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　　摘要：从连云港盐田卤水中分离到１株嗜盐细菌菌株，编号为ＸＪ１２，该菌株细胞形态为杆状，革兰氏染色呈阳性；
采用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因通用引物对 ＸＪ１２进行 ＰＣＲ扩增，扩增出长约１．５ｋｂ的目的片段，经过克隆后测序，得到
１５３０ｂｐ的核苷酸序列，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＪＸ９９２８４４；利用Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８软件和 ＭＥＧＡ４．０软件对其及相近物种进行
同源性比较和系统发育学分析，表明它属于嗜盐芽孢杆菌属（Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ）；通过进行不同 ｐＨ值和 ＮａＣｌ浓度对 ＸＪ１２
生长的影响试验研究，结果表明，ｐＨ值为７．０～８．０、ＮａＣｌ浓度为２．０ｍｏｌ／Ｌ时，ＸＪ１２生长情况最佳；通过绘制一步生
长曲线，表明ＸＪ１２在３７℃培养条件下，０～６ｈ是延滞期，６～１２ｈ为对数生长期，１２ｈ后进入稳定期。
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　　嗜盐微生物是一类生长在高盐环境中的微生物。我国拥
有丰富的海洋资源，其中生长着大量的嗜盐微生物。国内已

对新疆、西藏、内蒙古等地盐湖中嗜盐微生物物种进行了大量

研究［１－２］，表明盐湖中生长着大量的嗜盐细菌与嗜盐古菌。

嗜盐细菌作为中度嗜盐菌，分布广泛，除存在于极端高盐环境

外，还存在于海洋环境中［３－５］，耐受盐浓度范围为 ３％ ～
１５％［６］，主要是通过在细胞内产生并积累相溶性溶质来平衡

外界的高盐环境［７－１１］。近年来，国内已对中度嗜盐菌的生理

特性、遗传多样性和耐盐相关基因克隆等方面进行了相关

研究［１２－１６］。

前人对我国高盐环境如盐池、盐湖与盐田的微生物类群

进行了大量的研究［１７－１９］。连云港盐田作为我国东部沿海的

主要产盐区，蕴藏着丰富的嗜盐微生物资源。针对目前对该

盐田嗜盐细菌物种研究较少的现状，通过采集连云港盐田卤

水，经分离纯化后获得１株嗜盐细菌ＸＪ１２，对其１６ＳｒＲＮＡ基
因序列进行ＰＣＲ扩增，克隆后测序，得到的序列与相似性序
列构建分子发育树后进行同源性比较和系统发育学分析，并

对其生长特性进行研究，这对于完善我国高盐环境中嗜盐细

菌的物种资源具有重要意义，有助于对嗜盐细菌的进一步开

发利用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　卤水经过逐级梯度稀释后，涂布与划线分离
获得。

１．１．２　培养基　嗜盐菌培养基：酵母膏（Ｏｘｏｉｄ）１０ｇ、蛋白胨
７．５ｇ、柠檬酸三钠 ３ｇ、ＮａＣｌ２００ｇ、ＫＣｌ２ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
１０ｇ、水１０００ｍＬ、琼脂粉２０ｇ（固体培养基），ｐＨ值７．０。培

养基配制后在１２１．５℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　方法
１．２．１　菌落形态观察　将分离纯化出的嗜盐细菌菌株接种
于嗜盐菌培养基平板上，置于３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ
后进行菌落形态观察，菌体形态通过扫描电镜观察。

１．２．２　总ＤＮＡ的提取　采用上海生工细菌基因组 ＤＮＡ抽
提试剂盒进行抽提。

１．２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因的 ＰＣＲ扩增　５０μＬ反应体系：
ｄｄＨ２Ｏ２０μＬ、ＰＦ２７正向引物（５μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、ＰＲ１４９２反向
引物（５μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、基因组ＤＮＡ１μＬ、２×ＴａｑＭｉｘ２５μＬ。
所用引物为细菌通用引物：正向引物Ｆ２７：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴ
ＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；反向引物 Ｒ１４９２：５′－ＣＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴ
ＧＴＴＡＣＧＡＣ－３′［２０］。ＰＣＲ条件：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变
性４５ｓ，５５℃ 退火 ４５ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最后
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物４℃保存。
１．２．４　ＰＣＲ扩增产物胶回收　采用ＵＮＩＱ－１０柱式ＤＮＡ胶
回收试剂盒从琼脂糖凝胶中回收目的 ＤＮＡ片段，－２０℃保
存备用。

１．２．５　与ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ连接和转化　按照宝生物工程
（大连）有限公司 ＰＣＲ产物克隆用载体 ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ试
剂盒说明操作，连接 １６ＳｒＲＮＡ目的基因后转化大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＪＭ１０９感受态细胞，蓝白斑筛选后挑取白色
菌落摇菌后ＰＣＲ检测。
１．２．６　测序　培养物由南京斯普金生物科技有限公司进行
测序。

１．２．７　系统发育树的构建　采用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８软件，将菌株
ＸＪ１２的１６ＳｒＤＮＡ序列与从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中 ＢＬＡＳＴ获得
的相似性较高序列进行多序列比对，采用软件 ＭＥＧＡ４．０
Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法进行聚类分析和构建系统进化树［２１］，重

复取样１０００次［２２］。

１．２．８　嗜盐细菌的生长特性
１．２．８．１　不同ＮａＣｌ浓度对嗜盐细菌生长的影响　在培养基
中加入ＮａＣｌ，使其终浓度分别为０、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、
３０、３．５、４．０、４．５、５．０ｍｏｌ／Ｌ，每个浓度梯度设置３个平行，
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灭菌后接种嗜盐细菌，培养温度为 ３７℃，摇床转速为
２００ｒ／ｍｉｎ，１２ｈ后以不接种嗜盐细菌的空白培养基为对照，
测其Ｄ６００ｎｍ值，下同。
１．２．８．２　不同ｐＨ值对嗜盐细菌生长的影响　在ｐＨ值分别
为１．０、２．０、３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、１０的培养基中接
种嗜盐细菌，每个梯度设置３个平行，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ转速的
摇床中培养，１２ｈ后，以空白培养基为对照，测定其Ｄ６００ｎｍ值。
１．２．８．３　嗜盐细菌一步生长曲线　在培养温度为３７℃、摇
床转速为２００ｒ／ｍｉｎ的培养条件下，对嗜盐细菌进行培养，以
空白培养基为对照，每隔２ｈ检测菌体溶液 Ｄ６００ｎｍ值，设置３
个平行试验，根据记录结果绘制嗜盐细菌一步生长曲线。

２　结果与分析

２．１　嗜盐细菌菌落形态与细胞形态
从连云港盐田卤水中分离纯化出１株嗜盐细菌，编号为

ＸＪ１２，该菌在嗜盐菌培养基平板上生长良好，菌落呈乳白色，
表面黏稠，隆起，不透明，边缘整齐；菌体细胞形态为杆状，具

体见图１。

２．２　嗜盐细菌ＸＪ１２１６ＳｒＤＮＡ序列ＰＣＲ扩增与序列分析
对嗜盐细菌ＸＪ１２进行１６ＳｒＤＮＡ序列ＰＣＲ扩增后，经过

克隆蓝白斑筛选后测序，测序结果见图２和图３，其中图２为
正向引物序列图谱，图３为反向引物序列图谱。由图谱可以
看出，测序结果无套峰和杂峰，试验结果具有可信性。最终得

到长度为１５３０ｂｐ的有效序列，已提交至 ＧｅｎＢａｎｋ，登录号
为ＪＸ９９２８４４。

２．３　嗜盐细菌ＸＪ１２与相近物种的系统发育学分析
基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列，对菌株 ＸＪ１２与亲缘关系近的

模式菌株进行分子发育学分析。由图４可见，菌株ＸＪ１２与嗜
盐芽 孢杆菌 属中 的 Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｄａｂａｎｅｎｓｉｓ（登 录 号 为
ＡＹ３５１３９５）聚为一支，置信度为 １００％，序列相似性为
９９３％，初步确定菌株ＸＪ１２属于嗜盐芽孢杆菌属，并命名为
Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＸＪ１２。

２．４　嗜盐细菌ＸＪ１２在不同ＮａＣｌ浓度中的生长特性
由图５可以看出，嗜盐细菌 ＸＪ１２具有很强的耐盐能力，

可在ＮａＣｌ浓度为０～５．５ｍｏｌ／Ｌ的培养基中生长，其最适生
长ＮａＣｌ浓度为２．０ｍｏｌ／Ｌ；当ＮａＣｌ浓度高于４．５ｍｏｌ／Ｌ后，其
生长量下降很快，当盐浓度由 ４．５ｍｏｌ／Ｌ升高到 ５．５ｍｏｌ／Ｌ
时，其Ｄ６００ｎｍ值由０．２０８下降到了０．００１。
２．５　嗜盐细菌ＸＪ１２在不同ｐＨ条件下的生长特性

由图６可见，嗜盐细菌ＸＪ１２能在 ｐＨ值为５．０～１０．０的
嗜盐培养基中生长，其最适生长ｐＨ值为７．０。ｐＨ值高于９．０
时生长受到明显抑制，当ｐＨ值由９．０降到１０．０时，其Ｄ６００ｎｍ
也由０．５２降为０．２５。
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２．６　嗜盐细菌ＸＪ１２的一步生长曲线
由图７可见，嗜盐细菌 ＸＪ１２在０～６ｈ时处于延滞期，

６～１２ｈ为对数生长期，１２ｈ时进入稳定期，细胞数达到最大
值，Ｄ６００ｎｍ值为１．１８７。

３　小结与讨论

基于１６ＳｒＤＮＡ序列可对物种之间的同源性进行分析，
如果同源性小于９８％，认为属于不同种；同源性小于９３％ ～
９５％，认为属于不同属［２３］。从连云港盐田卤水中分离出的嗜

盐细菌菌株ＸＪ１２，通过１６ＳｒＲＮＡ基因序列克隆与测序，对其
分类学地位进行了系统发育学分析，菌株ＸＪ１２与嗜盐芽孢杆
菌属（Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ）聚为一支，且相似性为９９．３％，初步确定
属于同一类群。对 ＸＪ１２的生长特性研究表明，ＸＪ１２具有很
强的耐盐和适应盐浓度变化的能力，生长的ＮａＣｌ浓度范围为
０～５．５ｍｏｌ／Ｌ，最适生长ＮａＣｌ浓度为２．０ｍｏｌ／Ｌ；ＸＪ１２生长的
ｐＨ值范围为５．０～１００，最适生长ｐＨ值为７．０；ＸＪ１２一步生
长曲线表明，在０～６ｈ时处于延滞期，６～１２ｈ为对数生长
期，１２ｈ后进入稳定期。前人研究表明，嗜盐菌生长于高盐
浓度环境下，能够保持其细胞正常代谢活动的机制是通过体

内积累四氢嘧啶提高细胞内水活度，从而使细胞体积和膨压

保持在正常水平［１５］。嗜盐菌株ＸＪ１２采用何种方式适应高盐
环境，还有待后续研究。
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