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摘 要：通过数值分类和 -/4 *5,( 678289:6 分析，对分离自新疆地区的中度嗜盐革兰氏阴

性菌进行研究，发现了一个新类群。在此基础上，进行了中心株 (;20 的 -/4 *5,( 全序列分

析，并与中度嗜盐菌已知种和相关种进行比较，得到系统发育树状图。在此树状图中，大多数

参比菌株聚在一起，其 -/4 *5,( 全序列的同源性在 ./<以上，而 (;20 与参比菌株的 -/4 *5,(
全序列相比，其相似性低于 =3<。但是，(;20 与 !"#$%&’()$* +(),-./%0&0［-］的 -/4 *5,( 全序列的

相似性为 ./<，与 1$"(+$#&""-0 "&2()$"&0 的 -/4 *5,( 全序列的相似性为 ..<，三者构成一个独立

的发育分支。这说明在系统发育上，(;20 与参比菌株属于不同的分支，是一个新的类群。在

新类群内，菌株之间的 5,( 同源性大于 =#<，而中 心 株 (;20 与 标 准 菌 株 伸 长 盐 单 胞 菌

（1$"(.(%$0 /"(%3$2$）的 5,( 同源性为 !!<，表明新分离的菌株可能构成一个新种群。
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近年来，随着分子生物学技术的应用，中度嗜盐菌遗传多样性的研究得到迅速发展，

新种和新属不断地被报道，迄今发现的中度嗜盐菌已有一个科、/ 个属、0- 个种［-，"］。中度

嗜盐菌与古菌不同，是一类可以在 # ? 0"<的盐环境中生长的细菌，属于极端环境微生

物，它不是分类学的名词，而是指一类生长在盐湖、盐碱地、海水和盐渍食物等极端环境中

的微生物。它们的菌种资源、生理和遗传，存在着研究和利用价值。目前，还没有人对我

国的中度嗜盐菌的菌种资源进行过系统的调查和分类研究。新疆地区的地理环境特殊，

存在着广泛的生物多样性，我们选定新疆地区为工作重点，在该地区的艾丁湖、艾比湖和

达板湖等盐湖中，分离纯化了 ". 株耐盐范围在 #< ? "3<,@7& 的中度嗜盐菌，并进行了

数值分类和 -/4 *5,( 678289:6 分析，获得了一个新类群［0］。在这个新类群中，有 -# 株

新分离的菌株。为了进一步研究新类群的系统发育地位，本文对其中心株 (;20 进行了

-/4 *5,( 全序列的测定，并且进行了 5,(25,( 杂交实验。

! 材料和方法

! (! 供试菌株

-/4 *5,( 全序列测定选用新类群的中心株 (;20，该菌株分离自艾丁湖。序列相似性



分析所用参比菌株的信息来自 !"#$%#&。’()*’() 杂交选用新类群的 +, 个菌株，已知参

比菌株选用标准菌株，即伸长盐单胞菌。

在本实验中菌株 )-*.、-%、++/ 和 )-*0 分离自艾丁湖，1+、1/、12、3 和 ’$*+ 分离自达板

湖，而 -’+ 分离自艾比湖。伸长盐单胞菌来自于德国菌种保藏中心（’345）。

!"# 方法

!"#"! 菌体培养和总 ’() 的提取：菌株采用 !67789#［:］液体培养基，在 ./;振荡培养至对

数生长期，以 0,,,<=>6# 离心收集菌体。’() 的提取参照文献［0］。

!"#"# +23 <’() 的 ?1@ 扩增：以 ’() 为模板，采用引物 ?+：0A*1!! !)B 11) !)! BBB
!)B 11B !!1 B)1 !)) 1!) )1! 1B*.A，引物 ?2：0A*1!) !)B 11B )1! !1B )11 BB! BB)
1!) 1BB 1)1 111*.A，经 ?1@ 反应扩增出 +23 <’()。用博大公司的 ’() 快速回收试剂盒

将 ?1@ 产物进行纯化，以备测序。

!"#"$ +23 <’() 的全序列测定和分析：纯化的 ?1@ 产物，以 )$- ?<68> .CC ’() 自动测序

仪测定。将测得的 +23 <’() 全序列与有关菌株的相应序列用 3"DED（,F2 G"<869#）软件进

行录入。测定序列与基因库中的已知序列在 1HE8I%J 程序包中进行分析，最后形成一个多

重序列匹配排列阵，其中形成的缺口用中性元素填补。用 ?KLM-? 程序包中的 ’()N68I 程

序计算进化距离，根据“O6>E<% /*参数”方式，通过序列数据计算矩阵距离，然后输入 P6IQR
程序中，进行系统进化树估算。各分支点的重复性用 ?KLM-? 程序包中的 3"S799I、19#*
8"#8" 程序分析，重复数为 +,,。

!"#"% ’() ! T 1 >9HU和 ’()*’() 杂交：B> 值和 ! T 1 >9HU采用热变性法测定，以 ! V
"#$% O*+/ 为参比菌株。’()*’() 杂交采用复性速率法测定［2］。采用 $-W*/, 型紫外分光

光度计进行测定。

# 结果和讨论

#"! 中度嗜盐菌中心菌株 &’($ 的 !)* +,-& 全序列

测定纯化的 ?1@ 产物的 +23 <’() 的全序列，并用软件录入，转化为 !"#$%#& 信息库

形式。图 + 为 )!*. 的 +23 <’() 的全序列。

#"# 中度嗜盐菌 !)3 <’() 全序列的相似性比较和系统发育

通过 ?KLM-? 软件，将所测序列与 !"#$%#& 信息库的中度嗜盐菌已知种和相关种进行

比较，进行系统进化树估算。得到以 +23 <’() 全序列为基础的系统发育树（图 /）。

在系统发育树中所有菌株基本分成两大分支。一个大分支由盐单胞菌属、德莱氏菌

属（&’$’()）的各个种和死海色盐杆菌（ *+,#-#+)$#.)"/’, -),%0-#,/1%）以及盐脱氮副球菌

（2),)"#""10 +)$#3’4%/,%5%")40）构成，各个种之间的 +23 <’() 全序列的同源性大于 X2U，说

明这些菌株在系统发育上是非常接近的。另一大分支由 6$")4%7#,)8 .#,91-’40%0、:)$#.)"%$;
$10 $%/#,)$%0 和 )-*. 构成，其中，)-*. 的 +23 <’() 的全序列与 6$")4%7#,)8 .#,91-’40%0 的同源

性为 X2U，而与 :)$#.)"%$$10 $%/#,)$%0 的同源性达到 XXU。结果说明，分离自新疆地区的 )-*
. 在系统发育上是不同于盐单胞菌科（K%H9>9#%N%Q"%"）的各个属，属于一个新的种群。

#"$ 中度嗜盐菌的 ,-& ./ 0 1234和 ,-&5 ,-& 杂交

将 )-*. 与新疆地区中度嗜盐菌类群各个菌株进行 ’() ! T 1 >9HU测定和 ’()*’()
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重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学

术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。如作者不同意将文章编入该数据库，请在来

稿时声明，本刊将做适当处理。

从 4111 年开始，凡被本刊录用的稿件，编辑部将及时发出录用通知；对未被

录用的稿件，将及时函告，并说明原因，稿件一律不退，请作者自留底稿。
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