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摘要#0目的1从白穗软珊瑚中分离和鉴定共附生放线菌%运用 U6̂ 技术对所分离的放线菌进行 1型聚酮合
酶!UW2"筛选%研究其次级代谢产物& 0方法1使用 $$ 种培养基对白穗软珊瑚共附生放线菌进行分离’鉴定%
构建 $42 /̂3Q基因系统发育进化树%以基于 1型 UW2 的 W2 基因设计的简并引物对所分离放线菌进行基因
筛选%对阳性菌株用 # 种培养基发酵检测%对目标菌株进行放大规模发酵分离鉴定次级代谢产物& 0结果1
从白穗软珊瑚中分离到 0% 株共附生放线菌%包括链霉菌属 $% 株’迪茨氏菌属 0 株和盐水孢菌属 D 株%筛选
获得 $D 株 1型 UW2 阳性菌株%并从菌株 ,$*&-(/6(’$ $’1-&"(*$ 2S%( 中分离到化合物 /B[>CR*B= 2 和 /B[>CR*B=
c& 0结论1首次从珊瑚共附生环境中分离得到海洋专属性稀有放线菌盐水孢菌属%并以 1型 UW2 基因筛选
为指导%分离鉴定了聚酮类化合物 /B[>CR*B=@%为研究软珊瑚共附生可培养放线菌的多样性和基于基因筛选
指导分离次级代谢产物提供了可靠依据&
关键词!白穗软珊瑚% 放线菌% 盐水孢菌属% 1型 UW2% 利福霉素
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!!放线菌广泛分布于海洋环境中%包括海水表面
及深层’海底沉积物和海洋生物表层等& 随着菌株
纯培养技术的不断发展%越来越多的未知放线菌种
群已成功地从海洋环境中分离得到%同时%也从其代
谢产物中获得了大量结构新颖的天然产物 ($) & 珊
瑚被认为是海洋的*热带雨林+%具有重要的生态学
意义%从中分离得到了聚酮类’萜类’生物碱类’甾体
类等具有良好生物活性的天然产物 (0) & 珊瑚与周
围的水环境及其共附生的藻类’微生物群体形成一

个生态系统 (#) & 微生物作为珊瑚生态系统不可分
割的一部分%对维持该生态系统的平衡起着极其重
要的作用 (() & S>/X.??等人推测珊瑚共附生微生物
为其化学防御提供了武器 (") %在保护珊瑚宿主抵御
捕食者’抗病原微生物’克生与防附着等方面发挥着
重要作用& 所以珊瑚共附生放线菌作为微生物群落
中的重要成员%很有可能产生一些重要的次级代谢
产物%参与珊瑚的化学防御过程& 研究珊瑚共附生
放线菌能够揭示这些生物活性物质的真正来源%为
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发现结构新颖的次级代谢产物奠定基础 (4) %对新的
海洋微生物药物的发现具有重要意义& 然而%迄今
为止%关于珊瑚共附生微生物的报道主要集中于其
共附生真菌%而对其共附生放线菌菌种鉴定及次级
代谢产物分离的报道相对较少 (’ &D) &

由于一些海洋来源的天然产物在常规培养条件
下不能合成%或者作为混合物时活性比较低%所以导
致传统的活性筛选方法对海洋来源的菌株和天然产
物具有一定的局限性& 近年来%随着越来越多的天
然产物生物合成基因簇被报道%基于功能基因预测
代谢产物的方法为天然产物的分离提供了一种强有
力的工具 (5) & 基于聚酮合酶 ! :,?R‘.+BO.@R=+9>@.%
UW2"’非核糖体肽合成酶 ! =,=/B-,@,C>?:.:+BO.
@R=+9.+>@.%3̂ U2"的生物合成基因对海洋放线菌的
筛选已有报道 ($%) & 1型 UW2 大量存在于放线菌次
级代谢途径中%负责合成具有广泛生物活性的聚酮
类化合物 ($$) %包括许多临床药物%如红霉素’阿维菌
素’杀念珠菌素和格尔德霉素等& 1型 UW2 至少包
含 # 个功能模块#酮基合成酶结构域! ‘.+,@R=+9>@.%
W2"’酰基转移酶结构域 !>*R?+/>=@[./>@.%QG"和酰
基载体蛋白结构域 !>*R?K*>//B./:/,+.B=%Q6U"& 除
此之外%有些 1型 UW2 模块中还包含其他修饰性结
构域%如酮基还原酶结构域! ‘.+,/.O<*+>@.%Ŵ "’脱
水酶结构域! O.9RO/>+>@.%YS"’烯醇还原酶结构域
!.=,R?/.O<*+>@.%F̂ "等& 其中 W2 结构域的氨基酸
序列最为保守%可以用作筛选标记%设计简并引物来
筛选目的菌株&

本文报道了珊瑚样品中放线菌的分离鉴定%1
型 UW2 的 基 因 筛 选% 以 及 菌 株 ,$*&-&/6(’$
$’1-&"(*$2S%( 次级代谢产物的分离和结构解析%初
步探讨了软珊瑚共附生可培养放线菌的多样性%并
从菌株 2S%( 中成功分离到 0 个次级代谢产物
/B[>CR*B= 2!$"和 /B[>CR*B= c!0"&

"#材料和方法

"’"#材料
"’"’"#珊瑚!白穗软珊瑚 E160#01$ @:A!dg""%采集
自中国南海西沙群岛永兴岛附近海域&
"’"’$#菌株及培养条件!从白穗软珊瑚 E160#01$
@:A中分离得到的共附生放线菌%用 12U0 培养基或
高氏 $ 号培养基 0Dl培养%保藏于中国科学院南海

海洋研究所海洋微生物研究中心菌种保藏库& ( 种
指示菌#枯草芽孢杆菌’苏云金芽孢杆菌’金黄色葡
萄球菌和大肠杆菌由云南大学微生物研究所提供%
VE培养基 #’l培养&
"’"’(#培养基!!$"分离培养基 ($0 &$#) & Z$#可溶性
淀粉$% L%酵母抽提物( L%胰蛋白胨0 L$Z0#天然寡
营养海泥提取物$%% CV$Z##天然富营养海泥提取
物$%% CV$Z(#腐植酸钠$%% CL%半乳糖"%% CL%微
量元素$% CV$Z"#甘露醇"%% CL%胰蛋白胨$%% CL$
Z4#天然 海 水$ Z’# 吐温 D% 0 CV$ ZD# 甘露 醇
"%% CL%酵母抽提物$%% CL$Z5#几丁质0 L$Z$%#可
溶性淀粉0 L%W3)# %]" L%W6?$]’ L%ZL2)(4’S0)
%]0 L%H.2)(4’S0)%]%$ L$Z$$#精氨酸 $ L%甘油
$0]" CV%ZL2)(4’S0)%]" L%W0SU)($ L%微量元素
$% CV$以上对应的培养基分别加入 0_的琼脂粉和
#_的海盐%加水至$ V%调 :S’]0 &’](%使用前加入
=R@+>+B= "% )L7CV%*R*?,9.I>CBO.$%% )L7CV& ! 0 "
发酵培养基& H$#可溶性淀粉$% L%酵母提取粉( L%
蛋白胨0 L%6>6)#0 L%海盐#% L%加水至$ V%:S’]0&
H0#黄豆粉# L%酵母提取粉# L%海藻糖$% L%脯氨酸
$ L%牛肉膏 # L% 甘油 4 CV% W0SU)( %]" L% H.2)(
%]%$ L%海盐#% L%加水至$ V%:S’]0& H##甘油" L%
玉米粉# L%黄豆粉0 L%ZL2)( %]" L%W0SU)( %]" L%
6>6)#0 L%海盐#% L%加水至$ V%:S’]0& !#"VE培
养基#胰蛋白胨$% L%酵母抽提物" L%3>6?$% L%加
水至$ V$!("12U0 培养基#酵母抽提物( L%麦芽抽提
物$% L%葡萄糖( L%海盐#% L%加水至$ V% :S ’]0$
!""高氏 $ 号培养基#可溶性淀粉0% L%W3)# $ L%
W0SU)( %]" L% ZL2)(4’S0) %]" L% 3>6?%]" L%
H.2)(4’S0)%]%$ L%海盐#% L%加水至$ V%:S’]( &
’]4& 以上对应的固体培养基加入 0_的琼脂粉&
"’"’)#主要试剂和仪器!Y3Q聚合酶 /@$X%G( 连
接酶等酶试剂为 G>W>̂>公司产品& 溶菌酶和蛋白
酶 W等试剂购自上海生工生物工程公司& U6̂ 纯
化试剂盒%Y3Q胶回收试剂盒购自 QIRL.= 生物技
术有限公司& U6̂ 引物由北京六合华大基因科技
股份有限公司合成%Y3Q测序由上海 1=XB+/,L.= 公
司完成& 主要仪器包括%F::.=O,/["##$ 梯度 U6̂
仪%SB+>*9B公司的 VK0%%% 高效液相色谱并配备
YQY检测器%高效液相色谱柱为 U9.=,C.=.I6$D 柱
!" )C% $"% CCo(]4 CC"%核磁共振波谱$S&%$#

6K3Ẑ 用 E/<‘./Ŷ g0"%% 核 磁 共 振 仪 ! "%%7

(4%$
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$0" ZSa"测定%以 GZ2 为内标%6Y6?# 或 6Y#)Y作
溶剂$质谱 F21KZ2%Ŝ F21KZ2 用 V68YF6QgU液
质联用仪%以 6S6?# 或 6S#)S作溶剂测定& 正相
用硅胶为 $%% &0%% 目和 #%% &(%% 目硅胶!中国烟
台 "% 凝 胶 为 2.:9>O.I VSK0% ! (% & ’% )C%
QC./@9>CU9>/C>*B>EB,+.*9 QE%T::@>?>%2M.O.="%
反相硅胶为 dZ6!\FV)Y2KQ !$0 =C 2K"% )C%
b>:>="& 薄层层析用硅胶 \!@B?B*>L.?\H0"(%$% &
(% =C%烟台"&
"’$#珊瑚样品处理及放线菌分离

切割珊瑚样品%用无菌海水清洗样品表面 # 次%
清洗后的样品转移至研钵内%研为粉末%采用印章涂
布法将干燥后的粉末涂布于装有放线菌分离培养基
的平皿中%待长出单克隆后挑取划线培养&
"’(#放线菌基因组的提取和 "KE9?@+基因序列
的扩增与鉴定

采用文献($()报道的方法提取白穗软珊瑚共
附生放线菌基因组 Y3Q%使用 $42 /̂3Q基因的引
物 $42KUQ!"hK6Q\Q\GGG\QG66G\\6GK#h"和 $42K
UE! "hKQ\\Q\\G\QG66Q\66\6QK#h" ($") %对其进
行扩增& U6̂ 反应条件为#5"l预变性" CB=$5"l
变性#% @%""l退火#% @%’0l延伸5% @%#% 个循环$
’0l延伸$% CB=& U6̂ 产物纯化后送上海 1=XB+/,L.=
公司测序%将获得的 Y3Q序列在 \.=E>=‘ 中用
E?>@+程序进行比对%选取相似性较高且有效发表的
菌株的序列%通过 6?<@+>?g软件对序列进行比对分
析%用ZF\Q"]$ 的 3.BL9-,/K;,B=B=L法构建系统发
育进化树&
"’)#D型 F>E>E基因片段的扩增和鉴定

利用文献报道的 1型 UW2 聚酮类化合物 W2 基
因的简并引物 UW2K1KW$H! "hKG2QQ\G62QQ6QG6
\\E6QK#h"和 UW2K1KZ4 !̂ "hK6\6Q\\GG262\GQ6
6Q\GQK#h" ($%) %从珊瑚共附生放线菌的基因组 Y3Q
中扩增出一个约$]0 &$]( ‘-的 Y3Q片段& U6̂ 反
应条件为#5"l预变性" CB=$5"l变性#% @%"0l退
火#% @%’0l延伸5% @%#% 个循环$’0l延伸$% CB=&
U6̂ 产物纯化后与 GK载体连接%进行序列测定%将
获得的 Y3Q序列通过 -?>@+! 9++:#77-?>@+A=*-BA=?CA
=B9AL,X7"进行比对分析&
"’*#D型 F>E阳性菌株的发酵筛选

将 1型 UW2 阳性菌株接种至装有 # 种不同发酵
培 养 基 的 三 角 瓶 中 ! "% CV70"% CV"% 0Dl%

0%% /7CB=振荡培养’ O& 以体积比!f7f"$p$加入丁
酮萃取’旋干’定量%取样进行 SUV6分析%并用 ( 种
指示菌按照滤纸片扩散法检测抗菌活性 ($4) &
"’K#菌株 EUN) 的大规模摇瓶发酵

将菌株 2S%( 接种至 12U0 固体培养基上%0Dl
培养$( O%接种于发酵培养基 H$ 中!"% CV培养基7
0"% CV三角瓶"%0Dl%0%% /7CB=振荡培养4 O作为
发酵培养的种子%将生长良好的种子以 $%_!f7f"
的接种量接入4 V发酵培养基 H0 中 !(%% CV培养
基70%%% CV三角瓶"%0Dl%0%% /7CB=培养" O后%加
入 gQYK$4 大孔树脂%0( 9后收集大孔树脂备用&
"’L#化合物的分离和提取

离心收集大孔树脂后%用丙酮洗脱%旋转蒸发回
收丙酮%水相用丁酮萃取%旋转蒸发丁酮萃取液得到
( L粗浸膏& 粗浸膏用 6S6?#p6S#)S溶解拌样上硅
胶柱!$%% &0%% 目"%6S6?#p6S#)S梯度洗脱%收集
馏份%结合 SUV6分析%抑菌活性检测合并馏份为
H/A$ &H/A(%H/A# 上 2.:9>O.IVS0% 柱%6S6?# p
6S#)S洗脱收集馏份%结合 SUV6分析%抑菌活性
检测合并馏份%得馏份 H/A#KQKH/A#KS$H/A#KY上中
压液相柱%6S#)SpS0)线性梯度洗脱得到化合物 "
!$$ CL"%H/A#KF用高压液相制备%"%_的 6S#63p
S0)作为流动相洗脱%制备得到化合物 $!4 CL"&

$#结果和分析

$’"#菌种鉴定
用 $$ 种培养基对采自中国南海西沙群岛永兴

岛的白穗软珊瑚 E160#01$ @:A!dg""共附生放线菌
进行分离%得到了 0% 株不同菌落形态的放线菌& 对
培养基的成分和分离获得的菌株进行统计分析!表
$"& 从寡营养培养基 Z0’Z4 中分离得到 4 株放线
菌%分离效果优于另外 5 种培养基%这可能与海洋放
线菌生存的寡营养环境有关$而Z0’Z# 培养基加入
了天然海泥提取物%使生长环境更加接近海洋环境%
从中分离得到 4 株放线菌%比加入人工配制微量元
素的 Z(’Z$$ 培养基具有更好的分离效果$从加入
甘露醇的培养基 Z"’ZD 中只分离得到链霉菌属菌
株%可能是由于甘露醇不易被迪茨氏菌属和盐水孢
菌属菌株利用而导致其不能在该培养基上生长&

对 0% 株放线菌进行 $42 /̂3Q基因序列鉴定%
通过序列比对’相似性分析%将其分为 # 个亚目 # 个

"4%$



VB>=LZ>.+>?A2!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!0%$#""#!$%"

科 的 # 个 属# 小 单 孢 菌 亚 目 ! 2<-,/O./
ZB*/,C,=,@:,/B=.>. " 小 单 孢 菌 科
!ZB*/,C,=,@:,/>*.>."的盐水孢菌属 ! ,$*&-&/6(’$" D

株%棒杆菌亚目! 2<-,/O./6,/R=.->*+./B=.>."迪茨氏
菌科!YB.+aB>*.>."的迪茨氏菌属!F&1#\&$"0 株%链霉
菌 亚 目 ! 2<-,/O./2+/.:+,CR*B=.>." 链 霉 菌 科
! 2+/.:+,CR*.+>*.>." 的链霉菌属 ! ,#’16#(A8"1/" $%

株& 菌株 $42 /̂3Q基因的系统发育进化树如图 $

所示& 其中盐水孢菌属是海洋专属稀有放线菌种
类%且次级代谢产物丰富%这是首次报道从珊瑚共附
生环境中分离获得$迪茨氏菌属具有海水依赖特性%

但鲜有从珊瑚中分离该属菌的报道$链霉菌属广泛
存在于海洋环境中%已被大量分离鉴定&

表 "%"" 种分离培养基分离得到的放线菌菌株概况

G>-?.$A2<CC>/R,[B@,?>+.O >*+B=,CR*.+>?@+/>B=@

[/,C$$ @.?.*+BX.C.OB>
1@,?>+B,= C.OB> 2+/>B= =>C.

Z$ 2S%D 2S$D
Z0 2S%0 2S$0 2S$# 2S$"
Z# 2S$$ 2S$(
Z( 2S%#
Z" 2S%5
Z4 2S%’ 2S$’
Z’ 2S%4
ZD 2S%"
Z5 2S$%
Z$% 2S%$ 2S$5 2S0%
Z$$ 2S%( 2S$4

$’$#D型 F>E>E基因筛选及阳性菌株发酵检测
用文献 ($%)报道的 W2 基因简并引物 UW2K1K

W$H7Z4 %̂对 0% 株放线菌基因组 Y3Q进行筛选%

其中 $D 株菌能够扩增出阳性条带%证实了 1型 UW2

基因广泛存在于放线菌基因组中& 结合 $42 /̂3Q
基因序列结果分析%# 个属中除了迪茨氏菌属的 0

株放线菌 2S%0’2S%# 不含 1型 UW2 基因%其余 0 个
属 $D 株菌均能扩增出阳性条带%可能合成聚酮类化
合物&

对 $D 株 1型 UW2 W2 阳性菌株选用 # 种不同的
发酵培养基进行发酵筛选%通过对其代谢产物的
SUV6检 测 及 活 性 分 析% 发 现 菌 株 ,$*&-(/6(’$
$’1-&"(*$2S%( 的代谢产物较为丰富%且对枯草芽孢
杆菌!7$"&**4//4)#&*&/QG6644##"’苏云金芽孢杆菌
!7$"&**4/#04’&-+&1-/&/2621)EG%$"’金黄色葡萄球菌
! ,#$608*(""("4/$4’14/QG66050$# " 和 大 肠 杆 菌

!./"01’&"0&$ "(*&QG660"500"都有抑制活性%其中对
金黄色葡萄球菌和大肠杆菌抑菌作用较强& 菌株
2S%( 发酵产物的 SUV6检测及其抑菌活性结果如
图 0 所示&

对菌株 ,9$’1-&"(*$2S%( 的 W2 序列 !\.=E>=‘
编号#W6’"$"#0"E?>@+分析%发现其编码的多肽链
与 1型 UW2 的酮基合成酶 !W2"高度同源%其中与
/B[>CR*B= UW2 的序列具有 ’0_的相似性%可能生产
/B[>CR*B=@类化合物&
$’(#菌株 EUN) 中化合物的分离和结构解析

对菌株 ,9$’1-&"(*$2S%( 进行4 V放大规模摇瓶
发酵后%经有机溶剂萃取和各种色谱柱分离%获得具
有抗菌活性的化合物 " 和 $& 通过 F21KZ2%$S
3Ẑ %$#63Ẑ 等的光谱分析及与参考文献相比较%
确定化合物 " !/B[>CR*B= 2"和 $ !/B[>CR*B= c"的结
构!图 #"&

?8I.4608/E! " "# 黄色粉末% !F21KZ2 " A2\
454]" (Z JS) J%45(]" (ZKS) &%提示其分子量
为 45"& 结合$S3Ẑ 和$#63Ẑ 分析%推测其分子
式为 6#’ S( "3)$0&

$SK3Ẑ !6Y6?#% "%% ZSa" "#
’]D0 !$S% @% SK#"% 4]#0 !$S% OO% >n5]"% $"]"
Sa% SK$D"% 4]0" !$S% O% >n5]" Sa% SK$’"% 4]0$
!$S% O% >n$0]" Sa% SK05"% "]5( !$S% OO% >n
’]%%$"]" SaSK$5"% "]%4 !$S% OO% >n’]"%$0]"
Sa% SK0D "% (]40 ! $S% O% >n$%]" Sa% SK0" "%
#]"" !$S% O% >n$%]% Sa% SK0$"% #]#4 !$S% OO%
>n0]"%’]" Sa% SK0’"% #]$% !$S% @% SK#’"% 0]5D
!$S% O% >n$%]% Sa% SK0# "% 0]#’ ! $S% @% SK
$("% 0]#( !$S% C% SK0%"% 0]%( !#S% @% SK#4"%
0]%0 !#S% @% SK#%"% $]54 !$S% C% SK04"%$]’’
!$S% C% SK00"% $]’$ !$S% @% SK$#"% $]"$ !$S%
C% SK0("% $]%% !#S% O% >n’]% Sa% SK#0"% %]D#
!#S% O% >n’]% Sa% SK#$"% %]4" !#S% O% >n’]%
Sa% SK##"% %]$5 !#S% O% >n’]% Sa% SK$5"AD]#D
!$S% @% 3S"A$# 6K3Ẑ !6Y6?#% $0" ZSa" "#
$D(]D !6% 6K$"% $#5]$ !6% 6K0"% $$’]# !6S% 6K
#"% $D0]# !6% 6K("% $$%]’ !6% 6K""% $’0]" !6%
6K4"% $$"]" !6% 6K’ "% $44]5 !6% 6KD "% $$%]5
!6% 6K5"% $#%]" !6% 6K$%"% $5$]D !6% 6K$$"%
$%D]" !6% 6K$0"% 00]# !6S#% 6K$#"% ’]" !6S#%
6K$("% $45]4 !6% 6K$""% $#$]% !6% 6K$4"% $##]D
!6S% 6K$’"% $0(]$ !6S% 6K$D"% $(0]0 !6S% 6K

44%$
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图 "%基于 "KE9?@+基因序列构建的 $N 株白穗软珊瑚共附生放线菌与相近种之间的系统发育树
HBL</.$A3.BL9-,/K;,B=B=L:9R?,L.=.+B*+/..*,=@+/<*+.O ,= +9.->@B@,[>?C,@+K*,C:?.+.$42 /̂3QL.=.@.P<.=*.@%

@9,MB=L+9./.?>+B,=@9B:@>C,=L+9.B@,?>+.O >*+B=,->*+./B>[/,C+9.+B@@<.,[@,[+*,/>?E160#01$ @:A!dg" ">=O +9.B/

*?,@.?R/.?>+.O +R:.@+/>B=@A
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图 $%菌株 EUN) 发酵粗样的 UFXC检测分析(+)及对金黄色葡萄球菌抑菌活性结果(Y)
HBL</.0ASUV6>=>?R@B@,[[./C.=+>+B,= .I+/>*+@!Q">=O >*+BXB+R>L>B=@+,#$608*(""("4/$4’14/QG66050$#,[[./C.=+>+B,=

.I+/>*+@!E",[+9.@+/>B= 2S%(A/B[>CR*B= 2 !%" % /B[>CR*B= c !(" $ Q=+B->*+./B>?FI+/>*+@>/.[/,CH$ C.OB<C!$" % H0

C.OB<C!0" %>=O H# C.OB<C!#"A

图 (%化合物 " 和 $ 的化学结构
HBL</.#A69.CB*>?@+/<*+</.,[/B[>CR*B= 2 ! $ " >=O

/B[>CR*B= c !0"A

$5"% #D]5 !6S% 6K0%"% ’#]" !6S% 6K0$"% #0]’
!6S% 6K00 "% ’’]" !6S% 6K0# "% #’]" !6S% 6K
0("% ’#]4 !6S% 6K0""% #’]# !6S% 6K04"% D$]"
!6S% 6K0’"% $$"]4 !6S% 6K0D"% $((]D !6S% 6K
05"% 0%]$ !6S#% 6K#%"% $4]5 !6S#% 6K#$"% $$](
!6S#% 6K#0"% D]D !6S#% 6K##"% $$]’ !6S#% 6K
#("% $’#]0 !6% 6K#""% 0$]$ !6S#% 6K#4"% "4]5
!6S#% 6K#’"& 其理化性质与波谱性质与已知化合

物 /B[>CR*B= 2 数据一致 ($’) &
?8I.4608/Z ! $ "#黄色粉末% !F21KZ2 " A2\

4"4]$ (Z JS) J%4"(]( (ZKS) &%提示其分子量
为 4""& 结合$S3Ẑ 和$#63Ẑ 分析%推测其分子
式为 6#" S(" 3)$$&

$SK3Ẑ !6Y6?#% "%% ZSa" "#
’]4$ !$S% @% SK#"% 4]"% !$S% OO% >n$%]"% $4]%
Sa% SK$D"% 4]#5 !$S% OO% >n$]%% $%]% Sa% SK
05"% 4]04 !$S% O% >n$]%% $%]% Sa% SK$’"% 4]%D
!$S% OO% >n’]0% $4]% Sa% SK$5"% (](0 !$S% @%
SK0’"% (]%# !$S% C% SK#""% #]"D !$S% OO% >n
$%]"%D]" Sa% SK0""% #](5 !$S% OO% >n0]%% $%]%
Sa% SK0$"% #](0 !$S% OO% >n$%]"% 4]" Sa% SK
0#"% 0]4( !$S% C% SK0D"% 0]#" !$S% C% SK0%"%
0]0$ !#S% @% SK$("% 0]$% !#S% @% SK$#"% 0]%5
!#S% O% >n$]% Sa% SK#%"%$]D’ !$S% C% SK00"%
$]D$ !$S% C% SK0("% $](0 !$S% C% SK04"% $]%’
!#S% O% >n’]% Sa% SK#0"% %]5# !#S% O% >n’]%
Sa% SK##"% %]’# !#S% O% >n4]" Sa% SK#$"% %](#
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!#S% O% >n’]% Sa% SK#("A$#6K3Ẑ !6Y6?#% $0"
ZSa" "# $D(]# !6% 6K$"% $(0]# !6% 6K0"% $$D]4
!6S% 6K# "% $D4]4 !6% 6K( "% $0D]5 !6% 6K" "%
$4#]5 !6% 6K4"% $$5]# !6% 6K’"% $4$]# !6% 6K
D"% $%D]( !6% 6K5"% $05]5 !6% 6K$%"% 0%%]" !6%
6K$$"% $(%]5 !6% 6K$0"% $0]4 !6S#% 6K$#"% D]4
!6S#% 6K$( "% $’0]0 !6% 6K$" "% $#0]$ !6% 6K
$4"% $#"]0 !6S% 6K$’ "% $04]0 !6S% 6K$D "%
$($]$ !6S% 6K$5"% #5]0 !6S% 6K0%"% ’(]D !6S%
6K0$"% #(]( !6S% 6K00"% ’5]% !6S% 6K0#"% #’]5
!6S% 6K0( "% ’$]0 !6S% 6K0" "% ((]$ !6S% 6K
04"% 4D]5 !6S% 6K0’"% (5]" !6S% 6K0D"% $($]"
!6S% 6K05"% 0%]0 !6S#% 6K#%"% $$]’ !6S#% 6K
#$"% $$]0 !6S#% 6K#0"% D]5 !6S#% 6K##"% $D]%
!6S#% 6K#("% 4(]# !6S0% 6K#""& 其理化性质与
波谱性质与已知化合物 /B[>CR*B= c数据一致 ($D) &

(#讨论

从中国南海西沙群岛永兴岛附近海域采集的白
穗软珊瑚 E160#01$ @:A!dg""中分离到 0% 株放线
菌%通过 $42 /̂3Q基因序列鉴定将其分为 # 个属%
链霉菌属’迪茨氏菌属’盐水孢菌属& 其中盐水孢菌
属!,$*&-&/6(’$"被称为海洋 *土著+放线菌%为海洋
专属性稀有放线菌种类%迄今为止只发表了 ,9
$’1-&"(*$’,96$"&?&"$ 和 ,9#’(6&"$ # 个种 ($5) & 本研
究首次报道从珊瑚共附生环境中分离得到了该属菌
株%为今后分离培养同属菌株提供了借鉴& H.=B*>?
课题组于 $55$ 年首次从 E>9>C>@海域沉积泥中分
离得到该属菌株 ,$*&-&/6(’$ $’1-&"(*$%其次级代谢产
物非常丰富%具有很强的抗菌’抗肿瘤活性& 目前已
从盐 水 孢 菌 属 菌 株 中 获 得 了 @>?B=,@:,/>CBO.’
@:,/,?BO.’*R>=,@:,/>@BO.’@>?B=B‘.+>?等化合物 (0%) %其
中 @>?B=,@:,/>CBO.Q因具有良好的选择性抗肿瘤活
性和蛋白酶抑制剂活性%已进入临床研究阶段&

对 0% 株共附生放线菌菌株中的 1型 UW2 W2 基
因进行筛选%得到 $D 株阳性菌株%这表明 1型 UW2
基因广泛存在于放线菌基因组中& 但通过发酵检
测%只有菌株 2S%( 能够产生具有较好抗菌活性的 1
型 UW2 类化合物 /B[>CR*B=@%其余 $’ 株菌通过常规
检测手段未能发现相关化合物%这可能是由于部分
UW2 基因簇在所采用的发酵条件下处于沉默状态&
研究表明%放线菌中确实存在许多沉默基因簇%在常

规培养条件下表达量低甚至完全不表达%只有在合
适的培养条件下%才能增强或启动表达%合成相应的
化合物 (0$) & 目前%我们正在通过优化发酵条件%加
入代谢前体物质%抗生素诱导等方法%促使阳性菌株
合成相应的化合物&

利福霉素!/B[>CR*B=@"属于安莎霉素类抗生素%
能特异性抑制细菌 3̂Q聚合酶%具有抗病毒’抗肿
瘤’抗真菌感染等活性%广泛应用于结核病的治疗&
$5"5 年 2.=@B等首次从地中海链霉菌 ! ,#’16#(A8"1/
A1<&#1’’$-(&"的代谢产物中分离获得 /B[>CR*B= E%
$540 年人工合成的衍生物利福霉素 2f就已应用于
临床 (00) & 我们从白穗软珊瑚共附生放线菌 ,9
$’1-&"(*$2S%( 代谢产物中分离得到具有较好抗菌活
性的利福霉素类化合物%为研究珊瑚共附生放线菌
参与珊瑚的化学防御’珊瑚天然活性物质的真正来
源提供了参考&

基于生物合成基因来筛选分离放线菌的研究方
法%已经越来越多的应用于海洋放线菌天然次级代
谢产物研究 (0#) & 选择合适的探针对分离到的放线
菌基因组 Y3Q进行快速筛选%将菌株的分离鉴定和
化合物筛选有机地结合起来%为研究菌株’基因和代
谢产物搭建了一座桥梁& 这种高效’简便的研究体
系不但可以预测海洋放线菌代谢产物的类型%对其
代谢产物的分离和结构鉴定也具有指导意义& 本课
题组在放线菌代谢工程及生物合成方面具有扎实的
基础 (0( &0") %为后续研究珊瑚共附生放线菌的沉默
UW2 基因簇的表达提供了有力的保障&

致谢 感谢中国科学院南海海洋研究所刘静老师对
珊瑚共附生放线菌分离的指导)中国科学院南海海
洋研究所刘玉娟(游志庆和青岛农业大学生命科学
学院莫旭华博士对放线菌种属分析提供的帮助)以
及中国科学院南海海洋研究所分析测试中心在化合
物鉴定方面提供的帮助*
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Q% 3,OM.??b<@+B= Â69.CB*>?:./+</->+B,= ,[@.*,=O>/R

C.+>-,?B@C O.C,=@+/>+.@ BC:,/+>=+ ?B=‘@ +, :/BC>/R

C.+>-,?B@CA301A&/#’8N7&(*(+8% 0%$0% $5!D"# $%0%K

$%0’A

(00) 2.=@BU% Z>/L>?B+9 U% GBC->?ZA B̂[>CR*B=% >=.M

>=+B-B,+B*# :/.?BCB=>/R /.:,/+A H$’A$"( .< ,"&1-"1%

$5"5% $(!0"# $(4K$(’A

%’%$



马亮等# 永兴岛白穗软珊瑚共附生放线菌筛选及部分活性次级代谢产物的鉴定A7微生物学报!0%$#""#!$%"

(0#) 2<= c% U.=L6% e9>,d% VBeAH<=*+B,=>?\.=.K\<BO.O
YB@*,X./R ,[ GR:. 11 U,?R‘.+BO.@ [/,C 6<?+</>-?.
Q*+B=,CR*.+.@Q@@,*B>+.O MB+9 2,[+6,/>?,"*1’(-160#08$
@:AA;I(, 5-1% 0%$0% ’!D"# (0D(’A

(0() VBS% e9>=L8% VB2% e9< d% e9>=L\% e9>=LS% GB>=
g% e9>=L 2% b< b% e9>=L 6A 1O.=+B[B*>+B,= >=O
69>/>*+./Ba>+B,= ,[gB>CR*B= Q >=O )IB>CR*B= \.=.
6?<@+./̂ .X.>?@>= )IBO>+BX.6R*?Ba>+B,= 2+/>+.LRG>B?,/B=L

1=O,?,@.@P<B+./:.=.EB,@R=+9.@B@A>(4’-$*(?#01!A1’&"$-
301A&"$*,("&1#8% 0%$0% $#(!0$"# D554K5%%"A

(0") gB>,d% VB2% 3B< 2% Z>V% e9>=L\% e9>=LS% e9>=L
\% b< b% e9>=L6A69>/>*+./Ba>+B,= ,[GB>*<CB*B= E
EB,@R=+9.+B* \.=. 6?<@+./ Q[[,/OB=L YBX./@B[B.O
GB>*<CB*B= Q=>?,L<.@ >=O .̂X.>?B=L > G>B?,/B=L
YB9>?,L.=>@.A>(4’-$*(?#01!A1’&"$- 301A&"$*,("&1#8%
0%$%% $##!("# $%50K$$%"A

D725.:82/ 2I +0:8/2=.0:198. <8:3 ./:8=82:80 .0:8-8:6
.77208.:1,<8:3E2I:C29.5?%2$0$%( 7;%

VB>=LZ>$%0% c.=;<= e9>=L$% dBL<>=Le9<$% e9.=L*9>,c<$%0% W<C>/2></>X$%
S<BS>=L$% 69>=L@9.=Le9>=L$!
$ 6Q2 W.RV>-,/>+,/R,[G/,:B*>?Z>/B=.EB,K/.@,</*.>=O F*,?,LR% 3̂QZ6.=+./[,/Z>/B=.ZB*/,-B,?,LR% \<>=LO,=L
W.RV>-,/>+,/R,[Z>/B=.Z>+./B>Z.OB*>% 2,<+9 69B=>2.>1=@+B+<+.,[)*.>=,?,LR% 69B=.@.Q*>O.CR,[2*B.=*.@%
\<>=La9,< "$%#%$% 69B=>
0 T=BX./@B+R,[+9.69B=.@.Q*>O.CR,[2*B.=*.@% E.B;B=L$%%%(5% 69B=>

+=7:9.0:#(O=P10:8-1) G9.:/.@.=+@+<OR>BC@+,B@,?>+.>=O BO.=+B[R>*+B=,->*+./B>>@@,*B>+.O MB+9 +9.@,[+*,/>?E160#01$
@:A% >=O +,B@,?>+.=>+</>?:/,O<*+@[/,C +9.@.>*+B=,->*+./B><=O./+9.L<BO>=*.,[U6̂ @*/..=B=L[,/:,?R‘.+BO.@
@R=+9>@.!UW2" L.=.@A(Q1:32,7) F?.X.= @.?.*+BX.C.OB>M./.<@.O +,B@,?>+.>*+B=,->*+./B>>@@,*B>+.O MB+9 +9.@,[+
*,/>?E160#01$ @:A*,??.*+.O [/,Cd,=LIB= 1@?>=OAG9.B@,?>+.O >*+B=,->*+./B>M./.*?>@@B[B.O ,= +9.->@B@,[:9R?,L.=.+B*
+/..>=>?R@B@,[+9.B/$42 /̂3QL.=.@AY.L.=./>+.O :/BC./@+>/L.+.O ,= *,=@./X.O W2 !‘.+,>*R?K@R=+9>@." O,C>B= ,[+R:.
1UW2 L.=.@M./.<@.O +,@*/..= [,/:,+.=+B>?B@,?>+.@AG9.:,@B+BX.B@,?>+.@M./.*<?+</.O B= +9/..OB[[./.=+C.OB>+,*9.*‘
+9.B/:/,O<*B=L:/,[B?.@A)=.-B,>*+BX.@+/>B= +9>+B@/B*9 B= C.+>-,?B+.@M>@@<-;.*+.O +,?>/L./@*>?.[./C.=+>+B,= [,/
B@,?>+B=L-B,>*+BX.=>+</>?:/,O<*+@A(?17B5:7) Q+,+>?,[0% @+/>B=@M./.B@,?>+.O [/,CE160#01$ @:A% >=O M./.*>+.L,/Ba.O
B=+,# L.=./>B=*?<OB=L,#’16#(A8"1/% F&1#\&$ >=O ,$*&-(/6(’$% >C,=LM9B*9$D @+/>B=@M./.:,@B+BX.B= @*/..=B=LMB+9 +R:.
1UW2 L.=.@AGM,-B,>*+BX.*,C:,<=O@/B[>CR*B= 2 >=O /B[>CR*B= c M./.B@,?>+.O >=O BO.=+B[B.O [/,C ,$*&-(/6(’$
$’1-&"(*$ 2S%(A(C2/05B782/) G9B@B@+9.[B/@+/.:,/+,[B@,?>+B=LB=OBL.=,<@C>/B=.>*+B=,->*+./B>,$*&-(/6(’$ [/,C+9.
@,[+*,/>?E160#01$ @:A1+:/,XBO.@>= .I>C:?.,[B@,?>+B=L-B,>*+BX.@.*,=O>/RC.+>-,?B+.@[/,C*<?+BX>-?.>*+B=,->*+./B>
>@@,*B>+.O MB+9 E160#01$ @:A-RU6̂ @*/..=B=LA
>16<29,7# 2,[+6,/>?E160#01$ @:A% Q*+B=,->*+./B>% ,$*&-(/6(’$% +R:.1UW2% /B[>CR*B=@

!本文责编"张晓丽#

2<::,/+.O -R+9.3>+B,=>?3>+</>?2*B.=*.H,<=O>+B,= ,[69B=>!#$$0"%%$" % -R+9.69B=.@.Q*>O.CR,[2*B.=*.@[,/W.RG,:B*@B= 1==,X>+B,=

F=LB=../B=L!W26g0KFcK\K$0% We6g0KdcKb60%0" >=O -R+9.5$%% G>?.=+@U/,;.*+6 ,[69B=.@.Q*>O.CR,[2*B.=*.@!%D2V$$$%%0"

! 6,//.@:,=OB=L><+9,/AG.?7H>I# JD4K0%KD5%0#%#D$ FKC>B?#*a9>=LN@*@B,A>*A*=

.̂*.BX.O# 0% Z>/*9 0%$# 7̂.XB@.O# $5 Q:/B?0%$#

$’%$




