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摘 要：分析药用植物知母Anemarrhena asphodeloides根、茎、叶中内生真菌的多样性及其次级代谢产物对浅

表感染真菌的抑菌活性，为寻找皮肤真菌病的潜在药物奠定基础。从河北省太行山采集到 5株健康的野生知母，

采用组织块法分离根、茎、叶的内生真菌；结合形态学和分子生物学方法分类鉴定内生真菌；并分别采用菌丝

生长抑制速率法和琼脂扩散法筛选对 5种浅表感染真菌具有抑制活性的菌株。本研究从知母中共分离获得 438株

内生真菌，隶属于 23个属。根、茎、叶的真菌定殖率分别为 99. 33%、74. 00%和 47. 33%，其中根部的优势类群

为镰刀菌属 Fusarium （60. 29%）和棘壳孢属 Setophoma （33. 97%）；茎部的优势类群为镰刀菌属（91. 50%）和

粘帚霉属Clonostachys （7. 19%）；叶部的优势类群为镰刀菌属（35. 53%）和链格孢属Alternaria （14. 47%）。香

农多样性指数显示，叶中的物种多样性最高，其次是根和茎。对 30株代表性菌株发酵液的抑菌实验结果表明：

对犬小孢子菌 Microsporum canis、红色毛癣菌 Trichophyton rubrum、黏膜毛孢子菌 Trichosporon mucoides、糠秕

马拉色菌Malassezia furfur和白色念珠菌Candida albicans具有抑制活性的菌株分别占总数的 96. 67%、100. 00%、

100. 00%、3. 33%和 3. 33%，其中菌株ZMR35对 4种浅表感染真菌均具较强的抑制活性，菌株ZML33则对犬小

孢子菌、红色毛癣菌、黏膜毛孢子菌的抑制率均高于 70%，经分子鉴定两者分别属于黑团孢属Periconia和曲霉

属Aspergillus。知母蕴含较为丰富的内生真菌资源，其中还有较高比例菌株的发酵产物对浅表感染真菌表现出良

好的拮抗活性，这为浅表感染真菌病药物的筛选提供了潜在资源库。
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and dermatophytes. Samples of roots，stems and leaves of 5 healthy wild A. asphodeloides plants were

collected from the Taihang Mountain in Hebei Province. The endophytic fungi of A. asphodeloides

were isolated by tissue block isolation method，and were identified by morphological and molecular

biological methods. The antimicrobial activity of opportunistic pathogenic yeasts and dermatophytes of

endophytic fungi were studied by the agar diffusion and mycelial growth inhibition methods，respec‐

tively. A total of 438 isolates of endophytic fungi were isolated from A. asphodeloides tissues，these

isolates belong to 23 genera. The colonization rate of the endophytic fungi in the roots，stems and

leaves were 99. 33%， 74. 00% and 47. 33% respectively. Fusarium（60. 29%）and Setophoma

（33. 97%）were the dominant genera in the roots，Fusarium（91. 50%）and Clonostachys（7. 19%）were

the dominant genera in the stems，and Fusarium（35. 53%）and Alternaria（14. 47%）were the dominant

genera in the leaves. The Shannon diversity index shows that the species diversity in leaves is the highest，

followed by roots and stems. The antibacterial results of 30 representative strains by performing

fermentation broth showed that：96. 77%，100. 00%，100. 00%，3. 33% and 3. 33% of the isolated

endophytic fungi had inhibitory activity against Microsporum canis，Trichophyton rubrum，Trichospo‐

ron mucoides，Malassezia furfur and Candida albicans，respectively. Among them，the strain ZMR35

has a strong inhibitory activity against four kinds of superficial fungi. The inhibition rates of the

fermentation broth of strain ZML33 against Microsporum canis，Trichophyton rubrum，Trichosporon

mucoides were all higher than 70%. The results indicated that the species diversity of A. asphodeloides

endophytic fungi was rich and the colonization of these species showed tissue specificity. Two of the

strains ZMR35 and ZML33 exhibited significant inhibitory effects on a variety of superficial pathogenic

fungi in vitro. Our results indicate that the secondary metabolites produced by the endophytic fungi of

A. asphodeloides can be used as natural drug candidates for the treatment of superficial mycosis.

Key words：Anemarrhena asphodeloides；endophytic fungi；diversity；superficial pathogenic fungi；

antimicrobial activities

浅 表 感 染 真 菌 感 染（SFIs，superficial fungal

infections）常由皮肤癣菌、念珠菌和马拉色菌这 3

类亲人性病原真菌引起。皮肤癣菌侵犯人的皮肤、

指甲和毛发引起手足癣、甲癣、头癣等皮肤癣菌

病［1］。白色念珠菌Candida albicans主要引起阴道、

胃肠道和口腔的浅表感染，马拉色菌则与花斑癣、

毛囊炎以及脂溢性皮炎有关［2］。现有流行病学调

查结果表明，全球 SFIs 的发生率高达 20%～25%，

已成为影响人类健康的重要疾病之一［3］。目前浅

表感染真菌的耐药率越来越高［4-5］，而且针对 SFIs

的治疗药物抑菌活性较差、起效时间较慢，治疗

过程中也存在易复发、稳定性较差等问题，从而

导致现有药物治疗的临床效果不佳［6］，因此寻找

和开发新的抗SFIs药物显得十分必要［7］。

知母 Anemarrhena asphodeloides 属于百合科

Liliaceae 知母属 Anemarrhena，是 1 种多年生草本

药用植物，其干燥根状茎是我国的传统中药，味

苦、性寒，具有清热泻火、滋阴退蒸、生津止渴

的功效，在外感风热、肺热燥咳、肠燥便秘等症

的治疗中有着广泛的使用［8-9］。现有研究证明知母

提取物对浅表感染真菌具有较好的抑制活性。例

如，吴润标等［10］发现知母提取物在体外对疣状毛

癣菌 Trichophyton verrucosum 具有较强抑制作用。

Lida 等［11］ 采用生物细胞示踪法分离出知母中的

Nyasol 对毛癣菌属、念珠菌属等多株供试皮肤真

菌有抗菌活性。巨艳红等［12］发现知母提取物乳膏

对豚鼠的须癣毛癣菌 Trichophyton mentagrophytes

感染具有良好的治疗作用，且对皮肤无明显致敏

作用及毒性。知母的 β-葡萄糖苷酶水解物对 4种皮

肤真菌：白色念珠菌、须癣毛癣菌、石膏样小孢

子菌Microsporum gypseum、红色毛癣菌Trichophy‐

ton rubrum均有显著的抑制活性，对石膏样小孢子

菌的抑制活性甚至优于氟康唑［13］。随着知母药材

出口量和国内市场需求量的不断增加以及随之而

来的过度采挖，致使野生知母资源已近枯竭［9］，

因此寻找知母药用资源的替代利用方式显得非常

必要。药用植物内生真菌由于长期与宿主的协同

进化，可能会产生与宿主植物相同或相似的药用
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活性成分［14-16］，而且其所产生的次级代谢产物化

学结构新颖，具有抑菌、抗癌、抗病毒、抗氧化、

抗炎症和免疫抑制等多种生物活性，代谢产物的

类型超过了其植物代谢产物的范围［17］，因而药用

植物内生真菌已成为寻找新型活性物质的重要新

资源［18］，同时也为药用植物资源的保护与替代利

用提供了新途径。但目前未见关于知母内生真菌

类群及其抗真菌活性的研究报道。本研究拟系统

分析知母内生真菌的多样性，并对其发酵液对红

色毛癣菌、犬小孢子菌Microsporum canis、黏膜毛

孢 子 菌 Trichosporon mucoides、 糠 秕 马 拉 色 菌

Malassezia furfur 和白色念珠菌等 5 种浅表感染真

菌的体外抗菌活性进行分析，以期筛选出具良好

抗性的内生真菌菌株，为知母药用资源的挖掘与

利用提供新途径，同时也为抗 SFIs 新药开发提供

新的菌种资源库。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

1. 1. 1 供试药用植物 供试植株为河北保定太行

山北部东麓采集的 3年生以上的健康野生知母。采

样地区属于温带季风气候，年平均气温 13. 0 ℃，

年平均降雨量 532 mm。采样时，将知母整株拔出

（根带土）置于 4 ℃冰箱保存，48 h内进行内生真

菌的分离。

1. 1. 2 供试病原真菌 犬小孢子菌 Microsporum

canis、红色毛癣菌Trichophyton rubrum、黏膜毛孢

子菌 Trichosporon mucoides、糠秕马拉色菌 Malas‐

sezia furfur、白色念珠菌Candida albicans，菌株来

自广东药科大学病原生物学与免疫学实验室。

1. 1. 3 主 要 试 剂 引物（ITS1 和 ITS4）、 DNA-

Marker，生工生物工程（上海）股份有限公司；PCR

预混液 2×ProTaq Master Mix（dye plus），湖南艾科

瑞生物工程有限公司；真菌 DNA小量提取试剂盒

HiPure Fungal DNA Mini Kit，Magen公司；马铃薯

葡萄糖固体（PDA）和液体（PDB）培养基、糠秕马拉

色菌培养基，广东环凯生物技术有限公司。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 内生真菌的分离与纯化 采用 Deng 等［19］

的方法从知母中分离内生真菌：将知母植株在流

水下进行充分清洗，去除表面尘土后用消毒剪刀

将根、茎、叶其剪成适当长度，放至载有无菌滤

纸的无菌玻璃皿中将表面水分吸干。样品经过表

面消毒 （φ=75% 酒精 2 min，w=5% 有效氯的次氯

酸钠溶液 1 min）后， 用无菌水冲洗 3遍，取最后

1次清洗的无菌水涂布PDA平板，对表面消毒效果

进行检测。晾干后的样品用无菌剪刀将组织剪成

小片，接种至 PDA平板，每个平板上 5个组织块，

28 ℃暗培养，每日观察。观察到菌丝从组织切口

处长出，及时用接种针挑取转至另一新的 PDA 平

板上，如此数次直至菌落形态典型无杂菌时即可

转入斜面试管中培养保存。

1. 2. 2 内生真菌的鉴定 根据 Yu等［20］的方案使

用传统的形态学鉴定和分子生物学的方法来鉴定

内生真菌。从纯化的菌落中挑取菌丝和分生孢子，

置于载玻片上，在光学显微镜下观察，根据菌丝

和分生孢子的形态特征，对其进行初步的鉴定［21］。

使用真菌基因组DNA提取试剂盒提取基因组DNA

（gDNA），经电泳检测合格的PCR产物送去生工生

物工程（上海）股份有限公司测序。利用 BLAST

（https：//blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi） 在

GenBank中获取该序列的相似序列信息，然后使用

MEGA 7. 0 软件，采用邻接法构建系统发育树［22］。

1. 2. 3 知母内生真菌的液体发酵 加入 1 个内生

真菌的菌饼（直径 0. 5 cm）于 100 mL PDB培养基

中，28 ℃、180 r·min-1孵育 7~10 d，将发酵液依次

用灭菌纱布和无菌滤纸进行粗滤，最后用 0. 22 μm

的一次性膜过滤器对粗滤液过滤除菌，待用［23］。

1. 2. 4 抗浅表感染真菌活性菌株的筛选 采用菌

丝生长抑制法分析内生真菌对犬小孢子菌、黏膜

毛孢子菌、红色毛癣菌体外抗菌活性［24］：制备

PDA 培养基，称量、溶解、分装至大试管，每管

分装 9 mL灭菌备用。将除菌过滤后的内生真菌发

酵液分别取 1 mL至培养皿中，再将灭菌分装好的

PDA 迅速倒入加好发酵液的培养皿中充分混匀后

静置凝固。平板静置过夜无菌生长后即可将 3种皮

肤癣菌的菌饼接种至平板中央，以未加发酵液的

PDA平板接种同样大小的皮肤真菌菌饼作为对照，

一同放入 28 ℃培养 7 d，处理组与对照组的菌落直

径（d）均采用十字交叉法测量。

菌丝生长抑制率计算公式为

菌丝生长抑制率 ＝
d对照菌落 - d处理菌落

d对照菌落

× 100% .

菌株发酵液对糠秕马拉色菌和白色念珠菌的

活性测定采用琼脂扩散法［25］：将糠秕马拉色菌和

白色念珠菌分别接种于马拉平板和PDA上 30 ℃活

化 48 h，接种环挑取平板上的纯培养菌落，置于

5 mL 灭菌生理盐水中研磨混匀，用 1. 0 号麦氏标
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准比浊管将菌悬液浓度调整为 1. 0×107 CFU/mL。

移液枪吸取菌悬液 100 μL 至已倒好的平板上，涂

布棒涂布均匀，待菌液稍干后用孔径 6 mm的打孔

器分别在每个培养基上打 4个孔，每孔加 20 μL融

化的培养基封底，3个孔各加入 50 μL发酵液，1个

孔加生理盐水作阴性对照，4 ℃低温扩散 2 h，

30 ℃培养 36~48 h后观察并记录孔洞周围的抑菌圈

大小，每个菌株平行测定3次。

1. 3 数据分析

知母内生真菌的定殖率（CR）、分离率（IF）、

相对分离频率（RF）、多样性指数（H'）、均匀度指

数（E）以及相似性指数（Cs）参考文献［26］进行计

算，不同部位的比较采用 Duncan多重比较法，统

计显著水平值设为P<0. 05。

2 结果与分析

2. 1 知母内生真菌的分离率与定殖率

表面消毒后的冲洗水样未见菌生长，这表明

分离到的菌株来源于知母植株内部，属于内生真

菌。共有 438株（隶属于 23个属）内生真菌从知母

根、茎、叶分离到，其根 209株、茎 153株、叶 76

株（表 1）。根部内生真菌的分离率与定殖率最高

（分 别 为 139. 33% 和 99. 33%）， 其 次 为 茎 部

（102. 00%、74. 00%），叶部最低（50. 67%、47. 33%）。

2. 2 知母内生真菌的类群结构

对 438株知母内生真菌经形态学特征观察和分

子鉴定后归为 23个属，其中镰刀菌属 Fusarium 和

棘壳孢属 Setophoma 为主要类群，分别占总数的

66. 89% 和 16. 21% （表 2）。知母不同部位内生真

菌的类群结构存在差异：根部真菌有 9个属，其中

镰刀菌属（60. 29%）和棘壳孢属（33. 97%）为优势类

群，帚枝霉属 Sarocladium、棘壳孢属、小球腔霉

属Leptosphaeria、黑团孢属Periconia和Dictyochei‐

rospora仅分布在根部；茎部以镰刀菌属（91. 50%）

和粘帚霉属 Clonostachys（7. 19%）为优势类群，粘

帚霉属只分布在茎部；叶部共有 16 个属，以镰刀

菌属（35. 53%）和链格孢属 Alternaria（14. 47%）为

主要类群，链格孢属、炭疽菌属 Colletotrichum、

尾孢菌属Cercospora、枝孢菌属Cladosporium和拟

星衣属Arthopyrenia等只在叶中分离到。

2. 3 知母不同部位内生真菌的多样性和相似性

分析

由表 3可以看出，知母总的内生真菌多样性指

数（H′）为 1. 33，不同部位的多样性指数由高到低

分别为叶（2. 14）、根（0. 96）、茎（0. 33）；叶的均

匀度指数（E）最高（0. 77），其次为根（0. 44）和叶

（0. 30）。分析不同部位之间的相似性系数可以看

出：根和茎（Csroot-stem＝0. 50）之间的群落组成为中

等相似，茎和叶（Csstem-leaf＝0. 12）、根和叶（Csroot-leaf

＝0. 32）之间的群落组成分别为极不相似和中等不

相似（表3）。

2. 4 知母内生真菌的抗真菌活性

本研究从分离到的内生真菌挑选出 30 株代表

菌株（表 4）用于抗浅表感染真菌活性的筛选。从表

5可以看出，对犬小孢子菌、红色毛癣菌、黏膜毛

孢子菌、糠秕马拉色菌和白色念珠菌具有抑制活

性 的 菌 株 分 别 占 总 数 的 96. 67%、 100. 00%、

100. 00%、3. 33%和 3. 33%；检测的所有内生真菌

都至少对 1种浅表感染真菌具有抑制作用；同时对

这 3种皮肤真菌（犬小孢子菌、红色毛癣菌和黏膜

毛孢子菌） 具活性的菌株占 96. 67%。其中菌株

ZML33和ZMR35的抑制效果最明显，菌株ZML33

的发酵液对犬小孢子菌、红色毛癣菌、黏膜毛孢

子菌 3种皮肤真菌的抑制率都高于 70%，其中对犬

小孢子菌的抑制活性高达 89. 65%。菌株ZMR35的

发酵液则除了对犬小孢子菌（55. 12%）、红色毛癣

菌（57. 49%）、黏膜毛孢子菌（49. 52%）这 3种皮

肤真菌有较强的活性外，还能抑制糠秕马拉色菌

的生长，琼脂扩散实验显示其抑菌圈直径大于

18 mm（表 5）。在GenBank中BLAST比对发现菌株

ZML33 的 ITS 序 列 与 Aspergillus niger

（KF496078. 1） 的一致性高达 99. 65%，在系统发

育树中可与 2个Aspergillus niger参考序列形成一个

支持度为 100% 的支 （图 1），因而将其鉴定为

Aspergillus niger；菌株 ZMR35 的 ITS 序列与黑团

孢属中的 Periconia macrospinosa （MT446142. 1）

表1 内生真菌在知母中的分离率和定殖率 1）

Table 1 The isolation rate and colonization rate of

fungal endophytes of A. asphodeloides

植株

部位

根

茎

叶

总计

组织

块数

150

150

150

450

长菌

组织块数

149

111

71

331

分离

真菌数

209

153

76

438

分离率/

%

139. 33a

102. 00 b

50. 67 c

97. 33

定殖率 /

%

99. 33 a

74. 00 b

47. 33 c

73. 56

1）同列的不同小写英文字母表示根、茎、叶之间具有显著

差异（P<0. 05）。
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的一致性高达 99. 81%，在系统发育树中与 2 个

Periconia macrospinosa 参考序列聚类成一个支持

度为 91% 的分支（图 2），因而将其鉴定为 Perico‐

nia macrospinosa。

3 讨 论

本研究从河北保定太行山野生知母的根、茎

和叶子中分离出了 23 属 438 株内生真菌，表明药

表2 知母内生真菌的种类组成

Table 2 The taxa of endophytic fungi in A. asphodeloides %

菌属

镰刀菌属Fusarium

棘壳孢属 Setophoma

小球腔霉属 Leptosphaeria

Dictyocheirospora

黑团孢属 Periconia

曲霉属 Aspergillus

帚枝霉属 Sarocladium

木霉属 Trichoderma

漆斑菌属 Myrothecium

粘帚霉属 Clonostachys

链格孢属 Alternaria

炭疽菌属 Colletotrichum

尾孢菌属 Cercospora

枝孢菌属 Cladosporium

拟星衣属 Arthopyrenia

弯孢属 Curvularia

毛壳菌属Collariella

Latorua

毛霉菌属 Mucor

棒孢霉属 Corynespora

刚毛藻属 Setophoma

匍柄霉属 Stemphylium

茎点霉属 Phoma

总计

内生真菌的相对分离频率

根

60. 29

33. 97

1. 44

1. 44

0. 96

0. 96

0. 48

0. 48

0. 48

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

100. 00

茎

91. 50

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

1. 31

0. 00

7. 19

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

100. 00

叶

35. 53

0. 00

0. 00

0. 00

0. 00

1. 32

0. 00

0. 00

1. 32

0. 00

14. 47

11. 84

9. 21

6. 58

2. 63

2. 63

1. 32

1. 32

1. 32

1. 32

1. 32

5. 26

2. 63

100. 00

总计

66. 89

16. 21

0. 69

0. 69

0. 46

0. 69

0. 23

0. 69

0. 46

2. 51

2. 51

2. 06

1. 60

1. 14

0. 46

0. 46

0. 23

0. 23

0. 23

0. 23

0. 23

0. 91

0. 46

100. 00

表3 知母根、茎、叶中内生真菌的多样性 1）

Table 3 The diversity of endophytic fungi in roots，stems and leaves of A. asphodeloides

植株部位

根

茎

叶

总计

株数

209

153

76

438

物种数

9

3

16

23

多样性指数

0. 96b

0. 33c

2. 14a

1. 33

均匀度指数

0. 44b

0. 30b

0. 77a

0. 43

相似性指数

根

1

0. 32

茎

0. 50

1

叶

0. 12

1

1）同列的不同小写字母表示不同部位的多样性指数和均匀度指数具有显著性差异（P＜0. 05）。
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用植物知母中的内生真菌资源丰富。知母内生真

菌总的定殖率和分离率分别为 73. 56%和 97. 33%，

总的多样性指数为 1. 33，与孙剑秋［27］报道的我国

北方地区 15科 18种常见药用植物内生真菌的多样

性结果相似。与 Park 等［28］的研究结果类似的是，

知母根部内生真菌的分离率和定殖率最高。植物

根部长期与土壤接触，土壤中的微生物非常丰富

且容易通过根部开口侵染植物，这可能是根部内

生真菌定植率和分离率高的原因，而叶子的生命

期较短可能是其定植率和分离率低的原因［29］。内

生真菌在知母不同部位的类群结构与分布也具有

一定的专一性和差异性：知母根部、茎部和叶部

的优势类群均是镰刀菌属，这与同为百合科药用

植物的贝母 Fritillaria thnbergi、黄精 Polygonatum

sibiricum、剑叶龙血树 Dracaena cochinchinensis的

研究结果一致［30-32］。有 19 个属的内生真菌只定殖

表4 知母内生真菌的分子鉴定

Table 4 The molecular identification of endophytic fungi from A. asphodeloides

菌株编号

ZMR8

ZMR9

ZMR10

ZMR12

ZMR13

ZMR25

ZMR35

ZMR36

ZMR40

ZMR48

ZMS4

ZMS16

ZMS17

ZMS26

ZMS36

ZMS37

ZML2

ZML8

ZML12

ZML16

ZML17

ZML28

ZML29

ZML30

ZML31

ZML33

ZML36

ZML41

ZML42

ZML44

植株

部位

根

根

根

根

根

根

根

根

根

根

茎

茎

茎

茎

茎

茎

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

叶

最相似菌株

Leptosphaeria sp. strain daef42 （MH550512. 1）

Setophoma terrestris. isolate ACR09 （KX823407. 1）

Setophoma terrestris. isolate TVD （KF494172. 1）

Setophoma terrestris. isolate NRRL （ JN615482. 1）

Dictyocheirospora rotunda. isolate KUMCC （MT627718. 1）

Myrothecium sp. isolate P6367 （MH063659. 1）

Periconia macrospinosa. strain ZMXR37 （MT446142. 1）

Fusarium solani. genes （MT446142. 1）

Trichoderma sp. isolate SDAS203184 （MT446142. 1）

Periconia macrospinosa. isolate DEPMDA-7 （KU901558. 1）

Fusarium falciforme. isolate ITCC-6846 （KU901558. 1）

Clonostachys rosea. strain S3 （MK361146. 1）

Fusarium solani. isolate 25# （MH730448. 1）

Fusarium oxysporum. isolate Fo1 （MN995067. 1）

Clonostachys rosea. isolate R2-5 （KT876553. 1）

Trichoderma sp. isolate SDAS203184 （MK870442. 1）

Colletotrichum spaethianum. strain CSSX3 （GQ485584. 1）

Cercospora beticola. strain 3-31 （MW581361. 1）

Collariella bostrychodes. isolate MN4 （MH931826. 1）

Latorua caligans voucher. UFMGCB9618 （KX788212. 1）

Mucor circinelloides. strain CMRC558 （MT603942. 1）

Cladosporium sp. strain J3 （MT729888. 1）

Arthopyrenia sp. strain CKG57 （MW064166. 1）

Alternaria tenuissima. isolate VGAT14-1 （MF688911. 1）

Albifimbria verrucaria. strain M144 （MK497782. 1）

Aspergillus niger. strain FCBP416 （KF496078. 1）

Curvularia geniculata. strain FB （KX022495. 1）

Setophoma terrestris. isolate TVD （KF494169. 1）

Stemphylium sp. 112 （KU195824. 1）

Phoma sp. FL-2018c （MT796105. 1）

一致性/

%

99. 26

99. 80

99. 80

99. 80

93. 60

99. 38

99. 81

99. 03

99. 81

96. 63

100. 00

99. 81

99. 81

100. 00

100. 00

100. 00

100. 00

99. 80

100. 00

99. 54

100. 00

100. 00

100. 00

100. 00

100. 00

99. 65

99. 81

100. 00

100. 00

100. 00

属

小球腔霉属Leptosphaeria

棘壳孢属 Setophoma

棘壳孢属 Setophoma

棘壳孢属 Setophoma

Dictyocheirospora

漆斑菌属 Myrothecium

黑团孢属 Periconia

镰刀菌属 Fusarium

木霉属 Trichoderma

黑团孢属 Periconia

镰刀菌属 Fusarium

粘帚霉属 Clonostachys

镰刀菌属 Fusarium

镰刀菌属 Fusarium

粘帚霉属 Clonostachys

木霉属 Trichoderma

炭疽菌属 Colletotrichum

尾孢菌属 Cercospora

毛壳菌属Collariella

Latorua

毛霉菌属 Mucor

枝孢菌属 Cladosporium

拟星衣属 Arthopyrenia

链格孢属 Alternaria

漆斑菌属 Albifimbria

曲霉菌属 Aspergillus

弯孢属Curvularia

刚毛藻属 Setophoma

匍柄霉属 Stemphylium

茎点霉属Phoma
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于根、茎、叶的其中一个部位，帚枝霉属 Sarocla‐

dium、棘壳孢属、小球腔霉属Leptosphaeria、黑团

孢属 Periconia 和 Dictyocheirospora 仅分布在根部，

粘帚霉属只分布在茎部，链格孢属、炭疽菌属

Colletotrichum、尾孢菌属 Cercospora、枝孢菌属

Cladosporium 和拟星衣属 Arthopyrenia 等则只在叶

中分离到。这一结果可能是由于知母不同部位的

组织结构及营养条件不同所导致［33］。

SFIs 在全球的发病率和复发率均较高，而现

有的药物存在抑菌能力较差、起效慢、容易耐药、

治疗效果不稳定、易复发等问题，总体治疗效果

不理想［6］，因此寻找新的活性物质和药物显得十

表5 知母内生真菌发酵液对5种浅表感染真菌的抑制活性（x̄±s，n=3）1）

Table 5 Inhibitory activity of endophytic fungi fermentation broth from A. asphodeloides

against five superficial pathogenic fungi（x̄±s，n=3）

菌株

Leptosphaeria sp. ZMR8

Setophoma sp. ZMR9

Setophoma sp. ZMR10

Setophoma sp. ZMR12

Dictyocheirospora sp. ZMR13

Myrothecium sp. ZMR25

Periconia sp. ZMR35

Fusarium sp. ZMR36

Trichoderma sp. ZMR40

Periconia sp. ZMR48

Fusarium sp. ZMS4

Clonostachys sp. ZMS16

Fusarium sp. ZMS17

Fusarium sp. ZMS26

Clonostachys sp. ZMS36

Trichoderma sp. ZMS37

Colletotrichum sp. ZML2

Cercospora sp. ZML8

Collariella sp. ZML12

Latorua sp. ZML16

Mucor sp. ZML17

Cladosporium sp. ZML28

Arthopyrenia sp. ZML29

Alternaria sp. ZML30

Albifimbria sp. ZML31

Aspergillus sp. ZML33

Curvularia sp. ZML36

Setophoma sp. ZML41

Stemphylium sp. ZML42

Phoma sp. ZML44

抑制率 / %

犬小孢子菌

8. 88±0. 04

14. 53±0. 04

23. 40±0. 01

-1. 69±0. 03

7. 17±0. 03

11. 16±0. 02

55. 12±0. 05

15. 49±0. 03

15. 49±0. 03

7. 17±0. 01

2. 30±0. 06

5. 31±0. 02

5. 24±0. 05

1. 73±0. 02

39. 79±0. 14

28. 37±0. 07

7. 23±0. 03

4. 48±0. 02

5. 03±0. 03

6. 45±0. 01

1. 41±0. 02

12. 31±0. 03

3. 14±0. 02

12. 44±0. 03

9. 19±0. 02

89. 65±0. 00

11. 20±0. 03

4. 73±0. 03

7. 08±0. 03

1. 73±0. 02

红色毛癣菌

7. 19±0. 03

38. 06±0. 03

11. 49±0. 02

9. 70±0. 07

10. 97±0. 01

15. 23±0. 04

57. 49±0. 01

39. 96±0. 02

19. 61±0. 03

20. 56±0. 03

1. 34±0. 04

9. 67±0. 10

5. 44±0. 05

3. 94±0. 06

23. 01±0. 03

18. 70±0. 01

6. 06±0. 44

3. 83±0. 44

5. 09±0. 02

17. 36±0. 02

1. 17±0. 04

21. 73±0. 07

12. 85±0. 04

8. 05±0. 03

9. 57±0. 05

72. 32±0. 03

6. 71±0. 03

28. 08±0. 05

3. 86±0. 03

5. 51±0. 03

黏膜毛孢子菌

10. 14±0. 03

11. 21±0. 03

29. 10±0. 03

5. 14±0. 01

12. 54±0. 04

17. 08±0. 04

49. 52±0. 02

9. 30±0. 01

60. 29±0. 04

6. 61±0. 06

11. 46±0. 02

12. 07±0. 02

7. 69±0. 00

15. 01±0. 01

62. 32±0. 03

60. 58±0. 04

11. 44±0. 03

8. 36±0. 02

2. 84±0. 04

9. 93±0. 04

1. 00±0. 05

36. 58±0. 04

8. 09±0. 03

25. 70±0. 04

17. 66±0. 03

74. 61±0. 02

11. 71±0. 03

1. 09±0. 03

7. 12±0. 02

15. 19±0. 02

抑菌活性

白色念珠菌

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

＋＋＋

－

－

－

－

－

糠秕马拉色菌

－

－

－

－

－

－

＋＋＋

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

－

1）“－”：无抑菌活性；“＋＋＋”：抑菌圈直径d ≥1. 5 cm。
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分必要［7］。药用植物内生真菌由于长期生活在植

物内部，与宿主植物存在“协同进化”的过程，

它们可能产生与宿主植物相同或相似的生物活性

物质［14-16］，另外也可能合成植物本身没有的新型

次生代谢产物［17］，因而药用植物内生真菌已成为

新药开发的一个重要资源库［18］。有研究表明知母

对毛癣菌属、念珠菌属等皮肤真菌有较强的抑制

作用，但关于知母内生真菌抗浅表感染真菌的活

性研究未见报道。本研究对 30 株代表性知母内生

真菌发酵液的抑菌实验结果表明：对犬小孢子菌、

红色毛癣菌、黏膜毛孢子菌、糠秕马拉色菌和白

色念珠菌具有抑制活性的菌株分别占总数的

96. 67%、100. 00%、100. 00%、3. 33% 和 3. 33%，

其中菌株 P. macrospinosa ZMR35 对除白色念珠菌

外的 4 种皮肤真菌均有较强的抑制作用，菌株

A. niger ZML33 则对犬小孢子菌、红色毛癣菌、

黏膜毛孢子菌这 3 种皮肤真菌的抑制率高于 70%。

Bajpai等［34］和Shin等［35］的研究也证明了Aspergillus

采用Neighbor-Joining法基于内生真菌的 ITS rDNA序列构建；Evansstolkia leycettana strain DTO429B1 (MW671014)为外类群；

发育树上的数字为1 000次重复后的自展值，标尺长度表示遗传距离。

图1 基于 ITS rDNA 序列构建的内生真菌菌株ZML33系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree based on the ITS rDNA gene sequence of endophytic fungus strain ZML33

采用Neighbor-Joining法基于内生真菌的 ITS rDNA序列构建；Noosia banksiae strain CBS129526 (MH878062)为外类群；

发育树上的数字为1 000次重复后的自展值，标尺长度表示遗传距离。

图2 基于 ITS rDNA 序列构建的内生真菌菌株ZMR35系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree based on the ITS rDNA gene sequence of endophytic fungus strain ZMR35
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和 Periconia 对白色念珠菌、须癣毛癣菌、红色毛

癣菌等人类病原真菌具有强效活性。知母内生真

菌代谢产物对毛癣菌属、小孢子菌属、念珠菌属

具有抑制活性，这与知母植物提取物的研究结果

相似［10-13］。内生真菌 P. macrospinosa ZMR35 对糠

秕马拉色菌具有良好的抑菌活性，而在知母提取

物中却未见相关报道。以上研究表明，知母内生

真菌为开发新的抗 SFIs 治疗药物提供了重要的资

源库。
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