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含子和外显子的SRAP多态性标记。由于 SRAP标记主要是对 

ORFs进行扩增，提高了扩增结果与表现型的相关性。一方面， 

SRAP标记采用 PCR扩增 ，不需要像 RFLP标记那样要求高纯 

度和高浓度的DNA和使用放射性同位素，减少了对试剂质量、 

仪器设备的要求 ，同时也减少了对实验操作人员的身体等方 

面的损害 ；另一方面，SRAP标记也不需像 RAPD、SSR标记那样 

花费大量人力、物力进行引物设计、开发 ，也不需像 AFLP那样 

需要预扩增和连接 ，减少了对人力、物力 的需求和依赖，并且 

多次重复试验结果稳定克服了 RAPD重复性、稳定性差的缺 

点。而最为重要的一点是 SRAP标记 比 RAPD标记稳定且其 

多态性可与 AFLP标记相媲美。由于具有这些优点，SRAP标 

记已经在很多作物 上开展了一系列的相关研究。对于分 

析像西瓜这种遗传差异小的作物，SRAP标记尤其显示了它的 

优点。 

李严 曾对两种不同的银染方法进行比较。而本研究首 

次对银染 固定时间、染色液浓度、显色液浓度进行探索分析。 

结果表明效果较为理想。与此同时，本研究采用 SRAP分子标 

记对西瓜品种 Dl、I)2、 、Hl、H2、 、Ml、M 、M，、m。、m2、ms的 

多态性进行了分析。每对引物组合产生 13 25对比较清晰的 

扩增带。8对引物组合产生的多态性带的比例为 16．666％ 

38．464％，平均为 28．675％。这表明 SRAP标记多态性还是较 

高的，可以适于分析西瓜等遗传差异小的作物。 

由于 SRAP标记是对 ORFs进行扩增，因而对基因相对较 

少的着丝粒附近以及端粒的扩增较少。如果结合可扩增这些 

区域的 S 标记 ，将可获得覆盖整个基因组的连锁图。再者， 

SRAP是基于 PcR的方法，易于实现自动化，随着 SRAP的发展 

和自动化，以此为基础，结合其他的标记，可快速地构建高饱 

和度的遗传图谱。SRAP是一种新型的分子标记技术，已经在 

多种植物的研究中成功地应用，它适于在不同作物上用于各 

种目的的研究。SRAP标记将会成为植物研究领域的一个有 

力的工具。虽然分子标记辅助育种一次性投资大，比传统的 

表型选择成本高，但其成本，效益比却不高，特别在处理复杂的 

性状上显示出了极具潜力的用途。 
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巴里坤湖和玛纳斯湖嗜盐菌的分离及功能酶的筛选 
顾晓颖 ，李冠 ，吴敏 

(1．新疆大学生命科学与技术学院，新疆 乌鲁木齐 830046；2．浙江大学生命科学学院，浙江 杭州 310058) 
摘要 ：目的：了解新疆巴里坤湖与马纳斯湖中嗜盐菌及功能酶的多样性。方法：从两湖中采集水样进行菌种分离，采用 PCR 

方法扩增出其 16S rRNA基因(16S rDNA)，并测定了基因的序列。对分离菌株进行了蛋白酶、淀粉酶、酯酶、脂肪酶、以及纤维素酶 
的筛选。结果：从两湖水样共分离得到 5l株嗜盐菌。基于 16S rDNA序列的同源性比较和系统发育学分析，发现从两湖分离获得 
的中度嗜盐菌分别属于 P ∞DDc 、Bac／／／ac~、 ∞c 、Ha／omonadaceae、Sd／co／aceae以及 Pseudomo~ 6个属。分离 

得到的极端嗜盐古菌属于此 哟 ∞ 属。功能酶筛选结果表明产蛋白酶的嗜盐菌共有 l5株，产酯酶的共有23株，产淀粉酶 
的共有 8株，未获得产脂肪酶和纤维素酶的嗜盐菌。结论：新疆巴里坤湖和马纳斯湖中有丰富的嗜盐微生物资源及酶资源，有重 
要的研究意义和应用前景。 
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GU Xiao一 ngl，U Cuan”， r【J Mi 
(1．College 0fLife Sciences and Technology。Xinjiang University，Urumqi 830046，China； 

2．College ofLife Sciences，2hejiang Unive~ity，№ngzh I 301158，China) 
A 嘲 ：Obteclive：To understand the diversity of halophilie archaea and bacteria diversity and the extracellular hydrolytic蜘 mes diversity 0f 

Barkol lake and Nanasi lake．Melthods：Water samples were collected and the phylogenetic divemty ofhalophilie bacteria associated with the wa— 

terwasinvestigated．Prot~ ，etlster'ase，amyl~e，lip~e and eellula~ from these swainswere screened．Rib．Ills：51 strains ofhalophilie bacte- 

fiaⅥeI℃isolated．On the bs~is ofthe homology and phylogene6e analysis of 16S rDNA，it was considered妇 the l,~l,,vhiUc bacteriaⅥ帆 identi- 

fled鹊members 0fhalophilie bacteriafi'om the two lakes were related to the genera P／anococcaceae。Bad／／aceae，Staehdococ~ ，ha／o~ - 
∞。．sa2 D2ld 伽，Pseudomonadacaeae and extremely 白 archaea loere iaentO~a∞ 日nb们 ofthe generaI-lalobaaeria,：eae．15 strains 
produce protease。23 strain produce estcr'ase，8 smiins produce amyl~e and lrlO strain produce lip~e and cellula~．I ndl 10n：It was indicated 

tlult there a abundant l'esource 0f lmlophilic microorgani~ and enzyl／le in Barkol lake and Manasi lake． 

1【eyWOI~ -"salt lake；halophilic bacteria；halophilie arctu~ ；biodiversity；extrs~ l1]ar hydrolytic enzyme8 

极端水解酶如蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶等在食品工业、饲 

料业 、生物及化学工业方面都有重要应用前景。由于工业生 

产中某些生产条件的限制，已有的水解酶往往达不到最大活 

性 ，因此寻找能够适应不同温度、酸碱度以及盐水活度的极端 

水解酶就成为一类重要的课题u。J。嗜盐菌是能在 NaC1浓度 

在 3—15％之间生存的一类原核生物 J，由于其生境为特殊的 

高盐环境，因此嗜盐菌所分泌产生的水解酶往往都具有耐高 

盐的性质。 

巴里坤湖位于天山东段北坡 ，湖面海拔 1 585m，湖盆长期 

以来 为积盐中心，湖水矿化度高达 276—283g／L，晶间盐水矿 
化度高达 456—463g／Lt 。玛纳斯湖位于准噶尔盆地西部，盐 

储量高达 15．8×lo't，是新疆三大盐基地之一 J。两湖都有较 

高的中盐分。本实验采用巴里坤湖的晶间湖水和马纳斯的湖 

水作为实验材料，首次系统研究湖中极端微生物的群落结构 

并进行了蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶、酯酶以及脂肪酶的筛选 ， 

以期了解巴里坤湖和玛纳斯湖嗜盐微生物的多样性以及酶资 

源的多样性。结果表明两湖中有较丰富的嗜盐菌物种资源。 

1 材料与方法 
1．1 材料 

1．1．1 样品采集 

2OO5年 6月分别采集新疆的巴里坤盐湖(92~43’ 92o52’ 

东经，43~36’一43。42’北纬)水样 2份和玛纳斯盐湖(85o37’ 

86~16’东经，45~37’一45。55’北纬)水样 3份，样品采集后放于 

4℃暗处保存 ，运抵实验室后立即开始分离。 

1．1．2 试剂 

c-．L~,naino acids，Yeast extract，购 自美国 BD公司。Prot~ 一 

peptone lrlO．3购 自Difco公司。KC1、MgSO,·7 H20、FeS04·7 H20、 

2．Og，MgSO,。7H20 1．Og， ’2H20 0．36g，r~arIco3 0．06g， 

FeCI3 Tr，Prot~ 一peptonelrlO．3 5．Og，Yeast extract 10．Og，Glue~  

1．Og，pH 7．2—7．4。 

③ APA培 养基 (／L)：NaC1 20．Og，KtI2P04 2．Og。~gSO,· 

7H20 1．Og，Prot~ 一peptone lrlO．3 5．Og，Yeast extract，5．Og，Glu- 

eose 1．Og，Na2co3 10．OOg，其中，Na2co3与培养基分开灭菌，待 

温度降到55~C后混匀。pH9．5—1O。 
1．2 方法 

1．2．1 菌株的分离与保藏 

水样经 0．45pan和 0．22tma滤膜过滤。滤膜加人液体培养 

基震荡均匀后，梯度稀释涂布平板。37℃光照培养 5—14d． 

经反复划线纯化，直至获得单菌落。菌株采用液体石蜡法 4~C 

和甘油管法 80℃长期保藏。 

1．2．2 嗜盐菌产极端酶菌株筛选 

产蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶、脂肪酶及酯酶 的嗜盐菌都 

采用平板筛选方式，分别采用脱脂牛奶  ̈(1％)、可溶性淀 

粉 (1％)、羧甲基纤维素钠(0．4％)n 、吐温 一6o(1％)、3一 

丁酸甘油酯(1％)作为底物。将菌株接人相应的培养基，培养 
一 段时间后观察菌株是否产生透明圈。 

1．2．3 基因组总 DNA提取 

采用嗜盐菌 DNA少量快速提取方法。新鲜菌体加 400止 

无菌水破细胞 ，100℃处理 lOmin。 

1．2．4 PCR扩增 

根据菌株的不同设计两对通用引物。古菌： 

上游：5’一ATr CCGCTrGAT CCTGC一3’； 

下游：5’一AGG AGG TGA TCC AGC CGC AG一3’ 

细菌： 

SiISO4。 0、NaC1、CaC12·2H20、N~co3、FeCI3、KtI2P04、柠檬酸 上游：5’一AGA CTr TGA TCC TC．G CTC AG一3’； 

钠、葡萄糖、琼脂，均来自上海沪试；刚果红、三丁酸甘油酯、羧 

甲基纤维素钠购自上海生工，以上试剂均为分析纯。脱脂牛 

奶由光明乳业生产 ，购于新疆大学教育超市。 

1．1．3 仪器 

高压灭菌锅为 日本 SANYO；3M电热恒温干燥箱；BP2100S 

型电子天平 ；高速冷冻离心机为 Eppendorf公司 5417R型；电泳 

仪为 Bio—Rad公 司产 POWERPAC300型；PCll仪为 MJ产的 

PI℃一100型。 

1．1．4 培养基 

① CM 培养 基 (／L)：~ lfltO acids 7．50g。Yeast extract 

10．OOg，N码 一citrate 3．OOg，KCI 2．OOg，Mgs04。7 H20 20．OOg， 

FeS04’7 0 0．05g，NaC1 200．OOg，pH 7．2。 

② HM培养基(／L)(Ventosa，et a1．，1982)：NaC1 100．Og,KCI 

收稿日期-'2007—03—02；修回日期：2OO7—03—26 

基金项目：国家“973”项 目资助(2004CB719604—3)；国家自然科学基金 
项 目资助(3o67oo48) 
作者简介：顾晓颖(1982一)，女 ，硕士生，专业方向：植物学、植物生物 

技术，E—inllil； 8oyi @hotmail．c0rn；*通讯作者：李冠(1949一) 
男，博，硕士导 ，教授 ，Td：0991—8581106，E—mail：guan]i@xiu．edu．cn。 

下游：5’一ACG GHT ACC TrG TrA CGA CIT一3’ 

PCll反应条件为 5O 反应体系 33个循环；变性：95℃， 

30s；退火：50℃，45s；延伸 ：72℃，lmin。 

1．2．5 系统发育树的构建 

将所分离获得所有菌株的 16S rDNA序列与从 CenBartk数 

据库中获得的嗜盐菌 16S rDNA序列，采用 Clustal w 软件进行 

序列比对，然后利用 MEGA 3．1软件进行序列分析，统计计算 

有关的数据和遗传距离并根据不同科 ，选取合适的外种群。基 

于遗传距离 ，采用邻接法(N—J，Neighbor Joini~)构建系统进 

化树。 

2 结果与分析 

2．1 极端嗜盐古茵与中度嗜盐茵的分离 

根据富集后涂布的平板，因其单菌落的不同形态及其生 

长的培养基分为两类 ，挑单菌后分别培养，共得到 51个单菌。 

玛纳斯湖分得 28株(编号为 MNS1 MNS28)，巴里坤湖分得 23 

株(编号为 BLK1一BtX23)。中度嗜盐菌 35株 ，极端嗜盐古菌 

16株。 

嗜盐古菌在液体中一般需要培养 2～3d。平板上的单茵 

落均有蜡样光泽，以红色、桔红色为主，需要生长 3 5do中度 

嗜盐菌在液体和固体培养基中都为黄色或白色，在平板上表 
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现为干燥或湿润，液体中生长 1～2d，平板上需生长 2～4d。 

2．2 极端嗜盐古菌及中度嗜盐菌 16S rDNA序列比较及其系 

统发 育 

根据 PCR扩增的结果 ，将所有的16S rDNA序列与从 Gene． 

Bank数据库中获得的嗜盐菌 16S rDNA序列进行比对 ，发现所 

有的 51株菌中有 13株菌属于 Bacili(Planacocea、Bacillaceae、 

Staphylococcaceae三 个 属)，20株 菌 属 于 Gammapmteobactefia 

(Halomonadaceae、 ∞cc( 两 个 属 )，16株 菌 属 于 

Halobactefia(Ha／obacter／aceae一 个 属 )，2株 菌 属 Alphapro— 

teobactefia(Psetwtomonadacaeae一个属)(表 1)。其中，近 25％菌 

株的序列与相应的标准菌株有 100％的相似性 ，40％菌株的序 

列与相应的标准菌株有 99％的相似性，35％菌株的序列与相 

应的标准菌株有 98％ 一96％的相似性。菌株 Bu(7、BLK8、 
BIj 、BLK10、BLKl1、BLK12、BLK13、BLK14、BLK15、BLK16、 

BLK19、MNS2、MNSIO、MNS13、MN$20，这 15株与已发表种的 16S 

rDNA序列有 96％～98％的相似度。其 中，MNSIO与 Ha／ov／br／o 

de,atrf~ ns为 96％ ，BLK7与 Ha／omonas campan／ens／s为 96％， 

BLK8和 BLK14与 Ha／omonas boliviensis为 9r7％，BU(19与 Halot— 

errigena thermotolerans 为 97％，BLK10、BLK12、BLK13 与 

Halomonas campisalis为 9r7％ ～98％，BLK9与 Bacillus vietnamensis 

为 98％ ，BU(16与 P／anococcus citreus为 98％ ，BLK15与 Bac／／／us 

aquaemar~为 98％ ，BU(11与 Ha／oterr／gena thennoto／erans为 98％， 

MNS2与 Ha／oarcu／a h／span／ca为 98％。MNS13与 Ha／oomda mar／s． 

mort 为 98％，MNS20与 Ha／obacter／um saccho．rovorum为 98％。 

表 1 巴里坤和玛纳斯两盐湖中嗜盐菌株的系统分类 

T ble l Taxonomic identification of the strains from the Barkol and Manasi salt lake 

根据序列比对结果，选择相应的标准菌株序列，构建了系 

统发育树。图 1、2、3分别表示嗜盐细菌革兰氏阳性菌、嗜盐细 

菌革 兰 氏阴性 菌 及 嗜盐 古 菌 的 系统 发 育 树。Gammapro— 

teobacteria科下的 MNSIO与 HGD3相近，而 HGD3是 2006年刚 

刚发表的菌株，其分类地位还没有确定下来，所以在系统发育 

树上表现为与其他菌株在不同分类地位下(图 1)。 

巴里坤盐湖中嗜盐菌的多样性大于玛纳斯湖，但是玛纳 

斯湖中的嗜盐古菌的个数大于巴里坤湖。同时，两湖中的中 

度嗜盐菌的数量均大于嗜盐古菌的数量，这些可能都与两湖 

的地质结构，形成以及不同的盐浓度有关。 

2．3 极端嗜盐古菌与中度嗜盐菌中酶的 多样性 

在已分离的 5l株菌中，产酯酶的共有 26株，产蛋 白酶的 

4 

lOO 

lOO 

4 

37 

99· 

36 

共有 14株，产淀粉酶的有 8株，产脂肪酶的共有 0株，产纤维 

素酶的共有 0株，(见表 2)。巴里坤湖中的嗜盐菌有 61％产 

酶，其中，中度嗜盐菌产酶的有 14株 ，嗜盐古菌产酶的有 4株。 

玛纳斯湖中的嗜盐菌有 79％产酶，其中，中度嗜盐菌产酶的有 

22株 ，嗜盐古菌产酶的有 6株。51％的菌株能利用吐温 6o，只 

有 28％和 26％的菌株具有水解脱脂牛奶和可溶性淀粉的能 

力。分 离 菌 株 的产 酶 能 力 存 在 着 种 群 差 异， mmnpr0一 

teobacteria和 Halobacteria两科产酶的菌株 比较多，分别有 印％ 

和 16％的菌株能够产生嗜极水解酶，并且都能分泌酯酶，蛋白 

酶和淀粉酶。其次是 Bacilli科有 13％的菌株有产酶的能力， 

能够分泌酯酶，蛋白酶和淀粉酶。可见，属于中度嗜盐菌的科 

其产酶菌株的种类和菌株数量比嗜盐古菌中产酶菌的数量 

．
83厂—一 HalomonashalodenitrificansATCC 1351 (L04942) 

264 L_Halomonas alimentaria YKJ．16 (AF21 1860) 
! 一 Halomonas pantelleriensis AAP (x93493) 

BLK6, BLK22， BLK2，BLIO， BLKI，Halomonas venlosae All2 (AY268080) 

IBLKIO,BLK7，BLKI3，BLK12，Halomonas~ iensis 5AGT(AJ515365)． 
"HalomonascnD证口l虹ATCC 700597’(AFO

_54286) 
一

Halomona3desiderataFB2 (X924l71 

Halomona3 ant~ariensis FP35 (AY489405) 
一

Halomonas muralis LMG 20969 (AJ320530) 
一

Halomonas vat"iabilis DSM 305 1 rAJ306893) 

Halomona3 sulfidaeris Esulfide1 (AF2l2204) 
I BLK8 

m ‘BLKl4 

3 r Halomonas axia nsis Altlln (AF212206) 

LJ I-Halomona3 meridiana DSM 5425 (AJ306891) 

Halomonas aquamarina DSM 30161 (AJ306888) 
一

Halomonas boliviensis LC2 rAU245450) 
一

HalospinadenitrificansHGD1．3 rDQ072719) 

— MNSl 0'MNSl7，MNS24，MNS22，MNS23，BLKI7，MNSl，MNS21，MNS26,MNSI9 

Halovibriodenitrificans HGD 3 (DQ07218) 
87 L--Pseudomonas halophila DSM 3050T(AB021383) 
’

Cellvibriofulvus NCIMB 8634 (AF4485 14) 
Cellvibrio ostraviensis LMG 19434 (AJ493683) 

Desll n̂ell8propionica U．8 (Y16942 
(Ofitgioup) 

I 1 

0．O2 

图 l 根据 16S rDNA序列构建的 Gammaphroteobacteria科和Alphaproteobacteria科的系统发育树 

Fig．1 Phylogenetic tree of class C．anm~aphroteobacter／a and Alphaproteobacteria based on 16S rDNA gene sequences 
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— — —  

(Outgroup) 

O．O2 

图2 根据 16S rDNA序列构建的 Bacilli科的系统发育树 
Fig．2 Phylogenefic tree of class Bacilli based on 16S rDNA sequences 

(Outgroup) 

ATCC 33960rCO68541), 

O．O5 

图3 根据 16S rDNA序列构建的 Halobacteria科的系统发育树 

Fig．3 Phylogenetic tree of class Ha／obacter／a based on 16S rDNA gene sequences 

多。特别是 Bacilli科，水解酶的种类和菌株数量均高于其他 几个科，这与所报道的相符，先前已有部分该科菌株所产的酶 
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用于工业生产 。 。也可以看到 ，没有～株菌能够同时产 5种 

酶，仅有 2株同时产 3种酶，8株同时产两种酶。由于这几株 

菌较高的产酶多样性 ，因而具有较高工业应用潜力。 
裹 2 从巴里坤和玛纳斯两湖中分离得到的中度嗜盐菌和嗜盐古菌中 

每种薯的产薯菌数量 

Table2 Hydml c activity ot"the moderately bacteria and I~ophilic archae 
the Barkol and Nanasi salt lake 

3 讨论 
嗜盐菌是一类需要一定盐浓度并且在一定盐浓度中生长 

的微生物，根据其嗜盐浓度的不同，又分为轻度嗜盐菌(最适 

盐浓度0．2～0．5tool／L)、中度嗜盐菌(最适盐浓度0．5～2．Omol／ 

L)和极端嗜盐菌(最适盐浓度 >3mol／L)。其 中，部分极端嗜盐 

菌为古菌。嗜盐菌不仅是极端环境的重要组成部分 ，其本身 

也是一种重要的微生物资源。16S rDNA由于既含保守序列又 

含可变序列的核酸序列，并且其序列变化速度与进化速率相 

适应 ，常用于生物物种的分子进化分析 。16S rDNA序列的 

系统发育学进化距离和表型特征及化学分类数据有非常好的 

相关性。一般认为，16S rDNA序列同源性低于 98％，可以认为 

属于不 同种 ，同源性小于 93％ ～95％，可以认 为属于不同 

属【I6 。对巴里坤、玛纳斯两盐湖中的 51株嗜盐菌的研究表 

明，有 35％的菌株与相应的标准菌株有 96％～98％的相似性 ， 

这些菌株可能代表着新的分类单元，有进一步研究的价值。 

嗜盐酶因其特殊的活性 ，可应用于处理海产品、酱制产品 

以及化工、制药、石油、发酵等排放含高浓度无机盐废水的工 

业部 门 副。虽然已有一下主要的水解酶从嗜盐菌中分离出来 

并进行了性质的研究 ，并且应用于工业生产的中度嗜盐 

菌在生物研究方向有极大的潜能，但对其所产极端水解酶的 

报道还不多见 J，基本上都是应用于高盐环境 中油脂的水解 

方面 J。下一步工作可以寻找到产酶量较大，并且有较高酶 

活的菌株，进一步研究其所产酶的性质，还可以克隆出编码该 

极端酶的基因，构建具有极端酶基因的工程菌，通过微生物发 

酵更好的用于工业生产，并且能用于了解嗜盐酶在高温环境 

下仍可保持活性的机理，以及极端嗜盐菌所产的嗜盐蛋白质 

如何在极端高盐环境中进化的问题。 

新疆是世界盐湖分部最密集的地区之一，具有丰富的物 

种资源。通过对两个不同盐含量盐湖中可培养嗜盐菌多样性 

及嗜盐酶多样性的分析，发现了一些有利用价值 的物种资源， 

这对盐湖进一步的开发利用有很大的价值。 
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采食高氟水草对绵羊肋软中BMP一2表达与分布的影响 
王利 ，金曙光 ，张俊霞 

(1．内蒙古农业大学动物与医学学院，内蒙古 呼和浩特 010018；2．内蒙古农业大学生物工程学院，内蒙古 呼和浩特010018) 
摘要：目的：观察过量氟对绵羊肋软骨中 B,MP一2基因表达及分布的影响。方法：利用内蒙古内陆湖泊乌梁素海高氟水草龙 

须眼子菜作为饲料氟源，设计 3个不同氟添加水平(5O、100、15Ome=／kg)和 1个对照组。2个月饲喂后屠宰，采用 cRNA—mRNA原位 
杂交技术检测绵羊肋软骨中BbIP一2表达及分布情况。结果：在正常生长期绵羊肋软骨中只能检测到极少量的 BbIP一2表达 ，主 
要集中于外边缘的成纤维细胞中；而添加高氟水草氟含量 50me=／kg的试验 I组 ，BbIP一2在成纤维细胞、幼稚软骨细胞、同源细胞 

群和肥大软骨细胞处均有表达；添加高氟水草氟含量lOOm#kg的试验Ⅱ组，BbIP一2在成纤维细胞、幼稚软骨细胞、分裂的同源细 
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