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摘 要：放线菌因产生多种多样的生物活性物质而受到重视。但极端环境放线菌的研究甚少。采用 EFF:、纯培养

法，重点研究了新疆、青海及埃及的重盐碱环境的放线菌分布情况，种类组成，生物学特性。发现了 % 个新科，5 个

新属及 /$ 多个新种。从嗜（耐）盐碱放线菌筛选到许多带有 2GH 基因的菌株。认为极端环境放线菌是生物活性物

质的重要来源；改进分离程序，分离未知放线菌，是放线菌多样性研究及开发利用的前提之一；并对极端环境放线

菌研究作了论述。

关键词：极端环境；放线菌多样性

中图分类号：I&/& 文献标识码：) 文章编号：$$$%6"#$&（#$$"）$#6$%&%6$(

地球上，广泛分布着高、低温，高盐、碱，高酸，高

压，高辐射等天然极端环境，如高温热泉，南极北极，

雪山，重盐碱地，盐湖，深海，放射性矿物地区等。在

这些极端环境中生存着嗜极微生物（49J+4;K*<,-4L）。

在生命进化历程中，由于适应环境的结果，它们形成

极为特殊的生理机制，并产生特殊的代谢产物，如多

种多样的特殊酶类（耐热酶、碱性酶等）及各种生物

活性物质，具有广泛的应用价值。同时，它们必然具

有独特的基因类型，在生命进化及系统发育等研究

中也具有重要的理论意义［%，#］。从 #$ 世纪 .$ 年代

开始，极端微生物已成为国际研究的热门领域，导致

了三域学说［/，!］的建立，加深了对生命现象的认识。

相对极端环境细菌的研究而言，国内外对极端环境

放线菌的研究却非常少。

最近几年，许多实验室用分子手段研究环境微

生物多样性的结果表明，土壤环境存在大量未知（未

获得纯培养、未经鉴定）的微生物，可培养的微生物

仅为 %M，甚至更少［( ’ 5］。因此，提出新的思路，设计

新的分离程序，分离未知微生物，就成了微生物资源

开发利用的重要前提和关键之一。

我国新疆、青海广泛分布重盐碱环境，有的地

区，地表含盐量高达 (5M。还有众多的盐湖。这些

天然环境为我们研究其中的放线菌提供了得天独厚

的条件。本文报告近几年我室关于新疆、青海以及

埃及重盐碱环境放线杆菌（)CJ,@KN8CJ4+,8）研究的部

分结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品来源：#$$% 年 ! 月，从新疆焉耆县，黄

水渠，盐湖边重盐碱土壤采集土样 #% 份。#$$# 年 5
月，从青海茶卡盐湖，柯柯盐湖及沿岸采集湖泥及盐

碱土样 %#$ 份；& 月从新疆布尔津、甘家湖、小盐湖、

博斯骑湖、库车阿艾湖等地采集盐碱土 !# 份。#$$/
年 %# 月收集 /# 分埃及盐碱土样。

!"!"# 培养基：!淀粉6酪素琼脂：淀粉 %$O，酪素

$P/O，GQR/ #O，SOHR!·.T#R $P$(O，G#T2R!·/T#R
#O，080R/ $P$#O，74HR!·.T#R $P$%O，琼脂 #$O，补水

到 %$$$;U。"甘油6门冬酰胺琼脂：甘油 %$O，门冬

酰胺 %O，G#T2R!·/T#R #O，微量盐（74HR!·. T#R
$P%O；S@0-#·!T#R $P%O；V@HR!·.T#R $P%O，水

%$$;U）%;U，琼脂 #$O，补水到 %$$$;U。#土壤浸

汁琼脂：土壤浸汁（土壤 %$$$O，水 #($$;U，%#$W
%<，离心，用上清液）%$$$;U，牛肉膏 /O，蛋白胨

(O，琼脂 #$O。$ TK+,XKL<,6Y 培养基：葡萄糖 %$O，
酵母 抽 提 物 (P$O，多 价 胨 (P$O，G#T2R! %P$O，



!"#$%·&’($ )*("，琼脂 ()"，补水到 +))),-。所有

培养基的 .’ 都用 /01$2和 /0$’ 调到 .’ +(，使培

养基具有较强的缓冲性，以分离嗜碱菌；或加 ()3
4 (53的 /016（或 716）以分离嗜盐菌。培养温度

(89。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器： !"# 酶 来 自 :..6;<=
>;?@A@B<,@，C?@B<D 1;BA，106;E?DF;0。G1H 扩增仪（美国

生科公司）；%&5 梯度凝胶系统（>;?IH0=）；#!J! 2&&
K/: 序列分析仪（:..6;<= >;?@A@B<,@，LFM N）。

!"$ %&&’ 法（变 性 梯 度 凝 胶 电 泳，%()*+,-.)/
&-*0.()+ &(1 ’1(2+-3453-(6.6）测定未知菌

!"$"! 总 K/: 的提取、扩增：用酶解法和化学裂解

法结合提出 K/: 后，用细菌 +O# DK/: 通用引物（正

向引物：8I(&C，反向引物：+%(PI+%%5H）进行扩增。反

应条 件 为：P%9 5,;F；P%9 +,;F，退 火 +,;F，&(9
2,;F，25 个循环；&(9 +),;F。其中退火温度分别为

5(、52、5%、5O 和 589。

!"$"$ KQQR 电泳：用细菌的 +O# DK/: 通用引物

［正向引物：2%+CIQ1，反向引物：P)&H（每条引物实际

为 () 个碱基，正向引物末端附加 %) 个 Q1 碱基）］，

扩增出用于 KQQR 电泳的片段。反应条件为：P%9
5,;,；先进行 () 个循环的降落 G1H（P%9 +,;F，退火

+,;F，&(9 2,;F，退火温度由 589到 %8*59依次递

降）；再进行 +5 个循环（P%9 +,;F，%89退火 +,;F，

&(9 2,;F）；&(9 +),;F。KQQR 电泳条件为：O3的

聚丙烯凝胶，2)3 4 O(*53的变性剂梯度（&,?6S- 的

尿素，%)3的甲酰胺为 +))3的变性剂浓度），+()T
恒定电压，O)9下电泳 8U。

!"# 菌种分离

!"#"! 土壤预处理：土壤样品经 +()9干热处理 +U
或不处理。

!"#"$ 抑制剂：培养基加入 5),"S- 的重铬酸钾，或

+)),"S- 的制霉菌素和 (),"S- 的萘啶酮酸作为抑制

剂，或不加抑制剂。所有样品都采用平板稀释法分

离放线细菌。

!"7 耐盐碱性试验

用酵母膏I麦芽膏液体培养基［P］，用 )*)5,?6S-
的碳酸钠I碳酸氢钠缓冲液配制、/0$’ 和 ’16 分别

调至不同的 .’ 值，或加入不同种类、不同浓度的盐

类，并分装试管，接种后，(89培养 &= 和 +5=，观察

生长情况。

!"8 菌种分类鉴定

!"8"! 形态学研究：使用酵母膏I麦芽膏琼脂，(89
培养 &、+5=，形态特征 用 显 微 镜 和 电 子 的 显 微 镜

（RG!:I8&)5）观察，拍照。培养特征，生理生化特征

按照 #U;D6;F" V Q?BB6;<W［P］的方法进行。斜面菌体颜

色与 L#11I/ /?N (+)O 色卡［+)］比较。

!"8"$ 细胞壁组成：按 -<U<X06;<DV-<MU<X06;<D［++］的

方法进行。

!"8"# +O# DK/: 序列分析：菌株染色体的 K/: 依

照 ’?.Y??= 等［+(］的程序提取。引物 : 为 8I(&E（5ZI
11QJ1Q:1Q:Q1J1:Q:QJJJQ:J11JQQ1J1:QI2Z）
和 > 为 +5(2I+5)%D（5ZI 111QQQJ:11::Q1JJ::QQ
:QQJQ:J11:Q11Q1:I2Z，引物的碱基位置在大肠杆

菌的 相 应 位 置［+2］）。G1H 反 应 条 件：P59 +),;F；

P59 +,;F，5O9 +,;F，&(9 2,;F，25 个 循 环；&(9
5,;F。+*5[W 的 +O# DK/: 扩增片段用琼脂糖凝胶纯

化。测 序 引 物： 7!#$P8G>+D（ 5ZIJ::QQ:QQJQ:
J11:Q11I2Z）， 7!#58%G+D（ 5ZIJQ1JQQ1::1:1:Q
::1::QI2Z） 和 !#58%G(D（ 5ZI:1J1JQ11JQ111Q
J:J1QI2Z）。

!"8"7 排 序 及 构 件 系 统 进 化 树：用 >60@B 软 件 在

Q<F>0F[ 进 行 相 似 性 搜 索，获 取 相 近 菌 种 的

+O# DK/:基因序列。用 16\@B06 ]［+%］程序进持比对，

根据 7;,\D0［+5］模型 ( 计算进化距离，用邻接法［+O］构

建系统进化树［+&］。拓扑分析为 +))) 次重复取样的

结果，生成的树用 JD<<X;<Y 重建。

!"9 :;< 基因产生菌的筛选

用微 波 法［+8］提 取 K/:。用 大 环 聚 酮 类 基 因

G7# 的 7# 基因区引物 7+ 和 :J 基因区引物［+P］进行

G1H 扩增。

$ 结果和讨论

$"! %&&’ 法和纯培养法获得的结果

用 KQQR 法检测茶卡盐湖 % 个底泥样品的细菌

多样性，电泳谱上至少有 %) 不同的条带，表明茶卡

盐湖至少存在 %) 种不同的细菌（含放线菌）物种。

相同的底泥样品用平板稀释法，仅分离到 +O 株各不

相同的纯培养菌株。并分别制备这 +O 株纯培养菌

的 K/:，再 与 底 泥 样 品 直 接 提 取 的 K/: 一 同 做

KQQR 电泳。结果发现，分离到的纯培养菌株仅占

整个电泳谱的极狭窄的部分，而且芽孢杆菌科的比

例较大，说明仍有绝大部分菌株不能用本实验使用

的分离方法分离到纯培养。经过+O# DK/:序列分析

和多项分类，并与相关典型菌种比较，从这 +O 株中，

确定了 5 个新种，分别定名为：$"%&’"()%%*+ ,-"%.+(./+
@.N F?XN 7/(，0"%)’"()%%*+ 1"%&2&%.3"/+ @.N F?XN 7/2，

45-1)’"()%%*+ 1"%&-1)%*+ @.N F?XN 7/+)，63"()%)’"()%%*+

(P+ ^L:/Q _; .2 "% N S4(2" 7)(3&’)&%&8)(" 0)/)("（())O）%O（(）



!"#$%&"’#("( () * #+,* -./0， !"#$%"&$##’( )$*+,"$-*($(
()* #+,* -./1。可能还有 / 个新属，有待进一步研

究。这些结果说明，从极端环境中获取新的微生物

物种的潜力极大。因此，提出新思想，设计新的分离

方法，分离未知微生物，是微生物多样性研究及资源

开发利用的重要前提之一。

!"! 嗜（耐）碱放线菌

从新疆、青海的重盐碱土、盐湖及埃及盐碱地采

集的样品，用 )2 /3 的培养基，共分离到 405 株放线

菌，研究结果表明有如下特点：

（/）有 678的菌株能在 )2 19: ; /3 生长，说明

它们是耐碱放线菌；有 /5 株在 )2 79: 不长，最适

生长在 )2 694 ; //94，这些菌株才是真正的嗜碱菌。

所以，即使在高碱环境，嗜碱放线菌的数量也不会

多。

（3）所 分 离 到 的 放 线 菌， 以 拟 诺 卡 氏 菌

（./&"01$/2($(）和链霉菌（ !30-24/54&-(）为主，还有少

量北里菌属（6$3"("3/(2/0$"）和球菌目的成员。

（0）菌 株 <=>6:0:4 对 -?2，-3@?0，.&?2 和

.&3@?0 等 几 种 碱 性 化 合 物 的 反 应 很 不 相 同。用

-?2，-3@?0 调 )2 69: 以上培养基，菌体就不能生

长，说明这两种化合物对菌株的生长有显著的抑制

作用；如果用 .&?2 调 )2，菌株可在 )2// 生长；用

.&3@?0 调 )2，则可以在 )2 /3 生长。当培养基加入

/ ; 08的 .&@A，并用 -?2 调 )2 到 //，菌株也能生

长；用 -3@?0 把 )2 调到 B9:，菌株也可以生长。可

见低浓度的 .&@A 可以减轻 -?2、-3@?0 对菌株生长

的抑制。这种作用的机制有待进一步研究。

（5）耐碱、嗜碱放线菌的碳源利用谱比普通放线

菌要窄得多。惟有淀粉能被 B48以上的菌株利用，

七叶灵（’(CDA"#’）可以被 6:8以上的菌株利用。所

有菌株都能利用门冬酰胺。

（4）利用多相分类方法对 05 株在 )2 值 79: 不

生长，而在 )2 694 ; //94 条件下生长最好或较好的

嗜 碱 菌 株 进 行 了 系 统 分 类，发 现 碱 杆 菌 属

（7#8"#$%"&$##’( ,"#/"#8"#$2,$#’( $’#* #+,*）［3:］和纳西杆

菌新属（."9$%"&3-0 "#8"#$3/#-0"*( $’#* #+,*，()* #+,*
<=>0/774E）两个新属。发现 // 个新种：耐碱柠檬球

菌（ :$30$&/&&’( "#8"#$3/#-0"*( ()* #+,* <=>7::/:E），云

南 红 球 菌（ ;,/1/&/&&’( 4’**"*-*($( ()* #+,*，
<=>7::41E ）， 嗜 碱 拟 诺 卡 氏 菌（ ./&"01$/2($(
"#8"#$2,$#" ()* #+,* <=> 6:07BE），藤黄涅斯捷连科氏

菌（.-(3-0-*8/*$" #’3-" ()* #+,*，<=> 7::6/E）和橙黄

涅斯捷连科氏菌（.-(3-0-*8/*$" ("*1"0"8$*" ()* #+,*，
<=> 7:::BE ）［3/］， 产 脂 酶 拟 诺 卡 氏 菌 新 种

（./&"01$/2($( #$2"(/+-*($( ()* #+, <=>6::36E），贫营养

拟 诺 卡 氏 菌 新 种 （ ./&"01$/2($( 5"&0" ()* #+,
<=>6::05E），疆 北 拟 诺 卡 氏 菌 新 种（ ./&"01$/2($(
<$"*+%-$-*($( ()* #+, <=>6::5/E），耐冷拟诺卡氏菌新

种（./&"01$/2($( =0$+/0$3/#-0"*("( () * #+, <=>6::54E），

其大部分都在国际微生物系统与进化杂志（=#F * G *
HI(F * J,+A * >"CK+L"+A *）发表或接收。这些结果表明，

碱性环境获得的嗜碱放线菌，新物种很多。

!"# 嗜（耐）盐放线菌

我们从新疆、青海、埃及的重盐碱地、盐湖采集

样品，用含有 3:8 ; 348.&@A 等盐类的培养基分离

嗜盐放线菌。有关的研究结果简报如下：

（/）从新疆盐碱地分离到的菌株中，嗜盐菌的

比例大于盐湖中的。B:8从青海盐湖分离到的菌株

能在没有 .&@A 的培养基中生长，他们应该是耐盐

放线菌。而从新疆分离的菌株，仅有 /38的菌株可

以在无 .&@A 的培养基中生长；348 的菌株在低于

48 .&@A 的培养基就不能生长，这些是嗜盐放线菌。

研究了 50 株菌对 .&，-，>$，@& 阳离子的反

应。结果指出，所有的菌株均能在 /48 ; 3:8 的

.&@A 培养液中生长，有 48的菌株低于 48的 .&@A
就不能生长；有 578的菌株能在 348的 -@A 的培养

液中生长，其余 408 的菌株能够在 3:8 -@A 中生

长，有 /38的菌株低于 48的 -@A 就不能生长；有

068的菌株能在 348 的 >$@A3 培养液中生长，有

368的菌株可在 3:8>$@A3 生长，有 78的菌株在

低于 /48 的 >$@A3 时就不能生长；仅有 / 个菌株

（<=>B:::4）能够在 /48的 @&@A3 中生长，只有 0 株

可以在 /8的 @&@A3 中生长，有 B/8的菌株在培养

基的 @&@A3 浓度超过 /8就不能生长，这说明 @&@A3
对大多数的嗜盐菌有毒害作用。根据这些结果看

来，过去仅以微生物对 .&@A 的耐受能力来划分嗜盐

菌显然是不确切的。微生物对金属阳离子的反应肯

定很复杂，其机制也可能互不相同，有待进一步研

究。我们建议把嗜盐菌分为嗜钠菌，嗜钾菌，嗜镁

菌，嗜钙菌和广谱嗜盐菌五种类型。如果分离到能

在 /48以上 @&@A3 生长良好的放线菌，新物种的可

能性非常大。

（3）从新疆分离到的菌株，有 3:8的菌株属于

普氏菌属（>0"’(-0-##"），48的菌株属于链单孢菌属

（!30-23/5/*/(2/0"），3948 的 菌 株 属 于 糖 单 孢 菌 属
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（!"##$"%&’&(&)*&%"），!"#$的菌株属于拟诺卡氏菌

属（+&#"%,-&*)-)），其它为链霉菌（!.%/*.&’0#/)）和微球

菌目的菌种。从青海分离到的放线菌，%&$是拟诺

卡氏菌属，#$ 为链霉菌属，其余均为微球菌目的

菌种。

（’）大部分嗜（耐）盐放线菌株的碳源利用范围

均较窄。

（(）用多相分类方法对 )& 多株进行了系统分

类研究。发现新科 * 个，为了纪念阎逊初先生，将

其定名为阎氏菌科（1"(-"#/"/ +,-. /01.），同时还发

现链单孢菌属（!.%/*.&’&(&)*&%" 23+. +,-.）［44］，阎氏

菌属（ 1"(-" +,-. 23+）［4’］，产丝菌属（20#/3-4/(/%"()
23+. +,-.）［4(］，姜氏菌 属（ 5-"(4/33" 23+. +,-.）［4#］，

中华短杆菌属（ !-(&#6%.&7"#./%-6’ 23+ +,-.），中华球

菌属（!-(&#&##6) 23+. +,-）等 ) 个新属，和 4& 多个新

种。有 关 分 类 的 论 文 已 经 在 5+6 . 7 . 89:6 . ;-,< .
=>?@,A>,<.发表，或在印刷，或已接收。其中部分学

名 是： !.%/*.&’&(&)*&%" )"3-(" :B. +,-. C5=%&&&4，

!.%/*.&’&(&)*&%" "37" :B. +,-. C5=%&&&’，8%"6)/%/33"
$"3&*$-3" :B. +,-.，8%"6)/%/33" ,/$"3&4/("() :B. +,-.，
+&#"%,-&*)-) 9-(:-"(4/()-) :B. +,-.［4)］， +&#"%,-&*)-)
"%"7-(&)6’ :B. +,-.，;&%0(/7"#./%-6’ $"3&.&3/%"() :B.
+,-.，+/)./%/(<&(-" $"3&*$-3" :B. +,-.，2"%-(&#&##6)
$"3&.&3/%"() :B. +,-.， 2"%-(&#&##6) 9-(:-"(4/()-) :B.
+,-.，=)&*./%-#&3" $"3&.&3/%"() :B. +,-.，C0+>0 /<0-0 :B.
+,-.，8"3-(&#&##6) "6%"(.-6’ :B. +,-.， !.%/*.&’0#/)
7/-:-"(4/()-) :B. +,-.［4!］。可见，未知菌所占比例非常

高。可以说，原始重盐环境，是研究放线菌多样性极

为理想之地。

!"# 活性物质产生菌

我们用基因筛选方法，从 *&&4 个放线菌，筛选

具有聚酮类化合物基因（DE8 5）的菌株，各类菌株

的阳性率如下：总阳性率 *4(F*&&4 G *4$，普通放线

菌阳性率 !*F!#% G %"($，嗜盐放线菌阳性率 !F() G
*#$，嗜碱放线菌阳性率 4)F%H G 4)"#$，链霉菌阳

性率 4&F%% G 4&$。

一般认为链霉菌是 DE8 5 型化合物基因的最主

要的产生菌，本实验结果显示，嗜碱放线菌阳性率

更高。

最近，我们从 ’ 株嗜盐嗜碱放线菌分离到 *& 个

化合物，其中有 ’ 个是新化合物：其中一个抗肿瘤的

活性很高，一个具有抗氧化作用，一个具有抑制乙酰

胆碱酶活性。
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