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　　摘要：人参具有极高的药用价值，除野生人参外，虽已在河南、湖北等地区均已实现人工栽培，但仍难以满足需求。
多数研究显示，人参内生菌可能是解决人参供不需求较为行之有效的方案；但关于野生与栽培人参内生细菌差异的研

究较少。采用宏基因组测序技术分析野生及栽培型人参内生细菌种类及多样性。结果显示，２种不同来源的人参内
生细菌主要包括３个门：变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、硬壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），其中变形菌门占
据主导地位。在变形菌门中，野生人参内生细菌中 γ－变形菌纲为第一大纲，栽培人参内生细菌中芽孢杆菌纲
（Ｂａｃｉｌｌｉ）为第一大纲。野生人参内生细菌多集中于类芽孢杆菌科（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）、
肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）等；栽培人参内生细菌多集中于类芽孢杆菌科（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、动性球菌科
（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、假单胞杆菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）等。这些数据显示，不同产地的人参内生细菌多样性略有差异。
研究结果为进一步探讨人参内生细菌次生代谢产物、不同产地间人参内生细菌差异性等提供理论基础和技术支撑。
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　　人参，属五加科植物，在我国有数千年的药用历史，是传
统名贵药材。人参具有调气血、安精神、止惊悸等功效。近年

来，现代药理扩大人参的应用范围和价值，研究发现人参具有

抗肿瘤、抗炎症、抑菌等多种作用［１－２］。人参有效成分主要集

中于人参皂苷、多糖等，如人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｇ３、Ｒｈ２、Ｒｅ等。人
参皂苷Ｒｇ１通过抑制ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ／ＰＩ３Ｋ通路减少血管紧张
素Ⅱ诱导足细胞的自噬现象［３］；人参皂苷 Ｒｇ３下调胰岛素一
号增长因子的分泌，抑制骨髓瘤细胞增殖［４］；人参皂苷 Ｒｅ在
人永生化表皮细胞 ＨａＣａＴ中，能够调控丝蛋白和半胱天冬
酶－１４促进皮肤的保护功能［５］；人参皂苷 Ｒｈ２在结肠癌荷鼠
抑制瘤模型中能够减轻肿瘤相关抑郁症状［６］。

野生人参多分布于黑龙江、吉林、辽宁等地区，随着人参

种植技术的发展，栽培人参已在湖北、河南、河北等地区落户。

虽然人参的种植规模在扩大，但依然处于供不应求的状况。

此外，病虫害、天气等因素也严重影响人参的产量和品质［７］。

内生菌是一类可以在植物体内生存的微生物，且不会对

宿主植物造成任何伤害。因其次生代谢产物中可能含有与宿

主植物相同或相似的活性成分，而成为研究的热点和重

点［８］。因此，本试验以非主产地栽培人参为研究对象，分析

其内生细菌的组成和多样性，以期为更好地开发利用有限的

人参资源提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
人参为吉林长白山野生人参（购自安徽省亳州市中药市

场）和河南省南阳市栽培人参（由河南省南阳市栽培户馈

赠）；细菌总ＤＮＡ提取试剂盒，购自天根生化科技（北京）有
限公司；宏基因组测序由上海美吉生物医药科技有限公司

完成。

营养琼脂（ＮＡ）培养基：１０．０ｇ蛋白胨，３．０ｇ牛肉粉，
５．０ｇ氯化钠，双蒸水定容至１Ｌ，ｐＨ值调至７．３。
１．２　试验方法
１．２．１　人参表面消毒及培养　新鲜人参根茎经自来水冲洗
后，用５０％乙醇处理１５ｓ，７５％乙醇处理３０ｓ。随后，将人参
于１％ ＮａＣｌＯ溶液中浸泡３ｍｉｎ，无菌水冲洗３～５次，收集冲
洗废液。将人参根茎剪成５ｍｍ的小段置于 ＮＡ液体培养基
中，２８℃，１００ｒ／ｍｉｎ培养１４ｄ左右。
１．２．２　人参内生细菌总 ＤＮＡ提取　取５ｍＬ上述培养液，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后，在菌体沉淀中加入２００μＬ缓冲液
ＧＡ和２０μＬ蛋白酶 Ｋ，振荡；加入２２０μＬ缓冲液 ＧＢ，振荡
１５ｓ后７０℃水浴１０ｍｉｎ；加入２２０μＬ无水乙醇，振荡１５ｓ，
转至吸附柱中，随后按说明书进行操作。使用紫外微量分光

光度计检测所提ＤＮＡ的浓度和质量。
１．２．３　宏基因组测序及数据分析　利用细菌１６ＳｒＤＮＡ引物
３３８Ｆ（５′－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ－３′）和 ８０６Ｒ（５′－
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′），进行 ＰＣＲ扩增。产物
经胶回收后，使用ＩｌｌｉｍｉｎａＰＥ２５０／ＰＥ３００进行宏基因组测序。
　　测序所得有效数据进行 ＯＴＵｓ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｕｎｉｔｓ，简称ＯＴＵｓ）聚类分析，使用 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅ数据库进行物种
注释，对ＯＴＵｓ进行丰度和Ａｌｐｈａ多样性分析。
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２　结果与分析

２．１　测序结果及分析
由图１可知，随着测序数量的增加，稀释度曲线趋向平

坦。香农指数（图２）说明测序数据丰富，能够反映人参内生
细菌中的物种信息。

２．２　人参内生细菌的多样性分析
由图３、图４、图５可知，在门的分类水平上，人参内生细

菌多 分 布 在 变 形 菌 门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、硬 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）等门中，其中，野生人
参内生细菌在上述门中的含量分别约为６４％、２９％、７％，栽
培人参内生细菌在上述门中的含量分别约为 ５６％、４０％、
４％。在纲的分类水平上，人参内生细菌多分布于放线菌纲
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、α－变形菌纲（Ａｌｐｈａ－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽孢
杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）、β－变形菌纲（Ｂｅｔａ－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、γ－变
形菌纲（Ｇａｍｍａ－ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）等纲中，其中，野生人参内生
细菌在上述纲中的含量分别为 ７％、１４％、２９％、７％、４３％，栽
培人参内生细菌在上述纲中的含量分别约为 ４％、１６％、
４０％、８％、３２％。在目的分类水平上，人参内生细菌主要分布
在芽孢杆菌目（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、伯克氏菌目（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）、肠
杆菌目（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、微球菌目（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ）、假单胞
菌目（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）、根瘤菌目（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ）、黄单胞杆菌
目（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）等目中，其中，野生人参内生细菌在上
述目中的含量分别为２９％、７％、１４％、７％、１４％、１４％、１４％，
栽培人参内生细菌在上述目中的含量分别为 ４０％、８％、
１２％、４％、１２％、１６％、８％。在科的分类水平上，野生人参内
生细菌主要分布在产碱菌科（Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ）（７％）、布鲁氏
菌科（Ｂｒｕｃｅｌｌａｃｅａｅ）（７％）、肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）

（１４％）、微杆菌科（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）（７％）、类芽孢杆菌科
（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）（２１％）、动性球菌科 （Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）
（７％）、假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）（１４％）、根瘤菌科
（Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ）（７％）、黄单胞杆菌科（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）
（１４％）等科中；栽培人参内生细菌则多集中在产碱杆菌科
（Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ）（８％）、芽孢杆菌科（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）（４％）、慢
生根 瘤 菌 科 （Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ）（４％）、布 鲁 氏 菌 科
（Ｂｒｕｃｅｌｌａｃｅａｅ）（４％）、肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）（１２％）、
微 杆 菌 科 （Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ） （４％）、莫 拉 菌 科

（Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ）（４％）、类芽孢杆菌科（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）
（２８％）、动性球菌科（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）（８％）、假单胞杆菌科
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）（８％）、根瘤菌科（Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ）（４％）、
未分类根瘤菌科（Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ－ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ）（４％）、黄单胞
菌科（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）（８％）等科中。从属的分类水平来
看，野生人参内生细菌在无色杆菌属（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）（７％）、
肠杆 菌 属 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）（７％）、赖 氨 酸 芽 孢 杆 菌 属
（Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）（７％）、微杆菌属（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）（７％）、苍白
杆菌属（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）（７％）、类芽孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）
（２１％）、假单胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）（１４％）、根瘤菌属
（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）（７％）、沙雷菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）（７％）、寡养单胞菌属
（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）（１４．％）等属中均有分布；栽培人参内生
细菌多集中于无色杆菌属（４％）、不动菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）
（４％）、颇陌菌属（Ａｄｖｅｎｅｌｌａ）（４％）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）
（４％）、包西氏菌属（Ｂｏｓｅａ）（４％）、肠杆菌属（４％）、赖氨酸芽
孢杆菌属（４％）、微杆菌属（４％）、苍白杆菌属（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）
（４％）、类芽孢杆菌属（２８％）、泛菌属（４％）、假单胞菌属
（８％）、未分类根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ－ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ）（４％）、根
瘤菌属（４％）、沙雷菌属（４％）、寡养单胞菌属（８％）、绿芽孢
杆菌属（Ｖｉｒｉｄｉｂａｃｉｌｌｕｓ）（４％）等属中。上述数据显示，类芽孢
杆菌属、假单胞菌属、寡养单胞菌属在野生人参内生细菌和栽

培人参内生细菌中均为优势种群。

３　结论与讨论

本研究以河南省栽培人参为代表，利用高通量测序技术

进行１６ＳｒＲＮＡ分析野生、栽培人参内生细菌的多样性。结
果显示，在野性、栽培人参中内生细菌均具有丰富的遗传多样

性，野生人参内生细菌含有类芽孢杆菌属、假单胞菌属、寡养

单胞菌属等１０个细菌属；栽培人参内生细菌含有类芽孢杆菌
属、寡养单胞菌属等１７个细菌属。
　　该研究结果可以为深入研究，开发人参内生细菌提供理
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论基础和参考依据。

１６ＳｒＲＮＡ具有１０个保守区域和９个高变区域，其高变
区域随种属的差异而有固定的差异序列，因此，１６ＳｒＲＮＡ在
研究细菌分类和系统发育等方面被认为是金标准。

人参被称为“百草之王”，药用价值广泛，现代药理研究

显示，人参具有抗肿瘤、抗炎症、增加免疫力等作用；但因价

格、虫害等因素阻碍了人参的应用及推广。近年来，随着对内

生菌研究的深入，人参内生菌中含有与人参功效相似的次生

代谢产物，使人参内生菌成为热点研究领域之一［９］。田磊等

从人参内生细菌中筛选到１株具有 ＡＣＣ脱氢酶活性的荧光
假单胞杆菌［１０］；王卓等发现２种人参内生真菌———ＧＳ－４和
ＧＳ－２２，其乙酸乙酯粗提物对人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞具有抑制作
用，其半抑制浓度为６０～１４０μｇ／ｍＬ，这２种真菌分别为半裸
镰刀菌、半球菌［１１］；姜云等研究了来源于吉林省不同区域的

人参内生细菌的多样性，发现人参内生细菌分属于１８个种
属［１２］。虽然有关人参内生细菌的研究较多，但关于野生、栽

培人参内生细菌的多样性及其之间的差异性等研究较少。作

为人参内生细菌的差异性研究，本研究属于首次。

本研究分析栽培人参与野生人参细菌多样性的差异主要

为，栽培人参细菌的丰度略高于野生人参细菌的丰度，栽培人

参含有１７个细菌种属，其中类芽孢杆菌属、寡养单胞菌属等
为优势属。这为人参内生细菌的开发和应用奠定了理论基

础，也为研究不同产地人参内生细菌的多样性提供参考依据

和试验技术，对推广人参栽培具有积极意义。
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　　摘要：以副猪嗜血杆菌ｎａｎＨ为研究对象，对副猪嗜血杆菌不同标准株的神经氨酸酶序列和活性进行分析，同时
通过原核表达获得了可溶性表达的有活性的神经氨酸酶。结果表明，副猪嗜血杆菌的神经氨酸酶包含１个ＲＩＦ功能
域和２个Ａｓｐ－ｂｏｘ区，其活性区域包括由Ａｒｇ１６３、Ａｒｇ２３３构成的精氨酸三联体、Ｇｌｕ１４８、Ｔｙｒ２６７和Ａｓｐ１８２；ＮａｎＨ的可
溶性表达表明，副猪嗜血杆菌神经氨酸酶以可溶性表达的形式存在，同时使用神经氨酸酶检测试剂盒检测有活性，为

进一步研究神经氨酸酶的功能提供依据。
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　　副猪嗜血杆菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｐａｒａｓｕｉｓ，ＨＰＳ）是猪呼吸道常
在的一种ＮＡＤ依赖的革兰氏阴性菌，属于巴氏杆菌科［１］，显

微镜下观察为多种形态的杆状细菌。在某些特殊环境下能入

侵机体，从而引发猪的浆液性或纤维素性多发性浆膜炎、关节

炎、脑膜炎等，俗称格拉瑟氏病（Ｇｌｓｓｅｒｓｄｉｓｅａｓｅ）［２－３］或引起
猪的急性败血症［４］。副猪嗜血杆菌病主要影响２周 ～４月龄
的猪，常在仔猪保育阶段发病，发病率一般在１０％ ～１５％，严
重时死亡率高达５０％。随着养猪业规模的迅速扩大和养殖
模式的改变，近些年流行趋势日趋严重，已成为危害养猪业的

主要细菌性病原，造成了大量的经济损失［５－７］。唾液酸作为

细菌代谢中一种重要的分子，一方面可以作为细菌的能量供

细菌生存所需，另一方面细菌又可以利用唾液酸作为自己的

结构物质与宿主细胞相互作用。

本研究以副猪嗜血杆菌的 ｎａｎＨ基因为研究对象，研究
副猪嗜血杆菌不同标准菌株中ｎａｎＨ序列的差异及神经氨酸
酶活性的不同；同时第一次通过大肠杆菌原核表达获得有活

性的神经氨酸酶。

１　材料与方法

１．１　载体与质粒
原核表达载体载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）和ｐＥＴ－３２ａ（＋）购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　工具酶及主要试剂

所有的限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、高保

真酶 ＰｙｒｏｂｅｓｔＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ均购自大连宝生物公司
（ＴａＫａＲａ）。

ＰＣＲ产物纯化试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒均为 Ｏｍｉｇａ
产品。

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ感受态细胞、质粒小提试剂盒购自北
京全式金生物技术有限公司。

胰酶大豆琼脂（ＴＳＡ）、胰酶大豆琼脂（ＴＳＢ）均购自 Ｄｉｆｃｏ
公司。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ）购自中国上海化学试
剂公司。

琼脂糖、胰蛋白胨以及酵母浸出物等购自ＯＸＯＩＤ公司。
神经氨酸酶检测试剂盒购自碧云天生物制品公司。

１．３　重组质粒的构建
ｎａｎＨ全长 ＰＣＲ纯化回收产物酶切体系（总体积

５００μＬ）见表 １。载体 ｐＥＴ－２８ａ（＋）酶切体系（总体积
５０．０μＬ）见表２。

表１　ｎａｎＨ全长ＰＣＲ纯化回收产物酶切体系

名称 用量（μＬ）
ＥｃｏＲⅠ ２．２
ＸｈｏⅠ ２．３

１０×ＨＢｕｆｆｅｒ ５．０
纯化回收后ＰＣＲ产物 １８．０

双蒸水 ２２．５

表２　载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）酶切体系

名称 用量（μＬ）
ＥｃｏＲⅠ ２．２
ＸｈｏⅠ ２．３

１０×ＨＢｕｆｆｅｒ ５．０
ｐＥＴ－２８ａ（＋）质粒 ２０．０

双蒸水 ２０．５
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