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摘　 要： 蒜头果是我国特有的单种属稀有树种，为了进一步开发利用蒜头果树皮内生真菌的抗菌活性化合

物，该研究对来自蒜头果的植物内生真菌（白黄笋顶孢霉、哈茨木霉、大棘黑团孢、枝状枝孢菌、斑污拟盘多

毛孢、赭绿青霉、淡紫紫孢菌、朱黄青霉、Ｘｅｎｏａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｒｅｃｉｆｅｉ、Ｘｙｌａｒｉａ ｆｅｅｊｅｅｎｓｉｓ）进行液体培养，１０ ｄ 后回收

培养液并用乙酸乙酯萃取获得初提物，采用抑菌圈法检测蒜头果内生真菌初提物抑菌活性，同时测定了最

低抑菌浓度（ＭＩＣ）。 结果表明：白黄笋顶孢霉、大棘黑团孢、枝状枝孢菌、斑污拟盘多毛孢、赭绿青霉、淡紫

紫孢菌均有抑菌活性，大棘黑团孢、斑污拟盘多毛孢、淡紫紫孢菌的初提物均对缓慢芽孢杆菌、无乳链球菌

和藤黄微球菌有明显抗菌活性，最低抑菌浓度在１．５６２ ５～ ６．２５ ｍｇ·ｍＬ⁃１之间。 这说明蒜头果树皮内生真菌

的次生代谢产物具有抗菌活性，各内生真菌次生代谢产物的抗菌效果不同。
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　 　 植物内生真菌是指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（Ｗｉｙａｋｒｕｔｔａ ｅｔ ａｌ，２００４），与宿主植物在长

期的协同进化过程中建立了和谐共生关系，在生

长过程中会产生结构各异的次生代谢产物，一些

代谢产物能够协同寄主植物防御病原微生物

（Ａｒｎｏｌｄ ｅｔ ａｌ，２００３），一些可增强植物的抗逆性

（徐范范等，２０１０）。 植物内生真菌是具有高度多

样性的微生物资源，其生物多样性及生存环境的

特殊性使其产生的活性产物结构类型丰富多样。
目前，已从植物内生真菌次生代谢产物中分离到

黄酮类、萜类、生物碱类、甾体类、多肽、环肽类和

醌类化合物，这些不同类型的化合物具有抗菌、抗
肿瘤、抗真菌等多种生物活性（孙毓焓等，２０１６）。
如从药用植物 Ｂａｕｈｉｎｉａ ｇｕｉａｎｅｎｓｉｓ 内生真菌 Ａｓｐｅｒ⁃
ｇｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＥＪＣ０８ 中分离得到生物碱 Ｆｕｍｉｇａｃｌａｖｉｎｅ
Ｃ，该化合物对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、铜
绿假单胞菌和大肠杆菌具有不同程度的抑制活性

（Ｐｉｎｈｅｉｒｏ ｅｔ ａｌ，２０１３）；张慧茹等（２０１５）的研究表

明，真菌发酵液会影响细胞膜的通透性，使得胞质

内容物渗漏，同时影响菌体蛋白合成，从而抑制细

菌生长。 在太平洋短叶紫杉（Ｔａｘｕｓ ｂｒｅｖｉｆｏｌｉａ）树皮

里分离获得内生真菌 Ｔａｘｏｍｙｃｅｓ ａｎｄｒｅａｎａｅ，在半合

成液体培养基中生长时能够产生紫杉醇，该化合

物具有抗肿瘤活性，被认为是当今世界上广谱、活
性最强的抗癌药物（Ｓｔｉｅｒｌｅ ｅｔ ａｌ，１９９３）。 已获得的

这些活性化合物具有开发成为新型抗生素的潜

能，通过广泛地从植物内生真菌的次生代谢产物

中寻找具有活性的化合物，并研发出新型药物可

以有效改善细菌耐药性现象。
蒜头果（Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ）又称山桐果，为铁青

树科 （ Ｏｌａｃａｃｅａｅ） 马 兰 木 属 （Ｍａｌａｎｉａ Ｃｈｕｎ ｅｔ Ｓ．
Ｌｅｅ）植物，主要分布在广西西北部和云南东南部

的狭窄地带（肖支叶等，２０１７），为国家二级珍稀濒

危保护树种和重要野生经济植物（傅立国，１９９２）。
为合理利用蒜头果资源，已对蒜头果做了化学成

分和内生真菌多样性等方面的研究（刘雄民等，
２００７；Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１３；王毅等，２０１７）。 如在蒜头

果种皮中提取获得黄酮类化合物，测定出含量；首
次从蒜头果种子中分离、纯化获得一种新的植物

毒蛋白（Ｍａｌａｎｉｎ），并鉴定了蛋白质的性质（Ｗｕ ｅｔ
ａｌ，２０１２；袁燕等，２０１１；Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ，２００９）。 通过分

离纯化并分析不同生境蒜头果的根、树皮及叶组

织内生真菌的多样性，发现不同生境对蒜头果根

内生真菌的组成及多样性影响显著 （王毅等，
２０１７）。 目前尚未见有蒜头果内生真菌的抗菌活

性的相关报道，而植物内生真菌可产生大量新颖

的天然产物，有些能产生与宿主植物相同或相近

的次生代谢产物（何佳等，２００７）。 本研究所用 １０
种内生真菌来自于无明显病害的蒜头果树皮，分
别为白黄笋顶孢霉、大棘黑团孢、赭绿青霉、枝状

枝孢菌、斑污拟盘多毛孢、淡紫紫孢菌、Ｘｅｎｏａｃｒｅ⁃
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ｍｏｎｉｕｍ ｒｅｃｉｆｅｉ、Ｘｙｌａｒｉａ ｆｅｅｊｅｅｎｓｉｓ、哈茨木霉、朱黄青

霉。 液体培养获得乙酸乙酯初提物并分别对 １３
种致病菌进行活性筛选，以期找到具有抗菌效果

的初提物，并测定各提取物的最低抑菌浓度，为下

一步分离提纯活性化合物的研究奠定基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

蒜头果树皮采于云南省文山州广南县（１０５°
０１′Ｅ， ２３°９７′Ｎ），采集时，带上无菌手套用无菌工

具将蒜头果健康的树皮采集后放入无菌的离心管

内，－４ ℃保存备用。 中国科学院昆明植物研究所

彭华研究员对所采集树种进行鉴定为蒜头果

（Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ）。
ＰＤＡ 培养基：马铃薯淀粉 ５ ｇ，葡萄糖 ２０ ｇ，琼

脂 ２０ ｇ。 ＯＭＡ 液体培养基：大豆蛋白胨 ２０ ｇ，葡萄

糖 ２０ ｇ，蔗糖 ２０ ｇ，酵母提取物 １ ｇ，分别用水定容

至 １ Ｌ，于 １２０ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
１．２ 检测菌种

金黄色葡萄球菌（ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）、蜡样

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ）、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ）、 藤 黄 微 球 菌 （ Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｌｕｔｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、副溶血性

弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、短小芽孢杆菌（Ｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ）、大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）、溶血

性葡萄球菌（ Ｓｔｒａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、福氏志

贺 氏 菌 （ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ ）、 无 乳 链 球 菌

（Ｓｔｒｅｐｔｃｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ）、缓慢芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｅｎｔｕｓ）、乙型副伤寒沙门氏菌（ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ
Ｂ）由昆明市食品药品检验所提供。
１．３ 内生真菌的分离与纯化

先将新鲜采集的蒜头果树皮用大量自来水清

洗表面杂物，再用自来水连续冲洗 ２ ｈ，尽量除去

表面可能的真菌孢子及细微杂物。 将样品浸泡在

７０％乙醇中表面消毒 ５ ｍｉｎ，用 ３％双氧水处理 ７
ｍｉｎ，分别用 ５０ ｍＬ 蒸馏水冲洗 ３ 次。 用无菌手术

刀将消毒处理后的植物组织切成小块，用镊子将

组织小块放到含有链霉素（５０ ｍｇ·μＬ⁃１）和氨苄

青霉素（５０ ｍｇ·μＬ⁃１）的 ＰＤＡ 培养基上，待内生真

菌长出菌丝后，将边缘菌丝切下转至新的 ＰＤＡ 培

养基上，经数次转接后获得纯培养菌株。
１．４ 内生菌的鉴定

将纯培养菌株接种到不同培养基上，观察菌

落生长速度、大小、产色素情况，初步确定所分离

到的内生真菌种类。 用 ＣＴＡＢ 法提取分离菌株的

ＤＮＡ ，以真菌 ＩＴＳ 通用引物（ ＩＴＳ１Ｆ 和 ＩＴＳ４）进行

ＰＣＲ 扩增，电泳检测 ＰＣＲ 扩增结果后，直接将

ＰＣＲ 产物送测序公司测序。 将获得的内生真菌

ＩＴＳ 序列与 ＮＣＢＩ 上已有的序列进行 ｂｌａｓｔ 比对，通
过形态和分子鉴定最终确定内生真菌的种名。
１．５ 制备提取物

将 １０ 种内生真菌分别转接入 ＯＭＡ 液体培养

基（大豆蛋白胨 ２０ ｇ，葡萄糖 ２０ ｇ，蔗糖 ２０ ｇ，酵母

提取物 １ ｇ）中，于 ２８ ℃、转速为 １５０ ｒ·ｍｉｎ ⁃１的摇

床中培养 １０ ｄ。 过滤培养物，与等体积的乙酸乙

酯混合后，超声 ２ 次，每次 ３０ ｍｉｎ。 滤去水相，取
有机相浓缩培养液收获提取物，萃取 ２ 次。 分别

称取适量提取物，加入 ＤＭＳＯ 溶解成 ５０ ｍｇ·ｍＬ⁃１

提取物母液备用。
１．６ 检测提取物抑菌活性

制备检测菌悬浮液：参照赵能等（２０１７）的方

法。 抑菌实验：纸片法（王军等，２０１３）。 均匀涂布

各菌液在 ＬＢ 固体培养基上，分别滴加 １０ μＬ 不同

提取物溶液于滤纸片（φ ＝ ５ ｍｍ）上，一片滤纸片

滴加 １０ μＬ ＤＭＳＯ 作为阴性对照，挥干后贴在涂有

供试菌的培养基上，３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ 后测量抑

菌圈直径，做 ３ 次技术性重复。 采用二倍稀释法，
测定活性提取物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值。

２　 结果与分析

２．１ 内生真菌的分离

利用组织块分离法，将蒜头果树皮 ３０ 个组织

块分别接种到含有抗生素的 ＰＤＡ 固体培养基上，
在显微镜下将生长出来的菌丝接种到新的 ＰＤＡ 平

板上，通过三次转接后，共得到 ２８ 个菌落均一，菌
落边缘整齐的菌株，通过形态观察初步判断得到

１０ 种内生真菌。 并提取 １０ 种内生真菌的 ＤＮＡ，
以真菌ＩＴＳ通用引物进行ＰＣＲ扩增，测序后首先通
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图 １　 基于 ＩＴＳ 序列构建的蒜头果树皮内生真菌系统发育树
Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ ｂａｒｋ

过比对分析初步确定属名后，再通过与临近种的

ＩＴＳ 构建进化树确定种名（图 １），最终结合分子鉴

定及形态观察确定从蒜头果树皮中共分离得到 １０
种内生真菌，分别为白黄笋顶孢霉、哈茨木霉、大
棘黑团孢、枝状枝孢菌、斑污拟盘多毛孢、赭绿青

霉、淡紫紫孢菌、朱黄青霉、Ｘｅｎｏａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｒｅｃｉｆｅｉ、
Ｘｙｌａｒｉａ ｆｅｅｊｅｅｎｓｉｓ。
２．２ 培养液乙酸乙酯萃取得率

１０ 种内生真菌在 ＯＭＡ 液体培养所得培养液，
经乙酸乙酯萃取 ２ 次后得率如表 １ 所示，可以看
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出，不同内生真菌在相同培养基中培养同等时间

后，所得萃取物得率差别明显，所得提取物量均低

于 ０．１ ｇ，得率均较低。 得率最低的为白黄笋顶孢

霉，仅有 １５６ μｇ·ｍＬ⁃１；最高的为淡紫紫孢菌，初
提物得率能够达到 ８３７ μｇ·ｍＬ⁃１。

表 １　 １０ 种植物内生真菌萃取液得率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｙｉｅｌｄ

内生真菌
编号

Ｃｏｄｅ ｏｆ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ｆｕｎｇｕｓ

　 　 名称
　 　 Ｎａｍｅ

提取物
净重

Ｎｅｔ ｗｅｉｇｈｔ
ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ

（ ｇ）

得率
Ｙｉｅｌｄ
（μｇ·
ｍＬ ⁃１）

ＭｏＥＦ０９ 白黄笋顶孢霉
Ａｃｒｏｓｔａｌａｇｍｕｓ ｌｕｔｅｏａｌｂｕｓ

０．０１５ ６ １５６

ＭｏＥＦ３３ 大棘黑团孢
Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ ｍａｃｒｏｓｐｉｎｏｓａ

０．０３９ ５ ３９５

ＭｏＥＦ４７ 赭绿青霉
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｃｈｒｏｃｈｌｏｒｏｎ

０．０１８ ９ １８９

ＭｏＥＦ４４ 枝状枝孢菌
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ

０．０２４ ２４０

ＭｏＥＦ３５ Ｘｅｎｏａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｒｅｃｉｆｅｉ ０．０２９ ３ ２９３

ＭｏＥＦ１４ Ｘｙｌａｒｉａ ｆｅｅｊｅｅｎｓｉｓ ０．０３４ １ ３４１

ＭｏＥＦ２７ 斑污拟盘多毛孢
Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｍａｃｕｌａｎｓ

０．０３９ ２ ３９２

ＭｏＥＦ１８ 哈茨木霉
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍ

０．０３３ ８ ３３８

ＭｏＥＦ４５ 朱黄青霉
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｍｉｎｉｏｌｕｔｅｕｍ

０．０５９ ３ ５９３

ＭｏＥＦ２１ 淡紫紫孢菌
Ｐｕｒｐｕｒｅｏｃｉｌｌｉｕｍ ｌｉｌａｃｉｎｕｍ

０．０８３ ７ ８３７

２．３ 活性提取物的 ＭＩＣ
具有抑菌活性培养物的相应备试液与相应致

病菌进行 ＭＩＣ 的测定，结果如表 ２ 所示。 从表 ２
可以看出，白黄笋顶孢霉、大棘黑团孢、赭绿青霉、
斑污拟盘多毛孢、枝状枝孢菌和淡紫紫孢菌的提

取物具有抗菌活性。 六种内生真菌培养液乙酸乙

酯浓缩物的最低抑制浓度各不相同。 大棘黑团

孢、斑污拟盘多毛孢和淡紫紫孢菌的抑菌范围最

为广泛。 大棘黑团孢、赭绿青霉、斑污拟盘多毛孢

和淡紫紫孢菌对藤黄微球菌表现出明显的抑制活

性，斑污拟盘多毛孢和淡紫紫孢菌的次生代谢产

注： Ｂ１－１． 蜡样芽孢杆菌； １． Ｘｙｌａｒｉａ ｆｅｅｊｅｅｎｓｉｓ； ２． Ｘｅｎｏａｃｒｅ⁃
ｍｏｎｉｕｍ ｒｅｃｉｆｅｉ； ３． 赭绿青霉； ４． 哈茨木霉； ５． 白黄笋顶

孢霉； ６． 淡紫紫孢菌； ７． 大棘黑团孢； ８． 枝状枝孢菌；
９． 斑污拟盘多毛孢； １０． 朱黄青霉。

Ｎｏｔｅ： Ｂ１－１． Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ； １． Ｘｙｌａｒｉａ ｆｅｅｊｅｅｎｓｉｓ； ２． Ｘｅｎｏａｃｒｅ⁃
ｍｏｎｉｕｍ ｒｅｃｉｆｅｉ； ３． Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｃｈｒｏｃｈｌｏｒｏｎ； ４． Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｈａｒｚｉａｎｕｍ； ５． Ａｃｒｏｓｔａｌａｇｍｕｓ ｌｕｔｅｏａｌｂｕｓ； ６． Ｐｕｒｐｕｒｅｏｃｉｌｌｉｕｍ
ｌｉｌａｃｉｎｕｍ； ７． Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ ｍａｃｒｏｓｐｉｎｏｓａ； ８． Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ

ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ； ９． Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｍａｃｕｌａｎｓ；
１０． Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｍｉｎｉｏｌｕｔｅｕｍ．

图 ２　 １０ 种内生真菌对蜡样芽孢杆菌
抗菌活性的初步筛选

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｔｅｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｇａｉｎｓｔ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅａｓ

物对革兰氏阳性菌的抑菌活性较好，而赭绿青霉

的次生代谢产物对革兰氏阴性菌的抑菌活性较

好。 大棘黑团孢、淡紫紫孢菌和斑污拟盘多毛孢

活性均优于其他三种内生真菌。
蒜头果 １０ 种内生真菌对蜡样芽孢杆菌抗菌活

性的初步筛选结果如图 ２ 所示，初提物初始浓度

为 ５０ ｍｇ·ｍＬ⁃１，在较高的浓度时，大棘黑团孢和

赭绿青霉对蜡样芽孢杆菌有抗菌活性，但是当其

初提物稀释 ２ 次以后，对蜡样芽孢杆菌的活性即

明显减弱。 大棘黑团孢初提物的抑菌范围最广，
稀释后抑菌效果却不明显，说明其次生代谢产物

中的活性成分需要达到一定的量才能表现出明显

的抑菌活性。 表 ２ 仅列出了内生真菌对检测菌种

抗菌活性较为稳定且明显的 ＭＩＣ 值。
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表 ２　 被试液相应 ＭＩＣ 测定
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

名称
Ｎａｍｅ

革兰氏阳性菌 Ｇｒａｍ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

蜡样芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ

缓慢芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｅｎｔｕｓ

无乳链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｃｏｃｏｃｃｕｓ
ａｇａｌａｃｔｉａｅ

短小芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ

枯草芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ

藤黄微球菌
Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ

ｌｕｔｅｕｓ

ＡＬ ３．１２５ － － － － － －

ＰＭ － １．５６２ ５ ６．２５ － １２．５ － ３．１２５

ＰＯ － － － － － － １．５６２ ５

ＣＣ － － － － － － －

ＰＭａ １．５６２ ５ ３．１２５ １．５６２ ５ － － － １．５６２ ５

ＰＬ ６．２５ ６．２５ ３．１２５ － － － １．５６２ ５

名称
Ｎａｍｅ

革兰氏阴性菌 Ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ

副溶血性弧菌
Ｖｉｂｒｉｏ

ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

溶血性葡萄球菌
Ｓｔｒａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

铜绿假单胞菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

乙型副伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ

福氏志贺氏菌
Ｓｈｉｇｅｌｌａ
ｆｌｅｘｎｅｒｉ

大肠埃希菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉ

ＡＬ ６．２５ － － － － －

ＰＭ － － １．５６２ ５ － １２．５ １．５６２ ５

ＰＯ － － １．５６２ ５ － １．５６２ ５ －

ＣＣ ６．２５ － － － － －

ＰＭａ － － ３．１２５ １２．５ － －

ＰＬ － ３．１２５ － － － －

　 注： ＡＬ． 白黄笋顶孢霉； ＰＭ． 大棘黑团孢； ＰＯ． 赭绿青霉； ＣＣ． 枝状枝孢菌； ＰＭａ． 斑污拟盘多毛孢； ＰＬ． 淡紫紫孢菌。 “ －”表
示无抑菌活性；菌圈直径（ｍｍ）；单位（ｍｇ·ｍＬ⁃１）。
　 Ｎｏｔｅ： ＡＬ． Ａｃｒｏｓｔａｌａｇｍｕｓ ｌｕｔｅｏａｌｂｕｓ； ＰＭ． Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ ｍａｃｒｏｓｐｉｎｏｓａ； ＰＯ． Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｃｈｒｏｃｈｌｏｒｏｎ； ＣＣ． Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ；
ＰＭａ． Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｍａｃｕｌａｎｓ； ＰＬ． Ｐｕｒｐｕｒｅｏｃｉｌｌｉｕｍ ｌｉｌａｃｉｎｕｍ． “－” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ； Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ（ｍｍ）； Ｕｎｉｔ
（ｍｇ·ｍＬ⁃１） ．

３　 讨论

不同生态位的植物内生真菌产生的生物活性

代谢产物多种多样。 与温带植物内生真菌相比，
热带植物内生真菌会产生更多的活性天然产物和

更多的次生代谢产物。 阿魏酸是从常见的热带雨

林植物内生真菌———小孢拟盘多毛孢中分离得到

的一种抗真菌剂（Ｌｉ ｅｔ ａｌ， ２００１）；从斯里兰卡的一

种濒临灭绝的热带雨林兰花中分离得到一种炭角

菌属真菌，该菌会产生抗菌药物烟曲霉酸 （ Ｒａｔ⁃
ｎａｗｅｅｒａ ｅｔ ａｌ， ２０１４）。 据报道，烟曲霉酸对耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的最低抑菌

浓度分别为 ４、２ μｇ·ｍＬ⁃１，表现出显著的抗菌活

性。 Ｃｒｙｐｔｏｃａｎｄｉｎ 是从药用植物雷公藤内生真菌

Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｏｐｓｉｓ ｑｕｅｒｃｉｎａ 中分离并鉴定出的一种肽

类抗真菌剂，能抑制灰葡萄孢等一些植物病原真

菌， 而且还能抑制白假丝酵母等人类病原真菌

（Ｓｔｒｏｂｅｌ ｅｔ ａｌ， １９９９）。 药用植物鸡冠刺桐内生拟

茎点霉属真菌会产生一种新的聚酮内脂 Ｐｈｏｍｏｌ，
有抗菌、抗真菌和抗炎活性（Ｗｅｂｅｒ ｅｔ ａｌ， ２００５）。
这表明有抗菌活性的植物内生真菌来源广泛，是
开发新型抗生素和农用药物活性成分的资源

宝库。

８０９ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



蒜头果树皮中广泛分布有抗菌活性的菌株。
本研究发现，具有抗菌活性的内生真菌数占总数

的 ６０％，有些内生真菌次生代谢产物的抑菌效果

非常好，其中淡紫紫孢菌是生防菌。 研究指出，大
棘黑团孢对植物病原真菌———尖孢镰刀菌有较好

的抑菌活性（Ｇｉｎｔｉｎｇ ｅｔ ａｌ，２０１３），白黄笋顶孢霉对

多种植物病原真菌有明显的抑菌或溶菌作用，该
菌具有生防菌的必备特质（何苏琴等，２０１０）。 枝

孢菌属真菌 Ｆ１４ 的有机酸———肉桂酸、环肽类化

合物———ｃｙｃｌｏ⁃（ Ｐｈｅ⁃Ｐｒｏ）、ｃｙｃｌｏ⁃（ Ｖａｌ⁃Ｐｒｏ） 对三种

污染细菌有抗菌活性，且肉桂酸可有效抑制幼虫

的沉降（Ｑｉ ｅｔ ａｌ，２００９）。 在东北红豆杉的树枝中

的黑团孢属真菌代谢产生的两种 ｆｕｓｉｃｏｃｃａｎｅ ｄｉｔｅｒ⁃
ｐｅｎｅｓ 二萜类化合物，具有抗菌活性 （ Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ，
２００４）。 拟盘多毛孢属真菌是红树林内生真菌的

重要类群之一，由于一些内生拟盘多毛孢菌能产

生重要的代谢产物如紫杉醇（Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１２），
而引起人们对红树林的关注。 来自淡紫紫孢菌的

代谢产物中性肽 ｐａｅｃｉｌｏｔｏｘｉｎｓ 有中等的抗菌性

（Ｇｏｎｃａｌｖｅｓ ｅｔ ａｌ，２０１５）。 这表明白黄笋顶孢霉、枝
孢菌属、黑团孢属、拟盘多毛孢菌属和淡紫紫孢菌

分别能够产生生物碱类、有机酸类、二萜类和多肽

类抗菌活性物质。 因此，本研究不同真菌提取物

的活性成分有可能是此四类抗菌活性物质，可为

下一步的分离鉴定提供理论基础。
本研究中，淡紫紫孢菌对蜡样芽孢杆菌、缓慢

芽孢杆菌、无乳链球菌、藤黄微球菌和溶血性葡萄

球菌的抗菌活性，赭绿青霉对铜绿假单胞菌和福

氏志贺氏菌的抗菌活性，以及白黄笋顶孢霉、大棘

黑团孢、斑污拟盘多毛孢和枝状枝孢菌抗革兰氏

阳性菌和阴性菌的活性为首次发现。 采用 ＯＭＡ
液体培养基培养 １０ 种真菌的提取物得率很低，此
培养基可能不是活性真菌的最佳培养基。 大棘黑

团孢的抑菌范围最广，斑污拟盘多毛孢的抑菌活

性与 Ｍａｒｉａ ｅｔ ａｌ（２００５）报道的拟盘多毛孢属真菌

对枯草芽孢杆菌和铜绿假单胞菌相符（Ｍａｒｉａ ｅｔ ａｌ，
２００５）。 大棘黑团孢和斑污拟盘多毛孢初提物在

低浓度下，对多种致病细菌仍然具有抑菌效果，具
备研发成新型药物先导化合物的潜力。 今后，采
用单菌多产物策略（ＯＳＭＡＣ）发酵活性真菌，进一

步探究它们的最优培养条件，大量培养获得提取

物，采用硅胶层析柱离析、通过薄层色谱分析，确
定活性化合物的极性，进而分离、纯化并鉴定活性

化合物。 由于分类地位特殊，蒜头果可能会产生

其他多数种群植物中没有的化合物，其树皮内生

真菌可能会产生结构新颖、活性多样的化合物，这
类天然活性物质是药物的重要来源。 据分析，
１９８１—２００６ 年间，约有 ６８％的抗生素及 ３４％的抗

肿瘤药物都直接来自天然产物或天然产物的衍生

物（Ｎｅｗｍａｎ ＆ Ｃｒａｇｇ，２００７），而内生真菌次生代谢

产物是一类重要天然产物。 因此，将蒜头果树皮

内活性真菌代谢产生的活性化合物开发成新型抗

生素或绿色农药有潜在的可能性与应用价值。
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