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海南西海岸四种真红树根系土壤放线菌
物种多样性及其延缓衰老活性初筛
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摘　 要: 为更好地开发利用海洋微生物资源积累丰富的放线菌菌种ꎬ该文以海南西海岸潮间带区域四种真

红树根系土壤为研究对象ꎬ分析了红树林根系放线菌物种多样性组成及其代谢产物活性ꎮ 该研究以 ９ 种不

同培养基为分离介质ꎬ采用纯培养方法和三区划线法分离纯化菌株ꎬ结合放线菌形态学特征及其 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列结果开展多样性分析ꎮ 放线菌发酵液经乙酸乙酯萃取ꎬ利用秀丽隐杆线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ)
测试其延缓衰老活性ꎮ 结果表明:(１)共分离获得 ２２ 株放线菌ꎬ隶属于 ４ 目 ７ 科 ９ 属ꎬ其中链霉菌属(Ｓｔｒｅｐ￣
ｔｏｍｙｃｅｓ)为优势菌群ꎬ并初步确认 ＩＭＤＧＸ ６０１２、ＩＭＤＧＸ ６０２８、ＩＭＤＧＸ ６１１８、ＩＭＤＧＸ ６３２６、ＩＭＤＧＸ ６１１９ ５ 株放

线菌可能为潜在的新物种ꎮ (２)发酵产物延缓衰老研究结果表明ꎬ８ 株放线菌的代谢产物可显著延长线虫

寿命(Ｐ<０.０５)ꎻ其中ꎬＩＭＤＧＸ ６０２８ 和 ＩＭＤＧＸ ６１１８ 作为拟无枝酸菌属(Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ)和短小杆菌属(Ｃｕｒｔｏ￣
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ)的潜在新物种ꎬ具有极显著延缓衰老活性(Ｐ< ０.０１)ꎬ与空白组比较ꎬ可分别延长线虫寿命的

２２.２％和 ２６.６％ꎮ 综上结果表明海南西海岸真红树根系土壤具有丰富的可培养放线菌资源ꎬ具有发现放线

菌新物种和延缓衰老活性菌株的潜力ꎮ
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ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ. ＩＭＤＧＸ ６０２８ ａｎｄ ＩＭＤＧＸ ６１１８ꎬ ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ａｎｄ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉｕｍꎬ ｈａｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ (Ｐ<０.０１). Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｒｕｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ５００ μｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ２２. ２％ ａｎｄ ２６. ６％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ａｂｕｎｄａｎｔ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｄｉｓｃｏｖｅｒ
ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｕｅ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｅｓｔ ｃｏａｓｔ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｍａｎｇｒｏｖｅ ｐｌａｎｔｓꎬ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 放线菌是挖掘新型次生代谢产物的重要菌种

资源ꎮ 红树林处于海岸潮间带ꎬ独特的理化环境

和丰富的腐殖质为创造微生物多样性提供了有利

条件(Ｓａｎｇｋａｎｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎬ已经被公认为分离放

线菌的理想环境(Ｓｗｅｅｔｌｉｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ 因此ꎬ红
树林放线菌一直是国内外科研人员争相研究的对

象ꎮ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.(２０１４)从马来西亚热带红树林沉积

物中分离获得 ８７ 株放线菌ꎬ其中 ５ 株被认为是新

种ꎮ 洪葵研究组从中国 ８ 个红树林站点采集的

１１２ 份土壤和 ９９ 个植物样品中分离出２ ０４１株放

线菌ꎬ归于 ８ 亚目 １１ 科 ２５ 属ꎬ部分菌株次生代谢

产物具有抗菌、抗肿瘤、治疗神经退行性疾病和糖

尿病多种药理活性(Ｈｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ 我国红树

物种资源丰富ꎬ海南岛是我国红树植物聚集地之

一ꎬ共有红树植物 ３８ 种(辛欣等ꎬ２０１６)ꎮ 其中ꎬ位
于东部海岸的东寨港和清澜港红树林保护区作为

海南最大的红树林分布区ꎬ成为热点研究地区ꎬ已
分离出具有抗菌、抗肿瘤及杀线虫活性的多种菌

株(雷湘兰ꎬ２００６ꎻ黄惠琴等ꎬ２０１３ꎻ李静等ꎬ２０１６)ꎮ
海南西海岸红树林主要分布于临高、儋州等地ꎬ与

东海岸相比ꎬ西海岸红树林面积小ꎬ群落类型相对

简单ꎬ目前对于该区域红树根系放线菌的研究鲜

有报道ꎮ 加上近年来人类活动对红树林资源造成

了实际威胁ꎬ及时对该区域红树林根系放线菌实

现高值化开发利用ꎬ并以此为契机进一步推动西

海岸红树林生态系统建设ꎬ对于我国发展海洋生

态文明具有重要意义ꎮ 同时对红树林根系放线菌

种类多样性的研究ꎬ对于我国海洋微生物资源现

状的整体评价也具有一定参考价值ꎮ
近年来我国人口呈负增长趋势ꎬ老龄化形势

日益严峻ꎬ预计到 ２１ 世纪中叶ꎬ老龄人口将高达

４.５ 亿ꎬ占总人口的 １ / ３(曾尔亢等ꎬ２０１２)ꎬ解决人

口老龄化问题刻不容缓ꎮ 目前临床用于抗衰老的

药物大多是合成药物(Ｍｅｓｓｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ存在

安全和功效的不确定性ꎬ从微生物中挖掘新化合

物一直以来受到各国科学家的青睐ꎮ 放线菌被认

为是最适合挖掘新化合物的微生物之一ꎬ从放线

菌挖掘获得的新化合物包括生物碱、类固醇、萜类

化合物、聚酮等ꎬ这些化合物在人类疾病治疗和病

虫害防治均有报道( Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ然而这些
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已鉴定化合物对于人体健康保健方面如延缓衰老

活性则鲜有报道ꎮ 本研究对红树根系土壤放线菌

多样性进行分析ꎬ并通过初步筛选获得具有延缓

衰老表型的放线菌菌株ꎬ为后期挖掘具有延缓衰

老活性的新化合物提供重要的菌种资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 红树林根系土壤样品 　 ２０１７ 年 ７ 月从海南

西海岸共采集四种真红树林植物根系土壤样品 ７
份ꎬ样品信息如表 １ 所示ꎮ 用灭菌铲沿每种红树

根围挖取深度为 ５ ｃｍ 的土壤样品ꎬ同一种红树植

物样品的取样地点距离均大于 １００ ｍꎬ土壤样品保

存于采样冰盒中并于 ２４ ｈ 内送回实验室进行菌株

的分离实验ꎮ

表 １　 样品采集信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅ

土壤样品
Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ

经纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ ａｎｄ
ｌａｔｉｔｕｄｅ

１－３ 红海榄土壤
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０９°５９′３７″ Ｅ、
１９°５５′０７″ Ｎ

１－４ 红海榄土壤
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０９°５９′３７″ Ｅ、
１９°５５′０７″ Ｎ

１－１４ 红海榄土壤
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０９°３３′５０″ Ｅ、
１９°５１′２７″ Ｎ

２－１ 桐花树土壤
Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０９°５９′３７″ Ｅ、
１９°５５″０７″ Ｎ

２－２ 白骨壤土壤
Ａｖｉｃｅｎｎｉａ ｍａｒｉｎａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０９°５９′３７″ Ｅ、
１９°５５′０７″ Ｎ

２－３ 白骨壤土壤
Ａｖｉｃｅｎｎｉａ ｍａｒｉｎａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０９°５９′３７″ Ｅ、
１９°５５′０７″ Ｎ

７－７ 红树土壤
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ａｐｉｃｕｌａｔａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０９°３３′５０″ Ｅ、
１９°５１′２７″ Ｎ

１.１.２ 线虫样品 　 ＯＰ５０ 大肠杆菌(ＯＰ５０ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ) 和 野 生 型 秀 丽 隐 杆 线 虫 ( Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ
ｅｌｅｇａｎｓ)均由广西科学院汪斌博士惠赠ꎮ
１.１.３ 实验试剂　 Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 树脂ꎬ２×Ｅａｓｙ Ｔａｑ Ｓｕ￣
ｐｅｒｍｉｘ 购于 ＢｉｏＲａｄ 公司(美国)ꎻ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩

增 引 物 对 ２７Ｆ ( ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣
３′)和 １４９２Ｒ(５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′)购

于全式金生物技术有限公司(中国ꎬ北京)ꎻ５％次

氯酸钠购于朗索医用消毒剂有限公司(中国ꎬ杭
州)ꎻ其他试剂均为国产分析纯ꎮ

１.２ 红树根系土壤放线菌多样性实验

１.２.１ 培养基配方 　 分离用固体培养基:参考李家

怡等 ( ２０１７ ) 方 法 采 用 ＡＧＧ、 Ｍ４、 Ｍ５、 Ｍ７、 Ｍ９、
Ｍ１０、Ｍ１１、ＩＳＰ７ 和 ＩＳＰ３ 共 ９ 种分离培养基ꎬ培养

基详细配方见参考文献ꎮ
纯化及保藏培养基:改良 ＩＳＰ２ 固体培养基ꎬ包

括酵母提取物 ２.０ ｇꎬ麦芽提取物 ２.０ ｇꎬ葡萄糖 ２.０
ｇꎬ琼脂 ２０.０ ｇ 和海水 １ ０００ ｍＬꎮ

发酵培养基:改良 ＩＳＰ２ 液体培养基ꎮ
１.２.２ 红树根系土壤样品的处理方法 　 参考李菲

等(２０１８)的方法ꎬ挑除根系土壤样品表面的杂质ꎬ
取红树植物根须表面附着的土壤 ２.０ ｇ 装于含有

石英砂和 ２０ ｍＬ 无菌水的锥形瓶中ꎬ于摇床中充

分摇匀ꎬ制成 １０ ￣２、１０ ￣３ 稀释液ꎮ 取两种稀释液各

０.２ ｍＬꎬ分别涂布于 ９ 种分离培养基上ꎬ置于恒温

培养箱 ２８ ℃下倒置培养 ２ ~ ８ 周ꎻ从涂布培养基中

挑选单一菌落ꎬ采用三区划线法于 ＩＳＰ２ 培养基上

进行分离纯化ꎬ得到单一纯净的菌落ꎬ编号并记录

菌落的形态特征及菌落数ꎮ 将纯化好的菌株保藏

于 ２０％(Ｖ / Ｖ)无菌甘油管ꎬ－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.２.３ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育学分析 　 放

线菌基因组提取采用 Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 法 (周双清等ꎬ
２０１０)通过梯度 ＰＣＲ 扩增得到 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列(Ｗａｌｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９１)ꎬ利用琼脂糖凝胶电泳初步

评价目的条带大小及扩增质量ꎬ切胶回收目的条

带并委托上海美吉生物医药技术有限公司广州分

公司进行测序分析ꎮ
测序结果利用 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件处理ꎬ所得到 １６Ｓ

ｒＲＮＡ 基因序列通过数据库 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ.ｎｅｔ / )(Ｙｏｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)进行相似

性搜索和在线比对ꎬ获得相似性最高且有效发表

的典型菌株ꎬ并以此作为参比对象ꎮ
１.３ 红树根系土壤放线菌活性实验

１.３.１ 红树根系土壤放线菌粗提物的制备 　 参考

覃媚等(２０１６)的方法ꎬ将根系放线菌于改良 ＩＳＰ２
固体培养基进行活化培养ꎬ在其对数生长期接种

到 ４ 瓶 ２００ ｍＬ 改良 ＩＳＰ２ 液体培养基中ꎬ于 ２８ ℃、
１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床发酵培养 ７ ｄꎮ 发酵液用等体积

乙酸乙酯萃取三次ꎬ萃取液减压浓缩置于干燥器

中低温保存备用ꎮ
１.３.２ 红树根系土壤放线菌抗衰老活性测试方法

　 以秀丽隐杆线虫为模型对红树林根系土壤放线

菌发酵产物进行活性筛选ꎬ记录线虫的寿命数据

２２３ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



(Ｌａｋｏｗｓｋｉ ＆ Ｈｅｋｉｍｉꎬ１９９８)ꎬ所有数据采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａ￣
ｔｉｓｔｉｃｓ １７.０ 进行统计分析ꎬ并用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 软件做

表、绘图ꎬ评价放线菌发酵产物延缓衰老的生物活性ꎮ
用 Ｍ９ 缓冲液将虫体洗净ꎬ离心弃去上清液ꎻ

以 １ ∶ ３ 的比例将裂解液(１ ｍＬ ５ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的 ＮａＯＨ
和 ０.５ ｍＬ ５％的 ＮａＣｌＯ 混匀使用)加入虫体中ꎬ震
荡离心后ꎮ 分别将 ２０ μＬ 大肠杆菌发酵液、３０ μＬ
线虫 ｐｅｌｌｅｔ、１５０ μＬ Ｍ９ Ｂｕｆｆｅｒ 加入 ９６ 孔板的各个

孔中ꎬ设置阴性对照ꎮ 置于 ２０ ℃ 生化培养箱中培

养 ４８ ｈ 后可得 Ｌ４ 期线虫ꎮ
粗提物样品用 １％的 ＤＭＳＯ 溶液超声溶解成

浓度为 ５００ μｇ􀅰ｍＬ￣１药液ꎬ将培养好的 Ｌ４ 期线虫

挑至加有 ５０ μＬ 药液的 ＮＧＭ 培养基 ( Ｂｒｅｎｎｅｒꎬ
１９７４)ꎬ置于 ２０ ℃ 生化培养箱中进行培养ꎬ每组 ２
个平板ꎬ每个平板 ２０ 条 Ｌ４ 期线虫ꎬ此时培养天数

记为 ０ ｄꎮ 此后ꎬ隔天对培养的线虫进行计数ꎬ观
察并记录线虫生存、死亡及剔除的数量ꎬ将线虫转

移至新的培养皿ꎬ直至线虫全部死亡ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 红树植物根系放线菌多样性分析

根据菌落形态特征及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分

析结果ꎬ本研究从 ７ 份红树林根系土壤中共分离

鉴定得到 ２２ 株放线菌ꎬ由 ９ 个属组成ꎬ隶属于 ４ 目

７ 科ꎬ链霉菌属( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)分离出 １１ 株菌为优

势菌群ꎬ详细物种信息如表 ２ 所示ꎮ 菌株 ＩＭＤＧＸ
６０１２、 ＩＭＤＧＸ ６０２８、 ＩＭＤＧＸ ６１１８、 ＩＭＤＧＸ ６３２６、
ＩＭＤＧＸ ６１１９ 分别与有效发表菌株 Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ
ｌｅｘｉｎｇｔｏｎｅｎｓｉｓ、Ａ. ｎｉｉｇａｔｅｎｓｉｓ、Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｌｂｉｄｕｍ、
Ｃ. ｃｉｔｒｅｕｍ、Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ ｓａｌｓｉｎｅｍｏｒｉｓ 的最高相似率为

９７.７５％、９８.１５％、９８.３２％、９８.４４％、９８.４５％ꎮ 根据

放线菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似性小于 ９８.６５％的

菌株属于潜在 新 物 种 的 归 类 原 则 ( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌꎬ
２０１４)ꎬ以上五株根系放线菌可能为潜在的新物

种ꎮ ＩＭＤＧＸ ６１１９ 分离于白骨壤根系土壤(２－２)ꎬ
其余四株潜在新菌株均来自于红海榄根系土壤

(１－１４)ꎮ
２.２ ２２ 株放线菌在不同红树土壤样品、培养基中的

分布

２２ 株根系细菌在 ７ 份不同植物根系土壤样品分

布情况如图 １ꎮ 从 １－１４ 土壤样品分离获得 １０ 株菌株

隶属于 ４ 个属ꎬ 包括拟无枝酸菌属(Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ)、

表 ２　 从根系土壤分离的 ２２ 株可培养放线菌
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ２２ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

相近种
Ｏｒｉｇｉｎ

１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列
相似性

１６Ｓ ｒＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｉｄｅｎｔｉｔｙ
(％)

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

ＩＭＤＧＸ ６０１２ Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｌｅｘｉｎｇｔｏｎｅｎｓｉｓ ９７.７５ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６０２８ Ａ. ｎｉｉｇａｔｅｎｓｉｓ ９８.１５ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６１１８ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｌｂｉｄｕｍ ９８.３２ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６３２６ Ｃ. ｃｉｔｒｅｕｍ ９８.４４ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６１１９ Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ ｓａｌｓｉｎｅｍｏｒｉｓ ９８.４５ ２－２

ＩＭＤＧＸ ６１３１ Ｉｓｏｐｔｅｒｉｃｏｌａ ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ ９９.８７ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６１７３ Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｐｅｌｏｐｈｉｌｕｍ ９９.７４ ２－２

ＩＭＤＧＸ ６４２８ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｕｒａｎｔｉａｃｕｍ ９８.８０ １－４

ＩＭＤＧＸ ６１３７ Ｍ. ｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌｕｍ ９９.３３ ２－３

ＩＭＤＧＸ ６１０１ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｑｕｉ ９９.４９ １－３

ＩＭＤＧＸ ６０１７ Ｓｉｎｏｍｏｎａｓ ｆｌａｖａ ９９.１０ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６０８６ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｏｅｌｉｃｏｆｌａｖｕｓ ９９.４９ ２－２

ＩＭＤＧＸ ６２１５ Ｓ. ｃｏｒｃｈｏｒｕｓｉｉ ９９.０９ ７－７

ＩＭＤＧＸ ６１８４ Ｓ. ｄｒｏｚｄｏｗｉｃｚｉｉ ９９.４８ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６０１４ Ｓ. ｆｕｓｃｉｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ ９９.８７ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６０３０ Ｓ. ｌｏｎｇｗｏｏｄｅｎｓｉｓ ９９.４９ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６２２０ Ｓ. ｎｏｇａｌａｔｅｒ ９８.９５ ７－７

ＩＭＤＧＸ ６０９３ Ｓ. ｒｏｓｅｏｌｕｓ ９９.３４ ７－７

ＩＭＤＧＸ ６０３７ Ｓ. ｓｕｎｄａｒｂａｎｓｅｎｓｉｓ ９８.９３ １－４

ＩＭＤＧＸ ６０４０ Ｓ. ｔｕｎｉｓｉｅｎｓｉｓ ９９.３４ ２－２

ＩＭＤＧＸ ６０１３ Ｓ. ｖｉｒｉｄｏｂｒｕｎｎｅｕｓ ９９.０９ １－１４

ＩＭＤＧＸ ６１８２ Ｓ. ｘａｎｔｈｏｌｉｔｉｃｕｓ １００.００ １－４

短小杆菌属(Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、Ｓｉｎｏｍｏｎａ、链霉菌属

(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)ꎬ分离菌株数量最多且菌属最为丰

富ꎮ 其次是从 ２－２ 土壤样品分离得到 ４ 株菌株隶

属于 ３ 个属ꎬ包括 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ、Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ 和链

霉菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)ꎮ 而 ２－１ 土壤样品未分离得

到放线菌ꎮ
７ 种分离培养基对红树根系土壤放线菌分离

效果见图 ２ꎮ 研究结果表明 Ｍ１１ 和 Ｐ３ 培养基更

适合于海洋放线菌分选ꎬ其中从 Ｍ１１ 培养基共分

３２３３ 期 候师师等: 海南西海岸四种真红树根系土壤放线菌物种多样性及其延缓衰老活性初筛



图 １　 不同红树林植物根系土壤中分离得到的放线菌
Ｆｉｇ. １　 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍａｎｇｒｏｖｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌｓ

图 ２　 不同培养基分离得到的红树根系土壤放线菌
Ｆｉｇ. ２　 Ｍａｎｇｒｏｖｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

离获得 １ 株 Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ、２ 株 Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ、５ 株

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ 和 １ 株 Ｓｉｎｏｍｏｎａｓꎮ 从 Ｐ３ 培养基共分

离获得 １ 株 Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ、１ 株 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、１ 株

Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、１ 株 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ 和 ４ 株 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓꎮ
其 中 Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ、 Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ、 Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ、
Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ 均为稀

有放线菌属ꎮ 因此无论从分选获得的菌株数量或

多样性而言ꎬＭ１１ 和 Ｐ３ 两种培养基在分离红树根

系放线菌方面均具有较明显的优势ꎮ 此外ꎬ拟无

枝酸菌属(Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ)在 Ｍ５、Ｐ３、Ｍ９、Ｍ１１ 培养

基上都能生长ꎬＰ７、Ｐ３、Ｍ７ 培养基均能分离得到短

小杆菌(Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)ꎮ
２.３ 红树植物根系放线菌发酵产物活性分析

秀丽隐杆线虫具有遗传背景清晰、生命周期

短、同期化后个体差异小、易于培养和观察等特

点ꎬ可进行大规模筛选ꎬ且与人类基因存在 ６０％ ~
８０％的同源性ꎬ是寿命实验的优质模型生物(Ｔａｋｕ￣
ｍａꎬ ２０１６ꎻＰａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 本实验以秀丽隐杆

线虫为模型ꎬ对分离获得的 ２２ 株放线菌的发酵产

物粗提物进行延缓衰老活性分析ꎮ
以放线菌发酵粗提物处理 Ｌ４ 期线虫ꎬ分析各菌

株发酵粗提物对线虫生存寿命的影响(表 ３)ꎮ 研究

结果显示ꎬ本研究分离得到的 ２２ 株放线菌中有 ８ 株

具有延缓衰老活性ꎬ 其中 ＩＭＤＧＸ ６０１７、 ＩＭＤＧＸ
６０８６、ＩＭＤＧＸ ６０１４、 ＩＭＤＧＸ ６０９３、 ＩＭＤＧＸ ６０１３ 和

ＩＭＤＧＸ ６１８２ 这 ６ 株红树根系放线菌均能显著延缓

线虫衰老ꎬ而且以链霉菌属表现最为突出ꎬ共有活性

菌株 ５ 株ꎬ提示链霉菌具有产生延缓衰老活性物质

的极大潜力ꎮ ＩＭＤＧＸ ６０２８ 和 ＩＭＤＧＸ ６１１８ 均来源

于红海榄土壤ꎬ作为拟无枝酸菌属(Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ)
和短小杆菌属(Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)的潜在新物种对线

虫寿命延长作用最为显著ꎬ均可延长 Ｌ４ 期线虫

２０％以上的寿命ꎮ

３　 讨论与结论

随着陆地资源的大量开发ꎬ使得从其中发现

新的菌种尤其是具有独特生物活性的菌种越来越

困难ꎬ未充分开发的海洋生境是丰富和新的放线

菌来源(Ｍａｎｉｖａｓａｇａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 红树林独特

的生态系统决定微生物必须从遗传水平上进行调

整ꎬ使其适应周围苛刻的生长环境ꎮ 海洋微生物

适应其周围苛刻环境的机制之一是激活部分沉默

基因ꎬ合成具有特殊生物活性的次生代谢产物ꎬ从
而保证细胞在高盐、低温等环境中正常的生理活

性(Ｗｉｌｓｏｎ ＆ Ｂｒｉｍｂｌｅꎬ ２００９)ꎮ 因此ꎬ鉴于特殊的

生态系统ꎬ红树林也是新型生物活性代谢物的主

产区(Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 自 ２００７ 年以来ꎬ已从红

树林环境中分离和鉴定了 ８ 个新属 ６６ 个新种ꎬ发
现了大量由放线菌产生的新的生物活性化合物

(Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
２０ 世纪以来已有大量新型化合物被发现ꎬ大

量已知化合物的干扰使得此后新化合物的发现概

率大大降低( Ｓｕｂｒａｍａｎｉ ＆ Ａａｌｂｅｒｓｂｅｒｇꎬ ２０１３)ꎮ 为

了获得新的活性代谢物ꎬ针对特定生境的微生物

多样性进行研究是必要的ꎬ而对于稀有微生物理

应获得更多重视(Ｔｉｗａｒｉ ＆ Ｇｕｐｔａꎬ ２０１２)ꎮ Ｓｕｂｒａｍａｎｉ ＆

４２３ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ３　 根系放线菌代谢产物对秀丽隐杆线虫寿命的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

平均寿命
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

最大寿命
Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

平均寿命
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

最大寿命
Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

１％ＤＭＳＯ １６.９±０.９１ １９.４２ ＩＭＤＧＸ ６１８４ １１.６７±０.７２ １３.１０

ＩＭＤＧＸ ６０１２ １６.５５±０.９４ １９.３９ ＩＭＤＧＸ ６０１４ １９.２０±０.６６∗ ２１.５０

ＩＭＤＧＸ ６０２８ ２０.６５±０.９６∗∗ ２３.５３ ＩＭＤＧＸ ６０３０ １５.７５±１.２３ １８.２３

ＩＭＤＧＸ ６１１８ ２１.３９±１.３１∗∗ ２４.０４ ＩＭＤＧＸ ６２２０ １３.１５±０.５８ １５.２９

ＩＭＤＧＸ ６３２６ １７.８５±０.４８ １９.１４ ＩＭＤＧＸ ６０９３ １９.０８±０.８４∗ ２０.７７

ＩＭＤＧＸ ６１３１ １２.８０±０.７３ １５.２３ ＩＭＤＧＸ ６０３７ １５.４０±０.９１ １８.１９

ＩＭＤＧＸ ６１７３ １６.６５±１.３６ １９.３９ ＩＭＤＧＸ ６０４０ １６.５８±０.７０ １８.６５

ＩＭＤＧＸ ６０１７ ２０.１０±１.２９∗ ２２.７１ ＩＭＤＧＸ ６０１３ １８.９８±０.９６∗ ２０.９０

ＩＭＤＧＸ ６０８６ １９.８３±１.０８∗ ２１.９９ ＩＭＤＧＸ ６１８２ １８.６５±０.４７∗ １９.５８

　 注: 数据 ＝平均值±标准差(ｎ＝ ４０)ꎮ ∗与空白对照组比较ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ ∗∗与空白对照组比较ꎬ差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｖａｌｕｅ ＝ ｘ±ｓ(ｎ＝ ４０) . ∗ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５)ꎻ ∗∗ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０１) .

Ａａｌｂｅｒｓｂｅｒｇ(２０１３)同样提出新的放线菌种属和稀

有放线菌应成为挖掘新型化合物的研究重点ꎮ 而

稀有放线菌不仅包括自然界稀有的放线菌ꎬ也包

括不易被培养的放线菌( Ｓｔａｃｈꎬ ２０１０)ꎮ 因此ꎬ选
择合适的分离介质就显得极为关键ꎮ 本研究通过

不同土壤样品和不同培养条件对海南西海岸红树

林采集根系土壤开展放线菌多样性研究ꎬ共分离

得到 ２２ 株放线菌ꎬ其中 １１ 株为稀有菌株ꎬ覆盖 ８
属ꎬ其中 ５ 株潜在新物种均属于稀有放线菌ꎬ包括

２ 株拟无枝酸杆菌属、２ 株短小杆菌属和 １ 株 Ｄｅ￣
ｍｅｑｕｉｎａꎮ 据报道ꎬ拟无枝酸杆菌属含有 ２０ 多个次

级代谢基因簇ꎬ这些基因簇可在不同的环境条件

下被激活ꎬ合成特定的次生代谢产物从而使细胞

表现出多种生物活性ꎬ如免疫抑制、抗癌等( Ｐｅａｎｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻＫｕｍａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 本研究中发现

的部分放线菌株的发酵粗提物能够显著延长线虫

寿命ꎬ尤其两株新型稀有放线菌ꎬ当其代谢粗产物

浓度为 ５００ μｇ􀅰ｍＬ￣１时可使线虫寿命延长 ２０％ꎮ
通过本次研究ꎬ进一步说明了新型菌株尤其是稀

有菌株在挖掘新化合物领域的重要性ꎮ 前期文献

报道放线菌的次生代谢物的生物活性主要集中在

抑菌、抗癌、大分子抑制剂等ꎬ而对于延缓衰老活

性则鲜有报道ꎬ说明这些菌株的代谢产物中可能

包含了新化合物ꎬ从而赋予菌株延缓衰老活性ꎮ

但是对于菌株能够延缓秀丽隐杆线虫衰老的有效

物质和机制仍不清楚ꎬ需要我们在今后的工作中

进一步开展大量工作进行验证ꎬ包括单体的分离

鉴定、单体的生物活性分析、开展秀丽隐杆线虫组

学研究等等ꎮ
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