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三尖杉 内生真菌的季节动态和组织分布研究

相延英
， 明 乾 良 李 文超、 韩 婷 、秦路平 〗 解放军第 医 院 药 剂 科 ， 湖 北 武汉 丨 第 二军医 大学 药学 院

生药学教研室 ，上 海

摘要 目 的 研究不 同 季 节 药用植物三尖 杉 （ 不 同组织部位内 生 真菌 的种 类组成 、 数 量

和 分布规律 的 差 异 。 方法 采用组织 分离 法分离 出春 、 夏 、秋 、冬 次 采样 的三尖杉 叶 片 、枝条 和 树皮 中 的 内 生真 菌 ，根据形态

分 型 后进行分子鉴 定 。 结果 从 次 采样 的 个组织部位 中 共 分离得到 内生真菌 株 根 据培养特 征 共划 分 为 个形

态 型 ，分子鉴 定为 个 分类单元 。 研 究表 明 ， 季节 和组织 对 内 生 真菌 定殖 率 、分 离 率和种类组成均有 明 显的影 响 ， 但是 季节的

影 响远大 于 组织的 影 响 。 结论 三尖杉 内生 真菌具有 丰 富 的 生 物多样性 ， 结合 内生 真菌 丰 度 和 多 样性 指数综合 分析 ， 春季 为

获得较 多种 类的 内生真菌 的最佳取样时间
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植物 内生真菌 （ 是 指在 生活史

中 的某一个阶段存在于健康植物组织 内部 ， 不会 引

起宿 主 明 显病 症 或者 对宿 主 造 成 明 显 伤 害 的 真

菌 … 。 年
，

等 首次报道 了 从短 叶 紫杉

的树皮 中 分 离 得到 一株 能够产 生 紫

杉醇的 内 生真菌 ， 引 起 了 国 内

外众多研究者的极 大关注 ，纷纷把 目 光 投向 药用植

物 内生真菌的研究 。 随着研究 的深人 ， 研究 者发 现

内 生 真菌与 宿主植物存在着 密切 的互利 共生关 系

研究表 明 内生真菌能够促进宿 主 植物生长
”

， 增强
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宿 主植物对生物 和非 生物胁迫 的抗逆性 促进 宿

主植物有效成分的积累 等 。 三 尖 杉 （

是三尖杉科三尖杉属 种 植物 中

的
一 种 ， 是 我 国亚热带特有植物 ，

分布 于陕西 、甘肃 、

河南 、湖北 、
湖南

、
安徽 、 江西 、浙江 、

四 川 等地 。 三尖

杉 的种子具有驱虫 、 消积作用 ，在我 国一般用 于治疗

蛔虫病 、钩虫病 、食积等 。 三尖杉叶 、枝 、 种子及根 等

部位 主要含 有生物碱类 、 黄酮类 以 及 留醇类物质 ，
其

中生 物碱类成分主要 包括三尖杉碱类 和 高刺酮类 。

现代 临床试验研究 表 明 ，
三尖杉碱类化合物具有 抗

肿瘤 活性
，
其 中三尖杉 酯碱 和高 三尖杉 酯碱 活性最

好 、 目 前 ，
三尖杉 内 生真菌 的 研究 已 有部 分文献

报道 ， 主要是 寻找能够 产 生 高三尖杉酯碱 的 内 生 真

菌 和研究三尖杉 内 生真菌的遗传 多样性
“

，
但未

见三尖杉 内 生真菌季节 动态 和组织分布方面的研究
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报道 。 本研究分别对春 、夏 、秋
、
冬 个季节三尖杉

叶 片 、枝 条 、树皮 个组织 的 内 生 真菌进行分离鉴

定
，
探讨不 同季节 和 不 同组织三尖杉 内 生真菌组成

的差异及其成因 ， 为 三尖杉 内 生真菌 资源 的开发 利

用提供理论基础 。

材料与试剂

材料 供试植物三尖杉 （

的 采样 时 间 ： 年 月 日 （ 春季 ） 、

月 日 （ 夏季 ） 、 月 日 （ 秋季 ） 和 年 月

曰 （ 冬季 ）
；
采样地点 ： 浙江省 建德市 乾潭镇唐家村 ；

采样方法 ： 随机选取 株三尖杉植株进行采 样 ， 取

所选取植株的 叶片 、枝条和树皮放人无菌纸袋 中 ， 写

上标签带 回 实验室 ， 在 内进行植物标本处理和

内生真菌分离 。

试 剂 培养基组成 ： 马 铃薯 煮 沸

后弃去土 豆泥 ）
，
葡萄糖 琼脂 水

。 提 取缓 冲 液

、

缓冲液 （ 均

由本实 验 室 配制 。 所 用材 料

、 、 （ 、 、

购 自 天 根生 物有 限 公 司 。 引 物 和 引 物

由 上海生工生物有限公司合成 。

方法

内 生真 菌 的 分 离 纯化 将三尖杉 的叶片 、枝条

和树皮在 自 来水下 冲洗 除去表面的泥土和 杂质

后
，
无菌水 冲洗 次 。 表面 采用三步消毒法 ， 即将叶

片 、枝条 和树皮 连 续浸人 乙 醇 次氯

酸钠 乙醇 处理后 ，
用无菌滤纸将组

织表面水分吸干 。 用 消毒后的剪 刀将叶 、枝条和 树

皮切 成 的组织块 ，
随机从每种组织块 中 挑

取 个
，
每 个 为一组放在加 有青霉素 的 平板

， 上 ， 密封后 培养 个月 ，
定期观

察 内 生真菌菌落形成情况 。

根据菌落形态 、颜色 的差异 以 及 长 出 时 间 的不

同 ， 分别挑取各平板上菌落边缘 的 菌丝接种 于新 的

平板上 尤 进行分 离培养 。 培 养 数 日 后 ，
观

察菌落 的形态 及其菌落边缘 的整齐情况 ，

经纯化得

到 单
一

菌落 。 依照生 长速度 、 菌落颜色 、质地等培养

特征将菌株划分成不 同 的形 态 型 ，
每种 形 态 型挑选

一株代表性菌株进行分子鉴 定 ，
以 来表 示 。 对

已经纯化的菌株 ，
编号后转至 相应的 斜面培养

基上 ，在 恒温箱 中培养 ，
待菌落生长成熟 ，

放人

冰箱保存 。

内 生真 菌 的 分子 鉴定 将菌株在 平板上

培养 ，
挑取菌丝 的顶端部分 ，转接到新

的 培养基上 进行培 养 。 刮取 菌丝 采用

法提取基 因组 然后用 引 物

和

对内生真菌的 和 基因

进行 扩增 。 反应体 系 （ 组成 ：

；

； ；
引 物

引物 模板

、八 聚合酶 。 反应循 环参数与 步骤 ： ①

初始变性 ，

弋
，

②变性 ③退火 ，

④延伸 ， ⑤循环② ④步骤

次 ⑥延伸 取 产物点样

于 的

琼脂糖凝胶 ，
条件下 电 泳 溴化 乙

啶 染色 然后在紫外灯下检

测产物 。 产物交上海 申 速 生物技术有限公 司

进行序列测 定 。

以每个形态型菌株的 和 基 因作为 靶

序列 ， 在 数据库 中 用 程序来搜索 同源

序列 。 下载相关的序列用于 系统发育分析 ，
以确 定

其系统发育地位 。 在 系 统进化分析中 ， 把碱基 间的

空缺作为碱基缺失 处理 ，所有 的碱基状态 为无序并

且不 加权 。 基因 和 区序列通过

程序来进行序 列间 的匹配排序 ，
为 了实现匹配排

序 的最优化 ，
在一些碱基位置进行必要 的调 整 。 这

些被 匹配排序后 的 数据 ，
用 于邻接法 （

的系统发育分析 。 用 作邻接

法分析 ， 随机挑取 个序 列 ， 重 复 比对 次 ，保

存其中 遗传距离最短的 系统发育树 。 分类单元的确

定 由

进行
，

区相似性高于 的序列 归人

同
一个分类单元 。

数据 分析 对不 同季节不同组织分离 得到 的

三尖杉 内生真菌进行定殖率
、
分离率 、分离频率 、多

样性指数 、皮耶诺均匀度指数 、 丰 度 、相似性系数等

指标进行统计 。

结果

内 生真 菌 的 分 离 鉴 定 本研究从春 、夏 、秋 、

冬 个季节所采 取 的 三尖 杉叶 片 、枝条 和 树皮 三

个组织 中共 分离 内 生 真菌 株 。 根据培 养特

征共划 分为 个形态型 ，并 扩增 和

基 因测 序 。 根据 的 序列 相似性 ，
将 其划

分为 个 分类 单元 ， 其 中 个属 于 担子 菌 门 ，
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个属于子 囊菌 门
，
个属 于接合 菌纲 。 在 个分 的 水平 ， 个鉴定到 科及 以上分类地位 。 图 为鉴

类单元中 ，
个 鉴定 到 种 的 水 平 ， 个 鉴 定 到 属 定部分菌株 的 系统发育树 。

—

■

— ―

￡

■

■

图 部分菌株分子鉴定 的 系统发育树

根据菌株 財 工 工 工 工 工 工 丄 丨 和 序列 得到 的 树 。 分 支上 的 数值 表示等于 或大于 的

值 ， 次重复

内 生真 菌 的 季 节动 态 在 种 内生真菌分类

单元中 ， 只有 种 内 生真菌

在春 、夏 、秋 、冬 个季节都被分离得到 ，
种 内

生真菌在 个季节被分离 到 ， 种 内生 真菌在 个

季节被分离 到 种只 在 个季节被分离到 。 不 同

季节三尖杉 内生真菌的分离 整体情况见表 。 从分

离得到 的菌株数 目 看 ， 春 季和 冬 季 明显 多于夏季 和

秋季 但是从分类单元来看 个季节相差 不大 。 这

些 内生真菌主要属 于担子菌 门 和 子囊菌 门
，
但春秋

两季出 现了接合菌纲的内 生真菌 。 从优势菌的角度

来看
，春 、夏 、秋 季均有的 优势菌

和 ，
但分离率各 不相 同 ；

冬季的优势菌为 与春 、夏 、秋 季均不 同 的

、 和

，可能是这些 内 生真菌更容易 在低温条件下

生长 。

不 同季节三尖杉 内 生 真菌平均 定殖率从高 到低

的顺序为冬 （ 春 （ 秋 （

夏 （ 分离率从高到低 的顺序为冬 （

春 （ 秋 （ 夏 （ 丰度从高 到

低 的顺序为 ： 夏 （ 春 （ 秋 （ 冬 （

多样性 指 数从 高 到 低 的 顺序 为 ： 春 （ 秋

夏
（

冬 （ 均勻度 指数随季节

变化差异不大 ， 在秋季均匀 度指数最 高 为 在冬

季最低为
，
在春季 、夏季均 为 。 不 同 季节

分离 到 的 内 生 真菌 相似性系 数变 化范 围 为

。 春季 与秋季的相似性 系数最高为 其次

是春季 与夏 季 、夏季 与秋季 、
秋 季 与冬 季

、春季与冬季 ， 夏季 与冬 季相似 性系 数最

低为 。
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表 春 、夏 、
秋 、冬 个季节三尖杉 内生真菌的 分离情况

夏 秋

菌株 数 目 株 株 株 株

分类单元 个 个 个 个

鉴定情况 个鉴定到种 、 个到 属 、 个鉴 定到 种 、 个到属 、

个 鉴 定到种 、 个到 属 个鉴定钊 种 、 个到 属 、

个到科 及 以 水平 个到科及 以 上水平 个到科及以 上水平 个钊科及 以 上 水平

归属情况 个属 于 接合 菌 纲 ， 个 属于 个属 于担子 菌门 ， 个 属 于 个属 于接 合 菌纲 ，
丨 个属 于 个属 于担子菌 门 ， 个属于

担子菌 门 ， 个属于子囊菌门 子囊 菌门 担子 菌 门 ， 个属 于子囊菌 门 子摸 菌 门

优势菌 、
、 、

、

注 ： 括号 中数字为 该菌株的 分离率

内 生真 菌 的 组织 分布 不同 季节枝条 、 叶片 和

树皮 内 生真菌 的分离情况见表 。 总体来看 ， 个组

织 内生真菌的定殖率最高 为枝条 （ ， 其次 为

叶片 （ ，树皮最低 （ 分离率呈现一

样的趋势 ， 分别为 枝条 （ ， 其 次为 叶 片 （ 树

皮最低 （ 丰度指数从高到低为 叶片 （ 树

皮 （ 枝条 （ 多样性 指数从高 到 低为 树皮

叶片 （ 枝条 （ 树皮 中均 匀度

指数最高为 其次为 叶 片 ， 枝条 中均勻 度

指 数最低 为 。

表 不 同 季节枝条 、叶 片 和树 皮 内生真茴的分离情况

叶片 枝条 树皮

春 蔺株数 冃 株 株 株

分类单兀 个 个 个

优势閣 、

从 有荫

夏 阑 株数 冃 株 株 株

分类 单 元 个 个 】 个

优势幽
°

、

共有菌 、

秋 菌 株数 目 株 株 株

分类 单元 个 个 个

优势菌 丨

、

共有 菌

冬 菌 株数 目 株 株 株

分类单 元 个 个 个

优势菌 、
、

、
、

共有菌

注 ：括号 中数宇为 该 菌株的分离 车

不 同组织之间的相 似性 系数高于不同季 节之间

的相似性系数 。 不 同季 节 取样时 ，
各部 位之间 的相

似性系数平均值从高到低 的顺序 为 ： 夏 （ 冬

春 （ 秋 （ 。 在春季取样时 ， 各

部位之间 的相似性 系数基本相同 ， 叶 片与枝条 、枝条

与树皮之间的相似性系数均为 叶片与树皮之

间 的相似性系数 为 。 在夏季取样时
，
叶 片 与 枝

条 、 叶 片与 树皮 间 的 相似性 系数 为 ， 枝条与 树

皮 间的相似性系数为 。 在秋季取样时 ， 叶 片与

枝条的相似性系数最高为 ，其次 为叶 片 与树皮

， 枝条 与树 皮 的相 似性 系数最低为 。在冬

下 转 第 页 ）
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致脂质体破乳 ，使其包封率降低 。 所以本工艺采取葡

聚糖凝胶柱过滤法 ，
此法简单易 行 重现度较好 。 该

方法是利用分子筛原理 粒径大的脂质体先从柱 中 流

出
，
粒径小的游离药物后流出 。 应用这种方法能将脂

质体与游离药物较好分开 。

分 离效果 黄洁等
⑷
采用 凝胶 色谱法

分离苦参碱 与 苦参碱 隐形脂 质体时上样量 为

。 笔者在预实验 中 ，
以 上样量 即能够达 到

很好的分离效果 共收集 了 瓶洗脱液 ， 每瓶 。

在第 瓶洗脱液里 已经检测 不 到苦参碱 。 所以 在

试验中
，
只收集 了 瓶洗脱液 。

影响苦参碱脂质 体 的 三 个主 要 因 素 仵文英

等 曾提出 影 响 苦参 碱脂质体 制备 的 因 素有 药脂

比 ，
硫酸铵溶液浓度等 。 笔者通过 组试验优选 了

影响脂质体制 备的三个主要 因素 ，
即 卵磷脂和胆 固

醇的 比值 药脂 比 和 超声时 间 。 正 交试验得 出 的最

佳处方组成为 ： 质量 比为 ： 超声时 间

为 药脂比为 ： 。

上接 第 页 ）

季取样时 ，叶片 与枝条 的 相似性 系数最 高 ，
叶

片 与树皮的相似性系数为 ， 枝条与树皮 的 相似

性系数最低为 。

讨论

本研究对不同季 节三尖杉不同组织的 内生真菌

进行 了分离鉴定 ，并对内 生真菌 的 定殖率 、分离率 、

分离频率 、
多样性指数

、
皮耶诺均匀度指数 、丰度 、相

似性系数等指标进行统计分析 。 研究发现不 同季节

三尖杉 内生真菌的组成和 多 样性明 显不 同 ；

三尖杉

不同组织部位 内 生真菌 的组 成和 多样性 也存 在差

异 。 但是不同季节三尖杉不 同组织的内 生真菌均具

有较高的定殖率 、分离率和丰度 ， 说明三尖杉 内 生真

菌具有较为丰富 的生物多样性 。

研究还发现季节对 内生真菌的种 类组成有明显

的影响 种 内 生真菌分类单元 中 只有 种分布 于

个季节
；
同时季节对定 殖率和 分离率也有 明 显 的

影响 。 植物组织部位对定殖率 、分离率有一定 的 影

响 ，定殖率 、 分离率最 高 的是枝 条 ，
最低 的是树皮 。

但是植物组织部位对 内生真菌 的种类组成的影响小

于季节 ，说明 宿主植物所处环境 的 温度是影 响 内 生

真菌的菌群结构和 生物 多样性的
一个重要 的 因素 。

结合 内生真菌丰度和 多样性指数综合分析 ， 在春季

三尖杉内 生真菌具有较高 的丰 度 和 多样性 。 因此 ，
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春季是获得较多种类 的 内 生真菌的最佳取样时 间 。
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