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贵州黔南喀斯特洞穴放线菌抗菌活性筛选及差异研究
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［摘　要］目的：探索贵州黔南荔波喀斯特地区洞穴放线菌资源，筛选具有抗菌活性的放线菌菌株。方法：采
集贵州荔波茂兰喀斯特森林无名洞穴内土壤样品，采用纯培养的方法分离菌株，并扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因、筛选
其中放线菌；使用３种培养基发酵，管碟法对放线菌进行抗菌活性检测。结果：共分离出３５株放线菌，分属于３
个目、５科、９个属、２２个种，红球菌属为优势菌属（４５７％）；４２８％的菌株对至少一种测试菌具有抗菌活性；使
用ＡＭ３及ＩＳＰ５培养基获得具有抗性发酵液的比例均占５３３％，ＲＡ培养基只有３３３％的发酵液具有抗性。结
论：贵州黔南喀斯特无名洞穴内存在丰富的具备潜在抗菌活性的放线菌资源，不同的发酵培养条件影响放线菌

抗菌活性。
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　　在深海热液口发现的、以化能无机营养生物为
基础的生态系统已颠覆了所有生命都依赖于光的

理论［１］，喀斯特洞穴作为极端环境中一种特殊的

生态系统，具有黑暗、对流交换缓慢、营养物质匮乏

等特点，洞穴环境虽特殊但仍有大量生理功能特殊

和耐受适应的生物存在，且多样性丰富［２］。由于

地理条件的限制，大多数洞穴未被探测或极难进

入，因此受到外界环境干扰少，能够较好的保持其

原始性，洞穴内常生存着一些能够耐受极端环境的

微生物，且微生物还处于较为原始的抗药性阶段，

可以在其中寻找天然的抗菌药物。目前贵州省喀

斯特地区放线菌研究主要集中在土壤放线菌生物

多样性［３－５］、喀斯特环境与微生物的相互作用方

面，对天然喀斯特洞穴内放线菌生物多样性及抗菌

活性研究有限，而位于贵州荔波县的茂兰国家级喀

斯特森林自然保护区，是我国中亚热带喀斯特地貌

上原生性森林植被保存较完好的一块宝地，本实验

从茂兰喀斯特天然洞穴中采集样本，对原生态微生

物进行纯培养，选择真菌、细菌、放线菌中５种致病
菌进行放线菌的抗菌活性研究，为贵州省放线菌的

分类及资源开发提供研究资料。

１　材料和方法

１１　材料
１１１　样品　２０１８年８～９月于贵州省荔波市茂
兰喀斯特森林无名洞穴内采集，置于无菌纸袋中，

运回实验室４℃保存。
１１２　培养基　发酵培养基１（ＡＭ３）：可溶性淀
粉１０ｇ，大豆粉１０ｇ，甘油１０ｇ，蛋白胨１５ｇ，Ｃａ
ＣＯ３２ｇ。发酵培养基２（ＲＡ）：可溶性淀粉２０ｇ，葡
萄糖１０ｇ，麦芽提取物１０ｇ，麦芽糖 １０ｇ，玉米粉
５ｇ，微量元素１００Ｕ／Ｌ，ＣａＣＯ３２ｇ。发酵培养基３
（ＩＳＰ５）：葡萄糖１０ｇ，酵母提取物４ｇ，麦芽提取物
１０ｇ。纯化培养基（ＴＳＡ）：大豆蛋白胨５ｇ，胰蛋白
胨１５ｇ，ＮａＣｌ１５ｇ，琼脂 １５ｇ。
１１３　测试病原微生物　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）ＡＴＣＣ２５９２３、大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＡＴＣＣ２５９２２、白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉ

ｃａｎｓ）ＡＴＣＣ１０２３１、新生隐球菌（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｆｏｒ
ｍａｎｓ）Ｈ９９、土地戈登氏菌（Ｇｏｒｄｏｎｉａｔｅｒｒａｅ）ＩＦＭ
１６１，大肠埃希菌及金黄色葡萄球菌为贵州医科大
学微生物学教研室保存菌株，其余均获赠于日本千

叶大学真菌研究所。

１１４　主要试剂　ＴＩＡＮＧＥＮ细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒、Ｇｅｎｓｔａｒ ＰＣＲＭＩＸ、国产分析纯试剂。
１２　方法
１２１　放线菌分离　将土壤样本风干研磨后，使
用无菌水制成１０－２土壤悬液，取２００μＬ涂布于分
离平板上，２８℃培养７ｄ，观察生长菌落的形态特
征，挑取单菌落接种于ＴＳＡ板进行纯化，２８℃培养
４～５ｄ，直至获得单一纯菌。
１２２　基因组ＤＮＡ提取及１６ＳｒＲＮＡ扩增　采用
细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒制备ＤＮＡ模板，采用
１６ＳｒＲＮＡ通用引物［６］２７ｆ（５′ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ
ＧＣＴＣＡＧ３′）１４９２ｒ（５′ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ
３′）进行 ＰＣＲ扩增，反应体系及条件参照文献
［７］。ＰＣＲ产物经１５％琼脂糖凝胶电泳检测后送
英淮捷基（上海）贸易有限公司进行序列测定。

１２３　１６ＳｒＲＮＡ基因比对　将获得的序列在
ＣＬＵＳＴＡＬ＿Ｘｐｒｏｇｒａｍ进行比对后［８］，与现有的纯培

养序列在 ＮＣＢＩ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）及ＥｚＴａｘｏｎｅ工具进行比对［９］。

１２４　抗菌活性实验　 将筛选出的放线菌每株
接种于ＡＭ３、ＲＡ、ＩＳＰ５三种不同的培养基中，置于
２８℃摇床中发酵１周，１００００ｒ／ｍｉｎ离心取上清，
过０２２μｍ滤膜，获得发酵液。将病原菌活化后，
制成菌悬液（０５麦氏），均匀涂布于无菌 ＰＤＡ／
ＴＡＳ平板上，使用管碟法［１０］，于３７℃正置培养２４
～４８ｈ。十字交叉法记录抑菌圈直径。

２　结果

２１　分离到的放线菌
从茂兰喀斯特洞穴样品中共分到 ３５株放线

菌，归属于放线菌门下３个目５个科９个属２２个
种，其中优势菌属为 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ属（４５７％），Ａｒ
ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ属（１７１％）。见表１。

０２５
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表１　贵州荔波茂兰喀斯特森林无名洞穴放线菌分离结果
Ｔａｂ．１　ＡｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓｉｓｏｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｉｎＫａｓｔｃａｖｅｓ

目（ｏｒｄｅｒ）　　 科（Ｆａｍｉｌｙ）　　　 属（Ｇｅｎｕｓ）　　　　 所占比例（％）
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ（棒杆菌目） Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ（诺卡氏菌科） Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ（红球菌属） ４５７０
Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ（微球菌目） Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（微球菌科） Ｐａｅｎａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ（巴氏杆菌属） ８５７

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ（节杆菌属） １７１０
Ｐａｅｎｉｇｌｕｔａｍｉｃｉｂａｃｔｅｒ（儿茶酸杆菌属） ５７１
Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ（微杆菌属） ５７１
Ｐｓｅｕｄａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ（假节杆菌属） ２８６

Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ（原小单孢菌科） Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ（纤维单胞菌属） ２８６
Ｓａｎｇｕｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ（血杆菌科） Ｏｅｒｓｋｏｖｉａ（厄氏菌属） ２８６

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｅａｅ（链霉菌目） Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ（链霉菌科） Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ（链霉菌属） ８５７

２２　抗菌活性
３５株放线菌中１５株对至少一种病原菌具有抑

制作用，占比 ４２８％，其中编号为 Ｋ１０２８、Ｋ１００６、
Ｋ２０４９的菌株对白念珠菌有抑制作用，尤其 Ｋ１０２８
菌株抑制作用最强，属于微杆菌属；９株放线菌对
新生隐球菌有抑制作用，其中 Ｋ４２１１２（巴氏杆

菌）、Ｋ４２１３（厄氏菌属）、Ｋ４２３９２（链霉菌属）表现
出了极强的抑制作用；Ｋ４２３９２（链霉菌属）及
Ｋ３１０２（链霉菌属）、Ｋ４２１２３（红球菌属）对戈登氏
菌具有抑制作用；Ｋ３２１８１、Ｋ４１７对金黄色葡萄球
菌具有抑制作用，Ｋ４２１３、Ｋ４１７、Ｋ３２１９、Ｋ２０１０对大
肠埃希菌具有抑制作用。见表２。

表２　分离放线菌对５种病原菌抗菌活性
Ｔａｂ．２　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

菌株编号 发酵培养基
Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｎｅｆｏｒｍａｎｓ

Ｃａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ

Ｇｏｒｄｏｎｉａ
ｔｅｒｒａｅ

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ

１ － － － － －
Ｋ４２１１２ ２ ＋＋ － － － －

３ － － － － －
１ ＋＋ － － ＋＋＋ －

Ｋ４２１８１ ２ － － － － －
３ － － － － －
１ ＋＋＋ － － － ＋＋＋

Ｋ４２１３ ２ － － － － －
３ ＋＋ － － － －
１ ＋ － － － －

Ｋ４２１２２ ２ － － － － －
３ － － － － －
１ － － － － －

Ｋ４２１２３ ２ － － － － －
３ ＋ － － － －
１ － － ＋＋ － －

Ｋ４２３９２ ２ ＋＋＋ － ＋＋＋ － －
３ ＋＋ － － － －
１ － － － － －

Ｋ１０２８ ２ － ＋＋＋ － －
３ － － － － －
１ － － － － －

Ｋ１００６ ２ － － － － －
３ － ＋＋ － － －

１２５
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续表

菌株编号 发酵培养基
Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｎｅｆｏｒｍａｎｓ

Ｃａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ

Ｇｏｒｄｏｎｉａ
ｔｅｒｒａｅ

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ

１ ＋ － － － －
Ｋ４４１ ２ － － － －

３ ＋＋ － － － －
１ － ＋＋ － － －

Ｋ２０４９ ２ － － － － －
３ － － － － －
１ ＋＋ － － － －

Ｋ２０３１ ２ ＋＋ － － － －
３ ＋ － － － －
１ － － － － －

Ｋ３１０２ ２ － － － － －
３ － － ＋＋ － －
１ － － － － －

Ｋ４１７ ２ － － － ＋＋＋ ＋＋
３ － － － －
１ － － － － ＋＋＋

Ｋ３２１９ ２ － － － － －
３ － － － － －
１ － － － － －

Ｋ２０１０ ２ － － － － －
３ － － － － ＋＋＋

注：＋＋＋表示抑菌圈直径＞２５ｍｍ，＋＋表示抑菌圈直径１５ｍｍ～２５ｍｍ，＋为抑菌圈直径＜１５ｍｍ，－表示无抑菌圈

２３　不同培养基获得抗菌活性的差异
在抗菌活性试验中，同一菌株使用不同的培养

基发酵，其代谢产物对同一病原菌的抗菌活性差异

显著。１５株活性菌株中，在 ＡＭ３培养基中具有抗
菌活性的菌株有８株，占５３３％，ＩＳＰ５培养基有抗
菌活性菌株数量与ＡＭ３相同，ＲＡ培养基有抗菌活
性菌株数量为５株，占比３３３％。见图１、图２。

注：Ａ为Ｅ．ｃｏｌｉ，Ｂ为Ｓ．ａｕｒｅｕｓ，Ｃ为Ｇ．ｔｅｒｒａｅ，
Ｄ为Ｃ．ｎｅｆｏｒｍａｎｓ，Ｅ为Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ

图１　放线菌在不同培养基发酵条件下的抑菌谱
Ｆｉｇ．１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

注：Ａ为Ｋ１０３２菌株３号发酵液对Ｇｏｒｄｏｎｉａｔｅｒｒａｅ的抑制
作用，Ｂ为Ｋ４４１菌株３号发酵液对Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｆｏｒｍａｎｓ
的抑制作用，Ｃ为Ｋ１０２８菌株２号发酵液对Ｃａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ的抑制作用，Ｄ为Ｋ２０４９菌株１号发酵液

对Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ的抑制作用

图２　部分菌株在不同发酵培养条件下的抑菌情况
Ｆｉｇ．２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
２２５
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３　讨论
本研究首次对贵州茂兰喀斯特森林内的洞穴

进行了放线菌类群的分离鉴定及抗菌活性筛选研

究，选择使用了３种不同的发酵培养基（ＲＡ、ＩＳＰ５、
ＡＭ３）对放线菌产生抗菌活性差异的影响因素进
行了比较和探讨。共分离获得３５株可培养放线
菌，其中棒杆菌目和微球菌目所占比例各半，优势菌

属为红球菌属（４５７％）、其次为节杆菌属（１７１％），
另有少量的链霉菌属，而湖北、云南、河南等地洞穴

放线菌优势菌属为链霉菌属［１１－１３］，表明微生物群

落多样性存在地域性差异。在分离到的放线菌中

４２８％的菌株表现出了抗菌活性，尤其是对病原真
菌有较强的抑制作用。抗真菌抗生素的发展一直

较抗细菌抗生素缓慢［１４］。近年来，随着 ＨＩＶ感染
的蔓延、免疫抑制剂的广泛使用、免疫功能低下患

者的增加、人口的老龄化、器官移植等医疗技术的

发展以及留置医疗器械的广泛使用等，导致侵袭性

真菌感染的发病率及耐药率逐渐升高［１５－１６］。侵袭

性真菌感染不仅能造成皮肤、黏膜的浅表感染，还

能造成免疫功能低下患者致命的系统感染。有学

者从肺癌、艾滋病、慢性粒细胞白血病等样本中分

离出大量念珠菌［１７－１８］，成为医院感染排名第四位

的病原菌［１９］，也是导致血液、肿瘤和 ＩＣＵ病房患者
最主要的死亡原因之一，致死率达到 ４０％ ～
６０％［２０］。白念珠菌感染的日益流行及其较高的致

死率一直都是人们关注的。本研究发现了多株对

念珠菌及隐球菌具有抑制作用的活性菌株，研究结

果有助于天然、高效、广谱、抗真菌抗生素的开发，

具有巨大的利用价值。

本次研究使用的３种发酵培养基，碳氮源的成
分的差异影响了放线菌抗菌活性。碳源和氮源是

影响微生物代谢的重要因素，从 ＡＭ３及 ＩＳＰ５培养
基发酵产物中获得具有抗性菌株的比例高于 ＲＡ
培养基。考虑单因素影响，促进放线菌抗菌活性物

质产生的最佳碳源为玉米粉其次为可溶性淀粉及

葡萄糖，最佳氮源为蛋白胨其次为黄豆粉酵母

粉［２１－２４］。本次洞穴中分离到的放线菌在使用葡萄

糖作为碳源或麦芽提取物作为氮源的培养基发酵

时，产生具有抗菌活性的物质量少或无抗菌活性的

物质产生，一方面提示麦芽提取物并非理想的洞穴

放线菌活性物质产生的营养因子，另一方面说明淀

粉作为碳源有利于发酵液中活性物质的产生和代

谢［２５］，培养基的碳氮源差异最终导致分离到的放

线菌的代谢谱变化，使抑菌活性更强或失去了抑菌

活性。因此在进行洞穴放线菌活性筛选时，可以选

择黄豆粉、酵母粉等复合氮源，其中不仅含糖，氮素

和灰分，还含有促进放线菌生成及孢子萌发的生长

因素，可以促进新的天然活性产物的发现［２６］。

综上所述，本研究对黔南喀斯特洞穴极端环境

的放线菌资源进行了初步调查，分离得到了具有潜

在开发利用价值的放线菌资源，对当地放线菌微生

物资源的开发和保护有重要的意义。
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