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抗菌活性放线菌的界面微滴移液互作分离筛选方法 
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摘  要：【背景】放线菌是天然产物的宝库，目前应用于临床的天然抗生素有 70%来源于放线菌的

次级代谢产物。随着细菌对传统抗生素耐药问题的日趋严重，如何从自然生境中高效筛选新型活性

放线菌资源并发现新型抗生素成为当前微生物学者面临的重要挑战。通过传统方法筛选活性放线菌

不仅费时费力、试剂耗材消耗量大，并且筛选通量非常有限，难以对自然样品中的复杂微生物群落

进行整体全面的解析。【目的】提出一种基于多孔板液滴阵列培养的新策略，可高通量筛选抗菌活性

放线菌。分析模式放线菌在微液滴中的培养特征与筛选条件，为进一步建立基于液滴阵列技术的超

高通量活性放线菌筛选平台奠定基础。【方法】采用界面移液技术，将传统的多孔板高通量筛选体系

微缩至 1 µL 水平，在油相填充的多孔板(96 孔板)中生成微升培养液滴阵列，每个微孔液滴中封装一

个放线菌孢子或菌丝团。经过短期培养，放线菌在微滴中完成菌丝分化与次级代谢产物的分泌。这

时，通过第二步界面移液技术与液滴融合加入带有荧光标记的指示菌，通过全菌拮抗筛选定位活性

目标菌株，并将活性谱转化为量化的荧光数值。【结果】通过对模式放线菌的测试发现，放线菌菌丝

可以在微液滴中达到最佳培养状态，并积累足够的生物质与代谢物，对荧光指示菌有明显的抑制作

用。【结论】通过建立上述基于微孔板液滴阵列的高通量筛选技术，能从单细胞水平快速筛选出具有

抑菌活性的菌株，显著节约了筛选成本并提高了筛选通量，为新型活性天然产物的发现提供了一种

新的简单有效的筛选方法。 
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Abstract: [Background] Actinobacteria are a treasure trove of natural products, and 70% of the natural 
antibiotics currently used in clinics are derived from secondary metabolites of actinomycetes. With the 
increasing resistance of bacteria to traditional antibiotics, how to efficiently screen new active 
actinomycete resources from natural habitats and discover new antibiotics has become an important 
challenge for microbiologists. [Objective] However, screening active actinomycetes by traditional 
methods not only takes time and effort, consumes large amounts of reagent consumables, but also has a 
very limited screening throughput, making it difficult to analyze the complex microbial community in 
natural samples as a whole. This study proposes a new strategy based on micro-well plate droplet array 
culture, which can screen antibacterial Actinobacteria with high throughput. The study analyzed the 
culture characteristics and screening conditions of model actinomycetes in micro-droplets, which laid the 
foundation for the establishment of an ultra-high-throughput bioactive Actinobacteria screening platform 
based on droplet array technology. [Methods] Our new solution is to use interfacial micropipetting (IMP) 
technology to miniaturize the traditional multi-well high-throughput screening system to 1 µL level, and 
generate microliter culture droplet arrays in oil-filled micro-well plates (96-well plates), each microdroplet 
encapsulates an actinobacterial spore or hyphae. After a short period of cultivation, the actinobacteria 
complete mycelial differentiation and secretion of secondary metabolites in the microdroplets. At this time, 
the indicator bacteria with fluorescent markers were added through the second step of IMP and the fusion 
of the droplets, the active target strains were located through the antagonistic screening of the whole 
bacteria, and the activity spectrum was converted into quantitative fluorescence values. [Results] The 
model actinobacteria test was found that the mycelium can reach the optimal culture state in the 
microdroplets and accumulate enough biomass and metabolites, which have obvious inhibitory effects on 
the fluorescent indicator bacteria. [Conclusion] By establishing the above-mentioned high-throughput 
screening technology based on microplate droplet arrays, we can quickly screen strains with antibacterial 
activity from the single-cell level, which significantly saves screening costs and improves screening 
throughput, which provides a starting point for the discovery and study of novel functional natural 
products. 

Keywords: microbial interaction, Staphylococcus aureus, actinobacteria, natural product, interfacial 
micropipetting 
 

放线菌(Actinobacteria)是一类非常重要的微生

物，广泛存在于土壤、淡水和海洋环境[1-2]。其以

特殊的菌丝形态学结构区别于其他微生物，成为

微生物分类学上一个独特的分类[3]。放线菌在营养

菌丝生长的中后期产生活性次级代谢天然产物

(Secondary Metabolites)，放线菌的次级代谢产物在

微生物的细胞内外发挥至关重要的作用[4]。次级代

谢产物不但有利于放线菌与其他微生物进行营养

和生长空间等资源的竞争，而且能够通过各种机

制抑制其他微生物的生长[5]。针对次级代谢产物的
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结构和功能，可将放线菌次级代谢产物分成毒

素、抗生素、色素等[6-9]。其中，抗生素以其强力

有效的特异性抑菌作用，广泛地应用于人类和动

物的致病微生物防治。但抗生素是一把“双刃剑”，

过量使用抗生素使致病微生物不断进化，多重耐

药“超级细菌”的产生警示我们，筛选和开发新的替

代抗生素或抑菌活性物质迫在眉睫。 

传统产抗生素放线菌的筛选通常使用微生物

纯培养法，利用琼脂培养板划线分离，获得单菌

落后进行组合抑菌实验，再对具有致病菌拮抗作

用的放线菌进行大规模发酵，分离活性物质并进

行抑菌特性研究。虽然传统方法在进行分离和研

究时操作简单易懂，但其中包含的工作量和试剂

使用量都十分庞大，研究时间也需要几个月甚至

几年[10]。为了加快抗生素的发现，迫切需要新的

研究手段加快新型放线菌的分离筛选和活性天然

产物的发现[11]。 

微流控技术(Microfluidics)作为一种颠覆性的

微小流体的处理和操纵技术，已经广泛应用于分

子和细胞的分离分析、生物医学工程以及材料科

学 等 相 关 领 域 [12-15] 。 液 滴 微 流 控 (Droplet 

Microfluidics)作为一种微尺度的多相流体操控技

术，是微流控的重要分支。根据功能，液滴微流

控的操控单元包括微液滴的生成、融合、分割、

混合、阵列捕获等[16-23]。与连续相微流控相比，

液滴微流控的优势在于微液滴为生化反应和细胞

等实验提供了一个相对封闭的微环境，一定程度

上避免了样品受到外界环境的影响、干扰或污 

染 [24]。 在 使用相对珍贵的样品或是样品量较少

时，使用液滴微流控技术进行操作和分析，构成

了多个平行的相对封闭的微反应器，可大大减少

样品使用量，而且能利用各种操作单元进行高通

量的多步操作、分析和检测。由于液滴体积小，

液滴非常适合于微生物单细胞培养，液滴微流控

可实现单细胞微生物培养、互作、观察、检测，

以及对培养后微生物的回收[25-28]。微生物在微滴

内更快达到较高的菌浓，可减少培养时间，并方

便对微生物的生长进行显微观察和操作，缩短筛

选时间，提高效率。随着技术的进步，微流控液

滴技术结合不同的应用需求，开发了多种集成液

滴生成、操作、分析等一体化平台 [19,29-34]。然

而，现有的微流控芯片成本较高，通用性还有待

改进，限制了微流控技术在微生物领域的推广和

应用。 

在前期微液滴筛选功能细菌的基础上 [30]，

本研究提出一种简单的界面移液技术，在普通的

96 孔板上，实现放线菌 1 μL 油包水微液滴培养，

通过将传统的筛选过程微型化，以期减少试剂的

消耗，并提高实验的通量。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、主要试剂和仪器 

东 方 拟无 枝菌 酸菌 (Amycolatopsis orientalis) 

JCM 4235 购自日本微生物菌种保藏中心(Japan 

Collection of Microorganisms，JCM)，该菌株在德

国微生物及细胞培养物有限公司(German Collection 

of Microorganisms and Cell Cultures，DSMZ)的编号

为 DSM 40040 ； 吸 水 链 霉 菌 (Streptomyces 

hygroscopicus) FXJ1.264 由中国科学院微生物研究

所 黄 英 研 究 员 惠 赠 ； 带 绿 色 荧 光 蛋 白 (Green 

Fluorescent Protein，GFP)标记的金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) RN4220 由印第安纳大学医学

院 Taeok Bae 教授惠赠，为壮观霉素(Spectinomycin)

抗性。 

全自动荧光倒置显微镜，Nikon 公司；精密手

动八通道移液器，Eppendorf 公司；紫外分光光度

计，上海元析仪器有限公司；多功能酶标仪，

PerkinElmer 公司。 

1.2  菌株活化、培养与培养基的配制 

所有菌株的活化与培养均使用葡萄糖-酵母

粉-麦芽粉(Glucose-Yeast Extract-Maltose，GYM)

培养基。GYM 培养基(g/L)：葡萄糖 4.0，酵母提

取物 4.0，麦芽提取物 10.0，琼脂 15.0 (固体培养
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基中使用)，蒸馏水 1 L，自然 pH 值，高压蒸汽

1×105 Pa 灭菌 30 min 后冷却至室温使用。两株模式 

放线菌 A. orientalis JCM 4235 和 S. hygroscopicus 

FXJ1.264 的活化采用 GYM 固体琼脂板，接种后

在 28 °C 恒温培养箱中培养 7−14 d。将活化放线 

菌转接于 50 mL GYM 液体培养基中，28 °C、   

160 r/min 摇床培养 3 d，生成种子培养液进行后续 

实验。报告菌 RN4220 采用 GYM 液体培养基(壮观

霉素 100 μg/mL)培养，37 °C、160 r/min 培养 5 h 

后进行后续实验。 

1.3  传统抑菌圈实验 

以 GFP 标记的 S. aureus RN4220 菌株作为抑

菌活性测试的报告菌株，首先采用传统的抑菌圈

实 验 (Kirby-Bauer Test) 测 试 2 株 模 式 放 线 菌       

A. orientalis JCM 4235 和 S. hygroscopicus FXJ1.264

分别对报告菌株 RN4220 的抑制作用，作为液滴筛

选实验效果的对照。操作简要概括如下：摇瓶活

化 GFP 标记的 S. aureus RN4220 菌株，培养至

OD600 为 0.3−0.4，12 000 r/min 离心 1 min 并用新鲜

培养基重悬到 OD600 为 1.0；用无菌脱脂棉蘸取菌

液，均匀涂布在新鲜的琼脂平皿上；同时使用无

菌打孔器在模式放线菌 A. orientalis JCM 4235 和  

S. hygroscopicus FXJ1.264 活化平皿上挖取包含放

线菌菌苔的琼脂块，用无菌镊子将琼脂块(有放线

菌 菌 落 的 一 面 朝 上 )紧 贴 于 均 匀 涂 布 S. aureus 

RN4220 的琼脂平皿上，于 37 °C 恒温箱培养 12 h

后观察抑菌圈的形成。每个平板各设 3 个平行。 

抑菌试验结果判定依据产生的透明圈的直径

大小，透明圈直径大于 10 mm 为强抑制；有透明

圈但直径小于 10 mm 为弱抑制；不存在透明圈为

不抑制。 

1.4  放线菌微液滴阵列培养 

(1) 制备模式放线菌的孢子悬液 

将活化后菌株的种子培养液(OD600 为 0.8−1.0) 

200 r/min 离心 5 min，丢弃菌丝体沉淀，将上清孢

子液与新鲜 GYM 培养基 1:10 (体积分数)充分混合

形成备用孢子悬液(约 5×107 CFU/mL)，用于下一

步的液滴生成。 

(2) 分别使用 2 种微孔板进行微液滴的培养和

荧光检测 

实验过程中使用高温灭菌烘干后的无菌矿物

油作为液滴生成和观察的油相。96 孔板每个孔内

加入矿物油 150 μL 备用。利用界面注射(Interfacial 

Injection)原理[30]，采用界面注射设备或八通道移

液器在微孔板每个预先充满无菌矿物油的微孔中

分别加入 1 μm 预制孢子悬液液滴。U 型底微孔板

液滴无需离心，自动沉降到微孔底部。平底微孔

板配合 96 孔板离心机实现微液滴的融合。使用封

板膜完全密封孔板，显微镜下检查孔板内液滴，

保证每个孔内都有液滴。将孔板放入 28 °C 恒温培

养箱中进行孵育，每天进行显微观察，记录孔板

液滴内放线菌菌丝的生长情况。 

(3) 模式放线菌与报告菌的互作实验 

将在 37 °C、160 r/min 培养 5 h 的 S. aureus 

RN4220 (OD600 为 0.3−0.4)于 12 000 r/min 离心    

1 min，并用新鲜培养基重悬到 OD600 为 0.1 (约   

107 CFU/mL)。将该菌悬液通过第 2 步界面注

射，在含放线菌预培养液滴的 96 孔板微孔中再生

成一个 1 µL 的荧光指示菌液滴。荧光指示菌     

S. aureus RN4220 液滴自动沉降到孔板底部并与放

线菌液滴发生融合。 

利用酶标仪与全自动倒置荧光显微镜，分别

对 S. aureus RN4220 菌株的生长与受抑制情况进行

实时检测和观察。实验操作流程图如图 1 所示。 

1.5  微液滴阵列培养结果分析 

放线菌的生长采用 Ti-E 显微镜明场成像观察

菌丝的生长。孔板加入荧光指示菌液滴并混合

后，在 Ti-E 显微镜上采用 20 倍物镜每隔 1 h 对液滴

进行荧光成像。同时设定酶标仪激发波长 488 nm、

发射波长 507 nm，对液滴内指示菌的生长进行

时间序列逐孔扫描进行荧光检测。 

液滴共培养后，采用菌落 PCR 结合 16S rRNA

基因扩增子序列比对来确定微液滴共培养菌株的

生长状态。利用移液器取培养后的液滴 0.3 µL直接 



张思琦等: 抗菌活性放线菌的界面微滴移液互作分离筛选方法 329 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 1  工作原理和流程示意图 
Figure 1  Schematic illustration of methods and workflow  
注：A：界面微滴加液技术(IMP)示意图；B：基于互作的抗性放线菌筛选流程 

Note: A: Principle of interfacial micropipetting (IMP); B: Screening pipeline for antagonistic interaction between actinobacterial strains 
and GFP-labeled S. aureus RN4220 

 
作为模板，使用 16S rRNA 基因 V3−V4 区的保守引

物进行 PCR 扩增，引物序列为：515F：5′-GTGYC 

AGCMGCCGCGGTA-3′；806R：5′-GGACTACCA 

GGGTATCTAAT-3′。PCR 反应体系：5×PCR Mix 

12.5 µL，Enhancer buffer 5 µL，NP40 0.25 µL (初

始浓度为 1.07 g/mL)，BSA 1.25 µL (初始浓度为 

20 mg/mL) ， 引 物 515F 0.5 µL ( 初 始 浓 度 为      

10 µmol/mL)，引物 806R 0.5 µL (初始浓度为    

10 µmol/mL)，模板 DNA 0.3 µL，ddH2O 4.7 µL。

PCR 反应条件：95 °C 10 min；98 °C 30 s，52 °C 
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30 s，72 °C 30 s，35 个循环；72 °C 2 min；4 °C 终

止。PCR 反应产物首先使用琼脂糖凝胶电泳进行

分离确定扩增的有效性，再进行 16S rRNA 基因扩

增子测序。测序结果在 https://www.ezbiocloud.net

进行序列比对。 

2  结果与分析 

2.1  验证放线菌对金黄色葡萄球菌的生长抑制 

通过抑菌圈实验检验 2 株放线菌对金黄色葡

萄球菌 RN4220 是否具有生长抑制作用。实验选取

2 株放线菌：东方拟无枝菌酸菌 JCM 4235 和吸水

链霉菌 FXJ1.264。抑菌圈实验结果如图 2A 所示，

其中菌株 JCM 4235 透明圈直径大于 10 mm，对

RN4220 有显著抑制作用，FXJ1.264 及空白对照组

无明显透明圈产生，显示对 RN4220 没有抑制作

用。因此，下述研究采用菌株 JCM 4235 和菌株

FXJ1.264 作为与 RN4220 拮抗互作的阳性菌株和阴

性对照菌株。 

2.2  用于长时间放线菌培养的多孔板微滴阵列

制备和培养观察 

采用界面微移液技术(Interfacial Micropipetting，

IMP)实现放线菌的液滴阵列制备和生长。IMP 技

术是我们此前报道的界面纳升注射技术(Interfacial 

Nanoinjection，INJ)[30]的简化，借助油气相界面对

水相液滴之间的剪切力，使液滴克服八通道移液

器吸头端部的表面张力进入孔板内的油相中。操

作时，将移液吸头伸入孔板内的油相液面下，排

出液滴，再将吸头抬起移出油相，吸头在抬离油

相液面时，油-气界面作用力克服了液滴在吸头端

部的吸附力，生成液滴并落入油相(图 1A)。IMP 方

法无需将吸头靠在管壁上进行移液，采用矿物油

油相，比重低于水溶液，有利于液滴沉降到孔板

底部中心，并实现多液滴的融合反应。采用 U 型

底部的孔板可保证 1 µL 液滴位于孔板的中心位

置，方便采用酶标仪进行定量荧光检测，同时可

以有效避免微液滴的蒸发和污染。 

 
 
图 2  抑菌圈实验和放线菌液滴培养实验 
Figure 2  Kirby-Bauer test and microscopic images of 
actinobacteria cultivation 
注：A：放线菌 JCM4235 (1)和 FXJ1.264 (2)对金黄色葡萄球菌

RN4220 的抑菌圈实验；B–G：放线菌在 1 µL 液滴中培养 0 h

和 24 h 的明场显微照片，其中 B–D 为 FXJ1.264 菌株；E–G

为 JCM 4235 菌株。液滴最长可培养 1 个月。图 B−G 的标尺

为 200 μm 

Note: A: Kirby-Bauer test to measure the inhibition of S. aureus 
RN4220 by actinobacterial strains, A. orientalis JCM 4235 (1) 
and S. hygroscopicus FXJ1.264 (2); B−G: Microscopic images of 
actinobacteria cultivated in 1 µL droplets at 0 and 24 h, B−D:   
S. hygroscopicus FXJ1.264; E−G: A. orientalis JCM 4235. Scale 
bars for B−G are 200 μm. 

 
放线菌生长较慢，在大体积液体静置培养

时，主要以基内菌丝形态进行生长，生长通常需

要 3−7 d 达到稳定期。油相覆盖的微液滴阵列也为

放线菌的长时间培养观察提供了有利条件。对   

1 µL 放线菌液滴阵列培养进行了最长 1 个月的培

养，记录可能发生的液滴蒸发和污染现象。对液

滴内放线菌的生长，可通过显微镜清晰成像并观

察到典型的放线菌形态学特征(图 2B−E)。随着时

间的增加，菌丝数目增加，部分菌丝团聚，新的

菌丝团不断出现。通过观察能够得出液滴内放线

菌菌丝生长的规律：首先，2 株模式菌的生长速度

接近，在接种 12 h 左右基内菌丝在液滴内明显生

长；24−36 h 逐渐充满整个液滴。在 36 h 之后，放
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线菌在油-水交界处生成气生菌丝并刺破界面，但

气生菌丝始终被限制在液滴表面，未发现油相中

有脱离的菌丝生长；培养超过 72 h 后，气生菌丝

充满整个油-水界面，菌丝生长基本达到平台期；

培养超过 14 d 后液滴再无明显变化。尽管如此，

我们还是对液滴进行了最长 30 d 的不间断培养和

连续观察，以未接菌的空液滴作为阴性对照，观

察液滴培养的稳定性与可靠性，发现在整个培养

过程中液滴没有明显的蒸发和污染。虽然液滴因

为放线菌的代谢活动，体积有所减小(<30 % ，体

积比)，但液滴始终稳定存在。上述实验表明了放

线菌在液滴内长时间生长培养的可行性，为将来

进一步在实际样品中分离生长更为缓慢的放线菌

提供了可行性。 

2.3  金黄色葡萄球菌 RN4220 微液滴生长和实

时荧光检测 

为了验证 GFP 标记金黄色葡萄球菌(S. aureus) 

RN4220 在没有放线菌存在时能否在微液滴内正常

生长，在孔板内利用界面注射生成 1 µL S. aureus 

RN4220 液滴(约 107 CFU/mL)，并每隔 1 h 使用荧

光倒置显微镜进行荧光成像检测。图 3A 是金黄色

葡萄球菌(S. aureus) RN4220 的荧光生长观察，对

获得的荧光图像进行微液滴的荧光积分，得到 36 h

内液滴内 S. aureus RN4220 生长的荧光信号随时间

变化的曲线，如图 3B 所示。在 5 h 后荧光强度开始

增强，并保持对数期生长，25 h 左右荧光强度达到

最大值。上述实验表明 S. aureus RN4220 在液滴内

可正常生长，并可通过荧光成像进行动态监测，

生长状态和常规液体培养相近。 

2.4  微液滴阵列菌株互作显微观察和 16S rRNA

基因测序 

为了验证微滴阵列互作培养筛选产活性代谢

产物放线菌的可行性，向预培养 36 h 的 1 µL 放线

菌微滴阵列的 96 孔板中加注 1 µL RN4220 液滴

(107 CFU/mL)，并利用倒置显微镜进行明场(Bright 

Field，BF)和针对绿色荧光蛋白(Green Fluorescent 

Protein，GFP)标记的 RN4220 的荧光液滴成像，分

析菌株互作情况(图 4)。图 4A−4C 分别为空白液滴

融合 S. aureus RN4220 液滴、S. hygroscopicus 

FXJ1.264 菌株和 S. aureus RN4220 融合液滴、    

A. orientalis JCM 4235 菌株和 S. aureus RN4220 融

合液滴的荧光(GFP)成像。通过荧光观察和荧光强 

 

 
 

图 3  金黄色葡萄球菌 RN4220 在 1 µL 液滴中生长的荧光显微观察 
Figure 3  Microscopic fluorescence imaging of the growth of S. aureus RN4220 in a 1 µL droplets 
注：A：1 µL 液滴在 6−24 h 的荧光显微成像照片；B：包裹 RN4220 的 1 µL 液滴随时间变化的荧光曲线，曲线为 3 次重复 

Notes: A: Microscopic fluorescence imaging of 1 µL droplets containing S. aureus at 6−24 h; B: Fluorescence growth curves of  
S. aureus RN4220 obtained by a fluorescence plate reader, the curves are three repelicates 
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图 4  液滴互作结果显微镜观察和测序结果分析 
Figure 4  Microscopic observation of the antagonistic interaction in droplets and identification of the positive strains  
注：A−C：显微镜明场下 JCM 4235 菌株培养液滴融合荧光菌株液滴、FXJ1.264 菌株培养液滴融合荧光菌株液滴、荧光菌株液滴，

以及相对应的液滴在加入 RN4220 前(t0)和加入后 24 h (t1)酶标仪检测结果荧光强度对比；D：为液滴荧光平均强度；E：测序图

谱分析；F：测序比对结果 

Note: A−C: Fluorescent images and intensities of droplets which RN4220 was added to blank medium, FXJ1.264, and JCM 4235, 
respectively, at 24 h; D: Average fluorescence intensity of the above three conditions; E: Sequencing chromatogram of a co-culture 
droplet of JCM 4235 and RN4220; F: Comparison of the sequences of a co-culture droplets of JCM 4235 and RN4220 
 

度检测，分析 S. aureus RN4220 液滴加入前(t0)和

加入后 24 h (t1)酶标仪检测结果荧光强度对比，能

明显观察到 A. orientalis JCM 4235 液滴融合后的

荧 光 强 度 没 有 明 显 增 长 ， 荧 光 强 度 明 显 低 于    

S. hygroscopicus FXJ1.264 菌株和空液滴融合后的

荧光强度增长。分析加入 S. aureus RN4220 液滴

后 24 h (t1)酶标仪检测结果，计算平均荧光强度，

如图 4D 所示，A. orientalis JCM 4235 菌株在液滴

融 合 前 后 的 荧 光 强 度 几 乎 无 增 长 ， 明 显 低 于      

S. hygroscopicus FXJ1.264 菌株液滴融合后的荧光信

号变化。上述液滴共培养实验结果与传统培养获

得的菌株拮抗作用结果相符合，表明本方法用于

菌株拮抗作用筛选的可行性。 

为了进一步验证实验结果，采用分子生物学

手段对共培养后 RN4220 受到放线菌抑制的液滴

(荧光强度显著低于对照组)进行了测序验证。由于

液滴体积较小，含有的菌量也较少，如进行基因

组提取，获得的 DNA 含量过低，达不到 PCR 扩增

要求的模板浓度。因此，采用了微液滴菌落 PCR

直接扩增测序，用移液器从将孵育后的混合液滴

中取出 0.3 µL 作为模板，直接加入 PCR 体系，

PCR 扩增后的结果使用琼脂糖凝胶电泳验证产

物。根据使用的引物对 515F/806R 对扩增后的结果

进行比对，电泳后条带明显且分布在 DNA 分子量

Marker 的 250−500 bp 的位置，随后将 PCR 产物送

去进行 16S rRNA 基因测序。图 4E 和 4F 为碱基峰

值分布情况和序列比对结果。获得的碱基主峰序

列明显，序列比对结果显示，其 16S rRNA 基因序

列与加入的放线菌的相似度为 100%。这显示无需

进行进一步的纯化即可对阳性液滴进行拮抗菌株
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的鉴定，有利于快速筛选未知的活性放线菌。同

时由于液滴只取出了 0.3 µL 用于测序鉴定，还有

1.7 µL 的液滴可供后续的放大培养和纯化回收，克

服了传统皮纳升液滴微流控在进行分析后无法回

收极微量目标菌株的难题。 

3  讨论与结论 

放线菌是新型抗生素及活性天然产物发现的

重要微生物资源[2]，传统筛选方法效率低、周期

长，无法满足新型菌株细菌筛选的需求，而微流

控液滴技术[17]的开发为微生物培养和新型微生物

筛选提供了一种新的实验方法和实验思路。本实

验在微流控液滴生成方法[30]的基础上，使用有抑

菌活性的放线菌 A. orientalis JCM 4235、无抑菌活

性的放线菌 S. hygroscopicus FXJ1.264 和荧光指示

菌株金黄色葡萄球菌(S. aureus) RN4220 作为实验

对象，测试菌株在液滴内生长可行性的基础上，

使用液滴融合的方法混合放线菌和金黄色葡萄球

菌进行微生物液滴内共培养，通过显微观察、荧

光强度检测、液滴 PCR 扩增、16S rRNA 基因测序

等进行共培养结果的检测。 

与普通液体培养相比，放线菌在液滴培养时

菌丝生长速度更快，液滴环境有可能促进了放线

菌菌丝的生长和次级代谢产物的产生。通过互作

筛选到具有抑菌作用的放线菌时，为了确保是放

线菌产生的次级代谢产物影响了荧光指示菌株金

黄色葡萄球菌(S. aureus) RN4220 的生长，进行了

液滴 PCR 扩增和 16S rRNA 基因测序，证明了放线

菌 A. orientalis JCM 4235 为液滴内的优势菌株，其

菌丝生长产生的次级代谢产物抑制了金黄色葡萄

球菌(S. aureus) RN4220 的生长。上述结果证明了

在微液滴中筛选抗性放线菌的可行性，初步建立

了使用微液滴筛选抗性放线菌的筛选方法。 

对比国内外现有的放线菌培养技术[31-32,35]，通

常使用的是基于大体积培养的方法进行筛选。使

用 96 孔板进行培养时，也是在液体培养的基础上

进行 100 µL 级别以上的放线菌培养和筛选。本实

验将培养体积缩小至 1 µL，在液滴培养的同时使

用矿物油覆盖液滴，有效地防止了液滴水分蒸

发。经过观察，培养时间可延长至 30 d，有利于稀

有或微生物含量较少的样品培养。矿物油覆盖也

减少了液滴污染的可能，保证了实验结果的准确

性。本研究基于液滴技术的放线菌互作荧光筛选

实验的优势在于实验的高通量、高平行性和筛选

的高效性。这一方法的未来操作可以应用于 384 孔

板和 1 536 孔板，并且将微液滴筛选继续与 PCR 扩

增反应、引物设计、16S rRNA 基因测序以及高通

量测序等研究方法结合，能继续提高放线菌筛选

和次级代谢产物筛选的效率。 

抗性放线菌筛选是微生物资源开发的重中之

重，本研究结合微液滴荧光筛选技术，运用微生物

学和多学科交叉的方法，将传统的筛选过程微型

化。建立的基于液滴的放线菌互作筛选方法，为更

加高效快速地进行未知抗性放线菌筛选工作奠定

了基础，为未来新型次级代谢产物的开发提供了新

的筛选方法，也为未来进行特定种类的微生物筛选

提供了一种新的筛选思路，可以将这一方法拓展到

未知样品或稀有样品的微生物筛选中，开发探索更

多的未知微生物资源。 
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