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海南西海岸真红树内生放线菌多样性
及其延缓衰老活性初筛
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( 广西中医药大学 海洋药物研究院 / 药学院ꎬ 南宁 ５３０２００ )

摘　 要: 为了发掘红树林内生放线菌资源和进行新型海洋药物研究ꎬ该文选择海南西海岸 １４ 种真红树的

根、茎、叶、花、胚轴为研究对象ꎬ采用 ９ 种不同分离培养基[改良的高氏培养基(ＡＧＧ)、海藻糖－天冬酰胺培

养基(Ｍ４)、海藻糖－脯氨酸培养基(Ｍ５)、改良 ＩＳＰ５ 培养基(Ｍ７)、精氨酸－天冬酰胺培养基(Ｍ９)、改良淀

粉－水解酪素培养基(Ｍ１０)、酪氨酸－天冬酰胺培养基( Ｐ７)、燕麦培养基( Ｐ３)、棉籽糖－组氨酸培养基

(Ｍ１１)]ꎬ结合稀释涂布法和三线划线法从真红树组织中分离菌株ꎬ基于菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列信息等分

子生物学鉴定方法对获得的海洋放线菌进行多样性分析ꎬ并使用模式生物秀丽隐杆线虫对所得内生放线菌

的延缓衰老活性进行研究ꎮ 结果表明:(１)从 ４６ 份真红树组织中共获得 ２４ 株放线菌ꎬ隶属于 ７ 科 １１ 属ꎬ其
中 ９ 株菌株为链霉菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)ꎬ且 ＩＭＤＧＸ ６２７０、ＩＭＤＧＸ ６１３７ 和 ＩＭＤＧＸ ６１７３ 为 ３ 株疑似潜在新菌

株ꎮ (２)秀丽隐杆线虫模型筛选发现 ４ 株放线菌(ＩＭＤＧＸ ６１５７、ＩＭＤＧＸ ６１８２、ＩＭＤＧＸ ６２４８、ＩＭＤＧＸ ６３６０)具
有延缓衰老的活性ꎬ与空白组比较ꎬ生存时间分别延长 １７.１６％、２８.１１％、２９.０５％、２７.１０％ꎮ 综上结果说明海

南西海岸区域真红树植物中可能含有较丰富的放线菌资源ꎬ能够为延缓衰老药物的研发提供新来源ꎮ
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　 　 红树林是海岸潮间带特有的两栖植物群落

(陈振明等ꎬ２００６)ꎮ 真红树是一种木本植物ꎬ只能

在潮间带生长ꎬ不能在陆地环境中正常繁殖和生

存(Ｌｉｎꎬ１９９５)ꎮ 为适应特殊的生长环境ꎬ红树植

物内部可能存在着特殊的化学物质参与其自身防

御(Ｂａｎｄａｒａｎａｙａｋｅꎬ１９８２ꎻ刘颖和刘峰ꎬ２００８)ꎬ这些

特殊的化学物质可能是由植物组织内生微生物产

生或合成的次级代谢产物 (黄宝康和秦路平ꎬ
２００６)ꎮ 红树林放线菌具有代谢途径独特、多样性

强、种类繁多等优势(Ａｚｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎬ现已从

红树 中 分 离 得 到 多 样 性 丰 富 的 放 线 菌 菌 株

(Ｓｕｋｓａａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 李飞娜等(２０１７)从澳门

路氹城生态保护区采集的 １２ 份红树植物样品中

分离得到 １９２ 株内生放线菌ꎬ基因序列相似性低

于 ９８.６％的菌株共有 ２２ 株ꎬ抗菌活性筛选结果显

示 ５ 株具有抗菌活性ꎮ 李静等(２０１６)从海南东寨

港 １４ 种真红树样品中得到放线菌 １４６ 株ꎬ其中 ４０
株具有抗菌活性ꎮ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２０１８)从北仑河口

国家级自然保护区采集的红树林植物样品中分离

到 １０１ 株放线菌ꎬ隶属于 ２８ 个属ꎮ 可见红树林由

于特殊的生长环境ꎬ使得其内生放线菌呈现丰富

的多样性ꎬ并具有较强的物种新颖性和生物活性ꎮ

海南西海岸位于北部湾东侧ꎬ拥有东方市四

必湾、儋州市儋州湾、儋州市峨蔓镇盐丁、临高县

新盈湾、临高县马袅湾和澄迈县花场湾 ６ 个红树

林主要分布区ꎬ是北部湾的重要组成部分ꎮ 海南

西海岸拥有 ９.４２３×１０６ ｍ２ 的红树林ꎬ约占海南岛

红树林面积的 ２０％(范作卿等ꎬ２０１７)ꎮ 现阶段对

海南岛红树林内生菌研究多集中在东海岸区域

(如东寨港、清澜港等)ꎬ对西海岸红树林的研究较

少ꎬ这可能与西海岸红树林种类组成较为简单有

关(范作卿等ꎬ２０１７)ꎮ 因此ꎬ对西海岸红树林内生

放线菌的研究会使北部湾红树林内生菌研究更加

完善ꎬ也有利于海南西海岸红树植物的保护ꎮ
秀丽隐杆线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ)是在放

线菌活性筛选方面应用普遍的模式生物( Ｂｒｅｎｎｅｒ
ｅｔ ａｌ.ꎬ １９７４ꎻ 齐 丽 娟ꎬ ２０１５ꎻ 鞠 守 勇 和 陈 其 国ꎬ
２０１８)ꎮ 现阶段对红树植物样品中分离得到的内

生放线菌活性研究主要集中在抑菌活性、杀虫活

性和抗肿瘤细胞活性等(Ｋｕｂｏｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４ꎻＷａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻＡｚｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎬ有关微生物次级

代谢产物抗衰老活性的研究则相对较少(许敏等ꎬ
２０１６)ꎮ 本实验利用秀丽隐杆线虫模型研究海南

西海岸区域真红树内生放线菌对线虫寿命的影

８２３ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



响ꎬ以该区域 １４ 种真红树植物为研究对象ꎬ通过

纯化培养技术分离菌株ꎬ利用菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列分析并鉴定真红树内生放线菌的多样性ꎬ丰
富该海域真红树内生放线菌新物种ꎬ挖掘微生物的

潜在药理活性ꎬ对海洋微生物资源的开发利用具有

重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和仪器

１.１.１ 仪器和设备　 ＳＷ￣ＣＪ￣２Ｆ 洁净工作台ꎬＨＶＥ￣５
高压灭菌锅ꎬＯＬＹＭＰＵＳ ＳＺＸ １６ 体视镜ꎬＢ１１￣ＢＳ￣Ⅱ
电热恒温培养箱ꎮ
１.１.２ 材料和试剂　 大肠埃希菌(ＯＰ５０)和野生型秀

丽隐杆线虫(Ｎ２)均由广西科学院汪斌博士惠赠ꎮ
５％次氯酸钠购于杭州朗索医用消毒剂有限公司ꎻ
ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 树脂、２×Ｅａｓｙ Ｔａｑ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 购于美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司ꎻＰＣＲ 引物(２７Ｆꎬ １４９２Ｒ)购于北京全式金

生物技术有限公司ꎻ二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)等其他试

剂均为分析纯ꎬ购于西陇科学股份有限公司ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 样本来源与采集　 １４ 种真红树植物 ４６ 份植

物组织于 ２０１７ 年 ７ 月采集于海南西海岸区域的红

树林ꎬ具体信息见表 １ꎮ Ｈ１￣Ｈ７ 真红树植物的地理

位置为１０９°５９′３７″ Ｅ、１９°５５′０７″ ＮꎬＨ８￣Ｈ１４ 的地理

位置为 １０９°３１′５０″ Ｅ、１９°５１′２６″ Ｎꎮ 菌株载体用

无菌水冲洗 ３ 次后立即装入密封采样袋ꎬ置于采

样冰盒中ꎬ２４ ｈ 内完成菌株分离ꎮ
１.２.２ 菌株的分离纯化与保藏 　 参考李家怡等

(２０１８)的样品处理方法ꎬ用 ５％次氯酸钠溶液浸泡

８ ｍｉｎꎬ对红树植物各个组织样品进行表面消毒ꎬ无
菌水冲洗残余液体ꎻ７５％的酒精溶液浸泡 ５ ｍｉｎꎬ无
菌水冲洗至无酒精味ꎮ 分别取表面消毒后的植物

材料(约 ２ ｇ)充分研磨ꎬ吸取 ２ ｍＬ 无菌水与样品

充分混匀ꎬ该浓度液体为样品原液ꎬ取 １ ｍＬ 原液

用无菌水稀释到 １０ ￣４于 ４ ℃ 冰箱暂存ꎮ 取 １０ ￣４组

织悬液 ０. ２ ｍＬꎬ分别接种于 ＡＧＧ、Ｍ４、Ｍ５、Ｍ７、
Ｍ９、Ｍ１０、Ｐ７、Ｐ３、Ｍ１１ ９ 种分离培养基(表 ２)中ꎬ
于 ２８ ℃恒温培养箱培养 ２ ~ ８ 周ꎻ通过颜色、大小、
形态等指标观察ꎬ挑选不同的菌落在 ＩＳＰ２ 纯化培

养基上进行三区划线纯化ꎬ直至得到单一纯净的

菌落ꎬ并记录菌落数及菌落的形态特征ꎮ 纯化好的

菌株制成 ２０％(Ｖ / Ｖ)甘油管保藏于－８０ ℃ꎮ

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

样品编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅ

　 　 植物名称
　 　 Ｐｌａｎｔ ｎａｍｅ

植物组织
Ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅ

Ｈ１ 桐花树
Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ

茎、叶、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

Ｈ２ 红海榄
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ

花、茎、叶、胚轴、根
Ｂｌｏｓｓｏｍꎬ ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ
ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｒｏｏｔ

Ｈ３ 榄李
Ｌｕｍｎｉｔｚｅｒａ ｒａｃｅｍｏｓａ

茎、叶、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

Ｈ４ 白骨壤
Ａｖｉｃｅｎｎｉａ ｍａｒｉｎａ

花、茎、叶、胚轴
Ｂｌｏｓｓｏｍꎬ ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

Ｈ５ 桐花树
Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ

茎、叶、胚轴、根
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｒｏｏｔ

Ｈ６ 白骨壤
Ａｖｉｃｅｎｎｉａ ｍａｒｉｎａ

茎、叶、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

Ｈ７ 红海榄
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ

茎、叶、胚轴、根
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｒｏｏｔ

Ｈ８ 白骨壤
Ａｖｉｃｅｎｎｉａ ｍａｒｉｎａ

茎、叶
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆ

Ｈ９ 木果楝
Ｘｙｌｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｎａｔｕｍ

茎、叶、胚轴、根
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｒｏｏｔ

Ｈ１０ 瓶花木
Ｓｃｙｐｈｉｐｈｏｒａ ｈｙｄｒｏｐｈｙｌｌａｃｅａ

茎、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ

Ｈ１１ 桐花树
Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ

茎、叶、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

Ｈ１２ 红树
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ａｐｉｃｕｌａｔａ

茎、叶、胚轴、根
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｒｏｏｔ

Ｈ１３ 木榄
Ｂｒｕｇｕｉｅｒａ ｇｙｍｎｏｒｒｈｉｚａ

茎、叶、胚轴
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

Ｈ１４ 卤蕨
Ａｃｒｏｓｔｉｃｈｕｍ ａｕｒｅｕｍ

茎、叶
Ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆ

１.２.３ 菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育学分

析　 系统发育学分析基因组 ＤＮＡ 的提取和 ＰＣＲ
梯度扩增参照 Ｗａｌｓｈ ｅｔ ａｌ.(１９９１)的方法进行ꎮ 所

有菌株均在 ＩＳＰ２ 培养基上三区划线纯化ꎬ根据菌

落形态特征进行初步排重ꎬ不同形态的菌株利用

Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 树脂法提取菌株 ＤＮＡꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

扩增和序列分析ꎮ ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶电

泳检测ꎬ利用 Ｂｉｏ￣ＲＡＤ 凝胶成像仪观察电泳条带ꎬ
检验合格后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ꎮ 测序结果经 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件

整理ꎬ利用数据库 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｚｂｉｏ￣
ｃｌｏｕｄ.ｎｅｔ / ) ( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９) 进行在线比对ꎻ对
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行相似性比对搜索ꎬ从中选

取相似性较高且是有效描述的典型菌株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列作为参比对象ꎮ

９２３３ 期 姜舒等: 海南西海岸真红树内生放线菌多样性及其延缓衰老活性初筛



表 ２　 分离培养基信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

培养基配方
Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ＡＧＧ 淀粉 １０ ｇꎬ葡萄糖 １ ｇꎬ甘油 ５ ｍＬ
Ｓｔａｒｃｈ ｓｏｌｕｂｌｅ １０ ｇꎬｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｈｙｄｒｏｕｓ １ ｇꎬｇｌｙｃｅｒｏｌ ５ ｍＬ

Ｍ４ Ｌ￣天冬酰胺 １ ｇꎬ海藻糖 ５ ｇ
Ｌ￣Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １ ｇꎬｔｒｅｈａｌｏｓｅ ５ ｇ

Ｍ５ 海藻糖 ５ ｇꎬ脯氨酸 １ ｇ
Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ５ ｇꎬｐｒｏｌｉｎｅ １ ｇ

Ｍ７ 酵母粉 ５ ｇꎬＬ￣天冬酰胺 １ ｇꎬ甘油 １０ ｍＬ
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ５ ｇꎬＬ￣Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １ ｇꎬｇｌｙｃｅｒｏｌ １０ ｍＬ

Ｍ９ 精氨酸 １ ｇꎬＬ￣天冬酰胺 １ ｇꎬ甘油 ６ ｍＬ
Ａｒｇｉｎｉｎｅ １ ｇꎬＬ￣Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １ ｇꎬｇｌｙｃｅｒｏｌ ６ ｍＬ

Ｍ１０ 葡萄糖 １０ ｇꎬ酸水解酪素 ０.５ ｇ
Ｇｌｕｃｏｓｅ １０ ｇꎬｃａｓｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ ０.５ ｇ

Ｐ７ Ｌ￣酪氨酸 ０.５ ｇꎬＬ￣天冬酰胺 １ ｇꎬ甘油 １５ ｍＬ
Ｌ￣Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ０.５ ｇꎬＬ￣Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １ ｇꎬｇｌｙｃｅｒｏｌ １５ ｍＬ

Ｐ３ 燕麦粉琼脂 ２０ ｇ
Ｏａｔｅｍｅａｌ ａｇａｒ ２０ ｇ

Ｍ１１ 棉籽糖 ５ ｇꎬＬ￣组氨酸 １ ｇ
Ｒａｆｆｉｎｏｓｅ ｐｅｎｔａｈｙｄｒａｔｅ ５ ｇꎬＬ￣Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ １ ｇ

ＩＳＰ２ 酵母粉 ２ ｇꎬ麦芽提取物 ２ ｇꎬ葡萄糖 ２ ｇ
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ２ ｇꎬｍａｌｔ ｅｘｔｒａｃｔ ２ ｇꎬｇｌｕｃｏｓｅ ２ ｇ

１.２.４ 菌株代谢产物的提取制备 　 参考覃媚等

(２０１６)的方法ꎬ将 ２４ 株对数生长期的放线菌接种

到 ２００ ｍＬ 液体培养基ꎬ于恒温震荡培养箱中发酵

７ ｄꎬ发酵液用等体积乙酸乙酯萃取 ３ 次ꎬ取乙酸乙

酯层浓缩干燥后为代谢粗提物ꎮ 将粗提物用０.１％
ＤＭＳＯ 稀释至 １０ ｍｇｍＬ￣１备用ꎮ
１.２.５ 延缓衰老活性测定 　 参考 Ｂｒｅｎｎｅｒ(１９７４)的
方法ꎮ 用 Ｍ９ 缓冲液将培养至产卵期的雌雄同体

秀丽隐杆线虫冲洗 ３ 次ꎬ以 １ ∶ ３ 的比例加入裂解

液 ( １ ｍＬ ５ ｍｏｌ Ｌ￣１ 的 ＮａＯＨ 和 ０. ５ ｍＬ ５％ 的

ＮａＣｌＯ 混匀)ꎮ 震荡离心后ꎬ置于 ２０ ℃ 生化培养

箱中培养 ４８ ｈ 后可得 Ｌ４ 期线虫ꎮ 将培养好的 Ｌ４
期线虫挑至已加入溶有待测样品的 ７０ mＬ ＯＰ５０
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 的 ＮＧＭ 培养基上进行培养ꎬ每组 ２
板ꎬ每板 ２０ 条ꎬ此时培养天数记为 ０ ｄꎮ 此后ꎬ隔
天对培养基的线虫进行计数ꎬ观察并记录线虫死

亡数量(在寿命实验期间ꎬ发现线虫对外界刺激没

有应答时视为死亡ꎻ剔除逃离培养基表面而干死、
虫卵在体内孵化而成袋样虫或者钻进培养基内部

的线虫)ꎬ直至线虫全部死亡ꎮ 实验平行 ３ 次ꎮ
１.３ 统计分析

所有数据采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 进行统计分析ꎬ寿命

实验数据使用 Ｋａｌｐａｎ￣Ｍｅｉｒ 存活曲线分析程序分

析ꎬ加样处理组和对照组之间的比较使用 Ｋａｐｌａｎ￣
Ｍｅｉｅｒ Ｌｏｇ￣ｒａｎｋ 两两比较程序分析ꎮ 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ７.００ 软件制图表ꎬ通过 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件进行序

列整理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 真红树植物内生放线菌多样性分析

选择 ７３ 株菌进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列比对ꎬ
结果表明 ２４ 株为放线菌ꎬ分布于 １ 个纲 ４ 个目 ７
个科 １１ 个属ꎬ其多样性分布如表 ３ 所示ꎮ 其中ꎬ有
９ 株菌为链霉菌属(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)ꎬ占所分离放线菌

株总数的 ３７.５０％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(Ｋｉｍꎬ２０１４)ꎮ 菌株 ＩＭＤＧＸ ６２７０ Ｂｒｅｖｉ￣
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.、ＩＭＤＧＸ ６１３７ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.和 ＩＭ￣
ＤＧＸ ６１７３ Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｓｐ.分别与有效发表菌株

Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｒｍｅｎｓｅ、Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉ￣
ｌｕｍ、Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｐｅｌｏｐｈｉｌｕｍ 的 最 高 相 似 度 为

９７.７２％、９８.１５％、９８.３２％ꎬ可能为潜在的新物种ꎮ
２.２ ２４ 株内生放线菌在植物样品、不同植物组织及

培养基中的分布

１４ 种植物样品ꎬ９ 种不同分离培养基及 ５ 种

(根、茎、叶、花、胚轴)不同植物组织的分布情况如

图 １－图 ３ 所示ꎮ 从图 １ 可见ꎬ不同植物样品中分

离到的菌株数量变化为 Ｈ４>Ｈ９>Ｈ２>Ｈ３>Ｈ５ ＝Ｈ７>
Ｈ１２>Ｈ１３>Ｈ１ ＝ Ｈ６ ＝ Ｈ１１>Ｈ８ ＝ Ｈ１４>Ｈ１０ꎻ属的分

布依次为 Ｈ４>Ｈ９>Ｈ５ ＝ Ｈ２>Ｈ７>Ｈ３ ＝ Ｈ１２ ＝ Ｈ１３>
Ｈ１ ＝Ｈ６ ＝ Ｈ１１>Ｈ８ ＝ Ｈ１４>Ｈ１０ꎮ 由图 ２ 所示ꎬ根、
茎、叶、花、胚轴 ５ 种不同植物组织分离得到放线

菌数量大小顺序为叶>茎>胚轴>花>根ꎬ其中叶子

得到 １８ 株放线菌ꎬ隶属于 １０ 个属ꎬ其数量最多且

多样性最为丰富ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ不同培养基分离

得到的菌株数量趋势为 Ｍ５>Ｐ７ ＝ Ｍ７ >Ｐ３ ＝ Ｍ４ ＝
Ｍ１０>Ｍ９>ＡＧＧ>Ｍ１１ꎻ菌株多样性趋势为 Ｍ５ ＝Ｍ７>
Ｐ７>Ｐ３ ＝ Ｍ４ ＝ Ｍ１０>Ｍ９>ＡＧＧ>Ｍ１１ꎮ 其中ꎬＭ５ 培

养基培养得到的菌株数量最多ꎬ且多样性最为

丰富ꎮ
２.３ 真红树植物内生放线菌发酵产物延缓衰老活

性分析

与空 白 组 [( １６. ９ ± ７. ０６) ｄ] 相 比ꎬ ＩＭＤＧＸ
６１５７、ＩＭＤＧＸ ６１８２、ＩＭＤＧＸ ６２４８、ＩＭＤＧＸ ６３６０ ４ 个

０３３ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ３　 ２４ 株可培养内生放线菌的物种组成
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ

２４ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

相近种
Ｏｒｉｇｉｎ

相似性
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ (％)

ＩＭＤＧＸ ６２７０ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｒｍｅｎｓｅ ９７.７５

ＩＭＤＧＸ ６１３７ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌｕｍ ９８.１５

ＩＭＤＧＸ ６１７３ Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｐｅｌｏｐｈｉｌｕｍ ９８.３２

ＩＭＤＧＸ ６２３９ Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ ｐｒａｓｉｎａ ９８.７０

ＩＭＤＧＸ ６２２０ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｎｏｇａｌａｔｅｒ ９８.８５

ＩＭＤＧＸ ６０１２ Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｌｅｘｉｎｇｔｏｎｅｎｓｉｓ ９９.８７

ＩＭＤＧＸ ６０４８ Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｃｏｎｇｌｏｍｅｒａｔｕｍ ９９.７４

ＩＭＤＧＸ ６０４６ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｏｄｉｎｕｍ ９８.８０

ＩＭＤＧＸ ６１１８ Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｌｂｉｄｕｍ ９９.３３

ＩＭＤＧＸ ６３２６ Ｃ. ｃｉｔｒｅｕｍ ９９.４９

ＩＭＤＧＸ ６１１９ Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ ｓａｌｓｉｎｅｍｏｒｉｓ ９９.１０

ＩＭＤＧＸ ６１３１ Ｉｓｏｐｔｅｒｉｃｏｌａ ｊｉａｎｇｓｕｅｎｓｉｓ ９９.４９

ＩＭＤＧＸ ６３１６ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｕｍ ９９.４８

ＩＭＤＧＸ ６４６９ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ９９.８７

ＩＭＤＧＸ ６４５８ Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ ｓｙｎｎｅｍａｔａｆｏｒｍａｎｓ ９９.４９

ＩＭＤＧＸ ６１５０ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃａｒｐａｔｉｃｕｓ ９８.９５

ＩＭＤＧＸ ６１５７ Ｓ. ｄｅｃｏｙｉｃｕｓ ９９.３４

ＩＭＤＧＸ ６１８３ Ｓ. ｇｌｅｂｏｓｕｓ ９８.９３

ＩＭＤＧＸ ６３５９ Ｓ. ｈｉｒｏｓｈｉｍｅｎｓｉｓ ９９.３４

ＩＭＤＧＸ ６０３９ Ｓ. ｍｉｓｉｏｎｅｎｓｉｓ ９９.０９

ＩＭＤＧＸ ６１９５ Ｓ. ｎｏｖａｅｃａｅｓａｒｅａｅ １００.００

ＩＭＤＧＸ ６２４８ Ｓ. ｏｌｉｖａｃｅｕｓ ９９.０９

ＩＭＤＧＸ ６３６０ Ｓ. ｔｒｉｔｏｌｅｒａｎｓ ９９.４８

ＩＭＤＧＸ ６１８２ Ｓ. ｘａｎｔｈｏｌｉｔｉｃｕｓ ９９.８７

菌株均能显著延长线虫寿命(Ｐ< ０. ０５)ꎮ ＩＭＤＧＸ
６１５７、ＩＭＤＧＸ ６１８２、ＩＭＤＧＸ ６２４８ 和 ＩＭＤＧＸ ６３６０ ４
个菌株组线虫的平均寿命和最长寿命分别为

(１９.８０±１.２６)、２２.３２ ｄꎬ(２１.６５±０.４７)、２２.５８ ｄꎬ
(２１.８１± ０. ３６)、２２. ６３ ｄꎬ( ２１. ４８ ± ０. ７４)、２２. ０１ ｄ
(表 ４)ꎮ ４ 个菌株组线虫平均寿命较空白组分别

延长 １７.１６％、２８.１１％、２９.０５％和 ２７.１０％ꎮ

３　 讨论与结论

本研究采用 ９ 种分离培养基对海南西海岸 １４

图 １　 不同真红树植物样品中
分离得到的内生放线菌

Ｆｉｇ. １　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｕｅ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ２　 不同植物组织分离得到的内生放线菌
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ３　 不同培养基分离得到的内生放线菌
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

种真红树不同部位样本进行内生放线菌的分离纯

化ꎬ得到 ２４ 株放线菌ꎬ分布在 １ 个纲 ４ 个目 ７ 个科

１３３３ 期 姜舒等: 海南西海岸真红树内生放线菌多样性及其延缓衰老活性初筛



表 ４　 内生放线菌代谢产物对秀丽隐杆线虫寿命影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

平均寿命
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

最长寿命
Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

平均寿命
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

最长寿命
Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｆｅｔｉｍｅ

(ｄ)

空白组 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １６.９０±０.９１ ２０.４１ ＩＭＤＧＸ ６２７０ １５.５７±０.４２ １６.６０

ＩＭＤＧＸ ６０１２ １６.５５±０.５３ ２０.５９ ＩＭＤＧＸ ６１３７ １６.１３±１.２３ １８.２１

ＩＭＤＧＸ ６０４８ １６.７５±０.７９ １８.３０ ＩＭＤＧＸ ６０４６ １６.３３±０.８８ １９.２５

ＩＭＤＧＸ ６３２６ １８.６７±０.７５ ２０.１４ ＩＭＤＧＸ ６１１８ １８.０５±０.６１ ２０.０７

ＩＭＤＧＸ ６１３１ １４.０６±０.９１ １５.８８ ＩＭＤＧＸ ６１７３ １６.３３±０.９１ １８.３５

ＩＭＤＧＸ ６４５８ １６.２５±０.８２ １８.９９ ＩＭＤＧＸ ６３１６ １８.０１±１.２４ ２１.９８

ＩＭＤＧＸ ６３５９ １２.８８±１.０９∗ １５.０６ ＩＭＤＧＸ ６４６９ １３.３２±１.３２∗ １６.１３

ＩＭＤＧＸ ６０３９ １８.５５±０.６４ ２１.８１ ＩＭＤＧＸ ６１５０ １４.２１±１.０１ １６.０２

ＩＭＤＧＸ ６１９５ １６.４７±０.５９ １９.６３ ＩＭＤＧＸ ６１５７ １３.４７±０.８１ １５.５６

ＩＭＤＧＸ ６２２０ １７.１６±１.０３ １９.２３ ＩＭＤＧＸ ６１８３ １３.６５±１.３４ １５.７３

ＩＭＤＧＸ ６１５７ １９.８０±１.２６∗ ２２.３２ ＩＭＤＧＸ ６２４８ ２１.８１±０.３６∗ ２２.６３

ＩＭＤＧＸ ６１８２ ２１.６５±０.４７∗ ２２.５８ ＩＭＤＧＸ ６３６０ ２１.４８±０.７４∗ ２２.０１

ＩＭＤＧＸ ６２３９ １５.５３±０.６３ １７..９３

　 注:数据 ＝平均值±标准差ꎬｎ＝ ４０ꎮ ∗与空白组比较ꎬ差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻ∗∗与空白组比较ꎬ差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｖａｌｕｅ ＝ ｘ±ｓꎬ 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)ꎮ

１１ 个属ꎮ 其中链霉菌属的菌株最多ꎬ为 ９ 株ꎬ这与

Ｃｈａｌｌｉｓ ＆ Ｈｏｐｗｏｏｅｌ(２００３)的研究结果相同ꎮ 本研

究还得到 ３ 株疑似潜在新物种 ＩＭＤＧＸ ６２７０ Ｂｒｅｖｉ￣
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.、 ＩＭＤＧＸ ６１３７ Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.、 ＩＭ￣
ＤＧＸ ６１７３ Ｌｙｓｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｓｐ. ( 相 似 性 均 小 于

９８.６５％)ꎬ丰富了海南西海岸放线菌资源ꎮ 研究结

果显示ꎬ从各样本中分离的菌株数量差别较大ꎮ
其中ꎬ叶中得到菌株数最多且多样性最为丰富ꎬ为
１８ 株ꎻ茎中次之ꎬ为 ８ 株ꎻ根部最少ꎬ为 ４ 株ꎮ 这与

Ｍｅｓｔａ ｅｔ ａｌ. (２０１７)和 Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１８)研究发现

菌株数从根部向上逐渐减少的结果略有不同ꎬ这
可能与茎和叶组织样本数量较多有关ꎮ 本研究还

显示ꎬＭ５ 培养基分离得到的菌株数量和多样性均

最多ꎬＭ１１ 培养基分离得到菌株数量和多样性最

少ꎬ结果表明不同营养成分的分离培养基对微生

物的生长影响较大ꎮ
通过研究海南西海岸 １４ 种真红树内生放线菌

对线虫延缓衰老的活性ꎬ２４ 株内生放线菌经秀丽

隐杆线虫模型筛选后获得 ４ 株具有延缓衰老活

性ꎬ分别为从红海榄叶中分离到的菌株 ＩＭＤＧＸ

６２４８ 和 ＩＭＤＧＸ ６３６０ 以及从榄李叶中分离到的菌

株 ＩＭＤＧＸ ６１５７ 和 ＩＭＤＧＸ ６１８２ꎬ其中菌株 ＩＭＤＧＸ
６２４８ 的延缓衰老活性最强ꎮ 有研究证明ꎬＩＭＤＧＸ
６２４８ 代谢产生的特曲霉素 Ｃ 糖基化衍生物埃罗霉

素 (ｅｌｌｏｒａｍｙｃｉｎ)具有抗革兰氏阳性细菌活性和抗

肿瘤 活 性 ( Ｂｌａｎｃｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ )ꎮ Ｃｈｕｎｇ ｅｔ ａｌ.
(２００５)的研究结果显示ꎬ菌株 ＩＭＤＧＸ ６１５７ 是对

可引起植物根腐病的丝核菌有较强拮抗作用的放

线菌之一ꎬ能防治大白菜的根腐病ꎬ且对种子萌发

无不良影响ꎮ 这表明海南西海岸红树林植物内生

放线菌可能是发现新物种和具有延缓衰老等生物

活性天然产物的潜在来源ꎬ但其延缓衰老活性作

用物质、机制和机理等还不明确ꎬ需进一步深入

研究ꎮ
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