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　　[摘　要 ]　为了研究杜仲内生真菌对植物病原真菌的抑制作用,以苹果腐烂病菌 (Cy tosp ora sp. )、番茄灰霉病

菌 (B otry tis cin trea)、西瓜枯萎病菌 (F usarium oxy sp orum f. sp. n iveum )、黄瓜枯萎病菌 (F usarium oxy sp orium f. sp.

cucum erinum )、玉米大斑病菌 (H elm in thos p orium tu rcicum )和白菜黑斑病菌 (A lternaria brassicae)为供试菌种,对

49株杜仲 (E ucomm ia u lm oid es O liv)内生真菌及其次生代谢物进行了抑菌活性试验。结果表明,有22株内生菌至少

对 3种测试菌有抑制作用, 9株内生菌对 6种测试菌都有抑制作用; 11株内生菌的次生代谢产物至少对 3种测试菌

有抑制作用, 4株内生菌的次生代谢产物对6种测试菌都有抑制作用。说明从杜仲内生真菌中可以选择出对植物病

原真菌具有良好抑制作用的菌种。
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Abstract: In o rder to study an t ifugal act ivit ies of endophyt ic fungi iso la ted from E ucom m ia u lm oid es

agaist phytopathogen ic fungi, the an t ifungal act ivit ies of 49 stra in s endophyt ic fungi, iso la ted from

E ucom m ia u lm oid es and their secondary m etabo lites again st Cy tosp ora sp. , B otry tis cin trea , F usa rium

oxy sp orum f. sp. n iveum , F usa rium oxy sp orium f. sp. cucum erinum , H elm in thos p orium tu rcicum Pass and

A lterna ria brassicae Sacc w ere tested. R esu lts show ed that a t least 22 stra in s p resen ted an t ifungal act ivit ies

to th ree of the tested fungi, 9 st ra in s to all tested fungi; and the second m etabo lites of 11 stra in s a t least

p resen ted an t ifungal act ivit ies to th ree of the tested fungi, 4 st ra in s to all tested fungi. It show ed that

endophyt ic fungiw ith good an t ifungal act ivit ies to tested fungi cou ld be iso la ted from E ucom m ia u lm oid es.

Key words: E ucom m ia u lm oid es; endophyt ic fungi; phytopathogen ic fungi; secondary m etabo lites;

an t ifungal act ivity

　　植物病害是引起植物品质下降、产量损失的主

要原因之一,而约 80%的植物病害是由植物病原真

菌引起的。目前,对植物病害的主要防治手段是采用

化学农药杀菌,而化学农药对人畜的副作用、残留问

题及环境污染问题,已成为当今世界急需解决的主

要问题。越来越多抗药性病原菌的出现,也加速了某

些与环境相容性好、药效持久、无公害的生物型农药

的开发[125 ]。

植物内生真菌是生长于植物根、茎、叶等组织的

细胞间隙或细胞内的一类真菌,是植物微生态系统

中的重要组成成分。植物内生真菌中广泛分布着抗

菌活性菌株,其在进化过程中形成了丰富的代谢系
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统,能产生众多的抗菌产物,并在一定条件下成为植

物病原菌的拮抗菌却不会引起宿主植物明显的病

症。自然界约有25万种植物,于是便形成了一个巨

大的真菌资源库。因此,植物内生真菌是一类很有潜

力的生物防治材料[6 ]。

杜仲 (E ucom m ia u lm oid es O liv)是我国特有的

经济树种,是仅存于我国的第三纪孑遗植物,其起源

古老,且为单属、单种,是国家二类保护植物。药理及

临床研究证实,其次生代谢产物如绿原酸、桃叶珊瑚

甙、京尼平甙等具有抗菌、抗肿瘤等药理活性[7 ]。本

试验仅对杜仲内生真菌的分离及其活性进行研究,

以期为进一步研究杜仲内生真菌代谢产物的化学成

分奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　分离所用植物材料　杜仲根、茎、叶,于2003

年秋季采自西北农林科技大学林学院苗圃。

1. 1. 2　供试植物病原真菌　苹果腐烂病菌

(Cy tosp ora sp. )、番茄灰霉病菌 (B otry tis cin trea )、

西瓜枯萎病菌 (F usa rium oxy sp orum f. sp. n iveum )、

黄 瓜 枯 萎 病 菌 ( F usa rium oxy sp orium f. sp.

cucum erinum )、玉米大斑病菌 (H elm in thos p orium

tu rcicum )和白菜黑斑病菌 (A lterna ria brassicae) ,均

由西北农林科技大学资源环境学院微生物实验室提

供。

1. 1. 3　培养基　内生真菌分离培养基为W A 2抗生
素培养基 (琼脂20 g,氨苄青霉素200 m g,链霉素200

m g,水 1 000 mL ) ,纯化及测试菌培养基为PDA 培

养基 (马铃薯200 g,葡萄糖20 g,琼脂20 g,水1 000

mL ) ;发酵培养基为察氏培养基 (蔗糖30 g,N aNO 3 2

g, KC l 0. 5 g,M gSO 4·7H 2O 0. 5 g, FeSO 4 0. 01 g,

K 2H PO 4 1 g,水1 000 mL )。

1. 2　方　法

1. 2. 1　杜仲内生真菌的分离与纯化　刮去杜仲根、

茎外表皮后,剥下根皮和茎皮,用无菌水冲洗干净,

剪成0. 5 cm×0. 5 cm 的小块,叶片也经无菌水冲洗

后剪成0. 5 cm×0. 5 cm 的小块。以上材料按下列程

序在超净台内进行表面消毒: 无菌水冲洗→体积分

数75%酒精漂洗3～ 5 m in→无菌水冲洗3～ 4次→1

göL 升汞漂洗5 m in→无菌水冲洗4～ 5次。表面消毒

后分别置于已倒好的W A 2抗生素平板培养基上,放

置于28 ℃培养3～ 7 d,待皿中材料切口处长出菌丝

(菌落)后,取切口处菌丝,经纯化后转接至PDA 培

养基上培养,并对菌株编号保存。

1. 2. 2　杜仲内生真菌次生代谢产物的提取　无菌

操作取内生菌株0. 5 cm 的菌饼,接于察氏液体培养

基1 000 mL 锥形瓶中,于28 ℃、130 röm in 摇床培养

10 d,过滤,用乙酸乙酯萃取。萃取液减压浓缩得浸

膏 (乙酸乙酯相) ,称重。

1. 2. 3　杜仲内生真菌抑菌活性测试　抑菌活性测

试分别采用菌饼法 (活菌活性测定)和纸片扩散法

(代谢产物活性测定) [8 ]。

菌饼法:用直径0. 5 cm 的打孔器在生长10 d 左

右的内生菌菌落边缘制备菌饼,然后将菌饼置于含

测试菌的培养基上,每株真菌对每种测试菌分别作3

个重复,用未接种的PDA 培养基作空白对照。制备

好的培养皿于28 ℃恒温培养2～ 4 d 后观察,测抑菌

圈直径 (5 )。

纸片扩散法: 将各内生真菌代谢产物的浸膏配

成20 m gömL 的丙酮溶液,然后提前4 h 将滤纸片 (5
= 0. 5 cm )浸泡于其中,使其充分吸收,略微风干后,

平放于含有测试菌的培养基上,各内生真菌对每种

测试菌分别作3个重复,用纯丙酮作空白对照。将制

备好的培养皿于28 ℃恒温培养2～ 4 d 后观察,测抑

菌圈直径 (5 )。

2　结果与分析

2. 1　杜仲内生真菌对6种测试菌的抑制作用

　　由表1可以看出, 49株杜仲内生真菌中,至少对

3种测试菌有抑制作用的有22株,约占总数的 45%

; 对6种测试菌都有抑制作用的有9株,约占总数的

18%。其中对苹果腐烂病菌有抑制作用的有 22株,

约占总数的 45% ; 对番茄灰霉病菌有抑制作用的有

19株,约占总数的 39% ; 对西瓜枯萎病菌有抑制作

用的有 13 株,约占总数的 27% ; 对黄瓜枯萎病菌有

抑制作用的有 14 株,约占总数的 29% ; 对白菜黑斑

病菌和玉米大斑病菌有抑制作用的各有29株,约占

总数的59%。

由此可见,杜仲内生真菌对白菜黑斑病菌和玉

米大斑病菌抑制作用最强,对西瓜枯萎病菌抑制作

用最弱。

2. 2　杜仲内生真菌次生代谢产物对 6 种测试菌的

抑制作用

　　表2显示,在所选49株杜仲内生真菌的次生代

谢产物中,至少对3种测试菌有抑制作用的有11株,

约占总数的22% ;对6种测试菌都有抑制作用的有4

株,约占总数的8%。其中9株对苹果腐烂病菌有抑
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制作用,约占总数的 18% ; 13 株对番茄灰霉病菌有

抑制作用,约占总数的 27% ; 12 株对西瓜枯萎病菌

和黄瓜枯萎病菌有抑制作用,约占总数的24% ; 4株

对白菜黑斑病菌有抑制作用,约占总数的 8% ; 5 株

对玉米大斑病菌有抑制作用,约占总数的10%。

表 1　杜仲内生真菌对 6种测试菌的抑菌活性

T able 1　A ntifungal activit ies of endophytic fungi iso la ted from E. u lm oid es to the tested fungi

菌株编号
FungiN o.

苹果腐烂病菌
C. sp.

番茄灰霉病菌
B . cin trea

西瓜枯萎病菌
F. oxy sp orum

f. sp.
n iveum

黄瓜枯萎病菌
F. oxy sp orium

f. sp.
cucum erinum

白菜黑斑病菌
A . brassicae

玉米大斑病菌
H . p orium

tu rcicum

DR 103 - - - - - -

DR 11. 1A 1 + + + + - + + + + + +

DR 201 + + + + - - - -

DR 061 - - - - + + + +

DR 062 - + + + + + + + + + + + + + +

DR 063 + + + + + + +

DR 101 + + - - - + + + + + +

DR 2L 22 + + + - - + +

DR 202 + + + + + + - - + +

DR 02 - - - - + + + + + +

DR 03 - + + + + + + + + + + + + +

DR 2 + + + + + + + + + + + + + +

DR 06 - - - - - -

DR 102 - - - - + + + +

DRL 22 + + + - + + + + + + + +

DR 311 + + + + - - + +

D S01 + + - - - - -

D S02 - - - - - -

D S03 + + + + + + + +

D S04 - - - - - -

D S05 - - - - + + +

D S06 - - - - + + + + + + +

D S07 - - - - - -

D S08 + + + + + + + + + + + + + + +

D S09 - - - - - -

D S101 - + + + + + + + + + + + + + +

D S102 - - - - - -

D S103 - - - - - -

D S201 - + + - - + + + + + +

D S21 - - - - - -

DL 01 - - - - - -

DL 02 - - - - - -

DL 03 + + + + + + + + + + + +

DL 04 + + + + - - - + + + + + + +

DL 05 - - - - + + + +

DL 101 - - - - - -

DL 102 + + - - - - -

DL 14 + + - - - - -

DL 2 - - - - + + + +

DL 2L 32 + + + + + + + +

DL 23B + + - - - + + + +

DL 32 - - - - - -

DB2 - - - - - -

DBL 21 + + + + + + + + + + + +

DB2L 33 - - - - - -

DB3CA + + + + - - + + + + + + +

D Z1. 3A 1 + + + + + + + + + + + + +

D ZY1A + + + + + + + + + + + + + + +

D ZY1B - - - - - -

CK - - - - - -

　　注 (N o te) :—. 5≤6 mm; + . 6 mm < 5≤10 mm; + + . 10 mm < 5≤16 mm; + + + . 16 mm < 5≤20 mm; + + + + . 5 > 20 mm。下表同

(T he fo llow ing tab le is the sam e)。
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表 2　杜仲内生真菌次生代谢产物对 6种测试菌的抑菌活性

T able 2　A ntifungal activit ies of the secondary m etabo lites endophytic fungi

iso la ted from E. u lm oid es to the tested fungi

菌株编号
FungiN o.

苹果腐烂病菌
C. sp.

番茄灰霉病菌
B . cin trea

西瓜枯萎病菌
F. oxy sp orum

f. sp.
n iveum

黄瓜枯萎病菌
F. oxy sp orium

f. sp.
cucum erinum

白菜黑斑病菌
A . brassicae

玉米大斑病菌
H . p orium

tu rcicum

DR 103 - - - - - -

DR 11. 1A 1 + + + + + + + +

DR 201 - - - - - -

DR 061 - - - - - -

DR 062 - - - - - -

DR 063 - - - - - -

DR 101 - - - - - -

DR 2L 22 - - - - - -

DR 202 - - - - - -

DR 02 - - - - - -

DR 03 - - - - - -

DR 2 - - + + - +

DR 06 - - - - - -

DR 102 - - - - - -

DRL 22 + - + + - -

DR 311 + + + + + - -

D S01 - + - - - -

D S02 - + + + - -

D S03 - - - - - -

D S04 - - - - - -

D S05 - + - - - -

D S06 - - - - - -

D S07 + - + + - -

D S08 - + - - - -

D S09 - - - - - -

D S101 + + + + - -

D S102 - - - - - -

D S103 - - - - - -

D S201 + + - - - -

D S21 - - - - - -

DL 01 - - - - - -

DL 02 - - - - - -

DL 03 - - - - - -

DL 04 - + + + - -

DL 05 - - - - - -

DL 101 - - - - - -

DL 102 - - - - - -

DL 14 - + - - - -

DL 2 - - - - - -

DL 2L 32 + + + + + + + + + + + + +

DL 23B + + + + + + +

DL 32 - - - - - -

DB2 + + + + + + +

DBL 21 - - + + - -

DB2L 33 - - - - - -

DB3CA - - - - - -

D Z1. 3A 1 - - - - - -

D ZY1A - - - - - -

D ZY1B - - - - - -

CK - - - - - -
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3　讨　论

本研究结果显示,杜仲植物体内存在丰富的内

生真菌,对测试植物病原真菌具有抑制作用的内生

真菌比例较高,对大多数供试病原菌都可以筛选到

拮抗效果较好的菌株。杜仲内生真菌可以产生丰富

的具有抑菌活性的次生代谢产物,这说明从内生真

菌的次生代谢产物中寻找活性物质是可行的,这为

新型活性化合物的筛选提供了新的途径。植物中的

内生真菌种类繁多,产生的次生代谢产物也很丰富,

因此从中发现高活性的新化合物的可能性很大。

综合菌饼法和纸片法的试验结果可知, 编号

DR 11. 1A 1 的内生真菌活性最好,经鉴定属于镰孢

属 (F usa rium )。镰孢属真菌是已报道过的产活性物

质的真菌类群,其抗肿瘤、杀有害昆虫、杀根结线虫

等活性已有人作过相应研究[9210 ]。因此本试验下一

步将对DR 11. 1A 1的次生代谢产物进行大量发酵,

用色谱法从其代谢产物中分离出化合物,并对分离

出的化合物进行活性测定和结构鉴定,以期能得到

高活性的新化合物。但目前对内生真菌的直接利用

尚存在一些问题,其中一个问题是通过内生真菌发

酵产生的次生代谢产物的产量很低。如研究得较深

入的红豆杉中的内生真菌,就由于其产紫杉醇的量

太低而难以达到商业化生产水平[11 ]。在提高紫杉醇

产量方面,科学家们试图从两个方面去解决问题:一

是从产紫杉醇的内生真菌中分离功能基因组,将其

转移到细菌或酵母菌中以期提高紫杉醇的含量; 另

一个途径是寻找可以启动微生物中某些遗传机制、

促进目标产物合成的真菌调节剂。目前第二个途径

已初见成效,据报道,加入某些真菌调节剂后,内生

真菌产生紫杉醇的量可以提高几百倍[12 ]。本研究同

样也存在着发酵产物中活性成分含量太低的问题。

因此,如何大幅提高内生真菌发酵产物中活性物质

的产量,是今后需要研究解决的重要问题。
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