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摘要!目的!明确天麻内生菌及其代谢产物的活性#方

法!采用组织匀浆法和划线法从秦巴地区鲜天麻中分离

纯化内生菌%测定其抗菌$抗氧化及抗肿瘤活性%并对高

活性菌株进行分子生物学鉴定#结果!从鲜天麻内部分

离得到
%

株菌%其中内生菌
B#

$

B!

对大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌具有良好的抗菌活性%内生菌
B!

对金黄色葡萄

球菌抑菌圈直径达
!$&@@GG

#

%

株菌均有一定的抗氧化

活性%其中%内生菌
B#

对
7̀ ;̀

自由基的清除能力为

$E&#@)

#内生菌
B!

$

B@

$

B%

对
;1_!E@C

细胞有一定的

抑制作用%其中内生菌
B!

的最高抑制率可达
%"&%")

#

分子生物学方法鉴定结果表明%内生菌
B#

$

B!

为贝莱斯

芽孢杆菌!

T23'II;KJ9I9M9(K'K

"%内生菌
B@

为
*9II'4--'2

0

X

B

%内生菌
B%

为水生拉恩菌!

:28(9II22

?

;2-'I'K

"#结

论!分离纯化的鲜天麻内生菌具有抑菌和抗氧化活性#

关键词!天麻'内生菌'抗菌活性'抗氧化活性'细胞活性
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天麻,

%2K-E4H'29I2-2B2B

-为兰科植物的干燥块茎#

又名合离草等#是中国名贵的药用植物之一&其含有香

草醇!天麻素等化学成分#具有抗惊厥!抗晕眩!降血压!

改善记忆和延缓衰老等功效/

#

0

&

!"!"

年
#

月
!

日#国家

卫健委将天麻!党参等
E

种物质列入药食同源物质生产

经营试点中&莫莉等/

!

0研究发现#天麻块茎中分离出的

内生菌最多#其次为花茎和茎#种子中最少&熊城/

@

0研究

发现#荥经天麻中分离出的
#(

株内生真菌均具有良好的

抗氧化活性&余丽等/

%

0在昭通小草坝天麻中分离出
#"

株

内生真菌#但未对该菌株进行鉴定和后续活性研究&

文章拟以秦巴地区红杆鲜天麻为试材#对其内生真

菌进行分离纯化和鉴定#同时对其发酵液的抗菌!抗氧化

和细胞活性等特性进行系统研究#旨在为天麻内生菌及

其代谢产物活性研究奠定基础#为食品天然抑菌剂!抗氧

化剂的研究提供新思路&

#

!

材料与方法
#&#

!

试验材料

红杆鲜天麻)种植海拔为
'""

!

#%""G

#土壤
X

;

值

(&(

!

D&#

#采于陕西省汉中市略阳县&

#&!

!

试剂及仪器

#

#

#F

二苯基
F!F

三硝基苯肼,

7̀ ;̀

-)东京化成工业株

式会社'

胰酶,

"&!()

-!噻唑兰,

(G

L

.

GT

#

9CC

-!二甲基亚

砜,

79U6

-)美国
U/

L

GH

公司'

改良
1H

L

2N

培养基,

7919

-)含
#")

胎牛血清!

#""S

.

GT

青霉素和
#""

#

L

.

GT

链霉素#美国
A/RP3

公司'

大肠杆菌!金黄色葡萄球菌)陕西省资源生物重点试

验室食品发酵工程试验室'

人胚胎肾
;1_!E@C

细胞!人肺腺癌
:(%E

细胞)中

国科学院典型培养物保藏中心'

恒温培养振荡器)

f̂?F!##B

型#上海智城分析仪器

制造有限公司'

超净工作台)

UfF,QF̂7

型#苏州净化设备有限公司'

离心机)

:[HJ4/QF1

型#美国贝克曼库尔特有限公司'

生化培养箱)

Ù aF!("BF̂

型#上海博迅实业有限

公司'

电热恒温鼓风干燥箱)

7;AFE#%":

型#上海精宏试

验设备有限公司'

酶标仪)

U

X

NP4.H9HW#E"

型#美国
932NPK2H.7N[/PN0

公司&

#&@

!

天麻内生菌分离纯化

参照郑旭/

(

0的方法略修改)选取
!""

L

左右!形态良

好和无病虫害的一级鲜天麻#用自来水冲洗干净#

!(Z;\

超声波清洗
(G/J

#用滤纸拭干表面水分&无菌环境下#

用
D()

乙醇浸泡
#G/J

#无菌水冲洗
!

次#

%)

次氯酸钠溶

液浸泡
@G/J

#无菌水冲洗
(

次&削去天麻组织表皮#切

碎#加入少量石英砂和生理盐水研磨至天麻的内生菌与

其组织分散&浆液移至
TB

液体培养基中#,

@"i#

-

c

培

养
@O

#采用梯度稀释法#取
("

#

T

于
TB

固体培养基中涂

布#每次处理重复
@

次&待菌落在培养基表面生长后#分

别挑取各个菌落至固体培养基上反复划线纯化#直至获

得菌落形态一致的单一菌落&显微镜下观察菌体形态结

构一致后#即初步认定为纯化菌株#编号保藏&

#&%

!

抗菌活性测定

参照 田 双 娥/

$

0的 方 法 略 修 改)取 出 纯 化 菌 株#

,

@"i#

-

c

活化
!%-

后接种至新的培养液中#,

@"i#

-

c

继续培养
@O

#

%c

下!

#"""".

.

G/J

离心
#"G/J

#取上清

液#

"&!!

#

G

无菌滤膜器过滤&使用直接观察测量法#将

发酵液稀释#用血球计数板计数#调整发酵液浓度约为

#"

(个.
GT

#备用&

选取金黄色葡萄球菌和大肠杆菌作为供试细菌&分

别取上述供试细菌菌悬液
"&!GT

于灭菌平板中#均匀涂

布#另将直径为
$GG

的无菌滤纸片浸入内生菌发酵液中

浸泡
#"G/J

#通风晾干#贴于含供试细菌的平板中#,

@"i

#

-

c

培养
!%-

#观察滤纸片周围的抑菌圈大小&

#&(

!

抗氧化活性测定

取出纯化菌株#,

@"i#

-

c

活化
!%-

后接种至新的

培养液中#,

@"i#

-

c

继续培养
@O

#

%c

下!

#"""".

.

G/J

离心
#"G/J

#取上清液#

"&!!

#

G

无菌滤膜器过滤/

D

0

&使

用直接观察测量法#将发酵液稀释#用血球计数板计数#

调整发酵液浓度约为
#"

(个.
GT

#

%c

下保存备用&

#&(&#

!

7̀ ;̀

自由基清除率
!

参照
U-H.GH

等/

'

0的方法

并略有改动&将
%"

#

T

待测样品与
#$"

#

T7̀ ;̀

溶液混

合液加入酶标板中设定为样品组'

%"

#

T

待测样品与

#$"

#

T

无水乙醇混合液设定为背景组'

%"

#

T

超纯水与

#$"

#

T7̀ ;̀

溶液混合液设定为空白组&避光静置

@"G/J

#测定
(#DJG

处吸光度值#每个样品重复
@

次&

按式,

#

-计算
7̀ ;̀

自由基清除率&

N

U

#

V

.1

样品组
V

.1

背景组

.1

空白组
, -

W

#"")

# ,

#

-

式中)

N

(((

7̀ ;̀

自由基清除率#

)

'

.1

样品组(((样品液与
7̀ ;̀

溶液反应后的吸光

度值'

.1

背景组(((样品液与无水乙醇反应后的吸光度值'

.1

空白组(((水与
7̀ ;̀

混合溶液的吸光度值&

#&(&!

!

6;

自由基清除率
!

采用试剂盒法进行测定/

E

0

#

按式,

!

-计算各发酵液的
6;

自由基清除率&

)#

"

g32&@'

$
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U

.1

对照组
V

.1

测定组

.1

空白组
W

#"")

# ,

!

-

式中)

#

(((

6;

自由基清除率#

)

'

.1

测定组(((样品与反应液反应后的吸光度值'

.1

对照组(((标准品与反应液反应后的吸光度值'

.1

空白组(((样品空白的吸光度值&

#&(&@

!

总抗氧化能力
!

采用试剂盒法进行测定/

E+#"

0

#按

式,

@

-计算各发酵液的总抗氧化能力&

$

U

.1

测定组
V

.1

对照组

"B"#

X

@"

W

Y

(

W

(

# ,

@

-

式中)

$

(((总抗氧化能力'

.1

测定组(((样品与反应液反应后的吸光度值'

.1

对照组(((标准品与反应液反应后的吸光度值'

.1

空白组(((样品空白的吸光度值'

Y

(((反应液总体积'

J

(((取样量'

(

(((稀释倍数#

#"""

'

#&$

!

抑制两种细胞生长活性测定

参照赵满仓等/

##

0的方法略有修改)采用
9CC

法测

定天麻内生菌发酵液的细胞活性&以人胚肾
;1_!E@C

细胞和人腺癌肺
:(%E

细胞为测试细胞株#取对数生长期

的供试菌细胞#调整细胞悬液浓度为
(d#"

%个.
GT

&向

E$

孔培养板中每孔加入
#""

#

T

供试菌细胞悬液#于
()

,6

!

下#

@"c

培养
!%-

&吸弃孔中上清液#加入
!""

#

T

新鲜完全培养基后#将内生菌发酵液分别加入到对应试

验孔中#加入体积分别为
(&"

#

D&(

#

#"&"

#

#(&"

#

!"&"

#

T

&阴

性对照组更换为
#") 5BU7919

培养基&每个处理重

复
(

次#于细胞培养箱培养
!%

#

%'-

后取出#吸净孔中培

养基#每孔加入
E"

#

T7919

培养基和
#"

#

T 9CC

#于

细胞培养箱中孵育
%-

&测定
(D"JG

处吸光度值&并按

式,

%

-计算各孔细胞生长抑制率&

/

U

/

"

V

/

#

/

"

W

#"")

# ,

%

-

式中)

/

(((细胞生长抑制率'

/

"

(((标准品与反应液反应后吸光度值的平均值'

/

#

(((样品与反应液反应后吸光度值的平均值&

#&D

!

活性菌株的分子生物学鉴定

使用试剂盒法对分离出的细菌进行基因组
7=:

提

取/

#!+#@

0

&使用细菌通用引物进行
,̀>

扩增#在
#)

琼脂

糖凝胶上电泳扩增产物#切割所需
7=:

目的条带&此过

程委托生工生物工程,上海-股份有限公司完成&将测序

得到的结果用
ANJBHJZ

进行
BT:UC

分析&

#&'

!

数据处理

采用
1WPN2!"#$

!

A.H

X

-

X

HO(&"

软件进行数据统计分

析及绘图&

!

!

结果与分析
!&#

!

天麻内生菌的分离纯化

从鲜天麻中共分离出了
%

株内生细菌#编号为
B#

!

B%

#其菌落特征如图
#

和表
#

所示&

!&!

!

天麻内生菌发酵液的抗菌活性

由表
!

可知#

%

株内生菌发酵液在供试菌大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌培养基中均出现了抑菌圈#其对
!

种供

试菌均有一定的抑制能力&其中内生菌
B!

对两种指标

菌的抑菌能力最好#两种指标菌的抑菌圈直径分别为

#%&@@

#

!$&@@ GG

'内生菌
B#

对大肠杆菌的抑菌能力

较好#抑菌圈直径为
#@&@@GG

&内生菌
B#

!

B!

与内生菌

图
#

!

鲜天麻内生菌菌落形态特征

5/

L

K.N#

!

93.

X

-323

L

/PH2P-H.HP4N./04/P03YNJO3

X

-

V

4/PRHP4N./H/JY.N0-%2K-E4H'29I2-2

表
#

!

鲜天麻内生菌菌落特征

CHR2N#

!

,323J

V

P-H.HP4N./04/P03YNJO3

X

-

V

4/PRHP4N./H/JY.N0-%2K-E4H'29I2-2

菌株编号 颜色 隆起度 表面 形状 边缘形状 质地 透明度

B#

乳白色 扁平 不光滑 不规则 波状 干燥 不透明

B!

乳白色 扁平 不光滑!有褶皱 不规则 整齐 黏稠 不透明

B@

透明
!

隆起 光滑 圆形#规则 整齐 湿润 透明
!

B%

透明
!

隆起 光滑 圆形#规则 整齐 湿润 透明
!

*$

基础研究
5S=7:91=C:T>1U1:>,;
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!%@

期
"

!"!!

年
#

月
"



B@

!

B%

对大肠杆菌的抑菌活性之间差异显著,

P

#

"&"(

-#

%

株内生菌对金黄色葡萄球菌的抑菌活性之间差异显著

,

P

#

"&"(

-&研究/

#%+#$

0发现#贵州野生天麻抗菌成分提

取物和天麻蛋白对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均有抑菌

能力#其中对大肠杆菌的抑菌效果最好#与试验结果一

致&此外#天麻多糖
ANB%"

和
ANB'"

对大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌均有强的抑制能力/

#D

0

&

!&@

!

天麻内生菌发酵液的抗氧化活性

由图
!

可知#内生菌
B#

对
7̀ ;̀

自由基的清除能力

最强为
$E&#@)

#其次为内生菌
B%

和内生菌
B!

&

%

株天

麻内生菌对
6;

自由基清除率均较低#其中清除率最高

的内生菌
B%

的清除率为
#D&'')

&内生菌
B!

的总抗氧

化能力最强为
#E&!$S

.

GT

#其次为内生菌
B%

和内生菌

B#

的&内生菌
B%

的总抗氧化能力与内生菌
B!

!

B@

之间

差异显著,

P

#

"&"(

-&

!!

综上#

%

株菌对两株供试菌均有不同程度的抑制能力#

表
!

!

天麻内生菌发酵液的抗菌活性h

CHR2N!

!

:J4/RHP4N./H2HP4/[/4

V

3YNJO3

X

-

V

4/P%2K-E4H'2

9I2-2YN.GNJ4H4/3JR.34-

菌株编号 大肠杆菌.
GG

金黄色葡萄球菌.
GG

B# #@&@@i#&'@

H

(&@@i"&!#

R

B!

#%&@@i"&!!

H

!$&@@i"&'E

H

B@ (&@@i"&!!

R

(&""i"&""

R

B% %&$Di"&!!

R

@&$Di"&!"

P

!

h

!

字母不同表示差异显著,

P

#

"&"(

-&

与陈琛等/

#'+#E

0的研究结果基本一致&内生菌
B#

!

B!

和
B%

均具有良好的抗氧化活性#其代谢产物中的活性物

质是否与总黄酮!总酚含量高度呈正相关还需进一步

研究&

!&%

!

天麻内生菌发酵液抑制两种细胞生长活性

!&%&#

!

对
:(%E

细胞的生长抑制作用
!

由图
@

可知#样品

处理
%'-

时#内生菌
B#

随着样品体积的增加#抑制能力

不断增强#当样品体积为
#(

#

T

时#内生菌
B#

的能力最

强为
'&@%)

&样品处理
!%

#

%'-

时#内生菌
B!

均有一定

的抑制能力#抑制率最高为
$&!D)

&

!&%&!

!

对
;1_!E@C

细胞的生长抑制作用
!

由图
%

可

知#样品处理
!%

#

%'-

时#内生菌
B!

!

B@

和
B%

对人胚肾

;1_!E@C

细胞均有抑制能力且随样品体积的增加而增

强&样品处理
!%-

时#其对人胚肾
;1_!E@C

细胞抑制

能力依次为
B@

&

B%

&

B!

'样品处理
%'-

时#其对人胚肾

;1_!E@C

细胞抑制能力依次为
B!

&

B%

&

B@

&其中内生

菌
B!

在样品体积为
!"

#

T

#处理
!%-

时#抑制能力最佳

为
%"&%")

&不同样品体积的内生菌
B%

对
;1_!E@C

细

胞的抑制率差异显著,

P

#

"&"(

-&

!&(

!

活性菌株的分子生物学鉴定

采用
#$U.7=:

法对
%

株天麻内生菌进行分子生物

学鉴定提取#结果如图
(

所示&由图
(

可知#内生菌
B#

!

B@

和
B%

在
D""

!

'""R

X

附近出现较强的条带#内生菌

B!

在
#"""

!

#!""R

X

附近出现较强的条带#条带清晰#

可用于测序使用&

字母不同表示差异显著,

P

#

"&"(

-

图
!

!

天麻内生菌发酵液的抗氧化活性

5/

L

K.N!

!

:J4/3W/OHJ4HP4/[/4

V

3Y%2K-E4H'29I2-2NJO3

X

-

V

4NYN.GNJ4H4/3JR.34-

字母不同表示差异显著,

P

#

"&"(

-

图
@

!

天麻内生菌发酵液对
:(%E

细胞的抑制率

5/

L

K.N@

!

<J-/R/4/3J.H4N3Y%2K-E4H'29I2-2NJO3

X

-

V

4NYN.GNJ4H4/3JR.34-3J:(%EPN220

!$

"

g32&@'

$

=3&#

孙海燕等!鲜天麻内生菌分离鉴定及功能活性探究



字母不同表示差异显著!

P

#

"&"(

"

图
%

!

天麻内生菌发酵液对
;1_!E@C

细胞的抑制率

5/

L

K.N%

!

<J-/R/4/3J.H4N3Y%2K-E4H'29I2-2NJO3

X

-

V

4NYN.GNJ4H4/3JR.34-3J;1_!E@CPN220

图
(

!

天麻内生菌
#$U.7=: ,̀>

扩增产物电泳图

5/

L

K.N(

!

12NP4.3

X

-3.N0/03Y#$U.7=: ,̀>HG

X

2/Y/NO

X

.3OKP40Y.3G#$U.7=:3YNJO3

X

-

V

4/P%2K-,

E4H'29I2-2

表
@

!

天麻内生菌同源性比较

CHR2N@

!

,3G

X

H./03J.N0K2403Y-3G323

LV

3Y%2K-E4H'2

NJO3

X

-

V

4N0

菌株 序列对比 覆盖度.
)

相似性.
)

登录号

B# T23'II;KJ9I9M9(K'K #"" #""&"" ,̀"@@(D$&#

B! T23'II;KJ9I9M9(K'K #"" EE&D@ 9_$%#$$#&#

B@ *9II'4--'20

X

& #"" EE&"" ,̀"!'(!"&#

B% :28(9II22

?

;2-'I'K #"" EE&"" ,̀"@%%'@&#

!!

由表
@

可知#内生菌
B#

!

B!

属贝莱斯芽孢杆菌,

T2,

3'II;KJ9I9M9(K'K

-#内生菌
B@

属
*9II'4--'20

X

&

#内生菌
B%

属水生拉恩菌,

:28(9II22

?

;2-'I'K

-&目前#已有学者/

!+%

0

从陕西!云南!四川和贵州天麻中分离出内生真菌#其中

在百宜!汉中!荥经和昭通小草坝天麻中分别分离出
#$

#

E

#

#(

#

#"

株内生真菌&

@

!

结论
从秦巴地区天麻中分离得到

%

株内生菌#经形态学

观察!

#$U.7=:

序列同源性分析#内生菌
B#

和
B!

被鉴

定为贝莱斯芽孢杆菌#内生菌
B@

被鉴定属
*9II'4--'20

X

&

#

内生菌
B%

被鉴定为水生拉恩菌&抗菌试验表明#

%

株菌

对两株供试菌均具有不同程度的抑制能力#其中内生菌

B!

对两种供试菌都有强的抑制能力#内生菌
B#

对大肠

杆菌有较强的抑制能力&抗氧化试验表明#

%

株菌均具有

良好的抗氧化活性&细胞活性试验表明#内生菌
B!

!

B@

!

B%

对人胚胎肾
;1_!E@C

细胞有不同程度的抑制能力#

其中内生菌
B!

的抑制率最高&综上#内生菌
B!

在各方

面都表现出了良好的活性&后续可探讨分离菌株的活性

物质成分及作用机理&
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