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大香格里拉土壤放线菌组成分析及生物活性测定
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摘要：【目的】探究大香格里拉地区的土壤放线菌组成及其抑菌和酶活性，为放线菌新药物先导化合物和高

活性酶的筛选提供资源。【方法】从大香格里拉地区不同海拔高度采集 --$份土样，用 !种培养基，分别进行
了常温放线菌和低温放线菌的分离。从常温放线菌中选择 -%株代表菌株进行了初步分类鉴定。采用琼脂
扩散法，检测了其对 !株细菌和 @株农作物致病真菌的抑菌活性；利用特异性引物扩增法，筛选了其聚酮合
酶（^]/!、̂]/"）基因、非核糖体多肽合成酶（0Y^/）基因和多烯类化合物合成酶（2_^）基因。同时，检测了
低温菌的多种酶活性。【结果】-%株常温代表菌的系统发育分析显示它们分属于放线菌目的 1个亚目、#-个
科、#%个属。其中 #!株菌的 0Y^/及 ##株的 2_^基因筛选呈阳性。低温条件下分离到的 ### 株放线菌，
KK‘属于耐冷菌，#-‘是嗜冷菌，它们中的大部分能利用明胶、纤维素，甲壳素等。【结论】研究结果显示，大
香格里拉森林土壤蕴涵着种类和活性丰富的放线菌，为放线菌资源的开发利用和保护提供了新依据。
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自从 -$世纪 !$年代抗生素问世以来，抗生素
为维护人类的健康建立了不可磨灭的功勋。在生长

促进及动物的疾病治疗中，抗生素也发挥了重要的

作用。正因如此，每年发现的抗生素种类在迅速的

增加。-$$-年已达 --$$$多种，其中放线菌产生的
约 #-$$$种［#］，可见放线菌是抗生素的重要来源之
一。为了减少放线菌活性物质的重复发现率，从人

迹罕至的原始环境收集样品，分离尽可能多的未知

放线菌，是一条有效途径。大香格里拉地区是放线

菌学家尚未涉足的地区，有关放线菌多样性的研究

还未见报道。本文报道该地区土壤放线菌分离鉴定

及其部分生物活性的结果。

! 材料和方法

!"! 大香格里拉的自然概貌及样品收集
该地区属于横断山脉，地处川滇藏交界的大三角

地区，西至西藏林芝，东至四川泸定，北至若尔盖，南

到云南丽江。大体位于东经 "!a b #$-a，北纬-1a b A!a
的范围之内。梅里雪山、白芒雪山、哈巴雪山、玉龙

雪山、贡嘎山、年保玉则雪峰、南迦巴瓦峰等组成了

庞大的雪山群，怒江、澜沧江、金沙江、雅砻江，大渡

河、岷江，自北向南，穿流其间，从江底到山顶，高差

达 1$$$以上。采样地区分布其间，最高处%-%$ >，
最低处 #"%$ >，大部分都在 A$$$ >以上；绝大部分
属于暗棕壤和草甸土（黑粘土），腐殖质层超过



!" #$。那里的植被保护较好，基本上属于原始植被，
是我 国 生 物 多 样 性 最 丰 富 的 地 区 之 一。

%&"’ $ ( )’’’ $为常绿阔叶林带，以栎树及松柏科
植物为主；)’’’ $ ( *’’’ $为高山针叶林；*’’’ $ (
"!"’ $为高山草甸及低矮灌丛和高山流石滩［!］。
从西藏的波密，八宿，江达；云南的丽江玉龙雪

山，中甸，白芒雪山；四川的得荣，乡城，理塘，垭拉雪

山，雅江，康定，塔公草原，八美，丹巴，甲居藏寨，中

路乡，梭坡，牦牛沟，折多山，泸定，贡嘎山，新都桥，

九龙，沙坪，凉山，冕宁等地的高山针叶林，高山草

甸，原始常绿阔叶林采集土样 !!’ 份。其中从
%&"’ $( )’’’ $、)’’’ $ ( *’’’ $和 *’’’ $ ( "!"’ $
分别采集 +’、+’和 ,’份。每份样品分别取 %’ #$ (
!’ #$深的 ) ( %’个穴的土壤混合，置于无菌封口袋。
!"# 菌体的分离
!"#"! 分离培养基：用 *个培养基，-./ 0（改良 12
培养基，加 % 3 45678）［)］，加制霉菌素 %’’ $378、奈啶
酸 !" $378。-./ %0（改良甘油9门冬酰胺琼脂）［*］，
加 4!5:!;0 "’ $378。-./ )0（组氨酸9棉子糖）［"］，加
利福平 !" $378、制霉菌素 %’’ $378、放线菌酮
"’ $378、奈啶酸 !" $378。-./ !%!（海藻糖9脯氨
酸）［,］，加制霉菌素 %’’ $378、放线菌酮 "’ $378、奈
啶酸!" $378。
!"#"# 放线菌分离：土样充分混合，取 ! 3于室温自
然风干 % 周，于 +’<干热处理 % =。将土样装入
%+ $8含 ’>%? @A*B!;* 的无菌水溶液中，%!’ :7$CD
振荡 % =，再用 %,’ E 超声波清洗仪（型号规格：
F4))’’1）振荡 %" G，然后稀释成 %’9) 悬液涂布平
板。!+<培养 0 ( )" H后，挑取单菌落于改良甘油9
门冬酰胺琼脂和 -./ )+号培养基［0］。
选择 )’ 份 )0’’ $ 以上海拔采集的土样，用

-./ %0培养基，分别在 *<、+<培养 )’ H，分离低温

放线菌。同时，按文献［*，+］的方法对其进行了酶活
性的测定。

!"$ 抑菌实验及 %类化合物合成基因筛选，放线菌
的鉴定

均按文献［&］使用的方法进行。

# 结果和讨论

#"! 可培养放线菌的组成
#"!"! 不同培养基的分离效果：用 *种培养基，从
!!’份土样共分离到 !*))株放线菌（表 %）。-./ %0
培养基分离的放线菌中 ,+?是链霉菌，)!?是非链
霉菌；-./ )0分离的菌株 ,%?是链霉菌；-./ 0分离
的菌株则是链霉菌和非链霉菌大体各半；-./ !%!
能分离到 "&?非链霉菌。这些实验和以前我室的
多次实验结果表明，-./ !%!和 -./ 0是分离非链霉
菌较好的培养基。值得一提的是，在 4!5:!;0

"’ $378的 -./ %0 号培养基上没有真菌生长，给放
线菌的分离带来极大方便。所以 "’ $378的重铬酸
钾可作为分离放线菌的真菌抑制剂。制霉菌素 %’’
$378，放线菌酮 "’ $378，奈啶酸 !" $378也是一组细
菌和真菌的良好抑制剂。

#"!"# 不同海拔的放线菌数量：从 %&"’ $ ( )’’’ $
采集的 +’份土样，共分离到放线菌 %*,%株，平均每
个土样分离到约 %+株；从 )’’’ $ ( *’’’ $的 +’份
土样分离到 ,&)株放线菌，平均每份土样分离到放
线菌约 &株；从 *’’’ $ ( "!"’ $的 ,’份土样分离到
!0&株菌，每份约 "株（表 %）。海拔对放线菌分布的
影响是多方面的，但主要因素是温度。随着海拔升

高，温度逐渐降低，)0’’ $ 以上，终年积雪。而
*)’’ $以上的高山，主要是流石滩，有机质少。因此
放线菌的数量随海拔的升高而逐渐降低。

表 ! 不同海拔高度土样分离到的放线菌数量
IAJ6K % L#MCDN$O#KMKG @P$JK:G CGN6AMKH CD GA$Q6KG #N66K#MKH AM HCRRK:KDM A6MCMPHKG

L6MCMPHK7$
-./0 -./%0 -./)0 -./!%!

FM:KQMN$O#KMK ;M=K: FM:KQMN$O#KMK ;M=K: FM:KQMN$O#KMK ;M=K: FM:KQMN$O#KMK ;M=K:
INMA6

%&"’ ( )’’’ %,* %+0 %0! ,& %0+ %’" !!+ )"+ %*,%
)’’’ ( *’’’ &* &’ ,0 "" &+ "+ %’" %!, ,&)
*’’’ ( "!"’ *% "& "* %, !& )’ !! !+ !0&
INMA6 !&& )), !&) %*’ )’" %&) )"" "%! !*))
? *0 ") ,+ )! ,% )& *% "&

#"!"$ 纯培养放线菌的组成：分离到的 !*)) 株纯
培养放线菌都用于生物活性的高通量筛选。同时，

根据不同培养基上的菌落形态、颜色及经验，选出

!"株，进行分类鉴定和 *种化合物合成基因及抗菌
活性测定。

测定 %,F :S@L基因的部分序列（0’’ ( &’’ JQ），

,’% -AD:P 5AN KM A6 T 7!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（!’’&）*&（%）



通过 !"#$%搜索、&"’$%#" (多序列比对及系统进
化树的构建，确定了 )*株菌的系统发育地位。结果
显示（表 )），)*株菌分别属于 +个亚目、,)个科、,*
个属。迄今为止，已描述的放线菌有 ,, 个亚目，-.
个科。从大香格里拉就分离到 + 个亚目 ,) 个科的
放线菌，可见这个地区土壤放线菌的多样性十分丰

富。

根据《放线菌系统学》［,/］的统计，,+$ 012#序列
相似性在 334以下，有 */4的可能性是新种；3.4
以下，有 3/4可能是新种。在这 )* 个菌株中，有 *
个菌株与已知菌的相似性都在 3.4以下，它们都有
可能是新种。

表 ! !"株放线菌和与其系统发育关系最密切的菌株
%5678 ) 9:;7<=8>8?@A >8508B? >8@=:6<0B <C )* 5A?@><D;A8?8 B?05@>B 5B E8?80D@>8E 6; 5>57;B@B <C ?:8 C@0B? F// >GA78<?@E8B <C ?:8 ,+$ 0H2# =8>8 B8IG8>A8

$G6<0E80 J5D@7; $?05@>（K8>!5>LM NO!"M11!P
#AA8BB@<> 2<Q）

28508B? R:;7<=8>8?@A >8@=:6<0 @> ?:8
,+$ 0 H2# =8>8 B8IG8>A8 E5?565B8 $@D@750@;M4

!"#$%#%##"&’(’ !"#$%#%##(#’(’ STO -.F3F（N’.FF3-+） )%#*$"( +(,*-.$"- ,//
STO -..U)（N’.+/3./） /$.0$%1(#.’$ (2","- 33VF
STO -..UU（N’.+/3.,） /$.0$%1(#.’$ (,1*- 33V*

!"#$%1(#.’$"(#’(’ STO -..,/（N’.+/3F3） /2$%34#’- -*11’."#*- 3FV+
STO -..-U（JP/-)F./） !4#’.%#%,( .%,((-"&"5%$(&- 3+VF

6’,,*,%3%&(7(#’(’ STO -../,（N’.+/33*） 8’$-9%5"( +(*$%3’.(1%,( 33V3
:$%3"#$%3%&%-+%$(#’(’ STO -..)+（N’.+/3F*） :$%3"#$%3%&%-+%$( #431%+%2%&"- 33V/

STO -..U,（N’.+/3F+） :$%3"#$%3%&%-+%$( -*9*3%’ 3.V-
STO -..U3（N’.+/3F.） :$%3"#$%3%&%-+%$( -*9*3%’ 33VU
STO -..-/（N’.+/3FF） :$%3"#$%3%&%-+%$( #".$’( 3.V-

6%$4&’1(#.’$"&’(’ ;%#($7"(#’(’ STO -../U（N’.+/33/） ;%#($7"( <"(&2="’&-"- 3.VF
STO -../.（N’.+/33,） ;%#($7"( (,1( 3.V.
STO -..,U（N’.+/3..） ;%#($7"( ,"<"(&2’&-"- 3.VF
STO -..,.（N’.+/3.3） ;%#($7"( -%", 3.VF
STO -..,F（N’.+/33U） >0%7%#%##*- $0%7%#0$%*- ,//

?-*9(3*$’,,(#’(’ STO -..U-（N’.+/33-） ?-*9(3*$’,,( -.$(&7<%$7(’ 33V-
:-’*7%&%#($7"&’(’ :-’*7%&%#($7"(#’(’ STO -../F（N’.+/33)） :-’*7%&%#($7"( 047$%#($1%&%=47(&- 3FV*

/#."&%-4&&’3(.(#’(’ STO -..)F（N’.+/3.)） @’&.A’( (,1"7( 3FVF
STO -..).（N’.+/3.U） @’&.A’( (,1"7%#(+",,(.( 3FV.

B.$’+.%-+%$(&2"&’(’ ?0’$3%3%&%-+%$(#’(’ STO -..-)（JP/-)F.,） /#."&%3(7*$( 5"&(#’( 33V-
B.$’+.%-+%$(&2"(#’( STO -..))（JP/-)F.)） B.$’+.%-+%$(&2"*3 (3’.04-.%2’&’- 33V-

:$%+"%&"1(#.’$"&’(’ ;%#($7"%"7(#’(’ STO -..,)（JP/-)F.U） ;%#($7"%"7’- C*,5*- ,//
STO -..)-（JP/-)F.-） ;%#($7"%"7’- (,1*- 33V3

B.$’+.%34#"&’(’ B.$’+.%34#’.(#’(’ STO -..),（JP/-)F.*） B.$’+.%34#’- 3(*5’#%,%$ 33V+
STO -..)3（JP/-)F.+） B.$’+.%34#’- 2,%3’$%(*$(&."(#*- 33VU

!#$#% 低温放线菌：使用 U/份 UF// D以上海拔采
集的土样，以 STO ,F培养基，在 -W培养 U/天后分
离，获得 -U株放线菌，其中链霉菌 U.株，小单孢菌 U
株，假诺卡氏菌 ) 株；.W培养后分离，获得 +. 株放
线菌，其中链霉菌占 *)株，假诺卡氏菌 +株，小单孢
菌 *株，诺卡氏菌 U株，马杜拉放线菌 )株。以上数
据表明，链霉菌数量在低温环境中仍占据主导地位。

这 ,,,株在 /W都能生长。其中 ,F 株在 UFW能生
长，最适在 ).W；.,株在 UFW不能生长，最适生长在
,-W X ).W，这 3F 株都属于耐冷放线菌。另外 ,U
株（,)株链霉菌、,株诺卡氏菌）的最适生长在 ,/W
X,-W，在 ).W不生长，/W生长中等，这属于嗜冷
放线菌（RB;A:0<R:@7@A 5A?@><D;A8?8B）。
测定了其中 ,//株放线菌的酶活性，有 3-株能

利用明胶，.,株能利用纤维素，F.株利用甲壳素，-F
株水解酪素，,F 株水解淀粉。可见在高寒山区，放
线菌是其生态系统的重要成员，在土壤有机质的分

解中扮演重要角色。

!#! 抗菌活性及 %种化合物合成基因筛选的结果
+个放线菌亚目 )* 株放线菌的抗菌活性示于

表 U。它们中有 U株具有抗炭疽活性。各有 )株抗
D*-($"*3 2$(3"&’($*3， E%&3(.%+4$"#*,($"( (3%3"，
B.(+04,%#%##*- (*$’*-，F(#",,*- 3’2(.’$"*3，F(#",,*-
-*1.",,，其中 , 株链霉菌对 F 种实验菌有拮抗作用。
在这 )* 个菌株中，没有 , 株能抗 :04.%+0.0%$(
&"#%."(&(’，:$%.%34#’- 3(#$%-+%$*- 和 G-#0’$"#0"( #%,"。
总体上，大香格里拉的放线菌的抗菌活性要比武陵

山的低［3］。筛选到的有抑菌活性的菌株可为解决一

F/,曹艳茹等：大香格里拉土壤放线菌组成分析及生物活性测定 Q M微生物学报（)//3）-3（,）



些农业问题（如生物农药、复合菌剂）提供很好的开

发资源。

!"株放线菌的基因筛选结果示于表 #。!" 个
实验菌株中，有 $% 株菌的非核糖体含硫多肽类
（&’&()*+’,’-./ 01*’2320*43）合成基因（5678）及 $$ 株
菌的多烯类化合物合成基因（9:7）成阳性，各占约
";<；其中棒杆菌亚目有 "=> 的菌株有 5678基因，
但仅 $=>的菌株有 9:7基因。而有 7?8!和 7?8"
型聚酮化合物合成基因的菌株仅分别为 #、!株，仅
占 @<和 $!<。仅 !个丙酸杆菌亚目的菌株 9:7成
阳性。这些结果表明，大香格里拉分离的放线菌，具

有 7?8!和 7?8"型聚酮化合物合成基因的比例低
于武陵山分离的菌株［A］。进行基因筛选的优点是，

一旦从含有某种基因簇的菌株获得新化合物，就可

以通过组合生物合成等手段，研究化合物的合成途

径，增加化合物的多样性，进行化合物的修饰从而提

高其活性。

表 ! 抗菌活性及化合物合成基因筛选阳性的菌株数
B.+/3 # C&0*-*D)’+*./ .D0*E*0*3, .&4 4*,0)*+F0*’&

’G +*’,H&0130*D I3&3, *& !" *,’/.03,
B3,0 $ ! # % " > B’0./

C-’F&0 ’G 03,034 ,0).*&, $; > # ! ! ! !"
C-’F&0 ’G 2’,*0*E3 ,0).*&,
7?8(! $ ; ! ; ; ; #
7?8(" $ ; $ ; ; ; !
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近些年来，为了从未知菌获得尽可能多的新先

导化合物，许多公司和实验室把注意力转向极端环

境和海洋环境［$$］，这无疑是可取的。但这并不意味

着陆地环境没有未知菌了。根据上述结果，我们认

为陆地“原始环境”（即受现代社会和人为干扰最少

的环境，如人迹罕至的原始森林及其它环境）仍然蕴

藏大量未知放线菌，关键是分离方法和研究人员的

经验十分重要。

由于酶制剂高效、专一、环保等特点，酶工业在

近几年快速迅猛的发展起来。但从动植物中制备酶

制剂较麻烦，数量也有限，人们普遍看好通过微生物

大规模培养，然后从中提取酶，以获取大量酶制剂的

方法。同时，随着生物工程和转基因技术在酶制剂

工业的应用，也可以将酶进行改性和基因重组从而

获得预期效果的酶制剂。微生物就是生产及改造酶

制剂的重要材料和载体。不同来源的放线菌也是筛

选和获取多种酶制剂的重要来源。目前，低温酶的

需求量很大。本研究分离到的具有多种酶活的低温

菌，为高酶活低温酶的开发提供了研究材料。
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