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摘  要：【目的】通过对吉尔吉斯共和国比什凯克地区一处盐碱土壤样品可培养细菌的分离筛

选，初步了解该地区土壤微生物生理多样性和系统发育多样性。【方法】利用加盐(NaCl 5%)的

R2A、TSB、1/4×NA 和 Gause No.1 培养基筛选耐盐碱菌株。对部分分离菌株的革兰氏染色、

耐盐性、生长温度范围、pH 耐受、产酶性能进行了比较，进而采用核糖体 DNA 扩增片段限制

性酶切分析(ARDRA)研究了比什凯克地区耐盐碱细菌的群落结构和多样性。【结果】从比什凯

克地区盐碱土样中分离得到 120 株耐盐碱细菌，通过限制性内切酶 Hae III 对纯化菌株的 16S 

rRNA 基因进行酶切分型，根据 ARDRA 的酶切图谱，将其划分为 19 个操作分类单元。16S rRNA

基因序列测定和系统发育分析结果显示，分离菌株分布于厚壁菌门、放线菌门、变形菌门下的

17 个种属，且部分菌株的 16S rRNA 基因序列同源性低于 97%，可能是潜在的新种。【结论】

比什凯克地区盐碱土样中的耐盐碱细菌不仅具有丰富的多样性，还蕴藏着具有地域特点的新菌

种资源。 
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Abstract: [Objective] The diversity of culturable bacteria in saline alkali soil of Bishkek region in 
Kyrgyzstan was detected by Physiological test and phylogenetic analysis. [Methods] Using the 
screening media (R2A, TSB, 1/4 x NA and Gause No. 1 medium) containing 5% NaCl, salt resistant 
strains were screened. Based on morphological characteristics involving gram staining, salt 
resistance, growth temperature, pH tolerance and enzyme production performance, we researched the 
taxonomic identity and genetic variability of strains isolated by ARDRA classification map. [Results] 
One hundred and twenty salt-tolerant strains were isolated from Bishkek saline soil samples. 
Restriction enzyme Hae III was applied in ARDRA and 19 operational taxonomic units (OTUs) were 
assigned on the basis of the ARDRA patterns. Each OTU was randomly chosen for 16S rRNA gene 
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sequencing. The phylogenetic analysis on the basis of 16S rRNA gene homology showed that all 
isolates affiliated to 17 genera, belonged to Firmicutes, Proteobacteria and Actinobacteria. Two of the 
isolates showed less affilation with known taxon (<97% sequence similarity) and may represent 
novel taxa. [Conclusion] The results suggest that the salt-tolerant bacteria are abundant, and some 
unknown taxa maybe exist in Bishkek region. 

Keywords: Culturable bacteria, ARDRA, Diversity, Culture collection 

盐碱地是由于干旱地区蒸发量大，导致土壤中

所含盐分在地表逐渐积累的现象[1]。盐碱土的有机

质含量少，理化性状差，有害离子多，对地表植被

的生长易产生不良影响。研究表明，全球25%的土

地面积受盐渍化影响[2]。盐碱环境属于一种极端环

境，极端环境中生存着嗜极微生物(Extremophiles)。

这些微生物具有极为特殊的生理机制，并产生特殊

的代谢产物，如多种多样的特殊酶类(耐热酶、碱

性酶等)及各种生物活性物质，具有广泛的应用价

值[3]。随着极端环境微生物的广泛研究，盐碱环境

下微生物的生态研究也越来越受到人们的关注。国

内已有诸多学者对我国新疆、青海盐碱环境中古

菌、细菌多样性进行了研究[4-6]。 

吉尔吉斯共和国(简称吉国，下同)地处中亚中

心位置，整体上是半干旱、干旱、极度干旱交错的

区域。半荒漠和干旱草原以及寒冷冻土带、“永冻”

雪层和冰川等多种自然景观带均有分布，也有森

林、湿地等各类生态系统。比什凯克位于吉尔吉斯

山北麓的楚河谷地中心，地貌类型包括丘陵和中低

山，为明显干旱的大陆性气候带，其气候特点是夏

季凉爽，冬季寒冷。冬季平均气温为 −7 °C，全年

平均气温不超过 10 °C，全年降水量 400 mm[7]。 

由此可见，吉国具有特殊多样的生态环境，必

定孕育了特殊多样的微生物资源，是一个亟待开发

的生物资源库，可为生物技术研究与应用提供丰富

而多样的基础生物材料。另外，吉国紧临我国新疆，

对吉国微生物多样性进行研究，可提升我国对吉国

生态与微生物资源的认识。但目前关于吉国特殊环

境微生物多样性的报道极少，亦未见关于比什凯克

地区盐碱生境下土壤微生物多样性的报道。因此，

本研究采用可培养方法对此地区一处盐碱土壤细

菌进行多样性分析，为下一步对吉国其它环境土壤

微生物群落构成分析奠定基础，也为当地微生物资

源的保护开发提供一定的依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂和仪器：PCR 反应试剂盒购自宝

生物工程(大连)有限公司，PCR 扩增引物合成及样

品测序由上海生工生物工程技术服务有限公司完

成。离心机为 Eppendorf Centrifuge 5417R，PCR

仪为 Eppendorf Mastercycler® ep。 

1.1.2  样品采集及土壤理化性质分析：2012 年 7

月，土壤样品采自吉国距比什凯克市区 11.92 km 

(42°45′N，74°33′E)的盐碱地，海拔 1 149 m，地表

植被为少量苜蓿。随机选取 5 点深度为 1020 cm

的土壤样品，混匀后装入无菌容器内，4 °C 保存

备用。运至实验室后，按样品与蒸馏水 1 3∶ 的比

例在摇床振荡 10 min 后静置 30 min，用水浸法测

定土壤浸出液 pH 值，质量法检测水溶性盐总量。

土壤理化性质检测参照文献[7-9]。 

1.1.3  培养基：加盐(NaCl 5%)的 R2A、TSB、

1/4×NA 和 Gause No.1 培养基[10]。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株的分离与纯化：依据梯度稀释法[11]，

称取 10 g 土壤样品于 90 mL 无菌生理盐水中，

30 °C 活化 30 min 后进行梯度稀释，选取 10−2、10−3

和 10−4 稀释液分别涂布于分离培养基平板，每个

处理 3 个重复。R2A、TSB、1/4×NA 平板置 37 °C

培养，Gause No.1 平板置 28 °C 培养。待长出菌落

后挑取形状、大小、颜色等不同的菌落分别划线接
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种于相应的平板，直至无杂菌落。所得纯培养物转

接至加有 5% NaCl 的 TSB 或 Gause No.1 斜面培养

基，4 °C 保藏备用。或将液体纯培养物补充15%的

灭菌甘油冷冻保藏在−70 °C 冰箱。 

1.2.2  菌株部分生理生化特征：革兰氏染色：分别

对各菌株进行革兰氏染色，电子显微镜观察染色结

果[12]；NaCl 耐受实验：在培养基中分别添加 0、

5%、10%、15%、20%的NaCl，将各菌株分别接种

至相应平板，观察生长情况；pH 耐受实验：将分

离用的液体培养基 pH 分别调制为 5–10，将各菌株

接种至不同酸碱度的试管中振荡培养 72 h，观察生

长情况；生长温度范围检测：设置 10–60 °C 6 个

温度梯度，将各菌株分别接种至相应平板，培养

72 h 后观察生长情况；酶活性检测：在分离培养基

中分别加入相应底物，进行淀粉酶、酯酶(短链脂

肪酶)、蛋白酶的测定[13]。 

1.2.3  16S rRNA 基因的扩增：牙签挑取新鲜培养

的菌落，接至 1 mL ddH2O 中，振荡，取 1 μL 作 PCR 

模板[14]。用细菌 16S rRNA 基因通用引物[15](27F：5′- 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，1492R：5′-AAG 

GATGGTGATGCCGCA-3′)进行 PCR 扩增。反应条

件为：95 °C 5 min；95 °C 45 s，57 °C 30 s，72 °C   

1.5 min，30 个循环；72 °C 7 min。PCR 扩增产物

以 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.2.4  PCR 产物的 ARDRA 分析：酶切反应体系

为 15 μL，其中 10×Buffer 1.5 μL，限制性内切酶

(Hae III) 2 μL，PCR 产物 10 μL，ddH2O 补充体系

至 15 μL，混匀后置于 37 °C 酶切 1 h。取酶切产物

15 μL 于 2.0%琼脂糖凝胶，100 V 电压下电泳 1 h

后进行酶切带型的分析[16]，带型相同的菌株归为

同一分类单元(OTU)。 

1.2.5  系统进化分析：ARDRA 带型不同的扩增产

物送至上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

将所得序列用 EzTaxon server 2.0 在线进行相似性

分析，用 ClustalX 按照最大同源性的原则进行排

序，采用 Kimura-2 计算核苷酸差异值，利用 MEGA 

5.0 软件包采用邻接法(Neighbor-Joining)进行系统

进化树的构建及多样性分析，自展数(Bootstrap)为

1 000[17-18]。 

1.2.6  细菌多样性分析：基于 OTU 的丰度，运用

Microsoft Office Excel 2007 中文版软件评估该样

点可培养细菌的多样性，各公式计算如下[19]： 

Simpson 指数(D)：D=1−∑Pi
2； 

Shannon-Wiener 指数(H')：H'=−∑PilnPi； 

Pielou 均匀度指数(E)：E=H'/lnS； 

式中 Pi＝Ni/N，Ni 是第 i 属的菌株数，N=∑Ni

为全部属的菌株数之和；S 为群落中的总物种数。 

1.2.7  核苷酸序列 GenBank 登录号：将测序获得

的 16S rRNA 基因序列提交 GenBank 数据库，数据

库登录号为：KF555351−KF555369。  

2  结果与分析 

2.1  土壤基本理化性质 

分析吉国比什凯克地区盐碱地土壤理化性质

可知：土壤 pH 为 8.26；总盐含量为 76.8 g/kg；含水

率 4.39%；有机质含量 7.794 g/kg；全氮 0.355 g/kg；

全磷 0.711 g/kg；全钾 13.636 g/kg；速效氮 25.4 mg/kg；

速效磷 8.6 mg/kg；速效钾 201 mg/kg；土壤较贫瘠，

呈低氮高钾趋势。 

2.2  菌株分离及培养结果 

采用 1.2.1 的方法进行菌株分离，根据菌落的

大小、颜色、凸起特征、边缘特征、表面光滑与否

和透明度等肉眼可辨的特性，对该样点分离到的培

养 物 去 冗 余 [20] ， 共 得 到 菌 株 120 株 ， 编 号 为

KB1KB120。 

对部分菌株的生理特征进行检测，结果见表

1。革兰氏染色表明，13 株为革兰氏阳性，其余为

革兰氏阴性；将 NaCl 浓度设计为 020%，用于检

测菌株耐盐程度，KB62 在 20%的 NaCl 浓度下可

生长，KB4、KB18 在 15%的 NaCl 浓度下可生长，

多数菌株(占供试菌株的 68.42%)对 NaCl 耐受浓度 
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表 1  比什凯克盐碱地部分菌株的特性 
Table 1  characteristics of the bacteria isolated from Bishkek region 

菌株 

Strain 

生长特性 

Growth characteristics 

产酶特性 

Enzyme production 
characteristics 

系统发育关系 

Phylogenetic affiliations 

革兰氏 

Gram 
staining 

耐盐范围

NaCl (%) 

pH 范围

pH 

温度范围

Temperature
(°C) 

蛋白酶

Protease

淀粉酶

Amylase

酯酶

Esterase

操作分类

单元 OTU

菌数

No. of 
strains 

参考物种 

Reference taxa

相似性

Similarity 
(%) 

KB4 + 5–15 5–10 20–60    OTU1 13 
Bacillus anthracis 
ATCC 14578T 

99.647 

KB11 + 5–10 5–10 10–40    OTU2 2 
Streptomyces 
resistomycificus 
NBRC 12814T 

96.130 

KB12  0–10 6–8 20–40 +  + OTU3 4 
Stenotrophomonas 
rhizophila e-p10T 99.520 

KB15 + 0–5 5–8 20–40 +   OTU4 4 
Planococcus 
citreus NCIMB 
1493T 

99.456 

KB16  0–5 5–8 20–40 +  + OTU5 2 
Lysobacter 
capsici YC5194T 100 

KB17 + 0–10 5–10 10–60 +  + OTU6 3 
Bacillus pumilus 
ATCC 7061T 

99.587 

KB18 + 0–15 5–10 10–30    OTU7 13 
Brevibacterium 
frigoritolerans 
DSM 8801T 

99.479 

KB20  0–5 6–8 20–40    OTU8 5 
Rhizobium 
radiobacter 
ATCC 19358T 

99.398 

KB22 + 5–10 5–9 10–60    OTU9 3 
Brevibacillus 
laterosporus 
DSM 25T 

98.778 

KB26 + 0–10 5–9 10–50 + +  OTU10 10 
Arthrobacter 
nitroguajacolicus 
G2-1T 

99.161 

KB27  0–5 5–8 20–40 +  + OTU11 4 
Pseudomonas 
arsenicoxydans 
VC-1T 

99.438 

KB31 + 0–10 6–10 20–50   + OTU12 16 
Streptomyces 
prasinus NRRL 
B-2712T 

99.608 

KB35  0–5 5–8 10–40    OTU13 2 
Ochrobactrum 
ciceri Ca-34T 

95.483 

KB42 + 5–10 5–10 10–40    OTU14 6 
Nocardia soli 
DSM 44488T 

99.290 

KB45  0–5 6–9 10–40  +  OTU15 6 
Proteus hauseri 
DSM 14437T 

99.119 

KB48 + 5–10 6–8 10–40  +  OTU16 3 
Sporosarcina 
luteola Y1T 

98.974 

KB56 + 0–10 5–9 10–40   + OTU17 14 
Paenibacillus 
apiarius NRRL 
NRS-1438T 

98.671 

KB62 + 5–20 5–9 10–50 +   OTU18 3 
Exiguobacterium 
mexicanum 8NT 

99.368 

KB112 + 5–10 6–8 20–50   + OTU19 7 
Corynebacterium 
casei LMG 
S-19264T 

98.975 

注：+：阳性；：阴性. 

Note: +: Positive; : Negative. 
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的上限为 10%；生长 pH 范围测定结果表明，6 株

菌在 pH 10 的条件下可生长，5 株菌在 pH 9 的条

件 下 可 生 长 ， 所 有 菌 株 在 弱 酸 至 中 性 环 境 下   

(pH 57)均可生长；设置 1060 °C 6 个梯度对菌株

生长进行检测，结果显示所有菌株在 2040 °C 的

中温条件下可生长，最适生长温度为 30 °C，其中

KB4、KB17、KB22 在 60 °C 也能生长，因此，比

什凯克盐碱生境的供试菌株多为盐度及 pH 耐受范

围较宽的中温菌。同时，本次实验还对分离的这

19 株菌进行了酶活测定，产蛋白酶菌株有 7 株，

淀粉酶 3 株，酯酶 7 株。 

2.3  ARDRA 及多样性分析 

纯化后的 120 株细菌使用通用引物进行其 16S 

rRNA 基因的 PCR 扩增。PCR 产物用限制性内切

酶 Hae III 进行单酶酶切分析。根据酶切图谱的差

异聚类，划分为 19 种不同的 ARDRA 类型(见表 1、

图 1)。其中属于 OTU12 的有 16 个菌株，OTU17

的有 14 个菌株，OTU1 和 OTU7 的各有 13 个菌株，

分别占总菌数的 13.33%、11.67%及 10.83%，为优

势菌群。基于 OTU 的丰度，运用 EXCEL 软件计

算该样点可培养细菌的 Simpson 多样性指数为

0.08，Shannon-Wiener 多样性指数为 2.72，Pielou

均匀度指数为 1.97。ARDRA 类型及数据统计显示

吉国比什凯克盐碱土壤细菌多样性较丰富且部分

菌株有明显优势。 

 

 
 
图 1  部分菌株 16S rRNA 基因片段 ARDRA 结果 
Figure 1  ARDRA analysis of 16S rRNA gene fragments 
obtained from bacterial strains  

Note: M: 200 bp DNA ladder; 121: 16S rRNA gene restriction 
fragments. 

2.4  系统发育分析 

根据上述 ARDRA 分析结果，将代表不同谱型

的 19 株菌进行 16S rRNA 基因序列测定，将所测

结果提交至 EzTaxon server 2.0 等数据库中进行相

似性比较，选定其中同源性较高的相关菌株并与其

标准序列构建成系统发育树(图 2)。从系统发育树

来看，自比什凯克分离获得的细菌归为细菌域的 3

个 门 ， 即 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 、 变 形 杆 菌 门

(Proteobacteria)和放线菌门(Actinobacteria)，分布在

短 芽 孢 杆 菌 属 (Brevibacillus)、 芽 孢 八 叠 球 菌 属

(Sporosarcina)、动性球菌属(Planococcus)、类芽孢杆

菌属(Paenibacillus)、微小杆菌属(Exiguobacterium)、

短杆菌属(Brevibacterium)、芽孢杆菌属(Bacillus)、寡

养 单 胞 菌 属 (Stenotrophomonas) 、 溶 杆 菌 属

(Lysobacter)、假单胞菌属(Pseudomonas)、变形杆

菌属(Proteus)、根瘤菌属(Rhizobium)、苍白杆菌属

(Ochrobactrum)、诺卡氏菌属(Nocardia)、棒状杆菌

属(Corynebacterium)、节杆菌属(Arthrobacter)、链

霉菌属(Streptomyces)等 17 个属，其中优势菌群为

Streptomyces、Bacillus、Brevibacillus 和 Paenibacillus。 

属于厚壁菌门(低G+C mol%革兰氏阳性细菌)

分支的细菌数量最多、种类最丰富，共有 8 个

OTUs，占总分离菌株的 46.67%。通过在 EzTaxon 

server 2.0 数据库中比对，OTU9 的代表性菌株

KB22 与 Brevibacillus 属 的 模 式 菌 株 同 源 性     

达到 98.778%；OTU17 的代表性菌株 KB56 与

Paenibacillus 属的模式菌株同源性达到 98.671%，

且在数据库中与这两株菌相似性大于 97%的模式

菌株都只搜索到一个，按 16S rRNA 序列相似性小

于97%的菌株是属于不同物种的归类原则[21]，这两

种酶切带型的 OUT 下的其它菌是否与模式菌株也

有种内同源性还需进一步鉴定。 

放线菌门(高G+C mol%革兰氏阳性细菌)分支的

细菌有 5 个 OTUs，OTU10、OTU12、OTU13、OTU14

和 OTU19 的代表性菌株分别与 Arthrobacter、

Streptomyces、Nocardia 属中标准菌株的 16S rRNA

序列相似性达到了 100%98%；OTU2 (代表性菌 



1738 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.9 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 2   Phylogenetic neighbour-joining tree based on the 16S rRNA gene sequences of strains 

注：分支上的数据表示 Bootstrap 检验的支持百分率；括号内为菌株的 GenBank 序列号；标尺参数表示进化距离. 

Note: The confidence values of 50 or above from 1 000 replicate bootstrap samplings are shown at each node. GenBank accession 
numbers are shown in the parentheses. Bar: 0.02 substitutions per nucleotide. 

 
株 KB11) 与 最 近 缘 的 模 式 菌 株 Streptomyces 

resistomycificus NBRC 12814T 相似性达到 96.130%，

可能为 Streptomyces 属的新种。 

变形杆菌门是比什凯克地区盐碱土可培养细

菌中仅次于革兰氏阳性细菌的另一大发育谱系，由

6 种带型的菌株组成，占总分离菌株的 19.17%，

聚类于 α-Proteobacteria 和 γ-Proteobacteria 两个菌

纲 。 代 表 性 菌 株 KB35 与 最 近 缘 的 模 式 菌 株

Ochrobactrum ciceri Ca-34T 同源性仅为 95.483%，

可能为该属的新种。 

3  讨论 

耐盐碱菌是盐生生态系统重要的组成之一，在

地球物理循环中起着关键作用[22]。有研究表明，

土壤环境存在大量未知(未获得纯培养、未经鉴定)

的微生物，可培养的微生物仅为 1%，甚至更少[3]。

但是要了解微生物在生物圈行使的生态功能，仍需

要对其进行分离纯化，因此分离培养工作仍然是研
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究微生物多样性的一个不可缺少的手段[23]。本文

采用可培养法和基于 16S rRNA 基因序列的系统进

化分析对吉国比什凯克地区盐碱土样品中可培养

细菌的多样性进行了研究，应用 4 种培养基(R2A、

TSB、1/4×NA 和 Gause No.1)从采样地点分离到 120

株菌，经初步鉴定属于厚壁菌门、放线菌门和变形

菌门下的 17 个属的类群，其结果初步揭示了该生

境下可培养的耐盐碱菌的多样性及其系统发育。为

了更全面的了解该土壤中微生物多样性，在后续研

究中，可以结合其它分子技术如 DGGE 等方法对

该地土壤微生物进行多样性分析。 

本次分离到的 2 株菌 KB11 和 KB35 可能为潜

在的新种，这一结果表明吉国比什凯克地区细菌群

落有自己的独特性，并表明该区域或许仍有许多尚

未被分离培养的微生物。在后续研究中，可对此两

株菌进行 G+C%含量、DNA 杂交、细胞壁脂肪酸

含量分析等多相分类指标[24]，同时可对吉国特殊

生境土壤微生物多样性进行全面系统研究。 

盐碱环境是筛选天然生理活性物质产生菌的

重要生境[25]。本研究所分离获得的微生物中，产

蛋白酶菌株有 7 株，淀粉酶 3 株，酯酶 7 株。同时，

KB22 与产抗菌肽的 Brevibacillus laterosporus[26]同

源性为 98%，KB20 相同种内的菌株也有报道是辅

酶 Q10 的高产菌[27]；KB48 同属的细菌具有固氮作

用，可用于土壤环境的改良[28]。因此，今后可以

对所分离菌株进行生理活性物质测定，以期为当地

微生物资源的开发利用奠定基础。 
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