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摘  要: 从广西山口国家红树林生态自然保护区采集 8 种真红树植物和 5 种半红树植物的根、茎、

叶及胚轴等组织样品共计 41 份。经过表面消毒后粉碎, 分别以几丁质、腐殖酸、木聚糖等作为主要

营养及能量来源设计了 8 种分离培养基, 从植物组织中分离得到 118 株放线菌。使用 6 种新药筛选

模型对分离菌株进行了生理活性筛选, 77 株放线菌的发酵液样品在一个或多个药物筛选模型中显示

为阳性, 初筛阳性率为 65.3%。对 77 株筛选阳性菌株进行的初步分类研究结果显示, 其中 44 株属

于链霉菌属, 25 株为小单孢属的菌株, 3 株属于糖丝菌属, 3 株为诺卡氏属菌株, 1 株是拟诺卡氏属菌

株, 1 株是伦茨氏菌属的菌株。对一株在抗多重耐药检定菌 HH22 和降血脂模型上都显示出良好活

性的菌株 I07A-01824 进行表型和基因型分析, 确定 I07A-01824 为黄白链霉菌(Streptomyces albi-
doflavus)菌株。该研究显示, 红树植物内生环境不仅仅孕育了丰富多样的内生放线菌, 而且红树植物

内生放线菌也是新型天然生理活性次级代谢产物的有效来源。 
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Abstract: Fourty one plant tissue samples, including root, stem, leaf and hypocotyl were collected from 8 
kinds of eumangrove and 5 kinds of semi-mangrove at Shankou Mangrove Nature Reserve in Guangxi 
Province. These samples were grinded into little pieces after surface sterilization, and then seeded into the 
isolation media containing chitin, humic acid or xylan as the main nutrition and energy source. As a result, 
118 actinobacterial strains were purified from these plant tissue samples. These isolates were screened 
using 6 models for screening new antibiotics, and the fermentation broths from 77 strains exhibited activ-
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ity on at least one screening model, the positive rate among the isolates is 65.3%. Based on the morpho-
logical characteristics, chemotaxonomic and 16S rRNA gene analysis, 77 isolates were identified as 
Streptomyces spp. (44), Micromonospora spp. (25), Saccharothrix spp. (3), Nocardia spp. (3), Nocar-
diopsis sp. (1) and Lentzea sp. (1). Strain I07A-01824, which showed strong antibacterial activity against 
the test strain Enterococcus faecalis HH22 (a multi-resistant clinical isolate) and positive activity on the 
screening model of statins-like antihyperlipidemics, was identified as a member of a known species 
Streptomyces albidoflavus. This study demonstrates that an unexpected diversity of actinobacteria colo-
nizes inside the mangrove tissues, and these endophytic actinobacteria are promising sources of new 
natural secondary metabolites with physiological activities. 

Keywords: Mangrove, Endophytic Actinobacteria, Isolation, Screening, Identification  

植物内生放线菌是在生活史的一定阶段或全

部阶段生活于健康植物组织内部或细胞间隙而不

引起植物产生明显病症的放线菌 [1−2]。红树植物所

处的高温、高盐、频繁潮汐、缺氧、强风、强紫外

线的生态条件 [3], 为其内部的微生物创造了特殊的

环境 [4−5]。广西山口红树林是中国第二个国家级红

树林自然保护区。区内的红树林是中国大陆海岸红

树林的典型代表 , 生长于陆地与海洋交界带的滩

涂浅滩, 是陆地向海洋过度的特殊生态系统; 同时

也是发育良好 , 结构独特 , 连片较大 , 保存较完整

的天然红树林。研究发现, 从部分红树植物组织中

分离纯化得到的化合物具有抗艾滋病病毒、抗肿

瘤、抑菌和抗氧化等活性 [6−8]。红树植物特殊的生

存环境和独特的遗传背景为我们研究植物内生放

线菌提供了较好的材料[9]。本文采用纯培养法来分

离培养红树植物内生放线菌菌株, 通过生理活性筛

选和分类学研究, 初步评价红树植物内生放线菌的

多样性和药用价值, 为药用微生物资源的研究、保

护、开发和利用提供一定的理论依据和实践指导。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物样品: 红树植物样品采集于山口红树林

国家级自然保护区 , 位于中国广西壮族自治区合

浦县山口镇辖区内。采集了 8 种红树植物(木榄、

红海榄、秋茄、桐花树、海桑、海漆、白骨壤、榄

李)的根茎叶以及木榄和红海榄的胚轴; 5 种半红树

植物(黄槿、水黄皮、节槿、杨叶肖瑾、海芒果)的
根茎叶。 
1.1.2  培养基: (1) 菌种分离培养基: 使用以下 8 种

培养基进行菌种分离。 

M1 (g/L): 天门冬酰胺 1, 酵母浸膏粉 5, 甘油

10, 硝酸钾 5, 甜菜碱 1.25, 琼脂 12, pH 7.2。 
M2 (g/L): 几丁质 1, 丙酮酸钠 1.25, 磷酸氢二

钾 0.7, 硫酸亚铁 0.01, 硫酸镁 0.5, 氯化钠 10, 琼脂

12, pH 7.2。 
M3 (g/L): 蛋白胨 1, 牛肉膏 0.5, 甜菜碱 1.25, 

丙酮酸钠 1.25, 氯化钠 10, 琼脂 12, pH 7.2。 
M4 (g/L): 腐殖酸 1, 植物蛋白 0.5, MOPS 

10 mmol/L, 甜菜碱 1.25, 丙酮酸钠 1.25, 氯化钠

10, 琼脂 12, pH 7.2。  
M5 (g/L): 纤维素 2, 干酪素 0.3, 硝酸钾 0.2, 

硫酸镁 0.05, 磷酸氢二钾 0.2, 碳酸钙 0.2, 硫酸亚铁

0.01, 氯化钠 10, 琼脂 12, pH 7.2。 
M6 (g/L): 木聚糖 3, 酵母浸膏粉 5, 硝酸钾 0.2, 

硫酸镁 0.05, 磷酸氢二钾 0.2, 碳酸钙 0.2, 硫酸亚铁

0.01, 氯化钠 10, 琼脂 12, pH 7.2。 
M7 (g/L): 丙酸钠 2, 硝酸钾 0.1, 甜菜碱 1.25, 

硝酸钾 0.2, 硫酸镁 0.05, 磷酸氢二钾 0.2, 碳酸钙

0.2, 硫酸亚铁 0.01, 氯化钠 10, 琼脂 12, pH 7.2。 
M8 (g/L): 鱼蛋白胨 5, 酵母浸膏粉 1, 柠檬酸

铁 0.1, 氯化钠 19.45, 氯化镁 8.8, 硫酸钠 3.24, 氯化

钙 1.8, 氯化钾 0.55, 碳酸氢钠 0.16, 溴化钾 0.08, 琼

脂 12, pH 7.2。 
(2) 斜面培养基: M7 (见菌种分离培养基)。 
(3) 发酵培养基: A1 (g/L): 葡萄糖 5, 麦芽膏

10, 可溶性淀粉 20, 酵母膏 5, 棉籽饼粉 10, 磷酸氢

二钾 0.5, 硫酸铵 5, 碳酸钙 3, 氯化钠 20, pH 7.2。 
A2 (g/L): 葡萄糖 5, 酵母膏 5, 蛋白胨 5, 牛肉

膏 5, 玉米浆 4, 黄豆饼粉 10, 碳酸钙 4, 可溶性淀粉

20, 氯化钴 0.02, 氯化钠 20, pH 7.2。 
1.1.3  抑制剂(mg/L): 萘啶酸 50, 放线菌酮 25, 重

铬酸钾 25。 

1.1.4  检 定 菌 : 耻 垢 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium 
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smegmatis, ATCC700044), 赭 色 掷 孢 酵 母 SS04 
(Sporobolomyces salmonicolor SS04), 奇异变形杆菌

Pm631SE (Proteus mirabilis Pm631SE, 临床分离

株, 产超广谱β-内酰胺酶 TEM-3), 粪肠球菌 HH22 
(Enterococcus faecalis HH22, 临床分离株, 对庆大

霉素、青霉素、红霉素和四环素等多重耐药), 绿

脓 杆 菌 PAO1 (Pseudomona aeruginosa PAO1), 

Bl21.19/pET20b/pasecA 和 Bl21.19/pET20b/ecsecA[10]

为中国医学科学院医药生物技术研究所菌种中心保

藏 菌 株 , 草 分 枝 杆 菌 SS12 (Mycobacterium phlei 

SS12 新 生 霉 素 超 敏 菌 株 ) 和 草 分 枝 杆 菌 RR11 
(Mycobacterium phlei RR11, 新生霉素耐药菌株)[10]

为中国医学科学院医药生物技术研究所筛选实验

室保藏。 

1.2  方法 
1.2.1  菌种分离和保藏: (1) 植物组织样品处理: 将

采集的红树林植物样品先用流动的清水冲洗干净 , 

再超声清洗彻底去除植物组织表面的杂质, 把植物

样品剪切成 15 cm 左右长度的节段进行表面消毒。

样品依次用次氯酸钠(含 5%有效氯量)浸泡 5 min, 

无菌水清洗 3 次, 75%酒精浸泡 3 min, 无菌水清洗 3

次, 晾干, 用粉碎机把植物组织粉碎备用。 

(2) 菌种分离: 取适量的植物碎片均匀撒在分

离培养基的表面, 置 28°C 静止培养 3−7 周。3 周之

后, 随时观察分离培养基上菌落状态, 挑取放线菌

单菌落并进行菌种纯化。 

(3) 菌种保藏: 纯化菌株分别以斜面 4°C 短期

保藏; 用 20% (V/V)甘油作为保护剂, −80°C 保藏中

期保藏。 

1.2.2  菌株发酵液生理活性测定: 将微生物菌株接

种于放线菌发酵培养基中, 28°C 摇瓶培养 96 h, 离

心得到发酵液上清, 用直径为 9 mm 的圆形无菌滤

纸片沾取发酵液上清, 放于含有相应检测菌的检定

平板上, 过夜培养后测定抑菌圈直径的大小[10−11]。 

1.2.3  菌种鉴定: 参照徐丽华等主编的《放线菌系

统学》[12]相关方法操作。 

2  结果 

2.1  菌种分离结果 
从 8 种真红树植物和 4 种半红树植物的根、茎、

叶及胚轴等 38 份组织样品中分离纯化得到 118 株放

线菌, 半红树植物节槿的根茎叶组织中, 均未能有

效地分离出放线菌，见表 1。其中 81 株放线菌分离

自红树植物的根组织, 27 株来自红树植物的茎, 7 株

源于叶, 3 株分离自红海榄和木榄的胚轴。 
 
表 1  118 株红树植物内生放线菌的来源信息 

Table 1  Information about the 118 endophytic actino-
bacterial strains from mangroves 

植物组织部位 
Tissue of Plant 

根 
Root 

茎 
Stem 

叶 
Leaf 

胚轴 
Hypocotyl

红海榄 
Rhizophora stylosa 

2/3 1/1 0 1 

白骨壤 
Aricennia marina 

3/4 1/4 1/1 0 

海  漆 
Excoecaria agallocha 

2/3 0 0 0 

榄  李 
Lumnitzera racemosa 

3/7 0 1/2 0 

木  榄 
Bruguiera gymnorrhiza

19/22 1/4 1/1 1/2 

秋  茄 
Kandelia candel 

2/4 1/2 1 0 

水黄皮 
Pongamia pinnata 

1/2 0 0 0 

桐花树 
Aegiceras corniculata 

1/1 0 0 0 

杨叶肖瑾 
Thespesia populnea 

3/5 4 1/1 0 

黄槿 
Hibiscus tiliaceus 

12/14 4/7 0 0 

海芒果 
Cerbera manghas 

1/2 2 0 0 

海桑 
Sonneratia caseolaris 

13/14 1/3 1/1 0 

合计(株*) 
Total (Strains) 

62/81 9/27 5/7 1/3 

注: *: 筛选阳性菌株数/分离菌株数. 
Note: *: Positive strains/isolated strains. 

 

2.2  菌株发酵液生理活性筛选结果 
使用耻垢分枝杆菌、临床分离的多重耐药菌粪

肠球菌 HH22 和奇异变形杆菌临床分离株 Pm631SE

等作为检定菌, 运用以结核分枝杆菌 DNA 回旋酶和

绿脓杆菌 SecA 蛋白等为靶点的药物筛选模型以及

抑制 SS04 生长的降血脂药物筛选方法对 118 株红树

植物内生放线菌进行了抗细菌、抗耐药菌以及降血

脂等活性的初步检测, 发现 77 株放线菌的发酵液样

品在一个或多个药物筛选方法中显示为阳性(表 2), 
初筛阳性率为 65.3%。其中, 源于植物根部的 81 株
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菌中, 初筛阳性菌株为 62 株, 阳性率为 76.5%; 源

于茎的 27 株菌中, 初筛阳性菌株数为 9 株, 阳性率

为 33.3%; 源于植物叶片的 7 株菌中, 初筛阳性菌株

有 5 株, 阳性率为 71.4%。从红海榄和木榄胚轴中分

离得到的 3 株菌中, 有 1 株为初筛阳性菌株, 阳性率

为 33.3%。 
 

表 2  菌株的生理活性筛选结果# 
Table 2  Physiological activities screening results# 

筛选模型 
Screnning model 

700044 SS04 631 HH22 SS12 PASecA

Streptomyces 15/44 5/44 11/44 20/44 19/44 1/44 

Micromonospora 5/25 7/25 6/25 11/25 10/25 1/25 

Lentzea 1/1 0 0 0 1/1 1/1 

Saccharothrix 0 0 1/3 0 2/3 0 

Nocardia 0 0 0 0 3/3 0 

Nocardiopsis 0 0 0 0 1/1 0 

注: 700044: Mycobacterium smegmatis, ATCC700044; SS04: 赭色

掷孢酵母 SS04; 631: 奇异变形杆菌 Pm631SE; HH22: 粪肠球菌

HH22; SS12: 草分枝杆菌 SS12 (结核分枝杆菌 GyrB 药物筛选模

型); PASecA: 绿脓杆菌 SecA 药物筛选模型; #: 筛选阳性菌株数/

该属的菌株总数.  
Note: 700044: Mycobacterium smegmatis, ATCC700044; SS04: 
Sporobolomyces salmonicolor SS04; 631: Proteus mirabilis 
Pm631SE; HH22: Enterococcus faecalis HH22; SS12: Mycobacte-
rium phlei SS12 (novobicin supersensitive strain); PASecA: Drug 
screening model targeted on Pseudomona aeruginosa SecA; #: 
Positive strains/isolated strains. 

 
分离自木榄叶片的菌株 I07A-01824 在抗多重耐

药检定菌 HH22 和降血脂模型上都显示出良好的活

性。在不同的筛选模型上筛选菌株的阳性率差异比

较大, 其中有 36 株菌在结核分枝杆菌 GyrB 药物筛

选模型上显示阳性, 而在绿脓杆菌 SecA 药物筛选

模型上仅有 3 株菌的结果为阳性, 多数菌株(41 株)

仅在一个筛选模型上呈现阳性。菌株 I07A-01824 对

赭色掷孢酵母 SS04 和多重耐药菌粪肠球菌 HH22 同

时具有较强的抑制作用。通过菌株 I07A-01824 的发

酵液样品进行了分离纯化和结构解析 , 发现菌株

I07A-01824 可产生一种在第 8 位碳原子上带有乙酰

氧基的抗霉素 A18(该研究结果已另文发表)[13]。该

结果表明红树林植物内生放线菌是具有潜在应用价

值的、很有前景的新型天然生理活性次级代谢产物

的有效来源。 

2.3  菌种鉴定结果 
对筛选得到的具有生理活性的菌株进行 PCR 扩

增并测序, 得到的 16S rRNA 基因 (序列注册号为

GU550523-GU550599)在 GenBank 中进行 BLAST 搜

索比对。基因序列比对结果显示 77 株放线菌中 44

株菌与链霉菌属(Streptomyces)菌株 16S rRNA 基因

的 相 似 性 为 98%−100%; 25 株 菌 与 小 单 孢 菌 属

(Micromonospora)菌株的 16S rRNA 基因相似性为

98%−100%; 3 株菌与糖丝菌属(Saccharothrix)菌株

的 16S rRNA 基因相似性为 98%−99%; 3 株菌与诺卡

氏菌属(Nocardia)菌株的 16S rRNA 基因相似性为

98%−99%; 1 株菌与拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)菌

株的 16S rRNA 基因相似性为 98.3%; 1 株菌与伦茨

氏菌属 (Lentzea)菌株的 16S rRNA 基因相似性为

99.1%。 

其中菌株 I07A-01824 的 16S rRNA 基因和链霉菌

属菌种 S. albidoflavus、S. canescens、S. champavatii、
S. coelicolor、S. felleus、S. globisporus subsp. cau-

casicus、S. griseus subsp. solvifaciens、S. limosus、

S. odorifer、S. sampsonii 的 16S rRNA 基因相似性均

为 100%。细胞壁含 LL-DAP; 极性脂以 Phosphatidyl 

ethanolamine (PE) 为主, 含有少量未知结构的氨基

磷 脂 ; 甲 基 萘 醌 的 组 成 为 MK-9(H4) (38.50%) 、

MK-9(H6) (35.60%)、MK-9(H8) (8.40%)、MK-8(H6) 
(8.4%); 细 胞 脂 肪 酸 谱 为 anteiso-C15:0 (37.2%) 、

iso-C16:0 (12.9%)、iso-C15:0 (8.0 %)、iso-C17:0 (7.8%)、

iso-C14:0 (7.6%) 、 C16:0 (6.2%) 、 C15:0 (5.2%) 、

anteiso-C15:0 2OH (5.1%) 、 C16:1 CIS9 (5.1%) 、

anteiso-C17:1 (2.7%)、iso-C16:1H (2.2%); 基因组 G + C
含 量 是 68.7 mol% 。 以 上 表 型 特 征 显 示 , 菌 株

I07A-01824 和黄白链霉菌菌株 Streptomyces albi-
doflavus DSM 40455T 的表型特征[14]相符合。在基于

16S rRNA 基因序列分析的系统进化树上 (图 1), 

菌株 I07A-01824 和上述菌株聚在一个稳定的进

化分枝上 , 其进化距离为 0。根据多位点基因分

析和 DNA-DNA 杂交实验研究结果 , Rong 等学者

提议将 S. albidoflavus、S. canescens、S. champavatii、

S. coelicolor、S. felleus、S. globisporus subsp. Cau-
casicus、S. griseus subsp. Solvifaciens、S. limosus、 S. 

odorifer 、 S. sampsonii 合 并 为 同 一 个 种 S. albi-
doflavus[14] 。 综 合 表 型 和 基 因 型 特 征 , 确 定 菌 株

I07A-01824 属于黄白链霉菌 S. albidoflavus 种中的

一员。



魏玉珍等: 广西山口红树林内生放线菌的分离、筛选及初步鉴定 827 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 

图 1  基于 16S rRNA 基因分析的 I07A-01824 与相关菌株的 N-J 系统的发育树 
Fig. 1  Neighbour-joining trees based on 16S rRNA gene sequences of I07A-01824 and related strains 

注: #: 0.005%序列差异. 
Note: #: 0.005% sequence divergence. 

 

3  讨论 

随着从来源于普通环境土壤微生物中分离、筛

选新化合物几率的不断下降, 人们已经逐步将注意

力转向了特殊生境的微生物[4]。新型次生代谢产物

Salinisporamycin 的发现进一步激发了大家对特殊生

境下放线菌研究的热情[15]。生存于热带和亚热带地

区沿海沼泽的特殊植物群，红树植物为其内生菌提

供了一个特殊的生态环境[16]。本研究从广西山口红

树植物中分离得到了放线菌中 6 个属的 118 株菌, 

初步显示了红树植物内生放线菌的多样性。菌株的

生理活性筛选结果显示, 分离菌株中 12 株对 Pm631 

SE 的生长有抑制作用, 19 株对 HH22 有抑菌活性, 13

株对耻垢分枝杆菌有抑菌作用, 3 株对 SS04 有拮抗

作用, 36 株在结核分枝杆菌 DNA 回旋酶模型上有活

性, 2 株在绿脓杆菌 SecA 蛋白模型上显示阳性。这

组数据表明了红树植物内生放线菌产生生理活性物

质的多样性, 为寻找新的抗菌药物提供了重要的资

源。本研究中, 从红树植物的根部分离得到的菌株

数量最多, 占总分离菌株的 69.2%, 而且, 这部分菌

株的初筛活性率(76.5%)也最高。因此, 同一植物内

生放线菌的分布及其生物学特性是否具有组织特异

性, 还值得进一步深入探索。同时，节槿根茎叶组

织样品中的微生物还有待于进一步采集和分离研

究。来源于木榄叶片组织的菌株 I07A-01824 是链霉

菌属的已知种(黄白链霉菌种)的一员 , 其代谢产物

对 HH22 和 SS04 都有抑菌作用, 菌株 I07A-01824

产生的具有良好抗菌活性的化合物 A18 为首次在天

然产物中发现。以上研究结果也显示出从新来源的

旧物种中寻找新化合物的希望。 

致谢: 真诚感谢山口国家红树林生态自然保护区英

罗管理站的同志们在样品采集时给予的热情帮助和

指导。 
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