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①
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摘要　在培养基中加入 7 种不同抑制剂、不同的碳源或氮源及对土壤样品进行预处理等选

择性分离各类放线菌. 结果发现对土壤真菌、细菌有明显抑制作用而对放线菌无抑制作用的只有

重铬酸钾, 认为它是选择性分离放线菌的一种高效、便宜的抑制剂. 在培养基中加入的碳源或氮

源不同, 可分离到不同类型的放线菌, 找到了在分离不同类型的放线菌时培养基中较好的碳、氮

源组合. 建立了分离稀有放线菌的选择性分离程序, 得到了一种制备简便、菌落易辨认和挑菌, 土

样不需预处理便可达到分离稀有放线菌目的的培养基 (Y IM - 2). 本文还对HV 培养基进行了改

良.
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放线菌是具有巨大实用价值的一类微生物. 目前从微生物中发现的大约 8000 种生物

活性物质, 有近 70% 是放线菌产生的. 不仅如此, 放线菌还产生其他各种工农业有用的产

品, 如酶制剂等. 但是我们不得不承认, 百年来人们只分离到大约 10%～ 20% 土壤放线

菌〔1〕. 因此分离这 80% 以上的未知放线菌, 特别是其中的稀有放线菌是微生物资源开发的

必要前提和关键之一. 现代放线菌资源开发, 获得新的菌种也是必要条件之一. 由此分离

方法的研究显得更重要. 国外一些公司和科研单位都把分离程序作为技术关键, 严加保密,

泄露者严加惩处. 仅在生态学文献中才偶有放线菌分离方法的报道, 但一般都隐其要害, 且

要晚 2～ 3 年. 我国在这方面的研究工作很少, 与国外尤其是日本、美国、英国等国有较大差

距. 我们将把放线菌分离方法作为一个专门的课题进行研究, 以期不断建立, 逐步完善分离

不同类型放线菌的高效、简便的选择性分离程序. 现报道有关结果.

1　材料和方法

1. 1　培养基及分离方法　抑制剂的选择实验, 培养基用HV 琼脂 (H um ic acid- V itam in s

agar)〔2～ 4〕, 酵母膏- 麦芽膏琼脂, 甘油- 门冬酰胺琼脂〔5〕. 碳、氮源选择实验, 培养基用察氏

琼脂 (去碳源或氮源) + V itB 6 (1m göL ). 稀有放线菌分离基础培养基 (我们把它称为 Y IM ) :

K 2H PO 41. 0g, N aC l0. 8g,M gSO 40. 5g, CaCO 30. 1g, V itB 10. 5m g, V itB 20. 5m g, V itB 60. 5m g,

生物素 0. 5m g, 烟酸 0. 5m g, 微量盐 1m l, 琼脂 15g, 水 1000m l, pH 7. 2. 1kgöcm 2灭菌 30m in.

① 国家自然科学基金资助项目, 云南省国际科技合作基金资助项目. 云南大学 211 工程基金资助的重大项目.
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在此基础培养基中分别加入不同的碳、氮源及抑制剂, 同时用HV 琼脂作对照培养基分离稀

有放线菌. 土壤样品预处理, 风干土样, 120℃干热处理 1h, 土悬液加入 0. 05% SD S (十二烷

基磺酸钠) 或 1% 苯酚 (5mmo l 磷酸缓冲液, pH 7. 0) , 40℃, 处理 20m in 涂布于加有不同碳

源、氮源、抑制剂的 Y IM 培养基和HV 琼脂培养基上. 以上所有放线菌的分离均采用平板

稀释法. 28℃下, 培养 15～ 30d.

1. 2　土样及菌株　土壤样品来自云南西双版纳、滇西、昆明地区和印度南部. 45 株实验菌

株 (表 1)来自本实验室、A TCC, IFO ,N RRL 和CCCCM.

1. 3　放线菌鉴定　采用国内外通用的方法鉴定放线菌〔5〕.

2　结果及讨论

2. 1　抑制剂的选择

2. 1. 1　7 种抑制剂对各类微生物的作用　酵母膏- 麦芽 膏琼脂+ V itB 6 (1m göL ) 分别加入

重铬酸钾等 7 种抑制剂, 对 22 个属 (胞壁É - Ì 型) 39 株已知放线菌, 5 株真菌, 1 株细菌进

行平板稀释计数. 实验结果 (表 1)表明, 利富平、柱晶白霉素、邻苯三酚对绝大多数 (97% )的

放线菌实验菌株均有抑制作用, 而对真菌、细菌实验菌株无或抑制作用很小. 不能用作分离

放线菌的抑制剂. 苯甲酸, 水扬酸, 苯甲醇对大多数包括真菌在内的实验菌株无抑制作用.

重铬酸钾不仅对大多数 (72% ) 的放线菌实验菌株无抑制作用, 相反, 有 56% 的放线菌菌株

的菌落数比对照反而增多, 而且重铬酸钾对真菌实验菌株抑制效果极好, 无一个菌落生长,

对细菌抑制效果稍差. 在 Y IM 培养基中分别加入苯甲酸等 4 种从表 1 中选出的抑制剂, 用

平板稀释法分离 5 份土样, 各类微生物的出现情况表明. 加水杨酸、苯甲醇的平皿几乎不长

放线菌; 加苯甲酸的平皿有少量放线菌, 但真菌污染严重无法挑放线菌; 加重铬酸钾的平皿

中放线菌菌落的数量与对照相比除一个平皿减少了 2 个菌落, 一个平皿菌相同外, 其他三个

平皿菌落都大大增加了. 从上述结果, 可以看出, 适量的重铬酸钾对放线菌不会起抑制作

用, 甚至对一些菌株还有一定的生长刺激作用.

2. 1. 2　重铬酸钾对细菌、真菌的抑制作用　甘油- 门冬酰胺琼脂加重铬酸钾 (50m göL ) , 用

平板稀释法分离 35 份土壤的放线菌. 结果表明, 不加重铬酸钾的 35 个平皿, 有 26 个

(74% )真菌太多, 无法挑到放线菌; 加重铬酸钾的平皿仅 2 个长 1～ 3 个真菌菌落, 对挑放线

菌无多大影响. 不加重铬酸钾的平皿, 有 4 个因细菌太多无法挑放线菌, 有 6 个难于挑菌;

加重铬酸钾者, 生长的细菌对挑放线菌无影响. 我们先后从云南 10 多个地区采集土壤样

品, 每次都用加重铬酸钾的培养基分离放线菌, 均得到大体相同的结果. 因此, 完全可以肯

定, 重铬酸钾是一种可以抑制大多数土壤真菌、细菌, 而不抑制放线菌的选择性高、效果好、

便宜的抑制剂.

2. 2　培养基中碳、氮源的选择　在去碳源的察氏琼脂+ V itB 6 (1m göL ) 中分别加入菊糖 (0.

2% ) 等 5 种碳源或在去氮源的同一培养基中分别加入甲硫氨酸 (0. 05% ) 等 5 种氮源, 对表

1 中的 45 株已知实验菌株进行平板稀释计数. 结果表明, 不同类型的放线菌利用碳、氮源也

不同, 而且有其规律性 (见表 2). 胞壁Ê - Ì 型菌, 其对碳源的最佳利用顺序为甘露聚糖、棉

子糖、菊糖; 而它们对氮源的最佳利用分别为色氨酸、胱氨酸、胱氨酸. 根据上述结果, 我们

建议在分离不同类型放线菌时可采用最佳碳、氨源组合, 即分离胞壁Ê 型菌时, 最佳组合为

碳源- 甘露聚糖, 氮源- 色氨酸; 分离胞壁Ë 型菌时, 最佳组合为碳源- 甘露聚糖, 氮源- 胱
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氨酸; 分离胞壁Ì 型菌时, 最佳组合为碳源- 腐殖酸, 氮源- 胱氨酸; 分离稀有放线菌 (胞壁

Ê - Ì 型)时, 最佳组合为碳源- 肌醇, 氮源- 色氨酸, 分离一般放线菌时, 碳源- 甘露聚糖,

氮源- 组氨酸.

表 1　7 种抑制剂对各类微生物的作用

T ab 1. Function of seven k inds of bacterista t ic fo r various m icroo rgan ism

　　菌　　　　　名

利

福

平

柱

晶

白

霉

素

邻

苯

三

酚

苯

甲

酸

水

杨

酸

苯

甲

醇

重

铬

酸

钾

对

照

S trep tom y ces a lbus A TCC 3004

S. g riseus A TCC 23345

S. abu rav iensis A TCC 23869

S. a lanosin icus A TCC 15710

S. kunm ing ensis A TCC 35682

S. acrim y cin i A TCC 19885

S trep toverticillum sp. Y91- 3701

S tv. sp.

152

-

-

-

20

-

-

-

-

-

-

-

-

-

29

-

0. 5

-

-

-

-

-

-

-

1200

66

117

-

86

128

-

0. 3

112

92

63

50

71

93

29

105

880

82

63

-

66

91

86

75

100

107

105

66

110

100

143

106

100

100

100

100

100

100

100

100

M icrom onosp ora y u long ensis V 81- 917

A ctinop lanes m issou riensis A TCC 14538

A . v iolaceus V 80- 610

D acty losp orang ium f usco- au ran tiacum 2063

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

12

19

-

-

-

89

-

-

-

169

89

180

125

100

-

-

-

M icrobisp ora rosea N RR I. B - 2632

M b. sp. V 93- 989

M icrotetrasp ora p usilla CCRC 11619

M t. cineres 80- 133

M t. f lavorosea V 84- 4397

A ctinom ad u ra v irid of lava V 85- 5078

A m. m ad u ra CCRC 13639

S trep tosp orang ium sp. V 87- 718

S ts. sp. V 93- 1051

P lanobisp ora rosea CCRC 13421

P lanom onosp ora p aran tosp ora CCRC 13425

A ctinosy nnem a m irum BRR I. B - 12336

-

-

28

-

7

0. 4

-

-

0. 4

-

-

-

-

-

-

-

-

-

0. 02

-

-

100

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

100

-

106

61

122

0. 6

53

75

121

-

8

-

-

-

98

30

7

0. 9

42

-

16

-

-

-

-

-

59

90

6

0. 9

53

-

139

50

-

-

100

78

116

160

89

128

33

113

165

400

13

-

100

-

100

100

100

100

100

100

100

100

100

-

A ctinobisp ora y unnanesis V - 11981

S accharom onosp ora v irid is CCRC 12633

Sm. janensis V 86- 8217

Sm. JX17

T herm om onosp ora cu rva ta N RR I. B- 1983

T hm. f usca CCRC 12532

A m y cola ta au totrop h ica CCRC 12444

-

-

113

-

-

-

-

-

-

-

256

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

116

62

-

31

33

-

-

105

-

-

94

-

-

-

105

42

-

44

33

-

-

108

55

94

231

33

100

-

100

100

-

100

100
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A m y cola top sis m ed iterranei Isp 5501

S accharoth rix f lava CCRC 13328

S accharop oly sp ora au ran tiaca V 84- 4001

nocard iop sis d assonv illei CCCCM 4. 1170

N ocard ia asteroid es T FO 3318

N . m ex icana T FO 3927

R hod ococcus rhod och rous T FO 3338

R ho. cod och rous 199

58

0. 2

-

-

22

0. 2

-

-

-

-

0. 05

-

0. 9

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

85

48

60

50

92

33

44

100

103

24

30

-

53

17

2

100

64

14

13

25

122

265

42

100

162

-

107

80

79

117

107

104

100

100

100

100

100

100

100

100

A sp erg illus n ig er

A . f lavus

P en icillum sp.

M ucor h iem alis

T richod erm a v irid e

B ucillus subtilis

106

15

449

100

100

-

83

38

226

100

100

-

50

92

190

100

100

313

89

62

116

100

100

100

144

31

95

100

100

69

139

100

80

100

100

47

-

-

-

-

-

202

100

100

100

100

100

100

　　抑制剂用量: 利福平 (20m göL ) , 柱晶白霉素 (10m göL ) , 邻苯三酚 (100m göL ) ) , 苯甲酸

(100m göL ) , 水杨酸 (200m göL ) , 苯甲醇 (1m löL ) , 重铬酸钾 (50m göL ). 值得提出的是, 由于

我们所用作实验的碳源和氮源数量有限, 所谓“最佳碳、氮源组合”也是相对而言的, 这还有

待于今后进一步作工作, 不断加以完善和改进.

表 2　各胞壁类型放线菌菌株利用不同碳、氮源的百分比

T ab 2. Percen tage of the differen t carbon- n itrogen source used by various type of actinom ycetes w ith cell

w all

序

号

胞　壁

类　型

株

数

菊

糖

棉

子

糖

甘

露

聚

糖

腐

殖

酸

肌

醇

甲

硫

氨

酸

胱

氨

酸

色

氨

酸

组

氨

酸

粗

角

蛋

白

1 É 16 17 50 100 0 17 50 33 33 83 66

2 Ê 4 50 75 100 25 25 75 75 100 100 75

3 Ë 12 58 83 92 33 58 92 100 92 92 83

4 Ì 15 60 66 80 47 60 66 73 66 73 60

5 链轮丝菌 2 50 50 10 50 100 50 100 100 100 100

6 2～ 5 平均 31 55 69 93 39 60 71 87 90 91 80

2. 3　稀有放线菌的选择性分离程序　以 Y IM 为基础培养基, 分别加入三组不同的碳源和

氮源 (表 3 中 Y IM 1- 3 号培养基). Y IM - 1: 碳源 - 菊糖, 氮源- 色氨酸; Y IM - 2: 碳源-

菊糖, 氮源- 胱氨酸; Y IM - 3: 碳源- 甘露聚糖, 氮源- 组氨酸; 以上三组培养基中均加入

25m göL 的重铬酸钾作为抑制剂. 同时用HV 琼脂作为对照培养基, 土样风干 120℃热处理

1h, 土壤悬液用 1% 苯酚或 0. 05% SD S 预处理后, 平板稀释法分离 10 份土壤中的稀有放线

菌, 结果列于表 3.

在所有的平皿中, 只有个别长有少量的真菌或细菌菌落, 不影响挑菌. 加入 25m göL 重
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铬酸钾与常用的抑制剂NA (萘啶酸) + 放线酮 (即HV 琼脂培养基中所用抑制剂) 的平皿相

比菌落数量及种属上, 前者多于后者, 这一结果是对前面抑制剂选择实验的一个补充, 因此,

我们认为加入适量的重铬酸钾, 完全可以代替原HV 培养基中的抑制剂即NA + 放线菌, 从

而大大降低了实验成本, 也简化了操作.

表 3　不同预处理在 4 种培养基上的分离结果

T ab 3. R esu lt of iso la t ion of differen t p retneatm ent in four k inds of m edium

属　名

w (苯酸) = 1% 酚 0. 05w (SD S) = 0. 05%D S 未预处理 (对照)

Y IM

1 2 3
HV

Y IM

1 2 3
HV

Y IM

1 2 3
HV

链霉菌属

S trep tom y ces
38 28 21 134 266 297 255 507 250 317 238 526

小单孢菌属

M icrom onosp ora
208 157 119 216 113 198 74 228 56 89 48 347

小双孢菌属

M icrobisp ora
3 6 1 - 1 2 6 2 - 3 3 2

马杜拉菌属

A ctinom ad ra
- 1 - - - - - - - - - -

小四孢菌属

M icrotetrasp ora
- - 1 2 - - 3 1 - - - -

诺卡氏菌属

N ocard ia
- 58 6 - 18 15 19 14 10 9 29 14

糖多孢菌属

S accharop oly sp ora
4 - - - - - 10 - 9 6 - -

链孢囊菌属

S trep tosp orang ium
- - - 27 - 8 3 4 - 11 - 7

指孢囊菌属

D acty losp orang ium
- - - 1 - - - 2 - - - 3

游动放线菌属

A ctinop lanes
4 24 - - 14 - - - - 11 - -

束丝放线菌属

A ctinosy nnem a
- - 16 - - 11 - - 19 16 - -

小瓶菌属

A m p u llariella
- - 3 - - - - - - - - -

总属数 5 6 7 5 5 6 7 7 5 8 4 6

用苯酚处理后, 可大大减少链霉菌的数量. 苯酚或 SD S 预处理后, 小单孢的数量明显

增多, 这与N onm u ra, H. 所报道的结果相符〔2〕.

在HV 琼脂培养基中未分离到束丝放线菌、游动放线菌, 而在 Y IM 1- 3 培养基中均分

到大量束丝放线菌, 其中 Y IM - 2 培养基中分离到的束丝放线菌最多. 在四种培养基中仅

在 Y IM 1- 2 中分到游动放线菌, 而且主要集中在 Y IM - 2 培养基上, 故此培养基可建议用

作分离束丝放线菌或游动放线菌的选择性培养基. 另外小四孢菌可在 Y IM - 3 和HV 琼脂
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培养基中分离到. HV 琼脂培养基中易分离到指孢囊菌. 在土悬液未预处理的四种培养基

平皿上, 菌落数量和种属数最多的是 Y IM - 2 培养基, 它比 HV 琼脂培养基的种属数多

25% , 而且能分离到大量游动放线菌和束丝放线菌. 在培养基的配制上 Y IM - 2 培养基较

HV 琼脂培养基简便, HV 琼脂培养基中的腐殖酸为黑色, 配制出的平皿颜色较深, 而且在

此培养基上长出的放线菌菌落一般都很小. 不易辩认和挑菌, 所以我们一般在配制HV 琼

脂培养基时腐殖酸要经脱色后方可使用, 这样培养基的配制程序就很麻烦, 而且时间也长

(需过夜澄清, 用上清液) , 而使用 Y IM - 2 培养基, 制备简便, 此培养基平皿颜色浅, 放线菌

菌落较大, 易辩认和挑菌, 同时不需预处理就可达到目的. 综上所述, 我们建议稀有放线菌

分离程序可采用: 风干土样, 120℃热处理 1h, 土悬液不需任何预处理, 平皿稀释法涂布于培

养基 Y IM - 2 上.

Y IM - 4 培养基: 甘露聚糖 2g, 胱氨酸 0. 5g, K2H PO 41. 0g, N aC l0. 8g,M gSO 40. 5g, Ca2
CO 30. 1g, V itB 20. 5m g, V itB 60. 5m g, 生物素 0. 5m g, 烟酸 0. 5m g, 微量盐 1m l, 琼脂 15g, 水

1000m l, pH 7. 2, 25～ 50m göL 重铬酸钾. 对于稀有放线菌的分离研究, 我们还只是起步阶

段, 今后还要根据分离目的和对象不同, 不断改进和完善分离方法, 建立分离不同类型放线

菌的高效、简便的选择性分离程序.
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A Study on Iso la t ion M ethods of R are A cinom ycetes
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Abstract　T he paper repo rts the resu lts on select ive iso la t ion of act inom ycetes by

adding seven k inds of bacterista t ic agen t, and variou s carbon and n it rogen sou rce in the

m edium. T he resu lts p resen ted that po tassium dich rom ate cou ld inh ib it obviou sly grow th

of fungu s and bacteria in so il samp les excep t act inom ycetes, it w as a h igh eff icien t, cheap

bacterio sta t ic fo r select ive iso la t ion of act inom ycetes, A su itab le ra t io of carbon- n it rogin

sou rce in the m edium w as found fo r select ive iso la t ion of variou s act inom ycetes. T he selec2
t ive iso la t ion p rocedu re w as estab lished fo r iso la t ion rare act inom ycetes. M edium Y IM - 2

w as recomm ened fo r select ive iso la t ion of rare act inom ycetes. T he HV m edium w as im 2
p roved.

Key words　 rare act inom ycetes, iso la t ion m ethods, bacterista t ic, carbon and n it rogen

sou rce
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