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放线菌生物碱的抗菌活性试验
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微生物产生生物碱的研究在国外开始较早(Highct,1956),但 进展较慢。后来由于陆

续发现了一些新型的放线菌生物碱具有明显的生理活性和抗微生物活性 ,其中不少在病

虫害防治和临床上有实用价值 (Johnson,1962;omura,sutoshi,1974), 因而引起科

学家们的重视,研究进展较快 (TCrashima,1970;onda,1974;omura,1974,1977;李

家藻,1980)。 放线菌生物碱的研究以往在我国尚未开展。 为了开发利用青藏高原的放
线菌资源,我们继真菌生物碱的研究 (李家藻,1979、 1979a)之后,又进行了放线菌生物

碱的研究工作。

一、材料和方法

(一 )供试囱抹

1.供筛选用的菌林是从青藏高原部分地区土壤中分离出的放线菌共 512株。

2.供作抗微生物活性实验的菌株系中国科学院微生物所提供:有大肠杆菌(E‘ c乃四r历
'

co`了 ),金黄色葡萄球菌 (s`″幻′°r。rc″￡
'″
f“)和能引起作物病害的病原菌如:稻白叶枯

黄杆菌 (X口″
`切
″。″″‘o,`″)软腐病欧氏杆菌 (E/历″

'σ
'`o掘
″),大斑病长孺孢菌

(Frd″加
`乃

o‘ po″“″仍·c9C″″),灰葡萄孢霉 (Bo″ /打 。″″″),以及一些有代表性的菌株

如:枯草杆菌 (B汩″″,‘沥
`jJ】
),普通变形杆菌 (P/。

`四
‘″″g￠府),烟曲霉 (/,″名J″″‘

`仍

仍fg″仍‘)等 23株。

(二 )产生生物球放线菌抹的筛选

1.供试培养基的选择:采用了A培养基和 D培养基 (Tcrashlma,1970);Y培 养基
(经作者等修改的A培养基,即用酵母膏取代酪素氨基酸);GU培 养基 (Massin妙 l,
1967);修改的察氏培养基等 5种培养基进行比较试验。

以上 5种培养基均调至 pH为 7,0,用 250毫升三角瓶,每瓶装 40毫升培养基,1公

礻现在安徽省生物研究所。

本文 1986年 1月 8日 收到。
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斤/厘米
2灭
菌。接种后,28℃ 静置培养 lO天 ,用薄层层析法检查生物碱的有无。

2.菌林产生生物碱的鉴别法:在长有放线菌的斜面试管内,注人酸性乙醇溶液(含有
0,1%盐酸的 95%乙醇溶液)10毫升。过夜,倾出酸性乙醇溶液,在 55-60℃ 烘箱中烘
干,加 10%氨水 2毫升,搅拌使残留物溶解,然后转人 25毫升分液漏斗中并加人 2毫升

氯仿,进一步萃取 ,摇匀,使生物碱转人氯仿中,将氯仿浓缩至 0.1毫升,用毛细管吸取氯

仿液置硅胶G薄层板 (26× 76毫米)层析。展开荆为氯仿:甲醇 一 95:5(V/V)的混合

试剂,显色剂为碘化铋钾试剂:碘一碘化钾试剂 =1:1的混合试剂(李家藻,1979)。 经层
析产生橘黄一棕一褐色斑点的表示菌株具有生物碱阳性反应。

(三 )放线菌生物碱抗微生物活性试验

1,含生物碱的无菌滤纸片制备:将有生物碱阳性反应的放线菌株接种在供筛选用培
养基平板上 ,28℃ 培养 10天后加酸性乙醇溶液 10毫升 ,浸泡过夜 ,倾出浸提液置于 100

毫升瓷蒸发皿中,55-60℃ 烘干 ,按与上节相同的方法加氯仿萃取生物碱 ,再用与氯仿等

体积的酸水(含 0.1%盐酸的蒸馏水)使生物碱转人酸水中,将酸水浓缩到 0,5毫升 ,吸取

0.05毫升加到直径 11毫米的无菌滤纸片上备用。

2,抑菌圈大小的测量:将供试的实验菌分别用涂抹法接种在各自适合的培养基平板
上 ,然后将浸有放线菌生物碱提取液的滤纸片平贴于上述平板上。 用浸有含 0,1%盐酸

蒸馏水的滤纸片作对照。试验重复 3次。根据各实验菌的生长所需的温度及时间分别进

行培养和测量抑菌圈直径的大小。

二、结果 和讨论

(一 )筛选培齐击的选择

在分离获得的 512株放线菌中,任意取其中 50株 ,分别接种在上述 5种培养基上,培

表 1 五种不同烙齐击对 50抹放线菌产生生物效能力的比较
Tablc 1· rhe c。 ln panson 。E rive culturc inedion】 for alkalonI℃reening of Actinomycetcs

培养基名称
Cukure me(llllm

能生长的菌椽数
Nun1ber of
growing ira△ ls

显示生物碱阳性反应菌株数
Nu.111ber oF strai:△ s sbo、 ving positive feaction

al kal。 i(l test

+
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11

7

lo

5

3

11

7

14

养一定时间后,从生长势和生物碱反应可以看出(表 1),以 Y培养基最适于放线菌生物碱
筛选。供试的 50株放线菌均生长良好 ,并且显示生物碱阳性反应的菌林数也最高(28%)

(二 )产生生物该的放线菌数量及其优势种

试验结果表明,在供试的 512株放线菌中,显示生物碱阳性反应的有 121株 ,占筛选
·188·
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表 2 放线茵生物获茁层层析结果
【
·
ablc 2 
·
rhin layer chron1atography oE alkaloid extract from some strains of l`ctinomycetes

加利利链霉菌西宁变种
s``cp左 o`,,,`‘

'‘
 g。′′z`饣

``‘

 Var. 8f″ |″ g‘″‘氵‘

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
5.`/召 扌,`o,’ i`‘召‘ /‘′汤氵g``.ojo`|召

`″

o7· ,‘ var. F,`J`‘ ,刀‘

棕
(brown)

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
s′ /纟

`’

′。’’·ycc‘  /``多扌g氵″o‘o乃ε
`″

orfiF var. p``z纟 ″‘
棕

(br。wn)

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
sf`矽 p彦 o`,、9rC‘ 氵彳

`氵

,igi`,o‘ o乃 FJ〃orfij 、̀ar, p,```‘ 刀‘

桔红
(orange)

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
s`'‘
`p`o”
,yr纟‘ ``‘多|giヵ o‘ o乃饣r″ ',z″‘ v ar. po7`纟 勿‘

桔红
(oran ge)

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
s``'p`o,″∶

`'召

‘ ′“多氵g|i″ o‘ o′’饣7″ o了 1比s 、̀ar, p.'``召
`7‘

桔红
(orange)

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
s●

`·

纟pio” ,∶

`‘

纟‘ ′“多j曾.imo‘ o乃 cr〃。Jf‘‘ v ar. r,夕

`了

召
`,‘

桔红
(orangC)

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
6.`rcp·Jo`″ ,,“‘ /“ 3氵 g· Ji″.oso`7rz:`o`f`‘  v ar. P'rr饣 ″‘

桔红
(oran ge)

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
s.``rp`o`,,,`c纟 ‘ 产′′多氵召

.氵

刀o‘ o`|饣

`〃

o``饣了 var, p.夕 rr召 ″‘

枯红
(ora11ge)

o.09

锈赤蜡黄链霉菌浅色变种
s`/cp`o″ ,,· c召‘ r``乃|g`″ o‘o乃饣J〃 oJ`t‘ 、̀ar. p'了 7召″‘

Rf值
Rf value

o,42

0,13

o.14

o.19

o.30

锈赤蜡黄键霉菌浅色变种
s`/ε p`o`,'c′ ‘ ′“乃igi″ ofo乃饣J″ or″‘ var. p`zz纟 ″‘

秸红
(orange)

桔红
(oran ge)

桔红
(orange)

o.06

o.13

o,13

o.21

o.05

o.ll

o.19

栗色球孢链霉菌
s`/召 p`o`,,夕 CF‘ ‘

'‘

′夕刀饣ogzo多 ;jp`″‘

灰色链霉菌
sJ/‘ pJo`,iyCe‘ g″‘召:矽‘

桔红
(orange)

总数的 23,6%,其中生物碱反应较强的有 44株 ,占显示阳性反应菌株数的 3⒍4%。其中已

鉴定种名的有 14株。其薄层层析结果见表 2。

从表 2可以看出,生物碱反应较强的 14株放线菌均属链霉菌科,链霉菌属 (s″印
`。

-

仞y“ )。 其中锈赤蜡黄链霉菌浅色变种 (S``·印`oy“
‘′·泌氵g`″ o‘。拓氵〃o`砑s var.`四

`氵

召′’。)加利

利链霉菌西宁变种 (s``″
`。

勿″召jg泷
`″

'〃
‘v ar.历″切gc`z‘心)(张国伟,1986),栗 色球孢链

霉菌 (S″印
`。 `,’

`″

s c″
'″
cog切赤

`o厂

″‘)和柱形孢链霉菌 (s”印
`°

仞y″‘ cy切 zrospo/哆‘‘)。

在文献中尚未见产生生物碱的报道。

(三 )放线菌生物碱抗微生物的活性

在 121株有生物碱阳性反应的菌株中,有 54株放线菌生物碱提取液都有不同程度的

抑菌作用,如 :A.268、 A.278均 对 9种试验菌有抑制作用;A,381对 12种 试验菌有

抑制作用。试验结果见表 3。
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表 3 放线茵生物性的抑由作用
Table 3 The anttulCrobi△ 1 activities of alkaloids fr()m A~ct△ 11omycetes

放

km
产

N
u

线 菌 生 物 碱 的 数 量
r of Actinornycetes produclilg alkaI。 id

试验菌名称
N.an△ e of testu△ 8 1nicrobs

全黄色葡萄球菌 As· 1· 89
(s`'p乃

'`oro cr“

‘ `″″氵‘‘)

枯草杆菌   As· 1· 210
(B夕‘

`′

′″‘‘“乃
```,‘
)

藤黄八覆球菌 As· 1.880
(s'/″″
'`″`“

)

大肠杆菌   As· 1.77
(F‘ r乃纟

`ic乃
`夕

‘‘
`氵

)

普通变形杆菌  As· 1.49
(P/。彦矽1`‘ 〃〃′gd`氵‘)

稻白叶枯病黄杆菌 As· 1· s59
(x夕″

`乃

o`,、σ″
'‘
。
''砦 `召
)

软腐病欧氏杆菌 As· 1·】41
(”

`‘

`″

初 夕/o|`“ )

机`垢分枝杆菌 As· 1.1
(MycobacteriuIn smcg m at必 )

自假丝酵母  As· 2.538
(c夕″
`玄

″“ ``乃 |c`″‘)

产黄青霉   As.3.3905
(Pr″ |涉″

``j`,I‘

乃
``‘
eg召″“′’2)

意大利青霉   As,3,2631
(Pε″i‘

``7|“ `″
`勿``“

‘
`,,)

甘薯长喙壳菌  As.3,2777
(cC″
`o印
″‘″勿”犯″)

佐佐木薄膜草菌 As· 3.2872
(尸矽
`z`r“ `'″

￠‘
`‘

夕及;;)

玉蜀黍赤霉菌  As· 3.2873
(c`多 多矽

`饣 ``夕

名纟
'纟
)

宫部旋孢腔菌  As.3.2622
(co‘乃′氵。沙or″‘勿”

'多
“″″s)

大斑病长孺孢菌 As· 3,3114
(Ⅱ纟
``9'`″

功o‘ po″″
`,9```/‘

,“‘
`,`)

玉蜀黍长孺孢菌 As· 3,3119
(H‘
``,,`″ `乃

o‘ po`9:‘
`,,`,,夕
'′

子()

小麦全蚀病菌 As· 3.3496
(c`‘〃

`,,``j″
o`,,夕 rC‘ g/夕

`99fヵ
方)

烟曲霉    A5· 3.2910
('JpF招氵

``″

‘/`‘
`9愆
〃
`〃

f)

稻梨孢菌   A:.3.3283
(P,″ r″7'/沏 o/”

``)
黑曲霉    As,3.315
('JpFrg```″‘″ig矽产)

玉蜀黍黑粉菌 人.5.127
(σ‘
`9`夕

go″ y`亦)
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放线菌生物碱提取液的抑菌试验证明了一些放线菌产生的生物碱对某些病原菌有较

强的抑制作用,抑菌圈直径达 2,0-3.5厘米 (表 4)这对今后进一步开发利用这些放线菌

资源有一定的参考价值。

表 4 放线茵生物砍提取液的抑茵作用
Anttnkrobial effect of alkaloidal extracts from Actino1△ ycctesTable 4

放线菌生物碱编号
AIkaloidal extract

of Actino,nycetes

被 柳 试 验 菌 名 称
Nanlc of ailtinncr。 blal testing m1Grobs

抑菌掇直径(厘米)
Dia】】eter of antnn△ croblal

cycle(cIn)

金黄色葡萄球菌 (s``p” Jororr“‘
'″
″″‘)

藤黄八叠球菌 (s'/g″ '′
″‘;')

稻自叶枯病黄杆菌 (X夕″
`加
勿"” o`y名″)

软腐病欧氏杆菌 (四r″:″ ''r。
`″

饣″)

藤黄八叠球菌 (s``氵″夕了″″')
全黄
.色
.葡
.萄
球菌
·
6忉加 ,,’‘9∞∝

`‘

‘ 夕‘‘″:jf)

甘薯长喙壳菌 (C饣
```。
‘
'‘

′‘‘′;″多动助)

甘薯长喙壳菌 (c饣″
`。

c,‘″‘″勿肠 )

对照
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sTUDIEs ON ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ALKALOID
SUBSTANCEs FROlMI ACTINOIMIYCETEs

21hu Cuiru   I.'i Jiazao   0r· ang .ra。    Ituang Guobao

(Ⅳo`功 桫c‘I P场
`ed夕
 `″‘″

`″ `纟

o/B汤′口矽、9''cc`c`,,`cs|切 fcc〉

zhang Guowci  Xing Cuixiang  Yan Xunchu

(′勿‘
`”
〃,eo`M|r/o多汤′og夕 ,'c'`召拓沏 s;″

`“
)

By thc usc of thin laycr chronlatography of alkaloid scrccning incth。 d, |hc prcsencc of al-

kaloid and its anti11icrobial activitv in tllc culturc cxtracts of 512 strains oF.人 ctillo1△】yCCtCs iso-

latcd froⅡl thc.soils of Qinghai~Xizang Platct and adjaccnt arca w̄crc investigatc(1, The cx-
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