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件下的含量，相对来说避光更有利于底泥中磷的释放。这可能

是由于光照会使底栖藻类生物作用更加旺盛，因此铁、铝等结

合态磷更容易被藻类吸收同化，从而导致铁、铝等结合态的磷

酸根离子的释放能力相对较弱，进而磷的释放量也随之减少。

３　结论

在试验周期内，煤渣和红土覆盖层均能有效抑制底泥中

的磷向上覆水中释放；红土覆盖对底泥磷释放的控制效果比

煤渣覆盖更好。酸性或碱性条件均有利于底泥中的磷向上覆

水中释放，碱性条件比酸性条件更有利于底泥中磷的释放；在

中性条件下，磷的释放量最小。环境温度对底泥中磷释放的

影响较大，温度升高有利于底泥中磷的释放。扰动强度越大，

在相同的试验时间内底泥中磷向上覆水中的释放量越大；在

释放初期两者差异不大，随着时间的延长，两者差异越来越

大。光照对原位覆盖法控制底泥中磷释放的影响不明显，相

对来说避光更有利于底泥中磷的释放。原位覆盖法可以有效

控制底泥中的磷向上覆水中释放。
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通信作者：龚明福，教授，博士，从事微生物资源及微生物与植物间相

互关系研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｏｎｇｍｉｎｇｆｕ９８＠１６３．ｃｏｍ。

　　雪胆（ＨｅｍｓｌｅｙａｓｉｎｅｓｉｓＣｏｇｎ．）为葫芦科雪胆属植物，含
多种活性成分，具有多种药理作用，包括抗肿瘤［１］、改善微循

环、广谱抗菌［２］、抗病毒［３］、保护肝脏［４］、治疗胃肠疾病［５］、降

温［２］、抗炎镇咳［６］等作用，被广泛应用于临床，是一种具有发

展前景的中药［７］。目前，对雪胆的研究取得了一定进展，如

雪胆有效成分的提取工艺、作用机制、检测方法的建立等。耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）为医院内感染的多重耐药性病原菌［８］，只

对万古霉素敏感［９］，目前几乎所有国家都已有 ＭＲＳＡ的报

道，我国各大医院ＭＲＳＡ的分离率也很高［１０］，近年来在全世

界蔓延的速度比较快。ＭＲＳＡ除对甲氧西林耐药外，还对临
床上广泛应用的多种抗生素耐药，导致感染呈散发性或暴发

性流行，成为全世界范围抗细菌感染中的难题，已引起医药界

专家与制药企业高度关注，因此，解决 ＭＲＳＡ耐药性问题，即
研发新的抗 ＭＲＳＡ药物已经成为当今非常重要的任务。根
据相似性原理，生活在药用植物组织中的内生细菌能产生与

药用植物相似的活性成分。刘佳等筛选到１株具有抗ＭＲＳＡ
活性的枯草芽孢杆菌，该菌产生的胞外抑菌物质对 ＭＲＳＡ具
有较好的抑制效果［１１］。雪胆抗菌谱广，其内生细菌具有抗

ＭＲＳＡ的潜力，因此从雪胆内生细菌中筛选抗 ＭＲＳＡ菌株并
通过发酵生产抗ＭＲＳＡ药物具有重要的意义和发展潜力。

１　材料与方法

１．１　培养基
ＮＡ培养基：牛肉膏５ｇ、蛋白胨 １０ｇ、氯化钠 ５ｇ、琼脂
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１８ｇ、水１０００ｍＬ，ｐＨ值 ７．２～７．４；ＰＤＡ培养基：马铃薯
２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂１８ｇ、水１０００ｍＬ，ｐＨ值自然，１２１℃
灭菌３０ｍｉｎ。
１．２　雪胆内生细菌的分离纯化

从峨眉山采集生长健康的雪胆，从其根茎组织中分离内

生细菌。将待分离的新鲜雪胆根茎组织用自来水冲洗干净，

并称取样品１ｇ，先用７５％乙醇浸泡消毒５ｍｉｎ，再用２％次氯
酸钠进行表面消毒５ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗３～５次；冲洗干
净之后，每种样品中加入１０ｍＬ无菌水，放在无菌研钵中研
磨，静置２０ｍｉｎ，取上清液按倍比稀释法系列稀释１０００倍
后，取梯度稀释液０．１ｍＬ涂布于平板上，每个处理重复３次，
于２８℃下暗培养７２ｈ；最后一次冲洗的无菌水涂布在ＮＡ培
养基上，于２８℃下暗培养７２ｈ，观察是否有菌落长出，进行无
菌检验。

等菌落长出后观察菌落形态和菌体形态（包括大小、形

状、颜色、表面光泽、透明度、质地、革兰氏染色反应、有无芽孢

等），分别挑取不同的菌落，然后在培养基平板上纯化，将纯

化后的内生细菌用相应的培养基斜面及甘油管于４℃冰箱内
保存备用。

１．３　抗ＭＲＳＡ内生细菌的筛选
１．３．１　初筛　在平板表面涂布 ＭＲＳＡ，晾干，取活化的内生
细菌菌液一环点接到 ＮＡ平板上；取无菌水代替内生细菌菌
液点接到涂有指示菌 ＭＲＳＡ的 ＮＡ平板上培养，作为空白对
照，每个处理重复 ３次。将平板置于 ３７℃培养箱中培养
２４ｈ，测定抑菌圈直径并记录试验结果。
１．３．２　复筛　在平板表面涂布 ＭＲＳＡ，晾干，然后在平板上
距离平板中心１．５ｃｍ处放入牛津杯，吸取１００μＬ初筛的具
有抑菌作用的内生细菌发酵液，加入到牛津杯中，用万古霉素

代替内生细菌菌液作为阳性对照，每处理重复３次。将平板
置于３７℃培养箱中培养２４ｈ，测量抑菌圈直径。
１．４　拮抗性雪胆内生细菌ＥＲＩＣ－ＰＣＲ分析

拮抗性内生细菌基因组总 ＤＮＡ的提取方法参见徐琳等
的方法［１２］，特异性引物选取ＥＲＩＣ１Ｒ（５′－ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＣＴ
ＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣ－３′）和 ＥＲＩＣ２Ｌ（５′－ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴ
ＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ－３′）［１３］，由上海生工生物工程技术服务有限
公司合成。反应总体系为 ２５μＬ，其组成为 １０×Ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ、２５ｍｍｏｌ／μＬＭｇＣｌ２ ２．０μＬ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
２．０μＬ、２０ｐｍｏｌ／μＬＥＲＩＣ１Ｒ０．５μＬ、２０ｐｍｏｌ／μＬＥＲＩＣ２Ｌ
０．５μＬ、１３μＬｄｄＨ２Ｏ、模板总 ＤＮＡ（４０～８０ｎｇ／μＬ）４．０μＬ。
ＥＲＩＣ－ＰＣＲ反应程序参照马溪平等的方法［１３］。反应结束后

取出ＰＣＲ小管，用１％琼脂糖凝胶电泳３．５ｈ，利用凝胶成像
系统仪拍照并保存图谱，凝胶图像经电脑扫描处理后，在同一

位置有带的记为“１”，没有的记为“０”。采用 ＤＰＳ软件，用遗
传距离按类平均连锁聚类法（ＵＰＧＭＡ）进行０－１系统聚类分
析，得出树状图［１４］。

２　结果与分析

２．１　雪胆内生细菌的分离
将采集到的雪胆进行内生细菌分离，结果发现，在ＮＡ平

板上长出大量菌落，且菌落形态存在明显差异，共得到３０株
内生细菌，依次编号为 ＫＬＸＤ０１～ＫＬＸＤ３０，这表明雪胆组织

中存在大量的内生细菌。

２．２　抗ＭＲＳＡ内生细菌的筛选
采用平板对峙法初筛、牛津杯法复筛，从所分离到的３０

株内生细菌中共筛选出２５株对 ＭＲＳＡ具有抑制效果的菌株
（表１），不同细菌菌株的抑菌效果存在明显差异，ＫＬＸＤ０６、
ＫＬＸＤ１７、ＫＬＸＤ２１、ＫＬＸＤ２４等４株菌抗 ＭＲＳＡ的效果较好，
其中ＫＬＸＤ０６抗ＭＲＳＡ最大，抑菌圈直径达１９．３ｍｍ。

表１　雪胆内生细菌对ＭＲＳＡ的抑菌效果

菌株 抑菌圈直径（ｍｍ）
ＫＬＸＤ０１ １１．６６７±０．５７７４ｂ
ＫＬＸＤ０２ ８．０００±０．００００ａ
ＫＬＸＤ０３ ６．３３３±０．２８８０ａ
ＫＬＸＤ０４ ６．３３３±０．２８８７ａ
ＫＬＸＤ０５ ８．０００±０．００００ａ
ＫＬＸＤ０６ １９．３００±０．２５１７ｃ
ＫＬＸＤ０７ ７．６６７±０．０５７７ａ
ＫＬＸＤ０８ ７．３３３±０．０５７７ａ
ＫＬＸＤ０９ ８．０００±０．００００ａ
ＫＬＸＤ１０ ９．６６７±０．４９３３ａ
ＫＬＸＤ１１ １４．０００±１．６５２３ｂ
ＫＬＸＤ１２ ８．０００±０．００００ａ
ＫＬＸＤ１４ １１．６６７±１．２５８３ｂ
ＫＬＸＤ１５ １１．６６７±０．５７７４ｂ
ＫＬＸＤ１６ ８．３３３±０．２８８７ａ
ＫＬＸＤ１７ １７．３３３±０．２５１７ｃ
ＫＬＸＤ１８ ７．５０７±０．１７８６ａ
ＫＬＸＤ１９ ８．３３３±０．７６３８ａ
ＫＬＸＤ２０ １１．５０７±０．２５３３ｂ
ＫＬＸＤ２１ １８．５０７±０．１７８６ｃ
ＫＬＸＤ２２ １２．６６７±０．３５７３ｂ
ＫＬＸＤ２３ ６．３３３±０．２０８２ａ
ＫＬＸＤ２４ １７．３３３±０．２５１７ｃ
ＫＬＸＤ２５ ７．３３３±０．０５７７ａ

　　注：同列数据后不同小写字母间表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　拮抗性雪胆内生细菌ＥＲＩＣ－ＰＣＲ分析
对２５株拮抗性雪胆内生细菌进行 ＥＲＩＣ－ＰＣＲ扩增，结

果表明，供试菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ图谱多呈现３～５条条带，其分
布各不相同，其大小范围１００～１５００ｂｐ（图１），说明不同菌
株在分子水平上存在差异。

　　用ＤＰＳ软件系统采用类平均连锁法（ＵＰＧＭＡ）对这些菌
株的ＥＲＩＣ－ＰＣＲ结果进行聚类分析，得到树状图（图２）。从
图２可以看出，在遗传距离为０．７１时，所有供试菌株聚在一
起；在遗传距离为 ０．５０时，供试菌株进一步被划分为 ４个
ＥＲＩＣ群和１个独立成群的菌株，４个ＥＲＩＣ群分别命名为Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ，每个群的菌株数依次为６、８、５、５株，中心菌株分别
为ＫＬＸＤ０１、ＫＬＸＤ０８、ＫＬＸＤ１２、ＫＬＸＤ１０。

３　结论与讨论

雪胆植物内生细菌非常丰富，笔者从雪胆中分离到３０株内
生细菌。ＥＲＩＣ－ＰＣＲ结果显示，具有抗ＭＲＳＡ活性的２５株菌株
在遗传距离为０．５０时被分为４个ＥＲＩＣ群和１个独立成群。

目前，我国以采用体外抑菌法从中草药及其提取物中筛
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选抗 ＭＲＳＡ的物质为主，其中黄岑、黄连等表现出较好的抑
菌效果［１５－１７］，但中草药成分复杂，分析其抑菌机制比较困难。

多株已筛选出的放线菌对 ＭＲＳＡ具有较好的抑制效
果［１１，１８－１９］。张守村等从苦豆子内生细菌中筛选到 １株抗
ＭＲＳＡ活性较强的菌株［２０］。从其他药用植物内生细菌中筛

选抗ＭＲＳＡ菌株还鲜见报道。雪胆抗菌谱广，其内生细菌抗
ＭＲＳＡ活性强，笔者从雪胆中分离到３０株内生细菌，有２５株
菌株具有较强的抗 ＭＲＳＡ活性，其中雪胆内生细菌 ＫＬＸＤ０６
的抗 ＭＲＳＡ活性最强，有生产抗 ＭＲＳＡ活性药物的潜力，但
该菌株的系统发育地位还需要进一步确定。
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