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　　摘要：植物内生菌是尚未得到充分开发利用的微生物资源。为了充分开发苦菜、茵陈这２种菊科植物的内生菌资
源，获得具有抗菌、抗氧化活性的内生菌，采用组织分离法从茵陈、苦菜中分离内生真菌，并使用平板对峙法对内生真

菌进行抗菌活性验证，并测定内生真菌提取物１，１－二苯基－２－三硝基苯肼自由基（ＤＰＰＨ·）清除率，以验证内生真
菌的抗氧化活性。此外，对于具有抗菌和抗氧化活性的菌株，通过内转录间隔区（ＩＴＳ）测序并构建系统发育树、形态
学观察进行鉴定。结果表明，分离自苦菜的ＫＣ－Ｇ－２－３－２和分离自茵陈的ＹＣ－Ｊ－４－２对串珠镰刀菌、尖孢镰刀
菌、层生镰刀菌均具有拮抗作用，抑菌率在５０％以上，其中ＫＣ－Ｇ－２－３－２对白绢病病菌也有较强的抑制作用；２株
内生真菌菌液和菌体提取物都表现出较好的ＤＰＰＨ·清除功效，其中ＹＣ－Ｊ－４－２的ＰＤＢ培养基发酵液的菌液提取
物对ＤＰＰＨ·的清除率超过９０％。由菌株鉴定结果看出，ＫＣ－Ｇ－２－３－２为木霉属菌株，ＹＣ－Ｊ－４－２为间座壳属
菌株。
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　　内生菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ）是一类非常重要的微生物
资源，在自然界中广泛存在，它们具有独特的生理

和代谢机制，能够适应植物内部特殊的环境，同时

还能够产生多种活性物质，帮助植物抵抗病原微生

物［１－２］。此外，一些药用植物内生菌因长时间与宿

主协同进化，可产生某些与宿主植物相似或相同的

具有药用价值的代谢物质［３－６］。因此，从植物内生

菌中，特别是药用植物内生菌中挖掘活性天然产

物，不仅可为药物的研发提供新的方向，还能在一

定程度上解决传统的天然产物药源———药用植物

生长缓慢、资源紧缺等问题。

　　苦菜（Ｓｏｎｃｈｕｓｏｌｅｒａｃｅｕｓ）和茵陈（Ａｒｔｅｍｉｓｉａｅ
ｓｃｏｐａｒｉａｅ）广泛分布于全国各地，是药食两用的菊科
植物。近年来，学者们对这２种植物的活性成分研
究也较为深入，已经证实它们均具有抗菌、抗氧化

活性［７－８］。苦菜中的抗氧化活性成分主要包括黄

酮［９－１０］、多酚［１１］和多糖［１２］，其提取物对革兰氏阳性

菌、革兰氏阴性菌、酵母菌和霉菌都具有较好的抑

制作用［１３－１４］。茵陈的抗氧化活性成分主要为香豆

素类化合物［１５］、黄酮类化合物［１６－１７］、绿原酸［１８］及

挥发油类化合物［１９］，其中绿原酸对多种细菌、霉菌

具有抑制作用［２０］。目前，针对苦菜、茵陈植物内生

菌的研究鲜有报道，本研究从苦菜、茵陈中分离获

得内生真菌，测定其抗菌、抗氧化活性，并对有活性

的菌株进行鉴定，旨在为进一步开发利用植物内生

菌资源提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　植物材料　新鲜、健康的茵陈和苦菜于
２０１８年１０月初采集自山东泰山。
１．１．２　供试菌株　供试菌株有串珠镰刀菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）、尖孢镰刀菌 （Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、白绢病病菌（Ｓｅｌｅｒｏｔｉｕｍｒｏｌｆｓｉｉ）、层生镰
刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ）等植物病原真菌，由山
东农业大学农业微生物重点实验室惠赠。

１．１．３　培养基　内生菌分离纯化培养基包括马铃
薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基和麦芽汁（ＭＥ）培养
基。ＰＤＡ配方：２００ｇ马铃薯，２０ｇ葡萄糖，琼脂
２０ｇ，１Ｌ去离子水，ｐＨ值自然。ＭＥ配方：２０ｇ麦芽
提取物，２ｇ蔗糖，０．２ｇ蛋白胨，２０ｇ琼脂，１Ｌ去离
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子水，ｐＨ值自然。内生菌发酵培养基为马铃薯葡萄
糖肉汤（ＰＤＢ）培养基和 ＭＥ液体培养基，即分离纯
化培养基中不加琼脂。

１．２　试验方法
１．２．１　内生菌的分离纯化　采用组织分离法［２１］分

离纯化苦菜和茵陈中的内生菌。将新鲜植物材料

用无菌水冲洗干净并晾干，将根、茎、叶分别用无菌

手术刀片切成小块，先用７５％乙醇消毒３ｍｉｎ、无菌
水冲洗３次，再用１０％次氯酸钠浸泡８ｍｉｎ、无菌水
冲洗３次，最后用无菌滤纸吸干水分。将组织材料
纵切后置于分离纯化培养基上，每个培养基放４组，
于２８℃恒温培养箱中培养７ｄ，待组织块边缘有菌
丝长出后，挑取不同形态的菌丝接种于新鲜培养基

上，反复分离纯化即得内生真菌。

１．２．２　抑菌试验　采用平板对峙法［２２］进行抑菌试

验，用直径为５ｍｍ的无菌打孔器打取供试病原真
菌菌饼、内生菌菌饼，将其对称放于ＰＤＡ培养基上，
于２８℃下培养５ｄ，分别测量病原菌对峙侧、非对峙
侧半径，并按如下公式计算抑菌率：

　　抑菌率＝（非对峙侧半径 －对峙侧半径）／（非
对峙侧半径）×１００％。

挑取供试病原真菌和内生菌生长交界处的菌

丝制片，并用显微镜观察其形态。

１．２．３　发酵液的制备和萃取　挑取内生菌菌丝接
种于装有１００ｍＬ发酵培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，
于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１０ｄ。将发酵培养
物过滤，除去菌体，滤液用等体积乙酸乙酯萃取 ３
次，合并有机相，于５５℃条件下减压浓缩蒸干，即得
菌液粗提物。将过滤得到的菌体用适量９５％乙醇
冷凝回流３次，合并乙醇相，减压浓缩蒸干，即得菌
体粗提物。用体积比为１∶１的无水乙醇和去离子
水溶液溶解粗提物。菌液粗提物和菌体粗提物均

置于４℃冰箱保存备用。
１．２．４　内生菌１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼自由
基（ＤＰＰＨ·）清除能力测定　参照 Ｌｉ等的方法［２３］

测定内生菌清除 ＤＰＰＨ·的能力。精确称取０．００１
９７ｇＤＰＰＨ粉末，用无水乙醇溶解并定容至１００ｍＬ
（终浓度为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ），作为母液，于４℃下低温
避光保存。向２ｍＬＤＰＰＨ母液中加入１ｍＬ菌液粗
提物和 ２ｍＬ无水乙醇 （最终提取液浓度为
３ｍｇ／ｍＬ），混匀，于２５℃下水浴３０ｍｉｎ，以相同浓
度的维生素Ｃ溶液为阳性对照，测定５１７ｎｍ处的吸
光度，记作 Ａ１处理；另外将 １ｍＬ菌体粗提物与

４ｍＬ无水乙醇混匀，记作 Ａ２处理。按如下公式计
算ＤＰＰＨ自由基清除率：
　　ＤＰＰＨ自由基清除率 ＝［１－（Ｄ５１７ｎｍ（１） －
Ｄ５１７ｎｍ（２））／Ｄ５１７ｎｍ（３）］×１００％。
式中：Ｄ５１７ｎｍ（１）为提取液或维生素 Ｃ溶液的吸光度；
Ｄ５１７ｎｍ（２）为背景溶液（提取液或维生素 Ｃ溶液）不加
ＤＰＰＨ时的吸光度；Ｄ５１７ｎｍ（３）为空白对照（蒸馏水代
替提取液或维生素Ｃ溶液）的吸光度。每个样品设
３次重复，取平均值。
１．２．５　菌株的鉴定　采用平板培养法、显微镜镜检
法对具有活性的内生真菌进行形态学鉴定。通过

内转录间隔区（ＩＴＳ）测序对菌株进行分子生物学鉴
定。将平皿中培养好的内生真菌直接交给睿博兴

科（青岛）测序部进行 ＰＣＲ测序。将测定的 ＩＴＳ序
列与ＧｅｎＢａｎｋ中已知的核酸序列进行 ＢＬＡＳＴ比对
分析，从中获得与菌株 ＩＴＳ同源的序列，用 ＭＥＧＡ
７０软件构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　内生菌对病原真菌的拮抗作用
从苦菜中共分离获得２１株内生真菌，其中从根

部、茎部分别分离获得１４、７株；从茵陈中共分离获
得１３株内生真菌，其中从根部、茎部分别分离获得
８、５株。使用平板对峙法测定内生真菌对病原真菌
的拮抗能力，结果显示，分离自苦菜根部的

ＫＣ－Ｇ－２－３－２对白绢病病菌、串珠镰刀菌、尖孢
镰刀菌、层生镰刀菌等４种植物病原菌都具有良好
的抑菌效果，抑菌率分别为 ５０％、４０％、４１％、６５％
（图１）；分离自茵陈茎部的 ＹＣ－Ｊ－４－２对串珠镰
刀菌、尖孢镰刀菌、层生镰刀菌等３种植物病原菌具
有良好的抑菌效果，抑菌率分别为 ５６％、４６％、
６３％，但对白绢病菌无抑菌作用（图２）。
　　由图 １、图 ２还可以看出，在内生菌菌株
ＫＣ－Ｇ－２－３－２、ＹＣ－Ｊ－４－２的作用下，４种植
物病原真菌菌丝的正常生长均受到了抑制，表现为

无法向外生长延伸，被抑制的地方产生明显的分界

线，对该位置的菌丝进行显微观察，未发现病原真

菌菌丝有畸形现象，表明内生真菌主要是通过与病

原真菌竞争生存空间和营养物质来抑制其生长。

２．２　待测样品的制备
将“２．１”节中得到的具有抑菌活性的内生菌分

别用ＰＤＢ培养基、ＭＥ液体培养基进行摇瓶培养，
１０ｄ后共得到４份待测样品，将ＫＣ－Ｇ－２－３－２
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的ＰＤＢ发酵液记作 Ａ样品，ＭＥ发酵液记作 Ｂ样
品；ＹＣ－Ｊ－４－２的ＰＤＢ发酵液记作Ｃ样品，ＭＥ发
酵液记作Ｄ样品。４份样品过滤后，分别萃取过滤
液和菌体，将其进一步分为菌液提取物、菌体提取

物，共８份样品，每份样品的质量见表１。
表１　不同处理内生菌提取物的质量

菌株 处理编号
质量（ｇ）

菌体粗提物 菌液粗提物

ＫＣ－Ｇ－２－３－２ Ａ １０．６ ８．７

Ｂ ８．６ ６．１

ＹＣ－Ｊ－４－２ Ｃ １２．１ ９．３

Ｄ １１．５ ７．６

２．３　抗氧化活性的测定结果
由表２可知，在３ｍｇ／ｍＬ的质量浓度下，测试

样品对ＤＰＰＨ·表现出了不同程度的清除作用，其
中ＹＣ－Ｊ－４－２的 ＰＤＢ培养基发酵液的菌液粗提
物对ＤＰＰＨ·的清除率超过了９０．０％，菌体粗提物
对ＤＰＰＨ·的清除率超过了８０．０％，显示出较强的
抗氧化活性，其余样品对 ＤＰＰＨ·的清除率均在
５００％以上。
２．４　内生菌的鉴定结果
２．４．１　形态学鉴定结果　ＫＣ－Ｇ－２－３－２菌株
的菌落形态和镜检结果见图３。ＫＣ－Ｇ－２－３－２
菌株生长迅速，初期菌落为白色，呈致密、绒毛状，

随后菌落中央产生绿色孢子，中央变成绿色。分生

孢子产生后，单生或簇生，呈圆形、绿色，初步鉴定

属于木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．）。

表２　内生菌提取物对ＤＰＰＨ·的清除率

菌株 编号
平均ＤＰＰＨ·清除率（％）

菌体粗提物 菌液粗提物

ＫＣ－Ｇ－２－３－２ Ａ ６２．６ ５８．１

Ｂ ５３．９ ５１．５

ＹＣ－Ｊ－４－２ Ｃ ８１．７ ９３．４

Ｄ ６１．８ ６１．１

维生素Ｃ（对照） ９５．７ ９５．７

　　ＹＣ－Ｊ－４－２菌株的菌落形态和镜检结果见图
４。ＹＣ－Ｊ－４－２菌株在生长初期呈乳白色，气生菌
丝发达致密，呈羽毛状，后期逐渐转为灰色。在显

微镜下只观察到菌丝，未见有分生孢子产生，可能

与培养时间、培养条件有关，需要进一步用分子手
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段对其进行鉴定。

２．４．２　分子水平的鉴定结果　经测序可知，ＫＣ－
Ｇ－２－３－２菌株ＩＴＳ序列长５８１ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号：ＭＮ８２３６３７）。对该序列进行 ＢＬＡＳＴ比对分析，
结果显示，它与短木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｂｒｅｖｅ）的同源性
最高，相似度为１００％；选出相关性较高的属内相关
菌株的ＩＴＳ序列，用ＭＥＧＡ７．０构建系统发育树，结
果显示，它与Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｂｒｅｖｅ聚为１族（图５），确
定 ＫＣ－Ｇ－２－３－２为木霉属菌株，命名为
ＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｂｒｅｖｅＫＣ－Ｇ－２－３－２。

　　经测序可知，ＹＣ－Ｊ－４－２菌株 ＩＴＳ序列长
５４４ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＮ８２３６３８）。对该序列进
行 ＢＬＡＳＴ比对分析，结果发现，它与间座壳菌
（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｇｏｕｌｔｅｒｉ）的同源性最高，相似度为１００％；
选出相关性较高的属内相关菌株的 ＩＴＳ序列，用

ＭＥＧＡ７．０构建系统发育树，结果显示，它与
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｇｏｕｌｔｅｒｉ聚为１族（图６），确定ＹＣ－Ｊ－４－２
为间 座 壳 属 菌 株，命 名 为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｇｏｕｌｔｅｒｉ
ＹＣ－Ｊ－４－２。　

３　结论与讨论

化学农药的滥用不仅会对人类生态环境产生

恶劣影响，还会导致病虫害抗性等问题，因而亟需

开发出高效、低毒、无污染的新型农药。生物农药

具有选择性强、药效高、对环境较友好、不易产生抗

—８６２— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２０期



药性等优点，这些特性不仅满足了当代人的需求，

更满足了可持续发展的战略目标，因此，生物农药

具有十分广阔的发展前景，有望成为最具发展潜力

的农药品种［２４－２５］。本试验以药食两用植物苦菜、茵

陈为材料，分离筛选出２株对串珠镰刀菌、尖孢镰刀
菌、层生镰刀菌具有良好抑制作用的植物内生菌

ＫＣ－Ｇ－２－３－２、ＹＣ－Ｊ－４－２，其中ＫＣ－Ｇ－２－
３－２还对白绢病菌有良好的抑制作用。这２株植
物内生真菌均有潜力作为生防菌开发为生物农药。

　　抗氧化活性是备受医学界关注的生物学活性
之一。越来越多的研究结果显示，抗氧化是预防衰

老的重要途径，消除过多的氧化自由基对于预防许

多由自由基引起的相关疾病是非常重要的。抗氧

化剂对于防治癌症、心脏病、脑卒中、阿尔茨海默

症、风湿性关节炎及白内障等慢性疾病都具有一定

的效果［２６］。本试验分离得到 ２株植物内生真菌
ＫＣ－Ｇ－２－３－２、ＹＣ－Ｊ－４－２，用不同液体培养
基发酵后，其发酵过滤液、菌体萃取液的抗氧化活

性检测结果显示，２株内生菌均具有良好的ＤＰＰＨ·
清除能力，清除率均在５０％以上。特别是 ＹＣ－Ｊ－
４－２的ＰＤＢ培养基发酵液的菌液提取物，对ＤＰＰＨ·
的清除率超过９０％，菌体提取物对 ＤＰＰＨ·的清除
率超过８０％，显示出较强的抗氧化活性。
　　通过形态学及分子生物学水平的鉴定，确定
ＫＣ－Ｇ－２－３－２为木霉属菌株，ＹＣ－Ｊ－４－２为
间座壳属菌株，这２个属均为常见的植物内生菌属，
近年来关于这２个菌属菌株的抗菌、抗氧化研究也
较多。如 Ｈｕ等从荔枝内生菌绿木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｖｉｒｅｎｓ）中分离得到一系列倍半萜类化合物，这些化
合物均具有抑制植物病原真菌的活性［２７］；Ｉｋｒａｍ等
研究发现，牛茄子内生菌娄地青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉ）、里氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｒｅｅｓｅｉ）的发酵萃
取物具有抑制植物病原细菌和抗氧化活性［２８］；Ｇｕｏ
等从植物内生菌间座壳属某菌株中获得了１个新化
合物ｄｉａｐｏｒｏｎｅＡ，该化合物抑芽孢杆菌的活性中等，
细胞毒活性弱［２９］；ｄａＲｏｓａ等采用超临界流体萃取
技术从植物内生菌Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｓｃｈｉｎｉ中获得了具有抗
氧化活性的提取物，该提取物对 ＤＰＰＨ·的清除率
可达９６６２％［３０］。本试验从苦菜、茵陈中所得菌株，

既具有拮抗植物病原真菌活性，又具有抗氧化活

性，具有较高的潜在应用价值，结果可为这２种植物
内生菌的开发利用提供理论基础和数据支持。
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连云港市小麦拔节期冻害灾损判别指标和风险分布

任曙霞，郝　玲，李中林，董京铭，胡冬莉
（江苏省连云港市气象局，江苏连云港２２２００６）

　　摘要：利用连云港站１９８６—２０１６年的逐年最低气温资料，采用现代气候诊断分析方法，分析连云港市初、终霜和
无霜期变化特征。通过时间序列分析等数学方法拟合趋势产量，用实际产量与趋势产量的偏差率引入灾损率，统计出

连云港小麦主要灾害年和丰产年，找出决定连云港小麦产量的主要气象因子。结果表明，连云港地区春季小麦返青拔

节孕穗期最低气温气象要素对产量减少的影响程度大。依据风险分析理论对连云港小麦基地进行春霜冻风险分析，

确定小麦拔节期间冻害指标，按照不同权重将春霜冻气候区划因子叠加，绘制连云港霜冻风险分布图，得出其风险的

空间分布特点，结论可为指导小麦生产提供气象保障。
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　　连云港市地处黄海之滨，江苏省北部，具有季
风特点的海洋性气候，温和湿润，寒暑相宜，四季分

明，适合多种大田农作物的发展。小麦是连云港市

主要的夏收作物之一，其产量占江苏省小麦单位面

积产量前列。

研究结果指出，江苏省冬小麦气候适宜度呈现

较弱的南北分布规律，较适宜区主要分布在连云港

中北部，气候适宜度在０．６３８以下［１］。近几十年来，

气候变化使极端灾害性气候频发［２］。连云港地区

各类气象灾害，尤其是拔节期间冻害时有发生，气

候变暖，小麦抗寒能力的下降，冬春交替，冷暖交替

突变，增大了小麦遭受初春霜冻危害的概率，给冬

小麦生长带来的危害加大。研究表明，小麦霜冻危

害主要分布在１０５°～１２０°Ｅ、３３°～３８°Ｎ范围内，而
１１０°～１１８°Ｅ、３４°～３６°Ｎ为重发区，即黄淮麦区［３］；

国内外学者从霜冻规律、霜冻指标、防霜技术与霜

冻评估等几个角度开展了大量研究［４－６］。有研究者

在风险理论的基础上，综合考虑多因子，构建霜冻

风险评估方法，为研究区域潜在灾害风险区划研究

提供了可行性的方法［７］。

但对于小麦受霜冻这种特殊的灾害，确定指标

的方法以及定量指标和模型，国内研究还不多［８］，

特别是针对不同地理环境下小麦返青拔节期间冻

害方面的研究，目前研究成果更是少见。针对连云

港市小麦拔节期间的灾害，目前指标还不够完善，
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