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酸性土壤中嗜酸稀有放线菌的多样性研究
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（%中国科学院微生物研究所 北京 %$$$5$）
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摘 要：从江西、云南、北京采集的 %$ 份酸性土样中分离出嗜酸放线菌 #"# 株，其绝大部分为链霉菌。通过形态观

察、LT 梯度生长实验和细胞壁化学组分分析筛选出稀有放线菌代表菌株 #$ 株。KUOUK 分析表明，它们呈 %% 种不

同的图谱类型，其中 E 株的图谱相同，另外 ! 株的图谱与之差异不大，而其余 2 株的图谱与之差异很大且各不相同。

%;V /O0K 序列分析表明，#$ 株稀有放线菌中的 %5 株分别属于 ; 个已知属，其中 %1 株属于诺卡氏菌属（!"#$%&’$），

它们在系统发育树上处于多个进化分枝；各有 % 株分别属于壤球菌属（()%"#"##*+）、节杆菌属（(%,-%".$#,/%）、北里孢

菌属（0’,$+$,"+1"%$）、考克斯菌属（0"#*%’$）和嗜酸链霉菌属（2,%/1,$#’&’1-’3*+）；其余 # 株是迄今尚未定名的一个新

科（“<((>A"$1! B/’@L”）中的成员。实验结果显示，酸性土壤中的嗜酸稀有放线菌具有较丰富的种属多样性，其中诺

卡氏菌属（!"#$%&’$）是一优势菌群。
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嗜酸放线菌（K+>H’L?>(>+ 9+,>A’=C+.,.I）广泛分布

于酸性环境中，尤其是土壤［% W 1］。它们产生耐酸的

胞外酶，如几丁质酶、淀粉酶、蛋白酶等［!］，在酸性土

壤有机物的降解循环中起着重要作用［"］。此外，由

于酸性环境是大多数真菌的栖息地，所以嗜酸放线

菌也是极具潜力的抗真菌活性物质的产生者［;］。因

此，研究酸性环境中嗜酸放线菌的种属多样性，对于

阐明它们的生态作用、寻找和发现新的天然活性物

质及其产生菌具有相当重要的意义。

早在 %E#5 年 J.AI.A［2］就从酸性土壤中分离到 !
株嗜酸放线菌菌株，并把它们描述为放线菌属的一

个新 种———嗜 酸 放 线 菌（ (#’&"1-’3*+ $#,’4"56#/+）。

但此后相当长一段时间没有人对这类微生物进行分

类学方面的研究。从上个世纪 2$ 年代以来的研究

表明［#，1，#，5］，根据数值表型分类特征，嗜酸放线菌分

为两大类群，即中度嗜酸放线菌（0.@,/’,’(./9A, 9+>H’3
L?>(>+ B/’@L）和 严 格 嗜 酸 放 线 菌（V,/>+,(C 9+>H’L?>(>+
B/’@L）。中度嗜酸放线菌可以在 LT 1X" 或 !X" 至接

近中性（LT 2X"）的条件下生长，而严格嗜酸放线菌

的生长 LT 范围为 LT 1X" W ;X"，且利用碳源的能力

比中度嗜酸放线菌强；它们的最适生长 LT 范围均

为 !X" 至 "X"［1，#］。

迄今，对于嗜酸放线菌多样性的认识还很不够。

研究主要集中在常见放线菌———链霉菌属（2,%/1,"7
56#/+）上，国外以往［1，#，5］和最新［E］的研究都显示，中

度嗜酸放线菌包括分类学上分散的多个群，但都落

在链霉菌属的分类范围之内。近来，S>= 等［%$］对 1
株严格嗜酸放线菌进行了多相分类研究，发现它们

在系统进化树上形成与链霉菌属平行，但独立于链

霉菌属之外的单独分枝，由此建立了嗜酸链霉菌新

属（2,%/1,$#’&’1-’3*+ B.A) A’Q)）。我们从我国酸性土

壤中分离纯化了一批嗜酸放线菌，通过表型特征、细

胞壁化学特征、%;V /O0K 扩增后限制酶分析（K=3
L(>M>.H /O0K /.I,/>+,>’A 9A9(CI>I，KUOUK）及%;V /O0K
序列分析，研究了链霉菌属以外的嗜酸稀有放线菌

的种属多样性。

! 材料和方法

!"! 土壤

样品来源、植被情况和酸度见表 %。



表 ! 土壤样品来源、植被和酸度

!"#$% & !’% ()*+,%，-%.%/"/0)1 2$"1/ "13 ",030/4 )5 ()0$ ("62$%(
7"62$% 8),"/0)1 9%.%/"/0)1 2:

& !’% 5))/ )5 ;*(’"1 ,)22%+ 601%，<*0,’"1. ,0/4，=0"1.>0 ?+)-01,% <*3%+"$ @ABC

D !’% 1"/*+"$ 201% 5)+%(/ &E 6%/+%( F%(/ /) /’% /)6# )5 G")#"1. :* 01 H)1.I01. /)F1 ?01% @AJC

@ <’0K)(2’%+% ()0$ )5 F0$3 /%" 2$"1/( 01 /’% ,"62*( )5 =0"1.>0 L.+0,*$/*+"$ M10-%+(0/4 !%" 2$"1/( BABC

B !’% /"0." 01 =0"1.>0 L.+0,*$/*+"$ M10-%+(0/4 ?01% BAD@

N O0P%1. 50+ 5)+%(/，L15* ,)*1/4，=0"1.>0 ?+)-01,% L+/050,0"$ 50+ 5)+%(/ @ADB

Q !’% 201% 5)+%(/ 01 R0"),%1 S)*1/"01，G*11"1 ?+)-01,% ?01% NAJD

C !’% 201% 5)+%(/，G*11"1 ?+)-01,% ?01% QAEE

T !’% #+)"3$%"5 5)+%(/ 01 R0"),%1 S)*1/"01，G*11"1 ?+)-01,% L(2%1 NABN

J !’% "+/050,0"$ 201% 5)+%(/，S04*1 ,)*1/4，U%0V01. W0/4 ?01% NAN&

&E !’% 1"/*+"$ 201% 5)+%(/，S04*1 ,)*1/4，U%0V01. W0/4 ?01% NATQ

!"# 培养基和试剂

选择分离培养基参照文献［&&］。燕麦培养基：

每升含燕麦粉 DE.，微量盐溶液 EA&X（9Y9），琼脂

DE.，2:BAN。U%11%//’( 液体培养基：每升含酵母抽提

物 &.，牛肉膏 &.，水解酪素 D.，葡萄糖 &.，2:BAN Z
NAN。?W< 试剂购自鼎国公司，限制性内切酶购自

U0)$"#(。
!"$ 嗜酸放线菌的分离、纯化和保藏

采用分散和差速离心法（R0(2%+(0)1 "13 3055%+%1[
/0"$ ,%1/+05*."/0)1，RRW），用 2: BAN 的选择分离培养

基进行分离［&&］。将所得的单菌落挑至 2: BAN 的燕

麦培养基进行纯化。纯培养物的孢子或菌丝体置于

DEX的甘油中，\ DE]保藏。

!"% 形态观察

肉眼观察气丝、基丝和色素颜色，插片法显微镜

观察菌丝形态。

!"& ’( 梯度生长试验

用 2: @AN、BAN、NAN、QAN 和 CAN 的缓冲液配制的

燕麦培养基，参照文献［&&］所述方法进行。

!") 细胞壁氨基酸组分分析

按照 :"(%."F"［&D］的方法分析代表菌株的细胞

壁二氨基庚二酸（RL?）组分。链霉菌属和嗜酸链霉

菌属均为 88[RL?。

!"* 总 +,- 的小量提取和 !). /+,- 的 012 扩增

用 U%11%//’( 液体培养基摇瓶培养收集菌体。

参照 W’*1 等［&@］报道的方法进行总 R^L 的小量提取

和 &Q7 +R^L 的 ?W< 扩增，扩增引物为通用引物 DC5
和 &BJN+。
!"3 -2+2- 分析

取 &N!8 &Q7 +R^L 的 ?W< 扩增产物，分别用限

制性内切酶 !"#M"和 $%&"进行酶切。酶切产物

用 DANX琼脂糖凝胶电泳检测。

!"4 !). /+,- 测序和序列分析

测序引物为通用引物 DC5、&&&N+ 和 &BJN+。测序

工作由 上 海 联 合 基 因 公 司 完 成。将 实 验 菌 株 的

&Q7 +R^L序列与 H%1U"1P 数据库中的已知序列进行

U8L7! 比较，确定与实验菌株亲缘关系最近的种属。

并从数据库获得相关种属的 &Q7 +R^L 序列，构建系

统发育树。序列对排用 W8M7!L8 O&AT 2+).+"6［&B］，

进化树的构建用 ^%0.’#)*+[V)0101. 方法［&N］。进化树

分枝模式的稳定性用 ?:G8_? 软件包［&Q］中的 7‘a[
Ubb! 和 Wb^7‘^7‘ 2+).+"6 进行 #))/(/+"2 分析，重

复次数为 &EEE。

# 结果

#"! 分离菌株的形态特征

从 &E 份土壤样品中共分离到放线菌 DND 株，它

们的形态特征丰富多样。根据基丝、气丝和可溶性

色素的颜色，将它们归为 @Q 个类群。从 @Q 个类群

中挑选出代表菌株 B@ 株，插片观察形态表明，其中

DN 株具有气丝、柔曲或螺旋的孢子链，基内菌丝分

枝发达、无横隔、不断裂，与链霉菌形态特征相似；另

外 &T 株或基丝断裂，或气丝稀薄、无孢子链，或无明

显分枝菌丝体，与链霉菌形态明显不同。

#"# ’( 梯度生长试验

燕麦培养基上 DT]培养 @ 周后，根据菌落大

小，基丝、气丝及孢子丝的丰茂程度判断菌株的生长

状况。有肉眼可见菌落，但菌落很小或菌丝稀少的

为弱生长；无肉眼可见菌落的为不生长。结果表明：

所有代表菌株的最适生长 2: 都在 BAN Z NAN 之间，

在 2: @AN 弱生长的有 J 株，在 2: CAN 不生长的有

D 株，在 2: CAN 弱生长的有 &B 株。说明我们成功地

分离到一批嗜酸放线菌。其中菌株 DDDED 在 2: @AN
弱生长而在 2: CAN 不生长，符合严格嗜酸放线菌的
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生长 !" 范围。

!"# 细胞壁氨基酸组分分析

#$株代表菌株中，%# 株的细胞壁 &’( 为 ))*
&’(，+, 株为 -./0*&’(，$ 株不含 &’(，+ 株同时含有

))*&’( 和 -./0*&’(。%# 株细胞壁 &’( 为 )) 型的

代表菌株均具有链霉菌的形态特征，其中包括菌株

%%%1%；结合它们的 !" 生长特征，菌株 %%%1% 有可能

属于嗜酸链霉菌属（ !"#$%"&’()(%*(+,-），而其他 %$ 株

应属于链霉菌属；计算它们所代表类群的菌株数在

所有分离菌株中所占的比例，可知分离的 %,% 株菌

中，约 213为链霉菌。+, 株为 -./0 型的和 $ 株不

含 &’( 的代表菌株为上文所述形态与链霉菌不同

的 +4 株菌，结合形态和胞壁化学特征，确定这 +4 株

菌为链霉菌属以外的稀有放线菌。菌株 ,%+14 同时

含有 )) 型和 -./0 型 &’(，并且形态特征类似链霉

菌，很可能属于北里孢菌属（.("&-&"/-%/#&）。

由此，我们挑选代表菌株 %%%1%、,%+14 和另外

+4 株稀有放线菌共 %1 株作进一步分析。

表 ! 根据 $%& ’()* 序列分析所得的实验菌株的分类从属关系

5678. % (9:80;.<.=>? 6@@>8>6=>0</ 0@ =./=.A /=B6></ 76/.A 0< ?0-!6B6=>C. 6<68:/>/ 0@ =9.>B +DE B&F’ /.GH.<?./

59. /=B6><
F0I 0@
B.!B./.<=6=>C./

59. <H-7.B/
0@

B.!B./.<=6=>C./

59. <H-7.B/ 0@
>/086=./ 6//>;<.A
=0 =9>/ ;B0H!

J.<H/ KL6->8: 59. ?80/./=
/!.?>./KE=B6><

MA.<=>=>./
0@ +DE B&F’K3

+1%，+14，++D，++N，%1+，

%++，2+,，2+N，+%14，+%+$，

#%%%+，#$#1+，,$++2
+$ +D 0/’&#)(& O O

#%$1% + + 12#/’/’’,- 12 I 3$4$4-(- 22P1
%+1 + + 1#"*#/5&’"$# 1# I %/+6’*#/7/2$4$- 22PD
,%+14 + + .("&-&"/-%/#& .( I 8(9,4$4-$ 22P$
+1+ + + ./’,#(& ./ I #*(:/%*(+& 24P,
%%%1% + $ !"#$%"&’()(%*(+,- ! I ’&#5/4(- 2DP%
+%%1+ + +

“Q88><,1$# ;B0H!”
R6?=.B>H- Q88><,++D 22P,

+%%1% + + R6?=.B>H- Q88><,++2 22P#

!"+ *,(,* 分析

综合 ;-"S!和 <*&!的 ’T&T’ 多态性分析结

果（图 +*’、R），%1 株实验菌株可分为 ++ 种不同的图

谱类型，其中 2 株（菌株 ,$++2、+%+$、#$#1+、#%%%+、

+14、++N、++D、%1+ 和 +1%；泳道 ’*M）的图谱相同；菌株

2+, 和 2+N（泳道 U、V）的图谱相同；剩余的 2 株（菌株

+%14、%++、%+1、+1+、%%%1%、#%$1%、,%+14、+%%1% 和

+%%1+；泳道 )*S）分别为不同的图谱类型。从图 + 还

可看出，2 株菌均相同的图谱（泳道 ’*M）与另外 # 株

（泳道 U*F）的图谱差异不大，而与其余 N 株（泳道 W*
S）的图谱差异很大且各有不同。

图 $ 实验菌株 $%& ’()* 的 !"#-!（*）和 $%&!（.）

限制性酶切图谱

L>;I+ T./=B>?=>0< !6==.B</ 0@ +DE B&F’ 0@ =./=.A /=B6></ A>;./=.A X>=9

;-"S!（’）6<A <*&!（R）

YI +11 7! &F’ 86AA.B；’I E=B6>< ,$++2；RI E=B6>< +%+$；ZI E=B6><

#$#1+；&I E=B6>< #%%%+；QI E=B6>< +14；LI E=B6>< ++N；JI E=B6>< ++D；

"I E=B6>< %1+；M I E=B6>< +1%；UI E=B6>< 2+,；VI E=B6>< 2+N；)I E=B6><

+%14；FI E=B6>< %++；WI E=B6>< %+1；(I E=B6>< +1+；[I E=B6>< %%%1%；TI

E=B6>< #%$1%；EI E=B6>< ,%+14；5I E=B6>< +%%1%；SI E=B6>< +%%1+P

!"/ $%& ’()* 序列分析

将实验菌株的 +DE B&F’ 序列与 J.<R6<\ 数据

库中的已知序列进行比较分析，结果表明，挑选的

%1 株稀有放线菌中，有 +4 株分别属于 D 个已知属，

其中 +$ 株属于诺卡氏菌属（0/’&#)(&），其余 , 株分

别属于壤球菌属（12#/’/’’,-）、节杆菌属（1#"*#/5&’"=
$#）、北里孢菌属（.("&-&"/-%/#&）、考克斯菌属（./’,=
#(&）和嗜酸链霉菌属（ !"#$%"&’()(%*(+,-）；菌株 +%%1+
和 +%%1% 属于迄今尚未定名的科水平的类群（F.X

$N,, 期 崔庆锋等：酸性土壤中嗜酸稀有放线菌的多样性研究



!"#$%&’%()(% *+,-.，“/%%$01234 *+,-.”）［56］（表 7）。图 7
为 53 株诺卡氏菌实验株的进一步系统发育分析结

果。菌株 755、851、856、5729 及 5753 在进化树上处

于不同 分 枝，与 它 们 最 相 近 的 已 知 种 分 别 为 ! :
"#$%%&%’#($(（5;< +=>? 相 似 性 88@6A）、! : "$#)($

（ 88@2A）、! : *+)$"($ （ 88@1A）、! : ,)+-&#.+%
（88@6A）及 ! : $/0$（88@;A）；菌株 47775、43425 和

13558 的亲缘关系极近，形成同一分枝，它们很可能

属于同一个种，与 ! : )&*$（89@9A）最相近；菌株

527、55;、556、725 和 529 的关系也很近，聚成一簇，

它们与 ! : 1%(,2&0#$%+/+()%+%（89@2A B 89@9A）最相

近。

图 ! 依据 "#$ %&’( 序列构建的 !"#$%&’$ 实验菌株及相

关种的系统发育树

C$*: 7 DE&%,*(0(F$G F+(( H"I(J ,0 5;< +=>? I(K-(0G(I IE,L$0* FE( .,I$’

F$,0I ,! F(IF(J !&"$#2+$ IF+"$0I

M,,FIF+". )"%-(I（A）"H,)( 12A "+( IE,L0 "F FE( 0,J(I: NE( IG"%( H"+

$0J$G"F(I 2@25 I-HIF$F-F$,0I .(+ 0-G%(,F$J( .,I$F$,0:

) 讨论

虽然现代分子生物学技术给放线菌分类带来了

深刻的变化，但对于大量分离菌株的初步分类，传统

的形态和胞壁化学分析仍然不失为一种有效手段。

本实验中形态观察不是链霉菌的 59 株代表菌株，经

5;< +=>? 序列分析证实，全部是属于链霉菌科之外

的稀有放线菌。其中 53 株诺卡氏菌的菌丝断裂，细

胞壁含有 #(I,’=?D，符合 !&"$#2+$ 的特征；3 株没有

明显菌丝体的菌株 525、752 和 47327，细胞壁不含

=?D，与它们所属的考克斯菌属（ 3&",#+$）、节杆菌

属（4#’5#&0$"’(#）和壤球菌属（46#&"&"",%）的特征相

符。修改后的链霉菌科包括 3 个属，北里孢菌属

（3+’$%$’&%1&#$）、嗜酸链霉菌属（ 7’#(1’$"+2+15+/,%）和

数目庞大的链霉菌属（7’#(1’&.8"(%）［55］。本实验依据

.O 生长范围和胞壁化学分析所挑选的两株具有链

霉菌形态的代表菌株分属于该科的 3+’$%$’&%1&#$ 和

7’#(1’$"+2+15+/,%。7’#(1’$"+2+15+/,% 目前只有 3 个有效

发表种［55］，菌株 77727 与它们的 5;< +=>? 序列相似

性较低（!8;@7A），很可能是该属的一个新种。

菌株 57725 和 57727 与所有放线菌已知种的

5;< +=>? 序列相似性都很低（ P 84@2A），但与 Q,’
I(.E等［59］最新分离的 1 株“未培养土壤细菌”（R0’
G-%F-+(J I,$% H"GF(+$"） 的 相 似 性 较 高（89@8A B
88@1A）。Q,I(.E 等［59］的系统发育分析表明，这 1 株

菌形成放线菌进化树中的一个新科，位于小单孢菌

科（S$G+,#,0,I.,+"G("(）和弗兰克氏菌科（C+"0T$"G(’
"(）之间。目前这个新科还未正式定名，也没有任何

属于该科的分类单位描述。菌株 57725 和 57727 的

?U=U? 图谱明显不同（图 5），形态也各异，57725 的

基丝为紫色，而 57727 的基丝为黄褐色，因此它们可

能是该科中的不同分类单位。尚需进一步研究以确

定其分类学地位。

本研究结果表明，酸性土壤中存在链霉菌属之

外的多个属的嗜酸放线菌，其中诺卡氏菌属（!&9
"$#2+$）的数量占明显优势，中度嗜酸放线菌的数量

远远超过严格嗜酸放线菌。
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