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摘　 要： 该研究从广西钦州市采集健康的柳树桑寄生的根、茎和叶中分离并纯化内生真菌，对真菌进行形态

学鉴定，提取内生真菌的 ＤＮＡ，采用真菌 ＩＴＳ 序列对内生真菌进行分子鉴定。 利用 Ａ５４９ 和 Ｈ４６０ 细胞作为抗

肿瘤活性指示细胞，采用 ＭＴＴ 法测定真菌乙酸乙酯提取物的抗肿瘤活性。 经过初步分离分析，从柳树桑寄生

中纯化出 ２７ 株内生真菌，经鉴定它们分别属于 ７ 个目 ９ 个属 １５ 个种。 拟盘多毛孢属和间座壳属为优势属，其
中拟盘多毛孢属全部定植于寄生根；其次为新壳梭孢属、拟茎点霉属和球座菌属，各分离到 ３ 株；其他包括青

霉属、镰刀菌属、炭疽菌属和派伦霉属，各分离到 １ 株。 抗肿瘤活性研究表明，有一株与 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｅａｒｕｍ
的 ＩＴＳ 序列相似性达 １００％的拟盘多毛孢属菌株 Ｇｅｎ２４ 表现有抑制肿瘤细胞 Ａ５４９ 和 Ｈ４６０ 生长的特性，在真

菌乙酸乙酯浸提物浓度为 ８００ μｇ·ｍＬ⁃１时，对 Ａ５４９ 细胞的抑制率达到了 ５６．９２％，对 Ｈ４６０ 细胞的抑制率达到

了 ７０．１１％。 该研究结果表明广西柳树桑寄生内生真菌较丰富，在寄主中的分布表现了一定的组织特异性，而
且还存在一些具有抗肿瘤活性的菌株及其活性物质可供进一步深入研究。
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ｒｅａｃｈｅｄ ７０．１１％． Ｏｕｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｆｒｏｍ Ｔａｘｉｌｌｉ ｈｅｒｂａ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ａｎｄ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｃａｎ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ， Ｔａｘｉｌｌｉ Ｈｅｒｂａ， ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ， Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ， ａｎｔｉｔｕｍｏｒ

　 　 桑寄生药材为桑寄生科钝果寄生属广寄生

（Ｔａｘｉｌｌｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）的干燥带叶茎枝，为中国传统药

材，有祛风湿、补肝肾、强筋骨、安胎元的功能（中国

药典，２０１０）。 桑寄生具有广寄性特点，可寄生 １５０
多种植物（朱开昕等，２０１０），其中柳树是其常见寄

主之一。 最近对不同寄主的桑寄生研究发现，红花

桑寄生总黄酮提取物有抗白血病功效（肖义军等，
２００８），从桑寄生中提取的槲皮素 、槲皮苷有抗病毒

功效（Ｃｈｏｉ ｅｔ ａｌ， ２００９），而柳树寄主的桑寄生能累

积寄主的水杨苷成分（Ｌｕ ｅｔ ａｌ， ２０１２），增强其祛风

湿功效等，这使桑寄生受到越来越多的关注。
植物内生真菌是指在某一时期生活在健康植物

体内但对寄主植物组织并不引起明显侵染的真菌。
目前研究过的植物中均发现有植物内生菌的存在，
根据专家保守估计，自然界的内生真菌物种至少有

１５０ 万种（Ｈａｗｋｓｗｏｒｔｈ， １９９１）。 然而，已被人类描述

的内 生 真 菌 不 到 ７ 万 种 （ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１５；
Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ｅｔ ａｌ， ２００９； Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ， ２０１６）。 Ｓｔｉｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ
（１９９３） 首次在 Ｓｃｉｅｎｃｅ 杂志报道从短叶红豆杉

（Ｔａｘｕｓ ｂｒｅｖｉｆｌｉａ）中分离得到一株能合成抗癌物质紫

杉醇的内生真菌，药用植物内生真菌的研究成为一

个研究热点。 内生菌不仅具有潜在的工业化应用价

值，而且也可能对药用植物药效的产生具有重要作

用，如 Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ（２０１６）发现内生真菌孔孢霉菌株

（Ｇｉｌｍａｎｉｅｌｌａ ｓｐ． ＡＬ１２）可以促进苍术中类倍半萜化

合物的积累，Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ（２０１５）报道苍术中内生细菌

可以激发活性氧基团，从而增加类倍半萜化合物的

含量和多样性（Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ， ２０１５）。
桑寄生在不同的寄主具有不同的药用价值，那

么以不同植物为寄主的桑寄生其内生真菌种群如

何，这些内生真菌是否也具有一定药效，与桑寄生的

药效有何联系？ 弄清楚这些问题有利于我们探讨桑

寄生内生真菌对其药效产生的影响，具有较重要的

理论研究意义。 本研究以钦州市采集的柳树桑寄生

植物为材料，对其内生真菌进行分离鉴定，并对其抗

肿瘤活性菌株进行筛选，为进一步探明桑寄生植物

内生真菌资源多样性及药用价值提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１ 材料

采集位于广西钦州市市内、钦州港区、钦北郊区

人工种植的柳树上生长的桑寄生，采集地直线距离

５ ｋｍ 以上，共采集 １０ 株柳树桑寄生的根、茎、叶，经

５３６５ 期 龚斌等： 广西柳树桑寄生内生真菌的分离鉴定与抗肿瘤活性菌株筛选



过钦州市中医院中医药研究所有关专家的鉴定，为
桑寄生科钝果寄生属广寄生。

ＰＤＡ（Ｐｏｔａｔｏ Ｄｅｘｔｒｏｓｅ Ａｇａｒ）培养基：取去皮马铃

薯 ２００ ｇ，加适量水煮沸 ２０～３０ ｍｉｎ，２ 层纱布过滤获

得滤液，加入葡萄糖 ２０ ｇ 和琼脂 １５ ｇ，补加纯化水

到１ ０００ ｍＬ，分装三角瓶 １２０ ℃灭菌 ３０ ｍｉｎ。
１．２ 柳树寄生内生真菌的分离纯化

将柳树寄生样品的根、茎、叶用自来水冲洗掉泥

土，然后在无菌操作台中进行严格的表面消毒程序：
依次浸泡在 ７５％酒精 ０．５ ｍｉｎ，３％ ～ ５％有效氯的次

氯酸钠溶液 ３ ｍｉｎ，７５％的酒精 ０．５ ｍｉｎ，然后再用无

菌水冲洗 ３ 遍，在超净操作台中晾干，备用。 将晾干

后的样品，在超净台中将其剪成约 ０．５ ｃｍ × ０．５ ｃｍ
左右小块。 将剪成的小块铺于 ＰＤＡ 平板上。 ２８ ℃
倒置培养 ２～ ３ 周。 平板需每天检查真菌的生长情

况。 一旦发现有菌丝从组织小块长出，挑出菌丝尖

端，马上将其转接到另一新的平板上，经几次纯化后

接种于 ＰＤＡ 斜面，并保存于本实验室 ４～８ ℃冰箱。
１．３ 菌株的形态学鉴定

在各菌株生长的最佳时期，初步观察菌落的形

态、颜色、大小、生长情况、菌落、菌丝体和孢子的形

态特征，对照《真菌鉴定手册》进行初步鉴定（魏景

超等，１９７９）。
１．４ 内生真菌 ＤＮＡ 的提取

将分离得到的内生真菌接种斜面培养基，经活

化后分别接种至 ５ ｍＬ 不加琼脂的 ＰＤＡ 培养基中，
２８ ℃ 摇床上以 １５０ ｒ·ｍｉｎ⁃１ 的转速培养 ６ ～ ７ ｄ，
１２ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 ５ ｍｉｎ，取 ２００ ｍｇ 湿的培养菌

丝，加入液氮研磨菌体至匀浆状，采用真菌 ＤＮＡ 提

取试剂盒（美国，ｏｍｅｇａ）提取真菌的总 ＤＮＡ，具体过

程按试剂盒说明书进行。
１．５ 内生真菌 ＩＴＳ ｒＲＮＡ 序列分析

使用通用引物 ＩＴＳ１ ／ ＩＴＳ４（ ＩＴＳ１：ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴ⁃
ＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ； ＩＴＳ４： ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴ⁃
ＧＣ）扩增真菌 ＩＴＳ 序列 （ Ｔａｋａｍａｔｓｕ ｅｔ ａｌ， ２００１），
ＰＣＲ 产物直接送南京金斯瑞生物技术服务有限公

司完成。 采用 Ｂｌａｓｔｎ 程序将测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数

据库中进行同源性检索。 调出与该序列相似性较高

的核酸序列，采用 Ｍｅｇａ ５．０ 软件包进行多重序列匹

配排列和聚类分析，形成一个多重序列匹配排列阵。
采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ Ｍｅｔｈｏｄ）构建系统发

育树。

１．６ 抗肿瘤活性检测

将真菌接种到 ２００ ｍＬ 液体 ＰＤＡ 培养基中，２８
℃ １５０ ｒ·ｍｉｎ⁃１条件下进行震荡培养 ７ ～ １０ ｄ，将得

到的菌丝体和发酵液进行干燥，干燥的菌丝体和发

酵液称重后用乙酸乙酯进行浸提以获得浸提液。 取

对数生长期的 Ａ５４９ 和 Ｈ４６０ 细胞，采用 ＲＰＭＩ １６４０
培养基调整细胞浓度到 １０４个·ｍＬ⁃１，每孔 １００ μＬ
加到 ９６ 孔板中，置于 ３７ ℃ ５％湿度的二氧化碳培

养箱中培养 ２４ ｈ，吸出培养基，加入不同浓度的真菌

提取液的细胞培养基，提取物浓度依次为 ８００、２００、
５０ μｇ·ｍＬ⁃１；阳性对照组加入 ２５、６．２５、１．５ 和 ０．４
μｍｏｌ·Ｌ⁃１的阿霉素；阴性对照组为每孔加入与提取

物同体积乙酸乙酯的细胞培养基 １００ μＬ，每个浓度

做 ３ 个复孔，同时做三块板。 继续培养 ４８ ｈ 后用

ＭＴＴ 法进行细胞染色，在 ４９０ ｎｍ 波长处用酶标仪

测定每孔吸光度值，并计算出细胞生长抑制率。

２　 结果与分析

２．１ 寄主为柳树的桑寄生内生真菌的分离

从寄主为柳树的桑寄生根、茎、叶表面消毒组织

块（根组织块 ２４７，叶组织 ２７４，茎组织 ２２１）分离纯

化到 ２７ 株内生真菌，这 ２７ 株菌有的在 ＰＤＡ 培养基

上能够产孢，有的需要特殊条件诱导产孢。 根据菌

株的菌落（图 １）、菌丝体和孢子的形态特征，对照

《真菌鉴定手册》进行初步鉴定，这 ２７ 株菌属于 ９
个属，其中根部分离到 ５ 个属共 １３ 株菌，占分离总

量的 ４８．１５％；茎部分离到 ４ 个属共 ８ 株菌，占分离

总量的 ２９．６３％；叶中分离到 ４ 个属共 ６ 株菌，占分

离总量的 ２２．２２％（表 １）。
２．２ 内生真菌的分子生物学鉴定

采用 ＩＴＳ 特异性引物对 ２７ 株内生真菌 ＤＮＡ 进

行 ＰＣＲ 扩增，对得到的序列进行 Ｂｌａｓｔｎ 分析，结果

表明所有的 ２７ 株内生真菌都属于子囊菌门，分属于

７ 个目 ９ 个属；２７ 株菌种有 ２６ 株与已有的真菌 ＩＴＳ
序列 相 似 性 在 ９６％ 以 上， 另 外 有 一 株 ｊｉｎ２ 与

ＧｅｎＢａｎｋ 中已有的序列相似对最高的只有 ９３％，暂
时定名为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ．（表 ２）。

基于以柳树为寄主的桑寄生分离的 ２７ 株内生

真菌的 ＩＴＳ 序列构建系统发生树（图 ２），结果表明

２７ 株菌属于 ８ 个分支（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值为 １００％），ｊｉｎ２２、
ｇｅｎ１７、ｇｅｎ２７、ｊｉｎ３２、ｇｅｎ３０、ｙｅ１１、ｊｉｎ３３、ｊｉｎ３５、ｙｅ６ 都

属于间座壳目 Ｄｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ，与 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｒｅｃａｅ、Ｄ． ｐｅｒ⁃

６３６ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 １　 寄主为柳树的桑寄生部分内生真菌的典型菌落
Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｏｍｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｔａｘｉｌｌｉ ｈｅｒｂａ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ

表 １　 寄主为柳树的桑寄生不同组织中内生真菌属的组成
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｔａｘｉｌｌｉ ｈｅｒｂａ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ

来源组织
Ｔｉｓｓｕｅ

分类
Ｔａｘａ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

分离率
ＣＦ

（％）

总的分离率
Ｔｏｔａｌ ＣＦ
（％）

根
Ｒｏｏｔ

Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｓｐｐ． ７ ２５．９

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ． １ ３．７

Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ． １ ３．７

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐｐ． ３ １１．１１

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． １ ３．７

４８．１５

茎
Ｓｔｅｍ

Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐｐ． ２ ７．４１

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐｐ． ３ １１．１１

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ． １ ３．７

Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐｐ． ２ ７．４１

２９．６３

叶
Ｌｅａｆ

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ． １ ３．７

Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ． １ ３．７

Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐｐ． ３ １１．１１

Ｐｅｙｒｏｎｅｌｌａｅａ ｓｐ． １ ３．７

２２．２２

　 ＣＦ％： ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ．

ｓｅａｅ、Ｄ． ｐａｓｃｏｅｉ、Ｄ．ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ、Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ
构成一个支持率为 １００％的分支；ｇｅｎ２ 属于肉座菌目

Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ，与 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｄｅｃｅｍｃｅｌｌｕｌａｒｅ 在一个分支

（支持率为 １００％）；ｇｅｎ６、ｇｅｎ１５、ｇｅｎ１６、ｇｅｎ４、ｇｅｎ１４、

ｇｅｎ２４、 ｇｅｎ２６ 都 属 于 炭 角 菌 目 Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ， 与

Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｎｅｇｌｅｃｔａ、Ｐ． ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔａ、Ｐ． ｈｅｔｅｒｏｃｏｒｎｉｓ、
Ｐ． ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ 等菌株构成一个支持率为 １００％的分支；
Ｇｅｎ１１ 属 于 散 囊 菌 目 Ｅｕｒｏｔｉａｌｅｓ， 与 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｏｘａｌｉｃｕｍ 构成一个分支（支持率为 １００％）；Ｙｅ２ 属于

格孢菌 Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ，与 Ｐｅｙｒｏｎｅｌｌａｅａ ｇｌｏｍｅｒａｔａ 聚类在

一个支持率为 １００％的分支；ｊｉｎ２４、ｊｉｎ３、ｇｅｎ１３、ｙｅ１３、
ｙｅ７、ｙｅ１ 对属于葡萄座腔菌目 Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｌｅｓ，其中

ｊｉｎ２４、ｊｉｎ３ 和 ｇｅｎ１３ 与 Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ 聚类在一

个分支（支持率为 １００％）；ｙｅ１３、ｙｅ７ 和 ｙｅ１ 与 Ｇｕｉｇ⁃
ｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ 和 Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ 的亲缘关

系比较近。 在所有的菌株中，从系统发生树看 ｊｉｎ２ 和

ｊｉｎ３０ 形成了一个独立的分支，分类地位还不能确定，
可能是新种，这有待进一步研究。
２．３ 内生真菌在寄主为柳树的桑寄生组织中的分布

在所有分离到的菌株中，拟盘多毛孢属（Ｐｅｓｔａ⁃
ｌｏｔｉｏｐｓｉｓ）和间座壳属（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ）为优势属，拟盘多

毛孢属分离到 ７ 株菌，分离率为 ２５．９％，全部定植于

以柳树为寄主的桑寄生的寄生根；间座壳属分离到

７ 株，分离率为 ２５．９％，广泛分布于根、茎和叶组织。
其次为新壳梭孢属 （Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ）、拟茎点霉属

（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）和球座菌属（Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ），均分离到 ３
株；其它包括青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉ⁃
ｕｍ）、炭疽菌属（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）和派伦霉属（Ｐｅｙｒｏｎｅｌ⁃
ｌａｅａ），各分离到 １ 株（表 ３）。

７３６５ 期 龚斌等： 广西柳树桑寄生内生真菌的分离鉴定与抗肿瘤活性菌株筛选



表 ２　 寄主为柳树的桑寄生内生真菌 ＩＴＳ序列 Ｂｌａｓｔｎ分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｌａｓｔｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｔａｘｉｌｌｉ

ｈｅｒｂａ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ

编号
Ｃｏｄｅ

Ｂｌａｓｔｎ 分析的相似性
最高的类型
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｂｙ Ｂｌａｓｔｎ

分类号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ．

最高相似性
Ｍａｘ．

ｉｄｅｎｔｉｔｙ
（％）

Ｇｅｎ２ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｄｅｃｅｍｃｅｌｌｕｌａｒｅ ＧＵ７９７４１０ ９８

Ｇｅｎ４ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐａｌｍａｒｕｍ ＡＦ４０９９９０ １００

Ｇｅｎ６ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔａ ＡＢ２５１９１８ ９８

Ｇｅｎ１１ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉｃｕｍ ＪＦ７３２９９４ ９７

Ｇｅｎ１３ Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ ＫＪ５９６５２７ ９６

Ｇｅｎ１４ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｍａｌｉｃｏｌａ ＪＦ５０１６４９ ９９

Ｇｅｎ１５ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔａ ＡＢ２５１９１８ ９８

Ｇｅｎ１６ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｈｅｔｅｒｏｃｏｒｎｉｓ ＡＹ６８１４９２ ９８

Ｇｅｎ１７ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｅｒｓｅａｅ ＫＣ３４３１７３ ９９

Ｇｅｎ２４ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｅａｒｕｍ ＪＸ５５６２３１ １００

Ｇｅｎ２６ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｅａｒｕｍ ＪＸ５５６２３１ １００

Ｇｅｎ２７ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｅｒｓｅａｅ ＫＣ３４３１７３ ９９

Ｇｅｎ３０ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ ＡＦ００１０２５ ９９

Ｊｉｎ２ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｓｐ． ＫＦ６９７６８９ ９３

Ｊｉｎ３ Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ ＦＪ９０４８１７ ９９

Ｊｉｎ２２ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｒｅｃａｅ ＫＣ３４３０３３ ９７

Ｊｉｎ２４ Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ ＫＣ７０６９１５ ９９

Ｊｉｎ３０ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ＦＪ４５６９３８ ９９

Ｊｉｎ３２ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｅｒｓｅａｅ ＫＣ３４３１７３ ９９

Ｊｉｎ３３ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ ＪＱ６７６１９１ ９８

Ｊｉｎ３５ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ ＪＱ６７６１９１ ９８

Ｙｅ１ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ ＫＦ９２０７１１ ９８

Ｙｅ２ Ｐｅｙｒｏｎｅｌｌａｅａ ｇｌｏｍｅｒａｔａ ＫＣ３３９７７７ ９９

Ｙｅ６ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ ＪＱ６７６１９１ ９９

Ｙｅ７ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ ＥＵ６７７８１７ ９９

Ｙｅ１１ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ ＫＪ１７４４５５ ９７

Ｙｅ１３ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ ＫＦ９２０７１１ ９８

　 　 寄生根分离的内生真菌还包括青霉属、新壳梭

孢属、间座壳属、镰刀菌属真菌，其中青霉属和镰刀

菌属为特异性寄生于根；茎部寄生的内生真菌包括

新壳梭孢属、间座壳属、镰刀菌属、炭疽菌属和拟茎

点霉属， 其中间座壳属的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｒｅｃａｅ 和炭疽菌

表 ３　 以柳树为寄主的桑寄生内生真菌

各种在组织中的分布情况
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｔａｘｉｌｌｉ ｈｅｒｂａ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ

编号
Ｎｏ．

属
Ｇｇｅｎｕｓ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

根
Ｒｏｏｔ

茎
Ｓｔｅｍ

叶
Ｌｅａｆ

１ 拟盘多毛孢属 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｅａｒｕｍ ２

Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ Ｐ． ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔａ ２

Ｐ． ｍａｌｉｃｏｌａ １

Ｐ． ｈｅｔｅｒｏｃｏｒｎｉｓ １

Ｐ． ｐａｌｍａｒｕｍ １

２ 青霉属
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ａｎｃａｌｉｃｕｍ １

３ 新壳梭孢属
Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ

Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｕｍ １ ２

４ 间座壳属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｅｒｓｅａｅ ２ １

Ｄ． ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ １ １ １

Ｄ． ａｒｅｃａｅ １

５ 镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｄｅｃｅｍｃｅｌｌｕｌａｒｅ １

６ 炭疽菌属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏ⁃
ｒｉｏｉｄｅｓ

１

７ 拟茎点霉属
Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ

Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｉ ２ １

８ 球座菌属
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ

Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ ３

９ 派伦霉属
Ｐｅｙｒｏｎｅｌｌａｅａ

Ｐｅｙｒｏｎｅｌｌａｅａ ｇｌｏｍｅｒａｔａ １

属为茎内专性寄生；叶内寄生的真菌包括间座壳属、
拟茎点霉属、球座菌属、派伦霉属，其中球座菌属和

派伦霉属为叶内专性寄生（表 ３）。
２．４ 抗肿瘤活性

挑选拟盘多毛孢属 ５ 个种的代表菌株，以及新

壳梭孢属、拟茎点霉属、派伦霉属共 ８ 株菌进行液体

发酵培养，将菌丝体和发酵液在干燥箱中干燥后用

乙酸乙酯进行浸提。 采用浸提物对 Ａ５４９ 和 Ｈ４６０
细胞进行试验，以 Ａ５４９ 和 Ｈ４６０ 细胞生长的抑制率

表示抗肿瘤活性的大小。 结果表明在检测的 ８ 株真

菌粗提物中，有一株拟盘多毛孢属菌株 Ｇｅｎ２４ 表现

有抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ４６０ 细胞生长的特性，在浸提物浓

度为 ８００ μｇ·ｍＬ⁃１时，对 Ａ５４９ 细胞的抑制率达到了

５６．９２％，而对 Ｈ４６０ 细胞的抑制率达到了 ７０．１１％，
抗肿瘤活性明显高于其他菌株，抑制 Ａ５４９ 细胞

活性与阳性对照阿霉素在６．２５μｍｏｌ·Ｌ⁃１时活性相当
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图 ２　 以柳树为寄主的桑寄生内生真菌 ＩＴＳ 序列系统发生树
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩＴＳ⁃ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｔａｘｉｌｌｉ ｈｅｒｂａ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ

（图 ３），抑制 Ｈ４６０ 细胞活性与阳性对照阿霉素在

２５ μｍｏｌ·Ｌ⁃１时活性相当（图 ４），而实验中添加有相

应乙酸乙酯提取溶剂的细胞培养液阴性对照对

Ａ５４９ 细胞无抑制（结果未显示）。
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图 ３　 柳树桑寄生内生真菌粗提物抑制 Ａ５４９ 细胞活性　 Ａ． ８ 个代表性内生真菌菌株抑制

肿瘤细胞 Ａ５４９ 的活性； Ｂ． 阳性对照阿霉素抑制肿瘤细胞 Ａ５４９ 的活性。
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｏｆ Ｔａｘｉｌｌｉ ｈｅｒｂａ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ Ａ５４９　 Ａ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｔｏｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ Ａ５４９； Ｂ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ Ａ５４９．

图 ４　 柳树桑寄生内生真菌粗提物抑制 Ｈ４６０ 细胞活性　 Ａ． ８ 个代表性内生真菌菌株抑制肿瘤细胞

Ｈ４６０ 的活性； Ｂ． 阳性对照阿霉素抑制肿瘤细胞 Ｈ４６０ 的活性。
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｏｆ Ｔａｘｉｌｌｉ ｈｅｒｂａ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｘ ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ Ｈ４６０　 Ａ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ Ｈ４６０； Ｂ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ Ｈ４６０．

３　 讨论与结论

柳树桑寄生是一种重要的中药材，本研究首次

报道了从广西钦州市柳树桑寄生中分离到 ２７ 株共

８ 个属 １５ 个种的内生真菌，并测定了内生真菌的抗

肿瘤活性，为开展内生真菌在柳树桑寄生药用活性

成分的生物合成机制等奠定了基础。
本研究发现在柳树桑寄生的寄生根中分离到 ５

个属 １０ 个种共 １３ 株内生真菌，分离率为 ４８．１５％，
其内生真菌分离率、多样性和分离到的绝对数量明

显高于茎和叶，而柳树桑寄生的寄生根对于其从宿

主获取营养成分非常重要，寄生根的内生真菌多是

否意味着内生真菌可以帮助柳树桑寄生从宿主获取

营养，或者从宿主吸收次级代谢产物并进行转化，从
而形成柳树寄生的活性成分还有待进一步研究。

从根部分离的内生真菌中，拟盘多毛孢属有 ５
个种共 ７ 株，从种类和数量上都占绝对优势，并且是

专性寄生于根部，这提示拟盘多毛孢可能对柳树桑

寄生吸收宿主的营养或是次生代谢产物的转化中可

能具有重要意义。 从本研究中，我们得到一株具有

明显抑制肿瘤细胞 Ａ５４９ 和 Ｈ４６０ 的菌株 Ｇｅｎ２４，根
据其 ＩＴＳ 基 因 序 列 鉴 定 为 拟 盘 多 毛 孢， 与

Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｅａｒｕｍ ＩＴＳ 序列相似性为 １００％。 据
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报道，拟盘多毛孢是一种具有重要药用价值的真菌，
可以利用其提取到紫杉醇等多种药物或前体物质

（Ｖｅｎｎｉｌａ ｅｔ ａｌ， ２０１１； Ｇｕ ｅｔ ａｌ， ２０１５； Ｘｕ ｅｔ ａｌ，
２０１４），具有抗真菌（Ｌｉ ｅｔ ａｌ， ２００８）、抗肿瘤（Ｌｉｕ ｅｔ
ａｌ， ２００９）等活性。 目前已经发现能够产生紫杉醇

等抗肿瘤活性物质的拟盘多毛孢包括 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ
ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ （ Ｓｔｒｏｂｅｌ ｅｔ ａｌ， １９９６ ）、 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ
ｂｒｅｖｉｓｅｔａ （Ｋａｔｈｉｒａｖａｎ ｅｔ ａｌ， ２０１０）、Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐａｕ⁃
ｃｉｓｅｔａ （ Ｖｅｎｎｉｌａ ｅｔ ａｌ， ２０１１）、 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｍａｌｉｃｏｌａ
（Ｂｉ ｅｔ ａｌ， ２０１３）、Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ （Ｇｕ ｅｔ ａｌ，
２０１５）等，而有关 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｅａｒｕｍ 的研究还非

常少，目前未发现其具有抗肿瘤活性的相关报道。
本研究从柳树桑寄生中分离了内生真菌，并对

内生真菌进行了形态学和分子生物学鉴定，并发现

了一株具有抗肿瘤活性的内生真菌菌株，在后续研

究中我们将研究内生真菌的活性物质，并探讨其在

柳树桑寄生次生代谢物转化中的意义。
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的分布及其寄主状况调查 ［Ｊ］． 广西中医药， ３３（２）：５９－６１．］

１４６５ 期 龚斌等： 广西柳树桑寄生内生真菌的分离鉴定与抗肿瘤活性菌株筛选


