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牛粪中链霉菌的分离鉴定及其抗菌活性∗
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摘　 要　 目的　 分离鉴定牛粪中的链霉菌ꎬ观察其抗菌活性ꎮ 方法　 采用稀释涂布法从牛粪中分离菌株ꎬ通过固定

琼脂块法以金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌为指示菌筛选抗菌活性较强的菌株ꎬ并对菌种进行生理生化鉴定及 １６Ｓ ｒＤＮＡ
序列测定ꎻ采用纸片扩散法测定活性菌株发酵液抗菌活性ꎬ菌株发酵液抗菌活性物质进行水饱和正丁醇萃取ꎬ并通过

Ｍｏｌｉｓｈ 反应、双缩脲反应及茚三酮反应进行抗菌活性物质定性鉴别ꎮ 结果　 从牛粪中分离出 ８ 株菌株ꎬ并筛选出 １ 株抗

菌活性较强菌株 Ｂ５￣２ꎬ鉴定为链霉菌ꎮ 活性菌株发酵液对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、费氏柠檬酸杆菌、阴沟肠杆菌、
肺炎克雷伯菌、产气肠杆菌均具有较强抑菌作用ꎮ 抑菌结果显示ꎬ菌株 Ｂ５￣２ 抑菌活性物质均为水溶性物质ꎮ Ｍｏｌｉｓｈ 反

应、双缩脲反应及茚三酮反应结果显示ꎬ菌株 Ｂ５￣２ 的抑菌活性物质均初步鉴定为糖类和蛋白质类ꎮ 结论　 筛选分离的

链霉菌对临床致病菌有较强的抑制作用ꎮ
关键词　 链霉菌ꎻ牛粪ꎻ鉴定ꎻ抗菌活性
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　 　 由于抗菌药物的广泛使用ꎬ细菌耐药问题不断增

多ꎬ耐药菌株的出现严重威胁着人类的健康ꎬ寻找新型

抗菌药物迫在眉睫[１￣４]ꎮ 放线菌是一类与人类健康极

为密切的微生物种群ꎬ是产生抗菌药物最多的一类物

种ꎬ大多数分布于土壤中ꎮ 近年来ꎬ研究者们试图从反

刍动物胃肠道微生物资源中分离放线菌ꎮ 对药用植物

内生链霉菌的研究已发现多种新的具有抗菌、抗虫活

性的物质[５]ꎮ 云南大学从西双版纳的药用植物中也

分离到多种稀有放线菌[６]ꎮ 相对于植物内生放线菌

的研究ꎬ对动物肠道与粪便中共生放线菌的研究十分

缺乏ꎮ 牛是牛亚科牛族哺乳反刍类动物ꎬ具有为宿主

分解代谢过程中产生的有毒物质的能力[７]ꎮ 反刍动

物胃肠道菌群是一些结构新颖、生物活性显著的天然

活性产物的重要来源ꎬ是分离放线菌的新颖途径ꎬ但其
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中的放线菌的作用目前还不清楚[８]ꎮ 本实验拟针对

牛的粪便进行放线菌分离ꎬ筛选出具有拮抗致病菌活

性的菌株ꎬ并对菌株进行鉴定ꎬ对其抗菌活性物质进行

初步分析ꎮ
１　 材料与方法　
１.１　 材料与试剂 　 供试样品来源于牛粪ꎮ 供试细菌

为金黄色葡萄球菌 (Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)、大肠埃希

菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)、 费氏柠檬酸杆菌 ( Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ
ｆｒｅｕｎｄｉｉ)、阴沟肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ)、肺炎克雷

伯菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ)、产气肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
ａｅｒｏｇｅｎｅｓ)ꎬ均由吉林大学第一附属医院检验科提供ꎮ
供试培养基为改良高氏 １ 号培养基、改良高氏 １ 号液

体培养基、营养琼脂、营养肉汤ꎮ 其他试剂来源于国产

分析纯ꎮ
１.２　 放线菌分离、纯化及保存　 分离培养基选择改良

高氏 １ 号培养基ꎬ加入抑制剂重铬酸钾 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ
放线菌的分离采用平板稀释法[９￣１０]ꎮ 自然风干样品充

分研细ꎬ称取牛粪 １０ ｇꎬ加入到灭菌纯化水 １００ ｍＬ 中ꎬ
振荡ꎮ 充分静置后取牛粪悬液用无菌纯化水进行 １０
倍的系列稀释ꎬ从 １０－１到 １０－２ꎬ１０－３ ｃｆｕꎮ 将 ３ 种浓度的

牛粪悬液分别加入改良高氏 １ 号平板上ꎬ用无菌涂布

棒在培养基表面涂匀ꎮ 培养皿倒置在 ２８ ℃培养 ７ ｄꎬ
挑选菌落形态不同的菌株在改良高氏 １ 号培养基上培

养ꎬ经过多次挑取单菌落纯化之后ꎬ挑取纯化后的单菌

落菌株ꎬ在改良高氏 １ 号试管斜面上培养 ７ ｄ 后进行

编号ꎬ于 ４ ℃冰箱保存ꎮ
１.３　 活性菌株的筛选　 上述分离得到的菌株在改良

高氏 １ 号平板上四区划线接种ꎬ倒置于 ２８ ℃培养 ７ ｄꎬ
挑选单菌落采用琼脂块法进行抑菌活性初筛ꎮ 将金黄

色葡萄球菌与大肠埃希菌分别接种至营养肉汤试管中

３７ ℃培养 １５ｈꎬ采用比浊法ꎬ用无菌 ０.９％氯化钠溶液

调整菌液浓度至 １.５×１０６ ｃｆｕꎬ均匀涂布于营养琼脂平

板上ꎮ 将培养出的菌株单菌落取下倒置在平板上ꎬ
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ｃｃｇｕｏｙａｎ＠ １６３.ｃｏｍꎮ

３７ ℃培养 ２４ ｈꎮ 采用十字交叉法测量抑菌圈直径ꎬ筛
选出抑菌活性最好的菌株进行后续实验ꎮ 每个菌株设

３ 个平行实验ꎮ
１.４　 活性菌株鉴定　
１.４.１　 生理生化特征鉴定 　 分离纯化的活性纯菌株

采用改良高氏一号培养基在不同温度及 ｐＨ 值条件下

培养ꎻ经革兰染色后ꎬ通过 ＭＯＴＩＣ 电视生物显微镜对

菌株菌丝及孢子形态进行观察ꎮ
１.４.２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定　 ＤＮＡ 提取和扩增参照文

献[８] 介绍的方法ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列聚合酶链反应

(ＰＣＲ) 扩 增 采 用 保 守 引 物 １４９２Ｒ ( ５′￣ＧＧＴＴＡＣ￣
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′) 和 ２７Ｆ ( ５′￣ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧ￣
ＧＣＴＣＡＧ￣３′)ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增ꎬ ＰＣＲ 反应体系

５０ μＬ:１０ ×Ｅｘ Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ ５.０ μＬꎬ２.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄＮＴＰ
Ｍｉｘ ４.０ μＬꎬ１０ｐ Ｐｒｉｍｅｒ １１.０ μＬꎬ１０ｐ Ｐｒｉｍｅｒ ２ １.０ μＬꎬ
Ｔｅｍｐｌａｔｅ ２.０ μＬꎬ５ Ｕ Ｅｘ Ｔａｑ ０.５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３６.５ μＬꎮ
ＰＣＲ 扩增产物由上海美吉生物医药科技有限公司完成

纯化和测序工作ꎮ ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
循环体系 ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５４ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ９０ ｓꎬ循环 ３０ 次ꎬ
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ４.０ ℃保存ꎮ
１.４.３　 系统发育树构建 　 将所得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数

据库中进行 Ｂｌａｓｔ 检索ꎬ选取同源性比较高的典型菌株

的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列为参比对象ꎬ利用 ＤＮＡｓｔａｒ 对目标序

列进行排列比对ꎬ用 ＭＥＧＡ ５.０ 构建供试菌与参比菌

之间的系统进化树[７￣８]ꎮ
１.５　 活性菌株发酵液抗菌活性分析 　 菌株发酵培养

基选择改良高氏 １ 号液体培养基ꎮ 采用纸片扩散

法[１１￣１３]分析活性菌株发酵液的抗菌活性ꎮ 筛选出的

活性菌株挑取活化后的斜面培养基上的菌丝块接种于

发酵培养基中ꎬ２８ ℃ꎬ１５０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 摇瓶培养 ７ ｄꎬ
４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ２０ ｍｉｎ( ｒ＝ １５ ｃｍ)ꎬ取上清液过孔

径 ０.２ μｍ 过滤器保存在无菌管中ꎬ即为备用无菌发酵

液ꎮ 将金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、费氏柠檬酸杆

菌、阴沟肠杆菌菌、肺炎克雷伯菌、产气肠杆菌 ６ 株供

试靶标菌按上述初筛方法培养ꎬ调整浓度ꎬ均匀涂布于

营养琼脂平板上ꎮ 将直径 ６ ｍｍ 的无菌滤纸浸于无菌

发酵液中ꎬ在无菌环境中挥干后贴于含有指示菌的平

板上ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ观察并记录抑菌圈大小ꎮ 每组

均设 ３ 个平行实验ꎮ
１.６　 活性菌株发酵液抗菌活性物质初步分析　
１.６.１　 活性物质极性分析　 按照“１.５”项方法制备活

性菌株发酵液备用ꎮ 无菌发酵液经水饱和正丁醇萃取

后分为正丁醇层和水层ꎮ 两相溶液经 ３７ ℃蒸发挥干

后用无菌水溶解ꎮ 溶解后溶液过孔径 ０.２２ μｍ 过滤器
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保存在无菌管中ꎮ 活性菌株发酵液原液、发酵液水层、
发酵液正丁醇层按上述纸片扩散法进行抗菌活性测定

及分析活性物质极性ꎮ
１.６.２　 活性物质成分分析　 通过 Ｍｏｌｉｓｈ 反应、双缩脲

反应及茚三酮反应对活性菌株发酵液抗菌活性物质进

行颜色鉴别ꎮ
２　 结果　
２.１　 牛粪中菌株分离结果 　 从牛粪中根据菌种培养

特征的不同ꎬ共分离出 ８ 株菌株ꎬ分别命名为 Ｂ５￣１ꎬ
Ｂ５￣２ꎬＢ５￣３ꎬＢ５￣４ꎬＢ５￣５ꎬＢ５￣６ꎬＢ５￣７ꎬＢ５￣８ꎮ
２.２　 分离菌株的生理生化特征 　 已分离出的 ８ 株菌

株的最适生长温度在 ２５ ~ ３０ ℃ꎬ最适生长 ｐＨ 值范围

为 ６ ~ ７ꎮ 通过斜面培养基对 ８ 株菌株进行形态学观

察ꎬ结果见表 １ꎮ

表 １　 牛粪中菌株的形态特征　
Ｔａｂ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｃｏｗ

ｄｕｎｇ　

菌落
菌落

大小

分布

状态

气生菌丝

颜色

基内菌丝

颜色

Ｂ５￣１ 极小 连结成片 白色 白色

Ｂ５￣２ 较小 点状分布 白色 棕色

Ｂ５￣３ 较大 点状发散 淡黄色 淡黄色

Ｂ５￣４ 较大 连结成片 灰色 淡紫色

Ｂ５￣５ 较小 连结成片 棕色 深棕色

Ｂ５￣６ 较大 点状分布 橘红色 粉红色

Ｂ５￣７ 较小 连结成片 白色 淡棕色

Ｂ５￣８ 较大 点状分布 白色 棕色

２.３　 活性菌株筛选结果 　 分离出的 ８ 株菌株经过筛

选ꎬ其中 １ 株菌株对金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌抑

菌作用比较显著ꎬ命名为 Ｂ５￣２ꎮ 抑菌活性实验结果显

示ꎬ菌株 Ｂ５￣２ 单菌落抑制金黄色葡萄球菌和大肠埃希

菌的抑菌圈平均直径分别为 ９.０ꎬ１５.０ ｍｍꎮ
２.４　 活性菌株发酵液抗菌活性分析结果　 Ｂ５￣２ 菌株

的发酵液对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、费氏柠檬酸

杆、阴沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌和产气肠杆菌的抑制圈

直径分别为 １１.５ꎬ１５.５ꎬ１８.０ꎬ１９.０ꎬ１４.０ꎬ２０.０ ｍｍꎬ对供

试菌均具有一定的抑制作用ꎮ Ｂ５￣２ 发酵液经萃取后

各相进行抑菌实验ꎬ不同相抑菌效果不同ꎮ 菌株 Ｂ５￣
２、发酵液经正丁醇萃取后ꎬ正丁醇层代谢物无抑菌活

性ꎬ水层代谢物抑菌活性与发酵原液抑菌活性接近相

同(表 ２)ꎬ菌株 Ｂ５￣２ 抑菌活性物质极性较大ꎬ与替考

拉宁抑菌圈比较ꎬ抑菌效果也不尽相同(图 １)ꎮ 通过

Ｍｏｌｉｓｈ 反应ꎬＢ５￣２ 出现不同颜色程度的紫色圆环ꎬ双

缩脲反应及茚三酮反应均生成蓝紫色物质ꎬ活性物质

可能是糖类或蛋白质类ꎬ需要进一步分析ꎮ

表 ２　 Ｂ５￣２发酵液不同极性部位对供试靶标菌的抑制活

性(抑制圈直径) 　
Ｔａｂ. ２ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ( ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｃｉｒｃｌｅ) ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｌａｒｉｔｙ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｂ５￣２ ｂｒｏｔｈ ｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ　 ｍｍ

发酵液
金黄色

葡萄球菌

大肠

埃希菌

费氏柠檬

酸杆菌

阴沟肠

杆菌

肺炎克雷

白杆菌

产气

肠杆菌

发酵原液 １１.５ １５.５ １８.０ １９.０ １４.０ ２０.０
正丁醇层 － － － － － －
水层 １１.５ １５.５ １６.０ １４.０ １３.０ １８.０

　 　 “－”无抗菌活性

“－” ｎｏ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 图 １　 Ｂ５￣２发酵液与替考拉宁对金黄色葡萄球菌的抑制

作用　
Ｆｉｇ. １ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ５￣２ ｂｒｏｔｈ ａｎｄ ｔｅｉｃｏｐｌａｎｉｎ ｏｎ

ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ　

２.５　 活性菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定和系统发育树构建

　 根据 １６Ｓ ｒＤＮＡ 构建的系统发育树见图 ２ꎮ 测序结

果在 ＮＣＢＩ 中比对ꎬ显示 Ｂ５￣２ 属链霉菌属ꎻ进化树分

析 表 明 Ｂ５￣２ 与 锈 赤 蜡 黄 链 霉 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｒｕｂｉｇｉｎｏｓｏｈｅｌｖｏｌｕｓ)ＫＪ６３２６５８.１ 有较高的同源性ꎮ 通过

菌株形态、生理生化特性及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定ꎬ初步认为

Ｂ５￣２ 属链霉菌属ꎮ
３　 讨论　

抗菌药物能够有效控制各类感染ꎬ降低因感染而造

成的死亡ꎬ因此抗菌药物在临床治疗中的作用至关重

要ꎮ “超级细菌”的出现正是由于抗菌药物的耐药引起ꎮ
合理使用抗菌药物ꎬ避免耐药菌株的产生尤为重要[１３]ꎮ
针对从一些特殊环境中分离放线菌的方式ꎬ哺乳动物胃

肠道微生物可作为新的放线菌资源开发利用ꎮ
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图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 核苷酸序列构建的 Ｂ５￣２菌株系统发育树分析　
Ｆｉｇ.２　 Ｂ５￣２ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｔｒａｉｎ ｓｙｓｔｅｍ　

　 　 本实验通过对反刍类动物牛粪便中放线菌进行分

离筛选鉴定ꎬ筛选出一株具有较强抑菌作用的放线菌ꎬ
其对临床常见耐药菌表现出的良好抑菌效果ꎬ菌株

Ｂ５￣２ 对新型拮抗耐药致病菌抗菌药物的研发具有巨

大的潜在研究价值ꎮ 但菌株的确切分类地位及活性物

质的分离提纯和结构鉴定尚待研究ꎮ 下一步将对菌株

Ｂ５￣２ 进行大量发酵ꎬ以确定发酵液中抗菌活性物质的

组分及相应的化学结构ꎬ寻找具有新型结构和高活性

的天然产物ꎬ以期得到新的高抗菌活性化合物ꎮ
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