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摘要!利用组织块培养法从健康的银杏根&茎中分离得到
""'

株内生真菌!通过高效液相色谱'

GX?Y

(法对内生真菌的代

谢产物进行分析$最终筛选出
"

株能够产银杏内酯的内生真

菌$利用标准曲线法测定其发酵液和菌丝体中总内酯产量约

为
""6N+

>

#

?

!形态学特征和真菌
CV<=

间隔序列'

-4/7C4,.

/C,419C-F781

E

,97C

$

@KZ

(的系统进化分析结果表明$该菌株属

于毛霉属$为产银杏内酯内生真菌的首次报道!

关键词!银杏%内生真菌%内酯类化合物%鉴定
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植物内生微生物是指在植物组织内部度过其全部或部

分生命周期的所有微生物)

"M(

*

&内生微生物对药用植物具

有重要的诱导作用)

!

*

%能转化植物次生代谢产物)

N

*

%可促进

植物有效成分的合成和积累)

%

*

&且部分植物内生微生物可

体外培养%通过基因工程或工业发酵手段可大量获得结构新

颖-活性独特的次生物质%使得内生微生物成为活性天然产

物资源开发和研究的热点之一)

'

*

&

银杏是一种古老的药食两用植物)

$

*

%多个部位均可入

药%如银杏果中的某些蛋白质具有抗氧化剂和抗菌的作

用)

:

*

&最常见的入药物质是银杏提取物!

)i/C,9/10B.(2X
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P(L%P$
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)OF

#%其主要有效成分是黄酮类和萜内酯类化合

物)

&

*

%且
)OF

是目前得到银杏内酯的唯一途径)

"#

*

%且受限于

含量低-分离纯化困难和来源单一&银杏内生微生物具有合

成与宿主植物相同或相似的活性成分的功能)
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%但产银杏

内酯内生真菌的分离研究仅集中在中国少数几家单位&严

铸云等从银杏组织中分离到的内生真菌发酵液进行检测发

现%

N

株曲霉属-

"

株盘长孢属-

"

株色串孢属和
"

株组丝菌属

共
$

株内生真菌能够产生银杏内酯
Y

或其类似物)

"(

*

$在此

基础上进一步筛选出一株银杏内酯
R

产量较高的烟曲霉原

变种
WO#%(

%总内酯产量为
#6"!+

>
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*

$对该菌株进行

紫外线和亚硝酸复合诱变并优化发酵条件后%其产量较出发

菌株提高了
%'P

)

"N

*

&包飞等)

"%

*从分离到的
"#&

株银杏内生

真菌中筛选出一株产银杏内酯
R

的卵形孢霉属菌株%发酵产

$(



量为
&6!+
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a-,4

等)
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*也获得了一株产白果内酯的银

杏内生真菌
O)C9$L%9(%
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等)
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*筛

选到一株同时产银杏内酯
=
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R

-

Y

和白果内酯的内生菌株尖

孢镰刀菌!

<1C$8(1:%N
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%81:
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Zf##%'

&而对于自然界常

见且已在银杏组织中检测到的毛霉属!

+1>%81

E

6

#真菌%尚

未见其具有产萜内酯类物质能力的报道&本研究以银杏为

研究对象%利用组织块分离法从根-茎等部位分离内生真菌%

并从中筛选出产银杏内酯的菌株%为后期利用微生物发酵生

产内酯类化合物提供依据&
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材料与方法

"6"

!

试验材料

银杏组织材料"取自湖南省永州市双牌县桐子坳村%树

约为
:##

年龄的银杏根-茎组织&样品放入经灭菌的广口

瓶%在
(NA

内运至实验室进行处理&内生真菌分离采用

XV=

培养基和马丁氏!

II<

#培养基%用前按
!#+

>

(

?

加入

链霉素&发酵采用不加琼脂的
XV=

培养液%即
XVR

培

养液&

银杏内酯
=

-

R

-

Y

标准品"美国
Z-

>

+,

公司$

白果内酯标准品"上海哈灵生物科技有限公司$
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乙醇-盐酸-链霉素-葡萄糖-琼脂"分析纯$

乙酸乙酯-甲醇"色谱纯&

"6(

!

试验方法

"6(6"

!

银杏组织的表面消毒
!

参考文献)

"$

*的方法%略作修

改%分别选取新鲜银杏根-茎%用清水洗净后%流水冲洗
#6%A

%

放入装有蒸馏水的烧杯中&

洗净的材料各取
%

>

%首先用体积分数为
$%P

酒精漂洗

"+-4

%无菌水冲洗
!

次$再用
#6"P

的次氯酸钠漂洗!根

"6%+-4

%茎
#6%+-4

#%无菌水冲洗
!

次$最后一次洗液置于灭

菌的小烧杯中&

表面消毒后的材料在空白
XV=

培养基上滚动数圈%将

培养基置于
!$]

培养
(8

%检测消毒效果&

"6(6(

!

银杏内生真菌的分离-纯化和保藏
!

经无菌处理后%

样品表面用无菌滤纸吸干%在超净工作台内%用灭菌的剪刀

将茎剪成约
#6%9+

长小段$根剪成大小适中的组织块&每

个
XV=

和
II<

平板放置
N

#

%

块组织块%将切口面置于培

养基上&将无菌处理过程中样品的最后一次清洗液涂于培

养基上培养%作为对照%分别编号记录&操作完成后置于

(:]

恒温培养箱中培养%每天观察并记录内生微生物生长

情况&

待样品表面或边缘长出菌丝后%在超净工作台中用无菌

剪刀或挑针挑取菌丝转接到新的对应培养基上%进行编号&

继续置于
(:]

恒温箱中闭光培养%每天观察菌落生长情况&

待接种的菌体萌发后%用菌丝顶端分离法对分离得到的

内生真菌进行多次传代直至获得典型的纯化菌落&将已纯

化的菌株分别转移至固体斜面培养基上%每株保存
(

支斜

面%

(:]

恒温箱中培养%待菌株生长旺盛时%取出置
N]

保

藏&

"

#

(

月后转接入新的斜面&

"6(6!

!

检测样品的制备
!

用打孔器在长满菌丝的培养基上

打孔%将其接入装有
"##+?XV=

培养液的
(%#+?

三角瓶

中%每瓶接入
!

个菌丝块$置于恒温震荡培养箱中%

(: ]

%

"(#C

(

+-4

培养
%

#

$8

%

!

层纱布过滤分离菌体和发酵液&

取过滤后的发酵液
%#+?

%加入等体积乙酸乙酯萃取

(

次%合并萃取液后旋转蒸发至近干%加入
%+?

甲醇溶解固

体物质%并用
#6((

"

+

滤膜过滤待用$菌丝体在
%%]

烘箱中

烘干后取
(

>

于研钵中%加入
"#+?%#P

甲醇溶液充分研

磨%加入
(#+?

乙酸乙酯进行萃取%萃取液旋转蒸发至近干%

加入
(+?

甲醇溶解固体物质%并用
#6((

"

+

滤膜过滤待用&

"6(6N
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样品中内酯类物质的测定
!

采用
GX?Y*\;

法银杏

内酯类物质的含量标准曲线法计算%标准品为银杏内酯
=

-

R

-

Y

和白果内酯&

"6(6%

!

产银杏内酯内生真菌的鉴定
!

采用形态学特征和

@KZ

序列分析方法进行鉴定&

!

"

#形态学特征分析"挑取纯化的菌株尖端菌丝接种于

XV=

培养基上%培养一段时间后观察菌落的大小-颜色等形

态特征$然后采用插片法进行菌丝体制片%在显微镜下观察

菌丝体和分生孢子的形态等特征%根据1真菌鉴定手册2

)

":

*

进行初步鉴定&

!

(

#

@KZ

序列分析"采用
YK=R

法提取目标菌株的基因

组
V<=

)

"&

*

&

@KZ

序列特异性引物)

(#

*

!北京六合华大基因科

技有 限 公 司 合 成#为
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反应条件"

&N ]

预变性
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&N ]

变性
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%

%%]

退火
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%

$(]

延伸
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%
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个循环%

$(]

延伸

"#+-4

%

N]

保存&扩增片段与
E

IV"&*K

载体)宝生物工程

!大连#有限公司*连接并转化至大肠杆菌感受态细胞%阳性

克隆经菌落
XYT

鉴定正确后%交由北京六合华大基因科技

有限公司测序&测序结果提交
<YR@

进行序列比对分析%选

取同源性最高的前几条序列%利用
I)O=$6#

软件)
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检验值
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次重复&

(

!

结果与分析

(6"

!

产银杏内酯内生真菌的筛选

从银杏根-茎组织中共分离出内生真菌
""'

株%其中根

茎中分别为
$'

%

N#

株&采用
GX?Y

对发酵液和菌丝提取物

样品进行分析&由图
"

-

(

可知%菌株
OF

E

A""(

的发酵液和菌

丝提取物中均含有与标准品银杏内酯
=

-

R

-

Y

和白果内酯相

对应的色谱峰%表明菌株
OF

E

A""(

可产生银杏内酯
=

-

R

-

Y

和白果内酯%并且白果内酯-银杏内酯
R

和
Y

大部分分泌到

细胞之外%而银杏内酯
=

有相当一部分存在于菌丝细胞内&

除此之外%

GX?Y

色谱图上还存在对应
!

种标准品之外的吸

收峰%说明发酵液和菌体中还含有其它种类的化合物&标准

:(

基础研究
!

(#"$

年第
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图
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曲线法测定菌株
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的发酵液和菌丝提取物中内酯类

物质总量分别为!

$̀'#c#6"(
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产银杏内酯菌株的鉴定

菌株
OF
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A""(

菌落及其分生孢子呈现毛霉属真菌典型

特征见图
!

&在
(:]

于
XV=

平板上生长较快%菌落形状多

样%初期为疏松白色菌丝%中后期菌丝逐渐生长密集%颜色渐

变为浅黄色%产生孢子后菌落整体呈浅黄至褐色茸毛状%菌

落背面呈黄色&气生菌丝无隔%呈分枝状%无匍匐菌丝和假

根$菌丝体上直接生出总状分枝的孢囊梗%顶端着生球形孢

子囊%无囊托%产圆形-光滑的孢囊孢子&其
@KZ

序列通过

R?=ZK

搜索后获取相关种属的
@KZ

序列%用
I)O=$6#

软

件按邻接法构建系统进化树&结果显示%菌株
OF

E

A""(

与

+1>%8$:

7

0(P(%81:

的序列最大相似性达到
&&P

%见图
N

&

综合菌落-菌体形态和
@KZ

序列分析信息%将该菌株鉴定为

毛霉属&

图
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结论
本研究从银杏根-茎组织中分离出内生真菌

""'

株&通

过
GX?Y

检测分析%从中筛选出
"

株产银杏内酯内生真菌%

即菌株
OF

E

A""(

%形态学和分子生物学鉴定结果显示其为毛

霉属真菌%为首次从银杏组织中分离筛选到的能够产银杏内

酯的毛霉属菌株&利用标准曲线法测定该菌发酵液和菌丝

体中总内酯产量约为
""6N+

>

(

?

%高于包飞等)

"%

*分离到的卵

形孢霉属菌株%但低于严铸云等)

"(M"N

*筛选和诱变之后的烟

曲霉原变种
WO#%(

&

研究)

((

*表明%银杏提取物中含有
!#

余种黄酮化合物和

萜类-酚类-微量元素及氨基酸等有效成分%其研究和药效利

用已较为成熟&同时%对银杏提取物的植物病原菌如柑橘青

霉病菌)

(!

*的抑制活性研究也正逐步开展&而利用内生真菌

生产药用活性成分才刚刚起步%许多基础性工作有待深入研

究&就银杏内生微生物而言%虽然本研究筛选到的产银杏内

酯内生真菌相对来说有较高的产量%但目前发现的内生微生

物极少达到工业化生产标准&所以%应继续扩大内生微生物

分离的数量和种类%筛选产量更高且植物体外传代产量稳定

的菌株%对分离得到菌株进行生理特性和菌体内内酯类物质

代谢途径的研究%并通过诱变选种-生长培养基设计-发酵条

件和工艺优化等方法和手段%提高微生物发酵内酯类物质的

&(

第
!!

卷第
:

期 陈小明等"产银杏内酯内生真菌的分离与鉴定
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产量及内生微生物植物体外传代的稳定性%使利用微生物发

酵生产内酯类物质成为可能&
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