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　　摘要：为研究滇重楼内生真菌的抑菌活性，先从滇重楼块茎中分离得到９８株内生真菌，对峙试验结果表明，其中
有８株内生真菌对供试植物病原菌立枯丝核菌、尖孢镰刀菌和烟草黑胫病菌有一定的抑制作用；内生真菌发酵液初提
物抑菌试验结果表明，３株内生真菌发酵液的提取物对供试植物病原菌有一定的抑制作用，分别为 ＰＰＣ－２５、ＰＰＣ－
４３、ＰＰＣ－７８，其他菌株的发酵液提取物对供试植物病原菌没有抑菌活性。
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　 　 滇 重 楼 ［Ｐａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ ｖａｒ． ｙｕｎｎａｎｓｅｎｓｉｓ
（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｎｄ］分布于云南省、贵州省和四川省，生长在海
拔 １４００～３１００ｍ的常绿阔叶林、云南松林、竹林、灌丛或草
坡内。滇重楼根茎入药，有清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊之

功效，用于疔肿痈肿、咽喉肿痛、毒蛇咬伤、跌打伤痛、惊风抽

搐等症状［１］。另外，滇重楼的次生代谢产物甾体皂苷有止

血、祛痰、抑菌、镇静镇痛、抗早孕杀精子、抗细胞毒素等作用，

临床上用于治疗功能性子宫出血、神经性皮炎、外科炎症以及

肿瘤等，具有显著的疗效［２－６］。随着新药的研究开发，滇重楼

成为著名中成药云南白药、宫血宁胶囊等产品的主要原料，制

药工业需求量逐年递增，滇重楼供不应求［７］。由于滇重楼种

子有“二次休眠”现象，种苗繁育存在巨大困难［８］。目前滇重

楼的繁殖方法主要是根茎切块繁殖和组织培养等，但是在育

苗过程中创口和组培苗容易受到病原菌侵染，导致滇重楼根

腐病大面积发生，造成严重的经济损失。植物内生菌在植物

抵御外来有害病菌入侵、促进种子萌发、促进植物生长和植物

有效成分代谢等方面起着重要的作用［９－１３］。但是，有关滇重

楼内生真菌的研究不多。

因此，研究滇重楼内生真菌的抑菌活性，有利于提高植物

的抗病性；同时，研究结果能为共生真菌与植物的共生关系提

供科学依据，为滇重楼的人工栽培提供技术参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　滇重楼块茎来源　滇重楼块茎于２０１４年采自云南省
普洱市。

１．１．２　培养基　试验用培养基为ＰＤＡ培养基。
１．１．３　供试病原菌　供试病原菌由云南农业大学农业生物
多样性与病虫害控制教育部重点实验室提供，供试病原菌株

编号及名称见表１，采用的病原菌均为植物土传病害病菌。

表１　供试病原菌编号及名称

编号 病原菌

ＲＳ－０５ 立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）
ＦＯ－０１ 尖孢镰刀菌（ＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍＳｃｈｌｅｃｈｔ．）

ＰＰ－０２ 烟草黑胫病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ
Ｔｕｃｋｅｒ）

１．２　试验方法
１．２．１　滇重楼内生菌分离　取健康滇重楼植株的根状茎，弃
泥土，用水冲洗干净，晾干水分，按照以下步骤进行表面杀菌

处理：０．２％氯化汞消毒１０～３０ｓ，无菌水冲洗，７５％乙醇消毒
１０～６０ｓ，无菌水冲洗，处理完毕后在无菌条件下将滇重楼样
品切成２ｃｍ×２ｃｍ的小块，种植于 ＰＤＡ培养基内，培养５～
１０ｄ，观察培养基中有无菌落形成，挑取菌落转接入 ＰＤＡ斜
面培养基中，按常规微生物学法分离、纯化和保藏。

１．２．２　对峙试验　滇重楼内生真菌的抑菌活性测定采用平
皿对峙培养法，各供试病原菌和滇重楼内生真菌置于２８℃黑
暗条件下培养３ｄ后，用打孔器（直径６ｍｍ）沿其菌落边缘打
菌饼，将内生真菌与病原菌菌饼接种于 ＰＤＡ平板上距中心
１５ｍｍ处同一直线上的２点中，同时以只接病原菌和内生真
菌的平板作为对照，每个处理重复３次，分别置于２８℃恒温
培养箱中黑暗条件下培养，每２４ｈ观察１次，选择能够抑制
供试植物病原菌菌丝生长的内生菌进行液体培养，准备其发
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酵代谢物的抑菌活性研究。

１．２．３　发酵液中代谢物质的萃取　将选择的有抑菌活性的
内生菌接种于 ＰＤＡ液体培养基中，在２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ的摇
床上培养７ｄ，待培养基中布满菌丝，停止培养，挑去菌丝，用
等量乙酸乙酯萃取１０ｈ，６５℃减压蒸馏浓缩至２ｍＬ，自然挥
干称质量，加乙酸乙酯２ｍＬ保存。
１．２．４　萃取物抑菌试验　利用１／１００００天平称量内生菌发
酵液粗提物，用无菌水将各溶剂萃取物分别稀释成 １５、１０、
５ｍｇ／ｍＬ的溶液。配制马铃薯培养基，灭菌，备用。无菌条件
下，将稀释的不同发酵液粗提物与马铃薯培养基在

（４０±５）℃ 条件下以１∶９的比例混合，倒入培养皿，冷却制
成有毒培养基平板后分别接入供试病原菌立枯丝核菌、尖孢

镰刀菌、烟草黑胫病菌菌饼（直径９ｍｍ），每个浓度、每个菌
种均设３皿重复。以不加提取物的马铃薯培养基为对照。观
察菌落生长情况，在第７天测量菌落直径，抑菌率按照公式
（１）进行计算：

抑菌率＝对照病原菌菌落直径－处理组病原菌菌落直径
对照病原菌菌落直径

×１００％。

（１）
１．２．５　数据统计　试验所得数据采用 ＳＰＳＳ１７．０进行方差
分析。

２　结果与分析

２．１　滇重楼内生真菌和对峙试验结果
从滇重楼植物中分离得到９８株内生真菌，将这些内生真

菌与供试植物病原菌进行对峙试验。由表２可见，滇重楼内
生真菌ＰＰＣ－７８和ＰＰＣ－４３对供试植物土传病原菌立枯丝
核菌、尖孢镰刀菌和烟草黑胫病菌有很强的抑制作用，其抑菌

率均在８２％以上，且ＰＰＣ－７８对尖孢镰刀菌的抑制率达到了
１００．００％；内生菌 ＰＰＣ－２５的抑菌效果也很好，对立枯丝核
菌、尖孢镰刀菌和烟草黑胫病菌的抑制率在 ５８．８３％ ～
７２８１％之间；内生真菌 ＰＰＣ－０３、ＰＰＣ－２１、ＰＰＣ－３２、ＰＰＣ－
７１和ＰＰＣ－７３对立枯丝核菌、尖孢镰刀菌和烟草黑胫病菌也
有不同程度的抑制效果。

表２　滇重楼内生真菌对病原菌的抑菌率

内生真

菌编号

抑菌率（％）
立枯丝核菌 尖孢镰刀菌 烟草黑胫病菌

ＰＰＣ－０３ １０．２５±０．６３ １５．７３±１．１２ ７．２１±０．１２
ＰＰＣ－２１ １８．５３±１．３３ ２０．３６±０．７５ ２０．７９±１．０３
ＰＰＣ－２５ ６７．５５±２．０９ ５８．８３±０．５１ ７２．８１±０．６５
ＰＰＣ－３２ ３２．４７±１．２１ ３６．５５±０．３４ ２９．８６±０．６４
ＰＰＣ－４３ ８８．７６±０．５８ ９３．６７±２．３９ ８２．３１±１．２２
ＰＰＣ－７１ １２．７７±０．１３ １７．３５±０．５２ １０．６６±０．４７
ＰＰＣ－７３ ３２．６５±１．２１ ２９．６７±０．６７ ３７．８１±０．６５
ＰＰＣ－７８ ９３．５５±０．６５ １００．００±０．００ ９５．８８±０．５６

２．２　发酵液对立枯丝核菌的抑菌活性
采用对峙试验中能够抑制病原真菌生长的菌株发酵液初

提物对立枯丝核病菌进行抑制试验。

　　由表３可以看出，对峙试验有抑菌效果的８株滇重楼内
生菌中，发酵液提取物对供试植物病原菌有抑菌作用的菌株

仅有３株，它们分别是ＰＰＣ－２５、ＰＰＣ－４３和ＰＰＣ－７８，其他

表３　滇重楼内生真菌发酵液提取物对病原真菌的抑菌率

内生真

菌编号

抑菌率（％）
立枯丝核菌 尖孢镰刀菌 烟草黑胫病菌

ＰＰＣ－０３ ０．００±０．００ ０．２１±０．０１ ０．００±０．０１
ＰＰＣ－２１ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００
ＰＰＣ－２５ ９．７６±０．１４ ８．６５±０．３２ ５．０７±０．０４
ＰＰＣ－３２ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００
ＰＰＣ－４３ ３７．２１±０．３４ ６２．５５±１．０４ ４７．６６±２．１６
ＰＰＣ－７１ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００
ＰＰＣ－７３ ０．００±０．００ ０．００±０．００ ０．００±０．００
ＰＰＣ－７８ ６７．４４±２．７１ ８３．１１±０．５３ ７７．４９±１．１５

内生菌发酵液提取物对供试病原菌没有抑制作用；ＰＰＣ－２５、
ＰＰＣ－４３、ＰＰＣ－７８发酵液提取物对立枯丝核菌的抑菌率分
别是９．７６％、３７．２１％、６７．４４％，对尖孢镰刀菌的抑菌率分别
是８．６５％、６２．５５％、８３．１１％，对烟草黑胫病菌的抑菌率分别
是５．０７％、４７．６６％、７７．４９％。相比而言，ＰＰＣ－７８发酵液提
取物的抑菌活性最强，ＰＰＣ－４３次之，ＰＰＣ－２５最弱。其他菌
株的发酵液初提物对供试植物菌株没有抑制作用，但是活体

对峙试验有抑制作用，可能的原因有２点：（１）营养竞争；（２）
植物病原菌刺激内生真菌产生有抑菌活性的物质。

３　结论与讨论

从滇重楼块茎中分离得到９８株内生真菌，对峙试验结果
表明，其中有８株内生真菌对供试植物病原菌立枯丝核菌、尖
孢镰刀菌和烟草黑胫病菌有一定的抑制作用，菌株编号分别

为ＰＰＣ－０３、ＰＰＣ－２１、ＰＰＣ－２５、ＰＰＣ－３２、ＰＰＣ－４３、ＰＰＣ－
７１、ＰＰＣ－７３、ＰＰＣ－７８；内生真菌发酵液初提物抑菌试验表
明，３株内生真菌发酵液的提取物对供试植物病原菌有一定
的抑制作用，分别为 ＰＰＣ－２５、ＰＰＣ－４３和 ＰＰＣ－７８，其他菌
株的发酵液提取物对供试植物病原菌没有抑制活性。

所用的植物病原菌仅包括土传病害菌立枯丝核菌、尖

孢镰刀菌和烟草黑胫病菌，不能断定除菌株 ＰＰＣ－０３、
ＰＰＣ－２１、ＰＰＣ－２５、ＰＰＣ－３２、ＰＰＣ－４３、ＰＰＣ－７１、ＰＰＣ－７３
和 ＰＰＣ－７８外的内生菌没有抑菌活性，应继续探索滇重楼
内生真菌对其他病原菌的抑菌活性，包括植物病原菌和动

物病原菌。

本研究仅对部分菌株的发酵液提取物抑菌活性进行研

究，还应对其他菌株的发酵液提取物的抑菌活性进行研究；另

外，本研究仅采用乙酸乙酯对发酵液中的物质进行初步提取。

下一步研究将围绕内生真菌代谢产物的分离、结构鉴定等方

面进行。
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芒果细菌性黑斑病病菌 ｒｅｐ－ＰＣＲ遗传多样性
漆艳香，张　贺，蒲金基，张　欣，谢艺贤，陆　英，喻群芳，张辉强

（中国热带农业科学院环境与植物保护研究所，海南海口５７１１０１）

　　摘要：采用ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ引物对２２株从海南、四川、广西芒果产区采集的芒果细菌性黑斑病菌菌株和１株
源自美国菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）的标准菌株进行 ｒｅｐ－ＰＣＲ分析，并根据 ＤＮＡ指纹特征，用 ＮＴＳＹＳ软件进行聚类分
析。结果表明，３组引物共扩增出４６３条带，其中有３０２条多态性条带，多态检测率为６５．２３％。综合分析３组引物组
合的指纹图谱数据，以相似系数０．６５为阀值时，供试的２３株菌株可以分为Ａ和Ｂ２个遗传相似组，其中来自四川米
易县的２株菌株与标准菌株 ＡＴＣＣ１１６３７聚在 Ａ组，而来自海南省、广西省的所有菌株均聚在 Ｂ组。取相似系数为
０８７时，Ａ组群又可分为２个亚组，而Ｂ组群则进一步分为６个亚组。研究结果表明，芒果细菌性黑斑病菌菌株有丰
富的遗传多态性和较大的遗传变异，但各遗传聚类组群菌株来源广泛，与地理来源及芒果品种均无明显相关性。
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作者简介：漆艳香（１９７５—），女，湖南城步人，博士，副研究员，主要从
事热带果树病害病原学研究。Ｔｅｌ：（０８９８）６６９６９２４０；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｑｉｙａｎｘｉａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ。

　　由野油菜黄单胞杆菌芒果致病变种（Ｘａｎｔｈｏｍａｎａｓ
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｍａｎｇｉｆｅｒａｅｉｎｄｉｃａｅ，Ｘｃｍ）引起的芒果细菌性黑斑
病是芒果上一种常发性重要病害，该病严重影响芒果产量和果

品商品价值，是芒果外销产业的重要限制因子［１－２］。选育抗病

品种是防治此病害最经济和有效的措施，而品种抗性是寄主与

病原物相互作用的结果，因此，了解与掌握芒果细菌性黑斑病

病原菌的群体分化，可为芒果抗病品种选育提供依据和参考。

重复序列ＰＣＲ（ｒｅｐ－ＰＣＲ）主要是基于细菌基因组中重
复序列元件（ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ等）的保守区域设计引物，通
过ＰＣＲ选择性扩增不同的基因组区域，揭示病原菌不同种或
种下的不同菌株的遗传变异情况［３－４］。该技术具有分辨率

高、快速简单、重复性好的特点，在国内外已广泛应用于黄单

胞菌属植物病原细菌的群体遗传多样性分析，如柑橘溃疡病

病菌（Ｘ．ｃｉｔｒｉｓｕｂｓｐ．ｃｉｔｒｉ）［５－７］、水稻白叶枯病菌（Ｘ．ｏｒｙｚａｅ
ｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）［８－９］、水稻条斑病病菌（Ｘ．ｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚｉｃｏ
ｌａ）［１０－１１］、红掌细菌性疫病病菌（Ｘ．ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｄｉｅｆｆｅｎｂａ
ｃｈｉａｅ）［１２－１３］和十字花科黑腐病病菌（Ｘ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｃａｍｐｅｓ

ｔｒｉｓ）［１４－１５］等。
目前，国内对于芒果细菌性黑斑病的研究多集中于检测

鉴定［１６－１７］与防控［１８－２０］，有关 Ｘｃｍ遗传分化等方面的研究报
道甚少［２１］。本试验首次对２２株从海南省、四川省、广西省芒
果产区分离的 Ｘｃｍ菌株和 １株源自美国菌种保藏中心
（ＡＴＣＣ）的Ｘｃｍ标准菌株进行ｒｅｐ－ＰＣＲ分析，以期揭示我国
３省（区）Ｘｃｍ的遗传多样性，为芒果品种合理布局、黑斑病的
流行监测及防治提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
Ｘｃｍ标准菌株 ＡＴＣＣ１１６３７由国家质检总局动植物检疫

检验研究所赵文军博士馈赠；其余２２株 Ｘｃｍ菌株由笔者从
海南省、四川省、广西省芒果产区的病组织中分离所得，单菌

落经不断纯化、回接及鉴定保存。菌株相关信息如表１所示。
１．２　菌株的培养和基因组ＤＮＡ的制备

将供试菌株接种到 ＮＡ固体平板培养基上划线培养，
２８℃ 恒温培养３ｄ后，挑取单个菌落于 ＮＡ液体培养液中，
在２８℃恒温摇床上培养２４ｈ，直接用于 ＤＮＡ提取或４℃保
存备用。细菌基因组 ＤＮＡ的提取参考 Ｂｉｏｍｉｇａ公司的试剂
盒（ＢａｃｔｅｒｉａｌｇＤＮＡｋｉｔ）说明书进行，－２０℃保存备用。
１．３　ｒｅｐ－ＰＣＲ

ｒｅｐ－ＰＣＲ采用ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ寡核苷酸引物［３］，ＲＥＰ
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