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盐碱土中放线菌分离方法研究
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　　[摘　要 ]　研究了不同分离培养基及样品预处理 (热处理和化学处理)对盐碱土中放线菌分离效果的影响。结

果表明: (1)碱土中放线菌的总数、属数和链霉菌类群数极显著地高于盐土; (2)高氏1号琼脂为最佳的基础培养基,

精氨酸2甘油琼脂次之; (3)A 3 培养基 (高氏 1号琼脂,N aC l 0. 5 gökg, pH 9. 0)为碱土的最佳分离培养基; A 1培养基

(高氏1号琼脂,N aC l 50 gökg, pH 7. 0)为盐土的最佳分离培养基; (4)盐碱土用无菌的20 gökg腐殖酸溶液浸泡,于

40 ℃下振荡 20 m in,可提高放线菌的出菌率并抑制杂菌生长。
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　　自从W ak sm an 发现链霉菌以来,人类对放线菌

的研究越来越深入。放线菌作为在工业上有重大利

用价值的一类微生物,其为人类做出了巨大贡献[1 ]。

迄今为止,已发现的由微生物产生的生理活性物质

中,放线菌产生的约占70% [2 ]。此外,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,现

有的放线菌资源还远远不能满足人类对其的需求,

目前已报道放线菌有 70 多个属,近千个种[3 ] , 可能

仅占实有放线菌的10%～ 20% [4 ]。因此,开展大规模

放线菌资源调查以丰富放线菌资源库就显得非常必

要。但现有的放线菌分离培养基多达30余种[526 ] ,而

待调查土样也很多,如果培养基种类过多将加大分

离工作量,若能筛选几种出菌率高的代表性分离培

养基,就可在保证获得绝大部分放线菌资源信息的

情况下,有效减少工作量,加快研究进度。此外,有研

究[728 ]发现,对土壤样品进行预处理 (热处理和化学

处理)可提高放线菌出菌率。样品预处理的目的是减

少非放线菌如细菌等的干扰,使放线菌更好的被筛

选出来。目前,各国的科学家都在探索这个问题,已

设计出许多好的处理方法,并得到了较好的效果[9 ]。

但目前关于盐碱土这一特殊生态系统中放线菌分离

方法的报道较少。本试验研究了不同培养基及样品

预处理对盐碱土放线菌出菌率、种属组成的影响,旨

在寻找适合于盐碱土中放线菌生长的分离培养基及

样品预处理方法,以为盐碱土中放线菌的分离提供

理论依据。

1　材料与方法

1. 1　土壤样品

　　供试样品为两类典型的盐碱土,即碱土和盐土,

其基本性质见表1。

表 1　供试盐碱土的基本性质

T able 1　Characterist ics of saline2alkaline so ils

土壤类型
So il type

水溶盐总量ö
(g·kg- 1)

W ater so lub le
saline quan tity

CO 2-
3 ö

(g·kg- 1)
HCO -

3 ö
(g·kg- 1)

C l- ö
(g·kg- 1)

SO 2-
4 ö

(g·kg- 1)
M g2+ ö

(g·kg- 1)
Ca2+ ö

(g·kg- 1)

碱土A lkaline so il 2. 32 0. 01 0. 28 0. 49 0. 05 0. 05 0. 10
盐土 Saline so il 252. 00 0. 02 1. 28 52. 27 50. 45 0. 38 11. 25

土壤类型
So il type

K+ ö
(g·kg- 1)

N a+ ö
(g·kg- 1) pH

速效氮ö
(m g·kg- 1)
A vailab le N

速效磷ö
(m g·kg- 1)
A vailab le P

全磷ö
(g·kg- 1)

To tal P

有机质ö
(g·kg- 1)

O rgan ic m atter

碱土A lkaline so il 0. 001 0. 43 9. 49 5. 63 107. 00 6. 1 6. 44
盐土 Saline so il 0. 26 23. 31 8. 71 21. 19 96. 32 6. 2 32. 22
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1. 2　方　法

1. 2. 1　不同培养基对放线菌分离效果的影响　以

高氏 1号琼脂 (基础培养基A ) [10 ]、改良腐殖酸琼脂

(B ) (腐殖酸 1 g, KC l 1. 7 g, FeSO 4·7H 2O 0. 01 g,

放线酮50 m g,N a2H PO 4 0. 5 g,M gSO 4·7H 2O 0. 05

g, CaCO 30. 02 g,核黄素0. 5 m g,金维他0. 78 g,琼脂

18 g,蒸馏水 1 000 mL , pH 7. 2～ 7. 4)、甘油精氨酸

琼脂 (C) [11 ]、甘油天门冬素琼脂 (D ) [11 ]、葡萄糖2天
门冬氨酸琼脂 (G) [11 ]、精氨酸2甘油琼脂 (H ) [11 ]、蔗

糖察氏琼脂 ( I) [11 ]、秸秆腐解物琼脂 (J ) [7 ]和改良黄

豆粉浸汁琼脂 (K) (可溶性淀粉 5 g,蔗糖 10 g,蛋白

胨2 g,酵母膏2 g, N aC l 2 g, K 2H PO 4 0. 5 g,M gSO 4

·7H 2O 0. 5 g, CaCO 31 g, 20 gökg 黄豆粉浸汁1 000

mL ,琼脂 18 g, pH 7. 2～ 7. 4)等 9 种基础培养基为

分离培养基。同时每个基础培养基下设5个盐碱处

理, 分别为对照组CK (N aC l 0. 5 gökg, pH 7. 0) , 1

(N aC l 50 gökg, pH 7. 0) , 2 (N aC l 100 gökg, pH 7.

0) , 3 (N aC l 0. 5 gökg, pH 9. 0) , 4 (N aC l 0. 5 gökg,

pH 11. 0) ,共计45个处理,每处理重复3次。采用稀

释平板涂抹法分离供试土样中的放线菌,统计放线

菌数量及种类,分析比较不同培养基的分离效果。

1. 2. 2　样品不同预处理方法对放线菌分离效果的

影响　供试土样的预处理方法见表2。

表 2　样品预处理方法

T able 2　P re2t reatm ent of saline2alkaline so ils

编号
Sign 方法M ethod 编号

Sign 方法M ethod

CK
无菌水,常温振荡20 m in V ibrated at room temperatu re fo r
20 m inu tes

5 十二烷基磺酸钠 (SD S) 1 gökg, 40 ℃振荡 20 m in SD S 1
gökg, vib rated at 40 ℃ fo r 20 m inu tes

1
120 ℃×1 h (干热) , 无菌水, 常温振荡 20 m in D ried at
120 ℃ fo r one hour, vib rated at room temperatu re fo r 20
m inu tes

6
十二烷基磺酸钠 (SD S) 0. 5 gökg+ 酵母膏 (YE) 60 gökg,
40 ℃振荡20 m in SD S 0. 5 gökg+ YE 60 gökg, vib rated at
40 ℃ fo r 20 m inu tes

2 酵母膏 (YE) 20 gökg, 40 ℃振荡 20 m in YE 20 gökg, vi2
brated at 40 ℃ fo r 20 m inu tes

7
十二烷基磺酸钠 (SD S) 0. 5 gökg+ 腐殖酸 (HA ) 10 gökg,
40 ℃振荡20 m in SD S 0. 5 gökg+ HA 10 gökg, vib rated at
40 ℃ fo r 20 m inu tes

3 腐殖酸 (HA ) 20 gökg, 40 ℃振荡 20 m in HA 20 gökg, vi2
brated at 40 ℃ fo r 20 m inu tes 8

十二烷基磺酸钠 (SD S) 0. 5 gökg+ 酪蛋白水解物 (CA ) 10
gökg, 40 ℃振荡 20 m in SD S 0. 5 gökg+ CA 10 gökg, vi2
brated at 40 ℃ fo r 20 m inu tes

4 酪蛋白水解物 (CA ) 10 gökg, 40 ℃振荡 20 m in CA
10 gökg, vib rated at 40 ℃ fo r 20 m inu tes

　　供试土样按表 2 方法处理后,放线菌分别以高

氏 1号琼脂[10 ]、甘油天门冬素琼脂[11 ]、精氨酸2甘油
琼脂[11 ]、秸秆腐解物琼脂[7 ]为分离培养基, 细菌以

牛肉膏蛋白胨琼脂[10 ]为分离培养基,采用稀释平板

涂抹法对放线菌和细菌进行分离,并统计放线菌和

细菌的总数。

1. 2. 3　放线菌初步鉴定与分类　以形态特征为主、

培养特征和生理生化特征为辅的原则,将放线菌鉴

定到属,其中链霉菌鉴定到类群[12213 ]。

1. 2. 4　数据分析　采用SA S统计分析软件[14 ]进行

统计分析。

2　结果与分析

2. 1　不同培养基对放线菌分离效果的影响

2. 1. 1　不同基础培养基的分离效果　采用 9 种基

础培养基对放线菌进行平板稀释法分离,并统计分

离获得的放线菌总数、属数和链霉菌类群数,结果见

表3。
表 3　各基础培养基上的放线菌总数、属数和链霉菌类群数

T able 3　Q uantity of actinom ycetes, genus and strep tom yces variet ies in basic cu ltu re m edia

基础培养基
Basic

cu ltu re
m edia

放线菌
总数ög- 1

A ctinom ycetes
num ber

放线菌属数
Genus

num ber

链霉菌类群数
S trep tomy ces
k ind num ber

基础培养基
Basic

cu ltu re
m edia

放线菌
总数ög- 1

A ctinom ycetes
num ber

放线菌属数
Genus

num ber

链霉菌类群数
S trep tomy ces
k ind num ber

A 108 398 A 1. 53 A 4. 3 A H 25 553 B 1. 67 A 4. 2 A

B 6 130 C 0. 57 C 1. 3 C I 3 947 C 0. 77 C 1. 53 C

C 3 957 C 0. 47 C 0. 9 C J 7 943 C 0. 7 C 1. 7 C

D 3 136 C 0. 7 C 0. 57 C K 12 401 C 0. 6 C 1. 1 C

G 3 107 C 1. 13 B 2. 6 B

　　注:同列数据后标不同字母者表示差异达极显著水平 (P < 0. 01)。

N o te: D atas w ith differen t letters w ith in the sam e line are ex trem ely difference (P < 0. 01).
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　　由表 3可知,基础培养基A 与H 的放线菌总数

显著高于其他基础培养基 (P < 0. 01) ,基础培养基A

又极显著地高于H (P < 0. 01) ,基础培养基A 中的放

线菌总数分别是其他基础培养基 (H , K, J , B , C, I,

D , G)的4. 24, 8. 74, 13. 65, 17. 68, 27. 39, 27. 46, 34.

57和34. 89倍。由此可知,用基础培养基A 分离盐碱

土所得的放线菌数量最多,基础培养基H 次之。用基

础培养基A , G 和H 分离到的放线菌属数和链霉菌

类群数均显著高于其他基础培养基,基础培养基A

和H 间差异性不显著,基础培养基G 与A 及H 的差

异性达极显著水平 (P < 0. 01)。通过对不同基础培

养基上分离获得的放线菌总数、属数及链霉菌类群

数的综合比较可知,基础培养基A 为最佳基础培养

基, H 次之。

2. 1. 2　不同盐碱处理的分离效果　5 种不同盐碱

处理对放线菌分离效果的影响见表4。
表 4　各盐碱处理下的放线菌总数、属数和链霉菌类群数

T able 4　Q uantity of actinom ycetes, genus and strep tom yces variet ies in iso la t ion

cu ltu re w ith differen t pH o r saline concen tra t ions

盐碱处理
T reatm en t

放线菌总数ög- 1

A ctinom ycetes num ber
放线菌属数

Genus num ber
链霉菌类群数

S trep tomy ces k ind num ber

CK 31 312 aA 0. 96 cB 2. 63 bAB

1 23 233 bB 1. 13 abAB 2. 28 cAB

2 　　 0 dD 0 dC　 0 eC　　

3 32 528 aA 1. 31 aA 3. 30 aA

4 9 910 cC 1. 11 bAB 1. 91 dB

　　注:同列数据后标不同小写字母者表示差异达显著水平 (P < 0. 05) ,不同大写字母者表示差异达极显著水平 (P < 0. 01)。

N o te: D atas w ith differen t sm all letters w ith in the sam e line are difference (P < 0. 05) ,D atas w ith differen t cap ital letters w ith in the sam e

line are ex trem ely difference (P < 0. 01) , the sam e below.

　　从表 4 可以看出,用经过不同盐碱处理的基础

培养基分离盐碱土得到的放线菌总数、属数和链霉

菌类群数存在较大的差异。5种不同处理的放线菌

总数表现为处理3> CK> 处理1> 处理4> 处理2;属

数表现为处理3> 处理1> 处理4> CK> 处理2;链霉

菌类群数表现为处理3> CK> 处理1> 处理4> 处理

2。可见,盐碱处理3 (N aC l 0. 5 gökg, pH 9. 0)能提高

盐碱土中放线菌的出菌率 (总数、属和链霉菌类群)。

研究中还发现,处理 1 (N aC l 50 gökg, pH 7. 0)能增

加盐碱土中一些特殊放线菌的出菌率,如糖单孢菌

属 (S accha rom onosp ora ) 和高温单孢菌属 ( T her2
m om onosp ora )等。因此,在分离盐碱土中的放线菌

时,可通过适当提高培养基质的pH 来增加放线菌

数量、属数以及链霉菌的类群数, 但pH 不宜过高,

以pH 9. 0为最佳,这是因为过高的pH 会影响培养

基中营养成分如Fe2+ , H PO -
4 等离子的活性;同时在

培养基质中加入一定量的N aC l可增加放线菌属的

出菌率,但N aC l含量过高会降低放线菌的总数和链

霉菌的类群数,因此N aC l的浓度也不宜过高,应以

50 gökg 为宜,这是因为高浓度N aC l可能会降低琼

脂的凝固性和培养基中营养成分 (如淀粉)的溶解

度,增强蛋白质等营养物质的盐析作用等,从而对放

线菌的营养过程产生抑制作用。

通过对土壤类型×盐碱处理×基础培养基的交

互作用分析可知,各土壤类型相应的最佳培养基类

型为:碱土的最佳分离培养基为A 3 号培养基 (高氏1

号琼脂, N aC l 0. 5 gökg, pH 9. 0) , 培养基A CK , A 1,

B 3, H CK和H 1 次之; 盐土的最佳分离培养基为A 1 号

培养基 (高氏 1 号琼脂, N aC l 50 gökg, pH 7. 0) ,培

养基A CK ,A 3,D 1 和J 3 次之。

2. 2　土样不同预处理方法对放线菌分离效果的

影响

　　对供试土样分别进行 9 种不同预处理后,采用

平板涂抹法进行微生物分离,统计放线菌和细菌总

数,其结果见表5。

由表 5 可知,盐碱土经预处理后其放线菌和细

菌数量发生了极显著的变化。处理1, 2, 5, 6, 7和8的

放线菌总数均显著降低, 较对照分别降低4. 64% ,

25. 24% , 69. 33% , 74. 38% , 81. 70%和93. 22%。而

处理3和4则显著地提高了放线菌数量,较对照分别

提高 22. 77%和 17. 08%。这可能是由于腐殖酸

(HA )和酪蛋白水解物 (CA )的加入活化了休眠孢子

而使分离到的放线菌数量增加。

由表5还可知,与对照相比,处理1～ 8的细菌数

量 均显著降低, 分别较对照降低了 59. 54% ,

15. 27% , 81. 35% , 10. 62% , 14. 42% , 37. 05% ,

12. 76%和27. 83%。表明各样品预处理方法均可有

效地抑制细菌的生长, 其中以处理 3 的抑制效果最
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好。
表 5　土样不同预处理方法对放线菌分离效果的影响

T able 5　Effect of so il p re2t reatm ent on the iso la t ion of actinom ycetes g- 1

样品预处理方法
T reatm en t

m ethod

放线菌总数
A ctinom ycete

quan tity

细菌总数
Bacteria
quan tity

样品预处理方法
T reatm en t

m ethod

放线菌总数
A ctinom ycete

quan tity

细菌总数
Bacteria
quan tity

1 5 977. 9 bB 7 244. 5 eD 6 1 146. 9 eE 11 271. 8 dC

2 4 686. 9 cC 15 171. 5 bB 7 1 606 d D E 15 622. 1 bB

3 7 696. 5 aA 3 340. 4 fE 8 425 fF 12 924 cC

4 7 339. 7 aA 16 004. 3 bAB CK 6 268. 9 bB 17 906. 5 aA

5 1 922. 7 dD 15 323. 8 bB

　　由以上分析可知,处理3和处理4可显著提高放

线菌的出菌率,且对细菌具有显著抑制作用,其细菌

数仅为对照的18. 65%和89. 38%。故处理3为最佳

的样品预处理方法,处理4次之。

2. 3　盐土和碱土中放线菌总数、属数和链霉菌类群

数分析

　　表6表明,碱土和盐土中放线菌总数、放线菌属

数和链霉菌类群数的差异均达极显著水平 (P <

0. 01) ,且碱土的放线菌总数、属数和链霉菌类群数

均大于盐土,分别是盐土放线菌总数、属数和链霉菌

类群数的13. 14, 1. 62和1. 90倍。这可能是由于碱土

的碱性环境更有利于放线菌的生长和发育。

表 6　盐土和碱土中放线菌总数、属数和链霉菌类群数

T able 6　Q uantity of actinom ycetes, genus and strep tom yces variet ies in saline o r alkaline so ils

土壤类型
So il
type

放线菌总数ög- 1

A ctinom ycetes
quan tity

放线菌属数
Genus

quan tity

链霉菌类群数
S trep tomy ces

k inds
quan tity

土壤类型
So il
type

放线菌总数ög- 1

A ctinom ycetes
quan tity

放线菌属数
Genus

quan tity

链霉菌类群数
S trep tomy ces

k inds
quan tity

碱土
A lkaline so i

36 049 1. 118 52 2. 651 9 盐土
Saline so il

2 744 0. 688 89 1. 392 6

3　讨　论

盐碱环境以其独特的理化性质和土壤形成条

件,强烈影响并决定着其中放线菌的生理生化特性

和营养特征,要从盐碱环境获得更多的放线菌纯培

养,就需要依据其生境特征来设计培养基和相应的

分离方法。已有研究[15217 ]表明,可以通过选择性的配

制培养基 (如营养成分、添加抑制剂[18219 ]等)及选择

一定的培养条件 (如培养温度、培养基酸碱度、盐度

等)来高效地分离特定环境中的放线菌。本试验根据

盐碱土的基本性质和放线菌的生长特性,设计了贫

脊、营养丰富、不同碱度和盐度的培养基来对盐碱土

中的放线菌进行分离,结果发现营养贫瘠型培养基

(如高氏 1 号琼脂)较营养丰富型 (如改良黄豆粉浸

汁琼脂)培养基的分离效果好,碱土用偏碱性的培养

基 (pH 9. 0)、盐土用含有一定量盐分 (N aC l 50

gökg)的培养基分离放线菌的效果较好, 所得到的

放线菌数量、属数以及链霉菌类群数均较多。

为了抑制杂菌的生长,通常对土壤样品进行热

处理和化学处理,以使放线菌能更好地显露出来。本

试验比较了9种预处理方法对放线菌分离效果的影

响,结果发现,与对照相比,无论是热处理 (处理1)还

是化学处理 (处理 2～ 8)均可显著降低细菌总数,但

其对放线菌总数的影响却存在着较大差异,热处理

对放线菌总数无显著影响,而化学处理的影响较大;

处理3和处理4显著提高了放线菌总数,而处理2和

处理5～ 8却使放线菌总数降低。

综上所述,在选择土样的预处理方法和分离培

养基时,应综合考虑土壤类型及其相关的基本性质,

做到“有的放矢”方能使放线菌的分离效果达到最

佳,使土壤中的放线菌尽可能多地显露出来。
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Study on the iso la t ion m ethods of act inom ycetes

from sa line2a lka line so ils

LA I Hang-x iana , SHENGM inb,YANG Bao-we ic, XUE Quan -honga

(a Colleg e of R esou rce and E nv ironm en t; b Colleg e of L if e S cience; c Colleg e of F ood S cience and E ng ineering ,

N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Chnia)

Abstract: T he effect of basic cu ltu re m edia, sa line con ten t, pH and differen t p ret rea tm en ts of sa line2al2
kaline so ils on act inom ycete iso la t ion w as studied. T he resu lts show ed that the quan t ity of act inom ycetes,

genu s and strep tom yces variet ies in alkaline so ils w as h igher than that in sa line so ils; Gao sh iN o. 1 agar w as

best among all the basic cu ltu re m edia, nex t w as A rgin ine2Glycerine agar; T he basic cu ltu re m edia ho ld ing

the modera te pH (pH 9. 0) and saline concen tra t ion (N aC l 50 gökg) w as good to act inom ycete iso la t ion; A 3

(N aC l 0. 5 gökg, pH 9. 0) w as the best iso la t ion cu ltu re m edia w hen app lying fo r a lkaline so ils; A 1 (N aC l 50

gökg, pH 7. 0) w as the best iso la t ion cu ltu re m edia w hen app lying fo r sa line so ils; It cou ld p romo te act ino2
m ycete developm en t and inh ib it the developm en t of o ther m icroo rgan ism w hen the saline2alkaline so il w as

imm ersed in HA 20 gökg so lu t ion and vib ra ted at 40 ℃ fo r 20 m inu tes.

Key words: sa line2alkaline so il; act inom ycete; iso la t ion cu ltu re m edia; p ret rea tm en t; m icrobe ra t io iso la2
t ion
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