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油菜内生真菌的分离鉴定及抑菌作用
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摘要 从油菜幼苗中通过PDA培养基分离出9株内生真菌,通过形态观察和18SrRNA基因序列分析,其
中6株鉴定为链格孢菌(Alternariaalternata),1株鉴定为球毛壳菌(Chaetomiumglobosum),1株属于镰刀菌属

(Fusarium),1株属于炭角菌目(Xylariales)。从鉴定出的油菜内生真菌中,筛选出1株有抑菌活性的生防真

菌———球毛壳菌(Chaetomiumglobosum)YY-11,此菌株对油菜菌核病菌(Sclerotiniasclerotiorum)、立枯丝核菌

(Rhizoctoniasolani)、油菜灰霉病菌(Botrytiscinerea)、小麦赤霉菌(Fusariumgraminearum)等有不同程度的抑

制作用。球毛壳菌YY-11对立枯丝核菌的玻片对峙镜检结果显示:在对立枯丝核菌的抑制过程中,球毛壳的拮

抗机理主要是重寄生作用。
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  植物内生真菌(plantendophyticfungi)是指在

植物寄主中度过全部或近乎全部生活周期而不使寄

主表现任何症状的一类真菌,几乎存在于已知的任

何植物中[1]。内生真菌因其长期生活在植物体内的

特殊环境中,并且与宿主协同进化,在演化的过程中

二者形成了互惠共生关系:一方面植物为内生真菌

提供光合产物和矿物质;另一方面内生真菌的代谢

物能刺激植物生长发育,提高寄主植物对生物和非

生物胁迫的抵抗能力,以其自身代谢活动等机制抑

制植物病原菌的生长[2]。虽然从第1株植物内生真

菌的发现至今已有100多年的历史[3],但是对其开

展真正系统的研究始于20世纪80年代,现在已经

从对内生真菌种群资源多样性的调查扩展到与宿主

植物共生关系的研究中,同时,对内生真菌自身功能

及其在农业和药物学领域的应用也正逐步成为研究

热点。
传统的真菌菌种鉴定方法主要是以形态学为依

据,即通过培养后观察菌落形态、孢子形态和个体显

微特征对菌种进行鉴定。然而真菌的形态特征复

杂,且有少数种类形态特征和生理生化指标会随着

环境的变化而变化,因此,传统的真菌分类时常会引

起分歧[4]。随着现代生物学技术的发展,将分子生

物学鉴定方法引入真菌的现代分类学中是真菌分类

学自身发展的客观要求,这种鉴定方法比传统的形

态学鉴定更为快速、准确和可靠[5]。
目前,18SrDNA是研究真菌高等分类群(属以

上)的系统演化中最常选用的区段,对于真菌的系统

演化的研究具有非常重要的意义。到目前为止,很
多生物(包括真菌)的18SrRNA基因的完整序列都

已被获知,人们可以根据已知序列进行遗传演化分

析从而获得目标真菌在生物界的演化关系。白逢彦

等[6]通过小亚基rDNA(SSUrDNA)全序列的分子

系统学分析,将1株从水稻茎秆上分离的酵母菌鉴

定为大和本森顿酵母(Bensingtoniayamatoana)。

Chambers等[7]对1种从Woollsiapungens上分离

的石楠型内生菌根真菌的rDNAITS区进行序列分

析,通过与已知序列同源性比对分析完成了对该真

菌的鉴定。
本研究将传统的形态学鉴定和现代分子生物学

鉴定方法相结合,对从油菜中分离出的9株内生真

菌进行菌种鉴定,并构建系统发育树。同时,对其中

1株潜在生防菌球毛壳菌(Chaetomiumglobosum)
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的抑菌作用进行了初步研究。

1 材料与方法

1.1 样品采集及菌株分离

采集华中农业大学试验田中甘蓝型油菜(Bras-
sicanapusL.)华油杂4号幼苗作为试验材料,用塑

料薄膜密封后带回实验室。幼苗株高约20cm,每
株约4~5片叶。将油菜苗用自来水清洗干净,用

75%乙醇浸泡4~5min,0.1% HgCl2 溶液浸泡

8~10min(磁力搅拌器搅动),无菌水冲洗4~5次。
无菌条件下将叶片剪为0.5cm×0.5cm小块,叶
柄、茎段、不定根剪成长0.8cm 小段,分别置于

PDA平板培养基(含50μg/mL链霉素)上,28℃培养

箱中避光培养3~7d。并取最后一次清洗的无菌水

0.1mL涂布PDA平板作对照,以检测消毒效果。
将组织材料切口处长出的菌丝体及时转接至新

鲜的PDA培养基上培养,待菌落出现后分别挑取

形态、颜色及生长速度不同的菌落边缘菌丝,转接于

PDA培养基平板(链霉素:50μg/mL)上进行再培

养。对已纯化的菌株再次纯化,重复操作后对获

得的菌株进行编号,转接至PDA斜面培养基上,
于28℃培养箱中培养5~7d后放入4℃冰箱中

保存。
1.2 真菌孢子形态学观察

从纯化培养数天的培养基上挑取菌丝制成玻

片,显微镜(尼康E600生物显微镜)下观察菌丝、有
性或无性孢子形态,初步确定所分离获得的内生真

菌的分类地位。
1.3 18S rRNA 基因的测序及系统发育学分析

1)内生真菌基因组总 DNA 的提取。取培养

5~7d的真菌菌丝于1.5mL离心管中,加少许石

英砂和600μL真菌裂解液(10mmol/LTris-HCl,

150 mmol/L NaCl,10 mol/L M-EDTA,0.4%
SDS),用 研 磨 棒 研 磨,然 后 加 蛋 白 酶 K(100

μg/mL)5~10μL,60℃水浴2h。5000r/min离

心10min,取上清,加等体积酚/氯仿,混匀,12000
r/min离心5min,取上清,加等体积氯仿,混匀;

12000r/min离心10min,取上清,加入等体积冰

乙醇,混匀,-20℃放置15min,10000r/min离心

5min,沉淀用70%乙醇洗3次,风干,加入50μL
去离子水溶解 DNA,最后加入2.5μLRNA 酶,

37℃水浴30min,取1μL做模板进行PCR扩增。

2)18SrRNA 基因的PCR扩增及鉴定。PCR
扩增所用引物为nu-SSU-0817-59(TTAGCATG-
GAATAATRRAATAGGA ), nu-SSU-1196-39
(TCTGGACCTGGTGAGTTTCC),和 nu-SSU-
1536-39(ATTGCAATGCYCTATCCCCA)[8]。25

μL反应体系包含模板DNA1μL、10×缓冲液(含

Mg2+)2.5μL、dNTP1μL、Rprimer1μL、F
primer1μL、去离子水18.2μL、Taq酶0.3μL。

PCR反应条件:94℃3min,94℃45s,54℃45s,

72℃45s,72℃10min,反应进行29个循环[8]。
使用AxyPrepPCR纯化试剂盒纯化PCR产物,由
上海生工生物技术有限公司完成测序工作。

3)系统发育树的构建。参照文献[9],将测序得

到的真菌小亚基rDNA序列在欧洲核糖体RNA数

据库(EuropeanribosomalRNAdatabase,ERRD)
和EMBL数据库中进行相似性搜索,选取同源性较

高的真菌18SrRNA基因序列作为参比对象,再用

MEGA4软件进行系统发育树的构建:首先进行多

序列匹配排列比对,然后构建供试菌与参比菌之间

的系 统 发 育 树。用 邻 位 相 连 法 构 建 进 化 树,用

Bootstrap做验证的进化树分析,模式选取为P-dis-
tance,随机种子数设为1000。
1.4 内生真菌抑菌作用初步测定

从鉴定出的油菜内生真菌中,筛选出1株有抑

菌活性的生防真菌———球毛壳菌,对其抑菌作用进

行初步测定。

1)平板共培养试验。将油菜菌核病菌(Sclero-
tiniasclerotiorum)、立枯丝核菌(Rhizoctoniasola-
ni)、棉花立枯菌(RhizotoniasolaniKühn)、棉花枯

萎病 菌 (Fusariumoxysporum)、油 菜 白 斑 病 菌

(Cerosphorellaalbo-maculansSacc)、油菜黑斑病

菌(Alternariabrassicae)、油菜灰霉病菌(Botrytic
cinerea)、小麦赤霉病菌(Fusariumgraminearum)、
苹果轮纹菌(Physalosporapiricola)等与拮抗菌球

毛壳菌YY-11作两点对峙培养,用打孔器分别取球

毛壳菌和病原菌菌饼,直径均为5mm,于PDA培

养基距离中心位置2cm处分别接入,进行对峙培

养,培养温度为26℃,每种处理3个重复。以单独

培养的球毛壳菌YY-11和目标菌为对照,每隔24h
观察并分别测量各菌落的径向半径。观察分析拮抗

菌与病原菌的相互影响以及拮抗菌对营养和空间的

竞争能力。
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2)载玻片对峙培养试验。向载玻片上铺一薄层

25%PDA培养基(100μL),待培养基凝固后在两端

分别接种直径为5mm的球毛壳菌 YY-11菌饼和

立枯丝核菌菌饼。将载玻片置于封口的含有湿润滤

纸的培养皿中,26℃培养箱黑暗培养,当两菌菌丝

在玻片上相遇后,在显微镜下观察球毛壳菌对立枯

丝核菌的重寄生现象。

2 结果与分析

2.1 菌种分离和初步鉴定

从油菜中共分离得到9株内生真菌,分别记为:

YY-1、YY-2、YY-3、YY-4、YY-5、YY-6、YY-7、

YY-8、YY-11。通过菌丝和孢子形态学观察(图1,
图2),初步鉴定出YY-1、YY-2、YY-3、YY-4、YY-5
和YY-6为链格孢属(Alternaria);YY-11为毛壳属

(Chaetomium);YY-7和 YY-8需结合分子生物学

手段做进一步鉴定。

A:YY-1;B:YY-7;C:YY-8;D:YY-11.

图1 分离的内生真菌形态

Fig.1 Morphologyofisolatedendophytes

2.2 18S rRNA 基因序列的相似性比较及系统发育

树分析

  将分离到的内生真菌分成4组:YY-1、YY-2、

YY-3、YY-4、YY-5和YY-6为1组;YY-7、YY-8和

YY-11分别各为1组,做序列相似性比对并构建系

统发育树(图3)。
结果 显 示:YY-1、YY-2、YY-3、YY-4、YY-5、

YY-6 与 Alternariaalternata 同 源 性 最 高,为

99%,结合其孢子形态,鉴定其为链格孢菌(Alter-
nariaalternata),见图3-A;YY-7与 Hypomyces、

Fusarium 和Glomerobolus同源性为98%,结合孢

 A:YY-1的孢子SporeofYY-1strain;B:YY-7的孢子Sporeof

YY-7strain;C:YY-8的孢子SporeofYY-8strain;D:YY-11的

孢子SporeofYY-11strain.

图2 真菌孢子形态

Fig.2 Morphologyofendophyticspores

子形态学观察,鉴定其属于镰刀菌属(Fusarium),
见图3-B;YY-8与 Hyponectriabuxi 和 Hypoxy-
lonfragiforme 序列同源性分别为97%和96%,由
于目前真菌18SrRNA基因数据库资源有限,只能

将其鉴定到炭角菌目(Xylariales),见图3-C;YY-11
与 Chaetomium sp.、Chaetomium globosum 和

Chaetomiumetatum 同源性均为99%,结合孢子形

态观察,将其鉴定为球毛壳菌(Chaetomiumglobo-
sum),见图3-D。
2.3 球毛壳菌 YY-11 与病原菌平板共培养结果

将球毛壳菌YY-11对油菜菌核病菌、立枯丝核

菌、棉花立枯菌、棉花枯萎病菌、油菜白斑病菌、油菜

黑斑病菌、油菜灰霉病菌、小麦赤霉菌、苹果轮纹病

菌、油菜炭疽菌进行平板对峙拮抗试验(图4),试验

结果表明:YY-11对油菜菌核病菌(图5-A)、立枯丝

核菌(图5-B)、棉花立枯菌(图5-C)、油菜灰霉病菌

(图5-D)有显著的抑制效果,对棉花枯萎病菌(图

5-E)、油菜白斑病菌(图5-F)、油菜黑斑病菌(图

5-G)、小麦赤霉病菌(图5-H)有较好的抑制效果,对
苹果轮纹病菌(图5-I)和油菜炭疽病菌(图5-J)没有

抑制(图4,图5)。
从培养中还可以观察到球毛壳菌和对峙菌没有

接触之前抑制效果不明显,当其菌丝接触后就可以

观察到球毛壳菌对病原菌的明显抑制,病原菌丝逐

渐萎蔫,球毛壳菌的菌丝覆盖病原菌的菌丝生长,随
后毛壳菌产生黑褐色颗粒物(子囊果),快速覆盖平

板。其中毛壳菌菌丝对油菜灰霉、核盘菌的覆盖尤
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a:YY-1~6;b:YY-7;c:YY-8;d:YY-11.

图3 根据18SrRNA基因序列构建的油菜内生真菌与参考类群间的系统发育树

Fig.3 Phylogenetictreeofrapeendophytebasedon18SrDNAandreferencetaxa

 CG:球毛壳菌Chaetomiumglobosum;RS:立枯丝核菌 Rhizoctoniasolani;BC:油菜灰霉菌 Botrytiscinerea;SS:油菜菌核病菌

Sclerotiniasclerotiorum;FG:小麦赤霉病菌Fusariumgraminearum.

图4 毛壳菌YY-11与植物病原菌对峙试验结果

Fig.4 ResultsofplateconfrontingtestbetweenC.globosumYY-11andpathogens

为明显;毛壳菌子囊果对立枯丝核菌和棉花立枯菌

的覆盖也尤为明显,一般在3~4d后菌落不再增

加,开始缩小,并逐渐被球毛壳菌所覆盖。
2.4 球毛壳菌与立枯丝核菌玻片对峙镜检结果

通过镜检观察发现,球毛壳菌菌丝与病原菌丝

的作用方式主要有:①卷曲缠绕直至包围病原菌丝,
形成完全环绕状态,限制病原菌丝进一步的生长

(图6-A);②紧密贴附寄主菌丝生长(图6-B);③侵

入寄主菌丝,使其发生肿胀膨大变形(图6-C)等重

寄生方式。

3 讨 论

本研究从油菜幼苗中分离到9株内生真菌,其
中6株鉴定为链格孢菌(Alternariaalternata),1株
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图5 球毛壳菌对病原菌的抑制作用

Fig.5 TheinhibitionofC.globosumtopathogens

A:卷曲缠绕 Tocurlorwrap;B:紧密贴附 Toclingtightly;C:侵入 Toinvade;

CG:球毛壳菌菌丝 MyceliumofC.globosum;RS:立枯丝核菌菌丝 MyceliumofR.solani.

图6 球毛壳菌与立枯丝核菌重寄生作用的荧光镜检

Fig.6 MycoparasitismofC.globosumonR.solaniunderfluoroscope
鉴定为球毛壳菌(Chaetomiumglobosum),1株属于

镰刀菌属(Fusarium),1株属于炭角菌目(Xylaria-
les)。由于目前真菌18SrRNA基因在数据库中资

源有限,给真菌的鉴定带来了一定的难度和障碍,这
就迫切要求我们利用现代分子生物学手段去进一步

开发和完善微生物真菌资源库。
根据已有报道[10],毛壳菌对立枯丝核菌、小麦

赤霉病菌、油菜菌核病菌、棉花枯萎病菌、甘蓝链格

孢等病原菌有一定的抑制作用;对镰刀孢霉、棕榈疫

霉、束状刺盘孢霉等植物病原菌也有一定的防治作

用[11]。
本试验从油菜中分离到的内生球毛壳菌 YY-

11在平板对峙试验中对油菜菌核病菌、立枯丝核菌、
棉花立枯菌、棉花枯萎病菌、油菜白斑病菌、油菜黑斑

病菌、油菜灰霉病菌、小麦赤霉菌都有抑制作用,其中

对核盘菌、油菜灰霉病菌,立枯丝核病菌抑制效果

最好。
球毛壳菌与立枯丝核菌玻片的对峙镜检结果显

示,重寄生作用在球毛壳菌拮抗病原真菌的过程中

占据着重要的地位,这与叶丽丹等[12]的研究结果一
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致。在进一步测定其防治效果后,该株内生球毛壳

菌可望用于多种植物病原菌的防治。
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Isolation,identificationandanti-fungalaction
ofendophyticfungiofrapeseed

LANNan QIGao-fu YUZi-niu ZHAOXiu-yun
StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Ninestrainsofendophyticfungiwereisolatedfromrapeseedandclassifiedinto4genera
throughmorphologicalandmolecularbiologicalidentification.Plateconfrontingtestshowedthattheen-
dophyticChaetomiumglobosumhaddifferentinhibitiononSclerotiniasclerotiorum,Rhizoctoniasolani,

BotrytiscinereaandFusariumgraminearum,etc.ThemechanismofantagonismC.globosumandR.so-
laniwithconfrontationonslidefoundthatC.globosumhadapparentprocessofmycoparasitismduring
theconfrontationwithR.solani.

Keywords endophyticfungi;18SrRNA;Chaetomiumglobosum;anti-fungalaction
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