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展青霉素产生菌拮抗放线菌的分离、筛选与初步鉴定

朱从会 师俊玲 杨保伟 令贞民 王 瑞

【摘要】 毒素产生菌在苹果贮藏期间容易产生展青霉素，为此，从苹果园、猕猴桃园、菜园的土壤中分离出１５４

株放线菌，从中筛选出对３株展青霉素产生菌有拮抗作用的放线菌４株，复筛选得到抑菌效果最好的１株（犆１６），

对展青霉的抑菌直径达２３３犮犿。通过形态观察、生理生化特征等方面的检测，初步鉴定该菌株属于放线菌目

（犃犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犪犾犲狊）第Ⅷ科小单胞菌科（犕犻犮狉狅犿狅狀狅狊狆狅狉犪犮犲犪犲）第Ⅵ属小多胞菌属（犕犻犮狉狅狆狅犾狔狊狆狅狉犪）。
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引言

展青霉素（犘犪狋狌犾犻狀，简称犘犃犜）是一种具有致

癌、致畸、致突变作用的神经性真菌毒素［１～２］，长期

食用会导致人体免疫能力下降［３～４］。苹果汁中展

青霉素的根本来源是毒素产生菌在苹果上的生长与

产毒，展青霉素产生菌侵染苹果主要发生在苹果贮

藏期［５～７］。如果能在贮藏期抑制毒素产生菌的生

长与产毒，则可以根除展青霉素的污染。利用微生

物间的拮抗作用抑制展青霉素产生菌的生长与产毒

具有环境友好、没有农药残留等优点。放线菌广泛

存在于各种土壤中，能够产生多种抑菌活性物质，易

于液体培养。目前，对放线菌能否产生展青霉素产

生菌抑制物的研究尚无报道。

为了获得抑制展青霉素产生菌生长的放线菌，

本文对苹果园、猕猴桃园、菜园土壤中的放线菌进行

分离，从中筛选出对展青霉毒产生菌有拮抗作用的



菌种，并对其种属进行初步鉴定。



１ 试验

１１ 材料与设备

１１１ 土壤样品

采自陕西杨凌地区苹果园、猕猴桃园、菜园。

１１２ 展青霉素产生菌

犛犘２２０１、犛犘２２０４、犛犘２２０５，从腐烂的苹果中分离

得到，在苹果汁中培养７犱后，每千克果汁中展青霉

素产量均在１０００犿犵以上。

１１３ 培养基

分离用培养基：高氏一号培养基和重铬酸

钾［８～９］（０６×１０－６～０７×１０－６犵／犔），狆犎值７４。

放线菌固体培养基：高氏一号琼脂培养基。

展青霉素产生菌培养基：马铃薯蔗糖琼脂培养

基（蔗糖２０犵，琼脂粉１５犵，马铃薯浸汁１０００犿犔，狆犎

值为６８）。

放线菌液体培养基：液体马铃薯蔗糖培养基（蔗

糖２０犵，马铃薯浸汁１０００犿犔，狆犎值为６８）。

放线菌分类鉴定用培养基［１０～１１］：高氏一号琼

脂培养基；察氏琼脂培养基；葡萄糖 天门冬素琼脂

培养基；克氏一号琼脂培养基；马铃薯浸汁培养基；

葡萄糖 酵母膏琼脂培养基。

１１４ 主要仪器与设备

犛犘犡 ３００犅 Ⅱ型生化培养箱，犘犎犛 ３犆型精

密狆犎计，犜犌犔 １６犆型高速离心机，犣犎犠犢 ２１０２

型恒温培养振荡器，犃狌狋狅犮犾犪狏狅犈犛 ３１５型高压灭菌

锅，犜 ２０３型电子天平，赛福霉菌培养箱，犛犠 犆犑

２犉犇型超净工作台，犕狅狋犻犮犅犃４００型数码成像光学

显微镜，犑犛犕 ６３６０犔犞型电子扫描显微镜。

１２ 试验方法

１２１ 分离、纯化及保藏

以重铬酸钾（０６×１０－６～０７×１０－６犵／犔）为抑

菌剂［８～１０］，采用稀释法分离，画线法进一步分离纯

化。培养条件为２８℃、７犱。纯化后的菌种分别接种

到高氏一号斜面上，４℃保藏。

１２２ 初筛

采用固体平板发酵培养的方法筛选［１２］，即高氏

一号培养放线菌７犱，打孔后反向放置于接种有展青

霉素产生菌孢子（每皿１６×１０６～１８×１０６个孢

子）的平板中央，２８℃条件霉菌培养箱中培养２～３犱

后观察测量抑菌圈。试验过程均设３个重复。

１２３ 复筛

将初筛所得放线菌菌株在２８℃、１８０狉／犿犻狀条

件下液体振荡培养３犱，将培养物１００００狉／犿犻狀无菌

离心１０犿犻狀，将无菌滤纸片（０４５犮犿）在离心所得上

清液中浸泡３犿犻狀后，置于已用涂布法接种展青霉

素产生菌孢子（每皿１６×１０６～１８×１０６个孢子）

的犘犇犃平板中央，２８℃培养４８犺后测量抑菌圈的直

径。对照为浸有无菌水的滤纸片。试验设３个重复。

１２４ 放线菌的分类鉴定

从菌落形态、显微特征、培养特性、生理生化特

征等几个方面进行初步分类和鉴定［１０～１１，１３］。每个

试验设２个重复。

２ 试验结果与分析

２１ 分离及初筛

从所采土样中共分离出放线菌１５４株，其中，

５０株来自苹果园，４３株来自猕猴桃园，６１株来自菜

园。在这些放线菌中，对３株展青霉素均有明显拮

抗作用的有４株，其中１株来自苹果园，３株来自菜

（辣椒）园，编号分别为犘５０，犆１１，犆１６，犆６０。

２２ 复筛

对初筛所得４株放线菌进行液体培养，取其发

酵液进行抑菌试验。结果发现４株放线菌的液体培

养物对试验用３株展青霉素产生菌（犛犘２２０１、

犛犘２２０４、犛犘２２０５）均有明显的拮抗作用（见表１），平

均抑菌直径分别达到１９９±００６７犮犿、１５７±

００６７犮犿、２３３±００６６犮犿、１６１±００７８犮犿。用

犛犃犛８０软件对各菌株抑菌效果间的差异进行方差

分析和多重比较分析可见，４株放线菌对展青霉素

产生菌的总体抑制作用存在显著差异，同一株放线

菌对不同展青霉素产生菌的抑制作用也显著不同，

见表２、３。菌株犆１６的抑菌效果最好；各拮抗菌对

犛犘２２０５的抑制作用明显好于其他２株展青霉素产

生菌。

表１ 放线菌对展青霉素产生菌的抑菌直径

犜犪犫．１ 犃犫犻犾犻狋狔狅犳犪犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲狊犻狀犻狀犺犻犫犻狋犻狀犵狋犺犲

犵狉狅狑狋犺狅犳狆犪狋狌犾犻狀狆狉狅犱狌犮犻狀犵狆犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿 犮犿

放线菌

菌株

展青霉素产生菌菌株

犛犘２２０１ 犛犘２２０４ 犛犘２２０５
平均值

犘５０ １７０±００９０ １７７±００７８ ２５０±００３３１９９±００６７

犆１１ １３８±００５６ １２７±００５６ ２０７±００８９１５７±００６７

犆１６ １８７±００８９ ２１７±００２２ ２９５±００８６２３３±００６６

犆６０ １６２±００７８ １５７±００７８ １６５±００８０１６１±００７８

对照 ０４３±００１１ ０４５±００２９ ０４３±００１３０４４±００１７

２３ 放线菌犆１６的分类鉴定

２３１ 形态与培养特征

表４是该菌株在６种放线菌鉴定用培养基中的

试验结果。可知，其在高氏一号培养基上生长最好，

并有大量孢子产生；在葡萄糖 天门冬素琼脂、克氏

一号、马铃薯浸汁培养基上生长良好，但是孢子产量
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表２ 不同菌株间拮抗作用的方差分析结果（α＝００５）

犜犪犫．２ 犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲犳狅狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犻狀狊犻狀狋犺犲

犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔（α＝００５）

来源
自由

度

离均差

平方和
均方 犉值 犘＞犉

拮抗放线菌犃 ４ １８２４５５ ４５６１４ ３９５２５＜００００１

展青霉素产生菌犅 ２ ２４５６８ １２２８４ １０６４４＜００００１

犃×犅 ８ １７２８３ ０２１６０ １８７２ ＜００００１

误差犲 ２４ ０２７６９ ００１１５

总变异 ４４ ２２８０６５

注：犆犞＝６７５５，犚
２＝０９８７９。

表３ 不同菌株间拮抗作用的多重比较分析（α＝００５）

犜犪犫．３ 犇狌狀犮犪狀’狊犿狌犾狋犻狆犾犲狉犪狀犵犲狋犲狊狋（α＝００５







）

拮抗放

线菌

平均抑菌

直径／犮犿

差异

显著性

展青霉素

产生菌

平均抑菌

直径／犮犿

差异





显著性





犆１６ ２３３ 犃 ２２０５ １９２ 犃





犘５０ １９９ 犅 ２２０４ １４５ 犅





犆６０ １６２ 犆 ２２０１ １４０ 犅





犆１１ １５７ 犆

对照 ０４４ 犇

注：不同大写字母表示差异显著

表４ 菌株犆１６的培养特征

犜犪犫．４ 犆犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狊狋狉犪犻狀犆１６狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犱犻狌犿狊

培养基
气生菌

丝生长

基内菌

丝生长
颜色

可溶性

色素

孢子产

生情况

高氏一号琼脂 ＋＋＋＋ ＋＋＋
白色／中灰

／淡橙黄
无 数量多

克氏一号琼脂 ＋＋ ＋＋ 白／淡灰 无 数量一般

察氏琼脂 ＋＋ ＋
浅灰／淡橙

黄
无 产孢子少

葡萄糖 天门

冬素琼脂
＋＋ ＋＋ 白色／淡灰 无 数量不多

葡萄糖 酵母

膏浸汁
＋＋－ ＋＋－ 淡橙黄 无

产孢子不

明显

马铃薯浸汁 ＋＋＋ ＋＋＋ 白／浅橙黄 无 数量较多

注：＋＋＋＋生长好；＋＋＋生长良好；＋＋生长较好；＋生长一

般；＋＋－生长不好。

有所差异；在察氏及葡萄糖酵母培养基上生长情况

相对较弱。高氏一号培养基培养，菌株的气生菌丝

生长伸展，基内菌丝生长相对比较密集，如图１、２所

示。在所有培养基上，菌株的气生菌丝的颜色和形

态均不同于基内菌丝。菌体在不同培养基上的菌丝

颜色差异不大，且均没有可溶性色素产生。基内菌

丝和气生菌丝均能产生孢子，但基内菌丝孢子的产

生早于气生菌丝，颜色略深，孢子单个或是短链状，

无孢子囊，孢子圆形或椭圆形，表面不光滑，有刺状

褶皱。参考相关放线菌鉴定手册，这些培养特征与

小多胞菌属相似。

图１ 犆１６气生菌丝及孢子在高氏一号培养基上的形态

犉犻犵．１ 犃犲狉犻犪犾犿狔犮犲犾犻狌犿犪狀犱狊狆狅狉犲狅犳犆１６

狅狀犌犪狌狊犲’狊１犿犲犱犻狌犿

图２ 犆１６基内菌丝及孢子在高氏一号培养基上的形态

犉犻犵．２ 犛狌犫狊狋狉犪狋犲犿狔犮犲犾犻狌犿犪狀犱狊狆狅狉犲狊狅犳犆１６

狅狀犌犪狌狊犲’狊１犿犲犱犻狌犿

２３２ 生理生化特征

由表５可知，菌株犆１６号在明胶液化、淀粉水

解、牛奶凝固及牛奶胨化中的培养特性均呈阳性，纤

维素利用呈现阴性，不产生硫化氢。碳源利用情况

表明该菌株能利用多种碳源，能较好的利用果糖、木

糖、甘露醇，相比较而言，对蔗糖、葡萄糖、肌醇及阿

拉伯糖的利用相对较弱。

表５ 菌株犆１６的生理生化特性

犜犪犫．５ 犘犺犲狀狅狋狔狆犻犮犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狊狋狉犪犻狀犆１６

项目 特征 犆１６

牛奶凝固 ＋

牛奶胨化 ＋

生理生化特征
淀粉水解 ＋

犎２犛生成 －

明胶水解 ＋

纤维素利用 －

葡萄糖 ＋－

木糖 ＋＋

肌醇 ＋－

碳源利用 甘露醇 ＋＋

果糖 ＋＋＋

阿拉伯糖 ＋－

蔗糖 ＋－

其它
生长温度 ２８℃良好，４５℃不生长

需氧情况 好氧

注：＋＋＋生长良好；＋＋生长较好；＋生长一般；＋－生长不

好；－不生长。

综合其形态特性和生理生化特性，参考相关的

放线菌鉴定手册，初步鉴定菌株犆１６为放线菌目
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（犃犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犪犾犲狊） 第 Ⅷ 科 小 单 胞 菌 科

（犕犻犮狉狅犿狅狀狅狊狆狅狉犪犮犲犪犲），再 对 照 小 单 胞 菌 科

（犕犻犮狉狅犿狅狀狅狊狆狅狉犪犮犲犪犲）的各属检索表，可定其为第

Ⅵ属小多胞菌属（犕犻犮狉狅狆狅犾狔狊狆狅狉犪）
［１３～１４］。

３ 结束语

从苹果园和菜园土壤中分离得到４株对展青霉

素产生菌有显著抑制作用的放线菌。通过复筛，菌

株犆１６抑制效果最好，其对３种展青霉素产生菌的

平均抑菌直径达到２３３±００６６犮犿。对培养特性、

生理生化特征等几个方面进行初步分类和鉴定结果

表明，其为放线菌目（犃犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犪犾犲狊）小单胞菌科

（犕犻犮狉狅犿狅狀狅狊狆狅狉犪犮犲犪犲）小 多 胞 菌 属 （犕犻犮狉狅狆

狅犾狔狊狆狅狉犪）。
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