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桉树根际放线菌的分离、初步鉴定及酶活筛选
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摘要：为了解桉树根际放线菌多样性和功能，采用稀释涂布法和１６ＳｒＲＮＡ基因测序法对所采样品进行放
线菌分离和鉴定．经分离获得７３株放线菌，选出２１株菌进行测序及酶活筛选．结果显示，１６株为链霉
菌，２株为小单孢菌，微球菌、考克氏菌和野野村菌各有１株．蛋白酶活性、脂肪酶活性、纤维素酶活
性、淀粉酶活性的菌株数分别为５，４，６，７．试验表明，桉树根际放线菌酶活性较丰富，但类群组成单
一，主要为链霉菌．
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　　桉树 （ＥｕｃａｌｙｐｔｕｓｒｏｂｕｓｔａＳｍｉｔｈ．）为桃金娘科
桉属重要种，主要分布区在澳大利亚和其附近的各

岛屿［１］．如今，桉树是世界三大造林树种 （杨树、

桉树、松树）之一，也是中国南方最重要的造林

树种．据统计，至 ２００５年云南有多达 １０９个县
（市、区）种植桉树，种植面积高达２３６万 ｈｍ２．
桉树不仅被用作经济林树种，还可作为大面积的防

护林、用材林和薪炭林［２］．但是种植桉树给人们



带来经济价值的同时，也给生态环境带来了一些问

题．众所周知，桉树常被人们称为树木界的抽肥机
和抽水机，长期种植桉树不仅会改变土壤的理化性

质，同时对土壤中的微生物种类和数量也会产生一

定影响．李佳雨等［３］研究发现，桉树林土壤中的

ｐＨ、有机碳和全氮含量均显著降低，土壤中丛枝
菌根真菌的丰度也随桉树种植时间的增加而减少．
李立文［４］在研究桉树对生态环境的影响时发现，

桉树的根系分泌物和凋落物对其他物种的生长有一

定的抑制作用，从而影响周围环境的生物多样性，

造成桉树林地表面光秃、生物种类单一．陈法霖
等［５］发现，桉树凋落物提供土壤微生物群落生境

和食物的能力较弱，致使土壤中的微生物群落生物

量、多样性和代谢活性均降低．目前国内外关于桉
树人工林生态系统的报道［６－９］大多是基于植物和土

壤养分的角度，而对于桉树根际土壤中放线菌的研

究尚不多见．
土壤是植物赖以生存的物质基础，而土壤中的

微生物是土壤生态系统的重要组成部分，其数量、

种类及活性都会影响土壤生态系统的结构和功能，

对环境也起着天然的 “过滤”和 “净化”作

用［１０］．放线菌是土壤微生物中的一个主要类群，
它们的存在反映了生态多样性，对自然界物质循环

起着重要作用，同时还是很好的生防菌资源．黄冰
纷等［１１］从土壤中筛选出对松材线虫有较高杀灭活

性的放线菌．龙云川等［１２］在综述贵州省的放线菌

资源时分析总结出１７株活性放线菌，功能主要集
中在产生活性物质、拮抗植物病原菌及具生物防治

潜力等方面．此外，放线菌还可以合成多种有用的
代谢产物，例如维生素、淀粉酶、纤维素酶和氨基

酸等，与人类的生产生活关系紧密［１３］．
虽然近几年我国有很多学者已对桉树人工林土

壤微生物、土壤动物和病虫害防治进行研究，但针

对云南桉树人工林根际土壤中的放线菌研究却很

少．因此，本试验采集云南省牟定县桉树人工林的
根际土壤，分离其中的放线菌，在分析该地桉树根

际土壤中放线菌的多样性的基础上检测菌株酶活，

以期从根际微生物生态的角度来探讨桉树人工林的

生态效益和生物多样性问题．并通过分析桉树根际
土壤放线菌的数量和种类，阐明桉树人工林地土壤

放线菌的生态分布规律，为全面评估云南桉树的生

态效应，以及后期的桉树引种、扩大栽培面积提供

一些理论依据，同时获取一批有价值的放线菌

资源．

１　材料与方法

１１　采样区域概况和材料
试验材料采自云南省楚雄州牟定县 （１０１°３５′～

１０１°４７′Ｎ，２５°３０′～２５°４０′Ｅ），境内最低海拔
１１４０ｍ，最高海拔２８９７ｍ，属于亚热带季风气候
区，年平均气温为 １５８℃，年平均降雨量为
８７２ｍｍ，日照充足，气候温和．

桉树林根际土壤的采集在上述试验区域内进

行．在坡向相同、海拔相差在１１０～１２０ｍ的范围
内设置样方，样方大小为 １０ｍ ×１０ｍ，以 “Ｓ”
型取样法在每个样地随机选取 ３个点，除去表层
土，取深度为１０ｃｍ左右的土样混合为１个样品．
海拔间隔２００ｍ按上述方法再采集１个样品，共计
８份桉树根际土样，将土样装入无菌袋中，带回实
验室置于４℃以待分离．
１２　分离纯化
１２１　土样预处理

将８份样品进行风干 （无菌条件下），过筛

（孔径２ｍｍ）后，取２ｇ土样于１００℃的烘箱中干
热处理１ｈ．将上述样品加入装有１８ｍＬ无菌水的
锥形瓶，室温振荡３０ｍｉｎ，以待涂布分离．
１２２　分离培养基

本研究放线菌分离的培养基参照 Ｔａｅｃｈｏｗｉｓａｎ，
Ｋｈａｍｎａ，Ｌｅｃｅｖａｌｉｅｒ和段淑蓉等的方法配制 ＨＶ培
养基［１４］、海藻糖－脯氨酸培养基［１５］、甘油精氨酸

琼脂［１６］、棉籽糖组氨酸培养基［１６］、海藻糖 －天门
冬酰胺培养［１７］、土壤浸汁培养基［１７］，并结合杨宇

容等［１８］的方法在前 ５个分离培养基中加入
７５μｇ／ｍＬ重铬酸钾，在第６个分离培养基中加入
００６ｇ／Ｌ制霉菌素，用以抑制细菌和真菌的生长．
１２３　放线菌分离培养及保藏

将上述预处理好的样品进行梯度稀释，取

２００μＬ质量浓度为１０－３倍的土壤稀释液置于培养
基上并涂布均匀，静置 ０５ｈ后倒置恒温培养箱
中，温度为２８℃．７～２１ｄ后，观察并统计出菌
情况，将放线菌单菌落挑取出来，以平板进行划线

纯化，将纯化好的菌株接种于牛奶管、斜面、甘油

管，置于低温保藏．
１３　放线菌的初步鉴定

根据形态特征选取代表菌株，按宫强等人［１９］
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的方法对代表菌株的总 ＤＮＡ进行提取，采用
Ｍａｒｃｈｅｓｉ等［２０］设计的引物 （ＰＡ：５′ＣＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ３′和 ＰＢ：５′ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣ
ＣＧＣＡ３′）进行１６ＳｒＲＮＡ基因的特异扩增，随后
送到美吉测序公司进行测序．将获得的１６ＳｒＲＮＡ
基因序列提交到 ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏ
ｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／ｉｄｅｎｔｉｆｙ）进行比对［２１］，调取相似性较高

的菌株序列，利用ＭＥＧＡ７软件以邻接法 （Ｎｅｉｇｈ
ｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ）对其进行系统发育树的构建，最终确
定放线菌种属．
１４　放线菌酶活检测

对选取的进行初步鉴定的２１株代表性菌株进
行淀粉酶、纤维素酶、蛋白酶和脂肪酶活性检测．
１４１　菌株活化

将２１株放线菌转接到 ＩＳＰ２培养基上活化，
培养５ｄ后备用．
１４２　酶活性检测

１）培养基的制备．按照张万芹等［２２］的方法配

制基础培养基、淀粉酶活检测培养基、纤维素酶活

检测培养基、蛋白酶活检测培养基和脂肪酶活检测

培养基．并根据不同的水解酶活性检测方法，将不
同的底物加入基础培养基中，同时平板下层加入水

琼脂层，以便观察．
２）接种培养．将２１株放线菌分别接种到４种

酶活性检测培养基上，置于２８℃ 培养箱中培养１
周，每株菌每种酶接种两次，即两个重复．
３）酶活检测．纤维素酶活检测［２３］：在菌株已

长好的平板上倒入配置好的刚果红溶液，待其染色

１ｈ后，将染色液倒出，再用ＮａＣｌ溶液脱色２０ｍｉｎ
后观察菌落周围是否有透明圈出现，记录菌落边缘

与透明圈边缘的距离，距离越大则酶活越好．
淀粉酶活检测：在菌株已长好的平板上倒入适

量碘液，若变蓝则表明无酶活；若不变蓝，记录菌

落边缘与透明圈边缘的距离，距离越大则酶活

越好．
脂肪酶活和蛋白酶活检测：如有酶活，菌落边

缘有透明圈形成，记录其大小．

２　结果与分析

经分离纯化后共获得７３株菌，将其分别保存
于牛奶管、甘油管和斜面以进行后续的工作．根据
形态差异选取了２１株代表放线菌进行系统进化分

析及酶活检测．
２１　放线菌在６种培养基上的出菌情况

放线菌的生长数量统计如图１所示．在采用的
６个培养基上，放线菌的数量呈现 ＨＶ培养基≈海
藻糖－脯氨酸培养基＜海藻糖－天门冬酰胺培养＜
棉籽糖－组氨酸培养基＜甘油－精氨酸琼脂＜土壤
浸汁培养基的趋势．其中：以采样地土壤制成的土
壤浸汁培养基放线菌出菌率最高，最适合该样品放

线菌的分离；富含有机质的ＨＶ培养基和海藻糖－
脯氨酸培养基分离效果最差．这可能和该地营养被
桉树强势吸收而使得适应寡营养的放线菌类群大量

存在有关．
最终，分离纯化后共得到７３株菌，根据形态

特征可知其中５２株均为链霉菌属菌株．由此可知，
桉树根际土壤放线菌优势类群是链霉菌属菌株．另
选取形态差异较大的２１株代表菌株进行１６ＳｒＲＮＡ
基因测序以及系统进化分析．

２２　分离放线菌的初步鉴定结果
对筛选出的２１株放线菌进行１６ＳｒＲＮＡ基因测

序，测序结果如表１所示．其中１６株属于链霉菌
属；２株属小单孢菌属，其中一株是 Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏ
ｒａｃｈａｉｙａｐｈｕｍｅｎｓｉｓ，另一株是 Ｍ．ｓｃｈｗａｒｚｗａｌｄｅｎｓｉｓ；
１株属微球菌属的 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓａｌｏｅｖｅｒａｅ；１株属考
克氏菌属的Ｋｏｃｕｒｉａｇｗａｎｇａｌｌｉｅｎｓｉｓ；１株为野野村菌
属的Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａｊａｂｉｅｎｓｉｓ．
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表１　２１株菌株的测序结果

菌株编号 相似种
与相似种　
相似性／％

Ａ３ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｅｃｏｙｉｃｕｓ ９９５６

Ａ５ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｅｃｏｙｉｃｕｓ ９９８５

Ａ９ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｉｏｙａｅｎｓｉｓ ９９６８

Ａ１８ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎｉｎｕｓ ９８９７

Ａ１９２ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｕｒｅｕｓ １００００

Ａ２２ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｉｔｒｅａ ９９２６

Ａ２３１ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｅｃｏｙｉｃｕｓ ９９５６

Ａ２３２ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｅｃｏｙｉｃｕｓ ９９８５

Ａ２４ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｍａｕｖｅｃｏｌｏｒ ９９８５

Ａ３１ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｃｏｐｕｌｉｒｉｄｉｓ ９９４２

Ａ３９ Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｓｃｈｗａｒｚｗａｌｄｅｎｓｉｓ ９９０５

Ａ４５ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｆｕｓｃｉｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ ９７４４

Ａ４８ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓａｌｏｅｖｅｒａｅ ９９５６

Ａ５２２ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｅｃｏｙｉｃｕｓ ９９４１

Ａ５３ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｎｉｖｅｕｓ ９９６６

Ａ６０ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｍｉｒａｂｉｌｉｓ ９９７１

Ａ６３ Ｋｏｃｕｒｉａｇｗａｎｇａｌｌｉｅｎｓｉｓ ９９２９

Ａ６６２ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｖｉｏｌａｓｃｅｎｓ ９９８３

Ａ６７１ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｏｌｉｖｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ ９９４２

Ａ６９ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｅｃｏｙｉｃｕｓ ９９８５

２６７ Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａｊａｂｉｅｎｓｉｓ ８８１９

测序的２１株放线菌共分布于５个属，每个种
选取１个有效代表菌株进行系统发育树的构建．如
图２所示，基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列构建了 Ｎｅｉｇｈ
ｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ进化树．该系统进化树显示测序的２１
株放线菌中有１６株聚在一个大支上，为链霉菌属
菌株．其中，Ａ２４和 Ａ６６２为同一株菌；而 Ａ９，
Ａ５２２，Ａ３，Ａ５，Ａ２３１，Ａ６９，Ａ２３２都为 Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｍｙｃｅｓｄｅｃｏｙｉｃｕｓ，且为此次分离菌株的优势菌株，
该菌株可产德夸菌素 （ｄｅｃｏｙｉｎｉｎ）和阿洛酮糖素
（ｐｓｉｃｏｆｕｒａｎｉｎｅ），分别可以抑制部分革兰氏阴性、
阳性细菌，这也是此次分离到该菌株较多的原因．
另外，其可以抑制分枝杆菌和某些肿瘤细胞［２４］．
因此，该菌株还可以作为次级代谢产物研究的菌株

材料．
根据此次桉树根际土壤分离的７３株放线菌的

形态和测序结果可知，６８株都为链霉菌属菌株，
占到了分离菌株的９３％，且在每份样品中、每种
分离培养基上数量都较多，可见链霉菌类群为桉树

根际土的绝对优势放线菌，而仅有７％的分离菌株
为其他稀有类群．由此可知，桉树根际土的放线菌
类群组成比较单一．
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２３　潜在新放线菌菌株的分析

分类学工作者 Ｋｉｍ等人［２５］于 ２０１４年提出
１６ＳｒＲＮＡ基因序列相似度小于 ９８６５％，可以认
定为可能的新种或新属．由测序结果表１可知，本
次分离到的菌株 Ａ４５与正式发表的菌株 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙ
ｃｅｓｆｕｓｃｉｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ的１６ＳｒＲＮＡ基因序列相似度为
９７４４％，可能为潜在的新菌株；而菌株２６７与正
式发表的菌株 Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａｊａｂｉｅｎｓｉｓ的１６ＳｒＲＮＡ基
因序列相似度为８８１９％，可能为潜在的新属或更
高级别的分类单元．但相关工作需通过后期的多相
分类学方法来验证．
２４　酶活筛选结果

通过点接法将２１株代表菌株接种至淀粉、羧
甲基纤维素钠、脱脂牛奶和三丁酸甘油酯为底物的

培养基上筛选其酶活．图３为试验中筛选到的部分
阳性结果，根据菌落周围形成的透明圈来判断酶活

是否产生．
２１株菌在上述４种底物培养基上生长７ｄ之

后，酶活筛选结果如表２所示．有４株菌 （占筛选

菌株总数的１９０％）脂肪酶活性呈阳性；有７株
菌 （占筛选菌株总数的３３３％）淀粉酶活性呈阳
性；有６株菌 （占筛选菌株总数的２８６％）纤维
素酶活性呈阳性；有５株菌 （占筛选菌株总数的

２３８％）蛋白酶活性呈阳性；有 ７株菌 （占筛选

菌株总数的 ３３３％）的 ４种酶活都为阴性，即
６６７％的菌株都有至少一种酶活．其中，菌株
Ａ１８（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎｉｎｕｓ）和 菌 株 ２６７
（Ｎｏｎｏｍｕｒａｅａｊａｂｉｅｎｓｉｓ）具有３种酶活；而 Ａ９（Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｍｙｃｅｓｓｉｏｙａｅｎｓｉｓ），Ａ２４（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｍａｕｖｅｃｏｌｏｒ），
Ａ３１（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｃｏｐｕｌｉｒｉｄｉｓ），Ａ６３（Ｋｏｃｕｒｉａｇｗａｎｇａｌ
ｌｉｅｎｓｉｓ）这４株菌都具有两种酶活，这些活性菌株对
于淀粉酶、纤维素酶、脂肪酶、蛋白酶的开发应用

提供了更多研究材料．在供试的 １６株链霉菌中，
有高达７５％的菌株 （１２株菌）至少有１种酶活，
由此说明桉树根际土壤蕴藏着酶活较多的链霉菌

资源．

表２　２１株代表菌株酶活筛选结果

菌株编号 脂肪酶 淀粉酶 纤维素酶 蛋白酶 阳性酶活数量

Ａ３ ０

Ａ５ ０

Ａ９ ＋ ＋ ２

Ａ１８ ＋ ＋ ＋ ３

Ａ１９２ ＋ １

Ａ２２ ０

Ａ２３１ ＋ １

Ａ２３２ ０

Ａ２４ ＋ ＋ ２

Ａ３１ ＋ ＋ ２

Ａ３９ ０

Ａ４５ ０

Ａ４８ ０
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续表２

菌株编号 脂肪酶 淀粉酶 纤维素酶 蛋白酶 阳性酶活数量

Ａ５２２ ＋ １

Ａ５３ ＋ １

Ａ６０ ＋ １

Ａ６３ ＋ ＋ ２

Ａ６６２ ＋ １

Ａ６７１ ＋ １

Ａ６９ ＋ １

２６７ ＋ ＋ ＋ ３

３　讨论

本试验对云南省楚雄州牟定县桉树根际土壤放

线菌进行了分离，同时分析了该样品放线菌的数量

及类群组成，在此基础上筛选了分离菌株的４种酶
活性．通过稀释平板法从８份桉树根际土壤样品中
共分离获得７３株放线菌．分离结果显示，８份样
品在不同培养基上放线菌的生长情况和数量差异很

大．其中，以采样地土壤制成的土壤浸汁培养基放
线菌出菌率最高，因此土壤浸汁培养基较适合桉树

根际土壤样品放线菌的分离，推测可能是由于桉树

大量吸收养分而形成的贫营养环境的选择作用使得

适应寡营养的放线菌类群占据了绝对优势的原因．
由此提示，今后在选择放线菌分离培养基时要充分

调查考虑采样地的背景组成特点来设计分离培养

基，才能得到较为理想的分离效果．
在分离得到的７３株菌中，根据形态特征可知

其中５２株均为链霉菌属菌株．另选取形态差异较
大的进行１６ＳｒＲＮＡ基因测序以及系统进化分析的
２１株代表菌株中有１６株也为链霉菌属菌株，一共
６８株菌 （占分离菌株总数的 ９３１５％）为链霉菌
的不同种及亚种，说明牟定县桉树林根际土中的放

线菌优势类群是链霉菌．根据目前的研究表明，放
线菌中数量最大、应用最广的一类是链霉菌．Ｙｕ
等［２６］从来源于厦门红树林的１株链霉菌中获得具
有抗真菌及抗肿瘤作用的物质．谢玉琴等［２７］发现

娄彻氏链霉菌对小麦幼苗有很好的促生作用．在本
试验中获得的链霉菌属菌株为后期放线菌的综合利

用及生理活性物质的定向筛选提供了较好的物质资

源．与此同时，本试验发现，楚雄州牟定县桉树林
根系土壤中的微生物种类单一，物种丰富度不高．
生物多样性会直接影响一个地区甚至一个生态系统

的稳定性．若生物种类单一，则会导致生态系统十
分脆弱．此外，桉树种植会干扰林下动植物的多样
性［２８］．而且，本研究也表明，桉树的根际土壤放
线菌类群较单一，这对于当地的生态系统稳定性很

不利．
本研究在分离桉树根际土壤放线菌的基础上利

用平板点接法对分离放线菌进行了酶活检测．在筛
选的２１株放线菌中，有４株菌产脂肪酶，７株菌
产淀粉酶，６株菌产纤维素酶，５株菌产蛋白酶，
６６７％的筛选菌株至少有一种酶活．可见，桉树根
际土壤放线菌的酶活性比较好，后期可进一步详细

研究酶活阳性菌株的产酶条件等相关酶学性质，也

可利用核糖体工程等更为先进的方法对其进行处理

改造提高酶的活力和产量，一方面可以提高桉树根

际土壤微生物资源的利用率，另一方面为酶工业生

产提供更多生物资源．
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