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土壤稀有放线菌的选择性分离及其抗菌活性研究

黄路枝,  胡兆农*
,  郭正彦,  吴文君

(西北农林科技大学 农药研究所, 陕西 杨凌 712100)

摘  要:在优化土壤稀有放线菌选择性分离方法的基础上,对从安徽、浙江、山东、陕西等地采集的

31份土样中的稀有放线菌进行了选择性分离。结果表明: 以改进的 HV培养基为分离培养基, 将

土壤样品稀释 100倍,添加 2 @ 10
- 5

g /mL重铬酸钾 + 2 @ 10
- 5

g /mL萘啶酮酸 + 1 @ 10
- 5

g /mL卡那

霉素作为抑制剂分离效果最好。以常见植物病原真菌和细菌为指示菌, 从分离的 417株放线菌中

筛选出 H32、H75、H223、H 227、H238等 5株可代谢抗菌活性物质的菌株。离体条件下, 5株放线菌

菌株发酵液对小麦根腐病菌 B ipolaris sorokiniana、玉米大斑病菌 Ex serohilum turcicum、烟草赤星病菌

Alternaria alternate的菌丝生长和孢子萌发均有强烈的抑制作用,其中 H223和 H238菌株发酵液对

病原真菌菌丝生长的抑制中浓度 ( EC50 )值均小于 10mL /L; H32菌株发酵液对小麦根腐病菌、玉米

大斑病菌、烟草赤星病菌孢子萌发的 EC50值分别为 25. 5、28. 9和 29. 9mL /L。 5株放线菌发酵液对

枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌抑制作用显著,其中 H223菌株发酵液抑制作用最强, 抑

菌圈达 30mm以上。盆栽实验结果表明, 5株放线菌发酵液对小麦白粉病的保护效果为 73. 45%

~ 82. 35%,治疗效果为 67. 74% ~ 70. 80%。
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Study on Selective Isolation and Antibiotic Activity of

Rare Actinomycetes from Soil
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*
,  GUO Zheng-yan,  WU W en-jun

( In stitu te o f Pestic ide Science, No rthw est A & F Un iversity, Yang ling 712100, Shaanxi P rov ince, China )

Abstract: Based on an improved selective iso lat ion techn iques, 31 so il samp le collected from Anhu,i

Zhejiang, Shandong, Shaanx iet al provinces of China were screened. The resu lt show ed thatw hen use the

mi provedHV agar as the isolationmed ium, dilute the soil sample 100 tmi es and use 2 @10- 5
g /mL potassium

dichromate p lus 2 @ 10
- 5

g /mL nalidix ic acid p lus 1 @ 10
- 5

g /mL kanamyc in as inhib ito r, the iso lation

w as the bes.t A ll the fermentation of the screened 417 stra ins w ere tested against the p lant pathogenic

fung,i such as B ipo laris sorokiniana, Ex serohilum turcicum, A lternaria alternata, and pathogenic

bacteria , such as Bacillus subtilis , E scherichia coli , Staphy lococcus aureus . F ive of them

have beenproven to produce b ioactive metabolites , wh ich w ere labeled asH 3 2 , H 7 5, H 2 2 3 ,

H227, H238, respective ly. By means o f mycelium grow th rate, the fermentations o f H223 and H238
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show ed the best inh ib itive action, both EC50 value sw erew ere less than 10mL /L. Spore germ inat ion tests

show ed that the fermentat ion of H32 exhibited the strongest antib io tic activity aga inst B ipolaris

sorokiniana, Ex serohilum turcicum, A lternaria alternata, the EC50 values w ere 25. 5, 28. 9, 2919 mL /L,

respective ly. Cup-plate tests ind icated that the fermentations o f the 5 stra ins had sign ificant act iv it ies

aga instB1subtilis, E. coli, S. aureus, and the inh ib itive diameters of the fermen tation o f strain H223 to the

3 bacteria w ere all more than 30 mm. Pot tests on B. gram in is exh ib ited that the pro tective efficacy o f

fermentations of the 5 stra ins w ere 73. 45% ~ 82. 35% , therapeutic efficacy were 67. 74%~ 70. 80% .

Key words: rare actinomycetes; se lect ive iso lation; antibiot ic act iv ity

  放线菌是极具代谢多样性的微生物, 迄今为

止, 世界上已发现的抗生素大约有三分之二是由

放线菌产生的,其中 70%以上由链霉菌产生
[ 1, 2]
。

随着具有生物活性的菌株被大量地发现, 再用传

统方法分离放线菌往往造成重复研究, 使从中发

现新化合物的几率降低
[ 3, 4 ]

, 这使得继续从链霉菌

中寻找新的抗生素变得日益困难。稀有放线菌是

指那些用传统方法分离时分离频度远远低于链霉

菌的放线菌, 通常意义上是指非链霉菌
[ 4]
。日本、

美国、英国等国家对稀有放线菌研究较早, 但其分

离程序长期以来均被各国作为技术机密加以保

护。我国自 20世纪 90年代开始对稀有放线菌分

离方法进行立项研究
[ 3]
, 已发展了不同类型放线

菌的高选择性分离方法
[ 3~ 6]

,并相继在 5国际系统

与进化微生物杂志 6 ( IJSEM )上陆续发表新的科、

属和种
[ 7~ 13]

。

在微生物药物开发中, 一条重要的策略是分

离那些未被开发且同时又是次级代谢产物良好生

产者的微生物群体
[ 14 ]
。虽然稀有放线菌越来越被

证明具有产生新化合物的潜力, 但对其遗传和生

理学知识还知之甚少, 而发展新的稀有放线菌分

离方法对于扩展我们对稀有放线菌的生态学、分

类学和生物活性的理解至关重要
[ 15]
。

笔者以改进的选择性分离方法对 31份不同来

源的土壤样品进行了稀有放线菌的选择性分离及

其抗菌活性的研究。

1 材料和方法

1. 1 供试材料
1. 1. 1 土样  采自安徽、浙江、山东、陕西等地不

同环境的土壤样品 31份。

1. 1. 2 培养基

¹ 改进的 HV培养基:淀粉 2 g, 硝酸钾 0. 5 g,

氯化钾 1. 7 g,硫酸镁 0. 5 g, 磷酸氢二钠 0. 5 g, 碳

酸钙 0. 02 g, 硫酸亚铁 0. 01 g, 硫胺素 0. 5 mg, 烟

酸 0. 5mg,泛酸 0. 5 mg, 对-氨基苯甲酸 0. 5mg, 核

黄素 0. 5mg,维生素 B6 0. 5m g, 肌醇 0. 5 mg, 生物

素 0. 25mg,琼脂 15~ 18 g,蒸馏水 1 000mL, pH 7. 2。

º改进的 Bennet培养基:葡萄糖 10 g, 酪蛋白

水解物 2 g, 酵母膏 2 g, 牛肉膏 1 g, 放线菌酮

30 mg,琼脂 15~ 18 g, 蒸馏水 1 000mL, pH 7. 0。

» 葡萄糖-天门冬素琼脂培养基: 葡萄糖 10 g,

天门冬素 0. 5 g, 牛肉膏 2. 0 g, 磷酸氢二钾 0. 5 g,

琼脂 15~ 18 g,蒸馏水 1 000 mL, pH 7. 2。

¼改进的酵母膏-麦芽膏培养基: 葡萄糖 15 g,

酵母膏 4 g, 麦芽膏 10 g, 琼脂 15 ~ 18 g, 蒸馏水

1 000mL, pH 7. 0。

½小米液体培养基:小米 10 g,葡萄糖 10 g,碳

酸钙 2 g,氯化钠 2. 5 g,蛋白胨 3 g,蒸馏水 1 000mL,

pH 7. 2~ 7. 4。

¾PDA培养基: 马铃薯 200 g,葡萄糖 20 g, 琼

脂 15~ 18 g, 蒸馏水 1 000 mL, pH 7. 0。

¿ BP培养基: 牛肉膏 3 g, 蛋白胨 10 g,氯化钠

5 g,琼脂 15~ 18 g, 蒸馏水 1 000mL, pH 7. 0。

1. 1. 3 抑制剂  卡那霉素 ( Japan, B iotech) ,萘啶

酮酸 ( S igm a, B io tech) ,利福平 (北京鼎国生物技术

发展中心,生化试剂 ) , 重铬酸钾, 苯酚 (国产, 分析

纯 )。

1. 1. 4 供试病原真菌和细菌  病原真菌:小麦根

腐病 菌 B ipolaris sorok in iana、玉 米 大 斑 病 菌

Ex serohilum turcicum、烟 草 赤 星 病 菌 Alternaria

alternata、小麦白粉病菌 B lumeria gram inis。细菌:

枯草芽孢杆菌 Bacillus sub tilis、大肠杆菌 E scher ich ia

coli、金黄色葡萄球菌 S taphy lococcus aureus。以上
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病菌均由西北农林科技大学农药研究所提供。

1. 1. 5 供试植物  小麦 Triticum aestivum, 品种为

辉县红。

1. 2 测定方法

1. 2. 1 稀有放线菌的选择性分离及菌株培养  土

样经自然风干, 过筛, 称重, 110e 干热 1 h
[ 15]
。在

制好的分离培养基中加入 2 @ 10
- 5

g /mL的重铬酸

钾, 分别设置空白、萘啶酮酸、卡那霉素、利福平、

萘啶酮酸 + 卡那霉素 5种处理, 其中萘啶酮酸的

浓度为 2 @ 10
- 5

g /mL,卡那霉素的浓度为 1 @ 10
- 5

g /mL, 利福平的浓度为 0. 5 @ 10
- 5

g /mL。每处理

重复 3次。

稀有放线菌的分离: 采用稀释平板法, 将预处

理的土壤样品用无菌水稀释成 1 @ 10
- 1
、1 @ 10

- 2
、

1 @ 10
- 3
、1 @ 10

- 4
倍的悬浮液, 加入质量分数为

1. 5%的苯酚, 充分振荡, 处理 30 m in。取 0. 1 mL

上清液,用三角玻棒在制好的平板上涂抹均匀。

将分离培养皿置于 28e 恒温培养箱中培养

7~ 30 d。观察菌落生长情况,将单菌落挑出, 纯化

培养。纯化后, 用改进的酵母膏-麦芽膏培养基培

养。

1. 2. 2 发酵液制备  在 250 mL三角瓶中装入

100mL小米液体培养基, 灭菌后接入 10 mL放线

菌孢子悬浮液, 180 ~ 190 r/m in、30e 下振荡培养

4~ 10 d, 过滤, 滤液于 3 000 r /m in下离心 15 m in,

取上清液备用。

1. 2. 3 抗菌活性测定

1121311 抑制菌丝生长速率法 [ 16]  无菌条件下,

取制备好的发酵液上清液 1 mL, 用融化的 PDA培

养基 9 mL在无菌培养皿中制成含发酵液平板培

养基, 并设空白对照。在每个培养基表面放入 1个

供试菌的菌饼 ( § 4 mm), 使菌饼带菌丝的一面贴

在培养基表面, 每处理 3次重复。 28e 恒温培养
3~ 4 d后,十字交叉法测量菌落直径, 重复 3次,

按 ( 1)式计算抑制率。

菌丝生长抑制率 (% ) =
对照菌落直径 -处理菌落直径

对照菌落直径 - 4
@ 100 ( 1)

  毒力测定时,在无菌条件下,将制备好的发酵

液上清液用融化的 PDA培养基依次配制成含 0、

6. 25、12. 5、25、50、100 mL /L系列浓度发酵液的

平板培养基, 其他方法同上。最后根据不同浓度

的抑制率计算毒力
[ 16]
。

1121312 抑制孢子萌发法 [ 16, 17]  取供试病原菌

的孢子配成适当浓度的菌悬液 ( 10 @ 10低倍镜下,

每视野 30~ 40个孢子为宜 ) , 将发酵液与孢子悬

浮液等体积混合, 取一滴滴加在表面用火棉胶处

理过的盖玻片上, 使液滴倒悬在保湿小环境中, 每

处理重复 3次。 25e 下培养 8~ 10 h后检查对照

孢子的萌发。当对照孢子的萌发率达到 85%以上

后,检查各处理的萌发率 (以孢子芽管长度大于孢

子短半径者为萌发 ), 试验重复 3次,按 ( 2 )式计算

孢子萌发抑制率。

孢子萌发抑制率 (% ) =
对照孢子萌发率 -处理孢子萌发率

对照孢子萌发率
@ 100 ( 2)

  毒力测定时, 将发酵液与供试病原菌配制成

0、10、50、100、200、500 mL /L系列浓度的孢子悬

浮液,测定方法同上。最后根据不同浓度的抑制

率计算毒力
[ 16, 17 ]

。

1121313 管碟法  将培养好的供试病原菌制成

菌悬液,与适量 BP培养基充分混匀, 在无菌条件

下制成带菌平板, 每皿等距离放置 4个牛津杯。

每杯中接入发酵液 0. 2 mL, 置于 25e 的恒温箱中

培养, 24 h后测量抑菌圈直径
[ 16]
。试验重复 3次。

1121314 盆栽试验
¹ 保护作用测定: 先在盆栽植株上均匀喷洒

供试菌株发酵液, 24 h后将小麦白粉病菌的孢子

悬浮液喷洒于小麦叶片上。每处理 4次重复, 以

清水为对照。 7 d后按小麦白粉病病害分级标准

进行病情调查, 并按 ( 3)、( 4 )式计算病情指数和

防治效果,试验重复两次。

º 治疗作用测定: 先在保湿条件下将小麦白

粉病菌的孢子悬浮液喷洒于小麦叶片上, 24 h后

在植株上喷施供试菌株发酵液。每处理设 4次重

复,以清水为对照。 7 d后按小麦白粉病病害分级

标准进行病情调查并计算病情指数和防治效

果
[ 16, 17]

。试验重复两次。
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病情指数 =
2 (病级叶数 @代表级数 )

叶数总数 @最高代表级值
@ 100 ( 3)

防治效果 (% ) =
对照组病情指数 -处理组病情指数

对照组病情指数
@ 100 ( 4)

2 结果与分析

2. 1 稀有放线菌选择性分离方法的优化

不同稀释倍数对土壤稀有放线菌的分离效果

见表 1。稀释 10倍时, 分离皿中真菌和细菌量很

大, 污染速度快、面积大, 无法进行稀有放线菌的

分离; 稀释 100倍的分离皿中真菌和细菌数量大

大减少, 放线菌菌落数量较多, 可以有效实现稀有

放线菌的分离; 稀释 1 000、10 000倍的分离皿中

放线菌菌落数量大大减少,分离效率降低。因此,

土壤样品稀释 100倍有利于稀有放线菌的分离。

Tab le 1 The iso lation effects of rare actinomycete from so il under different d ilution t imes

Type o f    

m icroorgan ism    

D ilu tion tim es

10 100 1 000 10 000

Fungu s + + + + +

B acteria + + + + + + + +

Strep tom yces + + + + + + + +

Rare actin om ycete * + + + -

  N o tes: / + 0: 1 ~ 5 co lon ies /p late, / + + 0: 5~ 20 co lon ies /p late, / + + + 0: > 20 co lon ies /p late, / -0: no co lony, / * 0: can. t detect any

rare actinom ycetes b efore th e w ho le d ish be po llu ted by th e rap id grow n fung i and bacteria.

  不同抑制剂处理对土壤杂菌的抑制作用见表
2。可以看出, 重铬酸钾可以很好地抑制真菌污

染、较好地抑制细菌污染; 培养基中添加抑制剂萘

啶酮酸和卡那霉素均能较好地抑制细菌和部分链

霉菌;同时添加萘啶酮酸和卡那霉素,则每皿分离

到的放线菌菌落为 1 ~ 10个, 真菌和细菌污染率

很小, 可以顺利进行挑菌工作; 而抑制剂中利福平

抑制作用太强烈, 只有极少量放线菌能够被分离,

因而认为利福平不宜用于放线菌的分离。因此,

稀有放线菌选择性分离的最佳抑制剂为 2 @

10
- 5

g /mL重铬酸钾 + 2 @ 10
- 5

g /mL萘啶酮酸 +

1 @ 10
- 5

g /mL卡那霉素。

Tab le 2 The inhibitive action o f d ifferent inhib itors to non- targetm icrobe

T yp e of 

M icroorgan ism  

Inh ib itor

CK PD PD + NA PD + K PD + R PD + NA + K

Fungu s + + + + + - -

B acteria + + + + + + + + + - +

Strep tom yces + + + + + + + + + - +

Rare act inom ycete - + + + - + +

  N o tes: / PD0: po tassium d ichrom ate, / NA0: nalid ixic acid, / K0: kan am ycin, / R0: rifam p icin. Th e concentration of PD and NA are bo th 2@

10- 5 g /m L , 1 @ 10- 5 g /mL and 0. 5@ 10- 5 g /m L o f K and R resp ectively. / + 0: 1 ~ 5 co lon ies /p late, / + + 0: 5 ~ 2 0 co lon ies/p late, / + +

+ 0: > 20 co lon ies /p late, / -0: no co lony.

  不同培养基上放线菌的分离结果见表 3。在

改进的 HV培养基上共分离到 8属放线菌,以稀有

放线菌分离比例最高, 且种类较丰富。本研究中

将原 HV培养基中黑色的腐殖酸替换为当量的淀

粉、硝酸钾,避免了不易辨认和挑菌的困难。从结

果来看,可以认为改进的 HV培养基对稀有放线菌

的分离效果良好。

2. 2 稀有放线菌及其抗菌活性的筛选结果

对来源于安徽、浙江、山东、陕西四省的 31份

土壤样品, 通过选择性分离, 共得到 417株放线

菌,分别隶属链霉菌属、小单孢菌属、马杜拉菌属、

诺卡氏菌属、链孢囊菌属、小双孢菌属、糖多孢菌

62 农  药  学  学  报 Vo .l 9



Table 3 Iso lation resu lt o f ac tinomyce tes on 3 different cu lturem edium

G enus
C u lture m ed ium

Im p roved HV Im proved b ennet G lu-A sp

Strep tom yces + + + + + + + + + + +

M icrom ono spo ra + + + + + + + + +

Act inom adra + - +

Noca rd ia + + + + + + + +

Strep to sporang ium + + + -

Act inop lan es + - -

M icrobiospora + - -

Saccha ropo lyspora - + -

T otal 7 4 4

  N o tes: / + 0: 1~ 5 strain s, / + + 0: 5~ 20 stra in s, / + + + 0: 20~ 50 strain s, / + + + + 0: > 5 0 strains, / -0: n on e.

属和游动放线菌等 8属。以小麦根腐病菌、玉米

大斑病菌和烟草赤星病菌等植物病原真菌和枯草

芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等细菌为指

示菌, 筛选出抗菌活性较强的 H32、H 75、H223、

H227和 H238等 5株放线菌。

2. 3 对病原真菌的抑制作用
H 32、H75、H223、H 227和 H238等 5株放线菌

发酵液对小麦根腐病菌、玉米大斑病菌和烟草赤

星病菌 3种供试病原真菌菌丝生长的抑制作用结

果见表 4。

Table 4 Activ ities of fermentat ion o f 5 stra ins against the mycelium grow th of 3 plant pathogenic fungi

Plant pathogen ic

fung i
S train s

L inear regress

equation

C orrelation

coeff icien t(R )

EC 50

/ ( m L /L)
95% C onf id en t lim it / (m L /L )

B ipolaris so rok in iana H 32 y = 3. 320 0+ 1. 584 6x 0. 990 8 11. 49 7. 48~ 17. 64

H 75 y = 3. 140 2+ 1. 518 0x 0. 998 3 16. 79 11. 72~ 24. 05

H 223 y = 3. 626 8+ 1. 417 2x 0. 996 3 9. 27 5. 45~ 15. 77

H 227 y = 3. 343 2+ 1. 591 3x 0. 991 5 10. 93 7. 05~ 16. 95

H 238 y = 3. 505 6+ 1. 579 2x 0. 994 1 8. 79 5. 29~ 14. 62

E xseroh ilum tu rcicum H 32 y = 3. 256 8+ 1. 553 5x 0. 995 3 13. 24 8. 90~ 19. 73

H 75 y = 3. 090 9+ 1. 626 7x 0. 983 9 14. 82 10. 34~ 21. 24

H 223 y = 3. 697 3+ 1. 306 0x 0. 993 0 9. 94 8. 89~ 20. 41

H 227 y = 3. 351 5+ 1. 466 8x 0. 995 7 13. 46 26. 10~ 60. 93

H 238 y = 3. 640 8+ 1. 468 5x 0. 995 4 9. 28 5. 43~ 15. 87

Alterna ria a ltern ata H 32 y = 3. 303 1+ 1. 530 9x 0. 993 7 12. 75 8. 45~ 19. 26

H 75 y = 3. 293 2+ 1. 616 0x 0. 988 0 11. 80 7. 76~ 17. 94

H 223 y = 3. 693 9+ 1. 348 7x 0. 995 3 9. 54 5. 51~ 16. 54

H 227 y = 3. 154 2+ 1. 647 2x 0. 994 0 13. 11 8. 93~ 19. 24

H 238 y = 3. 631 9+ 1. 430 9x 0. 995 4 9. 81 5. 81~ 16. 59

  由表 4可知, 5株放线菌菌株发酵液对供试病

原菌菌丝生长抑制作用显著, 其中 H223和 H238

活性最强, 对 3种供试病原菌的 EC50值均小于

10 mL /L。

所筛选的 5株放线菌发酵液对玉米大斑病菌、

烟草赤星病菌和小麦根腐病菌孢子萌发的抑制作

用测定结果见表 5。可以看出, 5株放线菌发酵液

对供试的 3种植物病原真菌的孢子萌发也有明显

的抑制作用, 其中以 H32菌株的抑制作用更为显

著, 其发酵液对 3种病原真菌孢子萌发的 EC50值均

小于 30 mL /L。

2. 4 抑制细菌生长作用

以枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌

为对象, 测试了 5株放线菌发酵液的抗菌活性,

结果见表 6。 5株放线菌发酵液对 3种供试细

菌均有较好的抑制作用, 其中 H 223菌株活性最

强, 其发酵液对 3种细菌的抑菌圈直径均大于

30 mm。
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Tab le 5 A ctiv ities o f fermentation products of 5 stra ins aga inst spo re

germ inat ion of 3 plant pathogen ic fung i

Pathogen ic bacteria S train s
L inear regress

equation
R

EC 50

/ ( m L /L)

95% C on f iden t l im it

(m L /L )

B ipolaris so rok in iana H 32 y = 3. 542 9+ 1. 035 8x 0. 998 3 25. 52 12. 88~ 50. 56

H 75 y = 2. 729 4+ 1. 379 4x 0. 988 8 44. 26 28. 63~ 68. 41

H 223 y = 3. 273 8+ 1. 112 9x 0. 991 9 35. 56 20. 31~ 62. 28

H 227 y = 2. 776 8+ 1. 346 6x 0. 975 2 44. 77 28. 83~ 69. 51

H 238 y = 3. 266 8+ 1. 096 7x 0. 926 5 38. 05 21. 92~ 66. 06

E xseroh ilum tu rcicum H 32 y = 2. 954 1+ 1. 262 8x 0. 960 1 28. 93 16. 60~ 50. 43

H 75 y = 3. 645 6+ 1. 259 5x 0. 994 1 42. 11 26. 17~ 67. 77

H 223 y = 3. 108 8+ 1. 190 5x 0. 984 3 40. 71 23. 90~ 69. 34

H 227 y = 3. 215 5+ 1. 108 6x 0. 988 0 33. 63 17. 13~ 66. 02

H 238 y = 2. 685 5+ 1. 301 3x 0. 989 2 60. 06 39. 79~ 90. 66

Alterna ria a ltern ata H 32 y = 3. 309 0+ 1. 147 9x 0. 998 0 29. 93 16. 48~ 53. 63

H 75 y = 2. 542 8+ 1. 470 1x 0. 991 4 46. 93 31. 29~ 70. 38

H 223 y = 2. 822 5+ 1. 330 5x 0. 995 9 43. 31 27. 62~ 67. 91

H 227 y = 3. 096 8+ 1. 203 9x 0. 9824 38. 09 22. 84~ 63. 52

H 238 y = 2. 752 1+ 1. 282 2x 0. 923 2 56. 64 37. 08~ 86. 50

Tab le 6 Act iv ities of ferm entation products o f 5 stra ins aga inst 3 pa thogenic bacteria

Pathogen ic bacteria  
Inh ib itive d iam eter, Á /mm

H 32 H75 H 223 H 227 H 238

B acillu s sub tilis 3 1. 2( + + + ) 32. 3 ( + + + ) 30. 8 ( + + + ) 30. 5( + + + ) 30. 7 ( + + + )

E scherich ia co li 23. 5( + + ) 27. 3 ( + + ) 30. 4 ( + + ) 27. 8( + + ) 25. 9 ( + + )

Staphylo coccus au reus 21. 8( + + ) 25. 7 ( + + + ) 31. 6 ( + + + ) 27. 8( + + ) 28. 4 ( + + + )

  N o tes: / + + 0, the inh ib it ive c ircle show ed m idd le d iaphaneity; / + + + 0, the inh ibit ive c ircle show ed h igh d iaph aneity.

2. 5 菌株发酵液盆栽防治小麦白粉病的效果

结果 (表 7)表明, 5株放线菌发酵原液对小麦

白粉病的保护效果为 73. 45% ~ 82. 35% , 治疗效

果为 67. 74% ~ 70. 8%。

Tab le 7 E ff icacy of ferm enta tion products o f 5 stra ins againstB lumeria gram inis

S train s
Pro tective eff icacy

D isease index C on trol ef f icacy(% )

T herap eu tic ef f icacy

D isease index C ontro l ef f icacy(% )

H32 19. 44 75. 01 25. 69 69. 2 8

H75 19. 66 74. 72 25. 93 69. 0 0

H223 20. 65 73. 45 26. 50 68. 3 1

H227 18. 75 75. 90 26. 98 67. 7 4

H238 13. 73 82. 35 24. 44 70. 8

CK 77. 78 83. 63

3 讨论

天然产物药物开发中, 微生物药物开发是最

热门也最重要的领域之一
[ 18]
。研究认为, 微生物

的选择性分离主要基于两个途径: 一是营养选择,

即利用营养合适的培养基以促进目标菌的生长,

二是选择性抑制, 即通过添加抑制剂而抑制非目

标菌的生长
[ 19]
。 Stevenson认为, 对于微生物培

养,一个重要策略就是要求能保持相当长时间

( 30 d以上 )的培养
[ 20 ]
。针对相对生长缓慢的稀

有放线菌,由于细菌、真菌以及常规链霉菌的生长

速度相对较快, 要有效地分离到稀有放线菌,一个

重要的问题就是如何减少这些非目标杂菌的污

染。此外, 土样保存条件 (温度等 )、预处理方式、
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稀释倍数等对放线菌的分离均有影响
[ 20]
。

李文均等曾报道了对几种主要稀有放线菌针

对性很强的特定选择性分离方法
[ 4]
; 而本研究希

望找到一种比较简单但能分离得到种类较多稀有

放线菌的方法, 以便于进一步筛选农用抗生素。

研究结果表明, 以改进的 HV培养基为分离培养

基, 土壤样品稀释 100倍,添加 2 @ 10
- 5

g /mL重铬

酸钾 + 2 @ 10
- 5

g /mL萘啶酮酸 + 1 @ 10
- 5

g /mL卡那

霉素,在此条件下分离稀有放线菌是比较成功的,

得到了小单孢属等 6个属的稀有放线菌; 并从分

离到的 417株放线菌中,发现了 5株对供试病原真

菌和细菌均有较强抑制作用的稀有放线菌, 尽管

其抗菌活性成分及其具体分类还需进一步研究。

当然,研究也证明, 当一种选择性的分离方法发展

起来并被广泛应用时, 一些种属, 如马杜拉菌属、

游动放线菌属、小单孢菌属、小四孢菌属等可能根

本已算不上 /稀有 0, 而是会在很多土壤样品中被

分离得到
[ 21 ]
。所以, 发展这些高效选择性分离方

法在稀有放线菌资源研究中具有十分重要的意

义。
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