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摘  要: 从云雾龙胆(Gentiana nubigena)中分离到一株具有抗菌活性的内生细菌 LD5, 该菌株的发酵

上清液对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的生长有显著的抑制作用。通过形态学、生理生化和 16S rDNA

系统进化分析, 鉴定 LD5 为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)。菌株 LD5 能合成黄酮类

化合物、龙胆苦苷, 以及一种与云雾龙胆醇提取物相似的代谢产物。 
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Abstract: Endophytic strain LD5 was isolated from the stems of Gentiana nubigena. The fermentation 
broth of LD5 showed antibiosis activities against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. According 
to the characteristics of morphology, physiology and biochemistry tests and the comparison of 16S rDNA 
sequence, strain LD5 was identified as Bacillus amyloliquefaciens. Strain LD5 could produce flavonoids, 
gentiopicroside, and a kind of analogue of alcoholic extract from Gentiana nubigena. 
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植物内生菌 (Plant endophyte)是指那些在生活

史的一定阶段或全部阶段生活于植物组织内, 不引

起宿主植物明显感染症状的微生物。几乎所有植物

中都存在内生菌, 它们主要存活于植物细胞内或细

胞间隙的特殊环境中, 其种类丰富, 主要包括细菌、

真菌和放线菌[1−2]。近年来的研究表明, 内生菌能够

参与植物次生代谢及其成分的转化合成, 还能独立

产生丰富的次生代谢产物 [3−4], 是天然产物的重要

来源, 也是宝贵的菌种资源库。我国的植物物种资

源丰富, 药用植物有 1 万多种, 对其内生菌及其产

生的活性成分进行研究有着广阔的前景。云雾龙胆

(Gentiana nubigena)是龙胆科龙胆属多年生宿根草

本植物, 具有利胆、抗炎、健胃、降压等作用, 是龙

胆属植物中少数未被系统研究过的珍贵药材[5]。本

文从云雾龙胆中分离得到 9 株内生细菌, 对具有显

著抑菌活性的菌株 LD5 进行了分类鉴定和抗菌活性
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物质的分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  云雾龙胆: 由青海省藏医药研究院药物研究

所提供。 
1.1.2  菌 株 : 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 
aureus)、大肠杆菌(Escherichia coli)、黄瓜灰霉病菌

(Botrytis cinerea Pers.), 由本实验室保藏。 

1.2  培养基 
筛选培养基 1: 蛋白胨 10 g, 酵母粉 5 g, NaCl 

10 g, 云雾龙胆浸提液 1 mL, 琼脂 15 g, 蒸馏水

1000 mL, pH 7.0−7.5。 
筛选培养基 2: 马铃薯 200 g, 葡萄糖 20 g, 云

雾龙胆浸提液 1 mL, 琼脂 15 g, 蒸馏水 1000 mL, 
pH 7.0−7.5。 

发酵培养基: 蔗糖 30 g, 蛋白胨 2 g, K2HPO4 
0.3 g, NaCl 0.1 g, 蒸馏水 1000 mL, pH 7.0−7.5。 

1.3  试剂 
龙胆苦苷(中国药品生物制品鉴定所), 乙腈(色

谱纯, 天津康科德科技公司), 硅胶 GF254(青岛海洋

化工公司), 细菌全基因组 DNA 提取试剂盒(上海生

工); PCR 主要试剂 (赛百盛公司); DNA 琼脂糖凝胶

回 收 试 剂 盒 (V-gene 公 司 ); pGEM-T Easy 载 体

(Promega 公司); 其他试剂均为分析纯。 

1.4  云雾龙胆内生菌的分离 
取一段云雾龙胆的茎, 无菌水冲洗 2 次, 用无

菌滤纸吸干水分; 在 70%乙醇溶液中浸泡 2 min, 再

用 0.1%升汞浸泡 30 s, 无菌水冲洗 3 次。在无菌条

件下用刀片将外皮削去, 并截成 1 cm 左右的小段, 
置于筛选培养基表面, 30°C 培养 4−8 d。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。 

1.5  内生菌发酵液的制备 
250 mL 三角瓶装 100 mL 发酵培养基, 接种后

置于旋转式摇床上, 180 r/min、30°C 培养 48 h, 发酵

液在 6000 r/min 离心 10 min, 取上清液用于抗菌活

性测定。 

1.6  抗菌活性测定 
将供试靶标菌株活化和扩大培养, 用无菌生理

盐水稀释制成 106 CFU/mL 菌悬液, 0.2 mL 菌悬液与

灭菌 LB 培养基 15 mL 混合制成平板, 凝固后, 用灭

过菌的 6 mm 直径打孔器在每个平板上打孔, 每平

板打孔 4 个, 除去孔内琼脂并向孔中加入 0.1 mL 发

酵上清液, 以无菌蒸馏水和云雾龙胆浸提液为对照, 
30°C 培养 48 h, 观察抑菌圈。为了确保结果的准确

性, 每平板设 3 个重复。 

1.7  内生菌 LD5 的分类鉴定 
1.7.1  内生菌 LD5 的形态特征: 取固体平板上培养

48 h 的菌株进行革兰氏染色、芽孢染色、鞭毛染色, 
观察内生菌的形态特征。 
1.7.2  内生菌 LD5 的生理生化特征: 氧化酶、接触

酶、H2S 产生、吲哚、硝酸盐还原、脲酶等试验参

照文献[6]进行。 
1.7.3  内生菌 LD5 的 16S rDNA 序列测定及系统进

化分析: 将菌株 LD5 于 30°C 培养 24 h, 离心后, 用

0.5 mol/L NaCl 洗 1 次, 用 1 g/L 溶菌酶溶液悬浮菌

体, 37°C 作用 30 min, 用 UNIQ-10 试剂盒提取细菌

基因组 DNA。以菌株 LD5 的基因组 DNA 为模板, 用

细菌 16S rDNA 通用引物 27F (5′-GAGAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG-3′)和 1541R (5′-AAGGAGGTGATC 
CAGCCGCA-3′)扩增得到目的基因片段 , 经琼脂糖

凝胶电泳纯化后与 pGEM-T Easy 载体(Promega 公

司)连接, 转化 E. coli DH5α, 用 X-gal 平板筛选含有

插入 DNA 片段的白色转化子, 经限制性内切酶酶切

鉴定后送北京三博公司测序。将得到的 16S rDNA 
序列与 GenBank 中的核酸数据进行 BLAST 比对, 
搜索得到与其同源性最高的相关序列 [7], 采用软件

ClustalX 1.8 对所获得的核苷酸序列进行分析, 得到

序列之间的相似值; 用软件 MEGA 2.0 计算出序列的

系统进化距离, 采用邻位相连法构建系统进化树[8]。 

1.8  内生菌抗菌活性物质的初步鉴定 
1.8.1  抗菌活性物质的提取及定性分析 : 将菌株

LD5 接种于装液量为 100 mL/250 mL 的摇瓶中 , 
30°C、150 r/min 的条件下摇床振荡培养 60 h。每瓶

发酵液中均加入 100 mL 正丁醇, 剧烈振荡 5 min, 
4000 r/min 离心 15 min 后取上层的有机相, 旋转蒸发

至干, 用甲醇复溶后得到产物提取液。利用薄层显

色法进行糖、脂、肽和黄酮类物质的定性分析[9−11]。 
1.8.2  TLC 检测龙胆苦苷: 按照文献[12]对龙胆

苦苷鉴别的方法进行 TLC 检测 , 取 5 μL 提取液 , 
用微 量 移 液 器 点 于 薄 层 层 析 板 上 , 以 氯 仿 -甲 醇

(10:1, V/V) 为 展 开 剂 , 展 开 后 晾 干 , 置 紫 外 灯

(254 nm)下观察。 
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1.8.3  HPLC 检测: 按照 1.8.1 的方法制备样品, 用

Agilent1100 高效液相色谱仪进行分析检测[13], 使用

C18 反相柱, 流动相为乙腈-水(20:80, V/V), 流速为

0.8 mL/min, 检测波长 254 nm, 进样量为 20 μL。 

2  结果与分析 

2.1  云雾龙胆内生菌的分离及抗菌效果测定 
从云雾龙胆中分离得到 9 株内生细菌, 制备内

生菌发酵液, 以无菌水为阴性对照, 5 g/L 的龙胆苦

苷和云雾龙胆的甲醇提取液[14]为阳性对照, 用混菌

琼脂平板打孔法测定抑菌活性。结果表明云雾龙胆

的甲醇提取液能抑制金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的

生长, 不能抑制黄瓜灰霉病菌; 龙胆苦苷仅对金黄

色葡萄球菌和大肠杆菌的生长有轻微的抑制作用 ; 
菌株 LD5 发酵上清液能明显抑制平板上金黄色葡萄

球菌和大肠杆菌的生长(图 1), 但不能抑制黄瓜灰霉

病菌的生长。 
 

 

图 1  菌株 LD5 对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌生长的抑

制作用 
Fig. 1  Antibiotic activity toward Staphylococcus aureus 
and Escherichia coli of strain LD5 

 
2.2  菌株 LD5 的分类鉴定 
2.2.1  形态特征: 在固体平板上 30°C 培养 2 d, 菌

株 LD5 形成乳白色不透明菌落 , 菌落圆形 , 直径

1 mm−2 mm, 不分泌色素 ; LD5 菌体细胞为短杆

状 , 大小(0.8−1.0) μm × (1.6−2.0) μm, 革兰氏阳性, 

有芽孢。 
2.2.2  生理生化特征: 菌株 LD5 的生长温度范围为

6°C−50°C, pH 范围 5.5−8.5, NaCl 浓度范围 0−9%; 
能够利用的碳源有: 葡萄糖、蔗糖、糊精、淀粉、

乳糖、甘露醇、山梨醇、棉子糖、淀粉和 N-乙酰-

葡糖胺, 不能利用树胶醛糖、木糖、半乳糖和鼠李

糖。其他生理生化指标的实验结果如表 1 所示。 

表 1  菌株 LD5 的生理生化特征 
Table 1  Physio-biochemical characteristics of  

strain LD5 
Characteristics Result 

Oxidase + 

Catalase + 

H2S production − 

Indole production − 

Nitrate reduction + 

Use of citrate + 

M. R. − 

V. P − 

Hydrolysis of starch + 

Hydrolysis of aesculin + 

Hydrolysis of casein + 

Hydrolysis of carbamide − 

Hydrolysis of gelatin − 

 
2.2.3  16S rDNA序列测定及系统进化分析: PCR 扩

增得到菌株 LD5 的 16S rDNA 片段, 经 DNA 测序长

度为 1493 bp, 在 GenBank/EMBL/DDBJ 中的序列

登录号为 GQ853414。 

将 16S rDNA 序列与 GenBank 数据库中的序列

进行 BLAST 比对, 结果表明菌株 LD5 与芽孢杆菌

属(Bacillus sp.)的同源性较高, 且与 Bacillus amylo-

liquefaciens ATCC 23350 和 Bacillus subtilis CCM 

2216 的同源性最高, 分别为达到 90.0%和 98.9%。

将其与芽孢杆菌属 8 个相近的种进行遗传距离计算, 

用邻位相连法构建系统进化树 (图 2), 可以看出 , 

菌株 LD5 与解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amylolique-

faciens)划分在同一簇内 , 结合形态学和生理生化

特征指标, 确定云雾龙胆内生菌 LD5 为解淀粉芽

孢杆菌。 
 

 

图 2  菌株 LD5 的 16S rDNA 序列系统进化树 
Fig. 2  Phylognetic tree of LD5 16S rDNA sequences 
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2.3  内生菌抗菌活性物质的初步分析 
按照 1.8.1 的方法对内生菌 LD5 的抗菌活性物

质进行提取 , 提取液对金黄色葡萄球菌和大肠杆

菌的生长有明显抑制作用 , 定性分析表明提取液

中含有黄酮类物质, 而不含糖、脂、肽组分; 按照

《中国药典》2005 版对龙胆苦苷鉴别的方法, 对菌

株 LD5 的发酵提取物与云雾龙胆的甲醇提取物进

行检测, 在 254 nm 紫外灯下能观察到 Rf 值相同的

荧光斑点 , 说明样品都含有龙胆苦苷及其结构类

似物。 

为进一步确定菌株 LD5 发酵液中抗菌活性物

质的类型, 用 HPLC 法将内生菌代谢产物与云雾龙

胆醇提物及龙胆苦苷标准品进行比较分析。结果如

图 3 所示, 菌株 LD5 的发酵提取物中含有少量的龙

胆苦苷(保留时间 11.7 min), 以及与云雾龙胆醇提

物结构相似的一种化学成分(保留时间 12.3 min)。 
 

 

图 3  内生菌 LD5 代谢产物的 HPLC 分析 
Fig. 3  HPLC analysis of metabolites of endophyte LD5 

 

3  讨论 

龙胆属植物在全世界约有 400 余种, 其主要特

征性化学成分为龙胆苦苷。我国有丰富的龙胆属植

物资源, 其中 162 种、32 变种为我国所特有, 有些

属于濒危保护植物[15], 对其内生菌进行系统的分离

和研究, 可以保护濒危植物的内生菌资源, 并开发

新的生物活性代谢物质。本研究从云雾龙胆中分离

到内生菌 LD5, 多相分类鉴定表明 LD5 为解淀粉芽

孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)。芽孢杆菌广泛存

在于自然界中 , 是 常 见 的 植 物 内 生 细 菌 , 可 以 产

生杆菌肽、环脂、氨基酸类、核酸类、类噬菌体

颗粒等多种抗菌物质 , 能抑制多种植物及人类病

原菌[16]。内生菌 LD5 能合成黄酮类物质、龙胆苦苷, 

以及一种与宿主植物云雾龙胆相同的代谢产物, 对

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的生长有显著的抑制作

用 ; LD5 是否还能合成其他水溶性抗菌活性成份 , 

以及各种活性成分的生物功能, 还需要进一步的深

入研究。 
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