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盐角草内生真菌分离鉴定及
抑制水产腐败细菌菌株的筛选

张艳秋２ꎬ ３ꎬ 方怀义３ꎬ 曹宏明１ꎬ 龚　 斌１ꎬ２∗ꎬ 邓宗剑２ꎬ 陈美花４ꎬ 宋静静３ꎬ 张　 虹２

( １. 广西北部湾海洋灾害研究重点实验室ꎬ 广西 钦州 ５３５０１１ꎻ ２. 北部湾大学 海洋学院ꎬ 广西 钦州 ５３５０１１ꎻ ３. 广西北部湾

海洋生物多样性养护重点实验室ꎬ 广西 钦州 ５３５０１１ꎻ ４. 北部湾大学 食品科学与工程学院ꎬ 广西 钦州 ５３５０１１ )

摘　 要: 盐角草是一种耐盐植物ꎬ有重要的食用、药用价值ꎮ 为研究盐角草的内生真菌及其活性次生代谢产

物的多样性ꎬ该文对采集于广西北部湾沿海盐角草的内生真菌进行分离纯化ꎬ采用 ＲＡＰＤ 对内生真菌多样性

进行分析ꎬ采用 ＩＴＳ 基因序列对内生真菌进行鉴定ꎬ并对内生真菌提取物抑制等 ３ 种水产腐败细菌的活性进

行筛选ꎮ 结果表明:(１)从北部湾盐角草植物中分离到 １４ 株形态不同的内生真菌ꎬＲＡＰＤ 分析这些内生真菌

有 ６ 种不同型别ꎮ ＩＴＳ 基因序列分析表明ꎬ这些菌株分别和 Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｃａｎｄｉｄｕｓ、Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ、 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｈｉｃｈａｓｔｉａｎｕｍ 有 较 高 的 序 列 相 似 性ꎻ 其 中 有 三 株 与 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｃｈｉｃｈａｓｔｉａｎｕｍ ＩＢＲＣ￣Ｍ:３０１２６ 的相似性为 ９４％~ ９５％ꎬ从系统发育树和菌落形态上看可能为 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｓａｌｉｃｏｒｎｉｃｏｌａ 进化关系较近的一个新种ꎮ (２)抑菌实验表明ꎬ内生菌 ＹＪＣＪ３ 提取物具有比较好的抑制副溶血弧

菌(Ｖｉｂｒｉｏ Ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)的活性ꎬ其菌丝体提取物的甲醇、石油醚和乙酸乙酯的溶解液都具有较强的抑制副

溶血弧菌的活性ꎻ而 ＹＪＣＪ５ 表现了较为广谱的抑制诺氏布丘氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ)、气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｄｈａｋｅｎｓｉｓ)、乡间布丘氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅ)等 ３ 种水产腐败细菌的活性ꎬ其中 ＹＪＣＪ５ 的菌丝体石油醚和乙

酸乙酯溶解液有抑制诺氏布丘氏菌和气单胞菌的活性ꎬ甲醇和石油醚溶解液具有一定的抑制乡间布丘氏菌的

活性ꎮ 该研究结果表明盐角草存在较为丰富的内生真菌多样性ꎬ可以发现一些新的内生真菌种群ꎬ其具有多

种活性提取物ꎬ可用于抑制水产品的腐败细菌的生长ꎬ具有较好的开发价值ꎮ
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ｔｈｅ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｅｘｔｒａｃｔ ｈａｄ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ. ＹＪＣＪ５ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｂｒｏａｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｔｏ
ｉｎｈｉｂｉｔ ｓｅｖｅｒａｌ ａｑｕａｔｉｃ ｓｐｏｉｌａｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａ Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅꎬ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ ａｎｄ Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ
ｔｈｅ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ ａｎｄ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ ａｎｄ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｄｈａｋｅｎｓｉｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ
ｇａｖｉｎｉａｅ. Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔꎬ ｆｏｒ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ
ａｂｕｎｄａｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈａｔ ｎｅｗ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ ｐｌａｎｔꎬ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｗｈｏｓｅ ａｃｔｉｖｅ
ｅｘｔｒａｃｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｐｏｉｌａｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｇｏｏｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ
ｔｈｅｉｒ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｉｓ ａｒｅａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ａｑｕａｔｉｃ ｓｐｏｉｌａｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ Ｂｅｉｂｕ Ｇｕｌｆ

　 　 盐角草( Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ)ꎬ别名海芦笋ꎬ属
于藜科(Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉａｃｅａｅ)盐角草属( Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ Ｌ.)
植物ꎬ生于盐湖、盐碱地、海岸边等盐度比较高的

生境(Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎬ是目前认识的最耐盐的植

物之一(赵惠明ꎬ ２００４)ꎬ其分布于世界很多地方ꎮ
盐角草是一种药食两用植物ꎮ 一方面ꎬ盐角草可

作为蔬菜食用ꎬ其含有的蛋白质、脂肪和氨基酸等

营养成分丰富(李建伟等ꎬ２０１２)ꎻ另一方面ꎬ盐角

草也具有较好的药用价值ꎬ盐角草全草在中药里

称为海蓬子ꎬ«中华本草»中记载其可以治疗高血

压和 头 痛 (国 家 中 药 管 理 局ꎬ １９９９)ꎮ 姜 丹 等

(２０１２)发现盐角草甲醇提取物中芦丁对中肋骨条

藻的生长具有一定的抑制作用ꎻ许伟等(２０１１)从

盐角草中提取总生物碱ꎬ发现其具有抑菌活性ꎻ张
丹玉等(２０１４)发现盐生植物北美海蓬子的提取物

具有抗肿瘤活性ꎻ管福琴(２０１６)发现海蓬子的三

萜皂苷具有抗乳腺癌的活性ꎮ
内生真菌是在健康植物中共生的一类真菌ꎬ

很多内生真菌都能够产生结构多样的活性化合物

( Ｓｃｈｕｌｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ Ｊｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 目前ꎬ关于

盐角草内生菌的研究还比较少ꎬ赵育卉等(２０１３)
从盐角草中分离了两株内生真菌ꎬ分别为点青霉

属和镰刀菌属ꎻ冉火苗等(２０１６)从野生盐角草中

分离了 １３ 株内生细菌ꎬ利用 ８ 种病原细菌作为指

示菌对内生细菌进行研究ꎬ发现有两株菌对这些

病原菌有较好的抑制作用ꎻ赵帅等(２０１６)利用高

通量测序的方法研究了盐角草根部内生细菌多样

性ꎬ揭示内生细菌在宿主关键发育期变化规律ꎻ张
志东等(２０２０)利用高通量测序的方法研究了新疆

地区盐湖生长的盐角草内生真菌的多样性ꎮ
广西北部湾海岸线 １ ６２９ ｋｍꎬ属于亚热带季

风气候ꎬ常年高温多雨ꎬ孕育了丰富的海洋生物多

样性(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 广西北部湾盐角草对比

其他区域而言ꎬ其内生真菌多样性如何? 是否存

在一些独特的种群? 另外ꎬ对于这种生活在极端

环境中的植物ꎬ其内生真菌的活性、次生代谢产物

多样性如何? 本研究从钦州沿海的盐角草中分离

内生真菌ꎬ采用 ＲＡＰＤ 方法对内生真菌进行多样

４８８ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



性研究ꎬ并利用 ＩＴＳ 基因序列对内生真菌进行鉴

定ꎬ并评价了这些内生真菌抑制几种水产腐败细

菌的活性ꎮ 本研究对于北部湾耐盐植物内生菌资

源的开发具有较重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 盐角草材料的采集

盐角草全草采自北部湾钦州沿海月亮湾附近

盐田ꎬ经专家鉴定为盐角草( Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ)ꎮ
采集的盐角草放入冰盒后迅速转移到实验室进行

下一步研究ꎮ
１.２ 培养基

内生真菌的分离培养基为 ＳＰＤＡ 培养基ꎬ是在

普通的 ＰＤＡ 培养基 ( Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７) 里添加

１.５％的海水晶ꎻ指示菌培养基为普通 ＬＢ 培养基

(胰化蛋白胨 １０ ｇꎬ酵母粉 ５ ｇꎬ氯化钠 １０ ｇꎬ调 ｐＨ
至 ７.４ 左右ꎬ用纯净水定容至 １ Ｌ)ꎮ
１.３ 盐角草内生真菌的分离纯化

自来水冲洗盐角草样品ꎬ按 Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.(２０１７)
的方法进行样品表面消毒ꎬ用无菌水洗净后在超

净操作台中晾干ꎮ 无菌条件下将盐角草根、茎和

叶剪成 ０.５ ｃｍ 的小段ꎬ置于 ＳＰＤＡ 培养基(添加 ５０
μｇ􀅰ｍＬ￣１氯霉素)中ꎮ 倒置ꎬ２６ ~ ２８ ℃ 培养ꎬ每天

观察ꎬ挑取长出的菌丝ꎬ在新的 ＳＰＤＡ 平板上生长ꎬ
待菌落长出来后ꎬ挑取少量边缘的菌丝重复本操

作 ２ 次对真菌进行纯化ꎮ
１.４ 内生真菌的分子鉴定

收集液体培养的内生真菌菌丝体ꎬ采用液氮反

复冻融 ３ 次ꎬ利用真菌 ＤＮＡ 提取试剂盒 (美国ꎬ
Ｏｍｅｇａ) 提取真菌的总 ＤＮＡ(龚斌等ꎬ２０１７)ꎮ 合成

Ｓ 系列随机引物ꎬ对引物进行筛选ꎬ选择稳定、重复

性好的引物进行下一步实验ꎬ实验的具体步骤参考

龚斌等(２０１７)ꎮ 内生真菌的 ＩＴＳ 基因分析鉴定参考

Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.(２０１４)的方法ꎬ采用 ＳＰＤＡ 液体培养基培

养 ５ ｍＬ 真菌ꎬ１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 ５ ｍｉｎ 后收集菌

丝体ꎬ用液氮冻融菌丝体 ３ 次ꎬ用灭菌玻璃棒迅速将

菌丝体研磨成匀浆ꎬ按照操作说明书采用真菌基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒( Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)提取真菌染色

体 ＤＮＡꎬ提取的 ＤＮＡ 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 进行质量检

测和定量ꎬ吸取一定量 ＤＮＡꎬ使用通用引物 ＩＴＳ１ 和

ＩＴＳ４ 扩增真菌 ＩＴＳ 基因片段(Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎬ扩
增出的片段经过 ＰＣＲ 产物回收试剂盒回收后ꎬ送金

唯智生物有限公司测序ꎮ
１.５ 真菌次生代谢产物的提取和抑菌活性测定

接种真菌于 ２００ ｍＬ 液体 ＳＰＤＡ 培养基ꎬ２００
ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ２６ ~ ２８ ℃ꎬ发酵培养 １０ ~ ２０ ｄ 至菌丝体

长满三角瓶ꎮ ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心收集菌丝体ꎬ常
温下风扇吹干水分ꎮ 干燥后的菌体称取 ０.３ ｇ 加

入 ５ ｍＬ 提取液(乙酸乙酯 ∶ 甲醇 ∶ 乙酸 ＝ ８０ ∶
１５ ∶ ５)浸泡ꎬ将提取液均匀吸入 ３ 个 ＥＰ 管ꎬ静置

待提取液挥发ꎬ在 ＥＰ 管中分别加入有机溶剂石油

醚、乙酸乙酯和甲醇来溶解提取物ꎮ 抑菌活性指

示菌诺氏布丘氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ)、气单胞

菌 ( Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ )、 乡 间 布 丘 氏 菌

( Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅ )、 副 溶 血 弧 菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)分别来自腐败的鱼肉和其他水产

品ꎬ由本实验室分离保藏ꎮ 分别接种到 ＬＢ 液体培

养基中ꎬ２８ ℃摇床上以 ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１的转速培养过

夜ꎮ 将上述菌液 ２００ μＬ 采用混菌法接种于培养

皿中ꎬ采用滤纸片法测定抑菌活性( Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 本实验使用滤纸片分别蘸取乙酸乙酯、甲
醇和乙酸作为空白对照ꎬ阳性对照为滤纸片蘸取

５０ μＬ􀅰ｍＬ￣１的卡那霉素和氯霉素ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 盐角草内生真菌的分离结果

从广西北部湾钦州沿海盐田边生长的盐角草

的根、茎、叶中共分离纯化得到 ４８ 株内生真菌ꎬ其
中茎中得到真菌 ２２ 株(相同菌落形态的真菌合并

为一种后共有 ５ 株ꎬ命名为 ＹＪＣＪ１、ＹＪＣＪ２、ＹＪＣＪ３、
ＹＪＣＪ４ 和 ＹＪＣＧ５)ꎬ根中得到 １２ 株(相同菌落形态

的真菌合并为一种后共有 ６ 株ꎬ命名为 ＹＪＣＧ１、
ＹＪＣＧ２、ＹＪＣＧ３、ＹＪＣＧ４、ＹＪＣＧ５ 和 ＹＪＣＧ６)ꎬ叶中得

到 １４ 株(相同菌落形态的真菌合并为一种后共有

３ 株ꎬ命名为 ＹＪＣＹ１、ＹＪＣＹ２ 和 ＹＪＣＹ３)(表 １)ꎮ 由

表 １ 可知ꎬ从茎中分离的真菌是最多的ꎬ但是根中

得到的真菌更为丰富ꎮ
２.２ ＲＡＰＤ 分析内生真菌多样性

对 １４ 种菌落形态有差异的内生真菌ꎬ进一步提

取总 ＤＮＡ 后ꎬ进行 ＲＡＰＤ 多样性分析(图 １)ꎬ通过

指纹条带分析ꎬ确定有 ６ 种不同的遗传类型ꎬ其中

ＹＪＣＹ１、ＹＪＣＪ１、ＹＪＣＪ３、ＹＪＣＪ４、ＹＪＣＪ５、ＹＪＣＧ１、ＹＪＣＧ３、
ＹＪＣＧ４、ＹＪＣＧ６ 相同ꎬＹＪＣＪ２ 和 ＹＪＣＧ５ 分别为独立类

型ꎬＹＪＣＧ２、ＹＪＣＹ２ 和 ＹＪＣＹ３ 相似但不完全相同ꎮ
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表 １　 盐角草内生真菌的分离
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ

取样部位
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

菌落编号
Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｄｅ

菌株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｕｎｇｉ

占总菌株数百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｕｎｇｉ (％)

叶 Ｌｅａｖｅｓ ＹＪＣＹ１￣３ ３ ２１.４３

茎 Ｓｔｅｍｓ ＹＪＣＪ１￣５ ５ ３５.７１

根 Ｒｏｏｔｓ ＹＪＣＧ１￣６ ６ ４２.８６

图 １　 盐角草内生真菌 ＲＡＰＤ 多样性分析
Ｆｉｇ. １　 ＲＡＰＤ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ

ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ

２.３ 内生真菌的 ＩＴＳ 分子鉴定

通过对 １４ 株真菌 ＩＴＳ 序列的分析ꎬ从核酸序

列数据库中找到与本研究序列相似度最高的菌株

(图 ２)ꎬ结果表明有 ９ 株与 Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣
ＥＳ１９５ 的相似性最高ꎬ为 ９９％ ~ １００％ꎻＹＪＣＪ２ 与

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｃａｎｄｉｄｕｓ ＡＴＣＣ １００２ 的相似性为 ９９％ꎻ
ＹＪＣＧ５ 与 Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ ＧＺＡＡＳ６. １２４３ 的

相似性为 ９９％ꎮ ＩＴＳ 基因序列与 ＲＡＰＤ 多态性分

型的分析方法得到的结果非常接近ꎬ说明 ＲＡＰＤ
在对分离的内生真菌进行类群初步划分也是非常

有效的ꎬ可以节省分型的成本ꎮ
ＧｅｎＢａｎｋ 中与 ＹＪＣＹ２、ＹＪＣＹ３ 和 ＹＪＣＧ２ 相似

性最高的菌株为 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｈｉｃｈａｓｔｉａｎｕｍ
ＩＢＲＣ￣Ｍ:３０１２６( ９４％ ~ ９５％)ꎬ相似性比较低ꎮ 为

了进一步确定其分类地位ꎬ我们构建了 ＹＪＣＹ２、
ＹＪＣＹ３ 和 ＹＪＣＧ２ 及 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＩＴＳ 基因序列相似

性最高的菌株的系统发育树ꎬ结果表明 ＹＪＣＹ２、
ＹＪＣＹ３ 和 ＹＪＣＧ２ 与 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓａｌｉｃｏｒｎｉｃｏｌａ
在进化树中为一个分支ꎮ Ｂｌａｓｔｎ 分析与进化树的

结果有一定差异ꎬ这可能是因为相似性和进化树

的分析计算方法不同ꎬ相似性计算时只考虑比对

的序列碱基中相同的碱基所占的百分比ꎬ而进化

树是按 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 的方法对序列进行两两

比较ꎬ从而计算序列中间的进化或亲缘关系ꎬ两者

在概念上存在一定的差异ꎮ 另外ꎬＹＪＣＹ２、ＹＪＣＹ３
和 ＹＪＣＧ２ 是否为新种有待进一步确定ꎮ
２.４ 盐角草内生真菌提取物抑菌活性的测定

将所得的代谢产物和菌体浸出物用不同的有

机溶剂甲醇、石油醚和乙酸乙酯提取做抑菌实验ꎬ
用提 取 液 对 ４ 种 指 示 菌 Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅ、
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ、 Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ、 Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ 进行抗菌活性试验ꎬ结果表明 １４
株内生真菌中ꎬ有 ４ 株内生真菌对一种或者多种

指示菌具有抑菌活性(表 ３)ꎬ 其中 ＹＪＣＪ１ 对诺氏

布 丘 氏 菌 ( Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ )、 气 单 胞 菌

(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ)、乡间布丘氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ
ｇａｖｉｎｉａｅ) 有 抑 菌 活 性ꎬ 对 副 溶 血 弧 菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)无抑菌活性ꎻＹＪＣＪ５ 对诺氏布丘

氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ)、气单胞菌( Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｄｈａｋｅｎｓｉｓ)、乡间布丘氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅ)有
抑菌活性ꎬ且在石油醚中抑菌效果比较强ꎬ对副溶

血弧 菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ) 无 抑 菌 活 性ꎻ
ＹＪＣＪ３ 在 ３ 种 溶 剂 中 对 副 溶 血 弧 菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)都有很强的抑菌活性ꎬ在诺氏布

丘 氏 菌 ( Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ )、 气 单 胞 菌

(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ)、乡间布丘氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ
ｇａｖｉｎｉａｅ)中无抑菌效果ꎻＹＪＣＧ５ 对诺氏布丘氏菌

(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ)、乡间布丘氏菌(Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ
ｇａｖｉｎｉａｅ) 有 抑 菌 效 果ꎬ 对 气 单 胞 菌 ( Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｄｈａｋｅｎｓｉｓ)、副溶血弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)无
抑菌效果ꎮ

３　 讨论与结论

本研究从盐角草不同组织分离到形态不同的

６８８ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 ２　 内生真菌的 ＩＴＳ 分子鉴定结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｌａｓｔｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＴＳ ｇｅｎｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ

菌株编号
Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ

ＧｅｎＢａｎｋ 中相似性最高的真菌
Ｔｈｅ ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｆｕｎｇｉ ｂｙ Ｂｌａｓｔｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 号
ＧｅｎＢａｎｋ ｎｕｍｂｅｒ

相似性
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ (％)

ＹＪＣＪ２ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＺＡＡＳ６.１２４３ ＫＦ９２０７０７.１ ９９
ＹＪＣＹ２ Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｈｉｃｈａｓｔｉａｎｕｍ ＩＢＲＣ￣Ｍ:３０１２６ ＫＰ００４４５５.１ ９５
ＹＪＣＹ３ Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｈｉｃｈａｓｔｉａｎｕｍ ＩＢＲＣ￣Ｍ:３０１２６ ＫＰ００４４５５.１ ９４
ＹＪＣＧ２ Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｈｉｃｈａｓｔｉａｎｕｍ ＩＢＲＣ￣Ｍ:３０１２６ ＫＰ００４４５５.１ ９４
ＹＪＣＧ５ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｃａｎｄｉｄｕｓ ＡＴＣＣ １００２ ＮＲ＿０７７１４９ ９９
ＹＪＣＹ１ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ ９９
ＹＪＣＪ１ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ ９９
ＹＪＣＪ３ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ ９９
ＹＪＣＪ４ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ １００
ＹＪＣＪ５ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ ９９
ＹＪＣＧ１ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ １００
ＹＪＣＧ３ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ １００
ＹＪＣＧ４ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ １００
ＹＪＣＧ６ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａ ＰＳＵ￣ＥＳ１９５ ＪＮ１１６７０４.１ １００

图 ２　 三种盐角草内生真菌 ＩＴＳ 基因构建的进化树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩＴＳ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ

内生真菌 １４ 株ꎬ其中根部分离到的内生真菌最

多ꎬ有 ６ 株ꎬ占 ４２. ８６％ꎻ分 离 到 的 优 势 种 类 为

Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｌｕｎａｔａꎬ在根中占优势ꎬ叶中的优势种为

Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｈｉｃｈａｓｔｉａｎｕｍꎻ 其他分离到的种

７８８６ 期 张艳秋等: 盐角草内生真菌分离鉴定及抑制水产腐败细菌菌株的筛选



表 ３　 真菌粗提物对指示菌的抑菌作用
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌种编号
Ｆｕｎｇｉ ｃｏｄｅ

诺氏布丘氏菌
Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｎｏａｃｋｉａｅ

Ａ Ｂ Ｃ

气单胞菌
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ

Ａ Ｂ Ｃ

乡间布丘氏菌
Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅ

Ａ Ｂ Ｃ

副溶血弧菌
Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

Ａ Ｂ Ｃ

ＹＪＣＪ１ － － ＋ － － ＋ － ＋ － － － －

ＹＪＣＪ５ － ＋＋ ＋ － ＋＋ ＋ ＋ ＋ － － － －

ＹＪＣＪ３ － － － － － － － － － ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

ＹＪＣＧ５ － － ＋＋ － － － － － － ＋ － －

　 注: ＋表示抑菌直径<１０.０ ｍｍꎻ ＋＋表示 １０.０ ｍｍ<抑菌直径<２０.０ ｍｍꎻ ＋＋＋表示抑菌直径>２０.０ ｍｍꎻ －表示无抑菌作用ꎮ Ａ. 甲醇ꎻ
Ｂ. 石油醚ꎻ Ｃ. 乙酸乙酯ꎮ
　 Ｎｏｔｅｓ: ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０.０ ｍｍꎻ ＋＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２０ ｍｍ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ
１０ ｍｍꎻ ＋ ＋ ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ２０ ｍｍꎻ － ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ａ. Ｍｅｔｈａｎｏｌꎻ
Ｂ. Ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒꎻ Ｃ. Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ.

包括 Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ 和 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｃａｎｄｉｄｕｓꎮ
这与 张 志 东 等 ( ２０２０ ) 的 研 究 结 果 不 同ꎬ 其 中

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ、Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ、Ｐｏｄｏｓｐｏｒａ ３ 个属为盐角草

内生真菌优势菌群ꎻ本研究和赵育卉等(２０１３)报道

的结果也不一样ꎬ他们分离到的真菌比较少ꎬ仅有

点青霉属和镰刀菌属ꎮ 本研究与这些结果的差异

可能来自分离环境的差异ꎮ 张志东等(２０２０)研究

的盐角草来自新疆天山的盐渍土ꎬ赵育卉等(２０１３)
研究的盐角草来自江苏的盐碱地ꎬ而本研究的盐角

草来自北部湾的盐田ꎬ在空间上的距离比较远ꎬ其
生长环境的差异也会造成其所共生的内生真菌类

群不同ꎮ 另外ꎬ从盐角草中分离的内生真菌相对于

其他植物而言偏少ꎬ这可能是因为盐角草生长在高

盐的极端环境ꎬ对内生真菌有选择作用ꎮ
本研究分离的 ＹＪＣＹ２、ＹＪＣＹ３ 和 ＹＪＣＧ２ 在进化

关系上与 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓａｌｉｃｏｒｎｉｃｏｌａ 距离最近ꎬ
Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓａｌｉｃｏｒｎｉｃｏｌａ 模 式 种 ( ＭｙｃｏＢａｎｋ
ＭＢ８２１９７１)２０１５ 年分离于泰国的盐角草死亡的茎ꎬ
这与 本 研 究 的 真 菌 来 源 植 物 基 本 相 同ꎬ 说 明

Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓａｌｉｃｏｒｎｉｃｏｌａ 类真菌可能是盐角草

专 性 寄 生 的 真 菌 ( Ｗａｎａｓｉｎｇｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ )ꎮ
Ｗａｎａｓｉｎｇｈｅ ｅｔ ａｌ.(２０１７)研究发现 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｓａｌｉｃｏｒｎｉｃｏｌａ 真菌在 １６ ℃ ＰＤＡ 培养基上培养 ３ 周时

的菌落为 ３ ｃｍꎻ菌落正面为灰色ꎬ背面周围为微黄

色ꎬ中间为黑色ꎮ 本研究分离的真菌为菌丝为白色

绒毛状ꎬ菌落中间为淡红色ꎬ存在一定差异ꎬ因此

ＹＪＣＹ２、ＹＪＣＹ３ 和 ＹＪＣＧ２ 可能为 Ｎｅｏｃａｍａｒｏｓｐｏｒｉｕｍ
的新种ꎬ但有待进一步实验证实ꎮ

本研究分离到的菌株 ＹＪＣＪ３ 提取物表现了比

较好的抑制副溶血弧菌的潜力ꎬ而 ＹＪＣＪ５ 表现了

较为广谱的抑制几种水产腐败细菌 Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ
ｎｏａｃｋｉａｅ、 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ、 Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅ
的活性ꎮ ＹＪＣＪ３ 和 ＹＪＣＪ５ 均为 Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ 属真菌ꎮ
Ｋｈｉｒａｌｌａ ｅｔ ａｌ.(２０１９)研究表明 Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ 属是产生

活性次生代谢产物的“明星真菌”之一ꎬ可以从内

生菌、病原菌、海葵和鱼等分离ꎬ产生抗疟疾、抗
炎、抗氧化、抗菌、抗真菌和抗癌等活性物质ꎮ 因

为副 溶 血 弧 菌 和 其 他 几 种 水 产 腐 败 细 菌

Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ ｇａｖｉｎｉａｅ(王发祥等ꎬ２０１２)、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｄｈａｋｅｎｓｉｓ ( Ｃａｒｒｉｅｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ )、 Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａ
ｎｏａｃｋｉａｅ 是水产品储运中较易出现的ꎬ并对人体健

康有较大威胁的细菌(由高铭等ꎬ２０１８)ꎬ所以新型

保鲜剂的研发也非常紧迫(陈文慧等ꎬ２０１７)ꎮ 本

研究的结果提供了几个非常有应用前景的内生真

菌ꎬ以后的研究可以考虑从这些内生真菌中提取

抗菌活性物质用于抑制水产品的腐败ꎮ
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