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研究报告 

安徽定远盐矿可培养嗜盐微生物多样性 
陈礼楠 1  李峰 2  孙思琪 1  许瑶 1  陈绍兴*1 
1 安徽师范大学生命科学学院  安徽 芜湖  241000 
2 中盐东兴盐化股份有限公司  安徽 定远  233201 

摘  要：【背景】嗜盐微生物多生活于高盐环境，具有独特的生理代谢特征，是一类重要的极端环境

微生物资源。【目的】为更好地认识我国陆相盐矿的嗜盐微生物多样性组成，更好地开发利用嗜盐微

生物资源积累丰富的微生物菌种。【方法】对安徽定远盐矿盐芯样品进行嗜盐微生物的纯培养分离，

并对所分离菌株进行基于 16S rRNA 基因的测序和序列相似性分析，并对所分离菌株进行物种多样

性分析。在此基础上，对代表菌株进行菌落形态和耐盐度及酶活测定。【结果】通过纯培养共分离获

得了嗜盐微生物 264 株，其中嗜盐古菌 150 株，占 56.8%；嗜盐细菌 114 株，占 43.2%。嗜盐古菌

物种分别来自于 Halorubrum、 Halopenitus 、 Haloterrigena 、 Natrinema 、 Natronoarchaeum 和

Natronomonas 等 6 个属；嗜盐细菌物种分别来自于 Pseudomonas、Aliifodinibius、Halobacillus、
Halomonas 和 Halospina 等 5 个属。通过代表菌株的酶活平板检测，发现产胞外蛋白酶菌株 1 株，酯

酶 1 株，淀粉酶 2 株；能液化明胶菌株 2 株。在物种多样性组成方面，发现嗜盐古菌的物种多样性

指数高于嗜盐细菌。【结论】本研究对我国安徽定远陆相盐矿的可培养嗜盐微生物多样性进行探究，

积累了丰富的嗜盐微生物菌株资源。 
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Species diversity of culturable halophilic microorganisms isolated 
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Abstract: [Background] Halophilic microorganisms living in hypersaline environment, and conceiving 
unique physiological and metabolic characteristics, are one type of important microbial resources from 
extreme environment. [Objective] To uncover species diversity of cultivable halophilic microorganisms in 
athalassohaline salt mines in China, and to accumulate strains of halophilic microorganisms, this research 
was conducted. [Methods] Culture-dependent approach was applied to analyze the halophilic 
microorganisms from salt core samples of Dingyuan salt mine, Anhui province, China. Classification of 
the culturable halophilic microorganisms was performed based on 16S rRNA gene sequencing and 
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sequence similarity search. On this basis, some representative strains were subjected to colony 
morphology, salt tolerance and enzyme activity assay. [Results] In total, 264 strains were obtained via 
culture-dependent approach, of which 150 strains were classified as halophilic archaea, accounting for 
56.8%, and 114 strains were affiliated to halophilic bacteria, accounting for 43.2%. Results of 16S rRNA 
gene sequence similarity search showed that those strains belonged to six haloarchaeal genera, i.e. 
Halorubrum, Halopenitus, Haloterrigena, Natrinema, Natronoarchaeum and Natronomonas, and five 
bacterial genera, i.e. Pseudomonas, Aliifodidinibius, Halobacillus, Halomonas and Halospina. Through the 
enzyme activity assay, one strain producing extracellular protease, one strain conceiving esterase activity 
and two strains presenting amylase activity, two strains hydrolyzing the gelatin, were found among these 
selected species. Furthermore, species diversity index of the halophilic archaea was higher than that of 
halophilic bacteria. [Conclusion] This study reported the species diversity of the culturable halophilic 
microorganisms isolated from the Dingyuan athalassohaline salt mine (Anhui, China). This study gives us 
a better understanding of the microbial resources in athalassohaline salt mines, and accumulates rich 
microbial resources for further application.  

Keywords: Salt mine, Halophiles, Halophilic archaea, Halophilic bacteria, Species diversity 

极端微生物是能适应极端环境的微生物类群，

它们具有特殊的遗传背景和代谢途径，能够产生各

种具有特殊功能的酶类及其他活性物质。研究极端

微生物的特性对探索生命的起源、微生物的育种及

开发利用等具有重要意义[1]。由于其生境的特殊

性，极端微生物的生命起源及进化机制等方面对其

他领域的生物研究具有重要的启示作用[2]。此外，

极端微生物存在的原理本身也具有极大的应用价

值，对极端微生物生存的特殊机制及特殊产物的研

究将促进新的技术手段的发展，从而可以带来更大

的应用价值[3]。嗜盐微生物是指在高盐环境生长的

微生物，它们广泛分布于地球的各种高盐环境，如

海水、盐湖、盐碱地、盐矿、海边晒盐场和海产品

等[4]。随着现代分子生物学技术的发展，嗜盐微生

物独特的细胞结构、生理机能和代谢机制等被进一

步揭开面纱[5]。它们在合成生物材料、生物医学和

环境治理等领域发挥越来越重要的作用[6-9]。 
近年来，国内外均有学者对盐湖、盐碱地、晒

盐场等高盐环境中的微生物组成进行研究，分离到

Halorubrum 、 Natronococcus 、 Natronorubrum 、

Haloterrigena 、 Halorbhabdus 、 Halobiforma 、

Haloarcula 和 Haloferxa 等属的物种，说明该环境

中的嗜盐微生物资源丰富[10-14]。盐矿这一独特的生

境形成几千万年前，是高盐环境的重要代表。因其

样品相对较难获取，研究相对较少。 
2006 年，田新朋等用纯培养的方法从云南盐

矿分离到 Halorubrum、Natronococcus、Natrialba
和 Halalkalicoccus 等 4 个属的物种[15]。2011 年，

Gramain 等在研究智利 Salar Grande 盐矿的盐芯样

品时，从中发现有 Halobacterium 属物种分布[16]。

2013 年，Xiao 等采用免培养的方法对云南盐矿的

细菌和古菌物种多样性分布进行研究，发现不同地

点盐矿样品物种多样性存在较大差异[17]。2015 年，

Chen 等 报 道 了 一 个 来 自 于 云 南 盐 矿 的 新 物 种

Haloruburm yunnanense[18]。以上研究均表明盐矿

中蕴藏着丰富的微生物资源。 
安徽定远盐矿位于我国中部，具有钾、镁、

溴含量低等陆相盐湖沉积盐矿的典型特征。该盐

矿含盐层形成于早第三纪晚古新世——渐新世，

以河湖相沉积为主[19-20]。本研究将以该盐矿为研

究对象，采集盐芯样品，采用高盐培养基进行纯

培养分离，观察菌株纯培养物的菌落及显微形态

特征，并对菌株的可生长盐浓度、产酶特性等进

行研究。对所分离的菌株进行基于 16S rRNA 基

因序列分析的初步鉴定，并对该盐矿中的嗜盐微

生物群落组成及随埋深不同的分布特征进行初步

分析。这对我们认识盐矿这一特殊的极端高盐环

境中微生物物种多样性组成具有重要的理论意
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义；对极端环境微生物资源的开发和利用具有潜

在的应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 
盐芯样品采集自安徽省定远县东兴乡。样品的

基本信息如表 1 所示，其中编号 25 和 Z24 为不同

钻井，Z24-3 和 Z24-8 为同一钻井不同深度的盐芯

样品。 

1.2  培养基及培养条件 
用于嗜盐微生物分离的培养基为 AS-168 培养

基(g/L)[21]：酸水解酪蛋白氨基酸 5.0、酵母粉 5.0、

谷氨酸单钠 1.8、柠檬酸钠 3.0、MgSO4·7H2O 20.0、

KCl 2.0 、 NaCl 200.0 、 FeCl2·4H2O 0.036 和

MnCl2·4H2O 0.003 6。pH 调至 8.0，1×105 Pa 灭菌

20 min。配制固体培养基时，在灭菌前加入琼脂粉

15.0 g。 

1.3  主要试剂和仪器 
PCR Mix，北京博迈德基因技术有限公司。电

泳仪，北京六一生物科技有限公司。 

1.4  样品预处理及菌株的分离 
1.4.1  样品预处理 

盐矿样品表面消除处理。首先，将完整的盐矿

样品放入 NaOH (10 mol/L)溶液中，洗涤 3 次，每

次 1 min；再将盐矿样品用蒸馏水冲洗 3 次；然后，

将盐矿样品放入 HCl (10 mol/L)溶液中，洗涤 3 次，

每次 1 min；将剩余的盐矿样品放入蒸馏水中，冲

洗 3 次。将最终剩余盐矿样品彻底溶解于灭菌的浓

度为 10% NaCl 溶液中。 

1.4.2  菌株分离 
吸取 500 μL 上述溶盐矿溶液，直接涂布于

AS-168 固体平板上。用塑料薄膜封口，于 37 °C
培养箱中倒置培养 3−4 周。观察，待菌落形成后，

用灭菌牙签挑取平板上所形成的单菌落，进行二次

或多次平板划线分离，获得每个菌株的纯培养物。 

1.5  生长的 NaCl 浓度范围 
每个物种选取 1 株为代表，接种于含有不同

NaCl 浓度(0.1、0.2、1.4、1.7、2.5、3.4、4.3、

5.0 mol/L)的液体 AS-168 培养基中，37 °C、    
180 r/min 培养 1 周，测定 OD600 值。 

1.6  形态学特征 
1.6.1  菌落形态 

将菌株划线于普通 AS-168 固体平板上，37 °C
培养。菌落形成后，观察并记录菌落特征，包括大

小、颜色、透明度和是否凸起等。 
1.6.2  革兰氏染色及显微观察 

对嗜盐古菌采用 2%乙酸固定的改进型革兰氏

染色法[22]，对细菌采用常规的染色观察法。 

1.7  生理生化特性 
1.7.1  氧化酶 

将新鲜菌苔涂抹于用 1%的对氨基二苯胺盐酸

盐水溶液和 1%的 α-萘胺溶液混合溶液浸润的滤纸

上，检测氧化酶活性[23]。 
1.7.2  触酶 

用 5%的 H2O2 溶液覆盖新鲜菌苔方法检测触

酶活性[23]。 
1.7.3  淀粉酶 

在 AS-168 培养基中添加 1% (质量体积比)的 
 

表 1  盐芯样品采集点地理信息 
Table 1  Geographical location of sampling sites 

样品 
Sample 

含盐量 
Salinity (%) 

地理位置 
Geographical location 

深度 
Depth (m) 

采样日期 
Sampling date 

25 23.50 E32°30′24.60″, N117°29′48.54″ – 23/05/2016 

Z24-3 99.50 E32°30′23.88″, N117°29′44.16″ 381−385 23/05/2016 

Z24-8 305−310 23/05/2016 

注：–：无数据.  
Note: –: No data. 
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可溶性淀粉，制作淀粉平板。菌种划线接种于该平

板上，长出菌苔后，用碘液检测菌苔周围的透明圈。 
1.7.4  明胶酶 

在 AS-168 培养基中添加 1% (质量体积比)的
明胶，制作明胶平板。待划线长出菌苔后，用 Frazier
试剂检测明胶液化情况[24]。 
1.7.5  蛋白酶 

在 AS-168 培养基中添加 1% (质量体积比)的
脱脂奶粉制作牛奶平板，待划线长出菌苔后，观察

菌落周围是否有蛋白水解圈[24]。 
1.7.6  酯酶 

在 AS-168 培养基中添加 1% (质量体积比)的
吐温 80，制作吐温 80 平板，划线，观察菌落周围

有无晕圈产生[24]。 

1.8  基于 16S rRNA 基因的初步鉴定 
1.8.1  总 DNA 制备 

嗜盐古菌(纯水裂解型)总 DNA 制备：用灭菌

牙签刮取约 1 cm 长的菌苔，重悬于 50 μL 无菌水

中，充分混匀，嗜盐古菌细胞在低渗条件下迅速裂

解，所形成的细胞裂解物即可作为嗜盐古菌(纯水

裂解型)总 DNA。嗜盐细菌及纯水不裂解型嗜盐古

菌总 DNA 制备：采用相同的方法制备菌悬液，再

用等体积的酚氯仿溶液(苯酚:氯仿=1:1，体积比)
抽提，12 000 r/min 离心 5 min，收集上清即为嗜盐

细菌及纯水不裂解型嗜盐古菌总 DNA。 
1.8.2  16S rRNA 基因的 PCR 扩增及测序 

以上述制备的嗜盐古菌或嗜盐细菌总 DNA 为

PCR 扩增模板，分别以 18F/1518R[25]和 27F/1492R[26]

为嗜盐古菌和嗜盐细菌 16S rRNA 基因 PCR 扩增

引物(表 2)。PCR 反应体系(50.0 μL)：总 DNA 模

板(20 ng/μL) 2.0 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
2.5 μL，2×PCR Mix 25.0 μL，无菌水 18.0 μL。   

 

表 2  PCR 扩增引物 
Table 2  Primers used in PCR amplification 

引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

18F ATTCCGGTTGATCCTGCC 
1518R AGGAGGTGATCCAGCCGC 
27F AGAGTTTGATCMTGGCT 
1492R CGGTTACCTTGTTACGACTT 

PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 45 s，53 °C    
45 s，72 °C 1.5 min，35 个循环；72 °C 7 min。 

PCR 扩增产物分析：取 5.0 μL PCR 产物进行

琼脂糖凝胶电泳检测；检测成功的样品送昆明擎科

生物科技有限公司，采用 18F (嗜盐古菌)或 27F (嗜
盐细菌)进行单项测序。 

1.9  基于 16S rRNA 基因序列的分类学分析 
采用 BioEdit[27]软件打开测序峰图文件，去除

测序结果两端峰型较差的序列，选取中间可信度较

高的约 1 100 bp 序列，导入原核生物分类分析在线

软件 EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net)[28]，

进行基于 16S rRNA 基因序列信息的分类地位初

步分析。 
在原核生物分类地位处理上，对于嗜盐古菌和

嗜盐细菌分别以高于 98.5%和 97%的 16S rRNA 基

因序列相似度作为确定物种的标准。 

1.10  物种多样性分析 
根据基于 16S rRNA 基因序列确定的菌株分类

地位的结果，对分离自定远盐矿的嗜盐古菌和嗜盐

细菌进行物种多样性分析。通过测定香农-威纳指

数(Shannon-Wiener index)和辛普森指数(Simpson 
index)的方法，从总体、嗜盐古菌和嗜盐细菌 3 个

层面，比较不同钻井(Z24 和 25)和同一钻井不同

深度盐芯样品(Z24-3 和 Z24-8)的物种多样性组

成差异。 

2  结果与分析 
2.1  定远盐矿可培养嗜盐微生物分布情况统计 
2.1.1  可培养嗜盐微生物物种分布 

经纯培养分离，从定远盐矿盐芯样品中共获得

嗜盐菌 264 株。16S rRNA 基因序列相似性分析结

果显示，其中嗜盐古菌 150 株，嗜盐细菌 114 株。

嗜 盐 古菌 分别 属 于 Halopenitus、 Halorubrum、

Haloterrigena 、 Natrinema 、 Natronoarchaeum 和

Natronomonas 等 6 个 属 。 嗜 盐 细 菌 分 别 属 于

Aliifodinibius、Halobacillus、Halomonas、Halospina
和 Pseudomonas 等 5 个属。 

如表 3 所示，嗜盐古菌 6 个属分别隶属于盐杆 
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表 3  定远盐矿所分离嗜盐微生物分类地位及菌株分布 
Table 3  Taxonomic position and distribution of halophiles isolated from Dingyuan salt mine 

类型 
Types 

分类学地位 
Taxonomic position 

菌株数量 
与比例 

Number and  
proportion 

样品 25 的菌株

数量与比例 
Number and  
proportion of  

strains isolated 
from sample 25 

样品 Z24-8 的菌 
株数量与比例 

Number and  
proportion of  

strains isolated  
from sample Z24-8 

样品 Z24-3 的菌

株数量与比例 
Number and  
proportion of  

strains isolated 
from sample Z24-3

菌株

数 
Strains

所占比例

Proportion 
(%) 

菌株

数 
Strains

所占比例

Proportion 
(%) 

菌株

数 
Strains

所占比例

Proportion 
(%) 

菌株

数 
Strains 

所占比例

Proportion 
(%) 

嗜盐古菌

Haloarchaea 
Archaea, Euryarchaeota, Halobacteria, 
Haloferacales, Halorubraceae, 
Halorubrum 

95 36.0 80 37.4 15 32.6 0 0.0 

Archaea, Euryarchaeota, Halobacteria, 
Halobacteriales, Halobacteriaceae, 
Natronoarchaeum 

35 13.3 30 14.0 2 4.3 3 75.0 

Archaea, Euryarchaeota, Halobacteria, 
Natrialbales, Natrialbaceae, Natrinema 

7 2.7 6 2.8 0 0.0 1 25.0 

Archaea, Euryarchaeota, Halobacteria, 
Natrialbales, Natrialbaceae, 
Haloterrigena 

6 2.3 6 2.8 0 0.0 0 0.0 

Archaea, Euryarchaeota, Halobacteria, 
Halobacteriales, Haloarculaceae, 
Natronomonas 

6 2.3 6 2.8 0 0.0 0 0.0 

Archaea, Euryarchaeota, Halobacteria, 
Haloferacales, Halorubraceae, 
Halopenitus 

1 0.4 0 0.0 1 2.2 0 0.0 

合计 
Total 

 
150 57.0 128 59.8 18 39.1 4 100.0 

嗜盐细菌 
Halophilic 
bacteria 

Bacteria, Proteobacteria, 
Gammaproteobacteria, 
Pseudomonadales, Pseudomonadaceae, 
Pseudomonas 

107 40.5 80 37.4 27 58.7 0 0.0 

Bacteria, Proteobacteria, 
Gammaproteobacteria, 
Oceanospirillales, Halomonadaceae, 
Halomonas 

3 1.1 2 0.9 1 2.2 0 0.0 

Bacteria, Balneolaeota, Balneolia, 
Balneolales, Balneolaceae, 
Aliifodinibius 

2 0.8 2 0.9 0 0.0 0 0.0 

Bacteria, Firmicutes, Bacilli, Bacillales,
Bacillaceae, Halobacillus 

1 0.4 1 0.5 0 0.0 0 0.0 

Bacteria, Proteobacteria, 
Gammaproteobacteria, 
Oceanospirillales, Hahellaceae, 
Halospina 

1 0.4 1 0.5 0 0.0 0 0.0 

合计 
Total 

 
114 43.0 86 40.2 28 60.9 0 0.0 

总计 
Total 

 
264 100.0 214 100.0 46 100.0 4 100.0 

注：以上的分类学地位是基于 16S rRNA 基因序列相似性分析推断. Z24-3 和 Z24-8 两个样品的埋深分别为 381−385 m 和 305−310 m. 
Note: Taxonomic positions of halophiles were inferred based on the 16S rRNA gene sequence similarity analysis. Buried depths of Z24-3 
and Z24-8 are 381−385 m and 305−310 m, respectively. 
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菌纲(Halobacteria)的 Haloferacales、Natrialbales

和 Halobacteriales 3 个 目 ； Halorubraceae 、

Halobacteriaceae、Natrialbaceae 和 Haloarculaceae 
4 个科。嗜盐细菌 5 个属分别隶属于 Balneolales、

Bacillales、Oceanospirillales 和 Pseudomonadales  
4 个目；Pseudomonadaceae、Halomonadaceae、

Balneolaceae、Bacillaceae 和 Hahellaceae 5 个科。 
2.1.2  可培养嗜盐微生物优势物种分析 

在所分离嗜盐古菌中，来自于 Halorubrum、

Natronoarchaeum 、 Natrinema 、 Haloterrigena 、

Natronomonas 和 Halopenitus 属的菌株分别有 95、

35、7、6、6 和 1 株(表 3)，分别占嗜盐古菌所分

离菌株的 63.3%、23.3%、4.7%、4.0%、4.0%和 0.7%。

在嗜盐细菌中，Pseudomonas 属菌株最多，有 107 株，

依次有 Halomonas 属菌株 3 株，Aliifodinibius 属菌

株 2 株，Halobacillus 属菌株 1 株，Halospina 属菌

株 1 株(表 3)，分别占嗜盐细菌分离菌株的 93.9%、

2.6%、1.7%、0.9%和 0.9%。 
在嗜盐古菌中，来自于 Halorubrum 的菌株数

量最多，共有 95 株，占所有分离菌株的 36.0%，

占所分离嗜盐古菌总数的 63.3%，说明盐红菌属

(Halorubrum)物种为该生境嗜盐古菌的优势物种

(图 1)。在所分离的细菌中，Pseudomonas 菌株有

107 株，占总分离菌株数量的 40.5%，占所分离细

菌总数的 93.9%，说明假单胞菌属(Pseudomonas)
物种为该生境的嗜盐细菌的优势物种(图 1)。总

体而言，嗜盐古菌盐红菌属(Halorubrum)物种和

假单胞菌属(Pseudomonas)物种是定远盐矿中的

优势物种。 

2.2  不同钻井盐芯样品可培养嗜盐微生物比较 
2.2.1  25 和 Z24 盐芯样品嗜盐微生物物种组成

比较 
从 25 和 Z24 盐芯样品中，分别分离到嗜盐微

生物 214 株和 50 株(表 3)。在 25 号盐芯样品中，

有嗜盐古菌 128 株，嗜盐细菌 86 株；其中嗜盐古

菌隶属于 Halorubrum、Haloterrigena、Natrinema、 

 
 

图 1  定远盐矿样品可培养嗜盐微生物总体组成(属级

水平) 
Figure 1   Culturable halophiles in Dingyuan salt mine 
(genus level) 
注：不同颜色代表不同属嗜盐微生物，柱高代表该属占比. 
Note: Different color represents different genera of halophilic 
microorganisms. Height of the column represents the proportion 
of this genus. 

 
Natronoarchaeum 和 Natronomonas 5 个属；细菌隶

属 于 Aliifodinibius、 Halobacillus、 Halomonas、

Halospina 和 Pseudomonas 5 个属。Z24 盐芯样品

中，有嗜盐古菌 22 株，细菌 28 株；其中嗜盐古菌

属于 Halorubrum、Haloterrigena、Natrinema 和

Natronoarchaeum 4 个属，细菌隶属于 Halomonas
和 Pseudomonas 2 个属。从属级水平上看，两个钻

井的嗜盐微生物组成较为相似，25 号盐芯样品完

全覆盖了 Z24 样品所揭示的嗜盐微生物类群。 
从 样 品 25 分 离 得 到 的 嗜 盐 古 菌 中 ，

Halorubrum 属有 80 株，Natronoarchaeum 属 30 株，

Haloterrigena 属 6 株 ， Natrinema 属 6 株 ，

Natronomonas 属 6 株，分别占所分离可培养嗜盐

古菌总数的 62.5%、23.4%、4.7%、4.7%和 4.7%；

在所分离可培养嗜盐细菌中，分布情况为 Pseudomonas
属 80 株，Aliifodinibius 属 2 株，Halomonas 属 2 株，

Halobacillus 属 1 株，Halospina 属 1 株，分别占嗜

盐细菌分离菌株的 93.0%、2.3%、2.3%、1.2%和

1.2%。从定远 Z24 盐矿所分离得到的嗜盐古菌中，

Halorubrum 属有 15 株，Natronoarchaeum 属有 5 株，
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Natrinema 属仅有 1 株，Halopenitus 属也仅有 1 株，

分别占所分离可培养嗜盐古菌总数的 68.2%、

22.7%、4.5%和 4.5%；所分离可培养嗜盐细菌中，

属于 Pseudomonas 的菌株有 27 株，属于 Halomonas
的菌株仅有 1 株，分别占嗜盐细菌分离菌株的

96.4%和 3.6%。 
2.2.2  25 和 Z24 盐芯样品嗜盐微生物优势物种

分析 
在样品 25 所分离得到的可培养嗜盐古菌中，

Halorubrum 属菌株 80 株，占总数的 37.4%，占所

分离嗜盐古菌的 62.5%，因此该生境中嗜盐古菌的

优势物种为 Halorubrum 属菌株；嗜盐细菌中，

Pseudomonas 属的菌株有 80 株，占 25 样品所分离

总数的 37.4%，占嗜盐细菌的 93.0%，因此嗜盐细

菌中的优势物种为 Pseudomonas 属菌株(图 2)。样

品 Z 2 4 所 分 离 得 到 的 古 菌 中 ， 优 势 物 种 为 
Halorubrum 属菌株有 15 株，占 Z24 样品所分离可

培养嗜盐菌总数的 30.0%，占嗜盐古菌的 68.2%；

嗜盐细菌中，Pseudomonas 属菌株有 27 株，占总

数的 54.0%，占细菌中的 96.4%，是细菌中的优势

物种(图 2)。研究结果显示，在属级水平上，25 和

Z24 盐芯样品中优势类群相同，可培养嗜盐古菌均 

 

 
 

图 2  定远盐矿样品 25 和 Z24 可培养嗜盐微生物组成比

较(属级水平) 
Figure 2  Comparison of culturable halophiles between 
samples 25 and Z24 on genus level 
注：不同颜色代表不同属嗜盐微生物，柱高代表该属占比. 
Note: Different colors represent different genera of halophilic 
microorganisms. Height of column represents proportion of 
genus. 

以 Halorubrum 属菌株为主，可培养嗜盐细菌均以

Pseudomonas 属菌株为主。 

2.3  不同埋深可培养嗜盐微生物比较 
2.3.1  不同埋深的盐芯样品嗜盐微生物物种组成

比较 
Z24 钻井盐芯样品 Z24-3 和 Z24-8 分别代表不

同的埋深(表 1)。对 Z24 盐矿所分离的可培养嗜盐

微生物根据埋深不同进行整理，发现从 Z24-8 中

共分离到嗜盐微生物 46 株(嗜盐古菌 18 株，细菌

28 株)，而从 Z24-3 中仅分离到 4 株(均为嗜盐古

菌)(表 3)。 
2.3.2  不同埋深的盐芯样品嗜盐微生物优势物种

分析 
在样品 Z24-3 所分离的 4 株可培养嗜盐古菌中，

Natronoarchaeum 属菌株有 3 株，占总数的 75.0%，

因此古菌中的优势物种为 Natronoarchaeum 属菌株

(图 3)。Z24-8 盐矿样品所分离测定得到的古菌中，

Halorubrum 属菌株有 15 株，占 Z24 样品所分离可

培养嗜盐菌总数的 32.6%，占古菌的 83.3%，远远

高于其他古菌属的菌株数量比例，因此古菌中的优

势属为 Halorubrum；嗜盐细菌中，Pseudomonas

属菌株有 27 株，占 Z24 样品所分离可培养嗜盐菌 
 

 
 

图 3  Z24 盐芯样品不同深度嗜盐微生物组成(属级

水平) 
Figure 3  Components of culturable halophiles along with 
different buried depth of Z24 salt core sample (genus level) 
注：不同颜色代表不同属嗜盐微生物，柱高代表该属占比. 
Note: Different colors represent different genera of halophilic 
microorganisms. Height of column represents the proportion of 
genus. 
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总数的 58.7%，占嗜盐细菌中的 96.4%，因此

Pseudomonas 为嗜盐细菌中的优势属(图 3)。 

2.4  定远盐矿样品可培养嗜盐微生物物种多样

性分析 
2.4.1  25 和 Z24 盐芯可培养嗜盐微生物物种多样

性比较 
对 25 和 Z24 两个钻井的盐芯样品所分离的可

培养嗜盐微生物，以基于 16S rRNA 基因序列相似

性比较所揭示的物种为基础，进行物种多样性比

较，如表 4 所示。样品 25 总体的香农指数为 3.2，

辛普森指数 0.8；嗜盐古菌类群的香农指数为 3.3，

辛普森指数为 0.9；嗜盐细菌类群的香农指数为 0.5，

辛普森指数为 0.1。Z24 盐芯样品总体的香农指数为

2.2，辛普森指数为 0.7；嗜盐古菌的香农指数为 2.5，

辛普森指数为 0.8；嗜盐细菌的香农指数为 0.2，辛

普森指数为 0.1 (表 4)。因此，无论在总体上、嗜盐

古菌还是嗜盐细菌方面，25 样品中的物种多样性均

略高于 Z24 样品。此外，在所采样品总体中，分离

所得的嗜盐古菌的物种多样性要高于嗜盐细菌。 
2.4.2  定远盐矿不同埋深可培养嗜盐微生物物种

多样性分析 
对定远盐矿样品 Z24 中的两种不同深度的盐

芯样品(Z24-3 和 Z24-8)所分离的可培养嗜盐微生

物的物种多样性进行比较分析。如表 5 所示，样品

Z24-8 的总体、嗜盐古菌和嗜盐细菌的香农指数分

别为 2.0、2.2 和 0.2；辛普森指数分别为 0.5、0.3
和 0.1；而样品 Z24-3 的总体、嗜盐古菌和嗜盐细

菌的香农指数分别为 0.8、0.8 和 0，辛普森指数分别

为 0.4、0.4 和 0。结果显示，Z24-8 (埋深：305−310 m) 
 

表 4  样品 25 和 Z24 可培养嗜盐菌物种多样性比较 
Table 4  Species diversity of culturable halophiles in 
samples 25 and Z24 

多样性指数 
Diversity  

index 

总体 
General  
index 

嗜盐古菌 
Halophilic  

archaea 

嗜盐细菌 
Halophilic 

bacteria 
25 Z24 25 Z24 25 Z24

Shannon 
index 

3.166 5 2.204 3.333 6 2.477 2 0.498 9 0.222 3

Simpson  
index 

0.814 4 0.664 0.872 4 0.772 7 0.133 3 0.068 9

表 5  Z24 盐芯样品不同深度嗜盐微生物多样性分析 
Table 5  Species diversity of cultivable halophiles in Z24 
along with the different buried depths 

多样性指数

Diversity 
index 

总体 
General  
index 

嗜盐古菌 
Halophilic  

archaea 

嗜盐细菌 
Halophilic 

bacteria 
Z24-3 Z24-8 Z24-3 Z24-8 Z24-3 Z24-8

Shannon
index 

0.811 3 1.958 5 0.811 3 2.191 6 0 0.222 3

Simpson 
index 

0.375 0 0.546 3 0.375 0 0.290 1 0 0.068 9

 
的物种多样性高于 Z24-3 (埋深：381−385 m)，且

Z24-3 样品中没有分离到嗜盐细菌，嗜盐古菌物种

也较少，只有两个属物种分布，物种分布较单一。 
从 Z24 盐芯样品所揭示的物种多样性和埋深

的关系看，盐芯样品中的微生物物种多样性显示随

着深度的增加而降低的趋势。 

2.5  表型特征 
2.5.1  菌落形态特征 

从所分离得到的 264 株菌中选取 21 株代表菌

株进行纯培养物培养，每 1 株菌代表 1 个菌种，其

中嗜盐古菌 17 株，嗜盐细菌 4 株。观察所选取代

表菌株的菌落形态特征，结果如表 6 所示。所有嗜

盐菌的菌落形态均为圆形，均易挑起，均凸出培养

基表面。颜色有所不同，嗜盐古菌有红、橘红、粉

红、淡红四种类型，嗜盐细菌除 LN124 菌落为白

色外，其余均为淡黄色。嗜盐古菌菌落大多数透明，

少数不透明；嗜盐细菌菌落均不透明。 
2.5.2  菌株显微特征 

对所选取菌株的纯化物进行革兰氏染色及显

微形态的观察，结果如表 6 所示。其中 17 株嗜盐

古菌均为革兰氏阴性菌；4 株嗜盐细菌中有 1 株为

革兰氏阳性菌，3 株为革兰氏阴性菌。嗜盐古菌菌

株显微形态均为多形，大小不一致。嗜盐细菌菌株

显微形态均为杆状，大小也不一致。 

2.6  生理生化特征 
2.6.1  生长 NaCl 浓度范围及最适 NaCl 浓度 

嗜盐古菌的生长盐浓度范围多数为 1.4−5.0 mol/L，

最适生长盐浓度多数为 3.4 mol/L，部分为 2.5 mol/L
或 4.3 mol/L。嗜盐细菌的可生长盐浓度范围较嗜 
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表 6  菌株表型特征及耐盐度 
Table 6  Phenotype and salinity requirement 

菌株 
Strains 

最近物种 
The closest  

species 

菌落特征 
Colony characteristics 

细胞形态 
Cell morphology 

耐盐度 
Salty tolerance 

大小 
Size  
(mm) 

颜色 
Color 

透明度 
Transparence

易挑起

与否

Easily 
picked 
or not

凸起

与否

Convex 
or not

革兰氏

染色 
Gram-stain

形状 
Shape 

大小 
Size 
(μm) 

范围

Range
(mol/L)

最适 
Optimum
(mol/L)

LN27 Halorubrum  
aidingense 31-hongT 

1.0 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.4−0.6× 
1.0−1.2 

2.5−4.3 2.5 

LN189 Halorubrum  
aquaticum EN-2T 

1.5 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.3−0.5× 
1.0−1.3 

1.4−5.0 3.4 

LN145 Halorubrum  
arcis AJ201T 

1.2 红色 
Red 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.3−0.4× 
0.8−1.0 

2.5−5.0 3.4 

LN187 Halorubrum californiense 
SF3 213T 

2.0 红色 
Red 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.4−0.6× 
0.9−1.1 

2.5−5.0 4.3 

LN59 Halorubrum chaoviator  
Halo-GT 

1.5 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.5−0.8× 
1.4−1.6 

2.5−5.0 4.3 

LN74 Halorubrum  
halophilum B8T 

1.5 红色 
Red 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.5−0.7× 
1.3−1.5 

2.5−5.0 4.3 

LN226 Halorubrum  
kocurii JCM 14978T 

1.1 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.5−0.7× 
1.3−1.4 

2.5−5.0 4.3 

LN213 Halorubrum  
lipolyticum 9-3T 

1.0 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.3−0.5× 
1.1−1.3 

2.5−5.0 4.3 

LN58 Halorubrum  
persicum C49T 

1.2 红色 
Red 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.5−0.8× 
1.6−1.8 

2.5−5.0 3.4 

LN137 Halorubrum  
trueperi Y73T 

1.5 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.4−0.6× 
1.0−1.1 

2.5−5.0 3.4 

LN110 Halorubrum  
yunnanense Q85T 

1.0 粉红色 
Pink 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.4−0.6× 
1.2−1.4 

1.7−5.0 3.4 

LN16 Haloterrigena  
jeotgali A29T 

2.2 粉红色 
Pink 

− + + − 多形 
Pleomorphic 

0.4−0.6× 
1.2−1.5 

1.7−5.0 3.4 

LN243 Haloterrigena  
saccharevitans AB14T 

1.1 橘红色 
Orange 

− + + − 多形 
Pleomorphic 

0.6−0.9× 
1.0−1.1 

2.5−5.0 3.4 

LN10 Natrinema pellirubrum  
DSM 15624T 

0.8 粉红色 
Pink 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.3−0.5× 
1.0−1.2 

2.5−5.0 3.4 

LN108 Natronomonas  
moolapensis 8.8.11T 

0.7 淡红色 
Light red 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.6−0.8× 
1.1−1.3 

1.4−5.0 2.5 

LN121 Natronomonas pharaonis  
DSM 2160T 

0.2 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.6−0.8× 
1.0−1.6 

2.5−5.0 4.3 

LN185 Halopenitus  
malekzadehii CC65T 

1.0 橘红色 
Orange 

+ + + − 多形 
Pleomorphic 

0.5−0.8× 
1.0−1.5 

1.4−5.0 3.4 

LN97 Pseudomonas halophila  
DSM 3050T 

1.0 淡黄色 
Light yellow 

− + + − 短杆状 
Rod 

0.4−0.5× 
1.3−3.83 

1.7−4.3 2.5 

LN124 Halomonas gudaonensis  
SL014B-69T 

5.0 白色 
White 

− + + − 短杆状 
Rod 

0.3−0.4× 
1.6−10.5 

0.2−3.4 1.7 

LN84 Halobacillus 
 dabanensis D-8T 

1.1 淡黄色 
Light yellow 

− + + + 短杆状 
Rod 

0.4−0.5× 
1.3−3.83 

0.1−4.3 1.4 

LN246 Halospina denitrificans  
HGD 1-3T 

1.2 淡黄色 
Light yellow 

− + + − 短杆状 
Rod 

0.4−0.5× 
1.1−5.0 

1.4−3.4 1.4 

注：+：阳性；−：阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 
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盐古菌大。嗜盐古菌在低于 1.4 mol/L 的 NaCl 浓

度条件大多不能生长，而嗜盐细菌 LN124 和 LN84
分别能在 0.2 mol/L 和 0.1 mol/L 的 NaCl 浓度条件

下生长(表 6)。 
2.6.2  产酶特性 

在所选取的 21 个代表菌株(嗜盐古菌 17 株，

嗜盐细菌 4 株)中，产胞外蛋白酶菌株 1 株，酯酶

1 株，淀粉酶 2 株，明胶酶 2 株，氧化酶 3 株，触

酶 20 株(表 7)。17 株嗜盐古菌均没有胞外蛋白酶

活性，均具有触酶活性。嗜盐古菌 LN137 菌株具

有胞外酯酶、淀粉酶、明胶酶活性。嗜盐细菌中

LN124 具有蛋白酶、淀粉酶、明胶酶活性。 

3  讨论与结论 
安徽定远盐矿位于安徽省定远县东兴乡，其含

盐层厚度约 150 m，系河湖相沉积，以盐湖相和淡水

湖泊相为主[19]。在定远盐矿的含盐层中发现轮藻、

腹足类化石，此外还含有丰富的孢粉。根据孢粉组

合，确定含盐岩系时代为早第三纪晚古新世——渐

新世，距今约 3 650 万年前[20]。我们通过纯培养研究，

从定远盐矿中分离到 Halorubrum、Halopenitus、

Haloterrigena 、 Natrinema 、 Natronoarchaeum 和

Natronomonas 等 6 个 属 的 嗜 盐 古 菌 物 种 及

Pseudomonas、Halobacillus、Halomonas、Halospina

和 Aliifodinibius 等 5 个属的嗜盐细菌物种。 
在 安 徽 定 远 盐 矿 发 现 的 Natrinema 、

Natronoarchaeum 和 Natronomonas 等嗜盐古菌菌

株在云南盐矿中较为少见；而在云南盐矿中发现的

Haloarcula 、 Haloferax 、 Halogranum 、

Halomicrobium、Halobacterium 和 Natronococcus

等属菌株在本研究中未分离到。在嗜盐细菌方面，

安徽定远盐矿分离到的 Pseudomonas、Halobacillus

和 Halospina 等属菌株在云南盐矿中却较为少见，

而在云南盐矿中发现的 Erythrobacter、Pelobacter、

Desulfuromusa 、 Desulfovibrio 、 Anaerophaga 、

Halovibrio、Halanaerobium、Methylohalomonas、

Sediminimonas、Thiohalorhabdus 等属菌株在本研 
 

 

表 7  胞外酶活测定 
Table 7  Detection of extracellular enzyme activity 

菌株 
Strain 

亲缘最近物种 
The closest species 

蛋白酶 
Protease

酯酶 
Esterase

淀粉酶 
Amylase

明胶酶 
Gelatinase 

氧化酶 
Oxidase 

触酶 
Catalase

LN27 Halorubrum aidingense 31-hongT − − − − − + 
LN189 Halorubrum aquaticum EN-2T − − − − − + 
LN145 Halorubrum arcis AJ201T − − − − − + 
LN187 Halorubrum californiense SF3 213T − − − − − + 
LN59 Halorubrum chaoviator Halo-GT − − − − − + 
LN74 Halorubrum halophilum B8T − − − − − + 
LN226 Halorubrum kocurii JCM 14978T − − − − − + 
LN213 Halorubrum lipolyticum 9-3T − − − − − + 
LN58 Halorubrum persicum C49T − − − − − + 
LN137 Halorubrum trueperi Y73T − + + + − + 
LN110 Halorubrum yunnanense Q85T − − − − − + 
LN16 Haloterrigena jeotgali A29T − − − − − + 
LN243 Haloterrigena saccharevitans AB14T − − − − − + 
LN10 Natrinema pellirubrum DSM 15624T − − − − − + 
LN108 Natronomonas moolapensis 8.8.11T − − − − − + 
LN121 Natronomonas pharaonis DSM 2160T − − − − − + 
LN185 Halopenitus malekzadehii CC65T − − − − − + 
LN97 Pseudomonas halophila DSM 3050T − − − − + − 
LN124 Halomonas gudaonensis SL014B-69T + − + + − + 
LN84 Halobacillus dabanensis D-8T − − − − + + 
LN246 Halospina denitrificans HGD 1-3T − − − − + + 

注：+：阳性；−：阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 
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究中未分离到[17]。这表明不同盐矿由于沉积方式、

地理位置、地势构造、理化性质及地质历史等的不

同，形成了各自独特的微生物组成结构。安徽定远

盐矿自形成后盐层相对稳定，虽然云南盐矿的形成 
历史与安徽定远盐矿类似，但中间经历数次海侵事

件，这可能造成它们在物种分布上的巨大差异。 
本研究安徽定远盐矿所分离的嗜盐古菌中，

Halorubrum 属菌株有 95 株，为该生境嗜盐古菌的

优势属，这与 2006 年田新朋等对云南盐矿的研究

的结果类似[15]。此外，在其他高盐环境中也发现

Halorubrum 属菌株为优势物种[14,29]。说明该属菌

株对高盐环境具有较强的适应能力，可能正在经历

物种的快速扩张期。据报道 Halorubrum 属菌株对

环境盐浓度有较大的适应范围，并能形成生物膜以

抵御各种不利环境，或通过快速改变基因组的方式

来适应变化的环境条件[30-32]。 
在所分离的嗜盐细菌方面，Pseudomonas 属物

种为安徽定远盐矿嗜盐细菌的优势物种，在云南盐

矿中尽管也发现有 Pseudomonas 属物种存在，但

丰度很低，并非是优势物种[17]。在肖炜和陈义光

等对云南盐矿可培养细菌的研究中，显示 Bacillus
属 菌 株 占 该 生 境 的 优 势 地 位 [33-34] ， 这 说 明

Pseudomonas 属物种并非在各种盐矿生境中均能

取得优势地位，而在定远盐矿的优势地位可能由于

其具有比该生境中其他属细菌更强的耐盐性。根据

本研究结果，Pseudomonas 属物种较其他属的细菌

具有更强的耐盐性，能在 1.7−4.3 mol/L 盐浓度条

件中生存。 
本研究从定远盐矿中分离到 Halorubrum 属和

Pseudomonas 属菌株数目分别为 95 个和 107 个，

16S rRNA 基因相似性分析结果识别的物种数分别

为 11 个和 1 个(可操作分类单元个数也分别为 11 和

1)。Halorubrum 属拥有大量物种说明在固相盐矿生

境中，物种间形成实际的隔离，基因交流被阻断，

能够促进物种形成。此外，大量的物种分布还说明

Halorubrum 属物种可能正经历快速扩张期和物种

形成期，即 Halorubrum 属物种在此环境条件下可

能正在经历剧烈演变，这时其基因组改变的速度较

快[32]，演化出新物种的可能性较大。相反，同在

此生境中，仅识别出 1 个 Pseudomonas 属物种

(Pseudomonas halophila)，所得到的众多不同菌株

的 16S rRNA 基因序列几乎没有发生变异，说明

Pseudomonas 属物种正处在一个物种稳定期。而该

物种成为该生境的优势物种，说明它占据了有利生

态位，物种对环境的适应、环境对物种的塑造已经

基本达到平衡，演化出新物种可能性较小。 
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