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基于高通量测序和组织分离法的虎耳草内生真菌多样性分析及其抗氧化
活性研究2 
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摘  要：目的  结合高通量测序技术和传统可培养技术对虎耳草 Saxifraga stolonifera 内生真菌类群及多样性进行系统分析，

并对其抗氧化活性进行初筛，为虎耳草内生真菌资源的开发与利用奠定基础，也为天然抗氧剂的筛选提供了菌种资源。方法  

虎耳草内生真菌多样性的分析采用 Illumina Miseq 高通量测序技术和组织分离法，利用化学法检测虎耳草内生真菌对 1,1-二

苯基-2-苦基肼自由基（2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical，DPPH）、羟基自由基（hydroxyl radical, OH）和 2,2′-联氮-双-3-

乙基苯并噻唑啉-6-磺酸[2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)，ABT] 等自由基的清除率，进而筛选出具有抗氧

化活性的菌株。结果  高通量测序分析发现虎耳草内生真菌隶属于 347 属，其中 Dactylonectria（15.68%）为根部优势菌属，

茎部的优势菌属为 Humicola（9.57%），而叶部优势菌属为炭疽菌属 Colletotrichum（5.33%）。利用组织分离法从虎耳草分离

到 381 株内生真菌，隶属于 31 个属，主要类群为炭疽菌属（19.42%）、篮状菌属 Talaromyces（10.76%）和曲霉菌 Aspergillus

（8.66%）。基于高通量测序的和组织分离法分析的多样性指数显示虎耳草根部内生真菌的多样性明显高于茎部和叶部，而且

虎耳草内生真菌总体多样性指数均高于多数已报道的其他药用植物。24 株代表性菌株发酵液的抗氧化活性初筛结果显示：

对 DPPH、OH 和 ABTS 自由基清除率高于 50%的菌株分别占总数的 91.67%、79.17%和 83.33%，其中菌株 Talaromyces sp. 

HECS10 对 DPPH、OH 和 ABTS 3 种自由基的清除率均高于 75%。结论  虎耳草内生真菌的类群分布具有较高的多样性，

且蕴含着较高比例的抗氧化活性菌种资源，为筛选微生物来源的天然抗氧化剂提供了重要资源库。 

关键词：虎耳草；高通量测序；内生真菌；多样性；抗氧化活性 

中图分类号：R286.2      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2023)06 - 1924 - 11 

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2023.06.025 

Study of endophytic fungi diversity of Saxifraga stolonifera based on 

high-throughput sequencing method and tissue isolation method and their 

antioxidant activities 

CHEN Mei-qi1, WANG Xing1, LI Jun-yan1, TAN Qi-wen2, LI Jian-bin1, YAO Hua-xiong1, ZHANG Yu-xin1, XIE 

Si-yun1, DENG Zu-jun1 

1. School of Life Sciences and Biopharmaceutics, Guangdong Pharmaceutical University / Guangdong Provincial Key Laboratory 

of Pharmaceutical Bioactive Substances, Guangzhou 510006, China 

2. Guangzhou Institute of Microbiology, Guangzhou 510663, China 

Abstract: Objective  To analyze the taxonomic structure and diversity of endophytic fungi of Huercao (Saxifraga stolonifera) by 

high-throughput sequencing technology and traditional culturing techniques, and screen the endophytic fungi strains with antioxidant 

activity, which laid the foundation for the utilization of the endophytic fungi of S. stolonifera and also provided microbial resources 

for screening of natural antioxidants. Methods  The diversity of endophytic fungi in S. stolonifera was analyzed using Illumina 

Miseq high-throughput sequencing technology and tissue isolation method. The scavenging rate of endophytic fungi on DPPH, OH 

and ABTS was detected by chemical method for screening the endophytic strains with antioxidant activity. Results  The diversity of 

endophytic fungi in S. stolonifera based on high-throughput sequencing showed that the endophytic fungi of S. stolonifera belonged 
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to 347 genera. The Dactylonectria (15.68%) was the dominant genera in roots, and the dominant taxa in stems was Humicola 

(9.57%), while the dominant genera in leave was Colletotrichum (5.33%). A total of 381 endophytic fungi belonging to 31 genera 

were isolated from S. stolonifera using the tissue isolation method and the main taxa were Colletotrichum (19.42%), Talaromyces 

(10.76%) and Aspergillus (8.66%). Diversity indices analyzed based on high-throughput sequencing and the tissue isolation found 

that the diversity of endophytic fungi in S. stolonifera roots was significantly higher than those in stems and leaves, and that the total 

diversity index of fungal endophytes in S. stolonifera was higher than those in most other medicinal plants that have been reported. 

The results of the antioxidant activity of 24 representative endophytic strains showed that stains with free radical scavenging rates 

higher than 50% for DPPH, OH and ABTS accounted for 91.67%, 79.17% and 83.33%, respectively. Strain Taromyces sp. HECS10 

had scavenging rates of over 75% for all of DPPH, OH and ABTS. Conclusion  The endophytic fungi of S. stolonifera had a high 

diversity and contained a high proportion of antioxidant active bacterial resources, which provides an important resource library for 

screening natural antioxidants derived from microorganisms. 

Key words: Saxifraga stolonifera Curt.; high-throughput sequencing technology; endophytic fungi; diversity; antioxidant activities 

虎耳草 Saxifraga stolonifera Curt 属虎耳草科虎

耳草属多年生草本药用植物，其作为一种常用中药

可全草入药，性微苦、辛、寒，具有祛风清热，凉

血解毒等功效，可用于治疗风疹、湿疹、中耳炎、

丹毒、肺痈、痔疾等症[1-2]。已有研究表明虎耳草含

有异香豆精类、酚酸类、萜类和黄酮类等多种化合

物，具有抑菌、抗炎、抗氧化、保肝、抗肿瘤等药

理活性。例如卢玉栋等[3]发现虎耳草提取物在体外

具有良好的抑菌和抗氧化作用。Ji 等[4]从虎耳草药

草中分离得到岩白菜素，具有抗肿瘤、抗炎、抗氧

化应激和神经保护的特性，可通过激活人磷脂酰肌

醇三羟基激酶/苏氨酸蛋白激酶信号通路改善 1-甲

基 -4-苯基 -1,2,3,6-四氢吡啶（1-methyl-4-phenyl- 

1,2,3,6-tetrahydropyridine，MPTP）诱发的帕金森氏

病。然而，一方面由于人们滥挖乱采，虎耳草野

生资源越来越少，难以满足制药对药源的要求[5]，

另一方面虎耳草在各地区栽培所产的活性提取成

分含量及作用效果等存在较大差异从而对后续利

用造成了不便[6-7]，因此寻找虎耳草药用资源更稳

定有效、可持续的替代利用途径显得十分必要。 

植物内生菌是指定殖在植物组织内部的微生物

群落，它们存在于植物发育的不同阶段，且不会对

宿主植物产生损害或者感染，包括植物内生真菌、

细菌和放线菌[8]。研究表明，植物内生真菌能产生

多种结构类型的代谢产物，包括生物碱、芳香类、

多肽类、萜类、酚类和黄酮类等成分，具有抗菌、

抗病毒、抗炎、抗氧化、免疫抑制剂和抗癌等多种

生物学活性[9-10]，其中很多内生真菌的代谢产物具

有植物宿主提取物相同或相似的结构或活性，如贺

鹏飞[11]从中药乌头中分离得到的内生菌中发现其

次生代谢产物中含有乌头碱，为乌头碱的获得提供

了微生物来源；苏秀丽等[12]从中药植物黄花倒水莲

内生真菌中发现一株链格孢属 HNLF-44 菌株具有

良好的抑菌和抗氧化活性，与前人对宿主植物化学

成分和药理活性所做的研究结果相符，因此内生真

菌是探寻新型活性物质的重要新资源，也为药用植

物资源的持续利用和保护提供了替代途径。全面了

解药用植物内生真菌的类群与多样性信息是充分挖

掘和利用植物内生真菌资源的前提。近年来，高通

量测序技术可直接在宿主组织内检测内生真菌，具

有测序基数大、深度高等优点，能更加全面直观地

分析植物组织内生真菌多样性[13]，有研究者利用高

通量测序技术分析了朝鲜淫羊藿叶[14]、百合[15]的内

生真菌群落多样性，获得了大量的内生真菌类群信

息，为后续药用植物内生真菌的分离和利用奠定了

基础。目前大量研究证实虎耳草提取物具有良好的

抗氧化活性[7,16]，但关于虎耳草的内生真菌生物多

样性及其抗氧化活性的研究未见报道。因此本研究

拟结合高通量测序和传统可培养技术对虎耳草内生

真菌的多样性进行系统分析，并对其代谢产物的抗

氧化活性进行筛选，从而为虎耳草内生真菌资源的

后续利用奠定了基础，也为微生物来源的天然抗氧

化剂筛选提供菌种资源，同时为解决虎耳草资源紧

缺提供了替代利用途径。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

供试植株为新鲜、健康（无明显病症）的虎耳

草，于 2021 年 7 月 7 日采集自湖南省张家界慈利县

（29°23′90.2N，111°07′77.6E），株高约 16 cm，经华

南植物园陈贻竹研究员鉴定为虎耳草 S. stolonifera 

Curt。将植株完整采摘后送至实验室并于 4 ℃冰箱

保存备用。 
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1.2  主要试剂及仪器设备   

高效植物基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化

科技有限公司；真菌 DNA 小量提取试剂盒，Magen

公司；引物（ITS1 和 ITS4），生工生物工程（上海）

有限公司；马铃薯葡萄糖固体培养基（PDA）和液

体培养基（PDB），广东环凯生物技术有限公司；1,1-

二苯基-2-苦基肼自由基（DPPH），购自 Sigma 公司；

抗坏血酸（Vc）、水杨酸、硫酸亚铁、2,2′-联氮-双

-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸（ABTS）、过硫酸钾为分

析纯，上海麦克林有限公司；SW-CJ-1F 型单面双人

洁净工作台，苏州苏洁净化设备有限公司；ETC811

基因扩增仪，北京东胜创新生物科技有限公司；

JY-C 电泳仪，北京君意东方电泳设备有限公司；

SpectraMax i3x 酶标仪，MD 美谷分子公司。 

2  方法 

2.1  虎耳草植株样品的表面消毒   

将新鲜健康虎耳草植株在流水下冲洗以去除土

壤颗粒等表面杂质，用无菌剪刀剪切至适量大小，

无菌水清洗 3～5 遍并用无菌滤纸吸干，依次在 75%

的酒精中浸泡 1 min，含 3%～5%有效氯的 NaClO

溶液中浸泡根部 1 min、茎部 2 min、叶部 1.5 min，

再用 75%酒精浸泡 30 s，最后用无菌水漂洗 3 遍，

并收集最后一次漂洗样品的无菌蒸馏水，经平板涂

布检查无菌后进行后续实验，样品则静置于无菌滤

纸上吸去多余水分，晾干。 

2.2  虎耳草植株总 DNA 的提取及 PCR 扩增   

将按“2.1”项消毒好的虎耳草不同部位通过高效

提取试剂盒提取样品基因组总DNA，通过琼脂糖凝胶

电泳法对提取的DNA 纯度及浓度进行验证，确认合格

后送至北京诺禾致源科技股份有限公司进行检测。 

2.3  高通量测序及数据处理   

根据Barcode序列和 PCR扩增引物序列从下机

数据中拆分出各样本数据，截去 Barcode 和引物序

列后进行拼接、过滤、质量控制、与物种注释数据

库进行比对检测并去除嵌合体序列，最终得到有效

数据。以 97%的一致性[17]将聚类成为可操作分类单

元（operational taxonomic units，OTUs），用 Qiime

软件（V 1.9.1）对 OTUs 中出现频数最高的序列进

行物种注释分析[18]，并分别在门纲目科属种各个分

类水平统计各样本的群落组成。使用 MUSCLE（V 

3.8.31）软件进行快速多序列比对，得到所有 OTUs

代表序列的系统发生关系，再对各样本的数据进行

均一化处理后进行Alpha多样性分析和Beta多样性

分析，最后使用 R 软件（V 2.15.3）绘制稀释曲线，

Rank abundance 曲线等。 

2.4  虎耳草内生真菌可分离培养、纯化及其多样性

分析   

将虎耳草植株按“2.1”项步骤进行表面消毒验

证无菌后，采用文献[19]中的组织块分离法进行虎耳

草内生真菌的分离，将晾干后的样品剪切至适当小

片，接种至 PDA 培养板在 28 ℃下培养 1～2 周，

每日观察，若有菌丝从植物组织切口长出，及时挑

出转移至新的平板上，纯化培养后接种至斜面培养

基，4 ℃保存备用。参考文献[20-22]中的方法根据菌

落的菌丝和孢子等形态学特征及 ITS 测序进行内生

真菌的分类鉴定。然后，按照真菌基因组 DNA 提

取试剂盒的说明书提取真菌 DNA，引物为 ITS1 和

ITS4，再将经琼脂糖凝胶电泳检测合格后的 PCR 产

物送至生工生物工程（上海）股份有限公司测序鉴

定，利用 BLAST（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi）在 GenBank 中获取与鉴定菌株序列相似的相似

序列信息。 

2.5  虎耳草内生真菌抗氧化活性菌株筛选   

选取虎耳草不同部位代表性菌株进行 DPPH、

OH 和 ABTS 自由基抗氧化活性筛选。接种适量菌

饼至 PDB 培养基中，28 ℃、180 r/min 培养 5～7 d，

然后将发酵液依次通过纱布、滤纸进行滤过，再用

0.22 μm 微孔滤膜对发酵液进行过滤除菌，收集得

到内生真菌发酵液，于 4 ℃冰箱保存备用。 

参考 Subbiah 等[23]的方法并加以改进后进行测

定。采用无水乙醇溶液将 DPPH 配制成 0.05～0.1 

mmol/L 的溶液。以 Vc 为阳性对照，在 96 孔板中

分别以 Ax 为 100 μL 不同内生真菌发酵液或者阳性

对照品与 100 μL 的 DPPH 混合溶液，Ac 为 100 μL

内生真菌发酵液与 100 μL 的无水乙醇溶液混合，

A0取 100 μL无水乙醇溶液与 100 μL的DPPH溶液，

即以无水乙醇作空白对照，震荡摇匀，在 25 ℃避

光反应 30 min，最后在 517 nm 下检测 A 值，每个

样品平行测 3 次，DPPH 自由基清除率计算如公式

（1）所示。 

DPPH 自由基清除率＝1－(Ax－Ac)/A0     （1） 

OH 自由基测定采用水杨酸法，参照文献中 Hu

等[24]的方法并加以改进后进行测定。称量试剂，配

制 0.1%的 H2O2 溶液，浓度为 6 mmol/L 的 FeSO4

溶液和水杨酸乙醇溶液。以 Vc 为阳性对照，在 96

孔板中依次加入 6 mmol/L 的 FeSO4 溶液、水杨酸
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乙醇溶液各 50 μL，不同内生真菌发酵液或者阳性

对照品 50 μL，然后加入 0.1%的 H2O2 溶液 50 μL 混

合均匀，设为 Bx，其中，对照管 Bc以 Bx 为基础，

用无水乙醇替代水杨酸乙醇溶液，B0 以 Bx为基础，

用无菌蒸馏水替代内生真菌发酵液，总体积为 200 

μL，摇匀后在 37 ℃下孵育 30 min，510 nm 处测定

A 值，每组实验平行操作测定 3 次，OH 自由基清

除率计算见公式（2）。 

OH 自由基清除率=1－(Bx－Bc)/B0     （2） 

参考文献中Zou等[25]方法并加以改进后进行测

定。首先，配制 ABTS 溶液，将 7 mmol/L ABTS 和

140 mmol/L 过硫酸钾溶液混合制备 ABTS 储备溶

液，在黑暗环境中孵育 16 h，再用无水乙醇溶液将

其在 734 nm 下的 A 值调整至 0.70±0.02。以 Vc 为

阳性对照，在 96 孔板中加入 50 μL 的不同内生真菌

发酵液或者阳性对照品（Yx）和 200 μL ABTS 溶液

（Yc），混合摇匀 10 s 以充分混合，避光静置 6 min，

用无水乙醇作为空白对照（Y0），在 734 nm 波长下

检测 A 值，每个样品平行测 3 次，ABTS 自由基清

除率计算见公式（3）。 

ABTS 自由基清除率＝1－(Yx－Yc)/Y0     （3） 

2.6  数据分析   

虎耳草内生真菌的定殖率（colonization rate，CR）、

分离率（isolation frequency，IF）、相对分离频率（relative 

frequency，RF）、Shannon-Wiener 多样性指数（H′）、

均匀度指数（E）以及相似性指数（Cs）参考孟祥

才等[26]的方法进行计算，不同部位间采用Duncan′s 多

重比较法进行分析，统计显著水平为P＜0.05。 

3  结果与分析 

3.1  高通量测序分析真菌多样性分析 

3.1.1  虎耳草高通量测序样本数据统计与 Alpha 多

样性分析  利用 Illumina 高通量测序技术，从虎耳草

根、茎、叶 3 个部位的样品中共得到有效序列 660 231

条，其中根部 244 780 条，茎部 188 596 条，叶部

226 855 条（表 1）。基于 97%的有效性进行 OTU 聚

类分析从根、茎、叶分别获得 507、377、550 个 OTUs

（图 1）。样品的稀释曲线显示其随着测序数量的增加

趋向平坦（图 2），且 3 个部位的 OTU 覆盖指数均为

1（表 1），这表明测序结果能够较好地反映虎耳草各

部位间微生物的真实情况。叶部的 Chao1 和 ACE 指

数最高，其次为根部，茎部最低，这表明虎耳草叶

部的内生真菌物种丰富度最高，而茎部最低。根部

的 Shannon 和 Simpson 指数要明显高于茎部和叶部，

这表明虎耳草根部的内生真菌物种多样性最高，而

茎部和叶部之间差异不大（表 1）。虎耳草的根、茎、

叶 3 部位共有的 OTU 为 96 个，根部和茎部之间共

有 194 个 OTU，茎部与叶部共有 130 个 OTU，叶部

与根部之间共有 158 个 OTU，其中根部和茎部之间

共有 OTU 数量最多，这表明这 2 个部位含有较多相

似或是相同的物种（图 1）。

表 1  虎耳草根、茎、叶中内生真菌的 Alpha 多样性指数 

Table 1  Alpha diversity index of endophytic fungi in roots, stems and leaves of S. stolonifera  

样品 有效序列数 Chao1 指数 Ace 指数 Shannon 指数 Simpson 指数 覆盖度 

根部 244 780 289.11 287.77 5.16 0.94 1 

茎部 188 596 175.41 185.75 2.96 0.69 1 

叶部 226 855 330.50 341.07 2.88 0.62 1 

 

图 1  基于 OTU 的虎耳草根茎叶各部位 Venn 图 

Fig. 1  Venn graph in roots, stems and leaves of S. 

stolonifera based on OTU 

 

图 2  虎耳草根茎叶各样品的稀释曲线 

Fig. 2  Dilution curve of roots, stems, and leaves of S. 

stolonifera 
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3.1.2  虎耳草高通量测序分析内生真菌的群落组

成分析  基于高通量测序分析，虎耳草内生真菌隶

属于 11 门、45 纲、100 目、205 科和 347 属。在门

的分类水平上（图 3-a），子囊菌门（Ascomycota）

是虎耳草根（84.81%）、茎（39.82%）、叶（27.09%）

的共有优势菌门，其次为担子菌门（Basidiomycota），

分别占根、茎、叶的 8.97%、7.23%和 7.43%。在纲

分类水平上，虎耳草根部的主要类群有粪壳菌纲

（Sordariomycetes）、锤舌菌纲（Leotiomycetes）、散

囊 菌 纲 （ Eurotiomycetes ） 和 伞 菌 纲

（Agaricomycetes），分别占比 49.14%、19.39%、

11.18%和 8.74%；茎部中粪壳菌纲（24.41%）、座囊

菌纲（Dothideomycetes，7.66%）和散囊菌纲（5.19%）

的相对丰富较高，而在叶部的主要类群为粪壳菌纲、

座囊菌纲和节担菌纲（Wallemiomycetes），分别占

15.73%、4.74%和 4.46%（图 3-b）。在目分类水平

上，虎耳草根部优势类群为肉座菌目（Hypocreales，

26.84%）和柔膜菌目（Helotiales，18.69%）；茎部为

粪壳菌目（Sordariales）、肉座菌目和格孢腔菌目

（Pleosporales），分别占比为 10.75%、7.16%和 6.76%；

另外，肉座菌目（6.98%）、Glomerellales（6.69%）和

节担菌目（Wallemiales，4.46%）是叶部的优势类群

（图 3-c）。在科分类水平上，赤壳科（Nectriaceae）为

虎耳草根、茎、叶的共同优势菌科，分别占 26.19%、

9.69% 、 6.88% （图 3-d ）。在属分类水平上，

Dactylonectria、Minimelanolocus 和 Mycoleptodiscus

为根部优势菌属，分别占比 15.68%、7.23%和 6.03%；

茎部的优势菌属为 Humicola（9.57%）、链格孢属

Alternaria（4.15%）和 Minimelanolocus（2.13%）；炭

疽菌属 Colletotrichum、丽赤壳菌属 Calonectria 和

Wallemia 属为叶部优势菌属，分别占比 5.33%、4.63%

和 4.46%（图 4-b）。 

3.2  基于可培养方法的内生真菌多样性分析 

3.2.1  虎耳草内生真菌的分离率和定殖率  表面消

毒最后一次漂洗用无菌水经平板涂布培养 7 d 后，

检查无菌生长，这表明分离得到的菌株均属虎耳草

的内生真菌。从 430 块虎耳草不同部位组织块中共

分离得到 381 株内生真菌，其中根部 103 株，茎部

136 株，叶部 142 株（表 2）。虎耳草叶、根、茎部

内生真菌的定殖率分别为 89.33%、 79.23%和

78.63%，其内生真菌分离率分别为 94.67%、90.67%

和 79.23%，3 个部位中叶部内生真菌的分离率和定

殖率均为最高（表 2）。 

3.2.2  虎耳草内生真菌的类群组成  利用组织分离

法共从虎耳草分离到 381 株内生真菌，经形态学鉴

定和 ITS-rDNA 序列分析，其属于 31 个属，其主要

类群为炭疽菌属（19.42%）、篮状菌属（Talaromyces，

10.76%）、曲霉菌（Aspergillus，8.66%）、青霉菌属 

 
a-门分类水平  b-纲分类水平  c-目分类水平  d-科分类水平 

a-phylum  b-class  c-order  d-family 

图 3  虎耳草根茎叶不同部位内生真菌在不同分类水平上的相对丰度 

Fig. 3  Relative abundance of endophytic fungi in roots, stems and leaves of S. stolonifera  
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图 4  虎耳草根茎叶中内生真菌在属分类水平上的相对丰度 

Fig. 4  Relative abundance of endophytic fungi at genus in roots, stems and leaves of S. stolonifera 

表 2  虎耳草根、茎、叶内生真菌的分离率和定殖率 

Table 2  Isolation rate and colonization rate of fungal endophytes of S. stolonifera  

部位 组织块数 长菌组织块 内生真菌数 定殖率/% 分离率/% 

根 130 103 103 79.23b 79.23c 

茎 150 118 136 78.67c 90.67b 

叶 150 134 142 89.33a 94.67a 

 总计 430 355 381 82.56 88.60 

同列的不同小写英文字母表示根、茎叶不同部位之间具有显著差异（P＜0.05） 

Different lowercase letters in the same column indicate significant differences between different parts of roots, stems and leaves (P < 0.05) 

Penicillium（7.87%）、丽赤壳属（7.61%）和间座

壳属 Diaporthe（7.35%）（表 3）。虎耳草内生真

菌不同部位之间内生真菌类群组成存在一定差

异：根部内生真菌有 20 个属，其优势菌属为炭疽

菌属、篮状菌属和 Dactylonectria，相对分离频率

分别为 10.68%、10.68%和 9.71%；茎部共分离得

到 12 个属，优势属为炭疽菌属（15.44%）、篮状

菌属（12.50%）、间座壳属（11.76%）和曲霉菌

（11.03%）；另外，叶部分离到 12 个属，炭疽菌属

（ 29.58%）、丽赤壳属（ 11.97%）和青霉菌属

（10.56%）为主要类群。 

3.2.3  虎耳草不同部位内生真菌的多样性和相似性

比较  虎耳草内生真菌的 H′为 3.01，其中根部 H′

值最高（2.81），其次是茎部（2.36），叶部（2.18）

最低。虎耳草茎部（0.95）和根部（0.94）的内生真

菌均匀度指数明显高于叶部（0.88）（P＜0.05）。茎

部与叶部、根部与茎部、根部与叶部之间的内生真

菌组成的相似性指数介于 0.25～0.50，均为中等不

相似（表 4）。 

3.3  虎耳草内生真菌抗氧化菌株筛选结果 

挑选出 24 株代表性内生真菌菌株，其分子鉴

定结果见表 5，并对它们的抗氧化活性进行了筛

选，结果发现，DPPH 自由基清除率大于 50%的菌

株有 22 株，占测试菌株的 91.67%，高于 80%的菌

株有 4 株（占 16.67%），分别为 Cylindrocladiella sp. 

HECR12、Talaromyces sp. HECS10、Phyllosticta sp. 

HECL35 和 Fusarium sp. HECS27，其中菌株

Fusarium sp. HECS27（91.67%）的清除率最高；

OH 自由基清除率大于 50%的菌株有 19 株（占

79.17%），高于 80%的菌株有 Fusarium sp. HECS27 
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表 3  虎耳草内生真菌的种类组成 

Table 3  Taxa of endophytic fungi in S. stolonifera  

序号 菌属 
内生真菌的相对分离频率/% 

根 茎 叶 总计 

 1 篮状菌属 Talaromyces 10.68 12.50  9.15 10.76 

 2 青霉菌属 Penicillium  5.83  6.62 10.56  7.87 

 3 炭团菌属 Hypoxylon  4.85  0.00  0.00  1.31 

 4 角菌根菌属 Ceratobasidium  2.91  0.00  0.00  0.79 

 5 无柄盘菌属 Pezicula  2.91  0.00  0.00  0.79 

 6 炭疽菌属 Colletotrichum 10.68 15.44 29.58 19.42 

 7 硬孔菌属 Rigidoporus  4.85  0.00  0.00  1.31 

 8 小帚梗柱孢属 Cylindrocladiella  3.88  0.00  0.00  1.05 

 9 裂褶菌属 Schizophyllum  0.97  0.00  0.00  0.26 

10 中碳垫菌属 Nemania  6.80  0.00  0.00  1.84 

11 平革菌属 Phanerochaete  3.88  0.00  0.00  1.05 

12 棒孢菌属 Corynespora  8.74  4.41  0.00  3.94 

13 蜡质菌属 Ceriporia  0.97  0.00  0.00  0.26 

14 Acrocalymma  7.77  4.41  0.00  3.67 

15 Dactylonectria  9.71  0.00  0.00  2.62 

16 曲霉菌 Aspergillus  3.88 11.03  9.86  8.66 

17 Emmia  1.94  0.00  0.00  0.52 

18 Muyocopron  2.91  0.00  0.00  0.79 

19 拟茎点霉属 Phomopsis  3.88  0.00  4.23  2.62 

20 木霉属 Trichoderma  1.94  0.00  0.00  0.52 

21 丽赤壳属 Calonectria  0.00  8.82 11.97  7.61 

22 间座壳属 Diaporthe  0.00 11.76  8.45  7.35 

23 香菇属 Lentinus  0.00  3.68  0.00  1.31 

24 镰刀菌属 Fusarium  0.00 13.24  0.00  4.72 

25 Coniochaeta  0.00  2.94  0.00  1.05 

26 毛硬孔革菌 Duportella  0.00  5.15  0.00  1.84 

27 Pleurostoma  0.00  0.00  2.82  1.05 

28 可可毛色二孢菌 Lasiodiplodia  0.00  0.00  6.34  2.36 

29 Hypomontagnella  0.00  0.00  2.11  0.79 

30 拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis  0.00  0.00  2.82  1.05 

31 叶点霉属 Phyllosticta  0.00  0.00  2.11  0.79 

表 4  虎耳草根、茎、叶中内生真菌的多样性 

Table 4  Diversity of endophytic fungi in roots, stems and leaves of S. stolonifera 

植株部位 株数 物种数 多样性指数 均匀度指数 
相似性指数 

根 茎 叶 

根 103 20  2.81a  0.94a 1.00 0.38         

茎 136 12  2.36b  0.95a  1.00 0.50 

叶 142 12  2.18c  0.88b 0.31  1.00 

 总计 381 31 3.01 0.88    

第 4～5 列中不同小写字母表示不同部位的多样性指数和均匀度指数具有显著性差异（P＜0.05）  

Different lowercase letters in columns 4—5 indicate significant differences in diversity index and uniformity index of different parts (P < 0.05) 

 

和 Colletotrichum sp. HECL23 ， 其 中 菌 株

Colletotrichum sp. HECL23 的清除率（98.88%）高于

阳性对照组（Vc），具有很强的 OH 清除能力；ABTS

自由基清除率大于 50%的有 20 株，占测试菌株的

83.33%，其中高于 80%的有 Penicillium sp. HECS30

和 Aspergillus sp. HECS31，其清除率为别为 81.27%和

88.70%。菌株 Fusarium sp. HECS27 对 DPPH、OH 自

由基清除率均高于80%，菌株Talaromyces sp. HECS10

对DPPH、OH、ABTS 3 种自由基的清除率均高于 75%

（表 6）。 
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表 5  虎耳草内生真菌的分子鉴定 

Table 5  Molecular identification of endophytic fungi from S. stolonifera 

序号 菌株编号 植株部位 最相似菌株 一致性/% 属 

 1 HECR8 根 Ceriporia alachuana strain FP-103881-Sp（KP135341.1） 99.24 蜡质菌属 Ceriporia 

 2 HECR17 根 Acrocalymma medicaginis strain 5-F33（MW081367.1） 99.62 Acrocalymma 

 3 HECR38 根 Trichoderma asperellum strain SCGA5008（JQ040319.1） 99.83 木霉属 Trichoderma 

 4 HECR34 根 Emmia lacerata strain WZ-157（MN872489.1） 100.00 Emmia 

 5 HECR12 根 Cylindrocladiella ellipsoidea strain CBS 129573（MH865427.1） 100.00 小帚梗柱孢属 Cylindrocladiella 

 6 HECR18 根 Phanerochaete sp. strain DL12M（MT102860.1） 98.74 平革菌属 Phanerochaete 

 7 HECR30 根 Corynespora cassiicola strain SAL1（KY806119.1） 99.64 棒孢菌属 Corynespora 

 8 HECR35 根 Hypoxylon investiens strain FS57（MF770837.1） 99.70 炭团菌属 Hypoxylon 

 9 HECS10 茎 Talaromyces verruculosus strain R 2 (SS)（KC416631.1 ） 99.29 篮状菌属 Talaromyces 

10 HECS20 茎 Colletotrichum boninense strain LCM 869.01（MF495409.1） 99.83 炭疽菌属 Colletotrichum 

11 HECS11 茎 Acrocalymma sp. strain F2152（KU747920.1 ） 99.40 Acrocalymma 

12 HECS27 茎 Fusarium verticillioides strain UZ487（KM396284.1） 99.82 镰刀菌属 Fusarium 

13 HECS30 茎 Penicillium citrinum strain QJF-22（MN319561.1） 99.82 青霉菌属 Penicillium 

14 HECS31 茎 Aspergillus fumigatus strain MF22509（MH911420.1） 100.00 曲霉菌 Aspergillus 

15 HECS28 茎 Coniochaeta fasciculata strain STE-U 9092（MT298140.1 ） 99.82 Coniochaeta 

16 HECS8 茎 Calonectria eucalypti strain CMW 18443（GQ280631.1） 99.45 丽赤壳属 Calonectria 

17 HECL35 叶 Phyllosticta elongata strain LCM 886.01（MF495420.1） 99.07 叶点霉属 Phyllosticta 

18 HECL27 叶 Lasiodiplodia theobromae strain FV（KX022498.1） 99.63 可可毛色二孢菌 Lasiodiplodi 

19 HECL3 叶 Pleurostoma richardsiae strain D23A（MH010952.1） 99.82 Pleurostoma 

20 HECL24 叶 Pestalotiopsis microspora strain AP5（MH707065.1） 97.99 拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis 

21 HECL33 叶 Hypomontagnella monticulosa Ta-BL161（LC505293.1） 100.00 Hypomontagnella 

22 HECL23 叶 Colletotrichum gloeosporioides strain W-8（KT390195.1） 99.83 炭疽菌属 Colletotrichum 

23 HECL20 叶 Penicillium aculeatum strain LP65（HQ392496.1） 99.14 篮状菌属 Talaromyces 

24 HECL4 叶 Phomopsis heveicola strain XJJH-3（KY379053.1） 99.29 拟茎点霉属 Phomopsis 

 

4  讨论 

药用植物具有丰富的内生菌资源[26]，对其群落

结构及多样性进行分析，进而指导筛选功能性菌株

可以更好地实现药用植物资源可持续利用，也为药

用微生物资源的开发提供更可靠的菌种信息。本研

究采用 Illumina Miseq 高通量测序技术并结合传统

培养方法对中药虎耳草植株进行了内生真菌类群结

构及多样性分析。基于 Illumina Miseq 高通量测序

共从虎耳草检测出 347 属的内生真菌，明显高于可

培养分离得到的 31 个属，这说明高通量测序技术获

得内生真菌类群和多样性信息更为丰富和全面。高

通量测序结果显示虎耳草根、茎、叶 3 个部位中的

优势菌门为子囊菌门和担子菌门，这与青海云杉针

叶内生真菌类群相似 [27]。另外，其优势菌属有

Dactylonectria、Minimelanolocus、Mycoleptodiscus、

Humicola、链格孢属、Wallemia、炭疽菌属和丽赤

壳菌属等，其中链格孢属、炭疽菌属在其他植物内

生真菌中也较为常见[28-19]。组织分离法得到的相对

丰度较高优势菌属如炭疽菌属、Dactylonectria 和丽

赤壳菌属均在高通量测序中检测到，但存在一部分

类群在高通量测序中并不是优势菌，这可能与其在

分离培养基中更易生长有关[31]。虎耳草内生真菌基

于高通量分析的 α 多样性 Shannon 指数（根 5.16、

茎 2.96、叶 2.88）与基于可培养方法分析的

Shannon-Wiener 指数（总体多样性 3.01）均高于多

数已报道的其他药用植物[27,31-32]，这表明虎耳草蕴

含较为丰富的内生真菌资源，这可能与植物的类型

及其特定的生存环境、气候条件等因素有关[33]。高

通量测序分析和组织分离法均发现虎耳草根部内生

真菌多样性明显高于茎部和叶部，这可能与根部长 
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表 6  虎耳草内生真菌发酵液对 3 种自由基的抗氧化活性 

Table 6  Antioxidant activity of endophytic fungi fermentation broth from S. stolonifera against DPPH, OH, ABTS free 

radicals 

序号 菌株编号 DPPH 清除率/% OH 清除率/% ABTS 清除率/% 

对照 1 mg·ml−1 Vc 95.79±0.00 95.59±0.00 98.50±0.00 

 1 Ceriporia sp. HECR8 66.32±0.05 52.16±0.02  0.71±0.07 

 2 Acrocalymma sp. HECR17 68.91±0.01 59.50±0.07 73.84±0.06 

 3 Trichoderma sp. HECR38 77.44±0.01 63.06±0.07 62.53±0.02 

 4 Emmia sp. HECR34 77.58±0.02 57.92±0.07 37.43±0.06 

 5 Cylindrocladiella sp. HECR12 84.47±0.05 39.82±0.03 51.22±0.11 

 6 Phanerochaete sp. HECR18 69.88±0.06 45.60±0.03 52.74±0.69 

 7 Corynespora sp. HECR30 59.10±0.02 59.82±0.03 70.35±0.04 

 8 Hypoxylon sp. HECR35 65.28±0.02 55.66±0.08 75.26±0.03 

 9 Talaromyces sp. HECS10 84.73±0.04 79.62±0.02 75.89±0.02 

10 Colletotrichum sp. HECS20 58.62±0.01 55.38±0.04 77.59±0.03 

11 Acrocalymma sp. HECS11 67.63±0.03 57.78±0.02 78.83±0.04 

12 Fusarium sp. HECS27 91.67±0.01 86.57±0.01 48.47±0.09 

13 Penicillium sp. HECS30 62.51±0.04 65.36±0.02 81.27±0.02 

14 Aspergillus sp. HECS31 44.27±0.01 76.68±0.02 88.70±0.10 

15 Coniochaeta sp. HECS28 55.94±0.02 65.72±0.08 65.84±0.03 

16 Calonectria sp. HECS8 59.82±0.03 48.82±0.03 75.36±0.02 

17 Phyllosticta sp. HECL35 86.07±0.02 35.71±0.01 48.86±0.04 

18 Lasiodiplodia sp. HECL27 76.09±0.04 61.43±0.04 75.07±0.00 

19 Pleurostoma sp. HECL3 68.08±0.03 73.00±0.02 75.15±0.01 

20 Pestalotiopsis sp. HECL24 42.43±0.03 76.27±0.02 74.93±0.04 

21 Hypomontagnella sp. HECL33 57.69±0.02 73.31±0.02 75.31±0.03 

22 Colletotrichum sp. HECL23 77.58±0.06 98.99±0.00 47.09±0.06 

23 Talaromyces sp. HECL20 60.71±0.02 51.38±0.02 70.87±0.01 

24 Phomopsis sp. HECL4 56.58±0.02 45.88±0.02 61.33±0.05 

期接触蕴含丰富微生物资源的土壤有关[34]。结合

高通量测序和传统可培养技术可以获得较为全面

的虎耳草内生真菌群落信息和菌株资源，这为虎

耳草内生真菌药用资源的后续开发与利用奠定了

基础[35]。 

当前，氧化应激已被证明在许多情况下会加速

疾病的发展，包括糖尿病、心血管疾病、阿尔茨海

默症和帕金森症、急性肺损伤、放射性损伤、癌症，

甚至衰老等[36]。几乎所有生物体都存在内源性抗氧

化防御和修复系统以防止机体氧化损伤，但这些系

统通常不足以完全防止损伤[37]。因此，寻找天然抗

氧化剂以减少机体的氧化损伤在食品工程和医药等

领域都具有重要的应用价值。现有研究表明虎耳草

具有良好的抗氧化活性，关于虎耳草内生真菌的抗

氧化活性未见报道。本研究对 24 株虎耳草内生真菌

代表性菌株发酵液进行 DPPH、OH 和 ABTS 自由

基抗氧化活性筛选，结果显示受测试菌株均具有不

同程度的抗氧化活性，其中对 DPPH、OH 和 ABTS

自由基具有 50%以上活性的菌株分别占受测总数的

91.67%、79.17%和 83.33%。菌株 Fusarium sp. 

HECS27 对 DPPH（91.67%）和 OH 自由基（86.57%）

都具有较高的清除活性，菌株 Colletotrichum sp. 

HECL23 对 OH 自由基的清除率达到 98.88%；菌株

Penicillium sp. HECS30（81.27%）和 Aspergillus sp. 

HECS31（88.70%）对 ABTS 自由基具有很好的清

除效果，而菌株 Talaromyces sp. HECS10 对 DPPH、

OH 和 ABTS 3 种自由基的清除率均高于 75%。以

上结果表明虎耳草内生真菌中蕴含中丰富的具抗氧
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化活性的菌株，它们为筛选微生物来源的天然抗氧

化剂提供重要资源库，也为虎耳草药用资源的可持

续利用提供了替代途径，其中活性优良菌株有待于

后续进一步深入研究。 
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