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【摘 要】本研究从贵州黄果树采集土壤样品 19 份，采用平板稀释法和不同培养

基对放线菌进行分离、纯化培养。结果表明：不同培养基对贵州土壤放线菌的分离效

果差别较大，从贵州黄果树采集的土样中共分离出的 32 株典型放线菌菌株，经初步鉴

定，分别属于链霉菌属、诺卡氏菌、小单孢菌属、放线菌科和非链霉菌属。
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0 引言

放线菌资源作为最重要的微生物资源之一，与其它生物资源相比，放线菌资源分布区域更

广，海陆空无处不有，无处不在，具有丰富的种类和功能的多样性;具有再生性，能够人为地

繁殖，并提供各种产品;具有可引种驯化性，具有一定的稳定性和变动性等。虽然过去我们对

贵州嘻斯特地区微生物资源进行了一些调查，但是这些研究只是涉及到少数菌物类群，并且主

要在几个重点地区开展，很多地区尚存在调查盲点，缺乏基本的微生物资源数据；而且在以往

的研究中缺乏先进的分子生物学技术如基因系统学技术的应用，分子生物学技术可使我们更加

全面、准确地了解该地区微生物的物种。

贵州黄果树瀑布是国内外著名的旅游景区，位于贵州省西南部的安顺市，属中亚热带典型

的溶岩地区，海拔较低，平均海拔约 900m。放线菌往往具有比较特殊的生理功能、潜在的重

要应用价值，有关贵州黄果树土壤中所蕴含的放线菌资源还未见文献报道，本研究以贵州黄果

树景区的土壤为对象，探索和比较放线菌分离方法，寻求有效的适合于黄果树土壤放线菌分离

的方法。

1 材料与方法



1.1 土壤样品的采集

从贵州黄果树采集土样标本，将采样地点被植被、落叶覆盖的土面表层土去除，用取样器

在距离地面表面 5cm~20cm 的深处均匀的取样，剔除石砾、植被残体等，混匀，将所取样品装

入密封口袋中约 200g 左右，贴好标签后带回实验室分离放线菌，若短时间不能马上分离的土

样，则将土样 28^烘干，放置在阴凉处下保存，切勿使土壤生潮霉变。

1.2 土壤放线菌的分离与鉴定

采用十倍稀释法制备土样，选用不同培养基进行分离。取 10g 土壤，加人到 90mL 灭菌蒸

馏水中，振荡 30min，用无菌水进行 10 倍的系列稀释，从 10-1、10-2、10-3、10-4 和 10-5。

将灭菌的培养基制成平板，待平板冷却后，将土壤菌悬液 10-3、10-4、10-5 用微量移液枪吸

取 0.1mL 放到高氏培养基和燕麦培养基上，涂平板后进行放线菌的形态培养观察，放置在 28

丈恒温培养箱中培养 7〜10d，挑取菌落形态各不相同的菌株及时转接到高氏一号平板培养基

上培养，再经过多次反复挑取单菌落进行纯化之后，转接到高氏一号试管斜面上培养 10〜15d

后，进行编号保存。最后再在显微镜下进行放线菌的形态特征观察，记录单菌落的形态特征，

作为鉴定菌株的依据。

参照《放线菌分类基础》、《链霉菌鉴定手册》将菌株鉴定到属或链霉菌的类群。培养特

征:将菌株转接至高氏一号平板培养基上，培养 7d、15d、30d 分别记录下述特征：菌落形态、

孢子堆颜色、可溶性色素颜色、气生和基内菌丝颜色。形态特征:采用插片法，培养 7d、14d

、21d，分别取出盖玻片镜检，观察记录菌丝体特征。

1.3 放线菌菌株的保藏

本研究采用两种保藏方法，分别是甘油保藏和试管保藏。甘油保藏:将放线菌单菌落挑出

来，接到 1ml 已灭菌的 30%甘油 EP 管里，-20 丈冰箱保藏;试管保藏:将放线菌单菌落挑出来，

在试管里划线，28 丈培养 4-6d，4t 冰箱保藏。

2 结果与讨论

2.1 典型的放线菌菌落

采用十倍稀释法制备土样，用不同培养基对放线菌进行培养，分別是高氏培养基和燕灰培

养基。将土壤菌悬液 10-3、10-4、10-5 涂平板后进行放线菌的形态培养观察，倒置于 28t 恒

温培养箱中培养 7-10d 后观察菌落长势，挑单菌落进行分离纯化得到放线菌的纯种，最后再在

显微镜下进行放线菌的形态特征观察。部分典型的放线菌平板图如图 1 所示。





表 1 显示了不同培养基分离到的放线菌数量，可见不同培养基对放线菌的分离效果差别很

大，放线菌数量与培养基种类有着著差异。放线菌的分离培养基多种多样，培养基中营养物质

组成和比例对于放线菌的分离效果有着重要影响，用高氏培养基分离出来的放线菌的种类有

11 种，其中有孢费链霉菌属、类诺卡氏菌属、小单孢菌属等，且放线菌的数量也较多，用燕

麦培养基分离出来的种类有 9 种，且分离出来了一些不为常见的放线菌的种类，如链轮丝菌属

和诺卡氏菌。结果表明不同种类培养基在分离放线菌的数量和多样性上有很大差异。因此，在

分离采用不同培养基来培养可以抑制非目的菌的生长，从而提闻目的菌的出菌率。

放线菌与人类的生产和生活关系极为密切，目前广泛应用的抗生素约 70%是各种放线菌所

产生。一些种类的放线菌还能产生各种酶制剂（蛋内酶、淀粉酶、和纤维素酶等）、维生素（

B12)和有机酸等。从分析过程可以看出不同种类培养基在分离放线菌的数量和多样性上有较大

差异。在分离时采用不同培养基来培养可以抑制非目的菌的生长，从而提高目的菌的出菌率。

近年来从放线菌中发现新生物活性物质的儿率越来越低，生态环境中还有大量的放线菌资源未

被人们所认识。要解决这个问题，必须开发新微生物资源，研究分离方法，其中开发新微生物

物种资源是核心。

上述放线菌的分子生物学研究与 16SrDNA 序列分析有待进一步深人研究。

3 总结



本研究从贵州黄果树采集土壤样品 19 份，采用平板稀释法和不同培养基对放线菌进行分

离、纯化培养，共分离出 32 株典型放线菌菌株，经初步鉴定，分别属于链霉菌厲、诺卡氏菌

、小单孢菌属、放线菌科和非链霉菌属。
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