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摘  要：【背景】药用植物蕴含丰富的内生真菌类群资源，而且内生真菌可产生与宿主相关的次

级代谢产物，具有多种生物活性，是活性化合物生产的潜在经济来源。【目的】分析药用植物白

蔹根部内生真菌的物种多样性，并筛选出具有抗痤疮致病菌活性的目标菌株。【方法】基于高通

量和组织分离法分析白蔹内生真菌的类群结构多样性；通过琼脂扩散法对内生真菌代谢产物的抗

痤疮致病菌活性进行筛选；以微量肉汤稀释法测定代谢产物的最小抑菌浓度(minimum inhibitory 
concentration, MIC)和最小杀菌浓度(minimum bactericidal concentration, MBC)。【结果】高通量测

序结果显示，白蔹根部内生真菌可注释到 8 门 22 纲 45 目 73 科 93 属，根部的优势属为 Tainosphaeria 
(20.86%)和镰刀菌属(Fusarium, 15.38%)。基于组织分离法共从白蔹根部分离获得 83 株内生真菌，

隶属于 12 个属，其中青霉属(Penicillium, 24.10%)、木霉属(Trichoderma, 14.46%)、背芽突霉属

(Cadophora, 13.25%)、镰刀菌属(Fusarium, 12.05%)为主要类群。17 株代表性菌株的抗痤疮致病菌

活性检测结果显示对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌具拮抗活性的菌株分别占总数的 11.76%和

23.53%，其中内生真菌 Fusarium oxysporum BLR17 的发酵液对 2 种病原菌均具有明显的抑菌效果，其

发酵液的乙酸乙酯粗提物对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的 MIC 值和 MBC 值均分别为 7.81 μg/mL
和 62.5 μg/mL。【结论】白蔹内生真菌具有较为丰富的多样性，也蕴含着一定比例的抗痤疮活性

菌种资源，其中 Fusarium oxysporum BLR17 有望成为抗痤疮先导化合物筛选的资源菌株，值得进

一步研究。 
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Abstract: [Background] Medicinal plants harbor abundant fungal endophytes, producing 
host-related secondary metabolites with a variety of biological activities. [Objective] To analyze 
the diversity of endophytic fungi in the roots of medicinal species Ampelopsis japonica (Thunb.) 
Makino and isolate strains producing chemicals with anti-acne activity. [Methods] The 
taxonomic diversity of fungal endophytes was analyzed based on high-throughput sequencing and 
tissue isolation. The activity of metabolites of the endophytes against acne-associated pathogens 
was tested with agar diffusion method and the minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC) were determined by broth microdilution. [Results] 
The endophytic fungi from the roots of A. japonica belonged to 93 genera, 73 families, 45 orders, 
22 classes, and 8 phyla. The dominant genera were Tainosphaeria (20.86%) and Fusarium 
(15.38%). With the tissue isolation method, 83 fungal strains (12 genera) were isolated, among 
which Penicillium (24.10%), Trichoderma (14.46%), Cadophora (13.25%), and Fusarium 
(12.05%) dominated. The results of anti-acne bacteria activities of 17 representative strains 
showed that the strains with activities against Propionibacterium acnes and Staphylococcus 
aureus accounted for 11.76% and 23.53%, respectively. The fermentation broth of the endophytic 
Fusarium oxysporum BLR17 displayed obvious inhibitory effect on both pathogens. The MIC of 
its crude ethyl acetate extract against P. acnes and S. aureus was 7.81 μg/mL and 62.5 μg/mL, 
respectively, and the MBC was 7.81 μg/mL and 62.5 μg/mL, separately. [Conclusion] The 
endophytic fungi of A. japonica had high diversity and contained a certain proportion of anti-acne 
species resources. F. oxysporum BLR17 is expected to be a resource strain for screening the 
anti-acne bioactive compounds, which is worthy of further study.  
Keywords: Ampelopsis japonica; fungal endophytes; diversity analysis; antimicrobial activities; 
Propionibacterium acnes 

痤疮是一种临床常见的慢性毛囊皮脂腺炎

症性皮肤病，以丘疹、粉刺、脓疱、囊肿、疤痕

等为主要临床特征，是全球第二大皮肤病[1-2]。

痤疮的发病机制比较复杂，现有研究普遍认为痤
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疮多因雄性激素分泌增多，使得皮脂腺分泌亢进

及皮脂腺导管角化堵塞毛囊，从而引发毛囊内痤

疮丙酸杆菌、金黄色葡萄球菌等痤疮致病菌的增

殖感染，进一步诱发炎症所致[3-4]。因此，针对

痤疮致病菌的抗菌治疗已成为临床治疗痤疮的

重要手段，并取得了明显的疗效[5]。目前，临床

上通过口服或局部使用抗生素类药物治疗痤疮，

但随着痤疮致病菌耐药能力的不断提高，现有药

物治疗效果明显下降，治疗周期延迟，不良反应

也日趋严重[6]。因此，寻找新的对痤疮致病菌具

有抗菌活性的药物显得尤为迫切。 
白蔹[Ampelopsis japonica (Thunb.) Makino]

属于葡萄科蛇葡萄属植物，又名山地瓜、猫儿卵、

白根等，主要产于东北、华北、华东、西南及陕

西、河南、湖北、湖南等地[7]。白蔹的干燥块根

属于传统中药，入药历史悠久，早在《名医别录》

中就有记载，其味苦，性微寒，归心、胃经，有

清热解毒、消痈散结、敛疮生肌的功效，主要用

于治疗痈疽发背、疗疮、瘰疠、烧烫伤[8]。现有

研究发现白蔹含多酚类、蒽醌类、黄酮类、甾醇

类、有机酸类、三萜类、挥发油类等化学成分[8]，

具有抗菌、抗肿瘤、抗炎、抗氧化、免疫调节等

多种药理活性[9]。白蔹提取物对金黄色葡萄球菌

具有一定的抗菌活性，同时对白色念珠菌

(Candida albicans)、同心性毛癣菌(Trichophyton 
concentricum) 、 奥 杜 盎 氏 小 芽 胞 癣 菌

(Microsporum audouinii) 和 红 色 表 皮 癣 菌

(Epidermophyton rubrum)等皮肤真菌也有不同

程度的抑制作用[10-11]。白蔹是目前治痤疮外用方

剂中使用频数较高的单味药[12]，具有较好的抗

痤疮活性，因此其在临床痤疮治疗中有着重要的

用途[13]。由于长期的过度开采和生存环境的破

坏，野生白蔹资源面临枯竭[14]，因此，寻找白

蔹药用资源的替代物，对于白蔹中药资源的可持

续利用具有重要意义。植物内生真菌是一类生长

在健康植物组织内部但不引起宿主植物明显病

症的微生物，其在长期的协同进化过程中与宿主

植物形成了紧密的共生关系[15]。已有大量研究

表明，药用植物内生真菌具有产生与宿主相同或

相似生物活性次级代谢产物的能力[16-17]，而且蕴含

着丰富的结构或活性新颖的天然活性物质[18-19]。同

时，对药用植物内生真菌资源进行开发利用可缓

解药用植物资源匮乏的现状，保护野生药用植物

资源，提高药物生产的效率。因此，药用植物内

生真菌已成为药物开发的重要资源库，引起研究

者的广泛关注。目前尚无白蔹内生真菌多样性及

其抗痤疮活性的相关研究。本研究结合高通量测

序与可培养技术对白蔹根部内生真菌的多样性

及其类群结构进行系统分析，并对其内生真菌抗

痤疮致病菌活性进行研究，以期筛选到具有抗痤

疮致病菌活性的菌株，从而为抗痤疮新药开发提

供新的菌种资源库，为白蔹药用资源的深度挖

掘、利用与保护提供新思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  药用植物材料 

外表健康的多年生野生白蔹 [Ampelopsis 

japonica (Thunb.) Makino]采集于河南省南阳市

内乡县山区(33°15′44.3″N, 111°55′56.0″E)，株高

约 55 cm，由华南植物园陈贻竹研究员鉴定。采

样地区属于温带季风气候——亚热带季风气候，

年平均气温 13.6 ℃，年均降水量 700 mm，土壤

类型为黄棕壤。将整株白蔹植株(含土壤)置于无

菌袋(33 cm×40 cm)中，4 ℃密封运输至实验室，

36 h 内进行后续实验。 
1.1.2  受试病原菌株 

痤 疮 丙 酸 杆 菌 (Propionibacterium acnes) 
CICC10312 由广州市微生物研究所提供，厌氧

培养于哥伦比亚培养基备用。金黄色葡萄球菌
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(Staphylococcus aureus) CMCC26003保藏于本校

微生物学与免疫学研究室，4 ℃保存于 LB 斜面

备用。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

高效植物基因组 DNA 提取试剂盒，天根生

化科技(北京)有限公司；真菌基因组 DNA 快速

抽提试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公

司；Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with 
GC Buffer，纽英伦生物技术(北京)有限公司；

Premix Taq，宝日医生物技术(北京)有限公司；

次氯酸钠、乙酸乙酯均为分析纯，上海易恩化学

技术有限公司。恒温振荡培养箱，常州国宇仪器

制造有限公司；PCR 扩增仪，北京东胜创新生

物科技有限公司。 
1.1.4  培养基 

哥伦比亚血平板培养基和液体硫乙醇酸盐

培养基干粉[6]，广东环凯微生物科技有限公司。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

氯化钠 5.0，琼脂 15.0。 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯粉 300.0，葡萄糖

20.0，氯霉素 0.1，琼脂 15.0 (不添加则为 PDB

培养基)。 

硫乙醇酸盐固体培养基(g/L)：液体硫乙醇酸

盐培养基干粉 29.3，琼脂 25.0。 

1.2  方法 
1.2.1  样品表面消毒处理 

将整株植株用流动水轻柔清洗 30 min，去除

表面土壤颗粒等杂质。将根切成 2 cm 左右的小

段，依次于 75%乙醇中浸泡 1 min，5%有效氯的

次氯酸钠中漂洗 5 min，再用 75%乙醇清洗 30 s，
最后用无菌蒸馏水漂洗 3 次。取 100 μL 最后一

次漂洗水样涂布于 PDA 培养基，28 ℃培养 3−7 d，
进行表面消毒效果的检查，并辅以组织印记法检

验：夹取组织样品，使其表面充分与 PDA 平板

接触 3−5 min 后取出，置于相同条件下培养，观

察 PDA 平板中有无菌落产生[20-21]。 
1.2.2  DNA 提取、扩增与测序 

根据高效植物基因组 DNA 提取试剂盒说明

书提取白蔹根部基因组 DNA，利用琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 质量。采用带 barcode 的正向引

物 ITS1-1F-F (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGT 
AA-3')和反向引物 ITS1-1F-R (5'-GCTGCGTTCT 
TCATCGATGC-3')进行 ITS1-1F 区域扩增。PCR
反应体系(25 μL)：2× High-Fidelity PCR Master 
Mix 12.5 μL，正向引物(10 μmol/L) 1.25 μL，反

向 引 物 (10 μmol/L) 1.25 μL ， DNA 模 板      
(10 ng/μL) 2.5 μL，nuclease-free water 7.5 μL。

PCR 反应条件：98 ℃ 1 min；98 ℃ 10 s，50 ℃ 
30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃ 5 min。
PCR 产物经电泳检测并回收后送至北京诺禾致

源科技股份有限公司进行建库测序，测序深度

为 5W tags。本研究中所产生的高通量测序数据

已上传至 NCBI SRA (sequence read archive)数据

库，登录号为 PRJNA860148。 
1.2.3  高通量数据分析 

采用 QIIME (V1.9.1, http://qiime.org/scripts/ 
split_libraries_fastq.html)和 VSEARCH (V2.21.1, 
https://github.com/torognes/vsearch)对高通量测

序数据进行质控，过滤嵌合体，获得有效数据

(effective tags)。使用 UPARSE (V7.0.1001, http:// 
www.drive5.com/uparse/)对有效序列进行聚类，

以 97%的一致性(identity)将序列聚类成为一个

分类操作单元(operational taxonomic unit, OTU)，
然后利用 QIIME 软件基于 Unite 数据库(V8.2, 
https://unite. ut.ee/)对 OTU 进行物种注释，获得

分类学信息和基于物种的相对丰度数据，并计算

α 多样性指数(Shannon, Simpson, Chao1, ACE, 
Goods coverage) 。 使 用 MUSCLE (V3.8.31, 
http://www. drive5.com/muscle/)软件进行快速多

序列比对，得到所有 OTU 的系统进化信息。 
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利 用 FUNGuild 真 菌 环 境 功 能 数 据 库

(http://www.stbates.org/guilds/app.php) 进 行 分

析，根据数据库注释结果，统计 trophic mode (营

养方式)和 guild (功能分组)两个方面功能丰度

结果。 
1.2.4  白蔹根部内生真菌的分离、培养与鉴定 

取表面消毒后的组织块去掉首尾部分，剪

成 0.5 cm×0.5 cm 的小片，将各组织块切口一端

置于 PDA 培养基上 28 ℃培养，每天观察，若

在组织块切口处周围有菌丝长出，挑取尖端菌

丝于新的 PDA 培养基上纯化培养。定期观察真

菌的菌丝生长速率、产孢子情况，结合《真菌

鉴定手册》[22]和《中国真菌志》[23]中的分类指

标，初步判断菌株可能所属的分类群。纯培养

物于−80 ℃保藏。 

利用真菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒提取

菌丝体总 DNA，以真菌核糖体 rDNA ITS 区通

用引物 ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 

3')和 ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')

扩增菌株 18S rRNA 基因部分序列、ITS1-5.8S- 

ITS2 全部序列和 28S rRNA 基因部分序列的片

段。PCR 反应体系(25 μL)：Premix Taq 12.5 μL，

ITS1 (10 μmol/L) 0.5 μL， ITS4 (10 μmol/L)    

0.5 μL，DNA 模板(20 ng/μL) 1 μL，RNase-free

水 10.5 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min；94 ℃ 

60 s，56 ℃ 60 s，72 ℃ 60 s，30 个循环；72 ℃   

10 min。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，

确认产物条带清晰，送至生工生物工程(上海)股

份有限公司进行 Sanger 测序。得到的内生真菌

rDNA ITS 序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST 

(https://blast.ncbi. nlm.nih.gov/Blast.cgi)，记录检

索到与上传序列相似度最高的种属信息，利用

MEGA 7.0.26 以邻接法(neighbor-joining method)

构建系统发育树，对菌株进行鉴定。 

1.2.5  分离菌株发酵液及乙酸乙酯提取物的  
制备 

于 100 mL PDB 液体培养基中接入 3 个内生

真菌菌饼(d=6 mm)，28 ℃、120 r/min 培养 9 d，
发酵液依次用灭菌纱布、0.22 μm 过滤器过滤除

菌得到内生真菌发酵液。将发酵液和乙酸乙酯以

1:1 比例混合、萃取，上层有机相经 40 ℃旋转蒸

发得到浸膏，即为发酵液乙酸乙酯粗提物(ethyl 
acetate extract, EA)。样品用 DMSO 超声溶解，

配制成 100 mg/mL 母液。 
1.2.6  分离菌株发酵液抗痤疮致病菌活性及提

取物对痤疮致病菌的 MIC 和 MBC 测定 
将痤疮丙酸杆菌接种于硫乙醇酸盐固体培

养基，快速放入厌氧培养袋中，同时迅速放入厌

氧产生袋和指示剂，排除培养袋中空气，密封后

于 37 ℃培养箱培养 3 d。将金黄色葡萄球菌接种

到 LB 固体培养基，37 ℃培养 24 h。 
刮取活化后的痤疮丙酸杆菌于硫乙醇酸盐

液体培养基(金黄色葡萄球菌使用 PBS)中，通过

麦氏比浊法制备 106 CFU/mL 菌悬液。取 100 μL
菌液涂布于硫乙醇酸盐固体培养基(金黄色葡萄

球菌使用 LB 固体培养基)，待干。用打孔器打

直径 6 mm 的孔，每孔加入 50 μL 内生真菌发酵

液，以 100 μg/mL 硫酸庆大霉素为阳性对照，迅

速放置于厌氧培养盒中，放入厌氧产气袋密封，

置于 37 ℃恒温生化培养箱内培养 72 h (金黄色

葡萄球菌需氧培养 20 h)，观察并用游标卡尺测

量抑菌圈大小。 
参照文献[24]用微量肉汤稀释法测定 EA 的

最小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration, 
MIC)。将 EA 母液用硫乙醇酸盐/LB 液体培养基

稀释为 2 000.00、1 000.00、500.00、250.00、
125.00、62.50、31.25、15.63、7.81 μg/mL，各

取 100 μL 依次加入 96 孔板中，第 10 孔为阳性

对照(100 μg/mL)，第 11 孔为阴性对照。然后于

1−11 孔中加入 100 μL 106 CFU/mL 菌液，第 12 孔
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加入 200 μL 培养基作为空白对照，置于厌氧袋

内 37 ℃培养 72 h (金黄色葡萄球菌需氧培养  
20 h)，观察并测量 OD600，判断抑制细菌生长的

最低药物浓度为 MIC，实验设置 3 组重复。选

择 MIC 孔及高浓度孔，分别吸取 10 μL 孔内液

体涂布于硫乙醇酸盐/LB 固体培养基，37 ℃厌

氧培养 72 h (金黄色葡萄球菌需氧培养 20 h)，以
无 菌 落 生 长 的 最 低 浓 度 为 最 低 杀 菌 浓 度

(minimum bactericidal concentration, MBC)。 

2  结果与分析 
2.1  南阳白蔹根部内生真菌多样性及类群

结构 
对 3 个样本白蔹根部内生真菌 ITS1-1F 区域

的高通量测序结果共 249 505条下机数据进行处

理、质控后，共获得有效序列 195 452 条，占比

78%，平均长度为 228 bp，平均注释序列 64 694 条，

获得 118 个 OTU (图 1)。随着测序数量的增加， 
 

 
 

图 1  白蔹根部内生真菌 ITS1-1F区域扩增子测序

数据统计 
Figure 1  Sequencing data statistics of the ITS1-1F 
region amplicons of fungal endophytes from 
Ampelopsis japonica root. 

稀释曲线(图 2)趋于平坦，表明测序策略合理，

可以基本反映测序样品中绝大多数的微生物信

息。对白蔹根部内生真菌 OTU 多样性指数进行

分析发现其 Goods coverage 指数为 1.00 (图 3)，
表明本次测序数据合理，能够代表样本中微生物

多样性的真实情况。白蔹根部内生真菌 Shannon
指数为 2.70，Simpson 指数为 0.71，Chao1 指数

为 107.77，ACE 指数为 109.03 (图 3)。 
 

 
 

图 2  白蔹根部内生真菌稀释曲线 
Figure 2  Rarefaction curves of fungal endophytes 
from Ampelopsis japonica root. 
 

 
 

图 3  白蔹根部内生真菌多样性指数 
Figure 3  The index of diversity of the fungal 
endophytes from Ampelopsis japonica root. 
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本研究基于 OTU 的代表性序列注释分析了

白蔹内生真菌的类群信息，118 个 OTU 可归为  
8门 22纲 45目 73科 93属。子囊菌门(Ascomycota)
为白蔹根部内生真菌的优势菌门，相对丰度达

92.79% (图 4)，其次为担子菌门(Basidiomycota, 

 
 

图 4  白蔹根部内生真菌在门(A)、纲(B)、科(C)
水平上的物种相对丰度 
Figure 4  The relative abundance of fungal 
endophytes in roots of Ampelopsis japonica at 
phylum (A), class (B), and family (C) level. 

2.99%) ， 还 检 测 到 罗 兹 菌 门 (Rozellomycota, 
0.07%)、被孢霉门(Mortierellomycota, 0.03%)和
球囊菌门(Glomeromycota, 0.01%)等。在纲分类

水平上，子囊菌纲(Sordariomycetes)相对丰度占

79.82% ， 丰 度 较 高 的 还 有 座 囊 菌 纲

(Dothideomycetes, 8.84%) 和 伞 菌 纲

(Agaricomycetes, 2.97%)。科水平上，相对丰度

前 三 的 优 势 科 为 丛 赤 壳 科 (Nectriaceae) 、
Chaetosphaeriaceae 和炭角菌科(Xylariaceae)，占
比分别为 45.14%、20.87%和 6.05% (图 4)。属水

平上，Tainosphaeria 丰度最高，占 20.86%；其

次为镰刀菌属 (Fusarium, 15.38%)、炭角菌属

(Xylaria, 6.05%)；此外，还检测到乳突赤壳属

(Thelonectria, 0.82%) 、 Phaeoacremonium 
(0.99%)、硬孔菌属(Rigidoporus, 0.44%)、节丛孢

属(Arthrobotrys, 0.58%)、孢子丝菌属(Sporothrix, 
0.33%)、青霉属 (Penicillium, 0.07%)和木霉属

(Trichoderma, 0.06%)等(图 5)。 

2.2  内生真菌功能预测 
基于 FUNGuild 数据库分析，白蔹根部内生

真菌功能共预测为 7 种营养类型(图 6)，其中腐

生营养型(saprotroph)相对丰度最高，达 52.13%，

其次为病理-腐生营养型(pathotroph-saprotroph，
占 15.46%) 、 腐 生 - 共 生 营 养 型 (saprotroph- 
symbiotroph，占 6.06%)、病理营养型(pathotroph，
占 1.07%) 、 病 理 - 腐 生 - 共 生 营 养 型

(pathotroph-saprotroph-symbiotroph，占 0.52%)、
病理 -共生营养型 (pathotroph-symbiotroph，占

0.05%)、共生型(symbiotroph，占 0.05%)。 
白蔹内生真菌的主要功能类群有未定义腐

生菌(undefined saprotroph，占 50.78%)、植物病

原 -土壤腐生 -木材腐生菌 (plant pathogen-soil 
saprotroph-wood saprotroph，占 15.38%)、内生-
未定义腐生 -木材腐生菌 (endophyte-undefined 
saprotroph-wood saprotroph，占 6.05%)，其次为
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叶腐生菌(leaf saprotroph，占 0.82%)、植物病原

菌(plant pathogen，占 1.06%)、内生-植物病原-
未定义腐生菌(endophyte-plant pathogen-undefined 
saprotroph，占 0.08%)等(图 6)，另外还有以红菇

属(Russula)为优势类群的外生菌根生态功能类

群 (ectomycorrhizal，占 0.046%)和以球囊霉科

(Glomeraceae) 为 优 势 类 群 的 丛 枝 菌 根 类 群

(arbuscular mycorrhizal，占 0.009 7%)等。 
 

 
 
图 5  基于邻接法构建的白蔹内生真菌系统进化树(属水平) 
Figure 5  Genus level phylogenetic tree of fungal endophytes in roots of Ampelopsis japonica based on 
neighbor-joining method. 
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图 6  白蔹根部内生真菌功能预测 
Figure 6  FUNGuild of the fungal endophytes from Ampelopsis japonica root. 
 

2.3  基于可培养方法的白蔹根部内生真菌

多样性研究 
最后一次漂洗液和组织印记均未发现有微

生物生长，这表明本研究采取的表面消毒方法可

靠，所分离的菌株来源于植株内部，属于内生真

菌。本研究利用 PDA 培养基从 150 块白蔹根组

织块中共分离得到 83 株内生真菌，其内生真菌

的分离率和定殖率分别为 55.33%和 52.67%。对

分离到的内生真菌进行形态学与分子生物学鉴

定后归为 12 个属，其中优势类群为青霉属

(Penicillium，占 24.10%)、木霉属(Trichoderma，
占 14.46%)、背芽突霉属(Cadophora，占 13.25%)、
镰刀菌属(Fusarium，占 12.05%)，另外还分离到

扁孔腔菌属(Lophiostoma)、链格孢属(Alternaria)、
曲霉属(Aspergillus)等(表 1)。白蔹根部内生真菌

的 Shannon-Wiener 多样性指数(Hʹ)为 2.23，均匀

度指数(E)为 0.90。 

2.4  抗痤疮致病菌活性白蔹内生真菌的筛选 
从白蔹根部内生真菌中挑选出 17 株代表性

菌株，对其发酵液的抗痤疮致病菌活性进行测

定，结果显示对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌

具有抑制活性的菌株分别占总数的 11.76%和

23.53% (表 2)，其中菌株 BLR17 对痤疮丙酸杆

菌和金黄色葡萄球菌均具有较好的抑制活性，其

对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌圈分

别达到 10.82 mm 和 11.10 mm (图 7A、7B)。
BLR17 发酵液的乙酸乙酯粗提物(EA)对痤疮丙

酸杆菌的 MIC 和 MBC 值分别是 7.81 μg/mL 和

7.81 μg/mL，其对金黄色葡萄球菌的 MIC 和

MBC 分别为 62.5 μg/mL 和 62.5 μg/mL (图 7C)。
内生真菌 BLR17 的菌落形态和孢子结构与尖孢

镰刀菌(Fusarium oxysporum)相符(图 8)，气生菌

丝白色，瓶梗式产孢，顶端分生孢子聚集成簇。

其 rDNA ITS 序列与 Fusarium oxysporum strain 
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LG-1-2 (OM658377.1)的相似性为 99.80%，经系

统发育树分析发现其可与 9 个 Fusarium 的序列

很好地聚类在一起，并能与 3 个 Fusarium 

oxysporum 参考序列形成一个支持度为 100%的

分支(图 9)，结合以上形态学与分子生物学鉴定

结果，BLR17 可被鉴定为 Fusarium oxysporum。 
 
表 1  白蔹根部内生真菌的类群 
Table 1  The taxa of the culturable fungal endophytes in Ampelopsis japonica root 
菌属 
Genus 

数量 
Number  

相对分离频率 
Relative frequency (%) 

青霉属 Penicillium 20 24.10 

木霉属 Trichoderma 12 14.46 

背芽突霉属 Cadophora 11 13.25 

镰刀菌属 Fusarium 10 12.05 

扁孔腔菌属 Lophiostoma 6 7.23 

曲霉属 Aspergillus 5 6.02 

束状孢霉属 Stilbospora 5 6.02 

链格孢属 Alternaria 4 4.82 

间座壳属 Diaporthe 3 3.61 

拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis 3 3.61 
Pseudodactylaria 3 3.61 
毛霉属 Mucor 1 1.20 

总计 Total 83 100.00 

 
表 2  白蔹根部内生真菌 BLR17 菌株发酵液抗菌活性 
Table 2  Inhibitory activity of the fermentation supernatant of endophytic fungal isolate BLR17 from 
Ampelopsis japonica root 
代表性菌株 
Representative strain 

痤疮丙酸杆菌 
Propionibacterium acnes 

金黄色葡萄球菌 
Staphylococcus aureus 

BLR04 + + 
BLR08 – – 
BLR11 – – 
BLR13 – – 
BLR16 – – 
BLR17 ++ ++ 
BLR20 – – 
BLR21 – – 
BLR22 – – 
BLR26 – – 
BLR27 – – 
BLR28 – + 
BLR29 – – 
BLR30 – +++ 
BLR31 – – 
BLR38 – – 
BLR40 – – 
100 μg/mL Gentamicin sulfate +++ +++ 
–：无抑菌活性；+：抑菌圈直径 d≤10 mm，轻度敏感；++：10 mm<d≤15 mm，中度敏感；+++：d>15 mm，高度敏感 
–: No antibacterial activity; +: Inhibition zone diameter (d)≤10 mm, mildly sensitive; ++: 10 mm<d≤15 mm, moderately sensitive; 
+++: d>15 mm, highly sensitive. 
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图 7  内生真菌 BLR17 的抗痤疮致病菌的活性   A：痤疮丙酸杆菌，a：阴性对照；b：发酵液；+：阳

性对照. B：金黄色葡萄球菌，c：发酵液. C：粗提物对痤疮致病菌的 MIC、MBC 值 
Figure 7  Inhibition of acne pathogens in vitro of fungal endophyte strain BLR17. A: Propionibacterium acnes 
(a: Negative control; b: Fermentation supernatant; +: Positive control). B: Staphylococcus aureus (c: Fermentation 
supernatant). C: The MIC and MBC of crude ethyl acetate extract against acne-associated pathogens. 
 

 
 

图 8  内生真菌 BLR17 形态学鉴定   A：菌丝形态. B：分生孢子梗. C：分生孢子 
Figure 8  Morphological identification of endophytic fungal strain BLR17. A: Hypha morphology. B: 
Conidiophore. C: Conidia. 
 

 
 

图 9  内生真菌 BLR17 基于 rDNA ITS 基因序列构建的系统发育树   以邻接法建树，Conioscypha 
aquatica strain MFLUCC 18-1333 (MK878383.1)为外类群；括号中的序号为菌株 GenBank 登录号；分支点

处的数字表示支持度；标尺长度代表遗传距离 
Figure 9  Phylogenetic tree of endophytic fungal strain BLR17 based on the rDNA ITS sequence. The 
phylogenetic tree constructed using the neighbor-joining method, Conioscypha aquatica strain MFLUCC 
18-1333 (MK878383.1) was used as the out-group; The serial number in bracket was the GenBank accession 
number of the strain; Values at branch nodes represented support value; Scale length represented the 
evolutionary distance. 
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3  讨论与结论 
已有研究表明，环境中约 99%的微生物至

今尚不可培养，因此依赖传统分离培养方法研究

环境微生物群落结构和多样性，具有选择性，分

辨水平低，不能完全反映植物内生菌的真实情 
况[25]。高通量测序技术由于其通量大、敏感性

和准确度高的优势可以检测到不可培养的微生

物，与分离培养方法相比能够更全面、真实地反

映样品中的微生物类群，因此被广泛应用于医

学、环境、工业、农业等多种领域中的微生物研

究[26]。本研究基于 Illumina MiSeq 高通量测序技

术从白蔹根部一共检测到 93 属的内生真菌，明

显高于基于组织分离法获得的 12 个属，这表明

高通量测序技术可获得更加全面的内生真菌类

群信息。高通量测序结果的 OTU 数较低于其他

植物内生真菌研究，这可能与植物所处生境相

关，也可能与植物本身生理条件和结构特征等因

素有关，影响了内生真菌的侵染和定殖过程；采

样、前处理和高通量数据分析方法也可能影响分

析结果[27-28]。白蔹根部内生真菌的优势类群是子

囊菌门，这与蛇足石杉、桃儿七、知母、黄精等

药用植物相同[29-30]。属水平上，Tainosphaeria、镰

刀菌属和炭角菌属是白蔹根部的主要类群，其中

镰刀菌属和炭角菌属在其他植物中属于较为常

见的内生类群[31]，但 Tainosphaeria 很少在其他

植物内生真菌检测到，这表明药用植物内生菌的

类群分布可能具有一定的宿主特异性[27]。白蔹

内生真菌基于高通量分析的 α 多样性 Shannon
指数(2.70)与基于可培养方法分析的 Shannon- 
Wiener 指数(2.23)高于多数已报道的其他药用植

物[32-33]，表明白蔹根部蕴含较为丰富的内生真菌

资源。可培养分离出的相对丰度较高的属，如

Alternaria、Aspergillus、Fusarium、Penicillium、

Trichoderma、Lophiostoma 在高通量测序中均能

检 测 到 ， 但 也 有 一 些 类 群 (Cadophora 、

Stilbospora 、 Diaporthe 、 Pestalotiopsis 、

Pseudodactylaria、Mucor)未检测到，这可能与

高通量测序中的引物扩增偏好性有关[34]。高通

量测序分析真菌多样性也存在一定的局限因素，

如测序质量、数据库物种代表的元编码标志物

(参考序列)有限等[35]。本研究中高通量测序结果

中丰度最高的淡水真菌 Tainosphaeria 未能通过

可培养法分离到，该属目前研究较少，可能由于

离开宿主环境，不依赖特殊基质难以培养。高通

量测序检测到的内生真菌种类多数都不能用广

谱的培养基分离培养，这可能与分离培养基不能

完全模拟其实际的生存环境和营养条件有关[36]。 
植物内生真菌不但蕴含着丰富的生物活性

物质，而且还能促进宿主植物的生长，提高其抗

逆性和抗病性，在药用植物快速栽培、生物防治、

药材品质改善等方面具有重要的应用。本研究通

过真菌 FUNGuild 预测发现白蔹内生真菌存在

“外生菌根”和“丛枝菌根”生态功能类群，它们具

有促进宿主植物吸收养分、提高宿主抗逆性的作

用[37]，有望为构建高效、安全的白蔹-内生真菌

快速栽培系统提供菌株资源。基于 Illumina 
MiSeq 高通量测序技术可以提供较全面的药用

植物内生真菌类群信息，在此基础上优化分离策

略，通过定向分离的方法可以显著提高植物内生

菌的分离率[38]，从而为深入挖掘和利用药用植

物内生菌资源奠定基础。 
痤疮丙酸杆菌、金黄色葡萄球菌是痤疮发病

过程中重要的病原菌，因此，寻找对它们具有抑

菌活性的先导化合物是开发痤疮新药的一个重

要途径。虽然白蔹作为中药在痤疮临床治疗有着

较好的应用，但关于白蔹内生真菌的抗痤疮活性

研究尚未见报道。自首次从太平洋红豆杉中分离

到产紫杉醇类化合物的内生真菌开始，研究人员

开始致力于产药用活性成分内生菌的研究，已有
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大量研究者从药用植物中分离到产生与宿主相

同活性物质的内生真菌[39]。例如，张玲琪等[40]

从长春花中分离到产长春新碱内生镰刀菌

97CG3；Thi Minh le 等[29]从蛇足石杉分离到产石

杉碱甲内生真菌 Penicillium sp. LDL4.4 等，这表

明内生真菌可产生与宿主植物具有相同或相似

活性的代谢产物。Fusarium oxysporum 定殖于植

物根部，已有研究证明从植物分离的内生真菌

F. oxysporum 具有植物促生作用、生物防治功

能、杀线虫活性、抗癌、抗菌等多种活性，可产

生多糖类、吲哚衍生物、萜类、黄酮类、甾体类、

木脂素类、脂肽类、丙酸类和生物碱类等多种活

性物质[41]。本研究发现白蔹内生真菌对痤疮丙

酸杆菌和金黄色葡萄球菌具有抑制活性的菌株

分别占试验菌株总数的 11.76%和 23.53%，这说

明白蔹内生真菌蕴含着一定比例的抗痤疮活性

菌株，为抗痤疮新药开发及功效化妆品的研制提

供了重要的菌株资源库，其中内生真菌 Fusarium 
sp. BLR17 粗提物对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄

球菌均具有良好的抗性，该菌株有望成为抗痤疮

活性先导化合物筛选的重要资源菌株，后续将对

其活性物质的分离纯化、活性验证及抗菌机制进

行深入研究。 
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