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三种动物粪便及一种虫体可培养放线菌的多样性及其生物活性
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摘要：【目的】分析大熊猫、斑马和竹鼠粪便及竹虫的可培养放线菌多样性及其生物活性，探索其作为资源开

发利用的可能性。【方法】采集大熊猫、斑马和竹鼠的新鲜粪便及竹虫幼虫，用 ! 种培养基分离放线菌。测定
代表菌株的 #2( .Q1E基因序列，并进行系统发育分析，将菌株鉴定到属。测定了分离菌株的水解活性和多
种酶活。【结果】共获得 #%# 株放线菌，选取的 !’ 株代表菌株经系统发育分析，被鉴定为放线菌的 " 个属。
从竹鼠粪便分离到 2 个已知稀有放线菌属菌株。从其它动物粪便中共分离到 ! 个可能新种。#%# 株菌的水
解活性和酶活性不仅高且多样。部分菌株能很好的降解鸡毛和纤维素。【结论】动物粪便放线菌不仅对动

物食物的消化吸收有重要作用，也可作为探索工业产品包括酶制剂和生物活性物质的开发资源。
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放线菌（E@+?:8,M@)+)=）作为一类具有高 R G 3
含量的革兰氏阳性细菌，因其产生多样的天然产物

如抗生素、酶和酶抑制剂而备受关注。至 %//% 年，

%%/// 多种具有生物活性的次生代谢物（包括抗生
素）已在科学专利和著作中发表，其中一半由放线菌

产生。现在大约有 #$/ 种抗生素已应用于人类疾病
治疗和农业上。其中放线菌产生 #// S #%/ 种（约占

’$T），其他细菌产生 #/ S %/ 种，真菌产生 A/ S A$
种［#］。目前，从放线菌和其他微生物开发天然药品

有三个难题。首先，排除重复菌株及化合物非常困

难；其次，新药开发的速度比病原菌产生抗药性的速

度慢，且新的疾病还在不断产生；再者，根据分子技

术的研究结果，尚有 "/T S ""T的微生物未能纯培
养［% & A］，要获得这些未知菌很困难。因此，发现新菌

源是解决这些难题的途径之一。

到目前为止，微生物科学家对土壤、极端环境、

海洋和植物体等各种生境的放线菌进行了大量研

究。人类及动物肠道和粪便微生物多样性也有一些

研究报道［! & $］。B?P 等从 %A 个人肠道样品分析了

#HAA 条 #2( .Q1E 基因序列，结果发现 #%H 个类型的
细菌，包括 .&’/&"0#12，3’(#1()$"#1’&$，!"#&-()$"#1’&$，

4$"#1’(&51#12 和 .02()$"#1’&$ 等门，其中很多属于未培
养的细菌［!］。D.)M 等利用 FIQDUV 分析和 #2( .Q1E
基因克隆文库分析了大猩猩粪便的细菌多样性，鉴

定 出 .&’/&"0#12， 61’’0"(/&"’()&$， !"#&-()$"#1’&$，

71-#&289$1’$1，4$"#1’(&51#12，,8&’("91#12 和 3*$-"#(/:"1I
#12 等细菌，也有很多属于未培养细菌［$］。这些工作
极大地丰富了我们对动物肠道和粪便微生物多样性

的认识，但他们并没有获得这些微生物的纯培养物。

也有不少从食草动物肠胃和粪便筛选纤维分解菌的

工作［2］。但专门研究放线菌多样性的工作比较少，

尤 其 是 把 动 物 粪 便 放 线 菌（ @8*.8*6?<89=
;@+?:8,M@)+)=）［’］作为一类资源进行研究的更少。

本研究分析了大熊猫、斑马和竹鼠的粪便及竹



虫体内放线菌多样性及其生物活性，以期为药物先

导化合物和其它活性物质的研究提供新菌源，为放

线菌资源的开发利用探索一条新途径。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 样品采集：从昆明野生动物园采集成年健康
的大 熊 猫（ !"#$%&’&() *+#),&#+$-)）、斑 马（ ./$$0
1$%-2+##"）和竹鼠（32"4&*50 0",+,0"0）的新鲜粪便，分别
放入无菌塑料袋中，收集竹虫（ 65#&-&’) ("00"*"#"0）!"
条放入无菌塑料袋，存放于 #$，以备分离使用。
! "! "# 主要试剂和仪器：溶菌酶、蛋白酶、%&’()、
7)/ 酶等购自上海生工生物工程技术服务有限公司
（*+,-.,），/+0120购自宝生物工程（大连）有限公司，
其余试剂为国产分析纯试剂。电泳仪购自 34.5678
公司，(96仪购自德国 34.:2;0+ 公司，冷冻离心机为
32<1:+, <.=>;20。恒温振荡器：国华企业 ’?@5AB7，
超声波清洗仪型号规格：*CDD""?，超净工作台：苏
净集团安泰公司制造。

! "# 分离方法
!"#"! 分离培养基：（!）改良甘油 E 门冬酰胺培养基
（FG/ !H!）：甘油 !" -，门冬酰胺 ! -，CB?(I#·?BI ! -，

/-*I#·H?BI "JK -，9+9ID "JD -，复合维生素 DJH :-［A］，

微量盐 ! :L［M］，CB90BIH K" :-，琼脂 !K -，N? HJH；（B）改

良海藻糖 E 脯氨酸培养基（FG/ B!B）［!"］，加 CB90BIH

K" :-，琼脂 !K -，N? HJB；（D）纤维素琼脂培养基
（FG/ KO）：纤维素 !" -，/-*I# "JK -；CB?(I# "JK -，C&ID

! -，&+9> "JK -，复合维生素DJH :-，+-+0 !K -，N? HJB；（#）
竹叶提取物培养基：将B"" -竹叶煮 ! P，过滤，加水至
!""" :L，琼脂 !K -，N? HJ"。
! "# "# 样品处理：大熊猫、斑马和竹鼠的新鲜粪便
分别取粪球中间样品 B -盛于 !A :L无菌水中，充分
搅碎；竹虫用 H"Q的酒精表面消毒 ! :4,，然后碾碎，
取 B -盛于 !A :L无菌水中。将四份样品置于振荡
器 !B" 0R:4,振荡 ! P，再稀释 !""" 倍，取 " J! :L 悬
液涂布平板。

! "# "$ 菌株保存：BA$培养 H % 后，挑取单菌落于
G*( B［A］斜面培养基，BA$，培养 H %，备用。
! "$ 菌株鉴定
菌株总 8&7提取、!O* 06&7 基因的 (96 扩增、

(96 产物纯化和序列测定按文献［!!］操作。扩增和
测序均用细菌通用引物：正向引物 (7（A S BHT：KU575
V7V’’’V7’99’VV9’97V5DU）和反向引物 (3（!KBD
S !K"#0：KU577VV7VV’V7’997V99V975DU）［!B］。通
过 3>+); 程序，从 V2,3+,1、W/3L、&93G 等公共数据
库中进行相似性搜索，调出相似性最高且是有效发

表的典型菌株的序列，用 9LX*’7LY进行序列比对，
系统进化距离矩阵根据 C4:=0+ 模型估算［!D］，用
/WV7 D J!［!#］的 &24-PZ.05[.4,4,- 法构建系统进化树，
重复取样 !""" 次进行自展值（Z..;);0+N \+>=2）分析以
评估系统进化树的稳定性，最终将菌株鉴定到属的

水平。对于 !O* 06&7 基因 (7 反应相似性低于
MOQ的菌株进行全序列测定（约 !K"" ZN），并做系统
发育分析。

! "% 酶活性及水解作用测试
酶 活 检 测 采 用 7(G @F/ 系 统 试 剂 盒

（Z4.:]042=^）测试 !B! 株菌的 !M 种酶活性。凝胶水
解、纤维素水解、牛奶凝固和胨化、淀粉水解及鸡毛

水解实验采用 *P40>4,- +,% V.;;>42Z的方法［H］。

# 结果

# "! 不同培养基的分离效果
从 D 种动物粪便及竹虫虫体 # 种样品共分离到

!#O 株放线菌，经过同一样品内去重复以后，共获得
纯培养放线菌 !B! 株，四种培养基的分离结果列于
表 !。四种培养基分离放线菌按数量的多少顺序如
下：FG/ B!B _ FG/ !H! _ FG/ KO _ 竹叶提取培养基。
分离效果最好的是 FG/ B!B，分离到 OO 株菌；其次是
FG/ !H!，分离到 BM 株，其余两个培养基的分离效果
较差。从大熊猫、斑马和竹鼠粪便及竹虫分别分离

到 M、KB、B" 和 #" 株菌，以斑马粪便的放线菌最多，
大熊猫的最少。

表 ! 四种培养基分离的放线菌菌株数
’+Z>2 ! 7<;4,.Z+<;204+ );0+4, ,=:Z20 4).>+;2% Z‘ ;P2 T.=0 ;‘N2) .T :2%4+

/2%4+ !"#$%&’&() *+#),&#+$-) 32"4&*50 0",+,0"0 ./$$0 1$%-2+##" 65#&-&’) ("00"*"#"0 ’.;+>
FG/ !H! B # !# M #&
FG/ B!B # H DB BD ’’
92>>=>.)2 +-+0 ! O B K !%
3+:Z.. 2^;0+<; +-+0 B D # D !#
’.;+> & #( )# %( !#!
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图 ! 根据 !"# $%&’基因序列构建的分离自竹鼠的菌株及其相关有效种的系统进化树
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! "! 放线菌的组成
从获得的 !"! 株放线菌，根据在不同培养基的

菌落形态、颜色，选择其中 #$ 株作为代表，测定了它
们的 !%& ’()*基因部分序列，构建系统发育树。#$
株菌的种属组成如下：分离自大熊猫粪便的 + 株菌，
属于 " 个属的放线菌（ !"#$%"&’()$*，+,&-&)&)).*）；从
竹鼠粪便中分离到的菌株可以归到 % 个属的放线菌
（ /#",#&01)"$#， +,&-&)&)).*， 234431’*31， 5$#*6&731，
!189.01)"$# 和 :10$-$441）。菌株 ,-. !//!"# 的 !%&
’()*基因全序列与有效种的最高相似性小于
+%0，并形成一个独立的 !%& ’()* 基因分支，可能
是一个新属；,-. !//!!$ 的 !%& ’()*基因全序列与
+,&-&)&)).* 属内有效种的最高相似性为 +% 1$0，可
能是该属的一个新种（图 !）。
从斑 马 粪 中 分 离 到 2 个 属 的 放 线 菌

（ !"#$%"&’()$*，;3)#&01)"$#3.’，;()&01)"$#3.’）。在 ,-.
"!" 培 养 基 上，有 大 约 !$% 3 !/4 56789 的
;3)#&01)"$#3.’ &<(-18* 生长，为斑马粪便的优势放线
菌类群。

从竹 虫 体 内 只 分 离 到 ! 个 属 的 放 线 菌

（;3)#&01)"$#3.’），,-. !//!2: 和 ,-. !//!#" 的 !%&
’()*基因全序列与对应属内的有效种的最高相似
性都低于 +$ 1/0，可能为 " 个新种。虽然放线菌的
多样性相对单调，但新种占的比例却比较大。

! "# 酶活性
采用 *;- <,. =>=?@A试剂盒测定了 !"! 株菌的

!+ 种酶的活性（表 "）。从竹虫体内分离到的 #/ 株
菌中，碱性磷酸盐酶（*BCDBEF@ GHI=GHD?D=@）、酯酶 J#
（K=?@’D=@（J#））、类脂酯酶 J:（K=?@’D=@ BEGD=@（J:））、
缬氨酸芳胺酶（LDBEF@ D’>BDAEMD=@）、酸性磷酸酶（D5EM
GHI=GHD?D=@）和萘酚N*&NO-N磷酸水解酶（FDGH?HIBN*&N
O-NGHI=GHIH>M’IBD=@）的酶活都呈阳性；分离自大熊猫
的 + 个菌株，碱性磷酸脂酶和酸性磷酸脂酶都呈阳
性；所有 "/ 株来自竹鼠的菌株都有亮氨酸芳胺酶
（P@75EF@ D’>BDAEMD=@）和!N葡萄糖甙酶（!N9B75I=EMD=@）
活性，超过 4/0的菌株有碱性磷酸盐酶、酸性磷酸
酶、萘 酚N*&NO-N磷 酸 水 解 酶、!N半 乳 糖 甙 酶（!N
9DBD5?I=EMD=@）和"N葡萄糖甙酶（"N9B75I=EMD=@）酶活，但
没有"N糖醛酸甙酶（"N9B757’IFEMD=@）酶活。

表 ! $%& ’(’)*+试剂盒测定酶活呈阳性的放线菌菌株数
QDRB@ " )I S I6 ;I=E?ET@ -=IBD?@= 6I’ KFU>A@ *5?ETE?> R> 7=EF9 *;- <,. =>=?@A

*FU>A@ /34.#&%&-1 ’$418&4$.)1 +,3=&’(* *38$8*3* >?..* 0.#),$443 @(4&)&%1 -3**3’343* QI?DB
JIF?’IB / / / / ,
*BCDBEF@ GHI=GHD?D=@ / !: "/ #/ -.
K=?@’D=@（J#） + !# !# #/ --
K=?@’D=@ BEGD=@（J:） " !+ !+ #/ .,
PEGD=@（J!#） 2 # # "+ /,
P@75EF@ D’>BDAEMD=@ / "/ "2 2: .0
LDBEF@ D’>BDAEMD=@ % $ $ #/ 1,
J>=?EF@ D’>BDAEMD=@ ! 4 4 "+ /,
Q’>G=EF / 4 4 !! !0
!N5H>AI?’>G=EF / !! !! ! !#
D5EM GHI=GHD?D=@ / !: !: #/ -1
FDGH?HIBN*&NO-NGHI=GHIH>M’IBD=@ + !: !: #/ .2
!N9DBD5?I=EMD=@ : $ $ ! !#

"N9DBD5?I=EMD=@ / + + # !!

"N9B757’IFEMD=@ / / / / ,
!N9B75I=EMD=@ / "/ "2 2! -/

"N9B75I=EMD=@ 4 !+ "! 2! -1
)ND5@?>BN"N9B75I=DAEFEMD=@ # !2 !2 / #,
!NADFFI=EMD=@ ! ! ! / 2
!N675I=EMD=@ / ! ! / !

! "/ 水解活性
水解活性的测定结果示于表 2。分离自大熊猫

粪便的 + 株菌，有 $ 株明胶液化呈阳性，其中 % 株活
性较高；2 株水解淀粉；4 株水解鸡毛，其中 2 株水解
活性高。从竹鼠粪便中分离的 "/ 个菌株，% 株明胶
液化呈阳性，且活性都较高；有 2 株能凝固、胨化牛

奶；% 株能水解淀粉，其中一株活性高；" 株可水解鸡
毛，其中 ,-. !//!24（ !"#$%"&’()$* 9&.9$#&"33）活性很
高（图 "）。从斑马粪便中分离到的 4" 株菌中，有 #
株明胶液化呈阳性，且活性都较高；% 株可水解淀
粉，其中 4 株活性高；! 株水解鸡毛，! 株（,-.
!//!!: /#",#&01)"$# =G S）可水解纤维素且活性很高
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（图 !）。分离自竹虫的 "# 株菌，全部不能水解纤维
素，$ 株明胶液化呈阳性，且活性都较高。

表 ! 水解呈阳性的放线菌菌株数
%&’() ! *+ , +- .+/0102) 3/+(&1)/ -+4 5674+(68&10+9 :;102016

5674+(68&10+9
!"#$%&’&()
*+#),&#+$-)

./"0&*12
2",+,2"2

34$$2
5$%-/+##"

61#&-&’)
("22"*"#"2

<)(&109 (0=>0-0;&10+9 $ ? " $
@)((>(+/) 7)A4&7&10+9 # # B #
C0(D ;+&A>(&10+9 " " E !
C0(D F)F1+908&10+9 G ! E B
H1&4;I 5674+(68&10+9 ! ? ? G
@I0;D)9 -)&1I)4 7)A4&7&10+9 E G B #

图 " #$% &’’&!( 水解鸡毛及对照
J0A , G 5674+(68&10+9 +- ;I0;D)9 -)&1I)4 ’6 K3C B##B!E &97 ;+914+(

（@L）,

图 ! #$% &’’&&) 水解纤维素及对照
J0A , ! M)A4&7&10+9 +- ;)((>(+/) ’6 K3C B##BBN &97 ;+914+(（@L）,

! 讨论
上述结果表明，各种动物粪便的放线菌组成各

不相同。从斑马粪便分离到 EG 株纯培养放线菌，但
组成却比较单调，仅有 ! 个属；从竹鼠分离到 G# 株
放线菌，分属于 ? 个属，包括罕见的 7+%28&9")，
:"##")*2")，;),<$"5)-=+%，>)5+(+##)。链霉菌是土壤生
态系统中的优势放线菌［BE］；而在水环境中，小单孢

菌则是优势菌［B? O BN］；植物内生菌也是以链霉菌为优

势菌［BP］。在本研究中，只从大熊猫和斑马的粪便分

离到 " 株链霉菌，其它两种动物则未分到该类群；"
种动物样品都没有获得小单孢菌类群。可见，动物

粪便放线菌的主要类群与土壤、水生环境、植物体都

有很大的不同。"$ 个株菌中，根据 B?H 4Q*:基因全
序列分析（B"## ’F 以上）结果，有 ! 株可能被鉴定为
新种，B 株可能是新属，可见动物粪便存在很高比例
的未知类群的放线菌。我们相信，通过改进分离方

法，能够获得更多的未知放线菌。这些未知类群是

发现新活性物质物的重要研究材料［G#］。

BGB 株放线菌普遍具有酶活性和水解活性，所
有菌株 :(D&(09) FI+/FI&1&/)，R/1)4&/)（@"），R/1)4&/)
(0F&/)（ @N），S)>;09) &46(&T07&/)，&;07 FI+/FI&1&/)，
9&FI1I+(U:HUV3UFI+/FI+I674+(&/)，!UA(>;+/07&/) 等 $ 种
酶的阳性率都超过 E#W，难分解物质（如纤维素、鸡
毛）也能被它们分解。这不但表明这些放线菌在食

物的消化、吸收中发挥作用，而且也可以被开发和利

用。因此，动物粪便放线菌可能是开发工业用酶的

来源之一，也可能被用于废物处理。

地球上有数百万种动物，其中哺乳动物就有大

约 E### 种。我们初步认为，动物粪便放线菌可能是
潜力较大、种类丰富，未知菌多的待开发资源；而且，

从动物粪便放线菌获得的天然产物，应该对人畜更

为安全。因此，动物粪便放线菌在微生物药物、酶制

剂开发及废物处理中可能有着广阔的应用前景，其

基础研究及开发利用应得到更多的重视。
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