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研究报告 

青海可可西里嗜碱芽胞杆菌资源调查 
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摘  要：【目的】了解可可西里嗜碱芽胞杆菌资源多样性及产酶多样性，为芽胞杆菌功能资源挖

掘和菌剂开发提供基础。【方法】采用 Horikoshi I 培养基，通过可培养法分离青海可可西里土

壤中的嗜碱芽胞杆菌，利用 16S rRNA 基因序列初步鉴定分离获得的芽胞杆菌。采用透明圈法分

析分离菌株的产蛋白酶、纤维素酶及木聚糖酶活性。【结果】从青海可可西里土壤中共分离获得

66 株嗜碱芽胞杆菌，根据 16S rRNA 基因序列相似性分析，发现它们隶属于 6 个属 22 个种，分

别为芽胞杆菌属(Bacillus)、纤细芽胞杆菌属(Gracilibacillus)、喜盐芽胞杆菌属(Halobacillus)、咸

海 鲜 芽 胞 杆 菌 属 (Jeotgalibacillus) 、 类 芽 胞 杆 菌 属 (Paenibacillus) 和 嗜 冷 芽 胞 杆 菌 属

(Psychrobacillus)，其中以芽胞杆菌属(Bacillus)为优势属。2 株嗜碱芽胞杆菌与它们最近匹配模式

菌株的 16S rRNA 基因序列相似性为 97.00%和 98.65%，为潜在新种。三种酶活检测结果表明产酶

菌株约占总分离菌株的 95.00%，其中 55 株具有产蛋白酶活性，27 株具有产纤维素酶活性，8 株能

够产木聚糖酶。【结论】青海可可西里蕴藏着较丰富的嗜碱芽胞杆菌资源及丰富的产酶资源，为

后续嗜碱芽胞杆菌的挖掘提供理论基础。 

关键词：可可西里，嗜碱芽胞杆菌，蛋白酶，纤维素酶，木聚糖酶 

Survey of alkaliphilic Bacillus-like resources in Kekexili, Qinghai 
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Abstract: [Objective] To provide a foundation for new resource mining of the alkalophilic 
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Bacillus-like species and development of microbial agents, we studied the species distribution and 
diversity of Bacillus-like isolated from soil samples in Kekexili of Qinghai Province. [Methods] 
Alkalophilic Bacillus species were isolated from soil samples using the cultural method on Horikoshi I 
medium and preliminarily identified based on 16S rRNA gene sequences. Then, strains with ability of 
protease-, cellulases- and xylanase-producing activity were screened using transparent zone method. 
[Results] A total of 66 strains of alkalophilic Bacillus species were obtained and identified as       
22 species belonging to 6 genera, Bacillus, Gracilibacillus, Halobacillus, Jeotgalibacillus, 
Paenibacillus, and Psychrobacillus, by 16S rRNA gene sequences similarities analysis. The genus 
Bacillus was the dominant bacteria. There were 2 new potential species of alkalophilic Bacillus with 
16S rRNA gene similarities 97.00% and 98.65%, respectively. Three enzymes-producing strains 
accounted for 95.00% of all isolates, including 55 strains with protease activity, 27 strains with 
cellulase activity, and 8 strains with xylanase. [Conclusion] There were rich resources of alkalophilic 
Bacillus species and abundant enzyme-producing strains in Kekexili of Qinghai Province, which 
provided a great potential of exploitation of alkaliphilic Bacillus species. 

Keywords: Kekexili, Alkaliphilic Bacillus species, Protease, Cellulase, Xylanase 

嗜碱芽胞杆菌(Alkaliphilic Bacillus species)是

一类能够在 pH 9.00 以上生长良好，通常最适 pH

在 10.00−12.00之间，但是在近中性的 pH 6.50条件

下不能生长或者缓慢生长的微生物[1]。它们能够产

生多种在社会生活中有广泛应用的碱性酶类，如碱

性蛋白酶[2]、碱性纤维素酶[3]、碱性木聚糖酶[4]或其

他具有生物活性的物质[5]等，因而在洗涤、环保、

造纸、皮革等行业中有广泛的应用开发价值。近年

来，很多科研人员对嗜碱芽胞杆菌的嗜碱机理[6-7]、

多样性[8-9]、碱性酶类及其应用[10]等开展了深入的

研究，但在嗜碱芽胞杆菌资源调查方面的研究报道

比较缺乏。 

可可西里是 21 世纪初世界上原始生态环境保

存较好的自然保护区，也是我国面积最大、海拔最

高、野生动物资源最为丰富的自然保护区之一。可

可西里拥有独特的自然环境，海拔高，气候寒冷干

燥，土壤类型简单，多为高山草甸土、高山草原土

和高山寒漠土，其次为沼泽土，零星分布有盐土、

碱土和风沙等，其自然景观自东南向西北呈现高寒

草甸–高寒草原–高寒荒漠更替，在自然环境和生物

多样性保护及科学研究等方面具有重要的科研和

生态价值[11]。但是目前对可可西里土壤中微生物多

样性，特别是芽胞杆菌资源多样性的研究甚少。孙

莹等[12]采用 5种培养基对可可西里盐碱土壤细菌进

行选择性分离，获得 5株细菌，仅 1株属于芽胞杆

菌——弯曲芽胞杆菌(Bacillus flexus)；苏进进等[13]

采用纯培养方法从可可西里鹰咀山前沙地的土壤

样品中获得 19 株细菌，其中 21%是芽胞杆菌属

(Bacillus)；杨爱臣等[14]从青藏高原可可西里-唐古拉

山冻土区达哈煤矿附近土壤样品中获得 46株细菌，

有 5株芽胞杆菌，其中 4株是芽胞杆菌属(Bacillus)，

1株是类芽胞杆菌属(Paenibacillus)。 

本研究通过可培养方法从青海可可西里土壤

样品中分离嗜碱芽胞杆菌资源，以期了解青海可可

西里嗜碱芽胞杆菌种群多样性，同时进行产酶多样

性分析，为后期嗜碱芽胞杆菌的资源开发利用提供

参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试样品：2013年 8月 6日与 2015年 8月

21日，从可可西里风火山和五道梁等地采集土壤样

品共 12份，装入无菌采集袋，带回实验室 4 °C保

存。土壤样品具体信息见表 1。 

1.1.2  分离培养基：Horikoshi I培养基[1] (g/L)：葡

萄糖 10.0，蛋白胨 5.0，酵母浸出物 5.0，K2HPO4 1.0，

MgSO4 0.2，Na2CO3 10.0 (单独灭菌 )，琼脂

15.0−20.0，pH 9.00，1.0×105 Pa灭菌 20 min。 
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表 1  可可西里土壤样品具体信息表 
Table 1  The information of soil samples collected from Kekexili 

编号 

No. 

采样地点 

Sampling position 

生境类型 

Habitat type 

海拔 

Altitude (m) 

经纬度 

Longitude and latitude 
pH[15] 

日期 

Date 

6572 风火山白花 草根 5 010 98°35′26.18N，37°05′09.48E 7.51 2013/8/6 

6576 风火山 苔藓 5 010 98°35′26.18N，37°05′09.48E 8.28 2013/8/6 

6577 风火山 草根 5 010 98°35′26.18N，37°05′09.48E 7.37 2013/8/6 

6589 五道梁紫花草 草根 4 500 98°35′26.18N，37°05′09.48E 8.16 2013/8/6 

6591 五道梁紫花草 草根 4 500 98°35′26.18N，37°05′09.48E 7.89 2013/8/6 

6594 五道梁路边盆状花 草根 4 500 98°35′26.18N，37°05′09.48E 8.26 2013/8/6 

6598 五道梁紫花草 草根 4 500 98°35′26.18N，37°05′09.48E 7.93 2013/8/6 

6605 五道梁路边红叶草 草根 4 500 98°35′26.18N，37°05′09.48E 8.19 2013/8/6 

6606 五道梁白草 草根 4 500 98°35′26.18N，37°05′09.48E 8.37 2013/8/6 

6608 五道梁路边小草地 草根 4 500 98°35′26.18N，37°05′09.48E 8.46 2013/8/6 

8524 可可西里盐碱地 荒漠 4 424 93°57′N，35°10′E 9.72 2015/8/21

8517 可可西里盐碱地 荒漠 4 380 94°33′N，34°59′E 7.94 2015/8/21

 
1.1.3  pH 耐受培养基：以 LB培养基为基础培养基

(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸出物 5.0，NaCl 5.0，

琼脂 15.0−20.0，用 1.0 mol/L NaOH溶液调节基础

培养基的 pH，使其最终 pH分别为 5.00、6.00、7.00、

8.00、9.00、10.00、11.00、12.00和 13.00，1.0×105 Pa

灭菌 20 min。 

1.1.4  酶活检测培养基：(1) 纤维素酶活检测培养

基(g/L)：酵母浸出物 10.0，NaCl 5.0，胰蛋白胨 10.0，

羧甲基纤维素钠 10.0，琼脂 15.0−20.0，pH 9.00；

显色试剂[16]：2.0 g KI，1.0 g I2，300 mL水。(2) 蛋

白酶活检测培养基(g/L)：牛肉浸膏 3.0，蛋白胨 10.0，

NaCl 5.0，脱脂奶粉 20.0，琼脂 15.0−20.0，pH 9.00，

奶粉与琼脂分开灭菌。(3) 木聚糖酶活检测培养

基(g/L)：木聚糖 5.0，琼脂 15.0−20.0，pH 9.00。以

上培养基均 1.0×105 Pa灭菌 20 min，奶粉灭菌条件

为 6.8×104 Pa灭菌 15 min。 

1.1.5  主要试剂和仪器：细菌通用 16S rRNA基因

引物 27F (5′-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和

1492R (5′-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)，由

铂尚生物技术(上海)有限公司合成；Taq 酶购自铂

尚生物技术(上海)有限公司；100 bp Marker，购自

上海英骏生物技术有限公司。 

GelDoc-It Ts Imaging System UVP 凝胶成像

仪，杭州博日科技有限公司；Life Eco PCR仪基因

扩增仪、PowerPac Basic Bio-Rad 电泳仪、离心机

(Eppendorf Centrifuge 5418R)、微生物表形智能采集

器，福州锐景达光电科技有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  嗜碱芽胞杆菌资源的分离：将土壤样品进行

80 °C水浴 10 min后，采用稀释平板涂布法进行芽

胞杆菌分离，具体参考刘国红等[17]的方法。观察各

平板上的菌落形态，根据菌落大小、颜色、干湿、

形状、边缘、透明度等特征区分不同的菌落并进行

编号，统计不同梯度的平板上嗜碱芽胞杆菌菌落

数，计算每个菌株的同一稀释度的平均数；根据公

式：每克土样中嗜碱芽胞杆菌的含量=同一稀释度

的菌落平均数×稀释倍数/含菌样品克数，计算各样

品中嗜碱芽胞杆菌总含量。挑取菌落形态不同的单

菌落进行连续划线培养，直至获得纯培养，采    

用−80 °C甘油冷冻法保藏。 

1.2.2  嗜碱芽胞杆菌的 16S rRNA 基因鉴定：采用

苯酚-氯仿法提取芽胞杆菌 DNA[18]。PCR扩增采用

细菌 16S rRNA基因通用引物进行扩增。PCR反应

体系(25 μL)：10×Buffer 2.5 μL，10 mmol/L dNTP 

mixture 0.5 μL，10 nmol/L的 27F和 1492R引物各  

1 μL，Taq酶(5 U/μL) 0.3 μL，DNA模板 1 μL，ddH2O
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补充至 25 μL。PCR反应条件：94 °C 5 min；94 °C 

30 s，55 °C 45 s，72 °C 1.5 min，30个循环；72 °C 

10 min。PCR产物用 1.5%的琼脂糖凝胶进行电泳，

EB 染色后用凝胶成像系统观察结果。将检测出有

条带的菌株的 PCR产物送铂尚生物技术(上海)有限

公司进行测序。将测出的各菌株 16S rRNA基因序

列通过EZtaxon-e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/)进

行比对分析，下载相近的模式菌株序列，经 ClustalX

对齐后，通过软件MEGA 6.0[19-20] (方法为Neighbor- 

Joining，Bootstrap值取 1 000)，构建系统进化树。 

1.2.3  pH 耐受实验[21]：根据 16S rRNA 基因序列

鉴定结果，挑选代表菌株分别接种于不同 pH 梯度

的 LB培养基上，倒置于 30 °C的恒温培养箱中，

培养 72 h后观察菌株的生长情况。 

1.2.4  嗜碱芽胞杆菌的多样性分析：采用物种多样

性 分 析 常 用 的 指 数 Pielou 均 匀 度 指 数 、

Shannon-Wiener多样性指数和 Simpson优势度指数

讨论不同采样地嗜碱芽胞杆菌物种多样性。 

Shannon-Wiener多样性指数(H')：H'=−∑PilnPi。 

Pielou均匀度指数(J')：J'=H'/lnS。 

Simpson优势度指数(DJ)：DJ=1−∑Pi
2。 

S 为总芽胞杆菌种类数，N 为芽胞杆菌个体总

数，Pi是第 i种的个体数占总个体数的比例。 

1.2.5  嗜碱芽胞杆菌资源的酶活分析：采用透明圈

法[22]，用无菌牙签刮取适量菌体分别点接于木聚糖

酶、蛋白酶及纤维素酶活检测培养基平板上，30 °C

倒置培养 2 d；吸取适量显色剂于纤维素酶活检测

平板中，观察平板上产透明圈情况并用游标卡尺测

定透明圈、菌落的直径，计算透明圈直径与菌落直

径的比值(H/C值)，并对平板进行拍照记录。 

2  结果与分析 

2.1  嗜碱芽胞杆菌资源的分离与鉴定 

从 12 份土壤样品中共分离获得嗜碱芽胞杆

菌资源 66株，其中，从 3份风火山土样中共获得

了 17株，菌落含量均值为 3.77×103 CFU/g；7份

五道梁的土样中获得 33 株，菌落含量均值为

1.21×104 CFU/g；其余 2份盐碱地土样中获得 16株，

菌落含量均值为 1.31×104 CFU/g。随着海拔高度

的升高，嗜碱芽胞杆菌菌落含量越来越少。它们

的菌落较小，平均直径范围约为 1 mm−2 mm，颜

色主要有黄色、乳白色及金黄色，圆形不透明，

表面光滑湿润或粘稠，边缘整齐，大多隆起，少

数为扁平。 

经 16S rRNA基因序列鉴定，66株菌皆是芽胞

杆菌，隶属于 6个属 22个种(表 2)，分别为芽胞杆

菌属 (Bacillus) (12 种，52 株 )、类芽胞杆菌属

(Paenibacillus) (6 种，9 株 )、纤细芽胞杆菌属

(Gracilibacillus) (1 种，1 株)、喜盐芽胞杆菌属

(Halobacillus) (1 种，1 株)、咸海鲜芽胞杆菌属

(Jeotgalibacillus) (1 种，2 株)和嗜冷芽胞杆菌属

(Psychrobacillus) (1种，1株)。芽胞杆菌属(Bacillus)

为最优势属，占总体的 79%，其次为类芽胞杆菌属

(Paenibacillus)，占 14%。短小芽胞杆菌(Bacillus 

pumilus) (29株，约占芽胞杆菌属的 56%)为芽胞杆

菌属(Bacillus)的最优势种，其次是耐寒芽胞杆菌

(Bacillus frigoritolerans) (10株，约占 19%)。 

2.2  嗜碱芽胞杆菌资源的 pH 耐受性 

基于 16S rRNA基因序列鉴定结果，挑选 29株

具有不同 16S rRNA 基因序列的代表菌株进行 pH

耐受检测(表 2)。由表 2 可知，29 株代表菌株中仅   

1株菌的 pH耐受生长范围是 6.00−11.00，其余的菌

株在 pH 12.00 都可以生长，约 28%的菌株可以在

pH 13.00上生长，此时的菌落形态呈湿润半透明状

且非常稀薄；31%的菌株 pH 耐受生长范围为

5.00−12.00，其最适 pH 都在 8.00−10.00 之间；有

45%的菌株 pH 耐受生长范围为 7.00−12.00 或

13.00；10%的菌株在 pH 7.00及以下不生长，其生

长 pH 范围为 8.00−12.00 或 13.00，最适 pH 在

10.00−11.00之间。 

2.3  嗜碱芽胞杆菌资源的系统发育分析 

由图 1 可知，在系统发育进化树中 29 株代表

菌株可分为 4大类群。 
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表 2  29 株嗜碱芽胞杆菌的 16S rRNA 基因鉴定、pH 耐受与酶活检测 
Table 2  Identification based on 16S rRNA gene sequences, pH tolerance and enzyme activity detection of  

29 alkaliphilic Bacillus strains 

菌株编号 

Strain No. 

学名 

Scientific name 

相似性 

Similarity
(%) 

序列号 

Accession 
No. 

pH范围(最适) 

Range of pH 
(optimum pH) 

蛋白酶 

Protease 
(H/C) 

纤维素酶 

Cellulase 
(H/C) 

木聚糖酶

Xylanase 
(H/C) 

FJAT-45150 Bacillus aerophilus 100.00 KX767131 5.00−12.00 (10.00) 2.39 5.71 − 

FJAT-45131 Bacillus circulans 100.00 KX767112 5.00−12.00 (9.00) − 2.21 − 

FJAT-45152 Bacillus clausii 99.76 KX767133 7.00−13.00  
(10.00−11.00) 

3.14 1.81 − 

FJAT-44612 Bacillus frigoritolerans 99.86 KX767096 7.00−12.00 (8.00) 2.72 1.49 − 

FJAT-45169 Bacillus halodurans 99.72 KX767150 6.00−13.00  
(9.00−10.00) 

2.61 1.55 − 

FJAT-44617 Bacillus idriensis 99.79 KX767101 7.00−12.00 (10.00) 2.44 2.69 10.64 

FJAT-45139 Bacillus licheniformis 99.72 KX767120 5.00−12.00  
(9.00−10.00) 

2.18 2.70 − 

FJAT-44618 Bacillus mycoides 100.00 KX767102 5.00−13.00 (8.00) 1.48 2.99 3.15 

FJAT-45143 Bacillus oceanisediminis 99.64 KX767124 7.00−12.00  
(8.00−9.00) 

2.11 1.64 − 

FJAT-45137 Bacillus polygoni 97.34 KX767118 7.00−13.00 (9.00) − 2.99 − 

FJAT-45127 Bacillus pumilus 99.79 KX767108 5.00−13.00 (10.00) 4.29 − − 

FJAT-45135 Bacillus pumilus 99.65 KX767116 5.00−12.00  
(8.00−10.00) 

3.06 − − 

FJAT-45162 Bacillus pumilus 99.86 KX767143 5.00−13.00  
(8.00−9.00) 

2.67 − − 

FJAT-45172 Bacillus pumilus 99.86 KX767153 6.00−12.00  
(9.00−10.00) 

1.53 − − 

FJAT-45146 Bacillus siralis 99.86 KX767127 7.00−12.00  
(10.00−11.00) 

− − − 

FJAT-45171 Gracilibacillus 
thailandensis 

99.08 KX767152 8.00−12.00 (10.00) − 3.17 − 

FJAT-44687 Halobacillus litoralis 99.09 KX767106 7.00−13.00 (9.00) 3.35 8.04 3.48 

FJAT-45167 Jeotgalibacillus 
campisalis 

99.29 KX767148 9.00−13.00 (11.00) 5.23 5.08 − 

FJAT-45168 Jeotgalibacillus 
campisalis 

98.87 KX767149 9.00−13.00 (11.00) 6.58 10.12 − 

FJAT-44620 Paenibacillus 
amylolyticus 

99.43 KX767104 5.00−12.00 (9.00) 4.40 9.99 2.71 

FJAT-45134 Paenibacillus 
amylolyticus 

99.30 KX767115 7.00−12.00  
(9.00−10.00) 

4.06 2.51 − 

FJAT-45160 Paenibacillus 
amylolyticus 

99.37 KX767141 5.00−12.00 (8.00) 4.02 8.75 − 

FJAT-45175 Paenibacillus lautus 99.20 KX767156 6.00−12.00  
(8.00−9.00) 

− − − 

FJAT-45176 Paenibacillus pinisoli 98.54 KX767157 7.00−13.00 (9.00) − 1.23 − 

FJAT-45136 Paenibacillus 
provencensis 

99.93 KX767117 7.00−12.00 (10.00) − 6.53 − 

FJAT-44615 Paenibacillus terrigena 98.87 KX767099 6.00−11.00  
(8.00−9.00) 

− 2.82 3.61 

FJAT-45145 Paenibacillus tundrae 99.30 KX767126 7.00−12.00 (9.00) 2.94 6.61 − 

FJAT-45170 Paenibacillus tundrae 99.23 KX767151 7.00−12.00 (9.00) 3.14 8.35 − 

FJAT-45166 Psychrobacillus 
psychrodurans 

99.89 KX767147 7.00−12.00 (9.00) − − − 

注：−：无产酶活性.  

Note: −: No enzyme activity. 
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图 1  可可西里分离获得的 29 株代表菌株的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of 29 representative strains of alkaliphilic Bacillus species isolated from Kekexili based on  

16S rRNA gene sequences 
注：圆括号内为序列号；大括号表示类别；分支处的数值表示 Bootstrap值(百分值)(1 000次抽样)，引导值>50%显示在分支点；比

例尺 0.01表示两个核苷酸的遗传距离. 

Note: GenBank accession numbers were given in parentheses. Braces represent categories. Numbers at each branch point indicate the percentage 
supported by bootstrap values based on 1 000 replications. Bootstrap values>50% are shown at branching points. The scale bar 0.01 indicates per 
nucleotide position. 



王小英等: 青海可可西里嗜碱芽胞杆菌资源调查 1853 

 

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

 

第 I类由咸海鲜芽胞杆菌属(Jeotgalibacillus)、

嗜冷芽胞杆菌属(Psychrobacillus)及部分芽胞杆菌

属(Bacillus)[嗜气芽胞杆菌(B. aerophilus)、环状芽胞

杆 菌 (B. circulans) 、 耐 寒 芽 胞 杆 菌 (B. 

frigoritolerans)、病研所芽胞杆菌(B. idriensis)、地

衣芽胞杆菌 (B. licheniformis)、蕈状芽胞杆菌 (B. 

mycoides)、海洋沉积芽胞杆菌(B. oceanisediminis)、

短小芽胞杆菌 (B. pumilus)及青贮窖芽胞杆菌

(Bacillus siralis)]组成。 

第 II类包含喜盐芽胞杆菌属(Halobacillus)与纤

细芽胞杆菌属(Gracilibacillus)。 

第 III类是芽胞杆菌属的 rRNA group 6，以嗜

碱为主要特性，其中包含了一株潜在新种

FJAT-45137，它与蓼属芽胞杆菌(Bacillus polygoni)

模式菌的 16S rRNA 基因序列相似性最高，为

97.34%，可能是潜在新种。 

第 IV 类为类芽胞杆菌属，其中包含了一株潜

在新种 FJAT-45176，它与 Paenibacillus pinisoli的模

式菌 16S rRNA基因序列相似性最高，达 98.5%，

低于种的界限阈值 98.65%。 

2.4  嗜碱芽胞杆菌资源的种类多样性 

22 种嗜碱芽胞杆菌在三类生境中的分布见  

表 3。耐寒芽胞杆菌(B. frigoritolerans)、病研所芽胞

杆菌(B. idriensis)、蕈状芽胞杆菌(B. mycoides)、岸

喜盐芽胞杆菌(Halobacillus litoralis)及土地类芽胞

杆菌(Paenibacillus terrigena)仅在荒漠上分离获得；

地衣芽胞杆菌(B. licheniformis)、普罗旺斯类芽胞杆

菌(Paenibacillus provencensis)与蓼属芽胞杆菌 
 

表 3  不同植被类型下的嗜碱芽胞杆菌的含量分布 
Table 3  The content distribution of alkalophilic Bacillus species in different habitats 

序号 

Sequence 
name 

中文名称 

Chinese name 

学名 

Scientific name 

荒漠 

Wilderness 
(×103 CFU/g) 

苔藓 

Lichen 
(×103 CFU/g) 

草根 

Grassroots 
(×103 CFU/g) 

1 嗜气芽胞杆菌 Bacillus aerophilus 0 0 0.04 

2 环状芽胞杆菌 Bacillus circulans 0 0 0.01 

3 克劳氏芽胞杆菌 Bacillus clausii 0 0 0.01 

4 耐寒芽胞杆菌 Bacillus frigoritolerans 23.71 0 0 

5 耐盐芽胞杆菌 Bacillus halodurans 0 0 0.01 

6 病研所芽胞杆菌 Bacillus idriensis 1.17 0 0 

7 地衣芽胞杆菌 Bacillus licheniformis 0 0.31 0 

8 蕈状芽胞杆菌 Bacillus mycoides 0.30 0 0 

9 海洋沉积芽胞杆菌 Bacillus oceanisediminis 0 0 0.01 

10 蓼属芽胞杆菌 Bacillus polygoni 0 0.02 0 

11 短小芽胞杆菌 Bacillus pumilus 0 0.02 21.60 

12 青贮窖芽胞杆菌 Bacillus siralis 0 0 7.20 

13 泰国纤细芽胞杆菌 Gracilibacillus thailandensis 0 0 0.02 

14 岸喜盐芽胞杆菌 Halobacillus litoralis 0.05 0 0 

15 盐地咸海鲜芽胞杆菌 Jeotgalibacillus campisalis 0 0 0.05 

16 解淀粉类芽胞杆菌 Paenibacillus amylolyticus 0.40 0 0.12 

17 灿烂类芽胞杆菌 Paenibacillus lautus 0 0 0.01 

18  Paenibacillus pinisoli 0 0 0.02 

19 普罗旺斯类芽胞杆菌 Paenibacillus provencensis 0 0.01 0 

20 土地类芽胞杆菌 Paenibacillus terrigena 0.70 0 0 

21 苔原类芽胞杆菌 Paenibacillus tundrae 0 0 2.01 

22 忍冷嗜冷芽胞杆菌 Psychrobacillus psychrodurans 0 0 0.30 

注：0：未分离获得.  

Note: 0: Non separation. 
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(B. polygoni)仅在苔藓土上分离获得；海洋沉积芽胞

杆 菌 (B. oceanisediminis) 、 嗜 气 芽 胞 杆 菌 (B. 

aerophilus)、环状芽胞杆菌(B. circulans)、克劳氏芽

胞杆菌 (Bacillus clausii)、耐盐芽胞杆菌 (Bacillus 

halodurans)、青贮窖芽胞杆菌(B. siralis)、泰国纤细

芽胞杆菌(Gracilibacillus thailandensis)、盐地咸海鲜

芽胞杆菌(Jeotgalibacillus campisalis)、灿烂类芽胞

杆菌(Paenibacillus lautus)、P. pinisoli、苔原类芽胞

杆菌(Paenibacillus tundrae)及忍冷嗜冷芽胞杆菌

(Psychrobacillus psychrodurans)仅在草根土上分离

获得；短小芽胞杆菌(B. pumilus)在苔藓土及草根土

这两类生境中都有分布；尚未发现该地区中这三类

生境中皆有嗜碱芽胞杆菌分布。 

以生境类型为样本，以嗜碱芽胞杆菌种类为指

标进行聚类分析(图 2)。当欧式距离为 5时，三类生

境可聚为两大类，其中苔藓与草根聚为一类，这一

类分布着部分相同的嗜碱芽胞杆菌种类，荒漠生境

单独聚为一类。以嗜碱芽胞杆菌种类为样本，以生

境类型为指标，进行聚类分析(图 3)。当欧式距离约

为 5时，22种嗜碱芽胞杆菌可聚为三类，短小芽胞

杆菌(B. pumilus)与耐寒芽胞杆菌(B. frigoritolerans) 

 
 

图 2  可可西里土壤样品中不同植被类型的聚类图 
Figure 2  Dendrogram of habitat types of the soil samples 
from Kekexili 

 
分别单独聚为一类，这两类芽胞杆菌含量较多，分

别为 23.71×103 CFU/g和 21.62×103 CFU/g，其他种

类含量较少。 

三类生境的香农指数大小为草根>荒漠>苔藓，

Pielou 均匀度指数大小为草根>荒漠>苔藓，而

Simpson优势度指数大小为苔藓>草地>荒漠。 

2.5  嗜碱芽胞杆菌资源的酶活分析 

66株嗜碱芽胞杆菌的酶筛实验结果见表 2。从

中发现 64 株具有产酶活性，约占总数的 95%，其

中 55株具有产蛋白酶活性(图 4)，盐地咸海鲜芽胞

杆菌(J. campisalis) FJAT-45168的 H/C值高达 6.58；

27 株具有产纤维素酶活性(图 5)，盐地咸海鲜芽胞

杆菌 (J. campisalis) FJAT-45168 的 H/C 值高达

10.12；8株能够产木聚糖酶(图 6)，病研所芽胞杆菌

(B. idriensis) FJAT-44617的 H/C值高达 10.64。 

 
 

图 3  可可西里土壤样品中不同种类的嗜碱芽胞杆菌的聚类图 
Figure 3  Dendrogram of alkalophilic Bacillus species in the soil samples from Kekexili
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图 4  产蛋白酶活性图 
Figure 4  Protease-producing activity 
 

 
 

图 5  产纤维素酶活性图 
Figure 5  Cellulase-producing activity 
 

 
 

图 6  产木聚糖酶活性图 
Figure 6  Xylanase-producing activity 
 

由表 2 可知，病研所芽胞杆菌(B. idriensis)    

(2株)、蕈状芽胞杆菌(B. mycoides) (1株)和岸喜盐

芽胞杆菌(H. litoralis) (1株)具有产蛋白酶、纤维素

酶、木聚糖酶 3种酶活性；克劳氏芽胞杆菌(B. clausii) 

(1株)、耐盐芽胞杆菌(B. halodurans) (1株)、地衣芽

胞杆菌(B. licheniformis) (1株)、海洋沉积芽胞杆菌

(B. oceanisediminis) (1 株)、盐地咸海鲜芽胞杆菌  

(J. campisalis) (2 株)苔原类芽胞杆菌(P. tundrae)  

(2 株 ) 及 解 淀 粉 类 芽 胞 杆 菌 (Paenibacillus 

amylolyticus) (4株)具有产蛋白酶和纤维素酶活性。

土地类芽胞杆菌(P. terrigena) (1 株)具有产纤维素

酶及木聚糖酶活性。其余种类的嗜碱芽胞杆菌仅具

有产 3种酶中的一种或不具有产这 3种酶的特性。 

3  讨论 

嗜碱芽胞杆菌是盐碱环境中最具代表性的菌

群之一，它们对环境的适应性极强，与人类社会的

关系密切。自从 Vedder于 1934年发现并描述了第

一株革兰氏阳性、需氧产内生胞子的嗜碱芽胞杆菌

(Bacillus alcalophilus)[23]开始，越来越多的学者对嗜

碱芽胞杆菌展开研究。本文采用 Horikoshi I培养基

从青海可可西里地区土壤样品中分离获得 66 株可

培养的嗜碱芽胞杆菌，16S rRNA 基因序列鉴定结

果表明它们隶属于 6 个属 22 个种，以芽胞杆菌属

(Bacillus)为最优势属，其次是类芽胞杆菌属

(Paenibacillus)。pH 耐受性结果表明，大部分嗜碱

芽胞杆菌 pH 耐受范围是 7.00−12.00，最适 pH 在

8.00−10.00 之间，这反映了可可西里土壤具有一定

的盐碱度。结合系统发育分析，当两株菌的 16S 

rRNA基因序列相似度低于 98.65%时，可判断它们

属于两个不同的种[24]。本研究发现 2株潜在的芽胞

杆菌新种，即 FJAT-45137与 FJAT-45176，它们与

最近匹配的模式菌株的 16S rRNA基因序列相似性

皆低于 98.65%，需要进一步结合多相分类鉴定方法

来确定其分类地位，同时它们的 pH 耐受范围皆为

7.00−13.00，最适 pH 都在 9.00 左右，说明可可西

里土壤中有丰富的嗜碱芽胞杆菌潜在新物种。 

可可西里地区土壤中具有较丰富的嗜碱芽胞

杆菌种类，但含量分布差异较大。耐寒芽胞杆菌(B. 

frigoritolerans)含量最多，高达 23.71×103 CFU/g，

其次是短小芽胞杆菌，其含量为 21.62×103 CFU/g，

含量最少的有环状芽胞杆菌(B. circulans)、克劳氏

芽胞杆菌(B. clausii)、耐盐芽胞杆菌(B. halodurans)

等，都只有 10 CFU/g，该地区芽胞杆菌平均含量是

4.84×103 CFU/g，这与该地区独特的自然环境因素

密不可分。 

我国地域辽阔、地大物博、土壤资源丰富，在

新疆、内蒙古、青海、西藏等地的一些盐碱环境中

潜藏着丰富的嗜碱芽胞杆菌资源。本研究从可可西

里土壤样品中获得的嗜碱芽胞杆菌种类与内蒙古
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浑善达克地区盐湖[25]、西藏尼玛县[26]、西藏高原[27]、

库姆塔格沙漠[28]、大庆地区[29]、可可西里鹰咀山前

沙地[13]、黄东海近海海域[30]等地相比，发现芽胞杆

菌属(Bacillus)皆为这些地区的优势菌群。此外，本

文 在 可 可 西 里 发 现 的 纤 细 芽 胞 杆 菌 属

(Gracilibacillus)、喜盐芽胞杆菌属(Halobacillus)、

咸海鲜芽胞杆菌属(Jeotgalibacillus)及类芽胞杆菌

属(Paenibacillus)在新疆阿克苏[31]等地区也有发现，

在库姆塔格沙漠也被报道有类芽胞杆菌属

(Paenibacillus)，西藏尼玛县地区也发现了咸海鲜芽

胞杆菌属(Jeotgalibacillus)。同时，在可可西里土壤

样品中发现的比较罕见的嗜冷芽胞杆菌属

(Psychrobacillus) 的 忍 冷 嗜 冷 芽 胞 杆 菌 (P. 

psychrodurans)，在黄东海近海海域也被报道过，嗜

冷芽胞杆菌属(Psychrobacillus)的存在可能与可可

西里高寒的气候特点有着密切的联系，进一步表明

可可西里土壤中嗜碱芽胞杆菌种类分布的特异性。

本研究中发现的地衣芽孢杆菌(B. licheniformis)与

环状芽孢杆菌(B. circulans)在大庆地区也有发现，

病研所芽胞杆菌 (B. idriensis)与短小芽胞杆菌    

(B. pumilus)在可可西里鹰咀山前沙地也有发现，由

此可见盐碱环境中的芽胞杆菌资源具有一定的相

似性。综上表明在可可西里的土壤中分布着独特的

嗜碱芽胞杆菌群落结构和多样性。 

土壤中微生物群落结构与生境类型具有一定

相关性，本研究中可可西里地区 3种生境类型中嗜

碱芽胞杆菌群落结构多样性指数中香农-威尔指数

大小为草根>荒漠>苔藓，该结果与黄土高原的草原

类型土壤细菌多样性指数中香农-威尔指数最小的

趋势相反[32]。王东胜在秦岭主峰太白山北坡的苔藓

生境中发现了蕈状芽胞杆菌(B. mycoides)和耐寒芽

胞杆菌(B. frigoritolerans)[33]，但是本文可可西里的

苔藓生境土样中未有此发现。本文中虽然短小芽胞

杆菌(B. pumilus)在苔藓与草根这两类生境中都有

分布，但是含量却相差甚远。可见不同植被类型土

壤中的微生物群落结构有着较明显的差异，不同地

区、同种生境类型中的微生物群落结构也有一定的

差异。 

嗜碱芽胞杆菌能够产生多种碱适应性的胞外

酶，在极端碱性环境中依旧能够保持较高的酶活性

及稳定性，是工业酶的重要来源。本研究中有 95%

的菌株具有产酶活性，有 7种嗜碱芽胞杆菌能够产

蛋白酶和纤维素酶，首次发现病研所芽胞杆菌(B. 

idriensis)、蕈状芽胞杆菌(B. mycoides)和岸喜盐芽胞

杆菌(H. litoralis)具有产蛋白酶、纤维素酶及木聚糖

酶的活性。张万芹等[34]在贵州兴义喀斯特洞穴土中

发现一株能产淀粉酶而不能产蛋白酶的解淀粉类

芽胞杆菌(P. amylolyticus)，本文发现了 4株能产蛋

白酶及纤维素酶的解淀粉类芽胞杆菌 (P. 

amylolyticus)，首次发现其中 1株具有产蛋白酶、纤

维素酶及木聚糖酶这 3种酶活性，本研究丰富了解

淀粉类芽胞杆菌(P. amylolyticus)的产酶多样性。即

使在条件恶劣的环境中，可可西里地区土壤样品中

的嗜碱芽胞杆菌依然具有丰富的产酶多样性，部分

菌株潜藏着高效的产酶活性，这为产酶菌株的开发

利用提供了基础。 
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