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剑叶龙血树内生真菌的分离及体外抑菌活性筛选
赵玉瑛ꎬ 黄之镨ꎬ 张　 琼ꎬ 赵　 庆ꎬ 柏叶涛ꎬ 张晓梅∗

( 云南中医药大学 基础医学院 中药学院ꎬ 昆明 ６５０５００ )

摘　 要: 为研究剑叶龙血树内生真菌资源多样性ꎬ初步探讨和筛选具有抑菌活性的特异性菌株以及进一步

开发剑叶龙血树内生真菌的抗菌活性化合物ꎮ 该文采用植物组织分离法从剑叶龙血树茎和叶中分离内生

真菌ꎬ对内生真菌进行液体发酵 ７ ｄꎬ经乙酸乙酯萃取后制得粗提物ꎬ并采用牛津杯扩散法ꎬ以 １０ 种常见病

原菌和 ５ 种临床耐药菌为靶标检测其发酵粗提物的抑菌活性ꎬ对有较好抑菌活性的内生真菌进行分子鉴

定ꎮ 结果表明:(１)从剑叶龙血树茎、叶中共分离得到 ３４５ 株内生真菌ꎬ２９４ 株对一种以上指示菌有抑制活

性ꎻ(２)其中 ８４ 株内生真菌对 ５ 株临床耐药菌均有不同程度的抑制活性ꎬ占所分离菌株总数的 ２４.３５％ꎬ
７５％的内生真菌对金黄色葡萄球菌有抑制活性ꎮ 这说明剑叶龙血树中存在多种有抑菌活性的内生真菌ꎬ为
剑叶龙血树内生菌抗菌活性成分挖掘及新型抗菌药物筛选奠定了基础ꎮ
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　 　 抗菌药物的出现给感染性疾病的治疗带来了

很大改变ꎬ为挽救人类生命做出了很大贡献ꎬ但同

时也加快了病原菌耐药性形成的速度及多重耐药

菌的出现( Ｓｃｈｍａｌｓｔｉｅｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻＬｅｗｉｓꎬ２０１２)ꎬ
如耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(ＭＲＳＡ)ꎮ 目前ꎬ抗
菌药物开发上市的速度远远赶不上病原菌耐药性

发展的速度ꎬ这就使得寻找新作用机制或新活性

的化合物来开发药物成为迫切需要ꎮ 从自然界寻

找抗菌成分(尤其是抗耐药菌成分)ꎬ逐渐成为抗

菌药物研发的一个重要方面ꎮ 而普通环境中的微

生物作为样本被反复研究和开发ꎬ化合物挖掘重

复率越来越高ꎮ 因此ꎬ越来越多的研究者把目光

投向了特殊环境微生物ꎮ
生活在健康的植物组织中ꎬ而不会引起宿主

植物组织病害症状的真菌称为内生真菌ꎬ其广泛

存在于不同种类的植物组织内 ( Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)ꎮ 植物内生菌是重要的微生物资源ꎬ尤其是

一些内生真菌在进化过程中能产生与宿主结构相

同或相似的活性代谢产物如鬼臼素、长春碱、紫杉

醇和姜黄素等 ( Ｓｔｉｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３ꎻ张玲琪等ꎬ
２０００ꎻ彭清忠等ꎬ２０１０ꎻ王婷等ꎬ２０１７)ꎬ这就意味着

从植物内生真菌中挖掘到与宿主植物相同或相似

化学成分的潜力极大ꎮ 由于生存环境的特殊性ꎬ
因此ꎬ使得植物内生真菌具有产生结构丰富多样

的活性代谢产物的能力ꎮ 目前ꎬ已从植物内生真

菌的代谢产物中分离得到生物碱类、甾体类、黄酮

类、多肽类、萜类、环肽类等多种类型的化合物ꎬ这
些不同类型的化合物具有抗菌、抗肿瘤、抗病毒及

酶抑制等多种生物活性(肖支叶等ꎬ２０１８)ꎮ 由于

这些化合物具有开发成抗菌药物的潜力ꎬ因此广

泛从内生真菌中分离和筛选具有抗菌活性的化合

物ꎬ可以为新型抗菌药物的研发提供前期实验基

础ꎬ进而改善日益严重的病原菌耐药性问题ꎮ
剑叶龙血树(Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)系百合

科(Ｌｉｌｉａｃｅａｅ)龙血树属(Ｄｒａｃａｅｎａ Ｖａｎｄ. ｅｘ Ｌ.)常

绿乔木ꎬ在我国主要分布于云南、广西ꎮ 剑叶龙血

树树脂是提取中药要药“龙血竭”的原料ꎬ在活血

化瘀、敛疮止血等方面具有较强的疗效ꎬ药效主要

成分为龙血素 Ａ 和龙血素 Ｂ(蔡希陶和许再富ꎬ
１９７９)ꎮ 由于剑叶龙血树生长环境恶劣ꎬ生长缓慢

且产量较低ꎬ采集龙血竭入药使得野生资源面临

着枯竭的威胁ꎬ现已被列为国家二级保护植物ꎮ
为合理利用剑叶龙血树资源ꎬ虽然近年来对剑叶

龙血树主成分的抗氧化活性、结血诱导剂的筛选、
疏松愈伤组织诱导等方面进行了研究(周艳林等ꎬ
２０１５ꎻ韦莹等ꎬ２０１６ꎻ陈乾平等ꎬ２０１８)ꎬ但对剑叶龙

血树内生真菌抗菌活性的研究却鲜有报道ꎮ 本研

究针对此现象进行了以下研究:对剑叶龙血树内

生真菌进行了分离及其抑菌活性研究ꎬ以期获得

具有抗菌活性的特异性菌株ꎻ为下一步从抑菌活

性菌株中挖掘活性成分奠定基础ꎻ为剑叶龙血树

的综合利用、新药开发提供前期实验研究基础ꎻ也
为解决传统民族药用植物资源紧缺提供新的

思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料、仪器和试剂

１.１.１ 药材　 剑叶龙血树茎、叶于 ２０１６ 年 １ 月采自

云南省西双版纳勐腊县勐仑镇(样品编号为 Ｂ)、
云南省热带作物科学研究所－西双版纳热带花卉

园(样品编号 ＲＪ 为茎、ＲＹ 为叶)ꎬ采集时ꎬ戴上无

菌手套用无菌工具将剑叶龙血树健康的茎、叶采

集后放入无菌的容器内ꎬ４ ℃保存备用ꎮ 材料由曹

旸博士提供和鉴定ꎮ
１.１.２ 仪器和试剂 　 仪器:ＧＲ￣２００ 分析天平ꎬ广州

艾欣科学仪器有限公司ꎻＥＳ￣３１５ 高压蒸汽灭菌锅ꎬ
ＴＯＭＹ 公司ꎻ恒温培养箱ꎬ上海一恒科学仪器有限

公司ꎻＬＲＨ￣２５０ 生化培养箱ꎬ上海一恒科学仪器有

限公司ꎻＮ￣１１００ 旋转蒸发仪ꎬ上海爱朗仪器有限公

司ꎻＳＷ￣ＣＪ￣２ＦＤ 洁净工作台ꎬＡＩＲＴＥＣＨ 公司ꎻ电热

恒温鼓风干燥箱ꎬ上海一恒科技有限公司ꎻ培养基

配料等常用试剂耗材均购自雅云生物科技有限公

司ꎮ 试剂:蒸馏水ꎬ无水乙醇、甲醇、冰乙酸、乙酸

乙酯、丙酮等均为分析纯ꎬ通用引物 ＩＴＳ１ ( ５′￣
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′) 和 ＩＴＳ４ ( ５′￣
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) 由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成ꎮ 其他:柱式真菌基因

组 ＤＮＡ 抽提试剂盒从生工生物工程(上海)股份

有限公司购买ꎮ
１.１. ３ 指示菌 　 大肠杆菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ
２５９２２)、金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ ２５９２３ )、 枯 草 芽 孢 杆 菌 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＡＴＣＣ ６６３３ )、 铜 绿 假 单 胞 菌 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＰＡ０１)、鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 ( Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ χ ８９５６)、肺炎克雷伯氏菌 ( Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ

７２１１７ 期 赵玉瑛等: 剑叶龙血树内生真菌的分离及体外抑菌活性筛选



ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ＡＴＣＣ １３８８３ )、 白 色 葡 萄 球 菌

( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｕｓ １０２９ )、 耻 垢 分 枝 杆 菌

(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ １０３７)、鲍曼不动杆菌

(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｉｉ ＡＴＣＣ １９６０６)、粪肠球菌

(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ＡＴＣＣ ２９２１２)、３ 株耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌(ＭＲＳＡ １－３)、２ 株白色念珠菌

的临床耐药菌( Ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ １ －
２)ꎮ 以上供试菌株均由课题组前期研究保存ꎮ
１.１.４ 培养基　 病原细菌培养基　 ＬＢ:胰蛋白胨 １０
ｇꎬ酵母提取物 ５ ｇꎬ氯化钠 １０ ｇꎬ琼脂 １５ ｇꎬ水 １ Ｌꎬ
ｐＨ ７.２ ~ ７.６ꎮ

真菌培养基　 (１)沙保氏培养基:蛋白胨 １０ ｇꎬ
葡萄糖 ４０ ｇꎬ琼脂 １５ ｇꎬ水 １ ＬꎬｐＨ ６.０ꎻ(２)ＰＤＡ 培养

基:马铃薯 ２００ ｇ (煮沸 ２０ ｍｉｎ 后过滤ꎬ弃渣取汁)ꎬ
葡萄糖 ２０ ｇꎬ琼脂 １５ ｇꎬ水 １ ＬꎬｐＨ ６.０~７.０ꎻ(３)ＰＤＢ
培养基:马铃薯 ２００ ｇ (煮沸 ２０ ｍｉｎ 后过滤ꎬ弃渣取

汁)ꎬ葡萄糖 ２０ ｇꎬ水 １ ＬꎬｐＨ ６.０~７.０ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 内生真菌的分离与纯化 　 将植物样本在流

水洗净后ꎬ选择没有破损的叶片和茎ꎬ切成 ２ ｃｍ 左

右的小块(段、片)ꎬ在 ５０％乙醇中浸泡 １ ｍｉｎ 后置

于 ７５％乙醇中 １ ｍｉｎꎻ根使用 ０.１０％ ＨｇＣｌ２处理 １１
ｍｉｎꎬ茎使用 ０.１０％ ＨｇＣｌ２处理 ７ ｍｉｎꎬ叶使用 ２％的

ＮａＣｌＯ 处理 ５ ｍｉｎ 进行表面消毒ꎬ无菌水冲洗 ３ ~ ５
次ꎮ 将材料切成 ０.５ ｃｍ 左右的小块并将切口面接

入 ＰＤＡ 培养基ꎬ２８ ℃ 恒温培养ꎬ待组织边缘长出

真菌菌丝ꎬ挑取菌丝接种于 ＰＤＡ 培养基上ꎬ２８ ℃
恒温培养进行反复纯化后ꎬ根据菌落形态、菌丝长

势及产色素情况进行菌株去重复ꎮ 同时ꎬ取最后

一次洗涤植物材料的无菌水 ０.２ ｍＬ 涂布 ＰＤＡ 培

养基ꎬ相同条件培养一周观察无菌丝生长证明表

面消毒成功ꎬ所分离菌株为植物内生菌(杨明俊

等ꎬ２０１４ꎻ侯晓群等ꎬ２０１５)ꎮ 将纯化去重复所得菌

株每株接种 ３ ~ ５ 只 ＰＤＡ 斜面ꎬ４ ℃保存ꎬ详细记录

每株菌的分离源及其在固体和液体培养基中的形

态、颜色和长势等信息ꎬ建立剑叶龙血树内生真菌

菌种库ꎮ
１.２.２ 优势菌株的筛选 　 内生真菌在 ＰＤＢ 培养基

中培养 ７ ｄꎬ采用牛津杯扩散法对发酵粗提物进行

体外抑菌活性检测ꎬ并结合 ＴＬＣ 结果及产量ꎬ筛选

出优势菌株ꎮ
菌株发酵及提取:挑取经活化的内生真菌菌

丝或孢子接种于 １００ ｍＬ ＰＤＢ 液体培养基中ꎬ

２８ ℃ꎬ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１恒温振荡培养 ７ ｄꎬ记录真菌的

长势、形态、颜色等特征ꎬ加入等体积的乙酸乙酯

浸泡过夜后超声提取 ３ 次ꎬ提取液减压浓缩回收

溶剂ꎬ用有机溶剂将样品转移至棕色样品瓶保存ꎬ
溶剂挥干后称取质量ꎮ

抑菌活性检测:病原细菌接种至液体 ＬＢ 培养

基ꎬ３７ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１黑暗培养 １２ ｈꎬ白色念珠菌

接种至液体沙保氏培养基 ２８ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１黑暗

培养 ２４ ｈꎬ用液体培养基将各菌液分别稀释至

１×１０６ ~ １×１０７ｃｆｕ􀅰ｍＬ￣１备用ꎮ
采用牛津杯扩散法(邵颖等ꎬ２０１２)对各菌株

的发酵粗提物进行抑菌实验ꎬ将稀释后的指示菌

菌液均匀涂布在固体培养基上ꎮ 用丙酮溶解粗提

物至质量浓度为 ２０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ分别取 ５０ μＬ 进行

活性检测ꎬ以 ５０ μＬ 丙酮做空白对照ꎬ以等体积的

抗生素做阳性对照(病原细菌以 ５ μｇ 万古霉素为

阳性对照ꎬ白色念珠菌以 ２０ μｇ 两性霉素 Ｂ 为阳

性对照)ꎮ 白色念珠菌 ２８ ℃ 培养ꎬ其余病原细菌

于 ３７ ℃培养ꎬ恒温培养 １２ ｈ 后测量抑菌圈直径ꎮ
１.２.３ 化学多样性检测 　 采用薄层层析色谱法检

测内生真菌化学多样性ꎮ 取一定量样品加入适量

的甲醇溶液ꎬ制备成 ５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的样品ꎬ超声振荡

３０ ｍｉｎ 后ꎬ用 ０.４５ μｍ 滤膜滤过ꎮ 用微量点样器

吸取适量样品ꎬ于 ＧＦ２５４ 硅胶板(５ ｃｍ × １０ ｃｍ)
上点样后ꎬ以氯仿 ∶ 甲醇 ＝ １０ ∶ １ 为展开剂展开ꎬ
当所有样品展开高度达到 ４ ｃｍ 时ꎬ将薄层板移出

晾干ꎬ观察、标记色谱结果ꎮ 以各种显色条件下条

带 /斑点数较多ꎬ显色特异的样品对应的菌株记为

化学多样性好的菌株ꎮ
１.２.４ 优势菌株的分子鉴定 　 挑选抑制活性强且

化学多样性丰富的菌株培养 ３ ｄ 后ꎬ刮取菌丝 ５０ ~
１００ ｍｇꎬ采用柱式真菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提

取真 菌 总 ＤＮＡꎬ 用 真 菌 通 用 引 物 ＩＴＳ１ ( ５′￣
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′) 和 ＩＴＳ４ ( ５′￣
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) 进 行 ＩＴＳ 区 域 扩

增ꎮ ＰＣＲ 反应体系 ５０ μＬ: ＴＳＩＮＧＫＥ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
２５ μＬꎬＩＴＳ１ １ μＬꎬ ＩＴＳ４ １ μＬꎬＤＮＡ ２ μＬꎬ ｄｄＨ２ Ｏ
２１ μＬꎮ 反应程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ进入循环ꎬ
９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５５ ℃复性 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ
共 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎ(侯晓强等ꎬ２０１５)ꎮ
扩增产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司

测序ꎮ
根据测序结果ꎬ进行 ＮＣＢＩ / ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ搜索

８２１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



同源序列ꎬ选出与该序列相关性较高的核酸序列ꎬ
进行多序列比对分析ꎬ采用 ＭＥＧＡ ６.０(ＮＪ 法)构

建系统发育进化树(杨明俊等ꎬ２０１４)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 剑叶龙血树内生真菌的分离

从三份剑叶龙血树植物样品中共分离得到

３４５ 株内生真菌ꎮ 其中勐仑镇采集的叶片材料分

离得到 １５２ 株ꎬ编号为 Ｂ１－１５２ꎬ占总数的 ４４.０５％ꎻ
从热带花卉园采集的茎中分离得到 １００ 株ꎬ编号

为 ＲＪ１－１００ꎬ占总数的 ２８.９９％ꎬ叶中分离得到 ９３
株ꎬ编号为 ＲＹ１－９３ꎬ占总数的 ２６.９６％ꎮ 可见傣药

剑叶龙血树中蕴藏着丰富的内生真菌资源ꎮ
２.２ 优势菌株的筛选

对分离自剑叶龙血树的 ３４５ 株内生真菌进行

抗病原细菌、抗病原真菌、化学多样性及产量研

究ꎬ拟筛选出兼具多种抗菌活性ꎬ且化学多样性丰

富、产量较高的优势菌株ꎮ 筛选结果表明ꎬ分离自

云南省西双版纳勐腊县勐仑镇剑叶龙血树的菌株

(样品编号为 Ｂ)ꎬ其发酵产物在各种显色条件下

条带 /斑点数最多ꎬ预示着有丰富的代谢产物ꎬ且
有 １０９ 株菌(７１.７１％)对一种以上指示菌有抑制活

性ꎻ分离自云南省热带作物科学研究所－西双版纳

热带花卉园的剑叶龙血树茎部的菌株(样品编号

为 ＲＪ)抗菌活性最好ꎬ抗菌谱最广ꎬ所有菌株对至

少一种指示菌有抑制活性ꎻ分离自云南省热带作

物科学研究所－西双版纳热带花卉园的剑叶龙血

树叶部的菌株(样品编号为 ＲＹ)产量最高ꎬ抗菌活

性较好ꎬ有 ８０ 株菌(８６.０２％)对一种以上指示菌有

抑制活性ꎮ 在所有分离到的内生真菌中ꎬ对金黄

色葡萄球菌和耻垢分支杆菌有抑制效果的内生真

菌数量最多ꎬ分别占总数的 ７５.５％和 ６２.６１％ꎮ 不

同来源的内生真菌对 １５ 株病原指示菌的抑制活

性如表 １ 所示ꎮ
结合内生真菌发酵粗提物体外抑菌活性和

ＴＬＣ 检测结果ꎬ筛选到多株活性强且化学多样性

丰富的优势菌株ꎬ综合结果较好的前 １０ 株菌的发

酵提取物对 １５ 株病原菌的体外抑菌活性结果见

表 ２ꎮ 图 １ 为部分菌株对大肠杆菌、耻垢分支杆

菌、ＭＲＳＡ １ 和 ＭＲＳＡ ２ 抑制作用效果ꎮ 图 ２ 为优

势菌株的发酵粗提物的 ＴＬＣ 检测结果ꎬ从上到下

依次为紫外 ２５４ ｎｍ、３６５ ｎｍ、碘、硫酸乙醇下显色ꎬ

表 １　 剑叶龙血树内生真菌抑菌活性初筛结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

指示菌编号
Ｓｔｒａｉｎｓ Ｎｏ.

内生真菌所占比例
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ (％)

Ｂ￣ ＲＪ￣ ＲＹ￣ 总数
Ｔｏｔａｌ

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２

１３.８２ ９３.００ ６２.３７ ４９.８６

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ ２５９２３

５０.６６ ９６.００ ９２.４７ ７５.０５

枯草芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＴＣＣ ６６３３

１５.７９ ７８.００ ６８.８２ ４８.１２

铜绿假单胞菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＰＡ０１

２３.０３ ８７.００ ６９.８９ ５４.２０

鼠伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ χ ８９５６

１５.７９ ６９.００ ６７.７４ ４５.２２

肺炎克雷伯氏菌
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ＡＴＣＣ １３８８３

１３.８２ ８３.００ ５９.１４ ４６.０９

白色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｕｓ １０２９

１３.８２ ６９.００ ６３.６ ４３.７７

耻垢分枝杆菌
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ １０３７

３５.５３ ９４.００ ７３.１２ ６２.６１

鲍曼不动杆菌
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｉｉ ＡＴＣＣ １９６０６

１５.７９ ７９.００ ６５.５９ ４７.５４

粪肠球菌
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ＡＴＣＣ ２９２１２

２１.０５ ７９.００ ６３.４４ ４９.２８

白色念球菌的临床耐药菌 １
Ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ １

２３.６８ ６５.００ ７４.１９ ４９.２８

白色念球菌的临床耐药菌 ２
Ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ２

１９.０８ ７３.００ ６８.８２ ４８.１２

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 １
ＭＲＳＡ １

３０.２６ ８３.００ ８０.６５ ５９.１３

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ２
ＭＲＳＡ ２

１７.１１ ７９.００ ７９.５７ ５１.８８

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ３
ＭＲＳＡ ３

２５.６６ ４８.００ ６５.５９ ４２.９０

　 注: Ｂ￣表示分离自云南省西双版纳勐腊县勐仑镇剑叶龙血树
叶片的菌株ꎻ ＲＪ￣表示分离自云南省热带作物科学研究所－西双
版纳热带花卉园的剑叶龙血树茎部的菌株ꎻ ＲＹ￣表示分离自云
南省热带作物科学研究所－西双版纳热带花卉园的剑叶龙血树
叶部的菌株ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｂ￣ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｄ.
ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｍｅｎｇｌｕｎ Ｔｏｗｎꎬ Ｍｅｎｇｌａ Ｃｏｕｎｔｙꎬ
Ｘｉｓｈｕａｎｇｂａｎｎａꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ ＲＪ￣ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｄ. ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｘｉｓｈｕａｎｇｂａｎｎａ
Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｆｌｏｗｅｒｓ ａｎｄ Ｐｌａｎｔｓ Ｇａｒｄｅｎꎻ ＲＹ￣ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｄ. ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｘｉｓｈｕａｎｇｂａｎｎａ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｆｌｏｗｅｒｓ ａｎｄ Ｐｌａｎｔｓ Ｇａｒｄｅｎ.

各份样品在在各种显色条件下条带 /斑点数较多ꎬ
显色特异ꎬ初步判断其化学多样性丰富ꎬ具有挖掘

新颖化合物的潜力ꎮ
２.３ 优势菌株的分子鉴定

结合体外抑菌活性评价、ＴＬＣ 筛选和代谢产物

９２１１７ 期 赵玉瑛等: 剑叶龙血树内生真菌的分离及体外抑菌活性筛选



表 ２　 １０ 株优势菌株对 １５ 株病原菌抑制活性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ １０ ｔａｌｅｎｔ ｆｕｎｇｉ ｏｎ １５ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

指示菌编号
Ｓｔｒａｉｎｓ Ｎｏ.

抑菌圈直径
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ (ｍｍ)

Ｂ￣１３２ ＲＪ￣１８ ＲＪ￣２１ ＲＪ￣２６ ＲＪ￣３４ ＲＪ￣４４ ＲＪ￣４７ ＲＹ￣１９ ＲＹ￣４４ ＲＹ￣８８

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２

１５.００ ２２.０６ ２５.０８ ２８.３４ ２９.２０ ２８.０３ ３０.５１ １２.１４ ２１.２３ ２１.５４

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ ２５９２３

３４.０２ ４１.２２ ３６.４３ > ６０.０１ ５４.０１ ４８.１０ > ４７.１１ ４０.２１

枯草芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＴＣＣ ６６３３

２２.３３ １６.０１ １８.１３ ２１.０５ ３５.１０ ３１.２９ ３３.１７ １７.２４ ２２.１１ ２２.７１

铜绿假单胞菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＰＡ０１

２１.０５ １６.１３ １８.２１ ５０.２１ ３０.３２ ３０.１１ ４２.０５ > ２０.０５ ３４.１２

鼠伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ χ ８９５６

１１.３３ １７.２５ １２.５６ ２８.２４ ２６.１１ ２５.０７ ４８.２１ ３１.２３ １４.００ １９.５８

肺炎克雷伯氏菌
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ＡＴＣＣ １３８８３

１６.２６ １９.３３ ２３.２０ ２１.３３ ２４.０５ ２２.１６ ３１.７３ — ２３.５２ １９.０３

白色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｕｓ １０２９

１３.０５ １５.２７ ２０.２１ ３０.０１ ３２.１８ ２８.１０ ３３.０８ １８.０１ １４.１０ １５.２３

耻垢分枝杆菌
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ １０３７

３２.０２ ５０.０３ > ２８.５０ > ６５.２１ > ３６.２０ ２６.１８ ３１.４２

鲍曼不动杆菌
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｉｉ ＡＴＣＣ １９６０６

１７.０６ ２３.４５ ２０.１５ ２６.２８ ２６.１２ ２２.１２ ３１.１６ １５.７１ ２０.３５ １８.１１

粪肠球菌
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ＡＴＣＣ ２９２１２

１８.０９ ２２.１８ ２５.０５ ２８.５１ ２８.５１ ２５.３７ ３３.０６ １７.２１ １３.４４ ２１.０６

白色念球菌的临床耐药菌 １
Ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ １

１４.０３ １４.２１ １４.００ １４.１０ ２０.０９ １１.０７ > ２８.２９ ３０.６７ １７.２４

白色念球菌的临床耐药菌 ２
Ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ２

１５.７８ １０.２０ １２.１８ １２.１８ ２０.１１ ３２.５６ ４２.５３ １５.０７ ２２.１９ ２１.２２

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 １
ＭＲＳＡ １

１８.２８ １８.００ ２８.２５ ２８.１９ ３７.２１ ３１.１３ ３４.５１ ２９.０３ １９.０９ １８.２１

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ２
ＭＲＳＡ ２

２３.０９ １８.２４ ２８.１８ ２８.２４ ３０.３２ ３０.４０ ３１.２２ ２５.１９ ２９.１９ ２５.０９

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ３
ＭＲＳＡ ３

２１.１２ ２４.３４ ２７.２２ ２７.３３ ２８.２２ １２.２４ ４２.２８ １６.４５ ２２.１５ ２０.２１

　 注: >表示在实验剂量下抑菌圈大于表中任一值ꎻ —表示无抑菌圈ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: > ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ａｎｙ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅꎻ — ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｃｉｒｃｌｅ ｉｓ ０.

产量ꎬ选择抑菌谱广、活性较强、化学多样性丰富

且产量高的 ４０ 株内生真菌进行 ＩＴＳ 分子鉴定ꎮ 测

序结果提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 相似

性比较ꎮ 比对结果显示这些菌株分属于柱锈菌属

(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)、镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)、拟盘多毛孢属

(Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ)、轮层炭壳菌属(Ｄａｌｄｉｎｉａ)、帚梗柱

孢属(Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍ)、炭角菌属(Ｘｙｌａｒｉａ)、炭疽

菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)、拟茎点霉属(Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ)、丛
赤壳属 (Ｎｅｃｔｒｉａ)、黑孢属 (Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ)、黑团孢属

(Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ)、枝孢属 ( Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ)、暗球腔菌属

(Ｐｈａｅｏｓｐｈａｅｒｉａ)、Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ １４ 个属的 ３０ 个种以

及 粪 壳 菌 纲 ( Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ) 和 格 孢 腔 菌 目

(Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ)的 ２ 个物种ꎮ 菌株 Ｂ￣１３２、ＲＹ￣４４、ＲＪ￣
３４、 Ｂ￣１５０、 Ｂ￣７６、 ＲＪ￣４４、 Ｂ￣１４３、 ＲＹ￣１５ 分 别 与

ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库 中 标 准 菌 株 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓｐ.
(ＪＱ３８８２７１)、Ｘｙｌａｒｉａ ｓｐ. ( ＪＱ３４１０７８)、 Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ
ｓｐ. (ＫＵ７４７９２０)、Ｐｈａｅｏｓｐｈａｅｒｉａ ｐａｐａｙａ (ＫＴ２２４８４８)、
Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐ. ( ＦＪ５２７８７２ )、 Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ｓｐ.
(ＨＱ１３０７０７)、Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ ｓｐ. (ＭＫ３６７４８９)、Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ
ｓｐ. (ＭＨ４４５９１５)相似性为 １００％ꎬ其余菌株与其最相

近菌株的相似性在 ９５％~９９％之间ꎮ 在 ４０ 株活性菌

株中ꎬ镰刀菌属 ６ 株、轮层炭壳菌属 ５ 株、炭疽菌属 ５
株和柱锈菌属 ５ 株ꎬ４ 个属物种超过所选物种 ５０％ꎬ
为剑叶龙血树活性内生真菌的优势种群(表 ３ꎬ图 ３)ꎮ

３　 讨论与结论

本实验获得的 ４０ 株优势菌株经 ＩＴＳ 分子类鉴

０３１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



ａ－ｄ 分别为病原指示菌大肠杆菌ꎬ耻垢分枝杆菌ꎬＭＲＳＡ １ꎬＭＲＳＡ ２ꎮ
ａ－ｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２ꎬ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ １０３７ꎬ ＭＲＳＡ １ ａｎｄ ＭＲＳＡ ２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 １　 剑叶龙血树内生真菌部分提取物体外抗菌活性结果
Ｆｉｇ. １　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

１－３９ 分别为优势菌株编号:Ｂ￣３３ꎬＢ￣１３２ꎬＲＪ￣１９ꎬＲＪ￣２０ꎬＲＪ￣２１ꎬＲＪ￣２６ꎬＲＪ￣２７ꎬＲＪ￣２９ꎬＲＪ￣３４ꎬＲＪ￣４４ꎬＲＪ￣４５ꎬＲＪ￣４７ꎬＲＪ￣４９ꎬＲＪ￣９８ꎬＲＹ￣
１５ꎬＲＹ￣１６ꎬＲＹ￣１８ꎬＲＹ￣１９ꎬＲＹ￣２６ꎬＲＹ￣３９ꎬＲＹ￣４４ꎬＲＹ￣５７ꎬＲＹ￣８８ꎬＢ￣１５０ꎬＢ￣１５２ꎬＲＪ￣８７ꎬＲＹ￣７ꎬＲＹ￣４２ꎬＲＹ￣６５ꎬＲＪ￣１１ꎬＲＪ￣１８ꎬＲＪ￣２５ꎬＢ￣
３９ꎬＢ￣７６ꎬＢ￣１４３ꎬＢ￣１０９ꎬＢ￣１３８ꎬＢ￣１４４ꎬＢ￣１４５ꎮ
１－３９ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔａｌｅｎｔ ｆｕｎｇｉ Ｎｏ.: Ｂ￣３３ꎬ Ｂ￣１３２ꎬ ＲＪ￣１９ꎬ ＲＪ￣２０ꎬ ＲＪ￣２１ꎬ ＲＪ￣２６ꎬ ＲＪ￣２７ꎬ ＲＪ￣２９ꎬ ＲＪ￣３４ꎬ ＲＪ￣４４ꎬ ＲＪ￣４５ꎬ ＲＪ￣４７ꎬ ＲＪ￣４９ꎬ ＲＪ￣９８ꎬ
ＲＹ￣１５ꎬ ＲＹ￣１６ꎬ ＲＹ￣１８ꎬ ＲＹ￣１９ꎬ ＲＹ￣２６ꎬ ＲＹ￣３９ꎬ ＲＹ￣４４ꎬ ＲＹ￣５７ꎬ ＲＹ￣８８ꎬ Ｂ￣１５０ꎬ Ｂ￣１５２ꎬ ＲＪ￣８７ꎬ ＲＹ￣７ꎬ ＲＹ￣４２ꎬ ＲＹ￣６５ꎬ ＲＪ￣１１ꎬ ＲＪ￣１８ꎬ ＲＪ￣
２５ꎬ Ｂ￣３９ꎬ Ｂ￣７６ꎬ Ｂ￣１４３ꎬ Ｂ￣１０９ꎬ Ｂ￣１３８ꎬ Ｂ￣１４４ꎬ Ｂ￣１４５.

图 ２　 剑叶龙血树内生真菌优势菌株的 ＴＬＣ 检测结果
Ｆｉｇ. ２　 ＴＬＣ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｔａｌｅｎｔ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

定ꎬ归于 ３２ 个物种ꎬ其中部分活性内生真菌的亲

缘菌属已有抗菌、抗肿瘤等活性化合物的报道ꎬ如
与 Ｂ￣１５２ 同属的黄花蒿内生真菌 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｓｐ.产生的 ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃａｃｉｄ 对真菌具有很强的抑制作

用(Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎻ与 ＲＪ￣２７ 同属的红树尖瓣海

莲内生真菌(Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ ＨＬ￣２２３２)能产生

具有抗菌活性的生物碱类化合物 ２￣(２′Ｓ￣羟丙基) ￣
５￣甲基￣７￣羟基对氧萘酮(宋鑫明等ꎬ２０１５)ꎻ本实验
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表 ３　 ４０ 株剑叶龙血树活性内生真菌物种组成

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｔｙ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

分类
Ｔａｘｏｎ

内生真菌数量
Ｎｏ. ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

物种数
Ｎｏ. ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ

镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

６ ４

炭疽菌属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

５ ４

轮层炭壳菌属
Ｄａｌｄｉｎｉａ

５ ３

柱锈菌属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

５ ３

拟茎点霉属
Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ

３ ３

帚梗柱孢属
Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍ

３ ２

炭角菌属
Ｘｙｌａｒｉａ

２ ２

黑团孢属
Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ

２ ２

丛赤壳属
Ｎｅｃｔｒｉａ

２ ２

黑孢属
Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ

１ １

Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ １ １

枝孢属
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ

１ １

暗球腔菌属
Ｐｈａｅｏｓｐｈａｅｒｉａ

１ １

拟盘多毛孢属
Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ

１ １

格孢腔菌目
Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ

１ １

粪球菌纲
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ

１ １

总和 Ｔｏｔａｌ ４０ ３２

所获优势菌属镰刀菌属真菌能产生多种具有抗菌

活性的次生代谢产物类型(Ｋｙｅｋｙｅｋｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ
Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 由此可见ꎬ剑叶龙血树抑菌活

性内生真菌具有产生多种抑菌活性物质的潜力ꎬ
值得进行下一步活性代谢产物挖掘ꎮ 同时ꎬ我们

还从剑叶龙血树中分离到 Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ ｓｐ. ( ＲＪ￣
３４)ꎬ该菌株对 １５ 株病原指示菌均有较好的抑制

活性ꎬ对 ３ 株 ＭＲＳＡ 的抑菌效果较为突出ꎬ且化学

多样性丰富ꎬ但这个属物种迄今均未有次生代谢

产物研究报道ꎬ可以大胆推测从中发现新颖抗菌

活性成分的几率较大ꎬ并将其列为优先进行活性

代谢产物挖掘的对象ꎮ

研究表明ꎬ一些内生真菌在与宿主植物协同

进化过程中ꎬ能产生与宿主植物相同或相似的活

性代谢产物ꎬ因此ꎬ在化学多样性检测实验中ꎬ加
入了“龙血竭”的主要成分龙血素 Ａ 和龙血素 Ｂ 作

为对照ꎬ期望能找到这样的特异性菌株ꎬ为剑叶龙

血树资源的保护提供新的途径ꎮ 但是未能找到ꎬ
可能的原因有以下两点:其一ꎬ发酵液中的目的产

物量少ꎬ未能检测出来ꎬ在今后的实验中可以加大

发酵量ꎬ并采用更加灵敏的检测手段(如高效液

相)ꎻ其二ꎬ内生真菌的分离和培养通常采用 ＰＤＡ
培养基ꎬ２８ ℃培养ꎬ而有些内生真菌并不适合在此

条件下培养而导致没有被分离出来ꎬ即使采用多

种培养基对植物组织进行培养也并不能保证植物

组织内的内生真菌被全部分离出来ꎬ所以最重要

的还是要建立与宿主植物内环境类似的生态模

型ꎬ才能真实反映植物内生菌的生物学特征ꎮ
综上所述ꎬ剑叶龙血树中广泛分布具有抗菌

活性的菌株ꎬ筛选出的优势菌株具有较好的抑菌

活性、产量高、化学多样性丰富ꎬ且菌种稳定易培

养ꎬ具有巨大的开发潜能ꎬ部分菌株活性代谢产物

的挖掘工作正在积极进行中ꎮ
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