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摘要:以金黄色葡萄球菌( Staphylococcus aureus) 、大肠杆菌( Escherichia coli) 和枯草芽孢杆菌( Bacillus subtilis) 3
种微生物为指示菌，采用杯碟法对分离自药用植物银杏( Ginkgo biloba L． ) 的 36 株内生真菌进行抗菌活性检
测。并通过形态学特征观察和 ITS － rDNA 序列系统发育分析对强抑菌活性菌株进行鉴定。结果发现，菌株
L1、L4、L5、L7、T2、T3、R1 和 R2 等 8 株内生真菌的发酵粗提物具有抑菌活性，其中以内生真菌 R2 的抑菌活性
最高，抑菌圈直径分别为 20 mm、20 mm和 21 mm。结合形态学特征和 ITS － rDNA序列分析确定菌株 R2 为尖
孢枝孢菌( Cladosporium oxysporum) 。
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Abstract: The antimicrobial activity of 35 endophytic fungi isolated from traditional Chinese medicinal
plant Ginkgo biloba were detected by the method of cylinder plate test with Staphylococcus aureus，Escherichia
coli and Bacillus subtilis as indicator microorganisms． Observation on the morphological characters and internal
transcribed spacers ribosomal DNA ( ITS-rDNA) sequence analysis were conducted to identify the strain． The
results showed that the extracts of 8 isolated entophytic fungi strain L1，L4，L5，L7，T2，T3，R1 and R2 had
antibiotic activity against some indicator microorganisms． Especially the extract of strain R2 obviously exhibi-
ted strongest antibiotic activity against those indicator microorganisms，the inhibition zones diameters were 20
mm，20 mm and 21 mm respectively． Based on the morphological characters and ITS-rDNA sequence analy-
sis，the endophytic fungi strain R2 was identified as Cladosporium oxysporum．

收稿日期: 2012 － 02 － 15 修回日期: 2012 － 05 － 27
基金项目:江西省亚热带植物资源保护与利用重点实验室开放基金资助( YRD201203)
作者简介:△同等贡献，汪涯( 1986—) ，男，助教，硕士，主要从事微生物与生化药学研究，E － mail: jxwangya@ 126．

com，李希茜( 1987—) ，女，助教，主要从事微生物资源领域研究; * 通讯作者: 朱笃，教授，博士，E － mail:
zhudu12@ 163． com。



第 4 期 汪 涯等: 银杏内生真菌菌株 R2 的鉴定及其抑菌活性

Key words: Ginkgo biloba; endophytic fungi; antimicrobial activity; identification

植物内生真菌是指那些生活史的一定阶段或全部阶段生活于健康植物各种组织和器官内部或细胞

间隙而没有引起宿主明显病害症状的真菌［1］。它是一个多样性十分丰富的生物类群，并具有强大的生
物学活性，不但能够有效地促进宿主植物生长，增强宿主抗病能力和对环境胁迫的抗性［2］，而且也可产

生与宿主植物相同或相似的生物活性物质等功能［3］。例如产紫杉醇的红豆杉内生真菌 Taxomyces an-
dreanae［4］和产石杉碱甲的蛇足石杉内生真菌 Shiraia sp． Slf14［5］、Aspergillus flavus LF40［6］等。当前，对药
用植物内生真菌进行“生物勘探”( bioprospecting) ［7］，筛选产生生物活性物质的菌株已成为抗菌抗肿瘤
等药用活性化合物来源的新途径［8］。
银杏( Ginkgo biloba L． ) 又名白果，为银杏科银杏属珍贵药用植物，是我国特有的古老孑遗植物，被

称为“活化石”植物。近年来的研究表明，银杏中富含多种黄酮类、内酯类和酚酸类化合物，具有很好的
抗菌、抗衰老、降血压和软化血管等功效，对保护中枢神经系统和心血管系统也有很好的作用［9 － 11］。此
外，在银杏漫长的生长过程中很少感染病虫害且寿命极长。从内生真菌与宿主植物两者互利共生的理
论来推断，银杏中很有可能存在着特殊的内生真菌，通过产生特殊的次生代谢产物帮助增强银杏的抗病

害能力［4］。迄今，国内外有关银杏内生真菌的研究已有部分报道，鉴于药用植物内生真菌具有的潜在
重要应用价值，本研究对药用植物银杏的叶片内生真菌进行分离，并筛选具抑菌活性的菌株，以期勘探

获得产抑菌活性次生代谢产物的药用真菌，为后续活性代谢产物的分离纯化研究奠定工作基础。

1 材料与方法
1． 1 材料
1． 1． 1 菌种来源 供试病原细菌金黄色葡萄球菌( Staphylococcus aureus) ，大肠杆菌( Escherichia coli) 和
枯草芽孢杆菌( Bacillus subtilis) 等 3 株指示菌均为江西省亚热带植物资源保护与利用重点实验室保存
菌种。
1． 1． 2 培养基 内生真菌的活化培养及保藏采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基( PDA) ［12］，液体发酵培养
采用马铃薯葡萄糖液体培养基( PDB) ，病原细菌的培养采用牛肉膏蛋白胨培养基［13］。
1． 2 方法
1． 2． 1 内生真菌的分离 取新鲜的银杏叶经自来水冲洗干净，晾干后置于 φ = 75%的酒精浸泡 1 min，
接着用无菌水漂洗 3 次，再置于 φ = 0． 1%升汞浸泡 2 min，无菌水冲洗 4 次。无菌条件下将消毒好的银
杏叶放在无菌滤纸片上晾干，将其剪成 0． 5 cm × 0． 5 cm 的小切片，接入 PDA 培养基上，28 ℃培养
20 d。期间将切口处新长出的菌丝转接至 PDA 培养基纯化培养 3 代。将最后一次清洗样品所用无菌
水涂布于 PDA平板上作为对照，同样条件下培养、观察，以确保表面消毒彻底，保证分离到的菌株确实
是内生真菌。
1． 2． 2 内生真菌的液体培养及发酵粗提物制备 挑取经活化的内生真菌菌丝或孢子接种于 PDB 液体
培养基中，500 mL三角瓶装液量 120 mL，28 ℃、120 r /min摇瓶培养 10 d; 过滤收集发酵液，减压浓缩经
95%乙醇浸提 24 h，再减压浓缩制得发酵粗提液样品，4 ℃保存待用［8］。
1． 2． 3 内生真菌发酵粗提物的抗细菌活性测定 参照戴文君等报道的杯碟法［14］对内生真菌发酵粗提
物进行抑菌活性测定。将金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和枯草芽孢杆菌分别制成一定浓度的菌悬液
( 107 CFU /mL) ，用涂布器将其均匀涂布于供试无菌 LB 培养基平板，制成含菌平板，每个平板放置 4 个
牛津杯( 直径为 6 mm) ，分别取真菌发酵粗提样品 150 μL加入其内，每处理重复 3 次，硫酸庆大霉素( 5
μ /mL) 为阳性对照，37 ℃培养 16 ～ 24 h，观察病原细菌生长情况、透明圈大小，测量并记录抑菌圈直径。
1． 2． 4 银杏内生真菌 R2 菌株的鉴定 ( 1) 银杏内生真菌 R2 菌株的形态学鉴定。参照真菌的分类鉴
定方法［15］，将活化的菌株孢子，分别按点植培养法( 观察菌落) 和插片法( 观察孢子及菌丝体形态) 接种

于 PDA培养基上，25 ℃培养 10 d，期间定时观察菌落形态特征。同时，按郭素枝［16］的方法制备扫描电
镜样品，利用 FEI － Quanta200F扫描电子显微镜观察分生孢子梗和分生孢子的形态。
( 2) 银杏内生真菌 R2 菌株的 ITS － rDNA 序列扩增和测定。ITS － rDNA 序列 PCR 扩增引物 ITS1

( 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG －3') 和 ITS4( 5' － TCCTCCGCTTATTGATATGC －3') ［3］由上海生工生物
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A: 金黄色葡萄球菌; B: 大肠杆菌; C: 枯草芽孢杆菌; 1: 菌株 R1; 2: 菌株 R2; 3: 菌株 L1; 4: 阳性对照硫酸庆
大霉素( 5 U /mL) 。

A: Staphylococcus aureus; B: Escherichia coli; C: Bacillus subtilis; 1: The strain R1; 2: The strain R2; 3: The strain
L1; 4: Gentamycin sulfate for positive control ( 5 U /mL) ．

图 1 银杏内生真菌对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及枯草芽孢杆菌的抑制作用
Fig． 1 Antimicrobial activity of endophytic fungi isolated from Ginkgo biloba

工程技术服务有限公司合成; DNA模板提取采用 CTAB 的方法［17］，PCR 反应体系为: 模板 DNA 2 μL、
10 × PCR buffer 5 μL、Taq DNA 聚合酶 2． 5 Unit、dNTP( 2． 5 mmol /L) 4 μL、引物各 3 μL，补充去离子水
至 50 μL。反应条件: 94 ℃ 5 min，94 ℃ 40 s，60 ℃ 40 s，72 ℃ 40 s，34 个循环; 72 ℃ 5 min。PCR 产物
经 10 g /L凝胶电泳检测后送交上海生工生物工程技术服务有限公司测序。
( 3) ITS － rDNA 序列分析。将测得的 ITS-rDNA 序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST 比对并申请

GenBank登录号。下载相关菌株的 ITS序列，使用 MEGA 4． 0 软件 ClustalX方法进行系统发育分析，以
Neighbour － joining法构建分子系统发育树，在分枝上标记 1 000 次重复获得的自展检验 Bootstrap 值，以
评估系统发育树的置信度，从而确定菌株的亲缘关系及分类地位［3］。

2 结果与分析
2． 1 银杏内生真菌 36 个菌株的分离结果
从表面消毒的银杏叶片中共分离获得 36 株内生真菌，而同期表面消毒效果检测用 PDA 平板上没

有任何菌落长出，由此证明植物组织表面消毒彻底，分离到的 36 株真菌均是内生真菌。
2． 2 抑菌活性内生真菌的筛选
通过对 36 株内生真菌菌株进行抑菌活性测定，结果发现有 8 株内生真菌至少对一种指示病原细菌

显示了抑制活性( 表 1) ，占菌株总数的 22． 2%。菌株 L1、R1 和 R2 对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及枯草
表 1 内生真菌的抗菌活性

Tab． 1 Antibacteria activity of endophytic fungi

分离菌株( 成份)

Isolation endophytic fungi ( component)
金黄色葡萄球菌

Staphylococcus aureus
大肠杆菌

Escherichia coli
枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis

L1 发酵粗提物 L1 Fermentation extract +++ +++ ++
L4 发酵粗提物 L4 Fermentation extract － + －
L5 发酵粗提物 L5 Fermentation extract + + －
L7 发酵粗提物 L7 Fermentation extract － ++ －
T2 发酵粗提物 T2 Fermentation extract + － －
T3 发酵粗提物 T3 Fermentation extract － + －
R1 发酵粗提物 R1 Fermentation extract + + +
R2 发酵粗提物 R2 Fermentation extract +++ +++ +++

+++ : 抑菌直径 ＞ 20 mm; ++ : 10 mm ＜抑菌直径 ＜ 20 mm; + : 抑菌直径 ＜ 10 mm; － : 无抑菌圈。
+++ : Diameter of inhibition zone ＞ 20 mm; ++ : 10 mm ＜ Diameter of inhibition zone ＜ 20 mm; + : Diameter of inhi-

bition zone ＜ 10 mm; － : Without inhibition zone．
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A: PDA菌落形态; B，C: 分生孢子梗( Bar = 20μm) ; D，E，F: 分生孢子( Bar = 5 μm) 。
A: Colony characteristics of R2 on PDA; B，C: Conidiophores ( Bar =20 μm) ; D，E，F: Conidiospores ( Bar =5 μm) ．

图 2 菌株 R2 宏观及显微特征
Fig． 2 Macro and micro characteristics of strain R2

图 3 菌株 R2 基于 ITS － rDNA的系统发育分析
Fig． 3 Phylogenetic analysis of strain R2 based on ITS-rDNA sequences

芽孢杆菌的均有一定的抑制活性( 图 1) ，其中尤以菌株 R2 的抑制活性最高，对金黄色葡萄球菌、大肠杆
菌及枯草芽孢杆菌的抑菌圈直径分别为 20 mm、20 mm和 21 mm。
2． 3 银杏内生真菌 R2 菌株的鉴定
2． 3． 1 形态学鉴定 菌株 R2 在 PDA培养基上 28 ℃培养 5 d菌落直径可达 30 ～ 40 mm，橄榄绿色，平
铺，菌丝表面干燥，分布有微小的深色颗粒，随着菌丝不断的成熟而逐渐变成棕褐色，深或浅( 图 2 －
A) 。在光学显微镜下，分生孢子梗直立或弯曲，有节状的膨大，具有隔膜( 图 2 － 4 － B) ，宽度约 3 ～
6 μm( 图 2 － C) 。分生孢子链生，呈枝链分布，无色，椭圆形或柠檬形( 图 2 － D) ，表面平滑( 图 2 － E) 直
径 4 ～ 8 μm( 图 2 － F) 。参考相关菌物文献［15，18］，初步判断菌株 R2 为枝孢属 Cladosporium sp．真菌中的
一种。

2． 3． 2 ITS － rDNA序列登录号及系统发育分析 以 ITS1 和 ITS4 为引物，在菌株 R2 基因组 DNA中扩
增出一条 529 bp的序列，提交 GenBank获得登入号 HQ260961，并通过 Blast 程序与 GenBank 中已有的
核酸序列进行比对，结果表明，菌株 R2 的 rDNA － ITS序列和 Cladosporium oxysporum的相应序列同源性
高达 99%，图 3 中系统进化发育分析结果显示菌株 R2 与枝孢属 Cladosporium sp．真菌中的尖孢枝孢菌

Cladosporium oxysporum聚在一支。综合菌株 R2 的形态学特征和 ITS － rDNA 序列分析结果，最终将菌
株 R2 确定为枝孢属 Cladosporium sp．中的尖孢枝孢菌 Cladosporium oxysporum，命名为 Cladosporium oxys-
porum R2。
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3 讨论与结论
植物内生真菌由于其独特的生存环境，与宿主在长期的生态系统演化中形成了互惠共生关系，可产

生与宿主相同或者相似的具有生物活性的次生代谢产物，如红豆杉属植物及其内生真菌 Taxomyces an-
dreanae等均能合成抗癌药物紫杉醇［4］，蛇足石杉植物及其内生真菌 Shiraia sp． Slf14、Aspergillus flavus
LF40 等均能代谢合成治疗老年痴呆症的药用活性成份石杉碱甲［5 － 6］。因此，从药用植物中筛选产生物
活性代谢产物的内生真菌，不但有利于野生药用植物资源的保护和开发利用，还为寻找新药和新型化合

物开辟了新的有效途径。
银杏植物组织中含有丰富的黄酮类、银杏内酯和银杏酸等活性化合物［9 － 11］，韩晓丽等［19］在对四

川、贵州、山东等地的银杏内生真菌的研究中分离获得 7 株产黄酮内生真菌，严铸云等［20］从 148 株银杏
内生真菌中筛选获得 7 株产银杏内酯的内生真菌，刘小莉等［21］从银杏树枝内生真菌 Xylaria sp． YX －
28 中分离获得对多种病原菌有较高的抗菌活性的化合物 7 －氨基 － 4 甲基香豆素。本研究从 36 株银
杏内生真菌中筛选获得 8 株内生真菌至少对一种指示病原细菌显示了抑制活性，其中以菌株 R2 的抑
菌范围和抑菌活性最强，根据菌株的形态特征和 ITS － rDNA 序列分析结果，将其最终鉴定为尖孢枝孢
菌 C． oxysporum，与我们早先报道的一株蛇足石杉内生真菌［22］属不同的类群。枝孢属的菌株遍布全球，
分布广泛，易随空气扩散传播，通常在腐死的木本植物，稻草秸秆，土壤等中能发现［15］，作为内生真菌也

有被分离的报道［22 － 23］。目前，枝孢属真菌包括 30 多个种，尖孢枝孢菌 C． oxysporum是其中常见种中的
一种［17］。研究表明，植物内生枝孢属真菌能够生长分泌石杉碱甲［22］、紫杉醇等［23］多种具有生物活性的
次生代谢产物，具有重要的研究和应用价值。目前，我们正对本研究中筛选获得的抑菌活性菌株进行次
生代谢产物研究，上述活性菌株能否代谢产生黄酮类和银杏内酯化合物，甚至是新的抑菌活性成分，还

有待于我们进一步的研究证实。
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