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摘要:【目的】以对叶百部块根为材料分离内生放线菌，并对分离菌株进行分类、抗菌活性和次级代谢产物合

成基因研究。【方法】样品经过严格的表面消毒，选用 4 种培养基分离百部内生放线菌;分离菌株通过形态

观察和 16S rRNA 序列分析进行分类鉴定;采用琼脂移块法测试分离菌株的抗菌活性;通过 PCR 检测分离菌

株的 PKS /NPRS 和卤化酶基因;使用 HPLC-UV /VIS-ESI-MS /MS 分析发酵产物。【结果】从 6 个样品中获得

18 株 内 生 放 线 菌，分 属 链 霉 菌 属 ( Streptomyces )、小 单 孢 菌 属 ( Micromonospora )、假 诺 卡 氏 菌 属

(Pseudonocardia) 和甲基杆菌属(Methylobacterium)。分离菌株绝大部分具有抗菌活性和次级代谢产物合成

基因，其中 13 株对耐药金黄色葡萄球菌和 /或绿脓杆菌有拮抗活性，17 株具有 PKS /NRPS 基因，8 株菌具有

卤化酶基因，且卤化酶阳性代表菌株的发酵产物具有抗细菌活性和卤代化合物特征。【结论】百部作为一种

传统中药，其内生放线菌以链霉菌和小单孢菌为主，在次级代谢产物合成方面具有很好的潜力，可作为一类

重要微生物资源进行活性产物开发。
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植物内生菌(Endophytes) 是一类生活于健康植

物组织内部、正常情况下不引发植物产生明显病症

的微生物
［1 － 2］。放线菌是产生抗生素及其他生物活

性物质的重要微生物资源，一些放线菌以内生菌的

形式生存于植物中，可抵御其它微生物的侵害，也可

与宿主共同产生一些有用的活性物质
［3 － 4］。目前全

世界的植物约有 30 万种，从中分离得到内生菌的植

物不过几百种，分离到内生放线菌的就更少。研究

植物内生菌不仅可以了解菌株与宿主的相互关系，

还可以开发天然活性产物。据统计，从植物内生菌

分离得到的活性物质中，约 51% 是新化合物
［3］。

我国对中药的利用已有数千年的历史，但对其

内生放线菌的研究并不多。百部 ( Stemona) 为 百 部

科多年生草质藤本植物，主要分布于云南、广西、四

川等地，具有润肺止咳、平喘和杀虫止痒的功能，对

百日咳、支气管炎等病症有较好的治疗作用，是一类

药用价值极高的传统中药植物。因此，对百部内生

放线菌进行研究具有重要意义。本文采集云南西双

版纳百部块根作为实验材料，对其进行内生放线菌

分离、分类、抗 菌 活 性 和 次 级 代 谢 产 物 合 成 潜 力 研

究，希望能为百部内生放线菌资源的进一步研究提

供指导，为从中寻找和开发新的生物活性产物奠定
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基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 百部样 品:6 份 对 叶 百 部 ( Stemona tuberosa
Lour． ) 块根样品，采 自 云 南 西 双 版 纳，采 样 时 间 为

2010 年 5 月，样品于 4℃ 密封保存。
1. 1. 2 培养 基:① 分 离 培 养 基: 自 来 水 酵 母 琼 脂

(TWYE)、腐植 酸 维 生 素 琼 脂 (HV)、IMA-2 琼 脂 粉

和丙酸 钠 琼 脂 ( SPA)［5］。培 养 基 中 加 入 制 霉 菌 素

( Nystatin ) 100 mg /L、萘 啶 酮 酸 ( Nalidixic acid )

50 mg /L和重铬酸钾(K2Cr2O7 )20 mg /L。② 发酵培

养基: 甘 露 醇 10. 0 g、燕 麦 片 5. 0 g、大 豆 蛋 白 胨

5. 0 g、酵 母 浸 粉 2. 0 g、NaCl 2. 0 g、K2HPO4 0. 5 g、
MgSO4·7H2O 0. 5g、微 量 元 素 溶 液 2. 0 mL、蒸 馏 水

1000 mL，pH 自然。
1. 1. 3 测 试 菌: 耐 药 金 黄 色 葡 萄 球 菌

( Staphlococcus aureus ) MRSA 1-1、大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) EMBLs 4 － 1、肺 炎 克 雷 伯 氏 菌

( Klebsiella pneumoniae ) 5 － 1 和 绿 脓 杆 菌

( Pseudomonas aeruginosa) 6 － 1 由 潍 坊 医 学 院 提

供;烟 曲 霉 ( Aspergillus funigatus) CGMCC 3. 772 和

白色念珠菌(Candida albicans) CGMCC 2. 538 购 自

中国普通微生物菌种保藏中心。
1. 1. 4 主要试剂和仪器:PCR 扩增相关试剂购自宝

生物工程有限公司，引物由上海生物工程技术服务

有限公司合 成，其 余 试 剂 均 为 国 产 或 进 口 分 析 纯。
PCR 仪和凝胶成像仪分别为 LabCycler standard ( 德

国 SensoQuest) 和 Bio-rad Gel-Doc2000;高 压 液 相 色

谱仪 为 Shimadzu SPD-M20A，色 谱 柱 为 YMC ODS-
A，4. 6 × 150 － mm; 质 谱 仪 为 Thermo-Finnigan LCQ
DECA XP。
1. 2 内生放线菌的分离、纯化与保藏

按照参考文 献［5］，样 品 从 冰 箱 取 出 后 室 温 晾

干 24 h，进行表面消毒处理。将最后一次洗涤水涂

布于 ISP 2 培 养 基 上，28℃ 培 养，检 验 表 面 消 毒 效

果。
采用贴片法和匀浆酶法

［6］，将消毒好的样品薄

片和匀浆置于分离培养基上，28℃ 培养 2 － 8 周。挑

单菌落至 ISP 2 培养基上 28℃ 培养纯化，并将纯培

物置于 20% 甘油中，－ 70℃ 保藏。

1. 3 形态分类

根据培养特征、气丝、基丝、孢子丝的形 态 和 颜

色
［7］，对分离菌株进行分群。

1. 4 pH、温度、盐度生长范围测试

pH 耐受实验采用 0. 2 mol /L 的磷酸盐(KH2PO4

和 K2HPO4 )缓冲液与 2 倍浓度的 ISP 2 培养基混合，

平板接种，28℃培养 4 d。将分离菌株接种于 ISP 2 培

养基上，培养 7 d，进行生长温度测试。配制 NaCl 浓

度为 3%、5%、7% 和 10% (w / v)的 ISP 2 培养基，接种

分离菌株，28℃培养 4 － 7 d，观察结果。
1. 5 总 DNA 的 提 取、16S rRNA 基 因 扩 增 和 电 泳

检测

按 Chun 等
［8］

的 方 法 提 取 基 因 组 DNA 和 扩 增

16S rRNA 基因，引物为通用保守引物 27f 和 1492r。
PCR 产物用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 6 16S rRNA 基因系统发育分析

PCR 产物 测 序 由 北 京 博 迈 得 公 司 完 成。将 拼

接好的 16S rRNA 基因序列与 GenBank 数据库中的

已知序列进行 BLAST 比对，确定分离菌株的分类地

位，利用 MEGA［9］
软件构建 N-J 系统发育树。

1. 7 抗细菌和真菌活性测试

菌株活性采用琼脂移块法
［10］

进行测试:取细菌

和真菌菌液于 ISP 2 培 养 基 中 倒 平 板，将 分 离 菌 株

琼脂块移至 ISP 2 平板上，分别培养 1 d、3 d，观察抑

菌圈。发 酵 产 物 活 性 采 用 滤 纸 片 法 进 行 测 试: 取

5 μL产物滴于直径 6 mm 的无菌滤纸片 上，置 于 含

有耐药金黄色葡萄球菌 ( Staphlococcus aureus MRSA
1-1) 的平板上，培养过夜后观察抑菌圈。
1. 8 次级代谢产物合成基因的检测

用 K1f 和 M6r、KSAf 和 KSAr、A3f 和 A7r 以 及

Halo-B4-FW 和 Halo-B7-RV 四对引物分别对分离菌

株的 PKSⅠ、PKSⅡ、NRPS 和卤化酶基因
［11 － 13］

进行

PCR 扩增。PCR 条件为:PKSⅠ:95℃ 5 min;95℃ 1
min，56℃ 1. 5 min，72℃ 2 min;PKSⅡ:95℃ 5 min;

95℃ 45 s，65℃ 45 s，72℃ 1 min;NRPS:95℃ 5 min;

95℃ 45 s，57℃ 1 min，72℃ 1 min;卤化酶基因:94℃
4 min;94℃ 1 min，58. 5℃ 1. 5 min，72℃ 1 min;每个

PCR 反应均为 30 个循环，扩增产物用 1% 的琼脂糖

凝胶电泳检测。
1. 9 菌株发酵及代谢产物分析

1. 9. 1 菌株发酵:将平板培养的菌苔连同培养基切

下 1 cm2
的 小 块，放 入 装 有 100 mL 发 酵 培 养 基 的
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500 mL 锥 形 瓶 内，28℃ 摇 床 培 养 7 d，转 速

180 r /min。
1. 9. 2 发酵产物提取:发酵液经普通滤纸过滤后加

入 HP-20 大孔径吸附树脂柱中，滴速控制在 2 滴 / s，
然后加入 50 mL 去离子水冲洗，滴速为 1 滴 / s，最后

用发酵液等 体 积 的 乙 醇 再 次 洗 脱，滴 速 为 2 滴 / s。
收集乙醇洗脱液，将其减压蒸馏除去溶剂后用 2 mL
甲醇重新溶解样品后备用。
1. 9. 3 产 物 分 析: 使 用 HPLC-UV /VIS-ESI-MS /MS
进 行 化 学 分 析。HPLC 采 用 Shimadzu SPD-M20A
(PDA 检测器，190 － 800 nm) ，梯度程序采用 15 min
内甲醇浓度从 50% 升至 100% ，色谱条件是:Xbridge
ODS C18 柱、4. 6 × 150 nm，Shimadzu 保护柱;流动相

使用甲醇( 色谱纯)、水( 色谱纯) ，流速1. 0 mL /min;

柱温为室温;进 样 量 20 μL。ESI-MS /MS 分 析 采 用

Thermo-Finnigan LCQ DECA XP 质 谱 仪，正 /负 离 子

模式检测。

2 结果

2. 1 内生放线菌的分离和分群

经过严格的表面消毒处理，最后一次洗涤水涂

布的平板上无菌落生长，说明表面消毒彻底。从贴

片和匀浆样 品 的 平 板 上 共 获 得 内 生 放 线 菌 18 株。
将其分为 3 个类群即:白孢类群、灰褐类群和黄色类

群。其中白孢类群和灰褐类群的菌落较为干燥、坚

实，黄色类群的菌落略显湿软。
2. 2 pH、温度、盐度生长范围

有 10 株菌在 pH4. 0 － 10 均可生长，具有比较宽

泛的 pH 生长范围，为后续研究提供基础。生长温度

范围测试表明，菌株存在一定的差异，具有较好的多

样性，但均易于进行常规发酵培养。所有分离菌株在

3% NaCl 浓度的培养基中都均能良好生长;5%、7%
和 10% 分别有 1、4 和 12 株不生长。见表 1。

表 1 分离菌株抗菌活性、次级代谢基因及 pH、温度、盐度生长范围

Table 1 The tests of the isolates for antimicrobial activity，secondary metabolite genes and growth ranges

Strain No. SA PA PKS I PKS II NRPS Halogenase
Growth range

pH T /℃ c(NaCl) / (% ，w / v)

FXJ3. 001 － － + － － + 4 － 10 10 － 37 0 － 10
FXJ3. 002 － + + － － + 4 － 9 10 － 37 0 － 10
FXJ3. 003 + － + － + － 4 － 10 10 － 40 0 － 7
FXJ3. 004 － － － － + + 4 － 10 10 － 40 0 － 7
FXJ3. 005 － － － － + + 4 － 10 4 － 40 0 － 7
FXJ3. 006 － － － － － + 4 － 10 4 － 40 0 － 7
FXJ3. 007 + + + － － + 4 － 10 10 － 40 0 － 10
FXJ3. 008 + － － － + － 4 － 10 10 － 40 0 － 7
FXJ3. 009 － + + － + － 4 － 10 10 － 45 0 － 5
FXJ3. 010 － + + － + － 7 10 － 45 0 － 3
FXJ3. 011 － + + － － － 4 － 7 15 － 37 0 － 10
FXJ3. 012 － + + － － － 7 － 8 15 － 45 0 － 10
FXJ3. 013 － － － + － + 4 － 10 10 － 40 0 － 7
FXJ3. 014 － + + + + － 4 － 8 37 － 45 0 － 7%
FXJ3. 015 － + + + + － 6 － 8 37 － 45 0 － 5%
FXJ3. 016 － + + + + － 4 － 8 15 － 45 0 － 5%
FXJ3. 017 + － － + + + 4 － 10 10 － 40 0 － 7%
FXJ3. 021 － + + － + － 5 － 8 15 － 37 0 － 10%

SA，Staphlococcus aureus; PA，Pseudomonas aeruginosa; + ，Positive; － ，negative．

2. 3 分离菌株的多样性

16S rRNA 基因序 列 ( ＞ 1360 bp) 分 析 表 明:18
株分离菌株分属链霉菌属 ( Streptomyces)、小单 孢 菌

属 ( Micromonospora )、 假 诺 卡 氏 菌 属

(Pseudonocardia) 和 甲 基 杆 菌 属 ( Methylobacterium)

属，其中 10 株为链霉菌。

基于 16S rRNA 基因序列构建的 N-J 系 统 发 育

树如图 1。由图可见，10 株链霉菌分成明显不同的

两 簇，分 别 与 Streptomyces narbonensis ( 相 似 性

99. 0% － 98. 7% ) 和 Streptomyces pactum ( 相 似 性

99. 9% － 99. 6% ) 的亲缘关系最近，各簇内菌株的进

化距离较短 ( ＜ 0. 01)。6 株 小 单 孢 菌 规 则 地 聚 在
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一起，与 Micromonospora echinofusca 的进化距离最短 ( ＜ 0. 01)。

图 1 分离菌株 16S rRNA 基因序列的系统发育 N-J 树

Fig． 1 Phylogenetic N-J tree based on 16S rRNA gene sequences showing the positions of isolates． Bootstrap values (% ) based on 1000

resampled data sets are shown at the nodes; only values above 50% are given． The scale bar represents 0. 02 substitutions per site．

2. 4 抗菌活性和次级代谢产物合成基因

18 株分离菌株中有 13 株(72% ) 对耐药金黄色

葡萄球菌 MRSA 和 /或 绿 脓 杆 菌 表 现 出 拮 抗 活 性，

其中抗绿脓杆菌的菌株数量较多 (10 株) ，6 株小单

孢菌分离菌株全部具有抗绿脓杆菌活性( 表 1)。所

有分离菌株对耐药大肠杆菌、肺炎克雷伯氏菌、烟曲

霉和白色念珠菌均无抗菌活性。
PCR 筛选结果 表 明，18 株 分 离 菌 株 中 有 17 株

(94. 4% ) 含有 PKS 和 /或 /NRPS 基因，其中 12 株具

有 PKS Ⅰ基 因，5 株 具 有 PKS Ⅱ基 因，11 株 具 有

NRPS 基因;8 株 (44. 4% ) 分 离 菌 株 具 有 卤 化 酶 基

因，且均为链霉菌( 表 1)。
2. 5 代谢产物分析

选取同时 具 有 抗 菌 活 性、PKS /NRPS 和 卤 化 酶

基因的代表性分离菌株 FXJ3. 017 进行发酵产物分

析。发酵 产 物 的 HPLC 图 谱 显 示，出 峰 时 间 Rt =

12. 4 min 处有一主要吸收峰;活性测试表明该主峰

具有抗 MRSA 活性( 图 2)。对该主峰化合物进行了

质谱分 析 ( 图 3) ，根 据 质 谱 数 据［M-H］－ = 321，可

推断出其主要 化 合 物 的 分 子 量 为 322;质 谱 图 还 显

示出明显的卤素吸收峰特征，即分子量 321 的同位

素峰 323 的强度是 321 峰强度的 70% ，表明产物结

构中应含有两个 Cl 原子。

3 讨论

本实验从 6 个百部样品中分离得到 18 株内生

放线菌，这与 Taechowisan 等
［14］

报道的 2% － 10% 的

内生菌出菌 率 ( 分 离 菌 株 数 与 样 品 数 量 的 比 例 ) 相

当，但分离效率并不高。通过改进分离方法、选择性

培养基和培养条件等因素，出菌率还可能有较大提

高。分离菌株中链霉菌数量占 55. 6% ，这与土壤生
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图 2 菌株 FXJ3. 017 发酵产物的 HPLC 分析和主产物峰活性

Fig． 2 HPLC analysis of secondary metabolites produced by strain FXJ3． 017 and bioactivity of the primary peak．

图 3 菌株 FXJ3. 017 主产物峰的质谱图 ( 负离子模式质谱 -c MS)

Fig． 3 MS analysis of the primary peak produced by strain FXJ3． 017( negative mode) ．

境中链霉菌占优势的情况相似，与相关的研究结果

一致
［14 － 15］，说明链霉菌也是药用植物中的优势内生

放线菌。
对分离菌株的抗菌活性进行研究，有望获得具

有重要价值的生物活性产物。从抗菌活性结果分析

得出: 抗 G －
菌 的 分 离 菌 株 数 量 是 抗 G +

菌 的 2. 5
倍，对真菌没有抗菌活性，这与刘宁、古强等的研究

结果正好相 反
［16 － 17］。他 们 的 结 果 显 示 植 物 内 生 菌

抗 G +
菌的效果比 G －

菌要好很多，对真菌也具有较

好的抗菌活性，但他们没有研究百部内生菌，也未见

其他学者报道百部内生放线菌。由此我们推测，百

部内生放线菌的多样性、次级代谢产物的种类和活

性可能与其他植物内生菌有所不同。所以百部作为

一种有价值的传统中药植物，对其内生放线菌进行

研究是很有必要的。
次级代谢产物合成基因筛选作为一种发现新药

先导化合物的方法已被广泛使用
［18 － 19］，它可以大大

提高发现 先 导 化 合 物 的 效 率。从 本 研 究 的 结 果 来

看，百部分离菌株的次级代谢产物合成基因的检出

频率高达 99. 4% ，是相当显著的。其中卤化酶基因

的阳性率为 44. 4% ，高出文献报道
［13］

一倍，亦高于

我们研究过的其它生境放线菌
［20］，特别是本研究得

到的百部内生链霉菌的卤化酶基因阳性率 (80% ) ，

高于此前报道过最高的海洋链霉菌卤化酶基因阳性
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率(69% )［20］。结合高比例(72% ) 的抗细菌活性菌

株数，以及代表菌株发酵产物中的活性卤代化合物

信息，说明百部内生放线菌具有很好的次级代谢产

物合成潜力，可能产生百部的特色活性物质，值得进

一步开展产物研究。
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Isolation， classification and biosynthetic potential of
endophytic actinomycetes from Stemona

Hongli Luo1，2，Xianzhao Lin 1，3，Limin Zhang1，Ning Liu 1，Ying Huang 1*
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Abstract:［Objective］To isolate endophytic actinomycetes from earthnut samples of Stemona tuberosa Lour． collected
from Xishuangbanna，Yunnan Province，and to study the classification，antimicrobial activity and secondary metabolic
potential of the isolates． ［Methods］Samples were treated by a well-established surface-sterilized procedure，and plated
on four selective media． The isolates were identified by morphology and 16S rRNA gene sequence analysis． Antimicrobial
activity of the isolates was tested using agar diffusion method． Secondary metabolite genes of PKS /NRPS and halogense
were detected by PCR amplification． HPLC-UV and VIS-ESI-MS /MS were used to analyze the fermentation product．
［Results］We obtained 18 actinomycete isolates from 6 Stemona earthnut samples． The isolates belonged to 4 genera，

Streptomyces，Pseudonocardia，Micromonospora and Methylobacterium，and 10 of them were streptomycetes． The isolates
also showed distinguish positive rates of antibacterial activity and secondary metabolite genes． Of them 13 strains showed
antimicrobial activity against Staphlococcus aureus and / or Pseudomonas aeruginosa． Of them 17 isolates were positive for
PKS / NRPS genes，and 8 strains were positive for halogenase gene． Moreover，the representative halogenase gene-positive
strain produced metabolites that had typical MS peaks of halogen absorption． ［Conclusion］Based on the results of this
study，the endophytic actinomycetes from Stemona，dominant by Streptomyces and Micromonospora，have good secondary
metabolic potential and could serve as a promising resource for bioactive metabolite discovery in the future．
Keywords: Stemona，endophytic actinomycetes，classification，antimicrobial activity，secondary metabolite gene
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