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几种药用植物内生真菌抗真菌活性的初步研究*

李桂玲  王建锋  黄耀坚  郑忠辉  苏文金* *

(厦门大学生命科学院  厦门  361005)

摘要: 从三尖杉, 南方红豆杉及香榧中分离出 172 株内生真菌, 对其进行抗菌活性检测,

结果表明共 90 株内生真菌对一种或多种植物病原真菌, 如红色面孢霉 ( Neurospora sp. ) ,

木霉 ( Trichoderma sp. ) , 镰刀菌 ( Fusarium sp. ) 等有抑制作用, 来自三尖杉、南方红豆杉

和香榧的抗菌活性菌株比例分别为 40% , 541 2% 及 5711%。其中平板抑菌圈直径大于

15mm 的高抗菌株有 35 株。按 Ainsworth 等鉴定系统和方法进行鉴定, 具有抗菌活性的内生

真菌主要分布于拟青霉属、镰孢菌属等 18个属中。
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STUDY ON THE ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF ENDOPHYTIC FUNGI

ISOLATED FROMSEVERAL PHARMACEUTICAL PLANTS

LI Gu-i Ling  WANG Jian-Feng  HUANG Yao-Jian  ZHENG Zhong-Hui  SU Wen-Jin
(Life Sciences Inst itute of Xiamen University , Xiamen , 361005)

Abstract: One hundred and seventy-two strains of endophytic fungi were isolated from Taxus mairei , Cephalotaxus

fortunei and Torreya grandis cv . merrillia . The result of the antifungal assay shows that ninety strains of the fungi

have antagonism against one or more botanical pathogenic fungi, such asNeurospora sp. , Trichoderma sp. , Fusar-i

um sp. etc. The percentage of ant ifungal strains to tested strains are as follows: 40% Cephalotaxus fortunei,
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5412% Taxus mairei, 5711% Torreya grandis cv. merrillia. Thirty- five strains have high antifungal activities, and

their inhibit ion zone diameter is at least 15mm. The active endophyt ic fungi were identified as 18 genera, most of

which belong to Paecilomyces and Fusarium etc.

Key words: endophytic fungi, antifungal action

真菌是由不同进化途径的类群组成的, 现已发现 69, 000种, 而且每年尚以 1000

余种的新种递增。保守的估计, 全世界真菌的总数可达150万余种[ 1] , 故真菌有 /生物

资源的宝库0 之称。真菌和植物的相互关系极其有趣和复杂, 它们可以是寄生、共生

或互生。其共生关系主要表现在: 一方面, 植物为内生真菌提供光合产物和矿物质;

另一方面内生真菌的代谢物能刺激植物的生长发育。业已证明, 内生真菌能够参与植

物活性成分的合成, 或者对植物次生代谢产物进行转化。

目前人们所利用的微生物资源仅是自然界存在微生物的一小部分, 现存的微生物

资源急需环境的有效保护、大量的分离和培养菌种才能有效地保存和利用。但是环境

资源保护并不能使资源优势转化为具有经济效益的天然产品, 真菌资源的真正价值在

于受到切实重视和有效的利用。从这个意义上说, 内生真菌的研究对于植物-真菌共生

生态、天然产物的开发等有着重要的意义。

本文旨在通过对分布于福建省的几种珍稀药用植物的内生真菌抗真菌活性的初步

研究, 确定抗真菌活性菌株的生态分布及其抗菌特性, 从而为植物-真菌生态关系的研

究以及植物内生真菌资源的利用提供依据。

1  材料
111  材料及来源

南方红豆杉 ( Taxus mairei ) 树皮样品: 采自福建省尤溪县汤川和黄林两地及福建

省武夷山自然保护区, 树径为 20~ 80cm, 海拔 800~ 900m。

三尖杉 ( Cephalotaxus fortunei ) 树皮样品: 采自福建省武夷山自然保护区, 树径为

10~ 50cm, 海拔 800~ 900m。

香榧 ( Torreya grandis cv . merrillia ) 树皮样品: 采自福建省武夷山自然保护区,

树径为30~ 120cm, 海拔 900m左右。

112  拮抗测定指示菌
红色面孢霉 ( Neurospora sp. ) , 葡萄状穗霉 ( Stachybotrys sp. ) , 弯孢霉 ( Curvular-

ia sp. ) , 轮枝孢霉 ( Verticillium sp. ) , 镰刀菌 ( Fusarium sp. ) , 木霉 ( Trichoderma

sp. )。

2  方法
211 内生真菌分离

采用平板倾注法[ 2, 3]。上述南方红豆杉、三尖杉、香榧植物样品 (带有少量木质部

的树皮) 采集后即予处理分离。即用无菌小刀去除外皮层和木质部, 取内皮层及韧皮

部用 70%乙醇消毒 3min, 无菌水冲洗 3min。将大约 015g 的树皮加 2mL 的无菌水于研钵

中充分研磨后, 取 011mL 的匀浆液于培养皿中, 加入 10~ 15mL 的含终浓度 50mg/ L 庆
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大霉素的 PDA培养基, 25 e 培养, 待菌丝长出后, 经过纯化, 挑出单菌落于斜面上。

212  内生真菌液体培养及发酵液处理

液体培养采用 PDA液体培养基, 取菌丝块接种, 25 e , 120r/min 培养 7d。发酵液

经冻融, 匀浆后, 4000r/ min离心 5min, 取上清液, 过滤除菌。

213  抑菌实验

采用滤纸片法[ 4~ 7]。将斜面培养的指示菌用无菌水洗下其孢子, 与适量培养基混

匀 (孢子终浓度约为 106 个/mL) , 倒平板。待培养基凝固后, 将无菌滤纸片 ( �=

5mm) 用样品浸湿, 贴放于培养基上, 25 e 培养 48h, 测量抑菌圈直径。

214菌株鉴定
按Ainsworth 等真菌鉴定系统和方法进行鉴定[ 8, 9]。

3  结果及分析
311  植物内生真菌的抗真菌活性

从上述 3种植物中共分离得内生真菌 172株, 其中红豆杉 107株, 三尖杉 30 株,

香榧 35株。内生真菌拮抗实验结果见表 1。从表 1可以看出, 172株供测菌株中, 共有

90株内生真菌对一种或多种指示菌有抑制作用 (占总分离菌株数的 5213% )。3种植物

内生真菌的抗菌活性菌株所占比例都超过 40%, 香榧抗菌活性菌株所占比例最高, 达

5711%。这表明, 植物内生真菌中存在着广泛的抗真菌资源。

表 1 内生真菌的抗真菌活性及宿主分布

宿主

植物

供测菌株

(株)

抗菌活性菌株数

(百分比)

抗菌活性菌株的分布 (株)

A B C D

红豆杉 107 58 (5412% )  49 9 20 29

三尖杉 30 12 ( 40% )  18 2 9 1

香榧 35 20 (5711% )  15 4 11 5

总计 172 90 (5213% )  82 15 40 35

 A: 无抗菌活性, B: 抑菌圈直径< 10mm, C: 抑菌圈直径 10~ 15mm, D: 抑菌圈直径> 15mm.

从表 1还可以看出, 3种植物内生真菌活性菌株的分布有较大差别。红豆杉内生真

菌抗真菌高活性菌株 (抑菌圈直径> 15mm ) 所占比例最高, 三尖杉的最低。而香榧内

生真菌中, 一般活性菌株 (抑菌圈直径 10~ 15mm) 所占比例最高, 低活性菌株 (抑菌

圈直径< 10mm) 与高活性菌株数相当。

312  香榧内生真菌抑菌活性

香榧内生真菌的抗菌活性主要表现在对葡萄状穗霉的抗性上, 35 株供测菌株中,

共有 14株 (占 40% ) 对葡萄状穗霉有抗菌活性, 对镰刀菌有抗性的菌株也较多, 占供

测菌株的 2816%, 但未发现对弯孢霉有抗性的菌株。香榧内生真菌高抗菌株较少, 5株
抗真菌高活性的菌株主要对轮枝孢霉起抑制作用。高活性菌株多数分布在隔指孢属

( Dactylium ) 中。

313  红豆杉内生真菌抑菌活性

红豆杉内生真菌中, 对红色面孢霉有抗菌活性的菌株最多, 共有 28个菌株 (占供

测菌株的 2614% ) , 而对轮枝孢霉有抗菌活性的菌株最少, 仅有 4株 (约占总供测菌株
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的318% )。其活性菌株主要分布在拟青霉属 ( Paecilomyces ) 及头孢霉属 ( Cephalospo-

rium ) , 高抗菌株也主要为拟青霉属的菌株, 且多数可以抑制红色面孢霉的生长。

314  三尖杉内生真菌抑菌活性

三尖杉内生真菌中, 对红色面孢霉及弯孢霉有抗性的菌株所占比例最高, 各占总

供测菌株的 2313%, 未发现对木霉有抗菌作用的菌株。其高活性菌株较少, 仅有 1株,

为一种被孢霉 ( Mortierella sp. ) , 该菌株对红色面孢霉及弯孢霉均有较强的抗菌作用。

三尖杉内生真菌抗菌活性菌株主要分布在拟青霉属中。

315  植物内生真菌抗菌活性菌株鉴定结果统计

3种植物内生真菌抗菌活性菌株分布在 18个属中 (见表 2) , 其中以拟青霉属为主,

占活性菌株的 617%。此外, 3种植物内生真菌活性菌株的种属分布具有多样性。红豆
杉内生真菌活性菌株分布在 16个属中, 以拟青霉属、镰孢菌属、头孢霉属及枝孢霉属

为主, 各占活性菌株的 1017%、816%、816%和 816%; 三尖杉内生真菌活性菌株较
少, 分布在拟青霉属及被孢霉属等属中; 而香榧内生真菌活性菌株分布在 5个属中,

以枝孢霉属为主。

表 2  3 种植物内生真菌抗菌活性菌株属的分布 (单位: 株)

属 红豆杉 三尖杉 香榧 属 红豆杉 三尖杉 香榧

拟青霉属 ( Paecilomyces ) 6 4 0 木霉属 (Trichoderma ) 3 0 0

被孢霉属 ( Mortierella ) 3 1 0 头珠霉属 ( Oedocephalum ) 2 0 0

头孢霉属 ( Cephalosporium ) 5 0 0 腐霉属 ( Pythium ) 1 0 0

枝孢属 ( Cladosporium ) 5 0 4 明枝霉属 (Hyalodendron ) 1 0 0

镰孢菌属 ( Fusarium ) 5 0 0 掷孢酵母属 ( Sporobolomyces ) 1 0 0

阜孢霉属 ( Papularia ) 2 0 3 丛梗孢属 ( Monilia ) 1 0 0

葡萄孢属 ( Botryt is ) 1 0 1 隔指孢属 ( Dactylium ) 0 0 1

拟小卵孢属 ( Ovulariopsis ) 2 0 1 链二孢属 ( Biospora ) 0 0 1

地霉属 (Geot richum ) 4 0 0 未知属 13 7 9

毛霉属 ( Mucor ) 3 0 0

4  讨论
植物内生真菌指的是生长在植物体的根、茎及叶等组织中的细胞间隙或细胞内,

与植物建立无害的共生关系的一类真菌, 是植物微生态系统中的天然组成成分
[ 7, 10, 11]

。

也有人认为内生真菌是指整个生活史或生活史的某个阶段, 侵入活体植物组织内, 而

引起不可见、非炎症感染的真菌[ 12]。植物内生真菌在进化过程中与宿主建立了和谐的

联合关系, 其次生代谢产物是十分丰富的, 是天然产物的重要来源
[ 7, 10, 11]

。我们的工作

结果表明, 植物内生真菌中广泛分布着抗菌活性菌株 (占供测菌株的 40%以上)。内生

真菌的拮抗作用、生态分布及属种分布具有多样性。3种植物中内生真菌抗菌活性菌株

的种属类型及数目具有较大差异, 红豆杉内生真菌的抗菌活性菌株类型较多, 三尖杉

的较少。同属的内生真菌对不同的植物病原菌拮抗作用及抗菌效果各不相同。不同属

种的菌株对同一指示菌的抗菌作用也有较大差别, 对红色面孢霉有拮抗作用的菌株种

类较多。

植物病原真菌的感染是引起植物病害, 造成作物减产的重要原因。目前, 对植物

病害的防治均采用化学农药杀灭病原菌, 而化学农药对人畜的毒副作用和残留问题至
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今仍难以解决。随着越来越多抗药性植物病原菌的出现, 寻找其它可替代的、毒副作

用小, 安全有效的农药来防治植物病害成了农业可持续发展的焦点问题[ 13]。以上结果

表明, 高活性菌株在内生真菌中占有一定比例, 占总供测菌株的 20%以上。而抑菌作

用最强的菌株, 对木霉的平板抑菌圈直径达 46mm。在 3种植物的内生真菌中, 存在着

比较罕见的抗菌活性菌株, 如子囊菌及瘤座孢科和暗色孢科的某些种, 值得进一步研

究。因此, 植物内生真菌是重要的抗菌药用资源。开发植物内生真菌, 寻找新的抗菌

活性物质具有广阔的前景。
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底物的分散和溶解对甾体微生物酶反应的影响*

阳  葵  李晓静  冯  霞  尹  强  赵海燕

(天津大学理学院化学系  天津  300072)

摘要 : 甾体的溶解是微生物转化反应的控制步骤。表面活性剂对憎水性物质的增溶作用是

具有憎水内核胶团形成的直接结果。随表面活性剂溶液浓度的增加, 胶团数目增加, 甾体

水溶性增强。复配型分散剂 PSE-MGE 应用于甾体转化体系, 相对于单组分分散剂 PSE 而

言, 实现同一程度甾体水溶性增强所需的表面活性剂用量减少, 对菌体生长的负面影响较

小, 有利于转化。超声与分散剂配合使用的效果优于分散剂单独使用的效果, 且使用较强

的超声声强 ( 121 4W/ cm2 ) 和较短的超声时间 ( 5min) 时效果最佳。

关键词: 甾体化合物, 微生物转化, 分散剂, 超声, 溶解
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