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墨脱自然保护区嗜热放线菌多样性及
生物活性初步研究①
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摘要:研究墨脱自然保护区嗜热放线菌的多样性、产酶潜力及其拮抗活性.从墨脱自然保护区采集的35份土样

制成土壤悬液,微波分别处理40s,用平板稀释法分离放线菌,形态去重后得到有代表性的嗜热放线菌,测定其

16SrRNA 基因序列,进行系统发育分析,将分离菌株鉴定到属;采用生长速率法测定各菌株发酵液对2种细菌

和5种农作物真菌的抑菌活性,对分离菌株进行纤维素酶、蛋白酶、淀粉酶等酶活初筛.结果表明,从墨脱自然

保护区分离到有代表性的24株嗜热放线菌;16SrRNA 基因序列分析表明它们分布于放线菌门放线菌纲下4个

亚目4个科,4个属,即链霉菌属、马杜拉放线菌属、拟无枝酸菌属和列舍瓦列氏菌属;功能酶筛选结果显示:

22.3%具有纤维素酶活性,11.6%具有淀粉酶活性,24.6%具有蛋白酶活性.抑菌活性实验结果表明:嗜热放线

菌19.6%有抑菌活性.研究发现墨脱自然保护区生境蕴藏丰富嗜热放线菌资源,酶活性及抗菌活性初步筛选显

示出了良好的降解和抗菌活性,为下一步的深入研究提供良好的菌源.
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高温微生物能在高温环境下生存,并能维持其自身生理生化过程的酶系和化合物的稳定性.自1969年

发现水生栖热菌(Thermusaquaticus)以后[1],高温菌就引起微生物学家的极大关注,高温菌有两个显著的

特点:一是热稳定性功能分子,二是生长极快且会自溶,能在高温条件下发酵而不易受污染.高温菌在分子

生物学和工业上应用具有重要价值.
早在19世纪下半叶人们刚发现放线菌不久,就有人分离到一些高温放线菌和链霉菌的高温菌群,

高温放线菌不仅可以进行生物降解、产生抗生素和酶,还具有一定的商业潜力[2-4].目前所发现的高温

微生物大多数为细菌和古菌,有少数真菌,主要在以下属中发现较多的高温放线菌菌株:高温单孢菌属

(Thermomonospora)[5-6],糖单孢菌属(Saccharomonospora)[7],高温双岐菌属(Thermobifida)[5],糖多孢

菌属(Saccharopolyspora)[8],链霉菌属(Streptomyces)[9],假诺卡氏菌属(Pseudonocarcardia),类诺卡氏

菌属(Nocardioides),马杜拉放线菌属(Actinomadura),小单孢菌属(Micromonospora),高温多孢菌属

(Thermopolyspora)等.高温放线菌目前最高适应温度是70℃,尚未发现最适生长温度在75℃以上的

放线菌类群,因此从各种高温环境如干热河谷、高温堆肥、高温热泉、深海热液口等通过纯培养分离方
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法的改进来实现大量高温放线菌资源的开发,才能使其发挥更大的作用.本文中涉及的高温放线菌

(Thermophilicactinobacteria)并非一个分类学上的概念,它一般是指放线菌门中生长温度在45℃~65℃
之间的一个生态群.

西藏地处我国西南边陲,素以“世界屋脊”和“地球第三极”著称[10],墨脱自然保护区位于西藏高原

的东南部,自然条件优越,森林资源丰富,是较完整的综合自然生态系统,墨脱自然保护区由南迦巴瓦

峰东坡的聂拉藏布江流域自然保护区、布裙湖风景保护点和德阳沟扭角羚保护点三部分组成,地理位置

约在东经95°和北纬29°附近,总面积62620hm2,是西藏具有热带生物类型的区域之一,墨脱自然保护

区具有强烈的地貌反差,夏无酷暑,冬无霜冻,年平均温度达20℃以上,年降水量2500mm,是我国

年降水量最高的地区之一,特殊的自然地理环境,创造出了这里天然的生物百科全书[11-12].特殊的生境

蕴藏着极为丰富的放线菌资源,基于此,本文以墨脱自然保护区嗜热放线菌为研究对象,探索墨脱自然

保护区放线菌资源种类、分布、拮抗活性及其酶的应用潜力,其结果对开发利用我国嗜热放线菌资源具

有重要意义.

1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 样品来源

从墨脱自然保护区采集35份不同林地和耕地土样,采集的样品于无菌塑料袋保存,见表1.
表1 墨脱自然保护区土样基本情况

样品号 地  点 植被类型 样品号 地  点 植被类型

1 根登村 耕地 19 德兴那尔东村 林地

2 文浪村 耕地 20 德兴乡(德兴村) 林地

3 旁果村 林地 21 德兴乡(德兴村) 耕地

4 旁果村 耕地 22 德兴乡(荷扎村) 林地

5 旁果村 耕地 23 德兴乡(荷扎村) 耕地

6 布龙村 林地 24 德兴乡(文浪村) 林地

7 布龙村 耕地 25 背崩乡(格林村) 耕地

8 达木乡(卡布村) 耕地 26 背崩乡(格林村) 林地

9 达木乡(达木村) 林地 27 背崩乡(巴登村) 林地

10 达木乡(卡布村) 林地 28 背崩乡(巴登村) 耕地

11 达木乡(达木村) 耕地 29 背崩乡(德尔村) 林地

12 占给卡村 林地 30 背崩乡(江新村) 耕地

13 占给卡村 耕地 31 背崩村 林地

14 桑珍卡村 耕地 32 背崩村 耕地

15 桑珍卡村 林地 33 背崩乡(波东村) 林地

16 格当村 耕地 34 背崩乡(波东村) 耕地

17 格当村 林地 35 背崩乡(阿仓村) 耕地

18 德兴那尔东村 耕地

1.1.2 分离培养基

高氏一号培养基、ISP5培养基、察氏培养基成分及配置参见文献[13],为抑制细菌和真菌的生长在分

离培养基中均加入终质量浓度为70mg/L的重铬酸钾.
1.1.3 主要试剂和仪器

脱脂奶粉、酵母提取物、蛋白胨、淀粉、微晶纤维素等试剂均为国产分析纯,DNAPolymerase,
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dNTPs,DNAMarkerDL-2000,pMD18-Tvector购自TaKaRa公司,胶回收试剂盒购自 QIAGEN公司;

PCR仪购自东胜公司.

1.1.4 病原菌菌株

大肠杆菌(Escherichiacoil),金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus),小麦赤霉菌(Fusariumgra-
minearum),番茄灰霉菌(Botrytiscinerea),南瓜枯萎菌(Fusariumoxysporum),粉红聚端孢(Trichothe-
ciumroseum),小麦根腐菌(Bipolarissorokiniana).菌株由西藏大学农牧学院真菌实验室保存并提供.

1.2 样品预处理与菌株分离

用无菌袋盛取样品,进行28℃自然风干(约7d),称量10g,转移至90mL的无菌水的三角瓶里,置

于28℃的恒温震荡箱里120r/min充分震荡,获得样品悬浮液,样品悬浮液于120W,2450Hz微波处理

40s,用移液枪取1mL至9mL无菌水的试管中,稀释至10-3,取0.2mL涂布于分离平板上,45℃恒温

培养箱中倒置培养7~14d.
根据菌落形态、大小、颜色进行初步分离筛选,利用高氏一号培养基纯化并保藏.

1.3 嗜热放线菌鉴定

经纯化后的嗜热放线菌,采用插片法适时取片,用番红染色在光学显微镜下观察和初步鉴定[14].同时

按照参考文献[15]的方法提取总DNA,利用细菌通用引物[PA(对应E.coli 的7-24)5'-CAGAGTTT-

GATCCTGGCT-3'),PB(对应E.coli的1540-1522)5'-AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3']对16SrRNA
序列进行PCR扩增,得到的PCR产物直接送到杭州擎科梓熙生物技术有限公司测序,得到的序列用

ClustalX[16]软件进行序列比对,然后用 MEGA4[17]软件Neighbour-Joining法[18]进行系统进化树构建,用

于检验支持率的重复抽样次数为1000次.

1.4 酶活筛选

淀粉酶水解、纤维素分解、蛋白酶活性筛选均参照文献[19]的方法进行.

1.5 拮抗活性

采用生长速率法测定供试放线菌发酵液的皿内抑菌作用,选用的细菌为大肠杆菌(Escherichiacoil)和

金黄色葡萄球菌(Staphyloccocusaureus),植物病原真菌为小麦赤霉菌(Fusariumgraminearum),番茄灰

霉菌(Botrytiscinerea),南瓜枯萎菌(Fusariumoxysporum),粉红聚端孢(Trichotheciumroseum),小麦

根腐菌(Bipolarissorokiniana).用十字交叉法测量抑菌圈直径(D).并分别按照拮抗圈直径D≥30mm,

30mm>D≥20mm,20mm>D≥10mm及D<10mm定义菌株拮抗性强弱.

1.6 生长温度

以高氏一号培养基为基础培养基检测不同试验菌株在30℃~75℃的生长情况.

2 结 果

2.1 土壤样品放线菌数量分布

各样区放线菌的分布状况如表2所示,由表2可知,墨脱自然保护区土壤放线菌数量随生境不同而

变化,以蔗糖察氏培养基分离的放线菌数量记,同一样区耕地放线菌数量略大于林地,与前人的结果一

致[20-21],主要原因可能是耕地耕作粗放,施肥量少,土壤疏松通气,含有适量的水,有机质含量适宜,

林地的放线菌数量少可能是它的森林郁避度高,温湿变化小所致,耕地等温差变化大,极端高温出现的

频率大.

3种培养基的分离结果见表3,由表3可知高氏一号培养基共分离到9株菌,分布在3个属,ISP5培养

基分离到10株菌,分布在1个属,蔗糖察氏培养基分离到5株菌,分布在2个属.由此可知,ISP5培养基

分离得到的菌株数最多,物种单一,高氏一号培养基分离得到的菌株多,物种较多,分离效果最好.
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表2 样区土壤放线菌数量 103 个·g-1 

样区号
嗜热放线菌数量

植被类型 高氏一号培养基 蔗糖察氏培养基 ISP5培养基

1 耕地 155.2 104.6 151.3

2 耕地 35.3 56.2 55.5

3 林地 80.4 67.3 92.6

4 耕地 142.5 170.9 45.7

5 耕地 133.2 265.2 126.1

6 林地 27.7 4.3 31.2

7 耕地 55.8 81.6 72.7

8 耕地 31.0 25.6 31.4

9 林地 24.5 31.2 23.2

10 林地 75.1 29.5 98.6

11 耕地 15.3 57.3 37.8

12 林地 10.4 5.1 11.1

13 耕地 38.6 38.2 33.3

14 耕地 12.7 11.9 11.4

15 林地 3.6 3.1 18.9

16 耕地 22.7 14.7 30.3

17 林地 35.2 11.4 11.2

18 耕地 21.4 5.3 33.5

19 林地 4.2 1.1 6.7

20 林地 7.3 8.7 9.8

21 耕地 7.5 13.6 9.9

22 林地 43.6 55.2 56.2

23 耕地 30.2 31.5 63.3

24 林地 35.7 39.3 32.1

25 耕地 42.5 27.4 72.7

26 林地 10.5 27.9 20.8

27 林地 35.6 12.1 7.2

28 耕地 37.7 26.7 26.4

29 林地 35.8 25.5 23.6

30 耕地 10.1 9.3 7.3

31 林地 107.9 10.4 5.7

32 耕地 2.2 1.1 1.4

33 林地 20.1 19.6 15.7

34 耕地 110.3 118.3 46.1

35 耕地 65.4 78.1 60.2

表3 3种培养基分离的嗜热放线菌菌株数及种属分布

分离培养基 菌株数及种属分布

高氏一号培养基 Streptomyces(5),Lechevalieria(2),Amycolatopsis(2)

察氏培养基 Streptomyces(3),Actinomadura(2)

ISP5培养基 Streptomyces(10)
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2.2 嗜热放线菌的多样性

从35份土样中共分离112株放线菌,根据形态和培养特 征 去 重 复 后 获 得 代 表 性 菌 株24株,

16SrRNA基因序列分析结果表明,24株菌分布于放线菌门放线菌纲下4个亚目4个科4个属,其中链霉

菌属(Streptomyces)为墨脱自然保护区优势放线菌,占分离菌的79.2%,马杜拉放线菌属(Actinomadu-
ra),拟无枝酸菌属(Amycolatopsis)分别占分离菌的8.3%,8.3%.列舍瓦列氏菌属(Lechevalieria)仅占分

离菌的4.2%.
在系统进化树上(图1)菌株R13,R133形成一个独立的进化分支.菌株R13和R133的参比菌株为

Streptomycesciscaucasicuscfcc3135,与其相似度为99%,以上2株放线菌可能是链霉菌属(Streptomyces)
的一个潜在的新种[22],新种的多相鉴定工作将在后续的工作中展开.

图1 基于16SrRNA 基因部分序列构建的系统进化N-J树

2.3 分离菌株的生长温度

112株嗜热放线菌在30℃~60℃都可以生长,65℃~75℃下均不能生长,45℃~55℃下供试菌株

生长状况最好,由此可知所分离的112株嗜热放线菌最适生长温度为45℃~55℃.
2.4 酶及拮抗活性测定

对分离的112株嗜热放线菌进行纤维素利用、淀粉水解、蛋白酶活性测定,结果表明(表4),供试菌株

中,22.3%具有纤维素酶活性,11.6%具有淀粉酶活性,24.6%具有蛋白酶活性.抑菌活性实验结果表明:

112株嗜热放线菌19.6%有抑菌活性,耕地土壤中拮抗放线菌百分率(54.5%)较高于林地土壤拮抗放线菌

百分 率 (45.4%),其 中 2 株 能 抑 制 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (S.aureus)生 长,9 株 能 抑 制 小 麦 赤 霉 菌
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(F.graminearum)生 长,10株 能 抑 制 小 麦 根 腐 菌(B.sorokiniana)生 长,6株 能 抑 制 番 茄 灰 霉 菌

(B.cinerea)生长,6株能抑制南瓜枯萎菌(F.oxysporum)生长,6株能抑制粉红聚端孢(T.roseum)生长,

没有筛选到抑制大肠杆菌(E.coil)生长的放线菌,供试放线菌对不同靶标菌的抑制作用差异较小,对小麦

赤霉菌(F.graminearum)和小麦根腐菌(B.sorokiniana)拮抗效果最好,分别达到8.0%和8.9%,对番茄

灰霉菌(B.cinerea),南瓜枯萎菌(F.oxysporum)和粉红聚端孢(T.roseum)拮抗菌株的效果次之,达到

5.4%,抑菌圈D≥20mm的菌株有1株.对金黄色葡萄球菌(S.aureus)拮抗活性最弱,达到1.9%,有6
株可以同时抑制3种病原真菌.可见,墨脱自然保护区土壤中具有相对丰富的拮抗放线菌资源可为新抗生

素的开发提供广阔空间.
表4 代表菌株的拮抗能力及酶活筛选结果

菌株号 A B C D E F 纤维素酶 淀粉酶 蛋白酶

R8 + + + + +++

D=20mm - - -

R10 - - - - - - +++ - +

R13 - - - - - - +++ - -

R16 - - - - - - - - -

R20 - - - - - - - - +++

R21 - - - - - - +++ + -

R26 - - - - - - - - -

R34 - - - - - - - - -

R35 - - - - - ++ - -

R42 - - - - - - - - -

R56 - - - - - - - - -

R59 - - - - - - - - -

R70 - - - + - - - -

R75 - - - - - - - - -

R81 - - - - - - - + -

R83 - - - - - + - - -

R84 - - - - - - - - -

R92 - - - - - - + - +

R95 - - - - - - - - -

R101 - - - - - - - - +

R109 - - - - - - - - -

R63 - ++ - - + + + +++ +

D=16mm

R58 - + + + + + + - -

R55 - + + + + - - - -

  注:拮抗能力:+为具有拮抗活性,D<10,++为20>D≥10,+++为30>D≥20,-为不具有拮抗活性,D 表示抑菌

圈直径(mm).纤维素酶:-为阴性,+为阳性,+++为滤纸条降解大于等于2/3;蛋白酶和淀粉酶:-为阴性,+为阳性.

A为金黄 色 葡 萄 球 菌 S.aureus;B为 番 茄 灰 霉 菌 B.cinerea;C 为 南 瓜 枯 萎 菌 F.oxysporum;D 为 小 麦 赤 霉 菌

F.graminearum;E为小麦根腐菌B.sorokiniana;F为粉红聚端孢T.roseum.

3 讨 论

从墨脱自然保护区分离得到的24株代表性嗜热放线菌分布于放线菌纲下4个亚目4个科4个属,墨

脱自然保护区土壤放线菌组成较简单,可能因为部分样区人为因素影响比较大,长期以来,由于该地区生
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产水平低,人们大量使用化肥和农药,使得微生物区系发生复杂变化,以至于放线菌组成不是很丰富,微

生物数量少,在长期的进化中没有形成良好的拮抗机制[21].进一步研究发现链霉菌属是该环境的绝对优势

菌种,这是土壤放线菌区系的一个显著特点.分离的112株嗜热放线菌26.3%具有纤维素酶活性,9.0%具

有淀粉酶活性,15.2%具有蛋白酶活性,少数菌株具有较高的纤维素酶活性,个别菌株可以产生两种酶.综
上所述墨脱自然保护区是获得酶的潜在资源地.分离的112株菌株19.6%有抑菌活性,其中有1株具有高

拮抗活性(D≥20mm),6株具有广谱拮抗活性,抗真菌数大于抗细菌数,这与薛泉宏等人的研究结果一

致[20-21,23],可能是墨脱自然保护区土壤普遍呈酸性,适合真菌生长,其中的放线菌可能是极具潜力的抗真

菌活性物质的产生者.林地放线菌数量虽然较少,但拮抗放线菌的百分率却相对较高.这与何建清等人的研

究结果一致[20].通过筛选获得高拮抗活性的出发菌株,对后期开发应用具有重要的作用[23].
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BiologicalActivityandBiologicalDiversityofThermophilic
ActinomyceteintheMoutuoNatureReserveofTibet

YINMing-yuan, ZHANGGe-jie, HEJian-qing
TibetAgriculturalandAnimalHusbandryCollege,LinzhiTibet860000,China

Abstract:Inordertoanalysisofthebiodiversityandbioactivityofthermophilicactinomyceteandtheen-
zymestheyproduced.A,atotalof35soilsampleswerecollectedfrom MoutuoNatureReserveoftibet.
Eachsamplewasmadeintosuspension,andradiatedbymicrowavefor40s.Actinomyceteswereisolated
withplatedilutionmethod.Accordingtomorphologicalcharacters,24typicalstainswereselectedfrom
112isolates.Thethermophilicactinomycetestrainswereidentifiedbysequenceanalysisof16SrRNA .
Theantimicrobialactivityofallstrainsweretestedagainstplantpathogenicfungiandbacteriabymeasur-
ingthemyceliumgrowthrate.Enzymesincludingamylase,proteinaseandcellulaseweredetected.Based
ontheir16SrRNAsequence,the24representativestrainsweredistributedinto4genera(Streptomyces,

Lechevalieria,Amycolatopsis,Actinomadura)of4familiesbelongto4ordersofactinobacteria.Amongall
strains,22.3%producedcellulase,11.6%producedamylaseand24.6%producedproteinase;19.6%ac-
tinomycetesshowedinhibitingactivityto5fungiand2bacteria,amongwhich1actinomyceteswithhigh
antimicrobialactivitieswereobtained.Diversethermophilicactinomycetewerediscoveredfrom Moutuo
NatureReserveoftibetTibet.Thesestrainshavegooddegradingandantibacterialactivity.Thisstudy
wouldprovideagoodsourceofbacteriaforfurtherresearch.
Keywords:thermophilicactinomycete;16SrRNA;biologicaldiversity;biologicalactivity
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