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摘要： 目的　 鉴定守宫物种， 并研究其抗分枝杆菌活性。 方法 　 采用 １２Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定物种， 刃天青微孔板 （ＲＥＭＡ）
测定提取物抑菌活性。 结果　 市售守宫对应壁虎科 ３ 个属。 守宫石油醚提取物对 “瘰疬” 主要致病菌 （慢生型分枝

杆菌） ———瘰疬分枝杆菌、 胞内分枝杆菌、 结核分枝杆菌的抑制作用最强， 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） ≤６００ μｇ ／ ｍＬ， 而

对速生型分枝杆菌无明显活性。 结论　 １２Ｓ ｒＤＮＡ 是鉴定守宫物种的有效方法。 守宫提取物具有特异性抗分枝杆菌活

性， 与 《本草纲目》 记载基本一致。
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　 　 分枝杆菌属 （Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 细菌是重要致病菌， 其

中的结核分枝杆菌每年导致约 １５０ 万人死亡， 是致死人数

最多的病原菌［１］ ， 各种非结核分枝杆菌引发疾病的种类和

数量也在逐年增加［２］ 。 目前， 相关药物开发已严重滞后，
近 ５０ 年来仅有 ３ 种抗生素新药批准用于结核治疗［３］ ， 耐药

菌则几乎同时出现［４］ ， 非结核分枝杆菌药物开发近乎空

白， 故探索新的研发策略， 开拓新的药物来源已成为当务

之急。 虽然传统药材是重要研究方向， 但研究人员大多只

关注植物类［５⁃６］ ， 鲜有涉及动物类。
守宫又称壁虎、 天龙等， 是传统动物类中药， 《本草

纲目》 记载它具有 “疠风瘰疬” 功效［７］ 。 疠风即麻风病，
由麻风分枝杆菌复合群引起； 瘰疬则为颈部结核， 主要由

非结核分枝杆菌中的瘰疬分枝杆菌、 鸟分枝杆菌复合体、
结核分枝杆菌引起［８］ ， “疠风瘰疬” 的病原菌对应了分枝

杆菌 ３ 个分类。 课题组前期发现， 守宫乙醇提取物的石油

醚分离部位具有较好的抗结核分枝杆菌活性； 本实验结合

《本草纲目》， 考察守宫提取物对更多致病性分枝杆菌的抑

制作用。
基原准确是考察药材功效的基础， 但目前守宫基原缺

乏权威定义， 既未收录于 ２０２０ 年版 《中国药典》， 也没有

部颁标准， 只存在于部分地方标准及中药饮片炮制规

范［９］ ， 并且其物种来源的具体种属存在较大差异 （表 １），
从而影响研究结论的可靠性和重复性［１０］ 。 为了使结论可

靠， 本研究采用分子生物学方法鉴定守宫物种。
表 １　 守宫物种来源

年份 出处 来源 分类

１９９４ 年 《上海市中药材标准》 壁虎科多疣壁虎或同属他种壁虎 属

１９９６ 年 《全国中草药汇编》 壁虎科无疣壁虎、无蹼壁虎或多痣壁虎 种

１９９９ 年 《中华本草》 壁虎科无蹼壁虎、多疣壁虎、蹼趾壁虎等 科

２０１５ 年 《浙江省中药饮片炮制规范》 壁虎科无蹼壁虎或多疣壁虎或同属动物 属

２０１６ 年 《江苏省中药材标准》 壁虎科无蹼壁虎或多疣壁虎 种

２０１８ 年 《天津市中药饮片炮制规范》 壁虎科无蹼壁虎或其他几种壁虎 科

１　 材料

１􀆰 １　 药材　 ６ 个来源、 批次守宫购自上海当地药房及药材

市场， 经专家鉴定为正品。

１􀆰 ２　 供试菌株 　 由上海市肺科医院保藏并提供， 具体见

表 ２。

表 ２　 供试菌株信息

分枝杆菌 拉丁名 编号或来源 培养温度 ／ ℃ 培养基

结核分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ Ｈ３７Ｒｖ ３７ ７Ｈ９＋１０％ ＯＡＤＣ
瘰疬分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｃｒｏｆｕｌａｃｅｕｍ ＡＴＣＣ １９９８１ ３７ ＣＡＭＨＢ＋５％ ＯＡＤＣ
胞内分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ ＡＴＣＣ １３９５０ ３７ ＣＡＭＨＢ＋５％ ＯＡＤＣ

堪萨斯分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｋａｎｓａｓｉｉ ＡＴＣＣ １２４７８ ３７ ＣＡＭＨＢ＋５％ ＯＡＤＣ
海分枝分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍａｒｉｎｕｍ ＡＴＣＣ ９２７ ３０ ＣＡＭＨＢ＋５％ ＯＡＤＣ
龟分枝分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｈｅｌｏｎａｅ ＡＴＣＣ １４４７２ ３０ ＣＡＭＨＢ

脓肿分枝分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｂｓｃｅｓｓｕｓ 临床分离 ３０ ＣＡＭＨＢ
偶发分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ ＡＴＣＣ ６８４１ ３０ ＣＡＭＨＢ
外来分枝杆菌 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｒｅｇｒｉｎｕｍ ＡＴＣＣ ７００６８６ ３０ ＣＡＭＨＢ

１􀆰 ３　 试剂 　 ＣＡＭＨＢ 培养基 （上海瑞楚生物科技有限公

司）； ＭＧＩＴ 改良 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ ７Ｈ９ 培养基、 ＯＡＤＣ 增菌剂、
ＢＡＣＴＥＣ ＭＧＩＴ ９６０ 系统配套试剂 （美国 ＢＤ 公司）； ＤＭＳＯ
（二甲亚砜）、 异烟肼 ［生工生物工程 （上海） 有限公司］；
多种来源基因组试剂盒、 ９６ 孔细胞培养板 （美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 测序仪 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）；
３７３０ＸＬ 基因测序仪 （美国 ＡＢＩ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 物种鉴定

２􀆰 １􀆰 １　 １２Ｓ ｒＤＮＡ　 １００ ｇ 药材干燥全体 （个体数≥９０ 个）
碾成粉末， 取 １００ ｍｇ 提取 ＤＮＡ， 使用 １２Ｓ ｒＤＮＡ 特异性引

物 Ｌ１０９１、 Ｈ１４７８ 进行 ＰＣＲ 扩增［１１］ ， 回收 ４００ ｂｐ 条带，
Ｓａｎｇｅｒ 测序或构建文库后进行二代测序， 其拼接序列按照

Ｍｏｔｈｕｒ （ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３９􀆰 ０） ［１２］去除低质量序列， 以一致性 ９７％

为阈值进行 ＯＴＵ 聚类分析， 取含量大于 １％ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库进行 ＢＬＡＳＴＮ 比对， 以数据库中一致性最高序列的

种属作为该序列的种属特征， 鉴定到种。
２􀆰 １􀆰 ２　 系统发育树　 各样本中含量大于 １％ 序列， ＭＥＧＡ Ｘ
软件 构 建 系 统 发 育 树［１３］ 。 算 法 采 用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ，
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｔｅｓｔ 设为 １ ０００。
２􀆰 ２　 抑菌活性测定

２􀆰 ２􀆰 １　 提取物制备　 取同一批药材粉末 １００ ｇ， 加入 １ ０００
ｍＬ 乙醇蒸馏提取 １ ｈ， 过滤回收上清， 重复 ２ 次， 合并上

清， 在旋转蒸发仪上浓缩， 提取物重悬于 ５００ ｍＬ 蒸馏水

中， 等量石油醚萃取 ３ 次， 浓缩并冷冻干燥， 称定质量得

１８􀆰 ６ ｇ 提取物， 在 １２１ ℃下湿热灭菌 ２０ ｍｉｎ， 溶解于 ４０ ｍＬ
ＤＭＳＯＥ ［ＤＭＳＯ⁃乙醇 （１０ ∶ １） ］ 中， 即得 （质量浓度为

４６０ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 待测菌液母液制备　 制备浊度相当于标准麦氏 １ 号
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浊度管的各分枝杆菌母液， 培养液稀释 ５０ 倍后， 取 ２００ μＬ
加入 ７ ｍＬ 培养液中， 即得， 使用时取 １００ μＬ， 加入等体积

培养液。
２􀆰 ２􀆰 ３　 抑菌活性研究　 采用刃天青微孔板 （ＲＥＭＡ） 测定

提取物对各受试菌株的最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） （即为防止刃

天青由蓝转粉的最低浓度） ［１４］ ， 培养条件参考美国临床和

实验室标准协会 （ＣＬＳＩ） 推荐［１５］ ， 见表 ２。 ９６ 孔板第一列

孔石油醚提取物终质量浓度为 ９􀆰 ２ 或 １８􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ， 以后各

列依次作 ２ 倍梯度稀释， 设置只含培养基的阴性生长对照

孔、 不含提取物只含菌液的阳性生长对照孔 （指示孔）。 对

于速生型分枝杆菌， 直接在其中 １ 个指示孔加入 ３２􀆰 ５ μＬ
刃天 青 指 示 剂 （ ０􀆰 ０１５％ 刃 天 青 ２０ μＬ、 ２０％ 吐 温⁃８０
１２􀆰 ５ μＬ）， 指示孔由蓝变粉时在所有孔中加入指示剂， ３ ｄ
内记录结果； 对于慢生型分枝杆菌， 培养 ６ ｄ 后加指示剂到

其中 １ 个指示孔中， 如 ３ ｄ 内没有变成粉色则在另一孔中加

入指示剂， 直至指示孔变粉色， 随后所有孔中加入指示剂，
３ ｄ 内记录结果， 所有样本均设 ３ 个重复组。 为了消除溶剂

ＤＭＳＯＥ 对结果的干扰并同时测定其抑菌浓度， 所有分枝杆

菌实验操作均在二级生物安全实验室内进行。

３　 结果

３􀆰 １　 物种鉴定

３􀆰 １􀆰 １　 １２Ｓ ｒＤＮＡ　 Ｓａｎｇｅｒ 测序显示， 部分区段峰形杂乱有

重叠， 碱基不能正确判读， 提示扩增条带不是单一序列，
见图 １。 建库后二代测序， 得到 ４ 种序列 （占序列总数

９９􀆰 ６％ ， 相互间同源性低于 ９７％ ）， 占比分别为 ４０％ 、
２７％ 、 ２６％ 、 ７％ ， 均对应壁虎科动物， 分别属于蜥虎属

（Ｈｅｍｉｄａｃｔｙｌｕｓ）、 截趾虎属 （Ｇｅｈｙｒａ）， 见表 ３。 另外， 含量

最高的 ＳＥＱ１ （４０％ ） 虽注释为 Ｈｅｍｉｄａｃｔｙｌｕｓ ａｑｕｉｌｏｎｉｕｓ， 但

同源性仅有 ８７􀆰 ２％ ； ＳＥＱ２ 与 ＳＥＱ３ 之间同源性仅有 ９５􀆰 ８％ ，
却都注释为 Ｈｅｍｉｄａｃｔｙｌｕｓ ｆｒｅｎａｔｕｓ， 不排除不同种的可能性。

图 １　 １２Ｓ ｒＤＮＡ 片段及 Ｓａｎｇｅｒ 测序图
表 ３　 守宫物种鉴定结果

序列 含量 ／ ％ 种属 得分 Ｅ 值 同源性 ／ ％ 同源序列

ＳＥＱ１ ４０ Ｈｅｍｉｄａｃｔｙｌｕｓ ａｑｕｉｌｏｎｉｕｓ ４５７ ４􀆰 ００×１０－１２４ ８７􀆰 ２２ ＫＹ３６６２０９
ＳＥＱ２ ２７ Ｈｅｍｉｄａｃｔｙｌｕｓ ｆｒｅｎａｔｕｓ ７４３ ０ １００􀆰 ００ ＫＹ３６６１９７
ＳＥＱ３ ２６ Ｈｅｍｉｄａｃｔｙｌｕｓ ｆｒｅｎａｔｕｓ ７４３ ０ １００􀆰 ００ ＫＹ３６６１９５
ＳＥＱ４ ７ Ｇｅｈｙｒａ ｍｕｔｉｌａｔａ ７４５ ０ ９９􀆰 ７５ ＡＹ２１８００６

３􀆰 １􀆰 ２　 市售药材检测　 各批药材中检测到 ８ 种动物序列，
对应壁虎科 ３ 个属， 而且每种至少包含 ３ 种动物序列， 见

图 ２。 另外， ３ 个注释为无蹼壁虎 （Ｇｅｋｋｏ ｓｗｉｎｈｏｎｉｓ） 的片

段之间同源性小于 ９７％ ， 不排除不同种的可能性。

图 ２　 壁虎科动物及系统发育树

３􀆰 ２　 抗分枝杆菌活性研究

３􀆰 ２􀆰 １　 慢生型分枝杆菌 　 分枝杆菌按生长速度 （显色时

间） 划分， 可分为慢生型 （≥７ ｄ）、 速生型 （ ＜７ ｄ）， 而

“疠风瘰疬” 致病菌均属于慢生型［２］ 。 由表 ４ 可知， 石油醚

提取物对慢生型分枝杆菌均有一定抑制作用， 其中对瘰疬

分枝杆菌效果最好， 其次为胞内分枝杆菌 （属鸟分枝杆菌

复合体）、 堪萨斯分枝杆菌、 结核分枝杆菌， 而对海分枝杆

菌无明显活性。 目前， 对天然产物抑菌浓度的阈值尚无定

论， 本研究参考文献 ［６］ 报道， 认为守宫提取物对 “瘰
疬” 的 ３ 种致病菌 （结核分枝杆菌、 瘰疬分枝杆菌、 胞内

分枝杆菌） 及堪萨斯分枝杆菌均有较好抑菌活性， 具有开

发价值。 另外， 各菌株 ＭＩＣ 所对应的 ＤＭＳＯＥ 含量远低于

ＤＭＳＯＥ 对各菌株的抑制浓度， 可排除它对结果的影响。
表 ４　 守宫石油醚提取物对慢生型分枝杆菌的抑制作用

分枝杆菌 ＭＩＣ ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＤＭＳＯＥ 含量 ／ ％ ＤＭＳＯＥ 对各菌株的抑制浓度 ／ ％ 显色时间 ／ ｄ
瘰疬分枝杆菌 １５０ ≤０􀆰 ０３ ３􀆰 １３ １４
胞内分枝杆菌 ３００ ≤０􀆰 ０６ ３􀆰 １３ １８

堪萨斯分枝杆菌 ３００ ≤０􀆰 ０６ １􀆰 ５６ ２２
结核分枝杆菌 ６００ ≤０􀆰 １３ ６􀆰 ２５ ２１

海分枝分枝杆菌 １ ２００ ≤０􀆰 ２５ １２􀆰 ５０ ７

３􀆰 ２􀆰 ２　 速生型分枝杆菌　 由表 ５ 可知， 石油醚提取物仅对

脓肿分枝杆菌临床分离菌株有微弱的抑制作用， 而对龟分

枝杆菌、 偶发分枝杆菌、 外来分枝杆菌均无明显活性。

４　 讨论

本研究结合 １２Ｓ ｒＤＮＡ 分子标签与二代测序， 提供了一

种鉴定守宫药材物种组成的可行方法。 壁虎科动物各物种
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　 　 　 　 表 ５　 守宫石油醚提取物对速生型分枝杆菌的抑制作用

分枝杆菌 ＭＩＣ ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＤＭＳＯＥ 含量 ／ ％ ＤＭＳＯＥ 对各菌株的抑制浓度 ／ ％ 显色时间 ／ ｄ
脓肿分枝杆菌 ２ ４００ ≤０􀆰 ５ １２􀆰 ５ ４
龟分枝杆菌 ＞１９ ２００ ≤２ １２􀆰 ５ ４

偶发分枝杆菌 ＞１９ ２００ ≤２ １２􀆰 ５ ３
外来分枝杆菌 ＞１９ ２００ ≤２ １２􀆰 ５ ３

间不易区分， 各地使用习惯不同［１０］ ， 可能是造成各地方标

准、 炮制规程、 文献对守宫动物物种来源表述不一致的重

要原因， 这引起药材基原准确性困惑， 影响对守宫药材评

价及进一步开发。 研究发现， 市售守宫药材同时包含多种

壁虎科动物， 因此鉴定方法也应能识别鉴定多个物种并显

示其组成。 个别专利使用无蹼壁虎特定标签鉴定守宫［１６］ ，
此类方法可鉴别药材是否包含特定物种 （无蹼壁虎）， 但无

法获取守宫中包含的其他物种及含量信息。 本研究采用动

物通用的 １２Ｓ ｒＤＮＡ 分子标签， 鉴定识别的物种更为全面，
并已用于中药蛤蚧 （同属壁虎科） 真伪鉴定［１７］ 。 同时，
１２Ｓ ｒＤＮＡ 分子标签结合二代测序解决了守宫样本物种不唯

一、 扩增产物不唯一造成的常规测序困难， 可同时提供药

材中动物物种及含量信息， 是鉴定守宫的有效方法， 有助

于厘清守宫基原困扰。 同时也需注意到， 鉴定结果的种属

信息， 来源于数据比对， 由于目前缺乏权威的壁虎科动物

数据库， 因此所获得的种属信息并不完全准确， 有待于分

类学的进一步研究， 物种组成与守宫功效之间的对应关系

也有待进一步解析。
从传统药材中寻找活性物质， 是当前抗菌新药研发热

点， 但多限于药用植物。 本项研究表明， 抗菌活性物质的

研究不应只局限于植物药材， 从动物中分离抗分枝杆菌活

性物质是可能的。 这些活性物质可能源于动物拮抗分枝杆

菌致病菌需要， 如壁虎科所在蜥蜴目的多种动物可被溃疡

分枝杆菌等多种分枝杆菌感染［１８］ 。 而动物天然免疫系统中

的抗菌肽［１９］ 、 抗菌脂［２０］ 以及共生微生物合成的抗生素则

可能是它产生的物质基础。 本研究中， 抑菌活性主要存在

于守宫乙醇提取物石油醚分离组分， 水提物则无抑菌活性，
推测抑菌活性物质可能是壁虎科动物产生的生物碱、 甾体

或脂肪酸， 亦或是这类物质组合， 此外也可能来自共生微

生物所分泌的脂溶性抗生素。 本研究中， 守宫提取物只对

特定分枝杆菌有较强抑菌作用， 并且与 《本草纲目》 中记

载 “疠风瘰疬” 功效较为一致， 对 “瘰疬” 的 ３ 种致病菌

均表现出较强抑菌效果。 引起 “疠风” 的麻风分枝杆菌复

合体细菌， 因无法体外培养不在本研究之中， 但守宫提取

物对慢生型分枝杆菌普遍具有抑菌活性， 不排除对生长极

端缓慢的麻风分枝杆菌［２１］也同样存在抑菌活性。 这些结果

提示， 传统本草著作可为在动物药材中开发抗菌活性物质

提供有价值线索。
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滇重楼根茎腐病的致病菌分离鉴定及致病性研究
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摘要： 目的　 探究滇重楼根茎腐病的致病菌类型及致病性。 方法　 采用微生物学方法及 １８Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术对滇重楼

根茎腐病的致病菌进行分离鉴定， 并通过离体回接法对分离鉴定的植物致病菌进行致病性验证。 结果　 从根茎腐病的

滇重楼植物样品中分离鉴定出 ７ 株镰孢菌属致病真菌， 包含 ５ 株尖孢镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 和 ２ 株腐皮镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ， 分离鉴定的 ７ 株真菌均具有一定的致病性。 结论　 镰孢菌属尖孢镰刀菌和腐皮镰刀菌真菌是滇重楼

根茎腐病的主要致病菌， 对有效防治有重要参考价值。
关键词： 滇重楼； 根腐病； 植物致病菌
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　 　 滇 重 楼 Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ． ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ （ Ｆｒａｎｃｈ．）
Ｈａｎｄ． ⁃Ｍａｚｚ． 为百合科重楼属多年生草本植物［１⁃２］ ， 是云

南药用植物资源中占据产业化利用主导地位、 最具代表性

和全局影响力的道地药材之一［３］ 。 野生资源是滇重楼药材

的主要来源， 由于药材需求量巨大， 每年的消耗量远远超

出野生资源的年再生能力， 加之资源再生周期长 （平均需

要 ８～１２ 年） ［４］ 。 野生资源利用已经发展成为严重的资源危

机［５］ ， 药材种植是实现药用植物资源规模化再生的有效途

径， 滇重楼种植已经在云南打赢脱贫攻坚战中发挥重要

作用。
滇重楼 还 是 《 全 国 道 地 药 材 生 产 基 地 建 设 规 划

（２０１８—２０２５ 年） 》 西南道地药材产区主攻方向大力发展

相对紧缺品种之一［６］ 。 但是， 随着滇重楼种植产业的快速

发展， 在经济利益的驱使下， 由于盲目引种、 种植模式、
气候及土壤等生态环境因素等改变， 不仅影响滇重楼品质，

还致使滇重楼病害问题日益凸显， 特别是滇重楼根茎腐病

（产地俗称 “根腐” ）， 典型病害症状为受害根茎从尾部逐

渐开始腐烂， 腐烂部位呈湿状软腐或绵状软腐， 染病根茎

表皮颜色黑褐色， 最后浸染新鲜茎部 （产地俗称 “茎

腐” ）， 直至根茎、 茎、 叶枯萎死亡［７⁃８］ 。 滇重楼根茎腐病

被称作滇重楼癌症， 在滇重楼漫长的生长过程中只要患病

可以导致绝收， 是滇重楼种植最大的风险来源， 严重制约

相关产业的发展［９⁃１０］ 。
因此， 本实验拟采用微生物学实验方法及 １８Ｓ ｒＲＮＡ 测

序技术对导致滇重楼根茎腐病的致病菌进行分离鉴定， 再

通过离体回接法对分离鉴定的植物致病菌进行致病性验证，
明确滇重楼根茎腐的主要致病菌类型， 以期为滇重楼种植

及根茎腐病的防治提供依据。
１　 材料
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