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肇庆星湖湿地可培养放线菌多样性
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摘要:【目的】 探究星湖湿地可培养放线菌物种多样性ꎬ筛选潜在药源活性代谢产物产生菌ꎬ为后续菌种资源

开发奠定基础ꎮ 【方法】 采用 ５ 种选择性分离培养基分离星湖湿地底泥中的放线菌ꎬ通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因同

源性分析代表性菌株的物种多样性ꎻ以 ３ 株病原细菌为指示菌检测分离菌株的抑菌活性ꎻＰＣＲ 扩增代表菌株

的聚酮合酶(ＰＫＳ Ｉ、ＰＫＳ ＩＩ)基因、非核糖体多肽合成酶(ＮＲＰＳ)基因、安莎类化合物(ＡＨＢＡ)基因及 ３￣羟基￣
３￣甲基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶(ＨＭＧＡ)基因ꎮ 【结果】 分离到 １３５ 株放线菌菌株ꎬ被鉴定为放线菌纲的 ７ 个

目、１０ 个科、１３ 个属ꎬ优势类群为链霉菌、小单孢菌及诺卡氏菌ꎮ ８３ 株检测菌中ꎬ２４􀆰 ０９％抗金黄色葡萄球菌

(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)ꎬ４􀆰 ８％抗大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ )ꎻ２４ 株高活性菌株中 ＰＫＳ Ｉ 阳性率 １６􀆰 ７％ ꎬＰＫＳ ＩＩ
阳性率 ６２􀆰 ５％ ꎬＮＲＰＳ 阳性率 １６􀆰 ７％ ꎬＡＨＢＡ 阳性率 １２􀆰 ５％ ꎬＨＭＧＡ 阳性率 ２９􀆰 ２％ ꎮ 活性复筛及 ＨＰＬＣ 结果

显示ꎬ菌株 ＸＤ００７、ＸＤ１１４ 和 ＸＤ１２８ 显著抑制 ３ 株病原指示菌ꎬ且能产生大量次级代谢产物ꎮ 【结论】 星湖

湿地底泥中放线菌资源丰富ꎬ筛选到的活性菌株可用于后续药源活性次级代谢产物的分离ꎮ
关键词:放线菌ꎬ多样性ꎬ功能基因ꎬ活性筛选
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　 　 放线菌是抗生素和其他生物活性物质的主要来

源ꎬ目前已发现的近万种抗生素ꎬ约 ７０％ 是由放线

菌产生[１ － ２]ꎬ如链霉素、阿维霉素、井冈霉素等ꎬ为人

类的生产、生活做出了巨大贡献ꎮ 另一方面ꎬ病毒引

发的传染性疾病(艾滋病、禽流感、ＳＡＲＳ)ꎬ遗传性疾

病(糖尿病、痛风等)、病源菌的耐药性等一系列新

问题严重影响或危害了人类健康ꎮ 解决这一系列新

问题的办法之一就是大量寻找和发现新的生物活性

物质ꎮ 作为获得先导化合物的基础和源泉ꎬ菌株资

源的获取至关重要ꎬ在对陆地菌株资源研究的基础

上人们将目光投向了特殊生境ꎬ如海洋、湿地、植物

内生、高温热泉、盐湖、极地等ꎮ 高盐度、高压、低温、
低营养及共附生关系等特殊环境ꎬ造就了放线菌独

特的代谢方式和代谢产物ꎬ是寻找新型活性次级代

谢产物的重要资源ꎮ
被誉为“地球之肾”的湿地生态系统ꎬ是地球生
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态环境的重要组成部分ꎬ对人类生产、生活和自然生

态系统循环具有重要价值ꎮ 微生物作为湿地系统重

要组成部分ꎬ参与湿地生态系统的物质循环和能量

流动ꎻ湿地中蕴藏着丰富的微生物资源ꎬ不同类型湿

地系统中ꎬ微生物群落结构差异较大[３]ꎮ 研究显

示ꎬ湿地生态系统中蕴藏着丰富的微生物资源[３ － ４]ꎬ
放线菌作为一类重要的类群广泛的存在于多种湿地

环境之中ꎬ如芦苇湿地[５]ꎬ人工湿地[６]ꎬ高原淡水沼

泽湿地[７ － ８]ꎬ高寒湿地[９]ꎬ红树林湿地[１０ － １２]等ꎮ
广东星湖湿地是我国第一个国家湿地自然保护

区和中国第一批世界生物圈保护区ꎬ地处广东省中

西部ꎬ岩溶地貌景观独特ꎬ湖中有七座溶岩山峰错落

分布ꎬ是我国亚热带最具典型性和代表性的岩溶湖

泊湿地ꎮ 特殊的地理位置和亚热带季风气候及丰富

多样的生态环境不仅造就了星湖湿地特殊的地貌形

态也为该区域的微生物提供了特殊的栖息地ꎮ 我们

前期采用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 的方法发现星湖湿地具有丰

富的放线菌类群[１３]ꎮ 为此ꎬ本研究试图从星湖湿地

底泥中分离可培养放线菌菌株ꎬ并对分离菌株进行

抗菌活性筛选及功能基因检测ꎬ以期为放线菌生物

资源的开发和利用及新药开发研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 样品采集

本研究所用底泥于 ２０１３ 年 １０ 月ꎬ从广东肇庆

星湖湿地 ２６ 个样点使用自制柱状采样器采集ꎬ取样

深度为 ５０ － １５０ ｃｍꎬ样品采集后装于无菌采样袋ꎬ
运抵实验室后保存在 ４℃ 冰箱ꎮ 取样品于无菌皿

中ꎬ干燥 ７ － １０ ｄꎬ粉碎后过 ０􀆰 ２ ｍｍ 筛子ꎬ装入无菌

袋中备用ꎮ
１􀆰 ２　 培养基

１􀆰 ２􀆰 １　 分离培养基:见表 １ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 纯化培养基( ＩＳＰ２) (ｇ / Ｌ):酵母粉 ４􀆰 ０ꎬ麦
芽浸出粉 １０􀆰 ０ꎬ葡萄糖 ４􀆰 ０ꎬ琼脂 ２０􀆰 ０ꎬｐＨ７􀆰 ２ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 发酵培养基:见表 ２ꎮ

表 １. 用于分离星湖湿地底泥放线菌的 ５ 种分离培养基的组成成分

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ５ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｅｄｉａ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｇｈｕ ｗｅｔｌａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
Ｍｅｄｉｕｍ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ / (ｇ / Ｌ)
Ｍ１ Ｓｔａｒｃｈ ２０􀆰 ０ꎬ ＫＮＯ３１􀆰 ０ꎬ Ｋ２ＨＰＯ４０􀆰 ５ꎬ ＮａＣｌ ０􀆰 ５ꎬ ＦｅＳＯ４０􀆰 ０１ꎬ Ａｇａｒ ２０􀆰 ０ꎬ ｐＨ７􀆰 ２

Ｍ２
Ｇｌｙｃｅｒｉｎ １０􀆰 ０ꎬ Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １􀆰 ０ꎬ Ｋ２ＨＰＯ４􀅰Ｈ２Ｏ １􀆰 ０ꎬ ＭｇＳＯ４􀅰Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ꎬ ＣａＣＯ３ ０􀆰 ３ꎬ Ｍｕｌｔｉｖｉｔａｍｉｎｓ ５ ｍｇꎬ Ｔｒａｃｅ ｓａｌｔ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ １００ μＬꎬ Ａｇａｒ ２０􀆰 ０ꎬ ｐＨ７􀆰 ２

Ｍ３ Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｏｗｄｅｒ ４􀆰 ０ꎬ Ｍａｌｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｏｗｄｅｒ １０􀆰 ０ꎬ Ｇｌｕｃｏｓｅ ４􀆰 ０ꎬ Ａｇａｒ ２０􀆰 ０ꎬ ｐＨ７􀆰 ２
Ｍ４ Ｓｔａｒｃｈ １０􀆰 ０ꎬ Ｃａｓｅｉｎ ０􀆰 ３ꎬ ＫＮＯ３２􀆰 ０ꎬ ＮａＣｌ ２􀆰 ０ꎬ ＣａＣＯ３０􀆰 ２ꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ꎬ ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ００５ꎬ Ａｇａｒ ２０ꎬ ｐＨ７􀆰 ２
Ｍ５ Ｐｅｐｔｏｎｅ ０􀆰 ５ꎬ Ｓｔａｒｃｈ ０􀆰 ５ꎬ Ｇｌｕｃｏｓｅ ０􀆰 ５ꎬ Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ０􀆰 ５ꎬ Ｃａｓｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ０􀆰 ５ꎬ Ａｇａｒ ２０ꎬ ｐＨ７􀆰 ２

Ｍｕｌｔｉｖｉｔａｍｉｎｓ: Ｌａｃｔｏｃｈｒｏｍｅ １００ ｍｇꎬ Ｎｉａｃｉｎ １００ ｍｇꎬ Ｃａｌｃｉｕｍ ｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ １００ ｍｇꎬ Ｉｎｏｓｅ １００ ｍｇꎬ Ｂｉｏｔｉｎ ５０ ｍｇꎬ Ｐ￣Ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｉｃ Ａｃｉｄ １００ ｍｇꎬ
Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１ １００ ｍｇꎬ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ６１００ ｍｇꎻ Ｔｒａｃｅ ｓａｌｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ:ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 １ ｇꎬ ＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ ０􀆰 １ｇꎬ ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 １ｇꎬ ｄｄＨ２Ｏ １０００ ｍＬ.

表 ２. 星湖湿地底泥放线菌 ５ 种发酵培养基组成成分

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ５ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ ｕｓｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｇｈｕ ｗｅｔｌａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
Ｍｅｄｉｕｍ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ / (ｇ / Ｌ)
Ｆ１ Ｍｉｌｌｅｔ １０􀆰 ０ꎬ Ｇｌｕｃｏｓｅ １０􀆰 ０ꎬ Ｐｅｐｔｏｎｅ ５􀆰 ０ꎬ ＮａＣｌ ２􀆰 ５ꎬ ＣａＣＯ３ ０􀆰 ５ꎬ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ １􀆰 ０
Ｆ２ Ｓｔａｒｃｈ １０􀆰 ０ꎬ Ｇｌｕｃｏｓｅ １０􀆰 ０ꎬ Ｐｅｐｔｏｎｅ ５􀆰 ０ꎬ Ｙｅａｓｔ ５􀆰 ０ꎬ ＮａＣｌ ４􀆰 ０ꎬ Ｋ２ＨＰＯ４０􀆰 ５ꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ꎬ ＣａＣＯ３ ２􀆰 ０ꎬ ｐＨ７􀆰 ２
Ｆ３ Ｓｏｙｂｅａｎ ｐｏｗｄｅｒ ５􀆰 ０ꎬ Ｍａｎｎｉｔｏｌ １０􀆰 ０ꎬ ｐＨ７􀆰 ２
Ｆ４ Ｇｌｕｃｏｓｅ ２０􀆰 ０ꎬ Ｐｅｐｔｏｎｅ ５􀆰 ０ꎬ Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｏｗｄｅｒ １􀆰 ０ꎬ Ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ ３􀆰 ８ꎬ ＮａＣｌ １􀆰 ９ꎬ ＣａＣＯ３ ０􀆰 ４７ꎬ ｐＨ７􀆰 ２
Ｆ５ Ｓｕｃｒｏｓｅ ３０􀆰 ０ꎬ ＮａＮＯ３ ３􀆰 ０ꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ １􀆰 ０ꎬ ＫＣｌ ０􀆰 ５ꎬＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ００５ꎬ ｐＨ７􀆰 ２

１􀆰 ２􀆰 ４ 　 指示菌培养基: ＬＢ 培养基ꎮ 组成如下

(ｇ / Ｌ):蛋白胨 １０ꎬ酵母提取物 ５ꎬＮａＣｌ １０ꎬ琼脂 ２０ꎬ
ｐＨ７􀆰 ２ꎮ
１􀆰 ３　 指示菌

大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＧＩＭ１􀆰 ４４２)ꎬ金黄色

葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＧＩＭ１􀆰 ４４１)ꎬ沙门氏

菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ＧＩＭ１􀆰 ２３７)为广东省微生物研究

所菌种保藏中心保藏菌株ꎮ
１􀆰 ４　 湿地放线菌分离、保存及初步鉴定

采用干热法[１４] 预处理样品ꎬ取 １０ ｇ 样品在

１１０ ℃处理 １０ ｍｉｎꎬ然后加入到含有 １􀆰 ５％ 苯酚ꎬ
０􀆰 ５％ Ｔｗｅｅｎ ８０ꎬ０􀆰 ５％ Ｎａ４Ｐ２Ｏ７ 的 ９０ ｍＬ 溶液中ꎬ在
１５０ ｒ / ｍｉｍ 下振荡 ３ ｈꎬ梯度稀释到 １０ － ４进行涂布ꎬ
２８ ℃培养 １４ － ３５ ｄꎬ挑取单菌落ꎬ纯化ꎬ培养ꎮ ５ 种
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分离培养基中均加入制霉菌素(终浓度 ５０ ｍｇ / Ｌ)ꎬ
萘啶酮酸 (终浓度２５ ｍｇ / Ｌ)ꎬ重铬酸钾 (终浓度

２５ ｍｇ / Ｌ)ꎬ以抑制真菌及细菌生长ꎮ
根据分离菌株在 ＩＳＰ ２ 培养基上的菌落颜色、

形状、大小等形态特征将菌株进行初步鉴定、归类ꎮ
将已纯化菌株接种于 ２０％甘油中 － ８０ ℃保存ꎮ

１􀆰 ５　 菌株 ＤＮＡ 提取、扩增及序列分析

采用 ＣＴＡＢ 法[１５]进行放线菌 ＤＮＡ 提取ꎮ
菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增采用 ２７Ｆ /

１４９２Ｒ 引物进行ꎮ
５０ μＬ ＰＣＲ 反应体系:２ × Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５

μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物各 １ μＬꎬ模板 ＤＮＡ １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ
补足至 ５０ μＬꎮ

ＰＣＲ 扩增程序:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５５ ℃
１ ｍｉｎꎬ７２ ℃ ９０ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ４ ℃保

存ꎮ ＰＣＲ 产物使用 １％ (Ｍ / Ｖ)琼脂糖凝胶电泳进行

分析ꎮ
ＰＣＲ 产物送往英俊测序公司 (上海) 进行

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因测序分析ꎮ 将有效序列在 ＮＣＢＩ 数据

库中进行比对ꎬ将同源性最高序列定为参照菌株ꎬ使
用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件进行序列比对ꎬ比对采用 Ｋｉｍｕｒａ
２￣ｐａｒｅｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ 模 型 计 算 进 化 距 离ꎬ 邻 接 法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)构建系统进化树ꎬ同时运

用最大似然法和最大简约法构建系统树检验系统进

化树的稳定性ꎮ
１􀆰 ６　 放线菌抗菌活性筛选

采用双层琼脂扩散法[１６]ꎬ即点接实验菌株于底

层培养基上ꎬ２８ ℃培养 ６ ｄ 后ꎬ将其上倒入一层含指

示菌的培养基ꎬ倒置培养 １２ － ２４ ｈꎮ 分别测量抑菌

圈直径(Ｄｉ)和拮抗菌菌落直径(Ｄｃ)ꎬ计算 Ｄｉ / Ｄｃ 比

值ꎬ当 Ｄｉ / Ｄｃ ≥２􀆰 ０ 时即视为有较强抑菌活性ꎬ
Ｄｉ / Ｄｃ < ２􀆰 ０这里不做讨论ꎮ
１􀆰 ７　 发酵液提取物制备及 ＨＰＬＣ 分析

选初筛具有较强抗菌活性的菌株ꎬ转接于 ５ 种

发酵培养基ꎬ２８ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｍ 培养 ７ ｄꎬ离心得到粗

提液ꎮ 采用打孔法[１７]对粗提液进行抗菌活性复筛ꎮ
粗提液中加入等体积乙酸乙酯ꎬ震荡ꎬ静置分

层ꎬ收集乙酸乙酯层于旋蒸瓶中ꎬ４０ ℃真空旋转蒸

发干燥ꎬ加入 １ ｍＬ 甲醇溶解提取物ꎮ
甲醇溶解样品用 ０􀆰 ２２ μｍ 孔径滤膜过滤ꎮ ２０

μＬ 进样于 ＨＰＬＣ 仪ꎮ 色 谱 柱 为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ￣Ｃ１８(４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ波长 ２５４ ｎｍꎬ
柱温 ３０ ℃ꎬ流速 １􀆰 ００ ｍＬ / ｍｉｎꎬ流动相为甲醇和超

纯水ꎬ并在 ４０ ｍｉｎ 内使甲醇比例从 １０％ 到 ９０％ 线

性梯度洗脱ꎬ之后在 ９０％保持 １０ ｍｉｎ[１８]ꎮ
１􀆰 ８　 五类活性物质合成基因扩增

放线菌次级代谢产物合成途径中包含一些关键

酶ꎬ如聚酮合酶(ＰＫＳ)、非核糖体肽合成酶(ＮＲＰＳ)、
安莎类化合物(ＡＨＢＡ)、３￣羟基￣３￣甲基戊二酰辅酶

Ａ 还原酶(ＨＭＧＡ)等ꎬ它们可以合成不同类型的化

合物骨架ꎬ再通过各种后期修饰酶的作用ꎬ最终形成

结构多样的活性化合物ꎮ 本研究使用 ５ 套 ＰＣＲ 引

物(表 ３)对 ５ 种功能基因进行扩增ꎮ ５０ μＬ ＰＣＲ 反

应体系:２ × Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物

各 １ μＬꎬ模板 ＤＮＡ １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足 ５０ μＬꎮ ＰＣＲ
产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ

表 ３. 扩增活性物质合成基因的 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ３. ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ＰＣＲ ｐｒｏｇｒａｍｓ

Ｋ１Ｆ ＴＳＡＡＧＴＣＳＡＡＣＡＴＣＧＧＢＣＡ

Ｍ６Ｒ ＣＧＣＡＧＧＴＴＳＣＳＧＴＡＣＣＡＧＴＡ
ＰＫＳ Ｉ[１９] ９５ ℃ｆｏｒ ４ ｍｉｎꎻ３０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９４ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎬ５７ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎ ａｎｄ

７２ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎻ ａｎｄ ａ ｆｉｎａｌ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ａｔ ７２ ℃ｆｏｒ １０ ｍｉｎ

ＫＳαＦ ＴＳＧＣＳＴＧＣＴＴＧＧＡＹＧＣＳＡＴＣ

ＫＳβＲ ＴＧＧＡＡＮＣＣＧＣＣＧＡＡＢＣＣＴＣＴ
ＰＫＳ ＩＩ [２０] ９５ ℃ｆｏｒ ４ ｍｉｎꎻ３０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９４ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎬ５８ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎ ａｎｄ

７２ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎻ ａｎｄ ａ ｆｉｎａｌ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ａｔ ７２ ℃ｆｏｒ １０ ｍｉｎ

Ａ３Ｆ ＧＣＳＴＡＣＳＹＳＡＴＳＴＡＣＡＣＳＴＣＳＧＧ

Ａ７Ｒ ＳＡＳＧＴＣＶＣＣＳＧＴＳＣＧＧＴＡＳ
ＮＲＰＳ[１９] ９５ ℃ｆｏｒ ４ ｍｉｎꎻ３０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９４ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎬ５７ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎ ａｎｄ

７２ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎻ ａｎｄ ａ ｆｉｎａｌ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ａｔ ７２ ℃ｆｏｒ １０ ｍｉｎ

Ｐ１ ＡＧＡＧＧＡＴＣＣＴＴＣＧＡＧＣＲＳＧＡＧＴＴＣＧＣ

Ｐ２ ＧＣＡＧＧＡＴＣＣＧＧＡＭＣＡＴＳＧＣＣＡＴＧＴＡＧ
ＡＨＢＡ[２１] ９５ ℃ｆｏｒ ５ ｍｉｎꎻ３０ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９５ ℃ｆｏｒ ３０ ｓꎬ５５ ℃ｆｏｒ ３０ ｓ ａｎｄ ７２ ℃

ｆｏｒ １ ｍｉｎꎻ ａｎｄ ａ ｆｉｎａｌ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ａｔ ７２ ℃ｆｏｒ １０ ｍｉｎ

ＨＭＧＦ ＧＧＧＣＡＴＣＧＣＣＧＣＧＡＣＣＣＴＣＧＴＣＧＡＣＧＡＧＣＧ

ＨＭＧＲ ＧＣＧＡＴＧＡＣＧＧＣＧＡＧＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＴＴＣＴＣ
ＨＭＧＡ[２２] ９５ ℃ｆｏｒ ５ ｍｉｎꎻ３５ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ９５ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎬ６２ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎ ａｎｄ

７２ ℃ｆｏｒ １ ｍｉｎꎻ ａｎｄ ａ ｆｉｎａｌ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ａｔ ７２ ℃ｆｏｒ １０ ｍｉｎ
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２　 结果和分析

２􀆰 １　 五种培养基分离放线菌的效果

使用 ５ 种培养基从 ２６ 个底泥样品中共分离得到

放线菌 ３００ 余株ꎬ根据在 ＩＳＰ２ 培养基上的菌落形态

及颜色差异去重复ꎬ得到 １３５ 株ꎮ 表 ４ 显示ꎬ Ｍ２ 和

Ｍ４ 培养基分离出的菌株数量最多ꎬ但在 Ｍ５ 培养基

分离的种属多样性和稀有放线菌最高ꎮ 而 Ｍ３ 培养

基分离菌株单一ꎬ只有链霉菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)ꎬ且在

分离过程中易受其他微生物的污染(如细菌、真菌)ꎮ

不同培养基中分离的菌株具有特殊性ꎬ拟无枝菌酸菌

属(Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ)为 Ｍ１ 培养基所分离ꎬ微杆菌属

(Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、糖多孢菌属(Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ)和
指孢囊菌属(Ｄａｃｔｙｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ)为 Ｍ２ 培养基所

分离ꎬ马杜拉放线菌属( Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａ) 和野野村

放线菌属(Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ)为 Ｍ４ 培养基所分离ꎬ黄
色诺 尔 氏 菌 属 ( Ｋｎｏｅｌｌｉａ ) 和 类 诺 卡 氏 菌 属

(Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ) 是 Ｍ５ 培养基所分离ꎮ 因此ꎬ根据

菌株数目、种属数目、以及稀有放线菌多样性ꎬ比
较好的培养基依次为 Ｍ２ 培养基、Ｍ４ 培养基、Ｍ５
培养基、Ｍ１ 培养基ꎮ

表 ４. ５ 种培养基分离星湖湿地放线菌的效果

Ｔａｂｌｅ ４. Ａｃｔｉｎｍｙｃｅｔｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ５ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｅｄｉａ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｇｈｕ Ｗｅｔｌａｎｄ
Ｍｅｄｉｕｍ Ｇｅｎｕｓ Ｔｏｔａｌ ｇｅｎｕｓ Ｓｔｒａｉｎｓ ｎｕｍｂｅｒｓ

Ｍ１ Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓꎬ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａꎬ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓꎬ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ４ ８

Ｍ２ Ｄａｃｔｙｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍꎬ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａꎬ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ Ｎｏｃａｒｄｉａꎬ Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａꎬ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ６ ４３

Ｍ３ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ １ ３

Ｍ４ Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａꎬ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａꎬ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓꎬ Ｎｏｃａｒｄｉａꎬ Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａꎬ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ６ ４３

Ｍ５ Ｋｎｏｅｌｌｉａꎬ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａꎬ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓꎬ Ｎｏｃａｒｄｉａꎬ Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓꎬ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓꎬ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ７ ３８

２􀆰 ２　 湿地放线菌多样性

本研究中的 １３５ 株放线菌ꎬ属于放线菌纲的 ７
个 目 １０ 个 科 １３ 个 属ꎬ 分 别 为: 棒 杆 菌 亚 目

(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｎｅａｅ)中的诺卡氏菌科(Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ)
中的诺卡氏菌属 ( Ｎｏｃａｒｄｉａ ) １０ 株 和 红 球 菌 属

(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ)４ 株ꎻ微球菌亚目(Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｉｎｅａｅ)中

的间孢囊菌科( Ｉｎｔｒａｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ)中的黄色诺尔氏

菌属(Ｋｎｏｅｌｌｉａ)１ 株ꎬ微杆菌科(Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)中
的微 杆 菌 属 ( Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ) １ 株ꎬ 微 球 菌 科

(Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ)中的微球菌属(Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ)３ 株ꎻ
小单孢菌亚目(Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒｉｎｅａｅ)中的小单孢菌

科 ( Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ ) 中 的 小 单 孢 菌 属

( Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ) ２９ 株 和 指 孢 囊 菌 属

( Ｄａｃｔｙｌｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ ) １ 株ꎻ 丙 酸 杆 菌 亚 目

( Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｎｅａｅ ) 中 的 类 诺 卡 氏 菌 科

(Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ)中的类诺卡氏菌属(Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ)
１ 株ꎻ假诺卡氏亚目(Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉｎｅａｅ)中的假诺卡

氏菌 科 ( Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ ) 中 的 糖 多 孢 菌 属

( Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ ) ２ 株 和 拟 无 枝 菌 酸 菌 属

(Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ)１ 株ꎻ链霉菌亚目( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｅａｅ)
中的链霉菌科 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ) 中的链霉菌属

( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ) ８０ 株ꎻ 链 孢 囊 菌 亚 目

( Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉｎｅａｅ ) 中 的 高 温 单 孢 菌 科

( Ｔｈｅｒｍｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ ) 中 的 马 杜 拉 放 线 菌 属

( Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａ ) １ 株 和 链 孢 囊 菌 科

( Ｓｔｒｅｐｔｏｓｐｏｒａｎｇｉａｃｅａｅ ) 中 的 野 野 村 氏 菌 属

(Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａ)１ 株ꎮ 图 １ 显示代表菌株的１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列系统发育树ꎮ
２􀆰 ３　 湿地放线菌抗菌活性

表 ５ 显示分离的放线菌的抗菌活性检测结果ꎮ
实验的 ８３ 株放线菌中有 ２４ 株表现出至少对 １ 种指

示菌有抗菌活性ꎬ占检测菌株的 ２８􀆰 ９％ ꎮ 其中

２４􀆰 ０９％ 、４􀆰 ８％的菌株分别对金黄色葡萄球菌和大

肠杆菌有抗性ꎬ没有发现可以抑制沙门氏菌的放线

菌菌 株ꎮ 其 中ꎬ 菌 株 ＸＤ７、 ＸＤ１７、 ＸＤ３２、 ＸＤ７２、
ＸＤ１１４、 ＸＤ１２０、 ＸＤ１２８、 ＸＤ１５１ 抑 菌 效 果 明 显ꎮ
１６Ｓ ｒＲＮＡ基因分析结果显示ꎬ这些菌株以链霉菌为

主ꎬ小单孢菌株为辅ꎮ
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图 １. 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建的星湖湿地放线菌菌株系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｇｈｕ Ｗｅｔｌａｎｄ
ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ ｉｓ ｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＢＳ￣Ｓ３Ｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｏｕｔｇｒｏｕｐ. Ｂａｒꎬ ５％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.
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图 ２. 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建的 ３ 株放线菌菌株系统进化树

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ ｉｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ.

Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＢＳ￣Ｓ３Ｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｏｕｔｇｒｏｕｐ. Ｂａｒꎬ ２％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.

表 ５. 星湖湿地底泥中分离获得的放线菌

代表菌株的抑菌活性

Ｔａｂｌｅ ５. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ
ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｇｈｕ Ｗｅｔｌａｎｄ

ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

Ｓｔｒａｉｎｓ
Ｄｉ / Ｄｃ

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｉｌ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ

Ｇｅｎｕｓ

ＸＤ １ － ２􀆰 ３０ － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ４ ２􀆰 ５０ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ７ ３􀆰 ７９ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １３ － ２􀆰 ２４ － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １７ － ３􀆰 ４０ － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ２６ ２􀆰 １０ ＋ － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ３２ ４􀆰 ７４ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ３９ ２􀆰 ３３ ＋ － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ４２ ２􀆰 １０ ＋ － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ５０ － ２􀆰 ２０ － Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ

ＸＤ ７１ ２􀆰 ２８ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ７２ ５􀆰 ２４ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ７４ ２􀆰 ７２ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ ７６ ２􀆰 １０ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １０２ ２􀆰 １０ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １１１ ２􀆰 ３０ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １１４ ２􀆰 ８３ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １１７ ２􀆰 ２９ － － Ａｃｔｉｎｏｍａｄｕｒａ

ＸＤ １２０ ７􀆰 ５１ － － Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ

ＸＤ １２８ ２􀆰 ４７ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １３４ ２􀆰 ７４ － ＋ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １４０ ３􀆰 １０ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ１４３ ２􀆰 ２２ － － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ＸＤ １５１ ３􀆰 ７２ － － Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ
＋ :Ｄｉ / Ｄｃ < ２􀆰 ０ꎬ － :ｎｏ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

　 　 选取活性较好的 １２ 株放线菌采用 ５ 种培养基

进行发酵液的复筛ꎮ 结果显示 ３ 株菌株 ＸＤ７、
ＸＤ１１４、ＸＤ１２８ 在 Ｆ２ 培养基中发酵液对 ３ 种指示菌

均具 有 较 强 活 性ꎬ 具 有 一 定 开 发 潜 力ꎮ 通 过

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列分析显示(图 ２)ꎬ这 ３ 株菌都属

于娄彻氏链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｒｏｃｈｅｉ)ꎮ
２􀆰 ４　 发酵产物 ＨＰＬＣ 分析

选取 ＸＤ７、ＸＤ１１４、ＸＤ１２８ 三株菌株样品发酵进

行 ＨＰＬＣ 检测ꎬ在 ２５４ｎｍ 波长的条件下ꎬ结果(图 ３)
显示这三株菌均产生大量的次级代谢产物ꎻ且发酵

产物的 ＨＰＬＣ 图谱显示这三株放线菌在相同时间段

均能产生吸收峰(实心箭头指示)ꎮ 这三株放线菌

虽然属于同一个种ꎬ但其在相同培养基产生的代谢

产物均有差异(空心箭头所示)ꎮ
２􀆰 ５　 功能基因的筛选

选取上述 ２４ 株菌株ꎬ扩增了 ＰＫＳ Ｉꎬ ＰＫＳＩＩꎬ
ＮＰＲＳꎬＡＨＢＡ 和 ＨＭＧ ＣｏＡ 这 ５ 类化合物的合成基

因ꎮ 结果(表 ６)显示ꎬ２４ 株检测菌中 ＰＫＳ Ｉ 基因呈

阳性的比率为 １６􀆰 ７％ ꎬＰＫＳ ＩＩ 基因呈阳性的比率为

６２􀆰 ５％ ꎬＮＲＰＳ 基因呈阳性的比率为 １６􀆰 ７％ ꎬＡＨＢＡ
基因呈阳性的比率为 １２􀆰 ５％ ꎬＨＭＧＡ 基因呈阳性的

比率为 ２９􀆰 ２％ ꎮ 菌株 ＸＤ７、ＸＤ１７、ＸＤ１２８ 和 ＸＤ１４３
表现出至少对 ３ 类功能基因呈现阳性ꎮ 同时菌株

ＸＤ１２８ 在 ＰＫＳ Ｉ、ＰＫＳ ＩＩ、ＮＲＰＳ 及 ＨＭＧＡ 均呈现出

阳性ꎬ且此菌株在活性筛选中对 ３ 种指示菌均有明

显抑制作用ꎬ因此关于此菌株的次级代谢产物仍需

进一步的研究ꎬ有可能发现更多结构新颖的活性

物质ꎮ
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图 ３. 三株放线菌次级代谢产物在 ２５４ ｎｍ 处 ＨＰＬＣ 图谱

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｔ ２５４ ｎｍ.

表 ６. 从星湖湿地底泥中来源的放线菌代表菌株扩增

合成聚酮合酶、非核糖体多肽合成酶、安莎类化合物

及 ３￣羟基￣３￣甲基戊二酰辅酶 Ａ 还原酶的功能基因筛选

Ｔａｂｌｅ ６. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＰＫＳ Ｉꎬ
ＰＫＳ ＩＩꎬ ＮＰＲＳꎬ ＡＨＢＡ ａｎｄ ＨＭＧ ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｓｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｘｉｎｇｈｕ Ｗｅｔｌａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

Ｓｔｒａｉｎｓ ＰＫＳ Ｉ ＰＫＳ ＩＩ ＮＲＰＳ ＡＨＢＡ ＨＭＧ ＣｏＡ
ＸＤ １ － ＋ － － ＋
ＸＤ ４ － － － ＋ －
ＸＤ ７ ＋ ＋ ＋ － －
ＸＤ １３ － ＋ － － ＋
ＸＤ １７ － ＋ ＋ － ＋
ＸＤ ２６ － ＋ － － －
ＸＤ ３２ － ＋ － － －
ＸＤ３９ － ＋ － － －
ＸＤ ４２ － － － － －
ＸＤ ５０ － ＋ － － ＋
ＸＤ ７１ － － － － －
ＸＤ ７２ ＋ ＋ － － －
ＸＤ ７４ － － － － －
ＸＤ ７６ － ＋ － ＋ －
ＸＤ １０２ － － － － －
ＸＤ １１１ ＋ ＋ － － －
ＸＤ １１４ － ＋ ＋ － －
ＸＤ １１７ － － － － －
ＸＤ １２０ － － － － －
ＸＤ １２８ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＸＤ １３４ － － － － －
ＸＤ １４０ － ＋ － － －
ＸＤ１４３ － ＋ － ＋ ＋
ＸＤ １５１ － － － － ＋

３　 讨论

本研究以纯培养方法和基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序
列的系统发育分析对星湖湿地可培养放线菌群落结
构进行研究ꎮ 通过使用不同培养基共获得 １３５ 株放
线菌ꎬ分属于放线菌纲 ７ 个目 １０ 个科 １３ 个属ꎮ 该
结果表明ꎬ星湖湿地具有丰富的湿地放线菌资源ꎬ其
优势类群为链霉菌属、小单孢菌属及诺卡氏菌属ꎬ与
之前 Ｃｈｅｎｇｌｉｎ Ｊｉａｎｇ 等[２３] 报道的云南湖泊放线菌多
样性相一致ꎮ 但 Ｍａｙａ Ｇｅｏｒｇｅ 等[２４]对印度喀拉拉邦
湿地 分 离 结 果 发 现 类 诺 卡 氏 菌 形 放 线 菌
(Ｎｏｃａｒｄｉｏｆｏｒｍ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ)作为重要的放线菌存在
于湿地中ꎬ而且星湖湿地中分离的黄色诺尔氏菌属
(Ｋｎｏｅｌｌｉａ)拟无枝菌酸菌属(Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ)等在印度
喀拉拉邦湿地中未见分离ꎬ从而表明了星湖湿地放
线菌具有其独有的特性ꎬ同时也表明了在不同的湿
地环境中放线菌的多样性有很大差异ꎮ 其中分离菌
株以链霉菌(５８􀆰 ８％ )为主ꎬ也存在大量稀有放线菌
(４１􀆰 ２％ )类群ꎬ与笔者前期运用 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 技术对
该地区放线菌群落特征研究相一致ꎮ 但本研究中还
存在 尚 未 分 离 得 到 的 种 属ꎬ 如 大 理 石 雕 菌 属
(Ｍａｒｍｏｒｉｃｏｌａ)、白蚁菌属 ( Ｉｓｏｐｔｅｒｉｃｏｌａ)、节杆菌属
(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)、浮游放线菌属(Ａｃｔｉｎｏｐｌａｎｅｓ)等ꎮ 可
能是由于笔者使用的分离方法还比较单一ꎬ在后期
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的实验中应当尝试使用多种分离方法并且尽量模拟
原始生境ꎮ 分离培养基 Ｍ２ 对放线菌分离的效果最
好ꎬ不仅分离的菌株数多且稀有放线菌种类多ꎬ究其
原因可能是 Ｍ２ 培养基中含有放线菌所偏好的甘
油[２５]ꎬ其次微量盐提供了必须的无机营养成分ꎬ故
Ｍ２ 培养基的分离效果不错ꎮ

本研究采用双层琼脂扩散法测定了对 ３ 种人类
病原菌的抑菌活性ꎬ 获得 ２４ 株高活性菌株ꎮ 其中
２０ 株对 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ 有较好活性ꎬ４ 株对
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｉｌ 有较好活性ꎬ但对 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ 没有较
强效果ꎮ 与 Ｇｅｂｒｅｓｅｌｅｍａ 等[２６]对塔娜湖湖底沉积物
放线菌抗菌活性研究结果相一致ꎬ即放线菌对革兰
氏阳性菌的抑制明显大于革兰氏阴性菌ꎮ 结合功能
基因筛选ꎬ这 ３ 株菌株表现出至少含有 ２ 种功能基
因ꎮ 这些表明星湖湿地放线菌具备产生多种生理活
性物质的巨大潜力ꎬ为寻找新的抗菌药物提供重要
的资源ꎮ

菌株 ＸＤ００７、ＸＤ１１４、ＸＤ１２８ 经过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基
因序列比对鉴定为娄彻氏链霉菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｒｏｃｈｅｉ)ꎮ 娄彻氏链霉菌是链霉菌属的一个重要类
群ꎬ该类群菌株能够产生种类繁多的活性化合物ꎬ例
如ꎬＳｅｌｖａｋｕｍａｒ 等[２７]从印度康亚库玛瑞海底沉积物
中分离的娄彻氏链霉菌对常见的人类病原体绿脓杆
菌ꎬ大肠杆菌ꎬ克雷伯氏肺炎菌ꎬ粪肠球菌和金黄色
葡萄球菌均具有抗性ꎻ马林等[２８] 从辣椒根部分离得
到娄彻氏链霉菌的次级代谢产物中的 ２ꎬ６￣二叔丁
基对甲酚和 ３ꎬ５￣二叔丁基￣４￣羟基￣苯甲醚对番茄灰
霉病菌具有抑制作用ꎻ李周等[２９] 从娄彻氏链霉菌
ＡＴＣＣ１０７３９ 的发酵液中分离纯化得到的化合物
Ｂｏｒｒｅｌｉｄｉｎ 具有抗病毒和抗菌活性ꎮ 此外ꎬ近年来的
研究表明ꎬ娄彻氏链霉菌不仅能够产生多种具有抗
菌活性的次级代谢产物ꎬ而娄彻氏链霉菌本身还具
有较高的抗农业病原菌、杀虫及除草活性ꎬ并在植物
病毒和植物病原真菌的生物防治中都有着广泛的应
用[３０]ꎮ 本研究采用 ＨＰＬＣ 对 ３ 株具有强抑菌活性
的娄彻氏链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｒｏｃｈｅｉ)抑菌活性物质
进行了初步分析ꎮ 初步表明该菌株能产生大量次级
代谢产物ꎬ而代谢产物类型及结构还需进一步的研
究ꎮ

本研究表明ꎬ在星湖湿地蕴藏着大量放线菌资
源ꎬ但由于分离技术等限制ꎬ大量的放线菌还未能通
过现有的选择性分离方法获得纯培养物ꎬ所以提出
新思路ꎬ设计新的选择性分离方法ꎬ分离目前还未能
培养的湿地放线菌ꎮ 对于已经分离到的湿地放线
菌ꎬ一方面要优化培养条件刺激微生物产生多种生
物活性的次级代谢产物ꎬ另一方面可以直接从基因

入手ꎬ通过基因筛选来针对性地获得结构和活性新
颖的次级代谢产物ꎮ 本文对分离得到的湿地放线菌
生物活性实验的研究ꎬ也说明星湖湿地底泥放线菌
具有产生丰富活性代谢产物的潜力ꎮ 随着培养技术
的发展、完善以及后续的生物活性筛选和代谢产物
的深入研究ꎬ湿地特殊生境放线菌将会得到更完善
的挖掘及应用ꎮ
致谢:感谢肇庆星湖风景名胜区管理处为我们采集
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Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐｐ. ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ.
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎａꎬ １９９８ꎬ ２５ ( ６ ): ３２５￣３２８. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
罗文新ꎬ 陈晓佳ꎬ 黄耀坚ꎬ 郑忠辉ꎬ 苏文金. 来自海洋

的链霉菌抑菌活性与其培养条件的关系. 微生物学通

报ꎬ １９９８ꎬ ２５(６): ３２５￣３２８.
[１７] Ｆｙｈｒｑｕｉｓｔ Ｐꎬ Ｍｗａｓｕｍｂｉ Ｌꎬ Ｈæｇｇｓｔｒöｍ ＣＡꎬ Ｖｕｏｒｅｌａ Ｈꎬ

Ｈｉｌｔｕｎｅｎ Ｒꎬ Ｖｕｏｒｅｌａ Ｐ. Ｅｔｈｎｏｂｏｔａｎｉｃａｌ ａｎｄ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｍｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｔｅｒｍｉｎａｌｉａ ａｎｄ
Ｃｏｍｂｒｅｔｕｍ (Ｃｏｍｂｒｅｔａｃｅａｅ) ｇｒｏｗｉｎｇ ｉｎ Ｔａｎｚａｎｉａ. Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｅｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ７９(２): １６９￣１７７.

[１８] Ｃｈｅｎ Ｙꎬ Ｃａｏ ＹＲꎬ Ｃａｉ ＸＦꎬ Ｚｈａｏ ＬＸꎬ Ｄｕａｎ ＲＬꎬ Ｘｕ ＬＨ.

Ａ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ.
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓꎬ ２００８ꎬ ３３ (９): ５２４￣５２７.
(ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
陈云ꎬ 曹艳茹ꎬ 蔡祥凤ꎬ 赵立兴ꎬ 段若玲ꎬ 徐丽华. 植

物内生菌发酵培养基的初探. 中国抗生素杂志ꎬ ２００８ꎬ
３３(９): ５２４￣５２７.

[１９] Ａｙｕｓｏ￣Ｓａｃｉｄｏ Ａꎬ Ｇｅｎｉｌｌｏｕｄ Ｏ. Ｎｅｗ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＮＲＰＳ ａｎｄ ＰＫＳ￣Ｉ ｓｙｓｔｅｍｓ ｉｎ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ:
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｍａｊｏｒ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｇｒｏｕｐｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ
２００５: ４９(１): １０￣２４.

[２０] Ｍｅｔｓä￣Ｋｅｔｅｌä Ｍꎬ Ｓａｌｏ Ｖꎬ Ｈａｌｏ Ｌꎬ Ｈａｕｔａｌａ Ａꎬ Ｈａｋａｌａ Ｊꎬ
Ｍäｎｔｓäｌä Ｐꎬ Ｙｌｉｈｏｎｋｏ Ｋ. Ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｉｎｉｍａｌ ＰＫＳ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ. ＦＥＭＳ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ １９９９ꎬ １８０(１): １￣６.

[２１] Ｈｕｉｔｕ Ｚꎬ Ｌｉｎｚｈｕａｎ Ｗꎬ Ａｉｍｉｎｇ Ｌꎬ Ｇｕｉｚｈｉ Ｓꎬ Ｆｅｎｇ Ｈꎬ
Ｑｉｕｐｉｎｇ Ｌꎬ Ｙｕｚｈｅｎ Ｗꎬ Ｈｕａｎｚｈａｎｇ Ｘꎬ Ｑｕｎｊｉｅ Ｇꎬ Ｙｉｇｕａｎｇ
Ｗ. ＰＣＲ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ３￣ａｍｉｎｏ￣５￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｓａｍｙｃｉｎｓ ａｎｄ
ＡＨＢＡ￣ｒｅｌａｔｅｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｅｒｓ ｉｎ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ １０６(３): ７５５￣７６３.

[２２] Ｓｉｇｍｕｎｄ ＪＭꎬ Ｃｌａｒｋ ＤＣꎬ Ｒａｉｎｅｙ ＦＡꎬ Ａｎｄｅｒｓｏｎ ＡＳ.
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｕｂａｃｔｅｒｉａｌ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ
ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｒｅｄｕｃｔａｓｅｓ ｆｒｏｍ ｎａｔｕｒａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ ４６ (１): １０６￣
１１２.

[２３] Ｊｉａｎｇ ＣＬꎬ Ｘｕ ＬＨ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａｑｕａｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｉｎ
ｌａｋｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｐｌａｔｅａｕꎬ Ｙｕｎｎａｎꎬ Ｃｈｉｎａ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９６ꎬ ６２(１): ２４９￣２５３.

[２４] Ｇｅｏｒｇｅ Ｍꎬ Ｇｅｏｒｇｅ Ｇꎬ Ｈａｔｈａ ＡＡＭ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ
ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｆｒｏｍ ｗｅｔｌａｎｄ ｓｏｉｌ.
Ｔｈｅ Ｓｏｕｔｈ Ｐａｃｉｆｉｃ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｔｕｒａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
２０１０ꎬ ２８(１): ５２￣５７.

[２５] Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｙꎬ Ｏｍｕｒａ Ｓ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ
ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｎｅｗ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ. Ｔｈｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ ４９
(３): １４１￣１５４.

[２６] Ｇｅｂｒｅｙｏｈａｎｎｅｓ Ｇꎬ Ｍｏｇｅｓ Ｆꎬ Ｓａｈｉｌｅ Ｓꎬ Ｒａｊａ Ｎ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｆｒｏｍ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｌａｋｅ Ｔａｎａꎬ
Ｅｔｈｉｏｐｉａ. Ａｓｉａｎ Ｐａｃｉｆｉｃ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
２０１３ꎬ ３(６): ４２６￣４３５.

[２７] Ｓｅｌｖａｋｕｍａｒ Ｐꎬ Ｖｉｖｅｋａ Ｓꎬ Ｐｒａｋａｓｈ Ｓꎬ Ｊａｓｍｉｎｅｂｅｅａｙｌａ Ｓꎬ
Ｕｌｏｇａｎａｔｈａｎ Ｒ. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｙ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｓｉｌｖｅｒ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｒｏｍ ｍａｒｉｎｅ ｄｅｒｉｖｅｄ
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｒｏｃｈｅｉ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａ ａｎｄ
Ｂｉｏ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１２ꎬ ３(３): １８８￣１９７.

[２８] Ｍａ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ ＨＢꎬ Ｈａｎ ＪＣ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ Ｌｊ２０ ｆｒｏｍ ｐｌａｎｔ ａｎｄ ｉｔｓ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ. Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２００８ꎬ ４８ (７):
９００￣９０４. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
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Ｄｏｎｇ Ｘｕｅ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

马林ꎬ 陈红兵ꎬ 韩巨才. 植物内生放线菌 Ｌｊ２０ 的鉴定

及其抗真菌物质的合成. 微生物学报ꎬ ２００８ꎬ ４８(７):
９００￣９０４.

[２９] Ｌｉ Ｚꎬ Ｚｈａｏ ＳＹ. Ｂｏｒｒｅｌｉｄｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔｅ
ｒｏｃｈｅｉ ＡＴＣＣ１０７３９: ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎬ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
Ｃｈｉｎａꎬ ２０１１ꎬ ３８(７): １０５１￣１０５５. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
李周ꎬ 赵圣印. 娄彻氏链霉菌 ＡＴＣＣ１０７３９ 产抗生素

Ｂｏｒｒｅｌｉｄｉｎ 发酵条件优化及其分离纯化. 微生物学通

报ꎬ ２０１１ꎬ ３８(７): １０５１￣１０５５.
[３０] Ｃｈｅｎ ＬＬꎬ Ｇａｏ ＢＤ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｌａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ２００６ꎬ ２２ ( ４ ): ２５５￣２６０. ( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ)
陈力力ꎬ 高必达. 微生物抗植物病毒活性物的研究进

展. 中国生物防治ꎬ ２００６ꎬ ２２(４): ２５５￣２６０.

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｘｉｎｇｈｕ ｗｅｔｌａｎｄ
ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

Ｄｏｎｇ Ｘｕｅ１ꎬ２ꎬ Ｇｕｏｚｈｅｎ Ｚｈａｏ２ꎬ Ｑｉｎｇ Ｙａｏ３ꎬ Ｈａｉｑｕａｎ Ｚｈａｏ１∗ꎬ Ｈｏｎｇｈｕｉ Ｚｈｕ２∗

１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｆｅｉ ２１００９５ꎬ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ (Ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
Ｊｏｉｎｔ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ)ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
Ｏｐｅｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００７０ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
３Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６４２ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｘｉｎｇｈｕ ｗｅｔｌａｎｄ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ
ａ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ａｃｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｗｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｇｈｕ ｗｅｔｌａｎｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｂｉｏａｃｔｉｖｅ
ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉfiｅｄ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅｓ ( ＰＫＳ￣Ｉꎬ ＰＫＳ￣ＩＩ )ꎬ
ｎｏｎｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓ ( ＮＲＰＳ )ꎬ ３￣ａｍｉｎｏ￣５￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅｓ ( ＡＨＢＡ ) ａｎｄ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣
ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ Ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ (ＨＭＧ ＣｏＡ) ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｙ ｓｐｅｃｉfiｃ ａｍｐｌｉfiｃａｔｉｏｎ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ３００ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ １３５ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ７ ｏｒｄｅｒｓꎬ １０ ｆａｍｉｌｉｅｓꎬ １３ ｇｅｎｅｒａꎬ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｗａｓ
ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｇｅｎｕｓꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ａｎｄ Ｎｏｃａｒｄｉａ. Ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｏｕｒ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｎｏ ｓｔｒａｉｎ ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. Ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉfiｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ＰＫＳ￣Ｉ ( １６􀆰 ７％ ꎬ ４ / ２４ )ꎬ ＰＫＳ￣ＩＩ
(６２􀆰 ５％ ꎬ１５ / ２４ )ꎬ ＮＲＰＳ (１６􀆰 ７％ ꎬ４ / ２４ )ꎬ ＨＭＧ ＣｏＡ (２９􀆰 ２％ ꎬ７ / ２４ ) ａｎｄ ＡＨＢＡ (１２􀆰 ５％ ꎬ３ / ２４ ) ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｈｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｔｒａｉｎ ＸＤ７ꎬ ＸＤ１１４ꎬ ＸＤ１２８ ｐｒｏｄｕｃｅ ｌｏｔｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｇｈｕ ｗｅｔｌａｎｄ ａｒｅ ａｂｕｎｄａｎｔ ａｎｄ ｈａｖｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｂｅｎｅfiｃｉａｌ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｅ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｐｕｒｓｕｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｐｒｏｍｉｓｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅꎬ ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ￣ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１３０００１１)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
(２０１３Ｂ０６０４０００４３)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ( ｒｃｊｊ２０１３０１) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ
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