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摘要：【目的】了解中国云南腾冲热海环境中厌氧菌的分类学特征及生理生化特性。【方法】利用 P9:N;*( 厌

氧操作技术，从云南腾冲 热 海 F.Q & "%Q 温 泉 中 分 离 出 I 株 高 温 厌 氧 菌，对 其 进 行 形 态、生 长 特 征 及 #1’
-D0R 基因序列分析，确定菌株的系统发育地位。【结果】I 株 菌 株 细 胞 形 态 均 为 杆 状，不 产 芽 孢，革 兰 氏 阴

性，严格厌氧，在 I.Q生长良好。其中较典型的菌株 DP.F.$ 能在 33Q S F.Q温度范围内生长，最适生长温

度为 I.Q；生长 )P 值范围为 3 O3 & F O3，最适 )P 值为 I O.，能利用葡萄糖、淀粉、甘露醇、甘露糖、核糖、麦芽

糖、纤维二糖、木糖、果糖、半乳糖、木聚糖、甘油，不能利用蔗糖、丙酮酸。#1’ -D0R 基因序列相似性的比较

分析表明，其中 3 株菌与 .$*/$-$0’()$"#0’ 属菌株的最高相似性均在 "FT以上，而 DP.F.! 与 DP.F.1 分别为

"1T和 "%T。菌株 DP.F.$EDP.F.F 的 序 列 登 录 号 分 别 为 UVI!FI11、UVI!FI1$、UVI!FI1#、UVI!FI1%、UVI!FI13、

UVI!FI1! 和 UVI!FI1I，在中国普通微生物菌种保藏中心的保藏号分别为 2WC22# O3#%! & # O3#!.。【结论】分

离自腾 冲 热 海 的 I 株 嗜 热 厌 氧 菌 与 .$*/$-$0’()$"#0’ 属 菌 株 有 较 高 相 似 性，可 将 这 I 株 菌 株 鉴 定 为

.$*/$-$0’()$"#0’ 属菌株（ .$*/$-$0’()$"#0’ > =)），其中菌株 DP.F.! 和 DP.F.1 有成为新种的可能。
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嗜热厌 氧 菌 包 括 最 佳 生 长 温 度 在 3.Q 以 上 的

细菌和古菌，不需要氧作为电子受体。对嗜热厌氧

菌的研究有助于了解生命在极端地球环境下生存的

机制，这些极端环境包括热区地面喷气口，富含硫或

有毒金属的热泉以及热泉、海底高温高压的深源热

液喷口［# & $］。陆地和海底热泉是一个相对还原性高

的地热环境，在其中有较丰富的嗜热厌氧菌的分布。

从美国的黄石公园、意大利、冰岛、非洲、新西兰、法

国、印度尼西亚以及中国腾冲均已分离获得。大多

数的 嗜 热 厌 氧 发 酵 细 菌 属 于 嗜 热 厌 氧 杆 菌 科

（120’3($-$0’()&$"0$0），其中 嗜 热 厌 氧 杆 菌 科 包 括 了

热厌氧杆菌属（ 120’3($-$0’()$"#0’）和 嗜 热 厌 氧 杆 菌

属（ 120’3($-$0’()$"#0’&43）。U;-X(;9 CB 等人在 $..!

年 将 原 来 的 120’3($-$0’()$"#0’ 54)#0’’$-045、

120’3($-$0’()$"#0’ #0-+"(-+0-5&、 .$’)(67/&)’$"2&43
8$"&9&"43 和 120’3($-$0’()$"#0’ 7(-50&& 四个种合并，建

立了 .$*/$-$0’()$"#0’ 属，.$*/$-$0’()$"#0’ 属 仅 设 有

.$*/$-$0’()$"#0’ 54)#0’’$-045 一 个 种，而 原 来 的

120’3($-$0’()$"#0’ 54)#0’’$-045、 120’3($-$0’()$"#0’
#0-+"(-+0-5&、 .$’)(67/&)’$"2&43 8$"&9&"43 和

120’3($-$0’()$"#0’ 7(-50&& 被 列 为 .$*/$-$0’()$"#0’
54)#0’’$-045 的 ! 个亚种［%］。

云南腾冲具有多种温泉类型，加上漫长的微生

物生态系统的演化，孕育出现代腾冲热海丰富的高

温微生物资源，使之成为我国最重要的高温微生物

资源宝库。鉴于高温厌氧菌培养条件较复杂，国内



有关高温厌氧菌研究的报道相对较少［! " #］。本文报

道了从云 南 腾 冲 热 海 分 离 到 了 $ 株 高 温 厌 氧 菌 菌

株，并对其进行了系统发育分析。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 样品采集：采集腾冲热海眼镜泉、鼓鸣泉、大

滚锅等热泉（温度为 %&’ ( )*’，+, 为 $ -& ( % -#）的

水样及沉积物，迅速装入 .# /0 的厌氧管中，并加入

.&!0 刃 天 青（& -12，345）指 示 剂 和 1&&!0 67. 8·

),.9（1&2，345），厌 氧 管 中 水 样 的 颜 色 逐 渐 褪 至

无色，表明水样已处于还原状态，样品在常温状态下

在 .! 小时之内运至实验室，于 !’保存。

! "! "# 主 要 试 剂 和 仪 器：酵 母 粉 购 于 9:9;< 试 剂

公司，蛋白 胨 购 于 北 京 博 奥 星 生 物 技 术 有 限 公 司，

<6= >?@A7B@CDE FC@ 5GA H . -& 和 =I7ADJG KGL <6=
MNACOCB7@CDE FC@ 5GA H . -& 试剂盒均购于 P7F7Q7 公司。

R,S. 光学显微镜购于 90TUMV8 公司，$.1 型分光光

度计购于上海第三分析仪器厂。

! "! "$ 厌 氧 培 养 基 的 配 制：本 实 验 采 用 <8U%% 培

养基，组 成 如 下：（6,! ）. 89! 1 -* I，F,. M9! & -.% I，

UI89!·$,.9 & -.# I，WGXL*· Y,.9 & -&. I，67.UD9!·

.,.9 & -&.# /I，X7XL.·.,.9 & -&$ I，67.UD9!· .,.9

& -&.# /I，WGXL* & -.% /I，XN89! & -&1Y /I，UE89!·

,.9 . -. /I，,*R9* & -# /I，ZE89!·$,.9 & -# /I，

XDXL.·Y,.9 & -&!Y /I，X789!·,.9 Y& /I，PA[+@DEG

1 I，TG7J@ G?@A7B@ 1 I，定容至 1 0，调节 +, 至 $ -&。配

制液体培养基时，将培养基分装在容量为 .# /0 的

厌氧管中，每管装入 .& /0 培养基，加入 .&!0 刃天

青指示 剂（& -12，345），于 1.1’ 灭 菌 .&/CE。灭 菌

后待培养基冷却至 %&’，于厌氧管内以皮试用注射

器注射入 1&&!0 67. 8·),.9（1&2，345），并向厌氧

管中充 6. 约 # /CE，直至培养基颜色由粉红色褪至

无色，表明培养基已经为无氧状态。配制固体培养

基时，在培养基中添加 1 -12（345）的 KGLAC@G 作为凝

固剂（培 养 基 中 UI. \ 的 含 量 为 液 体 培 养 基 中 的 !
倍）其它操作同上。

! "! "% 样品的富集分离：富集培养时，用无菌注射

器吸取 . /0 样 品，注 入 制 备 好 的 液 体 厌 氧 培 养 基

中，于 $&’富集培养Y! ]，待 培 养 基 变 浑 浊 后，将 富

集培养液用含 #2 67. 8·),.9 的液体培养基稀 释，

用无菌注 射 器 注 入 以 1 -12（345）KGLAC@G 作 为 凝 固

剂的 <8U%% 培 养 基 中，滚 管 后 于 $&’ 恒 温 培 养

Y! ]，挑取单菌落进行分离纯化。

! "# 菌株电子显微形态观察

将处于对数生长期早期的菌株 Q,&%&.SQ,&%&%
细胞用 .2（345）的醋酸双氧铀染色，染好的铜网于

透射电子显微镜下观察（,C@7B]C , " Y&&=）。

! "$ 菌株 &’()(# 最适生长条件与营养需求

选取在厌氧固体培养基上形成菌落最早、生长

速率最快的 Q,&%&. 菌株进行菌株生长条件及营养

需求的研究。

最适生长温度测定方法为：将处于对数生长期

早期的 Q,&%&. 菌 株 培 养 液 & -#/0 接 种 到 .&/0 的

厌氧 液 体 <8U%% 培 养 基 中，分 别 置 于 #&’、##’、

Y&’、Y#’、$&’、$#’、%&’、%#’、)&’ 下 恒 温 培 养

Y! ] 测定培养液中的 !"Y&& ，通过计算比较不同温度

下生长速率差异确定其生长温度范围及最适生长温

度。

最适生长 +, 测 定 方 法 为：将 处 于 对 数 生 长 期

早期的 Q,&%&. 菌株培养液 & -# /0 接种到 +, 值分

别为 ! -&、! -#、# -&、# -#、Y -&、Y -#、$ -&、$ -#、% -&、% -#、

) -& 的 .& /0 厌氧液体 <8U%% 培养基中，置于 $&’
恒温培养 Y! ] 测定培养液中的 !"Y&& ，通过 计 算 比

较不同 +, 值条件下生长速率的差异确定其生长 +,
范围及最适 +,，以上试验均设平行试验。

菌株 Q,&%&. 于 添 加 有 & -12 @A[+@DEG 和 & -12
[G7J@ G?@A7B@ 的 <8U%% 培 养 基 中 培 养 至 对 数 生 长 期

早期，吸 取 & -# /0 菌 液 接 种 至 .& /0 含 有 & -&12
[G7J@ G?@A7B@ 并添加了各种糖（& -12，345）的液体培

养基中，于 $&’ 恒 温 培 养 )Y ]，通 过 测 定 培 养 液 中

的 !"Y&& 来确定菌株对各种营养的需求（以 !"Y&& ^

& -! 为基准，培养液明显浑浊为阳性，反之为阴性）。

! "% 总 *+, 的提取、!-. /&+, 基因扩增及测序

菌株总 <6= 的提取采用 P=F=Q= <6= 提取试

剂盒，扩增 1Y8 AQ6= 基因序列的两端引物按照 07EG
（ 1)%# ） 设 计： 正 向 引 物： #_S
=K=KPPPK=PXXPKKXPX=KS*_ 和 反 向 引 物：#_S
=XKKXP=XXPPKPP=XK=XPPS*_。 MXQ 反 应 体 系 为

.#!0，反 应 条 件 为 )!’ 变 性 ! /CE；接 下 来 进 行 *&
个循环 反 应：)!’ !# J，#&’ !# J，$.’ )& J；$.’
1& /CE。MXQ 产物经胶回收后，连接到 +U<1) " P 载

体上，以 1&!0 连接反应液转化 1&&!0 感受态细胞，

通过蓝白斑筛选出重组质粒，1Y8 AQ6= 基因序列由

87EIDE RCD@GB] 测定。

! "0 系统发育树的构建与分析

利用 RL7J@E. -. -Y 在 KGER7E‘ 中 进 行 相 似 性 比

#*.1陆月情等：腾冲热海七株高温厌氧菌的分离及鉴定 H 4微生物学报（.&&)）!)（)）



较，选取相似性较大的序列用 !"#$% 进 行 系 统 发 育

分析，用邻接法（&"’#()*+ , -*’.’.#）构建系统进化树，

用于检验支持率的重复抽样次数为 /000 次。

! 结果和分析

! "# 细胞形态

1 株菌株 在 含 / 2/3 4"5+’6" 的 78!99 固 体 培 养

基上均形成乳白色，圆形，半透明菌落。经过电子显

微镜观察可见，菌体形态均为杆状，菌株 :;090< 作

为其中的代表形态，长度约为 <!= > %!=，直 径 约

为 0 2?!= > 0 2@!=，菌体有单生、成对或成串生长现

象（图 /AB）。1 株菌中，只有菌株 :;090% 观察到有

鞭毛存在（图 /AC）。

! "! 最适生长条件与营养需求

1 株菌株 在 添 加 了 0 2/3 6+DE6*." 和 0 2/3 D"$F6
"G6+$H6 的 78!99 培养基中生长良好，在有氧条件下，

菌株不生长。其中，在固体培养基上形成菌落最早、

生长速度最快的菌株 :;090< 生长温度范围为 IIJ
> 90J，最 适 生 长 温 度 为 10J；生 长 E; 值 范 围 为

I 2I > 9 20，最适生长 E; 为 1 20。

:;090< 菌株与 其 它 高 温 厌 氧 菌 菌 株 的 营 养 物

利用情况比较见表 /［@ , /%］。

图 # 菌株的菌体形态（$：%&’(’!；)：%&’(’*）

K’# L / M5"H6+*. =’H+*#+$E( *N 6(" F6+$’.F L B：:;090<；C：:;090% L

表 # %&’(’! 菌株与其它高温厌氧菌属菌株的营养物利用情况比较

O$)5" / P*=E$+’F*. *N .Q6+’6’*.$5 +"RQ’+"=".6F )"6S"". F6+$’. :;090< $.T *6("+ FE"H’"F *N #"."+$ !"#$%&’(’#$&)’*+#$ $.T ,’-.’(’#$&)’*+#$
&Q6+’".6 / < ? % I @ 1 9 U /0 //
86$+H( V , V V V V V V V V V
WD5$. V , &: &: &: &: V &: , V ,
WD5*F" V &: , , V V &: &: , V V
45QH*F" V V V V V V V V V V V
8QH+*F" , V V V V V V , , , V
:’)*F" V , , &: V , &: &: , V &:
!$..’6*5 V , , &: , V V &: V V &:
4$5$H6*F" V V &: &: V V &: V V V V
P"55*)’*F" V , V V V V V V V V V
!$..*F" V V , V V V &: &: V V V
K+QH6*F" V V &: &: V V V V V V V
X$H6*F" V , V V V V V &: V V V
=$56*F" V , V V V V V &: V V V
YD+QZ$6" , , V , V , V V , V &:
45DH"+*5 V &: &: &: , V &: &: , V &:
["$F6 "G6+$H6 V &: &: V &: &: &: &: V &: &:
/2 F6+$’. :;090<；< 2 ! L /0120 78! <0?0O（X0U/@0）；? 2 ! L )$&*/00 78! /%I1O（X0U/@I）；% 2 ! L ’*#+&#+"3-0*24 78!<?IUO L I 2 ! L #+"’(&-0*24 78!<<%@O；

@ 2 ! L 50#6#-00 78!/0?/UO；1 2 ! L 42-72$&8"0-24 78!//I9%O；9 2 ,’-.’(’#$&)’*+#$ 42)+#$$’(#24 FQ)FE L 8’*070*24 78!/<@I?O；U 2 ,’-.’(’#$&)’*+#$ 42)+#$$’(#24
FQ)FE L +#(6*&(6#(404 -P!//001O；/0 2 ,’-.’(’#$&)’*+#$ 42)+#$$’(#24 78!/?0I%O；// 2 ,’-.’(’#$&)’*+#$ 42)+#$$’(#24 FQ)FE L 3&(4#0#(404 78!/?111O L &*6"：V ：

E*F’6’Z"；, ：."#$6’Z"；&:：.*6 +"E*+6"T L

@?</ [Q"R’.# XQ "6 $5 L \ 9*+’ :0*$&)0&-&60*’ ;0(0*’（<00U）%U（U）
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菌 株 !"#$#% 的 生 长 依 赖 酵 母 粉，在 含 有 淀 粉

或者葡萄糖的 培 养 基 中 生 长 良 好。!"#$#% 能 够 利

用多种糖，能利用葡萄糖、淀粉、甘露醇、甘露糖、核

糖、麦芽糖、纤维二糖、木糖、果糖、半乳糖、木聚糖、

甘油为唯一碳源，不能利用蔗糖、丙酮酸，这与表中

!"#$%&’(’#$&)’*+#$ 和 ,’-.’(’#$&)’*+#$ 属 的 成 员 类

似。与 , & +#(/*&(/#(010 ’()* 比 较，两 者 均 能 利 用

淀粉、葡萄糖、甘露醇、甘露糖、麦芽糖、纤维二糖、果

糖、半乳糖，均不能利用蔗糖和丙酮酸，但二者亦存

在一定的差异性，!"#$#% 能利用甘油、核糖和木糖，

而 , & +#(/*&(/#(010 ’()* 均 不 能 利 用 这 + 种 底 物。

可见，!"#$#% 在营养利用方面与其 ,’-.’(’#$&)’*+#$
属菌株既有共性又有一定的差异性。

图 ! " 株菌株 #$% &’() 基因系统发育分析

,-. & % /0123.4546-7 858219-9 3: 94;45 96<8-59 =894> 35 ?@A <!BC .454 94DE45749 &

! *+ #$% &’() 基因系统发育分析

本研究获得 F 株菌株的 ?@A <!BC 基因片段 长

度均为 ?G## =H 左右，将这些序列与 I45(85J 中序列

进 行 相 似 性 比 对， 以 !"#$%&’(’#$&)’*+#$12%
+"#$%&02-32$1/#(#0)(* 和 4&&$#--’ +"#$%&’*#+1*’ KA’
G%?* 作 为 外 群， 选 取 !"#$%&’(’#$&)’*+#$ 和

,’-.’(’#$&)’*+#$ 属的标准菌株，利用 ’4.8) L# 软件进

行多重序列比对并绘制系统进化树（图 %）。

进化分析表明，菌株 !"#$#+ 与 !"#$#$ 与菌株

, & 02)+#$$’(#20 AM(! F$G$* 的亲缘关系最近，相似性

均为 N$O，构成一个小分支；菌株 !"#$#F、!"#$#G、

!"#$#% 与 , & +#(/*&(/#(010 ’()* 相 似 度 达 到 了

N$O；相 比 之 下，而 !"#$#) 和 !"#$#@ 虽 然 与 , &
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!"#$%&#$"#’(’ !"#$ 相似 度 最 高，但 也 仅 仅 分 别 达 到

了 %&’ 和 %(’，具有构成新种的可能，二者构成了

一个独立的簇群。综合上述，分离自腾冲的 ) 株菌

株与 )*+,*#*"-&.*%!"- 属 的 标 准 菌 株 均 有 较 高 相 似

度，可鉴定为 )*+,*#*"-&.*%!"- 属菌株。

! 讨论

高温厌氧杆菌广泛分布于世界各地的高温温泉

中，从美国的黄石公园、意大利、冰岛、非洲、新西兰，

法国，澳大利亚，印度尼西亚以及中国腾冲均分离到

了 高 温 厌 氧 杆 菌 属 的 菌 株。 高 温 厌 氧 菌 ) *
!"#$%&#$"#’(’ !"#$ 分离 自 腾 冲 热 海，本 文 所 研 究 获

得 的 ) 株 高 温 厌 氧 菌 菌 株 经 鉴 定 属 于

)*+,*#*"-&.*%!"- 属 菌 株，其 中 较 典 型 的 代 表 菌 株

+,-.-/ 在细 胞 形 态、生 长 条 件 及 营 养 利 用 方 面 与

)*+,*#*"-&.*%!"- 属的其它菌株既有共性又有一定的

差异性。其 中 菌 株 +,-.-# 有 鞭 毛，而 在 由 原 来 的

/ * ’0.!"--*#"0’、/ * !"#$%&#$"#’(、) * 1*%(2(%03 和 / *
4&#’"(( 合并而成的新属 )*+,*#*"-&.*%!"- 中，只有 / *
’0.!"--*#"0’ 有 鞭 毛，，而 且 菌 株 +,-.-#、+,-.-& 与

)*+,*#*"-&.*%!"- 属 菌 株 0&1 2+34 基 因 序 列 相 似 性

最 高 仅 为 %&’ 和 %(’，因 此，二 者 均 有 构 成

)*+,*#*"-&.*%!"- 属新种的可能。

这 ) 株菌株分别与分离自世界上不同水热地区

的 )*+,*#*"-&.*%!"- 属 的 几 株 标 准 菌 株 具 有 较 高 的

相似性，体 现 了 腾 冲 热 海 较 丰 富 的 )*+,*#*"-&.*%!"-
属高温厌氧菌的分布，+,-.-#、+,-.-& 菌株形成的

独立簇群的存在，意味着腾冲热海还具有有别于其

它地区的独特的高温厌氧杆菌资源，值得进一步研

究。

这 ) 株菌株分离自 .-5 6 %(5的高温热泉样品

中，但在实验室的培养条件下，它们的最高生长温度

仅达到 .-5左右，这可能是由于热泉环境中存在着

特殊的离子，这些离子可以显著提高菌株的耐热性。

作者在研究中也发现，随着菌株传代次数的增加，其

最高生长温度有一定的下降。可见，进一步探索热

泉环境的水化学特征，将有助于了解菌株高温适应

性机制以及高温环境下生命活动的过程。

高温厌氧菌存在于自然界的极端环境中，具有

耐热嗜热的生活特性。它的酶有较高的热稳定性，

在高温下能分解纤维素，发酵糖类，能够耐受原油等

有毒有机化合物，并能有效降解多环芳烃有机物，使

其在化工，食品，制药以及环保等各个方面的广泛应

用前景。随着研究的深入，新的高温厌氧菌将不断

被发现，探索其独特的生物学特性，对认识地球上生

命的起源和进化具有重要的意义。

致谢 本研究部分工作在中国科学院微生物研究所

微生物资源前期开发国家重点实验室完成，感谢东
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