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研究报告 
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摘  要：【目的】发掘具有开发前景的放线菌资源，对分离自新疆胀果甘草的内生放线菌的多

样性、抗菌活性和次级代谢产物合成相关基因进行研究。【方法】采用 5 种培养基和 3 种前处

理方法，从胀果甘草中分离获得 80 株放线菌。基于菌株形态学特征，对 36 株代表菌株进行抗

菌活性检测，通过特异性引物扩增方法，检测了 PKS I、PKS II、NPRS 和卤化酶基因，探究其

合成天然产物的潜在能力。结合筛选结果，选取其中 20 株代表菌，经 16S rRNA 基因测序，对

其进行系统发育分析。【结果】培养基 E2 和 E3 结合热处理的分离效果较好；86.1%的代表菌

株对供试的细菌、病原真菌表现出了不同程度的抗菌活性，PKS I、PKS II、NRPS 基因和卤化

酶基因阳性检出率分别为 16.7%、72.2%、25.0%和 11.1%。具有活性功能的代表菌株经 16S rRNA
基因测序分析，分别属于链霉菌属(Streptomyces)、小单胞菌属(Micromonospora)、红球菌属

(Rhodococcus)和游动放线菌属(Actinoplanes) 4 个属，其中链霉菌属(Streptomyces)为优势菌属，

占 60%以上。【结论】胀果甘草是我国传统的药用植物，其植株内部蕴藏着丰富的放线菌资源，

并在次生代谢产物合成方面拥有巨大潜力，具有进一步开发的价值。 
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Abstract: [Objective] In order to explore actinobacteria resources, the diversity, antimicrobial 
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activity and secondary metabolites biosynthesis genes of endophytic actinobacteria isolated from 
Glycyrrhizain flata Bat. were studied. [Methods] 80 endophytic actinobacteria strains were isolated 
from Glycyrrhizain flata Bat. by employing five selective media and three isolated procedures. 36 
representative strains were selected for antimicrobial activity analysis and amplifying genes coding 
for polyketide synthases (PKS I, PKS II), nonribosomal peptide synthetases (NRPS) and halogenated 
enzyme gene (Halo). Based on the results of antimicrobial activity, 20 representatives were chosen 
for 16S rRNA gene sequencing. [Results] The better separating conditions were observed with 
Medium E2 and E3 combined with dry-air treatment. 86.1% out of 36 representative strains showed 
antimicrobial activity against at least one of tested pathogenic organisms, and the number of strains 
with PKSI, PKSII, NRPS and halogenated enzyme gene fragments matching the anticipated length 
were 16.7%, 72.2%, 25.0%, 11.1%. According to the phylogenetic analysis, twenty isolates were 
belonging to Streptomyces, Micromonospora, Rhodococcus and Actinoplanes, respectively. 
Streptomyces was the most common endophytic actinobacteria of Glycyrrhizain flata Bat., 
accounting for above 60%. [Conclusion] Liquorice is traditional chinese medicinal plant, the strains 
isolated from Glycyrrhizain flata Bat. are potent source which produce multiple compounds and can 
be further explored. 

Keywords: Glycyrrhizain flata Bat., Endophytic actinobacteria, Antibacterial activity, Synthesis gene 
of secondary metabolites 

植物内生菌是指在其生活史的某个阶段或全

部阶段侵染健康植物并以寄生、共生等生活方式生

活于植物各种组织和器官的细胞内、细胞间，其存

在不会引起宿主植物外在病症的微生物[1]。放线菌

作为植物内生菌的重要组成部分，是一类数量大、

种类多、具有重要实用价值和开发潜力的微生物资

源，迄今从微生物发现的大约 12 000多种生理活性

物质中，有近 2/3 是放线菌产生的[2]，而处于特殊

生境中的放线菌资源产生活性天然产物的可能性

要高于一般环境[3]。 

甘草为豆科(Leguminosae)甘草属(Glycyrrhiza 

Linn.)多年生草本植物，种类丰富、喜干燥气候、

耐寒，广泛分布于新疆荒漠地区 [4]。胀果甘草

(Glycyrrhizain flata Bat.)是新疆塔里木盆地最具代

表性的甘草种类之一，主要成分为黄酮类化合物，

具有抗氧化、抗炎、抗菌、保肝、降糖、降脂、抗

癌、解痉、抗抑郁、抑制艾滋病毒等多种药理作用[5]。

目前国内外已对甘草的化学成分和药理作用开展

了广泛的研究[6-7]，但对胀果甘草内生放线菌多样性

及其抗菌活性却鲜有报道。因此，本文以采集自新

疆塔里木盆地野生胀果甘草为研究对象，分离内生

放线菌资源并研究物种多样性，结合抗菌活性检测

及功能基因筛选等方法获得具有应用前景的菌株，

为寻找活性天然产物提供菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品采集：从塔里木盆地以棋盘式采样法采

集 20 份野生胀果甘草，将植物样品装入无菌塑料
袋，立即带回实验室。 
1.1.2  主要试剂和仪器：溶菌酶、蛋白酶 K、MIX、
SDS、Tris、EDTA均购自上海生工生物工程有限公
司；Marker、pMD19-T 载体等购自宝生物工程(大
连)有限公司；其余试剂均为国产分析纯试剂；聚酮
类 I (PKS I)、II型(PKS II)、非核糖体多肽类(NRPS)
和卤代酶(Halo) 4 类化合物合成基因的引物由深圳
华大基因科技服务有限公司合成。PCR仪、凝胶成
像系统、电泳仪购自 Bio-Rad公司。 
1.1.3  培养基：(1) 分离培养基：选择 LNMS培养
基(E1)[8]、胰蛋白胨-棉子糖培养基(E2)[9]、SCN 培
养基(E3)[10]、葡萄糖-天冬酰胺培养基(E4)[11]、高氏

I号培养基(E5)[12] 5种分离培养基用于甘草属植物内
生放线菌的分离。为了抑制土壤中细菌和真菌的生

长，每种培养基中加入胺苄青霉素(Benzylpenicillin)、
K2Cr2O7作为抑菌剂，终浓度均为 50 mg/L；(2) 菌
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株纯化、活化、保藏培养基：ISP4 培养基
[13]；(3)

拮抗指示菌培养基：LB 培养基、马铃薯培养基
(PDA)[12]。 
1.1.4  指示菌株：黄瓜炭疽菌 (Colletotrichum 
orbiculare)、黄瓜枯萎病菌(Cucumber fusarium)、蕃
茄早疫菌(Alternaria solani)、大肠杆菌(Escherichia 
coli)、赤霉菌 (Gibberella fujikuro)、西瓜枯萎菌
(Fusarium oxyspirum)、玉米纹枯菌 (Rhizoctonia 
solani)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、玉米弯孢
菌 (Curvularis lunata) 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌
(Staphylococcus aureus)，由四川农业大学植物病理
实验室提供。 

1.2  胀果甘草内生放线菌分离、纯化 
将胀果甘草植株清洗干净，经严格的表面消毒

及消毒效果检测后[13]，置于无菌研钵中，加入无菌

石英砂捣碎后转移至离心管中，加入 5 mL磷酸缓
冲液混匀，从离心管中吸取 1 mL溶液到装有 9 mL

无菌水的试管之中，依次稀释为 10−1、10−2、10−3

等 3个浓度梯度的组织悬液。采用热处理[14]、苯酚

处理[15]、无处理[16]等 3种预处理方式对稀释液进行

处理，分别取预处理后的 3个浓度梯度组织悬液各
80 μL，涂布于分离培养基上。将涂布好的平板，放

入 28 °C隔水式培养箱内培养 15−30 d。待放线菌长
出后，进行放线菌菌落的观察和菌落计数。ISP4培

养基用于菌种的纯化，纯菌株分别保存在 ISP4斜面

培养基上和 30%甘油水溶液中，各放置于 4 °C    
和−80 °C保存。 

1.3  菌种初步鉴定 
采用 ISP4培养基埋片培养法，显微观察菌丝、

孢子形态，肉眼观察培养特征，如气丝、基丝、产

色素以及孢子丝吸水等情况[17]，对分离菌株进行初

步分类。 

1.4  抗菌活性检测 
结合形态观察结果，选取 36 株代表菌株作为

研究材料，接种于 ISP4固体培养基于28 °C培养7 d；
指示真菌接种 PDA培养基于 28 °C培养 4 d待用；
指示细菌接种于 LB液体培养基，37 °C、160 r/min

培养 1 d待用。 
1.4.1  细菌指示菌的检测：接种细菌指示菌于装有

无菌水的试管中，涡旋振荡成悬液，取 80 µL菌悬
液均匀涂布于 LB培养基上，再用直径为 5 mm的
打孔器将生长良好的放线菌制成圆形琼脂块，将有

菌面朝下置于距离平板中央 3 cm 的四个方向，于
37 °C培养 1 d后，测定供试菌的抑菌圈大小，每个
处理重复 3次。 
1.4.2  真菌指示菌的检测：采用对峙生长法对代表

菌株的抗菌活性进行筛选。用 5 mm的打孔器将培

养好的指示真菌打制成带菌落的琼脂块，将植物病

原真菌菌饼接种于 PDA 培养基平皿中央。之后用

无菌牙签挑取同等大小的放线菌菌饼，分别放在各

病原菌四个方向等距的 3 cm 处，做好标记，并做

空白对照，重复 3次。在 28 °C培养箱中培养 5−7 d，

测定抑菌圈大小。 

1.5  几类活性物质合成相关基因的扩增 
采用 20 µL 反应体系 [18]，分别用 PKS IA 

(5′-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3′) 和 PKS IB 

(5′-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3′)[18]、PKS IIA 

(5′-TSGCSTGCTTCGAYGCSATC-3′) 和 PKS IIB 

(5′-TGGAANCCGCCGAABCCGCT-3′)[19]、NRPSA 

(5′-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3′)和 NRPSB 

(5′-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3′)[20]以及 HaloA 

(5′-TTCCCSCGSTACCA SATCGGSGAG-3′) 和

HaloB (5′-GSGGGATSWMCCAGWACCASCC-3′)[21] 
4对引物分别对代表菌株的 PKS I、PKS II、NRPS

和卤化酶基因进行扩增。PCR条件：PKS I：95 °C 

5 min；95 °C 0.5 min，55 °C 2 min，72 °C 4 min；

PKS II：96 °C 2 min；96 °C 1 min，60 °C 2 min，73 °C 

1.5 min；NRPS：95 °C 5 min；95 °C 1 min，59 °C   

1.5 min，72 °C 2 min；Halo：95 °C 5 min；95 °C     

1 min，60 °C 1 min，72 °C 2 min，均 35个循环。扩

增产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.6  代表菌株 DNA 的提取及 PCR 扩增 
提取代表菌株 DNA[22]，选用细菌 16S rRNA基

因通用引物(8F−27F/1504R−1523R)[16]，对甘草内生
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放线菌的 16S rRNA基因进行扩增。 

1.7  系统发育研究 
代表菌株 16S rRNA基因扩增片段送往上海生

工生物工程股份有限公司进行测序，测序结果在

NCBI 数据库中进行 BLAST 比对，在 GenBank 中
寻找相似性最大的序列，用 ClustalX进行比对，采
用MEGA 5.0软件中Neighbor-Joining法构建系统发
育树[23]。 

2  结果与分析 

2.1  胀果甘草内生放线菌的分离结果 
采用不同的预处理方法与不同的培养基，从胀

果甘草中共分离获得 80 株放线菌。不同预处理方
法对胀果甘草内生土壤放线菌的分离效果有明显

影响，样品经 3种方法处理后，分离到的放线菌数
量由多到少依次是热处理(HX)>空白(CK)>苯酚处
理(PX) (图 1A)。热处理以及空白处理的出菌率较
好，苯酚处理的杂菌少，但出菌率低(图 1B)。 

分离得到的 80 株内生放线菌在 5 种分离培养
基中的分布也有明显的差异(图 2)，其中 E2培养基
分离获得的放线菌最多，共 32株；E3其次，分离
获得 20株；E4最少，只分离得到 4株。   

2.2  胀果甘草内生放线菌菌株的形态特征观察 
根据气丝、基丝、色素颜色、孢子、吐水情况，

从分离获得的 80 株菌株中初步选取 36 株代表菌
株，显微观察菌株，有 28 株菌具有柔曲、螺旋、
顶端卷曲呈球状的孢子链，呈现明显的链霉菌特

征；其余 8株菌气丝弱或无，与典型的链霉菌存在
明显的区别。 

2.3  胀果甘草内生放线菌抗菌活性筛选 
对胀果甘草内生放线菌抗菌活性筛选结果表

明，36株供试菌中有 86.1%的内生放线菌对供试的
细菌与病原真菌具有不同程度的抗性，表现出广谱

的抗菌活性(表 1)。其中有 17株菌对大肠杆菌、枯
草芽孢杆菌具有抑菌活性，15 株菌对西瓜枯萎菌
具有抑菌活性，13 株菌对赤霉菌、玉米纹枯菌具
有抑菌活性。抑菌圈大小表明，分离自胀果甘草的

内生放线菌对不同供试病原菌株的拮抗效果存在 

 
 

 
 
图 1  不同前处理下胀果甘草内生放线菌的分离 
Figure 1  Isolation of endophytic actinobacteria from 
Glycyrrhizain flata Bat. under different pre-treatments 
注：A：不同前处理下胀果甘草内生放线菌的出菌率；B：不
同前处理下胀果甘草内生放线菌分菌图. 培养基：E1：LNMS；
E2：胰蛋白胨-棉子糖；E3：SCN；E4：葡萄糖-天冬酰胺；
E5：高氏Ⅰ号. 前处理：HX：热处理；PX：苯酚处理；CK：
空白对照. 
Note: A: The number of endophytic actinobacteria from 
Glycyrrhizain flata Bat. under different pre-treatments; B: The 
isolating pictures of endophytic actinobacteria from 
Glycyrrhizain flata Bat. under different pre-treatments. Medium: 
E1: LNMS; E2: Tryptone-raffinose; E3: SCN; E4: 
Glucose-asparaginate; E5: Gause I medium. Pretreatment: HX: 
Dry heat treatment; PX: Phenol treatment; CK: Blank control. 

 

 
 

图 2  不同培养基分离获得的胀果甘草内生放线菌数量 
Figure 2  The number of endophytic actinobacteria 
isolated from Glycyrrhizain flate Bat. on different media 
注：E1：LNMS；E2：胰蛋白胨-棉子糖；E3：SCN；E4：葡

萄糖-天冬酰胺；E5：高氏Ⅰ号. 
Note: E1: LNMS; E2: Tryptone-raffinose; E3: SCN; E4: 
Glucose-asparaginate; E5: Gause I medium. 
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表 1  胀果甘草内生放线菌抗菌活性 
Table 1  The antimicrobial activities of endophytic actinobacteria isolated from Glycyrrhizain flata Bat. 

菌株编号 
Isolates No. 

指示菌 
Indicator organism 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
SCAU7001 + ++ ++ + − − − − − − 
SCAU7002 − − − − ++ + + ++ + − 
SCAU7003 − − − + − − + − + + 
SCAU7004 − − − ++ − − − ++ + + 
SCAU7005 ++ ++ ++ − +++ + +++ ++ + − 
SCAU7006 + + − − − − − + − − 
SCAU7007 + + − − − − − − − − 
SCAU7008 + + − − − − − − − − 
SCAU7009 ++ + ++ − − ++++ − − ++ ++ 
SCAU7010 + + + ++ ++ ++ ++ − − − 

SCAU7011 ++ ++ + ++++ + ++ ++ +++ +++ +++ 

SCAU7012 − − − − − − + − ++ − 

SCAU7013 +++ ++ − − − − − − + +++ 

SCAU7014 + + − ++ +++ ++++ +++ +++ +++ +++ 

SCAU7015 + + − + + + + + − − 

SCAU7016 + − − ++ − − − ++ + + 

SCAU7017 − − − − − − − − − − 

SCAU7018 − − − − − − − − − − 

SCAU7019 − − − − − − + − − − 

SCAU7020 − − − − − − − − − − 

SCAU7021 − − − − − − − − + − 

SCAU7022 − − − − − + − − − − 

SCAU7023 + ++ ++ − − + − − ++ ++ 

SCAU7024 − − − − − − − − − − 

SCAU7025 − + + − − + − − − + 

SCAU7026 + + − − + − + − − − 

SCAU7027 − − − − − − + − − − 

SCAU7028 − − − + − + − − − − 

SCAU7029 + + + ++ ++ ++ ++ − − − 

SCAU7030 + + ++ + − − + − + ++ 

SCAU7031 − − − − − − − − + + 

SCAU7032 + ++ + − + + − − ++ + 
SCAU7033 + + ++ + − − + − + ++ 
SCAU7034 − − − − − − − − − − 

SCAU7035 − − − − − − + − − − 

SCAU7036 − − − − − − − − − − 
注：指示菌：1：大肠杆菌；2：枯草芽孢杆菌；3：金黄色葡萄球菌；4：蕃茄早疫病菌；5：黄瓜炭疽病菌；6：赤霉菌；7：玉米
纹枯菌；8：黄瓜枯萎病菌；9：西瓜枯萎病菌；10：玉米弯孢菌. 抑菌活性：+：0−3 mm；++：4−6 mm；+++：7−9 mm；++++：
10−12 mm；−：无抑菌效果. 
Note: Indicator bacteria: 1: Escherichia coli; 2: Bacillus subtilis; 3: Staphylococcus aureus; 4: Alternaria solani; 5: Colletotrichum orbiculare; 
6: Gibberella fujikuro; 7: Rhizoctonia solani; 8: Cucumber fusarium; 9: Fusarium oxyspirum; 10: Curvularia lunata. Inhibiting activity: +: 
0−3 mm; ++: 4−6 mm; +++: 7−9 mm; ++++: 10−12 mm; −: No inhibiting activity. 
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差异，如菌株 SCAU7014对黄瓜炭疽病菌、赤霉菌、
玉米纹枯菌、黄瓜枯萎病菌、西瓜枯萎病菌、玉米

弯孢菌的抑菌圈都大于 6 mm，但对大肠杆菌、枯
草芽孢杆菌的抑菌圈小于 3 mm，对金黄色葡萄球
菌没有表现出任何抑菌效果； SCAU7002、
SCAU7005、SCAU7009、SCAU7010、SCAU7015、
SCAU7016、SCAU7023、SCAU7029、SCAU7030、
SCAU7032等表现出对 4种以上的指示菌有抗性；
而菌株 SCAU7011 对所有的指示菌均表现出了抗
性，揭示了其代谢产物类型的多样性，为进一步寻

找抗菌活性物质提供了良好的研究材料。 

2.4  胀果甘草内生放线菌化合物合成相关基因

检测 
分别利用 PKS I、PKS II、NRPS及卤代酶基因

扩增引物，对 36 株代表菌株的聚酮合酶、非核糖
体多肽合成酶及卤代酶相关基因进行检测。图 3结
果表明，大部分菌的扩增片段长度符合各基因的预

期值。将 4 种不同基因扩增的情况统计于表 2。从
基因检测结果来看，36 株供试菌株中有 27 株菌至
少扩增出了一种合成酶基因，PKS I、PKS II、NRPS
及卤代酶基因阳性菌株检出率分别是 16.7%、
72.2%、25.0%和 11.1%，其中 PKS II基因数量最多，
表明该基因广泛分布于胀果甘草内生放线菌中。同

时，将菌株的功能基因检测与菌株抗菌活性测定结

果进行比较分析发现(表 2)，二者的分布存在一定的

对应关系，即有抗菌活性的菌株大多都能扩出来至

少一种合成酶基因。但也有例外，如菌株

SCAU7029、SCAU7030和 SCAU7032均对 6种以
上的指示菌株表现了抗菌活性，但并没有从中检测

到 PKS I、PKS II、NRPS及卤代酶基因的条带；而
与之相反的是菌株 SCAU7032、SCAU7032 的   
PKS II及 NRPS两种合成酶基因均能被扩增出来，
但对 10株指示菌株均无抗菌活性。 

2.5  16S rRNA 基因扩增及系统发育分析 
根据代表菌株的抗菌活性与功能基因筛选结果，

选取 20株菌株进行 16S rRNA基因序列测定，序列结
果在 GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)
中用 BLAST 进行检索和比对，找出相似性最高的
序列，并构建系统发育树(图 4)。结果表明，序列与
数据库中的模式菌株都具有一定的相似性，相似度

在 98%−100%。根据 16S rRNA基因序列相似性大
于 97%的菌株归于同一个种的规则，20株菌分属于
4 个属：链霉菌属 (Streptomyces)、小单孢菌属
(Micromonospora)、红球菌属(Rhodococcus)、游动
放 线 菌 属 (Actinoplanes) ， 其 中 链 霉 菌 属
(Streptomyces)为胀果甘草的优势种群，占总菌数的
60%。在不同的链霉菌属内，不同种间形成分支，
表明胀果甘草内生放线菌在链霉菌属内的多样性

很高，揭示了胀果甘草内生放线菌种群具有丰富的

多样性。 
 

 

 
 

图 3  四种基因筛选部分扩增产物的电泳图谱 
Figure 3  PCR amplification of PKS I (A), PKS II (B), NRPS (C) and Halo (D) genes from genomic DNA of isolates 

Note: M: Marker; 1−10: SCAU7001, SCAU7002, SCAU7003, SCAU7014, SCAU7015, SCAU7016, SCAU7008, SCAU7009, SCAU7010, 
SCAU7011. 
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表 2  胀果甘草内生放线菌 PKS I、PKS II、NRPS 和卤代酶基因的检测结果 
Table 2  The detection results of PKS I, PKS II, NRPS and Halo gene fragments of endophytic actinobacteria isolated 

from Glycyrrhizain flata Bat. 

菌株编号 
Isolates No. 

化合物合成基因 
Synthetic genes 

PKS I PKS II NRPS Halogenase 

SCAU7001 − * − − 

SCAU7002 − * − − 

SCAU7003 − * − * 

SCAU7004 − * − − 

SCAU7005 − * * − 

SCAU7006 − * * − 

SCAU7007 − * − − 

SCAU7008 − * − * 

SCAU7009 − * * − 

SCAU7010 − * * − 

SCAU7011 − − − * 

SCAU7012 − * * − 

SCAU7013 * * − − 

SCAU7014 − − * − 

SCAU7015 * * − * 

SCAU7016 * * − − 

SCAU7017 * * − − 

SCAU7018 − * − − 

SCAU7019 − * − − 

SCAU7020 − * * − 

SCAU7021 − * * − 

SCAU7022 − * − − 

SCAU7023 − * − − 

SCAU7024 − * − − 

SCAU7025 * * − − 

SCAU7026 − * − − 

SCAU7027 − * * − 

SCAU7028 * * − − 

SCAU7029 − * − − 

SCAU7030 − − − − 

SCAU7031 − − − − 

SCAU7032 − − − − 

SCAU7033 − − − − 

SCAU7034 − − − − 

SCAU7035 − − − − 

SCAU7036 − − − − 

注：*：有功能基因；−：无功能基因. 
Note: *: Gene detected; −: Gene not detected. 
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图 4  胀果甘草内生放线菌 16S rRNA 基因序列系统发育树分析 
Figure 4  Neighbor-joining phylogenetic tree analysis of 16S rRNA gene of endophytic actinobacteria isolated from 

Glycyrrhizain flata Bat. 
注：括号里的数字为 GenBank登录号；分支点上的数字为 Bootsrap值，代表分类单位被聚在一起的几率；比例尺显示水平线的
长度，代表碱基替换数. 
Note: Numbers in parentheses represent the sequesnces accession No. The numbers at the nodes indicate the level of bootstrap support 
(%) based on 1 000 resampled data sets, only values above 50% are given. The scale bar corresponds to 0.02 substitutions per nucleotide 
position.  
 

3  讨论 

自链霉菌成为抗生素主要产生菌以来，放线菌

作为一类重要的微生物资源逐渐被认识，并开创了

抗生素的黄金时代[24]。目前尽管可以通过对菌株进

行遗传修饰改造获得优良菌株，但从自然环境中筛

选优良菌株仍然是主要方向。而分离方法和选择性

培养基对发掘放线菌资源至关重要。司美茹等[25]

报道在同样的处理时间下，随着预处理温度升高，  

放线菌数量和种类均明显增加，细菌数量有减少趋

势。本研究同样发现植物样品经过热处理后，分离

获得放线菌的数量显著增加，分离平板上杂菌污染

较少，说明通过一定温度预处理有利于放线菌孢子

萌发，同时可以抑制细菌的生长。Muscholl- 

Silberhorn等[15]报道，用一定浓度的苯酚处理样品后，

将更有利于放线菌的分离，而我们发现植物样品经

苯酚处理后，杂菌污染是 3种处理中最少的，但分
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离出的放线菌也最少，这可能是因为不同环境中不

同植物的内生微生物对于苯酚的耐受性各不相同

而造成分离效果的差异[26]。其次，选择不同的培养

基对胀果甘草内生放线菌的分离也有明显的影响，

E2、E3、E4 3种寡营养培养基中分别使用了较难被

细菌利用的棉子糖、干酪素及天冬酰胺酸作为碳、

氮源，但不会影响放线菌的生长。因此，使用这    

3 种寡营养培养基可以有效地减少细菌在分离培养

基上的生长，避免了因细菌生长过多过快抑制放线

菌生长的情况，有利于一些生长缓慢的稀有放线菌

的生长。本实验从新疆胀果甘草中分离出的放线菌

分别属于链霉菌属、小单胞菌属、红球菌属和游动

放线菌属，其中链霉菌为优势菌属。8 株稀有放线

菌均分离自 3种寡营养培养基，表明放线菌偏好无

机营养成分的培养基，寡营养培养基更适合稀有放

线菌的分离[27]。有机物含量低的分离培养基，不仅

有利于稀有放线菌的分离，同时还可以防止外界真

菌污染[8]。因此，分离培养基选取不同的碳源、氮

源及类型各异的营养成分，才能尽可能满足不同类

型放线菌的生长需求，分离到更多放线菌资源。 

放线菌的多数次生代谢产物是通过聚酮合酶

和非核糖体多肽合成酶来合成主要结构骨架，而活

化产物结构多样性则是由一类称为后修饰酶的蛋

白决定的。放线菌的抗菌活性与其产生的次生代谢

产物密不可分，因此通过对这些基因的检测，可以

对菌株合成此类化合物的潜力以及它的抗菌活性

进行预测和评价，提高发现新化合物的效率[28]。目

前，次生代谢产物合成基因筛选作为一种发现新药

先导化合物的方法已被广泛应用 [21]。本实验中    
36株代表菌株中 PKS I、PKS II、NRPS基因和卤化
酶基因阳性检出率分别为 16.7%、72.2%、25.0%和
11.1%，其中 PKS II 基因的检出率尤为突出。已知
的 II 型 PKS 合成酶基因编码的天然产物主要有聚
酮类抗生素、醌类物质、金霉酸、孢子色素等。Sun
等[29]通过对珊瑚中可培养放线菌 PKS II 基因的筛
选，获得 10株 PKS II 基因筛选呈阳性的菌株，通
过对各菌株发酵产物的进一步分析发现，其中的  

一株菌Micromonospora sp. A5-1具有产生聚酮类化
合物 Jadomycin B类似物的能力，表明通过化合物
合成基因的检测发现含有天然产物合成基因的放

线菌资源是可行的。然而，有研究表明并非所有胀

果甘草内生放线菌菌株功能基因的检出与抑菌活

性之间存在一一对应关系[18]。例如，本研究获得的

稀有放线菌均未检测到编码任何天然产物的相关

基因，但其中小单孢菌属、红球菌属的部分菌株却

对不同病原菌表现出了不同程度的抑制作用，而与

之相反的是菌株 SCAU7032，其 PKS II 和 NRPS两
种合成酶基因均能被扩增出来，但对 10 株指示菌
株均无抗菌活性。因此，我们在进行活性菌株筛

选时，应将天然活性物质的基因筛选与抗菌活性

实验相结合，这样筛选得到的菌株产生活性化合

物的可能性更大，同时也可以很好地避免活性菌

株的漏筛[30]。 
综上所述，胀果甘草作为我国传统的药用植

物，其内部蕴藏着丰富的放线菌资源，在塔里木盆

地极端环境下的胀果甘草内生放线菌产生天然代

谢产物的潜力巨大，具有进一步开发的价值。 
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