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　　摘要：采用ＰＤＡ和ＬＢ培养基培养新鲜的猕猴桃果肉内生菌，用平板对峙法筛选出具有抑菌活性的内生菌株，用
平板倾注法测定筛选出的内生菌不同浓度发酵液对标准菌株和临床菌株的抑菌活性，并基于形态特征、生理生化特

性、电镜扫描结果、１６ＳｒＤＮＡ基因序列同源性分析、Ｎ－Ｊ法系统发育树鉴定菌株。结果表明，从猕猴桃果肉中分离获
得３株内生细菌，并初筛出１株抑菌活性较为明显的菌株，被鉴定为粪肠碱杆菌，能够抑制标准菌株大肠埃希氏菌、金
黄色葡萄球菌及临床菌株中革兰氏阴性菌株大肠埃希氏菌、阴沟肠杆菌、肺炎克雷柏菌的生长，对革兰氏阳性菌株金

黄色葡萄球菌、溶血性葡萄球菌、肺炎链球菌的生长无作用。
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　　我国植物资源丰富，从植物中分离和提取具活性物质的
内生菌可应用于新型活性物质的生产，制造环保、高效的新

药。Ｅｚｒａ等从植物中分离得到具有抑菌活性的内生菌株对细
菌、真菌有明显的抑制作用［１］，这为天然抗菌物质的研究提

供了可靠、实用的理论依据［２］。植物内生菌是生活在植物活

性组织内较为特殊的微生物，包括潜伏在宿主体内的病原微

生物，是植物组织内的正常菌群，也是植物微生物生态系统中

的天然组成部分［３］。有研究表明，内生细菌通常不会伤害植

物的各种组织器官，而能够促进植物的生长［４－５］。天然抗菌

物质具有抑菌性强、无毒、性能稳定、广谱高效等优点，已成为

食品及医药研究的热点［６］。目前，从多种植物中已分离到内

生菌株。程小梅等从猕猴桃枝、茎、叶及腐烂果实中可分离得

到内生菌真菌和导致腐烂的细菌［７－８］；王美琴等从番茄内分

离得到６４２株内生菌株，并应用平板法筛选出２株具有抑菌
活性的菌株［９］；范晓静等从银杏内获得１株具有抑菌活性的
解淀粉芽孢杆菌，并采用对峙法明确其抑菌活性［１０］；梁盛年

等从柑橘枝叶样本中分离得到内生细菌５５株，经显微镜形态
观察初步鉴定这些菌株分属５个属，并采用纸片扩散法（Ｋ－
Ｂ法）确定有１２株具有抑菌活性［１１］；王梦颖等使用平板倾注

法从香蕉中获得具广谱活性的菌株［１２］；Ｃｈｅｎ等应用形态学、
分子生物学从兰科植物的种子和根中分离鉴定得到植物内生

菌［１３］；Ｚｉｙａｋｅ等从骆驼刺中分离到２０株内生菌，并采用琼脂
扩散法筛选具抑菌活性的菌株［１４］；Ｋｕｍａｒ等从姜黄中分离到
对大肠埃希菌有抑菌作用的内生菌［１５］。

猕猴桃为猕猴桃科猕猴桃属多年生落叶植物，果实营养

丰富，有“维生素Ｃ之王”的美称，深受消费者喜爱。贵州省
修文县是猕猴桃之乡，种植面积达１５万 ｈｍ２，挂果面积约为
３３３０ｈｍ２，产量超过４万ｔ。目前，未见有关新鲜健康猕猴桃
果实分离到具抑菌活性菌株的报道。从高产的健康猕猴桃果

实中分离鉴定内生菌，研究其抑菌谱和抑菌活性，对猕猴桃天

然抗菌物质的开发应用具有重要意义，可为猕猴桃产业深加

工发展提供新的方向，也为其产业开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
猕猴桃果实采集于贵州省修文县三金圣果有限公司猕猴

桃园内。大肠埃希氏菌（ＡＴＣＣ２５９２２）、金黄色葡萄球菌
（ＡＴＣＣ２５９２３）、枯草芽孢杆菌（ＡＴＣＣ６６３３）、白色念珠菌
（ＡＴＣＣ１０２３１）等标准菌株，由贵州医科大学感染与免疫实验
室提供；大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、阴沟

肠杆菌、肺炎链球菌、溶血性葡萄球菌等临床菌株，由贵州省

六盘水市人民医院检验科分离鉴定并保存。Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ
培养基（ＬＢ培养基），由青岛雅各化学试剂有限公司提供；马
铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ培养基），由鼎国生物技术有限
公司提供；水解酪蛋白（Ｍｕｅｌｌｅｒ－Ｈｉｎｔｏｎ）培养基（ＭＨ培养
基），由杭州滨和微生物试剂有限公司提供。

１．２　试验方法
１．２．１　猕猴桃果实内生细菌的分离纯化　新鲜猕猴桃果实
经７０％乙醇溶液表面消毒［１０］，用接种针挑取果肉分别于

ＰＤＡ培养基、ＬＢ培养基上２８℃培养７ｄ，观察菌落生长情况；
转种培养３次以纯化菌株，４℃保存，备用。
１．２．２　猕猴桃果实内生拮抗菌株的筛选　采用平板对峙
法［１６］，在直径为９ｃｍ的ＰＤＡ平板中央接入链格孢菌；距中央
２．５ｃｍ处接入 １环培养 ２４～４８ｈ的分离纯化菌株菌苔，
２８℃ 培养３ｄ，以不接种菌株处理为对照，测定菌株对链格
孢菌的抑菌活性。

１．２．３　分离菌株无菌发酵液的制备　在１５０ｍＬ三角烧瓶中
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加入 ３０ｍＬＰＤＡ液体培养基，接种内生菌到三角烧瓶中，
３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养７２ｈ，发酵液４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ；取上清液，４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；上清液用
０．４５μｍ的水系、微孔滤膜过滤除菌，即得无菌发酵滤液。
１．２．４　分离菌株无菌发酵液平板倾注法培养　将无菌发酵
滤液分别稀释０、２、４、８、１６倍制成菌悬液，分别与ＭＨ培养基
混匀；用０．５号麦氏比浊管分别将标准菌株、临床菌株配制成
孢子浓度为１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌液，再用０．９％氯化钠溶
液（生理盐水）稀释成孢子浓度为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的菌液，接
种在混匀的培养基表面，倒置于恒温箱 ２８℃中培养 ２４～
４８ｈ，观察其生长情况［１２］。

１．２．５　内生菌菌株的鉴定　
１．２．５．１　生理生化特性鉴定［１７］　将保存的菌株复苏，接种
于血平板培养基上，培养箱中２８℃培养２４ｈ；挑起单个菌落
进行革兰氏染色，油镜（１００×）下观察细菌形态；根据革兰氏
染色情况，挑起上面培养的单个菌落，穿刺相应乳酸、甘露醇、

蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、木糖、七叶苷、鸟氨酸、赖氨酸、精氨酸、

硝酸盐、靛基质、枸橼酸盐共１３个生化管。
１．２．５．２　扫描电镜形态观察　取内生菌 １ｍＬ发酵液，
８０００ｒ／ｍｉｎ室温离心１ｍｉｎ；弃上清，加入２．５％戊二醛，４℃
冰箱中固定４～８ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ室温离心１ｍｉｎ；弃上清，磷酸
盐缓冲溶液（ＰＢＳ溶液）清洗３次，按３０％、５０％、７０％、８０％、
９０％顺序梯度脱水，每次加入后静置１５ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ室温
离心１ｍｉｎ；１００％乙醇洗涤２次，用３００～６００μＬ无水乙醇重
悬浮，待用；吸取重悬液７～１０μＬ置于干燥仪内干燥，将干燥
好的样品用双面胶置于扫描电镜专用样品台上，经离子溅射

喷金后在扫描电镜下观察菌体形态结构［１８］。

１．２．５．３　分子生物学鉴定　细菌菌株ＤＮＡ的提取参照易润
华等的方法［１９］，应用１６ＳｒＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增；取５μＬ扩增
产物于１％琼脂糖凝胶上进行电泳检测，ＤＮＡ目的条带送上
海生工生物工程有限公司进行测序，将所得的１６ＳｒＲＮＡ基
因序列用Ｂｌａｓｔ软件与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行相似性比对，采用
Ｍｅｇａ５．０软件Ｎ－Ｊ法建立系统发育树。

２　结果与分析

２．１　猕猴桃果实内生菌的菌落特征
由图１可见，从猕猴桃果肉内分离出 ３株植物内生菌

Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３，经ＰＤＡ培养基培养，内生菌Ｍ１菌落形态为灰色，
内生菌Ｍ２菌落形态为黄褐色，内生菌Ｍ３菌落形态为白色，３
株内生菌均表面粗糙，呈绒状。

２．２　猕猴桃果实内生菌拮抗菌株的筛选
试验结果（图２）表明，只接种链格孢菌的 ＰＤＡ平板（对

照）上，链格孢菌占领整个平板，而在对峙接种 Ｍ３和链格孢
菌的平板上，链格孢菌则没有越过 Ｍ３，２种菌之间抑菌带宽
达０．５ｃｍ，说明Ｍ３对链格孢菌丝生长有明显抑制作用。

２．３　猕猴桃果实内生菌株抑菌活性试验
２．３．１　对标准菌株的抑菌效果　由图３可见，Ｍ３无菌发酵
滤液 原 液 及 其 稀 释 液 对 标 准 菌 株 大 肠 埃 希 氏 菌

（ＡＴＣＣ２５９２２）、金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）有较好的抑菌
效果，未见这２种菌株的生长。

２．３．２　对临床菌株的抑菌效果　由图４、图５可见，Ｍ３菌株
无菌发酵液对革兰氏阴性临床菌株大肠埃希氏菌、阴沟肠杆

菌、肺炎克雷伯菌有较好的抑菌效果，上述细菌在不同浓度内

生菌发酵液中均未见生长，而对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球

菌、溶血性葡萄球菌、肺炎链球菌的抑菌效果相对较差，上述

细菌在不同浓度的内生菌发酵液中均有不同程度的生长。

２．４　内生菌株Ｍ３的鉴定
２．４．１　菌落形态观察　由图６、图７可见，菌株Ｍ３在血琼脂
平板上的菌落形态为灰白色、不规则、略凸起、湿润；革兰氏染

色为阴性，菌体呈球状、杆状、球杆状。

２．４．２　电镜形态观察　由图８可知，Ｍ３菌株孢子形态呈杆
状，大小为２．５０μｍ×０．２０μｍ左右。
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２．４．３　生理生化鉴定　由图９、表１和检索伯杰氏细菌鉴定
手册可知，Ｍ３菌株的生理生化特性与碱杆菌属较为接近。
２．４．４　分子生物学和生物信息学鉴定　以 Ｍ３菌株的基因
组ＤＮＡ为模板，用细菌通用引物进行 ＰＣＲ扩增，得到１条约
１５００ｂｐ的 ＤＮＡ片段，用 ＤＮＡ回收试剂盒回收该片段进行
测序，序列长度为１４７８ｂ，该序列与ＧｅｎＢａｎｋ中１６ＳｒＤＮＡ序
列进行比对，Ｍ３菌株的１６ＳｒＤＮＡ与产碱杆菌菌属的粪肠产

碱杆菌同源性高达９９．９％。由图１０可见，菌株Ｍ３与碱杆菌
属在同一分支上，遗传进化距离相对最近，这与形态学观察及

生理特性的测定结果一致，可确定Ｍ３菌株属粪产碱杆菌，命
名为Ｓ１１４２的１６ＳｒＤＮＡ序列已在ＧｅｎＢａｎｋ中注册，序列号为
ＨＭ１４５８９６．１。

３　结论与讨论

本试验从新鲜猕猴桃果实中分离到１株对革兰氏阴性临
床菌株有抑菌活性的内生细菌菌株 Ｍ３，该菌株抗菌谱较广，
抑菌效果较好，通过生理生化反应、革兰氏染色、电镜观察、

１６ＳｒＤＮＡ测序及分子生物学检测，构建系统发育树，鉴定 Ｍ３
菌株属于粪产碱杆菌。粪产碱杆菌一般常见由土壤中分离得

到［２０］，发现带有多变异性的质体，携带可制造酵素的基因，在

生物工程中应用很广［２１］，同时也广泛应用于制药工业、废水

处理、去除农药有毒物质等方面。

随着抗生素的滥用，临床耐药菌的不断出现向人类发起

一轮又一轮的挑战，以副作用小、安全性高的天然抗生素受到

人们的青睐，国内外关于天然抑菌物质的抑菌研究近年来成
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表１　Ｍ３菌株生化鉴定结果

生化管 Ｍ３菌株 碱杆菌属

乳糖 － －
甘露醇 － －
蔗糖 － －
麦芽糖 － －
葡萄糖 产碱性 产碱性

木糖 － －
七叶苷 － －
鸟氨 － －
赖氨酸 － －
精氨酸 － －
硝酸盐 － －
靛基质 － －
枸橼酸盐 ＋ ＋

　　注：－表示呈阴性；＋表示呈阳性。

为热门。早在１０多年前，赵跃等提出探索植物天然抗菌素作
为新的治疗因子应用于临床及药物开发的建议［２２］。李杨等

从梧桐科蛇婆子属植物中得到一个独特的喹啉酮生物碱，初

步发现其甲基化衍生物对革兰阳性菌金黄色葡萄球菌、表皮

葡萄球菌等有抗菌活性［２３］。杨澍等从鱼腥草中分离出对体

外金黄色葡萄球菌和白色念珠菌、对体内金黄色葡萄球菌有

明显抑制菌作用的有效成分鱼腥素［２４］。本试验在猕猴桃果

实中分离得到Ｍ３菌株，在医学天然抗菌物质的应用将会有
重要的研究价值。Ｍ３菌株发酵液在平板对峙试验中对链格
孢菌有很强的拮抗能力；在平板倾注法中，能明显抑制标准菌

株大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌；在临床菌株抑制试验中，

革兰氏阴性菌大肠埃希氏菌、阴沟肠杆菌、肺炎克雷柏菌均未

见生长，在不同浓度Ｍ３菌株发酵液中，革兰氏阳性菌金黄色
葡萄球菌、溶血性葡萄球菌、肺炎链球菌有不同程度的生长，

进一步证实猕猴桃内生菌Ｍ３菌株发酵菌液对革兰氏阴性菌
有抑菌作用，对革兰氏阳性菌无明显的抑菌作用。
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斑腿蝗科２种短翅型蝗虫染色体的比较
张晓明１，张建春２，常怀艳１，柳　青１，３

（１．云南农业大学植物保护学院／云南省生物资源保护与利用国家重点实验室，云南昆明６５０２０１；
２．云南省红河热带农业科学研究所，云南河口６６１３００；３．保山学院资源环境学院，云南保山 ６７８０００）

　　摘要：为了解斑腿蝗科（Ｃａｔａｎｔｏｐｉｄａｅ）２种短翅型蝗虫云南云秃蝗［Ｙｕｎｎａｎａｃｒｉｓｙｕｎｎａｎｅｕｓ（Ｒａｍｍｅ）］和云南拟裸
蝗（ＣｏｎｏｐｈｙｍａｃｒｉｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＣｈｅｎｇ）的细胞遗传学特征，采用常规的液氮冰冻压片法和 ＢＳＧ显带法对２种蝗虫的染
色体核型和Ｃ带带型进行研究。结果表明，云南云秃蝗染色体数目２ｎ（♂）＝２１，染色体臂数为２１，染色体组具有９对
端着丝粒和１对亚端着丝粒染色体，性染色体Ｘ为端着丝粒染色体；云南拟裸蝗染色体数目２ｎ（♂）＝２３，染色体臂数
为２３，染色体全部为端着丝粒染色体。染色体Ｃ带核型分析结果表明，云南云秃蝗染色体有１６条 Ｃ带带纹，其中有
１１条着丝粒带，５条端带，染色体组异染色质总含量为２２．２６％；云南拟裸蝗有１８条Ｃ带带纹，其中有１２条着丝粒带，
６条端带，染色体组异染色质总含量为２３．００％。２种蝗虫除了具有相同的ＸＯ型性别决定机制外，在其他的染色体核
型和Ｃ带带型方面均表现出一定的差异。
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　　蝗虫是蝗总科（Ａｃｒｉｄｏｉｄｅａ）昆虫的总称，全世界记载有
１００００多种蝗虫。斑腿蝗科（Ｃａｔａｎｔｏｐｉｄａｅ）是蝗总科中最大

的科，已知有７６０多个属近４０００种，种类多、分布广，其中有
少数种类是农业、畜牧业和林业生产上的重要害虫。我国记

录的有１００多个属４３０多种斑腿蝗科昆虫，主要分布于我国
南方地区［１－２］。

染色体是生物遗传物质的载体。在各生物类群中，染色

体结构特征具有相对稳定性，不同类群的染色体数目、大小、

形态、组型、减数分裂行为及异染色质分布等亦有不同［３］。

因此，通过研究和分析染色体数目、结构和行为等细胞学特

征，可以为昆虫近缘种的鉴别、物种演化及亲缘关系分析提供
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