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海洋放线菌不同分离方法的比较研究 
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摘要: 采用平板涂布法, 以青岛海区潮间带沉积物为对象进行海洋放线菌的分离方法研究。具体分析

了不同样品预处理方式、稀释液、海水浓度和培养基种类等对分离效果的影响。结果表明, 55℃预处理

样品 6 min 能有效减少细菌数量, 利于潮间带沉积物中放线菌的分离; 以 1/4 林格氏溶液稀释样品、纯

海水配置培养基, 可以分离得到较多的放线菌; 不同培养基对沉积物中放线菌的分离效果差别很大, 

本实验设置的 M1～M9 培养基中, M1、M6、M7 和 M8 培养基的分离效果优于其他 5 种。 
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随着从海洋环境中发现越来越多的新放线菌和

活性产物, 海洋放线菌成为新药开发和天然活性产
物的重要来源[1-2]。由于海洋环境的特殊性, 目前对
海洋放线菌的分离和培养仍然存在一些技术问题 , 
有很大一部分海洋放线菌未能培养出来。因此从海

洋环境中有效分离放线菌是放线菌研究的重要内

容。目前海洋放线菌的分离方法基本借鉴于陆生放

线菌, 尚未有一个被广泛接受的方法。本研究以青岛
海区潮间带沉积物为对象, 探索和比较放线菌分离
方法, 寻求适合于沉积物中放线菌分离的有效方法。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集 
样品采自青岛第一海水浴场附近潮间带沉积物, 

去掉表层约 5 cm, 用无菌的样品勺采集 5~20 cm处
沉积物样品 1份, 用无菌三角烧瓶盛放, 放于冰盒保
存, 并立即带回实验室进行实验研究。 

1.2  不同因素对放线菌分离效果的影响 
实验 

1.2.1  样品预处理 
采用 3种方法预处理样品: 将 1 g样品平铺于无

菌培养皿内, 真空干燥约 24 h, 磨细成粉末; 将 1 g
样品在 55℃水浴中加热 6 min; 将 1 g样品平铺于无
菌培养皿内, 在 120℃干燥箱中加热 1 h。分别将预
处理后沉积物样品, 用 1/4 林格氏溶液稀释, 在纯海
水配置的 M1培养基上进行放线菌的分离。 

1.2.2  培养基中海水浓度 
采用 5 种浓度(0、25%、50%、75%、100%)海

水配置 M1培养基。将经过 55℃水浴 6 min的样品, 
用 1/4林格氏溶液稀释, 分别涂布于不同浓度海水配
置的 M1培养基上进行放线菌的分离。  
1.2.3  样品稀释液 

采用 3种稀释液进行样品稀释: 无菌海水、无菌
生理盐水(0.85 % NaCl)、无菌 1/4 林格氏溶液(0.9 % 
NaCl、0.04 % CaCl2、0.04 % KCl)。将经过 55℃水
浴 6 min的样品, 分别用 3种稀释液进行稀释, 在纯
海水配置的 M1培养基上进行放线菌的分离。 
1.2.4  培养基 

放线菌分离效果比较用的 9 种培养基基础成分
示于表 1。将样品 55℃水浴 6 min, 用 1/4 林格氏溶
液稀释, 分别涂布于纯海水配制的不同培养基上进
行放线菌的分离。 

所有分离培养基中均添加终质量浓度为 25 
mg/L的萘啶酮酸以抑制快速生长的细菌。同时添加
终质量浓度为 100 mg/L的制霉菌素溶液以抑制真菌
的生长[3]。 
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表 1  沉积物海洋放线菌分离培养基 
Tab. 1  Media for the isolation of marine actinobacteria from sediments 
培养基编号 培养基组分 

M1[3] 
可溶性淀粉 10 g, 干酪素 0.3 g, KNO3 2 g, K2HPO4 2 g, MgSO4·7H2O 0.05g, FeSO4·7H2O 0.01g, 琼脂 
20g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 

M2[4] 酵母浸出粉 4 g, 麦芽浸出粉 10 g, 葡萄糖 4 g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 
M3[3] 葡萄糖 10 g, 天冬氨酸 0.5 g, K2HPO4 0.5 g, MgSO4·7H2O 0.05 g, 琼脂 20g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 

M4[4] 
蛋白胨 2 g, 天冬氨酸 0.1 g, 丙酸钠 4 g, 甘油 5 mL, K2HPO4 0.5 g , MgSO4·7H2O 0.1 g, FeSO4·7H2O 0.01 
g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 

M5[4] 酵母浸出粉 4 g, 可溶性淀粉 15 g, K2HPO4 1 g, FeSO4·7H2O 0.01 g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 

M6[4] 棉子糖 10 g, L-组氨酸 1 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, FeSO4·7H2O 0.01 g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 
M7[4] 天冬氨酸 0.1 g, 蛋白胨 2 g, 丙酸钠 4 g, FeSO4·7H2O 0.01 g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 

M8[3] 甘油 6 mL, 精氨酸 1 g, K2HPO4 1 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 

M9[3] 可溶性淀粉 10 g, 干酪素 0.1 g , K2HPO4 0.5 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, 琼脂 20 g, 蒸馏水 1 L, pH 7.2~7.4 
 

1.3  放线菌菌株分离方法 
放线菌的分离采用平板涂布法 [5]。均称取样品

10 g, 分别加入装有玻璃珠的 90 mL 无菌稀释液中, 
150 r/min震荡 20 min后, 静置 30 min, 取上清液, 逐
级稀释至 10-3, 各取 100 μL涂布平板, 每个处理设 3
个重复, 28℃培养箱中培养 7~15 d 后进行放线菌菌
落计数。 

1.4  数据统计分析 
所有统计分析均在 SPSS 17.0 (SPSS Inc, Chi-

cago, USA)上完成。 

2  结果 

2.1  不同预处理方式对样品中放线菌分离

效果的影响 
从表 2 可以看出, 用不同方式预处理底泥样品

对放线菌的分离有较大影响, 放线菌数量与不同预
处理样品方式间有显著差异。其中, 样品经过 55℃
水浴 6 min所获得的放线菌数量最多, 虽然还存在一
定数量的细菌, 但细菌数量不会影响到放线菌的分
离。样品经过 120℃加热处理 1 h可以明显地减少细菌
数量, 但目标放线菌的数量也随之减少。样品经过真空

干燥处理后细菌数量有明显的减少, 但放线菌数量也
比新鲜底泥中放线菌数量有所降低。样品经过 55℃
水浴 6 min分离到的放线菌数量与真空干燥和 120℃
加热 1 h处理样品间差异显著, 但 3种方式预处理样
品对细菌数量的影响差异不显著。 

 
表 2  不同预处理方式对放线菌分离效果的影响  
Tab. 2  Influence of different pretreaments on the isola-

tion of marine actinomycetes 
数量(×105个/g) 

处理方式 
放线菌 细菌 

真空干燥 4.0±0.17b 20.3±3.72b 
55℃, 6min 7.4±1.04a 11.7±1.60b 
120℃, 1 h 2.1±0.35c 3.2±1.28b 
新鲜沉积物 5.8±1.59a 57.8±6.04a 

注: 同一列中不同字母表示差异显著(P＜0.05) 

 
2.2  海水浓度对放线菌分离效果的影响 

从表 2 可以看出, 随着培养基中海水比例的增
加 , 放线菌数量和细菌数量呈增加的趋势 , 但放线
菌和细菌数量与培养基中海水比例之间没有显著差

异。用 100%海水配置的培养基中分离到的放线菌数
量最多, 其次是 75%和 50%海水配置的培养基, 用

 
表 3  海水浓度对放线菌分离效果的影响  
Tab. 3  Influence of seawater percentage level on the isolation of marine actinomycetes 

海水比例(%) 
数量(×105个/g) 

0 25 50 75 100 
放线菌 5.2±0.79a 5.5±1.87a 6.1±1.67a 7.3±1.10a 7.4±1.04a 
细菌 9.3±3.81a 9.6±1.79a 10.2±2.07a 11.9±2.56a 11.7±1.60a

注: 同一行中不同字母表示差异显著(P＜0.05) 
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蒸馏水和 25%海水配置的培养基中分离到的放线菌
数量最少。 

2.3  不同稀释液对放线菌分离效果的影响 
从表 4 可以看出, 不同稀释液对放线菌的分离

有影响, 但放线菌和细菌数量与稀释液种类之间没
有显著差异。1/4 林格氏溶液稀释样品获得的放线菌
数量最多, 而后依次为纯海水和生理盐水。 
 
表 4  不同稀释液对放线菌分离效果的影响  
Tab. 4  Influence of different dilutents on the isolation of 

marine actinomycetes 
稀释液 

数量 
(×105个/g) 纯海水 生理盐水 

1/4 林格氏
溶液 

放线菌 6.1±1.83a 5.8±2.17a 7.4±1.04a 
细菌 11.2±1.42a 11.5±2.28a 11.7±1.60a 

注: 同一行中不同字母表示差异显著(P＜0.05) 
 

2.4  不同培养基对放线菌分离效果的影响 
表 5 显示了不同培养基分离到的放线菌数量。

可见不同培养基对放线菌的分离效果差别很大, 放
线菌数量与培养基种类有显著差异。分离到放线菌

数目较多的培养基为M1, 其次是M6、M8和M7, 而
培养基 M5和 M9分离到的放线菌数量最少。培养基
M1分离的放线菌数量除与培养基M6差异不显著外, 
与其余各种参试培养基的差异均达到显著水平。 
 
表 5  不同培养基对放线菌的分离效果的影响  
Tab. 5  Influence of different media on the isolation of 

marine actinomycetes  
数量(×105个/g) 

培养基 
放线菌 细菌 

M1 7.4±1.04a 11.7±1.60ab 
M2 3.7±0.90bc 14.2±3.78ab 
M3 2.4±0.87c 9.6±1.76b 
M4 2.6±0.98bc 11.5±4.93ab 
M5 1.5±0.60c 15.4±6.37a 
M6 5.9±2.50ab 10.9±1.52ab 
M7 4.1±1.66bc 9.4±2.86b 
M8 4.9±1.73b 10.1±2.42ab 
M9 1.8±1.01c 12.3±5.76ab 

注: 同一列中不同字母表示差异显著(P＜0.05) 

3  讨论 
目前从海洋环境中分离放线菌, 通常通过一些

物理、化学方法预处理样品。其优点一方面可以选

择性分离稀有放线菌, 另一方面可以有效抑制杂菌
的生长。放线菌是一类革兰氏阳性细菌, 细胞壁较厚, 
主要以孢子形式萌发, 其孢子具有耐热、耐干燥的性
质, 适当的温度处理能刺激放线菌孢子萌发。而一般
细菌细胞壁相对较薄, 对热、干燥环境比较敏感, 易
发生质壁分离而失去生命力。王海雁等[6]对南麂岛海

域沉积物样品进行了真空干燥、热预处理发现, 海洋
沉积物经干燥处理、50℃热处理 20 min均能有效地
减少细菌数量, 利于海洋沉积物中放线菌的分离。
Michael 等[7]通过加热和苯酚预处理海洋沉积物样品, 
可以很好地抑制竞争性细菌的生长。本研究中, 底泥
样品经过 55℃处理 6 min, 放线菌的分离效果明显好
于 120℃加热处理 1h 和真空干燥预处理, 样品经过
55℃处理 6 min有利于放线菌孢子的萌发, 提高放线
菌的检出率, 同时对细菌的生长有一定的抑制作用。
研究认为, 放线菌的菌丝体会与环境样品缠绕在一
起形成团粒结构, 如何打破团粒结构束缚、使菌丝体
释放出来 , 是放线菌分离的重要条件之一。
Maldonado 等 [8]利用分散差速离心 (Dispersion and 
Differential Centrifugation, DDC)方法预处理海泥样
品, 结果表明 DDC 法能很好地分散底泥样品, 比传
统的震荡分离方法更有效、是比较理想的海泥样品

预处理方法。 
海水浓度能影响海洋放线菌生长环境的渗透压, 

在配置海洋放线菌培养基时应该考虑所用海水的浓

度。王海雁等[6]用不同比例海水配置培养基分离放线

菌, 结果显示 60%陈海水配置的培养基中, 放线菌
分离数量明显高于纯海水配置的培养基。但在本研

究中用不同比例海水配置的培养基分离到的放线菌

数量有差异, 但差异不显著。为了模拟海洋环境, 提
高盐度和渗透压 , 更多地分离出海洋放线菌 , 用纯
海水配置培养基是比较好的选择。 

放线菌的分离培养基多种多样, 培养基中营养
物质组成和比例对于放线菌的分离效果有着重要影

响。Abdelmohsen 等[9]利用 8 种培养基对 11 种海绵
来源放线菌多样性进行了研究, 结果表明不同种类
培养基在分离放线菌的数量和多样性上有很大差异, 
用培养基 M1分离出 11个属、27株放线菌, 而培养
基 MA仅分离出 1属、2株放线菌。Jensen等[3]利用

加入了沉积物和海砂洗脱液培养基对关岛海底沉积

物进行研究 , 结果表明分离的菌株中有高比例
(82%～91%)的放线菌属于海洋特有放线菌。同时他
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们还发现, 在培养基中加入低比例的营养成分能分
离出更多的海洋特有放线菌。在本研究的 9 种分离
培养基中, 培养基 M1、M6、M7 和 M8 上分离到的
放线菌菌数量较多, 其中 M1和 M6的主要碳源为可
溶性淀粉和棉子糖, 这是放线菌偏好的营养成分[10]。

M8中含有放线菌比较喜好的两种营养成分: 精氨酸
和甘油 [11], 分离得到放线菌的数量也比较高, 很多
研究者也都发现甘油-精氨酸培养基的分离效果较 
好[12-14]。在M7中含有能抑制真菌生长的丙酸钠[15], 有
利于放线菌的分离。培养基M1和M9的分离效果差别
很大, 其营养成分的主要差别是KNO3和K2HPO4的含

量, 可能由于M1培养基中含有较高比例的 K、P等必
须离子的无机盐, 有利于放线菌生长繁殖。 

本实验指出, 用 1/4 林格氏溶液稀释样品的分
离效果好于用纯海水和生理盐水稀释。在国外很多

对海洋放线菌的研究中[4,16], 均采用 1/4 林格氏溶液
稀释样品, 相比较纯海水和生理盐水, 1/4 林格氏溶
液稀释样品可能更有利于活化放线菌的休眠孢子 , 
但具体机制尚待研究。 

作者利用上述分离方法研究了黄海冷水团和北

极海区沉积物中放线菌的多样性, 取得了很好的分
离效果, 并从黄海冷水团沉积物中分离到一个海洋
放线菌新属[17]。研究结果表明, 在这两个海区中存在
着丰富的放线菌和新菌资源, 许多菌株对病原菌有
抑菌活性并能产生多种胞外酶,具有非常巨大的开发
利用前景。 
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Abstract: The isolation techniques for marine actinomycetes from the inter-tidal sediment at Qingdao were studied 
by using the series dilution and plate spreading methods. The impacts of different pretreatments, diluents, seawater 
concentrations and media on the isolation of actinomycetes were investigated. The results showed that the growth of 

bacteria were obviously restrained in the samples when pretreated with 55°C for 6 minutes, which enhanced the 

isolation of actinomycetes from the inter-tidal sediment; dilution of the samples with 1/4 Ringer's solution and 
spreading them on the media prepared with pure seawater could improve the isolation of actinomycetes. The 9 me-
dia exhibited significant differences on the number of actinomycetes recovered, with media M1, M6, M7 and M8 
being more effective than others. 
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