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　　摘要：开展元江芦荟根际放线菌的研究，为促进元江芦荟的生长及品质的改良提供理论基础。采用涂布平板法对
芦荟根际放线菌进行分离纯化，再对纯化的放线菌进行形态显微结构观察、生理生化及系统发育树构建分析。结果表

明，从元江芦荟根际土壤中共分离鉴定出３株放线菌，属于链霉菌属的小链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐａｒｖｕｓ）、早期链霉菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒａｅｃｏｘ）及克兰斯基链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋｒａｉｎｓｋｉｉ）。研究结果将为芦荟病害的生物防治提供应用资源。
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　　放线菌是革兰氏阳性菌，其物种及Ｇ＋Ｃ含量丰富，具有
明显分枝的菌丝体，广泛分布于自然界，主要分布于土壤、海

洋、植物体内及一些极端环境中［１］。随着放线菌在人们生活

中的普遍使用，赋予其巨大的市场经济价值；并且由于放线菌

能够产生丰富的生物活性物质，其中包含大量抗生素，使其具

有较强的生物修复能力［２－４］，目前有２／３的抗生素被广泛应
用于农业、林业和临床医学等方面［５］。近年来，随着人们对

植物根际区域研究的不断深入，发现从放线菌的天然栖居地

土壤中仅能分离出１／１０的放线菌，而根际土壤中含有大量微
生物类群，其数量远多于非根际土壤中的微生物类群［６］。根

际土壤放线菌形成的生物活性物质也明显高于非根际土壤放

线菌，根际土壤放线菌不仅能够分解土壤有机质，为植物制造

养料，还具有产生碳酸气、有机酸的能力，使土壤中难溶性物

质溶解［７－９］。因此，开展根际土壤放线菌的研究意义重大，有

望开辟放线菌新药物及具有活性的次级代谢产物的新资源。

目前对植物根际放线菌研究不多，主要集中于海洋放线

菌［１０－１２］、植物内生放线菌［１３－１５］、特殊环境放线菌［１６－１８］等方

面，国内外针对元江芦荟根际放线菌的研究未有报道。芦荟

因具有药用、食用、美容及保健等方面的功能而得到广泛应

用［１９］，主要分布于云南、广东、海南、四川、福建等热带地

区［２０－２１］。本研究选择云南元江芦荟（Ａｌｏｅｙｕａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）根际
土壤作为研究对象，采用选择性分离方法、形态结构特征观察

法、生理生化性质分析法及系统发育树分析法对放线菌进行鉴

定，以期为后期优化出拮抗芦荟根腐病病原菌的放线菌奠定基

础，并提高其在农林保护及医学研究等方面的应用价值。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选取云南野生元江芦荟（Ａ．ｙｕａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）种植地作为目

标地，采集１０份根际混合土样作为分离样品，实验室自然风
干备用。

主要培养基为：高氏一号培养基，配方参见文献［２２］；
ＴＷＹＥ培养基（０．０２５％酵母浸膏，０．０５％Ｋ２ＨＰＯ４，１．８％琼
脂，加水至 １０００ｍＬ，调节 ｐＨ值为 ７．２）、ＹＩＭ３８号培养基
（０４％酵母浸膏，０．４％葡萄糖，０．５％麦芽膏，微量复合维生
素，１ｍＬ微量盐，１．５％琼脂，加水至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ值为
７２）。为抑制细菌生长，倒平板前分别于上述３种培养基中
加入３．３ｍＬ无菌０．０１％重铬酸钾溶液。
１．２　主要仪器

主要仪器有：微波炉（格兰仕）；高压蒸汽灭菌锅（上海博

迅实业有限公司）；冷冻型台式高速离心机（ＭＩＫＲＯ２２０Ｒ）；
普通离心机（德国艾本德）；超净工作台（Ａｉｒｔｅｃｈ）；恒温培养
箱（上海一恒科学仪器有限公司）；水浴锅（天津市泰斯特仪

器有限公司）；光学显微镜（上海比目仪器有限公司）；凝胶成

像系统（英国Ｓｙｎｇｅｎｅ）；ＰＣＲ自动系列化分析仪（德国Ｂｉｏｍｅ
ｔｒａ）。
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１．３　试验方法
１．３．１　土壤稀释液的制备　称取１ｇ自然风干的健康芦荟
根际土壤，研钵碾碎过筛，高温烘干（１００℃，１ｈ），加入已准
备好的带有磁珠的 ９９ｍＬ无菌水中，低速摇床（１７０ｒ／ｍｉｎ，
３０℃）处理１ｈ，再微波处理３０ｓ，混匀后即得稀释１００倍的
土壤悬液。取１ｍＬ稀释１００倍的土壤悬液加入到含有９ｍＬ
无菌水的试管中，摇匀即得稀释１０００倍的土壤悬液。再取
１ｍＬ稀释１０００倍的土壤悬液同样加入到含有９ｍＬ无菌水
的试管中，摇匀后得到稀释１万倍的土壤悬液。根据此法依
次得到稀释１０万倍、１００万倍的土壤悬液。
１．３．２　放线菌的分离纯化　采用涂布平板法吸取１ｍＬ稀释
１万倍的健康芦荟根际土壤稀释液，依次涂布于高氏一号、
ＴＷＹＥ、ＹＩＭ３８号平板中。稀释１０万倍、１００万倍的健康芦荟
根际土壤稀释液采用同种方法涂布。２８℃下恒温培养７～
１５ｄ。将分离出的放线菌菌落挑出，经过多次纯化接种到相
应斜面培养基中保存，置于４℃冰箱中保存备用。
１．３．３　放线菌的形态鉴定　采用分区划线法［２３］观察放线菌

菌落特征，采用插片法［２４］观察放线菌的形态特征，用无菌镊

子取数块无菌盖片，以４５°角分别斜插于接有放线菌的高氏
一号、ＴＷＹＥ、ＹＩＭ３８号平板，每个平板插４片，２８℃培养５～
７ｄ，结晶紫染色显微镜下观察拍照。
１．３．４　生理生化鉴定　按照梁银等的方法［２５－２６］对放线菌进

行常规酶学性质的研究，并对碳源利用情况进行研究。

１．３．５　菌株ＤＮＡ的提取及系统发育树构建　采用酶解法小
量提取芦荟健康根际放线菌ＤＮＡ［２７］。２５μＬＰＣＲ反应体系：
各１μＬＰＡ、ＰＢ，１２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１μＬＤＮＡ模
板，ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增常用引物及扩
增条件参照陈森洲等方法［２８］。取４．０μＬＰＣＲ扩增产物通过
１．２％琼脂糖凝胶进行电泳检测，其余产物送至生工生物工程
（上海）股份有限公司纯化并测序。采用ＭＥＧＡ５．１软件进行
多序列的比对，对比对结果进行系统发育树的构建，以确定菌

株的种属地位。

２　结果与分析

２．１　放线菌分离的鉴定
从芦荟根际土壤中共分离得到３株放线菌，依次命名为

ＬＨＦＸＪ０１、ＬＨＦＸＪ０２、ＬＨＦＸＪ０３。对这３株放线菌进行培养发
现，菌株生长缓慢，菌落密集如毡、具粉状凸起及明显褶皱，菌

落小而不扩散（图１）。气生菌丝呈现乳白色、灰色、黄白色，
基质菌丝的颜色呈现黄色、灰色，可溶性色素包括黄色、灰白

色。显微镜下观察可知：菌丝细且发达，逐渐形成孢子丝；孢

子丝或长而直，或短而柔曲；孢子成熟后脱落，形成具椭圆形、

卵圆形、球形等孢子（图２）。因此结合培养特征、形态特征初
步判定这 ３株放线菌为链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）的不
同种。
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２．２　生理生化特性鉴定
采用常规酶学指标检测试验对菌株ＬＨＦＸＪ０１、ＬＨＦＸＪ０２、

ＬＨＦＸＪ０３生理生化性质进行检测。由表１可知，３株放线菌
均能使明胶液化、牛奶胨化、淀粉水解、硝酸盐还原、纤维素水

解，只是部分菌株作用效果缓慢。除菌株ＬＨＦＸＪ０２使牛奶凝

集慢，其他菌株不能使牛奶凝集。３株菌均能够利用 Ｄ－葡
萄糖、Ｄ－甘露醇、Ｌ－阿拉伯糖，不能利用蔗糖、棉子糖和肌
醇作为碳源，其中菌株ＬＨＦＸＪ０１、ＬＨＦＸＪ０２还能够利用Ｄ－果
糖、Ｄ－木糖、鼠李糖作为碳源，菌株 ＬＨＦＸＪ０３则不能。这些
结果与链霉菌属特征吻合。

表１　放线菌的部分生理生化性质

编号
明胶

液化

牛奶

凝固

牛奶

胨化

淀粉

水解

硝酸盐

还原

纤维素

水解

产生

Ｈ２Ｓ
Ｄ－
葡萄糖

Ｄ－
甘露醇

Ｄ－
木糖

Ｄ－
果糖

Ｌ－
阿拉伯糖

蔗糖 鼠李糖 棉子糖 肌醇

ＬＨＦＸＪ０１ ± － ＋ ＋ ± ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － －
ＬＨＦＸＪ０２ ＋ ± ＋ ＋ ± ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － －
ＬＨＦＸＪ０３ ± － ± ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － － ＋ － － － －

　　注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性；“±”表示微弱或缓慢。

２．３　放线菌１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增及序列测定
芦荟根际放线菌的１６ＳｒＤＮＡ经ＰＣＲ扩增，获得１５００ｂｐ

左右ＰＣＲ产物，扩增结果见图３，剩余产物送至生工生物工程
（上海）股份有限公司测序。所得菌株 １６ＳｒＤＮＡ序列在
ＧｅｎＢａｎｋ中 注 册，获 得 ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 （ＫＲ２５８７４８－
ＫＲ２５８７５０）。

２．４　系统发育树的构建
将序列提交至ＮＣＢＩ中的ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ同源比

对，选取同源性最高的序列进行多序列比对，通过ＭＥＧＡ５．１
使用最大简约性法（ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ）构建系统发育树，确
定该菌株的种属地位。从图４、表２可以看出，青霉属（Ｐｅｎｉ
ｃｉｌｌｕｍｓｐ．）（ＫＪ５２７０２７）为外类群，从系统发育树中可以看出
ＬＨＦＸＪ０１（ＫＲ２５８７４８）与 小 链 霉 菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐａｒｖｕｓ）
（ＪＸ２０３３８５．１）在同一个系统发育分支，相似度为９９．９％；ＬＨ
ＦＸＪ０２（ＫＲ２５８７４９）与早期链霉菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒａｅｃｏｘ）
（ＪＱ９２４４０３．１）在同一个系统发育分支，相似度为９９．８％；ＬＨ
ＦＸＪ０３（ＫＲ２５８７５０）与克兰斯基链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋｒａｉｎｓｋｉｉ）
（ＡＢ１８４２７８．１）在同一个系统发育分支，相似度为 ９９．９％。
可以 判 定 ＬＨＦＸＪ０１（ＫＲ２５８７４８）为 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐａｒｖｕｓ
（ＪＸ２０３３８５．１）；ＬＨＦＸＪ０２（ＫＲ２５８７４９）为 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒａｅｃｏｘ
（ＪＱ９２４４０３．１）；ＬＨＦＸＪ０３（ＫＲ２５８７５０）为 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋｒａｉｎｓｋｉｉ
（ＡＢ１８４２７８．１）。

表２　菌株序列登录号及相似性比对结果

菌株编号 登录号 最大相似度菌株 相似度（％）
ＬＨＦＸＪ０１ ＫＲ２５８７４８ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐａｒｖｕｓ ９９．９

（ＪＸ２０３３８５．１）
ＬＨＦＸＪ０２ ＫＲ２５８７４９ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒａｅｃｏｘ ９９．８

（ＪＱ９２４４０３．１）
ＬＨＦＸＪ０３ ＫＲ２５８７５０ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋｒａｉｎｓｋｉｉ ９９．９

（ＡＢ１８４２７８．１）

３　结论与讨论

经培养特征、形态结构特征、部分常规生理生化性质及系

统发育分析相结合的方法进行鉴定，结果表明，分离的３株放
线菌属于链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）的３个种，分别为 Ｓｔｒｅｐ

ｔｏｍｙｃｅｓｐａｒｖｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐｒａｅｃｏｘ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｋｒａｉｎｓｋｉｉ。这
将有助于探索防治芦荟病害的生物途径，使芦荟具有更高的

医疗、美容、保健、食用等价值。

分离纯化的３株放线菌都是链霉菌属，这与廖振林等从
广西北海红树林土壤中分离到链霉菌属占４／５的结论［２９］一

致；也符合司美茹等从济宁市土壤放线菌中分离得到链霉菌

属占７０％以上的研究结果［３０］。本试验中未分离纯化出放线

菌的其他种属，可能与土样的预处理、培养基的选择、采样时

间、地点及分离方法等方面因素有关，有待进一步研究。

链霉菌属菌株可为人类源源不断地提供天然活性物质，

能够提供约占临床医学 ６７％的具有重大应用价值的抗生
素［３１］。前人研究表明：链霉菌属产生的生物活性物质包括抗

菌剂［３２－３３］、免疫抑制剂［３４］、抗肿瘤剂［３５］、抗虫剂［３６］等。随着

土壤中放线菌菌株的不断发现，从这些普通环境中探索出新
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的生物活性物质产生菌难度日益增大，随着人类对活性物质

需求的不断增多，加速了探索新的活性物质领域的进程。本

试验未对从芦荟根际土壤中分离纯化的３株链霉菌属菌株进
行生物活性物质及抗菌能力测定，芦荟根际放线菌菌株链霉

菌属具备产生何种生物活性物质的能力还有待于进一步深入

研究。
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