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+目的,分离缬草内生菌及根际放线菌)筛选其中含安莎霉素类抗生素生物合成基因的菌株)挖掘其

活性次级代谢产物资源*+方法,从缬草根%茎%叶及根际土壤中分离内生菌和根际放线菌)检测其对大肠杆菌%金黄

色葡萄球菌%枯草芽孢杆菌%核桃溃疡病菌%苹果腐烂病菌%苹果轮纹病菌%油菜菌核病菌%小麦赤霉病菌%棉花枯萎病

菌的抑菌效果*设计
$

种简并引物)用
XOY

方法从抑菌效果较好的菌株中筛选含安莎霉素类抗生素基因!

-"U-

"的

菌株*分析目标菌株的最佳发酵培养基和最适发酵时长)对发酵分离物进行
NXWO

和质谱分析)检测其可能的次级

代谢产物*+结果,试验共分离到
&!M

株菌)其中内生菌
$"

株)占总菌株数的
&C=#e

)根际放线菌
&&C

株)占总菌株数

的
C&=!e

(

HH

株对病原菌有较好的抑菌效果)占总菌株数的
$$=Ce

*筛选到
&

株含
-"U-

基因的菌株
6($&

)初步鉴

定其为链霉菌*菌株
6($&

最佳发酵培养基为
>XQ

培养基)最佳发酵时间为
#A

*菌株
6($&

发酵液经分离纯化%

NXWO

检测和质谱分析)初步确定其含有的安莎霉素类抗生素为放线菌素
E

*+结论,药用植物缬草内部及根际蕴含

丰富的放线菌资源)具有良好的生物学活性*
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放线菌是一类
RgO

碱基含量高%结构丰富多

样的革兰氏阳性细菌)也是多种生物活性物质如抗

生素%免疫抑制剂%植物病原真菌抑制剂%抗肿瘤药

物以及消炎药等&

&D$

'的重要来源*从传统环境中分

离新的放线菌资源以及生物活性物质变得越来越

难)因此科学家们开始将目光投向一些新的环境!如

海洋%热泉%盐湖等"或特殊生境下的植物或药用植

物上&

HD!

'

)并尝试一些新的分离方法&

M

'

*缬草作为一

种重要的药用植物资源)在全世界分布有
$M%

多种)

我国主要有
H%

种左右&

#

'

)分布于西南至东北等地

区&

"

'

)如陕西%四川%河北%甘肃%青海%山东%湖北等*

缬草作为温和的镇静剂在我国有着悠久的使用历

史)具有解挛止痛%镇静安神%抗抑郁%抗肿瘤等功

效&

CD'

'

)因而具有极大的开发潜力和研究价值*目

前)有关研究主要围绕缬草的生药学展开)其内生和

根际微生物的多样性及其生物活性物质的研究尚未

见报道*

在微生物产活性次级代谢产物中)安莎霉素

!

6,5-L

<

?:,5

"类抗生素是以
HD

氨基
DMD

羟基苯甲酸

!

HD-L:,)DMDZ

<

A+)̂

<

Z4,V):?-?:A

)

6NS6

"为起始单

元的
!

型聚酮!

K

).

<

J41:A4

)

X_

"类化合物)其因突出

的生理活性引起了科学家们极大的兴趣)目前发现

的这类化合物仅
$%%

余种)其中最具代表性的是用

于治疗肿瘤的格尔德霉素&

&%D&$

'和美登木素衍生

物&

&HD&#

'

%用于治疗结核的利福霉素衍生物&

&"D&C

'

*本

研究对缬草内生菌及根际放线菌进行了分离)筛选

其中含安莎霉素类抗生素生物合成相关基因的菌

株)并对筛选菌株的发酵条件进行了研究)对其发酵

产物进行了鉴定)以期为挖掘新型抗生素提供菌种*

&

!

材料与方法

&=&

!

材
!

料

&=&=&

!

菌种与质粒
!

缬草及其根际土壤)采自秦岭

太白山区*指示菌包括细菌大肠杆菌%金黄色葡萄

球菌%枯草芽孢杆菌及真菌核桃溃疡病菌%苹果腐烂

病菌%苹果轮纹病菌%油菜菌核病菌%小麦赤霉病菌%

棉花枯萎病菌)皆由西北农林科技大学生命科学学

院放线菌分子生物学实验室保存*质粒
K

`E&CD[

5:L

K

.4;4?1)+

)含氨苄青霉素!

6L

K

"抗性基因)购于

[-_-Y-

公司*

&=&=$

!

培养基
!

参照微生物学实验手册&

&'

'配制常

用培养基*细菌培养基为
WS

)其中
6L

K

和卡那霉

素!

_-,-L

<

?:,

)

_-,

"终质量浓度均为
M%

'

]

$

LW

*

放线菌液体培养基为
[>S

)固体培养基为高氏一

号%

R>Q

%

$bÒ Q

%

Q >̀

%

G>X!

和
>̀

*放线菌发酵

培养基为
>XQ

%

[>S

%

YX

%

>X

%

0W&'

和
0W&&&

*真

菌抑菌活性筛选培养基为
XE6

*

&=&=H

!

仪器设备及试剂
!

日本岛津
WOD&MO

高效

液相色谱仪!日本岛津公司")

a-14+50);-DX-JO&C

!

&M%LLbH='LL

"分析色谱柱!

a-14+

公司")

WOh8.441

质谱仪!

[24+L)>?:4,1:/:?

"*旋转蒸发

器!上海亚荣生化仪器厂")循环水式多用真空泵!郑

州长城科工贸有限公司"*

@̂ 3&

<

E06

聚合酶%

&%b@̂ 3&

<

Z*//4+

%

A0[X

和
E06 -̀+J4+

)购于
[-_-Y-

公司(

E D̀

>F

)购于北京
>).-+Z:)

科技有限公司(

$b3&

<

-̀5D

14+ :̀̂

)购于近岸蛋白质科技有限公司(

E06

回收

试剂盒%质粒小提试剂盒)购于天根生化科技!北京"

有限公司(

XOY

引物合成及测序)均由生工生物工

程!上海"股份有限公司合成*甲醇!分析纯)色谱

纯"%乙酸乙酯%丙酮%放线菌素
E

标准品)均购自陕

西杨凌凯瑞生物公司*

&=$

!

内生菌及根际放线菌的分离

称取剪碎的缬草根%茎%叶新鲜样品及根际土壤

各
&

]

)用无菌研钵充分研磨后加入
'LW

无菌水*

分别吸取上述样品悬液
&LW

)梯度稀释至
&%

T$

)

&%

TH

)

&%

T!后)涂布于高氏一号培养基分离平板*长

出的菌落经多次划线分离后保存菌种*

&=H

!

内生及根际放线菌的抗病原菌活性分析

将分离所获的菌株在高氏培养基上活化)通过

打菌饼检测其对不同指示病原菌的抑制活性*细菌

抑菌试验#将生长至对数期的
H

种细菌!大肠杆菌%
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枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌"与
WS

培养基混

合均匀)倒平板)将活化好的上述分离菌株的菌饼放

在含有细菌的
WS

培养基上)

H"d

培养过夜)观察抑

菌效果*真菌抑菌试验#将活化好的
#

种真菌!核桃

溃疡病菌%苹果腐烂病菌%苹果轮纹病菌%油菜菌核

病菌%小麦赤霉病菌%棉花枯萎病菌"打成菌饼)置于

含有
XE6

培养基的培养皿中央)在距离中央相等的

位置放入上述分离菌株的菌饼)于
$Cd

培养
MA

)观

测抑菌圈大小*

&=!

!

含有
-"U-

基因菌株的筛选及鉴定

&=!=&

!

菌株的筛选
!

参照文献&

$%D$&

'提取抑菌活

性较好菌株的基因组)用
$

种简并引物扩增筛选含

有
-"U-

基因的目标菌株*引物
&

为
6NS6Y

!

MfD6G>QRR6GO6[GROO6[R[6RDHf

"和
6ND

S68

!

MfDOO>RO>[[O6O>[[O6[O[ODHf

"(引物
$

为
6NS68

!

MfDOO>ROO[[O6OO[[O6[O[OD

O[ODHf

"和
6NS6Y

!

MfD6QOORR66O6[>ROD

O6[R[6R[RDHf

"

&

$$

'

*

XOY

反应体系!

M%

'

W

"#

AAN

$

FHM=$M

'

W

)

&%b@̂ 3&

<

Z*//4+M

'

W

)

A0[X!

'

W

)

E >̀F$=M

'

W

)

6NS68&

'

W

)

6NS6Y&

'

W

)

E06

模板
&

'

W

)

@̂ 3&

<

%=$M

'

W

*

XOY

扩增条件

为#

'!d ML:,

(

'! d &L:,

)

#& d !M5

)

"$ d &

L:,

)

HH

个循环(

"$d&%L:,

*

XOY

产物经胶回收

后测序)所获的基因片段通过
0OSG

进行在线比对)

构建系统发育树*

&=!=$

!

菌株的鉴定
!

XOY

扩增目标菌株的
&#>

+Y06

)对其进行鉴定*试验所用引物为
&#>+Y06

通 用 引 物
$"8

!

MfD6R6R[[[R6[OO[RRO[D

O6RDHf

"和
&M!$Y

!

MfD66RR6RR[R6[OO6ROD

ORO6DHf

"*

XOY

扩增体系参照
$b3&

<

-̀514+

:̀̂

的说明配制*

XOY

扩增条件为#

'!d $L:,

(

'!dH%5

)

MMdH%5

)

"$d$L:,

)

H$

个循环(

"$d

&%L:,

*

XOY

产物经胶回收后测序)测序结果通过

0OSG

在线比对)进行相关标准菌株的相似性搜索)

确定菌株的分类学地位)用
`@R6M=%

软件构建系

统发育树*

&=M

!

目标菌株最佳发酵条件的确定

将
!d

保藏的目标菌株用
R>Q

培养基活化后)

转接至种子培养基
[>S

中培养
H#2

)再按
&cM%

的

体积比分别转接到
>XQ

%

[>S

%

YX

%

>X

%

0W&'

和

0W&&&#

种发酵培养基中)

$Cd

%

&"%+

$

L:,

培养
C

A

*将发酵液离心!

!%%%+

$

L:,

离心
CL:,

")收集上

清液备用)菌体沉淀用丙酮浸泡过夜后)超声
$%

L:,

)抽滤)将滤液与离心所得上清混合)加入等体

积的乙酸乙酯)减压蒸馏萃取)萃取物用甲醇溶解*

以枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌为指示菌)检测

#

种培养基发酵液萃取物的抑菌效果)确定目标菌

株的最佳发酵培养基*随后在最佳发酵培养基中培

养菌株)培养时间分别设为
H

)

!

)

M

)

#

)

"

)

C

)

'

)

&%A

)按

上述方法对发酵液处理后测定其对枯草芽孢杆菌的

抑菌效果)确定最优发酵时间*在最佳发酵培养条

件下培养菌株)按上述方法对发酵液处理后测定其

对枯草芽孢杆菌的抑菌效果)同时测定甲醇%萃余相

的抑菌效果*

&=#

!

化合物的分离纯化及鉴定

对目标菌株进行大量发酵)将发酵液离心

!

!%%%+

$

L:,

离心
CL:,

")收集上清液备用)菌体沉

淀用丙酮浸泡过夜后)超声
$%L:,

)抽滤)将滤液与

离心所得上清混合)加入等体积的乙酸乙酯)减压蒸

馏萃取)萃取物用甲醇溶解*溶解物上
O&C

填料柱

!

>:.:->

K

24+4XOO&C

)

M%

'

L&$%6

"进行纯化)依次

用
$

倍体积的乙酸乙酯和甲醇!二者体积比分别为

&%c&

)

'c&

和
Cc&

"体系洗脱)分段收集洗脱物)用

%=$$

'

L

有机滤膜过滤)用
NXWO

分析确认目标化

合物所在区段)

NXWO

条件#

O&C

反向柱(流动相为

甲醇
D

双蒸水!

@

!甲醇"

c@

!

AAN

$

F

"

lC%c$%

"(流

速
%=MLW

$

L:,

)进样量
$%

'

W

)检测波长
$M!,L

*

用质谱分析仪对次级代谢产物进行鉴定*

$

!

结果与分析

$=&

!

放线菌的抑菌活性

本研究从缬草根%茎%叶和根际土壤中共分离到

&!M

株菌)其中内生菌
$"

株)占总菌株数的
&C=#e

)

根际放线菌
&&C

株)占总菌株数的
C&=!e

*对
&!M

株菌的抑菌活性进行鉴定)其中
HH

株对病原菌有较

好的抑菌效果!表
&

")占总菌株数的
$$=Ce

*

表
&

!

缬草分离放线菌的抑菌效果

[-Z.4&

!

6,1:D

K

-12)

]

4,:?-?1:;:1

<

)/54

K

-+-14A-?1:,)L

<

?4145:,@&%*8/&.

菌株

>1+-:,

菌类

[

<K

4

对指示菌株的抑制程度
G,2:Z:1:),A4

]

+44-

]

-:,51:,A:?-1)+51+-:,5

& $ H ! M # " C '

6(%H @ T T T gg gg gg T gg gg

6(%# @ T T T gg gg gg gg gg gg

6(%" @ T T T gg gg gg gg gg gg
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表
&

!续"

!

O),1:,*4A1-Z.4&

菌株

>1+-:,

菌类

[

<K

4

对指示菌株的抑制程度
G,2:Z:1:),A4

]

+44-

]

-:,51:,A:?-1)+51+-:,5

& $ H ! M # " C '

6(%' @ T T T gg gg gg gg gg gg

6(&" @ T gg gg T T T T T T

6($& Y6 T ggg gg gg ggg gg T g gg

6($M @ T gg T T T T T gg T

6($" Y6 T ggg g T T T T T T

6($C Y6 T T T gg gg gg gg gg gg

6($' Y6 T ggg T g T T T T T

6(HH Y6 T T T T gg T gg g T

6(H! Y6 T T T T gg gg T gg ggg

6(H" Y6 T gg gg gg gg gg gg gg gg

6(!C Y6 T g T gg ggg gg gg ggg ggg

6(!' Y6 T gg gg g gg gg T T T

6(MM Y6 T ggg ggg T T gg T T T

6(#M Y6 T g g T gg gg T gg gg

6(## Y6 T g T gg ggg T gg ggg gg

6(#' Y6 T gg gg T T T gg T T

6("M Y6 T gg T T T T T T T

6("# Y6 T T T g T T T T T

6("" Y6 T gg T T gg T T T T

6(C$ Y6 T ggg gg T T T T T T

6(CH Y6 T ggg ggg T T T gg g g

6('% Y6 T T T gg ggg ggg gg ggg ggg

6('& Y6 T T T T g T T T T

6('! Y6 T T T T gg T T T gg

6('" Y6 T T T T T g T T T

6(&%% Y6 T T T T T gg T T T

6(&&& Y6 T T T gg ggg ggg T g ggg

6(&$& Y6 T T T T T g T T T

6(&$" Y6 gg gg gg gg gg gg gg gg gg

6(&H$ Y6 T g T T T T T T T

!!

注#

@=

内生菌(

Y6=

根际放线菌*

g

表示抑菌圈直径为
!

$

"LL

(

gg

表示抑菌圈直径为
C

$

&$LL

(

ggg

表示抑菌圈直径大于
&$LL

(

T

表示没有抑菌效果*

&=

大肠杆菌(

$=

枯草芽孢杆菌(

H=

金黄色葡萄球菌(

!=

小麦赤霉病菌(

M=

苹果腐烂病菌(

#=

苹果轮纹病菌(

"=

棉花

枯萎病菌(

C=

油菜菌核病菌(

'=

核桃溃疡病菌*

0)14

#

@=@,A)

K

2

<

145

(

Y6=Y2:V)5

K

24+:?-?1:,)L

<

?4145=g=\),4)/:,2:Z:1:),Z41344,!-,A"LL

(

gg=\),4)/:,2:Z:1:),C1)&$LL

(

ggg=\),4)/:,2:Z:1:),

]

+4-14+12-,&$LL

(

T=0):,2:Z:1:),=&=B'$4*8/$4/&$)%/

(

$KU&$/%%;'';P9/%/'6[OO&&M#$

(

H=19&

=

4

5

%)$)$O

$;'&;8*;'

(

!K?;'&8/;0

+

8&0/.*&8;0

(

MK@&%'&0&%/

(

#K(4

5

'&%)'

=

)8&

=

/8/$)%&

(

"K?;'&8/;0)J

5

'

=

)8;0

(

CK1$%*8)9/./&'$%*8)9/)8;0

(

'KL&%.;9;%$*8

=

&94)

+

*.K

$=$

!

含有
-"U-

基因菌株的筛选及鉴定

提取
HH

株菌的总
E06

)利用简并引物扩增)其

中仅菌株
6($&

在
#MHZ

K

处有目标条带出现!图
&D

6

")表明其含有
-"U-

基因*

!!

基于
-"U-

基因序列的
6($&

菌株系统发育

树如图
&DS

所示*从图
&DS

可以看出)

6($&

菌株与

南蛇藤北里孢菌!

R/9&'&9)'

=

)8&

=

;99*8%/$T/&*

"的亲

缘关系较近)相似性为
'$e

*将菌株
6($&

的
&#>

+Y06

序列在
0OSG

数据库中进行比对)构建系统

发育树)结果如图
$

所示*从图
$

可以看出)

6($&

菌株与黑门链霉菌的亲缘关系较近)相似性达到

''e

)初步鉴定其为链霉菌!

198*

=

9)0

5

$*'5

K

=

"*

$=H

!

菌株
6($&

最佳发酵条件的确定

以枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌为指示菌)

对菌株
6($&

的
#

种发酵萃取液的抑菌活性进行检

测)结果发现
>XQ

培养基发酵萃取液的抑菌效果最

好!图
H

"*将菌株
6($&

在
>XQ

培养基中发酵
H

$

&%A

)以枯草芽孢杆菌为指示菌检测其抑菌效果)结

果显示发酵第
#

天的抑菌效果最好!图
!

"*图
M

表

明)菌株
6($&

发酵萃取液对枯草芽孢杆菌有抑菌

活性)而萃余相及溶剂甲醇均无抑菌活性)表明抑菌

效果是由菌株
6($&

的发酵萃取液引起的*
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`=EW$%%% -̀+J4+

(

&=

菌株
6($&

的
-"U-

序列
XOY

扩增

`=EW$%%% -̀+J4+

(

&=-"U-XOY-L

K

.:/:4A/+-

]

L4,1)/51+-:,6($&

图
&

!

含
-"U-

基因菌株
6($&XOY

扩增结果!

6

"及其系统发育树!

S

"

8:

]

=&

!

-"U-

]

4,4-L

K

.:/:4A/+)L51+-:,6($&

!

6

"

-,A

K

2

<

.)

]

4,41:?04:

]

2Z)*+D():,:,

]

1+44

!

S

"

图
$

!

基于
&#>+Y06

序列构建的菌株
6($&

的系统发育树

8:

]

=$

!

X2

<

.)

]

4,41:?04:

]

2Z)*+D():,:,

]

1+44Z-54A),124&#>+Y06

]

4,454

U

*4,?4)/51+-:,6($&
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图
H

!

菌株
6($&

在
#

种培养基中发酵萃取液的抑菌活性

8:

]

=H

!

6,1:L:?+)Z:-.-?1:;:1

<

)//4+L4,1-1:),4̂1+-?1)/51+-:,6($&:,5:̂ L4A:-

图
!

!

菌株
6($&

在
>XQ

培养基中发酵
H

$

&%A

的抑菌活性

8:

]

=!

!

6,1:L:?+)Z:-.-?1:;:1

<

)/51+-:,6($&/4+L4,14A

:,>XQL4A:-/)+HT&%A

&=

甲醇(

$=

菌株
6($&

的发酵萃取液(

H=

萃余相

&=̀ 412

<

.-.?)2).

(

$=84+L4,1-1:;44̂1+-?1:),

K

2-54)/51+-:,6($&

(

H=Y-//:,-14

图
M

!

菌株
6($&

在
>XQ

培养基中发酵第
#

天的抑菌活性

8:

]

=M

!

6,1:Z-?14+:-.-?1:;:1

<

)/51+-:,6($&:,

>XQL4A:--1124#12A-

<

$=!

!

目标化合物的分离纯化及鉴定

将菌株
6($&

发酵萃取物纯化后进行
NXWO

检

测)综合分析
NXWO

图谱)推断
6($&

发酵的次级代

谢产物可能为放线菌素
E

*分别对放线菌素
E

标准

品和菌株
6($&

的发酵产物进行
NXWO

分析和质谱

分析)结果显示)放线菌素
E

标准品在保留时间为

&&=%H$L:,

处有目标峰)

6($&

发酵产物在
&%=CM$

L:,

处出现目标峰!图
#

"*质谱分析结果显示)放线

菌素
E

标准品的相对分子质量 &

` g N

'

g 为

&$MM=&%

)&

`g0-

'

g为
&$""=$!

)菌株
6($&

发酵

产物的相对分子质量&

`gN

'

g为
&$MM=&!

)&

`g

0-

'

g为
&$""=$C

!图
"

")二者数据接近)因此确定

菌株
6($&

产生的安莎霉素类抗生素为放线菌素
E

*

图
#

!

菌株
6($&

发酵产物的
NXWO

图谱

8:

]

=#

!

NXWO?2+)L-1)

]

+-L5)/124/4+L4,1-1:),Z+)12/+)L51+-:,6($&
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图
"

!

菌株
6($&

目标化合物!

6

"和放线菌素
E

标准品!

S

"的质谱分析

8:

]

="

!

6,-.

<

5:5)/1-+

]

41?)L

K

)*,A5)/51+-:,6($&

!

6

"

-,A-?1:,)L

<

?:,E

!

S

"

Z

<

L-555

K

4?1+)L41+

<

H

!

讨
!

论

放线菌产生的抗生素种类繁多)结构丰富多样)

生理活性广泛)占目前已市场化的天然产物来源抗

生素的
$

$

H

&

$H

'

*安莎霉素类抗生素作为一类结构独

特的
!

型聚酮)与其他类型的
!

型聚酮如大环内酯%

多烯类化合物相比)数量虽然不多)但是生理活性较

广)成药率较高)因此引起了人们的极大关注&

$!

'

*

本研究对从缬草及其根际土壤分离得到的
&!M

株菌株进行了抑菌活性检测)结果显示)有
$$=Ce

的菌株至少对
&

种病原菌有抑菌效果)其中菌株

6($&

对
"

种病原菌均有抑制效果*据报道)药用植

物内生菌及根际放线菌具有显著的抑菌活性)本研

究分离的
""=$e

的菌株没有显示出抑菌活性)可能

是由于培养基没能提供足够的营养成分和最适的生

长环境)从而使一些具有生物活性化合物的生物合

成途径沉默(另一种可能是这些菌株的代谢产物具

有抗细菌%抗真菌之外的活性)本试验中选用的指示

菌并不合适*

由于
-"U-

基因具有较高的保守性和特异性)

因此很早就被用来作为探针筛选安莎霉素的生物合

成基因簇&

$MD$#

'

)基于
-"U-

基因设计的
XOY

引物

能够快速检测某菌株是否具有产生
6NS6

的潜

力&

$#D$"

'

*本研究通过设计
$

种简并引物扩增
-"O

U-

基因片段)结果显示菌株
6($&

含有该类基因片

段)且其对
"

种病原菌都有较强的抑菌活性)因此选

其进行了后续试验*通过
NXWO

和质谱分析)发现

6($&

菌株的次级代谢产物中的活性成分为放线菌

素
E

)其对肾母细胞瘤%横纹肌肉瘤%神经母细胞瘤%

霍奇金病及绒毛膜癌等有一定的疗效&

$CDH%

'

*本研究

虽然从分离菌株中未发现新的次级代谢产物)但这

些菌株对多种病原菌都有较好的抑制效果)值得进

一步研究*
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