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产甾体皂甙华重楼内生菌的筛选与鉴定

赵 明 贺声蓉 陈小静 黄春萍 王一丁"

（四川师范大学生命科学学院 成都 3%$$32）

摘 要：从华重楼（!"#$% &’()&*)((" E8/ ) +*$,-,%$% F/8;+A）的地下块茎中分离筛选得到 # 株可能产生甾体皂甙的内生

菌（GG$% 和 GG$#），薄层层析检测菌株 GG$%、GG$# 的发酵产物分别有 ? 条和 # 条层析带与重楼总皂甙的层析带迁移

率相当。形态和生理生化特征初步表明 GG$% 和 GG$# 分属于肠杆菌科（6;,./’-8+,./98+.8.）和芽孢杆菌属（ ."+$((/%
HI)）细菌。扩增、测序得到 GG$% 和 GG$# 的部分 %3G /J0K 序列，L.;M8;N 接收号分别为 KO2!#%!? 和 KO2!#%!!。用

M(8H,;调出与菌株 %3G /J0K 同源的序列，用 P(QH,8(R 进行多重序列对比，用软件 SA=(9I 按 0.9<A-’/4T’9;9;< 方法构建

%3G /J0K系统发育树。菌株 GG$% 和 GG$# 分别与 0-1-+-" 1"2$%"- 345 !"32、!"-,$6"+$((/% 1"-7-’,-,%$% 处于同一分支，相

似性分别为 B2UBV和 B5U5V，将它们鉴定为 0-1-+-" 1"2$%"- 44$% 和 !"-,$6"+$((/% 1"-7-’,-,%$% 44$#。

关键词：华重楼，内生菌，甾体皂甙，%3G /J0K 序列分析
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%BB? 年 G,9./(. 等［%］首先从短叶红豆杉的韧皮部中分离

到一株能产紫杉醇的内生真菌。随后研究者在多种植物中

分离到能产生与宿主相同或相似生理活性代谢产物的内生

菌，如产长春碱的长春花内生菌等［#］。

重楼主要药用成分为甾体皂甙，具有止血、止痛、抗肿

瘤、免疫调节和抗生孕等多种生理活性，是云南白药、宫血宁

等多种药物的主要原料，其需求量很大［?］。由于重楼的引种

驯化和组织培养没有取得突破性进展，重楼原料供不应求，

寻找新的、可再生的重楼替代资源成为必然［!］。周立刚等［"］

从滇重楼中分离得到发酵培养物含甾体化合物的内生真菌。

本文从华重楼（!"#$% &’()&*)((" E8/ ) +*$,-,%$% F/8;+A）中分离得

到 # 株可能发酵产生重楼甾体皂甙的细菌，并通过形态、生

理生化特征和 %3G /J0K 序列分析对菌株进行了鉴定。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 材料：新鲜野生华重楼、华重楼粉，由四川光大制药

提供。

!"!"# 试剂：细菌基因组 J0K 提取试剂盒、胶回收试剂盒为

上海华舜生物工程公司产品；89 :"; 酶和 SPX 相关试剂购

自大连 18Y8X8 公司；其余试剂为国产分析纯。

!"!"$ 培养基：分离培养基为固体马铃薯培养基，发酵培养

基为液体马铃薯培养基，按文献［3］配制。

!"# 重楼内生菌的分离

将鲜重楼块茎，用自来水洗净泥土，无菌水冲洗 # 次，无

菌滤纸吸干水分。常规无菌操作下，5"V乙醇浸泡 %79;，水

冲洗 ? 次，滤纸吸干水分；$U#V 的砷汞浸泡 "79;，水冲洗

%$ 次，滤纸吸干水分。用无菌解剖刀将已表面消毒的重楼

块茎削去表皮，切成 ?+7 大小的正方体，置于分离培养基平

板内，#2Z培养 ! [ 2>。待平板有菌长出后，平板划线纯化，

直至得到单菌落，斜面保存备用。

!"$ 发酵液的初步鉴定

!"$"! 重楼总皂甙的制备：重楼粉 %$< 加入乙醚 3$7\，3$Z
超声振荡脱脂 ?A；过滤，滤渣用 3$7\ 和 !$7\ 甲醇超声振荡

提取 # 次（3$Z，各 ?A），合并滤液，回收甲醇；用 "7\ 蒸馏水

溶解，再用 3$7\ 和 !$7\ 水饱和正丁醇萃取 # 次，合并、回收

正丁醇；用 #7\ 甲醇溶解，即得重楼总皂甙。

!"$"# 菌株发酵液的 1\P 检测：将分离得到的菌株，分别接

入发酵培养基中 #2Z、%"$/]79; 振荡培养。培养 !2A 和 B3A
分别取培养液 %7\，%$$$/]79; 离心 "79;。取上清 #$!\，用微

量移液器点于薄层层析板上，以重楼总皂甙、发酵培养基为

对照。层析液为氯仿4甲醇（%$$ ^ %），显色液为 %$V磷钼酸4
"V硫酸乙醇溶液，%$"Z烘 ? [ "79;，至重楼总皂甙显出清晰

蓝色斑点为止。

!"% 菌株形态和生理生化特征研究

产甾体皂甙菌株的形态学观察和生理生化实验参照文

献［5］进行。

!"& 菌株 !’( )*+, 序列分析

按试剂盒操作说明书提取细菌基因组 J0K 为模板，以

#5F（ "_4 KLKL111LK1PK1LLP1PKL 4?_）和 %"!$X（ "_4



!!""!""#"!#$$!!$$"$!%&’）为上下游引物［(］，扩增各菌

株的 )*+ ,-.!。/$0 反 应 体 系 为 !" #$% 酶 12&!3、4.#/
5!3、-.! 模 板 )!3、上 游 引 物（)6!789:3）)2&!3、下 游 引 物

（;;!789:3）)!3、)1 < =>??@, A!3、双蒸水 &&25!3。反应条件为

BAC A7DE；B5C )7DE，AAC )7DE，6;C 57DE，循环 &1 次；6;C
)A7DE。用胶回收试剂盒回收片段，由上海生物芯片工程公

司 测 序。 测 序 引 物 为 ;6F、A)(F（ A’%$!"$!"$$"$""
#!!#!$""%&’）和 )A510［(］。

用 =9GHIE 比较菌株 )*+ ,-.! 与 "@E=GEJ 中已登录的序

列，调出与菌株 )*+ ,-.! 同源并经过菌种鉴定的序列，用

$9>HIG9K 进行多重序列对比，用软件 /LM9DN 按 .@DOLP8,%Q8DEDEO
法构建系统发育树，计算菌株间同源性。

! 结果

!"# 重楼内生菌的分离

采集野生重楼，进行表面消毒、分离内生菌，对得到的菌

落进行平板划线纯化，最后分离纯化到 )16 株菌。

!"! 发酵液的初步鉴定

经 #3$ 检测，菌株 ++1) 和 ++1; 的发酵液与重楼总皂甙

有显色相同、迁移率相当的层析带（斑），凝胶成像系统扫描

结果见图 )。重楼总皂甙有 5 条蓝色层析带，相对迁移率 0
（?）分别为 12B1、126(、12AA 和 12&*；菌株 ++1) 的发酵液有 5

条蓝色层析带，相对迁移率 0（?）分别为 126(、12AA、12&* 和

12);；菌株 ++1; 的发酵液有 & 条蓝色层析带斑点，相对迁移

率 0（?）分别为 12B)、12A* 和 121B。其中，菌株 ++1)、++1; 分

别有 & 条和 ; 条层析带与重楼总皂甙的层析带迁移率相当，

初步表明菌株 ++1) 和 ++1; 可能发酵产生重楼甾体皂甙。

图 # 内生菌发酵液与重楼总皂甙的 $%& 比较

FDOR ) #L@ #3$ S87NG,DH8E 8? @E48NLMI@HDH 7@IGP89DI@H I8 &$’()

*+,-*.-,,$ TG, R /.(010)() F,GESL HGN8EDEH

)，;2U@IGP89DI@H 8? ++1) GE4 ++1;；&2$V 8? S>9I>,@ 7@4D>7；52 &$’()

*+,-*.-,,$ TG, R /.(010)() F,GESL HGN8EDEHR

!"’ 菌株形态和生理生化特征

菌株 ++1)、++1; 的形态特征与生理生化试验结果见表

)，检 索 文 献［B］初 步 鉴 定 ++1) 为 肠 杆 菌 科（WEI@,8PGSI@,D%
GS@G@）细菌，++1; 为芽孢杆菌属（2$/(,,3) HNR）细菌。

表 # 菌株形态和生理生化特征

#GP9@ ) #L@ 78,NL898OM，NLMHD898ODSG9 GE4 PD8SL@7DSG9 SLG,GSI@,DHIDSH

8? IL@ HI,GDEH
$LG,GSI@,DHIDSH ++1) ++1;
+LGN@ 8? HI,GDE P84M +LG?I 38EO HLG?I
KD4IL 8? ,84 12;A!7 12A X 126A!7
3@EOIL 8? ,84 126A X )!7 52A X A!7
+N8,@ Y Z
",G7 HIGDEDEO Y Z
[\D4GH@ I@HI Y Y
$GIG9GH@ Z Y
]E489@ I@HI Z Z
$GH@DE LM4,89MHDH Y Z
"@9GIDE LM4,89MHDH Y Z
.DI,GI@ ,@4>SID8E Z Z
UR0 I@HI Z Z
+IG,SL LM4,89MHDH Y Z
"9>S8H@ >ID9D^GID8E Z Z
_R / Z Z

!"( #)* +,-. 系统发育分析

分别提取菌株 ++1)、++1; 基因组 -.!，按方法通过 /$0
得到各菌株 )2AJP 左右的 )*+ ,-.!。委托上海生物芯片工

程公 司 测 得 ++1) 的 )*+ ,-.! 部 分 序 列，长 度 为 )5(;PN
（"@E=GEJ 接收号为 !‘(5;)5&），++1; 的 )*+ ,-.! 部分序列，

上游为 A&BPN、下游为 *55PN（"@E=GEJ 接收号为 !‘(5;)55）。

=9GHIE 比较发现 ++1) 的 )*+ ,-.! 与多株肠杆菌科细菌的

)*+ ,-.! 相似，调出其中已鉴定菌株的 )*+ ,-.!，用 $9>HIG9K
进行多重序列对比，用软件 /LM9DN 按 .@DOLP8,%Q8DEDEO 法构建

系统 发 育 树（图 ;）。由 图 ; 可 知 菌 株 ++1) 的 )*+ ,-.!
（!‘(5;)5&）与 !‘5B&B6*（ 4151/1$ 5$6()$1 789 5A*(）距离最

近，经 $9>HIG9K 计算，二者同源性为 B(2Ba，由此判断菌株

++1) 与 4151/1$ 5$6()$1 789 5A*( 同种，鉴定为 4151/1$ 5$6()$1
881)。=9GHIE 比较发现 ++1; 的 )*+ ,-.! 上下游序列分别与

多株芽孢杆菌的 )*+ ,-.! 相似，同上法构建系统发育树（图

&）。由 图 & 可 知 ++1; 的 )*+ ,-.! 上 下 游 序 列 分 别 与

!F&B));5（ &$10(:$/(,,3) 5$1;1+010)()）距离最近，用 $9>HIG9K 计

算 ++1; 的部分 )*+ ,-.!（))(&PN）与 !F&B));5 的同源性为

B626a，表 明 ++1; 与 &$10(:$/(,,3) 5$1;1+010)() 同 种，命 名 为

&$10(:$/(,,3) 5$1;1+010)() ++1;。

’ 讨论

甾体皂甙是重楼的主要药用成分，现已从重楼属植物中

分离得到 55 种甾体皂甙［)1］。本实验制备的重楼总皂甙 #3$
只有 5 条层析带，表明制备方法和分析方法都有待改进。菌

株次生代谢物与重楼总皂甙有显色相同、迁移率相当的层析

带，初步表明其可能产生重楼甾体皂甙，需进一步研究菌株

产生何种甾体皂甙及其是否具有重楼药用活性。若重楼内

生菌能发酵产生甾体皂甙，利用内生菌发酵则可能成为解决

重楼资源短缺问题的一条新途径。

666;11A，_89R5A .8RA 赵 明等：产甾体皂甙华重楼内生菌的筛选与鉴定



图 ! ""#$ 的 $%" &’() 系统发育树

!"#$% &’( )*+, -./01#2324"5 4)22 16 ((7&

图 * ""#! 的 $%" &’() 系统发育树

!"#$8 &’( )*+, -./01#2324"5 4)229 16 ((7%
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百科全书式的大型专科工具书《微生物学词典》问世

由著名微生物学教授周德庆先生和徐士菊女士共同编著的《微生物学词典》已由天津科学技术出版社于 G??X 年 V 月出版

发行。

这本积数年辛劳而产生的 >N? 余万字巨著，是第一部由我国微生物学家自己编著的大型专科工具书。该书收词原则明

确，选词切当，注释精练，涉及微生物学及其相关学科的各个领域，跨越微生物学发展的各个时期，G??N 年的新出现名词亦有

收录。该书渗透了两位教授近半个世纪微生物学教学和出版物编审的鲜活经验，用辞书形式展示了微生物学的全景。尤为

重要的是编著者结合中国国情，巧妙地为读者提供了大量较难收集的资料。书后的 \ 个附录可免去读者多方查找之苦，是微

生物学工作者，特别是教学工作者的良师益友。

有意购买本书者，请和天津市和平区西康路 NX 号天津科学技术出版社（邮编 N???X>）刘锟先生（?GG!GNNNGNY= 或 GNNNGV?N）

联系。本书定价 @@ 元，由此获得信息者可享受 @ 折优惠，免收邮寄费。

Y\\G??X，^0H"VX 20"X 赵 明等：产甾体皂甙华重楼内生菌的筛选与鉴定




