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光枝勾儿茶内生真菌多样性及抑菌活性研究

周思旋１ꎬ 张　 涛１ꎬ 刘　 畅２ꎬ 唐远江１ꎬ 卢昱希１ꎬ 杨粤黔１ꎬ 余　 波１ꎬ 史开志１∗

( １. 贵州省农业科学院畜牧兽医研究所ꎬ 贵阳 ５５０００５ꎻ ２. 贵州中医药大学 药学院ꎬ
药食两用资源应用与开发研究中心ꎬ 贵阳 ５５００２５ )

摘　 要: 为探索贵州苗药光枝勾儿茶内生真菌类群特征、分布部位及其抑菌活性ꎬ该研究采用传统方法对贵

州省贵阳市和黔西市光枝勾儿茶内生真菌进行分离ꎬ并基于分子生物学及统计学对其分类地位进行鉴定及

多样性评价ꎬ最后通过微量肉汤倍比稀释法筛选具有抑菌活性的菌株ꎮ 结果表明:(１)从光枝勾儿茶中分离

到 １９１ 株内生真菌ꎬ隶属于 ３ 个门 ５ 个纲 １０ 个目 １５ 个科 １９ 个属ꎬ优势属为叶点霉属(Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)、间座壳

属(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)、葡萄座腔菌属(Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ)和刺盘孢属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)ꎮ (２)黔西光枝勾儿茶内生真菌香

农－维纳多样性指数(Ｈ′Ｑ ＝ ２.１１２)较贵阳(Ｈ′Ｇ ＝ １.８０１)高ꎬ索伦森相似性指数 ＣｓＧ － Ｑ为 ０.９２３ꎬ不同组织香农－
维纳多样性指数为茎(Ｈ′Ｓ ＝ ２.００４)>根(Ｈ′Ｒ ＝ １.７６４)>叶(Ｈ′Ｌ ＝ １.６５４)>果实(Ｈ′Ｆ ＝ １.４７３)ꎬ茎和叶内生真菌

的索伦森相似性最高(ＣｓＳ－Ｌ ＝ ０.６６７)ꎮ (３)筛选出的 ２１ 株内生真菌对供试菌大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)、金
黄色葡萄球菌( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)和沙门氏菌( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ)具有抑菌效果ꎬ其中 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ.
ＱＸ４Ｇ６ 对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的最小抑菌浓度分别为 １２.５、６.２５、１２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ最小杀

菌浓度分别为 １２.５、６.２５、１２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 以上研究结果揭示了光枝勾儿茶蕴藏丰富的内生真菌资源ꎬ不同

地区及组织内生真菌类群组成有差异ꎬ多个分离菌株具有抗菌活性ꎬ为光枝勾儿茶内生真菌天然抗菌药物

或药源研发奠定了基础ꎮ
关键词: 光枝勾儿茶ꎬ 内生真菌ꎬ 多样性ꎬ 候选菌株ꎬ 抑菌活性
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ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓꎬ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｅｄ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏｔｈ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １９１ ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｐｈｙｌａꎬ ５ ｃｌａｓｓｅｓꎬ １０
ｏｒｄｅｒｓꎬ １５ ｆａｍｉｌｉｅｓ ａｎｄ １９ ｇｅｎｅｒａ. Ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｓｔｒａｉｎｓꎬ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａꎬ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅꎬ Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ ａｎｄ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｗｅｒｅ
ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａ. (２) Ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｆｕｎｇａｌ Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅｉｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ
ｉｎ Ｑｉａｎｘｉ (Ｈ′Ｑ ＝ ２.１１２) ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ Ｇｕｉｙａｎｇ (Ｈ′Ｇ ＝ １.８０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｓｏｒｅｎｓｏｎ’ ｓ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
(ＣｓＧ－Ｑ) ｗａｓ ０.９２３. Ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅｉｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｓｔｅｍ (Ｈ′Ｓ ＝ ２.００４)> ｒｏｏｔ(Ｈ′Ｒ ＝ １.７６４)>
ｌｅａｆ(Ｈ′Ｌ ＝１.６５４)>ｆｒｕｉｔ(Ｈ′Ｆ ＝ １.４７３). Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ＣｓＳ－Ｌ ＝
０.６６７. (３) ２１ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ’ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｈａｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
ａｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ. Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. ＱＸ４Ｇ６ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｅｘｔｒａｃｔ ｈａｖｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｓꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｅｎｔｅｒｉｃａ ｗｅｒｅ １２.５ꎬ ６.２５ ａｎｄ １２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ １２.５ꎬ ６.２５ ａｎｄ １２.５
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌ ｒｉｃｈ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ ａｎｄ
ｍｏｓｔ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｈａｖｅ ｇｏｏｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｌａｙ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈｓ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ
ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ ｏｒ ｄｒｕｇ ｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ Ｂ. ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｓｔｒａｉｎｓꎬ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 植物内生真菌是指生活在植物细胞中或在其
生活史某一时期生活在植物组织内ꎬ对植物组织
没有引起明显病害的一类真菌( Ｐｅｔｒｉｎｉꎬ １９９１)ꎮ
几乎所有植物都含内生真菌ꎬ分布于植物的根、
茎、叶、花、果实等各个部位ꎬ种类和数量繁多ꎬ每
一种植物都是内生真菌潜在的资源宝库( Ｚｈｏｕ ＆
Ｈｙｄｅꎬ ２００１)ꎮ 随着内生真菌研究不断深入ꎬ不同
植物的内生真菌组成不同ꎬ寄主植物的种类、部
位、环境和地理区域均是决定内生真菌种群结构
的重要因素ꎬ目前从植物中分离出来的内生真菌
种类繁多ꎬ涉及子囊菌、担子菌、接合菌、无孢菌等
多种类群 (谯利军 等ꎬ ２０１８ꎻ Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９ꎻ胡永志等ꎬ２０２１)ꎮ 内生真菌与宿主植物长
期协同进化ꎬ互惠共生ꎬ处于一种动态平衡的拮抗
关系ꎬ有助于提高宿主对胁迫环境的适应性和抗
性ꎬ在植物生长发育和繁殖中起到了重要作用(隋
丽等ꎬ２０２１)ꎮ 有研究表明ꎬ从植物中分离到的内
生真菌能产生丰富的次级代谢产物ꎬ包括生物碱、
苯骈吡喃酮、黄酮、酚酸等多种类型化合物ꎬ对细
菌、真菌、病毒等具有不同程度的拮抗作用ꎬ在药
物研发、病害防治等方面表现出显著的经济价值
和应用前景ꎬ是天然活性物质的重要来源(郭顺
星ꎬ２０１８ꎻＨａｎａｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 内生真菌的存在
及其发挥出来的优越性为寻找结构新颖、活性独
特、替代药用植物的新药研发指明了方向ꎮ

光 枝 勾 儿 茶 ( Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ.
ｌｅｉｏｃｌａｄａ)为鼠李科勾儿茶属植物ꎬ是贵州苗族习
用药材ꎬ味苦、平ꎬ含苷类、醌类、木脂素类、萜类以
及黄酮类等多种化学成分ꎬ具有抗氧化、抗肿瘤、

抗腹泻、抗炎、镇痛、抑菌等活性ꎬ对治疗支气管
炎、痢疾、关节炎等具有良好的效果ꎬ作为民族药
物ꎬ可用于治疗人、畜肠炎及消化不良性腹泻(梁
应林等ꎬ２０１３ꎻ唐远江等ꎬ２０１８)ꎮ 目前已从该属植
物中分离到 １９ 个已知化合物和 ４ 个蒽醌－苯并异
色满苯醌二聚体ꎬ部分化合物显示了较好的对乙
酰胆碱酯酶活性ꎬ体现了明显的研究价值(景永帅
等ꎬ２０１１)ꎮ 然而ꎬ光枝勾儿茶生长周期长ꎬ产量
低ꎬ易受环境地域等因素影响ꎬ传统植物开发应用
受到了限制ꎬ其内生真菌作为植物的共生体和一
种潜在的新资源ꎬ在寄主植物提供的营养和保护
下ꎬ经长期共同进化ꎬ可增强寄主植物的竞争能力
和对食草动物、病原体和各种非生物胁迫的抵抗
力ꎬ这种复杂多变的生境使内生真菌在生物制药、
农业生产和工业发酵等方面表现出广阔的应用前
景ꎬ是寻找结构新颖、活性独特物质和替代植物的
重要来源(元超等ꎬ２０２１)ꎮ 同时ꎬ内生真菌的开发
应用可能实现大规模、低成本和无污染的工业化
生产ꎬ为解决药用植物资源和环境保护提供了新
途径ꎮ 本研究基于光枝勾儿茶的药用价值及植物
应用瓶颈ꎬ解析其内生真菌组成情况ꎬ设想能够通
过筛选植物内生真菌抑菌活性ꎬ得到具有与植物
产生功能相同或相似的次级代谢产物的微生物资
源ꎬ从而部分替代植物来源生产临床天然药物ꎮ
以贵州贵阳、黔西多年生光枝勾儿茶为研究对象ꎬ
系统分离并鉴定根、茎、叶和果实等多个部位的内
生真菌ꎬ在获得可培养真菌资源的基础上ꎬ采用分
子生物学鉴定真菌类群ꎬ并通过统计学方法对其
进行多样性评价分析ꎬ以大肠杆菌、金黄色葡萄球
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菌和沙门氏菌为指示菌ꎬ筛选具有抑制革兰氏阴
性、阳性两类细菌活性的内生真菌类群ꎬ为研发新
型天然抑菌药物提供候选菌株ꎬ也为光枝勾儿茶
进一步开发应用奠定研究基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料

分别采集贵州省贵阳市龙洞堡(１０６°４７′２６″ Ｅꎬ
２６°３１′４９″ Ｎꎬ海拔 １ １００ ｍ)ꎬ黔西市(１０５°４９′０４″ Ｅꎬ
２７°０４′００″ Ｎꎬ海拔 １ ３３０ ｍ)健康光枝勾儿茶样本 １１
株ꎬ其中贵阳 ６ 株、黔西 ５ 株ꎬ将采集的光枝勾儿茶
植株放入采样袋带回实验室ꎬ２４ ｈ 内进行内生真菌
分离培养ꎮ 植株经中山大学植物学廖文波教授鉴
定为鼠李科植物光枝勾儿茶(Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ
ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ)ꎮ
１.２ 测试菌株

大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２)标准
株、沙门氏菌( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ ＡＴＣＣ １３０７６)标
准株、金黄色葡萄球菌( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ
６５３８)标准株购自中国微生物菌种保藏中心ꎮ
１.３ 内生真菌的分离纯化

将采集到的光枝勾儿茶样本冲洗干净并自然
晾干ꎬ用无菌去离子水反复冲洗ꎬ无菌滤纸吸干水
分ꎬ置于 ０.１％吐温 ８０ 溶液中浸泡活化 ３ ~ ５ ｍｉｎꎬ
无菌水冲洗ꎬ无菌滤纸将水分吸干后于 ７５％乙醇
中浸泡 ３ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗ꎬ用无菌滤纸吸干表面
水分ꎮ 采用 ７０％乙醇＋３％ Ｈ２Ｏ２混合液消毒ꎬ无菌
水冲洗 ３ 次ꎬ无菌滤纸吸干ꎬ将叶、根、茎和果实剪
成小组织块(０.５ ｃｍ × ０.５ ｃｍ)ꎬ接种于含氯霉素
(终浓度为 ２０ μｇ􀅰ｍＬ￣１)的 ＰＤＡ 平板内ꎬ２８ ℃ 恒
温培养ꎮ 为验证表面消毒是否有效ꎬ将表面消毒
组织接种于含氯霉素 ＰＤＡ 培养基上印记ꎬ同等条
件下恒温培养ꎬ印记部位未见真菌生长则确认消
毒彻底 ( Ｓａｎｃｈｅｚ￣Ｍａｒｏｕｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 随时观
察ꎬ组织块边缘有菌丝长出时ꎬ采用针尖端菌丝挑
取法ꎬ将菌丝转接于新的 ＰＤＡ 平板ꎬ直至纯化获得
形态均一菌落进行鉴定及保存ꎮ 分离过程中详细
记录组织块及分离菌株数量ꎮ
１.４ 内生真菌的鉴定

纯化后的菌株参照«真菌学鉴定手册» (魏景
超ꎬ１９７９)ꎬ从形态学上初步判定菌株分类学地位ꎮ
采用引物 ＩＴＳ１ / ＩＴＳ４(Ｗｈｉｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９０)对 ＩＴＳ 基
因序列进行扩增及测序ꎮ 测序成功的 ＩＴＳ 序列通
过 ＢｉｏＥｄｉｔ 分析软件校对、拼接、剪切ꎬ将剪切后的
序列逐一通过 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库的 Ｂｌａｓｔ 进行在线

比对鉴定(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ根据序列的相似度
和覆盖率ꎬ结合菌株形态学特征确定各分离菌株
归 属ꎬ 并 根 据 ＭｙｃｏＢａｎｋ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｍｙｃｏｂａｎｋ.
ｏｒｇ / ｑｕｉｃｋｓｅａｒｃｈ.ａｓｐｘ)官网查询确认最新的内生真
菌分类地位ꎮ
１.５ 数据统计及多样性分析

通过数据统计ꎬ根据多样性评价指标ꎬ采用分
离 率 ( ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ＩＲ )、 分 离 频 率 ( ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬ ＩＦ)、卡马戈指数(Ｃａｍａｒｇｏ’ ｓ ｉｎｄｅｘ)、香
农 － 维 纳 多 样 性 指 数 ( Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅｉｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｉｎｄｅｘꎬ Ｈ′)、辛普森指数(Ｓｉｍｐｓｏｎ’ ｓ ｉｎｄｅｘꎬ Ｄ)及索
伦森相似性指数( Ｓｏｒｅｎｓｏｎ’ ｓ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎬ
Ｃｓ)分析光枝勾儿茶植物内生真菌的多样性ꎮ
１.６ 内生真菌体外抗菌活性筛选

１.６.１ 菌株的选择及发酵产物制备 　 根据鉴定结
果ꎬ选择分布于不同属的 ２３ 株分离菌ꎬ分别为
ＱＸ４Ｇ６、 ＱＸ３Ｙ２￣５、 ＱＸ５Ｙ４￣３、 ＱＸ３Ｊ３￣３、 ＱＸ１Ｙ１￣１、
ＱＸ３Ｙ３￣１、ＱＸ３Ｊ３￣５、ＱＸ１Ｇ１￣３、ＱＸ５Ｇ２￣１、ＱＸ３Ｊ４￣１、
Ｇ２Ｓ１２、 Ｇ２Ｓ２０、 Ｇ２Ｌ１７、 Ｄ２Ｓ３１、 Ｇ３Ｆ４、 Ｄ２Ｓ１０、
Ｄ２Ｓ２５、 Ｄ２Ｓ２４、 Ｄ３Ｆ３、 Ｇ２Ｓ１、 Ｇ２Ｓ１１、 Ｄ１Ｓ１６ 和
Ｇ３Ｌ５ꎬ采用 ＰＤＡ 活化ꎬ待菌丝长满平板后ꎬ切成小
块ꎬ接种于 ＰＤＢ 培养基ꎬ于 ２８ ℃ꎬ１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１振
荡培养 ７ ｄ 后ꎬ静置培养 ３０ ｄꎬ发酵培养物用等体
积乙酸乙酯萃取 ３ 次ꎬ合并萃取液ꎬ经旋蒸、干燥
后ꎬ加入 ＭＨ 培养基稀释至浓度为 ２００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的
母液备用ꎮ
１.６.２ 菌液制备 　 将大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色
葡萄球菌接种于 ＭＨ 固体培养基上划线活化ꎬ置
于 ３７ ℃培养 １８ ｈꎬ挑取单个菌落于含 ＭＨ 液体培
养基的试管中ꎬ置于 ３７ ℃、１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件下振
荡培养 １２ ｈꎮ 用 ＭＨ 液体培养基调整菌液 ＯＤ６００为

０.８ 后 稀 释 １ ０００ 倍ꎬ使 菌 液 浓 度 为 １０５ ~ １０６

ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ备用ꎮ
１. ６. ３ 最 小 抑 菌 浓 度 ( ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ＭＩＣ ) 的 测 定 　 参 考 Ｂａｌｏｕｉｒｉ 等
(２０１６)的方法ꎬ采用微量肉汤二倍稀释法ꎬ于无菌
９６ 孔板每孔中各加入 １００ μＬ 肉汤培养基ꎬ分别向
第 １ 孔中加入 １００ μＬ 配备好的药液ꎬ混匀后依次倍
比稀释ꎬ直到第 ９ 孔混匀后弃去 １００ μＬ 混合液ꎮ 每
孔加入上述配备好的 １００ μＬ 细菌溶液ꎮ 每板设置
无药和空白对照组ꎬ观察细菌生长情况ꎬ３７ ℃恒温
培养 １８ ｈ 后取出ꎬ每个浓度做 ３ 次重复ꎮ

采用 ＴＴＣ(２ꎬ３ꎬ５－氯化三苯基四氮唑)法判定
ＭＩＣ 结果ꎮ 向上述培养 １８ ｈ 后的 ９６ 孔板每孔分
别加入 ２０ μＬ ０.５％的 ＴＴＣꎬ３７ ℃避光培养 １ ｈꎬ观
察菌液变化情况ꎮ 试验样本溶液澄清、颜色未发
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生变化的最后 １ 孔药物浓度为该药的 ＭＩＣꎮ
１. ６. ４ 最 小 杀 菌 浓 度 ( ｍｉｎｉｍｕｍ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ＭＢＣ)的测定　 将 １.６.３ 试验组澄清
的各孔中液体取 １００ μＬ 涂布于 ＭＨ 固体培养基
上ꎬ３７ ℃培养 １８ ~ ２４ ｈ 观察结果ꎮ 肉眼观察无菌
落生长的最低药物浓度为其 ＭＢＣꎮ

２　 结果与分析

２.１ 光枝勾儿茶内生真菌组成

从贵阳及黔西光枝勾儿茶不同组织部位 ７８０
个组织块中分离得到 １９１ 株内生真菌ꎬ分离率为
２４.４９％ (１９１ / ７８０)ꎬ其中贵阳分离率为 ２４. ３０％
(１３２ / ４６５)ꎬ黔西为 ２４.７６％(９３ / ３１５)ꎮ ＰＣＲ 产物
序列经校对、拼接、剪切后ꎬ结合形态学和分子生
物学对分离得到的内生真菌进行鉴定(表 １)ꎮ 结
果显示ꎬ分离菌株隶属于 ３ 个门 ５ 个纲 １０ 个目 １５
个科 １９ 个属ꎮ 在贵阳和黔西分别分离得到 １１
个、１４ 个属的菌株ꎮ 其中ꎬ仅贵阳分离得到菌株隶
属于 ５ 个属ꎬ分别为烟管菌属(Ｂｊｅｒｋａｎｄｅｒａ)、假囊
酵 母 属 ( Ｅｒｅｍｏｔｈｅｃｉｕｍ )、 毛 色 二 孢 属
(Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａ)、歪嘴座壳属(Ｐｌｅｕｒｏｓｔｏｍａ)和匍柄
霉属(Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍ)ꎻ仅黔西分离得到 ８ 个属ꎬ分别
为环 纹 碳 团 菌 属 ( Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ)、 镰 刀 菌 属
(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)、微结节霉属(Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ)、毛霉属
(Ｍｕｃｏｒ)、新拟盘多毛孢属(Ｎｅｏｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ)、拟盾
壳 霉 属 ( Ｐａｒａｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍ )、 拟 盘 多 毛 孢 属
(Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ)和木霉属(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ)ꎻ贵阳和黔
西共有属 ６ 个ꎬ分别为链格孢属(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ)、葡萄
座 腔 菌 属 ( Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ )、 刺 盘 孢 属
(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)、间座壳属(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)、新壳梭孢
属(Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ)、叶点霉属(Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)ꎮ 其多
样性分析结果表明ꎬ贵阳和黔西香农－维纳多样性
指数 结 果 为 黔 西 ( Ｈ′Ｑ ＝ ２. １１２ ) > 贵 阳 ( Ｈ′Ｇ ＝
１.８０１)ꎬ辛普森指数结果为黔西(ＤＱ ＝ ０.８４０) >贵
阳(ＤＧ ＝ ０.７７４)ꎬ索伦森相似性指数 ＣｓＧ－Ｑ ＝ ０.９２３ꎮ
２.２ 光枝勾儿茶内生真菌优势属的分离频率 ( ＩＦ)
和分离率( ＩＲ)

试验分离所得菌株优势属依次为叶点霉属、
间座壳属、葡萄座腔菌属和刺盘孢属ꎬ分离率( ＩＲ)
分别为 ５.９０％(４６ / ７８０)、４.８７％(３８ / ７８０)、４.１０％
(３２ / ７８０)和 ３.５９％(２８ / ７８０)ꎬ分离频率( ＩＦ)分别
为 ２４. ０８％ (４６ / １９１)、１９. ８９％ ( ３８ / １９１)、１６. ７５％
(３２ / １９１)和 １４.６６％(２８ / １９１)ꎮ 从贵阳分离得到
的优势属叶点霉属 ＩＲ 和 ＩＦ 最高ꎬ分别为 ９. ４６％
(４４ / ４６５)和 ３９.９４％(４４ / １１３)ꎬ其次为间座壳属ꎬ

ＩＲ 和 ＩＦ 分别为 ４. ５２％ (２１ / ４６５) 和 １８. ５８％ (２１ /
１１３)ꎬ葡萄座腔菌属 ＩＲ 和 ＩＦ 分别为 ４.０９％(１９ /
４６５)和 １６.８１％(１９ / １１３)ꎮ 从黔西分离得到的优
势属为刺盘孢属ꎬ ＩＲ 和 ＩＦ 最高ꎬ分别为 ６. ３５％
(２０ / ３１５)和 ２５.６４％(２０ / ７８)ꎬ其次为间座壳属ꎬＩＲ
和 ＩＦ 分别为 ５.４０％(１７ / ３１５)和 ２１.７９％(１７ / ７８)ꎬ
葡萄座腔菌属的 ＩＲ 和 ＩＦ 分别为 ４.１３％(１３ / ３１５)
和 １６.６７％(１３ / ７８)ꎮ
２.３ 不同组织部位内生真菌多样性分析

从光枝勾儿茶不同组织分离内生真菌分析结
果表明(表 ２)ꎬ根、茎、叶和果实分离菌分别分布
于 ９ 个、１３ 个、１１ 个、６ 个属ꎬ４ 个组织均分离到共
有属葡萄座腔菌属、刺盘孢属和间座壳属ꎮ 新壳
梭孢属为根、茎、叶共有属ꎬ链格孢属和歪嘴座壳
属为茎、叶、果实共有属ꎬ毛色二孢属和叶点霉属
为茎和叶共有属ꎬ镰刀菌属、新拟盘多毛孢属和拟
盘多毛孢属为根和茎共有属ꎮ 仅从根中分离得到 ２
个属ꎬ分别为毛霉属和木霉属ꎻ仅从茎中分离到 ２ 个
属ꎬ包括匍柄霉属和微结节霉属ꎻ仅从叶中分离到 ３
个属ꎬ包括拟盾壳霉属、环纹碳团菌属和烟管菌属ꎻ
仅从果实中分离到 １ 个属为假囊酵母属ꎮ

光枝勾儿茶不同组织香农－维纳多样性指数
结果分析表明ꎬ茎(Ｈ′Ｓ ＝ ２.００４) >根(Ｈ′Ｒ ＝ １.７６４) >
叶(Ｈ′Ｌ ＝ １.６５４) >果实(Ｈ′Ｆ ＝ １.４７３)ꎬ辛普森指数
结果为茎 (ＤＳ ＝ ０. ８２６) >果实 ( ＤＦ ＝ ０. ８１３) >根
(ＤＲ ＝ ０.７６５) >叶(ＤＬ ＝ ０.７２１)ꎮ 茎和叶所得内生
真菌的相似性最高ꎬＣｓＳ－Ｌ ＝ ０.６６７ꎬ其次为根和茎ꎬ
ＣｓＲ－Ｓ ＝ ０. ６３６ꎬ相似性最低的为根和果实ꎬＣｓＲ－Ｆ ＝
０.２６７ (表 ３)ꎮ
２.４ 内生真菌次级代谢产物抑菌活性筛选

选择的 ２３ 株菌株次级代谢产物抑菌活性测
定结果表明ꎬ其中 ２０ 株内生真菌液体发酵提取物
对 ３ 株细菌均表现出一定的抑菌作用ꎬＭＩＣ 介于
６.２５ ~ １００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ１ 株内生真菌 ＱＸ３Ｊ４￣１
仅对大肠杆菌有抑菌作用ꎬ２ 株菌株液体发酵提取
物对供试菌株未见明显抑菌效果ꎮ 菌株 ＱＸ４Ｇ６、
Ｇ３Ｆ４ 和 Ｄ２Ｇ２４ 对大肠杆菌抑菌效果较好ꎬＭＩＣ 均
为 １２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻＱＸ４Ｇ６、Ｇ２Ｓ１２ 和 Ｇ３Ｆ４ 对金黄
色葡萄球菌抑菌效果较好ꎬＭＩＣ 均为 ６. ２５ ｍｇ􀅰
ｍＬ￣１ꎻ 菌 株 ＱＸ４Ｇ６、 ＱＸ１Ｙ１￣１、 Ｇ３Ｆ４、 Ｄ２Ｇ２４ 和
Ｇ２Ｓ１ 对沙门氏菌抑菌效果较好ꎬＭＩＣ 均为 １２. ５
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１(表 ４)ꎮ

２０ 株内生真菌液体发酵提取物对 ３ 株供试细
菌的 ＭＢＣ 介于 ６.２５ ~ １００ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ１ 株内生
真菌 ＱＸ３Ｊ４￣１ 仅对大肠杆菌有杀菌作用ꎬ２ 株菌株
液体发酵提取物对大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌及沙
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表 １　 光枝勾儿茶内生真菌分离结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

纲
Ｃｌａｓｓ

目
Ｏｒｄｅｒ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

菌株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

贵阳
Ｇｕｉｙａｎｇ

黔西
Ｑｉａｎｘｉ

总计
Ｔｏｔａｌ

分离率
ＩＲ

(％)

分离
频率
ＩＦ

(％)

子囊菌门
Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ

座囊菌纲
Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ

葡萄座腔菌目
Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｌｅｓ

葡萄座腔菌科
Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ

葡萄座腔菌属
Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ

１９ １３ ３２ ４.１０ １６.７５

毛色二孢属
Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａ

３ — ３ ０.３８ １.５７

新壳梭孢属
Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ

４ ６ １０ １.２８ ５.２４

叶点霉科
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａｃｅａｅ

叶点霉属
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ

４４ ２ ４６ ５.９０ ２４.０８

格孢腔菌目
Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ

隔孢假壳科
Ｄｉｄｙｍｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ

拟盾壳霉属
Ｐａｒａｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍ

— ２ ２ ０.２６ １.０５

孢腔菌科
Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｃｅａｅ

链格孢属
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ

６ ３ ９ １.１５ ４.７１

匍柄霉属
Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍ

１ — １ ０.１３ ０.５２

子囊菌纲
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ

美球菌目
Ｃａｌｏｓｐｈａｅｒｉａｌｅｓ

歪嘴座壳科
Ｐｌｅｕｒｏｓｔｏｍａｔａｃｅａｅ

歪嘴座壳属
Ｐｌｅｕｒｏｓｔｏｍａ

５ — ５ ０.６４ ２.６２

间座壳目
Ｄｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ

间座壳科
Ｄｉａｐｏｒｔｈａｃｅａｅ

间座壳属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

２１ １７ ３８ ４.８７ １９.８９

肉座菌目
Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ

丛赤壳科
Ｎｅｃｔｒｉａｃｅａｅ

镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

— ２ ２ ０.２６ １.０５

肉座菌科
Ｈｙｐｏｃｒｅａｃｅａｅ

木霉属
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ

— １ １ ０.１３ ０.５２

小丛壳目
Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｌｅｓ

小丛壳科
Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｃｅａｅ

刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

８ ２０ ２８ ３.５９ １４.６６

炭角菌目
Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ

炭角菌科
Ｈｙｐｏｘｙｌａｃｅａｅ

环纹碳团菌属
Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ

— １ １ ０.１３ ０.５２

微结节霉科
Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉａｃｅａｅ

微结节霉属
Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ

— １ １ ０.１３ ０.５２

圆孔壳科
Ｓｐｏｒｏｃａｄａｃｅａｅ

新拟盘多毛孢属
Ｎｅｏｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ

— ２ ２ ０.２６ １.０５

拟盘多毛孢属
Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ

— ７ ７ ０.９０ ３.６６

酵母纲
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔｅｓ

酵母目
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ

酵母科
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ

假囊酵母属
Ｅｒｅｍｏｔｈｅｃｉｕｍ

１ — １ ０.１３ ０.５２

毛霉菌门
Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ

毛霉菌纲
Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｅｔｅｓ

毛霉菌目
Ｍｕｃｏｒａｌｅｓ

毛霉菌科
Ｍｕｃｏｒａｃｅａｅ

毛霉属
Ｍｕｃｏｒ

— １ １ ０.１３ ０.５２

担子菌门
Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ

伞菌纲
Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ

多孔菌目
Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ

白腐菌科
Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔａｃｅａｅ

烟管菌属
Ｂｊｅｒｋａｎｄｅｒａ

１ — １ ０.１３ ０.５２

总计 Ｔｏｔａｌ １１３ ７８ １９１ ２４.４９ １００

门氏菌无杀菌作用ꎮ 其中ꎬ菌株 ＱＸ４Ｇ６ 对大肠杆
菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌杀菌效果最好ꎬ
ＭＢＣ 分别为 １２.５、６.２５、１２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ其余菌株

液体发酵提取物 ＭＢＣ 大于或等于 ２５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１

(表 ４)ꎮ

３　 讨论与结论

目前内生真菌以组织块分离法为主ꎬ一方面

获得可培养内生真菌类群ꎬ另一方面为后续内生
真菌的开发利用提供资源ꎮ 本研究以生境不同的
贵州贵阳和黔西光枝勾儿茶为研究对象ꎬ从 ７８０
个植物组织块中共分离到 １９１ 株可培养内生真
菌ꎬ其中子囊菌为 １９０ 株ꎬ占绝对优势ꎬ仅鉴定到 １
株担子菌ꎮ 目前报道的植物内生真菌类群文献ꎬ
大多以子囊菌为主ꎬ这可能与植物内部环境有关ꎬ
也可能是受分离方法或者物种差异所限(Ｇａｕｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 属水平上ꎬ葡萄座腔菌属、刺盘孢属、

０４２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ２　 光枝勾儿茶不同组织内生真菌分布情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ

属
Ｇｅｎｕｓ

菌株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

根
Ｒｏｏｔ

茎
Ｓｔｅｍ

叶
Ｌｅａｆ

果实
Ｆｒｕｉｔ

合计
Ｔｏｔａｌ

葡萄座腔菌属
Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ

５ ２２ ３ ２ ３２

毛色二孢属
Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａ

— ２ １ — ３

新壳梭孢属
Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ

２ ６ ２ — １０

叶点霉属
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ

— ２２ ２４ — ４６

拟盾壳霉属
Ｐａｒａｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍ

— — ２ — ２

链格孢属
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ

— ７ １ １ ９

匍柄霉属
Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍ

— １ — — １

毛霉属
Ｍｕｃｏｒ

１ — — — １

刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

１ ６ １９ ２ ２８

镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

１ １ — — ２

木霉属
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ

１ — — — １

歪嘴座壳属
Ｐｌｅｕｒｏｓｔｏｍａ

— ２ ２ １ ５

间座壳属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

１１ ２３ ３ １ ３８

微结节霉属
Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ

— １ — — １

新拟盘多毛孢属
Ｎｅｏｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ

１ １ — — ２

拟盘多毛孢属
Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ

４ ３ — — ７

环纹碳团菌属
Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ

— — １ — １

假囊酵母属
Ｅｒｅｍｏｔｈｅｃｉｕｍ

— — — １ １

烟管菌属
Ｂｊｅｒｋａｎｄｅｒａ

— — １ — １

总计 Ｔｏｔａｌ ２７ ９７ ５９ ８ １９１

间座壳属和叶点霉属为光枝勾儿茶的优势属ꎬ主要

分布在叶和茎中ꎮ 本次分析结果发现贵阳和黔西

分离到的菌株类群具有一定的相似性和差异性ꎬ茎
和叶所得内生真菌的相似性最高ꎬ不同组织间菌株

类群存在差异ꎬ茎中内生真菌群落香农－维纳多样

性指数最高ꎬ果实中最低ꎬ表明内生真菌在植物中

表现出一定的组织特异性和偏好性ꎮ 宋静静等

(２０２２)从广西夹竹桃中分离的内生真菌中ꎬ刺盘孢

属和球座菌为优势属ꎬ主要分布于茎和叶ꎬ与本次
研究对象内生真菌分布相同ꎮ 吕佳等(２０２２)研究
发现广东肉桂叶、枝、根和皮中均有内生真菌分布ꎬ
叶的香农－维纳多样性指数最高ꎮ 贵州马尾松的根
部内生真菌多样性最高ꎬ其次是茎ꎬ最后是叶ꎬ茎与
根内生真菌相似性最高(罗鑫和于存ꎬ２０２１)ꎮ 以上
结果表明ꎬ本次采集样本地贵阳和黔西ꎬ两地海拔、
光照、气温及降雨不同ꎬ其内生真菌的组成可能受
到地域的影响ꎻ同一植物不同组织也可能受光照、
温度、湿度等影响因素ꎬ致使其内生真菌产生组织
分布差异ꎮ 因此ꎬ在进行植物内生真菌的研究中ꎬ
应尽量多地域、多部位进行菌株分离ꎬ以更全面地
体现植物内生真菌的分布及多样性ꎮ 此次研究结
果首次分离得到贵州光枝勾儿茶内生真菌可培养
菌株ꎬ揭示了贵州光枝勾儿茶内生真菌类型及分布
特性ꎬ为进一步探究内生真菌物种次级代谢产物活
性方面提供了素材ꎬ同时也为下一步植物与内生真
菌之间相互影响的研究奠定了基础ꎮ

研究通过测试 ２３ 株不同类群内生真菌对大
肠杆菌、金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的抑制活性ꎬ
筛选到 ２１ 株菌株具有不同程度的抑菌活性的内
生真菌菌株ꎬ对 ３ 种测试菌均有抑菌活性的有 ２０
株ꎬ分别分布于间座壳属、叶点霉属、镰刀菌属、刺
盘孢属及烟管菌属等多个类群ꎬ此结果表明光枝
勾儿茶内生真菌在医药开发方面存在较大的潜在
研究及应用价值ꎮ 从黔西光枝勾儿茶的根部中分
离到的间座壳属菌株 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. ＱＸ４Ｇ６ 提取物
抑菌效果最好ꎬ据文献报道ꎬ间座壳属是活性代谢
产物较为丰富的真菌类群ꎬ广泛分布于世界各地
和多种植物中ꎬ目前已从该属内生真菌中分离出
了 ２００ 多个化合物ꎬ包括聚酮类、生物碱类、萜类、
蒽醌类、羟基化不饱和脂肪酸等ꎬ其中部分化合物
显示出抗菌、抗肿瘤、抗高血脂症、抗寄生虫、抗氧
化及保护植物等生物活性(蔡佳等ꎬ２０２１)ꎮ Ｌｉ 等
(２０１５)从 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. ＬＧ２３ 代谢产物中分离得到
１ 个新羊毛脂甾烷型四环三萜化合物 １９￣ｎｏｒ￣
ｌａｎｏｓｔａ￣５ꎬ对革兰氏阴性、阳性细菌均表现出明显
的 抗 菌 作 用ꎬ Ｎｉｓｈａｄ 等 ( ２０２１ ) 从 内 生 真 菌
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 粗提物中分离得到 ２ꎬ４￣ｄｉ￣ｔｅｒｔ￣
ｂｕｔｙｌ ｐｈｅｎｏｌ 单体化合物ꎬ对金黄色葡萄球菌抑菌
活性明显ꎮ 基于上述研究基础及应用前景ꎬ间座
壳属真菌类群独特的次级代谢产物生产能力成为
了活性化合物的重要潜在来源之一ꎬ作为候选菌
株获得活性物质是未来一大研究方向(Ｎａｇａｒａｊａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 本研究结果分离菌株虽表现出广
谱的抑菌活性ꎬ 但 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 值不够理想ꎬ 推测

１４２１７ 期 周思旋等: 光枝勾儿茶内生真菌多样性及抑菌活性研究



表 ３　 光枝勾儿茶不同组织内生真菌多样性指数
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

香农－威纳多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅｉｎｅｒ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

(Ｈ′)

卡马戈指数
Ｃａｍａｒｇｏ’ ｓ

ｉｎｄｅｘ

辛普森指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ’ ｓ

ｉｎｄｅｘ
(Ｄ)

索伦森相似性指数
Ｓｏｒｅｎｓｏｎ’ ｓ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ (Ｃｓ)

茎 Ｓｔｅｍ 叶 Ｌｅａｆ 果实 Ｆｒｕｉｔ

根 Ｒｏｏｔ １.７６４ ０.１１１ ０.７６５ ０.６３６ ０.４００ ０.２６７
茎 Ｓｔｅｍ ２.００４ ０.０７７ ０.８２６ — ０.６６７ ０.５２６
叶 Ｌｅａｆ １.６５４ ０.０９１ ０.７２１ ０.６６７ — ０.５８８

果实 Ｆｒｕｉｔ １.４７３ ０.１６７ ０.８１３ ０.５２６ ０.５８８ —
总计 Ｔｏｔａｌ ２.１６１ ０.０５３ ０.８４５ — — —

表 ４　 光枝勾儿茶内生真菌次级代谢产物对 ３ 种病原菌抑菌活性结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ Ｂｅｒｃｈｅｍｉａ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ

ｖａｒ. ｌｅｉｏｃｌａｄａ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｒｅｅ ｔｅｓｔｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

最小抑菌浓度 ＭＩＣ (ｍｇ􀅰ｍＬ ￣１)

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ

沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ

最小杀菌浓度 ＭＢＣ (ｍｇ􀅰ｍＬ ￣１)

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ

沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ

ＱＸ４Ｇ６ １２.５ ６.２５ １２.５ １２.５ ６.２５ １２.５
ＱＸ３Ｙ２￣５ ２５ ２５ ２５ ２５ １２.５ ５０
ＱＸ５Ｙ４￣３ ５０ ２５ ５０ ５０ １００ ５０
ＱＸ３Ｊ３￣３ ５０ ２５ ５０ ５０ ２５ ５０
ＱＸ１Ｙ１￣１ ２５ １２.５ １２.５ ２５ １２.５ ５０
ＱＸ３Ｙ３￣１ — — — — — —
ＱＸ３Ｊ３￣５ ２５ １２.５ ２５ ５０ ２５ ５０
ＱＸ１Ｇ１￣３ ２５ １２.５ ２５ ５０ ５０ ５０
ＱＸ５Ｇ２￣１ ２５ ２５ ２５ ２５ ２５ ２５
ＱＸ３Ｊ４￣１ １００ — — １００ — —
Ｇ２Ｓ１２ ５０ ６.２５ ５０ ５０ １２.５ ５０
Ｇ２Ｓ２０ ２５ １２.５ ２５ ２５ ２５ ２５
Ｇ２Ｌ１７ ５０ ２５ ５０ ５０ ２５ ５０
Ｄ２Ｓ３１ ５０ ５０ ５０ １００ １００ １００
Ｇ３Ｆ４ １２.５ ６.２５ １２.５ ２５ ２５ ２５
Ｄ２Ｓ１０ ５０ ２５ ５０ ５０ ５０ １００
Ｄ２Ｓ２５ ２５ ２５ ２５ ５０ ２５ ２５
Ｄ２Ｓ２４ １２.５ １２.５ １２.５ ５０ １２.５ １２.５
Ｄ３Ｆ３ — — — — — —
Ｇ２Ｓ１ ２５ １２.５ １２.５ ２５ ２５ ２５
Ｇ２Ｓ１１ ２５ １２.５ ２５ ２５ ５０ ５０
Ｄ１Ｓ１６ ２５ １２.５ ２５ ２５ ２５ ５０
Ｇ３Ｌ５ ２５ ２５ ２５ ２５ ２５ ２５

分析可能因为多个物质之间的作用对结果产生了
一定的干扰ꎮ 为进一步追踪活性物质来源ꎬ下一
步研究将 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. ＱＸ４Ｇ６ 做为目标菌株进行
大量发酵ꎬ通过化学手段进行结构鉴定ꎬ测定评价

每个单体物质的抑菌活性ꎬ以筛选获得具有显著
抑菌活性的单一化合物ꎬ为药物先导分子的挖掘
提供备选药源ꎬ具有重要的科学意义和潜在的应
用价值ꎮ

２４２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷
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