
远志内生真菌分离鉴定及活性筛选

崔晋龙! 郭吉刚" 范 黎!!

（首都师范大学生命科学学院 北京 !###$%）! （山西生物应用职业技术学院 太原 #$##$!）"

摘要：从两个不同生长时期野生远志中分离内生真菌菌株 &&株，隶属于 "&个属，研究了各菌株对 $种指示菌的拮
抗作用。结果表明，远志不同生长时期不同部位的内生真菌数量、分布、种群存在差异，其优势属为 !"#$%&’%(’ ’(()。
茎中内生真菌种类较多。&&株内生真菌中有 %$株菌至少能拮抗 !种指示菌，占总菌数的 &$*#+。,株抗性较强的
菌株分别隶属于 )%(*+,#+$*(-. -./0、/$0+’",10,%(-. 12345、!"#$%&’%(’ ’(()、2’*#-"(,0+,%’ 16-6等。
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中药远志（Y54.Z [2MG@5M5(）系远志科远志属植
物远志（ ?,":3’"’ #$&-(4,"(’ P.MM4）或宽叶远志
（?,":3’"’ 1(@(%(*’ -6）的干燥根，始收载于《神农本草
经》，列为上品，被视为养命之要药。主要用于心肾

不交引起的失眠多梦、健忘惊悸、神志恍惚、咳痰不

爽、疮疡肿毒、乳房肿痛等［!］。它的主要有效成分

是远志皂苷类化合物，国内外越来越多的研究表

明，其在抗衰老、益智、抗氧化及降压等方面有广泛

的生物活性［!］。

植物内生真菌（(/42IEGF.J HK/@K)）是指生活在健
康植物组织内部、但不引起植物体病害的真菌［"］，

这类菌资源十分丰富，是目前开发极少的微生物类

群，已经发现它们可能产生在微生物 \宿主关系中

发挥作用的生理活性物质，它们的次生代谢产物在

生物制药、农业生产、工业发酵等领域越来越受到

人们的关注［$］，然而对于远志内生真菌的研究，国内

外尚无报道。本文对野生远志内生真菌进行分离

鉴定，确定了它们的属别，并对发酵培养产生的次

生代谢产物进行了活性筛选，为进一步研究远志内

生真菌的活性物质及生物学特性提供依据。

= 材料

=>= 供试药材
远志（?,":3’"’ #$&-(4,"(’ P.MM4）采自山西省长治

县雄山林场。由山西省中药药材监督所、山西生物

应用职业技术学院郭吉刚鉴定。
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!"# 拮抗测定指示菌
革兰氏阳性细菌：枯草芽孢杆菌（ !"#$%%&’

’&()$%$’）；革兰氏阴性细菌：大肠杆菌（ *’#+,-$#+$"
#.%$）；真菌：深红酵母（/+.0.).-&%" -&(-"）。以上菌种
由首都师范大学微生物系菌种保藏室提供。

# 方法

#"! 内生真菌的分离与纯化
将采集的新鲜远志用自来水洗净泥土等脏物，

去腐叶，根、茎、叶分别切成约 !"#$% 的小段（片）。
无菌条件下，按下列程序进行表面消毒：&#’乙醇
（() * #)）!无菌水（( 次 * + 次）!!",’的升汞
（(%-. * #%-.）!无菌水（+次 * #次），叶片等幼嫩组
织处理时间稍短。同样无菌条件下将上述表面消

毒的样品切成 !"/$% 0 !"/$% 长段（片）接种于含
!"!+’氯霉素的马铃薯固体培养基（123）中，置
/#4恒温培养箱中培养，#5左右长出适当大小的菌
落后，根据菌落形态的不同用接种铲切取菌落边缘

!"/$%/ 的小块分别转接于新的上述培养基上，反复

转接至纯培养，保藏待用。消毒后不做切割的样品

作为对照。

#"# 内生真菌液体培养及发酵液处理
液体培养采用 123液体培养基。在 ,!!%6的

三角瓶中分装 /!%6培养基，放入 ,! 粒玻璃珠，切
取 !"/$%/ 的菌种块接入瓶中，/#4，,7!89%-. 条件
下摇瓶发酵培养 #5。无菌条件下取发酵液 ,%6于
:;;<.5=8>（:1）管中，离心去菌丝和孢子，上清作抑
菌试验。不接种的液体培养基作同样处理，作为阴

性对照。

#"$ 指示菌培养
大肠杆菌和枯草芽孢杆菌分别用牛肉膏蛋白

胨液体培养基在 (&4条件下恒温培养 ,7?，深红酵
母用酵母膏葡萄糖液体培养基 (!4条件下恒温培
养 +7?。
#"% 抑菌实验
采用双层平板法，混菌法倒平板制备指示菌平

板，在平板上放置无菌牛津杯，按菌种编号分别将

发酵液上清 ,/!!6加入牛津杯。每个菌株做 (个重
复。大肠杆菌和枯草芽孢杆菌平板置 (&4恒温培
养，深红酵母平板置 (!4恒温培养。以阴性发酵液
作对照。+7?后观察结果，测量并记录抑菌圈直径。

#"& 菌种鉴定
分类鉴定参照文献［+，#，@］。其中一些不易产

生孢子的菌株，采用数十天冷（+4）、热（(&4）、弱
光、水培养等多种刺激诱导其产孢。

$ 结果与分析

$"! 远志内生真菌的抑菌活性
从生长期的远志中分离到 (@株内生真菌，其中

根、茎、叶分别为 A、,7、A株。在 (@株内生真菌中，
有 /+株至少能拮抗 ,种指示菌，占总数的 @@"&’。
抑菌圈大小取 (个重复的平均值，实验结果见表 ,。
从表 ,可以看出，拮抗大肠杆菌的有 &株，拮抗枯草
芽孢杆菌的有 ,A株，拮抗深红酵母的有 (株。其中
叶中分离的菌株 6, 拮抗枯草芽孢杆菌最强，拮抗大
肠杆菌最强的是从根中分离的菌株 B(，有 (株拮抗
深红酵母。同时拮抗 (种指示菌的内生真菌菌株在
生长期未分离到。

表 ! 生长期远志内生真菌的抗菌活性
菌株

编号

9分离
部位

大肠

杆菌

枯草芽

孢杆菌

深红

酵母

菌株

编号

9分离
部位

大肠

杆菌

枯草芽

孢杆菌

深红

酵母

6, C DDD C E,! C C C

6/ C D C E,, C DD C

6( C D C E,/ C D C

6+ C DD C E,( C C C

6# C D C E,+ C C C

6@ C D C E,# C D C

6& C D C E,@ C C C

67 C C C E,& C C C

6A D DDD C E,7 C D C

E/ C D C B/ DD C C

E( C D C B( DDD C C

E+ C C D B+ C C C

E# C D D B# C C D

E@ D C C B@ C C C

E& D D C B& C C C

E7 C C C B7 C D C

EA C C C FA C C C

对照 C C C

注：6叶子，E茎，B根，,，/，(⋯编号，D抑菌圈直径 G ,!%%，D D抑菌
圈直径 ,!%%* ,/%%，D D D 抑菌圈直径 H ,/%%，C无拮抗性

从成熟期的远志中共分离到 #/株内生真菌，+A
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株至少能拮抗 !种指示菌，占总数的 "#$"%。其中
#&株拮抗大肠杆菌，#’ 株拮抗枯草芽孢杆菌，( 株
拮抗深红酵母，同时拮抗 (种指示菌的菌株是 )!(、

)!*二株菌。根、茎、叶相比较而言，前两者菌株数量

多，抗菌活性高的菌株亦多，抗真菌的 ( 个菌株都
分布于根中，拮抗细菌最强的菌株 +!,见于茎中。见
表 &。

表 ! 成熟期远志内生真菌的抑菌活性
菌株

编号

-分离
部位

大肠

杆菌

枯草芽

孢杆菌

深红

酵母

菌株

编号

-分离
部位

大肠

杆菌

枯草芽

孢杆菌

深红

酵母

.! /// /// 0 +!’ / / / / / / 0

.& / / / / / / 0 +!" / / / / / / 0

.( / / / / / / 0 +&1 / / / / / / 0

.# / / / / / / 0 +&! / / / / 0

.* 0 / / / 0 )! / / 0 / /

., / / / / / / 0 )& / / / / 0

.2 / / / / / / 0 )( / / / / / / 0

.’ / / / / / / 0 )# / / / / / / 0

." / / / / / / 0 )* 0 / 0

.!1 0 / / / 0 ), 0 / / 0

+! / / / / 0 )2 / / / / / 0

+& / / / / / / 0 )’ 0 / 0

+( / / / / / 0 )0 / / / / / 0

+# / / / 0 )!1 0 0 0

+* / / / / 0 )!! 0 / / / 0

+, / / / / / 0 )!& / / / / / / 0

+2 0 0 0 )!( / / / / / / / /

+’ 0 0 0 )!# / / / / / 0

+" / / / / / 0 )!* / / / / / /

+!! / / / / / / 0 )!* / / / / 0

+!& / / / / / 0 )!2 / / / / / 0

+!( / / / / / / 0 )!’ / / / / / 0

+!# / / / / / / 0 )!" / / / / / / 0

+!* / / / / / / 0 )&1 / / / / / / 0

+!, / / / / / / / / 0 )&! 0 / 0

+!2 / / / / / / 0 对照 0 0 0

注：.叶子，+茎，)根；!，&，(⋯编号；/抑菌圈直径 3 !144，/ /
抑菌圈直径 !1445 !&44，/ / / 抑菌圈直径 6 !&44，0无拮抗性

上述实验结果表明，两个时期的远志均分离到

(株抗真菌菌株，茎中内生真菌活性普遍较高；相比
较而言，成熟期远志根、茎、叶中分离的内生真菌数

量偏多，拮抗细菌和真菌的活性高。见图 !。

图 ! 生长期与成熟期远志内生真菌抗菌菌株数比较
注：! 7 "#$%：大肠杆菌（ !&"’()%"’%* "#$%），+ 7 &,-：枯草芽孢杆菌

（+*"%$$,& &,-.%$%&），/ 7 ),-：深红酵母（/’#0#.#),$* ),-)*）

"#! 远志内生真菌鉴定结果
从两个时期的远志中分离到内生真菌共 ’’株，

经鉴定后，发现它们分布在 &’ 个属中。其中
1$.()2*)%* 899:属菌株较多，共计 &2 株，为优势属，
主要分布在茎中，根中未见。, 个属在两个时期中
都存在，2个属在生长期中存在，!*个属在成熟期中
被分离。生长期活性较高的菌株 .!、)( 分别隶属于

3)%"’#.’("%,4 .;<=、5(6’*$#&6#)%,4 >?@AB；成熟期活性
较高的菌株 +!,隶属于 1$.()2*)%* 899:，菌株 )! 隶属

于 3)%"’#&6#)%($$* CB4D:EF=?，同时拮抗 ( 种指示菌。
具体分布见表 (。

$ 讨论

植物内生真菌在长期的进化过程中与宿主建

立了和谐的关系，产生许多有用的次生代谢物，是

天然产物的重要来源［2，’，"，!1］。在分离到的 ’’ 株菌
中发现有产生色素的真菌，产生特殊气味及其它特

性的菌株，需进一步进行化学分析及相关试验才能

确定其代谢物的性质及化学组成，为进一步挖掘中

药资源中的新物质，了解它们与远志的关系提供依

据。

本次实验除对单株真菌进行了 (种指示菌的抑
菌实验外，还分别研究了根、茎、叶中分离到的各自

所有菌株的混合发酵实验。在生长期中，( 组织各
自的混合菌株发酵结果表明，发酵液中菌丝体的得

率并不比单株菌高，说明内生真菌之间有相互抑制

作用，但不知是否产生了新的代谢物。生长期 (组
织各自内生真菌的混合发酵液没有抑菌圈出现，成

熟期混合发酵液则抑菌明显。上述这种现象还需

更多的实验探索。
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表 ! 生长期和成熟期远志内生真菌的鉴定及分布（单位：株）

属名
生长期 成熟期

根 茎 叶 根 茎 叶
属名

生长期 成熟期

根 茎 叶 根 茎 叶

!"#$%&’%(’ ! " # ! ## $ )(%*+*#,(- ! ! ! ! ! #

.%(/,*#,$/(01 ! % % ! # ! )/"$%*#(01 ! ! ! ! # %

2(&(1$+0-’ ! ! # % % ! 3"(*/$4,’"(- ! ! ! ! # !

50-’%(01 & ! & % ! ! !1$%*-4*%(01 ! ! ! ! % !

!%60-/0"’ ! & # % ! # !/%$1*&(01 ! ! ! ! # !

!-4$%7(""0- # ! ! # ! ! 8’40"’-4*%’ ! ! ! ! # !

!-#$%*1$""’ ! ! # ! ! ! 8,(9*/#*&(’ ! ! ! ! # !

:;#,(’ ! # ! ! ! ! .%(/,*-4*%($""’ ! ! ! % ! !

20/*% ! # ! ! ! ! 8’$/("*1;/$- ! ! ! % ! !

<$4,’"*-4*%(01 # ! ! ! ! ! 8$&(/(""01 ! ! ! # ! !

=$&+%*+*/,(01 % ! ! ! ! ! 2’"6%’&/,$’ ! ! ! # ! !

3$%"’/,(’ ! # ! ! ! ! !4,’&*/"’+(01 ! ! ! # ! !

<;"(&+%*/’%4*& % # ! ! ! ! >’"’&#,’1’"’ ! ! ! ’ ! !

2’%(’&&’$’ ! ! ! # ! ! 8,’1’#*#%(/,01 ! ! ! # ! !

致谢 本实验得到本校吕萧、刘晶晶、刘少伟、王玉

君等同学的大力支持和帮助，在此表示衷心感谢。
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稿件规范化与标准化

专论与综述论文的撰写要点

专论与综述是本刊重要栏目之一，主要反映国内外微生物学各分支学科研究最新成果和进展，其内容

要求新颖丰富，观点明确，论述恰当，最好包含作者自己的工作内容和见解。因此，作者在动笔之前必须明

确选题，一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方

面，在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势。即掌握其内在的精髓，深入到专题研究的

本质，论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望，提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外，作

者也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法，辅以注释，客观而有少量评述，使读者对该专题的过去、现

在和将来有一个全面、足够的认识。

需要特别说明的是：在专论与综述中引用的文献应该主要是近 +年国内外正式发表的研究论文，引用文
献数量不限。
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