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摘  要：【背景】吐鲁番盆地干燥少雨、夏季气温高、紫外线辐射强，普通微生物难以存活，是

发掘耐热微生物资源的宝地。【目的】获得吐鲁番盆地耐热微生物资源，探索其产耐热酶能力，促

进新疆耐热微生物资源的开发和应用。【方法】以吐鲁番戈壁滩表层沙土样品为实验对象，利用不

同营养水平的 6 种培养基，经 50 ℃培养分离耐热菌株，揭示吐鲁番戈壁滩表层耐热微生物的种类，

并检测菌株在高温下产淀粉酶、纤维素酶、木聚糖酶、葡聚糖酶及蛋白酶的能力。【结果】共分

离获得 41 株耐热细菌，分布在芽孢杆菌科(Bacillaceae)的 6 个属，分别是芽孢杆菌属(Bacillus)、
类芽孢杆菌属(Paenibacillus)、短短芽孢杆菌属(Brevibacillus)、厌氧芽孢杆菌属(Anoxybacillus)、好

氧芽孢杆菌属(Aeribacillus)和热芽孢杆菌属(Caldibacillus)。分离到的 41 株耐热菌中有 29 株产淀粉

酶，29 株产纤维素酶，33 株产木聚糖酶，37 株产葡聚糖酶，37 株产蛋白酶。菌株 TRM81951、
TRM81961、TRM81969 具有同时产多种酶的能力；菌株 TRM81953、TRM81988、TRM81972 和

TRM81957 分别具有较强的产淀粉酶、木聚糖酶、葡聚糖酶和蛋白酶能力。【结论】吐鲁番戈壁

滩生存着多种耐热芽孢杆菌，通过酶活性筛选发现吐鲁番戈壁滩耐热菌株具有很强的产水解酶能

力，有利于在低营养环境中获取营养物质。 
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Abstract: [Background] Turpan Basin presents a dry climate with little rain, high temperatures 
in summer, and strong ultraviolet radiation, which make it difficult for common microorganisms 
to survive. Therefore, it is a precious place to explore thermophilic microbial resources. 
[Objective] To obtain thermophilic microbial resources in Turpan Basin, explore their ability to 
produce thermostable enzymes, and promote the development and application of thermophilic 
microbial resources in Xinjiang. [Methods] Six medium with different nutrient levels were used 
to isolate thermophilic strains from the surface sand samples of the Gobi Desert in Turpan at 
50 ℃. After the isolates were identified, the capacity of the isolates in producing amylase, 
cellulase, xylanase, glucanase, and protease at high temperatures was measured. [Results] A 
total of 41 strains of thermophilic bacteria were isolated, belonging to 6 genera (Bacillus, 
Paenibacillus, Brevibacillus, Anoxybacillus, Aeribacillus, and Caldibacillus) of Bacillaceae. 
Among the 41 strains, 29, 29, 33, 37, and 37 strains produced amylase, cellulase, xylanase, 
glucanase, and protease, respectively. Strains TRM81951, TRM81961, and TRM81969 were 
capable of producing multiple enzymes. Strains TRM81953, TRM81988, TRM81972, and 
TRM81957 had strong capacity to produce amylase, xylanase, glucanase, and protease, 
respectively. [Conclusion] The Gobi Desert in Turpan harbors multiple thermophilic strains of 
Bacillaceae, and most of these strains have strong capacity to produce hydrolases, which are 
conducive to the utilization of nutrients in the barren environment. 
Keywords: Gobi Desert in Turpan; thermophilic microorganism; isolation and identification; 
enzyme-producing capacity 
 

吐鲁番盆地位于新疆维吾尔自治区东部，

周围群山环绕，中部大片戈壁滩，盆地的底部

低于海平面，是我国内陆海拔最低点，形成了

较为封闭和独立的地理和气候条件，夏季中午

地表温度一般在 70 ℃以上，最高温度达

82.3 ℃[1-2]。高温干旱的生态环境为耐热微生物

的生长创造了条件，有研究表明吐鲁番盆地潜

藏着大量耐热、耐干旱微生物[3]。根据微生物

的耐热程度，可以分为 5 个类群：耐热菌、兼

性嗜热菌、专性嗜热菌、极端嗜热菌和超嗜热

菌。耐热菌的最高生长温度在 45‒55 ℃，低于

30 ℃也能生长；兼性嗜热菌的最高生长温度在

55‒65 ℃；专性嗜热菌最适生长温度在 65‒70 ℃，

不能在 40‒42 ℃条件下生长；极端嗜热菌最高

生长温度高于 70 ℃，最适生长温度高于 65 ℃，

最低生长温度高于 40 ℃；超嗜热菌最高生长温

度在 80‒110 ℃，最低生长温度在 55 ℃左右[4]。

耐热和嗜热微生物是重要的极端微生物资源，

在生物修复、生物能源、生物制药等方面都有

重要应用[5]。 
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耐热微生物产生的酶系不仅催化效率高、

热稳定性强，而且在高温催化过程中具有优势[6]。

Darwesh 等[7]利用耐热菌株产生的耐热蛋白酶对

线虫进行生物防治；詹亚斌等[8]运用耐热油脂

降解菌株降解厨余垃圾，加快堆肥腐熟的过程；

Vaikundamoorthy 等[9]发现一株海洋来源的蜡样

芽孢杆菌(Bacillus cereus)产生的耐热淀粉酶对

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)和金黄

色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)表现出良好

的抗生物膜活性；耐热微生物或耐热酶具有广

阔的应用前景。本研究以吐鲁番典型高温干

旱环境为研究对象，开展耐热微生物的分离与

种类鉴定，评估耐热微生物的产酶能力，以期

为新疆特殊环境微生物资源的开发和利用提供

支撑。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

2023 年 7 月，采用标准五点采样法采集新疆

吐鲁番盆地戈壁滩表层样品。将样品混合均匀后

放入无菌封口袋中，带回实验室保存。将吐鲁番

戈壁滩表层样品研磨粉碎，以海拔梯度为标准，同

一海拔区间内的样品每份取 5 g，混为一份样品，

最终得到 4 份混合样品，命名为：TLF①(≤0 m)、
TLF②(0−500 m)、TLF③(500−1 000 m)、TLF
④(1 000−1 500 m)。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

2×EasyTaq PCR SuperMix，北京全式金生

物技术有限公司；引物 27F 和 1492R，生工生

物工程 (上海 )股份有限公司；DL2000 DNA 
Marker、Goldview 型核酸染料，北京索莱宝科

技有限公司。 
土壤环境监测仪，山东恒美电子科技有限

公司；超净工作台和恒温培养振荡器，上海智

城分析仪器制造有限公司；高速冷冻离心机，

湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；PCR 仪，

伯乐生命医学产品有限公司；电泳仪和凝胶成

像分析仪，北京六一生物科技有限公司；超低

温冰箱，中科美菱低温科技股份有限公司。 
1.1.3  培养基 

耐热微生物分离培养基NOM-1琼脂培养基、

R2A 培养基、TSA 培养基、NA 培养基、LB 培

养基和 F6 培养基均参考文献[10]配制。 
微生物纯化培养基：LB 培养基。 
产酶能力初筛培养基：淀粉酶固体初筛培

养基、纤维素酶固体初筛培养基、木聚糖酶固

体初筛培养基、葡聚糖酶固体初筛培养基、蛋

白酶固体初筛培养基均参考文献[11]配制。 
酶活测定培养基：淀粉酶液体发酵复筛培

养基、纤维素酶液体发酵产酶培养基、木聚糖

酶液体发酵复筛培养基、葡聚糖酶液体发酵产

酶培养基和蛋白酶液体发酵复筛培养基均参考

文献[11-13]配制。 
培养基配制完成后，pH 值调整为 7.5，含

糖培养基 115 ℃灭菌 30 min，不含糖培养基

121 ℃灭菌 20 min。 

1.2  土壤样品 pH 及电导率的测定 
土壤 pH 值的测定采用电位法，土壤电导

率的测定采用电极法[14]。 

1.3  微生物的分离培养及纯化 
将 4 份混合样品各称取 2 g，分别放入装有

18 mL 无菌液体 LB 培养基的聚酰胺(polyamid, 
PA)瓶中，混合均匀后置于 50 ℃的恒温水浴锅

中富集 48 h，梯度稀释制成浓度为 10−1、10−2、

10−3、10−4 g/mL 的土壤悬液。根据土壤理化性

质测定结果，配制适宜 pH 及含盐量的 NOM-1、
R2A、TSA、NA、LB、F6 共 6 种培养基，将

培养基进行梯度稀释，设置 5 个稀释浓度梯度

(1、1/2、1/4、1/8、1/16)。分别吸取 100 μL 经
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过 50 ℃、120 r/min 条件下富集 4 h 后的不同浓

度的土壤稀释液，涂布在固体分离培养基上，

50 ℃生化培养箱中倒置培养，记录菌落的种类

和数量，挑取培养基表面生成的单菌落，采用

三区划线法于 LB 固体培养基上进行纯化培养，

纯化 2−3 次得到纯培养物。 

1.4  分离菌株的鉴定 
利用酚抽提法提取菌株基因组 DNA[15]，具

体步骤如下：在菌板上刮取火柴头大小的菌体置

于离心管中，往离心管中加入 480 μL 的 1×TE 缓

冲液、20 μL 50 mg/mL 的溶菌酶，振荡离心管混

匀，然后将离心管放入 37 ℃，120 r/min 摇床培

养 6−8 h。将离心管从摇床取出，加入 50 μL 20%
的 SDS 和 5 μL 20 mg/mL 的蛋白酶 K，60 ℃水

浴锅中孵育 1−2 h；加入 550 μL 酚:氯仿:异戊醇

(体积比为 25:24:1)，12 000 r/min 离心 10 min，
取上清液至另一离心管中，此步骤反复 2−3 次，

取上清液，加 800 μL 无水乙醇、80 μL 3 mol/L
的乙酸钠，放入 4 ℃冰箱中沉淀 DNA 约 1 h。
12 000 r/min 离心 10 min，弃上清液，用 200 μL 
70%乙醇清洗离心产物 1−2 次，12 000 r/min 离心

5 min，弃上清液，将乙醇完全挥发。用 50 μL 无

菌超净水溶解底部 DNA，电泳检测 DNA 提取质

量，合格样品放入−20 ℃。 
细菌 16S rRNA 基因扩增引物为 27F (5'-AG 

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3')和 1492R (5'-GG 
TTACCTTGTTACGACTT-3')[16]。PCR 反应体系

(25 μL)：2×EasyTaq PCR SuperMix 12.5 μL，

引物 27F 和 1492R (10 μmol/L)各 0.5 μL，DNA 
(100 ng/μL) 0.5 μL，无菌水补足 25 μL。PCR 反

应条件：94 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，54 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min 30 s，30 个循环；72 ℃ 10 min。采

用 1%的琼脂糖凝胶检测 PCR 扩增产物，选取含

目的条带(1 500 bp)的 PCR 扩增产物送至生工生

物工程(上海)股份有限公司进行双向测序。序列

采用 SeqMan Pro v7.1.0 软件进行裁剪和拼接，

拼接完成的 16S rRNA 基因序列用 EZBioCloud
数据库进行相似度比对[17]，判断微生物的种类。 
1.5  菌株产酶能力的检测 

采用平板透明圈法对菌株的产酶能力进行

初筛。分别接种耐热菌株于各筛选培养基上，

50 ℃倒置培养 48 h，测定所产生透明圈的直径

与菌落直径的比值 D/d (D：透明圈直径；d：菌

落直径)。淀粉酶培养基透明圈的观察采用碘液

染色法[18]；直接观察蛋白酶培养基透明圈[19]；

纤维素酶、木聚糖酶和葡聚糖酶培养基透明圈

的观察采用刚果红染色法[12]。 
初筛有产酶活性的菌株进行摇瓶发酵，在

50 ℃、120 r/min 的条件下发酵 24 h，然后在波

长为 600 nm 的条件下采用吸光度法检测菌株

产淀粉酶、纤维素酶、木聚糖酶、葡聚糖酶和

蛋白酶的能力。 
1.5.1  产淀粉酶的定量检测 

种子液制备：将初筛具有较强产酶活性的

菌株接种于液体 LB 培养基中，50 ℃、120 r/min
振荡培养，用分光光度计测定菌液 OD600，待其

吸光度为 0.8−1.0 时停止培养，4 ℃保存。 
粗酶液的制备：用血球计数板对种子液进

行计数，调整细胞浓度至 1×107 个/mL，然后以

1%的接种量接种于液体发酵产酶培养基中，

50 ℃、120 r/min 振荡培养 24 h 后 8 000 r/min
离心 5 min，取上清即为粗酶液[20]。 

葡萄糖标准曲线的绘制：取 20 mL 具塞试

管并编号，按表 1 所示的量加入浓度为 1 mg/mL
的葡萄糖标准溶液、蒸馏水及 DNS 试剂，摇匀

后将试管沸水浴加热 5 min 显色。取出冷却至

室温，用去离子水定容至 10 mL，摇匀，以 1 号

管作为空白调零，紫外分光光度计 680 nm 波长

下测定 2−8 号管的吸光度值。每个梯度 3 个平

行，取平均值。以葡萄糖浓度为横坐标，吸光 
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表 1  葡萄糖标准曲线的制作  
Table 1  Fabrication of glucose standard curves 
试管编号 
Test tube 
number 

葡萄糖标准溶液 
Glucose standard 
solution (mL) 

蒸馏水 
Distilled 
water (mL) 

DNS 试剂 
DNS reagent 
(mL) 

1 0.0 2.0 2 

2 0.2 1.8 2 

3 0.4 1.6 2 

4 0.6 1.4 2 

5 0.8 1.2 2 

6 1.0 1.0 2 

7 1.2 0.8 2 

8 1.4 0.6 2 

 
度值为纵坐标作图，建立葡萄糖浓度与吸光度

值间的标准曲线[21]。 
淀粉酶活力的测定采用 3,5-二硝基水杨酸

法(DNS 显色法)[22-23]。用柠檬酸-Na2HPO4 缓冲

液配制 pH 值为 6.0 的 1%可溶性淀粉溶液作为

底物。取 0.9 mL 底物预热 10 min，加入 0.1 mL
酶液，反应 10 min，加入 1.5 mL DNS 溶液终止

反应。沸水浴 5 min，于冷水中迅速降温后，用

分光光度计测定 OD540 值。根据葡萄糖标准曲

线，计算释放的还原糖量，从而计算淀粉酶活

力。反应重复 3 次，取平均值，最终数据以平

均值±标准差报告，并进行显著性分析，确定差

异显著性，P<0.05 为显著性差异。 
淀粉酶活力单位(U)：在上述反应体系下，

每分钟释放出 1 μmol 的还原糖所需要的酶量为

1 个酶活单位[24]。 
1.5.2  产纤维素酶的定量检测  

种子液的制备、粗酶液的制备、葡萄糖标

准曲线的绘制同 1.5.1。 
纤维素酶活力采用滤纸酶活 (filter paper 

activity, FPA)测定法[13]。向 20 mL 具塞试管中

分别加入粗酶液 0.5 mL 和 pH 6.0 的柠檬酸缓冲

溶液 1.5 mL，向 1 号试管中加入 1.5 mL DNS

试剂，作为空白对照。将试管放入 50 ℃水浴锅

中预热，10 min 后加入滤纸(50 mg)，保温 1 h
后取出立即向其他试管中加入 1.5 mL DNS 试

剂，将试管放入沸水浴中，5 min 后取出。冷却

定容至 20 mL，用 1 号试管调零，测溶液的 OD540

吸光度。 
纤维素酶活力单位：在 50 ℃，pH 6.0 的条

件下，每小时从底物中分解产生 1 μmoL 葡萄糖

所需酶量为 1 个酶活力单位(U)[25]。 
纤维素酶活计算公式： 

FPA=M×V×5.56/(A×B×T)                 (1) 
式中：M为葡萄糖含量(mg)；V为定容体积(mL)；
T 为反应时间(h)；A 为加酶量(mL)；B 为底物

质量 (mg)；5.56 为 1 mg 葡萄糖底物物质的

量 (μmol)。 
1.5.3  产木聚糖酶的定量检测 

种子液的制备及粗酶液的制备同 1.5.1。 
木糖标准曲线的绘制：按表 2 吸取不同体

积标准木糖溶液(1 mg/mL)和蒸馏水置于试管

中，再分别加入 1 mL DNS 试剂，煮沸 5 min，
冷却后加入 8 mL 蒸馏水，混匀，用紫外分光光

度计测定 OD540 吸光度。每个梯度设置 3 个平

行，取平均值。以吸光度值为纵坐标，木糖浓

度为横坐标，绘制木糖标准曲线。 

 
表 2  木糖标准曲线的制作  
Table 2  Fabrication of xylose standard curves 
试管编号 
Test tube 
number 

木糖标准溶液 
Xylose standard 
solution (mL) 

蒸馏水 
Distilled 
water (mL) 

DNS 试剂 
DNS reagent 
(mL) 

1 0.0 1.0 1 

2 0.2 0.8 1 

3 0.4 0.6 1 

4 0.6 0.4 1 

5 0.8 0.2 1 

6 1.0 0.0 1 
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木聚糖酶活力的测定采用 DNS 显色法[26]。

粗酶液 1 mL 加入到 4 mL 用 pH 7.0 柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲液配制的 1%木聚糖底物溶液中，60 ℃
水浴反应 5 min，加入 1 mL DNS，沸水浴加热

10 min，定容至 10 mL，以灭活的酶液作为对照，

用紫外分光光度计测定 OD540 吸光度。 
木聚糖酶活力单位：在合适的条件下，单

位时间(min)内水解木聚糖释放 1 μmol 还原糖

(以木糖表示)所需的酶量为 1 个酶活力单位[27]。 
木聚糖酶活计算公式： 

酶活力(U)＝1 000×M×N/(T×L)            (2) 
式中：M 为还原糖(木糖)的质量(mg)；N 为酶液

稀释倍数；T 为反应时间(min)；L 为反应酶液

的体积(mL)。 
1.5.4  产葡聚糖酶的定量检测 

种子液的制备、粗酶液的制备、葡萄糖标

准曲线的绘制同 1.5.1。 
葡聚糖酶活力的测定：待测粗酶液用 pH 

6.0 的乙酸钠缓冲液稀释一倍，取经 50 ℃预热

的稀释酶液 1.0 mL，加入经 50 ℃预热的 1.0%  
β-葡聚糖溶液 1.0 mL，50 ℃恒温反应 10 min，
立即加入 DNS 试剂 3 mL，混匀，立即用 DNS
法测定还原糖含量。 

葡聚糖酶活定义：在上述反应条件下，每

分钟释放出 1 µmol 还原糖所需的酶量为 1 个酶

活力单位，以 U 表示[28]。 
葡聚糖酶活计算公式： 

酶活力=M×N×1 000/(T×L×180)            (3) 
式中：M 为还原糖的量(mg)；N 为酶液稀释的

倍数；T 为反应的时间(min)；L 为所测酶液的

体积(mL)；180 为葡萄糖相对分子质量。 
1.5.5  产蛋白酶的定量检测 

种子液的制备及粗酶液的制备同 1.5.1。 
参照文献[29]建立 L-酪氨酸标准曲线。取 6 支

试管并编号，根据表 3 依次加入 0−50 μg/mL 浓

度梯度酪氨酸标准工作溶液 1 mL，每管分别加入

0.4 mol/L 碳酸钠溶液 5 mL、福林酚试剂 1 mL，
置于 37 ℃水浴中显色 15 min，取出后冷却至室

温，680 nm 波长下测定其吸光度值。测量 3 次，

取平均值。根据吸光度值制作线性回归方程，吸

光度是 1 时对应的 L-酪氨酸含量(µg)就是所求

的吸光常数 K 的值[30]。 
采用福林酚法检测蛋白酶活力[31]。样品管：

粗酶液 1 mL，40 ℃预热 5 min。1%酪蛋白溶

液 1 mL，40 ℃预热 5 min。二者混合，40 ℃水

浴 10 min，加入 2 mL 0.4 mol/L 三氯乙酸

(trichloroacetic acid, TCA)，摇匀；空白管先加  
2 mL 0.4 mol/L TCA，其他步骤与样品管相同。

将样品管和空白管取出后 4 000 r/min 离心    
5 min，取上清液 1 mL，先加 0.4 mol/L Na2CO3

溶液 5 mL 混匀，后加福林酚溶液 1 mL 混匀，

40 ℃保温发色 20 min。以去离子水调零，使

用 10 mm 比色皿测定样品管和空白管的吸光

度 OD680。 
蛋白酶活力单位：最适条件下 (50 ℃和  

pH 7.0)，1 min 内粗酶液水解底物酪蛋白产生 1 µg
酪氨酸产物所需的酶量定义为1个酶活力单位[27]。 
 
表 3  酪氨酸标准曲线的制作 
Table 3  Fabrication of tyrosine standard curves 
试管编号 
Test tube 
number 

酪氨酸标准液 
Tyrosine 
standard 
solution (mL) 

0.4 mol/L 碳酸

钠溶液 
0.4 mol/L 
sodium 
carbonate 
solution (mL) 

福林酚试剂 
Folinol 
reagent 
(mL) 

1 1 (0 μg/mL) 5 1 

2 1 (10 μg/mL) 5 1 

3 1 (20 μg/mL) 5 1 

4 1 (30 μg/mL) 5 1 

5 1 (40 μg/mL) 5 1 

6 1 (50 μg/mL) 5 1 
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蛋白酶活计算公式： 
X=OD680×K×V×N/T                     (4) 
式中：X 为酶活力(U/mL)；OD680 为以空白管调

零后样品管的吸光度；K 为酪氨酸标准曲线吸

光常数；V为反应体积(mL)；T为反应时间(min)；
N 为稀释倍数。 

2  结果与分析 
2.1  耐热菌株的分离纯化结果 

共分离纯化得到 41 株耐热菌，多数菌株的菌

落紧贴培养基生长，扁平状，表面湿润或粗糙，不

透明，呈灰白色或微黄色，多数菌落边缘不整齐。 

2.2  耐热菌株的鉴定结果 
从吐鲁番土壤分离获得的耐热菌株经 16S 

rRNA 基因测序和相似度比对，判断微生物的种类

(表 4)。 

2.3  耐热菌株的系统发育分析 
将本实验分离得到的菌株用 MEGA软件的

邻接(neighbor-joining)法对 16S rRNA 基因序列

进行系统发育树的构建(图 1)。 
从吐鲁番地区土样中分离获得 41 株耐热

菌，经鉴定分属于 6 个属，包括芽孢杆菌属

(Bacillus) 9 株、类芽孢杆菌属(Paenibacillus)   
1 株、短短芽孢杆菌属(Brevibacillus) 7 株、厌

氧芽孢杆菌属(Anoxybacillus) 2 株、好氧芽孢杆

菌 属 (Aeribacillus) 11 株 、 热 芽 孢 杆 菌 属

(Caldibacillus) 11 株。这 6 个属都分布在芽孢杆

菌科(Bacillaceae)，芽孢杆菌科最典型的特征是

形成芽孢，芽孢具有耐热、耐干旱和耐辐射的

特点，能够耐受吐鲁番戈壁滩表层高温干旱的

极端环境，成为该环境中的主要微生物类群。 

2.4  吐鲁番地区不同海拔微生物的分布 
本实验按海拔高度对样品进行了划分，各

菌属在各个海拔的比例见图 2。 
本 实 验 分 离 出 的 菌 株 中 ， 超 低 海 拔    

TLF① (≤0 m)所包含的菌属最为丰富，其中

Caldibacillus 为优势菌属；低海拔 TLF②(0−500 m)
的 菌 属 丰富度最低，只有 Brevibacillus 和

Bacillus；中低海拔 TLF③(500−1 000 m)样品中

Caldibacillus、Brevibacillus 和 Bacillus 各占三

分之一；中海拔 TLF④(1 000−1 500 m)样品中

Aeribacillus 占优势。Bacillus 在每个海拔高度

样品中都有出现，分布范围最广；Paenibacillus
只分布于 1 000−1 500 m 的海拔高度样品中。 

吐鲁番盆地底部是我国海拔最低处，周围

群山环绕，海拔落差大。不同海拔土壤温度、

营养成分和含水量有明显差异，微生物的种类

和数量也有明显变化。吐鲁番盆地底部超低海

拔(≤0 m)的土壤营养物质含量较高、温度高，

耐热微生物数量多，种类丰富；低海拔(0−500 m)
和中低海拔(500−1 000 m)温度高、营养水平

低、含水量低，微生物种类和数量少；中海拔

(1 000−1 500 m)样品温度降低，含水量增加，

微生物数量增加。 

2.5  培养基种类对吐鲁番耐热微生物分离

的影响 
采用 NOM-1、R2A、TSA、NA、LB、F6

共 6 种培养基分离吐鲁番样品中的微生物，不

同培养基分离到的各菌属占比见图 3。 
由图 3 可见，不同种类的培养基分离获得

的可培养微生物种类和数量有明显差别。TSA
和 NOM-1 培养基分离效果最佳，明显多于其他

培养基，TSA 培养基中除了 Anoxybacillus，
NOM-1 培养基中除了 Paenibacillus 外，其余 5 个

属都已分离得到。F6 培养基只分离得到了

Brevibacillus，R2A 培养基只分离得到了 Bacillus，
F6 和 R2A 培养基的营养物质浓度相对较低，说

明低营养浓度的培养基不适合用于耐热微生物

的分离。LB 和 NA 培养基营养丰富，分离获得

的耐热微生物种类较多。 
 

 



 
李丽霞 等 | 吐鲁番戈壁滩耐热微生物及产酶能力 3445 

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

表 4  吐鲁番土样分离的菌株信息 
Table 4  Information of strains isolated from Turpan soil 
序号 
Serial No. 

菌株编号 
Strain No. 

培养基 
Medium 

相似菌株 
Similar strain 

最大相似度 
Maximum similarity (%) 

1 TRM81951 1TSA Aeribacillus pallidus 96.75 
2 TRM81952 1TSA Aeribacillus pallidus 99.93 
3 TRM81953 1/2TSA Bacillus haynesii 99.93 
4 TRM81954 1/8TSA Caldibacillus hisashii 99.36 
5 TRM81955 1/4LB Aeribacillus pallidus 98.57 
6 TRM81956 1/4TSA Bacillus manusensis 99.79 
7 TRM81957 1/8LB Caldibacillus hisashii 99.36 
8 TRM81958 1/2LB Aeribacillus pallidus 99.14 
9 TRM81959 1/2LB Aeribacillus pallidus 98.42 
10 TRM81960 1NOM-1 Aeribacillus pallidus 98.85 
11 TRM81961 1/2NOM-1 Bacillus paralicheniformis 99.79 
12 TRM81962 1/4NOM-1 Brevibacillus limnophilus 99.43 
13 TRM81963 1NA Caldibacillus thermolactis 99.79 
14 TRM81964 1/2NA Caldibacillus hisashii 99.36 
15 TRM81965 1/2TSA Brevibacillus limnophilus 99.71 
16 TRM81966 1NOM-1 Aeribacillus pallidus 99.21 
17 TRM81967 1/16LB Caldibacillus hisashii 99.50 
18 TRM81968 1/8NA Anoxybacillus calidus 98.71 
19 TRM81969 1/8NA Bacillus licheniformis 99.50 
20 TRM81970 1/2NOM-1 Anoxybacillus vitaminiphilus 98.01 
21 TRM81971 1/2NA Caldibacillus hisashii 99.35 
22 TRM81972 1/4NOM-1 Brevibacillus thermoruber 99.56 
23 TRM81973 1/16NOM-1 Caldibacillus hisashii 99.92 
24 TRM81974 1/4F6 Brevibacillus limnophilus 98.07 
25 TRM81975 1/4F6 Brevibacillus thermoruber 99.64 
26 TRM81976 1/16F6 Brevibacillus thermoruber 99.57 
27 TRM81977 1NOM-1 Aeribacillus pallidus 100.00 
28 TRM81978 1F6 Brevibacillus borstelensis 98.16 
29 TRM81979 1/2NA Bacillus tequilensis 99.93 
30 TRM81980 1R2A Bacillus licheniformis 95.53 
31 TRM81981 1/2TSA Aeribacillus pallidus 99.23 
32 TRM81982 1TSA Paenibacillus phoenicis 99.93 
33 TRM81983 1LB Bacillus licheniformis 99.57 
34 TRM81984 1NA Bacillus licheniformis 99.78 
35 TRM81985 1/2NOM-1 Aeribacillus pallidus 99.64 
36 TRM81986 1TSA Caldibacillus hisashii 99.01 
37 TRM81987 1/2LB Aeribacillus pallidus 99.44 
38 TRM81988 1/4LB Caldibacillus hisashii 99.29 
39 TRM81989 1NOM-1 Caldibacillus hisashii 99.36 
40 TRM81990 1/4NOM-1 Caldibacillus hisashii 99.79 
41 TRM81991 1LB Bacillus licheniformis 98.00 
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图 1  基于分离的耐热菌株的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   标尺为序列差异的分支长度；

节点处的数字为 bootstrap 值；括号内的数字为 GenBank 登录号 
Figure 1  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequence of isolated heat-resistant bacterial 
strains. The ruler is the branch length of the sequence difference Degree; Numbers at the branch points indicated 
the bootstrap values; Numbers in parentheses represent GenBank accession number.  
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图 2  不同海拔土壤中分离的耐热菌株   ①：超

低海拔；②：低海拔；③：中低海拔；④：中海拔 
Figure 2  Heat tolerant bacterial strains isolated 
from soils at different altitudes. ① : Ultra-low 
altitude; ②: Low altitude; ③: Medium-low altitude; 
④: Medium altitude. 
 

 
 
图 3  不同培养基分离的耐热菌株 
Figure 3  Heat resistant strains isolated from different 
culture medium. 
 

通过对比上述 6 种培养基成分及营养物质

含量，可见成分丰富且营养物质含量较高的培

养基更有利于吐鲁番土壤样品中耐热微生物的

分离，如 NOM-1 培养基与其他培养基最大差异

在于营养物质种类丰富且含量高，还添加了微

量元素和维生素。此外还发现，含有植物蛋白

胨的培养基形成的菌落数量更多，菌落体积大，

如 TSA 培养基与其他培养基主要差异在于用大

豆蛋白胨代替了常规的蛋白胨和胰蛋白胨等动

物来源的蛋白胨。有研究表明，相较于胰蛋白胨，

植物性蛋白胨相对分子质量较小，易被细菌生长

吸收，并且其碳水化合物总含量较高，能在细菌

生长后期提供更多的营养物质来源，更易于细菌

数量的积累及其后期荚膜的形成[32]。 

2.6  培养基浓度对吐鲁番耐热微生物分离

的影响 
将培养基营养成分进行梯度稀释，用营养

浓度分别为 1、1/2、1/4、1/8、1/16 的 5 种培养

基分离耐热微生物，不同营养浓度培养基分离

获得的微生物各菌属占比见图 4。 
由图 4 可知，培养基浓度为 1 和 1/2 时各

分离获得 5 个属的耐热微生物，而浓度为 1/16
时只获得 2 个属的耐热微生物。浓度为 1 时分

离获得的菌株分布在 Caldibacillus、Brevibacillus、
Aeribacillus、Paenibacillus 和 Bacillus，依次占 

 

 
 
图 4  不同浓度培养基分离的耐热菌株 
Figure 4  Heat resistant strains isolated from different 
concentrations of culture medium. 

 



 
3448 微生物学通报 Microbiol. China 

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

比为 22%、7%、35.5%、7%、28.5%；浓度为

1/2 时所含菌属包括 Caldibacillus、Brevibacillus、

Anoxybacillus、Aeribacillus 和 Bacillus，依次占

比 17%、8.5%、8.5%、41%、25%；浓度为 1/4
时所含菌属有 4 个，其中包括 Caldibacillus、

Brevibacillus、Aeribacillus 和 Bacillus，依次占

比 25%、50%、12.5%、12.5%；浓度为 1/8 时所

含菌属 3 个，分别是 Caldibacillus、Anoxybacillus

和 Bacillus，依次占比 50%、25%、25%；浓度

为 1/16 时所含菌属分别是 Caldibacillus 和

Brevibacillus，依次占比 66%、34%。Caldibacillus

每个浓度都能生长，而 Paenibacillus 只分布于

浓度为 1 的培养基。 
培养基的营养浓度是影响微生物生长的主

要因素，比较不同营养浓度培养基分离获得的

耐热微生物，发现随着培养基营养浓度的降低

耐热微生物种类和数量明显减少。高浓度的培

养基为耐热菌的生长提供了丰富的营养物质，

分离获得的微生物种类和数量多；低营养培养

基限制了耐热微生物的生长。 

2.7  吐鲁番耐热微生物的产酶能力 
2.7.1  产淀粉酶能力 

经过初筛，41 株耐热菌中可产淀粉酶的共

有 29 株，计算其 D/d 值，选出比值>1.35 的     
8 株菌进行发酵培养，计算淀粉酶活力。经过

复筛，菌株 TRM81953 的产淀粉酶能力最高，

为 131.156 U/mL，其次为菌株 TRM81969 和菌

株 TRM81951，其淀粉酶活力分别为 92.221 U/mL 和

76.062 U/mL。 
2.7.2  产纤维素酶能力 

经过初筛，41 株耐热菌中可产纤维素酶的

共有 29 株，计算其 D/d 值，选出比值>1.8 的

10 株菌进行液体发酵，检测其纤维素酶活性。

经过复筛，TRM81951 产纤维素酶能力最高，

达到了 89.005 U/mL。 

2.7.3  产木聚糖酶能力 
41 株耐热菌中可产木聚糖酶的共有 33 株，

计算其 D/d 值，选出比值>1.35 的 8 株菌进行液

体发酵产酶计算酶活。复筛结果中 TRM81961
产木聚糖酶能力最高，达到了 99.426 U/mL，其

次为 TRM81968 和 TRM81951，所产木聚糖酶

活力分别达到了 92.430 U/mL 和 88.559 U/mL。 
2.7.4  产葡聚糖酶能力 

41 株耐热菌中可产葡聚糖酶的共有 37 株，

计算其 D/d 值，选出比值>3.50 的 9 株菌进行液

体 发 酵 来 检 测 酶 活 。 由 复 筛 结 果 可 知 ，

TRM81972 产葡聚糖酶活性最强，达到了

100.117 U/mL，其次为 TRM81951，所产葡聚

糖酶活力为 62.156 U/mL。 
2.7.5  产蛋白酶能力 

41 株耐热菌中可产蛋白酶的共有 37 株，计

算其 D/d 值，然后选出比值>1.6 的 9 株菌进行

液体发酵计算酶活。复筛结果中 TRM81957 产

蛋白酶能力最高，达到了 168.210 U/mL，其次

为 TRM81989 和 TRM81961，所产蛋白酶活力

分别为 150.100 U/mL 和 127.014 U/mL。 

吐鲁番耐热微生物产 5 种酶的能力检测结

果见表 5。本研究得到了产酶能力较为突出的

菌株，如 TRM81953 产淀粉酶活力、TRM81961

产木聚糖酶活力、TRM81972 产葡聚糖酶活力

以及 TRM81957 产蛋白酶的活力。此外，菌株

TRM81951、TRM81961 和 TRM81969 具有同时

产多种酶的能力，所以选择这 3 株菌进行生长

温度范围及在不同温度下产淀粉酶、纤维素酶、

木聚糖酶、葡聚糖酶及蛋白酶能力的探究。 

2.8  耐热菌的最适生长温度和最适产酶温度 
2.8.1  菌株TRM81951、TRM81961 和 TRM81969
的最适生长温度 

以产酶种类最为丰富的菌株 TRM81951、

TRM81961、TRM81969 这 3 株菌为基础，检测 
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菌株的温度生长范围和最适生长温度。将 3 株

菌接种在 LB 固体培养基上，分别置于 20、30、

40、45、50、55、60、65、70 ℃条件下培养

12 h，结果如图 5 所示。 

由图 5 可知，菌株 TRM81951 生长的温度

范围为 40−65 ℃，菌株 TRM81961 和菌株

TRM81969 生长的温度范围为 40−55 ℃，3 株

菌最佳生长温度均为 50 ℃。 
2.8.2  菌株TRM81951、TRM81961 和 TRM81969
的最适产酶温度 

取 3 株菌的种子液，以 1%的接种量将其接入

液体发酵产酶培养基中，在摇床转速为 120 r/min

的条件下，分别将其置于 30、40、45、50、55、

60、65 ℃条件下培养 24 h，测定相应的酶活性。

结果如图 6 所示。 

从图 6 中可以看出，菌株 TRM81951、
TRM81961、TRM81969 的 5 种酶活力随着培养

温度的增加呈现先上升后下降的趋势。除蛋白

酶之外，基本都在 40−55 ℃呈现较高酶活力，

在 50 ℃时达到最高活力，均显著高于相同酶类

其他温度实验组(P<0.05)。3 株菌所产蛋白酶呈

现较高酶活力的温度范围为 40−60 ℃，在 55 ℃

时达到最高活力，在 40 ℃之前和 60 ℃之后的

蛋白酶活力均显著降低(P<0.05)。 
微生物的生长与水解酶的活性密切相关。由

前期菌株最适生长温度实验结果可知，培养温度

低于 40 ℃或高于 55 ℃时微生物生长缓慢。分析

原因，水解酶活性决定了微生物吸收营养物质能

力，在温度偏低和偏高时，产生的淀粉酶、纤维

素酶等水解酶活较低，微生物分解营养物质能力

低，导致微生物生长较慢。当培养温度升高至

40−55 ℃时，微生物产生水解酶活性强，获取的

营养物质充足，微生物能够较快地生长。 

3  讨论与结论 
从吐鲁番戈壁滩表层样品中共分离获得41株

耐热菌，分布于芽孢杆菌科的 6 个属，其中最多的

是 Aeribacillus 和 Caldibacillus，其次为 Bacillus、
Brevibacillus、Anoxybacillus 和 Paenibacillus。
不同海拔样品微生物种类分布有明显差异，超

低海拔丰富度最高，中低海拔和中海拔次之，

低海拔丰富度最低。芽孢杆菌属分布范围最广，

在每个海拔高度样品中都有出现，类芽孢杆菌

属仅分布于中海拔范围。不同营养水平的培养 
 

 
 
图 5  菌株温度耐受及最适生长温度 
Figure 5  Strains temperature tolerance and optimum growth temperature. A: TRM81951. B: TRM81961. C: 
TRM81969. 
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图 6  菌株产酶活力随温度的变化 
Figure 6  The variation of enzyme production activity of strain with temperature. 
 
基分离耐热菌有明显差异，营养丰富的 TSA 和

NOM-1 培养基分离效果最佳，营养水平较低的

F6 和 R2A 培养基分离获得的耐热菌种类较少，

低营养培养基不适合用于耐热微生物的广泛分

离和多样性研究。 
吐鲁番耐热菌株普遍具有较强的产水解酶

能力，超过 70%的菌株能够产淀粉酶、纤维素酶、

木聚糖酶、葡聚糖酶和蛋白酶。菌株苍白空气芽

孢杆菌(Aeribacillus pallidus) TRM81951、副地衣

芽孢杆菌(Bacillus paralicheniformis) TRM81961
和地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis) TRM81969
具有同时产多种酶的能力。吐鲁番耐热菌株产

酶活性较高的温度为 40−55 ℃，其中产淀粉酶、

纤维素酶、木聚糖酶和葡聚糖酶的最适温度为

50 ℃，产蛋白酶的最适温度为 55 ℃。吐鲁番耐

热菌株生长繁殖速度快，产酶种类多，酶活性

高，可用于规模化发酵生产耐热酶。 
吐鲁番戈壁滩夏季高温干旱、植被覆盖少，

土壤营养物质含量少，推测吐鲁番耐热微生物

通过加强其产水解酶的能力促进其在低营养环

境中摄取有限的营养物质，有助于微生物在低

营养环境中生存。本研究获得的耐热菌株皆分

布于芽孢杆菌科，芽孢杆菌在生长的后期形成

抗逆性极强的休眠结构——芽孢，具有在戈壁滩

高温低营养环境生存的天然优势，因此在高温干

旱环境中芽孢杆菌是最主要的微生物类群[33]。

本研究发现了吐鲁番戈壁滩微生物的种类特征，

获得了多种耐热菌株，发现的耐热菌具有广泛的

产水解酶能力，为耐热酶的生产提供了很好的菌

种资源，也为后期吐鲁番盆地极端微生物资源的

开发提供了参考。 
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