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摘   要：【背景】云南存在着丰富的虫草资源，天然虫草群落中蕴藏多样的真菌资源，是挖掘新

型抑菌活性化合物的潜在来源。【目的】了解云南嵩明大哨天然虫生真菌及其内生真菌的物种多样

性，并从中筛选具有抑菌活性的菌株。【方法】采用组织分离法对所采集的野生虫草样本进行虫

生真菌及其内生真菌的分离，并通过形态观察和 ITS 联合 nrSSU、nrLSU、tef-1α、rpb1、rpb2 多

基因测序进行物种鉴定及多样性分析；通过平板对峙法以 7 株病原细菌、5 株植物病原真菌为病原

指示菌进行抑菌活性测试。【结果】共采集 86 份天然虫草样本，经鉴定隶属于 3 科 5 属 7 种，包

括虫草科(Cordycipitaceae)虫草属(Cordyceps) (1 种)、白僵菌属(Beauveria) (2 种)、鳞翅虫草属

(Samsoniella) (2 种)、麦角菌科(Clavicipitaceae)泛普可尼亚属(Metapochonia) (1 种)，以及线虫草科

(Ophiocordycipitaceae)线虫草属(Ophiocordyceps) (1 种)。同时，从采集到的虫草样本中分离得到

26 株内生真菌，分属于 9 科 9 属，其中木霉属(Trichoderma) (38%)和镰刀菌属(Fusarium) (19%)为
此次分离得到的优势菌属。对所分离保存的真菌按其分离源及种类归属，从虫生真菌和内生真菌

菌株中共挑取 20 株代表性菌株进行抑菌活性筛选，有 11 株真菌对 2 株及以上病原指示细菌具有

不同程度的抑菌活性，13株真菌对 1株以上植物病原真菌具有不同程度拮抗能力；其中 Trichoderma 
sp. Y3-1 和 Fusarium sp. WZ3-1 具有广谱抑菌活性。【结论】云南嵩明大哨分布有丰富的虫生真菌

及内生真菌资源，分离所得的真菌对多种病原菌具有不同程度的抑制作用。本研究丰富了云南虫

草资源多样性，为云南省虫草及其内生真菌资源的开发利用提供了数据支持，也为下一步从虫草
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及其相关真菌资源中挖掘抑菌活性物质提供了菌株资源。 

关键词：虫生真菌；内生真菌；纯培养分离；物种多样性；抑菌活性  
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Abstract: [Background] Yunnan boasts abundant Cordyceps species resources and the natural 
Cordyceps species community contains diverse endophytic fungi, which can be used for mining 
antimicrobial. [Objective] To investigate the diversity of entomogenous fungi and the endophytic fungi 
in Dashao village, Songming county, Yunnan province, and screen strains with antimicrobial activities. 
[Methods] Entomogenous fungi and the endophytic fungi were isolated from Cordyceps species samples 
with tissue separation method. They were identified and the diversity was analyzed based on 
morphological observation and sequencing of ITS, nrSSU, nrLSU, tef-1α, rpb1, and rpb2. The activities 
against 7 pathogenic bacteria and 5 plant pathogenic fungi were tested by plate confrontation assay. 
[Results] A total of 86 natural Cordyceps species samples were collected, which belonged to 7 species 
in 5 genera in 3 families: Cordyceps (1 species), Beauveria (2 species), and Samsoniella (2 species) in 
Cordycipitaceae, Metapochonia (1 species) in Clavicipitaceae, and Ophiocordyceps (1 species) in 
Ophiocordycipitaceae. Meanwhile, 26 strains of endophytic fungi in 9 genera of 9 families were isolated 
from the samples, among which Trichoderma (38%) and Fusarium (19%) dominated. In addition,    
20 strains, which were selected from entomogenous fungi and endophytic fungi according to their 
origins and taxonomy, were tested for the antimicrobial activities. Results demonstrated that 11 strains 
showed activities against two or more pathogenic bacteria, and 13 strains against more than one plant 
pathogenic fungi. Trichoderma sp. Y3-1 and Fusarium sp. WZ3-1 demonstrated broad-spectrum 
antimicrobial activities. [Conclusion] The Dashao village in Songming county of Yunnan province 
enjoys rich resources of entomogenous fungi and endophytic fungi and the isolated fungi show activities 
against diverse pathogens. This study enriches the diversity of entomogenous fungi in Yunnan province, 
providing not only data support for the development and utilization of entomogenous fungi and the 
endophytic fungi in Yunnan province but also strains for mining active substances from them. 

Keywords: entomogenous fungi; endophytic fungi; culture isolation; species diversity; antimicrobial 
activities 
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虫草是寄生于昆虫、少数真菌和植物体上的

一类真菌。按照虫草分类系统，虫草包括了隶属

于子囊菌门(Ascomycota)粪壳菌纲(Sordariomycetes)
肉座菌目(Hypocreales)的虫草科(Cordycipitaceae)、
线 虫 草 科 (Ophiocordycipitaceae) 、 麦 角 菌 科

(Clavicipitaceae)等科及其他分类地位暂未确定

的类[1]。目前，从菌物名录数据库(http://www. 
mycobank.org)和 Index Fungorum (http://www. 
indexfungorum.org)中可检索到 1 300 余种虫草，

中国约有 400 余种，而我国报道的有效名称不

足 200 个[2-3]。虫草的分布、数量与地理位置、

土壤、气候和昆虫寄主等环境因素有很大关系，

因此，对虫草资源多样性的调查也是虫草相关

研究的热点之一。此外，形成虫草的真菌虽然

只是一个物种，但天然虫草及其微环境中存在

着多种真菌，高通量测序研究发现冬虫夏草

(Ophiocordyceps sinensis)内含有丰富的真菌资

源[4-5]，野生蝉花(Cordyceps cicadae)、新古尼异

虫草(Metacordyceps neogunnii)的菌核具有多菌

定殖现象[6-7]，由此可见，天然虫草中可能具有

很多重要的真菌资源有待被研究和开发利用，

因此，对虫草内生真菌的资源调查同样是真菌

资源研究的重要内容。 
微生物次级代谢产物是一类化学结构丰富

多样并具有广泛生物活性和功能多样的天然产

物，是人类研究和开发新药的重要来源[8-9]。其

中，抗菌活性是在微生物及其活性代谢产物研

究中挖掘得较多的方面[10]，而且微生物产生的

具有抑菌活性的天然产物已超过 2 300 种[11]。

目前，人们对微生物抑菌活性的研究主要集中于

普通环境微生物，随着对该类资源的反复研究，

从中发现新型抗菌化合物的难度越来越大[12]。

多种耐药菌的出现及不断增加也给临床治疗带

来了一定的困难，这就使得寻找新型抑菌活性

成分满足临床需求成为迫切需要。因此，人们

逐渐将研究方向转至海洋、沙漠、极地等特殊

微生物环境[13]，特殊生境来源的微生物为了适

应环境需要，在进化的过程中可能产生特殊的

活性物质[14]。近年来的研究发现，虫草及其内

生真菌作为一类研究新兴的微生物资源，是发

现新活性化合物的潜在来源，从中发现了大量

结构新颖、类型丰富的生物活性物质，如核苷、

多糖、生物碱、环状缩羧肽和酶类等，其抗菌、

抗肿瘤及免疫调节等作用对维持人类健康具有

重要的作用[15-16]。在抗菌研究方面，经过多年

的研究发现，冬虫夏草(O. sinensis)发酵产物对

金黄色葡萄球菌等具有较好的抑制作用[17]；蛹

虫草(Cordyceps militaris)作为重要的真菌资源，

富含多种活性物质，其发酵液萃取物对金黄色

葡萄球菌等细菌及绿色木霉具有明显的抑菌效

果 [18]；蝉花虫草活性成分蝉花多糖对部分革兰

氏阳性菌和革兰氏阴性菌均具有抑制作用[19]；

戴氏绿僵菌(Metarhizium taii)菌丝体乙醚浸提液

对金黄色葡萄球菌、枯草芽胞杆菌有明显的拮

抗作用[20]；深红虫草(Cordyceps cardinalis)和新疆

细虫草(Ophiocordyceps gracilis)的提取物对金

黄色葡萄球菌等细菌有较高的抗菌活性 [21-22]。

此外，研究报道显示其他的虫生真菌如古尼拟

青 霉 (Paecilomyces gunni) 、 斜 链 拟 青 霉

(Paccilomyces cateniobliquus)等 40 株虫生真菌

对白色念珠菌具有较强的抑菌活性[23]。除虫生

真菌外，分离自虫草的内生真菌同样具有多种

抑菌活性作用。如分离自冬虫草夏草的内生真

菌蝙蝠蛾拟青霉(Paecilomyces hepiali) JY8-8 对

6 种革兰氏阳性菌和 4 种革兰氏阴性细菌、3 种

皮肤致病真菌和 4 种植物病原真菌均表现出较

好的抑菌活性[24]；分离自冬虫夏草的高山被孢

霉(Mortierella alpine) Cs-ZZ23 对大肠埃希菌和

枯草芽胞杆菌有抑制作用[25]；马赟等[26]从采自

阿尔泰山脉的虫草(Ophiocordyceps gracilis)中发
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现的菌株 Penicillium canescens SFY00C3 对大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制作用较强。由

此可见，虫草群落中不仅蕴藏着丰富多样的真

菌资源，从虫草及其相关真菌资源中挖掘抑菌

活性物质同样具有巨大潜力。因此，通过对虫

草及其内生真菌的资源调查及抑菌活性研究将

不断拓宽药用、生防资源，为开发结构新颖、

类型丰富的微生物活性代谢产物奠定基础，对

保护天然虫草物种具有一定的研究意义。 
云南具有独特的地理条件，具有丰富的生物

资源，是虫草物种多样性分布的重要地区之一，

目前已报道近 100 种虫草[27]。云南嵩明大哨位于

北纬 25. 40°、东经 102. 92°；平均海拔 2 640 m，

年平均气温 11 °C，年降水量 1 200 mm；山地气

候类型多样，其附近森林属滇东高原暖性阔叶林

和暖性针叶林亚区，树种丰富，主要有针叶林、

阔叶林、灌木林和竹林四大植被类型[28]，其优势

条件为虫草的生长提供了适宜的生境。课题组前

期研究发现大哨的华山松林分布有大量的野生

蛹虫草，经免培养的方法发现天然蛹虫草微生物

群落中分布有丰富的内生真菌及细菌类群，而且

具有不同的代谢潜能[29]。本研究对云南嵩明大哨

的虫草物种进行调查采样，利用组织分离法及形

态学结合基因系统发育分析的方法对该地区虫

草物种及虫草内生真菌进行分离鉴定，并进行菌

株抑菌活性研究，以期考察云南嵩明大哨虫草及

其内生真菌物种组成及多样性，获得具有抑菌活

性的菌株，为从虫草及其内生真菌中挖掘新颖活

性代谢产物奠定基础，同时也为云南省虫草资源

的挖掘及合理开发提供资料和实验依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

虫草样本于 2020 年 9 月 25 日采自云南省

昆明市辖近郊嵩明县大哨 (图 1)，共采集到   
86 份虫草样本，据经验及宏观形态学将其大致

归类，包括疑似蛹虫草样本(编号为“Y”) 16 份，

疑似高原线虫草样本(编号为“G”) 42 份，以及

寄生于不同昆虫的虫菌复合物样本 (编号为

“WZ”) 28 份，所采集的虫草样本用无菌滤纸包

好，放入灭菌的收集管或密封袋中进行保鲜，

放置 4 °C 冰箱内保存。  
1.1.2  主要试剂和仪器 

培养基成分、萘啶酮酸，广东环凯生物科

技有限公司；通用引物 ITS1 (5ʹ-TCCGTAGGT 
GAACCTGCGG-3ʹ)和 ITS4 (5ʹ-TCCTCCGCTT 
ATTGATATGC-3ʹ)，擎科生物(上海)科技有限

公司；柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒，擎科

生物(上海)科技有限公司。高压蒸汽灭菌锅，上

海博迅实业有限公司；恒温培养箱、生化培养

箱，上海一恒科技有限公司；超净工作台，苏

州安泰空气技术有限公司；生物显微镜，北京

悦昌行科技有限公司。 
1.1.3  病原指示菌 

病原指示细菌有耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌(MRSA-1591、MRSA-1505 和 MRSA-2024)、
金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) ATCC 
25923、枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis) ATCC 
6633、鲍曼不动杆菌 (Acinetobacter baumanii) 
ATCC 19606 及粪肠球菌(Enterococcus faecalis) 
ATCC 29212；植物病原指示真菌有黄瓜枯萎病菌

(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)、水稻恶

苗病菌 (Fusarium fujikuroi) 、西瓜枯萎病菌

(Fusarium oxysporum f. sp. niveum)、串珠镰刀菌

(Fusarium moniliforme Sheld) 及 禾 谷 镰 刀 菌

(Fusarium graminearum)。以上供试菌株实验室

前期已研究保存。 
1.1.4  培养基 

LB 培养基参照文献[30]配制，用来培养病原细 
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图 1  采集自云南嵩明大哨的虫草样本   A：野生虫草物种自然栖息地；B：蛹虫草；C：高原线虫草；

D：疑似白僵菌 
Figure 1  Cordyceps samples collected from Dashao village, Songming county, Yunnan province. A: The 
natural habitat of Cordyceps species; B: C. militaris; C: Ophiocordyceps highlandensis; D: Suspected 
Beauveria spp.. 
 
菌；马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基参照文献[31]

配制，用来培养虫生真菌及其内生真菌、病原真菌。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离与保藏 

根据采集材料的不同，采取组织分离法进

行菌种的分离[32-33]。将编号为“Y”和“G”的虫草

样本先用无菌水清洗，去除表面杂质，75%酒精

表面消毒 2−3 min，30% H2O2 溶液浸泡 3−5 min，
再用无菌水冲洗 3 次[34]。用无菌工具挑取以上

两种虫草样本离菌核表面较远的组织约米粒大

小，放于加入 50 mg/L 萘啶酮酸的 PDA 培养基

上，于 25 °C 恒温避光培养。将编号为“WZ”的
样本用无菌工具挑取虫体表面少量粉状真菌于

加入 50 mg/L 萘啶酮酸的 PDA 培养基表面接种

(“Z”字形画线)，在相同的温度条件下进行培养。

待菌落长出后，根据菌落形态颜色等特征挑取

单菌落接种于 PDA 培养基上，25 °C 恒温培养

纯化去重复后，将纯化的菌株鉴定、分类并 4 °C
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保藏。 
1.2.2  菌株的鉴定 

对本研究采集到的虫草物种，基于形态观

察及内转录间隔区(internal transcribed spacer，
ITS)联合 5 基因(nrSSU、nrLSU、tef-1α、rpb1、

rpb2)系统发育分析进行物种准确鉴定[35]；对于

所分离得到的虫草内生真菌主要基于无性型形

态特征及 ITS 基因系统发育分析进行鉴定。虫

生真菌的多基因系统发育分析根据范琪[36]的方

法对所分离的虫生真菌进行 ITS 联合 nrSSU、

nrLSU、tef-1α、rpb1、rpb2 多基因扩增，对所

分离的虫草内生真菌参考赵玉瑛等[37]方法对其

进行 ITS 区域扩增。PCR 产物经凝胶电泳检测

后，将产物送至擎科生物(上海)科技有限公司测

序。根据测序结果，所得序列在 NCBI 数据库

中进行 BLAST 比对找到相似序列，通过

MEGA-X[38] (最大似然法)软件基于 ITS 序列分

别构建虫生真菌、虫草内生真菌的系统发育树，

以确定其分类地位。 
1.2.3  抑菌活性检测 

抑细菌活性检测采用平板对峙法，将病原

指示细菌分别接种至液体 LB 培养基中，于

37 °C、220 r/min 振荡培养 18 h 作为菌种。取

病原指示细菌菌种 100 μL 与 200 mL 灭菌 PDA
培养基混匀后倒平板，对照组加等量的无菌水。

用直径 4 mm 的打孔器在培养 4 d 已分离纯化的

待测真菌菌落取菌饼，菌丝面朝下接种到含病

原指示细菌菌液的平板上，28 °C 恒温黑暗培养

48 h 后，用游标卡尺测量抑菌圈的直径。同样

采用平板对峙法筛选有拮抗作用的待测真菌。

在 PDA 平板中央放置直径为 4 mm 指示菌菌

饼，再在其两端相距 2−3 cm 处各放置一块已

分离鉴定得到的待测真菌菌饼，对照组仅接种

植物病原指示真菌，25 °C 黑暗培养 5 d 后，观

察是否有抑菌带产生，采用十字交叉法测量菌

落生长直径，取平均值，计算拮抗率(拮抗率

≥75%为强拮抗能力，50%≤拮抗率<75%为较强

拮抗力，50%<拮抗率为弱拮抗能力)[39]。拮抗

率=(对照菌落直径‒处理菌落直径)/对照菌落直

径×100%。 

2  结果与分析 
2.1  虫生真菌及其内生真菌的鉴定 

本研究从云南嵩明大哨共收获包括编号为

“Y” (16 份)、“G” (42 份)、“WZ” (28 份)在内的

86 份天然虫草样本。经分离后共获得 59 株真

菌，包括 33株虫生真菌及 26 株虫草内生真菌。

结合《真菌鉴定手册》 [40]和《中国真菌志·第
32 卷》[15]中相关真菌的分类检索表，利用形态

特征观察 (图 2)和构建 ITS 基因系统发育树  
(图 3)分析鉴定出该地区虫生真菌分属于 3 科  
5 属 7 种(表 1)，分别是虫草科(Cordycipitaceae)
的蛹虫草 (Cordyceps militaris)、球孢白僵菌

(Beauveria bassiana)、拟球孢白僵菌(Beauveria 
pseudobassiana)、Samsoniella hepiali、白束鳞

翅虫草(Samsoniella alboaurantium)，麦角菌科

(Clavicipitaceae)的 Metapochonia suchlasporia，
以及线虫草科 (Ophiocordycipitaceae)的高原

线虫草(Ophiocordyceps highlandensis)，其中

高原线虫草(Ophiocordyceps highlandensis)截
至目前无法分离纯培养[41]，本研究根据经验通过

对其子实体的宏观形态学观察(子座从金龟总科

Scarabaeoidea 幼虫头部长出，单生，不分枝，深

黑褐色，光滑；可育部分膨大呈椭圆形，生于柄

中上端)及总 DNA 多基因联合分析进行物种鉴

定。本研究中虫草真菌寄主主要涉及鳞翅目、鞘

翅目、半翅目等动物，其中以鞘翅目为主。 
利用形态特征观察(图 4)和构建 ITS 基因系

统发育(图 5)分析显示共分离鉴定得到 26 株虫

草内生真菌，分属于 9 科 9 属(表 2)，包括螺旋 
 



 
4054 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
图 2  虫生真菌无性分离菌株形态特征   A‒C 和 G‒I：菌落形态；D‒F 和 J‒L：产孢结构；标尺：

10 μm 
Figure 2  The characteristics and microscopic features of entomogenous fungi. A‒C and G‒I: Colony on 
PDA; D‒F and J‒L: Conidiogenous structures; Bars: 10 μm. 
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图 3  基于 ITS 序列构建 7 种虫生真菌系统发育树   编号为“Y” “WZ” “G”的菌株为本研究所得，其后括

号内序号为该菌株 GenBank 序列号；内部节点数字为支持度，用于代表该分支结构的可靠程度。下同 
Figure 3  Phylogenetic tree of seven entomogenous fungi based on ITS sequence. The strains numbered Y, WZ, and 
G were obtained by this study, and the serial number in bracket is the GenBank serial number of the strain. The 
number of internal nodes is support value, which represents the reliability of the branch structure. The same below. 
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表 1  云南嵩明大哨分离鉴定所得的虫生真菌  
Table 1  The entomogenous fungi collected and identified from Dashao village, Songming county, Yunnan 
province 
Species Genus Family Number of isolates Percentage (%) 
Cordyceps militaris Cordyceps Cordycipitaceae 8 24 
Samsoniella hepiali Samsoniella 5 15 
Samsoniella alboaurantium 2 6 
Beauveria pseudobassiana Beauveria 2 6 
Beauveria bassiana 15 46 
Metapochonia suchlasporia Metapochonia Clavicipitaceae 1 3 

 

 
 

图 4  部分虫草内生真菌无性分离菌株形态特征   A‒D 和 I‒L：菌落形态；E‒H 和 M‒P：产孢结构；

标尺：10 μm 
Figure 4  The characteristics and microscopic features of typical endophytic fungi from Cordyceps samples. 
A‒D and I‒L: Colony on PDA; E‒H and M‒P: Conidiogenous structures; Bars: 10 μm. 
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图 5  基于 ITS 序列构建虫草内生真菌的系统发育树    
Figure 5  Phylogenetic tree of endophytic fungi based on ITS sequence.  
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表 2  分离自虫草物种的内生真菌 
Table 2  Endophytic fungi isolated from natural Cordyceps species 
Classification status   Sources  Number of isolates Percentage (%) 
Family Genus  Y WZ G   
Bionectriaceae Clonostachys  1 − − 1 4 
Melanconiaceae Pestalotiopsis   1 − 1 2 8 
Trichocomaceae Penicillium   1 − − 1 4 
Mucoraceae Mucor   3 1 − 4 15 
Moniliaceae Trichoderma   6 4 − 10 38 
Tubeculariaceae Fusarium  2 3 − 5 19 
Dematiaceae Nigrospora   − − 1 1 4 
Schizophyllaceae Schizophyllum   − 1 − 1 4 
Corticiaceae Phlebia  − 1 − 1 4 
Toall   14 10 2 26 100 
注：−：菌属未从该样本中分离到 
Note: −: The genus was not isolated from the samples. 
 
聚 孢 霉 属 (Clonostachys) 、 拟 盘 多 毛 孢 属

(Pestalpsotiois)、青霉属(Penicillium)、毛霉属

(Mucor) 、 木 霉 属 (Trichoderma) 、 镰 刀 菌 属

(Fusarium)、黑孢霉属 (Nigrospora)、褶菌属

(Schizophyllum)和射脉菌属(Phlebia) 9 个属，以

上菌属与 GenBank 数据库中与其最相近菌株的相

似性均为 99%−100%，其中木霉属(Trichoderma)
和镰刀菌属 (Fusarium)为此次分离鉴定所得

优势菌属，分别占虫草内生真菌分离菌株总数

的 38%和 19%。由此可见，云南嵩明大哨分

布的虫生真菌及其内生真菌具有一定的物种多

样性。 

2.2  所分离真菌的抑菌活性 
对所分离保存的真菌按其分离源及种类归

属，从虫生真菌和内生真菌菌株中共挑取 20 株

代表性菌株进行病原细菌、植物病原真菌抑菌

活性研究。结果表明，测试菌株中有 11 株真菌

对 2 株及以上病原细菌具有不同程度的抑制作

用；其中有 10 株菌对 Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 有不同程度的抑制活性，占受试菌

株总数的 50% (表 3)。有 13 株真菌对一株以上植

物病原真菌具有拮抗能力(表 4)，其中对 Fusarium 

oxysporum f. sp. cucumerinum、Fusarium fujikuroi、
Fusarium oxysporum f. sp. niveum、Fusarium 
moniliforme Sheld 和 Fusarium graminearum 具

有较强及以上拮抗能力(50%≤拮抗率)的菌株分

别有 6、11、10、8、7 株。在这些具有抑菌活性

的菌株中，Clonostachys sp. Y8-2 对 Staphylococcus 
aureus ATCC 29213、Bacillus subtilis ATCC 6633、
Enterococcus faecalis ATCC 29212 及 MRSA-1591
有明显抑制作用，对 5 株植物病原真菌无拮抗

能力；Schizophyllum sp. WZ8-1、Nigrospora sp. 
G5-1、Pestalotiopsis sp. G5-2、Pestalotiopsis sp. 
Y8-3、Mucor sp. Y10-1 和 Fusarium sp. WZ6-1 对

5 株植物病原真菌具有不同程度的拮抗作用，而且

至少对 1 株植物病原真菌具有较强拮抗能力，对

病原细菌无明显抑制作用。Trichoderma sp. Y3-1
和 Fusarium sp. WZ3-1 对病原细菌 MRSA-1591、
MRSA-1505、Staphylococcus aureus ATCC 25923
和 Acinetobacter baumanii ATCC 19606 均具有

明显抑制作用，同时对 5 株植物病原真菌同样

具有不同程度拮抗能力，而且至少对 3 株以上

植物病原真菌具有较强拮抗能力(图 6)，提示两

菌株具有广谱抗菌活性。 
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表 3  部分菌株对病原细菌的抑菌活性 
Table 3  Antibacterial activities of typical strains 
Strains No. Inhibition zone (mm) 

Y3-1 Y6-1 Y6-2 Y8-2 Y9 Y12-1 WZ1 WZ3-1 WZ4-2 WZ5-1 WZ5-2 

MRSA-1591 10.00 − 5.05 16.19 7.15 10.22 − 10.37 − − − 

MRSA-1505 20.06 − 20.24 − − − 5.44 20.16 − 20.10 − 

MRSA-2024 − 4.55 − − − 5.43 4.68 8.29 8.33 − 5.65 

Staphylococcus aureus ATCC 
25923 

20.33 15.18 − 16.37 10.11 20.21 8.53 8.55 5.54 20.22 20.08 

Bacillus subtilis ATCC 6633 − − 4.88 8.12 − 4.59 − − − 5.23 4.66 

Enterococcus faecalis ATCC 
29212 

20.05 5.56 − 10.10 − − 15.19 − − − − 

Acinetobacter baumanii ATCC 
19606 

25.25 4.78 20.21 − − − − 20.32 − 25.14 − 

注：−：抑菌圈直径为 0；菌株编号带有“-”的代表虫草内生真菌，未带有“-”的表示虫生真菌；菌株编号同图 3 和图 5 
Note: −: The diameter of the bacteriostatic circle was 0; Strain numbered with “‒” represent endophytic fungi, while those 
without “-” represent entomogenous fungi; Strain numbers are the same as those in Figure 3 and Figure 5. 

 
表 4  部分菌株对植物病原真菌的拮抗作用 
Table 4  Antagonistic effects of some strains against plant pathogenic fungi (antagonism rate (%)) 
Strains No. Fusarium oxysporum  

f. sp. cucumerinum 
Fusarium fujikuroi Fusarium oxysporum 

f. sp. niveum 
Fusarium 
moniliforme Sheld 

Fusarium 
graminearum 

Y3-1 56 54 66 53 63 

Y6-1 − 50 − − − 

Y6-2 − 47 66 54 − 

Y8-3 − − − 71 − 

Y9 − − 60 43 − 

Y10-1 − 66 45 34.5 − 

WZ1 − 66 60 51 − 

WZ3-1 43 61 63 53 67 

WZ4-2 − 63 48 51 − 

WZ5-1 77 77 66 48 61 

WZ5-2 50 56 61 44 60 

WZ6-1 56 59 61 38 63 

WZ8-1 60 − − 44 − 

G5-1 60 75 60 54 61 

G5-2 − 75 60 54 61 

注：−：无拮抗作用 
Note: −: No antagonistic activity.  
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图 6  蛹虫草内生真菌 Trichoderma sp. Y3-1 的抗菌活性   A−D：依次代表 MRSA-1591、MRSA-1505、
Enterococcus faecalis ATCC 29212 和 Acinetobacter baumanii ATCC 19606；E−H：依次代表 Fusarium 
fujikuroi、Fusarium oxysporum f. sp. niveum、Fusarium moniliforme Sheld 和 Fusarium graminearum 
Figure 6  Antimicrobial activities of Trichoderma sp. Y3-1 isolated from natural Cordyceps militaris. A−D: 
represent MRSA-1591, MRSA-1505, Enterococcus faecalis ATCC 29212, and Acinetobacter baumanii 
ATCC 19606, respectively; E−H: represent Fusarium fujikuroi, Fusarium oxysporum f. sp. niveum, Fusarium 
moniliforme Sheld, and Fusarium graminearum, respectively. 
 

3  讨论 
3.1  云南嵩明大哨地区蕴藏丰富多样的虫

生真菌及其内生真菌资源 
本次采样点为云南嵩明大哨，其生态系统

具有较强的整体性和独特性，森林茂密，地形

地貌复杂，山地气候类型多样，孕育了丰富的

生物资源，同时也孕育了丰富的虫生真菌及其

内生真菌资源。本研究通过纯培养分离的方法

研究了云南嵩明大哨不同虫草群落的物种组

成，研究结果表明，云南嵩明大哨蕴藏多样虫

生真菌及内生真菌资源，其物种多样性较高，

同时也证实不同虫草中生活着不同种类的真

菌，研究结果有利于认识虫草群落中真菌物种

的多样性，为后期虫草及其相关真菌的开发 

利用提供实验依据。同时，本研究发现大哨地区

虫草资源优势种属现象明显，优势属为线虫草属

和白僵菌属，优势种为高原线虫草和球孢白僵

菌，其中高原线虫草寄主专一，多为鞘翅目金龟

总科(Scarabaeoidea)幼虫，而球孢白僵菌寄主分

布广泛，包括半翅目和鞘翅目等动物。结果表

明，在大哨森林生态系统中虫生真菌的优势种

属占重要地位，对森林害虫的调控起着一定的

作用。 

3.2  云南嵩明大哨地区虫生真菌及其内生

真菌资源中包括多种抑菌活性菌株 
虫草作为一类复杂的虫菌复合体，其种类繁

多、数量庞大，具有丰富而又独特的抗细菌活性，

但其作为植物病原菌拮抗菌的研究起步较晚，

报道较少。研究显示，金龟子绿僵菌(Metarhizium 



 
许小蓉等: 云南嵩明大哨天然虫生真菌及其内生真菌的分离鉴定与抑菌活性分析 4061 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

anisopliae)能明显抑制小麦纹枯病菌菌丝生  
长[42]；白僵菌(Beauveria sp.)能定殖在植物根际并

对植物病原真菌具有抑制作用[43]。此外，从大

团囊虫草 (Elaphocordyceps ophioglossoides)中
分离到的新型抗生素 ophiocordin 具有广谱抗菌

性，对不同种类真菌均表现出抗性[44]；从异足

虫草 (Cordyceps heteropoda)发酵液中分离到

的新型多肽类化合物Ⅰ和Ⅱ，以及抗真菌类抗生

素多球壳菌素 myriocin 对真菌灰葡萄孢霉有抑

制作用[45]。由此可见，将虫生真菌作为植物病

原菌拮抗菌可能蕴藏巨大潜力。在本研究中，

从不同虫生真菌和内生真菌菌株中挑选的 20 株

中大部分具有良好的抑菌活性，其中虫生真菌

Beauveria bassiana WZ1 和 Metapochonia 
suchlasporia Y9 对多株病原细菌及植物病原真

菌均具有不同程度的拮抗能力，虫生真菌

Metapochonia suchlasporia Y9 目前还未见关于

其次生代谢产物的研究报道，提示该菌株中可

能含有新型抑菌活性成分，值得进一步挖掘，

这为虫生真菌对植物的生物防治提供了材料来

源和理论基础。 
长期生活在同一环境中的生物在协同进化

的过程中可能会产生结构类似的代谢产物[46]。

冬虫夏草具有抗肿瘤、免疫调节、降血糖、抗

氧化、改善肾功能等药理学作用，从分离自冬

虫夏草的蝙蝠蛾柱霉(Scytalidium hepiali)、中国

弯颈霉(Tolypocladium sinense)和蝙蝠蛾拟青 
霉(P. hepiali)中发现了大量的新化合物，这些

化合物同样具有抗菌、抗 HIV 和抗肿瘤等生物

活性[47]。本研究对分离自不同虫草的内生真菌

进行了抑菌活性研究，结果显示大哨地区蕴藏

多株具有广谱抑菌活性的虫草内生真菌，有   
9 株真菌对 2 株及以上革兰氏阳性菌表现出较

好的抑菌活性，其中有 5 株真菌对革兰氏阴性

菌 Acinetobacter baumanii ATCC 19606 有抑 

制作用，提示虫草内生真菌对革兰氏阳性菌具

有一定的抑菌选择性，如 Clonostachys sp. Y8-2
对 4 株革兰氏阳性菌(含一株 MRSA)有明显抑制

作用，分离自海洋的同属物种 Clonostachys rose
对多种病原细菌同样具有抑制作用[48]。此外，作

为虫草内生真菌优势属代表的 Trichoderma sp. 
Y3-1、WZ5-1 及 Fusarium sp. Y6-1、WZ3-1 不

仅对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌表现出较

好的抑菌活性，对植物病原真菌也具有不同

程度拮抗能力。其中，本研究所获优势菌株

Trichoderma sp. Y3-1 和 Fusarium sp. WZ3-1 对

多株病原细菌和真菌具有广谱抑制能力，可作

为挖掘抗菌活性物质的优选菌株。由此可见，

虫草群落中的真菌可能具有产生多种抑菌活性

物质的潜力，这对于我们从虫草及其内生真菌

资源中挖掘新型抑菌活性物质提供了参考依

据，值得进行抑菌活性代谢产物挖掘。另外，

本研究中具有抑菌活性的菌株主要分离自不同

的虫草中，特殊生境中分离纯化获得的微生物

菌株适应能力很强，菌种稳定易培养，其菌株

的代谢方式可能也不同于普通生境，因此也可

能产生一些结构特殊、活性很强的次生代谢产

物，从中挖掘菌株的代谢产物及新活性成分有

利于保护、扩展天然产物资源。 

4  结论 
通过对云南嵩明大哨的虫草物种调查研

究，发现该地区分布有包括蛹虫草、球孢白僵菌、

拟球孢白僵菌、Samsoniella hepiali、白束鳞翅虫

草、Metapochonia suchlasporia 及高原线虫草在

内的多种虫生真菌物种，同时从采集到的虫草

样本中分离鉴定得到 26 株分属于 9 科 9 属的内

生真菌，其物种多样性较高。本研究通过对云

南嵩明大哨地区天然虫生真菌及其内生真菌资

源调查，丰富了该地区甚至云南省的虫生真菌
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及其内生真菌资源，也为其他地区的虫生真菌

及其内生真菌的资源调查提供了一定参考。同

时，通过对虫生真菌及其内生真菌抑菌活性检

测，发现 11 株真菌对 2 株及以上病原细菌具

有不同程度的抑制作用，13 株真菌对 1 株以上

植物病原真菌具有拮抗能力，其中含多株具广

谱抑菌活性的菌株，值得进一步研究，这也为

后期挖掘活性代谢产物提供了参考菌株和实

验依据。 
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