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摘  要：【背景】扎布耶湖位于青藏高原地区，是以水体中富含高浓度 CO3
2−、HCO3

−和 Na+为显

著特性的盐碱湖，因其地理位置高寒、高海拔，人迹罕至，涉及该盐湖微生物的研究相对较少。

【目的】系统探究湖水中细菌多样性和菌种资源等，发掘可利用的潜在菌种。【方法】采用 Illumina
测序 16S rRNA 基因 V3−V4 区分析扎布耶湖细菌的群落结构组成、物种多样性特征；采用纯培养

筛选分离可培养细菌，明确分离菌株分类学地位、生长特性及产酸能力，同时测定分离菌株四氢

嘧啶(ectoine)、吲哚乙酸(3-indoleacetic acid, IAA)和胞外聚合物(extracellular polymeric substances, 
EPS)的积聚量。【结果】Illumina 测序明确分类地位的细菌有 21 门 44 纲 86 目 583 属，其中优势门

类群是变形菌门(Proteobacteria, 25.11%−67.60%)、拟杆菌门(Bacteroidetes, 4.84%−35.02%)和厚壁

菌门(Firmicutes, 1.24%−11.01%)，优势属类群是克雷伯氏菌属(Klebsiella, 0.01%−9.53%)、盐单胞菌

属 (Halomonas, 0.54%−8.75%) 、 芽 单 胞 菌属 (Gemmatimonas, 2.39%−6.00%) 和 腈 基 降解 菌 属

(Nitriliruptor, 1.27%−6.26%)。纯培养法筛选获得嗜盐碱菌 38 株，其中芽孢杆菌属(Bacillus) 23 株

(60.53%)和盐单胞菌属(Halomonas) 10 株(26.32%)，菌株均具有耐盐碱和产酸能力(19.80%−29.68%)。
大多数菌株能积聚四氢嘧啶、IAA 和 EPS，产量范围分别为 1.36−175.59、0.27−8.69 和 0.02−0.22 g/g。
【结论】扎布耶湖细菌群落结构与其他地区盐碱湖相似，但存在大量未明确分类学地位的细菌，分

离菌株多具有耐盐碱及产酸特性。此外，还发现 4 株高效生产四氢嘧啶、3 株生产吲哚乙酸和 3 株生

产胞外聚合物的潜力菌株，为扎布耶盐湖微生物资源的开发利用奠定了基础。 
关键词：扎布耶湖；细菌多样性；高通量测序；纯培养法；次级代谢物 
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Abstract: [Background] Zabuye Lake located in the Qinghai-Xizang Plateau in China is 
characterized by high concentrations of CO3

2−, HCO3
−, and Na+. Due to the alpine climate, high 

altitude, and the location off the beaten track, few studies have been conducted on the 
microorganisms of Zabuye Lake. [Objective] To systematically explore the bacterial diversity 
and mine valuable strains in Zabuye Lake. [Methods] Illumina sequencing of the 16S rRNA 
gene V3–V4 region was carried out to analyze the bacterial community structure and diversity 
in Zabuye Lake. The pure culture method was used to isolate the culturable bacterial strains, and 
the taxonomic status, growth characteristics, and alkali-degrading capacity of the isolates were 
determined. Furthermore, the accumulation of ectoine, indole acetic acid (IAA), and 
extracellular polymeric substances (EPS) was determined for the isolates. [Results] Illumina 
sequencing yielded 583 genera of bacteria belonging to 86 orders, 44 classes, and 21 phyla. The 
dominant phyla were Proteobacteria (25.11%–67.60%), Bacteroidetes (4.84%–35.02%), and 
Firmicutes (1.24%–11.01%), and the dominant genera were Klebsiella (0.01%–9.53%), 
Halomonas (0.54%–8.75%), Gemmatimonas (2.39%–6.00%), and Nitriliruptor (1.27%–6.26%). 
A total of 38 strains of haloalkaliphilic bacteria were isolated, including 23 (60.53%) strains of 
Bacillus and 10 (26.32%) strains of Halomonas. All the strains showed salinity tolerance and 
alkali-degrading capacity (19.80%–29.68%). Most strains were able to accumulate ectoine, 
IAA, and EPS with the yields of 1.36–175.59 mg/L, 0.27–8.69 mg/L, and 0.02–0.22 g/g, 
respectively. [Conclusion] The bacterial community structure of Zabuye Lake is similar to that 
of other saline lakes, while there are a large number of undefined bacteria taxa. Most of the 
strains isolated from Zabuye Lake have salinity tolerance and alkali-degrading capacity. In 
addition, 4, 3, and 3 potential strains for the efficient production of ectoine, IAA, and EPS, 
respectively, were identified. This study lays a foundation for the development and utilization of 
microbial resources and saline environment improvement in Zabuye Lake. 
Keywords: Zabuye Lake; bacterial diversity; high-throughput sequencing; pure culture method; 
secondary metabolites 
 

盐碱湖又称苏打湖，属于碳酸型盐湖，以

水体富含高浓度 CO3
2−、HCO3

−和 Na+为显著特

征[1]，主要类型包括 3 种：高碳酸盐型(盐度大

于 290 g/L)、中碳酸盐型(盐度 80−290 g/L)和弱

碳酸盐型(盐度 1−80 g/L)[2]。世界范围内分布着

诸多不同特征型的盐碱湖，如西班牙的 Eras 
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Lake (富含高浓度氯化物和碳酸盐 )、Altillo 
Chica Lake (富含 Mg2+，盐度 200−300 g/L)、印

度的 Sambhar Salt Lake (富含 Na+和 Cl−)和美国

的 Mono Lake (盐度 90 g/L，pH 9.8)等[3-5]。盐

碱湖生境中常栖息多种嗜盐碱微生物(如细菌、

古菌、真菌和藻类等)，可能参与地质化学碳、

氮和硫等重要元素的物质循环[6-10]。文献综合分

析显示，盐碱湖的优势类群多分布于变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌

门(Bacteroidetes)及放线菌门(Actinobacteria)；优

势属群是碱性杆菌属(Alkalibacillus)、盐单胞菌

属(Halomonas)及盐红菌属(Halorubrum)等，但

因不同盐碱湖的水化学特征差异，各类群的相

对丰度可能存在差异[11]。 
扎布耶盐碱湖(83°57′−84°15′E, 31°27′−31°34′N)

位于青藏高原西藏日喀则地区，地处高寒、偏

僻地域，水体富集扎布耶石、钾石盐、钾芒硝、

氯碳钠镁石和天然碱等(矿化度 243−396 g/L，

pH 9.0−9.5)[12]。Zheng[2]最早对扎布耶湖的嗜盐

菌和盐藻等进行研究，并在该区域首次发现了

大量天然盐杆菌类和嗜盐藻类；Zhang 等[13]曾

筛选出一株能高效分泌葡萄糖甘露聚糖酶的嗜

盐碱芽孢杆菌 BG-CS10；Xue 等[14]和 Fan 等[15]

曾分别筛选获得嗜盐菌新种西藏耐盐碱球菌

(Halalkalicoccus tibetensis) 和 西 藏 盐 红 菌

(Halorubrum tibetense)，这 2 株菌在盐杆菌科形

成了一个独特的进化谱系。目前，涉及扎布耶

盐碱湖微生物的多样性及资源应用的系统研究

相对较少，有待系统探究。鉴于此，本研究以

扎布耶盐碱湖为研究对象，借助高通量测序法和

纯培养法，深入揭示扎布耶盐碱湖细菌的物种多

样性与理化特征，并筛选可高效积聚四氢嘧啶

(ectoine)、吲哚乙酸(3-indoleacetic acid, IAA)和
胞外聚合物(extracellular polymeric substances, 
EPS)等化合物以及具有产酸能力的潜力菌株，

为后续盐碱湖泊细菌资源的挖掘与有效利用提

供了参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

2019年7月中旬采集扎布耶湖(83°57′−84°15′E, 
31°27′−31°34′N)的沉积物样本共计 4 个，即 Zb1 
(83°98′E, 31°35′N)、Zb2 (83°95′E, 31°29′N)、Zb3 
(84°01′E, 31°26′N)和 Zb4 (84°06′E, 31°32′N)，浑
浊状态，各样点间距>100 m，海拔 4 379 m，采

样深度为 10−25 cm，温度约 19.3 ℃。样本全部

储存于 4 ℃车载冰箱，带回实验室备用。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

NaCl 等分析纯，天津大茂公司；Taq DNA
聚合酶，Thermo Scientific 公司；细菌全基因提

取试剂盒，TransGen Biotech 公司；0.22 μm 聚醚

砜醋酸纤维膜，默克公司。PCR 仪，Bio-Rad
公司；MiSeq 系统，Illumina 公司；高效液相色

谱 (high performance liquid chromatography, 
HPLC)，安捷伦公司。 

1.2  理化性质测定 
试验样品的离子特征参数(Na+、K+、Ca2+、

Mg2+、Cl−、SO4
2−、CO3

2−和 HCO3
−)和总盐度(total 

salinity, TS)测定采用离子色谱分析方法[12]，由

上海微谱化工技术服务有限公司完成。 

1.3  高通量分析细菌多样性 
采用 0.22 μm 聚醚砜醋酸纤维膜真空抽滤 

4 个样品，无菌剪碎滤膜，参照细菌全基因提

取试剂盒说明书提取基因组 DNA，并分析 DNA
纯度。细菌采用 16S rRNA基因引物 341F (5′-AC 
TCCTACGGGAGGCAGCA-3′)和 805R (5′-GGA 
CTACHVGGGTWTCTAAT-3′)进行 V3−V4 区序

列扩增。PCR 反应体系(50 μL)：2×PCR Mix    
25 μL，DNA 模板(10−20 ng/µL) 1 μL，上、下游
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引物(10 µmol/L)各 2 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反

应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 7 min。使用荧光

定量系统检测 PCR 产物，由生工生物工程(上海)
股份公司完成高通量测序。在 97%相似性水平

上，采用 USEARCH v.7.1 软件进行操作分类单元

(operational taxonomic unit, OTU)聚类，绘制群

落结构组分柱状图(门、纲、目和属)。 

1.4  菌株分离和鉴定测序 
菌株分离分别采用 5 种培养基进行，即

Horikoshi-I 培养基[16]、OSM 培养基 (Oesterhelt- 
Stoeckenius medium) [17]、高氏 1 号培养基[18]、淀

粉酪素培养基[18]和 ISP4 培养基[19]，分别使用

NaCl 分析纯和 2 mol/L 的 Na2CO3溶液调整盐浓

度和 pH 值，固体培养基添加琼脂(16 g/L)。采

用上述 5 种固体培养基，设置盐度为 1.0、1.5
和 2.0 mol/L，使用 Na2CO3 溶液调节 pH 9.0。
取扎布耶盐湖沉积物样本 200 μL 均匀涂布，

37 ℃恒温箱培养 48 h。挑取不同形态菌落，并在

对应的固体培养基上划线纯化 3−4 次，以获得分

离的纯培养菌株。参考 Kroll[20]、Cao[21]和 Zhao
等[22]的嗜碱/盐菌分类标准进行菌株分类统计。以

接种量 1%将菌液接种于 Horikoshi-I 培养基中，

37 ℃、180 r/min 培养 12 h 后进行基因组提取

和 PCR 扩增(方法同 1.3)，上、下游通用引物采

用 27F 和 1492R[23]。获得的 16S rRNA 基因序

列进行 NCBI 数据库比对(http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi)确定分类学地位。利用 MEGA v10.0
软件构建系统发育树(采用 neighbor-joining 法，

bootstrap 为 1 000)[23]。 

1.5  菌株生长特性和产酸能力的测定 
设置盐浓度梯度范围为 0.0−3.0 mol/L (间

隔 0.5)，pH 梯度范围 9.0−13.0 (间隔 1.0)。将菌

株以 1%的接种量接入 pH 10.0 的 LB 液体培养

基中，37 ℃、180 r/min 培养 2 d 后观察菌株生

长情况，并测定 pH 值的变化情况，菌株的产

酸能力采用培养基 pH 的差值与初始 pH 的比值

判定。 

1.6  菌株产四氢嘧啶、EPS 和 IAA 能力的

测定 
利用 Horikoshi-I 液体培养基于 37 ℃、  

180 r/min 培养菌株 48 h 后，OD600 检测其生长

量和细菌干重，并利用 HPLC 定量检测四氢嘧

啶的胞内积聚量。四氢嘧啶的抽提与定量分析

按参考文献[24]进行。HPLC 检测条件：流动相

水:乙腈体积比为 20:80，检测波长 210 nm，流

速为 1.0 mL/min，柱压 3.486−4.761 MPa，柱温

30 ℃，上样量 15 μL。通过 EPS 重量和菌株干

重的比值得出单位重量菌株的 EPS 产量[25]：将

初筛得到的耐盐菌株接入产 EPS 菌株发酵培养

基[25]中，接种量为 5%，培养温度为 30 ℃，培

养时间为 3 d。3 d 后取 1 mL 发酵液 4 000 r/min
离心 15 min 去除菌体，菌体 105 ℃烘干称重。

上清液加入 3 倍体积 95%乙醇进行醇沉，4 ℃过

夜，混合液 4 000 r/min 离心 30 min，倒去上清

液，沉淀于 105 ℃烘干称重。菌株产 IAA 的能

力采用 Salkowski 比色法测定[25]，菌株以 1%的

接种量接入 LB 液体培养基中，37 ℃、180 r/min
振荡 2 d 后将菌液 10 000 r/min 离心 10 min，取

1 mL 上清液加入相同体积的 Salkowski 试剂混合

均匀，于黑暗处反应 30 min 后测定溶液在 530 nm
处的吸光值，通过标准曲线计算培养基中 IAA
的含量。 

1.7  NCBI 数据提交 
分离的可培养菌株的 16S rRNA 基因序列均提

交 NCBI 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)，登
录号为 OP223343−OP223409；高通量 16S rRNA 基

因序列登录号为SAMN35682213−SAMN35682216。 



 
5290 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2  结果与分析 
2.1  扎布耶盐碱湖的水化学特征和细菌多

样性 
采用离子色谱法分析扎布耶盐碱湖样本的水

质离子特征，环境样本 Zb 的总盐度为 357.23 g/L，
CO3

2−和 HCO3
−分别为 23.98 g/L 和 20.61 g/L，

pH 9.55，湖水呈碱性，属于碳酸盐型超盐盐碱湖

(饱和盐度>290 g/L)。通过 MiSeq 测序平台分析

扎布耶盐碱湖 4 个样本的微生物多样性，获得细

菌总优化序列 234 195 条，碱基平均长度分别为

405 bp。利用 Mothur 软件进行 rarefaction 分析表

明，随着测序序列数目的增加，各样本曲线趋向

平稳，群落覆盖度指数在 98.6%−99.5%之间。

微生物群落 α 多样性分析(表 1)显示：物种丰富

度指数 Sobs、Chao1 和 ACE 分别是 843−1 880、
1 030.62−2 329.73 和 1 064.25−2 908.87，物种多

样性Shannon指数和Simpson指数分别是4.45−5.50
和 0.03−0.13。样本 Venn 图(图 1)分析显示，4 个

样本的细菌共有属为 100 个，各样本的特有属分

别为 26、114、33 和 50 个，说明各样本间的群落

结构存在物种分布重叠，又具有差异性分布特点。 

2.2  扎布耶盐碱湖细菌群落结构分析 
通过在 RDP 和 Silva 数据库进行 OTU 注释

和比对，分别在门(phylum)、纲(class)、目(order)

和属(genus)分类水平上进行群落组成分析，绘

制细菌分类学水平的相对丰度柱状堆积图(图 2，

相对丰度≥1%)，明确分类学地位的细菌共计 21 门

44 纲 86 目 583 属。在门水平上(图 2A)，优势

细菌门类群依次是变形菌门 (Proteobacteria, 

25.11%−67.60%) 、 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes, 

4.84%−35.02%)、厚壁菌门(Firmicutes, 1.24%−11.01%)

和放线菌门(Actinobacteria, 2.18%−8.43%)。在纲

水平上(图 2B)，优势细菌纲类群依次是 β-变形菌

纲(Betaproteobacteria, 6.13%−43.34%)、α-变形杆

菌纲(Alphaproteobacteria, 14.69%−30.58%)、梭菌纲

(Clostridia, 1.97%−25.27%)、放线菌纲(Actinobacteria, 

4.61%−26.11%)和芽孢杆菌纲(Bacilli, 1.17%−3.83%)。

在目水平上(图 2C)，优势细菌目类群依次是

海洋螺菌目(Oceanospirillales, 1.89%−7.01%)和鞘

脂杆菌目(Sphingobacteriales, 1.40%−9.15%)，且各

采样点还存在大量未分类的细菌(unclassified, 

32.69%−45.97%)。 

在属水平上(图 2D)，常见菌属(相对丰度≥1%)
主要有利托菌属 (Litoribacter)、碱硝化菌属

(Nitrincola)、噬氢菌属(Hydrogenophaga)、梭细

单 胞 菌 属 (Gracilimonas) 、 克 雷 伯 氏 菌 属

(Klebsiella)、班努斯菌属(Balneola)、拟盐杆菌属

(Halobacteroides)、光环菌属(Halospina)、莫赫氏菌

属(Moheibacter)、细小杆菌属(Parvibaculum)、鲁

布里维尔加属(Rubrivirga)、盐刚毛菌属(Salisaeta)、 
 
表 1  扎布耶盐碱湖细菌多样性统计分析 
Table 1  Statistical analysis of bacterial diversity in Zabuye Lake 
Item Zb1 Zb2 Zb3 Zb4 
覆盖率 Coverage 0.995  0.986  0.990  0.989  
丰富度指数 Richness index     

Sobs 843 1 880 1 564 1 498 
Chao1 1 030.62  2 329.73  2 225.20  2 294.26  
ACE 1 064.25  2 475.28  2 588.07  2 908.87  

多样性指数 Diversity index     
Shannon 4.45 5.50 4.94 4.74 
Simpson 0.13 0.03 0.02 0.03 
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图 1  扎布耶盐碱湖不同采样点细菌属类群 Venn 图 
Figure 1  Venn of the bacteria genus at different 
sampling points of Zabuye Lake. 

 
脱 硫 杆 菌 属 (Dethiobacter) 、 海 螺 菌 属

(Marinospirillum)、硝烟菌属(Nitrolancea)、廷

德氏属(Tindallia)、嗜碱菌属(Alkaliphilus)、马

氏菌属(Mariniphaga)、副球菌属(Paracoccus)和
陶厄氏菌属(Thauera)。四个样本的共有优势属

是 芽 单 胞 菌 属 (Gemmatimonas) 、 特 珀 氏 属

(Truepera)、假单胞菌属(Pseudomonas)、尤泽比

亚属(Euzebya)、红细菌属(Rhodobaca)、洛克氏菌

属(Loktanella)、腈基降解菌属(Nitriliruptor)和盐单

胞菌属(Halomonas)，且各采样点具有大量未分

类菌属(unclassified, 20.98%−54.54%)。此外，

样本 Zb1 特有优势属是盐单胞菌属(Halomonas, 
3.33%)，样本 Zb2 特有优势细菌属是假单胞菌属

(Pseudomonas, 10.99%)，样本 Zb3 特有优势细

菌属是莞岛菌属(Wandonia, 7.68%)，样本 Zb4 特

有优势细菌属是固氮弓菌属(Azonexus, 12.39%)。 

2.3  纯培养菌株的鉴定及生长特性 
对培养皿中菌落进行形态观察，发现在高

氏 1 号培养基、淀粉酪素培养基和改良 ISP4 培

养基中，菌落形态多为白色、较小、呈圆形，

边缘多具有不规则分枝状，或呈绒毛状，或光

滑，菌落表面略凹陷；在 Horikoshi-I 培养基和

OSM 培养基中，菌落形态多为黄色和白色，呈

较大圆形或大型膜泡状，边缘光滑，凸起且湿润。

通过 5 种培养基筛选分离获得 38 株细菌，进行

16S rRNA 基因测序和 NCBI BLAST 比对分析，

明确分类学地位细菌 3 门 5 属 13 种。优势分离

菌属是芽胞杆菌属 23 株(Bacillus，约占 60.53%)

和盐单胞菌属 10 株(Halomonas, 26.32%)，还包括

气球菌属 1 株(Aerococcus, 2.63%)、葡萄球菌属  

1 株(Staphylococcus, 2.63%)以及碱性杆菌属 1 株

(Alkalihalobacillus, 2.63%)。参考“嗜盐碱菌”的

分类标准(盐度>0.5 mol/L，pH>8.0)[21]，所有分

离种均为嗜盐碱菌(表 2)。结合嗜盐菌和嗜碱菌

的具体分类标准[21-22] (表 3)，可知中度嗜盐碱菌

8 株(0.85 mol/L<盐度<1.5 mol/L，pH>10.0，

21.05%)，极端嗜盐碱菌 30 株(1.53 mol/L<盐度

<5.53 mol/L，pH>10.0，78.95%)，分离菌株普

遍具有产酸能力(19.80%−29.68%)。此外，嗜盐

碱菌株四氢嘧啶的积聚量(48 h)结果显示，四氢

嘧啶积聚浓度为 1.36−175.59 mg/L，其中盐单

胞菌菌株 ZBG36、ZBG86 和 ZBG48，以及松鼠

葡萄球菌(S. sciuri) ZBG21 具有高效的四氢嘧啶

积聚潜力，积聚量分别为 175.59、122.76、93.67

和 93.85 mg/L；嗜盐碱菌株 IAA 的积聚量(48 h)

结果显示 IAA积聚浓度范围为 0.27−8.69 mg/L，

如短小芽孢杆菌(B. pumilus) ZBG20、海恩西芽

孢杆菌(B. haynesii) ZBG37 和盐单胞菌 ZBG48

的 IAA 积聚量分别为 7.89、8.38 和 8.69 mg/L；

嗜盐碱菌株 EPS 的积聚量(72 h)结果显示 EPS

浓度范围为 0.02−0.22 g/g，其中芽孢杆菌 ZBG35、

地衣芽孢杆菌(B. licheniformis) ZBG95和Bacterium 

ZBG4 具有高效的 EPS 积聚潜力，浓度分别为

0.17、0.18 和 0.22 g/g。 
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图 2  扎布耶盐碱湖细菌分类学水平的相对丰度统计分析(相对丰度≥1%) 
Figure 2  Statistical analysis of relative abundance of bacterial taxonomy levels in Zabuye Lake (Relative 
abundance ≥1%). A: Bacteria phylum. B: Bacteria class. C: Bacteria order. D: Bacteria genus. 
 
表 2  扎布耶盐碱湖优势菌株耐盐耐碱范围和次级代谢物积聚量 
Table 2  Salt and alkali tolerance range and secondary metabolite accumulation of dominant strains in 
Zabuye Lake 
编号 
No. 

分类学定位 
Taxonomic localization 

相似度 
Similarity 
(%) 

耐盐范围 
Salt tolerance 
range (mol/L) 

耐碱范围 
Alkali 
resistance 
range 

产酸能力 
Acid 
production 
capacity (%) 

Ectoine 
(mg/L) 

IAA 
(mg/L) 

EPS 
(g/g) 

ZBG11 Aerococcus sp. 100.00 0.0−1.5 8.0−12.0 25.58 40.66 ND 0.11 
ZBG99 Alkalihalobacillus 

kiskunsagensis 
99.37 0.0−3.0 8.0−11.0 21.44 ND 3.33 0.05 

       (待续) 
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       (续表 2) 
编号 
No. 

分类学定位 
Taxonomic localization 

相似度 
Similarity 
(%) 

耐盐范围 
Salt tolerance 
range (mol/L) 

耐碱范围 
Alkali 
resistance 
range 

产酸能力 
Acid 
production 
capacity (%) 

Ectoine 
(mg/L) 

IAA 
(mg/L) 

EPS 
(g/g) 

ZBG90 Bacillus agaradhaerens 100.00 0.0−3.0 8.0−11.0 21.43 9.24 2.59 0.02 
ZBG105 Bacillus haynesii 99.78 0.0−3.0 8.0−10.0 20.16 ND 2.98 0.13 
ZBG37 Bacillus haynesii 99.97 0.0−1.0 8.0−11.0 27.90 ND 8.38 0.04 
ZBG98 Bacillus horikoshii 99.86 0.0−3.0 8.0−11.0 22.32 6.6 4.20 0.05 
ZBG103 Bacillus licheniformis 99.44 0.0−3.0 8.0−11.0 23.58 ND 2.93 0.09 
ZBG39 Bacillus licheniformis 99.72 0.0−1.0 8.0−11.0 26.99 22.71 3.52 0.14 
ZBG32 Bacillus licheniformis 99.79 0.0−2.5 8.0−12.0 23.81 1.36 3.82 0.04 
ZBG95 Bacillus licheniformis 99.86 0.0−3.0 8.0−11.0 21.40 10.71 4.13 0.18 
ZBG6 Bacillus licheniformis 99.93 0.0−2.5 8.0−12.0 23.78 46.96 1.07 0.09 
ZBG33 Bacillus licheniformis 100.00 0.0−1.5 8.0−12.0 26.39 4.64 4.23 0.06 
ZBG69 Bacillus licheniformis 100.00 0.0−3.0 8.0−13.0 24.77 82.27 2.79 0.09 
ZBG89 Bacillus licheniformis 100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 19.80 89.00 3.07 0.06 
ZBG34 Bacillus licheniformis 100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 20.94 3.65 3.37 0.05 
ZBG38 Bacillus licheniformis 100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 21.45 66.83 2.48 0.16 
ZBG58 Bacillus licheniformis 100.00 0.0−2.5 8.0−13.0 28.95 86.80 3.37 0.05 
ZBG20 Bacillus pumilus 99.79 0.0−2.5 8.0−11.0 22.01 8.56 7.89 0.15 
ZBG10 Bacillus pumilus 99.86 0.0−2.5 8.0−12.0 28.38 ND 3.24 0.10 
ZBG22 Bacillus pumilus 99.93 0.0−1.5 8.0−12.0 29.62 ND ND 0.10 
ZBG35 Bacillus sp. 99.79 0.0−2.5 8.0−12.0 24.98 7.56 2.03 0.17 
ZBG96 Bacillus sp. 99.86 0.0−3.0 8.0−11.0 19.80 ND 0.40 0.11 
ZBG1 Bacillus sp. 99.93 0.0−2.5 8.0−12.0 26.49 46.13 4.71 0.06 
ZBG9 Bacillus zhangzhouensis 99.79 0.0−1.0 8.0−12.0 27.71 ND 3.32 0.08 
ZBG28 Bacillus zhangzhouensis 99.86 0.0−1.0 8.0−11.0 23.85 64.65 ND 0.11 
ZBG26 Bacterium 99.79 0.0−2.5 8.0−12.0 25.94 23.18 ND 0.10 
ZBG4 Bacterium 100.00 0.0−2.0 8.0−12.0 29.61 ND ND 0.22 
ZBG12 Halomonas alkaliphila 100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 26.59 39.84 0.39 0.02 
ZBG107 Halomonas chromatireducens 99.85 0.0−3.0 8.0−11.0 24.57 9.54 5.13 0.07 
ZBG74 Halomonas sp. 99.50 0.0−2.5 8.0−13.0 27.49 85.67 1.61 0.13 
ZBG109 Halomonas sp. 99.57 0.0−3.0 8.0−11.0 20.50 9.05 ND 0.10 
ZBG48 Halomonas sp. 100.00 0.0−2.0 8.0−13.0 27.84 93.67 8.69 0.04 
ZBG3 Halomonas sp. 100.00 0.0−3.0 8.0−12.0 24.67 89.36 1.84 0.05 
ZBG46 Halomonas sp. 100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 26.33 36.73 ND 0.15 
ZBG86 Halomonas sp. 100.00 0.0−2.5 8.0−13.0 29.68 122.76 2.96 0.06 
ZBG36 Halomonas sp. 100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 24.58 175.59 1.36 0.06 
ZBG25 Halomonas sp. 100.00 0.0−2.5 8.0−13.0 29.12 88.53 3.44 0.07 
ZBG21 Staphylococcus sciuri 100.00 0.0−1.5 8.0−11.0 29.60 93.85 0.27 0.08 

ND：未检测到 
ND: Not detected. 
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表 3  嗜盐碱细菌分类与统计 
Table 3  Classification and statistics of haloalkaliphilic 
分类 
Classify 

类型 
Type 

生长特征定义 
Definition of growth characteristics 

数量 
Quantity 

嗜盐类 
Salinophile 

非嗜盐微生物 
Non-halophilic 
microorganism 

生长无需 NaCl 
NaCl is not required for growth 

0 

轻度嗜盐微生物 
Mildly saline 
microorganism 

生长需少量 NaCl，其生长最适 NaCl 浓度为 1%−3% (0.17−0.5 mol/L) 
A small amount of NaCl is required for growth, and the optimal NaCl 
concentration for growth is 1%−3% (0.17−0.5 mol/L) 

0 

中度嗜盐微生物 
Moderately saline 
microorganism 

生长需少量 NaCl，其生长最适 NaCl 浓度为 5%−10% (0.85−1.7 mol/L) 
A small amount of NaCl is required for growth, and the optimal NaCl 
concentration for growth is 5%−10% (0.85−1.7 mol/L) 

8 

极端嗜盐微生物 
Extreme salinity 
microorganism 

生长所需 NaCl 浓度为 9%−32.5% (1.53−5.53 mol/L) 
NaCl concentration required for growth is 9%−32.5% (1.53−5.53 mol/L) 

30 

嗜碱类 
Alkalophile 

耐碱微生物 
Alkali-resistant 
microorganism 

pH 7.0−9.0 生长，pH>9.5 不能生长 
Grows at pH 7.0−9.0, not at pH>9.5 

0 

嗜碱微生物 
Alkalophilic 
microorganism 

pH 10.0−12.0 生长 
Grows at pH 10.0−12.0 

38 

极端嗜碱微生物 
Extremely alkalophilic 
microorganisms 

最适生长 pH≥10.0，pH 低于 8.9−9.0 不生长 
Optimal growth pH≥10.0, no growth below pH 8.9−9.0 

0 

兼性嗜碱微生物 
Parthenogenetic 
alkalophilic 
microorganism 

能在 2 种或 2 种以上不同环境生长 
Able to grow in two or more different environments 

0 

 
2.4  系统发育树分析 

分离优势菌株的系统发育分析表明(图 3)：具
有明确分类学地位的细菌聚类为 3 个进化分支，主

要归为细菌域的 2 个门，即厚壁菌门和变形菌门。

变形菌门共聚类为 2 个亚进化分支，如 ZBG86 
(OP223383.1)、ZBG48 (OP223381.1)、ZBG3 
(OP223377.1)和 ZBG46 (OP223380.1)等菌株与盐

单胞菌(Halomonas sp.) WB-1 (GU3777269.1)聚类

为同一进化分支，序列相似性为 99.57%−100.00%，

表明进化同源；菌株 ZBG74 (OP223382.1)单独

聚类为同一进化分支，且仅明确到盐单胞菌

属，可能为潜在新种。厚壁菌门共聚类为 2 个

亚进化分支，即 ZBG11 (OP223343.1)、ZBG4 

(OP223373.1)、ZBG32 (OP223353.1)和 ZBG35 
(OP223370.1)等菌株与气球菌(Aerococcus sp.) 
SI25 (MN923390.1)等聚类为同一进化分支，相

似性为 99.37%−100.00%，表明进化同源。

ZBG21 (OP223403.1)、ZBG58 (OP223404.1)和
ZBG98 (OP223407.1)聚类为同一进化分支，相

似性为 99.86%−100.00%，表明进化同源。 

3  讨论 
3.1  扎布耶盐碱湖细菌的多样性 

盐湖生态学显示，盐碱湖中具有丰富的微

生物群落结构[26]，但是自然界中仅 1%的微生物

可以纯培养获得[27]，传统的纯培养法难以准确 
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图 3  优势菌株系统发育树   分支数字是相对长度. Tree scale：进化距离 
Figure 3  Phylogenetic tree of dominant strains. The branch numbers are the relative lengths. Tree scale: 
Evolutionary distance. 
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反映盐碱湖中微生物的群落结构。目前，高通量

测序技术是进行微生物多样性分析的有效手段

之一，沈国平等[28]分析青藏高原碳酸型盐湖的细

菌多样性(Shannon 指数 4.69−6.19)，表明优势细

菌门是变形菌门(相对丰度 39.30%−52.84%)、厚壁

菌门(5.77%−41.56%)和拟杆菌门(3.52%−27.01%)；
Simachew 等[29]研究 Abijata Soda Lake (矿化度

34−340 g/L，pH 9.73)的细菌多样性(Shannon 指

数 0.11−3.73)，表明优势类群是变形菌门(19.5%)
和放线菌门(8.2%)；Pal 等[30]研究 Sambhar Lake 
(矿化度 130−350 g/L，pH 9.5−10.5)的细菌多样

性(Shannon 指数 3.2−4.3)，表明优势菌门是变形

菌门(8.61%−74.04%)、拟杆菌门(8.27%−44.18%)
和厚壁菌门(1.00%‒22.54%)。本研究结果显示，

扎布耶盐碱湖(矿化度 357.23 g/L，pH 9.55)的优

势菌门与世界范围典型盐碱湖的优势菌门相

似，即以变形菌门(25.11%−67.60%)和拟杆菌门

(4.84%−35.02%)为主，厚壁菌门(1.24%−11.01%)
和放线菌门(2.18%−8.43%)次之。值得注意的

是，除了克雷伯氏菌属(0.01%−9.53%)、盐单胞

菌属(0.54%−8.75%)、芽单胞菌属(2.39%−6.00%)
和腈基降解菌属(1.27%−6.26%)等优势属，扎

布耶湖中存在大量未明确分类学地位的细菌

(20.98%−54.54%)，这可能与扎布耶盐碱湖的碳

酸盐饱和浓度、高 pH 值以及地理生态位隔离

有关。 

3.2  扎布耶盐碱湖细菌的系统分离与特性

研究 
分离培养盐碱菌过程中，通常需要混合碳

酸盐来维持培养基的碱性 pH[21]。孙莹等 [31]

采用 5 种添加 Na2CO3 培养基从可可西里碱性

土壤中分离纯化 4 种盐碱菌，如 Bennette 培养

基分离获得游动微菌(Planomicrobium)、气球菌

(Aerococcus)和喜盐地杆菌(Geomicrobium)；干

酪素-淀粉培养基分离获得库克菌(Kocuria)和

芽孢杆菌(Bacillus)，其中菌株嗜盐喜盐地杆菌

(Geomicrobium halophilum) CPCC100153 具有

利用果糖发酵产酸的能力。孙雪等[25]采用添加

Na2CO3 溶液的 LB 培养基，从沿海盐碱土中获

得一株海蓝盐单胞菌(H. aquamarine) DB01，该

菌株具有产 EPS 和 IAA 以及产酸降碱的特性。

陈义光等[32]采用添加 Na2CO3 溶液的 GPY 和

ISP 琼脂培养基，从青海盐碱环境中获得 26 株

抗肿瘤阳性菌株，典型代表如拟诺卡氏属

(Nocardiopsis)和链霉菌属(Streptomyces)。本研

究采用 5 种添加 Na2CO3 的培养基，筛选获得嗜

盐碱菌共计 38株；优势类群是变形菌门(17.91%)
和厚壁菌门(77.61%)，优势纲类群是芽孢杆菌

纲(77.61%)和 γ-变形菌纲(17.91%)。不同培养基

因其成分特征造成制约影响，导致其中的菌落

形态存在明显差异，如高氏 1 号培养基(碳源为

淀粉)中，菌落形态多为白色较小圆形。分离菌

株大多数具有较强的耐盐碱和产酸特性，耐受

盐度 0.0−2.5 mol/L，pH 适应生长范围 8.0−12.0，
产酸能力 19.80%−29.68%。此外，分离菌株大多

数具有积聚四氢嘧啶(1.36−175.59 mg/L)、IAA 
(0.27−8.69 mg/L)和 EPS (0.02−0.22 g/g)的能力。

整体而言，Horikoshi-I 培养基的分离效果最好，

尤其适用于高盐碱环境样本的细菌分离。 

3.3  芽孢杆菌的次级代谢物与实际应用 
芽孢杆菌属是本次纯培养分离的优势菌

属，且大多数菌株具有较强的耐盐碱特性。截

至 2023 年 3 月，LPSN 数据库(https://lpsn.dsmz. 
de/genus/bacillus)共计收录芽孢杆菌 625 种典型

代表菌株，如地衣芽孢杆菌(B. licheniformis)、
短小芽孢杆菌(B. pumilus)和海恩西芽孢杆菌 
(B. haynesii)等。目前，芽孢杆菌的胞内次级代

谢物已被广泛应用于工业、食品及生物医药业

等领域(表 4)。例如，在 Khalikova 等[33]的综述

中，有研究发现芽孢杆菌胞内可能存在 Fe3+敏 
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表 4  芽孢杆菌胞内次级代谢物的主要类型 
Table 4  The main types of intracellular secondary metabolites in Bacillus 
菌株 
Strains  

来源 
Origin 

类型 
Type 

主要代表化合物 
Mainly representative compounds 

参考文献 
References 

Bacillus sp. Soil, water, air Terpenes and derivatives Carotenoids, astaxanthin and helixanthin [33] 
B. circulans Soil, water Sugars and derivatives Alginate, glycerol glucoside and mannose [33] 
B. circulans Soil, water Organic acid Formic, acetic and lactic acids [33] 
B. halodurans Soil, water Others Siderophores [33] 
Bacillus sp. Soil, water, air Betaine Betaine and dodecyl betaine [34] 
B. atrophaeus Salt lake Surfactant Lipopeptide [35] 
Bacillus sp. Soil, water, air Pyrimidine and derivatives Ectoine and hydroxyectoine [35] 
Bacillus sp. Soil, water, air Enzymes Proteases, cellulases and amylases [35] 

 
感的铁载体类代谢物，也有研究发现芽孢杆菌

胞内存在耐碱蛋白酶类。四氢嘧啶作为细胞保

护剂和稳定剂，广泛存在于嗜盐/碱微生物。为

了抵抗高盐或高 pH 环境冲击，耐盐碱细菌的

胞内常积聚四氢嘧啶以适应生存[34]。Kuhlmann
等[35]曾在 13 种芽孢杆菌中发现了 4 种不同的相

容溶质，如四氢嘧啶、脯氨酸、谷氨酸和羟基

四氢嘧啶等。本研究中，大多数分离菌株均可积

聚四氢嘧啶、IAA 和 EPS 等化合物，其中芽孢

杆菌属分别为 18 株(62.07%)、21 株(67.74%)和
23 株(60.53%)，如堀越氏芽孢杆菌(B. horikoshii)、
地衣芽孢杆菌(B. licheniformis)、短小芽孢杆菌

(B. pumilus)和漳州芽孢杆菌(B. zhangzhouensis)
均能积聚四氢嘧啶、IAA 和 EPS，积聚量分

别 为 1.36−89.00 mg/L 、 0.40−8.38 mg/L 和    
0.02−0.18 g/g，而且这些芽孢杆菌属菌株均具有

产酸能力(19.80%−29.62%)，可能具有潜在的开

发价值。 

4  结论 
4.1  扎布耶盐碱湖细菌的多样性 

通过高通量测序明确了扎布耶盐湖(碳酸

钠 型 盐 湖 ) 的 优 势 门 类 群 为 变 形 菌 门

(25.11%−67.60%)、拟杆菌门(4.84%−35.02%)、厚壁

菌门(1.24%−11.01%)和放线菌门(2.18%−8.43%)，优

势属类群为克雷伯氏菌属(0.01%−9.53%)、盐单胞

菌属(0.54%−8.75%)、芽单胞菌属(2.39%−6.00%)
和腈基降解菌属(1.27%−6.26%)等，并且存在着

大量未明确分类学地位的细菌。 

4.2  扎布耶盐碱湖分离优势细菌的多样性

及其特性 
本研究利用纯培养法从扎布耶盐湖水体中

筛选分离获得 38 株细菌，16S rRNA 基因测序

显示分离优势种属为 Bacillus (23 株，60.52%)

和 Halomonas (10 株，26.32%)，其中 ZBG74

为疑似潜在新种。分离菌株大多具有较强的盐

碱耐性以及降碱能力(19.80%−29.62%)。基于菌

株次级代谢物的研究发现，菌株 ZBG86、

ZBG36、ZBG48 和 ZBG21 具有高效积聚生产四

氢嘧啶(ectoine)的潜力(9.67−175.59 mg/L)，菌

株 ZBG20、ZBG37 和 ZBG48 具有高效积聚生

产 IAA 的潜力(7.89−8.69 mg/L)，菌株 ZBG35、

ZBG95 和 ZBG4 具有高效积聚生产 EPS 的潜力

(0.18−0.22 g/g)。本研究为扎布耶盐湖微生物资

源的后续开发和利用提供了一定的资料支持。 
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