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皱边石杉内生真菌资源遗传多样性的 ISSR 分析 
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摘  要：目的  采用 ISSR 标记技术从分子水平探讨皱边石杉内生真菌资源的遗传多样性，建立皱边石杉内生真菌资源遗传

分化指纹图谱，为筛选可产石杉碱甲的目标菌株提供快捷的判别依据。方法  以从皱边石杉中分离的 100 株内生真菌为材料，

建立其 ISSR 优化反应体系并分析其遗传多样性；TLC、HPLC 检测发酵产物。结果  优化筛选的 10 条 ISSR 引物对皱边石

杉内生真菌进行遗传多样性分析，共扩增出 3 975 条清晰条带，多态性条带占 100%。遗传相似系数为 0.59～0.96，在 0.64
水平，皱边石杉内生真菌可分为 11 类；在 0.67 水平，第 I 类又可分为 5 个亚类。采用引物 UBC868 对 13 号菌株及皱边石

杉基因组 DNA 扩增，在 500、200 bp 均具有清晰的扩增条带，发酵产物经 TLC 和 HPLC 检测，发现 13 号菌株与宿主植物

皱边石杉同样可产生石杉碱甲。结论  皱边石杉内生真菌资源遗传多样性高，遗传距离较远，遗传基础较宽，与 13 号菌株

同属一类的内生真菌可作为石杉碱甲生产的潜力菌株进行重点筛选和诱变。 
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ISSR analysis on genetic diversity of endophytic fungi of Huperzia crispata  
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Abstract: Objective  To study the genetic diversity of endophytic fungi of Huperzia crispata using ISSR markers at molecular level, to 
establish the fingerprint for genetic differentiation, and to provide the reference for screening the endophytic fungi strains which could 
biosynthesize huperzine A (Hup A). Methods  Endophytic fungi (100) isolated from H. crispata were selected as materials, their optimized 
ISSR reaction systems were established, and the genetic diversity was analyzed. TLC and HPLC were used to detect the fermentation 
products. Results  Ten ISSR primers were screened to analyze the genetic diversity of endophytic fungi of H. crispata. A total of 3 975 bands 
were amplified and all of them were polymorphic bands. The genetic similarity (GS) among the tested genotypes ranged from 0.59 to 0.96, 
and the tested strains were classified into 11 groups at GS 0.64. At GS 0.67, group I could be classified into five subgroups. Primer UBC868 
was used to amplify No.13 strain and DNA of H. crispata, and unambiguous bands were appeared at 500 and 200 bp. The fermentation 
products were detected and analyzed by TLC and HPLC and No.13 strain was found to produce Hup A same as the host plant H. crispata. 
Conclusion  Higher genetic distance and wider genetic base exist among endophytic fungi of H. crispata. The same ISSR category fungus as 
No.13 strain is the most important potential screening and inducing mutation strain. 
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皱边石杉 Huperzia crispata (Ching) Ching 为石

杉科石杉属植物[1-3]，在湖南省湘西自治州原始次生

林有零散分布，其内含有石杉碱甲（huperzine A，

Hup A），能有效改善阿尔茨海默病（Alzheimer’s 
disease，AD）患者的记忆、认知功能，表现出多靶

点治疗机制[4-5]，是治疗 AD 的首选用药[5-6]。皱边石

杉中 Hup A 的量为蛇足石杉 H. serrata (Thunb. ex 
Murray) Trev 的 1.86 倍[7]，已引起国内学者的格外关

注[8]。前期对皱边石杉进行组织培养，发现与蛇足

石杉等其他石杉科植物一样，存在内生真菌污染严

重的问题，难以培养成功[9]。至今为止，未见人工

栽培或以其他方式大量生产 Hup A 成功的报道。

随着世界人均寿命延长，越来越多的老年人群忍

受着 AD 带来的痛苦[10]。Hup A 临床用药需求不

断增加，野生资源逐步减少，利用植物内生菌生

产 Hup A 具有十分重要的意义。已有实验研究[9-11]

从蛇足石杉组织培养外植体中分离纯化出部分内生

真菌，证实了石杉科植物有内生真菌存在。石杉科

植物内生真菌的研究当前主要集中于菌株的分离纯

化、形态学初步鉴定[9,11-12]，相关分子标记研究尚未

见报道。本实验采用 ISSR 标记技术，建立皱边石

杉内生菌资源遗传多样性分化图谱，并与其宿主植

物 ISSR-PCR 图谱比对分析，TLC 和 HPLC 技术检

测潜力菌株目标发酵产物，旨在为皱边石杉内生真

菌种质资源评价奠定基础，为可产 Hup A 潜力菌株

提供快捷的筛选、判别依据。 
1  材料 

新鲜皱边石杉 Huperzia crispata (Ching) Ching
样品采自湖南省湘西自治州永顺县小溪原始次生林

国家自然保护区，并经湖南农业大学周朴华教授鉴

定。从中分离纯化的 100 株内生真菌保存于湖南农

业大学国家植物功能成分利用工程技术研究中心。 
2  方法 
2.1  ISSR-PCR 反应 
2.1.1  DNA提取  将保存菌株活化培养 2～3次，

马铃薯液体培养基发酵培养获得菌丝体，抽滤、无

菌超纯水洗涤 2～3 次，作为 DNA 提取材料。DNA
提取方法参考氯化苄法[13]进行，改研磨破壁为超声

破壁处理[14]，0.8%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA。 
2.1.2  ISSR 引物退火温度及多态性筛选  选用加

拿大哥伦比亚大学公布的 100 对 ISSR 引物，交

Invitrogen 公司合成。对提取的 DNA 随机混合分成 10
组作为 PCR 扩增模板，根据各引物 Tm 值将其分成

15 组，在 Tm 值上下各浮动 7.5 ℃，Biometra 
T-Gradient Thermoblock PCR 仪对混合 DNA 样本进

行 PCR 扩增。参考宋育红等[15]ISSR-PCR 反应体系，

设定 25 μL 基础反应体系中含 10×PCR 缓冲液

（Mg2+浓度为 2.5 mmol/L）2.5 μL，dNTPs（10 
mmol/L）0.5 μL，引物（10 pmol/μL）1.25 μL，Taq 
DNA 聚合酶（1 U/μL）1.25 μL，DNA 模板（10 ng/μL）
2.5 μL，无菌 ddH2O 17 μL。PCR 反应程序为：94  ℃

预变性 5 min；94  ℃ 变性 45 s、适宜温度下（最适

退火温度因引物而异）退火 45 s、72  ℃ 延伸 60 s，
30 次循环；72 ℃ 延伸 5 min。扩增产物经 2%琼脂

糖凝胶电泳 2 h，于自动凝胶成像系统进行观察照

相。以扩增带型清晰、多态性高、重现性好的温度

作为该引物的适宜退火温度，确定适合皱边石杉内

生真菌 DNA 扩增的 ISSR 引物，并用其扩增皱边石

杉新鲜材料基因组 DNA。 
2.1.3  ISSR-PCR 反应体系优化  确定了适宜的

ISSR 引物及其最适退火温度，25 μL 基础 PCR 反应

体系中分别设定 DNA 模板用量 10、20、30、40、
50 ng 5 个梯度；Taq DNA 聚合酶用量 1.0、1.5、
2.0、2.5、3 U 5 个梯度；Mg2+浓度 0.5、1.0、1.5、
2.0、2.5、3.0 mmol/L 6 个梯度；dNTPs 浓度 0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L 5 个梯度。在单因素试验

的基础上，采用正交设计 L9(34) 对影响 ISSR-PCR
反应的 DNA 模板用量、Taq DNA 聚合酶用量、Mg2+

浓度、dNTPs 浓度 4 个因素，各设置 3 水平进行试

验，共 9 个处理，见表 1。每个处理设置平行反应，

筛选最优 PCR 反应体系。 
2.1.4  数据处理与分析  对清晰可辨的电泳条带进

行统计分析，重复性不好的弱带不予记录，按照从

上到下的读带方向，根据扩增条带的有无计数，在

相同的迁移位置上，出现扩增条带赋值为“1”，不 
表 1  ISSR-PCR 的 L9(34) 正交试验设计 

Table 1  L9(34) orthogonal design for ISSR-PCR  

编号
DNA 聚合酶
浓度 / U 

Mg2+浓度 /  
(mmol•L−1) 

dNTP 浓度 / 
(mmol•L−1) 

DNA 模板
浓度 / ng 

1 1.5 1.0 0.4 10 
2 2.0 1.5 0.6 10 
3 3.0 2.0 0.8 10 
4 1.5 1.5 0.8 20 
5 2.0 2.0 0.4 20 
6 3.0 1.0 0.6 20 
7 1.5 2.0 0.6 30 
8 2.0 1.0 0.8 30 
9 3.0 1.5 0.4 30 
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存在的赋值为“0”，用 NTSYS2.1 软件分析内生真

菌资源之间的遗传相似系数，非加权配对算术平均

法进行聚类分析，绘制系统聚类图。 
2.2  菌株形态学观察及种属鉴定 

点植法接种进行菌落形态学观察，斜插片法进行

菌丝体、孢子形态学观察；参照《真菌鉴定手册》、《中

国真菌志》对所获真菌进行形态学初步鉴定。 
在形态学鉴定基础上，设计 ITS1/ITS4，ITS4/ITS5

两对引物对核糖体 5.8S rDNA ITS 保守区域进行

PCR 扩增，扩增产物纯化、测序，测序结果提交

NCBI 在线 BLAST 同源性比较，构建 NJ 系统进化

树，鉴定菌株种属。 
2.3  TLC、HPLC 检测目标菌株的发酵产物 

内生真菌经活化培养、马铃薯液体发酵，400 
mL 发酵液真空减压浓缩至 10 mL，等份分取并分

别与等体积的无菌超纯水、无水乙醇混匀，10 000 
r/min 离心 10 min，吸取 8 μL 上清液点于已活化的

高效硅胶 G 预制板上，与 Hup A 对照品共薄层。参

考《中国药典》2010 年版检测方法[16]，展开剂为：

正丁醇-冰醋酸-超纯水（7∶1∶2），于 365 nm 处扫

描拍照，Camag Hptlc Scanner 3 系统分析目标菌株

产 Hup A 的量。 
根据 TLC 初步检测结果，对潜力菌株放大培养

至 4 L，真空减压浓缩至 40 mL，按 1∶3 比例加入乙

醇，索式提取 12 h，乙醇层减压浓缩蒸干，加入 4 mL
甲醇溶解，pH 值调节至 8～10，0.45 μm 有机膜滤过

用于 HPLC 分析。分析条件参考 Yu 等[7]的方法进行。 
3  结果与分析 
3.1  ISSR-PCR 反应体系优化 

根据 L9 (34) 正交试验，对皱边石杉内生真菌

菌丝体 DNA 混合模板进行 ISSR-PCR 扩增、琼脂

糖凝胶电泳检测（图 1）。由图 1 的电泳结果可知，

以 7 号处理多态性条带最为丰富、平行样重复性

好。25 μL ISSR-PCR 优选体系为：10×PCR 缓冲

液（Mg2+浓度为 2.0 mmol/L）2.5 μL，dNTPs（10 
mmol/L）0.6 μL，引物（10 pmol/μL）2.0 μL，Taq 
DNA 聚合酶（1 U/μL）1.5 μL，DNA 模板（10 ng/μL）
3 μL，无菌 ddH2O 15.4 μL。 
3.2  内生真菌 ISSR 多态性分析 

将所有内生真菌菌丝体 DNA 随机混合分成

10 份，结合探索各引物退火温度，从 100 条 ISSR
引物中筛出 41 条备选引物，再从 41 条备选引物

中筛出 10 条谱带清晰、多态性高的引物，对其内

生真菌基因组 DNA 进行 PCR 扩增。结果见表 2。
按照形态学初步归类比对结果，将相似性很高菌

株的 ISSR-PCR 产物邻接点样，扩增产物大小介

于 200～2 000 bp（图 2）。10 条引物共扩增出 3 975
条谱带，均为多态性谱带。平均每个引物扩增条

带数为 39.75。用 Popgene32 软件分析，Nei’s 基

因多样性平均为 0.280 4，Shannon’s 信息指数为 

 

图 1  ISSR-PCR 优化体系扩增电泳结果 
Fig. 1  Electrophoresis of optimized ISSR-PCR 

 reaction system 

表 2  10 条用于 ISSR-PCR 扩增的引物及各引物扩增的条带数 
Table 2  Ten primers and amplified bands for ISSR-PCR  

引物编号 序列 退火温度 / ℃ 扩增条带数 多态性条带数 多态性百分率 / %
UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 50 382 382 100 
UBC 848 CACACACACACACACARG 41 309 309 100 
UBC 850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC 46 419 419 100 
UBC 856 ACACACACACACACACYA 41 282 282 100 
UBC 861 ACCACCACCACCACCACC 61 409 409 100 
UBC 864 ATGATGATGATGATGATG 47 495 495 100 
UBC 868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 46 531 531 100 
UBC 873 GACAGACAGACAGACA 47 513 513 100 
UBC 880 GGAGAGGAGAGGAGA 41 272 272 100 
UBC 887 DVDTCTCTCTCTCTCTC 40 363 363 100 
合计   3 975 3 975 100 

D = A, G, T  V = A, C, G 

1  1  2  2  3  3  4  4  5  5  6  6  7  7  8  8  9  9 
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图 2  引物 UBC 868 对皱边石杉内生真菌 DNA 的扩增结果 

Fig. 2  Amplification of H. crispata endophytic fungi DNA  

by Primer UBC 868 

0.439 2。由表 2、图 2 可知皱边石杉内生真菌资源

的 ISSR 多态性水平较高，这 10 条引物可作为石

杉科植物内生真菌多样性分析的首选引物。 
3.3  皱边石杉内生真菌资源遗传多样性及聚类分析 

以优化筛选出的 10 条引物对所有菌株 DNA 进

行 ISSR-PCR 扩增，构建其分子进化系统树（图 3）。 

 
图 3  基于 ISSR 数据构建的内生真菌系统聚类图 

Fig. 3  Dendrogram of endophytic fungi 
 based on ISSR  

由图 3 可知，在相似性系数为 0.64 时，内生真

菌资源可分为 11 个大类。其中第 I 大类在相似系数

为 0.67 时，又可细分为 A、B、C、D、E 5 个小类， 
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分别包括：1、2、46、52、48、40、8、60、32、26、
9、24 和 56 号；3、21、5、53、38、11、27、12、
63、64、43 和 44 号；6 和 84 号；10、36、85、59、
31、33、90、91、92、95、100、93、96 和 94 号；

22、25、16 和 41 号。由此可见，皱边石杉内生真

菌资源遗传多样性非常丰富。 
3.4  皱边石杉基因组 DNA 的 ISSR 分析 

以 10 条优选的 ISSR 引物对皱边石杉新鲜材料

基因组 DNA 进行 PCR 扩增（图 4），UBC 842、UBC 
850、UBC 861、UBC 868、UBC 873 均可扩增出清

晰的多态性条带。UBC842 扩增获得 1 条清晰条带

（大小约 400 bp）、UBC 850 扩增获得 2 条清晰条带

（大小约 350 bp 和 400 bp）、UBC 861 扩增获得 5 条

清晰条带（大小约 1 000，600，550，400、300 bp）、
UBC 868 扩增获得 3 条清晰条带（大小约 500、350、
200 bp）、UBC 873 扩增获得 4 条清晰条带（大小约

1 000、600、400、350 bp）。由此可知，优化的 10
条 ISSR 引物有 5 条可对皱边石杉基因组 DNA 进行

良好的 ISSR 扩增。 

 
图 4  10 条 ISSR 引物对皱边石杉 DNA 的扩增结果 

Fig. 4  Amplification of H. crispata DNA  
  by 10 selected ISSR primers 

3.5  内生真菌发酵生产 Hup A 的 TLC、HPLC
分析 

由于 13 号菌株发酵液醇提物、水提物均与对照

品 Hup A 有相同 Rf 值的迁移条带，因此选定 13 号

作为重点研究对象，据此可初步推断 13 号菌株具有

生产 Hup A 的潜力，见图 5。 
根据菌株形态学观察及种属鉴定结果，13 号菌

株在 PDA 培养基上，菌落初期呈白色不规则圆形，

蔓延生长，成熟后略带灰色，周围有白色气生菌丝，

气生菌丝较为发达，长绒毛状；镜检菌丝无隔膜，无 

  

1 和 12-Hup A 对照品  2～5-发酵液水样  6～11-发酵液醇样 
1 and 12-Hup A reference substance  2―5-fermentation aqueous 
samples  6―11-fermentation ethanol samples 

图 5  13 号菌株发酵液水样和醇样的 TLC 分析 
Fig. 5  TLC analysis on water and ethanol samples 
      extracted from No.13 strains fermentation 

细胞核，呈分枝丝状体，产生孢子器，圆形分生孢子，

但不明显。参照《真菌鉴定手册》、《中国真菌志》，

初步推断 13号菌株为半知菌类真菌。扩增 5.8 S rDNA 
ITS 保守区序列，ITS1/ITS4 引物扩增结果 BLAST 同

源性比对发现 13 号菌与胶孢炭疽病菌 Colletotrichum 
gloeosporioides ITS 区之间的同源性为 99%；

ITS4/ITS5 引物扩增结果 BLAST 同源性比对发现 13
号菌株与胶孢炭疽病菌亲缘关系最近（NJ 置信度为

76%），由此可知，13 号菌株为胶孢炭疽病菌一变种。  
对 13 号菌进行放大发酵培养，发酵液经前处理

之后进行 HPLC 分析。从图 6 可知，13 号菌株发酵液

放大样与 Hup A 对照品有相同的保留时间，且峰形尖

锐，无杂质峰干扰。由图 5、6 的 TLC 和 HPLC 分析

结果可知，13 号菌株具有诱导生产 Hup A 的潜能。 

 
图 6  石杉碱甲对照品 (A) 和 13 号菌株放大培养 (B) 的 

HPLC 图 
Fig. 6  HPLC chromatograms of Hup A reference substance 

(A) and No.13 strain enlarged fermentation (B)  

4  讨论 
由 ISSR 分子标记指纹图谱及菌落形态可知：

53 和 38 号、27 和 12 号、31 和 33 号、19 和 34 号、

15 和 49 号菌株聚类分析各归为一小类，但其

ISSR-PCR 扩增条带多态性有差异，其菌落形态特

征、菌丝体结构也有所不同；40 和 48 号、8 和 60
号、32 和 26 号、23 和 58 号、67 和 13 号、37 和

54 号、30 和 69 号、28 和 29 号、18 和 20 号、57 和

    
0  2  4  6  8  10  12    0  2  4  6  8  10  12

t / min 

A B Hup A
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61号菌株聚类分析结果各归为一小类，其对应的ISSR
指纹图谱存在明显差异，菌落形态特征、菌丝体结构、

孢子体形态也明显不同；9 和 24 号、22 和 25 号、16
和 41 号、62 和 65 号菌株聚类分析各归为一小类，

ISSR-PCR 扩增条带较为接近，菌落形态特征相似，

但菌丝体结构存在明显差异。仅有 1 和 2 号、46 和

52 号、63 和 64 号、43 和 44 号、35 和 42 号这 5 对

菌株亲缘关系极近，且菌落形态特征、菌丝体显微镜

观察结果极为类似，比较对应的 ISSR 指纹图谱各自吻

合，可推定这 5 对菌株各有 1 个重复样本。100 个菌株，

通过形态学鉴定可归为 7 个属类，而 ISSR 分子标记聚

类分析可将其分为11大类。第I大类在相似系数为0.67
时，又可细分为A、B、C、D、E 5 个小类。一些在形

态学鉴定为同一个种属的菌株，经过 ISSR 分子标记归

类并不归在同一个类群中。由此可知，皱边石杉内生

真菌资源遗传多样性丰富，ISSR 分子标记细化并矫正

了形态分类结果，为后期开发利用这些真菌资源提供

丰富的遗传参考。 
以 UBC 868 扩增皱边石杉所有内生真菌基因

组 DNA（图 2），条带清晰、丰富，以其对皱边石

杉植物样本 DNA 进行扩增，在 500、350、200 bp
处均有清晰扩增条带（图 4），其中 13 号菌株在 500、
200 bp 均有清晰的扩增条带，可获知 13 号菌株与宿

主植物存在某些基因序列相同的片段。13 号菌株可

产生与宿主皱边石杉相同的功能成分——Hup A，

由“内共生理论”可推测皱边石杉及其内生真菌形

成了“真菌–宿主”共生体系，并在代谢产物中表

现出趋同效果[17]，因而产生相同的次生代谢产物。

利用内生真菌生产药用植物活性成分，一方面可保

护珍稀药用植物资源，另一方面可发挥真菌繁殖快、

生产量大等优势，前景广阔。但目前研究大部分集

中于菌种的分离纯化及发酵产物的分析，对所获菌

株需要发酵筛选，若没有筛选出最优发酵条件，一

些潜力菌株会被淘汰。本试验建立的皱边石杉内生

真菌 ISSR 遗传分化图谱（图 3），从其遗传进化关

系上分析：13 号菌株所在的第Ⅲ类菌株可作为 Hup 
A 生产的重点筛选、诱变对象；此遗传分化图谱对

有目的性选择、开发其他目标功能菌株也具有重要

的参考价值。 
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