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　　摘要：一把伞南星有多种药用价值，其中的内生细菌具有产生相同活性药用成分的潜力。对分离自峨眉山一把伞
南星的２８株内生细菌进行６８项表型性状测定，包括唯一碳源利用、唯一氮源利用、对抗生素和染料的抗性、耐盐性、
耐酸碱性、生长温度范围等。结果表明：一把伞南星内生细菌具有较强的抗逆性，较强的耐低温和耐弱酸性能力，１４％
的菌株能在４℃条件下生长，所有菌株均能在１８℃条件下生长，９６％的菌株能耐受１％ＮａＣｌ，８６％的菌株能在ｐＨ值５
的条件下生长；聚类分析表明，在Ｗａｔｓｏｎ距离为０．２时可聚为７个表观群。
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　　植物内生细菌是指能在植物组织内部定殖，并且对宿主
植物不产生明显病害或副作用的细菌［１］。内生细菌与植物

协同进化过程中，某些内生细菌具有了产生与宿主植物相同

或相似生物活性物质的能力［２］。一把伞南星［Ａｒｉｓａｅｍａ
ｅｒｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｗａｌｌ．）Ｓｃｈｏｔｔ］是天南星科（Ａｒａｃｅａｅ）天南星属
（Ａｒｉｓａｅｍａ）植物，多年生草本，以球状块茎入药［３］。一把伞南

星可被用于临床燥湿化痰、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［４］，其提取物草酸钙针晶

对钉螺有一定的毒杀作用［５］；另有提取物对 Ｈｅｌｌａ细胞、肉瘤
１８０、ＨＣＡ肝癌实体型、Ｕ１４、Ｕ２７等有很强的抑制作用或有杀
虫活性［４］。随着该植物药用价值被不断发现，市场需求量不

断增长，导致该植物野生资源日益减少，合理开发和保护一把

伞南星资源日益重要［６］。本研究采用纯培养方法从峨眉山

一把伞南星中分离内生细菌，并进行多项表型性状测定，对测

定结果进行数值分类，以期明确一把伞南星内生细菌的表型

多样性，同时为一把伞南星综合开发和保护利用提供菌种

资源。

１　材料与方法

１．１　植物样品
一把伞南星采自峨眉山七里坪（海拔约１３００ｍ）。

１．２　培养基
１．２．１　分离用培养基　牛肉膏蛋白胨培养基（ＮＡ）：牛肉膏
５ｇ，蛋白胨３ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，葡萄糖５ｇ，琼脂粉１８～２０ｇ，蒸馏水
１Ｌ。
１．２．２　表型性状测定用基础培养基　ＷＨＩＴＥ培养基。Ａ组

分：ＮａＮＯ３２．５ｇ，ＣａＣｌ２０．１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４２ｇ，ＮａＣｌ０．１ｇ，ＦｅＣｌ３
０．０１ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ，纯化琼脂 ２０ｇ，水
１Ｌ；Ｂ组分：叶酸２ｍｇ，烟酸 １０ｍｇ。牛肉膏蛋白胨培养液：
牛肉膏蛋白胨培养基中去除琼脂。

１．３　一把伞南星表面消毒
取健康的一把伞南星植株，用剪刀剪取根、茎、叶各５ｇ，

自来水冲洗表面的泥土等污物后放于无菌培养皿中，无菌水

浸洗３～５次，用有效氯含量为５％的次氯酸钠处理３次，每
次２ｍｉｎ，无菌水冲洗３～５次，最后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三

角瓶中备用［７］。将上述表面消毒处理最后１遍清洗的无菌水
直接涂布于ＮＡ培养基平板上，与试验组相同条件下培养，观
察是否有菌落生长，如果没有菌落生长则表面消毒完全；若有

少量菌落生长，则观察菌落形态、颜色等特征，并除去试验组

的相同菌落以排除干扰［１］。

１．４　内生细菌的分离
在紫外消毒后的洁净操作工作台中，取１００μＬ打浆后的

组织匀浆于培养基上涂布培养，２８℃培养２ｄ以待细菌长出。
观察平板中生长出菌落的形态、颜色、大小等特征，挑取不同

单菌落分别划线接种于相应的培养基平板中，２８℃恒温培养
２ｄ，重复以上步骤直至菌种纯化。平板中无其他菌落，再转
接单菌落到斜面培养基，并分别编号为 ＹＢＳＯ１至 ＹＢＳＯ２８，
２８℃ 培养２ｄ，再转至４℃保存菌种。
１．５　菌悬液的制备

将保存的菌株在 ＮＡ斜面中活化，再将活化的菌株接种
于ＮＡ培养液（即不加琼脂的 ＮＡ）中，２８℃恒温摇床培养
３ｄ，制备菌悬液，用于表型性状测定。
１．６　表型性状测定
１．６．１　唯一碳源的利用　将供试碳源（Ｄ－木糖、Ｌ－鼠李
糖、Ｄ－甘露糖、Ｄ－海藻糖、Ｄ－阿拉伯糖、甘露醇、Ｄ－麦芽
糖、Ｄ－核糖、Ｄ－半乳糖、Ｄ－山梨醇、丙酮酸钠）分别加入蒸
馏水中溶解，通过过滤法除菌，使碳源终浓度为０．１％，再将
碳源溶液和０．５ｍＬＷＨＩＴＥＢ组分混合，待冷却至５０℃左右
加入ＷＨＩＴＥＡ培养基中，混匀后倒平板。用多点接种器将制
备好的菌悬液接种于已制备好的平板上（每接１个平板粘１
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次菌液，以保证接种量一致），以ＮＡ平板为阳性对照，以不加
碳源的ＷＨＩＴＥ平板为阴性对照，每个处理３次重复，２８℃培
养２ｄ观察结果，长势优于阴性对照为“生长”，记录为“１”，
否则记录为“０”。
１．６．２　唯一氮源的利用　将 ＷＨＩＴＥ培养基 Ａ组分中的
ＮａＮＯ３去除，加入待测氮源（Ｌ－苏氨酸、Ｌ－丝氨酸、Ｌ－蛋氨
酸、Ｌ－天冬氨酸、Ｌ－赖氨酸、Ｌ－半胱氨酸、Ｌ－丙氨酸、
Ｌ－缬氨酸、Ｌ－酪氨酸、Ｌ－谷氨酸、Ｌ－色氨酸、甘氨酸、硝酸
钾、Ｌ－苯丙氨酸），使其终浓度为０．１％，另加入１０ｇ／Ｌ葡萄
糖作碳源。其余方法同“１６１”节。
１．６．３　抗生素抗性的测定　按说明书要求，将供试抗生素
（红霉素、青霉素、庆大霉素、卡那霉素、洁霉素、白霉素）分别

配制成５、３０、５０、１００ｍｇ／Ｌ，加入融化冷却至５０℃左右的ＮＡ
培养基中，制成含不同浓度抗生素的平板，以ＮＡ平板作为对
照，接种后置２８℃培养，接种、观察、培养方法同“１．６．１”节。
长势近似或优于ＮＡ平板的记录为“１”，否则记录为“０”。
１．６．４　对染料的抗性测定　将染料（刚果红、孟加拉红、甲
基橙、亚甲基蓝、甲基红）用水溶解，按终浓度０．１％、０．２％加
入ＮＡ培养基灭菌后倒平板，以 ＮＡ平板作为对照，接种、培
养、观察、对照的设置及记录方法同“１．６．１”节。
１．６．５　耐盐性的测定　在 ＮＡ培养基中分别加入１％、５％、
１０％ＮａＣｌ，灭菌后倒平板，接种供试菌株，以ＮＡ平板为对照，
培养及观察、记录方法同“１．６．１”节。
１．６．６　耐酸碱性的测定　在 ＮＡ培养基倒平板前用灭菌的
ＨＣｌ、ＮａＯＨ分别调节ｐＨ值至３、５、６、８，接种后置２８℃培养，以
ｐＨ值７的ＮＡ为对照。接种、观察及记录方法同“１６１”节。
１．６．７　生长温度范围的测定　将供试菌株接种于 ＮＡ平板
上，分别置于４、１８、２８、５０℃下培养，以２８℃下培养为对照。
接种、观察及记录方法同“１．６．１”节。
１．７　聚类分析

对测定的表型性状结果按照阳性反应记为“１”、阴性反
应记为“０”、不确定反应记为“Ｎ”，编码后输入计算机，并去
除全同性状，用 ＤＰＳ软件［８］按平均连锁聚类法进行聚类，得

出树状图。

２　结果与分析

２．１　峨眉山一把伞南星内生细菌分离结果
从峨眉山一把伞南星中分离得到２８株内生细菌，依次编

号为ＹＢＳ０１至ＹＢＳ２８。
２．２　供试菌株理化特性
２．２．１　唯一碳源的利用　９６％的供试菌株能利用 Ｄ－鼠李
糖、Ｄ－甘露糖、Ｄ－海藻糖、Ｄ－核糖、Ｄ－麦芽糖、Ｄ山梨醇、
丙酮酸钠、甘露醇，部分菌株也能利用Ｄ－半乳糖、Ｄ－木糖。
２．２．２　唯一氮源的利用　所有供试菌株都能利用 Ｌ－苯丙
氨酸、Ｄ－天冬氨酸；７８％的菌株能利用 Ｌ－缬氨酸、Ｌ－丙氨
酸、Ｌ－谷氨酸、Ｌ－丝氨酸、Ｌ－苏氨酸、Ｄ－蛋氨酸、甘氨酸，
部分或少部分菌株能利用Ｌ－色氨酸、Ｌ－半胱氨酸、Ｌ－赖氨
酸、Ｌ－酪氨酸。
２．２．３　抗生素抗性的测定　所有供试菌株都能耐受５ｍｇ／Ｌ
的所有供试抗生素，至少有３０％菌株能耐受１００ｍｇ／Ｌ的红
霉素、白霉素、青霉素、洁霉素，但所有供试菌株对３０ｍｇ／Ｌ以
上的庆大霉素和卡那霉素敏感，生长受到抑制。

２．２．４　染料抗性的测定　所有供试菌株都能耐受０．１％、
０．２％的刚果红、孟加拉红、甲基橙，所有菌株均不能耐受
０．１％、０．２％的亚甲基蓝、甲基红。
２．２．５　耐酸碱性　本研究中，在ｐＨ值３、５、６、８的条件下分
别有１、２４、２７、８株菌株能生长；没有菌株能在 ｐＨ值１０的环
境下生长。

２．２．６　耐盐性　所用供试菌株中没有菌株能耐受１０％ＮａＣｌ，
１４％菌株能耐受５％ ＮａＣｌ，９６％菌株能在１％ ＮａＣｌ中生长。
２．２．７　生长温度范围　１４％菌株能在４℃条件下缓慢生长，
但长势不如２８℃；在１８、２８℃条件下全部菌株都能生长；没
有菌株能在５０℃高温下生长。
２．３　一把伞南星内生细菌数值分类结果

对供试菌株测定的表型性状数据采用平均连锁法进行聚

类分析，获得数值分类树状图。从图１可以看出，所有内生细
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菌在Ｗａｔｓｏｎ距离为 ０．２时可以聚分为 ７个表观群，其中
ＹＢＳ１２（Ｄ群）、ＹＢＳ２１（Ｅ群）、ＹＢＳ１５（Ｆ群）、ＹＢＳ１８（Ｇ群）可
以独自形成表观群，Ａ群有１０株菌株，Ｂ群有７株菌株，Ｃ群
也有７株菌株。

３　结论

通过对２８株内生细菌进行的６８项表型形状测定可知，
所有内生细菌在Ｗａｔｓｏｎ距离为０．２时可以聚为７个表观群，
因此具有显著的多样性。在 ｐＨ值５的情况下，有８６％的菌
株能生长，也有１４％的菌株能在５％ ＮａＣｌ的环境下生长，在
较低温度下也有很大一部分菌株能生长。与一般植物内生细

菌相比，一把伞南星内生细菌更具抗性、耐低温，因此一把伞

南星内生细菌更具有开发价值。内生细菌有着丰富的多样

性，同时还具有许多优良特性，因此在内生细菌的利用上有着

丰富的菌种资源，可以利用这一特性，通过生物技术方法定向

改变植株内生细菌，从而改变植株的生长环境等，达到实现经

济价值的目的。通过内生细菌数值分类树状图可知，内生细

菌种类在植株间变化不大，同一地区采集的植株具有极高的

相似性，但在不同环境下采集的植株却表现出多个表观群，因

此环境是决定内生细菌特性的重要因素。
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维生素 Ｂ１对羊肚菌菌丝体生长的影响
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　　摘要：维生素Ｂ１是影响羊肚菌菌丝体生长的环境因素之一，基础培养基中加入适量的维生素Ｂ１可促进菌丝体的

生长。试验研究Ｍ延－５、Ｍ延－１２、Ｍ川美 ３种羊肚菌菌丝体生长所需的最适维生素Ｂ１浓度范围，结果表明，Ｍ延－５、Ｍ延－１２、

Ｍ川美菌丝体生长最适维生素Ｂ１浓度分别为２５～３０、１５、１５ｍｇ／Ｌ。
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　　羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｓｃｕｌｅｎｔａ）属子囊菌亚门盘菌纲盘菌
类，生于阔叶林地上，菌盖圆锥形，高 ４～７ｃｍ，表面呈羊肚
状，味美，营养价值高。羊肚菌是一种珍稀的野生食用、药用

真菌，蛋白质含量极为丰富，必需氨基酸齐全，还含有游离的

稀有氨基酸如顺－３－氨基－Ｌ－脯氨酸和２，４－二氨基异丁
酸等，风味奇鲜、香味独特［１－３］，羊肚菌还含有多种维生素和

铁、锌等矿质元素。羊肚菌作为一种调味品，在国外已采用深

层培养法规模化生产，但至今羊肚菌子实体仍然不能进行产

业化人工栽培。

羊肚菌菌丝体含有子实体固有的营养素和生理活性组

分，能较好地保持子实体的独特风味［４］，研究羊肚菌菌丝的

生长可以促进营养价值和药用价值的开发利用。维生素 Ｂ１
是影响羊肚菌 Ｍ延－５、Ｍ延－１２、Ｍ川美菌丝体生长的环境因素之
一，而关于维生素Ｂ１对羊肚菌菌丝体生长的影响至今尚未见
报道。本试验研究Ｍ延－５、Ｍ延－１２、Ｍ川美３种羊肚菌菌丝体在不
同维生素Ｂ１浓度混合培养基中的生长状况，得到适合这３种
羊肚菌菌丝体生长各自最佳的维生素Ｂ１浓度。

１　材料与方法

１．１　材料
菌株Ｍ延－５、Ｍ延－１２，从陕北南泥湾野生羊肚菌菌盖分离

筛选而得［５］；菌株Ｍ川美引自四川绵阳食用菌研究所。维生素
Ｂ１片、食用菌制种与培养常用药品、设备等来自市购。
１．２　方法

在葡萄糖硝酸钾基础培养基（葡萄糖２０ｇ、硝酸钾２ｇ、硫
酸镁０．５ｇ、磷酸二氢钾０．５ｇ、氯化钠０．５ｇ、琼脂２０ｇ，蒸馏
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