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Abstract 
An endophytic actinomycetes strain LCB-A236 isolated from medicinal plant Chenopodium al-
bum L. was identified systematically. The strain produced spiral sporotrichial and ellipsoidal 
spores according to microscopic observation. On the basis of morphological, physiological and 
biochemical characteristics, the strain was identified as a member of genus Streptomyces. Phy-
logenetic analysis indicated that the strain exhibited the highest similarity (99.71%) to Strep-
tomyces violaceorubidus LMG 20319T (AJ781374). We confirmed it as Streptomyces sp. According 
to the results of activity measurements by plate method, SRB bacteriostasis and Lilian Sauma et 
al.’s test model of activation rate, it previously described that the strain demonstrated strong 
anticancer, antidiabetes activities and medium antimicrobial activity. PCR screening for the 
genes of five kinds of antibiotic synthetase showed that the strain possessed the genes of poly-
ketides synthetase I, polypeptide synthetase II, and non-ribosome polypeptide synthetase si-
multaneously. 
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摘  要 

对一株分离自药用植物藜的内生放线菌LCB-A236进行系统学鉴定。电镜扫描后观察到螺旋状的孢子丝

和椭球形的孢子，通过其形态和生理生化特征初步确定为链霉菌。分子鉴定和系统发育分析结果显示，

其与Streptomyces violaceorubidus LMG 20319T (AJ781374)进化地位最接近，相似度为99.71%，确定

为Streptomyces sp.。通过平板法、SRB法和Lilian Sauma等人的激动率测试模型进行抗菌、抗癌及抗糖

尿病活性测试，结果显示出较强的抗癌及抗糖尿病活性和中等的抗菌活性。菌株的5类抗生素合成酶基

因PCR扩增筛查结果表明，该菌株含有I-型聚酮合成酶、II-型聚酮合成酶和非核糖体多肽合成酶的基因。 
 

关键词 

藜，内生放线菌，鉴定，活性，抗生素合成酶基因 
 

 

1. 引言 

植物内生放线菌是指那些在其生活史的一定阶段或全部阶段存活于健康植物组织内部，而又不引发

宿主植物表现出明显感染症状的放线菌[1]。研究资料表明，植物内生放线菌能产生一系列有生物活性的

次级代谢物，如抗生素、抗肿瘤和抗感染药物、植物生长促进剂和酶[2]。随着大量内生放线菌新种的不

断发现，从中寻找新型药物生物活性化合物显现出巨大潜力。Ezra 等从龟背竹属植物中分离到 1 株能产

生多肽类抗生素 coronamycin 的链霉菌属放线菌，对多种病原真菌均有抑制作用，特别是对腐霉菌表现

出强烈的拮抗活性，可作为新一代杀真菌药物的候选菌株[3]。此外，Igarashi 等从 1 株植物内生小单孢菌

属新种的发酵液中成功分到两种新的蒽醌类化合物，对多种肿瘤细胞表现出了明显的拮抗活性[4]。从微

生物基因组的角度出发，筛查抗生素生物合成酶基因，可以极大的减少候选菌株的筛选量；而且具有活

性的抗生素合成酶基因的候选菌株，其产物结构类型可以作大致推测，便于进一步分离解析[5]。植物内

生放线菌是一类开发程度相对较低的微生物资源，因此对植物内生放线菌的研究具有潜在的价值。本研

究对 1 株分离自药用植物藜的内生放线菌 LCB-A236 进行鉴定及活性分析，初步考察此株内生放线菌的

形态特征、生理生化特性及药用价值，以期为植物内生放线菌资源的开发与利用提供方法和理论参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 实验材料 
藜的根部组织由本实验室采自四川峨眉山。 
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2.1.2. 供试菌株 
抗菌活性测试菌株：肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)、铜绿假单孢菌(Pseudomonas aeru-

ginosa)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)、枯草芽

胞杆菌(Bacillus subtilis)、白色念珠菌(Candida albicans)、黑曲霉(Aspergillus niger)，由四川抗菌素工

业研究所微生物菌种资源中心提供。抗癌活性测试细胞株：人肝癌细胞株 HepG2，由成都地奥集团

药物筛选中心提供。抗糖尿病活性测试细胞株：稳定共转染 pPPRE-Luc (PPAR 反应元件萤火虫荧光

素酶报告基因质粒)和 phRL-TK (Renilla 荧光素酶报告基因质粒)的 HepG2 细胞，由成都地奥集团药

物研究所提供。 

2.1.3. 主要培养基 
抗菌测试培养基：LB 用于抗细菌测试，PDA 用于抗真菌测试；细胞培养培养基：低糖 DEME 培养

基+10%小牛血清。 

2.1.4. 主要试剂 
PCR 试剂购于北京天根生化科技有限公司；细菌 DNA 提取试剂盒及通用引物购于上海生工生物工

程技术服务有限公司。 

2.2. 方法  

2.2.1. 内生放线菌的分离纯化 
采用 QIU Peng 等的方法[6]。新鲜的藜根部组织，用大量清水洗净，70%EtOH 浸泡 1 min，10%NaClO

浸泡 6 min，再用无菌水反复漂洗 4~6 次，在无菌条件下用手术刀将其切成 3~5 mm 的小块，植入 ISP-3
平板中，置于 28℃恒温培养 7 d，用无菌竹签挑取单菌落，重新划线接种于 ISP-3 琼脂培养基中，经多次

纯化后转接于斜面，置于 4℃保存备用。 

2.2.2. 菌落培养特征  
将菌株 LCB-A236 划线接种于胰胨酵母琼脂、ISP-2、燕麦粉琼脂-1、无机盐淀粉琼脂、高氏合成一

号琼脂、酵母-麦芽浸膏琼脂、酵母膏-葡萄糖琼脂、甘油-天门冬酰胺琼脂、PDA 琼脂、葡萄糖-天门冬酰

胺琼脂等 10 种鉴定培养基上，置于 28℃恒温培养 4~10 d，观察并记录生长情况，对照美国 ISCC-NBS
标准色卡分别记录气生菌丝、基内菌丝和可溶性色素的有无及其颜色。 

2.2.3. 扫描电镜观察 
采用插片法制备电镜样品。将菌株 LCB-A236 接种并插片于燕麦粉琼脂培养基上，于 28℃下恒温培

养 7~14 d，取出插片并送样于四川大学分析测试中心。 

2.2.4. 生理生化特性分析 
对菌株 LCBA236 的生长温度、pH 范围、NaCl 耐受性、碳源利用、氮源利用、淀粉水解、牛奶凝固、

黑色素产生、纤维素分解、硝酸盐还原、明胶液化、酯酶分解、甲基红实验、硫化氢产生等生理生化实

验进行了考察，具体方法参照文献[7]。 

2.2.5. 菌株发酵及产物抽提 
将菌株 LCB-A236 接种于 LB 液体发酵培养基中，于 28℃、200 r/min 震荡培养 7 d。用等体积甲醇震

荡提取发酵液，离心移取有机相，采用旋转蒸发减压浓缩后转移至 EP 管中进行冷冻干燥至干品，置于

−20℃保存备用。 
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2.2.6. 抑菌活性测试 
抑菌活性测试采用平板法测定[7]。称取适量样品，以 DMSO 溶解，配制成 100 mg/mL 的使用液，

再用超纯水依次梯度稀释得 100 μg/mL 的测定液。培养基制备先以水–琼脂作为下层，预先制备；再以

LB、PDA 培养基作为上层，将其灭菌后冷却至 45℃左右，再将预先配制好的细菌、真菌孢子悬液分别

以适量充分混入 LB、PDA 培养基中；待培养基凝固后等距放入滤纸片，取样品测试液 10 μL 滴于滤纸片

上；LB、PDA 平板分别置于 37℃、28℃培养 3d、7d，观察有无抑菌圈产生并测量记录其平均直径。 

2.2.7. 抗癌活性测试 
抗癌活性测试采用 SBR 法[8]。将人肝癌 HepG2 细胞接种于 96 孔板，培养 12 h 后，分别制备加样对

照、不加样品对照和加药前对照。加药前对照的细胞毒每孔加入 30 μL 50% TCA 固定，于 4℃放置 60 min
后，弃固定液，用蒸馏水洗涤 5 次，自然晾干备用，加样对照和不加样品对照的细胞继续培养 48 h 后再

固定。所有固定好的细胞以 0.4% SRB 染液室温下染色 20 min，游离的染料用 1%醋酸溶液漂洗 4 遍以除

去。空气干燥后按 200 μL/孔加入 10 mmol/L Tris-base，以振荡溶解蛋白结合染料，混匀后于 490 nm 测定

OD 值。根据 OD 值计算生长率 GR，再用 GR 值判断样品的抗癌活性强度。 

2.2.8. 抗糖尿病活性测试 
采用成都地奥集团药物研究所提供的高通量筛选模型筛查样品对 II 型糖尿病的活性，其 PPAR-γ转录激

活系统的筛选模型依据 Lilian Sauma 等[9]的激动率测试模型。将含有 PPRE 报告基因的质粒和表达 PPAR-γ
的质粒共转染到细胞中，同时向转染细胞中加入罗格列酮阳性对照作为阳性对照，再通过化学发光法来检测

报告基因表达产物的变化，从而建立基于 PPAR-γ信号通路的筛选模型，并利用其进行高通量筛选。 

2.2.9. 16S rRNA 基因测序及系统发育分析 
按文献[10]中所述的快速提取法抽提目的菌株基因组 DNA。PCR 扩增 LCB-A236 的 16S rRNA 基因

序列，选择细菌通用引物。 
27F(PA): 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, 1492R(PB): 5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’。

25 μL PCR 反应体系包括：14 μL dd H2O ，2.5 μL 10 × Taq 酶缓冲液，1 μL DNA 模板，2.5 μL 25 mmol/L 
MgCl2，2.5 μL 10 μmol/L 引物，0.75 μL 2.5 mmol/L dNTP，0.25 μL 2.5 U/μL Taq 酶。扩增条件为 94℃预

变性 3 min，94℃变性 30 s，55℃退火 30s；72℃延伸 1.5 min，循环 30 次，最后 72℃延伸 10 min。反应

结束后取出电泳检查，合格 PCR 产物送上海生工生物工程股份有限公司进行双向测序。根据测序结果，

将菌株的 16S rRNA 基因序列提交至 EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/)中的 EzTaxon 在线比对服务

进行相关标准菌株的相似性搜索，确定菌株的分类学地位，并调出相关模式菌种的 16S rRNA 基因序列，

采用 Clustal W 进行序列比对，并通过软件 MEGA5.2 以 N-J 法构建系统发育树。 

2.2.10. 抗生素合成酶基因的 PCR 筛查 
PCR 扩增筛查 5 类抗生素合成关键酶的基因，具体方法依据文献[11]-[13]。I 型聚酮合成酶(PKS-I)、非

核糖体多肽合成酶(NRPS)和 II 型聚酮合成酶(PKS-II)的基因分别使用引物对 K1F/M6R、A3F/A7R、

ARO-PKS-F/ARO-PKS-R；安莎类抗生素关键酶 3,5-AHBA 合酶基因 rifK(ANSA)和糖肽类抗生素合成关键酶

P450 单加氧酶基因(oxyB)分别使用引物对 ANSA-F/ANSA-R 和 Foxy/Roxy。所用引物及其扩增片段见表 1。 

3. 结果与分析 

3.1. 内生放线菌的分离 

从藜根部组织分离纯化获得 9 株内生放线菌，将其编号为 LCB-A231~LCB-A239。 

http://www.ezbiocloud.net/
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3.2. 抗菌、抗癌及抗糖尿病活性筛查 

通过抗菌、抗癌及抗糖尿病活性测试筛选出一株具有较好活性的菌株 LCB-A236。其发酵粗提物的

活性测试结果见表 2。该菌株对肺炎克雷伯氏菌和枯草芽胞杆菌表现出较强的抑菌活性，对金黄色葡萄 
球菌的抑菌活性较弱，对铜绿假单孢菌、表皮葡萄球菌、白色念珠菌、黑曲霉则无抑菌活性。该菌株人

肝癌细胞株 HepG2 具有较强的细胞毒活性，对 HepG2-pPPRE-Luc 亦表现出了极强的活性。 

3.3. 培养特征 

菌株 LCB-A236 在胰胨酵母琼脂、ISP-2 琼脂、燕麦粉琼脂-1 等 9 种培养基上生长良好，在甘油-天
门冬酰胺琼脂培养基上生长中等，在 10 种培养基上均无可溶性色素产生，且在各种培养基上气生菌丝和

基内菌丝的颜色特征各不相同(见表 3)。 

3.4. 形态特征 

在扫描电镜下观察，可见丰富的高度分枝菌丝，孢子丝呈螺旋状，孢子丝成熟后形成串珠状的孢子

链；单个孢子表现为椭球状，表面褶皱，直径 0.67~0.94 μm (见图 1)。 

3.5. 生理生化特性 

对菌株 LCB-A236 的生长温度、pH 值、NaCl 耐受能力进行了初步测定，结果表明：该菌株生长的温 
 
Table 1. Primers and relvent biosynthesis genes for PCR screening 
表 1. PCR 筛查所用引物及其匹配生物合成基因 

引物对 正向引物 反向引物 基因 片段长度/bp 

K1F/M6R 5’-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’ 5’-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’ PKS-I 1200~1400 

A3F/A7R 5’-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3’ 5’-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3’ NRPS 700 

ARO-PKS-F/ARO-PKS-R 5’-GGCAGCGGITTCGGCGGITTCCAG-3’ 5’-CGITGTTIACIGCGTAGAACCAGGCG-3’ PKS-II 492~630 

ANSA-F/ANSA-R 5’-CC(C/G)GC(G/C)TTCAC(C/G)TTCATCTC-3’ 5’-AI(G/C)(C/T)GGAICATIGCCATGTAG-3’ ANSA 641 

Foxy/Roxy 5’-CTGGTCGGCAACCTGATGGAC-3’ 5’-CAGGTACCGGATCAGCTCGTC-3’ oxyB 591 

 
Table 2. Antimicrobial, anticancer and antidiabetes activity of strain LCB-A236 
表 2. 菌株 LCB-A236 的抗菌、抗癌及抗糖尿病活性 

供试菌株 活性强弱 

肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumonia) +++ 

铜绿假单孢菌(Pseudomonas aeruginosa) − 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) ++ 

表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis) − 

枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis) +++ 

白色念珠菌(Candida albicans) − 

黑曲霉(Aspergillus niger) − 

HepG2 细胞株 HepG2 cells +++ 

HepG2-pPPRE-Luc +++++ 

注：“−”代表无活性；“++”代表抑菌圈直径为 5.0~6.5 mm；“+++”代表抑菌圈直径为 6.5~10.0 mm或抗癌活性生长率(GR)为 70~80 mm；

“+++++”代表抗糖尿病活性激动率(ER)大于 100。 
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Table 3. Cultural characteristics of strain LCB-A236 on all kinds of medium 
表 3. 菌株 LCB-A236 在各种培养基上的培养特征 

培养基 生长 气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素 

胰胨酵母琼脂 良好 淡黄白色 亮黄 — 

ISP-2 琼脂 良好 白色 灰红橙色 — 

燕麦粉琼脂-1 良好 白色 米黄色 — 

无机盐淀粉琼脂 良好 — 浅黄粉色 — 

高氏合成一号琼脂 良好 白色 浅红色 — 

酵母–麦芽浸膏琼脂 良好 灰白色 浅红色 — 

酵母膏–葡萄糖琼脂 良好 — 浅黄色 — 

甘油–天门冬酰胺琼脂 中等 — 浅绿色 — 

PDA 琼脂 良好 白色 浅红褐色 — 

葡萄糖–天门冬酰胺琼脂 良好 — 黄绿色 — 

注：“—”表示无气生菌丝生长或不产可溶性色素。 
 

 
Figure 1. Morphological characteristics of strain LCB-A236 
图 1. 菌株 LCB-A236 的扫描电镜照片 

 
度范围在 10℃~40℃之间，且最适生长温度在 28℃附近；菌株适宜生长的 pH 范围在 6.5~8.5 之间，最适

pH 为为 7.5，能耐受 6~12 的 pH 范围；NaCl 的耐受范围在 0%~6%之间。菌株 LCB-A236 可利用 D-阿拉

伯糖、肌醇、D-果糖、D-甘露醇、葡萄糖、鼠李糖、甘油、胶醛糖、α-半乳糖、D-木糖作为碳源生长，不

能利用山梨醇和山梨糖；可利用 L-色氨酸、L-缬氨酸、L-赖氨酸、L-谷氨酸、尿素、甘氨酸、L-组氨酸、

L-酪氨酸作为氮源生长；能使牛奶凝固而不胨化，能产生黑色素和水解淀粉，但不能使酯酶分解、硝酸盐

还原、纤维素分解、色氨酸分解和明胶液化，也不能产生 H2S，甲基红实验为阳性反应(表 4)。 

3.6. 16S rRNA 基因序列分析 

经测序分析菌株 LCB-A236 扩增的 16S rRNA 基因序列长度为 1374 bp，提交至 NCBI GenBank，获

得注册号为 JF261620。EzTaxon 在线比对搜索结果表明，与菌株 LCB-A236 的 16S rRNA 基因序列相似

度较高的标准菌株均为链霉菌属，将菌株 16S rRNA 基因序列与所选取的 18 株相近模式菌的序列用
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Clustal X 进行比对，构建 N-J 系统发育树。发育树上显示菌株 LCB-A236 与 Streptomyces violaceorubidus 
LMG 20319T (AJ781374)聚于同一分支中，具有较高的同源性，且其16S rRNA基因序列相似度高达 99.71%，

确定为 Streptomyces sp.。系统发育树见图 2。 

3.7. 抗生素合成酶基因的 PCR 筛查 

菌株 LCB-A236 的抗生素生物合成途径的 5 种关键酶基因进行 PCR 筛查，结果见表 5。 
由表 5 筛查结果知：该菌株 PKS-I、PKS-II 和 NRPS 的基因 PCR 筛查结果呈阳性，而 ANSA 和 oxyB

的基因筛查结果为阴性；说明菌株 LCB-A236 含 I 型聚酮合成酶、II 型聚酮合成酶和非核糖体多肽合成

酶三种抗生素合成途径关键酶的基因，不含安莎类抗生素关键酶 3,5-AHBA 合酶基因 rifK 和糖肽类抗生

素合成关键酶 P450 单加氧酶基因，表明该菌株具有产生相应抗生素的潜力。 

4. 讨论 

放线菌是寻找天然抗感染活性产物的出发菌，特殊生境中的放线菌，为适应生存环境，经过不断演 
 
Table 4. Physiological and biochemical characters of strain LCB-A236 
表 4. 菌株 LCB-A236 的生理生化特征 

碳源 结果 氮源 结果 项目 结果 

D-阿拉伯糖 + L-色氨酸 + 酯酶分解 − 

肌醇 + L-缬氨酸 + 牛奶凝固 + 

D-果糖 + L-赖氨酸 + 牛奶胨化 − 

山梨醇 − L-谷氨酸 + 淀粉水解 + 

D-甘露醇 + 尿素 + 硝酸盐还原 − 

山梨糖 − 甘氨酸 + M-R 实验 − 

葡萄糖 + L-组氨酸 + 色氨酸分解 − 

鼠李糖 + L-酪氨酸 + H2S 实验 − 

甘油 +   纤维素分解 − 

胶醛糖 +   黑色素产生 + 

α-半乳糖 +   明胶液化 − 

D-木糖 +     

注：“+”表示生长或反应阳性；“−”表示不生长或反应阴性。 
 
Table 5. PCR screening of antibiotics synthetase genes 
表 5. 抗生素合成酶基因的 PCR 筛查 

抗生素合成酶基因 PCR 筛查结果 

PKS-I + 

PKS-II + 

NRPS + 

ANSA − 

oxyB − 

注：“+”表示筛查结果为阳性；“−”表示筛查结果为阴性。 
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Figure 2. Phylogenetic tree based on 16S RNA gene sequences of strain LCB-A236 
图 2. 基于 16S rRNA 基因序列构建菌株 LCB-A236 系统发育树 

 

化，逐渐产生了独特的代谢系统和防御系统，从特殊环境中发现产生新型抗生素的放线菌概率相对较高

[14]。还有研究表明，宿主植物与内生菌常具有相同或相似的次生代谢产物合成途径，在长期协同进化的

过程中，两者相互影响，使得内生菌可以产生抗生素和酶等代谢产物，具有促生、抗菌、抗虫和抗氧化

等多种生物学作用[15]-[18]。植物内生放线菌因其具有独特的生存环境，且在与宿主长期的相互作用过程

中，物种间基因发生交流，使其能够产生能产生与宿主相同或相似的结构新颖、功能特殊的活性物质，

这是药物筛选的新途径。Stierle 等在 1993 年首次从短叶红豆杉分离到的内生真菌能产生抗肿瘤物质紫杉

醇[19]。杨桂柳等从北仑河红树分离获得 106 株内生放线菌，其中有 38 株对至少一株细菌有抑菌作用，

35 株对至少一株白色念珠菌有抑菌作用[20]。姚晓玲等含有抗肿瘤活性喜树碱的喜树种子种分离到 33 株

内生疑似放线菌，并且分离到的内生放线菌中 42.42%以上对立枯丝核菌有很强的抑制菌核形成的作用，

54.54%内生菌有较强抑制芽孢杆菌生长的作用[21]。郭泽经等从罗汉杉分离得到 1 株具有较强抗菌及抗

肿瘤活性的内生放线菌[5]。藜(Chenopodium album L.)为藜科藜属的植物，广泛分布于全球温带及热带以

及中国各地；性味甘平，微毒，具有清热利湿，治痢疾腹泻、湿疮痒疹、毒虫咬伤等功效。刘松艳等[22]
和赵良忠等[23]研究发现藜乙醇提取物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均具有明显的抑菌效果并从中分离

到 6 个黄酮类化合物。综上所述，从药用植物藜中更有可能寻求到产新活性化合物的有价值的活性菌株

和发现新的抗生素及其它活性先导化合物。 

5. 结论 

菌株 LCB-A236 分离自药用植物藜，通过对该菌株的培养特征、扫描电镜特征及生理生化特性的分
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析表现出典型链霉菌特征，并对16S rRNA基因序列进一步分析，确定菌株LCB-A236为Streptomyces sp.。
目前关于此类微生物的分离与活性菌株筛选已成为抗癌、抗菌及生物防治等领域研究与开发的一项重要

工作。本研究对菌株 LCB-A236 分别进行了抗菌、抗癌、抗糖尿病活性研究及抗生素合成酶基因的 PCR
筛查。菌株发酵粗提物的抗菌、抗癌及抗糖尿病活性测试结果表明，该菌株的抗菌活性中等，但其具有

极强的抗癌及抗糖尿病活性。抗生素合成酶基因的 PCR 筛查显示，该菌株具有 I 型聚酮合成酶、II 型聚

酮合成酶和非核糖体多肽合成酶的基因，因此在筛选抗生素生产候选菌株方面具有较大潜力，然而对其

产生的抗生素类物质化学结构与作用机理有待进一步研究。 
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