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摘要：【目的】探索国家二级保护野生药用植物蛇足石杉内生细菌的物种和生理活性多样性，发现并收

集药用植物内生菌资源。【方法】分别从四川和福建等不同生态环境采集蛇足石杉植株，运用纯培养手

段，对经过表面消毒处理的蛇足石杉样品进行内生菌的分离、培养；根据菌株16S rRNA基因信息，计算

从蛇足石杉不同区系分离获得的内生细菌间的Jaccard指数、多样性指数、优势度指数与均匀度指数等，

分析内生菌物种多样性；应用6种筛选模型对分离得到的内生菌进行生理活性测定，初步评价蛇足石杉

内生细菌的生理活性多样性和药用价值。【结果】从12份蛇足石杉植物样品中分离获得356株内生菌菌

株，菌株16S rRNA基因序列信息显示，分离得到的蛇足石杉内生细菌隶属于放线菌门、厚壁菌门和变形

菌门等3个门的26个科、41个属，来源于蛇足石杉地上和地下部位的菌株数目、多样性指数等无明显差

异。从中发现了分属于拟无枝酸菌属(Amycolatopsis)、Angustibacter、节杆菌属(Arthrobacter)、短小杆菌

属(Curtobacterium)、Frondihabitans、Glaciihabitans、Jatrophihabitans、Luteimicrobium、Massilia、

Naumannella和Tardiphaga等11个属的11个潜在新物种，以及皮生球菌科(Dermacoccaceae)的1个新属。在

抗菌活性筛选中，356株纯培养物抗粪肠球菌、抗肺炎克雷伯菌、抗耻垢分枝杆菌以及抗水稻白叶枯病

菌的阳性率分别是9.0%、1.4%、2.2% 、0.8%；抑制SS04生长的降血脂药物筛选模型上的阳性率是

8.1%；抗HIV-1的初筛阳性率为4.5%。共计74株菌在一个或多个筛选模型中显示出活性，初筛总阳性率

为20.8%。【结论】蛇足石杉内生细菌具有丰富的物种多样性和生理活性多样性，是进一步发掘新型天

然产物的理想菌种资源。
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药用植物蛇足石杉[Huperzia serrata (Thunb.)

Trev.]是石杉科(Huperiaceae)、石杉属(Huperzia

Bernh)的蕨类植物。多生长在山地密林或沟谷等

阴湿环境，民间常将全草入药，用于治疗跌打损

伤、瘀血肿痛、精神分裂等疾病[1]。1972年国内首

次报道该植物中的生物碱——石杉碱甲(hupenineA，
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HupA)具有横纹肌松驰作用，进一步研究发现该

生物碱是一种高效、低毒、可逆并具高选择性的

乙酰胆碱酯酶抑制剂，可用于治疗重症肌无力、

提高学习效率以及改善老年人的记忆功能[2]，并

对抑制有机磷酸中毒有一定的作用[3]，特别是在

治疗阿尔兹海默氏病(Alzheimer's disease，AD)方

面疗效显著 [4 ]。石杉碱甲的化学合成步骤繁琐、

成本昂贵、活性不高，目前石杉碱甲几乎全部依

赖于蛇足石杉的天然合成。蛇足石杉为丛生的草

本植物，植株生长极为缓慢、生物量小，野生资

源十分有限，而且，由于人们对蛇足石杉的掠夺

性开发，加上环境恶化等因素的威胁，资源再生

日益困难，致使这一珍稀野生资源正在被加速推

向灭绝。

近年来的研究发现，植物内生菌与宿主植物

长期共存，形成稳定的微生态系统。内生菌可能

因与植物之间发生基因横向转移或受植物内生环

境的影响，具备产生与药用植物产生的相似结构

或功效的天然产物、甚至新结构或新活性的天然

活性产物的潜力[5]。因此，我们通过对蛇足石杉

内生菌物种多样性及其生理活性多样性探索，揭

示蛇足石杉体内特有的微生物群落结构特征，发

现特色微生物资源，实现植物药物的微生物生

产，以有效地保护性开发蛇足石杉资源，为缓解

蛇足石杉资源匮乏和生态环境恶化提供新思路。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    植物样品：采自四川与福建地区蛇足石杉

植物样品共计6株，根据植物自然生长状态将样品

分为地上部分与地下部分，共计12份样品。样品

详细信息见表1。

1.1.2    培养基：(1) 内生细菌分离培养基：使用了

10种分离培养基，其中 M1–M6对应于本实验室在

红树植物内生放线菌研究中使用的M2–M7培养

基[6]，另外4种培养基组成如下。M7 (g/L)：琼脂

15，复合维生素微量，50%海洋微量盐微量，pH 7.2。

M8 (g/L)：淀粉 2，磷酸氢二钾0.5，硫酸镁0.5，

硝酸钾1.0，氯化钠0.4，硫酸亚铁0.01，琼脂

表 1.  蛇足石杉植物样品信息

Table 1.  The information of the plant Huperzia serrata samples

Sample number Part of plant Site Sites information

IMB12-088 Belowground part Hongya county of Sichuan Province S1 29°41′27.14″N, 103°10′17.56″E, 1205 m H

IMB12-089 Aboveground part Hongya county of Sichuan Province S1

IMB13-057 Belowground part Hongya county of Sichuan Province S1 29°41′25.77″N, 103°10′15.78″E, 1380 m H

IMB13-058 Aboveground part Hongya county of Sichuan Province S1

IMB13-062 Belowground part Hongya county of Sichuan Province S1 29°41′24.98″N, 103°10′16.23″E, 1187 m H

IMB13-063 Aboveground part Hongya county of Sichuan Province S1

IMB13-071 Belowground part Emei mountain of Sichuan Province S2 29°47′23.41″N, 103°16′53.22″E, 1503 m H

IMB13-072 Aboveground part Emei mountain of Sichuan Province S2

IMB13-076 Belowground part Emei mountain of Sichuan Province S2 29°47′21.65″N, 103°16′54.47″E, 1468 m H

IMB13-077 Aboveground part Emei mountain of Sichuan Province S2

IMB13-150 Belowground part Zhenghe county of Fujian Province S3 27°14′39.01″N, 119°5′42.12″E, 1100 m H

IMB13-151 Aboveground part Zhenghe county of Fujian Province S3
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15.0，复合维生素微量，海洋微量盐微量，pH 7.2。
M9 (g/L)：酵母浸粉0.25，磷酸氢二钾0.50，琼脂

15.00，复合维生素微量，海洋微量盐微量，pH 7.2。
M10 (g/L)：葡萄糖10，酵母浸粉1，牛肉膏1，酪

素水解物2，琼脂20，复合维生素微量，海洋微量

盐微量，pH 7.3。
(2) 传代培养及形态观察所用培养基：PYG琼

脂培养基用作传代培养 (g/L)：蛋白胨3.00，酵母

浸膏粉5.00，甘油10.00，甜菜碱1.25，丙酮酸钠

1.25，复合维生素微量，琼脂15.00，海洋微量盐

微量，pH 7.2；ISP 2和ISP 4培养基用于菌株形态

观察。

(3 )  发酵培养基：放线菌菌株发酵培养基

A1和A2的具体组成成分参见文献[6]。
细菌菌株发酵培养基B1和B2的组成如下。B1

(g/L)：葡萄糖20.0，酵母浸粉3.0，硫酸镁0.5，氯

化钠0.5，黄豆饼粉20.0，磷酸氢二钾1.0，氯化钾

0.5，pH 7.0。B2 (g/L)：大豆蛋白胨20.0，葡萄糖

2.5，氯化钠5.0，磷酸氢二钾2.5，pH 7.3。
1.1.3    抑制剂(mg/L)：A组：氨曲南25，放线菌

酮25，重铬酸钾30；B组：放线菌酮25，重铬酸

钾30，新生霉素30。
1.1.4    检定菌：肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumonia,
ATCC 700603)、耻垢分枝杆菌(Mycobacterium
smegmatis，CPCC 240556)、赭色掷孢酵母SS04
(Sporobolomyces salmonicolor SS04)、粪肠球菌

HH22 (Enterococcus faecalis HH22，临床分离株，

对庆大霉素、青霉素、红霉素和四环素等多重耐

药)与水稻白叶枯病菌PXO99A (Xanthomonas
campestris pv. oryzae PXO99A，为水稻白叶枯菌

菲律宾6号小种的代表菌株)均来自于中国药学微

生物菌种保藏管理中心。

1.1.5    细胞系：人T淋巴细胞SupT1由中国医学科

学院医药生物技术研究所免疫室提供。

1.1.6    主要试剂：氨曲南、重铬酸钾等化学试剂

为国产分析纯试剂；放线菌酮购自SIGMA公司；

PCR扩增相关试剂和引物测序均从生工生物工程

(北京)股份有限公司订购。

1.2    菌种分离和保藏

1.2.1    植物组织样品处理：将采集的植物样品先

用流动的清水冲洗，除去植物表面的泥土；然

后，超声清洗3次，40 kHz、3 min/次，去除与植

物结合紧密的土壤颗粒；将清洗干净的植物样品

放置于通风阴凉处，使其表面水分蒸发干燥；将

晾干后的植物参照红树植物内生菌分离采用的表

面消毒方法进行处理[6]。考虑到蛇足石杉植株叶

片比较娇嫩，我们将次氯酸钠消毒时间缩短至

3 min，酒精处理时间调整为1 min；将消毒后的

植物样品置于无菌的铺有滤纸培养皿中，在无

菌通风环境干燥后，用粉碎机将植物组织粉碎

备用。

1.2.2    分离培养基的配制： 根据材料中所述的培

养基配方进行分离培养基的配制；其中，M1–M3、

M6、M7培养基，加入A组抑制剂；M4、M5、

M8–M10培养基中，则分别加入A组与B组抑

制剂。

1.2.3    菌种分离与纯化： 取上述处理过的植物组

织碎片均匀分散固定到分离培养基上，置28 °C培

养3–8周。3周后，随时观察分离培养基上菌落状

态，根据菌落形态(形状、颜色、大小、表面光泽

等)挑取同一分离平皿菌落形态有差异的放线菌和

细菌单菌落，使用四区划线法纯化分离菌株直至

得到纯培养物。

1.2.4    菌种保藏： 纯化菌株分别以斜面4 °C短期

保藏；用20%(V/V)甘油作为保护剂，–80 °C中长

期保藏。

1.3    菌株的生理活性测定

使用耻垢分枝杆菌CPCC 240556、肺炎克雷

伯菌ATCC 700603、水稻白叶枯病菌PXO99A和

临床分离的多重耐药菌粪肠球菌HH22等作为检定

菌的筛选模型与抑制赭色掷孢酵母SS04生长的降
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血脂药物筛选方法以及基于假型病毒系统的抗

HIV-1药物筛选模型，对蛇足石杉内生细菌的发

酵液样品进行抗菌、降血脂及抗HIV-1等活性的

初步检测。

将分离得到内生菌接种于发酵培养基(放线菌

接种于A1、A2培养基，细菌接种于B1、B2培养

基)，28 °C、200 r/min，摇瓶培养6 d，离心后取

出发酵液上清部分；用纸片法测定发酵液样品的

抗菌、降血脂等生理活性[7–8]。

菌株抗HIV-1的活性测定方法参考文献[9]。

1.4    蛇足石杉内生细菌的初步鉴定和多样性分析

菌株的初步鉴定参照徐丽华等主编的《放线

菌系统学》[10]和东秀珠等编著的《常见细菌系统

鉴定手册》[11]中的相关方法。根据菌落形态观察

初步排除重复菌株，选择代表性菌株测定其16S

rRNA基因序列，将结果提交EzTaxon网站(http://

www.eztaxon.org)[12]与有效描述菌株的16S rRNA

基因序列相比对，初步判定菌株的所属类群。根

据EzTaxon中序列比对结果，运用MEGA 5.0软件

采用邻接法(Neighbour-Joining)构建实验菌株与模

式菌之间的系统进化树[13–16]，分析蛇足石杉内生

细菌系统发育地位及物种多样性。

1.5    蛇足石杉内生细菌的区系分析

分别计算蛇足石杉不同组织分离获得的内生

细菌间的Jaccard指数公式(1)、多样性指数公式

(2)、优势度指数公式(3)与均匀度指数公式(4)，分

析蛇足石杉内生细菌菌株区系分布的相似性与多

样性。

Jaccard指数C = j/(a+b-j)                         公式(1)

式中：a、b为来源于不同植物组织的物种

数，j为2种组织共有的物种数。

   Shannon-Weiner指数(多样性指数)H' = - ∑PilnPi  

                                                                         公式(2)

式中：Pi=Ni/N，其中Ni为来源于植物组织某

物种的个体数，N为个体总数[7]。

Simpson指数(优势度指数)D=1-∑Pi
2     公式(3)

式中：P i种的个体数占群落中总个体数的

比例。

Pielou指数(均匀度指数)E=H/Hmax        公式(4)

式中：H为实际观察的物种多样性指数，

Hmax为最大的物种多样性指数，Hmax=lnS (S为群

落中的总物种数)[17]。

2    结果和分析

2.1    蛇足石杉内生细菌的分离结果

从12份蛇足石杉植物样品中共分离、纯化得

到 356株纯培养物(图1-A)。来源于蛇足石杉地上

部分的内生细菌共186株，分离自地下部位的菌株

总数为170株；10种分离培养基中，从M4 (纤维素

培养基)与M9 (TWYE)培养基上分离获得的菌株数

量显著多于其它8种培养基(图1-B)。

2.2    蛇足石杉内生细菌的多样性分析

根据菌落形态初步观察及菌株来源，挑选

127株代表菌株进行16S rRNA基因扩增测序。结

果显示，它们隶属于放线菌门、厚壁菌门、变形

菌门的27个科、41个属(图2)，放线菌占80.3%，

其中，小单孢菌属(Micromonospora) 8株、短杆菌

属(Curtobacterium) 6株、分枝杆菌属(Mycobacterium)
10株、红球菌属(Rhodococcus) 5株、链霉菌属

(Streptomyces) 16株及赖氏菌属(Leifsonia) 12株，

为蛇足石杉内生细菌的优势类群。

计算结果显示，蛇足石杉地下与地上部分2个

区系的丰度、多样性指数、优势度指数与均匀度

指数无明显差异(表2)。16S rRNA基因序列分析结

果表明，来源于蛇足石杉地上部分的内生细菌隶

属于放线菌门、厚壁菌门、变形菌门的29个属(包

含1个未知属)，优势种属为赖氏菌属、分枝杆菌

属 、 放 线 菌 属 、 短 杆 菌 属 、 甲 基 杆 菌 属

(Methylobacterium)与Frondihabitans属；分离自蛇

足石杉地下部分的内生细菌归属于放线菌门、厚
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壁菌门、变形菌门的28个属，优势菌属为链霉菌

属、小单孢菌属和红球菌属(表3)。此外，蛇足石

杉地下与地上部分分离获得的内生细菌间的

Jaccard指数为0.39，相似性较低，表明蛇足石杉

地下与地上部分不同区系的内生细菌的来源有显

著差异。由于地下部分内生细菌可能多源于土壤

微生物，土壤微生物在蛇足石杉的地下部分富集

优于蛇足石杉地上部分；而地上部分的内生细菌

也有其物种组成的特异性，初步显示出蛇足石杉

的地上和地下部分内环境的差异对内生细菌群落

结构组成分布产生了较大的影响。

2.3    蛇足石杉内生细菌系统发育分析

16S rRNA基因序列分析结果显示，菌株

I13A-01625、I15A-00801、I14A-00824、I15A-

00282、I14A-00867、I15A-00287、I13A-01602、

I15A-00289、I15B-00833、I15A-00828、I15B-

00610等11株菌显示出与其同属内近缘菌间的16S

rRNA基因序列相似性都低于98.65%[18]，提示它们

分别代表了拟无枝酸菌属 ( A m y c o l a t o p s i s )、

Angustibacter、节杆菌属(Arthrobacter)、短小杆菌

属(Curtobacterium)、Frondihabitans、Glacii-

habitans、Jatrophihabitans、Luteimicrobium、

Massilia、Naumannella、Tardiphaga等11个属内的

11个新物种；菌株I15A-00281的16S rRNA基因序

列和皮生球菌科(Dermacoccaceae)内菌株的最高

相似低于95.0%，并且，在基于16S rRNA基因序

列分析的系统进化树上，菌株I15A-00281在皮生

球菌科内单独形成了一个稳定的分支，因此菌株

图 1.  不同的蛇足石杉样品和培养基分离内生细菌菌株数量与出菌率

Figure 1.  The number and proportion of the endophytic bacteria fromdifferent Huperzia serrata samples and different
isolation media. A: The number of endophytic bacteria from different Huperzia serrata samples; B: The proportion of
the endophytic bacteria recovered on different isolation media.

表 2.  蛇足石杉内生细菌多样性Shannon-wiener指数、Simpson指数和Pielou指数

Table 2.  The Shannon-wiener Index (H′), Simpson Index (D) and Pielou Index (E) of the endophytic bacteria from
Huperzia serrata

Tissue of plant Number of
isolates Richness Shannon-wiener

Index (H′)
Simpson
Index (D)

Pielou
Index (E)

Belowground part 186 28 3.09 0.041 0.93

Aboveground part 170 29 3.04 0.050 0.96

Total 356 41 3.31 0.044 0.89
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图 2.  蛇足石杉内生细菌16S rRNA系统进化分析

Figure 2.  The phylogenetic analysis based on the 16S rRNA gene sequences of the endophytic bacteria from
Huperzia serrata. Bootstrap values >50% are shown at nodes. Bar, 2 nt substitution per 100 nt.

孙红敏等  |  微生物学报, 2016, 56(4) 619

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn



表 3.  部分蛇足石杉内生细菌的16S rRNA基因序列信息

Table 3.   The 16S rRNA genes information of partial endophytic bacteria from Huperzia serrata

Strain
number

Accession
number Origin The most related homolog

16S rRNA gene
similarity with
the most related
homolog/%

Phylum

I15A-00291 KR184240 Aboveground
part

Amnibacterium
kyonggiense
KSL51201-037(T)

99.8 Actinobacteria

I13A-01679 KR184311  Amycolatopsis
saalfeldensis HKI0457(T) 98.8  

I14A-00824 KR184302  Arthrobacter
nitroguajacolicus G2-1(T) 98  

I14A-00819 KR184304  Brevibacterium casei
NCDO 2048(T) 99.8  

I15A-00281 KR184239  Calidifontibacter indicus
PC IW02(T) 95  

I15A-00288 KR184237  Cellulomonas biazotea
DSM 20112(T) 100  

I15A-00290 KR184252  Cellulosimicrobium funkei
ATCC BAA-886(T) 99.7  

I15A-00282 KR184242  Curtobacterium albidum
DSM 20512(T) 98.6  

I14A-00867 KR184306  Frondihabitans
cladoniiphilus CafT13(T) 98.3  

I15A-00287 KR184247  Glaciihabitans tibetensis
MP203(T) 98.1  

I13A-01604 KR184574  Jatrophihabitans endophyticus
S9650(T) 96.7  

I15A-00297 KR184234  Kineococcus rhizosphaerae
RP-B16(T) 98.8  

I13A-00604 KR184287  Kitasatospora saccharophila
SK15(T) 99.5  

I15A-00523 KR184251  Leifsonia aquatica
ATCC 14665(T) 100  

I15A-00289 KR184254  Luteimicrobium album
RI148-Li105(T) 97.5  

I14A-00848 KR184295  Microbacterium
radiodurans GIMN1.002(T) 99.1  

I15A-00809 KR184216  Micromonospora
echinospora ATCC 15837(T) 99.5  

I15A-00825 KR184196  Mycobacterium goodii
ATCC 700504(T) 98.9  

I15A-00828 KR184192  Naumannella halotolerans
WS4616(T) 97.2  

I15A-00495 KR184231  Nocardia asteroides
NBRC 15531(T) 100  

I13A-01637 KR184290  Oerskovia enterophila
DSM 43852(T) 100  

I15A-00822 KR184199  Rhodococcus
canchipurensis MBRL 353(T) 99.4  

I14A-00840 KR184286  Streptomyces bobili
JCM 4624(T) 98.8  

I13B-01797 KR184317  Lysinibacillus
xylanilyticus XDB9(T) 98.9 Firmicutes

I15B-00830 KR184193  Burkholderia udeis
LMG 27134(T) 99.5 Proteobacteria

I15B-00611 KR184260  Methylobacterium
aminovorans JCM 8240(T) 100  

I15B-00831 KR184208  Pseudomonas
geniculata ATCC 19374(T) 98.8  

I15B-00296 KR184261  Rhizobium radiobacter
ATCC 19358(T) 100  

I15B-00812 KR184211  Stenotrophomonas
rhizophila DSM 14405(T) 98.9  

I14A-01100 KR184263 Belowground
part

Actinomycetospora
rishiriensis RI109-Li102(T) 99.5 Actinobacteria

(待续)
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I15A-00281可能代表了皮生球菌科内的一个新属

(图3)。

2.4    培养基抑制剂对分离结果的影响

我们统计了分别在相同的分离培养基上添加

A组或B组抑制剂针对采自福建的蛇足石杉样品的

分离结果(图4)。16S rRNA基因序列分析结果显

示，使用添加A组抑制剂的培养基，共分离获得

58株内生菌，它们分属于放线菌门、厚壁菌门与

变形菌门的16个科、23个属，优势菌群为分枝杆

菌属(Mycobacterium)、赖氏菌属(Leifsonia)、链霉

菌属(Streptomyces)、Frondihabitans；使用添加

B组抑制剂的培养基分离获得43株菌，归属于20个

科、22个属，优势菌属为小单孢菌属(Micromonospora)

与分枝杆菌属(Mycobacterium)。也就是说，添加

(续表3)

I13A-01625 KR184275  Amycolatopsis
saalfeldensis HKI0457(T) 98.1  

I15A-00801 KR184224  Angustibacter luteus
TT07R-79(T) 98.6  

I15A-00300 KR184236  Brevibacterium casei
NCDO 2048(T) 100  

I15A-00519 KR184253  Cellulosimicrobium funkei
ATCC BAA-886(T) 99.8  

I15A-00283 KR184241  
Curtobacterium
ammoniigenes NBRC
101786(T)

98.9  

I15A-00824 KR184197  
Glycomyces
lechevalierae NRRL B-
16149(T)

98.8  

I15A-00834 KR184201  Gordonia terrae
NBRC 100016(T) 100  

I14A-00812 KR184262  Jatrophihabitans
endophyticus S9650(T) 96.7  

I13A-01701 KR184298  Kribbella
swartbergensis HMC25(T) 99.2  

I13A-01628 KR184277  Leifsonia
lichenia 2Sb(T) 99.4  

I13A-00465 KR184267  Microbacterium
maritypicum DSM 12512(T) 99.8  

I15A-00808 KR184217  Micromonospora aurantiaca
ATCC 27029(T) 100  

I15A-00823 KR184198  Mycobacterium
bacteremicum ATCC 25791(T) 98.8  

I13A-00414 KR184266  Oerskovia
enterophila DSM 43852(T) 100  

I14A-00837 KR184272  Rhodococcus
fascians DSM 20669(T) 100  

I13A-01627 KR184276  Streptomyces
avellaneus NBRC 13451(T) 99.8 Firmicutes

I15B-00814 KR184209  Bacillus
flexus IFO 15715(T) 99.8  

I12B-02693 KR184264  Lysinibacillus
fusiformis NBRC 15717(T) 100  

I13B-01788 KR184270  Paenibacillus
chitinolyticus IFO 15660(T) 99.8  

I13B-01791 KR184283  Staphylococcus
warneri ATCC 27836(T) 100  

I13B-01790 KR184282  Terribacillus
saccharophilus 002-048(T) 100  

I15B-00829 KR184191  Bosea
thiooxidans DSM 9653(T) 99.8 Proteobacteria

I15B-00816 KR184206  Burkholderia
sabiae Br3407(T) 98.9  

I15B-00833 KR184214  Massilia
aerilata 5516S-11(T) 98.1  

I15B-00827 KR184194  Pseudomonas
hibiscicola ATCC 19867(T) 100  

I15B-00813 KR184210  Rhizobium
jaguaris CCGE525(T) 100  

I15B-00610 KR184258  Tardiphaga
robiniae LMG 26467(T) 98  
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抑制剂新生霉素后，小单孢菌属的出菌率显著增

高，进一步证实了新生霉素对小单孢菌的选择性

分离效果。另外，两组实验数据对比也可明显看

出，在添加了氨曲南的培养基中，革兰氏阴性细

菌(变性菌门菌株)的数量(3个属的4株菌)和种类明

显少于未添加氨曲南的培养基(8个属的12株菌)。

2.5    生理活性筛选结果

从356株蛇足石杉内生细菌中发现74株内生菌

的发酵液样品在1个或多个的筛选模型中显示出活

性，初筛总阳性率为 20.8%。

总体上看，用于放线菌菌株发酵的A1、A2发酵

液样品在抗菌及抗病毒活性筛选模型上的阳性率

都明显高于细菌菌株的发酵液样品B1、B2 (表4)。

在抗菌活性方面，放线菌发酵液(A1和A2)和

细菌发酵液 (B1和B2)对多重耐药菌粪肠球菌

HH22以及赭色掷孢酵母SS04的抑制率都高于对肺

图 3.  基于16S rRNA基因分析构建的关于潜在新分类单元放线菌菌株及其近缘菌的系统进化树

Figure 3.  16S rRNA gene-based Neighbour-Joining tree showing the phylogenetic relationships between the potential
novel Actinobacteria taxa and related strains. Bootstrap values >50% are shown at nodes. Bar, 5 nt substitution per
100 nt.
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图 4.  基于添加抑制剂分离的蛇足石杉内生细菌16S rRNA系统进化分析
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炎克雷伯菌ATCC 700603、耻垢分枝杆菌CPCC

240556以及水稻白叶枯病菌PXO99A的抑制率。

在抗病毒活性筛选模型中，来源于细菌的发酵液

中仅从B1中发现了一株细菌具有抗HIV-1活性；

从A1和A2发酵液中发现了10株放线菌具有抗HIV-

1活性，其中有5株放线菌的A1和A2发酵液都显示

阳性，另有3株菌仅在A1发酵液中呈现出抗HIV-

1活性，2株菌仅在A2发酵液中呈现出抗HIV-1

活性。

3    讨论

药用植物特殊的内环境赋予了内生菌以下独

有的特点：(1) 物种多样。随着分子生态学研究方

法和微生物分离、培养技术的不断改进，不但多

数普通环境中存在的微生物在植物组织中能够被

检测出来，大量的新物种也已经陆续从植物内生

环境中获得。(2) 遗传背景好。内生菌长期生活在

植物体内，能够在植物体内稳定生长并进行有序

的代谢活动，从而使内生菌成为在植物体内表达

外源基因的绝佳载体；另一方面，“内共生理论”

还认为，在共生体内，一旦次生代谢中出现有用

的生化途径，便可以被其他生物所利用，从而表

现出相互作用和“协同进化”(co-evolution)：宿主

可将遗传物质或信息传递给其内生菌，使之在一

定程度上具有与宿主相同或类似的代谢途径，并

导致其产生某些特定物质。(3) 次生代谢产物丰

富、活性率高。近年来，先后从红豆杉、长春花

等数十种药用植物的内生菌中分离得到了与宿主

植物相同或相似的活性成分。例如，Stierle等学

者[19]从短叶紫杉(Taxus breviforlia)中发现产紫杉醇

的内生真菌Taxomyces andreanae，随后，Caruso

等[20]从欧洲红豆杉Taxus baccata L.中分离得到一

些能够合成紫杉烷类物质的内生放线菌；Zhang

等[21]从长春花(Catharanthus roseus)茎皮中分离到

能产生长春新碱的内生真菌Fusarium oxysporum；

Wu等 [ 2 2 ]从美登木内生放线菌Act inosynnema
pretiosum中分离到美登木素生物碱(maytansinoid)，

但与植物来源的美登木素化合物有所不同，其在

大环上的C-3位侧链酯基结构相对较简单。(4) 代

谢产物对正常的真核细胞低毒性。Weber等[23]从

内生菌中获得的arundifungin、5-(1,3-butadiene-

l - y 1 ) - 3 - ( p r o p e n e - l - y 1 ) - 2 - ( 5 H ) - f u r a n o n e、

Figure 4.  The phylogenetic analysis based on the 16S rRNA gene sequences of the endophytic bacteria recovered on
the isolation media supplemented with inhabitors. Bootstrap values >50% are shown at nodes. Bar, 5 nt substitution
per 100 nt. A: Inhibators group A; B: Inhibators group B.

表 4.  蛇足石杉内生细菌的生理活性筛选结果

Table 4.   Physiological activities screening results of the endophytic bacteria from Huperzia serrata

The types of media

The positive rate

Enterococcus
faecalis
HH22

Klebsiella
pneumonia
ATCC
700603

Mycobacterium
smegmatis
CPCC 240556

Xanthomonas
campestris
pv.oryzae
PXO99A

Sporobolomyces
salmonicolor
SS04

Anti-HIV

Medium A1 16/291 2/291 5/291 2/291 17/291 8/291

Medium A2 13/291 3/291 2/291 1/291 12/291 7/291

Medium B1 1/65 0/65 1/65 0/65 2/65 1/65

Medium B2 3/65 1/65 1/65 0/65 1/65 0/65

Total 32/356 5/356 8/356 3/356 29/356 16/356

The positive result defined value was that the HIV inhitition ratio was above 90% and the cells survival rate was above 20% in the sample
concentration of 1% (V/V).
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ascosteroside A和ascosieroside B，显示出与两性霉

素B类似的抗真菌活性，化合物ascosieroside B对

于HepG2的细胞毒活性弱于ascosteroside A。

蛇足石杉多生于山顶岩石上或针阔叶混交林

下阴湿处，这种在高海拔、低温环境中生存的植

物为其内生菌创造了一个特殊的生态环境，为新

型次生代谢产物的发掘提供了丰富的菌种资源。

现代科学研究发现，蛇足石杉及其它石杉属植物

主要含有生物碱、萜类、蛋白质、多糖、有机

酸、黄酮和蒽醌等成分。蛇足石杉含有的三萜

酸、酯、苷在抗菌消炎，治疗肿瘤等方面呈现出

良好的活性。蛇足石杉是以石杉碱甲为母核开发

的抗老年痴呆症疗效最好的药物“希普林”的主要

原料来源，目前尚无有栽培资源及替代品的出

现，主要依赖于野生资源，因而导致了人们对蛇

足石杉等药用植物无节制地采收。我们希望通过

对蛇足石杉内生细菌的分离和生理活性研究，为

寻求植物药的微生物化生产、缓解蛇足石杉的资

源紧缺等问题提供新思路。

本次研究分离获得的356株内生菌中，有分属

于放线菌门的Amnibacterium、纤维菌属(Cellu-

losimicrobium)、Frondihabitans、Glaciihabitans、

Jatrophihabitans、Luteimicrobium、Massilia和

Naumannella等10个属是以前纯培养研究中相对罕

见的放线菌类群； Tardiphaga和寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas)是较罕见的细菌类群。动球菌

属自1993年[24]建立以来，仅从高UV辐射环境[25]、

海洋沉积物[26]、药用植物组织内[27]等特殊生境中

分离获得， Amnibacterium[28]、Angustibacter[29]、

Glaciihabitans [30]、Jatrophihabitans [31]、Lutei-

microbium [ 3 2 ]及Naumannella [ 3 3 ]等6个属均是在

2010年以后才相继被发现、识别，对这些属的研

究少有报道。本实验从蛇足石杉中分离到11株菌

与近源菌的16S rRNA基因序列相似性<98.65%。

因此，有望在拟无枝酸菌属(Amycolatopsis)、

Angustibacter、节杆菌属(Arthrobacter)、短小杆菌

属(Curtobacterium)、Frondihabitans、Glacii-

habitans、Jatrophihabitans、Luteimicrobium与

Naumannella等9个稀有放线菌属、以及Massilia和

Tardiphaga 2个细菌属中提议建立11个新种；菌株

I15A-00281的16S rRNA基因序列与其最近缘的菌

株Calidifontibacter indicus PC IW02T的最高相似性

为95.0%，在基于菌株I15A-00281及微球菌亚目

(Micrococcineae)相关菌株的16S rRNA基因序列构

建系统进化树中，菌株I15A-00281在皮生球菌科

(Dermacoccaceae)内独自形成一个稳定的分支，代表

了一个潜在的新属。这些研究结果再次提示，植

物内生环境是发现未知微生物资源的理想之地。

在纯培养研究中，分离培养基和抑制剂的选

择对菌种分离结果会产生重要影响。本实验中所

使用的分离培养基是以有利于提高放线菌的出菌

率为出发点而设计的，菌种分离结果证实了我们

设计的培养基对放线菌分离的有效性(放线菌占所

有分离菌株的80.3%)。选择使用的抑制剂则分成

了两组，添加抑制剂新生霉素的一组，小单孢菌

属的出菌率显著增高，从而进一步证实了新生霉

素对小单孢菌的选择性分离效果。

蛇足石杉内生细菌的生理活性筛选结果显

示，菌株 I13A-00415、 I13B-00706及 I15A-

00585在1%发酵液样品浓度下，抗HIV活性高达

99.9%，细胞存活率高于62%；菌株I14A-00814对

肺炎克雷伯菌、粪肠球菌HH22、耻垢分枝杆菌以

及掷孢酵母SO4均显示出抑制作用；另有9株同时

在2种筛选模型中显示出良好的活性结果。表明蛇

足石杉内生细菌具有丰富的生理活性多样性，进

一步暗示内生菌功能基因的多样性，为寻找新型

抗菌和抗病毒活性药物提供了重要资源。

本研究对我国珍稀药用植物蛇足石杉内生细

菌的多样性进行了初步评价，获得了植物内生菌

群落结构及生理活性多样性的重要信息，从而为
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深入了解菌株与宿主植物、群落之间的相互作

用，以及进一步探讨内生菌代谢途径和活性成

分，提供了有价值的研究结果。
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Diversity of endophytic bacteria isolated from Huperzia serrata

Hongmin Sun, Yuzhen Wei, Xiaomei Fang, Liyan Yu, Yuqin Zhang*

Institute of Medicinal Biotechnology, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing 100050,
China

Abstract: [Objective]To explore the diversity of species and biological activities of the endophytes from Huperzia
serrata that is a wild medicinal plant under state protection (category ii), and to discover and collect endophytic
bacteria from medicinal plants. [Methods]Huperzia serrata samples were collected from Sichuan and Fujian
Provinces. Culture-dependent method was used to obtain endophytes from the surface-sterilized plant samples. The
diversity of the isolates was analyzed according to the 16S rRNA gene sequences information. Jaccard index,
Shannon-wiener Index, Simpson Index and Pielou Index were calculated. Then six screening models were followed to
study the physiological activities of the isolates, based on which we evaluated the diversity of biological activities of
the endophytes from Huperzia serrata and their potential medicinal value. [Results] A total of 356 endophytic
bacteria were purified from Huperzia serrata, and the analysis results of their 16S rRNA gene sequences showed that
they affiliated to 41 genera of 26 families in the phyla Actinobacteria, Firmicutes and Proteobacteria. The numbers
and biodiversity indexes of endophytes from the aboveground part and belowground part of Huperzia serrata were
approximately equivalent. Among them 11 potential novel species belonged to the genera Amycolatopsis,
Angustibacter, Arthrobacter, Curtobacterium, Frondihabitans, Glaciihabitans, Jatrophihabitans, Luteimicrobium,
Massilia, Naumannella and Tardiphaga, and 1 novel genus of the family Dermacoccaceae was discovered. The
screening for anti-microbial results from these 356 isolates were as follows: the activity rates of against Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumonia, Mycobacterium smegmatis and Xanthomonas campestris were 9.0%, 1.4%, 2.2% and
0.8% respectively. Of them 4.5% exhibited activities on the screening model of statins-like antihyperlipidemics
showing inhibition of Sporobolomyces salmonicolor SS04; 8.6% of them had the activities of against HIV-1. In total,
the fermentation broths from 74 strains exhibited activities on at least one screening model, the positive rate among
the isolates was 20.8%. [Conclusion] This study demonstrated that the endophytic bacteria from Huperzia serrata
were of great significant bio-diversity and antibiotic diversity, therefore, they could be an ideal microbial resource for
further discovery of new natural products.
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