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摘  要: 细菌要维持其完整的细胞形态需要一定的渗透压, 根据极端环境微生物耐盐程度的差异

大致分为非嗜盐、弱嗜盐、中等嗜盐、极端嗜盐和耐盐菌 5 大类。本研究组通过测定不同浓度 NaCl
条件处理下, 600 nm 处的光谱吸收的改变值结合显微照相的方法, 对极端嗜盐古菌维持完整细胞

形态所必须的最低 NaCl 浓度进行研究, 发现极端嗜盐古菌 CY1 保持完整的细胞形态的最低 NaCl
浓度为 8%~10%。并建立了较为系统、可靠的测定极端嗜盐古菌保持完整细胞形态最低 NaCl 浓

度的研究方法。 
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Abstract: Bacteria had to been in a certain degree of osmolality to maintenance intact cell figure. This study 
carried on the research on lowest concentration of NaCl which to keep complete cells figure of extremely 
halophilic archaea strain CY1. The research methods were measuring the change of optical density at  
600 nm by dealing with different concentration of NaCl. Microscope figures were taken after a simple stain-
ing. The lowest concentration of NaCl was 8% ~10%. 
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嗜盐菌是指在高盐浓度条件下生长的细 
菌 [1]。其在盐浓度 15%~30%的介质中能良好生长, 
最适生长盐浓度为 20%~25%, 在饱和盐浓度中仍能

生长[2]。极端嗜盐古菌生活于盐湖, 盐田及盐腌制品
的表面, 当盐浓度低于 10%时则不能正常生长[3]。 

Na+对维持其细胞壁结构和功能有极为重要的
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作用[4]。极端嗜盐古菌细胞壁成分较特殊, 以脂蛋白
为主, 其结构的完整由离子键维持[4], 高Na+浓度使

蛋白质亚单位的结合, 维持了细胞壁的完整, 低Na+

浓度使细胞壁蛋白质解聚为蛋白质单体, 而不能保
持细胞壁的完整 ; 另一方面胞内外离子平衡打破 , 
细胞吸水膨胀, 引起细胞破裂[5]。目前报道的关于测

定极端嗜盐古菌保持完整细胞形态的方法有：2005
年徐晓红[6]的OD460测定法, 2003 年李卫[7] OD460和

OD540测定法。本实验组用△OD600法并结合显微照

相等方法来对极端嗜盐古菌保持完整细胞形态最低

NaCl浓度进行研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌种的来源 
采集于云南省楚雄一平浪盐矿, 由本研究小组

分离纯化, 并经初步生理生化, 菌落形态、颜色鉴定, 
为极端嗜盐古菌(暂时命名为 CY1, 结果未发表)。 

1.2  培养基的制作 
嗜盐液体培养基的配方, 见文献[8]。 
嗜盐固体培养基的配方：同上, 另外添加 2%的

琼脂粉, 1×105 Pa, 15 min; 温度降到 65℃~70℃时, 
倒平板, 50 mL/皿(Ø=90 mm), 弃掉不溶物。 

1.3  极端嗜盐古菌 CY1 完整的细胞形态的检测 
方法 
1.3.1  △OD600法

[9]：取等量活化后的菌悬液 1 mL
于 1.5 mL离心管内, 10000 r/min, 3 min, 弃上清液,
分别加入浓度为 0%、1%、2%、3%、4%、5%、6%、
7%、8%、9%、10%、11%、12%、13%、14%、15%、
16%、17%、18%、19%、20%的NaCl溶液１mL, 充
分混匀 5 min, 分别测定OD600值。测定各个NaCl浓
度(W/V)条件处理的菌悬液的OD600值与原菌悬液的

OD600值 , 并求出原菌悬液的OD600值与NaCl浓度
(W/V)条件处理的菌悬液的OD600值的差值。 
1.3.2  显微观察[10]：不同浓度NaCl溶液的配制：分
别配制 0% (蒸馏水); 2%、4%、6%、8%、10%、12%、
14%、16%和 18%的NaCl溶液处理, 简单染色观察。 

2  结果与讨论 

2.1  △OD600法 
当光线通过菌体细胞悬浮液时, 由于菌体细胞

的散射及吸收作用使光线的透过度降低, 在一定范

围内 , 细胞浓度与透光度成反比 [8], 即悬浮液中细

胞浓度增大OD值相应变大。完整的极端嗜盐古菌菌

体细胞在 600 nm波长处有最大的吸收峰。如图１所

示 , 该图所示原菌悬液的OD600与NaCl浓度条件处

理后的OD600的差值, 即△OD600。△OD600的大小反

映, 原菌悬液中极端嗜盐古菌细胞浓度与NaCl浓度

条件处理后细胞浓度的差值, 亦反映极端嗜盐古菌

菌体细胞裂解的情况。△OD600大, 说明极端嗜盐古

菌细胞裂解的数量多。反之亦然。 

如图 1所示, 从左至右(NaCl浓度由０%至 20%), 

△OD600呈下降的总趋势, 该趋势说明随NaCl 浓度

的升高 , 不同浓度NaCl 条件处理中极端嗜盐古菌

细胞裂解的数量减少。当NaCl浓度提高到 10%时, 

△OD600 极小, 且基本稳定。说明不同浓度NaCl 条

件处理中极端嗜盐古菌细胞裂解的数量较少或基本

没有菌体裂解。如图显示NaCl浓度为 10%或以上时,

极端嗜盐古菌细胞能够保持完整形态。因此△OD600

法可用于测定极端嗜盐古菌保持细胞完整形态的

NaCl浓度。 
 

 
 
图 1 △OD600 值与NaCl浓度的关系 
Fig. 1  The relationship between △OD600 and concentra-
tion of NaCl 
 
2.2  显微观察 

简单染色进行镜检并结合显微照相来观察细胞

裂解情况。染色后油镜下照得的显微照片, 如图 2

所示：随 NaCl 浓度的不断提高, 当 NaCl 浓度低于

6%时, 如图 2 中 a、b、c所示,几乎观察不到清晰的

细胞形态, 说明大部分菌体裂解; 当 NaCl浓度处于

8%~10%时, 如图 2 中 d、e 所示, 基本能够观察到 
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图 2 极端嗜盐古菌 CY1 的简单染色照片 
Fig.2  Simply staining of extremely halophilic archaea 

将生理盐水改成为不同浓度地 NaCl溶液, 分别进行涂布, 其他步骤不变。NaCl浓度(W/V)分别为 a: 0% (蒸馏水); b: 2％; c: 4％; d: 6％; e:  
8％; f: 10％; g: 12％ ; h: 14％; i: 16％; j: 18％ 
Treat with different concentration of NaCl in simply staining. The concentration of NaCl was: a: 0% (ddH2O); b: 2％; c: 4％; d: 6％; e: 8％; f: 
10％; g: 12％; h: 14％; i: 16％; j: 18％ respect 
 

清晰的细胞形态, 说明较少菌体裂解; 而当 NaCl浓
度高于 10%时, 如图 2 中 f、g、h、i、j 所示, 能够
观察到清晰的细胞形态, 说明没有菌体裂解。因此, 
简单染色结合显微观察可以直接用于观察不同的

NaCl 浓度下菌体的裂解的情况。 
Kushner等以盐离子浓度为指标 , 把嗜盐菌划

分为五大类, 开创了嗜盐菌分类的新标准, 他将嗜
盐菌分为非嗜盐、弱嗜盐、中等嗜盐、极端嗜盐和

耐盐菌 [2]。所以嗜盐菌的耐盐度在其分类学等方面

的意义重大。目前关于极端嗜盐古菌的最低耐受的

盐离子浓度的报道有很多。其中关于研究嗜盐菌耐

受盐浓度的方法也有多报道。徐德强等 1995 年用
OD480测定盐单胞菌的耐盐度

[11]。陶卫平等 1996 年
报道, 当盐浓度低于 1.6 mol/L时, 细胞开始破裂[5]; 
田新玉等 1997 年用OD460报道嗜盐菌在盐浓度低于

12%不能生长[12]。徐晓红等 2005 年亦用OD460鉴定

嗜盐菌的生长条件[6]。田新朋等 2006年报道大多数
极端嗜盐菌的生长盐浓度在 10%以上[13]。潘海莲等

2006 年在报道极端嗜盐菌的生长盐浓度至少在 
1.5 mol/L以上[14]。我们采用几种不同的方法研究嗜

盐古菌保持完整细胞形态的最低盐浓度。通过△

OD600法 , 测得保持嗜盐古菌完整的细胞形态的最
低NaCl浓度(W/V)为 10%; 综合上述△OD600法和显

微观察法相结合可较准确测定, 保持嗜盐古菌完整
细胞形态的最低NaCl浓度。

通过以上实验, 我们建立了较完善的测定嗜盐
菌保持完整细胞形态的最低盐离子浓度的方法, 为
后续研究嗜盐菌的分类提供更加系统、可靠的实验

方法, 同时为更好的开发极端环境微生物资源提供
理论依据。 
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