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　　摘要：植物内生真菌广泛存在于药用植物体内，具有丰富的生物多样性，对寄主植物有着积极的作用，内生真菌的
次生代谢产物有着抗肿瘤、抗氧化、抗菌等活性，在医药、农业、食品等行业有着巨大的应用前景。本文综述了近年来

药用植物内生真菌的研究进展，在药用植物内生真菌的分离筛选技术、检测方法、鉴定技术等方面进行阐述，在药用植

物内生真菌的种属多样性、代谢产物生物多样性方面进行分析；对药用植物内生真菌在医药行业和农业中的应用等进

行总结，并对现今药用植物内生真菌的相关研究存在的问题进行分析，并对内生真菌的未来应用提出展望。
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　　药用植物内生真菌是天然药物的重要组成部
分，其活性代谢产物丰富多样，包括各种结构类型

独特、具有潜在应用前景的活性物质，已成为发现

新高效、新颖、低毒的天然活性物质的重要资源。

目前发现内生真菌的种类多达１００万种［１］。目前的

主要研究集中于宿主植物与内生真菌共生机制和

内生真菌天然代谢产物的功能关系等方面，植物内

生真菌的次级代谢产物具有抗氧化性、抑制病原微

生物、抗肿瘤、抗虫等功能，能被广泛应用于医药、

农业、环境保护等方面。近年来，药用植物的内生

菌已成为研究热点之一，如内生真菌天然代谢产物

的生物活性、药用内生真菌促进新型药物的开发、

药用植物内生真菌的次级代谢产物对宿主植物的

生长和抗病虫害机制等方面的研究。而药用植物

内生真菌在药用、医用等方面的作用更为显著，部

分药用内生真菌可以分泌与寄主相同或相似的药

用成分。在药用植物自然更新慢、有效药用成分提

取率低、人为采取过度导致生物多样性降低的背景

下，开发药用内生真菌是一个有效保护珍稀药用植

物、大规模开发生产药用活性成分的途径。本文以

药用植物内生真菌为对象，就其分离筛选、多样性、

在不同行业中应用及存在的问题进行分析和阐述。

１　药用植物内生真菌筛选

药用植物内生真菌分离流程包括药用植物样

本采集，样本消毒处理，内生真菌的分离及培养，内

生真菌的鉴定，内生真菌及代谢产物性能分析。

１．１　药用植物内生真菌筛选预处理
药用植物内生真菌分离筛选预处理是控制药

用植物表面的杀菌强度，防止误杀部分内生真菌或

者混入表生真菌，影响植物内生菌分离效果的操

作。根据植物类别及植物组织类型，可以采用７５％
乙醇＋次氯酸钠溶液的表面消毒和７５％乙醇 ＋氯
化汞２种表面消毒方式。７５％乙醇与氯化汞的结合
消毒较彻底，缺点是氯化汞的毒性大并且对环境有

一定的危害作用。Ａｄｅｙｅｍｉ等在研究内生真菌筛选
时发现，在彻底表面灭菌的前提下，杀菌剂高浓度

短时间处理，药用植物内生真菌的分离效果更显

著［２］。药用植物内生真菌的表面灭菌效果检测方

法有３种，分别是漂洗液检验法、组织印迹法和超净
工作台无菌状态检测对照法。

１．２　药用植物内生真菌分离筛选
药用植物内生真菌的分离筛选一般是采用组

织分离法和研磨涂布法，其中组织分离法的操作工

序较为简便，因此目前多采用组织分离法。分离药

用植物内生真菌的常用培养基有马铃薯葡萄糖琼

脂（ＰＤＡ）［３］、玉米粉琼脂（ＣＭＡ）、麦秆煎液琼脂
（ＷＳＡ）、麦芽浸出液琼脂、水琼脂（ＷＡ）、沙氏葡萄
糖琼脂、沙氏麦芽糖琼脂、以及查氏琼脂（ＣＡＺ）培
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养基，其中以ＰＤＡ培养基最为常用。此外在培养基
中加入１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素或（和）１００μｇ／ｍＬ
硫酸链霉素等抗生素可有效抑制细菌的生长。分

离出的内生真菌一般采用 ＰＤＡ培养基纯化培养。
章苗等采用拮抗试验和体外抗菌测试方法，利用马

铃薯葡萄糖双抗培养基在２２℃低温条件培养下从
无患子内成功筛选出 ６株内生真菌［３］。药用植物

内生真菌的筛选包括内生真菌产生长激素活性物

质筛选、内生菌拮抗病原真菌筛选、抑菌活性筛选、

抗肿瘤细胞活性筛选以及促生特性的筛选等。张

亮等对分离得到的杜仲内生真菌进行活性筛选，发

现有１８个菌株对病原真菌具有显著的拮抗作用［４］。

魏练平等从山苍子叶中分离筛选出２株内生真菌，
它们对人肝癌ＨｅｐＧ２细胞有明显抑制作用［５］。

１．３　药用植物内生真菌的鉴定
药用植物内生真菌的鉴定方法主要有形态学

鉴定、理化鉴定和分子生物学鉴定，具体包括［６］：

（１）形态学鉴定。主要根据菌株个体和菌落群体的
形态特征进行鉴定，观察内生真菌菌落的形状、大

小、颜色等特征，结合在光学显微镜或电子扫描电

镜下观察到的菌株个体的孢子、产孢结构等特征，

依据真菌鉴定手册对其进行鉴定。（２）酶联免疫吸
附剂测定（ＥＬＩＳＡ）法。ＥＬＩＳＡ技术因准确度高、特
异性强、适用范围广、检测样本多、速度快，并且条

件要求比较低，方便操作，被广泛运用在药用内生

真菌的检测分析上。（３）利用次生代谢物间接检
测。产生次生代谢物是药用内生真菌最重要的特

征，也是采用这种方法检测内生真菌的重要依据。

通过气相色谱（ＧＣ）、质谱方法（ＭＳ）以及高效液相
色谱法（ＨＰＬＣ）检测次生代谢物的含量可间接地检
测内生真菌。这些药用内生真菌次生代谢产物的

检测方法可间接证明内生真菌是否存在。（４）分子
检测法。可以通过保守基因测序进行内生真菌种

类鉴定；通过各种分子标记技术进行内生真菌基因

型分析；通过高通量测序技术、基因组测序技术，对

内生真菌的系统进化进行深入分析，可为寻找内生

真菌与药用植物相互作用的基因奠定重要的基础。

２　药用植物内生真菌多样性的研究

２．１　内生真菌种属类型
近年来，科学家从各种药用植物当中分离出来

的内生真菌共１７１属。植物内生真菌丰富多样，大
多数植物体内含有内生真菌，且种类繁多。在多数

植物中，内生真菌分属于以下几个属，即拟隐孢霉

属、拟茎点霉属、半壳霉属、叶点霉属等。目前研究

的植物内生真菌绝大多数属于子囊菌类的核菌纲、

腔菌纲和盘菌纲，无孢菌群的多类真菌和半知菌中

的链格孢属、青霉属、镰刀菌属等。

孙璐等从毛序棘豆的根、茎和叶中分离得到的

内生真菌共有２９株，经鉴定分属于４纲、５目、６科、
１０属，优势菌属是镰刀菌属和链格孢属，分布最广
泛的为木霉菌属［７］。艾洪莲等从马铃薯植株中分

离得到４４株具有生物活性的内生真菌，分属于２１
个属，分别是毛壳菌属、篮状菌属、曲霉属、链格孢

属、螺旋聚孢霉属、裂褶菌属、枝孢属、单端孢属、茎

点霉属、离蠕孢属、壳二孢属、炭角菌属、白僵菌属、

镰孢菌属、附球菌属等，其中毛壳菌属、篮状菌属和

附球菌属为优势菌属［８］。李盼盼等从传统药用植

物烟草中共分离得到５３９株内生真菌，经过ｒＤＮＡ－
ＩＴＳ系统发育分析鉴定为３１属、７３种，其中曲霉属
和镰孢属为烟草的优势菌群［９］。唐青等从艾纳香

的根、茎和叶中分离得到内生真菌共１５２株，经鉴定
分属于１１个属，分别是镰刀菌属、木霉菌属、脉孢菌
属、间座壳属、多节孢属、曲霉属、青霉属、弯孢菌

属、茎点霉属、烟管霉属和蜡质菌属，其中镰刀菌

属、曲霉属、木霉菌属和弯孢菌属为艾纳香内生真

菌的优势菌属［１０］。Ｍａｎｇａｎｙｉ采用形态学和分子生
物学技术研究天竺葵内生真菌的生物多样性，共分

离鉴定出真菌１３３株，其中青霉属真菌占优势［１１］。

２．２　内生真菌组织分布多样性
药用植物内生真菌的多样性决定了其次生代

谢产物的多样性。内生真菌在药用植物中存在组

织分布差异性。裴枭鑫等从黑果枸杞植株的果、

根、茎、叶中分离得到内生真菌４３株［１２］。曹丹丹等

从茎直黄芪中分离得到内生真菌３３６株，研究表明，
茎直黄芪不同组织部位内生真菌多样性指数不同，

其中花中的多样性指数最高，叶次之，茎最低［１３］。

刘军等从檀香中分离到３２５株檀香内生菌，其中根
部内生真菌的物种多样性明显较茎和叶丰富［１４］。

岳海梅等从西藏砂生槐中分离出７７株内生真菌，其
中荚果中内生真菌的分离率最高，且多样性指数也

最高，而其他部位则差异不明显［１５］。

２．３　内生真菌代谢产物多样性
目前，从植物内生真菌次级代谢产物中分离得

到的化合物主要有聚酮类、生物碱类、萜类和甾类

等，这些化合物表现出良好的抗肿瘤、抗菌、抗氧
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化、抗病毒、杀虫等生物活性。内生真菌次生代谢

产物具有不同的生物活性、多元的结构特性及多样

的合成途径等特征。按照化学结构划分，药用植物

内生真菌的主要代谢产物包括有机酸、挥发性物

质、脂类和酶类、类固醇、多糖类和蛋白质类等初级

代谢产物；还包括生物碱类、萜类、甾体类、黄酮类

等次级代谢产物。Ｅｌａｉｎｅ等综述了近年来药用植物
内生真菌微生物分类、化合物分类和细胞毒性的研

究进展，发现次生代谢产物主要包括生物碱、萜类、

甾类、聚酮类、醌类、异香豆素、酯类等化合物［１６］。

Ｐｅｎｇ等综述分析了从海藻内生真菌中分离得到的
１８２个天然产物，发现这些代谢产物具有独特化学多
样性以及相关的生物活性［１７］。Ｓｃｈｕｌｚ等研究了植物
内生菌及其生物活性代谢产物与宿主的关系，从药用

的草本植物中分离得到６５００个内生真菌，对其进行
生物活性筛选，根据不同生物合成途径其次级代谢产

物可分为异戊二烯、聚酮、氨基酸衍生物［１８］。

３　药用植物内生真菌的应用

３．１　抗肿瘤方面应用
近来研究表明，从某些有抗肿瘤功能的药用植

物内生真菌中提取出的活性物质与宿主植物的次

级代谢产物具有高度相似性［１９］，这打破了只能从天

然药用植物中提取或采用化学合成等途径生产药

物的传统，开辟了一条新的抗肿瘤药物生产路线。

程玉鹏等研究表明，产柴胡皂苷内生真菌抗肿瘤机

制涉及诱导肿瘤细胞凋亡、逆转肿瘤耐药性和增强

免疫调节功能等方面［２０］。Ｌｉ等从红豆杉中分离得
到内生真菌紫杉霉（Ｔａｘｏｍｙｃｅｓａｎｒｅａｎａｅ），紫杉霉产
生的紫杉醇或其他紫杉烷类化合物对乳腺癌等多

种恶性肿瘤具有突出功效［２１］。Ｔａｏ等从筛选自红
树林的内生真菌镰刀菌中分离到环肽白僵菌素

（ｂｅａｕｖｅｒｉｃｉｎ），它对肿瘤细胞ＫＢ的生长有明显的抑
制作用，主要通过线粒体途径诱导细胞凋亡，对人

体的多种肿瘤细胞具有较强的抑制作用［２２］。魏练

平等从山苍子叶中分离筛选出的内生真菌，对人肝

癌ＨｅｐＧ２细胞抑制率达６３．７６％，具有明显的抗肿
瘤作用［５］。Ｍａｄｅ等研究番荔枝叶内生真菌乙酸乙
酯提取物的抗癌活性，当提取物浓度为１００μｇ／ｍＬ
时，表现出对癌细胞生长的高抑制活性［２３］。

３．２　抗氧化活性应用
药用植物及其内生真菌是发现天然产物的重

要资源，多种内生真菌的代谢产物可成为新型天然

抗氧化剂的潜在来源。目前已从多种药用植物内

生菌及其次生代谢产物中得到诸多具有抗氧化活

性的物质，包括生物碱类、酚酸类、黄酮类、菇类、香

豆素类化合物等。Ｈｕａｎｇ等对 ２９种中草药的 ２９２
株内生真菌进行了总抗氧化能力与总酚含量关系

的研究，结果表明，内生真菌培养物的抗氧化能力与

其总酚含量显著相关，酚类物质是内生真菌的主要抗

氧化成分［２４］。郑朝辉等发现，黄芩内生真菌的发酵

产物具有抗氧化活性，从中分离得到的２种酚类化合
物具有较强抗氧化能力［２５］。宋新月等从竹叶兰中分

离内生真菌，筛选得到２株具有较强抗氧化活性的菌
株Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｋａｒｓｔｉｉ和Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｓｐ．［２６］。
３．３　抗菌活性应用

大多数内生真菌的次级代谢产物中含有能够

抑制细菌、真菌等的生物活性物质，其中发现最多

的是内生真菌产生的新型抗菌肽类活性物质。Ｌｉ
等从雷公藤中分离得到１株能产生一种新型环肽类
抗生素的内生真菌，所产生的这种环肽类抗生素含

有很多稀有氨基酸，对人体中的病原真菌具有抑制

作用［２７］。魏永威从藿香植物的茎组织中分离出具

有抑菌活性的内生真菌［２８］。刘雷等研究川麦冬内

生真菌的抑菌活性，结果表明，抑制白色念珠菌的

菌株较多［２９］。Ａｔｉｐｈａｓ－ａｗｏｒｎ等从罗勒叶中分离到
１４种内生真菌，所有内生真菌粗提物对９种人体细
菌病原体金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、枯草芽

孢杆菌、蜡样芽孢杆菌、大肠杆菌、肺炎克雷伯杆

菌、铜绿假单胞菌、霍乱弧菌和副溶血弧菌均有抑

菌活性［３０］。刘晓瑜等从２２种药用植物组织中分离
出１９７株内生菌，经筛选获得１８株对耐甲氧西林金
黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）有拮抗作用的菌株［３１］。

４　药用植物内生真菌应用研究中存在的问题及解
决方案

４．１　内生真菌研究存在的技术问题
（１）药用植物内生真菌的分离筛选方法存在着

明显的技术问题。目前，普遍采用组织块分离法分

离药用植物内生真菌，在分离过程中，不彻底的表

面消毒会造成内生真菌中混有杂菌，影响研究结果

的准确性；这种分离方法只能分离得到部分内生真

菌，难以分离得到生长缓慢且容易被优势菌种覆盖

的内生真菌。（２）药用植物内生真菌的培养存在技
术问题。有些内生真菌在人工合成的培养基上无

法正常生长、无法获得纯培养物，不利于保存与研
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究［３２］，在表面消毒时部分敏感株容易被杀死等，导

致仍然在存在大量的未被发现的新物种，仍然还有

数量巨大的内生真菌资源有待研究。（３）目前，对
内生真菌菌株的培养条件以及菌株自身遗传背景

进行的深入研究较少，应该加强对产活性物质菌株

稳定性、菌株培养条件以及菌株诱变改造等方面的

深入研究。（４）分离出来的内生真菌，当脱离宿主
植物后，在体外进行传代培养过程中会出现某些重

要的生物学特性退化和消失，甚至死亡现象。解决

办法是减少传代次数，尽量模拟内生真菌在宿主植

物内的生长环境和营养条件。（５）内生真菌鉴定方
法存在技术问题。目前，主要依靠真菌形态学对内

生真菌进行归类和鉴定，同时采用分子生物学方法

辅助鉴定。真菌的形态学主要是以孢子形态进行

鉴定的，但有的真菌在人工培养条件下不形成孢

子，所以诱导内生真菌产生孢子是有必要的。尽管

可利用多种方法进行诱导，但仍有很多内生真菌无

法产生孢子，因此有部分分离得到的内生真菌无法

进行分类鉴定。

４．２　内生真菌在应用中出现的问题
当前，已有的研究结果显示，内生真菌的次生

代谢产物具有抗肿瘤、抗菌、抗氧化等活性，具有巨

大的药用价值［３３］，可应用于医药行业，但内生真菌

尤其代谢产物在产业化应用方面仍存在很多问题

需要解决。（１）目前，许多研究只是通用分离筛选
得到具有活性的内生真菌，并未对其发酵产物进行

分离纯化，且未对其化学结构进行进一步的探讨。

（２）内生菌与宿主植物在共同进化中产生的次级代
谢产物具有高度相似性，但是内生菌生产的次级代

谢产物极不稳定，活性成分的含量较低，且在频繁

传代过程中易发生突变，导致代谢产物出现变化或

可能会消失，难以进行大规模工业化生产。发酵时

间不同，产生的次级代谢产物不尽一致。（３）植物
内生真菌发酵可以产生与宿主植物相似的次生代

谢活性产物，但仍然有许多次级代谢产物尚待明

确，目前尚未深入研究内生菌次生代谢产物中起到

抑制作用的大量活性物质。有些次级代谢产物发

酵水平很低，１Ｌ内生菌发酵液中仅能获得微量的
活性成分，其发酵优选工艺还有待进一步研究［３２］。

（４）内生真菌与宿主植物共生生态机制以及共同具
有相似次级代谢产物的分子机制有待进一步研究。

（５）大多数药用植物特别是一些珍贵的药用植物尚
未开展内生真菌方面的研究，且对某些活性菌株的

研究仅停留在实验室层面，尚未进行商业化生产。

（６）内生真菌本身可促进药用植物的生长发育、抗
病虫害的能力以及活性成分的合成与分泌，在栽培

药用植物防治病虫害等方面有着显著的促进效

果［３３］。目前，对于内生真菌与寄主植物的相互作用

机制尚不明确，药用植物内生真菌产生与寄主相同

或相似成分的机制还不清楚［３４］，这限制了药用内生

真菌在实际中的应用。

４．３　可行的解决方案
随着现代技术的进一步发展，内生真菌的研究

和应用等方面存在的问题已有初步的解决方案。

在传统方法的基础上，结合现代技术手段如高通量

测序技术、现代色谱技术、生物化学技术等进行研

究，有利于突破当前的研究现状。在传统研究方法

的基础上，利用现代技术手段，将成为解决内生真

菌在科研和应用上存在问题的有利手段。（１）设计
新型培养基，适于筛选出来的内生真菌繁殖生长、

积累代谢产物，并对体外培养条件、发酵条件进行

工艺优化。（２）内生真菌的培养方式由体外纯培养
转为多元混合培养，对筛选分离出来的内生真菌进

行复配，进行混合发酵。（３）采用高通量测序技术
鉴定真菌，获得未培养菌株。在内生真菌鉴定的方

面，随着现代分子生物学技术的逐渐应用，采用转

录间隔区（ＩＴＳ）序列、大亚基（ＬＳＵ）基因等分析对形
态相似的内生真菌进行鉴定［３５］，同时，ＤＮＡ测序结
合变形凝胶电泳技术也开始应用于内生真菌的鉴

定中。丁小丽等采用变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）分
析对丹参叶片内生真菌群落结构进行研究［３６］。

（４）通过代谢组学、蛋白质组学，获得有价值的次级
代谢产物。从种类繁多的内生真菌次生代谢产物

中筛选出生物活性物质也是一个加快次生代谢产

物研究的突破点。基因筛选［３７］是指将特定基因作

为筛选标记，在基因水平上评估微生物产生某种代

谢物的可能性及其产生生物活性物质的潜力。任

丹等通过对川楝内生真菌进行基因筛选发现，次生

代谢产物具有活性的可疑菌属为曲霉属和青霉

属［３８］。（５）运用诱变技术或基因工程技术对分类
筛选的内生真菌进行体外菌种改良，获得遗传稳

定、代谢活性物质含量高的改良菌株。如在内生真

菌次生代谢产物开发利用方面，为提高活性物质的

含量，达到工业化生产水平，应将传统的育种技术

与现代育种相结合，利用基因工程等现代生物技术

改良具有活性的菌株，优化生产工业。
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５　结论与展望

药用植物内生真菌具有丰富的生物多样性，对

植物的生长发育有着积极的作用，能够产生与寄主

植物相同或相似的具有生物活性的产物，在抗肿

瘤、抗菌、抗氧化等方面有着明显的效果，是医药行

业开发新药的新型途径。药用植物内生真菌的研

究虽然处于起步阶段，但其实用价值和社会价值己

经受到越来越多的重视，从药用植物内生真菌次生

代谢产物中筛选有效的活性物质或新型化合物以

研究新的药物，将在很大程度上丰富人类医药宝

库，解决自然资源不足等问题，实现可持续发展。

随着技术的进步和植物次生代谢研究的深入，对药

用植物内生真菌的开发和研究必将成为重点，药用

植物内生真菌具有极大的开发利用潜力和价值。

目前，对于内生真菌的研究与应用也存在着一

些问题，如大多数药用植物尚未开展内生真菌方面

的研究，这将是未来开发内生真菌资源的重要宝

库；对部分活性菌株仅停留在实验室研究层面，尚

未进行商业化生产［３０］；药用植物内生真菌产生与宿

主植物相似或相同的次生代谢产物的遗传机制尚

不清楚；药用植物内生真菌与其他内生真菌、内生

细菌、内生放线菌互作的多样性及分子机制鲜有报

道等。关于这些方面的深入研究将是未来药用内

生真菌研究、开发的方向。另外，如何高效准确地

分离与筛选出内生真菌还有待进一步研究，且内生

真菌与寄主之间的作用机制尚不清晰，具有生物活

性的次生代谢产物结构不明晰。利用先进的现代

生物技术手段，系统并全面地研究与开发药用植物

内生真菌有待进一步开展。

解决上述问题，不仅有利于对珍稀、濒危药用

植物资源的保护，对减少野生药用植物多样性的破

坏具有重要意义，而且可为利用药用植物内生真菌

生产次生代谢产物提供参考依据。充分研究药用

植物内生真菌及其次生代谢产物，可为后续发现新

型菌株或新型化合物、筛选生物活性物质提供一种

新途径，在医药、农业等方面将会发挥巨大的作用。
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菊花病虫害防治化学农药减施替代技术综述

陈洪凡，黄　蓉，胡建坤，黄瑞荣
（江西省农业科学院植物保护研究所，江西南昌３３０２００）

　　摘要：菊花是我国重要的经济作物，菊花病虫害严重制约着菊花的产量和质量，传统化学防控手段存在农药残留
和环境污染等弊端，化学农药防治减量替代技术的研究与应用已成为发展可持续农业的必然趋势，对菊花高产、优质

和安全具有重要意义。本文在介绍菊花主要病虫害发生特点基础上，从农业防控技术、物理防控技术和生物防控技术

３个方面对近年来我国菊花病虫害化学农药防治减量替代技术的研究与应用进展进行了综述，以期为菊花的安全生
产提供一定理论指导。
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　　菊花（ＣｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍＲａｍａｔ），起源
于中国，为菊科多年生宿根植物，是我国的十大名

花及世界四大切花之一，有着悠久的栽培历史和重

要文化意义，且具有很高的经济价值［１－３］。如传统

的四大药菊包括杭菊（杭白菊和杭黄菊）、贡菊、亳

菊和滁菊，药用菊具有清热明目、抗菌消炎、降血

压、抗肿瘤等作用，对头痛眼花、风热感冒、高血压

等疾病具有明显疗效［４］。茶用菊如亳菊、贡菊、杭

菊等，泡茶味甘而香，生津润喉［５］。但菊花生产中

病虫害具有多发性、多样性，其防治主要依赖化学

农药，导致菊花中农药残留高［６］；其次，菊花生产过

程中相关标准缺失，导致种植无序及滥用化肥、农

药、生长调节剂的现象时常发生，严重影响了中药

疗效及饮品安全［７］，不利于菊花产业可持续发展。

本文从菊花病虫害可持续控制目标出发，对菊花主
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