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摘 要：从青海盐碱土壤样品中分离到一株兼性嗜碱放线菌 IJK ’%%$$，该菌株的发酵产物具有很强的体外抗胃

癌、肺癌、乳腺癌、皮肤癌、肾癌和子宫癌肿瘤细胞株活性。基于 &"L 0MNO 基因序列的系统发育分析表明，菌株 IJK
’%%$$属于拟诺卡氏属（!"#$%&’"()’)）的成员，与该属的 ! 个有效发表种 ! D *+,$-$.) PLK !!!%)6，! D (%$)’.$ PLK
!18!#6，! D /*0$--’#1) PLK !!#’86 和 ! D -’)0*%’ PLK !%$’)6 系统发育关系最密切，与其分别以 ’8Q8R，’8Q#R，’8Q!R 和

’)Q8R 的 &"L 0MNO 基因核苷酸序列相似性聚为一簇。但菌株 IJK ’%%$$ 不与这 ! 个有效种中任何一个单独相聚，

形成了一个独立亚分枝。结合形态特征、生理生化特性、细胞化学分类特征，以及 0/S9T2M 基因指纹分析等方面的

研究结果，菌株 IJK ’%%$$ 可能为拟诺卡氏菌属的一个潜在新种。菌株 IJK ’%%$$ 在大多数培养基上生长良好，气

生菌丝和基内菌丝丰富，在酵母膏麦芽膏琼脂、燕麦片琼脂等培养基中产生可溶性色素。生长 SU 范围 "Q% ( &$Q%，

最适 SU 8Q#；能在含 % ( &# R N<27（VWX）的培养基上生长。

关键词：拟诺卡氏菌属（!"#$%&’"()’)）；抗肿瘤活性；&"L 0MNO 基因；M/S9T2M 基因指纹分析；系统发育分析
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拟诺卡氏菌属（!"#$%&’"()’)）菌株近年来被广泛

发现于中高盐环境中［& ( !］。我室在对新疆、青海等

地的盐碱环境微生物资源调查研究中，也分离到很

多拟诺卡氏菌属菌株，其中有不少新物种［" ( 8］，并且

发现有些菌株的发酵产物具有多种生物活性。本文

报道一株具有很强抗肿瘤活性的拟诺卡氏菌属菌株

IJK ’%%$$ 的分离和系统发育分析结果。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 菌株：拟诺卡氏菌属典型菌株 ! D *+,$-$.)
PLK !!!%)6，! D -’)0*%’ PLK !%$’)6，! D /*0$--’#1) PLK
!!#’86，! D (%$)’.$ PLK !18!#6，! D 0%"(’#$ PLK
!!18&6 和 ! D 1/’&’)#,"-$* PLK !!1"$6 由本室保藏。

实验菌株 IJK ’%%$$ 分离自青海盐碱土壤。

’(’(& 培养基：UX 琼脂培养基［’］、JLT 系列琼脂培

养基［&%］按相关文献配制，SU )Q#；;<0=C/ <Y<0 $$&"
（KO）和 ;<0=C/ .0-,>（K3）培养基购自 P=Z+- 公司；发

酵培养基组成：葡萄糖 $%Y，甘露醇 $%Y，大豆粉 $%Y，

蛋白 胨 $Y，N<27 $%Y，2<2*1 1Y，（NU! ）$ L*! #Y，

KYL*!·)U$* %Q#Y，[U$T*! %Q$Y，水 &%%%;\，SU )Q#。

’(’() 主要试剂和仪器：T2M 引物、T2M 常规操作

用 试 剂 和 酶 均 购 自 6<[<M< 公 司；用 6<[<M<
K=C=3:L6 3<+,/0=<7 ]/C-;=+ PNO :?,0<+,=-C [=, 试剂盒

提取和纯化 0/S9T2M 所用 PNO；&^. PNO \<EE/0 购自

上海生物工程公司；T2M 仪为 T:9’"%% 型；凝胶成像

系统及成像软件 ]/C/LC<S 1Q% 购自 LBC]/C/ 公司；

_X9&"%& 分光光度仪购自 L>=;<E‘@ 公司。

’(& 菌种分离和培养

从青海采集盐碱土壤 样 品，风 干，&$%a 处 理

&>，采用稀释涂布平板法，用含 &%R N<27（VWX）的

UX 琼脂培养基进行菌种分离。经纯化后，用含 $R
N<27（VWX）的 JLT$ 琼脂培养基和 KO 培养基培养。

菌种制成冻干牛奶管，或悬浮于添加 $%R 甘油的

K3 培养基中，保藏于 !a。

’() 菌株抗肿瘤活性测定

’()(’ 样品制备：刮取一支成熟的斜面孢子，接种

于装 有 8%;\ 发 酵 培 养 基 的 #%%;\ 三 角 瓶 中，



!""#$%&’，!()培养 *+,。离心后上清加入等体积萃

取夜（乙酸乙酯 - 甲醇 - 丙酮 . ! - ! - /），重复萃取 !
次，有机相合并蒸馏浓缩。浓缩液冻干，邮寄给协作

单位进行生物活性筛选。

!"#"$ 生物活性测定：由德国 0’123453 公司协作完

成。主要筛选模型有胃癌（ 6753#&1 17’14#）和肺癌

（89’: 17’14#）高阻抗肿瘤细胞株、乳腺癌（;7%%7#<
17’14#）和皮肤癌（;4=7’2%7 17’14#）中阻抗肿瘤细胞

株、肾癌（>4’7= 17’14#）和子宫癌（?34#95 17’14#）敏感

肿瘤细胞株。

!"% 表型特征和化学分类特征

形态观察、培养特征、生理生化特性和细胞化学

分析按 8& 等［@］所用的方法进行。所有培养基补充

!A B7C=（D$E）。 按 F2GH22I 等 的 方 法 提 取 总

JBK［//］，用热变性法测定 6 L C 含量［//］。

!"& !’( )*+ 基因序列测定和系统发育分析

总 JBK 的提取、/+M #>BK 基因的 NC> 扩增和

测序按 C9& 等［/O］使用的方法进行。根据测序结果，

用 P=753 搜索软件从 64’P7’Q、R;P8 等数据库中调

出相似性较高的相关放线菌菌株的 /+M #>BK 基因

序列，用 C8?MSK8 T［/U］进 行 多 序 列 比 对，并 采 用

M7&329 和 B4&［/V］的邻接法 B4&:,W2#XY2&’&’:）进行系统

进化树的构建和同源性比较。

!"’ ,-./01) 基因指纹分析

按 试 剂 盒 说 明 提 取 和 纯 化 JBK。 引 物 为

P0TK/>（ VZXCSKC66CKK66C6KC6CS6KC6XOZ），按

K’:4=7 等［/+］的 方 法 进 行 NC> 扩 增。用 /QW JBK
87II4# 作 %7#Q4#，取 * [ //!8 NC> 产物用 ! A（D$E）

琼脂糖凝胶 /!"E 电泳 /V" [ !U"%&’，用 RP（43,&I&9%
W#2%&I4）染色。用 64’4S22=5 !\//（M<’64’4）进行图

象分析。按 M12#3&1,&’& 等［/@］的方法把带型转换成二

进制距阵，用 BSM]M !\"!（R^434# M2_3H7#4，B4H ]2#Q，

?MK）软件分析 #4GXNC> 基因指纹图谱，用非加权平

均连锁法（?’H4&:,34I G7&# :#29G %43,2I 95&’: 7‘4#7:45
7=:2#&3,%，?N6;K）进行聚类分析，构建树状图。用

J&14 参数计算相似性［/(］。

$ 结果

$"! 菌株抗肿瘤活性

筛选结果表明，菌株 ]a; *""!! 的发酵产物具

有很强的体外抗胃癌、肺癌、乳腺癌、皮肤癌、肾癌和

子宫癌肿瘤细胞活性。

$"$ 形态和培养特征

菌株 ]a; *""!! 具有典型的拟诺卡氏属的特

征，在大多数培养基上生长良好，气生菌丝和基内菌

丝均很丰富，白色至深棕色。气生菌丝中等分枝，成

长短不一的孢子链，孢子杆状，表面光滑；基内菌丝

多分枝，常断裂成不规则杆状。在酵母膏麦芽膏琼

脂（aMN !）、马铃薯浸汁琼脂和 aMN + 中产生棕色至

深棕色可溶性色素。菌株 ]a; *""!! 的培养特征见

表 /，显微形态特征见图 /。

表 ! 菌株 234 566$$ 的培养特征

S7W=4 / C9=39#7= 1,7#7134#&53&15 2_ 53#7&’ ]a; *""!!
;4I&9%! 6#2H3, K4#&7= %<14=&9% M9W537’14 %<14=&9% M2=9W=4 G&:%4’3

]4753 4^3#713$%7=3 4^3#713 7:7#（aMN !） 622I 8&:,3 :#7< J44G W#2H’ J44G W#2H’
073%47= 7:7#（aMN O） KW9’I7’3 8&:,3 :#7< 8&:,3 :#7< J44G W#2H’

a’2#:7’&1 57=3$537#1, 7:7#（aMN U） KW9’I7’3 8&:,3 :#7< 8&:,3 :#7< b
6=<14#2=$75G7#7:&’45 7:7#（aMNV） N22# 8&:,3 :#7< N7=4 :#7< 8&:,3 :#7<
N4G32’4X<4753 4^3Xc4 7:7#（aMN+） 622I D,&34 8&:,3 W#2H’ 8&:,3 W#2H’

Cd7G4Q’5 7:7# 622I ]4==2H&5, H,&34 ]4==2H&5, H,&34 P=71Q W#2H’
N23732 4^3#713 7:7# ;2I4#734 ]4==2H&5, H,&34 8&:,3 <4==2H b

!K== %4I&7 H4#4 7Ie9534I 32 GF (\V，59GG=4%4’34I H&3, !A B7C=（D$E）；b ，B2 52=9W=4 G&:%4’3 H75 G#2I914I；aMN，a’34#’73&2’7= M3#4G32%<145 N#2e413［/"］f

$"# 系统发育分析

测得菌株 ]a; *""!! 的 /+M #>BK 基因核苷酸

序列（64’P7’Q 711455&2’ JgO(@*V(）全长 /V"" WG。将

其与从 64’P7’Q 等数据库调集的拟诺卡氏属以及相

关属 菌 株 的 /+M #>BK 基 因 序 列 进 行 比 较，采 用

C=9535= T［/U］进行多序列匹配比对，通过 ;4:7 !\/ 软

件进 行 系 统 进 化 树 的 构 建（ 图 !）。 它 是 根 据

B4&:,W2#XY2&’&’: 法［/V］和 h&%9#［/*］双参数矫正模型建

立起 来 的，通 过 /""" 次 取 样 计 算 其 P22353#7G 值

（P22353#7G 值 标 注 在 图 上）。结 果 表 明，菌 株 ]a;
*""!! 与拟诺卡氏属的 ! f "#$%&%’( JM; UUU"@S，! f
)*%(+’% JM; UO(UVS，! f ,"-%&&+./( JM; UUV*(S 以及

! f &+(-"*+ JM; U"!*@S 系统发育关系最密切，与其分

别以 *(\(A，*(\VA，*(\UA 和 *@\(A 的/+M #>BK
基因核苷酸序列相似性聚为一簇。但是，菌株 ]a;
*""!! 不与这 U 个有效种中任何一个单独相聚，形成

@*+陈义光等：具抗肿瘤活性放线菌菌株 ]a; *""!! 的分离和系统发育分析 f $微生物学报（!""+）U+（V）



图 ! 菌株 "#$ %&&’’ 在含 ’ ( )*+,（-./）酵母膏0麦芽

膏琼脂培养基培养 ’!1 的扫描电镜照片

!"#$ % &’())")# *+*’,-.) /"’-.#-(01 .2 3,-(") 456 78899 .) 5&: 9

3;00+*/*),*< =",1 9 > ?(@+（ABC）2.- 9% <(D3$

了一个独立亚分枝，提示该菌株可能是一个潜在新

种。在拟诺卡氏菌属中，有些有效发表种之间

图 ’ 菌株 "#$ %&&’’ 及其从 2345*46 等数据库中调集的相关属种构建的以 !78 9:); 基因序列为基础的系统树状关系图

!"#$9 ?*"#1E.-FG.")")# ,-** ’.)3,-;’,*< 31.=")# ,1* 01D+.#*)*,"’ -*+(,".)31"03 (/.)# 3,-(") 456 78899 ()< .,1*- -*+(,*< 3,-(")3 <.=)+.(<*< 2-./ H*)I()J

*,’$ ?;/*-(+3 .) E-()’1*3 (-* ,1* 3;00.-,")# 0*-’*),(#* ED %888 -*0+"’(,*3$ I(-，% );’+*.,"<* 3;E3,",;,".) 0*- %88 );’+*.,"<*3 .2 %K& -L?M #*)* 3*N;*)’*$

的 %K& -L?M 基因序列相似性甚至高于 77 >，例如

! $ "#$%&’( O&6 PPQR%S 和 ! $ )*&+&,’-$.(/ O&6
PPQK9S 之间（77T9 >），! $ */"(..&’), O&6 PPU7RS 和

! $ /0-(.(1, O&6 PPP8VS 之 间（ 77TU >）， ! $
+(,,$12&../& 3;E30$ 3(,,$12&../& O&6 PQ%%%S 和 ! $

,411/*("(5$#*(1, O&6 PP%PQS（ 77TP>）， 或 ! $
*/"(..&’), O&6 PPU7RS 和 ! $ %#(,&1( O&6 PQRPUS

（77TP>）之间。

’<= 93>0?+: 基因指纹分析

采用 IWXM%L 引物对菌株 456 78899 和与其系

统发育关系比较密切的拟诺卡氏菌属典型菌株 ! $
/0-(.(1, O&6 PPP8VS，! $ .&,"/#& O&6 P897VS， ! $
*/"(..&’), O&6 PPU7RS，! $ %#(,&1( O&6 PQRPUS，! $
"#$%&’( O&6 PPQR%S 和 ! $ )*&+&,’-$.(/ O&6 PPQK9S 的

基因组 O?M 进行了 -*0F:@L 扩增和电泳分离，图谱

见图 QFM。可以看出，各泳道在 9U8 Y QU88 E0 之间

有多条清晰电泳带，其中几条共同的特异条带一定

程度上揭示了这些菌株之间较密切的系统发育关

系。菌株 456 78899 共有 %9 条带，其中 K 条为特有

带，说明其带型与其它菌株的带型有较大差异。对

各菌株 -*0F:@L 基因指纹图谱进行聚类分析，构建

树状图如图 QFI。菌株 456 78899 与其它 K 个与其

系统发育关系比较密切的拟诺卡氏菌属典型株之间

较大基因型差异，可视为不同基因种［98］。

R7K @Z[? 4"F#;()# /" (. $ B6’"( 7&’#$8&$.$9&’( :&1&’(（988K）PK（U）



图 ! 菌株 "#$ %&&’’ 和与其系统发育关系密切的拟诺

卡氏菌属典型菌株的 ()*+,-. 基因指纹图谱（/）和基于

指纹图谱构建的相互关系树状图（0）

!"#$% &’()*+& ,"-#’.(."-/"-# (0//’.-1 ,.23 #’-23"4 567 2, 1/0"- 89:

;<<== 0-> ? .’@0/’> /A(’ 1/.0"-1 2, /B’ #’-C1 !"#$%&’"()’)（7），0-> /B’

>’->.2#.03 2, .’@0/"2-1B"(1 032-# 1/.0"- 89: ;<<== 0-> "/1 .’@0/"D’1，

>’."D’> ,.23 .’()*+& 567 ,"-#’.(."-/"-#$ 7 1"3"@0."/A 30/."E F01

(.2>C4’> ,.23 0-0@A1"1 2, .’()*+& >0/0 2G/0"-’> C1"-# HIJ7K& (."3’. $

+@C1/’. 0-0@A1"1 F01 (’.,2.3’> GA L*M:7 2- 30/."E 40@4C@0/’> F"/B /B’

5"4’’1 42’,,"4"’-/1（H）$ :，KNG 567 @0>>’.；KO 89: ;<<==；=O 6$

’EB0@0-1 5P: QQQ<RS；%O ! $ *’)+,%’ 5P: Q<=;RS；QO ! $ -,+$**’#.)

5P: QQT;US；TO ! $ (%$)’-$ 5P: Q%UQTS；?O ! $ +%"(’#$ 5P: QQ%UKS；

RO ! $ .-’&’)#/"*$, 5P: QQ%?=S $

’12 生理生化特性

菌株 89: ;<<== 能在较高碱性环境中生长，酸

碱耐受范围 (V?O< W K=O<，最适生长 (VUOT；能在含

< W KTX 60+@（YZ[）的培养基上生长；在 =< W QT\
生长良好，不能在 Q\或 TT\生长。能分解 SF’’-
=< 和淀粉，不能分解 SF’’- U<、酪素、纤维素和明胶。

硝酸盐还原阳性，吲哚产生、黑色素产生和 V=P 产生

阴 性。 能 利 用 5),.C4/21’， #@A4’.2@， 5)30--21’，
&0,,"-21’，5)."G21’，12.G"/2@，1C4.21’，5)/.’B0@21’ 和 5)
EA@21’ 能利用 ])01(0.0#"-’，])#@C/03"4 04">，])#@A4"-’，
])B"1/">"-’ 和 ])1’."-’ 做氮源；不能利用 5)0.0G"-21’，

4’@@2G"21’，>C@4"/2@， 5)#0@04/21’， 5)#@C421’， "-21"/2@，
@04/21’，30--"/2@，5)30@/21’，])&B03-21’，5)EA@"/2@ 等

碳源和 ]) 0@0-"-’，])0.#"-"-’，])4A1/"-’，])3’/B"3"-’，
])(B’-A@0@0-"-’，])/B.’2-"-’ 和 ])D0@"-’ 等 氮 源。菌

株 89: ;<<== 和与其在系统发育上最近的 Q 个种典

型菌株之间的生理生化特征等表型差异显著（表

=）。

’13 细胞化学特征

菌株 89: ;<<== 的细胞壁含 -,)")57*（ -,)")
>"03"-2("3’@"4 04">）（胞壁!型）。全细胞水解物不

含 特 征 性 糖。 主 要 有 磷 脂 酰 胆 碱

（ (B21(B0/">A@4B2@"-’， *+ ） 磷 脂 酰 甘 油

（ (B21(B0/">A@#@A4’.2@， *M ）， 二 磷 脂 酰 甘 油

（>"(B21(B0/">A@#@A4’.2@，5*M）和 磷 脂 酰 甲 基 乙 醇 胺

（(B21(B0/">A@3’/BA@’/B0-2@03"-’，*:^）等 磷 酸 类 脂。

优势醌（(.’>23"-0-/ 3’-0_C"-2-’）为 :‘)K<（VQ，V?）。

基因组 567 的 M a + 32@X 含量为 RKOT。

! 讨论

根据以上形态学、培养特征、生理生化和系统发

育分析的研究结果，菌株 89: ;<<== 具有典型的拟

诺卡氏菌属的特征，应归属于此属。菌株 89: ;<<==
与拟诺卡氏菌属的 Q 个有效发表种 ! $ ,0/$*$1) 5P:
QQQ<RS，! $ (%$)’1$ 5P: Q%UQTS，! $ -,+$**’#.) 5P:
QQT;US 和 ! $ *’)+,%’ 5P: Q<=;RS 系统发育关系最密

切，与其以较高的 K?P .&67 基因核苷酸序列相似性

（;UOKX W ;UOUX）在以 K?P .&67 基因序列分析为

基础的系统发育树状图中聚为一簇。但是，该菌株

不与这 Q 个种中任何一个单独相聚，而是独立形成

了一个亚分枝。.’()*+& 基因指纹分析进一步揭示

了菌株 89: ;<<== 与其它菌株间存在较大的基因型

差异。而且，菌株 89: ;<<== 在形态、培养特征、耐

盐碱特性、物质同化分解方面，以及磷酸类脂、优势

琨组成等方面又与这 Q 个种有明显差异（表 =）。所

以，根据这些结果，把菌株 89: ;<<== 归入拟诺卡氏

属中任何种都不太恰当，可以初步确定其为拟诺卡

氏菌属的一个种一级新分类单元。当然，要最终确

定其分类地位，需补充该菌株和与其系统发育关系

密切的典型菌株的 567)567 杂交等实验。该菌株

的发酵产物具有很强的体外抗多种肿瘤细胞株活

性，提示从极端环境中筛选生物活性物质产生菌是

一条有效途径。

;;?陈义光等：具抗肿瘤活性放线菌菌株 89: ;<<== 的分离和系统发育分析 $ Z微生物学报（=<<?）Q?（T）



表 ! 菌株 "#$ %&&!! 与相近的拟诺卡氏属典型种特征的比较

!"#$% & ’())%*%+,("$ -."*"-,%*(/,(-/ #%,0%%+ /,*"(+ 123 455&& "+6 -$7/%$8 *%$",%6 !"#$%&’"()’) /9%-(%/

:."*"-,%*(/,(-/ 123 455&& ! ; *+,$-$.)
’<3 ===5>!

! ; (%$)’.$
’<3 =?@=A!

! ; /*0$--’#1)
’<3 ==A4@!

! ; -’)0*%’
’<3 =5&4>!

:","$"/% "-,(B(,8 C C C D’ C
E*70,. ",：
F5 G C C H I C
=A G C H H H H
9J F& C D’ H H D’
F5 K D":$ C C C C H

L,($(M",(7+ 7) ：

NOP$"+(+% C C C H H
NOP*"#(+7/% H C C D’ C
’OQ*R-,7/% C C H D’ C
’OE"$"-,7/% I H H C H
E%$",(+ H D’ C C C
’OE$R-7/% C C H C C
NOJ(/,6(+% C H C D’ C
’O3"$,7/% H C C C C
3"++(,7$ I D’ H H H
’OS"++7/% C C H C C
NOT.%+8$"$"+(+% H C C D’ C
NO9*7$(+% C C H C C
U"))(+7/% C D’ H H H
NOU."S+7/% H C H C C
NO<%*(+% C C H H H
<R-*7/% C D’ H C H
’O!*%."$7/% H C H D’ C

’"," )7* ! ; *+,$-$.)，! ; (%$)’.$，! ; /*0$--’#1) "+6 ! ; -’)0*%’ 0%*% ,"V%+ )*7S 1"//(+ *0 $-［&F］，T%$,7$" *0 $- ;［&&］"+6 <-.(99%*/ *0 $- ;［&?］; C ，97/(,(B%；
H ，+%W",(B%；I，0%"V W*70,. 7* *%"-,(7+；D’，+7 6",";
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