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千层塔内生真菌分离鉴定的初步研究

石 玮，罗建平+，丁振华，吴洁

(合／1一,-r业大学生物技术与食品工程学院，安徽合肥230009)

摘要：目的从治疗老年痴呆药用植物千层塔中分离内生真菌，并进行初步鉴定。方法用PDA平板培养基分

离菌株，对照真菌鉴定手册，根据菌株的菌落形态、大小、颜色、生长速率、质地、生长培养基颜色变化以及菌丝体和

孢子的形态特征进行鉴定。结果从千层塔的茎中分离出4株内生真菌，分别属于顶孢霉属、单轴霉属、酵母和青

霉属。结论首次从千层塔中分离和鉴定出4株内生真菌。
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千层塔Huperzia serrata(Thunb．)Trev．又

名蛇足石杉，属蕨类石杉科石杉属植物。其活性成分

石杉碱甲具有很强的抑制胆碱酯酶活性、提高学习

记忆力和改善老年人记忆功能的效果，对治疗重症

肌无力和早老性痴呆有显著疗效[1]。临床上石杉碱

甲(商品名哈伯因)已用于治疗各种原因和不同年龄

组的老年人记忆减退和早期老年痴呆症[2]。由于石

杉碱甲在全草中含量甚微，结构复杂，人工合成十分

困难。千层塔资源稀少，尚未能人工栽培，目前药品

生产完全依赖野生资源，价格昂贵，长期采挖势必破

坏千层塔天然资源的保存与可持续开发。因此，研究

千层塔中石杉碱甲资源的新来源显得尤为重要。笔

者在企图建立千层塔组织培养系用植物细胞工程方

法生产石杉碱甲的试验中发现，尽管采用了各种灭

菌方法，植株总是带菌。这提示千层塔健康植株中生

活着内生真菌。基于某些内生真菌能产生和其共生

植物相同或相似生理活性物质的特点[3]，对药用植

物内生真菌的研究十分活跃，已先后从红豆杉属、长

春花、@IiJL七、德国鸢尾等珍贵植物中分离出能够产

生活性成分的内生真菌[4~7]。本实验首次对千层塔

植株茎、孢子囊内生真菌进行了分离、纯化与初步鉴

定，为下一步研究千层塔内生真菌能否合成石杉碱

甲提供材料。

1材料与方法

1．1材料：千层塔H．serrata(Thunb．)Trev．全

草采自安徽青阳。植株茎高10～24 em，多年生丛生，

单一或数回二叉分支，匍匐或直立，茎生叶长1～2

cm、宽2～4 em，孢子腋生，不定根生于匍匐茎。

1．2培养基：培养基为植物组织培养基(MS)、马

铃薯葡萄糖培养基(PDA)、孟加拉红培养基。

1．3 内生真菌的分离与纯化：按常规无菌操作，将

新鲜千层塔用自来水冲洗干净，75％乙醇漂洗2～

3 min，无菌水冲洗3～4次，于0．1％升汞溶液中浸

泡15 min后无菌水冲洗4～5次，再将茎段、叶片、

不定根和孢子分别种植于MS培养基上，置28℃

恒温箱培养1周后再重复升汞灭菌一次，切割后接

种于PDA中培养。观察样品边缘部分是否有菌丝

长出，用接种针挑取不同部位的边缘菌丝，分别接种

于PDA培养基平板上，30℃恒温培养，长出新的

菌落后，再挑取其尖端菌丝转到PDA培养基平板

上重复纯化4次以上，然后接到试管或茄子瓶斜面

上保存，供鉴定用。将上述表面灭菌处理的材料不作

切割置于同样条件下培养，检查表面消毒是否彻底，

辨别真菌是否为内生的。

1．4菌种鉴定：真菌鉴定按常规方法进行。挑取纯

化的菌株尖端菌丝分别接种于PDA、MS、孟加拉红
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培养基上。按如下各种方法培养一段时间后观察菌

落、菌丝体和孢子的形态特征并进行鉴定。

(1)点植培养法(观察菌落及常规镜检)：用接种

针从斜面上蘸极少量孢子，点植于平板上适当的位

置，使成三角形的3点，倒置放于恒温箱中30℃下

培养4、7、10 d，观察菌落特征。接种针从菌落边缘

处挑取少量菌丝，用乳酸石炭酸棉蓝染色液染色，进

行常规镜检。

(2)载片培养观察法(观察孢子及菌丝体形态)：

将培养基琼脂薄置于载玻片上，接种后盖上盖玻片

培养，真菌即在载玻片与盖玻片之间有限的空间内

沿盖玻片横向生长。培养一段时间后，将载玻片置于

显微镜下观察。

(3)扦片法(观察基内、气生菌丝)：将真菌接种到

平板上，扦上灭菌盖玻片后培养，使真菌菌丝沿着培

养基表面与盖玻片的交接处生长而附着在盖玻片上。

观察时轻轻取出盖玻片，置于载玻片上直接观察。

2结果与讨论

2．1千层塔内生真菌培养与纯化：千层塔不同外植

体经第1次灭菌后接种于MS培养基中，1周内基

本没有细菌污染，符合常规的材料表面消毒，但随着

时间延长，部分外植体逐渐出现真菌污染。为了排除

非内生真菌，取培养2周未出现真菌污染的材料进

行第2次灭菌，并切割成0．5～1．0 cm长度培养，

3～4周后在切口处出现菌丝，随后快速生长。根据

2次灭菌未切割外植体表面无任何菌长出，仅是第1

次灭菌前的老切口偶尔有菌丝长出，证明第2次灭

菌后新切口处长出的菌丝是内生真菌。千层塔内生

真菌主要存在于茎部，其他部位很少，孢子未获得真

菌。温度和光照对内生真菌的诱导和生长速度有较

大影响，光照下长出菌丝的外植体数少，并且菌丝生

长缓慢，这可能反映了千层塔生长对荫蔽生境的要

求。通过反复分离和纯化，现已获得4株纯化菌株。

从菌落形态和生长上看，千层塔内生真菌种类相当

丰富，显示了该植物内生真菌的多样性。通过进一步

改变培养条件和加强分离手段，将会分离出更多的

纯化菌株。

2．2 内生真菌的特征与鉴定：内生真菌I在孟加拉

红培养基上生长较PDA上快，但在MS培养基上

菌株生长非常缓慢，形成的菌落密集度低且呈绒毛

状。当菌株在PDA培养基上培养20 d后，形成菌落

直径可达15 mm，菌落表面白色、呈棉絮状，边缘全

缘，背面黄色，中心突起呈半球状，并在周围形成一

同心环(图1一A)。显微观察菌丝体白色，菌丝较细、

有横隔，菌丝多次二叉分支，无孢子(图1一B)。根据

菌落的形态结构，初步鉴定内生菌株I是属于半知

菌亚纲(Deuteromycotina)丛梗孢目(Moniliales)

丛梗孢科(Moniliaceae)顶孢霉属(Cephalospori—

um Corda)的真菌。

图1菌株I在PDA培养基上培养20 d后

的生长形态(A)和菌丝结构(B)

Fig．1 Morphology(A)and hyphal structure(B)of

strain I after 20 d culture on PDA medium

内生真菌Ⅱ在PDA培养基上生长快，培养5 d

后菌落直径即达到20 mm，菌落表面黑色、呈绒毛

状，中心微凸并在周围形成多个同心环(图2一A)。

气生菌丝结团匍匐于培养基表面，菌丝直径约

2．0～6．5 p．m、褐色、有横隔。基内菌丝如树根状，并

分泌色素使培养基呈红褐色至黑褐色。分生孢子梗

具数个隔，不分支，透明，筒形或瓶形。泡囊球形，直

径1．5～5．0 p．m，产孢细胞通常球形，由于产孢细胞

和泡囊增生的结果，在分生孢子梗及菌丝上常聚成

球形至卵形相当密实的孢子头(图2一B)。根据菌落

的形态结构，初步鉴定内生菌株Ⅱ是属于卵菌亚纲

(Oomycetes)霜霉目(Peronsporales)霜霉科

(Peronosporaceae) 单轴霉属 (Plasmoparad

Scbrot)的真菌。

图2菌株Ⅱ在PDA培养基上培养5 d后

的生长形态(A)和菌丝结构(B)

Fig．2 Morphology(A)and hyphai structure(B)of

strainⅡafter 5 d culture on PDA medium

内生真菌Ⅲ在PDA培养基上培养7 d后，菌落

直径为2～3 cm，菌落平坦、湿润、无光泽，中心有环

形沟状，稍突起，呈土黄色向边缘渐淡至乳白色，菌

落边缘缺刻呈不规则锯齿状(图3一A)。菌落无假菌

丝体，仅有1～3个细胞连接成短链，细胞呈卵形、



椭圆形或圆形，成表面光滑的子囊孢子(图3一B)。根

据菌落的形态结构，初步鉴定内生菌株亚是属于子

囊菌纲(Ascomycetes)酵母目(Endomycetales)

酵母科(Saccharomycetaceae)酵母菌属[-Saccha—

romyces(Meyen)Reess]的真菌。

图3菌株Ⅲ在PDA培养基上培养7 d后

的生长形态(A)和菌丝结构(B)

Fig．3 Morphology(A)and hyphal structure(B)of

strain 111 after 7 d culture on PDA medium

内生真菌Ⅳ在PDA培养基上培养5 d后，菌落

直径达1．s cm左右，呈青绿色绒毛状、中心突起、

边缘圆整、反面黄色(图4-A)。菌落气生菌丝发达，

表面密布绿色粉粒状结构，有横隔、透明，分生孢子

梗不对称分支、光滑、竹结状，分生孢子串生于分生

孢子梗顶端，分生孢子单胞、椭圆形或近球形，无色、

光滑(图4一B)。根据菌落的形态结构，初步鉴定内生

菌株Ⅳ是属于半知菌亚门(Deuteromycotina)丛梗

孢目(Moniliales)丛梗孢科(Moniliaceae)青霉属

(Penicillium Link)的真菌。

图4菌株Ⅳ在PDA培养基上培养5 d后

的生长形态(A)和菌丝结构(B)

Fig．4 Morphology(A)and hyphal structure(B)of

strainⅣafter 5 d culture on PDA medium

3结论

内生真菌是指生活在植物体内或在其生活史的

一定阶段处于植物体内形成不明显侵染的一类真

菌[8]。自1993年发现从短叶红豆杉中分离出的内生

真菌能够合成抗癌成分紫杉醇以来口]，人们希望通

过内生真菌发酵合成药用成分，已有多种药用植物

内生真菌分离及其药用活性成分鉴定与合成的报

道[4~7’10|，表明特定内生真菌可能在与宿主植物长

期协同进化中由于遗传信息的传递获得了宿主植物

的特定代谢途径，从而使内生真菌产生与宿主相同

或相似的生理活性成分口1|。分离内生真菌和宿主植

物生长部位有关。内生真菌的菌丝通常生长于植物

组织的细胞间，分布于叶鞘、种子、花、茎、叶片和根

中。在千层塔中，内生真菌以茎中最多。在所分离的

内生真菌中以丛梗孢目居优势类群，获得的内生真

菌I属顶孢霉属，没有孢子。

利用内生真菌生产药用活性成分才刚刚起步，

许多基础性工作有待深入研究。红豆杉植物内生真

菌生产紫杉醇能力从最初的纳克级水平到现在的微

克级水平已经提高了3个数量级，据认为要商业化

生产需达到毫克极水平，因此有若干关键问题需要

解决‘4|。就千层塔内生真菌而言，应继续扩大内生真

菌分离的数量和种类，并对分离的菌株能否合成石

杉碱甲进行鉴定，以论证千层塔内生真菌发酵生产

石杉碱甲的可行性。
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