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摘  要：【目的】进一步了解贵州喀斯特洞穴土可培养细菌的物种多样性组成及其产蛋白酶、

淀粉酶生物活性能力。【方法】选取 11 种分离培养基，利用稀释直接涂布平板法对贵州黔西南

兴义市喀斯特地区白碗窑镇魔家大溶洞洞内土壤进行可培养细菌分离；利用两种鉴定培养基对

相关细菌进行生物活性判定。【结果】根据 16S rRNA 基因序列的系统进化分析，将分离得到的

217 株细菌分别归类到 24 个属的 63 个不同种类，其中红球菌属(Rhodococcus)和链霉菌属

(Streptomyces)为该洞内土壤可培养细菌的优势菌群，分别占 24.42%和 21.66%。大多数菌株与

已知典型菌株的 16S rRNA 基因序列相似性为 97.90%−99.99%，其中至少有 4 株菌株(D3T01、

D911、D961 和 D502)为潜在的新分类单元。对 217 株细菌进行蛋白酶和淀粉酶活性筛选，其

中具有蛋白酶或淀粉酶活性的 99 株，占分离菌株的 45.62%，分别属于 18 个属的 38 个不同种；

同时具有蛋白酶和淀粉酶活性的 36 株，占具有酶活性菌株的 36.36%，占分离菌株的 16.59%。

【结论】贵州兴义喀斯特洞穴土中存在丰富多样的细菌类群，且蕴藏着一定数量的潜在新物种

资源；此外功能酶菌株在喀斯特洞穴土壤中大量存在，为工业应用奠定了资源基础，极具进一

步发掘和研究的价值。 
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Abstract: [Objective] The main focus for the current study is to investigate the diversity of 
culturable bacteria in soils of karst caves located in Xingyi county of Guizhou province and to 
analyze their potential for production of protease and amylase. [Methods] Isolation of the culturable 
bacteria was done by spread plate technique using 11 synthetic media. Phylogenetic relationship of 
the isolates based on their 16S rRNA gene sequences was analyzed. The isolates were then screened 
for production of protease and amylase using plate method. [Results] Based on the 16S rRNA gene 
sequences, a total of 217 isolates affiliated to 63 species of 24 genera were determined, of which the 
genera Rhodococcus and Streptomyces were the dominant bacteria (comprising 24.42% and 21.66% 
respectively). Majority of these strains had 16S rRNA gene sequence similarities ranging between 
97.90% and 99.99% with related type strains, except the strains D3T01, D911, D961 and D502 which 
are potential new taxa. Of these culturable bacteria isolated, 99 strains belonging to 38 species of 18 
genera were positive for protease and/or amylase activities. Among these, 36 strains had both 
amylase and protease activities, thus constituting about 36.36% of the bioactive strains and 16.59% 
of the total isolates. [Conclusion] The results indicated that soil of karst caves in southwest of 
Guizhou are promising sources for isolation of many bioactive strains, with potential for further 
exploration and research. 
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洞穴为典型地下喀斯特地貌，以其不连续的

生境、完全的黑暗、几乎恒定的空气和水温、接

近饱和的湿度以及极度贫乏的有机营养来源为特

征。洞穴被认为是一种陆地黑暗生态系统的极端

环境[1]。中国以广西、云南和贵州等省(区)成为著

名的喀斯特地貌区域，也是喀斯特洞穴资源最丰

富的国家[2-3]，而贵州黔西南喀斯特地貌以其分布

了大量溶洞而成为贵州省重要土壤贫瘠地。贫瘠

的有机营养和能量使得洞穴中的微生物主要以化

能无机自养为主，同时，受物理条件制约，洞穴

系统能够几千年甚至几十万年的保持不变，能够

对微生物群落进行有效的长期保存，使得喀斯特

洞穴环境中微生物资源及其多样性的研究有着重

大而深远的意义。 

早在 20 世纪初，美国、加拿大、澳大利亚、

英国、俄罗斯以及法国等国的微生物学者、地质

学家、化学家开始对洞穴中的微生物及其在洞穴

中次生矿物形成过程中的作用和机理进行了不同

层面的深入研究。而现今国内外学者对洞穴微生

物研究也主要集中于碳酸盐沉积和溶解，地质微

生物学和生物地球化学中微生物对金属和养分循

环作用，如铁锰的沉积，碳、氮和硫等元素的循

环等[4-24]。与其他国家相比，国内对洞穴微生物的

研究还在起步阶段，并且研究领域较有限。另外，

有关微生物的应用报道主要集中在代谢产物制剂，

如抗菌素、表面活性剂及酶制剂等方面[25-28]。 

目前，国内有关喀斯特洞穴微生物群落组成

研究还鲜有报道，尽管对喀斯特微生物代谢产物
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的研究已经起步，但与其它环境相比研究尚少，

使得这一方向的研究前景广阔，同时对促进喀斯

特地域的生态学与地质微生物学研究的发展有重

大作用。本研究旨在了解贵州黔西南喀斯特洞穴

中细菌的多样性组成及其产蛋白酶、淀粉酶活性

菌株情况，为促进对洞穴和喀斯特生态学与地质

微生物学研究奠定一定的基础，同时为开展微生

物资源的研究与开发利用提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试验材料：于 2014年 11月通过三角采样法

取贵州省黔西南州兴义市白碗窑镇魔家大溶洞洞

内土壤 3份，于 4 °C保存备用。 

1.1.2  主要试剂和仪器：细菌通用引物由上海捷

瑞生物工程有限公司合成；DNA聚合酶、制霉菌素

等购自于上海生工生物工程有限公司。PCR仪、电

泳仪，Bio-Rad 公司；凝胶成像仪，GEL Logic200 

Imaging System。 

1.1.3  分离培养基：每种分离培养基加制霉菌素  

50 mg/L。 

(1) CC 培养基(g/L)：微结晶纤维素 1.0，酪蛋

白水解物 1.0，硝酸钾 0.2，磷酸氢二钠 0.5，七水硫

酸镁0.05，七水硫酸亚铁0.01，琼脂11.0，pH 7.5。 

(2) HP培养基(g/L)：海藻糖 1.0，脯氨酸 0.5，

硝酸钾 0.5，磷酸氢二钠 0.3，七水硫酸镁 0.05，七

水硫酸亚铁 0.01，琼脂 11.0，pH 7.5。 

(3) ISP 5培养基[29]。 

(4) SC 培养基(g/L)：可溶性淀粉 1.0，酪蛋白

0.3，硝酸钾2.0，氯化钠2.0，七水硫酸镁0.05，磷

酸氢二钾 2.0，七水硫酸亚铁 0.01，琼脂 11.0，   

pH 7.5。 

(5) LB培养基(g/L)：氯化钠 10.0，酵母提取物

5.0，蛋白胨 10.0，pH 7.2。 

(6) 高氏培养基(g/L)：可溶性淀粉 20.0，氯化

钠 0.5，七水硫酸亚铁 0.02，七水硫酸镁 0.5，硝酸

钾 2.0，磷酸氢二钾 1.0，pH 7.0。 

(7) Cl-Na-HCO3 型培养基(g/L)：氯化钠 0.6，

碳酸氢钠 0.2，七水硫酸镁 0.01，氯化钾 0.1，硼酸

0.04，氟化铁 0.01，微量盐 10.0 mL，酵母膏 1.0，

胰蛋白胨 1.0，琼脂 20.0，pH 7.5。 

(8) AV 琼脂培养基(g/L)：甘油 5.0，精氨酸

0.5，葡萄糖 1.0，磷酸氢二钾 0.3，七水硫酸镁

0.2，氯化钠 0.3，复合维生素 1.0 mL，琼脂 20.0，

pH 7.5。 

(9) T5培养基(g/L)：葡萄糖 1.0，藕粉 1.0，酵

母提取物 2.0，胰蛋白胨 0.5，微量盐 1.0 mL，碳酸

钙 0.5，琼脂 20.0，pH 7.5。 

(10) ISP 2培养基[29]。 

(11) R2A培养基
[30]。 

1.1.4  蛋白酶筛选培养基(g/L)：脱脂牛奶 50.0，

琼脂 12.0，pH 7.2−7.4。 

1.1.5  淀粉酶筛选培养基 (g/L)：可溶性淀粉

10.0，磷酸氢二钾0.3，碳酸镁1.0，氯化钠0.5，硝

酸钾 l.0，琼脂 12.0，pH 7.2−7.4。 

微量元素溶液成分(g/L)：七水硫酸亚铁 2.0，

二水氯化锰 1.0，七水硫酸锌 1.0。 

复合维生素成分(mg/L)：维生素 B1 1.0，维生

素 B6 1.0，维生素 B2 1.0，苯丙氨酸 1.0，烟酸

1.0，生物素 1.0，丙氨酸 1.0。 

1.2  方法 

1.2.1  样品预处理：无菌条件下称取 2.0 g 新鲜土

壤样品于装有 200 mL无菌水(含 8粒玻璃珠)的三角

瓶中，30 °C、170 r/min振荡 1 h，无菌条件下用无

菌水稀释至 10−3。 

1.2.2  细菌的分离纯化：取 200 μL 经预处理后的

样品涂布于 11 种分离培养基上，每种培养基做    

2个平行，28 °C培养 14 d。记录每个分离培养基中

的菌落数，根据菌株菌落的质地、基内菌丝和气生

菌丝的形态和颜色、边缘凹凸、是否产生可溶性色

素及其颜色，以及显微镜观察下的气生菌丝、基内

菌丝和孢子形态特征，对每个分离培养基上生长的

菌落进行分类，并将每个分离培养基不同类群单菌

落挑取 2−3个在 R2A琼脂培养基上培养 7 d，再将

单菌落转接到新的无菌 R2A 培养基的培养皿中，
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28 °C培养 7−14 d获得纯化菌落。 

1.2.3  细菌的分子生物学鉴定：(1) DNA的提取：

采用酶小量法提取[31]。(2) PCR扩增 16S rRNA基

因：采用细菌通用引物(PA：5′-CAGAGTTTGATC 

CTGGCT-3′，对应于 Escherichia coli的 7−24；PB：

5′-AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′，对应于 E. 

coli的1 540−1 522)进行16S rRNA基因扩增，50 μL

反应体系：ddH2O 37.7 μL，10×PCR buffer 5 μL，

dNTPs (10.0 mmol/L) 4 μL，PA (10 μmol/L) 1 μL，

PB (10 μmol/L) 1 μL，Taq DNA Polymerase (5 U/μL) 

0.3 μL，模板 DNA 1.0 μL。PCR 扩增反应条件

为：95 °C 3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 

1.5 min，32个循环；72 °C 10 min。PCR产物用经

EB染色的 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测，送上海生工

生物工程有限公司测序。(3) 16S rRNA基因序列的

系统发育分析：将单向测序返回的 16S rRNA基因

序列选取 650 bp 左右序列，利用 EzBioCloud 

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/)网站进行相似性比

对分析；选取同源性较高的典型菌株(相似性在

97.90%以上)的16S rRNA基因序列作为参比对象，

利用软件 ClustalW 2.0[32]和MEGA 5.1[33]进行聚类

分析，通过邻接法(Neighbor-Joining)[34]构建系统进

化树。用于检验支持率的重复抽样次数为1 000次。 

1.2.4  细菌酶学活性的筛选：产蛋白酶、淀粉酶

菌株的筛选：在蛋白酶、淀粉酶筛选培养基上接

种菌株，各菌株的接种量尽可能一致，接种好的

平板在 28 °C条件下培养 7 d。蛋白酶筛选直接观

察，菌落周围有透明圈的为阳性。淀粉酶筛选的

用 0.1%的碘液染色，在 5 min之内观察结果，菌落

周围有透明圈的为阳性。 

活性记录方法：活性圈半径 R−菌落半径 r。 

活性大小分布：0 cm<R−r≤0.5 cm，0.5 cm< 

R−r≤1.0 cm，1.5 cm<R−r≤1.5 cm，1.5 cm<R−r≤    

3.0 cm，后 3种范围为较高活性范围。 

2  结果与分析 

2.1  相同条件下各培养基的分离效果 

将经过预处理的样品在 11种培养基上 28 °C培

养 14 d，根据菌落大小、形态、颜色初步判断其类

群，通过计算单位面积菌落数量等不同特征，判

断不同培养基分离细菌的多样性，结果见表 1。 

从兴义魔家大洞洞内土壤细菌分离结果看

出，(8) AV琼脂培养基和(11) R2A培养基分离效果

最好，无论是在分离的菌落个数、各类群组成以

及菌落长势上都较其它培养基占优势。 

2.2  兴义魔家大洞洞内土壤可培养细菌多样性 

从魔家大洞洞内土壤中分离出 217株细菌，经

16S rRNA 基因测序，217 株细菌分别属于土壤球

菌属(Agrococcus)、壤霉菌属(Agromyces)、节细菌

属(Arthrobacter)、芽胞杆菌属(Bacillus)、短波单胞

菌属(Brevundimonas)、德沃斯氏菌属(Devosia)、糖

霉菌属 (Glycomyces)、白蚁菌属(Isoptericola)、马

西亚菌属(Massilia)、微杆菌属(Microbacterium)、

微球菌属(Micrococcus)、诺卡氏菌属(Nocardia)、

拟诺卡氏菌属 ( N o c a r d i o p s i s )、厄氏菌属

(Oerskovia)、类芽胞杆菌(Paenibacillus)、原小单

孢菌属(Promicromonospora)、假黄色单胞菌属

(Pseudoxanthomonas)、红球菌属(Rhodococcus)、

鞘氨醇杆菌属(Sphingobacterium)、鞘氨醇单胞菌 
 

表 1  不同培养基分离效果 
Table 1  The separation effect of different culture 

media 
培养基 

Medium 

菌落数(个)

Clones 

类群(个) 

Groups 

菌落长势 

Growth 

(1) 53 5 + 

(2) 57 5 + 

(3) 107 9 +++ 

(4) 103 7 +++ 

(5) 71 7 ++ 

(6) 69 7 ++ 

(7) 74 8 ++ 

(8) 123 16 ++++ 

(9) 111 10 +++ 

(10) 109 5 +++ 

(11) 127 18 ++++ 

注：++++：菌落长势好；+++：菌落长势较好；++：菌落长势

一般；+：菌落长势不好. 
Note: ++++: Very good growth; +++: Good growth; ++: Moderate 
growth; +: Weak growth. 
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属(Sphingomonas)、新鞘氨醇属(Sphingopyxis)、葡

萄 球 菌 属 (Staphylococcus) 、 寡 养 单 胞 菌 属

(Stenotrophomonas)、链霉菌属 (Streptomyces)。结

果见表 2。 

从所分离菌株的种类多样性分析，兴义魔家

大洞洞内土壤中分离出 217 株细菌分别属于 24 个

属中 63 个种，其中微杆菌属(Microbacterium)、诺

卡氏菌属(Nocardia)、红球菌属(Rhodococcus)以及

链霉菌属(Streptomyces)在该洞内土中分布的种类较

多，分别占所分离菌株种数的 7.94%、7.94%、

14.29%、14.29%；从可培养菌株数量分析，该洞

内土壤普遍生存着红球菌属(Rhodococcus)和链霉

菌属(Streptomyces)的细菌，分别占所分离可培养菌

株的 24.42%和 21.66%。 

2.3  可培养细菌系统进化分析 

将所分离的细菌的 16S rRNA 基因序列进行

BLAST 比对分析，选取每个种类菌株最大相似性

的典型菌株的 16S rRNA 基因序列，利用软件 

ClustalW 2.0和MEGA 5.1进行聚类分析，构建的

系统进化树(图 1)。 

如图 1 所示，24 个属中的细菌，壤霉菌属

(Agromyces)、土壤球菌属(Agrococcus)、微杆菌属

(Microbacterium)间亲缘关系较近；同样，白蚁菌

属(Isoptericola)、厄氏菌属(Oerskovia)、原小单孢

菌属 ( P r o m i c r o m o n o s p o r a )，微球菌属

(Micrococcus)、节细菌属(Arthrobacter)，红球菌属

(Rhodococcus)、诺卡氏菌属(Nocardia)，寡养单胞

菌属(Stenotrophomonas)、芽胞杆菌属(Bacillus)、 
 

表 2  各属别种类菌株数及所占比例分布情况 
Table 2  The distribution of the genera and strains 

属别 

Genus name 

种数(个) 

Species 

占分离种类数比例 

Ratio of all species (%) 

菌株数(株) 

Strains 

占所分离菌株比例 

Ratio of all strains (%) 

土壤球菌属 Agrococcus 1 1.59 2 0.92 

壤霉菌属 Agromyces 3 4.76 8 3.69 

节细菌属 Arthrobacter 3 4.76 4 1.84 

芽孢杆菌属 Bacillus 5 7.94 11 5.07 

短波单胞菌属 Brevundimonas 1 1.59 1 0.46 

德沃斯氏菌属 Devosia 1 1.59 1 0.46 

糖霉菌属 Glycomyces 1 1.59 1 0.46 

白蚁菌属 Isoptericola 3 4.76 7 3.23 

马西亚菌属Massilia 1 1.59 1 0.46 

微杆菌属Microbacterium 5 7.94 26 11.98 

微球菌属Micrococcus 1 1.59 3 1.38 

诺卡氏菌属 Nocardia 5 7.94 20 9.22 

拟诺卡氏菌属 Nocardiopsis 2 3.17 5 2.30 

厄氏菌属 Oerskovia 1 1.59 1 0.46 

类芽孢杆菌 Paenibacillus 1 1.59 1 0.46 

原小单孢菌 Promicromonospora 4 6.35 16 7.37 

假黄色单胞菌属 Pseudoxanthomonas 1 1.59 1 0.46 

红球菌属 Rhodococcus 9 14.29 53 24.42 

鞘氨醇杆菌属 Sphingobacterium 1 1.59 2 0.92 

鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas 2 3.17 2 0.92 

新鞘氨醇属 Sphingopyxis 1 1.59 1 0.46 

葡萄球菌属 Staphylococcus 1 1.59 2 0.92 

寡养单胞菌属 Stenotrophomonas 1 1.59 1 0.46 

链霉菌属 Streptomyces 9 14.29 47 21.66 
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图 1  基于 16S rRNA 基因序列以邻位连接法构建兴义喀斯特洞内土壤可培养细菌之间的系统发育树 

Figure 1  Phylogenetic tree constructed by using the Neighbor-Joining method based on the 16S rRNA gene sequences of 
culturable microbial community in soil of Xingyi karst cave 

注：计算结果大于 50%的自举值显示在分支上，0.02代表两个核苷酸之间的遗传距离. 

Note：The bootstrap values>50% are shown at branch points; Bar value 0.02: represents per nucleotide position. 
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类 芽 胞 杆 菌 (Paenibacillus) ， 德 沃 斯 氏 菌 属

(Devosia)、短波单胞菌属(Brevundimonas)、鞘新氨

醇 属 (Sphingopyxis) 、 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

(Sphingomonas)，马西亚菌属(Massilia)、假黄色单

胞菌属 (Pseudoxanthomonas)、寡 养单胞 菌 属

(Stenotrophomonas)分别聚类在同一支上，说明其

亲缘关系较近。此外，也存在形成独立分支的，

如 糖 霉 菌 属 (Glycomyces) 、 鞘 氨 醇 杆 菌 属

(Sphingobacterium) 、 拟 诺 卡 氏 菌 属

(Nocardiopsis)、链霉菌属(Streptomyces)，说明洞穴

可培养细菌物种存在多样性。另外，选取 16S 

rRNA 基因序列相似性较低的 D3T01 (97.88%)、

D911 (98.01%)、D961 (97.84%)和 D502 (97.95%)通

过克隆测序，获得 16S rRNA基因序列与典型菌株

序列相似性均小于 99%。 

2.4  酶学活性的筛选 

兴义魔家大洞洞内土壤中分离出的 217 株细

菌，经过淀粉酶、蛋白酶活性筛选，共有 99 株有

淀粉酶或蛋白酶活性。其中，具有酶学活性的部

分菌株分布及其酶活性见表 3。 

以 217株分离于魔家大洞洞穴的土壤可培养菌

种为出发菌株，筛选出 99 株具有淀粉酶或蛋白酶

活性的菌株，占所分离菌株的 45.62%，分别属于

18 个属的 38 个不同种类，其与典型菌的相似性在

97.9%到 100%不等，部分菌株的酶活性如图 2 所

示。其中，具有蛋白酶活性的菌株有 67 株，占具

有酶活菌株的 67.68%，占所分离菌株的 30.88%；

具有较高活性菌株 21 株，占具有酶活菌株的

21.21%，占所分离菌株的 9.68%。具有淀粉酶活性

的菌株有 68株，占具有酶活菌株的 68.69%，占所

分离菌株的31.34%，具有较高活性菌株40株(R−r> 

0.5 cm)，占具有酶活菌株的 40.40%，占所分离菌

株的 18.43%；既具有淀粉酶活性又具有蛋白酶活

性的菌株有 36株，占具有酶活性菌株的 36.36%，

占所分离菌株的 16.59%，两者都具有的较高活性

菌株有 2株，为 D506和 D3T11，分别属于链霉菌

属(Streptomyces)和马西亚菌属(Massilia)，其与典

型菌株的相似性分别为 100%和 99.62%。 

3  讨论 

目前，环境中 90%−99%的微生物至今仍无法

通过经典的纯培养方式获得，为了研究和揭示环

境中微生物在生物圈的生态功能、地理、地质地

球化学等功能以及其代谢产物在抗菌素、酶制剂

等方面的应用，必须获得其纯培养。因此，经典

的分离纯化仍然是研究微生物功能和应用的一个

关键手段。洞穴作为一种特殊的极端环境更是如

此，本研究在实验室已有洞穴样品分离方法的基

础上应用多种特殊分离培养基对喀斯特洞穴可培

养细菌进行多样性观察，通过新的分离培养基的

应用在一定程度上提高了洞穴样品可培养细菌的

分离效果，但由于其环境样品的极端性，分离洞

穴细菌的影响因素还有待进一步探索和研究。 

与本实验室前期已对云南司岗里洞穴土壤样

品中分离到的微生物类群相比，频率较高的微生

物类群为诺卡氏菌属 ( N o c a rd i a )和链霉菌属

(Streptomyces)，而本实验中所分离到的频率较高的

诺卡氏菌属(Nocardia)、链霉菌属(Streptomyces)、

微杆菌属 ( M i c r o b a c t e r i u m )和红球菌属

(Rhodococcus)，从一定意义上认为诺卡氏菌属

(Nocardia)和链霉菌属(Streptomyces)属于优势菌

群，但由于地域性差异，可能会导致两次分离的

主要类群出现轻微差异。与其它极端环境如高

温、高盐及深海环境的优势菌群相比[35-37]，除在

高温环境中有报道链霉菌属(Streptomyces)为优势菌

群外，喀斯特洞穴中的优势菌群与其它环境均不

同，说明喀斯特细菌具有独特的多样性，这些类

群能够适应洞穴的封闭性，永久黑暗，贫营养等

特点，说明有其独有的生理机能，这种生理机制

也为我们研究和利用它的生态功能以及其代谢产

物提供一定的研究方向，有待进一步研究。另

外，从系统发育分析可以看出，尽管分离得到的

洞穴菌株与最高相似性典型菌株的相似性相当一

部分在 99%−100%之间，但是最高相似性菌株和所

分离的菌株并不都聚在一个分支上。然而，要判 
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表 3  部分含酶活性的不同种类菌株 
Table 3  Activities of enzymes for partial strains 

分离菌株 

Strains 

蛋白酶活性圈 

Protease activity 
circle (cm) 

淀粉酶活性圈 

Amylase activity circle 
(cm) 

典型菌株 

Closest type strain 

相似性 

Similarity (%)

D1006 0.60 − Agromyces cerinus subsp. nitratus ATCC 51763T 99.40 

D1108 − 0.20 Agromyces italicus DSM 16388T 99.06 

D1016 0.90 − Arthrobacter arilaitensis Re117T 99.08 

D929 0.20 0.60 Arthrobacter bergerei CIP 108036T 98.70 

D925 0.20 − Arthrobacter mysorens LMG 16219T 98.75 

D509 0.50 − Bacillus idriensis SMC 4352-2T 99.66 

D927 − 0.40 Bacillus litoralis SW-211T 98.86 

D804 0.50 − Bacillus simplex NBRC 15720T 100 

D909 − 0.30 Brevundimonas nasdae GTC 1043T 99.69 

D6T12 − 0.40 Glycomyces harbinensis IFO 14487(T) 98.20 

D937 − 0.30 Isoptericola hypogeus HKI 0342T 99.52 

D3T10 − 0.20 Isoptericola variabilis MX5T 99.51 

D3T11 0.70 0.90 Massilia timonae CCUG 45783(T) 99.62 

D1008 − 0.80 Microbacterium esteraromaticum DSM 8609T 99.84 

D212 0.50 − Microbacterium oxydans DSM 20578T 100 

D818 0.60 − Microbacterium testaceum DSM 20166T 99.70 

D3T27 − 0.50 Micrococcus endophyticus YIM 56238T 100 

D6T01 0.40 0.90 Nocardiopsis aegyptia DSM 44442T 99.39 

D6T05 0.50 0.40 Nocardiopsis umidischolae 66/93T 99.23 

D3T21 − 0.50 Oerskovia paurometabola DSM 14281T 99.88 

D960 − 1.30 Paenibacillus amylolyticus NRRL NRS-290T 100 

D3T09 0.30 0.90 Promicromonospora aerolata V54AT 99.70 

D1107 − 0.50 Promicromonospora flava CC 0387T 99.69 

D3T07 0.30 0.60 Promicromonospora sukumoe IFO 14650T 100 

D911 0.40 − Pseudoxanthomonas mexicana AMX 26BT 98.01 

D508 0.10 0.20 Rhodococcus defluvii Ca11T 98.71 

D6T18 0.40 − Rhodococcus globerulus DSM 4954T 98.92 

D1105 0.20 − Rhodococcus qingshengii djl-6T 99.38 

D2T02 0.40 0.60 Rhodococcus zopfii DSM 44108T 99.19 

D6T14 1.10 − Stenotrophomonas maltophilia MTCC 434T 99.85 

D506 0.60 0.90 Streptomyces anulatus NRRL B-2000T 100 

D1109 − 0.60 Streptomyces canus NRRL B-1989T 100 

D1137 − 0.60 Streptomyces ciscaucasicus NBRC 12872T 100 

D3T03 − 0.80 Streptomyces cyaneofuscatus JCM 4364T 100 

D2T11 0.10 0.70 Streptomyces endophyticus YIM 65594T 99.84 

D502 0.20 1.30 Streptomyces flavidovirens NBRC 13039T 97.95 

D2T25 0.30 − Streptomyces qinglanensis 172205T 99.35 

D3T22 0.20 1.10 Streptomyces spiroverticillatus NBRC 12821T 98.89 

注：−：没有活性. 
Note: −: No activity. 
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图 2  部分菌株酶学活性筛选图片 
Figure 2  The pictures of some active strains 

注：A：部分菌株淀粉酶活性圈；B：部分菌株蛋白酶活性圈. 
Note: A: The amylase activity circle of partial strains; B: The protease activity circle of partial strains. 

 

定其属于同一或不同种，还需要考虑其生理、生

化和分子杂交等特征与最高相似性菌株的关系。

研究表明，来自不同生境的微生物，虽然其进化

关系很近，但是这些特殊生境微生物为了适应其

特殊的生存环境，已经进化出了某些适宜于环境

的生理变化。目前普遍认为，DNA 杂交相似     

性<70%为“种”的界限[38]，16S rRNA基因序列相似

性<95%，且在系统进化树上形成稳定的独立分

支，又具有特征性碱基，可以大体作为属的界

限；16S rRNA基因序列相似性在 98.5%−99%的菌

株仍然有可能属于不同的物种[39]。因此，本研究

所分离到的 217株细菌，最保守的计算是分别属于   

24个属中 63个种，可能其种数要远高于 63个。其

中，D3T01、D911、D961和 D502的 16S rRNA基

因序列相似性<99%，至少这 4 株菌为潜在的新分

类单元，其中，D502 正在进行新分类单元的多相

分类鉴定实验。 

微生物代谢产物在抗菌素、酶制剂等方面已有

大量发现，洞穴作为陆地黑暗生态系统的极端环

境，生物可利用有机碳营养物质含量极低，使得洞

穴中微生物具有特殊的代谢机制。同时，有研究指

出，洞穴中的独特动物多以其中的化能无机自养微

生物作为初级生产者提供营养和能量[40-41]。在深海

热液口发现的以化能无机营养生物为基础的生态

系统已颠覆了所有生命都依赖于光的理论[42]。实验

室之前分离自云南司岗里洞穴土样中，具有产淀粉

酶、蛋白酶，以及能同时产两种酶的菌株的比例分

别为 60.1%、44.7%、38.6%，分别归属于 18个属，

其中链霉菌为产酶比例较高的类群。而本研究中共

获得 99 株具有产生淀粉酶或蛋白酶能力的菌株，

分别属于 18个属中的 38个不同种(表 3)，具有产淀

粉酶、蛋白酶，及同时产两种酶的菌株的比例分别

为 68.69%、67.68%、31.34%；其中产蛋白酶和淀

粉酶的菌株比例较高，链霉菌同样为产酶比例较高

的类群，具有产酶能力的菌株在其它类群中也有一

定的分布。研究结果表明，洞穴微生物为了适应洞

穴环境，产淀粉酶或蛋白酶活性菌株在不同种类的

细菌中广泛存在。这预示着洞穴微生物可能存在多

样化的产酶机理和催化过程，同时也显示着洞穴环

境微生物所蕴藏的巨大应用前景和价值。因此，本研

究为新型酶制剂的探索研究奠定了一定理论基础。 
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