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摘要  [ 目的] 为开发利用冬凌草根际土壤微生物资源。[ 方法] 使用K562 细胞的SRB 法筛选模型 ,对从贵州省施秉县采集的冬凌草根
际土壤样品中分离的207 株微生物( 放线菌112 株、真菌95 株) 进行了抗肿瘤活性筛选。[ 结果] 得到活性菌株共27 株, 阳性率为13 .0 % ,
其中真菌13 株 , 放线菌14 株。[ 结论] 冬凌草根际土壤微生物是寻找抗肿瘤活性代谢产物的良好资源。
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Screening of Antitumor Strains from Rihizosphere Soil Microorganisms from Rabdosia rubescens
GAO Peng- ming  ( Guizhou College , Guiyang , Guizhou 550005)
Abstract  [ Objective] The research ai medto explore and utilize rihizosphere soil microorganismresources . [ Method] 207 strains of rihizosphere soil mi-
croorganisms , including 112 actinomycetes and 95 fungi , were isolated from Rabdosia rubescens in Shibing , Guizhou Province . And their fermented prod-
ucts were screened with K562 cells by SRB method .[ Result] 27 strains showed cell proliferationi nhibitory activity on K562 cells , which possessed 13 .0 %
of total 207 strains tested . Inthe active strai ns , there were 14 actinomycetes and 13 fungi , respectively .[ Conclusion] Ri hizosphere soil microorganisms
from Rabdosia rubescens were good resources for seeking antitumor metabolites .
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  冬凌草[ Rabdosi a rubescens( Henmsl .) Hara] 为唇形科香茶菜

属植物, 广布于我国黄河、长江流域, 味甘苦, 性微寒, 具清热解

毒、消炎止痛及抗肿瘤之功效[ 1] 。1972 年冬凌草在济源被发现

并定名;1977 年被收入《中华人民共和国药典》;1991 年我国卫

生部批准将其干燥叶及地上部分作为中药材, 收入部颁中药材

标准。冬凌草对食管癌、贲门癌、乳腺癌、直肠癌、白血病等肿

瘤具有抑制作用, 是一种有待进一步研究开发的抗肿瘤植物资

源[ 2] 。冬凌草主要抗癌活性成分为冬凌草甲素、冬凌草乙素。

近年来, 国内外学者对冬凌草及同属植物的生药、化学成分、药

理作用、构效关系、临床应用、开发应用等进行了大量研究[3] ,

但对其作为药用植物的相关微生物资源的研究尚未见报道。

为开发利用该药材相关微生物资源, 笔者对贵州省施秉县冬凌

草根际土壤微生物进行了抗肿瘤活性筛选, 分离得到207 株冬

凌草土壤根际微生物, 并对其发酵产物进行体外抗肿瘤活性筛

选, 得到27 株活性菌株,为抗肿瘤活性化合物的进一步提取分

离工作奠定了基础。

1  材料与方法

1 .1  试剂 人慢性髓性白血病细胞 K562 购自中国科学院

细胞库( 上海) ; 胎牛血清( FBS) 和RPMI- 1640 细胞培养基分别

为 Hyclone 公司和Gibcobrl 公司产品; 发酵采用的培养基成分

均为市售分析纯试剂。

1 .2 仪器  酶标仪为美国 Molecular Devices 公司 Versa max

型; 电动吸引机为上海医疗器械工业集团公司YB- DX23B 型;

生化培养箱为上海跃进集团SPX-250B 型; 摇床为上海福玛

试验设备有限公司 QYC-211 型; 超净工作台为苏净集团SW-

CJ-ZFD 型;CO2 细胞培养箱为日本三洋公司产品; 普通及倒

置显微镜为日本 Olympus 产品。

1 .3 培养基  放线菌固体培养基采用高氏1 号琼脂培养

基; 放线菌液体培养基由葡萄糖2 g , 可溶性淀粉1 g , 酵母膏

1 g , 牛肉膏0 .3 g , CaCO3 0 .2 g ,K2HPO40 .05 g , MgSO4·7H2O

0 .05 g , 蒸馏水100 ml ( 调pH 值至7 .0) 组成。

真菌固体培养基采用 PDA 培养基; 真菌液体培养基由

甘露醇2 g , 甘露糖2 g , 葡萄糖1 g , 味精1 g ,KH2PO4 0 .05 g ,

MgSO7·7H2O 0 .03 g , 酵母膏0 .3 g , 蒸馏水100 ml ( 调pH 值至

6 .5) 组成。

1 .4  样品来源  供试土壤样品采自贵州省施秉县。采用5

点混合采样法[ 4] , 选择不同海拔高度的冬凌草植株, 在植株

周围多点挖取20 ～40 c m 土层根系, 先抖落大块不含根系的

土壤, 然后取根系表面的细粒土壤装入无菌自封袋内混匀 ,

作为根际土壤。

1 .5  微生物菌株分离纯化 放线菌分离固体培养基采用高

氏1 号琼脂培养基( 加入适量重铬酸钾, 以抑制真菌和细菌

生长) ; 真菌分离固体培养基采用PDA 培养基( 加入适量氯霉

素, 以抑制放线菌和细菌生长) 。以稀释度为10 - 1 ～10 - 4 的

0 .2 ml 土壤稀释液涂布接种, 28 ℃培养3～30 d , 每个稀释度

设3 个平行。待生长出菌落后, 挑选形态差异较大的菌落划

线纯化 , 纯化菌种于4 ℃冰箱冷藏备用。结果分离得到冬凌

草根际土壤放线菌112 株、真菌95 株。

1 .6 微生物的发酵培养与样品制备 从原保存固体斜面培

养基取放线菌和真菌适量, 分别接种于放线菌和真菌固体斜

面培养基上, 于28 ℃培养箱中静置、活化培养5 ～8 d。从固

体斜面培养基取活化培养的放线菌和真菌适量, 分别接种到

50 ml 三角瓶内10 ml 放线菌和真菌相应的液体培养基中, 于

28 ℃摇床中180 r/ min 振荡培养7 d 。取全部发酵物, 超声破

碎菌体细胞, 按体积比加入2 倍量的甲醇, 静置过夜, 离心取

上清液 , 浓缩至干 , 于- 20 ℃冰箱中冷藏备用。

1 .7 丽丝胺罗丹明 B( SRB) 法筛选

1 .7 .1 待测样品液的配制。称取207 株微生物的测试样品

适量, 用适量甲醇配制成一定浓度的溶液 , 保存于 - 20 ℃冰

箱中。临用前, 用甲醇稀释成所需浓度的溶液, 供测活性。

1 .7 .2 细胞培养。活性筛选采用人慢性髓性白血病K562 细

胞系。细胞用含浓度10 % FBS 的RPMI-1640 培养基, 在37 ℃

通入5 % 二氧化碳的细胞培养箱中继代培养。

1 .7 .3 SRB 法操作方法[ 5] 。取对数生长期的人慢性髓性白

血病细胞K562 , 用新鲜的 RPMI-1640 培养基配制成密度为2
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×105 个/ ml 的细胞悬液, 按每孔200 μl 接种于96 孔板中, 每

孔加入2 μl 不同浓度的样品或空白溶液,37 ℃下培养24 h 。

取药物作用下培养后的细胞, 首先在光学显微镜下观察药物

处理引起的形态学变化, 判断有无细胞周期抑制以及细胞凋

亡或细胞坏死的形态学特征。每孔细胞中加入浓度80 % 三

氯醋酸50 μl , 置于4 ℃ 固定1 h , 用水冲洗5 次 , 空气干燥。

每孔加入浓度0 .4 % SRB 的醋酸溶液50 μl , 并在室温静置30

min。用浓度1 % 醋酸水清洗4 次, 除去未结合的游离SRB 染

料。每孔加入150 μl 10 mmol/ L ,Tris 缓冲液( pH 值10 .5) 溶

解蛋白结合染料 , 并利用酶标仪测定每孔在波长570 nm 处的

光密度值( OD) 。在同一块96 孔板中, 样品的每个浓度均设

置3 孔, 另设3 孔空白对照和无细胞调零孔( 若药物有颜色 ,

则要做相应药物浓度无细胞调零) 。各孔 OD 先做相应无细

胞调零 , 再取3 孔平均 OD。按以下公式计算每个浓度下的

细胞增殖抑制率( I R) 。

I R = ( OD空白对照 - OD 样品) / OD空白对照×100 % ( 1)

2  结果与分析

以抑制K562 细胞增殖为指标 , 对207 株冬凌草根际微生

物发酵产物进行抗肿瘤活性筛选。由表1 可知, 在100 μg/ ml

浓度下, 对K562 细胞增殖活性抑制率大于40 % 的活性菌株

共有27 株 , 阳性率为13 .0 % 。活性菌株包括放线菌13 株

( 11 .6 %) 、真菌14 株( 14 .7 %) 。由表2 可知 , 编号为 THSF-

093、THSF-014、THSF-025 、THSF-016、THSF-077 的真菌和编号为

THSA-015、THSA-006、THSA-107 ,THSA-081、THSA-009 的放线菌

发酵样品明显抑制 K562 细胞增殖活性, 在镜检下可观察到

使K562 细胞发生明显的坏死性形态变化并伴有部分细胞

凋亡。

表1 冬凌草根际微生物抗肿瘤活性菌株筛选结果

Table 1 Thescreeningresults of anti-tumour activestrainsfromtherhizo-

sphere microorganisms of Rabdosia rubescens

种类
Species

分离菌株
Number of

isolated strains

活性菌株Active strains

数量
Number

百分比∥%
Percentage

放线菌Actinomycete    112 14 12 .5

真菌Fungi 95 13 13 .7

总计Total 207 27 13 .0

3  小结与讨论

根际土壤通常是指去掉根部大块土壤、有机质后仍然粘

附在根表面的土壤 , 该区域一般仅几毫米宽。在植物、土壤

和微生物的相互作用下, 根际区域形成了特殊的土壤生态系

统, 其理化、生物学特性等有别于非根际生态系统[ 6] 。根际

土壤微生物生活在植物的根际周围, 形成一个相对稳定的微

生态环境。目前, 人们正采取各种手段寻找新的高效药物 ,

其中微生物作为一类资源有其独特的优势。微生物形体极

小, 代谢类型多样 , 生长繁殖速度惊人 , 所以它既可以提供多

样化的产品, 又适于人工控制条件下的大规模生产。从分子

生物学观点来看, 微生物的基因组较小 , 调控系统相对简单 ,

进行基因操作要比动植物容易得多。对微生物资源的开发 ,

不存在“过度”问题, 也不会因开发造成原产地微生物资源减

少或绝灭的问题[ 7] 。根际土壤微生物作为一种新兴的微生

物资源 , 同样具备以上优势, 具有广阔的开发前景。

表2 活性菌株对K562 细胞增殖的抑制作用

Table 2 The inhitionof activestrainstothe proliferationof K562cells %

序号

No.

菌株编号

Straincode

抑制率

Inhibitionrate

序号

No.

菌株编号

Strain code

抑制率

Inhibitionrate
1 THSA-015 60 .3 15 THSF-093 70 .9

2 THSA-006 58 .2 16 THSF-014 67 .1

3 THSA-107 58 .2 17 THSF-025 66 .9

4 THSA-081 50 .9 18 THSF-016 59 .2

5 THSA-009 50 .6 19 THSF-077 51 .7

6 THSA-020 49 .7 20 THSF-038 51 .4

7 THSA-021 48 .5 21 THSF-090 46 .6

8 THSA-102 47 .4 22 THSF-005 46 .3

9 THSA-023 47 .0 23 THSF-033 44 .0

10 THSA-042 45 .5 24 THSF-051 41 .2

11 THSA-051 45 .2 25 THSF-062 40 .7

12 THSA-067 44 .4 26 THSF-073 40 .4

13 THSA-079 44 .1 27 THSF-023 40 .0

14 THSA-028 42 .5

国内外对植物根际土壤微生物进行了广泛研究, 但其微生物

学机理尚不清楚。从根际微生物中寻找活性代谢产物的研

究鲜有报道。该文利用体外抗肿瘤筛选模式筛选出207 株

冬凌草根际土壤微生物, 得到活性菌株27 株。从植物根际

土壤微生物中寻找抗肿瘤活性菌株的研究尚属首次。研究

结果表明, 药用植物根际土壤微生物可能是寻找抗肿瘤活性

代谢产物的良好资源。
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