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摘要#2目的3探讨高盐咸水滩放线菌的分离新策略&为高盐地区放线菌资源的分离提供理论依据% 2方法3
以甘油I精氨酸培养基’海藻糖I肌酸培养基’甘油I天冬氨酸培养基’甘露醇I酸水解酪蛋白培养基’干酪素I甘
露醇’甘露醇I丙氨酸培养基’壳聚糖I天冬酰胺培养基和高氏一号琼脂培养基 $ 种培养基为基础培养基&采
用营养成分十倍稀释法’据土样理化性质模拟原始生态环境’免培养分子技术检测菌株的分离培养基及培养
条件指导放线菌可培养以及借鉴半咸水海洋环境放线菌分离培养基等 ) 种策略来优化设计培养基&进行阿
克苏高盐咸水滩土样放线菌的分离&并采用细菌通用引物进行 &42 <X3*基因扩增和序列测定&并构建系统
发育树% 2结果 3 共分离到 )0# 株&分属于放线菌的 $ 个亚目 &0 个科& ,#’.2#(60".1’ ,#’.2#(6(-(12(’$’
,$""/$’(6(-(12(’$’ 3*$-#$"#&-(12(’$’ ?("$’9&$’ !60"(*$#(21&1’ L*0"(60".1’ %&"’(6(-(12(’$’ ?("$’9&(21&1’
M1(2#.’&"(*$’?(-(65’$.$’>/.’6()&B&9$’!"#&-(2(*012(’$ 和 !"#&-(6$95’$ 等 &) 个属% 4(](4e菌株属于链霉菌亚
目!2.<G9.;BOCA=G>G"&(]4$e菌株属于链孢囊菌亚目! 2.<G9.;-9;<>=,A=G>G"&( 株为潜在新种% 2结论3) 种分
离新策略显著地提高了高盐地区放线菌的可培养性&还发现了许多新物种&为放线菌的分离提供了新思路与
途径%
关键词!高盐咸水滩& 放线菌& 分离策略& 培养基
中图分类号!7(#$!!文献标识码!*!!文章编号!000&I4/0( !/0&#"0$I0%($I&&

!!放线菌是一类重要的微生物&能产生多种有益
代谢产物如酶’抗生素等&具有很高的经济价值% 发
现新的生物活性代谢产物的有效方法是通过分离新
的微生物尤其是产生 %0e 的已知生物活性代谢产
物的放线菌 (&) % 当人们从普通环境中寻找新型活

性物质日益困难时&极端环境成为人们发现新放线
菌物种及新生物活性物质的沃土% 目前普遍认为&

用一般的分离方法从环境样品中获得的微生物纯培
养物重复性非常高&也很难再分离到新物种&研究也

发现多数用于普通环境放线菌分离的培养基并不适
用于高盐环境放线菌的分离& 这无疑限制了极端环
境微生物资源的挖掘% 因此&不断探索有效的微生
物分离策略和方法&从不同角度’不同层次建立分离
微生物的新方法就成了微生物工作者一项长期的任
务%

阿克苏北靠天山汗腾格里峰&东望塔里木河&西
界中吉!吉尔吉斯斯坦"边境天山山地&南邻塔里木
盆地& 形成了由沙漠’戈壁’绿洲和高山相互交叉过
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渡& 罕见而独特的生态环境% 阿克苏属暖温带干旱
气候区&降水稀少&蒸发量大&气候干燥% 干旱的气
候造成了大量高盐环境&如盐山’盐碱地’咸水滩等%
由于长期干旱&水量得不到充足补给&阿克苏地区部
分咸水滩目前极度萎缩&水域面积迅速变小&导致湿
地植被大量枯死&一些珍稀物种和鸟类将失去生存
和繁衍的环境% 多数咸水滩日趋干涸&一旦此环境
改变或消失&那么所蕴含的放线菌或许会随之减少
甚至灭亡&且目前尚未见到对阿克苏地区咸水滩放
线菌资源研究的相关报道&尤其是含盐量高达 /0e
以上的咸水滩更具有代表性&因此&其微生物物种的
挖掘对微生物资源的保护和利用尤为重要& 也可进
一步为盐碱化环境的生态修复’极端环境放线菌基
因资源的保护和利用提供理论依据%

免培养技术能够快速全面地调查环境中微生物
的多样性&尤其是能获得难以分离培养的微生物的
信息% 根据笔者对阿克苏高盐咸水滩环境的放线菌

免培养研究&发现放线菌物种极为丰富&还蕴含着不
少新的类群% 本研究采用免培养分子技术的优势来
指导高盐咸水滩放线菌可培养’寡营养’据土样理化
性质模拟原始生态环境和借鉴半咸水海洋环境放线
菌分离培养基 ) 种方法&进行新疆高盐咸水滩环境
放线菌分离策略的探讨&以期为高盐环境放线菌分
离提供参考&同时挖掘更多的放线菌资源%

!"材料和方法

!#!"样品的采集和土样理化参数测定
/0&& 年 &0 月 // 日&从阿克苏地区高盐咸水滩

!)0l#%(kL& $0l&")k3" 采集土样&采样点海拔
&0)) B% 在咸水滩中心及周围 " 个样点取样&深度
为0 ’/0 CB% 样品采集后于无菌保鲜袋中&运抵实
验室后于 )m和 ’/0m保存% 样品含盐量’主要离
子浓度’9V值等 &0 个指标见表 &%

表 !$阿克苏高盐咸水滩土样理化性质
F>R?G&@Y8O-AC>?RA;C8GBAC>?9><>BG.G<-;Z.8G-.+UAGU -;A?->B9?G-Z<;B8O9G<->?A=GRG>C8 ;Z*d-+

2>B9?G "!V5Q’
# "6e "!2Q/ ’) "6e "!5Q/’# "6e "!5?’"6e "!3>H"6e "!DH"6e "!5>/H"6e "!P,/H"6e 9V F;.>?->?.6e

VO9G<->?A=G
RG>C8 ;Z*d-+

0]0&"" &]%#) 0]00" #](( 0]%"# 0]0( 0])4) 0]%&% %](% /0]&4

!#%"主要试剂和仪器
>$E‘3*聚合酶’9P‘&$IFhGC.;<’R$.111限制

性内切酶购自宝生物工程!大连"有限公司$‘3*琼
脂糖凝胶回收试剂盒购自诺维森!北京"生物科技
有限公司$离心机购自德国 L99G=U;<Z公司$Y5X仪
购自德国 2G=-;7+G-.公司’凝胶成像分析系统购自
美国 1̂QIX*‘公司$电泳仪购自北京六一仪器厂$
超净工作台购自上海博讯实业有限公司$涡旋仪购
自海门市其林贝尔仪器制造有限公司$金属浴购自
金银杏生物科技!北京"有限公司%
!#."克隆文库免培养方法
!#.#!"土壤总 ,-(的提取和放线菌特异性序列
的扩增!采用 2‘2I5F*̂ 法 (/)提取样品总 ‘3*% 提
取的总 ‘3*用放线菌特异性引物 (#) ! 2/0# "kI
5b5bb55F*F5*b5FFbFFbI#k& *&(# "kI55bF*5F
5555*bb5bbbbI#k"进行扩增&在 4)0 R9 处有条
带%
!#.#%"克隆文库的构建!按照诺维森 !北京"生物
科技有限公司 ‘3*琼脂糖凝胶回收试剂盒说明回
收纯化 Y5X扩增目的条带% 纯化后的 Y5X产物通

过与 9P‘&$IF载体连接&转化 I;"(*&‘V"!感受态
细胞% 经蓝白斑筛选&将白色克隆于 ’$0m冰箱中
保藏%
!#.#."克隆文库的检验及 0IJK分析!对文库的白
色克 隆 用 P&# 引 物 ! P&#J# "kI5*bb***5*b
5F*Fb*5I#k& P&#X# "kIbF****5b*5bb55*bFI
#k"进行菌落 Y5X&以检测插入子的正确性 ()) % 用限
制性内切酶 R$.111酶切菌落 Y5X产物&#%m酶切过
夜&琼脂糖凝胶电泳&得到酶切图谱% 选取 XJTY
!XG-.<AC.A;= J<>,BG=.TG=,.8 Y;?OB;<98A-B限制性片
段长度多态性"图谱中条带差异的阳性克隆送上海
生工测序%

将测序序列通过 T̂*2F! >̂-ACT;C>?*?A,=BG=.
2G><C8 F;;?"与 bG= >̂=d 数据库中已知序列进行比
对分析&去除非放线菌序列&再用 PLb*" 软件对放
线菌序列进行多重序列比对% 以 ((]0e相似性为
标准 划 分 不 同 的 操 作 分 类 单 元 ! Q9G<>.A;=>?
F>K;=;BACi=A.&QFi" (") %
!#F"分离培养基

!&"甘油I精氨酸培养基!bE" (4) $!/"海藻糖I肌

((%
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酸培养基 ! %̂ " (%) $ ! # " 甘油I天冬氨酸培养基
!5& " (%) $ ! ) " 甘 露 醇I酸 水 解 酪 蛋 白 培 养 基
!bW&" ($) $!""干酪素I甘露醇!5PD*" (() $!4"甘露
醇I丙氨酸培养基!S"" (%) $!%"壳聚糖I天冬酰胺培
养基!J4" (&0) $!$"高氏一号琼脂培养基!b*"%

培养基!&" ’!$"分别加入 &]"e’"e’&0e’
&"e’/0e和 /"e六个 3>5?浓度梯度作为放线菌
分离 的 基 础 培 养 基% bEI&’ %̂I&’ 5&I&’ bW&I&’
5PD*I&’S"I&’J4I& 和 b*I& 是上述 $ 种基础培养
基营养成分 &0 倍稀释后的培养基%

!("营养琼脂培养基!3*"#蛋白胨&0 ,&牛肉粉
# ,&氯化钠" ,&琼脂&" ,$!&0"淀粉I酪素培养基! 2I
5"#淀粉 &0 ,&干酪素 0]# ,&硝酸钾 / ,&硫酸镁
0]0" ,&磷酸氢二钾 / ,&碳酸钙 0]0/ ,&硫酸亚铁
0]0& ,&氯化钠&0 ,&琼脂&" ,$!&&"蛋白胨I酵母提
取物!Yab"#胰蛋白胨&0 ,&聚蛋白胨" ,&酵母提取
物&0 ,&葡萄糖 &0 ,&氯化钙 0]/ ,&磷酸氢二钾
&]0 ,&碳酸氢钠&0 ,&硫酸镁0]) ,&磷酸二氢钾& ,&
琼脂 &4 ,$ ! &/ " 海 洋淀 粉I酪 蛋 白 培 养 基 ! 25I
2W" (&&) %

培养基!(" ’!&/"为基于咸水滩放线菌免培养
结果&选取的分离 !60"(*$#(21&1’ ,#’.2#(6(-(12(’$’
,$*&-&)$"#.’&56和 F*$1#("(""51) 个属的培养基%

!&#"bEI/ !甘油0]/" ,&精氨酸0]/ ,"$ !&) "
%̂I/ !海藻糖 0]" ,&肌酸 0]& ,"$ ! &" "5&I/ !甘油
& ,&天门冬氨酸0]& ,"$!&4"bWI/ !甘露醇0]& ,&
干酪素0]0# ,"$!&%"5PD*I/ !甘露醇0]&" ,&酸水
解酪蛋白 0]0" ,"$ ! &$ "S"I/ !甘露醇 & ,&丙氨酸
& ,"$!&("J4I/ !壳聚糖0]) ,&酪素水解物0]/ ,"$
!/0"b*I/ !淀粉 / ,"$ ! /& "12Y#I/ !燕麦片 / ,"$
!//"VhI/!腐植酸0]& ,"%

培养基!&#" ’!//"是根据土样理化参数测定
结果&参考其离子比例及 9V值优化的培养基% 碳
氮源的组合为 $ 种基础培养基 &0 倍稀释而成&同时
添加根据土样理化参数测定结果而换算的基础盐溶
液#即每升加入氯化钾0]0) ,&硫酸镁&]%# ,&碳酸氢
钠0]0/ ,&碳酸钙0])4 ,&磷酸氢二钾& ,&硫酸亚铁
0]0& ,&微量盐& BT!0]00& ,6T"&复合维生素& BT
!0]" B,6T"&9V$]/ ’$])%

!/#"P2TI& !葡萄糖& ,&干酪素0]0# ,"$!/)"
FIYI&!海藻糖0]" ,&脯氨酸0]& ,"$!/""P*//&4I&
!蛋白胨0]" ,&酵母提取物0]& ,"$!/4"3*I&!蛋白

胨& ,&牛肉粉0]# ,"$ !/% " 25I2WI& !可溶性淀粉
& ,&干酪素0]0# ,"$!/$"12Y"I&!甘油& ,&天门冬氨
酸& ,"%

培养基!/#" ’!/$"均为参考文献中所报道的
半咸水海洋环境放线菌的 " 种分离培养基&即改良
淀粉I酪素培养基 !P2T" (&/) &海藻糖I脯氨酸 !FI
Y" (&/) &P*//&4 !‘AZC;"& 3*!‘AZC;"&25I2W&和盐
环境分离培养基改良 12Y" (&#)的优化培养基% 碳氮
源为原始营养成分的 &6&0 量&添加根据土样理化参
数测定结果而换算的基础盐溶液%
!#G"分离方法

采用稀释平板涂布法&每种培养基各盐浓度设
置 # 个平行&#%m (&#) ! 2I5培养基 #0m"倒置培养
/ ’# 周&采用 12Y) 培养基进行菌株纯化%
!#)"菌株鉴定及其系统发育分析

菌株基因组 ‘3*的提取采用酶解法小量提取
总 ‘3*方法 (&)) &&42 <X3*的 Y5X扩增采用细菌通
用 引 物# 正 向 引 物 Y* ! $I/%Z# "kI
5*b*bFFFb*F55Fbb5FI#k" 和 反 向 引 物 Ŷ
! &"/#I&"0)<# "kI*bb*bbFb*F55*b55b5*I#k"%
将扩增产物纯化后送到上海生物工程有限公司进行
测序% 将 测 序 结 果 通 过 T̂*2F 程 序 提 交 到
bG= >̂=d 数据库中进行相似性比对搜索&下载相关
属’种近缘菌株的 &42 <X3*基因序列&构建系统进
化树% 用 PLb*" 软件中的 5?+-.>?程序进行多序列
比对&将生成的文件采用邻接法构建系统发育树%

%"结果

%#!"基于 !)*+0-(基因文库的阿克苏高盐咸水
滩放线菌免培养多样性分析

经 &42 <X3*文库的构建对阿克苏高盐咸水滩
环境进行了放线菌免培养研究共得到放线菌 )#) 个
克隆&归于 "/ 个 QFi-% 采用 2Y*‘L软件进行放线
菌多样性指数分析 !表 /"&结果表明#物种丰富度
! 29GCAG-XAC8=G--" 为 "#]$$ 香 农 指 数 ! 28>==;
1=UGK" 为 #]#$&$辛普森指数 ! 2AB9-;= 1=UGK" 为
0]04&(&% 从多样性指数来看&该高盐环境中放线菌
多样性较为丰富% 从其 &42 <X3*基因克隆文库的
X><GZ>C.A;= C+<_G!图 &"可看出&曲线已趋于平缓&根
据 DGB9(&")的研究结论&认为库容已经足够&涵盖了
该环境放线菌的大多数物种%

00$
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表 %$阿克苏高盐咸水滩放线菌多样性指数
F>R?G/@*C.A=;R>C.G<A>?UA_G<-A.OA=UGK;ZVO9G<->?A=GRG>C8 Z<;B*d-+

TA><><O
3;@;Z
QFi-

29GCAG-<AC8=G-- 28>==;A=UGK 2AB9-;= A=UGK
*5LI& ("e51- 58>;n28G= ("e51- PTL ("e51-

VO9G<->?A=GRG>C8 "/ "#]$ !"/]#& 4&]&" #]#$& !#]&"/& #]4&&" 0]04&(& !0]0)4#&& 0]0%%"/"

图 !$阿克苏高盐咸水滩文库放线菌稀有度曲线
JA,+<G&@X><GZ>C.A;= C+<_GZ;<*C.A=;R>C.G<A>??AR<><O;ZVO9G<->?A=G

RG>C8 Z<;B*d-+

!!对克隆文库所得到的 "/ 个 QFi-构建系统发
育树!图 /"% 从系统发育树可以看出序列代表的菌
株分布在放线菌纲中的 # 个亚纲&即放线菌亚纲
!*C.A=;R>C.G<AU>G"&酸微菌亚纲!*CAUABAC<;RAU>G"和
红色杆菌亚纲!X+R<;R>C.G<AU>G"&/) 个属&即朴勇河
氏 菌 属 ! T(-+/$2$’V&$ "’ 盐 水 杆 菌 属
!,$*&-&)$"#.’&56"’利夫森氏菌属! J.&B1(-&$"’微杆菌
属!%&"’()$"#.’&56"’去甲基醌菌属!=.6.E5&-$"’纤
维 单 孢 菌 属 ! @.**5*(6(-$1"’ 节 杆 菌 属
!!’#/’()$"#.’"’考克氏菌属 !C("5’&$"’涅斯捷连科
氏菌属!?.1#.’.-V(-&$"’罗氏菌属 !D(#/&$"’海居菌
属!%$’&/$)&#$-1"’博戈里亚湖菌属!F(+(’&.**$"’棒
杆 菌 属 ! @(’0-.)$"#.’&56"’ 弗 莱 德 门 氏 菌 属
!H’&.96$--&.**$"’分枝杆菌属 !%0"()$"#.’&56"’链
单孢 菌 属 ! ,#’.2#(6(-(12(’$ "’ 高 温 双 岐 菌 属
!>/.’6()&B&9$"’芽生球菌属 !F*$1#("(""51"’拟无枝
酸 菌 属 ! !60"(*$#(21&1"’ 列 舍 瓦 列 氏 菌 属
! J."/.8$*&.’&$ "’ M*56$#()$"#.’’ M$6&$’ 红色杆菌属
!D5)’()$"#.’"和嗜热油菌属!>/.’6(*.(2/&*56"%
%#%"阿克苏高盐咸水滩放线菌分离新策略比较

经分离策略优化后&从阿克苏高盐咸水滩环境&
共分离到 )0# 株放线菌&) 种策略分离放线菌结果
见表 #% 结果表明#$ 种基础培养基均没有获得任何
放线菌菌株&而经 &0 倍稀释后共分离到 # 个属的放
线菌& 即 链 霉 菌 属 ! ,#’.2#(60".1"’ 小 单 孢 菌 属
!%&"’(6(-(12(’$"和高温双岐菌属 !>/.’6()&B&9$"%
S"I& 分离到 # 株放线菌&J4I& 和 bW&I& 各分离到 &
株放线菌&表现出适合于盐环境分离的经典培养基

S"’J4 和 bW& 变为寡营养培养基后用于极度高盐
环境样品同样显示出较好的分离效果%

基于放线菌免培养结果&选择与其最相近已发
表种的分离培养基如 3*’2I5’Yab和 25I2W等&参
考其 培 养 条 件 针 对 性 地 对 免 培 养 结 果 中 的
!60"(*$#(21&1’ ,#’.2#(6(-(12(’$’ ,$*&-&)$"#.’&56 和
F*$1#("(""51进行分离培养% 结果表明#分离获得了
免培养中揭示的 !60"(*$#(21&1和 ,#’.2#(6(-(12(’$ /

个属&!60"(*$#(21&1B$1#&9&(1$& ,#’.2#(6(-(12(’$ $*)$&

和 ,#’.2#(6(-(12(’$$60*(*0#&"$ # 个物种% 说明根据
免培养中揭示的放线菌物种&依据其营养成分和培
养条件进行分离培养基的设计是可行的&可以快速
挖掘相应放线菌菌种资源%

借鉴半咸水海洋环境放线菌分离优化的 " 种培
养基共分离到 % 个属的放线菌&即 ,#’.2#(60".1’
%&"’(6(-(12(’$’,#’.2#(6(-(12(’$’,$""/$’(6(-(12(’$’
?("$’9&(21&1’!"#&-(6$95’$ 和 ?(-(65’$.$% 本研究
中参考波罗的海半咸水海洋放线菌分离培养基经优
化后的 FIYI& 和 P2TI& 培养基分离效果较好&各分
离到 4 个属和 # 个属的放线菌% 两者基础培养基一
致&仅在碳氮源的选择上略有不同&从分离结果来
看&FIYI&!海藻糖为碳源&脯氨酸为氮源"时放线菌
分离效果最好%

结合土样的理化性质特点优化设计的 bEI/’
%̂I/’5&I/’bW&I/’5PD*I/’S"I/’J4I/’b*I/’12Y#I
/ 和VhI/ 培养基共分离到 #&$ 株放线菌&分属于 &#

个属&即 ,#’.2#(60".1’%&"’(6(-(12(’$’拟诺卡氏菌属
!?("$’9&(21&1"’糖单孢菌属! ,$""/$’(6(-(12(’$"’链
单孢 菌 属 ! ,#’.2#(6(-(12(’$ "’ 拟 无 枝 酸 菌 属
!!60"(*$#(21&1"’马杜拉菌属 !!"#&-(6$95’$"’野野
村 氏 菌 属 ! ?(-(65’$.$ "’ 放 线 多 孢 菌 属
!!"#&-(2(*012(’$"’栖白蚁菌属!M1(2#.’&"(*$"’植物放
线孢 囊 菌 属 ! 3*$-#$"#&-(12(’$ "’ 诺 卡 氏 菌 属
!?("$’9&$"和糖霉菌属 !L*0"(60".1"% 从放线菌分
离种属来看&培养基 bEI/!甘油为碳源$精氨酸为氮
源"效果最好&能分离到 &0 个属的放线菌$其次是
5&I/ 培养基!甘油为碳源$天门冬氨酸为氮源"&分

&0$



a>;S8>=,G.>?@7!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!/0&#""#!$"

!

图 %$放线菌克隆序列 !)*+0-(基因为基础的系统发育树
JA,+<G/@3GA,8R;+<I:;A=A=,.<GG-8;[A=,.8G98O?;,G=G.AC<G?>.A;=-8A9->B;=,>CA=;R>C.G<A>?&42 <X3*,G=G2Gf+G=CG-@F8G=+BRG<->..8G=;UG-A=UAC>.G.8G

R;;.-.<>9 _>?+G-R>-GU ;= =GA,8R;<I:;A=A=,>=>?O-G-;Z&000->B9?GU>.G-G.-@F8G-C>?GR><<G9<G-G=.-.8GG-.AB>.GU =+BRG<;ZR>-GC8>=,G-9G<=+C?G;.AUG

-Gf+G=CG9;-A.A;=@2Gf+G=CG-;ZC?;=G-UG.GC.GU A= .8A--.+UO><GA=UAC>.GU [A.8*Ej+@F8G=+BRG<-A= 9><G=.8G-G-><G>CCG--A;= =+BRG<-;Z-Gf+G=CG-@

/0$
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离到 % 个属的放线菌$以及 S"I/ 培养基!甘露醇为
碳源$丙氨酸为氮源"分离到 4 个属的放线菌&bWI/
和 5PD*I/!甘露醇为碳源$干酪素为氮源"均分离
到 " 个属的放线菌% 但从放线菌的出菌率来看&S"I
/ 出菌率最高&达 /&]#$e&其次是 %̂I/ !海藻糖为
碳源$肌酸为氮源"和 bEI/ 出菌率分别为 &%]#0e
和 &"]0(e%

据土样理化因子设计培养基结果表明&本实验
室筛选出来的 $ 种培养基其碳氮源减为 &6&0 量&添
加据土样理化性质优化的基础盐溶液获得了较多的
放线菌菌株% 这一结果显示本实验室 $ 种培养基对
高盐咸水滩环境放线菌分离依然很好&放线菌可能
比较偏爱自己原始的生存环境&在培养基设计时需
结合其自身特点进行离子配比的优化%

表 .$基于不同分离策略优化培养基上放线菌分离菌属比较
F>R?G#@5;B9><A-;= ;Z>C.A=;R>C.G<A>?,G=+-ROUAZZG<G=.-G?GC.A_G-.<>.G,AG-

5;=.<;?
,<;+9

bG=+-
PGUA>;Z
-.<>.G,O&

bG=+-
PGUA>;Z
-.<>.G,O/

bG=+-
PGUA>;Z
-.<>.G,O#

bG=+-
PGUA>;Z
-.<>.G,O)

bG=+-

bE ’ 3* !60"(*$#(21&1 bEI& ’ bEI/

3*$-#$"#&-(12(’$ !60"(*$#(21&1
L*0"(60".1!"#&-(6$95’$
,#’.2#(60".1,#’.2#(6(-(12(’$
,$""/$’(6(-(12(’$ ,#’.2#(60".1
%&"’(6(-(12(’$ ?("$’9&(21&1

P2TI&
,#’.2#(60".1
%&"’(6(-(12(’$
?("$’9&(21&1

%̂ ’ 2I5 ,#’.2#(6(-(12(’$ %̂I& ’ %̂I/
%&"’(6(-(12(’$ ?("$’9&(21&1
,$""/$’(6(-(12(’$ ,#’.2#(60".1

FIYI&

,#’.2#(60".1
,#’.2#(6(-(12(’$
!"#&-(6$95’$
,$""/$’(6(-(12(’$
?(-(65’$.$
?("$’9&(21&1

5& ’ Yab ’ 5&I& ’ 5&I/

,#’.2#(60".1M1(2#.’&"(*$
%&"’(6(-(12(’$ ?("$’9&$
?("$’9&(21&1,$""/$’(6(-(12(’$
,#’.2#(6(-(12(’$

P*//&4I& ,#’.2#(60".1

bW& ’ 25I2W ’ bW&I& >/.’6()&B&9$ bW&I/
,#’.2#(60".1%&"’(6(-(12(’$
?("$’9&(21&1,#’.2#(6(-(12(’$
,$""/$’(6(-(12(’$

3*I& ,#’.2#(60".1

5PD* ’ 5PD*I& ’ 5PD*I/
,#’.2#(60".1!"#&-(2(*012(’$
?("$’9&(21&1?(-(65’$.$
,$""/$’(6(-(12(’$

25I2WI& ,#’.2#(60".1

S" ’ S"I& %&"’(6(-(12(’$ S"I/

,#’.2#(60".1
!60"(*$#(21&1M1(2#.’&"(*$
%&"’(6(-(12(’$ ?("$’9&(21&1
,$""/$’(6(-(12(’$

12Y"I& ,#’.2#(60".1

J4 ’ J4I& ,#’.2#(60".1 J4I/
,#’.2#(60".1%&"’(6(-(12(’$
?("$’9&(21&1,$""/$’(6(-(12(’$

b* ’ b*I& ’ b*I/
,#’.2#(60".1%&"’(6(-(12(’$
?("$’9&(21&1,$""/$’(6(-(12(’$

12Y#I/
,#’.2#(60".1!"#&-(6$95’$
,$""/$’(6(-(12(’$ ?("$’9&(21&1

VhI/ ,#’.2#(60".1
!PGUA>;Z2.<>.G,O&" # PGUA>R>-GU ;= C+?.+<G,+AUGU RO+=C+?.+<GU B;?GC+?><.GC8=;?;,OBG.8;U$ !PGUA>;Z2.<>.G,O/" # Q9.ABAMGU BGUA>R>-GU ;= ;?A,;.<;98$ !PGUA>;Z
2.<>.G,O# " # Q9.ABAMGU BGUA> R>-GU ;= ,G;C8GBAC>?9><>BG.G<-$ ! PGUA> ;Z2.<>.G,O ) " # Q9.ABAMGU BGUA> R>-GU ;= R<>CdA-8 B><A=G G=_A<;=BG=.$ ! ’" #
i=;R.>A=GU>C.A=;R>C.G<A>?-.<>A=-@

%#."可培养放线菌多样性
阿克苏高盐咸水滩环境&经 ) 种分离策略优化

后共分离到 )0# 株放线菌% 通过形态特征’ &42
<X3*R$.111酶切图谱 !图 #"等手段剔除重复菌株
后&选取代表性菌株进行 &42 <X3*测序分析&结果

表明放线菌多样性极为丰富&分布于放线菌 $ 个亚
目 &0 个科及 &) 个属!见表 )"% ,#’.2#(60".1是优势
菌属&占 4(](4e&其中在 &]"e ’"e盐浓度下可达
4)]%4e&其次是 ?("$’9&(21&1和 %&"’(6(-(12(’$&分
别占 %]4(e和 4]("e%

#0$
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图 .$可培养放线菌 /)"LLL酶切电泳图
JA,+<G#@*,><;-G,G?G?GC.<;98;<G-A-;ZC+?.+<GU *C.A=;R>C.G<A>UA,G-.ROR$.111@P& ‘3*B><dG<‘T/000$ ?>=G

& ’)$& 3+BRG<;Z*C.A=;R>C.G<A>@

表 F$不用盐浓度下 F 种分离策略的放线菌物种分布
F>R?G)@‘A-.<AR+.A;= ;Z>C.A=;R>C.G<A>A-;?>.GU Z<;B-;A?->B9?GROZ;+<-.<>.G,AG-[A.8 UAZZG<G=.->?.C;=.G=.-

2+R;<UG< J>BA?O bG=+-
X>.A;6
e

2>?.C;=.G=.
&]"e "e &0e &"e /0e /"e

@(’0-.)$"#.’&-.$. ?("$’9&$".$. ?("$’9&$ 0]/" & ’ ’ ’ ’ ’
,#’.2#(6(-(12(’$ "])4 & ’ % / & ’

?("$’9&(21$".$. ?("$’9&(21&1 %]4( &0 && &" ) & ’
,#’.2#(12(’$-+&-.$. >/.’6()&B&9$ 0]"0 ’ / ’ ’ ’ ’

,#’.2#(12(’$-+&$".$. ?(-(65’$.$ 0]"0 ) ’ ’ ’ ’ ’
>/.’6(-(12(’$".$. !"#&-(6$95’$ 0](( ) & ’ ’ ’ ’

!!,#’.2#(60"&-.$. ,#’.2#(60".#$".$. ,#’.2#(60".1 4(](4 &%/ $( 4 & ’ ’
!!31.59(-("$’9&-.$. 31.59(-("$’9&$".$. !60"(*$#(21&1 &])( 4 ’ ’ ’ ’ ’

,$""/$’(6(-(12(’$ 4]%0 & 4 # &" " ’

!%&"’(6(-(12(’&-.$. %&"’(6(-(12(’$".$.
%&"’(6(-(12(’$ 4](" /% & ’ ’ ’ ’
3*$-#$"#&-(12(’$ 0]"0 / ’ ’ ’ ’ ’

L*0"(60"&-.$. L*0"(60".#$".$. L*0"(60".1 0]/" & ’ ’ ’ ’ ’
!!!"#&-(2(*012(’&-.$. !"#&-(2(*012(’$".$. !"#&-(2(*012(’$ 0]"0 ’ ’ ’ ’ / ’
!!%&"’("(""&-.$. 3’(6&"’(6(-(12(’. M1(2#.’&"(*$ 0]"0 ’ ’ / ’ ’ ’

! ’" # i=;R.>A=GU>C.A=;R>C.G<A>?-.<>A=-

!!不同盐浓度培养基分离到的放线菌种类有明显差
异% &]"e和 "e盐浓度的培养基分离到菌株最多%
&]"e和 "e 盐 浓 度 培 养 基 分 离 到 放 线 菌 为
,#’.2#(60".1’ ?("$’9&(21&1’ %&"’(6(-(12(’$’
,#’.2#(6(-(12(’$’ !"#&-(6$95’$’ ?(-(65’$.$’
!60"(*$#(21&1’?("$’9&$’3*$-#$"#&-(12(’$’>/.’6()&B&9$ 和
L*0"(60".1共 &&个属% &0e和 /0e盐浓度培养基分离
到放线菌 ,#’.2#(60".1’?("$’9&(21&1’,$""/$’(6(-(12(’$’
,#’.2#(6(-(12(’$’M1(2#.’&"(*$ 和 !"#&-(2(*012(’$ 4 个属%
,#’.2#(60".1’ ,$""/$’(6(-(12(’$ 和 ,#’.2#(6(-(12(’$ 放
线菌对盐浓度的耐受性较广&从 &]"e ’/0e盐浓度的

培养基上基本上都能生长&但 !"#&-(2(*012(’$ 能在高盐
浓度!/0e"培养基上所分离到%

菌株 FXP)4%(4I//’FXP)4%(%I#$’FXP)4%()I
4&’ FXP)4%(4I$’ FXP)4%(4I")’ FXP)4%(#I(’
FXP)4%()I#4’FXP)4%(#I4 和 FXP)4%(4I#) 等 ( 株
放线菌与已发表菌株的 &42 <X3*基因相似性均低
于 (%e& 可 能 代 表 着 ,#’.2#(60".1 和
,$""/$’(6(-(12(’$ 属的潜在新种&其分类地位尚需
要通过多相分类手段进一步鉴定%

阿克苏高盐咸水滩放线菌与 bG= >̂=d 数据库
中已知序列菌株的系统发育关系如图 )%

)0$



张瑶等# 阿克苏高盐咸水滩放线菌分离新策略及系统发育多样性@6微生物学报!/0&#""#!$"

图 F$阿克苏高盐咸水滩样品放线菌系统发育树
JA,+<G)@3GA,8R;+<I:;A=A=,.<GG-8;[A=,.8G98O?;,G=G.AC<G?>.A;=-8A9-;Z*C.A=;R>C.G<A>?-Gf+G=CG-;R.>A=GU Z<;B8O9G<->?A=GRG>C8 ;Z*d-+

[A.8 C?;-G?O<G?>.GU .O9G-.<>A=-@F8G=+BRG<->..8G=;UG-A=UAC>.G.8GR;;.-.<>9 _>?+G-R>-GU ;= =GA,8R;<I:;A=A=,>=>?O-G-;Z&000->B9?GU>.G

-G.-@F8G-C>?GR><<G9<G-G=.-.8GG-.AB>.GU =+BRG<;ZR>-GC8>=,G-9G<=+C?G;.AUG-Gf+G=CG9;-A.A;=@2Gf+G=CG-;ZA-;?>.GU -.<>A=-A= .8A--.+UO

><GA=UAC>.GU [A.8*FXP+@F8G=+BRG<-A= 9><G=.8G-G-><G>CCG--A;= =+BRG<-;Z-Gf+G=CG-@

"0$
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."讨论

一直以来&分离方法是限制人们开发利用微生
物资源的*瓶颈+% 对高盐咸水滩放线菌资源的认
识和挖掘&必须建立在充足的菌种资源基础上% 因
此探讨高盐咸水滩环境放线菌的分离培养方法则显
得尤为重要%

笔者对阿克苏高盐咸水滩环境的放线菌免培养
研究证明&其存在有大量至今未获得纯培养的放线
菌新类群&有的甚至在科级或者更高的分类水平上
!%0]$e的克隆序列与已发表菌株 &42 <X3*序列
同源性低于 (%e"% 为更大限度地分离环境中放线
菌物种资源&本研究采用放线菌免培养分子技术指
导可培养进行有目的的分离&结果分离到免培养分
析结果中的 !60"(*$#(21&1和 ,#’.2#(6(-(12(’$ / 个属
的放线菌% 免培养结果中的 ,#’.2#(6(-(12(’$ $*)$
!3X0/"/&("是由 /0e盐浓度淀粉I酪素培养基&从
新疆盐碱环境中所分离到&其对 3>5?的耐受性极
强&而该土样的平均盐含量达 /0]&4e&说明此环境
有极其耐受盐或依赖于盐维持生长的微生物存在%
!60"(*$#(21&1能够产生利福霉素’利托菌素和抑制
细菌及癌细胞等新抗生素% 因此&免培养获得的物
种多样性信息可以指导我们针对性地改良或优化分
离培养基和培养条件&发掘更多潜在的放线菌资源%

目前研究者已将 =.6.E5&-$ 和 M$6&$ 等定义为
海洋特有放线菌&然而从海滩’退潮沉积物及海洋沉
积 物 等 海 域 特 殊 生 境 所 分 离 到 的
M*56$#()$"#.’B*56&-&1 ! 3X o 0)&4## "’
F*$1#("(""51W.W5.-1&1!3Xo0)#4##"’=.6.E5&-$$.1#5$’&&
!3Xo0)#)4" "’%$’6(’&"(*$$.E5(’.51!3Xo0)/")% "
和 M$6&$6$W$-(/$6.-1&1!3Xo0)&4#4"等放线菌在阿
克苏咸水滩中也被发现&且对盐有一定的耐受性%
阿克苏高盐咸水滩与上述环境有一定的相似之处&
虽然表面已无积水&但所采到的样品呈淤泥状&含盐
量较高% 结果说明这些物种可能不仅是海洋环境特
有&在一些高盐咸水滩环境中也有分布% 这一结果
为高盐咸水滩环境中微生物的分离可参考海洋环境
微生物的分离策略提供了一定的参考% 本研究通过
参考海洋来源培养基策略的探讨也证实了此点%

研究者提出高盐环境放线菌分离方法的研究应
跳出普通环境放线菌分离的思路&尽可能地模拟盐

环境条件&必须综合考虑特殊的分离策略&特殊的营
养要求等多种因素来设计分离程序% 本研究结合阿
克苏咸水滩环境特点&添加据土样理化性质所设计
的基础盐溶液&9V提高到 $]/ ’$]) 进行培养基的
优化后&获得了大量放线菌资源% 目前有关盐环境
可培养放线菌物种多样性的报道较多&总体来看
,#’.2#(60".1’ ,#’.2#(6(-(12(’$’ ,$""/$’(6(-(12(’$’
!"#&-(2(*012(’$ 和 ?("$’9&(21&1是盐环境中常见放线
菌类 群& 但 3*$-#$"#&-(12(’$’ ?("$’9&$’ M1(2#.’&"(*$’
?(-(65’$.$’>/.’6()&B&9$ 和 !"#&-(6$95’$ 等在高盐
环境中极少能分离到% 因此据土样理化性质模拟原
始生态环境对高盐环境放线菌的分离验证了环境因
子对微生物的分离培养尤为重要% 也有学者对分离
死海高盐地区嗜盐耐盐放线菌的方法学进行了探
讨&发现土样经微波与化学孢子活化剂共同处理&在
一定复合盐培养基上分离效果较好 (&4) % 因此微生
物资源的分离程序要不断完善’不断更新&甚至永远
创新%

*寡营养+ !Q?A,;.<;98"一词是由 WGRG<(&%)最先
提出的% 绝大多数自然环境都是以寡营养为特征
的&大多数土壤也经常处于营养缺乏状态&主要是由
于某些生态系统!荒漠’火山际地’冻原等" 的地上
植被生产力不高使土壤有机物质含量较低% 新疆高
盐环境隶属于寡营养特殊生境&周围几乎没有植被&
本研究主要对新疆阿克苏地区含盐量高达 /0e以
上的典型咸水滩进行放线菌分离策略的探讨% 结果
表明&营养成分较丰富的培养基可能不适合于此环
境中放线菌的分离&而寡营养成分培养基较适合于
高盐咸水滩环境放线菌的分离&培养基的营养成分
经 &0 倍稀释后分离到其他策略没有获得的稀有放
线菌 >/.’6()&B&9$ 属&有研究报道 >/.’6()&B&9$ 属放
线菌有可降解木质纤维素和聚对苯二甲酸乙二酯
!9;?OG.8O?G=G.G<G98.8>?>.GYLF"等重要用途&因此其
在工业和环保领域有重要的应用潜力% 寡营养环境
中微生物的发现和研究对于人们认识生物的进化生
态学以及早期生物在地球环境有机化过程中的作用
也具有重要的理论意义%

D>->A等研究发现 %&"’(6(-(12(’$ 的种之间的
&42 <X3*基因序列相似性高达 ((]#e&/ 个种之间
的 ‘3*I‘3*同源性依然小于 %0e (&$) % 意味着在
%&"’(6(-(12(’$ 中&种间 &42 <X3*基因序列相似性
不高于 ((]#e的很可能为新种% 该环境共分离到

40$
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/$ 株 %&"’(6(-(12(’$ 菌株&发现 &/ 株!)/]$4e"与
该属数据库中最相近代表种的同源性均小于
((]#e& 如 FXP)4%0# ! D5##4/(( " 与
%&"’(6(-(12(’$.#/&-$5’$-#&$"$ 同源性为 ($]#00e&
FXP)4%$%!D5##4#)%"和 FXP)4%((I& !D5##4#"%"
分 别 与 %&"’(6(-(12(’$."/&-(12(’$ 同 源 性 为
($]%4(e 和 ($]$%)e& FXP)4%0) !D5##4/"" " 和
FXP)4%()I)$ ! D5##4#4$ " 与
%&"’(6(-(12(’$#5*)$+/&$.同源性分别为 ($]&%/e和
($]"#%e&意味着新疆高盐咸水滩环境还蕴含着该
属的许多新类群% 有报道 %&"’(6(-(12(’$ 属是放线
菌内除 ,#’.2#(60".1产生生物活性代谢物最多的类
群 (&() &因此启示我们该地区分离的 %&"’(6(-(12(’$
菌株尤其是新型类群有进一步深入挖掘的价值%

本研究通过 ) 种新策略对高盐咸水滩进行了放
线菌分离工作的探讨&结果分离到常规培养基分离
不到的菌株&还发现不少放线菌潜在新种&同时也为
后续分离工作提供了一定的参考价值% 实验证明甘
油’海藻糖’甘露醇和壳聚糖为分离高盐咸水滩环境
的理想碳源&精氨酸’脯氨酸’肌酸’天门冬氨酸和丙
氨酸为理想氮源% 与本实验室对新疆硝尔库勒盐湖
放线菌分离方法初探结果相似&以渗透调节物作为碳
源和氮源是高盐环境放线菌分离比较理想的选择%
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