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桑叶中α-葡萄糖苷酶抑制剂产生菌的 
分离鉴定及诱变选育
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3.江苏省海洋滩涂生物化学与生物技术重点建设实验室，江苏 盐城 224051）

摘  要：从桑叶中筛选出一株糖尿病潜在治疗药物（α-葡萄糖苷酶抑制剂）产生菌，为进一步提高抑制剂量，

采用常压室温等离子体（atmospheric and room temperature plasma，ARTP）技术进行了诱变育种，并初步研

究其理化性质及稳定性。在分离得到的188 株桑叶内生菌中，以4-硝基苯-α-D-吡喃葡糖苷（4-nitrophenyl-α-D-

glucopyranoside，PNPG）法筛选α-葡萄糖苷酶抑制剂，筛选到一株细菌XuW-LB-188，其发酵上清液对α-葡萄糖苷

酶抑制率达52.67%。根据菌株形态特性及16S rDNA序列，初步鉴定为萎缩芽孢杆菌。对此菌株进行ARTP诱变，

高通量筛选880 株突变株，其中突变株T-690抑制活性较出发菌株提高了40.61%，抑制率高达73.25%。实验结果表

明，该α-葡萄糖苷酶抑制剂主要存在于发酵液中，是一种极性较大的水溶性胞外产物，且具有良好的热稳定性。
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Abstract: A strain capable of producing α-glucosidase inhibitor as a potential antidiabetic agent from mulberry leaf was 

isolated. Subsequently, atmospheric and room temperature plasma (ARTP) was applied to mutagenize the isolated strain 

for improved production of α-glucosidase inhibitors. At the same time, the physicochemical properties and stability 

were investigated preliminarily. Out of the 188 isolated strains, a bacterial strain named XuW-LB-188 was selected after 

examination of α-glucosidase inhibitory activity using 4-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (PNPG) as a substrate, giving 

an inhibition percentage of 52.67% in the fermentation supernatant. On the basis of its morphological characteristics and 

16S rDNA gene sequence, the strain was preliminarily identified as Bacillus atrophaeus. After ARTP mutation breeding and 

subsequent high-throughput screening, T-690 was selected out of 880 mutant strains, whose inhibition rate (73.25%) against 

α-glucosidase was increased by 40.61% compared with that of the original strain. The experiment results indicated that the 

α-glucosidase inhibitor mainly existed in the fermentation broth. Consequently, the inhibitor was an extracellular product. 

Moreover, it had high polarity and good thermostability.
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α-葡萄糖苷酶抑制剂[1]是一类用于治疗Ⅱ型糖尿病

的口服降糖药物，其通过可逆性地与小肠刷状绒毛上的 

α-葡萄糖苷酶结合，从而减缓双糖和寡糖的分解吸收，

进而降低餐后高血糖，作用温和、毒副作用小。阿卡波

糖和米格列醇为已上市的2 种α-葡萄糖苷酶抑制剂，前者

来源于游动放线菌（Actinopanes sp.）[2]，后者也存在于

浅紫灰链霉菌（Streptomyces lavendulae）[3]发酵液。从早

期短叶红豆杉中分离出产紫杉醇的共生菌[4]，到近期从长

春花中分离出产长春碱的共生菌[5]，证明某些内生菌的代

谢产物具有与宿主植物相同或相似的活性结构及功能。桑

叶、桑白皮等作为传统中药，具有良好的降血糖功能[6]，

郑丽屏等[7]就从桑树中分离出一株内生真菌，对α-葡萄糖

苷酶具有一定的抑制活性。

微生物是α-葡萄糖苷酶抑制剂较为理想有效的来

源，菌种的诱变选育则是改良菌种的重要手段之一。

其中，基于大气压射频辉光放电的常压室温等离子体

（atmospheric and room temperature plasma，ARTP）菌种

选育技术，具有条件温和、安全性高、操作简单、诱变

迅速、突变率高等特点[8-9]，获得普遍认可和广泛应用。

其产生的中能活性粒子不仅可直接改变核苷酸水平的分

子结构[10]，还可通过作用于细胞而间接影响胞内遗传物

质[11]，阿维菌素[12]、奥利万星中间体[13]等产生菌经ARTP
诱变后，产量均大幅提高。本实验以桑叶为材料，进行

产α-葡萄糖苷酶抑制剂菌株的分离与鉴定，对筛选到的

菌株进行ARTP诱变以提高抑制剂产量，并对抑制剂理化

性质进行初步分析，同时为α-葡萄糖苷酶抑制剂的发酵

条件优化及分离纯化提供支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 材料

新鲜桑叶采自江苏、浙江、安徽、云南、广东等

13 省，包括野生桑叶及种植桑叶，共计41 份样品。

1.1.2 试剂与培养基

酵母粉、蛋白胨 英国Oxoid公司；α-葡萄糖苷酶

（EC3.2.1.20，来源于酿酒酵母） 美国Sigma-Aldrich公司；

4-硝基苯-α-D-吡喃葡糖苷（4-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside，
PNPG） 上海晶纯生化科技股份有限公司。

0.01 mol/L磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline，
PBS）：NaCl  8 .00  g /L、KCl  0 .20  g /L、Na 2HPO 4  
1.44 g/L、KH2PO4 0.24 g/L，调pH 7.2；甘油-氯化钠溶

液：每升含甘油50 mL、NaCl 8.00 g。
L B培养基：酵母粉 5 . 0 0   g、蛋白胨 1 0 . 0 0   g、

NaCl 10.00 g、蒸馏水1 000 mL，调pH 7.0～7.2，固体培

养基时加入琼脂15.00～18.00 g；马铃薯-蔗糖培养基：马

铃薯200.00 g、蔗糖20.00 g、蒸馏水1 000 mL，自然pH
值，固体培养基时加入琼脂15.00～18.00 g。所有培养基

及溶液均121 ℃灭菌20 min。
1.2 仪器与设备

SW-CJ-1D超净工作台 苏州净化设备有限公司；

MLS-3751全自动高压灭菌锅 日本Sanyo公司；JY92-ⅡN
超声波细胞粉碎机 宁波新芝生物科技福分有限公司； 

SpecraMax 190酶标仪 美国Molecular Devices公司；Allegra 
X-30R高速冷冻离心机 美国贝克曼库尔特有限公司；

HZQ-F160全温振荡培养箱 太仓实验设备厂；PB-10
酸度计 德国Sartorius公司；常压室温等离子体育种机 
无锡思清源生物科技公司；旋涡混合仪 海门市其林贝

尔仪器制造有限公司；24深孔板 常州英德生物科技有

限公司；250D培养箱 国华电器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 内生菌的分离

取桑树的茎、叶组织，用自来水反复冲洗至表面

无异物，擦干并用无菌水清洗3 次，在75%酒精中浸泡

3～5 min，将其取出转入到体积分数为3%的次氯酸钠溶

液中浸泡5 min，无菌水冲洗3 次，备用。

将处理后的桑叶放入无菌研钵中，加PBS研磨，

上清液梯度稀释后涂布于LB和马铃薯-蔗糖平板，重复

3 次，分别置于35 ℃和28 ℃的恒温箱中培养48 h。其中

LB平板用于内生细菌的分离，马铃薯-蔗糖平板用于内生

真菌的分离。最后一次冲洗的无菌水也进行上述操作，

用于表面无菌的验证[14]。

1.3.2 菌落纯化及发酵培养

通过平板划线进一步纯化菌落，挑取纯化后单菌落

接入LB或马铃薯-蔗糖液体培养基中（250 mL锥形瓶内含

50 mL培养基），分别于35 ℃和28 ℃摇床中100 r/min培
养48 h。
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1.3.3 菌体胞内及胞外产物提取

摇瓶发酵结束后，4 ℃、12 000 r/min离心10 min，
分成上清液及菌丝体，上清液即为微生物胞外产物，冷冻

保存，用于α-葡萄糖苷酶抑制活性测定。收集菌体沉淀，

用PBS（0.01 mol/L，pH 7.2）洗涤3 次后，制成菌悬液，

于冰水浴中超声波破碎[15]，将破碎液4 ℃、12 000 r/min 
离心10 min，所得上清液即为微生物胞内提取物，冷冻

保存，用于α-葡萄糖苷酶抑制活性测定。

1.3.4 α-葡萄糖苷酶抑制活性测定

以PNPG法[16]筛选α-葡萄糖苷酶抑制剂是一种快速经

典有效的筛选方法。该方法基于PNPG在α-葡萄糖苷酶催

化下生成具有特定光吸收的对硝基苯酚（p-nitrophenol，
PNP）这一反应，其吸光度的变化可用于酶活力及抑制

剂活力测试。

具体操作步骤 [17]：在96 孔酶标板中加入10 µL，

1 U/mL（酶活力定义：pH 6.8，37 ℃条件下1 min内生成

1 μmol葡萄糖的酶量）α-葡萄糖苷酶（缓冲溶液溶解），

80 µL，0.1 mol/L磷酸二氢钾-磷酸氢二钾（pH 6.8），

20 µL测试样品（阴性对照孔加入空白培养基），37 ℃保

温10 min后，加入40 µL，2 mg/mL PNPG，用酶标仪于

405 nm波长处分别测定反应零时间OD值（OD1）与反应

20 min后的OD值（OD2）。抑制率根据公式（1）计算。

/% 100
OD2 OD1 OD2 OD1

OD2 OD1 OD2 OD1

	（1）

1.3.5 菌种鉴定

依据《伯杰细菌鉴定手册》 [ 1 8 ]与《真菌鉴定

手册》 [ 19 ]，通过菌落形态及简单染色对微生物进行

初步分类。对筛选出的高抑制率菌株，以引物2 7 F
（5 ’ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ’）、1492R
（5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）扩增细菌16S 
rDNA，以NS1（5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’）、

NS8（5’-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3’）扩增真菌18S 
rDNA，克隆测序后，利用GenBank基因数据库的BLAST
进行序列同源性比较分析，并构建系统发育进化树。

1.3.6 ARTP诱变操作

菌悬液的制备：取1 mL对数生长期的出发菌株培养

液，8 000 r/min离心10 min，弃上清液，用无菌PBS洗
涤2 次以去除培养基，最后菌体重悬于甘油-氯化钠溶液

中，细胞终浓度为106～107 CFU/mL，用于ARTP处理。

ARTP处理预实验[20]：为保证突变的有效性，放电射

流区温度不应高于40 ℃，输出功率、辐照距离、气流量

等参数设定一般推荐为120 W、2 mm、10 L/min[8]。按上

述参数处理样品载片，分别考察辐照时间0（对照）、

10、20、30、40、50、60 s对细菌致死率的影响，每

个时间梯度进行3 次平行实验。处理过的样品稀释涂平

板，计数菌落数，根据公式（2）计算致死率，并获得

致死率曲线。

/% 100	（2）

ARTP具体操作：取10 µL菌悬液均匀涂于无菌样品

载片，在设定的系统参数及选取的处理时间下进行样品

诱变，样品处理完毕后，用无菌镊子将载片放至装有

1 mL无菌PBS的EP管中。充分振荡，使附着在菌物载片

上的微生物洗脱至液体中，形成新的菌悬液。对新的菌

悬液进行适当稀释后涂布，35 ℃条件下培养24 h。
1.3.7 高通量筛选方法

24深孔板培养结合96 孔酶标板抑制率检测可实现突变

菌株的高通量筛选。根据菌落生长的大小和丰度，用无菌牙

签挑取单菌落接种于装有培养基的24深孔板（2 mL/孔）， 

35 ℃、100 r/min培养48 h。菌液一部分用于菌种保藏，另

一部分8 000 r/min离心10 min，取上清液，测定α-葡萄糖苷

酶抑制率，每个样品进行3 次平行实验。

1.3.8 突变株遗传稳定性分析

将经过筛选得到的正突变幅度最大（抑制活性最

高）的菌株接种至固体培养基上传代培养10 代，并将各

代菌体分别接种于液体培养基中，35 ℃、100 r/min培养

72 h，测其抑制活性，检测所选突变株的遗传稳定性。

1.3.9 活性物质的早期鉴定

活性成分在发酵液中的分布：分别测定胞内产物及

发酵上清液对α-葡萄糖苷酶的抑制活性。

热稳定性测试：取发酵上清液50 mL分装于5 支试

管（50 mL）中，于沸水浴中分别保温5、10、30、60、
120 min，冷却后用蒸馏水补至原体积，测定原始发酵液

及沸水浴不同时间后的发酵液活性，重复测定3 次。

活性物质的极性测试 [17]：取4 支试管，每管装入

5 mL发酵上清液，分别加入5 mL的正丁醇、乙酸乙酯、

氯仿、石油醚，多次混匀充分萃取。以原始发酵上清液

为对照，分别检测各管水相的抑制活性。

2 结果与分析

2.1 内生菌的分离

通过对13 个省41 份桑叶样品进行筛选，总计获得共

生菌189 株，初步鉴定细菌143 株，真菌46 株，经纯化

后，分别保存于固体斜面。植物中一般都有共生菌的存

在，无论是内生真菌还是内生细菌，多能使植物获益，

如内生固氮、植物促生长和生物防治等作用[21]。此外，

越来越多的功能性次级代谢产物从内生菌中发现并得以

利用[22]。
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2.2 产α-葡萄糖苷酶抑制剂内生菌的筛选
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图 1 抑制率分布图

Fig. 1 Distribution of α-glucosidase inhibitory activity of 189 isolates

经过对1 8 9  株微生物胞外产物及胞内提取物的 

α -葡萄糖苷酶抑制活性进行测试，抑制率小于1 0 %

的共157 株，抑制率为10%～30%的共27 株，抑制率

为30%～50%的共4 株，分别为XuW-PSA-06、XuW-
LB-76、XuW-LB-79（胞内）、XuW-LB-91，另有一株共

生菌XuW-LB-188发酵液抑制率高达52.67%。共生菌抑制

率分布情况如图1所示。本实验中，抑制α-葡萄糖苷酶活

性物质多富集于胞外，胞内提取物一般无抑制活性，即

便有也较低。这与已报道的产α-葡萄糖苷酶抑制剂微生

物中，所产抑制剂多为胞外次级代谢产物相符[23-25]。

2.3 XuW-LB-188菌落及形态观察

A B

C D

E

A～C .分别为培养 1 2、 2 4、 4 8  h； 

D、E.放大倍数分别为10×40、10×100。
图 2 XuW-LB-188菌落形态（A～C）、革兰氏染色（D）及芽孢染色（E）

Fig. 2 Colony, Gram staining and spore staining of  

strain XuW-LB-188

如图2所示，LB平板上接种XuW-LB-188，35 ℃培养

12 h即可见明显菌落，菌落圆形、不透明、光滑、湿润，

24 h后菌落呈不规格圆形、乳白色、形成褶皱，48 h后菌

落密集处开始产生棕褐色色素，与萎缩芽孢杆菌（Bacillus 
atrophaeus）[26]菌落形态十分相近。经鉴定，XuW-LB-188
为革兰氏阳性菌，细胞呈杆状，芽孢呈椭圆形。

2.4 16S rDNA序列测定及系统发育树

M 1

3 000 bp
2 000 bp
1 500 bp

1 000 bp
700 bp
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100 bp

1. XuW-LB-188；M. DL3000 Marker。

图 3 XuW-LB-188菌株16S rDNA PCR扩增结果

Fig. 3 PCR amplification of 16S rDNA gene of strain XuW-LB-188

Bacillus atrophaeus GLPB6 HF 545325.1

Bacillus atrophaeus IHBB 9871 HF 545325.1

Bacillus atrophaeus JCM 9070 NR 024689.1

Bacillus atrophaeus NBRC 15539 NR 112723.1

Bacillus antyloliquefaciens NBRC 15535 NR 041455.1

Bacillus subtilis DSM 10 NR 027552.1

Bacillus pumilus ATCC 10 NR 0243242.1

Bacillus stratosphericus 41KF2a NR 042336.1

Bacillus licheniformis DSM 13 NR 118996.1

Bacillus pakistanensis NCCP-168 NR 125453.1

Bacillus oleronius DSM 9356 NR 119157.1

Bacillus sporothermodurans M 215 NR 026010.1

Bacillus atrophaeus 1942 NR 075016.1

XuW-LB-188

66

61

67

59

100

0.005

100
100

图 4 XuW-LB-188菌株基于16S rDNA的系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic tree for strain XuW-LB-188 based on  

16S rDNA sequence

以引物27F、1492R，扩增16S rDNA全序列，获得一

条1 392 bp的DNA片段，条带清晰、与实验设计相符（图

3）。在NCBI的GenBank数据库中进行BLAST比对，并

构建系统发育树（图4），结果表明XuW-LB-188与萎缩

芽孢杆菌同属于一个分支，初步确定XuW-LB-188为萎

缩芽孢杆菌。产α-葡萄萄糖苷酶抑制剂的微生物种属分

布较广，现已报道的包括曲霉（Aspergillus terreus）[24]、 

青霉（P e n i c i l l i u m  c i t re o n i g r u m） [ 2 7 ]、链霉菌属

（Streptomyces）[28]、乳酸菌属（Lactobacillus）[23]、芽孢

杆菌属（Bacillus）[29-30]等。
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2.5 ARTP诱变选育

2.5.1 ARTP致死率曲线测定

/s
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0
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图 5 ARTP诱变致死率曲线

Fig. 5 Mortality rate curve from ARTP mutation

根据1.3.6节中方法测试并绘制致死率曲线，如图5
所示。ARTP照射时间与XuW-LB-188的致死率存在着

明显的剂量效应关系，与王兴吉等[31]诱变枯草芽孢杆菌

（Bacillus subtilis）的致死率曲线相近。在0～30 s，致死

率随照射时间迅速上升至90%，30 s后，致死率随照射时

间缓慢升高，50 s后致死率高达99%以上。有报道称[32]较

高致死率可提高突变及正突变比例，因此后续实验诱变

处理时间选用50 s。
2.5.2 诱变菌株的筛选
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图 6 正突变株及原始菌株抑制活性

Fig. 6 α-Glucosidase inhibitory activity of the original and positive 

mutant strains

以筛选出抑制活性最高的XuW-LB-188为出发菌株，

在输出功率120 W、辐照距离2 mm、气流量10 L/min、载

样量10 µL、辐照时间50 s的条件下，利用24深孔板培养

联合96 孔酶标板检测，实现了诱变菌种的高通量筛选。

每次实验筛选88 株突变菌（共4 板，每板设1 孔接种原始

菌种作为对照，1 孔未接种作为空白），先后进行10 次
实验，筛选突变菌株880 株，正突变菌株26 株。选取

10 株正突变量较高的菌株示于图6，其中T-690突变株抑

制率高达73.25%，相较于出发菌株提高了40.61%，说明

ARTP诱变对于提高菌株α-葡萄糖苷酶抑制剂产量具有较

好的效果。

近年来，科研工作者以PNPG法获得了一批潜在的 

α-葡萄糖苷酶抑制剂产生菌。此法中以抑制率作为前期

筛选及优化的参考指标行之有效，操作简单快捷。本实

验中，突变株T-690抑制活性远高于枯草芽孢杆菌B2[29]，

与萎缩芽孢杆菌S-J-X-4[14]相当。

2.6 突变菌遗传稳定性研究
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图 7 T-690遗传稳定性

Fig. 7 Genetic stability of strain T-690

对突变菌株T-690进行固体平板10 次传代培养，并测

试每代的抑制活性，由图7可知，发酵上清液对α-葡萄糖

苷酶的抑制率变化甚微，说明突变株T-690遗传稳定性良

好，活性物质产量稳定。突变株T-690的高抑制活性及遗

传稳定性，为后续α-葡萄糖苷酶抑制剂的工业发酵及分

离提供了优良的菌种。

2.7 活性物质初步分析
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图 8 沸水浴处理时间对抑制率的影响

Fig. 8 Effect of boiling water bath treatment time on α-glucosidase 

inhibitory activity

胞内产物及发酵上清液对α-葡萄糖苷酶的抑制活性

分别为2.10%和72.83%，说明抑制剂主要存在于发酵上清

液中，为一种胞外产物。发酵上清液经不同时间热处理

后，抑制率变化如图8所示。随着沸水浴时间的延长，抑

制活性变化幅度较小。由此可知，发酵液中活性组分具

有良好的热稳定性，同时说明此物质为非蛋白质等易热

变性的组分。在后期分离过程中，可通过热处理去除发

酵液中的蛋白质，也可通过减压蒸馏的方式进行浓缩。

选用正丁醇、乙酸乙酯、氯仿、石油醚等不同极性

的有机溶剂对发酵上清液中的活性物质进行萃取分离，

发现活性物质仍主要保留在水相中。结果表明，潜在的

α-葡萄糖苷酶抑制剂是一种极性较大的胞外产物。已知

极性对于分离纯化有着重要意义，有助于分离方法的选

择及分离方案的设计。

桑叶中已知具有降糖活性的物质包括黄酮（芸
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香苷、槲皮素等）、多糖、生物碱（1-脱氧野尻霉素

（1-deoxynojirimycin，DNJ）、N-甲基-1-DNJ等）等[33]，

根据内生菌次生代谢产物和宿主植物次生代谢产物结构

及活性的相似性，以及其极性和热稳定性推断，T-690所
产活性物质很有可能为DNJ或其结构类似物。

3 结 论

从1 3  个省4 1  份桑叶样品中，总计获得共生菌

189 株，以PNPG法筛选α-葡萄糖苷酶抑制剂，其中XuW-
LB-188发酵上清液抑制率高达52.67%，是一株具有潜在

药用价值的微生物。16S rDNA序列分析结果表明，该菌

株为萎缩芽孢杆菌。

以XuW-LB-188为出发菌株，通过ARTP诱变实验，

绘制致死率曲线并确定了最佳诱变时间为50 s。高通量筛

选880 株突变菌株，共获得26 株正突变菌株，其中突变

株T-690抑制率最高，为73.25%，相较于出发菌株提高了

40.61%。同时，10 次传代培养实验验证了其遗传稳定性。

α-葡萄糖苷酶抑制剂分布、热稳定性及极性实验结

果表明：活性物质为胞外产物，主要存在于发酵液中，

具有很好的热稳定性，是一种极性较大的水溶性物质。

后续研究工作将对此活性物质进行分离提纯及结构

鉴定，并利用响应面方法优化菌株T-690的发酵条件，以

期提高抑制剂的产量。
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