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一株他克莫司产生菌的筛选及鉴定
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(南京工业大学 制药与生命科学学院, 南京 210009 )

摘 � 要: 添加 75 �g/ mL K 2Cr2O 7和 2 �g/ mL 青霉素对土样进行预处理, 采用抑菌圈法初筛得到

71株能抑制白色假丝酵母生长的菌株, 高效液相色谱法检测代谢产物复筛, 获得一株他克莫司产

生菌株。对菌株形态学特征、培养特征、生理生化特征、细胞化学组分和 16S rDNA 序列进行分析。

结果表明: NJYH2618为革兰氏阳性菌,生长温度 15~ 38 � , 最适生长温度 28 � , 生长 pH 6� 5~
8� 5,最适 pH 7� 0,能利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、木糖、果糖、乳糖、鼠李糖等常见碳源。细胞水解产
物成分和 16S rDNA序列分析表明,此菌株属链霉菌属, 命名为 Str ep tomyces sp. NJYH2618。
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Isolation and Identification of a Tacrolimus Producing Strain

LI Ling, � CHEN Lin, � YANG Wen-ge, � GUAN Jun, � HU Yong-hong*

( Co llege of L ife Science and Pharmaceutical Eng ineer ing, Nanjing Univ ersity of Techno lo gy , Nanjing 210009, China)

Abstract: In or der to isolate a tacro limus pr oducing strain, so il samples were init ially t reated w ith

75 �g/ mL K 2 Cr2O 7 and 2 �g / mL benzylpenicil lin. Seventy-one act inomycetes w ere isolated by

ant-i fungal act ivity against Candida albicans then the metabo lites or ig in f rom those iso lat ions

w er e further analysis by HPLC. Among these, only one tacro limus producing strain w as

determined. It w as ident if ied by culture characterist ics, morpholog ical characteristics,

physiolog ical, biochemical propert ies and 16S rDNA sequence and phylog enetic analysis. T he

screened st rain w as gram-posit ive, the g row th temperature r anged from 15 � to 38 � ( the

optimum was 28 � ) ; the grow th pH ranged from 6� 5 to 8� 5( the opt imum at 7� 0) . The st rain

can g row n on g lucose, sucrose, malto se, xy lose, f ructose, lactose and rhamnose. Based on the

results of the general taxonom ical characterist ics and the 16S rDNA sequence , the iso lated has

pr oven to be S tr ep tomy ces and named Str ep tomyces sp. NJYH2618.
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� � 他克莫司( tacrolimus) , 是一种大环内酯类免

疫抑制剂
[ 1]
。1984年首次由日本藤泽制药从筑波

链霉菌( S tr ep tomyces tsukubaensi s No. 9993)的发

酵培养基中发现
[ 2]
, 之后国内外进行了他克莫司的

基础和临床研究, 1993年 4 月正式确认了其在�抑
制肝脏移植排斥反应�方面所具有的作用和疗效,



同年 5月正式投放国际市场。他克莫司与环孢菌

素的作用机制相似, 具有高效低毒、副作用小等优

点。除了在抑制器官移植排斥反应方面具有显著

疗效外,还广泛应用于斑秃、牛皮癣、银屑病、鱼鳞

病、糖尿病、白塞氏病、变应性皮炎、类风湿性关节

炎以及多发性硬化病等自身免疫疾病的治疗 [ 3]。

作者从不同地区的土壤中分离得到一株他克

莫司产生菌,通过对其形态特征、培养特征、生理生

化特征、细胞化学组分以及 16S rDNA 序列进行分

析,确定其为链霉菌。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料
1� 1� 1 � 土样来源 � 土样采集自南京、海南、合肥等
地。

1� 1� 2 � 指示菌 � 抗菌活性测定所用指示菌为白色
假丝酵母( Candid a albicans AT CC10231) , 购自广

东省微生物菌种保藏中心。

1� 1� 3 � 主要试剂和仪器 � 他克莫司标准品: 购自

Sigma 公司; 其他试剂: 均为化学纯和分析纯, 色谱

分析所用试剂:色谱纯;高效液相色谱仪: DIONEX

P680购自美国戴安公司制造; CX-31 电子显微镜:

购自日本奥林巴斯株式会社制造; F resco 离心机:

购自 Heraeus公司; PCR仪: 购自 Eppendorf 公司;

PYX-DHS隔水式电热恒温培养箱: 购自上海跃进

医疗器械厂; HYG-IIa 迥转式恒温调速摇瓶柜: 购

自上海欣蕊自动化设备有限公司。

1� 1� 4 � 培养基
1) 高氏一号培养基:可溶性淀粉 20 g, KNO3 1

g, NaCl 0� 5 g , K 2HPO 4 � 3H 2O 0� 5 g , M gSO4 �

7H 2O 0� 5 g , FeSO 4 � 7H 2O 0� 01 g,琼脂粉 20 g, 水

1 000 mL, pH 7� 0。
2) PDA 培养基: 去皮马铃薯 200 g, 葡萄糖 20

g,琼脂粉 20 g ,水1 000 mL, pH 自然。

以上培养基于 1� 01 � 105 Pa高压下, 121 � 蒸
气灭菌 15~ 20 min。

1� 2 � 菌株分离和培养
将采集的土样室温风干, 用研钵研碎, 60 目筛

子过筛,添加 75 �g / mL K 2 Cr2O 7和 2 �g/ mL 青霉

素,混合均匀后于 120 � 干热 1 h
[ 4]

,冷却备用。分

离时选用高氏一号培养基。取一定量处理后的土

样平铺于灭过菌的光滑硬纸板上, 纸面积略大于培

养皿的口径,将多余的土轻轻倾去, 见纸板上有一

层细土粒粘附即可。接种时将倒好培养基的皿盖

微微揭开, 将土壤纸板粘土面向下轻轻插入并覆盖

其上,用皿盖微微触动一下纸板并立刻抽出, 盖好

皿盖即接种完毕。28 � 恒温培养 7 d,挑取菌落大、

气生菌丝丰茂的单个菌落于发酵培养基(高氏一

号)中, 28 � 、200 r/ min 培养 5 d。将发酵液离心

(室温 8 000 r/ min离心 10 min) ,取上清液, 进行代

谢产物抗菌活性测定。

1� 3 � 初筛 � � � 代谢产物抗菌活性检验
将筛选菌发酵液上清液与 PDA 培养基混合,

配成不同质量浓度的发酵液培养基,倒入直径 9 cm

的消毒培养皿中,制成平板, 同时离心空白发酵培

养基, 将上清液和无菌水代替发酵上清液作为对

照。将培养 2 d的白色假丝酵母菌块( d= 0� 6~ 0� 8
cm )接入平板中央;也可取 0� 1 mL 筛选菌发酵液于

PDA 培养基平板上, 用三角涂布棒涂布均匀, 直接

将假丝酵母菌块接入平板中央, 有菌的一面朝

下
[ 5]
。接种后置恒温培养箱中 28 � 培养, 每隔 24

h按十字交叉法测量菌落直径,观察菌落颜色、生长

情况、菌核有无生成等。

1� 4 � 复筛 � � � 代谢产物的鉴定
将初筛得到的具有抑菌活性的菌株摇瓶培养,

将甲醇和发酵液按 1� 1的比例混合,摇匀, 振荡 10

min, 12 000 r/ m in离心 20 m in, 取上清液作为待测

样品。高效液相色谱( H PLC)条件: 高效液相色谱

仪DIONEX P680,色谱柱 Kromasil C18 ( 4� 6 mm �

250 mm, 5 �m ) ,流动相为V异丙醇 �V 水= 35�65,流

速为 1� 0 mL/ min, 柱温 50 � , 检测波长 220 nm。

将初筛菌株代谢产物的 HPLC 图谱与标准品图谱

进行比较分析,确定代谢产物的种类
[ 6]
。

1� 5 � 形态特征
采用插片法观察[ 7] ,菌株置于高氏一号培养基

平板上, 28 � 培养 7 d,用显微镜观察并描述菌株的

形态特征。

1� 6 � 培养特征
在 28 � , 以6种常用的培养基培养7~ 12 d[ 8] ,

观察菌株基内菌丝和气生菌丝在各种培养基上的

形态特征、有无可溶性色素产生及生长状况等。

1� 7 � 生理生化特征
参照文献[ 9] , 测定菌株的生理生化特征。

1� 8 � 细胞化学成分分析
采用薄层板层析法( TCL) [ 10] , 对菌株的细胞进

行全细胞水解液的氨基酸和糖型分析。

1� 9 � 16S rDNA序列分析及其系统发育分析

DNA 提取参照文献[ 11] , 采用通用引物 Pf ( 5�-

AGAGT TT GATCAT GGCTCAG-3� ) 和 Pr ( 5�-
GGT TACCT TGTT ACGACT T-3� ) 进行 16S rD-
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NA 的 PCR扩增 [ 12]。PCR 反应条件: 94 � 变性 1

min, 58 � 退火 1 min, 72 � 延伸 1 min 40 s,共 32

个循环。PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后, 回收

条带送宝生物工程(大连) 有限公司测序。将该序

列通过 BLAST 程序与 GenBank 中的核酸数据进

行对比 分析, 利用 ClustalX ( Version1� 8 ) 和
MEGA2� 0软件进行多序列比对及系统发育树构
建,明确菌株 NJYH2618的分类地位。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 菌株的分离、筛选
放线菌的培养时间较长, 筛选时比较容易被细

菌、真菌和霉菌干扰而不易筛出。为降低杂菌干

扰,作者通过对土样 120 � 干热 1 h, 添加 75 �g/

mL K 2Cr2O 7和 2 �g/ mL 青霉素进行预处理。从土

样中初筛得到 31 株对白色假丝酵母 ( Candida al-

bicans )有抑制作用的菌株, 对这 31株菌的代谢产

物进行高效液相分析, 通过与标准品图谱(保留时

间 10� 560 min)比较,发酵液 HPLC 图谱中 10� 787
min的图谱峰极可能是他克莫司,由此获得一株他

克莫司产生菌 NJYH2618, 见图 1。

( a)

( b)

图 1 � 他克莫司标准品( a)和 NJYH2618 发酵液 HPLC

图谱( b)

Fig. 1 � HPLC prof ile of tacrolimus standard and fermen-

tation broth of the strain NJYH2618

2� 2 � 形态观察
此菌株为革兰氏阳性菌, 高氏一号琼脂培养基

上 28 � 培养 8 d。从图 2可以看出:菌落正面为青

灰色,反面为暗黄色, 菌落干燥, 不透明, 表面形状

褶皱,菌落与培养基连接紧密, 难以挑取。采用插

片法,在光学显微镜下观察(放大 400倍) , 基内菌

丝发育良好, 无横隔, 不断裂; 气生菌丝生长良好,

多分枝,孢子丝直或柔曲。

图 2 � 菌株 NJYH2618 的菌落及菌丝形态( 400 � )

Fig. 2 � Morphological characteristics of the strain

NJYH2618( 400� )

2� 3 � 培养特征和生理生化特征
表 1为菌株 NJYH2618在不同培养基上的生

长情况, 其中在 PDA 培养基上生长良好, 气生菌丝

青灰色,基内菌丝黄褐色,有黄褐色色素产生。

生理生化实验结果见表 2, 菌株 NJYH2618能

使明胶液化, 牛奶胨化, 淀粉水解; 不能使牛奶凝

固;该菌能在 15~ 38 � 范围内生长, 最适生长温度

28 � ; pH 生长范围为 6� 5~ 8� 5, 最适 pH 7� 0; 能
利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、木糖、果糖、乳糖、鼠李

糖等常见碳源。
表 1 � 菌株 NJYH2618 的培养特征

Tab. 1 � Cultural properties of strain NJYH2618

培养基
基内
菌丝

气生
菌丝

可溶
色素

生长
状况

高氏一号 青灰 黄灰 黄褐 良好

克氏一号培养基 白 乳白 无 良好

PDA 培养基 铅灰 黄褐 黄褐 很好

肉汤培养基 白 黄褐 黄褐 良好

察氏培养基 白 黄灰 黄褐 良好

燕麦片培养基 白 黄褐 黄褐 良好
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表 2 � 菌株 NJYH2618 的生理生化特征

Tab. 2 � Physiological and biochemical properties of strain

NJYH2618 agar block method

性质 描述 性质 描述

明胶液化 + 葡萄糖 +

牛奶凝固 - 蔗糖 +

牛奶胨化 + 乳糖 +

淀粉水解 + 果糖 +

产色素 + 木糖 +

生长温度 15~ 38 � 麦芽糖 +

最适生长温度 28 � 鼠李糖 +

pH 值 6. 5~ 8. 5 山梨糖 -

最适 pH 值 7. 0 棉籽糖 -

� 注: + 生长或者利用; - 不生长或者不利用

2� 4 � 细胞化学成分分析
菌株 NJYH2618 全细胞水解产物中含 L-

DAP、甘氨酸和天冬氨酸等氨基酸, 含葡萄糖、半乳

糖和核糖等糖类。这些特征与链霉菌属特征相符

合,命名为 Str ep tomyces sp� NJYH2618。

2� 5 � 16S rDNA序列分析及其系统发育分析

对 NJYH2618菌株的 16S rDNA 的扩增片段

进行测序, 长度为 1 433 bp, 登录 GenBank ( Acces-

sion number: FJ842651 ) , 用 Blast 进行同源性分

析,发现菌株 NJYH2618与链霉菌属( S tr ep tomy-

ces)菌株高度相关, 说明该菌株属链霉菌属。选取

同源性最高 ( 99%) 的 11 株菌株, 利用 ClustalX

( Version1� 8)和 MEGA2� 0软件进行多序列比对及
系统发育树构建, 用 Neighbor-Jo in 法得到系统进

化发育树见图 3。在系统发育树中, NJYH2618 和

Strep tomyces alboniger NBRC12738, Str ep tomyces

moder atus NBRC 13432 聚为一簇。到目前为止,

已报导的他克莫司产生菌有以下 4 种
[ 13-15]

: S tr ep-

tomyces tsukubaensi s, S tr ep tomyces kanamycet ic-

us , St rep tomyces glaucescens 和Strep tomyces cla-

vuliger us, N JYH2618在进化树中的位置与这 4株

菌不同。

图 3 � 菌株 NJYH2618 与相关菌株的系统发育树

Fig. 3 � Phylogenetic tree of strain NJYH2618 and its relatives

3 � 结 � 语

作者利用平板初筛、摇瓶复筛, 从土壤中筛选

了一株他克莫司产生菌株,经鉴定该菌株为链霉菌

Str ep tomyces sp� N JYH2618。通过对其形态特

征、培养特征、生理生化特性以及16S rDNA 序列进

行分析,确定其分类地位。迄今为止, 中国关于发

酵法产他克莫司的研究较少, 尚未有工业化的报

道,关于此菌株的研究工作正在进行中。抗生素发

酵除受营养因素的限制以外,合适的发酵条件也是

不可忽视的重要因素。今后的工作可以考虑从以

下几个方面展开:对他克莫司发酵条件中一些主要

影响因素进行分析; 优化产物的分离提纯工艺; 对

菌株代谢过程进行研究, 明确发酵培养基中各成分

的利用情况与菌丝生长和发酵液活性之间的关系,

从而有效地提高他克莫司产量。
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