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#内生真菌的种类及其种属分布特点!进一步揭示瑞香狼毒内生真

菌与毒性物质合成(化感作用以及抗逆性形成之间的相互关系!作者对采自
)

省
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个地区瑞香狼毒的茎(叶(花部

位进行内生真菌的分离和纯化!通过形态学和分子生物学方法鉴定种属'结果表明!瑞香狼毒中共分离到
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株未鉴定种属!所有从瑞香狼毒分离到的内生真菌中链格孢属"
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#外!其余菌属均首次从瑞香狼毒中分离得到'

关键词!瑞香狼毒&内生真菌&分离&鉴定

中图分类号!

4(2/'(3

!!!!

文献标志码!

5

!!!!

文章编号!

&*..!./.)

"

0&%.

#

&(!%./.!&(

收稿日期!

0&%.!&%!00

基金项目!农业部,十二五-公益性行业"农业#科研专项"

0&%0&*&.0

#

作者简介!王
!

欢"

%//&!

#!女!山西运城人!硕士生!主要从事动物中毒病与毒理学研究!

>!?@$=

$

X@B0*%(

!

%.*'E#?

"

通信作者!赵宝玉"

%/.)!

#!

>!?@$=

$

AB@#W@#

U

P%0&&2

!

%.*'E#?

:6E5,./E-,-9:98-./0/C,./E-E0B-9E

K

A

1

./C0+-

2

/0;E4$>;,,;46B@616;

7

601;

5̀HI GP@-

!

aKG@#

!

IKbN@!AB#P

!

Z>HIc<

!

I>HIO<-

C

!,BP@$

!

:G5b6@#!

U

P

"

"

/+00&

1

&+

2

%&#&'()$'

8

M&@("()&

!

<+'#,[&7#!\=5)(6&'7(#

8

!

B$)

1

0()

1

3%0%&&

!

/,()$

#

3=6.;,C.

$

;#<D

Y

=#T<RB<E=@,,<,@-""$,RT$WPR$#-EB@T@ER<T$,R$E,#Q<-"#

Y

B

U

R$EQP-

C

$$--#&00&'$

",$3$&

R

$73&@-"QPTRB<T<D

Y

=@$-RB<E#--<ER$#-W<RX<<-QP-

C

@=<-"#

Y

B

U

R<,@-"RB<R#D$-,

U

-RB<!

R$,?

!

@==<=#

Y

@RB

U

@-",RT<,,T<,$,R@-E<Q#T?@R$#-

!

RB<<-"#

YU

R$EQP-

C

$$-RB<,R<?,

!

=<@V<,@-"

Q=#X<T,#Q-#&00&'$",$3$&

R

$73&X<T<$,#=@R<"

!

Y

PT$Q$<"@-"$"<-R$Q$<"RBT#P

C

B?#T

Y

B#=#

C

$E@=@-"

?#=<EP=@T?<RB#",'5?#-

C

0%$,#=@R<,#WR@$-<"QT#?-#&00&'$",$3$&

R

$73&

!

%/,RT@$-,X<T<$"<-!

R$Q$<"R#W<=#-

C

R#(

C

<-<T@

!

/Q@?$=$<,

!

(#T"<T,@-"3E=@,,<,

!

@-"0,RT@$-,X<T<P-$"<-R$Q$<"'

>$

C

BR,RT@$-,#QQP-

C

$X<T<$"<-R$Q$<"@,!0#&')$'($,

Y

'

!

@-"R@S<)0[#Q@==,RT@$-,$,#=@R<"@-"

X<T<RB<"#?$-@-RQP-

C

@='>DE<

Y

RQ#T%-+'@$'(+3

8

"&#&7,

Y

'@-"(!0#&')$'($,

Y

'

!

#RB<T,

Y

<E$<,

X<T<@==Q$T,R$,#=@R<"QT#?-#&00&'$",$3$&

R

$73&'

D8

1

>E;96

$

-#&00&'$",$3$&

R

$73&

&

<-"#

Y

B

U

R$EQP-

C

$

&

$,#=@R$#-

&

$"<-R$Q$E@R$#-

!!

瑞香狼毒"

-#&00&'$/,$3$&

R

$73&

#俗称断肠

草(馒头花(红火柴头等!属瑞香科狼毒属多年生草

本植物!在中国主要分布于东北(华北(西北及西南

的草甸草地(典型草地(高寒草地以及荒漠草地*

%

+

'

一般情况下!在适度放牧的草地!瑞香狼毒在草地植

物群落中以偶见种或伴生种存在!而在放牧过度的

退化草地常成为优势种'瑞香狼毒全草有毒!其主

要毒性成分为黄酮类化合物!如狼毒素(异狼毒素

等!人接触后会发生过敏性皮炎!家畜误食后产生腹

痛(腹泻(卧地不起(全身痉挛等症状!严重时虚脱或

惊厥死亡*

0

+

'宋晓平等*

*

+用瑞香狼毒中的黄酮类化

合物对小鼠进行急性攻毒试验!发现小鼠肝(肾和心

肌等发生不同程度的病变'

植物内生真菌是一定阶段或全部阶段寄生于健

康植物器官和组织内部的真菌!普遍存在各种植物

中'植物内生真菌能够产生多种次级代谢产物!包
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欢等$瑞香狼毒内生真菌的分离与鉴定

括抗生素(杀虫剂(植物生长调节剂*

)

+和抗肿瘤化合

物等多种活性物质'有学者从银杏(杜仲等植物中

分离到了多种能产生黄酮类化合物的内生真菌*
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虽然杨国栋*

3

+和
G1L$-

*

(

+等从瑞香狼毒中分离得到

了一些子囊菌门和担子菌门的内生真菌!但有关瑞

香狼毒内生真菌的种属分布特点及其多样性研究还

鲜有开展'而且如前所述!瑞香狼毒的主要化学毒

性成分也是黄酮类化合物!但是这些黄酮类化合物

是由瑞香狼毒自体产生!还是其内部"与银杏和杜仲

等植物相似#也具有产黄酮类化合物的内生真菌!目

前尚未见报道'据此!作者对采自不同地区的瑞香

狼毒内生真菌进行分离鉴定!旨在阐明瑞香狼毒内

生真菌的种类及其种属分布特点!以期为进一步探

究瑞香狼毒中所含黄酮类化合物的生成与其内生真

菌种属之间的关系!以及瑞香狼毒的化感毒性和抗

逆性研究提供实验基础和理论依据'
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材料与方法
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试验材料
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植物材料
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瑞香狼毒植物样品
0&%2

年
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(

月间采自甘肃肃南县(甘肃天祝县(青海门源

县(山西阳城县和陕西旬邑县!样品采集地信息见表

%

'现场采集的瑞香狼毒样品放在装有变色硅胶的

自封袋中保存备用'

表
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瑞香狼毒植物材料信息与内生真菌分离结果
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培养基
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双抗培养基$马铃薯
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'灭菌后的
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培养基按
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别加入青霉素和链霉素'
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试剂与仪器设备
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液!
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!
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"南京金斯瑞#!冰箱"新飞
687!

0%*c5

#!电热恒温培养箱"天津泰斯特
7G)&&&5

!

精宏#!超净工作台"

5M9 ;>8G

#!冷冻离心机

"

4MI\5*c%2

#!

O89

仪"

6$#!9@"

#!全自动凝胶成

像系统"

4NHI>H>

#'

#J!
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方法

%101%

!

内生真菌的分离
!!

采用组织块表面消毒

法进行瑞香狼毒内生真菌的分离*

/!%&

+

'具体方法如

下$将瑞香狼毒植物样品用自来水反复冲洗干净!用

灭菌蒸馏水浸泡!至植物组织水饱和复原'选择

32[

酒精和
0[

次氯酸钠作为表面消毒剂!用
32[

酒精处理
*&

"

.&,

!灭菌蒸馏水漂洗
0

次!

0[

次氯

酸钠处理
%12

"

*?$-

!灭菌蒸馏水漂洗
*

次'消毒

后的植物用剪刀剪成
2??m2??m2??

的组织

块!置于培养基上培养
3

"

%2"

!培养温度
0(l

!每

0"

观察一次!观察植物组织创口边缘是否有菌丝

生长'试验中需设立
*

个对照!以保证所分到的真

菌属于植物内生真菌'一是超净工作台无菌检测!

选择一含有培养基的平皿!分离过程中将其敞口放

于工作台'二是组织块表面无菌检测!将表面消毒

过的样品不经剪切放置在
O75

培养基上'三是灭

3/.%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)3

卷
!

菌蒸馏水无菌检测!将最后一次漂洗样品的蒸馏水

均匀涂抹在
O75

培养基上'将以上
*

个培养皿与

放置组织块的平皿同时置于培养箱进行培养!

*

个

培养皿中均无真菌生长则说明分离出来的是瑞香狼

毒内生真菌'

%1010

!

内生真菌的纯化与保存
!!

组织块边缘有

菌丝生长时!用接种针挑取边缘菌丝接种至新的

O75

培养基!待菌落生长至一定大小!重复以上操

作
0

次!直至得到纯化的内生真菌'将纯化的内生

真菌接种至
O75

斜面培养基!置于培养箱中!

0(l

进行培养!待真菌长满斜面后!取出放于冰箱!

)l

保存'每
*

个月对试管中的内生真菌进行活化!将

试管中的真菌接种至
O75

培养基!培养到一定大

小!再次进行菌种保存'

%101*

!

内生真菌的鉴定
!!

结合传统的形态学鉴

定方法与分子生物学鉴定方法对瑞香狼毒内生真菌

进行鉴定*

%%

+

'

%101*1%

!

形态学鉴定$观察
O75

培养基上生长的

菌落!记录真菌生长的快慢!菌落的形状!菌丝的形

态!有无色素产生等'采用插片培养法!在真菌生长

的对数期!在菌落边缘以
)2~

斜插盖玻片!使菌丝沿

盖玻片生长直至覆盖整个盖玻片!取出盖玻片!显微

镜下观察菌丝的颜色!孢子形态!产孢结构以及是否

有横隔'结合菌落形态和菌丝显微形态!参照2真菌

鉴定手册3对分离出的内生真菌进行初步鉴定'

%101*10

!

分子生物学鉴定$基于
T7H5!M;4

区的

序列多态性确定内生真菌的种属*

%0

+

'基本原理是

提取真菌的
7H5

!通过聚合酶链式反应扩增
M;4%

(

21(4T7H5

和
M;40

区!琼脂糖凝胶电泳检测目的

片段!出现
2&&W

Y

左右的条带即为阳性!说明目的

片段扩增成功'

内生真菌总
7H5

的提取$采用改良的
8;56

法提取内生真菌的总
7H5

*

%*

+

'真菌铺满
O75

培

养基后!取得菌丝并称重!取
2&

C

用于提取
7H5

'

将菌丝放于
%12?a

离心管!加入液氮充分研磨!研

磨后的菌丝中加入
.&

'

a8;56

提取液"

.2 l

预

热#!离心管使用封口膜封口!放于水浴锅中!

.2l

加热
)2

"

.&?$-

!间隔摇晃
*

次'加入
.&&

'

a

氯仿

和异戊醇混合液"

23.p0)

#!摇晃均匀后!

%0&&&

T

1

?$-

]%离心
2?$-

!取离心后的上清液!重复以上

步骤!直至两相间澄清'吸取最后一次离心的上清

液至
0?a

的离心管中!加入
/&&

'

a

无水乙醇与
.&

'

a*?#=

1

a

]%乙酸钠"

Y

G_.

#!混匀后放于冰箱

]0&l

!沉淀
%B

以上或过夜'

%0&&&T

1

?$-

]%离

心
2?$-

!弃上清'沉淀用无水乙醇"

]0&l

预冷#

清洗
0

"

*

次!挥干乙醇'加适量
""G

0

b

溶解沉淀!

放于冰箱
]0&l

保存'

目的片段的扩增$选择
M;4%

"

2o!;88I;5I!

I;I5588;I8II!*o

#和
M;4)

"
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#真菌特异性引物!扩增真菌

核糖体
9H5

基因的
M;4%

(

21(4T7H5

和
M;40

区'

取
2

'

aO89

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳!使用

成像系统观察结果并拍照!将阳性结果测序"上海桑

尼生物科技有限公司#'

%101*1*

!

系统发育树构建$测序结果提交至美国国

家生物技术信息中心"

H@R$#-@=8<-R<T#Q6$#R<EB!

-#=#

CU

M-Q#T?@R$#-

!

H86M

#的
6a54;

子网!寻找具

有同源性的序列!将所测序列与同源性高的序列使

用软件
\<

C

@21%

进行序列对齐!进而使用邻接法

"

H<$

C

BW#T!

+

#$-$-

C

#构建系统发育树!自展法检测发

育树!分析发育树以确定真菌种属'

!

!

结
!

果

!J#

!

瑞香狼毒内生真菌的分离

从来自
)

省
2

个地区的瑞香狼毒中进行瑞香狼

毒茎(叶(花三个部位内生真菌的分离!通过形态学

观察!根据各菌株菌落形态特征!将疑似同种属的菌

株合并!合并后的菌株共有
0%

株!其中叶中分离到

的最多!共
%*

株!其余有
)

株来自茎!

)

株来自花

"表
%

#'

!J!

!

瑞香狼毒内生真菌的鉴定

观察记录
0%

株真菌的菌落形态!是否产生色

素!菌丝显微形态"表
0

!图
%

#!初步鉴定
48a.!%

(

48%.a2!%

(

48%2a0!%

(

48%*4%!%

(

48%*a2!%

(

48%*a0!%

(

48%04%!%

(

48%&a0!%

共
(

株菌属于链格

孢属!其余各菌株形态差异大!通过分析
21(4T7!

H5!M;4

区序列进行分子生物学鉴定'除未鉴定的

0

株菌!瑞香狼毒中分离的其余
%/

株菌分属于真菌

的担子菌亚门!半知菌亚门!子囊菌门的子囊菌亚门

和盘菌亚门!共
3

纲
(

目
/

科
(

属'已鉴定的
%/

株

菌中!

%

株仅确定到纲!为子囊菌门盘菌亚门粪壳菌

纲"

-+'@$'(+3

8

"&#&7,

Y

1

#!

%

株确定到科!子囊菌亚

门核 菌 纲 炭 角 菌 目 毛 孢 壳 科 "

/+)(+",$&#$"&$&

,

Y

1

#'

%%

株菌确定到属!其中
(

株是链格孢属"

!0H

#&')$'($,

Y

1

#!枝孢属"

/0$@+7

C

+'(43,

Y

1

#

0

株!戴

氏霉属"

E$(

2

$)

1

0$)($,

Y

1

#

%

株'

.

株确定到种!分

(/.%
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欢等$瑞香狼毒内生真菌的分离与鉴定

别是 柄 孢 壳 属
>+@+7

C

+'$6&7#("+0$

(核 座 孢 属

>0&)+@+347,&)@&'7+)($&

(光黑壳属
>'&477($

2

4H

)("40$#$

和
>'&477($()#&'3&@($

(球盖菇属
A&'$#(+H

3

8

"&70$&#(77(347

(茎点霉属
>,+3$3+'("+0$

'由

图
0

可见!链格孢属"

!0#&')$'($,

Y

1

#是瑞香狼毒内

生真菌的优势菌属!其余菌属的菌株数目相当!均为

%

"

0

个'瑞香狼毒中分离出的
%/

株菌株序列已提

交至
I<-6@-S

!登入号信息见表
0

'

表
!

!

瑞香狼毒内生真菌形态学特征(种属和
W8-H,-M

登入号

G,=58!

!

?E;

K

AE5E

2

/C,5CA,;,C.8;/6./C6

'

2

8-+6,-96

K

8C/86,-9,CC866/E--+4=8;E08-9E

K

A

1

./C0+-

2

/0;E4$>;,,;46B@616;

7

601;

菌株编号

4RT@$--P?W<T

种属

I<-P,@-",

Y

<E$<,

登入号

5EE<,,$#--P?W<T

形态学特征

\#T

Y

B#=#

C

$E@=EB@T@ER<T$,R$E,

48%a%!% /0$@+7

C

+'(43,

Y

1 c;0*2/&3

菌丝绿色(质密(匍状生长!菌落中间凸四周扁平!背面菌

落绿色(边缘白色(全圆!生长速度
*1*??

1

"

]%

IT<<-

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

$,

Y

T#RPW<T@-R

$-RB<?$""=<@-"Q=@R@T#P-"1;B<E#=#-

U

=##S,

C

T<<-

!

XB$R<$-RB<<"

C

<QT#?RB<W@ES@-",B#X,@XB#=<E$T!

E=<1IT#XRBT@R<$,*1*??

1

"

]%

48%a.!%

!

48%&a0!%

!

48%04%!%

!

48%*a0!%

!

48%*4%!%

!

48%*a2!%

!

48%2a0!%

!

48%.a2!%

!0#&')$'($,

Y

1 c;0*2/&(

菌丝绿色(质密(匍状生长!菌落中间凸四周扁平!背面菌

落白色(边缘黑色(全圆!生长速度
%%??

1

"

]%

IT<<-

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

$,

Y

T#RPW<T@-R

$-RB<?$""=<@-"Q=@R@T#P-"1;B<E#=#-

U

=##S,

C

T<<-

!

W=@ES$-RB<<"

C

<QT#?RB<W@ES@-",B#X,@XB#=<E$T!

E=<1IT#XRBT@R<$,%%??

1

"

]%

48*4.!%

>'&477($

()#&'3&@($

c;0*2/%*

菌丝白色(质密(匍状生长!菌落扁平!背面菌落黄色(锯

齿状(边缘白色泛黄!生长速度
&1&32??

1

"

]%

IT<<-

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

$,Q=@R1;B<E#=!

#-

U

=##S,

U

<==#X

!

XB$R<X$RB

U

<==#X$-RB<<"

C

<@-",<TT@!

R<"QT#?RB<W@ES1IT#XRBT@R<$,&1&32??

1

"

]%

48)a*!%

>+@+7

C

+'$

6&7#("+0$

c;0*2/&/

菌丝米白(质密(匍状生长!菌落中间凸四周扁平!背面菌

落白色(全圆(边缘白色泛浅绿!生长速度
&1**??

1

"

]%

6<$

C

<

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

$,

Y

T#RPW<T@-R$-

RB<?$""=<@-"Q=@R@T#P-"1;B<E#=#-

U

=##S,XB$R<

!

XB$R<

X$RB=$

C

BR

C

T<<-$-RB<<"

C

<@-",B#X,@ XB#=<E$T!

E=<1IT#XRBT@R<$,&1**??

1

"

]%

4824%!%

>0&)+@+347

,&)&'7+)($&

c0*2/%&

菌丝白色(质密(辐状生长!菌落半球形!背面菌落黑色(

全圆(边缘白色!生长速度
&1&2??

1

"

]%

B̀$R<

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<

C

T#XT@"$@==

U

1;B<E#=#-

U

$,B<?$!

,

Y

B<T$E1;B<E#=#-

U

=##S,W=@ES

!

XB$R<$-RB<<"

C

<@-"

,B#X,@XB#=<E$TE=<1IT#XRBT@R<$,&1&2??

1

"

]%

482Z0!%

A&'$#(+3

8

"&7

0$&#(77(347

c;0*2/%)

菌丝白色(质密(匍状!菌落不规则圆形!背面菌落白色(

不规则圆形!生长速度
&1&0??

1

"

]%

B̀$R<

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

$,$TT<

C

P=@TE$T!

E=<1;B<E#=#-

U

=##S,XB$R<$-RB<W@ES@-",B#X,@-$T!

T<

C

P=@TE$TE=<1IT#XRBT@R<$,&1&0??

1

"

]%

"转下页
8@TT$<"Q#TX@T"

#

//.%
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"续表
08#-R$-P<"

#

菌株编号

4RT@$--P?W<T

种属

I<-P,@-",

Y

<E$<,

登入号

5EE<,,$#--P?W<T

形态学特征

\#T

Y

B#=#

C

$E@=EB@T@ER<T$,R$E,

48.a*!% /+)(+",$&#$"&$&,

Y

' c;0*2/%0

菌丝白色泛黄(质密(匍匐!菌落圆形!背面黄色!生长速

度
&1)*??

1

"

]%

B̀$R<X$RB

U

<==#X

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

,B#X,@E$TE=<@-"=##S,

U

<==#XQT#?RB<W@ES1IT#XRB

T@R<$,&1)*??

1

"

]%

48.Z*!% >

8

'&)+

C

,+'$#&'&7 c;0*2/%%

菌丝绿色(质密(辐状生长!背面绿色!边缘白色!不规则

圆形!生长速度
&12.??

1

"

]%

IT<<-

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<

C

T#XT@"$@==

U

1;B<E#=#-

U

=##S,

C

T<<-@-"XB$R<$-RB<<"

C

<QT#?RB<W@ES1IT#XRBT@R<$,

&12.??

1

"

]%

48(a*!% -+'@$'(+3

8

"&#&7,

Y

' c;323*.%

菌丝白色(质密(匍状!菌落形状不规则!后期颜色逐渐变

深发黑!背面菌落边缘白色!生长速度
01)??

1

"

]%

B̀$R<

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

$,$TT<

C

P=@T@-"

$RRPT-,"@TSX$RB

C

T#XRB1;B<E#=#-

U

=##S,XB$R<$-RB<

<"

C

<QT#?RB<W@ES1IT#XRBT@R<$,01)??

1

"

]%

48%*Z%!%

>'&477($

2

4)("40$#$

c;323*2.

菌丝白色泛红(质密(匍状!菌落丘状!背面中间红四周白

色!边缘不规则!生长速度
*1(??

1

"

]%

B̀$R<X$RBT<"

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

U

=##S,

"#?@=1;B<E#=#-

U

=##S,T<"$-RB<?$""=<@-"XB$R<$-

RB<<"

C

<QT#?RB<W@ES1;B<<"

C

<$,$TT<

C

P=@T1IT#XRBT@R<

$,*1(??

1

"

]%

48%.a)!% >,+3$3+'("+0$ c;323*20

菌丝乳白(质密(匍状!菌落中间凸四周平!背面白色!边

缘全圆!生长速度
/12??

1

"

]%

\$=S

U

!XB$R<

!

E#?

Y

@ERB

UY

B@<ET<<

Y

1;B<E#=#-

UY

T#RPW<T!

@-R$-RB<?$""=<@-"Q=@R@T#P-"1;B<E#=#-

U

=##S,XB$R<

QT#?RB<W@ES@-"RB<<"

C

<,B#X,@XB#=<E$TE=<1IT#XRB

T@R<$,/12??

1

"

]%

4N%a0!% E$(

2

$)

1

0$)($,

Y

1 c;323*2%

菌丝浅紫色(质密!菌落不规则圆形!背面紫色(边缘白

色!生长速度
21*??

1

"

]%

G

UY

B@<$,=$

C

BR

Y

PT

Y

=<@-"E#?

Y

@ER1;B<E#=#-

U

,B#X,@-

$TT<

C

P=@TE$TE=<1IT#XRBT@R<$,21*??

1

"

]%

!J)

!

内生真菌遗传进化分析

对分离出的
%/

株内生真菌与
6=@,R

上具有与其

21(4T7H5!M;4

区相似性序列的真菌!以
21(4T7!

H5!M;4

区为对象!通过序列对齐!邻接法构建系统发

育树!得到图
0

所示系统发育树'分析发育树可见!

瑞香狼毒内生真菌分属于
M

(

MM

(

MMM*

大类群!

*

个类群

自展系数均达到
//[

以上'类群
MMM

仅包含
%

株菌

482Z0!%

!且与其他菌株亲缘关系较远'类群
MM

可分

为
8

和
7

两个小类群!其中
7

中的
*

株菌亲缘关系

较近!都属于子囊菌亚门'类群
M

在
*

个类群中菌株

数量最多!除链格孢属的
(

株菌外!其余
0

株菌都属

于半知菌亚门腔孢纲球壳孢目球壳孢科'

)

!

讨
!

论

虽然
G1L$-

等*

(

+从瑞香狼毒中分离到
)%

种!其

中
)&

个属于子囊菌门!

%

个属于担子菌门!杨国

&&3%
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图
#

!

瑞香狼毒内生真菌菌落与菌丝形态"

%""c

#

7/

2

J#`

1K

A,8,-9FE5E-

1

CA,;,C.8;/6./C6E08-9E

K

A

1

/C0+-

2

/0;E4$>;,,;46B@616;

7

601;

"

%""c

#

栋*

3

+对分离自瑞香狼毒的
.(

株内生真菌进行鉴定!

发现其分属于
%&

个属"群#'但有关瑞香狼毒内生

真菌种属多样性及其分布特点的研究还鲜有报道'

本试验中从瑞香狼毒中共分离到
0%

株内生真菌!优

%&3%
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图
!

!

邻接法构建的基于
(J'S;XZ3O:GS

序列的系统发育树

7/

2

J!

!

LA

1

5E

2

8-8./C.;88CE-6.;+C.89>/.A.A8

K

;E

2

;,448-8/

2

A=E;O

f

E/-/-

2

=,689E-.A8(J'S;XZ3O:GS68

]

+8-C86

势菌属为链格孢属"

!0#&')$'($,

Y

1

#!与
G1L$-

和杨

国栋等的报道一致!有
%&

种是从瑞香狼毒中首次分

离到的最新菌属'作者选择了采自
)

省
2

个地区的

瑞香狼毒进行内生真菌的分离!其中甘肃肃南县分

离到内生真菌
/0$@+7

C

+'(43,

Y

1

(

!0#&')$'($,

Y

1

(

>'&477($()#&'3&@($

(

>+@+7

C

+'$6&7#("+0$

和
A&'$H

#(+3

8

"&70$&#(77(347

!甘肃天祝县分离到
>0&)+@+H

347,&)&'7+)($&

!青海门源分离到
/+)(+",$&#$"&$&

,

Y

1

和
-+'@$'(+3

8

"&#&7,

Y

1

!山西阳城分离到
E$(H

2

$)

1

0$)($,

Y

1

(

>,+3$3+'("+0$

和
!0#&')$'($,

Y

1

!

陕西旬邑分离到
>'&477($

2

4)("40$#$

'不同地区分

离到的内生真菌!除链格孢属"

!0#&')$'($,

Y

1

#从采

自甘肃肃南和山西阳城的瑞香狼毒中都分离到!其

余内生真菌在
2

个地区分布的种类各不相同!这可

能是由于不同地区瑞香狼毒中的内生真菌种类存在

差异!说明瑞香狼毒内生真菌的种属分布有区域特

异性'试验选择的
0

种琼脂比例的
O75

培养基上

分离出的瑞香狼毒内生真菌种类数目相差不多!

%&

C

1

a

]%的培养基上分离到
%%

株!琼脂比例为
0&

C

1

a

]%时!分离到
%&

株!但琼脂量少时!组织块上

长出内生真菌的时间为
*

"

%&"

!而琼脂量大时!得

到内生真菌的时间稍微有所增加!为
3

"

%2"

'试验

表明在进行瑞香狼毒内生真菌分离时!选择琼脂为

%&

C

1

a

]%的培养基分离效率比琼脂为
0&

C

1

a

]%

的要高'李姝诺等*

%)

+从越橘中分离到能产生黄酮

的细链格孢"

!0#&')$'($1#&)4(77(3$

#!产生的黄酮

类化合物具有与植物成分相似的结构'本试验从瑞

香狼毒中分离到了其优势内生真菌555链格孢属

"

!0#&')$'($,

Y

1

#!但其是否能产生狼毒素等黄酮类

化合物尚有待进一步研究'

%

!

结
!

论

从采自
)

省
2

地区的瑞香狼毒中共分离到
0%

株菌!属于
3

纲
(

目
/

科
(

属!分别是
/0$@+7

C

+'(H

0&3%
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437

C

1

!

!0#&')$'($,

Y

1

!

>'&477($()#&'3&@($

!

>+H

@+7

C

+'$6&7#("+0$

!

>0&)+@+347,&)&'7+)($&

!

A&'$H

#(+3

8

"&70$&#(77(347
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