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摘  要: 【目的】更好地发掘内生菌资源, 建立有效的植物内生放线菌分离方法。【方法】

比较不同消毒剂和消毒程序、样品预处理、选择性分离培养基等分离内生放线菌的效果, 

通过形态及 16S rRNA 基因序列分析进行菌种鉴定。【结果】用 5%的次氯酸钠处理样品

4−7 min 消毒效果最好; 100 °C 处理样品 15 min 能较好地减少真菌和细菌的干扰。丙酸钠、

琥珀酸钠等培养基分离放线菌出菌率较高且类群多样性丰富。【结论】植物样品表面消毒

干燥后, 100 °C 处理 15 min, 用无菌搅拌杯打碎, 直接撒植物于分离培养基中的分离方法

效果较好。 
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Abstract: [Objective] In order to obtain more resources of endophytic actinomyctes, the aim 
of the study is to establish an effective method of isolating endophytic actinomycetes. [Meth-
ods] Disinfectant and sterilization procedures, pretreatment method, isolation medium were 
compared. The isolates were identified based on morphology and 16S rRNA gene sequence 
analysis. [Results] It is very effective for samples sterilized 4−7 minute with 5% NaClO. The 
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pretreatment method of processing sample 15 minutes at 100 °C have a good effect on reduc-
ing the interference of fungi and bacteria. Isolation mediums containing sodium propionate and 
sodium succinate have good effect on isolation. [Conclusion] The isolation method that plant 
samples were surface sterilized and dried, processed 15 minutes at 100 °C, broken in a sterile 
mixing cup, and then were separated on isolation medium is very useful. 

Keywords: Endophytic actinomycetes, Surface sterilization, Pretreatment, Isolation medium 

植物内生菌(Edophytes)是指在生活史的一定

阶段或全部阶段生活于健康植物组织内部或细

胞间隙, 不引起植物产生明显症状的微生物[1]。

植物内生菌与植物在长期协同进化过程中相互

依存和相互作用, 不仅对寄主植物有促生、防病

和内生固氮等有益的生物学作用[2−4], 而且由于

基因的转移[5]或植物成分的诱导, 使植物内生菌

形成了产生某些与宿主植物相同或相似化合物

的能力[6−8]。因此, 发掘内生菌资源具有重要的

科学价值和应用潜力。研究表明, 植物内生放线

菌不仅宿主分布广泛、种类丰富多样[9−10]而且还

能产生多种多样的活性物质, 在农业生产、医药

等领域都显示出广泛的应用前景[11]。但由于放线

菌较真菌和细菌生长缓慢, 在分离中既要抑制真

菌和细菌的生长, 又要尽量避免影响内生放线菌

的生长。为此, 建立有效的内生放线菌分离方

法是开展植物内生放线菌资源研究的首要前

提。本实验室近年在开展云南药用植物内生放

线菌的研 究过程中 , 通过对植 物样品表 面消

毒、预处理、分离培养基等关键分离因素的比

较研究, 建立了一系列分离植物内生放线菌的

有效方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品来源: 实验植物样品美登木(Maytenus 

austroyunnanensis) 、 哥 纳 香 (Goniothalamus yun-

nanensis)、露水草(Cyanotis arachnoidea)、土党参

(Campanumoea javanica) 、 金 栗 兰 (Chloranthus 

spicatus)、木麻黄(Casuari naequisetif olia L.)等采

集于云南西双版纳景洪、勐海等地。 

1.1.2  分离培养基: A (酵母膏培养基, g/L): 酵母

浸膏 0.25, K2HPO4 0.5, 琼脂 15, pH 7.2。 
B (腐植酸培养基, g/L): 腐植酸 1 (溶解于

10 mL 0.2 mol/L 的 NaOH 中), Na2HPO4 0.5, KCl 
1.71, MgSO4·7H2O 0.05, FeSO4·7H2O 0.01, CaCO3 
0.02, 琼脂 15, pH 7.2。 

C (天门冬酰胺-酪素-丙酸钠培养基, g/L): L-
天门冬酰胺 1, 酪素 2, 丙酸钠 4, K2HPO4 0.5, 
MgSO4·7H2O 0.1, FeSO4·7H2O 0.01, 琼 脂 15, 
pH 7.2。 

D (几丁质培养基, g/L): 几丁质 2, K2HPO4 
0.7, KH2PO4 0.3, MgSO4·7H2O 0.5, FeSO4·7H2O 
0.1, ZnSO4 0.001, MnCl2 0.001, 琼脂 15, pH 7.2。 

E (海藻糖培养基, g/L): 海藻糖 6, KNO3 0.5, 
Na2HPO4 0.3, MgSO4·7H2O 0.2, CaCl2 0.3, 琼脂

15, pH 7.2。 
F (丙酸钠培养基, g/L): 丙酸钠 2, NH4NO3 

0.1, KCl 0.1, MgSO4·7H2O 0.05, FeSO4·7H2O 0.05, 
琼脂 15, pH 7.2。 

G (改良无机盐淀粉培养基, g/L): 可溶性淀

粉 2, K2HPO4 0.5, MgSO4 0.5, KNO3 1, NaCl 0.4, 
FeSO4·7H2O 0.01, 琼脂 15, pH 7.2。 

H (棉子糖-组氨酸培养基, g/L): 棉子糖 5, L-
组氨酸 1, KNO3 1, NaCl 1, CaCl2 2, K2HPO4 1, 
MgSO4·7H2O 1, 琼脂 15, pH 7.2。 

I (琥珀酸钠培养基 , g/L): 琥珀酸钠 0.9, 
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NH4H2PO4 0.5, MgSO4·7H2O 0.1, FeSO4·7H2O 
0.01, 琼脂 15, pH 7.2。 

J ( 柠 檬 酸 盐 培 养 基 , g/L): 柠 檬 酸 0.12, 
NaNO3 1.5, K2HPO4·3H2O 0.4, MgSO4·7H2O 0.1, 
CaCl2·H2O 0.05, EDTA ( 乙 二 胺 四 乙 酸 ) 0.02, 

Na2CO3 0.2, 琼脂 15, pH 7.2。 

K (水琼脂培养基, g/L): 琼脂 15, pH 7.2。 

所 有 培 养 基 中 均 加 入 抑 制 剂 : 萘 啶 酮 酸

25 mg/L, 制霉菌素 50 mg/L, 重铬酸钾 25 mg/L。 

1.2  方法[12−14] 

1.2.1  样品表面消毒: 用清水冲洗植物样品表

面, 随后再用超声波反复清洗, 直至水呈清澈。 

消毒程序: 清洗好的样品→0.01%吐温 20

处理 30 s→有效氯含量为 5%的次氯酸钠处理

4−7 min (根、茎、叶处理时间不同)→无菌水清洗

多次→无菌 2.5%硫代硫酸钠处理 10 min→75%

乙 醇 处 理 5 min→无 菌 水 清 洗 多 次→无 菌

5%−10%碳酸氢钠处理 10 min→置于无菌铺有滤

纸的培养皿中干燥。 

表面消毒效率的检测: 取最后一次清洗植

物组织的洗涤水 0.2 mL 涂布于麦芽膏-酵母膏固

体培养基上, 置 28 °C 培养 3 周, 检测表面消毒

的效果。 

1.2.2  样品预处理: (1) 高温处理。样品表面消

毒干燥后, 置 100 °C 处理 15 min, 然后进行菌种

分离。 

(2) 冷冻处理。样品表面消毒干燥后, −80 °C

冷冻 7 d, 然后进行菌种分离。 

(3) 液氮研磨涂布。样品表面消毒干燥后, 在

无菌研钵中加入液氮研磨, 然后进行菌种分离。 

(4) 抑制剂浸泡。样品表面消毒干燥后, 置于

抑制剂水溶液中浸泡 7 min, 然后进行菌种分离。

抑制剂浓度分别为: 

Ⅰ: 萘啶酮酸 25 mg/L, 制霉菌素 50 mg/L, 

重铬酸钾 25 mg/L; 

Ⅱ: 萘啶酮酸 50 mg/L, 制霉菌素 100 mg/L, 
重铬酸钾 50 mg/L; 

Ⅲ: 萘啶酮酸 75 mg/L, 制霉菌素 150 mg/L, 

重铬酸钾 75 mg/L; 

Ⅳ: 萘啶酮酸 100 mg/L, 制霉菌素 200 mg/L, 

重铬酸钾 100 mg/L。 

1.2.3  菌种分离: 表面消毒后的样品放入无菌搅

拌杯中捣碎, 涂布于分离培养基上, 28 °C 培养 4

周以上, 待放线菌长出后, 挑取少量菌体用改良

无机盐淀粉培养基纯化。纯化后的菌株接种于麦

芽膏-酵母膏培养基。 

1.2.4  菌种鉴定: 菌株通过培养、形态特征的观

察后初步归类, 选取代表性菌株提取 DNA[15], 用

细菌通用引物扩增 16S rRNA 基因。用 PA (8-27f: 
5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 作 正 向 引

物 , 测定 16S rRNA 基因 5′端部分序列(953− 

1 134 bp)。利用 BLAST 程序, 从 GenBank、

EMBL、NCBI 等公共数据库中进行相似性比对, 

初步鉴定到属。 

2  结果与讨论 

2.1  样品表面消毒 
表面消毒是植物内生菌研究中一个非常重要

的环节, 旨在杀死外源菌的情况下, 尽量减少对

内生菌的伤害。不同的消毒剂类型、消毒剂浓度

和消毒时间等均直接影响表面消毒效果。 
在对样品进行表面消毒前, 其样品表面残留

的土壤颗粒等是导致表面消毒不彻底, 引起污染

的主要原因之一。为了有效避免根际土壤和植物

表面微生物的干扰, 我们在用清水冲洗的基础

上, 随后采用超声波处理样品 3−5 min, 能有效

减少腐生菌的干扰, 空白对照基本为阴性。 

比较了次氯酸钠、乙醇、吐温 20、硫代硫酸

钠、碳酸氢纳的不同浓度, 不同组合以及处理时

间, 对样品表面消毒效果的影响, 研究发现: 用
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有效氯含量为 5%的次氯酸钠处理样品作用较为

温和, 当处理时间为 4−7 min 时, 分离得到的内

生菌数量和种类差别不大, 当处理时间延长至

8 min 以上时, 分离到的内生菌数量和种类随时

间的延长明显减少。 

为了降低残留的次氯酸钠对内生菌的毒害, 

在消毒后采用 2.5%浓度的硫代硫酸钠代替无菌

水冲洗植物, 实验组较对照组内生放线菌的菌落

有明显的增加, 其效果具有普遍性。 

研究结果显示, 采用 5%−10%的碳酸氢钠浸

泡植物样品, 能够抑制真菌, 处理后虽然放线菌

的出菌时间略有延长, 但能有效地抑制内生真菌

的干扰, 提高了放线菌的出菌率。究其原因可能

是由于 10%浓度的 NaHCO3 溶液呈略碱性, 起到

了平衡植物组织表面酸碱度的作用, 同时抑制了

真菌的生长。 

2.2  样品预处理 
由于内生放线菌的生长较细菌和真菌缓慢, 

为提高稀有内生放线菌的出菌率, 有效抑制细菌

和真菌的干扰, 比较了高温、冷冻、液氮研磨涂

布、抑制剂浸泡等样品预处理方法。 

2.2.1  高温处理: 研究结果表明(表 1), 通过高温

处理后, 从哥纳香、露水草和金栗兰样品中分离

到的内生放线菌数量都有不同程度的增加; 未处

理的哥纳香、露水草细菌生长极为旺盛, 基本不

能分离到放线菌。表明适当的高温处理可有效地

抑制细菌的生长, 对放线菌的分离有一定促进作

用。而美登木、土党参经高温处理后分离到的放

线菌数量反而减少, 其原因可能是植物组织块中

含水分较多, 影响了高温处理的效果, 因此对于

水分含量较高的植物不适合采用高温预处理。 

2.2.2  冷冻处理: 样品经过冷冻处理后, 分离培

养基上细菌的数量显著减少, 分离到的放线菌数

量明显增加(表 1), 且生长较为良好。这可能是由

于革兰氏阳性菌对低温的抵抗力较阴性菌强, 而

革兰氏阳性菌中产孢类型的抵抗力又比不产孢

子的细菌强。放线菌产生的孢子抗逆性较强, 因

此通过冷冻处理, 可杀死大部分革兰氏阴性菌和

不产孢的革兰氏阳性菌。 

2.2.3  液氮研磨涂布: 该方法较切块插埋法分离

效果明显提高, 减少了细菌和真菌的污染, 分离

到的放线菌种群多样性明显增加。可能是因为经 
 

表 1  冷冻和高温处理样品后, 内生放线菌分离效果比较(重复 2 次后取平均值, CFU/皿) 
Table 1  Number of endophytic actinomycetes from different samples and media by heat and 

freeze treament (average number from two repetitive experiments, CFU/plate) 

未处理 
No treatment 

高温处理 
Heat treatment 

冷冻处理 
Freeze treatment 

样品 
Samples 

E F H I J E F H I J E F H I J 

美登木 
Maytenus austroyunnanensis 

11 8 4 7 8 10 4 7 5 3 8 12 64 11 56

哥纳香 
Goniothalamus yunnanensis 

0 0 0 0 0 12 10 8 6 12 22 14 72 52 62

露水草 
Cyanotis arachnoidea 

0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 24 16 60 13 58

金栗兰 
Chloranthus spicatus 

4 5 2 5 7 3 2 20 5 4 18 14 58 15 64

土党参 
Campanumoea javanica 

3 2 3 5 3 0 0 0 0 0 22 15 46 56 12

注: E, F, H, I, J 与材料与方法中的分离培养基相对应. 
Note: E, F, H, I, J correspond with isolation mediums in materials and methods. 
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过液氮研磨, 有利于释放植物组织中的内生菌。 
2.2.4  抑制剂浸泡: 由于内生菌可利用植物组织

块中的营养生长于组织块上, 因此在培养基中加

入抑制剂对组织块上生长的内生菌难以发挥作

用。我们尝试用抗生素制剂浸泡消毒后的植物组

织块, 抑制细菌和真菌的生长, 来提高放线菌的

出菌率。研究结果表明(表 2), 菝葜经Ⅱ级浸泡, 

薯莨经Ⅲ级浸泡, 百部经Ⅲ、Ⅳ级浸泡, 木麻黄

经Ⅲ级浸泡后放线菌的出菌率都显著增加。用抑

制剂浸泡植物组织可有效的提高植物内生放线

菌的出菌率, 进一步证实抑制内生真菌、细菌的

生长有利于内生放线菌的分离。实验中各种植物

最适的抑制剂浸泡浓度不同, 其分离放线菌的效

果不同, 这可能与植物组织特性和抑制剂的渗透

性有关。为此, 应根据不同的植物组织特性选择

合适的抑制剂浓度处理植物样品。 

除了上述 4 种比较有效的预处理方法外, 我

们还尝试了一些其他预处理方法可供参考。一般

从单宁类物质含量较高的植物组织中分离到的

内生菌数量较少, 我们用 0.2%的 PVP (聚乙烯吡

咯烷酮)水溶液对单宁含量较高的植物进行预处理, 

可有效地提高内生菌的出菌数量和种类。植物样品

表面消毒干燥, 置于 100 °C 高温处理 15 min, 打碎

后取约 1 g 置于 9 mL 孢子诱导剂中(1%腐殖酸

+ 0.05% SDS (十二烷基硫酸钠) + 9 mL pH 7.4

的 PBS (磷酸盐缓冲液 )+0.005%制霉菌素或

6% 酵 母 膏 + 0.05% SDS + 9 mL pH 7.4 

PBS+0.005% 制 霉 菌 素 ), 37 °C 摇 床 培 养

30 min, 静置沉淀后, 取上清稀释至 10−1 涂板, 

能大大缩短放线菌的出菌时间, 经处理过的样

品在出菌率和多样性上均比对照组显著提高。

用该方法 [16]从喜树中分离到了一些稀有放线

菌类群, 包括糖单孢菌属(Saccharomonospora)、

糖 多 孢 菌 属 (Saccharopolyspora) 、 芽 球 菌 属

(Blastococcus)、假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)

和小单孢菌属(Micromonospora)等。钙离子具有 
 

表 2  抑制剂浸泡处理后, 分离到的放线菌数量(重复 2 次后取平均值, CFU/皿) 
Table 2  Number of endophytic actinomycetes from different samples and media by treatment with chemical ger-

micides (average number from two repetitive experiments, CFU/plate) 
分 离 培 养 基 
Isolation medium 

分 离 培 养 基 
Isolation medium 样品 

Samples 

处理方法 
Processing 

method A B G E F 

样品 
Samples

处理方法 
Processing 

method A B G E F 
Control 0 0 0 0 0 Control 2 1 1 1 1 

Ⅰ 0 0 0 0 0 Ⅰ 1 1 2 1 1 

Ⅱ 17 13 12 8 5 Ⅱ 1 1 1 1 1 

Ⅲ 6 7 3 3 2 Ⅲ 5 2 2 3 2 

拔契 
Smilax 
Glabra 
Roxb. 

Ⅳ 0 1 0 0 1 

薯莨 
Dio-

scorea 
cirrhosa

Ⅳ 0 0 0 2 1 

Control 0 0 1 0 0 Control 0 1 0 0 0 

Ⅰ 0 0 0 0 0 Ⅰ 1 2 0 1 0 

Ⅱ 1 0 1 0 0 Ⅱ 1 3 2 1 2 

Ⅲ 2 2 1 1 2 Ⅲ 5 5 6 5 4 

百部 
Stemona 
tuberosa 

Lour. 

Ⅳ 5 2 3 0 0 

木麻黄
Casuari 
naequi-
setifolia 

L. 

Ⅳ 1 0 1 0 0 

注: A, B, G, E, F 与材料与方法中的分离培养基相对应. Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ在材料与方法中有详细介绍. 
Note: A, B, G, E, F correspond with isolation mediums in materials and methods.Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ have a detailed introduction in ma-
terials and methods. 
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刺激放线菌产生孢子、气生菌丝萌发的作用[17−18]。

采用碳酸钙粉末富集的方法[19]处理美登木, 对小单

孢 菌 属 (Micromonospora) 、 原 小 单 孢 菌 属

(Promicromonospora) 、 链 孢 囊 菌 属

(Streptosporangium)有较好的分离效果。 

2.3  分离培养基的比较 
分离培养基是选择性分离的关键。相对于土

壤环境, 植物内生放线菌的生长环境中营养成分

较为贫乏, 为此选用含有机碳较少的培养基可有

效的抑制真菌和细菌, 有利于内生放线菌的分

离[20−21]。在采用植物表面消毒→高温预处理→无

菌搅拌杯中打碎→直接撒植物分离程序的基础

上, 我们选用或设计了 10 多种培养基对内生菌

进行分离效果的比较, 希望能发现一些分离效果

较好的培养基。结果显示采用自行设计的丙酸钠

培养基、琥珀酸钠培养基、柠檬酸盐培养基分离

效果很好, 其放线菌出菌率较高(表 3), 且种类丰

富(表 4), 从这 3 种培养基中分离到了除链霉菌属

以外的假诺卡氏菌属(Pseudonocardia)、野野村菌

属(Nonomurae)、诺卡氏菌属(Nocardia)、原小单

孢菌属、拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)、糖霉菌属

(Glycomyces); 一些经典的培养基(如腐植酸培养

基、酵母膏培养基、几丁质培养基)分离效果也较

好, 分离到的内生放线菌数量和种类均较为丰

富, 也分离到了一些稀有放线菌属(表 4)。海藻

糖-脯氨酸培养基、棉子糖-组氨酸培养基等有机

碳含量较高的培养基分离到的放线菌数量虽然

不多, 但可分离到一些颜色和形态较为特殊的稀

有类群, 研究发现, 细菌在这两种培养基上生长

较旺盛, 影响了放线菌的分离, 因此应用于内生

菌分离时可适当减少有机碳源和氮源的含量。 

2.4  分离方法的比较 
2.4.1  直接撒植物: 在内生菌的分离中植物组织

插埋法是比较常用的方法, 此方法操作简便, 但 
 

表 3  不同培养基分离到的内生放线菌数目(重复 2 次取平均值, CFU/皿) 
Table 3  Number of endophytic actinomycetes from the different medium and plant samples 

(average number from two repetitive experiments, CFU/plate) 
培养基 
Media 

A B C K D E F G H I J 合计
Total

美登木 
Maytenus austroyunnanensis 

11 8 3 4 15 7 8 4 7 15 26 108 

血满草 
Sambucus adnata 

8 10 0 4 10 5 8 2 3 11 13 74 

大叶仙茅 
Curculigo capitulata 

14 9 3 5 9 6 6 3 4 13 17 89 

两面青 
Maesa indica 

11 8 1 3 5 3 6 4 4 15 8 68 

马莲鞍 
Streptocaulon griffithii 

14 8 2 4 4 9 12 0 5 6 12 76 

土党参 
Campanumoea javanica 

3 2 0 3 6 5 3 3 5 12 7 49 

穿破石 
Cudrania cochinchinensis 

7 5 4 3 5 6 5 2 2 3 12 54 

金粟兰 
Chloranthus spicatus 

4 5 1 4 9 5 7 2 5 6 11 59 

合计 Total 79 60 15 33 69 51 60 21 39 88 119 634 

百分比 Percentage (%) 12.5 9.5 2.4 5.2 10.9 8.0 9.5 3.3 6.2 13.9 18.8  

注: A, B, C, K, D, E, F, G, H, I, J 与材料与方法中的分离培养基相对应. 
Note: A, B, C, K, D, E, F, G, H, I, J correspond with isolation mediums in materials and methods. 
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表 4  不同培养基分离的内生放线菌类群及数目(重复 2 次取平均值, CFU/皿) 

Table 4  Species and number of endophytic actinomycetes from the different medium 
(average number from two repetitive experiments, CFU/plate) 

属/培养基 
Genus/Media 

A B C K D E F G H I J 合计 
Total 

百分比 
Percentage 

(%) 
链霉菌属 
Streptomyces 

32 24 12 21 33 30 32 10 27 44 48 313  
49.4 

假诺卡氏菌属 
Pseudonocardia 

9 3 0 2 7 2 3 0 0 5 14 45 7.1 

野野村菌属 
Nonomuraea 

8 7 0 0 8 2 5 0 2 7 17 57 9.0 

糖霉菌属 
Glycomyces 

9   9 0 3 7 7 5 3 0 15 13 62 9.8 

诺卡氏菌属 
Nocardia 

7 5 2 2 5 5 6 3 7 5 11 58 9.1 

拟诺卡氏菌属 
Nocardiopsis 

7 7 1 3 4 5 6 5 3 7 7 55 8.7 

原小单孢菌属 
Promicromonospora 

7 5 0 2 5 0 3 0 0 5 9 35 5.5 

合计 Total 79 60 15 33 69 51 60 21 39 88 119 634  

注: A, B, C, K, D, E, F, G, H, I, J 与材料与方法中的分离培养基相对应. 
Note: A, B, C, K, D, E, F, G, H, I, J correspond with isolation mediums in materials and methods. 
 
对于从植物组织上长出附着在组织块上的内生

真菌、细菌的干扰较难控制, 因为培养基中的抑

制剂很难起到作用, 我们把表面消毒后的样品放

入无菌搅拌杯中充分捣碎, 再撒于分离培养基

上, 相比组织插埋法, 小而薄的植物组织能够更

好地与分离培养基贴合, 使培养基中的抑制剂更

好的发挥作用, 还能为内生菌的生长提供更大的

表面积。 

2.4.2  稀释涂布: 该方法能有效的减轻内生真菌

的干扰, 但内生细菌的生长十分旺盛。梯度稀释

能在一定程度上避免密度大的细菌类群迅速覆

盖培养基, 但同时也可能丢失一些本来在植物组

织内密度就较低的放线菌类群。 

以上两种方法各有优势, 研究结果表明, 直

接撒植物的方法分离到的放线菌无论在数量还

是种类上都是比较丰富, 我们通常选用的方法

是: 植物表面消毒→高温处理(在抑制细菌干扰

方面效果具有普遍性)→无菌搅拌杯中打碎→直

接撒植物分离。 

2.5  菌株鉴定结果 
采用上述分离方法, 本课题组多年来在鉴定

分离菌株的过程中, 发现很多稀有放线菌类群, 

至少分离到 39 个属, 发表了 2 个新属和 30 多个

新物种。 

3  结论 

综合上述结果, 我们推荐采取以下方法分离

植物内生放线菌: 

(1) 选用 0.01%吐温 20 处理 30 s→有效氯含

量为 5%的次氯酸钠处理 4−7 min (根、茎、叶处

理时间不同)→无菌水清洗多次→无菌 2.5%硫代

硫酸钠处理 10 min→75%乙醇处理 5 min→无菌

水清洗多次→无菌 5%−10%碳酸氢钠处理 10 min

分步处理的程序, 能确保植物样品表面消毒彻

底, 没有外源菌污染。 

(2) 采用高温、冷冻、液氮研磨、抑制剂浸
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泡处理的方式对植物样品进行预处理, 能显著抑

制细菌和真菌生长, 有利于释放植物组织中的放

线菌, 提高内生放线菌的出菌率。 

(3) 冷冻处理程序对部分样本效果较好(上述

提及的植物), 对其它植物效果不具备普遍性, 仅

适合少量样品的预处理; 高温处理程序效果具有

普遍性, 适用于绝大部分植物的预处理。 

(4) 以丙酸盐等小分子有机酸和柠檬酸盐、琥

珀酸盐等三羧酸循环的中间产物作为碳源的培养

基对内生放线菌的分离效果较好; 由于内生真菌、

细菌在有机碳、氮源含量较高的培养基上生长较

为旺盛, 不利于内生放线菌的生长; 土壤放线菌

分离中所使用的经典培养基, 如腐植酸培养基和

几丁质培养基等均适合于分离内生放线菌。 

本实验室秦盛 [19]分别用免培养和纯培养方

法, 对滇南美登木内生放线菌的群落组成进行了

较系统的研究, 结果表明, 植物样品中存在着大

量的未知内生放线菌新类群, 但目前尚不能被分

离纯培养, 需要我们进一步设计更有效的分离程

序, 不断改进分离方法, 以期获得更多的内生放

线菌新资源。由于植物间的差异性, 每种植物内

生放线菌的最佳分离程序不尽相同, 实验中需要

综合考虑各个分离因素, 结合多种分离方法, 尽

可能获得更多的放线菌资源。 

致谢: 感谢陈华红、秦盛、李洁为本文提供部分

实验数据。 
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