
!" 卷 " 期

#$$" 年 %$ 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,’-./

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

基金项目：国家“123 计划”（#$$!44##5%$$）

"通讯作者。6.(：127%$72#""32#1，879:;(：<=:>?@A ;9) :+) +>；127#3721#"!$2#，B;:>C;>?D;.A E;C) F;>:) +’9
作者简介：罗红丽（%G5" H ），女，重庆北碚人，硕士研究生，主要从事放线菌系统分类学研究。

其他作者：胡昌华%

收稿日期：#$$"7$!7%!，修回日期：#$$"7$27$2

西藏地区土壤放线菌种群多样性及拮抗活性研究

罗红丽%，# 黄 英#" 王黎明# 刘志恒# 谢建平%"

（% 西南师范大学生命科学学院 现代生物医药研究所 重庆 !$$5%"）

（# 中国科学院微生物研究所 微生物资源前期开发国家重点实验室 北京 %$$$1$）

摘 要：从西藏不同海拔、不同气候条件的 " 个地区采集的 %$ 份土样中，使用选择分离培养基、IJK #（L.:F, .D,/:+,7
9:(, .D,/:+, :?:/）和高氏一号培养基，通过分散差速离心法（M;FC./F;’> :>N N;OO./.>,;:( +.>,/;O=?:,;’>，MMP）分离得到放线

菌 %"2 株。根据形态和培养特征将其归入 3# 个类群，并从中选出 2" 个代表菌株进行全细胞壁氨基酸组分分析，结

果表明：G 株菌为非链霉菌胞壁类型，其余为链霉菌胞壁类型。%2J /M04 扩增片段长度多态性（4QMQ4）分析得到不

同带型，对其序列分析结果表明：分离菌株分属链霉菌属（!"#$%"&’()$*）和 " 个稀有放线菌属。同时测试了代表菌株

抗耐药细菌和真菌的活性，其中 31R"S的菌株具有拮抗活性。
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表 ! 土样概况

6:-(. % U.>./:( F;,=:,;’> ’O F’;( F:9C(.F
J:9C(. V’+:,;’> &.?.,:,;’> CW

% 6;?./ X’=>,:;>，V;>Y<; /.?;’> Z:9-’’ "R#
# L’>?B;= P<:>>.(，V;>Y<; /.?;’> M.:N[’’N "R$
3 V=(:>? 6’[>，V;>Y<; /.?;’> Z;/+< "R$
! J.B;(: X’=>,:;>，V;>Y<; /.?;’> \;/ !RG
" ]<:/:’ &;((:?.，X;(;> /.?;’> 4(C;>. /’-=/ "R#
2 ]<:/:’ &;((:?.，X;(;> /.?;’> \./> "R#
5 V=’-: &;((:?.，P<:@= /.?;’> K;>. "R%
1 Z:F’>?+=’ V:^.，V;>Y<; /.?;’> 4(C;>. /’-=/ "R$
G M’>?B; 6’[>，Z’9; /.?;’> K;>. "R$
%$ U’>?-=B;:>?N: /.?;’> P’(. :>N K.: "R!

放线菌作为一类具有重要经济价值的微生物资

源，不仅可以产生抗生素、酶制剂和免疫调节剂等多

种生物活性物质［%］，而且在诸如芳烃类大分子化合

物的降解循环中也起着非常重要的作用［#，3］，因而得

到了微生物学家的普遍关注和广泛研究。

西藏地域辽阔、具有得天独厚的气候条件。高

海拔、低气温、长日照、强辐射赋予了该地区丰富的

土壤微生物资源。近年研究该地区放线菌在不同生

境中的生态分布规律，大多采用传统分类方法［!，"］。

本文选择从西藏地区采集的酸性土壤样品，将分离

菌株的表型与基因型结合起来研究其放线菌的组成

及拮抗活性，希望能为进一步理清该地区土壤放线

菌的资源状况提供证据，为寻找生物活性放线菌提

供线索。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 土壤样品：采自西藏林芝、米林、察隅、波密、

工布江达 " 个地区，海拔 #5$$ _ !3$$9，采样时间为

#$$! 年 5 月，样品于 ! ‘保藏。土壤概况见表 %。

!"!"# 主要试剂：M4K 标样、KPQ 试剂和限制性核

酸内切酶分别购自 J;?9:、上海申能和 08Z 公司。

!"!"$ 测试菌：耐药大肠杆菌（+*),$#-),-. )&/-）、肺

炎克 雷 弗 氏 菌（ 0/$1*-$//. %2$3’&2-.$）、绿 脓 杆 菌

（ 4*$35&’&2.* .$#36-2&*. ）、金 黄 色 葡 萄 球 菌

（!".%,(/&)&))3* .3#$3*）、表皮葡萄球菌（ !".%,(/&)&))3*
$%-5$#’-5-*）来 自 潍 坊 医 学 院；烟 曲 霉（ 7*%$#6-//3*
832-6."3*）、白色念珠菌（9.25-5. ./1-).2*）、尖孢镰孢

霉（ :3*.#-3’ &;(*%&#3’ ）、绿 色 木 霉（ <#-),&5$#’.
=-#-5$）来自中国普通微生物保藏中心（PUXPP）。

!"!"% 分离培养基：选择分离培养基参照文献［2］、

IJK #（@.:F, .D,/:+,79:(, .D,/:+, :?:/）和高氏一号培养

基。培养基加入放线菌酮和重铬酸钾，终浓度为

"$!?a9V。

!"# 菌株分离培养、纯化及保藏

采 用 分 散 差 速 离 心 法［2］（ M;FC./F;’> :>N
N;OO./.>,;:( +.>,/;O=?:,;’>，MMP），上清作梯度稀释涂布



于分离培养基上。平板置 !"#培养 $%& 后，挑单菌

落至 ’() ! 培养基上纯化，并刮取纯培物于 !*+甘

油中 , !*#保藏。

!"# 形态及培养特征观察

使用 ’() ! 培养基和插片法。显微镜观察形

态，肉眼观察培养特征，记录气丝、基丝、色素和孢子

丝吸水情况等［-］。

!"$ %& 梯度生长试验

参照文献［.］进行。用柠檬酸 , 磷酸氢二钠缓

冲液分别配制 /0 为 12%、32%、%2%、.2% 和 -2% 的 ’()
! 培养基，接种孢子悬液。

!"’ 全细胞壁氨基酸分析

采用 04567484 的 薄 层 层 析 法［"］（ 9:;< =4>6?
@:?AB4CA7?4/:>）进行全细胞壁二氨基庚二酸（DE)）

组分分析。

!"( 基因组 )*+ 的提取和 !(, -)*+ 的 ./0 扩增

按 F:G< 等［H］的方法提取总 DIE 和 )FJ 扩增

$.( ?DIE，引物为通用保守引物 !-K 和 $3H%?。
!"1 +0)0+ 分析

参照 文 献［$*］进 行。限 制 性 核 酸 内 切 酶 为

!"#L!和 $%&!，酶切产物用 "+的聚丙烯酰胺凝

胶电泳检测。

!"2 抗耐药细菌和真菌活性测试

采用琼脂移块法［$$］进行。

!"3 !(, -)*+ 测序及序列分析

测序由北京诺赛基因组研究中心完成。测序结

果与 M6<N4<O 数据库中的已知序列进行 NPE(9 比

对，确定分离菌株的分类地位。

4 结果

4"! 分离菌株的形态特征

从 $* 份土样中分离得到形态或培养特征各异

的放线菌 $%. 株，根据气丝、基丝、色素颜色和孢子

丝吸水情况归入 1! 个不同类群，从中选出代表菌

.% 株。其中 %. 株具有柔曲、螺旋或顶端卷曲呈球

状的孢子链，基丝无横隔、不断裂，与链霉菌形态相

似；另外 H 株气丝稀少，不形成孢子链或基丝、气丝

断裂，与链霉菌明显不同。

4"4 %& 测试

所有代表菌株的最适生长 /0 均为 %2% Q .2%。

/0 12% 除两株菌生长较弱外，其余菌均不生长，这

两株菌同时也在 /0 -2% 生长；/0 32% 有 H 株不生

长，其中 3 株在 /0 -2% 不生长；/0 -2% 仅 3 株不生

长。可见 分 离 菌 株 绝 大 部 分 属 于 中 度 嗜 酸 放 线

菌［$! Q $3］。

4"# 胞壁氨基酸分析

.% 个代表菌株有 3 种不同的氨基酸组成：" $
株（菌株 H）含 B65A 和 DDRDE)；# " 株（菌株 $、%、

$3、$-、!*、!!、1.、1H）只含 B65ARDE)；$ !% 株含 PP
和痕量 B65ARDE)；% 1$ 株只含 PPRDE)。结合形态

和 DE) 组成，可以确定"和#的 H 株菌属于链霉菌

以外的稀有放线菌。

4"$ +0)0+ 及 !(, -)*+ 序列分析

代表菌株的 $.( ?DIE 分别经 !"#L!和 $%&!
酶切后，得到 H 和 $$ 种不同的酶切图谱（图 $）。选

择酶切图谱带型不同的菌株进行的 $.( ?DIE 序列

分析，结果表明：图 $RE 中带型 $ Q % 为链霉菌（其中

带型 !、1、3 相同）、. Q H 为诺卡氏菌、$* 为拟无枝酸

菌、$$ 为微杆菌。图 $RN 中带型 $ Q 1 为链霉菌、3 Q
- 为诺卡氏菌、" 为假诺卡氏菌、H 为拟无枝酸菌、$*
为微杆菌、$$ 为小单孢菌。可见两种酶均可在属级

水平上对分离菌株进行鉴定，但 !"#L!不能将小单

孢菌和假诺卡菌同其他属的菌区分开来，其分辨率

不如 $%&!高。分离菌株的分类从属关系见表 !。

图 ! 代表菌株 !(, -)*+ 的 !"#5!（+）和 $%&!（6）限

制性酶切图谱

S;7T $ J65C?;@C;A< /4CC6?<5 AK $.( ?DIE AK ?6/?656<C4C;U6 5C?4;<5 &;765C6&

8;C: !"#L!（E）4<& $%&!（N）

VT$**W/ DIE =4&&6? T

E：$T (C?4;< $.；!T (C?4;< %"；1T (C?4;< 1%；3T (C?4;< !$；% T (C?4;< -；.T (C?4;<

!!；- T (C?4;< %；"T (C?4;<$-；HT (C?4;< $；$*T (C?4;< !*；$$T (C?4;< $1 T

N：$T (C?4;< 1%；!T (C?4;< %3；1T (C?4;< $.；3T (C?4;< $；%T (C?4;< !!；.T (C?4;<

$-；- T (C?4;< %；"T (C?4;<$3；HT (C?4;< !*；$*T (C?4;< $1；$$ T (C?4;< H T
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表 ! 根据 "#$#" 和序列分析所得的分离菌株的分类从属关系

!"#$% & ’()$*+%,%-./ "00.$."-.*,1 *0 .1*$"-%1 #"1%2 *, 34543 ",2 678 95:3 1%;<%,/%
:*= *0

9%>9%1%,-"-.?% 1-9".,1
!(% ,<@#%9 *0 .1*$"-%1
"11.+,%2 -* -(.1 +9*<> A%,<1 !(% /$*1%1-

1>%/.%1B1-9".,
C2%,-.-.%1 *0
678 95:3BD

E，67，&6，FG，GH，GI 6H7 !"#$%"&’()$* J KEL7 M KKLK
6，G，6E，&& 7 +&),#-., J KKLF M KKLE

K 6 /.)#&’&0&*%&#, / = ),#1&0,)$, KKLI
&N 6 2’()&3,"&%*.* 2 = ,45#$, 6NN
6F 6 /.)#&1,)"$#.5’ / = &6(-,0* KKLF
6H 6 7*$5-&0&),#-., 7 = ,0",#)".), KKLK

!%& 抗菌活性测试

7G 株代表菌对 AJ 菌均无拮抗活性。&G 株对

AO 菌或真菌有拮抗活性，其中拟无枝酸菌（菌株 &N）

对金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、白色念珠菌、尖

孢镰孢霉和绿色木霉有拮抗活性；诺卡氏菌（菌株

6E）仅对尖孢镰孢霉有拮抗活性；其余为链霉菌，其

拮抗活性见表 F。小单胞菌、假诺卡氏菌和微杆菌

对所有测试菌均无拮抗活性。

表 ’ 链霉菌抗菌活性试验

!"#$% F 3,-.@./9*#."$ "/-.?.-) -%1- *0 !"#$%"&’()$*
!%1- #"/-%9.<@ !(% ,<@#%9 *0 "/-.?% 1-9"., 8-9"., :*=

8*)9$#.)9., )&3.（AJ ） J J
:3$1*.$33, %0$5’&0.,$（AJ ） J J

7*$5-&’&0,* ,$#5;.0&*,（AJ ） J J
!",%93&)&))5* ,5#$5*（AO ） I 6&，6G，&6，&K，HN，H6，HI，GI

!",%9(3&)&))5* $%.-$#’.-.*（AO ） I 6&，6G，&6，FH，HN，H6，GH，7G
2*%$#;.335* <50.;,"5* E 6&，&K，GH，GI，GK，7N，7G
=,0-.-, ,31.),0* 7 6&，&F，FH，GH，GG，7N

>5*,#.5’ &6(*%&#5’ I 6G，&H，&K，HN，HF，HG，GH，7G
?#.)9&-$#’, @.#.-$ 67 6&，67，&F，&K，FH，HF，HG，GF，GH，GG，GE，GI，GK，7N，76，7G

’ 讨论

从土壤基质看，6N 号土样为菜地土壤，其余都

是自然土壤。从 6N 号土样分离到 H& 株不同的放线

菌，占分离菌株总数的 &7LKD，说明菜地土壤由于

人为耕作土壤肥沃、透气性好，其中放线菌数量较自

然土壤多，这与徐丽华等人的研究结果一致［6G］。

随着分子生物学的发展，678 95:3 成为放线菌

分类的“黄金标准”，随之经典的分类方法受到冲击

和挑战。然而通过分子手段进行分类鉴定较传统方

法资金花费多、仪器要求高，对于大量菌株的初步分

类，形态观察和胞壁分析还是有其优势。本实验选

取的形态不同于链霉菌、胞壁不含 PPQ53’ 的菌株，

经序列分析全是链霉菌以外的稀有放线菌，说明以

上两种传统分类方法用于区分链霉菌和非链霉菌具

有很高的可信度。

由于放线菌的 AR 含量较高，进行 34543 分析

时所选两种酶的酶切位点都是只含 AR 的特异序

列。从结果看，两种酶均可在属级水平上对分离菌

株进行鉴定，但 A*"S!不能将小单孢菌和假诺卡菌

同其他属的菌区分开来，所以限制性内切酶 B9,!

比 A*"S!的分辨率高，可在属级水平上区分更多的

分离菌株。由于链霉菌属和诺卡氏菌属较大，这两

种酶均可将这两个属内的部分菌株在种水平上进行

区分。

检测菌株的抗菌活性有望获得产生新次生代谢

产物的活性菌株，继而找到具有重要经济实用价值

的生物活性物质。从抗菌活性结果看：（6）拮抗 AO

菌的放线菌比拮抗 AJ 菌的多，这与薛泉宏等人的

研究结果一致［67］。（&）拮抗真菌的放线菌比拮抗细

菌的多。由于大多数真菌分布在偏酸性土壤中，其

中的放线菌可能是极具潜力的抗真菌活性物质的产

生者。我们所用的土壤样品均偏酸性，故结果证实

了这一推论。（F）拟无枝酸菌是多种抗生素的产生

菌，具有广泛的抗菌活性，对 AO 菌有明显作用，这

与有关文献报道结果一致［6E，6I］。因此除了链霉菌，

拟无枝酸菌也应成为值得关注的产生生物活性物质

的放线菌群。

因试验所用的分离方法和培养手段有限，推测

土壤中还有一些未知的稀有或不可培养放线菌分

布。我们正通过 5AAT 等非培养方法对该土样作进

一步研究，以期更客观地反映该地区土壤放线菌分

7&E 微生物学报 2)", /.)#&1.&3&;.), !.0.), &NNG，U*$=HG :*=G



布情况，为更好地开发该地区的放线菌资源提供可

靠依据。

致谢 感谢中国科学院微生物研究所刘杏忠教授提

供土壤样品。感谢潍坊医学院赵乃昕教授提供耐药

细菌测试菌。
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