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苍耳内生真菌的分离鉴定及抗菌活性研究 
 

谢仰熹，刘先意，郭子强，孙卫明，许丽航，于平儒
 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：从植物苍耳中分离内生真菌，选出 8株进行抑菌活性测定，有 6 株对番茄早疫病菌抑制率大于 50%。菌株 SC008 对 5 种

植物病原菌的抑制率均大于 50%。对内生真菌 SC008 进行形态学观察及 ITS 序列鉴定，初步判定菌株 SC008 归属于黑孢霉属

（Nigrospora Zim.）。碳氮源实验表明，SC008在以乳糖和蔗糖为碳源及以酵母提取物和牛肉膏为氮源的培养基上生长良好。 
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Abstract: 8 strains of endophytic fungi isolated from Plant Xanthium sibiricum Patr were tested with antimicrobial activity assay.6 strains 

of endophytic fungi showed high inhibitory effects on Alternaria solani,and the inhibition rates were all above 50%. Strain SC008 showed high 

inhibitory effects on plant pathogenic bacteria and fungi, the inhibition rates of 5 plant pathogenic bacteria and fungi were all above 50%. Strain 

SC008 was identified by morphological observation and ITS sequence analysis. The result indicated that strain SC008 was Nigrospora Zim. The 

carbon and nitrogen source assay showed that SC008 could grow fast on the culture medium which carbon source comes from lactose and 

sucrose, and nitrogen source come from yeast extract and beef extract.  
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内生真菌(Endophyte)是指在健康植物寄主的各种

组织和器官内部或细胞间隙中度过全部或近乎全部生

活周期而不使寄主表现任何症状的一类真菌。近年来

的研究也表明生活在植物体这一特殊进化环境中的内

生真菌能产生与宿主相同或相似的具有生理活性的次

生代谢产物，并且部分种类的内生真菌合成的次级代

谢产物能产生抗虫、杀虫、抑制植物病原菌生长等农

药活性作用[1]。近几年已有不少关于植物内生真菌的

研究，涉及生物转化、生物农药、医药等领域[2~5]。 

苍耳(Xanthium sibiricum Patr)系菊科苍耳属植物，

分布广泛，是一种常见的田间杂草。其果实苍耳子具

有消炎、镇痛、抗病毒的药理作用，是中医临床上散

热、解疮毒、通鼻窍、通痹症的要药[6]。苍耳提取液

对农业害虫菜青虫有较高的杀虫活性[7]。有试验表明，  
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苍耳对一些植物病原真菌和一些病原细菌有较强的抑

制作用[8]。 

本实验以苍耳为材料，对其进行内生真菌进行分

离，并挑选出一部分进行植物病原菌抑菌活性的测定，

以期获得具有较强抗菌作用的菌株，为新型生物农药

的创制提供研发基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试样品 

苍耳(Xanthium sibiricum Patr)，2011 年 10 月采集

于广东。 

1.1.2  供试病原菌 

番茄早疫病菌（Alternaria solani）、西瓜枯萎病菌

（Fusarium oxysporum f.sp niveum）、黄瓜炭疽病菌

（ (Colletotrichum lagenarium ）、 油菜 菌 核病 菌

（Sclerotinia sclerotiorum(lib)de bery）、水稻白叶枯病

菌（Xanthomonas oryzae pv. oryzae）、水稻稻瘟病菌

（Pyricularia oryzae Cav.），由西北农林科技大学无公

害农药研究服务中心提供。 

1.1.3  DNA提取试剂 
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上海申能博采公司的 3S Spin Plant 基因组 DNA

提取试剂盒。 

1.1.4  琼脂糖凝胶电泳试剂 

琼脂糖，1×TAE缓冲液（pH 7.6，4 mol/L Tris-HCl 

2.5 mL加 0.05 mol/L EDTA 5 mL调 pH，定容至 250 

mL），EB（溴化乙锭 0.5 mg/L），溴酚蓝（0.25%溴酚

蓝，40%蔗糖水溶液）。 

1.1.5  PCR 扩增试剂 

引物合成及 ITS序列测定由深圳华大基因研究院

完 成 ， ITS 引 物 为 ：

ITS1 :5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’; ITS4 : 

5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 。 PCR 试剂 盒

（10×buffer，dNTP，MgCl2、Pfu Taq 酶） 

1.2  方法 

1.2.1  内生真菌的分离及纯化 

将新鲜植物材料用自来水冲洗使外表面干净、晾

干后，取根、茎、叶，用 75%酒精和 0.01% HgCl 消

毒，备用。用无菌刀分别切割苍耳的根、茎、叶成约

0.5 cm左右的片段，再用 75%酒精消毒，无菌水冲洗

后，切取 1×0.5 cm的片段，平放于PDA平板表面，

每皿放3~4 块，于 25~28 ℃恒温培养箱中培养 5~10 d。 

待菌丝从植物片段周围长出后，挑取生长较纯的

菌丝，在另一 PDA 平板上划线进行纯化，得到纯的

菌丝菌落。 

1.2.2  内生真菌的发酵培养 

将已纯化的内生真菌接至PDA固体培养基上活化

4~5 d。用打孔器取0.4 cm的菌饼接种于300 mL液体培

养基（500 mL三角瓶）中，每个菌接10瓶（共3000 mL），

在28 ℃、200 r/min下震荡培养5~6 d。通过离心及过滤

的方法分离菌丝体并得到滤液，将得到的滤液（约2000 

mL）用旋转蒸发仪浓缩（60 ℃、100 r/min），用丙酮

定容至200 mL（即发酵液样品最终浓度是原来样品的

10倍），置4 ℃冰箱中备用。 

1.2.3  内生真菌抑菌活性的测定 

采用生长速率法进行抑菌活性测定[8]：无菌条件

下，取各菌株发酵滤液浓缩液各1.5 mL至刻度试管，对

照组加入等量丙酮，再倒入融化的PDA培养基至15 mL

（即发酵液样品供试浓度为原浓度），迅速摇匀，趁热

倒入培养皿中制成平板。平板凝固后,放入生长一致的

植物病原菌菌饼（直径为0.4 cm），每皿接1个菌饼，每

处理重复3次，置于25~28 ℃养箱中培养3~4 d，测量实

验结果。 

用十字交叉法测量供试真菌菌落生长直径： 

菌落直径=测量菌落直径-0.4 cm； 

抑制率=(对照组菌落直径-试验组菌落直径)/对照

组菌落直径×100% 

1.2.4  内生真菌SC008的形态鉴定 

选出抑菌活性较最强菌株SC008进行鉴定。将

SC008接种于PDA平板上，28 ℃下复壮，在于28 ℃下

培养。每隔1 d观察一次，记录菌落形态特征和培养性

状，并测量菌落直径大小。采用插片培养法制作盖玻

片，隔一定时间取出盖玻片，在显微镜下观察其产孢

结构及孢子的形状、颜色、并测量孢子大小，参照魏

景超的《真菌鉴定手册》进行鉴定[9]。 

1.2.5  内生真菌SC008的ITS鉴定 

对 SC008 采用 ITS 序列法进行菌种鉴定。鉴定方

法参照相关文献报道[10-13]，菌株中文及拉丁文命名参

照《真菌鉴定手册》。 

取培养好的菌丝，先进行细胞总 DNA 的提取，

PCR 法扩增鉴定菌株 ITS序列，扩增出所鉴定菌种的

ITS序列。将 ITS 测序结果在 NCBI 上 BLAST，并选

取与鉴定菌株的 ITS序列同源性高的系列菌株用软件

clustalx 1.83进行比对，用软件 MEGE 4.1 构建系统发

育树。 

1.2.6  菌落生长与碳源关系 

分别以葡萄糖、蔗糖、淀粉、木糖、麦芽糖、乳

糖、果糖为碳源制作培养基，每升基础培养基配方：

(NH4)2SO4 3 g，NaCl 1 g，KH2PO4 2 g，琼脂 20 g。装

入 250 mL三角瓶中，每瓶 150 mL，115 ℃灭菌 20 min

后，通过无菌滤膜分别加入 1 g 碳素（依碳源分子量

将 1 g 碳素换算成碳源的加入量分别加入），摇匀。每

种碳源做 3 个平板。将菌饼接至培养基上，28 ℃培养

4 d 后用十字交叉法测菌落直径，进行不同碳源条件下

生长情况的比较。 

1.2.7  菌落生长与氮源关系 

以酵母提取物、牛肉膏、蛋白胨、硫酸铵、氯化

铵、尿素、硝酸铵、甘氨酸、赖氨酸、酪氨酸为氮源

制作培养基，将菌饼接至培养基上，28 ℃下培养 4 d

后用十字交叉法测菌落直径。氮源加入量计算方法同

1.2.6。 

2  结果与分析 

2.1  苍耳内生真菌对6种植物病原菌的抑制作用 

经过分离纯化，按照菌落的外部特征，即菌落的

颜色、质地、表面特征、是否产色素及色素颜色的差

异等，将其分为8个菌株，编号为SC001、SC002、SC003、

SC004、SC005、SC006、SC007、SC008，进行抑菌活

性的测定，结果见表1。 

表1 苍耳内生真菌发酵液对六种植物病原菌的抑制作用 

Table 1 The antifungal activities of fermentation  liquid  of 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2012, Vol.28, No.9 

1144 

endophyte fungi isolated from Xanthium sibiricum Patr. 

内生 

真菌 

病原菌抑制率/% 

油菜菌 

核病菌 

水稻白叶 

枯病菌 

黄瓜炭 

疽病菌 

西瓜枯 

萎病菌 

水稻稻 

瘟病菌 

番茄早 

疫病菌 

SC001 7.73 14.11 8.16 16.92 3.65 65.62 

SC002 0 2.63 22.72 9.24 2.89 37.38 

SC003 5.92 13.04 20.01 2.99 26.49 57.26 

SC004 0 9.22 6.11 0 17.54 69.00 

SC005 0 2.82 0 0 0 35.34 

SC006 0 12.35 21.81 20.95 0 58.32 

SC007 3.90 24.89 13.22 8.70 12.52 70.58 

SC008 3.90 56.46 83.20 51.78 71.24 73.08 

由表1可看出，8种内生真菌对油菜菌核病菌的抑

制作用不明显，但对水稻白叶枯病菌、黄瓜炭疽病菌、

西瓜枯萎病菌、水稻稻瘟病菌与番茄早疫病菌均有一

定的抑制作用；8种内生真菌对番茄早疫病菌的抑制效

果均较强，抑制率在50%以上的有6株；菌株SC008对6

种植物病原菌均有抑制作用，且对5种植物病原菌的抑

制率均在50%以上。 

2.2  苍耳内生真菌的鉴定 

选出抑菌活性较强的菌株SC008进行形态学及ITS

序列鉴定。 

2.2.1  SC008的形态学鉴定 

菌落于PDA 培养基上平展，棉絮状，疏松，初白

色，后因大量产孢成为灰褐色或黑褐色，低倍体视镜

下即可见菌落上产生的大量黑色孢子，生长较快，28 ℃

培养5 d菌落直径可达8 cm（图1）。菌丝体部分表生，

部分埋生。菌丝无色或极淡褐色，光滑，具隔膜，多

分枝，宽2~5 μm。分生孢子梗分化明显，分枝，弯曲，

具隔膜，光滑，呈淡褐色，宽4~8 μm。产孢细胞单生，

无色，光滑，安瓿形、球形或亚球形，直径8~10 μm。

分生孢子囊单生、顶生，球形或宽椭圆形，褐色或黑

色，光滑,，无隔膜，直径10~22 μm (图2)，分生孢子圆

球形或椭圆形，无色或浅红褐色，光滑，单细胞，直

径2~7 μm（图3）。SC008的显微特征与《真菌鉴定手册》
[9]及相关文献[14]中关于黑孢霉属的描述基本一致，唯一

不同的是《真菌鉴定手册》[9]及相关文献[14]将黑孢霉属

的黑色球状结构描述为孢子，而笔者经过较长时间的

连续观察，发现黑色球状结构在菌丝生长后期会出现

开裂现象，同时周围出现一定数量的小球状结构，笔

者认为显微结构下黑色球状结构应为孢子囊，而其开

裂后产生孢子。 

 

图1 SC008的菌落形态 

Fig.1 Culture characters of SC008 

 

图2 SC008的孢子囊及孢囊梗 

Fig.2 The sporangium and sporangiophore of SC008 

 

图3 SC008孢子囊释放孢子 

Fig.3 Spores were released from sporangium of SC008 

2.2.2  SC008的ITS鉴定 

实验选取抑菌活性较强的菌株SC008运用分子生

物学方法进行初步鉴定。 

通过 PCR 获得菌株的 ITS 近全长序列，将其 ITS

序列与 GenBank 数据库中已经录的序列进行 Blast 分

析，同时结合系统发育树进行分析。 

 

图4 基于苍耳内生真菌SC008的ITS序列构建的系统发育树 

Fig.4 ITS DNA phylogenetic trees of endophytic fungi SC008 

isolated from Xanthium sibiricum Patr 

与 SC008菌株 ITS 相似性较高的序列主要分布于

黑孢霉属（Nigrospora Zim.），并且与黑孢霉属

Nigrospora sp. PCT.24 (HQ248210)在同一分支上，结

合 SC008 的形态学观察，初步判定菌株SC008 属于黑
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孢霉属。 

2.3  SC008菌落生长与碳、氮源的关系 

2.3.1  SC008菌落生长与碳源关系 

表2 不同碳源对SC008菌丝生长的影响 

Table 2 Effects of different carbon sources on the SC008 growth 

碳源 菌落直径/mm 

葡萄糖 69 

蔗糖 80 

淀粉 79 

木糖 70 

麦芽糖 76 

乳糖 85 

果糖 71 

由表2说明，SC008对各种碳源的利用无显著差异，

其中以乳糖和蔗糖分别为碳源的培养基上的生长势强

于其它供试培养基，但蔗糖的经济成本相对较低，所

以选取蔗糖作为适合的碳源，同时SC008也可以利用木

糖，可为利用农产品废弃物如秸秆等原料提供依据。 

2.3.2  SC008菌落生长与氮源关系 

表3 不同氮源对SC008菌丝生长的影响 

Table 3 Effects of different nitrogen sources on the SC008 

growth 

氮源 菌落直径/mm 

酵母提取物 63 

牛肉膏 58 

蛋白胨 42 

硫酸铵 18 

氯化铵 12 

尿素 0 

硝酸铵 22 

甘氨酸 28 

赖氨酸 22 

酪氨酸 24 

由表3可知，SC008对复合氮源利用最好，对氨基

酸及无机氮源利用较差，不能利用尿素。SC008在以酵

母提取物及牛肉膏为氮源的培养基上生长良好，选取

酵母提取物及牛肉膏作为SC008适合的氮源。 

3  结论 

3.1  本研究中8株内生真菌对2株或多株供试植物病原

菌均有抑制作用，其中4株对所有供试植物病原菌均有

抑制，表明了苍耳内生真菌抑菌活性菌株的普遍性。

此外，8株内生真菌对番茄早疫病菌均有抑制且抑制效

果较强，其中6株对番茄早疫病菌的抑制率大于50%，

可为针对番茄早疫病菌的生物农药开发提供进一步的

实验依据及研究思路。 

3.2  菌株SC008相比其他7种内生真菌对供试植物病

原菌的抑制作用具有一定的广谱性，对5种植物病原菌

的抑制作用均大于50%，适合SC008生长的碳源是乳糖

与蔗糖，氮源是酵母提取物与牛肉膏。SC008具有一定

的开发研究前景。在进一步的研究工作中，①需要对

更多的植物病原菌进行抑菌活性测定，以扩大其抑菌

谱；②需对其菌种鉴定和次生代谢物化学成分的分析，

为进一步深入研究奠定坚实的基础。 
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