
微生物学通报                                             MAR 20, 2008, 35(3): 378~383        
Microbiology                                         © 2008 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：江西省教育厅科技计划资助项目(No. 赣教技字[2007]133号)  
* 通讯作者：Tel: 0791-8120399;  : longzhonger@jxnu.edu.cn 
收稿日期：2007-07-09; 接受日期: 2007-11-20 

研究报告 

一株具有广谱抗菌活性小单孢菌的分离和鉴定 
龙中儿*  朱跃进  黄运红  付学琴 

(江西师范大学生命科学学院  南昌 330022) 

 
 

摘  要: 从南昌瑶湖的农田土壤样品中分离到一株具有广谱抗菌活性的稀有放线菌。通过形态特

征、培养特征、生理生化特性、细胞化学成分及 16S rRNA 基因序列等多相分类特征研究, 将该稀

有放线菌鉴定为炭样小单孢菌。 
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Isolation and Identification of a Strain of Micromonospora 
with Broad-spectrum Antimicrobial Activity 
LONG Zhong-Er*  ZHU Yue-Jin  HUANG Yun-Hong  FU Xue-Qin 

(College of Life Science, Jiangxi Normal University, Nanchang 330022)  

Abstract: A rare strain of actinomycetes, with broad-spectrum antimicrobial activity, was isolated from the 
soil samples from the farmland in the area of Yaohu lake in Nanchang. The information about the taxonomic 
identification, such as the morphology, physiological properties, cell components and 16S rRNA gene se-
quences, suggested that the rare strain of actinomycetes was identified as Micromonospora carbonacea.  
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抗生素的一个重要来源是放线菌[1]。随着对土

壤中链霉菌属等常见放线菌的研究不断深入, 人们
从中寻求到新抗生素等活性物质的概率越来越低 , 
很多学者都逐渐转向从海洋、火山等一些极端环境

中筛选能产新抗生素的放线菌 [2−3], 并由此发现许
多稀有放线菌(一般土壤的常规检出率低于 5% 的
放线菌)也能产生疗效显著的抗生素, 如小单孢菌属
放线菌能产生放线菌素、庆大霉素等[4]。于是, 微生
物抗生素的研发热点从链霉菌属放线菌转移到稀有

放线菌[5−8]。 
本实验室从土壤中分离到一株具有广谱抗菌活

性的炭样小单孢菌, 本文报道了该放线菌的分离及

其分类鉴定的研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  土壤样品：来自南昌瑶湖地区农田、菜地和

花生地土样各 1 份。取样时, 在取土点铲除地面植
被和枯枝落叶及地表 10 cm 左右的表土, 然后切取
土样, 每份 200 g左右, 置于灭菌塑料袋中, 迅速带
回实验室后平铺在灭菌培养皿内, 尽量无菌的状态
下风干、研碎。 
1.1.2  活性检测靶菌：金黄色葡萄球菌(Staphylo- 
coccus aureus)、藤黄八叠球菌(Sarcina lutea)、苏云



龙中儿等: 一株具有广谱抗菌活性小单孢菌的分离和鉴定  379 

 

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

金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)、枯草芽孢杆菌
(Bacillus subtilis)、伤寒沙门氏菌(Salmonella typhi)、
福氏志贺氏菌 (Shigella flexneri)、普通变形杆菌
(Proteus vulgaris)、铜绿假单孢菌 (Pseudomonas 
aeruginosa)、产气肠杆菌(Enterobacter aerogenes)、
大 肠 埃 希 氏 菌 (Escherichia coli) 、 酿 酒 酵 母
(Saccharomyces cerevisiae)、产黄青霉 (Penicillium 
chrysogenum)、米根霉(Rhizopus oryzae)等活性检测
靶菌均由江西师范大学生命科学学院微生物学实验

室保存。 
1.1.3  高氏 1号培养基：按文献[9]方法配制。 
1.1.4  制霉菌素—— 高氏 1 号培养基：取 1片制霉
菌素片(50 万单位/片, 浙江震元制药有限公司产品)
溶于灭菌蒸馏水中制成 45 IU/mL-55 IU/mL的制霉
菌素溶液。取该制霉菌素溶液 1 mL于 1000 mL灭菌
高氏 1号培养基中, 即制得制霉菌素—— 高氏 1号培
养基[10,11]。 
1.1.5  营养琼脂培养基：天津市福晨化学试剂厂产

品, 按厂家说明配制。 
1.1.6  发酵培养基：蔗糖  45 g, 黄豆粉 25 g, 
K2HPO4 0.2 g, NaCl 1 g, Na2SO4 0.1 g, FeSO4 0.01 g, 
CaCO3 3 g, 以蒸馏水溶解并定容至 1000 mL, pH7.2, 
1×105Pa灭菌 20 min备用。 
1.1.7  活性检测培养基：底层培养基：20 g琼脂, 加
热溶解后以蒸馏水定容至 1000 mL, 1×105 Pa灭菌
20 min备用; 上层培养基：检测发酵液对细菌的抗性
时用添加 5 g葡萄糖/L的牛肉膏蛋白胨培养基, 检测
发酵液对真菌的抗性时使用马铃薯培养基。 

1.2  方法 
1.2.1  稀有放线菌的分离：将研碎土样置于无菌培

养皿中, 120℃ 预处理 1 h[11], 配制 1%(W/V)浓度的
土壤悬浮液, 取 0.2 mL涂布于制霉菌素—— 高氏 1
号培养基表面, 28℃ 培养 7 d, 挑选经美蓝简单染
色并镜检初步确定属于稀有放线菌的菌落, 划线分
离纯化后, 营养琼脂斜面保存。 
1.2.2  产抗生素稀有放线菌的筛选：以接种环从斜

面保藏菌种中挑取 1环孢子接种于装有 50 mL发酵

培养基的 250 mL三角烧瓶中, 28℃、200 r/min振荡

培养 4 d,  4000 r/min 离心 20 min, 收集上清得菌

体的发酵液 , 4℃冰箱中保藏备用。然后采用管碟  

法[9]进行功能筛选, 能形成抑菌圈的即为产抗生素

放线菌, 并以游标卡尺采用十字交叉法测量抑菌圈

的直径 , 以抑菌圈直径的大小衡量放线菌的抗性    

强度。 

1.2.3  形态观察：将放线菌在高氏 1 号培养基内插
片培养(28℃), 每天取插片观察至培养 21 d(所用显
微 镜 为 Motic 数 码 显 微 互 动 教 室 / 实 验 室 
DM-BA200, 内置 130 万像素 Motic 数码摄像系统, 
配  Motic Digital Class 1.1 及  Motic Images Ad-
vanced 3.1 计算机软件系统)。放线菌孢子形态及  
其着生方式用扫描电镜观察 (日立 S-570 型扫描   
电境)。 
1.2.4  生长温度检测：将放线菌接种在高氏 1 号培
养基中, 分别于 28℃、37℃和 45℃培养 7 d−14 d, 观
察菌体生长情况。 
1.2.5  培养特征和生理生化特性：按张纪忠[12]等的

方法进行研究。 
1.2.6  细胞化学组分分析：依照文献[12,13]的方法  
进行。 
1.2.7  16S rRNA基因的PCR扩增及其序列分析：参

照文献[14]的方法提取基因组DNA, 然后 PCR 扩
增 16S rRNA 基因。其中 PCR 扩增引物 [15]正向 
Pf：5′-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3′; 反向Pr：
5′-TACGGCTACCTTGTTACGACT-3′。PCR扩增条
件为：94℃预变性 5 min; 94℃变性 1 min, 57℃退火
1 min, 72℃延伸 2 min, 35个循环; 最后 72℃延伸 
10 min。PCR扩增产物送上海捷瑞公测序。 
1.2.8  基于 16S rRNA基因序列的系统发育分析：

16S rRNA基因测序后 , 利用 Blast搜索引擎从
GenBank数据库中调出相关放线菌菌株的 16S rRNA
基因序列, 用Clustal X[16]软件进行多序列比对, 用
PHYLIP软件包[17,18]构建系统进化树, 用TreeView应
用软件[18]生成系统进化树, 用 DNAman 软件分析
同源性。 

2  结果与分析 

2.1  稀有放线菌的分离及其抗菌活性 
通过稀有放线菌的分离和功能筛选, 从农田土

样中分离得到 1 株抗菌活性较强的稀有放线菌, 编

号为 JXNU-1, 其抗菌谱如表 1所示。 

该放线菌发酵产物对金黄色葡萄球菌、藤黄八

叠球菌、苏云金芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌等革兰氏

阳性细菌, 伤寒沙门氏菌、福氏志贺氏菌、铜绿假

单孢菌等革兰氏阴性细菌和真菌酿酒酵母都有强的 
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表 1  稀有放线菌 JXNU-1 发酵液的抗菌活性 
Table 1  Antimicrobial activity of fermented broth from 

the rare strain of actinomycetes JXNU-1 

活性检测靶菌 
Strain for activity  

detection 

抑菌圈直径(mm)
Diameter of inhib-

iting zone (mm) 
金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) 20.8 

藤黄八叠球菌(Sarcina lutea) 20.2 

苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis) 18.0 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) 19.8 

伤寒沙门氏菌(Salmonella typhi) 21.2 
福氏志贺氏菌(Shigella flexneri) 20.8 
铜绿假单孢菌(Pseudomonas aeruginosa) 20.2 
酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) 20.8 
普通变形杆菌(Proteus vulgaris) 0 
产气肠杆菌(Enterobacter aerogenes) 0 
大肠埃希氏菌(Escherichia coli) 0 
产黄青霉(Penicillium chrysogenum) 0 
米根霉(Rhizopus oryzae) 0 

 

抗菌活性, 表明该放线菌具有广谱的抗菌活性。但

其对产黄青霉, 米根霉等霉菌及普通变形杆菌、产

气肠杆菌、大肠埃希氏菌等革兰氏阴性菌未测出抗

菌活性, 其机理有待进一步研究。 

2.2  形态特征 
稀有放线菌 JXNU-1 在高氏 1 号培养基上培

养, 菌落圆形、隆起, 培养基表面颜色在前 4 d为黄

色, 到第 5 d开始变为黑色, 培养至 21 d后, 菌落

表面全部变为黑色。油镜下观察到该放线菌的基内

菌丝体很发达, 在培养基内部的菌丝体茂密, 菌丝

连续不断裂, 有分枝, 有横隔; 无气生菌丝; 孢子球

形、椭球形, 单个着生在基内菌丝体上, 有的地方孢

子成簇状生长(培养 7 d 后的菌丝体和孢子丝的显

微形态如图 1 所示, 其孢子的扫描电子显微镜观察

结果如图 2 所示)。 
 

    
 (a)                                  (b) 

 
图 1  稀有放线菌 JXNU-1 的基内菌丝(a)和孢子(b)(×1000 倍) 

Fig. 1  Morphological characteristics of the rare strain of actinomycetes JXNU-1 grown on Gause 1 medium for 7d at 28℃, showing 
the substrate mycelium (a) and spora (b) (×1000) 

 

 
 

图 2  稀有放线菌 JXNU-1 孢子的扫描电镜图(×8000) 
Fig. 2  Scanning electron micrograph of the spores of the rare 
strain of actinomycetes JXNU-1 grown on Gause 1 medium for 
7d at 28℃(×8000) 

2.3  培养特征 
稀有放线菌 JXNU-1 在高氏 1 号培养基上培

养, 28℃和 37℃时生长良好, 但在 45℃不生长。在
所供试的其他培养基中的生长状况(28℃)如表 2 所
示：其菌丝颜色为浅黄色至深黄色, 生长状况由中
等至良好, 孢子丝颜色由黑褐色至黑色、煤黑色等, 
无可溶性色素产生。 

2.4  生理生化特征 
稀有放线菌  JXNU-1 能分解淀粉和纤维素 , 

能液化明胶, 牛奶不凝固但胨化, 硝酸盐还原为阳
性, 不产生黑色素和硫化氢; 能利用α-蜜二糖、L-
阿拉伯糖、葡萄糖、D-半乳糖、β-乳糖、D-果糖、 
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表 2  稀有放线菌 JXNU-1 的培养特征 
Table 2  Cultural characteristics of the rare strain of actinomycete JXNU-1 

培养基 
(Medium) 

菌丝颜色 
(Colour of mycelium) 

菌丝生长状况 
(Growth state of mycelium)

可溶性色素 
(Soluble pigment)

孢子丝颜色 
(Colour of spore-bearing mycelium)

蔗糖察氏琼脂 卵黄黄色 良好 无 煤黑色 

马铃薯琼脂 卵黄黄色 良好 无 微褐沥青黑 

燕麦粉琼脂 浅黄色 中等 无 煤黑色 

无机盐淀粉琼脂 浅黄色 中等 无 灰黑色 

葡萄糖酵母膏 黄褐色 良好 无 微褐沥青黑 

伊莫松琼脂 金黄色 良好 无 煤黑色 

甘油-天门冬酰胺琼脂 浅黄色 中等 无 微褐沥青黑 

葡萄糖-天门冬酰胺琼脂 深黄色 良好 无 煤黑色 

 
蔗糖、D-木糖和 D-核糖, 但不能利用棉子糖、甘油

和 L-鼠李糖。 

2.5  细胞化学组分分析 
对稀有放线菌  JXNU-1 全细胞糖型和细胞壁

氨基酸组分分析, 结果表明, 细胞水解液中检测到

葡萄糖和核糖, 未检测到特征性糖; 细胞壁氨基酸

中含有甘氨酸和 meso-DAP, 属于细胞壁Ⅱ型。 

2.6  基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析 
对稀有放线菌 JXNU-1 16S rRNA 基因序列进

行扩增并测序后 , 得到  1479 个有效碱基 (提交

GenBank database 序列号为 EF583904)。将该序列

与从 GenBank database 中得到的 Micromonospora 

相关菌株的  16S rRNA 基因序列比对并建立系统

发育树。所得到的进化树以自举抽样 1000 次进行

分析, 结果如图 3 所示。 

2.7  分类鉴定结果分析 
通过形态特征、培养特征和细胞化学组分分析

的研究结果, 同时根据《伯杰细菌鉴定手册》[19]对

小单孢菌属放线菌的描述 , 可将稀有放线菌 
JXNU-1 归属于小单孢菌属。 

16S rRNA 基因序列分析表明 , 稀有放线菌 
JXNU-1 与目前所报道的炭样小单孢菌两个亚种 
Micromonospora carbonacea subsp. carbonacea 和 
Micromonospora carbonacea subsp. aurantiaca 的同
源性最高 , 达到  99% 以上 ; 同时 , 生理生化特征
分析表明, 除了硝酸盐还原和甘油利用特征不同之
外 , 稀有放线菌  JXNU-1 的生理生化特征也与炭
样小单孢菌的两个亚种  Micromonospora carbona-
cea subsp. carbonacea和 Micromonospora carbona-
cea subsp. aurantiaca 极其相似(如表 3 )。因此, 可
将稀有放线菌 JXNU-1 鉴定为炭样小单孢菌。 

 

 
 

图 3  以 16S rRNA 基因序列同源性为基础的稀有放线菌 JXNU-1 系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of the rare strain of actinomycete JXNU-1 based on the sequence of 16S rRNA gene 
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表 3  稀有放线菌 JXNU-1 与亲缘关系相近的两个菌株的生理生化特征的比较 
Table 3 Comparison of physiological characteristics between the rare strain of actinomycetes JXNU-1 and sibship-similar strains 

生理生化特征 
(Physiological characteristics) 

JXNU-1 Micromonospora carbonacea 
subsp Carbonacea 

Micromonospora carbonacea 
subsp aurantiaca 

明胶液化(Gelatin liquefaction) ＋ ＋ ＋ 

淀粉水解(Amylohydrolysis) ＋ ＋ ＋ 

牛奶凝固(Milk solidation) − − − 

牛奶胨化(Milk peptonization) ＋ ＋ ＋ 

纤维素水解(Cellulose hydrolysis) ＋ ＋ ＋ 

硝酸盐还原(Nitrate reduction) ＋ ＋ − 

黑色素产生(Melanin generation) − − − 

H2S产生(H2S generation) − ND ND 

α-蜜二糖利用(α-melibiose) ＋ ＋ ＋ 

棉子糖利用(Raffinose) − − − 

L-鼠李糖利用(L-rhamnose) − − − 

L-阿拉伯糖利用(L-arabinose) ＋ ＋ ＋ 

葡萄糖利用(Glucose) ＋ ＋ ＋ 

D-半乳糖利用(D-galactose) ＋ ＋ ＋ 

β-乳糖利用(β-lactose) ＋ ＋ ＋ 

D-果糖利用(D-fructose) ＋ ＋ ＋ 

蔗糖利用(Sucrose) ＋ ＋ ＋ 

D-木糖利用(D-xylose) ＋ ＋ ＋ 

甘油利用(Glycerol) − ＋ ＋ 

D-核糖利用(D-ribose) ＋ ＋ ＋ 

＋: 阳性; －: 阴性; ND: 未检测 
＋: Positive; －: Negative; ND: Not determined 

 

3  结论 

从南昌瑶湖农田土壤样品中分离到 1 株具有广
谱抗菌活性的稀有放线菌。该稀有放线菌接种在高

氏 1号培养基平板上 28℃和 37℃培养时生长良好, 
但在 45℃不生长, 形成的菌落圆形、隆起; 基内菌
丝体很发达 , 有分枝及横隔 , 无气生菌丝; 孢子球
形、椭球形, 单个或成族着生于基内菌丝; 菌丝颜色
为浅黄色至深黄色, 孢子丝颜色为黑褐色至黑色、
煤黑色; 能分解淀粉和纤维素 , 液化明胶 , 牛奶不
凝固但胨化, 硝酸盐还原阳性, 不产生黑色素和硫
化氢; 细胞壁Ⅱ型;  16S rRNA 基因序列与现已报
道的炭样小单孢菌的两个亚种  Micromonospora 
carbonacea subsp. carbonacea 和 Micromonospora 
carbonacea subsp. aurantiaca 具有高度同源性; 除
了硝酸盐还原和甘油利用特征不同之外, 其生理生
化特征也与它们极其相似。上述结果充分表明所分

离到的稀有放线菌属于炭样小单孢菌。 
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