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摘 要：目的：研究药用植物车前可培养内生真菌多样性及其抑菌活性特征。方法：通过组织块法对

内生真菌进行分离，并选择小麦全蚀病菌、枸杞黑果病菌、番茄灰霉病菌、黄瓜枯萎病菌和黄瓜立枯病菌

5种植物病原真菌和枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌 4种细菌作为指示菌，采
用对峙法和改进的菌块法测定抑菌活性。结果：从车前根茎叶组织器官中分离出 13株内生真菌，以茎部
最多，叶部次之，根部最少；经形态学初步分类鉴定归于 2个目，2个科，5个属；其中有 11株菌对 1种或
多种植物病原真菌指示菌有不同程度的抑制作用，占菌株总数的 84.6%，6株内生真菌对 1种或多种供
试细菌指示菌具有不同程度的抑制作用，占分离菌株总数的 46.2%；3株活性菌株 PAEFS001、PAEFS007、
PAEFS008分别对 5种供试植物病原真菌指示菌具有明显抑制作用，菌株 PAEFS001属于束丝菌属，菌株
PAEFS007和 PAEFS008同属于曲霉属；1株活性菌株 PAEFS003分别对枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌
2种供试细菌指示菌有明显的抑制作用，属于梭孢霉属；药用植物车前内生真菌具有明显的抑菌活性，抑
制植物病原真菌的范围较宽，对革兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制作用明显，具有一

定的选择性。结论：从药用植物车前内生真菌寻找新的抑菌活性物质是可行的，通过对其进行开发和利

用，对提高药用植物车前的综合利用价值具有重要意义。
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车前（Plantago asiatica L.）是车前科（Plantagi原
naceae）车前属多年生草本植物，为常用中药，在宁

夏和全国其它各地均有分布。车前全身是宝，嫩可

食用，成可入药。2010 版《中国药典》记载其性味甘
寒，入肝、肾、肺、小肠经，具有清热利尿通淋、祛痰、

凉血、解毒等作用，临床主要用于热淋涩痛、水肿尿
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少、暑湿泄泻等。车前中含有多种化学成分，如多糖

类、黄酮及其苷类、环烯醚萜类、苯乙酰咖啡酰糖脂

类、萜类以及挥发油等，研究表明其具有利尿、镇

咳、祛痰、抗炎、缓泻等诸多药理作用 [1~2]。另外，车
前分布广泛，抗逆性强，价格低廉，药食同源，成为

有待开发的保健蔬菜，随着人们生活水平的逐步

提高和对健康的日益重视，越来越倾向于利用中

草药进行医疗和保健，车前的需求量也呈上升趋

势 [ 3 , 4 ]。因此，需加强对车前资源进行开发和利用，
对其内生菌进行研究，以拓展车前资源的综合利

用价值。

植物内生菌（Endophyte）是指在生活史的一定
阶段或全部阶段生活于健康植物各种组织和器官

内部或细胞间隙的真菌或细菌, 包括一些在生活史
的某一阶段营表面生的腐生菌，以及对宿主暂时没

有伤害的潜伏性病原菌和菌根菌 [5,6]。目前，药用植
物内生真菌已经成为药用植物资源研究的一个新

热点 [7,8]。植物内生真菌是植物微生态系统中的一个
重要组成部分，其次级代谢中产生的生物活性物质

具有很好的开发利用价值，且某些药用植物内生真

菌具备合成宿主某些代谢产物的能力，利用药用植

物内生真菌开发新药源具有巨大潜力 [9,10]。以往对
车前的研究大多集中在生物学特性和分类、化学

成分、药理药效、人工栽培和组织培养、基因资源

等方面 [11 ~17]，而对其内生真菌的研究相对较少，仅
吴萍茹等 [18 ]从车前草（Plantago major L.）茎部分离
到内生真菌拟青霉属菌株 W-90, 并对其次生代谢
产物进行研究。本研究以宁夏野生车前为材料，开

展内生真菌的分离及其抑菌活性分析，以期为车前

内生真菌的利用提供基础资料。

一、材料与方法

1. 材 料

（1）供试材料。
车前（Plantago asiatica L.）于 2011 年 7 月采自

宁夏银川市金凤区。采样时挑选无病害健康植株，

取材部位为植物根、茎、叶，采集后 48 小时内进行
表面消毒。

（2）主要仪器。
HJ-CJ-2D 超净工作台（上海苏净实业有限公

司），GRX-9053A 热空气消毒箱（上海跃进医疗器
械有限公司），FL-107CCD 生物显微镜（江西江凤仪

器科技有限公司），GMSX-280 灭菌器（北京市永光
明医疗仪器厂），STX-250 生化培养箱（上海跃进医
疗器械有限公司）。

（3）培养基。
营养琼脂（Nutrient agar，NA）、马铃薯葡萄糖培

养基（Potato dextrose agar, PDA），均由北京陆桥技
术有限责任公司制造。

（4）供试指示菌。
供试植物病原真菌的选取以宁夏重要农作物

和经济作物常见病害为依据，植物病原真菌为小麦

全蚀病菌（Gaeumannomyces graminis var. tritici）、枸
杞黑果病菌（Colletotrichum gloeosporioides）、番茄灰
霉病菌（Botrytis cinerea）、黄瓜枯萎病菌（Fusarium
oxysporium f. sp. cucumeris）、黄瓜立枯病菌（Rhizoc原
tonia solani），由宁夏农科院植保所提供；供试指示
细菌为革兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌（Bacillus sub原
tilis），由西北农林科技大学无公害农药研究中心提
供；革兰氏阴性菌大肠杆菌（Escherichia coli）、革兰氏
阳性菌金黄色葡萄球菌（Staphyloccus aureus）、革兰氏
阴性菌铜绿假单胞菌（Pseudomonos aeuruginosa），由
宁夏医科大学附属医院检验科提供。

2. 方 法

（1）内生真菌的分离与纯化。
内生真菌的分离采用组织块法，分离材料用自

来水冲洗，然后依次用 75%的酒精漂洗 1 min，
0.1%的升汞漂洗 3 min，75%的酒精漂洗 30 s，无菌
水漂洗 5 次进行表面消毒。消毒后的材料用无菌手
术剪剪成叶（2~5）mm伊（2~5）mm，根和茎（5~10）
mm 大小的片段，置于 PDA 平板上，用封口膜将培
养皿密封，28益进行避光培养 3~5 d。同时采用组织
印记法 [19]，将表面消毒的植物组织片段不经剪切直
接在培养基表面轻抹，相同条件下培养作为对照，

培养 3 d 后对照培养基中无真菌长出，证明表面消
毒彻底，分离到的真菌是植物内生真菌。每皿接 4~
5 个样品，观察材料切口处长出菌丝（菌落），取切口
处菌丝，转接至新的 PDA 培养基上继续培养，采用
尖端菌丝挑取法对所分离的内生真菌进行纯化，纯

化后转接到 PDA 斜面上编号并保存 [20,21]。
（2）内生真菌的形态观察与初步分类鉴定。
采用点植培养法进行菌落观察和常规镜检，从

纯化培养 3~5 d 的菌落上挑取菌丝，连同分生孢子
用乳酸石炭酸棉蓝染色液染色制成玻片，置于显微
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镜下观察菌丝形态、孢子梗形态、孢子形态以及孢

子与营养体着生关系，对照有关资料初步确定真菌

的分类学地位至属 [22,23]。
（3）拮抗真菌的初步筛选。
采用对峙培养法对供试植物病原真菌的拮抗

作用进行初筛 [24~26]，将 5 种植物病原真菌分别接种
于平板中央，内生真菌接种于平板边缘，相距 25
mm, 同时以只接病原真菌的平板作对照，处理和对
照均重复 3 次，置于 28益下恒温避光培养 4 d 后，
观察病原真菌菌落周围的变化，测定拮抗带宽度，

以拮抗带宽度平均值的大小作为抑菌活性强弱的

指标，初步筛选出对病原真菌生长具有抑制作用的

内生真菌。对供试指示细菌的拮抗作用初步筛选采

用改进的菌块法 [27~29]，按无菌操作法分别接入 2~3
环供试指示细菌于培养皿中，取融化并保温在 45益
左右的 NA 培养基倒入 90 mm 无菌培养皿中制成
平板，轻轻以手搓法摇动使其混匀，待培养基稍微

凝固后迅速用灭菌接种环取内生真菌菌块 3~4 块
（直径约 5 mm），分 3~4 点等距离均匀放置，距皿边
缘距离不小于 10 mm，小心放入培养基中，尽量使
菌块带菌丝的一面贴在培养基表面，用封口膜密

封后将培养皿置低温 10益下保持 12~14 h，使菌
块中的抗菌素扩散，再将皿置于 28益下恒温培养
3~5 d，观察内生真菌菌落周围的抑菌圈，并测定
抑菌圈直径。

（4）数据处理。
分离频率（Relative frequency of isolation, RF）指

分离到的某一指定类型内生真菌的菌株数占分离

总的内生真菌菌株数的百分率 , 用来判断该菌种是

否为植物内生菌群优势菌 [30]。

二、结果与分析

1. 内生真菌分离部位及菌株数量
从药用植物车前共分离到内生真菌 13 株,其中

根部 2 株，占分离菌株总数的 15.4%，茎部 7 株，占
分离菌株总数的 53.7%，叶部 4 株，占分离菌株总
数的 30.8%，见表 1,从分离部位可以看出，分离的
菌株数量茎部最多，其次为叶部和根部。

通过菌落和显微形态特征观察，将分离内生真

菌初步鉴定为 2 个目，2 个科，5 个属，见表 2，其中
丝孢目有内生真菌 9 株，占分离菌株总数的
69.2%，为优势菌群；在丝孢目中分离到的菌株分布
于 3 个属，其中曲霉属有 5 株，分离频率为 38.5%，
为优势菌属；无孢目内生真菌 4 株，占分离菌株总
数的 30.8%，分离到的菌株分布于组丝核菌属和束
丝菌属。

2. 内生真菌抑菌活性
（1）抗植物病原真菌指示菌活性分析。
通过对供试植物病原真菌拮抗试验，见表 3，发

现有 11 株菌对 1 种或多种植物病原真菌指示菌有
不同程度的抑制作用，占分离菌株总数的 84.6%，3
株内生真菌分别对 5 种植物病原真菌指示菌具有
明显的抑制作用，占菌株总数的 23.1%，即菌株
PAEFS001、PAEFS007、PAEFS008 均对番茄灰霉病
菌、黄瓜枯萎病菌、枸杞黑果病菌、黄瓜立枯病菌、

小麦全蚀病菌 5 种植物病原真菌具有明显抑制作
用；另外有 5 株菌对枸杞黑果病菌指示菌具有明显
抑制作用，为分离菌株总数的 38.5%。

表 1 车前内生真菌分离部位及其菌株 *

分离部位 根 菌株名称 茎 菌株名称 叶 菌株名称

菌株编号 PAEFR002 组丝核菌属 PAEFS001 束丝菌属 PAEFL001 梭孢霉属

PAEFR003 梭孢霉属 PAEFS002 曲霉属 PAEFL002 青霉属

PAEFS003 梭孢霉属 PAEFL003 组丝核菌属

PAEFS004 曲霉属 PAEFL004 曲霉属

PAEFS006 束丝菌属

PAEFS007 曲霉属

PAEFS008 曲霉属

合计/株 2 7 4
所占比例/% 15.4 53.8 30.8

*：“PA”车前；“EF”内生真菌；“R”根；“S”茎；“L”叶。
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（2）抗细菌指示菌活性分析。
通过对供试细菌指示菌拮抗

试验，见表 4，发现 6 株内生真菌
对 1 种或多种供试细菌指示菌具
有不同程度的抑制作用，占分离

菌株总数的 46.2%，其中 1 株内
生真菌 PAEFS003 分别对革兰氏
阳性菌枯草芽孢杆菌和金黄色葡

萄球菌 2 种供试细菌指示菌有明
显的抑制作用，占分离菌株总数

的 7.7%；另外，菌株 PAEFL001、
PAEFL002 分别对金黄色葡萄球
菌和枯草芽孢杆菌有明显抑制作

用，这可能与车前具有抗菌作用

有关，同时表明车前内生真菌对

供试细菌指示菌抑制作用具有一

定的选择性。

从以上结果可以看出，车前

表 2 车前内生真菌种群组成

目 科 属 合计/株 分离频率/%
无孢目 Agonomycetales 无孢科 Agonomycetaceae 组丝核菌属(Phacodium sp.) 2 15.4

束丝菌属(Ozonium sp.) 2 15.4
丝孢目 Hyphomycetales 丛梗孢科 Moniliaceae 青霉属(Penicillium sp.) 1 7.7

梭孢霉属(Fusidium sp.) 3 23.1
曲霉属(Aspergillus sp.) 5 38.5

表 3 车前内生真菌抑制植物病原真菌活性 *

菌株编号 番茄灰霉病菌 黄瓜枯萎病菌 枸杞黑果病菌 黄瓜立枯病菌 小麦全蚀病菌

PAEFR002 - - - - ++
PAEFR003 - - + - ++
PAEFS001 +++ +++ +++ +++ +++
PAEFS002 - - ++ - -
PAEFS003 - - - - -
PAEFS004 - ++ +++ ++ +++
PAEFS006 - - +++ - -
PAEFS007 +++ +++ +++ +++ +++
PAEFS008 +++ +++ +++ +++ +++
PAEFL001 - - - - -
PAEFL002 - - ++ - -
PAEFL003 - ++ + ++ -
PAEFL004 - - - ++ -

*：拮抗带宽度大小为 3次重复试验的平均值；“+”拮抗带宽度小于 2 mm；“++”拮抗带宽度介于 2~5 mm；“+++”拮抗带宽度大于 5 mm；“原”无
拮抗活性。

表 4 车前内生真菌抑制细菌活性 *

菌株编号 枯草芽孢杆菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌

PAEFR002 - - - -
PAEFR003 - - - -
PAEFS001 - - - -
PAEFS002 + - + -
PAEFS003 +++ - +++ -
PAEFS004 ++ - - -
PAEFS006 + - - -
PAEFS007 - - - -
PAEFS008 - - - -
PAEFL001 - - +++ -
PAEFL002 +++ - - -
PAEFL003 - - - -
PAEFL004 - - - -

*：抑菌圈直径大小为 3次重复试验的平均值；“+”抑菌圈直径小于 10 mm；“++”抑菌圈
直径 10~15 mm；“+++”抑菌圈直径大于 15 mm；“原”无拮抗作用。
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内生真菌具有广泛的抑菌作用，抑菌活性明显，对

植物病原真菌抑制范围较宽，且对植物病原真菌产

生拮抗作用的内生真菌菌株数多于对细菌具有拮

抗作用的菌株数，同时所分离内生真菌对细菌抑菌

活性具有一定的选择性。

（3）高活性菌株菌属分布。
抑菌活性试验结果显示，内生真菌菌株

PAEFS001、PAEFS007、PAEFS008 对供试 5 种植物病
原真菌指示菌具有明显抑制作用，为高活性菌株，

其中株菌 PAEFS001 在目水平上分布于无孢目，在
科水平上分布于无孢科，在属水平上属于束丝菌

属；菌株 PAEFS007、PAEFS008 在目水平上均分布
于丝孢目，在科水平上均分布于丛梗孢科，在属水

平上同属曲霉属；内生真菌菌株 PAEFS003 分别对
供试 2 种细菌指示菌具有明显抑制作用，为高活性
菌株，其在目水平上分布于丝孢目，在科水平上分

布于丛梗孢科，属于梭孢霉属。

三、讨 论

从目前已研究过的药用植物看，内生真菌在药

用植物体内普遍存在。不同植物种类，内生真菌的

种类和数量不同，即使是同一种植物，不同组织器

官分离的内生真菌种类和数量也不同 [7]。对于一种
植物而言，从中可分离到的内生真菌通常为数十

种，有的甚至多达数百种 [31]，造成这种差异可能与
不同部位微环境等因素有关。另外，采用不同的表

面消毒程序和分离培养基获得的内生真菌群落组

成也有较大差异 [32]。本试验仅仅采用常规培养法进
行培养，且为了确保分离菌株的内生性，消毒时间

严格，可能造成许多内生真菌被杀死，供试药用植

物车前中还存在未分离的内生真菌，同时由于内

生真菌长期生活在植物体内，许多内生真菌尚不

能人工培养，在后续试验中要进一步摸索更为合

适的分离方法，保证内生真菌分离种类的多样性

和可靠性。

药用植物内生真菌是一类重要的微生物资源，

开发药用植物内生真菌，寻找新的抗菌活性物质具

有重要的理论意义和实用价值。本试验采用对峙法

（菌株活体或胞内活性物质）和改进的菌块法（胞内

和胞外活性物质）进行植物病原真菌和病原细菌拮

抗真菌活性试验，结果表明，大多数车前内生真菌

对供试植物病原真菌具有不同程度的抑菌活性，尤

其是对枸杞黑果病菌抑菌活性菌株数量较多，且抑

菌活性明显，同时分离的内生真菌对革兰氏阳性菌

（枯草芽胞杆菌、金黄色葡萄球菌）抑菌活性也非常

明显。孔阳等 [33]采用纸片扩散法利用不同溶剂对车
前提取物进行抗菌活性研究，结果表明车前粗提物

对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、青霉和假丝酵母等

常见致病菌抑制作用明显，并对常见植物病原菌黄

瓜枯萎病菌、番茄灰霉病菌、苹果腐烂病菌、草莓镰

刀菌、烟草赤星等有较好的抑制作用，这些在一定

程度上支持本试验的结果，同时表明药用植物内生

真菌是一类重要的生物资源，可以作为高效无毒、

无公害的新型植物源抗菌剂进行研究。

药用植物车前内生真菌具有明显的抑菌活性，

其与宿主植物化学成分及其药理作用具有密切的

关系。吴萍茹等 [18]按常规方法从车前草茎部分离到
一株拟青霉属内生真菌 W-90, 其发酵液和粗提物
具有一定的抗菌活性，并采用现代分离技术和波谱

技术，对次级代谢产物进行深入研究，发现其为车

前草的主要有效成分乌苏酸，其为五环三萜类化合

物，具有抗炎、抗菌、抗肿瘤等生物活性 [1,34]。该事实
表明，药用植物的生理活性物质也可以由该植物体

分离所得的某些内生真菌产生。因此，从药用植物

车前内生真菌寻找新的抑菌活性物质是可行的，通

过对内生真菌的开发和利用，对提高药用植物车前

的综合利用价值具有重要作用。
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Isolation of Endophytic Fungus from Plantago Asiatica L. and Its Microbial Inhibition Activity
Bi Jiangtao1, He Ping2, Wang Xiaoxia2, Wang Jing1, Guan Xiaoqing3

(1. Research and Development Center for New Techniques , Ningxia University, Y inchuan 750021, China;
2. College of Life Sciences , Ningxia University, Y inchuan 750021, China;
3. School of Agriculture , Ningxia University, Y inchuan 750021, China)

Abstract: This study was aimed to explore the resource diversity and microbial inhibition activity of endophytic
fungi from medicinal plant Plantago asiatica L. The endophytic fungi were isolated from the root, stem and leaf of
the host by tissue inoculation culture and five plant pathogenic fungi and four bacteria strains used as indicating
microbes to test microbial inhibition activity by agar plate antagonistic action and modified agar gel diffusion
methods. The results indicated that thirteen fungal endophytic strains were isolated from the host. Most of them
came from stem, then leaf, and root as the least in number. The isolated strains attribute to five genera, two fam鄄
ilies, and two orders based on morphological characteristics. For the isolated strains, eleven of them were found to
have some microbial inhibition activities against one or more indicating fungi, making up 84.6% of the total iso鄄
lates. Six isolated strains had some antimicrobial activities against one or more indicating bacteria, amounting to
46.2% of the total isolates. Three isolated active strains, which are PAEFS001, PAEFS007 and PAEFS008, ex鄄
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hibited evident inhibition activities against five kinds of pathogenic fungi used in the trials respectively. The strain
of PAEFS001 ascribed to Ozonium sp. Both strains of PAEFS007 and PAEFS008 ascribed to Aspergillus sp. One
active strain of PAEFS003 showed evident antibacterial activities to Bacillus subtilis and Staphyloccus aureus ,
which belonged to Fusidium sp. The endophytic fungi from medicinal plant Plantago asiatica L. have evident an鄄
timicrobial activities. Their inhibition activities against pathogenic fungi have relatively broad spectrum. And their
inhibition activities to both Bacillus subtilis and Staphyloccus aureus as G+ are evident and have certain selectivi鄄
ty. It is feasible to find new bioactive compounds associated with endophytic fungi from Plantago asiatica L. Fur鄄
ther research and development of the endophyic fungi will be important for the integrated utilization of the host.
Keywords: Medicinal plant, Plantago asiatica L., endophytic fungi, isolation, inhibition activity
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