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1 放线菌的分离意义
放线菌是一种比较常见的微生物资源，与人类的生产和生活

都具有密不可分的关系，在药品研发和工农业方面具有非比寻

常的意义[1]。筛选有活性的放线菌，一直是新抗生素研究乃至新
药研发的主要来源。目前已经研发的抗生素，大概有 70%~80%源
于放线菌[2]。一些特殊的放线菌，还能产生各种酶制剂（脂肪酶
酶、果胶酶等）、各种酸等。但是，现在通过纯培养在方式已经分

离出的放线菌，仅占其总数的 10%~20%，也就是说，普通的分离
方法，不能分离获得绝大部分的新放线菌。如何很好地开发并最

大限度地利用一些并不为人们熟悉的放线菌资源，是目前微生

物学研究非常需要重视的工作[3]。
除此以外，放线菌还能够分解各种各样的有机物，比如纤维

素、木质和一部分毒性很强的化合物。所以，放线菌不单单在自

然界的微生物分解中很有意义，也在污水处理和一些固体垃圾

的处理中发挥实用价值，还可以帮助土壤组成颗粒成分，从而疏

松营养土质。弗兰克菌属为非豆科木本植物根瘤内共生菌，有着

非常强悍的固氮能力。

2 放线菌的分离方法
作为抗生素的主要来源，放线菌是很宝贵的菌种，多存在于

土壤之中。在中性略碱性、营养充足、氧气充足的土壤中出现在

比例较高[4]。但是，土壤中的微生物不是单一的种类，是各种细
菌，放线菌和真菌家族中重要的成员之一。为了研发利用有活性

的微生物，就需要把放线菌从庞大的微生物家庭中分离出来，最

终得到某一菌株的纯培养。按照放线菌的需求、温度，湿度等不

同条件，多选择合成培养基进行[5]。假若培养基的组成变化，或土
壤提前做好相关处理，120℃热处理达 1h以上，也可以添加一些
特殊的抑制成分，从而让细菌，霉菌的出现很大意义降低，达到

淘汰杂菌的目标。再利用稀释法，让放线菌能够于固体培养基上

生长出独立的菌落菌落，接着再不断纯化。分离放线菌的办法非

常之多，除了常见的稀释法，也有所谓的弹土法、混土法和喷土

法等[6]，尽可能分到更多的放线菌菌种资源。

2.1 放线菌的稀释法
制备培养基：量取适量的可溶性淀粉，加入盛着少量水的容

器之中，快速借助玻璃棒把淀粉搅合成粘稠状，然后添少于所需

水的开水里，接着加热，让淀粉全部溶解均匀。其次称量别的各

成分，逐渐把他们溶解。至于 FeSO4·7H2O，提前制备浓度高的贮
备液，再加入慢慢加入之中，具体措施为：取 10mL去离子水，然
后添入 0.1g 的 FeSO4·7H2O，这样 0.01g/mL溶液母液就制备好
了。接着，稀释 1000倍，就得到了所需浓度的溶液。等到全部成
分溶解之后，逐渐添加去离子水，直至达到需要的总体积，用氢

氧化钠和盐酸溶液，精确调节酸碱度，分装到合适的三角烧瓶

中，然后用封口膜封住瓶口，至于高压蒸汽灭菌锅中高压灭菌

30min备用。
土样的初步处理：随机抽不同地点的土壤 100g，放置于通风

摘 要：为解决新化合物开发日益困难的问题，许多人把目光投向特殊环境放线菌的研究，这一类放线菌能够在特殊
环境中长期生长，具有独特的基因类型、特殊的生理机制，从而产生特殊的代谢产物，本文对皇藏峪不同生境放线菌进行
分离研究，提出稀释倒平板法和内生菌分离法进行放线菌的纯培养，以期获得更多的放线菌资源，为开发利用特殊环境条
件下放线菌提供了物质基础和参考。
关键词：放线菌；分离方法；稀释法；多样性
中图分类号：S567 文献标识码：A 文章编号：1004-7344（2021）39-0181-02

图 1 显微镜下的放线菌
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的地点，慢慢风干，由深色逐渐转为浅色，接着用研钵一点点地

磨碎，过直径是 840μm（20目）的筛子。事先准备好干净的报纸，
把土样裹到里边，裹好后，放到电热鼓风干燥箱中，60℃，干热处
理 1h左右。
精确地量好准备检测的样品 10.0g，然后准备一个 500mL的

三角烧瓶，加入 90mL的灭过菌的去离子水到瓶子里，不停地来
来回回振荡 10min左右，这样就初步配成 10-1稀释浓度的土壤
液。接着要用到移液管，移液管量取 1mL刚刚配好的土壤液，放
到盛了 9mL灭过菌的去离子水的试管中，进一步摇晃均匀，这
样，就调配成 10-2的土壤液，依照这个办法，不停地稀释下去，就
可以调成 10-3，10-4的土壤液。借助平板表面成菌落法，以此来检验
土壤中微生物的大致数量。将稀释好的不同稀释度（10-2，10-3，10-4）
的土壤液，用另一只比较干净的移液管，取 0.2mL土壤悬液接种
在不同的稀释液体里。然后逐渐风干样品、干热过程为了尽可能

减少细菌和真菌的数量；这时，添加适量的重铬酸钾，以此极大

限度地遏制其他细菌和真菌的生长，同时，一点不影响放线菌的

进一步生长[7]。

2.2 放线菌的弹土分离法
土壤准备与接种：把土壤用研钵来回研磨，通过筛子，取少量

细土，放于已经高温高压灭过菌的比较好清理的硬纸板上，纸的

直径稍微大于培养皿的直径。此时，把多余的土慢慢敲去，不可

用力太大。最后，纸板上剩下一层非常细微的土粒粘附着，是较

为满意的情况。然后，接种时把倒好培养基的盖子，轻轻打开，将

土壤纸板粘土向着下方，慢慢地插入覆盖上边，用盖轻轻触碰到

纸板，然后尽快抽出来，最后，盖好盖子，倒置，即接种完全接种

完成。剩下的土壤纸板，接着放到第二、第三及第四套培养皿中

去。当进行到第 2套的时候，小心拨动一下板子。当进行到第三、
第四套皿接种时，需要加大力度，在纸板背面增加弹的力量，让

纸板上剩下的部分颗粒落下，尽可能达到控制理想的出菌率。当

然，倘若是准备分离罕见的放线菌，如小单孢菌、极端环境放线

菌等，采用的方法是，把土壤充分研魔，等魔细再做干热处理

（120℃下处理 1h左右）。如此下来，尽可能地减少细菌、霉菌和链
霉菌的数量，让稀有放线菌出现成为可能，甚至出菌率不断提高[8]。

2.3 植物内生放线菌的分离
植株的采集与预处理：采集非常健康、无病害和虫害的植株

作为采集目标[9]。同时，也要除去植物表面附着的微生物，除去附
着的土壤颗粒，把植物用灭过菌的去离子水清洗时用超声波协

助进行初步处理。

消毒程序：我们最常选的消毒液是次氯酸钠，它的使用浓度

大多设定在 5%；当然，进行消毒处理时，少量滞留于植物外在的
次氯酸钠有机会消灭内生菌，也有可能对内生菌造成很强的抑

制作用，以至于植株在培养基中根本就无法形成菌落[9]，所以，一
般经过了次氯酸钠的初步处理后，迅速添进去硫代硫酸钠溶液，

从而酸碱中和。分离内生放线菌时，可以选在植株进行初步的消

毒后，把它浸泡在 5%~7%NaHCO3中去，以基本保障植物样品全
部成呈弱碱碱性，对于放线菌的分离工作有很好的作用。

分离培养基：根据具体的要求，可以暂定比较合适的分离培

养基（如 ISP2培养基、淀粉-精氨酸培养基、海藻糖-脯氨酸培养
基等一系列不同的培养基）。最后在培养基中，加入萘啶酮酸抑

制细菌、制霉菌素真菌生长。

土壤中的放线菌种类较多，数量丰富。一般条件下，放线菌喜

欢、弱碱性、营养充足的土壤中占有的数量居多[10]。由于地理环
境、不同植物，土壤酸碱性质及土质的差异，放线菌的种类、数量

和生物学活性，当然也千差万别。比如：从过冷的土壤中能够分

离到大量的嗜冷放线菌，从淡水环境中能够获得嗜碱性的和嗜

酸性的放线菌，从海水中能获得嗜盐放线菌[11]。据研究显示，土壤
中含有的放线菌比例最高的往往是链霉菌，研究人员习惯把除

链霉菌以外的放线菌，一律称为稀有放线菌，它们是生物活性物

质分离极为关键的菌种来源。

放线菌是一大类极其重要的微生物资源，是一个丰富的资源

家族。放线菌与人类关系非常密切，分离放线菌有比较重要的价

值[12]，从中分离重要经济开发利用价值的微生物来为人类服务，
对于研究生物多样性、生态系统的平衡等也具有重要的意义。
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