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　　摘要：互叶白千层枝叶提炼的茶树精油是一种广谱杀菌剂，具有较高的经济价值。为筛选获得高耐受茶树精油的
真菌，对采自江西省抚州地区的互叶白千层的根、茎、叶及皮部的内生真菌进行分离鉴定，共获得１４９株内生真菌；采
用抑菌试验筛选得到１株对茶树精油有明显耐受的真菌，通过形态学结合分子生物学鉴定，属于康宁木霉属。结果表
明，互叶白千层内生真菌可以筛选出高耐受精油的菌株。
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　　植物内生菌是一类广泛分布在植物组织内，对植物不产
生明显病理影响的微生物类群，而国内外对植物内生菌的详

细研究始于２０世纪８０年代［１］。绝大部分内生菌的生活史都

在植物体内完成，而植物体内是一个相对封闭的内环境：充足

的养分、适当的氧气、少量的竞争对手。在植物－内生菌长期
共生过程中，内生菌能够利用环境中的前体物质合成与植物

相似的次生代谢产物，这种特性在一些重要的药用植物中显

得尤其重要和有意义。如傅科鹤等从产抗癌药物紫杉醇的红

豆杉内生真菌中分离得到１株曲霉属内生真菌，从其发酵产
物中获得５种化学成分，其中一种对肿瘤细胞有明显的抑制
作用［２］。在我国，围绕药用植物内生菌的生理活性物质研究

是当前的热点。

互叶 白 千 层 （Ｍｅｌａｌｅｕｃａｌｅｕｃａｄｅｎｄｒｏｎ）是 桃 金 娘 科
（Ｍｙｒｔａｃｅａｅ）白千层属（Ｍｅｌａｌｅｕｅ）的一种多年生常绿小灌木，
原产于澳大利亚东部的昆士兰州和新南威尔士州的北部海岸

一带。２０世纪８０年代后，我国、印度和东南亚的一些国家开
始引种。互叶白千层新鲜枝叶提取得到的精油俗称茶树精

油，它是一种广谱的杀菌剂，其产品广泛应用于化妆、医药、食

品等行业，具有较高的经济价值［３］。茶树精油的广谱抑菌特

性，使其在替代化学农药方面具有较大的应用潜力［４］。目

前，研究认为茶树精油通过破坏膜结构［５］，抑制微生物呼吸

途径中线粒体酶、脱氢酶的活性，从而影响细胞呼吸作用［６］、

干扰胞内大分子物质活性［７］等形式达到杀菌作用。然而，对

于其详细的杀菌机制研究还不足。由于长期与植物共生，互

叶白千层内生真菌对精油都具有一定的抗性。从中筛选高耐

受精油的菌株具有更大的概率，可以缩短筛选周期，提高效

率。因此，本研究从互叶白千层内生真菌中筛选高耐受精油

的真菌，并对互叶白千层内生真菌的多样性进行初步分析。

后期将挑选同属内抗性强弱有明显差异的２株菌株进行比较
基因组学及转录组的研究，从分子水平上解释茶树精油的抑

菌机制，深化对茶树精油抑菌作用机制的理解，为更高效地利

用茶树精油抑菌提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植株及精油　互叶白千层采自江西省抚州地区，
４－松油醇型；互叶白千层精油经蒸馏法提取所得。
１．１．２　试剂　氨苄青霉素、链霉素购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，配成
１００ｍｇ／ｍＬ，０．４５μｍ滤膜无菌过滤，分装成小管，－２０℃冻
存备用。

１．１．３　培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯去皮 ２００ｇ，葡萄糖
２０ｇ，琼脂１５ｇ，水１Ｌ。

马丁氏培养基：蛋白胨５．０ｇ，葡萄糖１０．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·
３Ｈ２Ｏ１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，１％孟加拉红水溶液
３．３ｍＬ，琼脂粉１５．０ｇ，蒸馏水１．０Ｌ。

查氏培养基：ＮａＮＯ３３．００ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ１．００ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５０ｇ，ＫＣｌ０．５０ｇ，ＦｅＳＯ４ ０．０１ｇ，蔗糖
３０．００ｇ，琼脂１５．００ｇ，蒸馏水１．００Ｌ。
１．２　方法
１．２．１　内生真菌分离、纯化　分别取互叶白千层的根、茎、叶
部位，用清水洗净后置于纱布上晾干；在无菌操作台上，将根、

茎、叶浸没于装有２０％次氯酸钠的培养皿中２ｍｉｎ，然后转移
至无菌水中漂洗１ｍｉｎ，再转至７０％乙醇中３０ｓ，最后用无菌
水漂洗１ｍｉｎ；表面消毒处理后的样品转至无菌滤纸上，吸干
水分后剪成１ｍ３大小的组织块，接种于含抗生素的孟加拉红
培养基上，每皿间隔放置１０个样品，２８℃倒置培养，及时将
生长的菌株转移至新的培养基。

１．２．２　抑菌试验　茶树精油用甲醇稀释到３５％（体积分数）
的浓度后，取２００μＬ涂布于ＰＤＡ平板（直径８．５ｃｍ）上，晾干
１０ｍｉｎ后，接种内生真菌菌饼（直径０．５ｃｍ），每皿接５个，重
复３次，２８℃倒置培养，及时测量菌落直径，以甲醇作为空白
对照。
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１．２．３　真菌鉴定
１．２．３．１　形态学鉴定　挑取活化后的真菌菌丝，分别接种于
ＰＤＡ与察氏培养基中培养，肉眼观察菌落正反面形态特征；
采用插片法及玻璃纸法进行孢子形态观察，参照《真菌鉴定

手册》进行菌种形态学鉴定。

１．２．３．２　分子生物学鉴定　采用 ＣＴＡＢ法提取真菌基因组
ＤＮＡ后，通过 ＩＴＳ１～ＩＴＳ４引物对扩增后，测序，ＮＣＢＩ比对后
鉴定菌种。

２　结果与分析

２．１　互叶白千层内生真菌的分离鉴定
由表１可知，共分离纯化获得内生真菌１４９株，其中根中

分离到３５株，茎中分离到１０２株，叶中分离到１２株。经形态
学鉴定，共分为链格孢属、青霉属、曲霉属、炭疽属、镰孢霉属、

木霉属等６属。其中根部主要是镰孢霉属、木霉属等土壤习居
种类占优势；茎部优势菌群为链格孢属，且总体数量最多；叶部

菌群种类较单一，数量很少，主要是炭疽属与链格孢属２类。

表１　互叶白千层内生真菌鉴定

真菌分类
部位（株）

根 茎 叶

链格孢属 ２ ４６ ５
青霉属 ３ ２２ ０
曲霉属 ３ １８ ０
炭疽属 １０ １３ ７
镰孢霉属 １３ ２ ０
木霉属 ４ １ ０
总计（株） ３５ １０２ １２

２．２　耐受茶树精油内生真菌筛选
２．２．１　抑菌精油浓度的确定　茶树精油具有广谱的抑菌效
果，对细菌、真菌都有明显的抑制能力。然而，不同来源及不

同萃取手段获得的精油抑菌ＩＣ５０是不同的。为了确定合适的
抑菌浓度，设置３种不同的精油浓度（甲醇溶解）———１５％、
３５％、５０％，随机挑选４０株内生真菌进行最佳浓度确定。表
２结果表明，５０％浓度过高，只有１株（２．５％）菌株能够生长，
获得耐受菌株的数量过少，不利于后续研究；１５％浓度偏低，
３２株菌株（８０％）都能够生长，与不加精油的培养基（对照）
相比，只有３株受到１０％以上的抑制；３５％浓度有５株菌株
（２０％）能够生长，完全不受抑制的有２株。综合考虑筛选数
量与浓度的关系，挑选３５％的精油用于耐受菌株的筛选。

表２　抑菌精油浓度的确定

精油浓度 抑制率＜１０％ 抑制率１０％～５０％ 抑制率５０％以上
１５％ ２９ ３ ０
３５％ ２ ２ １
５０％ ０ ０ １

　　注：抑制率＝（对照培养基菌落直径－对应的精油培养基菌落直
径）／对照培养基菌落直径×１００％。

２．２．２　耐受精油内生真菌筛选　通过精油抗性筛选，从１４９
株内生真菌中筛选得到５株能够在含３５％精油的 ＰＤＡ平板
上正常生长的菌株（表３）。其中编号为 Ｍｌ１０的菌株抗性最
强，生长４ｄ后菌落直径可达到５．３０ｃｍ，显著高于其他４株
菌株（Ｐ＜０．０５）。

表３　互叶白千层内生真菌耐精油菌株筛选

菌株编号 种属
菌落直径

（ｃｍ）

Ｍｌ１０ 木霉属　 ５．３０±０．４１ａ
Ｍｌ０８ 木霉属　 ４．１０±０．２３ｂ
Ｍｌ１１２ 链格孢属 ３．７０±０．２９ｂｃ
Ｍｌ６５ 链格孢属 ３．３０±０．１７ｃ
Ｍｌ３３ 炭疽属　 ２．９０±０．１８ｄ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　耐受精油菌株鉴定
２．３．１　菌株Ｍｌ１０形态学鉴定　菌株Ｍｌ１０在ＰＤＡ平板上生
长迅速，４ｄ即长满平板并开始产孢。菌落初期为白色，气生
菌丝发达，菌落中间由内到外产绿色孢子，菌落背面无色。孢

子梗环状排列，主枝树状，分枝多，瓶梗短，基部细，分生孢子

球形（图 １）。菌株 Ｍｌ１０初步鉴定为康宁木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｍａ
ｋｏｎｉｇｉｉ）。

２．３．２　菌株１８ＳｒＤＮＡ鉴定　通过 ＣＴＡＢ法提取菌株 Ｍｌ１０
的ＤＮＡ（图２－Ａ），然后以引物ＩＴＳ１Ｆ／ＩＴＳ４Ｒ扩增其ＩＴＳ序列
（图２－Ｂ）。结果表明，扩增片段为６１０ｂｐ；通过测序后ＮＣＢＩ
比对分析，该菌株与康宁木霉的 ＩＴＳ序列１００％配对，结合形
态学鉴定结果，确定该菌株为康宁木霉。

３　结论与讨论

本研究分离获得的菌株Ｍｌ１０来自互叶白千层的根部，通
过形态学鉴定后属于木霉属真菌。木霉菌属于土壤常见的生

防菌，在多种植物根部都有定植现象［８］。由于长期定植在互

叶白千层根部，内生菌对精油具有明显的抗性［９］。后期研究
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将通过比较基因组学、蛋白质组学及代谢组学技术，从 ＤＮＡ
和蛋白质水平分析这些菌株抗茶树精油的机制，从而可以补

充和完善茶树精油抑制真菌机制理论，为更高效地利用茶树

精油提供理论依据［１０］。
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基于 ＤＮＤＣ模型的小麦生命周期资源环境影响评价
吴亚楠，魏　强，孙晶华

（山西农业大学资源环境学院，山西晋中０３０８０１）

　　摘要：以山西省主产小麦的晋中市、运城市、临汾市、吕梁市、长治市、晋城市６市为例，应用生命周期评价方法
（ＬＣＡ），运用ＤＮＤＣ模型模拟小麦种植环节的污染物排放，比较了不同区域小麦生产过程中与施肥有关的资源环境影
响潜力。结果表明，６市环境影响综合指数从小到大依次为晋中市０．２５９４、吕梁市０．３１１０、长治市０．３１１４、临汾市
０．３４９５、晋城市０．３８６３、运城市０．３８８１。几种资源环境影响潜力从高到低依次是富营养化、环境酸化、土地利用、气
候变化和能源耗竭。其中ＮＨ３挥发是富营养化的主要原因，若将施肥方式由表施改为穴施可以有效降低 ＮＨ３的挥

发，６市的环境影响综合指数也能降低２６．６％～４３．７％。
　　关键词：生命周期评价；ＤＮＤＣ模型；环境影响；评价；清单分析
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　　目前我国农业生产面临环境污染和粮食安全的双重压
力［１］，如何在保证粮食产量的同时减少环境污染成为我国农

业生产亟需解决的问题。小麦是我国主要粮食作物之一，探

讨小麦的产量和环境排放对我国农业生产具有重要意义。我

国集约化农业生产过程中，农民在“投入多、收获多”错误理

念的引导下，在农作物种植阶段施用过量化肥。化肥的大量

施用造成了资源浪费和环境污染，也带动了上游化肥生产的

资源消耗和环境污染［２］。国内学者对农业生产中的环境污

染进行了广泛研究［３－４］，但大多数研究方法单一、片面，忽视

了农产品生产上下游环节的环境影响。因此，需要建立一个

科学、合理、综合的评价方法来评估农业生产。生命周期评价

（ｌｉｆｅｃｙｃｌｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ＬＣＡ）是一个产品、工艺或活动“从摇篮
到坟墓”的整个过程，起源于２０世纪６０年代的美国［５］，经过

半个多世纪的发展，如今作为新兴的环境管理工具成为环境

科学领域研究的热点，被广泛应用于多个领域的环境影响评

价。在农业领域，也有学者开展了农产品或农艺措施的生命

周期研究［６－７］。但这些研究多数为大尺度区域的研究，过于

笼统。本研究以山西省小麦主产区为研究对象，精确到农户

尺度进行小麦生产资源环境影响评价，旨在为制定引导农户

科学合理施肥的政策提供指导。

１　材料与方法

１．１　研究区域与数据来源
数据来源于２０１４年对山西省小麦主产区６个市２６０个
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