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辐射污染区土壤中放线菌的分离及多样性 
张志东*  茆  军  唐琦勇  王  玮  谢玉清  石玉瑚 

(新疆农业科学院微生物研究所  新疆 乌鲁木齐  830091) 

 
 

摘  要: 从辐射污染区采集 42 份土样, 分别采用 6 种分离培养基进行放线菌的分离, 共获得 152
株放线菌。经形态、核糖体 DNA 扩增片段限制性内切酶(Amplifed ribosomal DNA restriction 
analysis, ARDRA)分析比较, 选取其中的 60 株进行 16S rRNA 基因测序。通过序列比对、聚类分

析, 60 株菌分布在放线菌纲中的 12 个属, 链霉菌属占大多数, 有大量稀有放线菌, 这表明辐射污

染区具有较丰富的放线菌属种多样性。 
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Abstract: One hundred and fifty two actinomycetes were isolated from forty two radiation-polluted soil 
samples, using six different isolation media. Sixty cultures  were chosen for 16S rRNA gene sequence and 
systematic analysis, which based on their morphology and ARDRA. Results of 16S rRNA gene sequences 
blasting showed that the strains were assigned to 12 recognized genera of actinomycetes, most of them fall 
within Streptomyces genus and a great deal of strains belonged to rare actinomycetes, which indicated a rich 
diversity of actinomycetes in the radiation-polluted soil. 
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放线菌能产生多种生物活性物质, 是一类具有
广泛实际用途和巨大经济价值的微生物资源, 受到
了微生物学家的普遍关注和广泛研究[1]。随着微生

物研究方法和技术的日益成熟, 普通环境下微生物
资源已开发殆尽, 很难满足未来科学研究的需要。
随着特殊环境和嗜极环境微生物研究的深入开展 , 
嗜热、嗜冷、嗜酸、嗜碱、耐辐射等微生物及特殊

功能产物的相继发现, 科学家相信一切极端环境都
可能是一个潜在的微生物资源宝库[2−4]。 

辐射污染区一度被认为是生命的禁区, 国内外
对该周围环境中的微生物研究甚少。随着耐辐射奇

球菌 (Deinococcus radiodurans)具有极强的电离辐
射、紫外线辐射、过氧化物、重金属离子等抗性的

研究发现, 以及相关耐辐射微生物的发现, 研究者
相信辐射污染区虽然存在着一定的放射物质及放射

线, 但仍可能存在着相应的耐辐射微生物物种[5−7]。 
自 2007年在辐射污染区土样中分离出 2株放线

菌新种 Streptomyces radiopugnans 和 Lechevalieria 
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xinjiangensis 后[8,9], 本研究组对辐射污染区的放线
菌又进行了大量的相关工作。本文着重介绍了辐  
射污染区土样中的放线菌的分离和多样性分析的 
研究。 

1  材料和方法 

1.1  土样 
土壤样品采自辐射污染区不同方位地下    

5 cm~10 cm土壤, 并放置在铅板盒里 4°C保存。 
  

1.3.2  耐辐射菌的筛选: 将分离纯化的菌株液体培养

至指数生长期, 1500 r/min离心收集菌体, 用 0.05 mol/L

磷酸钾缓冲液(pH 7.2)悬浮菌体, 并调至同一浓度, 

对菌液进行 10 kGy和 20 kGy剂量的 Co60γ射线照

射处理 , 并分别以大肠杆菌和 Deinococcus radi-

odurans 为阴、阳对照。处理后的悬浮液经 104倍稀

释后, 取稀释液 200 μL 涂布于对应的琼脂培养基平

板上, 置 30°C温箱培养, 观察并记录菌落数至 15 d, 

有菌落者为耐辐射菌株。 1.2  培养基[10−12] 
高氏一号培养基: 可溶性淀粉 20 g, NaCl 0.5 g, 

KNO3 1 g, MgSO4 0.5 g, K2HPO4 0.5 g, Fe2SO4 10 mg, 
去离子水 1 L, 琼脂 20 g, pH为 7.0左右。 

淀粉-酪素琼脂培养基: 可溶性淀粉 10 g, 干酪
素  0.3 g, KNO3 2 g, NaCl 2 g, MgSO4 0.05 g, 
K2HPO4 0.2 g, CaCO3 0.02 g, Fe2SO4 10 mg, 琼脂 20 
g, 去离子水 1 L, pH 为 7.2~7.4。 

P培养基: 蛋白胨 0.01 g, 酵母浸粉 0.05 g, 葡
萄糖 0.001 g, NaCl 0.05 g, KNO3 1 g, MgSO4 0.5 g, 
K2HPO4 0.5 g, Fe2SO4 10 mg, 琼脂 20 g, 去离子水 
1 L, pH 为 7.2。 

土壤浸汁培养基: 1 L去离子水中加入 100 g土

壤样品充分混匀, 过滤取滤液。葡萄糖 2 g, NaCl 5 g, 

蛋白胨 2 g, 琼脂 20 g, 加去离子水补至 1 L, 自然

pH。 

HVA 培养基: 腐殖酸 1.0 g, KCl 1.7 g, MgSO4 

0.5 g, Na2HPO4 0.2 g, CaCO3 0.02 g, 放线菌酮 50 mg, 
过滤除菌的微量元素 1 mL, 琼脂 20 g, 去离子水 1 L, 
pH为 7.2~7.4。 

LSV-SE 培养基: 木质素 1.0 g, 豆饼粉 0.2 g, 
KCl 1.7 g, MgSO4 0.5 g, Na2HPO4 0.2 g, CaCO3 0.02 g, 
过滤除菌的微量元素 1 mL, 琼脂 20 g, 去离子水 1 L, 

pH为 7.2~7.4。 

微量元素(mg/mL): 硫胺素 0.5 mg, 烟酸 0.5 mg, 
泛酸 0.5 mg, 核黄素 0.5 mg, VB6 0.5 mg, 肌醇 0.5 mg, 
生物素 0.5 mg, 水 1 mL, 过滤除菌, 4°C冰箱保存。 

1.3  菌种分离 
1.3.1  放线菌的分离: 称取 0.5 g样品加至装有 20 mL
无菌生理盐水的三角瓶中, 室温振荡混匀 10 min后, 
悬浊液做 103 倍稀释后, 吸取 200 μL稀释液分别涂
布于各分离培养基平皿上, 在 30°C 的温箱中培养 
1 d~7 d, 根据菌落大小、形态、颜色单菌落, 并在相

应的分离培养基上进行纯化。 

1.4  总DNA的小量提取和 16S rDNA的PCR扩增 
采用上海华舜生物工程有限公司的细菌基因组

DNA 抽提试剂盒提取经形态观察合并后的放线菌

总 DNA, 16S rRNA 基因扩增引物为通用引物 27F

和 1495R, 扩增条件为 95°C 5 min; 95°C 1 min, 55°C 

1 min, 72°C 2 min, 30个循环; 72°C 10 min。PCR产

物经切胶纯化(上海华舜生物技术公司胶回收试剂盒)

回收, 加去离子水溶解, −20°C保存备用。 

1.5  ARDRA 分析[12,13] 

取 15 μL上述纯化回收的 16S rRNA 基因 PCR

产物溶液, 分别用限制性内切酶 Sau3A I进行酶切。

酶切产物用 3%的琼脂糖凝胶电泳检测, 对经形态

观察合并后的实验菌株电泳条带进行聚类分群, 从

各群选代表性的 PCR产物将送出测序。 

1.6  系统发育树的构建及分析 
将所得 16S rRNA基因序列与 GenBank数据库

中的已知序列进行 Blast比较, 确定与实验菌株亲缘
关系最近的种属。并从数据库获得相关种属中最近

模式菌株的 16S rRNA基因序列, 使用Mega 3.1进行
比对, 用 NJ法构建系统发育树[14]。 

2  结果 

2.1  菌株分离 
从 30份土壤样品中共分离到放线菌 152株, 其

中有 20株在 20 kGy Co60γ射线照射存活, 46株在

10 kGy以上存活。它们的形态特征丰富多样, 根据

基丝、气丝和可溶性色素的颜色, 将它们归为 25个

类群。从 25个类群中挑选出代表菌株 102株, 插片

观察形态表明, 其中 61株具有气丝、柔曲或螺旋的

孢子链, 基内菌丝分枝发达、无横隔、不断裂, 与链

霉菌形态特征相似; 另外 41 株或基丝断裂, 或气丝
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稀薄、无孢子链, 或无明显分枝菌丝体, 与链霉菌形

态明显不同。 

2.2  ARDRA 分析 
提取代表性的 102 株菌株菌体 DNA, 扩增 16S 

rRNA 基因, 分别用限制性内切酶 Sau3A I 进行酶
切, 分析 ARDRA多态性发现, 102株菌共呈现出 40
种不同的图谱(图 1为部分菌株的 ARDRA图谱), 考
虑到仅采用一种酶进行酶切和 ARDRA 在种和株的
水平分辨效率比较低等因素, 为保证充分呈现菌种
的多样性, 选出 60株送去测序。 
 

 

图 1  部分链霉菌菌株 16S rRNA 基因的 Sau3A I 限制性

酶切图谱 
Fig. 1 Restriction patterns of 16S rRNA of partial tested 
Streptomyces strains digested with Sau3A I 
M: 100 bp ladder; A: Strain407; B: Strain291 C: Strain191; D: 
Strain264; E: Strain507; F: Strain179; G: Strain81. 
 

2.3  16S rRNA 基因序列分析 
通过测序获得 16S rRNA 基因全序列 , 与

GenBank 中序列比对并进行聚类分析, 所得到的 60
株放线菌分离株分布于放线菌纲中的 12 个属: 链霉
菌属  (Streptomyces)、假诺卡氏菌属  (Pseudonocar-
dia)、类诺卡氏菌属 (Nocardioides)、糖多孢菌属
(Saccharopolyspora)、糖丝菌属(Saccharothrix)、拟无
枝 菌 酸 菌 属 (Amycolatopsis) 、 马 杜 拉 放 线 菌
(Actinomadura)、红球菌属(Rhodococcus)、Deinococcus
属、Cupriavidus属、Kribbella属、Ornithinimicrobium 
属、Lechevalieria属, 其中, 以链霉菌数量最多, 占所
有测序株的 60%以上(表 1)。图 2为部分链霉菌属实
验株的 16S rRNA 基因序列聚类分析结果, 分属于
链霉菌属的 11 个种, 其中 Streptomyces radiopug-
nans R97T 与外围菌株 Lechevalieria xinjiangensis 
R24T为本研究中已发表的 2个新种。 

3  讨论 

辐射污染区由于存在着一定的放射物质及放射 

表 1  根据 16S rRNA 基因的序列比对的放线菌 
分离株的鉴定 

Table 1  Identification of the actinomycete isolates 
based on sequences analysis of the 16S rRNA gene se-

quences 

Identification 
(Nearest genus) Similarity (%) No. of isolates

Streptomyces 97~100 37 

Pseudonocardia 97~100 4 

Nocardioides 97~99 2 

Saccharopolyspora 98 2 

Saccharothrix 97~99 3 

Amycolatopsis 96~100 3 

Actinomadura 97~100 2 

Rhodococcus 99 2 

Deinococcus 97 2 

Cupriavidus 98 1 

Ornithinimicrobium 97 1 

Lechevalieria 97 1 

 
线, 一直被认为生命的禁区, 国内外对其周围环境
中微生物研究甚少。我国辐射污染区属于典型荒漠

地区, 植被覆盖极少, 一般情况此类地区微生物种
类相对单一。本项目组自 2004年以来对该区域放线
菌及耐辐射微生物进行分离鉴定研究, 现已分离出
152株放线菌, 其中有 20株在 20 kGy Co60γ射线照

射存活, 属于较耐辐射的菌株; 菌株经归类合并、
16S rRNA基因测序、比对分析发现, 分离菌株分别
属于放线菌中的 12个属, 并有大量的稀有放线菌被
发现, 证明该地区存在着较为丰富的放线菌种属多
样性, 研究结果远远超出研究预期。 

一般认为可培养微生物仅占所有微生物的

1%~10%左右, 而本研究仅使用了 6 种培养基筛选, 
并未对该地区土壤的盐离子、重金属含量等重多因

素依次考虑在培养基设计之内, 就分离出 152 株放
线菌, 其中两株为新种, 研究结果预示着该地区可
能存在着一定量的未知放线菌种属。同时本研究使

用的方法、手段的仍较单一, 不可能完全反映出该
地区放线菌多样性的全貌; 随着分子技术与可培养
培养手段的相结合 , 尤其是基于 16S rRNA 基因  
PCR 技术的 DGGE、RFLP、SSCP 等方法在本研
究的相继运用 , 必将有更多的未知微生物会被发
现 , 同时也将进一步的揭示辐射污染区微生物的
多样性。 
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图 2  依据 16S rDNA 序列 N-J 法构建的链霉菌属实验菌株及相关种的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree showing the positions of tested Streptomyces strains based on partial 16S rRNA gene 

partial sequences by the neighbour-joining method of Mega 
Note: Nuberers on branch nodes are bootstrapy values (1000 resamplings). The sequence of Lechevalieria xinjiangensis R24T (DQ898283) 
was used as outgroup. The scale bar indicates 0.005 substitutions per nucleotide position. 
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