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摘要：为挖掘野生植物内生真菌资源，本研究采集了大兴安岭东麓野生药用植物，通过传统组织分离法，从

２１种供试材料不同组织部位分离纯化内生真菌，以常见作物病原菌为靶标菌，采用平皿对峙法筛选拮抗菌

株。根据拮抗菌株菌落形态及分子生物学特征进行菌株鉴定。结果表明：共分离纯化４７８株内生真菌，筛选

出６１株具有拮抗作用的菌株，其中１１株抑菌带宽≥５ｍｍ，为高活性拮抗菌株。６１株菌株经鉴定后有１０株

无法鉴定到属，其余５１株分属于１６个属，其中青霉属占２４．５９％，刺盘孢属占１１．４８％，离蠕孢属、瓶霉属、链

格孢属和镰刀菌属占６．５６％，其余均低于５％。
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　　植物内生菌是普遍存在于植物体内，与寄主

植物协同进化，或存在拮抗作用或存在轻微致病的

互惠共生关系的一类微生物［１２］。研究表明大多数

的植物物种至少具有一种内生菌［３］，而生长在独特

环境中的植物通常具有新的内生菌［４］。这使植物

内生菌的挖掘研究发展成为寻找具有潜在农业、医

药和工业应用价值的天然产物的新领域［５］。

药用植物的内生真菌可以产生与寄主相同或

相似的次生代谢产物，是具有生物活性的天然化

合物的丰富来源［６７］，由植物及其内生真菌共同产

生的生物活性化合物包括抗癌药物Ｃａｍｐｔｏｔｈｅ

ｃｉｎ，抗癌先导化合物Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ和天然杀

虫剂印楝素［８１０］，尽管如此，药用植物仍在很大程

度上未被开发［１１］。因此从药用植物中分离得到

内生真菌在寻找新的生物活性天然化合物方面具

有重要的应用价值。研究报道传统药用植物是新

型内生真菌的重要来源［１２１４］，在杀菌剂的研制中

内生真菌代谢产物具有很大潜力。这极大地推动

了药用植物内生真菌及其筛选功能性生物活性产

物的研究进展。

本试验材料野生药用植物采自大兴安岭东麓

内蒙古自治区呼伦贝尔市阿荣旗三岔镇新胜村，

通过组织分离法，对内生真菌进行分离、鉴定及拮

抗菌株的初步筛选，为挖掘野生植物内生真菌资

源及功能型拮抗菌株提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　植物　供试植物采自大兴安岭东麓内蒙

古自治区呼伦贝尔市阿荣旗三岔河镇新胜村，共

２１份野生植物样本。包括：黄芩（犛犮狌狋犲犾犾犪狉犻犪犫犪

犻犮犪犾犲狀狊犻狊）、地丁草（犆狅狉狔犱犪犾犻狊犫狌狀犵犲犪狀犪）、兴安石

竹（犇犻犪狀狋犺狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊）、玉竹（犘狅犾狔犵狅狀犪狋狌犿狅犱

狅狉犪狋狌犿）、小叶玉竹（犘狅犾狔犵狅狀犪狋狌犿犺狌犿犻犾犲）、地

榆（犛犪狀犵狌犻狊狅狉犫犪狅犳犳犻犮犻狀犪犾犻狊、威灵仙 （犆犾犲犿犪狋犻狊

犮犺犻狀犲狀狊犻狊）、关防风（犛犪狆狅狊犺狀犻犽狅狏犻犪犱犻狏犪狉犻犮犪狋犲）、

藜芦（犞犲狉犪狋狉狌犿狀犻犵狉狌犿）、兴安乌头（犃犮狅狀犻狋狌犿

犪犿犫犻犵狌狌犿）、毛 筒 玉 竹 （犘狅犾狔犵狅狀犪狋狌犿犻狀犳犾犪

狋狌犿）、黄芪 （犃狊狋狉犪犵犪犾狌狊犿犲犿犫狉犪狀犪犮犲狌狊）、毛百

合（犔犻犾犻狌犿犱犪狌狉犻犮狌犿）、白藓 （犇犻犮狋犪犿狀狌狊犱犪狊狔

犮犪狉狆狌狊）、北 苍 术 （犃狋狉犪犮狋狔犾犻狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊）、走 马

芹（犃狀犮犺犪狀犵犲犾犻犮犪犱犲犮狌狉狉犲狀狊）、兴安柴胡（犅狌狆犾犲狌

狉狌犿狊犻犫犻狉犻犮狌犿）、苦参（犛狅狆犺狅狉犪犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊）、漏

芦（犛狋犲犿犿犪犮犪狀狋犺犪狌狀犻犳犾狅狉犪）、桔梗（犘犾犪狋狔犮狅犱狅狀

犵狉犪狀犱犻犳犾狅狉狌犿）和狼毒（犈狌狆犺狅狉犫犻犪犳犻狊犮犺犲狉犻犪狀犪）。

１．１．２　病原菌　供试病原菌有大豆根腐病
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菌（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿）、玉米大斑病菌（犛犲狋狅

狊狆犺犪犲狉犻犪狋狌狉犮犻犮犪）、番茄灰霉病菌（犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲

狉犲犪）、马铃薯早疫病菌（犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狊狅犾犪狀犻）、水稻

纹枯病菌（犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻）、玉米茎基腐病

菌（犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿），以上病原菌菌株均

由黑龙江省农业科学院植物保护研究所生物防治

研究室保存。

１．２　方法

１．２．１　内生真菌分离及纯化　采用组织分离法：

用自来水反复冲洗供试样品根、茎、叶、花、果后放

置在滤纸上晾干。无菌操作台中取野生植物健康

组织根、茎、果５～７ｍｍ，叶、花３ｍｍ
２，经７０％酒

精浸５ｓ，根、茎、果经０．１％升汞浸１．５～２．０ｍｉｎ，

叶、花经０．１％升汞浸３０～４５ｓ，无菌水漂洗３次，灭

菌滤纸吸干表面水分，放置于ＰＤＡ（含链霉素４００μｇ

·ｍＬ１）平皿上，每皿４块组织，４次重复。于２５℃培

养箱中培养，每天观察至有菌丝长出。

消毒效果验证：将４００μＬ各组织最后１次无

菌水冲洗液涂布于ＰＤＡ平皿，２５℃培养箱黑暗

培养３～５ｄ，观察有无菌落产生，若平皿无真菌生

长，表明组织表面灭菌彻底，所分离获得的是内生

真菌，否则不能继续用于试验。

各组织平皿培养２～３ｄ后，待培养组织边缘

有菌丝长出时，采用尖端菌丝挑取法，挑取形态不

同的菌落纯化菌株转移至新的ＰＤＡ平皿继续培

养，反复纯化培养，对已纯化的菌株编号，转至

ＰＤＡ斜面，于２５℃培养箱中培养５～７ｄ，４℃冰

箱内保藏备用。

１．２．２　拮抗内生真菌初筛　参考平皿对峙

法［１５］，略改进。将靶标菌７ｍｍ 菌碟分别接于

ＰＤＡ平皿中央，“＋”方向距培养皿边缘１ｃｍ处

接种待测内生真菌菌碟，以单独接靶标菌为对照，

每处理重复３次。２５℃培养箱培养至靶标菌长

满平皿，检测待测内生真菌是否有拮抗作用。

１．２．３　拮抗内生真菌分类鉴定　形态学鉴定：活

化具有拮抗作用的菌株至ＰＤＡ平皿，打取培养

皿边缘直径７ｍｍ菌碟，将菌碟转接于ＰＤＡ平皿

中央，２５℃培养箱黑暗培养，每隔２ｄ观察菌落

形态，待菌丝长满平皿时，显微镜下观察菌丝、产

孢结构以及分生孢子梗着生情况，对菌株进行

鉴定。

分子生物学鉴定：利用通用引物ＩＴＳ１和

ＩＴＳ４扩增序列，扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳

分离，目的片段经ＤＮＡ胶回收试剂盒回收纯化

后，ＰＣＲ回收产物直接送样测序。将测序后获得

的序列提交到 ＮＣＢＩ，用Ｂｌａｓｔ完成序列分析，结

合形态学，进行菌株鉴定。

２　结果与分析

２．１　野生植物不同组织内生真菌分离

从２１种野生药用植物不同健康组织中共分

离得到４７８株内生真菌，其中平均分离数量及分

离率以根部最高，分别为７株和３４．１４％，其次为

茎部，叶部次之。不同植物间，从药用植物地丁分

离的内生菌共３１株，分离率最高为６．４８％（表１，

图１）。

表１　野生植物各部位内生真菌分离数量及分离率

野生植物
根 茎 叶 花 果实

分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％

黄芩 ９ ３０．００ ７ ２３．３３ ９ ３０．００ ５ １６．６７  

地丁 ９ ２９．０３ ５ １６．１３ ５ １６．１３   １２ ３８．７１

石竹 ９ ３２．１４ １３ ４６．４３ ６ ２１．４３    

玉竹 ８ ５０．００ ２ １２．５０ ６ ３７．５０    

小叶玉竹 ６ ３３．３３ ４ ２２．２２ ８ ４４．４４    

地榆 ７ ２９．１７ ８ ３３．３３ ９ ３７．５０    

威灵仙 ７ ３８．８９ ８ ４４．４４ ３ １６．６７    

关防风 ６ ２８．５７ ７ ３３．３３ ８ ３８．１０    

藜芦 ４ １９．０５ １０ ４７．６２ ７ ３３．３３    

草乌 １０ ３７．０４ ８ ２９．６３ ９ ３３．３３    

毛筒玉竹 １２ ５７．１４ ６ ２８．５７ ３ １４．２９    
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表１（续）

野生植物
根 茎 叶 花 果实

分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％ 分离数量 分离率／％

黄芪 １２ ４２．８６ ８ ２８．５７ ８ ２８．５７    

百合 ５ ２３．８１ ８ ３８．１０ ８ ３８．１０    

白藓皮 ７ ３１．８２ ６ ２７．２７ ９ ４０．９１    

苍术 １０ ４０．００ ７ ２８．００ ８ ３２．００    

走马芹 ３ １５．７９ ４ ２１．０５ ５ ２６．３２ ７ ３６．８４  

柴胡 １０ ３７．０４ ５ １８．５２ ６ ２２．２２ ６ ２２．２２  

苦参 ７ ３８．８９ ６ ３３．３３ ５ ２７．７８    

漏芦 ６ ３５．２９ ８ ４７．０６ ３ １７．６５    

桔梗 ８ ４２．１１ ５ ２６．３２ ４ ２１．０５ ２ １０．５３ ０

狼毒 ７ ２５．００ ９ ３２．１４ １２ ４２．８６    

均值 ７ ３４．１４ ６ ３０．３８ ６ ２９．５３ ５ ２１．５６ ６ １９．３５

图１　野生植物部分内生真菌菌落

２．２　拮抗菌株初筛

以６种本地区主要植物病原菌为靶标菌，对

分离的４７８株内生真菌进行平皿对峙初筛试验，

结果得到具有拮抗作用的菌株６１株，其中活性较

高的拮抗菌株１１株，抑菌带宽≥５ｍｍ。其中分

离自地丁果实的菌株２Ｆｒ８对多种病原菌菌丝

生长均起到了较强的抑制作用，拮抗作用广谱且

高效，是一株有研究潜力的菌株（图２）。

图２　部分内生真菌对不同靶标菌的拮抗效果

２．３　拮抗内生真菌鉴定

将６１株拮抗菌株的ＩＴＳ序列测序结果在

ＮＣＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ比对，有１０株菌株同源性

比对无法鉴定到属，其余５１株菌株分属于１６个

属，青霉属（犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿）、刺盘孢属（犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻

犮犺狌犿）、离蠕孢属（犅犻狆狅犾犪狉犻狊）、土赤壳属（犐犾狔狅狀犲犮

狋狉犻犪）、异茎点霉属（犘犪狉犪狆犺狅犿犪）、瓶霉属（犘犺犻犪

犾狅狆犺狅狉犪）、拟茎点霉（犘犺狅犿狅狆狊犻狊）、蓝状菌属（犜犪

犾犪狉狅犿狔犮犲狊）、球毛 壳 属 （犆犺犪犲狋狅犿犻狌犿）、链 格 孢

属（犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪）、曲霉属（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊）、镰刀菌

属（犉狌狊犪狉犻狌犿）、毛盘菌属 （犔犪犮犺狀狌犿）、垫壳孢

属（犆狅狀犻犲犾犾犪）、长孢菌属（犚犪犿犻犮犪狀犱犲犾犪犫犲狉）和棘

壳孢属（犘狔狉犲狀狅犮犺犪犲狋犪）。其中青霉属占拮抗菌株

的２４．５９％，刺盘孢属占１１．４８％，离蠕孢属、瓶霉

９８
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属、链格孢属和镰刀菌属占６．５６％，未知菌株占 １６．３９％，其余均低于５％（图３，图４）。

图３　部分拮抗内生真菌显微形态特征

图４　野生药用植物拮抗内生真菌的组成分布

３　讨论与结论
在挖掘及筛选高效拮抗内生真菌的研究中，

区域性、植物体种类以及分离方法直接影响内生

真菌的种类及数量。内生真菌的种类还与植株的

生长年龄、所处季节以及组织和器官的相对位置

等因素有关［１６］。此外，多数内生真菌并不能在人

工培养基上培养，且ＰＤＡ培养基不一定是最适

培养基［１７］，这在一定程度上限制了内生真菌的丰

度。本研究在野生植物营养生长阶段采集样品，

从２１种野生药用植物中分离得到的４７８株内生

真菌也只是这些药用植物内生真菌的一部分，在

后续研究中可尝试采用不同分离方法、不同培养

基来分离得到尽可能多的内生真菌。

在多数情况下，植物内生真菌的作用是植物

对外来病原菌的生物防御，其抑菌机理主要体现

在具有较强的空间和营养竞争能力，能够产生抗

菌物质抑制植物病原菌的生长，在植物遇到病原

菌侵袭时，能够通过释放代谢物来抵御或裂解受

影响的细胞来发挥作用，也可以通过诱导寄主防

御机制或促进生长来间接发挥作用［１８］。以６种

本地区主要植物病原菌为靶标菌，对分离的

４７８株内生真菌进行平皿对峙初筛试验，虽然只

有６１株菌株具有拮抗作用，但结果印证了并非所

有的内生真菌菌株都具有抗菌活性［１９］。初筛结

果显示，分离自地丁果实的菌株２Ｆｒ８对多种病

原菌菌丝生长均起到了较强的抑制作用，拮抗作

用广谱且高效；分离自黄芪根部的菌株１２Ｒ５只

对番茄灰霉病原菌菌丝生长有强抑制作用，具有

专一性，这两株菌株可以作为新型抗菌剂的潜在

来源，值得深入研究。

由于内生真菌特殊的生活环境，很多菌株在

人工条件下无法培养或者很难产生孢子，这对菌

种鉴定工作带来很大的困难。此外，分离到的内

生菌株很大一部分不能被准确地鉴定，这也是内

生真菌的常见问题［２０］。目前真菌鉴定主要基于

形态学特征和特定的分子序列差异，其中ＩＴＳ序

列分析法鉴定种间关系准确性相对较高，简单易

行。本研究对拮抗内生真菌进行ＩＴＳ序列分子，

辅助形态学鉴定，确定内生真菌分类地位。除１０

株同源性比对无法鉴定到属，其余５１株分属于

１６个属，其中优势菌青霉属占２４．５９％，刺盘孢属

占１１．４８％，其余均小于１０％。

野生药用植物内生真菌作为潜在的农业和药

物新资源，其研究越来越受到重视。对本研究筛

选到的具有广谱高效拮抗菌株离蠕孢２Ｆｒ８及

专一高效拮抗菌株棘壳孢１２Ｒ５，还需进一步进

行抑菌活性物研究，为开发功能型生物菌剂提供

依据。
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