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选择性分离放线菌

徐成勇 ,袁　野 ,黎丹辉 ,夏欢耕 ,诸葛健
(无锡轻工大学生物工程学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 进行了土样的预处理试验 ,探讨了平板培养基中抑制剂重酪酸钾的最适浓度 .结果表

明 ,选择性分离放线菌的比较适宜的方法为:采集的土样在 28℃或室温条件下风干 10～ 20

d后 ,将土壤悬浮液 ( 10-1 )于 40℃和 p H7的条件下 ,加 6%酵母膏和 0. 05% SDS( 5 mmo l /L

磷酸缓冲液 ) ,震荡 20 min,水稀释至 10-2;或土壤悬浮液 ( 10-1 )于 50℃和 p H7的条件下 ,加

6%胨和 0. 05% SDS( 5 mmol /L磷酸缓冲液 ) ,震荡 10 min,水稀释至 10-2.然后用平板稀释

法接菌在高氏合成 1号琼脂+ 重酪酸钾 (质量浓度为 250 mg / L)的平板培养基上 ,培养 7 d

后挑菌分离 .
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自从 Waksm an和 Umezw a揭示放线菌用途的多样性以后 ,人们发现放线菌作为抗生

素、维生素、酶和酶抑制剂的产生菌具有重大的经济意义 .已报道的 8 000种生物活性物质 ,

70%左右来自放线菌 .迄今为止能够从天然基质上分离出来进行人工培养的放线菌 ,只占确

知存在的放线菌总数中的一小部分 .国内外有关研究单位对放线菌分离方法的保密 ,阻碍着

放线菌分离技术的提高 .据杨宇容等 [2 ]报道 ,重铬酸钾对土壤真菌、细菌有明显的抑制作用 ,

而对放线菌无抑制作用 ,可作为选择性分离放线菌的一种高效、便宜的抑制剂 . Okami等 [3 ]

认为酵母膏等物质可活化土壤中放线菌的休眠孢子 ,而 SDS(十二烷基硫酸钠 )可杀死土壤

细菌和部分放线菌孢子 ,但这一作用随着用水稀释很容易消除 . Hayakaw a等则建议用

0. 05%的 SDS( 5 mmo l /L磷酸缓冲液配制 )加 6%的酵母膏于 40℃震荡 20 min. Ladislav

等的 [4 ]实验证明 ,加热处理可除去大多数无孢子菌体 .

本文中对放线菌的选择性分离法进行了研究 ,以期得到一套比较完整、有效的分离方

法 .

1　材料与方法

1. 1　培养基及分离方法

培养基采用高氏合成 1号琼脂培养基 ;放线菌分离用平板稀释法
[1 ]

,涂布平板后培养

7 d,观察结果 .
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1. 2　土样

无锡市郊梅园区水稻田土 ,编号 229,水份含量较高 ;无锡市郊梅园区菜地土 ,编号 230,

水份含量中等 ;无锡市郊梅园区山坡土 ,编号 231,水份含量较低 .

1. 3　平板培养基中抑制剂重铬酸钾浓度的确定

231号土样 28℃条件下风干 10 d后 ,土壤稀释液 ( 10-2 )涂平板 ,每一处理有 3个重复 .

培养基中抑制剂重铬酸钾的质量浓度为: 0, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500,单位为 m g /L.记

录平板上的真菌、细菌和放线菌的菌落数 .

1. 4　土样预处理方法

　　土样采集后 ,在平板稀释法分菌前经过两个阶段的预处理 .

第一阶段的预处理有 5种方法: 1)采集的土样不作处理 ; 2)采集的土样于 50℃高温

处理 1 h; 3) 采集的土样于 120℃高温处理 1 h; 4)采集的土样于 28℃条件下风干 10 d;

5)采集的土样于 28℃条件下风干 20 d.

第二阶段的预处理有 7种方法:

1)土壤悬浮液 ( 10-1 ) , 40℃ , p H7, 6%酵母膏震荡 20 min,水稀释至 10-2 ;

2)土壤悬浮液 ( 10
-1

) , 40℃ , pH7, 0. 05% SDS( 5 mmo l /L磷酸缓冲液 ) ,震荡 20 min,

水稀释至 10-2;

3)土壤悬浮液 ( 10-1 ) , 40℃ , p H7, 6%酵母膏+ 0. 05% SDS( 5 m mol /L磷酸缓冲液 ) ,

震荡 20 min,水稀释至 10
-2

;

4)土壤悬浮液 ( 10-1 ) , 50℃ , p H7, 6%胨 ,震荡 10 min,水稀释至 10-2 ;

5)土壤悬浮液 ( 10-1 ) , 50℃ , pH7, 0. 05% SDS( 5 mmo l /L磷酸缓冲液 ) ,震荡 10 min,

水稀释至 10-2;

6)土壤悬浮液 ( 10
-1

) , 50℃ , p H7, 6%胨+ 0. 05% SDS( 5 mmo l /L磷酸缓冲液 ) ,震荡

10 min,水稀释至 10-2;

7)土壤悬浮液 ( 10-1 )直接稀释至 10-2 .

将 35个预处理所得土壤悬浮液涂布平板 ,其中抑制剂重铬酸钾的质量浓度定为 250

m g /L,每个处理 3个重复 ,记录真菌、细菌和放线菌的菌落数 .

土样放置冰箱 , 4℃条件下 30 d后再次进行土样的预处理 ,处理方法不变 .

2　结果与讨论

2. 1　平板培养基中抑制剂重铬酸钾质量浓度的确定

　　培养 7 d后的观察结果见表 1.

从表 1可以看出 ,培养基中加入重铬酸钾

的质量浓度为 0～ 200 mg /L时 ,放线菌菌落数

大致保持在同一个水平 ,而细菌菌落数和真菌

菌落数下降显著 .当重铬酸钾质量浓度为 300

～ 500 mg /L时 ,虽然细菌和真菌的生长得到了

抑制 ,但放线菌的出菌率也大为下降 ,显著影响

了放线菌的出菌分离 .所以抑制剂重铬酸钾的

质量浓度定为 250 mg /L较为适宜 .

表 1　高氏合成 1号琼脂加入不同质量浓度
　　　　　　重铬酸钾的分菌结果　菌落数 /皿

重铬酸钾质量
浓度 / ( mg / L)

放线菌 细菌 真菌

0 63 107 7

25 61 62 6

50 60 59 5

100 60 60 1

200 52 41 0

300 37 0 0

400 20 0 0

500 27 0 0
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2. 2　采样后土样预处理方法的确定

　　采样后共施行 35种土样预处理方法 ,培养 7 d后 ,分菌结果见表 2.

表 2　采样后进行土样预处理的分菌结果

编　　号 放线菌 细菌 真菌 编　　号 放线菌 细菌 真菌 编　　号 放线菌 细菌 真菌

229-1× 1 123 15 0 229-2× 1 135 3 0 229-3× 1 0 0 0

229-1× 2 121 5 0 229-2× 2 190 0 0 229-3× 2 1 0 0

229-1× 3 132 3 0 229-2× 3 245 4 0 229-3× 3 0 0 0

229-1× 4 125 0 0 229-2× 4 126 4 0 229-3× 4 0 0 0

229-1× 5 121 1 0 229-2× 5 154 13 0 229-3× 5 0 0 0

229-1× 6 130 8 0 229-2× 6 347 2 0 229-3× 6 0 0 0

229-1× 7 111 22 1 229-2× 7 138 8 0 229-3× 7 0 0 0

229-4× 1 181 0 0 229-5× 1 140 1 0 230-1× 1 297 0 0

229-4× 2 188 0 0 229-5× 2 137 1 0 230-1× 2 296 15 0

229-4× 3 191 3 0 229-5× 3 145 3 0 230-1× 3 337 6 0

229-4× 4 134 0 0 229-5× 4 147 3 1 230-1× 4 186 1 0

229-4× 5 130 0 0 229-5× 5 193 1 0 230-1× 5 455 1 0

229-4× 6 149 0 0 229-5× 6 193 1 0 230-1× 6 753 2 0

229-4× 7 129 0 0 229-5× 7 154 0 0 230-1× 7 248 1 0

230-2× 1 359 18 0 230-3× 1 1 16 2 230-4× 1 220 2 0

230-2× 2 293 6 0 230-3× 2 1 0 0 230-4× 2 188 7 0

230-2× 3 307 2 0 230-3× 3 0 0 0 230-4× 3 229 2 0

230-2× 4 181 4 0 230-3× 4 0 0 0 230-4× 4 298 3 0

230-2× 5 303 4 0 230-3× 5 0 0 0 230-4× 5 280 1 0

230-2× 6 436 6 0 230-3× 6 0 1 0 230-4× 6 292 0 0

230-2× 7 395 15 0 230-3× 7 1 0 0 230-4× 7 109 0 0

230-5× 1 580 4 0 231-1× 1 224 4 0 231-2× 1 156 0 0

230-5× 2 600 0 0 231-1× 2 258 2 0 231-2× 2 216 10 0

230-5× 3 727 3 0 231-1× 3 240 3 0 231-2× 3 284 0 0

230-5× 4 517 2 0 231-1× 4 129 0 0 231-2× 4 152 1 0

230-5× 5 447 0 0 231-1× 5 209 0 0 231-2× 5 238 4 0

230-5× 6 527 3 0 231-1× 6 227 0 0 231-2× 6 244 0 0

230-5× 7 580 1 0 231-1× 7 148 3 0 231-2× 7 201 7 0

231-3× 1 0 0 0 231-4× 1 196 1 0 231-5× 1 170 1 0

231-3× 2 0 0 0 231-4× 2 182 0 0 231-5× 2 130 1 0

231-3× 3 0 0 0 231-4× 3 192 0 0 231-5× 3 173 1 0

231-3× 4 4 0 0 231-4× 4 119 0 0 231-5× 4 100 2 0

231-3× 5 0 0 0 231-4× 5 192 0 0 231-5× 5 113 0 0

231-3× 6 0 0 0 231-4× 6 195 0 0 231-5× 6 120 1 0

231-3× 7 0 0 0 231-4× 7 116 0 0 231-5× 7 119 1 0

　　表中编号解释: 以 230-2× 4为例 , 230 无锡市郊梅园区菜地土 , 2 采集的土样于

50℃高温处理 1 h(第一阶段预处理之第 2种方法 ) , 4 第二阶段预处理之第 4种方法 .其

它编号以此类推 .

由表 2可见 ,第一阶段预处理的 5种方法中 ,采集的土样不作处理时细菌菌落较多 ;采

集的土样 120℃高温处理 1 h后 ,放线菌和真菌、细菌一样耐受不了高温而死亡 ,这样的处

理也就失去了意义 ; 28℃风干 10 d与 28℃风干 20 d的分菌效果差不多 ,而它们与 采集的

土样 50℃高温处理 1 h 比较 ,细菌菌落数显著减少 . Cross
[5 ]曾经指出 ,细菌对干燥比较敏

感 ,而放线菌 (尤其是孢子放线菌 )较耐干燥 .显然 ,土样风干处理后土样中水份的丢失使大

部分细菌失去了生命力 .
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第二阶段预处理的 7种方法中 ,以第 3种方法和第 6种方法的分菌效果比较好 .

2. 3　采样后 4℃条件下贮藏 1个月再进行同样的预处理的分菌效果

这个试验的目的在于观察已放置冰箱 1个月后的土样是否与新鲜土样在分离放线菌方

面有同样的价值 .处理结果见表 3.

表 3　采样后 4℃条件下贮藏 1个月后再进行预处理的分菌效果

编　　号 放线菌 细菌 真菌 编　　号 放线菌 细菌 真菌 编　　号 放线菌 细菌 真菌

229-1× 1 180 连片 0 229-2× 1 213 连片 3 229-3× 1 0 0 0

229-1× 2 177 连片 6 229-2× 2 160 连片 4 229-3× 2 1 0 0

229-1× 3 187 连片 3 229-2× 3 183 63 1 229-3× 3 1 0 0

229-1× 4 223 连片 4 229-2× 4 203 连片 3 229-3× 4 6 193 2

229-1× 5 167 连片 6 229-2× 5 243 连片 1 229-3× 5 6 0 0

229-1× 6 227 连片 5 229-2× 6 260 43 8 229-3× 6 1 3 1

229-1× 7 137 连片 4 229-2× 7 140 63 2 229-3× 7 0 0 0

229-4× 1 133 4 0 229-5× 1 121 6 0 230-1× 1 413 连片 2

229-4× 2 161 3 0 229-5× 2 117 9 0 230-1× 2 438 连片 13

229-4× 3 162 3 0 229-5× 3 129 7 0 230-1× 3 420 连片 12

229-4× 4 130 9 0 229-5× 4 83 16 0 230-1× 4 333 连片 14

229-4× 5 132 5 0 229-5× 5 143 6 0 230-1× 5 370 连片 14

229-4× 6 148 6 0 229-5× 6 181 6 0 230-1× 6 380 连片 10

229-4× 7 95 7 0 229-5× 7 28 22 0 230-1× 7 250 连片 15

230-2× 1 533 52 0 230-3× 1 0 0 0 230-4× 1 598 18 0

230-2× 2 560 38 0 230-3× 2 0 0 0 230-4× 2 561 10 0

230-2× 3 590 55 7 230-3× 3 1 0 0 230-4× 3 602 16 0

230-2× 4 360 55 2 230-3× 4 0 1 1 230-4× 4 493 15 0

230-2× 5 203 46 8 230-3× 5 1 1 0 230-4× 5 541 10 0

230-2× 6 272 35 4 230-3× 6 1 12 1 230-4× 6 552 12 0

230-2× 7 183 57 9 230-3× 7 2 0 0 230-4× 7 450 31 0

230-5× 1 521 30 0 231-1× 1 160 155 14 231-2× 1 143 59 11

230-5× 2 529 20 0 231-1× 2 157 65 14 231-2× 2 165 39 8

230-5× 3 522 26 0 231-1× 3 163 41 16 231-2× 3 173 30 14

230-5× 4 522 30 0 231-1× 4 198 35 14 231-2× 4 250 17 0

230-5× 5 545 8 0 231-1× 5 210 34 20 231-2× 5 220 30 9

230-5× 6 555 17 0 231-1× 6 191 24 5 231-2× 6 263 18 0

230-5× 7 252 35 0 231-1× 7 122 168 1 231-2× 7 127 33 1

231-3× 1 1 1 1 231-4× 1 122 4 0 231-5× 1 153 7 0

231-3× 2 1 0 0 231-4× 2 151 2 0 231-5× 2 80 3 0

231-3× 3 1 0 0 231-4× 3 188 3 0 231-5× 3 137 29 0

231-3× 4 1 2 0 231-4× 4 160 2 0 231-5× 4 72 6 0

231-3× 5 1 0 0 231-4× 5 136 1 0 231-5× 5 87 5 0

231-3× 6 7 1 0 231-4× 6 166 4 0 231-5× 6 99 5 0

231-3× 7 0 0 0 231-4× 7 84 2 0 231-5× 7 19 10 0

　　试验发现所有的处理结果中细菌菌落数均显著增加 ,尤其是第一阶段预处理采用 采集

的土样不作处理 时细菌菌落在平板培养基上连成一片 ,已无法挑菌 .这主要是由于土样密

封保藏在 4℃条件下 ,土壤中的高含量的水分状况有利于细菌的繁殖而致 . 231号土样由于

水分含量低而致平板培养基上细菌相对较少也说明了这一点 .

分菌效果相似于 2. 2的试验结果 ,即 28℃风干 10 d与 28℃风干 20 d的分菌效果差不

多 ,而且比 采集的土样 50℃高温处理 1 h 的细菌菌落数显著减少 .

第二阶段预处理的 7种方法中 ,亦以第 3种方法和第 6种方法的分菌效果比较好 .
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3　结　　语

根据本文中的研究结果 ,作者建议选择性分离放线菌的一般方法为:采集的土样在 28

℃或室温条件下风干 10～ 20 d后 ,将土壤悬浮液 ( 10
-1

)在 40℃和 p H7的条件下 ,加 6%酵

母膏和 0. 05% SDS( 5 mmo l /L磷酸缓冲液 ) ,震荡 20 min,水稀释至 10-2 ;或土壤悬浮液

( 10-1 )在 50℃和 p H7的条件下 ,加 6%胨和 0. 05% SDS( 5 m mol /L磷酸缓冲液 ) ,震荡 10

min,水稀释至 10
-2

.然后用平板稀释法接菌于高氏合成 1号琼脂+ 重铬酸钾 (质量浓度为

250 mg /L )的平板培养基上 ,培养 7 d后挑菌分离 .
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Selective Isolation of Actinomycetes

X U Cheng-yong , YU AN Ye, LI Dan-hui, XIA Huan-g eng , ZHUGE Jian
( School of Bioengineering , W uxi Univ ersity of Light Indust ry , Jiangsu W ux i 214036)

Abstract: The studies on pret reatment of soil samples w ere conducted. The optimum

concentra tion o f the inhibi to r K2 Cr2O7 in the plate medium w as studied. Results show tha t

the sui table method of the selectiv e isolation of actinomycetes is that , af ter the collected

soil sam ples are dried at 28℃ o r at indoor tem perature for 10 to 20 days, the soil

suspension( 10
-1

) added wi th 6% yeast ex tract and 0. 05% SDS ( 5 m mol /L phosphate

buffer) is sti rred at 40℃ , pH7 fo r 20 minutes, o r the soi l suspension( 10
-1

) added wi th 6%

peptone and 0. 05% SDS ( 5 mm ol /L phosphate buf fer ) i s sti rred at 50℃ , p H7 fo r 10

minutes, then the co lonies o f actinomycetes is picked out f rom the agar medium af ter the

soil suspension diluted wi th w ater to 10
-2

i s inoculated wi th the m ethod of plate dilution on

the Gause 's starch agar added wi th 250 mg K2 Cr2 O7 /L m edium for 7 days.

Key words: actinomycetes; m ethod of iso lation; pret reatment; inhibitor
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