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一 株嗜盐严格厌氧细菌 S19 1的分离与系统发育分析 

石孔兰，朱丽娴，吴 敏，朱旭芬 

(浙江大学 生命科学学院，浙江 杭州 310058) 

摘 要：采用 Hungate滚管法，从 东北太平洋结壳区深海沉积物 中分离纯化得到 中度嗜盐、严格厌氧发酵细菌 

S191，通过扩增及测 定其 16S rDNA基 因序列，利 用“Clustalx”和“Mega”软件 对该序列作同源性 分析及 系统发 育分 

析，建立了嗜盐严格厌氧细菌属的系统发育树，表明菌株 S191的 16S rDNA基因序列与 Halanarobium属菌株的 

最 高同源性为 98．5 ，革 兰氏染 色呈 阴性 、直杆 状、0．3～0．6 m×1．8～3．0 m、无运 动、不产生 芽孢 ，生长 NaCl 

质量浓度为 5 ～25 ，最适 NaCl质量浓度为 7．5 ～1O ，生长 pH 值 6．0～8．9，最适 pH 值 为 7．8～8．0，生长 

温度 15～42℃，最适温度为32～37℃，最佳条件下代时约 3．2 h，初步鉴定为 Halanarobium属内的一个新成员． 
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Abstract：Moderately halophilic，strictly anaerobic eubacteria S1 9 1 was isolated and purified from the sediment in 

Northeast Pacific deep—sea nodule province by using Hungate roll—tube technique，the 16S rDNA encoding gene of 

S1 9 1 was proliferated by PCR，the sequence was determined，and homology analysis was completed by“Clustalx” 

and“Mega” software，a phytogenetic tree of Halanaerobium was constructed，S1 9 1 is considered to be a new 

member of Halanaerobium． It is a Gram-negative，rod—shaped，non-motile，non-spore-forming obligate anaerobe 

that owns a cell size of 0．3—0．6 m× 1．8— 3．0}上m．Growth was observed in the presence of 5 一25 NaCl，the 

optimum salt concentration for growth is 7．5 一10 ．It grows at pH 6．0—8．9 and the optimum pH for growth is 

7．8—8．0．It grows well at temperature 15— 42℃ ，and the optimum temperature for growth is 32— 37℃ ．The 

doubling time is about 3．2 h when grown at optimal condition． 

Key Words：strict anaerobe；halophilic；deep-sea sediment；16S rDNA；phytogenesis 

嗜盐厌氧微生物一般分布在盐湖、盐碱地和腌 

制食品等高盐份而又极度缺溶解氧的生态环境中，如 

著名的死海、美国的犹他大盐湖等，这些生境所处的 

地理位置很特别，由于温度高 、光照强 ，导致水分蒸发 

很快，从而形成 了高盐环境[1 ]．这样的生境 中动植 

物物种较少，但是却可能含有很丰富的有机物质，这 

为嗜盐厌氧微生物的大量繁殖创造了很好的条件 ，但 

是 目前人们对这类环境的厌氧生物体了解甚少_3]．自 

从 1983年，由 Zeikus等 率先描述 了一株分离 自美 

国犹他州大盐湖沉积物 中的嗜盐严格厌氧发酵细菌 

Haloanaerobiurn praevalens，及 至 1984年 Oren等 

人 提议建立一新科 Haloanaerobiaceae来描述此类 

嗜盐、严格厌氧、发酵型、化能异养型细菌，1995年 

Rainey等I6 建议成立一个新 目 Haloanaerobiales 

和一个 新科 Hnz0 f￡Pr0 nfg口P，以此来描述 日益 

扩大 的盐 厌 氧 菌 家族 ，近 来 发 现 的 两个 新 属 是 
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HnZo nf，．o “m ]和 Selenihalanaerobacter j．至今 ， 

在系统分类学上对嗜盐专性厌氧发酵细菌已经建立 

了 1目2科 11属，共 24个种以及 2个亚种． 

为了解 嗜盐厌氧发酵细菌的多样性，本次研究 

以东太平洋结壳区深海沉积物为样品，用滚管法对 

其进行了嗜盐 、厌氧发酵细菌的分离纯化 ，从深海沉 

积物中分离得到一株嗜盐 、严格厌氧细菌的培养物 

S19l，对其进行 l6S rRNA基因的同源性和系统发 

育分析，确定其系统发育地位 ，并进行菌株 S19l的 

部分生理生化指标分析． 

1 材料和方法 

1．1 菌 株 

菌株 $191分离 自东北太平洋结壳区深海沉积 

物中，参比菌株 Halanaerobium congolense购于德 

国微生物保存 中心 DSMZ 11287，基 因克隆受体菌 

株为大肠杆菌 E．coli DH5a，实验室保存． 

1．2 培养基与分离方法 

菌株富集与分离培养基采用修改后的 DSMZ 933 

号培养基，微量元素没有添加 ，增 添了 2．5 g·L 

的酵母抽提物(OXOID)，固体培养基添加 2 琼脂 

粉．鉴定 培 养 基 (g·I )为 ：NaC1 100．0，KC1 

1．()(]，KH 2PO 0．35，MgSO ·7H2O o．50，L一半胱 

氨酸 o．05，酵母抽提物 2．o．胰蛋 白胨 2．0，微量元 

素溶 液 (M144)10．00 mL，Na2 S·9H2O(2 ) 

2O．00 mI ，葡萄糖(1 mol·I )20．00 mI ，蒸馏水 

950．00 mI ，Final pH 8．0． 

敲取一2O℃保存下的沉积物样品约 1．0 g到 

装有 25．0 mL富集培养基的 6O mL厌氧瓶中，厌氧 

瓶中持续通入无氧的高纯度氮气，振荡均匀后在 

35℃下黑暗中静置，富集培养一周．培养液经过梯 

度稀释与涂布滚管 ，挑单菌落液体培养 ，如此反复分 

离纯化 3次，用普通显微镜镜检． 

1．3 细菌染色体 DNA的抽提与 16S rDNA的扩增 

DNA抽提方法见文献[9]，扩增 16S rDNA的 

引物序列为细菌通用引物 ： 

上游：5’。AGAGTTTGAI、CCTGGCTCAG一3， 

下游：5’一ACGGHTACCTTGTTACGACTT一3， 

PCR扩增条件为 94℃预变性 5 min，94℃变 

性 45 S，55℃退火 45 S，72℃延伸 75 S，最 后再 

72℃延伸 10 min，50 L反应体系进行 33个循环． 

1．4 扩增产物的纯化、克隆和测序 

PCR产物用 1 琼脂糖凝胶 电泳确认 ，割胶 回 

收，用 UNIQ一10柱 PCR产物纯化试剂盒(购于上海 

生工)进行纯化．纯化产物确认后，采用 T／A克隆 

法，即将产物克隆到 pMD19-T质粒上，接着转化到 

E．coli DH5a菌株制备好 的感受态细胞 中，在含氨 

苄青霉素的 LB培养基平板上过夜培养 ，蓝 白斑筛 

选，PCR和酶切确认 ，随机挑选 2个重组质粒送至 

北京诺赛基因组研究中心测序，测序引物为通用引 

物 M13F和 M13R． 

1．5 系统发育树的构建 

将菌株 S191的 16S rDNA序列用 GenBank数 

据库中的 Blastn做比较，并从该数据库中获取嗜盐 

厌氧发酵细菌属参 比菌株的 16S rDNA序列 ，并采 

用软件 Clustal X 1．8进行多序列匹配排列，采用软 

件 Mega 4构建系统发育树 ，通过序列数据计算矩 

阵距离，使用 Neighbo rjoining方法 ，进行系统进化 

树估算，重复数为 1 000，计算各分支的置信度． 

1．6 菌体形态特征和生长条件试验 

1．6．1 个体形态 

在固体分离培养基中，无氧黑暗静置培养 3 d， 

革兰 氏染 色 ，然后 在 普 通 光 学显 微 镜 (Olympus 

BX40)下观察细菌个体形状 ，同时测定个体大小．在 

固体鉴定培养基中厌氧培养至对数生长期 ，用透射 

电子显微镜 (JEM一1200EX，浙江大学 分析 测试 中 

心)观察细菌大小、有无鞭毛．半固体穿刺实验，测试 

菌株 S191的运动性． 

1．6．2 菌落特征 

菌液梯度稀释后 ，涂布接种于滚管中，35℃无 

氧黑暗静置培养 3 d，观察菌落特征． 

1．6．3 厌氧培养 

用 3种培养基进行试验，厌氧培养基按照 Hun— 

gate厌氧技术 ，好氧培养基按照好氧菌培养方法， 

微好氧培养基按照培养基中不加还原剂的厌氧培养 

基．35℃培养 10 d．两次重复实验． 

1．6．4 生长条件 试验 

生长条件试验用鉴定培养基，采用 TU一1800型 

分光光度 计在 660 nm 处测 量最 适盐 浓度 、最适 

pH、最适温度等的生长情况．做 3次重复实验． 

1．6．5 生长代 时测 定 

以鉴定培养基试验，在最佳培养条件下用 TU一 

1800型分光光度计在 660 nm处测量不同时间段的 

吸光度．两次重复实验． 

2 结 果 

2．1 菌株的分离纯化 

液体富集培养基逐渐混浊变黑，产生大量气泡， 
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涂布厌氧管中，纯化后得到菌株 Sl91． 

2．2 菌株 16S rDNA的扩增结果和序列 

对菌株 $191通过基 因扩增得到一段长度 约为 

1．5 kb的序列，电泳显示 与参 比菌 Haloanaer-obi— 

um congolense的 16S rDNA序列大小相似．该片断 

经过克隆测序得到菌株 S191含 1 473个核苷酸，该 

序列已经登录到 GenBank，序列号为 FJ858788． 

2．3 嗜盐、严格厌氧细菌的系统发育 

通过 Blastn和 Fasta比对 ，获取相近属 和种的 

标准菌株的有效序列，以其为基础 ，经过 MEGA 4 

分析后建立系统发育树，所构建的 Halanaerobium 

系统发育树见图 1． 

89069 

0 

卜————————— 
0 O2 

图 1 基于 16S rDNA序列应用邻接方法对菌株 $191构建的系统发育树 

Fig．I Phylogenentic tree based on the 16S rDNA sequences from type strains of Halanaerobium species and strain$191． 

The tree was constructed using the Neighbor—Joining Method with bootstrap values calculated from 1000 resamplings 

2．4 形态特征 
一 系列观察试验表明，菌株 S19l为革兰氏阴性 

菌株，不运动 ，直杆状 ，菌体大小为 0．3～0．6 m× 

1．8～3．0 m，电镜结果如图 2． 

图 2 菌株 S191电子显微镜结果 

Fig．2 Transmission electronic photograph of strain S1 9 1 

在稀释度 10 处 ，滚管培养基上典型的菌落直 

径为 2 mm，乳 白色带浅黄色 ，有圆环 ，半透明，表面 

湿润，当中微隆起，边缘齐整，结果如图3． 

2．5 厌氧试验 

菌株 $191对氧敏感度高，只在专性厌氧培养基 

上生长，而在好氧培养基和微好氧培养基上生长受 

到抑制．表示为严格厌氧微生物． 

2．6 生长条件与生长代时 

盐浓度对菌株生长的影响：菌株 $191生长盐浓 

度为 5 ～25 ，在 3 9／5和 3O 处都不生长 ，最佳生 

图 3 菌株 S191的菌落形态图 

Fig．3 Colony photograph of strain$1 9 1 

长盐度为 7．5％～1O％，属于中度嗜盐菌．温度对菌 

株生长的影响：菌株 $191生长温度在 15～42℃，最 

佳生长在 32～37℃．pH值对菌株生长的影响：菌株 

$191的 pH值在 6．O～8．9，最适 pH值在 7．8～8．0． 

以上 3种因子对菌株生长影响的结果分别如图 

4—6所示． 

菌株 $191的代时测定根据计算公 式 G一(tz— 

t )／3．322(1g OD。一lg OD )，取三对在对数生长期 

的值，算得加权平均值 G一3．2 h． 

3 讨 论 

1937年 ，Baumgartner从腌制 的地 中海风尾鱼 

中首次分 离到 一株 嗜盐 专性 厌 氧菌 “Bacteroides 
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图 4 菌株 S191生长的盐度 曲线图 

Fig．4 Growth effect of strain S1 9 1 on 

NaCI concentration gradient 
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图 5 菌株 S191生长的温度曲线 图 

Fig．5 Growth effect of strain$1 9 1 on 

Temperature gradient 
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图 6 菌株 Sl91生长的 pH值梯度曲线图 

Fig．6 Growth effect of strain St91 on pH gradient 

halosmophi JUS” ，该菌株没有得到公认 ，现已不存 

在．此后 ，对高盐生境的严格厌氧发酵细菌的部分研 

究结果，见表 1所述．借助 Hungate滚管技术，从东北 

太平洋结壳区深海沉积物分离到菌株 $191，革兰氏 

染色呈阴性，直杆状，0．3～0．6 mX 1．8--3．0 m、无 

运动、不产 生芽孢 ，生长 NaC1质量 浓度 为 5 ～ 

25％，最适 NaC1为 7．5 ～1O ，生长 pH 值 6．O～ 

8．9，最适 pH值为 7．8～8．0，生长温度 15～42℃， 

最适温度为 32～37℃，最适条件下代时约3．2 h，通 

过 l6S rDAN序列 比对和系统发育分析，表明它属 

于盐厌氧菌属 Halanaerobiura，比对后发现菌株 

S191序 列与 Halanaerobium saccharo[yticum subsp． 

S f nroz f f“ 相似度最高，达 98．5％，而通过构 

建的系统发育树发现，菌株 $191却与 Halanaerobium 

congolense最为邻近 ，其序列同源性达 97．5 ．表 1 

中各标准菌株的最适 pH值都在 7．5以下 ，而菌株 

S191的最适 pH值为 7．8～8．0，这是首次从深海沉 

积物中分离到的嗜盐 、专性厌氧、发酵细菌，很可能 

是一株新种，需作进一步实验分析确定． 

嗜盐厌氧新资源的开发，有助于了解不 同生境 

中的嗜盐厌氧微生物资源，目前仅集中于盐湖 、腌制 

食物中，今后可以尝试开辟新途径，比如从高盐生活 

废水和工业废水、中低度嗜盐环境中去开发，不仅有 

益于研究环境微生物资源和生理代谢机制，而且可 

以为工业酶制剂 的开发l_】 、高含盐水 污染的治理 

等 ，打下 良好的基础，如 Halanaerobiaceae bacterium 

SLA 1的发现用于研究砷的地球 化学循环[2 ，而 

Kapdan等 I- u用 Halanaerobium lacusrosei来研究 

去除废水 COD等． 
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Haloincola sncĉ 丑rof ￡ c乜subsp．senegalensis subsp． 

nov．，isolated from the sediments of a hypersaline 

lake．and emended description of Haloincola saccha— 

rolytica[J]．Int J Syst Evol Bacteriol，1994，44(4)： 

8O5～ 8l1． 

RENGIPAT S．LANGW0RTHY T A．ZEIKUS J 

G． Halobacteroides acetoethylicus sp． Nov．，a new 

obligately anaerobic halophile isolated from deep sub— 

surface hypersaline environments[J]．Syst Appl Mi— 

erobiol，1988，l1：28— 35． 

TSAI C R，GARCIA J L，PATEL B K C，et a1． 

Haloanaerobium alcaliphilum sp． nov．，an anaero— 

bic moderate halophile from the sediments of great 

salt lake，utah[J]．1nt J Syst Evol Micr，1995，45(2)： 

3O1— 3O7． 

RAV0T G， MAG0T M ， 01 I IVIER B． et al_ 

H aloanaerobium congolense sp． nov．，an anaerobic， 

moderately halophilic，thiosulfate and sulfurreducing 

bacterium from an african oil field[J]．Microbiol Lett， 

1997，147：81— 88． 

KOBAYASHI T，KIMURA B，FU儿1 T．Haloanae- 

robium fermentans sp．nov．，a strictly anaerobic， 

[16] 

[17] 

[18] 

[19] 

[201 

F21] 

[22] 

fermentative halophile isolated from fermented puffer 

fish ovaries[J]．Int J Syst Evol Micr，2000，50：1621— 

1627． 

BHUPATHIRAJU V K， MCLNERNEY M J， 

WOESE C R。et a1． Haloanaerobium kushneri sp． 

nov．，an obligately halophilic，anaerobic bacterium 

from an oil brine[J]．Int J Syst Bacteriol，1999，49： 

953— 960． 

CAY0L J L，0I LIVIER B，PATEL B K C，et a}． 

Haloanaerobium lacusroseus sp．nov．，an extremely 

halophilic fermentative bacterium from the sediments 

of a hypersatine lake[J]．Int J Syst Baeteriol，1995，45 

(4)：790— 797． 

BHUPATHIRAJU VK，OREN A，SHARMA P K， 

et a1． Haloanaerobium salsugo sp．nov．，a moderately 

halophilic，anaerobic bacterium from a subterranean 

brine[J]．Int J Syst Bacteriol，1994，44(3)：565—572． 

0REN A。GUREVIC H P．The fatty acid synthetase 

complex of Haloanaerobium praevalens is not inhibi— 

ted by salt[J]．Microbiol Lett，1993，108：287—290． 

0REMLAND R S，KULP T R，BI UM J S．et al|A 

microbial arsenic cycle in a sahsaturated extreme envi 

ronment[J]．Science，2005，308(27)：1305—1308． 

KAPDAN I K，ERTEN B．Anaerobic treatment of 

saline wastewater by Halanaerobium lacusrosei[J]． 

Process Biochem ，2007，42：449— 453． 

时晗，吴敏，许学伟，等．嗜盐古菌中氯视紫红质基因 

序列的遗传分析[J]．浙江大学学报：理学版，2008，35 

(1)：80—86． 

SHI Han， W U M in， XU XHe—wei， et a1． Genetic 

analysis of partial sequences of the gene for halorho— 

dopsin in halophilic archaea[J]．J of Zhejiang Univer— 

sity：Scienee Edition，2008，35(1)：80—86． 

(责任编辑 涂 红) 


