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摘 要：从我国青海省采集盐碱土样或泥样，用添加 &L% ’ 1L%>,;MN O?2; 的 P78 琼脂培养基和 QR7 $ 琼脂培养基分

离到 &!# 株典型放线菌菌株。采用 ( 种肿瘤细胞株对分离菌株的发酵产物进行体外筛选，得到 $( 株抗肿瘤活性阳

性菌株（&"L0S），&0 株为拟诺卡氏属（!"#$%&’"()’)）菌株，" 株为链霉菌属（ *+%,(+"-.#,)）菌株。在抗肿瘤活性、形态特

征、生理生化特性和全细胞水解物氨基酸组分分析等实验结果的基础上，选取差异较大的 < 株抗肿瘤活性阳性菌

株进行 &(R /TOU 基因序列测定和系统发育多样性分析。结果表明，$ 株属于链霉菌属（ *+%,(+"-.#,)）的 & 个已知物

种和 & 个潜在新种；( 株属于拟诺卡氏菌属（!"#$%&’"()’)），可能代表该属的 ! 个新种。研究表明青海盐碱环境中存

在产生抗肿瘤活性物质的重要放线菌资源，也提示其中蕴藏着较丰富的微生物多样性。
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生长在盐湖、盐碱土壤等盐碱环境中的微生物，

由于长期的进化选择，形成了独特的环境适应模式、

特殊的生理机制和独特的基因类型，并有多种代谢

产物和细胞物质可以利用，不仅成为了生命科学理

论研究的理想材料，并且成为一类潜在的生物资源。

因而，近年来引起各国研究者的广泛重视［& ’ 1］。我

国青海省境内有大面积的盐湖和盐碱地，是研究盐

碱环境微生物资源的理想场所。近年来，对青海省

盐湖、盐碱土壤等盐碱环境中的原核微生物资源进

行了一系列研究，从中发现了较多的微生物新类群，

并筛选出了一批具有较强生物活性的菌株，为我国

西北盐碱环境中微生物资源的利用与保护打下了基

础［! ’ &<］。本文报道了对分离自青海盐碱环境的放线

菌的抗肿瘤活性筛选结果，并分析了抗肿瘤阳性菌

株的微生物多样性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：72T 引物、72T 常规操作

用试剂和酶均购自 :?V?T? 公司；72T 仪为 7=90(%%

型；凝胶成像系统及成像软件 P.B.RB?W 1L% 购 自

RGBP.B. 公司。

!"!"# 菌株和细胞株：实验菌株分离自青海盐碱土

样和泥样；肿瘤细胞株由德国 )B*,+.D+ 公司提供。

!"!"$ 培养基：P78 琼脂培养基（P;E*,D.97.W+,B.9
8.?D+ .I+/?*+ ?X?/）［&!］、QR7（ QB+./B?+@,B?; *+%,(+"-.#,)
7/,C.*+，QR7）系列琼脂培养基［&0］按文献配制。发酵

培养基组成：葡萄糖 $%X，甘露醇 $%X，大豆粉 $%X，蛋

白胨 $X，O?2; $%X，2?2)1 1X，（OY! ）$ R)! #X，6XR)!·

"Y$) %L#X，VY$7)! %L$X，水 &%%%>N，WY "L#。

!"# 样品采集和菌株分离

$%%$年 < 月从青海省采集盐碱土壤样品或盐

湖底泥样品，风干，&$%Z处理 &A，按常规方法制成

稀释液。以 P78 琼脂和 QR7 $ 琼脂为基础培养基，

配成含 O?2; &L%、$L% 和 1L%>,;MN，WY 值为 "L%、<L%、

0L% 和 &%L%（用饱和 O?$2)1 调节）的系列分离培养

基，倒平板，取 %L$>N 一定浓度的样品稀释液涂布

平板，于 $<Z培养 " ’ $<J。挑取单菌落进行四分体

划线纯化，所得纯培养物制成冻干牛奶管和斜面保

藏于 !Z备用。



!"# 抗肿瘤活性测定

!"#"! 菌株发酵：刮取一支成熟的斜面孢子，接种

于装 有 !"#$ 发 酵 培 养 基 的 %""#$ 三 角 瓶 中，

&""’(#)*，&!+培养 ,-.。

!"#"$ 抗肿瘤活性测定：发酵培养物加等体积乙醇

于 /%"’(#)* 振荡 &0.，0"""’(#)* 离心，上清液蒸干，

甲醇溶解，冻干，得发酵液初提物，邮寄给协作单位

德国 1*234564 公司，用 - 种肿瘤细胞株进行体外抗

肿瘤活性检测。

!"% 菌株的初步鉴定

形态观察、培养特征、生理生化特性、全细胞氨

基酸分析按文献［%，/&］所用方法进行。除 789: 和

酸碱耐受实验，其它实验所用培养基均补充 /#3:($
789:，用饱和 78&91; 调节 <= 值到 >?%。

!"& !’( )*+, 基因序列测定和系统发育分析

总 @7A 提取、/-B ’C7A 基因的 D9C 扩增和序

列测定按 9E) 等［&/］使用的方法进行。根据测序结

果，用 F:864 搜索程序从 G5*F8*H 中调出相似性较高

的相关菌株的 /-B ’C7A 基因序列，用 9$IBJA$ K
进行 多 重 序 列 比 对［&&］，系 统 进 化 距 离 矩 阵 根 据

L)#E’8 模 型 估 算［&;］，用 MNGA ;?/（ M3:52E:8’
NO3:E4)3*8’P G5*54)26 A*8:P6)6）软 件 包 采 用 邻 接 法

（75)Q.R3’ST3)*)*Q #54.3U）进行聚类分析和系统进化

树构建［&0］。

$ 结果和分析

$"! 菌株分离和抗肿瘤活性筛选

经纯化和初步去冗余后，共分离到 /0% 株典型

放线菌菌株。用胃癌（Q864’)2 28*25’）GKV&%/$ 和肺

癌（:E*Q 28*25’）$KV$%&,$ 高耐药性肿瘤细胞株，乳

腺 癌（ #8##8’P 28*25’）MAKV0"/7$ 和 皮 肤 癌

（#5:8*3#8 28*25’）MNKV0-&7$ 中等耐药性肿瘤细胞

株，肾 癌（ ’5*8: 28*25’）CKV0!-$ 和 子 宫 癌（E45’E6
28*25’）IKV//;!$ 敏感肿瘤细胞株共 - 个肿瘤细胞

株对这些分离菌株的发酵液初提物进行体外抗肿瘤

活性筛选（发酵液初提物用量为 >%!Q(#$）。共有 &-
株分离菌株具有一定程度的抗肿瘤活性（阳性率

/>?,W），其中除了 XYM !""%-、XYM !"/&>、XYM !"/;,
对乳腺癌（#8##8’P 28*25’）MAKV0"/7$ 无活性，XYM
!"/,; 对 肾 癌（ ’5*8: 28*25’）CKV0!-$ 无 活 性，XYM
!"/>&对胃癌（Q864’)2 28*25’）GKV&%/$ 和肾癌（ ’5*8:
28*25’）CKV0!-$ 无活性，XYM !"/>% 对胃癌（Q864’)2
28*25’）GKV&%/$ 和肺癌（ :E*Q 28*25’）$KV$%&,$ 无活

性，XYM !"/!! 对 乳 腺 癌（ #8##8’P 28*25’ ）

MAKV0"/7$ 和子宫癌（E45’E6 28*25’）IKV//;!$ 无活

性，其它菌株的发酵初提物对 - 种供试肿瘤细胞株

均有不同程度的抗性。

$"$ 抗肿瘤阳性菌株的初步鉴定

结合培养特征、显微特征和氨基酸组分分析结

果，&- 株抗肿瘤阳性菌株中，/, 株为拟诺卡氏属

（7328’U)3<6)6）菌株，> 株为链霉菌属（B4’5<43#P256）菌

株。其中 % 株拟诺卡氏菌属菌株 XYM !"/&>、XYM
!"/;;、XYM !"/>0、XYM !"/!-、XYM ,""&& 和 0 株链霉

菌属 菌 株 XYM !"/;-、XYM !"/;!、XYM !"/0>、XYM
GZS/0 的生物学特性和系统发育分析已有文献报

道［/" [ /&］，其它 /> 株菌的部分表型特征见表 /。这 />
个菌株中，XYM !"";!、XYM !"/;, 和 XYM !"&"/ 属于

链霉菌属，其余 /0 株属于拟诺卡氏菌属。

表 ! !- 株具抗肿瘤活性菌株的部分表型特征

J8R:5 / B3#5 <.5*34P<)2 2.8’8245’)64)26 3\ /> 8*4)4E#3’S<36)4)O5 824)*3#P2545 64’8)*6
9.8’8245’)64)26 / & ; 0 % - > ! , /" // /& /; /0 /% /- />

A#)*3 82)U! ! ! ! $ ! ! ! $ ! ! ! ! ! $ ! ! !

<=（’8*Q5） -S// -S// >S// -S// >S// >S// >S// >S// >S// >S// >S// >S// >S// -S, >S// >S// >S//
<=（3<4)#E#） ! > ! , ! ! , ! ! ! ! ! > > ! ! !
] 789:（’8*Q5） "S&?% "S&?% "S&?% "S&?% "S&?% "S&?% "S&?% "S/?% "S&?% "S&?% "S&?% "S;?" "S&?% "S&?% "S&?% "S&?% "S;?"
] 789:（3<4)#E#） / / "?% /?% / / / " " " /?" /?% " "?% / "?% /?"
G5:84)* :)^E5\824)3* _ ‘ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ‘ _ _ ‘ _
=&B <’3UE24)3* ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ _ ‘ _ ‘ ‘ ‘ _ _ _ ‘ ‘ _
M):H 238QE:84)3* ‘ ‘ ‘ _ ‘ _ ‘ ‘ ‘ ‘ _ ‘ _ ‘ _ _ _
7)4’845 ’5UE24)3* _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ‘ _ _ ‘ _
B48’2. .PU’3:P6)6 _ _ ‘ _ _ ‘ _ ‘ _ _ _ ‘ ‘ ‘ _ _ ‘
I’5865 <’3UE24)3* ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
I4):)a84)3* 3\ ：

$SA’8R)*365 _ _ ‘ ‘ ‘ ‘ _ ‘ ‘ ‘ _ ‘ _ ‘ ‘ _ ‘
95::3R)365 _ _ _ ‘ ‘ ‘ _ ‘ _ ‘ ‘ ‘ _ ‘ ‘ _ ‘

!%> 9=N7 X)SQE8*Q "# $% b (&’#$ ()’*+,)+%+-)’$ .)/)’$（&"">）0>（%）



续表 !
"#$%&’()*+ , , - - - - , , - - - - , , - , -

./0%0’(+%1*(1’* ! 2 3 4 5 6 7 8 9 !: !! !2 !3 !4 !5 !6 !7

"#;0<0’()*+ - - - - - - - - - - - - - - - - -

"#;<&’)*+ , , - - - , - - - - - , - - , - ,

=0’()*+ - - - - - - - - - - - - - - - - -

>0<()*+ - , , - , - , - , - - - , - - , -

>0??1()< , , - - - , , - , - - - , - - , -

@0AA1?)*+ - - , - - - - - - - - - , - - , -

@/0B?)*+ , , - - - - , - - - , - , - - , -

@1C)*+ , , - - - - , , - - - - , , - , -

D)E1&B 0’+(0(+ - - , - - - - - - - - - , - - , -

D)E1&B ’1(%0(+ , , , - - - , - - - - - - - - - -

FG<)*+ - - - - - - - - - - - - - - - - -

=#H<0?1?+ , - , , - , , , - - , , - , , - ,

=#;<G’1? - - , , - - , , - , - - - , - - -

=#I1*(E1?+ , - , , - , , , - , , - , , , , ,
JK> *(%01?*：!，8::3!；2，8::33；3，8::34；4，8::38；5，8::56；6，8:!27；7，8:!3!；8，8:!39；9，8:!7:；!:，8:!72；!!，8:!75；!2，8:!88；!3，8:!93；

!4，8:2:!；!5，8:2!8；!6，8:225；!7，8:29:L , ，M)*1(1N+；#，O+P0(1N+L ! !，!"#$#"HM；=，=#"HM；Q O0.<：B)<R=L

图 ! " 株抗肿瘤活性阳性菌株及其从 #$%&’%( 等数据库中调集的相关属种构建的

以 !)* +,-. 基因序列为基础的系统进化树（.，&）

$1PS! O+1P/C)%#T)1?1?P (%++（H，U）’)?*(%&’(+E */)V1?P (/+ W/G<)P+?+(1’ %+<0(1)?*/1W* 0B)?P !6D %@OH P+?+ *+X&+?’+* )C(01?+E A%)B (/+

8 0?(1(&B)%#W)*1(1N+ 0’(1?)BG’+(+ *(%01?* 0?E (/+1% ’<)*+<G %+<0(+E *+X&+?’+* E)V?<)0E+E A%)B ;+?U0?Y +(’L Z/+ ?&BC+%* 0( (/+ ?)E+*

1?E1’0(+ (/+ C))(*(%0W N0<&+*（ [ 5:\）C0*+E )? ?+1P/C)&%#])1?1?P 0?0<G*+* )A ! ::: %+*0BW<+E E0(0 *+(*L U0%，! ?&’<+)(1E+

*&C*(1(&(1)?* W+% !:: ?&’<+)(1E+* )A !6D %@OH P+?+ *+X&+?’+L

/01 系统发育分析

在生物活性筛选的基础上，结合菌落形态、显微

形态、生理生化特征和细胞壁氨基酸组成等结果，选

择 8 株生物活性强、表型差异明显的菌株进行 !6D
%@OH 基因序列测定，序列保存在 ;+?U0?Y 相应数据

库中（序列号见图 !）。用 U<0*( 搜索软件从 ;+?U0?Y
等数据库中进行相似性搜索，调出相似性最高的相

关菌株的 !6D %@OH 基因序列，用相关软件进行序列

比对、相似性计算、进化距离矩阵计算、聚类分析和

系统进化树构建等系统发育分析（图 !）。按 !6D
%@OH 基因序列相似性大于 97 \的菌株归于同一物

种计［25］，8 个菌株可以归为 6 个物种，其中 6 株属于

拟诺卡氏菌属（ %$&’()*$+#*#）的 4 个物种（图 !#H），

2 株 属 于 链 霉 菌 属 （ ,-("+-$!.&"# ）的 2 个 物 种

（图 !#U）。

在系统进化树上（图 !#H），菌株 JK> 8::34、JK>
8:!93 分 别 与 拟 诺 卡 氏 菌 属（ %$&’()*$+#*#）的 % L
"/0’1’2# "D> 444:7Z 和 % L )’##$23*11"* *&C*WS
)’##$23*11"* "D> 43!!!Z 以 99L5\ 和 99L3\ 的 !6D
%@OH 基因序列相似性聚在一起。JK> 8::3! 与 % S
!"-’11*&4# "D> 44598Z 和 % S +(’#*2’ "D> 43845Z 聚

为一簇，它们之间的 !6D %@OH 基因序列相似性为

957陈义光等：青海盐碱环境中具抗肿瘤活性放线菌的筛选和多样性研究 S R微生物学报（2::7）47（5）



!"#$%。菌 株 &’( "))*+&’(、&’( "),-. 和 &’(
"),"" 以极高的 ,+/ 0123 基因序列相似性（!!#-%）

聚为一簇，与这 4 个菌株系统发育关系最密切的是

! 5 "#$%&%’( 6/( $$$)-7，它们之间的 ,+/ 0123 基因

序列相似性为 !"#,% 8 !-#"%。在拟诺卡氏属中，

有效发表种之间系统发育关系很密切，有些有效发

表种之间的 ,+/ 0123 基因序列相似性甚至高于

!!#*%［,)，,,］。/9:;<=>0:?@9 和 AB<:CC 认为即便两菌株

间的 ,+/ 0123 基因序列相似性大于 !!#*%也可能

属于不同的物种［.+］，但须经过 623 同源性分析。

所以，菌株 &’( "))4$、&’( "),!4 和 &’( "))4, 可能

分 别 代 表 拟 诺 卡 氏 属 的 4 个 新 种，而 菌 株

"))*+&’(、&’( "),-. 和 &’( "),"" 可能是拟诺卡氏

属另一个新种的菌株。

在系统进化树上（图 ,DE），菌株 &’( "))4" 和

&’( "),4! 以 较 高 的 ,+/ 0123 基 因 序 列 相 似 性

（!!#4% 8 !!#"%）与链霉菌属（ )*+",*-./0"(）的 4 个

有效发表种的典型菌株 ) 5 0%12(0%32"( 37FF *,!."7、

) 5 4+2("5( GF7F !)")7 和 ) 5 6&%1-4+2("5( 6/( $)4.47

聚在一起，应属于链霉菌属。菌株 &’( "))4" 与 ) 5
0%12(0%32"( 37FF *,!."7 系统发育关系最为密切，它

们之间的 ,+/ 0123 基因序列相似性为 !!#$%。但

该菌株在系统进化树上不与这 4 个菌株中的任何 ,
个单独相聚，而 是 以 较 高 的 自 展 值（>HHI90:J K:CB=
!+%）支持形成一个独立进化分支。所以，菌株 &’(
"))4" 可能代表链霉菌属的一个潜在新种［.+］。菌株

&’( "),4! 与 ) 5 4+2("5( GF7F!)")7 系统发育关系最

为密切，以 !!#"%的相似性在系统进化树上聚在一

起，应该属于灰色链霉菌（) 5 4+2("5(）的一个菌株。

当然，要最终确定以上菌株的分类地位，还需要

结合形态特征、生理生化特征、细胞化学特征，以及

与典型菌株基因组间的 623D623 同源性比较等多

相分类（JHCLJM:IN; 9:OH?HPL）研究结果。这些菌株的

多相分类研究正在进行中。

! 讨论

随着研究的不断深入，大量微生物源生理活性

物质被发现和应用，从普通环境中分离筛选新的活

性物质产生菌的难度日益上升。由于极端环境的特

殊生境使得其中的微生物具有丰富的物种多样性、

基因多样性和代谢机制多样性，具有产生多样的生

理活性物质的巨大潜力，因而向极端环境微生物寻

求药用物质和药物先导化合物成为各国的重要研究

方向之一［.-］。海洋、盐湖、地下盐矿和盐碱地等高

盐环境也是许多微生物演化的极端生镜，其中蕴藏

着极其丰富的微生物资源。从盐环境样品中分离筛

选生理活性物质产生菌目前主要集中在海洋微生物

资源的研究和开发方面［."，.!］，而对盐湖、地下盐矿和

盐碱地等内陆盐碱环境进行抗菌、抗肿瘤活性微生

物分离筛选的研究只有零星报道。徐平等［,-，,"］对分

离自青海和新疆的放线菌进行了产生聚酮类天然产

物分子筛选研究，结果表明有 .$#,%的供试菌株为

阳性，其中多数为拟诺卡氏属（!-0%+72-,(2(）等稀有

放线菌菌株。叶央芳等［4)］对青海部分盐湖底泥样

品进行了嗜盐微生物的分离，并对分离菌株的发酵

产物进行了抗菌活性和抗肿瘤活性检测，发现在 $*
株分离物中有 ," 株显示不同程度的抗菌或抗肿瘤

活性。本研究结果与以上结果类似，供试的 ,$* 株

分离自青海盐碱环境的的放线菌菌株中，有 .+ 株具

有抗肿瘤活性，阳性率 ,-#!%。这些研究结果充分

表明我国青海、新疆盐碱环境中的微生物是产生天

然生理活性物质的重要资源微生物。

基于 ,+/ 0123 基因序列的系统发育分析表明，

" 个抗肿瘤活性阳性菌株代表了两个属的 + 个物

种，其中可能有 * 个潜在新种。这一结果与其他研

究者的结果一起揭示了青海盐环境中存在较为丰富

的可 培 养 微 生 物（ ;BC9B0:>C= PN;0HH0Q:?NIP）多 样

性［$ 8 !，,. 8 ,*，4)］。最近 .) 年来人们通过各种现代分子

生物学手段认识到了自然界中还存在极大量的至今

尚未能培养微生物（:IDL=9 B?;BC9B0=@ PN;0HH0Q:?NIP）。

柴丽红等［,+］分别用 6RRS 法和纯培养法对青海柯

柯盐湖、茶卡盐湖底泥及周边土壤样品的细菌多样

性进行了对比研究。通过纯培养方法分离到的 ,*
株细菌，分属于 + 个已知属和一个未知属，有可能鉴

定出 + 个新种，可见其中可培养微生物多样性之高。

6RRS 法的结果显示这些纯培养物的 6RRS 条带分

布在 一 个 很 狭 窄 的 范 围 内，仅 占 带 谱 总 长 度 的

,"%。结果充分说明了青海两个盐湖中存在大量的

未培养细菌，分离到的纯培养仅占实有细菌的小部

分。总之，青海盐碱环境中微生物资源极为丰富。

深入研究分离培养条件和方法，设计新的分离程序，

分离、培养和描述其中的新的、难以培养的微生物，

并用多种模型筛选其产生的活性物质，是充分发掘

和利用这些宝贵微生物资源的关键。
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.>>[ 年起《微生物学报》改为月刊

自 .>>@ 年《微生物学报》改为大开本（[ 个印张 -.[ 页），已经连续两次扩版（.>>= R .>>< 年为 -<> 页，

.>>U 年为 -U< 页），发表周期有了明显的缩短。但是，由于近年来稿量不断增长，发表周期不得不再度延长，

目前的双月刊已无法满足广大作者和读者的需要。为了加快科技信息更新速度，与国际接轨，在编辑部提

议下，经主办单位同意并报主管部门正式批准，本刊自 .>>[ 年开始将 -?[? 年以来一直沿用了 -? 年的双月刊

改为月刊（? 个印张 -@@ 页），发行日还是 @ 日。

希望广大作者和读者一如既往地支持《微生物学报》！

《微生物学报》编辑部
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