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　　摘要：一把伞南星具有很大的药用价值，能够从其各个组织器官中分离具有抗菌活性的内生细菌。以耐甲氧西林
金黄色葡萄球菌（Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓａｕｒｅｕｓ）３种菌为靶标菌，一把伞南星内生细菌为目标菌，以期筛选出对３种靶标菌有拮抗活性的菌株。
结果表明，一把伞南星中有大量的内生细菌，分离获得１９株内生细菌；这１９株内生细菌对３种靶标菌均有不同程度
的拮抗作用；皿内对峙法初筛结果，９株内生细菌对３种靶标菌拮抗作用较强，牛津杯法复筛结果，４株内生细菌
（ＹＪＪ１０、ＹＪＪ１４、ＹＪＪ１５和ＹＪＪ１９）对３种靶标菌的相对抑菌率均超过１００％，其中ＹＪＪ１４和ＹＪＪ１５对ＭＲＳＡ的相对抑菌率
分别达到２８０．０％和２１５．７％。
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　　自从成功研制和在临床上广泛应用抗生素以来，目前为
止能够在临床上应用的抗生素超过３５０种，对于防治许多感
染性疾病，抗生素发挥了巨大的作用，因而许多疾病得到了有

效的控制或彻底的治疗［１－２］。但是由于人们缺乏对抗生素药

物正确的认识，把抗生素药物当作能够治百病的灵丹妙药，以

至于各种抗生素被广泛地使用，甚至达到滥用的程度，这给病

原菌产生耐药性提供了契机，也最终导致抗生素逐步丧失其

神奇的疗效［３－４］。致病菌的耐药问题，已成为当今感染性疾

病的显著特点之一［５］。其中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）、大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓａｕｒｅｕｓ）己
成为重要致病菌。ＭＲＳＡ是金黄色葡萄球菌的一种，其能够
耐甲氧西林，因此称为耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，能引起化

脓性疾病，大肠杆菌能引起肠道疾病，金黄色葡萄球菌能够引

起化脓和肠道疾病，这３种细菌已成为当今临床治疗及预防
控制医院感染的棘手问题［６］。筛选出能抗ＭＲＳＡ、大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌的内生细菌，对预防控制其感染及其进行早

期治疗，有着十分重大的意义。

一把伞南星［Ａｒｉｓａｅｍａｅｒｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｗａｌｌ．）Ｓｃｈｏｔｔ．］是天南
星科天南星属植物。多年生草本，以球状块茎入药，可用于临

床燥湿化痰，祛风止痉，散结消肿，是重要的解毒中药，还可治

疗痈肿及蛇虫咬伤［７］，对钉螺有一定的毒杀作用［８］。

本研究用分离得到的一把伞南星内生细菌分别对３种不
同病原菌进行皿内对峙法初筛和牛津杯法复筛试验，筛选到

多株对３种靶标菌均有显著拮抗活性的菌株，为一把伞南星
资源的保护、开发及利用提供了菌种资源。

１　材料与方法

１．１　试验材料

一把伞南星植株采自峨眉山七里坪（海拔约１３００ｍ），
采集后立即保存于采集袋内，并迅速带回实验室，分别取新鲜

健康植株的根、茎、叶、花进行内生细菌的分离。

１．２　靶标菌
ＭＲＳＡ、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ、Ｅ．ｃｏｌｉ由本校病理实验室提供。

１．３　内生细菌的分离
分别取健康的一把伞南星的根、茎、叶、花，按下列程序进

行表面消毒。取５～１０ｇ组织样品，自来水冲洗表面的泥土
等污物，放于已灭菌的培养皿或三角瓶中，无菌水冲洗３～５
次，有效氯含量为５％的次氯酸钠处理３次，每次２ｍｉｎ，无菌
水冲洗３～５次，将已完成表面消毒的样品放入无菌搅拌机
中，加无菌水打浆，粉碎的组织液置于无菌的三角瓶中备用。

分别移取最后１次冲洗液和榨汁液各１ｍＬ，稀释１×１０４倍，
涂布于ＮＡ平板培养基上，于２８℃下培养，逐日观察。将挑
取的单菌落划线接种于相对应的分离培养基平板，２８℃恒温
培养，重复以上步骤，直至菌种纯化，再转接单菌落至斜面培

养基，２８℃培养５～７ｄ，之后４℃保藏菌种。
１．４　一把伞南星拮抗性内生细菌初筛

在平板上分别接种１００μＬＭＲＳＡ、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ、Ｅ．ｃｏｌｉ培养
液，涂布均匀。将一把伞南星内生细菌的菌饼（直径７ｍｍ）
的有菌面平整地贴在平板表面［９－１０］，置于培养箱上２８℃培
养２～３ｄ后测量抑菌圈直径，以无菌的培养基饼（直径
７ｍｍ）代替内生细菌接种作为对照，每种处理重复３次。相
对抑菌率 ＝（抑菌圈直径 －菌饼直径）／菌饼直径 ×
１００％。　
１．５　一把伞南星拮抗性内生细菌复筛

为获得抑菌能力较稳定、较强的菌株，将初筛获得的活性

菌株用划线法分离纯化，即在固体 ＮＡ培养基上接种１００μＬ
初筛出的活性菌株，涂布均匀，２８℃培养１ｄ；再转接到斜面
上，２８℃培养１ｄ，制成菌悬液。在ＮＡ培养基上接种１００μＬ
３种靶标菌培养液，涂布均匀，每个平板中插入３个牛津杯
（直径７ｍｍ），并加入同种活性菌株菌悬液 １００μＬ［１１］。于
２８℃ 培养４～５ｄ后测量抑菌圈直径。在牛津杯中注入
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１００μＬ无菌水代替活性菌株菌悬液接种作为对照，每种处理
重复３次。相对抑菌率（％）＝（抑菌圈直径－牛津杯直径）／
牛津杯直径×１００％。

２　结果与分析

２．１　一把伞南星内生细菌的分离
从一把伞南星中分离获得１９株内生细菌，依次编号为

ＹＪＪ０１～ＹＪＪ１９。

２．２　拮抗性菌株初筛结果
将１９株一把伞南星内生细菌进行皿内抑菌活性测定，并

对数据进行方差分析。表１表明，１９株内生细菌中有９株表
现出了较明显的抑菌效果。其中ＹＪＪ１４对大肠杆菌的拮抗性
不明显，ＹＪＪ１６对ＭＲＳＡ的拮抗性不明显，ＹＪＪ１９对金黄色葡
萄球菌的拮抗性不明显（抑菌圈均小于１３ｍｍ）。但其对另
外２株靶标菌拮抗效果比较明显。

表１　一把伞南星内生细菌初筛结果

拮抗菌株
耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌

抑菌圈直径（ｍｍ） 相对抑菌率（％） 抑菌圈直径（ｍｍ） 相对抑菌率（％） 抑菌圈直径（ｍｍ） 相对抑菌率（％）
ＹＪＪ１４ １７．６±０．２ １５１．４ １２．４±０．２ ７７．１ １７．２±０．４ １４５．７
ＹＪＪ０２ １３．４±０．１ ９１．４ １５．１±０．１ １１５．７ １３．２±０．３ ８８．６
ＹＪＪ１２ ２２．５±０．２ ２２１．４ １３．６±０．４ ９４．３ １５．０±０．２ １１４．３
ＹＪＪ１６ １２．６±０．２ ８０．０ ２５．９±０．２ ２７０．０ １３．７±０．２ ９５．７
ＹＪＪ１０ １４．５±０．１ １０７．１ １４．５±０．１ １０７．１ １４．５±０．１ １０７．１
ＹＪＪ０９ １５．２±０．１ １１７．１ １３．８±０．１ ９７．１ １３．２±０．２ ８８．６
ＹＪＪ１７ １７．８±０．２ １５４．３ １５．６±０．２ １２２．９ １５．６±０．１ １２２．９
ＹＪＪ１９ １６．６±０．２ １３７．１ １３．７±０．２ ９５．７ １３．８±０．２ ９７．１
ＹＪＪ１８ １３．５±０．２ ９２．９ １８．８±０．１ １６８．６ １２．６±０．２ ８０．０

　　注：表示与对照相比差异达０．０５显著水平，表示与对照相比差异达０．０１显著水平。

２．３　拮抗性菌株复筛结果
经过复筛后从９株内生细菌中筛选出４株抗性较明显的

菌株，其中ＹＪＪ１４和ＹＪＪ１５对ＭＲＳＡ的拮抗效果十分明显，其

抑菌圈都超过２０ｍｍ，相对抑菌率超过２００％（表２）。对大肠
杆菌和金黄色葡萄球菌的拮抗作用相对要弱，但抑菌圈均超

过１４ｍｍ，相对抑菌率在１００％以上。

表２　拮抗菌株复筛结果

拮抗菌株
耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌

抑菌圈直径（ｍｍ） 相对抑菌率（％） 抑菌圈直径（ｍｍ） 相对抑菌率（％） 抑菌圈直径（ｍｍ） 相对抑菌率（％）
ＹＪＪ１０ １５．２±０．２ １１７．１ １５．５±０．２ １２１．４ １５．５±０．２ １２１．４
ＹＪＪ１４ ２６．６±０．１ ２８０．０ １４．５±０．３ １０７．１ １４．５±０．３ １０７．１
ＹＪＪ１５ ２２．１±０．２ ２１５．７ １４．１±０．４ １０１．４ １４．１±０．４ １０１．４
ＹＪＪ１９ １６．１±０．２ １３０．０ １４．６±０．２ １０８．６ １４．６±０．２ １０８．６

　　注：表示与对照相比差异达０．０５显著水平，表示与对照相比差异达０．０１显著水平。

３　讨论

通过菌饼法对目标菌（１９株一把伞南星内生菌）及靶标
菌（ＭＲＳＡ，大肠杆菌，金黄色葡萄球菌）进行初筛和牛津杯法
复筛。其中初筛筛选出９株对３种靶标菌具有拮抗作用的目
标菌株，复筛筛选出４株对３种菌具有拮抗作用的稳定活性
菌株。

在整个试验过程中，同一株内生细菌对于同一种病原细

菌的抑制作用在初筛和复筛中并没有保持一致，而且差异较

大。对于这种差异，可能是受分离得到的各株菌的稳定性的

影响。

本试验以抑菌圈直径作为表征内生细菌是否具有拮抗作

用的指标，只能定性反应内生细菌的拮抗活性，无法确定内生

细菌抗菌的作用机制，还需要进一步研究，以确定抗菌作用

机制。
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