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庆鱼藤内生真菌的分离及生物活性研究

黄献培，罗建军，胡美英，梁颖仪，叶欣欣，钟国华
(华南农业大学昆虫毒理研究室，广东广州日创42)

摘要:从肇庆鱼藤 Derris hancei 分离获得内生真菌 10 属 16 株，体外拮抗作用测定表明，鱼藤茎内生菌株 Penicillium

sp. Q1 、Rhizoctonia sp. 51 、Phomopsis sp. N2 、 Corticium sp. F1 和叶内生菌株 Penicillium sp. Q2对芒果炭瘟病菌 Colle­

totrichum gloeosporioides、西瓜枯萎病菌 Fusanum oxysponun 王 niveum Rhizoctonia sp. 51 对黄瓜炭瘟病菌 Colleωtn­

chum orbiculare 以及 Phomop血 sp. N2 对香蕉炭瘟病菌 Colletotnchum musae 的对峙培养拮抗系数均达到 E级，且证

实鱼藤内生真菌可产生抑菌活性物质.浸叶法测定表明，叶内生菌 Penicillium sp. Q2菌株发酵液活性最强，处理后

48 h，斜纹夜娥与odoptera li阳α2 龄幼虫和萝卡蜻 μ:paphis erysimi 元翅成炀校正死亡率分别为 100. ∞%和

75. 109岛，活性高于其他分离筛选所获菌株.
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Isolation and Bioactivity of Endophytic Fungi in Den如 hancei

HUANG Xian-pei , LUO Jian-jun , HU Mei-ying , LIANG Ying-yi , YE Xin-xin , ZHONG Guo-hua 

(Laboratory of Insect Toxicology , 50uth China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: Sixteen endophytic fungi belonging 10 genus were isolated from Derris hαncei Hemsl.咀le an­

tagonism of endophytic fungi against fungal pathogens was tested in vitro. Penicillium sp. Ql , Rhizoctonia 

sp. SI , Phomopsis sp. N2 , and Corticium sp. Fl isolated from the caudex of D. hαncei ， and Penicülium 

sp. Q2 isolated from the leaf , inhibited the hyphal growth of Colleωtrichum gloeosporioides Penz , Fiωmm 

oxysporum f niveum( E. F. Smith) Snyber et Hansen , Rhizoctoniαsp. SI against Colletotrichum orbiculare 

AI叉， and Phomopsis sp. N2 against Colletotrichum musae (Berkl & Curtl) Arxl on dual culture wi由 i出i­

bition index 11. It was reported 由at endophytic fungus in D. hanαi could produced antibacterial substances 

in this paper. The culture filtrates of Penicillium sp. Q2 treated in 48 h after treatment possessed 1∞.∞'* 

of adjusted mortality against the 2 nd larvae of Spodoptera liturlαby leaves disc feeding bioassays , and 

75. 10% against μ:paphis 町simi Kalte血ch (apterous adult) by insect-soaking method , res严ctively ，

which showed that 出e activity of PenicilZium sp. Q2 was higher than that of other endophytic fungi. 
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内生真菌 (Endophytic fungus) 是一大类未被充

分认识的真菌，泛指生活在健康植物体内不引起任

何可见病害症状的所有真菌[1]. 现代共生理论认

为，植物与内生真菌在长期的协同进化过程中，生物

化学途径的连续演化会导致信息物质在内生真菌产

生与宿主植物相同或相似的活性物质[2]. 内生真菌

收稿日期 :2∞8-09-02

普遍存在于植物之中，几乎每种植物都有内真生菌

的存在，种类繁多，其代谢产物生物活性类型多，是

丰富的化合物宝库，开发这种宝贵资源，潜力巨大.

鱼藤是传统的高效杀虫植物，主要活性成分鱼藤酣

对多种昆虫具有较高的活性，非常适合于现代农产

品安全生产的要求.但是，鱼藤酣的提取主要是从鱼
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藤植物根中提取，尤其是现在土地资源紧张，鱼藤资

源极其缺乏，已经远不能满足鱼藤农药的商品生产，

资源问题已成为稳定发展鱼藤生物农药的"瓶颈"问

题.基于植物内生真菌能产生与其宿主相同或相似

的活性成分这一观点，鱼藤内生真菌亦可能产生具

抑菌、杀虫活性的活性次生代谢产物.对鱼藤内生真

菌及其代谢产物杀虫活性已有研究报道[N] ，但对其

代谢产物的抑菌活性鲜见报道.本文分离筛选了鱼

内生真菌活性菌株，初步测定了其抑菌和杀虫活

性，以期为寻找鱼藤酣或其类似物的新型可靠来源

提供探索和理论依据.

1 材料与方法

1. 1 住过菌株末日昆虫

供试鱼藤内生真菌分别从肇庆鱼藤 Derris hαcei 

Hemsl 茎和叶中分离得到，植物样品于 2∞7 年 9 月

采自华南农业大学杀虫植物标本园.

供试植物病原真菌包括芒果炭瘟病菌 Colletotri­

chum gloeosporioides Penz. ，西瓜枯萎病菌 Fusarium

oxysporum f niveum ( E. F. Smith) Snyber et Hansen , 
香蕉炭瘟菌病 Colletotrichum musae (Berkl & Curtl) 

Arxl 和黄瓜炭瘟病菌 Colletotrichum orbiculare Arx. , 

菌种均由华南农业大学植物病理系提供.

供试昆虫斜纹夜峨 Spodoptera litura Fab. ，从中

山大学昆虫研究所购回虫蝠，化蝠后产卵孵化，幼虫

用饲料喂养，取 2 龄幼虫供试;萝卡蜻 Lipaphis erysi­

mi Kaltenbach，从华南农业大学试验农场采回蜘虫

后，挑选生长良好、大小一致的无翅成虫直接供试.

1. 2 内生真菌的分离、纯化和培养

内生真菌的分离参考文献[5] 方法进行.所用

培养基为马铃薯葡萄糖培养基(PDA) 或 PDA+ 链霉

素.采集新鲜肇庆鱼藤，分开根、茎和叶不同器官进

行表面消毒.首先用自来水冲洗干净植物表面灰尘，

然后在无菌条件下用 ψ 为 75% 乙醇漂洗 3 min ，用无

菌水冲洗4 次，再置于次氯酸锅溶液(有效氯体积分

数为 10% )漂洗 1 min，最后用无菌水冲洗 4 次，将最

后一次洗涤用的无菌水涂抹于平板上作i为对照，用

于检验表面消毒是否彻底.如对照平板 2 -5 d 后有

菌落生成，表明表面消毒不彻底，弃之.在无菌条件

下，将上述处理过的材料剪切成 0.3 - 0.5 cm 长的

短条或 O. 5 cm x O. 5 cm 的小片(剪去 0.5 cm 的边

缘) ，并移植于含链霉素的 PDA 培养基平板上，

3 块/皿，每种器官 3 次重复，于(26 土 1) "c黑暗条件

下培养 2 -10 d，待植物样品边缘长出菌丝体后，根

据菌丝体的形态特点(包括菌丝体的颜色、形状和质

地等) ，采用尖端菌丝体挑取法对不同菌株进行分离

纯化，保存备用.

1.3 抑菌活性测定

内生真菌对病原真菌的体外拮抗作用采用两点

对峙培养法测定，拮抗系数分级标准参照文献[6] 方

法分 5 级: 1 级为内生真菌占据平皿 1∞%， n 级为

内生真菌占据平皿 >2/3 ， m 级为内生真菌占据平皿

113 -2/3; N级为内生真菌占据平皿< 113; V级为

病原菌(指示菌)占据平皿 1∞%.测定时，将分离得

到的内生真菌活化后，以灭菌打孔器(d=6mm) 切

取培养 5 d，同质等量的内生真菌和植物病原真菌的

菌丝块接种于 PDA 平板上距中心 2 cm 处同一直线

的两点，同时设接种病原菌为对照 (CK) .每处理 3

个重复，于 26 "c恒温连续培养 6-8d，连续观察菌

落生长和相互影响情况，分别测量内生真菌和病原

真菌的菌落直径[可].

1.4 杀虫活性测定

培养液滤液制备.将1. 2 所获得的内生真菌菌

株分别接种于 1∞ mL 马铃薯葡萄糖液体培养基中，

25 "c、 150 r/min 摇床下恒温培养 6~8d，得到培养

液.将上述培养液在 3 侧的nin 条件下离心去

体，上清液经孔径 0.2μm 的滤膜过滤得培养液

滤液.

对斜纹夜峨幼虫的毒杀活性测定采用叶片浸渍

法.选取洁净的菜心叶片，在供试内生真菌菌株的培

养液滤液(每 10 mL 滤液加入5 滴乳化剂吐温 1ω1)

中浸泡 30 s 后取出，自然晾干，将足量该菜心叶片置

于垫有保湿滤纸的 9 cm 培养皿中，每皿放人斜纹夜

峨 2 龄幼虫 10 头，让试虫自由取食处理叶片.对照

(CK) 叶片以添加等量吐泪 1601 的清水浸渍.每种

菌液 3 个重复.处理 24 和 48 h 后检查试虫死亡率.

对萝卡蜻的毒杀活性测定采用浸虫法.挑取约

30 -50 头无翅成蜘放在新鲜的白菜叶中，放置 1 -2 h 

稳定后，放人供试内生真菌菌株培养液滤液(每lOmL

滤液加人5 滴乳化剂吐温 1ω1) 中浸 3 s 后取出，用滤

纸吸除多余菌液，待干后置于垫有保湿滤纸的 9 cm 培

养皿，对照以添加了等量吐温 1601 的清水漫渍.每种

菌液设 3 个重复.处理24 和 48 h 后检查试虫死亡率.

试虫死亡率=死亡虫数/供试虫数 x 100% ，校正死

亡率= (处理组死亡率-对照组死亡率)/( 100 -对

照组死亡率) x 100%. 

2 结果与分析

2.1 肇庆鱼藤内生真菌的初步分离和归类

对肇庆鱼藤茎和叶的内生真菌进行了分离，合
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及 Phorrwpsis sp. N2 对黄瓜炭瘟病菌和香蕉炭瘟

对峙培养时，内生真菌占据平皿的比例均达到或超过

2/3 ，拮抗系数均为 E 级，初步判断这些内生真菌对

上述病菌有较好的抑制作用，而采集于茎部的粘帚霉

属菌株 Gliocladium sp. Nz1、根霉属菌株 Rhizop山 sp.

Gl 和 G2，分离自叶部的炭瘟菌属菌株 Colletotrichum

sp. T1和T2、镰抱属菌株 Fusarium sp. Lb l 、球座菌属

真菌 Guignardia sp. Qz1对上述 4 种供试植物病原菌

的拮抗系数均为 III 或 W 级，拮抗作用不明显.

2.3 鱼藤内生真菌的杀虫活性

各供试内生菌株发酵液原液对斜纹夜峨 2 龄幼

虫和萝卡蜻元翅成蜻毒杀活性测定结果见表 2. 浸

渍叶片饲喂法测定结果表明，从叶部分离的内生真

菌菌株 Penicillium sp. Q2 发酵液原液浸渍叶片饲喂

斜纹夜峨 2 龄幼虫 24 和 48 h 后的校正死亡率分别

为 92.30% 和 1∞.00% ，显著高于其他处理;茎部内

生菌株 Penicillium sp. Ql 发酵液原液浸渍叶片饲喂

斜纹夜峨 2 龄幼虫 24 和 48 h 后的校正死亡率分别

为 73.08% 和 96.00% ，仅次于同期处理的。菌株;

此外，茎部内生菌株 Phorrwpsis sp. Nl 和 N2 、Rhiropω

表 2 肇庆鱼藏内生真菌代谢产物杀虫活性1)

Insecticidal activities of second缸"y metabolites of en­

dophytic fungi in Derris 阳"cei n=3 

Tab.2 

萝呻元翅成甥

校正死亡和%

24h 48h 

斜纹夜峨2 龄幼虫

校正死亡和%

24 h 48 h 

分离部位真菌曹妹

并外观形态、显微镜检查完全相同的菌株，得到 16

株不同内生真菌，其中来自茎部和叶部的内生真菌

分别有 10 和 6 株.采用经典形态学方法对其进行初

步分类，确定分属于 10 属，其中:分离自茎部的内生

真菌包括拟茎点霉属菌株 Phorrwpsis sp. Nl 、 N2 和

阳，粘帚霉属菌株 Gliocladium sp. Nz1，青霉属菌株

Penicillium sp. Ql ，丝核菌属菌株 Rhizoctonia sp. 日，

根霉属菌株 Rhizopus sp. Gl 和 G2，梨抱属菌株

Pyricularia sp. 11 ，伏革菌属菌株 Corticium sp. Fl;分

离自叶部的内生真菌包括拟茎点霉属菌株 Phorrwpsis

sp.N4 ，青霉属菌株 Penicillium sp. Q2 ，炭瘟菌属菌

株 Colletotrichum sp. T1和T2，镰抱菌属菌株 Fusari­

um sp. Lbl 和球座菌属菌株 Guignardia sp. Qz1.可

见，叶部和茎部均分离的内生真菌包括拟茎点霉属

菌株和青霉属菌株.

内生真菌的抑菌活性

肇庆鱼藤内生真菌各菌株对 4 种供试植物病原

真菌的拮抗作用结果见表1.两点对峙培养法测定

结果表明，供试内生真菌均不能完全抑制病原菌的

生长，分离自叶和茎的内生真菌的拮抗作用差别较

大，不同采集部位的同属菌株的拮抗作用也有一定

的差别，其中青霉属菌株 Penicillium sp. Ql 和 Q2 、茎

部的丝核菌属菌株 Rhizoctonia sp. SI 、拟茎点霉属菌

株 Phorrwpsis sp. N2 、伏革菌属菌株 Corticium sp. Fl 

对芒果炭瘟病菌和西瓜枯萎病菌 ， Rhizocωnia sp. SI 

2.2 

Phomopsis sp. NI 

Phomφsis sp. N2 

Phomopsis sp. N3 

Phom叩且s sp. N4 

a阳也dium sp. NzI 

Rh叫tonia sp. 51 

勋ERP皿甲. GI 

肋Eqp皿 sp. G2 

Pyric血ria sp. LI 

Corticiwn sp. FI 

Penicillium sp. 。

Penic山ium sp. Q2 

Col/etOt1讪即1 甲.11

Colletotrichum sp.η 

F usarium sp. 凶l

Cuig阳dia sp. QLI 

CK2) 

1) 同列数据后标有相同字母者表示在 5% 水平差异不显著

(DMRT 法); 2)CK 数据为处理后 24 或 48h 的试虫死亡率/%

57.46b 

75. lOc 

26.49b 

33. 35c 

23. lOb 

80.∞c 

67.99bc 

57. (f)c 

34.6Iab 

茎

茎

肇庆鱼藤内生真菌对4 种病原真菌的措抗作用

Antagonistic effects of endophytic fungi in Derris 

hancei against 4 species of fungus 

表 1

Tab.l 

43. 54ab 

43. 54ab 

15.46 

52.96b 

56.28b 

37.46a 

58.86b 

75.81c 

37.46a 

37.46a 

37.46a 

58.26a 

35.86a 

35.86a 

75. IOc 

48.∞b 

55.99b 

72.∞c 23. 的a

67.99bc 6. 24a 

29.95bc 

21.53b 

29.95bc 

11. 34 

21.53b 

26.49b 

21.53b 

24.37b 

23. lOb 

11. 84a 

11.84a 

33. 35c 

48.∞ab 

48.∞ab 

48.∞ab 

55.99b 

l∞-∞d 

36.∞a 

96.∞d 

36.∞a 

72.∞c 

72.∞c 

16 臼

34.6Iab 

26.93ab 

23.08ab 

34.6Iab 

13. 33 

19.23ab 

23.侃ab

42.31b 

19.23a 

42.31b 

19.23a 

7.70a 

刀.08d

92.30e 

15.39a 

茎

叶

茎
茎
茎
茎

茎
茎
茎
叶
叶
叶
叶
叶

真菌菌株
炭
菌
一

瓜
病

-
E
E
W
E
W
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
W

黄
瘟
一

炭
菌
蕉
病

-
E
E
E
E
W
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
W

香
瘟

枯
菌
一

瓜
病

-
E
E
E
E
W
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
W

西
萎

炭
菌
一

果
病

-
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
W

芒
瘟

分离

部位

Ph01TWpsis sp. Nl 茎

Ph01TWpsis sp. N2 茎

Ph01TWpsis sp. N3 茎

Ph01TWpsis sp. N4 叶

Gl臼cladium sp. Nzl 茎

Rhizoctonia sp. 51 茎

Rhizopωsp. Gl 茎

Rhizopωsp. G2 茎

Pyricu1aria sp. 11 茎

Corticium sp. F1茎

Pe时illium sp. Ql 茎

Penicillium sp. Q2 叶

CoUeωtrichum 早T1叶

CoUeωtrichum sp.ηut 

F旧arium sp. Lbl 叶

Gu喀咱rdia sp. Qzl 叶
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sp. G2 和叶部内生菌株 Rhizoctoniαsp. S1 、 Guignardia

sp. Qz1 发酵液对斜纹夜峨 2 龄幼虫的毒杀活性亦较

高，处理后 24 h 的校正死亡率均可达到 359毛-

589毛，处理后 48 h 的校正死亡率为 56% - 80% (对

照 24 和 48 h 的死亡率分别为 13.33% 和 16.67% ) , 

其余处理效果较差.浸虫法测定结果表明，各菌株发

酵液处理后 24 h，萝卡蜻元翅成虫的校正死亡率均不

超过 359毛，处理后 48 h 校正死亡率达到 55% -75% 

株包括茎部内生菌株 Phomopsis sp. N1 和 N2 、

臼iocladium sp. Nzl 、Corticium 早F1、Penicillium sp. Q1 ' 

和 Fusarium sp. 凶1 ，以及叶部内生菌株 Penicillium sp. 

Q2(对照 24 和 48 h 后的试虫死亡率分别为 1 1. 349毛

和 15.46%). 这些结果表明内生菌株 Penicillium sp. 

Q1 和 Q2 、Phomopsis sp. N1 和 N2 杀虫活性较高.

3 讨论

自 Strobel 等 [9] 首次从短叶红豆杉 Tax旧 bre'lIifo­

lia 韧皮部中分离出能产生紫杉醇(T，缸。1) 的内生真

菌安德氏紫杉霉 Tαxomyces and阴阳后，从植物内

生真菌中寻找和发现新的活性化合物成为研究新热

点，目前已发现多种植物内生真菌及其代谢产物具

有抑菌及杀虫等生物活性，如:从锡兰肉桂 Cinnamo­

mum zeylanicum 内生真菌 Muscodor albω 中得到 5 种

挥发性化合物，均具有不同程度的对细菌和真菌抑

制作用，如将此 5 种化合物混合使用，可增强其抑菌

效果[m]; 药用植物络石 Trach出spermum jasminoides 

内生真菌代谢物抗菌活性较强[口气从雪上一枝富

Aconitum brachypodum、刺五加 Acanthopαnax senticosys 

和大血藤 Sαrgentodoxa cuneαtα 中分离到 162 株内生

真菌，其中具有抗菌活性的菌株有 74 株[U];从冷杉

Abies fabri 内生真菌叶点霉 Phyllostictαsp. 发酵产物

中分离获得市烯七醋酸(Heptelidic acid) 和细皱青霉

素( Rugulosine) 2 种化合物，前者每头用量 0.2μmo1

对云杉卷叶峨 ChorisωneuraρLmiferana 的致死率可达

92%[U];从植物 BOl山αl dα'Phnoides 内生真菌中发现

一种口引噪二暗类化合物具有杀灭大苍蝇幼虫的活

性[M]. 所以，植物内生真菌是一类潜力巨大、值得开

发的微生物新资源，随着研究的不断深入，用植物内

生真菌生产新型农用活性物质，寻找新型活性物质

的骨架，将成为新型农药研发的重要途径.

本文采用两点对峙培养法测定出从肇庆鱼藤中

分离获得的内生真菌对西瓜枯萎病菌、芒果炭瘟病菌、

黄瓜炭瘟病菌和香蕉炭瘟病菌具有较好的拮抗抑制

作用，试验结果证实鱼藤内生真菌可产生抑菌活性物

质，同时进一步实验证实这些内生真菌培养滤液对斜

纹夜蜡和萝卡蜻等均具有一定的毒杀效果.这说明本

文分离所得的肇庆鱼藤内生真菌(或其菌株)不同于

以前报道的菌株，能够产生抑菌和杀虫活性物质，推测

这种或这些活性物质不同于鱼藤酣类化合物，具体活

性物质及活性机制有待深人研究.
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