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菌解决杜仲资源缺乏的问题具有较深远的应用前景。本研究较系统地阐述了近年来杜仲内生真菌的多样性、次生代

谢产物和提高内生真菌活性代谢产物产量的技术和方法，提出了研究中亟待解决的问题，以便为濒危植物杜仲资源的
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　　杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ）是杜仲科杜仲属植物，为落叶
乔木，是我国特有的珍贵树种，别称思仙、思仲、木棉，是仅存

于我国的第三纪孑遗植物，属于国家二类保护植物，主要分布

于贵州、陕西、四川等省（区）［１］。杜仲作为药材使用在我国

已有两千多年的历史，其树皮经过干燥可入药，《神农本草

经》《本草纲目》均把杜仲列为中上品，并明确记载其功效：

“主治腰脊疼，补中、益精气、坚筋骨、强志、除阴下痒湿、小便

余沥、安胎，久服轻身不老。”近代医学研究发现，杜仲除传统

的医疗功效外，还具有双向调节血压、抗癌、抗病毒、愈伤和增

强机体免疫功能等多种作用［２］，已引起国内外医药界广泛关

注。杜仲不仅是珍贵药材，而且含有天然高分子材料杜仲胶。

植物内生真菌是指那些生活史的一定阶段或全部阶段生

活于健康植物各种组织和器官内部或细胞间隙而没有引起宿

主明显病害症状的真菌［３］。研究表明，植物内生菌具有促进

植物生长发育［４］、增强宿主抗逆性等功能［５］；而在与宿主相

互作用的过程中，部分植物内生菌不仅具有促进宿主活性物

质的生成和积累的能力，而且还能产生与宿主相同或相似的

活性物质［６］。植物内生真菌产生的次生代谢产物具有生物

学功能多样性和化学结构多样性，这些次生代谢产物从功能

作用上可分为抑菌物质类、杀虫物质类、植物生长调节剂类、

抗肿瘤活性物质类及其他活性产物类型［７］。利用植物内生

菌进行工业化发酵生产某些紧缺和新型药物，为解决某些药

用植物生长缓慢、资源短缺等因素带来的药源紧张和生态破

坏问题提供了新思路。

目前，对杜仲内生真菌的研究主要集中在内生真菌的分

离方法、生物多样性和生物活性等方面。本研究对濒危植物

杜仲内生真菌的多样性、次生代谢产物以及提高内生真菌活

性代谢产物的技术和方法进行探讨，并对杜仲内生真菌研究

中亟待解决的问题和前景进行展望，以期为濒危植物杜仲资

源的有效保护、合理开发和综合利用提供依据。

１　杜仲内生真菌的多样性

近年来，人们开始关注并进行内生真菌的研究。目前从

植物组织中已分离出大量的内生真菌类群，但是通过对内生

真菌与宿主专一性分析可知，平均每种宿主有４～５种专一性
内生真菌，按地球目前已知２５万种植物计算，内生真菌总数
可能超过１００万种［８］，可见植物组织和器官中存在大量的内

生真菌资源亟待研究。

１．１　杜仲内生菌的种类和优势菌群
杜仲内生真菌具有普遍性和多样性的特点。目前，从杜

仲中分离到的内生菌共有十余属，且因地域、采集部位的差异

而造成了菌株的多样性。王丽丽等综合运用形态特征和分子

生物学技术从杜仲茎组织中分离到４１株内生真菌，均为半知
菌，属于６个属，分别是脉孢菌霉（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ）、曲霉属（Ａｓｐｅｒ
ｇｉｌｌｕｓ）、白僵菌属（Ｂｅａｕｖｅｒｉａ）、小菌核属（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ）、盾壳霉
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属（Ｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍ）、离蠕孢属（Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ）［９］。杨明琰等采用组
织分离法从秦岭药用植物杜仲茎部共分离到内生真菌 ３８
株［１０］，经形态学鉴定分属于９属，其中青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）为
优势菌群，拟青霉属（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．）、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐ．）和无孢群属为常见属。孙奎等从杜仲植物根、茎、叶中分
离获得８０株内生真菌［１１］，经形态显微观察，将其分类鉴定为

１４个属，以链格孢属、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）为优势种群。
马养民等从杜仲根、茎、叶中共分离出６２株内生真菌，鉴定为
１５属［１２］。其中以链格孢属为优势种群，占总数的２５．８１％；
其次是青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ），占总数的１６．１３％。陈峻青等从
杜仲的根、茎、叶中分离得到５２株内生真菌［１３］，经形态学观

察，分属１０个属，其中镰刀菌属、链格孢属、茎点霉属（Ｐｈｏｍａ
ｓｐ．）、刺孢壳属（Ｃｈａｅｔｏｍｅｌｌａｓｐ．）为优势属。梁雪娟从慈利、
略阳和遵义３个杜仲产地的杜仲皮组织块中共分离出１５２株
内生真菌［１４］，经形态和分子手段相结合的方式对分离出的内

生真菌进行鉴定，分属于８属，其中拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）、
间座壳属（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ）、链格孢属为３个杜仲产地内生真菌共
有属，且为优势菌群。

１．２　内生真菌在杜仲不同组织的分布
健康杜仲组织中内生真菌分布普遍，不同组织中均能不

同程度地分离得到内生真菌，特别是在茎和根部中，内生真菌

丰富。内生菌具有较高的生物多样性水平，对同一植物而言，

从中可分离到的内生真菌通常为数种至数十种，有的多达数

百种［１５］。

孙奎等研究表明，杜仲根部分布的内生真菌无论从数量

还是种属上都占优势，根部分离 ３３株，占总菌株的
４１２５％［１１］。其中，根部不仅存在优势种群链格孢属、镰刀菌

属和茎点霉属，而且拟青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｐｓｉｓｓｐ．）、卵形孢霉属
（Ｏｏｓｐｏｒａｓｐ．）、瘤座孢属（Ｔｕｂｅｒｃｕｌａｒｉａｓｐ．）和尾孢属（Ｃｅｒｃｏｓ
ｐｏｒａｓｐ．）只在根部分布。杜仲各组织内生真菌的分布有所区
别，根部组织分离得到的内生真菌最多，这可能是因为根部组

织与土壤直接接触，而土壤中丰富的微生物可能会入侵到根

部组织，从而形成内生真菌。同时，植株根部组织内营养丰

富，适合内生真菌的生长。这些因素都为内生真菌的生长提

供了良好的条件。姜交龙的研究也表明，杜仲根部组织分离

出来的内生真菌的数量和种属数都显著高于其他组织［１６］。

马养民等研究表明，从杜仲根、茎、叶中分离的内生真菌

种类和数量相差无几，分离率分别为 ３２．２６％、３３．８７％、
３３．８７％［１２］。陈峻青等研究表明，不同部位杜仲内生真菌的

分布并不均匀，叶中分离的内生真菌数量大于根，叶中分离出

２２株内生真菌，占总菌株的４２．３１％，根中分离出１６株内生
真菌，占总菌株的３０．７７％［１３］。

１．３　不同季节对杜仲内生真菌种类的影响
梁雪娟采用Ｓｉｍｐｓｏｎ优势度指数、Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数和

Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数对杜仲皮内生真菌进行计算分析［１４］，表明

不同季节杜仲皮中内生真菌种群结构存有较大差异，多样性

不一。秋季为杜仲内生真菌分离的最佳时期，在此季节分离

杜仲内生真菌得到的种类和数量较多，而夏季分离得到的种

类和数量均较少。这种差异由宿主植物的生长和外部环境的

变化共同导致，春季宿主植物生长呈苏醒状态，生长态势逐渐

增加，内生真菌在宿主植物体内的种群分布受到抑制，处于复

苏阶段；秋季宿主植物生长缓慢，逐渐停滞，利于内生真菌种

群在宿主植物体内的生长分布，内生真菌种类丰富，在数量和

种类上都达到了高峰。杨明琰等研究也表明，秋季杜仲内生

真菌分离的种类和数量大于春季［１０］。这与陈远友等对不同

季节苦楝内生真菌的研究结果［１７］一致，而与相延英等对不同

季节三尖杉内生真菌的季节动态研究结果［１８］略有差异，经分

析是由于不同产地气候及宿主种类不同，其内生真菌种群结

构随季节的演替变化也存在差异。

２　杜仲内生真菌次生代谢产物

药用植物内生真菌不仅能够促进宿主的生长发育，增强

抗逆性，使宿主植物具备更优良的生长特性，且部分内生真菌

可以增强药用植物体内次生代谢产物的合成和积累，甚至内

生真菌本身就能够产生与宿主相同或相似的活性物质［１９］。

近年来，国内外有关专家对杜仲的活性成分进行了大量的研

究，结果发现它主要含有黄酮类、苯丙素类、木脂素类、环烯醚

萜类、多糖、杜仲胶及其他成分［２０］。杜仲活性成分的药用价

值主要有降血压、维持血压平衡、抗衰老、抗氧化、增强免疫功

能等作用。

２．１　杜仲内生真菌主要的次生代谢产物
植物内生菌具有生物学活性，能够有效地促进宿主植物

生长，增强宿主抗病能力和对环境胁迫的抗性［２１－２２］，也可产

生与宿主植物相同或相似的生物活性物质［２３－２４］，例如从短叶

红豆杉（Ｔａｘｕｓｂｒｅｖｉｆｏｌｉａ）的韧皮部中分离得到产抗肿瘤活性
物质紫杉醇的内生菌Ｔａｘｏｍｙｃｅｓａｎｄｒｅａｎａｅ［２３］。

杜仲有种类繁多的化学成分和广泛的药理药效，松脂醇

二葡萄糖苷（ＰＤＧ）是其主要的降压成分［２５］，属于双环氧木质

素类。李爱华等首先从杜仲树皮中分离得到８株可产生ＰＤＧ
的内生真菌，最高产量可达１３．３８７ｍｇ／Ｌ［２６］。随后，王维等采
用响应面分析法对其发酵条件进行优化，该菌的ＰＤＧ产量可
以达到３０ｍｇ／Ｌ［２７］，从而为用发酵法生产 ＰＤＧ提供了可能。
刘超等从杜仲皮中分离得到３株具有产生松脂醇二葡萄糖苷
能力的拟茎点霉属内生真菌［２８］，其中以菌株 ＸＰ－８的 ＰＤＧ
产量最高，达 １１．６５ｍｇ／Ｌ。Ｓｈｉ等通过高效液相色谱法
（ＨＰＬＣ）检测到从杜仲树皮中分离的产ＰＤＧ的内生真菌［２９］。

Ｃｈｅｎ等研究表明［３０］，从杜仲内分离出内生真菌Ｓｏｒｄａｒｉｏ
ｍｙｃｅｔｅｓｐ．Ｂ５可以产生绿原酸。闫兴民通过高效液相色谱法
发现，２株菌的初代培养中产生绿原酸，经分子鉴定分别为链
格孢属、黑孢属，７个菌株可产生桃叶珊瑚苷，但在随后的培
养中却无法检测到绿原酸和桃叶珊瑚苷的存在［３１］。有关杜

仲内生真菌产绿原酸的次级代谢产物合成机制尚有待进一步

研究。

目前，杜仲药材主要由杜仲皮炮制而成，其中黄酮类化合

物含量的高低是判断杜仲能否用于制药及其产品品质的重要

指标［３２］。由于杜仲生长缓慢，仍不能满足市场对杜仲药材的

需求，若能筛选出产与杜仲相似活性成分的内生真菌，就有可

能利用发酵技术的优势生产相应的有效成分。霍娟等从杜仲

叶片中分离到的１株刺孢壳属菌株，通过薄层分析（ＴＬＣ）和
高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测定得知此菌株与其宿主杜仲一样能
够产生的抗氧化活性物质为黄酮类化合物［３３］。沈书庆从杜

仲植株中共分离得到４４株内生真菌［３４］，其中菌株ＤＺ１１能产
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出与其宿主相同或相似的黄酮类物质槲皮素，并且产量相对

稳定，经过１０次传代，其发酵液中槲皮素的含量几乎不变。
通过紫外分光光度法和ＴＬＣ法测定槲皮素的最高产量，分别
为０．４１８、０．３４０ｍｇ／Ｌ。
２．２　杜仲内生真菌抗菌活性研究进展

苏印泉等以金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌为

靶标菌株，对２０株杜仲内生真菌及其次生代谢物进行抗菌活
性筛选，发现有３株内生真菌及其次生代谢产物的抑菌作用
较强［３５］。李雅等研究了４９株杜仲内生真菌及其次生代谢物
对苹果腐烂病病菌（Ｃｙｔｏｓｐｏｒａｓｐ．）、番茄灰霉病病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ
ｃｉｎｔｒｅａ）、西瓜枯萎病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｎｉｖｅ
ｕｍ）、黄瓜枯萎病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｉｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｃｕｍｅｒｉ
ｎｕｍ）、玉米大斑病病菌（Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍｔｕｒｃｉｃｕｍ）和白菜黑
斑病病菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ）６种植物病原真菌的抑菌活性，
其中 ４株内生菌的次生代谢产物对 ６种测试菌都有抑制
作用［３６］。

杨明琰等研究表明，杜仲内生真菌 ＤＺ０５具有广谱的抗
菌活性，特别对番茄灰霉病病菌、番茄叶霉病病菌和苹果炭疽

病病菌抑菌圈达４０ｍｍ以上［１０］，说明它在这几种病原菌的生

物防治领域具有潜在的应用价值。

孙微微等对杜仲内生真菌抗菌活性筛选做了大量研究，

发现１株炭疽菌属（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）杜仲内生真菌 ＤＺＧＳ０７对
苹果炭疽菌有较强拮抗作用，具有较强的营养和空间竞争能

力，显微观察表明它能造成病原菌菌丝畸形等现象［３７］。同

时，丁婷等以玉米纹枯病菌为指示菌，对杜仲内生真菌梭孢壳

属（Ｔｈｉｅｌａｖｉａ）的真菌 ＤＺＧＳ０８进行研究，发现它对玉米纹枯
病菌具有较好的拮抗作用，抑菌带宽度大于１０ｍｍ；玉米盆栽
试验结果显示，防治效果为３４．０３％［３８］。拮抗菌株 ＤＺＧＳ０８
还能造成病原菌菌丝扭曲和畸形等现象。丁婷等还通过浓度

梯度法获得杜仲内生真菌抗性突变株ＤＺＪ０７－２，发现它可在
小麦根际定殖，且能诱导小麦植株根部的多酚氧化酶（ＰＰＯ）、
过氧化物酶（ＰＯＤ）和苯丙氨酸酶（ＰＡＬ）防御酶活性的提高，
在一定程度上增强了小麦对纹枯病的抗性［３９］。

以上研究结果表明，杜仲内生真菌具有普遍的抗菌活性，

在植物病害的生物防治领域有一定的应用前景。

３　提高杜仲内生真菌活性代谢产物产量的方法

目前，有关提高杜仲内生真菌活性代谢产物产量的研究

报道较少，且多数集中在活性代谢产物菌株培养基优化方面。

李爱华等以１株ＰＤＧ高产菌株作为研究对象，应用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－
Ｂｕｒｍａｎ试验设计，对影响菌株发酵产 ＰＤＧ的诸多因子进行
了评价，筛选出了影响发酵产 ＰＤＧ的主要内在因素［２６］。通

过响应曲面法对主要影响因子进行优化与评价，最终验证试

验得出，当麦芽糖３１．４３ｇ／Ｌ、可溶性淀粉４６．２６ｇ／Ｌ、ＮＨ４Ｃｌ
２．３８ｇ／Ｌ、ＮａＮＯ３２．２７ｇ／Ｌ、ＦｅＳＯ４０．１４ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４１４７ｇ／Ｌ
时，可获得ＰＤＧ最大产量为２７．６２８ｍｇ／Ｌ，而在原来的查氏培
养基上ＰＤＧ的产量仅为１３．３８７ｍｇ／Ｌ，产量显著提高［２６］。另

外，研究表明利用葡萄糖作为培养基碳源时不能产生 ＰＤＧ，
这可能与ＰＤＧ代谢途径有关。刘超等通过分类鉴定确定产
ＰＤＧ菌株ＸＰ－８为拟茎点霉属，优化其生长条件，发现在２８
℃、ｐＨ值５．０时生长最快［２８］；该菌株对麦芽糖和葡萄糖的利

用能力较强，不能利用苹果酸，对硝酸钠的利用能力较强，但

不能利用天门冬氨酸。沈书庆对杜仲内生真菌产槲皮素菌株

ＤＺ１１培养基进行筛选优化，发现它在豆芽汁培养基上菌丝不
但生长快而且较为浓密［３４］。通过单因素分析试验，确定发酵

菌株的最佳碳源、氮源、ｐＨ值、温度分别是蔗糖、脲、７．０、
２８℃。通过正交试验，得出适合杜仲内生真菌产槲皮素菌株
ＤＺ１１菌丝生长的培养基：蔗糖２５ｇ／Ｌ，脲２ｇ／Ｌ，装量为１２０
ｍＬ或３００ｍＬ；适合杜仲内生真菌槲皮素积累的培养基：蔗糖
３０ｇ／Ｌ，脲２．５ｇ／Ｌ，装量为１００ｍＬ或３００ｍＬ。通过优化产活
性代谢产物菌株培养基，有利于提高杜仲内生真菌产活性代

谢产物菌株的分离率，筛选新的菌株，获得稳定高效的次生代

谢产物。

４　讨论与展望

杜仲内生真菌的多样性及次生代谢产物活性研究中亟待

解决的问题有以下几点：

（１）与濒危植物杜仲共生的微生物除了内生真菌以外还
有内生细菌和内生放线菌，而杜仲内生细菌和放线菌是否也

具有多样性和普遍性有待进一步研究。内生细菌在杜仲组织

也有被分离的报道，并且具有抗菌活性。龚凤娟等从杜仲根

中分离到５株ＡＣＣ脱氨酶活性较高的内生细菌，其中４株菌
对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌均有较好的抑菌活性［４０］。

（２）分离部位、分离时间和采集地域的不同也会造成杜
仲内生真菌的分离有显著的差异性。因此，须要对杜仲内生

真菌遗传差异性做系统性研究。

（３）有关杜仲内生真菌研究重点主要集中在初步筛选产
活性成分的菌株，例如分离产绿原酸、松脂醇二葡萄糖苷的菌

株，但有杜仲关内生真菌产次生代谢产物的机制尚不清楚，合

成相关基因是在共生时由宿主转移至内生真菌，还是内生真

菌与宿主同时进化获得了合成能力有待进一步研究。

（４）现有研究已证明杜仲内生菌具有抗菌活性，但缺乏
对抗菌活性成分的分离及抑菌机制的深入研究。并且尚未有

将杜仲内生真菌代谢产物应用于药物生产的实例。

杜仲属国家濒危药材，传统的采集和消耗珍贵野生植物

的做法，势必会造成资源的日益匮乏和环境的不断恶化，故在

研究杜仲内生真菌多样性及次生代谢产物活性的同时应加大

对杜仲资源的保护与利用，尤其是对野生杜仲资源保护。杜

仲内生真菌种类丰富，其应用主要集中在２个方面：一是利用
内生真菌进入杜仲组织内，促进杜仲生长，增加其抗逆性，并

且刺激诱导杜仲细胞生成具有药理活性的次生代谢产物，如

绿原酸、松脂醇二葡萄糖苷和京尼平苷酸等；另一方面是利用

内生真菌在试验条件下进行发酵，以此来生产具有广泛药用

价值的物质，如微生物农药、抗生素和抗癌、抗肿瘤药物等。

杜仲是我国特有树种，并且具有种类繁多的化学成分和

广泛的药理药效，应用前景极为广阔，在医药领域有较大潜

力。利用杜仲内生真菌发酵产活性成分与从植物中提取有独

特的优势，内生真菌不仅能在简单的培养基上良好地生长，产

生大量的发酵产物，还可在生物反应器中人为控制各种参数，

并可通过诱变育种等手段改变菌种性能以提高活性成分产

量，便于实现大规模工业化生产，前景广阔；此外，对于天然药

物新生成途径的开发及濒危药用植物杜仲的保护具有十分重
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要的经济及生态效益。利用微生物发酵技术解决杜仲资源缺

乏的问题将成为研究热点，相信随着研究的深入，杜仲内生真

菌在开发利用杜仲资源方面前景光明。
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