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摘要:【目的】为了探索海洋放线菌的多样性，为发现新的药物先导化合物提供新菌源，我们分析了波罗的

海的放线菌多样性及生物活性。【方法】采集 100 份底泥样品，用 7 种培养基分离放线菌 809 株;去掉相同

菌株后，选择 280 株代表菌进行了初步分类鉴定;采用琼脂扩散法，检测了它们对 5 种细菌、真菌的抗菌活

性;用 API ZYM system 测定了 21 种酶的活性。【结果】用海藻糖-脯氨酸培养基和 HV 培养基分离的放线菌

中，稀有放线菌占 60% 和 63% ;波罗的海的放线菌有 15 个属，其中 3 个属是首次从海洋中分离的纯培养

物，并有 13 株是可能的新种;21% 和 20% 放线菌株能抑制枯草芽胞杆菌、金黄色葡萄球菌;这些放线菌株产

生多种酶活性。【结论】海洋中含有丰富的放线菌资源，它们可能是海洋生态系统的重要类群。
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放线菌因产生众多的抗生素而受到重视，当今

临床和农业上使用的抗生素 75% 由放线菌生产
［1］。

由于陆地放线菌已经被长期研究和筛选，近十多年

来，日本，美国，德国，英国等一些国家 和 国 内 的

研究机构和制药厂逐步把研究方向转向海洋。海洋

占地球面积的 70% ，他人研究表明海洋中生活着大

量未知的微生物类群
［2 － 4］。由于海洋环境研究所需

装备( 如考察船和深水取样器等) 要求较高，及研究

方法的不成熟性，与海洋真菌和海绵微生物的研究

相比较，海洋放线菌的研究和开发工作相对滞后。
波罗的海 位 于 东 北 欧，在 北 纬 54° － 65. 5°之

间，北 纬 54 度 起 向 东 北 延 伸 到 北 极 圈 附 近，长

1600 多公里，平均宽度约 190 公 里，面 积 41 多 万

平方公 里，呈 三 岔 形，西 以 斯 卡 格 拉 克 海 峡、厄 勒

海峡、卡特加特海峡、大贝尔特海峡、小贝尔特海峡、
里加海峡等海峡和北海，与大西洋相通。波罗的海

是欧洲北部 的 内 海、北 冰 洋 的 边 缘 海、大 西 洋 的 属

海。由于四周注入的河流众多，雨量充沛，波罗的

海是地球上最大的半咸水海，比大洋的含盐量低。
为了获取新 的 菌 源，我 们 于 2007 年 对 波 罗 的

海南部部分水域的放线菌进行了研究，现报告部分

结果。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主要试剂和仪器:所有试剂均为 sigma 公司

分 析 纯 试 剂， 部 分 为 德 国 公 司 生 产。 PCR 仪
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(Biometra，Germany) ; 电 泳 仪 ( Bio-Rad，USA) ; 考

察船(POLARFUCHS 号) 德国 Fassmer 船厂制造。
1. 1. 2 分离培养基( 每升的用量) :① 海藻糖-脯氨

酸培养基:海 藻 糖 5g，脯 氨 酸 1g，(NH4 ) 2 SO41 g，

NaCl 1 g，CaCl22 g，K2HPO4 1 g，MgSO4·7H2O 1 g，

HV 培养基
［5］

的 混 合 维 生 素 3. 7 mg ( 下 同 ) ，琼 脂

20 g，基尔湾天然海水 1000 mL，pH 7. 2。加制霉菌

素 100 mg，萘啶酮酸 25 mg 作为真菌和革兰氏阴性

细菌的 抑 制 剂 ( 除 放 线 菌 分 离 培 养 基 未 加 抑 制 剂

外，其余培养基均加相同的抑制剂)。② 改良淀粉-

酪素培养基:葡 萄 糖 10 g，酪 素 0. 3 g，KNO3 2 g，

MgSO4·7H2O 0. 05 g，K2HPO4 2 g，CaCl2 1 g，FeSO4

10 mg，琼 脂20 g，基 尔 湾 天 然 海 水 1000 mL，pH

7. 2。③ M2 培 养 基: 甘 油 6 mL， 精 氨 酸 1 g，

K2HPO4 0. 5 g，K2HPO4 0. 5 g，MgSO4 0. 5 g，琼 脂

20 g，基尔湾天然海水 1000 mL，pH 7. 2。④M3 培养

基: 葡萄糖 6 g，甲壳素 2 g，琼脂 18 g，基尔湾天然

海水 1000 mL，pH 7. 2。⑤HV 培养基
［5］: 腐植酸1 g，

Na2HPO4 0. 5 g，KCl 1. 7 g，MgSO4·7H2O 0. 05 g，

FeSO4·7H2O 0. 01 g，CaCl2 1 g，琼脂 18 g，混合维生

素 3. 7 mg，基尔湾天然海水 1000 mL，pH 7. 2。⑥甘

油-门冬酰胺培养基( ISP 5): 甘油 10 g，L-门冬酰胺

1 g，K2HPO4 1 g，微量盐 1 mL，琼脂20 g，基尔湾天

然海水 1000 mL，pH 7. 2 － 7. 4。⑦放线菌分离培养

基［Actinomycete isolation agar (Difco)］。

用稀释平板法，涂布以后，28 ℃ 培养 7 － 30 d，

挑取单菌落于斜面培养基，28 ℃ ，培养 7 d。

1. 2 样品采集及预处理

2007 年 4、6 月，用重锤取样器，两次从波罗的

海南部基尔湾北部水域( 水深约 30 m － 70 m) 采集

底泥，5 － 10 点混成一份样 品，立 即 置 于 无 菌 玻 璃

瓶，每次采集 50 份，当天置于无菌培养皿，28 ℃ ，

自然干燥 7 d，80 ℃ 干热处理 1 h。

1. 3 菌株鉴定

菌株培养，DNA 提 取，PCR 及 16S rRNA 基 因

的序列分析按照以前的文献［6］进行。菌株鉴定到

属的水平。

1. 4 抗菌实验

以 4 种细菌和 1 株真菌为试验菌，按文献［3］

使用的方法测定放线菌分离株的抗菌活性。实验菌

株为 Bacillus subtilis (DSM 3258T ) ，Escherichia coli

( DSM 30083T ) ， Staphylococcus aureus ( DSM

30501T ) ， Mycobacterium phlei ( DSM 43239T ) ，

Candida glabrata (DSM 24506T)。

1. 5 酶活分析

按照文献［7］的方法进行。测试酶活性 21 种:

酸性磷 酸 酯 酶 (Acid phosphatase) ，碱 性 磷 酸 酯 酶

(Alkaline phosphatase) ，过 氧 化 氢 酶 ( catalase) ，α-

胰凝乳 蛋 白 酶 (α-chymotrypsin) ，胱 氨 酸 芳 基 酰 胺

酶 ( Cystine arylamidase ) ， 酯 酶 C4、C8， C14

( Esterase， C4， C8， C14 ) ， α-岩 藻 糖 苷 酶 ( α-

fucosidase) ，α-半 乳 糖 苷 酶 ( α-galactosidase) ，β-半

乳 糖 苷 酶 ( β-galactosidase ) ， α-葡 糖 苷 酶 ( α-

glucosidase) ，β-葡 糖 苷 酶 ( β-glucosidase) ，β-葡 糖

苷 酸 酶 ( β-glucuronidase ) 亮 氨 酸 芳 基 酰 胺 酶

( Leucine arylamidase ) ， α-甘 露 糖 苷 酶 ( α-

mannosidase) ，N-乙酰-β-氨基葡糖苷酶(N-acetyl-β-

glucosaminidase ) ， 萘 酚-AS-BI-磷 酸 水 解 酶

( Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase ) ， 氧 化 酶

(Oxidase) ，胰蛋 白 酶 ( Trypsin) 和 缬 氨 酸 芳 基 酰 胺

酶(Valine arylamidase)。

2 结果和讨论

2. 1 七种培养基分离放线菌的效果

使用 7 种培 养 基，共 分 离 到 放 线 菌 株 809 株，

统计结果如表 1。海藻糖-脯氨酸培养基和 HV 培养

基分离的放线菌，链霉菌分别占 40% 和 37% ，大部

分是稀有放线菌;放线菌分离培养基(Difco) 分离的

放线菌，链霉 菌 和 非 链 霉 菌 大 体 各 占 一 半;其 他 4

种培养基分离的放线菌中，链霉菌和非链霉菌的比

例为 6∶ 4。这些结果与我国西南地区土壤放线菌的

结果相似
［8 － 9］。海 藻 糖-脯 氨 酸 培 养 基 用 于 分 离 动

物粪便放线菌，稀有放线菌占总数的 54% ，远高于

其它培养基分离 的 放 线 菌 比 例
［10］。我 们 认 为 这 种

培养基分离海洋稀有放线菌的选择性效果比较好，

加上制霉菌素和萘啶酮酸作为抑制剂，即使培养 1

个月，真 菌 都 几 乎 不 生 长，便 于 挑 放 线 菌。M2 培

养基分离的放线菌数量最多，稀有放线菌占 43% ，

也可用于分离海洋放线菌。
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表 1 7 种培养基分离放线菌的效果

Table 1 Isolated actinomyces strains on the

7 kinds of selective media

Medium
Streptomycetes Rare actinomycetes
Number % Number %

Mycose-histidine medium 61 40 92 60
Improved starch-casein medium 48 56 38 44
M2 medium 102 57 76 43
M3 medium 58 63 35 37
HV medium 22 37 37 63
Glycerol-asparagine medium 69 59 47 41
Actinomycete isolation agar 48 46 56 54

2. 2 放线菌及其它细菌多样性分析

从 809 株纯培养菌株去重复后选出 280 株，进

行 16S rDNA 测序，通 过 系 统 发 育 分 析，将 它 们 鉴

定到属( 图 1)。结果显示，波罗的海南部水域的放

线 菌 有 15 个 属: Actinomadura， Actinoplanes，
Amycolatopsis， Arthrobacter， Cellulomonas，
Isoptericola， Kocuria， Micromonospora，

Microbacterium， Myceligenerans， Mycobacterium，

Nocardiopsis， Promicromonospora， Rhodococcus，
Streptomyces． 链霉菌仍然 是 主 要 类 群，约 占 纯 培 养

放线菌总数的 50% 左右，其次小单孢菌和红球菌。

基 于 16S rRNA 基 因 同 源 性，CC 0387T ( CCTCC
AA208024 = DSM 21481) 被鉴定为黄色原小单孢菌

( Promicromonospora flava )［7］。 还 鉴 定 到

Agrobacterium，Bacillus，Chromohalobacter，Devosia，

Chromohalobacter， Exiguobacterium， Rhizobium，

Zobellia 等 8 个 属 的 细 菌。另 外，菌 株 CC 0385 与

最相近的菌种 Agrobacterium tumefaciens 的 16S rDNA

序列 相 似 性 仅 为 95% ，CC 0386 与 Agrobacterium
tumefaciens 的 相 似 性 为 96% ， CC 0446 与

Chromohalobacter salexigens 为 94% ， CC 0498 与

Devosia neptuniae 为 96% ，CC 0559 与 Rhizobium
galegae 为 97% ，都是可能的新种，有关的系统分类

正在进行之中;菌株 CC 0422，CC 0440，CC 0447，

CC 0523，CC 0574，CC 0575，CC 0576 与相近菌种

的相似性都低于 98. 5% ，是新种的可能性也大。可

见波罗的海存在大量未知放线菌及其他细菌。
2. 3 放线菌的抗菌活性

280 株纯培养放线菌的抗菌 活 性 如 表 2。它 们

中，拮抗枯草杆 菌、金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 菌 株 分 别 有

21% 和 20% ;抗 真 菌 的 有 10% ，抗 分 枝 杆 菌、大 肠

杆菌的 仅 4. 3% 和 2. 5%。拮 抗 菌 以 链 霉 菌 为 主，

马杜拉放线菌和小单孢菌的活性也较强，对其中活

性高、好 培 养 的 菌 株，正 在 进 行 活 性 物 质 的 分 析。

总体上，波罗的海放线菌的抗菌活性与土壤放线菌

大体 相 似
［8，9］，所 以 它 们 是 开 发 抗 生 素 的 来 源

之一。
2. 4 酶活测定结果

采用 API ZYM system 试剂盒测定了 280 株 21

种酶的活性( 表 3)。75% 以上的放线菌株有 8 种酶

的活 性，98% － 100% 的 菌 株 有 脂 肪 酶 ［Esterase
lipase (C8) ］、过 氧 化 氢 酶 ( catalase)、萘 酚 磷 酸 酶

( Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase ) 活 性， 10% －
73% 的菌株有其 他 13 种 酶 的 活 性，这 280 株 菌 中

仅氧化酶的活性没有检测到。可见，在海洋生态系

统中，放线菌非常活跃地参与各种新陈代谢活动。

值 得 一 提 的 是 CC 520 菌 株， 经 鉴 定， 与

Zobellia uliginosa［11］
的 16S rDNA 的 序 列 相 似 性 为

99. 5%。CC 520 在 HV 培 养 基 琼 脂 平 板 上，于

28 ℃ 培养 20 d，琼脂的水解圈直径达 2 cm，圈内琼

脂被彻底分解( 图 2)。将培养皿置 4 ℃ ，水解圈继

续扩大，直至整个琼脂平板水解殆尽，这说明在波

罗的海的低温下，这类微生物也有很强的琼脂分解

能力。共分离到这类能分解琼脂的菌株 12 株，可

见它们广泛存在。波罗的海地处北纬 54°以北，水

温低，这类微生物在海藻类植物残体的分解中可能

起重 要 作 用。Zobellia uliginosa 已 经 申 请 专 利，用

于琼脂分解，在薄膜生产工业已有应用。
1997 年， Takami 等

［12］
从 太 平 洋 最 深 处 的

Challenger Deep 取 样， 分 离 到 金 杆 菌 属

(Aureobacterium)。Colquhoun 等
［13，14］

从西北太平洋

深 海 分 离 到 诺 卡 氏 菌 属 ( Nocardia )、红 球 菌 属

(Rhodococcus)、冢 村 氏 菌 属 ( Tsukamurella)、棒 杆 菌

属(Corynebacterium)、迪 茨 氏 菌 属 (Dietzia)、哥 登 氏

菌属(Gordona) 和 分 枝 杆 菌 (Mycobaterium)7 个 属。
2002 年，Mincer 等

［15］
从 海 洋 分 离 到 盐 生 孢 菌 属

(Salinispora)。2004 年 Jensend 等
［16］

分离到海洋霉

菌(Marimomyces)。Bruns 等
［17］

分 离 到 海 洋 气 微 菌

(Aeromicrobium marinum)。Riedlinger 等
［18］

分 离 到

疣孢菌属(Verrucosispora)。它们都需要天然海水才

能生长。
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图 1 研究菌株及其从 GeneBank 等数据库中调集的相关属种构建以 16S rRNA 基因序列为基础的系统进化树 ( 标尺

为 0. 02，表示相似性百分比;分支点数字为自聚值;括号中为菌株序列号)

Fig． 1 Phylogenetic tree showing the relationships among reference strains and the isolates in this study based on 16S rRNA gene sequences

based on neighbour joining analyses of 1 000 resampled data sets． Bar: 0. 02% sequence divergence． Numbers in parentheses represent the

sequences accession number in GenBank．
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表 2 280 株放线菌的抗菌活性

Table 2 Anti-microbial activities among the 280 isolated Actinomycetes strains
Bacillus subtills Escherichia coli Staphylococcus lentus Mycobacterium phlei Candida glabrata

Number of active strains 58 7 56 12 29
Anti-microbial activities /% 21 2. 5 20 4. 3 10

表 3 放线菌的酶活性

Table 3 Percentage of strain with enzyme activities

Enzyme
Activities

/%
Enzyme

Activities
/%

Alkaline phosphatase 82 α-galactosidase 73
Esterase (C4) 77 β-galactosidase 62
Esterase lipase (C8) 100 β-glucuronidase 10
Lipase (C14) 72 α-glucosidase 93
Leucine arylamidase 88 β-glucosidase 56

Valine arylamidase 58
N-acetyl-β-
glucosaminidase

37

Cystine arylamidase 91 α-mannosidase 19
Trypsin 29 α-fucosidase 39

α-chymotrypsin 42 catalase 100
Acid phosphatase 66 Oxidase 0

Naphthol-AS-
BI-phosphohydrolase

98 Contol 0

图 2 菌株 CC 520 水解琼脂

Fig． 2 Agar hydrolysised by Strain CC 520．

Ward 等
［19］

从 Mariana 海 沟 10，898 m 处 收 集

底泥样品，用 20 种选择性培养基分离到 38 株放线

菌，其中 4 种培养基的分离效果较好，而以棉籽糖-

组氨 酸 培 养 基 的 分 离 效 果 最 好，分 离 到 58% (23
株) 的菌株。依据这 38 株放线菌的 16S rRNA 基因

序列将它们鉴定为皮生球菌属 (Dermacoccus)、考克

氏菌属(Kocuria)、小单孢菌属 (Micromonospora)、链

霉菌属(Streptomyces)、冢村氏菌属(Tsukamurella) 和

威廉姆斯 氏 菌 属 (Williamsia) 等 6 个 属。本 研 究 从

波罗 的 海 分 离 到 15 个 属，其 中 纤 维 单 孢 菌 属

(Cellulomonas) ，产丝菌属(Myceligenerans) ，和原小

单孢菌(Promicromonospora) 等 3 个属是以前没有从

海洋获得过纯培养的。这说明，波罗的海尽管水温

低，但放线菌的 组 成 却 相 当 丰 富;同 时 说 明 改 进 分

离方法( 样品 的 预 处 理，培 养 基 的 选 择 和 设 计，抑

制剂的选择等) 的重要性。迄今为止，从 海 洋 获 得

的纯培养放线菌大约有 48 个属
［20 － 23］
， 加上波罗的海

新获得的 3 个，目 前 从 海 洋 获 得 的 放 线 菌 共 有 51
个属。

早在 2005 年，Antonie van Leeuwenhoek 杂志专

门出版一期海洋放线菌专辑，共发表 9 篇放线菌多

样性及次生代谢产物方面的论文，对海洋放线菌开

发利 用 的 远 景， 机 遇 和 发 展 方 向 进 行 了 评 述。
Goodfellow 等

［23］
从 海 洋 放 线 菌 获 不 少 新 的 活 性 物

质，如 Abyssomicins B，C，C，D，G，H，Benzoxazine
NTK 935， Caboxamycin， Lipocarbazoles A1 － A4，

Proximicins A，B，C，Lysolipin 等等 ． 相形之下，我

国海洋放线菌的研究和开发相对滞后。不过，2009
年国家已经将海洋微生物列入 973 计划，相信今后

几年相关工作会有大的进展。从本文所获得的结果

可以看出，海 洋 不 但 存 在 大 量 未 知 的 海 洋 放 线 菌

种，且 生 物 活 性 很 广 泛，因 此 在 研 究 多 样 性 的 同

时，要着力在分离方法上多下功夫，以期获得尽可

能多的未知放 线 菌，同 时 要 加 大 开 发 利 用 的 力 度，

发现新的、活性 理 想 的 先 导 物 和 其 它 有 用 物 质，为

工农业提供更多可转化的成果。
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Diversity of cultured actinomycete in the Baltic Sea
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Abstract:［Objective］Actinomycetes ( actinobacteria) are getting more and more recognized as a natural source for new
drug exploration． In order to find new lead compounds，the diversity and selected bioactivities of cultured actinomycetes in
the Baltic Sea (Germany) were investigated． ［Methods］One hundred sediment samples were collected from south of the
Baltic Sea，of which 809 purified cultures of actinomycetes were obtained by using 7 media． The phylogenetic analysis of
280 selected strains based on 16S rRNA gene sequences was carried out． In addition，activities of 21 enzymes，which play
a role in metabolic processes，and anti-microbial activities were determined． ［Results］Fifteen genera and eight possible
new species of actinobacteria were identified． Members of 3 genera were not isolated from marine habitats before． Of the
280 strains 21% and 20% inhibited the growth of Bacillus subtilis and Staphylococcus lentus，respectively． More than
75% of the strains exhibited 8 types of enzymatic activities，including esterase lipase (C8) ，catalase and naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase． ［Conclusion］Baltic Sea provides a rich diversity of actinobacteria regarding the phylogenetic analysis
and the biological activities． Research and utilization of marine actinomycetes should be strengthened．
Keywords: actinomycete diversity，bioactivities，Baltic Sea
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