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摘 　要 :对采自新疆喀纳斯湖区和一号冰川土样中的耐低温细菌多样性进行了初步研究。以在 10 ℃以下可

以正常生长的菌株为筛选对象 ,对分离出的菌株进行形态观察 ,并结合 16‘S rDNA 测序结果 ,初步鉴定其归

属。结果表明 ,从喀纳斯湖区分离出耐低温细菌共 66 株 ,8 属 ;一号冰川分离出耐低温细菌共 38 株 ,6 属。从

多样性指数来看 ,喀纳斯湖区耐低温细菌的物种丰富度高于一号冰川 ,但分布不均匀。结合两地细菌组成及

系统发育树来看 , Bacillus 属在两地都属于优势类群 ,而一号冰川 Pseudomonas 属的种类较丰富 ,初步表明至少

存在 7 个不同种。
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Preliminary Studies on Diversity of Psychrotolerant Bacteria in
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Abstract :To determine the microbial diversity in soil samples from spot of Kanas Lake and glacier No. 1 in

Xinjiang , Psychrotolerant bacteria were isolated from soil at 10 ℃using 16S rDNA as molecular taxonomy mean. The

results showed that there were 66 strains , 8 genuses in Kanas Lake spot and 38 strains , 6 genuses in glacier

No. 1. The indexes of diversity indicated that the Kanas Lake had higher richness than glacier No. 1.
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冷适应微生物是一类生活在低温环境中的极端环境微生物 ,广泛存在于雪山、冰川等常年低温的环

境 ,是低温生态系统的重要成员之一。根据它们对温度的耐受特征可分为两类 ,一类是必须生活在低温

条件下 ,在 0 ℃可生长繁殖 ,最适生长温度不超过 15 ℃,最高生长温度不超过 20 ℃的嗜冷微生物

( Psychrophilic Microorganisms) ;另一类是在 0～5 ℃可生长繁殖 ,最适生长温度可在 20 ℃以上的耐冷微生

物 ( Psychrotolerant Microorganisms) [1 ] 。

随着生物技术的迅猛发展 ,低温微生物因其在生产、生活中的潜在价值越来越引起人们关注 ,并成

为一个新的研究热点[2 ,3 ] 。新疆地域广阔 ,地貌多样 ,拥有非常丰富极端环境资源 ,包括沙漠、戈壁、盐

碱地、雪山、冰川等。对新疆极端环境微生物的研究主要集中在新种的发现上[4～8 ] ,而对新疆低温环境

中可培养微生物多样性方面的研究较少。研究比较喀纳斯湖区和一号冰川两地耐低温细菌生物多样

性 ,为新疆低温细菌的应用提供一定的科学依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

1. 1. 1 　样 品

土样采自新疆喀纳斯湖区自然保护区 (海拔 1 400～2 000 m)和一号冰川的山脚、山腰及山顶处 (海
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拔 3 500～4 000 m) 。

1. 1. 2 　主要试剂及仪器

酵母膏、牛肉膏、蛋白胨、尿素、MgSO4·7H2O、K2HPO4、FeSO4·7H2O、琼脂、葡萄糖 生化培养箱 (上海

市离心机械研究所) 。

1. 1. 3 　培养基

采用完全培养基 :蛋白胨 10 g ,酵母浸膏 5 g , K2HPO4 3 g ,葡萄糖 1 g ,琼脂 15 g ,去离子水 1 L ,

pH 7. 0～7. 5 ,121 ℃,灭菌 30 min。

1 . 2 　方 法

1. 2. 1 　菌株的分离

采用常规分离方法 ,取约 1 g 土样 , 放入有玻璃珠的 100 mL 无菌水中 ,充分振荡 , 静置 20 min ,梯度

稀释后涂布于完全培养基平板上 ,于 4 ℃冰箱培养 3～7 d ,挑取单菌落 ,用同样方法纯化一次 ,4 ℃冰

箱斜面保存备用。

1. 2. 2 　形态描述

对纯化的细菌重新活化 ,培养 3～7 d ,对其基本形态进行观察并记录。参考《伯杰氏细菌鉴定手册》

(第八版)和《常见细菌鉴定手册》对分离出的细菌初步进行鉴定。

1. 2. 3 　多样性指数

实验采用 Shannon (以 2 为底) 、Pielou (均匀度指数) 、Simpson 及物种丰富度 S 作为群落多样性参考指

数。

1 . 3 　测 序

对分离出的细菌进行总 DNA 提取 ,使用 16‘S rDNA 通用引物 27F 5’- aga gtt tga tcc tgg ctc ag - 3’ ,

1541R 5’- aag gag gtg atc cag ccg ca - 3’进行 PCR 扩增。PCR 产物寄至上海奇康生物技术有限公司进行

测序。通过 BLAST(http :/ / www. ncbi . nlm. nih. gov)对测序结果进行分析。

2 　结果与分析

2 . 1 　不同采集地耐低温细菌组成

根据细菌形态 ,并结合 16‘S 测序结果鉴定细菌的归属。结果表明 ,从喀纳斯湖区分离出的耐低温

细菌为 66 株 ,8 属 ,一号冰川的则为 38 株 ,6 属。表 1

表 1 　不同采集地耐低温细菌组成

Table 1 　The species composition of Psychroloerant bacteria in different areas

菌类种类 (属)

Type of bacteria

株数 Number of strain

喀纳斯湖区 Kanos lake areas 一号冰川 Glacier No. 1

芽孢杆菌属 Bacillus 45 15

假单孢属 Pseudomonas 5 8

不动杆菌属 Acinetobacter 6 5

节杆菌属 Arthrobacter 4 7

类杆菌属 Paenibacillus 2 2

沙雷瓦菌属 Serratia 2 0

气球菌属 Aerococcus 1 0

嗜麦芽属 Stenotrophomonas 1 0

棍状杆菌属 Clavibacter 0 1

2 . 2 　不同采集地耐低温细菌多样性指数

多样性指数统计结果表明 ,喀纳斯湖区耐低温细菌的物种丰富度高于一号冰川 ,而喀纳斯湖区耐低

温细菌种类的分布不均匀。表 2
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表 2 　不同采集地耐低温细菌多样性指数

Table 2 　Diversity indexes of Psychrotolerant bacteria in different area

采集地点

Site

以 2 为底的多样性指数

Diversity index

均匀度指数

Mean

相遇指数

Dominance

物种丰富度

Richness

喀纳斯湖区

Kanas Lake area
1. 69 0. 28 0. 54 8

一号冰川 Glacier No. 1 2. 19 0. 42 0. 74 6

2 . 3 　进化树分析

根据 16‘S 测序结果 ,应用 ClustalX1. 83 及 MEGA3. 1 软件并采用 Neighbour - Joining 算法 ,分别绘制

喀纳斯湖区和一号冰川代表菌株的进化树。图 1

图 1 　喀纳斯湖区和一号冰川耐低温细菌系统发育树

Fig. 1 　Phylogenetic dendrogram of Psychrotolerant bacteria in Kanas lake

area ( a) and glacier No. 1( b)

3 　结论与讨论

3. 1 　新疆喀纳斯湖区位于阿尔泰山森林带中部 ,是我国唯一的西伯利亚动植物分布区 ,喀纳斯湖区湖

湖面海拔 1 374 m。一号冰川位于天山山脉天格尔峰北侧 ,海拔 4 479 m ,总长 2. 2 km ,面积 1. 8 km2。两

地都存在常年低温环境 ,这为耐低温菌的筛选提供条件。

3. 2 　从喀纳斯湖区和一号冰川分离出耐低温细菌分别为 66 株 ,8 属 ;38 株 ,6 属。其中喀纳斯湖区较之

一号冰川特有的耐低温细菌有 4 个属 ,分别为 Serratia、Aerococcus、Micrococcus 和 Stenotrophomonas。从两

地多样性指数来看 ,喀纳斯湖区耐低温细菌的物种丰富度高于一号冰川 ,其 S 值分别为 8 和 6。而喀纳

斯湖区耐低温细菌种类的分布较一号冰川不均匀 ,其 Shannon 、Pielou 和 Simpson 指数分别为 1. 72、2. 19 ,

0. 28、0. 42 和 0. 54、0. 74。

3. 3 　两地获得的细菌类群中包括不动杆菌属、假单孢菌属、沙雷氏菌属、芽孢杆菌属、类芽孢杆菌属、节

杆菌属、微球菌属等 ,这一结果与向述荣等[9 ]的结论相符。结合两地细菌组成及系统发育树来看 ,

Bacillus 属在两地都属于优势类群 ,而一号冰川 Pseudomonas 属的种类较丰富 ,至少存在 7 个不同种。石

鹏君等[10 ]对一号冰川不同海拔高度土壤细菌的 DGGE 研究结果显示 ,样品中至少存在 20 个以上的物

种。从一号冰川系统发育树来看 ,用一般培养的方法可以得到至少 19 个不同种的耐低温细菌菌株。这

说明仍有一部分耐低温细菌种类需要用特殊的培养基或培养条件才能获得。

3. 4 　喀纳斯湖区与一号冰川同属常年低温环境 ,而两地耐低温细菌种类上的差别是与两地生境密切相
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关的。喀纳斯湖区相较一号冰川海拔较低 ,其土壤属腐植土 ,营养丰富 ,地表植被种类丰富 ,并且在一年

中低温的时间较短、程度较轻 ,如在夏季 ;而一号冰川终年低温积雪 ,土壤营养丰富度低 ,周边几无植被 ,

因此喀纳斯湖区耐低温细菌的种类更加丰富。而一号冰川高海拔且终年冰雪 ,这一极端环境增加了自

然选择压力 ,使这里的耐低温细菌的种类较少 ,但同时细菌群落的分布相对均匀。从多样性指数上也可

以看出这一点。

同时 ,对两地耐低温细菌进行了初步的酶活检测 ,发现几株菌中存在较高的纤维素酶、果胶酶、脂肪

酶及酪蛋白酶活性 ,其它相关实验还在进行中。
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