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摘 � 要: 自秦巴山区野生中国红豆杉( T axus chinensis )中分离的 25株内生细菌中筛选出 2株具

有较广抑菌活性的菌株 T C-3和 T C-2, 通过生物学特征研究和 16S rDNA 序列分析,初步鉴定为

Baci llus sp .和 Baci l lus subti l is。在排除酸性产物和过氧化氢的干扰后, T C-3和 T C-2菌株发酵

上清液对金黄色葡萄球菌( S taphy loccocus aur eus )、枯草芽孢杆菌( B aci l lus subt il i s )等革兰氏阳

性菌和大肠杆菌( E scherichia coli )等革兰氏阴性菌具有较好的抑菌作用, 而且对部分真菌也有抑

菌作用; 经胰蛋白酶、胃蛋白酶和蛋白酶 K处理后发酵液抑菌活性略有下降,表明该活性物质为非

蛋白成分,或起抑菌作用的非单一物质。该活性物质不同于一般细菌素,属于类细菌素。它具有

很好的热稳定性,在酸性条件下稳定且活性高,对蛋白酶敏感性低, 且具有较广的抗菌谱。
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Abstract: In this study , tw o st rains, T C-3 and TC-2, identif ied as Bacil lus sp . and Bacil lus

subt il i s based on the biolog ical char acteristics and 16S rDNA sequence analy sis, w as screened

from 25 iso lates of endophyt ic bacteria fr om w ild T axus chinensi s in Qinba M ountain. Those

st rain exhibited the ability in producing inhibitory act ivity substance, Without the effect o f

org anic acid and hydrogen perox ide, supernatant of the liquid culture of T C-3 and T C-2 show ed

signif icant inhibitory activity ag ainst g ram-posit ive bacter ia, including Staphy lococcus aureus,

Baci llus subt il i s and g ram-negat iv e bacteria such as E scherichia col i . Inhibit ion of some kind o f

epiphy te w as also found. Af ter treatment w ith t rypsin, pepsin and proteinase K, the culture 's

inhibitor y act ivity decr eased slight ly, this show ed that it is non-protein ingredients or



ant ibacterial ef fect of the non-single mater ial. T his indicated it belong s to a kind of bacteriocin-

like substance. T he inhibito ry substance, show ed good heat ing stability , high act ivity at low

pH , low sensit ivity to pro teinases and a broad ant ibacterial spect rum.

Key words: tax us chinensi s, endophy t ic bacteria, ant ibacter ial, act ive substance

� � 红豆杉为红豆杉科( Taxaceae)红豆杉属( T ax-

us L . )植物总称。全世界有 11种, 分布于北半球的

温带至热带地区 [ 1]。中国有 4种和 1种变种: 东北

红豆杉( T . cusp id ata Sieb. et Zucc. )、云南红豆杉

( T. yunnanensi s Chang et L. K. Fu)、西藏红豆杉

( T. w al li chiana Zucc. )、中国红豆杉( T . chinensi s

Rehd. )、南方红豆杉 ( T . chinen si s var . mairei

Chang et L . K. Fu) [ 2]。

自从美国化学家 Wall 和 Wani MC 首先从太

平洋紫杉(短叶红豆杉 T. br evi f ol ia Nutt . )中分

离出紫杉醇 ( Taxo l )并于 1971 年发表其化学结

构[ 3] , Schif f 等证实紫杉醇具有独特的抗癌机制 [ 4] ,

80年代美国和欧洲的科学家相继揭示出紫杉醇的

抗癌疗效
[ 5]
。1993 年, 美国 Montana 州大学植物

病理系的 St ier le 博士等[ 6]从短叶红豆杉( T . brev-

i f ol ia Nutt. )的韧皮部中分离得到一种能产生紫杉

醇的内生真菌安德鲁紫杉菌( Taxomyces andr ean-

ae ) ,目前有关红豆杉内生菌的研究主要集中在内生

真菌方面[ 7] , 有关红豆杉内生细菌方面的研究报道

尚少。

植物内生细菌是指能定殖在健康植物组织内,

并与植物建立了和谐关系的一类微生物。内生细

菌可以很容易地穿过植物皮层进入木质部导管中,

随着植物的生长可以将内生细菌运送到植物上部

营养器官或繁殖器官中。植物内生细菌资源丰富,

应用前景广阔, 是抗菌药物研究和开发的宝贵资

源。目前,从植物内生细菌中分离得到的抗菌活性

物质结构类型多样, 主要有萜类及其皂苷、生物碱

类、芳香类、甾体类、肽类等,产生的活性物质可用

于抗癌、生防、抗菌等领域
[ 8]
。

随着细菌素研究的不断深入,一些不符合或不

完全符合细菌素定义的拮抗物质被陆续报道 [ 9- 12]。

人们把这类物质称为类细菌素 ( bacter io cin- like

substance)
[ 10]
。类细菌素通常具有一些特性, 如较

宽 pH 稳定范围,可抑制 G-菌和真菌等[ 9]。这些特

性决定了类细菌素具有比细菌素更为广泛的应用

前景。近年来, 对类细菌素的研究越来越多地受到

人们的重视。关于类细菌素国外已有研究
[ 9~ 12]

, 而

国内尚未见报道。作者从自行分离的多株细菌中

筛选出 2株具有较广抑菌活性的菌株 T C-2和 TC-

3,经鉴定为芽孢杆菌并对其产生的类细菌素的生

物学特性和抑菌活性进行了研究, 旨在为生物机体

调节肠道微生态,食物防腐和医药领域等研究提供

一定理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌株 � 内生细菌 T C-2 和 TC-3: 分离自秦

巴山区野生中国红豆杉( T ax us chinensis Rehd� ) ;
抑菌谱所用菌:大肠杆菌( Escher ichia col i )、金黄色

葡萄球菌( Stap hy lococcus aur eus )、枯草芽孢杆菌

( Baci llus subt il is )、棉花黄萎病菌 ( Ver t ici l lium

dahl iae)、油菜核病菌 ( Scler otinia scler ot ior um )、

黑曲霉( A sp erg il lus niger )、灰绿青霉( P enici l lium

glaucum )等, 均由作者所在实验室保藏。

1� 1� 2 � 培养基 � PDA 培养基:马铃薯 200� 0 g, 葡
萄糖 20� 0 g, KH 2PO4 5� 0 g, MgSO 4 � 7H 2O 3� 0
g, VB1 10� 0 mg,琼脂 18� 0 g, H2O加至 1 000 mL。

用于菌种保藏斜面、形态观察平板、菌种鉴定培养

基; 发酵培养液: 马铃薯 200� 0 g , 葡萄糖 20� 0 g,
KH 2PO 4 5� 0 g, MgSO4 � 7H 2O 3� 0 g, VB1 10� 0
mg , ( NH 4 ) 2 SO4 3� 0 g, 蛋白胨 3� 0 g , 酵母粉 0� 8
g,加 H2O至 1 000 mL。用于菌种发酵液培养; LB

( Lusia-Bertani)液体培养基:细菌培养用的酵母提

取物( yeast ex t ract ) 5� 0 g ,细菌培养用的胰蛋白胨
( bacto peptone) 10� 0 g , NaCl 10� 0 g, H 2O至 1 000

mL。

1� 1� 3 � 试剂 � TE 缓冲液: T ris-HCl( pH 8� 0) 10� 0
mmol/ L , EDT A 1� 0 mmol/ L; RN ase A 溶液:

RNase A 10� 0 mg / mL, T ris-HCl ( pH 7� 5) 10� 0
mmol/ L ; 5 � TBE 缓冲液: T ris 54� 0 g, 硼酸 27� 5
g, EDTA 0� 01 mmol/ L, pH 8� 0; 6 � DNA 上样缓
冲液:溴酚蓝 0� 25% ,甘油 30� 0%; 蛋白酶 K 缓冲

液: T ris-H Cl ( pH 7� 5) 50� 0 mmo l/ L , CaCl2 10� 0
mmol/ L ,内含 50� 0 �g / mL 蛋白酶 K;胰蛋白酶缓

冲液: T ris-H Cl( pH 8� 0) 50� 0 mmol/ L, CaCl2 10� 0
mmol/ L ,内含 50� 0 �g / mL 胰蛋白酶; 胃蛋白酶缓
冲液: NaCl 0� 2% , HCl( pH 3� 0) ,内含 50� 0 �g/ mL
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胃蛋白酶,等。

1� 1� 4 � 主要仪器与设备 � 旋转蒸发仪: RV-10,
IKA) ,双层恒温干燥培养振荡器( ZHWY-2102C) ,

低速冷冻离心机 ( KDC-2046) , 超低温冰箱 ( MDF-

U5410, SANYO) ,超级恒温水浴锅( HH-6) , pH 计

( PHS-3E) , PCR仪: M odel 680型, BIO-RAD, 电泳

仪( EPS300) ,高级研究显微镜: E600型, Nikon公司

产品,凝胶成像系统: UVIDB T208, BIO-RAD),等。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 内生细菌的分离筛选 � 将刚采集到的新鲜
野生中国红豆杉树枝用刀切去损伤及污染严重部

位,采用软毛刷刷洗, 在自来水上冲洗 1 d, 吸水纸

吸干后,消毒时用体积分数 75%乙醇漂洗, 采用体

积分数 0� 1% ~ 0� 2% HgCl2浸 5~ 10 min, 或体积

分数 2% N aClO溶液浸 10~ 15 min,然后以无菌水

冲洗 2~ 3次,用无菌滤纸吸干水后,在无菌条件下

剥下树皮并切成小块, 接种于 PDA 平板上, 培养 5

~ 7 d,待树皮周围产生细菌菌落时, 及时将其挑取

于 PDA 斜面培养并保藏。用 CaCO3中和酸法初

筛,牛津杯琼脂扩散法[ 13]检测被测菌斑周围是否形

成抑菌圈,来判断被检菌能否产生抑菌物质。

1� 2� 2 � 内生细菌的分类鉴定 � 进行形态结构和培
养特性观察, 在显微镜下对其形状、大小、排列方

式、细胞结构(包括鞭毛、芽孢)及染色特性进行观

察,在固体培养基上,观察菌落大小、形态、颜色、光

泽度、透明度、质地、隆起形状、边缘特征及迁移性

等,在液体培养中的表面生长情况 (菌膜、环)混浊

度及沉淀等。同时进行糖酵解试验、淀粉水解试

验、硝酸盐还原试验、接触酶反应等生理生化试验

进一步鉴定。

采用盐析法提取细菌总 DNA,接种菌落于 5� 0
mL LB 中, 30 � 培养过夜;取 1� 0 mL 种子培养液接
入100 mL 2% LB中, 37 � 、220 r/ min培养16 h; 5

000 r/ m in 离心 10 m in, 弃去上清液; 加入 10 mL

TE 离心洗涤后, 用 10� 0 mL TE 溶解菌体, 混匀,
- 20 � 保存备用;取 3� 5 mL 菌悬液,加入184� 0 �L
10% SDS,混匀,加入 37� 0 �L10� 0 mg/ mL 蛋白酶
K,混匀, 37 � 温育 1h;加入终浓度 2� 0 mg/ mL 的
溶菌酶, 37 � 温育 1 h; 加入 66� 0 �L 5� 0 mol/ L
NaCl, 混匀充分, 12 000 r/ min 10 min,上清液用粗

枪头取至新管; 等体积酚充分混匀, 12 000 r/ m in 3

min, 反复抽提至无蛋白层; 取水层, 等体积 CHCl3

混匀, 12 000 r/ m in 3 min;上清液移至新管, 2倍体

积预冷无水乙醇, - 20 � , 20 m in, 14 000 r/ min, 15
min; 400� 0 �L 70% 冷乙醇洗涤, 干燥, 100� 0 �L

20� 0 �g / mL RNaseA, 37 � , 30 min; 2倍体积无水
乙醇沉淀, 体积分数 70%冷乙醇洗涤, 干燥, 溶于

100� 0 �L TE。
以细菌 通用引物 8F ( 5�-3�) : AGAGTT T-

GAT CCTGGCT CAG和 1492R ( 5�-3�) : GGT TA C-

CT T GT TACGACTT 扩增 T C-2 和 T C-3 的 16S

rDNA 序列。PCR 反应体系: DNA 模板约 30� 0
ng, 10 � PCR 缓冲液 2� 0 �L, 25� 0 mmol/ L M gCl2
2� 0 �L, 10� 0 mmol/ L 的 8F 和 1492R 各 1� 0 �L,
dNT Ps( 10� 0 mmo l/ L ) 0� 5 �L, T aq DNA 聚合酶
( 5� 0 U /�L) 0� 5 �L, 加灭菌双蒸水至 20� 0 �L。
PCR反应条件: 94 � 5 min; 94 � 60 s, 50 � 80 s,
72 � 100 s, 35 个循环; 72 � 15 min。用 1� 5 g/ dL
的琼脂糖凝胶于电压 100V 水平电泳 1h 检测分析

PCR 产物,纯化的 PCR 产物由上海生工生物技术

服务有限公司进行双向测序。

将所测序列提交到 GenBank 数据库中并进行

Blast 检索, 下载同源性较高的数据, 生成 Fasta格

式的文件。用 Clusta-X 软件对所得序列进行人工

校正及比对分析
[ 14]
。利用 Mega3� 1[ 15] 软件构建系

统发育树[ 16 ] , 将所测序列提交到 GenBank 数据库

中并进行 Blast 检索, 下载同源性较高的数据, 生

成 Fasta 格式的文件。用 Clusta-X 软件对所得序

列进行人工校正及比对分析。利用 Mega3� 1 软件
构建系统发育树。

1� 2� 3 � 抑菌活性的研究 � 取培养过夜的细菌T C-2
和 T C-3菌液,以体积分数 1%的接种量接入 500� 0
mL 的发酵培养液, 在 28 � 、180 r/ m in的摇床培养
6 d,然后在低速冷冻离心机以 10 000 r/ min 离心

10 min,得发酵液上清液。将 500� 0 mL 上清液通
过旋转蒸发仪浓缩定容至 100� 0 mL。

采用牛津杯琼脂扩散法
[ 13]
,首先排除酸性干扰

和过氧化氢干扰, 其次以 E� coli 为指示菌, 对其热
稳定性、pH 稳定性、蛋白酶敏感性进行研究, 最后

选用革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌、部分真菌

作为检测的指示菌,以确定其抑菌谱。

在抑菌圈平均直径测定中, 每个实验数据平行

重复 3次。在热稳定性研究、pH 稳定性研究中, 以

未经处理的发酵液为对照, 活性下降百分率= (对

照抑菌圈平均直径-处理后抑菌圈平均直径) /对照

抑菌圈平均直径� 100%。

2 � 结果与分析

2� 1 � 内生细菌的分离筛选
采用平板稀释法, 从秦巴山区野生红豆杉中分
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离纯化得到 25株内生细菌。通过牛津杯琼脂扩散

法,筛选到两株抑菌活性较好的菌株, 编号为 T C-2

和 TC-3。

2� 2 � 内生细菌的分类鉴定
2� 2� 1 � 生物学特性 � 对其形态结构、培养特征及
生理生化性质测定表明: T C-2菌体细胞呈杆型, 单

个排列,革兰氏阳性,运动,鞭毛侧生, 有芽孢, 孢子

椭圆,中生;菌落圆形, 表面色暗, 不透明, 起皱, 褐

色;在培养液中色较暗、皱褶, 轻度混浊; 发酵葡萄

糖、麦芽糖和葡萄糖酸钠产酸,发酵葡萄糖、葡萄糖

酸钠不产气,接触酶阳性, 淀粉水解阳性, 硝酸盐还

原阳性,生长温度 15~ 45 � 。根据 TC-2的形态生

长特征和生理生化特性, 参照�伯杰氏细菌鉴定手

册�(第九版) [ 17] , 初步鉴定为芽孢杆菌属。
TC-3 菌体细胞呈杆型, 链状排列, 革兰氏阳

性,运动, 鞭毛侧生, 有芽孢, 形成内生孢子, 孢子椭

圆,中生; 菌落圆形, 表面色淡, 不透明, 光滑, 淡黄

色;在培养液中色较暗, 轻度混浊; 发酵葡萄糖、麦

芽糖和葡萄糖酸钠产酸, 发酵葡萄糖、葡萄糖酸钠

不产气,接触酶阳性, 淀粉水解阴性, 硝酸盐还原阴

性,生长温度 10~ 45 � 。根据 TC-3 的形态生长特

征和生理生化特性, 参照�伯杰氏细菌鉴定手册�

(第九版)
[ 17]
,初步鉴定为芽孢杆菌属。

2� 2� 2 � 系统发育分析 � 对内生细菌菌株 TC-2和

TC-3的部分16S rDNA 基因进行测序,所得序列同

GenBank 数据库进行比对分析, 构建 N-J 系统发育

树(见图 1)。菌株 T C-2(登录号: GQ461727)同数

据库中 Bacil lus subt il is 的已知菌株序列同源性均

�99%。在进化树中,该菌株同 B� subt il i s类聚于

同一分支, 步长为 87, 结合形态特征菌株 T C-2 为

B� subt il is, T C-2。菌株 TC-3(录号: GQ461728)

分别和 Baci llus属的不同种的序列同源性�99%,

步长为 99, 该菌株 T C-3初步确定为 Bacil lus sp� ,
TC-3。

2� 3 � 抑菌活性的研究
2� 3� 1 � 抑菌谱 � 选用革兰氏阳性细菌, 革兰氏阴
性细菌, 真菌作为检测的指示菌, 牛津杯法测定各

指示菌的抑菌作用,以确定其抑菌谱,见表 1。

图 1� 内生细菌的 16S rDNA系统发育树

Fig. 1� The phylogenetic tree of the endophytic bacteria, based on 16S rDNA sequences analysis

表 1� 抑菌谱

Tab. 1 � Antibacterial spectrum

指示菌 来源 TC-3 抑菌活性 TC-2 抑菌活性

E scher ichia coli 陕西省食药用菌工程技术研究中心保藏 + + + +

S tap hy lococcus aur eus 陕西省食药用菌工程技术研究中心保藏 + + + +

Bacil lus subtil is 陕西省食药用菌工程技术研究中心保藏 + + + +

Verticillium dahliae 陕西省食药用菌工程技术研究中心保藏 + + + + + +

S cler otinia sclerotiorum 陕西省食药用菌工程技术研究中心保藏 + +

A sp ergil lus nige 陕西省食药用菌工程技术研究中心保藏 + +

Penicillium glaucum 陕西省食药用菌工程技术研究中心保藏 - -

� 注: + 表示抑菌圈直径( mm) , � + �表示 � 10, � + + �表示 10~ 20, � + + + �表示�20, �-�表示无抑菌作用。
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� � 表 1表明, TC-3和 TC-2 产生的活性物质对棉

花黄萎病菌 ( Ver ti ci ll ium dahl iae )的抑菌效果最

好, 对油菜核病菌 ( S clerot inia scler ot ior um )、黑曲

霉( A sp ergi l lus niger )也有一定的抑菌效果, 其次

对大肠杆菌 ( E scherichia col i )、金黄色葡萄球菌

( Stap hy lococcus aur eus )在内的常见食源性和人畜

共患病的病原菌表现出良好的抑菌活性。由此,

TC-3和 TC-2产生的活性物质不仅对革兰氏阳性

菌有抑制作用, 更重要的是能够抑制革兰氏阴性

菌,而且对部分真菌也有抑菌作用。

1) 酸性末端产物干扰的排除 � 细菌 T C-3 和

TC-2发酵液对指示菌的抑制作用, 可能是酸性末

端产物如乙酸、乳酸及其他有机酸作用的结果。为

了排除酸性末端产物的干扰,将培养 48 h的发酵液

离心,取上清液,中和至 pH 5� 0,以大肠杆菌为指示
菌进行抑菌试验,以 pH 5� 0的乳酸和乙酸为对照,
重复 3次(见表 2)。

表 2 � 排除酸作用的抑菌试验结果

Tab. 2� Results of inhibition test without the effect of organic

acid

样品 抑菌圈平均直径/ mm

pH 为 5. 0 的 TC-3 发酵液 9. 65

pH 为 5. 0 的 TC-2 发酵液 8. 92

pH 为 5. 0的乳酸 -

pH 为 5. 0的乙酸 -

原 T C-3 发酵液 16. 75

原 T C-2 发酵液 14. 58

� � 表 2表明, pH 值为 5� 0的乳酸和乙酸均不能
抑制指示菌的生长,而 pH 值为 5� 0的 T C-3和T C-

2发酵上清液对指示菌仍然具有强烈的抑制作用。

由此, TC-3和 TC-2发酵液中存在除酸以外的其他

抑菌物质。

� � 2) 发酵液中过氧化氢的检测 � 细菌代谢产生

的过氧化氢也可能抑制细菌的生长, 尤其是抑制革

兰氏阴性菌的生长, 因此必须排除过氧化氢的干

扰。取 1� 0 mL 发酵上清液, 加入 10� 0 mg/ mL 的
过氧化氢酶液 1� 0 mL, 在 30 � 水浴反应 60 min,之

后, 用处理过的发酵液进行抑菌试验。以大肠杆菌

为指示菌,以未经过氧化氢酶处理的发酵上清液为

对照,重复 3次。

表 3� 排除过氧化氢作用的抑菌试验结果

Tab. 3 � Results of inhibition test without the effect of hydro-

gen peroxide

样品
抑菌圈平均
直径/ mm

过氧化氢酶处理过的 T C- 3 发酵液 15. 66

过氧化氢酶处理过的 T C- 2 发酵液 14. 23

原 TC- 3 发酵液 16. 75

原 TC- 2 发酵液 14. 58

� � 表 3表明,经过氧化氢酶处理的 T C-3和 T C-2

发酵液的抑菌作用几乎没有变化。由此, T C-3 和

TC-2发酵上清液的抑菌作用不是过氧化氢作用的

结果。

2� 3� 2 � 代谢产物稳定性分析
1) 热稳定性 � 将 T C-3和 TC-2发酵液在不同

温度下保持 20 min,以大肠杆菌为指示菌, 以未经

处理的发酵液为对照,做抑菌试验。

� � 表 4表明,随着处理温度的不断升高, TC-3和

TC-2发酵液的抑菌活性不断下降, 但是发酵液经

105 � 处理 20 m in 后, 仍保留有抑菌活性。说明

TC-3和 TC-2具有较好的热稳定性。

2� 3� 3� 2 � pH 稳定性 � 将 T C-3 和 T C-2发酵液用

1� 0 mo l/ L 的 HCl和 2� 0 mo l/ L 的 N aOH 调至不

同的 pH ( 3� 5、4� 0、4� 5、5� 0、5� 5、6� 0、6� 5) ,然后用
牛津杯法,以 E� col i为指示菌做抑菌试验, 重复 3

次(见表 5)。

表 4� 抑菌活性物质的热稳定性

Tab. 4 � Heating stability of the inhibitory substance

温度/ �
T C-3 抑菌圈

平均直径/ mm

T C-3 活性下降

百分率/ %

TC-2 抑菌圈

平均直径/ mm

TC-2 活性下降

百分率/ %

65 15. 52 7. 34 14. 02 3. 84

75 14. 65 12. 54 13. 42 7. 96

85 13. 86 17. 25 12. 55 13. 92

95 12. 05 28. 06 11. 41 21. 74

105 10. 65 36. 42 9. 85 32. 44

对照 16. 75 0. 00 14. 58 0. 00
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表 5 � 抑菌活性物质的 pH稳定性

Tab. 5� The pH stability of the inhibitory substance

pH 值
T C-3 抑菌圈

平均直径/ mm

T C-3 活性下降

百分率/ %

TC-2 抑菌圈

平均直径/ mm

TC-2 活性下降

百分率/ %

3. 5 16. 75 0. 00 14. 58 0. 00

4. 0 14. 23 15. 04 12. 32 15. 50

4. 5 11. 88 29. 04 10. 75 26. 27

5. 0 9. 65 42. 39 8. 92 38. 82

5. 5 7. 15 57. 31 6. 73 53. 84

6. 0 - 100. 00 - 100. 00

6. 5 - 100. 00 - 100. 00

对照 16. 75 0. 00 14. 58 0. 00

� � 表 5 表明, TC-3和 TC-2 的抑菌活性随着 pH

的升高而下降, 当 pH 为 6� 0以上时抑菌活性消失。
说明 T C-3和 T C-2在酸性条件下稳定,显示抑菌活

性的 pH 为 3� 5~ 5� 5。
3) 蛋白酶敏感性 � 各取 T C-3和 T C-2的 3份

等量( 1� 0 mL)的发酵上清液, 用 1� 0 mo l/ L 的 HCl

和 2� 0 mo l/ L 的 NaOH 调节 pH 为胰蛋白酶、蛋白

酶 K 和胃蛋白酶作用的最适 pH 值(分别为 7� 6,
7� 6, 2� 0) ,按 1� 0 mg/ mL 加入各酶解液, 在 37 �

下预温1 h,再将 pH 调回类细菌素的最适pH ,以 E-

� coli为指示菌做抑菌试验, 重复 3 次, 并设对照

(见表 6)。

表 6� 抑菌活性物质的蛋白酶敏感性

Tab. 6� Sensitivity to proteinases of the inhibitory substance

样品
抑菌圈平均

直径/ mm

TC-2 抑菌圈

平均直径/ mm

胰蛋白酶处理过的发酵液 12. 48 11. 06

蛋白酶 K 处理过的发酵液 11. 83 10. 23

胃蛋白酶处理过的发酵液 13. 87 12. 14

对照 16. 75 14. 58

� � 表 6表明, 经胰蛋白酶、蛋白酶 K 和胃蛋白酶

处理后, T C-3和 T C-2 抑菌圈直径略有减少, 但仍

具有很明显的抑菌作用, 从而表明了该活性物质为

非蛋白组分, 或者起抑菌作用的不是单一的物质,

关于其具体成分还有待进一步研究。

3 � 结 � 语

自 Str obel 等[ 6]从短叶红豆杉中分离得到 1 株

产紫杉醇的内生真菌以来, 红豆杉内生菌的研究已

成为国内外学者研究的一个热点, 许多内生真菌相

继被分离得到。目前, 国内有关红豆杉内生细菌的

研究报道较少。本研究从中国红豆杉茎中分离得

到内生细菌 TC-3、T C-2, 生物学特性和 16S rDNA

序列分析表明分别属于芽孢杆菌属细菌。

细菌在代谢过程中产生的有机酸、过氧化氢以

及细菌素或者抗生素类物质都具有抑菌活性。为

了排除这些非类细菌素的抑菌作用, 通过对照试验

证明了发酵液中存在有除有机酸和过氧化氢以外

的其他活性物质。该活性物质具有耐高温,在酸性

条件下稳定且活性高, 对蛋白酶敏感性低, 且对 G-

菌有明显的抑制作用, 这些特征与一般细菌素的特

性明显不同,而与已报道的类细菌素相近。T alar-i

co 等[ 18]报道 1株乳酸菌能够产生一种非细菌素的

广谱抑菌物质,该物质对 G
+
菌及 G

-
菌、真菌都具有

明显的抑制作用。Coconnier 等
[ 19]
发现一种对热稳

定、对蛋白酶敏感性低、低相对分子质量、对 G+ 菌

及 G-菌都具有抑菌活性的抑菌活性物质,且在酸性

条件下活性更高。类细菌素物质性质各异,结构组

成复杂。根据此研究活性物质的性质, 初步判断为

非蛋白组分, 或起抑菌作用的不是单一物质, 有关

分离纯化发酵液中的主要成分及其性质的进一步

研究、该代谢产物抑菌活性与红豆杉中紫杉醇的抗

癌疗效的关系正在进行之中。

植物内生细菌与宿主植物在长期协同进化过

程中, 对宿主植物具有许多生物学作用, 如促进植

物对恶劣环境的适应, 拮抗环境中病原微生物的侵

袭等 [ 7]。本研究的类细菌素具有较宽的抑菌谱, 能

够一直包括大肠杆菌、金黄色葡萄球菌在内的常见

食源性和人畜共患病的病原菌。因此, 在生物机体

调节肠道微生态、食物防腐和医药领域等具有一定

的应用潜力。
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