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　　摘要：雪胆具有多种药用价值，菌株 ＫＬＸＤ０６是从雪胆中分离筛选的 １株对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）具有抗菌活性的内生细菌。采用硫酸铵盐沉淀法提取 ＫＬＸＤ０６产
生的抑菌粗蛋白，结果表明，用硫酸铵盐沉淀法能提取ＫＬＸＤ０６发酵液的抑菌粗蛋白，抑菌粗蛋白对 ＭＲＳＡ的抗性较
强，并具有一定的热稳定性。
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　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）是医院内感染率极高的多重耐药性病
原菌［１－２］，仅对万古霉素敏感［３］，医源性ＭＲＳＡ感染性疾病与
乙型肝炎（ＨＢＶ）、艾滋病（ＡＩＤＳ）并列为世界范围内三大最难
解决的感染性疾病［４］。我国对药用植物抗金黄色葡萄球菌

等感染进行过一系列研究［５］，但是针对 ＭＲＳＡ的研究较少，
近几年ＭＲＳＡ才得到关注［６］。

雪胆（ＨｅｍｓｌｅｙａｓｉｎｅｓｉｓＣｏｇｎ．）为葫芦科雪胆属植物，不
但对多种病原菌具有抗菌作用［７］，还有多种药理功效［８－１０］，

因而应用广泛［１１］。生活在雪胆组织中的内生细菌能产生与

雪胆相似的活性成分。笔者课题组从雪胆中分离筛选到多株

具有抗ＭＲＳＡ活性的内生细菌菌株［１２］，其中菌株ＫＬＸＤ０６抗
ＭＲＳＡ活性极强。本研究采用硫酸铵沉淀法提取 ＫＬＸＤ０６发
酵液中的粗蛋白，并检测其对 ＭＲＳＡ的抑菌活性，旨在为进
一步开展雪胆内生细菌抗菌活性物质成分和功能研究以及抗

ＭＲＳＡ新药研制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
ＫＬＸＤ０６为笔者课题组分离保存的具有抗 ＭＲＳＡ活性的

雪胆内生细菌，经常规鉴定为芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）。ＭＲ
ＳＡ由峨眉山特色生物资源重点实验室提供。
１．２　ＫＬＸＤ０６抑菌蛋白提取及抑菌活性测定
１．２．１　ＫＬＸＤ０６抑菌蛋白的提取　将活化的 ＫＬＸＤ０６按接
种量７％接入无菌发酵培养基中，该培养基为牛肉膏蛋白胨
酵母培养基（ＢＰＹ）：牛肉膏５ｇ、蛋白胨１０ｇ、酵母粉５ｇ、氯化

钠５ｇ、葡萄糖５ｇ、蒸馏水１Ｌ，调节ｐＨ值７．０～７．２。３７℃、
１４０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３～４ｄ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后弃沉
淀，上清液经细菌过滤器（Φ＝０．２２μｍ）过滤，将滤液缓慢地
加入饱和硫酸铵溶液至饱和度达到 ６０％左右放置过夜，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液。用０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲
液（ｐＨ值为６．８）溶解沉淀，溶解液置－２０℃保存备用。
１．２．２　抑菌粗蛋白对ＭＲＳＡ的活性测定　在直径为９ｃｍ的
ＮＡ平板中涂布接种０．１ｍＬ活化好的 ＭＲＳＡ病原细菌菌悬
液，在平板上等距离打４个直径为６ｍｍ的孔洞，用已灭菌的
１００μＬ移液枪向其中加入浓度分别为２０％、６０％、１００％的粗
蛋白溶解液 １００μＬ。每个处理加入等量无菌水作为对照，
３７℃ 黑暗培养１～３ｄ。每个处理重复３次。用“十”字交叉
法测量抑菌圈直径。

１．２．３　抑菌粗蛋白热稳定性测定　取拮抗效果明显的１组
粗提蛋白溶解液，分别在４０、６０、８０、１００℃水浴处理 １５ｍｉｎ
和１２１℃加热处理３０ｍｉｎ后，按上述方法测定其对病原菌
ＭＲＳＡ的抑菌圈直径。以未经热处理的原液代替处理液为对
照，每个处理重复３次。用粗蛋白的剩余抑菌活性表示抑菌
粗蛋白的热稳定性。

剩余抑菌活性 ＝（处理液产生的抑菌圈直径／未处理原
液产生的抑菌圈直径）×１００％。

２　结果与分析

２．１　ＫＬＸＤ０６抑菌粗蛋白对ＭＲＳＡ的抗菌活性
对经硫酸铵盐析沉淀法得到的抑菌粗蛋白溶解液进行抑

菌性试验。由表１可见，ＫＬＸＤ０６抑菌粗蛋白对 ＭＲＳＡ的抑
菌活性明显，１００％ＫＬＸＤ０６粗蛋白提取液对ＭＲＳＡ的拮抗效
果较为明显，在０．０５水平上与２０％、６０％ＫＬＸＤ０６粗蛋白的
抑菌效果有显著差异。该处理下平均抑菌圈直径达到

１３．７ｍｍ，具有作为抗ＭＲＳＡ药物开发的潜力。
２．２　ＫＬＸＤ０６抑菌粗蛋白的热稳定性

由图１可见，ＫＬＸＤ０６菌株产生的抑菌粗蛋白在４０、６０、
８０、１００℃水浴处理１５ｍｉｎ和１２１℃加热处理３０ｍｉｎ后，仍保
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表１　不同浓度ＫＬＸＤ０６抑菌粗蛋白对ＭＲＳＡ的作用

粗蛋白浓度

（％）
抑菌圈直径（ｍｍ）

重复１ 重复２ 重复３ 平均值±标准差 显著性

２０ １２．６ １０．２ １１．４ １１．４±１．２ ｂＡ
６０ １１．７ １２．２ １１．５ １１．８±０．４ ｂＡ
１００ １３．５ １３．２ １４．３ １３．７±０．６ ａＡ

０（无菌水） － － － －

　　注：“－”代表没有抑菌活性；不同大写、小写字母分别表示在
００１、０．０５水平上差异显著。

持一定的抑菌活性。４０、６０℃处理１５ｍｉｎ后，剩余抑菌活性
与对照保持一致，仍然保持１００％的抑菌活性；８０、１００℃处理
１５ｍｉｎ后，剩余抑菌活性分别降为７５．０％、６３．０％；１２１℃处
理３０ｍｉｎ后，剩余抑菌活性仍保留３５．５％。表明ＫＬＸＤ０６抑
菌粗蛋白具有一定的热稳定性，可耐受１２１℃及以下的温度。

３　结论与讨论

测定不同浓度雪胆内生细菌ＫＬＸＤ０６抑菌粗蛋白对致病
微生物ＭＲＳＡ的抑菌活性，结果表明 ＫＬＸＤ０６能分泌产生具
有较高抗菌活性的产物。目前我国主要从黄岑、黄连等中草

药及其提取物中筛选抗ＭＲＳＡ的物质［１３－１５］，但中草药成分复

杂，其抑菌机制较难分析。刘佳等从土壤细菌中筛选到１株
对ＭＲＳＡ有较好抑菌活性的芽孢杆菌［１６］；黄惠琴等从海洋微

生物中筛选到１株抗ＭＲＳＡ的海洋放线菌［１７］；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，并提
取到１种抗ＭＲＳＡ的活性成分［１８］。从其他药用植物内生细

菌中筛选抗 ＭＲＳＡ菌株的研究还鲜见报道，对内生细菌抗
ＭＲＳＡ成分的分析更少。

ＫＬＸＤ０６产生的抗菌物质可以通过硫酸铵盐析沉淀法分
离得到，并对热稳定，本研究初步认定其抗菌活性物质的主要

成分为蛋白类物质，但究竟是什么物质，结构及性质如何，是

否存在其他抑菌物质，抑菌物质产生条件等问题还有待深入

探讨。
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