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摘要：为了发掘广西红树林根际土壤的放线菌资源，本文利用原位培养装置，埋于根际土壤中俘获放
线菌，３０ｄ后取回实验室，采用平板涂布法对４个地点的原位培养样品于１５种培养基上进行分离纯
化；对分离株基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行系统发育分析；进一步进行抗菌活性和产酶活性检测。共
分离得到１１３株放线菌。对其中３３株放线菌进行测序，结果表明２０株属于链霉菌属，１１株属于拟诺
卡氏菌属，１株属于伦兹氏菌属，１株与拟诺卡氏菌属相似性最高为９０％，很可能属于放线菌一个新
属。抗菌实验结果显示其中有７株、４株、１８株、６株、１０株、３株实验菌株分别对大肠埃希菌、铜绿假
单胞菌、金黄色葡萄球菌、普通变形杆菌、乙型溶血性链球菌和肺炎克雷伯氏菌具有抑制作用；有５５
株、６２株、２４株、７２株的实验菌株分别具有纤维素酶活性、淀粉酶活性、胶原蛋白酶活性、酯酶活性。
原位培养可以丰富对广西红树林根际土壤的认识，分离到了新种甚至可能是新属的放线菌，分离得到
的部分放线菌菌株具有较高生物活性，为后续工作提供了良好的实验材料。
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１　引言

分布于热带、亚热带海岸潮间带的木本植物群落
称之为红树林，是海洋向陆地的过渡带。红树林是至
今世界上少数几个物种最多样化的生态系之一，有着
不同于陆地的性质：水分高、盐分高以及氧气缺乏，其
地下部分的微生物较之其他生态系统有很大的差异，

这就赋予了红树林土壤微生物产生活性物质的潜在

可能性［１］。广西红树林面积占全国红树林面积的三
分之一，蕴藏着巨大的海洋微生物资源。
目前，科研工作者能在实验室条件下培养出来

的微生物，只占到微生物总体的０．１％～１％，绝大
部分的微生物不能通过传统的培养方法获得［２］。模
拟自然环境和保持微生物间的共生关系是提高微生



物培养具备共性的关键问题，目前开发新的策略培
养传统“不可培养”微生物的需求十分迫切。探索更
加有效的分离方法，从海洋等极端环境中分离筛选
活性菌株已成为当前微生物资源开发利用的重要研

究方向［２—３］。原位培养即构建模拟微生物生存的环
境系统。目前可以使用“扩散室”和“载体”两种类型
的原位培养模式［４—５］。Ａｏｉ等设计了一种中空纤维
膜室培养装置，能同时用于多个简单样品的纯培
养［６］。Ｇａｖｒｉｓｈ等采用这种扩散室装置成功的对特
殊和稀有放线菌进行了培养分离［７］。Ｌｅｗｉｓ和

Ｎｉｃｈｏｌｓ等采用高通量的“扩散室”培养以前未能培
养的微生物，发现的新种远远多于用传统培养皿进
行培养［８—９］。可见原位培养方法在微生物的研究领
域具有巨大的潜力。
目前关于红树林根际土壤放线菌的分离培养大

多采用传统的分离方法，采用原位培养法进行放线菌
分离培养未见报道。我们利用放线菌产生菌丝的特
点制作放线菌原位俘获装置，置于不同品系的红树林
根际土壤中进行共培养，旨在培养出传统分离培养方
法不能分离培养的红树林根际土壤放线菌。并对所
分离到的放线菌进行生物活性评价，为后续海洋放线
菌次生代谢产物的研究奠定基础。

２　材料和方法

２．１　材料

２．１．１　实验地点
广西山口红树林保护区、北海红树林育种中心、广

西合浦老鼠簕红树林和东兴北仑河口红树林保护区。

表１　广西红树林原位培养放线菌埋样地点

Ｔａｂ．１　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ

样品 站位 纬度 经度

山口 广西山口红树林保护区 ２１°２９′５２″Ｎ　 １０９°４５′３９″Ｅ

育种 北海红树林育种中心 ２１°３３′２７″Ｎ　 １０９°０９′２９″Ｅ

合浦 广西合浦老鼠簕红树林 ２１°３６′４４″Ｎ　 １０９°０８′５９″Ｅ

东兴 东兴北仑河口红树林保护区 ２１°５４′３９″Ｎ　 １０８°０９′０４″Ｅ

２．１．２　培养基：
原位培养基：琼脂粉３０％，海水１Ｌ，自然ｐＨ值。
分离培养基：配制以下１５种培养基，海水定容至

１Ｌ，自然ｐＨ值用于菌株分离。

Ａ．酵母膏－麦芽膏培养基（ＹＥＭＥ）：酵母粉４
ｇ，麦芽浸出粉１０ｇ，葡萄糖４ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｂ．改良Ｅｍｅｒｓｏｎ培养基：葡萄糖１ｇ，酵母粉１
ｇ，蛋白胨４ｇ，氯化钠２．５ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｃ．２２１６Ｅ培养基：蛋白胨５ｇ，酵母粉１ｇ，磷酸
高铁０．１ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｄ．Ｍ１培养基：可溶性淀粉１０ｇ，酵母粉４ｇ，蛋
白胨２ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｅ．ＩＳＰ２培养基：葡萄糖４ｇ，酵母粉４ｇ，麦芽浸
出粉１０ｇ，碳酸钙２ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｆ．酪蛋白－酵母浸汁培养基：酪蛋白７．５ｇ，酵
母浸汁１０ｇ，七水硫酸镁２ｇ，柠檬酸钠３ｇ，氯化钾２
ｇ，氯化钠２ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｇ．ＨＶＧ培养基：腐植酸１ｇ，磷酸氢二钠０．５ｇ，
七水硫酸镁０．０５ｇ，七水硫酸亚铁０．０１ｇ，碳酸钙

０．０２ｇ，维生素Ｂ母液１ｍｌ，琼脂１８ｇ；

Ｈ．ＳＣ培养基：可溶性淀粉１０ｇ，酪蛋白１ｇ，琼
脂１８ｇ；

Ｉ．葡萄糖－天门冬素琼脂培养基：葡萄糖１０ｇ，
天门冬素０．５ｇ，磷酸氢二钾０．５ｇ，七水硫酸镁０．５
ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｇ．无机盐琼脂培养基：可溶性淀粉２０ｇ，磷酸氢
二钾０．５ｇ，七水硫酸镁０．５ｇ，硝酸钾１ｇ，七水硫酸
亚铁０．０１ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｋ．改良ＩＳＰ５培养基：酵母膏５ｇ，Ｌ－门冬酰胺

１ｇ，甘油１０ｇ，磷酸氢二钾１ｇ，硝酸钾５ｇ，微量盐１
ｍＬ，琼脂１８ｇ；

Ｌ．甘油琼脂培养基：蛋白胨５ｇ，酵母膏３ｇ，甘
油２０ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｍ．ＧＹＥＳＡ培养基：葡萄糖１０ｇ，酵母膏１０ｇ，
可溶性淀粉１０ｇ，氯化钠５ｇ，碳酸钙３ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｎ．高氏一号培养基：可溶性淀粉２０ｇ，硝酸钾１
ｇ，磷酸氢二钾０．５ｇ，七水硫酸镁０．５ｇ，氯化钠０．５
ｇ，七水硫酸亚铁０．０１ｇ，琼脂１８ｇ；

Ｏ．察氏培养基：硝酸钠３ｇ，磷酸氢二钾１ｇ，氯
化钾０．５ｇ，七水硫酸亚铁０．０１ｇ，七水硫酸镁０．５ｇ，
蔗糖３０ｇ，琼脂１８ｇ；
纯化培养基：ＩＳＰ２培养基：葡萄糖４ｇ，酵母粉４

ｇ，麦芽浸出粉１０ｇ，碳酸钙２ｇ，琼脂１８ｇ，海水加至１
Ｌ，自然ｐＨ值。
以上所有培养基在冷却至５５°Ｃ左右时加入终浓

度为１００μｇ／ｍＬ的重铬酸钾作为细菌和真菌的抑
制剂。
生物活性检测培养基：
（１）淀粉水解培养基：可溶性淀粉１０ｇ，磷酸氢
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二钾０．３ｇ，氯化钠０．５ｇ，七水硫酸镁１ｇ，硝酸钾１ｇ，
琼脂１８ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ　７．２～７．４。

（２）明胶培养基：蛋白胨５ｇ，葡萄糖２０ｇ，明胶

２００ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ　７．２～７．４。
（３）酯酶活性筛选培养基：吐温－８０为１０ｇ，硝

酸铵１ｇ，氯化钙０．１ｇ，磷酸氢二钾０．５ｇ，氯化铁

０．０２ｇ，磷酸二氢钾０．５ｇ，七水硫酸镁０．５ｇ，氯化钠

１．０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ　７．０～７．２。
（４）纤维素酶活性筛选培养基：微晶纤维素８ｇ，

硝酸铵１ｇ，氯化钙０．１ｇ，磷酸氢二钾０．５ｇ，氯化铁

０．０２ｇ，磷酸二氢钾０．５ｇ，酵母粉０．０５ｇ，七水硫酸镁

０．５ｇ，氯化钠１ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ　７．０～７．２。

２．１．３　指示菌株
大肠埃希氏杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ　ＣＭＣＣ　４４１０２）、铜绿假

单胞菌（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　ＣＭＣＣ　１０１０４）、金黄色葡萄球
菌（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　ＣＭＣＣ　２６００３）、普通变形杆菌（Ｐ．ｖｕｌ－
ｇａｒｉｓ　ＣＭＣＣ　４９０２７）、乙型溶血性链球菌（β－Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ－
ｃｕｓ　ＡＴＣＣ　２１０５９）和肺炎克雷伯氏菌（Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
ＣＭＣＣ　４６１１７）。以上６株指示菌株由本实验室保藏。

２．１．４　主要试剂

ＰＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ　Ｖｅｃｔｏｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ），琼脂粉，葡萄
糖，酵母粉，麦芽浸出粉，可溶性淀粉，琼脂糖，异丙
醇，乙醇，胰蛋白胨等，试剂均为分析纯。

２．１．５　仪器

ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ立式压力蒸汽灭菌器，ＨＰＳ－２５０
生化培养箱，ＬＥＧＥＮＤ　ＭＩＣＲ０１７离心机，格兰特

ＸＢ７０制冰机，ＨＲ－７８０３Ｄ微波炉，ＨＨ－６数显恒温
水浴锅，ＪＹ－６００电泳仪，ＢＩＯ－ＲＡＤ凝胶成像分析
仪，ＢＩＯ－ＲＡＤ　ＰＣＲ仪，Ｓｕｐｒａ　５５Ｓａｐｐｈｉｒｅ型扫描电
子显微镜等。

２．２　放线菌分离与纯化

２．２．１　原位培养装置的制作
将已灭菌的０．２２μｍ的亲水性下滤膜（购自Ｍｉｌ－

ｌｉｐｏｒｅ中国有限公司）用５０２胶水与已灭菌的不锈钢
圈贴好，向中空内环倒入约３ｍＬ原位培养基，待培养
基冷却凝固后，将亲水性上滤膜和不锈钢圈用胶水密
封（图１）。

２．２．２　埋原位培养装置
将原位培养装置埋于红树林根际附近土壤中，深

度为５～１０ｃｍ，每个地点都埋５０个原位培养装置。
整个埋样过程及取样后处理如图２所示。

２．２．３　放线菌的分离纯化

３０ｄ后将原位培养装置取回清洁后，将原位培

图１　放线菌原位俘获装置

Ｆｉｇ．１　Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｉｎ　ｓｉｔｕｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ　ｔｒａｐ
用０．２２μｍ的亲水性下滤膜密封不锈钢圈底部，注入１％琼脂

后，用底膜同样滤膜密封

Ｔｈｅ　ｂｏｔｔｏｍ　ｏｆ　ｓｔｅｅｌ　ｗａｓｈｅｒ　ｗａｓ　ｓｔｉｃｋｅｄ　ｗｉｔｈ　０．２２μｍ　ｐｏｒｅ－ｓｉｚｅ

ｐｏｌｙｃａｒｂｏｎａｔｅ　ｍｅｍｂｒａｎｅ，ｔｈｅ　ｃｈａｍｂｅｒ　ｗａｓ　ｆｉｌｌｅｄ　ｗｉｔｈ　ｓｔｅｒｉｌｅ　１％

ａｇａｒ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｔｒａｐ　ｗａｓ　ｓｅａｌｅｄ　ｗｉｔｈ　ｓａｍｅ　ｐｏｌｙｃａｒｂｏｎａｔｅ　ｍｅｍｂｒａｎｅ

图２　原位培养装置的使用：埋样前（ａ）、取样中（ｂ）、清

理后（ｃ）

Ｆｉｇ．２　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎ　ｓｉｔｕｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ　ｃｈａｍｂｅｒｓ：

ｇｅｎｅｒａｌ　ｖｉｅｗ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｈａｍｂｅｒｓ（ａ），ｔｈｅ　ｃｈａｍｂｅｒｓ　ｉｎ　ｕｓｅ
（ｂ），ａｆｔｅｒ　ｔｈｅ　ｃｌｅａｎ－ｕｐ（ｃ）

养基转移到无菌１．５ｍＬ的ＥＰ管中，加入无菌水，
将原位培养基捣碎并充分与无菌水混匀，吸取混悬
菌液１００μＬ涂布于１５种分离培养基上，置２８℃恒
温培养箱中培养６～１５ｄ。将形态较典型的放线菌
菌落挑出，经过３～５次平板划线分离纯化后转种
到ＩＳＰ２斜面培养基中保存，编号后置于４°Ｃ冰箱中
保存备用。
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２．３　放线菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定及系统发育分析
采用微波热震荡［１０］提取放线菌基因组ＤＮＡ，

１６ＳｒＲＮＡ基因序列的ＰＣＲ扩增，使用以下两个通用
引物：２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，

１４９２Ｒ：５′－ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧ　ＣＣＧＣＡ－３′（由
上海捷瑞公司合成），ＰＣＲ扩增反应体系（２５μＬ）：引
物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，模板ＤＮＡ（５０～１００ｎｇ）

１μＬ，２×ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　１２．５μＬ，加无菌双蒸水补
至２５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃
变性１ｍｉｎ，５５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循
环；最后７２℃温育１０ｍｉｎ。扩增产物用１．２％琼脂糖
凝胶检测。ＰＣＲ扩增产物经电泳检测后，进行切胶纯
化，用Ｔ载体置于４℃冰箱过夜连接，将菌株的１６Ｓ
ｒＲＮＡ转化到Ｅ．ｃｏｌｉ（ＴＯＰ１０Ｆ′），经氨苄筛选阳性
克隆，随机挑取阳性克隆子于３７℃在含有氨苄的ＬＢ
液体培养基摇床２２０ｒ／ｍｉｎ，３７°Ｃ培养１５ｈ。用Ｔ７引
物：５′－ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ －３′，ＳＰ６引
物：５′－ＡＴＴＴＡＧＧＴＧＡＣＡＣＴＡＴＡＧ －３′）进行ＰＣＲ，
电泳检测有目的条带的菌液送到生工生物工程股份

有限公司进行测序。
将测序得到的基因序列运用ＢＬＡＳＴ程序在

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行同源性分析。利用 ＭＥＧＡ５
软件，采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ）构建系
统进化发育树。

２．４　菌株生物活性检测

２．４．１　菌株抑菌活性检测
选用以上６株指示菌株进行放线菌抗菌活性试

验。所有细菌指示菌株都用ＩＳＰ２培养基培养，采用
点植法培养７ｄ后，观察抑菌圈并测量抑菌圈的
直径。

２．４．２　菌株酶活检测
采用用点植法培养７ｄ后，通过Ｌｕｇｏｌ碘液检测

淀粉酶活性，通过观察透明圈检测胶原蛋白酶和脂肪
酶活性，通过观察菌落四周澄清的晕环检测纤维素酶
活性。

３　结果和分析

３．１　原位培养装置俘获放线菌的效果
取回原位培养装置后，将原位培养基取出，置于

倒置显微镜中观察，可以看到许多具有分枝状菌丝的
菌落分散在原位培养基内。根据菌落的形态初步判
断原位培养基内的菌落为放线菌。将原位培养基菌
悬液涂布后，可得到较多的放线菌菌落，并且无细菌
和真菌的出现（图３）。表明所采用的原位培养装置
能较为单一地俘获放线菌并且效果良好。值得注意
的是，有部分原位培养装置的滤膜遭虫蚀而破损、胶
水粘得不牢固导致脱落损坏或取样的时候被不小心

戳破造成了一定的污染，这是值得改进的地方。

图３　原位培养基菌悬液涂布分离放线菌的效果

Ｆｉｇ．３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｐｌａｔｅｓ　ｏｆ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ，ｗｈｉｃｈ　ｗｅｒｅ　ｓｐｒｅａｄ　ｗｉｔｈ　ｉｎ　ｓｉｔｕｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ　ａｎｄ

ｉｎｃｕｂａｔｅｄ　ａｔ　２８°Ｃ　ｆｏｒ　６ｔｏ　１５ｄ
ａ．高氏一号培养基；ｂ．无机盐琼脂培养基

ａ．Ｇａｕｚｅｓ　ｍｅｄｉｕｍ　Ｎｏ．１；ｂ．Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ　ｓａｌｔ　ａｇａｒ　ｍｅｄｉｕｍ
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３．２　放线菌分离结果
采用原位培养方法从广西山口红树林保护区、北

海红树林育种中心、广西合浦老鼠簕红树林和东兴北
仑河口红树林保护区分别得到２２株、２０株、７０株和１

株，总共获得１１３株放线菌。放线菌菌落大多气生菌
丝发达，菌落致密干燥，菌落颜色多为白色，其次为灰
色，有少数菌株菌落为红色或嫩黄色。其中分离到的
放线菌ＧＸＵＮ１０可能是放线菌新菌株（图４）。

图４　放线菌ＧＸＵＮ１０的菌落形态（ａ）及其电镜图（ｂ）

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｌｏｎｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（ａ）ａｎｄ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ（ｂ）ｏｆ　ｉｓｏｌａｔｅ　ＧＸＵＮ１０

３．３　不同培养基分离放线菌的效果
图５是不同培养基分离的放线菌数量的比较，培

养基种类标号来源于分离培养基的编号。结果表明，

ＩＳＰ２培养基分离得到的红树林根际土壤放线菌菌株
数量最多，其次是 Ｍ１培养基和无机盐琼脂培养基，

ＨＶＧ培养基、改良ＩＳＰ５培养基和甘油琼脂培养基分
离得到的菌株数量最少。由于不是唯一碳源培养基，
所以不能确定哪种碳源对分离放线菌最有优势，但也
可以看出，所选用的１５种分离培养基中ＩＳＰ２培养
基、Ｍ１培养基和无机盐琼脂培养基最适合用来分离
红树林根际土壤放线菌。

３．４　广西红树林根际土壤放线菌的多样性

用上述１５种分离培养基从广西４个地方的红树
林原位培养样品中分离并保藏放线菌１１３株，测序了

３３株。测得３３株放线菌菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列
全长接近１　４９０ｂｐ。用ＢＬＡＳＴ软件从ＧｅｎＢａｎｋ数据
库中搜索相似序列，然后采用邻接法构建放线菌与其
相关菌株的系统发育树，结果（见图６）显示，３３株放
线菌分布于放线菌亚纲３个目３个科的４个属。链
霉菌目Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｅａｅ中的链霉菌科Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａ－
ｃｅａｅ中的链霉菌属Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　２０株；链孢囊菌目

Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｎｅａｅ拟诺卡氏菌科Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓａｃｅａｅ中
拟诺卡氏菌属 Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　１１株；假诺卡氏菌目

图５　不同培养基分离到的红树林根际土壤放线菌菌落数对比

Ｆｉｇ．５　Ｉｓｏｌａｔｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｍａｒｉｎｅ　ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｏｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍｅｄｉａ

Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉｎｅａｅ中的假诺卡氏菌科 Ａｃｔｉｎｏｓｙｎｎｅ－
ｍａｔａｃｅａｅ中的伦兹氏菌属Ｌｅｎｔｚｅａ１株；另外一株编
号为ＧＸＵＮ１０的放线菌在基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列
构建的系统发育树上独立划分为一个分支，与链孢囊
菌目中Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　ａｌｂａ　ＰＣＭ　２７０２的序列相似性最
高，但相似性仅为９０％，所以ＧＸＵＮ１０很可能为链孢
囊菌目Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｎｅａｅ中的新科或新属［１１］。该
菌的多相分类学研究工作正在进行中。
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图６　邻接法构建基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树

Ｆｉｇ．６　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ
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３．５　生物活性检测结果

３．５．１　菌株抑菌活性检测结果
对１１３株红树根际土壤放线菌进行了抗细菌活

性的初步检测，发现４７株放线菌样品在一种或多种
指示菌筛选中显示为阳性（表２），初筛阳性率为

４１．５９％。 有 ６．１９％、３．５４％、１５．９３％、５．３１％、

８．８５％、２．６５％的实验菌株分别对大肠埃希氏杆菌、
铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、普通变形杆菌、乙型
溶血性链球菌和肺炎克雷伯氏菌具有抑制作用。其
中，源于广西山口红树林保护区（Ｓｈａｎｋｏｕ）的２２株菌
中，初筛阳性菌株为５株，阳性率为２２．７３％；源于北

海红树林育种中心（Ｙｕｚｈｏｎｇ）的２０株菌中，初筛阳性
菌株为１１株，阳性率为５５．００％；源于广西合浦老鼠
簕红树林（Ｈｅｐｕ）的７０株菌中，初筛阳性菌株为３１
株，阳性率为４４．２９％；源于东兴北仑河口红树林保护
区（Ｄｏｎｇｘｉｎｇ）的１株菌中，初筛无阳性菌株。在４７
株阳性菌株中，对革兰氏阳性细菌金黄色葡萄球菌和
乙型溶血性链球菌具有抑菌作用的有２７株，占阳性
菌株的５７．４５％，占总菌株的２３．８９％；对所试验的４
种革兰氏阴性细菌具有抑菌作用的有２０株，占阳性
菌株的４２．５５％，占总菌株的１７．７０％。

表２　菌株的抑菌活性筛选结果

Ｔａｂ．２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ　ｆｏｒｍ　Ｇｕａｎｇｘｉ　ｍａｎｇｒｏｖｅ　ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

Ｔｅｓｔ　ｏｒｇａｎｉｓｍ　 Ｓｈａｎｋｏｕ　 Ｙｕｚｈｏｎｇ　 Ｈｅｐｕ　 Ｄｏｎｇｘｉｎｇ

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＣＭＣＣ　４４１０２　 ３／２２ — ４／７０ —

Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　ＣＭＣＣ　１０１０４ — ２／２０　 ２／７０ —

Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　ＣＭＣＣ　２６００３　 ２／２２　 ４／２０　 １１／７０ —

Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ　ＣＭＣＣ　４９０２７ — ２／２０　 ４／７０ —

β－ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ＡＴＣＣ　２１０５９ — ２／２０　 ８／７０ —

Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ　ＣＭＣＣ　４６１１７ — １／２０　 ２／７０ —

　　注：表中数据为筛选阳性菌株数／该地点所有菌株总数，“—”表示无阳性菌株。

３．５．２　菌株酶活检测结果
产酶实验结果表明（表３），在所检测的１１３株红

树林根际土壤放线菌，有８７株至少具有一种酶活，其
中具有纤维素酶活性、淀粉酶活性、胶原蛋白酶活性、
酯酶活性菌株分别为４８．６７％、５４．８７％、２１．２４％、

６３．７１％。另外，有７０株具有至少２种以上酶活特
性，占活性菌株的８０．４６％，占总菌株的６１．９５％；有

４６株具有 ３ 种以上酶活特性，占活性 菌 株 的

５２．８７％，占总菌株的４０．７１％；有８株具有４种酶活
特性，占活性菌株的９．２０％，占总菌株的７．０８％。

表３　菌株的产酶活性筛选结果

Ｔａｂ．３　Ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ　ｆｏｒｍ　Ｇｕａｎｇｘｉ　ｍａｎｇｒｏｖｅ　ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

Ｓｈａｎｋｏｕ　 Ｙｕｚｈｏｎｇ　 Ｈｅｐｕ　 Ｄｏｎｇｘｉｎｇ

Ａｍｙｌａｓｅ　 １２／２２　 １６／２０　 ３３／７０　 １／１

Ｅｓｔｅｒａｓｅ　 １５／２２　 １６／２０　 ４１／７０ —

Ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ　 ４／２２　 ４／２０　 １６／７０ —

Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　 ６／２２　 １５／２０　 ３４／７０ —

　　注：表中数据为筛选阳性菌株数／该地点所有菌株总数，“—”表示无阳性菌株。

４　讨论

国内一些研究小组对广西北部湾海域红树林共

生和附生的放线菌开展过研究，如中国热带农业科学
院生物技术所 Ｈｏｎｇ等采集广西２６份红树林样本，

分离到了９３株放线菌［１２］。同样是该研究小组２００７
年从广西的红树林区采集了７１个样品，不进行微生
物分离而直接发酵，取发酵上清液进行抗细菌、抗真
菌与肿瘤细胞毒活性的测定，结果显示：２９．６％的样
品具有生物活性，仅次于取自海口的样品（３４．１％），
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在所有来自全国各地的样品中仅在广西北海古城岭

的样品中检测到肿瘤细胞细胞毒活性［１３］。中国医学
科学院医药生物技术研究所魏玉珍等从广西山口国

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，采用８种分离培养基，分离到１１８株
放线菌。对７７株阳性菌株分类表明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［１４］。广西大学梁静娟等和桂林医学
院骆耐香等也对红树林放线菌开展了部分研

究［１５—１６］。这些研究结果表明广西红树植物环境孕育
了丰富多样的放线菌，但从分离方法上看，并没有全
面系统地反映广西北部湾海域海洋放线菌即便是红

树林共生和附生的放线菌真实面目。
传统分离培养法为了尽量杀灭细菌和真菌、使土

壤放线菌孢子尽量分散，大多采用强化学试剂、强物
理震荡或高温干热处理，如超声波处理法［１７］、干热处
理法［１８］、ＤＤＣ法［１９］和微波处理法［２０］等，尚无采用原
位培养法［２１］进行放线菌分离培养的报道。传统分离
培养红树林土壤放线菌的方法大多比较激烈，并且使
土壤放线菌离开它们原本生活的环境，放线菌的环境
生长因子、营养成分势必也随之改变，可能对部分对
环境要求苛刻的放线菌造成巨大伤害，从而不能分离
培养这部分放线菌。而原位培养法能尽量在不改变
微生物的生长环境和条件的情况下，将原位培养装置
置于红树林根际土壤中，让放线菌菌丝生长进入原位
培养装置中，从而将放线菌俘获。在实验室进一步用
多种不同的培养基将俘获的放线菌分离、多次纯化从

而得到纯培养的放线菌。原位培养法是在放线菌生
长的大环境中与放线菌共培养，温和而不刺激，为分
离新放线菌提供了可能。
本实验室设计的原位培养装置是在Ｌｅｗｉｓ等［８］

的设计的基础上进行改进的，Ｌｅｗｉｓ　Ｋ设计的原位培
养装置是为了在实验室将原位培养装置置于土壤样

品表面，俘获透过下滤膜进入原位培养装置的土壤放
线菌。为了隔绝空气中的菌体透过滤膜进入到原位
培养装置中上滤膜选择０．０３μｍ孔径，选择孔径为

０．２μｍ的下滤膜紧贴土壤表面，土壤中的放线菌菌
丝可以透过下滤膜进入到原位培养基中生长。为了
俘获土壤中的放线菌，我们设计了可以在真实环境埋
入泥土中俘获土壤放线菌的原位培养装置：上下滤膜
都选用孔径０．２２μｍ的滤膜。这样原位培养装置上
面及下面的放线菌菌丝都能进入原位培养装置中，从
而被俘获。本研究成功俘获分离１１３株放线菌，选取

３３株典型的放线菌提取其基因组ＤＮＡ，扩增其１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因，克隆后成功测序。３３株放线菌中的３２
株隶属于３个不同菌属，其中链霉菌属最多，占

６２．５％；拟诺卡氏菌属占３４．３７５％；伦兹氏菌属占

３．１２５％。得到一株ＧＸＵＮ１０很可能隶属于放线菌
一个新分类单元。这表明原位培养装置埋于红树林
根际土壤放线菌原本生活的环境俘获放线菌的可行

性，为国内放线菌研究者寻找新的放线菌资源提供了
新的参考途径。并且我们用原位培养法所分离到的
放线菌具有较好的抑菌活性和酶活活性，为后续放线
菌次生代谢产物的进一步研究奠定了良好的基础。
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