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摘  要: 以四川自贡大公古盐井盐卤为研究对象, 分离获得 112 株中度嗜盐菌。经形态特征、生理

生化特征和 16S rRNA同源序列分析表明：112 菌株分属于细菌域的Planococcus、Halomonas、
Halobacillus、Oceanobacillus和Virgibacillus属, 与P. rifitiensis和H. venusta、H. trueperi、H. blu-
taparonensis、V. picturae在 16S rRNA基因水平分别有 100%和 99%的高相似性。但菌株QW06、
QW12、QW15 和QW18 分别与O. profundus、H. trueperi和H. blutaparonensis在菌落形态、革兰氏

染色、产酸、明胶水解和淀粉水解等表型特征上有明显的差异。同时, 16S-23S rRNA ISR-PCR基
因指纹图谱也表明QW06、QW12、QW15 和QW18 不同于参考菌株O. profundus KCCM 42318 和H. 
trueperi DSM 1040 、T H. blutaparonensis ATCC BAA 1217 , 说明QW06、QW12、QW15 和QW18
分类地位有待进一步确定。实验结果不仅揭示了大公古盐井中可培养中度嗜盐菌的多样性和系统

发育关系, 

T

而且也表明了 16S rRNA高度相似菌的16S-23S rRNA ISR在进化的过程中发生了某些突

变。 
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Abstract: 112 aerobic moderate halophilic bacteria were isolated from Daong Ancient Brine Well located in 
Zigong city, Sichuan Province, China. And they were subjected to the analysis of phenotype, physiology, 
16S rRNA sequence. Furthermore, the intra specific phylogeny of closely related strains was also screened 
by PCR fragment length polymorphism of 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer regions (ISR). The re-
sult showed that the halophilic isolates found in current study were closely related to the following genera: 
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Planococcus, Halomonas, Halobacillus, Oceanobacillus and Virgibacillus, a lineage of the domain Bacteria. 
16S rRNA analysis revealed that their sequences sharing 100% and 99% similarity were obtained from the 
GenBank database for P. rifitiensis, H. venusta, H. trueperi, H.blutaparonensis, O. profundus and V. pci-
turae. However, isolates QW06、QW12、QW15 and QW18 exhibited differences from their corresponding 

reference strains to some degree, including colony pigmentation, gram staining, acid production and hy-
drolysis of gelatin, casein and starch. The ISR analysis disclosed variation of banding pattern in these iso-
lates related to Oceanobacillus and Halobacillus which was observed with phenotypic and physiological 
characterizations as well. It was clear that these halophiles have adapted to the special man-made hypersaline 
environment by the basic physiological evolution during phylogenesis. So they could be determined accord-
ing to further polyphasic taxonomy data. The current primary result also indicated the diversity of species of 
culture-dependent moderately halophilic bacteria colonizing in Dagong Ancient Brine Well as well as phe-
notypic and genotypic and phylogenetic diversity.

Keywords: Dagong ancient brine well, Moderately halophilic bacteria, Phenotype, 16S rRNA, 16S-23S 
rRNA ISR

中度嗜盐菌广泛生存于各种盐生环境中, 是一
类在 5%~20% NaCl的环境中有最佳生长能力的极端
微生物 [1], 主要位于细菌域的各主要系统发育分支
上, 也包括古菌和真菌中的某些类群。在对高盐环
境的早期研究中, 中度嗜盐菌常常被忽略。直到 20
世纪 90年代, 伴随着对各种地理条件下极端高盐环
境中古菌的研究, 大量的中度嗜盐菌被发现, 这一
类群微生物才引起了人们的注意[2]。各种盐生环境, 
包括盐湖、海洋等盐水环境, 盐碱地、盐池等盐土
环境 , 盐渍发酵食品等人工盐生环境被广泛的研
究。随着研究的深入, 人们越来越清楚地认识到其
重要性。特别是在长期盐胁迫下, 中度嗜盐菌进化
所形成的独特的生理功能、遗传特性以及在生物电

子、医药和工业生产中潜在的用途等方面都强烈地

吸引着人们的注意, 引起了极大的关注[3]。 
四川自贡享有“盐都”之称, 其特殊的地质构造

孕育了地下丰富的盐卤资源。在秦汉时期, 四川的
先民就开始了造井制盐, 其中著名的古盐井有：自
流井、贡井和大公井[4]。作为一种古老的特殊人造

盐生环境, 对其嗜盐菌的调查还未见报道。本研究
以位于自贡荣县开凿于北周武帝时期的大公盐井盐

卤为研究对象, 研究其中度嗜盐菌分类地位及系统
发育, 并在分子水平上进行了 16S-23S rRNA间区
PCR片段指纹图谱分析。 

1  材料和方法 

1.1  样品的采集和菌株的分离 
从自贡大公盐井井壁及相关的制盐设备上共采

集盐土、盐结晶和卤水等样品 12个。菌种分离和富

集培养采用参照Gochnauer等方法 [5]。向CM培养基

中接入适量样品, 30°C、150 r/min光照富集培养 14 

d~30 d后CM平板分离、纯化后于 4°C保藏。 

CM培养基(g/L)：酵母膏 10.0 g; 酪氨酸 7.5 g; 

柠檬酸三钠 3 g; MgSO4·7H2O 5.0 g; KCl 2.0 g; FeCl2 
0.02 g; MnCl2·4H2O 0.36 g; NaCl 100 g; Na2CO3 3.0 g, 
其中NaCl和Na2CO3配成溶液分别灭菌后加入 , 调

pH 7.3, 加无菌水定容至 1000 mL。 

1.2  表型性状分析 
参照王钱福[6]关于《嗜盐菌的分离及其多相分

类学研究》及东秀珠[7]《常见细菌鉴定手册》中相

关内容进行。通过光学显微镜(Olympus microscope 
BH-2)和扫描电子显微镜(JEOL model JSM5600LV)
观察菌体的形态特征。生化特征测定主要包括碳、

氮源生长试验、明胶液化、厌氧生长、硝酸盐还原、

硝酸盐产气以及NaCl的耐受试验等。 

1.3  16S rRNA 序列及系统发育分析 
基因组DNA的提取和 16S rRNA的扩增及序列

分析参见Toru Shigematsu[8]等方法。引物采用细菌

16S rRNA PCR扩增通用引物Eu27F (5′-AGAGT 
TTGATCMTGGCTCAG-3′, positions 8-27 of E. coli 
16S rRNA)和原核微生物特异性引物 1490R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′, positions 1491- 
1509 of E. coli 16S rRNA)。PCR 扩增条件：94°C变
性 1 min, 50°C退火 45 s, 72°C延伸 1.5 min, 30个循
环。 PCR产物经 pUC18-T载体T-A克隆入E. coli 
DH5α, 挑选阳性菌落, 提取重组质粒, 采用Applied 
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Biosystems DNA Sequencer (model 377)自动进行, 
测序引物为M13F 和M13R。16S rRNA序列经校对
后与GenBank数据做相似性分析, 并通过Clustal X
程序多重比对后用Mega3.1 软件Neighbor-Joining法
进行 1000次步长计算构建系统发育树图[9,10]。 

1.4  16S-23S rRNA 间区 PCR 片段性分析 

参见Jensen[11]等方法PCR扩增QW1011 菌体的
16S-23S rRNA 间隔序列 (ISR), 引物分别采用
G1(5′-GAAGTCGTAACAAGG-3′)和  L1(5′-CAAGG 
CATCCACCGT-3′)。其中 G1 高度保守 , 紧邻
16S–23S rRNA ISR的上游 30 bp~40 bp区域; L1为
23S rRNA的一个保守区域 , 位于 16S–23S rRNA 
ISR下游 20 bp区域。PCR扩增条件：94°C变性 1 min, 
55°C退火 2 min, 72°C延伸 3 min, 25 个循环。
ISR-PCR产物PAGE电泳后条带经LabImage 2.7.1识
别并转化成 0/1 矩阵 , 采用NTSYS PC 2.11 做
UPGMA聚类分析[12,13]。 

2  结果 

2.1  表型性状分析 
采集盐土、盐结晶和卤水等样品混合后富集培

养, 接种于 10%的NaCl(W/V)平板培养基上光照培
养发现：10 d后菌落开始出现, 14 d后几乎不再有新
的菌落出现, 其中 90%的菌落为黄色或橙色, 少数
菌落为乳白色。经初筛后得分离菌 112 株, 多数为
G+, 少数为G−或染色可变。细胞形态方面, 有 106
株菌为杆状, 6株菌为球形; 根据所有分离菌株的表
型特征相关性, 所有菌株共分为 6 组(见表 1), 分别
和菌株P. rifitiensis ATCC BAA 790T, H. venusta 
ATCC 27125, H. trueperi DSM 1040T, H. blutapar-
onensis ATCC BAA 1217T, O. profundus KCCM 
42318 and V. picturae DSM 14867T的表型特征相似。

其中, Ⅰ组、Ⅱ组和Ⅵ组的菌株分别与ATCC BAA 
790T、ATCC 27125、DSM 14867T的特征相同; 而Ⅲ
组 , Ⅳ组的部分菌株和Ⅴ组全部菌株则分别与
KCCM 42318、DSM 1040T和ATCC BAA 1217T的部

分表型特征有差异。  

2.2  16S rRNA 基因的系统发育学分析 
所有分离菌株的完整 16S rRNA基因经 Blast分

析及多种比对后, 选取菌株 QW02、QW04、QW05、
QW18、QW09、QW12、QW15、QW06 和 QW07
分别代表 Sub1-9 类群构建的系统发育树, 见图 1。

结果表明：112株菌分别属于细菌域的 Planococcus、
Halomonas、Halobacil lus、Oceanobacil lus 和
Virgibacillus 属。菌株 QW14 与 V. picturae 的 16S 
rRNA 基因序列相似性为 100%, 同时其表型特征与
报道的 V. picturae相同, 因此 QW14与 V. picturae
应属同种; QW02 和 QW04 分别与 P. rifitiensis 和
H. venusta在 16S rRNA基因水平上有 99%的相似性, 
在表型特征方面也与分别与这两个种相同。因此 , 
在分类水平上 QW02 和 QW04 分别与 P. rifitiensis
和 H. venusta同种; QW06与 Oceanobacillus属的相
关种聚集成簇, 与 O. profundus在 16S rRNA水平上
相似性为 99%, 但在生理水平上有一定的差异, 因
此 QW06可能属于新的分类单元; QW05、QW18、
QW09、QW12、QW15 和 Halobacillus 属的相关种
聚集成簇, QW05和 QW18聚成亚簇, 与 H. trueperi
相似性为 99%; 但二者在表型特征方面也有一定的
差异, QW05表现与 H. trueperi相同的生化特征, 而
QW18却不尽相同。因此, QW18可能属于新的分类
单元。QW09、QW12 和 QW15 聚集成亚簇与 
H. blutaparonensis 相似性为 99%, 但在表型特征方
面 QW09 相同于 H. blutaparonensis, 而异于 QW12
和 QW15。因此该亚簇中, QW12和 QW15也可能属
于新的分类单元。因此, 对于 QW06、QW12、QW15
和 QW18的具体分类地位有待进一步研究。 

菌株 QW02、QW04、QW05、QW06、QW07、
QW09、QW12、QW15、和 QW18、的完整 16S rRNA
在 GenBank 中的接受号分别为： EF622537、
EF647208、 EU124353、 EU124354、 EU124355、
EU124356、EU124357、EU124359和 EU124360。 

2.3  16S-23S rRNA 间区 PCR 片段分析 
分离菌株的 16S-23S rRNA间区 PCR片段 PAGE

电泳图及聚类分析图见图 2。从图 2A可知：所有菌

株的 ISR-PCR片段的长度主要分布在 170 bp~1200 bp, 

其中 GroupI、Group II和 Group VI中, 菌株 QW02、

QW04和 QW14的 ISR-PCR片段指纹图谱分别相似

于其参考菌株的 ISR-PCR 片段的 PAGE 模式, 在

UPGMA聚类图(图 2B)也清楚表明了这一点。然而, 

GroupV中 QW06、GroupIII中 QW18和 GroupIV中

QW15、QW12 的 ISR-PCR 片段指纹图谱无论从条

带分布还是条带的亮度方面都明显区别于其参考菌

株(图 2A), 其 Dice 指数分别为 0.67、0.74、0.21  



 
 
 

表1  分离菌株及参考菌株的形态和部分生化特征 
Table 1  Phenotypic and physiological characteristics of isolates and their reference strains 

Group I  Group II Group III Group IV Group V Group VI 表型特征 
Characteristicsa Ref1 Sub1  Ref2 Sub2 Ref3 Sub3 Sub4 Ref4 Sub5 Sub6 Sub7 Ref5 Sub8 Ref6 Sub9

Amount of the isolates  6   31  17 3  3 4 17  20  11 
Cell shape cocci cocci rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod rod 
Colony pigmentationb BO BO Y Y O O O CY CY PY BY PO PO C C 
Gram staining + + − − + + + V V + V + + + + 
Spore formation − − − − + + + + + + + + + + + 
Motility + + 

 

+ + + + + + + + + + + + + 
Growth temp Range(°C) 5-42 5-42 4-40 4-40 10-44 10-44 10-40 ND 10-40 10-45 10-40 15-42 15-42 5-40 5-40
Optimum 37 37 

 
30 30 30 30 30 28 30 25 28 30 30 28 30 

Salts conc. Range(%) 0.5-15 0.5-20 0.5-20 0.5-25 0.5-30 0.5-25 0.5-25 0.5-20 0.5-20 0.5-20 0.5-20 0.5-14 0.5-25 0.5-20 0.5-20
Optimum 10 10 0.5-7 10 10 10 15 2-4 8 10 5 5-10 15 5-10 8-10
pH range 6-10.5 6-10.5 

 
5-10 5-10 6-9.5 6-9.5 6-9.0 6-9.0 6-9.0 5-9.0 6-9.0 6-9.5 6-8.5 6-9.0 6-9.0

Hydrolysis of Gelatin + + − − + + + − − + − + + v v 
Casein − − − − − − − + + − + + + W W 
Starch ND ND 

 
− − − − + + + − − − + ND ND 

Acids from D-Fructose ND + − − + + + + + + + + + + + 
Acids from D-Galactose + + − − + + + W W − W + + + + 
Acids from D-Glucose + + − − + + + + + + + + + + + 
Acids from D-Xylose ND － − − − − − − − − − − − ND ND 
Acids from D-Mannitol ND ND − − − − − + + + + − + + + 
Acids from Maltose + + − − ND + + + − − + + + W W 
Acids from Sucrose + + − − ND + + + + + + + + ND ND 
Aerobic NO3 reduction − − + + ND ND ND ND ND ND ND + + + + 
Aerobic NO2 − − 

 

− − ND ND ND ND ND ND ND ND + ND ND 

注：Ref1-6：参考菌株P. rifitiensis ATCC BAA-790T、H. venusta ATCC 27125、H. trueperi DSM 1040T、H. blutaparonensis ATCC BAA 1217T、O. profundus KCCM 42318和V. picturae 
DSM 14867T; Sub1-9：分别表示表形特征相似的亚组; BO：亮黄色; O：橙色; PO：淡黄色; C：乳白色; Y：黄色; CY：乳黄色; V：可变; ND：无法判定; W：弱性; +：阳性; −：阴性  
Note: Characteristics were described based on group. Ref 1–6: The reference strains for each group: P. rifitiensis ATCC BAA-790T, H. venusta ATCC 27125, H. trueperi DSM 1040T, H. 
blutaparonensis ATCC BAA 1217T, O. profundus KCCM 42318 and V. picturae DSM 14867T, respectively; Sub 1–9: The sub-group 1–9, respectively; BO: Brilliant orange; O: Orange;  
PO: Pale orange; C: Cream; Y: Yellow; CY: Cream yellow; V: Varied; ND: Not determined; W: Weak; +: Positive; −: Negative 
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图1  基于16S rRNA基因序列构建的代表菌株的系统进化树 
Fig. 1  Phylogenetic tree based on the complete16S rRNA gene sequences of the representative isolates in Table 1 by the 

neighbor-joining method 
 

 
 

图 2  分离菌株和代表菌株的 ISR-PCR 片段聚丙烯酰胺电泳图(A)及 ISR-PCR 指纹图谱的 NTSYS 聚类图(B) 
Fig. 2  PAGE profiles of ISR-PCR patterns of the representative isolates and their corresponding reference stains (A) and 

dendrogram depicting the relationships of isolates based on the ISR-PCR patterns (B) 
注：M：100 bp梯度Marker; 1-13分别代表：P. rifitiensis ATCC BAA-790T、QW02、H. venusta ATCC 27125、QW04、H. trueperi DSM 1040T、

QW05、QW18、H. blutaparonensis ATCC BAA 1217T、QW09、QW12, QW15、O. profundus KCCM 42318、QW06、V. picturae DSM14867T 和
QW07 
Note: M: 100 bp ladder size marker (small strand 100 bp, Invitrogen); 1,2: P. rifitiensis ATCC BAA-790T, QW02; 3,4: H. venusta ATCC 
27125, QW04; 5-7: H. trueperi DSM 1040T, QW05, QW18; 8-11: H. blutaparonensis ATCC BAA 1217T, QW09, QW12, QW15;  
12,13: O. profundus KCCM 42318, QW06; 14,15: V. picturae DSM 14867T, QW07 
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和 0.21(图 2B)。这些结果进一步从分子水平上证实
了 QW06、QW12、QW15和 QW18的具体分类地位
有待进一步研究。 

3  讨论 

中度嗜盐菌是盐生生态系统重要的组成之一 , 
在盐生环境地球物理循环中扮演着关键的作用。虽

然分子生态学的方法为我们研究和揭示微生物多样

性得到了极大的拓展, 但是要了解微生物在生物圈
行使的生态功能, 仍需要得到它们的纯培养, 因此
分离培养的工作仍然是研究微生物多样性一个不可

缺少的手段[14]。CM培养基是分离嗜盐或耐盐微生物
一种有效的寡营养培养基[15]。应用CM培养基从大公
古盐井中分离得到 112 株中度嗜盐菌, 经初步分类
属 于 Planococcus 、 Halomonas 、 Halobacillus 、
Oceanobacillus和Virgibacillus属不同的类群 , 其结
果初步揭示了盐卤中可培养的中度嗜盐菌的多样性

及其系统发育。 
16S rRNA的系统发育是研究环境微生物相互

关系的有效工具。然而, 大量的数据表明尽管 16S 

rRNA 是研究细菌进化和亲缘关系的重要指标, 但

由于 16S rRNA 序列在原核生物中的高度保守性, 

对于相近种或同一种内的不同菌株之间的鉴别分辨

力较差, 因此其可靠性不充分[16]。从系统树上可以

看出菌株QW06、QW12、QW15 和QW18 分别聚集

在O. profundus、H. trueperi和H. blutaparonensis簇中, 

与O. profundus、H. trueperi和H. blutaparonensis都具

有 99%的高似性, 但在菌落形态、革兰氏染色、产

酸、明胶水解和淀粉水解等表型特征方面却异于参

考菌株。Ripka等研究不同盐生环境的微生物时也发

现了同样的现象, 说明来自于不同生境的微生物为

了适应其生存环境在一些基本的生理过程中已经进

化出了某些适宜于环境的生理变化[17]。 

16S-23S rRNA间区近年来在细菌系统发育学, 

特别是相近种和菌株的区分和鉴定方面倍受关注。

当研究的 16S rRNA序列高度相似性时 , 16S-23S 

rRNA区间序列分析可以进一步为这些菌株的分类

进一步提供分子证据[18]。研究认为, 16S-23S rRNA 

的ISR区域包括功能区和非功能区。在进化的过程中, 

功能区如tRNA基因、核糖核酸酶Ⅲ和Box A等相对

保守。然而, 非功能区由于受到环境的压力经常会

受到碱基的插入或缺失突变。因此, Song 等认为对

起源相近的菌株 , 其ISR的在进化过程中发生的突

变在一定程度上响应了环境的独特性, 可以作为菌

株的分类信息[18]。由于大公古盐井不同于其它盐生

环境, 具有低Mg2+、黑卤、恒温和人造盐生生态系

统等独特性。过去认为这样的人工生态环境中, 微

生物的多样性极低。然而, ISR-PCR指纹图谱分析表

明：在进化过程中, Oceanobacillus属和Halobacillus

属的菌株QW06、QW12、QW15 和QW18 在盐卤独

特环境因子长期的压力下已经在分子水平上出现了

分化, 表现了人工古盐井微生物在进化水平上的多

样性。 

目前, 可分离培养的微生物仅占环境微生物的
1%~10%, 大量的微生物不能培养或现阶段难于培
养, 在这些未知种群中, 蕴藏着目前还无法估量的
资源。因此, 进一步研究古盐井中的微生物, 加强对
这类特殊生境中微生物的认识, 将有利于丰富我国
中度嗜盐菌的生物多样性, 为我们利用这些特殊的
微生物资源奠定基础。 
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