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蛇足石杉内生真菌ＴＬ的分离鉴定与药敏研究
＊
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摘　要：从蛇足石杉植株中分离出内生真菌，通过马铃薯培养基（ＰＤＡ）培养菌株，利用三点接种法分离纯化，筛选出一

株优势菌株ＴＬ作为供试菌株通过菌落形态和培养特性观察以及显微摄影技术进行形态观察，对照《真 菌 鉴 定 手 册》，经 鉴

定为半知菌亚门（Ａｍｏｎ　ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ　ｆｕｎｇｉ）丝孢纲（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓ）丛梗孢科（Ｍｏｎｉｌｉａｃｅａｅ）单端孢属（Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ　Ｌｉｎｋ

ｅｘ　Ｆｒｉｅｓ）通过单因素试验与正交试验相结合，最终发现对供试菌株具有最佳抑菌效果的药物浓度组合
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蛇足石杉（Ｈｕｐｅｒ　ｚｉａ　ｓｅｒｒａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｔｒｅｖ．），又名千层塔，为石杉科石杉属蕨类植物［１］．民间常用

其全草治疗跌打损伤、毒蛇咬伤、淤血肿痛和精神分裂等疾病．多年生土生植物．茎直立或斜生，高１０～３０
ｃｍ，中部直径１．５～３．５ｍｍ，枝连叶宽１．５～４．０ｃｍ，２～４回二叉分枝，枝上部常有芽胞．叶螺旋状排列，
疏生，平伸，狭椭圆形，向基部明显变狭，通直，长１～３ｃｍ，宽１～８ｍｍ，基部楔形，下延有柄，先端急尖或

渐尖，边缘平直不皱曲，有粗大或略小而不整齐的尖齿，两面光滑，有光泽，中脉突出明显，薄革质．孢子叶

与不育叶同形．孢子囊生于孢子叶的叶腋，两端露出，肾形，黄色．蛇足石杉分布较广，性喜阴湿，适应于中

亚热带常绿阔叶林和南亚热带季风常绿阔叶林的气候条件中生长．全国除华北、西北地区部分省区外，均

有分布．生于海拔３００～２　７００ｍ的林下、路旁、灌丛下．亚洲其他国家和地区（如日本、朝鲜、泰国、中南半

岛、印度、尼泊尔、缅甸、斯里兰卡、马来西亚、菲律宾、印度尼西亚等）、太平洋地区、俄罗斯、大洋州、中美洲

有分布．
现代医学研究表明，蛇足石杉所含有的石杉碱甲（Ｈｕｐ－Ａ）具有高选择性的抑制乙酰胆碱酯酶活性，对

提高学习记忆力和改善老年人记忆功能及治疗重症肌无力和早期老年痴呆有显著疗效［２－３］．这种生物活

性碱，能渗透大脑有关记忆组织，迅速提高大脑记忆力，全面改善脑功能．它是迄今为止，世界上唯一一种

从纯天然植物中提取的用于改善大脑记忆的新药［４］．蛇足石杉现已成为药学界最瞩目的研究热点之一．
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［５］，富的生物类群具有丰富而强大的生物学作用，能够有效的促进

宿主植物生长，增强宿主抗病能力和对环境胁迫的抗性［６］．
早在１００多年前人们就已发现在健康植物组织的内部也有微生物存在，但由于这些微生物生活在没有外

在感染症状的健康植物的组织内部，其存在和作用长期以来一直为人们所忽视．自２０世纪３０年代发现造成
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畜牧业重大损失的牲畜中毒是由于食用了感染内生真菌的牧草，内生菌的研究才得以广泛深入地开展起来．
迄今有关蛇足石杉资源、药用成分等方面已有较多报道，但有关蛇足石杉内生菌资源的研究方面，仅见２００５
年石玮等从蛇足石杉分离出４株内生真菌的报道［７］，且尚未有对其价值进一步研究的报道．

由于石杉碱甲（Ｈｕｐ－Ａ）在全草中含量甚微，结构复杂，人工合成十分困难，目前药品生产完全依赖野

生资源，价格昂贵．长期采挖势必破坏蛇足石杉 天 然 资 源 的 保 存 与 可 持 续 开 发［８］，由 于 蛇 足 石 杉 资 源 分

散，而且许多相对集中的产地均位于自然保护区和风景区范围内，同时蛇足石杉是一种多年生、生长缓慢

的小草本，年净生物量的增长速率极为有限，长成一颗高１２ｃｍ 的成苗，在自然条件下大约需要６～７ｄ的

时间，资源更新周期较长，不可大规模开采［９］．因此，开展蛇足石杉快速繁技术研究显得尤为必要．在各种

人工繁殖技术中，组织培养技术应该是其中的佼佼者，因为它具有需要材料少、条件可控、不受季节限制、
周期短、重复性强等优点且据有关文献报道，组织培养能针对性的提高植物中有效成分含量，如：Ｗｏｊｉｃｉｅｃｈ
Ｓｚｙｐｕａ，Ａｇｎｉｅｓｚｋａ　Ｐｉｅｔｒｏｓｉｕｋ等，曾以伏贴 石 杉 Ｈｕｐｅｒｚｉａ　ｓｅｌａｇｏ （Ｌｉｎｎ．）Ｂｅｒｎｈ．为 材 料 进 行 了 组 织 培

养，在获得成功的同时还发现组织苗中的石杉碱甲含量高于野生植株［１０］，所以该技术必将成为蛇足石杉

快速繁殖和大规模工厂化生产的理想手段．
然而蛇足石杉的组织培养往往植株成活率很低，出现这一现象的一个重要原因就是蛇足石杉中存在

许多内生真菌，造成蛇足石杉外植体的灭菌工作变得困难，在培养过程中易被真菌污染．要解决这一难题，
比较常用的方法就是在组织培养基中加入相关的抑菌药物，通过抑制内生真菌的生长繁殖，从而达到成功

培养蛇足石杉的目的．本研究对通过三点接种法分离提纯得到优势菌株并对其进行药敏研究，旨在找到能

有效抑制这种内生真菌繁殖的药物配方，为蛇足石杉的组织培养和大规模细胞培养提供参考．

１　材料和方法

１．１实验材料、仪器和药品

１．１．１植物材料　蛇足石杉Ｈｕｐｅｒｚｉａ　Ｓｅｒｒａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｔｒｅｖ．植株，采自江西农业大学中草药园，由江

西农业大学胡颂平教授鉴定．
１．１．２培养基　（１）蛇足石杉内生菌分离提纯及药敏试验用基础培养基．马铃薯培养基（ＰＤＡ培养基）：马

铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，水１　０００ｍＬ，ｐＨ值自然．（２）蛇足石杉内生真菌菌悬液培养基．ＰＤ液

体培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，水１　０００ｍＬ，ｐＨ值自然．
１．１．３主要仪器设备　ＳＫＹ－２１０２震荡培养箱；ＳＨＰ－２５０恒温培养箱；精达２５０Ｄ恒温光照培养箱；超净

工作台等．
１．１．４主要药品试剂　两性霉素Ｂ（Ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ　Ｂ）；制霉菌素（Ｎｙｓｔａｔｉｎ）；链霉素（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ）；氨苄

西林（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）；孔雀石绿（Ｍａｌａｃｈｉｔｅ　Ｇｒｅｅｎ　Ｄｙｅｓｔｕｆｆ）；升汞（Ｍｅｒｃｕｒｉｃ　Ｃｈｌｏｒｉｄｅ）；Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺

（ＡＲ）等．
１．２试验方法

１．２．１试验流程　诱导植物材料内生菌长出→ 分离纯化内生菌 → 选取供试菌株并鉴定 → 牛津杯法测定

供试药物抗菌性 → 筛选出对供试菌株具抗菌作用的药物 → 运用有重复观测值正交试验设计找到最佳抗

菌药物或最佳药物组合．
１．２．２内生真菌的诱导生长与分离纯化　（１）内生真菌的分离．先将新鲜蛇足石杉植株用自来水冲洗干

净，７５％乙醇漂洗２～３ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４次，于０．１Ｌ汞溶液中浸泡１５ｍｉｎ后无菌水冲洗４～５次，
再在超净工作台上将切取１ｃｍ茎段、叶片和不定根分别接种于ＰＤＡ培养基上，置于２８℃恒温培养箱培

养．１周后再以升汞灭菌１次，观察发现外植体的边缘部分仍然有菌丝长出．用接种针挑取不同部位的菌

丝，分别接种于ＰＤＡ培养基上，２８℃恒温培养，长出新的菌落，供鉴定用．将上述表面２次灭菌处理的材

料不作切割置于同样条件下培养，检查表面消毒是否彻底，辨别真菌是否为内生．
（２）内生真菌的纯化．用接种针挑取菌株尖端菌丝，用三点接种法接种于ＰＤＡ培养基的适当位置，使

成三角形的３个点，倒置于恒温培养箱中２８℃ 下培养，如此重复，直到长出的菌落形态特征一致．至此，
内生真菌的分离提纯工作结束．
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１．２．３内生真菌的鉴定方法　利用传统方法进行鉴定分析．首先，通过宏观观察蛇足石杉组培体中分离纯

化出的真菌菌落的形态特征，包括形状、质地、颜色、边缘特征等情况，进行初步确认．其次，通过制作玻片，
利用显微摄影，对菌种的孢子、菌丝、孢子囊等微观形态进行观察记录［１１］．最后，比照《真菌鉴定手册》［１２］，
确定所分离的内生真菌的种属．
１．２．４供试菌株菌悬液的制备　用接种环挑取少量的供试菌株菌丝移入已灭菌的盛有ＰＤ液体培养基的

２５０ｍＬ三角瓶中，用封口膜盖住三角瓶瓶口，轻轻震荡，使菌丝充分散开．整个过程必须在超净工作台中

完成，所有用的实验工具事先皆需灭菌处理，以确保无杂菌感染．
接种后的三角瓶至于恒温培养箱中２８℃恒温培养２ｄ，即得供试菌株液．保存至５℃冰箱中待用．

１．２．５供试药物的配置　本实验采用两性霉素Ｂ、制霉菌素、链霉素、氨苄西林、孔雀石绿以及升汞６种药

物进行药敏试验．这６种药物的性状［１３－１５］如表１所示，采用灭过菌的移液枪将药物配成不同质量浓度的无

菌药液如表２，装于已灭菌的试管中，盖上橡皮塞保存于冰箱中以待用．
表１　供试药物简介及性状

药品名称 特性 性状 溶剂及稀释剂

两性霉素Ｂ 不溶于水，光和温度
影响其稳定性

黄色或橙黄色粉末 Ｎ，Ｎ－二 甲 基 甲 酰 胺
（ＡＲ）

制霉菌素
不稳定，避光、密封冷藏，
水影响其活性

黄色或黄棕色粉末 Ｎ，Ｎ－二 甲 基 甲 酰 胺
（ＡＲ）

链霉素
干燥制品常温下稳定，
不耐碱和强酸

白色或类白色的粉末 无菌蒸馏水

氨苄西林
耐酸碱，碱性增加溶解
度，常温下很稳定

白色结晶性粉末 无菌蒸馏水

孔雀石绿
性质稳定，具毒性和高
残留性，可作染料

蓝色粉末 无菌蒸馏水

升汞 有剧毒，刺激性大，能腐蚀金属
无色 或 白 色 斜 方 性 晶 块 或 针
晶或白色结晶性粉末

无菌蒸馏水

表２　６种抗菌药物配制表

两性霉素Ｂ／
（μｇ·ｍＬ

－１）
制霉菌素／
（μｇ·ｍＬ

－１）
链霉素／

（μｇ·ｍＬ
－１）

氨苄西林／
（μｇ·ｍＬ

－１）
孔雀石绿／
（μｇ·ｍＬ

－１） 升汞／％

２５０　 ２５０　 １　 １　 ２．５　 ０．０１
５００　 ５００　 １０　 １０　 ５　 ０．０５
１　０００　 １　０００　 １００　 １００　 １０　 ０．１
２　０００　 ２　０００　 １　０００　 １　０００　 １００　 ０．２

１．２．６牛津杯法测定抗菌药物对供试菌中的抑菌效果　牛津杯法又称管蝶法［１６］，为常用的药敏试验方法．
制备新的含ＰＤＡ的培养基平板．凝固后使培养基水分干燥透，用液枪吸取４００μＬ供试菌菌液接种于

ＰＤＡ培养基上，用灭过菌刮铲平板上的菌悬液均匀涂布，涂布后以平板无可见水滴为准，然后用灭过菌的

镊子将无菌的牛津杯轻轻放入培养皿中，在水平放置的平皿中均匀地放置５只牛津杯．此时的平板立刻进

行抑菌试验．
用液枪吸取同一药物的４个不同浓度的药物２００μＬ至同一皿的４个牛津杯中，剩下一个加入等量的

无菌水作对照，每次吸取都要换个新的枪头，注意不要将菌悬液溢出牛津杯外．
将制好的培养皿贴上标签小心转移到２８℃很稳培养箱中培养２ｄ．观察有无抑菌圈并采用十字交叉

法背面测量抑菌圈直径．
１．２．７有重复观测值的正交试验的因素与水平设定　以药物为因素，不同药物浓度为水平，抑菌圈直径为

指标，选择合适的正交表，必须按单因素实验结果中有抑菌效果的药物进行正交试验．
１．２．８有重复观测值的正交试验结果分析　得出实验结果后通过方差分析进行Ｆ检验．首先检验 ＭＳｅ１
（模型误差均方）与 ＭＳｅ２（实验误差均方）差异的显著性．若经Ｆ检验不显著，则可将其平方和与自由度分

别合并，计算出合并的误差均方，进行Ｆ检验与多重比较，以提高分析的精度，最后得出药物抑菌效果的显

著性；若Ｆ检验显著，说明存在交互作用，二者不能合并，此时只能以ＭＳｅ２进行Ｆ检验与多重比较，最后得
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出最优药物浓度组合［１，７］．

２　结果分析

图１　菌株ＴＬ在ＰＤＡ培养基上５ｄ后的形态

２．１供试菌株ＴＬ的确定与鉴定结果

通过严格的筛选，最终确定由１４－粉红培养瓶中

分离提纯出的 编 号 为 ＴＬ的 菌 株 为 供 试 菌 株．该 该

菌株生长速度快，在用三点接种法接种的培养皿３６
ｈ就能长满整个培养皿，菌丝发达细长，菌落表面粉

红色，呈 棉 絮 状，背 面 深 紫 色（图１）．镜 检 下 分 生 分

孢子梗单生洋 梨 形（图２），菌 丝 有 少 数 横 隔 细 而 长

（图３）．对照《真菌鉴定手册》得出供试菌株ＴＬ属半

知菌亚门（Ａｍｏｎ　ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ　ｆｕｎｇｉ）丝孢纲（Ｈｙｐｈｏ－
ｍｙｃｅｔｅｓ）丛梗孢科（Ｍｏｎｉｌｉａｃｅａｅ）单端孢属（Ｔｒｉ－
ｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ　Ｌｉｎｋ　ｅｘ　Ｆｒｉｅｓ）．

图２　菌株ＴＬ的分生孢子梗（１００×） 图３　菌株ＴＬ的菌丝（１００×）

２．２抗菌药物的单因素抑菌活性测试实验结果与分析

通过 牛 津 杯 法 分 别 对６种 供 试 药 物 进 行 抑 菌 活 性 测

定，按照表２的各药物浓度进行药敏试验，结果有４种药物

（两性霉素Ｂ、制霉菌素、孔雀石绿、升汞）产生了抑菌圈，即
对供试菌株ＴＬ有抑菌效果．将未产生抑菌圈的药物浓度

提高１０倍仍不产生抑菌圈．由此可以得出结论这２种药物

（氨苄西林、链霉素）对供试菌株ＴＬ没有抑菌效果．各药物

各浓度的抑菌圈大小详见表３．

表３　 药敏试验结果

供试药物
抑菌圈直径／ｍｍ

１　 ２　 ３　 ４
两性霉素Ｂ　 ０　 ０　 ９．５　 １２
制霉菌素 ０　 ０　 １４　 １９
孔雀石绿 ０　 ０　 ７．５　 １８．５

升汞 ０　 １５．５　２１．５　 ２９

　　由表３可以得知，抑菌圈直径随药物浓度增大而增大．通过上述实验证明，可以将抑菌圈直径作为筛

选供试药物的依据．单因素试验结果表明：表３中４种药物均对供试菌株ＴＬ有抑菌作用，但是升汞由于

具有强烈的毒性，不能作为常规组织培养的抑菌添加剂，所以不作进一步研究．
２．３有重复观测值的正交试验

　　以筛选出来对菌株ＴＬ有抑菌作用的供

试药物两性霉素Ｂ、制霉菌素、孔雀石绿作为

因素，每个因素取３个水平进行Ｌ９（３４）正交

试验，留一个空白列作为“误差列”（见表４）该

９组试验均采用牛津杯法，以抑菌圈直径作为

试验指标，得出正交试验抑菌结果．

表４　因素水平表

水平

因素

两性霉素Ｂ（Ａ）
／（μｇ·ｍＬ

－１）
制霉菌素（Ｂ）／
（μｇ·ｍＬ

－１）
孔雀石绿（Ｃ）
／（μｇ·ｍＬ

－１）空白（Ｄ）

１　 １６７　 １６７　 １７ －
２　 ３３３　 ３３３　 ３３ －
３　 ６６７　 ６６７　 ３３３ －
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　　利用直尺测得各药物浓度组合抑菌圈大小数据（表５），各处理方差分析见表６．
表５　正交试验结果表

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ

抑菌圈直径大小／ｍｍ
单位组Ⅰ 单位组Ⅱ Ｔｌ

１　 １　 １　 １　 １　 ８　 ９　 １７
２　 １　 ２　 ２　 ２　 １５　 １５　 ３０
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ２５　 ２５．５　 ５０．５
４　 ２　 １　 ２　 ３　 １４．５　 １４．５　 ２９
５　 ２　 ２　 ３　 １　 ２７　 ２７　 ５４
６　 ２　 ３　 １　 ２　 １７　 １７　 ３４
７　 ３　 １　 ３　 ２　 ２５　 ２４．５　 ４９．５
８　 ３　 ２　 １　 ３　 １４．５　 １４．５　 ２９
９　 ３　 ３　 ２　 １　 １６　 １５．５　 ３１．５
Ｔ１ ９７．５　 ９５．５　 ８０　 １０２．５　 １６２　 １６２．５　 ３２４．５（Ｔ）

Ｔ２ １１７　 １１３　 ９０．５　 １１３．５
Ｔ３ １１０　 １１６　 １５４　 １０８．５

Ｘ
－

ｉ　１ １６．２５　 １５．９　 １３．３　 １７

Ｘ
－

ｉ２ １９．５　 １８．８　 １５．１　 １８．９

Ｘ
－

ｉ３ １８．３　 １９．３　 ２５．７　 １８．１

表６　方差分析表

变异来源 ＳＳ　 ｄｆ　 ＭＳ　 Ｆ　 Ｆ０．０５ Ｆ０．０１
Ａ　 ３２．５４　 ２　 １６．２７　 １５４．９５＊＊ ４．１　 ７．５５
Ｂ　 ４０．８８　 ２　 ２０．４４　 １９４．９７５　９＊＊ ４．１　 ７．５５
Ｃ　 ５３４．３８　 ２　 ２６７．１９　 ２　５４４．６７＊＊ ４．１　 ７．５５

单位组 ０．０３　 １　 ０．０３　 ０．２９　 ４．９６　 １０．０１
误差（ｅ１） １０．０８　 ２　 ５．０４　 ４５．８２＊＊

误差（ｅ２） ０．８４　 ８　 ０．１１
综合 ６１８．７５　 １７

　　Ｆ检验表明两性霉素（Ａ）、制霉菌素（Ｂ）、孔雀石绿（Ｃ）３个因素对ＴＬ的抑制作用都很显著，其中孔雀

石绿（Ｃ）效果最显著，单位组间差异不显著．多重比较结果表明：两性霉素Ｂ（Ａ）、制霉菌素（Ｂ）、孔雀石绿

（Ｃ）各水平抑菌圈直径大小差异都显著，各因素的最优水平为Ａ２Ｂ３Ｃ３，即它们的最优抑菌效果组合为两

性霉素（Ａ）３３３μｇ／ｍＬ，制霉菌素（Ｂ）６６７μｇ／ｍＬ、孔雀石绿（Ｃ）３３３μｇ／ｍＬ．

３　讨论

３．１本研究的不足

由于研究以ＰＤＡ培养基为分离纯化培养基，有些菌株对培养基有特异选择性，所以可能有些未知菌

株并没有被分离出来．
利用传统方法通过观察菌种的形态特征进行初步鉴定有一定局限性，所鉴定出来的供试菌株ＴＬ需

要运用现代分子生物学方法进行进一步鉴定．
３．２应该要注意的问题

（１）在分离纯化过程中，由于不断地转接可能引起菌种的老化和退化，所以在分离纯化过程中应该尽

量避免过多的传代次数，注意菌种的保藏工作．
（２）在药敏试验中，应该充分考虑药物的自身特性（如光敏，热敏等），充分保证其原有的抗菌性，尽量

做到药物现配现用，防止过多的人为干扰因素影响抑菌效果．
（３）本研究需要严格的无菌操作，大多数实验器材需灭菌处理，超净工作台需用酒精擦拭然后紫外灯

照射１５ｍｉｎ，实验过程严格按照好无菌操作规范，避免染菌．
（４）牛津杯实验过程中，避免药物洒在培养基上面，液枪枪头不能有水珠，否则药物实际浓度被稀释
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降低．

４　结论
综上所述，本实验从蛇足石杉的内生真菌中分离提纯出ＴＬ优势菌，通过传统鉴定方法，此菌株为：半

知菌亚门（Ａｍｏｎ　ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ　ｆｕｎｇｉ）丝孢纲（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓ）丛梗孢科（Ｍｏｎｉｌｉａｃｅａｅ）单端孢属（Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉ－
ｕｍ　Ｌｉｎｋ　ｅｘ　Ｆｒｉｅｓ）通过单因素实验及有重复观测值的正交试验，得出能用于蛇足石杉植物组培抑制该内

生真菌的３种抗菌药物，他们分别是：两性霉素Ｂ，制霉菌素和孔雀石绿，最后得出最优抗菌效果的药物组

合为两性霉素Ｂ３３３μｇ／ｍＬ，制霉菌素６６７μｇ／ｍＬ、孔雀石绿３３３μｇ／ｍＬ．
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