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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’，吴 敏，，‘，吴月红‘，张会斌2
(1.浙江大学生命科学学院，杭州310058;2.新疆阿尔金山自然保护区管理处，库尔勒市841以X])

摘要:从新疆南部的阿牙克库木湖采集了19个水样和15个土样，分离培养嗜盐微生物。采用PCR方法获取其中62株嗜盐古

菌16SrRNA基因序列。序列分析结果表明，分离到的菌株分属6个属，占已报道嗜盐古菌属总数的27%，其中以从山几必二

和挥山点. 属的菌株为优势菌株。通过Sha训on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4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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AbstraCt:Moleculardiversityofh公ophilicarchaeafl”mAyakekumu l五kewasinvestigatedbythe po1ymera8echainreac tion

(PCR)田mplification andculiuremethods.Ayakekumu 肠kelocatedinAltunMountainin兀njianginhigh altitude

(叩proximately3880m)衍thaslightlyalkalinepH(7.9).肠wtemperature，曲undantsudight，lownutrientlevels，high

初ndspeed，andremote罗09沮phicallocationmadeAyakekumu l月人ebecome anidealecosystemtoexanu nethebiological

diversityinastressenvi二ment.U刊rortunately，Ayakekumu 肠kehasnotbeensystelulcal】yinvestigatedbecauseofthe

difficultytogetaccesstothearea.19watersamplesandlssoil创知叭pleswere taken加mlgsiteswithinAyakeku咖 肠ke

inafieldtriponDece浏比rZ(X)3andM毗hZ(X)4.Thecultivationof而crobeusedfived政rentmedia.Underaerobic

cultUre conditions ，totall86halophilic而c找沁rganlsms，includi飞hal叩hilicazch二a，modemtelyhalophilicbacteria，and

halotoler氏ntbacteriawere isolated.Thel6SrRNA罗nese四encesOf62redstrainswere aJmP1ifiedusingPCR，detenlllned

byDNAse四encerandanalyzedth0ught BLASTnprogramsub8equently.Resultsrevealedthatallse四encesbelon罗dtosix

generag旧uped袱thinthe月乞le6acte法叱e配.Mosilyl6SrRNA邵nese叫encesrelatedtothegenera Hale励， (47%)

andN山rine、 (24%)weredsteoted.Theobserr ed而crodivers itrreflectedtheconditionsofthehabitat，whichselectfor

玩tteradapted而crobes.Haloarc haealstrainswere asai，edtoo伴rationaltaxono而。画ts(OTUs)basedonsequence

analysis.Subse叫enianalysisusingshannon indexindicatedthatculturedhalo户ilicarchaealdiversitieoare not
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51邵ificantlydifferentbetween初ntersamplingsandspring乞inAyakekumu 肠ke。Sihalarityvaluesofhaloarchaeall6S

rRNAgenesequencestoknown sequenceswerelessthan97%，suggestingthePresenceoftwonoveltaxa.Inaddition，

taxono而ccharac teristicsofNatrinema altune* andHaleb如rma lacisalSiisolatedfrOmAyakekumuLakehavebeen

describedpreviously·Thediscove叹Ofnovelspeciesprovidesnewopp0rtunityt0fortherexaminethediversityOfthese

halophiliomic伽铭anismeinAyakekumuLake.

Keywords:Ayakekumu Lake;halophilicarchaea;diversity

    我国幅员辽阔、盐湖星罗棋布，面积大于Ik扩的人志现代盐湖813个，蕴藏着丰富的嗜盐微生物资

源川。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1.smoFL。《伯杰氏细

菌系统手册》(Be嗯ey’sManualofsystematicBacte‘010盯)第2版，将嗜盐古菌分为单科14个属[2]。到2005年
12月，分类命名的嗜盐古菌增加到21个属，62个种〔’一9〕，其中包括来自我国盐湖的4个属16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一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。

1 材料和方法

1.1 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89“01’一89“40’，北纬37“22‘一37“30’。湖
长盯km，宽7一lskm，面积s7okmZ，湖水东浅西深，南浅北深，湖面海拔3ssom，湖水矿化度157.356『L，

pH值7.90，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[‘〕。

    2003年12月18日，从阿牙克库木湖采集4份水

样;2004年3月10日和12日，分别于盐湖东部采集水

样与土样各8份，西部采集水样与土样各7份(图1)。

水样为岸边卤水，土样为距离岸边5一10m约10cm深
的浅层土壤。样品采集后放于4℃阴暗保存，运抵实验

室后立即分离嗜盐微生物。

1.2一菌株的分离和保藏

    菌种分离采用nsMzMedium97、nsMzMeaium

523、HM[’0〕、cM[川和。一5培养基[‘，〕。培养基配方
如下:

.2003年12月18日的4个采样点
  FoursamPlingsl此fromD.笼m阮 182的3
▲2004娜月10日的8个采样点
  ElghtsalllPlingsltesftomMa戊hl02(X拜
.2侃闷年3月12日的7个采样点
  阮vensamPlingsltesfromMarehl22仪祷
  小箭头表示河水流入方向A厅。叭旧showflows d爪戈tlon

    DSMZMedium97(/L) 7.50gCasaminoacids 图1新疆阿牙克库木湖采样点分布图

(Difico)，10.009酵母膏(Difico)，3.009柠檬酸三钠，F‘9·1仆emavofsaxnvl‘ngs“esarOUn dAyakekumu以einXinji，

2.009氯化钾，20.009七水硫酸镁，0.059七水硫酸亚

铁，0.20mg硫酸锰，250.009氯化钠，pH7.4.

    DSMzMedium823(/L)125.09氯化钠，160.09六水氯化镁，5.09硫酸钾，0.19水合氯化钙，1.09

酵母膏(Difico)，1.ogCasaminoacids(Difico)，2.09淀粉，pH7.0.

    HM(/L)100，09氯化钠，2.09氯化钾，1.09七水硫酸镁，0.369水合氯化钙，0.239澳化钠，0.069

碳酸氢钠，少量氯化铁，5.09蛋白陈(Difico)，10.09酵母膏(Difico)，1.09葡萄糖，pH7·2一7.4·

    cM(/L)7.sogcasamin。acids(nific。)，10.009酵母膏(n讯c。)，3.009柠檬酸三钠，2.009氯化钾，

20.009七水硫酸镁，0.059七水硫酸亚铁，200.009氯化钠，pH7.2，

    0一5培养基(/L)200.009氯化钠，20.009七水硫酸镁，3.009柠檬酸三钠，2.009氯化钾，0.209无水
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氯化钙，10.009细菌蛋白陈137(伍。id)，pH7.0.

    土样用相应液体培养基悬浮;水样经0.45林m和0.22林m滤膜压滤后，滤膜加人液体培养基中，培养液
梯度稀释涂布平板，37℃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4℃和甘油管
一80℃长期保藏。

1.3 基因组总DNA的提取

    采用嗜盐古菌DNA少量快速提取方法，新鲜菌体加400川无菌水破细胞，70℃水浴处理10min。

1.416srDNA序列的扩增与鉴定
    PCR扩增引物为22F:5’一ATTCCGGTTGATCCTGC一3’;和1540R:5’一AG以GGTGATCCAGccGcAG一’。

PCR反应条件为50闪反应体系加人50ngDNA模板，30个循环;变性94℃，45。;退火50℃，75。;延伸72℃，

00。。扩增的PCR产物送上海生物芯片有限公司纯化并进行DNA序列测定，测序引物为22F，测定的序列长

度大于soobPo
    测定的序列采用 Blasin进行比对。相似性低于97%的序列，采用22F、1540R和519uF(5’-

cAGcMGccGc以万AATAc一’[’31)重新进行测定。测定后序列长度大于1300坤，为16srDNA序列长度的
90%以上。

1.5 嗜盐古菌的多样性分析

    定义16SrDNA序列相似性低于97%作为不同的分类单元〔’4，lsJ。采用shannon多样性指数进行多样性
分析和比较。

2 结果

2.1 嗜盐古菌16SrRNA基因序列分析

    利用5种不同培养基，从阿牙克库木湖分离纯化到186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57株菌株的16SrRNA基因序列。通过2002年4月采集的样品，又分离测定了5株

菌株的16SrRNA基因序列。将所获得的62个序列，通过Bhstn程序与GenBank已知序列进行比对分析，发

现分离菌株分属6个属，阿牙克库木湖嗜盐古菌以Hale耐二 和刀d名汀、ma 属的菌株占优势，分别占总数的

47%和24%。分析结果见表1。

            衰1 阿牙克库木湖不同样品分离菌株的分布表
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2.2 嗜盐古菌多样性分析

    定义16srDNA序列相似性低于97%作为不同分类单元，采用Shannon多样性指数进行多样性计算(表

2)。结果表明，高原盐湖分离到的62株嗜盐古菌可划分为11个不同的分类单元，冬春两季嗜盐古菌多样性

差异不明显。

          衰2 阿牙克库木湖啥盐古菌多样性指数值

TableZ 众versityiOdl渭 ofhal0Ph击carChaeainAyakek阴muLake

多样性指数

Dlvers ityindex

2(X)2年4月
    春季

APrilZ(X)2
    日pnng

2003年12月

    冬季
Dece浏阮rZ(X)3

2(X拜年3月10日
  春季，盐湖东部

认nier

MarOhl02(X玲

  叩nng ，e朋t

2创抖年3月12日
  春季，盐湖西部
  Malchl22(X妈

  sPring，w翻t

  Shannon多样性指数H，

  Shannon index H，
.........口......

                                                                                夕 S

  shannon多样性指数计算公式“’二一各’‘InPi〔’‘，Formula forshannonindex:H’=
ofs户沈iesinthesam ple;Pi代表属于种1的个体在全部个体中的比例P‘，theproportion

一艺PllnP‘汇’‘，;5代表样品中的物种数目5，thenuJ阎比r

ofs加insintheith卿ies[16]

3 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(47岁L)

含量少，矿化度(157。386岁L)低于新疆其它代表性盐湖，例如:艾比湖(晶间卤水，377.7岁L)、艾丁湖(晶间

卤水，327.6扩L)、巴里坤湖(湖表卤水，244.6梦L)等川。湖盆高寒，终年无夏，平均气温。℃，最高气温
28℃。嗜盐古菌属于中温微生物，最低生长盐浓度为1.sm0FL，最适生长温度一般为37一45℃。尽管生存

环境恶劣，仍分离获得62株嗜盐古菌，分属11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，Shannon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Halerubrum和Natrinelna 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(Bacteriothed叩sin，BR)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

2900h。相对其它不具有BR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5个属的嗜盐古菌菌株，占嗜

盐菌科已报道属的24%。鉴于Ha枷动。asiaticus(表2)是刚发表新属[”〕，阿牙克库木湖发现的嗜盐古菌属占

总数的27%。研究还发现4个新物种(表2)，其中八吮爪.。ltune*和刀分:lacisa械[”，’9〕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16SrRNA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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