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黄花倒水莲内生真菌生物活性评价及 ＨＮＬＦ￣４４菌株鉴定
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广西植物研究所ꎬ 广西 桂林 ５４１００６ꎻ ２. 广西植物功能物质与资源持续利用重点实验室ꎬ
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摘　 要: 为充分开发黄花倒水莲( Ｐｏｌｙｇａｌａ ｆａｌｌａｘ)的内生真菌资源ꎬ获得具有抗植物病原真菌、抗氧化活性

的内生真菌ꎬ该文以黄花倒水莲内生真菌为研究对象ꎬ使用平板对峙法检测内生真菌对 ６ 种植物病原真菌

的抑菌活性ꎬ测定内生真菌发酵液的 ＤＰＰＨ 清除自由基能力和总还原能力ꎬ评价内生真菌的抗氧化活性ꎬ并
对具有强抑菌活性和抗氧化活性的菌株进行形态和 ＩＴＳ 鉴定ꎮ 结果表明:(１)黄花倒水莲内生真菌中有 ２
株内生真菌对香蕉专化尖孢镰刀菌、柑橘树脂病菌、叶点霉菌、香蕉具条叶斑病菌、茄病镰刀菌、三七根腐病

菌具有明显的抑菌活性ꎬ抑菌率在 ５０.３％ ~ ９１.４％之间ꎬ其中 ＨＮＬＦ￣５ 对柑橘树脂病菌的抑菌率为 ７３.２％ꎬ
ＨＮＬＦ￣４４ 对香蕉专化尖孢镰刀菌抑菌率为 ９１.４％ꎮ (２)内生真菌发酵液具有良好的抗氧化活性ꎬＤＰＰＨ 清

除率均在 ８０％以上ꎬ总还原能力吸光值范围为０.２７９ ２~ ０.７４８ ８ꎮ (３)ＨＮＬＦ￣４４ 菌株为链格孢属真菌ꎮ 该研究

表明ꎬ药用植物黄花倒水莲内生真菌具有较好的生物活性ꎬ为后续从黄花倒水莲内生真菌中挖掘潜在新型抑

菌活性和抗氧化活性物质奠定了基础ꎮ
关键词: 黄花倒水莲ꎬ 内生真菌ꎬ 抗氧化ꎬ 抑菌ꎬ 菌株鉴定
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　 　 植物内生真菌是指长期生活在健康植物体内ꎬ
但在体内生活的这段时间不会引起宿主产生病害

的一类真菌(隋丽等ꎬ２０２１)ꎮ 药用植物内生真菌具

有良好的抗氧化活性、抑菌活性等ꎬ在农医药行业

的活性产物开发中发挥重要作用ꎮ 研究表明ꎬ链格

孢属、间座壳属等内生真菌具有良好的抗氧化活

性ꎬ殷娜等(２０２２)从药用植物马利筋中发现具有抗

氧化活性的链格孢属和间座壳属内生真菌ꎻ程庭峰

等(２０２１)从野生麻花艽的一株 Ｃａｄｏｐｈｏｒａ ｓｐ.内生

真菌 Ｇｓ￣６ 发酵液中发现槲皮素等黄酮类物质ꎬ
ＤＰＰＨ 清除自由基的 ＩＣ５０为 ０.０３９ ９ ｍｇ ×ｍＬ￣１ꎬ具有

较强的清除活性ꎻ寇晓琳等(２０２０)从青钱柳中发现

３ 株能产生黄酮的链格孢属真菌ꎮ 此外ꎬ镰刀菌属、
木霉属等对病原菌具有良好的抑制作用ꎬＺｈａｏ 等

(２０２０ ) 研究发现 １ 株内 生 真 菌 Ｓｅｉｍａｔｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｓｐ. Ｍ７ＳＢ ４１ 能够增强宿主植物抵抗蔷薇白粉病的

能力ꎬ降低感染蔷薇白粉病的风险ꎮ Ｂｕｃａｒｅｉ 等

(２０１９)将一种白僵菌(Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ)定殖在西

红柿和辣椒植株根部一段时间后发现ꎬ其能够减轻

由灰霉病菌(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ)引起的灰霉病病害发

生程度ꎮ 此外ꎬ内生真菌燕麦镰刀菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ａｖｅｎａｃｅｕｍ) 和木霉属 ( Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ) 的康宁木霉

(Ｔ. ｋｏｎｉｎｇｉｉ)和深绿木霉(Ｔ. ａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ)对柑橘青霉

病ꎬ烟曲霉 ( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ) 和黑曲 霉 ( Ａ.
ｎｉｇｅｒ) 具有良好的防治作用 ( 郭东升等ꎬ ２０２０ꎻ
Ｅｒｆａｎｄｏｕｓｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 因此ꎬ从药用植物内生真

菌中获得具有生物活性的次级代谢产物是可行的ꎬ
药用植物内生真菌次级代谢产物为天然产物的开

发提供了强大动力ꎮ
黄花倒水莲(Ｐｏｌｙｇａｌａ ｆａｌｌａｘ)ꎬ别称黄花远志ꎬ

远志科( Ｐｏｌｙｇａｌａｃｅａｅ)远志属( Ｐｏｌｙｇａｌａ) 植物ꎬ是
一种深受少数民族喜爱的药用植物(翁颖妮等ꎬ
２０２０)ꎮ 其根部富含皂苷、黄酮、多糖类等物质ꎬ具
有抗衰老、降血糖等多种生物活性 (姚志仁等ꎬ
２０２０ꎻ李根等ꎬ２０２２)ꎮ 目前ꎬ虽然国内外已有许多

有关黄花倒水莲化学成分和药理活性的研究ꎬ但
未曾见到有关黄花倒水莲内生真菌及其次级代谢

产物生物活性的研究ꎮ 有研究表明ꎬ从药用植物

远志中分离得到的链格孢属内生真菌不仅具有抑

菌活性ꎬ而且能够产生皂苷类物质、香豆素等抗氧

化物质ꎬ具有重要的研究价值(王玉君等ꎬ２００９ꎻ付
建红和熊东兰ꎬ２０１３)ꎮ 据此ꎬ我们提出黄花倒水

莲内生真菌也具有抗氧化活性、抑菌活性的推测ꎮ
在内生真菌与宿主有着相似活性的基础上ꎬ以黄

花倒水莲内生真菌为研究对象ꎬ以香蕉专化尖孢

镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｎ ｏｘｙｓｐｏｒｕｎ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ)、香蕉具

９８１ 期 苏秀丽等: 黄花倒水莲内生真菌生物活性评价及 ＨＮＬＦ￣４４ 菌株鉴定



条叶斑病菌(Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｆｉｊｉｅｎｓｉｓ)、柑橘树脂病

菌 ( Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ )、 三 七 根 腐 病 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)、茄病镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)、叶点霉菌为指

示菌(Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｚｉｎｇｉｂｅｒｉ)ꎬ评价内生真菌的抑菌

效果ꎬ并通过测定内生真菌发酵液 ＤＰＰＨ 清除自

由基能力和总还原能力等指标ꎬ评价其抗氧化活

性ꎬ为下一步从高活性菌株中筛选活性化合物奠

定基础ꎬ也为民族用药黄花倒水莲资源的综合利

用提供了另一条途径ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 供试菌株 　 供试 ２１ 株黄花倒水莲内生真

菌:实验室前期于 ２０２０ 年 ８—１１ 月从广西灵川、湖
南永州、云南文山等地采集的野生黄花倒水莲植

株中分离得到ꎮ
供试植物病原真菌:香蕉专化尖孢镰刀菌

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ)、茄病镰刀菌

(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)、三七根腐病菌(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)、香蕉具

条叶斑病菌 (Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｆｉｊｉｅｎｓｉｓ)、叶点 霉 菌

(Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｚｉｎｇｉｂｅｒｉ)、柑橘树脂病菌 ( Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
ｃｉｔｒｉ)ꎬ由广西大学农学院提供ꎮ
１.１.２ 培养基 　 ＰＤＡ 培养基和 ＰＤＢ 培养基:购于

北京暖溪汇智科技有限公司ꎬ前者 １００ ｍＬ 的培养

基中含有 ２ ｇ 马铃薯淀粉、０.６ ｇ 葡萄糖、２ ｇ 琼脂ꎻ
后者 １００ ｍＬ 的培养基中含有 ２ ｇ 马铃薯淀粉、０.６
ｇ 葡萄糖ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 供试菌株抑菌活性测定 　 初筛和复筛过程

均采用平板对峙法(杨帆等ꎬ２０２１)ꎬ区别在于初筛

过程采用五点对峙法ꎬ复筛过程采用两点对峙法ꎮ
将对峙的 ＰＤＡ 平板在光照培养箱中静置培养 ５ ~ ７
ｄ 后ꎬ测量对照组菌落的半径(Ｒ)和实验组病原真

菌菌落朝内生真菌方向生长的半径( ｒ)ꎬ抑菌率取

３ 次重复的平均值ꎮ 抑菌率(％)＝ (Ｒ－ｒ) / Ｒ×１００
１.２.２ 供试菌株液体发酵培养 　 将抑菌活性复筛

的 １３ 株内生真菌在 ＰＤＡ 培养基上培养 ３  ~ ７ ｄ
后ꎬ用 ０.５ ｃｍ 的无菌打孔器在菌落边缘打取大小

一致的菌块ꎬ在含有 １００ ｍＬ ＰＤＢ 液体培养基的

２５０ ｍＬ 锥形瓶中加入菌块 ３ 个ꎬ于 ２５ ℃ꎬ１４０ ｒ
ｍｉｎ￣１的恒温摇床中进行培养 １５ ｄꎮ 培养结束后ꎬ
利用抽滤的方法将菌丝体和发酵液分开ꎬ然后将

获得的发酵滤液依次用 ０.４５、０.２２ μｍ 滤膜过滤ꎬ
获得无菌发酵滤液ꎬ保存于 ４ ℃冰箱备用ꎮ
１.２.３ 供试菌株抗氧化活性测定　 ＤＰＰＨ 清除能力

和总还原力是评价抗氧化活性的重要指标ꎬ参照

前人的研究方法 (宋新月等ꎬ ２０１８ꎻ金宏杰等ꎬ
２０１９)对 １.２.２ 中的无菌发酵滤液进行 ＤＰＰＨ 清除

能力和总还原力测定ꎮ
１.２.４ ＨＮＬＦ￣４４ 菌株的鉴定 　 采用透明胶带法在

莱卡显微镜下观察 ＨＮＬＦ￣４４ 菌株的菌丝体和孢子

形态ꎬ根据真菌形态对照相关资料对菌株进行初

步鉴定ꎮ 分子鉴定则根据真菌 ＩＴＳ 序列的保守性

来进行ꎬ根据真菌 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取内

生真菌 ＨＮＬＦ￣４４ 的总 ＤＮＡꎬ以引物 ＩＴＳ１(序列为

ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ)和引物 ＩＴＳ４(序列为

ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ) 进 行 ＰＣＲ 扩 增ꎬ 用

１.５％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物的纯度ꎬ将
ＰＣＲ 产物送到上海生物工程有限公司进行测序ꎮ
对测序结果进行处理ꎬ然后将处理好的序列上传

到 ＮＣＢＩ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ寻找与其相

似性最高的菌株序列ꎬ下载与其相似性最高的几

组序列作为参考序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ７.０ 软件进行序

列对齐、邻接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建 ＨＮＬＦ￣４４ 菌

株的系统发育树ꎬ在分支上显示 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复

１ ０００次的数值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 供试菌株抑菌活性初筛测定

黄花倒水莲供试菌株抑菌初筛结果如表 １ 所

示ꎬ供试菌株对 ６ 种植物病原真菌具有不同程度

的拮抗作用(图 １)ꎮ 从抑制的病原菌来看ꎬＨＮＬＦ￣
７、ＨＮＬＦ￣２６、ＨＮＬＦ￣４４、ＹＮＬＦ￣３２ 对香蕉专化尖孢

镰刀菌的抑制效果较强ꎬ其中 ＨＮＬＦ￣４４ 对香蕉专

化尖孢镰刀菌的抑制效果最好ꎬ抑菌率为 ６９.３％ꎮ
除 ＨＮＬＦ￣９ 和 ＬＣＲＸＹ￣２６ 对柑橘树脂病菌的抑菌

率分别为 ４９.１％和 ４５.９％外ꎬ其余菌株的抑菌率均

超过 ５０.８％ꎮ ＨＮＢＡ￣９ 对香蕉具条叶斑病菌抑制

效果最强ꎬ抑菌率为 ６９. １％ꎮ ＨＮＬＦ￣４４ 对三七根

腐病菌具有 ５８. ９％的抑菌率ꎮ ＬＣＰＨ￣５ 对茄病镰

刀菌抑制效果最好ꎬ抑菌率为 ５９.０％ꎮ 所有供试

菌株均对叶点霉菌具有较强的抑菌效果ꎬ抑菌率均

超过 ５３.６％ꎮ 综上表明ꎬＨＮＬＦ￣４４ 对 ６ 种植物病原

真菌都具有较强的抑菌活性ꎬ抑菌率均超过 ５１.３％ꎮ

０９ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 １　 黄花倒水莲内生真菌初筛抑菌率的测定
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｐｏｌｙｇａｌａ ｆａｌｌａｘ

名称
Ｎａｍｅ

香蕉专化
尖孢镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ

香蕉具条
叶斑病菌

Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ
ｆｉｊｉｅｎｓｉｓ

柑橘树脂病菌
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ

三七根腐病菌
Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

叶点霉菌
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ
ｚｉｎｇｉｂｅｒｉ

茄病镰刀菌
Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ

ＨＮＬＦ￣５ ３７.７±０.０１１ ２ ６６.０±０.０１４ ０ ５９.４５±０.００６ １ ５０.５±０.０１１ ４ ５８.７±０.００８ ３ ４８.２±０.０１８ １
ＨＮＬＦ￣７ ６７.４±０.００７ ９ ４７.０±０.００８ ３ ５２.７４±０.０３８ １ ３５.０±０.０２０ ７ ７２.７±０.０１５ ４ ３７.９±０.０２４ ２
ＨＮＬＦ￣８ ４２.０±０.０４６ ５ ６０.０±０.００３ ０ ６０.０７±０.０３５ ５ ４４.３±０.０２０ ７ ６２.８±０.０１２ １ ４５.５±０.００８ ３
ＨＮＬＦ￣９ ２６.０±０.０１９ ６ ４９.４±０.０２８ ６ ４９.１０±０.０４８ ６ ２５.１±０.０２７ ３ ６５.５±０.０４４ ４ ２４.８±０.００４ ９
ＨＮＬＦ￣１２ ３８.６±０.０２３ １ ５５.０±０.０１０ ０ ５６.８１±０.０５１ ２ ５０.８±０.０２０ ５ ５８.５±０.０１７ ８ ５１.７±０.０２７ ２
ＨＮＬＦ￣２６ ５７.１±０.０２８ ２ ５８.２±０.０３５ １ ５７.１６±０.０３８ ８ ５３.６±０.０２１ ０ ６８.２±０.０１５ １ ４７.１±０.０１３ ７
ＨＮＬＦ￣４４ ６９.３±０.０１８ ７ ５９.８±０.０２２ ０ ６１.３±０.０２５ ２ ５８.９±０.０３４ ４ ７０.７±０.０１８ ２ ５１.３±０.０３６ ０
ＨＮＬＦ￣４５ ３４.５±０.０１１ ６ ４９.１±０.０２５ ６ ５１.８±０.０１８ ５ ４３.６±０.０１９ ３ ５５.２±０.０１４ ３ ３７.９±０.０１６ ３
ＨＮＲＸＹ￣１ ４０.０±０.０２１ ６ ５０.６±０.００６ ５ ５６.８±０.０１６ ５ ３９.４±０.００４ ８ ６６.６±０.００９ ２ ３８.８±０.０１３ １
ＨＮＢＡ￣９ ２７. ６±０.００４ ３ ６９.１±０.０１９ ９ ５７.２±０.０６５ １ ４４.６±０.０３１ ９ ６４.２±０.０１０ ４ ５２.５±０.０７２ ５
ＬＣＰＨ￣１ ２５.６±０.０１５ ２ ６２.３±０.０５４ ６ ５４.２±０.０２７ ５ ４２.９±０.０１２ ０ ５４.１±０.０２９ ３ ５０.８±０.０７８ ９
ＬＣＰＨ￣５ ３８.５±０.０１０ ０ ６７.７±０.０３５ ７ ６２.２±０.０４９ １ ５３.３±０.０１５ ５ ６０.１±０.０２２ ８ ５９.０±０.０３１ ６
ＬＣＲＰＨ￣９ ３７.７±０.０２５ １ ４２.３±０.０３４ ５ ５６.０±０.０１８ ６ ４１.３±０.００７ ９ ５６.１±０.０１７ ２ ４１.２±０.０１１ ６
ＬＣＬＦ￣１６ ４０.９±０.０１６ ９ ６３.７±０.０７４ ７ ６１.３±０.０１６ １ ４９.６±０.０１３ ８ ６１.６±０.０１５ ７ ５６.４±０.０４７ ８
ＬＣＬＦ￣４４ ４１.１±０.０４０ ６ ４０.９±０.０２４ ４ ５０.８±０.００６ ９ ３５.９±０.０１６ １ ６０.０±０.０１０ ９ ３５.８±０.０１１ ９
ＬＣＳＸＹ￣９ ３２.９±０.０１１ ６ ５５.３±０.００８ ７ ５４.５±０.０４１ ４ ４８.６±０.０２０ ６ ５３.６±０.０１７ ４ ４７.０±０.０１８ ２
ＬＣＳＸＹ￣４３ ３４.１±０.００５ ６ ５５.４±０.０２８ １ ５８.５±０.０１５ ４ ４９.２±０.０５５ ３ ５６.９±０.００７ ９ ４８.６±０.０１３ ０
ＬＣＲＸＹ￣２６ ３９.６±０.０１０ １ ３６.９±０.０３８ ８ ４５.９±０.０７３ ２ ３１.６±０.０３３ ２ ６４.６±０.０３１ ９ ３０.６±０.０２５ ６
ＬＣＢＡ￣８５ ４３.４±０.０１９ ５ ５７.４±０.００９ ９ ５４.９±０.０４４ ９ ３９.８±０.０１２ ０ ５３.７±０.０１７ ９ ４２.５±０.００７ ２
ＬＣＢＡ￣１３３ ４０.１±０.０１５ ３ ５９.４±０.００９ ９ ５１.７±０.０３８ １ ５１.７±０.０２２ １ ５３.８±０.００７ ９ ５５.６±０.０１４ ５
ＹＮＬＦ￣３２ ６４.１±０.０１９ ８ ４６.８±０.０１８ ４ ５１.２±０.０３４ ６ ４１.２±０.０１６ ４ ７７.５±０.０１２ ０ ４１.５±０.０２２ ８

　 注: 数据为平均值±标准误差ꎬ以百分数表示ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｄａｔａ ａｒｅ ｘ±ｓｘꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

其中ꎬ对叶点霉菌的抑制效果最强ꎬ为 ７０.７％ꎻ其
次是对香蕉转化尖孢镰刀菌ꎬ抑制率为 ６９.３％ꎻ对
茄病镰刀菌的抑制效果较弱ꎬ抑菌率仅为 ５１.３％ꎮ
２.２ 内生真菌抑菌活性复筛测定结果

黄花倒水莲供试菌株抑菌活性复筛结果如表

２ 所示ꎬＨＮＬＦ￣５、ＨＮＬＦ￣４４ 对 ６ 种植物病原真菌的

抑制效果比较好ꎬ抑菌率在 ５０.３％以上ꎬ其余菌株

的抑菌效果较差ꎮ 从抑制的病原菌来看ꎬ对香蕉

专化尖孢镰刀菌 抑 制 效 果 最 强 的 是 ＨＮＬＦ￣４４
( ９１. ４％) ( 图 ２ )ꎬ 其 次 是 ＨＮＬＦ￣５ ( ５４. ０％)ꎮ
ＨＮＬＦ￣４４ 对香蕉具条叶斑病菌的抑制效果最强

(６７.０％)ꎬ其次是 ＨＮＬＦ￣５(５９.４％)ꎮ 对柑橘树脂

病菌、叶点霉菌抑制效果最好的均为 ＨＮＬＦ￣５ꎬ抑
菌率分别为 ７３.２％和 ７０.３％ꎻ其次是 ＨＮＬＦ￣４４ꎬ抑
菌率分别为 ６７.７％和 ６７.０％ꎮ ＨＮＬＦ￣４４ 对三七根

腐病菌、茄病镰刀菌的抑制效果最好ꎬ抑制能力均

达到 ６０.７％以上ꎮ
２.３ 抗氧化活性分析

内生真菌发酵液的总还原能力测定结果如图

３ 所示ꎬ菌株 ＨＮＬＦ￣２６、ＨＮＬＦ￣４４、ＨＮＬＦ￣４５、ＬＣＰＨ￣

９、ＬＣＳＸＹ￣４３、ＬＣＲＸＹ￣２６、ＬＣＢＡ￣８５、ＹＮＬＦ￣３２ 的发

酵液还原力的吸光值均大于 ０.５ꎬ其余菌株发酵液

的吸光值小于 ０.４ꎮ 总还原能力强弱与吸光值大

小成正比ꎬ由此可知ꎬ还原能力最强的菌株是

ＬＣＢＡ￣８５ꎬ其次是 ＹＮＬＦ￣３２ꎮ
内生真菌发酵液清除 ＤＰＰＨ 自由基的结果如

图 ４ 所示ꎬＤＰＰＨ 清除率都很高ꎬ除 ＨＮＬＦ￣７ 的清

除率为 ８６.９０％外ꎬ其余菌株的清除率均达 ９０％以

上ꎮ ＤＰＰＨ 清除率越大ꎬ抗氧化能力越强ꎬ表明供

试内生真菌发酵液中含有清除 ＤＰＰＨ 自由基的物

质ꎬ具有较强的抗氧化活性ꎮ
２.４ ＨＮＬＦ￣４４ 的鉴定

对香蕉专化尖孢镰刀菌具有强抑菌活性的

ＨＮＬＦ￣４４ 菌株进行鉴定ꎮ ＨＮＬＦ￣４４ 菌株在 ＰＤＡ 平

板上生长缓慢ꎬ菌落边缘不规则ꎬ表面有白色绒

毛ꎬ菌丝上还附有少量的黄色水珠、菌丝易挑取

(图 ５:Ａ)ꎮ 菌落背面为黄色ꎬ产色素ꎬ在培养过程

中可看到基质由透明色变为黄色(图 ５:Ｂ)ꎮ 培养

１０ ｄ 后在显微镜下观察可看到菌丝分支有隔ꎬ分
生孢子呈淡黄色、倒棒状ꎬ表面有横隔和纵隔(图 ５:

１９１ 期 苏秀丽等: 黄花倒水莲内生真菌生物活性评价及 ＨＮＬＦ￣４４ 菌株鉴定



表 ２　 黄花倒水莲内生真菌复筛抑菌率的测定
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｒｅ￣ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｐｏｌｙｇａｌａ ｆａｌｌａｘ

名称
Ｎａｍｅ

香蕉专化
尖孢镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ

香蕉具条
叶斑病菌

Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ
ｆｉｊｉｅｎｓｉｓ

柑橘树脂病菌
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

ｃｉｔｒｉ

三七根腐病菌
Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

叶点霉菌
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ
ｚｉｎｇｉｂｅｒｉ

茄病镰刀菌
Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ

ＨＮＬＦ￣５ ５４.０±０.０２１ １ ５９.４±０.０２９ ３ ７３.２±０.０１５ ７ ５０.３±０.０１７ ６ ７０.３±０.０３３ ４ ５１.０±０.０３０ ４
ＨＮＬＦ￣７ １２.７±０.０４０ ０ ７.７±０.００８ ９ １４.２±０.０４９ ５ ３０.３±０.０４６ ８ ４９.９±０.０１８ ２ ２０.８±０.０１０ ２
ＨＮＬＦ￣９ １７.４±０.０２０ ０ １０.０±０.００９ ４ ３６.３±０.００３ ９ ３２.０±０.０２２ ２ ５２.６±０.０２５ ８ ２５.１±０.００３ １
ＨＮＬＦ￣２６ ３９.７±０.０３６ １ ３１.２±０.０５５ ２ ４４.８±０.０４１ ４ ４８.０±０.０１４ ５ ４６.０±０.０１１ ５ ４６.８±０.０１６ ２
ＨＮＬＦ￣４４ ９１.４±０.０４２ １ ６７.０±０.０２４ １ ６７.７±０.０２１ ７ ６０.７±０.００４ １ ６７.０±０.０１１ ８ ６５.７±０.０２９ ０
ＨＮＬＦ￣４５ ３７.３±０.０３８ ９ ２１.２±０.０３７ ４ ２３.６±０.０３１ ４ ４１.５±０.０１８ ３ ４１.０±０.０１３ ２ ３９.７±０.００４ ８
ＬＣＲＰＨ￣９ ４７.５±０.０２０ １ ２７.５±０.０１８ ５ ３６.２±０.０１８ ９ ４７.３±０.０２３ ７ ５３.０±０.０２７ ８ ４９.５±０.０３１ ２
ＬＣＳＸＹ￣９ ３０.７±０.０１９ ２ ３２.０±０.０２９ ３ ２１.４±０.０４５ ６ ４３.０±０.０１３ ９ ４３.３±０.０１０ ３ ４０.２±０.０４０ ８
ＬＣＳＸＹ￣４３ ４６.５±０.０１０ ０ ３９.１±０.００６ ６ ２５.０±０.０５４ ３ ４１.８±０.０１５ ９ ４４.７±０.００２ １ ４０.１±０.０４０ ６
ＬＣＲＸＹ￣２６ １９.３±０.０１２ １５.２±０.０２８ ０ ２７.６±０.０２６ ７ ３８.６±０.０１７ ８ ５２.８±０.０２１ ６ ２６.３±０.０１５ ８
ＬＣＢＡ￣８５ ４８.０±０.００７ ６ ４２.１±０.０１２ ９ ３３.３±０.０２８ ３ ４５.７±０.００７ ９ ４６.５±０.０２２ ２ ４８.７±０.０２２ ２
ＬＣＢＡ￣１３３ ３８.３±０.０３４ ７ ４７.４±０.０４３ １ ２８.６±０.００９ ８ ４４.８±０.０１１ ６ ４７.２±０.０１６ ２ ５２.９±０.００８ ３
ＹＮＬＦ￣３２ ８.７±０.０２２ ２ １５.７±０.０１５ ９ １８.４±０.０３０ ９ ２５.２±０.０１２ ８ ６１.３±０.０２４ ４ １８.１±０.０５３ ７

Ｃꎬ Ｄ)ꎬ根据形态特点将其鉴定为链格孢属真菌ꎮ
ＨＮＬＦ￣４４ 菌株 ＩＴＳ 序列经比对后发现ꎬ其 ＩＴＳ 序列

与 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｂｕｒｎｓｉｉ ( ＮＲ１３６１１９. １ ) 的 相 似 性 为

１００％ꎬ由系统发育树图 ６ 可知ꎬＨＮＬＦ￣４４ 菌株与

ＮＲ１３６１１９.１ 聚在同一个分支上ꎬ且可信度为 ９７ꎬ
结合形态特点ꎬ将 ＨＮＬＦ￣４４ 鉴定为链格孢属真菌ꎮ

３　 讨论与结论

植物体内具有生物活性的内生真菌是天然产

物开发的重要来源ꎬ长期生活在药用植物体内的

内生真菌会趋于与宿主有一致的生物活性ꎬ因此

药用植物内生真菌是研究中的重点对象(侯晓强

等ꎬ２０１５)ꎮ 为此我们对黄花倒水莲内生真菌的抗

氧化活性和抑菌活性进行了研究ꎬ结果发现黄花

倒水莲内生真菌不仅具有抑菌活性还具有抗氧化

活性ꎬ与丹参种子内生真菌具有抑菌活性、抗氧化

活性的结果相似(刘玉娇等ꎬ２０２０)ꎬ表明黄花倒水

莲内生真菌具有可开发利用的基础ꎮ
链格孢属内生真菌在拮抗病原菌方面具有良

好的作用ꎬ能够通过产生一些交链格孢酚、交替那

吡酮等物质对生物产生毒害作用ꎬ是一种很好的

生物资源( Ｐｕｎｔｓｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 本研究发现ꎬ
黄花倒水莲的 １ 株链格孢属内生真菌 ＨＮＬＦ￣４４ 对

香蕉专化尖孢镰刀菌、柑橘树脂病菌、叶点霉病菌

等具有良好的拮抗活性ꎬ特别是对香蕉专化尖孢

镰刀菌具有 ９１.４％的拮抗活性ꎮ 这表明 ＨＮＬＦ￣４４

菌株在对峙培养的过程中可能产生了一些对植物

病原真菌有害的如交链格孢酚等物质ꎬ进而抑制

了病原真菌菌丝的生长ꎮ 本研究结果与现有的链

格孢属内生真菌对植物病原真菌具有拮抗活性的

研究结果基本一致ꎬ周兵等(２０１１)研究发现链格

孢菌的发酵液产物对小麦赤霉病菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)、烟草灰霉病菌(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ)等植

物病 原 真 菌 具 有 一 定 的 抑 制 活 性ꎻ 翟 凤 艳 等

(２０１１)认为茄链格孢菌毒素对小麦赤霉病菌和番

茄煤污病菌(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｆｕｌｖｕｍ)的菌丝生长和孢

子萌发均具有抑制作用ꎻ陈思杰等 ( ２０２２) 发现

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ 的 ５０％浓度发酵滤液对枸杞根

腐病菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)的分生孢子抑制率为

９１.４８％ꎬ挥 发 性 物 质 对 菌 丝 生 长 的 抑 制 率 为

９４.１０％ꎻ苗智等(２０１６)从夹竹桃中筛选到 １ 株对

白菜黑斑病菌(Ｃａｂｂａｇｅ ｓｈａｄｉｎｇ ｇｅｒｍｓ)、番茄灰霉

病菌(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ)等 ８ 种病原菌具有抑制作用

的链格孢属真菌 ＳＰＳ￣０４ꎬ从其发酵产物中发现了

交链孢酚的存在ꎮ 此外ꎬ链格孢属内生真菌还可

以产生与宿主相同或相似的抗氧化活性物质ꎬ如
黄酮类物质等ꎮ 李姝诺等(２００９)从越橘中发现了

一株可以产黄酮化合物的细链格孢菌( Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ)ꎻ寇晓琳等(２０２０)从药用植物青柳的内

生真菌中发现了 ３ 株能够产生的黄酮类物质的链

格孢属内生真菌ꎮ 因此ꎬ我们认为链格孢属真菌

ＨＮＬＦ￣４４ 菌株具有抗氧化活性的原因可能是其在

进行发酵培养的过程中产生了诸如黄酮类的抗氧

２９ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



Ａ. 叶点霉菌ꎻ Ｂ. 茄病镰刀菌ꎻ Ｃ. 柑橘树脂病菌ꎻ Ｄ. 香蕉专化尖孢镰刀菌ꎮ
Ａ. Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｚｉｎｇｉｂｅｒｉꎻ Ｂ. Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉꎻ Ｃ. Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉꎻ Ｄ. Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ. １. ＬＣＬＦ￣７ꎻ ２. ＹＮＬＦ￣３２ꎻ ３. ＬＣＲＸＹ￣
２６ꎻ ４. ＨＮＬＦ￣１０ꎻ ５. ＨＮＬＦ￣４４ꎻ ６. ＬＣＳＹ￣４３ꎻ ７. ＬＣＰＨ￣１ꎻ ８. ＬＣＳＸＹ￣９.

图 １　 供试菌株对病原真菌的抑菌作用
Ｆｉｇ. １　 Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｐｏｌｙｇａｌａ ｆａｌｌａｘ

Ａ. 叶点霉菌ꎻ Ｂ. 香蕉具条叶斑病菌ꎻ Ｃ. 柑橘树脂病菌ꎻ Ｄ. 香蕉专化尖孢镰刀菌ꎻ Ｅ. 茄病镰刀菌ꎻ Ｆ. 三七根腐病菌ꎮ
Ａ. Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｚｉｎｇｉｂｅｒｉꎻ Ｂ. Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｆｉｊｉｅｎｓｉｓꎻ Ｃ. Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉꎻ Ｄ. Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅꎻ Ｅ. Ｆ. ｓｏｌａｎｉꎻ Ｆ. Ｆ.
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ.

图 ２　 ＨＮＬＦ￣４４ 对 ６ 种植物病原真菌的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＮＬＦ￣４４ ｏｎ ｓｉｘ ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ

３９１ 期 苏秀丽等: 黄花倒水莲内生真菌生物活性评价及 ＨＮＬＦ￣４４ 菌株鉴定



图 ３　 发酵液总还原力测定
Ｆｉｇ. ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｐｏｗｅｒ

ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ

图 ４　 发酵液 ＤＰＰＨ 清除能力测定
Ｆｉｇ. ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＰＰＨ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ

化活性物质ꎬ这表明 ＨＮＬＦ￣４４ 在与黄花倒水莲长

期共存的过程中可能获得了产抗氧化活性物质的

能力ꎮ 因此ꎬ后续我们需要对 ＨＮＬＦ￣４４ 的菌株的

次级代谢产物进一步研究ꎬ找出其中的抗氧化和

抑菌活性物质ꎮ
综上所述ꎬ本研究从黄花倒水莲内生真菌中

发现的一株链格孢属 ＨＮＬＦ￣４４ 菌株具有良好的抑

菌、抗氧化活性ꎬ为后续从 ＨＮＬＦ￣４４ 菌株中深入挖

掘抑菌、抗氧化活性物质奠定了优良基础ꎮ

Ａ. 菌落正面ꎻ Ｂ. 菌落背面ꎻ Ｃ. 菌丝体ꎻ Ｄ. 分生孢子ꎮ
Ａ. Ｃｏｌｏｎｙ ｆｒｏｎｔꎻ Ｂ. Ｃｏｌｏｎｙ ｂａｃｋꎻ Ｃ. Ｍｙｃｅｌｉｕｍꎻ Ｄ. Ｃｏｎｉｄｉｕｍ.

图 ５　 菌株 ＨＮＬＦ￣４４ 的菌落及孢子形态
Ｆｉｇ. ５　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＨＮＬＦ￣４４ ｓｔｒａｉｎ

图 ６　 基于 ＩＴＳ 序列构建的 ＨＮＬＦ￣４４
菌株的系统进化树

Ｆｉｇ. ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＨＮＬＦ￣４４ ｓｔｒａｉｎ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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