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摘　 要: 为研究夹竹桃(Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ)内生真菌的多样性并评价其次生代谢产物的活性ꎬ该研究对广西夹

竹桃(Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ)的内生真菌进行分离纯化ꎬ采用形态学和 ＩＴＳ 序列分析结合的方法进行鉴定ꎬ以 ５ 种

指示菌(其中有 ３ 种弧菌)对内生真菌提取物进行抑菌活性筛选ꎮ 结果表明:(１)从广西夹竹桃中共得到 １９
株内生真菌ꎬ这 １９ 株内生真菌都属于子囊菌门ꎬ涵盖 ５ 个目 ７ 个属ꎬ包括炭疽菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)、球座菌

属(Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ)、叶点霉属(Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)、新壳梭孢属(Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ)、曲霉属(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ)、隔孢壳科新属

(Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ)和间座壳属(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)ꎬ优势属为炭疽菌属 (分离率为 ３６. ８５％) 和球座菌属 (分离率为

２１.０５％)ꎬ其中炭疽菌属主要分布于茎ꎬ球座菌属全部来源于叶ꎮ (２) ｊｉｎｇ￣１１７(Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ.)和 ｙｅ￣１３０
(Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐ.)对坎氏弧菌有较为特异的抑菌效果ꎬｙｅ￣１３６(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ.)能同时抑制蜡样芽孢杆菌和坎

氏弧菌ꎬｙｅ￣１３５(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ.)和 ｊｉｎｇ￣１１６(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ.)仅能抑制蜡样芽孢杆菌ꎬｙｅ￣１３４(Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
ｓｐ.)对溶藻弧菌有抑制作用ꎮ 该研究首次基于 ＩＴＳ 序列揭示了广西夹竹桃内生真菌存在较为丰富的多样

性ꎬ并筛选到一些有抑菌活性的菌株ꎬ其提取物可以抑制水产病原弧菌的生长ꎬ具有较好的开发潜力ꎮ
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ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １９ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｎ. ｏｌｅａｎｄｅｒ. Ｔｈｅ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ １９ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｌｌ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａꎬ ａｎｄ ｃｏｖｅｒｅｄ ｆｉｖｅ ｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｖｅｎ
ｇｅｎｅｒａꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍꎬ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａꎬ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａꎬ Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍꎬ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓꎬ Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ ａｎｄ
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａ ｗｅｒｅ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ( ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ３６.８５％) ａｎｄ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
(ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ２１.０５％). Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｏｎ ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ａｌｌ ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｌｅａｖｅｓ. (２) Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｊｉｎｇ￣１１７ (Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ.) ａｎｄ ｙｅ￣１３０ (Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐ.) ｈａｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｖｉｂｒｉｏ ｃａｍｐｂｅｌｌｉｉꎬ ｙｅ￣１３６ (Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ.) ｃｏｕｌｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ Ｖｉｂｒｉｏꎬ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

　 　 夹 竹 桃 ( Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅ ) 是 夹 竹 桃 科

(Ａｐｏｃｙｎａｃｅａｅ)夹竹桃属(Ｎｅｒｉｕｍ)中的一种传统药

用植物ꎬ含有非常丰富的活性化合物ꎬ在世界各地

(特别是印度和中国)被广泛应用ꎮ 在传统中医

中ꎬ被用于治疗心脏疾病、糖尿病、哮喘、癌症和癫

痫等疾病( Ｅｌｌｉｏｔｔꎬ ２００２)ꎮ 近代药理活性研究表

明ꎬ夹竹桃含有抗细菌(Ｈｕｓｓａｉｎ ＆ Ｇｏｒｓｉꎬ ２００４)、
抗真菌(Ｈａｄｉｚａｄｅｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)、抗病毒( Ｓｉｎｇｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)、抗氧化 ( Ｄｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)、抗疟疾

(Ｓｈａｒｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)等多种活性成分ꎮ
内生真菌是植物微生态系统的重要组成部

分ꎬ广泛存在于植物的健康组织中ꎮ 内生真菌及

其次生代谢产物在药理学和农业中应用广泛

(Ａｌｕｒａｐｐａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 从在紫杉的内生真菌

Ｔａｘｏｍｙｃｅｓ ａｎｄｒｅａｎａｅ 中发现了抗癌化合物紫杉醇

(Ｓｔｉｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９５)开始ꎬ目前已从植物内生真菌

分离出多个抗病毒、抗肿瘤、抗微生物活性化合

物ꎬ仅 就 抗 微 生 物 活 性 而 言ꎬ 就 已 发 现 了

Ａｌｔｅｒｓｏｌａｎｏｌ Ａ、 Ｅｎｆｕｍａｆｕｎｇｉｎ、 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃ ａｃｉｄ、
Ｊｅｓｔｅｒｏｎｅ、 Ｈｙｄｒｏｘｙ￣ｊｅｓｔｅｒｏｎｅ、 Ｇｕｉｇｎａｒｄｉｃ ａｃｉｄ、
Ｐｅｓｔａｃｉｎ、Ｉｓｏｐｅｓｔａｃｉｎ 等几十种活性化合物(Ｇｕｐｔａ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ并发现内生真菌可能在药用植物活性

物质的合成中有重要作用ꎮ 国内外研究表明ꎬ目
前有少量从夹竹桃中得到内生菌及其活性物质的

报道 ( Ｖａｌｌａｂｈｂｈａｉꎬ ２００８ꎻ Ｒａｍｅｓｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ 郑浩等ꎬ ２０２０ꎻ
朱美林等ꎬ ２０２０)ꎬ但是ꎬ其对真菌的鉴定主要基

于形态学特征ꎮ 植物内生真菌很多不产孢ꎬ仅依

靠形态学数据不能准确反应夹竹桃内生真菌种

类ꎬ而采用分子系统的方法对夹竹桃内生真菌多

样性进行研究还未有报道ꎮ 此外ꎬ目前研究发现

的夹竹桃内生真菌及其活性物质的类型主要包括

抗肿瘤、抗氧化、杀虫、抗植物病原真菌、抗人体的

病原菌等ꎬ而在抗水产病菌方面鲜有报道ꎮ
广西地处亚热带地区ꎬ良好的环境孕育了很多

药用价值高的道地药材ꎬ该区域药用植物内生菌多

样性的研究可以为将来系统评估和确定药材药效

的地域差异提供参考ꎮ 目前ꎬ水产养殖中抗生素的

使用受到了严格限制ꎬ导致新的水产病原菌及抗生

素多耐药菌不断出现ꎮ 夹竹桃内生真菌作为发掘

天然活性化合物的重要资源ꎬ有希望从中获得抑制

水产病原菌的新型抗菌活性菌株和化合物ꎮ 本研
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究拟对广西钦州市夹竹桃中的内生真菌进行分离

鉴定和抗菌活性筛选ꎬ以确定夹竹桃内生真菌多样

性究竟如何ꎬ有哪些内生真菌类型及其在不同组织

的分布情况ꎬ以期能够获得一些具有抗水产病原弧

菌活性的菌株ꎬ为进一步开发新型的抗菌剂奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 样品采集和预处理

夹竹桃样品采集于广西钦州市钦北区ꎬ经钦

州市中医院中药研究所朱开昕高级工程师鉴定为

夹竹桃属夹竹桃(Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ)ꎮ 选取健康夹

竹桃的新鲜茎段和叶组织块ꎬ用自来水冲洗表面

的泥土和灰尘ꎬ在无菌操作台中进行表面消毒:先
将样品浸泡在 ７５％酒精中 ３ ~ ５ ｍｉｎꎬ再转入 ３％ ~
５％的次氯酸钠溶液中浸泡 ３０ ｓꎬ然后再用无菌水

冲洗干净ꎮ 在超净操作台中放到干燥灭菌的培养

皿中晾干ꎬ备用ꎮ
１.２ 内生真菌分离和纯化

将上述处理过的茎段和叶片组织用无菌剪刀

剪成 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 小块后ꎬ贴于 ＰＤＡ 培养基平板

上ꎻ置于 ２８ ℃恒温培养箱倒置培养 ２ ~ ４ ｄꎬ并定期

观察真菌的生长情况ꎻ得到生长状况良好的菌株ꎻ
待组织边缘发现有菌丝长出时ꎬ在无菌环境下挑

取菌丝尖端转接到纯化培养基平板上ꎻ经多次分

离纯化后再接种于 ＰＤＡ 斜面作为保种ꎬ保存在

４ ~ ８ ℃冰箱备用ꎮ
１.３ 形态学鉴定

将分离菌株接种于 ＰＤＡ 培养基平板中ꎬ放置于

２８ ℃培养箱中培养ꎮ 在各菌株生长的最佳时期ꎬ对
照«真菌鉴定手册»(魏景超ꎬ １９７９)ꎬ观察菌落形态

(菌落颜色、大小、性状及边缘等)、生长情况、菌丝

体、孢子的形态特征和表面特征ꎬ拍照记录ꎮ
１.４ ＤＮＡ 提取

菌丝体用液氮研磨至匀浆状ꎬ再加入 ６００ μＬ
的 ＣＴＡＢ 提取液ꎬ６５ ℃ 水浴 ４５ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ
ｍｉｎ￣１离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎻ加入苯酚 ∶ 氯仿 ∶ 异

戊醇混合液( ２５ ∶ ２４ ∶ １)ꎬ混匀后 ４ ℃ 条件下ꎬ
１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 ５ ｍｉｎꎻ取上清液ꎬ加入－２０ ℃
预冷的异戊醇静置数分钟ꎻ室温 １２ ０００ ｒｍｉｎ￣１离

心 ５ ｍｉｎꎬ去上清液ꎻ取沉淀ꎬ用 ７５％乙醇洗沉淀ꎬ
加 ５０ μＬ 无菌水ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ

１.５ ＩＴＳ ｒＤＮＡ 序列分析

提取内生真菌的 ＤＮＡ 后ꎬ用真菌鉴定通用引物

ＩＴＳ１ ( ５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′) 和 ＩＴＳ４
(５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) 扩增真菌 ＩＴＳ
ｒＤＮＡ 序列ꎮ ＰＣＲ 反应体系:ｄｄＨ２ Ｏ ２０ μＬꎬ２ ×Ｔａｑ
ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５ μＬ (北京索莱宝生物科技有限公

司)ꎬ１０ μｍｏｌＬ￣１的引物各 ２ μＬꎬ１０ ｎｇμＬ￣１模板 １
μＬꎮ 反应程序:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５７ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ 引物合成和测序都由北京六合华大基因

科技有限公司完成ꎮ 将获得的序列用 ＢＬＡＳＴ 程序

在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行同源性检索ꎬ比对得出与

其相似性最高的核酸序列ꎮ 通过 ＭＥＧＡ７.０ 软件使

用邻接法构建系统发育树ꎮ
１.６ 内生真菌次生代谢产物的提取和抑菌活性的测定

接种分离真菌于 １００ ｍＬ 液体 ＰＤＡ 培养基ꎬ于
２６~２８ ℃在 ２００ ｒｍｉｎ￣１转速下培养 １０ ~ ２０ ｄ 至菌

丝体长满三角瓶ꎻ８ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心收集菌丝体ꎬ２０
℃下吹干水分ꎻ称取 ０.３ ｇ 干燥后的菌体加入 ５ ｍＬ
提取液(乙酸乙酯 ∶ 甲醇 ∶ 乙酸＝ ８０ ∶ １５ ∶ ５)浸泡ꎬ
然后将提取液静置挥发ꎬ加入 ５００ μＬ 乙酸乙酯溶解

提取物ꎮ 抑菌活性指示菌蜡样芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ)、金黄色葡萄球菌 ( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ) 、
魔鬼弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｄｉａｂｏｌｉｃｕｓ)由本实验室购买保藏ꎻ
溶藻弧菌(Ｖ. ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ)、坎氏弧菌(Ｖ. ｃａｍｐｂｅｌｌｉｉ)
分离自患病的鱼虾ꎮ 分别接种到 ＬＢ 液体培养基

中ꎬ３０~３５ ℃摇床上以 ２００ ｒｍｉｎ￣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ꎬ观察抑菌圈的有

无及大小ꎬ测量并记录抑菌圈直径 ( Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 该实验使用滤纸片蘸取乙酸乙酯作为空白

对照ꎬ阳性对照为滤纸片蘸取 ５０ μｇｍＬ￣１的卡那霉

素和氯霉素ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 内生真菌的形态学鉴定

如图 １ 所示ꎬ根据菌株的菌落、菌丝体和孢子

的形态特征ꎬ对照«真菌签定手册»进行初步鉴定ꎬ
分属于 ７ 个属ꎮ 其中ꎬ叶部组织获得 １２ 株菌ꎬ占
６３.１６％ꎬ分属于炭疽菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.)、球
座菌属 ( Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐｐ.)、叶点霉属 ( Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ
ｓｐｐ.)、 新壳梭孢属 (Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ.) 和曲霉属
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Ａ. 菌株 ｙｅ￣１３０ꎻ Ｂ. 菌株 ｙｅ￣１３４ꎻ Ｃ. 菌株 ｙｅ￣１３５ꎻ Ｄ. 菌株 ｙｅ￣１３６ꎻ Ｅ. 菌株 ｊｉｎｇ￣１１６ꎻ Ｆ. 菌株 ｊｉｎｇ￣１１７ꎻ Ｇ. 菌株 ｊｉｎｇ￣１１９ꎻ Ｈ. 菌株 ｊｉｎｇ￣１８０ꎮ
Ａ. Ｓｔｒａｉｎ ｙｅ￣１３０ꎻ Ｂ. Ｓｔｒａｉｎ ｙｅ￣１３４ꎻ Ｃ. Ｓｔｒａｉｎ ｙｅ￣１３５ꎻ Ｄ. Ｓｔｒａｉｎ ｙｅ￣１３６ꎻ Ｅ. Ｓｔｒａｉｎ ｊｉｎｇ￣１１６ꎻ Ｆ. Ｓｔｒａｉｎ ｊｉｎｇ￣１１７ꎻ Ｇ. Ｓｔｒａｉｎ ｊｉｎｇ￣１１９ꎻ
Ｈ. Ｓｔｒａｉｎ ｊｉｎｇ￣１８０.

图 １　 夹竹桃部分内生真菌的典型菌落形态
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｏｍｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐｐ.)ꎻ茎部分离到 ７ 株菌ꎬ分别属于炭

疽菌属、隔孢壳科新属(Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ ｓｐ.)和间座壳

属(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ.)ꎬ占分离总量的 ３６.８４％(表 １)ꎬ表
明夹竹桃的内生真菌在茎段、叶片组织中分布广泛ꎮ
２.２ 夹竹桃内生真菌的分子生物学鉴定

通过对得到的 １９ 株内生真菌的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ
扩增和 ＩＴＳ 测序ꎬ并进行 ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ结果表明这

１９ 株内生真菌都属于子囊菌门ꎬ涵盖 ５ 个目 ７ 个

属ꎬ且 ＩＴＳ 序列和 ＧｅｎＢａｎｋ 相似性都在 ９８％以上

(表 ２)ꎮ 基于 ＩＴＳ 序列用 ＭＥＧＡ ７ 软件构建的系统

进化树(图 ２)显示有 ６ 个分支ꎬ其中 ｙｅ￣１２７、ｙｅ￣１２９、
ｙｅ￣１３０、ｙｅ￣１３１、ｙｅ￣１３２、ｙｅ￣１３３ 和 ｙｅ￣１３４ 都属于葡萄

座腔菌目(Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｌｅｓ)ꎬ与 Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ａｌｌｉａｃｅａ、
Ｇ. ｍｕｓｉｃｏｌａ、Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｆａｌｌｏｐｉａｅ 构成一个分支ꎻｊｉｎｇ￣
１１４、ｊｉｎｇ￣１１５、ｊｉｎｇ￣１１６、ｊｉｎｇ￣１１８、ｊｉｎｇ￣１７９、ｙｅ￣１２６、ｙｅ￣
１２８ 都 属 于 小 丛 壳 目 ( Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｌｅｓ )ꎬ 与

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ 和 Ｃ. ｃｉｔｒｉ￣ｍａｘｉｍａｅ 构成一个

分支ꎻｊｉｎｇ￣１１７ 与 Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ 构成一个分

支ꎻ ｊｉｎｇ￣１８０ 属 于 间 座 壳 目 ( Ｄｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ )ꎬ 和

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ.构成一个分支ꎬ其亲缘关系比较近ꎮ
ｙｅ￣１３５、ｙｅ１３６ 和 ｊｉｎｇ￣１１９ 共同构成一个大的分支ꎬ
其中 ｊｉｎｇ￣１１９ 与 Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ ａｎｉｇｏｚａｎｔｈｉ 亲缘关系

表 １　 夹竹桃不同组织中内生真菌属的组成
Ｔａｂｌｅ １ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

分类
Ｔａｘａ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

分离率
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

总的分离率
Ｔｏｔａｌ

ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ
(％)

叶
Ｌｅａｆ

炭疽菌属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.

２ １０.５３ ６３.１６

球座菌属
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐｐ.

４ ２１.０５

叶点霉属
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｓｐｐ.

３ １５.７９

新壳梭孢属
Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ.

１ ５.２６

曲霉属
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐｐ.

２ １０.５３

茎
Ｓｔｅｍ

炭疽菌属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.

５ ２６.３２ ３６.８４

隔孢壳科新属
Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ ｓｐ.

１ ５.２６

间座壳属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ.

１ ５.２６

较近ꎮ ｙｅ￣１３５、 ｙｅ１３６ 都属于 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓꎬ其中 ｙｅ￣
１３５ 与 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｅｏｅｌｌｉｐｔｉｃｕｓ 亲缘关系较近ꎬ而

ｙｅ１３６ 与 Ａ. ｔａｍａｒｉｉ 亲缘关系较近ꎮ

１５１１ 期 宋静静等: 广西夹竹桃内生真菌的多样性和抑制几种水产病原菌活性筛选



表 ２　 夹竹桃内生菌 ＩＴＳ 序列 ＢＬＡＳＴ 分析
Ｔａｂｌｅ ２　 ＢＬＡＳＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ
ｎａｍｅ

相似性最高的
类型
Ｔｙｐｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

分类号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ.

最高相似性
Ｍａｘｉｍｕｍ
ｉｄｅｎｔｉｔｙ
(％)

ｙｅ￣１２６ 果生炭疽菌
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ

ＮＲ１４４７８３ ９９.８０

ｙｅ￣１２７ 香蕉球座菌
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍｕｓｉｃｏｌａ

ＮＲ１３７７１６ １００.００

ｙｅ￣１２８ 果生炭疽菌
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ

ＮＲ１４４７８３ １００.００

ｙｅ￣１２９ 首都叶点霉
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ

ＮＲ１４４９１４ １００.００

ｙｅ￣１３０ 香蕉球座菌
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍｕｓｉｃｏｌａ

ＮＲ１３７７１６ ９９.８４

ｙｅ￣１３１ Ｇ. ａｌｌｉａｃｅａ ＡＢ４５４２６３ １００.００
ｙｅ￣１３２ 首都叶点霉

Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ
ＮＲ１４４９１４ ９９.８２

ｙｅ￣１３３ 首都叶点霉
Ｐ. ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ

ＮＲ１４４９１４ ９９.８２

ｙｅ￣１３４ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ａｌｌｉａｃｅａ ＡＢ４５４２６３ １００.００
ｙｅ￣１３５ 新椭圆曲霉

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｅｏｅｌｌｉｐｔｉｃｕｓ
ＡＢ２５０３９５ ９９.０８

ｙｅ￣１３６ 溜曲霉
Ａ. ｔａｍａｒｉｉ

ＭＨ８５４６１４ ９９.８２

ｊｉｎｇ￣１１４ 果生炭疽菌
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ

ＮＲ１４４７８３ １００.００

ｊｉｎｇ￣１１５ 果生炭疽菌
Ｃ. ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ

ＮＲ１４４７８３ ９９.６１

ｊｉｎｇ￣１１６ 柚炭疽菌
Ｃ. ｃｉｔｒｉ￣ｍａｘｉｍａｅ

ＮＲ１６０８２３ ９９.６３

ｊｉｎｇ￣１１７ 小新壳梭孢
Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ

ＮＲ１１９４８７ ９９.４２

ｊｉｎｇ￣１１８ 果生炭疽菌
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ

ＮＲ１４４７８３ １００.００

ｊｉｎｇ￣１１９ Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ ａｎｉｇｏｚａｎｔｈｉ ＮＲ１３５９９２ ９８.５４
ｊｉｎｇ￣１７９ 果生炭疽菌

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ
ＮＲ１４４７８３ １００.００

ｊｉｎｇ￣１８０ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. ＫＵ５５７５６３ ９８.１２

２.３ 内生真菌在夹竹桃组织中的分布

分离获得的内生真菌菌株中ꎬ优势属为球座菌

属和炭疽菌属ꎬ其中炭疽菌属为 ７ 株ꎬ分离率为

３６.８５％ꎬ主要分布于茎段中ꎻ球座菌属分离到 ４ 株

菌ꎬ分离率为 ２１.０５％ꎬ全部来源于叶组织ꎻ叶点霉属

分离到 ３ 株菌ꎬ分离率为 １５.７９％ꎬ曲霉属分离到 ２
株菌ꎬ分离率为 １０.５３％ꎬ全部来源于叶组织ꎮ 另从

叶片中分离到 １ 株新壳梭孢属真菌ꎬ从茎段中分离

到隔孢壳科新属、间座菌属真菌各 １ 株(表 ３)ꎮ
２.４ 内生真菌抑菌活性的分析

挑选分离到的代表菌株进行液体发酵培养ꎮ
将菌丝体和发酵液在干燥箱中干燥后用浸提液进

行浸提ꎮ 采用浸提物对蜡样芽孢杆菌、金黄色葡

萄球菌、溶藻弧菌、坎氏弧菌和魔鬼弧菌进行抑菌

图 ２　 ＮＪ法构建的夹竹桃内生真菌 ＩＴＳ序列系统进化树图
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩＴＳ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ ｂｙ ＮＪ ｍｅｔｈｏｄ

活性检测ꎮ 结果(表 ４)显示ꎬｊｉｎｇ￣１１６、ｙｅ￣１３５、ｙｅ￣
１３６ 对芽孢杆菌有较强的抑制效果ꎬ其中 ｊｉｎｇ￣１１６、
ｙｅ￣１３５ 的抑菌圈分别为 ７.９８ ｍｍ 和 ９.２９ ｍｍꎬｙｅ￣
１３６ 更是高达 １５.３６ ｍｍꎻｙｅ￣１３４ 对溶藻弧菌有抑

制效果ꎬ抑菌圈为 ６. ６５ ｍｍꎻ ｊｉｎｇ￣１１７、 ｙｅ￣１３０、 ｙｅ￣
１３６ 对坎氏弧菌有抑制效果ꎬ抑菌圈分别为 ８.２８、
８.３３、９.７４ ｍｍꎮ 抑菌实验结果表明ꎬ具有抑菌活

性的内生真菌在夹竹桃的不同组织中均有分布ꎬ
其中叶片中内生真菌的抑菌活性略高于茎段ꎮ

３　 讨论与结论

本研究从夹竹桃的叶和茎中分离到 １９ 株内生

真菌ꎬ采用形态学结合 ＩＴＳ 序列分析表明其分属于

７ 个属ꎬ优势属包括炭疽菌属、球座菌属、叶点霉

属ꎬ其他还包括新壳梭孢属、曲霉属、隔孢壳科新

属、间座壳属ꎮ 其他学者对夹竹桃内生真菌的研

究中也曾分离到炭疽菌属(Ｒａｍｅｓｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ
而其他 ６ 个属在以往的夹竹桃内生真菌的研究中

较少被提及ꎬ这可能是因为球座菌属、叶点霉属、
新壳梭孢属、曲霉属、隔孢壳科和间座壳属较少产

孢ꎬ依靠形态学的鉴定方法较难准确鉴定这些真

菌ꎮ 例如ꎬ从夹竹桃中分离到 ４２ 株内生真菌ꎬ分
属于 １４ 个类群ꎬ 依靠形态能够确认的仅包括炭疽

２５１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ３　 夹竹桃内生真菌在组织中的分布情况
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

ｉｎ Ｎｅｒｉｕｍ ｏｌｅａｎｄｅｒ

编号
Ｎｏ.

属
Ｇｅｎｕｓ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

叶
Ｌｅａｆ

茎
Ｓｔｅｍ

１ 炭疽菌属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

果生炭疽菌
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ

２ ４

柚炭疽菌
Ｃ. ｃｉｔｒｉ￣ｍａｘｉｍａｅ

０ １

２ 球座菌属
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ

香蕉球座菌
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍｕｓｉｃｏｌａ

２ ０

Ｇ. ａｌｌｉａｃｅａ ２ ０

３ 叶点霉属
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ

首都叶点霉
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ

３ ０

４ 新壳梭孢属
Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ

小新壳梭孢
Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ

１ ０

５ 隔孢壳科新属
Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ

Ｎｏｔｈｏｐｈｏｍａ
ａｎｉｇｏｚａｎｔｈｉ

０ １

６ 间座壳属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. ０ １

７ 曲霉属
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

新椭圆曲霉
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｅｏｅｌｌｉｐｔｉｃｕｓ

１ ０

溜曲霉
Ａ. ｔａｍａｒｉｉ

１ ０

表 ４　 分离出的内生真菌的抑菌活性
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

蜡样芽
孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ

金黄色
葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙ￣
ｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ

溶藻弧菌
Ｖｉｂｒｉｏ

ａｌｇｉｎｏｌｙ￣
ｔｉｃｕｓ

坎氏
弧菌

Ｖ. ｃａｍｐ￣
ｂｅｌｌｉｉ

魔鬼
弧菌

Ｖ. ｄｉａｂｏ￣
ｌｉｃｕｓ

ｊｉｎｇ￣１１６ ＋ － － － －

ｊｉｎｇ￣１１７ － － － ＋＋ －

ｙｅ￣１３０ － － － ＋＋ －

ｙｅ￣１３４ － － ＋ － －

ｙｅ￣１３５ ＋＋ － － － －

ｙｅ￣１３６ ＋＋ － － ＋＋ －

空白对照
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

－ － － － －

阳性对照
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

　 注: ＋＋表示 ８.０ ｍｍ<抑菌圈直径ꎻ ＋表示 ０ ｍｍ<抑菌圈直径<
８.０ ｍｍꎻ －表示无抑菌作用ꎻ 滤纸片直径为 ６.０ ｍｍꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＋ ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ８. ０ ｍｍ < ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅꎻ ＋
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ０ ｍｍ< ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ <８.０ ｍｍꎻ － ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｎｏ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｆｉｌｔｅｒ ｐａｐｅｒ ｗａｓ ６.０ ｍｍ.

菌属、毛壳菌属和枝孢霉属(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎻ
而印度学者 Ｒａｍｅｓｈａ 等(２０１３)从夹竹桃中分离到

２８ 株 内 生 真 菌ꎬ 也 仅 描 述 出 镰 刀 菌 ( Ｆｕｓｉｕｍ
ｓｅｍｉｔｅｃｔｕｍ ＮＯＦ￣３)、交链孢菌( Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ＮＯＦ￣７)、

球孢炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ＮＯＦ￣８)
和菌丝霉菌(Ｍｙｃｅｌｉａ ｓｔｅｒｉｌｉａ ＮＯＳ￣６) 这些比较容易

通过形态学进行鉴定的种属ꎮ 本研究利用形态学

结合 ＩＴＳ 序列分析相互结合的方法ꎬ准确地鉴定出

夹竹桃内生真菌的类型及其在不同组织的分布状

况等ꎬ首次为夹竹桃内生真菌多样性的研究提供

了准确的参考数据ꎮ
本研究分离得到 ６ 株活性菌株( ｊｉｎｇ￣１１６、ｊｉｎｇ￣

１１７、ｙｅ￣１３０、ｙｅ￣１３４、 ｙｅ￣１３５、 ｙｅ￣１３６)ꎬ其中大部分

抗菌活性较强的内生真菌(如 ｙｅ￣１３０、ｙｅ￣１３４、ｙｅ￣
１３５ 和 ｙｅ￣１３６)来源于夹竹桃的叶ꎬ而夹竹桃的强

心甙、三萜皂甙等活性成分也主要分布在叶中ꎬ表
明内生真菌的活性可能与宿主植物有关(Ｒａｄｕ ＆
Ｋｑｕｅｅｎꎬ ２００２)ꎮ 因此ꎬ从植物的药用部位分离内

生真菌获得活性菌株的机会可能更大( Ｇｏｕｄａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 另外ꎬ本研究分离到的球座菌属和炭

疽菌属包含多株真菌ꎬ如 ｙｅ￣１２７、ｙｅ￣１２９、ｙｅ￣１３０、
ｙｅ￣１３２ 的 ＩＴＳ 序 列 相 同ꎬ 均 属 于 球 座 菌 属

(Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ)ꎬ仅 ｙｅ￣１３０ 有抗菌活性ꎻ同理 ｊｉｎｇ￣１１５
和 ｊｉｎｇ￣１１６ 的 ＩＴＳ 序 列 相 同ꎬ均 属 于 炭 疽 菌 属

(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)ꎬ仅 ｊｉｎｇ￣１１６ 有抗菌活性ꎬ说明抗

菌活性具有菌株特异性ꎬ与 Ｐｈｏｎｇｐａｉｃｈｉｔ 等(２００６)
的研究结果一致ꎮ 这说明在做夹竹桃内生真菌分

离时ꎬ通过增加分离的真菌数量ꎬ将有利于得到更

多抗菌活性菌株ꎮ
本研究分离得到的抗细菌活性的内生真菌

中ꎬｙｅ￣１３４(球座菌属ꎬＧｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐ.)对溶藻弧菌

有抑制作用ꎬ ｊｉｎｇ￣１１７(新壳梭孢属ꎬＮｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ
ｓｐ.)、ｙｅ￣１３０ ( Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐ.) 和 ｙｅ￣１３６ (曲霉属ꎬ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ.)对坎氏弧菌有抑制作用ꎮ 坎氏弧菌

(Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)是最近几年发现的病原弧菌ꎬ
因此本研究展现了其良好的应用前景ꎮ 目前ꎬ从
曲霉属真菌中有发现鳗弧菌(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)、
副溶血性弧菌( Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、抗哈维氏弧菌

(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)的活性物质ꎬ但还未从新壳梭

孢属和球座菌属真菌中发现抗弧菌的真菌和活性

物质ꎮ 新壳梭孢菌是植物病原菌ꎬ目前包含大约

５０ 个种ꎬ从 ７ 个种的新壳梭孢菌中分离鉴定了 ９
类化合物ꎬ包括环己烯酮、５ꎬ６￣二氢￣２￣吡喃酮、麦
托考酮、萘酮、萘醌、酚和醇、倍半萜等( Ｓａｌｖａｔｏｒｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 球座菌属真菌也曾经在其他植物内

生真菌中发现有抗菌活性(Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 在

后续研究中ꎬ我们将针对 ｙｅ￣１３４、 ｙｅ￣１３０ 和 ｊｉｎｇ￣

３５１１ 期 宋静静等: 广西夹竹桃内生真菌的多样性和抑制几种水产病原菌活性筛选



１１７ 开展活性物质的研究ꎬ有望获得一些新型的抗

水产病菌的抗菌剂ꎮ
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