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摘  要：【背景】细菌耐药性问题日益严峻，新抗生素的研发速度远远落后于临床需要，从特

殊生境中挖掘微生物药物资源有望解决以上问题。【目的】勘探西藏仲巴五彩沙漠土壤放线菌

多样性并进行生物活性筛选，为发现药用放线菌资源、开发新型抗生素奠定基础。【方法】采

用 8 种分离培养基，通过平板稀释涂布法分离放线菌；根据分离菌株的 16S rRNA 基因序列同

源性分析放线菌多样性；采用 PCR 技术对分离的放线菌菌株进行 II 型聚酮合酶(PKS-II)酮缩酶

结构域 KS、非核糖体多肽合成酶(NRPS)腺苷酸化结构域 A、安莎类抗生素生物合成前体 3-氨
基-5-羟基-苯甲酸合酶(AHBA)保守区、黄素腺嘌呤二核苷酸卤化酶(Halo)保守区抗生素生物合

成基因检测；对生物合成基因检测阳性的菌株进行液体发酵，发酵液经乙酸乙酯萃取、菌体经

丙酮浸提，获得提取浓缩物样品进行抑菌活性和抗氧化活性筛选。【结果】从 4 份土样中分离

纯化到 231 株放线菌，分布于 7 个属，其中链霉菌为优势菌属。68 株放线菌的生物合成基因分

析显示至少具有 1 种生物合成基因簇，其中 6 株同时具有 4 种生物合成基因簇；进一步的抑菌

活性检测显示所有检测的菌株至少表现为对 1 株检定菌具有抑菌活性，其中 8 株具有广谱抗菌

活性；抗氧化活性筛选结果为 13 株显示总抗氧化能力阳性，10 株具有较好的羟自由基清除能力，

3 株显示较强的氧自由基清除能力。【结论】西藏仲巴五彩沙漠土壤中含有较丰富的放线菌药用

资源，具有从中发现放线菌新菌种和开发新抗生素的潜力。 

关键词：五彩沙漠，放线菌，生物多样性，抗生素合成基因，抑菌，抗氧化 
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Abstract: [Background] The problem of bacterial drug resistance is becoming more and more 
serious. The development of new antibiotics far lags behind the clinical needs. The discovery of 
microbial drug resources from special habitats is expected to solve this problem. [Objective] 
Biodiversity and bioactivity screening of actinomycetes from color desert in Dengpa, Tibet were 
performed, which would lay a good foundation for discovery of the resources of medicinal 
actinomycetes and new antibiotics. [Methods] The actinobacterial strains were cultured on      
8 different media. Biodiversity of actinobacterial strains were analyzed according to 16S rRNA gene 
sequences. Detection of PKS-II (ketosynthase, KS), NRPS (adenylation A domain), AHBA and Halo 
genes was performed by PCR and agarose gel electrophoresis. Screening of antimicrobial activity 
was carried out by filter paper method. Antioxidant ability including total antioxidant activity, 
hydroxyl and oxygen free radical scavenging rate was tested by the chemical method. [Results] A 
total of 231 strains were isolated from four soil samples from color desert in Dengpa, Tibet. 16S 
rRNA gene analysis revealed these strains were affiliated with seven actinobacterial genera. 
Streptomyces was the dominant genus. Screening of biosynthetic gene clusters showed that 68 strains 
had at least one of four biosynthetic gene clusters and 6 strains had all the tested biosynthetic gene 
clusters. Furthermore, secondary metabolites produced by these strains showed antimicrobial activity 
against certain pathogens and antioxidant capacity towards hydroxyl and oxygen free radical 
scavenging. Therein, eight strains displayed broad-spectrum antimicrobial activity. Thirteen strains 
showed the positive total antioxidant activity. Ten strains had good hydroxyl free radical scavenging 
and three strains showed positive oxygen free radical scavenging. [Conclusion] These results 
exhibited that there are abundant actinomycetes medicinal resources in color desert in Dengpa, Tibet, 
which was promising for discovering new strains of actinomycetes and developing new antibiotics. 

Keywords: Color desert, Actinomycetes, Biodiversity, Antibiotic biosynthetic genes, Antimicrobial, 
Antioxidant 

近年来，“超级细菌”不断出现，抗生素耐药性

问题日益严重，使人类健康面临“无药可救”的极大

威胁[1]。为攻克这一难关，寻找新型有效的抗生素

刻不容缓。放线菌以其庞大的数量和巨大的抗生素

生产能力一直备受全球医药研发工作者的青睐。据

统计，60%以上临床抗生素来自放线菌[2]。研究发

现从普通生境中发现新颖结构药物先导化合物越

来越困难，使得调查极端生境放线菌资源及其新抗

生素合成潜力成为国内外研究的热点。已从氧气稀

薄、盐碱、极寒、高温、干旱等特殊生境中发现了

大量具有潜在开发价值的放线菌类群[3-4]。 
沙漠作为一种干旱、高温、辐射强、营养贫瘠

的极端生境不断引起微生物资源勘探研究者的注

意[5]。Harwani[6]和 Montero-Calasanz 等[7]从撒哈拉

沙漠中分离到耐旱的地嗜皮菌目芽生球菌属和贫

养杆菌属稀有放线菌；Santhanam 等[8-9]从阿塔卡马

沙漠分离到大量的嗜热耐旱链霉菌属放线菌；

Kurapova 等[10]发现蒙古沙漠土壤中存在大量的嗜温

链霉菌属、耐热小单孢菌属、马杜拉放线菌属、孢

子链霉菌属等放线菌类群。相关研究显示这些从干
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旱的沙漠生境中分离的放线菌具有代谢产物特殊、

化学结构新颖、生物活性强等作为药用资源的巨

大潜力。例如，从阿根廷阿塔卡马沙漠土壤中分离

的链霉菌新种(Steptomyces leeuwenhoeki C34T)可产

生罕见的二十二元大环内酯类抗生素 Chaxalactins 
A−C 和新型安莎类抗生素 Chaxamycins A−D，这些

新抗生素不仅具有良好的热稳定性和溶解性，还具

有强抗菌、抗肿瘤活性[11-12]；从智利高原阿塔卡马

沙漠链霉菌(Streptomyces sp. DB634)中分离的氨基

醌类衍生物(Abenquines A−D)，对细菌和真菌皮肤

癣具有良好的抑制活性[13]；从撒哈拉沙漠分离的糖

丝菌属放线菌(Saccharothix sp. SA198)中发现的  
2 个新骨架化合物(化合物 A4 和 A5)具有广谱强抑

菌活性，对丝状真菌的最小抑菌浓度低至 2 μg/mL，

对细菌的最小抑菌浓度在 10−40 μg/mL[14]。 
西藏仲巴地处喜马拉雅山脉北面，属高原湖盆

区，平均海拔 5 000 m 以上，可谓“生命禁区”。仲

巴五彩沙漠土壤富含远古火山溶岩矿物质，由于天

气寒冷缺氧，沙丘的表层常冰冻结霜，生境特殊。

文献调查表明目前尚无西藏仲巴五彩沙漠生境放

线菌资源及其生物活性勘探相关研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

2015 年 9 月采集西藏仲巴五彩沙漠不同区域、

不同深度土壤样品 4 份(编号为 XZ1−XZ4)，装于  
50 mL 无菌离心管中，运达实验室后置于−20 °C 保

藏。XZ1 为沙漠地表土样，XZ2 为植被区土样，XZ3
为沙漠地下 30 cm 层土样，XZ4 为水滩周围土样。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Nova 2×Taq-HS Forest Mix，北京泰泽瑞达科

技有限公司；Agarose，Andybio 公司；其他试剂

均为国产分析纯。 
超净工作台，苏州智净净化有限公司；恒温培

养箱，上海精宏实验设备有限公司；高压蒸汽灭菌

锅，上海申安医疗机械厂；小型离心机，Eppendorf 

AG 公司；PCR 扩增仪，杭州博日科技有限公司；

摇床，天津莱玻特瑞仪器设备有限公司；超声波细

胞破碎仪，上海生析超声波仪器有限公司；电泳仪，

北京六一生物科技有限公司；凝胶成像仪，北京赛

智创业科技有限公司；旋转蒸发仪，郑州巩义予华

仪器有限公司；酶标仪，Thermo Fisher Scientific
公司。 
1.1.3  培养基及抑制剂 

(1) 分离培养基。海藻糖 - 天冬酰胺培养基  
(HT，g/L)：L-天门冬酰胺 0.5，海藻糖 5.0，K2HPO43H2O 
0.6，FeSO47H2O 0.001，MnCl22H2O 0.000 5，

ZnSO47H2O 0.000 5，琼脂 10.0，pH 7.5。HVG 培

养基(g/L)：腐殖酸 0.5，Na2HPO412H2O 0.25，

MgSO47H2O 0.025，FeSO47H2O 0.005，CaCO3 

0.01，维生素 B1 (Vb1) 0.002，琼脂 10.0，pH 7.5。

甘油精氨酸琼脂培养基(GA，g/L)：甘油 3.0，     
L-精氨酸 0.5，K2HPO43H2O 0.5，MgSO47H2O 0.5，

琼脂 10.0，pH 7.5。HV 腐殖酸琼脂培养基(g/L)：
腐殖酸 0.5，Na2HPO412H2O 0.25，KCl 0.85，

MgSO47H2O 0.025， FeSO47H2O 0.005， CaCO3 
0.01，Vb1、核黄素、烟酸、Vb6、泛酸钙、肌醇、

氨基苯甲酸各 0.005，生物素 0.001，琼脂 10.0，pH 
7.5。酪氨酸培养基(ISP7，g/L)：甘油 7.5，L-酪氨

酸 0.25，L-天冬酰胺 0.5，K2HPO43H2O 0.25，

MgSO47H2O 0.25，NaCl 0.25，FeSO47H2O 0.005，

FeSO47H2O 0.001 ， MnCl22H2O 0.000 5 ，   
ZnSO47H2O 0.000 5，琼脂 10.0，pH 7.2−7.4。改

良高氏二号培养基(SG2，g/L)：葡萄糖 0.5，蛋白

胨 0.25，NaCl 0.25，Vb1、核黄素、烟酸、Vb6、泛

酸钙、肌醇、氨基苯甲酸各 0.005，生物素 0.001，

琼脂 10.0，pH 7.2。海藻糖-脯氨酸培养基(HF，g/L)：
海藻糖 2.5，脯氨酸 0.5，(NH4)2SO4 0.5，NaCl 0.5，

CaCl2 1.0，K2HPO43H2O 0.5，MgSO47H2O 0.5，

Vb1、核黄素、烟酸、Vb6、泛酸钙、肌醇、氨基苯

甲酸各 0.005，生物素 0.001，琼脂 10.0，pH 7.2。改

良脯氨酸培养基(SF，g/L)：脯氨酸 2.5，琼脂 10.0，
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pH 7.2。 
(2) 纯化、菌种保藏及液体发酵培养基——淀

粉酪素培养基(DS，g/L)：可溶性淀粉 5.00，干酪素

0.30，KNO3 0.05，MgSO47H2O 0.05，K2HPO43H2O 
2.00，CaCO3 0.02，FeSO47H2O 0.01，pH 7.5。 

(3) 检定菌培养基——LB 培养基(g/L)：酵母

浸粉 5.0，蛋白胨 10.0，NaCl 5.0，琼脂 20.0，pH 7.2。 
(4) 抑制剂(mg/mL)：K2Cr2O7 25.0，丙酸钙

30.0，放线菌酮 50.0。 
1.1.4  指示菌株 

铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas aeruginosa) 
PAO1 为本实验室保藏菌种，金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) ATCC 25923、耻垢分枝杆

菌(Mycobacterium smegmatis) ATCC 607 和白假丝

酵母菌(Candida albicans) ATCC 90029 购自美国典

型菌种保藏中心。 

1.2  方法 
1.2.1  样品处理与菌株的稀释平板分离 

新鲜土样置无菌平皿中室温条件下自然风干，

然后用无菌研钵研磨成粉末状。取 2 g 土样加入到

18 mL MOPS 和 CaCO3 混合溶液(1 g/L MOPS、 

0.2 g/L CaCO3)中，32 °C、180 r/min 振荡 1 h；吸

取 1 mL 土壤悬液至 9 mL 无菌水中，连续进行   

10 倍梯度稀释，分别取 0.2 mL 涂布于 8 种分离培

养基平板上，置恒温培养箱 32 °C 培养。 
1.2.2  菌株的纯化与保藏 

分离平板在 32 °C 培养 2−6 周，无菌条件下挑

取单菌落，于 DS 培养基平板上进行划线纯化，直

至得到纯培养物，将纯化好的菌株转接至 DS 斜面

培养基，32 °C 培养生长后，置于 4 °C 保存。 
1.2.3  基于 16S rRNA 基因序列的放线菌多样性

分析 
(1) 放线菌菌株基因组 DNA 提取。收集菌体

于 1.5 mL 离心管中，加入 300−500 μL TE 缓冲液

混匀，用超声波细胞破碎仪使菌体破碎。加入 1/100
体积 10 mg/mL 的溶菌酶，1/100 体积 20 mg/mL 蛋

白酶 K，颠倒混匀，37 °C 水浴保温 30 min，加入

1/10 体积 10% SDS 和 0.5 mol/L EDTA，颠倒混匀，

55 °C 水浴保温 1 h。加入等体积的酚:氯仿:异戊醇

(25:24:1，体积比)振荡，4 °C、13 000 r/min 离心

10 min，取上清。加入 0.6 倍体积异丙醇，−20 °C
沉淀 30 min，4 °C、15 000 r/min 离心 5 min，弃上

清液。加入 1 mL 70%乙醇洗涤沉淀 1−2 次，4 °C、

12 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液。自然干燥后

加入 50 μL 去离子水溶解沉淀。 
(2) 16S rRNA 基因序列的 PCR 扩增。以放线菌

基因组 DNA 为模板，采用通用引物 27F (5′-AGAG 
TTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTAC 
CTTGTTACGACTT-3′)扩增 16S rRNA 基因序列。

50 μL PCR 反应体系：2×Taq-HS Forest Mix 25 μL，

引物 27F (20 μmol/L) 1.5 μL，引物 1492R (20 μmol/L) 
1.5 μL，基因组 DNA 2 μL，无菌水 20 μL。PCR 反

应条件：94 °C 5 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，

72 °C 1.5 min，35 个循环；72 °C 10 min。 
(3) 序列分析和系统发育树的构建。将 16S 

rRNA 基因序列利用 NCBI BLAST 程序进行相似

性比对，以相似性较高且有效发表的典型菌株的

16S rRNA 基因序列作为参比对象，用 BioEdit 软

件 进 行 多 序 列 比 对 ， 采 用 MEGA 7.0 软 件 以

Neighbour-Joining 法进行聚类分析并构建系统发

育树，系统进化矩阵根据 Kimura two parameter 模

型评估，重复取样 1 000 次进行自展值分析评估进

化树拓扑结构的稳定性。 
1.2.4  抗生素生物合成基因簇检测 

对分离获得的放线菌进行抗生素生物合成基

因簇的 PCR 检测，包括 II 型聚酮合酶(PKS-II)酮
缩酶结构域 KS 基因序列、非核糖体多肽合成酶

(NRPS)腺苷酸化结构域 A 基因序列、安莎类抗生素

生物合成前体 3-氨基-5-羟基-苯甲酸合酶(AHBA)
保守区基因序列和黄素腺嘌呤二核苷酸卤化酶

(Halo)保守区基因序列。PCR 扩增以上 4 种基因序

列采用的引物如表 1 所示，反应条件如下： 
PKS-II 基因：94 °C 5 min；94 °C 30 s，60 °C    

30 s，72 °C 1 min，32 个循环；72 °C 5 min； 
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表 1  抗生素生物合成基因序列的 PCR 扩增引物及其片段大小 
Table 1  Primers and size of PCR amplification for antibiotic biosynthetic genes 

基因 
Genes 

引物序列 
Primers sequence (5′→3′) 

大小 
Size (bp) 

PKS-II KSα 
KSβ 

TSGCSTGCTTGGAYGCSATC 
TGGAANCCGCCGAABCCTCT 

600 

NRPS A3F 
A7R 

GCSTACSYSATSTACACSTCSGG 
SASGTCVCCSGTSCGGTAS 

700−800 

AHBA 755a 
755b 

AGAGGATCCTTCGAGCRSGAGTTCGC 
GCAGGATCCGGAMCATSGCCATGTAG 

750 

Halo Halo-FW 
Halo-RV 

TTCCCSCGSTACCASATCGGSGGAG 
CCSACCAWGACCMWSTAGGGSG 

600 

 
NRPS 基因：94 °C 5 min；94 °C 30 s，59 °C  

30 s，72 °C 1 min，32 个循环；72 °C 5min； 
AHBA 基因：94 °C 5 min；94 °C 30 s，57 °C  

30 s，72 °C 1 min，32 个循环；72 °C 5 min； 
Halo 基因：94 °C 5 min；94 °C 30 s，58 °C    

30 s，72 °C 1 min，32 个循环；72 °C 5 min。 
1.2.5  菌株发酵及次级代谢产物的提取 

将长势良好的平板菌株接种于 DS 培养基中，

32 °C、180 r/min 培养 7 d，4 °C、12 000 r/min 离

心 30 min 收集发酵液上清，用等体积的乙酸乙酯

进行萃取；菌体用 80%丙酮浸提；用旋转蒸发仪

将萃取液和浸提液蒸干，加入甲醇溶解。 
1.2.6  抑菌活性和抗氧化活性筛选 

(1) 抑菌活性筛选：吸取 60 μL 甲醇溶解物置

于直径为 6 mm 的圆形无菌滤纸片上，待甲醇挥干

后贴于涂布指示菌株的检定平板上，37 °C 培养  
24 h，观察并记录抑菌圈直径。 

(2) 抗氧化活性筛选。1) 总抗氧化能力测定：

总抗氧化能力采用北京索莱宝科技有限公司总抗

氧化能力试剂盒测定。2) 羟自由基清除率的测定：

反应体系为 8.8 mmol/L 水杨酸-乙醇溶液 1 mL，加

入样品溶液 1 mL，再加入 H2O2 启动反应，37 °C
反应 30 min，以蒸馏水为空白对照，测定 OD510，

计算样品对羟自由基的清除率。3) 氧自由基清除

率的测定：采用邻苯三酚自氧化法测定氧自由基清

除率，取 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.2) 4.5 mL
置于 25 °C 水浴中保温 20 min，分别加入 1 mL 样

品溶液和 0.4 mL 25 mmol/L 邻苯三酚溶液，混匀

后于 25 °C 水浴反应 5 min，加入 1 mL 8 mmol/L 
HCl 终止反应，测定 OD299，计算样品对氧自由基

的清除率。 

2  结果与分析 

2.1  西藏五彩沙漠土壤可培养放线菌的多样性 
从 4 份沙漠土样中分离纯化到 231 株放线菌，

根据菌落形态初步排重，选择 68 株放线菌进行   
16S rRNA 基因序列扩增和比对，结果显示 68 株放线

菌分布于放线菌纲的 6 个目 6 个科 7 个属(表 2)，其

中链霉菌属(Streptomyces) 60 株，占分离放线菌菌株

的 88.2%，是该沙漠生境的优势放线菌类群；稀有放

线菌 8 株，包括类诺卡氏菌属(Nocardioides) 2 株、

伦茨氏菌属(Lentzea) 2 株、考克氏菌属(Kocuria)、
诺卡氏菌属(Nocardia)、糖丝菌属(Saccharothrix)、
动球菌属(Kineococcus)各 1 株。部分代表菌株及

其 同源菌株基于 16S  rRNA 基因序列构建的

Neighbour-Joining 系统进化树如图 1 所示，优势放

线菌链霉菌与 GenBank 数据库中的参考菌株相似

性在 98.5%−100%，稀有放线菌 XZ-126、XZ-1、

XZ-83、XZ-165、XZ-62、XZ-46 与 GenBank 数据

库中的参考菌株 Nocardioides luteus KCTC 9575T、

Kineosporia aurantiaca OTSz_A_212T、Saccharothrix 

longispora NRRL B-16116T、Nocardia asiatica NBRC 
100129T、Lentzea albida IFO 16102T、Kocuria rosea 
DSM 20447T 相似性最高分别为 99.86%、99.85%、

99.43%、99.42%、98.58%、95.37%。其中，菌株

XZ-62 和 XZ-46 的相似性比对分析显示它们与伦 
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表 2  231 株放线菌的多样性分布 
Table 2  Biodiversity and distribution of 231 strains 

目 
Order 

科 
Family 

属 
Genus 

菌株数量 
Number of strains 

Stretomycetales Streptomycetaceae Streptomyces 60 

Pseudonocardineae Actinosynnemataceae Lentzea 
Saccharothrix 

2 
1 

Streptosporangiales Nocardioidaceae Nocardioides 2 

Micrococcales Micrococcaceae Kocuria 1 

Corynebacteriales Nocardiaceae Nocardia 1 

Kineosporiales Kineosporiaceae Kineococcus 1 

 
 

 
 

图 1  部分菌株基于 16S rRNA 基因序列构建的 Neighbour-Joining 系统进化树 
Figure 1  Neighbour-Joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of particial strains 
注：分支点上的数值表示 Bootstrap 计算 1 000 次的结果；标尺 0.1 表示进化距离；括号中序号表示 16S rRNA 基因序列的 GenBank
登录号. 
Note: Bootstrap values based on 1 000 replications are shown on at branch nodes; Bar 0.1 substitutions per nucleotide positions; 
GenBank accession numbers of 16S rRNA gene sequences are listed in brackets. 
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茨氏菌属和考克氏菌属菌株的最高相似性分别为

98.58%和 95.37%，且在 N-J 进化树中都与同属菌

株形成独立一支，这提示菌株 XZ-62 可能为伦茨

氏菌属(Lentzea)的一个新种，菌株 XZ-46 可能为考

克氏菌属(Kocuria)的一个新种。 
不同样品和不同培养基中分离的放线菌数量

见图 2 和图 3，从样品来源来看，4 份样品中植被

区样品 XZ2 分离到的菌株最多，沙漠地表样品

XZ1 分离到的菌株最少。从分离培养基来看，ISP7 
(酪氨酸培养基)和 GA (甘油精氨酸琼脂培养基)分
离得到的菌株较多。 

2.2  抗生素生物合成基因的检测 
对测序鉴定的 68 株放线菌菌株分别进行了 II

型聚酮合酶结构域 KS、非核糖体多肽合成酶结构

域 A、安莎类抗生素生物合成前体 3-氨基-5-羟基-
苯甲酸合酶(AHBA)保守区、黄素腺嘌呤二核苷酸

卤化酶(Halo)保守区基因序列的 PCR 扩增。部分菌

株的阳性扩增结果显示扩增长度在 600 bp 左右、

700−800 bp、750 bp 左右、600 bp 左右的 DNA 片

段分别为 PKS-II、NRPS、AHBA、Halo 保守区域

基因的扩增条带(图 4)。所有检测菌株的 PCR 扩增

结果统计显示(图 5)，68 株放线菌菌株中均至少具

有 4 种抗生素生物合成基因中的一种，其中 6 株同

时具有 4 种生物合成基因，20 株同时具有 PKS-II、
NRPS、Halo 三种生物合成基因，17 株同时具有

PKS-II、AHBA、Halo 三种生物合成基因，这些菌

株中同时具有多种生物合成基因的主要是链霉菌。 

2.3  抑菌活性筛选结果 
根据生物活性基因检测结果，对筛选获得的

68 株放线菌分别进行了摇瓶发酵，菌株发酵液乙

酸乙酯萃取浓缩物或菌体的丙酮浸提液浓缩物的

其中一种对检定菌具有抑菌活性，该菌株即为抑菌

阳性菌株。统计结果显示(图 6)，所有检测的菌株

至少表现为对一株检定菌具有抑菌活性，56 株链

霉菌、5 株稀有放线菌有抑制革兰氏阴性铜绿假单

胞菌活性，54 株链霉菌、7 株稀有放线菌具有抑制

革兰氏阳性金黄色葡萄球菌活性，49 株链霉菌 

 
 

图 2  不同样品中分离到的放线菌数量 
Figure 2  The amount of isolates from different samples 

 
 

 
 

图 3  不同培养基中分离到的放线菌数量 
Figure 3  The amount of isolates from different media 

 
 

 
 

图 4  PKS-II、NRPS、AHBA 和 Halo 基因序列 PCR 扩

增电泳检测 
Figure 4  Agarose gel electrophoresis of PCR amplication 
for PKS-II, NRPS, AHBA and Halo genes 
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图 5  抗生素生物合成基因筛选结果 
Figure 5  Results of screening on antibiotic biosynthetic genes 
 
和 7 株稀有放线菌具有抑制放线菌属耻垢分枝杆

菌活性，55 株链霉菌、3 株稀有放线菌具有抑制真

菌白假丝酵母菌活性。其中 8 株具有广谱抗菌活

性，包括 6 株链霉菌和 2 株稀有放线菌(考克氏菌

属和类诺卡氏菌属)。 

2.4  抗氧化活性筛选结果 
对抑菌阳性的 68 株菌株发酵液乙酸乙酯萃取

浓缩物及其菌体的丙酮浸提液浓缩物均进行了抗

氧化活性筛选，以总抗氧化能力测定数值大于标

准品维生素 C (Vc)及羟自由基清除率、氧自由基 
 

 
 

图 6  抑菌活性筛选结果 
Figure 6  Results of positive strains with antimicrobial 
activity 

清除率大于 50%的结果为抗氧化阳性。统计结果

如表 3 所示，13 株显示总抗氧化能力阳性，9 株

具有较好的羟自由基清除能力，3 株显示较强的氧

自由基清除能力。 

3  讨论与结论 
沙漠土壤放线菌资源丰富，不仅具有广泛的

微生物多样性，还具有生物合成新型次生代谢产

物途径的遗传多样性，充分发掘和利用沙漠生境

放线菌的丰富性、多样性和生物合成潜力及它们

的功能特点意义重大。本研究从西藏仲巴五彩沙

漠 4 份土壤样品中分离到了 6 目 7 个属的 231 株

放线菌，其中链霉菌属为优势菌，还有类诺卡氏

菌属(Nocardioides)、伦茨氏菌属(Lentzea)、考克氏

菌属(Kocuria)、诺卡氏菌属(Nocardia)、糖丝菌属

(Saccharothrix)、动球菌属(Kineococcus)等稀有放

线菌，以上菌株中有 2 株为潜在新种。根据文献调

查发现，这种生物多样性结构组成兼具沙漠和青

藏高原生境放线菌的特点。董艳萍等从新疆塔克拉

玛干沙漠分离到 16 科 24 属放线菌，以链霉菌属和

拟诺卡氏菌属为优势菌属，还分离到类诺卡氏菌

属、库克菌属、糖单胞菌属、迪茨氏菌属等稀有放

线菌[15]；黄娇等从青藏高原阿里、那曲和海西地

区土壤中分离到 14 科 28 属的放线菌，以链霉菌 
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表 3  抗氧化活性筛选结果 
Table 3  Results of screening on antioxidant activity 

菌株 
Strains 

总抗氧化能力 
Total antioxidant ability  

(U/mL) 

羟自由基清除率 
Hydroxyl free radical scavenging rate 

(%) 

氧自由基清除率 
Oxygen free radical scavenging rate 

(%) 
Streptomyces sp. XZ-5 − 69.70 ̶  
Streptomyces sp. XZ-6 49.53 81.62 ̶  
Streptomyces sp. XZ-35 ̶  57.65 ̶  
Streptomyces sp. XZ-47 ̶  ̶ 52.05 
Streptomyces sp. XZ-94 19.05 87.48 ̶  
Streptomyces sp. XZ-98 34.62 ̶  ̶  
Streptomyces sp. XZ-100 19.28 ̶  ̶  
Streptomyces sp. XZ-107 13.09 ̶  ̶  
Streptomyces sp. XZ-108 17.49 53.34 ̶  
Streptomyces sp. XZ-110 21.38 ̶  ̶  
Streptomyces sp. XZ-112 13.03 68.17 ̶  
Streptomyces sp. XZ-113 13.74 60.30 ̶  
Streptomyces sp. XZ-159 20.24 59.77 ̶  
Streptomyces sp. XZ-160 15.85 ̶  ̶  
Streptomyces sp. XZ-177 ̶  57.44 ̶  
Nocardia sp. XZ-165 ̶  ̶  66.91 
Nocardioides sp. XZ-106 49.82 ̶  ̶  
Nocardioides sp. XZ-126 36.36 ̶  91.72 

注：阳性对照 Vc (0.05 mg/mL)的总抗氧化能力为 12.84 U/mL；−：抗氧化活性低于统计值. 
Note: Total antioxidant ability of positive control Vc (0.05 mg/L) was 12.84 U/mL; −: Antioxidant activity was less than statistic. 
 
属为优势菌，还分离到伦茨氏菌属、考克氏菌属、

诺卡氏菌属、糖丝菌属等稀有放线菌[16]。本研究

从西藏仲巴五彩沙漠分离的放线菌也以链霉菌居

多，与文献不同的是还分离到动球菌属稀有放线

菌，这可能与五彩沙漠富含矿物质有关。 
放线菌基因组测序表明其生物合成基因簇的数

量要远大于目前已知的天然产物的数量[17]，因此，

利用 PCR 技术检测放线菌抗生素生物合成基因簇

保守区可快速发现目标菌株的生物合成潜力[18]。

目前用于筛选的生物合成基因簇主要集中在聚酮

合酶 PKS、非核糖体多肽合成酶 NRPS、安莎类抗

生素合成酶 ABAH 和卤化酶 Halo。其中 PKS 可分

为 PKS-I、PKS-II 和 PKS-III 三种类型，PKS-I 主

要催化合成大环内酯类、聚烯和聚醚类化合物[19]，

PKS-II 只含一套能够循环使用的结构域——多酶

复合体，每一结构域在重复反应步骤中多次催化相

同的反应[20]，PKS-III 主要催化合成芳香环类聚酮

化合物[21]，以上 3 种类型中 PKS-II 在放线菌中广

泛存在、且保守区基因序列容易 PCR 扩增[22]。因

此，本研究对分离的 68 株放线菌进行了 PKS-II、
NRPS、AHBA、Halo 四种抗生素生物合成基因的

筛选，结果显示每株菌至少具有被检测抗生素生物

合成基因中的一种。抑菌活性筛选结果显示所检测

的 68 株菌至少表现为对一株检定的指示菌抑菌阳

性，其中 8 株具有广谱抗菌活性。而链霉菌属、伦

茨氏菌属和类诺卡氏菌属生物合成基因和抑菌活

性阳性率均在 90%以上。此外，链霉菌属和类诺

卡氏菌属放线菌还显示出良好的抗氧化活性。 
综上结果表明西藏仲巴五彩沙漠土壤中存在

具有巨大药用开发价值的放线菌资源，值得在本研

究基础上尝试细胞微囊包埋技术、微流控技术等难

培养微生物分离新策略进一步深入挖掘[23-24]。 
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