
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｍａｙ ２０２０ꎬ ４０(５): ７２７－７３４ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１８１２００７

田守征ꎬ 黄之镨ꎬ 赵玉瑛ꎬ 等. 剑叶龙血树内生放线菌活性菌株的筛选和鉴定 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０２０ꎬ ４０(５): ７２７－７３４.
ＴＩＡＮ ＳＺꎬ ＨＵＡＮＧ ＺＰꎬ ＺＨＡＯ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ [ Ｊ] .
Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０２０ꎬ ４０(５): ７２７－７３４.

剑叶龙血树内生放线菌活性菌株的筛选和鉴定
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摘　 要: 为筛选具有抗菌抗肿瘤活性的药用植物内生菌资源ꎬ该文对 ３００ 余株分离自中国云南西双版纳及

越南地区剑叶龙血树的内生放线菌采用琼脂块扩散法进行抗病原细菌活性筛选、平板对峙法进行抗真菌活

性筛选、ＳＲＢ 法测定菌株的细胞毒活性及 ＰＣＲ 扩增方法筛选非核糖体肽合成酶 ＮＲＰＳ 基因及聚酮合酶

ＰＫＳ￣Ｉ、ＰＫＳ￣Ⅱ基因ꎻ对得到的优势菌株经 ８ 种培养基进行发酵ꎬ采用 １０ 种病原细菌、３ 种病原真菌及 ２ 种人

肿瘤细胞株测试其发酵粗提物的抗菌及抗肿瘤活性以确定最佳发酵培养基ꎻ用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序方法初

步鉴定 ５ 株优势菌株的分类地位ꎮ 结果表明:初筛得到 ５ 株抗菌活性、体外细胞毒活性及 ＮＲＰＳ、ＰＫＳ 相关

基因表达阳性的菌株 Ｓ０１－Ｓ０５ꎬ其中 ４ 株(Ｓ０１－Ｓ０４)属于链霉菌属、１ 株(Ｓ０５)属于类诺卡氏菌属ꎻ菌株经不

同培养基发酵后产物的抗菌和抗肿瘤活性不同ꎬ其中 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ. Ｓ０４ 在 ７ 种培养基中的发酵提取物对 ８
种测试病原菌均有较强抑制作用ꎬ且该菌株用 Ｍｅｄｉｕｍ Ｃ 的发酵提取物对人肝癌 Ｈｅｐ Ｇ２ 细胞株抑制率达到

１００％ꎬ为剑叶龙血树内生菌活性成分挖掘及新型抗菌药物筛选奠定了基础ꎮ
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　 　 微生物来源的天然产物在人和动植物疾病中

发挥着重要作用ꎬ广泛用作抗细菌、抗真菌和抗肿

瘤的临床药物ꎬ在医药行业和农业方面做出了重

要贡献(Ｋａｔｚ ＆ Ｂａｌｔｚꎬ２０１６)ꎮ 已发现 ３ 万多种微

生物来源的代谢产物中ꎬ约有 ３０％由放线菌所产

生ꎬ６０％由真菌产生ꎬ１０％由粘细菌产生( Ｂéｒｄｙꎬ
２０１２ꎻＳｕｂｒａｍａｎｉ ＆ Ａａｌｂｅｒｓｂｅｒｇꎬ２０１２)ꎮ 据保守估

计ꎬ迄今为止从微生物中发现的次生代谢产物数

量仅占其基因组所编码总数的 ２０％ ~ ３０％( Ｉｋｅｄａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎬ且自然界中至少 ９０％以上的微生物

资源未被人们认识ꎮ 现在普遍认为ꎬ新生境可能

蕴藏新物种ꎬ新物种可能拥有新基因ꎬ新的基因资

源可能决定了代谢机制的多样性和新颖性ꎬ从而

能极 大 程 度 地 避 免 化 合 物 重 复 发 现 的 问 题

(Ｔｉｗａｒｉ ＆ Ｇｕｐｔａꎬ２０１２)ꎮ 近年来的统计发现ꎬ从特

殊生境微生物中分离到新的活性物质的概率远高

于普通土壤微生物ꎬ它们极有可能成为发现新活

性先导化合物及新药的重要来源 ( Ｂｕｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００５)ꎮ 因此ꎬ人们把研究目光转向栖息于特殊生

境的微生物ꎬ如海洋、动植物内生环境、高温热泉、
盐湖、洞穴等各种极端环境( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ张
道锋ꎬ２０１３ꎻ张晓梅ꎬ２０１４)ꎮ

植物内生菌( ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ)是指那些生活史的

部分或全部阶段生活于健康植物组织内部的真菌

或细菌ꎬ宿主植物不表现出病症ꎬ可通过组织学方

法或从严格表面消毒的植物组织中分离或从植物

组织内直接扩增出微生物 ＤＮＡ 的方法来证明其

内生(朱文勇ꎬ２０１３)ꎮ 内生菌是一类非常重要的

微生物资源ꎬ它们具有独特的分化和发育过程ꎬ使
其能够适应植物内部这个特殊的环境ꎬ同时它们

还能够编码产生多种生物活性物质ꎬ被广泛应用

于医药、工业、农业、食品以及环保等领域ꎮ 内生

菌和高等植物经长时间的协同进化ꎬ为适应宿主

体内微环境ꎬ允许自身与宿主植物之间进行基因

信息的交流转移ꎬ使得自身发生遗传变化ꎬ使某些

内生菌产生抗生素、植物生长激素等生物活性物

质ꎬ尤其是一些内生菌还获得了产生和宿主植物

相同或相似化合物的能力ꎬ提示我们从植物内生

菌尤其药用植物内生菌中挖掘具有宿主植物相似

活性代谢产物的潜力极大ꎮ 世界范围内对内生菌

研究的关注始于 １９９３ 年ꎬＳｔｉｅｒｌｅ 从短叶紫杉的内

生真菌中发现紫杉醇( Ｓｔｉｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３)ꎬ此后喜

树碱、鬼臼毒素和长春新碱等抗癌明星药也陆续

从其原产植物的内生真菌中发现(Ａｍｎａꎬ２００６)ꎮ
内生放线菌次生代谢产物的研究较内生真菌少ꎬ
典型代表是云南美登木内生放线菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｓｐｐ.ꎬ从中分离得到一系列萘霉素类( ｎａｐｈｔｈｏｍｙｃｉｎ
Ｋ)、巴佛洛霉素类、Ⅲ型聚酮类、大环内酯等类型

的新化合物(Ｌｕ ＆ Ｓｈｅｎꎬ２００７ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８ꎻＹａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎬ大部分具有抗菌或抗肿瘤细胞等活

８２７ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



性ꎮ 目前已得到的具有多种生物活性的聚酮类化

合物和非核糖体多肽类化合物大多由放线菌产生

(Ｐａｎｃｈａｎａｔｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ 此外植物内生菌具

有产生与宿主同样或不同的活性次级代谢产物的

能力ꎬ对于新药产生途径以及药用植物的保护都

具有重要意义ꎮ
剑叶龙血树(Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)广泛分

布于我国(云南、海南、广西)及其他东南亚国家ꎬ
被列入我国国家重点保护野生药材物种名录ꎬ属
国家Ⅱ级保护植物ꎬ«中国植物红皮书—稀有濒危

植物(第一册)»(１９９２ 年)将其收录为渐危种ꎮ 龙

血树树脂药用ꎬ可提取中医传统外伤科用药“龙血

竭”ꎬ在治疗心血管病、抗炎、抗肿瘤、治疗子宫内

膜异位症及止血活血等方面具有较好的疗效ꎮ 然

而ꎬ剑叶龙血树生长缓慢ꎬ血竭产量低ꎬ收获血竭

会严重破坏百年生长的植物ꎮ 本文将研究剑叶龙

血树内生放线菌的抗菌和抗肿瘤生物活性ꎬ筛选

并鉴定活性显著的菌株ꎬ并对其发酵条件进行考

察ꎬ为下一步从中发掘新型抗菌抗肿瘤活性成分

奠定基础ꎬ并对濒危名贵野生药材剑叶龙血树的

保护有一定意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 菌种

１.１.１ 内生放线菌 　 以中国云南西双版纳及越南

地区剑叶龙血树植物组织中分离得到的 ３００ 余株

内生放线菌为材料ꎬ由云南大学云南省微生物研

究所提供ꎮ
１.１.２ 病原指示菌　 金黄色葡萄球菌 (Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ２５９２３)、枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＡＴＣＣ６６３３)、 白色葡萄球菌 ( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｕｓ
１０２９)、大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ２５９２２)、铜绿

假单胞菌 (Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＰＡ０１)、鼠伤寒

沙门氏菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ χ ８９５６)、粪肠球

菌(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ＡＴＣＣ２９２１２)、曼胞不动杆菌

(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｉｉ ＡＴＣＣ１９６０６)、克雷伯氏菌

(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ＡＴＣＣ１３８８３ )、 白 色 念 珠 菌

(Ｃａｎｉｄｉａ ａｌｂｉｃａｎｓ ＳＣ ５３１４)、禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ) 、炭黑曲霉菌(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｃａｒｂｏｎａｒｉｕｓ)、

赭曲霉菌(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｗｅｓｔｅｒｄｉｊｋｉａｅ)ꎬ以上菌株均为课

题组前期保存ꎮ
１.２ 肿瘤细胞株

人乳腺癌肿瘤细胞株 ＭＣＦ￣７ 及人肝癌肿瘤细

胞株 Ｈｅｐ Ｇ２ 购买自美国模式培养物保藏中心

(ＡＴＣＣꎬ Ｂｏｕｌｅｖａｒｄꎬ Ｍａｎａｓｓａｓꎬ ＶＡ ２０１１０ ＵＳＡ)ꎮ
１.３ 培养基

１.３.１ 病原细菌培养基　 ＬＢ:ｔｒｙｐｔｏｎｅ １０ ｇꎬｙｅａｓｔ ｅｘ￣
ｔｒａｃｔ ５ ｇꎬＮａＣｌ １０ ｇꎬａｇａｒ １５ ｇꎬｄｄＨ２Ｏ １ＬꎬｐＨ ７.２ ~
７.６ꎮ
１.３.２ 病原真菌培养基　 沙保氏培养基:ｇｌｕｃｏｓｅ ４０
ｇꎬｐｅｐｔｏｎｅ １０ ｇꎬ ａｇａｒ １５ ｇꎬ ｄｄＨ２ Ｏ １Ｌꎬ ｐＨ ６. ０ꎮ
ＰＤＡ:ｐｏｔａｔｏ ２００ ｇ ( 煮沸 ２０ ｍｉｎ 后过滤ꎬ取汁弃

渣)ꎬｇｌｕｃｏｓｅ ２０ ｇꎬａｇａｒ １５ ｇꎬｄｄＨ２Ｏ １ ＬꎬｐＨ ６. ０ ~
７.０ꎮ
１.３.３ 放线菌活化增殖培养基 　 ＹＭＧ:ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ
４ ｇꎬｇｌｕｃｏｓｅ ４ ｇꎬｍａｌｔ ｅｘｔｒａｃｔ １０ ｇꎬａｇａｒ １５ ｇꎬｄｄＨ２Ｏ
１ＬꎬｐＨ ７.２ ~ ７.６ꎮ
１.３. ４ 发 酵 培 养 基 　 Ｍｅｄｉｕｍ Ａ: ｍａｎｎｉｔｏｌ ２０ ｇꎬ
ｐｅｐｔｏｎｅ ２０ ｇꎻＭｅｄｉｕｍ Ｂ:ｏａｔ ２０ ｇꎬ ｔｒａｃｅ ｓａｌｔ １ ｍＬꎻ
Ｍｅｄｉｕｍ Ｃ:ｐｏｔａｔｏ ２００ ｇ ( 煮沸 ２０ ｍｉｎ 后过滤ꎬ取汁

弃渣)ꎬ ｇｌｕｃｏｓｅ １０ ｇꎻＭｅｄｉｕｍ Ｄ: ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ４ ｇꎬ
ｇｌｕｃｏｓｅ ４ ｇꎬｍａｌｔ ｅｘｔｒａｃｔ １０ ｇꎻＭｅｄｉｕｍ Ｅ: ｐｅｐｔｏｎｅ ２
ｇꎬｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ ３ ｇꎬ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ３ ｇꎬ ｇｌｙｃｅｒｏｌ １０ ｇꎬ
Ｋ２ＨＰＯ４ １ ｇꎬ ＫＨ２ ＰＯ４ １ ｇꎬＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０. ３ ｇꎬ
ＮａＣｌ １ ｇꎻＭｅｄｉｕｍ Ｆ:ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｔａｒｃｈ １０ ｇꎬｇｌｕｃｏｓｅ ２ ｇꎬ
ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ２ ｇꎬＫ２ ＨＰＯ４ １ ｇꎬＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ １ ｇꎬ
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ １ ｇꎬＣａＣＯ３ ２ ｇꎬＮａＣｌ １ ｇꎬ ｔｒａｃｅ ｓａｌｔ １
ｍＬꎻＭｅｄｉｕｍ Ｇ:ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｔａｒｃｈ ２ ｇꎬｇｌｕｃｏｓｅ ２０ ｇꎬｙｅａｓｔ
ｅｘｔｒａｃｔ ２ ｇꎬ ｐｅｐｔｏｎｅ ２ ｇꎬ Ｋ２ ＨＰＯ４ ０. ５ ｇꎬ
ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ ０.５ ｇꎬＣａＣＯ３ ２ ｇꎬ ＮａＣｌ ４ ｇꎻＭｅｄｉｕｍ
Ｈ:ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｔａｒｃｈ ２０ ｇꎬ ＫＮＯ３ １ ｇꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ ０. ５ ｇꎬ
ＭｇＳＯ４ ７Ｈ２Ｏ ０. ５ ｇꎬ ＮａＣｌ ０. ５ ｇꎬ ＦｅＳＯ４ ７Ｈ２Ｏ
０.０１ ｇꎮ 以上培养基均为 １ Ｌꎬ ｐＨ７. ２ ~ ７. ６ꎬ ａｇａｒ
１５ ｇꎮ
１.３.５ 肿瘤细胞培养基　 ＤＭＥＭ 培养基ꎮ
１.４ 主要试剂和仪器

蒸馏水ꎬ无水乙醇、甲醇、冰乙酸、乙酸乙酯、
丙酮 等 均 为 分 析 纯ꎮ Ｎ￣１０００ 旋 转 蒸 发 仪

(ＥＹＥＬＡꎬ日本)ꎬＴＨＩ￣３００ 恒温培养摇床(上海一

９２７５ 期 田守征等: 剑叶龙血树内生放线菌活性菌株的筛选和鉴定



恒科技有限公司)ꎬＢＳＡ１２４Ｓ 分析天平(德国赛多利

斯集团)ꎬＳＷ￣ＣＪ￣２ＦＤ 洁净工作台(中国苏州安泰

ＡＩＲＴＥＣＨ 公司)ꎬＥＳ￣３１５ 高压蒸汽灭菌锅(ＴＯＭＹꎬ
日本)ꎬＤＨＧ￣９２４０Ａ 电热恒温鼓风干燥箱(上海一恒

科技有限公司)ꎬＬＲＨ￣２５０ 生化培养箱(上海一恒科

技有限公司)ꎬＳＫ５２００Ｈ 超声仪(上海科导)ꎮ
１.５ 方法

１.５.１ 内生菌优势菌株的筛选　 放线菌在 ＹＭＧ 培

养基上培养 ４ ｄꎬ用含菌的琼脂块扩散法进行放线

菌抗病原细菌活性筛选ꎻ用平板对峙法进行抗真

菌活性筛选ꎻ用 ＳＲＢ 法测定菌株的细胞毒性ꎮ 分

别用 Ａ３Ｆ / Ａ７Ｒ(７００ ~ ８００ ｂｐ)、Ｋ１Ｆ / Ｍ６Ｒ(１ ２００ ~
１ ４００ ｂｐ)、ＫｓａＦ / ＫＳａＲ (６１３ ｂｐ)引物进行 ＰＣＲ 筛

选非核糖体肽合成酶 ＮＲＰＳ 基因及聚酮合酶 ＰＫＳ￣Ｉ、
ＰＫＳ Ⅱ̄基因(Ｑｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ
１.５.２ 优势菌株的分类分析 　 对筛选出的阳性菌

株进行基因组提取ꎬ 利用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通

用引物 ＰＡ: ５′￣ＣＡＧ ＡＧＴ ＴＴＧ ＡＴＣ ＣＴＧ ＧＣＴ￣３′ꎬ
ＰＢ: ５′￣ＡＧＧ ＡＧＧ ＴＧＡ ＴＣＣ ＡＧＣ ＣＧＣ Ａ￣３′进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增条件:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ３０ 个循

环(９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５６ ℃退火 １ ｍｉｎ) ꎬ７２ ℃延伸

３ ｍｉｎꎻ７２ ℃ 总延伸 ６ ｍｉｎꎮ 得到的 ＰＣＲ 产物经

０.８％琼脂糖胶回收后送生工生物工程 (上海)股

份有 限 公 司 测 序ꎬ 得 到 的 序 列 经 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ. ｎｅｔ / ) 中的 ＥｚＴａｘｏｎ 在线

比对服务进行相关标准菌株的相似性搜索ꎬ确定

菌株 的 分 类 学 地 位ꎬ 并 调 出 相 关 放 线 菌 的

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列ꎬ随后用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行序列比

对ꎬ最终用 ＭＥＧＡ ６ 软件 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建

系统发育树ꎮ
１.５.３ 优势菌株产活性代谢产物发酵培养基的优化

１.５. ３. １ 菌株发酵及提取 　 内生放线菌接种于

ＹＭＧ 培养基平板上ꎬ２８ ℃ 恒温培养箱倒置培养

３ ~ ４ ｄ 做为菌种ꎬ挑取适量菌丝分别接于 Ａ－Ｈ 培

养基 (２５ ｍＬｐｌａｔｅ￣１)ꎬ每株菌每种培养基发酵

１００ ｍＬꎬ于 ２８ ℃ 恒温培养箱倒置培养ꎬ１４ ｄ 后将

琼脂切块于三角烧瓶中ꎬ用乙酸乙酯 ∶ 甲醇 ∶ 冰

乙酸 (８０ ∶ １５ ∶ ５)浸泡过夜提取三遍ꎬ把琼脂过

滤后在旋转蒸发仪上减压浓缩回收溶剂ꎬ用有机

溶剂将粗提物转至样品瓶ꎬ等溶剂完全挥发后ꎬ称

重计算产量ꎬ样品备用ꎮ
１.５.３.２ 生物活性检测　 病原指示菌分别接种至液

体 ＬＢ 培养基ꎬ白色念珠菌于 ２８ ℃ꎬ其余病原细菌

于 ３７ ℃ꎬ２２０ ｒｍｉｎ￣１震荡培养 １８ ｈꎮ 用 ＬＢ 液体

培养基分别对各指示菌菌液进行梯度稀释ꎬ稀释

至浓度为 １× １０６ ~ １×１０７个ｍＬ￣１ꎮ
采用牛津杯法测定各菌株不同发酵粗提物的

体外抗菌活性ꎬ指示菌用涂布法或混菌法准备ꎮ
每个粗提物用 ４ ｍＬ 丙酮溶解ꎬ分别取 ５０ μＬ 进行

活性测定ꎬ取 ５０ μＬ ＬＢ 培养基做阴性对照ꎬ取 ５０
μＬ 丙酮做空白对照ꎬ取等体积抗生素溶液做阳性

对照(病原细菌以 ５ μｇ 利福霉素为阳性对照ꎻ白
色念珠菌用 ２０ μｇ 氟康唑为阳性对照)ꎮ 白色念

珠菌于 ２８ ℃培养ꎬ其余病原细菌于 ３７ ℃培养ꎬ２４
ｈ 后用游标卡尺测量抑菌圈的直径大小ꎮ

采用 ＭＴＴ 法对部分发酵产物进行抗肿瘤活性

测试ꎮ 粗筛浓度为 ２０ μｇｍＬ￣１ꎬ 加样 ７２ ｈ 后观

察肿瘤细胞生长状况ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 内生菌优势菌株的筛选

对 ３００ 余株分离自剑叶龙血树的内生放线菌

进行抗病原细菌、抗病原真菌活性、抗肿瘤细胞活

性以及 ＰＫＳ￣Ｉ、ＰＫＳ Ⅱ̄和 ＮＲＰＳ 基因的研究ꎬ拟筛选

出兼具多种抗菌活性和肿瘤细胞毒活性ꎬ并具有

产聚酮类化合物和非核糖体多肽类化合物潜力的

菌株ꎮ 筛选结果表明ꎬ五株内生放线菌 Ｓ０１ －Ｓ０５
整体结果较好ꎬ对初筛的 ６ 种以上病原细菌表现

出显著抑菌活性ꎬ菌株 Ｓ０２ 和 Ｓ０４ 对 ８ 种病原细菌

的抑制作用较好ꎬ抑菌圈直径最高达 ３８ ｍｍꎮ ５ 株

菌对产毒真菌和肿瘤细胞株的活性以及次级代谢

相关基因簇筛选的结果如表 １ 所示ꎬＳ０１、 Ｓ０２ 和

Ｓ０５ 同时对三株产毒真菌均有抗菌活性ꎻＳ０１ 和

Ｓ０２ 中 ＰＫＳ￣Ｉ、ＰＫＳ Ⅱ̄和 ＮＲＰＳ 三种基因均为阳性ꎻ
Ｓ０２ 发酵液粗提物对 Ｈｅｐ Ｇ２ 和 ＭＣＦ￣７ 细胞株有

显著抑制活性ꎬＩＣ５０值分别为 １０ 和 ３ μｇｍＬ￣１ꎮ
２.２ 优势菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列扩增及系统发育学分析

对初筛出的 ５ 株优势菌株提取基因组后进行

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序ꎬ 将所得序列在数据库中进行
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表 １　 ５ 株菌的抗真菌抗肿瘤活性及 ３ 种次级代谢产物表达关键酶基因簇检测
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓꎬ ＰＫＳ￣Ｉꎬ ＰＫＳⅡ̄ꎬ ＮＲＰＳ ｇｅｎｅｓ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

抗真菌活性
Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

Ａ Ｂ Ｃ

生物合成基因
Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅ

ＰＫＳ Ⅰ̄ ＰＫＳ Ⅱ̄

细胞毒活性
Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ (ＩＣ５０ꎬ μｇｍＬ￣１)

ＮＲＰＳ Ｈｅｐ Ｇ２ ＭＣＦ￣７

Ｓ０１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ５６ １２０

Ｓ０２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ １０ ３

Ｓ０３ － － － ＋ ＋ － ６８８ ８７０

Ｓ０４ ＋ － ＋ ＋ ＋ － １ ７２１ ６９５

Ｓ０５ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ６９１ ６２３

　 注: Ａ. 禾谷镰刀菌ꎻ Ｂ. 赭曲霉菌ꎻ Ｃ. 炭黑曲霉菌ꎻ ＋. 有活性ꎻ －. 无活性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｎｉｎｅａｒｕｍꎻ Ｂ. Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｗｅｓｔｅｒｄｉｊｋｉａｅꎻ Ｃ. Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｃａｒｂｏｎａｒｉｕｓꎻ ＋. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ －. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

图 １　 ５ 株优势菌株基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｓｈｏｗｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

同源性搜索ꎬ结果表明ꎬ菌株 Ｓ０１ 与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｃａｖｏｕｒｅｎｓｉｓ ( ＡＢ１８４２６４) 的 序 列 相 似 性 最 高ꎬ 为

９９.７％ꎻ 菌 株 Ｓ０２ 与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃａｖｏｕｒｅｎｓｉｓ
(ＡＢ１８４２６４)的序列相似性最高ꎬ为 １００.０％ꎻ菌株

Ｓ０３ 与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｐｕｎｉｃｅｕｓ (ＡＢ１８４１６３)的序列相

似性最高ꎬ为 ９８.６６％ꎻ菌株 Ｓ０４ 与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｐａｒ￣
ｖｕｌｕｓ (ＡＢ１８４３２６)的序列相似性最高ꎬ为 １００.０％ꎻ
菌株 Ｓ０５ 与 Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ ｃａｖｅｒｎａｅ ( ＫＸ８１５９９０) 的

序列相似性最高ꎬ为 ９８. ２６％ꎮ 构建系统发育树

后ꎬ５ 株菌分别与其比对相似性最高的菌株位于同

一系统发育分枝上(图 １)ꎮ 综合同源性比对结果

及系统发育分析ꎬ并结合各自培养特征ꎬ菌株 Ｓ０１、
Ｓ０１、Ｓ０３ 和 Ｓ０４ 为链霉菌ꎬ菌株 Ｓ０５ 为类诺卡

氏菌ꎮ

２.３ 优势菌株发酵培养基筛选

不同发酵条件对菌株次级代谢产物有显著影

１３７５ 期 田守征等: 剑叶龙血树内生放线菌活性菌株的筛选和鉴定



表 ２　 剑叶龙血树内生放线菌不同培养基的发酵产量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｙｉｅｌｄｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｍｅｄｉａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

不同培养基发酵产量
Ｙｉｅｌｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｍｅｄｉａ (ｍｇ１００ ｍＬ ￣１)

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ

Ｓ０１ ８１.１０ ７４.００ ４５.９０ ３７.５０ ３４.３０ ４３.６０ ７９.３０ ２０.３０

Ｓ０２ ５０.３０ ７３.００ ５５.００ ５３.４０ ４８.３０ ４２.１０ １０９.７０ ２２.５０

Ｓ０３ ６０.５０ ９８.２０ １０５.００ ４３.７０ ２０.９０ ２６.７０ ２７.５０ １２.６０

Ｓ０４ ３０.３０ ５２.６０ ５５.７０ ２０.８０ ２１.５０ １０.７０ ３２.９０ １２.５０

Ｓ０５ ３０.００ ７４.６０ ４７.８０ ３９.５０ １７.２０ ３６.７０ ２１.６０ １１.７０

响ꎬ设计 ８ 种培养基对筛出的 ５ 株阳性菌株分别进

行小量发酵ꎬ结合菌株长势ꎬ发酵提取物产量及抗

菌活性综合确定菌株高产活性代谢产物的发酵培

养基ꎮ 不同培养基发酵粗提物产量如表 ２ 所示ꎬ
综合来看ꎬ８ 种培养基中 Ｃ 培养基的产量和长势相

对于其他培养基较好ꎬ菌株在 Ａ 和 Ｈ 培养基上生

长状况较差ꎻ且菌株在不同培养基产色素不同ꎬ 预

示不同培养基产生不同代谢产物ꎮ
５ 株剑叶龙血树内生放线菌不同培养基发酵

产物抑菌活性筛选结果见表 ３ꎮ ５ 株内生菌的发

酵提取物对 ８ 种或以上测试菌有不同程度的抑菌

活性ꎬ菌株 Ｓ４ 抑菌活性较强ꎬＳ０２ 和 Ｓ０３ 次之ꎬＳ０１
和 Ｓ０５ 活性较弱ꎻ其中所有菌株的各种发酵提取

物对鼠伤寒沙门氏菌 ( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ χ

８９５６) 均 无 抑 制 作 用ꎬ 对 铜 绿 假 单 胞 菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＰＡ０１)仅有菌株 Ｓ０４ 的 Ｃ
培养基发酵产物表现出活性ꎬ抑菌圈直径为 １２.０６
ｍｍꎬ故以上两株病原菌的情况未在标中列出ꎮ 从

表中可以看出ꎬ大多数菌株的 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ ６ 种

培养基发酵提取物抑菌活性较 Ａ 和 Ｈ 两种培养基

发酵提取物强ꎮ
对菌株不同培养基发酵提取物进行体外细胞

毒 活 性 测 试 结 果 表 明ꎬ Ｓ０４Ｃ ( 为 菌 株 Ｓ０４ 在

Ｍｅｄｉｕｍ Ｃ 中的粗提物的简写ꎬ下同) 对人肝癌

Ｈｅｐ Ｇ２ 细胞株具有较强的抑制作用ꎬ抑制率达到

１００％ꎻＳ０１Ｃ 和 Ｓ０２Ｃ 具有中等强度的抑制作用ꎬ
抑制率为 ６０％ꎬ其余发酵产物表现出微弱或无抑

制作用ꎮ

以上结果表明ꎬ５ 种优势菌株在 Ｃ 培养基中的

长势、发酵粗提物产量及活性相对于其他培养基

较好ꎬ可作为下一步对目标菌株活性成分挖掘的

目标发酵培养基ꎮ

３　 讨论

从剑叶龙血树内生放线菌菌种库的 ３００ 余株

内生菌中筛选出 ５ 株兼具抗多种病原菌和细胞毒

活性且 ＮＲＰＳ、ＰＫＳ 基因簇阳性的菌株ꎬ并以 １０ 株

临床常见的致病菌:白色葡萄球菌、金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、鲍曼不动杆菌、克雷

伯氏菌、粪肠球菌、白色念珠菌、鼠伤寒沙门氏菌

和铜绿假单胞菌以及人乳腺癌肿瘤细胞株、人肝

癌细胞株为靶标ꎬ对这 ５ 株菌高产活性成分的发

酵培养基进行优化ꎬ确定其最佳培养基ꎬ为下一步

从目标菌株中挖掘活性成分奠定了基础ꎮ
药用植物内生放线菌是新天然产物及活性物

质发掘的重要源泉ꎬ本研究筛选出的 ５ 株优势菌

经分类鉴定为 ２ 个属的 ４ 个种ꎬ其中 Ｓ０１－Ｓ０４ 为

链霉菌属ꎬ链霉菌是放线菌中资源最多ꎬ产生抗生

素种类最多的一个属ꎬ部分目标菌株来源于其他

环境的同种菌株已有产生活性成分的报道( Ｓｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１３ꎻＰｒａｋａｓｈａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻＰａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ
Ａｅｈｔｅｓｈａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎬ可见筛选出的活性内生链

霉菌具有产生多种活性成分的潜力ꎬ但本研究的

目标菌株来源于传统药用植物剑叶龙血树内生ꎬ
这个特殊的新环境能否产生有别于其他环境菌株
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表 ３　 剑叶龙血树内生放线菌发酵提取物对病原菌的抑菌活性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｍｅｄｉａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

抑菌圈直径
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ (ｍｍ)

ａ ｂ ｃ ｄ ｅ ｆ ｇ ｈ

Ｓ０１ Ａ － － － － － － － －
Ｂ ８.０１ ９.２８ － － ８.８４ － ９.８２ ３０.７４
Ｃ １２.１３ １３.２７ １０.９５ － １０.２７ １０.８４ １１.１４ ２５.４０
Ｄ １４.５７ １０.５３ １０.０３ － ８.７６ ８.３６ ８.８８ ２０.３４
Ｅ １０.２９ １０.３７ １１.３４ － ８.４２ － １１.５８ １３.６３
Ｆ １１.３４ １０.５１ － － １１.８５ １１.０２ １２.６６ ２８.２０
Ｇ １３.６８ １３.８９ － １２.８９ １２.６４ １０.６８ １２.５２ １３.６８
Ｈ － ８.２６ ８.７９ － － － ９.２７ １２.３６

Ｓ０２ Ａ １０.８０ － １１.６２ － － － － ９.９０
Ｂ ２０.９８ ２０.６９ ２１.６０ １３.２１ １７.８２ １７.４２ １８.８９ ２２.１１
Ｃ ２０.１２ ２１.９８ ２１.３５ １３.０６ １７.９８ １７.７２ １８.６４ １９.６５
Ｄ １７.７３ １０.９０ １４.７３ － １３.９３ １１.６５ １２.０５ １７.５４
Ｅ １０.４３ － － － － ９.７６ － －
Ｆ １５.９０ １６.５４ １３.７５ － － １３.９５ １２.１５ ３０.６１
Ｇ １７.３８ １５.２６ １９.４２ １３.８７ １２.０３ １４.０７ １５.４８ ２５.４０
Ｈ ９.４９ － － － ８.３４ － ８.４６ １３.７３

Ｓ０３ Ａ ８.１３ － － － － － － －
Ｂ １６.３５ １６.６９ １５.３６ １８.４６ １８.３５ １８.３３ １６.５４ １３.５６
Ｃ １７.８９ １８.１１ １５.８１ １８.６８ １７.１１ １６.３５ １５.３３ １３.０７
Ｄ １６.３０ １５.９２ １５.５２ １５.３２ １５.９８ １３.３０ １４.７８ １４.９２
Ｅ １４.４０ １６.１７ １６.６１ １５.８９ １６.８３ １５.７７ ２２.５０ １４.１４
Ｆ １３.７４ １５.７９ １４.４７ １０.１２ １４.０５ １５.４８ １６.１４ ９.６７
Ｇ １５.４７ １３.８１ １４.３４ １５.６４ １４.０１ １４.１５ １５.４８ －
Ｈ ８.３７ － － － － － １.００ －

Ｓ０４ Ａ １１.４６ １５.５０ １２.３４ １２.３０ １０.２６ － １３.９９ －
Ｂ ２５.７０ ２８.２１ ２７.６４ ２３.５０ ２３.４０ ２０.０２ ２３.５１ －
Ｃ ２５.８３ ２８.０８ ２５.９４ ２３.８６ ２２.９８ ２０.８７ ２３.６５ －
Ｄ ２３.９６ ２５.０７ ２５.１０ ２３.２０ ２２.４３ １９.１７ ２１.３８ －
Ｅ １９.０２ ２１.１２ ２２.３７ ２１.０７ １８.９１ １８.９３ １９.４８ －
Ｆ ２２.４０ ２３.２９ ２３.３８ ２１.３４ ２０.２５ ２０.８１ ２１.０８ －
Ｇ ２８.３４ ２８.３５ ２５.４７ ２３.９５ ２２.６２ ２５.００ ３２.６１ －
Ｈ ２０.１６ ２３.９３ ２１.１２ ２３.６２ １７.１３ １８.４２ １７.４９ －

Ｓ０５ Ａ １５.０５ １５.６０ １５.５０ １３.５４ １３.３１ １７.０４ １２.０４ －
Ｂ １２.５３ １０.７１ １３.３３ － １１.３２ － ８.５５ １２.２７
Ｃ １６.５６ １１.７６ １５.０３ １３.３８ １１.７１ １４.２３ １３.９７ １３.５８
Ｄ １２.６３ １０.９４ １１.６６ － － １０.０４ ８.８６ １６.０１
Ｅ １１.８０ １１.８６ １０.０５ － ８.１３ ９.５２ ８.６６ １６.９０
Ｆ １０.８１ １１.８５ １０.８８ － ９.６３ ８.６０ ９.０７ ２１.９２
Ｇ １０.３１ １７.９８ － １０.５０ ９.２５ ９.１２ １２.６５ １７.０７
Ｈ １０.６０ １１.０３ － － － － － １４.９１

　 注: 病原指示菌 ａ－ｈ 依次为白色葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、鲍曼不动杆菌、克雷伯氏菌、粪肠球菌、白
色念珠菌ꎮ “－”表示抑菌圈直径为 ０ꎮ
　 Ｎｏｔｅ:ａ－ｈ ａｒｅ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｕｓ １０２９ꎬ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ２５９２３ꎬ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＴＣＣ６６３３ꎬ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ２５９２２ꎬ
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｉｉ ＡＴＣＣ１９６０６ꎬ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ＡＴＣＣ１３８８３ꎬ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ＡＴＣＣ２９２１２ꎬ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ＳＣ５３１４ꎬ ｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. “ －” ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｃｉｒｃｌｅ ｉｓ ０.

３３７５ 期 田守征等: 剑叶龙血树内生放线菌活性菌株的筛选和鉴定



的活性成分还有待于进一步研究ꎻ从本研究的结

果来看ꎬＳ０１ 和 Ｓ０２ 两株菌鉴定为同一个种ꎬ但它

们在抗菌抗肿瘤活性以及不同培养基的的生长情

况差异显著ꎬ提示我们这两个同种不同个体的菌

株可能含有不一样的活性成分ꎬ许多研究也有类

似的报道ꎮ 基于此ꎬ有望从中挖掘结构或活性新

颖的天然产物ꎮ 此外ꎬ菌株 Ｓ０５ 属于稀有放线菌

类 诺 卡 氏 菌 属ꎬ 与 其 相 似 性 最 高 的 菌 株

Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ ｃａｖｅｒｎａｅ ＹＩＭ Ａ１１３６ 为 Ｈａｎ ｅｔ ａｌ.
(２０１７)报道的新物种ꎬ尚无次生代谢活性成分相

关研究ꎬ可将其列为优先研究的对象ꎮ
剑叶龙血树内生放线菌具有较好的抑菌和抗

肿瘤活性ꎬ发酵条件明确ꎬ菌株易培养且菌种稳

定ꎬ开发利用前景广阔ꎬ部分菌株活性代谢产物的

挖掘工作正在积极进行中ꎮ
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