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摘要：【目的】本研究旨在了解新疆哈密地区盐湖放线菌多样性及产功能酶的特性。【方法】采用含有 4R与

1-R 0)3= 的 ! 种分离培养基，利用稀释平板涂布法对盐湖土壤样品进行分离；通过形态特征、耐盐性实验、

抑菌实验及 12/ *S0T 基因测序的基础上进行系统发育学分析；利用五种筛选培养基定性检测放线菌的产酶

活性。【结果】从盐湖土壤样品中分离到 2# 株放线菌，其中中等嗜盐放线菌 !& 株；抑菌活性实验结果表明：

$# 株放线菌对痢疾杆菌和5或其它病原菌有抑菌活性；功能酶筛选结果表明：# 株放线菌产蛋白酶、!2 株产

淀粉酶、1! 株产酯酶、#! 株产半乳糖苷酶、4 株产纤维素酶。12/ *S0T 基因的系统发育学分析结果表明盐湖

放线菌类群比较丰富。【结论】新疆哈密地区盐湖放线菌资源丰富，产酶特性良好，为开发利用极端环境微

生物资源奠定了基础。
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极端微生物（HJ7*HA:8,@=H>）是指在极端环境下

能够正常生存的微生物群体统称，它具有普通微生

物不可比拟的抗逆能力，在大面积盐碱地生物改造、

高温、高盐碱环境的污染治理、石油开采和清洁能源

生产等领域具有巨大的应用潜力，其资源的有效利

用也是促进生物技术发展的重要途径［1 ’ $］。

嗜盐微生物是极端微生物的重要类群，到目前

为止有 效 发 表 的 嗜 盐 放 线 菌 分 布 于 " 个 放 线 菌

属［#］，包括多孢放线菌属（!"#&-(.(*/0.(’$）、拟诺卡氏

菌 属 （ 1("$’2&(.0&0 ）、 糖 单 孢 菌 属

（,$""3$’(4(-(0.(’$）、普氏菌属（5’$607’7**$）、链单孢

菌属（,#’7.#(4(-(0.(’$）等。长期以来，由于蒸发量大

于降水量，新疆哈密地区盐湖遵循着咸水湖———盐

湖（也叫卤水湖）———干盐湖的消亡规律［!］。巴里坤

湖和伊吾湖已由咸水湖演化为盐湖，盛产盐和芒硝；

七角井盐湖，南湖也成为干盐湖，目前对哈密地区盐

湖放线菌的研究还没有相关的报道。本文研究了哈

密地区盐湖中可培养放线菌的多样性以及产酶特

性，为其开发利用奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：U3S 引物、U3S 常规操作

用试剂和酶均购自 G)V)S) 公司。刚果红、羧甲基纤



维素钠、!"#$% 购自上海生工。高压灭菌锅为上海

产 &!’"()"*+),,、高速冷冻离心机为 -../01234 公司

+56*7 型、897 仪为 -../01234 :# ;;<<6 =$>?@3A；凝

胶成像系统 #B"<<C9 购自美国伯乐公司。

!"!"# 培养基：!分离培养基：淀粉酪素培养基［+］、

淀粉琼脂培养基［D］、淀粉"酵母膏培养基［*］、甘油"天
门冬酰胺培养基［5］，每种培养基分别加 +E与 6CE
的 F$9%，.= 调至 * G 5，并加入 B;93*HI（+C >AJ(）用

于抑制真菌和细菌。酶活筛选的基础培养基为淀粉

琼脂培养基（+E F$9%）。筛选放线菌酯酶、纤维素

酶、半乳糖苷酶、蛋白酶活性的培养基为基础培养基

分别加入吐温 5C（6E）、羧甲基纤维素钠（6E）、!"
A$%（; >(J(）、干酪素（6E）。

!"!"$ 病原菌菌株：大肠埃希氏菌（!"#$%&’#$’( #)*’
:K99 ;+L;;）、肠 炎 沙 门 氏 菌（ +(*,)-%**( %-.%&’".’/’"
:K99 6<C*D）、绿 脓 杆 菌（ 0"%1/),)-(" (%&12’-)"(
:K99 ;*5+<）、费氏志贺氏菌（ +$’2%**( 3*%4-%&’ :K99
6;C;;）、金黄色葡萄球菌（ +.(5$6*)#)##1" (1&%1" :K99
;+L;<）、枯草芽孢杆菌（7(#’**1" "18.’*’" :K99 DD<<）、

藤黄微球菌（9’#&)#)##1" *1.%1" 9M99（N）;5CC6），菌

株由中国药科大学新药筛选中心提供。

!"# 样品采集和菌株分离

从新疆哈密地区的伊吾湖、巴里坤湖、七角井盐

湖、南湖分别采集土壤样品 I 份，车载冰箱 I O保

存运回实验室备用。采用传统的稀释平板涂布法对

土壤样品进行分离，<* O培养 * P <C 1。根据菌落

大小、形态、颜色进行初步分离筛选并纯化，所得纯

培养物制成冻干牛奶管和斜面保藏于 I O备用。

!"$ 形态观察与 %&’(、)’( 和 *+’(#耐受实验

用淀粉琼脂培养基（+E F$9%）于 <* O条件下

进行埋片培养，培养 * 1，6I 1，;6 1，;5 1，分别取出

埋片，用光学显微镜 H%Q>.@R N="; 观察形态。F$9%、
B9% 和 MA9%;耐受实验参见文献［L G 6C］的方法进行操

作。

!", 抑菌活性实验

!","! 样品制备［66］：平板上刮取成熟的孢子，接种

有 +C >( 发酵培养基的 ;+C >( 三角瓶中，;CC 3J>S0，

<* O培养 < P + 1。加入等体积无水乙醇于发酵培

养液 ;CC 3J>S0 振荡过夜。+CCC T A 离心，取上清

液。上清液经减压浓缩，冻干。

!","# 抑菌活性测定：在 LD 孔无菌微量板中，每孔

加入稀释好的药物 ;"(，再加入用 M"= 药敏试验专

用液体培养基稀释的 CU+ 个麦氏浓度的菌液 L5"(，

每个样品做 < 个重复，以青霉素、链霉素、卡那霉素

等作为阳性药。同时设置空白对照，<* O培养观察

;I V、I5 V、*; V。参考 F99() 的判读方法确定样品

对细菌的抗菌作用［6;］。

!"- 产酶菌株筛选

参见文献［6< G 6I］的方法进行。

!". !./ 01%2 基因 3’1 扩增和系统进化分析

参照文献［6+］方法提取放线菌基因组 WF:，应用

细菌 6D) 37F: 基因通用引物（正向引物：5";*X，反

向引物：6I;L"6II+7）进行 897 扩增。测序所得结果

用 N%$RY 软件在 #/0N$0ZJ-MN(JWWN[ 等数据库中进

行相似性搜索，选取同源性比较高的典型菌株的

6D) 37F: 基因序列作为参比对象，用 9%@RY$% G !
［6D］软

件进行多重序列比对，利用 M-#: <［6*］软件，采用邻

接法（F/SAV?23" [2S0S0A M/YV21）进行聚类分析和系统

进化树构建。

# 结果

#"! 菌株分离和 %&’(、)’( 和 *+’(#耐受实验

经纯化和初步去重复后，共分离得到 D< 株放线

菌菌株。通过形态与培养特征观察，将菌株初步鉴

定到属［65 G 6L］。盐耐受实验结果表明（表 6），其中 I*
株放线菌能耐受一定的 F$9% 浓度，根据 B@RV0/3 对

嗜盐菌的定义［;C］，属于中等耐盐菌，其余 6D 株放线

菌属于弱耐盐菌。

F$9%、B9% 和 MA9%;耐受实验结果表明（表 6）大

部分放线菌生长所需的 F$\ 完全可以被一定浓度

的 B\ 和 MA; \ 所替代，如 !["666;6，不仅能适应高浓

度的 F$9%（6;E），也能适应高浓度的 B9%（6+E）和

MA9%;（<CE）（表 6）。但也有少数放线菌例外，如

!["66CD<、!["66CD+、!["666+D 能在一定浓度的 F$\

下生长，F$\ 却不能被 B\ 和 MA; \ 所代替，是专性嗜

F$\ 的 放 线 菌；!["666CI、!["666<;、!["666+*、!["
666+5、!["666DI 只可在高浓度的 MA9%;（;CE）和一

定浓度的 F$9%（< P ;CE）条件下生长，而在只有

B9% 的基础培养基上却不能生长；!["666*6 只在一

定浓度的 B9% 和 MA9%; 条件下生长，却不能在一定

浓度的 F$9% 条件下生长，这说明了放线菌对不同类

型阳离子的适应是有选择性的。

#"# 产酶活性菌株的筛选

放线菌功能酶筛选结果表明：<I 株产半乳糖苷

酶、+ 株产纤维素酶、ID 株产淀粉酶、6I 株产酯酶、

< 株产蛋白酶；有 6< 株放线菌同时产 < 种酶，有 ;+
株放线菌同时产两种酶（表 6）。半乳糖苷酶与淀粉

55; ($0%$0 9$2 /Y $% ] J:#.( 9’#&)8’)*)2’#( +’-’#(（;CCL）IL（<）



酶产生菌分别占供试菌株的 !"# 及 $%# 以上，蛋

白酶、纤维素酶及酯酶产生菌均较少。仅有 && 株放

线菌没有筛选得到酶活，仅占供试菌株的 &$’"#。

表 ! 新疆哈密盐湖放线菌耐盐及产酶特征

()*+, & -.)/)01,/231203 45 3)+1614+,/)70, )78 ,79:;,6</48=027> 45 )01274;:0,1,3 234+)1,8 5/4; 3)+1 +)?, 27 @);2，A27B2)7>

C1/)273 D4E F)7>,
D)-+G#

F)7>,
H-+G#

F)7>,
I>-+J G#

K)+)014328)3, -,++=+)3, L;:+)3, M31,/)3, N/41,)3,

AO6&&PQ& P R &P P R JP P R J! S S S S S
AO6&&PQJ P R % P R &! P R %P T T S S S
AO6&&PQ% P R Q P P S S S S S
AO6&&PQ! P R Q P P S S T S S
AO6&&PQU P R Q P R ! P R JP S S T S S
AO6&&PQV P R Q P R &! P R %P T S T S S
AO6&&P$J P R % P R &! P R &P S S T S S
AO6&&P$" P P P T S T S S
AO6&&P$! P R &! P R % P R Q S S S S S
AO6&&PUP P R &P P R &P P R %P S S S S S
AO6&&PUQ P P P T S T S S
AO6&&PU$ P R &J P R &! P R J! S S T S S
AO6&&PUU P R & P P D( D( D( D( D(
AO6&&PUV P R &P P R &! P R %P T S T T S
AO6&&PV& P R Q P R &! P R JP S S T S S
AO6&&PVU P R Q P R &! P R %P T S T T S
AO6&&&P& P R &P P R &! P R &! T S T S S
AO6&&&PJ P R % P R ! P R &P T S T S S
AO6&&&P% P R &P P R JP P R %P T S T S S
AO6&&&P" P R Q P P R &! T S T S S
AO6&&&PU P R Q P R JP P R %P S S T S S
AO6&&&PV P R &J P R ! P R &! S S S S S
AO6&&&&J P R Q P R ! P R %P S S T T S
AO6&&&&% P R Q P R &! P R %P T S S S S
AO6&&&&" P R &J P R &! P R %P S T T S S
AO6&&&&Q P R Q P R &P P R J! T S T S S
AO6&&&&U P R Q P R &! P R JP S S S S S
AO6&&&JP P R &P P R &! P R %P S T T S S
AO6&&&J& P R &J P R &! P R %P S S T T S
AO6&&&J% P R Q P R ! P R JP S S T S S
AO6&&&J" P R &! P R J! P R %P T S T T S
AO6&&&JU P R &P P R &! P R &! S S T S S
AO6&&&%& P R &J P R %P P R JP T T T S S
AO6&&&%J P R Q P P R &! S S S S S
AO6&&&%" P R % P R &! P R &P T S S T S
AO6&&&%! P R &J P R &! P R &! T S T T S
AO6&&&%$ P R % P R &P P R &! T S T S S
AO6&&&%U P R &J P R JP P R %P T S T T S
AO6&&&"P P R Q P R % P R Q T S T S T
AO6&&&"Q P R Q P R &P P R &! T S T S S
AO6&&&"V P R % P R &! P R &! T S T T S
AO6&&&!P P R % P R &! P R &! T S T S S
AO6&&&!J P R Q P R ! P R &! S S S S S
AO6&&&!" P R &J P R %P P R %P T S T T S
AO6&&&!! P R &P P R %P P R %P T S T T S
AO6&&&!Q P R &P P P T S T S S
AO6&&&!$ P R Q P P R &P S S S S S
AO6&&&!U P R &J P P R %P S S S T S
AO6&&&QP P R Q P R &P P R %P T S T S S

AO6&&&QJ P R Q P R J! P R &! S S T S T

VUJ曹兰兰等：新疆哈密地区盐湖放线菌的多样性及其功能酶的筛选 E G微生物学报（JPPV）"V（%）



续表 !

"#$%&’( )*+ ,%’-.
)%/012

,%’-.
3/012

,%’-.
4-/05 12

6%0%7#*(&8%(. /.0090%(. :;<0%(. =(#.$%(. >$*#.%(.

?@A!!!BC D E F D D E B G G G G G
?@A!!!BH D E F D E H D E !H I G I G G
?@A!!!BB D E F D E H D E 5D I G I G G
?@A!!!BJ D E !D D E 5H D E FD G G I G G
?@A!!!BK D E !D D E 5H D E 5H I G I I G
?@A!!!J! D D E !H D E FD I I I G G
?@A!!!JF D E !5 D E !H D E FD I G I I G
?@A!!!JC D E B D E H D E !D G G I G I
?@A!!!JB D E !5 D E !H D E !H G G I G G
?@A!!!JJ D E !H D E H D E 5H G G G G G
?@A!!!JL D E F D E H D E B I G I G G
?@A!!!LD D E !5 D E F D E F I G G G G
?@A!!!L! D E F D E !D D E B I G I G G
I ：>*(&#&M.；A：).-%#&M.；)N：)* O%#%+

!"# 抑菌活性实验

抑菌实验结果表明（表 5）：有 J 株菌能抑制大

肠杆菌生长、5F 株菌能抑制费氏志贺氏菌生长、!
株菌能抑制金黄色葡萄球菌生长、H 株菌能抑制枯

草芽孢杆菌生长、B 株菌能抑制藤黄微球菌生长；

能同时抑制两种或两种以上病原指示菌生长的放线

菌有 L 株。没有筛选到抑制肠炎沙门氏菌和绿脓

杆菌的放线菌。

表 ! 新疆哈密盐湖放线菌抑菌活性

N%P0. 5 :’#&P%7#.$&%0 %7#&M&#< *Q #R. %7#&’*;<7.#.( &(*0%#.8 Q$*; (%0# 0%S. &’

T%;&，?&’U&%’-

"#$%&’(
)*+

! +
"#$%

&’%(#)*A
%%’ *)+
,*-$.A
,$/$.

0.*1/#A
(#)’.
’*-12$A
)#.’

&3$2*A
%%’
4%*5)*-$

&,’637A
%#"#
""1.’1A
-*1.

8’"$A
%%1.
.19,$A
%$.

:$"-#A
"#""1.
%1,*1.

?@A!!DB! G G G G G G G
?@A!!DB5 I G G I G G I
?@A!!DBF G G G G G G G
?@A!!DBH G G G G G G G
?@A!!DBL G G G G G G G
?@A!!DBK G G G G G I G
?@A!!DJ5 G G G G I G G
?@A!!DJH G G G G G G I
?@A!!DLD G G G G G I G
?@A!!DLB G G G I G G G
?@A!!DLJ G G G G G G G
?@A!!DLK G G G G G G G
?@A!!DK! G G G G G G G
?@A!!DK5 G G G I G G G
?@A!!DKL G G G I G G G
?@A!!!D! I G G I G G I
?@A!!!D5 G G G I G G G
?@A!!!DF G G G G G G G
?@A!!!DC G G G I G G G
?@A!!!DL G G G I G I G
?@A!!!DK I G G I G G G
?@A!!!!5 G G G I G G G
?@A!!!!F G G G G G G G

"#$%&’(
)*+

! +
"#$%

&’%(#)*A
%%’ *)+
,*-$.A
,$/$.

0.*1/#A
(#)’.
’*-12$A
)#.’

&3$2*A
%%’
4%*5)*-$

&,’637A
%#"#
""1.’1A
-*1.

8’"$A
%%1.
.19,$A
%$.

:$"-#A
"#""1.
%1,*1.

?@A!!!!C G G G G G G G
?@A!!!!B G G G I G G G
?@A!!!!L G G G I G G G
?@A!!!5D G G G I G G G
?@A!!!5! G G G I G I G
?@A!!!5F G G G G G G G
?@A!!!5C G G G G G G G
?@A!!!5L I G G G G G G
?@A!!!F! G G G I G G G
?@A!!!F5 G G G G G G G
?@A!!!FC G G G G G G G
?@A!!!FH G G G I G G G
?@A!!!FJ G G G G G G G
?@A!!!FL G G G G G G G
?@A!!!CD G G G I G G G
?@A!!!CB G G G G G G G
?@A!!!CK G G G G G G I
?@A!!!HD G G G I G G G
?@A!!!H5 I G G I G G G
?@A!!!HC I G G G G G G
?@A!!!HH G G G G G G G
?@A!!!HB G G G G G G G
?@A!!!HJ G G G I G G G
?@A!!!HL G G G G G G G
?@A!!!BD G G G I G G G
?@A!!!B5 G G G G G I I
?@A!!!BC G G G G G G G
?@A!!!BH G G G I G G I
?@A!!!BB G G G G G G G
?@A!!!BJ G G G I G G G
?@A!!!BK G G G G G G G
?@A!!!J! G G G G G G G
?@A!!!JF G G G G G G G
?@A!!!JC G G G G G G G
?@A!!!JJ I G G G G G G
?@A!!!JL G G G G G G G
?@A!!!LD G G G G G G G
?@A!!!L! G G G G G G G
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!"# 基于 $%& ’()* 基因序列的系统发育分析

本次研究所得菌株的 !"# $%&’ 基 因 序 列 的

()*+,*-登录号为：./0!12314./0!122"。有 2 株菌

可确定为链霉菌属（564!!1"7、564!!1"2、564!!137、

564!!138、564!!129、564!!10!、564!!!!"、564!!!2!）

（图 !）；菌株 564!!1"9、564!!1": 在系统发育上与西

里沟产丝菌（!"#$%&’$($)*(+ ,&%&’-.$(+$）关系最近并

形成独立分支，而目前该属只有 7 个有效种。564
!!1"9、564!!1": 很可能是产丝菌属的两个潜在新

种；菌株 564!!1"! 和 564!!120 均归为拟诺卡氏菌属

（/-)#*)0&-1+&+）；菌 株 564!!12" 归 于 链 单 孢 菌 属

（23)$13-4-(-+1-)*）并且形成独立分支，可能是链单孢

菌属的一个潜在新种，还有待 ;&’4;&’ 杂交来证

实。564!!!17 在 系 统 发 育 地 位 上 属 姜 氏 菌 属

（5&*(’$%%*）并形成独立的分支，可能是姜氏菌属的

一个潜在新种，目前该属只发现 7 个有效种。新种

的多相鉴定工作将在后续工作中展开。

+ 讨论

从新疆哈密地区盐湖土样中，分离得到 "9 株放

线菌，分布于放线菌目的 " 科 2 个放线菌属，主要的

类群是链霉菌属，其次是拟诺卡氏菌属，放线菌多样

图 $ 哈密地区盐湖放线菌系统发育进化树
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性比较丰富。以往的平板分离经验表明，各类放线

菌的出菌时间不一样，此次将培养条件延长至 !" #，

获 得 了 一 些 稀 有 放 线 菌，如 糖 丝 菌 属

（!"##$"%&’$%()）、姜氏菌属（ *("+,-.."）、链单孢菌属

（!’%-/’&0&+&1/&%"）。在 $%& 、’& 、()* & 的盐浓度耐受

实验中，所分离的 +,-./ 的放线菌属于中度耐盐

菌，对 $%& 、’& 、()* & 具有广泛的耐受性；同时多数

菌株生长所需的 $%& 可以被一定浓度的 ’& 和 ()* &

所替代；有个别的菌是专性嗜 $%& 菌、专性嗜 ’&

菌、专性嗜 ()* & 菌，这与唐蜀昆对嗜盐放线菌生物

学特性的研究［0］和邹静等研究 $%& ，’& ，()* & ，1%* &

浓度对嗜盐放线菌生长的影响［2］所得出的结论相

同。这些结果不仅揭示了放线菌一些新的生理学特

性，也为设计分离和培养提供了实验依据和指导。

目前国内外都在转向研究极端环境下的微生物，极

端环境下存在着大量放线菌，尤其是其中的稀有放

线菌能产生化学结构独特的抗生素［*3］，人们希望能

从这些新的放线菌资源中发现新的化合物和抗生

素，促进医疗、工业和农业的发展。

抗菌活性实验所选的七种指示菌均为临床致病

菌，近年来其多重耐药菌株逐渐增多，本研究所分离

的放线菌对这些致病菌表现了良好的抑菌活性。对

.! 株放线菌功能酶的研究表明，虽然盐湖自然环境

恶劣，但菌株的酶活多样性仍较丰富。目前对新疆

盐湖放线菌的研究主要从放线菌的分布和多样性进

行研究，发现了不少新物种，如唐蜀昆从新疆盐湖及

土壤中分离到的（2".&"#’(+&1/&%" ".3"）［**］，李文均分

离到的（ !’%-/’&04#-1 3-(5("+,-+1(1）［*!］等新种，但对新

疆盐湖放线菌的功能研究还少有报道。本次研究结

果表明新疆盐湖放线菌在筛选新抗生素及工业微生

物酶制剂等领域有潜在研究价值。

嗜盐微生物的研究是一个比较新的领域，在嗜

盐放线菌的研究上，我国和国外处于同一个起跑线

上。现今，欧美、韩国、日本等国都在抓紧这方面的

研究，从极端环境中发现大量的新物种以及特殊代

谢产物。我国拥有丰富的自然资源，深入系统的研

究极端环境下的微生物资源，对保护、开发、利用我

国极端环境中的微生物资源具有重要的意义。而目

前新疆的盐湖有逐渐萎缩和消失的趋势，湖内微生

物资源亟待保护和利用。
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