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摘要：从内蒙古采集新鲜的金莲花植株，在确定了该植株内

生菌分离的最佳表面消毒方法后，对其根部、茎部和叶部的

内生真菌进行分离。通过分析菌落表面形态，从中分离得到

６株内生真菌，其中叶中４株，茎中１株，根中１株，并用乳酸

酚棉兰液染色镜检观察，经形态学鉴定均为子囊菌亚门（犃狊

犮狅犿狔犮狅狋犻狀犪），青霉属（犘犻狀犻犮犻犲犾犻狌犿）。
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植物内生菌是指其生活史中的某一段时期或全部阶段

生活于健康植物的各组织和器官内部，不引起被感染的宿主

植物组织明显症状改变的细菌、真菌或放线菌等微生

物［１－２］。内生菌能够参与植物活性成分的合成，产生与宿主

植物相同或者相似具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤作用的次级代

谢产物［３］。近些年来，从红豆杉、冷杉、栎树、大蒜及海洋生

物中分离鉴定出包括镰刀菌属、青霉属、根霉属在内的十余

种内生真菌［４－６］。利用植物内生真菌生产抗癌药物［７－９］、杀

虫剂［１０－１１］、抗氧化剂［１２－１３］、抑菌剂［１４－１５］等均有研究报道。

研究［１６］表明约３０％的内生真菌具有抗细菌和抗真菌活性，

有望成为临床抗菌药物、天然防腐剂、生物农药研究与开发

的新资源。中国植物种类和数量极其丰富，但至今被研究过

的内生菌不到１５％
［１７］。因此，植物内生菌研究有很好的开

发利用潜力，它为发现新的先导化合物，开发新药及保护濒

危植物提供了重要的开发利用途径。

金莲 花 又 名 旱 金 莲、金 芙 蓉 等，为 毛 茛 科 金 莲 花

（犜狉狅犾犾犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊Ｂｕｎｇｅ）的干燥花及花蕾。现代药理学研

究［１８］表明，金莲花所含的主要成分黄酮类具有抗炎、抗病毒

等药理作用。目前对金莲花的研究［１９－２３］主要集中在金莲花

化学成分的研究及金莲花药理的不同药理作用。尽管金莲

花有良好的药用价值并且广为利用，但对其内生菌的研究还

未见报道，本研究拟从金莲花内生菌的分离鉴定着手，旨在

分离出金莲花内可能存在的有利用价值的内生真菌，为深入

了解并从其中寻找产活性成分的菌种提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料

新鲜金莲花植株（除花朵）：２０１３年８月采于内蒙古呼伦

贝尔草原，除去灰尘、泥土、死叶。

１．２　试剂与主要仪器

真菌分离培养基、马铃薯琼脂培养基（ＰＤＡ）：北京路桥

技术有限公司；

乳酸酚棉兰染色：青岛海博生物技术有限公司；

电子显微镜：Ｃｘ３１ｒｔｓｆ５型，日本奥林巴斯株式会社。

１．３　试验方法

１．３．１　金莲花内生菌的分离　消毒前处理：取无菌水冲洗新

鲜金莲花根、茎、叶组织的表面部分，无菌滤纸吸干表面水分

并采取三步消毒法进行表面消毒：乙醇—次氯酸钠—乙醇，

即７５％乙醇冲洗１ｍｉｎ，无菌水冲洗３遍，随后按表１用次氯

酸钠和乙醇处理后，无菌水冲洗３～４遍。

　　取０．２ｍＬ最后一次清洗样本组织所用的无菌水涂布于

１４



表１　金莲花植株不同的表面消毒方法

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｙｓｏｆｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｆｏｒ

犜狉狅犾犾犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊ｂｕｎｇｅ

消毒方法 处理

方法１ ０．１％次氯酸钠浸泡１．０ｍｉｎ

方法２ ０．５％次氯酸钠浸泡１．０ｍｉｎ，７５％乙醇冲洗０．５ｍｉｎ

方法３ １．０％次氯酸钠浸泡０．５ｍｉｎ

约１ｃｍ×１ｃｍ 大小，贴置于真菌分离培养基上，倒置在

２８℃恒温培养箱中进行培养。若对照中没有观察到菌落，

则培养基上，在恒温培养箱中培养作为对照验证样品组织表

面消毒处理是否彻底，无菌金莲花样本组织用无菌解剖刀切

成可以将样品组织培养中切口边缘长出的各个菌落划线接

种于相应标注的含ＰＤＡ培养基的平板上进行分离纯化，观

察记录菌落形态特征。并将得到的单菌落保存在含ＰＤＡ培

养基的相应斜面试管中，４℃冰箱保存。

１．３．２　金莲花内生真菌的初步鉴定　采用真菌经典分类法。

根据文献［２４～２６］分别从菌落特征和个体特征入手，对所培

养真菌进行分类和鉴定。常规镜检用乳酸酚棉兰液染色镜

检并拍照记录。

２　结果与分析
２．１　最佳表面消毒方法的选择

表面消毒是否到位对内生菌的分离效果起着决定性作

用，因此选择合适的消毒方法对分离结果来说极其重要。通

过漂洗液检验法，发现消毒方法１由于使用次氯酸钠浸泡的

浓度较低，未能起到较好的消毒效果，导致空白培养基长出

较多杂菌。消毒方法３的次氯酸钠溶液浓度高、浸泡时间

短，虽然空白培养基上未长出杂菌，但从根、茎、叶等组织中

只能分离１～２株内生菌，这可能是过高的次氯酸钠浓度杀

死了较多组织细胞和细胞间隙的内生菌所导致。消毒方法２

处理后得到较多的内生菌，且空白培养基上没有杂菌污染，

所以初步判定方法２为最佳表面消毒方法，即７５％乙醇冲洗

１．０ｍｉｎ，无菌水冲洗３遍，再用０．５％次氯酸钠浸泡１．０ｍｉｎ，

７５％乙醇冲洗０．５ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４遍。

２．２　金莲花内生真菌的分离纯化结果

通过方法２进行消毒并进一步分离纯化，根据肉眼观察

结果分析菌落的颜色、形状、质地、高度、边缘形态和表面纹

饰，从金莲花叶中共获得内生真菌４株，分别命名为ＺＹ２１、

ＺＹ２２、ＺＹ２３，ＺＹ２４，茎、根中各分离到１株，分别命名为ＺＪ２、

ＺＧ２３，其菌落特征描述见表２。

２．３　金莲花内生真菌的初步鉴定

采用直接挑取制片法，将分离出的６株内生真菌进行了

综合菌落表面形态观察（表２）和显微形态观察（图１、表３）。

根据菌核的特征及结构，孢子着生部位及孢子的形态、大小、

排列方式等显微特征，参照文献［２７］将其初步鉴定为青霉属

真菌。

表２　金莲花内生菌菌落特征描述

Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｎｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｅｏｆ犜狉狅犾犾犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻

菌种
菌落颜色

正面 反面
菌落形状 表面纹饰 菌落质地 菌落边缘

ＺＹ２１ 中心棕，边缘白 中心棕，边缘黄 小山包状，中心、边缘低，中间环带高 无明显纹饰 绒毛状 较整齐

ＺＹ２２ 绿 黑绿 草帽状，中间凸起，边缘平铺 同心环 绒毛状 较整齐

ＺＹ２３ 中心黄，外周白 中心黄，外周灰黄 草帽状，中心边缘低，中间环带高 同心环 绒毛状 较整齐

ＺＹ２４ 中心灰，边缘白 中心黄，外周黄 草帽状，菌落平铺 无明显纹饰 毡状 较整齐

ＺＪ２ 灰白 灰黄 平铺 无 无 较整齐

ＺＧ２３ 中心灰，环带依次为灰绿白 中心灰绿，边缘白 小山包状，扁平 多条同心环 毡状 较整齐

表３　金莲花内生真菌显微镜检描述

Ｔａｂｌｅ３　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉｏｆ犜狉狅犾犾犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊（狀＝３）

菌种 菌丝 菌丝直径／μｍ 细胞核 有无隔膜 孢子着生部位 孢子排列方式 孢子形态 孢子直径／μｍ 孢子能动否

ＺＹ２４ 有

１８．５３

１９．７７

１９．９６

多核 有 顶部 成簇 圆形

１９．２３

２０．８７

１９．７７

否

ＺＹ２３ 有

１８．５２

１９．８２

２４．５８

多核 有 顶部 成簇 椭圆

２０．０９

２０．６２

２０．５２

否

ＺＹ２２ 有

２２．５１

２１．５１

２０．２２

多核 有 顶部 成簇 圆形

３１．９８

３１．５９

３１．６４

否

ＺＹ２１ 有

２８．１６

２５．５０

２０．４３

多核 有 顶部 成簇 椭圆

２６．００

２４．１０

２９．００

否

ＺＪ２ 有

１８．８７

２２．０３

２０．０６

多核 有 顶部 成簇 圆形

２０．５９

２２．８０

２２．３６

否

ＺＧ２３ 有

２４．９０

２３．２８

２７．３２

多核 有 顶部 成簇 圆形

３５．４０

３５．６３

３５．７２

否

２４
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ａ～ｆ分别为ＺＹ２４、ＺＹ２３、ＺＹ２２、ＺＹ２１、ＺＪ２、ＺＧ２３

图１　金莲花内生真菌显微镜检

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄｃｏｌｏｎｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ

ｆｕｎｇｉｏｆ犜狉狅犾犾犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊（４００×）

３　结论
试验结果表明，金莲花体内含有较丰富的内生真菌，主

要分布在叶和茎中，根中很少，可能与其营养成分有关。本

试验从金莲花分离得到６株内生真菌（叶中４株，茎、根中各

１株），通过菌落表面形态观察及显微形态观察其特征，经形

态学鉴定均为子囊菌亚门（犃狊犮狅犿狔犮狅狋犻狀犪），青霉属（犘犻狀犻犮犻犲

犾犻狌犿）。但以下几个方面还有待于进一步深入研究：① 生物

学信息的鉴定研究；② 菌株的抗菌活性以及是否具有药用

活性的研究；③ 菌株产生的代谢产物如生物碱及黄酮类成

分构效关系的研究；④ 菌株中有效成分的提取、纯化、制备

及综合开发利用。
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