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海洋稀有放线菌的选择性分离方法 

原  野, 何  山* 
（宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 介绍了当前海洋稀有放线菌分离中对样品常用的预处理和富集技术、培养基及抑制剂的选
择方法以及高通量/原位富集培养技术, 指出了海洋稀有放线菌选择性分离方法的重点改进方向, 

以进一步促进海洋难培养微生物资源的开发和利用. 
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放线菌是微生物活性天然产物的主要来源 , 

在迄今发现的 22 000 余种微生物来源活性化合物

中, 约 45%产生于放线菌, 尤其是链霉菌属[1]. 稀

有放线菌(rare Actinomycetes)是指链霉菌属以外的

放线菌, 用传统分离方法得到稀有放线菌概率比

得到链霉菌要低很多[2]. 随着陆生放线菌中发现化

合物的重复率日益增高, 近 20 a来, 对海洋环境中

稀有放线菌的研究, 逐渐成为天然产物研究领域

的热点之一.  

稀有放线菌广泛分布于海洋环境中[3], 海洋环

境和地理形态的多变性和特殊性, 造就了海洋中

微生物的多样性[4], 这些放线菌可以产生多种具有

优良生物活性且结构新颖的化合物. 但迄今分离

得到的微生物尚不足自然界微生物总量的 1%, 表

明数以百万计的微生物物种尚未被发现[5]. 海洋稀

有放线菌的生长极易被细菌、真菌和链霉菌抑制, 

较难获得纯培养, 因此如何有效地选择性分离是

当务之急. 

1 选择性分离方法 

选择性分离方法包括对环境样品进行预处理

与富集、培养基成分的改进、合适抑制剂的添加, 

或有关的创新分离技术等. 综合运用这些方法能

显著地提高稀有放线菌的分离效果. 

1.1 样品的预处理及富集 
为了避免因地表径流引入的陆生放线菌对分

离产生干扰, 样品采集应远离海岸[6], 且沉积物取

样要使用样品采集器或人工采集表层以下的样品.  

从自然环境中采集的样品, 如不经预处理而

直接培养, 细菌会严重污染真菌和放线菌分离培

养基. 放线菌是一类革兰氏阳性细菌, 主要以孢子

形式萌发, 其孢子对外界刺激具有很强的耐受性, 

适当的处理能刺激其孢子萌发. 而一般细菌细胞

壁相对较薄, 易发生质壁分离而失去生命力[7]. 因

此, 利用放线菌孢子抗逆性强的特点, 在样品分离

前进行适当的预处理, 可以达到较好的分离效果.  

1.1.1 干燥及干/湿热处理 

天然沉积物样品可采取自然风干、湿热(50℃, 

6 min)、干热(120℃, 1 h)预处理方法, 结合 1.5％的

苯酚, 可有效地抑制细菌的生长并刺激稀有放线

菌, 例如游动放线菌属(Actinoplanes)、戈登氏菌属

(Gordonia)、小双孢菌属(Microbispora)、小单孢菌

属(Micromonospora)、诺卡氏菌属(Nocardia)和野野

村氏菌属(Nonomuraea)等分离[8-9]. 较其他稀有放

线菌, 罕见的链孢囊菌属(Streptosporangium)因其

孢子有承受和抵御外界物理或化学预处理的特性, 

很难用传统的方法分离. 因此对天然样品的干热

处理(120℃, 1 h)可显著诱导该属菌株的生长[10]. 
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1.1.2 苯酚处理 

苯酚对细菌、真菌和链霉菌均有杀灭作用. 因

此, 用 1.5％的苯酚处理可去除或减少对其敏感的

微生物[11]. 在国内外相关研究中, 马杜拉放线菌属

(Actinomadura)、小双孢菌属、小单孢菌属、诺卡

氏菌属、野野村氏菌属、红球菌属(Rhodococcus)

以及疣孢菌属(Verrucosispora)等稀有放线菌属的

分离均添加了 1.5％苯酚[12]. Istianto等[13]采用 1.5％

苯酚预处理后, 从泥土样品中分离得到的小单孢

菌属、马杜拉放线菌属、小双孢菌属以及多形态孢

菌属(Polymorphospora)总和多达 75.4％. 需要注意

的是, 通常处理后的苯酚要稀释以去除其毒性. 

1.1.3 碳酸钠处理 

经碳酸钠处理后的自然样品能分离出更多的

稀有放线菌[14], 但其机理尚不明确. Tsao等[15]报道

了将自然样品与碳酸钙粉末混匀, 样品 pH 的变化

有利于放线菌生长, 且钙离子能刺激放线菌气生

菌丝的形成. Qin 等[16]用碳酸钙富集和再水化-离

心法(Rehydration and Centrifugation, RC), 首次从内

生环境中分离得到糖多孢菌属(Saccharopolyspora)、

迪茨氏菌属(Dietzia)、芽生球菌属(Blastococcus)、

指孢囊菌属 (Dactylosporangium)、原小单孢菌属

(Promicromonospora)、厄氏菌属(Oerskovia)、珊瑚

放线菌属(Actinocorallia)以及姜氏菌属(Jiangella)

等稀有属放线菌. 从土壤样品中分离稀有放线菌

属时, 碳酸钙处理与其他处理方法结合使用其效

果更好[17]. 

1.1.4 微波辐射 

Ferriss[18]报道了对土壤进行微波辐射处理可

以减少真菌和原核生物在土壤浸出液中的总量, 

且能显著地增加包括小单孢菌属、小多孢菌属

(Micropolyspora)、诺卡氏菌属(Norcardia)以及马杜

拉放线菌属等稀有放线菌在土壤样品中的数量[19]. 

Bredholdt 等[20]用传统分离方法从挪威特隆赫姆峡

湾 450 m 深处采集的海底沉积物中只分离到链霉

菌属和小单孢菌属, 经紫外线照射、超高频和极高

频辐射预处理后再分离得到了 11个不同的属. 

1.1.5 差速离心 

离心处理可去除链霉菌及其他非可动放线菌, 

从而有效分离可动放线菌[21]. 酶解和差速离心方

法非常适用于从内生环境中分离包括假诺卡氏菌

属(Pseudonocardia)、拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis)、

小单孢菌属、拟无枝酸菌属(Amycolatopsis)、诺卡

氏菌属、野野村氏菌属、马杜拉放线菌属、戈登氏

菌属、原小单孢菌属和分枝杆菌属(Mycobacterium)

等在内的稀有放线菌[22]. Maldonado等[23]报道了分散

差速离心(Dispersion and Differential Centrifugation, 

DDC)方法较传统的震荡分离方法对底泥样品的分

散效果更好. 

1.1.6 趋化法 

Palleroni[24]利用游动孢子囊, 特别是游动放线

菌属的孢子囊能被 Cl-和 Br-吸引的特性, 加入 KCl

缓冲液, 在特殊设计的分离装置中选择分离得到

该属放线菌. Hayakawa[25]报道了包括游动放线菌

属, 指孢囊菌属及短链游动菌属(Catenuloplanes)

在内的可以形成游动孢子的稀有放线菌, 可以通

过添加木糖、氯化物、溴化物、γ-三甲基吡啶以及

香草醛等趋化物分离得到 . 在分离草孢菌属

(Herbidospora)、小双孢菌属、小四孢菌属

(Microtetraspora)和链孢囊菌属等稀有放线菌时 , 

可以通过氯胺处理[26].  

与样品预处理不同, 分离工作前对自然样品

的富集处理的目的在于促进目标微生物的生长[27]. 

Magarvey 等[28]将裁切为合适大小的纤维素纸放置

于琼脂培养皿上, 再将样品分散于纤维素纸的表

面 , 以分离沉积物样品中生长缓慢的放线菌 . 

Mincer 等[29]在沉积物样品中添加了卡那霉素、万

古霉素、庆大霉素以及四环素 , 利用盐孢菌属

(Salinispora)放线菌耐药性分离得到 366 株该属放

线菌.  

1.2 培养基及抑制剂的选择 
选择合适的营养成分及添加量, 从而接近微

生物原始的自然生存环境, 在稀有放线菌的分离

培养中十分重要. Hayakawa等[30]发明腐殖酸-维生

素琼脂(HVA), 是稀有放线菌分离的里程碑之一[27]. 

该培养基中腐殖酸是唯一碳源和氮源, 很适合从

天然样品中分离稀有放线菌, 而且黑色的腐殖酸

培养基背景便于辨认和分离白色的放线菌菌落.  
1.2.1 培养基成分选择 

可溶性淀粉、甘油、葡萄糖等放线菌偏爱的碳

源在放线菌分离中使用十分广泛, 同时尝试非常

见碳源, 在稀有放线菌的分离探索中也是有益的. 
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彭云霞等[31]用海藻糖、丙烯酰胺、EDTA和吗啉丙

磺酸作为碳源, 分离得到的稀有放线菌总数均超

过 50%. 用格兰胶(gellan gum)代替琼脂作为培养

基固化剂, 可以提高微生物的可培养性[32]. 采用新

颖的分离放线菌 Trap 技术, 格兰胶培养基分离得

到的稀有放线菌数量也大大超过琼脂培养基 [33]. 

在分离培养基中添加生长因子也是选择性分离的有

效手段[3], 如各种放线菌生长所必需的维生素等.  

1.2.2 抑制剂选择 

许多稀有放线菌都对广谱抗生素有耐受性 , 

因此在稀有放线菌的分离中常加入抗生素以抑制

细菌和快速生长的放线菌[34]. 在分离培养基中加

入新生霉素可使小单孢菌属的出菌率显著增加[35], 

庆大霉素也是分离该属常用的抑制剂. Bian等[36]在

拟无枝酸菌属的分离中加入放线菌酮(50 μg·mL-1)、

硫酸新霉素(4 μg·mL-1)和制霉菌素(50 μg·mL-1). 在

放线菌的分离中, 添加 100 μg·mL-1 的放线菌酮或

制霉菌素和 20 μg·mL-1的萘啶酮酸、50~75 μg·mL-1

的重铬酸钾可以有效地抑制真菌和细菌, 且不影

响放线菌的生长[37]. 

2 分离技术 

海洋稀有放线菌传统分离培养技术是对自然

样品进行多种预处理或富集培养后, 用稀释涂布

或者 Stamping/Scraping 的方法在含有抑制剂及一

定盐分的选择培养基上完成接种, 在合适环境下

培养纯化并获得纯培养的过程. 近些年, 随着对难

培养微生物研究的深入, 高通量和原位培养分离

技术应运而生.   

2.1 传统分离技术 
目前绝大多数海洋及陆生稀有放线菌分离依

然采用稀释涂布的方法进行接种。 

Stamping 方法[38]目的在于对样品进行连续稀

释. 先将样品风干, 若有结块则在无菌的研钵中碾

碎. 用直径约 2 cm 的无菌塑料泡沫塞子底面沾取

样品, 在琼脂培养基表面朝一个方向连续转印, 使

附着在塞子底面的样品达到连续稀释的效果. 
Scraping 方法适用于分离海洋沉积物石块中

的微生物. Jensen等[39]将过夜干燥的石块样品用无

菌刮刀刮下粉末, 用无菌湿棉签涂抹于琼脂平板

表面或将岩石表面与培养基表面直接刮擦以完成

接种. 

2.2 高通量培养分离技术 
在海洋稀有放线菌传统分离中往往只能得到

常见的、生长快速的微生物. 海洋微生物生长繁殖

速度具有显著差异. 在平板上, 肉眼可见的菌落中

细胞数目至少要达到 1.0×105 个, 一些自身生长速

度较慢, 或被其他微生物所抑制而达不到较多数

量的微生物很容易被忽视[40]. 同时, 生长繁殖速度

快的微生物会产生大量过氧化物、自由基和超氧化

物, 使那些适应能力较差或生长较慢的微生物细

胞受到抑制或氧化损伤[41], 这是许多微生物不能

培养的主要原因. 针对这一问题, 近些年许多全新

的方法应运而生, 高通量培养即是一种[42].   

Zengler 等[43]发明的单液滴分离技术是将环境

样品浓缩后封入琼脂糖等材料的微球中, 将微球

装入一个层用柱, 柱子出口覆有 0.8 μm滤膜, 防止

微球被冲出. 用低营养浓度培养液对层析柱中的

微球进行培养, 并用流式细胞仪检测. 单液滴分离

有如下 3 方面优点: (1)样品中的微生物单独培养, 

生长缓慢的微生物不会受到生长快速微生物的影

响或压制, 而代谢产物或其他如信号分子等小分

子物质可以自由在微球间交换. (2)培养基营养成

分更低, 更接近海洋等自然环境, 更适应生长缓慢

的、喜好寡营养的微生物生长. (3)流式细胞仪对微

球的检测效率很高.  

2.3 原位富集培养技术 
传统海洋稀有放线菌分离培养方法所提供的

环境十分单一, 人为去除非目标种群, 单一的营养

成分组成, 过高的营养浓度等, 和海洋自然环境相

距甚远. 原位富集培养则是通过特殊的装置, 在接

近自然环境状态中富集微生物, 再通过分子生物

学或传统培养的方法将其分离出来. 

2.3.1 扩散室 

扩散室[44]由一个环状的不锈钢密封环和两侧

贴牢封固的 0.03 μm 聚碳酸酯滤膜组成, 密封环内

部填充海洋微生物样品与琼脂的混合物. 在原位

环境或模拟环境条件下进行培养, 扩散室的膜可

使装置中的微生物与自然环境产生化学交流. 扩

散室很大程度上避免了对培养基组成的探索及优

化, 提供了在该环境下微生物生长所需要的一切

组分. 但是由于扩散室中的微生物一般会形成微
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菌落, 对其进行检测分离很困难, 很难做到高通量

培养分离[45].   

2.3.2 分离芯片(IChip) 

分离芯片是对扩散室的微型化与高通量化 .  

1 块具有上百个通孔的分离板两侧用 0.03 μm孔径

的聚碳酸酯滤膜覆盖, 再用顶板和底板将滤膜固

定在中间的分离板上, 顶板和底板都有与分离板

相对应的通孔. 3块板都由疏水性聚甲醛塑料制成. 

使用时将分离板置于细胞悬液或者基于琼脂的培

养基, 每个通孔就会捕捉到含有微生物细胞的液

体或固体培养基. 合适的稀释倍数可以控制通孔

中细胞的数量, 再将分离板夹在滤膜与顶板底板

构成的半透性屏障中间, 在原位环境中培养. 分离

芯片可能因为扩散距离更短, 更多的微生物细胞都

能感应到外部环境并生长, 更容易被分离出来[45-46]. 

2.3.3 贴膜分离技术 

Hirsch等将0.22~0.45 μm孔隙纤维素酯滤膜覆

盖在营养琼脂培养基上, 并将自然样品平铺于滤

膜表面. 放线菌的基内菌丝能通过滤膜孔隙到达

底层琼脂培养基, 而非放线菌则留在滤膜表面. 4 d

培养后, 除去滤膜进行 2 次培养, 底层琼脂上的放

线菌会形成菌落以便分离[47]. 此方法利用放线菌

产生菌丝的特点, 不依赖于特殊营养成分或抑制

剂即能达到对放线菌的选择性分离.   

2.3.4  Trap技术 

Trap 技术专门用于分离丝状微生物, 尤其是

放线菌. 其装置的构造与扩散室相近, 1 个不锈钢

或塑料密封环两侧被 1张 0.03 μm孔径的聚碳酸酯

滤膜, 1 张 0.2 μm孔径的滤膜胶连封固, 但密封环

中封着无菌琼脂. 将 Trap 装置 0.2 μm 孔径的滤膜

朝下放置在自然土壤样品中. 放线菌的基内菌丝

可以通过 0.2 μm的滤膜孔隙进入琼脂. 培养 2~3 w

后除去滤膜, 再培养 5~7 d 待菌落形成, 即可挑取

或琼脂切片进行分离培养[33]. 与传统分离方法相

比, Trap技术能避免非放线菌微生物在分离培养中

的污染. 

3 展望 

众多研究表明, 海洋稀有放线菌是新颖活性

天然产物的重要资源, 探索与改进其选择性分离

方法的重点在: (1)抑制非目标微生物; (2)降低培养

基营养浓度, 并延长培养时间; (3)培养环境尽可能

接近目标微生物所在的自然生态环境. 在自然环

境中, 不同微生物间具有复杂的相互作用关系, 传

统的培养和分离方法所提供的单一生物、化学环境

会破坏这一关系, 导致许多难培养微生物无法生

长. 笔者预见, 随着原位培养分离技术的发展, 新

的稀有放线菌类群会不断地被发现. 设计合理有

效的海洋稀有放线菌选择性分离方法, 结合宏基

因组, DGGE 等分子生物学水平的免培养技术, 对

于海洋难培养微生物资源的开发和利用十分重要.  
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Selective Isolations of Marine Rare Actinomycetes 

YUAN Ye, HE Shan* 
( School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: During last two decades, marine rare actinomycetes has become research focus for natural products 
development due to their significant biodiversity and particular secondary metabolites. However, the further 
research has been largely limited by hardship in obtaining pure culture with traditional methods. This review 
summarizes the pretreatments and enrichments of the samples and the selection of medium and antimicrobial 
agents. The high-throughput and in-situ culturing techniques are also introduced. 
Key words: marine rare Actinomycetes; selective isolation; high-throughput culture; in situ cultivation  
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