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摘 要：海绵是迄今为止已知海洋天然产物的最大来源。由于海绵的底栖过滤性摄食和消化选择性等生理特性，

其体内蕴藏了丰富的微生物种群。近几年来，发现越来越多的海绵微生物产生很强的生物活性物质，有些并被证

明是海绵天然产物的真正生产者。对大连海域繁茂膜海绵中的放线菌进行分离，对于得到的菌株进行 &#J 0+1K扩
增和 L9MN及测序分析。研究表明海绵中蕴含着丰富的放线菌资源。其中包含链霉菌（!"#$%"&’()$"$*），拟诺卡氏菌
（+&),#-.&%*.*），假诺卡氏菌（ /*$0-&1&),#-.,），诺卡氏菌（ +&),#-.,），小单孢菌（ 2.)#&’&1&*%&#,），红球菌
（34&-&)&))0*），异壁放线菌（5)".1&,66&"$.)40*）等属。利用限制性内切酶 74,!对 &#J 0+1K进行的 L9MN分析能够对
海绵中放线菌的 &#J 0+1K多样性进行有效的分析，结果达到属，部分到种的级别。揭示了繁茂膜海绵中蕴藏着丰
富的放线菌资源。
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海绵属于动物界多孔动物门（N(0?P,0:），是一大
类低等多细胞海洋动物，是热带海礁中除珊瑚外的

第二大生物量。海绵虽然是一类非常简单的生物，

却能产生丰富的生物活性物质。就目前所知，海绵

是迄今为止海洋天然产物的最大来源。天然产物研

究开发的国际权威杂志“1:IQ0:) N0(FQ-IR L,G(0IR”每
年度都进行海洋天然产物综述，从最近 4年（$%%$ S
$%%!）在各类杂志上发表的海洋天然产物来看，来源
于海绵的分别占到了 4#T4U（4&#8<#2）、4<T$U（4%48
324）和 4$T#U（$!383"#）［& S 4］。

近些年，随着研究方法的发展和研究内容的深

入，从海绵中发现了越来越多的微生物，并从中发现

了许多活性物质，而其中有些活性物质过去曾被认

为是海绵本身产生的。例如 N,0(V?- 等［!］从海绵
7,6.)4&1-#., %,1.)$, 中 的 微 生 物 51",#)".)0’
8$,.)06,"0’和 /*()4#&*$#%$1* 90#"&1$1*.* 中分离得到了
具有神经活性的化合物。+,/?IQR 等［"］从海绵
!09$#$, )#$9, 中分离得到的假单胞菌能够产生奎诺
龙类抗生素。

放线菌是一类具有重要工业价值的细菌，在抗

生素生产和酶制剂产业中具有很重要的地位［#］。目

前大约 3%U的抗生素类都生产自放线菌。通过分

子生物学方法，对海绵中放线菌进行检测表明，海绵

34&%,6&$.-$* &-&#,9.6$ 中蕴含着丰富的放线菌资
源［3］。

潮间带的繁茂膜海绵在大连海域分布比较广

泛，在过去的研究中我们发现很多具有活性的天然

产物［<］。同时通过非培养手段，对海绵相关微生物

的基因进行提取和细菌多样性分析，发现其中蕴涵

着丰富的微生物资源［2］。本研究的工作集中在从繁

茂膜海绵中进行放线菌的分离，在获得可培养菌株

基础上，对其菌株的 &#J 0+1K进行 L9MN分析来指
导对其多样性的分析和菌种鉴定。

! 材料和方法

!-! 材料
!-!-! 主要材料：7J6 培养基为美国 +?P-( 公司产
品，N5L扩增试剂盒购自大连宝生物公司；引物 <P，
&!2$0等由大连宝生物公司合成。限制性内切酶
74,!为 N0(.,D:公司产品。
!-!-. 菌株分离：在大连地区潮间带海域采集新鲜
繁茂膜海绵（7(’$1.,).-&1 %$#6$8$）。其种属由中国
科学院青岛海洋所李锦和研究员鉴定。采用不同的

分离手段获得放线菌 &%#株。



!"# 基因组 $%&提取和 !’( )$%&的 *+,反应
将放线菌菌株在 !"# 培养基上进行试管规模

培养 $%左右后，采用改良细菌基因组 &’(提取方
法对纯化后放线菌进行基因组 &’(提取［)*］。根据
细菌 )+" ,&’( 保 守 序 列，合 成 引 物：-.（ /01
2(2(2!!!2(!33!223!3(21$0） 和 )456, （ /01
!(3223!(33!!2!!3!3(21$0）。

738反应体系（/*!9）：/!9 )* : #;..<,（=>6 ?

.,<<），/!9 6@/ABCDE9 =>3D6，-!9 %’!7 BFGH;,<（各

6@/ABCDE9），正负引物各 )!9（6*!BCDE9），)!9 模板
&’(（小于 )!>），*@/!9 !"# 酶。738 反应条件：
5/I /BFA；54I )BFA，//I )BFA，J6I 6BFA，$*个循
环；J6I JBFA。
!"- ,./*分析和序列分析

)+" ,&’( 扩增产物在限制性内切酶 $%""作

用下于 $JI下反应 6K，然后进行琼脂糖凝胶电泳。
同时 )+" ,&’(扩增产物经 738产物纯化试剂盒纯
化后进行测序分析。测序结果和 ’3#L 的 2<A#MAN
进行 #DMOH分析，采用序列分析软件 7KP%FH用 ’1Q法
进行系统发育树的构建。同时将测序结果输入软件

R<SHC, ’!L，运用其中的模拟 8T97分析，模拟实际的
电泳条件，最后将结果输出。

# 结果

#"! ,./*分析
在对放线菌 )+" ,&’(进行成功扩增后，我们选

取了 )*+株海绵放线菌的 )+" ,&’(进行 $%""的

8T97分析。结果表明，采用 $%""能将这 )*+个样
品的 )+" ,&’(分成 ))类（图 )1(）。

图 ! （&）海绵放线菌 !’( )$%&的 ,./*结果；（0）海绵放线菌 !’( )$%&序列用 12345) %67模拟 ,./*结果
TF>U) （(）8T97 C. )+" ,&’( C. MSHFACBPS<H<O；（#）"FB;DMH<% 8T97 C. )+" ,&’( C. MSHFACBPS<H<O O<V;<AS< ;OFA> R<SHC, ’!L

=U &’( =M,N<,；) W ))@8T97 XMHH<,AO C. MSHFACBPS<H< )+" ,&’(U

表 ! 繁茂膜海绵可培养放线菌 !’( )$%&的序列分析和 ,./*分析
!MYD< ) "<V;<AS< MA% 8T97 MAMDPOFO C. )+" ,&’( C. MSHFACBPS<H<O .,CB BM,FA< OXCA>< $&’()*"+*,-) .(/0(1(

8T97 HPX< "H,MFA ’CU !K< SDCO<OH OX<SF<O "FBFDM,FHP Z

) "
/，/$，//，#)，)$*，#$6，+)，+6，JJ，)*5，)))，)$)，)44，)4J，)/)，
)/+，)-)，)-6，6*6，#6$，#4* 23/(.3-’&+(4 3(),"( 5-@-+

# )$+，)54，#$J 23/(.3-’&+(4 "5/(-6"+*()4 55@J5
$ J6 23/(.3-’&+(4 7-57(/-3** 55@5$
% )$/ 23/(.3-’&+(4 "/7()3(-054 55@5$
& )64，#4$ 23/(.3-’&+(4 /*’-454 5J@J-

6 "
)，4，-，)6，)4，6*，$)，$$，4)，46，44，4/，4+，/*，/-，+/，+-，+5，
J$，J4，-*，-4，-/，-+，-J，-5，5)，54，5+，)**，)6/，)6J，)46，
)/4，)-/，6**，#)J，#)5，#$)，#$$，#$-，#4)

23/(.3-’&+(4 +-(0*+-0-/ 55@6-

$ " 66，++，55，)$6，)$J，)/*，#6* 23/(.3-’&+(4 +"1*4+"8*(4 55@/*
4 " )+* 23/(.3-’&+(4 ."/",-954 55@*J
/ " )$-，)4/，)/J，)/-，)+6，)+$，)J$ :-+"/,*-.4*4 05+()3()4*4 5-@J*
+ " )5，4J，-)，))6，)$6，)4)，)J*，)5-，6*)，#)*，#$/ :-+"/,*-.4*4 ,"44-)1*00(* 55@4$
J " )4+，)--，)56 ;4(5,-)-+"/,*" ")3"/+3*+" 55@-/
- " 5/，)-*，#- :-+"/,*" 4"0’-)*+*," 55@J-
5 " )J6，#+ <*+/-’-)-4.-/" "5/")3*"+" )**@**
)* " )JJ =+3*)-"00-3(*+%54 +&")-7/*4(54 5+@J6
)) " )4* >%-,-+-++54 -."+54 5-@4J

#"# !’( )$%& 测序和系统发育分析
将 )*+ 株放线菌的 )+" ,&’( 采用 /)-,（/01

2!(!!(3323223!23!221$0）进行一个反应的测序

分析，将序列结果提交 ’3#L 进行 #DMOH 分析后，对
)*+个样品进行属一级别的归类。然后结合 8T97
的带型结果。比较测序结果和 8T97结果绘制表 )。
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并将其中的典型菌株进行 !"# $%&’全长测序，并提
交 &()*进行 )+,-.，找到其相似性最高的菌株和最
高相似度值。部分序列测定表明，!/" 株菌中链霉
菌（!"#$%"&’()$*）为优势种群，占 012"3（045!/"），另
外有 !4株属于拟诺卡氏菌（ +&),#-.&%*.*），1株假诺
卡氏菌（/*$0-&1&),#-.,），1 株诺卡氏菌（+&),#-.,），
6 株 小 单 孢 菌（ 2.)#&’&1&*%&#,）， ! 株 红 球 菌
（34&-&)&))0*），!株异壁放线菌（5)".1&,66&"$.)40*）。
将测序所得到的全长输入软件 789.:$ &;* 42/，

模拟实际电泳条件，进行分析，分析结果表明模拟电

泳所得的结结果和实际电泳的结果十分吻合（图 !<
)）。对全长测序结果采用软件 =>?@A.选用 &<B法进
行系统发育树的构建。为了更好的在进化上对海绵

中放线菌种群进行区分，绘制链霉菌和稀有放线菌

6个进化树。通过图 6 可以看出，繁茂膜海绵中可
培养链霉菌多样性很高，在不同链霉菌属内不同种

之间形成分支。对稀有放线菌的进化树分析可以看

到（图 1），繁茂膜海绵中包含 " 种不同的稀有放线
菌，显示了很高的多样性。

图 ! 链霉菌 "#$ %&’(序列 ’)*系统发育树分析
CADE6 &8AD>F:$<G:AHAHD I>?+:D8H8.A9 .$88 ,H,H+?-A- :J !"# $%&’ :J D8HK-

!"#$%"&’()$*

&KLF8$- AH I,$8H.>8-8- $8I$8-8H. .>8 -8MK8H98- ,998--A:H HKLF8$ AH

N8H),HOE ;>8 HKLF8$ ,. 8,9> F$,H9> I:AH.- A- .>8 I8$98H.,D8 -KII:$.8@ F?

F::.-.$,IE ),$，! 3 -8MK8H98 @AP8$D8H98E

图 + 稀有放线菌 "#$ %&’(序列 ’)*系统发育树分析
CADE1 &8AD>F:$<G:AHAHD I>?+:D8H8.A9 .$88 ,H,H+?-A- :J !"# $%&’ :J $,$8

,9.AH:L?98.8-

&KLF8$- AH I,$8H.>8-8- $8I$8-8H. .>8 -8MK8H98- ,998--A:H HKLF8$ AH

N8H),HOE ;>8 HKLF8$ ,. 8,9> F$,H9> I:AH.- A- .>8 I8$98H.,D8 -KII:$.8@ F?

F::.-.$,IE ),$，! 3 -8MK8H98 @AP8$D8H98E

对序列测定结果和 74,!酶 QCR=分析进行比
较发现 74,!能很好的区分海绵中的放线菌。能够
达到属的水平，对于链霉菌属和拟诺卡氏菌属能区

分到低于属级别的水平（结果见表 !）。例如带型 !、
6、1、S属于链霉菌属；带型 T和 "属于拟诺卡氏菌；
带型 0属于假诺卡氏菌属；带型 4 属于诺卡氏菌属；
带型 U 属于小单孢菌属；带型 !/ 属于异壁放线菌
属；带型 !!为红球菌属。

+ 讨论

!"# $%&’ 是原核生物核糖体 !"# $Q&’ 的编码
基因。由于其在进化过程中的高度保守和不同菌株

之间差异的特异性，被细菌学家和分类学家所接受

成为菌种鉴定的一个基本指标。由于放线菌属于高

“N(”含量的细菌。某些高 N(区是其可变序列，即

其特征序列所在区域。因此在此选择了 74,!作为
QCR=分析用的限制性内切酶。74,!能特异性识
别“N(N(”作为其酶切位点。(::O等［!!］采用 S种不
同的限制性内切酶对放线菌进行 QCR= 分析，可达
到属一级别的鉴定水平。74,! !"# $%&’<QCR=分
析结果表明，该方法能快速高效地提供菌株的鉴定

信息，与 !"# $%&’测序相结合，能在节约测序费用
的情况下准确得到菌株鉴定的分子信息。

链霉菌属在陆地土壤和其他生态环境中广泛分

布，长期以来是抗生素生产的重要来源。同时由于

链霉菌能够在复杂的生态条件下降解一些复杂的大

分子，因此在酶制剂工业上也有广泛的用途。目前，

越来越多的链霉菌从海洋中分离，其中相当一部分

的代谢产物显示了很好的活性。而对于从海绵中分

离得到链霉菌的报道近些年也日趋增多［!6，!1］。我们
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的研究对繁茂膜海绵中分离到的链霉菌进行 !"#!
!"# $%&’()*+, 分析，结果表明能将该属分成 - 种
类群，达到低于属级别的分子鉴定水平。同时显示

了繁茂膜海绵中蕴含着丰富的链霉菌资源。

在研究的菌株样品中有 !.株属于拟诺卡氏菌。
有文献报道从海洋中分离得到该属的菌株并从中提

取得到新环肽类化合物［!-］。对于繁茂膜海绵中分

离得到的该属菌株，采用 !"#! 对 !"# $%&’ 的
)*+,分析能够将分离得到菌株分为两个类群，即带
型 /，"。其中带型 /的一类比带型 "的 !"# $%&’缺
少一个酶切位点，从而将两类区分开来。这或许能

为该属的分子分类提供有益的借鉴。

诺卡氏菌、红球菌和小单孢菌这几个属目前都

有从海洋环境中分离得到的报道［!/，!"］。但对于假诺

卡氏菌和异壁放线菌这两个属来说却是首次报道从

海洋中分离。这也说明海绵作为滤食性动物在富集

微生物方面有其独特的一面，是急待开发的海洋微

生物资源库。
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