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摘  要：【背景】近年来，新疆的一些盐湖和盐碱地如艾比湖、七角井盐湖和罗布泊等地不断有新

的放线菌菌株被发现，而达坂城盐湖土壤分离放线菌的相关报道较少。【目的】研究新疆达坂城盐

湖土壤中可培养放线菌的多样性并进行酶活性筛选，以期发现新的药用微生物资源，为新抗生素

的发现奠定基础。【方法】采用纯培养分离技术和基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析研究达

坂城盐湖土壤中可培养放线菌的多样性；采用 PCR 检测分析 pksI、pksII、nrps 和 aph 这 4 种抗生

素合成相关基因的分布；利用琼脂块扩散法进行抗菌活性初筛；以 9 种酶活底物为指示物，结合

琼脂块扩散法对可培养的放线菌进行功能酶活性筛选。【结果】从达坂城盐湖的 14 份土壤中共分

离到 65 株放线菌，隶属于 5 个目 5 个科 9 个属，其中 2 株放线菌为潜在新种，优势菌属为链霉菌

属(Streptomyces)和拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)；抗生素功能基因筛选出较为丰富的与抗生素合成

相关的基因；筛选到一株对革兰氏阳性、革兰氏阴性及真菌都有拮抗效果的菌株 D21E05；达坂

城盐湖土壤中含丰富的产蛋白酶、脂酶、过氧化氢酶、纤维素酶和淀粉酶等生物活性酶的菌株。

【结论】达坂城盐湖土壤中含有较为丰富的药用放线菌资源，具有从中发现放线菌新物种和新抗

生素的潜力。 
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Abstract: [Background] In recent years, new strains of actinomycetes have been discovered in 
the saline-alkali environments such as Ebinur Lake, Qijiaojing Salt Lake, and Lop Nur in 
Xinjiang of China. However, there are few reports about the actinomycetes strains isolated from 
the soil of Dabancheng Salt Lake. [Objective] We studied the diversity of culturable 
actinomycetes in the soil of Dabancheng Salt Lake in Xinjiang and screened out the strains with 
activities of functional enzymes, aiming to mine new medicinal microbial resources and lay a 
foundation for the discovery of new antibiotics. [Methods] The diversity of culturable 
actinomycetes in the soil of Dabancheng Salt Lake was investigated by the culture-dependent 
method and the phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequences. PCR was employed 
to explore the distribution of the genes encoding types I and II polyketide synthase (pksI and 
pskII), non-ribosomal peptide synthase (nrps), and aminoglycoside phosphotransferase (aph) for 
antibiotic synthesis. The agar diffusion method was employed to screen the strains with 
antimicrobial activities and the strains capable of producing functional enzymes (with        
nine substrates as indicators). [Results] A total of 65 actinomycetes strains belonging to nine 
genera, five families of five orders were isolated from fourteen soil samples of Dabancheng Salt 
Lake. Streptomyces and Nocardiopsis were the dominant genera and two strains were potential 
new species. Abundant genes involved in antibiotic synthesis were identified. A strain 
(D21E05) with antagonistic effects on Gram-positive, Gram-negative, and fungi was screened 
out. The soil of Dabancheng Salt Lake harbored rich strains producing protease, lipase, catalase, 
cellulase, and amylase. [Conclusion] The soil of Dabancheng Salt Lake harbors rich medicinal 
actinomycetes resources, from which new actinomycetes species and new antibiotics can be 
discovered. 
Keywords: Dabancheng Salt Lake; actinomycetes; diversity; antimicrobial activity 
 

 

放线菌是生产微生物药物的重要来源，广

泛存在于我们周围的环境中，如河流、海洋、

土壤以及动植物体内。放线菌能够产生多种活

性次级代谢产物，如吡喃萘醌类、吡喃酮类、

环内酯类、肽类、芳香杂环类、含氯芳香类和

三联苯类等多种类型，是发现新型微生物药物

的一类重要资源。临床上 50%以上的抗生素都

来源于链霉菌属(Streptomyces)[1]，它们的特殊

代谢物还用作癌症治疗剂、抗真菌化合物、免

疫抑制剂和抗寄生虫药物。临床上使用的抗菌
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药物有五类来源于稀有放线菌(链霉菌除外)，红
霉素、万古霉素、替考拉宁、利福霉素、庆大

霉素和非达霉素等药物被列入世界卫生组织基

本药物目录[2]。除了已批准的药物之外，有研

究证明稀有放线菌产生的肽抗生素作为治疗伪

膜性结肠炎(pseudomembranous colitis, PMC)的
先导药物非常成功[3]。 

近年来，从普通生境中分离到放线菌资源

以及代谢产物的重复率越来越高，而从海洋、

高盐碱地和高海拔地区等特殊生境中发现新的

放线菌种类概率增加 [4]。放线菌能够产生多种

生物活性物质，它可以合成抗癌化合物从而在

癌症预防和治疗中发挥重要作用 [5]。此外放线

菌还具有抗细菌和抗真菌的潜力以及产酶(纤维

素酶、蛋白酶、淀粉酶、几丁质酶等)能力，已经

证明它们在农业方面具有为植物提供营养以促

进生长、提高产量、应对非生物和生物胁迫以及

抵抗植物病原体攻击来制造生物肥料的能力[6-7]。

新疆属于西北盐湖区(Ⅱ)[8]，境内分布很多的盐

湖和盐碱地。近年来，在新疆其他盐湖发现的

新种放线菌种类越来越多，七角井盐湖、巴里

坤盐湖[9]、玛纳斯湖[10]、艾比湖[11]、硝尔库勒

湖[12]和罗布泊地区[13]等盐湖发现了很多的放线

菌资源，而关于新疆达坂城盐湖周边土壤中可

培养放线菌资源的报道较少，需要进一步挖掘。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

2021 年 于 新 疆 达 坂 城 盐 湖

(88°3′53″−88°12′15″E, 43°21′00″−43°25′25″N) 
(图 1)周边环境地表下 15 cm 处进行采样，共获

得 14 份土壤样本，装于保鲜袋中，带回实验室

放 4 ℃冰箱保存备用。1 号：盐场附近渠沟内，

有芦苇等其他植物；2 号：盐湖中间路边；3−6 号：

盐湖边，挖开有黑色腐殖质；7 号：盐湖南边，

有很多芦苇；8 号：盐湖南边，芦苇少，地表

有少量水；9、10 号：覆盖白色盐层，盐层下

面 3−5 cm 有黑色腐殖质；11 号：有少量芦苇

和耐盐碱草生长；12−14 号：湖边小盐池。 
大肠杆菌(Escherichia coli) CMCC(B) 44102、

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) ATCC 
29213、白色念珠菌(Candida albicans) ATCC 10231、
表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis) CMCC(B)  

 

 
 
图 1  达坂城盐湖取样地   A：远景. B：近景 
Figure 1  Dabancheng Salt Lake sampling site. A: Long shot. B: Close shot. 
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26069 和绿脓杆菌 (Pseudomonas aeruginosa) 
CMCC 10104，由新疆医科大学基础医学院形态

中心微生物室提供。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Chelex 100 树脂，Bio-Rad 公司；扩增引物、

试剂和各种酶等分子实验试剂，生工生物工程

(上海)股份有限公司；琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒，天根生化科技(北京)有限公司。生物安全

柜，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；恒温振荡

培养箱，江苏省金坛华峰仪器有限公司；离心

机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；PCR
扩增仪和凝胶成像仪，Bio-Rad 公司。 
1.1.3  培养基 

分离培养基：2216E 培养基、腐殖酸培养基

(humic acid culture medium, HVA)[8]、高氏培养

基(Gorodkowa culture medium, GA)[8]，青岛高科

海博生物技术有限公司；干酪素-甘露醇培养基

(casein-mannitol medium, CMKA)[8]、MM 培养基[8]

和甘露醇 -酸水解酪蛋白培养基 (mannitol-acid 
hydrolyzed casein medium, GW1)[8]；分离培养基使

用时分别加 0% (加 60 mg/L 重铬酸钾、50 mg/L
放线菌酮、20 mg/L 荼啶酮酸)、5%、10%、20%
等不同浓度的复合盐(NaCl:KCl:MgCl2:CaCl2 为

10:1:1:1)[13]，pH 7.2‒7.4。 
拮抗菌株培养基：LB 培养基用于细菌培

养；马铃薯葡萄糖培养基(potato dextrose agar 
medium, PDA)用于真菌培养。 

纯化培养基：高氏培养基(GA)。 
酶活性筛选培养基：淀粉酶筛选培养基参

考文献[8]配制，蛋白酶筛选培养基和纤维素酶

筛选培养基参考文献[14]配制，脂酶筛选培养基

参考文献[15]配制，几丁质酶筛选培养基参考文

献[16]配制，褐藻胶裂解酶和氧化酶筛选培养基

参考文献[17]配制，过氧化氢酶筛选培养基参考

文献[18]配制。 

1.2  菌株的分离纯化 
称取 5 g 土样加入装有 50 mL 灭菌水的三

角烧瓶，并放少许小玻璃珠，120 r/min 室温振

荡 1 h 后静置 10 min，吸取上清配成 10−2 和 10−3

稀释液，吸取 0.2 mL 均匀涂布于 6 种含有 0%、

5%、10%、20%的复合盐培养基上倒置，30 ℃
培养 20−30 d 后挑取肉眼可见菌落接种到与分离

培养基相同盐度的 GA 培养基上 30 ℃培养，重

复 2−3 次，直到获得纯菌株。记录菌落形态特征

后以 40%甘油 GA 培养基保存在−80 ℃冰箱中。 

1.3  放线菌的分子生物学鉴定 
采用 16S rRNA 基因序列测序比对方法进

行菌种鉴定。挑取菌株划线到与分离培养基中

相同盐度的 GA 培养基上 30 ℃培养 4−7 d，刮

取少量菌丝加入 0.2 mL 10% Chelex 100 溶液封

口，沸水煮 10 min，其间上下颠倒 2−3 次，室

温 10 000 r/min 离心 10 min 后吸上清于−20 ℃
冰箱保存[19-20]。参照李小俊等[8]细菌通用引物序

列和扩增条件进行 16S rRNA 基因扩增检测，引

物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，目

的片段使用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收后

干冰冻存送上海派森诺试剂公司完成测序。 
序列分析及系统发育树的构建：将 16S 

rRNA 基因序列在 EzBioCloud (https://www. 
ezbiocloud.net)数据库中完成同源性比对，获得

同源性最近的菌株信息，并以此为参比对象，

用 ClustalX 2.1 进行多序列比对后，采用 MEGA 
11.0 中邻接(neighbor-joining)法构建系统发育

树，设分支置信值 boostrap 1 000 次，对分离菌

株及潜在新种的系统发育地位进行分析。 

1.4  抗生素功能基因的扩增及检测 
对有抗菌活性的菌株开展抗生素生物合成基

因的检测，它们是相应抗生素类代谢产物产生的

关键催化物。包括 I 型聚酮合酶(polyketidesynthase 
I, PKS I)和 II 型聚酮合酶(polyketidesynthase II, 
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PKS II) KS 域基因序列、非核糖体多肽合成酶

(nonribosomal peptide synthetase, NRPS) A 结构

域 基 因 序 列 和 氨 基 糖 苷 磷 酸 转 移 酶

(aminoglycoside phosphotransferases, APH)[8,18,21]

序列。PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq Master Mix 
12.5 μL，正、反向引物(10 µmol/L)各 1 μL，DNA
模板(10 ng/µL) 1 μL，无菌去离子水补足 25 μL。
扩增 4 种基因采用的引物序列分别为：(1) pksI 基

因引物：k1f (5′-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3′)
和 m6r (5′-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3′)；
(2) pksII 基因引物：ksα (5′-TSGRCTACRTCAA 
CGGSCACGG-3′)和 ksβ (5′-TACSAGTCSWTC 
GCCTGGTTC-3′) ； (3) nrps 基 因 引 物 ： a3f 

(5′-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3′) 和 a7r 

(5′-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3′)；(4) aph 基因

引物：strf (5′-CGGCTGCTCGACCACGAC-3′)和
strr (5′-GTCCTCGATGTCCCACAG-3′)，扩增 
4 种基因的反应条件参考文献[8,18]。扩增产物

用 0.9%琼脂糖凝胶进行检测，4 种功能基因片

段大小：pksI：1 200−1 400 bp；pksII：600 bp
左右；nrps：700−800 bp；aph：700−800 bp[22]。 

1.5  拮抗菌株的筛选 
参考朱荣贵等[18]方法选用医学上常见致病

菌 株 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) CMCC(B) 
44102、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) 
ATCC 29213、白色念珠菌 (Candida albicans) 
ATCC 10231、表皮葡萄球菌 (Staphylococcus 
epidermidis) CMCC(B) 26069 和 绿 脓 杆 菌

(Pseudomonas aeruginosa) CMCC 10104 等作为

拮抗菌，用琼脂块扩散法进行抗菌活性筛选。

操作如下：将拮抗菌株活化、转接新的 GA 培

养基平板培养过夜后刮取少量菌株，用生理盐

水稀释到 108 CFU/mL，吸取 200 μL 均匀涂布

于 9 cm 的 LB 平板上静置 30 min 左右；用 6 mm
打孔器将培养好的放线菌菌株制成菌饼，灭菌

镊子取菌饼，将有菌丝体一侧倒扣在涂布的拮

抗菌株平板上，期间菌饼不能移动，37 ℃培养

16 h 后观察拮抗结果。 

1.6  放线菌的酶活性筛选检测 
以脱脂牛奶、吐温-20、吐温-80、5%过氧

化氢、2% N,N-二甲基对苯二胺二盐酸盐溶液、

羧甲基纤维素钠、可溶性淀粉、几丁质和褐藻

胶等原料作为筛选底物，利用琼脂块扩散法对

菌株产蛋白酶、脂酶、纤维素酶、淀粉酶、几

丁质酶和褐藻胶裂解酶等酶能力进行筛选，观

察菌苔周围有无透明圈出现，如有透明圈为阳

性，无则为阴性[13-15]。过氧化氢酶检测是通过

滴加 5%过氧化氢到菌苔上后观察菌苔上有无

气泡出现，有则为阳性，反之为阴性；氧化酶

检测是通过滴加 2% N,N-二甲基对苯二胺二盐

酸盐溶液到菌苔上，30 s 内观察菌苔颜色变化，

如有紫红色出现为阳性，反之为阴性。 

2  结果与分析 

2.1  达坂城盐湖可分离培养菌的多样性 
从 14 份盐湖土壤样本中分离到 115 株放线

菌菌株，通过肉眼对培养基上菌落形态、大小

和颜色等形态学特征进行观察，弃重复后剩余

76 株菌株，对这些菌株的 16S rRNA 基因序列测

序，在 EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net)
中对测序结果比对分析。结果表明，其中 65 株

为放线菌菌株，分布于放线菌纲 5 个目 5 个科 9 个

属，菌株分属结果见表 1。其中，链霉菌科

(Streptomycetaceae)链霉菌属 (Streptomyces)   
31 株，占分离总菌株数量的 47.7%，是达坂城

盐湖土壤中优势放线菌类群；拟诺卡氏菌科

(Nocardiopsaceae)拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis) 
21 株，占分离总数的 32.3%，是达坂城盐湖土壤

中次优势放线菌类群。在分离到的 65 株菌株中，

20 株从 0%的复合盐培养基上分离得到，主要为 
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表 1  65 株放线菌的多样性分布 
Table 1  Genera distribution of 65 actinobacterial strains 
目 
Order 

科 
Family 

属 
Genus 

菌株数量 
Number of strains 

链霉菌目 Streptomycetales 链霉菌科 Streptomycetaceae 链霉菌属 Streptomyces 31 

链孢囊菌目 Streptosporangiales 拟诺卡氏菌科 
Nocardiopsaceae 

拟诺卡氏菌属 Nocardiopsis 21 

  链单孢菌属 Streptomonospora 1 
假诺卡氏菌目 
Pseudonocardiales 

假诺卡氏菌科 
Pseudonocardiaceae 

布劳氏菌属 Prauserella 1 

  嗜盐刺丝菌属 Haloechinothrix 4 

  拟无枝菌酸菌属 Amycolatopsis 3 

姜氏菌目 Jiangellales 姜氏菌科 Jiangellaceae Haloactinopolyspora 1 

纤维单胞菌目 
Cellulomonadales 

原小单孢菌科 
Promicromonosporaceae 

原小单孢菌属 
Promicromonospora 

2 

  变异白蚁属 Isoptericola 1 

 
链 霉 菌 属 (Streptomyces) 和 拟 诺 卡 氏 菌 属

(Nocardiopsis)菌株；26 株从 5%的复合盐培养

基上分离得到，主要为链霉菌属(Streptomyces)
和拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)菌株；16 株从

10%复合盐培养基上分离得到，分别为 10 株拟

诺卡氏菌属(Nocardiopsis)、3 株嗜盐刺丝菌属

(Haloechinothrix)、2 株链霉菌属(Streptomyces)
和 1 株 Haloactinopolyspora；3 株从 20%复合盐

培养基上分离得到，布劳氏菌属(Prauserella)、嗜

盐 刺 丝 菌 属 (Haloechinothrix) 和 链 单 孢 菌 属

(Streptomonospora)各 1 株。将测序的 65 株放线

菌菌株及同源菌株 16S rRNA 基因序列进行系

统发育分析，构建 neighbour-joining 系统发育

树，见图 2。 
不同土样和不同分离培养基上分离到的放

线菌菌株数量见图 3。样品分离效果如图 3A 所

示，14 份盐湖土壤样品中，1、7、11、14 号土

样分离获得的菌株较多，这几份样品中 1 号采

自盐场旁边的渠沟内，有芦苇等其他植物；7、
11、14 号主要为盐湖边芦苇等耐盐植物根际土

壤。不同分离培养基分离结果如图 3B 所示。其

中 GA 培养基和 2216E 培养基分离的菌株数量

相对较多。 

2.2  抗菌活性筛选结果 
利用琼脂块扩散法对致病菌株进行拮抗试

验，筛选到 7 株菌具有拮抗活性，拮抗阳性筛

选率为 10.8%，其中菌株 D111C01 对金黄色葡

萄球菌敏感型、耐药型及表皮葡萄球菌有显著

的拮抗效果；菌株 D21E05 对所有指示菌都具

有显著的拮抗效果(表 2)。 

2.3  功能基因筛选结果 
对 65 株放线菌菌株中编码功能酶的 pksI 型、

pksII 型、nrps 和 aph 的基因进行 PCR 扩增。结

果显示，65 株菌株中有 19 株检出 pksI 基因(阳
性率 29.2%)；30 株检出 pksII 基因 (阳性率

46.2%)；45 株检出 nrps 基因(阳性率 69.2%)以
及 31 株检出 aph 基因(阳性率 47.7%)；17 株同

时具有 3 种抗生素生物合成基因 (阳性率

26.2%)，有合成多种抗生素的潜力菌株的结果

如表 3 所示。 
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图 2  基于达坂城盐湖可培养细菌 16S rRNA 基因序列构建的环形系统发育树   分支点上的数值为 1 000 次

bootstrap 分析所得值，仅显示大于 50%的值，标尺 0.1 为进化距离；括号内序号为 GenBank 登录号 
Figure 2  Circular phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of cultivable bacteria from 
Dabancheng Salt Lake. Bootstrap values based on 1 000 replications are shown at branch nodes, only 
bootstrap values>50% are displayed, evolutionary distance divergence scale bar is 0.1; GenBank accession 
number are set in parentheses. 
 

2.4  分离可培养放线菌酶活性检测结果 
以脱脂牛奶、吐温-20、吐温-80、5%过氧

化氢、2%N,N-二甲基对苯二胺二盐酸盐溶液、

羧甲基纤维素钠、可溶性淀粉、几丁质和褐藻

胶等原料作为筛选底物，对 65 株分离的放线菌

进行酶活性筛选。结果表明，产蛋白酶 17 株、

产脂酶 38 株(吐温-20，15 株；吐温-80，23 株)、
产过氧化氢酶 27 株、产氧化酶 5 株、产纤维  
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图 3  不同土壤样品(A)和不同培养基(B)中分离的放线菌数量   HVA：腐殖酸培养基；GA：高氏培养

基；CMKA：干酪素-甘露醇培养基；2216E：2216E 培养基；MM：MM 培养基；GW1：甘露醇-酸水

解酪蛋白培养基；0%、5%、10%和 20%表示培养基中分别添加 0%、5%、10%和 20%的盐进行分离 
Figure 3  Number of actinobacteria strains isolated from different soil samples (A) and different media (B). 
HVA: Humic acid culture medium; GA: Gorodkowa culture medium; CMKA: Casein-mannitol medium; 
2216E: 2216E culture medium; MM: MM culture medium; GW1: Mannitol-acid hydrolyzed casein medium; 
0%, 5%, 10% and 20% indicated that 0%, 5%, 10% and 20% salt were added to the medium for separation. 
 
表 2  七株活性菌株的抗菌效果 
Table 2  Antimicrobial activity of seven actinobacterial strains 
指示菌 
Indicator bacteria 

Strain 
D111C01 

Strain 
D111E02 

Strain 
D112H03 

Strain 
D21E05 

Strain 
D214C03 

Strain 
D211G02 

Strain 
D23E01 

金黄色葡萄球菌 
Staphylococcus aureus 

+++ ‒ ‒ +++ + ‒ ++ 

金黄色葡萄球菌敏感型 
Staphylococcus aureus S 

+++ ‒ ‒ +++ + ‒ ++ 

金黄色葡萄球菌耐药型 
Staphylococcus aureus RS 

+++ ‒ ‒ +++ + ‒ ++ 

表皮葡萄球菌 
Staphylococcus epidermidis 

+++ + ‒ +++ + ‒ +++ 

白色念珠菌 Candida albicans ‒ ‒ ‒ +++ ‒ ++ ++ 
大肠杆菌 Escherichia coli ‒ ‒ ++ +++ ‒ ‒ + 
绿脓杆菌 Pseudomonas aeruginosa ‒ ‒ ‒ +++ ‒ ‒ ++ 
+：拮抗弱阳，抑菌圈直径 7‒10 mm；++：有一定的拮抗能力，抑菌圈直径 10‒18 mm；+++：拮抗能力较强，抑菌圈

直径大于 18 mm；‒：无拮抗 
+: Weak antagonism, with an inhibition zone diameter of 7‒10 mm; ++: Certain antagonism, with an inhibition zone diameter 
of 10‒18 mm; +++: Strong antagonism, with an inhibition zone diameter greater than 18 mm; ‒: No antagonism. 
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表 3  菌株功能基因检测 
Table 3  Detection of functional genes of strains 
序号 
No. 

受试菌株 
Test strain 

pksI pksII nrps aph 序号 
No. 

受试菌株 
Test strain 

pksI pksII nrps aph 

1 D111G03 ‒ + ‒ + 34 D21G03 + + + ‒ 

2 D114H02 + + + + 35 D22E08 ‒ ‒ + + 

3 D114M03 + + + + 36 D23E01 + ‒ + ‒ 

4 D17H01 ‒ ‒ + ‒ 37 D26G05 ‒ + ‒ ‒ 

5 D14G02 ‒ + ‒ + 38 D29H07 ‒ + + ‒ 

6 D16G02 + + + ‒ 39 D29H08 ‒ ‒ ‒ + 

7 D16G10 ‒ ‒ ‒ ‒ 40 D31G17 ‒ ‒ ‒ ‒ 

8 D14M04 + ‒ + ‒ 41 D31W15 + ‒ + + 

9 D111C01 ‒ ‒ + + 42 D47G08 ‒ ‒ + + 

10 D112C02 ‒ + ‒ ‒ 43 D47G02 ‒ + + ‒ 

11 D112C03 ‒ + ‒ ‒ 44 D44W03 ‒ ‒ + + 

12 D17C01 ‒ ‒ ‒ + 45 D114G01 ‒ ‒ + ‒ 

13 D111E02 + ‒ + ‒ 46 D12G05 ‒ ‒ + + 

14 D111E03 ‒ + ‒ ‒ 47 D214C03 + ‒ ‒ + 

15 D114E03 ‒ + ‒ ‒ 48 D17H04 + ‒ + + 

16 D312C01 ‒ ‒ + + 49 D25G12 ‒ ‒ + + 

17 D31E02 ‒ ‒ ‒ + 50 D25G10 ‒ ‒ ‒ ‒ 

18 D34E04 ‒ ‒ + + 51 D25G02 ‒ ‒ ‒ + 

19 D34E08 ‒ + + + 52 D214C02 ‒ + ‒ ‒ 

20 D38E01 ‒ + + ‒ 53 D213E08 + ‒ ‒ + 

21 D32G01 ‒ + + + 54 D214E01 ‒ + + ‒ 

22 D33G01 ‒ + + + 55 D27E02 + + + ‒ 

23 D36G04 ‒ ‒ + + 56 D28E03 + + + ‒ 

24 D37G10 ‒ ‒ ‒ ‒ 57 D28G01 + ‒ + + 

25 D32G10 ‒ ‒ + ‒ 58 D27G07 ‒ + + + 

26 D314H02 ‒ + + + 59 D211H04 ‒ + + ‒ 

27 D31W05 + ‒ + + 60 D214H04 + + ‒ ‒ 

28 D313W01 ‒ + + + 61 D212M03 ‒ ‒ + ‒ 

29 D33W13 ‒ + + ‒ 62 D211G02 + ‒ + + 

30 D111H01 + ‒ + ‒ 63 D213G01 ‒ + + ‒ 

31 D112H03 ‒ ‒ + ‒ 64 D214W03 ‒ ‒ + + 

32 D21E05 ‒ + + ‒ 65 D22G11 ‒ + + ‒ 

33 D21G01 + ‒ ‒ ‒       

+：检测出目的条带；‒：未检测出目的条带 
+: The specific band was detected; ‒: No specific band was detected. 
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素酶 18 株以及产淀粉酶 21 株，分离的菌株

均不产生褐藻胶裂解酶和几丁质酶。阳性率

分别为 26.2%、23.1%、35.4%、41.5%、7.7%、

27.7%和 32.3%。至少产一种酶的菌株有 41 种，

其余 24 株菌株无产酶功能，其中 D111C01、
D111E03 和 D17H01 菌株能产 6 种酶，D111H01
和 D22G11 能产 5 种酶；在纤维素酶筛选过程

中，菌株 D314H02、D33W13 的纤维素酶活性

较强，形成的透明圈直径通过测量均大于 2 cm，

部分结果如图 4 所示。 

2.5  潜在新种信息 
当细菌的 16S rRNA 基因序列比对相似度

小于 98%[19]时被认为是潜在新物种。本研究从达

坂城盐湖土壤分离到 2 株潜在新种放线菌菌株

D21G01 和 D25G12，在 https://www.ezbiocloud.net
网站上进行 16S rRNA 基因序列比对后发现，菌

株 D21G01 与 Streptomyces rubrisoli FXJ1.725T、

S. purpurascens NBRC 13077T 和 S. asenjonii 
KNN 35.1bT 的相似性分别为 97.63%、97.63%
和 97.61%，系统发育树分析结果(图 5)显示此

菌株与 S. rubrisoli FXJ1.725T 聚在一起，推断菌

株 D21G01 为链霉菌属潜在新种。菌株 D25G02
与 Nocardiopsis aegyptia DSM 44442T 、       
N. algeriensis B32T 和 N. quinghaiensis YIM 
28A4T 相似性为 97.91%、97.71%和 97.65%；系

统发育树(图6)分析结果显示此菌株与S. rubrisoli 
DSM 44442T 聚在一起，推断菌株 D25G02 为拟

诺卡氏菌属潜在新种。 
 

 
 
图 4  部分放线菌的酶活检测效果图   A：蛋白酶. B：脂酶(吐温-20). C：脂酶(吐温-80). D：过氧化氢

酶和氧化酶. E：纤维素酶. F：淀粉酶 
Figure 4  Renderings of enzyme activity in some actinomycete. A: Protease. B: Lipase (Tween-20). C: 
Lipase (Tween-80). D: Catalase and oxidase. E: Cellulase. F: Amylase. 
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图 5  菌株 D21G01基于 16S rRNA基因序列构建的系统发育树   分支点上的数值为 1 000 次 bootstrap
分析所得值，仅显示大于 50%的值，标尺 0.020 为进化距离；括号内序号为 GenBank 登录号 
Figure 5  Phylogenetic tree of strain D21G01 based on 16S rRNA gene sequence. Bootstrap values based on   
1 000 replications are shown at branch nodes, only bootstrap values >50% are displayed, scale 0.020 represents 
evolutionary distance divergence; GenBank accession number are set in parentheses. 
 

 
 

图 6  菌株 D25G02基于 16S rRNA基因序列构建的系统发育树   分支点上的数值为 1 000 次 bootstrap
分析所得值，仅显示大于 35%的值，标尺 0.020 为进化距离；括号内序号为 GenBank 登录号 
Figure 6  Phylogenetic tree of strain D25G02 based on 16S rRNA gene sequence. Bootstrap values based on  
1 000 replications are shown at branch nodes, only bootstrap values >35% are displayed, scale 0.020 represents 
evolutionary distance divergence; GenBank accession number are set in parentheses. 
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3  讨论与结论 
随着普通生境中分离放线菌重复率的不断

升高，发现新种的概率降低，研究的方向开始

转向极端环境如极地、高原、海洋、盐湖、盐

碱地等。近年来，从新疆的不同盐湖以及盐碱

地，如于田盐池、艾比湖、硝尔库勒湖、艾丁

湖、七角井盐湖、阜康盐碱地罗布泊、拜城盐

山、巴里坤盐湖等高盐环境通过免培养方法和

可培养方法分离获得了大量的放线菌菌株[23]。

关于达坂城盐湖放线菌资源方面的基础研究也

有部分报道，如朱康康[24]对新疆地区艾丁湖、

达坂城盐碱湖和乌尊布拉克三地中度及极端嗜

盐放线菌菌株进行分离，主要采用不同分离培

养基中分别添加15%、20%盐度进行嗜盐放线菌

株的分离培养；李怡歆等[25]针对达坂城盐湖嗜

盐细菌进行分离鉴定，主要是 4 种不加盐的培

养基进行嗜盐细菌的分离鉴定。他们的研究相

对都有各自的侧重点，不能全面地体现达坂城

盐湖放线菌资源。而本研究采用 6 种分离培养

基，复合盐按照 0%、5%、10%和 20%这 4 个

梯度添加到各种分离培养基中，尽可能地将达

坂城盐湖中可培养放线菌资源分离出来，体现

出达坂城盐湖放线菌资源的多样性。从分离培

养基统计数据上看到，2216E 培养基分离菌株

数量较多，与 GA 培养基分离菌株有大部分重

合，但也有部分是不同的，而 2216E 培养基是

海洋微生物专用分离培养基，在内陆盐湖、盐

碱地等高盐环境少有文献报道使用该培养基作

为分离培养基。新疆盐湖以及盐碱地有着与海

洋相类似的盐环境，今后 2216E 培养基可以作

为分离嗜盐放线菌培养基的选择之一。 
通过抗生素相关基因检测，分离的 65 株放

线菌含有较为丰富的 pks、nrps 和 aph 基因，其

中以 nrps 基因最多，有 17 株菌株可以扩增 3 种

基因。pksI 型基因阳性率为 29.2%，pksII 为

46.2%，nrps 为 69.2%，aph 为 47.7%。本研究

结果表明达坂城盐湖土壤中发现的放线菌具有

合成多种抗生素的潜能。pksI 合成的抗生素主

要有大环内酯类、聚醚类，pksII 合成芳香族聚

酮类化合物[26]。它们是一类多功能酶，负责生

物合成一组具有生物技术和药物领域的聚酮类

天然化合物[27]，聚酮类物质是与药物相关的特

殊代谢物的主要来源，可以发挥抗菌和抗肿瘤

作用，在防治动植物病虫害、保护环境方面具

有广泛的应用前景[26]。nrps 是一些重要多肽类

抗生素的合成系统中起关键作用的酶，天然或

后期进行结构修饰的多肽类抗生素均已被用于

治疗感染和疾病，如抗菌、抗癌药物、免疫抑制

剂[28]和抗寄生虫。aph 则是与氨基糖苷类抗生素

(aminoglycoside antibiotic, AG)合成密切相关的

基因，主要用于临床上细菌感染的治疗，对多

种致病菌株都有很强的拮抗作用，对包括需氧革

兰阴性杆菌、阳性菌如金黄葡萄球菌、沙门杆菌

等致病菌引起的感染都有非常明显的效果[29]。

功能基因产生的抗生素或其他活性物质是菌株

为了更好地适应环境所必需的，分离的菌株基因

组中同时含有两种及以上的功能基因，而可能合

成各种不同种类并且具有拮抗活性的物质。从这

方面讲，达坂城盐湖放线菌菌群具有更为复杂的

多样性。 
在对致病菌株的拮抗筛选上，只筛到 7 株

具有抗菌能力的菌株。推测分析其原因为：首

先本研究选择的拮抗菌株种类少，导致拮抗菌

株的数量较低；其次是选用 GA 培养放线菌并

用来作拮抗菌饼，可能不能激活分离菌株中沉

默基因簇的表达或者表达量很低，后期可以通

过优化培养基组分、条件、共培养等提高拮抗

菌株数量[30]；筛选到的放线菌 D21E05 属于链

霉菌科链霉菌属放线菌菌株，对临床上常见的
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致病菌株如大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色

念珠菌等革兰氏阴性、阳性细菌及真菌等都具

有明显的拮抗效果(表 2)，说明菌株 D21E05 具

有很强的次级代谢产物合成能力和产生新颖抗

生素的潜力。后续实验可提取菌株 D21E05 的

基因组 DNA 并进行测序，对菌株次生代谢产物

进行分离、纯化。结合抗菌活性测定和基因组

分析，深入挖掘该菌株中潜在的新结构次级代

谢产物，旨在发现具有原创性和自主知识产权

的抗菌化合物，以期在医学或农业病原菌的防

治中得到广泛应用。 
酶筛选检测时很多菌株中都检测到了纤维

素酶、脂酶、脲酶、淀粉酶、氧化酶活性等，未

检测到含有褐藻胶裂解酶和几丁质酶活性的菌

株，主要原因可能是因为内陆环境无贝壳类、紫

菜、海带类的生物且不含几丁质、褐藻胶类相关

物质，不能为菌株的生长提供碳源，因此菌株中

不存在相关酶类基因。在纤维素酶筛选过程中，

菌株 D314H02、D33W13 的纤维素酶活性较强，

透明圈直径/菌落直径(D/d)大于 3[31]。由于放线

菌产纤维素酶活性相比细菌、真菌稳定性高，

pH 值适应更宽泛，编码酶的基因较为简单，更

容易进行基因改造，而纤维素酶广泛应用食品、

能源、纺织、造纸、饲料等行业[32-35]，后期可对

这两个菌株中纤维素酶基因进行 PCR 扩增、转

化及表达，进一步检测纤维素酶活性，为今后利

用微生物降解纤维素的工业化应用提供参考。 
本研究通过对新疆达坂城盐湖土壤中进行

菌种的分离鉴定以及抗生素合成相关基因分布

的研究，同时对其抗菌活性和酶活性进行了筛

选。发现本研究筛选的放线菌具有丰富的与抗

生素合成相关的基因，而且筛选到一株具有明

显拮抗效果的菌株 D21E05，此外，本研究获得

的放线菌菌株含有丰富的产酶功能，同时本研

究还获得了 2 个潜在新种，这将成为今后研究

的主要研究对象。在后续的实验中，对分离的

放线菌进行液体发酵获得次生代谢产物后开展

抗菌、抗炎、抗肿瘤活性的研究，以期获得具

有抗菌、消炎、抑制肿瘤细胞的次生代谢产物，

为后续具有药用活性次级代谢产物的分离、纯

化奠定基础。 
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