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绶草内生真菌化学成分相关性的研究 
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摘  要：目的  探讨绶草内生真菌与其宿主化学成分的相关性，为阐明药用植物真菌与宿主植物产生相同或相似化学成分的

机制奠定基础。方法  采用 HPLC 法对绶草及其内生真菌各提取部位进行色谱分析，并利用 SPSS16.0 软件对色谱结果进行

聚类，得到绶草内生真菌之间化学成分的相关性。结果  绶草内生真菌石油醚提取物的聚类规律不明显；醋酸乙酯提取物及

水饱和正丁醇提取物均表现为分离自同一部位的真菌倾向于聚类在同一分支，相同种属的内生真菌同样倾向于聚类在同一分

支，且以醋酸乙酯提取物表现最为明显。结论  绶草内生真菌石油醚提取物之间的相关性最小，醋酸乙酯提取物与真菌分离

部位相关性最为明显，与真菌的种属同样存在较大的相关性。 
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Correlations of chemical constituents in endophyte isolated from Spiranthes sinensis 
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Abstract: Objective  To discuss correlations between the chemical constituents of different endophytic fungi and their host and 
provide basis of researching the mechanism of some endophytic fungi which have the abilities to produce the same or similar chemical 
constituents as their host plant product. Methods  Chemical compounds derived from the endophytic fungi and their host Spiramthes 
sinensis were tested by HPLC, and the correlation data were analysed by SPSS16.0. Results  The clustering is not obvious between 
petroleum ether extracts of fungi; the result of study on the ethyl acetate extracts and water-saturated n-butanol extracts showed that 
fungi isolated from the same organ tended to cluster together and the same species fungi tended to cluster together. Conclusion  
Correlation among the petroleum ether extracts of the fungi is not obvious. The correlation between the ethyl acetate extracts are the 
most obvious in organ from which the fungi isolated and within the species. 
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绶草 Spiranthes sinensis (Pers) Ames 为兰科绶

草属多年生草本植物，生于湿草地、山坡林下或草

丛中，全国各地均有分布，被列为国家二级濒危保

护植物[1]，具有益气养阴、清热解毒的功效。在民

间用作治疗糖尿病、呼吸系统疾病、抗病毒、抗肿

瘤等，极具开发前景[2]。然而绶草植株矮小、资源

稀缺，严重制约了这一药用植物的研究与利用。植

物内生真菌的研究表明，某些植物内生真菌能够产

生与宿主相同或相似的化学成分[3]，特别是一些药

用植物内生真菌能够产生宿主植物的有效成分，这

就为药用植物的开发及濒危药用植物资源的保护提

供了新的思路，并为解决绶草的稀缺问题找到了解

决方案[4-5]。然而，目前对于内生真菌与其宿主产生

相同成分的机制还并不清晰[6]，相关理论也仅停留 
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在假说和推演的阶段[7-8]，缺乏实践支持，这使得

相关内生真菌的筛选缺少相应的理论指导，盲目性

与随机性较大，降低了筛选的效率与成功率。 
本实验以本课题组分离得到的绶草内生真菌作

为实验材料，采用 3 种不同极性的溶剂分步提取，

得到绶草及其内生真菌的次生代谢产物，利用

HPLC 对内生真菌及其宿主的化学成分进行了研

究，采用 SPSS16.0 分析了绶草内生真菌与其宿主化

学成分之间的相关性，为阐明内生真菌产生与宿主

具有相同或相似化学成分的机制提供科学依据。 
1  材料与仪器 

Waters 2695 高效液相色谱仪、Waters 2996 二

极管阵列检测器、Empower 工作站（美国 Waters
公司）、Inertsil ODS-3 C18 反向色谱柱（日本 GL 
Sciences 公司）、HZQ—F160 振荡培养箱（哈尔滨

市东联电子技术开发有限公司）、二级 B2 型生物安

全柜（北京东联哈尔仪器制造有限公司）。 
色谱甲醇（DIMA Technology INC）、纯净水（杭

州娃哈哈集团有限公司），石油醚、醋酸乙酯、正丁

醇、蔗糖等均为分析纯。 
绶草采自黑龙江省大兴安岭地区图强林业局，

经黑龙江中医药大学王振月教授鉴定为兰科绶草属

植物 Spiranthes sinensis (Pers) Ames。内生真菌为本

课题组自绶草中分离得到[4]，见表 1。 
2  方法 
2.1  供试品溶液的制备   

采集绶草全草，蒸馏水洗净，60 ℃烘干，粉碎，

过 80 目筛，得绶草药材粉末。取 1.0 g 绶草药材粉

末，依次用 50 mL 石油醚、50 mL 醋酸乙酯、50 mL
水饱和正丁醇，各提取 2 次，每次超声提取 30 min，
合并溶剂并回收至干，得相应部位的提取物。 

内生真菌接种于马铃薯蔗糖液体培养基中，28℃、 

表 1  绶草内生真菌鉴定结果 
Table 1  Identification of endophyte isolated from S. sinensis 

编 号 种 属 编 号 种 属 
R1 柱格孢属 Ramularia Sacc. S9 小尾孢属 Cercosporella Sacc. 
R2 镰刀孢属 Fusarium Link ex Fr. S10 曲霉属 Aspergillus (Mich.) Link 
R3 镰刀孢属 Fusarium Link ex Fr. S11 青霉属 Penicillium Link ex Fr. 
R4 镰刀孢属 Fusarium Link ex Fr. S12 枝孢属 Cladosporium Link 
R5 镰刀孢属 Fusarium Link ex Fr. S13 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
R6 镰刀孢属 Fusarium Link ex Fr. S14 未知  
R7 镰刀孢属 Fusarium Link ex Fr. L1 未知  
R8 曲霉属 Aspergillus (Mich.) Link L2 未知  
R9 青霉属 Penicillium Link ex Fr. L3 未知  
R10 曲霉属 Aspergillus (Mich.) Link L4 未知  
R11 瘤菌根菌属 Epulorhiza L5 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
R12 曲霉属 Aspergillus (Mich.) Link L6 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
R13 瘤菌根菌属 Epulorhiza L7 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
R14 小尾孢属 Cercosporella Sacc. L8 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
R15 瘤菌根菌属 Epulorhiza L9 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
R16 瘤菌根菌属 Epulorhiza L10 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
R17 瘤菌根菌属 Epulorhiza L11 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S1 镰刀孢属 Fusarium Fusarium Link ex Fr. L12 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S2 未知  L13 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S3 小尾孢属 Cercosporella Sacc. L14 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S4 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. L15 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S5 长蠕孢属 Helminthosporium Link ex Fr. L16 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S6 长蠕孢属 Helminthosporium Link ex Fr. L17 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S7 未知  L18 链格孢属 Alternaria Nees ex Wallr. 
S8 曲霉属 Aspergillus (Mich.) Link   

R-从根中分离得到，S-从茎中分离得到，L-从叶中分离得到 
R-obtained from roots, S-obtained from stems, L-obtained from leaves 
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160 r/min 振荡培养 7～10 d。将发酵液与菌体共同

倒入蒸发皿中，60 ℃水浴蒸干得内生真菌发酵产

物。取 5 g 内生真菌发酵产物，依次用 200 mL 石油

醚、200 mL 醋酸乙酯、200 mL 水饱和正丁醇，超

声提取 30 min，回收溶剂至干，得相应部位的绶草

内生真菌提取物。 
称取绶草及其内生真菌各部位提取物，将石油

醚与醋酸乙酯部位提取物溶解，制得 20 mg/mL 溶

液，将正丁醇部位提取物制成 50 mg/mL 溶液。经

0.45 μm 微孔滤膜滤过，作为供试品溶液。 
取 300 mL 马铃薯蔗糖液体培养基，60 ℃水浴

蒸干，依次用 200 mL 石油醚、200 mL 醋酸乙酯、

200 mL 水饱和正丁醇，超声提取 30 min，回收溶剂

至干，将石油醚与醋酸乙酯部位提取物溶解制得 20 
mg/mL溶液，将正丁醇部位提取物定容成 50 mg/mL
溶液。经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，得相应部位空白

对照。 
2.2  色谱条件的选择[9]   

利用二级管阵列检测器对绶草样品进行全波长

扫描，综合考虑出峰数量、各色谱峰吸收强度与分

离情况等，采用 254 nm 作为检测波长。色谱柱为

Inertsil ODS-3 C18 反向色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；体积流量 1.0 mL/min；柱温 40 ℃；检测波

长 254 nm；进样量 10 μL。流动相甲醇（A）-水（B）；
石油醚提取物线性梯度洗脱，0 min，65% A；0～
50 min，100% A；醋酸乙酯提取物线性梯度洗脱，

0 min，50% A；0～50 min，85% A；50～51 min，
100% A；51～60 min，100% A；水饱和正丁醇提取

物线性梯度洗脱，0 min，5% A；0～50 min，80% A；

50～51 min，100%A；51～60 min，100% A。 
2.3  精密度试验   

取绶草供试品溶液，连续进样 5 次，色谱峰相

对保留时间的 RSD 小于 3.0%，主要色谱峰相对峰

面积 RSD 小于 5.0%。 
2.4  稳定性试验   

取绶草供试品溶液，分别于 0、2、4、8、12、
24 h 进样，各主要色谱峰相对保留时间 RSD 小于

3.0%，相对峰面积 RSD 小于 5.0%。 
2.5  重现性试验   

分别称取 5 份绶草药材粉末，按“2.1”项中

所述方法制备供试品溶液，按“2.2”项中所述测

定其 HPLC 图谱，各主要色谱峰保留时间与相对

峰面积 RSD 均小于 3.0%。 

2.6  样品的测定   
分别制备绶草及其内生真菌各部位提取物的供

试品溶液，按上述色谱条件进样测定，记录绶草及

其内生真菌色谱图中各色谱峰的保留时间与峰面

积。绶草不同极性提取部位的色谱图，见图 1。 
 

  

  

 

图 1  绶草石油醚（A）、醋酸乙酯（B）和正丁醇（C） 
提取部位 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of petroleum ether 
           (A), ethylacetate (B), and n-butanol (C)  

extractting fractions from S. sinensis 

2.7  绶草内生真菌及其宿主化学成分相关性分析   

采用 SPSS16.0 软件中的 Hierarchical Cluster 程
序对结果进行分析，Z score 法消除各变量数量极差

后，选取 Between-groups linkage 和 Euclidean 
distance 方法聚类，得出各样品化学成分相似性，

并绘制出聚类结果树状图。 
3  结果与分析 
3.1  绶草及其内生真菌石油醚部位化学成分聚类

分析结果 
除菌 R11（被污染）外，对绶草及其 48 个内生 

真菌菌株进行聚类分析，见图 2。绶草及其内生真

菌的石油醚提取物主要分为 5 组。菌 R3、S2、L5、 
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图 2  绶草及其内生真菌石油醚提取物聚类分析图 
Fig. 2  Dendrogram of petroleum ether extracts 

from S. sinensis and its endophyte 

L3、L10、L15、L18、S4、L16、R6、S3、R7 与绶

草归为一组；菌 S7、S13、R8、R10、L13、R2、
S1、S5、R14、S9、L7、S10、S14、R17、S11、L1、 
L2、L12、L17、S6、L9、R15、L14、R12 归为一

组；L4、L6、R4 归为一组；R9、R16 归为一组；

S8、S12、R5、L11、R13、L8、R1 归为一组。菌

L19、L3、L10 处于同一分类组，且化学成分相近，

三者均从叶中分离得到。L18、S4 成分相近，二者

均为链格孢属真菌。S7、S13 化学成分相近，二者

均从茎中分离得到。R8、R10 化学成分相近，二者

均为根中分离得到的曲霉属真菌。S1、S5 化学成分

相近，二者均从茎中分离得到。L1、L2 化学成份相

近，二者均从茎中分离得到。L12、L17 化学成分相

近，二者均为叶中分离得到的链格孢属真菌。由绶

草及其内生真菌石油醚部分的聚类分析结果可以看

出，部分内生真菌表现出其化学成分与其种属及分离

部位存在一定的相关性。然而，其他菌种聚类的

规律性不明确，与其种属及分离部位不存在明显

相关性。 

3.2  绶草及其内生真菌醋酸乙酯部位化学成分聚

类分析结果 
除菌 R16（被污染）外，对绶草及其 48 个内生

真菌菌株进行聚类分析，见图 3。绶草及其内生真

菌的醋酸乙酯提取物主要分为 8 组。菌 R2、R3、R13、
R6、R4、R17、R12、R1、R5、S1、S4、S5、R8、
R10 归为一组；L4、L17、R14、L5、S2、L8、L10、
L9、L6、S10、S6、L16、L15、L14、S13 归为一组；

L3、L18 归为一组；L11、S9、S8、L13、L12、L7、
L2、S12、S7、L1 归为一组；S3、S14 归为一组；

另外，菌 R9、R15 以及绶草分别独立成组，与其他

真菌化学成分相关性较小。根中分离得到的内生真

菌除菌 R9、R14 与 R15 外，其余都聚类于同一组中，

且该组除还含有三株茎中分离得到的内生真菌外，

与其他部位分离得到的内生真菌相关性较低；表明

相同组织部位分离得到的内生真菌其化学成分具有

一定的相似性。叶中分离得到的内生真菌中，菌

L4、L17、L5、L8、L10、L9、L6、L16、L15、L14
处于同一组中，菌 L3 与 L18 处于同一组中，菌 L11、
L13、L12、L7 与 L1 处于同一组中，且除菌 L1 外，

其他各菌在组内距离均较近，相关性较高，同样表

现出宿主体内环境对内生真菌化学成分的影响。茎

中内生真菌中，菌 S4 与 S5 距离较近、菌 S10 与 S6
距离较近、菌 S8 与 S9 距离较近、菌 S12 与 S7、菌

S3 与 S14 距离较近，然而，总体来说，茎中分离得

到的内生真菌散布在各分支内部，表明茎中分离得

到的内生真菌各菌株化学成分之间相关性较差。在

各菌种属间化学成分对比分析来看，菌 R2、R3、
R7、R6、R4 同属于镰刀孢属，在聚类分析结果中

也处于同一分支，距离较近；菌 R8 与 R10 同属于

曲霉属，在聚类分析结果中处于同一分支，距离较

近；菌 R9 作为青霉属真菌独立分支，与其他种属

内生真菌相似度均较低；菌 L8、L10、L9、L6 同为

链格孢属，聚类分析结果显示其距离较近，相似度

较高；菌 L16、L14、L15、S13 同为链格孢属，聚类

分析结果显示其距离较近，相似度较高；以上结果

能够反映出内生真菌的醋酸乙酯部位提取物具有一

定的种属特异性，然而，从总体分布来看，聚类在

一起的同属内生真菌基本都是从相同组织部位分离

得到的，不同部位分离得到的同属内生真菌其相关

性并不明显。可以看出，绶草及其内生真菌醋酸乙

酯部位提取物相关性主要表现为内生真菌分离部位

的组织特异性，而菌种之间的种属特异性不明显。 
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图 3  绶草及其内生真菌醋酸乙酯提取物聚类分析图 
Fig. 3  Dendrogram of ethyl acetate extracts  

    from S. sinensis and its endophyte 

3.3  绶草及其内生真菌水饱和正丁醇部分化学成

分聚类分析结果 
从图 4 可以看出，绶草及其内生真菌水饱和正

丁醇提取物共可分为 4 组。菌 L3、L18 归为一组；

菌 S12、绶草分别独立成组；其他真菌归为一组。

菌 R2、R5、R3 化学成分相近，处于同一分支，且

都为根中分离得到的镰刀菌属真菌。菌 L5、L17 化

学成分相近，处于同一分支，且都为叶中分离得到

的链格孢属真菌。菌 L14、L15、L16 化学成分相近，

处于同一分支，且均为叶中分离得到的链格孢属真

菌。菌 S8、S9 处于同一分支，均为茎中分离得到

的内生真菌。菌 R4、R7、S1 化学成分相近，处于

同一分支，且均为镰刀孢属真菌，特别是 R4 与 R7
同为根中分离得到，二者的相似度大于与菌 S1 的

相似度，表现出一定的组织特异性。菌 R8、R9、
S12 为枝孢霉属真菌，其化学成分与其他种属真菌

化学成份相近，且均为根中分离得到的内生真菌。

菌 R16、R17 化学成分较近，处于同一分支，二者

均为根中分离得到的瘤菌根菌属真菌。菌 L3、L18

化学成分相近，且均为根中分离得到的内生真菌。 
绶草药材水饱和正丁醇提取物与其内生真菌提取物

也无明显相关性，独立分支。综合看来，绶草内生

真菌的水饱和正丁醇提取物与真菌分离部位及其种

属存在一定相关性，但并不明显，并未见到多数分

离自同一部位或同一种属的内生真菌聚类在同一分

支，可见，绶草内生真菌的水饱和正丁醇提取物仅

在部分菌株之间表现出与组织来源及种属具有一定

的相关性。 

 

图 4  绶草及其内生真菌水饱和正丁醇提取物 HPLC 
聚类分析图 

Fig. 4  Dendrogram of water-saturated n-butanol  
extracts from S. sinensis and its endophyte 

4  讨论 
4.1  绶草与内生真菌之间化学成分的相关性 

通过化学成分对比分析发现，绶草内生真菌石

油醚提取物之间的相关性最小，聚类的规律性并不

明显；水饱和正丁醇提取物则在部分菌株之间表现

出一定的组织来源与种属的特异性。而绶草内生真

菌醋酸乙酯提取物的组织来源特异性最为明显，同
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时表现出一定的种属特异性。具体表现为，在绶草

及其内生真菌醋酸乙酯提取物分析过程中发现，大

部分从根中分离得到的内生真菌明显聚成一类，从

叶中分离得到的内生真菌同样具有较近的距离。 
这一结果如按照现有的“内共生理论”解释[10]，

可以理解为，作为兰科植物的绶草，其在生长过程中

需要内生真菌为其提供营养并促进种子萌发[11]，绶草

及其内生真菌在根与茎中分别形成了局部的“真菌-

宿主”共生体系[12]，真菌与宿主及真菌与真菌之间

均存在显著影响[13]。在长期的进化过程中，“绶草

及其内生真菌共生体”内宿主或某些真菌的部分有

益的生化途径传入到共生体内，同时这些生化途径同

样能够通过共生体传递到其他真菌中，被其他真菌所

利用，因此共生体内各真菌表现出了较明显的“协同

进化”[8]，并在代谢产物中体现出趋同的趋势，形成

了绶草内生真菌次生代谢产物的组织特异性[14]。 
同时，分析发现，茎中分离得到的绶草内生真

菌在各极性提取物中均未表现出趋同的情况，即各

菌种散布于整个聚类分解结果的各个分支。分析其

原因，可能是由于不同于根与叶中形成的长期稳定

的“宿主-真菌”共生体系，绶草的茎每年仅在开

花时生长，随后枯萎，生长时间短，因此其各菌之

间相互作用时间短、影响小、没有一个稳定的共生

体，使得茎中分离得到的内生真菌依然保持原来的

化学成分特点，并未出现趋同的变异趋势，因此茎

中分离得到的内生真菌之间化学成分相关性较小。 
4.2 培养基对分析结果的影响 

内生真菌长期与宿主共生[15]，二者代谢活动相

互影响，使得内生真菌的代谢产物在宿主体内与体

外培养时存在一定差异[16]。马铃薯蔗糖培养基是完

全营养的培养基，能够满足真菌生长的营养要求，

因此本实验选用其作为真菌发酵的培养基以期能够

使内生真菌的次生代谢产物充分产生。实验早期，

本课题组曾在培养基中添加少量绶草提取物用以模

拟内生真菌在宿主体内的环境，然而结果并不尽如

人意。首先，所加提取物的浓度对真菌生长发育有

一定影响，高浓度提取物还表现出抑制某些真菌生

长的情况，因此在一定程度上加大了所需考察的因

素，并使后期的各组内生真菌相关性数据分析的可

比性大大降低；其次，向培养基中添加绶草提取物

使得后续的检测工作难度加大，特别是一些与宿主

相同的色谱峰，难以判断该色谱峰是由于真菌本身

基因产生、抑或转化宿主成分所得、更或者是培养

基本身的宿主提取物所致；第三，内生真菌与宿主

细胞是共生关系，二者之间存在相互作用及物质交

流，但其相互的物质交流是有一定选择性的，而保

证这一交流顺利进行需要完整的细胞结构，因此单

纯的向培养基中添加宿主成分无法准确模拟内生真

菌在宿主体内的真实情况。本课题组进一步拟通过

建立植物细胞与内生真菌共培养体系的办法，考察

真菌与宿主细胞共生情况下的代谢产物及其之间的

关系，并与真菌在完全培养基中的代谢产物进行比

对，探讨宿主细胞对内生真菌代谢产物的调控作用。 
4.3 检测手段的选择 

高效液相色谱法具有高效、快速、灵敏等特点，

是目前药用植物内生真菌次生代谢产物研究的主要

手段之一，广泛应用于各种属植物的内生真菌及植

物分析研究中[17-19]。当然，其局限性也是比较明显

的，主要表现为 HPLC 是以化合物的极性作为分离

依据的，无法判断具有相同色谱峰的化合物是具有

相同的化学结构，抑或仅为具有相同母核的不同衍

生物，深入研究还需要将相应的化合物分离纯化并

进行波谱分析才能确定。考虑到目前检测技术的发

展情况，有条件的实验室可以采用 LC-MS 以及

LC-MS/MS 方法进行检测，将有助于加快实验进程，

降低后续的化合物鉴定分析的工作量，从而达到提

高实验效率的目的。相关工作将在后续研究中开展。 
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