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摘要： 目的　 研究华泽兰内生真菌的分离及其抑菌、 抗肿瘤活性。 方法　 采用组织分离法分离内生真菌， 通过形态学

观察和其 ＩＴＳ （５􀆰 ８Ｓ） 序列的分子生物学方法鉴定内生真菌， ＫＢ 纸片法和 ＭＴＴ 法分别对内生真菌代谢产物的乙酸乙

酯提取物进行抑菌实验和体外抗肿瘤实验， ＰＣＲ 法分析和检测内生真菌 ＰＫＳ 和 ＮＲＰＳ 基因。 结果　 从中分离得到 ８ 株

内生真菌， 分别鉴定为禾谷镰刀菌、 间座壳属、 链格孢属、 层生镰刀菌、 葡萄座腔菌属小新壳梭孢、 细极链格孢、 首

都叶点霉。 菌株 ＥＣ１０２、 ＥＣ１０３、 ＥＣ１０７、 ＥＣ１０８、 ＥＣ１１１ 对金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、 枯草芽孢杆菌、 面包酵母都

具有很好的抑菌活性， ＥＣ１０２、 ＥＣ１０７、 ＥＣ１０８、 ＥＣ１０９ 对人乳腺癌细胞株有较好的抗肿瘤活性。 从华泽兰内生菌株中

发现 ４ 个 ＮＲＰＳ 基因片段和 １ 个 ＰＫＳ 基因片段。 结论　 分离得到的内生真菌具有潜在的抑菌和抗肿瘤活性， 且能产生

ＮＲＰＳ 基因和 ＰＫＳ 基因。
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ＥＣ１０７， ＥＣ１０８ ａｎｄ ＥＣ１０９ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ． Ｆｏｕｒ ＮＲＰＳ ｇｅｎｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｏｎｅ ＰＫＳ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｓｔｒａｉｎ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｅｎ⁃
ｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｒｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｎｄ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｒｅｓｏｕｒｃｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｐｒｏｄｕｃｅ ＮＲＰＳ ａｎｄ ＰＫＳ ｇｅｎｅｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｅｕｐａｔｏｒｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ Ｌ．； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ； ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｙ； ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 华泽兰 Ｅｕｐａｔｏｒｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ Ｌ． 为菊科泽兰属一

年生或多年生草本植物， 在我国主要分布于东南部

至西南部。 传统药理研究表明， 华泽兰具有清热解

毒、 凉血利咽、 抗炎镇痛等功效； 现代研究表明，
华泽兰富含结构新颖的萜类及黄酮类化合物， 具有

显著的抑菌和抑制肿瘤细胞活性［１⁃３］。 刘梦元等［４］

从华泽兰根中分离得到苯并呋喃类化合物， 具有较

强抑菌活性； 尉小琴等［５］ 从华泽兰中分离得到泽

兰苦内酯类化合物， 对人胃癌 ＨＧＣ⁃２７ 细胞及小鼠

黑色素瘤 Ｂ１６ 细胞有显著的细胞毒活性。
Ｓｔｉｅｒｌｅ 等［６］从短叶红豆杉 Ｔａｘｕｓ ｂｒｅｖｉｆｏｌｉａ 中分

离到一株能够产生与宿主相同的抗肿瘤代谢产物紫

杉醇的内生真菌 Ｔａｘｏｍｙｃｅｓ ａｎｄｒｅａｎａｅ， 而且从药用

植物内生真菌中寻找活性成分成为研究的热点， 大

量的抑菌抗肿瘤活性成分从中分离出来， 如紫杉

醇、 喜树碱、 长春新碱、 鬼臼毒素等［７］。 从泽兰

属中药内生真菌中筛选结构新颖、 效价高、 成药性

良好的抑菌、 抗肿瘤先导物颇具研究前景， 但目前

有关华泽兰内生菌产生抑菌、 抗肿瘤活性代谢产物

的研究尚未见报道。
植物内生真菌能够产生萜类、 生物碱类、 芳香

类、 肽类等活性次生代谢产物， 可分为聚酮类和非

核糖体多肽类化合物， 生物合成过程分别是在聚酮

合酶 （ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ＰＫＳ） 和非核糖体肽合

成酶 （ｎｏｎ⁃ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ， ＮＲＰＳ） 的

催化下完成［８］。 基于 ＰＫＳ 和 ＮＲＰＳ 功能基因定向

筛选的方法， 可以预测菌株可能产生的化合物类

型， 发现新的聚酮类和非核糖体肽类［９］。
本研究以传统药用植物华泽兰为材料， 从植物

各部位分离内生真菌， 并利用形态学特征结合 ＩＴＳ
序列分析进行内生真菌的鉴定； 筛选含有 ＰＫＳ 和

ＮＲＰＳ 基因的功能菌株， 预测其产生次生代谢产物

的能力。 在此基础上， 通过活性筛选的方法从中挖

掘出具有抑菌、 抗肿瘤活性菌株。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 供试植物 　 华泽兰于 ２０１６ 年 ９ 月至 ２０１６
年 １１ 月采自杭州西山国家森林公园， 采用随机取

样法收集健康植株的根、 茎、 叶、 花， 装入无菌袋

内带回实验室， 用于内生真菌的分离。
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基　 采用 ＰＤＡ 培养基进行内生真菌的

分离和纯化， 采用 ＰＤＢ 培养基进行内生真菌的发

酵培养， 采用康乃馨叶片培养基 （ＣＬＡ） 进行内生

真菌的产孢培养。
１􀆰 １􀆰 ３　 试剂　 真菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购于生

工生物工程 （上海） 有限公司； ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 和 ２×
Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 均购于宝生物工程 （大连） 有

限公司； ＰＣＲ 扩增引物合成和 ＰＣＲ 扩增产物测序

均由生工生物工程 （上海） 有限公司完成。
１􀆰 ２　 内生真菌分离　 采用组织分离法， 参照汪滢

等［１０］报道。 将健康华泽兰的根、 茎、 叶、 花用自

来水洗净， 切为小段或小片。 分别用 ７５％ 乙醇和

３％次氯酸钠溶液消毒 ２ ｍｉｎ， 其间分别无菌水冲洗

多次。 样品晾干后， 切成约 １ ｃｍ×１ ｃｍ 大小， 接到

ＰＤＡ 培养基上， ２８ ℃培养。 将最后 １ 次清洗样品

所用无菌水涂布于 ＰＤＡ 平板上作为对照， 同样条

件下培养、 观察， 以确保表面消毒彻底。 挑取样品

切口处长出的菌丝尖端部分， 转接至新鲜 ＰＤＡ 培

养基上， 多次纯化培养， 直至获得纯菌株。
１􀆰 ３　 内生真菌鉴定　 观察内生真菌的平板菌落形

态、 菌丝形态和孢子形态， 结合 《真菌鉴定手册》
对分离到的真菌进行表型鉴定［１１］， 分子生物学鉴

定参照相关文献报道的方法［１０］。 采用 ＣＴＡＢ 法提

取内生真菌的基因组 ＤＮＡ， 以此为模板， ＩＴＳ１、
ＩＴＳ４ 为引物， 对内生真菌进行 ＰＣＲ 扩增， 在 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 数据库中用 ＢＬＡＳＴ 进行比对分析。 采用

ＭＥＧＡ５ 软件的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ （邻接） 法构建内

生真菌的系统发育树， Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ １ ０００ 次进行稳定

性检验。
１􀆰 ４　 内生真菌 ＰＫＳ 和 ＮＲＰＳ 基因检测和分析　 以

内生真菌菌株基因组 ＤＮＡ 为模板， 按照文献的方

法， 采 用 兼 并 引 物 ＫＡＦ１ （ ５′⁃ＧＡＲＫＳＩＣＡＹＧＧＩ⁃
ＡＣＩＧＧＩＡＣ⁃３′）、 ＫＡＲ１ （５′⁃ＣＣＡＹＴＧＩＧＣＩＣＣＲＴＧＩＣ⁃
ＣＩＧＡＲＡＡ⁃３′） 和 ＡＵＧ００３ （ ５′⁃ＣＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＧ⁃
ＧＮＡＡＲＣＣＨＡＡ⁃３′）、 ＡＵＧ００７ （ ５′⁃ＣＣＧＧＡＣＣＡＴ⁃
ＧＴＣＧＣＣＮＧＴＢＹＫＲＴＡ⁃３′） 进行 ＰＫＳ、 ＮＲＰＳ 功能
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基因的 ＰＣＲ 扩增［９⁃１０］。 ＰＣＲ 产物经纯化后测序。
利用 ＢＬＡＳＴｘ 软件将获得的 ＰＫＳ 和 ＮＲＰＳ 基因序列

转化为氨基酸序列， 在线进行序列的同源性比对。
１􀆰 ５　 内生菌发酵培养和活性成分提取　 将筛选出的

内生真菌接种 ＰＤＢ 发酵培养基 （１００ ｍＬ ／ ５００ ｍＬ），
２５ ℃ 培养 ７ ～ １０ ｄ。 活性成分的提取参照文献

［１０］ 报道的方法， 发酵液用布氏漏斗过滤。 发酵

滤液用等体积乙酸乙酯萃取 ３ 次， 收集萃取液

４５ ℃下减压浓缩至干， 用抑菌、 抗肿瘤实验。
１􀆰 ６　 抑菌活性测定　 采用滤纸片法。 以革兰氏阳

性菌金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ、 枯草芽

胞杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ、 革兰氏阴性菌大肠杆菌

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ、 真 菌 面 包 酵 母 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ 为指示菌， 分别吸取测试样品溶液 （以乙

酸乙酯稀释至 １０ ｍｇ ／ ｍＬ） １５ μＬ 滴加于空白药敏

纸片 （直径 ６ ｍｍ） 上， 将纸片贴到涂布有 ０􀆰 ２ ｍＬ
指示菌菌液 （约 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ） 的 ＬＢ 平板上，
以乙酸乙酯为空白对照， １００ μｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素为

阳性对照， ３７ ℃ 培养 ２４ ｈ， 测定各样品抑菌圈

直径。
１􀆰 ７　 抗肿瘤活性检测　 采用 ＭＴＴ 法［５］。 以人乳腺

癌细胞株 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＣＦ⁃７ 为检测瘤株， 完

全培养基为阴性对照， 阿霉素为阳性对照。 细胞在

９６ 孔板中培养后， 于 ４９０ ｎｍ 波长处检测各孔吸光

度 （Ａ）， 计算 ＩＣ５０。
２　 结果

２􀆰 １　 内生真菌的分离与鉴定 　 采用平板分离法，
从华泽兰中分离得到内生真菌 ４３ 株。 根据内生真

菌菌株的平板菌落形态特征和显微镜下的形态特

征， 去重后共得到内生真菌 ８ 株。
在 ＰＤＡ 培养基上， 部分菌株的菌落形态见图

１、 表 １。 各菌株的菌落形态丰富， 有绒毛状、 絮

状、 花瓣状， 颜色有白色、 粉红色、 红色、 黑色、
绿色等； 有的菌株生长较快， 菌丝发达， 有的生长

较慢。 图 １ 表明， ＥＣ２、 ＥＣ７、 ＥＣ８ 菌株生长较快，
菌丝发达， 迅速长满整个平板， 而 ＥＣ４、 ＥＣ９ 生长

较慢。

注： Ａ～Ｅ 分别为菌株 ＥＣ１０２、 ＥＣ１０４、 ＥＣ１０７、 ＥＣ１０８ 和 ＥＣ１０９ 的正面平板菌落形态 （１）、 反面平板菌

落形态 （２） 和显微镜下分生孢子形态 （３， ×４００）。

图 １　 部分内生真菌形态特征

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｎ ｓｏｍｅ ｅｎｔｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

　 　 以华泽兰内生真菌的基因组 ＤＮＡ 为模板， 以

ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 为引物， 成功扩增了其 ＩＴＳ 区序列，
测序结果提交 ＧｅｎｅＢａｎｋ 经 Ｂｌａｓｔ 比对分析和进化树

分析， 基于 ＩＴＳ 区序列的系统发育分析见图 ２。 由

此可知， ８ 株菌株分别与 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ、
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ、 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ、 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆ⁃

ｅｒａｔｕｍ、 Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ、 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ、 Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ 的亲缘关系最近

（序列相似度 ９８％ 以上）， 将其 ＩＴＳ 区序列提交

Ｇｅｎｂａｎｋ， 获 得 登 录 号。 结 合 形 态 学 特 征 和

５􀆰 ８ＳｒＤＮＡ ／ ＩＴＳ 区 序 列 分 析 结 果， 菌 株 ＥＣ１０２、
ＥＣ１０３ 鉴定为禾谷镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ
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　 　 　 　 　 　 表 １　 内生真菌表型鉴定

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ
编号 菌落形态（ＰＤＡ 平皿） 显微特征

ＥＣ１０２ 菌丝呈绒毛状，白色至红色，反面中间呈玫瑰红色 菌丝发达，分支状，菌丝具隔膜，分生孢子镰刀形，具 ２～３ 个隔膜

ＥＣ１０３ 菌丝呈绒毛状，白色至浅红色，反面呈浅洋红色 菌丝发达，分支状，菌丝具隔膜，分生孢子镰刀形，具隔膜

ＥＣ１０４ 菌落呈绒毛状，菌丝橄榄绿色，反面黑色，中间颜色深 菌丝发达呈交织的分支状，菌丝有横隔，分生孢子呈椭圆形

ＥＣ１０５ 菌落呈絮状，菌丝白色至灰黑色，反面白色至灰黑色 菌丝有隔膜，分生孢子呈卵形，黄褐色，具有横隔

ＥＣ１０７ 菌丝白色至粉色絮状，反面浅橙色至肉桂褐色 菌丝具隔膜，大分生孢子镰刀形，具隔膜，小分生孢子呈卵形

ＥＣ１０８ 菌落呈絮状，菌丝白色，反面白色至深绿色 菌丝发达，细长有隔，分生孢子纺锤形，无隔膜

ＥＣ１０９ 菌落呈绒毛状，菌丝灰黑色至黑色，反面黑色 菌丝无隔膜，分生孢子呈卵形，黄褐色，具有横隔

ＥＣ１１１ 菌落生长慢，墨绿色，质地较致密，边缘清晰 菌丝无隔膜，分生孢子器轮生，球形，分生孢子球形、黑色

图 ２　 内生真菌 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序列系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｅｎｔｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ １８ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（ＧｅｎｅＢａｎｋ 登陆号 ＭＫ２４３４８２ 和 ＭＫ２４３４８３）； 菌株

ＥＣ１０４ 鉴定为间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ （ＧｅｎｅＢａｎｋ 登

陆号 ＭＫ２４３４８４）； 菌株 ＥＣ１０５ 鉴定为链格孢属 Ａｌ⁃
ｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ （ ＧｅｎｅＢａｎｋ 登陆号 ＭＫ２４３４８５）；
菌 株 ＥＣ１０７ 鉴 定 为 层 生 镰 刀 菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ （ＧｅｎｅＢａｎｋ 登陆号 ＭＫ２４３４８６）； 菌株

ＥＣ１０８ 鉴 定 为 葡 萄 座 腔 菌 属 小 新 壳 梭 孢

Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ ｐａｒｖｕｍ （ ＧｅｎｅＢａｎｋ 登 陆 号

ＭＫ２４３４８７）； 菌株 ＥＣ１０９ 鉴定为细极链格孢 Ａｌｔｅｒ⁃
ｎａｒｉａ ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ （ＧｅｎｅＢａｎｋ 登陆号 ＭＫ２４３４８８）； 菌

株 ＥＣ１１１ 鉴 定 为 首 都 叶 点 霉 属 Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ
ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ （ＧｅｎｅＢａｎｋ 登陆号 ＭＫ２４３４８９）。
２􀆰 ２　 ＮＲＰＳ 和 ＰＫＳ 基因分析 　 华泽兰内生菌株的

ＮＲＰＳ 和 ＰＫＳ 基因扩增电泳图见图 ３， 可见产物条

带在 ６００ ～ ７００ ｂｐ 左右。 本研究共得到了 ３ 个

ＮＲＰＳ 基因片段， 占总量的 ３７􀆰 ５％ ； １ 个 ＰＫＳ 基因

片段， 占总量的 １２􀆰 ５％ 。 将测序得到的 ＮＲＰＳ 和

ＰＫＳ 基因片段用 ＢＬＡＳＴ 比对， 结果见表 ２， 可知

ＮＲＰＳ 片段与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已知 ＮＲＰＳ 序列的相似度

并不高， 仅为 ７０％ ～８３％ ， 表明对分离到 ８ 株菌株
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注： Ｍ 为 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 ＥＣ１１１ 的 ＰＫＳ 基因扩增产物， ２～ ４ 分

别为 ＥＣ１０４、 ＥＣ１０７、 ＥＣ１１１ 的 ＮＲＰＳ 基因扩增产物。

图 ３　 部分菌株的 ＰＫＳ 和 ＮＲＰＳ 基因扩增电泳图

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＰＫＳ ａｎｄ ＮＲＰＳ ｇｅｎｅ
ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｓｔｒａｉｎｓ

　

的 ＮＲＰＳ 和 ＰＫＳ 基因研究较少。 因此， 对其深入

探讨将有可能发现新型聚酮类和非核糖体多肽类化

合物。
２􀆰 ３　 内生真菌代谢产物的抑菌活性　 对分离纯化

得到的内生真菌进行液体培养， 发酵液经乙酸乙酯

提取后， 分别得到华泽兰内生真菌乙酸乙酯提取

物， 以金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、 枯草芽孢杆菌

和面包酵母作为指示菌， 进行抑菌活性测定， 结果

见表 ３， 表明菌株 ＥＣ１０２、 ＥＣ１０３、 ＥＣ１０７、 ＥＣ１０８、
ＥＣ１１１ 对供试的 ４ 株菌株都有较好的抑菌效果，
　 　 　表 ２　 ＮＲＰＳ 和 ＰＫＳ 基因的相似菌株及相似度

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ＮＲＰＳ ａｎｄ ＰＫＳ ｇｅｎｅｓ
编号 ＮＲＰＳ 基因 相似度 ／ ％ 编号 ＰＫＳ 基因 相似度 ／ ％
ＥＣ１０４ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ＭＦ６８０４５２􀆰 １ ８３ ＥＣ１１１ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｓｐ ＫＹ６２９５７５􀆰 １ ８２
ＥＣ１０７ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ ＸＭ ０２３５８１２２２􀆰 １ ７７
ＥＣ１１１ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｏｖｏｆｕｍｉｇａｔｕｓ ＸＭ ０２４８２６７０３􀆰 １ ７０

表 ３　 内生真菌发酵产物的抑菌活性 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ （ｘ±ｓ）

编号
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

枯草芽孢杆菌 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 面包酵母

氨苄青霉素 ２１􀆰 ５±１􀆰 ６ ２５􀆰 ７±１􀆰 ２ １４􀆰 ６±１􀆰 ５ ０
ＥＣ１０２ １２􀆰 ４±１􀆰 ３ １１􀆰 １±１􀆰 ８ １１􀆰 ９±０􀆰 ７ １８􀆰 ５±０􀆰 ８
ＥＣ１０３ ８􀆰 １±０􀆰 ９ １０􀆰 ８±０􀆰 ６ １１􀆰 ２±１􀆰 ５ １６􀆰 １±０􀆰 ９
ＥＣ１０４ ０ １３􀆰 ３±２􀆰 １ ０ ０
ＥＣ１０５ ９􀆰 ８±１􀆰 １ ９􀆰 ８±０􀆰 ６ ０ １７􀆰 ２±１􀆰 ８
ＥＣ１０７ １４􀆰 ３±２􀆰 ３ １４􀆰 ３±０􀆰 ３ １２􀆰 ３±２􀆰 ３ １２􀆰 ３±１􀆰 ０
ＥＣ１０８ １０􀆰 ０±０􀆰 ８ ２２􀆰 ５±２􀆰 ０ １６􀆰 ４±２􀆰 ５ １１􀆰 ０±０􀆰 ９
ＥＣ１０９ ０ ２２􀆰 ３±２􀆰 ５ ０ ０
ＥＣ１１１ １３􀆰 ２±０􀆰 ７ １１􀆰 ７±０􀆰 ５ １５􀆰 ５±１􀆰 ２ １２􀆰 ５±２􀆰 ２

占总分离菌株的 ５０％ ； ＥＣ１０４ 和 ＥＣ１０９ 只对金黄

色葡萄球菌有抑菌作用； ＥＣ１０８ 和 ＥＣ１０９ 对金黄

色葡萄球菌的抑菌圈直径达到 ２２ ｍｍ。
２􀆰 ４　 内生真菌代谢产物的抗肿瘤活性　 将内生真

菌发酵液的乙酸乙酯提取物作用对数生长期的人乳

腺癌细胞株 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 进行抗肿瘤试验， 结果

见表 ４。 显微镜下发现， 在 ９６ 孔板培养物中具有

抑制效果的细胞不同程度脱落、 变形甚至凋亡； ８
株菌株的乙酸乙酯提取物对人乳腺癌细胞株 ＭＤＡ⁃

ＭＢ⁃２３１ 均有不同程度的抗肿瘤活性， 其中效果最

明显的是 ＥＣ１０２、 ＥＣ１０８， 其次是 ＥＣ１０７、 ＥＣ１０９。
然后， 将 ＥＣ１０２、 ＥＣ１０７、 ＥＣ１０８、 ＥＣ１０９ 乙酸乙

酯提取物作用对数生长期的人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ⁃７
进行抗肿瘤实验， 发现它们均有不同程度的抗肿瘤

活性， 其中效果最好的是 ＥＣ１０９。 综合抑菌实验和

抗肿瘤实验结果， 菌株 ＥＣ１０２、 ＥＣ１０７、 ＥＣ１０８、
ＥＣ１０９ 的代谢产物同时具有抑菌和抗肿瘤活性。

表 ４　 内生菌发酵产物对 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＭＣＦ⁃７的抑制活性 （ｘ±ｓ）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｔｏ ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ ａｎｄ ＭＣＦ⁃７ （ｘ±ｓ）

编号
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１

ＩＣ５０ ／ （μｇ·ｍＬ－１） 编号
ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１

ＩＣ５０ ／ （μｇ·ｍＬ－１） 编号
ＭＣＦ⁃７

ＩＣ５０ ／ （μｇ·ｍＬ－１）
对照（阿维素） １􀆰 ２１±０􀆰 １５ 对照（阿维素） １􀆰 ５０±０􀆰 ２１
ＥＣ１０２ １７􀆰 ５７±４􀆰 ０６ ＥＣ１０７ ３１􀆰 ６５±１􀆰 ３２ ＥＣ１０２ ２９􀆰 ９５±２􀆰 ０１
ＥＣ１０３ ４０􀆰 ２５±３􀆰 ２１ ＥＣ１０８ １９􀆰 ５６±０􀆰 ４２ ＥＣ１０７ ５０􀆰 ７６±３􀆰 ４９
ＥＣ１０４ ４１􀆰 ２２±２􀆰 ２６ ＥＣ１０９ ３６􀆰 ８６±１􀆰 ４０ ＥＣ１０８ ３２􀆰 ０３±１􀆰 ８８
ＥＣ１０５ ５５􀆰 １１±２􀆰 ２４ ＥＣ１１１ ４１􀆰 ３８±３􀆰 ０１ ＥＣ１０９ １８􀆰 ８０±２􀆰 １４
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３　 讨论

药用植物具有非常丰富的内生真菌资源， 而泽

兰属植物内生真菌的研究主要集中在入侵植物紫茎

泽兰 Ｅｕｐａｔｏｒｉｕｍ ａｄｅｎｏｐｈｏｒｕｍ 上。 本研究首次从华

泽兰中分离得到 ８ 株植物内生菌， 分析了华泽兰内

生真菌的 ＮＲＰＳ 和 ＰＫＳ 基因， 发现 ４ 个 ＮＲＰＳ 基因

片段和 １ 个 ＰＫＳ 基因片段。 目前对药用植物内生

真菌 ＰＫＳ 和 ＮＲＰＳ 的研究相对较少， 研究华泽兰

中两者有助于发现新的聚酮类和非核糖体肽类化

合物。
抑菌活性实验表明， 菌株 ＥＣ１０２、 ＥＣ１０３、

ＥＣ１０７、 ＥＣ１０８、 ＥＣ１１１ 对金黄色葡萄球菌、 枯草

芽孢杆菌、 大肠杆菌、 面包酵母都具有很好的抑菌

活性； 抗肿瘤活性实验表明， 它们对 ２ 种肿瘤细胞

株均有不同程度的抗肿瘤活性， 其中效果最好的是

ＥＣ１０２、 ＥＣ１０８ 乙酸乙酯提取物， 两者代谢产物同

时具有较强的抑菌、 体外抗肿瘤作用。 研究表明，
镰刀菌属的次级代谢产物通常会具有较好的抑菌活

性和抗肿瘤活性［１２⁃１５］， 卢围等［１３］ 从小花棘豆中分

离到镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ， 能产抗肿瘤活性

物质 苦 马 豆 素； 郑 里 翔 等［１４］ 发 现， 镰 刀 菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． ＪＮ １５８ 所产色素对 ＭＣＦ⁃７ 乳腺癌细胞

有明显抑制作用； 刘雷等［１５］ 从川麦冬中分离得到

镰刀菌属内生真菌， 对金黄色葡萄球菌、 大肠埃希

菌等有抑制作用； Ｒａｔｎａｗｅｅｒａ 等［１６］ 从仙人掌中分

离得到内生真菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ 的代谢产物， 具有抑

菌作用。 但有关葡萄座腔菌属代谢产物抗菌抗肿瘤

的研究报道较少， 故可进一步研究菌株 ＥＣ１０２、
ＥＣ１０８ 代谢产物中抗菌、 抗肿瘤活性成分的组成及

其结构， 探明这些内生真菌是否产生与宿主华泽兰

相同或相似的萜类及黄酮类次级代谢产物， 或是新

的活性物质， 以期为抗肿瘤、 抗菌药物的开发提供

参考。
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