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甘草内生真菌分离及其抑菌活性初探
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摘要!为了解药用植物甘草"
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#内生真菌资源多样性及其抑菌活性特征!通过组织块法对内

生真菌进行分离!并选择小麦全蚀病菌"
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#

$+-

0

%).','-9:;&1%'1'$'

#$枸杞黑果病菌"

2/""+1/1%'$&*.

0

"/+/-

3

/%'/'4+-

#$番茄灰霉病菌"

5/1%

#

1'-$',+%+)

#$黄瓜枯萎病菌"

6*-)%'*./7

#

-

3

/%'*.<&=

>
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#$黄瓜立

枯病菌"

8&'(/$1/,')-/"),'

#

2

种植物病原真菌和枯草芽孢杆菌"

5)$'""*--*91'"'-

#$大肠杆菌"

:-$&+%'$&')$/"'

#$金

黄色葡萄球菌"

;1)

3

&

#

"/$/$$*-)*%+*-

#$铜绿假单胞菌"

<-+*4/./,)-)+%*

0

',/-)

#

6

种细菌作为供试指示菌!采用

对峙法和改进的菌块法测定抑菌活性%试验结果显示!从甘草根$茎$叶中分离出
7"

株内生真菌!其中根部最多!

占分离菌株总数的
52&"?

!其次为茎部!叶部最少&经形态学初步分类鉴定归于
7

目
7

科
2

属!梭孢霉属为优势菌

属!占分离菌株总数的
3"&"?

&在分离的内生真菌中有
82

株菌对
8

种或
8

种以上供试植物病原真菌有不同程度

的抑制作用!为分离内生真菌总数的
32&"?

!

8@

株菌对
8

种或
8

种以上供试细菌有不同程度的抑制作用!为分离

内生真菌总数的
@2&"?

&有
3

株内生真菌对枯草芽孢杆菌拮抗活性差异显著"

<

"

"&"2

#!有
A

株内生真菌对金黄

色葡萄球菌拮抗活性差异显著!有
!

株内生真菌对大肠杆菌拮抗活性差异显著!有
8

株内生真菌对革兰氏阴性铜

绿假单胞菌拮抗活性差异显著!其中菌株
).1B)"82

对番茄灰霉病菌$金黄色葡萄球菌拮抗活性差异显著!菌株

).1B)"8"

对大肠杆菌$金黄色葡萄球菌拮抗活性差异显著!菌株
).1B)""7

对枯草芽孢杆菌$金黄色葡萄球菌

供试细菌拮抗活性差异显著&菌株
).1B)"82

$

).1B)""7

$

).1B)"8"

均为梭孢霉属!为高活性菌株%甘草内生

真菌具有多样性和抑菌活性!多数菌株对供试病原真菌和病原细菌具有拮抗活性!对革兰氏阳性金黄色葡萄球菌

和革兰氏阳性枯草芽孢杆菌拮抗活性较强!预示着甘草内生真菌具有重要的资源价值%

关键词!药用植物&甘草&内生真菌&分离&抑菌活性
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文献标识码!
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文章编号!
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内生真菌#

:,4/

3

&

#

1'$

=

*,

0

'

%是指那些在其生

活史中的某段时期生活在植物组织内!对植物组织

没有引起病害症状的真菌&

8

'

(近年来!国内外学者

已在多种植物!特别是药用植物中分离出内生真

菌&

7E6

'

!植物内生真菌不但对植物生长发育进行积极

调控!而且能产生与宿主相同或相似的生理活性物

质&

2E5

'

!并具有抗菌)抗病毒)抗肿瘤)抗氧化)免疫抑

制等生物活性!是植物天然代谢产物的重要来

源&

3E@

'

(从植物中分离内生真菌!筛选具有活性的内

生真菌及其天然产物作为药用植物替代资源的研究

具有重要的意义&

8"

'
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甘草#

!"

#

$

#

%%&'()*%)"+,-'-

%属于豆科甘草属

灌木状多年生草本植物!是我国干旱)半干旱地区重

要的植物资源!在我国东北)华北)西北均有分布!主

产区主要在宁夏)甘肃)内蒙古(甘草耐旱)耐寒)耐

盐碱)防风)固沙固土!是干旱半干旱荒漠地区优良

的生态先锋植物!能够产生重要的生态效益(甘草

作为一味古老的植物药!具有补脾益气)清热解毒)

祛痰止咳)缓急止痛)调和诸药)有抗癌抗病毒等药

理作用&

88E87

'

!在临床上用于治疗呼吸系统)消化系

统)免疫系统等多种疾病(由于甘草对多种疾病表

现了良好的预防和治疗作用且毒副作用较小!近年

来对甘草潜在的多种药理活性的研究和挖掘一直是

国内外药理界关注的重要议题(甘草作为我国乃至

世界上重要的中药材!国内外需求量很大!随着甘草

供需矛盾的日益增加!甘草野生资源日渐匮乏!市场

供不应求!在这种供求矛盾紧张的情况下!对甘草资

源的保护和利用势在必行&

8!

'

(目前!人们已在甘草
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的育种)栽培技术等方面开展了研究!但甘草人工种

植周期长)组织培养技术尚不成熟!寻找新的可获取

甘草有效成分的途径具有重要的现实意义(近年!

国内外对于甘草内生真菌及其代谢产物的研究仍然

处在起步阶段!王莉等&

86

'对乌拉尔甘草内生真菌的

分布和抑菌活性进行了研究!刘霞等&

82

'采用组织块

法对陕北野生甘草根中分离出的
5

株内生真菌发酵

液进行了植物病原真菌的抑制活性测定!刘建利

等&

85

'对宁夏乌拉尔甘草中内生真菌多样性进行了

初步研究(本试验在现有研究的基础上!根据植

物
4

内生真菌共生理论及其甘草的生物学特性!对

甘草内生真菌进行分离!并对其抑菌活性进行初步

研究!以期为拓展甘草资源的综合利用途径提供依

据(

!

!

材料与方法

!&!

材料

!&!&!

供试材料
!

甘草于
7"8"

年
8"

月初采自宁夏

平罗!地理位置
8"5J!"K8AL1

!

!AJ7!K23L'

!海拔

88"7F

(采样时挑选无病害健康植株!采集后
6AM

内利用
32?

乙醇和
"&8?

升汞进行表面消毒处理(

!&!&"

主要仪器
!

生化培养箱#

/+NE72"

%)超净工

作台#

OPE,PE7Q

%)生物显微镜#

B.E8"3,,Q

%)湿热

灭菌器#

RS/NE7A"

%)热空气消毒箱#

R)NE@"2!*

%(

!&!&#

培养基和试剂
!

营养琼脂培养基#蛋白胨
8"

T

+

.

48

)牛肉粉
!&"

T

+

.

48

)氯化钠
2&"

T

+

.

48

)琼

脂
82&"

T

+

.

48

%)马铃薯葡萄糖培养基#马铃薯浸

粉
2&"

T

+

.

48

)葡萄糖
7"&"

T

+

.

48

)琼脂
82&"

T

+

.

48

)氯霉素
"&8

T

+

.

48

%)乳酸石炭酸棉兰染色

液#石炭酸
7"

T

)甘油
6"F.

)乳酸
7"F.

)棉蓝
"&"2

T

)蒸馏水
6"F.

%(

!&!&$

供试指示菌
!

供试植物病原真菌为小麦全蚀

病菌#

!)+*.),,/.

#

$+-

0

%).','-9:;&1%'1'$'

%)枸杞

黑果病菌#

2/""+1/1%'$&*.

0

"/+/-

3

/%'/'4+-

%)番茄灰

霉病菌#

5/1%

#

1'-$',+%+)

%)黄瓜枯萎病菌#

6*-)%'>

*./7

#

-

3

/%'*.<&=

>

&$*$*.+%'-

%和黄瓜立枯病菌

#

8&'(/$1/,')-/"),'

%!由宁夏农林科学院植物保护

研究所提供$供试细菌为革兰氏阳性菌枯草芽孢杆

菌#

5)$'""*--*91'"'-

%!由西北农林科技大学无公害

农药研究中心提供$革兰氏阴性菌大肠杆菌#

:-$&+>

%'$&')$/"'

%)革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌#

;1)

3

&>

#

"/$/$$*-)*%+*-

%和革兰氏阴性菌铜绿假单胞菌

#

<-+*4/./,)-)+%*

0

',/-)

%!由宁夏医科大学附属

医院检验科提供(

!&"

方法

!&"&!

内生真菌的分离和纯化
!

内生真菌的分离采

用植物组织块法(首先将采集的植物材料用自来水

冲洗进行预处理!去掉泥土和杂质!然后随机分别称

取植物的根部)茎部)叶片置于
!

个直径为
8"IF

的

无菌烧杯中!再依次用
32?

酒精漂洗
8FGU

)无菌水

漂洗
!

次!

"&8?

升汞漂洗
!FGU

)无菌水漂洗
!

次!

32?

酒精漂洗
!"=

)无菌水漂洗
2

次进行表面消毒(

消毒后的材料用无菌手术剪剪成叶#

7

#

2

%

FFV

#

7

#

2

%

FF

)根和茎
2

#

8"FF

的片段!分别置于

(Q*

平板上!并用封口膜将培养皿密封!

7AW

进行

避光培养
!

#

2X

$同时!采用植物组织印记法&

83

'

!将

表面消毒的植物组织片段不经剪切直接在培养基表

面轻抹!相同条件下培养作为对照!培养
!X

后对照

培养基中无真菌长出!证明表面消毒彻底!分离到的

真菌是植物内生真菌(每皿接
6

#

2

个样品!重复
!

次!观察材料切口处长出的菌丝或菌落!取切口处菌

丝!转接至新的
(Q*

培养基上继续培养!采用尖端

菌丝挑取法对所分离的内生真菌进行多次分离!最

后将纯化后的菌株转接到
(Q*

斜面上编号和保

存&

8A

'

(

!&"&"

内生真菌的形态观察与初步分类
!

用点植法

在平板中接种纯化好的内生真菌菌株!然后观察菌

落形态!并作常规镜检(首先从纯化培养
!

#

2X

的

菌落上挑取菌丝!用乳酸石炭酸棉蓝染色液染色制

成玻片!置于显微镜下观察菌丝形态)孢子梗形态)

孢子形态以及孢子与营养体着生关系!对照,真菌鉴

定手册-

&

8@

'

),半知菌图解-

&

7"

'等有关资料初步确定

真菌的分类学地位至属(

!&"&#

病原菌拮抗内生真菌的初步筛选
!

供试植物

病原真菌的拮抗作用分析采用平板对峙培养

法&

78E7!

'

!将
2

种植物病原真菌分别接种于
(Q*

平板

中央!分离的内生真菌按
!

#

6

点接种于平板边缘!

距病原真菌
72FF

!距培养皿边缘距离不得小于
8"

FF

!以只接病原真菌的平板作对照!处理和对照均

设
!

次重复!置于
7AW

下恒温避光培养
6X

后观察

病原真菌菌落的变化!测定内生真菌对病原真菌的

拮抗带宽度!以拮抗带宽度平均值作为内生真菌拮

抗活性强弱的指标&

76E72

'

!初步筛选出对植物病原真

菌生长具有拮抗作用的内生真菌(

供试细菌的拮抗作用初步筛选采用改进的菌块

A2!
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卷
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期%

法&

75E73

'

!按无菌操作法分别接入
7

#

!

环供试细菌于

培养皿中!取融化并保温在
62W

左右的
'*

培养基

倒入
@"FF

无菌培养皿中制成平板!以手搓法轻轻

摇动使其混匀!待培养基稍微凝固后用灭菌接种环

取内生真菌菌饼
!

#

6

块!直径约
2FF

!分
!

#

6

点

等距离均匀放置!菌饼距培养皿边缘距离不得小于

8"FF

!小心放入培养基中!使菌块带菌丝的一面贴

在培养基表面!用封口膜密封后将培养皿置低温
8"

W

以下保持
87

#

86M

!然后将皿置于
7AW

下恒温培

养
!

#

2X

!观察内生真菌对病原细菌的拮抗作用!测

定抑菌圈的直径!以抑菌圈直径大小的平均值作为

内生真菌拮抗活性强弱的指标&

7AE!"

'

(

!&"&$

数据处理
!

病原菌拮抗带宽度大小和抑菌圈

直径均为
!

次重复试验的平均值!以平均数
Y

标准

偏差表示!以对不同病原菌拮抗活性为效应变量!不

同菌株病原菌拮抗活性比较采用单因素方差分析!

以检验不同菌株拮抗活性之间的差别是否有统计学

意义!统计分析利用
/(//8!&"

软件进行(

"

!

结果与分析

"&!

内生真菌菌株分布和种类构成
!

从甘草

根)茎)叶中总共分离到内生真菌
7"

株!其中根部

8!

株)茎部
5

株)叶部
8

株!分别为分离菌株总数量

的
52&"?

)

!"&"?

)

2&"?

#表
8

%(

通过内生真菌菌落和菌株显微形态特征观察!

将分离的内生真菌初步鉴定为
7

目
7

科
2

属#表

7

%!其中丝孢目有内生真菌
85

株!无孢目有
6

株!分

别为所分离菌株总数的
A"&"?

和
7"&"?

(丝孢目

中分离的菌株归于
!

个属!其中梭孢霉属
86

株!为

分离菌株总数的
3"&"?

!为优势菌属$无孢目菌株

归于
7

个属!为束丝菌属和组丝核菌属(

"&"

内生真菌抑活性
!

拮抗试验表明!

82

株内生

真菌对
8

种或
8

种以上供试植物病原真菌有不同程

度的拮抗作用!为分离菌株数量的
32&"?

#表
!

%(

方差分析显示!内生真菌菌株对番茄灰霉病菌)

黄瓜立枯病菌)小麦全蚀病菌拮抗活性差异显著

#

<

"

"&"2

%!内生真菌菌株对黄瓜枯萎病菌和枸杞

黑果病菌拮抗活性差异不显著#

<

$

"&"2

%!不同菌

株多重比较结果表明!内生真菌对番茄灰霉病菌拮

抗活性中!菌株
).1B)"82

与其他所有不同菌株比

较拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%!菌株
).1B)""!

与其他无拮抗活性的菌株相比较!拮抗活性差异显

著#

<

"

"&"2

%!但与菌株
).1B)""6

)

).1B)""5

)

).1B/""8

)

).1B/""7

)

).1B/""2

之间相比较!拮

抗活性差异不显著#

<

$

"&"2

%(

同样!内生真菌对黄瓜立枯病菌拮抗活性中!菌

株
).1B)""7

)

).1B)""!

)

).1B)""6

)

).1B)""3

)

).1B/""8

与其他菌株比较!拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%!但这
2

株菌之间差异不显著#

<

$

"&"2

%(

内生真菌对小麦全蚀病菌拮抗活性中!菌株

).1B)""!

)

).1B)""6

)

).1B)""3

)

).1B/""7

)

).1B/""!

)

).1B/""3

与其他菌株之间比较!拮抗

活性差异显著#

<

"

"&"2

%!但这
5

株菌之间差异不

显著#

<

$

"&"2

%(

!!

所有分离的内生真菌对
2

种病原真菌的拮抗活

性中!菌株
).1B)"82

对番茄灰霉病菌拮抗活性差

异显著!拮抗带宽度平均值为
2&53FF

!为高活性

菌株(

表
!

!

甘草内生真菌菌株分布

%&'()!

!

*+,-.+'/-+0102+,0(&-),02)130

4

5

6

-+7

2/1

8

+2.09!"

#

$

#

%%&'()*%)"+,-'-

分离部位

0=$%:ZG$U

=[IZG$U

菌株编号

/Z;:GUU\F][;

属

R[U\=

根
)$$Z

).1B)""8

束丝菌属
?(/,'*.

).1B)""7

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)""!

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)""6

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)""2

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)""5

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)""3

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)""@

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)"8"

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)"87

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)"8!

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)"82

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B)"8@

组丝核菌属
<&)$/4'*.

茎
/Z[F

).1B/""8

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B/""7

组丝核菌属
<&)$/4'*.

).1B/""!

组丝核菌属
<&)$/4'*.

).1B/""6

梭孢霉属
6*-'4'*.

).1B/""2

曲霉属
@-

3

+%

0

'""*-

).1B/""3

皮思霉属
<'1&/.

#

$+-

叶
.[:< ).1B.""7

梭孢霉属
6*-'4'*.

注*.

).

/甘草$.

1B

/内生真菌$.

)

/根$.

/

/茎$.

.

/叶(

'$Z[

*

):XĜ%G

H

\G;GZG:[=M$;Z<$;

.

).

/!

1UX$

>

M

_

ZGI<\U

T

G<$;

.

1B

/!

/Z[F<$;

.

/

/!

.[:<<$;

.

.

/

&

@2!



()*+*,-.+-)*./,01',1

#

#$%&!"

!

'$&"!

%

"!

"

7"8!

表
"

!

甘草分离内生真菌菌属构成

%&'()"

!

%5)

8

)1).&022/1

8

&()130

4

5

6

-+7+,0(&-),2.09!"

#

$

#

%%&'()*%)"+,-'-

目

;̀X[;

!

科

B:FG%

_!

属

R[U\=

!

菌株数量
/Z;:GU

H

\:UZGZ

_

根
)$$Z

茎
/Z[F

叶
.[:<

合计"株

+$Z:%=Z;:GU=

孢目

*

T

U$F

_

I[Z:%[=

无孢科

*

T

$U$F

_

I[Z:I[:[

束丝菌属
?(/,'*. 8 " " 8

组丝核菌属
<&)$/4'*. 8 7 " !

丝孢目

O

_>

M$F

_

I[Z:%[=

丛梗孢科

S$UG%G:I[:[

梭孢霉属
6*-'4'*. 88 7 8 86

曲霉属
@-

3

+%

0

'""*- " 8 " 8

皮思霉属
<'1&/.

#

$+- " 8 " 8

表
#

!

甘草内生真菌抑制植物病原真菌活性

%&'()#

!

%5)&1-+2/1

8

&(&7-+:+-+),02+,0(&-)3)130

4

5

6

-+72/1

8

+2.09!"

#

$

#

%%&'()*%)"+,-'- FF

菌株编号

/Z;:GU

U\F][;

番茄灰霉病菌

5/1%

#

1'-

$',+%+)

黄瓜枯萎病菌

6*-)%'*./7

#

-

3

/%'*.<&

=

>

&I\I\F[;G=

枸杞黑果病菌

2/""+1/1%'$&*.

0

"/+/-

3

/%'/'4+-

黄瓜立枯病菌

8&'(/$1/,')

-/"),'

小麦全蚀病菌

!)+*.),,/.

#

$+-

0

%).','-9:;&1%'1'$'

).1B)""8 "&""Y"&""I "&""Y"&""] 8&53Y7&A@: "&""Y"&"": "&""Y"&""]

).1B)""7 "&""Y"&""I "&""Y"&""] "&""Y"&""] 8&!!Y"&2A: "&""Y"&""]

).1B)""! 7&""Y7&52] "&""Y"&""] 8&!!Y8&85: 8&!!Y"&2A: 8&!!Y8&85:

).1B)""6 "&53Y8&85] "&!!Y"&2A: 7&!!Y7&"A: 8&!!Y"&2A: 7&53Y8&85:

).1B)""2 "&""Y"&""I "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B)""5 8&!!Y7&!8] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B)""3 "&""Y"&""I "&""Y"&""] 7&!!Y7&"A: 8&""Y"&"": !&53Y!&"5:

).1B)""@ "&""Y"&""I "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B)"8" "&""Y"&""I "&""Y"&""] 7&53Y7&27: "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B)"87 "&""Y"&""I "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B)"8! "&""Y"&""I "&""Y"&""] 7&53Y8&85: "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B)"82 2&53Y"&2A: "&""Y"&""] 7&53Y6&57: "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B)"8@ "&""Y"&""I "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B/""8 8&""Y8&3!] "&""Y"&""] "&53Y8&85: 8&!!Y7&!8: "&""Y"&""]

).1B/""7 "&53Y8&85] "&""Y"&""] 8&!!Y8&85: "&""Y"&""] "&53Y8&85:

).1B/""! "&""Y"&""I "&53Y8&85: 6&""Y2&7@: "&""Y"&""] 6&""Y2&7@:

).1B/""6 "&""Y"&""I "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B/""2 "&53Y8&85] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""] "&""Y"&""]

).1B/""3 "&""Y"&""I 8&""Y8&3!: "&!!Y"&2A: "&""Y"&""] !&53Y!&28:

).1B.""7 "&""Y"&""I 8&!!Y7&!8: 7&!!Y6&"6: "&""Y"&""] "&""Y"&""]

注*表中值为平均值
Y

标准偏差(同列数字后面标有不同小写字母表示差异显著#

<

"

"&"2

%(下同(

'$Z[

*

Q:Z::;[F[:U=Y/Q&QG<<[;[UZ%$a[;I:=[%[ZZ[;=aGZMGUZM[=:F[I$%\FUF[:U=G

T

UG<GI:UZXG<<[;[UI[:Z"&"2%[9[%&+M[

=:F[][%$a&

!!

在分离的内生真菌中
8@

株菌对
8

种或
8

种以

上供试细菌有不同程度的拮抗作用!为分离内生真

菌菌株数的
@2&"?

#表
6

%(经方差分析!菌株对供

试枯草芽孢杆菌)大肠杆菌)金黄色葡萄球菌和铜绿

假单胞菌拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%!不同菌株

多重比较表明!在内生真菌对枯草芽孢杆菌拮抗活

性中!菌株
).1B/""7

与其他菌株比较!拮抗活性

差异显著#

<

"

"&"2

%!其抑菌圈直径达
6"&53FF

$

菌株
).1B)""7

)

).1B)""6

)

).1B)"8@

)

).1E

B)""5

)

).1B)""3

)

).1B)"8!

与其他菌株比较!

拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%!但这
5

株菌之间比

较差异不显著#

<

$

"&"2

%(

内生真菌对大肠杆菌拮抗活性中!菌株
).1E

B)""8

)

).1B)""@

)

).1B)"8"

与其他菌株比较!

拮抗活性差异显著#

<

"

"A"2

%!但这
!

株菌之间比

较差异不显著#

<

$

"&"2

%(

内生真菌对金黄色葡萄球菌拮抗活性中!菌株

).1B)""7

)

).1B/""6

)

).1B)""2

)

).1B)""5

)

).1B)"8"

)

).1B)"82

)

).1B/""2

)

).1B/""3

与

其他菌株比较!拮抗活性差异显著#

<

"

"A"2

%!但这

"5!



"!

"

7"8!

草
!

业
!

科
!

学 #第
!"

卷
"!

期%

A

株菌之间比较差异不显著#

<

$

"&"2

%(内生真菌

对铜绿假单胞菌拮抗活性中!菌株
).1B)"87

与其

他菌株比较!拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%(

在分离的内生真菌中!

3

株内生真菌对枯草芽

孢杆菌拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%!占分离菌株

总数的
!2&"?

!

!

株菌对大肠杆菌拮抗活性差异显

著!占分离菌株总数的
82&"?

$

A

株菌对金黄色葡萄

球菌拮抗活性差异显著!占分离菌株总数的
6"&"?

!

8

株菌对铜绿假单胞菌拮抗活性差异显著!占分离

菌株总数的
2&"?

(

表
$

!

甘草内生真菌拮抗病原细菌活性

%&'()$

!

%5)&1-+'&7-).+&(&7-+:+-

6

02+,0(&-)3)130

4

5

6

-+72/1

8

+2.09!"

#

$

#

%%&'()*%)"+,-'- FF

菌株编号

/Z;:GUU\F][;

枯草芽孢杆菌

5)$'""*--*91'"'-

大肠杆菌

:-$&+%'$&')$/"'

金黄色葡萄球菌

;1)

3

&

#

"/$/$$*-)*%+*-

铜绿假单胞菌

<-+*4/./,)-)+%*

0

',/-)

).1B)""8 "&""Y"&""X 76&!!Y8!&6!: "&""Y"&""I "&""Y"&""I

).1B)""7 77&!!Y!&3@] 6&53Y6&85] 7@&53Y5&"!: 7&53Y6&57]

).1B)""! "&""Y"&""X "&""Y"&""I A&""Y8!&A5] "&""Y"&""I

).1B)""6 75&""Y5&72] "&""Y"&""I "&""Y"&""I 7&!!Y6&"6]

).1B)""2 "&""Y"&""X 5&53Y2&33] 77&53Y78&5": "&""Y"&""I

).1B)""5 8@&53Y6&57] 6&""Y5&@!] 7!&53Y6&85: "&""Y"&""I

).1B)""3 7!&53Y8&2!] "&""Y"&""I 83&!!Y82&"6] "&""Y"&""I

).1B)""@ "&""Y"&""X 83&""Y!&58: "&""Y"&""I "&""Y"&""I

).1B)"8" 85&""Y7&""I 8@&!!Y8&2!: !"&""Y3&"": "&""Y"&""I

).1B)"87 "&""Y"&""X "&""Y"&""I "&""Y"&""I 3&""Y5&72:

).1B)"8! 78&""Y2&7@] "&""Y"&""I "&""Y"&""I "&""Y"&""I

).1B)"82 "&""Y"&""X "&""Y"&""I 7!&53Y8&2!: "&""Y"&""I

).1B)"8@ 8@&53Y7&"A] 3&""Y87&87] 8@&53Y6&3!] "&""Y"&""I

).1B/""8 "&""Y"&""X "&""Y"&""I "&""Y"&""I "&""Y"&""I

).1B/""7 6"&53Y2&A5: 3&!!Y87&3"] 86&!!Y76&A!] "&""Y"&""I

).1B/""! "&""Y"&""X "&""Y"&""I @&""Y3&A8] "&""Y"&""I

).1B/""6 "&""Y"&""X "&""Y"&""I 78&!!Y7&"A: "&""Y"&""I

).1B/""2 "&""Y"&""X "&""Y"&""I 76&!!Y8&85: "&""Y"&""I

).1B/""3 82&""Y8&3!I 7&""Y!&65] 76&53Y6&"6: "&""Y"&""I

).1B.""7 "&""Y"&""X 2&""Y6&!5] "&""Y"&""I "&""Y"&""I

"&#

高活性菌株菌属分布
!

抑菌活性结果显

示!内生真菌菌株
).1B)"82

对供试病原真菌番茄

灰霉病菌和对金黄色葡萄球菌拮抗活性差异显著

#

<

"

"&"2

%!该菌株为梭孢霉属$内生真菌菌株

).1B)"8"

对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌两种供

试细菌拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%!为梭孢霉属$

菌株
).1B)""7

对枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球

菌两种供试细菌拮抗活性差异显著#

<

"

"&"2

%!属

于梭孢霉属$这
!

株菌对供试病原菌拮抗活性差异

显著!均为梭孢霉属(

#

!

讨论

内生真菌普遍存在于植物中!且具有多样性特

征&

!8

'

(不同植物体内分离到的内生真菌种类和数

量有一定的差别!即使是同一种植物!可分离到的内

生真菌通常为数十种!有的甚至多达数百种&

!7

'

!造

成这种差异可能与植物不同品种)生境)体内微环

境)表面消毒程序)分离方法)培养基种类等因素有

关(宋素琴等&

!!

'对采自新疆的健康野生胀果甘草

#

!A',

=

")1)

%不同组织中内生真菌进行分离!纯化得

到两株内生真菌!分属于青霉属和镰刀菌属$李文军

等&

!6

'分离了新疆胀果甘草中的内生真菌!从甘草

根)茎)叶中分离得到
8"A

株内生真菌!分属于
5

个

属$刘建利等&

85

'从宁夏乌拉尔甘草的根)茎)叶中分

离出
8!5

株内生真菌!对产孢的
2!

株内生真菌进行

初步鉴定!分属于
5

个属!其中链格孢属)曲霉属和

青霉属为优势种群(本研究从甘草根)茎)叶中共分

离到内生真菌
7"

株!不同组织部位的内生真菌数量

存在较大差异!分布特点为根)茎)叶中数量递减!其

与刘建利等&

85

'所分离的内生真菌分布结果相同$同

时该研究分离得到的内生真菌分别属于
2

个属!梭

孢霉属为优势种群(可见!不同分离方法和程序以

及宿主生境的不同会在一定程度上影响分离内生真

85!



()*+*,-.+-)*./,01',1

#

#$%&!"

!

'$&"!

%

"!

"

7"8!

菌的数量和种类构成(另外!本研究仅仅采用常规

培养法进行培养!且为了确保分离菌株的内生性!消

毒时间严格!可能因此使得很多内生真菌被杀死!供

试甘草中可能还有未分离到的内生真菌!在后续试

验中要进一步摸索更为合适的分离方法!保证内生

真菌分离种类的多样性和可靠性(

本研究中所用的培养基均为常规分离用的培养

基!可能有的内生真菌不能在人工培养基上生长!并

且对内生真菌的鉴定只是根据菌株形态学特征初步

鉴定到属!在今后的研究中如结合非培养方法对内

生真菌多样性进行研究!可能结果会更科学&

!2

'

(

利用菌块对峙法初步筛选病原菌拮抗菌优点是

直观)简便)成本低)不失为一种体外有效筛选活性

内生真菌的方法!其拮抗带宽度或抑菌圈直径是评

价抑菌活性的重要参考指标(王艳红等&

72

'采用改

进的对峙培养法研究了药用植物温郁金#

2*%$*.)

B+,

#

*

C

',

%一株内生真菌#

2&)+1/.'*.

0

"/9/-*.

.8A

%对几种常见植物病原菌的拮抗作用!其中对番

茄灰霉病菌平均抑菌带宽度只有
"&7FF

!但对玉

米弯孢叶斑病菌平均抑菌带宽度达到
8"&7FF

(

本研究中分离的内生真菌菌株
).1B)"82

对番茄

灰霉病菌平均抑菌带宽度达
2&53FF

!对其他病原

真菌抑菌带宽度较低(因此!即使是同一菌株对不

同病原真菌抑菌活性也存在差异(

王玉君等&

!"

'通过抑菌圈扩散法测定了远志

#

</"

#0

)")1+,*'

=

/"')

%内生真菌对
86

种指示菌的

抑菌活性!并将抑菌圈直径范围设为
%

8"FF

)

8"

#

82FF

)

$

82FF

!发现远志内生真菌对枯草芽孢杆

菌)大肠杆菌等
2

种指示菌抑菌效果较好!抑菌圈直

径均大于
82FF

!这与本研究中内生真菌对枯草芽

孢杆菌)大肠杆菌)金黄色假单胞菌抑菌圈直径均大

于
82FF

的结果相吻合(

秦盛等&

!5

'从仙人掌#

?

3

*,1')

%分离出内生真菌

进行抑菌活性研究!发现
!

种仙人掌内生真菌抑菌

活性的分布存在一定的差别!其中元江仙人掌#

?A

.'$%/4)-

#

-

%内生真菌的中等活性菌株#抑菌圈直径

8"

#

82FF

%所占比例最高!低活性菌株#抑菌圈直

径
"

8"FF

%与高活性菌株#抑菌圈直径
$

82FF

%

所占比例较高!而墨西哥仙人掌#

?A

=

'$*-',4$)

%内

生真菌中
!

种活性菌株数目相当!这与本研究所分

离的内生真菌抑菌活性的分布存在一定的差异相符

合!是甘草内生真菌多样性在抑菌活性方面的体现(

当然!利用菌块对峙法进行抑菌活性筛选!由于

内生真菌可能与供试指示菌的生长速度不同!容易

造成彼此之间的干扰!同时培养基种类对微生物中

活性物质的产生有重要影响!选择哪种或者哪几种

培养基的发酵液进行活性检测!实现高效筛选!还需

在今后的研究工作中对初步试验结果进一步进行验

证和优化(

某些药用植物内生菌形成与宿主植物相同或相

似的代谢途径!产生一些抗菌)抗病毒等活性物

质&

!3

'

(甘草对革兰氏阳性球菌)革兰氏阳性芽孢杆

菌)一些真菌和原虫有较强大的抑制活性!其中对耐

药性金黄色葡萄球菌抑菌作用在中医临床上具有重

要意义&

!A

'

(本研究分离的
7"

株内生真菌中!有
82

株内生真菌对
8

种或多种供试植物病原真菌有不同

程度的抑制作用!有
8@

株内生真菌对
8

种或多种供

试细菌有不同程度的抑制作用!甘草内生真菌对真

菌和细菌具有抑制作用!与以上研究结果基本一致(

另外!陈丽艳等&

!@

'研究了甘草根茎乙醇提取物对
2

种细菌和两种真菌的抗菌活性!结果表明!甘草根茎

乙醇提取物对革兰氏阳性菌非常敏感!而对革兰氏

阴性菌和真菌不敏感(王丽等&

6"

'从乌拉尔甘草的

根)茎中共分离出
26

株内生真菌!抑菌试验得到
7"

株活性菌株!其抗菌活性主要表现为对枯草芽孢杆

菌和酒精酵母的抗性!高活性菌株对枯草芽孢杆菌

的抑菌圈达
73&8AFF

(本研究的抑菌试验中!有
3

株菌对枯草芽孢杆菌拮抗活性差异显著!占分离菌

株总数的
!2&"?

!有
A

株菌对金黄色葡萄球菌拮抗

活性差异显著!占分离菌株总数的
6"&"?

!有
!

株

菌对大肠杆菌拮抗活性差异显著!占分离菌株总数

的
82&"?

!有
8

株菌对革兰氏阴性铜绿假单胞菌拮

抗活性差异显著!占分离菌株总数的
2&"?

!说明甘

草内生真菌对革兰氏阳性球菌)革兰氏阳性芽孢杆

菌拮抗活性较强!对革兰氏阴性菌敏感性较差!同时

也表明甘草内生真菌能够产生抗菌活性物质!这可

能与甘草有效成分的药理作用有密切关系!预示着

其开发和利用的可行性(

$

!

结论

药用植物甘草内生真菌具有多样性!其不同组

织部位内生真菌的分布存在差异(甘草内生真菌对

植物病原真菌和人类病原细菌具有拮抗活性!对革

兰氏阳性球菌)革兰氏阳性芽孢杆菌拮抗活性较强!

甘草内生真菌具有重要的资源价值(

75!
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