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摘   要：【目的】探索云南金铁锁根部可培养放线菌资源及筛选高抗病原菌活性菌株。【方法】

以云南 4 个地方金铁锁的根为研究对象，采用不同温度预处理及 14 种分离培养基对其进行放线

菌分离；选用 74 株内生放线菌菌株，以 5 种病原菌为指示菌，使用倒置法测定供试放线菌的抗

菌活性。【结果】从金铁锁根部分离获得 121 株内生放线菌，基于 16S rRNA 基因序列比对和系统

发育分析，将其归属于 10 个目、15 个科和 24 个属，其中链霉菌(Streptomyces)为绝对优势菌群，

其后依次为诺卡氏菌属(Nocardia)、小单孢菌属(Micromonospora)和分枝菌酸小杆菌属(Mycolicibacterium)。
分离效果最好的培养基为 D4 (酵母粉 0.3 g，干酪素 0.3 g，葡萄糖 0.3 g，骨粉 0.3 g)；最优的预

处理温度为 80 °C；74 株内生放线菌中的 37 株对至少一种指示病原菌具有抑制活性，且活性强的

主要类群为链霉菌属。【结论】金铁锁根部蕴藏着丰富的放线菌种质资源，且蕴含着具有产次级

代谢产物能力的菌株，这将为后续的医药及农业生产提供了丰富的菌种资源，同时为其栽植、保

护、开发及应用提供了一定的基础数据和理论依据。 
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Abstract: [Objective] To investigate the diversity of culturable endophytic actinomyces in the roots of 
Psammosilene tunicoides in Yunnan province and screen out the strains with high antimicrobial 
activities. [Methods] The roots of P. tunicoides from four different places in Yunnan province were 
pretreated at different temperatures, from which the culturable endophytic actinomyces were isolated 
with 14 media. The antimicrobial activities of 74 isolates against 5 pathogens were evaluated with 
inverted plates. [Results] Totally 121 strains of endophytic actinomyces were isolated from the roots of 
P. tunicoides. The results of 16S rRNA gene sequence alignments and phylogenetic analysis showed 
that the 121 strains could be categorized to 24 genera, 15 families of 10 orders. Streptomyces was the 
absolutely dominant genus, followed by Nocardia, Micromonospora, and Mycolicibacterium. D4 (0.3 g 
yeast powder, 0.3 g casein, 0.3 g glycose, 0.3 g bone meal) was the best medium for isolation among all 
the tested media and 80 °C was the optimal pretreatment temperature. Among 74 strains of endophytic 
actinomyces, 37 strains showed inhibitory activities against at least one indicator pathogen, and the 
main genus with strong antimicrobial activity was Streptomyces. [Conclusion] The roots of P. 
tunicoides harbor rich actinomyces and the functional strains with the ability to produce secondary 
metabolites, which can provide abundant strain resources for pharmaceutical and agricultural 
production in the future as well as basic data and a theoretical basis for the cultivation, protection, 
development, and application of P. tunicoides. 
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放线菌适应性强，分布广泛，是重要的药

物资源之一，以产生各种生物活性物质而备受

人们的关注[1–7]。普通生境中的放线菌已被广泛

研究，但特殊生态环境下微生物可能产生特殊

的次生代谢产物[8–9]，所以研究者逐渐将目光转

向特殊生境，如植物[9–10]、洞穴[11–12]、海洋[13]和热

泉[14–15]等环境下的放线菌，尤其植物作为一种特

殊生境，已被证实存在着大量内生菌资源[16–20]。

植物与内生菌互惠而得以长期共存，内生菌具

有产生生长素、铁载体、解磷、解钾及抗菌素

等的能力，从而提高植物的抗逆性和适应性，

而植物则为其提供能量和营养作为回报[21–25]，

同时内生菌也是天然活性产物的主要来源[8,26]。

特别是产紫杉醇衍生物内生菌的发现[27]，证实
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了植物内生菌可以产生与宿主类似的天然活性

物质，这条获取药用物质的新途径得到了研究

者的广泛关注，而内生放线菌作为内生菌的重

要组成部分已成为研究热点。迄今为止，越来

越多的药用植物内生放线菌及新物种被报道，

一批新的天然活性物质被挖掘[28–32]。但相对于

土壤和水体放线菌研究，植物内生菌研究较少，

获得内生放线菌资源非常有限，而药用植物内

生放线菌是新物种和天然产物的重要来源，应

得到研究者更多的关注。 
金铁锁(Psammosilene tunicoides W．C．Wu 

et C．Y．Wu)为石竹科(Caryophyllaceae)金铁锁

属(Psammosilene)，多年生，中国特有的单种属

草本植物[33]，但其野生资源有限，仅分布于云

南、西藏和贵州等西南地区的南向坡地。金铁

锁为珍贵的药用植物，药用部位为根，主要药

用成分为皂甙、三萜等，具除风湿、定痛和止血

等功效。金铁锁是云南白药、贵州金骨莲胶囊和

福建痛血康胶囊等中药的重要组成成分[34]。因市

场需求量大，其野生资源遭受侵略性的挖掘而濒

临灭绝，现被列为国家珍稀濒危二级保护植物[35]。

如何采取有效手段保护、开发和利用金铁锁，将

是研究者需要攻克的难题[36]。金铁锁内生放线菌

多样性及抗菌活性相关研究尚未见报道。本文以

其为材料，采用多种方法获取其内生放线菌资源，

并筛选抗菌能力强的菌株，为进一步揭示药用植

物内生放线菌群落的生态学意义以及挖掘功能菌

株提供参考，同时为后续的农业生产及医药产业

提供丰富的菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集与预处理 
野生金铁锁植株的根为 2014 年 6–8 月采自

于云南个旧麒麟山、大理二南队、丽江和香格

里拉 4 个地方。野外采样时，随机选取生长健

壮的野生植株 10 株，整株放入无菌采样袋中，

低温保存运回实验室，并在 24 h 内进行金铁锁

根内生菌分离。其采样点信息见图 1。 

1.2  培养基 
1.2.1  分离培养基 

共采用了 14 种培养基。(1) D1 培养基[37]：

棉子糖 2 g，L-组氨酸 1 g，丙酮酸钠 2 g，KNO3 

1 g，NaCl 1 g，CaCO3 0.5 g，K2HPO4 0.8 g，

MgSO4·7H2O 0.05 g，(2) D2 培养基(丙酸钠-天

冬酰胺-氯化钠培养基)[38]；(3) D3 培养基[37,39]：

纤维素 2.0 g，脯氨酸 1.0 g，MgSO4˙7H2O 0.05 g，

K2HPO4 0.2 g，CaCl2 0.5 g，FeSO4˙7H2O 0.01 g，

KNO3 0.25 g；(4) D4 培养基：酵母粉 0.3 g，干

酪素 0.3 g，葡萄糖 0.3 g，骨粉 0.3 g；(5) D5

培养基(HV 改良培养基)[40]；(6) D6 培养基[38]：

NH4NO3 0.1 g，丙酸钠 2 g，L-天冬酰胺 1.0 g，

KCl 0.2 g，植物浸汁 3 mL (将根和茎叶共 35 g

加水至 1 L，煮沸 1 h 后将其捣碎并过滤，最后

得浓缩液 100 mL)；(7) D7 培养基：可溶性淀粉 
 

 
 

图 1  金铁锁生境及不同采样点 
Figure 1  Habitat of P. tunicoides and different samples sites. A: GeJiu (N27°15ʹ/E100°22ʹ); B: 
XiangGeLiLa (N26°05ʺ/E99°46ʹ); C: DaLi (N26°13ʹ/E100°01ʹ); D: LiJiang (N26°57ʹ/E100°12ʹ). 
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2 g，脯氨酸 0.5 g，MgSO4˙7H2O 0.2 g，K2HPO4 
0.8 g，CaCl2 0.5 g；(8) D8 培养基：麦芽糖 2 g，

MgSO4˙7H2O 0.2 g，K2HPO4 0.8 g，CaCl2 0.5 g；

(9) D9 培养基：棉子糖 2 g，L-组氨酸 1 g，保

险子 1 粒(取于云南白药瓶内)，丙酮酸钠 2 g, 
KNO3 1 g，NaCl 1 g，CaCO3 0.5 g，K2HPO4    
0.8 g，MgSO4·7H2O 0.05 g；(10) D10 培养基：

CaCl2 0.1g，K2HPO4 0.5 g，根提取液(将金铁锁

无菌根粉末 100 g 置于液氮中研磨，然后放入

0.9%的生理盐水中进行振荡，静置 1 min，最后

取上清液)，MgSO4˙7H2O 0.05 g；(11) D11 培养

基：海藻糖 6 g，脯氨酸 1.0 g，KNO3 0.5 g，

Na2HPO4 0.3 g，MgSO4.7H2O 0.2 g，CaCl2 0.5 g；

(12) D12 培养基(P3)；(13) D13 培养基(丁二酸

钠-天冬酰胺培养基)[38](14) D14 培养基[37]：甘油

10 g，天冬酰胺 1 g，K2HPO4 1 g，微量盐 1 mL。 
以 上 培 养 基 均 加 入 琼 脂 15.0 g/L ， pH 

7.2–7.3，加蒸馏水 1 L。并加入 25 mg/L 的萘啶

酮酸抑制革兰氏阴性细菌的生长和 50 mg/L 的

制霉菌素抑制内生真菌的生长。 
1.2.2  纯化培养基 

YIM 38#培养基[37]：酵母膏 4 g，麦芽浸膏

粉 5 g，D-葡萄糖 4 g，琼脂 15.0 g，pH 7.2–7.3，

加蒸馏水至 1 L。 

1.3  内生细菌的分离、纯化和保藏 
1.3.1  样品处理 

样品预处理：用自来水冲洗掉金铁锁的根表

面的泥土，再用超声波反复清洗直至最后清洗

的水清澈为止。表面消毒[38]：将金铁锁的根切

成 约 5 cm 的 小 段 ， 用 1% Tween-20 处 理       
1 min，然后用 70%酒精处理 1 min，再用有效

氯含量为 5%的次氯酸钠溶液处理 5.0–6.5 min
后，加入 2.5%硫代硫酸钠溶液处理 10 min，再

用 10% NaHCO3 处理 10 min，最后用无菌水清

洗 4–5 次。最后清洗的水用于检测表面消毒是

否彻底，分别取其 0.2 mL 涂布于以上分离和纯

化培养基上，然后将检测板放在培养箱(28 °C)
中培养 20 d 以上，观察检测板是否有菌落长

出。将消毒后的金铁锁根切成薄片放入装有无

菌硅胶的瓶中，并置于干燥箱(30 °C)中使其干

燥备用。 
1.3.2  内生放线菌分离 

用无菌搅拌器打碎已干燥的金铁锁根，分

别进行不同温度处理：常温、50 °C (4 h)、80 °C 

(2 h)和 110 °C (1 h)，然后用液氮进行研磨，再

采用无菌竹签挑取样品分撒在分离培养基上，

或用 10 倍稀释上清液进行涂布[38]。 

1.3.3  内生放线菌纯化和保藏 
纯化：将全部平板放置于 28 °C 培养 3–12 

周，待菌落长出后，根据菌落颜色、质地和形

态特征等不同挑取放线菌单菌落不断进行纯化

而获得纯培养物。保藏：在已纯化培养平板   
上挑取单菌落接种在牛奶管中进行长久保存，

暂时保存的接种在培养基为 YIM38#的斜面试

管中。 

1.4  总 DNA 提取、16S rRNA 基因的扩增

及系统发育分析 
内生放线菌 DNA 提取及 16S rRNA 基因的扩

增参照 Li 等[41]的方法进行，将 PCR 产物送至生

工生物工程股份有限公司(上海)进行测序。将 16S 

rRNA 基因序列置于 EzBioCloud 数据库 [42]和

GenBank[43]中并使用 BLAST 搜索软件进行相似

性比对分析，使用 MEGA 7.0[44]软件，采用邻接

法 neighbor-joining[45]进行系统发育树的构建。 

1.5  金铁锁内生放线菌抗菌活性检测 
1.5.1  试验菌株 

从金铁锁内生放线菌中选取典型菌株 74 株。 
1.5.2  病原指示菌 

病原指示菌均由云南大学微生物研究所提

供。分别为白色念珠菌(Monilia albican)、铜绿
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假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)、大肠杆菌

(Escherichia coli) 和 立 枯 丝 核 菌 (Rhizoctonia 
solani) 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 
aureus)。 
1.5.3  菌株准备 

待检测内生放线菌用纯化培养基培养，每个

菌株接种两个平板，并于 28 °C 下培养 7 d 备用。

在试管斜面上培养病原指示菌，立枯丝核菌和

白色念珠菌用 PDA 培养基培养，其他病原指示

菌用 LB 培养基培养，用无菌水制备对数生长

期的指示菌孢子悬液或菌悬液。 
1.5.4  抑菌活性检测方法 

待检测内生放线菌的抑菌活性使用平板倒

置法[38]。 
将 PDA 和 LB 培养基冷却至 55 °C 以下，每

800 mL 加入 5.0 mL 病原指示菌悬液混合均匀，

制成病原菌指示平板。将直径 0.5 cm 的待测放

线菌圆形菌落倒置于病原指示菌平板上，设 3 个

重复，将接种好的对置平板置于 28 °C 培养箱

培养，5 d 后进行观察及测定抑菌圈的大小，抑

菌活性强弱用透明圈直径与菌落直径的比值来

衡量。 

2  结果与分析 

2.1  表面消毒检验结果 
在表面消毒验证平板上未观察到菌落，证

明金铁锁根表面消毒彻底，表明本试验分离得

到的放线菌均为内生菌。 

2.2  内生放线菌物种组成分析 
由表 1 和图 2 可知，从金铁锁根中共分离

得到 182 株放线菌，基因系列测定后并进行比

对，去重复获得 121 株内生放线菌，为 84 种不

同内生放线菌。它们隶属于放线菌门、放线菌

纲的 10 个目、15 个科和 24 个属。其分别为栖

植物放线菌属(Actinophytocola)、别样链霉菌属

(Allostreptomyces)(新属，已鉴定发表)、拟无枝

酸 菌 属 (Amycolatopsis) 、 短 小 杆 菌 属

(Curtobacterium)、迪茨氏菌属(Dietzia)、糖霉菌

属(Glycomyces)、北里孢菌属(Kitasatospora)、

考 克 氏 菌 属 (Kocuria) 、 韩 国 生 工 菌 属

(Kribbella)、微杆菌属(Microbacterium)、微球菌

属(Micrococcus)、小单孢菌属(Micromonospora)、
分枝杆菌属(Mycobacterium)、分枝菌酸小杆菌属

(Mycolicibacterium)、诺卡氏菌属(Nocardia)、类

诺 卡 氏 菌 属 (Nocardioides) 、 野 野 村 菌 属

(Nonomuraea)、类节杆菌属(Paenarthrobacter)、
原小单孢菌属(Promicromonospora)、拉氏杆菌 

 
表 1  各属别放线菌的种及菌株数所占比例 
Table 1  Proportion of different genus and strains 

Genus Species Strains Ratio of all  
strains/% 

Actinophytocola 1 2 1.65  
Allostreptomyces 1 1 0.83  
Amycolatopsis 3 4 3.31  
Curtobacterium 1 2 1.65  
Dietzia 1 1 0.83  
Glycomyces 1 1 0.83  
Kitasatospora 1 2 1.65  
Kocuria 1 1 0.83  
Kribbella 1 1 0.83  
Microbacterium 2 2 1.65  
Micrococcus  1 1 0.83  
Micromonospora 7 9 7.44  
Mycobacterium  1 2 1.65  
Mycolicibacterium 6 6 4.96  
Nocardia 6 13 10.74  
Nocardioides 1 1 0.83  
Nonomuraea 1 1 0.83  
Paenarthrobacter 2 3 2.48  
Promicromonospora 2 2 1.65  
Rathayibacter 1 1 0.83  
Rhodococcus 2 3 2.48  
Streptomyces  38 57 47.11  
Streptosporangium 1 1 0.83  
Tsukamurella 2 4 3.31  
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图 2  金铁锁可培养放线菌类群系统发育树 
Figure 2  The phylogenetic tree of culturable actinobacteria isolated from roots of P. tunicoides. 
Staphylococcus cohnii (ATCC 29974) was used as outgroup and bootstrap values were 1 000 replications in 
the neighbour-joining phylogenetic tree. 

属(Rathayibacter)、红球菌属(Rhodococcus)、链

霉 菌 属 (Streptomyces) 、 链 孢 囊 菌 属

(Streptosporangium)和冢村氏菌(Tsukamurella)。
其中，链霉菌属(Streptomyces)为绝对优势属，

占比为 47.11%，诺卡氏菌属(Nocardia)和小单

孢菌属(Micromonospora)次之，分别占 10.74%

和 7.44%。共有 15 株放线菌的 16S rRNA 基因

序列与典型菌株的序列相似性在 99%以下，并对

其 中 的 一 个 潜 在 新 属 ( 其 代 表 种 为

Allostreptomyces psammosilenae YIM4008)和一

个 潜 在 新 种 (Nocardioides intraradicalis YIM 
DR1091)进行了分类鉴定及发表。 
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2.3  温度预处理对金铁锁内生放线菌分离

效果的影响。 
如图 3 所示，不同温度对试验材料进行预

处理对金铁锁内生放线菌分离效果较为显著，

常温至 80 °C 温度处理情况下分离得到的放线

菌多样性和丰度均较高，其中 80 °C 温度处理效

果最佳。但当处理温度高达 110 °C 时，严重影响

其出菌率，分离效果最差，仅得到了 5 株菌，但

每株菌分布于不同的属。链霉菌属、小单孢菌

属和原小单孢菌属在 4 个温度处理下均分离得

到，且它们均为优势菌群；同时优势菌群诺卡氏

菌属在常温至 80 °C 均分离得到。虽不同的温度

处理下均分离得到特有菌群，但常温至 80 °C 温

度处理中有效增加了纯培养放线菌的多样性。 

2.4  不同的分离培养基对金铁锁内生放线

菌分离效果的影响 
基于各类放线菌对营养元素需求不同，本

次分离试验共采用了 14 种培养基，如图 4 所示，

培养基营养成分配比直接影响放线菌的分离效

果。内生放线菌在含有酵母粉、干酪素、葡萄 
 

 
 

图 3  金铁锁内生放线菌于不同温度预处理中的分布情况 
Figure 3  The effect of different pretreatment temperatures on the distribution of endophytic strains 
associated with roots of P. tunicoides. 

 
 

图 4  内生放线菌在不同分离培养基中的分布情况 
Figure 4  Comparison of endophytic actinobacteria diversity isolated by different isolation media. 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 



 

 

 

1912 Wang Mengyu et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(5) 

 

糖和骨粉营养成分较为复杂的 D4 培养基上分

离效果最好，D3 培养基次之。而在土壤分离效

果最好的培养基 D12(P3)和 D14(M7)及加入植

物成分的特设培养基 D6、D9 和 D10 上的分离

效果较差。在 11 种培养基中均分离得到链霉菌

和诺卡氏菌属放线菌菌株，小单孢菌属和分枝

杆菌属放线菌在 6 种，原小单孢菌属在 5 种培

养基上分离得到。每种培养基均分离得到特有

放线菌属，所以分离培养基种类的多样化是获

得内生放线菌多样性的有效手段，且培养基的

设计要根据试验材料而定。 

2.5  内生放线菌抑菌活性 
供试抑菌活性的内生放线菌分布于 11 个

属，共 74 株。如表 2 和图 5 所示，37 株放线 

表 2  74 株内生放线菌对 5 种病原菌的抑制情况 
Table 2  Actipathogenic activities of 74 endophytic actinobacteria against 5 pathogens 
Strains Genus 1 2 3 4 5 Strains Genus  1 2 3 4 5 
DR1104 Actinophytocola – – – – – DR1233 Streptomyces 1.67 2.17 – – – 
DR4092 Amycolatopsis 1.38 1.64 – – – DR1107 Streptomyces – – – 2.80 – 
DR1099 Amycolatopsis 1.17 5.00 – – – DR1100 Streptomyces – – – – – 
DR4011 Curtobacterium – 1.05 – – 1.57 DR1119 Streptomyces – 1.20 2.20 – – 
DR4018 Curtobacterium – – – – – DR1051 Streptomyces – – – – – 
DR4152 Micromonospora – – – – – DR3016 Streptomyces – — – – – 
DR4093 Micromonospora – – – – – DR1048 Streptomyces – — – 3.57 – 
DR1102 Micromonospora – – – – – DR1023 Streptomyces – 1.88 — 2.67 – 
DR4085 Micromonospora – – – 5.83 – DR2009 Streptomyces – 1.56 – 4.44 – 
DR4040 Micromonospora – 1.00 – 1.33 – DR1073 Streptomyces – – – – – 
DR1092 Micromonospora – – – – – DR1094 Streptomyces – – – – – 
DR4094 Micromonospora – – – – – DR1097 Streptomyces – – – – – 
DR1234 Mycolicibacterium – 1.10 – – – DR3086 Streptomyces – 2.50 – – – 
DR3025 Mycolicibacterium – – – – – DR3087 Streptomyces – 1.44 – 2.25 – 
DR4058 Mycolicibacterium – – 3.30 – – DR3089 Streptomyces – – – – – 
DR1036 Nocardia – – – – – DR3062 Streptomyces – 3.2 2.60 — – 
DR1031 Nocardia – – – – – DR3060 Streptomyces – – – 1.71 – 
DR4077 Nocardia' – 2.11 – – – DR3102 Streptomyces – 1.33 – – – 
DR1057 Nocardia – 1.67 – 2.50 – DR3096 Streptomyces – – – – – 
DR4056 Nocardia – – – – – DR3120 Streptomyces – 1.80 – 4.60 – 
DR2012 Nocardia – – – – – DR3118 Streptomyces – 2.20 – – – 
DR1113 Nocardia – – – – – DR3119 Streptomyces – 2.00 – – – 
DR4149 Nocardia – – – – – DR3083 Streptomyces – 2.63 1.89 – – 
DR1091 Nocardioides – – – – – DR3106 Streptomyces – 1.88 1.67 – – 
DR1076 Promicromonospora – – – – – DR3114 Streptomyces – 1.33 – – – 
DR4155 Promicromonospora – – – – – DR3122 Streptomyces – 2.00 2.00 4.40 1.89 
DR4036 Rhodococcus – – – – – DR2020 Streptomyces – – – 3.13 –  
DR2004 Streptomyces 1.41 1.13 – 3.79 – DR2022 Streptomyces – 3.00 – 5.50 – 
DR1028 Streptomyces – – – – – DR2016 Streptomyces – – – 6.00 – 
DR2032 Streptomyces 1.1 1.18 – – – DR2026 Streptomyces – – – – – 
DR1015 Streptomyces – – – – – DR2028 Streptomyces – 1.75 – – – 
DR4012 Streptomyces 3.13 6.88 – 1.25 1.64 DR1098 Streptomyces – – – – – 
DR1003 Streptomyces – – – – – DR3078 Streptomyces – – – – – 
DR1065-1 Streptomyces – – – – – DR3097 Streptomyces – 2.80 – – – 
DR1010 Streptomyces – 2.80 1.33 – – DR3044 Streptomyces – 2.13 – – – 
DR3021 Streptomyces – – – – – DR1202 Tsukamurella – – – – – 
DR1037 Streptomyces – – – – – DR4090 Tsukamurella – – – – – 
1: Rhizoctonia solani; 2: Pseudomonas aeruginosa; 3: Monilia albican; 4: Strphylococcus aureus; 5: Escherichia coli. –: no 
activity; The above data are the size (cm) of bacteriostatic circle. 
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图 5  具抑制病原指示菌活性的金铁锁内生放线

菌菌株百分比 
Figure 5  The percentage of endophytic actinobacteria 
isolated from P. tunicoides showing positive results 
in antimicrobial activities. 
 
菌 对 至 少 一 种 病 原 菌 具 有 抑 制 作 用 ， 其 中

Streptomyces malaysiensis DR4012 对

Rhizoctonia solani、Pseudomonas aeruginosa、

Strphylococcus aureus 和 Escherichia coli ，

Streptomyces ambofaciens DR3122 对

Pseudomonas aeruginosa 、 Monilia albican 、

Strphylococcus aureus 和 Escherichia coli 4 种病

原菌均具有抑制作用。总体来说，链霉菌抗菌

活性强于稀有放线菌，在具有抑菌活性的放线

菌菌株中，抑菌活性最强为链霉菌属，其次为

拟无枝酸菌属和小单孢菌属。值得一提的是，

拟无枝酸菌中对植物病原菌立枯丝核菌具有较

强的抑制作用，而链霉菌对立枯丝核菌抑制作

用较弱。金铁锁内生放线菌抗铜绿假单胞菌能

力最强，占比高达 50%，而其中链霉菌就占活

性菌株的 76.67%；而内生放线菌对大肠杆菌抗

性最弱，仅占比 5.41%。 

3  讨论与结论 
濒危药用植物金铁锁作为一种特殊生境，

确实存在丰富的内生放线菌资源。在本研究中，

链霉菌属为绝对优势菌群，小单孢菌属为优势

菌属之一，与其他研究者的报道较为一致。而

诺卡氏菌属和分枝菌酸小杆菌属在本研究中也

为高频率分离群菌，与他人的研究结果存在较

大的差异性。如秦盛等[37]从滇南美登木中获得 312
株内生放线菌，分离频率最高是链霉菌，其次

为拟诺卡氏菌和小单孢菌。李洁等[38]以黄花蒿

全株为材料，获 228 株内生放线菌，链霉菌为

绝对优势菌群，原小单孢菌次之。Zhao 等 [46]

与 Qiu 等[31]分别从 26 和 13 种药用植物中分离

得到 560 株和 119 株内生放线菌，其中链霉菌

分别占比高达 85%和 67.2%。2018 年，Sharma
等 [47]从西藏长叶松(Pinus roxburghii)中分离得

到的优势菌属为链霉菌属、北里孢菌属, 马杜

拉放线菌属和小单孢菌属。至 2014 年，据郑

有坤等[48]统计，研究者先后以老鼠簕(Acanthus 
ilicifolius)、灯台树(Alstonia scholar)、沉香树

(Aquilaria crassna)、印楝(Azadirachat indica)、
喜 树 (Camptotheca acuminate) 和 百 部 (Stemona 
tuberosa)等 330 多种药用植物为研究对象，从

中分离出大量的内生放线菌，其绝对优势菌群

均为链霉菌。但在免培养检测中，金铁锁根内

生 放 线 菌 最 大 优 势 菌 属 为 假 诺 卡 氏 菌 属

(Pseudonocardia)而非链霉菌属，进一步验证了

链霉菌在自然界中并非最大放线菌类群[37,49–51]。

纯培养和免培养所得放线菌的多样性存在如此

大的差异，究其原因可能是目前纯培养的培养

基设置及分菌技术尚处于摸索阶段，仍有很大

的改进空间。此外，从金铁锁分离得到一些稀

有菌属，如短小杆菌属、迪茨氏菌属、糖霉菌

属、考克氏菌属、韩国生工菌属、分枝菌酸小

杆菌属、拟诺卡氏菌属、野村菌属、类节杆菌

属、拉氏杆菌属和冢村氏菌属等鲜有报道。 
适当高温进行预处理可有效提高放线菌的

出菌率和多样性，同时发现不同温度处理均获
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得特有菌群，因而多温度设置有利于内生菌的

分离，表明内生菌对温度的适生性存在较大差

异。培养基的多样性可有效增加可培养放线菌

的多样性。在本次试验中，14 种培养基分离效

果虽然不同，但每种培养基均获得特有菌群，

且分离培养基的分离效果因材料性质而异，分

离放线菌效果最好的金铁锁根际土培养基 D12
和 D14 在本试验中表现非常差，可能是由于内

生放线菌从植物组织过渡到培养基需要较长时

间，其出菌时间需 20–60 d，而土壤放线菌的仅

需 7–15 d，且两种培养基营养极为丰富，芽孢、

假单孢等细菌生长迅速，很快覆盖分离平板，

内生放线菌生长缓慢大多没有出菌机会或难以

纯化。添有植物组分的特设培养基 D6、D9 和

D10 对金铁锁内生放线菌分离未取得预期效

果，与李洁等[38]试验结果相反，表明内生放线

菌因宿主不同而具有其独特性，所以分离培养

基的设计要因植物材料而异。 
对于内生放线菌的分离，植物样品适当干

燥处理有利于出菌，传统的处理方法大多将外

部消毒后植物材料放入超净工作台上进行风

干，这种方法易引起二次污染，且植物干燥程

度不够不利于后期植物体的碾碎等处理，这在

较硬、吸水力较强的材料中显得尤为明显。本

文对材料干燥方法进行了改进，利用无菌硅胶

对植物体进行干燥，效果较为显著，可有效提

高出菌率。 
放线菌生境多样，次级代谢产物极为丰富，

其生物活性物质已超过 10 000 种，其中 70%的

天然抗生素由放线菌产生，45%的活性物质从

链霉菌中分离得到[5,52]。Akshatha 等[30]从药用

植 物 绣 球 防 风 (Leucas ciliata) 和 萝 芙 木 赤 松

(Rauwolfia densiflora) 中 分 离 得 到 一 株

Streptomyces longisporoflavus (JX965948)和 一

株链霉菌新种 Streptomyces sp. (JQ926174)，该

内生链霉菌提取物具有抗糖尿病活性的潜力。

张盼盼等[53]从南方红豆杉分离出 18 株内生放

线菌对肿瘤细胞株 SGC-7901 和 NCI-H460 抑制率

均达到 80%以上。Salam 等[10]从龙血树(Dracaena 
cochinchinensisLour.)中分离的  3 株放线菌对

癌细胞生长具有抑制作用，随后田守征等[54]又

从剑叶龙血树(D. cochinchinensis)分离得到内

生放线菌 Streptomyces sp. S04，其发酵提取物

对肝癌 Hep G2 抑制率可高达 100%。王新位  
等[55]发现刺五加(Acanthopanax senticosus)植物

内生放线菌 CWJ-256 的次级代谢产物对体外培

养的人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 的增殖具有

抑制作用；2019 年，Ameen 等[56]从长叶薄荷

(Mentha longifolia)、小花锦葵(Malva parviflora)
和无头公乌(Pulicariaundulata)分离出的内生放

线菌代谢产物，在体外检测显著抑制耐甲氧西

林 的 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (methicillin⁃resistant 
Staphylococcus aureus) 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus) ， Girão 等 [57] 在 海 带

(Laminaria ochroleuca)中分离得到 90 株放线

菌，50%的菌株具有抑制白色念珠菌(Candida 
albicans)和金黄色葡萄球菌的作用，有 7 种放

线菌的次生代谢产物可影响整个癌细胞的生存

能力，可见植物尤其是药用植物内生放线菌因

其特殊的性质已成为替代药源和新活性物质的

重要来源[26,58–60]。 
虽然放线菌的研究已取得了一定的进展，

但由于分离方法、培养基设置等限制，目前分

离得到的放线菌种类仍非常有限，不及自然界

的 1%，因而发掘放线菌资源对农药和医药的研

制等具有重要意义。金铁锁内生放线菌具有较

强的抗菌活性，抗铜绿假单胞菌的效果尤为突

出，74 株供试菌株中有 37 株放线菌可有效抑

制铜绿假单胞菌，其中抗菌活性最强为链霉菌，

而铜绿假单胞菌为伤口感染的主要病原菌，在
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某种程度上也能说明金铁锁作为外伤药的原

因。研究表明无枝酸菌属菌群具有较大的开发

价值[61–62]，本试验也发现两株拟无枝酸菌属菌

株具有较强的抗真菌立枯丝核菌的能力。因而，

这些抗菌活性强的放线菌菌株为筛选相应活性

物质或挖掘新的生物活性物质提供了丰富的菌

种资源。同时，金铁锁根内可培养放线菌的研

究对内生放线菌多样性的认识和寻找金铁锁替

代药源具有积极的意义。 
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