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海南近海 !" 株抗 #$% 细胞活性放线菌的 $%& ’()* 多样性分析

闫莉萍 洪 葵" 胡申才 刘丽华
（中国热带农业科学院热带生物技术研究所 热带作物生物技术国家重点实验室 海口 "2$11$）

摘 要：从海南近海，包括文昌红树林、海口红树林以及洋浦港等地采集样品，经苯酚、IJI、加热等预处理，稀释涂

布麦芽汁5酵母膏琼脂（K:）、淀粉酪素琼脂（IL）、葡萄糖天冬氨酸琼脂（M)），或者直接将样品稀释涂布加有重铬酸

钾的高氏一号琼脂（M8@B4）和麦芽汁5酵母膏琼脂等进行平板分离。共获得 0"! 株放线菌，其中有 2/ 株具有不同程

度的抗 N1/ 细胞毒活性。比较发现加热预处理法和重铬酸钾选择培养法对于广泛分离筛选抗肿瘤活性放线菌不

失为一种快速、简便、行之有效的方法。K:、M8@B4 培养基无论在分离到的放线菌总数，还是细胞毒活性菌株的比例

上都显示了良好的效果。对 0$ 株具有较强抗 N1/ 细胞活性的链霉菌进行了扩增性 1/I +J-) 限制性酶切片段多样

性分析（1/I )OJO)），表明这 0$ 株链霉菌之间有较大的基因差异性。$"$/!#、$/$0./ 和 $/$"#! 等 0 株菌序列分析

进一步证明这 0 株菌属于链霉菌属，其中菌株 $"$/!# 与其亲缘关系最近的 !"#$%"&’()$* )+"",$(+ 的相似性仅为 6"P，

因此可能是一个新种。

关键词：链霉菌，抗肿瘤活性，1/I +J-)，1/I )OJO)
中图分类号：Q606 文献标识码：) 文章编号：$$$15/#$6（#$$"）$#5$1."5$/

从放线菌筛选生物活性物质一直是微生物药物

研究的热点，目前大约有 #R0 的天然抗生素是来自

放线菌［1］。放线菌在土壤中含量最为丰富，产活性

物质的种类最多。随着筛选工作的广泛展开，重复

筛选一直是一个令人棘手的问题，解决这一问题的

途径之一是借助对生态环境的了解扩大放线菌筛选

源。目前从海洋放线菌筛选到的活性物质还很少，

其中的一个主要原因就是海洋样品中的放线菌相对

于细菌而言，绝对数量要比等量的土壤样品少得多。

我们从海南琼山、文昌红树林，洋浦、儋州近海港采

集样 品，运 用 加 热、IJI、苯 酚 等 多 种 预 处 理 方

法［# S !］，以及重铬酸钾选择培养法［0］，选用多种培养

基对放线菌进行分离，并以肿瘤细胞 N1/ 作为靶标，

筛选产抗肿瘤活性物质的放线菌。对 -."$ 大于 #$$
稀释倍数的 0$ 株链霉菌的 1/I +J-) 进行了限制性

内切酶多态性分析（O7TU），对其中 0 个菌株进行了

1/I +J-) 全序列测定。

$ 材料和方法

$+$ 菌种分离筛选

$+$+$ 样品：采自海南文昌、琼山红树林及儋州、洋

浦、海口近海港的 #"个海泥、海参、海虾以及海草样品。

$+$+, 菌株的分离、发酵：参考文献［# S !］并有所

改进。采用苯酚、IJI 两种方法对样品进行预处理，

称取 # > 样品（海生动植物体用无菌剪刀剪碎）到含

有 1H"P 苯酚或 $H$"P IJI 和 /P 酵母膏的 #$;T
无菌海水中，0$V #$$+R;,= 下振荡 0$;,=。然后稀

释涂布麦芽汁5酵母膏琼脂（K:）［"］、淀粉酪素琼脂

（IL）［#］、葡萄糖天冬氨酸琼脂（M)）［#，!，"］。或者直接

将样 品 稀 释 涂 布 加 有 重 铬 酸 钾 的 高 氏 一 号 琼 脂

（M8@B4）［0］和 麦 芽 汁5酵 母 膏 琼 脂 进 行 平 板 分 离。

#.V培养 1 S 0 周后挑菌接种到黄豆培养基（ITW）［/］

中，#.V，#$$+R;,= 摇床发酵 !E。

$+$+! 抗肿瘤活性的测定：发酵液离心，经 $H##!;
孔径混合纤维树脂微孔滤膜过滤获得无细胞发酵上

清。小鼠 N1/ 黑色素瘤细胞购自武汉大学典型培养

物保藏中心，于 02V "PLX# 下培养在含有 1$P小

牛胎血清的 OUWY51/!$ 培养液中，约 0E 传代一次。

将 6.!T，浓度为 "$$$$ 个R;T 处于对数生长期的 N1/
细胞加入 6/ 孔平底培养板，然后加入 #!T 过滤除菌

后的发酵上清液，每个样品做 0 个重复，倍半稀释到

1#. 倍。通过 W33 法［2］进行抗肿瘤活性检测。活性

指标以 -."$ 表示，即：使 "$P 的肿瘤细胞生长受到

抑制的发酵上清液稀释倍数。



!"!"# 活性菌株的初步鉴定：对有活性的菌株在高

氏一号琼脂上进行插片培养，显微镜观察气生菌丝

和基内菌丝，以及孢子丝形态，记录培养和形态特

征，结合 !"# $%&’ 的 ()*+ 分析，检索伯杰细菌鉴定

手册，确定到属水平。

!"$ !%& ’()* 的 *+(+* 分析

按 文 献［,］提 取 %&’，用 -$./0$［1］：234（567
’8’8998’9::;’988:9:’87<6）和 !5=!(（567’’87
8’8898’9::’8::7<6）扩增 !"# $%&’ 基因。参照

9>?>(> *’ 9>@9A所推荐的条件进行扩增，反应体系

（25!*）：8:B CD440$ !2E5!*，*’ !"# 酶 !E25F，G&9+
（各 2E5//HI;*）=!*，正向引物（!J!/HI;*）2!*，反向

引物（!J!/HI;*）2!*，%&’ 模板（小于 !!K）!!*。经过

试验发现运用以下的降落 +:( 条件可以扩增到特

异性非常好的目的条带，15L 5/.M，之后进行 !J 个

循环（1=L !/.M，"5L !/.M，32L </.M），然后再进行

2J 个循环（1=L !/.M，5,L !/.M，32L </.M）；最后

32L延伸 !J/.M。将 !"N $%&’ 扩增产物纯化处理

后，取 5 O ,!* 在 <3L下酶切 2P，酶切产物经 2Q的

琼脂糖凝胶电泳后，将有带记为 !，无带记为 J，然后

通过 AR#+ 软件，采用 F+8A’ 法进行聚类分析。

!", !%& ’()* 全序列分析

将 !"# $%&’ 克隆到 -A%!,79 载体（购自 9>?>7
(> 公司），转化大肠杆菌（ $%&’()*&’*" &+,*）%S 5"，由

上海生物工程公司测序。将所测的!"# $%&’序列与

80MT>MU 数据库中已有序列比较，并从数据库获得

相关种和相关属的 !"# $%&’ 序列，用 :IDNV>IW（R0.7
N.HM !E,）软件进行多序列比对以及系统发育树的构

建，系统发育树的构建采用 &0.KPCH$7XH.M 法。

$ 结果

$"! 抗肿瘤活性菌株的分离筛选

从 25 个样品中成功地筛选到 <35 株海洋放线

菌，其中 3" 株显示了不同程度的细胞毒活性，这些

放线菌当中 1JQ是来自红树林样品，这表明具有特

殊生态系统的红树林是分离筛选具有生物活性海洋

放线菌的良好资源。通过反复筛选，得到 <J 株具有

较强抗 T!" 细胞活性的菌株。根据这 <J 株菌的培

养和个体形态特征，检索伯杰细菌鉴定手册初步确

定它们都属于链霉菌属（表 !），关于菌种的详细鉴

定正在进行中。为了尽可能多地筛选到海洋放线

菌，我们运用了 #%#、苯酚样品预处理以及培养基添

加重铬酸钾而不进行预处理等多种分离方法，选用

了 #:、YZ、8>DN0、8’ 等多种培养基，发现不同的预

处理和培养基筛选海洋放线菌的能力是不同的。从

经培养基添加重铬酸钾而不进行预处理得到的放线

菌总数和活性菌数都是最多，经加热预处理得到的

放线菌总数和活性菌数次之（图略），从 #: 培养基

分离到的放线菌总数最多，但由 YZ 和 8>DN0 培养基

分离到的活性菌比较多（图略）。

表 ! ,- 株有较强抗肿瘤活性菌株的培养特征

9>CI0 ! 9P.$V[ NV$>.MN -HNN0NN.MK NV$HMK \[VHVH].\ >\V.^.V.0N >K>.MNV T!" \0II

#V$>.MN #>/-I.MK N.V0 +$0V$0>V7/0MV A0G.D/ -.5J :DIVD$0 \P>$>\V0$.NV.\N

J=J!!J2 _: />MK$H^0 -P0MHI YZ <=J ’0$.>I /[\0I.> CI>\U，NDCNV$>V0 /[\0I.> [0IIH‘，N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I
J=J!!J< _: />MK$H^0 -P0MHI YZ 2"J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> ‘P.V0，N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I

J5J"=2 Y+ S>$CH$ -P0MHI 8’ !23J ’0$.>I /[\0I.> G00- K$>[ K$00M，NDCNV$>V0 /[\0I.> G00- C$H‘M，NHIDCI0 -.K/0MV I.KPV C$H‘M，

N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I
J5J"=< Y+ S>$CH$ -P0MHI 8’ =2J ’0$.>I /[\0I.> I.KPV K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> [0IIH‘，N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I
J5J15J Y+ S>$CH$ MHM0 YZ! "<J ’0$.>I /[\0I.> -D$-I0，NDCNV$>V0 /[\0I.> ‘P.V0，N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I
J"J<," S? />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 !2!J ’0$.>I /[\0I.> I.KPV K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> [0IIH‘，N-H$0 \P>.M \IHN0 N-.$>I
J"J5!1 S? />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 =3J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> H$>MK0，N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I
J"J52= S? />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 !<JJ ’0$.>I /[\0I.> I.KPV $HN0，NDCNV$>V0 /[\0I.> [0IIH‘，N-H$0 \P>.M NV$>.KPV
J"!<2< _: />MK$H^0 P0>V.MK #: 5=J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> -.MU，N-H$0 \P>.M NV$>.KPV
J"!<2= _: />MK$H^0 P0>V.MK #: =3J ’0$.>I /[\0I.> ‘P.V0，NDCNV$>V0 /[\0I.> [0IIH‘，N-H$0 \P>.M NV$>.KPV
J"!<<< _: />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 <,J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> C$H‘M，N-H$0 \P>.M NV$>.KPV
J"!<<" _: />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 25J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> [0IIH‘，N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I
J"!<<3 _: />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 =1J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> C$H‘M，N-H$0 \P>.M NV$>.KPV
J"!<=! _: />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 2,J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> K$>[，N-H$0 \P>.M NV$>.KPV
J"!<=2 _: />MK$H^0 P0>V.MK 8>DN0 <=J ’0$.>I /[\0I.> K$>[，NDCNV$>V0 /[\0I.> C$H‘M，NHIDCI0 -.K/0MV C$H‘M，N-H$0 \P>.M IHMK N-.$>I
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（表 !）

"#!$%& ’( )*+,-./0 10*23+, 4*560 7&" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* 93,12 -.60，6.95<90 =3,)0+2 =5-=90，6=.-0 ;1*3+ 9.+,
6=3-*9

"#!%!%> ’( )*+,-./0 10*23+, ?@! %A" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* :099.B，6=.-0 ;1*3+ ;9.60 6=3-*9
"#!#!"% ’( )*+,-./0 CDC C( $"" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* :099.B，6=.-0 ;1*3+ 9.+, 6=3-*9
"#!#!EA ’( )*+,-./0 CDC ?@! A%" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* 93,12 <-.B+，6=.-0 ;1*3+ 6=3-*9
"#!#!7$ ’( )*+,-./0 +.+0 ?@! %%" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* ,-*:，6=.-0 ;1*3+ 62-*3,12
"#!#!#& ’( )*+,-./0 +.+0 ?@! AA" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* ,-*:，6=.-0 ;1*3+ 62-*3,12
"#!#!#> ’( )*+,-./0 +.+0 C( $E" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* <-.B+，6=.-0 ;1*3+ 9.+, 6=3-*9
"#!#E"$ ’( )*+,-./0 CDC ?@ 7&" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* <-.B+，6=.-0 ;1*3+ 9.+, 6=3-*9
"#!#E"# ’( )*+,-./0 CDC ?@ %$" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* ,-*:，6=.-0 ;1*3+ 62-*3,12
"#!#E"A ’( )*+,-./0 CDC ?@ EA" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* ,-*:，6=.-0 ;1*3+ 9.+, 6=3-*9
"#!#E!" ’( )*+,-./0 CDC C( %A" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* ,-*:，6=.-0 ;1*3+ 62-*3,12
"#!#E$$ ’( )*+,-./0 CDC ?@ EE" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* <-.B+，6=.-0 ;1*3+ 62-*3,12
"#!#E#! ’( )*+,-./0 +.+0 ?@! #%" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* ,-*:，6=.-0 ;1*3+ 9.+, 6=3-*9
"#!&!7% ’( )*+,-./0 +.+0 ?@! %E" 80-3*9 ):;093* ,-*:，65<62-*20 ):;093* ,-*:，6=.-0 ;1*3+ 9.+, 6=3-*9
"#!&E$" ’( )*+,-./0 10*23+, 4*560 7%" 80-3*9 ):;093* .-*+,0，65<62-*20 ):;093* .-*+,0，6=.-0 ;1*3+ 9.+, 6=3-*9
F0G35) B321“!”B0-0 *GG0G =.2*6635) G3;1-.)*20 ；?@：?0*62 0H2-*;2IF*92 0H2-*;2；48：495;.60I86=-3+0；C(：C2*-;1I(*63+；4*560：C2*-;1IJKL$；’(：

’0+;1*+,；MJ：M*3N.5；?O：?*+,=5；!"7"：D39523.+ G0,-00 .P +.+I;099 P0-)0+2*23.+ 65=0-+*2*+2 3+13<320G 210 ,-.B21 .P 7"Q .P R!# ;099 S

图 ! "# 株抗肿瘤活性链霉菌 !$% &’() 扩增产物的

!"#!酶切图谱

T3,S ! #$% ! -062-3;23.+ =*220-+6 .P *)=93P30G !#C -DK8 .P $"

&’()*’+,-.)’)/ =.660663+, *+2325).- *;23/32:

@90;2-.=1.-0636 B321 EQ *,-.60 ,09 *2 #&U P.- E1S F：!"" <= DK8

V*GG0- F*-N0-；! W $"："#!#E$$、"#!$E$、"#!$E%、"#!#!EA、"#!#E"A、

"#!#E"#、"#!#!"%、"#!$$$、"7">7"、"#!#!7$、"#!#E#!、"#"7E%、

"7"#%$、"#!$$#、"#!#!#&、"#!$%&、"#!&!7%、"#!#E"$、"#"7!>、

"%"!!"E、"#!#E!"、"#"$A#、"#!$%E、"#!#!#>、"%"!!"$、"#!$$&、

"7"#%E、!&E$"、"#!$%!、"#!%!%> S

用 01%!、#%)"、2/*!和 #$%!% 种限制性内

切酶将 !#C -DK8 扩增产物酶切（图 ! 示意），酶切图

谱中，有带记为“!”，无带记为“"”，转换为数值后，进

行聚类分析（图 E）。从聚类分析结果看，这 $" 株菌

中有 !& 种不同的 !#C -DK8IXTVO 类型，在 &EY!Q
的相似性水平上聚为两个类群，E# 株菌聚在类群

!，"#!#!"%、"#!$%E、"#!$$$ 和 "#!$$& 等 % 株菌聚在

类群#。"#!#E$$、"#!#E"A 等 !& 株菌在 >!YAQ的相

似性水平上聚为一个亚群，其中，有 !# 株菌来自文

昌红树林 $ 个不同采样点的海泥样品 "#!$、"#!#、

"#!&，在这个类群中有 7 种 !#C -DK8IXTVO 类型，其

中 "#!$E$、"#!$E%、"#!#!EA、"#!#E#!、"#!#!#&、

"#!$%&、"#!&!7%、"#!#E"$、"#!#E!"、"#!&E$"、"#!$%!
!! 株菌的 % 种酶切图谱完全相同，值得注意的是，

来自文昌红树林 $ 个海泥样品中的大部分菌株有极

高的相似性，而来自树根样品的 "#!%!%> 却与它们

有极大的差异。

图 * "# 株抗肿瘤活性放线菌 !"#!、!#$"、%&’!、

()#!酶切图谱的聚类分析

T3,SE ZO4F8 ;95620- *+*9:636 .P ;.)<3+0G #$%!、#%)"、2/*!、

01%! -062-3;23.+ =*220-+6 .P *)=93P30G !#C -DK8 .P $" &’()*’+,-.)’)/

=.660663+, *+2325).- *;23/32:

*+* #,#$-*、#$#".$ 和 #$#,*- 等 " 株菌!$% &’()
序列测定和系统发育分析

对菌株 "7"#%E、"#"$A#、"#"7E% 的 !#C -DK8 序

列分别进行了测定，与 40+R*+N 数据库序列比较，结
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果表明：菌株 !"!#$% 与 !"#$%"&’()$* )+"",$(+ 的相似

性 最 高，达 &"’；菌 株 !#!()# 与 !"#$%"&’()$*
+,-&.#/*$&/0*、!"#$%"&’()$* %*$01&.#/*$&,0*等多株菌的相

似性高达 &&’；菌株 !#!"%$ 与!"#$%"&’()$* *&’$,/$2*/*
的相似性达 &&’。( 株菌中，菌株 !#!()# 和菌株

!#!"%$ 的遗传距离较近，在系统发育树中处于同一

个分枝，而菌株 !"!#$% 处于另外一个分枝（图 (）。

图 ! 依据 "#$ %&’( 序列构建的菌株 )*)#+,、)#)!-#、

)#)*,+ 以及相关种、属的系统发育进化树

*+,- ( ./012,3435+6 7893: 24 ;#< =>?@ 93AB3463 9/2C+4, 5/3 D29+5+249

2E 95=8+49 !"!#$%、!#!()#、!#!"%$（F34G84H 866399+24 4BI73=9 8=3

@J"%&#$$，@J"%&#$" 84: @J"%&#$#，=39D365+K310）84: =31853: 58L8

M/3 5=33 C89 62495=B653: E=2I 8 :+958463 I85=+L 70 5/3 ?N I35/2:- M/3

848109+9 B93: ;$%" 81+,43: D29+5+249- G22595=8D K81B39，3LD=3993: 89

D3=63458,3 2E ;!!! =3D1+685+249，8=3 9/2C4 85 5/3 7=846/ D2+459- M/3

96813 78= +4:+68539 !O!!" 9B795+5B5+249 D3= 4B61325+:3 D29+5+24-

! 讨论

我们对来自海南琼山、文昌红树林，洋浦、儋州

近海港的样品进行抗肿瘤活性放线菌的分离筛选，

对所用到的分离方法及培养基进行比较，结果证明

不同的预处理有效与否与样品有关，来自文昌红树

林及洋浦港的 !; 和 !# 样品，苯酚预处理后可较为

成功地筛选到放线菌，而对于第六批的 !(、!"、;(、

;$、;# 和 ;P 等 P 个样品，用苯酚预处理后仅从样品

;# 中筛选到一株未表现出任何生物活性的放线菌，

而运用 <><、加热以及添加重铬酸钾选择筛选法，可

以大量筛选到海洋放线菌。这表明加热预处理法和

重铬酸钾选择培养法对于广泛分离筛选抗肿瘤活性

放线菌不失为一种快速、简便、行之有效的方法。

JQ、F8B93 培养基无论在分离到的放线菌总数，还是

抗肿瘤活性菌株的比例上都显示了良好的效果。

.RS 和限制性酶切分析相结合而产生的扩增性

;#< =>?@ 限制性酶切片段分析方法（;#< @S>S@）是

一种快速而有效的种、属水平的遗传多样性分析方

法。为了解采用实验室常规方法从红树林及近海所

能分离筛选到的抗肿瘤活性海洋放线菌的多样性，

我们对 34"! 大于 %!! 稀释倍数的 (! 株链霉菌进行

了 ;#< @S>S@。近来一项研究表明［;(］，对 ;!! 个以

上样品进行 ;#< @S>S@ 时，所用的酶必须在 ( 种以

上，本研究中所用到的 $ 种酶来自文献［;!，;;］。由于

放线菌基因 FR 含量较高，因此所选择的 $ 种酶的

识别位点都有 F 或者 R 碱基，其中 56+!、7+$"所

得的谱型最为单调，仅有 ( 种类型，7+$"最大条带

为 (!!7D，各条带间相差仅为 %!7D 左右，故图谱不是

很明了。而另外两种酶 8*%!和 79+!的特异性较

好，所得的谱型较为多样（图 ;），都为 " 种以上，且

条带间大多相差 "! 7D 以上，谱型清晰明了，因此能

更好地反映出 ;#< =>?@ 的差异性。!"!#$%、!#!()#、

!#!"%$ 等 ( 株菌通过 ;#< =>?@ 序列得到的系统发

育关系与 ;#< @S>S@ 得到的聚类分析结果基本吻

合。这也证明了 ;#< @S>S@ 的可靠性，但对于种间

较小差异不够灵敏，如菌株 !#!()# 和 !#!"%$ 虽然

;#< =>?@ 序列分析表明它们的差异达到 (’，是不

同种的差异，但它们具有相同 ;#< =>?@TS*U. 型。

也有文献报道 ;#< @S>S@ 一般运用于属、种水平的

分析，对 于 种 内 菌 株 间 (’ 的 差 异 是 不 够 灵 敏

的［;$，;"］，有研究将 ;#< @S>S@ 与 =3DT.RS 相结合来

分析菌株间差异，得到良好的结果［;%］。因此可以推

测到这 (! 株链霉菌有更大的基因多样性。

从 !#!"%$、!#!()#、!"!#$% 等 ( 株高活性菌株

（ 34"!!;%!!）;#< =>?@ 序列（F34G84H 登记号分别

为：@J"%&#$$，@J"%&#$"，@J"%&#$#）分析来看，菌

株 !#!"%$、!#!()# 与已知链霉菌的相关种相似性达

&&’，故二者均属于链霉菌属。菌株 !"!#$% 与链霉

菌 !"#$%"&’()$* )+"",$(+ 的最高相似达 &"’。因此菌

株 !"!#$% 与 !"#$%"&’()$* )+"",$(+ 可 能 不 是 同 一 个

种。关于这 ( 株菌的分类地位有待进一步的表观与

基因的分类鉴定后确定。

近海岸尤其是红树林是一个受陆地冲积物严重

影响的环境［P］，从近海岸分离到的放线菌多为链霉

菌属，虽然这些链霉菌属表现了极强的耐盐度，在海

水培养基中可以更好地生长，但很有可能是来源于

陆地放线菌。本研究还在序列分析比对中发现与

!"!#$%、!#!()#、!#!"%$ 等 ( 株高活性菌株最相近的

菌大多数生长的耐盐度在 ;!’以上［;P］，这进一步证
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实了上述推测，可能正是由于这些链霉菌的孢子具

有耐盐性，才可以适应海洋这个新环境，从而得以生

存下来。也有许多研究，如对 !"#$%&#%’# (%)［*］的放

线菌多样性研究表明，所分离到的放线菌中游动放

线菌占多数；+,-%. 等［/0］通过 /12 -345 探针也检测

到海洋沉积物中存在自身的链霉菌 群；6#.$#. 和

7#..89%:［*;］报道来自海洋中的 0*<的革兰氏阳性菌

只有在添加海水的培养基中才可以生长。

本研究还发现，放线菌的类群与样品来源之间

有极大的特异性，酶切图谱相同的菌株均来自同一

地点的样品，例如，分离自文昌红树林的 ;1/1/1= 与

;>;//;? 来自同一地点。虽然采样时间相隔了半年，

但却有着相同的 /12 -@45A37BC 型。对于同一样

品，采用不同分离方法或不同培养基得到的活性放

线菌大多相似性很高，例如，来自文昌红树林的多数

菌株聚在 =/D0<以上的相似性水平（图 *）因此这几

种可以成功分离筛选到具有抗肿瘤活性放线菌的分

离方法和培养基对放线菌类群的选择特异性较小。

有趣的是，挑取自同一平板，培养特征以及个体形态

都十分相似的菌株间存在着较大的基因差异性，例

如来 自 同 一 平 板 的 菌 株 ;E;1>* 和 ;E;1>?、菌 株

;1/1*;1 和 ;1/1*;0 无论基因型还是生物活性上都

有较大差异。我们在挑取平板菌落时，往往认为相

同培养特征可能是同一菌株，事实证明这种想法是

一个极大的错误，它势必会造成一些有生物活性菌

株的漏筛，因为菌株的生物活性是菌株特异的而非

菌属特异［*］。在挑取菌落时，不能单从培养特征来

判断菌落是否相同，从而进行取舍。近年来发展起

来的 C+2［*］（C)-,:)$8$ +%$$ 2&#9F-,G#F-)）法可以在平

板上直接识别靶放线菌，并可将已知链霉菌分成不

同的基因种，此技术在筛选前期被用来区分相同的

菌株，此分析方法所需生物材料少，快速、简便，是核

酸指纹图谱无法比拟的。

致谢 本文蒙中国科学院微生物研究所东秀珠研究

员审阅并提出宝贵意见，对放线菌的形态描述得到

阮继生研究员的指导，在此表示感谢！
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生活垃圾综合处理原理与技术（专著）

郭长军，许传森，李泽泉，编著；V$$@ 年 !! 月黑龙江人民出版社出版
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读 者 对 象

大专院校相关专业师生、市容环境卫生管理部门、从事城市垃圾处理的相关单位，以及所有关心城市垃圾处理工作的社

会各界读者。

内 容 简 介

环境保护是我国的基本国策，而城市垃圾处理是城市环境保护的重要内容，也是衡量城市文明程度和城市管理水平的重

要标志之一。近几年来，我国的大部分城市都正在积极的进行城市生活垃圾处理工程的探索和实践，但由于国内无系统的垃

圾处理理论和少有成功的实例，而从国外引进的卫生填埋、堆肥、焚烧发电三大处理方式均不合中国国情。照搬国外垃圾处

理方式建设的处理厂，败多成少，造成不小的浪费。至今，全国城市垃圾无公害化处理率尚不足 V$\，在全球重视环保的今

天，城市垃圾处理工作任务十分迫切，任重而道远。

为探索适合中国城市生活垃圾处理的科学方案，在省市有关领导支持和参与下，黑龙江高维企业集团于今年 " 月召开了

全国首次“城市生活垃圾处理方案研讨会”。来自中国科学院、清华大学、哈尔滨工业大学、国家发改委、机械部、中石化的专

家进行了认真热烈的研讨，确定综合处理方式是适合中国国情的最佳方式，是与卫生填埋、堆肥、焚烧发电三大方式并列的第

四种新方式。

本书将依据研讨会学术成果，系统论述生活垃圾综合处理方式的基本原理和使用技术，明确阐述其内涵和外延。全书共

分七章 #$ 节。
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