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　　摘要：对采自江苏句容茅山地区的蝉花进行组织分离，获得１株组织分离菌株，运用ｒＮＤＡＩＴＳ区段对分离菌株进
行分子生物学鉴定。结果表明，该菌株为虫草属类的被孢霉属菌株，命名为 ＪＲ＿ｃｄｓ１。蝉花中虫草素含量显著高于蚕
蛹虫草和冬虫夏草。通过水提醇沉以及Ｓｅｖａｇｅ法除蛋白等方法提取蝉花多糖，研究其生物学活性及抑菌作用，结果
显示，该蝉花多糖具有较高的清除ＤＰＰＨ自由基活性，高的 Ｆｅ２＋螯合能力，抑制血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）的活性；对
大肠杆菌（Ｇ－）和枯草芽孢杆菌（Ｇ＋）以及链格孢属真菌显示较好的抑菌效果。
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　　蝉花（Ｏｐｈｉｏｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｏｂｏｌｉｆｅｒａ）又称蝉菌蝉蛹草，是麦角
菌科真菌蝉拟青霉寄生竹蝉若虫后的复合体，与冬虫夏草相

类似的虫草［１］，为名贵中药材。蝉花是从单个或是２～３个蝉
幼虫头部生长出来，约３．４ｃｍ长，从顶端开花分枝（如图１）。
秋季来临，蝉钻入土中，逐渐变成蝉蛹，在羽化前被虫草类真

菌寄生，在适宜的环境下开始萌发成菌丝体，吸收虫体的营

养，菌丝体从营养阶段转化为有性阶段，渐渐从顶端开花分

枝，故而得名蝉花。蝉花主要分布在我国的四川、江苏、浙江、

福建以及安徽、云南东部。

早在宋代唐慎微的《征类本草》，明朝李时珍的《本草纲

目》以及之后的药典都有蝉花功效的记载，蝉花的历史记载

比冬虫夏草早８００年，被称为最古老的虫草。蝉花与冬虫夏
草同属于虫草类中药材，主要包含的有效成分有：虫草素、腺

苷、虫草多糖、虫草酸等；蝉花含有１６种氨基酸，其中人体必
需氨基酸７种，虫体与菌座游离氨基酸总量及水解氨基酸含
量略低于冬虫夏草［２］。《本草纲目》记载，该菌功同蝉蜕，可

止疟疾；《类证本草》中也提到蝉花能够主治小儿惊癫、夜啼、

心悸等［３］。国内外研究表明，蝉花具有提高免疫力、抗疲劳、

保肾、改善、睡眠、抗肿瘤、保肝、抗辐射和明目等多重作用。

因此，蝉花可以作为冬虫夏草的代用品，达到滋补养生的作

用。但天然的蝉花非常稀少，野生金蝉花更稀奇珍贵，这限制

了蝉花大量使用。不同地区不同生态环境采集的蝉花分离

物，极具物种多样性，它们在遗传和形态上具有明显的差异，

故蝉花菌株的分离与鉴定是蝉花研究的关键环节。

多糖是由许多单糖聚合而成的天然高分子化合物，是生

命有机体的重要组成部分。已发现许多真菌多糖具有清除自

由基、提高抗氧化酶活性和抑制脂质过氧化的活性起到保护

生物膜和延缓衰老的作用［４］。本研究对从江苏省句容市茅

山镇竹林山区采取的蝉花菌株进行分离鉴定，研究蝉花主要

活性成分含量、蝉花多糖的抗氧化活性以及对细菌（大肠杆

菌、枯草芽孢杆菌）和真菌（链格孢属）的抑菌效果。以明确

该蝉花菌株的基本生物学特性及其多糖的生物学活性，为进

一步开发蝉花提供依据。

１　材料与方法

１．１　蝉花及试验菌种
野生蝉花采自江苏省句容市茅山镇竹林山区，海拔约

１５０ｍ。试验用大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）和枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）由笔者所在实验室保存；链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒ
ｉａｓｐ．）由笔者所在实验室从桑椹中分离并保存。
１．２　试剂

腺苷标准品和鼠李糖等为上海化学试剂公司进口分装，

虫草素标准品购自常州大康保健药品有限公司。

Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒、酵母膏、蛋白
胨、氯化钠、琼脂、氯仿、正丁醇、浓硫酸、苯酚、１，１－二硝基－
２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、维生素Ｃ、菲洛嗪、铁氰化钾、氯化亚
铁、ＥＤＴＡ均购自ＢｉｏＢａｓｉｃ有限公司。其他试剂均为分析纯，
购于国药集团化学试剂有限公司。

１．３　主要仪器与设备
Ｌ－７４２０型高效液相色谱仪（日本东芝高技术公司）、

ＲＦ－２０Ａ超高灵敏度荧光检测器（岛津国际贸易上海有限公
司）、ＳＹ－６０１型超级恒温水浴（天津市欧诺仪器仪表有限公
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司）、ＡＬ１０４－ＩＣ型电子天平（上海梅特勒 －托利多仪器有限
公司）、Ｈ２０５ＤＲ－１型高速冷冻离心机（长沙湘仪离心机仪器
有限公司）、ＷＦＺ－ＵＶ－２１００型紫外可见分光光度计（上海
尤尼柯仪器有限公司）、无菌超净台（上海新苗医疗器械制造

有限公司）、５４２４型台式高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｅｒｆ公司）、
ＪＤ－８０１Ｍ型凝胶电泳图像分析系统（江苏捷达科技发展有
限公司）、ＭＧ９６Ｇ型ＰＣＲ仪（杭州朗基科学仪器有限公司）、
ＧＮＰ９２７０型隔水式恒温培养箱（上海精密实验设备有限公
司）、ＬＲＨ－２５０－Ｚ型振荡培养箱（韶关市泰宏医疗器械有限
公司）、ＤＨＧ－９１４３ＢＳ型电热鼓风干燥器（上海新苗医疗器
械制造有限公司）

１．４　蝉花菌株的分离与鉴定
１．４．１　组织分离　将新鲜蝉花分为菌膜、子座、菌核三部分
进行菌种分离。用灭菌后的解剖刀除去表皮，各部位切成

（２～３）ｍｍ×（２～３）ｍｍ的组织块，用０．１％的ＨｇＣｌ２溶液浸
泡３～４ｍｉｎ，７５％乙醇浸泡１ｍｉｎ进行表面消毒，无菌水漂
洗，无菌滤纸吸干。置于含氨苄青霉素的 ＰＤＡ平板上，２５℃
倒置培养。待组织块周边长出菌丝后，挑菌落边缘菌丝，移至

新的培养基，纯化菌株，获得蝉花菌株，保存备用。

１．４．２　菌株的形态观察　将分离的菌株分别接种到沙氏、查
氏和ＰＤＡ培养基上，２５℃培养３～４ｄ，观察菌落颜色、大小、
形状及边缘形状。在显微镜下观察菌丝有无隔，分生孢子梗，

分生孢子大小、形状等。

１．４．３　菌株的分子鉴定　采用 Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组 ＤＮＡ
抽提试剂盒，对在ＰＤＡ液体培养基上培养４ｄ的菌丝球抽提
基因组ＤＮＡ，采用真菌 ＩＴＳ区扩增通用引物。（ＩＴＳ１：ＴＣＣＧ
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ，ＩＴＳ２：ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ）对
核糖体转录间隔区 ＩＴＳ进行 ＰＣＲ扩增，扩增条件为：９４℃预
变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。琼脂糖凝胶电泳，检测ＰＣＲ
扩增产物，ＤＮＡ胶回收试剂盒回收 ＰＣＲ扩增产物，连接到
ｐＭＤ－１８Ｔ载体，再转化到大肠杆菌 Ｔｏｐ１０细胞中，筛选阳性
克隆，送上海生工生物工程股份有限公司测序。获得的ＩＴＳ序
列进行Ｂｌａｓｔ比对，利用软件ＣｌｕｓｔｅｒＸ进行多重序列比对，软件
Ｍｅｇａ中Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ方法（邻接法，ＮＪ）构建系统发育
树，对分离菌株与Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库中登录的近源菌株系统发
育关系进行分析。结合形态学特征，确定菌株的分类地位。

１．５　蝉花主要活性成分的测定
虫草素和腺苷的提取与测定：依据《中国药典》２００５版，

采用高效液相色谱法［５－６］。

虫草酸的提取与测定：采用分光光度计法［６－７］。

１．５　蝉花多糖的制备与含量测定
１．５．１　蝉花多糖的制备　（１）多糖提取：称取１００ｇ蝉花干
粉，加２０００ｍＬ水于８０℃水浴浸提１０ｈ，布氏漏斗抽滤得滤
液，连续浸提２次，合并滤液。滤液用旋转蒸发仪于８０℃浓
缩至一定体积。（２）醇沉：加入无水乙醇至终浓度为９０％，置
于４℃过夜，离心得沉淀，将沉淀复溶于一定蒸馏水中。（３）
除蛋白、去离子：用Ｓｅｖａｇ法除去多糖溶液中的蛋白质。再用
自来水和蒸馏水分别透析４８ｈ除去小分子物质和部分色素。
１．５．２　蝉花多糖的含量测定　采用苯酚 －硫酸法［８］测定蝉

花多糖的含量。以葡萄糖为标准对照，于４９０ｎｍ处测定吸光

度，根据葡萄糖含量与吸光度回归方程计算多糖含量。

１．６　蝉花多糖抗氧化活性
１．６．１　清除ＤＰＰＨ自由基能力　参照 Ｌｕｏ等的方法［８］并略

有调整。称取一定量的１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼（ＤＰ
ＰＨ），用无水乙醇配成０．０４ｍｇ／ｍＬ的 ＤＰＰＨ溶液。分别取
２ｍＬ不同浓度（２、４、６、８、１０ｍｇ／ｍＬ）的蝉花多糖提取液，加入
ＤＰＰＨ溶液２ｍＬ，混合均匀，室温放置３０ｍｉｎ后，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ。取上清液于５１７ｎｍ处测吸光度。用维生素Ｃ作
阳性对照。样品中自由基清除率用下面公式计算：

清除率＝［１－（Ｄ１－Ｄ２）／Ｄ０］×１００％。
式中：Ｄ０为２ｍＬ无水乙醇 ＋２ｍＬＤＰＰＨ溶液的吸光度；Ｄ１
为２ｍＬ样品溶液＋２ｍＬＤＰＰＨ溶液的吸光度；Ｄ２为２ｍＬ样
品溶液＋２ｍＬ无水乙醇的吸光度。
１．６．２　总还原能力　采用Ｔｓａｉｓ等的方法［９］测定。在１０ｍＬ
离心管中分别加入用０．２ｍｏｌ／ＬｐＨ值６．６的磷酸缓冲液配
制的不同浓度（２、４、６、８、１０ｍｇ／ｍＬ）的蝉花多糖提取液，加入
１％铁氰化钾２ｍＬ，混合均匀后于５０℃反应２０ｍｉｎ。取出后
加入１０％三氯乙酸２ｍＬ终止反应，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。
取上清液２．５ｍＬ，加入２．５ｍＬ蒸馏水和０．５ｍＬＦｅＣｌ３，混匀后
静置１０ｍｉｎ，在７００ｎｍ处测吸光度。维生素Ｃ作阳性对照。
１．６．３　对Ｆｅ２＋铁离子螯合能力　参考 Ｄｅｃｋｅｒ等的方法［１０］

并略有调整。分别取３ｍＬ不同浓度（２、４、６、８、１０ｍｇ／ｍＬ）的
蝉花多糖提取液，加入 ２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＦｅＣｌ２溶液 ０．０５ｍＬ和
５ｍｍｏｌ／Ｌ的菲洛嗪溶液，剧烈振荡后室温放置 １０ｍｉｎ，于
５６２ｎｍ处测吸光度。ＥＤＴＡ为阳性对照。样品对 Ｆｅ２＋的螯
合率计算公式如下：

螯合率＝［Ｄ０－（Ｄ１－Ｄ２）］／Ｄ０×１００％。
式中：Ｄ０为３ｍＬ蒸馏水代替反应体系中样品溶液后的吸光
度；Ｄ１为样品溶液反应后的吸光度；Ｄ２为０．０５ｍＬ的蒸馏水
代替反应体系中ＦｅＣｌ２溶液后的吸光度。
１．６．４　对血管紧张素转化酶（ＡＣＥ）抑制率　将１０μＬＡＣＥ
酶液与１０μＬ不同浓度（６、１２、１８、２４、３０ｍｇ／ｍＬ）蝉花多糖提
取液混合均匀，对照组加入１０μＬ蒸馏水代替蝉花多糖提取
液，３７℃水浴５ｍｉｎ，然后加入浓度为６．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＨＨＬ（马
尿酰－组氨酰－亮氨酸）反应底物（用ｐＨ值８．３的硼酸盐缓
冲液配制），３７℃水浴反应３０ｍｉｎ，之后加入８５μＬ１ｍｏｌ／Ｌ
的ＨＣＬ终止反应，再向反应混合液中加入１ｍＬ乙酸乙酯，摇
匀数分钟后，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液８００μＬ，放
入干燥箱里 ９０℃烘干后，加入等量的蒸馏水溶解，检测
Ｄ２２８ｎｍ值。空白对照在加入ＨＨＬ底物之前加入８５μＬ浓度为
１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ，使ＡＣＥ失活，以后的操作步骤与蝉花多糖提
取液的处理一致［１１］。

ＡＣＥ抑制率＝［Ｃ－（Ｓ－Ｂ）］／Ｃ×１００％。
式中：Ｃ为未加蝉花多糖提取液对照组的吸光度；Ｂ为空白对
照组的吸光度；Ｓ为添加蝉花多糖提取液试验组的吸光度。
１．７　蝉花多糖的抑菌试验
１．７．１　蝉花多糖对细菌的抑菌作用　在超净工作台中，将灭
菌后的培养基趁热倒入培养皿中，待其凝固后，用移液枪吸取

０．１ｍＬ大肠杆菌或枯草芽孢杆菌悬液于平板上，用涂布器涂
布均匀。用打孔器在上述平板中心的四角对称位置，打上大

小一致、直径为６ｍｍ的４个小孔，分别加入大肠杆菌、枯草
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芽孢杆菌、抗生素（阳性对照）和无菌水（阴性对照）。将上述

平板于２５℃培养箱中黑暗培养３～４ｄ，取出观察抑菌效果。
１．７．２　蝉花多糖对真菌的抑菌作用　在超净台中，用无菌打
孔器在培养基平板中心及其四角对称位置，打上４个直径为
６ｍｍ的小孔。平板中心放入链格孢属菌块，其余４孔分别设
为加入０．１ｍＬ无菌水的空白对照、０．１ｍＬ蝉花多糖的试验
组２组和０．１ｍＬ抗真菌药咪康唑的阳性对照。将上述平板
于２５℃培养箱中黑暗培养３～４ｄ，取出观察抑菌效果。

２　结果与分析

２．１　蝉花菌株的分离
将经蝉花组织块接种到ＰＤＡ培养基上，经多次分离纯化

培养得到单菌落，并在显微镜下观察菌落特点。蝉花分离初

期菌落在ＰＤＡ培养基上，菌落致密，浅黄色，菌落白色其上布
满白色孢子粉（图２－Ａ）。分生孢子显微镜下观察呈短柱形
（图２－Ｂ）。

２．２　蝉花菌株ＩＴＳ区段基因分子鉴定
本试验中采用 ＩＴＳ１、ＩＴＳ２引物对蝉花基因组 ＤＮＡ进行

ＩＴＳ区段扩增，ＰＣＲ扩增结果如图２。ＰＣＲ扩增出的条带十分

明亮，条带大小在５００～７５０ｂｐ之间，符合 ＩＴＳ１－５．８Ｓ－ＩＴＳ２
理论大小，将胶切割，回收，连接载体，转化后摇菌挑斑，送上

海生工生物工程股份有限公司测序。测序结果在 ＮＣＢＩ上比
对，下载相邻种属ＩＴＳ序列。

经ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件对测序结果和从 ＧｅｎＢａｎｋ中搜索
到的相似序列进行对位排列，并辅以人工校对，系统发育分析

采用ＭＥＧＡ４中的邻近相邻法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ；ＮＪ）构建、分
析，各分支的置信度经ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次循环检验各分支的系
统学意义与可靠性。结合ＧｅｎＢａｎｋ上的９个虫草有关序列进
行了系统发育树构建。分枝统计支持率评估采用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
法，自展值为１０００。由图４可知，所有序列形成２个大的分
支，分离的蝉花菌种与被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｓｐ．）以及拟青霉
属（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ）、蝉花（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｏｂｏｌｉｆｅｒａ）构成了一个大的
分支。与虫草属（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ）相似度达到 ９５％，暂命名为
ＪＲ＿ｃｄｓ１。　

２．３　蝉花主要活性成分
虫草素、腺苷、虫草酸和多糖等含量是评价虫草类的主要

质量指标。表１为蝉花 ＪＲ＿ｃｄｓ１主要成分含量，其中虫草素
含量达３．４３７ｍｇ／ｇ，在所有虫草类产品中最高。

表１　蝉花菌株ＪＲ＿ｃｄｓ１主要成分含量

成分 含量（ｍｇ／ｇ）
虫草素 ３．４３７
腺苷 １．２５１
虫草酸 ５７．７５
多糖 ９．５１４

２．４　蝉花多糖抗氧化活性
２．４．１　对 ＤＰＰＨ自由基的清除率　ＤＰＰＨ自由基是一种人
工合成的稳定自由基，被广泛用于评价抗氧化物质清除自由

基的活性。维生素Ｃ是一种抗氧化活性高的还原剂，维生素
Ｃ常作为抗氧化活性的阳性对照。由图５中可以看出，随着
多糖浓度增加，对ＤＰＰＨ自由基清除率也越大。当多糖浓度
为１０ｍｇ／ｍＬ时其清除率达到８８．１％，接近维生素Ｃ的清除
率。表明蝉花多糖有良好的清除自由基作用。

２．４．２　蝉花多糖总还原能力　一般来说，物质还原能力越
强，其抗氧化活性也越高。以维生素 Ｃ作为阳性对照，蝉花
ＪＲ＿ｃｄｓ１多糖的总还原能力随着多糖浓度的增加而提高，总
还原能力与多糖浓度呈正相关关系。

２．４．３　蝉花多糖对Ｆｅ２＋的螯合能力　一些过渡金属离子如
Ｆｅ２＋等极容易通过Ｆｅｎｔｏｎ反应产生羟自由基，触发一系列脂
质过氧化反应，而螯合剂则通过螯合这些过渡金属离子来抑

制氧化反应。因此，对金属离子螯合能力的测定是评价其抗

—９４３—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期



氧化活性的一项重要指标［１２］。ＥＤＴＡ是常用的螯合剂，常作
为阳性对照。由图７可知，当多糖浓度为２～４ｍｇ／ｍＬ时随
着多糖浓度的增加，亚铁离子螯合率随之快速提高；随着多糖

浓度的提高其螯合率增加幅度趋缓；当多糖浓度为１０ｍｇ／ｍＬ
时，其螯合率达到５４．２％。

２．４．４　蝉花多糖对 ＡＣＥ的抑制率　血管紧张素转换酶
（ＡＣＥ）可水解血管紧张素Ⅰ羧基端二肽，产生使血压上升的
物质———血管紧张素Ⅱ，还可以切除降血压活性物质缓激肽的
羧基端二肽，使之失活，因此通过抑制ＡＣＥ活性即可实现降低
血压之目的。目前已有大量抑制 ＡＣＥ活性的天然产物被发
现，如食源性的黄酮类芸香苷和黄连素等［１３］。本试验研究了

蝉花多糖对ＡＣＥ活性的抑制作用，图８显示，蝉花多糖对ＡＣＥ
活性有较好的抑制作用。随着多糖浓度的增加，其抑制效果逐

渐提高，当多糖浓度为３０ｍｇ／ｍＬ时，其抑制率超过８０％。
２．５　蝉花多糖的抑菌试验
２．５．１　蝉花多糖的抑菌作用　试验比较了革兰氏阴性菌大
肠杆菌（Ｇ－）和革兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌（Ｇ＋）与蝉花多
糖共培养时的生长效果。由图９－Ａ可以看出，蝉花多糖对
大肠杆菌有抑制作用，图中孔１、孔２（蝉花多糖）周围有明
显抑菌圈，虽然没有阳性对照青霉素明显，但相对无菌水而

言，效果显著。图９－Ｂ中３为氯霉素，作为抑制枯草芽孢杆
菌的阳性对照，孔１、孔２（蝉花多糖）周围的细菌明显比阴性
对照组（无菌水）稀少，表现出一定的抑菌性。

２．５．２　蝉花多糖对链格孢属交链孢霉的抑菌作用　试验以
３１．７ｍｇ／ｍＬ的多糖浓度与链格孢属交链孢霉共培养，图１０
为真菌生长培养皿的正面图和背面图。中央为接种的交链孢

霉菌块，在距其中心点２ｃｍ的上、下、左、右处分别用无菌打
孔器打孔。设抗真菌药物咪康唑为阳性对照（孔４），无菌水
为阴性对照（孔３），孔１和孔２为蝉花多糖。图１０显示，菌
丝向孔３（无菌水对照）方向生长不受限制，呈弧形；而菌丝向
孔１、孔２和孔４方向生长受到明显抑制，形成一个弯弧形，
孔４阳性对照与其他试验组差异显著，表明蝉花多糖对交链
孢霉的生长具有显著的抑制作用。

３　分析与讨论

据报道，蝉拟青霉的寄主有７种，即竹蝉（Ｐｌａｔｙｌｏｍｉａｐｉｅ
ｌｉ）、山蝉（Ｃｉｃａｄａｆｌａｍｍａｔａ）、蟪蛄（Ｐｌａｔｙｌｅｕｒａｋａｅｍｐｆｅｒｉ）、云南
黑蝉（Ｃｉｃａｄａｔｒａｓｈａｌｕｅｎｓｉｓ）、草蝉（Ｍｏｇａｎｎｉａｃｏｎｉｃａ）、小鸣蝉
（Ｏｎｃｏｔｙｍｐａｎａｅｌｌａ）和透翅蝉（Ｈｙａｌｅｓｓａｒｏｎｓｎａｎａ），多分布在
中国南方诸省。竹蝉常见于毛竹产区，是蝉拟青霉的重要寄
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主。此虫６年１代，每代５龄，常年生活在土壤中，以老龄若
虫最易感病。在气温１８～２４℃，相对湿度大于８０％的温暖
湿润季节，在浅土层活动的老龄若虫接触带菌的土壤发生感

染。到翌年６、７月份，温湿度合适，发病死亡虫体前端长出浅
黄色或蛋黄色孢梗束，突破表土，伸向地面，形成蝉花［１４］。在

江苏句容茅山地区生长着竹林的丘陵地带（海拔 ８０～
２００ｍ），地势平缓，土质疏松，湿度较大，地面覆盖有枯枝落
叶层，是竹蝉活动的主要林地。

真菌基因组ＤＮＡ包含着一些非编码基因，如信号序列、
间隔序列，无功能序列。这些基因在结构、功能和变异程度上

差异很大，是真菌在分子水平上研究的良好区段［１５］。其中

ｒＤＮＡＩＴＳ序列由于片段小、易于扩增，在真菌形态不同的种
间甚至同种的分离菌株间存在高度的差异，因此常用于属内

种间或种内群体的比较分析［１６］。有报道基于 ＩＴＳ序列的分
析比较，从不同地理来源的蝉花上分离出 Ｃ．ｃｉｃａｄａｅ和 Ｌ．
ｆｕｎｇｉｃｏｌａ，说明寄生于蝉若虫并形成蝉花的真菌有２种甚至
多种，与蛹虫草及其无性型同轮枝菌属具有密切的关系［１７］。

本试验中分离的菌株为被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ），与虫草属
（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ）构成了２个相近的分支。可以推测：寄生真菌表
型特征的趋同现象、基因水平上的多样性是寄生真菌为适应

寄主而产生的结果［１７］。由此可见，本研究分离得到的１株虫
草属真菌极可能是蝉花菌种的某一无性型菌株。张传博等从

江苏省句容市天王镇磨盘山分离到１株金蝉花，鉴定为大蝉
草，也属虫草属，命名为磨盘山金蝉虫草［１８］，该菌株的形态特

征与本研究分离的虫草属 ＪＲ＿ｃｄｓ１相似，是否为同一菌属还
有待进一步鉴定。

蝉花含有与冬虫夏草相似或一致的活性物质如虫草素、

腺苷、多糖及虫草酸等。本研究显示，蝉花中虫草素的含量

（３．４３７ｍｇ／ｇ）显著高于蛹虫草（２．８３ｍｇ／ｇ）和冬虫夏草
（００３ｍｇ／ｇ），腺苷含量（１．２５１ｍｇ／ｇ）接近冬虫夏草
（０．４８ｍｇ／ｇ）的３倍［６，１９］，提示蝉花有较高的营养价值，具有

开发利用前景。

多糖为免疫调节剂，具有多种生物学活性。本试验研究

了蝉花多糖的抗氧化和抑制血管紧张素转换酶（ＡＣＥ）的活
性。结果显示，蝉花多糖具有较好的清除ＤＰＰＨ自由基能力，
一定的总还原能力和对 Ｆｅ２＋的螯合能力。其对 Ｆｅ２＋的螯合
能力与Ｗｕ等研究的蛹虫草多糖结果［２０］相近。有报道称，能

清除ＤＰＰＨ自由基的物质与其抑制脂质过氧化能力呈一定的
正相关，因此ＤＰＰＨ自由基体系适用于评价天然产物的抗氧
化性［２１］。王吉标等研究了蝉花多糖水提物，结果显示，在相

同的浓度下，金蝉花正丁醇部位和多糖的总抗氧化性能较强，

仅次于维生素Ｃ［２２］，说明蝉花多糖的确有较好的抗氧化性。
但不同的提取方法会影响测得的结果。

翁梁采用比浊法研究了野生蝉花多糖与人工蝉花多糖对

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的抑制作用，显示

蝉花多糖对大肠杆菌的抑制作用最为明显，且抑菌效果与多

糖浓度成正比［２３］。本试验蝉花多糖对大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌有抑菌作用的结果与之吻合。此外，本研究结果还显示，蝉

花多糖对真菌的抑制效果明显优于对细菌的抑制效果（图

１０）。多糖抑制微生物生长的作用机制尚不清楚。有报道认
为，杯牛漆多糖对大肠杆菌的抑制作用是通过抑制细胞黏附

来实现的［２４］；而紫萁多糖广谱抗菌性是因为多糖溶解形成的

胶体溶液能在细胞表面或胶体表面形成保护层［２５］。蝉花多

糖的抑菌作用机制有待深入研究。
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１株高效降解偶氮染料菌株的筛选与鉴定
冯　玮１，石海英１，徐　伟１，柳仁民２

（１．聊城大学生命科学学院，山东聊城２５２０００；２．聊城大学化学化工学院，山东聊城２５２０００）

　　摘要：从山东聊城某印染厂污水处理池的活性污泥中筛选出１株能高效降解偶氮染料苋菜红的菌株ｔｓ１－２，从生
理生化特性和１６ＳｒＤＮＡ序列２个方面对该菌株进行鉴定，初步鉴定为驹形白色杆菌（Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒｋｏｍａｇａｔａ）。在静置
培养条件下对该菌株的脱色反应进行研究，结果表明，ｔｓ１－２菌株在染料初始浓度５０ｍｇ／Ｌ时有最佳脱色率，染料最
大脱色浓度为１２５０ｍｇ／Ｌ。在最适脱色条件下脱色１４ｈ，染料脱色率可达到９５％以上。
　　关键词：偶氮染料；苋菜红；１６ｓｒＤＮＡ；脱色率
　　中图分类号：Ｘ７０３；Ｑ９３９．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０４－０３５２－０３

收稿日期：２０１４－０４－２１
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１１７０１１０）。
作者简介：冯　玮（１９８４—），女，山东聊城人，硕士研究生，讲师，主要
从事资源微生物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｅｎｇｗｅｉ０１＠ｌｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

通信作者：柳仁民，博士，教授，主要从事分析化学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｉｕｒｅｎｍｉｎ＠ｌｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　偶氮染料是一类在生产中广泛使用的染料，它具有色调
范围广、色牢度高、合成成本低等优点，可用于纺织、皮制品的

染色及印花等。在纺织工业中使用的偶氮染料约占染料总量

的７０％［１］。

染料废水是较难处理的工业废水。废水中的染料不仅是

原料的损失，也会污染环境，阻碍水体自身的净化，对水生植

物和鱼类有毒害作用。水中的染料吸收了太阳光，削弱了光

在水中的透射，从而抑制了水体中水生植物的光合作用，影响

其生长，进而影响到整个食物链，使水生生态系统的多样性下

降［２］，所以颜色的去除是处理染料废水所面临的一个重要问

题。此外，从染料的结构、性质和特点可以判断，大多数染料

都具有潜在的毒性［３－４］。这就要求染料废水在排放入环境前

必须处理。

本试验以偶氮染料苋菜红为降解对象，筛选能够高效降

解此染料的菌种。细菌脱色偶氮染料的机理是产生能降解偶

氮染料的偶氮还原酶，本研究还探讨了该菌株的产酶方式，为

下一步优化产酶条件研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　采样　菌种采自山东聊城某印染厂污水处理车间厌
氧污泥。

１．１．２　培养基　富集培养基：牛肉膏１ｇ，酵母膏１ｇ，蛋白胨
５ｇ，氯化钠５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ；ｐＨ值７．０±０．２。脱色培养
基：胰蛋白胨 １０ｇ，酵母浸出物 ５ｇ，氯化钠 ５ｇ，蒸馏
水 １０００ｍＬ。
１．１．３　偶氮染料　苋菜红（ａｍａｒａｎｔｈ），化学式见图１。无特
殊说明情况下，苋菜红染料均为５０ｍｇ／Ｌ。
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