
第36卷第4期

2017年8月

中 国 岩 溶

CARSOI。()GICA SINlCA

V01．36 NO．4

Aug．2017

满百膺，程晓钰，王红梅，等．湖北清江和尚洞风化岩壁放线菌分离及基于16S rRNA的种类分析[J]．中国岩溶，201 7，36(4)：572—

579．

DOI：10，11 932／karst20170420

湖北清江和尚洞风化岩壁放线茵分离
及基于1 6S rRNA的种类分析

满百膺1‘2，程晓钰1，王红梅1’2，云媛1’2，钟宇洪1

(1．中国地质大学环境学院，湖北武汉430074；

2．中国地质大学生物地质与环境地质I$t家重，置实验室，湖北武汉430074)

摘 要：为探究湖北清江和尚洞岩壁放线菌物种组成及其与碳酸盐岩相互作用的关系，分别采集该洞穴无光

区风化岩壁样品2份(wl和W2)和弱光区风化岩壁样品1份(W3)，采用经改良的5种已知放线菌分离培养

基及1种自主设计的风化岩壁浸汁培养基两种策略优化设计分离培养基。采用稀释涂布法分离放线菌，并选

择放线菌特异引物进行16S rRNA基因扩增和序列测定并构建系统发育树。结果表明，从3份风化岩壁样品

中共纯化到放线菌72株，分属于放线菌纲(Actinobacteria)的4个属：链霉菌属(Streptomyces，69株)、红球菌

属(Rhodo(、OCCUS，1株)、冢村氏菌属(TsukaⅢurella，1株)和微杆菌属(Microbacterium，1株)，其中链霉菌属为

优势菌属。无光区样品W1和W2分离到菌株较少，分别为9株和10株，而弱光区样品W3分离到菌株较多，

为53株。研究结果为进一步研究放线菌与洞穴碳酸盐矿物相互作用的潜在关系奠定了基础。
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0 引 言

碳酸盐岩是大型岩溶洞穴发育的物质基础，全球

碳酸盐岩的出露面积约占陆地面积的12％¨j，而全

球面积最大的碳酸盐岩分布区位于中国秦岭一淮河

以南地区，面积达5×10j km2，使我国成为世界上洞

穴资源最为丰富的国家¨_2j。洞穴是岩溶地区长期

地质活动形成的封闭或半封闭的地下岩溶形态，具有

较高C()。浓度、黑暗无光、营养贫瘠、温度较低、湿度

接近饱和、生境不连续且受到物理条件制约，保持几

千年不变等生境特征，被认为是陆地黑暗生态系统的

一种极端环境[{]。岩溶洞穴一般地处偏远且难以到

达，受人类活动的干扰较少，基本保持自然状态，能够

对微生物群落进行长期保存n]，常被作为研究洞穴微

生物的天然实验室。岩溶洞穴长期被作为地质学及

全球气候变化研究的载体，但对洞穴微生物多样性及

其环境效应的研究。

随着地球微生物学研究的兴起，使无光、富钙偏

碱且贫营养的岩溶洞穴脆弱的生态系统中主要的生

产者和分解者一洞穴微生物，越来越受到重视并成为

国际洞穴研究的前沿热点口。]。目前，国内鲜见有关

喀斯特洞穴微生物群落组成的研究报道，尽管对喀斯

特地区土壤[”⋯、水环境[1”12]及双河洞口⋯、神仙

洞[I,lJ、腾龙洞及龙骨洞u朝等部分岩溶洞穴土壤放线
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菌多样性及新抗生素的挖掘方面做了一些工作，但是

相对于其它环境而言，洞穴微生物的研究依然薄弱。

近年来，微生物与矿物相互作用的研究在地球微生物

学领域蓬勃发展，随着对原始洞穴沉积物中微生物沉

积作用的揭示[1阳以及洞穴微生物与矿物相互作用对

传统地质学问题的解译¨71⋯，岩溶洞穴生境中微生

物多样性及其与矿物相互作用的研究正受到越来越

多研究人员，特别是地学研究者的关注。放线菌不仅

是陆地复杂有机复合物的降解者，也是一些天然洞穴

的先锋菌群，如在西班牙的Altamira[1 93及美国的

Carlsbad Cavern[20]洞穴、斯洛文尼亚的Pajsarjeva

jama[2¨及西班牙的Llonin[22]洞穴，放线菌分别为洞

穴岩壁细菌中的第一及第二大分类群。27亿年的进

化历史[2胡使其对寡营养条件具有很强的适应能力，

在洞穴主要元素生物地球化学循环、矿物形成及转化

等方面具有重要贡献，如通过呼吸作用氧化还原花岗

岩中Cu、Fe和Zn等金属元素并加速释放[2“、破坏

黑云母层状结构[2朝及产生有机酸腐蚀岩石[261以加

速矿物风化；也可以通过生理代谢活动诱导沉淀碳酸

盐矿物[1 8|，深刻影响放线菌栖息表层环境的矿物特

征。虽然岩溶洞穴碳酸盐岩相对丰富，洞穴岩壁环境

中放线菌亦占主导类群，但是该环境中放线菌主要物

种组成及其与碳酸盐互作的潜在关系尚无相关研究

报道，亟需微生物学及地质学工作者的联合及深入研

究。

和尚洞是位于湖北省清江流域的一个水平喀斯

特洞穴，本研究组目前已对该洞细菌多样性[27_29]、细

菌与矿物作用[30_31。、滴水微生物群落[283及真菌多样

性[3胡做了相关工作。为探究和尚洞岩壁放线菌与碳

酸盐岩互作的潜在关系，于2015年8月采集洞内风

化岩壁样品，开展了风化岩壁可培养放线菌分离及其

物种组成分析的初步研究，为进一步开展放线菌与洞

穴碳酸盐矿物互作关系提供实验材料，本文是对该研

究方法及结果的初步报道。

1材料与仪器

1．1研究区概况

和尚洞是一个由寒武纪白云岩发育而来的水平

喀斯特洞穴，位于湖北省宜昌市长阳县鱼峡口镇招徕

河村的半峡，地理位置为30。27 7N，110。257E。清江是

长江的一级支流，该流域地处亚热带，属季风性山地

湿润气候，年均降水1 400 mm[33]，岩溶地貌发育，地

下溶洞较多[34|。和尚洞嵌人陡峭的清江南岸，距清

江河面高度约30 m，只能乘船抵达，极少有人类活

动，基本处于自然状态。其人口单一，长约250 m，高

约20 m，宽约25 m，年平均温度为16～18℃[3引。

1．2 样品采集

2015年8月在和尚洞选取3个合适的采样点：

W1、W2(无光区)和W3(弱光区)(图1)，按照五点采

样法，用灭菌刮刀刮取表层(<1 cm)风化岩壁样品，

于无菌自封袋混匀后，分装至50 mL无菌离心管。

每个样点采集3个风化岩壁样品(相隔3 m)。将样

品标记后置于4℃保温箱中于24 h内带回实验室，

无菌研磨并过200目筛，保存于4℃冰箱备用。

A

图1 和尚洞位置及采样点示意图(A：洞口直观图，B：和

尚洞示意图及风化岩壁采样点。引自m3)

Fig 1 The location of Heshang Cave and sampling sites

(A：Outside view of Heshang Cave，B：Schematic diagram

of Heshang Cave and the sampling sites of weathered

rocks；afte{32])

1．3培养基

1．3．1 分离培养基

依据洞穴贫营养条件及Ca2+可促进放线菌孢子

萌发的特点Is6]，选择6种含钙的固体分离培养基，其

中5种培养基：Pridham agar(PA)[盯]、海藻糖一脯氨

酸培养基(HP)[36]、改良高氏二号培养基(GG2)[3引、

高氏一号琼脂培养基(G1)[381和GWl琼脂培养基

(GWl)[3叼根据文献进行了改良，除琼脂和去离子水
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外，其它配方中组分均减半。另外一种培养基是模拟

洞穴岩壁环境条件，自主设计的风化岩壁浸汁琼脂培

养基，具体配置方法如下：经无菌研磨的175 g风化

岩壁混合样均匀分装至2个l L三角瓶，各加500

mL去离子水，?昆匀后置于恒温摇床内150 r／min，振

荡30 min。风化岩壁悬液于121℃灭菌20 rain后取

上清液，补足去离子水至l 000 mL，加琼脂20 g备

用。将上述培养基pH调整为7．8，加入重铬酸钾

(K：Cr：O，)抑制真菌和细菌(每1 L培养基加1．70×

10一mol／I。重铬酸钾100 mI，)，于121℃灭菌20

min后制板备用。

1．3．2纯化培养基

分离获得的放线菌菌株采用高氏一号琼脂培养

基[38]进行纯化。

1．4主要试剂及仪器

培养基原料、焦磷酸钠、重铬酸钾、离心管(Cor—

ning)、Sun Shine Bio琼脂糖(西班牙)购自武汉科昊

佳生物科技有限公司；Lysis Buffer for Microorgan—

ism to Direct PCR(TaKaRa)、Premix Taq(Ex Taq

Version 2．0，Takara)、RNase—free Water(TaKa—

Ra)、DNA marker、DNA loading buffer(6X)购于武

汉友名生物技术有限公司；放线菌特异性引物口叩由

武汉擎科生物技术有限公司合成；其余试剂为国产分

析纯试剂。

恒温摇床(TS一2102C)购自上海百典仪器设备有

限公司；超净工作台(SW—CJ一2FD)购自苏州安泰空

气技术有限公司；光照培养箱(HP300G—C)购自上海

精胜科学仪器有限公司；超声波清洗器(SB一

3200DTN)购自宁波新芝生物科技股份有限公司；微

量核酸蛋白检测仪(Nano Drop 2000)购白美国

Thermo Scientific公司；梯度PCR仪(T3)购自德国

Biometra公司；凝胶成像系统(G BOX)购自基因有

限公司。

2 方法

2．1样品预处理

将每个样点3个风化岩壁样品(无菌研磨并过

筛)各取10 g于无菌白封袋中混匀，称取混匀后的样

品10 g置于无菌锡箔纸上，于55℃加热1 h，以完全

去除样品中的水分及大部分细菌与真菌的污染m3。

将热处理后的风化岩壁样品置无菌250 mL三角瓶

中，加入90 mL 2％无菌焦磷酸钠(Na。P：O，)溶液

(121℃灭菌20 min)，置摇床于120 r／rain，振荡30

min，使样品中微生物充分分散。将分散后的样品置

槽式超声波清洗机处理1 min(50 w)，使微生物与风

化岩壁更好的分离。

2．2菌种分离与纯化

采用稀释涂布法分离放线菌。将预处理的样品

置摇床1 20 r／min，振荡20 rain，取l mL混匀样品于

9 mI。0．9％无菌生理盐水中，连续梯度稀释至10 ，

取200¨L浓度10_3～10。的稀释液，均匀涂于6种

培养基，三次实验重复，18℃恒温无光培养15 d。观

察分离培养基菌落生长情况，根据菌落颜色、形态、产

色素与否等特征，挑取肉眼判断为放线菌的菌落，在

高氏一号琼脂培养基划线纯化，并在18℃恒温无光

培养培养7 d，取生长良好的纯化菌株平板置于4℃

冰箱中保存。

2．3 DNA提取，PCR扩增及16S rRNA鉴定

在1．5 mL无菌PCR管中加入50扯L裂解液

(I。ysis Buffer for Microorganism to Direct PCR，

TaKaRa)，用无菌枪头挑取少量单菌落边缘菌丝与

裂解液混合，吹打混匀，置70℃水浴10 rain后于

5 000 r／rain离心5 min，用微量核酸蛋白检测仪测定

上清液中双链DNA浓度和OD260／OD280吸收值

比值。将符合标准的菌株DNA稀释至10 ng／pI。，作

为PCR扩增模板。PCR扩增采用50“L体系：模板

DNA 3FL、Premix Taq(Ex Taq Version 2．0，Taka—

ra)25 ffI。、放线菌特异性引物S～C—Act一235一a

—S一20(5’～CGCGGCCTATCAGCTTGTTG一

3’)(正向)和S—C—Act～878～a—A一19(5’一

CCGTACTCCCCAGGCGGGG一3’)(反向)¨o o各l

FL(20 pmoi／FL)，RNase—free Water(TaKaRa)20

“L。扩增条件为：95℃预变性3 min，95℃变性1

rain，55℃退火1 min，72℃延伸1 min，25次循环，

72℃后延伸10 min。扩增完毕后，取5 ffL PCR扩

增产物与2扯L上样缓冲液混匀后于1％琼脂糖凝胶

进行检测(120 V 80 mA，电泳30 rain)，在凝胶成像

系统观察电泳结果。将扩增成功且目标条带较亮的

样品送武汉天一辉远生物科技有限公司，于ABI一

3730测序仪测定菌株16S rRNA基因序列。

2．4基因序列分析及系统进化树的构建

将测序成功的放线菌菌株16S rRNA基因序列
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在EzBioCloud数据库(http：／／www．ezbiocloud．

net／eztaxon)及NCBI数据库(https：／／www．ncbi．

nlm．nih．gov／)中登录并进行序列相似性比对搜索，

获得并下载相似性较高且是有效描述的典型菌株

16S rRNA序列。用Mothur软件将测序菌株的

16S rRNA基因序列在99％相似性水平进行OTU

(Operational Taxonomic Units，OTU)聚类[4¨，提

取代表性OTU的16S rRNA基因序列，与其下载的

相似性较高的有效发表菌株16S rRNA基因序列在

MEGA 5软件中用Clustal W程序进行多重序列比

对，采用MEGA 5软件以最大似然法(Maximum

Likelihood，M L)构建系统发育树[42|。依据模型选

择中运算得到最小的BIC(Bayesian information cri—

terion)值确定最佳核苷酸替换模型(GTR+G)，启发

式搜索(heuristic search)选取NNI(Nearest neigh—

bor interchange)，自展值设置为1 000以校验系统发

育树拓扑结构的稳定性。选择一株酸杆菌Ac—

idobacteria bacterium KBS83作为系统发育树外

类群。

3结果与分析

3．1不同培养基分离效果

对和尚洞三个样点的9份风化岩壁样品，使用6

种不同的培养基进行分离，共获得放线菌72株(无光

区：19株，弱光区：53株)。其中，GWl培养基(获29

株)和改良高氏二号培养基(获23株)分离效果最好；

其次是风化岩壁浸汁琼脂培养基(获11株)和高氏一

号琼脂培养基(获8株)；海藻糖一脯氨酸培养基(获

1株)及Pridham琼脂培养基(获0株)分离效果最

差。GWl培养基、改良高氏二号培养基和笔者自主

设计的风化岩壁浸汁琼脂培养基均分离获得2个属

的放线菌。三个样点的菌落形成单位(Colony

Forming Units：CFU)分别为W1(2．1×10 7CFU·

g“)、W2(2．9×10
7

CFU·g_1)和W3(4．5×10
7

CFU·g_1)，但无光区w1、W2样点分离获得的放线

菌菌株较少，分别为9株和10株；而弱光区W3样点

分离获得的放线菌株数最多，为53株。在不同培养基

分离获得的放线菌菌株，在高氏一号琼脂培养基上纯

化并在18℃恒温无光培养培养7 d，代表性菌株培养

特衙呢；图2一

B

-7d一 _

o^>

L)一
Streptom3’cgs sp I-58 Slreplom),ces sp 2．1 3 Strepton0。es sp l_28

图2 和尚洞风化岩壁四个放线茵属代表菌株培养特征

(＼一冢村【tl鞠槭 l{一红球情腻 L’一微ff。简属1)一r一链锩阿腻)

I?ig．2 Colony c11arac L。ri“ics uf representative,strain6 in four 91211cra of Actill011lyc。tcs

isolated from weathered rocks in Heshang Cave

(A—Tsuka搠urella B—Rhodococcus C—Microbacterium D—F—Streptomyces)

-

r
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3．2 16S rRNA系统发育分析

72株放线菌序列在99％相似性水平上分为7个

OTU，将提取的代表性序列与参考序列在MEGA 5

软件中用最大似然法进行聚类分析并构建系统发育

树(图3)。依据2012年最新的放线菌分类系统[4 3。，

72株放线菌均属于放线菌纲(Actinobacteria)；下属

三个目：链霉菌目(Streptomycetales)、棒杆菌目

(Corynebacteriales)和微球菌目(Micrococcales)；四

个属：链霉菌属(Streptomyces)、红球菌属(Rhodo—

COCCUS)、冢村氏菌属(Tsukam urella)和微杆菌属

(Microbacterium)。其中，以链霉菌属分离株数最

多，其它三属均各有1株。69株属于链霉菌目

(Streptomycetales)、链霉菌科(Streptomycetaceae)、

链霉菌属(Streptomyces)；该属69株放线菌在99％

相似性水平上与EzBioCloud及NCBI数据库中高相

似性菌株聚为四个分支，菌株1—45(OTU 05，图3)

与NCBI数据库中分离于马铃薯块茎的纯培养菌株

S．sp．STR77(KT717916)相似性为99．18％；另外

三个分支与EzBioCloud数据库典型菌株相似性均高

于99％，其中，菌株2—1(OTU 03，图3)与菌株S．

1aurentii LMGl9959(AJ781342)相似性为99．02％；

另3株菌(OTU 02，图3)与菌株S．coelescens DSM

40421(AF503496)相似性为99．34％；该属其它菌株

均聚类在OTU 01(图3)，与菌株S．anulatus NRRL

B一2000(DQ026637)相似性均高于99％。

3个()TU(OTU 06，OTU 07，OTU 04)在99％

相似性水平上与EzBioCloud数据库中高相似性菌株

聚为三个独立分支，分属于红球菌属(Rhodococcus)、

冢村氏菌属(Tsukamurella)和微杆菌属(Microbac—

terium)。其中，菌株1—54(()TU 06，图3)与菌株R．

erythropolis DSM 43066相似性为99．02％，归属于

棒杆菌目(Corynebacteriales)、诺卡氏菌科(Nocardi—

aceae)、红球菌属(Rhodococcus)；菌株2—1l(OTU

07，图3)与菌株T．fnr60Tydiuor彻s Y2相似性为

99．03％，归属于棒杆菌目(Corynebacteriales)、冢村

氏菌科(Tsukamurellaceae)、冢村氏菌属(Tsuka—

murella)；菌株2—4(0TU 04，图3)与菌株M．re—

sistens DMMZ 17lo相似性98．70％，归属于微球菌

目(Micrococcales)、微杆菌科(Microbacteriaceae)、微

杆菌属(Microbacteriurn)。

H
0 01

链礞闲属 I链霉闲目

66(T)(x79289’I红球茼槲

521689)I
I荥村氏菌属

}(Y14699)I
微杆茼属

J870383)

棒杆菌

微球菌|J

图3和尚洞风化岩壁可培养放线菌系统发育树(最大似然法)

菱形表示72株放线菌序列经Mothur软件聚类(99％相似性水平)后代表菌株的编号．()TU后数字表示该菌株所属OTU的编号，竖线后数字

表示该OTU包含的总菌株数；括号中所示为菌株在EzBioCloud及NCBI中登录号。

Fig．3 Phylogenetic tree of culturable actinobacteria isolated from weathered rocks in Heshang Cave(Maximum Likelihood，M L)．

The highlighted diamonds stands for the representative strains of 72 isolates after clustered by Mothur in 99％threshold．

Which OTU the strain belongs to were numbered after OTU．Total strains of each OTU were listed after vertical bar．The ac—

cession numbers of top hit strains in EzBioCloud or NCBI database were shown in brackets．
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4 讨 论

放线菌在自然界分布广泛，在呈中性或微碱性的

土壤中数量最多。岩溶洞穴环境偏碱性，截止2016

年已从国内外洞穴样品中分离到至少10个目、23个

科及55个属的放线菌[I 5。，鲜见的冢村氏菌属

(Tsukamurella)在洞穴环境中尚未见报道。本研究

在和尚洞风化岩壁分离获得的链霉菌属、红球菌属和

微杆菌属，在双河洞口⋯、神仙洞IN]、腾龙洞及龙骨

洞[1副的土壤中已分离到，冢村氏菌属是在和尚洞风

化岩壁分离到的一个稀有放线菌属。和尚洞地处长

江中游的清江流域，该地区岩溶地貌广泛发育，春夏

多雨、秋冬干燥，位于该区的和尚洞自然环境相对封

闭、湿润，为洞穴微生物的繁殖、保存提供了有利的条

件。通过对和尚洞岩壁放线菌的初步研究，除分离获

得洞穴常见放线菌属外，还分离到在该生境未见报道

的1个放线菌属，说明该洞穴蕴含较丰富的放线菌资

源。值得进一步研究。

岩溶地区微生物的代谢活动深刻影响着其栖息

表层环境的矿物特征，其岩溶作用对地表生态系统的

影响也日益受到学者的重视。和尚洞风化岩壁可培

养放线菌以链霉菌属为主，这与国内学者在其它洞穴

土壤中的研究结果一致口”“]。链霉菌属放线菌已进

化0．45亿年[4“，对难降解有机复合物具有较强的降

解能力。目前，有关链霉菌属放线菌岩溶作用研究主

要集中在矿物岩石的溶蚀和诱导形成次生矿物两个

方面，对于其在碳酸盐岩的溶蚀作用及沉积作用的研

究仍比较欠缺。已有研究发现，来源于岩溶环境中的

链霉菌属放线菌活动不仅可以提高石灰岩中Ca2+的

释放量[2“，而且其胞内催化微生物风化碳酸盐岩的

关键酶——碳酸酐酶，活性较高¨⋯，显著促进了矿物

岩石的溶蚀。另外，岩溶环境中的链霉菌属放线菌可

诱导沉淀碳酸盐矿物，如源自石灰岩表面微生物席的

Streptomyces luteogriseus DHS C014可诱导沉淀方

解石[1 8。、源自Ahamira洞穴微生物席中的链霉菌可

诱导沉淀水菱镁矿、针状方解石H61等。由此可见，作

为放线菌的主要类群，链霉菌属放线菌参与了岩溶环

境中碳酸盐岩溶蚀及沉淀过程，潜在影响着喀斯特地

区的岩溶生态过程。本研究初步报道了和尚洞风化

岩壁中可培养放线菌的主要种属信息，发现链霉菌仍

是可培养放线菌的优势类群，为进一步研究链霉菌属

在洞穴岩壁风化、溶蚀过程及碳酸盐矿物沉积过程中

潜在的生态作用提供了实验基础。
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Isolation and 1 6S rRNA gene sequence analysis of Actinomycetes from

weathered rocks in Heshang Cave，central China

MAN Baiyin91～，CHENG Xiaoyul，WANG Hongmeil～，YUN Yuanl～，ZH()NG Yuhon91

(1．S(hool u／Environmental Studies，China University rJ／f；r¨s(ir，?c Ps，W“h“，I，H“6P?430074．("tli，j“：

2·State K。y Labf)r““'rY t)j BiogeologY n}Id
EnvirmlmPntnl(；-eology，Chinn U1liversity of G㈣scienc Ps．Wuhnn，Hul)rl 430074．Chi，1曲

Abstract The specific goal of this work was to investigate the actinobacterial diversitv in the weathered

rocks by culture—dependent approach in Heshang Cave，Hubei，China．Three weathered rocks samples(W1．
W2 and W3)were collected from aphotic zone and twilight zone in Heshang Cave with sterile centrifuge

tubes in August，20 1 5． Five modified media and one self—designed medium of extracting of weathered rocks

agar medium were used for isolation of actinomycetes in the weathered rocks of Heshang Cave．The isolates

were identified by 1 6S rRNA gene sequencing using special primer for actinomycetes．ResuIt shows that in

total of 72 strains obtained by pure culture from 6 differenl media．The phylogenetic analysis showed that 72

actlnomycetes sequences were classified into four genera in three orders of Actinobacteria with Str已pto，n v(．Ps

being dominative．The number of isolated strains in genera Streptomyc·Ps，R^odo(．of(．“s，Ts“志n，”MrPZZ“and

Mic’roba(。terium was 69，1，1 and 1，respectively． Samples of Wl and W2 in aphotic zone were onlv isolated

9 and 10 strains respectively，while sample of W3 in twilight zone were obtained 53 strains．The resuhs offer

valuable information and isolates for the subsequent study on the interaction between carbonate and mi—

crobes．

Key words Heshang Cave，weathered rocks，actinomycetes，pure cuhure，16S rRNA
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