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摘 　要 :目的 　探讨内生真菌促进大戟药材生产的方法。方法 　接种大戟内生真菌到大戟组培苗 ,将建立共生后
的组培苗移栽室外 ,生长 1 年后 ,检测生物量和萜类的量。结果 　内生真菌 E4 ( Fusari um sp1 Ⅰ)和 E5 ( Fusari um

sp1 Ⅱ)均促进了宿主植物生长 ,使根的鲜质量分别提高了 49145 %和 59174 % ;并使大戟的折干率提高了 2199 %和
6148 % ;同时提高了大戟组培期和室外生长 1 年后二萜物质异大戟素和三萜物质大戟醇的量。室外生长 1 年后 ,

E4 处理组 ,异大戟素和大戟醇分别比对照提高了 92179 %和 40 % ; E5 处理组 ,异大戟素和大戟醇分别比对照提高
了 1051 32 %和 241138 %。结论 　内生真菌 E4 和 E5 对大戟有促生长作用 ,并能同时促进其萜类的合成。
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Effects of endophytic fungi on growth and two kinds of terpenoids for Euphorbia pekinensis
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Abstract : Objective 　To study t he producing met hod for Eu p horbi a peki nensis promoted by endop hy

ticf ungi1 Methods 　The tissue cult ure plantlet s were innoculated wit h endop hytic f ungi , t hen it was t rans2
planted to t he pods and cult ured for one year1 The biomass and content of terpenoids (isoeup hpekinensin

and eup hol) were determined1 Results 　The growt h of the E1 peki nensis was p romoted by endop hytic f un2
gi E4 ( Fusari um sp1 Ⅰ) and E5 ( Fusari um sp1 Ⅱ)1 The f resh weight of t he root increased 49145 % and

59174 % for E4 and E5 t reated , respectively1 The plant s dry weight coefficient increased 2199 % and

6148 % for E4 and E5 t reated , respectively1 The content s of isoeup hpekinensin and eup hol in t he plant s

were increased for tissue cultured in bot h bot tles and pods1 For the plant s cultured in pods for one year ,

t he isoeup hpekinensin and eup hol increased 92179 % and 40 % , respectively t reated by E41 The isoeup hpe2
kinensin and eup hol increassed 105132 % and 241138 % , respectively t reated by E51 Conclusion 　The endo2
p hytic f ungi E4 and E5 could promote t he growth of E1 peki nensis and accumulated terpenoids1

Key words : Eu p horbi a peki nensis Rupr1 ; endop hytic f ungi ; isoeup hpekinensin ; eup hol

　　大戟 Eu p horbi a peki nensis Rupr1 是一种多年

生宿根药用植物 ,性苦、寒、有毒 ,可用于治疗疔疮、

疖肿水肿、血吸虫病、肝硬化、结核性结膜炎引起的

腹水和胸腔积液[ 1 ] 。因其内含丰富的二萜和三萜类

化合物 ,故具有抗肿瘤、抗白血病等生理活性[2 ] 。但

由于大戟生长慢 ,种子数量少 ,繁殖受季节等多种因

素的制约 ,因此难以满足人们对该药材的需求。本

实验室先前已开展利用大戟内生真菌提高大戟组培

苗的炼苗成活率的研究[3 ] ,结果表明大戟内生真菌

镰刀菌 E4 和 E5 菌株能促进大戟组培苗的生长并

提高其炼苗成活率。大戟内生真菌 E4 和 E5 能否

在促进组培苗室外生长的同时促进萜类活性物质的

积累 ,是否促进大戟的生物量和活性物质的双增长 ,

有待于深入探讨。笔者前期研究发现 ,大戟根内量

最大的二萜为异大戟素 (isoeup hpekinensin) ;量最

大的三萜为大戟醇 (eup hol) 。因此在研究中分别以

异大戟素和大戟醇为二萜和三萜代表。探索用

HPL C 法对大戟培养物中的萜类物质进行定量分

析 ;并从整体生物学角度 ,在植株整体水平研究大戟

内生真菌对大戟生长和活性物质合成的影响 ,为这
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类真菌的应用提供理论基础。

1 　材料和方法

111 　材料 :大戟原植物采自安徽省琅琊山森林公

园 ,经江苏省植物研究所徐增莱副研究员鉴定后移

栽于花盆中[4 ] 。通过组织培养得到其无菌试管苗 ,

株高 2～3 cm。大戟醇和异大戟素对照品由南京中

医药大学中药学院梁侨丽副教授分离鉴定 ,经过

H PL C 分析 ,为单一峰 ,质量分数为 99 %。

112 　内生真菌菌种和培养基 :两种内生真菌均由本

实验室分离、鉴定和保藏 , E4 ( Fusari um sp1 Ⅰ) 和

E5 ( Fusari um sp1 Ⅱ) )分离自大戟。使用之前先接

种在马铃薯葡萄糖培养基 ( PDA)上活化培养 7 d。

培养基 :植物材料继代培养基为 1/ 2MS + 蔗糖

30 g/ L + 琼脂 8 g/ L 的固体培养基 ,用 012 mol/ L

KO H 和 012 mol/ L HCl 调 p H 值为 518 ,然后高压

高温 (121 ℃)灭菌 20 min[5 ] 。植物内生真菌菌种保

藏和活化培养基均用马铃薯葡萄糖培养基 ( PDA) 。

113 　组织培养 :剪取在 MS + 蔗糖 30 g/ L + 琼脂 8

g/ L 培养基上生长 2 个月左右、长势较一致、高约 2

cm 的大戟苗 ,分别移入继代培养基和其他几种处理

培养基中 ,每个装有 50 mL 培养基的 100 mL 三角

瓶中接入两株大戟苗 ,相距 115～2 cm ,称量并记录

每瓶的接种量。培养温度为白天 (24 ±2) ℃;夜间

(18 ±2) ℃,光照强度 1 500 lx ,光照时间 12 h/ d。

114 　接菌培养 :于转接后培养的第 3 周时 ,将经马

铃薯葡萄糖培养基活化培养 7 d 的 2 种内生真菌分

别用打孔器 (直径 9 mm) 在菌落表面打取平板菌

片 ,然后用接种针将菌片接种于 2 株苗中间的培养

基上 ,每瓶接种 1 片 ,与大戟共生培养。两种处理的

对照相同 (即在继代培养基中只接种苗不接种真

菌) [6 ] 。采用完全随机实验设计 ,每种处理重复 10

瓶。定期观察并记录苗和内生菌的生长情况。

115 　炼苗和移栽 :所有处理组均于转接后培养的第

9 周开始炼苗 ,先在室温条件下打开封口膜 ,3～4 d

后 ,把组培苗从培养瓶中取出 ,洗净根部的培养基 ,

对鲜质量、折干率等生物学性状进行测定。然后移

栽入草炭2蛭石2珍珠岩 (1 ∶1 ∶1) 的基质中 ,适时喷

水 ,并用塑料小拱棚保湿和遮荫。3 周后 ,将炼苗成

活的大戟苗移入装有普通土的大花盆中移栽 ,定期

浇水、除草。

116 　鲜质量和折干率的计算 :将从瓶中收获的各处

理大戟和炼苗成活并于花盆栽培 1 年后挖取的大

戟 ,洗净后用吸水纸吸干水分 ,分别称取鲜质量 ,置

于烘箱中 50 ℃干燥至恒重 ,称取干质量 ,随后根据

每株大戟的鲜质量和干质量计算折干率[7 ] 。

117 　大戟根内异大戟素和大戟醇提取及检测方法

11711 　仪器 : Agilent 1100 型高效液相色谱仪 (美

国 Agilent 公司) ;二极管阵列紫外检测器。

11712 　色谱条件 : Hedera Packing Material Li2
chrosp her 52C18色谱柱 (200 mm ×416 mm ,5μm) ;

异大戟素流动相 :甲醇2水 (80 ∶20) ,体积流量 110

mL/ min ,柱温 30 ℃,检测波长 268 nm。大戟醇流

动相 :乙腈2水 (95 ∶5) ,体积流量 110 mL/ min ,柱温

25 ℃,检测波长 217 nm。

11713 　样品的提取 :将烘干至恒重的大戟根用粉碎

机打磨成均匀的粉末 ,准确称取 015 g ,置具塞锥形

瓶中 ,加入 20 mL 甲醇后称质量 ,超声处理 (功率

400 W ;频率 40 k Hz ; KQ2100 E 型超声波清洗器) 30

min ,冷却后再称质量 ,补足损失的甲醇。真空减压

抽滤 ,滤液 40 ℃真空浓缩至浸膏状 ,用甲醇溶解定

容至 1 mL ,转入离心管中 12 000 r/ min 离心 5 min

后取上清液 ,用有机滤膜 (孔径 0145μm) 滤过后作

为供试品溶液备用。

11714 　异大戟素标准曲线的绘制 :精密称取异大戟

素 110 mg 置 1 mL 容量瓶中 ,加入少许甲醇 ,超声

使完全溶解 ,冷却至室温后 ,用甲醇定容至刻度。用

微量进样器分别取对照品溶液 2、4、6、8、10μL 分别

进样 ,并记录各峰面积。

11715 　大戟醇标准曲线的绘制 :精密称取大戟醇

115 mg 超声溶解于 2 mL 甲醇中 , 再依次稀释

成 0175、01375、01187 5、01093 75、01046 875、

01023 437 5 mg/ mL ,用微量进样器分别吸取 20μL

进样 ,记录各峰面积。

118 　统计方法 :用 SPSS1010 统计软件处理大戟的生

物量、根数、主根长、株高分别与对照进行方差分析 ,结

果以 x ±s的形式表示[8 ] ,用 F检验显著性差异。

2 　结果

211 　异大戟素和大戟醇检测方法的建立 :异大戟素

保留时间为 14103 min ,大戟醇 36187 min。在根提

取物的相应保留时间 ,分别出现了相应的峰 ,回加对

照品后 ,该峰增高。色谱图分别见图 1 和 2。

21111 　回归方程 :分别以对照品进样量为横坐标 ,

峰面积积分值为纵坐标进行线性回归。异大戟素

(014～2μg) 和大戟醇 (01468 75～30μg) 的峰面积

与质量浓度呈线性关系 ,回归方程分别为 : Y =

3 13613 X - 851651 , r = 01999 9 ; Y = 201184 X +

511874 , r = 01999 3。

21112 　平均回收率 :取已测定的样品溶液 ,精密加
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入异大戟素 (018μg/μL ) 和大戟醇 (715μg/μL ) 对

照品溶液 10μL ,按样品测定法测定 ,计算回收率 ,

结果异大戟素和大戟醇平均回收率分别为 96185 %

和 97113 %( n = 4) 。

21113 　精密度试验 :取同一样品 ,各重复进样 5 次 ,

根据测得的样品中异大戟素和大戟醇的质量浓度

(μg/μL)计算 RSD 分别为 3164 %和 2185 %。

21114 　重现性试验 :取同一样品各 5 份 ,制备 5 份

样品液 ,分别进样测定异大戟素和大戟醇的质量浓

度 ,计算 RSD 为 4110 %和 312 %。

212 　内生真菌 E4 和 E5 处理对大戟在室外生长状

况和折干率的影响 :由图 3 可以看出 ,在室外栽培两

个月的大戟 ,与对照相比 ,内生真菌处理组大戟叶片

生长速度较快 ,叶片更绿 ,尤其是 E5 处理后的大戟

植株最高 ,叶片最大 ,最厚实。

　　而经室外栽培 1 年后收获的大戟 ,如图 4 所示 ,

对照的须根较多 ,根毛较短 ,内生真菌处理的植株的

根比对照粗、长。对照鲜质量为 (121014 ±0126) g ,

E4 和 E5 菌都提高了大戟的鲜质量 , 分别为

(171955 ±0135) g 和 (191191 ±0144) g。E5 处理

的大戟鲜质量最高 ,比对照提高了 59174 %(图 4) 。

　　折干率即烘干至恒重的根茎单株质量与其鲜质

量的百分比 ,是干物质积累状况的反映 ,也是大戟内

在质量的反应。折干率高 ,则大戟加工后成品率高 ,

加工质量较好。从测定结果看 ,2 种内生真菌都能

提高大戟的折干率 ,其中 E5 能显著提高组培苗和

室外栽培苗的折干率。与对照相比 ,在无其他菌的

A2对照　B2E4 菌处理　C2E5 菌处理

A2cont rol 　B2t reated by st rain E4 　C2t reatedd by st rain E5

图 3 　各处理大戟在室外生长状况

Fig13 　Growth status of E1 pekinensis

in f ield by various treatments

影响条件下 ,E4 和 E5 处理的大戟折干率分别提高

了 2199 %和 6148 %。与在自然环境中生长 1 年的

大戟相比 ,E4 和 E5 处理后的大戟折干率分别提高

了 6106 %和 12119 %。该测定结果说明内生真菌对

大戟的增产效应是其对干物质积累的促进作用所
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A2对照　B2E4 菌处理　C2E5 菌处理

A2cont rol 　B2t reated by st rain E4 　C2t reated by st rain E5

图 4 　内生菌对 1 年生大戟根的影响

Fig14 　Effects of endophytic fungi on roots

of one2year growth E1 pekinensis

致 ,而不仅是含水量的增加所致 ,见表 1。
表 1 　2 种内生真菌对大戟折干率的影响( x ±s , n = 5)

Table 1 　Effect of two endophytic fungi on dry weight

coeff icient of E1 pekinensis ( x ±s , n = 5)

处理
折干率/ %

　　　瓶中组培苗 1 年生

对照 　　　41 01 ±0105 　　　281 38 ±0193

E4 　　　41 13 ±0104 　　　301 10 ±0166

E5 　　　41 27 ±0113 3 　　　311 84 ±0128 3

　　3 与对照组比较 , P < 01 05

　　P < 01 05 vs cont rol group

213 　内生真菌 E4 和 E5 处理对大戟组培期和生长

1 年后萜类量的影响 :在组培期 ,对照的异大戟素和

大戟醇的量分别为 01023 和 01164 mg/ g ,与内生真

菌共生的大戟组培苗根内二萜和三萜类化合物的量

都比对照高 , E4 菌株使异大戟素的量提高到 01067

mg/ g ,大戟醇达到 01496 mg/ g , E5 处理组异大戟

素的量达 01145 mg/ g ,大戟醇的量达 01624 mg/ g。

生长 1 年后 ,大戟与内生真菌共生 1 年后 ,其根

内异大戟素和大戟醇的量都得到了显著的提高 ,对

照异大戟素的量为 31705 mg/ g ,大戟醇为 01065

mg/ g。与对照相比 , E4 菌株处理使异大戟素的量

比对照提高了 92179 % ,为 71138 mg/ g ;大戟醇的量

提高了 40 % ,达到 01091 mg/ g。E5 菌株的处理效

果更明显 ,异大戟素的量达 71607 mg/ g ,比对照提

高了 105132 %。大戟醇的量为 01222 mg/ g ,比对照

提高了 241138 %。

3 　讨论

目前京大戟中单一萜类化合物的提取和检测的

完整方法至今没有建立。王文祥[9 ,10 ] 、裴月湖[11 ] 和

潘勤[ 12 ]等主要研究狼毒大戟和月腺大戟的化学成

分及生理活性 ;孔令义[13 ]和师彦平[14 ]等集中研究大

戟类药材主要萜类化合物的分离提取及结构鉴定。

本研究建立的大戟二萜和三萜的主要代表性化学物

质异大戟素和大戟醇量的检测方法回收率高、精密

度好 ,提取方法简单易行 ,对于大戟类药材品质的鉴

定、化合物的分离检测都提供了有利条件。

农作物的生产中可以利用化肥提高产量 ,而药

材有其特殊性 ,其产量的高低取决于生物量和次生

代谢产物的量两方面[ 15 ,16 ] 。杨靖[17 ] 等研究发现剑

叶龙血树根部的特异性内生真菌作用于龙血树材质

可促成血竭的形成。大戟的成活率低 ,药材生产周

期长 ,利用其内生真菌提高它的成活率 ,并提高大戟

的产量 ,尤其是根的产量 ,同时提高了主要次生代谢

产物的量。这说明 ,内生真菌除了能改善大戟的营

养条件以外 ,还能影响大戟中萜类物质的产生。该

结果为单一利用大戟内生真菌促进药材内目标化合

物的合成提供了新的方法 ,并为提高特殊药材的地

道性提供了新的生产思路。而内生真菌侵染大戟组

培苗后产生影响的作用机制将有待于进一步研究。
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