 89

7 N nm. p ellirubrum 96. 44 96. 38 90. 64 90. 23 90. 39 86. 09 86. 01 86. 46 86. 14

8 A J6 98. 12 92. 47 91. 67 92. 50 87. 99 87. 84 88. 89 87. 99

9 N nm. versif orm e 90. 71 90. 16 91. 21 86. 43 86. 35 88. 19 86. 83

10 N cc. am y lolu ticus 95. 77 95. 23 88. 87 88. 99 88. 75 89. 35

11 N cc. occu ltus 92. 91 86. 70 87. 36 88. 68 88. 33

12 N bt. g regory i 88. 87 90. 01 88. 61 88. 74

13 H cc. m orrhuae 94. 43 88. 13 88. 94

14 H cc. saccharoly ticus 88. 19 88. 66

15 H bt. salinarum 87. 71

16 Nm n. pharaon is

　　Sim ilarit ies > 95% are underline

图 3　 菌株A J 6 16S rDNA PCR 扩增结果电泳图谱

F ig. 3　A garo se gel electropho resis of PCR

p roducts of stra in A J 6 16S rDNA

3　讨　论

从新疆阿尔金山国家自然保护区阿牙克库木湖

分离得到的嗜盐菌株A J 6, 革兰氏阴性, 不运动, 液

体培养时细胞呈杆状, 少数球形, 菌体在N aC l 质量

浓度低于 5% 的条件下不能生长, 最适生长N aC l 质

量浓度为 15% , 最适生长M g2+ 质量浓度为 0. 9% ,

最适生长pH 6. 0～ 7. 0Λ因此, 菌株A J 6 属于极端嗜

盐菌Λ
目前, 嗜盐古生菌分成 1 个科 —— 嗜盐菌科,

15 个属, 50 多个种[ 15, 16 ]Λ根据嗜盐古生菌分类标

准[ 17 ] , 新的分类单位应当优先同基于核苷酸序列的

系统发育学分析相一致[ 18 ]Λ嗜盐古生菌基于 16S

rDNA 序列的系统发育学进化距离与表形特征、化

学分类数据有着很好的相关性[ 17 ]Λ一般认为, 若 16S

rDNA 序列同源性小于 98% , 则可认为属于不同种;

若同源性小于 93% ～ 95% , 则可认为属于不同

属[ 18 ]Λ从系统发育树和 16S rDNA 序列同源性角度

分析 (见图 4 和表 2) , 菌株A J 6 与N nm. p a ll id um、

N nm . p ell irubrum 和N nm . versif orm e 分在同一类

群中, 并且同源性为 96%～ 98% Λ因此,A J 6 可认为

是 N a trinem a 属 中 的 一 个 新 成 员, 命 名 为

N a trinem a a ltuensis.

4　结　论

对阿尔金山国家自然保护区阿牙克库木湖中的

嗜盐古生菌的分离纯化以及菌株A J 6 的分类学研

究, 结果表明了新疆的阿尔金山地区盐湖含有丰富

的嗜盐古生菌物种资源Λ目前, 分离出的菌株包括极

端嗜盐菌和中度嗜盐菌, 今后可尝试在其它不同条

件下进行分离和纯化, 如嗜盐碱、嗜热等菌株, 从而

更好地研究新疆阿尔金山盐湖地区的菌类资源Λ
另外要提及的是, 嗜盐菌紫膜上存在的细菌视

紫红质 (Bacterio rhodop sin,BR ) ——BR 蛋白, 是一

种优良的光敏材料, 有着良好的应用前景[ 19 ]Λ目前,

仅 在 嗜 盐 菌 科 的 H a lobacterium , H a loa rcu la ,

H a lorubrum 及 H a lom icrobium 4 个属中发现有此
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图 4　 根据 16S rDNA 序列构建的

嗜盐古生菌系统发育树

F ig. 4　Phylogenetic tree of ex trem ely haloph ilic

archaea on the basis of 16S rDNA sequences.

蛋白[ 15 ]Λ由于从野外分离的菌株膜上BR 蛋白表达

量较低, 而基于对菌株的系统发育学研究和分类学

地位的确定, 进而得到全长基因序列, 并将其转到高

表达菌株中进行高效表达, 即可比较容易大量获得

BR 蛋白, 并应用于实际研究中Λ
衷心感谢新疆阿尔金山自然保护区管理处张会

斌、刘志虎协助采集样品Λ
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