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摘  要: 可可西里是位于青海玉树藏族自治州的自然环境保护区, 由于当地的恶劣气候特点, 其

土壤微生物多样性很少被研究。采用 5 种分离培养基对来源于可可西里的 12 个盐碱土壤样品进行

选择性分离, 共分离得到 5 株细菌。其中 4 株菌分别属于游动微菌属(Planomicrobium)、库克菌属

(Kocuria)、气球菌属(Aerococcus)和芽孢杆菌属(Bacillus); 另有一株乳黄色的嗜碱耐盐细菌 CPCC 

100153, 其 16S rRNA 基因序列比对结果显示与最相近的地杆菌属(Geomicrobium)相似性仅为

93.5%。综合分析 CPCC 100153 菌株的形态学、生理生化、化学分类特征、遗传与发育学特征等

表型和基因型数据, 该菌既与芽孢杆菌科内的相近分类单元的嗜碱菌有很多相似之处, 也具有明

显区别之处, 可能为一个潜在的新属。 
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Abstract: Hoh Xil, an extremophile environment situated at the Yushu Tibetan Autonomous Region in 
southwest Qinghai, is one of the most primitive and well-preserved natural environment on earth. The 
microbial diversity in this area is poorly known till date. In this present study an attempt has been made 
to selectively isolate the alkalophilic microorganisms in 12 salina soil samples from Hoh Xil, by using 
five different medium. As a result, 5 alkaliphilic or salkaline tolerant isolates were obtained. 16S rRNA 
gene sequence analysis showed that 4 strains belonged to 4 different genera, such as Planomicrobium, 
Kocuria, Aerococcus, and Bacillus. Another strain, designated CPCC 100153 was the nearest to the 
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genus Geomicrobium, showing the 16S rRNA gene sequence similarity level of 93.5 % to the strain 
Geomicrobium halophilum BH1T. Based on the phenotypic characteristics, physiological and bio-
chemical tests, chemotaxonomic analysis and genotypic data, we found that the strain CPCC 100153T 
not only shared some common characteristics with the alkaliphilic or salkaline tolerant species of the 
related genus in the family Bacillaceae but also clearly differentiated from them. Therefore, we propose 
the strain CPCC 100153T represents a novel genus and species within the family Bacillaceae. 

Keywords: Bacteria, Alkaline soil, 16S rRNA gene, Hoh Xil  

极端环境微生物是最适合生活在极端环境中的

微生物的总称, 它们由于长期的进化选择, 形成了

独特的生物活性物质代谢途径、新的调控机制及与

这些生理生化特征有关的新基因类型[1−4]。探索和培

养极端环境微生物将会为微生物药物研究和发酵工

业等领域提供新的资源。 

极端环境微生物可以产生工业用酶和生理活性

物质, 嗜碱菌在发酵工业上可作为许多种酶制剂的

生产菌, 例如嗜碱芽孢杆菌生产的木聚糖酶能够水

解木聚糖产生木糖和寡聚糖, 可用来处理人造纤维

废物, 而碱性 β-甘露聚糖酶降解甘露聚糖产生的寡

糖可作为保健品的添加剂[5]。 

嗜碱菌生活在高碱环境中 , 但研究发现其胞

内 pH 值却维持在 8 左右。近年来关于嗜碱菌嗜碱

机制的研究报道有许多 , 研究结果表明嗜碱菌的

自动调节细胞质 pH 值的机制为: (1) 嗜碱菌的细胞

壁具有酸性化合物, 如半乳糖醛酸、葡糖酸、谷氨

酸、磷酸, 这些化合物所带的负电荷可在细胞表面

降低 pH 值。(2) 质膜可能通过反向载体(Antiporter)

系统, 如 Na+/H+、 K+/H+ 反向载体系统来维持胞

内 pH 值的相对稳定。嗜碱菌分为兼性嗜碱菌和专

性嗜碱菌 [6−7], 近来已分离鉴定 16 种芽孢杆菌属

(Bacillus spp.)的嗜碱微生物, 包括兼性嗜碱菌和专

性嗜碱菌[8−14]。  

可可西里气候严酷, 自然条件恶劣, 人类无法

长期居住, 其土壤中微生物多样性很少得到研究[15], 

为了探索极端环境样品中微生物的生物特性, 本研

究采用 5 种分离培养基对采自青藏高原可可西里的

12 个盐碱土壤样品进行了选择性分离, 共分离得到

了 5 株细菌, 其中 4 株菌株分别属于游动微菌属

(Planomicrobium)、库克菌属 (Kocuria)、气球菌属

(Aerococcus)和 芽 孢 杆 菌 属 (Bacillus); 另 外 一 株 菌

CPCC 100153 的 16S rRNA 基因序列比对结果显示

其与最相近的地杆菌属(Geomicrobium)相似性仅为

93.5%, 为进一步了解嗜碱菌的特性, 本研究围绕生

物学特性对其展开了一系列研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  土壤样品: 土壤样品采自青藏高原的可可西

里盐碱湖附近, 海拔约 4 700 m, 土壤样品的具体信

息如表 1 所示。 
 

表 1  土壤样品信息 
Table 1  Information of the soil samples 

土壤样品号 
Numbers 

样品经纬度 
Longitude and latitude 

pH 土壤样品号 
Numbers 

样品经纬度 
Longitude and latitude 

pH 

IMB08-207 N30°39.40′ E90°49.33′ 8.8 IMB08-213 N 30°.506′ E90°.14′ 8.69 

IMB08-208 N 30°34.53′ E90°37.89 9.37 IMB08-214 N 30°46.74′ E90°17.89′ 9.4 

IMB08-210 N 30°22.55′ E90°28.42′ 9.39 IMB08-216 N 30°48.54′ E90°19.39′ 9.43 

IMB08-211 N 30°31.1′ E90°23.66′ 9.45 IMB08-217 N30°55.60′ E90°58.30′ 9.46 

IMB08-212 N 30°.47′ E90°.20227′ 8.59 IMB08-218 N 30°49.80′ E91°03.84′ 8.53 
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1.1.2  培养基: 分离嗜碱细菌的培养基通常用 1% 

Na2CO3 或者用 Na2CO3/NaHCO3 调节 pH 值[16]。本

研究针对可可西里盐碱土壤, 采用富含无机盐培养

基, 并用 1% Na2CO3 调节培养基 pH 值, 所用分离培

养基为以下 5 种培养基: 

(1) Bennette[17]培养基(g/L, pH 9.5): 酵母提取

物 1.00, 牛肉提取物 1.00, NZ Amine Type A* 2.00, 

葡萄糖 10.00, Na2CO3 10.00, 氨曲南 0.05, 放线菌

酮 0.05, 萘啶酮酸 0.05, 制霉菌素 0.05, 琼脂 15.00。 

(2) 干酪素-淀粉培养基(g/L, pH 9.5): 干酪素

1.00, MgSO4·7H2O 5.00, K2HPO4 0.50, 可溶性淀粉

10.00, Na2CO3 10.00, 氨曲南 0.05, 放线菌酮 0.05, 
萘啶酮酸 0.05, 制霉菌素 0.05, 琼脂 15.00。 

(3) Yeast extract 培养基(g/L, pH 9.5): 1%脱脂

牛奶, 0.1% Yeast extract, 5% NaCl, Na2CO3 10.00, 
氨曲南 0.05, 放线菌酮 0.05, 萘啶酮酸 0.05, 制霉

菌素 0.05, 琼脂 15.00。 
(4) 复合维生 素培养基 (g/L, pH 9.5): Na2CO3 

22.00, NaHCO3 8.00, NaCl 6.00, KH2PO4 0.50, 
1.00 mol/L MgSO4, 微量盐 1.00 mL, 葡萄糖 2.00, 
复合维生素 0.05, 氨曲南 0.05, 放线菌酮 0.05, 萘啶

酮酸 0.05, 制霉菌素 0.05, 琼脂 15.00。 
(5) 1/5 R2A (g/L, pH 9.5): 酵母粉 0.10, 胰蛋白

胨 0.05, 蛋 白 胨 0.15, 葡 萄 糖 0.10, 淀 粉 0.10, 

K2HPO4 0.05, MgSO4 0.005, 丙酮酸钠 0.06, Na2CO3 
10.00, 氨曲南 0.05, 放线菌酮 0.05, 萘啶酮酸 0.05, 

制霉菌素 0.05, 琼脂 15.00。 

纯培养采用添加了 1%的 Na2CO3 的含有麦芽提

取物和酵母提取物的 YMD 培养基斜面(g/L, pH 9.5): 
Yeast extract 4.00, Malt extract 10.00, Dextrose 4.00, 
Na2CO3 10.00, 琼脂 20.00。 

1.1.3  主要试剂和仪器 : 试 剂 苯 骈 戊 三 酮 (茚 三

酮)、P-茴香醛购自国药集团化学试剂有限公司, 丙

酮、乙醇、浓硫酸和冰醋酸购自北京化工厂, 钼酸

铵购自美国 Acros 公司, 液体汞购自贵州铜仁化工

厂, API 50CH、API ZYM Vitek (BioMerieux)试剂盒

购自法国生物梅里埃中国有限公司。PCR 扩增引物

合成和产物测序由上海生物工程技术服务有限公

司完成。 

美国 MJ 公司 PTC-200 PCR 仪, Sigma 高速低

温离心机, HZQ-Q 恒温摇床, SANYO 高压灭菌锅, 

ZEISS, Scope. A1 相差显微镜, Instrument JEM-1400

透射电镜 , SHIMADAU-1700 分光光度计 , Agilent 
1200 高效液相色谱仪, Agilent 6890N 气相色谱仪。 

1.2  方法 
1.2.1  土壤样品预处理: 取 2 g 土样加入至 18 mL

无菌的 0.85% NaCl 溶液中, 28 °C 振荡 40 min, 无菌

生理盐水稀释 100 倍。 

1.2.2  菌株的分离纯化与培养条件: 采用稀释涂布

平板法分离微生物。取 0.2 mL 上述土样悬液涂布分

离平板。28 °C 保湿培养 4−8 周, 从分离平板上挑取

单菌落接种于添加了 1% Na2CO3 的 YMD 培养基斜

面, 将斜面于 28 °C 培养。用四分划线法在上述培养

基 平 板 上 纯 化 , 挑 取 单 菌 落 接 种 于 添 加 了 1% 
Na2CO3 的 YMD 斜面做短期保藏; 同时, 用 20%甘油

作保护剂于−80 °C 作长期保藏。生物学活性研究采

用添加了 1% Na2CO3 的 TSB 液体培养基或者添加了

1% Na2CO3 的 YMD 固体培养基, 于 28 °C 培养观察。 

1.3  菌株 CPCC 100153 的生物学特性研究 
1.3.1  形态学特征 : 形态学特征实验采用添加了

1% Na2CO3 的 YMD 培养基, 于 28 °C 培养观察。

细 胞 形 态 学 观 察 使 用 相 差 显 微 镜 (ZEISS, Scope. 
A1)和透射电镜(Instrument JEM-1400)。关于 CPCC 
100153 内生孢子实验采用添加了 1% Na2CO3 的

YMD 培养基, 在 70 °C、80 °C、90 °C 梯度下分别

热激 30 min, 于 28 °C 培养观察, 并依据 Wirtz- 
Conklin 的芽孢染色方法在相差显微镜下观察[18]。

运动性实验通过半液体培养基培养 , 并在相差显

微镜下观察。鞭毛通过鞭毛染色初步观察, 并用透

射电镜拍摄确定。 
1.3.2  生理生化特征: 生理生化特征的测定主要依

据 Li 等[19]、Yuan 等[20]以及 Schlesner 等[21]和《常

见细菌系统鉴定手册》[22]中的方法。主要包括: pH, 
盐浓度和温度耐受性, 唯一碳、氮源利用, 酶的产

生, 氧化酶、接触酶活性, 明胶液化, 牛奶凝固和胨

化, 纤维素分解, 硝酸盐还原, 产氨试验, H2S 的产

生, 甲基红(M.R), V-P 测定, 脲酶, 吲哚, 淀粉水解, 
抗生素抗性实验等。 
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(1) 生长特征实验采用添加了 1% Na2CO3 的

TSB 液 体 培 养 基 作 为 基 础 培 养 基 , 在 此 基 础 上 , 

NaCl 耐受实验[NaCl 浓度设为 0、1%、2%、3%、

4%和 5%−25% (W/V, 每 5%为 一 间 隔 ), pH 9.5, 

28 °C]; 生长 pH 实验[pH 范围设为 4.0−11.0, 每 0.5

为 一 间 隔 , 使 用 如 下 不 同 的 缓 冲 溶 液 调 pH 值 
(Na2HPO4/NaH2PO4, pH<8.0; Na2CO3/NaHCO3 pH 
8.0−10.0; Na2HPO4/NaOH, pH 11.0), 28 °C]; 生长温

度实验(温度梯度设为 4 °C、10 °C、20 °C、28 °C、

37 °C、45 °C, pH 9.5)。 

(2) 唯一碳源利用实验和利用碳源发酵产酸实

验分别使用 Biolog GenIII 细菌全自动鉴定试剂条和

API 50 CH 试剂条测定, 酶学特性使用 API ZYM 获

得相关指标。 

(3) 唯一氮源利用实验采用下述培养基作为基

础培养基(g/L): D-glucose 1, MgSO4·7H2O 0.05, NaCl 
0.05, FeSO4·7H2O 0.001, K2HPO4 0.01, Na2CO3 10, 
不同氮源按 0.5%的浓度加入。 

(4) 其它生理生化实验: 

氧化酶、接触酶实验, 明胶液化实验, 纤维素分

解实验, 淀粉水解实验, H2S 的产生实验和硝酸盐还

原实验参见《常见细菌系统鉴定手册》[21]中的方法。 

抗生素抗性实验: 采用添加了 1% Na2CO3 的

YMD 培养基 , 用纸片法测定 , 不同抗生素的量为

(μg/per disc): 25、50、100, 在 28 °C 培养 3−5 d 后记

录结果。 

1.3.3  化学分类学特征: 全细胞壁氨基酸分析参照

Hasegawa 等[23]的方法。磷酸类脂的提取和鉴定依据

Minnikin 等[24]的方法。甲基萘醌(MK) 的提取参照

Collins 等 [25]的方法 , 用高效液相法(HPLC)分析醌

型。脂肪酸的测定使用美国 MIDI 公司的 Sherolock
全 自 动 细 菌 鉴 定 系 统 , 通 过 气 相 色 谱 按 照

Kroppenstedt 等[26]的方法分析。 

1.3.4  遗传学和系统发育学特征: 采用热变性的方

法 [27] 测 定 基 因 组 DNA 中 G+C mol% 含 量 , 用

Escherichia coli K12 作为对照。采用 Chelex-100 法提

取基因组 DNA, 以此为模板扩增 16S rRNA 基因[28], 

并使用 ABI PRISM 3730XL 自动测序仪进行测序。

将菌株的全长 16S rRNA 基因序列在 GenBank 核酸

序列数据库中进行序列同源性比较, 使用 EzTaxon 

server [29]对最相近类群的序列进行多重序列比对分

析 , 并 通 过 MEGA version 4.0[30] 软 件 以 邻 近 法

(Neighbor-Joining)构建系统发育树 [31], 分支聚类的

稳定性用 Bootstrap [32]方法进行评价。 

2  结果 

2.1  菌株分离结果 
通过采用 5 种分离培养基对采自青藏高原可可

西里的 12 个盐碱土壤样品进行选择性分离, 共分离

得到了 5 株细菌。其中菌株 I10B-00255 来源于

IMB08-214 土 样 和 Bennette 培 养 基 , 菌 株

I10B-00256 来源于 IMB08-214 土样和干酪素-淀粉

培养基, 菌株 I10B-00257 来源于 IMB08-210 土样和

Bennette 培 养 基 , 菌 株 I10B-00258 来 源 于

IMB08-212 土 样 和 干 酪 素 - 淀 粉 培 养 基 , 

CPCC100153 菌 株 来 源 于 IMB08-211 土 样 和

Bennette 培养基。 
菌株的 16S rRNA 基因序列比对结果显示, 其

中 前 4 株 菌 株 分 别 属 于 游 动 微 菌 属

(Planomicrobium)、库克菌属 (Kocuria)、气球菌属

(Aerococcus)和芽孢杆菌属(Bacillus) 等 4 个属(表

2)。另外一株菌 CPCC 100153 的 16S rRNA 基因序

列 与 GenBank 中 有 效 描 述 菌 的 最 高 相 似 性 仅 为

93.5%, 最相近的菌株是喜盐地杆菌 Geomicrobium 

halophilum BH1T (AB449106)。菌株 CPCC 100153

在中国普通微生物菌种保藏管理中心的保藏菌号为

CGMCC 1.10694。 

2.2  菌株 CPCC100153 的生物学特性研究 
2.2.1  形态学特征: 菌株 CPCC 100153 革兰氏

染色呈阳性 , 在添加了 1% Na2CO3 的 YMD 培养

基上菌落为不透光的浅黄色 , 菌落最大直径约为

1.0 mm−1.2 mm。在相差显微镜下观察菌株 CPCC 

100153 的细胞为短杆状, 多以 2−5 个细胞靠近排

列, 细胞大小约为(0.8−0.9) μm×(1.8−2.2) μm。该菌

经 70 °C 热激 30 min 处理后, 在 28 °C 生长出来的

单菌落通过芽孢染色可观察到在细胞近中央处有椭

圆形芽孢(图 1A)。菌株 CPCC 100153 经过 14 h  
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表 2  分离菌株 16S rRNA 基因信息 
Table 2  16S rRNA gene information of the isolates 

Strain number Accession number Closest related strain Similarity with the closest described 
species in GenBank (%) 

I10B-00255 JF923575 Planomicrobium koreense WT024T (GQ152129)  99.3 

I10B-00256 JF923576 Kocuria rosea 2P03AAT (EU977667)  99.5 

I10B-00257 JF923577 Bacillus flexus Z8B-72T (HQ238692) 100.0 

I10B-00258 JF923578 Aerococcus viridians DSD-PW4-OH13T (HQ425688)  99.8 

CPCC 100153 HQ179102 Geomicrobium halophilum BH1T (AB449106)  93.5 

 

 

图 1  菌株 CPCC100153 的形态学照片 
Fig. 1  Morphologic photos of strain CPCC 100153 

注: A: 菌株 CPCC 100153 的相差显微镜照片, 显示芽孢的着生状态, 放大倍数 1 000×; B: 菌株 CPCC 100153 的透射电镜照片, 显示

鞭毛的着生状态. 
Note: A: Phase-contrast micrograph showing endospores of strain CPCC 100153. Magnifacation 1 000×. Bar: 10 μm. B: Transmission elec-
tron microscope showing flagella of strain CPCC 100153. Bar: 2.0 μm. 

 
培养后, 可观察到运动性, 该图所示为一个即将分

裂成 2 个细胞的菌体, 在透射电镜下可观察到周生

多根鞭毛(图 1B)。 

2.2.2  生理生化特征: 菌株 CPCC 100153 生长温度

范围为 25 °C−37 °C, 最适生长温度为 28 °C。生长

pH 范围为 7.0−10.0, 最适生长 pH 为 8.0−9.5。NaCl
耐受范围为 0−20%, 最适生长 NaCl 浓度为 10%。 

Biolog GenIII 测 定 结 果 显 示 : 菌 株 CPCC 
100153 可利用蔗糖、N-乙酰-氨基半乳糖、乳酸钠、

甘油、α-酮戊二酸、萘啶酸、吐温 40、α-羧基-丁酸、

乙酰乙酸、丙酸、乙酸、氨曲南、丁酸钠、溴酸钠

作为唯一碳源。 

API 50 CH 测定菌株 CPCC 100153 可利用 D-
果糖和七叶灵发酵产酸。 

运用 API ZYM 酶学试剂条测得菌株 CPCC 

100153 的阳性指标有: 碱磷酶、酯酶、类脂酯酶、

白氨酸芳胺酶、胰凝乳蛋白酶、酸性磷酸酶、萘酚-
磷酸水解酶、α-葡萄糖甙酶、β-葡萄糖甙酶、N-乙

酰-葡萄糖胺酶。 
可利用甲硫氨酸、苯丙氨酸、亮氨酸、谷氨酸、

天冬氨酸、缬氨酸、丝氨酸、丙氨酸、苏氨酸、色

氨酸、KNO3、L-天冬酰胺作为唯一氮源。 

其它生理生化实验结果 : 氧化酶和触酶实验

阳 性 , 鸟 氨 酸 脱 羧 酶 阳 性 , 赖 氨 酸 脱 羧 酶 阳 性 , 

精氨酸脱羧酶阴性 , 明胶液化阳性 , 牛奶凝固和

胨化实验阴性 , 纤维素分解阴性 , 产氨试验阴性 , 
甲基红(M.R)阴性 , V-P 测定阳性 , 脲酶阳性 , 吲哚

产生实验显弱阳性 , 不产生 H2S, 淀粉水解阴性 , 
硝酸盐还原阴性。抗生素抗性结果(μg/per disc)如

下 : 对链霉素  100、抗杆菌肽  25、红霉素  25、
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利福平  50、氨苄青霉素  50、青霉素 G 25、万古

霉素  25 敏感 ; 对四环素  50、制霉菌素  25、新

霉素  25、卡纳霉素  50、庆大霉素  50、大观霉素  
25 有抗性。  

以上表型特征综合显示, 菌株 CPCC 100153 和

芽孢杆菌科的嗜(耐)盐碱菌具有相似之处: 耐盐碱

中温菌, 细胞革兰氏染色阳性, 碳源利用谱较广。但

是, 比较分析发现菌株 CPCC 100153 在细胞形态、

酶学特性等生物学特性方面与相关近缘菌间也存在

着明显差异(表 3)。 
2.2.3  化学分类学特征: 菌株 CPCC 100153 全细胞

氨基酸水解液中含有 meso-DAP。细胞膜呼吸醌主要

为 甲 基 萘 醌 MK-7 (94.3%), 并 含 有 少 量 MK-6 

(5.7%)。主要极性脂为 Diphosphatidylglycerol (DPG)
和 Phosphatidylglycerol (PG)。其菌体优势脂肪酸组

分为 iso-C15:0 (55.8%) 和 anteiso-C15:0 (18.7%), 其它

脂肪酸组分为: iso-C17:0 (8.4%), anteiso-C17:0 (7.5%), 
C16:0 (0.8%), iso-C16:0 (0.8%)。 

 

表 3  CPCC100153 和相近分类单元菌株表型特征的差异 
Table 3  Differential phenotypic characteristics of strain CPCC 100153 and the related taxa 

Characteristic 1 2 3 4 5 6 

Cell morphology Short rods Bean-shaped Short  rods Cocci Rod-shaped Cocci 

Spore formation + – + – + – 

Motility + – – + + + 

Flagella Multiple – – Multiple ND One or two

Salt range (W/V, %) 0−20 5−25 3−20 1−25 3−20 0−25 

Optimum salt conc. (W/V, %) 10 10−15 10−12 10 10 5–15 

pH range 7.5−10.0 6.0−10.0 6.8−9.5 7.5−11.0 5.8−10.0 6.0−10.0 

Optimum pH 8.0−9.5 8.5−9.0 8.0 8.0−9.5 8.5 ND 

Temperature range (°C) 25−37 20−40 15−40 10−45 20−50 15−37 

Oxidase  + + + – – + 

Nitrate reduced to nitrite – – – – + + 

Indole production W – ND ND – – 

H2S production – – ND – – – 

Acid production form:       

L-arabinose – – + – – – 

Cellobiose – – – + + – 

D-fructose + – + – – – 

Lactose – – + – – – 

Maltose – – + + – – 

D-mannitol – – + + + – 

D-mannose – – + – – – 

Ribose – – + – + – 

Hydrolysis of:       

Starch – – + – – – 

Gelatin + + – – – – 

Urea + – – – ND + 

Aesculin + – + – – – 

Note: 1: Strain CPCC 100153; 2: Geomicrobium halophilum BH1T; 3: Bacillus salarius BH169T; 4: Sinobaca qinghaiensis YIM 70212T; 5: 
Salsuginibacillus kocurii CH9dT; 6: Marinococcus halophilus DSM 20408T. Data for reference strains are from the present study, Echigo et 
al. (2010)[33], Lim et al. (2006) [34], Li et al. (2006) [19], Carrasco et al. (2007) [35] and Hao et al. (1984) [36]. +: Positive; –: Negative; ND: No 
data; W: Weak. 
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菌 株 CPCC 100153 在 胞 壁 氨 基 酸 类 型 ( 含

meso-DAP)、优势醌组分以及主要极性脂组成上与

其最相近的喜盐地杆菌 G. halophilum BH1T 一致; 

但是菌株 CPCC 100153 的优势脂肪酸组成和喜盐地

杆菌 G. halophilum BH1T [iso-C15:0 (42%), iso-C17:0 

(24%), iso-C18:0 (10%)]存在着较大差异。 
2.2.4  菌株遗传学和系统发育学特征: 菌株 CPCC 

100153 基因组 DNA 的 G+C mol %为 40 mol %。16S 
rRNA 基因序列(1482 nt)显示 CPCC 100153 与喜盐

地杆菌 G. halophilum BH1T 相似性最高(93.5%)。基

于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育进化树(图 2)
显示菌株 CPCC 100153 在芽孢杆菌科中与菌株 G. 

halophilum BH1T 及 Salsuginibacillus halophilus 
halo-1T (EU581835)聚为一簇, 形成一个稳定的分支,  

 

 

图 2  基于 16S rRNA 基因序列采用临近法构建的 CPCC 100153 和相近菌株的系统发育进化树 
Fig. 2  Neighbour-joining tree based on 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic relationships of 

CPCC 100153 and other related strains 
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该分支与 Bacillus salarius DSM 16461T (AY667494)、
Marinococcus halophilus DSM 20408T (X90835)和

Sinobaca qinghaiensis DSM 17008T (DQ168584)形成

的分支临近。 
系统发育分析显示, 菌株 CPCC 100153 为芽孢

杆菌科的一个成员, 但是又不能归入到芽孢杆菌科

的任何一个属内。结合菌株 CPCC 100153 的细胞化

学 组 分 分 析 以 及 生 理 生 化 特 性 , 我 们 认 为 菌 株

CPCC 100153 可能代表了芽孢杆菌科的一个新属。 

3  讨论 

随着分子生态学等研究的不断深入, 人们发现

自然界中只有很小部分的微生物被认知和开发, 而

且从普通环境中分离筛选新的活性物质产生菌的难

度也在日益上升[37]。由于极端环境中的微生物具有

丰富的物种多样性、基因多样性和代谢机制多样性, 

具有产生多样的生理活性物质的巨大潜力, 因而将

极端环境微生物作为寻求创新药物的来源已成为众

多研究者的目标之一。在我国西部的新疆、西藏、

青海等地区具有大量的盐湖、碱湖, 存在着丰富的

盐碱环境微生物资源, 对该环境下微生物的积极开

发将有助于我们了解极端环境微生物的生理特征和

代谢途径, 从而寻找到新的生理活性物质。 

分离嗜碱细菌的培养基通常用 1% Na2CO3 或者

用 Na2CO3/NaHCO3 调节 pH 值。本研究针对可可西

里 盐 碱 土 壤 , 采 用 富 含 无 机 盐 培 养 基 , 并 用 1% 

Na2CO3 调节培养基 pH 值, 对来源于可可西里的盐

碱土壤样品进行选择性分离。尽管采用现有的培养

基和处理方法仅分离到 5 株菌, 但通过 16S rRNA 基

因序列比对发现, 其中一株细菌 CPCC 100153 的

16S rRNA 基因序列与已发表菌的最高相似度仅有

93.5%。通过与其最相近的喜盐地杆菌 G. halophilum 

BH1T 进行对比发现: 菌株 CPCC 100153 产芽孢, 周

生鞭毛 , 可利用果糖发酵产酸 , 尿素水解阳性 , 七

叶灵水解阳性, 基因组 DNA 的 G+C mol%为 40%, 

菌 体 优 势 脂 肪 酸 组 分 为 iso-C15:0 (55.8%) 和

anteiso-C15:0 (18.7%)等特征均与喜盐地杆菌有较明

显的差异。综合分析该菌株的形态学、生理生化、

化学分类特征、遗传与发育学特征等表型和基因型

数据, 该菌既与芽孢杆菌科内的相近分类单元的嗜

碱菌有很多相似之处, 也具有明显区别之处, 可能

为一个潜在的新属。 

对可可西里盐碱土样进行纯培养分离培养时 , 

平板上菌落较为单一且数量较少, 这可能与样品所

处的极端环境有一定关系。可可西里自然条件恶劣, 

微生物多样性较低, 而且生活在极端环境中的微生

物有特殊的生理生化特征, 本实验中采用的培养基

和处理方法具有一定的局限性, 并没有很好地分离

到尽量多的嗜碱菌。鉴于目前对嗜碱微生物有效发

表的种属并不多, 因此有必要参照嗜碱微生物的生

理生化特征, 依据其碳源、氮源需求深入研究并设

计分离培养条件和方法, 分离培养其中新的、难以培

养的微生物, 并用多种模型筛选其产生的活性物质, 

力求充分发掘和利用这些宝贵的微生物资源。 
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