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摘要： 目的　 研究白及内生真菌次生代谢物及其活性， 筛选可高效积累活性成分的内生真菌合成菌群。 方法　 采用微

生物发酵技术对内生真菌进行分离鉴定， ＨＰＬＣ 检测目标内生真菌合成菌群的次生代谢物并评价其生物活性。
结果　 共分离鉴定获得内生真菌 １８３ 株， 隶属 ２９ 属， 曲霉属占比 １２％ 。 初步筛选得到至少可直接产生 ｃｏｅｌｏｎｉｎ、
ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ、 ｄａｃｔｌｏｒｈｉｎ Ａ、 ＨＢＡ ４ 种活性成分之一的内生真菌合成菌群 １６ 个。 合成菌群 Ｂｓ２Ｃ 对 ＤＰＰＨ 自由基清除率最大，
ＩＣ５０值为 ５１􀆰 ４６ μｇ ／ ｍＬ； Ｂｓ１Ｃ 对金黄色葡萄球菌抑制作用最佳， 抑菌圈直径 １３􀆰 ２ ｍｍ， 且不同合成菌群抑菌效果与活性

成分含量具有相关性。 结论　 本研究成功鉴定筛选到 ４ 组可直接合成白及次生代谢物且具有较好生物活性的合成菌群。
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　 　 白及 Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｒｅｉｃｈｂ． ｆ． 为兰科白及属

植物， 具有多种药用活性成分， 在多种疾病的治疗中具有

重要作用［１⁃３］ 。 近年来， 人工种植成为白及的主要来源， 随

着其经济价值的逐步提高， 白及成为关系地方经济的重要

药材［４］ 。 然而， 白及受限于成分复杂［５］ 、 作用机制不明

确［６］ 、 产业化技术不成熟等因素［７⁃８］ ， 其药用活性成分的

开发利用仍处于较低水平。 因此， 提高白及药用活性成分

的产量、 稳定其生产成为白及产业发展中急需解决的关键

问题。 研究表明， 药用植物内生真菌的多样性和生物活性

在天然药物工业生产中发挥着巨大作用［９］ 。 内生真菌在与

宿主植物不断的 “共同进化” 中逐渐突显出天然产物宝库

的优势， 成为获取药物或药物先导分子的重要资源［１０］ 。
合成菌群基于合成生物学和微生物生态学理论， 人为

将两种或多种具有不同分类或遗传特性及功能特性的微生

物进行组合［１１］ 。 相较于单一菌株， 合成菌群具有保留群落

的优势， 具有更丰富的功能和更高效稳定的生物活性， 在

开发利用药用活性成分方面存在巨大潜力［１２⁃１３］ 。
因此， 本研究以道地中药白及为研究对象， 利用组织

块法分离鉴定内生真菌， 分析群落组成， 筛选可直接合成

次生代谢物的内生真菌合成菌群， 并评价其抗菌、 抗氧化

活性， 以期填补合成菌群在白及内生真菌药用成分合成中

的空白， 为提高白及活性成分积累及其开发利用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 白及样本均于 ２０２４ 年 ４ 月至 ２０２４ 年 ５ 月采自

贵州省遵义医科大学人工培育的仿野生种植白及资源圃

（编号 ＺＹＢＳ⁃ＳＭ、 ＺＹＢＳ⁃ＬＤ）， 原产地为贵州省遵义市正安

县 （东经 １０７°４′ ～ １０７°４１′、 北纬 ２８°９′ ～ ２８°５１′之间）， 经

遵义医科大学基础医学院徐德林教授鉴定为兰科植物白及

Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ （ Ｔｈｕｎｂ．） Ｒｅｉｃｈｂ． ｆ．。 对采集的 ６０ 份样本，
按块茎 （Ｔ）、 叶片 （Ｂ）、 根 （Ｒ）、 花 （Ｆ）、 茎 （Ｓ） 分

别编号为 Ｔ１ ～ １２、 Ｂ１ ～ １２、 Ｒ１ ～ １２、 Ｆ１ ～ １２、 Ｓ１ ～ １２，
－８０ ℃冰箱保存备用。
１􀆰 ２　 试剂 　 ＰＤＡ 培养基、 琼脂糖、 １％ 次氯酸钠溶液、
７５％ 酒精、 甲醇、 乙酸乙酯、 １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼

（ＤＰＰＨ） （分析纯， 上海麦克林生化科技股份有限公司）；
真菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、 ５０×ＴＡＥ （北京索莱宝科技

有限公司）； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ⅲ、 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ Ⅱ ［天
根生化科技 （北京） 有限公司］。
１􀆰 ３　 仪器　 ＬＣ⁃ＦＡ１００４ 分析天平 （上海力辰邦西仪器科技

有限公司）； ｅ２６９５ 高效液相色谱仪 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｌ⁃Ｃ１８ （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ） （美国 Ｋｒｏｍａｔ 公
司）； ＲＥ⁃２０００Ｂ 旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪器厂）；
ＭＳ６０００ 掌上离心机 （武汉赛维尔生物科技有限公司）； ＪＣ⁃
ＭＢ３６ 酶标仪 （青岛聚创环保集团有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 内生真菌的分离培养　 主要参照 Ｙｕ 等［１４］ 方法进行分

离纯化。 取白及各组织， 用无菌水冲洗干净后， 无菌环境操

作， 用滤纸吸干其表面残留水分。 采用组织块法， 依次用

７５％酒精浸泡 ６０ ｓ、 １％次氯酸钠溶液浸泡 ３０ ｓ， 无菌水冲洗

３ 次， 取最后 １ 次冲洗后的无菌水涂板作为阴性对照。 置于
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ＰＤＡ 培养基上培养 ５～７ ｄ， 真菌菌落边缘处长出菌丝， 用牙

签挑取菌落边缘菌丝于新配制的 ＰＤＡ 固体培养基中， 每 ５～
７ ｄ， 重复上述操作 ３ 次。 观察菌落形态， 若菌落不均一，
重复上述操作， 直至分离出外观形态一致的菌落。
２􀆰 ２　 内生真菌 ＤＮＡ 提取、 扩增及鉴定　 选用真菌 ＤＮＡ 提

取试剂盒提取白及内生真菌的基因组 ＤＮＡ。 使用核糖体核

苷 酸 序 列 （ ＩＴＳ ｒＤＮＡ ） 引 物 ＩＴＳ１ （ ５′⁃ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧ
ＡＡＣＣＴＧＣＧＧ⁃３′）、 ＩＴＳ４（５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′）
扩增真菌核糖 ＤＮＡ 内部转录间隔序。 反应体系 ２５ μＬ，
ＤＮＡ 模板 １ μＬ， ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ Ⅱ １２􀆰 ５ μＬ， 引物

（２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ５ μＬ。 反应程序为 ９４ ℃
变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ， ５５ ℃ 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 伸长

１ ｍｉｎ， ３５ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 扩增产物进

行 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测， 条带单一的 ＤＮＡ 样品送至生

工生物工程 （上海） 股份有限公司测序， 测序数据与 ＮＣＢＩ
中真菌数据库进行 ｂｌａｓｔｎ 比对。
２􀆰 ３　 白及内生真菌多样性分析　 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数

Ｈ＝⁃Σ （Ｐｉ） （ ｌｎＰｉ）； Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数 Ｄ ＝ １⁃Σ （Ｐｉ） ２；
Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数 Ｊ ＝ Ｈ ／ ｌｎＳ［１５］ 。 Ｐｉ 为属于属种 ｉ 的个体在

全部个体中的比例； Ｐｉ ＝ ｎｉ ／ Ｎ， Ｎ 为个体数， Ｓ 为物种总

数。 采用 ｍｏｔｈｕｒ ｖｅｒｓｉｏｎ ｖ． １􀆰 ３０􀆰 １ 指数分析程序包计算各

样本的多样性指数。
２􀆰 ４　 白及内生真菌发酵及次生代谢物含量测定

２􀆰 ４􀆰 １　 真菌发酵　 取部分白及内生真菌菌丝， 置于 ２５ ℃
人工气候箱暗培养 １２ ｈ， 挑起菌丝接种于新的固体 ＰＤＡ 培

养基中培养 ３～ ５ ｄ 后， 每瓶随机选 ５ 株单菌株混合， 编号

Ｂｓ１Ｃ～Ｂｓ２０Ｃ， 见表 １。 将 ２０ 组白及合成菌群接种于 １００
ｍＬ 液体 ＰＤＡ 培养基中， 培养瓶在 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ、 ２５ ℃暗环境

下培养 １５ ｄ 左右。 将发酵液与菌丝 （烘干） 分离， 分别保

存备用。
表 １　 白及内生真菌合成菌群样本分布统计

合成菌群编号 单菌 １ 单菌 ２ 单菌 ３ 单菌 ４ 单菌 ５
Ｂｓ１Ｃ Ｂｓ１２０ Ｂｓ７７ Ｂｓ５１ Ｂｓ３８ Ｂｓ３５
Ｂｓ２Ｃ Ｂｓ１３３ Ｂｓ１４ Ｂｓ６１ Ｂｓ４７ Ｂｓ９０
Ｂｓ３Ｃ Ｂｓ１１ Ｂｓ１１９ Ｂｓ１２９ Ｂｓ２２ Ｂｓ８
Ｂｓ４Ｃ Ｂｓ５８ Ｂｓ７９ Ｂｓ２２ Ｂｓ９７ Ｂｓ１２６
Ｂｓ５Ｃ Ｂｓ８７ Ｂｓ９１ Ｂｓ１ Ｂｓ４９ Ｂｓ２３
Ｂｓ６Ｃ Ｂｓ６０ Ｂｓ８３ Ｂｓ４ Ｂｓ１６ Ｂｓ４４
Ｂｓ７Ｃ Ｂｓ１２５ Ｂｓ１００ Ｂｓ８０ Ｂｓ１０３ Ｂｓ１９
Ｂｓ８Ｃ Ｂｓ１０２ Ｂｓ７ Ｂｓ２５ Ｂｓ６２ Ｂｓ７８
Ｂｓ９Ｃ Ｂｓ１０４ Ｂｓ１２２ Ｂｓ１１１ Ｂｓ１０５ Ｂｓ９
Ｂｓ１０Ｃ Ｂｓ７０ Ｂｓ３７ Ｂｓ６５ Ｂｓ８８ Ｂｓ３７
Ｂｓ１１Ｃ Ｂｓ４２ Ｂｓ２１ Ｂｓ８８ Ｂｓ９２ Ｂｓ６３
Ｂｓ１２Ｃ Ｂｓ７０ Ｂｓ２４ Ｂｓ１１６ Ｂｓ３６ Ｂｓ２１
Ｂｓ１３Ｃ Ｂｓ３４ Ｂｓ４８ Ｂｓ４６ Ｂｓ４０ Ｂｓ７４
Ｂｓ１４Ｃ Ｂｓ３８ Ｂｓ１８ Ｂｓ９５ Ｂｓ２９ Ｂｓ５６
Ｂｓ１５Ｃ Ｂｓ９３ Ｂｓ２２ Ｂｓ３４ Ｂｓ６８ Ｂｓ３１
Ｂｓ１６Ｃ Ｂｓ１１７ Ｂｓ７５ Ｂｓ５６ Ｂｓ１５ Ｂｓ４６
Ｂｓ１７Ｃ Ｂｓ３２ Ｂｓ４２ Ｂｓ５４ Ｂｓ３７ Ｂｓ４１
Ｂｓ１８Ｃ Ｂｓ９４ Ｂｓ９２ Ｂｓ６３ Ｂｓ３３ Ｂｓ７５
Ｂｓ１９Ｃ Ｂｓ２８ Ｂｓ５６ Ｂｓ９２ Ｂｓ６７ Ｂｓ７４
Ｂｓ２０Ｃ Ｂｓ１０ Ｂｓ５５ Ｂｓ４１ Ｂｓ６３ Ｂｓ１４

２􀆰 ４􀆰 ２　 次生代谢物含量测定　 将烘干的真菌菌丝用干净的

研钵研成粉末， 过 ３ 号筛， 称 ０􀆰 ５ ｇ 粉末至于茄形瓶中， 加

入 １００ ｍＬ 无水甲醇， 称质量， 回流提取 ２ ｈ， 用无水甲醇

补足损失的质量， 冷却后过滤， 取 ２ ｍＬ 滤液至 ５ ｍＬ 量瓶

中， 用无水甲醇定容至刻度， 经 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤，
即得待测样品溶液母液， 用于测定 ｃｏｅｌｏｎｉｎ、 ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ、
ｄａｃｔｌｏｒｈｉｎ Ａ、 ＨＢＡ ４ 种次生代谢物含量， 色谱条件参照李

清清［１６］方法。
２􀆰 ５　 ＤＰＰＨ 自由基清除率测定　 配制 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 甲

醇溶液与 ８００ μｇ ／ ｍＬ 的待测样品溶液， ４ ℃避光保存。 精

密吸取 １００ μＬ ＤＰＰＨ 甲醇溶液于 ９６ 孔板中， 并加入 １００
μＬ 待测样品溶液， 避光反应 ３０ ｍｉｎ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处测

定吸光值， 计算 ＤＰＰＨ 自由基清除率［１７］ 。 另外， 配制质量

浓度为 ２５、 ５０、 １００、 ２００、 ４００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 的待测样品溶

液， 按上述方法测定， 计算 ＩＣ５０值。
２􀆰 ６　 抗菌活性测定 　 配制 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ 待测样品溶液、 １０
ｍｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素钠溶液 （阳性对照）， 阴性对照为生理

盐水配制的 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ 甲醇溶液。 完成细菌平板涂布后，
吸取 ５ μＬ ＯＤ６００ 为 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８ 的待测样品液及对照溶液，
分别置于直径 ６ ｍｍ 的无菌滤纸片上， 表面溶剂挥发干净

后平贴至平板， ３７ ℃培养 １２ ｈ， 观察并测量抑菌圈直径，
计算其平均值。
３　 结果

３􀆰 １　 白及内生真菌的分离培养 　 共得到 １８３ 株内生真菌，
见表 ２。 大部分白及内生真菌呈现白色、 褐色、 黄褐色，
且表面光滑扁平、 菌丝浓密呈半透明或不透明状， 见图 １。

表 ２　 白及不同组织中内生真菌分布 （株）
资源圃 块茎（Ｔ） 叶片（Ｂ） 根（Ｒ） 花（Ｆ） 茎（Ｓ） 合计

ＺＹＢＳ⁃ＬＤ ２１ ５３ ２９ １８ １ １２２
ＺＹＢＳ⁃ＳＭ ２３ １６ ９ ７ ６ ６１

合计 ４４ ６９ ３８ ２５ ７ １８３

３􀆰 ２　 白及内生真菌鉴定及多样性分析　 ＰＣＲ 扩增 ＩＴＳ 序列

经琼脂糖凝胶电泳检测及 ＮＣＢＩ ｂｌａｓｔｎ 比对， 共获得 ７６ 条

样本序列。 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数等多样性指

数结果显示， 不同组织内部内生真菌的优势种群数量存在

差异， 见表 ３， 其中， ＺＹＢＳ⁃ＬＤ⁃Ｒ 的物种丰富度及物种多

样性最好， ＺＹＢＳ⁃ＳＭ⁃Ｆ 的物种均匀度最好。
对白及内生真菌进行种属关系分析， 结果分离得到的

白及内生真菌主要被注释为 ４ 门、 ７ 纲、 １７ 目、 ２５ 科、 ２９
属， 在属水平上， 曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ 分离得到 ９ 株， 数量最

多， 占比达到 １２％ ； 块茎中的内生菌群种类较多， 占比

３７􀆰 ９３％ ； 除白及茎外， 其余白及组织中共有的内生菌属有

Ｐｕｎｃｔｕｌａｒｉａ、 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ， 见图 ２。
３􀆰 ３　 白及内生真菌与次生代谢物相关性分析　 ＨＰＬＣ 检测

结果显示， 随机选择的 １０ 种不同内生真菌在发酵培养 １５ ｄ
后， 其发酵提取液中无特征峰检出， 推测可能无法直接合

成 ＨＢＡ、 ｄａｃｔｌｏｒｈｉｎ Ａ、 ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ 及 ｃｏｅｌｏｎｉｎ ４ 种代谢产物，
或合成含量较低， 无法达到检出限。
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图 １　 白及内生真菌形态特征

表 ３　 白及不同组织中真菌群落组成的多样性指数

编号 物种数 ／ 个 种属数 ／ 个 Ｇｌｅａｓｏｎ Ｍａｒｇａｌｅｆ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｐｉｅｌｏｕ
ＬＤ⁃Ｔ ９ ４ ０􀆰 ８６８ ６ １􀆰 ３６５ ４ １􀆰 ３１６ ０ ０􀆰 ６９４ ４ ０􀆰 ９４９ １
ＬＤ⁃Ｂ １６ ９ １􀆰 ９５４ ３ ３􀆰 ２４６ １ ２􀆰 １４５ ０ ０􀆰 ８５０ ０ ０􀆰 ９７６ １
ＬＤ⁃Ｒ １５ １１ ２􀆰 ３８８ ６ ３􀆰 ６９２ ７ ２􀆰 ６３７ ０ ０􀆰 ９５２ ４ １􀆰 １００ ０
ＬＤ⁃Ｆ ９ ５ １􀆰 ０８５ ７ １􀆰 ８２０ ５ １􀆰 ７４５ ０ ０􀆰 ８６１ １ １􀆰 ０８４ ０
ＳＭ⁃Ｔ ９ ７ １􀆰 ５２０ ０ ２􀆰 ７３０ ７ ２􀆰 ２２２ ０ ０􀆰 ９４４ ４ １􀆰 １４２ ０
ＳＭ⁃Ｂ ８ ５ １􀆰 ０８５ ７ １􀆰 ９２３ ６ １􀆰 ８１０ ０ ０􀆰 ８９２ ９ １􀆰 １２４ ０
ＳＭ⁃Ｒ ５ ５ １􀆰 ０８５ ７ ２􀆰 ４８５ ３ ２􀆰 ００９ ０ １􀆰 ０００ ０ １􀆰 ２４９ ０
ＳＭ⁃Ｆ ２ ２ ０􀆰 ４３４ ３ １􀆰 ４４２ ７ ０􀆰 ９４３ １ １􀆰 ０００ ０ １􀆰 ３６１ ０
ＳＭ⁃Ｓ ３ １ ０􀆰 ２１７ １ — — — —

注： Ａ～Ｄ 分别为纲、 科、 目、 属。

图 ２　 白及内生真菌种属分布情况

　 　 ２０ 组简单合成菌落中， 有 １６ 组检测到指标性代谢产

物， 且含量具有明显差异， 见图 ３。 积累 ｃｏｅｌｏｎｉｎ 的合成菌

群最多， 有 １４ 组， 积累 ＨＢＡ、 ｄａｃｔｌｏｒｈｉｎ Ａ、 ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ 的分

别有 １１、 ４、 ４ 组。 但就含量而言， 积累 ｃｏｅｌｏｎｉｎ 的平均含

量较低， 而积累 ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ 的平均含量最多， 约 ４􀆰 ２８６ ｍｇ ／ ｇ。

其中， 积累 ＨＢＡ 最多的简单合成菌群为 Ｂｓ６Ｃ， 含量为

２􀆰 １８７ ｍｇ ／ ｇ； 积累 ｄａｃｔｌｏｒｈｉｎ Ａ 含量最多的简单合成菌群为

Ｂｓ１Ｃ， 含量为 ５􀆰 ２５６ ｍｇ ／ ｇ； 积累 ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ 含量最多的简单

合成菌群为 Ｂｓ９Ｃ， 含量为 ６􀆰 ０３９ ｍｇ ／ ｇ； 积累 ｃｏｅｌｏｎｉｎ 含量

最多的简单合成菌群为 Ｂｓ２Ｃ， 含量为 ２􀆰 ２３０ ｍｇ ／ ｇ。
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图 ３　 白及内生真菌 Ｂｓ１Ｃ ～ Ｂｓ２０Ｃ 的指标性代谢产

物含量测定结果

３􀆰 ４　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定　 当样品溶液质量浓度为

１００ μｇ ／ ｍＬ 时， Ｂｓ２Ｃ 的清除率趋于最大值； 为 ２００ μｇ ／ ｍＬ
时， Ｂｓ１Ｃ 的清除率趋于最大值； 为 ４００ μｇ ／ ｍＬ 时， Ｂｓ６Ｃ 清

除率趋于最大值， 见图 ４。 Ｂｓ１Ｃ、 Ｂｓ２Ｃ、 Ｂｓ６Ｃ、 Ｂｓ９Ｃ 样品

溶液的 ＩＣ５０值分别为 ８４􀆰 １３、 ４８􀆰 ７０、 ７３􀆰 ３２、 ５１􀆰 ４６ μｇ ／ ｍＬ，
阳性对照维生素 Ｃ （Ｖｃ） 的 ＩＣ５０值为 ３５􀆰 ３５ μｇ ／ ｍＬ。 因此，
对 ＤＰＰＨ 自由基清除率大小依次为 Ｖｃ ＞ Ｂｓ２Ｃ ＞ Ｂｓ９Ｃ ＞
Ｂｓ６Ｃ＞Ｂｓ１Ｃ。

图 ４　 白及内生合成菌群合成群落 ＤＰＰＨ 自由

基清除能力测定结果

３􀆰 ５　 抗菌能力测定　 ４ 种内生菌样品溶液对金黄色葡萄球

菌、 大肠杆菌、 铜绿假单胞菌具有有不同程度抑制作用，
见图 ５Ａ。 其中， 对于金黄色葡萄球菌， Ｂｓ１Ｃ 的抑菌效果最

好， 显著优于 Ｂｓ２Ｃ、 Ｂｓ９Ｃ， 平均抑菌圈直径为 １３􀆰 ２ ｍｍ；
仅 Ｂｓ２Ｃ、 Ｂｓ９Ｃ 样品溶液对大肠杆菌有抑菌作用， 平均抑菌

圈直径分别为 ８􀆰 ５、 ９􀆰 ３ ｍｍ； ４ 种合成菌群样品溶液对铜绿

假单胞菌均未见明显抑制作用。 对合成菌群的次生代谢物

含量与抗菌活性进行关联性分析， 结果合成菌群的抗大肠

杆菌活性与 ｄａｃｔｌｏｒｈｉｎ Ａ、 ＨＢＡ 含量呈负相关 （ ｒ ＝ －０􀆰 ５８、
－０􀆰 ３５）， 与 ｍｉｌｉｔａｒｉｎｅ、 ｃｏｅｌｏｎｉｎ 含量呈正相关 （ ｒ ＝ ０􀆰 ２８、
０􀆰 ０８）； 抗金黄色葡萄球菌活性与合成的 ｄａｃｔｌｏｒｈｉｎ Ａ 含量

呈正相关 （ ｒ ＝ ０􀆰 ５５）， 与其他次生代谢物含量呈负相关，
见图 ５Ｂ、 ５Ｃ）， 但相关性均不显著。
４　 讨论

４􀆰 １　 活性物质生物合成中共生微生物的作用　 药用植物活

性成分的积累受遗传背景与环境因子的共同调控， 但传统

研究多关注其地理环境的影响， 忽视了植物⁃微生物互作的

关键作用［１８］ 。 内生真菌作为宿主的 “第二基因组”， 不仅

能调控植物生长， 还可通过次生代谢产物合成直接提供生

物活性物质［１９⁃２０］ 。 本研究从白及不同组织中共分离到 １８３
株内生真菌， 分布在 ２９ 个属， 其中曲霉属占比最高。 已有

研究证实， 该属真菌能够合成多种具有生物活性的次生代

谢产物［２１⁃２２］ ， 暗示其可能主导白及的特定代谢产物合成。
值得注意的是， 白及叶片组织气孔结构更易富集共生微生

物［２３］ ， 使得其相较于其他组织存在内生真菌种属及数量的

差异分布， 而植物对共生微生物的选择具有进化适应性，
这种选择性招募机制为构建功能明确的合成菌群提供了理

论依据。
４􀆰 ２　 合成菌群的策略优势及在白及研究中的应用价值　 合

成菌群是微生物生态学研究的重要工具， 通过简化自然微

生物群落的复杂性， 帮助揭示微生物之间的相互作用及其

功能。 越来越多的研究表明， 微生物在帮助宿主植物生长

发育、 提高系统免疫力、 营养吸收等方面发挥着重要作

用［２４］ 。 合成菌群概念的引入使微生物组更加简单、 高效，
促进理论向实际应用的转化， 已然成为未来研究及应用的

新趋势［２５］ 。 其在植物领域的应用已被证实可增强宿主抗逆

性、 促进营养吸收， 而本研究进一步拓展了这一策略， 通

过构建 ２０ 组白及内生真菌合 成 菌 群， 筛 选 出 Ｂｓ１Ｃ、
Ｂｓ２Ｃ、 Ｂｓ６Ｃ、 Ｂｓ９Ｃ ４ 个能显著提升次生代谢物积累的功

能群落， 这一结果与毛竹根际接种复合菌液形成方法学

上的呼应 ［２６］ 。 本研究首次将合成菌群技术应用于珍稀

药用植物白及的代谢调控， 还针对其抗癌成分 ｃｏｅｌｏｎｉｎ
的合成瓶颈问题进行探索。 此外， 微生物发酵与合成菌

群的协同效应， 为突破植物自身活性成分的合成壁垒提

供了新思路 ［２７］ 。
４􀆰 ３　 当前研究的局限性与未来方向　 尽管通过 ＤＰＰＨ 自由

基清除率和抗菌活性试验验证了合成菌群的生物活性， 但

存在局限， 一方面， 评价指标需扩展至更多药理活性参数；
另一方面， 菌群稳定性受环境因素和种间竞争 （如营养争

夺、 代谢抑制） 影响显著［２８］ 。 后续研究应聚焦于进一步解

析群体感应信号分子如何调控代谢通路基因表达； 优化菌

群设计以适配工业化发酵需求； 探索合成菌群在药物开发、
农业和环境等领域的应用潜力。 本研究虽未完全阐明代谢

产物与抗菌活性的因果关系， 但通过微生物群落替代单一

菌种的策略［２９］ ， 为天然药物开发提供了更接近生态本质的

研究范式。
５　 结论

综上所述， 本研究发现白及各组织中分离鉴定的内生

真菌组成具有显著差异性， 且通过合成菌群微生物发酵的

方式可直接合成具有抗氧化、 抗菌活性的白及次生代谢

产物。
利益冲突： 作者声明绝无任何可能会影响本文所报告

工作的已知经济利益或个人关系。
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注： Ａ 为抑菌活性测定， ａ、 ｆ 分别为合成菌群 Ｂｓ１Ｃ 样品溶液对金黄色葡萄球菌、 铜绿假单胞菌的抑制作用， ｂ ～ ｄ 分别

为合成菌群 Ｂｓ９Ｃ 样品溶液对大肠杆菌、 铜绿假单胞菌、 金黄色葡萄球菌的抑制作用， ｅ 为合成菌群 Ｂｓ２Ｃ 样品溶液对大

肠杆菌的抑制作用； Ｂ 为相关性分析； Ｃ 为次生代谢物含量测定。

图 ５　 白及内生合成菌群抑菌作用及与次生代谢物含量相关性分析
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桃红四物汤加减联合推拿治疗对急性腰扭伤患者的临床疗效

范　 健１，２， 　 谢强文１，２， 　 黄建峰１，２， 　 谢志君１， 　 林志刚１，２∗
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摘要： 目的　 探讨桃红四物汤加减联合推拿治疗对急性腰扭伤患者的临床疗效。 方法　 １０２ 例患者随机分为对照组和

观察组， 每组 ５１ 例， 对照组给予推拿治疗， 观察组在对照组基础上加用桃红四物汤加减， 连续治疗 １０ ｄ。 检测临床

疗效、 中医证候评分 （腰痛、 肿胀、 腰部活动受限）、 疼痛及腰部功能评分 （ＶＡＳ 评分、 ＲＭＱ 评分）、 炎症因子

（ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ｈｓ⁃ＣＲＰ）、 腰椎活动度 （前屈、 后伸、 左侧弯、 右侧弯）、 不良反应发生率变化。 结果 　 观察组总有

效率高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 治疗后， ２ 组 ＶＡＳ 评分、 ＲＭＱ 评分、 中医证候评分、 炎症因子降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 腰椎活

动度提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以观察组更明显 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 ２ 组不良反应发生率比较， 差异无统计学意义 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）。
结论　 桃红四物汤加减联合推拿治疗可安全有效地缓解急性腰扭伤患者的疼痛及炎症反应， 改善腰部功能及腰椎活动

度， 临床疗效显著， 值得推广。
关键词： 桃红四物汤； 急性腰扭伤； 推拿； 疼痛； 炎症反应
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