
Research Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
53(12):1295 － 1306; 4 December 2013
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn

基金项目:南北极环境综合考察专项(CHINARE2013-02-01，CHINARE2013-04-01) ;国家“863 计划”(2012AA021706)
* 通信作者。Tel / Fax: + 86-21-58717207; E-mail: lihuirong@ pric． gov． cn

作者简介:董宁(1989 － )，女，河北保定人，硕士研究生，从事土壤微生物多样性研究。E-mail:dongn． eve@ gmail． com

收稿日期:2013-04-17;修回日期:2013-06-19

东南极格罗夫山土壤可培养细菌的分离鉴定及其产胞外酶和
抗菌活性
董宁1，2，张迪2，3，俞勇2，苑孟1，2，张晓华1，李会荣2*

1中国海洋大学海洋生命学院，青岛 266003
2国家海洋局极地科学重点实验室，中国极地研究中心，上海 200136
3山东大学威海分校海洋学院，威海 264209

摘要:【目的】获得东南极格罗夫山地区土壤中可培养细菌组成信息，分析菌株胞外水解酶产生及抗菌活性
情况。【方法】稀释直接涂布平板法获得可培养细菌菌株并根据其 16S rRNA 基因序列对其进行系统发育分
析。平板法初步鉴定菌株的胞外酶产生情况，琼脂块法分析菌株对 5 种供试菌的抗性。【结果】所有土壤样
品共分离出 39 株可培养细菌，分属于厚壁菌门(Firmicutes，19 株，48. 7% )、变形菌门(Proteobacteria，分属于
α-、β-、γ-变形菌纲，共计 10 株，25. 6% )、放线菌门(Actinobacteria，8 株，20. 5% )、拟杆菌门(Bacteroidetes，1
株，2. 6% )和异常球菌-栖热菌门(Deinococcus-Thermus，1 株，2. 6% )等 5 门 20 个菌属，优势菌属为芽孢杆菌
(Bacillus)。不同冻存温度的土壤样品分离菌株有所不同。33 株细菌具有至少一种的胞外酶活力，其中产淀
粉酶的菌株最多(25 株，64. 1% )。6 株细菌可抑制至少一种供试菌的生长。【结论】格罗夫山土壤可培养细
菌组成在大分类上与南极其他地区一致，但在属的水平上有所不同。分离出的具有胞外酶活性和抗菌活性
的适冷菌株为进一步开发利用南极低温酶和抗菌活性物质提供了良好的菌种资源。
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南极大陆极端的气候条件使其成为了地球上最
严苛的生境之一［1］;它大部分地区常年被冰雪覆
盖，永久无冰区面积仅为其总面积的 0. 4%左右［2］。

无冰区的风化作用及基于稀少有机物的微生物活动
导致了南极大部分土壤的形成［3］。南极陆地生境
具有比北极更加寒冷 (温度可低至 － 60℃ )、干燥
(含水量 1% － 10% )、有效养分低的特点，同时由于
极度干旱，土壤通过沉淀及风化作用积累盐分，常形
成碱性土［4］。传统观点认为极端环境一般支撑低

生物量、低多样性的生物群落［5］，而近期的研究表
明南极土壤中的微生物多样性水平高于预期［5 － 8］。

微生物在南极生态系统的运转中起着非常重要
的作用［9］，其中原核生物(包括细菌、古菌等)在许
多南极生态系统中占主导地位［10］。国内外学者们
进行了大量南极土壤细菌系统发育多样性方面的研
究［6，11 － 14］。由于土壤可分离出的微生物种类仅占
其微生物总种类数的 0. 1% － 1%［15］，为获取较为全
面的微生物信息，近年来对于土壤等环境样品中的
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微生物调查大多采用分子生物学技术［16］。但培养
方法仍是不可替代的，通过培养获得的微生物往往
是环境微生物群落中最能反映生态环境特征的类
群［16 － 17］，且通过培养获得的菌株是宝贵的微生物资
源，具有潜在的研究和应用价值。

极端环境中孕育着独特的微生物群落［7］。栖
息于恶劣的南极环境中的细菌，须采取特殊的生存
策略以获取竞争优势［18］，于是形成了一系列独特的
生理特性。这也使得南极成为产新型生物活性物质
和先导化合物(酶、抗生素、多糖和脂类等)菌株的
潜在种源地［19］:Shekh 等从 218 株极地微生物中筛
选得到了 7 株对具多重耐药性的真菌 Candida
albicans NCIM 3471 有明显抗性的菌株［20］;Olivera
等从亚南极埃斯塔多斯岛海洋沉积物中分离出了
19 株产蛋白酶的菌株［21］。大量的研究工作证明了
极地微生物在基础研究和开发应用方面具有广阔的
前景［22］。

格罗夫山地区(Grove Mountains) (72°20' － 73°
10'S，73°50' － 75°40'E)地处东南极内陆冰盖伊丽
莎白公主腹地，常年被冰雪和冰原岛峰覆盖［23］。中
国南极第 16 次科学考察队 1999 － 2000 年间在该地
区哈丁山南岭发现的土壤，是人类首次在东南极内
陆高原地区发现土壤［24］。该地土壤属于南极寒漠
土壤( cold desert soil)，其主要特征是地表发育漠境
砾幕(desert pavement)，土壤中含丰富的盐分，呈弱
酸性，有机质含量低［24］。科学家们对该地区展开了
地质［23 － 24］、气象［25］等多方面的研究，而对土壤微生
物群落方面未有涉及。本文以格罗夫山地区土壤为
研究对象，通过对其中分离培养菌株的 16S rRNA
基因序列测定及其系统发育分析，获得该地区可培
养细菌组成信息，并对所分离菌株进行胞外酶活性
及抗菌活性筛选，以期为格罗夫山土壤微生物资源
的开发利用奠定一定的前期基础。

1 材料和方法

1. 1 样品采集及保存
中国第 26 次南极科学考察期间(2009 年10 月 －

2010 年 4 月)，在格罗夫山哈丁山南岭主峰南坡 3
个相近的土壤位点(72°53' S，75°1' － 75°2'E，海拔
2160 m左右)分别用无菌小土铲挖去表层约2 cm的
砂砾、石块，露出土壤后，用新的无菌小土铲挖取约

500 g 土壤，平均分装在 2 个无菌样品袋中，冷冻黑
暗运输至国内实验室。3 个位点的土壤样品各命名
为 G1 ( 72° 53' 01″ S，75° 1' 48″ － 75° 2' E )、G2
(72°53'02″S， 75° 1' 30″ E )、G3 ( 72° 53' 01″ S，
75°1'01″E)，样品理化性质参见文献［24］。分装好
的两份样品分别于 － 80℃和 － 20℃保存(保存时间
约 1 年)。
1. 2 菌株分离

参照 Lester 等［26］的方法分别收集每份土壤样
品中的菌体，经系列稀释后涂布 TSA ( Tryptic soy
Agar，Difco)、R2A (Difco)、查彼氏培养基(CzapeK-
Dox Agar，CD，Difco) 和 1 /100 营养肉汤培养基
(Nutrient Brooth，NB，Difco)。分别在 12℃和 28℃
条件下培养30 d后，根据菌落形态特征差异，挑取单
菌落并划线纯化。
1. 3 16S rRNA 基因序列测定及其分析
1. 3. 1 菌落 PCR 模板的制备:于0. 2 mL离心管中
加入20 mL无菌水，用灭菌牙签挑取纯培养单菌落
于水中制成菌悬液，煮沸10 min，混匀后取2 mL用作
PCR 模板。
1. 3. 2 16S rRNA 基因的扩增:参照 Bosshard 等［28］

的方法对分离出的菌株进行 16S rRNA 基因近全长
序列的 PCR 扩增。所用引物为 27F (5'-AGAGTTT
GATCCTGGCTCAG-3')和 1492R (5'-GGTTACCTTG
TTACGCTT-3')。
1. 3. 3 PCR 产物的纯化、克隆与测序:PCR 产物经
华舜胶回收试剂盒回收纯化后，连接 pMD 18-T 载
体(大连宝生物技术有限公司，TaKaRa)。连接产物
转化大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 感受态细胞
(Qigan)，经蓝白斑筛选挑取白色单菌落后，用 T 载
体通用引物 M13 + (5'-GTAAAACGACGGCCAG-3')
和 M13- (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3')检测，获
得阳性克隆，委托 Intrivogen 生物技术有限公司进行
双向测序。将得到的序列登陆 GenBank 数据库
(http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov)，获得序列登录号。
1. 3. 4 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析:
将所测定的 16S rRNA 基因序列在 EzTaxon (http: / /
www． eztaxon． org) 中进行有效种的序列相似性搜
索，获得相似性较高的相关模式菌株 16S rRNA 基
因序列。用 ClustalX 2. 0 分别对 － 20℃和 － 80℃冻
存样品所有分离菌株的 16S rRNA 基因序列及其近
似序 列 进 行 多 序 列 比 对 后，用 MEGA 5. 05
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(Molecular Evolutionary Genetics Analysis 5. 05)软件
进行聚类分析并构建系统发育树。Kimura 双参数
模型计算进化距离，邻接法(Neighbor-joing)获得分
支系统树，设定自展值 (Bootstrap value) 1000 以评
估系统发育树的拓扑结构稳定性。
1. 4 菌株胞外水解酶活性检测

选取 Luria-Bertani ( LB)培养基［29］为基础培养
基，在其中加入特定酶相关底物进行菌株胞外水解
酶活力的初步筛选。
1. 4. 1 酪蛋白酶( caseinase)活性初筛:菌株用灭菌
牙签点种于含 1% (W /V)酪蛋白的 LB 固体培养
基，28℃培养 1 周。在长出菌落的培养基上覆盖
40%的三氯乙酸。10 － 15 min后，倒去三氯乙酸溶
液，菌落周围出现透明圈者为阳性［30］。
1. 4. 2 淀粉酶( amylase)活性初筛:菌株用灭菌牙
签点种于添加了 0. 2% (W /V)可溶性淀粉的 LB 固
体培养基，28℃培养4 － 7 d。在菌落周围倾入新鲜
配制的 Lugol 氏碘液，菌落周围出现无色透明圈者
为阳性［31］。
1. 4. 3 纤维素酶( cellulase)活性初筛:菌株用灭菌
牙签点种于添加了 0. 5% (W /V)羧甲基纤维素钠
( carboxymethyl cellulose sodium，CMC-Na)的 LB 固
体培养基，28℃培养 1 周。在长出菌落的培养基上，
倾入1 mg /mL的刚果红溶液，静置15 min后倒去刚
果红溶液，加入1 mol /L的 NaCl 溶液，15 min后倒掉
NaCl 溶液，菌落周围出现透明圈者为阳性［32］。
1. 4. 4 木聚糖酶(xylanase)活性初筛:菌株用灭菌
牙签点种于添加了 1%木聚糖(W /V)的 LB 固体培
养基，28℃培养 1 周后直接观察。菌落周围出现透
明圈者为阳性。
1. 4. 5 三丁酸甘油酯酶( tributyrinase)活性初筛:
参照邬敏辰等的方法［33］，配制含 1% (V /V) 三丁
酸甘油酯( tributyrin)的 LB 培养基。用灭菌牙签将
菌株点种于该培养基，培养 1 周后直接观察。菌落
周围出现变色圈者为阳性。
1. 4. 6 三辛酸甘油酯酶( tricaprylinase)活性初筛:
菌株用灭菌牙签点种于添加了 1% (V /V) 三辛酸
甘油酯( tricaprylin)的 LB 培养基，培养 1 周后直接
观察。菌落周围出现模糊的晕圈者为阳性。
1. 4. 7 天然甘油三油酸酯酶( trioleinase)活性初
筛:菌株用灭菌牙签点种于添加了 1% (V /V)甘油
三油酸酯( triolein)的 LB 培养基，培养 1 周后直接

观察。菌落周围出现模糊的晕圈者为阳性。
1. 5 菌株抗菌活性检测

用于抗菌活性筛选的指示菌(2 株革兰氏阳性
菌、2 株革兰氏阴性菌、1 株真菌)由中国水产科学
研究院东海水产研究所提供，分别为:金黄色葡萄球
菌( Staphylococcus aureus)、枯草芽孢杆菌 ( Bacillus
subtilis)、大肠埃希氏菌(Escherichia coli)、铜绿假单
胞菌 ( Pseudomonas aeruginosa ) 和白假丝酵母菌
(Candida albicans)。其中白假丝酵母菌用沙保罗琼
脂培养基(Sabouraud Agar，Difco)培养，其余菌株用
营养肉汤培养基进行培养。采用琼脂块法［34］对分
离到的菌株进行抑菌活性检测，具体为:将待测菌株
制备成菌悬液，稀释至适当浓度后涂布 TSA 平板，
28℃培养成熟。用打孔器在长出菌落的平板上截取
菌落琼脂块，移至新涂布有指示菌的平板上，28℃培
养2 d，观察琼脂块周围抑菌圈的产生情况。

2 结果

2. 1 菌株分离纯化及测序
由 － 20℃和 － 80℃冻存的土壤样品中分别分离

获得 46、30 株细菌，4 种培养基分离效果依次为
TSA(34 株) ＞ 1 /100NB(16 株) ＞ R2A(15 株) ＞ CD
(11 株)。28℃条件下培养分离得到的菌株(66 株)
多于 12℃ (10 株)。根据菌落的形态、大小、颜色等
特征初步去重复后分别选取 24(G1、G2、G3 各 10、
5、9 株)、15 株(G1、G2、G3 各 9、1、5 株)细菌进行后
续研究。对以上菌株进行 16S rRNA 基因的扩增及
其克隆测序和序列上传，得到 GenBank 序列号
KC494303-KC494341(图 1)。
2. 2 菌株的系统发育分析及初步鉴定

将测序获得的 16S rRNA 基因序列与 EzTaxon
数据库中的参考序列应用 MEGA 5. 05 软件绘制系
统发育树( － 20℃与 － 80℃冻存样品所得序列的系
统发育树分别绘制，图 1)。

获得的菌种序列在数据库中比对的结果(表 1)
和基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析结果
(图 1)表明从所有格罗夫山土壤样品中共分离得到
5 门 20 个属的细菌，主要为厚壁菌门(Firmicutes，共
19 株，占所有分离菌株的 48. 7% ) 的芽孢杆菌属
(Bacillus)、葡萄球菌属 ( Staphylococcus)、类芽孢杆
菌属 ( Paenibacillus )、Scopulibacillus、微小杆菌属
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表 1． 东南极格罗夫山土壤分离菌株的种系型及产酶情况
Table 1． Phylogenetic relationships and extracellular hydrolytic enzymes production of bacteria isolated from Grove Mountains，East Antarctica

Strains
Soil

sample
Storage temperature

of soil /℃
Closest match similarity

Identity /
%

Extracellular hydrolytic enzymes production
Casease Amylase Cellulase Xylanase Tributyrinase Tricaprylinase Trioleinase

Firmicutes
G1-2-20 G1 － 20 Bacillus carboniphilus JCM 9731T (AB021182) 97. 446 － － － + － － －
G1-5-20 G1 － 20 Bacillus safensis FO-036bT (AF234854) 99. 930 + － + + － － －
G1-6-20 G1 － 20 Bacillus gibsonii DSM 8722T (X76446) 99. 597 + + － － － － －
G2-1-20 G2 － 20 Bacillus aryabhattai B8W22T (EF114313) 99. 801 + + － － － － －
G2-2-20 G2 － 20 Bacillus beringensis BR035T (FJ889576) 99. 405 － + － + － － －
G3-1-20 G3 － 20 Bacillus niabensis 4T19T (AY998119) 98. 781 + + + + － － －
G3-2-20 G3 － 20 Bacillus methanolicus NCIMB 13113T (AB112727) 96. 304 － － － － － － －
G1-4-80 G1 － 80 Bacillus circulans ATCC 4513T (AY724690) 99. 327 + + － + + + －
G3-1-80 G3 － 80 Bacillus methanolicus NCIMB 13113T (AB112727) 96. 237 － + + － － － －
G3-4-80 G3 － 80 Bacillus anthracis ATCC 14578T (AB190217) 99. 693 + + － － － － －
G3-5-80 G3 － 80 Bacillus altitudinis 41KF2bT (NR_042337) 99. 730 + － + + － － －
G1-3-20 G1 － 20 Paenibacillu smontaniterrae MXC2-2T (AB295646) 97. 671 － + + + － － －
G2-4-20 G2 － 20 Paenibacillus validus JCM 9077T (AB073203) 97. 347 － + － － － － －
G3-5-20 G3 － 20 Paenibacillus camelliae blls-2T (EU400621) 98. 571 － + + + － － －
G3-9-20 G3 － 20 Paenibacillus camelliae blls-2T (EU400621) 98. 027 － + + + － － －
G3-3-80 G3 － 80 Oceanobacillus kimchii X50T (GU784860) 99. 866 + － － － － － －
G1-1-20 G1 － 20 Scopulibacillus darangshiensis DLS-06T (AM711118) 94. 948 － － － － － － －
G3-3-20 G3 － 20 Staphylococcus warneri ATCC 27836T (L37603) 99. 796 － － － － + + +
G1-7-80 G1 － 80 Exiguobacterium profundum 10CT (AY818050) 99. 720 + + + － － － －
Actinobacteria
G1-7-20 G1 － 20 Micrococcus yunnanensis YIM 65004T (FJ214355) 99. 509 － + － － － － －
G3-7-20 G3 － 20 Micrococcus antarcticus T2T (AJ005932) 99. 385 － + － － － － －
G1-2-80 G1 － 80 Micrococcus yunnanensis YIM 65004T (FJ214355) 99. 509 － + － － － － －
G1-9-80 G1 － 80 Brachybacterium paraconglomeratum LMG19861T (AJ415377) 98. 353 － + － － － － －
G1-8-20 G1 － 20 Streptomyces somaliensis NBRC 12916T (AB184243) 99. 863 + + － － + + +
G2-5-20 G2 － 20 Streptomyces griseoincarnatus LMG 19316T (AJ781321) 99. 658 + + + + + － +
G1-9-20 G1 － 20 Mycobacterium moriokaense DSM 44221T (AJ429044) 99. 524 － － － － － － －
G2-3-20 G2 － 20 Rhodococcus fascians DSM 20669T (X79186) 99. 930 － + － － + － －
Proteobacteria
G1-4-20 G1 － 20 Kinneretia asaccharophila KIN192T (AY136099) 99. 566 － － － － － － －
G3-8-20 G3 － 20 Enhydrobacter aerosaccus LMG 21877T (AJ550856) 99. 387 － － － － － － －
G1-10-20 G1 － 20 Phenylobacterium muchangponense A8T (HM047736) 97. 559 + － － － + － －
G3-4-20 G3 － 20 Brevundimonas aurantiaca DSM 4731T (AJ227787) 99. 929 + － － － － + －
G1-1-80 G1 － 80 Brevundimonas vesicularis LMG 2350T (AJ227780) 99. 714 + + + － + － －
G1-5-80 G1 － 80 Brevundimonas nasdae GTC 1043T (AB071954) 99. 507 + + － － + － －
G2-1-80 G2 － 80 Brevundimonas vesicularis LMG 2350T (AJ227780) 99. 357 － － － － － － －
G3-2-80 G3 － 80 Sphingobium yanoikuyae GIFU9882T (D84526) 99. 509 + + － － + － －
G1-6-80 G1 － 80 Rhizobium pseudoryzae J3-A127T (DQ454123) 96. 453 － + － － － － －
G1-3-80 G1 － 80 Acinetobacter pittii LMG 1035T (HQ180184) 99. 928 － － － － + + +
Deinococcus-
Thermus
G3-6-20 G3 － 20 Deinococcus ficus CC-FR2-10T (AY941086) 93. 499 － + － － + － －
Bacteroidetes
G1-8-80 G1 － 80 Pedobacter duraquae WB2. 1-25T (AM491368) 98. 507 － + － － － － －
+，posotive; －，negative．
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图 1．格罗夫山土壤分离菌株 16S rRNA 基因序列与数据库中的参比序列构建的系统发育树
Figure 1． Phylogenetic dendrogram of bacterial 16S rRNA gene sequences from soil samples to closely related sequences from

EzTaxon database． A、B relate to the phylogenetic trees of 16S rRNA gene sequences of strains from soil of － 20℃ and －

80℃ to their closely related sequences， relatively． Numbers at nodes indicate the bootstrap values over 50% ( 1000

resamplings) ． GenBank accession numbers of 16S rRNA gene sequences are given in the parentheses． Sequences from this

study are shown in boldtype． Bars in A and B indicate 0. 1 nucleotide substitution per sequence position．
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续图 1

( Exiguobacterium )、 Oceanobacliius; 变 形 菌 门
(Proteobacteria，10 株，占 25. 6% )的 Kinneretia、水栖
菌 属 ( Enhydrobacter )、 苯 基 杆 菌 属
( Phenylobacterium )、 短 波 单 胞 菌 属
(Brevundimonas)、根瘤菌属 ( Rhizobium)、鞘脂菌属
(Sphingobium)、不动杆菌属 ( Acinetobacter);放线菌
门(Actinobacteria，共 8 株，占 20. 5% ) 的微球菌属
(Micrococcus)、链霉菌属( Streptomyces)、分支杆菌属
(Mycobacterium)、红球菌属(Rhodococcus)、短状杆菌
属 ( Brachybacterium ); 异 常 球 菌-栖 热 菌 门
(Deinococcus-Thermus，1 株，占 2. 6% ) 的异常球菌
属( Deinococcus);拟杆菌门 ( Bacteroidetes，1 株，占
2. 6% )的土地杆菌属(Pedobacter)的细菌。不同冻
存温度的土壤分离得到的各菌属菌株数量见图 2。
其中，变形菌门中分离得到的 α-、β-、γ-变形菌各 7、
1、2 株，以 α-变形菌为主。芽孢杆菌(共计 11 株，占

28. 2% )为格罗夫山土壤可培养菌株中的优势菌属。
不同冻存温度下分离的菌株有所不同。系统发

育分析结果显示，－ 20℃冻存土壤分离菌株主要聚
类于厚壁菌门、放线菌门、变形菌门 (β-、γ-和 α-变
形菌)和异常球菌-栖热菌门 4 大分支，－ 80℃冻存
土壤分离菌株主要聚类于厚壁菌门、放线菌门、变形
菌门(α-和 γ-变形菌)和拟杆菌门 4 大类群，菌属组
成也有所不同 (图 2)。本研究分离的大部分菌株
(34 株)与其系统发育关系最密切且有效发表的典
型菌株的 16S rRNA 基因序列相似度为 97. 3% －
99. 9%，而菌株 G1-1-20、G3-2-20、G3-6-20、G1-6-80、
G3-1-80 与已明确鉴定的种亲缘关系稍远，它们与
Scopulibacillus darangshiensis、Bacillus methanolicus、
Deinococcus ficus、Rhizobium pseudoryzae、Bacillus
methanolicus 的 16S rRNA 基因序列相似度分别为
94. 948%、 96. 304%、 93. 499%、 96. 453%、
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图 2．不同菌属菌株数量分布图
Figure 2． Distribution of different genera． － 20℃ and － 80℃

represent the storage temperature of soil． Dc， Deinococcus; Po，

Pedobacter; Ab，Acinetobacter; So， Sphingobium; Rb，Rhizobium;

Bd，Brevundimonas; Pb，Phenylobacterium; Ed，Enhydrobacter; Ke，

Kinneretia; Bb， Brachybacterium; Rd， Rhodococcus; Mb，

Mycobacterium; St， Streptomyces; Mc， Micrococcus; Ob，

Oceanobacliius; Eb， Exiguobacterium; Sb， Scopulibacillus; Sl，

Staphylococcus; Pb，Paenibacillus; Bi，Bacillus．

96. 237%，均低 于 96. 5%。根 据 Stackebrandt 等
1994 年的观点，16S rRNA 基因序列相似度低于
97%即可认为是新种［35］，因此认为以上 5 株细菌为
潜在的新种。
2. 3 菌株胞外酶活性

格罗夫山土壤样品分离得到的 39 株细菌产各
种胞外酶的情况如表 1 所示。33 株细菌(约占总菌
株数的 85% ) 有至少 1 种胞外酶活力。其中菌株
Streptomyces sp． G2-5-20 具有除三辛酸甘油酯酶之
外的 6 种胞外酶活力，菌株 Bacillus sp． G1-4-80、
Streptomyces sp． G1-8-20 分别具有 5 种不同的胞外
酶活力，未发现具备全部 7 种胞外酶活力的菌株。

所有产胞外酶的菌株中，产淀粉酶的菌株最多，

占总 菌 株 数 的 64% 左 右，分 属 于 Bacillus、
Paenibacillus、 Exiguobacillus、 Streptomyces、
Micrococcus、 Brachybacterium、 Rhodococcus、
Brevundimonas、Sphingobium、Rhizobium、Deinococcus、

Pedobacter 等 12 属;产酪蛋白酶的菌株数次之，约占
41%，分属于 Bacillus、Oceanobacillus、Exiguobacillus、

Streptomyces、Brevundimonas、Phenylobacterium 等 菌

属。而 能 产 生 胞 外 酶 分 解 脂 类 ( tributyrin、

tricaprylin、triolein)、纤维素和木聚糖的菌株所占比

例相对较低，均不到总菌株数的 30%。具纤维素酶

活力 的 菌 株 主 要 分 布 于 Bacillus、Paenibacillus、

Exiguobacillus、Streptomyces、Brevundimonas 等 5 属，

产木聚糖酶的菌株集中于 Bacillus、Paenibacillus、

Streptomyces 等 3 属。所有 39 株细菌中，12 株具有

至少 1 种酯酶活力，其中菌株 Staphylococcus sp． G3-

3-20、Streptomyces sp． G1-8-20 和 Acinetobacter sp．

G1-3-80 具备 3 种酯酶活力。

2. 4 菌株抗菌活性

对 39 株细菌进行致病菌的抗性初步筛选实验，

发现 6 株细菌对至少 1 种供试菌有拮抗作用，主要

为 Bacillus 和 Streptomyces 等 2 个属的菌株。菌株
Bacillus sp． G1-5-20、Bacillus sp． G1-4-80、Bacillus

sp． G3-5-80、Streptomyces sp． G2-5-20 能抑制白假丝

酵 母 菌 的 生 长，菌 株 Bacillus sp． G1-5-20、

Streptomyces sp． G1-8-20、Streptomyces sp． G2-5-20、

Bacillus sp． G1-4-80、Bacillus sp． G3-4-80、Bacillus

sp． G3-5-80 可抑制枯草芽孢杆菌的生长，菌株
Bacillus sp． G1-5-20、Streptomyces sp． G1-8-20、

Streptomyces sp． G2-5-20、Bacillus sp． G1-4-80、

Bacillus sp． G3-5-80 抑制金黄色葡萄球菌的生长。

未发现对革兰氏阴性菌株大肠杆菌和铜绿假单胞菌

有明显抗性的菌株。

3 讨论

格罗夫山地区土壤发现至今仅 10 余年，其中的

许多奥秘仍未被揭开。本文对该地区土壤的可培养

细菌组成和细菌产生胞外酶的能力及抗菌活性方面

的研究，为格罗夫山土壤揭开神秘的面纱一角。

稀释涂布平板的方法分离微生物的生物量和种

类很大程度上取决于选取的培养基组成和温度等培

养条件［36］，理论上没有一种培养基可以完全适用于

不同微生物，不同的培养基以及培养温度对菌株的

分 离 培 养 有 一 定 的 筛 选 性。 Srheim［37］、
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Tabacchioni［38］等的研究也发现用不同的培养基分

离得到的菌株之间有较大差异。本研究中，储存在

不同温度下的格罗夫山土壤样品，经系列稀释后涂

布 4 种不同的培养基并在 2 种温度下培养以获取尽

可能多的土壤可培养细菌菌株。研究共筛选得到
39 株细菌，其中 TSA 培养基、在 28℃条件下分离得

到最多的菌株，4 种培养基均分离到在其他培养基

上分离不到的独特类型的细菌。但环境样品中的很

多细菌的不易培养是限制以传统培养方法为基础的

细菌多样性研究的一个主要因素［39］，这种方法获得

的细菌组成存在一定的局限性。

南极土壤中的细菌应为世界性分布的，与世界

各地土壤中发现的细菌种系型类似［1，39 － 40］。分离

自格罗夫山土壤的 39 株细菌其近缘菌株来源于南

极或非南极地区的土壤、空气、水体和生物体等环

境。应用分子生物学方法对南极地区土壤的研究表

明南极土壤主要细菌种系型为变形菌亚群、CFB 群
(Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides group，现更名为

拟杆菌门)和革兰氏阳性细菌［11］。Aislabie 等从南

极维多利亚公主地 4 个位点的土壤样品中分离得到

了放线菌门、拟杆菌门、变形菌门和厚壁菌门 4 大类

群的菌株，由于受培养方法限制，未分离得到蓝细菌
( cyanobacteria)和酸杆菌 ( Acidobacterium) ［39］。本

研究从东南极格罗夫山土壤分离得到变形菌门
(α-、β-和 γ-变形菌)、拟杆菌门、和革兰氏阳性的厚

壁菌门、放线菌门和异常球菌-栖热菌门 5 大类群，

大水平上符合前人的研究，但在属水平上与前人的

研究有一定不同。南极麦克默多干谷 (McMurdo

Dry Valley ) 土壤中分离的菌株多为棒状杆菌
(Corynebacterium)、无色杆菌 ( Achromobacter)、芽孢

杆 菌、 节 杆 菌 ( Arthrobacter )、 黄 杆 菌
(Flavobacterium)、微球菌、动球菌 (Planococcus)、假

单 胞 菌 ( Pseudomonas )、链 霉 菌、诺 卡 氏 菌
(Nocardia)等［1］。肖昌松等对南极菲尔德斯半岛土

壤细菌的分离研究发现假单胞菌属和芽孢杆菌属为

该地区主要优势菌群，另外在该地区还分离出了微

球菌属、葡萄球菌属、产碱菌属(Alcaligenes)，黄杆菌

属(Flavobacterium)和节细菌属［41］。表明芽孢杆菌

是南极土壤中可培养细菌的一大类群。本研究分离

得到的芽孢杆菌(11 株，28. 2% )为绝对优势菌属，

基本符合上述观点。此外，我们在格罗夫山土壤中

还分离得到了类芽孢杆菌(4 株，10. 3% )、微球菌(3

株，7. 7% )、短波单胞菌(3 株，7. 7% )等优势菌属和

链霉菌属、葡萄球菌属、红球菌属、土地杆菌属等共

计 20 属。各地区分离菌株的差异与细菌群落组成

和分离方法等因素相关。温度可调节生物的生长速

率和活性［42］，采集的土壤样品在不同的冻存温度
( － 20℃和 － 80℃ )下分离得到菌株种类和数量有

所不同，推测这可能与不同温度下土壤中有活力的

菌株类型不同有关。

采用培养方法获得土壤样品中的细菌揭示了土

壤中有活力有机体成员，并为微生物对寒冷干燥环

境适应的研究提供了合适的研究对象［39］。由格罗

夫山土壤样品中分离得到的菌株 G3-6-20 其近缘菌

株奇异菩提球菌 ( Deinococcus ficus)属于异常球菌

属，该属最显著的特征为对紫外线、γ-辐射和干燥等

极端环境的耐受能力［43］。同时菌株 G3-6-20 与现

有的菌株相似度低于 94% (为 93. 499% )，为潜在的

新种(属)，有进一步的研究价值。南极是微生物新

种属的生存繁衍地［19，44 － 45］，从格罗夫山土壤中分离

出 5 株与已有的物种相似度低于 96. 5%的菌株，为

潜在的新种(属)。同时南极又是产新型生物活性

物质和先导化合物(酶、抗生素等)菌株的潜在种源

地［19］。微生物胞外酶在南极环境中非常重要，通常

南极环境中易代谢的小分子物质浓度较低，而高分

子量化合物不能直接被微生物摄取。利用胞外酶降

解大分子聚合物常被认为是微生物代谢有机物颗粒

中的限速步骤［46］。由东南极格罗夫山土壤中分离

出的 39 株细菌中 33 株具备至少一种的胞外水解酶

活力，大部分菌株产生的酶种类有限，其生态营养多

功能性较低，但也有些菌株可产生多种胞外酶 (如

菌株 Streptomyces sp． G2-5-20、Bacillus sp． G1-4-80、

Streptomyces sp． G1-8-20 等)。这是细菌对南极常年

冷冻环境适应性的一种表现。另一方面，细菌的拮

抗活性有助于其通过减少竞争者的存在而在长期低

温的南极环境中得到适应［18］。研究发现格罗夫山

土壤中分离的菌株有 6 株(15. 4% )对至少一种供

试菌有拮抗活性，其拮抗作用主要针对革兰氏阳性

细菌(金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌)和真菌(白

假丝酵母菌)，而未发现对革兰氏阴性细菌(大肠杆
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菌和铜绿假单胞菌 ) 有明显抑制作用的菌株。
Giudice 等对分离自南极海洋地区的 580 株细菌的

抗菌活性筛选得到 22 株(3. 8% )对 1 － 3 种指示菌
有抗菌活性的菌株。与本文研究结果不同，22 株海

洋细菌对革兰氏阴性细菌的抑制作用更为明显［18］。

这一点可以通过南极土壤中革兰氏阳性菌株为优势

类群［11］而南极海洋环境的优势类群为革兰氏阴性

菌株［18，47］来解释。

南极地区独特的地理、气候特征，造就了该地区

微生物特殊的生理特征和适应机制［48］。微生物资

源的开发利用是南极地区的研究热点之一。本研究

对东南极格罗夫山地区土壤中可培养细菌组成行进

了报道，获得了该地区有活力的细菌信息及其系统
发育关系，进而对这些细菌的胞外酶活性和抗菌活

性进行初步研究，为进一步开发利用南极低温酶和

抗菌活性物质资源打下前期基础。

致谢 感谢中国极地研究中心的魏福海，帮忙采集

获得土壤样品。
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Exrtacellular enzyme activity and antimicrobial activity of
culturable bacteria isolated from soil of Grove Mountains，
East Antarctica

Ning Dong1，2，Di Zhang2，3，Yong Yu2，Meng Yuan1，2，Xiaohua Zhang1，
Huirong Li2*
1 College of Marine Life Sciences，Ocean University of China，Qingdao 266003，China
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3Marine College，Shandong University at Weihai，Weihai 264209，China

Abstract:［Objective］ To investigate the composition of culturable bacteria from soil of Grove Mountains，East Antarctica
and analyze the production of extracellular hydrolytic enzymes and antibacterial and antifugal activities of these culturable
bacteria． ［Methods］We used spread plate method to obtain culturable bacteria． Phylogenetic relationship was analysed
based on their 16S rRNA gene sequences． We used plate method and agar block method to detect the production of
extracellular enzymes and antibacterial and antifungal activities of these bacteria，separately． ［Results］We obtained a
total of 39 isolates from all the soil samples． They belonged to 20 genera and grouped into Firmicutes，Proteobacteria，
Actinobacteria，Bacteroidetes，Deinococcus-Thermus lineages，of which each group occupied 48. 7%，25. 6%，20. 5%，
2. 6%，2. 6% of the total，respectively． Bacillus was dominant． We isolated different strains from soil stored at different
temperatures，and this may be explained as viable bacteria were different at diverse temperatures． Of the 39 isolates 33
showed the activity of producing at least one extracellular enzyme． Amylase-producing strains were the most (64. 1% )，6
strains were able to inhibit the growth of at least one tested bacterium or fungus． ［Conclusion］Strains with extracellular
enzyme activity and antibacterial and antifungal activity would contribute to the exploration of cold-active enzymes and
antibacterial ( antifungal) material in Antarctica．
Keywords: Grove Mountains， culturable bacteria， isolation and identification，16S rRNA， extracellular enzyme，
antibacterial and antifungal activity
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