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摘要：海洋放线菌是新药开发和天然活性产物的重要来源，海洋放线菌的生物多样性是代谢产物功能多样性的基

础，因此研究可培养放线菌的生物多样性具有重要的意义。综述了近年来可培养的海洋放线菌生物多样性的研究

进展，尤其是海绵共附生放线菌、深海放线菌和海洋固有放线菌的研究进展，对可培养的海洋放线菌的分离培养方

法，包括样品处理、培养基的选择等进行了重点介绍，并对未培养海洋放线菌的分离培养进行了探讨，强调了建立

区域性海洋放线菌菌种及基因资源库的重要性。
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放线菌属于革兰氏阳性细菌，具有复杂的形态

分化过程和产生种类丰富的代谢产物的能力，是一

类非常重要的工业微生物［!］。放线菌在分类学上

已被列为独立的门［"］，对放线菌多样性的研究一直

受到广泛的关注。放线菌所产生的活性化合物包

括抗生素、免疫抑制剂、抗肿瘤药物和多种酶类。

在微生物来源的活性化合物中，最多的是来自于放

线菌的代谢产物，约占 &*Y［+］，据估计还有 !万 Z +
万种微生物的代谢产物未明确其生物学活性，其中

放线菌来源的为 *$$$种 Z !$$$$种［+］。由于代谢产
物的多样性与生物的多样性密切相关，因此放线菌

的生物多样性研究具有非常重要的意义。

海洋占地球总面积的 ($)#Y，蕴藏着异常丰富

的微生物资源。早期人们普遍认为海洋环境是贫

瘠的，不会有海洋放线菌的存在，而且认为海洋放

线菌只是陆生放线菌流入海洋的结果，再加上深海

样品采集的难度，对海洋放线菌的研究很有限。近

年来，随着分子生态学方法的广泛使用，海洋放线

菌多样性研究，尤其是深海放线菌的多样性研究取

得了巨大的进展，越来越多的海洋放线菌被发现［&］，

很多海洋放线菌具有生产多样的活性产物的能力，

这些活性产物的功能包括抗肿瘤［*］、抗真菌［%］、抗

疟［(］以及杀虫功能［#，.］，活性产物还包括多种酶

类［!$］等。这些生物多样性的研究和功能多样性的

研究为进一步利用海洋放线菌资源进行新药开发

和活性天然产物生产提供了重要的基础。
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! 海洋放线菌的多样性

!"! 共附生海洋放线菌
海洋动植物，尤其是海洋无脊椎动物海绵，蕴

藏着丰富的共生放线菌［!! " !#］。海绵是最原始的多

细胞生物，体内共生着很多种微生物，是进行新药

开发的重要来源。研究显示，海绵中的活性物质很

多是由其体内共生的微生物产生的［!$］，其中海绵共

附生海洋放线菌是重要的类群。对 !"#$%&’(
()*+",+-( 和 .,)+’)##( %/&’,+)& 两种海绵的 !%& ’()*
分析表明，海绵中存在着随不同的海绵种类而不同

的海绵种特异性微生物和与海水环境不同的海绵

特异性微生物。对这两种海绵中的放线菌序列的

分析显示，绝大多数的序列是海绵内共生微生物特

有的序列，显示了海绵放线菌研究的重要性［!+］。张

海涛等［!#］在大连海域的黄海繁茂海绵中分离到了 ,
个属 !-% 株可培养海洋放线菌，包括链霉菌属
（01*)"1+2$3)%）、诺卡氏菌属（4+3(*5&(）、拟诺卡氏菌
属（4+3(*5&+"%&%）、红球菌属（6,+5+3+337%）、小单胞菌
属（8&3*+2+’+%"+*(）、假诺卡氏菌属（9%)75+’+3(*5&(）
和异 壁 放 线 菌 属（ !31&’+(##+1)&3,7%）。早 期 对
:)%1+%"+’;&(属的两种海绵共附生放线菌进行研究
时［!%］，得到培养的属有 <+*5+’&(、8&3*+3+337% 和
=*(3,$-(31)*&72，以及 !3&5&2&3*+-&72 属和 8&3*+1,*&>
"(*?&3)##(。可以看出，不同的海绵存在不同的共生
放线菌，这可能与不同的生态地理环境有关。

!"# 深海中的海洋放线菌
英国 ./01234 5667834469博士的实验室一直致力

于深海放线菌的多样性研究，已经证明了在 :---;
" %---;的深海和超过 %---;的深海沉积物中有放
线菌的存在［!,］。根据最新的报道，<2=16;>2’33 等对
世界最深的海域，深度达 !-?@?; 的马里亚纳海沟
中海底沉积物的放线菌进行了研究［!?］，虽然由于沉

积物样品的量很有限，所得到的结果不能完全代表

海沟中自然环境中的整体多样性，但是研究中仍然

发现了 #?株海洋放线菌，而且其中有 +株链霉菌和
!株小单胞菌，另外还首次在海洋环境中发现了原
来 只 在 陆 生 环 境 中 发 现 的 @)*2(3+337% 和
.%7A(27*)##( 属的菌种。值得注意的是，研究者在分
离时使用的培养条件是常压、常温（:?A）、有氧培
养，处理样品所使用的盐度也不高（!B$ C=’3DE=1
F/DE3’GC C64H=/6D），虽然马里亚纳海沟自然环境中的

温度是 :I%A（低温）、!!%I?%.<2（高压）、高盐度
（#$I,J）。这对人们的观念是一个非常大的冲击，
就是，即使在极端的深海环境也存在能够在常温常

压下生长的放线菌，也许这些放线菌能够“耐受”常

温常压这些对它们来讲“极端”的环境。其中有一

株菌株 @)*2(3+337% C=’2/D .K!I!在高压下生长的更
好，说明这个菌株是深海特有的菌种。虽然还没有

证明是否其它的菌株也是深海特有的，但是对样品

中陆生放线菌的代表属 .,)*2+(31&’+2$3)% 的 <LF分
析表明所分离的样品中不存在陆生放线菌的污染。

!"$ 海洋固有的放线菌
严格来讲，我们所说的“海洋放线菌”更确切的

说应该是“海洋环境中的放线菌”，一直以来人们对

海洋环境中分离的放线菌是否仅仅是陆地土壤中

放线菌孢子流入海洋后的再生保持怀疑态度，很多

分离到的海洋放线菌在陆地环境中也被分离过，而

且所分离到的很多海洋放线菌在无氯化钠的培养

基上也可以生长。但是最近的研究证明，海洋环境

中确实存在海洋固有的放线菌，包括最新分离出来

的 0(#&’&%"+*(［!@］和 8(*&’+%"+*(［:-］两个属，这两个属
的菌种只有在添加一定浓度的氯化钠的培养基中

才能生长。0(#&’&%"+*( 是第一个被发现的海洋特有
放线菌属［!@］，已经证明这个属的海洋放线菌普遍存

在于热带亚热带的海洋沉积物中，但是目前只发现

这个属的两个菌种，显示了有限的菌种多样性［:!］。

在 0(#&’&%"+*( "(3&B&3( 中分离了两种新的次级代谢产
物，0M2D6CN6’2C/73C *、O和 0146’6>，0M2D6>0M046N3D=2［2］

/D73D3 E4M06C/73C［::］，另外发现 0(#&’&%"+*( 菌株还可以
合成利福霉素［:#］，为利用遗传学方法对利福霉素进

行工程学改造提供了新的材料。8(*&’&%"+*( 是由
P96D 等建议命名的，他们在其中分离出了新的抗肿
瘤抗生素，;2’/D6;M03C *>(［:-］。根据生长对盐、压
力、温度等的需求，已经能够将许多种属定为海洋

特有放线菌，包括 @&)1C&( 、6,+5+3+337% 属的种［:$，:+］，
以及 !)*+2&3*+-&72 2(*&’72［:%］等。 0(#&’&-(31)*&72 是
新分离的属，可以耐受 !-J的 )2L4，但是生长不需
要盐［:,］。

表 !综述了上文提到的海洋放线菌，在 *42D L
Q2’7和 )2E2;2D/ O6’2博士的文章［$］中更加详细的
列出了包括可培养放线菌和通过分子手段检测到

的海洋放线菌的种属。
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表 ! 新近报道的可培养的海洋放线菌种属及分离环境
种（属）名 分离环境 参考文献 备 注

!"#$%"&’()$* 海绵，海泥，深海 !"，!#，!$

+&),#-., 海绵，海泥 !"

+&),#-.&%*.* 海绵，海泥 !"，%$

/0&-&)&))1* 海绵，海泥 !"，%& 存在海洋固有的菌株

2.)#&’&3&*%&#, 海绵，海泥，深海 !"，!$，%$ 存在海洋固有菌株

4*$1-&3&),#-., 海绵，海泥 !"，%$

5)".3&,66&"$.)01* 海绵 !"

7&#-&3., 海绵，海泥 !#，%$

2.)#&)&))1* 海绵 !#

8#,)0(9,)"$#.1’ 海绵 !#

5).-.’.)#&9.1’ 海绵 !#

2.)#&"0#.:
%,#;.)$66,

海绵 !#

<$#’,)&))1* 深海沉积物 !$
首次在除陆地外的环

境中分离，菌株 ’(!)!
为深海特有菌株

=*1>,’1#$66, 深海沉积物 !$
首次在除陆地外的

环境中分离

!,6.3.*%&#, 海泥 !*
新发现的海洋固有

放线菌属

2,#.3&*%&#, 海泥 %+
新发现的海洋固有

放线菌属

<.$"?., 海泥 %, 海洋固有放线菌属

5$#&’.)#&9.1’
’,#.31’

海泥 %# 海洋固有放线菌种

!,6.3.9,)"$#.1’ 海水 %- 新分离的属，耐盐

" 海洋放线菌的分离培养方法

"#! 样品处理方法
’./012.01 等［%$］在 %++&年首次报道了海洋沉积

物中存在着丰富的放线菌多样性，而不是如早期研

究所显示的，只有小单胞菌属（2.)#&’&3&*%&#,）、红
球菌属（/0&-&)&))1*）和链霉菌属（ !"#$%"&’()$*）" 个
属［%$］，在 ’./012.01 等的研究中强调了海泥样品处
理方法的重要性。传统上分离海洋放线菌时所使

用的方法是将海洋沉积物样品置于提取缓冲液中

在摇床上慢速摇动一段时间以分散海泥样品，

’./012.01 等的研究表明，分散差速离心（3456785412
.20 34997872:4./ ;72:849<=.:412，33;）方法是有效的处
理海泥样品的方法，虽然这种方法早在 !**!年就有
报道，但是一直没有得到国内研究者的普遍重视。

33;法［%*］利用了胆酸钠作为弱的表面活性剂，还使
用了适度的超声处理，使土壤微粒更好地分散开，

利用 33;法处理海泥样品所得到的可培养放线菌
数量比用传统稀释涂布法明显增多，可见 33;法是
值得推广的样品处理方法。可见土壤颗粒与放线

菌的菌丝和孢子很好的分散，是获得更多样的放线

菌的关键。我国学者利用 33;也成功进行了土壤
放线菌的分离［"+］。我们在对大连地区的海洋放线

菌进行分离时也发现 33;法是非常有效的样品处
理方法，比传统的稀释涂布法能获得多很多的分离

菌株。

在对关岛附近的海洋样品的研究中［"!］，>72572
等使用了 -种方法处理海洋沉积物样品，发现将样
品过夜干燥压碎后用无菌的泡沫块直接在琼脂平

板上涂压获得了最多种类的海洋放线菌，将干燥的

样品稀释后进行热处理也筛选出很多新的海洋放

线菌，他们还对不同的处理方法进行了比较。他们

筛选出的海洋放线菌有 &$?是需要海水进行生长
的，并且很多海洋放线菌是第一次发现的新属，证

明了热带太平洋海域也是海洋放线菌的丰富来源。

"#" 培养基的选择
迄今为止，人们对于海洋放线菌的营养要求和

代谢活动了解的还远远不够。在对可培养的放线

菌进行研究时，选择性培养基的使用是非常重要

的。早期对马里亚纳海沟中海底沉积物的研究没

有发现海洋放线菌的存在，但是对位置很相近的海

底沉积物的研究应用了 %+种不同的选择性培养基，
从其中的 , 种培养基中得到了可培养的海洋放线
菌［!$］。&+? 的放线菌是从棉子糖@组氨酸琼脂
（A.9942157@B45:40427 .=.8）培养基中分离出来的，腐殖
酸@维生素（C<D4E .E40@F4:.D42 .=.8）培养基分离出
的菌落数最多。值得强调指出的是，营养简单的培

养基成分更适宜分离出放线菌，对陆生放线菌的研

究结果也表明，使用营养简单的培养基加上延长培

养时间可以得到很多土壤细菌，包括稀有的放线

菌［"%］。

张海涛等利用 $种不同的培养基，在所使用的
$种培养基中，以甘油为碳源，精氨酸为氮源的 ’%
培养基分离出 -个属中的 #个属，有意思的是，另外
两个分离效果较好的培养基 ’,、’-也都以精氨酸
为氮源，均分离出 "个属，有的培养基只分离出 !个
属，有的没有分离出任何菌株，显示了可培养的放

线菌对培养基成分的依赖［!"］。

我们课题组使用 !#种培养基对大连星海湾和
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小平岛的海泥样品进行分离，也发现了甘油!精氨酸
培养基具有很好的分离效果，此外还发现加入腐殖

酸的 "#培养基分离出数量最多的放线菌。我们的
工作证明，大连地区海洋环境中蕴藏着丰富的放线

菌资源，具有非常巨大的开发利用前景。

!"# 特殊培养策略
通过模拟海洋环境特殊的生长条件和营养组

成能成功培养海洋微生物。$%&’(%)等人通过在培
养基中添加海绵浸出汁，分离得到了一些具有新的

形态学特征的放线菌［**］。在对关岛海底沉积物进

行分离时［*+］，,%-’%-等加入了海砂的洗脱液和海泥
的洗脱液作为营养源，获得了非常高比例的（./0 1
230）的需要海水才能生长的海洋特有放线菌，他们
还发现加入 +450 酵母粉、30 淀粉和 + 6 /0 的蛋
白胨的培养基分离出的海洋特有放线菌最少，而只

加入 +4+30 的酵母粉或蛋白胨的培养基和较低浓
度的碳源分离出了较多的海洋放线菌，这提示我

们，利用低营养的培养基和加入海洋环境中的天然

营养成分可以分离海洋特有的放线菌。,%-’%-等的
研究还强调了在培养基中加入 -787&97:9-能提高海
洋放线菌的分离效率。

在 ;<=<)8%>等的研究中使用了很特别的选择
培养策略［*5］，他们利用只含有一些盐类的寡营养固

体培养基，将海洋沉积物样品涂布在无菌滤纸上，

用这 种 方 法 他 们 分 离 了 / 个 生 长 缓 慢 的
!"#$%&%’%()%$*#+*+ 科的新的属。起先这种方法是为
了分离能降解纤维素的菌株，但是他们的研究表明

所分离的新菌株并不能利用纤维素，推测这些菌株

只需要琼脂中的杂质进行生长，滤纸只起到固体支

持作用。他们的研究表明，通过使用简单的盐类加

上特殊的培养方法，可分离一些生长很慢的海洋放

线菌。

!"$ 通过环境 %&’的分析设计选择培养基
;<?@7-<@7 等［/.］首次提出可以通过对海洋环境

ABC的分析预见可能存在的物种，并设计特异的培
养基进行分离。通过不同科、属的兼并引物［*D］对海

底沉积物中提取的 ABC样品进行 EFG 扩增，他们
对出现阳性扩增的科属进行了选择性分离，设计了

HIGJ、"C、;*、G"、J;* 和 JFB K种培养基，成功分
离了 ,-$+)-%()%$*’."*#+*+ 科的 ,-$+)-%()%$*’."/& 属和
01+$&%&%’%()%$*#+*+ 科的 2#-"’%&*3/$* 属两个新的属
的菌株。设计有效的引物扩增新的海洋放线菌种

属对指导分离工作具有重要的意义。

通过对环境样品中提取的 ABC进行 3KJ )ABC
分析，可以得知微生物群落的生物多样性。很多研

究表明，海洋环境样品中存在着巨大的微生物多样

性，如在对海绵 4+(-%()%’."* 3KJ )ABC 分析中发现
了一系列新的未培养的放线菌［3K］，可见对海洋放线

菌的营养要求和代谢特性还需要进一步深入研究，

才能得到更多可培养的海洋放线菌。

!"( 不可培养（)*+),-)./0,1）的海洋放线菌的培养
目前能够通过传统的培养手段分离的微生物

还只占非常小的比例，如海水中的微生物可培养的

仅为 +4++30 1 +430，海洋环境中存在大量的未培
养放线菌资源亟待开发［*K］。微生物不可培养的原

因很多，比较关键的在于分离培养基中采用的营养

物质种类或渗透压不合适、营养物质浓度过高、缺

少自然环境中来自于自身或其他微生物的生长因

子，以及培养条件（如温度、湿度等）不合适等。另

外生长缓慢、代谢缓慢的物种，由于不能与生长较

快的物种竞争而未被分离，或者由于不能形成肉眼

可见的菌落而被忽略［*L 1 *2］。近年来兴起的宏基因

组技术可避开培养的限制直接利用海洋环境中的

基因资源，为深入研究海洋环境的生物多样性，并

利用海洋微生物资源进行新药开发和有用天然产

物的大规模生产提供了新的途径［5+］。然而，受到

ABC大片段包装、宿主选择等技术条件的限制，宏
基因组技术利用的只是微生物基因组中很小的一

部分基因资源，通过可培养的方法研究海洋放线菌

的多样性，获得微生物菌种的培养物，能获得整个

基因组，使我们更加深刻的认识自然环境中物种间

的相互作用和微生物对环境的适应机制，并更有效

的获得更多的活性天然产物。令人鼓舞的是，近年

发展的新的培养手段和培养策略已经使很多原来

不可培养的微生物被成功培养［53 1 5*］。可以预见，这

些新的培养方法在海洋放线菌研究中的应用将使

我们获得更加多样性海洋放线菌。

# 展望

海洋环境蕴藏着最为丰富的生物多样性，海洋

放线菌是海洋药物和活性天然产物的重要的新来

源。随着日益增多的抗药性病原菌的出现和现有

的治疗传染性疾病的药物的失效，海洋微生物的化

学多样性已成为获得新的抗生素物质和更有效的
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治疗致死性疾病（如癌症）、心血管疾病的药物的重

要潜在来源。我国的海洋微生物资源十分丰富，进

一步加强我国海洋放线菌多样性的研究是非常必

要的。可以预见，随着对海洋放线菌代谢特性的深

入研究，以及分离方法和培养方法的进一步改进，

越来越多的海洋放线菌将得到分离，海洋放线菌丰

富的多样性将不断地被揭示。目前世界各地都纷

纷建立了海洋微生物菌种保存中心（!"#$%& !$’#()$"*
+,*-,#& +(**&’-$(%，!!++），我国第一个海洋微生物
菌种保藏管理中心也于 .//0 年 1 月通过验收。我
们认为，当今对海洋放线菌及其他海洋微生物多样

性的研究不应只局限于可培养的菌种资源的研究，

还应该包括未培养微生物的基因资源，活性化合物

的活性信息和结构信息等，建立完备的海洋放线菌

菌种和基因资源中心（!"#$%& 2’-$%()"’-&#$" 3-#"$% "%4
5&%& 6&7(,#’&7 +(**&’-$(% +&%-&#），通过区域性研究单
位间的密切合作对可培养和未培养的放线菌资源

的多样性信息进行搜集和交换研究，具有非常重要

的理论和应用意义。
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