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摘  要: 从云南西双版纳热带雨林多种药用植物中分离到 272 株内生放线菌, 活性筛选表明 146
株菌的发酵产物具有抗菌活性, 其中 94 株菌具有拮抗病原细菌活性, 127 株菌具有抑制病原真菌

的功能。分离菌株 YIM 61470 具有广谱抗菌活性, 通过形态特征、培养特征、生理生化特征、细

胞化学分类特征和基于 16S rRNA 基因序列的相似性分析等研究, 菌株 YIM 61470 被鉴定为链霉

菌属(Streptomyces)氢化链霉菌(S. hydrogenans)的一个菌株。 
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Abstract: 272 endophytic actinomycetes were isolated from different medicinal plants collected from tropi-
cal rainforest in Xishuangbanna of Yunnan province. By antimicrobial screening, the fermentation broth of 
146 strains inhibited the tested pathogenetic strains, and 94 or 127 out of the 272 endophytic actinomycetes 
strains showed inhibition activity against pathogenetic bacteria or fungi. The strain YIM 61470 exhibited 
extensive antagonism against pathogenic microbes. Based on the morphological characteristics, cultural 
characteristics, physiological characteristics, chemotaxonomic data and 16S rRNA gene sequence similarity 
analysis, strain YIM 61470 was identified as Streptomyces hydrogenans, a known species of the genus 
Streptomyces. 
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放线菌一直是抗生素、酶和酶抑制剂等有用生

理活性物质的主要产生菌。迄今为止, 微生物产生

的 2 万多种生物活性物质 45%以上是由放线菌产生

的[1]。近年来, 由于已知化合物重复发现的概率越来

越高[2], 以及致病菌对现有药物的抗药性不断增强, 

促使人们必须寻找更为有效及新的抗生素。因此越

来越多研究者已经开始关注并研究新的栖息地的微

生物, 如盐碱等各种极端环境、海洋、植物内生环

境等。 

植物内生放线菌是一类相对未开发的新微生物

资源, 目前该类微生物已经在医药开发、农林业生

物防治、植物保护、环境污染保护与监测等方面表

现出了广泛的应用前景[3], 有报道从蛇藤、蓬莱蕉、

印楝植物分离的内生放线菌具有良好的抗菌活性 , 

并产生了新的抗生素 [4−6], 最近从一株内生小单孢

菌新种中分离到 2 个新的蒽醌类化合物显示了很好

的抗肿瘤活性[7], Conn 等[8]2008 年又首次报道了内

生放线菌同样具有诱导植物抗性的功能。该类研究

充分证明了植物内生放线菌是寻找微生物新药的又

一个重要药源以及在生物防治上的良好潜力。我国

云南西双版纳热带雨林拥有丰富的植物资源, 其中

不少植物具有独特的民族药用历史, 为内生放线菌

及其活性代谢产物的研究提供了绝好的材料, 目前

国际上对热带雨林药用植物内生放线菌的研究报道

还很少。 

我们采集了西双版纳热带雨林 80 多种药用植

物, 从中分离到上百株内生放线菌, 本文报道这些

内生放线菌对病原菌的拮抗活性, 并选择具有广谱

抗菌活性的菌株 YIM 61470, 对其进行分类鉴定。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  药用植物与指示菌: 本实验所用药用植物于
2007 年 6 月份采集自云南西双版纳热带雨林(包括
红豆蔻、鸡血藤、豆腐渣果、哥纳香、美登木、嘉

兰、红杆叶下珠、绞股兰、草珊瑚、两面青、萝芙

木、豆瓣草、三尖杉、川楝等 80多种草本与木本药
用植物); 抗菌活性指示菌株: 大肠杆菌(Escherichia 
coli)、金黄色葡萄球菌(Strphylococcus aureus)、枯草
芽 孢 杆 菌 (Bacillus subtilis) 、 烟 草 赤 星 病 菌
(Alternaria alternata)、黑曲霉(Aspergillus niger)、镰

刀菌(Fusarium oxysporum)、皮斑病霉 (Protomyces 
macrosporus)均由云南省微生物研究所保存。 
1.1.2  培养基和主要试剂: 内生放线菌分离培养基: 
TWYE[9]、HV[10]培养基; 内生放线菌发酵采用葡萄
糖-大豆粉培养基; 培养特征观察采用 ISP 2(Inter-
national Streptomyces projects)系列培养基并按相关
文献配制 [11]; 病原细菌培养采用牛肉膏-蛋白胨培
养基, 病原真菌培养采用马铃薯-葡萄糖(PDA)培养
基。PCR 试剂购于上海生工生物工程技术服务有限
公司。 

1.2  方法 
1.2.1  植物内生放线菌的分离、保存和初步鉴定: 
采集的植物样品经自来水多次冲洗除去表面泥土后, 
采用如下程序进行表面消毒处理: 0.01% Tween-20
处理 1 min, 有效氯含量为 4.5%~5%的次氯酸钠处
理 3 min~8 min(根、茎、叶处理时间不同), 无菌 2.5%
硫代硫酸钠 10 min, 75%乙醇处理 5 min, 无菌水清
洗多次, 最后用无菌 10%碳酸氢钠浸泡 10 min。消
毒后的植物样品经无菌滤纸充分吸干水分, 在无菌
条件下粉碎后撒在分离平板上, 于 28°C培养 3~6周, 
待放线菌长出。纯化后的菌株置于 20%甘油中−80°C
保存。根据菌落形态、显微镜下菌丝及孢子特征进

行初步鉴定。 
1.2.2  表面消毒可靠性检验: 随机选取部分植物样
品的根、茎、叶, 采用以下 2 种方法检验表面消毒
是否彻底: 1) 将最后处理过的植物在 ISP 2固体培养
基表面擦拭 1 min, 然后将平板于 28°C培养 3~6 周, 
观察是否有菌落长出; 2) 将用于最后一遍清洗的无
菌水取 0.2 mL涂布于 ISP 2固体培养基上, 同样将平
板于 28°C培养 3~6周, 观察是否有菌落长出。 
1.2.3  内生放线菌的抑菌实验: 采用滤纸片法, 指
示细菌置于 37°C, 指示真菌置于 28°C, 分别培养 
24 h~48 h后, 测量抑菌圈直径的大小。 
1.2.4  形态培养特征和生理生化特征 : 菌株 YIM 
61470 的培养特征参照国际链霉菌计划(ISP)中有关
放线菌的培养特征描述所采用的标准培养基进行观

察、记录。显微形态特征取 28°C条件下 ISP 2培养
基培养 21 d的埋片进行观察, 菌丝特征及孢子形态
与着生方式用扫描电镜观察(JSM5600LV, JEOL)。生
理生化特征按照徐丽华等[12]的方法进行。 
1.2.5  细胞化学组分分析: 菌株 YIM 61470细胞壁
化学组分分析采用王平[13]的方法进行研究。 
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1.2.6  16S rRNA基因的PCR扩增与系统发育分析: 
菌株 YIM61470 总 DNA 经酶法提取后 ,  扩增 
16S rRNA 基因。PCR 扩增正向引物为 PA: 5′- 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′, 反向引物 PB: 
5′-TTAAGGTGATCCAGCCGCA-3′。 PCR扩增条件
为: 95°C 5 min; 95°C 1 min, 54°C 1 min, 72°C 
3 min, 35个循环; 72°C 10 min。PCR产物送上海生
工生物工程技术服务有限公司测序。16S rRNA基因
测序后 , 利用 EzTaxon 在线比对服务(http://www. 
eztaxon.org/)进行相关有效种的相似性搜索, 确定菌
株的属种, 并调出相关放线菌的 16S rRNA 基因序
列 , 用 Clustal X1.8 软件进行序列比对 , 随后用
Mega3.1 软件构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  内生放线菌的分离与种群组成 
两种表面消毒效果检测用 ISP 2平板在 28°C放

置 3 周以后均没有菌落长出, 由此证明植物表面消
毒已经彻底, 后续分离到的菌株是植物内生菌。从
80多种药用植物的根、茎、叶中共分离纯化获得内
生放线菌 272 株, 其中根组织中内生放线菌的数量
明显多于茎和叶。在 272 株总分离菌株中有 116 株
分离自根, 占总分离数的 42.7%, 分离自茎与叶的
分别有 71 株和 85 株, 分别占总分离数的 26.1%和
31.2%, 根中的内生放线菌多样性要高于茎与叶。每
种药用植物中都分离到数目不等的内生放线菌, 分
离自草本植物的有 161株, 占总分离数的 59.2%; 分
离自木本植物的有 111株, 占总分离菌株的 40.8%。
根据菌落形态、气生菌丝的有无等特征, 272株内生
放线菌中链霉菌属(Streptomyces)占到了 70%以上 , 
其它优势类群为小单孢菌属(Micromonospora)与假
诺卡氏菌属(Pseudonocardia), 还包括少数拟诺卡氏
菌属(Nocardiopsis)、野野村氏菌属(Nonomuraea)、
马杜拉放线菌属(Actinomadura)以及一些尚未确定
到属的稀有类群放线菌。从根、茎、叶获得的内生

放线菌中, 链霉菌属、小单孢菌属与假诺卡氏菌属
均是分离频率最高的类群, 这 3 个属在该地区的不
同药用植物中具有广泛分布, 而其它属的内生放线
菌不具有广泛分布的特点, 其分布具有一定的宿主
植物与组织器官特异性。 

2.2  内生放线菌的抗菌活性 
抗菌活性筛选结果表明, 272株内生放线菌中有

146 株菌对至少一种指示菌具有拮抗作用, 活性菌
株比例为 53.7%。其中对 3 种指示细菌有抑制作用
的菌株有 94株, 占到分离总菌株数的 34.6%, 127株
菌具有抑制病原真菌的活性, 占分离总菌株数的比
例为 46.7%。从图 1可以看出, 对 7种指示菌有拮抗
作用的内生放线菌菌株数不同, 抗大肠杆菌与烟草
赤星病菌的菌株数(55 株)>抗金黄色葡萄球菌的(47 
株)>镰刀菌的(46 株)>皮斑病霉的(42 株)>抗黑曲
霉的(2 株)>抗枯草芽孢杆菌的(21 株)。另外发现, 
对每种病原菌都有一些高活性菌株(表 1), 其中对 3
种指示真菌烟草赤星病菌、镰刀菌与皮斑病霉具有

高活性的菌株最多, 分别有 10 株、10 株、13 株。
统计结果显示, 来自根组织的 116株菌中 64%(74株)
具有抗菌活性, 而茎组织中有 49%(35 株)、叶中有
44%(37 株)的菌株为拮抗菌, 说明从根组织中比较
容易筛选到抗菌活性菌株。 
 

 

图 1  具抗菌活性的内生放线菌统计 
Fig. 1  Statistics of endophytic actinomycetes with antim-
icrobial activities 
注: Anti-1: 抗大肠杆菌; Anti-2: 抗金黄色葡萄球菌; Anti-3: 抗
枯草芽孢杆菌 ; Anti-4: 抗烟草赤星病菌 ; Anti-5: 抗黑曲霉 ; 
Anti-6: 抗镰刀菌; Anti-7: 抗皮斑病霉. 
Note: Anti-1: Anti-Escherichia coli; Anti-2: Anti-Strphylococcus 
aureus; Anti-3: Anti-Bacillus subtilis; Anti-4: Anti-Alternaria 
alternate; Anti-5: Anti-Aspergillus niger; Anti-6: Anti-Fusarium 
oxysporum; Anti-7: Anti-Protomyces macrosporus. 
 

2.3   菌株 YIM 61470 的抗菌谱 
抗菌活性结果统计表明, 菌株 YIM 61470具有

较好的抗菌活性, 其抗菌谱如表 2 所示, 该内生放
线菌对大肠杆菌、烟草赤星病菌、黑曲霉、镰刀菌、

皮斑病霉都具有较强的抗菌活性。 

2.4  菌株 YIM 61470 的鉴定 
2.4.1  形态和培养特征: 菌株 YIM 61470在大多数
培养基上均生长良好 ,  在燕麦与营养琼脂培养 
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表 1  具有高抗菌活性内生放线菌统计 
Table 1  Statistics of endophytic actinomycetes with high antimicrobial activities 

指示菌 
Test microbe 

活性菌株数 
Number of active strains 

菌株号 
Strain No. 

Escherichia coli 7 YIM61113、YIM61118、YIM61131、YIM61227、YIM61241、YIM61259、
YIM61470 

Strphylococcus aureus 7 YIM61018、YIM61086、YIM61168、YIM61178、YIM61188、YIM61190、
YIM61259 

Bacillus subtilis 4 YIM61136、YIM61187、YIM61211、YIM61241 

Alternaria alternata 10 
YIM61007、YIM61013、YIM61017、YIM61019、YIM61108、YIM61111、
YIM61146、YIM61221、YIM61291、YIM61470 

Aspergillus niger 6 YIM61035、YIM61211、YIM61224、YIM61237、YIM61288、YIM61470 

Fusarium oxysporum 10 
YIM61049、YIM61149、YIM61155、YIM61191、YIM61206、YIM61209、
YIM61223、YIM61245、YIM61297、YIM61470 

Protomyces macrosporus 13 
YIM61001、YIM61007、YIM61011、YIM61018、YIM61047、YIM61049、
YIM61155、YIM61149、YIM61175、YIM61269、YIM61297、YIM61280、
YIM61470 

注: 以上菌株抑菌圈直径均大于 15 mm. 
Note: Diameters of inhibition zones above 15 mm. 
 

表 2  菌株 YIM 61470 的抗菌活性 
Table 2  Antimicrobial activity result of strain YIM 61470

菌株 
Strain 

抑菌直径 
Inhibit diameters 

(mm) 
大肠杆菌 Escherichia coli 17 

金黄色葡萄球菌 Strphylococcus aureus 14 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 13 

烟草赤星病菌 Alternaria alternata 22 

黑曲霉 Aspergillus niger 19 

镰刀菌 Fusarium oxysporum 30 

皮斑病霉 Protomyces macrosporus 21 
 

基上中等生长, 所有供试培养基上均不产生可溶性
色素(表 3)。气生菌丝浅黄色至黄白色, 基内菌丝浅
褐色至深褐色。扫描电镜下观察, 菌株 YIM 61470
基内菌丝多分枝、不断裂, 气生菌丝丰富, 气生菌丝
上着生长孢子链 , 偶有弯曲 , 孢子呈柱状 , 表面光
滑(图 2), 为典型链霉菌属的形态特征。 
 

 

图 2  扫描电镜下菌株 YIM 61470 的形态特征 
Fig. 2  Morphological characteristics of strain YIM 61470 
by scanning electronmicroscope  
 
2.4.2  生理生化特征: 菌株 YIM 61470能够使牛奶
不凝固但胨化, 能水解淀粉、液化明胶, 硝酸盐还原
为阳性, 不产生黑色素及硫化氢; 能利用阿拉伯糖、 

 

表 3  菌株 YIM 61470 的培养特征 
Table 3  Cultural characteristics of strain YIM 61470 

培养基 
Medium 

生长 
Growth 

气生菌丝 
Aerial mycelium 

基内菌丝 
Substrate mycelium 

可溶性色素 
Soluble pigment 

Yeast-malt extract agar Good Pale yellow Pale brown − 

Oatmeal agar Moderate Pale yellow Pale brown − 

Inorganic salt/starch agar Good Yellow-white Yellow- brown − 

Glycerol/asparagine agar Good Pale yellow Yellow- brown − 

Czapek’s agar Good Pale yellow Pale brown − 

Nutrient agar Moderate Pale yellow Deep brown − 

Potato extract agar Good Pale yellow Brown − 

注: −: 阴性. 
Note: −: Negative. 
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表 4  菌株 YIM 61470 的生理生化特征 
Table 4  Physiological and biochemical properties of strain YIM 61470 

实验项目 Test items 结果 Results 实验项目 Test items 结果 Results 

Arabinose + Xanthine + 

Cellobiose + Hydroxyproline + 

Dulcitol − Lysine + 

Fructose + Serine − 

Galactose + Phenylalanine − 

Glucose + Tyrosine + 

Glycerol − Alanine + 

Inositol + Asparagine − 

Lactose − Starch hydrolysis + 

Mannitol + Nitrate deoxidization + 

Mannose + Gelatin liquefaction + 

Sodium acetate W Coagulation of milk − 

Sodium oxalate − Peptonize of milk + 

Hypoxanthine + Production of H2S − 

Valine + Melanin generation − 

注: +: 利用或该反应为阳性; −: 不利用或该反应为阴性; W: 弱利用. 
Note: +: Positive; −: Negative; W: Weakly positive. 
 
纤维二糖、果糖、半乳糖、葡萄糖等碳源, 能利用
赖氨酸、酪氨酸、羟脯氨酸等氮源(表 4), 但不能利
用卫矛醇、甘油、乳糖、草酸钠、丝氨酸、苯丙氨

酸、天门冬氨酸生长。 
2.4.3  细胞壁化学特征: 菌株 YIM 61470的全细胞
壁水解物中含有 L-DAP、天门冬氨酸、甘氨酸、谷
氨酸和丙氨酸, 含半乳糖、葡萄糖、核糖等糖类。
细胞壁化学特征与链霉菌属特征相符。 
2.4.4  16S rRNA 基因序列相似性及系统发育分析: 
菌株 YIM 61470的 16S rRNA基因序列的有效片段

长度为 1461 bp, 提交 GenBank 数据库序列号为

FJ615282。在 EzTaxon 数据库中进行有效种的序列

相似性搜索, 发现菌株 YIM 61470与链霉菌属的菌

株高度相关, 说明菌株 YIM 61470是链霉菌属的成

员。与菌株 YIM 61470相似性最高的链霉菌属的有

效种为氢化链霉菌 (S .  hydrogenans ,  相似性为

99.792%), 其次为拒霉素链霉菌(S. resistomycificus, 

99.375%), 浅紫链霉菌(S. violascens, 99.374%), 气
味链霉菌(S. odorifer, 99.312%)和桑氏链霉菌(S. 

sampsonii, 99.247%)。基于 16S rRNA基因序列的系

统发育分析也显示菌株 YIM 61470与链霉菌菌株 S. 

hydrogenans 同在一个进化分支上(图 3)。上述分 

析初步表明, 菌株 YIM 61470为氢化链霉菌的一个

菌株。 

3  讨论 

植物内生放线菌的分离过程中, 表面消毒处理
必不可少。本文使用了次氯酸钠与乙醇两种常用的

消毒试剂。碳酸氢钠浸泡的目的是使植物组织内呈

略碱性, 有利于抑制内生真菌的生长干扰。在次氯
酸钠消毒后立即用 2.5%硫代硫酸钠处理, 是为了降
低残留次氯酸对内生菌的毒害。我们通过多种植物

消毒实验发现, 2.5%硫代硫酸钠处理后能够提高内
生放线菌的出菌率, 其作用效果具有普遍性(秦盛, 
云南大学博士学位论文)。Miché 和 Balandreau[14]曾

经使用 2.0%浓度的硫代硫酸钠代替无菌水进行水
稻种子表面消毒, 结果发现使用硫代硫酸钠实验组
的水稻种子萌发率较对照组有明显提高。本研究将

2.5%浓度的硫代硫酸钠用在植物表面处理, 分离植

物内生菌尚属首次。表面消毒检验结果证明我们所

分离到的放线菌来自植物内生环境, 而不是植物表
面菌。 

本研究获得的 272 株内生放线菌中活性菌株有
146 株, 抗菌活性菌的比例很高, 46.7%的菌株对植
物病原真菌具有拮抗作用, 且不少菌株具有高活性
(表 1), 菌株 YIM 61470显示了广谱抗菌活性, 可能
具有很好的生物防治的潜力。刘宁等[15]曾对同样分

离自西双版纳药用植物的 165 株内生放线菌进行 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic neighbour-joining tree based on the 16S rRNA gene sequences of strain YIM 61470 

and related Streptomyces species 
Note: Numbers on branch nodes are bootstrap values (1000 resamplings). Bar, 0.2% sequence divergence. 

 
了抗菌活性测试, 发现超过 42%的菌株对病原菌表
现出拮抗活性, 且对病原真菌的总体拮抗活性明显
强于土壤放线菌, 而本文发现 53.7%的菌株具有抗
菌活性。与通常使用根际微生物进行植物病害生物

防治相比, 内生放线菌由于定殖在植物体内, 不易
受环境条件的影响, 具有稳定的生存空间, 可以在
植物体内定殖和转运 , 避免了同根际众多微生物
的生存竞争 , 更具有生物防治上的优势与潜在应
用价值。 

Strobel[16]认为逐渐消失的热带雨林植物是最有

可能获得内生菌新物种以及它们活性代谢产物的宝

贵资源库。我们从西双版纳热带雨林多种药用植物

中曾分离到糖多孢菌属、假诺卡氏菌属、糖霉菌属

等多个属内生放线菌的新物种[17−19], 它们大多具有
高抗肿瘤、抗菌活性, 同时 PKS 与 NRPS 基因筛选
阳性的链霉菌菌株[20], 结合本文的实验结果, 证明
了植物种类丰富的热带雨林药用植物内生放线菌的

高度多样性和研究开发的价值。对于我国丰富的药

用植物资源而言, 内生放线菌资源发掘、开发利用
的潜力巨大。 
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