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摘  要：【背景】1984 年，我国学者在国内学术期刊上首次发表了分离自我国内陆盐湖和海滨盐

田的极端嗜盐菌新物种：大柴旦盐杆菌(Halobacterium dachaidanensis)和塘沽盐杆菌(Halobacterium 
tangguensis)。40 年来，嗜盐古菌的分类体系不断完善，但这 2 个物种的分类地位仍不明确。【目

的】基于系统基因组学、比较基因组学方法以及表型特征分析，明确 Hbt. dachaidanensis F3 和 Hbt. 
tangguensis F5 的分类地位。【方法】扩增、测定 2 个菌株的 16S rRNA 基因与 rpoB′基因，基于系统

发育分析，初步鉴定上述菌株；测定菌株的基因组框架图，通过系统基因组学和比较基因组学方法

明确 2 个菌株的分类学地位；通过 KEGG 注释确定菌株的主要代谢途径；通过表型特征分析比较菌

株的主要理化特征。【结果】系统基因组学分析结果表明，菌株 F3 和 F5 分别与解淀粉盐盒菌

(Haloarcula amylolytica) BD-3T和耐热需苏打线菌(Natrinema thermotolerans) JCM 11050T聚为一支。基

因组测序结果显示，菌株 F3 和 F5 的 G+C 含量分别为 62.2%和 65.5%。比较基因组学分析显示，菌株

F3 与 Har. amylolytica BD-3T的平均核苷酸一致性(average nucleotide identity, ANI)、DNA-DNA 杂交同

源性(digital DNA-DNA hybridization, dDDH)和平均氨基酸一致性(average amino acid identity, AAI)分别

为 98.3%、88.1%、97.9%，而菌株 F5 与 Nnm. thermotolerans JCM 11050T 的这 3 个值分别为 98.0%、

85.2%、97.9%，均高于原核生物关于种的界定阈值。表型特征结果表明，菌株 F3 的最适生长盐度、温

度和 pH 值分别为 2.6 mol/L、37 ℃和 7.5，而菌株 F5 则分别为 3.4 mol/L、40 ℃和 7.0。2 个菌株与相近

物种在多个表型特征上存在差异。功能基因注释结果表明，碳水化合物代谢和氨基酸代谢为 2 株菌的主

要代谢途径。【结论】通过多相分类，明确了菌株 F3 和 F5 的分类地位，分别归属于 Har. amylolytica
和 Nnm. thermotolerans。菌株 F3 代表一个新的亚种，建议命名为“解淀粉盐盒菌大柴旦亚种”。 
关键词：大柴旦盐杆菌；塘沽盐杆菌；嗜盐古菌；多相分类；解淀粉盐盒菌大柴旦亚种；基因组

框架图 
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Abstract: [Background] In 1984, two novel halophilic archaea species, Halobacterium 
dachaidanensis sp. nov. and Hbt. tangguensis sp. nov., were isolated from an inland saline lake and 
a marine solar saltern in China, and first published on Acta Microbiologica Sinica by Chinese 
researchers. Over the past four decades, the taxonomic system of halophilic archaea has been 
continuously updated, while the precise taxonomic status of these two species remains unclear. 
[Objective] To clarify the taxonomic status of Hbt. dachaidanensis F3 and Hbt. tangguensis F5 by 
phylogenomic and comparative genomic analyses and phenotypic characterization. [Methods] We 
performed the phylogenetic analysis based on amplified and sequenced 16S rRNA and rpoB′ genes. 
The draft genomes of these two strains were sequenced and the taxonomic status of them was 
elucidated by phylogenomic and comparative genomic analyses. The major metabolic pathways of 
both strains were identified through KEGG annotation. The key physiological and biochemical 
characteristics were comparatively analyzed via phenotypic assays. [Results] Phylogenetic analyses 
revealed that strains F3 and F5 formed tight clusters with Har. amylolytica BD-3T and Natrinema 
thermotolerans JCM 11050T, respectively. The genomic G+C content of strains F3 and F5 was 
62.2% and 65.5%, respectively. Comparative genomic analysis showed that the average nucleotide 
identity (ANI), digital DNA-DNA hybridization (dDDH), and average amino acid identity (AAI) 
between strain F3 and Har. amylolytica BD-3T were 98.3%, 88.1%, and 97.9%, respectively, and 
these three values between strain F5 and Nnm. thermotolerans JCM 11050T were 98.0%, 85.2%, 
and 97.9%, respectively. These values were higher than the thresholds for species demarcation in 
prokaryotes. The phenotypic characterization showed that the optimum growth salinity, 
temperature, and pH for strain F3 were 2.6 mol/L, 37 °C, and 7.5, while those for strain F5 were   
3.4 mol/L, 40 °C, and 7.0, respectively. Diverse differential phenotypic characteristics were found 
among these two strains and their related species. Functional gene annotations identified 
carbohydrate metabolism and amino acid metabolism as the predominant metabolic pathways in 
both strains. [Conclusion] The taxonomic status of Hbt. dachaidanensis F3 and Hbt. tangguensis 
F5 was reclarified by polyphasic taxonomic characterization as Har. amylolytica and Nnm. 
thermotolerans, respectively. Strain F3 may represent a novel subspecies, for which the name, 
Haloarcula amylolytica subsp. dachaidanensis subsp. nov., is proposed. 
Keywords: Halobacterium dachaidanensis; Halobacterium tangguensis; halophilic archaea; 
polyphasic characterization; Haloarcula amylolytica subsp. dachaidanensis subsp. nov.; draft 
genome 
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嗜盐古菌 (halophilic archaea)属于古菌域

(Archaea)甲烷杆菌门 (Methanobacteriota)嗜盐

古菌纲(Halobacteria)，大多存在于盐湖、盐矿、

晒盐场及高盐腌制食品中，通常需要至少 15% 
(2.5 mol/L)的盐浓度才能达到最适生长，许多物

种能够在饱和盐条件下生存[1]。嗜盐古菌的细胞

形态多样，通常呈现球状、杆状和多形态，另外，

从晒盐场中分离的瓦氏盐方形菌(Haloquadratum 
walsbyi)是较罕见的四方形嗜盐古菌[2]。嗜盐古

菌的研究开始于 1880 年，直至 1980 年，先后

共描述了需盐小杆菌属 (Halobacterium)和盐球

古菌属(Halococcus)的 8 个物种，这些嗜盐古菌

的研究无一来自中国[3]。我国的嗜盐古菌研究

始于 20 世纪 80 年代初，研究者对西藏、新疆、

内蒙古、青海等地区的盐(碱)湖及沿海的盐田开

展了大规模的嗜盐菌资源调查[4]。在 1984 年，首

次报道了分离自青海大柴旦盐湖和天津塘沽盐

场的极端嗜盐菌 F3 和 F5，分别命名为大柴旦

盐杆菌 (Halobacterium dachaidanensis)和塘沽

盐杆菌(Halobacterium tangguensis)[5]。这一开创

性工作为后来我国嗜盐古菌分类学的蓬勃发

展奠定了重要基础。40 年来，嗜盐古菌的分

类体系不断完善，但 Hbt. dachaidanensis F3
和 Hbt. tangguensis F5 的分类地位仍不明确。通

过分析这 2 个菌株的 16S rRNA 基因，我们发

现菌株 F3 和 F5 分别与盐盒菌属(Haloarcula)
和需苏打线菌属 (Natrinema)的物种亲缘关系

较近。 
Haloarcula 由 Torreblanca 等[6]于 1986 年建

立，该属内现有物种都属于嗜中性类群，最适生

长温度为 35−42 ℃，同一物种基因组中的 16S 
rRNA 基因具有异源性[7]。死谷盐盒菌(Haloarcula 
vallismortis) ATCC 29715T 为该属的模式种[6]，其

细胞形态为杆状，最适 NaCl 浓度为 2.5 mol/L，
基因组大小为 3 923 205 bp，G+C 含量为 61.8%。

2007 年，我国学者首次描述了 Haloarcula 的解

淀粉盐盒菌(Haloarcula amylolytica) BD-3T[8]，

其细胞呈杆状，生长所需最适 NaCl 浓度为 

3.1 mol/L，基因组大小为 4 225 424 bp，G+C 含

量为 62.1%。 
Natrinema[9]建立于 1998 年，属内大部分物

种的最适 pH 值为中性(pH 6.5−7.5)，少数物种

喜好偏碱性的环境(最适 pH 值为 8.0)，如嗜盐

需苏打线菌(Natrinema halophilum) YPL8T[10]和

周培瑾需苏打线菌(Natrinema zhouii) YPL30T[11]。

红皮需苏打线菌(Natrinema pellirubrum) DSM 
15624T 为该属的模式种[9]，细胞形态呈杆状，

最适生长所需 NaCl 浓度为 3.4−4.3 mol/L，基因

组大小为 4 354 100 bp，G+C 含量为 64.0%。 
现代基因组学促进了原核微生物分类学的

发展 [12]。基于基因组的系统基因组学分析

(phylogenomic analysis) 和 比 较 基 因 组 学

(comparative genomics)可以更准确地界定嗜盐

古菌纲的各级分类单元[4,13]。本研究从基因组层

面系统研究 Hbt. dachaidanensis F3 和 Hbt. 
tangguensis F5 与相近物种的系统发育关系，比

较 2 个菌株与相近物种的基因组相关系数，运

用多相分类学方法明确 2 个菌株的分类地位。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

菌株 F3 (=CGMCC 1.2071)和 F5 (=CGMCC 
1.2065)均来自中国普通微生物菌种保藏管理中

心(China General Microbiological Culture Collection 
Center, CGMCC)。 
1.2  培养基 

NHM 培养基参考 Bao 等[10]的方法配制。 
1.3  主要试剂和仪器 

酵母浸出物，安琪酵母股份有限公司；鱼粉

蛋白胨、丙酮酸钠、KCl、K2HPO4、CaCl2、NH4Cl、
MgSO4·7H2O、MgCl2·6H2O、NaCl、琼脂粉，国

药集团化学试剂有限公司；引物、琼脂糖、DNA
分子量标准 marker，生工生物工程(上海)股份有

限公司；2×Es Taq MasterMix，无锡伟沃佰赛生

物科技有限公司；绿如蓝核酸染料，南京圆周率

科技有限公司。 
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电子天平，北京赛多利斯仪器系统有限公

司；磁力搅拌器、酸度计、移液器，大龙兴创实

验仪器(北京)股份公司；超净工作台，苏州市金

净净化设备科技有限公司；培养箱，上海一恒科

学仪器有限公司；高速冷冻离心机，湖南凯达科

学仪器有限公司；相差显微镜，尼康公司；PCR
扩增仪，伯乐生命医学产品(上海)有限公司；电

泳仪，北京六一生物科技有限公司。 
1.4  基于 16S rRNA 基因和 rpoB′基因的

相似性分析 
挑取一环菌体分散于 30 μL ddH2O 中，设

定 PCR 仪的 incubate 模式(100 ℃，10 min，盖

温 105 ℃)裂解细胞，以此为模板，引物为 20F 
(5′-ATTCCGGTTGATCCTGCCGG-3′)和 1452R 
(5′-AGGAGGTGATCCAGCCGCAG-3′) ， 参

考 Cui 等[7]的方法扩增 16S rRNA 基因；参考

Minegishi 等[14]的方法扩增 rpoB′基因，引物为
B2-1420F (5′-TGTGGGCTNGTGAAGAACTT-3′)
和 A-153R (5′-GGGTCCATCAGCCCCATGTC-3′)。
PCR 扩增完成后，通过 1%琼脂糖凝胶电泳判断

基因扩增结果，PCR 扩增产物送生工生物工程(上
海)股份有限公司完成测序。使用 EzBioCloud
在线网站 [15] (https://www.ezbiocloud.net/tools/ 
pairAlign)计算菌株 F3 与 F5 及其相近物种之间

的 16S rRNA 基因和 rpoB′基因序列相似性。选

取 Haloarcula 和 Natrinema 这 2 个属内分别与

F3 和 F5 相近的模式菌株序列，使用 MEGA 7
软件中集成的 ClustalW 程序对这些序列进行比

对，并运用最大似然算法构建 16S rRNA 基因

和 rpoB′基因的系统发育树。 
1.5  基因组测序与分析 

菌株纯化后使用 NHM 液体培养基富集培

养，于 37 ℃、180 r/min 的摇床培养箱中培养 7 d，
4 ℃、8 500 r/min 离心 10 min 后收集菌体送上

海凌恩生物科技有限公司，采用 Illumina 平台

测定菌株 F3 和 F5 的基因组框架图[16]。基于基

因组分类数据库 (genome taxonomy database, 
GTDB)[17-18]的 122 个保守单拷贝古菌蛋白编码

标记基因构建系统发育树，以盐渍嗜盐红短杆

菌(Halorutilus salinus) F3-133T 作为外群。 
使用 JSpeciesWS 在线平均核苷酸一致性

(average nucleotide identity, ANI)计算器(http://enve- 
omics.ce.gatech.edu/ani/index)计算 ANI[19]，采

用 genome-to-genome distance calculator 3.0 
(https://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php)计算DNA-DNA
杂交同源性 (digital DNA-DNA hybridization, 
dDDH)[20] ，采用平均氨基酸一致性 (average 
amino acid identity, AAI) 计 算 器 (http://enve- 
omics.ce.gatech.edu/aai/)计算 AAI[21]。ANI 和 AAI
分别是在核酸和蛋白质水平上分析基因组间直

系同源蛋白及其编码基因的一致性 [22]。dDDH
是分析 DNA 同源性的有效手段，能够客观反映

2 个基因组的相似程度。通常认为 ANI 值低于

95%−96%[23]、dDDH 低于 70%[23]、AAI 低于

95%[21]作为原核生物物种区分的阈值。 
选取 Haloarcula 和 Natrinema 两个属内分

别与 F3 和 F5 相近的模式菌株基因组序列，使

用在线基因组综合分析平台 [24] (IPGA v1.09) 
(https://nmdc.cn/ipga/)进行泛基因组分析。选择

具有标准化参数的模块 PanOCT、OrthoFinder、
OrthoMCL 、 PanX 、 Roary 、 Panaroo 和

PPanGGOLiN，基因簇识别的同一性阈值为

70%，核心基因比率截止值为 0.95，最佳聚类

确定的支持值为−1。 
1.6  表型特征分析 

将菌株 F3 和 F5 培养至指数期(OD600 约为

0.3)，观察细胞形态，选用 NHM 培养基进行菌

株的生长 NaCl、温度、pH 值和 Mg2+范围等指

标的测定。根据 Cui 等[25]提出的“盐杆菌纲新分

类单元描述的最低标准”，进行营养需求和其他

表型特征分析。 
1.7  基因功能注释 

基因组的功能注释利用在线网址(https://rast. 
nmpdr.org/rast.cgi) RAST 服务器[26]和 KEGG[27] 
(https://www.kegg.jp/kegg/)完成。对菌株 F3、F5
与相近物种的基因组进行功能和代谢途径的注
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释，代谢途径热图由 Origin 软件绘制完成。 

2  结果与分析 
2.1  系统发育分析结果 

菌株 F3 含有 2 个不同的 16S rRNA 基因，

符合盐盒菌属种内 16S rRNA 基因的异源性特

征[7]，该菌株与盐盒菌属内现有物种的 16S rRNA
基因序列相似性为 90.8%−99.4%。系统发育分析

显示(图 1)，菌株 F3 的 rrnA 自成一支，与解甘露

聚糖盐盒菌(Haloarcula mannanilytica) MD130-1T 
(rrnC)的相似性为 97.8%，而 F3 rrnB 则与死海盐

盒菌(Haloarcula marismortui) ATCC 43049T  
 

 
 
图 1  菌株F3、F5与盐盒菌属和需苏打线菌属相近物种基于 16S rRNA基因序列的系统发育树   Bootstrap
检验次数：1 000 次；括号中的序号：对应菌株 16S rRNA 基因序列的 GenBank 登录号；分支点上的数

字：自举值(%)；标尺：每个位点 0.03 次碱基替换。 
Figure 1  Phylogenetic tree based on 16S rRNA genes sequence showing the relationships between strains 
F3, F5 and the related species of the genera Haloarcula and Natrinema. The number of bootstrap tests is set 
to 1 000; GenBank accession numbers of 16S rRNA gene sequences are given in parentheses; Bootstrap 
values are shown in branching points (%); The bar represents 0.03 substitutions per site. 
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(rrnC)和 Har. vallismortis CGMCC 1.2048T (rrnB)
聚集，但与陆地盐盒菌 (Haloarcula terrestris) 
S1AR25-5AT (rrnB)的相似性最高(99.4%)。菌株 F5
与 Natrinema 现有物种的 16S rRNA 基因序列相似

性为 94.5%−99.7%。在系统发育树上(图 1)，菌株

F5 与耐热需苏打线菌(Natrinema thermotolerans) 
JCM 11050T 的亲缘关系最近 (99.7%)。尽管

98.65%的 16S rRNA 基因相似性可以作为原核生

物区分物种界定的阈值[28]，但对于普遍存在异源

16S rRNA 基因的嗜盐古菌而言，单拷贝的 rpoB′
基因能够比较有效地界定种属[14]。 

菌株 F3 和 F5 的 rpoB′基因分别为 1 827 bp
和 1 830 bp。菌株 F3 与 Haloarcula 现有物种

的 rpoB′基因序列相似性为 88.5%−95.1%，相

似性最高的是 Har. amylolytica A5 和 Har. 
mannanilytica MD130-1T (95.1%)，其次是 Har. 
amylolytica BD-3T (95.0%)，在系统发育树上与

Har. mannanilytica MD130-1T 和 Har. vallismortis 
JCM 8877T 聚集。菌株 F3 与相近种的这一系统

发育关系与 rrnB 显示的系统发育格局相似，暗

示 rrnB 可能是菌株 F3 的直系同源基因。菌株

F5 与 Natrinema 物种之间的 rpoB′基因序列相

似性为 89.5%−99.3%，与 Nnm. thermotolerans 
JCM 11050T 的亲缘关系最近，序列相似性也

最高(99.3%) (图 2)。根据 16S rRNA 基因和

rpoB′基因的相似性和系统发育分析结果，Hbt.  
 

 
 
图2  菌株F3、F5与盐盒菌属和需苏打线菌属的相近物种基于 rpoB'基因序列的系统发育树   Bootstrap
检验次数：1 000 次；括号中的序号：对应菌株 rpoB′基因序列的 GenBank 登录号；分支点上的数字：自

举值(%)；标尺：每个位点 0.03 次碱基替换。 
Figure 2  Phylogenetic tree based on rpoB′ genes sequence showing the relationships between strains F3, F5 
and the related species of the genera Haloarcula and Natrinema. The number of bootstrap tests is set to 1 000; 
GenBank accession numbers of rpoB′ gene sequences are given in parentheses; Bootstrap values are shown in 
branching points (%); The bar represents 0.03 substitutions per site. 
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tangguensis F5 应属于 Nnm. thermotolerans。由

于 Hbt. dachaidanensis F3 与现有 Haloarcula 物

种的 rpoB′基因相似性(88.5%−95.1%)处于种间

的范围(87.6%−96.6%)，需要进行进一步的基因

组分析来确定其分类地位。 
2.2  系统基因组学分析结果 

菌株 F3 和 F5 的基因组序列长度分别为   
4 146 258 bp 和 3 833 548 bp，完整度分别为

99.93%和 99.95%，污染度分别为 0.80%和 0%，

表明 2 株菌的基因组数据可以支撑后续的全基

因组学分析。基于 122 个古菌保守蛋白标记基

因构建的系统发育树[17] (图 3)显示，菌株 F3 和

F5 分别与 Har. amylolytica A5、Har. amylolytica 
BD-3T 和 Nnm. thermotolerans JCM 11050T 聚为

2 个紧密的分支。菌株 F5 的系统基因组学结果

与 16S rRNA 基因和 rpoB′基因的系统发育格局

一致，而菌株 F3 的系统发育格局差异较大。这

类差异可能源于 Haloarcula 类群的 16S rRNA
基因异源性及可能存在部分持家基因的横向

转移 [29]。 
 

 
 
图 3  基于 122 个保守单拷贝古菌蛋白编码标记基因构建的菌株 F3、F5 与盐盒菌属和需苏打线菌属相

近物种的系统发育树   Bootstrap 检验次数：1 000 次；括号中的序号：对应菌株全基因组序列的

GenBank 登录号；分支点上的数字：自举值(%)；标尺：每个位点 0.06 次碱基替换。 
Figure 3  Phylogenetic tree reconstructions based on 122 concatenated conserved archaeal marker genes 
(GTDB tree) showing the relationships between strains F3, F5 and the related species of the genera 
Haloarcula and Natrinema. The number of bootstrap tests is set to 1 000; GenBank accession numbers of 
total gene sequences are given in parentheses; Bootstrap values are shown in branching points (%); The bar 
represents 0.06 substitutions per site. 
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2.3  比较基因组学分析结果 
总 体 基 因 组 相 关 指 数 (overall genome 

relatedness index, OGRI)可用于区分原核生物

的不同物种[30]。不同物种基因组之间的相似性

比对结果如图 4 所示。热图显示了各基因组之

间的相似度，数值越接近 100%的区域表示 2 个

基 因 组 之 间 的 相 似 性 越 高 。 菌 株 F3 与

Haloarcula 现有物种的 ANI 值为 75.8%−98.7% 
(图 4A)、dDDH 值为 21.6%−90.0% (图 4B)、AAI
值为 70.3%−98.5% (图 4C)，与 Har. amylolytica A5

和 Har. amylolytica BD-3T相似度最高。菌株 F5 与

Natrinema 物种的ANI 值为 78.0%−98.0% (图 4D)、
dDDH 值为 23.8%−85.2% (图 4E)、AAI 值为

76.2%−97.9% (图 4F)，均与 Nnm. thermotolerans 
JCM 11050T 最相似。这 2 个菌株与各自相近种

的 OGRI 值均高于原核生物物种划分阈值(ANI 
95%−96%, dDDH 70%, AAI 95%)[21,23]。因此，

Hbt. dachaidanensis F3 应划入 Har. amylolytica，
而 Hbt. tangguensis F5 代表 Nnm. thermotolerans
的菌株。 
2.4  泛基因组学分析结果 

泛基因组分析结果表明，菌株 F3 和 F5
与各自相近物种之间存在功能相同的核心基因

簇及各自独特的基因簇。随着被分析菌株数量的

增加，Haloarcula 的泛基因组扩展到 10 003 个基

因簇，而核心基因组则减少到 2 562 个基因簇，

在菌株 F3 和 Haloarcula 现有物种中逐渐趋于

稳定(图 5A)。在 Natrinema 内，随着分析菌株

数量的增加，泛基因组扩展到 12 916 个基因簇，

核心基因组减少到 1 966 个基因簇，在菌株 F5 和

Natrinema 的现有物种中逐渐趋于稳定(图 5B)。
这类结果表明，Haloarcula 和 Natrinema 的泛基

因组是开放型的，具有从环境中获得新的遗传

信息的能力。  
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图 4  菌株 F3 与盐盒菌属菌株及 F5 与需苏打线菌属菌株的总体基因组相关指数热图   A：盐盒菌属

菌株的平均核苷酸一致性值；B：盐盒菌属菌株的 DNA-DNA 杂交同源性值；C：盐盒菌属菌株的平均

氨基酸一致性值；D：需苏打线菌属菌株的平均核苷酸一致性值；E：需苏打线菌属菌株的 DNA-DNA
杂交同源性值；F：需苏打线菌属菌株的平均氨基酸一致性值。 
Figure 4  The heatmap of the overall genome relatedness index (OGRI) demonstrates the phylogenetic 
relationships between strain F3 and members of the genus Haloarcula, as well as between strain F5 and 
members of the genus Natrinema. A: The ANI values among strains within the genus Haloarcula; B: The 
dDDH values among strains within the genus Haloarcula; C: The AAI values among strains within the genus 
Haloarcula; D: The ANI values among strains within the genus Natrinema; E: The dDDH values among 
strains within the genus Natrinema; F: The AAI values among strains within the genus Natrinema. 
 

泛基因组的直系同源群(clusters of orthologous 
groups, COG)注释显示，在 Haloarcula 的 10 003 个

基因簇中，与代谢相关的基因簇数量最多(1 987 个)，
1 027 个基因簇与细胞过程和信号传导相关，

829 个基因簇具有信息存储和处理潜力，而     
6 427 个基因簇的功能未知。相较于盐盒菌属属

内相近物种，菌株 F3 有 366 个独特基因簇。

366 个独特基因簇中有 36 个基因簇与代谢相

关，19 个基因簇与细胞过程和信号传导相关，

25 个基因簇具有信息存储和处理潜力，其余基因

簇功能未知(图 5C)。在 Natrinema 的 12 916 个

基因簇中，与代谢相关的基因簇数目位居前列

(2 708 个)，与细胞过程和信号传导相关的基因

簇次之(1 311 个)，1 009 个基因簇具有信息存储

和处理潜力，8 261 个基因簇的功能未知。菌株

F5 有 184 个需苏打线菌属内其他菌株没有的独特

基因簇，这些基因簇中有 7 个与代谢相关，6 个

与细胞过程和信号传导相关，5 个与信息存储 
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图 5  菌株 F3、F5 与相关物种的泛基因组分析   A：菌株 F3 与盐盒菌属相近物种的泛基因组和核心

基因组中基因簇的数量；B：菌株 F5 与需苏打线菌属相近物种的泛基因组和核心基因组中基因簇的数

量；C：基于 COG 注释的菌株 F3 与盐盒菌属相近物种泛基因组图谱；D：基于 COG 注释的菌株 F5
与需苏打线菌属相近物种泛基因组图谱。 
Figure 5  Pan-genome analyses of strains F3, F5, and related species. A: Number of gene clusters in 
pan-genome and core genome among strain F3 and related species of Haloarcula; B: Number of gene clusters 
in pan-genome and core genome among strain F5 and related species of Natrinema; C: Pan-genome map 
based on COG annotation among strain F3 and related species of Haloarcula; D: Pan-genome map based on 
COG annotation among strain F5 and related species of Natrinema. 
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和处理相关，其余基因簇功能未知(图 5D)。这

些独特的基因簇表明菌株 F3 和 F5 具有代谢灵

活性和环境适应性，暗示菌株可能具有多底物

利用能力和特殊代谢途径，以便适应生活环境

的变化。 
2.5  表型特征分析结果 

菌株 F3 呈多形态(图 6A)，细胞大小为

(1.3−2.0) μm×(1.3−2.6) μm。革兰氏染色为阴性，

细胞生长 NaCl 浓度范围为 1.4−5.1 mol/L，温

度范围为 25−50 ℃，pH 范围为 5.5−8.5，菌株

不需要 Mg2+便可维持生长，最适 Mg2+浓度为

0.005 mol/L。能够利用硝酸盐和 DMSO 作为电

子受体进行厌氧生长，还原硝酸盐为亚硝酸盐，

产生气体，不能利用精氨酸进行厌氧生长。菌

株 F3 可以利用葡萄糖、甘露糖、半乳糖、蔗糖、

乳糖、甘油、丙酮酸盐、甘氨酸和谷氨酸，但

不能利用果糖、木糖、麦芽糖、延胡索酸盐、

柠檬酸盐、天冬氨酸和赖氨酸。触酶活性为

阳性，氧化酶活性和脲酶活性为阴性，可以水

解淀粉和明胶，但不能水解酪素和 Tween-80，
不产生吲哚和 H2S。菌株 F3 对新生霉素和呋

喃妥因敏感，对链霉素、新霉素和氨苄西林

等具有抗性。菌株 F3 与分离自新疆艾比湖的

Har. amylolytica BD-3T 以及分离自艾丁湖的

Har. amylolytica A5 在多个表型特征上差异明

显(表 1)。 
菌株 F5 呈杆状 (图 6B)，细胞大小为

(0.6−1.1) μm×(1.1−5.1) μm。细胞生长所需的 NaCl
浓度、温度、pH和Mg2+范围分别为1.4−5.1 mol/L、
30−55 ℃、4.5−9.5 和 0−1 mol/L。能够利用硝酸

盐、精氨酸和 DMSO 作为电子受体进行厌氧生

长，硝酸盐可被还原为亚硝酸盐但不产气。可

以利用葡萄糖、甘露糖、半乳糖、麦芽糖、蔗

糖、甘油、乳酸盐、丙酮酸盐和甘氨酸等多种

碳氮源进行生长，无法利用果糖、山梨糖、核

糖和木糖。触酶活性为阳性，氧化酶和脲酶活

性为阴性，不水解淀粉、明胶、酪素和 Tween-80，
不产生吲哚和 H2S。菌株 F5 对新生霉素、甲氧

苄氨嘧啶和呋喃妥因敏感，对新霉素、链霉素、

卡那霉素和氨苄西林等抗生素具有抗性。菌株

F5 与相近菌株 Nnm. thermotolerans JCM 11050T

存在多个表型特征差异(表 2)。 
2.6  KEGG 基因功能注释结果 

利用 KEGG 网站的 BlastKOALA 程序

(https://www.kegg.jp/blastkoala/)注释了 Haloarcula
和 Natrinema 属内与菌株 F3 和 F5 相近物种的功

能途径。菌株 F3 和 F5 分别有 4 429 个和 4 322 个

基因注释到 41 个关键代谢通路中。这些基因在

生物代谢中发挥着多重作用，通路共分为代谢、

遗传信息处理、环境信息处理、细胞过程、有 
 

 
 
图 6  菌株 F3 (A)和 F5 (B)的细胞形态图   比例尺：2 μm。 
Figure 6  Cellular morphology of strains F3 (A) and F5 (B). Scale bar: 2 μm. 
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表 1  菌株 F3 与盐盒菌属相近物种的差异特征 
Table 1  Differential characteristics of strain F3 and closely relatives of the genus Haloarcula 
特征 
Characteristic 

1 2 3[8] 4[31] 5[32] 6[33] 7[34] 

菌落颜色 
Colony color 

红色 
Red 

红色 
Red 

红色 
Red 

橙色 
Orange 

红色 
Red 

红橙色 
Red-orange 

粉色 
Pink 

细胞形态 
Cell morphology 

多形态 
Pleomorphic 

多形态 
Pleomorphic 

杆状 
Rod 

多形态 
Pleomorphic 

多形态 
Pleomorphic 

多形态 
Pleomorphic 

杆状 
Rod 

最适 NaCl 
Optimum NaCl (mol/L) 

2.6 1.7 3.1 2.5–3.0 4.3 3.4 3.6 

最适温度 
Optimum temperature (°C) 

37 42 41 40 35–40 42 40 

最适 pH 
Optimum pH 

7.5 7.5 7.0–7.5 7.0 7.0 7.0–7.5 7.0 

厌氧利用硝酸盐 
Anaerobic growth with nitrate 

+ – + + + + + 

还原硝酸盐 
Reduction of nitrate to nitrite 

+ – + + + + + 

碳源利用 
Utilization of carbon sources 

       

甘露糖 
D-mannose 

+ + + + + – + 

半乳糖 
D-galactose 

+ + + + + + + 

果糖 
D-fructose 

– – – + + + + 

木糖 
D-xylose 

– – – + + + + 

麦芽糖 
Maltose 

– + + + + + + 

蔗糖 
Sucrose 

+ + + + + + + 

乳糖 
Lactose 

+ + – – + – + 

吲哚形成 
Indole formation 

– – + – + + – 

淀粉水解 
Starch hydrolysis 

+ – + + + – – 

明胶水解 
Gelatin hydrolysis 

+ – – + + – – 

产 H2S 
H2S production 

– – + + + + – 

+：阳性；–：阴性。1：菌株 F3；2：解淀粉盐盒菌 A5 (=CGMCC 1.6347)；3：解淀粉盐盒菌 BD-3T；4：阿根廷盐盒菌

JCM 9737T；5：西班牙盐盒菌 JCM 8911T；6：日本盐盒菌 JCM 7785T；7：解甘露聚糖盐盒菌 MD130-1T。 
+: Positive; –: Negative. 1: F3; 2: Haloarcula amylolytica A5 (=CGMCC 1.6347); 3: Haloarcula amylolytica BD-3T; 4: 
Haloarcula argentinensis JCM 9737T; 5: Haloarcula hispanica JCM 8911T; 6: Haloarcula japonica JCM 7785T; 7: 
Haloarcula mannanilytica MD130-1T.  
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表 2  菌株 F5 与需苏打线菌属相近物种的差异特征 
Table 2  Differential characteristics of strain F5 and closely related members of the genus Natrinema 
特征 
Characteristic 

1 2[35] 3[10] 4[36] 5[37] 6[9] 7[38] 8[10] 9[39] 

菌落颜色 
Colony color 

红色 
Red 

灰红色 
Grey red 

红色 
Red 

红色 
Red 

深红 
Dark red 

浅红 
Light red 

浅红 
Light red 

红色 
Red 

浅红 
Light red 

细胞形态 
Cell morphology 

杆状 
Rod 

杆状 
Rod 

多形态 
Pleomorphic 

杆状 
Rod 

杆状 
Rod 

杆状 
Rod 

杆状 
Rod 

多形态 
Pleomorphic 

多形态 
Pleomorphic 

最适 NaCl 
Optimum NaCl 
(mol/L) 

3.4 3.0−3.5 2.6 3.1 3.5−5.0 3.4−4.3 3.0–3.4 3.9 3.4−4.3 

最适温度 
Optimum 
temperature (°C) 

40 50 37 41−45 45−55 30–37 42−45 37 37−46 

最适 pH 
Optimum pH 

7.0 7.0−7.5 7.0 7.0−7.5 6.5−8.2 7.2−7.8 7.5 7.5 6.5−7.0 

厌氧利用硝酸盐 
Anaerobic growth 
with nitrate 

+ – + – + – + + + 

还原硝酸盐 
Reduction of nitrate 
to nitrite 

+ + + – + + + + + 

碳源利用 
Utilization of 
carbon sources 

         

葡萄糖 D-glucose + – + + – + – – + 
果糖 D-fructose – – – – – + – – + 
核糖 D-ribose – – – – – + – – + 
乳糖 Lactose + – – – – + – – – 

吲哚形成 
Indole formation 

– – + + + – – + + 

淀粉水解 
Starch hydrolysis 

– – + – – – – + – 

明胶水解 
Gelatin hydrolysis 

– + – – – + – – – 

吐温-80 水解 
Tween-80 
hydrolysis 

– + – – + – + – + 

产 H2S 
H2S production 

– – + + + – + + + 

+：阳性；−：阴性。1：菌株 F5；2：耐热需苏打线菌 JCM 11050T；3：解淀粉需苏打线菌 LT61T；4：长需苏打线菌

ABH32T；5：麦氏需苏打线菌 H13T；6：红皮需苏打线菌 JCM 10476T；7：寡用糖需苏打线菌 JCM 12889T；8：盐土需

苏打线菌 SLN56T；9：多形需苏打线菌 JCM 10478T。 
+: Positive; −: Negative. 1: F5; 2: Natrinema thermotolerans JCM 11050T; 3: Natrinema amylolyticum LT61T; 4: Natrinema 
longum ABH32T; 5: Natrinema mahii H13T; 6: Natrinema pellirubrum JCM 10476T; 7: Natrinema saccharevitans JCM 12889T; 
8: Natrinema salinisoli SLN56T; 9: Natrinema versiforme JCM 10478T. 



 
李庆迪 等 | 对大柴旦盐杆菌与塘沽盐杆菌分类地位的修订 231 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

机体系统和人类疾病六大类别。Haloarcula 的

KEGG 途径注释完成率为 36.1%−40.0% ，

Natrinema 的 KEGG 途 径 注 释 完 成 率 为

32.0%−36.5%。Natrinema 的平均注释率偏低，

表明属内可能存在更多未鉴定或独特的基因。 
对于菌株 F3，参与碳水化合物代谢与氨基

酸代谢的基因数目最多，分别占总基因数目的

7.2%和 6.7%；其次是辅因子和维生素的代谢与

能量代谢，分别占比 4.1%和 4.0%；基因数目最

少的是细胞生长和死亡，仅占 0.3%。功能基因

注释结果显示菌株 F3 含有甘露糖、半乳糖、蔗

糖、淀粉、甘油和甘氨酸等多种代谢途径，结

合表型特征结果，以上碳氮源都可以被细胞利

用进行生长。菌株具有合成链霉素、新霉素及

卡那霉素的基因，在含有以上抗生素的琼脂平

板上均能生长。 
对于菌株 F5，参与碳水化合物代谢(7.3%)

与氨基酸代谢(6.8%)基因的比例位居前列，辅

因子和维生素的代谢(4.0%)与能量代谢(3.7%)
次之，占比最低的是细胞运动(0.2%)。结合表

型特征结果，除无法水解淀粉外，菌株 F5 在碳

水化合物代谢途径上与菌株 F3 具有相似之处，

能够利用甘露糖、半乳糖、蔗糖、甘油和甘氨

酸等。注释到的菌株具有合成新霉素、链霉素

及卡那霉素的基因，并且在含有以上抗生素的

琼脂平板上都不敏感。菌株 F3 和 F5 与属内相

近 物 种 的 功 能 途 径 类 似 ， Haloarcula 与

Natrinema 两属内参与碳水化合物代谢和氨基

酸代谢的基因最多，具有辅因子和维生素的代

谢与能量代谢功能的基因数量次之。2 株菌及

相近物种的主要功能途径基因占总基因数目的

比例见热图(图 7)。 

3  讨论 
本研究发现，菌株 F3 的 16S rRNA 基因和

rpoB′基因系统发育格局与基因组显示的系统

发育关系存在较大差异。16S rRNA 基因的系统

发育格局表明菌株 F3 与现有的相近物种差异

明显。而基于 rpoB′基因的菌株间相似性分析表

明，菌株 F3 与 Har. amylolytica BD-3T 和 Har. 
amylolytica A5 的相似性(95.0%−95.1%)处于种

间的范围(87.6%−96.6%)，可以认定其应属于不

同的物种，rpoB′基因的系统发育关系也支持菌

株 F3 应代表一个新的物种。但比较基因组学分

析显示，菌株 F3 与 2 个相近菌株的 ANI、dDDH
和 AAI 值分别为 98.3%−98.7%、88.1%−90.0%和

97.9%−98.5%，都高于原核生物的种界定阈值。

这种不一致是嗜盐古菌类群中的特例，表明存

在异源性持家基因的嗜盐古菌的相近类群中，

横向水平转移导致的异源性影响了 rpoB′基因

在嗜盐古菌的种属分类上的分辨力。这一现象

进一步说明，在某些嗜盐古菌类群中仅依赖单

一持家基因的物种分类具有局限性，需结合系

统基因组学和比较基因组学等多维度技术手段

来共同界定物种的分类地位。因此，综合上述

证据， Hbt. dachaidanensis F3 应划入 Har. 
amylolytica，可以认定为一个新的亚种。对于菌

株 F5，根据 16S rRNA 基因、rpoB′基因以及基

因组构建的系统发育树结果一致，菌株 F5 都与

Nnm. thermotolerans JCM 11050T 聚为一支，两

者的 ANI、dDDH 和 AAI 值分别为 98.0%、85.2%
和 97.9%，高于原核生物种的界定阈值。因此，

Hbt. tangguensis F5 应为 Nnm. thermotolerans 的
一个菌株。本研究通过系统发育基因组学、比

较基因组学等基因组层面多指标联合分析的方

法进行物种界定，为解决传统分类方法无法准

确划分的问题提供了可行路径，进而推动嗜盐

古菌分类体系的不断完善。 
虽然菌株 F3 和 F5 属于已知物种，其与属

内相近物种呈现高度的保守性，源于直系同源

基因，但不同菌株之间存在个体差异，与泛基

因组分析结果相吻合。菌株 F3 和 F5 分别含有

366 个和 184 个独特基因簇，分布于代谢、细

胞过程和信号传导以及信息存储和处理等多个

代谢途径，表明菌株具有代谢灵活性和环境适

应性。进一步结合表型特征分析结果，菌株 F3 
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图 7  菌株 F3 与盐盒菌属相近物种(A)以及菌株 F5 与需苏打线菌属相近物种(B)基因组中编码 KEGG
通路的基因丰度(%)热图 
Figure 7  The heat maps of the abundance of genes encoding KEGG pathways in strain F3 and related 
species of Haloarcula (A), and in strain F5 and related species of Natrinema (B). The colors represent the 
abundance (%). 
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和 Har. amylolytica BD-3T 可以利用硝酸盐厌氧

生长并还原为亚硝酸盐，但 Har. amylolytica A5

则不能利用硝酸盐厌氧生长。这 3 株菌在利用

麦芽糖、乳糖、吲哚形成、淀粉水解、明胶水

解和 H2S 产生方面具有明显差异，菌株 F3 与

Har. amylolytica A5 的差异体现在 F3 不能利用

麦芽糖生长，可以水解淀粉和明胶。与 Har. 
amylolytica BD-3T 的差异体现在其不能利用麦

芽糖生长，能够利用乳糖生长，无法形成吲哚

和 H2S ， 但 可 以 水 解 明 胶 。 相 较 于 Nnm. 
thermotolerans JCM 11050T，菌株 F5 的独特性

体现在可以利用葡萄糖和乳糖生长，无法水解

明胶和 Tween-80。菌株 F3 与 Har. amylolytica 
BD-3T、菌株 F5 与 Nnm. thermotolerans JCM 
11050T 两两间的保守性与变异性共存，这是物

种内遗传与进化的多样性依据，也揭示了嗜盐

古菌的基因组可塑性。基因功能注释显示菌株

F3 和 F5 在参与碳水化合物和氨基酸代谢方面

的基因富集程度最高，表明机体以高效碳源利

用为核心策略，适合富含糖类的环境，能自主

合成必需氨基酸，这反映了菌株在摄取营养物

质及自身代谢方面对极端环境的高度适应性，

意味着青海省大柴旦盐湖的湖底泥和塘沽盐场

晒盐池的底泥具备维持菌株生长所需的营养物

质[40]，暗示这些环境可能蕴藏着丰富的嗜盐古

菌资源，值得深入研究。 

4  结论 
本文综合运用基于持家基因的系统发育分

析、系统基因组学和比较基因组学分析以及表

型特征鉴定，明确了 Hbt. dachaidanensis F3 和

Hbt. tangguensis F5 的 分 类 学 地 位 。 Hbt. 
dachaidanensis F3 应划入 Har. amylolytica，Hbt. 
tangguensis F5 属于 Nnm. thermotolerans。泛基

因组学分析结果表明，菌株 F3 和 F5 与各自的

相近物种之间可能具有相似的遗传特性。KEGG
基因功能分析结果揭示这 2 株菌有 41 个代谢通

路，汇集六大类别，其中在碳水化合物及氨基

酸运输和代谢方面的基因富集度最高，表明菌

株 F3 和 F5 在适应环境变化方面具备绝对优势。

未来可进一步结合宏基因组学、转录组学及功

能验证实验，挖掘这些菌株在工业酶制剂、生

物防腐、生物修复等方向的应用潜力，推动嗜

盐古菌从基础研究向应用开发的转化。 
鉴于在表型特征、16S rRNA 基因和 rpoB′

基因的系统发育格局上的独特性，菌株 F3 应代

表一个新的亚种，建议命名为“解淀粉盐盒菌大

柴旦亚种”，其英文描述如下： 
Description of Haloarcula amylolytica subsp. 

dachaidanensis subsp. nov. 
Haloarcula amylolytica subsp. dachaidanensis 

(da.chai.dan.en’sis. N.L. fem. adj. dachaidanensis, 
from Dachaidan Salt Lake, China). 

Cells are Gram-stain-negative under optimal 
growth conditions. Colonies are red, round, and 
grew at 1.4–5.1 mol/L NaCl (optimum 2.6 mol/L), 
0–1.0 mol/L Mg2+ (optimum 0.005 mol/L), 
25–50 ℃ (optimum 37 ℃), and pH 5.5–8.5 
(optimum pH 7.5). Cells lysed in distilled water 
and the minimum NaCl concentration to prevent 
cell lysis was 0.68 mol/L. Anaerobic growth was 
observed in nitrate and DMSO, but not in the 
presence of L-arginine. Nitrate reduction to nitrite 
was observed with gas production. Catalase 
activity is positive but oxidase activity and urease 
activity are negative. Both H2S production and 
indole formation are negative. It could not 
hydrolyze casein and Tween-80 but can hydrolyze 
starch and gelatin. It can use D-glucose, D-mannose, 
D-galactose, sucrose, lactose, starch, glycerol, 
D-mannitol, D-sorbitol, acetate, pyruvate, DL-lactate, 
L-malate, glycine, L-alanine, L-glutamate and 
L-ornithine as sole carbon and energy sources for 
growth. Acid was produced during growth in 

D-glucose, D-mannose, D-galactose, sucrose, 
lactose, starch, glycerol, D-mannitol and 
D-sorbitol. It cannot utilize D-fructose, L-sorbose, 
D-ribose, D-xylose, maltose, succinate, fumarate, 
citrate, L-arginine, L-aspartate or L-lysine. The 
major polar lipids are phosphatidylglycerol (PG), 
phosphatidylglycerol phosphate methyl ester 
(PGP-Me), and phosphatidylglycerol sulfate 
(PGS), glucosyl mannosyl glucosyl diether 
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(TGD-2) and an unknown diglycosyl diether 
(DGD-2). 

The type strain of the subspecies is F3T (= 
CGMCC 1.2071T=JCM 36676T) isolated from 
Dachaidan Salt Lake, Qinghai, China. The DNA 
G+C content is 62.2% (genome). The 
GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for 
the 16S rRNA gene, rpoB′ gene, and whole 
genome sequences of strain F3T are PP065916 
(rrnA), PP065937 (rrnB), PP070409 and 
JAYMGY000000000, respectively. 
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