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  [ 摘要]  目的: 分离和鉴定无花果 Ficus carica植物内生真菌, 并对其进行活性筛选。方法: 采用形态学方法对分离菌株

进行鉴定,以金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、白菜黑斑病菌、苹果腐烂病菌、小麦赤霉病菌、草莓枯萎病菌、青霉菌为测试菌对分

离得到的植物内生真菌进行抗菌活性实验。结果:从健康的无花果植物的根、茎、叶中分离共获得 61株内生真菌。属于 5纲,

7目, 12科, 20属。抗菌活性试验表明有 40株内生真菌具有抗菌活性,占总内生真菌的 65. 57%。结论: 无花果植物内生真菌

多样性丰富, 具有很好的研究和应用价值。
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[ Abstract]  Objective: The aim of this study was to isolate the endophyte of Ficus carica and screen of its

antibiotic activities. Method: The endophytic fungi were indentified by morphology, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Alternaria brassicae, Valsa mali, Fusarium graminearum, F. oxysporumf. sp. fragariae,

Penicillium notatum were selected as the indicator to test the inhibitory activity of the isolated strains. Result: Sixty-

one strains of endophytic fungi were isolated from the healthy root, stem and leaf of F. carice, which belonged to

twenty genera, twelve families, seven orders and five classes. Of them forty strains were antimicrobial. The

percentage of antimicrobial strains to tested strains is 65. 57% . Conclusion: It indicated that the endophyte of F.

carica were diversity and rich and has the best research and application value.

[ Key words]  Ficus carica; endophytic fung; isolation; identification; antimicrobial activity

  无花果 Ficus carica 系桑科无花果属的多年生

木本植物
[ 1 ] ,是中国传统医学中一种重要的药用植

物,全株均可入药,具有一定的抗高血压作用, 最引

人瞩目的是无花果含有多种抗癌活性成分。国内外

研究表明,无花果的果实有提高人体的免疫力、抑制

4种癌细胞发生发展的神奇功效,具有抗癌作用,故

有人称其为“抗癌斗士”和“21 世纪人类健康的守护
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神”
[ 2 ]
。目前, 国内对于无花果内生真菌的研究报

道较少
[ 3-4 ]

,为此,笔者对无花果植物内生真菌作了

系统的研究,包括菌株分离、种群组成、数量与分布

及其抗菌活性等。本研究的目的在于通过重新对无

花果植物内生真菌的分离与鉴定及其活性筛选,以

便发现一些具有较高生物活性或新的菌株,为无花

果内生真菌的进一步的研究开发奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂与仪器  葡萄糖( 分析纯, 天津市滨海

科迪化学试剂有限公司 ) ;琼脂分析纯,牛肉膏和蛋

白胨生化试剂 ( 北京奥博星生物技术有限责任公

司) ;硫酸链霉素( 华北制药股份有限公司 ) ; SW-CJ-

1FD洁净工作台 ( 上海博迅实业有限公司医疗设备

厂) ; YX280B手提式压力蒸汽灭菌锅 ( 上海三申医

疗器械有限公司 ) ; 101-1 型干燥箱 ( 上海市实验仪

器总厂) ; DH5000B电热恒温培养箱( 天津市泰斯特

仪器有限公司) ; C204 生物显微镜( 重庆光电食品有

限公司) ; BS2202S电子天平( 赛多利斯科学仪器(北

京)有限公司) 。

1.1.2 植物样品 无花果,采自西北农林科技大学

校园,无其他病虫害。取材部位为根、茎和叶。

1.1.3 培养基 分离培养基 ( 抗生素培养基) 马铃

薯 200 g,葡萄糖 l0 g,琼脂 20 g,链霉素 200 mg,水

1 000 mL;纯化培养基( PDA培养基) 马铃薯 200 g,

葡萄糖 l0 g,琼脂 20 g,水1 000 mL。

1.1.4 测试菌  金黄色葡萄球菌 Staphylococcus

aureus、大肠埃希菌 Escherichia coli;植物病原真菌白

菜黑斑病菌 Alternaria brassicae、苹果腐烂病菌 Valsa

mali、小麦赤霉病菌 F. Graminearum、草莓枯萎病菌

F. oxysporumf. sp. fragariae 青 霉 菌 Penicillium

notatum。由陕西科技大学生命科学与工程学院实

验室提供。

1.2 内生真菌的分离纯化  于 2009 年 11 月初采

样,按照文献[ 4] 方法,以无花果的根、茎、叶为材料

进行分离。

1.3 内生真菌的分类鉴定 采用形态学法,根据内

生真菌主要的群体形态特点 ( 包括菌落大小、颜色、

表面特征、质地 ) 和个体形态特点 ( 包括菌丝、子实

体和孢子形态) ,对其进行鉴定和分类
[ 6 -8]
。

1.4 内生真菌的抗菌活性筛选

1.4.1 内生真菌的培养  将分离获得的内生真菌

分别接人 PDA 固体培养基中,于培养箱 ( 28 ℃) 中

培养 3 d,用打孔器制成 6 mm的菌饼备用。

1.4.2 指示菌的培养 按照文献
[ 9 ]
的方法,在无菌

操作条件下,用划线法将 2 株细菌、5 株植物病原真

菌接种制作好的培养基中,置于培养箱 ( 28 ℃) 中培

养 24 h,取出后放入 4 ℃冰箱中保存备用。

1.4.3 抗菌实验 用 5 mL无菌水直接冲洗测试菌

的斜面,摇匀后,滴 1 滴于血球计数器载玻片小室

内,盖上盖玻片( 注意排除气泡 ) ,显微镜下进行计

数。然后稀释到浓度为 10
6
个 / mL的菌悬液。将 1

mL菌悬液快速倒入 30 ～37 ℃融化的 9 mL培养基

中,摇匀后迅速装到培养皿中,冷却后得到含有不同

测试菌的培养基。将菌饼轻放其上,置于28 ℃培养

24 ～36 h,测量抑菌圈大小。

2 结果与分析

2.1 无花果内生真菌的种群组成及不同部位的分

布 从无花果植物中分离获得 61 株内生真菌,经形

态学方法观察,分属于 5 纲, 7 目, 12 科, 20 属 ( 表

1) ,在分离获得的 61 株内生真菌中,链格孢属最多,

为 13 株,占 21. 31% ; 其次是镰孢霉属, 为 8 株,占

13. 11% ;青霉属,为 6 株, 占 9. 84% ; 拟青霉属为 5

株,占 8. 20%。这 4 属为无花果的内生真菌优势属,

占总数的 52. 46%。其中葡萄孢属、粉孢霉属、拟粉

孢霉属、聚端孢霉属、曲霉属、链格孢属、镰孢霉属、

瘤座霉属、鲜壳孢属、拟青霉属、丛赤壳属这 12 属在

有关无花果植物内生真菌的文献中曾报道过
[ 4-9] ,而

交链孢属、棒孢霉属、离蠕孢属、丝核菌属、茎点菌

属、壳明单隔孢属、实球黑粉属、球黑粉菌属这 8 属

是我们鉴定出的。

无花果植物内生真菌在不同的部位分布是不相

同的( 表 2) 。从表 1 ～2 还可以看出不同的部位中

内生真菌分布并不平均。从无花果茎中分离出 21

株内生真菌,占总菌株的 34. 43% ,属于 16 个属,其

中链格孢属为优势属,占总菌株的 4. 92% ;根中分

离出 20 株内生真菌,占总菌株的 32. 79% ,镰孢霉

属、青霉属为优势属, 分别占总菌株的 8. 20% ,

4. 92% ;叶中分离出 20 株内生真菌, 占总菌株的

32. 79% ,属于 10 个属,其中链格孢属为优势属,占

总菌株的 13. 11%。青霉属、链格孢属、镰孢霉属、

拟青霉属这 4 个属在无花果的根、茎、叶 3 个部位都

有分布。说明这 4 个属在无花果中普遍存在。而瘤

座霉属只在根中发现。拟粉孢霉属、棒孢霉属仅在
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  表 1 无花果内生真菌种群的组成

纲 目 科 属 n 占菌株数的比例∕% 根 茎 叶

丝孢纲  丛梗孢目

丝孢菌目

无孢目

丛梗孢科

暗梗孢科

瘤座孢科

暗色菌科

无孢科  

葡萄孢属 Botrytis sp. 2 3. 28 1 1 0
聚端孢霉属 Trichothecium sp. 2 3. 28 1 1 0
拟粉孢霉属 Oidiopsis sp. 2 3. 28 0 2 0
粉孢霉属 Oidium sp. 3 4. 92 0 1 2
曲霉属 Aspergillus sp. 3 4. 92 2 1 0

青霉属 Penicillium sp. 6 9. 84 3 2 1
交链孢霉属 Aternana sp 2 3. 28 0 1 1
链格孢属 Alternaria sp. 13 21. 31 2 3 8
镰孢霉属 Fusrium sp. 8 13. 11 5 1 2
瘤座霉属 Tubercularia sp. 1 1. 64 1 0 0

棒孢霉属 Clavispora sp. 1 1. 64 0 1 0
离蠕孢属 Bipolaris sp. 1 1. 64 0 0 1
丝核菌属 Rhizoctonia sp. 1 1. 64 0 1 0

子囊菌纲 肉座菌目 肉座菌科 丛赤壳属 Nectria sp 2 3. 28 1 1 0

腔孢纲  球壳孢目 球壳孢科 茎点菌属 Phoma sp. 2 3. 28 0 1 1

壳明单隔孢属 Diplodina sp. 1 1. 64 0 0 1

类肉座菌科 鲜壳孢属 Zythia sp. 3 4. 92 2 1 0

冬孢菌纲 黑粉菌目 黑粉菌科 实球黑粉属 Doassnia sp. 1 1. 64 0 0 1

球黑粉菌属 Tolyposporium sp. 2 3. 28 1 1 0

囊菌纲 曲霉目 曲霉科 拟青霉属 Penicilliopsis sp. 5 8. 20 1 2 2

茎中分布,离蠕孢属、壳明单隔孢属、实球黑粉属是

叶独有的。可见,无花果内生真菌在种类组成上具

有多样性。
表 2 不同部位真菌菌株比较

部位 菌株数 涉及属
占总菌株数

比例 /%

涉及属占总属

数比例 / %

根  20 11 32. 79 55

茎  21 16 34. 43 80

叶  20 10 32. 79 50

总计 61 - 100 -

2.2 无花果内生真菌活菌抑菌活性筛选结果  从

无花果中分离到的 61 株内生真菌,通过对 7 种测试

菌进行抑菌试验,发现有 40 株对一种以上的测试菌

有抑制作用,占总菌株的 65. 57% ,其中 22 株内生真

菌对 5 种以上的测试菌具有抑制作用, 占总菌株的

36. 07% ; 32 株内生真菌对 3 种以上的测试菌具有抑

制作用,占总菌株的 52. 46%。也有菌株对所有测

试菌均无抑制作用。见表 3。

从表 3 可以看出, 61株内生真菌对测试菌的抑制

作用具有一定差异。从抑菌效果来看,对细菌的抑菌

作用效果比较明显,对金黄色葡萄球菌有抑制作用有

32株,占总菌株的 52. 46% ;对大肠埃希菌有抑制作

用有 29株,占总菌株的 47. 54% ,而在植物病原真菌

中对草莓枯萎病菌的抑制作用效果最明显,有 33 株,

占总菌株的 54. 10% ;对苹果腐烂病菌的抑制作用最

差,有 2株,占总菌株的 3. 28% ;对青霉菌有抑制作用

有 31株,占总菌株的 50. 82% ;对小麦赤霉病菌有抑

制作用有 30 株,占总菌株的 49. 18% ;对白菜黑斑病

菌有抑制作用有 9 株,占总菌株的 14. 75%。活性菌

株抗菌活性多以高活性为多( 抑菌圈直径 >16 mm) ,

低活性和中等活性的菌株较少。说明无花果内生真

菌中存在着广泛的抗菌活性资源。

还可以看出,抗菌活性的真菌主要分布在茎和

根中。茎中有 18 株具有抗菌活性,占抗菌活性菌株

总数的 45% ;根中有 14 株具有抗菌活性,占抗菌活

性菌株总数的 35% ;叶中有 8 株具有抗菌活性,占抗

菌活性菌株总数的 20%。其中 FL03, FL14, FS04,

FS05, FS06, FS12, FS16 这 7 株内生真菌对 6 种测试

菌都有很明显的抑菌性 ( 抑菌圈直径≥19 mm) ,而

FL03 属于拟青霉属,对金黄色葡萄球菌抑菌圈直径

可达到 24. 5 mm; FL14 属于拟青霉属,对大肠埃希

菌和白菜黑斑病菌抑菌圈最大, 抑菌直径分别为

38, 25 mm; FS16 属于拟粉孢霉属,抑菌性也很明显,

对 6 种测试菌的抑菌圈直径在 19 ～25 mm。说明这

些菌株有潜在的抗菌物质的存在,值得进一步研究

和开发。

3 讨论

内生真菌分离研究中分离培养条件和表面消毒

是两个主要的关键因素。分离培养条件掌握不当,

会使植物内生真菌不易辨认、挑取和分离。本实验

采取控制温度法,控制温度在23 ℃以保证真菌能分
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表 3 无花果内生真菌的抗菌活性

No.
细菌 植物病原真菌

A B C D E F G

FR01 - + + + + + + - + + + - + + +

FR03 + + + + + + + + + - + + + + - + + + +

FR04 + + + + + + + + - + + + - + + + +

FR05 + + + + + + + + + + - + + + + - + + + +

FR06 - + + + + + + + + - + + + - + + +

FR07 - + + + + + + - + + + - + + +

FR08 - - + - - - -

FR11 + + + + + + + + + + - + + + + - + + + +

FR12 + + + + + + + + + - + + + - + + +

FR13 + + + + + + + + + - + + + - + + +

FR14 + + + + + + + + + + + - + + + + - -

FR16 + + + - - + + + - - -

FR17 + + + + + + + + + + - - + +

FR18 - - - + + + + - - -

FL01 + + + + + + + + - + + + - + + +

FL03 + + + + + + + + + - + + + + + + + + +

FL06 - - - - - - +

FL09 - + - - - - -

FL13 - + + + - - + + - -

FL14 + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +

FL17 + + + + + + + + - - - + + +

FL18 + + + + + + + + - - - + + +

FS01 + + + + - + + + + + + - -

FS02 + + + + + + - + + + - + +

FS03 + + + + + + + + - + + + - + + +

FS04 + + + + + + + + + + + + + - + + +

FS05 + + + + + + + + + + + + + + + - + + +

FS06 + + + + + + + + + + + + + - + + +

FS07 + + + + - + + - + + +

FS08 + + - + + - + + + - + +

FS10 - - + + - + + - + +

FS11 + + + + + + + + + - + + + - + + +

FS12 + + + + + + + + + + + + + + + + - + + +

FS13 - + + + + + - + + + - + +

FS15 + + + + + + + + + - + + + - + + +

FS16 + + + + + + + + + - + + + + + + + + +

FS18 + + - - - - - -

FS19 + + + + + + - + + + - + + +

FS20 + + + + + + - + + + - + +

FS21 - - + - - - -

  注 :① F 表示无花果 , R 表示根部 , L表示叶部 , S表示茎部 ; ②

- : Φ <6 mm; + : 6 <Φ < 10 mm; + + : 10 mm < Φ < 16 mm; + + + :

16 mm <Φ < 26 mm; + + + + :Φ > 26 mm; ③ A. 大肠埃希菌 ; B. 金黄

色葡萄球菌 ; C. 草莓枯萎病菌 ; D. 白菜黑斑病菌 ; E. 小麦赤霉病菌 ;

F. 苹果腐烂病菌 ; G. 青霉菌。

批次长出。表面消毒是内生真菌分离研究中最关键

的因素,其中消毒液浓度及消毒时间对植物内生真

菌的存活有较大的影响。如果消毒液浓度过低、消

毒时间过短,就不能有效地杀死植物表面的真菌和

细菌,而消毒液浓度过大、消毒时间过长,则会导致

一部分植物内生真菌被杀死。在文献 [ 4] 中笔者曾

经使用有效氯浓度为 2. 5%次氯酸钠消毒 10 min,后

来经过多次的实验发现,有效氯浓度为 2% 的次氯

酸钠,消毒 3 min所得到的消毒效果较好,能有效地

杀死植物表层细菌和真菌,又能较大程度的保护植

物内生真菌种类及数目的完整性。

内生真菌在植物中分布的种类和活性随季节的

不同而发生变化,不同的生长环境也影响内生真菌

的种类和它的抗菌活性。在文献 [ 5] 中用白菜黑斑

病菌、苹果腐烂病菌为测试菌对无花果植物内生真

菌进行抗菌实验,其结果与这次实验不同,这与内生

真菌的外部因素有关。本研究中所用的无花果植物

样品采自于秋季的同一个地方,由于季节和地点的

影响,因此所分离的内生真菌的种类和其抗菌活性

有可能受到了一定的限制。以后将在不同的季节和

不同的采样地采集植物样品,希望得到更多的活性

内生真菌菌株。
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