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*目的+研究西藏低温环境下放线菌的组成及其抑菌效果和酶活性(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+从西藏低温地区采集
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份土样(用平板稀释法分离放线菌(经形态学和培养特

征初步鉴定后得到有代表性的低温放线菌(对这些代表性菌株的
&#>+̀ 06

基因序列进行系统发育分析(对其进行

鉴定'采用菌丝生长速率法测定代表性低温放线菌菌株发酵液对
&&

种农作物真菌的抑菌活性(并对其纤维素酶,蛋

白酶,淀粉酶等活性进行测定)*结果+从
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份土样中共分离到
$$

株有代表性的低温放线菌(其在
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均能

生长)
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基因序列分析表明(这
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株菌分布于放线菌门放线菌纲
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"束丝放

线菌科!
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,,4K-1-?4-4

"伦茨氏菌属!
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"和假诺卡氏亚目!

c54*A),)?-+A:,4-4

"假诺卡氏菌科!
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"(其中以链霉菌属最多(占分离菌的
L&Q

)在分离的
$$

株代表性低温放线

菌菌株中(

$'=DQ

的菌株有抑菌活性'

!%=LQ

的菌株具有纤维素酶活性(

$$='Q

的菌株具有淀粉酶活性(

&M=$Q

的菌

株具有蛋白酶活性)*结论+西藏低温生境中蕴藏着丰富的低温放线菌资源(其中一些菌株具有拮抗活性和酶活性)
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低温微生物可以在较低的温度下生长(它们通

常分布在地球两极地区,高山,河流,冰川及冷库等

寒冷环境的水域以及土壤中%

&

&

)低温微生物可分为

嗜冷菌!

J
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2:.4

"和耐冷菌!

J

5

<
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J
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种)其中嗜冷放线菌是在低温条件!

%g

及以下"下可生长繁殖的放线菌(最适生长温度在

&"g

以下(最高生长温度不超过
$%g

'耐冷放线菌

是在
%

"

" g

可生长繁殖(最适生长温度高于
$%

g

%

$

&

)

$%

世纪
"%

年代以后(各国学者陆续开展了

对低温微生物的研究工作(目前我国低温微生物研

究仅处于起步阶段(对低温放线菌的研究更少%

D

&

)

由于低温放线菌长期生长在低温条件下(具有独特

的生物学特性和适应机制(因此它们所产生的酶和

抗生素等生物活性物质势必有其独特的功能性状(

而且低温放线菌在低温环境的物质循环中发挥着重

要作用)近年来(低温放线菌得到了各国学者的广

泛关注(在水生生态系统和陆生生态系统相继分离

出低温放线菌%

!

&

(如
Z4524;-

等%

"

&在冰岛和南极洲

分离出了耐低温放线菌的代表属链霉菌属!
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",诺卡氏菌属!
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"和地嗜皮菌属
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F%#/%4+,6#
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1*$59
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R-,,:51)

等%

#

&在温度较低的

地下水中发现了低温放线菌的一个新属)研究表

明(低温放线菌可以产生多种抗生素(有研究者从南

极洲的冰川分离了
&

株嗜冷链霉菌!
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"(其可以产生阿扎霉素
d

,尼日利亚

菌素和大环内酯类抗生素%

#

&

)可见在温度较低的生

境(低温放线菌是潜在的重要生物活性物质产生者)

西藏地域辽阔(具有得天独厚的气候条件(西藏

高原平均海拔
!%%%K

以上(高寒缺氧,降水少,日

照长,辐射强,生态环境独特(具有丰富的冰川和冰

湖资源'西藏境内冰川面积
$'!%%IK

$

(占全国冰川

面积的
!#='Q

'湖泊总面积
$"%""IK

$

(占全国湖

泊面积的
D%Q

%

'

&

'这些环境因素决定了该地区蕴藏

着极为丰富的低温放线菌资源%

M

&

)目前(人们对西

藏低温放线菌的群落组成,多样性,地理分布和天然

生物活性的研究还很少)基于此(本试验以西藏低

温放线菌为研究对象(探索西藏低温放线菌资源种

类,分布,拮抗活性及其酶的应用潜力(为我国低温

放线菌资源的开发利用提供参考)

&
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材料与方法

&=&

!

材
!

料

&=&=&

!

样品采集
!

根据土质以及植被覆盖的差别(

从西藏不同地区采集
&#

份土样(置于
! g

冰箱保

存(土样详细情况见表
&

)

&=&=$

!

分离培养基
!

分离培养基共
"

种(分别为无

机盐淀粉琼脂培养基,蔗糖察氏琼脂培养基,改良高

氏一号培养基,甘油天门冬酰胺培养基!

G>c"

"和甘

油精氨酸培养基%

D

&

)以上培养基于
&$&g

灭菌
D%

K:,

后(用
&%K).

$

T0-FW

将
J

W

调至
'=%

(为抑制

细菌和真菌生长(在分离培养基中均加入终质量浓

度为
'%K

O

$

T

的重铬酸钾)

&=$

!

样品预处理与菌株分离

将采集的新鲜土壤(不做风干,加热等预处理(

称取
&%

O

(转移至装有
L%KT

无菌水的三角瓶里(

置于摇床
&$%+

$

K:,

充分振荡(获得样品悬浮液(用

移液枪取
%=$KT

分别涂布于装有无机盐淀粉琼脂

培养基,蔗糖察氏琼脂培养基,改良高氏一号培养

基,甘油天门冬酰胺培养基!

G>c"

"和甘油精氨酸培

养基的分离平板上(放入
&!g

恒温培养箱中倒置培

养
&"

"

D%A

)根据菌落形态,大小,颜色进行低温放

线菌的初步分离(比较
"

种培养基的分离效果)之

后通过形态特征和培养特征去重%

L

&

(从中筛选出具

有代表性的低温放线菌)

&=D

!

菌株生长温度的测定

以蔗糖察氏琼脂培养基作为基础培养基(采用

液体试管培养法%

&%

&

(将代表性低温放线菌于
%

(

"

(
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(
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(

$%

(
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培养
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后(观察各菌株的生长情

况)
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低温放线菌代表菌株
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的鉴定

按照文献%

&&

&的方法提取
&=D

节菌株总
E06

(

利用细菌通用引物
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#
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!对应
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的
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位点"(
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!对 应
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的
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位点"(对菌株
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序列进行
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扩增)
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反应体系
"%

#

T

#

$h@-5

<

]-

^

>*C

J

4+R:a$"

#

T

(

c6&="

#

T

(

cd&="

#

T

(模板
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)扩增条件为#

L"g

预变性
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变性
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退火
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个循环'
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总延伸
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)得到的
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产物直接

送到杭州擎科梓熙生物技术有限公司测序(序列碱

基数用
b.*51-.Y

%

&$

&软件进行比对(然后用
R@Z6!

软件%

&D

&

04:

O
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法%

&!

&进行系统进化树构

建(用于检验支持率的重复抽样次数为
&%%%

次)
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西藏不同地区土壤样品基本情况
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O

+-R)*,1-:,

!"$M

委陵菜,冰川棘豆,莎草

!#6%)6*$$,

(

F$,.*%4#>

2

64#

=

*9

(

-%/

&

%

M=!% 0$L=$o

(

@M'=$o

&&

帮拉山

d-,

O

.-R)*,1-:,

!#L!

爬地柏,雪灵芝

-,J*),

=

4#.5+J%)9

(

(4%),4*,@,)95%)9*9

M=$M 0$L=Do

(

@M#=Mo

&$

嘎拉山

Z-.-52-,

!'''

莎草,冰川棘豆

-%/

&

%

(

F$,.*%4#>

2

64#

=

*9

M=%& 0$L=Do

(

@M#=Mo

&D

日喀则萨迦县

>-I

<

-b)*,1

<

(

>2:

O

-154

DL%!

青稞
H#4/%5+85$

&

,4% M='! 0$L=$o

(

@MM=Do

&!

日喀则边雄乡

d:-,a:),

O

b)*,1+

<

(

>2:

O

-154

DM$D

青稞
H#4/%5+85$

&

,4% M='# 0$L=Do

(

@ML=&o

&"

日喀则那布西村

0-\*B:..-

O

4

(

>2:

O

-154

!%!'

油菜
P4,99*.,.,+

=

%964*9T= M='& 0$L=&o

(

@M'="o

&#

日喀则居仑村

(*.*,B:..-

O

4

(

>2:

O

-154

!"DD

车前,莎草
!$,)6,

&

#

(

-%/

&

% M='$ 0$L=Do

(

@M#=Mo

&="

!

测定指标及方法

&="=&

!

酶活性
!

淀粉酶,纤维素酶,蛋白酶活性测

定均参照文献%

&"

&的方法进行)

&="=$

!

拮抗活性
!

参照文献%

&#C&'

&的方法(将拮

抗放线菌菌株用质量分数
&Q

黄豆饼粉浸液振荡培

养(获得放线菌发酵液(将其与融化的
cE6

培养基

按照
&eL

的体积比混匀(制成含放线菌发酵液的平

板)采用菌丝生长速率法%

&#

&

(测定放线菌发酵液对

靶标菌菌丝生长的抑制作用(以不含发酵液的平板

为对照)选用的靶标植物病原真菌为玉米小斑病菌

!

P*

=

#$,4*9+,

2

/*9

",番茄早疫菌!

($6%4),4*,9#$,;

)*

",南瓜枯萎菌!

A59,4*5+#>

2

9

=

#45+

",小麦赤霉

菌!

A59,4*5+

&

4,+*)%,45+

",梨轮纹病菌!

P#64

2

#;

9

=

1,%4*,J%4%)

&

%4*,),

",马铃薯干腐病菌!

A59,4*;

5+9#$,)*

",梨黑斑病菌!

($6%4),4*,,$6%4),6%

",苹

果腐烂病!

G,$9,.%4,6#9

=

%4+,

",青稞条纹病菌

!

L4%.19$%4,

&

4,+*)%5)+

!

-̀\4,2=

"

>2)4K

",番茄

灰霉菌!

P#64

2

6*9.*)%4%,

",粉红聚端孢!

04*.1#61%;

.*5+4#9%5+

")以上病原菌均由西藏农牧学院真菌

实验室保存并提供)用十字交叉法测量拮抗圈直径

!

L

(

KK

"(根据拮抗圈的有无及
L

的大小(判断供

试放线菌有无拮抗性及其拮抗强度(具体标准为#

L

'

&"KK

(拮抗性强'

&%KK

"

L

"

&"KK

(拮抗性

中'

L

4

&%KK

(拮抗性弱)

$

!

结果与分析

$=&

!

西藏不同土壤样品中低温放线菌数量的分布

特征

由表
$

可知(

"

种培养基中以蔗糖察氏琼脂培

养基的分离效果最好(共计分离到
DML

株放线菌(平

均每个土样分离到
$!

株'其次是无机盐淀粉琼脂培

养基(共计分离到
D'"

株(平均每个土样分离到
$D

株'位于第
D

的是甘油天门冬酰胺培养基(共计分离

到
$L$

株(平均每个土样分离到
&M

株'分离效果较
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差的是甘油精氨酸培养基和改良高氏一号培养基(

分别分离到
$$

株和
&!

株(平均每个土样分离到
&

株)本研究分离到的土壤放线菌数量低于西藏慈巴

沟自然保护区,西藏色季拉山和同属于青藏高原内

陆本部地区的青海高寒草甸土壤%

&MC$%

&

(究其原因是

由于不同研究所用土样采集,放线菌分离方法等均

存在一定差异(可能造成了各地放线菌数量的差异)

此外(本研究中样地的土壤类型,植被类型,植被状

况,海拔和
J

W

等影响放线菌数量的关键因素与前

人研究的样地也不同)

表
$

!

西藏不同地区土壤样品中分离到的低温放线菌数量

]-\.4$

!

U*-,1:1

<

)/

J

5

<

?2+)1)

J

2:.:?-?1:,)K

<

?4145:5).-14A/+)K5):.:,A://4+4,1-+4-5)/]:\41

土样编号

>):.5-K

J

.4

,*K\4+

无机盐淀粉

琼脂培养基

G,)+

O

-,:?

5-.15C51-+?2-

O

-+

蔗糖察氏

琼脂培养基

>*?+)54b_-

J

4I

A)a-

O

-K4A:*K

改良高氏一号

培养基

R)A:/:4AZ-*54

.

5

0)=&-

O

-+K4A:*K

甘油天门冬酰胺

培养基

Z.

<

?4+).-5

J

-+-

O

:,4

K4A:*K

甘油精氨酸

培养基

Z.

<

?4+).-+

O

:,:,4

K4A:*K

总计

])1-.

& L &D % &% % D$

$ # &' % $ % $"

D & D % &L % $D

! &! &" % && % !%

" L &' % &' % !D

# ' M % M # $L

' &%L &D & &M & &!$

M D " & $& % D%

L &D $ & &" &% !&

&% &D $# % &# $ "'

&& M $" % M % !&

&$ !$ $& % &% % 'D

&D && && & $D & !'

&! D% $# " &M $ M&

&" !L "& & !M % &!L

&# "& &D# ! !M % $DL

合计
])1-. D'"

!

DML

!

&!

!

$L$

!

$$

!

&%L$

! !

$=$

!

西藏不同土壤样品中代表性低温放线菌的生

长温度

通过形态特征和培养特征去重后(本试验从西

藏
&#

份土样中共分离得到
$$

株有代表性的低温放

线菌(将其于
%

(

"

(

&%

(

&"

(

$%

(

$"g

培养(观察其生长

情况(结果见表
D

)由表
D

可知(

%g

能生长的低温

放线菌所占的比例为
D#=!Q

'

"g

能生长的低温放

线菌所占的比例为
M#=!Q

'在
&%

"

$"g

(供试
$$

株低温放线菌均能生长(且生长状况良好)由此可

知所分离的
$$

株低温放线菌均为耐冷放线菌)它

们的生长温度范围均比较宽(这可能是因为西藏昼

夜温差较大之故)

表
D

!

温度对西藏
$$

株代表性低温放线菌生长的影响

]-\.4D

!

@//4?15)/14K

J

4+-1*+4),

O

+)312)/$$

J

5

<

?2+)1)

J

2:.:?-?1:,)K

<

?414551+-:,5:,]:\41

菌株编号

>1+-:,,*K\4+

%g "g &%g &"g $%g $"g

WD N k kk kk kk kk

W! N k kk kk kk kk

W" N k kk kk kk kk

W# N k kk kk kk kk

W' N k kk kk kk kk

WL k k kk kk kk kk

W&& k k kk kk kk kk

W&$ N k kk kk kk kk

W&D N N kk kk kk kk

W&! N k kk kk kk kk

W&" N k kk kk kk kk

W&L N k kk kk kk kk

W$% N N kk kk kk kk

W$# N N kk kk kk kk

G̀C"C! k k kk kk kk kk

G̀C&MC$ k k kk kk kk kk

G̀C&DC& N k kk kk kk kk
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表
D

!续"

!

b),1:,*4A1-\.4D

菌株编号

>1+-:,,*K\4+

%g "g &%g &"g $%g $"g

G̀C'C$ k k kk kk kk kk

G̀C&DC! k k kk kk kk kk

WM N k kk kk kk kk

G̀C"C!C& k k kk kk kk kk

G̀C$#CD k k kk kk kk kk

合计
])1-. M &L $$ $$ $$ $$

比例$
Qc4+?4,1 D#=! M#=! &%% &%% &%% &%%

!!

注#

k

表示生长'

kk

表示生长良好'

N

表示不生长)

0)14

#

kK4-,5

O

+)312

'

kk K4-,5

O

+)31234..

'

NK4-,5,)

O

+)312=

$=D

!

西藏不同土壤样品中代表性低温放线菌菌株

的鉴定

对从西藏土样中分离的
$$

株代表性低温放线

菌进行
&#>+̀ 06

基因序列测定(序列保存在
Z4,C

d-,I

相应数据库中)用
d.-51

搜索软件在
Z4,C

d-,I

等数据库进行相似度搜索(得到相似度最高的

相关性菌株的
&#>+̀ 06

基因序列(

b.*51-.Y

比对

后(用
R@Z6!

软件构建系统进化树!图
&

"(确定

$$

株低温放线菌的系统发育地位)

链霉菌属
=-64%

=

6#+

2

.%9

'拟无支酸菌属
:(+

2

.#$,6#

=

9*9

'伦茨氏菌属
:Q%)6K%,

图
&

!

基于
&#>+̀ 06

基因序列构建的西藏
$$

株代表性低温放线菌系统进化树

8:

O

=&

!

>

<

514K4;).*1:),-+

<

1+44)/$$51+-:,5

J

5

<

?2+)1)

J

2:.:?-?1:,)K

<

?4145:,]:\41\-54A),&#>+̀ 06

O

4,454

^

*4,?45

1..
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!!

由图
&

可知(西藏
$$

株代表性低温放线菌组成

较简单(分布于放线菌门放线菌纲
$

个亚目
D

个科

的
D

个属(即链霉菌亚目!

>1+4

J

1)K

<

?:,4-4

"链霉菌

科!

>1+4

J

1)K

<

?41-?4-4

"链霉菌属!

-64%

=

6#+

2

.%9

",

假诺卡氏亚目!

c54*A),)?-+A:,4-4

"束丝放线菌科

!

6?1:,)5

<

,,4K-1-?4-4

"伦茨氏菌属!

Q%)6K%,

"和假

诺卡氏亚目 !

c54*A),)?-+A:,4-4

"假诺卡氏菌科

!

c54*A),)?-+A:-?4-4

"拟无支酸菌属!

(+

2

.#$,6#

=

;

9*9

"'其中链霉菌属 !

-64%

=

6#+

2

.%9

"占分离菌的

L&Q

(拟无支酸菌属!

(+

2

.#$,6#

=

9*9

"和伦茨氏菌属

!

Q%)6K%,

"各占分离菌株的
!="Q

(说明链霉菌数量

在低温环境中仍占据主导地位)由图
&

还可知(供

试的
$$

株低温放线菌
&#>+̀ 06

基因序列与参比

菌株的相似度在
LM=%Q

"

LL=%Q

)以
&#>+̀ 06

基因序列相似度
'

LM=%Q

作为同一个物种的标

准%

&MC&L

&

(则可以判断(这
$$

株低温放线菌均为已知

放线菌属)

$=!

!

西藏不同土壤样品中代表性低温放线菌的拮

抗活性及酶活性

对分离的
$$

株代表性低温放线菌进行拮抗活

性及酶活性测定(结果见表
!

)拮抗活性试验结果

!表
!

"表明(

$$

株低温放线菌中(

#

株具有拮抗活

性(占供试菌株数的
$'=DQ

)此外(这
#

株低温放

线菌对不同靶标菌的抑制作用差异较大(其中对小

麦赤霉菌具拮抗活性的菌株有
#

株(占供试菌株的

$'=DQ

'对青稞条纹病菌具拮抗活性的菌株有
"

株(

占供试菌株的
$$='Q

'对粉红聚端孢,番茄灰霉菌

和南瓜枯萎菌有拮抗活性的菌株有
!

株(占供试菌

株的
&M=$Q

'对马铃薯干腐病菌,番茄早疫菌,梨轮

纹病菌,苹果腐烂病,玉米小斑病菌和梨黑斑病菌有

拮抗活性的菌株所占比例均较低)

"

株具有拮抗活

性的放线菌对青稞条纹病菌的抑制效果最好(抑菌

圈直径均大于
$%KK

(最大可达
D%KK

)可见(西

藏低温土壤中具有相对丰富的拮抗放线菌资源)

酶活性试验结果!表
!

"表明(

$$

株低温放线菌

中(

L

株具有纤维素酶活性(占供试菌株的
!%=LQ

'

"

株具有淀粉酶活性(占供试菌株的
$$='Q

'

!

株具有

蛋白酶活性(占供试菌株的
&M=$Q

)可见在西藏高

寒山区(低温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)

表
!

!

西藏不同土壤样品中
$$

株代表性低温放线菌的拮抗活性及酶活性

]-\.4!

!

6,1-

O

),:51:?-,A4,_

<

K4-?1:;:1:45)/$$51+-:,5)/

J

5

<

?2+)1)

J

2:.:?-?1:,)K

<

?4145/+)K]:\41

菌株编号

>1+-:,

,*K\4+

抑菌圈直径$
KK

E:-K414+)/:,2:\:1:),_),4

6 d b E @ 8 Z W G ( X

纤维素酶活性

b4..*.-54

-?1:;:1

<

淀粉酶活性

6K

<

.-54

-?1:;:1

<

蛋白酶活性

c+)14-54

-?1:;:1

<

WD % &M ! M # % % % % % D% N N N

W! % &M &% &% &$ % % % % % % N N N

W" % % % % % % % % % % % N k N

W# % &# ! $% % % % % % % $M N N N

W' % % % % % % % % % % % k N N

WL % % % % % % % % % % % N k N

W&& % % % % % % % % % % % N N N

W&$ % % % % % % % % % % % k N N

W&D % % % % % % % % % % % k k k

W&! % # &! $$ $M % % % % % $% N N N

W&" % % % % % % % % % % % N k N

W&L % % % % % % % % % % % N N k

W$% % % % % % % % % % % % N N N

W$# % % % % % % % % % % % kk N N

G̀C"C! % % % % % % % % % % % k N N

G̀C&MC$ $$ % % $% % % % &! % ! D% N N N

G̀C&DC& % % % % % % % % % % % kk N N

G̀C'C$ % % % &# D $$ ! M &! % $! N N N

G̀C&DC! % % % % % % % % % % % kk N k

WM % % % % % % % % % % % k k N

G̀C"C!C& % % % % % % % % % % % k N k

G̀C$#CD % % % % % % % % % % % N N N

!!

注#

6=

玉米小斑病菌'

d=

番茄灰霉菌'

b=

南瓜枯萎菌'

E=

小麦赤霉菌'

@=

粉红聚端孢'

8=

番茄早疫菌'

Z=

梨轮纹病菌'

W=

马铃薯干腐病菌'

G=

梨黑斑病菌'

(=

苹果腐烂病'

X=

青稞条纹病菌)

N=

无活性'

k=

活性弱'

kk=

活性强)

0)14

#

6=P*

=

#$,4*9+,

2

/*9

'

d=P#64

2

6*9.*)%4%,

'

b=A59,4*5+#>

2

9

=

#45+

'

E=A59,4*5+

&

4,+*)%,45+

'

@=04*.1#61%.*5+4#9%5+

'

8=($6%4),;

4*,9#$,)*

'

Z=P#64

2

#9

=

1,%4*,J%4%)

&

%4*,),

'

W=A59,4*5+9#$,)*

'

G=($6%4),4*,,$6%4),6%

'

(=G,$9,.%4,6#9

=

%4+,

'

X=L4%.19$%4,

&

4,+*;

)%5)+

!

-̀\4,2=

"

>2)4K=

/

N

0

=0)-?1:;:1

<

'/

k

0
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结论与讨论

从西藏
&#

份土样中分离得到了
$$

株代表性低

温放线菌(这
$$

株菌分布于放线菌纲
$

个亚目
D

个

科
D

个属内(其中链霉菌属最多(占分离菌的
L&Q

(

可见西藏地区低温放线菌组成较简单(这可能与西

藏冰川,农田和雪山海拔高,缺氧,有机质分解缓慢,

土壤干旱贫瘠等严酷的生态条件有关(这与前人研

究结果%

$%C$D

&一致(即链霉菌属是西藏低温环境的绝

对优势菌种(这也是土壤放线菌区系的一个显著特

点)分离的
$$

株低温放线菌中(

!%=LQ

的菌株具

有纤维素酶活性(

$$='Q

的菌株具有淀粉酶活性(

&M=$Q

的菌株具有蛋白酶活性)分离的
$$

株低温

放线菌中(

#

株具有广谱抗菌活性(占供试菌株的

$'=DQ

(这说明西藏因其环境特殊蕴藏着丰富的低

温放线菌资源(有待于进一步的发掘及开发)
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