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　　摘要：大蒜（ＡｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｍＬ．）为百合科葱属多年生草本植物，富含生物活性成分及营养物质。采用组织分离法
对新鲜健康的大蒜蒜瓣进行内生真菌的分离纯化，获得一株乳白色真菌ＫＬＢＭＰＧＣ０１３；通过形态特征和ＩＴＳ序列分析
鉴定该菌株为白地霉（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｎｄｉｄｕｍ）；将该菌株菌悬液接种在健康大蒜蒜瓣上进行培养，大蒜蒜瓣未出现明显
病斑，说明该菌株对大蒜无致病性影响；以４种植物病原真菌为指示真菌检测该菌株的抑菌活性，结果显示，该菌株能
抑制２种指示真菌的生长；采用蒽酮硫酸法检测该菌株产胞外多糖含量，结果显示，其胞外多糖浓度为２．８９ｍｇ／ｍＬ。
通过提取该菌株胞外粗多糖并检测其抑菌活性发现，该内生真菌粗多糖对大蒜白腐小核菌的抑制作用较好，对西瓜壳

二孢稍有抑制作用。
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　　植物内生真菌是生活在健康植物组织内部并不表现出外
在症状的微生物，它们从寄主植物上获得营养和保护，而寄主

植物可以从增强的竞争能力和对草食动物、病原体和各种非

生物胁迫的抗性中受益，具有丰富的生物多样性［１－２］。植物

内生真菌已知的种类繁多，而且还有许多植物内生真菌有待

开发和研究，是新型的药物资源，具有潜在的应用价值。近年

来的研究表明，几乎所有植物体内都存在着内生真菌，它们主

要生长在植物的根、茎、叶、果实和种子等器官的皮下组织中。

植物内生真菌和宿主植物协同进化、互惠共生［３－４］，它们可以

产生大量对现代医学、农业和工业有潜在应用价值的次生代

谢产物，包括新型抗生素、抗药物、免疫制剂和抗癌化合物

等［５－６］。汪涯等从蛇足石杉叶片中分离的内生真菌产生的黄

曲霉具有抗老年痴呆和显著提高记忆力的功效［７］。一些药

用植物内生真菌还可以产生抗肿瘤活性物质，研究人员从白

苞蒿［８］、碱蓬［９］、海南粗榧［１０］等药用植物中分离出了能产生

抗肿瘤活性物质的内生真菌。

大蒜（ＡｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｍＬ．）属于百合科葱属，有“天然抗生
素”的美称，是重要的药食同源植物［１１］。大蒜中含有丰富的

大蒜素、大蒜多糖、蒜氨酸酶等对人体健康十分有益的成分，

已有研究证明，大蒜具有降血脂、降血糖、增强免疫力、防癌抗

癌、延缓衰老等重要的生理功能，且在食品、药品以及化妆品

领域具有广阔的应用潜力［１２－１３］。目前，关于大蒜的研究热点

主要集中在大蒜提取物和杀菌抑菌方面，而对大蒜内生真菌

的研究还有待深入。本研究从新鲜大蒜蒜瓣中分离得到一株

内生真菌，研究该真菌抑制植物病原菌活性以及产胞外多糖

的能力，提取该真菌胞外粗多糖并检测其抑菌活性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　植物样品　本试验所用大蒜采自江苏省徐州市邳州
市宿羊山镇大蒜种植基地。本试验所用大蒜个头大、品质好、

肉质脆、无虫孔及病害症状，有地域特色，具有说服力。

１．１．２　培养基　分离纯化培养基———马铃薯葡萄糖琼脂
（ＰＤＡ）培养基配方：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，去离子水１Ｌ，
琼脂２０ｇ，ｐＨ值自然。

对照培养基———ＬＢ固体培养基配方：胰蛋白胨 １０ｇ，
ＮａＣｌ１０ｇ，酵母浸出粉５ｇ，去离子水１Ｌ，琼脂２０ｇ，ｐＨ值为
７．０～７．２。

富集培养基———马铃薯葡萄糖（ＰＤ）液体培养基配方：马
铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，去离子水１Ｌ，ｐＨ值自然。
１．１．３　目标菌株　试验所用植物病原真菌有白腐小核菌
（ＳｃｌｅｒｏｔｉｕｍｃｅｐｉｖｏｒｕｍＢｅｒｋ．）、茄链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｏｌａｎｉ）、苹
果轮纹病菌（Ｐｈｙｓａｌｏｓｐｏｒａｐｉｒｉｃｏｌａ）、西瓜壳二孢（Ａｓｃｏｃｈｙｔａ
ｃｉｔｒｕｌｌｉｎａＳｍｉｔｈ），均由江苏师范大学江苏省药食植物生物技
术国家重点实验室提供。

１．１．４　Ｓｅｖａｇ试剂的配制　三氯甲烷与正丁醇体积比
为４∶１。
１．１．５　试验仪器　ＧＣ－２５０型恒温光照培养箱（上海悦丰
仪器仪表有限公司）；ＨＺＰ－２５０型全温振荡培养箱（上海福
玛实验设备有限公司）；ＵＶ－８０００Ａ型双光束紫外可见分光
光度计；ＤＣ－５２生物显微镜。
１．２　试验方法
１．２．１　大蒜内生真菌的分离纯化　采用组织切块法对大蒜
进行内生真菌分离［１４］。将新鲜大蒜去皮后，用去离子水冲洗

１０ｍｉｎ，在无菌环境下将大蒜用次氯酸钠溶液浸泡 ５ｍｉｎ，
７５％乙醇漂洗２０ｓ，无菌生理盐水冲洗 ２次，无菌水冲洗 １
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次。取最后１次冲洗的无菌水１００μＬ涂布在ＬＢ固体培养基
上，３７℃下培养１ｄ，如无菌生长，表明表面消毒成功，可进行
后续试验。将经过表面消毒处理的大蒜样品在无菌环境下切

成约０．５ｃｍ３的小组织块，均匀嵌插进 ＰＤＡ培养基中，２８℃
下培养７～１０ｄ后，从分离平板上挑取真菌菌落接种在新的
分离纯化培养基上，２８℃下培养３～５ｄ。反复进行纯化培
养，直至获得单一菌株，进行常规保种、备用。

１．２．２　菌种鉴定　将分离得到的１株可产生胞外多糖的菌
株在ＰＤＡ培养基上进行培养，观察菌落特征。挑取该菌株纯
培养产孢的内生真菌制片，在显微镜下观察其形态特征。提

取该菌株总ＤＮＡ，采用 ＩＴＳ全序列通用引物进行 ＰＣＲ扩增，
产物测序后将 ＩＴＳ全序列在 ＮＣＢＩ网站中进行 Ｂｌａｓｔ比对分
析；用ＭＥＧＡ５软件构建系统发育树。
１．２．３　菌株潜在致病性测定　将培养５ｄ的菌株用无菌水
制成菌悬液，在５５０ｎｍ处测定吸光度。将新鲜健康的大蒜蒜
瓣以分离内生菌的方式进行表面消毒。在无菌环境下用消毒

刀片在大蒜蒜瓣上横向划３道刀口，分别涂上该菌株菌悬液，
以无菌水作对照［１５］。在无菌培养皿中平铺脱脂棉，喷无菌水

保湿，将处理过的蒜瓣铺在培养皿上培养，共作５个平行样。
２８℃下培养７ｄ，每天观察蒜瓣变化，是否出现病变。
１．２．４　抑菌活性检测　以白腐小核菌、茄链格孢、苹果轮纹
病菌、西瓜壳二孢４种植物致病真菌为指示真菌，用０．５ｃｍ
打孔器制成菌饼。利用平板对峙法，挑取一块菌饼放置在

ＰＤＡ培养基一侧，在距离菌饼３ｃｍ处接种“１．２．２”节中的内
生真菌，于２８℃ 培养５～７ｄ，观察内生真菌是否抑制指示真
菌生长。

１．２．５　胞外多糖含量测定———蒽酮硫酸法　胞外多糖的制
备：挑取一块菌体于３００ｍＬＰＤ液体培养基中，２８℃摇床培
养２ｄ制成种子液。分别吸取１％种子液于５００ｍＬＰＤ液体
培养基中，２８℃摇床培养７ｄ，共发酵１０Ｌ。将发酵液于离心
机中４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，得到的上清液即是含胞外多糖
的溶液。

葡萄糖标准曲线制作：准确称取葡萄糖 ０．０１ｇ溶于
１００ｍＬ去离子水中，制备葡萄糖标准品溶液；准确称取０．１ｇ
蒽酮溶于５０ｍＬ浓硫酸中，制备蒽酮硫酸溶液。从葡萄糖标
准品溶液中分别吸取５０、１００、２００、３００、４００、６００、８００μＬ，置具
塞刻度试管中，分别加去离子水定容至１ｍＬ。以葡萄糖溶
液 ∶蒽酮硫酸溶液（体积比）为１∶３的比例在每瓶葡萄糖溶
液中加入 ３ｍＬ蒽酮硫酸溶液。摇匀后 １００℃水浴加热
１５ｍｉｎ，取出后迅速冷却至室温。以去离子水为空白对照，在
最大吸收波长（６２０ｎｍ）处测定相应的吸光度，每个浓度测３
次。以吸光度为纵坐标、葡萄糖质量浓度为横坐标绘制葡萄

糖标准曲线。

待测菌株胞外多糖溶液的配制：吸取５０μＬ内生真菌胞
外多糖溶液溶于９５０μＬ去离子水中，稀释２０倍，然后加入
３ｍＬ蒽酮硫酸溶液混匀，共测３个平行样。

胞外多糖含量的测定：将待测溶液于１００℃条件下水浴
中加热１５ｍｉｎ，取出后迅速冷却至室温。以去离子水为空白
对照，在最大吸收波长（６２０ｎｍ）处测定相应的吸光度，并通
过绘制的葡萄糖标准曲线计算该内生真菌胞外多糖含量。

１．２．６　内生真菌胞外多糖的粗提取　收集胞外多糖溶液，将

１０Ｌ体积溶液浓缩至１Ｌ。加入４倍体积的９５％乙醇混合后
静置一夜，之后离心，保留沉淀。用５体积的去离子水将沉淀
复溶、离心，取上清。加入占该上清溶液体积１／４的 Ｓｅｖａｇ试
剂高速搅拌２０ｍｉｎ后倒入分液漏斗中，待分层后留上清，并
将该步骤重复３次。加入４倍体积的９５％乙醇，用布氏漏斗
过滤，保留沉淀。用９５％乙醇在布氏漏斗上洗涤沉淀２次，
自然挥发乙醇，即得到粗多糖。

１．２．７　内生真菌粗多糖的抑菌活性检测　取１０ｍｇ粗多糖
溶于１ｍＬ去离子水中，用 ０．２２μｍ滤头过滤成无菌溶液。
在ＰＤＡ平板内１侧放置１枚无菌牛津杯，加入１００μＬ粗多
糖溶液，在距离牛津杯 ３ｃｍ处接种 １块植物病原菌菌饼，
２８℃下培养７ｄ，观察内生真菌粗多糖是否抑制指示真菌
生长。

２　结果与分析

２．１　大蒜内生真菌的分离
采用组织切块法对大蒜蒜瓣进行内生真菌分离，在进行

反复纯化后共获得纯培养内生真菌９株，发现其中１株真菌
ＫＬＢＭＰＧＣ０１３可产生胞外多糖，因此将该菌株作为进一步研
究的大蒜内生真菌菌株。

２．２　菌株鉴定
２．２．１　形态特征　由图１可知，菌株 ＫＬＢＭＰＧＣ０１３在 ＰＤＡ
培养基上生长状况良好，菌株为乳白色，绒毛状，孢子发达。

通过光学显微镜观察该菌株孢子形状为椭圆形（图２）。

２．２．２　菌株的分子鉴定　将内生真菌 ＫＬＢＭＰＧＣ０１３的 ＩＴＳ
序列测定结果提交至 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，登录号为
ＫＹ１０３４５６．１。将菌株ＫＬＢＭＰＧＣ０１３的 ＤＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ
中相关序列进行Ｂｌａｓｔ序列相似性比对，采用ＭＥＧＡ５软件构
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建系统发育树，对其 进 行 分 析。由 图 ３可 知，菌 株
ＫＬＢＭＰＧＣ０１３与白地霉（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍｃａｎｄｉｄｕｍ）的进化距离最
近，因此鉴定该菌株为白地霉。

２．３　内生真菌潜在致病性分析
在培养过程中，每天对经过ＫＬＢＭＰＧＣ０１３菌株菌悬液涂

抹的蒜瓣刀口进行观察，７ｄ后观察发现，５组样品与对照一
样，并未出现异常病斑（图４）。将蒜瓣刀口处做切片处理，

在光学显微镜下观察，结果（图５）发现，对照蒜瓣切片与接
菌蒜瓣切片相比无明显差异，这均说明该菌株对大蒜无致

病性。

２．４　内生真菌抑菌活性检测
通过平板对峙法观察菌株 ＫＬＢＭＰＧＣ０１３对４种指示真

菌生长的抑制效果，发现该菌株可抑制白腐小核菌的生长，并

出现抑菌圈；对西瓜壳二孢的抑制作用较小，而对苹果轮纹病
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菌和茄链格孢无抑制作用（图６为菌株ＫＬＢＭＰＧＣ０１３对大蒜
白腐小核菌的抑制作用）。

２．５　内生真菌胞外多糖含量测定结果
根据葡萄糖标准曲线 ｙ＝１１．７８３０ｘ＋０．０３０８，ｒ２ ＝

０．９９０６，计算得到该菌株产多糖含量较高，为２．８９ｍｇ／ｍＬ。
２．６　内生真菌胞外粗多糖抑菌活性检测结果

通过平板对峙法观察菌株ＫＬＢＭＰＧＣ０１３胞外粗多糖对４
种指示真菌生长的抑制效果，结果显示，该菌株胞外粗多糖对

大蒜白腐小核菌的抑制作用较好，对西瓜壳二孢稍有抑制效

果，而对苹果轮纹病菌和茄链格孢无抑制作用（图７为菌株
ＫＬＢＮＰＧＣ０１３胞外粗多糖对大蒜白腐小核菌和西瓜壳二孢的
抑制作用）。

３　结论与讨论

本研究通过对新鲜大蒜的内生真菌进行分离纯化，获得

９株内生真菌，通过筛选获得 １株产胞外多糖的真菌菌株
ＫＬＢＭＰＧＣ０１３。结合菌株ＫＬＢＭＰＣ０１３的表型特征，经ＩＴＳ序
列分析，将该菌株鉴定为白地霉。本研究发现，该菌株对大蒜

无致病性影响且对２种植物病原真菌有抑制效果。由于该真
菌产胞外多糖含量较高，因此提取该菌株胞外粗多糖并检测

其抑菌活性，结果表明，该菌株具有抑菌活性是因为其胞外粗

多糖具有抑菌效果。由于植物内生真菌具有稳定的生存空

间、不易受外界影响，能直接作用于病原菌，在生物防治领域

占有重要地位。因此对于 ＫＬＢＭＰＧＣ０１３菌株抑制植物病原
真菌的效果，在后续研究中可以通过盆栽试验来进行更加准

确地检测。此外，对于该菌株胞外多糖的其他生物活性也可

以进行检测和深入研究。

很多药用植物具有丰富的生物多样性，是人类开发利用

的重要资源。植物内生菌与药用植物的协同进化关系决定了

某些内生菌具有产生与宿主植物相同或相似的生物活性物质

的能力［１６］。植物内生菌产生的活性物质，在农业生产、生物

制药和食品发酵等方面都表现出良好的应用前景，受到广泛

关注。白地霉菌具有许多可利用的价值，其菌体蛋白营养价

值很高，可食用、可作饲料，也可提取核酸，还可以合成脂肪。

Ｂｏｕｔｒｏｕ等研究表明，白地霉多样的代谢途径在奶酪的成熟过
程中起重要作用，并通过酶活性促进奶酪风味的发展［１７］。刘

天明等利用白地霉发酵产品对小鼠进行急性毒性试验、骨髓

细胞微核试验、小树精子畸形试验和３０ｄ喂养试验，结果表
明，白地霉菌株发酵产品具有较好的饮用安全性［１８］。Ａｓｓａｓ
等利用阿达玛矩阵研究发现，在优化的培养条件下，白地霉菌

对橄榄油废水中化学需养量（ＣＯＤ）的去除率达到７０％，而且
废液中部分多酚化合物也被氧化降解［１９］。白地霉可用于白

酒生产，使原酒口感纯正、甘甜、柔软，品质得到显著改善［２０］。

白地霉作为一种极具潜力的菌种在多个领域都有开发利用价

值，正确地运用它、挖掘它，可为我们的社会带来巨大的经济

效益。
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单孢继代培养对茄链格孢生长和产孢的影响

刘华娇，谷　青，赵冬梅，张　岱，潘　阳，杨志辉，朱杰华
（河北农业大学马铃薯病害研究中心，河北保定０７１０００）

　　摘要：继代培养对茄链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｏｌａｎｉ）的形态、菌落颜色、生长和产孢等生物学性状均会产生影响。经过
连续单孢分离和培养，获得茄链格孢的２次继代培养菌株。随着继代培养代数的增加，角变现象呈上升趋势，Ｆ１、Ｆ２
代菌株出现角变现象的概率分别为２３．３３％、５２．５０％。通过十字交叉法和系列稀释法分别测定继代培养菌株的生长
情况和产孢量。结果表明，无性Ｆ１、Ｆ２代与亲代相比，其生长量和产孢量均呈下降趋势，且Ｆ２代下降百分率更高。与

亲代菌株相比，Ｆ１代的生长量下降１．２５％～７．６１％，Ｆ２代生长量下降１０．０７％ ～２２．２９％；Ｆ１代菌株单位面积产孢量

降低 １２．８０％～８４．６０％，Ｆ２代菌株单位面积产孢量下降８０．１１％～９６．５０％，且产孢量与菌落颜色深浅密切相关，菌落

颜色较深的菌株分生孢子单位面积的产孢量要高于菌落颜色浅的菌株。表明茄链格孢无性后代活力不断降低。
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　　由茄链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｏｌａｎｉ）引起的马铃薯早疫病是影
响我国马铃薯生产的重要真菌病害之一。严重时，该病对马

铃薯主产区造成的损失可达７０％ ～８０％［１］。马铃薯早疫病

是一种气传多循环流行性病害，病菌对环境的适应能力强。

自茄链格孢被报道以来，前人的研究多集中在其生物性状、侵

染方式、药效防治等方面，关于实验室条件下单孢继代培养对

茄链格孢生长情况及适应能力的影响国内外未见报道。

研究表明，继代培养可引起虫草、白僵菌等微生物的变异

和生物学特性的改变。刘荻等发现，北虫草的组织分离株在

继代培养中会发生明显的角变［２］。刘海英等发现，继代培养

会造成玉米大斑病菌的菌丝生长速度变慢，产孢量降低［３］。

张慧等研究发现，白僵菌产孢量随继代培养代数呈指数下降

趋势［４］。许志斌对绿僵菌进行研究发现，随着继代培养代数

的增多，菌株的产孢量逐渐降低［５］。孙召朋通过继代培养降

低了白僵菌对玉米螟的毒力［６］。唐晓庆等研究发现，继代培

养能逐渐增强球孢白僵菌的抗旱能力［７］。

Ｍｅｎｇ等分析发现，茄链格孢病菌的遗传变异很高，推测
其可能存在隐藏的有性生殖［８］。除有性生殖外，还有一种可

能是茄链格孢存在准性生殖现象，使病菌的遗传变异增高。

单孢分离技术在病原真菌遗传特性、致病力分化等研究中有

重要作用。单孢分离可以获得纯菌种，有利于更好地研究菌

株的遗传变异。本试验通过对茄链格孢的单孢分离及其后代

的继代培养，比较亲代与后代之间生长和产孢的差异，分析继

代培养对茄链格孢的影响，旨在为说明茄链格孢较高的遗传

变异及是否存在准性生殖现象提供理论依据。
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