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三七皂苷类自毒物质降解细菌分离及其降解特性
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摘　 要: 三七是我国的名贵药材ꎬ但由于连作障碍发生严重ꎬ因此土壤中自毒物质的积累成为导致三七连作

障碍发生的主要原因之一ꎮ 生物降解土壤中的自毒物质是缓解连作障碍的有效措施ꎬ为筛选并利用降解菌

使土壤中皂苷类自毒物质快速消减ꎬ该研究以皂苷类自毒物质为筛选靶标ꎬ采用富集和驯化策略ꎬ从连作三

七根际土壤中分离、筛选三七皂苷类自毒物质降解细菌ꎬ结合 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序对高活性菌株进行分类鉴

定ꎬ并对筛选得到的高活性菌株 ＳＣ３ 的降解特性进行了研究ꎮ 结果表明:(１)从三七根际土壤中成功分离

出 ８ 株潜在自毒物质降解细菌ꎬ初筛评价结果显示 ＳＣ３ 菌株对三七总皂苷的降解率最高ꎬ达 ８７.４２％ꎮ (２)
通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析ꎬ编号 ＳＣ３ 的高活性菌株被鉴定为寡养单胞菌属(Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ)细菌ꎮ (３)
在相同培养条件下ꎬ菌株 ＳＣ３ 对单体皂苷 Ｒｂ１的降解效果强于对 Ｒｇ１的降解ꎮ (４)在液体培养条件下ꎬ底物

浓度、接种量和培养温度均会显著影响 ＳＣ３ 菌株对单体皂苷 Ｒｂ１的降解效果ꎮ 综上表明ꎬ采用富集和驯化

策略可以有效筛选自毒物质降解细菌ꎬＳＣ３ 菌株具有消除连作土壤中皂苷类自毒物质的潜力ꎮ 该研究结果

为连作土壤修复提供了生物资源ꎬ并为今后深入研究皂苷降解机制提供了理论依据ꎮ
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　 　 三 七 ( Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ) 为 五 加 科

(Ａｒａｌｉａｃｅａｅ)人参属(Ｐａｎａｘ Ｌ.)植物ꎬ是治疗和预

防心脑血管疾病的中药原料药材ꎮ 三七分布范围

狭窄ꎬ主要分布于云南文山和广西百色一带(黄荣

韶等ꎬ２００７)ꎮ 由于市场上的三七主要依靠人工栽

培ꎬ加之有限的土地资源ꎬ因此导致同一地块连续

复种ꎬ并且面积不断增加ꎮ 而三七等人参属植物

是一种忌连作植物ꎬ连作往往引起烂根、病害频发

等诸多问题ꎬ进而导致产量下降甚至绝收(孙雪婷

等ꎬ２０１５)ꎮ 因此ꎬ连作障碍严重已成为制约三七

产业可持续发展的重大问题ꎮ 导致三七连作障碍

的主要因素包括由生物、非生物因素引起的土壤

理化性状恶化、土传病害加重、自毒物质产生的自

毒作用和环境压力等(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 其中ꎬ自
毒作用是导致三七连作障碍的主要原因之一(谭

勇等ꎬ２０１７ꎻＲｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
自毒作用是化感作用的一种表现形式ꎬ是植

物通过淋溶、挥发、根系分泌和植物残体降解等途

径释放某些生物活性物质到环境中ꎬ并对自身的

生长发育产生抑制作用ꎮ 引起三七自毒作用的物

质主要有糖类、氨基酸、有机酸、皂苷类和黄酮类

物质(游佩进ꎬ２００９ꎻ向维ꎬ２０１６)ꎮ 这些物质可由

植株通过淋溶、根系分泌等途径释放ꎬ并在土壤中

累积ꎬ直 接 或 间 接 抑 制 三 七 的 生 长 (林 娟 等ꎬ
２００７)ꎮ 越来越多的研究表明ꎬ皂苷类物质对三七

生长具有较强的自毒活性ꎮ Ｙａｎｇ 等(２０１５)在三

七连续耕作的土壤和根系分泌物中鉴定出多种皂

苷ꎬ并随着种植年限的增加部分皂苷会在土壤中

积累ꎮ Ｑｉａｏ 等(２０１９)的研究表明ꎬ三七连作土壤

中分离出的多种三萜类皂苷成分ꎬ对三七生长会

产生自毒作用ꎮ Ｙａｎｇ 等(２０１８)研究表明ꎬ单体皂

苷 Ｒｇ１可以通过抑制三七根系抗坏血酸过氧化物

酶和参与谷胱甘肽酶活性增加活性氧的积累ꎬ从
而破坏根细胞膜和细胞壁ꎮ 由此可见ꎬ皂苷类物

质可以通过根系分泌等途径释放到土壤中并积

累ꎬ从而加重连作障碍的发生ꎮ
目前ꎬ缓解三七连作障碍问题大多采用轮作、

土壤高温消毒 和 化 学 防 治 等 措 施 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 这些措施ꎬ一方面耗时耗力ꎬ另一方面过

多的化学试剂影响药材的品质ꎬ更造成生态的破

坏ꎮ 因此ꎬ开发绿色防控技术是当务之急ꎮ 通常

情况下ꎬ土壤中微生物降解或转化自毒物质决定

其自毒作用的存在方式与表达ꎮ 因此ꎬ找到自毒

物质高效降解菌将为缓解连作障碍提供一种新的

途径ꎮ 土壤微生物是土壤微生态中最重要的功能

组分ꎬ其在物质与能量循环、土壤结构、自毒物质

降解、病原微生物调控及土壤微生态平衡保持等

方 面 发 挥 重 要 作 用 ( Ｂｅｒｅｎｄｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ
Ｌｕｎｄｂｅｒｇ ＆ Ｔｅｉｘｅｉｒａꎬ ２０１８)ꎮ 已有大量研究证明ꎬ
微生物对降解土壤中积累的自毒物质有较好的效

４７１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



果(李茹和陈鹏ꎬ２０１１ꎻ李敏等ꎬ２０１９ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 目前ꎬ研究人员已经筛选到了一些能降解

自毒物质的细菌ꎬ主要是针对酚酸类物质ꎬ这些微

生物主要来源于土壤等外界环境ꎬ如假单胞菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ )、 根 瘤 菌 ( Ｒｈｉｚｏｂｉａ )、 芽 孢 杆 菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ )、 链 霉 菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ) 等 ( 李 敏 等ꎬ
２０１９)ꎮ 但是ꎬ目前对于总皂苷类物质降解菌株的

报道却较少ꎮ 因此ꎬ筛选并利用降解菌使土壤中

皂苷类自毒物质快速消减ꎬ对后续开展连作土壤

生物修复的研究具有重要意义ꎮ
本研究以皂苷类自毒物质为筛选靶标ꎬ采用富

集和驯化策略从三七根际土壤中分离降解细菌ꎬ同
时结合 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序分析对活性菌株进行分

类鉴定ꎬ并综合利用化学法、色谱法评价分离菌株

的降解能力ꎮ 拟探讨:(１)从连作三七根际土壤筛

选皂苷类自毒物质降解细菌的可行性ꎻ(２)菌株对

三醇型和二醇型皂苷降解能力的差异ꎻ(３)液体培

养条件下ꎬ不同因素对降解菌降解能力的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 供试土壤

在广西百色市那坡县三七人工种植基地(Ａꎬ
１０５°５５′５６″ Ｅ、２３°３４′１１″ Ｎ)、广西百色市田林县三

七人工种植基地(Ｂꎬ１０６°３′１″ Ｅ、２４°１１′２８″ Ｎ)、那
坡县某农户家半野生三七地 ( Ｃꎬ１０５° ５４′２９″ Ｅ、
２３°２１′５１″ Ｎ)、云南文山市三七人工种植基地(Ｄꎬ
１０３°５０′３３″ Ｅ、２３°５７′３８″ Ｎ)采集样品ꎮ 从每个采

样地随机选取 ５ 个点ꎬ选择 ３ 年生及以上的健康三

七ꎬ用铁铲小心地将植株连根挖出ꎬ抖落根周围土

壤ꎬ用刷子轻刷根系收集根际土壤ꎮ
１.２ 仪器和试剂

Ｅｚｕｐ 柱式细菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒购自

生工生物工程(上海)股份有限公司ꎬＢｉｏｌｏｇ ＧｅｎＩＩＩ
鉴定微孔板购自美国 ＢＩＯＬＯＧ 公司ꎮ 紫外分光光

度计(ＵＶ１８００ꎬ日本岛津公司)、菌种鉴定仪(ＧＥＮ
ＩＩＩꎬ美国 ＢＩＯＬＯＧ 公司)、ＰＣＲ 仪( ｉｍｐｌｉＡｍｐꎬ赛默

飞世尔科技有限公司)ꎮ
Ｌｕｒｉａ￣Ｂｅｒｔａｎｉ 培养基(ＬＢꎬｐＨ ７.０): 含胰蛋白

胨 １０.０ ｇ􀅰Ｌ￣１、酵母提取物 ５.０ ｇ􀅰Ｌ￣１和 ＮａＣｌ １０.０
ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 无机盐离子培养基 (ＭＳＭꎬｐＨ ７. ０): 含

(ＮＨ４) ２ＳＯ４１.０ ｇ􀅰Ｌ￣１、ＫＨ２ＰＯ４０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１、Ｋ２ＨＰＯ４

１.５ ｇ􀅰Ｌ￣１、ＮａＣｌ １. ０ ｇ􀅰Ｌ￣１ 和 ＭｇＳＯ４ 􀅰７Ｈ２ Ｏ ０. １

ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ ＴＳＡ 培养基( ｐＨ ７. ０): 胰蛋白胨 １５ ｇ􀅰
Ｌ￣１、大豆蛋白胨 ５ ｇ􀅰Ｌ￣１、氯化钠 ５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ
１.３ 降解菌的富集和驯化

将土壤样品中的杂物清理干净ꎬ取不同采样

点的土壤样品 ５ ｇꎬ分别添加到 １００ ｍＬ 含有 ５０
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 总皂苷的 ＭＳＭ 液体培养基中ꎬ置于 ３０
℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１的恒温培养振荡器中培养 ７ ｄꎮ 此

后ꎬ每 ７ ｄ 取上一次培养液 １０ ｍＬ 转接到新的

ＭＳＭ 培养液中ꎬ并提高总皂苷的底物浓度至 １００
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ于相同条件下培养ꎮ 重复此操作ꎬ并提

高底物浓度(２ 倍法)直至总皂苷最高浓度达到

４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１为止ꎮ 每个处理均设 ３ 次重复ꎬ以加

入无菌水为空白对照(刁硕等ꎬ２０１７)ꎮ
１.４ 降解菌的分离及纯化

取最后一次富集菌液ꎬ将菌液 １０ 倍比稀释ꎬ
吸取一定量的稀释液分别涂布至 ＬＢ 固体培养基

上ꎬ以无菌水为对照ꎬ置于 ３０ ℃ 的恒温培养箱中

培养ꎬ观察并记录菌落形状、大小、透明度及颜色

等ꎮ 将同一平板上不同形态的菌落分别接种至含

４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１三七总皂苷的 ＭＳＭ 固体培养基上划

线培养ꎬ直至长出单菌落ꎮ 继续挑选单菌落划线

培养ꎬ重复此步骤ꎬ至平板上所有菌落的外部形态

一致ꎮ 将分离纯化后的菌株分别用甘油超低温和

真空冻干 ２ 种保存方法保存ꎬ备用ꎮ
１.５ 降解能力初筛

将纯化后的菌种接种于 ＬＢ 培养基中培养 ２４
ｈꎬ用无菌水重悬菌液ꎻ取 ５ ｍＬ 菌液接种到含有

２００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１总皂苷的 １００ ｍＬ ＭＳＭ 液体培养基

中ꎬ在 ３０ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件下培养ꎬ所有处理重

复 ３ 次ꎬ以接种无菌水为对照ꎮ ９６ ｈ 后ꎬ对培养物

离心且收集上清液ꎬ用氯仿萃取上清液ꎬ保留氯仿

层、挥干ꎬ用乙醇定量溶解后基于香草醛法测定培

养液中总皂苷含量(丁永丽等ꎬ２０１３)ꎮ 精密配制

分别含 ５０、１００、１５０、２００、２５０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１浓度的总

皂苷供试溶液ꎬ以 ＭＳＭ 培养基为校正空白ꎬ测量

总皂苷含量ꎮ 以总皂苷浓度为横坐标ꎬ吸光值为

纵坐标绘制标准曲线ꎬ计算校正方程和 Ｒ２值ꎮ
１.６ 降解菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析

使用基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒提取细菌基因

组ꎬ使用通用引物 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 从基因组扩增

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因(Ｘｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ ＰＣＲ 产物委

托给上海生工进行测序ꎮ 所得的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列提交给 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ 在线鉴定ꎬ并将序列上传至

５７１１７ 期 向维等: 三七皂苷类自毒物质降解细菌分离及其降解特性



ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬ通过 ＭＥＧＡ Ｘ 软件使用邻位算

法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)构建系统发育树ꎬ采用

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００ 检验各分支的置信度( Ｓｕｄｈｉｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
１.７ 菌株 ＳＣ３ 的降解特性

１.７.１ 菌株 ＳＣ３ 对单体皂苷的降解 　 配制含人参

皂苷 Ｒｂ１ 质量浓度分别为 ２５、 ５０、 １００、 ２００、 ４００
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的 ＭＳＭ 液体培养基ꎬｐＨ ７.０ꎬ含人参皂苷

Ｒｇ１的 ＭＳＭ 培养基配置浓度同上ꎮ 在无菌条件

下ꎬ将 ＳＣ３ 供试菌液以 ５％(Ｖ / Ｖ)接种量接入培养

基中ꎬ以不接种菌株为对照ꎬ培养基置于 ３０ ℃、
１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件下的摇床中培养ꎬ所有试验重复 ３
次ꎮ ９６ ｈ 后ꎬ每瓶培养基取 ３ ｍＬ 菌液在 ９ ５００ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１条件下离心 ２ ｍｉｎꎬ取上清液过 ０.２２ μｍ 有机

滤膜ꎬ参考 Ｚｈｏｕ 等(２００８)的方法通过 ＨＰＬＣ 检测

样品含量ꎮ
１.７.２ 接种量对降解效果的影响 　 以含 ４００ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１人参皂苷 Ｒｂ１的液体 ＭＳＭ 培养基(ｐＨ ７.０)为
基础ꎬ控制 ＳＣ３ 供试菌液以 ５％、１０％、１５％、２０％
(Ｖ / Ｖ)的接种量接入培养基中ꎬ于 ３０ ℃、１８０ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１条件下振荡培养ꎬ以不接种降解菌的培养基

为对照ꎮ ３ 次重复ꎬ在培养 １２０ ｈ 后ꎬ通过 ＨＰＬＣ 分

析样品ꎮ
１.７. ３ 培 养 温 度 对 降 解 效 果 的 影 响 　 以含 ４００
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 人参皂苷 Ｒｂ１ 的液体 ＭＳＭ 培养基( ｐＨ
７.０) 为 基 础ꎬ控 制 ＳＣ３ 供 试 菌 液 以 ５％、 １０％、
１５％、２０％( Ｖ / Ｖ) 的接种量接入培养基中ꎬ于 ３０
℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件下振荡培养ꎬ以不接种降解菌

的培养基为对照ꎮ ３ 次重复ꎬ在培养 １２０ ｈ 后ꎬ通
过 ＨＰＬＣ 分析样品ꎮ
１.７.４ ｐＨ 对降解效果的影响　 将 ＳＣ３ 供试菌液以

５％(Ｖ / Ｖ)的接种量接种到含 ４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１人参皂

苷 Ｒｂ１的液体 ＭＳＭ 培养基中ꎬ控制培养基 ｐＨ 为

４.０、５.０、６.０、７.０ 和 ８.０ꎬ于 ３０ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件

下振荡培养ꎬ以不接种降解菌的培养基为对照ꎮ ３
次重复ꎬ在培养 １２０ ｈ 后ꎬ通过 ＨＰＬＣ 分析样品ꎮ
１.７.５ 人参皂苷 Ｒｂ１降解过程跟踪　 根据单因素试

验结果ꎬ在优化条件下测量 ＳＣ３ 菌株对人参皂苷

Ｒｂ１的降解曲线ꎮ 以 ４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１人参皂苷 Ｒｂ１的

液体 ＭＳＭ 培养基为基础ꎬ调 ｐＨ 至 ７. ０ 左右ꎬ将
ＳＣ３ 供试菌液以 ５％ ( Ｖ / Ｖ)的接种量接入培养基

中ꎬ以未接种菌株为对照组ꎬ于 ３０ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１

条件下振荡培养ꎬ设 ３ 次重复ꎮ 培养期间每隔 １２

ｈ 取样 １０ ｍＬꎬ通过 ＨＰＬＣ 分析 Ｒｂ１残留量ꎮ
１.８ 数据处理分析

数据处理分析均使用 ＳＰＳＳ ｖ２４.０ 软件进行ꎬ统
计学差异显著性通过 Ｄｕｎｃａｎ 和 ＬＳＤ 检验进行

评估ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 三七皂苷类自毒物质降解菌的分离及筛选

基于光学显微镜形态鉴定ꎬ从 ＬＢ 培养基上挑

选颜色或形态特征具有差异的微生物ꎬ经划线纯

化后获得细菌分离物 ８ 株ꎬ编号分别为 ＳＡＺ３、
ＰＳＣＺ２、ＳＣＺ１、ＳＣ２、ＳＣ３、ＳＢＺ１、ＰＳＢＺ１ 和 ＳＤＺ１ꎮ 基

于香草醛法初步测定了潜在三七皂苷降解菌的降

解能力ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ 通过检测方法线性考

察的结果显示ꎬ在三七总皂苷浓度为 ５０ ~ ２５０
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时吸光度与浓度线性关系良好ꎬ可用于

目标范围内含量的计算ꎮ 在以三七总皂苷为唯一

碳源的 ＭＳＭ 液体培养基中ꎬ其自然降解率约为

１５％ꎮ 这些菌株对三总皂苷的相对降解率范围在

３.３１％ ~８７.４２％之间ꎬ其中菌株 ＳＣ３ 对三七总皂苷

的降解率最大ꎮ

表 １　 总皂苷的生物降解
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ Ｎｏ.

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

降解率
Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

ＳＡＺ３ 广西那坡
Ｎａｐｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１４.０３±１.１５ｅ

ＰＳＣＺ２ 广西那坡
Ｎａｐｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

５０.９２±１.１３ｃ

ＳＣＺ１ 广西那坡
Ｎａｐｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

５０.２４±２.０８ｃ

ＳＣ２ 广西那坡
Ｎａｐｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

７２.５８±５.７２ｂ

ＳＣ３ 广西那坡
Ｎａｐｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

８７.４２±２.２１ａ

ＳＢＺ１ 广西田林
Ｔｉａｎｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

２７.３１±１.１５ｄ

ＰＳＢＺ１ 广西田林
Ｔｉａｎｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

３.３１±０.８２ｆ

ＳＤＺ１ 云南文山
Ｗｅｎｓｈａｎꎬ Ｙｕｎｎａｎ

４.８１±４.４３ｆ

　 注: 数值为平均值±标准差ꎮ 不同小写字母表示不同组间降
解率存在显著差异 (Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｘ ± ｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
(Ｐ<０.０５) .

６７１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



２.２ 降解菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因鉴定

提取降解菌的基因组 ＤＮＡꎬ并完成 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因测序ꎬ将得到的序列与数据库已知序列进行

ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ结果见表 ２ꎻ图 １ 为高效降解菌株

ＳＣ３ 与相似度较高对照菌的系统进化树ꎮ 菌株

ＳＣ３ 与 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｎｉｔｒｉｔｉｒｅｄｕｃｅｎｓ 同源性最近ꎬ
序列相似度达 ９８.０７％ꎮ 通过上述的综合分析ꎬ将
这株菌鉴定为寡养单胞菌属( Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ)细

菌ꎬ菌株序列已提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库ꎬ登录号为

ＭＷ ０４５２０５ꎮ

表 ２　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因分析的皂苷降解菌鉴定
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎ￣ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
Ｎｏ.

最相似分类
Ｔｏｐ￣ｈｉｔ ｔａｘｏｎ

最相似菌株
Ｔｏｐ￣ｈｉｔ ｓｔｒａｉｎ

相似度
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
(％)

ＳＡＺ３ Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ ｖｅｒｍｉｃｏｌａ ＯＰ１ ９９.１０

ＰＳＣＺ２ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｕｂｏｎｅｎｓｉｓ ＣＩＰ１０７０７８ ９９.０９

ＳＣＺ１ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｏｌｉ ＢＡＡ２１０２ ９８.７４

ＳＣ２ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｈｕｎａｎｅｎｓｉｓ ＬＶ ９９.８６

ＳＣ３ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ
ｎｉｔｒｉｔｉｒｅｄｕｃｅｎｓ ＤＳＭ １２５７５ ９８.０７

ＳＢＺ１ Ｃｏｍａｍｏｎａｓ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｉ ＡＴＣＣ１１９９６ ９９.７２

ＰＳＢＺ１ Ｌｅｌｌｉｏｔｔｉａ ｊｅｏｔｇａｌｉ ＰＦＬ０１ ９８.４３

２.３ 菌株 ＳＣ３ 对单体皂苷的降解特性

２.３.１ 菌株 ＳＣ３ 对单体皂苷 Ｒｇ１和 Ｒｂ１的降解 　 标

准曲线结果显示ꎬ当人参皂苷 Ｒｇ１ 检测浓度为

３.１２５ ~ ４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、 Ｒｂ１ 检测浓度为 ２５ ~ ４００
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ浓度与峰面积线性关系良好ꎮ 将 ＳＣ３
菌株分别接种至以这两种单体皂苷为唯一碳源的

ＭＳＭ 培养基中ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ 在接种 ９６ ｈ
后ꎬ菌株 ＳＣ３ 对不同浓度 Ｒｂ１降解量均高于对 Ｒｇ１

的降解ꎬ对 ４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的 Ｒｂ１降解率接近 ９０％ꎮ
因此ꎬ接下来研究菌株 ＳＣ３ 对 Ｒｂ１的降解ꎬ并优化

培养条件ꎮ
２.３.２ 不同因素对菌株 ＳＣ３ 降解人参皂苷 Ｒｂ１的影

响　 在以 ４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１人参皂苷 Ｒｂ１为唯一碳源

的 ＭＳＭ 培养基中ꎬ不同接种量、培养温度和 ｐＨ 对

菌株 ＳＣ３ 降解人参皂苷 Ｒｂ１的影响ꎮ 图 ２、图 ３、图
４ 结果均表明ꎬ不同因素对降解率影响存在显著差

异ꎮ 不同菌液接种量条件下ꎬ人参皂苷 Ｒｂ１的降解

率均较高ꎬ当接种量为 １０％时降解效果最好ꎬ并显

著高于另外 ３ 组( Ｐ < ０. ０５)ꎬ即使是最低降解组

(２０％接种量)其降解率均值也达到 ８６％(图 ２)ꎮ
菌株 ＳＣ３ 对培养温度具有良好的耐受力ꎬ在 ２５ ~
４０ ℃之间ꎬ对人参皂苷 Ｒｂ１的降解率均大于 ８０％ꎮ
而在培养温度为 ３０ ℃ 和 ３５ ℃ 时ꎬ降解效果显著

好于其他组(Ｐ<０.０５)(图 ３)ꎮ 菌株 ＳＣ３ 对培养基

ｐＨ 较为敏感ꎬ在 ｐＨ 为 ４、５ 时ꎬ降解率低于 ６０％ꎮ
在 ｐＨ 为 ７、８ 时ꎬ降解率均超过 ９０％ꎬ显著高于其

他 ｐＨ 处理组(图 ４)ꎮ
２.３.３ 菌株 ＳＣ３ 降解人参皂苷 Ｒｂ１的过程跟踪　 选

用底物浓度 ４００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１、培养基 ｐＨ ７.０、培养温

度 ３０ ℃和接种量 １０％(Ｖ / Ｖ)的条件ꎬ对菌株 ＳＣ３
降解人参皂苷 Ｒｂ１的过程进行跟踪监测ꎬ９６ ｈ 内结

果如图 ５、图 ６ 所示ꎮ 从图 ５、图 ６ 可以观察到ꎬ人
参皂苷 Ｒｂ１在前 １２ ｈ 降解较少ꎬ第 ４８ ｈ 时人参皂

苷 Ｒｂ１降解超过 ６２％ꎬ６０ ｈ 后降解速率明显放缓ꎬ
在 ９６ ｈ 后接近完全降解ꎮ

３　 讨论与结论

利用从植物根际筛选的微生物来降解自毒物

质ꎬ是行之有效的方法ꎮ 王罗涛等(２０２０)从三七

根际土壤筛选出一株对皂苷具有较好降效效果的

蒙氏假单胞菌菌株 ＰＭ￣４１ꎬ并对毁灭柱孢菌具有

明显拮抗活性ꎮ 本研究采用类似策略ꎬ从三七根

际土壤中成功分离出 ８ 株潜在降解细菌ꎬ它们均

能在以皂苷为唯一碳源的无机盐培养基中生长ꎬ
其中菌株 ＳＣ３ 菌株对皂苷的降解效果最好ꎮ 该策

略是利用了细菌的趋化性ꎬ利用自毒物质对目标

微生物进行富集ꎮ 朱晓艳等(２０１９)研究表明细菌

能在化学物质的影响下移动ꎬ要么靠近要么远离

异源物质ꎬ这有助于细菌找到生长和生存的最佳

条件ꎮ 这些化学物质作为微生物吸引剂ꎬ既是引

起土壤微生物群落动态变化或组成的主要驱动因

素ꎬ又 为 土 壤 微 生 物 提 供 了 主 要 碳 和 能 源

(Ｌｕｎｄｂｅｒｇ ＆ Ｔｅｉｘｅｉｒａꎬ ２０１８)ꎮ 例如ꎬ糖、氨基酸和

糖醇等是普遍的微生物吸引剂ꎬ酚类和黄酮类化

合物是某些特定微生物的信号分子 (李茹等ꎬ
２０１１)ꎮ 三七是多年生植物ꎬ其根系分泌物积聚在

根际中ꎬ并且为微生物生长提供底物ꎬ久而久之ꎬ不
能适应环境变化的菌种被淘汰(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ

７７１１７ 期 向维等: 三七皂苷类自毒物质降解细菌分离及其降解特性



图 １　 菌株 ＳＣ３ 的系统进化树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＳＣ３

表 ３　 菌株 ＳＣ３ 对单体皂苷的降解
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＳＣ３

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(ｍｇ􀅰ｍＬ ￣１)

降解率 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％)

人参皂苷 Ｒｇ１

Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ１

人参皂苷 Ｒｂ１

Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１

２５ ２.６７ ２１.２１�

５０ １５.９５ ６５.４２�

１００ １４.１１ ６８.２２�

２００ ９.６６ ７５.８６�

４００ １６.９９ ８８.４１�

　 注: � 表示差异性显著 (Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<
０.０５) .

本研究结果表明ꎬ从根际土壤中筛选的菌株具有

高效降解自毒物质的能力ꎮ 但是ꎬ这些菌株在连

作土壤生态修复中的作用还有待进一步研究ꎮ
由于三七连作根际土壤中人参皂苷 Ｒｂ１和 Ｒｇ１

的含量占比最高(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ因此本研究

针对这两种单体皂苷进行了降解研究ꎮ 本研究发

现ꎬ菌株 ＳＣ３ 在以 Ｒｇ１为唯一碳源时ꎬ生长速率明

误差线代表 ３ 次重复的标准误ꎮ 不同的小写字母表示在

Ｐ<０.０５时各处理之间差异显著ꎮ 下同ꎮ
Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｐａｎｅｌ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ Ｐ<０.０５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 接种量对菌株 ＳＣ３ 降解人参皂苷 Ｒｂ１的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌｕｍ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＳＣ３

显缓于以 Ｒｂ１为唯一碳源时的生长ꎬ菌株 ＳＣ３ 对人

参皂苷 Ｒｂ１的降解率显著大于对人参皂苷 Ｒｇ１的

８７１１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



图 ３　 温度对菌株 ＳＣ３ 降解人参皂苷 Ｒｂ１的影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ
Ｒｂ１ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＳＣ３

图 ４　 ｐＨ 对菌株 ＳＣ３ 降解人参皂苷 Ｒｂ１的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ ＳＣ３

降解ꎮ 微生物分泌的酶可对皂苷 Ｃ￣３、Ｃ￣６ 或 Ｃ￣２０
位上的糖基进行水解ꎬ不同微生物或不同特异性

的酶决定了皂苷的降解效果和途径ꎮ 人参皂苷

Ｒｇ１和 Ｒｂ１分别属于三醇型和二醇型皂苷ꎬ它们在

结构上具有明显的差异ꎮ 人参皂苷 Ｒｂ１的 Ｃ￣２０ 位

是以 β￣(１ꎬ６)糖苷键相连接的二个葡萄糖ꎬＲｇ１的

Ｃ￣２０ 位是以 α￣(１ꎬ６)糖苷键相连接 ２ 个不同类型

糖(Ｂｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 这说明 Ｒｂ１分解的糖苷降解

酶能特异性地作用于某个位点ꎬ不同的空间结构

会对酶的作用产生阻碍作用ꎮ 张庆锋等(２０２１)报

图 ５　 人参皂苷 Ｒｂ１的降解过程

Ｆｉｇ. ５　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１

道菌株分泌的 β￣葡萄糖苷酶能作用于 Ｃ￣３ 和 Ｃ￣２０
位置上的特定糖苷键ꎮ 刘欣茹等(２０１８)构建了 β￣
葡萄糖苷酶基因的表达载体且转化至赤酵母中表

达ꎬ并利用工程菌成功将人参皂苷 Ｒｂ１进行转化ꎮ
据报道ꎬ人参皂苷 Ｒｂ１ 在微生物的作用下可通过

Ｒｂ１→ＧＸＶＩＩ→Ｆ２→Ｃ￣Ｋ、Ｒｂ１→Ｒｄ→Ｆ２→Ｃ￣Ｋ、Ｒｂ１

→ＧＸＶＩＩ→ＧＬＸＸＶ→Ｃ￣Ｋ( Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ赵倩

等ꎬ２０２１)等途径进行转化或降解ꎮ 这些途径除了

需要水解 β￣葡萄糖外ꎬ还需要可以水解呋喃阿拉

伯糖、吡喃阿拉伯糖或木糖的糖苷酶ꎮ
此外ꎬ非酶促作用还可导致皂苷的降解ꎮ 本

研究发现ꎬ在未加入降解菌的对照组中ꎬ特别是培

养液 ｐＨ 较低时对照组中皂苷自然降解率更高ꎬ这
主要是由于存在皂苷酸水解现象ꎮ Ｓｈｅｎ 等(２０１３)
研究发现ꎬ无微生物作用下ꎬ在 ｐＨ 为 １.２ 去离子

水中人参皂苷 Ｒｂ１能在 １ ｈ 内水解超过 ５０％ꎮ 二

醇型人参皂苷在酸性条件下会发生取代糖基的水

解、脱水和加成反应(赵乐凤等ꎬ２０１８)ꎮ 前述研究

表明ꎬ皂苷在酸性条件下能有效自然降解ꎮ 但是ꎬ
种植土壤很难达到这种酸性条件ꎬ并且土壤过度

酸化不利于植物的生长(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
综上所述ꎬ采用富集和驯化策略可有效筛选

自毒物质降解菌ꎬ本研究从三七根际土壤中共分

离出 ８ 株潜在自毒物降解细菌ꎬ但其降解能力存

在差异ꎮ 通过进一步对降解菌的降解特性研究发

现ꎬ同一菌株对不同类型的皂苷降解能力存在差

异ꎬ本研究中的菌株 ＳＣ３ 可对二醇型皂苷 Ｒｂ１高效

９７１１７ 期 向维等: 三七皂苷类自毒物质降解细菌分离及其降解特性



图 ６　 人参皂苷 Ｒｂ１的 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ. ６　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１

降解ꎬ但对三醇型人参皂苷 Ｒｇ１降解能力较弱ꎮ 本

研究结果可为今后深入研究皂苷降解机制提供理

论依据ꎬ并为开展三七连作土壤生态修复提供技
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