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　　摘要：为研究朝鲜淫羊藿内生真菌对朝鲜淫羊藿生理特性及内在品质的影响，探索促进朝鲜淫羊藿生长发育和内
在成分积累的菌株，采用盆栽土培试验，将从朝鲜淫羊藿植株中分离得到的３种内生真菌进行液体发酵后施加于其根
部，考察分析内生真菌对宿主植物的生物量、叶绿素荧光参数、光合作用参数和ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＰＡＬ、Ｆ３′Ｈ酶活性以及丙二
醛、总黄酮醇苷含量等生长发育指标和内在品质的影响。结果表明，内生真菌能够显著增加朝鲜淫羊藿的生物量，加

快其光合速率，提升植物酶活性，降低其丙二醛含量，提高朝鲜淫羊藿总黄酮醇苷及总黄酮含量。
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　　朝鲜淫羊藿（ＥｐｉｍｅｄｉｕｍｋｏｒｅａｎｕｍＮａｋａｉ）为《中
国药典》收载的中药淫羊藿药用品种之一［１］，是我

国很有价值的药用植物，具有补肾壮阳、祛风除湿

等功效［２－３］，是发展潜力巨大的林下经济品种。近

年来，常见报道朝鲜淫羊藿药材质量较低，难于达

到《中国药典》标准要求，且由于生态环境破坏严重

和人为过度采挖，加上其分布区域狭窄、有性繁殖

能力弱等原因，致使其野生资源匮乏，而人工栽培

技术又尚未成熟，这些因素均制约着朝鲜淫羊藿产

业的发展。故亟待开展野生抚育或人工栽培资源

研究，探寻栽培关键技术与促生因子也至关重要。

内生真菌是存在于健康的植物体内并能和宿

主共生的一类真菌［４］。诸多研究发现，某些内生真

菌可以加快植物自身的发育，并能增强其在相同环

境中抵抗外界病害的能力。如促生菌能够改变干

旱胁迫下水稻植株自身激素的积累，减弱因为缺水

致使的光合作用中色素的分解和散失，从而加强水

稻在极端环境中的抵抗力［５］。因为内生菌对宿主

植物的诸多特殊作用，引起了越来越多的广泛关

注，通过接种内生菌来优化宿主植物微生物生态区

系能在很大程度上促进植物生长发育及抵御病虫

害等，这也为药用植物生长发育的研究提供了新的

思路。为了能够获取促进朝鲜淫羊藿生长发育的

内生真菌菌株，本试验对前期分离纯化并已进行初

步筛选过的３株内生真菌促进朝鲜淫羊藿生长发育
的功能进行了研究，旨在筛选出明显促进宿主植物

生长发育的优势菌株，为植物生长促进菌剂的研究

开发提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试种苗和供试菌株
供试种苗为野外采集朝鲜淫羊藿同龄级根茎，

其原植物经长春中医药大学药学院姜大成教授鉴

定为小檗科植物朝鲜淫羊藿（Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍｋｏｒｅａｎｕｍ
Ｎａｋａｉ）。
３株供试内生真菌分别为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｃｏｔｏｎｅａｓｔｒｉ

（Ｓ３）、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ（Ｓ６）和 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｊａｓｍｉｎｉｇｅｎｕｍ（Ｓ８），均分离于朝鲜淫羊藿植株，保存
于中国微生物菌种保藏中心。

１．２　菌液制备
在等体积的ＰＤＢ液体培养基中接入供试菌株，

放置在 ２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温培养振荡器里培养
７ｄ。把菌液用灭过菌的蒸馏水按 １０倍稀释法稀
释，采用血球计数器来计算菌液浓度，最后配制浓
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度为１．０×１０８个／ｍＬ。
１．３　试验设计

试验于２０２０年５—８月间在长春中医药大学药
用植物园田间实验地进行，地理位置 １２５４３°Ｅ、
４３８４°Ｎ，海拔约２６０ｍ，属温带大陆性气候，年均
气温４．３℃，年均降水量６８３ｍｍ，相对湿度６９％，
郁闭度０．６～０．８。采用盆栽土培方法，将朝鲜淫
羊藿根茎定植于直径 ２３ｃｍ、高 １６ｃｍ的塑料盆
中。所用土壤是严格经过熏蒸消毒的腐殖土，含

有机质 １１０４ｇ／ｋｇ、碱解氮 ３２．３６ｍｇ／ｋｇ、速效磷
６３５３ｍｇ／ｋｇ、速效钾９８．４６ｍｇ／ｋｇ，经过混匀称量，
每盆放入等量的土壤。期间让其恢复性生长，１个
月后，将相同浓度的２００ｍＬ菌液施入朝鲜淫羊藿植
株根际。每个菌株作为一个试验组，以不接菌的

ＰＤＢ液体培养基为空白对照。每个处理３个重复，
共６０盆，每盆栽种３株。接种 ６０ｄ后对各项指标
进行测定。

１．４　生长指标测定
试验组菌苗共生 ６０ｄ后收获朝鲜淫羊藿植

株，每个处理随机挑选 １５株，每个重复组挑选 ５
株，除去泥土洗净。称量地上部分鲜质量，测量株

高，测定叶面积。随后将朝鲜淫羊藿植株放置阴

凉处阴干至恒质量，测定地上部分干质量和叶片

干质量。

１．５　叶绿素荧光特性和光合作用测定
参考文献［６－７］的试验方法测定叶绿素荧光

特性和光合参数。每个处理随机选 １５株朝鲜淫
羊藿植株，每个重复 ５株，每株测定 ３次，取平
均值。

１．６　叶片酶活性测定
每个处理随机选１５株朝鲜淫羊藿植株，每个重

复５株，取各处理组新鲜朝鲜淫羊藿叶片，测定叶片
酶活性，每个指标重复测定３次。采用 ＰＯＤ、ＳＯＤ、
ＰＡＬ、Ｆ３′Ｈ酶活性测定试剂盒按规定操作步骤测定
叶片酶活性。

１．７　丙二醛含量测定
每个处理随机选１５株朝鲜淫羊藿植株，每个重

复５株，丙二醛（ＭＤＡ）含量的测定采用硫代巴比妥
酸（ＴＢＡ）法［８］进行。

１．８　总黄酮含量测定
１．８．１　色谱条件　参照李靖等的色谱条件［９］。

１．８．２　溶液的制备　参照２０２０年版《中国药典》
淫羊藿项下对照品溶液和供试品溶液制备方法［１］

进行制备。其中供试品溶液的制备每个处理随机

选１５株朝鲜淫羊藿植株，每个重复５株，每株取６
张叶，自然阴干。

１．８．３　总黄酮含量测定　参照２０２０年版《中国药
典》淫羊藿项下总黄酮含量测定方法［１］进行。

１．９　数据分析
采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数据分析，通过

单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），ＬＳＤ多重比
较分析数据差异显著性，不同小写字母表示差异显

著（Ｐ＜０．０５），数据以平均值 ±标准差表示。采用
Ｅｘｃｅｌ２０１０绘图。

２　结果与分析

２．１　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株生物量的影响
从表１试验结果可知，施加 Ｓ３菌、Ｓ６菌试验组

均能增加朝鲜淫羊藿地上干质量、地上鲜质量和叶

片干质量，施加 Ｓ３ 菌比对照组分别增加了
２１８３７％、２０８．２２％、１６０．００％，施加 Ｓ６菌分别比对
照增加了３００．００％、２７７．２２％、２８０．００％，且均具有
显著作用（Ｐ＜０．０５），Ｓ８菌对地上干质量、地上鲜质
量、叶片干质量均无显著作用。

施加Ｓ３菌、Ｓ６菌株试验组均能增加朝鲜淫羊藿
株高和叶面积（图１），施加Ｓ３菌比对照组分别增加
了１９０％、２２．０７％，施加 Ｓ６菌分别比对照增加了
１３．６３％、３９３．２２％，其中Ｓ６菌对促进叶面积增长具
有显著作用（Ｐ＜０．０５）。而施加 Ｓ８菌虽能增加朝
鲜淫羊藿株高，但对叶面积有降低作用。

表１　不同内生真菌对朝鲜淫羊藿生物量等指标的影响

处理
地上干质量

（ｇ）
叶片干质量

（ｇ）
地上鲜质量

（ｇ）
株高

（ｃｍ）
叶面积

（ｍｍ２）

ＣＫ ０．４９±０．０３ｂ ０．０５±０．０１ｃ ０．７３±０．００ｂ １４．２３±０．２１ａ ４８７．９５±１６９．８８ｂ

Ｓ３ １．５６±０．５３ａ ０．１３±０．０２ｂ ２．２５±０．２０ａ １４．５０±１．２２ａ ５９５．６２±１６９．８８ｂ

Ｓ６ １．９６±０．１９ａ ０．１９±０．０１ａ ２．９８±０．６６ａ １６．１７±０．２４ａ ２４０６．６５±１０５９．５６ａ

Ｓ８ ０．５７±０．１０ａｂ ０．０４±０．０１ｃ ０．９０±０．０９ａｂ １５．５７±１．７０ａ ３７８．２８±７０．９８ｂ

　　注：同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。
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２．２　 内生真菌对朝鲜淫羊藿植株叶绿素荧光参数
的影响

２．２．１　初始荧光（Ｆｏ）　Ｆｏ值变化与 ＰＳⅡ反应中
心状况和可能的光保护机制有关［１０］，该值还与叶片

叶绿素含量有关，Ｆｏ越高表明叶片中叶绿素含量越
高，光合作用越强。由表２可知，朝鲜淫羊藿叶片
Ｆｏ值随感染内生真菌种类不同而变化。３株内生真
菌中，除Ｓ８菌株处理的Ｆｏ值小于对照组外，其余菌
株处理的Ｆｏ值均大于对照组，且Ｓ３、Ｓ８菌与对照组
间具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。本研究表明，施加 Ｓ３
菌可使ＰＳⅡ反应中心失活或受破坏程度最高，同时
叶绿素含量也最高。

２．２．２　最大荧光（Ｆｍ）　从表２可知，施加 Ｓ８菌株
Ｆｍ值比对照组降低了２５．１４％（Ｐ＜０．０５）；施加 Ｓ６
菌株Ｆｍ值与对照组无明显差异；而施加Ｓ３菌株Ｆｍ
值则比对照组提高了２２．２４％（Ｐ＜０．０５）。本试验
研究表明，施加 Ｓ３菌可明显提高叶片的光合速率，
Ｓ８菌则会显著降低叶片的光合速率。
２．３　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株光合作用参数的
影响

２．３．１　净光合速率（Ｐｎ）　由表２可知，除Ｓ８菌外，
施加Ｓ３菌、Ｓ６菌均能增加朝鲜淫羊藿植株净光合
速率，分别比对照组增加了 １０１．９３％、２４４．４４％，
其中 Ｓ６菌具有显著作用（Ｐ＜０．０５）。本研究表

明，Ｓ６菌对朝鲜淫羊藿植株的净光合速率有显著
提高作用。

２．３．２　气孔导度　气孔因为能够使植物与大气进
行水汽和ＣＯ２交换，其张开大小具有一定的决定作
用，能够直接影响光合作用、呼吸作用和蒸腾作用，

所以尤为重要。由表２可知，施加 Ｓ３、Ｓ６、Ｓ８菌均降
低了朝鲜淫羊藿植株气孔导度，分别比对照组降低

了１５．５４％、６０．４％、９．０９％，但不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．３．３　胞间ＣＯ２浓度　胞间ＣＯ２浓度能够判断气
孔因素是否与光合速率变化有关，是指植物进行光

合作用时细胞内环境的 ＣＯ２浓度。由表２可知，施
加Ｓ３、Ｓ６菌胞间 ＣＯ２浓度分别比对照组升高了
１４７９％、４．７８％（Ｐ＞０．０５）；而施加 Ｓ８菌株胞间
ＣＯ２浓度则比对照组降低了６．６８％（Ｐ＞０．０５）。
２．３．４　蒸腾速率（Ｔｒ）　由表２可知，施加Ｓ３、Ｓ６、Ｓ８
菌均降低了朝鲜淫羊藿植株蒸腾速率，分别比对照

组降低了２１．６２％、２１．６２％、３．２３％，但均无显著作
用（Ｐ＞０．０５）。
２．３．５　水分利用率（Ｗｅ）　植物水分利用率用来综
合性评价植物生长发育程度，指植物每消耗１单位
水所制造出的干物质量。由表２可知，施加 Ｓ３、Ｓ６、
Ｓ８菌均能增加朝鲜淫羊藿植株水分利用率，分别比
对照组增加了 ２０４．４９％、４０９．５２％、３３．２２％，其中
Ｓ６菌具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

表２　不同内生真菌对朝鲜淫羊藿叶绿素荧光参数和光合作用参数影响

处理 Ｆｏ Ｆｍ
Ｐｎ

［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
Ｔｒ

［ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
气孔导度

［ｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
胞间ＣＯ２浓度
（μｍｏｌ／ｍｏｌ）

Ｗｅ
（ｍｍｏｌ／ｍｏｌ）

ＣＫ １４８．６７±３．８６ｂ ６９９．６７±３５．０３ｂ ２．０６±０．４３ｂ ０．３７±０．１２ａ ３．９９±１．１７ａ ４５８．４７±８．３０ａｂ ５．５７±２．１９ｂ

Ｓ３ １９６．００±４．９７ａ ８５５．３３±３５．１２ａ ４．１８±１．９５ｂ ０．２９±０．１７ａ ３．３７±１．７３ａ ５２６．２９±７２．１０ａ １６．９６±１１．４８ａｂ

Ｓ６ １５３．３３±３．３０ｂ ７１０．３３±３７．３８ｂ ７．１３±１．７５ａ ０．２９±０．１７ａ １．５８±０．７９ａ ４８０．３７±２３．２３ａｂ ２８．３８±１５．６８ａ

Ｓ８ １２６．６７±８．９９ｃ ５２３．７７±４７．７９ｃ １．８４±０．２４ｃ ０．３６±０．１１ａ ３．６３±１．１９ａ ４２７．８４±２．４１ｂ ７．４２±０．６７ｂ
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２．４　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株抗氧化酶系统的
影响

２．４．１　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株 ＰＯＤ活性的影
响　从图２－Ａ可知，施加 Ｓ３、Ｓ６、Ｓ８菌的植株 ＰＯＤ
活性分别比对照组高出 １２５０％、１１６６．６７％、
１９４２．９３％，且Ｓ３、Ｓ６、Ｓ８菌试验组均具有显著意义
（Ｐ＜０．０５）。研究表明，施加内生菌剂能够增强
ＰＯＤ等抗氧化酶系统活性，进而增强植物对病虫的
抵抗力、减少氧化损伤，使宿主植物构建更稳定和

高效的活性氧消除系统。

２．４．２　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株ＳＯＤ活性的影
响　从图２－Ｂ可知，施加Ｓ３菌的植株ＳＯＤ活性最
强，显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。Ｓ６、Ｓ８菌的植株
ＳＯＤ活性略高于对照组，不具有显著意义。ＳＯＤ在
增强植株对抗氧化伤害中承担了不可或缺的角色，

本研究表明，施加内生真菌能够提升植物的保护酶

活力，且Ｓ３菌试验组对 ＳＯＤ活力的促进作用具有
显著性。

２．４．３　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株丙二醛含量的
影响　从图２－Ｃ可知，对照组植株的 ＭＤＡ含量最
高，Ｓ８菌组次之但与对照组无显著性差异，Ｓ３、Ｓ６菌
组植株的ＭＤＡ含量均显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。
Ｓ３、Ｓ６、Ｓ８菌试验组丙二醛含量分别低于对照组
６３１５％、６１５７％、２５．９１％。以上结果说明，内生真
菌可以提高朝鲜淫羊藿植株的抗氧化能力，从而减

轻植物细胞膜受到的伤害。

２．５　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株生长发育关键酶
活性影响

２．５．１　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株 ＰＡＬ活性的影
响　从图３－Ａ可知，施加 Ｓ３、Ｓ６、Ｓ８菌均能增强植
株ＰＡＬ活性，分别比对照组高出４０．６６％、５８３％、
１５．９０％，其 中 Ｓ６ 菌 试 验 组 具 有 显 著 意 义
（Ｐ＜０．０５）。本研究表明，内生真菌的侵染可诱导
提高宿主植物生长发育过程中关键酶的活性，从而

对植物的生长发育、构成植物支撑系统等方面起到

重要意义。

２．５．２　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株 Ｆ３′Ｈ活性的
影响　黄酮 ３－羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，
Ｆ３′Ｈ）是类黄酮合成途径中的关键酶，其活性的变
化对调控类黄酮合成途径起到至关重要的作用。

从图３－Ｂ可知，施加 Ｓ６、Ｓ８菌能增强植株黄酮３－
羟化酶活性，分别比对照组高出１９．１６％、２５７０％，
且均具有显著意义（Ｐ＜０．０５）。而施加Ｓ３菌则降

低了植株Ｆ３′Ｈ活性，比对照组降低０９３％，不具备
显著意义。

２．６　内生真菌对朝鲜淫羊藿植株有效成分含量的
影响

从图３－Ｃ可知，施加 Ｓ６菌能显著增加朝藿定
Ａ和朝藿定Ｂ的含量（Ｐ＜０．０５），分别比对照组增
加０．０４％和０．０３％；施加 Ｓ８菌能显著增加朝藿定
Ａ、朝藿定Ｃ和淫羊藿苷的含量（Ｐ＜０．０５），分别比
对照组增加０．０２％、０．１２％和０．１４％；施加 Ｓ３菌则
对各成分含量均有降低作用。该结果与Ｓ６、Ｓ８菌显
著增强植株Ｆ３′Ｈ活性、Ｓ３菌降低植株Ｆ３′Ｈ活性相
一致，说明内生菌可以通过提高黄酮３－羟化酶的
活性来增加朝鲜淫羊藿总黄酮醇苷含量。从图

３－Ｄ可知，施加 Ｓ６菌能显著增加总黄酮的含量
（Ｐ＜０．０５），比对照组增加１．１３％。施加 Ｓ３、Ｓ８菌
总黄酮含量无显著性差异。
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３　讨论与结论

不同内生真菌促进生长作用机制不尽相

同［１１－１２］，本研究也证实施加不同菌株对朝鲜淫羊藿

生长发育的促生作用体现在不同生理指标上。本研

究表明，Ｓ３、Ｓ６菌株均能促进宿主植物生物量的增
长，其中Ｓ６菌株的促生效果最好，主要表现在 Ｓ６菌
株试验组可明显增加宿主植物地上部分干鲜质量、

叶面积和株高，这与明乾良等的研究结论［１３］一致。

推测导致促生效果的不同可能是由于内生真菌种

类不同，并且内生真菌生理功能较为复杂，也可能

是内生真菌导致朝鲜淫羊藿生长发育过程中对养

分的吸收能力不同。有研究报道，内生真菌可以通

过分泌或者促进植物自身合成ＩＡＡ、ＧＡ３等植物生长
所需的调节类物质来增加宿主植物地上或地下部位

的生物量［１４－１６］，或者使植物吸收Ｎ、Ｐ等营养元素的
能力大大提高，从而影响宿主植物的生长［１７］。

植物中含有的丙二醛含量与植物在极端环境

胁迫下的抗逆能力有关，其含量随着植物细胞膜遭

到的伤害程度而变化［１８－１９］。在本研究中施加内生

真菌后植株的丙二醛含量显著降低，说明朝鲜淫羊

藿细胞膜系统受到了内生真菌的有效保护。本研

究还发现，内生真菌能够以增强朝鲜淫羊藿植株体

内ＳＯＤ和 ＰＯＤ活力的方式，进而使其自由基和活
性氧的消除数量提高，使其抗氧化性增强。马敏芝

等的试验结果也表明，在黑麦草受到锈病侵染后，

将内生真菌寄生在体内会使其抗氧化酶活性增加、

丙二醛含量降低，进而提高黑麦草对锈病的抵

抗力［２０］。

黄酮３－羟化酶是类黄酮合成过程中其中一个
通路的关键酶，不仅能够独自调节代谢，而且能够

和类黄酮合成通路中其他酶一同促进黄酮类物质

的合成［２１］。本研究发现，施加内生菌后会提升类黄

酮生物合成通路中核心酶的活力，从而增加朝鲜淫

羊藿中总黄酮醇苷的含量，为内生菌导致的类黄酮

含量增加的机制探究奠定了基础。

本研究发现，Ｓ６菌对朝鲜淫羊藿生长发育促生
效果最好，且制备方法简单，适宜作为朝鲜淫羊藿

菌肥组分，为生物菌肥开发利用及生产优质高产药

材提供了科学依据。但Ｓ６菌定量体系、高效富集工
艺和菌肥基质配比有待探究。且本研究仅进行盆

栽试验证实了施加内生真菌能够增加宿主植株的

生物量、抗氧化酶活性、有效成分含量等指标，但依

然需要进一步进行大田试验来验证，并对其具体机

制进行深入研究，进而为生物菌肥的开发提供理论

依据。
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ｉｌｌｉｎｏｉｓｅｎｓｉｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓｉｎ

ｐｅｐｐｅｒｒｏｏｔｓｃａｕｓｅｄｂｙＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｗｏｒｌｄ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，２２（９）：９０１－

９０７．　

［２０］马敏芝，南志标．内生真菌对感染锈病黑麦草生长和生理的影

响［Ｊ］．草业学报，２０１１，２０（６）：１５０－１５６．

［２１］ＨｉｍｉＥ，ＭａｅｋａｗａＭ，ＮｏｄａＫ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅ

ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｉｎｇｒａｉｎｓａｎｄｃｏｌｅｏｐｔｉｌｅｓｏｆｗｈｅａｔ

［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１１，２０１１：３６９４６０．
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