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　　摘要：从峨眉山采集异叶天南星（ＡｒｉｓｅｍａｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌｕｍＢｌｕｍｅ）健康植株，采用平板涂布法从其根、茎、叶各组织分
离纯化内生细菌，采用菌饼平板对峙培养法初步筛选抗甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）的菌株，采用牛津杯法进一步筛选抗性菌株。结果表明，可以从峨眉山异叶天南星根、茎、叶各组织中
分离得到２６株内生细菌；初筛结果显示，２６株内生细菌对ＭＲＳＡ均有抗菌活性，其中平均抑菌圈直径超过１２ｍｍ的
有１２株；复筛结果显示，１２株拮抗菌抗ＭＲＳＡ活性稳定，与初筛结果无明显差异，菌株ＹＧ００９、ＹＪ００９抗ＭＲＳＡ活性最
强，与其他菌株存在极显著差异，有开发抗ＭＲＳＡ新药的潜力。
　　关键词：异叶天南星；内生细菌；耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；峨眉山；筛选
　　中图分类号：Ｓ５６７．２３＋９．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０７－０３８８－０２

收稿日期：２０１４－０８－０３
基金项目：乐山师范学院科研项目（编号：Ｚ１１６０）。
作者简介：唐　梅（１９７１—），女，重庆人，硕士，副教授，主要从事微生
物分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：７６４３０１６８６＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：龚明福，博士，教授，主要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。

　　异叶天南星（ＡｒｉｓｅｍａｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌｕｍＢｌｕｍｅ）为天南星科天
南星属多年生草本植物，全国各地均有分布，主要以块茎入

药［１］。相关研究结果表明，天南星科药用植物在毒性、刺激

性、药用成分、药理活性等很多方面的相似性可以达到８０％
以上［２］，因此异叶天南星具有与天南星科药用植物相似的功

效，且对惊厥等疾病有较好治疗作用［３］。植物的内生菌

（ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）是指在一定或全部阶段生活在健康植物组织内
部的微生物，普遍存在于高等植物中。内生菌由于长期生活

在植物组织内部而与植物和谐生长，能够产生与宿主植物所

产生的相同或相似的活性化合物［４］。

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）是临床上常见的１种毒性比较强的细
菌［５］，是金黄色葡萄球菌的１种，但能够耐甲氧西林，可引起
多种化脓性疾病。ＭＲＳＡ除了对甲氧西林有耐药性外，还对
临床上应用的多种抗生素具有耐药性，所导致的感染呈暴发

性或散发性流行，治疗极其困难，致死率极高，成为全世界范

围内抗感染的难题［６］。从药用植物中筛选出抗 ＭＲＳＡ的内
生细菌，对于预防和控制由 ＭＲＳＡ引起的感染具有重要意
义［７］。本研究从采自峨眉山的异叶天南星的根、茎、叶组织

中分离内生细菌，采用牛津杯法测定内生细菌对 ＭＲＳＡ的抑
菌活性，从中筛选抗 ＭＲＳＡ活性强的菌株，为抗 ＭＲＳＡ新药
筛选及峨眉山异叶天南星的保护及开发利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１３年８月５日从峨眉山万年寺（海拔约８００ｍ）附近采

集健康的异叶天南星植株，采集后立即保存于袋内，并迅速带

回实验室进行内生细菌的分离。ＭＲＳＡ由峨眉山特色生物资
源重点实验室提供。

１．２　内生细菌的分离
分别取健康异叶天南星的根、茎、叶５～１０ｇ，用自来水冲

洗表面的泥土等污物后用无菌水冲洗３～５次，再分别用有效
氯含量为５％的次氯酸钠消毒 ２ｍｉｎ、７５％乙醇消毒 １ｍｉｎ、
０１％ＨｇＣｌ消毒５ｍｉｎ，再用无菌水冲洗３～５次后放入无菌
搅拌机中打浆，粉碎的组织液置于无菌的三角瓶中备用。分

别取最后１次冲洗液和粉碎的组织液各 １ｍＬ，稀释 １００００
倍，涂布于 ＮＡ平板培养基（蛋白胨 ０．３％、牛肉膏 ０５％、
ＮａＣ１０．５％、葡萄糖０．５％、琼脂１．８％ ～２．０％、ｐＨ值７．０）
上，于２８℃ 下培养，逐日观察。将挑取的单菌落划线纯化后
接种至斜面培养基，２８℃培养５～７ｄ，之后于４℃保藏菌种。
１．３　异叶天南星拮抗性内生细菌初筛

在ＮＡ平板上涂布接种１００μＬＭＲＳＡ培养液，将异叶天
南星内生细菌的菌饼（直径７

!

）有菌面平整贴在平板表面，

２８℃培养２～３ｄ后用十字交叉法测量抑菌圈直径，即通过２
次十字方位来测量同一抑菌圈的直径，然后再将测得的２次
数据求平均值，即为该内生细菌抑菌圈的直径。以无菌的培

养基饼（直径７ｍｍ）代替内生细菌接种作为对照，每个处理
重复３次。
１．４　异叶天南星拮抗性内生细菌复筛

为了获得抑菌能力较稳定、较强的菌株，将初筛获得的活

性菌株纯培养后制成菌悬液。在 ＮＡ培养基上涂布接种
１００μＬＭＲＳＡ培养液，涂布均匀，每个平板中等距离均匀插
入３个牛津杯（直径７ｍｍ），每个牛津杯接种同种活性菌株菌
悬液１００μＬ。２８℃培养２～３ｄ后用十字交叉法测量抑菌圈
直径。在牛津杯中注入１００μＬ无菌水代替活性菌株菌悬液
接种作为对照，每个处理重复３次。

２　结果与分析

２．１　异叶天南星内生细菌的分离纯化
采用组织液涂布分离方法从异叶天南星健康植株的根、
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茎、叶中共分离纯化得到２６株内生细菌。其中从根中分离出
９种菌株，编号依次为ＹＧ００１－ＹＧ００９；从茎中分离出１１种菌
株，编号依次为ＹＪ００１－ＹＪ０１１；从叶中分离出６种菌株，编号
依次为ＹＹ００１－ＹＹ００６。
２．２　抗ＭＲＳＡ内生细菌初筛结果

将分离纯化得到的２６株异叶天南星的内生细菌制成菌
饼，然后采用平板对峙法测定内生细菌对 ＭＲＳＡ的抑菌活
性。结果表明，２６株内生细菌对 ＭＲＳＡ均有抑菌活性，但各
菌株间抑菌活性存在较大差异（表１），其中平均抑菌圈直径
超过１２ｍｍ的菌株有 １２种，分别为 ＹＧ００９、ＹＪ００９、ＹＪ００４、
ＹＪ００２、ＹＪ００６、ＹＪ００３、ＹＧ００１、ＹＧ００８、ＹＪ０１１、ＹＪ００７、ＹＹ００３、
ＹＹ００１，选取这１２株内生细菌进行复筛。

表１　初筛内生细菌对ＭＲＳＡ的抑菌圈直径

菌株号
抑菌圈直径（ｍｍ）

重复１ 重复２ 重复３ 平均值
标准差

ＹＧ００１ １３．８ １３．５ １３．４ １３．６ｂｃＢＣＤ ０．２１
ＹＧ００２ ８．５ ８．５ ８．０ ８．３ｉｊＩＪ ０．２９
ＹＧ００３ １０．６ １０．８ １０．６ １０．７ｆＦＧ ０．１２
ＹＧ００４ １０．０ １０．２ １０．４ １０．２ｇＧＨ ０．２０
ＹＧ００５ ９．５ ９．７ １０．０ ９．７ｇｈＨ ０．２５
ＹＧ００６ １１．２ １０．８ １１．２ １１．１ｅｆＦ ０．２３
ＹＧ００７ １０．２ ９．８ １０．２ １０．１ｇｈＧＨ ０．２３
ＹＧ００８ １３．８ １３．６ １３．２ １３．５ｂｃＣＤ ０．３１
ＹＧ００９ １４．２ １４．４ １４．２ １４．３ａＡ ０．１２
ＹＪ００１ ８．１ ８．５ ７．９ ８．２ｊＩＪ ０．３１
ＹＪ００２ １４．０ １４．２ １４．４ １４．２ａＡＢＣ ０．２０
ＹＪ００３ １３．９ １３．８ １４．０ １３．９ａｂＡＢＣ ０．１０
ＹＪ００４ １４．６ １３．９ １４．２ １４．２ａＡＢ ０．３５
ＹＪ００５ ９．８ ９．５ １０．１ ９．８ｇｈＨ ０．３０
ＹＪ００６ １４．３ １３．９ １４．１ １４．１ａＡＢＣ ０．２０
ＹＪ００７ １３．２ １３．０ １３．２ １３．１ｃｄＤＥ ０．１２
ＹＪ００８ ９．７ ９．５ ９．６ ９．６ｈＨ ０．１０
ＹＪ００９ １４．２ １４．４ １４．２ １４．３ａＡ ０．１２
ＹＪ０１０ ８．４ ８．５ ７．０ ８．０ｊＪ ０．８４
ＹＪ０１１ １３．０ １３．３ １３．４ １３．２ｃｄＤＥ ０．２１
ＹＹ００１ １２．８ １２．９ １２．６ １２．８ｄＥ ０．１５
ＹＹ００２ ８．４ ８．８ ８．９ ８．７ｉＩ ０．２６
ＹＹ００３ １３．０ １３．２ １２．４ １２．９ｄＥ ０．４２
ＹＹ００４ １１．０ １１．２ １１．４ １１．２ｅＦ ０．２０
ＹＹ００５ １０．０ １０．３ ９．８ １０．０ｇｈＧＨ ０．２５
ＹＹ００６ ８．２ ８．５ ８．６ ８．４ｉｊＩＪ ０．２１

　　注：同列数据后标有小写、大写字母不同者分别表示差异显著
（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。表２同。

２．３　抗ＭＲＳＡ内生细菌复筛结果
对初筛中抑菌直径超过１２ｍｍ的１２株菌株采用牛津杯

法复筛，结果表明，１２株菌株对 ＭＲＳＡ均具有较高的抑菌活
性（表２）。其中ＹＧ００９、ＹＪ００９对ＭＲＳＡ的抑菌活性最强，与
其他菌株差异极显著。各菌株抑菌活性与初筛结果无明显差

异，表明各菌株抑菌活性相对稳定。

表２　复筛活性菌株对ＭＲＳＡ病原细菌的抑菌圈直径

菌株号
抑菌圈直径（ｍｍ）

重复１ 重复２ 重复３ 平均值
标准差

ＹＧ００１ １４．０ １３．８ １３．９ １３．９ｂＢ ０．１０
ＹＧ００８ １３．８ １４．０ １４．０ １３．９ｂＢ ０．１２
ＹＧ００９ １４．５ １４．４ １４．８ １４．６ａＡ ０．２１
ＹＪ００２ １４．２ １４．０ １４．３ １４．２ｂＢ ０．１５
ＹＪ００３ １４．２ １３．８ １３．９ １４．０ｂＢ ０．２１
ＹＪ００４ １４．１ １３．９ １４．１ １４．０ｂＢ ０．１２
ＹＪ００６ １４．２ １３．９ １４．２ １４．１ｂＢ ０．１７
ＹＪ００７ １３．３ １３．２ １３．３ １３．３ｃＣ ０．０６
ＹＪ００９ １４．６ １４．８ １４．４ １４．６ａＡ ０．２０
ＹＪ０１１ １３．０ １３．２ １３．１ １３．１ｃＣ ０．１０
ＹＹ００１ １２．５ １２．８ １２．４ １２．６ｄＤ ０．２１
ＹＹ００３ １２．６ １２．５ １２．９ １２．７ｄＤ ０．２１

３　结论与讨论

本试验材料是从峨眉山海拔８００ｍ左右的地方采集的天
南星科健康植物异叶天南星，从根、茎、叶组织中共分离纯化

得到２６株内生细菌，这２６株内生细菌对 ＭＲＳＡ均有抑菌活
性，但不同菌株抑菌活性存在差异。初筛中平均抑菌圈直径

超过１２ｍｍ的菌株有１２株，这１２株菌株在复筛中仍然表现
出较强的抑菌活性，其中ＹＧ００９、ＹＪ００９对ＭＲＳＡ的抑菌活性
最强，有进一步研究开发抗ＭＲＳＡ新药的潜力。

从健康植株异叶天南星根、茎、叶中分别分离得到内生细

菌，植株不同组织部位的内生细菌对病原菌 ＭＲＳＡ的抑菌效
果不同，从初筛、复筛结果来看，异叶天南星根、茎分离得到的

内生细菌对ＭＲＳＡ的抑菌活性更强，这与异叶天南星主要以
根入药相吻合，同时表明茎可能也具有较好的药用价值。

不同内生细菌在初筛、复筛试验中对 ＭＲＳＡ的抑菌活性
相对稳定，表明这些内生细菌产生抗 ＭＲＳＡ活性物质能力是
可以稳定遗传的。
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