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罗布麻产黄酮内生真菌的筛选与鉴定
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摘要 以罗布麻叶中内生真菌为研究对象,用化学显色法和薄层层析显色法对产生黄酮的内生真菌进行筛

选,并根据形态特征对筛选到的内生真菌进行鉴定。结果表明:内生真菌菌株P-1和P-2均能产生黄酮;菌株

P-1为镰孢菌(Fusariumsp.),菌株P-2为嗜松青霉(Penicillinpinophilum )。
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  罗布麻(Apocynumvenetum)是一种世界上稀

有的野生植物,自古以来就被国人誉为仙草。罗布

麻叶含有大量黄酮、三萜、有机酸、氨基酸等化学成

分,其黄酮化学结构系槲皮素和异槲皮素甙[1-2]。由

罗布麻制成的罗布麻茶是降压美容茶品,其中以新

疆罗布泊地区产出的罗布麻茶效果尤为明显。研究

表明,药用植物内生菌可以产生与宿主相同的活性

物质或新的活性物质[3-4]。目前,对罗布麻的研究主

要集中在对其活性成分分析和相关功能性产品研

发,而对罗布麻内生菌中提取活性物质及其功能性

成分的研究报道不多。
植物内生菌是多样性十分丰富的微生物类群,

它们生活在健康植物的各种组织和器官内部的细胞

或细胞间隙内而不引起植物病变,是与寄主植物在

长期的共同进化过程中建立起互惠共存、相互制约

和谐联合关系的一类微生物[5]。内生菌具有潜在的

应用价值,但绝大多数植物内生菌还没有被研究,迄
今研究过的植物不过数百种,这相对自然界存在的

25万余种植物而言是微不足道的[6]。随着对药用

植物内生菌研究的深入,人们正在不断地从各种药

用植物中分离多种内生菌,以此发掘内生菌的实用

价值。
黄酮类化合物广泛存在于自然界,是一类重要

的天然有机化合物,具有降血压、降血脂、美容养颜、
抗肿瘤、抗HIV等功效,已被应用到医学领域,具有

良好的开发利用前景。笔者从新疆阿拉尔沙漠地区

采集野生罗布麻进行内生真菌的分离,旨在筛选出

能产生黄酮的内生菌株,为开发与利用微生物资源

提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试样本

于罗布麻的营养生殖顶峰期(5月下旬),从新

疆阿拉尔沙漠地区边缘选择长势较好的植株,采集

适量的罗布麻叶供试。
1.2 培养基

查氏培养基(CZA):硝酸钠(NaNO3)3.0g,磷
酸二 氢 钾(KH2PO4)1.0g,硫 酸 镁(MgSO4·

7H2O)0.5g,氯 化 钾(KCl)0.5g,硫 酸 亚 铁

(FeSO4·7H2O)0.01g,葡 萄 糖30.0g,琼 脂

15.0g,蒸馏水1000mL。

PDA培养基:马铃薯200g,葡萄糖20g,琼脂

粉20g,蒸馏水1000mL,自然pH值。

PDA液体培养基:PDA培养基不加琼脂粉。
1.3 内生真菌的分离

用自来水反复冲洗罗布麻叶后用蒸馏水浸泡

10min,再用75%乙醇浸泡5min,无菌水冲洗3~
4次,2%次氯酸钠表面消毒4~5min,无菌水冲洗

3~4次,3%双氧水浸泡10min,无菌水冲洗3~
4次后,用灭过菌的剪刀剪成长约5cm的条段,置
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于查氏培养基和PDA培养基中25℃恒温培养,5d
后观察是否有真菌长出。
1.4 叶片表面的无菌检查

将最后一次冲洗的洗液涂布平板,25℃下培

养,2周后检查外植体表面消毒是否彻底。
1.5 内生真菌的纯化

根据菌落形态、菌落正反面颜色等特征将菌落

挑出并编号,采用单孢分离法将挑出来的真菌纯化

3次,编号并接种到PDA斜面培养5~7d后再置

于4℃冰箱保存备用。
1.6 产活性物质真菌的筛选

黄酮类物质的提取:将纯化的内生真菌菌丝体

放入PDA液体培养基中,28℃振荡培养6~8d,

3500r/min离心15min收集菌丝体,50℃烘干后

加入适量的浸提液(甲醇∶盐酸=7∶3,体积比)浸
泡,超声波破碎30min,加入石英砂充分研磨,

4000r/min离心30min,将上清液置于45℃真空

干燥浓缩。在浓缩液中加入15mL水解液(HCl∶
甲醇=3∶7,体积比),78℃避光水解4h,冷却过

滤后即获得内生真菌抽提物样品[7-8]。
将内生真菌抽提物稀释100倍,取10mL加入

试管做好标记,每试管中加入10mL3% AlCl3,轻
轻摇晃后在紫外灯照射下观察是否有荧光物质,并
选取有荧光物质的菌株进行荧光显色试验。

取有荧光物质的菌种,经PDA液体培养基培

养48h后抽滤发酵液,用蒸馏水冲洗菌体3~4次,

55℃低压蒸发浓缩菌体,醇沉(95%乙醇∶发酵

液=3∶1,体积比)12h,脱醇后冻干。将冻干粉用

甲醇 浸 提24h,浸 提 液 样 品 8000r/min 离 心

5min,留上清液备用。
取2.5g硅胶G加7.5mL的蒸馏水混匀、碾

磨、涂板,自然晾干后放入100℃烘箱内活化1h。
将制备好的萃取液用毛细管取液,点样100μL。展

层剂的成分为甲苯∶甲酸乙酯∶甲酸=5∶4∶1(体
积比),以0.2mg/mL的标准品和罗布麻叶醇提物

为对照。层析缸中展开40min后将层析板取出,以

3% AlCl3作为显色剂,在360nm 的紫外灯下观察

并拍照,有条带的即为产黄酮内生真菌。
1.7 产活性物质真菌的鉴定

将筛选到的产黄酮内生真菌,接种到PDA培

养基上培养2d后,在显微镜下观察分生孢子梗、产
孢结构和分生孢子的形态特征,参照文献[9]和[10]
的描述进行鉴定。

2 结果与分析

2.1 内生真菌的分离和纯化

根据菌落形态和颜色等特征共分离34株真菌,
其中采用查氏培养基分离到12株,采用PDA培养

基分离到22株。
2.2 产活性物质真菌的筛选

根据显色反应,从34个内生真菌菌株菌中筛选

出5个产生黄酮物质的内生真菌菌株,其中菌株P-1
和P-2荧光显色明显,而菌株PD-8、PD-17和PD-25
显色微弱。

将有明显荧光物质的P-1和P-2菌株进行薄层

层析,由薄层层析图谱对比可见,P-1和P-2菌体醇

提物与标准品、罗布麻叶醇提物在紫外光下具有迁

移率相同、颜色一致的黄棕色荧光斑点(图1),表明

这2个菌株可产生黄酮类物质。

  1:黄酮标准品 Flavonestandard;2:罗布麻黄酮提取物

Apocynumflavoneextract;3:菌株 P-1菌丝提取物 Strain

P-1extract;4:菌株P-2菌丝提取物StrainP-2extract.

图1 内生真菌菌株P-1和P-2产生类黄酮物质的

薄层层析检测

Fig.1 TLCchromogenicdetectionofproductionofflavoids
bytheendophyticfungalstrainsP-1andP-2

2.3 产黄酮真菌的鉴定

在显微镜下观察发现,P-1和P-2两株产黄酮

内生菌的形态学特征各异。内生真菌P-1在PDA
培养基上生长较快,菌落厚且呈棉絮状,中间略微凸

起,圆形。刚生长出来的菌丝体为白色,随后逐渐变

成灰白色,培养基呈灰白色,颜色较一致。液体培养

的菌丝球较大,呈黄色,培养液亦为黄色。分生孢子

梗长短不一,细长或粗短,分枝不规则或着生1圈小

梗,在孢子座上单生或群生。分生孢子(梗孢子)无
色,数个大型分生孢子略弯曲或折曲在茎的顶端,为
典型镰刀形。小型分生孢子单胞,卵圆形或长圆形,
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单个着生或链状。部分分生孢子表现为中间类型,
由2个或3个细胞组成,长圆形或略弯曲(图2-A)。
内生真菌P-2在PDA培养基上菌落为青黄绿色,有
时无色或呈淡灰黄色絮状,生长速度较快,2周后直

径可达9cm。菌株的菌丝无色或淡色。分生孢子

梗单独直立或集合成菌丝束,无足细胞,顶端生有扫

帚状的分枝,帚状枝轮生或单生。分生孢子串呈不

分枝的链状,孢子球形或卵圆形,大小(2~6)μm×
(2~6)μm(图2-B)。

  A:P-1分生孢子梗和分生孢子(标尺=1μm)Aconid-
iosporeandconidiaproducedbystrainP-1(Bar=1μm);B:

P-2分生孢子梗和分生孢子(标尺=5μm)Bconidiospores

andconidiaproducedbystrainP-2(Bar=5μm).

图2 P-1和P-2菌株的形态特征

Fig.2 MorphologyofstrainsP-1andP-2

  根据P-1和P-2两株产黄酮内生菌的形态学特

征和培养性状,对其株进行鉴定,结果显示P-1为镰

孢菌(Fusariumsp.),P-2为嗜松青霉(Penicillium
pinophilum),都属于从梗孢科的真菌。

3 讨 论

近年来,从天然产物中筛选生物活性成分或先

导化合物成为研究创制新药的有效途径之一。植物

历来是筛选天然药物最主要的原料,但药用植物的

过度使用,使得许多药用植物濒临灭绝。为解决资

源问题,药用植物新资源研究的热点已集中在药用

植物内生菌上[11]。
药用植物内生菌的研究始于1993年,但近年对

药用植物内生菌的研究才真正发展起来。2000年,

Lu等[12]研究发现传统中药青蒿内生菌Colletotri-
chumsp.能够产生新的生物活性物质;Wagenaar
等[13]从来源于传统中药雷公藤的内生真菌(Colle-
totrichumsp.)培养液中分离出3种新的生物碱

(cytochalasins),它们均具有细胞毒素,且对多种人

肿瘤细胞有很强的抑制作用;同时该项目组成员于

2001年从薄荷(Dicerandrafrutescens)中分离出的

内生菌Phomopsislongicolla 能产生3种新的具有

抗肿瘤活性的二聚物 dicerandrolsA、B和 C[14];
王梅霞等[15]从银杏(GinkgobilobaL.)树叶中分离

得到1株内生真菌EG4,经鉴定为刺盘孢(Colleto-
trichumsp.),应用薄层层析、显色反应和分光光度

法对该菌的发酵产物进行了初步分析,结果表明该

真菌能够产生黄酮类化合物;苏印泉等[16]发现杜

仲内生真菌的代谢产物具有不同程度的抑菌能力,
其中有些可作为抗菌药物的来源或可能分泌与寄生

植物相似的活性物质。从已有的研究结果可以看

出,药用植物内生菌能产生同宿主相同的活性物质

或活性物质前体。
本试验首次从罗布麻中获得了产生黄酮成分的

内生真菌,初步鉴定分别是镰孢菌和嗜松青霉。研

究结果再次支持了内生真菌可以产生与宿主相同或

相似活性产物的观点。同时,丝状真菌具有生长和

繁殖快速、培养简便、成本低廉等优点,可为利用内

生真菌开发黄酮类活性成分提供新资源。
笔者从新鲜的罗布麻叶中分离出34株内生真

菌,表明新疆阿拉尔沙漠地区罗布麻中的内生菌资

源很丰富。P-1和P-2两株产黄酮内生菌能产生罗

布麻黄酮类物质,代表性地揭示了这类资源具有比

较重要的经济价值。由于微生物内生真菌的发酵培

养具有可操作、易控制、周期短、所需条件和成本均

较低等特点,因此对罗布麻黄酮生产而言,这显然

是不同于从罗布麻叶片中提取和悬浮细胞培养的又

一条重要途径。
另外,对34种菌株的显色反应中其他菌株也有

微弱的荧光现象,这可能是其本身产黄酮的量少或

者是容易受外界环境影响使其产生的黄酮量减少。
本试验对药用植物罗布麻中分离的内生真菌进行了

筛选与鉴定,其有效成分及其功能还有待深入研究。
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Screeningandidentificationofendophyticfungiproduced
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Abstract Plantendophyticmicroorganismshaveaclosemetabolicrelationshipwithitshostplants.
EndophyticfungiinleavesofApocynumvenetum wasusedasresearchmaterial.Endophyticfungiwith
thecapabilityofproducingflavonoidswerescreenedwiththemethodsofchemicalcolorimetryandthin
layerchromatography,andthentheywereidentificatedbyobservingtheirmorphologicalcharacteristics.
TheresultsshowedthattwofungalstrainsnamedP-1andP-2werescreenedout.Theyweredetectedto
beabletoproduceflavonoidcompounds.StrainP-1belongstoFusarium,whereasstrainP-2belongsto
Penicillinpinophilum.Thisstudylaidafoundationforfurtherexploitationoftheendophyticfungiin
A.venetum.

Keywords Apocynumvenetum;endophyticfungi;flavonoids;screening;identification
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