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摘　要：以蛇足石杉为材料，经过严格的表面消毒，分离纯化得到１株内生真菌ＪＳＭ　１０．对ＪＳＭ　１０进行培养特征、显微

形态观察和基于ＩＴＳ序列的系统发育分析．结果表明：菌株ＪＳＭ　１０和Ｆｕｓａｒｉｕｍ属的Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 菌株系统发育

关系最为密切，聚在同一个小枝上，相似程度为９９％．因此，从系统发育分析来看，ＪＳＭ　１０应为Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 菌株．
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植物内生菌（Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）是指那些在其生活史的一定阶段或全部阶段生活于健康植物的各种组织和
器官内部的真菌、细菌、放线菌，被感染的宿主植物（至少是暂时）不表现出外在病症，可通过组织学方法或
从严格表面消毒的植物组织中分离或从植物组织内直接扩增出微生物ＤＮＡ的方法来证明其内生［１］．内生
菌是一个生态学概念，而非分类学单位，是植物微生态系统的天然组成部分［２］．其在植物中分布广、种类
多，在植物的生长发育、抗逆境、抗病毒、抗动物危害等方面有重要的生理学和生态学作用 ［３］．从１９世纪
末Ｇｕｅｒｉｎ等人从黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍ　ｔｅｍｕｌｅｎｔｕｍＬ．）中首次分离到植物内生真菌以来，有关内生真菌的研究
己有百余年的历史［４］．蛇足石杉（Ｈｕｐｅｒｚｉａ　ｓｅｒｒａｔａ）又名千层塔，属于石杉科石杉属，是一种多年生小型
草本植物，土生、附生或生于苔藓层中，喜阴凉潮湿环境［５］．沈晓霞等［６］对其蛇足石杉外植体进行组织培
养，筛选出一套理论上较完善的消毒方法和组织培养条件，且进一步推断出其植株中有内源真菌的共生，
并标记了内源真菌的共生部位．石玮［７］等首次对千层塔植株茎、孢子囊内生真菌进行了分离、纯化与初步
鉴定，从千层塔的茎中分离出４株内生真菌，分别属于顶孢霉属、单轴霉属、酵母和青霉属．黎万奎［８］等从
蛇足石杉中分离出支顶孢属内生真菌菌株，首次证明蛇足石杉内生真菌能够生成与宿主植物相同的活性
成分石杉碱甲，有望成为石杉碱甲新药源．张琳等对蛇足石杉内生真菌进行研究，发现蛇足石杉内生真菌
包括盘菌属、镶孢霉属、瓶梗青霉属、青霉属、沙卡氏属、曲霉属［９］．本实验从湘西产蛇足石杉中分离到１株
内生真菌，经系统发育鉴定为Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 菌株．

１　材料与方法
１．１材料

１．１．１蛇足石杉的采集　供试材料蛇足石杉植株采自湖南省古丈县．采样时选取健康、生长较为旺盛
的植株，带土采集后，回实验室后尽快对新鲜的植物材料进行内生真菌的分离．
１．１．２内生真菌分离培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ；葡萄糖２０ｇ；琼脂１５～２０ｇ；水１　０００ｍＬ；硫酸
链霉素１２０μｇ／ｍＬ；ｐＨ值自然．
查氏培养基：ＮａＮＯ３２ｇ；Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ；ＫＣｌ　０．５ｇ；ＭｇＳＯ４０．５ｇ；ＦｅＳＯ４０．０１ｇ；蔗糖３０ｇ；琼脂１５～
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２０ｇ；ｐＨ值自然．
１．２方法

１．２．１蛇足石杉外植体表面消毒　将新鲜蛇足石杉用洗洁精清洗数遍，用自来水冲洗１ｈ，然后用超声波
反复清洗直到清洗液极为清澈，再将植物样本表面水分用滤纸吸干．然后将植株分成根、茎和叶等几个部
分，之后按以下步骤进行表面消毒：７５％乙醇浸泡４０ｓ，无菌水冲洗３～４次；０．１％升汞浸泡８ｍｉｎ，无菌水
冲洗３～４次；０．３％双氧水浸泡１０ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４次．表面消毒后置于无菌水中准备接种（以上步
骤均在超净工作台上进行）．
１．２．２外植体表面消毒效果的检验　（１）无菌水检验法．收集最后一次冲洗外植体的无菌水涂布于培养基
上作为对照，２８℃下培养２周以检查外植体表面消毒是否彻底．（２）组织块印迹法．将表面消毒后的外植
体在培养基上轻轻印迹，之后取出，将培养基在２８℃下培养２周，考察表面消毒效果．
１．２．３内生菌的分离和纯化　内生真菌的分离和纯化：取表面消毒后蛇足石杉根、茎、叶，将根、茎斜截成

０．５ｃｍ的小段，叶剪成０．５ｃｍ ×０．５ｃｍ的小块，接种到相应培养基上，２８℃培养，待切口边缘长出菌丝
后，取菌落边缘部分转到新的ＰＤＡ培养基上，分别进行编号，用尖端菌丝纯化法培养３次左右后编号并接
种到ＰＤＡ试管斜面培养５～７ｄ后，放入冰箱４℃ 保存备用．
１．２．４内生真菌的培养特征和显微形态观察　用接种针从斜面上取少量孢子，点植于促孢培养基上，倒置
于恒温箱中，２８℃培养４，７，１０ｄ，观察菌落特征．取少量菌丝，用乳酸石炭酸棉蓝染色液染色，进行常规显
微形态观察．
１．２．５内生真菌的基因组ＤＮＡ提取　平板上挑取米粒大小菌丝置于碾钵中，加少许石英砂与６００μＬ的

ＣＴＡＢ溶液匀浆．将匀浆液转入离心管中，置于６０℃恒温水浴锅中水浴３０ｍｉｎ．取出离心管，往离心管中
加入６００μＬ抽提液（酚∶氯仿∶异戊醇＝２５∶２４∶１）轻摇至匀，４℃１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ．取上清液
约３００μＬ，转管再次抽提，直至２层液相间无白色膜状物质．取离心后的上清液３００μＬ转管，每管中加浓
度为３ｍｏｌ／Ｌ的醋酸钠约３０μＬ，轻摇至匀．补加－２０℃无水乙醇６００μＬ，摇匀后转至－８０℃冰箱中冷冻

１５ｍｉｎ．取出离心管，４℃１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，留沉淀．往离心管中加入７０％乙醇１ｍＬ，

４℃１４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒出上清液，再将离心管中沉淀置于３７℃干燥箱中烘干．向烘干后的离心
管中加入２０μＬ的ＴＥ缓冲液，于４℃保存，备用．
１．２．６ 内生真菌ＩＴＳ序列扩增和测序　ＰＣＲ 扩增反应体系：１０×Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ，ｄＮＴＰ　４．０μＬ
（２．５ｍｏｌ／ｍＬ）；Ｐｒｉｍｅｒ１ＩＴＳ４　１．０ｕＬ（２５μｍｏｌ／Ｌ），Ｐｒｉｍｅｒ２ＩＴＳ５　１．０μＬ（２５μｍｏｌ／Ｌ）；Ｔａｑ酶０．２μＬ
（３Ｕ／μＬ）；去离子水３７．８μＬ．

ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性１ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５１℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；

３５个循环后再７２℃ 延伸１０ｍｉｎ．反应结束后，将反应产物４℃保存．按照上述扩增条件进行ＩＴＳ序列扩
增，扩增产物寄上海生物工程有限公司测序．
１．２．７ＩＴＳ序列系统发育分析　真菌ＩＴＳ基因序列，先用Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
网站（ＮＣＢＩ；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）提供的Ｂｌａｓｔ（Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）搜索程
序在ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ等公共数据库中在线搜索高度相似序列，调取同源性高的相关序列组成序列
集．然后用ＣＬＵＳＴＡＬ　Ｘ［１０］软件包中的Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ程序进行多重序列比对．用Ｔｒｅｅｓ程序计算序列间的相
似性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ），用ＢｉｏＥｄｉｔ软件进行序列剪辑．系统进化距离矩阵根据Ｋｉｍｕｒａ模型估算［１１］．
ＭＥＧＡ　４．０（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）软件包采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）进行聚类分
析和构建系统进化树［１２］．重复取样１０００次进行自展值（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ　ｖａｌｕｅ）分析以评估系统进化树的拓扑结
构稳定性［１３］．

２　结果
２．１内生真菌ＪＳＭ１０分离纯化
经表面消毒后的外植体接种至培养基上置于２５℃恒温培养箱培养１０ｄ后，可看到外植体切口边缘

有真菌长出，对照培养皿上无菌生长，证明所分离的微生物为内生微生物．根据菌落形态、菌落正反面颜色
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等特征将菌落挑出并编号，采用尖端菌丝分离纯化法将挑出来的真菌经过反复纯化，察氏培养基分离得到

１６株、ＰＤＡ培养基分离得到６６株、共８２株纯化的典型真菌菌落．其中一株真菌编号为ＪＳＭ　１０．
２．２内生真菌ＪＳＭ１０培养特征和显微形态
按照上述方法对内生真菌ＪＳＭ　１０培养特征和显微形态进行观察，结果见图１．

图１　内生真菌ＪＳＭ　１０培养特征和显微形态照片
从图１可看出，ＪＳＭ　１０菌落毛绒状、正面边缘白色、中间灰色、边缘不整齐，反面淡黄色．显微形态显

示其菌丝有隔，分生孢子呈弯镰刀状，应为镰刀菌属真菌典型特征．
２．３内生真菌ＪＳＭ　１０的ＩＴＳ序列系统发育分析
按照上述方法对内生真菌ＪＳＭ　１０的ＩＴＳ进行测序和系统发育分析，ＪＳＭ　１０的ＩＴＳ序列如下：

＞ＪＳＭ　１０
ＴＣＣＧＴＡＧＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧＡＧＧＧＡＴＣＡＴＴＡＣＣＧＡＧＴＴＴＡＣＡＡＣＴＣＣＣＡＡＡＣＣＣＣＴＧＴＧ

ＡＡＣＡＴＡＣＣＡＣＴＴＧＴＴＧＣＣＴＣＧＧＣＧＧＡＴＣＡＧＣＣＣＧＣＴＣＣＣＧＧＴＡＡＡＡＣＧＧＧＡＣＧＧＣＣＣＧＣＣＡＧ
ＡＧＧＡＣＣＣＣＴＡＡＡＣＴＣＴＧＴＴＴＣＴＡＴＡＴＧＴＡＡＣＴＴＣＴＧＡＧＴＡＡＡＡＣＣＡＴＡＡＡＴＡＡＡＴＣＡＡＡＡＣ
ＴＴＴＣＡＡＣＡＡＣＧＧＡＴＣＴＣＴＴＧＧＴＴＣＴＧＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧＣＡＡＡＡＴＧＣＧＡＴＡＡＧＴＡ
ＡＴＧＴＧＡＡＴＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡＧＴＧＡＡＴＣＡＴＣＧＡＡＴＣＴＴＴＧＡＡＣＧＣＡＣＡＴＴＧＣＧＣＣＣＧＣＣＡＧＴＡＴ
ＴＣＴＧＧＣＧＧＧＣＡＴＧＣＣＴＧＴＴＣＧＡＧＣＧＴＣＡＴＴＴＣＡＡＣＣＣＴＣＡＡＧＣＡＣＡＧＣＴＴＧＧＴＧＴＴＧＧＧＡＣ
ＴＣＧＣＧＴＴＡＡＴＴＣＧＣＧＴＴＣＣＣＣＡＡＡＴＴＧＡＴＴＧＧＣＧＧＴＣＡＣＧＴＣＧＡＧＣＴＴＣＣＡＴＡＧＣＧＴＡＧＴＡ
ＧＴＡＡＡＡＣＣＣＴＣＧＴＴＡＣＴＧＧＴＡＡＴＣＧＴＣＧＣＧＧＣＣＡＣＧＣＣＧＴＴＡＡＡＣＣＣＣＡＡＣＴＴＣＴＧＡＡＴＧ
ＴＴＧＡＣＣＴＣＧＧＡＴＣＡＧＧＴＡＧＧＡＡＴＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＴＡＡＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡ
以 Ｈｙｐｏｃｒｅａｃｅａｅ科Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ属的Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｄｏｒｏｔｈｅａ和Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｋｏｎｉｎｇｉｏｐｓｉｓ菌株为

外群，ＪＳＭ　１０基于ＩＴＳ序列的系统发育分析结果见图２．从图２可以看出，与Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ属同属Ｈｙｐｏｃ－
ｒｅａｃｅａｅ科的Ｆｕｓａｒｉｕｍ属（镰刀菌属）菌株都聚类在系统发育树一个大枝上，Ｆｕｓａｒｉｕｍ属的３个不同种菌
株在这个大枝上又形成３个独立稳定的小枝，而菌株ＪＳＭ　１０和Ｆｕｓａｒｉｕｍ 属的Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 菌
株系统发育关系最为密切，聚在同一个小枝上，相似程度为９９％．因此，从系统发育分析来看，ＪＳＭ　１０应为

Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ．

图２　ＪＳＭ　１０基于ＩＴＳ序列构建的系统发育树
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３　结论
以蛇足石杉为材料，经过严格的表面消毒，分离纯化得到１株内生真菌ＪＳＭ　１０．对ＪＳＭ　１０进行培养

特征、显微形态观察和基于ＩＴＳ序列的系统发育分析．结果表明菌株ＪＳＭ　１０分生孢子镰刀状，和Ｆｕｓａｒｉ－
ｕｍ属的Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 菌株系统发育关系最为密切，聚在同一个小枝上，相似程度为９９％．因此，
从系统发育分析来看，ＪＳＭ　１０应为Ｆｕｓａｒｉｕｍ　ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 菌株．镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）真菌是最常见的植物
病原菌以及植物内生真菌，目前，在灯盏细辛、苦楝、咖啡和金银花内生真菌中均有发现，同国内外大多数
学者的相关研究结果一致．因此，镰刀菌无论是作为植物病原菌还是具药用价值的内生菌，都具有重要的
研究价值［１４］．
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