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桐花树内生和根际细菌多样性及抗血栓活性研究
李　 菲１ꎬ 黄庶识２ꎬ 胡文进３ꎬ 李　 喆２ꎬ 黄媛林２ꎬ 王巧贞２ꎬ 潘信利２∗

( １. 广西科学院 广西近海海洋环境科学重点实验室ꎬ 南宁 ５３０００７ꎻ ２. 广西科学院 广西海洋天然产物与组合生物

合成化学重点实验室ꎬ 南宁 ５３０００７ꎻ ３. 广西科学院ꎬ 国家非粮生物质能源工程技术研究中心ꎬ 非粮生物质酶解

国家重点实验室ꎬ 广西生物炼制重点实验室ꎬ 广西生物质工程技术研究中心ꎬ 南宁 ５３０００７ )

摘　 要: 红树植物内生菌在红树共生体的物质循环、能量传递和健康维护等方面起着重要作用ꎮ 为探究红

树植物内生菌的多样性ꎬ进一步揭示内生菌在红树共生体的功能多样性提供菌种资源ꎬ该研究选择 ６ 种分

离培养基和采用传统稀释涂布法对从广西北海滩涂上采集的桐花树组织和根际土壤样品进行分离ꎬ对获得

的可培养细菌进行多样性分析ꎬ并通过体外溶栓实验筛选出具有抗血栓活性的菌株ꎮ 结果表明:(１)基于

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列系统进化分析ꎬ从桐花树组织和根际土壤中共获得 １２５ 株细菌ꎻ分布于变形菌门(Ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)和厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)３ 个门 ２７ 个科 ３９ 个属 ７４ 个种中ꎬ芽孢杆菌

属为优势菌属ꎬ菌株数量占 １３.５％ꎮ (２)抗血栓活性实验表明ꎬ初筛获得 １８ 株具有抗血栓活性细菌ꎬ总阳性

率为 ２４.３２％ꎻ将初筛有活性的菌株进行复筛和重复验证实验ꎬ进一步验证其活性ꎬ结果复筛出 ３ 株细菌

Ｂ１８５０、Ｂ１９８９ 和 Ｂ２６３２ 具有很强抗血栓活性ꎮ 综上所述ꎬ广西北海滩涂上红树植物桐花树中存在丰富的可

培养细菌资源ꎬ具有从中挖掘新的纤溶酶和开发溶血栓药物的潜力ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ａｎｔｉ￣ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 血栓性疾病是一类严重威胁人类健康的常见

病、多发病ꎬ常表现为心绞痛、心肌梗死、脑栓塞和

脑梗死等ꎬ多以中老年人为主要发病群体ꎬ现发病

人群逐渐趋于年轻化ꎬ且发病率与死亡率在不断

上升(乔德水等ꎬ２００９ꎻＪäｒｅｍｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 血栓

性疾病的起因主要是血管腔中形成血栓使其变得

狭窄或闭塞ꎬ导致主要器官缺血或梗死ꎮ 而血栓

是人体内血液组成成分在血管或心脏内形成的凝

块ꎬ可脱落凝块随血液流至远端ꎬ从而堵塞血管腔

(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 目前临床上主要有三大类治

疗血栓性疾病的药物ꎬ即抗血小板类、抗凝血类和

溶血栓药物ꎮ 传统的溶血栓药物在临床上虽具有

确切的疗效和良好的安全性ꎬ但其存在的半衰期

短、纤维蛋白特异性低和价格贵等缺点也不容忽

视(翁郁华等ꎬ２０１０)ꎮ 因此ꎬ寻找能解决上述问题

的溶血栓药物具有广泛的应用前景ꎮ
近年来ꎬ海洋微生物是新型纤溶酶的重要来

源之一ꎮ Ｌａｋｓｈｍｉ ｅｔ ａｌ.(２０１３)从海洋沙雷菌( Ｓｅｒ￣
ｒａｔｉａ ｓｐ. ＲＳＰＢ１１)分离到一种具有纤维蛋白水解

活性和高热稳定的碱性金属蛋白酶ꎮ 李占强等

(２００９)从南海沉积物中分离到的短小芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ Ｂ５８１５)ꎬ其纤溶酶活性好且产酶

量高ꎮ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２０１３) 从海洋枯草芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＨＡＳ￣３)分离到一种纤维蛋白水解

酶ꎮ 刘晨光等(２００１)分离到一株海洋假单胞菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)可产生较强的直接溶解纤维蛋

白和具有抗血栓活性的碱性蛋白酶 ＭＰＡＰꎮ 这些

为从海洋微生物来源寻找抗血栓的药物提供了很

好的依据ꎮ 桐花树系红树林中广布种之一ꎬ广泛

分布于亚洲至大洋洲热带海岸ꎬ在我国的广东、广
西、福建和海南等省 (区) 均有分布 (缪绅裕等ꎬ
２００７)ꎮ 我国的桐花树由于受到常年全日潮水的

浸淹ꎬ使之生长状况、营养发育、生物量分配、激素

水平和相关酶系等方面的生理生态性质表现出梯

度性反应(何斌源等ꎬ２００７)ꎬ其内生菌长期生活于

植物体内的特殊环境中并与之协同进化ꎮ 植物体

为其提供生长所必需的能量和营养的同时ꎬ内生

菌又会通过自身的代谢、信号传导对植物体产生响

应(文才艺等ꎬ２００４)ꎮ 本研究以广西北海滩涂的桐

花树中分离、培养和鉴定出的植物内生和根际细菌

为样本ꎬ旨在筛选出具有高效抗血栓活性的菌株ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 样本来源 　 桐花树于 ２０１８ 年 ８ 月在广西北

海滩涂(１０８°５０′４２″ Ｅ、 ２１°５５′２５″ Ｎ)采集ꎮ 样品

装于密封袋ꎬ４ ℃低温保藏带回实验室ꎬ尽快完成

６３３ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



前处理和分离工作ꎮ
１.１.２ 羊血实验试剂 　 无菌脱纤维羊血(初筛羊

血)和抗凝羊血(复筛羊血)ꎬ均购买于南宁茂接微

生物科技有限公司ꎮ

阳性对照药物:血塞通片(云南维和药业股份

有限公司)ꎬ购买于一心药业ꎮ
１.１.３ 培养基 　 ( １) 分离培养基:ＡＧＧ、Ｍ５、 Ｐ７、
Ｍ１０、Ｍ４ 和 Ｐ３ꎬ详情信息见表 １ꎮ

表 １　 细菌分离培养基配方
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

分离培养基
Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

　 　 　 　 主要成分
　 　 　 　 Ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

其他成分　 　 　 　 　 　
Ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　 　 　 　 　 　

ＡＧＧ 可溶性淀粉 １０.０ ｇꎬ葡萄糖 １.０ ｇꎬ甘油 １０ ｍＬ
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｔａｒｃｈ １０.０ ｇꎬ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｈｙｄｒｏｕｓ １.０ ｇꎬ ｇｌｙｃｅｒｏｌ １０ ｍＬ

琼脂 １４.０ ｇ
Ａｇａｒ １４.０ ｇ
去离子水 １ ０００ ｍＬ
Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ－ｗａｔｅｒ １ ０００ ｍＬ
ｐＨ ７.２~ ７.４

复合盐母液 １０ ｍＬ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｏｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ １０ ｍＬＭ５ 海藻糖 ５.０ ｇꎬ脯氨酸 １.０ ｇꎬ土壤浸出液 ２０ ｍＬ

Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ５.０ ｇꎬ ｐｒｏｌｉｎｅ １.０ ｇꎬ ｓｏｉｌ ｅｘｔｒａｃｔ ２０ ｍＬ

Ｐ７ Ｌ－天门冬酰胺 １.０ ｇꎬ酪氨酸 ０.５ ｇꎬ甘油 １０ ｍＬ
Ｌ－Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １.０ ｇꎬ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ０.５ ｇꎬ ｇｌｙｃｅｒｏｌ １０ ｍＬ

Ｍ１０ 可溶性淀粉 １０.０ ｇꎬ水解酪素 ０.５ ｇ
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｔａｒｃｈ １０.０ ｇꎬ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｃａｓｅｉｎ ０.５ ｇ

Ｍ４ Ｌ－天门冬酰胺 １.０ ｇꎬ海藻糖 ５.０ ｇꎬ甘油 １０ ｍＬ
Ｌ－Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ １.０ ｇꎬ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ５.０ ｇꎬ ｇｌｙｃｅｒｏｌ １０ ｍＬ

Ｐ３ 粗燕麦粉 ２０.０ ｇ
Ｃｒｕｄｅ ｏａｔ ２０.０ ｇ

　 注: 复合盐母液　 　 ＫＮＯ３ １.０ ｇꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ ０.５ ｇꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.５ ｇꎬ ＮａＣｌ ０.５ ｇꎬ ＮＨ４ＮＯ３ ０.１ ｇꎬ ＦｅＳＯ４ ０.０１ ｇꎬ ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
０.００１ ｇꎬ ＭｎＣｌ２􀅰Ｈ２Ｏ ０.００１ ｇꎬ 去离子水 １０ ｍＬꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ　 　 ＫＮＯ３ １.０ ｇꎬ Ｋ２ＨＰＯ４ ０.５ ｇꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.５ ｇꎬ ＮａＣｌ ０.５ ｇꎬ ＮＨ４ＮＯ３ ０.１ ｇꎬ ＦｅＳＯ４ ０.０１ ｇꎬ
ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.００１ ｇꎬ ＭｎＣｌ２􀅰Ｈ２Ｏ ０.００１ ｇꎬ ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ￣ｗａｔｅｒ １０ ｍＬ.

　 　 (２)纯化培养基(改良 ＩＳＰ２):麦芽提取物 ２.０
ｇꎬ葡萄糖 ２.０ ｇꎬ酵母提取物 ２.０ ｇꎬ琼脂 １５.０ ｇꎬ去
离子水 １ ０００ ｍＬꎮ

(３)发酵培养基:改良 ＩＳＰ２ 液体培养基ꎮ
１.２ 菌株的分离纯化

１.２.１ 样品预处理 　 参照李菲等(２０１８)预处理方

法ꎬ代表性地选择桐花树各组织进行细菌的分离

实验ꎮ 首先ꎬ用 ５％次氯酸钠溶液浸泡 ３ ~ ５ ｍｉｎꎬ用
无菌水冲洗多次ꎻ其次ꎬ用 ０.２％吐温 ２０ 溶液浸泡

１０ ｍｉｎꎬ用无菌水冲洗多次ꎻ最后ꎬ用 ７５％的酒精溶

液浸泡 ５ ｍｉｎꎬ用无菌水冲洗多次ꎮ 消毒后的组织

样品ꎬ分别用无菌手术刀进行切碎ꎻ取约 １ ｇ 的样

品进行充分研磨ꎬ加入 ９ ｍＬ 无菌水与样品混匀ꎬ
即为初始的组织悬液ꎬ再依次稀释到 １０ ￣３和 １０ ￣４的

组织悬液ꎬ待用ꎮ
桐花树根际样品的收集ꎬ轻轻刮下根须表面

附着的土壤ꎬ平铺于无菌平皿中ꎬ经 ６５ ℃ 热风干

燥 ３０ ｍｉｎꎮ 称取 ２.０ ｇ 样品装于 ２０ ｍＬ 无菌水中

摇匀ꎻ制成 １０ ￣２和 １０ ￣３稀释度的样液ꎬ待涂布处理ꎮ
１.２.２ 细菌的分离纯化 　 取 ２００ μＬ 梯度稀释的样

液接种于 ６ 种复合营养培养基中ꎬ２８ ℃培养数周ꎬ

并及时观察菌株的生长情况ꎬ挑取肉眼可见菌落

进行纯化培养ꎬ记录其形态特征和相同菌落数ꎬ以
３０％(Ｖ / Ｖ)甘油￣ＩＳＰ２ 混合液作为保护剂ꎬ将纯化

好的菌株制成冻存管保藏于－７０ ℃ꎮ
１.３ １６Ｓ ｒＲＮＡ 系统发育分析

采用 Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 树脂(周双清等ꎬ２０１０)快速

提取细菌的 ＤＮＡ 作为 ＰＣＲ 模板ꎬ并根据 Ｗａｌｓｈ
(１９９１)的方法对其进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 引物为 ２７Ｆ
和 １５２２Ｒꎬ参照李菲等(２０１８)的方法设定 ＰＣＲ 反

应条件ꎮ 扩增产物经 １％琼脂糖￣ＴＡＥ 凝胶电泳检

测合格后ꎬ委托北京擎科新业生物技术有限公司

进行测序分析ꎮ 序列经 ＢｉｏＥｄｉｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
Ｅｄｉｔｏｒ 软件整理后ꎬ利用 ＥｚＴａｘｏｎ 服务器进行在线

比对(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎻ以同源性最高菌株的有

效序列作为参比对象ꎬ构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 系统

发育树ꎬ各分支置信值检测设为 Ｂｏｏｓｔｒａｐ１ ０００ 次ꎬ对
各菌株的系统发育地位进行分析(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
１.４ 细菌对抗血栓活性的筛选

１.４.１ 羊血培养基制备　 以改良 ＩＳＰ２ 固体培养基为

基础培养基ꎬ１２１ ℃高温蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ 待培养

基冷却至 ５５ ℃ꎬ添加 １０％脱纤维无菌羊血ꎬ摇匀后

７３３３ 期 李菲等: 桐花树内生和根际细菌多样性及抗血栓活性研究



倒入无菌平皿中ꎬ待平皿静置冷却 ２ ｈ 后ꎬ待用ꎮ
１.４.２ 初筛　 首先将排重后的 ７４ 株细菌ꎬ分别接种

至 ＩＳＰ２ 固体培养基上ꎬ取生长对数后期的细菌划线

至羊血培养基上ꎬ每板划 ４ 株细菌ꎬ置于 ２８ ℃的恒

温培养箱培养ꎮ 然后于 ２４ ｈ 后观察平板上微生物

的生长情况ꎬ观察是否有透明圈ꎬ颜色变化等ꎮ 再将

产生明显透明圈的菌落划线至 ＩＳＰ２ 固体培养基上ꎬ
供复筛用ꎮ
１.４.３ 复筛　 参考辛宏等(２０１８)的方法制备人工

血栓ꎬ取 ３００ μＬ 脱纤维无菌羊血ꎬ至于灭菌西林

瓶底部ꎬ加入 ９ μＬ １ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的 ＣａＣｌ３溶液ꎬ放置

１０ ｍｉｎꎬ待血液凝固使用ꎮ
将初筛结果良好的 １６ 株细菌ꎬ分别接种于 ５０

ｍＬ 改良的 ＩＳＰ２ 液体培养基上ꎬ２８ ℃ꎬ１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１

摇床培养 ７ ｄꎻ取出发酵液ꎬ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 １０
ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ用 ０.２２ μｍ 微孔滤膜除菌ꎬ获得

抗血栓活性待测液ꎻ取 ２ ｍＬ 待测液沿壁缓慢加入

凝固的人工血栓中ꎬ以 ２ ｍＬ ＩＳＰ２ 液体培养基和 ２
ｍＬ ０.７％生理盐水作阴性对照ꎬ以 ２ ｍＬ ０.１７３ ｇ􀅰
ｍＬ￣１血塞通片(含三七总皂苷含量为 １００ ｍｇ)为阳

性对照ꎮ 放入 ２８ ℃培养ꎬ每隔 ２４ ｈ 观察一次血凝

块溶解情况ꎬ并轻微晃荡ꎬ记录结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 桐花树中内生及根际细菌多样性分析

根据菌落的形态、颜色和大小等特征进行排

重ꎬ选取 １２５ 株细菌进行测序对比分析ꎬ获得 ７４
种细菌ꎬ其中桐花树各组织中获得 ３４ 种内生细

菌ꎬ隶属于 １８ 科 ２２ 属ꎻ根际细菌 ４４ 种ꎬ隶属于 ２０
科 ２７ 属ꎮ 分别对桐花树的内生细菌和根际细菌

构建 Ｎ￣Ｊ 系统进化树(图 １ 和图 ２)ꎮ
２.２ 不同培养基对内生和根际细菌的分离效果

采用 ６ 种培养基ꎬ从桐花树中分别获得内生和

根际细菌 ７１ 株和 ６４ 株ꎻ经形态法和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列对比排重后ꎬ获得 ７４ 株细菌在 ６ 种培养基

上分离效果(图 ３)ꎮ 根据其分离效果分析:Ｐ３ 和

Ｐ７ 培养基分离到细菌种类最多ꎬ均有 １７ 个菌属ꎻ
ＡＧＧ 培养基分离的细菌种类最少ꎬ包含 ４ 个菌属ꎬ
究其原因可能是 ＡＧＧ 培养基主要成分为淀粉ꎬ较
适合优势放线菌群(链霉菌属)ꎮ 由菌落数统计结

果可知ꎬＭ１０、Ｍ５、ＡＧＧ、 Ｍ４、Ｐ７ 和 Ｐ３ 培养基上菌

落数分别为 ４. ３、３. １、１. ２、７. ３ 和 ７. ２ ( × １０５ ｃｆｕ􀅰

ｍＬ￣１)ꎮ Ｐ３ 和 Ｐ７ 培养基分离效果相近ꎬ获得的细

菌均隶属于 １７ 属ꎬ其菌种数和多样性均较高ꎻ而
ＡＧＧ 培养基获得的细菌均隶属于 ５ 属ꎬ故其获得

较少的细菌数和多样性ꎮ
２.３ 内生及根际细菌的属级水平上的韦恩图分析

在属级水平上对桐花树各组织和其根际来源

细菌进行 ｖｅｎｎ 分析ꎬ结果显示ꎬ从桐花树各组织和

根际中获得细菌种类存在较大的差异ꎬ桐花树内

生细菌和根际细菌共有 １０ 个相同的菌属ꎬ分别为

Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ ｓｐ.、Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ.、Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｓｐ.、Ｍｉ￣
ｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ.、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.、Ｍｙｃｏｌｉｃｉ￣
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.、Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.和Ｍｉｃｒｏｂａｃ￣
ｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.ꎮ 对桐花树各组织与根际来源的细菌分

别进行 ｖｅｎｎ 分析ꎬ仅有一个共同的芽孢杆菌属

(图 ４:Ａ)ꎻ根部分离的细菌与根际细菌有 ８ 个共

同菌属(图 ４:Ｂ)ꎬ其他各组织分离的细菌与根际

细菌的种属相差较大ꎮ
２.４ 细菌抗血栓活性初筛

将初筛的羊血平板放置 ２８ ℃培养 ２４ ｈ 后ꎬ观
察细菌生长和晕圈情况ꎮ 结果显示ꎬ筛选 ７４ 种细

菌的抗血栓活性ꎬ有 １８ 种细菌显示出良好的抗血

栓活性ꎬ总阳性为 ２４. ３２％ꎻ分别隶属于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ.、 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.、 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ ｓｐ.、 Ｋｉｎｅｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｐ.、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.和 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ.ꎮ 图 ５ 显

示ꎬＢ２０６１、Ｂ２６３５ 和 Ｂ１８２０ 显示无晕圈ꎬ即判定为

无溶血活性ꎻＢ１５０２、Ｂ１５００ 和 Ｂ１８５０ 显示出深色

晕圈ꎬＢ１９８９、Ｂ２６３４ 和 Ｂ２６３２ 表现为透明圈ꎬ两者

均判定为具有溶血活性ꎮ
２.５ 细菌上清液对体外血栓的影响

根据上述抗血栓活性初筛结果ꎬ对 １８ 株有活

性菌株进行抗血栓活性复筛ꎮ 图 ６ 结果显示ꎬ２４ ｈ
后ꎬＢ１８５０、Ｂ１９８９ 和 Ｂ２６３２ 的上清发酵液将凝血

块全部溶解ꎮ 其余细菌的上清液与血凝块均有明

显分层ꎬ凝血块较空白对照组的均有变小ꎬ上层溶

液呈现出红色ꎬ故展示出微弱的溶血活性ꎬＩＳＰ２ 培

养基和生理盐水空白组中凝血块均维持原样ꎬ下
层为凝血块ꎬ固液分界线清晰ꎮ

３　 讨论与结论

红树植物是生长在热带和亚热带潮间带河口

地带的耐盐植物ꎬ分布在 ３０° Ｓ 与 ３０° Ｎ 之间ꎮ 面

对高度盐渍化、土壤缺氧、高光辐射、高矿物组成、

８３３ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



图 １　 桐花树内生细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列 Ｎ￣Ｊ 系统发育树
Ｆｉｇ. １　 Ｎ￣Ｊ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ
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图 ２　 桐花树根际细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列 Ｎ￣Ｊ 系统发育树
Ｆｉｇ. ２　 Ｎ￣Ｊ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ
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图 ３　 不同培养基分离得到的细菌种、属数量
Ｆｉｇ. ３　 Ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

图 ４　 桐花树组织中内生及根际来源细菌属级群类分布韦恩图
Ｆｉｇ. ４　 Ｖｅｎｎ ｏｆ ｇｅｎｅｒａ ｉｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ

强还原性和频繁的潮汐等生境特征ꎬ红树植物对

生长所需营养和空间的竞争变得十分激烈ꎬ这一

特殊生境丰富了红树林植物内生菌多样性ꎬ也必

然能代谢出区别于其他生态系统的良好生物活性

物质(周婧等ꎬ２０１９)ꎮ 据报道ꎬ红树植物内生菌具

有良好的抑菌、杀虫、细胞毒、胞外酶活、抗肿瘤、
抗病毒和抗氧化等生物活性(刘伟等ꎬ２０１２ꎻ魏华

等ꎬ２０１２ꎻ李菲等ꎬ２０１６)ꎮ 桐花树作为传统的中

药ꎬ其树皮和树叶均有治疗哮喘、糖尿病和风湿等

疾病功效ꎬ现代药理研究发现其具有明显的抗植
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图 ５　 细菌抗血栓活性的初筛效果
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ６　 ３ 株细菌抗血栓活性的复筛
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ

物病原菌和细胞毒活性等作用(徐佳佳等ꎬ２００６)ꎬ
故研究桐花树内生菌的多样性和生物活性获得不

少研究工作者的青睐ꎮ 为了完善桐花树中内生细

菌分布情况、物种多样性及其生物活性等信息ꎬ本
研究选择广西北海滩涂上红树植物桐花树各组织

和根际进行细菌多样性分析ꎮ 采用 ６ 种分离培养

基ꎬ对桐花树组织中获得的内生细菌进行定量分

析ꎬ共获得 ３４ 种细菌ꎬ隶属于 １８ 科 ２２ 属ꎻ从根际

中分离可培养细菌 ４４ 种ꎬ隶属于 ２０ 科 ２７ 属ꎮ 从

桐花树各组织中获得内生细菌在种类和数量均有

明显差异ꎬ其中ꎬ根部和皮部中分离的细菌种类和

数量最多ꎬ花和叶中分离到的细菌均较少ꎻ而根部

来源的内生细菌与根际细菌存在较多相同属ꎮ 研

究发现ꎬ根际微生物的分布与沿根的可溶性碳的

分布距离有关ꎬ其生物量的积累有赖于根系分泌

物的释放ꎬ从而影响着根际微生物的代谢和生长

发育(朱丽霞等ꎬ２００３)ꎮ
采用无菌脱纤维羊血ꎬ通过体外溶栓实验筛

选出具有抗血栓活性菌株ꎮ 结果显示ꎬ初筛得到

１８ 种具有抗血栓活性的菌株ꎬ总阳性为 ２４.３２％ꎻ

２４３ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



通过抗血栓活性复筛ꎬ从中获得 ３ 株具有良好抗

血栓活性菌株ꎮ 该 ３ 株强抗血栓活性菌株 Ｂ１８５０、
Ｂ１９８９ 和 Ｂ２６３２ 分别隶属于 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.、
Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ.和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.ꎮ 据报道ꎬ目前

已从芽孢杆菌属、链霉菌属、链球菌属、单胞菌属

及葡萄球菌属等细菌中分离出抗血栓活性物质

(Ｌａｃｋꎬ１９４８ꎻ张艳等ꎬ２０００)ꎬ但对海洋来源的微生

物在抗血栓活性研究领域上的报道寥寥可数ꎬ本
文开展海洋来源细菌中抗血栓活性研究ꎬ发现两

个未见报道的具有良好抗血栓活性菌株 Ｍｉｃｒｏｂａｃ￣
ｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. Ｂ１８５０ 和 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ. Ｂ１９８９ꎬ这
丰富了海洋微生物在抗血栓活性研究上的认识ꎬ
也为寻找新的纤溶酶和研发抗血栓活性药物等下

游工作奠定了基础ꎮ
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