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一株产庆大霉素 B 的绛红

小单孢菌的分类鉴定

王 飞，高 辉，涂国全
*

( 江西农业大学 生物科学与工程学院，江西 南昌 330045)

摘要:通过对一株自行筛选的野生稀有放线菌菌株的分类地位进行了研究，鉴定其分类地位。采用常规方法进

行分离培养，以形态学特征、培养特性、生理生化特征及分子生物学等方法对其进行分类鉴定。将所分离的菌

株进行摇瓶发酵，将发酵液上清液采用 HPLC 进行组分检测。该菌株菌落微黄色或浅棕色; 产红色色素，气生

菌丝不发达，基内菌丝直径平均 0． 4 ～ 0． 8 μm，产单孢子，生理生化特征与绛红小单孢菌相似，16 S rDNA 测定

结果与 Micromonsopora sp． ( EU214948) 序列同源性达 97%，与 M． purpurea( X92595) 最为接近。其发酵产物中

含有庆大霉素 B、小诺霉素和庆大霉素。鉴定该菌株为产庆大霉素 B 的小单孢菌属绛红小单孢菌( Micromonos-
pora purpurea) 。
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Classification and Identification of a
Micromonospora purpurea Strain Which Produces Gentamicin B

WANG Fei，GAO Hui，TU Guo-quan*

( College of Bioscience and Engineering，Jiangxi Agricultural University，Nanchang 330045，China)

Abstract: In this paper，to study the classfication of a screened wild rare actinomycete strain． It was se-
perated by routine isolation methods，and identified with morphological features，cultural，physiological and bio-
chemical characteristics，and molecular biological methods etc． It was fermented in shaking flask． Afterwards，
the proportion of components in supernatant liquor of the fermentation fluid and maceration extract of mycelia
were tested by HPLC respectively． Its colony was light yellow or brownish． It produced red pigment． Aerial
mycelium was undeveloped． Substrate mycelium diameter was 0． 4 － 0． 8 μm by average． It produced single
spore and its physiological and biochemical features were similar to those of Micromonospora purpurea strain．
16S rDNA sequencing was similar to Micromonsopora sp． ( EU214948) with the similarity of 97% ． And it was
mostly similar to M． purpurea( X92595) ． Supernatant liquor of fermentation broth from strain Micromonsopora
purpurea 227 contained Gentamicin B，Micronomicin and Gentamicin． This Actinomycetes strain was Microm-
onospora purpurea which could produce Gentamicin B，Micronomicin and Gentamicin．
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小单孢菌属是放线菌中产生抗生素的一个重要的家族，由其所产生的生物活性物质包括庆大霉素、
西索米星、小诺霉素、阿司米星、罗沙米星、红霉素 B、利福霉素 S 等

［1 － 2］。庆大霉素 B 是小单孢菌( Mi-
cromonospora sagamiensis) 及其变异株所产生的一种氨基糖苷类抗生素，由它可合成广谱低毒性的氨基

糖苷类抗生素异帕米星［1 － N － ( S － 氨基 － 2 － 羟基 － 丙酰基) 庆大霉素 B］［3 － 5］。江西农业大学应用

微生物实验室从土壤中筛选到一株放线菌 227 菌株，对 G +
细菌有较好的抗性，抗菌谱与庆大霉素、小诺

霉素一致。本文运用鉴定分类法和 16S rRNA 序列分析法对该菌株进行了形态、培养特征、生理生化特

征和 16S rRNA 序列分析等研究，确定了该菌的分类地位，并通过 HPLC 对其摇瓶发酵产物进行了检测，

确定其产物中含有庆大霉素 B 组分。

1 材料和方法

1． 1 材料

1． 1． 1 菌株 放线菌 227 菌株，本实验室自行分离菌株。绛红小单孢菌( Micromonsopora purpurea) 。购

自中国菌种保藏中心。
1． 1． 2 培养基 克氏一号琼脂、蔗糖察氏琼脂、葡萄糖酵母膏琼脂、马铃薯浸汁琼脂、柴斯纳琼脂

( Tresner) 、明胶液化培养基、牛奶凝固胨化、淀粉水解琼脂、纤维素水解培养基、硝酸盐还原培养基、高
氏一号琼脂、葡萄糖天门冬素琼脂、碳源利用基础培养基

［6 － 9］。
摇瓶发酵培养基( g /L) : 葡萄糖 50 g; 酵母膏 5 g; ( NH4 ) 2SO4，10 g，MgSO4·7H2O，0． 5 g; ZnSO4，0． 04 g;

FeSO4·7H2O，0． 03 g; 水 1 000 mL，115 ℃灭菌 30 min。
1． 1． 3 试剂 麦芽糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、阿拉伯糖、木糖、肌醇、甘露醇、果糖、明胶、可溶性淀粉、
( NH4 ) 2SO4、KNO3、NaCl、KH2PO4、FeSO4、MnCl2、CaCO3、柠檬酸铁( 以上均为 A． R． 级) 。

PCR 引物
［10 － 11］: 27f: 5' － AGAGTTTGATCCTGGCTCAG － 3'; 1492r' － GGTTACCTTGTTACGACTT －

3'，由上海生工合成。
1． 1． 4 仪器和器皿 生化恒温培养箱; 离心机; 高压蒸汽灭菌锅; 摇床; 干燥箱; 移液枪; 超净工作台; 冰

箱; 电子天平; MP 试剂盒( FastDNA SPIN for Soil Kit) ; MILLIPORE 纯水系统; Eppendorf PCR 仪; UVP
凝胶成像系统。三角瓶; 培养皿; 试管; 试剂瓶; 容量瓶; 量筒; 牛津杯等。
1． 2 方法

1． 2． 1 形态和培养特征 将待鉴定菌株作插片培养，观察是否形成气生菌丝及孢子丝; 孢子丝的形态;

孢子的形状和孢子壁的结构。观察基质菌丝是否断裂，气生菌丝体颜色、孢子丝和孢子的颜色、基质菌

丝体的颜色、有无产生孢子或孢囊等。
1． 2． 2 生理生化特性 按照文献［1］的方法，对放线菌 227 菌株分别进行明胶液化、淀粉水解、牛奶的

凝固与胨化、纤维素水解实验、硝酸盐还原、硫化氢产生实验和碳源利用等生理生化特征鉴定。
1． 2． 3 16S rRNA 序列分析 ( 1) 菌株 DNA 的提取和 16S rDNA PCR 扩增。将菌株进行纯化后，保存。
将斜面菌种捣碎，涂布至高氏一号平板，挑取少许单菌落，按 MP 的 FastDNA SPIN for Soil Kit 试剂盒说

明书操作。16S rDNA PCR 扩增反应体系和程序
［12 － 13］。

( 2) 直接测序和序列分析。将 16S rDNA PCR 扩增好的 PCR 扩增产物，送上海生工公司进行双向

测序。
( 3) 相似性分析。将上海生工测出序列到 Genbank 数据库进行相似性搜索。选用 Bioedit、MEGA4

软件，应用邻接法( Neighbor － Joining) 构建系统发育树
［14 － 15］。

1． 2． 4 摇瓶发酵 取生长丰满的斜面进行摇瓶发酵，35 ℃、220 r /min 培养 7 d。将发酵液 4 000 r /
min 离心 30 min，收取上清液，再以等体积丙酮浸提菌丝体，1 d 后收取浸提液。
1． 2． 5 组分检测 采用柱前衍生反相色谱法，条件如下: 柱: ODSC18 柱; 检测波长: 330 nm; 温度:

20 ℃ ; 进样量: 20 μL; 衍生化试剂: OPA 溶液; 流动相: 稀溶液( 庚烷磺酸钠 4 g、甲醇 680 mg、水 280 mg、
冰醋酸 40 mL) ; 浓溶液( 庚烷磺酸钠 4 g、甲醇 780 mg、水 180 mg、冰醋酸 40 mL) ; 样品过滤后进样，流

动相采用梯度法，先用稀溶液，15 min 后换浓溶液至所有组分全部洗出为止。
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图 1 放线菌 227 菌株菌落形态

Fig． 1 Form of Actonomycetes 227
图 2 放线菌 227 菌株菌落背面形态

Fig． 2 The opposite side form of Actonomycetes 227

图 3 放线菌 227 菌株菌丝形态

Fig． 3 The trace form of Actonimycetes 227

2 结果与分析

2． 1 形态和培养特征结果

将放线菌 227 菌株接种至高氏一号平板培养，在 7 d 和 30 d 时观察菌落形态( 图 1、图 2) 。
从图 1 和图 2 看出，该菌株菌落微黄色

或浅棕色; 产红色色素，色素不渗透。气生菌

丝不发达，经培养 30 d 后产生少量粉红色或

污白色气生菌丝。
将放线菌 227 菌株接种至高氏一号平板

作插片培养，7 d 后取下插片，在 1 600 倍光

学显微镜下观察菌丝形态( 图 3) 。
由图 3 可看出放线菌 227 菌株基内菌丝

体发达，有分枝。菌丝纤细，经显微测微尺测

量，平均直径 0． 4 ～ 0． 8 μm。在菌丝体上分

枝生出一个小梗，梗上着生 1 个单孢子，孢子

单个顶生，圆形至卵圆形，直径 0． 8 ～ 1． 4 μm，

少数达 2 μm。
将菌种接种在高氏一号培养基、克氏一号培养基、察氏培养基、葡萄糖天门冬素培养基、葡萄糖酵母

培养基、PDA 培养基上。于 28 ℃培养，分别于 7，14，28 d 观察菌株在各种培养基上的培养特征、生长情

况及颜色变化( 表 1) 。
表 1 放线菌 227 菌株的培养特征

Tab． 1 Cultivate characteristics of Actonomyces 227

培养基

Medium

高氏 1 号琼脂

Gause’s
synthetic agar

克氏 1 号琼脂

Kilgler
lron agar

察氏琼脂

Czapek’s
agar

葡萄糖天门冬素

琼脂 Glucose
asparagine

葡萄糖酵母膏琼脂

Yeast extract
peptone dextrose

马铃薯葡萄糖

琼脂 Potato
dextrose agar

气生菌丝

Aerial mycelia
红棕色 灰白色 褐黑色 棕色 深褐色 淡棕色

基内菌丝

Substrate mycelium
褐黑色 蜜黄色 蜜黄色 浅褐色 铁棕色 桂皮色

可溶性色素

Soluble pigments
无 无 无 无 无 无
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图 4 放线菌 227 菌株的总 DNA 电泳图谱

Fig． 4 The map of DNA about Actonomycetes 227

2． 2 生理生化特征

对放线菌 227 菌株作生理生化鉴定，结果见表 2。
表 2 放线菌 227 菌株的生理生化的性状及与绛红小单孢菌的比较

Tab． 2 Character of Actonomycetes 227 and compare to Micromonsopora purpurea

糖类利用

Carbohydrate utilization
菌株

Strain
放线菌 227
Actinomycetes

绛红小单孢菌
［2］

Micromonsopora purpurea

D － 葡萄糖 + + +
L － 阿拉伯糖 + +
D － 木糖 + +

蔗糖 + + +
D － 核糖 + + +
D － 甘露糖 + +
D － 纤维二糖 + +
a － 海藻糖 + +

可溶淀粉 + + +
L － 鼠李糖 － －

棉子糖 － －

肌醇 － －
D － 甘露醇 ± －
D － 阿拉伯糖 － －

甘油 ± －
L － 山梨糖 － －
D － 山梨醇 － －

乳糖 － －

麦芽糖 + ±
明胶液化 + +
牛奶凝固 + +
牛奶胨化 + +
淀粉分解 + +

纤维素利用 ± +
硝酸盐还原 ± +

产硫化氢 － －
产类黑色素 － －

“—”、“+”、“+ +”“±”代表不生长、生长、生长良好及不确定。
“—”、“+”、“+ +”“±”express no growth，growth，grow well and uncertain whether the growth．

根据培养特征、形态特征以及生理生化特征，查阅

《放线菌分类鉴定》。放线菌 227 菌株的生理生化特

征归属于小单孢菌属，在形态特征、培养特征上与绛红

小单胞菌( Micromonospora purpurea) 相似，现代分类学

的主要依据是分子生物学如 16S rRNA 基因序列分析

而非生理生化和形态特征，为验证其是否为绛红小单

孢菌，进一步做了 16S rRNA 序列分析。
2． 3 16S rRNA 基因序列分析结果

2． 3． 1 放线菌 227 菌株总 DNA 提取和 16S rDNA 片

段的 PCR 扩增 放线菌 227 菌株总 DNA 经质量分数

为 0． 8%的琼脂糖凝胶电泳分析，结果在大于 23 kb 处

出现条带 ( 图 4 ) 。从电泳图谱中可以看出该菌的总

DNA 提取质量较好，没有严重的拖尾现象，可以用于后续的 16S rDNA 的 PCR 扩增。
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图 5 放线菌 227 菌株的 16S rDNA 电泳图谱

Fig． 5 The map of 16S rDNA about Actonomycetes 227

Numbers in parentheses represent the sequences accession number in GenBank． The number at each branch points is the
percentage supported by bootstrap． Bar． 3% sequence divergence．

图 6 放线菌 227 菌株的系统发育树

Fig． 6 Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of Actonomycetes 227

放线菌 227 菌株总 DNA 的 16S rDNA 片段的 PCR
扩增产物用琼脂糖凝胶电泳检测，发现获得了特异性

扩增片段( 图 5) 。
由电泳图谱可以看出，放线菌 227 菌株的 16S rD-

NA 的 PCR 扩增结果比较理想，可以用于后续的 16S
rDNA 测序。
2． 3． 2 16S rDNA 测序结果 将 16S rDNA 的 PCR 扩

增产物送上海生工测序，经测定 227 菌株的 16S rDNA
基因片段大小为 1 354 bp，序列结果如下:

2． 3． 3 构建系统发育树 放线菌 227 菌株的 16S rD-
NA 序 列 在 NCBI 网 上 ( http: / /www． ncbi． nlm． nih．
gov) 进行 BLAST，使用 Bioedit 和 MEGA4 软件，应用邻

接法( Neighbor － Joining) 构建系统发育树( 图 6) ，确定了放线菌 227 菌株的系统发育地位。
CGAGCCGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTTCCCCAGGCTTTGGGATAACC
CCGGGAAACCGGGCTAATACCGAATATGACCTTGCACCGCATGGTGTTTGGTGGAAAG
TTTTTCGGCTTGGGATGGGCTCGCGCCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACC
AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGC
CTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGC
AGGGACGAAGCGTAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCCAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGC
TCGTAGGCAGCTTGTCGCGTCGACTGTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCCTGCA
GTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG
AAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATAC
TGACGCTGAGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCTGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGGCCTCTCCGGTTCCCTGTGCCGCAGCTA
ACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTGGGTTTGACATGGCCGCAAAACTGTCAGAGATGGCAGGTCCTTCGGGGGC
GGTCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCGATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCATCGA
AGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTT
ATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGCTGCGATACCGTGAG
GTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCC
CGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAGGTCACGAAAGTCGGCAACACCCGAAGCCGGTG
GCCCAACCCTTGTGGAGGGAGCCGTCGAAGG
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图 7 庆大霉素 B 标品 HPLC 检测结果

Fig． 7 Detections of gentamicin B by HPLC

图 8 绛红小单孢菌 227 菌株上清液 HPLC 检测结果

Fig． 8 HPLC determination results of fermentation of Micromonsopora purpurea 227

结果显示放线菌 227 菌株为

小单孢菌属 ( Micromonsopora ) 放

线 菌，与 Micromonsopora sp．
( EU214948 ) 序 列 同 源 性 达

97%，其中与 M． purpurea( X92595)

最为接近，初步鉴定放线菌 227 菌

株为绛红小单孢菌。命名为绛红

小单孢菌 227 菌株 ( Micromonso-
pora purpurea 227) 。
2． 4 发酵产物分析

2． 4． 1 标 品 检 测 取 含 量 ≧

85% 的 庆 大 霉 素 B 标 品 进 行

HPLC 检测，结果见图 7。
2． 4． 2 样品检测 将绛红小单

孢菌 227 菌株发酵液上清液处理

完毕后，过滤进样，进行 HPLC 检

测，其结果见图 8。
由图8 可知，绛红小单孢菌 227

菌株上清液中庆大霉素 B 含量为

41．45%，小诺霉素含量为 27． 94%，

庆大霉素含量为25．54%，其组分比

m( 庆大霉素 B) ∶ m ( 小诺霉素)

∶ m( 庆大霉素) = 4∶ 3∶ 2． 5。

3 小 结

( 1 ) 通过形态和培养特征、
生理生化鉴定等经典分类法对放线菌 227 菌株进行分类学的研究，经与参考文献比对，初步确定放线菌

227 菌株为小单孢菌科小单孢菌属。
( 2) 通过 16S rRNA 序列分析，放线菌 227 菌株与 Micromonsopora sp． ( EU214948 ) 序列同源性达

97%，其中与 M． purpurea( X92595) 最为接近，初步鉴定放线菌 227 菌株为绛红小单孢菌( Micromonsopo-
ra purpurea) 。

( 3) 在形态特征上放线菌 227 菌株培养时间延长后产生少许气生菌丝，色素不扩散; 在某些生理生

化指标上如纤维素的利用等方面放线菌 227 菌株与绛红小单孢菌有微小差异。
( 4) 通过对绛红小单孢菌 227 菌株的 HPLC 检测，确定了所产抗生素含量及组分比，其中庆大霉素

B 可用来合成异帕米星，有较高的商业前景和经济价值，有待于进一步的开发。
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