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苦皮藤内生真菌 2B菌株的鉴定
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　　[摘　要 ]　从新鲜苦皮藤根茎韧皮部分离并筛选到 1株内生真菌,编号为 2B 菌株,其发酵产物对番茄灰霉病

菌、烟草赤星病菌、苹果炭疽病菌、玉米大斑病菌、番茄早疫病菌 5 种植物病原真菌均有抑制活性, 抑制率在

62. 5%～ 87. 2%。通过形态特征、培养特性等方面研究,将该菌株鉴定为层出镰刀菌 (F usarium p rolif era tum )。
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　　苦皮藤 (Celastrus any u la tus M ax ) 是卫矛科

(Celast rceae)南蛇藤属 (Celastras)的一种多年生木

质藤本植物。吴文君等[1 ]研究发现,苦皮藤根皮中含

有对昆虫有拒食、麻醉、毒杀及对某些病原菌有抑制

作用的 4类生物活性物质,并开发成功以苦皮藤根

皮为原料的商品化植物杀虫剂“0. 2%苦皮藤素乳

油”。由于苦皮藤中的药效成分在植物体内含量很

低,且植株生长缓慢、资源有限,大量采挖会对植被

造成某种程度的破坏,危及自然界的生态平衡。而植

物内生真菌对植物某些药效成分的形成有重要影

响,甚至会产生和其寄主相同或相似的生理活性成

分[2 ] ,且真菌易于培养,可以通过育种手段和控制培

养条件等措施来大幅度提高其药效成分的含量,便

于工业化生产,这无疑为突破某些植物资源周期长、

不可再生等限制,利用植物内生真菌来工业化发酵

生产重要生物源农药提供了新思路[3 ]。2B 菌株是从

新鲜的苦皮藤根茎组织中分离得到的 1 株内生真

菌,其发酵产物对某些植物病原真菌有抑制活性。为

了进一步明确 2B 菌株的分类地位以便对其作深入

的研究与开发, 本研究对苦皮藤内生真菌 2B 菌株

的分类地位进行了鉴定,现将结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　菌种来源

　　2B 菌株从新鲜苦皮藤根茎韧皮部分离得到。分

离方法:取新鲜苦皮藤根茎组织,用自来水冲洗干净

后,用体积分数 75%酒精漂洗 3～ 5 m in,再用体积

分数 0. 1%的升汞漂洗 10～ 30 s, 最后用无菌水冲

洗 3～ 5次,进行表面消毒。将处理过的样品在超净

工作台下切割成约 0. 5 cm×0. 5 cm 的小片, 置于

PDA 平板上, 24～ 26 ℃下避光培养。3～ 7 d 后,待

平板上样品边缘外有菌丝长出,然后经分离、纯化后

转接到 PDA 斜面上培养备用。

1. 2　抑菌活性测定

采用抑制菌丝生长速率法测定 2B 菌株的抑菌

活性[4 ]。供试病原菌: 番茄灰霉病菌 (B otry tis

cinerea )、烟草赤星病菌 (A lterna ria long ip es)、苹果

炭疽病菌 (G lom erella cing u la ta )、玉米大斑病菌

(E x seroh ilum tu rcicum )、番茄早疫病菌 (A lterna ria

solan i)。供试发酵液粗提物为发酵滤液氯仿萃取后

蒸去溶剂的膏状物; 供试菌丝体粗提物为菌丝体丙

酮回流提取后蒸去溶剂的膏状物。

1. 3　分生孢子的诱发

2B 菌株在常用的 PSA , PDA 等培养基上往往

气生菌丝茂盛、色泽明显、不易产生典型的分生孢

子。本研究在 PDA , PSA , PA , V 8, Joffe, Czapek,

VBC [5 ] ,康乃馨琼脂[6 ] (CLA ) ,水琼脂和苦皮藤煎汁

等 10种培养基中筛选合适的产孢培养基,并结合灼

伤菌丝体、变温培养、紫外线、散射光及黑光灯照射

等方法诱导 2B 菌株产生分生孢子。

1. 4　菌株鉴定

根据真菌的分类及鉴定方法,用光学显微镜观

察 2B 菌株气生菌丝、大型分生孢子、小型分生孢

子、产孢细胞及菌落性状,对比相关分类系统,确定
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2B 菌株的种属地位[6, 7 ]。

2　结果与分析

2. 1　抑菌活性

　　2B 菌株在马铃薯葡萄糖培养液中摇瓶发酵,其

产物粗提物在 500 ΛgömL 下对 5 种供试植物病原

菌菌丝生长的抑制作用见表 1。从表 1可以看出, 2B

菌株菌丝体粗提物对 5种供试病原菌菌丝生长有明

显的抑制作用,抑制率在 62. 5%～ 87. 2%。发酵液

粗提物对 5种供试病原菌菌丝生长的抑制作用明显

低于菌丝体粗提物。因此可以认为, 2B 菌株发酵产

物中的抑菌活性物质主要存在于菌丝体中。
表 1　2B 菌株发酵液和菌丝体粗提物对菌丝生长的抑制作用

T able 1　 Inh ib it ion of endophytic fungus stra in 2B ferm entat ion p roduction against grow th of pathogens %

供试样品
T ested samp les

菌丝生长抑制率 Inh ib it ion ratio again t pathogen grow th

番茄灰霉病菌
B . cinerea

烟草赤星病菌
A . long ip es

苹果炭疽病菌
G. cing u la ta

玉米大斑病菌
E. tu rcicum

番茄早疫病菌
A . solan i

2B 发酵液粗提物
Extracts of ferm en tation liqu id

36. 5 30. 6 21. 1 28. 7 31. 4

2B 菌丝体粗提物 Extracts of m ycelium s. 85. 4 79. 4 62. 5 87. 2 85. 6

2. 2　2B 菌株的诱导产孢

结果表明, 2B 菌株在 CLA , PA , VBC, Joffe 培

养基上 25 ℃光暗交替培养 11 d 后能自然产孢,且

在CLA 培养基上产生的孢子量最多。如果结合灼

烧菌丝体、变温培养和黑光灯照射产孢时间可提前

4～ 5 d。

2. 3　2B 菌株的鉴定

2. 3. 1　形态特征　2B 菌株菌丝细、有隔,大型分生

孢子着生在分生孢子座上的分生孢子梗顶端,呈镰

刀形、微弯曲, 具 3～ 5 个横隔, 3 隔大小为 (29～

33. 9 Λm ×4. 7～ 5. 0 Λm ) , 4 隔为 ( 30. 5～ 34. 6

Λm×4. 7～ 4. 9 Λm ) , 5 隔为 ( 33. 8～ 35. 4 Λm ×

4. 6～ 4. 9 Λm )。小型分生孢子链状着生在分枝的孢

子梗上,孢子链对生呈“V”型, 小型分生孢子棒形、

具 0～ 1隔,大小为 (8. 3～ 17. 3 Λm×2. 5～ 5. 6 Λm )

(图 1)。

图 1　2B 菌株的大型分生孢子和小型分生孢子

F ig. 1　M acrocon idia and m icrocon idia of stra in 2B

2. 3. 2　培养特性　2B 菌株在 10 种供试培养基上

的培养特性见表 2。在 PDA , PSA 培养基上 25 ℃培

养,菌落平均生长速度为 5～ 6 mm öd, 气生菌丝发

达,呈絮状,为灰白色至紫红色, 3～ 4 d 后菌落中部

的气生菌丝分泌紫红色可溶性色素,菌落中间部分

微微突起并在周围形成同心环。随着菌龄增加,培养

基内可溶性色素色泽变深。2B 菌株菌丝体在 PDA ,

PSA , V 8, Czapek,水琼脂和苦皮藤煎汁 6 种培养基

上不易产生分生孢子; 在CLA , PA , VBC 和 Joffe 4

种培养基上 25 ℃光暗交替培养 11～ 12 d,菌落中央

出现灰白色至桔黄色的大型分生孢子堆,其中CLA

培养基上产生的分生孢子堆集中于菌落中心,其他

3种培养基上产生的分生孢子堆分散在整个菌落表

面。在试验的产孢培养基中, CLA 培养基上产生的

孢子量最多,气生菌丝疏松。

2. 3. 3　鉴定结论　根据观察到的 2B 菌株的形态

特征和培养特性,即:菌丝细、有隔,菌落为灰白色至

紫红色,培养基内菌丝体分泌紫红色可溶性色素,随

着菌龄增加颜色变深; 大型分生孢子微弯曲呈镰刀

形,具 3～ 5隔; 小型分生孢子棒形, 0～ 1隔,链状着

生在分生孢子梗上,孢子链对生呈“V”型。不产生厚

垣孢子。因此,将 2B 菌株定为层出镰刀菌 (F usa ri2
um p rolif era tum )。其形态特征与该属中的近似种

串珠镰刀菌 (F usa rium m on ilif orm e)有明显不同: 串

珠镰刀菌 (F usa rium m on ilif orm e)的分生孢子链较

层出镰刀菌 (F usa rium p rolif era tum )长, 且孢子链

对生不呈“V”型。
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表 2　2B 菌株在 10种培养基上的培养特征

T able 2　Cultu re featu res of endophytic fungus stra in 2B on differen t cu ltu re m edium

培养基
M edium

生长速度ö
(mm·d- 1)
V elocity of

grow th

菌落质地
Co lony

mo rpho logy

气生菌丝
A erial

m ycelium

可溶性色素
So lub le
p igm ent

孢子堆
So rus

孢子堆特征
Characteristics

of so rus

孢子堆分布
D istribu tion

of so rus

PDA 6 致密
Compact

灰白色至紫红色
Grey w h ite to vio let
red

淡紫色至深紫色
L igh t m agen ta to
dark m agen ta

无
N o - -

PSA 5 致密
Compact

灰白色至红色
Grey w h ite to red

淡紫色至深紫色
L igh t m agen ta to
dark m agen ta

无
N o

- -

CLA Carnation
leaf2p iece agar 3 疏松

L oo se

灰白色至微红色
Grey w h ite to ligh t
red

灰白色至淡红色
Grey w h ite to ligh t
red

有
Yes 桔黄色O range 集中在菌落中心

Centralized on co lony

PA 4 疏松
L oo se

灰白色 Grey w h ite 灰白色 Grey w h ite
有

Yes
灰白色至桔黄色
Grey w h ite to o range

分散在整个菌落表面
D ispersed on surface of
co lony

V 8 6 稀薄
Sparse 灰白色 Grey w h ite 灰白色 Grey w h ite 无

N o - -

Joffe 10 稀薄 Sparse 灰白色 Grey w h ite
灰白色至淡红色
Grey w h ite to ligh t
red

有
Yes
灰白色到桔黄色
Grey w h ite to o range

分散在整个菌落表面
D ispersed on surface of
co lony

Czapek 11 稀薄
Sparse 灰白色 Grey w h ite 灰白色 Grey w h ite 无

N o - -

苦皮藤煎汁
Celastrus any u la2
tus ex tract agar

6 微弱
Sligh t

灰白色 Grey w h ite 灰白色 Grey w h ite
无

N o
- -

水琼脂
W ater agar

9 稀薄
Sparse

灰白色至微红色
Grey w h ite to ligh t
red

微红色 L igh t red 无
N o

- -

VBC 5 疏松
L oo se

灰白色 Grey w h ite
灰白色至淡红色
Grey w h ite to L igh t
red

有
Yes
灰白色至桔黄色
Grey w h ite to o range

分散在整个菌落表面
D ispersed on surface of
co lony

　　注:“—”表示未产生分生孢子。N o te:“—”indicates there is no con idia.
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Iden t if ica t ion of endophyt ic fungu s st ra in 2B from Celastrus ang u la lus
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Abstract: Endophyt ic fungu s st ra in 2B w as iso la ted from the ph loem of the roo t of Celastrus ang u la2
tus. T he b ioassay show ed that the ex tracts of st ra in 2B ferm en ta t ion p roducts had certa in degree fungicid i2
cal act ivity again st B otry tis cinerea , A lterna ria long ip es, G lom erella cing u la ta , E x seroh ilum tu rcicum , A l2
terna ria solan i, the inh ib it ing ra t io again st pathogen grow th w as ranging from 62. 5% - 87. 2%. Based on

its mo rpho logica l, cu lt iva t ion and physio logica l characterist ics, st ra in 2B w as iden t if ied as F usa rium p rolif 2
era tum.

Key words: Celastrus ang u la lus M ax; endophyt ic fungu s; fungicid ica l act ivity; F usa rium p rolif era tum
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