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中华地鳖虫肠道内生真菌的分离鉴定及抑菌活性研究
△

李娜，李凡，胡高升，赵癑，贾景明

沈阳药科大学 中药学院，辽宁　沈阳　１１００１６

［摘要］　目的：研究中华地鳖虫肠道内生真菌及其抑菌活性，为发现新型活性天然产物提供一条重要的途径。
方法：采用平板分离法从地鳖虫肠道内分离内生真菌，利用滤纸片法对其进行抑菌活性研究，并对菌株的总 ＤＮＡ
进行提取，利用通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４对菌株１８ＳｒＤＮＡＩＴＳ序列进行扩增和测序，将测序结果进行同源性比对分析，
确定活性菌株的分类地位。结果：从中华地鳖虫肠道中共分离出８株内生真菌。其中，菌株ＤＢ１对金黄色葡萄球
菌、枯草芽孢杆菌和白色念珠菌都有一定的抑制作用，经比对分析后鉴定菌株ＤＢ１为深绿木霉Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ。
结论：中华地鳖虫肠道内具有抑菌活性的内生真菌资源可做进一步研究利用。
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昆虫含有大量的昆虫肠道菌，包括许多昆虫致

病菌及互惠共生菌等。一些肠道微生物生活在昆虫

肠道内并与宿主一起进行协同进化，在进化的过程

中逐渐形成了自己独特的代谢途径，并且发生了形

态化及基因型变化［１２］。研究表明，一些肠道共生菌

能够为宿主提供一些宿主需要的重要营养物质，帮助

宿主抵御一些致病菌的抗生素，还会产生一些活性次

生代谢产物，促进宿主的生长，提升竞争能力。昆虫

与微生物保持多样的共生关系，这种共生关系可能对

宿主昆虫具有重要的生存意义，如半翅目蚜虫共生菌

Ｂｕｃｈｎｅｒａｓｐ和红兵臭虫共生菌 Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ为
宿主提供昆虫不能合成的维生素Ｂ族化合物［３４］；白

蚁肠道菌Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ和Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ为宿主昆虫清理肠
道内的含氮有机废物［５］；某些兼性共生菌可以产生

活性小分子代谢产物，帮助宿主昆虫抵御致病菌和

外来天敌入侵等。研究者将共生菌产生的活性小分

子应用于药学研究时发现，某些小分子具有明显的

抗菌、抗癌和免疫抑制活性，提示昆虫共生菌作为

新药物来源的可能性［６７］。作为新天然产物的来源之

一，昆虫共生菌正受到越来越多药物化学家的关注。
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中华地鳖虫 ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ又名地
鳖虫、土鳖虫、土元等，为节肢动物门昆虫纲蜚蠊

目鳖蠊科昆虫，是 《中华人民共和国药典》收载的

常用中药地鳖虫的主要来源之一，雌虫全体入药，

具有破瘀血、续筋骨等作用，用于筋骨折伤、瘀血

经闭、症瘕痞块［８］。

近年来，关于地鳖虫的研究主要集中在化学成

分、药理作用及保健作用方面［９］，而关于地鳖虫肠

道内生真菌的研究未见报道。因此，本文对中华地

鳖虫肠道内生真菌进行了分离鉴定，并对其次级代

谢产物进行了抑菌活性研究，旨在为发现新型活性

天然产物提供一条重要途径。

１　材料

１１试剂与仪器

蔗糖（天津市大茂化学试剂厂）；蛋白胨（北京

奥博星生物技术有限责任公司）；琼脂粉（天津市科

密欧化学试剂有限公司）；琼脂糖（西班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ）；
２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（南京诺唯赞生物科技有限公司）；
硫酸链霉素、青霉素、ＥＺｕｐ柱式真菌基因组 ＤＮＡ
抽提试剂盒（上海生工生物工程公司）；Ｍａｒｋｅｒ
ＤＭ２０００（康为世纪生物科技有限公司），其余试剂均
为分析纯。

超净工作台（上海树立仪器仪表有限公司）；立

式压力蒸汽灭菌锅（上海申安医疗器械厂）；生化培

养箱（上海新苗医疗器械制造有限公司）；振荡培养

箱ＺＱＴＹ５０Ｆ（上海知楚仪器有限公司）；ＰＣＲ仪（美
国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；电泳仪ＥＰＳ３００、水平电
泳槽ＨＥ１２０、Ｔａｎｏｎ１６００凝胶成像系统（上海天能
科技限公司）；台式高速冷冻离心机 ＴＧＬ１６（湘仪离
心机仪器有限公司）；紫外可见分光光度计 ［尤尼

柯（上海）仪器有限公司］；恒温水浴锅（郑州长城科

工贸有限公司）。

１２实验材料

研究材料为地鳖虫，购于临沂市兴荣土元养殖

合作社，由沈阳药科大学中药学院贾景明教授鉴定

为中华地鳖虫Ｅｓｉｎｅｎｓｉｓ。

１３供试用病原菌

抑菌实验用标准菌株为金黄色葡萄球菌 ＣＭＣＣ
（Ｂ）２６００３、枯草芽孢杆菌 ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１、白色念
珠菌ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００１，购于中国医学细菌保藏管理
中心。

１４培养基（自制）

麦芽浸汁琼脂培养基（ＭａｌｔＥｘｔｒａｃｔｓＡｇａｒｍｅｄｉｕｍ，
ＭＥＡ）：生麦芽２０ｇ，加水煮沸３０ｍｉｎ后过滤取汁，
加入蔗糖 ２０ｇ、蛋白胨 １ｇ、琼脂 ２０ｇ、去离子水
１０００ｍＬ，高压灭菌备用。不加琼脂为相应液体培养
基（ＭＥ）。牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏３ｇ、蛋白
胨１０ｇ、氯化钠５ｇ、琼脂１５ｇ、去离子水１０００ｍＬ，
高压灭菌备用。沙氏培养基：蛋白胨１０ｇ、葡萄糖
４０ｇ、氯化钠 ５ｇ、琼脂 １４ｇ、去离子水 １０００ｍＬ，
高压灭菌备用。

２　方法

２１内生真菌分离及纯化

地鳖虫饥饿２４ｈ，无菌条件下，３５％次氯酸钠
消毒２ｍｉｎ，７５％乙醇浸泡３ｍｉｎ，无菌水冲洗５次，
吸取最后一次冲洗液２００μＬ涂布平板，用于表面消
毒检查。用无菌剪刀解剖虫体，取前肠和中肠置于

无菌研钵中，加无菌水充分研磨，涡旋后离心，取

上清液 １ｍＬ，十倍稀释法稀释为 １０－１、１０－２、
１０－３、１０－４、１０－５等５个浓度（ｇ·ｍＬ－１），每个浓度
取２００μＬ涂布于 ＭＥＡ培养基中，２８℃倒置培养。
待平板长出菌落后，反复多次划线培养进行分离纯

化，得到单菌落。

２２内生真菌发酵产物提取

将已纯化的菌株，接种至装有７５ｍＬＭＥ培养基
的１５０ｍＬ锥形瓶中，于２８℃、１８０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培
养３ｄ作为种子液，再以５％的接种量接种到 ＭＥ培
养基中，１８０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养７ｄ，双层滤纸过滤后
离心，取上清，过０２２μｍ滤膜，用于抑菌活性初
筛。将抑菌活性较好的内生真菌发酵培养 ７ｄ后，
发酵液用４～６层纱布过滤后，乙酸乙酯及正丁醇等
体积萃取３次，浓缩萃取液得发酵产物浸膏，甲醇
溶解，４℃保存备用。

２３内生真菌发酵产物的抑菌活性

采用滤纸片法［１０］进行内生真菌的抑菌活性研究。

将金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌，室

温活化５ｈ后接种至相应的液体培养基（牛肉膏蛋白
胨液体培养基、沙氏培养基）于２８℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１摇
床中发酵培养至 Ａ６００为 ０５。分别移取上述菌液各
２００μＬ，分别均匀涂布于营养琼脂培养基平板和沙

·７４２１·
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氏固体培养基平板。将内生真菌发酵液从冰箱取出，

将无菌滤纸片分别放于无菌培养皿中，吸取发酵液

至无菌培养皿中，浸泡２ｈ后，用无菌镊子夹取滤
纸片，在培养皿边缘处刮去多余液体，贴于实验菌

株平板。其中金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌组设

置硫酸链霉素（１０ｍｇ·ｍＬ－１）为相应的阳性对照，
０９％氯化钠溶液为阴性对照；白色念菌珠组设置
制霉菌素（０１ｍｇ·ｍＬ－１）为阳性对照，０９％氯化
钠溶液为阴性对照。将贴好滤纸片的平板于２８℃
恒温培养箱中倒置培养１８～２４ｈ，观察抑菌圈大小
并测量。将抑菌效果较好的菌株进行发酵培养，按

２２项下方法进行萃取，用甲醇将乙酸乙酯层、正
丁醇层及水层浸膏配成质量浓度为３０ｍｇ·ｍＬ－１的
待测样品，将无菌滤纸片分别放于无菌培养皿

中，吸取待测样品滴至无菌培养皿中，浸泡 ２ｈ，
待甲醇完全挥干后，用无菌镊子夹取滤纸片，贴

于实验菌株平板。将贴好滤纸片的平板于 ２８℃
恒温培养箱中倒置培养 １８～２４ｈ，观察抑菌圈大
小并测量。

２４内生真菌的鉴定

将抑菌活性较好的菌株（ＤＢ１）接种至液体培养
基，于２８℃，１８０ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养７ｄ，试剂盒法
提取 ＤＮＡ，采用通用引物 ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）和 ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ３′）进行扩增和测序。扩增程序为：９４℃
预变性２ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ；５５℃退火１ｍｉｎ，
７２℃延伸 １ｍｉｎ，７２℃后延伸 ５ｍｉｎ；４℃保温
２ｍｉｎ，３５个循环。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测
后，送苏州金唯智生物科技公司进行序列测定，所

得序列在 ＮＣＢＩ／ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 ＢＬＡＳＴ同源
性分析。

２５内生真菌生长曲线

取菌种接种至装有２００ｍＬＭＥ培养基的５００ｍＬ
锥形瓶，于２８℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养３ｄ后，以
５％的接种量将种子液接种至装有２００ｍＬＭＥ培养基
的５００ｍＬ锥形瓶中，于２８℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培
养，每天定时取３瓶，将菌丝和菌液分离，用蒸馏
水洗净菌丝上的菌液后放在蒸发皿中，放入６０℃烘
箱中烘干后称质量，分别记录 １０ｄ菌丝体的干质
量。以生长时间为横坐标，菌丝体干质量为纵坐标

绘制生长曲线。

３　结果

３１内生真菌的分离

在表面消毒效果检验中，最后一次漂洗液涂板

培养平板中，未发现有微生物生长，表明虫体的表

面消毒效果良好，证明所分离得到的内生真菌来源

于虫体肠道内部。通过分离纯化，从地鳖虫肠道共

分离内生真菌８株。分别命名为ＤＢ１～ＤＢ８。

３２内生真菌发酵液的抑菌实验结果

筛选出来的８株地鳖虫肠道内生真菌的抑菌实
验，结果见表１。

表１　八株地鳖虫内生真菌对供试病原菌的抑菌结果

菌株编号
供试病原菌

金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌

ＤＢ１ ＋ ＋ ＋

ＤＢ２ － － －

ＤＢ３ － － －

ＤＢ４ － － －

ＤＢ５ － － －

ＤＢ６ － － －

ＤＢ７ － － －

ＤＢ８ － － －

　　注：－表示无抑菌圈；＋表示有抑菌圈。

由表１可知，菌株ＤＢ１对金黄色葡萄球菌、枯
草芽孢杆菌和白色念珠菌都有一定的抑菌作用，其

余菌株则对３株供试病原菌均没有抑菌作用，故选
定ＤＢ１进行进一步研究。

３３菌种鉴定结果

ＤＢ１菌种的 ｒＤＮＡＩＴＳ序列结果如下：ＧＴ
ＧＡＧＧＧＧＡＡＧＴＣＴＧＡＴＣＣＧＡＧＧＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＡＧＡＡ
ＧＴＴＧＧＧＴＧＴＴＴＴＡＣＧＧＡＣＧＴＧＧＡＣＧＣＧＣＣＧＣＧＣＴＣＣ
ＣＧＧＴＧＣＧＡＧＴＴＧＴＧＣＡＡＡＣＴＡＣＴＧＣＧＣＡＧＧＡＧＡＧＧＣ
ＴＧＣＧＧＣＧＡＧＡＣＣＧＣＣＡＣＴＧＴＡＴＴＴＣＧＧＧＧＣＣＧＧＧＡＴ
ＣＣＣＧＴＣＴＴＡＧＧＧＧＣＴＣＣＣＧＡＧＧＴＣＣＣＣＡＡＣＧＣＣＧＡ
ＣＣＣＣＣＣＧＧＡＧＧＧＧＴＴＣＧＡＧＧＧＴＴＧＡＡＡＴＧＡＣＧＣＴＣＧ
ＧＡＣＡＧＧＣＡＴＧＣＣＣＧＣＣＡＧＡＡＴＡＣＴＧＧＣＧＧＧＣＧＣＡＡ
ＴＧＴＧＣＧＴＴＣＡＡＡＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＴＴＣＡＣＴＧＡＡＴＴＣＴＧＣ
ＡＡＴＴＣＡＣＡＴＴＡＣＴＴＡＴＣＧＣＡＴＴＴＣＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡ
ＴＣＧＡＴＧＣＣＡＧＡＡＣＣＡＡＧＡＧＡＴＣＣＧＴＴＧＴＴＧＡＡＡＧＴＴ
ＴＴＧＡＴＴＣＡＴＴＴＴＧＡＡＴＴＴＴＴＧＣＴＣＡＧＡＧＣＴＧＴＡＡＧＡＡ
ＡＴＡＡＣＧＴＣＣＧＣＧＡＧＧＧＧＡＣＴＡＣＡＧＡＡＡＡＧＡＧＴＴＴＧ
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ＧＴＴＧＧＴＣＣＣＴＣＣＧＧＣＧＧＧＣＧＣＣＴＧＧＴＴＣＣＧＧＧＧＣＴＧ
ＣＧＡＣＧＣＡＣＣＣＧＧＧＧＣＧＴＧＡＣＣＣＣＧＣＣＧＡＧＧＣＡＡＣＡ
ＧＴＴＴＧＧＴＡＴＧＧＴＴＣＡＣＡＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＡＧＴＴＧＴＡＡＡ
ＣＴＣＧＧＴＡＡＴＧＡＴＣＣＣＴＣＣＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＡＡＣＡＧＡＡ
ＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＡＴＡＣＴＴＣＣＣＡＣＣＡＡＧＧＴＧＡＡＣＡ
ＡＡＡＡＡＡＡＧＧＴＴＧＣＣＣＧＧＣＧＧＧＧＧＴＡＧＣＣＣＧＧＧＧＧＧ
ＧＧＴＣＣＡＣＣＣＧＡＣＣＣＧＧＧＣＣＧＣＧＧＡＡＧＧＡＣＣＡＣＡＡＡ
ＣＴＴＡＴＡＣＴＧＴＡＧＴＣＣＴＴＣＧＧＧＡＴＴＴＴＡＴＴＴＣＴＡ。将序
列结 果 在 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔｃｇｉ）上进行 ＢＬＡＳＴ比对分析，发现菌株 ＤＢ１
的扩增片段的碱基序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ的ｒＤＮＡＩＴＳ序列（序列号为 ＭＧ９７２７９８１）
同源性高达 ９９％，由此证明 ＤＢ１为深绿木霉
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ。图１为菌株ＤＢ１的菌落形态图。

图１　菌株ＤＢ１的菌落形态图

３４生长曲线

菌株ＤＢ１菌丝干质量见表２，生长曲线见图２。

表２　菌株ＤＢ１菌丝干质量（ｎ＝３０）

培养时间／ｄ
菌丝体干质量／ｇ

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ 珋ｘ±ｓ

１ ０１７ ０１６ ０１６ ０１６±００１

２ ０２６ ０２５ ０２１ ０２４±００２

３ ０３５ ０３１ ０２８ ０３１±００４

４ ０３３ ０２９ ０３４ ０３２±００３

５ ０３６ ０３９ ０３５ ０３７±００２

６ ０４０ ０４４ ０３８ ０４１±００３

７ ０４７ ０４３ ０４１ ０４４±００３

８ ０４７ ０４３ ０４６ ０４５±００２

９ ０４４ ０４１ ０４１ ０４２±００１

１０ ０３８ ０４４ ０４２ ０４２±００３

图２　中华地鳖肠道内生真菌ＤＢ１生长曲线图

　　由图２可知，ＤＢ１菌株的生长周期为７～８ｄ，
在第８天菌丝干质量达到最大，然后逐渐降低，之
后达到平稳期。因此，研究ＤＢ１菌株发酵产物的抑
菌活性时，选择培养时间为８ｄ。

３５ＤＢ１菌株抑菌实验结果

ＤＢ１菌株发酵产物抑菌活性结果见图３，抑菌
圈直径大小见表３。由表３可知，只有乙酸乙酯层具
有抑菌活性，其他各部位（正丁醇层及水层）均没有

抑菌活性。

表３　ＤＢ１发酵产物抑菌活性测试（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３０）
ｃｍ

病原菌 １Ｅ １Ｂ １Ｈ ＋ —

金黄色葡萄球菌 １９４±００８ — — ３１８±００５ —

枯草芽孢杆菌 １８０±００７ — — ３２１±００４ —

白色念珠菌 １５０±００９ — — １８１±００３ —

　　注：１Ｅ为乙酸乙酯层；１Ｂ为正丁醇层；１Ｈ为水层； ＋为阳性
对照；—为阴性对照。

４　讨论

与化学合成药物相比，微生物药物具有微生物

来源丰富；次级代谢产物结构新颖，活性独特；生

长周期短、代谢易于控制，可工业化生产且无环境

压力；可有目的进行生物合成改造等诸多优势，具

有广阔的应用前景。

地鳖虫是一种食性杂、不传瘟、繁殖快的一类

药用昆虫，非常容易饲养，猜测其肠道内应该具有

抑制病原菌的内生菌。因此，本文从地鳖虫肠道中

分离出８株内生真菌，其中一株对金黄色葡萄球菌、
枯草芽孢杆菌和白色念珠菌具有抑制活性，经过鉴

定为深绿木霉 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ。深绿木霉为木
霉属ＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａＰｅｒｓｅｘＦｒ真菌，在分类上隶属于

·９４２１·
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图３　ＤＢ１菌株发酵产物抑菌活性结果

半知菌类、丛梗孢目、丛梗孢科、丛梗孢科单胞亚

科、头孢霉族［１１］，广泛存在于植物根际土壤、叶

围、种子以及球茎等生态环境中［１２］，是重要的酶和

抗生素的生产菌株，主要产纤维素酶和丁质酶类以

及木霉素、胶霉素、绿木霉素和抗菌肽等，是迄今

为止用于防治植物病害的生防菌研究中利用最多的

植物病原拮抗真菌［１３］。

本文对深绿木霉的发酵产物利用乙酸乙酯及正

丁醇进行了萃取，在对各萃取部位进行抑菌实验时，

发现只有乙酸乙酯层具有抑菌活性，正丁醇层及水

层均没有抑菌活性，由此判定抑菌活性成分存在于

乙酸乙酯层。但是，抑菌成分是什么，是否为抗生

素类或者其他成分，是本课题组正在研究的内容。

因此，本课题组接下来对其发酵液中抑菌活性

成分如何提取、产量与发酵条件之间有无关系以及

活性成分能否作为药用资源开发利用等问题进行研

究。另外，在ＤＢ１发酵培养过程中，发现其发酵液
有一定的香味，其抑菌作用是否与其香味成分有关

系以及其香味成分是什么，也是本课题组接下来要

研究的工作，以期为筛选和研发新型药物提供参考。
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