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摘  要：目的= =分离纯化穿龙薯蓣内生真菌，并对分离得到的内生真菌进行抑菌活性筛选及分类鉴定。方法= =采用组织分离

法纯化穿龙薯蓣内生真菌，采用载片培养法、挑片培养法、插片培养法，对照《真菌鉴定手册》和《半知菌纲手册》进行初

步鉴定；以金黄色葡萄球菌 ptaphylococcus aureus、白色葡萄球菌 ptaphylococcus albus、柠檬色葡萄球菌 ptaphylococcus citreu、
四联球菌 Micrococcus tetragenus、大肠杆菌 bscherichia coli、伤寒杆菌 palmonella typhi、铜绿色假单胞菌 mseudomonas 
aeruginosa、变形杆菌 Bacterium termo、肺炎杆菌 Bacillus endocarditidis capsulatus、福氏痢疾杆菌 phigella flexneri、乙型副

伤寒杆菌 Bacterium paratyphosum B作为受试对象，检测内生真菌菌株发酵液以及菌丝提取物的抑菌活性，应用分子生物学

方法对筛选出的活性菌株进行分类鉴定。结果= =从穿龙薯蓣叶片中分离得到 RO株内生真菌，根据形态学特征将 NM株产孢子

的内生真菌初步鉴定为 O个目、P个科、V个属；其中有 P株内生真菌的菌丝提取物具有广谱抗菌活性，结合形态学和分子

生物学特征鉴定 CPT菌为赤霉属 dibberella真菌，CPM和 CRM菌为链格孢属 Alternaria真菌。结论  穿龙薯蓣叶片中存在具

有抑菌活性的内生真菌，具有开发抑菌生物制剂的潜力。=
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=

穿龙薯蓣 aioscorea nipponica jakánç，为薯

蓣科多年生缠绕草质藤本植物，作为穿山龙药材

使用xNz，具有抗肿瘤、抗心血管疾病、抗菌等作

用xOJPz。内生真菌是一类存在于植物组织内，长期

与宿主植物生活在一起并不引起明显病害症状的

真菌xQJRz。研究发现，内生真菌对病原菌具有显著

的抑制作用xSJNMz，是筛选新药的微生物资源。本文

从穿龙薯蓣叶片中分离提取内生真菌，对其分别进

行抑制革兰阳性菌和革兰阴性菌的抑菌作用筛选，

获得具有抑菌活性的功能菌株，并进行真菌分类鉴

定。为穿龙薯蓣植物资源的开发利用以及活性内生

真菌的发现提供实验依据xNOJNPz。=
N= 材料=
NKN= =菌种=

革兰阳性菌：金黄色葡萄球菌 ptaphylococcus 
aureus、白色葡萄球菌 ptaphylococcus albus、柠檬

色葡萄球菌 ptaphylococcus citreu、四联球菌

Micrococcus tetragenus；革兰阴性菌：大肠杆菌

bscherichia coli、伤寒杆菌 palmonella typhi、铜绿

色假单胞菌 mseudomonas aeruginosa、变形杆菌

Bacterium termo、肺炎杆菌 Bacillus endocarditidis 
capsulatus、福氏痢疾杆菌 phigella flexneri、乙型副

伤寒杆菌 Bacterium paratyphosum=B，均由黑龙江中

医药大学实验中心分子生物室提供。=
NKO= =药材及主要试剂=

穿龙薯蓣健康植株于OMMT年S月分别采自帽儿

山、青河、长白山、南岔、黑龙江中医药大学药园。

经黑龙江中医药大学药学院都晓伟教授鉴定为薯蓣

科植物穿龙薯蓣 aioscorea nipponica jakánç。=
分离培养基（maA培养基）：马铃薯 OMM=g，葡

萄糖 OM=g，琼脂 OM=g，蒸馏水 N=MMM=mi，ée值自

然。发酵培养基（ma液体培养基）：马铃薯 OMM=g，
葡萄糖 OM=g，蒸馏水 N=MMM=mi，ée值自然。=

引物tMRMUMTT= fqpN、tMRMUMTU= fqpQ（北京

三博远志生物技术有限责任公司）；琼脂糖、b_（北

京鼎国生物技术有限公司）；qrásJ饱和酚（生物级，

哈尔滨市德美生物技术有限公司）。=
NKP= =主要仪器=

ewnJcNSM 型全温震荡培养箱（哈尔滨东联科

技有限公司）；_gJCa型洁净工作台、pmuJNRMC型

恒温恒湿箱（上海博迅实业有限公司设备厂）；

qhermal=Cócler=mCo扩增仪（德国 bééendçrf公司）；

jçíác=_AJQMM数码显微图像系统（麦克奥迪公司）。=
O= =方法=
OKN= =内生真菌的分离与纯化=

在采集的样本中，选取新鲜健康无病的穿龙薯

蓣完整叶片。用自来水冲洗干净，自然晾干。按下

列程序进行表面消毒：TRB乙醇漂洗 O～P=mán，PKRB
次氯酸钠水溶液浸泡 P～Q=mán，无菌水冲洗 P次，

用灭菌滤纸吸干多余水分，无菌剪刀将叶片剪成 MKR=
cm×MKR= cm小片。将上述组织片接种于 maA培养

基中，每皿 S块，OU=℃恒温培养 P～T=d。观察并及

时将叶片材料周围长出的菌丝挑取到新鲜的 maA
培养基上，反复纯化，直至得到纯菌株后转接到斜

面 maA培养基上，液体石蜡密封，Q=℃保存。=
同时，将上述经表面灭菌的叶片不剪切直接放

置于 maA 培养基表面，在相同条件下培养作为对

照；并将上述最后一次冲洗叶片材料的无菌水涂布

于 maA培养基表面，在相同条件下培养作为对照，

以检查表面消毒是否彻底。完整叶片对照培养基和

无菌水对照培养基均无真菌生长，证明表面消毒彻

底，所分离得到的真菌为植物内生真菌。=
OKO= =内生真菌的液体培养及培养液预处理=

挑取经活化的内生真菌菌丝接种于 ma 液体培

养基中，于 OU=℃、NPM=rLmán培养 T=d；P=MMM=rLmán，
离心 NM= mán，收集菌丝体和发酵液。菌丝体 QM=℃
干燥后磨成粉末，各取 N=g菌丝体，分别用石油醚、

VRB乙醇、正丁醇、醋酸乙酯超声提取，每次 OM=mi
有机溶剂，提取 P次，合并溶剂，浓缩至 R= mi制

成菌丝体样品（主要为皂苷类成分）；发酵液原液直

接进行抑菌实验xNNz。=
OKP= =抑菌实验=

采用滤纸片扩散法：分别吸取发酵液和菌丝提

取液 RM=μi，置于已经灭菌的滤纸片上（Φ＝U=mm），
稍风干后，平放在含有测试病原菌的牛肉膏蛋白胨

培养基中，以空白溶剂做对照，每个样品重复 R次。

PT=℃培养 NS～OQ=h，观察细菌生长情况，测量抑菌

圈大小。=
OKQ= =内生真菌的形态鉴定=

采用载片培养法、挑片培养法、插片培养法，
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对照《真菌鉴定手册》xNQz和《半知菌纲手册》xNRz

进行初步鉴定。=
OKR= =内生真菌的分子鉴定=

内生真菌液体发酵 P=d，抽滤收集菌丝体。用无

菌水冲洗 O遍，灭菌生理盐水冲洗 O遍，再用无菌

水冲洗 O遍。无菌滤纸吸干水分，获得菌丝体。采

用 pap法xNSz提取内生真菌基因组 akA，通用引物

对 fqpNLfqpQ 进行 mCo 扩增：fqpN（R’JqCCdqA=
ddqdAACCqdCddJP’）和 fqpQ（R’JqCCqCCdCq=
qAqqdAqAqdCJP’）。扩增体系为 RM=μi反应体系，

其中 NM×mCo缓冲液 MKR=μi、OR=mmçlLi=jgClO= P=
μi、OKR=mmçlLi=dkqm=MKQ=μi、MKR=rLμL=qaq酶= MKR=
μL，引物 NM=mmçlLi=fqp=O=μL、引物 NM=mmçlLi=fqp=
QO= μi。mCo反应程序：预变性 VQ=℃、R= mán，变

性 VQ=℃、PM=s，复性 RR=℃、PM=s，延伸 TO=℃、N=
mán，OM个循环，后延伸 TO=℃，NM=mán。反应结束

后取 R=μi=mCo产物，通过 NB琼脂糖凝胶电泳检测。

mCo 反应产物纯化后送上海英骏生物技术公司北

京测序部进行测序。=

根据测序结果，在 den_ank 数据库中进行

_iApq 比对，搜索相关种属的 fqp 序列。应用

Clìsíal= uNKUP软件进行多序列比对，将计算结果导

入 mevifm软件，构建系统进化树。=
P= =结果与分析=
PKN= =穿龙薯蓣内生真菌多样性=

从不同产地的穿龙薯蓣叶片中共分离得到 RO
株内生真菌，其中 S株分离于黑龙江中医药大学药

园（占总分离菌株的 NNKRQB）、S 株分离于青河栽

培基地（占总分离菌株的 NNKRPB）、NM株分离于帽

儿山（占总分离菌株的 NVKOPB）、NO株分离于南岔

（占总分离菌株的 OPKMUB）、NU株分离于长白山（占

总分离菌株的 PQKSOB）。由此可见，穿龙薯蓣中存

在着丰富的内生真菌资源，且野生植株中分离出的

内生真菌数量多于栽培植株。=
根据形态学特征将 NM 株产孢子的内生真菌初

步鉴定为 O个目、P个科、V个属，见表 N；NM株产

孢子的内生真菌种类和菌落形态见表 O、图 N，表明

穿龙薯蓣内生真菌种群在组成上具有多样性。=

表 N= =穿龙薯蓣产孢子的内生真菌种群组成=
qable=N= = Composition=of=spore=producing=endophytic=fungi=isolated=from=aioscorea nipponica=jakino=

目= 科= 属=
球壳孢目 pphaeropsidales= 球壳孢科 pphaerioidaceae= 刺茎点菌属 Chaetophoma 
丛梗孢目 Moniliales= 暗色孢科 aematiaceae= 林柄霉属 maathramaya 

刺葡萄孢霉属 bchinobotryum 
束梗孢霉属 Meria 

丛梗孢科 Moniliaceae= 简梗孢霉属 Chromosporium 
= 链格孢属 Alternaria 
= 赤霉属 dibberella 

=
单梗双孢霉属 aidymaria 
枝顶孢霉属 Acremonium 

表 O= =穿龙薯蓣分离的 NM株产孢子的内生真菌种类和菌落形态=
qable=O= = ppecies=and=colony=morphologies=of=NM=endophytic=fungi=of=aioscorea nipponica=jakino=

编号=
真菌=
种属=

菌落形态=
植物来源=

正面菌落=背面菌落= 菌丝性状= 菌落边缘= 分生孢子=
CN= 刺茎点菌属 白色= 蜡黄色= 平伏、致密= 整齐= 卵圆形，生于分生孢子器内= 黑龙江中医药大学=
CT= 单梗双孢霉属=白色= 墨绿色= 绒状、浓密= 整齐= 拟卵圆形、长圆形= 长白山=
COU= 林柄霉属= 白色= 白色= 棉絮状= 整齐= 圆形，着生在菌丝上= 黑龙江中医药大学=
CPO= 刺葡萄孢霉属=白色= 白色= 短绒毛状、致密= 整齐= 圆形，聚成葡萄串状= 长白山=
COT= 束梗孢霉属= 白色= 深绿色= 绒状、致密、呈放射状=整齐= 卵圆形、球形，单生= 长白山=
CPR= 简梗孢霉属= 白色= 粉红色= 绒状、致密= 整齐= 卵圆形、球形、光滑散生= 长白山=
CRM= 链格孢属= 白色= 灰色= 绒状、致密= 整齐= 卵圆形，无色，顶生= 长白山=
CPT= 赤霉属= 粉红色= 紫红色= 绒状、致密，渗出物= 整齐= 卵圆形、球形、光滑散生= 帽儿山=
CPM= 链格孢属= 灰色= 黄褐色= 绒状、致密= 整齐= 倒棍棒型、卵圆形纵横隔膜= 长白山=
CPS= 枝顶孢霉属= 灰绿色= 土黄色= 绒状、致密= 整齐= 球形或椭圆形= 长白山=
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气生菌丝形态= = = = = =营养菌丝形态= = = = = = = = =菌丝形态= = = = = = = = = =孢子形态=

= = = = = = = = =
图 O= =穿龙薯蓣分离的 NM株产孢子的内生真菌形态图=

cigK=O= = jorphology=of=endophytic=fungal=isolated=from=aioscorea nipponica 
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PKO= =穿龙薯蓣内生真菌的抑菌活性=
对上述 RO 株内生真菌发酵液和菌丝体不同溶

剂提取液分别进行抗菌活性筛选，结果见表 P。其

中有 P株真菌的不同溶剂提取物对多种供试菌株有

抑菌活性。CPT菌的 VRB乙醇提取物、正丁醇提取

物、醋酸乙酯提取物、石油醚提取物对乙型副伤寒

杆菌、柠檬色葡萄球菌均有抑制作用，其醋酸乙酯

提取物和正丁醇提取物可分别抑制白色葡萄球菌和

福氏痢疾杆菌；CPM菌的 VRB乙醇提取物具有抑制

柠檬色葡萄球菌作用，其正丁醇提取物可抗大肠杆

菌和四联杆菌；CRM菌的 VRB乙醇提取物能够抑制

乙型副伤寒杆菌，其正丁醇提取物可抑制柠檬色葡

萄球菌和白色葡萄球菌。P 株内生真菌表现出了广

谱的抑菌活性，有必要对其进行进一步的鉴定。=

表 P= =三种抑菌菌株不同溶剂提取物的抑菌活性=
qable=P= = Antimicrobial=activity=of=cultures=from=endophytic=fungi=of aioscorea nipponica jakino=

菌株

编号=
所属类群= 提取溶剂=

抑菌圈Lmm=
乙型副伤寒杆菌= 柠檬色葡萄球菌= 白色葡萄球菌= 福氏痢疾杆菌= 大肠杆菌= 四联球菌=

CPT= 赤霉属= VRB乙醇= QKMT±MKPP= RKQT±MKUN= －= －= －= －=
= = 正丁醇= PKMP±MKOM= QKNQ±NKUP= －= PKTM±MKRV= －= －=
= = 醋酸乙酯= QKTP±MKQS= OKVP±NKOO= QKTP±MKSQ= －= －= －=
= = 石油醚= TKTP±MKRU= RKMS±MKNO= －= －= －= －=
CPM= 链格孢属= VRB乙醇= －= PKQV±MKTM= －= －= －= －=
= = 正丁醇= －= －= －= －= SKPR±MKRO= SKSM±MKTO=
CRM= 链格孢属= VRB乙醇= QKNM±MKPM= －= －= －= －= －=
= = 正丁醇= －= QKNM±MKNM= PKQM±MKSV= －= －= －=
=
PKP= =抗菌活性菌株 CPT、CPM、CRM的鉴定=

利用 fqp通用引物 fqpN和 fqpQ经 mCo分别从

内生真菌 CPT、CPM、CRM的基因组 akA中扩增出

长度约为 TMM=bé的单一 akA条带，利用 den_ank
进行 _iApq检索，结果表明，CPM、CRM穿龙薯蓣

内生真菌 fqp序列与den_ank中链格孢属真菌序列

相似度均为 NMMB（_lasí结果），因此将株菌 CPM、
CRM 归入链格孢属（Alternaria）；CPT 穿龙薯蓣内

生真菌 fqp序列与den_ank中赤霉属真菌序列相似

度均为 NMMB（_lasí 结果），将 CPT 归入赤霉属

（dibberella）真菌。=
Q= =讨论=

本文首次从穿龙薯蓣的叶片中分离出 RO 株菌

落形态不同的内生真菌，从内生真菌的数量上，反

映出穿龙薯蓣植物组织中内生真菌的丰富程度，且

野生植株中提取的内生真菌数多于栽培植株。共筛

选出 P株具有广谱抗菌活性的内生真菌，对大肠杆

菌、乙型副伤寒杆菌、柠檬色葡萄球菌等多种病原

菌具有抑制作用，可作为生产抗菌活性物质的备选

菌种。在传统形态分类的基础上，所分离得到的产

孢内生真菌分布于 O个目，P个科，V个属。抑菌活

性菌株分布于链格孢属和赤霉属。这说明来源于不

同生长环境的植株，分离到的内生真菌种类存在差

异，这对内生真菌的功能研究具有重要的参考价值。

由于微生物发酵易培养，生长快，节省能源，还可

以通过分子生物、基因工程等手段改良菌种，从而

更多的提高有效成分产量。因此植物内生真菌是筛

选抗菌活性成分的重要资源，具有较高的开发应用

潜力。=

参考文献=
xNz 张数鑫I=周录英I=于元杰K=穿龙薯蓣研究进展= xgzK=分

子植物育种I=OMMRI=PENFW=NMTJNNNK=
xOz 丁小林I=李= =卿K=中药穿山龙的研究进展= xgzK=重庆中

草药研究I=OMMPI=EOFW=RRJRTK=
xPz 张= =宁I=于栋华I=周= =琦I=等K=穿山龙药理作用的研究

进展= xgzK=中国药房I=OMNRI=EQFW=RQTJRQVK=
xQz meíráná= lK= cìngal= endçéhóíes= çf= íree= leaves= xgzK= fnW=

Andrews= g= eI= eárançp= p= edsK= jáerçbáal= bcçlçgó= çf=
ieavesK=kewvçrkW=pérángerJserlagK=NVVNI=NTVJNVTK=

xRz _acçn=C=tI=tháíe=g=cK=jácrçbáal=bndçéhóíes=xjzK=kew=
vçrkW=jarce=aeker=fncI=OMMMK=

xSz hamánská=j=jI=lhnemìs=AI=píaehelá=mI=eí=alK=mandemác=
OMMV=eNkN=ánflìenza=a=várìs=carróáng=a=nNPSh=mìíaíáçn=
án= íhe= neìramánádase= gene= ás= resásíaní= íç= zanamávár= bìí=
eñhábáís= redìced= fáíness= án= íhe= gìánea= éág= íransmássáçn=
mçdel=xgzK=g=sárçlI=OMNPI=UTEPFW=NVNOJNVNRK=

xTz _çííáná= AI= ae= p= hI= _aaíen= _= gI= eí= alK= fdeníáfácaíáçn= çf=



= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QM卷=第 NM期= = OMNT年 NM月=

= = = = =

•=NQOP=•=

small=mçlecìles=íhaí=áníerfere=wáíh=eNkN=ánflìenza=a=váral=
reélácaíáçn= xgzK= Chem= jed= ChemI= OMNOI= TENOFW=
OOOTJOOPRK=

xUz qsìng= g= tI= hessler= a= lI= phah= s= mK= mrçséecíáve=
aéélácaíáçn= çf= clánácáanJéerfçrmed= lìng= ìlírasçnçgraéhó=
dìráng= íhe= OMMVeNkN= ánflìenza= a= éandemácW=
dásíángìásháng= váral= frçm= bacíeráal= éneìmçnáa= xgzK= Cráí=
rlírasçìnd=gI=OMNOI=QENFW=NSK=

xVz pírçbel=d=AI=jáller=o=sI=jáller=CI=eí=alK=CróéíçcandánI=a=
éçíení= aníámócçíác= frçm= íhe= endçéhóíác= fìngìs=
Cryptosporiopsis= cfK= qìercána= xgzK= = jácrçbáçlçgóI= NVVVI=
NQRW=NVNVJNVOSK=

xNMz 张维瑞I=郭秀春I=李= =钦I=等K=杜仲叶和果实中内生真

菌的分离及抑菌活性 = xgzK= 中草药 I= OMNSI= QTENSFW=
NVONJNVOSK=

xNNz 刘= =果I=马养民I=张弘弛K=三尖杉内生真菌分离鉴定及

其抗菌活性研究 = xgzK= 中国药学杂志 I= OMNPI= QUEPFW=
NSRJNTMK=

xNOz pírçbel= dI= aaásó= _K= _áçérçséecíáng= fçr= mácrçbáal=
endçéhóíes=and=íheár=naíìral=érçdìcís=xgzK=jácrçbáçl=jçl=
_áçl=oevI=OMMPI=STW=QVNJRMOK=

xNPz 王艳红I=朱艳萍I=杨信东I=等K=温郁金抗炎抗氧化活性

内生真菌的筛选 = xgzK= 药物评价研究 I= OMNPI= PSEVFW=
VMJVQK=

xNQz 巴尼特 e= iI亨特 _= _=著K= 沈崇尧=译K=半知菌图解=
xjzK=北京W=科学出版社I=NVTTK=

xNRz 魏景超K=真菌鉴定手册= xjzK=北京W=上海科学技术出版

社I=NVTVK=
xNSz 程=度I=黄翔宇I=李宝健K=药用真菌高质量总akA的制

备及基因组文库的构建= xgzK=菌物系统I= OMMOI= ONENFW=
NPTJNPVK= =

=


