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  摘要: 从一平浪盐矿采集到的一块盐矿石样品中分离到 2株极端嗜盐古菌 (命名为 CY1和 CY2)。方法是用嗜盐

培养基培养,采用连续传代法和 NaC l浓度 (m /V)梯度法分离该样品中的极端嗜盐古菌, 结合平板划线纯化得到两株

菌种。对分离得到的菌落进行观察,结果表明已分离纯化得到的这两株菌种为极端嗜盐古菌。由此,建立了分离纯化

极端嗜盐古菌的一套可行的实验方法。
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  盐古菌 [ (Extremely ha loph ilic a rchaea) ]通常称为嗜盐菌

(H a lobacter ia ), 划 分为 古菌域 ( A rchaea ) 的嗜 盐菌目

(H a lobacter ia les)下的嗜盐菌科 (H alobacte riaceae)。嗜盐古

菌一般生长在盐湖、盐碱湖、死海、盐场、海洋以及盐腌制品表

面等富盐环境
[ 1]
。其中极端嗜盐古菌在盐浓度 15% ~ 30%

的介质中能良好生长, 最适盐浓度为 20% ~ 25% , 在饱和盐

浓度中也能生长
[ 2]
, 这是一类只能在高盐浓度下才能生长并

维持其结构稳定性与完整性的极端环境微生物, 属于古生菌

域, 被称为第三生命形式
[ 3]
。极端嗜盐菌多为圆形小菌落,

规则、湿润、有光泽,菌落颜色多样, 一般有粉红、桃红、朱红、

橙红等色,镜检多为杆状、球状、三角形、方形以及多角形等各

种形态
[4]
。极端嗜盐古菌由于其特殊的结构特点和理化性

质, 有广阔的应用前景。例如在环境生物治理方面用于高盐

污水处理
[5- 7]
、盐碱地开发

[ 8- 9]
等, 也应用于生物电子领

域
[10- 11]

,用于生产 PHB(聚 B- 羟基丁酸 )
[ 12]
等药物工业

[13]
。

对极端嗜盐古菌的研究有巨大的潜在价值。

目前极端嗜盐古菌的分离方法主要有:特殊选择培养基

筛选法如 G ibbons培养基
[ 5, 14- 15]

和 CM培养基
[ 14, 16]

、分级稀

释平板涂布法
[5, 16]
等。本研究组利用连续传代法和 NaCl浓

度 (m /V)梯度法,从云南楚雄一平浪盐矿中分离到 2株极端

嗜盐古菌,菌株命名为 CY1和 CY2, 现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 样品的来源和处理

采集于云南楚雄一平浪盐矿的矿石样品, 放入浓度为

17. 5%的 NaCl溶液中, 置于磁力搅拌器 ( 40 e , 200 r/m in)

上, 溶解盐矿石得到样品原液,备用。

1. 2 培养基制作

嗜盐液体培养基参照文献 [ 17]的方法制备总体积 1 000

m:l 175 gN aC,l 37 gMgSO4, 3. 7 gKC,l 5 g Tryptone, 3g Yeast

extrac,t 25 ml 1 mol/L Tr is- HCl( pH值 7. 2), 5 ml10% CaCl2
# 2H2O, 17 L lMnCl2。 250m l三角瓶装入 50m l液体培养基,

高压蒸汽灭菌器 121 e 灭菌 15m in。嗜盐固体培养基, 每瓶

装量 50m,l添加琼脂粉 1 g, 经 121 e 灭菌 15m in,倒平板, 50

m l/皿, 保存备次日之用。

1. 3 极端嗜盐古菌的分离与纯化

1. 3. 1 连续传代法  按 1%接种量,将 1 ml样品原液接入有

嗜盐液体培养基的三角瓶中, 于 38 e、180 r/m in摇床培养箱

中培养 2周, 取该菌悬液 500 L l以同样条件传代至第 2代,同

时做平板划线培养。如此连续传至第 5代, 直到液体培养基

呈橙红色,并且平板上得到橙红色菌落。

1. 3. 2 NaCl浓度梯度法  依照 O ffner的嗜盐培养基配方,

仅改变 NaCl质量分数 (m /V), 分别配制 NaC l浓度为 5%、

10%、15%、20%、25%、30%、35%的液体培养基, 150 ml三角

瓶装量 50m,l接入 1m l样品原液, 于 38 e 、180 r /m in摇床培

养箱中培养 2周。

1. 3. 3 菌种纯化  将连续传代法和 NaCl浓度梯度培养获得

的红色菌悬液平板划线,培养两周,挑取橙红色菌落转移到新

鲜嗜盐固体平板上划线培养。继续平板划线,得到单一菌落。

挑取单菌落,转接到新鲜液体培养基中培养, 以获得较纯的极

端嗜盐古菌。

2 结果与讨论

2. 1 NaC l浓度梯度法分离菌种

在较高浓度 NaCl溶液的丰富营养的培养基中,其他微生

物由于不能适应很高的渗透压而不能良好生长或生长极其缓

慢,而极端嗜盐古菌只能生长较高盐浓度的环境。因此, 利用

NaCl浓度梯度法,不断提高 NaCl的浓度, 使极端嗜盐古菌的

生长占主导地位。从培养 1周后的观察来看, 在 NaCl浓度低

于 10%时, 基本无菌生长 (图 1- A、B); NaCl浓度在 15% ~

30% (2. 6~ 5. 1mol/L)时, 极端嗜盐古菌能大量生长, 菌悬液

逐渐变红,红色渐深 (图 1- C、D、E、F)。根据 Kushner等
[2]
提

出的关于嗜盐微生物的划分方法,最适生长盐浓度在 2. 5~ 5. 2

mol/L范围内的称为极端嗜盐古菌, 据此进一步作最适盐浓度

测定推断,本样品所分离到的细菌可能为极端嗜盐古菌。

2. 2 连续传代法分离菌种

通过不断传代培养,逐步淘汰其他微生物, 而只有极端嗜
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盐古菌得到较好生长,并富集。在第 1、2、3次传代时,极端嗜

盐古菌以及其他少数微生物生长, 并且其他微生物逐渐减少,

极端嗜盐古菌增多 (如图 2- a、b、c);当传至第 4代时, 极端

嗜盐古菌占主要部分, 菌悬液变为红色 (如图 2- d);当第 5

次传代以后,菌悬液红色更明显, 并且能在接近 20%的盐浓

度培养基中生长, 基本上已经分离到较纯的极端嗜盐古菌

(如图 2- e)。

2. 3 平板划线分离纯化菌种

将上述分离所得的极端嗜盐古菌菌悬液平板划线, 38 e

下倒置培养 2周,分离单个菌落。经过连续多次平板划线,得

到两种大小和形态不同的菌落 (如图 3- A、B):大菌落直径

为 2mm;小菌落直径为 0. 2 mm。两种菌落均为橙红色、突

起、光滑、边缘整齐。将图 3- B进行局部放大, 如图 3- C所

示。在同样培养条件下,于嗜盐古菌的固体平板上得到两种

菌落形态和直径大小有较大差异的橙红色单个菌落, 基本可

以确定为两种不同的极端嗜盐古菌, 暂时把菌落形态较大的

命名为 CY1、较小的为 CY2。

  目前对极端嗜盐古菌的分离培养都集中在培养基的制作

与改良上,如前所述的 G ibbons培养基以及改良配方
[ 5, 14- 15]

、

CM培养基
[ 5, 18]

, 另外还有很多各种配方的嗜盐培养基
[ 19]

,说

明了其分离方法多种多样。但是培养嗜盐古菌的操作方法较

单一,如稀释平板涂布法
[ 5, 18]
。然而, 对极端嗜盐古菌的分离

纯化很少有专门的研究报导。

我们采用连续传代法和 NaCl浓度梯度法富集培养,再结

合平板划线,从云南楚雄一平浪盐矿矿石中分离并纯化了两

株极端嗜盐古菌,同已报道的现有分离方法相比较, 建立了一

套从盐矿分离、纯化极端嗜盐古菌的较为系统、有效的分离方

法, 为研究盐矿中的极端嗜盐古菌种群的生态分布和进一步

分离得到在环境生物治理、盐碱地开发、生物电子领域、药物

工业等方面有较好应用价值的工程菌株奠定基础。为更好地

开发极端环境的微生物资源提供了有效的分离和纯化手段。
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