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新疆阿牙克库木湖可培养嗜盐古菌的种群结构
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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 16S rRNA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 Ha lorubrum

和 N a trinema属的菌株为优势菌株。通过 Shannon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: Molecular d ivers ity of halophilic archaea from Ayakekumu Lakewas invest igated by the polymerase chain reaction

( PCR) amplificat ion and culture methods. Ayakekumu Lake located in A ltun Mountain in Xinjiang in high alt itude

( approxmi ately 3880m) w ith a slightly alkaline pH ( 7. 9). Low temperature, abundant sunlight, low nutrient levels, high

w ind speed, and remote geographical location madeAyakekumu Lake become an ideal ecosystem to examine the biological

divers ity in a stress environment. Unfortunately, Ayakekumu Lake has not been system ically invest igated because of the

difficu lty to get access to the area. 19 water samples and 15 soil samples were taken from 19 s ites with in Ayakekumu Lake

in a field trip on December 2003 andMarch 2004. The cult ivat ion ofm icrobe used five different media. Under aerobic

culture cond itions, total 186 halophilicm icroorganisms, including ha lophilic archaea, moderately ha lophilic bacteria, and

halotolerant bacteriawere isolated. The 16S rRNA gene sequences of 62 red strainswere amplified us ing PCR, determined

by DNA sequencer and analyzed thought BLASTn program subsequently. Results revealed that all sequences belonged to six

genera grouped w ithin theHa loba cteria ceae. Mostly 16S rRNA gene sequences related to the generaHa lorubrum ( 47% )

andNa trinema ( 24% ) were detected. The observedm icrodivers ity reflected the conditions of the habitat, which select for

better adapted m icrobes. Ha loarchaeal strains were ass igned to operat ional taxonom ic units ( OTU s) based on sequence

analys is. Subsequent analys is us ing Shannon index indicated that cultured haloph ilic archaeal d ivers ities are not
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s ignificantly different between winter samplings and spring 's in Ayakekumu Lake. Smi ilarity values of ha loarchaeal 16S

rRNA gene sequences to known sequences were less than 97% , suggest ing the presence of two novel taxa. In addition,

taxonomic characteristics ofNa trinema altunense andH alobiforma lacisa lsi isolated from Ayakekumu Lake have been

described previously. The discovery of novel spec ies provides new opportunity to further exam ine the diversity of these

haloph ilicm icroorganisms in Ayakekumu Lake.

K eyW ords: Ayakekumu Lake; haloph ilic archaea; d ivers ity

我国幅员辽阔、盐湖星罗棋布, 面积大于 1 km
2
的入志现代盐湖 813个, 蕴藏着丰富的嗜盐微生物资

源
[ 1]
。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. 5 mol/L。 5伯杰氏细

菌系统手册6 (Bergey. sManua l of Systematic Bacteriology)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
[ 3~ 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2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 89b01c~ 89b40c,北纬 37b22c~ 37b30c。湖

长 47 km,宽 7~ 18 km,面积 870 km
2
,湖水东浅西深, 南浅北深, 湖面海拔 3880 m, 湖水矿化度 157. 386 g/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
[ 1]
。

图 1 新疆阿牙克库木湖采样点分布图

F ig. 1  The map of samp ling sites around Ayakekumu Lake

in X in jiang

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~ 10 m约 10 cm深的浅层土壤。样

品采集后放于 4e 阴暗保存, 运抵实验室后立即分离嗜盐微

生物。

1. 2~菌株的分离和保藏

菌种分离采用 DSMZ Medium 97、DSMZ Med ium 823、

HM
[ 10]
、CM

[ 11]
和 O2S培养基

[ 12]
。培养基配方如下:

DSMZ Medium 97 ( /L )  7. 50 g Casam ino ac ids

(D ifico), 10. 00 g酵母膏 (D ifico), 3. 00 g柠檬酸三钠, 2. 00

g氯化钾, 20. 00 g七水硫酸镁, 0. 05 g七水硫酸亚铁, 0. 20

mg硫酸锰, 250. 00 g氯化钠, pH 7. 4.

DSMZMed ium 823 ( /L )  125. 0 g氯化钠, 160. 0 g六

水氯化镁, 5. 0 g硫酸钾, 0. 1 g水合氯化钙, 1. 0 g酵母膏 (D ifico), 1. 0 g Casam ino acids (D ifico), 2. 0 g淀粉,

pH 7. 0.

HM ( /L)  100. 0 g氯化钠, 2. 0 g氯化钾, 1. 0 g七水硫酸镁, 0. 36 g水合氯化钙, 0. 23 g溴化钠, 0. 06 g

碳酸氢钠, 少量氯化铁, 5. 0 g蛋白胨 (D ifico), 10. 0 g酵母膏 (D ifico), 1. 0 g葡萄糖, pH 7. 2~ 7. 4.

CM( /L)  7. 50 g Casam ino acids (D ifico), 10. 00 g酵母膏 (D ifico), 3. 00 g柠檬酸三钠, 2. 00 g氯化钾,

20100 g七水硫酸镁, 0. 05 g七水硫酸亚铁, 200. 00 g氯化钠, pH 7. 2.

O2S培养基 ( /L)  200. 00 g氯化钠, 20. 00 g七水硫酸镁, 3. 00 g柠檬酸三钠, 2. 00 g氯化钾, 0. 20 g无水
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氯化钙, 10. 00 g细菌蛋白胨 L37 (Oxoid), pH 7. 0.

土样用相应液体培养基悬浮;水样经 0. 45 Lm和 0. 22 Lm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, 37 e 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 e 和甘油管

- 80 e 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 L l无菌水破细胞, 70e 水浴处理 10 m in。

1. 4 16S rDNA序列的扩增与鉴定

PCR扩增引物为 22F: 5. 2ATTCCGGTTGATCCTGC23. ; 和 1540R: 5. 2AGGAGGTGATCCAGCCGCAG23.。

PCR反应条件为 50L l反应体系加入 50 ng DNA模板, 30个循环;变性 94e , 45 s;退火 50e , 75 s;延伸 72e ,

60 s。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 500 bp。

测定的序列采用 B lastn 进行比对。相似性低于 97% 的序列, 采用 22F、1540R 和 519uF ( 5. 2

CAGCMGCCGCGGTAATAC23.
[ 13 ]

)重新进行测定。测定后序列长度大于 1300 bp, 为 16S rDNA序列长度的

90%以上。

1. 5 嗜盐古菌的多样性分析

定义 16S rDNA序列相似性低于 97%作为不同的分类单元
[ 14, 15]

。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 16S rRNA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 16S rRNA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 16S rRNA基因序列。将所获得的 62个序列, 通过 Blastn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 Ha lorubrum和 Na trinema属的菌株占优势, 分别占总数的

47%和 24%。分析结果见表 1。

表 1 阿牙克库木湖不同样品分离菌株的分布表

T ab le 1 D ist ribu t ion of d iffer en t h alop h ilic str ain s w ith in A yak ekumu Lak e

属名

G enus
种名

Species

菌株数目

( ind. )

2002年
4月

Number of
strain s

Ap ril 2002

序列相

似性 (% )
Sim ilarity

(% )

菌株数目

( ind. )
2003年

12月
Number of

stra ins
December

2003

序列相

似性 (% )
Sim ilarity

(% )

菌株数目

( ind. )
2004年

3月 10日
Number

of strain s
March 10

2002

序列相

似性 (% )
Sim ilarity

(% )

菌株数目

( ind. )
2004年

3月 12日
Number

of s trains
March 12

2002

序列相

似性 (% )
Sim ilarity

(% )

合计

( ind. )
Total

H aloarcu la Ha r. argen tinensis 1 99 0 - 0 - 0 - 1

Ha r. hispanica 1 99 0 - 0 - 0 - 1

H alobiforma H bf. lacisa lsi 1 100 0 - 0 - 0 - 1

N atrinema Nnm. altunense 2 98- 100 11 98 - 99 2 98- 99 0 - 15

H aloru brum H rr. xinjiang en se 0 - 2 98 - 99 6 97- 99 8 97- 99 16

H rr. saccha rovorum 0 - 0 - 4 98- 99 7 97- 99 11

H rr. sodomense 0 - 0 - 1 97 0 - 1

H rr. sp. n ov. 0 - 0 - 1 96 0 - 1

H aloterrigena H tg. th ermotolerans 0 - 2 98 - 99 0 - 0 - 2

H tg. sp. n ov. 0 - 0 - 3 95- 96 0 - 3

H alovivax Ha lovivax asia ticu s 0 - 3 98 - 99 6 98- 99 1 99 10

总计 Total 5 18 23 16 62
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2. 2 嗜盐古菌多样性分析

定义 16S rDNA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。

表 2 阿牙克库木湖嗜盐古菌多样性指数值

T ab le 2 D iversity ind ices o f h aloph ilic arch aea in A yak ekum u L ak e

多样性指数

D iversity index

2002年 4月

春季

Ap ril 2002

spring

2003年 12月

冬季

D ecember 2003

w in ter

2004年 3月 10日

春季,盐湖东部
March 10 2004

sp ring, east

2004年 3月 12日

春季,盐湖西部
March 12 2004

sp ring, west

Shannon多样性指数 H c

Shannon indexH c
1. 33 1. 09 1. 76 0. 88

  Shannon多样性指数计算公式H c = - E
S

i= 1
P i lnP i

[ 16] Formu la for Shannon index: H c= - E
S

i= 1
P i lnP i

[ 16] ; S代表样品中的物种数目 S, the number

of species in the samp le; P i代表属于种 i的个体在全部个体中的比例 P i, the proport ion of strain s in the i th species[ 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 g/L)

含量少,矿化度 ( 157. 386 g/L)低于新疆其它代表性盐湖, 例如:艾比湖 (晶间卤水, 377. 7 g /L)、艾丁湖 (晶间

卤水, 327. 6 g /L)、巴里坤湖 (湖表卤水, 244. 6 g/L )等
[ 1 ]
。湖盆高寒, 终年无夏, 平均气温 0 e , 最高气温

28 e 。嗜盐古菌属于中温微生物, 最低生长盐浓度为 1. 5 mol/L,最适生长温度一般为 37~ 45 e 。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 Ha lorubrum和 Na trinema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 (Bacteriorhodopsin, 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

2900 h。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 lovivax a sia ticus(表 2)是刚发表新属
[ 17]

, 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 Nnm. a ltunense和H bf. lacisa lsi
[ 18, 19]

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 16S rRNA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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