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放线菌活性物质的挖掘与分离技术研究进展

赖家豪，熊桂红，刘　冰，蒋军喜，游　婧，刘彤珂
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　　摘要：放线菌是一类广泛分布且备受人类关注的微生物资源，其能产生多种多样的结构新颖、具有生物活性的次
级代谢产物，是多种天然产物的重要来源，具有极大的研究和开发价值。本文阐述了以生物活性为导向进行筛选挖

掘、基因组挖掘、转录组挖掘等放线菌天然活性物质的挖掘手段，并结合近年研究成果分别论证各方法的优势及适用

条件，为合理选择挖掘手段提供参考；概述了溶媒萃取法、离子交换层析法、薄层层析法等天然活性物质分离方法及其

优缺点。文中重点综述伴随着基因组学和现代分子生物学的迅速发展而兴起的包括生物信息学分析、同源表达、异源

表达等利用基因组挖掘活性物质的方法，以期为微生物资源的挖掘与利用提供相应的参考。最后合理分析目前放线

菌开发利用中存在的一些问题，并简要提出相应的建议，就将来放线菌的研究方向和发展前景进行了展望。
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　　放线菌是一类形体微小多样、主要呈菌丝状生
长、以孢子进行繁殖的原核微生物，其生长形态多

变，呈丝状、放射状、星状分枝，也可形成不规则形

状的杆状或球状，属于革兰氏阳性菌［１－２］。该类菌

存在于多种生态环境中，凭借其独特高级的次级代

谢系统产生诸多结构新颖、具有明显生物活性的次

级代谢产物，是一类极具价值的微生物资源［３］。放

线菌与人类的生产和生活关系极为密切，其产生的

活性物质广泛应用于农业、医药、食品、工业、环境

污染治理等各个方面。在农业方面可作抗菌剂、杀

虫剂以及除草剂等，如井冈霉素、春雷霉素、多氧霉

素等已应用于植物病害防治中［４－６］；在医药方面可

作为抗肿瘤药物，治疗心血管疾病药物等，如蒽环

类（阿霉素）、肽类（博来霉素和放线菌素 Ｄ）
等［７－８］；在食品方面可被应用于天然食品添加剂和
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防腐剂，如蓝色素、类胡萝卜素等［９］。可见，获得放

线菌的活性物质具有广阔的用途和极高的开发应

用价值。然而，活性物质的挖掘和分离远比想象中

复杂，存在很多难题，如辛苦分离出来的化合物已

经被报道而失去研究价值，某些代谢物在常规条件

下无法合成，或活性物质表达量太低等。因此，本

文综述近几十年发展起来的活性物质挖掘和分离

方法，以期为挖掘和利用微生物活性物质提供试验

思路和方法。

１　活性物质的挖掘

１．１　以生物活性为导向进行筛选
放线菌活性物质的挖掘手段丰富多样，应用最

早、最传统的是以生物活性为导向，从放线菌的发

酵液粗提物中分离筛选出天然产物的方法。其中

的生物活性范围广泛，包括杀虫杀螨、抑菌、抗癌、

抗肿瘤等等，利用这些生物活性对放线菌产生的代

谢物质进行筛选，不仅操作简单，出结果快速，而且

成本低，要求低，至今仍被广大研究者用于简单的

放线菌活性物质挖掘筛选。到目前为止，利用这种

方法，已经发现了诸多天然活性物质。路丹丹等以

黄瓜 枯 萎 病 原 菌 （Ｆｕｓａｒｉｕｍ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ．ｓｐ．
ｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）作为活性跟踪指示菌，从 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｒｉｍｏｓｕｓＭ５２７的发酵液中分离得到活性化合物———
龟裂杀菌素［１０］。刘倍伶以对苹果黄蚜、朱砂叶螨、

小菜蛾、黏虫的毒杀活性，对黏虫的拒食活性为导

向，从Ｓ．ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ１１－９－３的发酵液中筛选出
２个对朱砂叶螨具有较好毒杀活性的化合物
１－ａｃｅｔｙｌ－４，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｎｔｈｒａｃｅｎｅ－９，１０－ｄｉｏｎｅ
和 １，８－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－６－ｍｅｔｈｙｌａｎｔｈｒａｃｅｎｅ－９，
１０－ｄｉｏｎｅ，以及对黏虫有一定拒食活性的化合物
ｃｏｎｖｏｌｖｕｌｏｌ［１１］。Ｓｈｅ等以抗菌活性为指导，从 Ｓ．
ｃｈｒｅｓｔｏｍｙｃｅｔｉｃｕｓＢＣＣ２４７７０的发酵液中分离出２种新
化合物ｃｈｒｅｓｄｉｈｙｄｒｏｃｈａｌｃｏｎｅ和ｃｈｒｅｓｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｏｎｅ，其
中化合物ｃｈｒｅｓｄｉｈｙｄｒｏｃｈａｌｃｏｎｅ对多种革兰氏阳性耐
药菌具有抑制活性，具有开发为抗生素的潜力［１２］。

由此可见，利用该方法筛选活性物质不仅简便，选

择性高，还能获得理想的结果，具有一定的可行性

和优势，今后将继续用于科研试验中。不过这种传

统筛选方法仍具有一些局限，比如大部分最终获得

的活性物质是前人已研究的化合物；发酵液中活性

化合物的含量低导致后续筛选和分离提纯较为困

难；部分活性化合物的产生要求给予放线菌一般实

验室很难提供的特殊培养条件等。

１．２　基因组挖掘
为解决传统活性物质挖掘技术存在的问题，近

年来，研究者们不断钻研、创新，取得了显著的进

展。基因组挖掘技术就是新发展起来的一种热门

研究方法。随着基因组测序技术的迅速发展和完

善，微生物基因组大规模测序和分析被普遍和广泛

地应用于放线菌活性物质的发现和利用。放线菌

基因组挖掘主要指在对放线菌进行全基因组测序

的基础上，利用生信分析网站及软件对获得的组装

序列进行分析，寻找次级代谢产物合成基因簇的保

守序列，进行基因预测及功能注释，预测次级代谢

产物的生物合成途径和化学结构，从而顺利分离鉴

定目标化合物［１３］。这种方法使我们对放线菌代谢

产物结构功能的认识更加深刻，相比较传统筛选方

法，能够更迅速和准确地寻找到新的或具有活性的

化合物，为后续活性物质的分离鉴定提供理论基

础。除此之外，该方法还可能对化合物结构进行定

向改造，使其具有更好的生物活性，这是传统筛选

方法所不具备的。基因组挖掘方法丰富多样，各有

千秋，并且往往灵活结合使用时效果更佳，特别是

以下简要阐述的几种手段。

１．２．１　生物信息学分析　生物信息学分析起步于
２０世纪９０年代，发展至今已经比较成熟，是基因组
挖掘技术的重要手段，并成为很多挖掘方法的必要

前提和可靠依据。在对放线菌进行全基因组测序

后，可以借助相关软件对测序数据进行生物信息学

分析，主要包括基因组组装及组分分析、基因预测

与功能注释、比较基因组分析、群体进化和物种分

型分析、直系同源簇（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓｇｒｏｕｐ，简
称ＣＯＧ）聚类分析、基因组可视化分析及次级代谢
产物合成基因簇预测，并且分析预测生物合成基因

簇可能编码合成新的结构。近年来，许多研究者利

用生物信息学分析技术，准确地从放线菌中分离到

目标活性物质。如 Ｐｅｎｇ等通过对筛选得到的角环
素潜在生产菌进行生物信息学分析，得到预测产物

为ｓａｑｕａｙａｍｙｃｉｎｓ类角环素，最终从该菌株的发酵培
养液中分离到新化合物ｌａｎｄｏｍｙｃｉｎＮ、ｇａｌｔａｍｙｃｉｎＣ、
ｖｉｎｅｏｍｙｃｉｎＤ和 ｓａｑｕａｙａｍｙｃｉｎｓＢ类角环素化合物，
其中 ｓａｑｕａｙａｍｙｃｉｎｓＢ在对肝癌细胞 ＨｅｐＧ－２、
ＳＭＭＣ－７７２１和 ｐｌｃ－ｐｒｆ－５的抑制作用中显示出
有效的细胞毒活性［１４］。王冕等通过基因组生物信

息学分析，推测海洋链霉菌 ＩＭＢ３－２０２基因组中含
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有一条吲哚咔唑生物合成基因簇，最终从发酵产物

中分离到对宫颈癌 ＨｅＬａ细胞和结肠癌 ＨＣＴ１１６细
胞均具有很强的细胞毒活性的星形孢菌素、３′－
Ｏ－去甲基星形孢菌素等吲哚咔唑类化合物［１５］。

近年来，随着分子生物学和信息技术等多学科的迅

速发展，生物信息学分析不断完善，主要表现在分

析工具多样化，分析技术全面准确，利用该手段，能

从大量嘈杂的数据中提取有用的生物学信息，是放

线菌活性物质挖掘研究中至关重要的法宝。

１．２．２　同源表达　尽管利用生物信息学分析获得
了大量的数据，但事实上，活性物质的挖掘仍然不

易，经常会碰到各种各样的难题，特别是有些放线

菌的生物合成基因簇的表达量很低，或者甚至不表

达。为此，近年来研究者们开发了一些手段去诱导

这些基因簇表达，从而获得大量的天然活性产物。

这种通过某些手段诱发机体自身所带的基因表达

的方法称为同源表达［１６］。比如，通过优化放线菌的

培养条件来诱导基因表达并获得产物就是常用的

方法之一。由于放线菌产生的某些代谢物在常规

条件下无法合成，可以给予一些比较特殊的营养和

生物条件甚至是特定的胁迫环境来激活这些代谢

物的合成，如特定的碳源、高温和其他菌株共培养

等［１７－１８］。近些年，国内外就有许多成功的事例，如

Ｈｉｆｎａｗｙ等通过共培养 Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｐ．ＵＲ５６和
Ａｃｔｉｎｏｋｉｎｅｏｓｐｏｒａｓｐ．ＥＧ４９这２种放线菌，诱导产生
了具有抗菌和抗生物膜活性的吩嗪 －１，６－二羧酸
二甲酯、吩嗪－１－羧酸等４种物质［１９］。此外，通过

操纵调控因子也可以激活生物合成基因的表达。

其中最常用的手段是过表达正调控基因，正调控基

因主要指一些转录、翻译激活因子等，因此利用这

种方法可以有效地获得新型活性化合物。Ｄｕ等从
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＭＳＣ０９０２１３ＪＥ０８的 ＳＡＲＰ－７过表
达突变株中分离得到一个新的多烯类化合物

ｉｓｈｉｇａｍｉｄｅ［２０］。Ｙａｎ等通过表达 ｗｂｌ基因，促进了十
一烷基灵菌红素和放线紫红素的合成［２１］。Ｌａｕｒｅｔｉ
等通过对 Ｓ．ａｎｂｏｆａｃｉｅｎｓＡＴＣＣ２３８７７基因簇上的
ＬＡＬ家族调控基因进行过表达，合成了具有抗结肠
癌ＨＴ２９细胞系活性的 ｓｔａｍｂｏｍｙｃｉｎｓＡ－Ｄ［２２］。过
表达转录、翻译激活基因取得了如此多成果，已然

成为研究者们常用的挖掘手段，除此外敲除某些转

录抑制基因也是有效的挖掘手段，如 Ｂｕｎｅｔ等敲除
生二素链霉菌（Ｓ．ａｍｂｏｆａｃｉｅｎｓ）中 ＴｅｔＲ家族途径特
异性转录抑制基因 ａｌｐＷ，可以合成醌那霉素类抗

生素［２３］。

１．２．３　启动子替换　放线菌代谢途径复杂，操纵调
控因子并不能激活所有的次级代谢基因簇，对于一

些隐秘基因簇的激活，可以尝试使用强组成型或者

强诱导型启动子替换原始启动子。启动子是 ＲＮＡ
聚合酶识别、结合和开始转录的一段 ＤＮＡ序列，多
数位于结构基因转录起始点的上游，被称为基因表

达的“开关”［２４］。因此，进行启动子替换往往能够

取得较为可观的结果。２０２０年，孙涛利用 ｇＢＡＳ重
组系统将唐菖薄伯克霍尔德菌 （Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｇｌａｄｉｏｌｉ）ＡＴＣＣ１０２４８中６个未知的 ＮＲＰＳ基因簇
的原始启动子替换为庆大霉素抗性基因的强启动

子Ｐｇｅｎｔａ，成功激活ＢＧＣ２和 ＢＧＣ５，并获得了几种由
脂肪酸链和氨基酸缩合而成的线性脂肽，均为新化

合物［２５］。同年，Ｚｈｅｎｇ等通过将巨大副伯克霍尔德
菌（Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｍｅｇａｐｏｌｉｔａｎａ）ＤＳＭ２３４８８中２
个隐秘基因簇的启动子替换为强启动子 Ｐａｐｒａ，激活
了沉默的 ＢＧＣ，成功挖掘到新型脂肽类化合物
ｈａｅｒｅｏｍｅｇａｐｏｌｉｔａｎｉｎ［２６］。
１．２．４　异源表达　由于放线菌产生活性天然物质
的过程仍存在许多难题（如有些放线菌生长缓慢，

或者很难获得纯培养物，有些微生物操纵调节因子

较难进行等），因此将其生物合成基因簇克隆并在

合适的宿主中异源表达成为一种有效且备受关注

的天然产物挖掘策略。异源表达是指通过基因工

程，将生物合成基因簇中的多个基因或整个基因簇

放到异源宿主中进行表达，从而获得特定天然产

物［２７］。目前放线菌基因簇异源表达常用的宿主菌

为大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）
和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）等［２８］。随着生物

技术日新月异的发展，异源表达可操作性逐渐提

高，且挖掘到新型天然活性产物的概率较大，因此

受 到 了 越 来 越 广 泛 的 关 注。Ａｎｔｏｓｃｈ等 将
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｔ６２３９的基因簇 ｉｋａ在体外进行重
排，然后将结构基因置于诱导型启动子 Ｔ７的控制
下，转化至大肠杆菌中异源表达，分离得到具有成

药前景的ｉｋａｒｕｇａｍｙｃｉｎ［２９］。２０１８年，Ｙｕ等构建了包
含完整 ＳＴ基因簇的质粒 ｐＤＲＸ－２７，并转入到 Ｓ．
ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒＭ１１４６中异源表达，获得了一种具有生物
活性的抗生素———ｓｔｒｅｐｔｏｔｈｒｉｃｉｎ［３０］。Ｓｈｉ等利用生物
信息学分析，从 Ｓ．ｃｈｒｅｓｔｏｍｙｃｅｔｉｃｕｓＮＡ４２６４中鉴定
出能够合成环二肽合酶的 ｐｃｍ基因簇，但该基因簇
在常规培养条件下不表达，于是将其在 Ｓ．ａｌｂｕｓ中
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异源表达，产生了一种新的高度修饰的环二肽———

ｐｕｒｉｎｃｙｃｌａｍｉｄｅ［３１］。尽管从目前研究的进展来看，异
源表达的方法能够有效地分离到目标代谢产物，提

高活性物质的产量，但该方法仍存在许多挑战，比

如一般生物合成基因簇都比较大，表达克隆载体构

建及基因表达难度较高，需要导入化合物生物合成

的前体来解决异源宿主缺乏这些前体的问题，未来

仍然需要花费大量工作去攻克这些问题，使得天然

活性物质的挖掘更加简单快速［１８］。

１．２．５　代谢比较分析　由于放线菌产生的大部分
活性物质都属于其次级代谢产物，因此对其发酵代

谢产物的研究是至关重要的，特别是目前可借助现

代分子生物学手段使得从代谢产物中挖掘到活性

物质变得更简单明确。代谢比较分析法是指先对

放线菌生物合成基因簇中的关键基因进行敲除或

是异源表达来构建突变株，再寻找野生型和突变株

的代谢产物谱图的差异，并结合生物信息学预测的

产物理化性质来直观地发现对应的代谢产物［３２］。

将基因簇中的关键基因失活，再通过比较野生型和

突变株的代谢谱图（ＨＰＬＣ或ＬＣ－ＭＳ）来寻找差异，
最终能够分离鉴定出基因簇对应的产物。如Ｌｅｅ等
利用这种方法从Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｗ３００２中分离到２
种新的链米酮衍生物［３３］。王俊博等通过构建目标

基因簇大片段缺失突变株，并同野生型菌株比较代

谢谱图发现了制霉菌素［３４］。对于异源表达生物合

成基因簇，可比较野生型宿主和异源宿主的代谢谱

图（ＬＣ－ＭＳ），新出现的代谢物一般即为基因簇产
物，再进一步分离鉴定。如 Ｃｏｒｒｅ等通过构建 ｍｍｆ
基因的整合质粒ｐＩＪ６５６６，并将其整合到天蓝色链霉
（Ｓ．ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ）Ｍ５１２中进行异源表达，经过代谢谱
图比较后发现了第１个自体诱导物ｍｅｔｈｙｌｅｎｏｍｙｃｉｎ，
其能调控链霉菌中抗生素的产生［３５］。

１．３　转录组挖掘
广义的转录组指某一特定生理条件下，细胞内

全部基因转录产物ＲＮＡ的总和，包括转运 ＲＮＡ、核
糖体ＲＮＡ、信使ＲＮＡ以及各种非编码ＲＮＡ，狭义的
转录组指细胞内全部 ｍＲＮＡ的总和［３６］。与基因组

不同的是，转录组的定义中包含了时间和空间的限

定。转录组挖掘技术是指通过对某一状态（如不同

培养基或某个时间点培养）的放线菌进行转录组测

序及分析，得到放线菌基因簇的转录情况，反映放

线菌应对不同环境刺激后，其应对基因的动态表达

状况，从而挖掘功能基因或基因簇［３７］。该技术能为

发现化合物提供更直接的信息，并且有助于发现具

有转录活性的与未知天然产物相关的生物合成途

径，在放线菌次级代谢产物的生物合成机制和挖掘

研究领域呈现出广阔的应用前景［３８］。Ｈａｎ等借助
转录组分析，从 ＮｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓｇｉｌｖａＹＩＭ９００８７Ｔ中分
离得到能够调节渗透压平衡的四氢嘧啶和羟基四

氢嘧啶［３９］。Ａｍｏｓ等利用这种方法，对不同环境条
件下的Ｓａｌｉｎｉｓｐｏｒａｐａｃｉｆｉｃａ进行转录组测序，并且对
高表达的生物合成基因簇进行生物信息学分析，成

功预测并分离得到一种新型 ｓａｌｉｎｉｐｏｓｔｉｎｓ［４０］。Ｑｕ等
在不同条件下对链霉菌（Ｓ．ｆｌａｖｅｏｌｕｓ）ＤＳＭ９９５４进
行发酵培养，最终选用产生代谢产物最多的使用 Ｖ
培养基发酵４ｄ的样品进行转录组分析，最终发现
了化合物ｓａｎｇｌｉｆｅｈｒｉｎ的生物合成基因，并且发现了
新的聚酮合酶和非核糖体多肽基因［４１］。相比较于

基因组挖掘技术，转录组挖掘从ＲＮＡ层次研究生物
合成基因及基因簇表达情况，提供不同条件下各个

基因的表达情况，从而获得更高效的有用信息，在

放线菌活性物质挖掘手段中占据重要地位，相信未

来利用该技术将会挖掘出大量具有巨大应用价值

的活性物质。

２　活性物质的分离方法

２．１　溶媒萃取法
溶媒萃取法最早应用于１９世纪分析化学领域，

并且在１９２５年因二苯基硫卡巴腙的发现而获得了
迅速的发展，如今应用于多个领域，在放线菌的活

性物质分离方面取得了不少研究成果。该方法巧

妙利用化合物在２种不相溶或者微溶的溶剂中的溶
解度或者分配系数不同的原理，使得待萃取的化合

物转移到溶解度更大的溶剂中，并经过多次反复萃

取，将化合物分离出来［４２］。比较常见的萃取溶剂

有：水、亲水性有机溶剂（乙醇、甲醇、丙酮等）、亲脂

性有机溶剂（石油醚、苯、三氯甲烷、乙醚、乙酸乙酯

等）。这种方法是活性物质挖掘过程中最为常用的

分离提取方法之一，具有简单方便、成本低、对环境

友好等优点，广大研究者利用该方法获得了理想的

活性物质。Ｃｈｏ等借助这种方法用乙酸乙酯萃取
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＣＳ３９２发酵液中的活性物质，最终
分离得到３种对多种革兰氏阳性耐药菌具有很高活
性的化合物［４３］。Ｄｒｉｃｈｅ等通过用二氯甲烷从
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＡＴ３７的发酵液中提取到一种对耐
多药金黄色葡萄球菌具有显著活性的化合物
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（ＡＴ３７－１）［４４］。尽管该方法具备众多优点，但仍存
在一些短板，如分离出的物质仅为粗提物，纯度不

够高，由此可见结合其他分离技术来获得纯物质是

必不可少的。

２．２　离子交换层析法
随着生物化学研究的不断发展，离子交换层析

被广泛用于各种生化物质如氨基酸、核酸、酶类、糖

类、脂类等的分离纯化。与其他层析法不同，离子

交换层析法的固定相为离子交换剂，常用的如离子

交换纤维素、离子交换树脂等，凭借流动相中的组

分离子与固定相上的平衡离子进行可逆交换时的

结合力大小差异，使得目标化合物从混合物中分离

出来［４５］。近年来，研究者们热衷于利用该方法分离

放线菌次级代谢产物中的水溶性生物活性物质。

２０１６年，Ｓａｖｉｔｈａ等利用该方法从筛选到的链霉菌菌
株中分离得到可用于治疗淋巴细胞性白血病的

Ｌ－谷氨酰胺酶［４６］。２０１９年，Ｄｈａｍｏｄｈａｒａｎ等利用
离子交换层析法从 Ｓ．ｒａｄｉｏｐｕｇｎａｎｓＶＩＴＳＤ８中分离
得到对溶栓性疾病有药用潜力的纤溶酶粗品［４７］。

这种方法特异性较高，分离效果好，并且树脂等离

子交换剂也便宜，不过即便是用最精确控制的条

件，仅用此方法分离到的物质也不是特别纯。

２．３　薄层层析法
薄 层 层 析 别 称 薄 层 色 谱 （ｔｈｉｎ ｌａｙｅｒ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称 ＴＬＣ），属于固 －液吸附色谱
法，同时具有柱色谱和纸色谱的优点。其利用待分

离物中各组分对吸附剂吸附能力的差别，借助展开

剂的作用使得各组分在薄层板上获得不同的移动

速度从而分离开来，并且还能通过计算比移值（Ｒｆ）
来进行定性分析等［４８－４９］。薄层层析法容易操作，仪

器简易，显色迅速，同时混合物分离效率高，耗时

短，普遍应用于混合物的分离、定性及定量分

析［５０－５１］。近年来，技术人员对薄层色谱法在缩短时

间周期、优化分离效果、提升检测质量及灵敏性、保

证定量精度及降低生产成本等方面进行不懈研究，

取得较大突破。在该方法不断完善进步的同时，其

在放线菌活性物质分离方面的应用也逐渐普遍。

就在２０２１年２月，Ｋａｍａｒｕｄｄｉｎ等利用这种方法从海
洋放线菌中筛选分离出可作为阿尔茨海默氏症患

者的 最 佳 治 疗 剂 的 乙 酰 胆 碱 酯 酶 抑 制 剂

（ＡｃｈＥＩｓ）［５２］。Ｓａａｄｏｕｌｉ等利用乙酸乙酯萃取、硅胶
柱层析、薄层色谱结合的方法，从 Ｓ．ｍｉｓｉｏｎｅｎｓｉｓ
Ｖ１６Ｒ３Ｙ１中分离提纯出具有广谱抗菌活性的环二

肽（１－亮氨酰－１－脯氨酸）［５３］。虽然目前该方法
仍然存在分离生物高分子效果不理想的短板，但相

信接下来的几年将会有所突破。

２．４　硅胶柱层析法
与其他层析方法相比，硅胶柱层析法具有操作

简便，样品承载量大，封闭操作有机溶剂挥发少，成

本低等优点，是天然产物分离纯化的首选方法之

一［５４］。其分离原理是依据物质在硅胶上的吸附力

不同而导致活性物质与硅胶表面的许多游离状态

和活性状态的基团发生不同强度的相互作用，从而

使物质分离［５５－５６］。通常情况下，相比极性较弱的物

质，极性较大的物质更易被硅胶吸附，总体层析过

程实际上就是吸附、解吸、再吸附、再解吸。至今，

硅胶柱层析分离技术在放线菌活性物质分离领域

已有很多典型应用。Ｒａｖｉ等借助三氯甲烷萃取和
硅胶柱层析从海洋 链 霉 菌 （ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）
ＶＩＴＬＧＫ０１２中分离提纯出对普通变形杆菌表现出
高效抗菌活性的含氮化合物ｇａｎｃｉｄｉｎＷ［５７］。Ｓｕｇａ等
使用该方法从内生放线菌（Ａｌｌｏｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）
Ｋ１２－０７９４的发酵液中分离出了２个新的化合物，
分别称为ｈａｍｕｒａｍｉｃｉｎｓＡ和ｈａｍｕｒａｍｉｃｉｎｓＢ，均显示
出对水稻条纹病原菌有生长抑制活性［５８］。凭借其

低成本、易操作等优点，再加上分离效果佳，硅胶柱

层析方法已经受到国内外众多研究者的青睐。

２．５　大孔吸附树脂吸附法
大孔吸附树脂是２０世纪７０年代发展起来的一

种非离子型高分子聚合物吸附剂，具有良好的大孔

网状结构和较大的比表面积，主要利用范德华力和

氢键形成的吸附力从溶液中有选择地吸附有机物

质，来实现分离提纯化合物的目标［５９］。其不仅理化

性质稳定，应用范围广，而且对有机物选择性较好，

可重复使用。将大孔吸附树脂吸附技术应用于放

线菌活性物质的分离具有较大的发展潜力，目前已

经有许多研究者利用该方法分离纯化出抗生素、生

物碱类、黄酮类等成分［６０］。Ｃｈｅｎ等利用该方法从
Ｓ．ａｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓＳＴＺ中分离提纯到对烟草花叶病
毒（ｔｏｂａｃｃｏｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，简称ＴＭＶ）表现出有效抗病
毒活性的化合物 ε－聚 －１－赖氨酸［６１］。牛世全等

利用三氯甲烷萃取和大孔吸附树脂吸附法对放线

菌 ＤＡ４－３－１２产生的活性物质进行初步分离，得
到对植物病原真菌有良好抑制效果的脂溶性活性

物质［６２］。从近几年的文献报道来看，大孔吸附树脂

吸附法用于放线菌活性物质的分离纯化研究往往
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能取得不错的结果，但树脂成本较高，品种有限，分

离操作较为复杂，今后若能开发出价格实惠、高选

择性的树脂，则可为活性物质的分离提供一条实用

的技术途径。

２．６　高效液相色谱法
高效 液 相 色 谱 法 （ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称 ＨＰＬＣ）是一种以液体为流动
相，基于仪器方法的高效能分离手段［６３］。该技术最

早形成于２０世纪７０年代初，是在气相色谱和经典
液相色谱的基础上发展起来的，如今已是现代分离

测试的重要手段。ＨＰＬＣ利用溶质在固定相和流动
相之间溶解度、吸附能力等的差异而引起不同程度

的排阻作用使得不同成分在两相间进行连续多次

交换时分离出来［６４－６５］。不同的是，该方法在技术上

采用了高性能色谱柱、高精度输液泵、高灵敏度检

测器等，从而实现了分析速度快、分离效率高和操

作自动化，这是其他色谱法很难达到的。总体来

说，该方法具有适用范围广、前处理简单、分离度

好、准确度高、分析时间短、检测通量高、兼具分离

和分析功能、可在线检测等优势［６６－６７］。凭借这些优

势，近年来研究者们逐渐倾向选择该方法用于活性

物质的分离。２０１７年，Ａｈｍａｄ等利用高效液相色谱
法从Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＡＧＭ１２－１中分离纯化到一种
表现出显著抗肿瘤活性的二酮吡嗪衍生物［６８］。同

年Ｍｏｈａｎａｓｒｉｎｉｖａｓａｎ等借助 ＨＰＬＣ法在 Ｓ．ｖｉｏｌａｃｅｕｓ
ＶＩＴＹＧＭ的粗提物中检测纯化到一种肌动蛋白，具
有应用于治疗心血管疾病的药物开发的潜力［６９］。

尽管高效液相色谱法应用如此广泛，并拥有众多优

势，但仍存在需要借助科技创新发展来改进的地

方，如分析成本和保养维护费用较高、存在“柱外效

应”（即在从进样到检测器之间，除柱子以外的任何

死空间中如进样器、柱接头、连接管、检测池等，如

果流动相的流型有变化，被分离物质的任何扩散和

滞留都会显著地导致色谱峰的加宽）、柱效率降

低等［７０］。

３　展望

放线菌作为一类重要且具有巨大产生天然活

性物质潜能的微生物资源被人们愈加重视，其产生

的天然活性物质因具有抑菌、杀虫、抗肿瘤活性、免

疫抑制调节、食品防腐及其他多种重要活性而备受

关注，放线菌及其天然活性代谢产物的探索已经成

为一个热点研究领域［７１－７２］。尽管对放线菌及其活

性产物的研究越来越深入，天然活性物质的挖掘、

分离技术愈来愈先进，但也存在一定问题，在此笔

者提出一些建议：（１）目前放线菌产生的诸多活性
物质仍未被挖掘或者很难分离提取出来，这就要求

科研工作者不断开发新技术，寻找好方法，将天然

活性物质的挖掘、分离技术作为重点研究对象，结

合时代前沿技术，不断创新。（２）放线菌产生的天
然活性物质虽然种类多、活性高、用途广，但进行规

模化的工业化生产并投放到市场上的产品微乎其

微，今后应当利用生物工程及发酵工程等技术，研

究适合目标放线菌的发酵条件，加快天然活性物质

的产业化进程。（３）放线菌新型天然活性物质的发
现概率较低，很难满足新药或者新杀菌剂和杀虫剂

等开发的需求，除了创新活性物质挖掘技术外，还

可以前往高温高压、无光照等极端自然环境以及深

海火山、极地海洋等处于原始状态的地区，寻找新

菌，挖掘新物质。
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６２５－６３３．　

［１９］ＨｉｆｎａｗｙＭ Ｓ，ＨａｓｓａｎＨ Ｍ，ＭｏｈａｍｍｅｄＲ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｙｃｏ－ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｒｅｄ－ｓｅａ－

ｓｐｏｎｇｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓＭｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｐ．ＵＲ５６ａｎｄ

Ａｃｔｉｎｏｋｉｎｅｓｐｏｒａｓｐ．ＥＧ４９［Ｊ］．ＭａｒｉｎｅＤｒｕｇｓ，２０２０，１８（５）：２４３．

［２０］ＤｕＤＹ，ＫａｔｓｕｙａｍａＹ，ＯｎａｋａＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌａｍｉｄｅ－

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｏｌｙｅｎｅｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇａｃｒｙｐｔｉｃｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＭＳＣ０９０２１３ＪＥ０８［Ｊ］．Ｃｈｅｍｂｉｏｃｈｅｍ，２０１６，１７

（１５）：１４６４－１４７１．

［２１］ＹａｎＬ，ＺｈａｎｇＱＺ，ＶｉｒｏｌｌｅＭＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｏｖｅｒ－

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＷｂｌＩ，ａＷｈｉＢ－ｌｉｋｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ｈａｓａ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｍｐａｃｔｏｎｔｈｅｗｅａｋａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｌｉｖｉｄａｎｓＴＫ２４［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１７，１２（３）：ｅ０１７４７８１．

［２２］ＬａｕｒｅｔｉＬ，ＳｏｎｇＬＪ，ＨｕａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｂｉｏａｃｔｉｖｅ

５１－ｍｅｍｂｅｒｅｄ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆａ ｓｉｌｅｎｔ

ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅｉｎＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｍｂｏｆａｃｉｅｎｓ［Ｊ］．ＰＮＡＳ，２０１１，

１０８（１５）：６２５８－６２６３．

［２３］ＢｕｎｅｔＲ，ＳｏｎｇＬＪ，ＭｅｎｄｅｓＭ Ｖ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄ

ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐａｔｈｗａｙ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｌａｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒＡｌｐＷ ｒｅｖｅａｌｓ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｍｂｏｆａｃｉｅｎｓａｓａｎｅｗｐｒｏｄｕｃｅｒｏｆｋｉｎａｍｙｃｉｎｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１９３（５）：１１４２－１１５３．

［２４］朱亚鑫，段艳婷，高宇豪，等．不同 Ｄ／Ｌ单体比 γ－聚谷氨酸的

合成与调控［Ｊ］．中国生物工程杂志，２０２１，４１（１）：１－１１．

［２５］孙　涛．唐菖蒲伯克氏菌 ＡＴＣＣ１０２４８中非核糖体肽类天然产

物的挖掘［Ｄ］．济南：山东大学，２０２０．

［２６］ＺｈｅｎｇＷ Ｔ，ＷａｎｇＸ，Ｚｈｏｕ Ｈ Ｂ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｅｒｉｎｇ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ

ｍｅｇａｐｏｌｉｔａｎａｅｍｐｏｗｅｒｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｓｉｌｅｎｔｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｓ

［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉａｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２０，１３（２）：３９７－４０５．

［２７］张志宇，刘东格，卓君雨，等．一株降解纤维素放线菌的产纤维

素酶基因克隆与表达［Ｊ］．微生物学通报，２０２０，４７（６）：１７３０－

１７３９．　

［２８］ＺｈａｎｇＨＲ，ＢｏｇｈｉｇｉａｎＢＡ，ＡｒｍａｎｄｏＪ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｏｐｔｉｏｎｓ

ｆｏｒｔｈｅｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｘｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．

ＮａｔｕｒａｌＰｒｏｄｕｃｔＲｅｐｏｒｔｓ，２０１１，２８（１）：１２５－１５１．

［２９］ＡｎｔｏｓｃｈＪ，ＳｃｈａｅｆｅｒｓＦ，ＧｕｌｄｅｒＴＡＭ．Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

ｏｆｉｋａｒｕｇａｍｙｃｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＥ．ｃｏｌｉ［Ｊ］．ＡｎｇｅｗａｎｄｔｅＣｈｅｍｉｅ

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＥｄｉｔｉｏｎ，２０１４，５３（１１）：３０１１－３０１４．

［３０］ＹｕＹＣ，ＴａｎｇＢ，ＤａｉＲＸ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔｒｅｐｔｏｔｈｒｉｃｉｎ

ａｎｄｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｓｂｙｇｅｎｏｍｅｍｉｎｉｎｇｉｎ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ｓｔｒａｉｎｆｄ１－ｘｍｄ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１８，１０２（６）：２６２１－２６３３．

［３１］ＳｈｉＪ，ＸｕＸ，ＺｈａｏＥＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅｍｉｎｉｎｇａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｔｏｔａｌ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｐｕｒｉｎｃｙｃｌａｍｉｄｅ［Ｊ］．ＯｒｇａｎｉｃＬｅｔｔｅｒｓ，２０１９，２１（１７）：

６８２５－６８２９．

［３２］ＫｉｒａｎＧＳ，ＳａｊａｙａｎＡ，ＰｒｉｙａｄｈａｒｓｈｉｎｉＧ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌａｎｔｉ－

ｉｎｆｅｃｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌｅｎｅｓｆａｃｔｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｓｐｏｎｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｂａｃｔｅｒｉａＮｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａ ｓｐ．ＭＳＡ３１ ａｇａｉｎｓｔｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ［Ｊ］． ＭｉｃｒｏｂｉａｌＰａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０２１，

１５７：１０４９２３．

［３３］ＬｅｅＢ，ＳｏｎＳ，ＬｅｅＪＫ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｓｔｒｅｐｔｉｍｉｄｏｎｅ

ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ，ｇｌｕｔａｒｉｍｉｄｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｆｒｏｍ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｗ３００２

ｕｓｉｎｇＬＣ－ＭＳ－ｇｕｉｄｅｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，

２０２０，７３（３）：１８４－１８８．

［３４］王俊博，孔令新，乔永健，等．基于基因组挖掘的农抗１２０活性

成分制霉菌素和丰加霉素的发现和鉴定［Ｊ］．微生物学报，

２０２１，６１（１０）：３０７６－３０８６．

［３５］ＣｏｒｒｅＣ，ＳｏｎｇＬ Ｊ，ＯＲｏｕｒｋｅＳ，ｅｔａｌ．２－Ａｌｋｙｌ－４－

ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒａｎ－３－ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｓ，ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎｄｕｃｅｒｓｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄｂｙＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒｇｅｎｏｍｅｍｉｎｉｎｇ［Ｊ］．

ＰＮＡＳ，２００８，１０５（４５）：１７５１０－１７５１５．

［３６］贾　泽，江　云，王智玮，等．炭样小单胞菌ＪＸＮＵ－１抗生素合

成的转录组学分析［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１８，３７（９）：

３８１７－３８２８．

［３７］ＺｈａｎｇＹ，ＬｉｕＸ，ＹｉｎＴ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｗｏＳａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ ｓｔｒａｉｎｓｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｐｒｉｍａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｓｐｉｎｏｓａｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０２１，１１（１）：１４７７９．

［３８］ＹａｎｇＹ，ＬｉｕＢ，ＤｕＸＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓａｎａｌｙｓｅｓｒｅｖｅａｌｐｉｇｍｅｎｔｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎａｎｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｓｔｒａｉｎ，ＭｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓＹＹ－１［Ｊ］．

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１５，５：８３３１．

［３９］ＨａｎＪ，ＧａｏＱＸ，ＺｈａｎｇＹＧ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃａｎｄｅｃｔｏｉｎｅ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｔＮｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓｇｉｌｖａＹＩＭ９００８７Ｔｕｎｄｅｒｓａｌｔ

ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１８，９：６１８．

［４０］ＡｍｏｓＧ Ｃ Ａ，ＡｗａｋａｗａＴ，ＴｕｔｔｌｅＲ Ｎ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓａｓａｇｕｉｄｅｔｏｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，

２０１７，１１４（５２）：Ｅ１１１２１－Ｅ１１１３０．

—８８— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１３期



［４１］ＱｕＸＤ，ＬｅｉＣ，ＬｉｕＷ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｍｉｎｉｎｇｏｆａｃｔｉｖｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ

ｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｔｈｅｉｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｆｌａｖｅｏｌｕｓ［Ｊ］．

ＡｎｇｅｗａｎｄｔｅＣｈｅｍｉｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＥｄｉｔｉｏｎ，２０１１，５０（４１）：９６５１－

９６５４．　

［４２］ＺｈａｎｇＹ，ＣａｉＪ，ＨｕａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆ１９，

２０－ｅｐｏｘｙ－ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎＱ ｉｎＸｙｌａｒｉａｓｐ．ｓｏｆ１１ｗｉｔｈｃｕｌｔｕｒｅ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｒｅｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０１６，４６（５）：４６１－４６６．

［４３］ＣｈｏＳＳ，ＣｈｏｉＹ Ｈ，ＳｉｍｋｈａｄａＪＲ，ｅｔａｌ．Ａ ｎｅｗｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＣＳ３９２ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｈｒｅｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
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