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一株酸枣内生菌的鉴定及其抗菌活性物质的初步分离

邓振山∗ꎬ 高　 飞ꎬ 刘玉珍ꎬ 魏婷婷ꎬ 李　 静ꎬ 李征霆

( 延安大学 生命科学学院ꎬ 陕西 延安 ７１６０００ )

摘　 要: 为了从酸枣中筛选出内生菌并分析其代谢产物中的活性成分ꎬ用于开发和生产药物ꎬ该研究通过

组织块分离法和划线分离法ꎬ从陕北野生酸枣植株体内分离得到内生菌ꎬ采用平板对峙法测定其对 ７ 株供

试指示菌的抗菌活性ꎬ以心神宁片提取液为对照ꎬ对各拮抗菌株的发酵液进行薄层层析和高效液相色谱分

析ꎮ 结果表明:从野生酸枣中共分离得到 １２１ 株内生菌ꎬ其中内生细菌 ４９ 株ꎬ内生放线菌 ６ 株ꎬ内生真菌 ６６

株ꎻ通过抗菌试验ꎬ发现 ５４ 株内生菌(细菌 ３３ 株ꎬ真菌 ２１ 株)对 １~ ７ 种指示菌具有抗菌活性ꎬ占分离菌株总

菌数的 ４４.６３％ꎬ其中 Ａ￣０４、Ａ￣０５、Ｂ￣０３、Ｃ￣０３、Ｃ￣０６ 和 Ｄ￣０４ 共 ６ 株菌株的抗菌谱较广ꎬ对 ７ 种供试指示菌均

具有抑菌活性ꎻ薄层层析检测结果显示菌株 Ｂ￣０３ 发酵产物在 Ｒ ｆ 值为 ０.４６ 处有与酸枣提取液层析带迁移率

相同的显色带ꎬ液相色谱分析结果显示其属于黄酮类物质ꎻ通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析结果显示菌株 Ｂ￣０３

与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｘａｒｑｕｉｅｎｓｉｓ 的相似性为 ９９％ꎮ 菌株 Ｂ￣０３ 能发酵产生黄酮类或产生与黄酮类类似的化合物ꎬ表明

酸枣内生菌具有合成黄酮类药物的潜力ꎮ
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２０１５ꎻＭｕｆｔｉ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)ꎮ 迄今为止已发现的内生

菌普遍存在于高等植物中ꎬ主要包括三类即内生

细菌、 内 生 真 菌 和 内 生 放 线 菌 ( Ｐａｎｄｙａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１５)ꎮ 内生菌与药用植物在长期的协同进化过

程中一方面形成了特殊的互惠共生关系ꎬ内生菌

对药用植物的生长、道地性、产量、质量、功效成

分、抗逆性等方面都产生了重要影响ꎻ另一方面ꎬ
药用植物内生菌自身产生的一些药用活性物质ꎬ
在新药研发、菌肥开发、生防菌研发、工业化酶生

产应用等方面都显示出巨大的开发潜力ꎮ 我国药

用植物资源极为丰富ꎬ其中蕴含着大量不为人知

的内生菌类群ꎬ这一宝贵资源亟待人们去探索与

开发(邢晓科ꎬ２０１８)ꎮ Ｓｔｉｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ( １９９３)的研究

结果表明内生菌能产生与宿主植物相同或相似的

药用活性物质ꎮ 之后ꎬ陆续有相关的研究报道如

从植物内生菌中发现抑菌、抗肿瘤等活性物质ꎮ
从植物内生菌中分离得到的活性物质约有 ５１％为

新化合物(罗红丽等ꎬ２０１２)ꎮ 由此可见ꎬ药用植物

内生菌在活性物质分离方面具有重要的研究

价值ꎮ
酸枣(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂｅ ｖａｒ. ｓｐｉｎｏｓａ)ꎬ为鼠李科枣

属植物ꎬ果肉、种仁、叶和根均可入药ꎬ具有养肝静

心、安神敛汗的作用ꎬ经济与药用价值极高(郑强

卿等ꎬ２０１４)ꎮ 近年来ꎬ关于酸枣仁生物碱及脂肪

酸类成分的研究很多ꎬ如从酸枣种仁中分离出环

肽类生物碱 ｊｕｂａｎｉｎｅ( Ｐａｎｄｅｙ ＆ Ｓｉｎꎬ２００８)ꎮ 迄今

为止ꎬ大多对酸枣的研究主要集中在酸枣仁的药

理药效和化学成分方面(曹琴和王凯伟ꎬ２００９)ꎬ而
关于酸枣产生药用活性成分内生菌的报道则鲜见

有报道ꎮ 因此ꎬ本研究以陕北野生酸枣植株为材

料ꎬ从中分离筛选出具有抗菌活性的菌株ꎬ并对其

次生代谢产物进行初步研究ꎬ以期为寻找新型化

合物产生菌和开发利用新型活性物质提供重要

线索ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 供试植物　 新鲜野生酸枣植株体(包括根在

内)ꎬ于 ２０１３ 年 ４—１１ 月份采自陕西省延安市延

安大学文汇山和凤凰山ꎬ取样后避光保存于 ４ ℃
下ꎬ２ ｄ 内处理完毕ꎮ
１.１.２ 指示菌株 　 本研究所用的指示菌株均由延

安大学医学院提供ꎬ保藏于延安大学生命科学学
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院微生物实验室中ꎬ具体见表 １ꎮ

表 １　 供试指示菌株

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｍｉｃｒｏｂｅ

菌株编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ

种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

Ｆ￣０１ 大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

Ｆ￣０２ 金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

Ｆ￣０３ 伤寒杆菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ

Ｆ￣０４ 柠檬色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｃｉｔｒｅｕｓ

Ｆ￣０５ 福氏痢疾杆菌 Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｂｏｙｄｉｉ

Ｆ￣０６ 白色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｕｓ

Ｆ￣０７ 白色念球菌 Ｍｏｎｉｌｉａ ａｌｂｉｃａｎ

１.１.３ 供试培养基 　 固体分离培养基:(１)牛肉膏

蛋白胨培养基ꎻ( ２) 马铃薯葡萄糖琼脂培养基ꎻ
(３)高氏Ⅰ号培养基ꎻ(４)察氏培养基ꎻ(５)水琼脂

培养基ꎻ(６)改良无机盐淀粉培养基(可溶性淀粉

２ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４０.５ ｇꎬＭｇＳＯ４０.５ ｇꎬＫＮＯ３１ ｇꎬＮａＣｌ ０.４
ｇꎬＦｅＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０.０１ ｇꎬ琼脂 １５ ｇꎬ蒸馏水 １ ０００
ｍＬꎬｐＨ７.２)ꎻ(７)酵母膏培养基(酵母浸膏 ０.２５ ｇꎬ
Ｋ２ＨＰＯ４０. ５ ｇꎬ琼脂 １５ ｇꎬ蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬｐＨ７.
２)ꎻ(８)液体发酵培养基(ＰＤＡ 不加琼脂)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 内生菌的分离与纯化

１.２.１.１ 内生真菌的分离纯化　 内生真菌的分离采

用组织块法(张新国等ꎬ２０１６)ꎮ 分离材料用自来

水冲洗ꎬ进行预处理ꎬ然后依次用 ９５％的酒精浸泡

１ ~ ５ ｍｉｎ 后无菌水冲洗 ４ ~ ５ 次ꎬ０.１％的升汞浸泡

３ ~ ８ ｍｉｎ 后无菌水冲洗 ７ ~ ８ 次ꎬ７５％的酒精浸泡

３ ~ ５ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ４ ~ ５ 次进行表面消毒ꎮ 最后

在无菌状态下切成 ０.２ ｃｍ×０. ２ ｃｍ 的小块ꎬ接到

ＰＤＡ 固体培养基中ꎬ每平板接 ２ ~ ４ 个组织ꎬ于

(２７±１)℃恒温静置培养 ２ ~ ３ ｄꎻ观察材料切口处

菌丝(菌落)ꎬ挑取切口处菌丝ꎬ转接到新的 ＰＤＡ
培养基上继续培养ꎬ然后对所分离的内生真菌进

行纯化ꎬ纯化后转接到 ＰＤＡ 斜面上编号并保存ꎮ
同时ꎬ将最后一次淋洗的无菌水涂布在培养基上

作为对照ꎬ于恒温培养箱中静置培养ꎬ检验表面消

毒效果ꎮ
１.２.１.２ 内生细菌的分离纯化　 采用组织块分离法

和划线分离法对酸枣中的内生细菌进行筛选(刘

学周等ꎬ２０１４)ꎬ在超净工作台下对酸枣植株体表

面进行消毒ꎬ表面消毒方法同内生真菌ꎮ 将表面

消毒好的材料在无菌状态下切成 ０.２ ｃｍ×０.２ ｃｍ
的小块ꎬ接到牛肉膏蛋白胨固体培养基和高氏 Ｉ 号
培养基中ꎬ每平板接 ２ ~ ４ 个组织ꎬ于(２７±１)℃ 恒

温静置培养 ２ ~ ３ ｄꎮ 待培养基中有可见菌落时ꎬ挑
取周围菌落移入相应培养基纯化ꎬ并进行菌落形

态描述和编号ꎬ于 ４ ℃ 冰箱中保存备用ꎮ 将最后

一次冲洗的无菌水涂布于培养基上作为对照ꎬ于
恒温静置培养ꎬ检验消毒效果ꎮ
１.２.２ 内生菌抗菌活性测定 　 采用打孔注入法测

定上述分离得到的内生菌的抗菌活性ꎮ 将分离纯

化好的内生菌菌种和 ７ 株供试指示菌分别接种于

ＰＤＡ 平板上ꎬ待菌株生长旺盛后ꎬ用接种环挑取少

量菌体ꎬ接种于已灭菌的发酵培养基中ꎬ置于恒温

摇床上振荡培养ꎬ温度 ２８ ℃ꎬ转速 １６０ ｒｍｉｎ￣１ꎬ振
荡培养时间 １ ~ ２ ｄ 后ꎬ用已灭菌的棉签将供试指

示菌均匀涂布于 ＰＤＡ 固体培养基上ꎬ在涂好的培

养基上用已灭菌的打孔器( ｒ ＝ ０.５ ｃｍ)在四周打上

四个孔ꎬ用移液枪将待测的内生菌发酵液注入孔

中ꎬ以注入无菌水为对照ꎬ置于 ２８ ℃ 恒温培养箱

中培养 ２ ~ ３ ｄ 后ꎬ观察各菌株的抑制作用ꎬ待抑菌

圈不再变化时ꎬ用刻度尺测量抑菌圈大小(邓振山

等ꎬ２０１６ꎻ郑艳等ꎬ２０１６)ꎮ
１.２.３ 活性菌株液体发酵及产物的提取 　 从斜面

挑取纯化拮抗菌种接种于 ＰＤＡ 液体发酵培养基

中ꎬ置于恒温摇床上振荡培养ꎬ温度(２７±１)℃ꎬ转
速 １６０ ｒｍｉｎ￣１ꎬ振荡培养 ６ ~ ７ ｄ 后ꎬ用 １６ 层纱布

过滤ꎬ分为菌体和发酵液两部分ꎬ发酵液先后用石

油醚、乙酸乙酯、正丁醇依次萃取ꎬ于旋转蒸发仪

中减压浓缩至 ５ ｍＬ 左右ꎬ再用 ５ ｍＬ 甲醇溶解ꎬ所
得液体经 ０.２２ μｍ 的微孔滤膜过滤ꎬ浓缩后于 ４
℃冰箱中保存备用(姚晓玲等ꎬ２０１４)ꎮ
１.２.４ 薄层层析(ＴＬＣ)分析　 对上述分离得到的样

品进行 ＴＬＣ 分析ꎬ展开剂为氯仿 ∶ 甲醇 ( ８ ∶ １ꎬ
ｖ / ｖ)ꎬ用碘粉熏蒸显色ꎬ并通过紫外光下的显色反

应作进一步验证(梅宇飞等ꎬ２０１２)ꎮ

８８４１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



１.２.５ 高效液相色谱(ＨＰＬＣ)分析 　 分别取少量芦

丁甲醇溶液、菌株发酵液和心神宁片提取液ꎬ经
０.２２ μｍ 微孔滤膜过滤后ꎬ再进行 ＨＰＬＣ 分析ꎮ
ＨＰＬＣ 分析的检测条件:Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＯＤＳ Ｃ１８ 色谱柱

(１５０ ｍｍ ×４. ６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ柱温 ２５ ℃ꎬ流动相为

甲醇:０. ２％磷酸溶液 ( ｖ ∶ ｖ) ＝ １ ∶ １ꎬ进样量 １０
μＬꎬ流速 ０.８ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ检测波长 ２６０ ｎｍ(张仁堂

等ꎬ２０１２)ꎮ

表 ２　 ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

试剂 Ｒｅａｇｅｎｔ ５０ μＬ

２×Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ (Ｄｙｅ) ２５ μＬ

Ｐ１ ２ μＬ

Ｐ６ ２ μＬ

模板 ＤＮＡ Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ ２ μＬ

ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬ

表 ３　 ＰＣＲ 反应条件
Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

步骤
Ｓｔｅｐ

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

时间
Ｔｉｍｅ

预变性 Ｉｎｉｔｉａｌ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ９４ ５ ｍｉｎ

变性 Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ９４ ３０ ｓ

退火 Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ５５ ３０ ｓ

延伸 Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ７２ ３０ ｓ

终延伸 Ｆｉｎａｌ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ７２ ３ ｍｉｎ

１.２.６ 菌株 Ｂ￣０３ 的鉴定　 (１)形态特征观察:将菌

株 Ｂ￣０３ 划线接种在牛肉膏蛋白胨培养基上ꎬ２８ ℃
培养 ２４ ｈꎬ观察记录单菌落形态ꎻ采用革兰氏染色

法判断是革兰氏阴性还是阳性菌ꎮ (２)分子鉴定:
对 Ｂ￣０３ 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段进行 ＰＣＲ 扩增

( 正 向 引 物 Ｐｌ: ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣
ＣＡＧＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴ￣３′ꎬ反向引物 Ｐ６:５′￣ＴＡＣＧＧＣＪ′
ＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣ￣３′)ꎬＰＣＲ 反应体系

及条件见图 ２ 和图 ３ꎮ 将 ＰＣＲ 扩增产物送至上海

生工生物工程股份有限公司测序ꎬ所得序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行比对ꎬ采用 ＭＥＧＡ５.０ 软件构

建系统进化树ꎬ分析菌株的系统发育学特征ꎬ获得

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号(王艳等ꎬ２０１７)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 酸枣内生菌的分离结果

对酸枣植株体进行内生菌分离ꎬ得到 １２１ 个

菌株ꎮ 其中从叶中分离到 ３８ 株ꎬ分别为 Ｃ￣０１ ~ Ｃ￣
３８ꎬ占分离总菌数的 ３１. ４０％ꎬ从根中分离到 ３４
株ꎬ占分离总菌数的 ２８.１０％ꎬ从茎中分离到 ２９ 株ꎬ
占分离总菌数的 ２３.９７％ꎬ从果实中分离到 ２０ 株ꎮ
可见酸枣叶中分离的内生菌最多ꎬ果实中的最少ꎮ
分离得到内生真菌 ６６ 株ꎬ占总菌数的 ５４.５５％ꎬ细
菌 ４９ 株ꎬ占总菌数的 ４０.５０％ꎬ放线菌 ６ 株ꎬ占总菌

数的 ４.９６％ꎬ可见本研究从酸枣中分离的的内生

真菌最多ꎬ细菌次之ꎬ放线菌最少见ꎮ
２.２ 抗菌活性的测定结果

抗菌活性结果表明ꎬ从酸枣植株体分离的 １２１
株内生菌中有 ５４ 株对一种或多种指示菌具有一

定的抑制作用ꎬ占筛选菌株的 ４４.６３％ꎮ 表 ３ 列举

了 １５ 株不同内生菌的抗菌测试结果ꎬ它们多数具

有广谱抗性ꎮ 由表 ５ 可知ꎬＡ￣０４、Ａ￣０５、Ｂ￣０３、 Ｃ￣
０３、Ｃ￣０６ 和 Ｄ￣０４ 这 ６ 株内生菌对 ７ 种指示菌均有

不同程度的抑制效果ꎬ占筛选菌株的 １３.３３％ꎬ结
果表明这 ６ 株内生菌具有较广的抗菌谱和较高的

抗性ꎮ 其中菌株 Ｂ￣０３ 抑菌效果最明显ꎬ最大抑菌

圈直径达到 ３５ ｍｍꎬ因此将其选作进一步研究的

菌株ꎮ
２.３ ＴＬＣ 分析结果

薄层层析( ＴＬＣ)检测结果表明ꎬ菌株 Ｂ￣０３ 在

Ｒ ｆ为 ０.４６ 处有与心神宁片提取液颜色相同ꎬ迁移

率相当的显色斑ꎬ紫外光下显黄色荧光ꎬ初步判断

Ｂ￣０３ 菌株具有能够发酵产生与心神宁片中相似的

部分化学物质的能力ꎮ
２.４ ＨＰＬＣ 分析结果

经过分离纯化的发酵产物的 ＨＰＬＣ 图谱显示ꎬ
芦丁标准品在保留时间 Ｒ ｆ ＝ ５.０１５ ｍｉｎ 处有一主

要吸收峰ꎬ心神宁片提取液出峰顺序依次为组分Ａ
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表 ４　 酸枣不同组织中内生菌的分离结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂｅ

类别 Ｓｏｒｔ

分离部位数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ

根
Ｒｏｏｔ

茎
Ｓｔｅｍ

叶
Ｌｅａｆ

果实
Ｆｒｕｉｔ

菌株总计
Ｔｏｔａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ

内生细菌 Ｅｎｔｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ １３ １２ １５ ９ ４９

内生真菌 Ｅｎｔｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ １８ １６ ２２ １０ ６６

内生放线菌 Ｅｎｔｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ３ １ １ １ ６

菌株总计 Ｔｏｔａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ３４ ２９ ３８ ２０ １２１

表 ５　 内生菌对供试指示菌的抑制作用
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

分离部位
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅ

菌株编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ

抑菌圈直径
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ (ｄꎬ ｍｍ)

供试指示菌 Ｍｉｃｒｏｂｅ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｔｅｓｔ

Ｆ￣０１ Ｆ￣０２ Ｆ￣０３ Ｆ￣０４ Ｆ￣０５ Ｆ￣０６ Ｆ￣０７

根
Ｒｏｏｔ

Ａ￣０４ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋

Ａ￣０５ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋

Ａ￣０８ — ＋＋ — ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ —

Ａ￣２４ — — — ＋＋ ＋＋ ＋＋ —

Ａ￣３４ ＋＋ — ＋ ＋＋ — — ＋＋

茎
Ｓｔｅｍ

Ｂ￣０２ — ＋ — ＋＋ — ＋ —

Ｂ￣０３ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

Ｂ￣０６ — ＋ — — ＋＋ ＋ —

Ｂ￣０７ — ＋＋ — ＋ — ＋＋ ＋

Ｂ￣０８ ＋ ＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

叶
Ｌｅａｆ

Ｃ￣０３ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ —

Ｃ￣０６ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋

果实
Ｆｒｕｉｔ

Ｄ￣０１ — ＋ — ＋ — ＋ ＋＋

Ｄ￣０４ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋ ＋＋

Ｄ￣０８ — ＋ — ＋＋ ＋ — ＋

　 注: 抑菌圈直径　 “＋” 表示 ｄ≤１０ ｍｍꎻ “＋＋” 表示 １０ ｍｍ<ｄ≤２０ ｍｍꎻ “＋＋＋” 表示 ２０ ｍｍ<ｄ≤３０ ｍｍꎻ “＋＋＋＋” 表示 ｄ>３０ ｍｍꎻ “—”
表示无抗性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ　 “ ＋” ｍｅａｎｓ ｄ≤１０ ｍｍꎻ “＋＋” ｍｅａｎｓ １０ ｍｍ<ｄ≤２０ ｍｍꎻ “＋＋＋” ｍｅａｎｓ ２０ｍｍ<ｄ≤３０ ｍｍꎻ “＋＋＋＋”
ｍｅａｎｓ ｄ>３０ ｍｍꎻ “—” ｍｅａｎｓ ｎｏｎｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

在保留时间 Ｒ ｆ ＝ ２. ０１５ꎬ组分 Ｂ 在保留时间 Ｒ ｆ ＝
２.３７５ꎬ组分 Ｃ 在保留时间 Ｒ ｆ ＝ ２.９５２ꎬ组分 Ｄ 在保

留时间 Ｒ ｆ ＝ ３.３９４ꎬ组分 Ｆ 在保留时间 Ｒ ｆ ＝ ４.９８６ 各

有一主要吸收峰ꎮ 菌株 Ｂ￣０３ 的发酵产物的出峰顺

０９４１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



序依次为组分 ａ 在保留时间 Ｒ ｆ ＝ ２.０２３ꎬ组分 ｂ 在

保留时间 Ｒ ｆ ＝ ３. ３９８ꎬ组分 ｃ 在保留时间 Ｒ ｆ ＝ ３.
９３２ꎬ组分 ｄ 在保留时间 Ｒ ｆ ＝ ５.７８２ 各有一主要吸

收峰ꎮ 由此可知ꎬ组分 ａ 与 Ａ、ｂ 与 Ｄ 的保留时间

接近ꎬ组分 ｄ 与芦丁标准品主要吸收峰保留时间

接近ꎬ初步判断该菌株能够发酵产生与心神宁片

成分相似的黄酮类物质ꎮ
２.５ 菌株 Ｂ￣０３ 的鉴定

２.５.１ 形态特征观察 　 菌株 Ｂ￣０３ 在牛肉膏蛋白胨

培养基上形成的菌落呈淡黄色ꎬ不透明ꎬ不粘稠ꎬ
边缘整齐ꎻ通过光学显微镜观察发现菌体呈杆状ꎬ
革兰氏染色呈阳性ꎮ
２.５.２ 分子鉴定　 菌株 Ｂ￣０３ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列(登
陆号 ＫＹ８４８２３６)与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库进行 Ｂｌａｓｔ 比
对分析ꎬ与其同源性较高的菌株均属于芽孢杆菌

属ꎬ 其 中 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｘａｒｑｕｉｅｎｓｉｓ 同 源 性 最 高

(９９.３％)ꎮ

３　 讨论

本研究结果表明酸枣根、茎、叶、果实组织中

均存在大量内生菌ꎬ其中一部分内生菌对人体 ７
种常见致病菌具有不同程度的活性抑制作用ꎬ这
与毕江涛等(２０１２)植物内生菌具有抗菌活性的结

果是一致的ꎬ表明药用植物酸枣内生菌具有广泛

的抗菌活性ꎬ为筛选具有广谱性和选择性的抗菌

药物提供了资源ꎮ 然而ꎬ在筛选优势内生菌方面ꎬ
对传统的筛选条件还有待于进一步改进ꎬ采用新

型的筛选方法和技术ꎬ从而充分挖掘优势植物内

生菌资源ꎮ
王梅霞等(２００３)发现银杏内生菌可以产生黄

酮类化合物ꎻ杨晓军等(２００６)从湖北恩施蛇足中

分离到 １ 株真菌ꎬ并从其发酵液中得到一种异黄

酮ꎮ 这进一步证明了药用植物内生菌具有产生与

宿主活性成分相同或相似化合物的能力ꎮ 然而ꎬ
由于实验过程中提取方法、展开剂、显色剂、柱压

等条件的限制ꎬ菌株 Ｂ￣０３ 的次级代谢产物也并非

仅限于黄酮类化合物ꎬ故仍需利用其它生物化学

手段进行提取、纯化、鉴定ꎬ从而充分挖掘该菌株

次级代谢产物的多样性ꎮ

本研究采用薄层层析、高效液相色谱等方法

对产与心神宁片化学成分相同或相似化合物的内

生菌次生代谢产物进行分析ꎬ但并未涉及其他拮

抗菌株产抑菌活性物质的研究ꎮ 因此ꎬ还需要从

以下几个方面对酸枣内生菌进行研究:(１)对供试

菌有较强抑制作用的内生菌生物防治方面的进一

步研究ꎻ(２)菌株 Ｂ￣０３ 发酵液中所含成分的进一

步鉴定ꎬ发酵条件和提取方法的优化ꎻ(３)菌株是

否具有药用活性ꎬ以便为今后利用内生菌发酵生

产天然药用活性成分提供有利的理论依据ꎮ 相对

于已经有很多研究的其它微生物来说ꎬ药用植物

内生菌作为一类新的微生物资源具有很好的开发

潜力及潜在的商业价值ꎮ
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