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摘要:【目的】从土壤样品中分离粘细菌，对其进行纯化、归类与鉴定，以丰富粘细菌菌种资源;对纯化得到的
粘细菌进行抑菌、杀虫及抗肿瘤生物活性的分析，为粘细菌次级代谢产物的开发奠定基础。【方法】采用灭
活大肠杆菌和滤纸片诱导子实体法从土样中分离粘细菌，结合形态观察、生理生化特征和 16S rDNA 基因序
列同源性分析，对分离到的各菌株进行鉴定并归类。通过平板扩散法、昆虫口服毒性测试、肿瘤细胞毒性实
验等方法，检测粘细菌代谢产物生物活性。【结果】共分离得到 35 株粘细菌，初步分类为:粘球菌属
(Myxococcus) 9 株;珊瑚球菌属(Corallococcus) 9 株;侏囊菌属(Nannocystis) 11 株;堆囊菌属( Sorangium) 6
株。从其中纯化得到 8 株粘细菌，对其进行了鉴定并命名。发现了具有高效且广谱的肿瘤细胞毒性效应菌
株 S22，S51 和 S55 也具同样的细胞毒性;另外，还发现具有肿瘤细胞毒性的菌株 S20 和 S22 对枯草芽胞杆菌
和白色念珠菌也具有较好的抑菌活性。【结论】土壤中存在丰富的粘细菌资源，发现了具有肿瘤细胞毒性的
弱小珊瑚球菌与具有抑菌和强抗肿瘤活性的大孢珊瑚球菌，粘细菌是活性天然产物与新药开发的重要资源。
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粘细菌是 δ 变形菌纲下的一类单细胞革兰阴性
细菌，广泛分布于富含腐殖质的土壤表层、腐败的树
木枯枝落叶、食草类动物的粪便等环境中［1］。此
外，海洋、盐碱地等含氧量低、渗透压高的特殊环境
中也发现了粘细菌的存在［2 － 5］。在营养贫瘠的条件
下，粘细菌能形成肉眼可见、颜色鲜艳、形态各异的
子实体。粘细菌子实体含有大量休眠状态的粘孢
子，对紫外线、干旱、高温等环境具有极强抗性，当条
件适宜时，可萌发成营养细胞［6］。

粘细菌是继放线菌、芽孢杆菌之后的第三大类
次级代谢产物产生菌［5，7］。目前，已经从粘细菌中
发现了 100 多种次级代谢产物的基本结构单元与
600 种结构衍生物［8］。关于粘细菌的分离与活性物
质的研究，国内外已有大量的报道，但由于粘细菌活
性产物结构各异、种类多样、活性高效，对该菌种资
源的挖掘和利用越来越受到重视［9 － 20］。最近，德国
Ｒolf Müller 等从粘细菌新属 Aetherobacter 中发现了
新物质 actheramides，此为一类聚酮类环肽化合物，
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对人类结肠癌细胞 HCT-116 的 IC50为 0. 11 μmol /
L［20］。国内不少学者从多个地区也分离获得了具有
抗肿瘤与抑制细菌活性的粘细菌，如徐晓坤等从土
壤中分离得到了兼具有抑制多种细菌、真菌与多种
肿瘤细胞的褐色粘球菌 M． fulvus X21［21］;陶龙鑫等
从内蒙古贺兰山土壤中获得一株对枯草芽孢杆菌、
金黄色葡萄球菌、马铃薯晚疫病菌和核盘菌有抑制
作用的黄色粘球菌 M． xanthus H-1［22］。

粘细菌是一类重要的资源微生物，但我国对粘
细菌的研究起步较晚，粘细菌菌种资源缺乏，加快我
国粘细菌菌种资源的开发及其次级代谢产物的研究
具有重要意义。本研究采用灭活大肠杆菌和滤纸片
诱导子实体的方法［6］，从广东、山东、及江西、湖南、
湖北、山西等省份采集了 32 份土样，从中分离粘细
菌并鉴定归类。对形态特征不同的 8 株粘细菌分离
株，进行了抑菌、抗肿瘤及杀虫生物活性的研究，发
现具肿瘤细胞毒性的弱小珊瑚球菌与具抑菌和强抗
肿瘤活性的大孢珊瑚球菌，这对丰富粘细菌菌种资
源的同时，也为粘细菌次级代谢产物的研究和开发
奠定了一定的基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 土样:通过多点取样法，从广东、山东、江西、
湖南、湖北和山西 6 省份采集土样，供分离粘细菌。
所采土样为农田土、菜地土和公路旁绿化带表层土
壤。
1. 1. 2 供试菌株:大肠杆菌(Escherichia coli)、枯草
芽胞 杆 菌 ( Bacillus subtillis )、金 黄 色 葡 萄 球 菌
( Staphylococcus aureus)、产气肠杆菌 ( Enterobacter
aerogenes )、 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 ( Salmonella
typhimurium )、铜 绿 假 单 胞 菌 ( Pseudomonas
aeruginosa)、白色念珠菌(Candida albicans)，均由本
实验室保藏。
1. 1. 3 供试细胞株: 小鼠黑色素瘤细胞 B16
(murine melanoma B16 cells)、小鼠乳腺癌细胞 4T1
(murine breast cancer cells)、人宫颈癌细胞 HeLa
(human cervical carcinoma cells)、人类结肠癌细胞
HCT-116 (human colon cancercells)、人脐静脉上皮
细胞 HUVEC ( human umbilical vein epithelial cells)
均由本实验室保藏。
1. 1. 4 供试昆虫:棉铃虫 (Helicoverpa armigera)幼

龄期幼虫与甜菜夜蛾 ( Spodoptera exigua)幼龄期幼
虫，均由本实验室饲养孵化。
1. 1. 5 培养基:WAX 固体培养基，CNST 固体培养
基，MD1 液体培养基，LB 液体培养基［23］。
1. 2 粘细菌的分离

粘细菌的分离采用子实体诱导方法。
1. 2. 1 土样的预处理:称量研钵磨细的 3. 5 g 土
样，加入 2 mL 已配制好并过滤除菌的抗生素混合
液，55℃水浴 10 min 后，放置 6 h，在分离前再 55℃
水浴 10 min［23］。
1. 2. 2 灭活大肠杆菌诱导法:将高温灭菌的大肠杆
菌液滴加在含放线菌酮 (终浓度为 25 μg /mL) 的
WAX 平板上，将处理后的土样滴加在灭活大肠杆菌
旁，在 30℃恒温培养至第 3 － 5 天后，开始进行持续
观察。
1. 2. 3 滤纸片诱导法:将处理后的土样滴加在
CNST 平板上的灭菌滤纸旁，30℃恒温培养，一周后
持续观察子实体的形成情况。
1. 2. 4 粘细菌的纯化:在体视显微镜下，用无菌注
射器针头挑取粘细菌子实体头部转接于新鲜 WAX
平板，待长出透明菌膜时，挑取透明菌膜外缘转至新
鲜 WAX 平板上，30℃培养。
1. 2. 5 粘细菌的纯培养检验及菌种保藏:挑取子实
体接入 MD1 液体培养基，摇瓶 30℃培养 3 天后，观
察菌株生长状态。培养基液体不浑浊，摇瓶中菌呈
有团块状、囊片状或紧贴摇瓶壁生长，则该菌株已纯
化。制备 25%的甘油，将纯化好的菌液转入 25%甘
油，放置 － 80℃保藏。
1. 3 菌株的鉴定
1. 3. 1 形态观察:将各分离菌株分别接种到 WAX
和 CNST 平板上，用体视镜观察子实体形态。将各
菌株接种到 MD1 液体培养基中，30℃培养 5 天，取
菌体进行革兰染色，并观察细胞形态。
1. 3. 2 生理生化特征观察:参照文献［1］方法进
行。
1. 3. 3 16S rDNA 基因扩增、测序与系统发育树的
构建:参照文献［24］方法。
1. 4 生物活性测定
1. 4. 1 抑菌谱:采用琼脂平板扩散法，取 10 μL 培
养 7 天的粘细菌发酵上清液，进行抑菌实验。
1. 4. 2 体外抗肿瘤细胞活性:实验组加入 10 μL 培
养 7 天的粘细菌发酵上清液，对照组加入等量无菌
MD1 液体培养基，作用 24 h 后，观察肿瘤细胞的形
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态变化。用北京索莱宝科技有限公司 MTT 细胞增
殖及细胞毒性检测试剂盒检测肿瘤细胞的增殖抑制
率。
1. 4. 3 杀虫活性:采用口服毒性试验检测粘细菌发
酵上清液对棉铃虫幼虫与甜菜夜蛾幼虫的毒性作
用。在 24 孔板内加入饲料 (每 10 mL 饲料加入 1
mL 分离菌株发酵上清液)，每孔饲喂一条幼虫，分
别在 24、48、72 h 后计量幼虫死亡率。

2 结果和分析

2. 1 菌株的分离纯化与鉴定

图 1． 粘细菌子实体及菌落在 WAX 平板和 CNST 平板上的形态图
Figure 1． The mophorlogy of different myxobacteria strains on the WAX plate or CNST plate． A:S8，B: S20，C: S22，D:

S34，E:S47，F:S51，G:S55，H:S68．

利用子实体诱导法筛选得到粘细菌，通过挑取
子实体和菌膜进行纯化，根据形态观察结果进行初
步分类:粘球菌属 (Myxococcus) 9 株;珊瑚球菌属
(Corallococcus)9 株;侏囊菌属(Nannocystis) 11 株;
堆囊菌属( Sorangium) 6 株。从山东省 3 份土样中
分离得到粘细菌 8 株，珊瑚球菌属 5 株，粘球菌属 3
株;从广东省 2 份土样中得到粘细菌 7 株，珊瑚球菌
属 2 株，粘球菌属 3 株，侏囊菌属 1 株，堆囊菌属 1
株;从湖南省 23 份土样中获得 15 株，其中珊瑚球菌
属 1 株，珊瑚球菌属 2 株，侏囊菌属 7 株，堆囊菌 5
株;从湖北省 2 份土样中得到 1 株珊瑚球菌和 1 株
粘球菌;从山西省 1 份土样中得到 2 株侏囊菌;从江

西省 1 份土样中得到 1 株侏囊菌。其中，从山东省
分离的珊瑚球菌属菌株占珊瑚球菌属总分离株数的
55. 56%。经不断纯化，得到 S8、S20、S22、S34、S47、
S51、S55、S68 共 8 株形态特征不同的粘细菌，对这 8
株粘细菌进行了后续的形态观察、生理生化特征检
测与 16S rDNA 分子鉴定。
2. 1. 1 粘细菌的形态特征:8 株粘细菌革兰染色均
为阴性，营养细胞杆状，在平板上具有特征性的波
纹、涟漪、脊状运动，菌落扩展，在加有灭活大肠杆菌
的 WAX 板上都能形成肉眼可见的子实体。在液体
MD1 培养基中培养，呈团块、囊块、颗粒状、薄膜或
贴壁生长，培养液呈鲜艳亮丽的黄、粉红、大红等颜
色。S8 营养细胞短粗杆状，末端钝圆，可逐步变粒
状或类球形，在加有灭活大肠杆菌的 WAX 板上子
实体橙红色，能蚀刻琼脂，还可侵噬活菌(图 1-A)，
液体 MD1 培养为红色，呈球形颗粒状。S20 营养细
胞细长杆状，末端尖，在 WAX 板上形成扩展粘稠的
脊状菌落，子实体肉粉色 (图 1-B);液体 MD1 培养
为灰白色，呈白色团块或薄片状。S22 营养细胞长
杆状，末端锥形，子实体球形或椭球形，粉红色 (图
1-C);液体 MD1 培养亮粉红色，囊块或薄膜贴壁生
长。S34 营养细胞杆状，末端圆，子实体球形或椭球
形，褐红色(图 1-D);液体 MD1 培养淡黄色，球形囊
块。S47 营养细胞杆状，末端平，菌落涟漪状(图 1-
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E);液体 MD1 培养白色，较大球团状。S51 营养细
胞长杆状，末端钝圆，菌落辐射分布，子实体球形橙
黄色(图 1-F);液体 MD1 培养橙黄色，囊块状。S55
营养细胞长细杆状，末端尖，菌落粘稠辐射状，子实
体亮黄色球形或椭圆形(图 1-G);液体 MD1 培养亮
黄色，贴瓶壁或底生长，囊片或椭圆形。S68 营养细
胞粗杆状，末端平，菌落辐射状，子实体鲜艳橙黄色，
球形或椭球形，可糊化并降解滤纸，也可侵噬大肠杆
菌(图 1-H);液体 MD1 培养鲜亮橙黄色囊片状、球
形或椭圆形团块状。

2. 1. 2 粘细菌生理生化特征:依照文献［1］进行实
验，这 8 株粘细菌均可利用无机硝酸盐，吸附刚果
红，具脂酶、过氧化氢酶活性，能水解明胶。粘球菌
属和小囊菌属都不能降解纤维素，但粘球菌属能水
解淀粉，利用蔗糖，降解吐温 － 80;侵蚀小囊菌不水
解淀粉和纤维素，不能降解吐温 － 80。堆囊菌属能
降解纤维素，水解淀粉，利用蔗糖，降解吐温 － 80，但
不具脂酶活性(表 1)，生理生化特征与文献［1］中
各属粘细菌的特征相符。

表 1． 粘细菌的生理生化特征
Table 1． The biophysiological and biochemical charateristic of the myxobacteria strains

characteristics S8 S20 S22 S34 S47 S51 S55 S68

nitrate reduction + + + + + + + +

methyl red test + + + + + + + +

urase test + + + + + + + +

growth on tween 80 － + + + － + + +

hydrolysis of starch － + + + + + + +

hydrolysis of sucrose + + + + + + + +

hydrolysis of casein + + + + + + + －

hydrolysis of gelatin + + + + + + + +

hydrolysis of cellulose － － － － － － － +

catalase activity + + + + + + + +

+ : positive reaction; － : negative reaction．

2. 1. 3 系统发育树的构建:分离菌株 S8、S20、S22、
S34、S47、S51、S55、S68 的 16S rDNA 序 列 在
GenBank 中经 BLAST 分析，分别与 N． pusilla strain
Na p29、C． exiguus strain Cc e167、C． macrospores
STXZ 54、M． sp． SDU-118、Phaselicystis flava strain
SBKo001、M． fulvus strain NBＲC100070、M． xanthus
DK 1622、S． cellulosum strain KYC3080 具最高相似
性，相似性分别为 99%、99%、100%、99%、92%、
99%、99%、99%。根据这些数据，利用 MEGA4. 1
的 Kimura-2-Parameter 模型，运用邻接法 (NJ)构建
系统发育树如图 2 所示。根据以上比对结果，结合
构建的系统进化树(图 2)，将这 8 株菌分别鉴定并
命名为 S8(Nannocystis pusilla S8)，S20(Corallococcus
exiguus S20 )，S22 ( Corallococcus macrosporus S22 )，
S34 ( Myxococcus sp． S34 )，S47 ( Phaselicystis flava
S47)，S51 (Myxococcus fulvus S51)，S55 (Myxococcus
xanthus S55)，S68(Sorangium cellulosum S68)。
2. 2 生物活性检测
2. 2. 1 抑制细菌生长活性:结果显示，菌株 S22(C．

macrosporus)具有抑制枯草芽胞杆菌和白色念珠菌
生长的作用，第 4 天的发酵液上清出现微弱的抑菌
圈;发酵培养 8 天时，出现了较大抑菌圈，环半径分
别为 2. 3 mm 和 2. 0 mm;继续培养到第 10 天和第
12 天，抑菌效果减弱(图 3)。
2. 2. 2 体外抗肿瘤细胞活性:在肿瘤细胞培养液中
加入各菌株不同时期的发酵培养液上清，作用 24 h
后，观察肿瘤细胞形态变化。经发酵上清液作用后，
与对照相比，实验组肿瘤细胞增殖受到了抑制，细胞
数目减少，大部分细胞皱缩变成球形，但没有发生裂
解，如 S22、S51 和 S55 作用的 B16 细胞形态(图 4-
D，G，H)及 S22、S34、S51、S55 作用的 HeLa 细胞形
态(图 4-M，N，P，Q)。S22 发酵液上清作用这两种
肿瘤细胞6 h后，细胞就开始变成球形，结团死亡。
MTT 实验数据显示，S22 和 S55 对 4 种肿瘤细胞和
正常细胞的抑制率均可高达 85% － 93%，S51 的抑
制率也可达 70%以上，S34 与 S20 分别可达 60%和
40%，而相比 S8、S47、S63 这 3 株菌的肿瘤细胞毒性
较微弱，抑制率在 10% － 30%之间(图 5)。
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图 2．根据 16S rDNA 基因序列构建的系统发育树
Figure 2． The phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences． The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method． The

evolutionary distances were computed using the Kimura 2-parameter method．

图 3．不同时期粘细菌 S22 发酵上清对枯草芽孢杆菌(A)

和白色念珠菌(B)的生长抑制效果
Figure 3． The inhibition effects of culture supernatant from strain S22

at different times to B． subtilis(A) and C． albicans(B) ． a，f:4d; b，

g:8d; c，h:10d; d，i: 12d; e，j: MD1 culture medium．

2. 2. 3 杀虫活性: 各菌株发酵上清液对棉铃虫幼
虫和甜菜夜蛾幼虫的口服毒性较弱，菌株 S51 对甜
菜夜蛾幼虫的杀虫活性达 32. 5%，而其他菌株发酵
上清液对棉铃虫幼虫和甜菜夜蛾幼虫的毒力较低
(图 6)。

3 讨论

从 6 省的采集土样中均分离获得了粘细菌，这
说明粘细菌的生态分布具有广泛多样性。分离菌株
的结果显示，珊瑚球菌属与粘球菌属菌株更多地分
布于有机质含量高的山东土样和广东土样中。本工
作中采自山东省和广东省的土样均为菜园土黑土，
该类型土一般有机质含量较高。而湖南省采集的土
样大多为黄土，有机质含量相对较低，粘细菌出菌率
低，表明粘细菌种类的分布与土样中有机质含量有
较大关系，这与李曙光等报道的粘细菌在富含有机
质的黑土或农田土土壤样品中数量较多，而在黄土
或沙土中的数目较少［24］结论相似。此外，粘细菌的
种类分布也可能与采集土样时不同省份的气候气温
有关。本工作采集土样的时间为冬末春初，此时湖
南气温在零摄氏度左右，气候干冷，因而分离到较多
的耐寒侏囊菌和堆囊菌;而广东气温仍维持在十几
摄氏度，气候温和，分离得到了更多种类的粘细菌，4
个属的菌株在广东省均分离得到了，这与 Dawid 报
道的粘细菌更倾向于分布在低纬度，温度稍高，气候
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图 4． 粘细菌发酵上清液对小鼠黑色素瘤细胞 B16(Ⅰ)和人宫颈癌细胞 HeLa(Ⅱ)的毒性效应
Figure 4． The cytotoxicity ration of culture supernatant from different strains toward cancer cells B16 and HeLa． A，J: MD1 culture medium; B，K:

S8; C，L: S20; D，M: S22; E，N: S34; F，O: S47; G，P: S51; H，Q: S55; I，Ｒ: S68． The scale bar，100 μm．

温和的地区［5］相符。
粘细菌生物活性检测试验结果表明，粘细菌是

活性天然产物与新药开发的重要资源。抑菌实验显

示，菌株 S22(C． macrosporus) 对枯草芽胞杆菌和白
色念珠菌的生长有较好的抑制作用，表明其发酵培
养 8 天时可以产生具有抑制这 2 种菌生长的活性代
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图 5． 各分离菌株发酵上清液对不同肿瘤细胞的抑制率
Figure 5． The cytotoxicity ration of culture supernatant from

different strains toward selected tumor cells． Strains: S8，S20，

S22，S34， S47， S51， S55， S68． Tumor cells: B16，4T1，

HeLa，HCT-116． All kinds of cells were cultivated in the 96 well

plates without ( control) or with samples．

图 6． 各粘细菌发酵上清液对棉铃虫幼虫和甜菜夜
蛾幼虫的 24h、48 h、72h 致死率
Figure 6． The lethality rate of culture supernatant of

myxobacteria to the larvae of Helicoverpa armigera and

Spodoptera exigua at different times (24，48，72h) ．

谢产物，具有抑菌抗生素开发的潜能。本工作发现
弱小珊瑚球菌 C． exiguus S20 次级代谢产物具较强
肿瘤细胞毒性，大孢珊瑚球菌 C． macrosporus S22 的
次级代谢产物兼有抑菌与强抗肿瘤活性。近年来从
粘细菌中分离得到越来越多的抗肿瘤活性物质，徐
晓坤等从 M． fulvus X21 中提取的甲醇粗提物对
K562 肿瘤细胞具有高毒力，IC50为 11 μg /mL，对
HeLa 细胞系的 IC50为 52 μg /mL［21］;从 M． xanthus
中发现的大环类化合物 3-O-methyl-myxochelin A 具
强烈抑制 26-L5 鼠移植性结肠癌细胞活性［25］。体
外肿瘤细胞毒性实验结果显示，本工作得到的粘球
菌属 M． fulvus S51 和 M． xanthus S55 对各肿瘤细胞
的抑制率均分别达 80%、85% 以上，提示这两株菌
的活性产物具有开发为广谱抗肿瘤药物的潜在可能

性。杀虫生测实验结果显示，菌株 S51 在生物防治
方面具潜在的研究和应用价值，这突破了粘细菌次
级代谢产物新的研究方向。

粘细菌 S22 菌株发酵上清液的抑菌活性随发酵
时间的延长而发生变化，发现抑菌活性物质在第 4
天或之前已经开始产生，到第 8 天时产量积累达最
多，再继续培养时抑菌活性降低，认为到发酵后期该
活性产物可能被菌体本身的相关酶所降解，这种现
象暂无相关文献报道，有待进一步研究。Ｒamar
Perumal Samy 等 报 道 从 百 花 牛 角 瓜 ( Calotropis
procera)根皮中分离的蛋白 CP-P 通过抑制核因子
kappaB(NF-κB)途径诱导乳腺癌细胞凋亡时，乳腺
癌细胞发生了细胞皱缩、核质固缩等形态变化［26］。
本工作中 S22 和 S55 发酵上清液作用后肿瘤细胞与
该报道中描述的形态变化类似，表明 S22 和 S55 次
级代谢产物也可能是通过 NF-κB 途径来抑制肿瘤
细胞的增殖，导致肿瘤细胞凋亡。而本研究中大部
分粘细菌活性物质在杀伤肿瘤细胞的同时，也显示
了对正常细胞有毒力影响，这一问题目前已经成为
大多高活性粘细菌天然产物开发为抗癌药物的一个
障碍，如干扰细胞骨架合成的化合物 Disorazol［27］，
需要在抗肿瘤药物开发过程中运用基因工程手段或
化学合成修饰方法进行相应改造，降低抑制正常细
胞增殖的毒副作用。本实验中纯化出的一部分粘细
菌不具有杀虫活性，这可能与其生活环境及生活习
性相关，粘细菌主要是以枯枝、落叶、腐木、动物粪便
等腐生质以及土壤中的细菌为营养来源，暂时未发
现与昆虫有生物链或共生的相关性。
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Isolation，identification and biological activity of myxobacteria
from soils
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Abstract:: ［Objective］ Purpose of this work was to screen myxobacteria from soils and study their biological activities

towards pathogenic bacteria，tumor cells and insects． ［Methods］ Through inactivated E． coli and filter paper inducing

methods，we isolated and purified myxobacteria from soil samples． Then we identified these purified strains based on

morphological observation，physiological and biochemical characteristics， and the 16S rDNA sequences homologous

analysis． By plate diffusion experiments，oral toxicity tests and tetrazolium assays，we investigated the biological activities

of the myxobacterial culturesupernatant． ［Ｒesults］We isolated 35 myxobacterial strains and classified them as 4 genera:

Myxococcus (9)，Corallococcus (9)，Nannocystis (11) and Sorangium (6) ． Eight purified myxobacteria were identified

and named． Cytotoxicity tests show that strain C． macrospores S22 had potent and broad-spectrum cytotoxic effect on tumor

cell lines including B16，4T1，HeLa and HCT-116，so did the strains M． fulvus S51，C． exiguus S22 and M． Xanthus

S55． Additionally，C． macrospores S22 also shows inhibitory activity to pathogenic bacteria Bacillus subtillis and Candida

albicans． ［Conclusion］Myxobacteria are widely distributed in natural soils． C． macrosporus has potent toxicity against

cancer cells and pathogenic bacteria; and C． exiguus with antitumor activity． The myxobacterial strains are promising

resources for discovery and development of new active natural products and drugs．

Keywords: myxobateria，isolation and identification，biological activity assays
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