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·基础研究·

△ ［基金项目］　“十二五”重大新药专项（２０１４ＺＸ０９２０１００１００５００１）；国家中医药管理局中医药行业专项 （２０１５０７００４）
 ［通信作者］　胡海峰，研究员，研究方向：微生物药物研究与开发；Ｔｅｌ：（０２１）６２８９２８７３，Ｅｍａｉｌ：ｈａｉｆｅｎｇｈｕ８８＠１６３ｃｏｍ

炮天雄传统炮制过程中微生物的分离与初步鉴定
△

胡梦１，２，杜杰３，贾丹丹１，２，刘英１，２，胡海峰１，２

（１上海医药工业研究院，上海　２０００４０；
２国药集团健康产业研究院有限公司，上海　２０１２０３；３中国中药公司，北京　１００１９５）

［摘要］　目的：揭示炮天雄传统炮制过程中的微生物菌群。方法：应用经典微生物分离纯化方法，结合形态学
考察和１６ＳｒＤＮＡ或１８ＳｒＤＮＡ基因序列分析，对炮天雄传统炮制过程中样品进行微生物的分离及菌种初步分类鉴
定。结果：共分离获得细菌１４株、酵母菌１１株、丝状真菌２株。１４种细菌分别为克雷伯氏菌属菌、肠杆菌属菌、
节杆菌属、蜡样芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、形赖氨酸芽孢杆菌、伯格菌属、短黄杆菌、棒状杆菌属、嗜盐球菌、巨

大芽孢杆菌、植物乳杆菌、乳酸乳球菌、食窦魏斯式菌；１１种酵母菌分别为浅白色隐球酵母菌、胶红酵母菌、葡萄
牙棒孢酵母、热带念珠菌、克鲁维毕赤酵母、毛孢子菌属菌、半乳糖霉菌、地丝菌属、巴氏毕赤酵母、假丝酵母

属、白地霉菌；２种丝状真菌分别为产黄青霉菌、卷枝毛霉菌。结论：炮天雄传统发酵炮制工艺涉及多种微生物共
同参与发酵过程，这一发现为研究炮天雄现代炮制工艺奠定了微生物菌种基础。

［关键词］　炮天雄；炮制；微生物；分离；鉴定
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附子为毛茛科植物乌头 ＡｃｏｎｉｔｕｍｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉＤｅ
ｂｘ的子根加工品，其中形长而细、重５０ｇ以上者

习称 “天雄”［１］。炮天雄是附子的一种炮制品，优

选大个附子采用传统炮制技术加工而成［２］。其成品
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多为长圆锥形，顶端常有短残茎，中部多向一侧略

膨大，色黄，清脆，切面无光泽，气微，味淡，性

味辛。目前中国大陆使用较少，但港澳、东南亚地

区仍习惯沿用炮天雄入方治疗元阳素虚、肾亏阳虚

症。由于天雄药材生用毒性较大，临床应用前均须

炮制，炮制方法各异［３］。炮天雄的炮制工艺和临床

药理关系密切，据报道其在加工过程中毒／效性成分
大量流失，造成生物碱含量极低，甚至不能测出，

能否保证临床疗效，值得进一步研究［４］。炮天雄的

现代研究较少，仅见药效、毒性、基原的相关研

究［５］。本文应用经典微生物分离纯化方法，分离并

初步分类鉴定附子传统炮制品炮天雄中微生物菌群，

为后续采用纯种或混种发酵改进炮天雄的现代炮制

工艺奠定菌种基础。

１　仪器与材料

１１试剂

１１１样品　炮天雄传统炮制不同阶段的中间品（四
川江油中坝附子科技发展有限公司提供），其块根长

圆锥形，稍弯曲，顶端常有短残茎，中部多向一侧

略膨大，表面棕褐色或灰棕色，有小瘤状突起的支

根。样品炮制共包括３个阶段：胆巴液浸泡发酵，
清水浸漂和辅料浸泡发酵，晾干；含７个取样点（每
隔两天换浸泡液前取样），采集时间为２０１６年４月６
日—２５日。样品炮制第一阶段含４个取样点，样品
编号为 Ｊ１１、Ｊ１２、Ｊ１３、Ｊ１４；第二阶段含１个取
样点，样品编号为 Ｊ２；第三阶段含２个取样点，样
品编号为Ｊ３１、Ｊ３２。
１１２其他试剂　ＬＢ培养基、ＭＲＳ培养基、ＰＤＡ培
养基、高氏一号培养基 （国药集团化学试剂有限公

司）；ＦｘＫＯＤＢｕｆｆｅｒ、脱氧核糖核苷三磷酸、ｄＮＴＰ、
ＦｘＫＯＤ酶、ＥａｓｙＴａｑＢｕｆｆｅｒ、ＥａｓｙＴａｑ酶（ＴａＫａＲａ
公司）；引物 ＮＳ１、ＮＳ２（南京金斯瑞生物科技有限
公司合成）。

１２仪器

电子天平（上海精科仪器有限公司）；精密数显示

酸度计（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；压力蒸气灭菌锅（上海华线医用核
子仪器有限公司）；超净工作台（上海智城分析仪器制

造有限公司）；生化培养箱（上海一恒科学仪器有限公

司）；恒温培养振荡器（上海智城分析仪器制造有限公

司）；ＰＣＲ扩增仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

２　方法

２１分离及纯化培养基

２１１ＬＢ培养基　添加甲醇溶解制霉菌素，过滤除
菌，终质量浓度为５０μｇ·ｍＬ１，乳酸菌外细菌分离
培养用。

２１２ＭＲＳ培养基　添加终质量浓度为１００μｇ·ｍＬ－１

溴甲酚绿指示剂，高压蒸气灭菌乳酸菌产酸使显色剂

变黄，乳酸菌分离培养用。

２１３ＰＤＡ培养基　添加过滤除菌、终质量浓度为
５０μｇ·ｍＬ－１硫酸链霉素，真菌分离培养用。
２１４高氏一号培养基　添加过滤除菌、终质量浓
度为１００μｇ·ｍＬ－１重铬酸钾，放线菌分离培养用。

２２微生物的分离与纯化

２２１样品处理
２２１１样品稀释　取样品５ｇ，在无菌条件下加至
装有４５ｍＬ无菌０９％ 氯化钠溶液、含玻璃小珠的
２５０ｍＬ锥形瓶中，振摇约３０ｍｉｎ，使菌分散，得稀
释１０倍菌悬液，采用１０倍梯度稀释，得０９％氯化
钠溶液水稀释后菌悬液。

２２１２样品增菌培养　取样品约１ｇ，无菌条件下
分别加入２１分离培养基中，ＬＢ液体培养基于３７℃、
２００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养 １５ｄ，ＭＲＳ液体培养基于
３７℃静置培养 １５ｄ，ＰＤＡ液体培养基于 ２８℃、
２００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养 ２５ｄ。增菌后培养液采用
１０倍梯度稀释，得富集培养后稀释菌液。
２２２微生物分离　分别吸取０２ｍＬ样品稀释后菌
悬液，均匀涂布于２１固体培养基。
２２３菌株纯化　将 ＬＢ培养基、ＭＲＳ培养基置于
３７℃恒温培养箱中培养；将ＰＤＡ培养基、高氏一号
培养基置于２８℃培养箱中培养，将培养基表面长出
的菌落进行平板划线，直到菌落形态一致。

２３菌株初步鉴定

２３１形态学观察
２３１１菌落形态　用接种针取单菌落，细菌接种
于ＬＢ培养基，置３７℃恒温培养箱中培养；真菌接
种于ＰＤＡ培养基，置２８℃恒温培养箱中培养，观
察菌体在培养基中的菌落形态与生长情况。

２３１２显微形态　细菌用结晶紫染色，置于显微
镜下观察细菌结构，同时进行革兰氏染色；酵母菌

用美蓝染色，置于显微镜下观察；丝状真菌用插片

法进行培养，待菌丝长过插片的位置后，取出盖玻
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片进行显微镜观察。

２３２１６ＳｒＤＮＡ／１８ＳｒＤＮＡ分子生物学鉴定
２３２１１６ＳｒＤＮＡ分子生物学鉴定　细菌菌落ＰＣＲ：
以菌落为模板，上游引物２７Ｆ：５′ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ
ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，下游引物１４９５Ｒ：５′ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣ
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ３′，完成 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ体系为 Ｆｘ
ＫＯＤＢｕｆｆｅｒ１０μＬ、ｄＮＴＰ０４μＬ、引物各 ０４μＬ、
ＦＸＫＯＤ酶 ０４μＬ、ＤＭＳＯ１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１０μＬ。
ＰＣＲ程序为９５℃预热５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５６℃
退火３５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，循环３０次，７２℃保持
１０ｍｉｎ，１６℃保温。用１％琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ
结果进行验证，将扩增产物进行测序并对结果进行

序列分析［５］。

２３２２１８ＳｒＤＮＡ分子生物学鉴定　真菌以提取的
基因组 ＤＮＡ为模板，上游引物 ＮＳ１：５′ＧＴＡＧＴ
ＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧＴＣＴＣ３′，下游引物 ＮＳ２：５′ＧＧＣＴＧＣＴ
ＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣＴＴＧＣ３′，完成 ＰＣＲ扩增。基因组提
取：取培养的真菌一管，装入细砂，用 ＦａｓｔＰｒｅｐ仪
器进行操作（５ｍ·ｓ－１，１０ｓ，２次）。然后加入
５００μＬＤＥＳ溶液和５μＬβ巯基乙醇，混匀，６５℃
水浴３０ｍｉｎ。加入５００μＬ水饱和苯酚三氯甲烷异
戊醇（２５∶２４∶１），１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ。将上清
液转移至１５ｍＬ离心管中，再加５００μＬ水饱和苯
酚三氯甲烷异戊醇 （２５∶２４∶１），沉淀 １次。
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ后，将上清液转移至
１５ｍＬ离心管中，加入冷的７０％乙醇混匀，－２０℃
沉淀２ｈ。１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，挥干残余的乙
醇，加入ＴＥＲ溶液溶解。ＰＣＲ体系为ＥａｓｙＴａｑＢｕｆｆ
ｅｒ２５μＬ、ｄＮＴＰ１０μＬ、引物各１０μＬ、ＥａｓｙＴａｑ
酶０１μＬ、ＤＭＳＯ１２５μＬ、模板 ０５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
２１μＬ。ＰＣＲ程序为９８℃预热５ｍｉｎ，９６℃变性２０ｓ，
５２℃退火９０ｓ，７２℃延伸９０ｓ循环３０次，７２℃保
持１０ｍｉｎ，１６℃保温。用 １％琼脂糖凝胶电泳对
ＰＣＲ结果进行验证，将扩增产物进行测序并对结果
进行序列分析［５］。

２３２３选取扩增结果阳性的产物进行测序　将
ＰＣＲ测序结果提交至ＮＣＢＩ，与 ＧｅｎｅＢａｎｋ数据库中
已知基因序列进行Ｂｌａｓｔ对比分析待测菌株与模式菌
株的同源性。

３　结果与分析

通过对炮天雄炮制过程中不同时间点的样品进

行分离，总共得到细菌１４种，酵母菌１１种，丝状

真菌２种，结合形态学和分子生物学对所分菌株进
行综合鉴定。

３１细菌

３１１细菌形态学特征
３１１１乳酸菌形态观察　各株乳酸菌在 ＭＲＳ平
板上的菌落形态、细胞形态及革兰染色结果见

表１。

表１　炮天雄传统炮制过程中所分离乳酸菌的形态特征

乳酸菌

编号
菌落形态

细胞

形态

革兰

染色

Ｌ１ 浅蓝色、光滑、湿润、圆形 短杆状 ＋＋

Ｌ２ 奶白色、中间微凸、光滑、湿润、圆形 细杆状 ＋＋

Ｌ３ 浅蓝色、扁平、光滑、圆形 小球状 ＋＋

注：＋＋表示革兰氏阳性。

３１１２乳酸菌外细菌形态观察　各株细菌在 ＬＢ
平板上的菌落形态、细胞形态及革兰染色结果见

表２。

表２　炮天雄传统炮制过程中所分离乳酸菌外细菌的形态特征

细菌

编号
菌落形态

显微

形态

革兰

染色

Ｂ１ 白色、光滑、湿润、圆形 短杆状 －－

Ｂ２ 透明光滑，中间微凸，圆形 小杆状 －－

Ｂ３ 浅黄色、圆形、乳状突起、湿润 短杆状 －－

Ｂ４ 肉色、扁平、干燥、表面微皱 直杆状 ＋＋

Ｂ５ 肉色、扁平、突起、干燥，边缘微皱 直杆状 ＋＋

Ｂ６ 浅黄色、湿润、水滴状、无规则 直杆状 ＋＋

Ｂ７ 白黄色、中间凹陷微空，湿润、圆形 球状 ＋＋

Ｂ８ 淡黄色，湿润，圆形小点 短杆状 －－

Ｂ９ 深黄色、湿润、圆形小点 棒杆状 ＋＋

Ｂ１０ 粉红色、湿润、圆形小点 小球状 －－

Ｂ１１ 略透明色、扁平，干燥，褶皱 直杆状 ＋＋

注：－－表示革兰氏阴性；＋＋表示革兰氏阳性。

３１２细菌种属初步鉴定
３１２１乳酸菌种属初步鉴定　将 ＰＣＲ测序结果提
交至ＮＣＢＩ，与ＧｅｎｅＢａｎｋ数据库中已知基因序列进
行Ｂｌａｓｔ对比，分析待测菌株与模式菌株的同源性。
根据乳酸菌菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列比对分析结果及其
形态学特征，并结合 《细菌鉴定手册》和 《微生

物分类学》等有关资料，对所分乳酸菌进行初步

鉴定。见表３。
·４５６·
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表３　炮天雄传统炮制过程中所分离乳酸菌种属初步鉴定

菌株编号 菌属名称

Ｌ１ Ｗｅｉｓｓｅｌｌａｃｉｂａｒｉａ乳酸菌科魏斯氏菌属食窦魏斯氏菌

Ｌ２ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ乳杆菌科乳杆菌属植物乳杆菌

Ｌ３ ＬａｃｔｏｃｏｃｃｕｓＩａｃｔｉｓ乳酸菌科乳球菌属乳酸乳球菌

３１２２乳酸菌外细菌种属初步鉴定　根据细菌菌
株的１６ＳｒＤＮＡ序列比对分析结果及其形态学特征，
并结合 《细菌鉴定手册》和 《微生物分类学》等有

关资料，对所分细菌进行初步鉴定。见表４。

３２真菌

３２１酵母菌形态学特征　各酵母菌在 ＰＤＡ平板上
的菌落形态及显微观察情况见表５。

表４　炮天雄传统炮制过程中所分离乳酸菌外细菌种属
初步鉴定结果

菌株

编号
鉴定结果

Ｂ１Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ克雷伯氏菌属

Ｂ２Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐｐ肠杆菌科肠杆菌属肠杆菌属

Ｂ３Ｒａｏｕｌｔｅｌｌａｓｐｐ芽孢杆菌科节杆菌属

Ｂ４Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕ芽孢杆菌科芽孢杆菌属蜡样芽孢杆菌

Ｂ５Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ芽孢杆菌科芽孢杆菌属短小芽孢杆菌

Ｂ６Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ芽孢杆菌科芽孢杆菌属形赖氨酸芽孢杆菌

Ｂ７Ｂｅｒｇｅｙｅｌｌａｓｐ伯格菌属

Ｂ８Ｅｍｐｅｄｏｂａｃｔｅｒｂｒｅｖｉｓ黄杆菌科黄杆菌属短黄杆菌

Ｂ９Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ放线菌科棒状杆菌属

Ｂ１０Ｓａｌｉｎｉｃｏｃｃｕｓｈｉｓｐａｎｉｃｕｓ嗜盐菌科嗜盐球菌属嗜盐球菌

Ｂ１１Ｂａｃｔｅｒｉｕｍａｎｔｈｒａｃｏｉｄｅｓ芽孢杆菌科芽孢杆菌属巨大芽孢杆菌

表５　炮天雄传统炮制过程中所分离酵母菌的形态特征

菌株编号 菌落形态 显微观察

Ｙ１ 奶油色，光滑，湿润粘稠、圆形 菌体呈球形，多边芽殖

Ｙ２ 亮红色、光滑、湿润粘稠、圆形，产红色不溶色素 菌体呈长形，多边芽殖

Ｙ３ 白色、光滑、圆形，奶酪状 菌体短椭形，多边芽殖，子囊孢子呈球形

Ｙ４ 白色，中间乳状突起、光滑圆形 菌体呈棒槌状

Ｙ５ 白色，中间突起，表面微褶，粗糙 菌体呈柱形，多边芽殖，子囊孢子呈球形

Ｙ６ 白色，中间凸起，四周扁平，菌体粘稠圆形 菌体椭圆形

Ｙ７ 乳酪色，中间白色凸起，四周菌体呈发射状，周围有透明圈 产菌体呈长形，产关节孢子，有假菌丝

Ｙ８ 表面短毛绒，中间凹陷，四周凸起，白色，嵌入培养基表面下层 隔断形成关节孢子，呈直角形

Ｙ９ 白色，中间凸起，圆形湿润 菌体呈椭圆形，多别芽殖，子囊孢子呈帽形

Ｙ１０ 白色，中间凸起，四周凹陷，圆形奶酪状 菌体呈卵形，出芽生殖

Ｙ１１ 白色，中间微凸，四周呈细粉状 菌体呈圆形，有圆筒形节孢子，有假菌丝

３２２酵母菌的初步鉴定　酵母菌菌属鉴定结果见
表６。

表６　炮天雄传统炮制过程中所分离酵母菌菌属初步鉴定

菌株

编号
菌属名称

Ｙ１ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｂｏｖｉｓ隐球酵母亚科隐球酵母属浅白色隐球酵母菌

Ｙ２ Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ红酵母亚科红酵母属胶红酵母菌

Ｙ３ Ｃｌａｖｉｓｐｏｒａｌｕｓｉｔａｎｉａｅ丝孢科棒孢菌属葡萄牙棒孢酵母

Ｙ４ Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ隐球酵母科念珠菌属热带念珠菌

Ｙ５ Ｐｉｃｈｉａｋｌｕｙｖｅｒｉ酵母亚科毕赤酵母属克鲁维毕赤酵母

Ｙ６ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎｓｐ链孢霉科毛孢子菌属

Ｙ７ Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍｓｔｒａｉｎ丛梗孢科地霉属半乳糖霉菌

Ｙ８ Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍｓｐ隐球酵母科地丝菌属

Ｙ９ Ｐｉｃｈｉａｂａｒｋｅｒｉ酵母亚科毕赤酵母属巴氏毕赤酵母

Ｙ１０ＭｅｙｅｒｏｚｙｍａｓｐＣａｎｄｉｄａａｔｈｅｎｓｅｎｓｉｓｓｐ隐球酵母亚科假丝酵母属

Ｙ１１Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｎｄｉｄｕｍ丛梗孢科地霉属白地霉菌

３２３丝状真菌形态学特征
３２３１菌落形态及插片镜检结果　各丝状真菌在
ＰＤＡ平板上的菌落形态及插片镜检结果见表７，显
微形态见图１。

表７　炮天雄传统炮制过程中所分离丝状真菌的形态特征

真菌

编号
菌落形态 显微观察

Ｆ１ 辐射状皱纹，边缘菌丝体白
色，质地绒状，分生孢子结构

大量，蓝绿色，有些许浅黄色

渗出液和可溶性色素，菌落反

面呈浅黄褐色

分生孢子梗呈对称或不对称

扫帚状，具有横隔的透明

菌丝

Ｆ２ 白色绒状菌丝，黑色孢子，产
黄色不溶色素

球形顶生孢子囊生于直立的

孢子梗上，孢子囊大，孢囊

梗直接由菌丝体生出，不

成束

·５５６·
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注：Ａ．真菌Ｆ１；Ｂ．真菌Ｆ２。

图１　真菌显微镜检图

３２３２丝状真菌初步鉴定　根据真菌菌株的
１８ｓｒＤＮＡ序列同源性比对分析结果及其形态学特征，并
结合 《真菌鉴定手册》和 《微生物分类学》等有关资

料，对所分丝状真菌进行初步鉴定，鉴定结果见表８。

表８　炮天雄传统炮制过程中所分离丝状真菌菌属初步鉴定

丝状真

菌编号
菌株名称

Ｆ１ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ丛梗孢科青霉属产黄青霉菌

Ｆ２ Ｍｕｃｏｒｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉｄｅｓ毛霉科毛霉属卷枝毛霉菌

３３不同炮制阶段微生物菌群的变化

炮天雄的不同炮制阶段样品中微生物菌群变化

情况见表９。

表９　炮天雄传统炮制过程中微生物菌群

样品

编号
微生物种类

Ｊ１１细菌：Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５、Ｂ６、Ｂ８、Ｂ９、Ｂ１０、Ｂ１１
乳酸菌：Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３
酵母菌：Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４

Ｊ１２细菌：Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５、Ｂ６、Ｂ８、Ｂ９、Ｂ１０、Ｂ１１
乳酸菌：Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３
酵母菌：Ｙ２、Ｙ３、Ｙ５、Ｙ６、Ｙ７

Ｊ１３细菌：Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ６、Ｂ８、Ｂ９、Ｂ１１
乳酸菌：Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３
酵母菌：Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４、Ｙ６

Ｊ１４细菌：Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ６、Ｂ８
乳酸菌：Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３
酵母菌：Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４、Ｙ７
丝状真菌：Ｆ１、Ｆ２

Ｊ２细菌：Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７、Ｂ９、Ｂ１０、Ｂ１１
乳酸菌；Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３
酵母菌：Ｙ１、Ｙ２、Ｙ８、Ｙ１１
丝状真菌：Ｆ２

Ｊ３１细菌：Ｂ２、Ｂ３、Ｂ５、Ｂ７、Ｂ８、Ｂ１１
乳酸菌：Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３
酵母菌：Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ８、Ｙ９、Ｙ１１
丝状真菌：Ｆ２

Ｊ３２细菌：Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３
乳酸菌：Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３
酵母菌：Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ８、Ｙ１０、Ｙ１１
丝状真菌：Ｆ２

　　由表９可见，乳酸菌 Ｌ１～Ｌ３出现在炮天雄整
个炮制过程中。乳酸菌外细菌的种类在样品炮制过

程中呈现递减趋势，其中菌株 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３约在
整个炮制过程中出现，而细菌Ｂ１０仅在样品炮制第
一阶段的Ｊ１１样品中分离得到。酵母菌的种类在整
个炮制过程中变化较大，在炮制的第一阶段主要菌

株为Ｙ１～Ｙ３，在炮制第二、三阶段主要新增菌株
Ｙ８、Ｙ１１。丝状真菌Ｆ２在样品炮制第一阶段后期
及炮制第二、三阶段被分离得到，丝状真菌 Ｆ１仅
在样品的炮制第一阶段后期分离得到。

４　结论与讨论

在炮天雄炮制品的取样、包装、运输、所含微

生物的分离及其分子鉴定等过程中，均在无菌操作条

件下进行，确保实验中所分离的菌株非外源性杂菌。

从炮天雄不同炮制阶段样品中共分离得到１４种细菌、
１１种酵母菌和２种丝状真菌，结合微生物菌落形态特
征、显微形态及１６ｓｒＤＮＡ／１８ｓｒＤＮＡ分子序列比，对
这些微生物进行初步鉴定。剔除同种菌株后，炮天

雄炮制过程中分离得到微生物，乳酸菌包括：植物

乳杆菌、乳酸乳球菌、食窦魏斯式菌；乳酸菌外细

菌包括：克雷伯氏菌属菌、肠杆菌、节杆菌属菌、

短黄杆菌、肾棒状杆菌、嗜盐球菌、巨大芽孢杆菌、

短小芽孢杆菌、形赖氨酸芽孢杆菌、蜡样芽胞杆菌

及伯格菌属菌；酵母菌包括克鲁维毕赤酵母菌、巴

氏毕赤酵母菌、葡萄牙棒孢酵母、浅白色隐球酵母、

胶红酵母菌、热带念珠菌、假丝酵母菌属菌、半乳

糖霉菌、白地霉菌、地丝菌属菌、毛孢子菌属菌；

丝状真菌包括产黄青霉菌、卷枝毛霉菌。样品中所

分离到的蜡样芽孢杆菌及巨大芽孢杆菌均具有产蛋

白酶、淀粉酶活性，其中巨大芽孢杆菌还具有产明

胶酶、尿素酶能力。

植物乳杆菌、乳酸乳球菌、食窦魏斯式菌、克

雷伯氏菌属菌、肠杆菌、节杆菌属菌、白色隐球酵

母菌、胶红酵母菌、葡萄牙棒孢酵母在炮天雄整个

炮制阶段均有出现。卷纸毛霉菌在样品炮制第一阶

段后期及炮制第二、三阶段被分离得到。

炮天雄的传统炮制采用胆巴液（以氯化钙为主）

浸泡数日，人体摄入胆巴液过量，不仅会抵消附子

的温热药性，损伤人体阳气，甚至出现中毒症状［６］，

同时采用流水多次退胆亦会造成有效乌头碱的流失。

（下转第６９２页）
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在目前针对炮天雄及其炮制品中所含乌头类生物碱

量及其药理活性研究较多，而对炮天雄传统炮制品

中微生物菌群及如何利用菌株发酵转化附子降低双

酯型乌头碱的毒性的研究甚少。魏婷婷等［７］通过从

６０份土壤中定向筛选，获得菌株 ＳＩＰＩ１８５（节杆菌
属Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ），可将乌头碱转化为单酯型或毒性
更小的化合物。本实验室分离得到节杆菌属菌株 Ｂ
３，其菌落形态及显微形态均与菌株 ＳＩＰＩ１８５类似，
需要进一步实验验证是否具该种生物转化功能。从

理论上来说，凡是能够产生酯酶对酯类物质产生水

解反应的微生物种类都可以作为炮天雄生物转化的

菌种。吴丽等［８］采用霉菌类（青霉菌、黑曲霉、毛霉

菌）菌种生物转化附子，转化后附子中的双酯型乌头

碱较生附子中的含量变化较大，并产生多个新组分。

本实验为研究采用微生物转化炮天雄中的双酯

型乌头碱达到减毒增效的作用提供了菌种基础，同

时也为减少炮天雄炮制过程中胆巴液的使用量和浸

泡时间提供了可能性。
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