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红豆杉内生放线菌的分离及活性菌株的筛选与鉴定
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摘要：通过组织匀浆法分离红豆杉（Ｔａｘｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）根、茎、叶３个部位的内生放线菌，采用滤
纸片法初步研究了内生放线菌发酵液的抑菌活性，并对抑菌活性明显的菌株进行了分子鉴定。
结果表明，分离纯化得到内生放线菌５５株，抑菌活性试验中共有２１株表现出了不同程度的拮抗
作用，占全部分离菌株的３８．２％，其中４株具有明显的抑菌活性。经１６ＳｒＤＮＡ序列分析，初步
鉴定３株为链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．），１株为小单孢菌属（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｐ．）。
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　　植物与微生物之间存在着一种复杂的微生态
关系，在这个微生态中发挥重要作用的成员之一是
植物内生菌，主要包括真菌、细菌和放线菌。植物
内生放线菌（Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）是指存活

于健康植物组织内部，而又不引发（至少暂时不引
发）宿主植物表现出明显感染症状的放线菌［１］。这
一类放线菌资源多样，在与宿主植物长期的“协同
进化”中可能会在为宿主提供保护，抵御外来其它
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微生物的侵害等方面发挥作用，而且部分可以产生
与宿主相同或相似的次生代谢产物。
近年来，国内外研究人员开展了大量有关植物

内生放线菌的研究，发现其产生的活性物质种类极
其丰富，主要包括抗生素、有机酸、氨基酸、维生素、
甾体、酶及酶抑制剂、免疫调节剂等［２－４］。Ｂｉｒｂｅｒ［５］

等从欧洲桤木根瘤分离到一株链霉菌可产生新的

萘醌类抗生素，抑菌研究表明对革兰氏阳性菌有活
性，对革兰氏阴性菌则无活性，对ｋ５６２人白血病细
胞有细胞毒性；Ｓｔｒｏｂｅｌ［３］等从肯尼迪黑质蛇纹树中
分离到一株能产生广谱抗生素 Ｍｕｎｕｍｂｉｃｉｎｓ的链
霉菌，对耐药性细菌及疟原虫有抑制作用。另外，
我国的秦盛［６］、古强［７］等人也开展了植物内生放线
菌在拮抗活性方面的研究。
药用植物中因含有多种活性成分而受到广泛

关注，其中的内生菌可能与宿主植物之间存在着更
为特殊的关系。刘宁［８］等对云南西双版纳多种药
用植物中的内生放线菌进行了抗菌和抗肿瘤研究，
并从放线菌的发酵液中找到了６种化合物，其中１
种为新化合物。２００９年郑法新［９］等人从云南红豆
杉（Ｔａｘｕｓ　ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）根部分离到一株内生放线
菌ＴＡＲ１１，其发酵液对多种植物病原菌均有抑制作
用。我国药用植物资源丰富，为寻找新的放线菌资
源以及活性物质提供了极大的可能性。
红豆杉（Ｔａｘｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）为红豆杉科（Ｔａｘ－

ａｃｅａｅ）红豆杉属（Ｔａｘｕｓ）植物，是含有抗癌药物紫杉
醇的珍稀裸子植物，全世界共分布有１１种，我国有

４种和１个变种［１０］。目前，有关红豆杉内生菌的研
究主要集中在内生真菌［１１－１２］方面，而红豆杉内生放
线菌的研究报道尚少。本研究以采自秦岭山区的红
豆杉（Ｔａｘｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）为材料，分离其内生放线菌，并
对抗菌活性菌株进行筛选以及初步鉴定，以期为植物
内生放线菌的利用与开发提供方法和理论依据。

１．１　材料

１．１．１　 供试材料　 红豆杉（Ｔａｘｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）采自
陕西佛坪国家自然保护区。

１．１．２　 靶标菌株　 大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、
沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙ－
ｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、

铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、白色念
珠菌（Ｍｏｎｉｌｉａ　ａｌｂｉｃａｎ），均由陕西省食药用菌工程
技术研究中心提供。

１．１．３　 培养基　分离培养基：改良高氏一号培养
基（可溶性淀粉２０．０ｇ，ＫＮＯ３１．０ｇ，ＮａＣｌ　０．５ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５ｇ，ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ，琼脂粉１５．０ｇ，加水至１　０００ｍＬ，ｐＨ
７．２～７．４）、改良高氏二号培养基（葡萄糖１．０ｇ，蛋
白胨０．５ｇ，胰蛋白胨０．３ｇ，ＮａＣｌ　０．５ｇ，复合维生
素０．５ｇ，琼脂粉１５ｇ，加水至１　０００ｍＬ，ｐＨ　７．２～
７．４）、海藻糖－脯氨酸培养基（海藻糖５．０ｇ，脯氨酸

１．０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４１．０ｇ，ＮａＣｌ　１．０ｇ，ＣａＣｌ２２．０ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　１．０ｇ，琼脂粉１５
ｇ，加 水 至 １　０００ ｍＬ，ｐＨ　７．２～７．４）和 １／１０
ＡＴＣＣ１７２培养基（葡萄糖１．０ｇ，可溶性淀粉２．０
ｇ，酵母浸汁０．５ｇ，ＣａＣＯ３１．５ｇ，Ｎ－Ｚ－Ａｍｉｎｅ　Ａ　０．５
ｇ，琼脂粉 １５ｇ，加水至 １　０００ ｍＬ，ｐＨ　７．２～
７．４）［１３］。各分离用培养基中均加入重铬酸钾７５．０
ｍｇ／Ｌ，制霉菌素１００ｍｇ／Ｌ，萘啶酮酸２０ｍｇ／Ｌ，用
以抑制杂菌生长［１４］。液体发酵培养基：酵母膏－麦
芽汁培养基（酵母粉４ｇ，麦芽浸提物５ｇ，葡萄糖４
ｇ，琼脂粉１５ｇ，加水至１　０００ｍＬ，ｐＨ　７．２～７．４）。

１．２　方法

１．２．１　分离　取新鲜的红豆杉组织，在加有洗涤
剂的水中浸洗１０ｍｉｎ，去除表面泥沙，然后自来水
冲洗２ｈ左右。在超净工作台中，依次为无菌水冲
洗３次，体积分数７５％乙醇浸泡４５ｓ，无菌水冲洗３
次，０．１％ ＨｇＣｌ２ 浸泡５ｍｉｎ，无菌水冲洗５次。无
菌解剖刀取根、茎韧皮部组织以及叶片各约５ｇ分
别剪碎置于研钵中，各加４５ｍＬ无菌水充分研磨，
取１００μＬ匀浆涂布于各分离培养基，置于２８℃下
培养１５～３０ｄ。待有菌长出后，采用平板划线纯化
直至为单菌落，挑取菌丝于甘油管中４ ℃保存
备用。

１．２．２　表面消毒可靠性的检验　取最后一次冲洗
用的无菌水１００μＬ涂布于各分离培养基，２８℃下
培养３０ｄ，检查消毒效果。

１．２．３　发酵培养　 将纯化好菌株接种于５０ｍＬ
酵母膏－麦芽汁培养基中，２８℃，１６０ｒ／ｍｉｎ发酵７
ｄ。１０　０００ｒ∕ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液，经０．２２

μｍ微孔滤膜过滤后将所得滤液４℃保存备用。

１．２．４　 抗菌活性测定　采用滤纸片扩散法［１５］测
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定全部分离菌株发酵液对大肠杆菌、沙门氏菌、金
黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌和白
色念珠菌的拮抗作用。

１．２．５　菌株鉴定　 在１／１０ＡＴＣＣ１７２培养基上，

２８℃培养抗菌活性明显的菌株１０ｄ，观察其菌落形
态及培养特征。采用溶菌酶－ＳＤＳ法［１６］提取抗菌活
性明显菌株的总ＤＮＡ。以细菌通用引物２７Ｆ：（５′－
ＡＧＡ　ＧＴＴＴＧＡＴＣ－ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和 １４９２Ｒ
（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′） 扩 增 其

１６ＳｒＤＮＡ 序列。ＰＣＲ反应体系（２５．０μＬ）：２×
Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍｉｘ　１２．０μＬ，１０．０μｍｏｌ∕ｍＬ的引物各

１．０μＬ，ＤＮＡ 模板２．０μＬ，灭菌双蒸水９．０μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５６℃１
ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。用１．０
ｇ／ｄＬ的琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ产物，由上海桑
尼生物科技有限公司进行双向测序。将所测序列
提交到ＮＣＢＩ进行Ｂｌａｓｔ检索，下载同源性较高的
数据，生成Ｆａｓｔａ格式的文件。用Ｃｌｕｓｔａ－Ｘ软件对
所得序列进行人工校正及比对分析。利用 Ｍｅｇａ５，
按照Ｎ－Ｊ法聚类，选择１　００个重复做Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值
分析，构建系统发育树。

２．１　表面消毒的可靠性
在用最后一次冲洗用无菌水涂布的平板上，

２８℃下培养３０ｄ，未见有放线菌菌落长出。由此证
明，经分离并多次纯化后得到的放线菌均为红豆杉
内生放线菌。

２．２　红豆杉内生放线菌的分离
经表面消毒、采用组织匀浆法进行了４次内生

放线菌，经过纯化，按菌落形态，借助显微镜，排除
重复，共得到放线菌５５株（如表１）。
表１　红豆杉不同组织部位分离得到的内生放线菌

Ｔａｂ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｏｆ　ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ　ｆｒｏｍ

Ｔａｘｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

组织部位
内生放线

菌数目
分离比率 菌株编号

根（Ｒｏｏｔ） ３２　 ５８．２％ ＴＡ０１－ＴＡ３２

茎（Ｓｔｅｍ） １５　 ２７．３％ ＴＡ３３－ＴＡ４７

叶（Ｌｅａｆ） ８　 １４．５％ ＴＡ４８－ＴＡ５５

　　表１结果所示，红豆杉３个部位中内生放线菌

的分布数量依次为根＞茎＞叶，可见根为红豆杉内
生放线菌分布最多的部位。从根中分离到３２株，

占分离菌株总数的５８．２％；茎中分离到１５株，占分
离菌株总数的２７．３％；叶中仅分离到８株，占分离
菌株总数的１４．５％。

２．３　分离菌株的抗菌活性
采用滤纸片扩散法对５５株内生放线菌的发酵

液进行抗菌活性研究，有２１株表现出了不同程度
的拮抗活性，占全部分离菌株的３８．２％（如表２）。
表２　红豆杉内生放线菌对靶标菌的的拮抗作用

Ｔａｂ．２　Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ　ａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ　ｆｒｏｍ

Ｔａｘｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

菌株
编号
枯草芽
孢杆菌

金黄色
葡萄球菌

大肠
杆菌
沙门
氏菌

铜绿
假单胞菌

白色
念珠菌

ＴＡ０３ ＋＋ ＋＋ ＋ － － －

ＴＡ０４ － － ＋ － － －

ＴＡ０９ ＋ ＋ － － － －

ＴＡ１１ ＋ ＋ ＋ － － ＋

ＴＡ１３ ＋ ＋ － － － －

ＴＡ１７ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － ＋

ＴＡ２０ ＋＋ ＋＋ ＋ － － －

ＴＡ２１ ＋ ＋ － － － －

ＴＡ２５ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － ＋＋

ＴＡ２７ ＋ ＋ ＋ － － －

ＴＡ３２ ＋＋ ＋＋ － － － ＋

ＴＡ３５ ＋＋ ＋＋ － － － ＋

ＴＡ３６ － － ＋ － － －

ＴＡ３８ ＋ ＋ － － － －

ＴＡ４２ ＋＋＋ ＋＋＋ － － － ＋＋＋

ＴＡ４４ ＋＋ ＋＋ － － － ＋

ＴＡ４５ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － ＋

ＴＡ４７ ＋ ＋ － － － －

ＴＡ４８ ＋ ＋ － － － ＋

ＴＡ５２ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － ＋

ＴＡ５４ ＋ ＋ － － － －

　注：＋：抑菌直径为８－１２ｍｍ；＋＋：抑菌直径为１３－２０ｍｍ；
＋＋＋：抑菌直径为２１－２８ｍｍ；－：无抑菌活性

　　表２结果所示，在具有抗菌活性的分离菌株
中，以ＴＡ１７、ＴＡ２５和ＴＡ４５的抗菌谱最广，对枯草
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Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｓ　ｆｒｏｍ　Ｔａｘｕｓ　Ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ
芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、沙门氏菌和
白色念珠菌均有活性，其中对前两种靶标菌的抑制
作用明显，抑菌圈直径达２７．０ｍｍ。此外，实验中
发现，ＴＡ４２除了对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌
有抑制活性之外，对白色念珠菌的拮抗活性属所有
菌株发酵液中最强，抑菌圈直径为２１．０ｍｍ。能拮
抗沙门氏菌活性菌株最少，仅为４株，占全部活性
菌株总数的７．３％，所有菌株均对铜绿假单胞菌不
表现抗菌活性。

２．４　抗菌活性菌株的鉴定
经过抗菌活性测定，５５株内生放线菌中共有

２１株表现出了不同程度的拮抗作用，依据抑菌圈直
径大小，筛选出４株具有较强抗菌活性的菌株进行
了形态特征观察和１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析，菌株
编号分别为：ＴＡ１７、ＴＡ２５、ＴＡ４２和ＴＡ４５。

２．４．１　形态特征观察　在１／１０ＡＴＣＣ１７２培养基
上，２８℃培养１０ｄ后，菌落形态、基内菌丝体生长、
气生菌丝体及可溶性色素各有不同（如表３）。

表３　４株内生放线菌的形态分类

Ｔａｂ．３　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　４ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

菌株编号 菌落及孢子丝形态 基内菌丝 气生菌丝 可溶性色素

ＴＡ１７
淡黄色，有突起，菌落较规则，表层呈粉状，近圆形，边缘无晕圈；菌丝
螺旋状，直径０．７μｍ

黄褐色 淡黄色 无

ＴＡ２５
桔橙色后变为亮桔橙色，有突起，菌落直径２．３ｍｍ，皱褶，湿润油状；
菌丝直径０．４μｍ，有分支，不断裂

橙色 无 无

ＴＡ４２
灰色，有褶皱状突起，菌落规则，表层呈粉状，近圆形，边缘无晕圈；菌
丝波曲状，直径０．８μｍ

灰褐色 灰色 黑色

ＴＡ４５
灰白色，菌落紧密，无突起，表层呈粉状，近圆形，边缘有晕圈；菌丝螺
旋状，直径０．７μｍ

褐色 灰白色 淡黄色

　　依据《放线菌分类基础》［１７］进行形态分类，初步
将菌 株 ＴＡ１７、ＴＡ４２ 和 ＴＡ４５ 归 为 链 霉 菌 属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）；ＴＡ２５归为小单孢菌属（Ｍｉｃｒｏｍ－
ｏｎｏｓｐｏｒａ）。

２．４．２　１６Ｓ　ｒＤＮＡ基因序列分析　 对菌株ＴＡ１７、

ＴＡ２５、ＴＡ４２和 ＴＡ４５进行总 ＤＮＡ 的提取、１６Ｓ
ｒＤＮＡ基因的ＰＣＲ扩增和双向测序。根据１６ＳｒＤ－
ＮＡ基因序列，利用 Ｍｅｇａ５，按照 Ｎ－Ｊ法聚类，选择

１　０００个重复做Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值分析，构建了系统发育
树（如图１）。

　　图１结果所示，４个菌株与相应模式菌株的相
似度均在９８％以上。其中 ＴＡ１７、ＴＡ２５和 ＴＡ４５
分别与已发表菌株Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｆｌａｖｅｕｓ、Ｍｉｃｒｏｍ－
ｏｎｏｓｐｏｒａ　ｅｎｄｏｌｉｔｈｉｃａ 和Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃａｒｐａｔｉｃｕｓ
聚类在同一个分支上，相似度最高；ＴＡ４２与Ｓｔｒｅｐ－
ｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｈｒｙｓｅｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｒｏｓｅｏｇｒｉｓｅｕｓ 的亲
缘关系最为相近。基于形态特征和１６ＳｒＤＮＡ序列
分析，初步确定ＴＡ１７、ＴＡ４２和ＴＡ４５为链霉菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．）的已知种，ＴＡ２５为小单孢菌属
（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｐ．）的已知种。

　　从植物中分离放线菌，材料消毒与杂菌抑制剂
的选择是决定分离成败的关键步骤，植物表面及组
织内通常附着有比较多的真菌和细菌，培养时会快
速布满整个平板，不利于放线菌的分离。实验表
明，本实验确定的消毒时间及抑制剂浓度能有效阻
止杂菌污染，当然这也跟植物材料的树龄及致密程
度有关。

由于植物内生放线菌来自独特的生存环境而

成为人们寻找新的放线菌资源和活性物质的重要

来源，目前关于此类微生物的分离与拮抗菌株筛选
已成为抗生素、生物防治等领域研究与开发的一项
重要工作。本研究共分离得到５５株内生放线菌，

自根部所分离到的菌株有３２株，占分离菌株总数
的３８．２％，明显高于茎部和叶部，与 Ｔｈｏｎｇｃｈａｉ
Ｔａｅｃｈｏｗｉｓａｎ［１８］等人从不同组织中内生放线菌的分

离数量与所占比例基本一致，这可能与根部最为接
近放线菌的大本营－土壤有关，为放线菌入侵植物皮
层提供了便利。活性实验显示，（１）５５株内生放线
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菌发酵液中有３８．２％的分离菌株显示出了不同程
度的抗菌活性，略高于朱文勇［１９］等人对喜树内生放
线菌的抗菌活性测定结果，可见利用植物内生放线
菌在筛选新颖抗生素方面具有较强的潜在价值。
（２）数据统计表明，能拮抗细菌的内生放线菌比拮
抗真菌的多，其中拮抗革兰氏阳性菌（Ｇ＋）的内生放
线菌明显比拮抗革兰氏阴性菌（Ｇ－）的多，这与大

多数土壤放线菌的总体活性结果一致。另外有３
株链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．）和１株小单孢菌（Ｍｉ－
ｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｐ．）的发酵液对供测试的４种靶标
细菌和１种靶标真菌均表现出了较强的抑制作用，
具有作为抗生素生产菌的潜力，但其产生的抗生素
类物质结构与作用机理有待进一步研究。

图１　４株内生放线菌的１６ＳｒＤＮＡ系统发育树
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　４ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ　ｏｎ　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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