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川麦冬内生真菌分离和鉴定及抑菌活性初步研究 
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摘  要：目的  深入研究川麦冬内生真菌分布的多样性和特异性，并考察其抑菌活性。方法  分别对野生川麦冬和大田栽培

川麦冬的根部和叶部利用组织块法分别进行分离纯化，利用形态学和 ITS 序列聚类分析等分子生物学方法对所得内生真菌进

行鉴定，利用菌饼法对其抑菌活性进行初步研究。结果  从川麦冬中共分离得到 27 株内生真菌，其中野生麦冬内生真菌（22

株）明显较大田栽培麦冬内生真菌（5 株）丰富，根部内生真菌（17 株）明显较叶部内生真菌（10 株）丰富。此外镰刀菌

属和曲霉菌属为麦冬优势菌属，且镰刀菌属有根部专一定植特性，曲霉菌属却广泛分布于根部和叶部。同时，40%的麦冬内

生真菌对白色念珠菌具有抑制活性，对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和粪肠球菌抑制菌株较少。结论  川麦

冬具有丰富的内生真菌多样性，并且其内生真菌分布具有明显的环境和部位特异性。所分离的内生真菌具有一定的抑菌活性，

其中 H5、031p 和 H8 3 株菌表现出较强抑菌活性，值得进一步研究。 

关键词：川麦冬；内生真菌；分离鉴定；镰刀菌属；曲霉菌属；抑菌活性 

中图分类号：R282.5      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2016)08 - 1382 - 10 

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2016.08.023 

Isolation and identification of fungal endophytes from Ophiopogon japonicus and 
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Abstract: Objective  To explore the resource diversity and specificity of fungal endophytes from the Ophiopogon japonicas and their 

antimicrobial activities. Methods  Fungal endophytes were isolated from roots and leaves of wild and cultivated O. japonicas by tissue 

block method. Those fungal endophytes were identified by morphological methods and phylogenetic analysis of ITS sequences. And 

the antimicrobial activities of those fungal endophytes were estimated by agar disk containing mycelium method. Results  

Twenty-seven fungal endophytes strains were isolated from O. japonicas. There was more fungal endophytes diversity in wild plants 

(22 strains) than cultivated plants (5 strains). Likewise, there was more fungal endophytes diversity in roots of O. japonicas (17 strains) 

than the leaves (10 strains). And Fusarium and Aspergillus were the dominant genus in O. japonicas. The F. spp. fungal endophytes 

only isolated from roots while A. spp. from both roots and leaves. In addition, 40% fungal endophytes displayed potent inhibition of 

Moniliaalbican. Only one or two fungal endophytes strains showed obvious inhibition of Staphyloccocus aureus, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis. Conclusion  O. japonicas is rich in fungal endophytes and those fungi 

distributed with relative specificity characteristics on environment and space. Those fungal endophytes display the antimicrobial activities, 

especially stain H5, 031p, and H8 with potent inhibition activity are worthy of further research, development, and application. 
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植物内生真菌是指在植物体内定植，但不引起

植物明显病害的一类真菌[1]。内生真菌与宿主植物

具有非常复杂的关系，其能够产生激素促进植物生

长[2]，也能够产生拒食素帮助宿主抵御生物取食[3]，

还能够产生药用成分[4]以及众多具有生物活性的产

物[5-6]等。内生真菌分布广泛，种类丰富，而且众  
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多菌株能够产生各式各样的活性天然产物 [7]。据

统计在 2012 年前的几十年里，约一半新发现的真菌

天然产物来源于内生真菌[8]，其中包括大量的具有

抗菌活性的天然化合物[5,9]。 

川麦冬 Ophiopogon japonicus (L. f.) Ker-Gawl，又

称涪城麦冬、绵麦冬，为百合科沿阶草属植物麦冬，

是中国名贵传统中药材之一，已有 500 多年的种植历

史。它具有养阴润肺、清热除烦、益胃生津、凉血止

血等功效。2006 年，国家质检总局批准对涪城麦冬实

施地理标志产品保护。药用植物内生真菌目前研究的

重点是药用植物资源的充分利用，同时也是获取具有

重要研究价值菌株的基础[6,10]。目前程东庆等[11]观察

到麦冬根部存在丰富的菌丝，陈宜涛等[12]也对江浙地

区的麦冬根部内生真菌做了初步研究，Liang 等[13]对

重庆地区的麦冬内生真菌的抗菌活性进行研究，并发

现其提取物表现出良好的抗菌活性。但是四川地区作

为川麦冬的主产区，关于其内生真菌的研究却未见报

道，而且关于麦冬叶部内生真菌也未见报道。为此，

本实验收集了野生和大田栽培川麦冬，利用组织块法

对其根部和叶部的内生真菌进行了分离纯化，并结合

形态学和分子生物学手段，对所得内生真菌的分类地

位进行了鉴定，此外利用金黄色葡萄球菌、大肠埃希

菌、铜绿假单胞菌、粪肠球菌和白色念珠菌共 5 种病

原菌为指示剂，对其抗菌活性进行了初步研究，以期

明确川麦冬内生真菌分布的多样性和特异性，同时筛

选出具有良好抑菌活性的内生真菌，为进一步获得抗

菌活性成分奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  供试植株  供试植株于2015年3月采自四川

省绵阳市三台县花园镇的野生型和大田栽培型川麦

冬全株。野生型的生长环境为土质疏松、肥沃、排

水良好的沙质土壤中，大田栽培型为本地农民长期

种植的川麦冬品种。所采样品经绵阳师范学院生命

科学与技术学院罗明华教授鉴定为百合科植物川麦

冬 Ophiopogon japonicus (L. f.) Ker-Gawl。 

1.1.2  指示菌株  金黄色葡萄球菌 Staphyloccocus 

aureus Rosenbach（革兰阳性菌），大肠埃希菌

Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers（革

兰阴性短杆菌），铜绿假单胞菌 Pseudomonas 

aeruginosa (Schroeter) Migula（革兰阴性杆菌），粪

肠 球 菌 Enterococcus faecalis Schleifer & 

Kilpper-Bälz（革兰阳性菌），白色念珠菌 Candida 

albicans (C. P. Robin) Berkhout（真菌）由四川农业

大学农学院提供。 

1.1.3  试剂   DNA 提取试剂盒（Fungus DNA 

Isolation Kit，Cat. No. LB1235）和 2×Pfu PCR 预混

液（2×Pfu PCR Mix，Cat. No. LB2003）购于成都

兰博生物科技有限公司。DNA-Marker 购于上海天

根生物公司。引物 ITS1（5’-TCCGTAGGTGAACC- 

TGCGG-3’）和 ITS4（5’-TCCTCCGCTTATTGATA- 

TGC-3’）由北京擎科新业生物技术有限公司合成。

其余试剂均为分析纯。 

1.2  内生真菌分离纯化与保存 

分别除去川麦冬的地下茎和地上部分，依次按

以下程序消毒：清水冲洗 3～4 次，75%乙醇漂洗

30 min，无菌水冲洗 3～5 次，0.1%升汞消毒 3～5 

min，无菌水冲洗 5～8 次。用无菌刀片将材料切成 5 

mm×5 mm 的小块贴于 PDA 培养基上，置 28 ℃恒

温箱中培养 5～7 d，并设置超净工作台空气对照，

并参考陈鹊所述“印三法”来检查消毒是否彻底[14]。

待植物组织周围长出菌丝后，挑少许菌丝到 PDA

平板上反复纯化 4～6 代，然后保存菌种。 

1.3  内生真菌形态学鉴定 

将菌丝接种于 PDA 培养基平板上左右各 1 个，

放入恒温培养箱培养（黄石市恒丰医疗器械有限公

司生产，型号 SKP-02B）至菌丝长出，再将灭菌的

盖玻片插入菌丝边缘，待菌丝爬上玻片约 2/5 处后，

用无菌镊子取出玻片，自然干燥后，放在干净的滴

有蒸馏水的载玻片上，利用数码双筒显微镜进行观

察，并记录形态特征。 

1.4  内生真菌分子生物学鉴定 

取川麦冬全株发酵后离心，取菌丝冷冻干燥。

取（80±5）mg 菌丝于 2 mL EP 管内按照 DNA 提

取试剂盒说明书的步骤采用 CTAB 法提取内生真菌

DNA。按照表 1 所示反应体系，以 ITS1 和 ITS4 进 

表 1  PCR 反应体系 

Table 1  PCR amplification system 

物质名称 加入量/μL 

2×Pfu PCR Mix 12.5 

ITS1  0.5 

ITS4  0.5 

DNA  1.5 

超纯水 10.0 

总量 25.0 
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行 PCR 反应，95 ℃、5 min，95 ℃、45 s，52 ℃、

30 s，72 ℃、3 min，35 个循环，72 ℃、15 min 扩

增 ITS1-5.8S rDNA-ITS2 序列。对 PCR 反应产物利

用 1%的凝胶于 120 V 电泳 30 min，根据 Marker 判

断是否存在 400～800 bp 大小片段。对于成功扩增

目的片段的样品送交北京擎科新业生物技术有限公

司进行电泳切胶纯化测序。 

1.5  内生真菌抑菌活性 

1.5.1  制备菌悬液  将病原菌金黄色葡萄球菌、大肠

埃希菌、铜绿假单胞菌和粪肠球菌接种于牛肉膏蛋白

胨平板培养基上，白色念珠菌接种于 PDA 平板培养

基上，放入 35 ℃恒温培养箱培养，待其完全长出备

用。准备 6 个离心管（50 mL），其中 5 管中加入 10 mL

的生理盐水，另一管加入 9 mL 的生理盐水，放入灭

菌锅中灭菌 20 min 后，取出，待冷却备用。先将 4

种细菌接种到灭菌后的 10 mL 生理盐水的离心管中，

选择浓度为 0.1 CFU/mL，轻轻振荡，使其充分混匀。

将真菌病原菌（白色念珠菌）接种到 10 mL 生理盐水

的离心管中，轻轻振荡混匀，再用移液枪吸取 1 mL

转入到装有 9 mL 生理盐水中，浓度定为 0.01 

CFU/mL，振荡混匀。将制备好的菌悬液涂布到 PDA

培养基的平板上，并用涂布棒涂布均匀。 

1.5.2  抑菌测试  用无菌小试管，在长有内生菌菌

落的平板上，打孔 10 个，将打好的菌饼接种到涂有

病原菌的平板上，每个平板放 2 个菌饼。同时将氨

苄青霉素钠和硫酸链霉素分别配制成 1.0 mg/mL 和

1.5 mg/mL 溶液，取无菌培养基饼（大小和上述菌

饼相同）置于培养基中浸泡 24 h 后，作为阳性对照。

以无浸泡培养基菌饼作为阴性对照。每个处理重复

3 次，放入 28 ℃的恒温箱中培养，随时观察并记录

结果。将得到的抑菌圈，采用十字交叉法进行测定

抑菌圈直径大小，最后取 3 个平板的平均值作为最

后测量值。 

2  结果与分析 

2.1  麦冬内生真菌的分离 

采用组织块法共分离得到 27 株内生真菌。从野

生型川麦冬中分离到 22 株内生真菌，其中来源于根

部的有 14 株，来源于叶部的有 8 株，分别为分离菌

株数量的 51.85%和 29.63%。从大田栽培川麦冬中得

到 5 株，其中来源于根部的有 3 株，来源于叶部的有

2 株，分别为分离菌株数量的 11.11%和 7.41%。可见

野生型川麦冬内生真菌明显高于大田栽培植株，而且

根部内生真菌的数量也明显多于叶部内生真菌，可见

内生真菌的分布受环境影响明显，并且具有组织偏

好。也说明不同环境下内生真菌丰富，在长期的接触

中，有更大概率侵入到植物体内，这与杨明俊等[15]

对水仙内生真菌的研究结果一致。此外，空白对照培

养基上未长出菌落，说明无环境污染，并且接触表面

消毒后材料表面的培养基上也无菌落长出，说明消毒

完全，表明所得菌株为来自植物体内真菌。 

2.2  内生真菌的形态学研究 

通过菌落形态和显微结构可以看出（表 2），麦

冬内生真菌在生长状态、菌落形态和显微结构上存

在较多差异，具有较为丰富的形态多样性，这也预

示着其分类地位存在差异，并具有一定的多样性。

而且产色素方面也存在较多差异，有产红色素、紫 

表 2  麦冬内生真菌形态描述 

Table 2  Morphology characteristics of fungal endophytes isolated from O. japonicas 

编号 来源 菌落特征 显微形态特征 

003/004 叶（野生） 气生菌丝，菌落初为白色，渐变为墨绿色，棉

絮状，3～4 d 完全长出 

分生孢子梗从菌丝上垂直长出，顶端排列成扫帚状孢子穗，

分生孢子串生，无色，球形，菌丝体可见螺旋状 

032b 叶（栽培） 气生菌丝，菌落边缘白色，基中间浅褐色，菌

丝直立生长且疏松，生长速度较快，2 d 完

全长出 

菌丝无隔膜，较粗，内有较多分生孢子，孢囊梗略弯曲或

直立，菌丝可见带状折叠 

037 根（栽培） 气生菌丝，起初为白色，后来菌落边缘白色，

中部墨绿色凸起，呈地毯状，质地絮状，4～

5 d 完全长出 

无隔膜，分枝发达，分枝顶端有分生孢子串，呈链状分散

排列，孢囊梗直立或弯曲，有匍匐菌丝，主枝与侧枝呈

直角 

031p 根（栽培） 气生菌丝，菌落淡紫色，气生菌丝绒毛状，3～

4 d 完全长出 

菌丝较发达，分枝处略缢束，离此不远处形成隔膜，小型

分生孢子椭圆形或纺锤形 

032a 叶（栽培） 气生菌丝，菌落背面为灰白色，正面颗粒状“小

黑点”呈蜘蛛网状，反面淡黄色，基内菌丝，

低矮，生长速度较快，2～3 d 完全长出 

菌丝有隔膜，分生孢子梗顶端膨大成为顶囊，呈球形，胞

壁较厚，个别孢子呈暗红色，大多数为黑色，顶端孢子

囊可形成“孢子穗” 
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续表 2 

编号 来源 菌落特征 显微形态特征 

008 叶（野生） 营养菌丝，菌落开始为白色之后边缘及中心黑色，

其余白色，菌丝稀疏，絮状，正反面颜色一致，

生长较缓慢，5～6 d完全长出 

无孢子囊，无接合孢子，有隔膜，锁状联合在菌丝横隔上方，以

菌丝和菌核的形成存在，菌核较小，菌丝体较细 

031r 根（栽培）气生菌丝，正面菌丝为白色，反面为深红色，放射

状，菌丝疏松呈地毯状，3～4 d完全长出 

主枝与侧枝成锐角，有横隔，分生孢子呈梭性 

029 根（野生） 气生菌丝，菌落粉红色，菌丝疏松，3～4 d完全

长出 

有横隔，假菌丝，横隔上有锁状联合，分生芽孢子较突出 

011 叶（野生） 起初菌落边缘白色，中间军绿色，最后正面整个菌

落为绿色，反面为黑墨色，菌丝呈地毯状，2～3

d完全长出 

横隔明显，呈竹节状，假二叉分枝，孢子囊球形或近球形，有分

枝的分生孢子梗，孢子囊簇生 

001 叶（野生） 营养菌丝，菌落边缘白色轮文，中部凸起，正面绿

色，局部生长缓慢，背面浅棕色，4～5 d完全

长出 

菌丝较细，分枝发达，有隔膜，侧生顶端孢子囊球形，菌丝分枝

繁茂，孢囊梗侧生分枝上产生多个无囊轴小型孢子囊，菌丝可

见瘤状突起，分生孢子为球形或近球形 

022 叶（野生） 营养菌丝，菌落初白色，渐变为军绿色，地毯状，

3～4 d完全长出 

菌丝体较粗壮，孢囊梗长，直立，侧枝顶端孢子囊球形，匍匐菌

丝发达，隔膜较少，主枝有隔，分枝无隔 

033 根（野生） 营养菌丝，菌落墨绿色，棉絮状，3～4 d完全长出 孢子簇生成孢子囊，有隔膜，分枝呈链状或螺旋状，有囊托，孢

子囊单生 

M1 根（野生） 气生菌丝，反面灰白色，菌丝疏松发达，呈蜘蛛网

状，生长速度较快，2 d完全长出 

孢子囊有喙状，哑铃状等，游动孢子卵圆形，孢囊梗发达，菌丝

较粗，无隔膜，无分枝，相互缠绕 

J7 根（野生） 气生菌丝，正面白色，反面淡紫色，菌丝疏松，呈

柔毛状向四周放射，3 d完全长出 

菌丝竹节状，有隔膜，分生孢子单生或成链，分枝与主枝成锐角，

分生孢子梗对生或单生 

Z9 叶（野生） 菌落背面为灰白色，正面颗粒状“小黑点”呈蜘蛛

网状，反面淡黄色，基内菌丝，低矮，2 d完全

长出 

菌丝有隔，孢子串生，或贴梗生长，孢子无色，球形 

H1/H14 根（野生） 气生菌丝致密，呈毛毡状状，浅而疏松，正反面淡

黄色，3 d完全长出 

大型分生孢子弯曲似镰刀形，多核，菌丝有隔膜，无孢子囊，小

型分生孢子为不对称的拟纺锤形，有厚垣孢子 

H19/H18 根（野生） 菌丝疏松繁密，正反面白色，反面基质略点淡黄色，

呈放射状生长，3～4 d完全长出 

游动孢子单生，卵圆形或卵圆形，菌丝较细，无隔膜，有接合孢

子、厚垣孢子 

H2 叶（野生） 正面绿色，背面青绿色，边缘为白色，气生菌丝絮

状，3～4 d完全长出 

菌丝有隔膜，分生孢子穗圆筒形，部分孢子呈浅绿色，仅上半部

产生孢子，顶囊烧瓶状 

H9 根（野生） 正面深绿色，背面青绿色，有一层绿色孢子粉，气

生菌丝棉絮状，3～4 d完全长出 

菌丝有隔膜，分生孢子穗圆筒形，生孢子无色或浅绿色，仅上半

部产生孢子，顶囊烧瓶状 

H5 根（野生） 正面和反面起初均为橘黄色，后来背面变为棕黄

色，菌丝为毛毡状，浓密，3～4 d完全长出 

无孢子囊，菌丝平滑较粗，有隔，竹节状，分枝顶端膨大或呈乳

头状突起，可见结合孢子 

H15 根（野生） 营养菌丝匍匐生长，正面白色，棉絮状，反面带淡

黄色，3～4 d完全长出 

菌丝有隔，无孢子囊，有结合孢子和孢子，侧枝可见分生芽孢子

或分生节孢子，小型分生孢子呈纺锤形 

H12 根（野生） 营养菌丝匍匐，略带浅黄色，棉絮状，气生菌丝白

色，3～4 d完全长出 

游动孢子卵圆形无色，或椭圆形，有的有隔膜或无，菌丝分枝旺

盛，可见芽孢子和厚垣孢子 

H7 根（野生） 营养菌丝或气生菌丝，菌丝蔓延生长，正反面白色，

疏松，棉絮状，3～4 d完全长出 

横隔发达，侧生芽孢子，或节孢子，顶生孢子，圆形或球形 

H8 根（野生） 正反面均为白色，菌丝疏松呈棉絮状，基质略带淡

黄色，3～4 d完全长出 

分生孢子椭圆形或卵圆形，多核，有隔膜，较少，分生芽孢子球

形至卵形，无色，单细胞或呈链，存在顶生孢子 
 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 47 卷 第 8 期 2016 年 4 月 

   

• 1386 • 

色素、绿色素、黄色素等，而部分真菌仅为白色。

此外部分真菌未观察到孢子，既可能其为不产孢真

菌，也有可能与培养条件有关。 

2.3  内生真菌分子生物学鉴定和聚类分析 

2.3.1  ITS 序列 PCR 扩增  通过对川麦冬内生

真菌的 DNA 提取，PCR 扩增后对扩增产物进行

电泳检测可以发现，所有菌株均扩增出明亮的

450～700 bp 的目的条带，专一性较好（图 1），

表明所用的提取方法，PCR 反应体系和反应条件

均较合适。对目的条带进行纯化并测序，并将所

有序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST 比对，并

将最高匹配度菌株列于表 3 中。并且将所有测序

序列提交到 NCBI 数据，其 NCBI 序列登录号如

表 3 所示。 

 

图 1  利用 PCR 技术扩增出的麦冬内生真菌 ITS1-5.8 S rDNA-ITS2 片段凝胶电泳条带 

Fig. 1  PCR amplification results of ITS1-5.8 S rDNA-ITS2 of fungal endophytes using ITS1 and ITS4 primers 

表 3  与 NCBI 数据库中匹配度高的可培养内生真菌 

Table 3  Culturable endophytic fungal closely matching to genbank sequences 

菌株 
编号 

分离菌株来源 
菌株基因 
编号 

NCBI 上匹配度最大菌株 匹配菌株来源 相似度/% 
匹配菌株 
NCBI 编号

037 根（栽培） KU321543 Aspergillus sydowii strain NRRL 254 美国辛辛那提 99 AY373869.1

031p 根（栽培） KU321541 Fusarium oxysporum isolate K9 中国哈尔滨 99 JF807396.1 

031r 根（栽培） KU321542 Fusarium oxysporum isolate K9 中国哈尔滨 99 JF807396.1 

029 根（野生） KU321544 Fusarium oxysporum strain FUS 印度新德里 99 HQ384394.1

033 根（野生） KU321545 Aspergillus fumigatus isolate LR7 中国南昌 99 KM520022.1
H1 根（野生） KU321546 Fusarium solani strain CS11785 中国北京 99 JX406517.1
H12 根（野生） KU321551 Fusarium sp. LD-11 中国哈尔滨 100 EU336986.1
H14 根（野生） KU321553 Fusarium solani strain WS11793 中国北京 99 JX406509.1
H15 根（野生） KU321552 Fusarium chlamydosporum strain C 瑞士纽沙特 99 KT634074.1
H18 根（野生） KU321554 Fusarium oxysporum strain FOCCB-1 中国长春 99 HQ451888.1
H19 根（野生） KU321555 Fusarium oxysporum isolate Fol-km 中国昆明 99 GU371875.1
H5 根（野生） KU321547 Fusarium chlamydosporum strain Sz5_2H 匈牙利塞格德 99 KJ584541.1
H7 根（野生） KU321548 Fusarium oxysporum isolate GIFUUHFA12 印度帕兰波 100 GQ121293.1
H8 根（野生） KU321549 Fusarium oxysporum strain GIFOZ-UHF 印度帕兰波 99 KJ938022.1
H9 根（野生） KU321550 Aspergillus fumigatus strain IHEM 19376 澳大利亚悉尼 99 KP131567.1
J7 根（野生） KU321556 Fusarium oxysporum isolate GIFUUHFA12 印度帕兰波 99 GQ121293.1
M1 根（野生） KU321557 Mucor circinelloides strain SX16 中国西安 99 KC329629.1
032a 叶（栽培） KU321558 Aspergillus flavus strain meijun3 中国北京 99 KR076750.1
032b 叶（栽培） KU321559 Mucor circinelloides strain KUC30062 韩国首尔 100 KT207745.1
001 叶（野生） KU321560 Aspergillus sp. HA11-KHI 巴基斯坦卡拉奇 99 KF964033.1
003 叶（野生） KU321561 Aspergillus fumigatus isolate LR7 中国南昌 99 KM520022.1
004 叶（野生） KU321562 Aspergillus fumigatus isolate LR7 中国南昌 99 KM520022.1
008 叶（野生） KU321563 Colletotrichum dracaenophilumisolate DMM 170 巴西 98 KJ396954.1
011 叶（野生） KU321564 Cladosporium sphaerospermum isolate PKU F16 中国深圳 99 KC113297.1
022 叶（野生） KU321565 Aspergillus fumigatus strain SX14 中国西安 99 KC329627.1
H2 叶（野生） KU321566 Aspergillus fumigatus isolate LR7 中国南昌 100 KM520022.1
Z9 叶（野生） KU321567 Aspergillus niger strain KQ7 中国贵阳 100 KJ639036.1

 

2 000 bp
1 000 bp
 750 bp
 500 bp
 200 bp
 100 bp

 

2 000 bp
1 000 bp
 750 bp
 500 bp
 200 bp
 100 bp

 

H7   H5   H1   H1    J7   H2   022   008  Marker 001  037  031p  031r  Z9   032b  H15 

004   011  Marker  032a  033   003 Marker  029   H19   H18   H14   H12    H9    H8  
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2.3.2  聚类分析  将比对后获得的相似度最高且具有代

表性的 2～4 菌株序列与本研究所得序列一起利用

MEGA 5.1软件进行聚类分析，并用NJ法构建系统发育

树（图2～5）。由图2和图3比较可见，分离自栽培型内

生真菌不仅数量少，其种类相对单一，但是根部和叶部

来源的内生真菌均未有相同属的菌株。根部来源的菌株

031p和031r根据比对结果和聚类分析结果，同时参考形

态学特征被鉴定为尖孢镰刀菌Fusarium oxysporum；菌株

037被鉴定为聚多曲霉Aspergillus sydowii。分离自栽培型

叶部的内生真菌 032a，其 ITS 序列比对和聚类分析

结果并不完全一致，但是同为 Aspergillus 属，参考

形态特征也只能鉴定为聚多曲酶 Aspergillus sp.。而

菌株 032b 被鉴定为 Mucor circinelloides。 

 

图 2  栽培川麦冬根部内生真菌 ITS 和 5.8 S rDNA 序列聚

类分析图 (NJ 法构建) 

Fig. 2  NJanalysis of ITS and 5.8 S rDNA sequences of 

fungal endophytes isolated from the roots of cultivated O. 
japonicas 

 
图 3  栽培川麦冬叶部内生真菌 ITS 和 5.8 S rDNA 序列聚

类分析图 (NJ 法构建) 

Fig. 3  NJ analysis of ITS and 5.8 S rDNA sequences of 

fungal endophytes isolated from leaves of cultivated O. 
japonicas 

 
图 4  野生麦冬根部内生真菌 ITS 和 5.8 S rDNA 序列聚类

分析图 (NJ 法构建) 

Fig. 4  Neighbour-joining analysis of ITS and 5.8 S rDNA 

sequences of fungal endophytes isolated from roots of wild O. 
japonicas 
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     031r（KU321542） 
 
 
 
   Aspergillus sydowii strain（AY373869.1）
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A. sydowii strain（AM883157.1） 

 
 
A. sydowii strain （AM883154.1） 
 
 
A. sydowii strain（KP329840.1） 
 

0.05 

A.sydowii

F. oxysporui

Aspergillus niger strain （KJ173525.1）
 
A. niger strain（KT173525.1） 
 
 
 032a（KU321558） 
 
 
A. niger strain（KJ639036.1） 
 
A. niger strain（JN676125.1） 
 
A. tubingensis strain（EF094824.1） 
 
 
 032b（KU321559） 
 
 
Mucor circinelloides f . circinelloides isolate （JQ683248.1） 
 
M. circinelloides strain（JQ683248.1） 
 
 
M. circinelloides strain（KT207745.1） 
 

0.05

A.sp.

M. circinelloides

Fusarium oxysporum strain（Q301898.1） 
H8（KU321549） 
H12（KU321551） 
F. oxysporum isolate（HQ907948.1） 
F. oxysporum isolate（KF941285.1） 
F. oxysporum isolate （GQ121286.1） 
H18（KU321554） 
F. oxysporum isolate （GQ121299.1） 

H19（KU321555） 

F. oxysporum strain （HQ384394.1） 
F. oxysporum strain （KJ938022.1） 
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图 5  野生川麦冬叶部内生真菌 ITS 和 5.8 S rDNA 序列聚

类分析图 (NJ 法构建) 

Fig. 5  NJ analysis of ITS and 5.8 S rDNA sequences of 

fungal endophytes isolated from leaves of wild Ophiopogon 

japonicas 

根据形态学特征、Blast 比对结果和聚类分析，

基本上可以将所有来源于野生川麦冬的内生真菌鉴

定到种（图 4、5），但是分离自野生川麦冬根部的

菌株 H5 和 H15，分离自野生川麦冬叶部的菌株 001

和 008 只鉴定到属（图 4、5）。由图 4 可见，野生

川麦冬根部内生真菌可以分为 5 个分类群，主要为

镰刀菌属 Fusarium ex Fr.、曲霉菌属 Aspergillus 

Mich. ex Link: Fr. 和毛霉属 Mucor Fresenius，其中

以镰刀菌占比最大，可见镰刀菌属为其优势菌属，

镰刀菌菌株的数量占野生麦冬根部内生真菌的

78.57%，而占所有分离得到的菌株比例为 40.74%。

其次就是曲霉菌属，从野生川麦冬根部分离得到 2

株本属内生真菌。由图 5 可见，从野生川麦冬叶部

分离得到的内生真菌也分为 5 个分类群，主要为曲

霉属、炭疽菌属 Colletotrichum Cda. 和枝孢属

Cladosporium Link。其中以曲霉属占比最大，表明

曲霉属内生真菌为野生麦冬叶部的优势菌属。曲霉

属菌株的数量占野生麦冬叶部内生真菌的 75.00%，

而占所有分离得到的菌株比例为 22.22%。可见，根

部优势菌属与叶优势菌属并不一致，这可能是由根

与叶不同的周边环境及其组织特异性所致。就野生

麦冬整体内生真菌来说，镰刀菌所占比例最大，为

优势均属，而曲霉属其次。 

就整体而言，麦冬具有较为丰富的内生真菌，

野生型无论是在种类还是在数量上都较大田栽培的

麦冬具有更为丰富的内生真菌。可见药用植物麦冬

的内生真菌分布同时受宿主植物、植物部位和环境

等多方面的因素影响。此外也可能是植物与环境长

期相互影响，在野生环境下受人为因素干扰较小，

而在栽培条件下，化肥和农药的使用都会影响内生

真菌的数量和分布。 

2.4  川麦冬内生真菌抗菌活性 

由表 4 可知，有 11 株菌对白色念珠菌具有抑菌

活性，占整个内生真菌数目的 40.74%。有 2 株菌对大

肠埃希菌具有明显抑菌活性，占整个内生真菌数目的

7.40%。分别有 1 株对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌和粪肠球菌具有明显抑菌活性，其均占 3.70%。此

外所有内生真菌均表现出只对单一指示菌具有明显

抑制作用，表现出明显的抑菌专一性。依据《中药药

理学》规定的抑菌能力判断标准：抑菌圈直径＜10 mm

为低敏，10～14 mm 为中敏，15～19 mm 为高敏，＞

20 mm 为极敏。可见在所有所得内生真菌中，H5、031p

和 H8 的抑菌圈均大于 20 mm，表现出相对较强的抑

制活性，值得进一步研究。 

3  讨论 

内生真菌广泛存在于植物体内，其种类和数量

与宿主植物种类、部位、生长状况，自然环境等密

切相关。其与植物长期共生，除受到植物的影响外，

在一定程度上也影响植物的生长发育，抗逆境胁迫，

与宿主形成互利互惠的共生关系[2,16-18]。大量研究表

明其存在广泛的生物多样性，作为重要的微生物资

源，不仅在生态学上，在医学，农业等方面具有重

要的价值[19]。程东庆等[11]通过对麦冬根部切片染色

观察的方法发现麦冬根部具有丰富的内生真菌菌丝

体。本实验中从野生和大田栽培的麦冬根和叶部位

分离得到 27 株内生真菌，在空间分布上不仅具有营

养部位特异性，而且还具有生长环境特异性。在野

生麦冬体内分布上无论是数量还是种类都明显较大

田栽培丰富，而且根部内生真菌数量也明显多于叶

部。杨明俊等[15]在研究水仙内生真菌时也发现水仙

根部内生真菌数量远多于其鳞茎，毕江涛等[20]研究

桃儿七内生真菌时也发现同样的规律。这可能有多

方面的原因，首先是野生环境受到生物或非生物胁

迫相对较多，内生真菌具有帮助宿主抵御逆境胁迫 

Aspergillus fumigatus strain （KM207771.1） 
A. fumigatus isolate （KM520022.1） 
A. fumigatus strain（KJ939430.1） 
A. fumigatus isolate（AB976024.1） 
A. fumigatus isolate（KF638652.1） 
A. fumigatus strain（KC119200.1） 
A. fumigatus strain （JX092088.1） 
A. fumigatus isolate （JQ082499.1） 
A. fumigatus strain （HQ285554.1） 

022（KU321565） 
004（KU321562） 
003（KU321562） 
H2（KU321562） 

A. niger isolate（JN227039.1） 
A. niger strain（KJ639036.1） 
Z9（KU321567） 

A. sp.（HM535364.1） 
A. sp. （JQ717323.1） 
A. sydowii isolate（KC795923.1） 
001KU321560） 
 
C. sphaerospermum isolate （KC113297.1） 
C. sp. （KC790536.1） 
C. sp. HDN13-337 isolate （KC790536.1） 
011（KU321564） 
008（KU321563） 
C. dracaenophilum isolate （KJ396954.1） 
C. dracaenophilum strain （DQ286211.1） 

0.05 
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表 4  麦冬内生真菌对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、粪肠球菌和白色念珠菌的抗菌活性 

Table 4  Antimicrobial activity of fungal endophytes isolated from O. japonicas against Staphyloccocus aureus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, and Moniliaalbican 

抑菌圈直径/mm 
内生真菌编号 

金黄色葡萄球菌 大肠埃希菌 铜绿假单胞菌 粪肠球菌 白色念珠菌 

32b 无 无 无 无 无 

H9 无 无 无 无 18.2±0.2 

H18 无 无 无 无 16.8±0.4 

M1 无 无 无 无 无 

H19 无 无 无 无 16.5±0.6 

H2 无 无 无 无 16.1±0.7 

033 无 无 无 无 19.0±0.3 

H5 34.2±0.1 无 无 无 无 

031p 无 无 42.0±0.7 无 无 

022 无 无 无 无 无 

Z9 无 无 无 无 无 

H8 无 无 无 无 23.0±0.7 

H14 无 无 无 无 无 

J7 无 无 无 无 17.5±0.4 

H1 无 无 无 无 无 

32a 无 无 无 无 无 

003 无 无 无 无 18.5±0.3 

004 无 无 无 无 18.3±0.4 

H12 无 无 无 无 16.7±1.5 

029 无 无 无 无 无 

011 无 无 无 无 无 

037 无 无 无 无 11.8±0.5 

008 无 12.3±0.5 无 无 无 

031r 无 18.5±0.5 无 无 无 

001 无 无 无 14.0±0.2 无 

H15 无 无 无 无 无 

H7 无 无 无 无 无 

硫酸链霉素 — 17.2±0.6 35.0±0.8 — — 

氨苄青霉素钠 33.6±0.78 — — 0.0±0.0 — 

阴性对照 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

“—”未获取相应数据 

“—” unknown the corresponding data  

的能力，那些具有丰富内生真菌的植株更易生活下

去[21-22]。其次就是在野生环境条件下，其生态群落

相对复杂，环境真菌多样性更为丰富，且受人为影

响较少（如施用农药），在长期植物与环境、植物

与植物间的相互作用必然影响植物内环境[23-24]，

从而导致野生麦冬较大田栽培麦冬内生真菌更为丰

富，同时也导致根部较叶部内生真菌内生真菌更为

丰富。另一方面，镰刀菌属和曲霉菌属内生真菌为
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麦冬内生真菌的优势菌株在大田和野生麦冬中均

有获得，但是镰刀菌属内生真菌均只在麦冬的根

部获得，而曲霉菌属在根部和叶部均有获得。可

见不同种类内生真菌在麦冬不同部位分布具有一

定特异性。陈宜涛等[12]曾从麦冬根部内生真菌中

随机选出 4 株进行鉴定发现，其均为镰刀菌，进

一步印证镰刀菌为麦冬根部的优势菌群。这也进

一步印证了内生真菌的类群具有组织特异性和分

布广泛性[25-27]。 

Liang 等[13]研究表明麦冬内生真菌对金黄色

酿脓葡萄球菌 Staphylococcus aureus 和新型隐球

菌 Cryptococcus neoformans 具有良好的抑制活

性，但是对大肠杆菌没有抑制作用。本研究利用

5 种病原菌作为指示菌研究显示，尽管均有对 5

种病原菌具有抑制活性的菌株存在，但是对大肠

埃希菌、铜绿假单胞菌和粪肠球菌抑制的菌株数

量极少，而对白色念珠菌具有抑制活性的菌株相

对较多，占整个菌株数的 40.74%。一方面表明麦

冬内生真菌对如大肠埃希菌等普遍抑制活性较

低，也表明内生真菌的抑菌谱也具有专一性，且

后续研究选择更多供试病原菌种类进行抑菌试验

研究，将更有利于了解麦冬内生真菌抗菌活性特

点。麦冬内生真菌作为麦冬植物内部重要的微生

物资源，具有丰富的多样性，而且也具有良好的

抑菌活性。其中菌株 H5、031p 和 H8 具有很强的

抑菌活性，具有从中挖掘较强抗菌活性成分的潜

力，这也是进一步工作的重点之一。 
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