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昆明盐矿古老岩盐沉积中的原核生物多样性
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摘 要：应用 2/K5LMM> 和 +KN) 分析法研究了昆明盐矿古老岩盐沉积中的原核生物多样性。样品的细菌 LMM> 分

析得到 #" 条带，古菌得到 4= 条带。样品与纯培养得到的 4% 个属菌株的 LMM> 图谱对比分析发现，细菌 4= 个属菌

株，只有 4 个属菌株与样品中的 4 条带迁移位置都不一致；古菌 4 个属的菌株不与样品中任何条带迁移位置一致。

表明纯培养所得菌株并非该环境中的优势类群。同时，建立了样品细菌和古菌的 4.O +LN) 克隆文库，从中分别挑

取 (. 个细菌克隆和 #$ 个古菌克隆进行 )KLK) 分析。细菌可分为 4$ 个 P7QR，其中 ( 个 P7QR 是优势类群，分别占

(=E%S，#&E$S，4.E"S，其余 " 个 P7QR 各含有 4 个克隆。古菌分为 = 个 P7QR，没有明显的优势类群。每个 P7Q 的

代表 克 隆 4.O +LN) 序 列 分 析 表 明，细 菌 分 属 ( 大 类 群：!52+HT8HU;@T8+,;，"52+HT8HU;@T8+,; 和 )@T,DHU;@T8+,;，以

!"#$%&’&()" 属菌为优势，含有其它岩盐沉积中没有发现的 )@T,DHU;@T8+,;。古菌主要是 *)+&,$-,$’ 属、*)+&.#,,/0#()
属菌和未培养古菌。本研究表明，昆明盐矿古老岩盐沉积具有较丰富的原核生物多样性，含有大量未知的、未培养

或不可培养的原核生物，但在原核生物物种组成和丰度上，免培养与此前的纯培养研究结果存在一定差异。因此，

结合使用两类方法才能较全面地认识高盐极端环境微生物的多样性。

关键词：古老岩盐沉积；4.O +LN)；2/K5LMM>；克隆文库；)KLK)；原核生物多样性
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高盐环境作为研究微生物多样性的模式系统正

受到越来越多研究者的关注。大量盐湖、盐碱土、晒

盐池和海底沉积物得到全面而深入的研究。但自从

4%4( 年 N;?CR-HJRW, 首先认识到盐矿微生物以来［4］，

只有少量研究描述盐矿中微生物的多样性［4 ’ "］。盐

矿古老岩盐沉积作为地球上高盐环境的重要组成部

分，并具备其它高盐环境所没有的环境特征，同样具

有重要的研究价值。对盐矿古老岩盐沉积的研究有

助于人们认识盐矿中生物的物种组成、起源、适应与

进化，以及它们在能量流动和物质循环过程中的作

用。并为生产应用提供丰富的资源，如细菌视紫红

质、相容性溶质、胞外多糖、表面活性剂、耐盐酶、

2X6 等［=］。

目前，纯培养方法只能获得环境中微生物总量

的约 4S ’ &S［%］，这使人们对微生物群落结构及其

影响因素知之甚少。因此，为了更深入地了解微生

物多样性和它们在生态系统中的作用，采用新方法

已成为必须。近 #$ 年来，分子生物学技术被不断引

入微生物生态学的研究，这些技术不需要获得微生

物的纯培养物便可更为客观地了解环境微生物的多

样性，这 类 方 法 被 统 称 为 免 培 养 方 法（@A-T,Y;T,HD5
,DF8*8DF8DT ?8TGHF）。免培养方法的使用极大地推

动着现代微生物生态学的发展，使人们能从基因水

平上了解微生物多样性，并证实环境中的微生物多

样性比预想的更加丰富。

昆明盐矿古老岩盐沉积属上侏罗统含盐地层，

盐层距地表面 ($$ ’ ".$ ?。纯培养研究表明昆明盐

矿古老岩盐沉积中具丰富的细菌多样性［#］。本文利

用免培养方法（2/K5LMM> 和 +KN) 分析法）对昆明

盐矿中细菌和古菌多样性进行研究，以期更全面了

解该环境中原核生物的多样性，为古老岩盐沉积微

生物资源的深入研究、保护、开发与利用奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集：#$$& 年 ( 月，样品采自云南省昆



明盐矿（北纬 !"#$%&，东经 ’(!#)$&）) 个卤水沉淀池

底部的盐晶和卤水混合物。沉淀池中卤水清亮，肉

眼可见池底盐晶。

!"!"# 主要试剂、仪器和菌株：溶菌酶和蛋白酶 *
（上海华舜生物工程有限公司），小量 +,- 胶回收试

剂盒（上海生工生物工程技术服务有限公司），!"#
酶和内切酶（$%"!、&’"!、&"("）（宝生物工程［大

连］有限公司），./0123 0456 789:;< =65:8>#试剂盒

（?<;>8@4，德国），+A;B8 =65:8> 和 ?AC 仪（DE;2C4B，美

国）。本研究所用纯培养物由本实验室鉴定和保藏，

分离自昆明盐矿［!］。

!"# 样品总 $%& 的提取

采用酶解法结合化学裂解法［’(，’’］从样品中提取

总 +,-。步骤如下：取 $@ 样品（取自 ) 个样点的样

品等量混合）于 $(>F 离心管中，加入 $>F 无菌卤

水，充分振荡。静置 "$5，小心吸取液相中清亮层与

浑浊层交界面的液体 !>F。再充分振荡，静置 "$5，
小心吸取交界面液体 !>F。补充卤水，重复数次，收

集液体 ’$>F G !(>F。’)(((<H>EI 离心 ’(>EI，弃上

清。沉 淀 中 加 入 $(($F ’ J 30，’($F 溶 菌 酶 溶 液

（!$>@H>F），混 匀，)%K，’!L，然 后 ’)(((<H>EI 离 心

’(>EI，弃上清。沉淀中加入 $(($F =+=（!(M），N$F
蛋白酶 * 溶液（’(>@H>F），混匀，$$K，O(>EI。酚 P氯
仿 P异戊醇（!$ P !" P ’）抽提蛋白质。取上清，加入等

体积 的 异 丙 醇，(Q’ 倍 体 积 的 )>;RHF 醋 酸 钠

（.S$Q(），混 匀，T !(K，!L。"K ’)(((<H>EI 离 心

$>EI，弃上清。%(M乙醇洗涤，弃上清，沉淀自然干

燥，加入 !($F ’ J 30 溶解。 T !(K保存。

!"’ $(() 分析

样品总 +,- 使用两组引物（表 ’）分别扩增细菌

和古菌 ’N= <+,- 的高变区片段。采用热启动、降落

?AC 扩 增。 细 菌（ 引 物：’"(NU2/A，’($$C）：O$K
$>EI；反应体系保持在 V(K 加入 0W !"# 酶；O$K
’>EI，N!K G $!K ’>EI（ T ’KH! 个循环），%!K )>EI，

!( 个循环；O$K ’>EI，$!K ’>EI，%!K )>EI，’$ 个循

环；%!K ’(>EI。 古 菌（ 引 物：-CA)""U2/A，-CA
O’$C）：除降落温度为 N$K G $$K ’>EI（ T ’KH! 个

循环）外，其他条件与细菌的一致。纯培养物使用同

样引物以常规 ?AC 扩增。?AC 产物纯化后备用。

样品和分离自昆明盐矿的纯培养物同时进行

+//0 电泳，聚丙烯酰胺凝胶浓度 NM，变性梯度

)(M G N(M（细菌）和 !$M G N$M（古菌）（’((M变性

剂为 %>;RHF 尿素，"(M甲酰胺），’!(7，N(K恒温，’ J
3-0 中电泳 VQ(L，溴化乙锭染色 ’$>EI，’ J 3-0 浸

泡 ’(>EI，凝胶成像系统拍照。

表 ! 用于 !*+ ,$%& 高变区片段扩增的引物

34XR8 ’ 3L8 58YZ8I985 ;[ :\; 58:5 ;[ .<E>8<5 Z58B
:; 4>.RE[E8B ]4<E4XR8 58YZ8I98 ;[ ’N= <+,-

?<E>8< 34<@8: 5E:8 =8YZ8I98（$&!)&） C8[8<8I98

’"(NU2/A"
’($$C

-CA)""U2/A
-CAO’$C

’)O!2’"(N
’($$2’(%(
)""2)N)
O’$2O)"

-A///A//3/3/3-A
-3//A3/3A/3A-/A3

-A////^/A-/A-//A/A/-
/3/A3AAAAA/AA--33AA3

［’!］

［’!］

［’)］

［’)］

" /A：- "(2IZ9R8E;:EB8 /A2<E9L 58YZ8I98（/A 9R4>.）\45 4::49L8B :; :L8
$& 8IB ;[ .<E>8<5_ 3L8 58YZ8I98 E5 $&2A/AAA/AA/A/A/A//A///A//
//A/////A-A////// 2)&［’"］_

!"- !*+ ,$%& 全序列的 ./0 扩增和纯化

样品总 +,- 采用热启动 ?AC 扩增 ’N= <+,- 全

序列：O$K $>EI；反应体系保持在 V(K加入 0W !"#
酶；O$K ’>EI，‘K ’>EI，%!K )>EI，)$ 个循环；%!K
’(>EI。细 菌 引 物 分 别 以 $!K、$"K、$NK、$VK、

N(K、N!K、N"K、NNK为退火温度，古菌引物分别以

$(K、$!K、$"K、$NK、$VK、N(K、N!K、N"K为退火

温 度。细 菌 引 物［’$］!%U：$&2-/-/333/-3AA3//A3
A-/2)&和 ’$"’C：$&2--//-//3/-3AA-/AA/A-2)&。
古菌 引 物［’N］：!$U：$&2-33AA//33/-3AA3/AA//2)&
和 ’$!’C：$&2-//-//3/-3AA-/AA/A-/2)&。等 量

混合各退火温度的 ?AC 产物，纯化后备用。

!"1 克隆文库构建和 &0$0& 分析

纯化后的样品 ’N= <+,- 全序列 ?AC 产物，根据

./0123 0456 789:;< =65:8>#操作手册与 3 载体连

接，连接产物转化 ) _ *+,- +S$%感受态细胞。阳性

克隆以碱裂解法提取质粒，载体特异引物 ?AC 扩增

获得 ’N= <+,-，选用 ) 种内切酶（$%"!、&’"!、&"(
"）对 ?AC 产物进行酶切。根据酶切图谱选择不同

操作分类单元（a.8<4:E;I4R 34W;I;>E9 bIE:5，ab35）的

代表克隆送 34*4C4 公司进行 +,- 序列测定。

!"* 基于 !*+ ,$%& 序列的系统发育分析

测定 的 序 列 用 DF-=3 程 序 在 /8ID4Ic（\\\_
I9XE _ IR>_ IEL _ @;]）数据库中进行相似性搜索，从中获

取相近的菌株 ’N= <+,- 序列，用 ARZ5:4R ‘ 程序按照

最大同源性的原则进行排序，采用 *E>Z<42! 计算核

苷酸差异值，并用 DE;0BE: $Q(QO 进行检验，最后用

,8E@LX;<2d;EIEI@ 法 构 建 系 统 进 化 树，自 展 数

（X;;:5:<4.）为 ’(((。

# 结果

#"! $(() 分析

样品总 +,- 的提取是 ’N= <+,- 分析的基础和

关键，只有获得完整且适于 ?AC 扩增的总 +,- 才能

保证分析结果的准确、可靠。本研究结合酶裂解和

化学裂解法从样品中获得了可直接进行 ?AC 的总

NO! ‘e-a f8E (. ", _ H$*." /-*0+1-+,+2-*" 3-4-*"（!((%）"%（!）



!"#，!"# 片段大小 $%&’ 左右，未见小片段，表明该

方法 适 于 该 样 品 的 总 !"# 提 取。()* 扩 增 +,-
.!"# 高变区序列，无明显的非特异性扩增，片段大

小约 /$% ’0（细菌）和 12%’0（古菌）。

图 ! 样品与纯培养物的 "##$ 图谱

3456+ 789 !::; 0.<=4>9? <= ?@A0>9? @BC 0D.9 ED>FD.9 ?F.@4B?6 + 6
!"#$%&’#()$"*+ ?06 （ GHIJKIG+L）6 $ 6 ,($)-(%+.#)/ ?06 （ GHIJ
KIG/$）6 / 6 0’(1’."&’#()$ ?06（GHIJKIG/M）6 M 6 2$(1$%&’#()$ ?06

（GHIJKIG/1）6 1 6 2$/)3"#"#%##*/ ?06（GHIJKIG/2）6 , 6 DB4C9BF4=49C
?F.@4B（GHIJKIGM+）6 N 6 4$)5*36"+%3’/ ?06（GHIJKIGM$J$）6 L 6
7)88*8%+%3’ ?06 （GHIJKIGM2）6 2 6 7<F@> !"#（O@EF9.4@）6 +% 6
9’8%&’#"88*/ ?06（GHIJ!KIG/M）6 ++ 6 4’#"88*/ ?06（GHIJ!KIGMMJ
+）6 +$ 6 :%#*$"’ ?06（GHIJ!KIG1+）6 +/ 6 9’8%+%3’/ ?06（GHIJ
!KIG ,%）6 +M 6 ;#)’3%&’#"88*/ ?06（GHIJ!P/）6 +1 6 9’8%$*&$*+
?06（GHIJ!71）6 +, 6 7<F@> !"#（#.E8@9@）6 +N 6 9’8%$*&$*+ ?06

（GHIJ!7,）6

为了解纯培养所得菌株是否真实反映了该环境

中微生物的群落结构，采用 !::; 分析样品和纯培

养物。从细菌 !::; 图谱（图 +：+ Q +M）来看，样品

（图 +：2）共得到 +$ 条较亮的条带和 +1 条较弱的条

带，这些条带代表了该环境中的优势菌群，所以可初

步认为昆明盐矿至少含有 $N 种优势细菌。由于本

研究所得的 !::; 条带密集不易纯化，所以采用将

样品与纯培养物比较来说明条带的意义，而对物种

的确认则通过克隆法来进行。纯培养得到 +L 个属

的细菌（图 +：+ Q L 和 +% Q +M，其余 1 个属未给出）都

集中在较窄的变性剂范围内（1%R Q 1NR），只有 +
株地位不确定的菌株（图 +：,）与样品的 + 条亮带位

置一致，没有与其余 +N 个属位置一致的样品 !::;
条带。有的纯培养物（图 +：$ 和 +M）在 !::; 图谱中

出现 $ 条带，可能是因为这些纯培养物含有 $ 个 +,-
.!"# 拷贝。此前的纯培养获得 $ 株 9’8%$*&$*+ 属

的古菌［$］，!::; 分析（图 +：+1，+N）发现，没有与这 $
株菌位置一致的样品 !::; 条带（图 +：+,）。这 $ 个

物种虽然在所提供的培养基上大量出现，但可能也

不是昆明盐矿中优势的古菌。样品古菌 !::; 图谱

条带数少于细菌的，只有 +% 条较亮的条带，L 条较

淡的条带。表明该环境中古菌优势物种数少于细

菌，这与纯培养所得结果相同，原因可能是该环境条

件不利于古菌与细菌的竞争。

从上述结果来看，!::; 条带所代表的菌群大

多是不可培养或尚未培养的类群，可培养的菌群其

实并非该环境的优势菌群，它们在样品中所占比例

并不高，只是因为它们更适合于所提供的培养基和

培养条件才得以被培养和分离。大量不可培养或未

培养的菌群才是样品中的优势类群。当然，这一结

论还需要其它实验结果（如 3H-P）的支持。

%&% 克隆文库的构建和 ’("(’ 分析

样品总 !"# 分别使用细菌和古菌 +,- .!"# 特

异性引物以 L 个梯度退火温度扩增 +,- .!"# 全序

列，L 个退火温度都获得了约 +S1&’ 的 !"# 片段，较

低温度（如 1%T，1$T）时虽出现非特异性扩增，通

过胶回收可以去除这些非特异条带。多温度退火更

准确地反映了样品中 +,- .!"# 的组成情况，保证了

克隆文库的完整性。

从克隆文库中挑取 /, 个细菌克隆和 $% 个古菌

克隆使用 2<’!、91’!和 9’)"进行 #*!*# 分析。

根据酶切图谱细菌可分为 +% 个 U7V?，其中 / 个优

势 U7V? 分 别 占 /, 个 克 隆 的 /LS2R、$1S%R、

+,SNR，其余 N 个 U7V? 的相对丰度均处于较低的水

平，仅含有 + 个克隆。古菌分为 L 个 U7V?，每个

U7V 的 克 隆 数 相 近（$ Q / 个），没 有 明 显 的 优 势

U7V。分别将细菌和古菌不同 U7V? 的代表克隆 +%
个和 L 个进行测序，序列长度约 ,%%’0。

%&) 基于 !*+ ,"-’ 序列的系统发育分析

测序 的 +% 个 细 菌 克 隆 分 属 / 大 类 群：#J
(.<F9<’@EF9.4@，$J(.<F9<’@EF9.4@ 和 #EF4B<’@EF9.4@（图 $J
#，O）。

#J(.<F9<’@EF9.4@ 类群的 )-$/ 和 )-N2 与未培养

的#J(.<F9<’@EF9.4DA 聚为一簇，但形成不同的分支，

准确分类地位难以确定。#*!*# 分析中 )-$/ 和

)-N2 具有与其它所有克隆都不同的酶切图谱也印

证了它们在分类地位上的特殊性。)-$/ 和 )-N2 所

代表的 U7V 都只有 + 个克隆。纯培养中有 $ 株菌

属于该类群，占 MM 株细菌分离物的 MS,R。

$J(.<F9<’@EF9.4@ 类群是 /, 个细菌克隆中最优势

类群，由 , 个 U7V? 组成，其中 )-N 和 )-$M 所代表的

U7V 分别含 +M 个和 2 个克隆。该类群所有克隆都

属于 =/)*6%+%3’/，其中 )-N，)-$N 和 )-,M 系统进化

关系相似，与 =/)*6%+%3’/ 1’8%-1"8’（!-I /%1%7）聚为

一簇。)-1M 和 )-$MJ+ 与目前所知的分离物差异较

N2$肖 炜等：昆明盐矿古老岩盐沉积中的原核生物多样性 6 W微生物学报（$%%N）MN（$）



大，是 ! 株未培养的 !"#$%&’&()" "#$。%&!’ 所代表

的 ()* 含 + 个克隆，该克隆与目前已知序列存在较

大差异，代表了一个新的较高级的分类单位，说明昆

明盐矿 含 有 很 多 未 被 认 识 的 微 生 物 新 类 群。!,
-./01/23401.53 的 6 个克隆都与未培养的 !"#$%&’&()"
"#$相近，表明样品中含有大量不可培养或未培养的

!"#$%&’&()" "#$，纯培养研究未分离到这个属的菌

株 也 有 这 方 面 的 原 因。 纯 培 养 研 究 中 !,
-./01/23401.53 类群包括 ’ 株 *)+&’&()" 属的菌株［!］，

占 +789，是分离物中较少的类群。

图 ! 基于 "#$ %&’( 部分序列的昆明盐矿细菌和古菌克隆系统发育树（(，)，*，&）

:5;$! <1=>./;.3?" @/. 4A/=1" @./? 0B1 CD=?5=; &3A0 E5=1 23"1> /= #3.053A 86& .<FG "1HD1=41"（G，I，% 3=> <）"B/J5=; 0B1 #BKA/;1=054 #/"505/="
/@ 0B1"1 4A/=1" 3=> #BKA/;1=1054 .1A301>=1"" 0/ .1#.1"1=0305L1" /@ 0B15. 4A/"1AK .1A301> 4DA0D.32A1 03M3 /. D=4DA0D.1> ?54.//.;3=5"?"$

<303 5= #3.1=0B1"1" 3.1 0B1 N1=I3=O 3441""5/= =D?21."$ *B1 =D?21." 30 0B1 =/>1" 5=>54301 0B1 A1L1A" /@ 2//0"0.3# "D##/.0 23"1> /= =15;B2/D.,P/5=5=;
3AK"1" /@ 8QQQ .1"3?#A1> >303"10"$ *B1 "43A1 23." 5=>54301 @5L1（G），0J/（I），/=1（%），0J/（<）"D2"050D05/=（"）#1. 8QQ =D4A1/05>1 #/"505/="，.1"#1405L1AK$

G405=/23401.53 类群由 ! 个 (*)" 组成，%&88 和

%&+Q 所代表的 (*) 分别含 6 个和 8 个克隆。%&88

和 %&+Q 都与分离自新疆盐碱土的 ,&-).%/&0"/" .&"#)
（RSE+QQ+’*）［8T］较相似（相似性 ++7U9 和 ++7V9）。

但与 分 离 自 昆 明 盐 矿 的 ,&-).%/&0"/" "#$（RSE,
CER’T,8*）［!］处于不同分支。纯培养研究中有 8’ 株

菌属于 1-2/(&3)-2#./) 类群，占 U87T9，是分离物中次

优势的类群［!］。

测序的 W 个古菌克隆得到 V 条有效序列。V 个

克隆都属于 X3A/23401.534131（盐杆菌科）（图 !,%，<）。

其中 &G!U 与 *)+&.$3.$’ +)-$"0.&4$(%/（G%GEU’*）聚

为一簇（相似性 +W789），&G’ 和 &G8V 与 *)+&2#../,
5#() ")--6).#7/2)("（ Y%E8!WW+* ）聚 为 一 簇（相 似 性

+W769和 +W7T9），&G8 和 &G6 与目前的可培养古菌

W+! ZSG( [15 #2 )+ $ \1-2) 8/-.&3/&+&5/-) 9/(/-)（!QQT）’T（!）



相似性较低，是 ! 株未培养的古菌。纯培养中分离

到的 ! 株古菌都是 !"#$%&’%&( "#$［!］。

! 讨论

目前，大多研究者都认为嗜盐古菌是各类高盐

环境的优势菌群［%］，而我们采用纯培养、&’’( 和克

隆文库分析都证实昆明盐矿中古菌数量和丰度都少

于细菌。这也许是该环境的真实反映，也可能是所

采用的培养条件和引物不适合该环境中古菌的分

析，虽然所用引物被证实可扩增大部分古菌［)!，)%］，其

原因值得深入研究。纯培养法分离得到的 ** 株细

菌 分 属 * 大 类 群：+,-.,/012"，!34-512567/12-,7，"3
4-512567/12-,7，8/1,9567/12-,7［!］，但 在 克 隆 文 库 中，%:
个 细 菌 克 隆 分 属 % 大 类 群：!34-512567/12-,7、"3
4-512567/12-,7、8/1,9567/12-,7，缺少纯培养中最优势的

类群 +,-.,/012"，而以纯培养中未获得的 )*+&,$($-"*
属菌为优势。)*+&,$($-"* "##$具有广泛的适应性，

在几乎所有类型的环境中都有其存在［);］。但并非

在所有研究中都能得到这类菌。<,=215">,［)?］分离自

海底沉积物的的 )?@ 个克隆中也没有 )*+&,$($-"*
"##$。A259［!B］对韩国一晒盐池的纯培养研究也没有

分离到 )*+&,$($-"* "##$。对昆明盐矿的纯培养和

免培养研究在物种组成和丰度上存在明显差异，这

种差异也出现在 C0-9"［!)］的研究中。因此，结合纯

培养和免培养才能较客观、全面地了解环境中微生

物多样性。

放线菌作为众多医用抗生素的产生菌始终受到

研究者的重视。近年来嗜盐放线菌也受到了广泛的

关注，大量嗜盐放线菌被分离［)@，!!］。在所构建的细

菌文库中，8/1,9567/12-,7 类群含 ! 个 DEF"，共 @ 个克

隆，在纯培养中也得到了 )* 株 8/1,9567/12-,7 类群的

菌株（%) $@G）［!］，但在其它盐矿中没有获得放线菌，

其原因也值得深入探讨。

以往的很多微生物生态学研究都局限于分离和

鉴定环境中的微生物。这类方法对于了解微生物的

多样性也提供了有价值的信息，但环境中的微生物

只有很少部分能被培养，所以这些数据对于了解环

境中微生物的群落结构只提供了非常有限的信息。

将分子生物学应用于微生物生态学研究，特别是基

于 -HI8 序列分析的方法，显示出可培养微生物中

的优势类群并非环境中微生物的优势类群［!%］。结

合纯培养和免培养对盐矿古老岩盐沉积的研究必将

有助于人们解决更多的理论和应用问题。
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