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沙棘生防内生真菌的筛选、鉴定
及产纤维素酶活性分析
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摘 要:为从沙棘中筛选生防内生真菌,从健康沙棘叶片和果实中采用组织匀浆法分离内

生真菌,从中筛选具有拮抗活性的菌株,对其进行形态学和分子生物学鉴定,并对活性菌

株进行产纤维素酶活性分析.从97株内生真菌中筛选得到16株对8种植物病原真菌具有

较好抑菌作用的菌株,其中菌株SJ-83和SJ-116对8种病菌的抑制作用最佳.对16株活性

内生真菌进行鉴定,发现菌株SJ-93产生具有横纵隔膜、呈褐色的分生孢子,为链格孢属真

菌;菌株SJ-83菌丝棉絮状,浅绿褐色,产生褐色具横隔的分生孢子,为平脐蠕孢属真菌.
采用透明圈法在刚果红培养基上进行产纤维素酶活性测定发现,菌株SJ-116产纤维素酶的

活性最高,透明圈半径达1.6cm.研究结果为后续开发沙棘生防内生真菌制剂提供基础

材料.
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phyticfungiwereisolatedfromhealthyH.rhamnoidesL.leavesandfruitsbytissuehomogeni-
zationmethod.Thestrainswithantagonisticactivitywerescreened,identifiedbymorphology
andmolecularbiology,andthecellulaseactivityoftheactivestrainswasanalyzed.Atotalof16
strainswithgoodinhibitoryeffectson8plantpathogenicfungiwasscreenedfrom97endophytic
fungi,amongwhichstrainsSJ-83andSJ-116hadthebestinhibitoryeffectson8pathogens.The
morphologicalcharacteristicsof16strainsofendophyticfungiwereobserved.Itwasfoundthat
strainSJ-93producedbrownconidiawithtransverseandlongitudinalmembrane,whichwasi-
dentifiedasAlternaria.ThestrainSJ-83hadflocculent,lightgreen-brownmycelium,andpro-
ducedbrowntransverselyseptateconidia,whichwasafungusofthegenusBipolaris.Thecel-
lulaseactivitywasdeterminedonCongoredmediumbytransparentcirclemethod.Theresults
showedthatthecellulaseactivityofstrainSJ-116wasthehighest,andtheradiusoftransparent
circlewas1.6cm.Theresultsofthisstudyprovidedbasicmaterialsforthesubsequentdevelop-
mentofbiocontrolendophyticfungiforH.rhamnoidesL.
Keywords:HippophaerhamnoidesL.;biocontrolendophyticfungi;enzymeproducingactivi-
ty;cellulase

  沙棘(HippophaerhamnoidesL.),是胡颓子科落叶灌木,其特性是耐旱、抗风沙,适应盐

碱化土地生长,因此,被广泛用于水土保持[1].中国西北部大量种植沙棘,用于沙漠绿化.沙棘

具有独特的保健功能和药用价值,被誉为“绿色黄金”.沙棘属于青海省境内分布较广的多个类型

树种之一.沙棘资源丰富,分布广泛,总面积约15.73万hm2,占全国沙棘总面积(逾200万hm2)
的7.7%.沙棘品种较多,包括中国沙棘、肋果沙棘、西藏沙棘及大果沙棘等[2].

植物内生菌是指健康植物组织内部生活且不引发植物发生明显病症的微生物,但当植物受

到外界刺激或是衰老的时候,会导致植物自身免疫力下降,也可能出现某些病症[3].植物内生

菌在植物内部比暴露于恶劣环境的腐生菌和附生菌具有更稳定的生存环境,更易于发挥作用,
因为植物组织内部有可以满足内生菌生长所需的碳源和氮源,而且内生菌可以得到植物组织的

良好保护[4-5].同一株植物可以分离到数种或数十种内生真菌,有的甚至可以分离到数百种[6].
植物内生真菌是生物酶制剂的主要生产者,其产生的某些酶具有独特的功能和活性,如几丁质

酶、纤维素酶等,它们能够对植物病原真菌的细胞壁进行分解,让细胞失去对其的支撑,让细

胞内含物外溢,最终造成植物病原真菌的死亡,起到生物防治病害的作用[7].探索植物和内生

真菌之间的相互作用是推动农业可持续发展的有效策略,因为内生真菌不仅可以作为生物肥料

的重要来源,还影响植物中代谢产物的形成,且具备受环境影响较小、对宿主防卫反应耐受程

度高等优点[8-9].当前,对植物内生真菌的研究已经变成植物学、植物保护、农药、生物药学和

中药资源等学科的一个研究热点,它在农业、林业及医药等领域的研究中有着十分重要的价

值[10-11].目前,药用植物的特殊经济价值对其内生真菌的研究成为植物内生真菌研究的重点,
从药用植物中分离产生具有活性成分的内生真菌的报道也越来越多.这方面的研究主要集中在

两个方面:一方面是从各种药用植物中分离内生真菌,并研究其代谢产物以期找到具药用活性

成分的内生真菌,从而达到选育高产活性菌株的目的;另一方面则进行对内生真菌与寄主关系

的研究,进而对其产生活性物质的机理的探索研究.
兰琪[12]以新鲜的苦皮藤植株为初始实验材料,然后从植株各部分分离内生真菌,对所分离

的内生真菌进行液体发酵,提取发酵产物并进行生物活性测定,再对具生物活性的提取物进行

分离,鉴定其分子结构.研究结果发现,在500μg/mL的浓度下采用抑制菌丝生长速率法对株

内生真菌发酵产物进行了杀菌活性筛选,发现和菌株的发酵产物丙酮粗提物均对供试病原菌有

不同程度的杀菌活性.盆栽试验结果表明,在500μg/mL的浓度下菌株的丙酮粗提物对小麦白
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粉病的治疗和保护作用均在60%以上.宋艳雨等[13]从长白山野生沙棘的根部分离出1株内生

真菌,利用该真菌菌丝提取物对玉米、水稻和大豆处理后进行作物试验,结果表明菌株SJ1提

取物对玉米、大豆和水稻都有一定的促进作用,能够促进作物根系发育,增加产量.赵晓璐

等[14]利用次氯酸钠和乙醇消毒法对荷叶内生真菌进行分离,并采用羧甲基纤维素钠培养基筛

选产纤维素酶的菌株,得到2株产纤维素酶的荷叶内生真菌,分别命名为HY3和HY4.通过形

态学和分子生物学鉴定分析,鉴定出HY3为Rhodosporidiobolus属,HY4为胶孢炭疽菌(Col-
letotrichumgloeosporioides),不仅丰富了产纤维素酶的微生物资源,还为纤维素酶的工业生产

提供新的材料.靳泽星等[15]运用AntiSMASH对菌株SK007进行抗生素基因分析,发现该菌株

具有脂肽类和聚酮类抗生素基因簇.除了直接作用于植物病原菌外,表面活性素可协同泛革素

激发植物产生诱导系统抗病性(Inducedsystemicresistance),这种抗病性可有效降低植物地上

部分病害的发生,将过表达泛革素和表面活性素的枯草芽孢杆菌接种于菜豆和番茄,显著降低

了菜豆和番茄叶子部位灰霉病的发作.
生防菌是植物病害生物防治的重要研发领域,报道的生防菌较多,但在实际生产中能够推

广应用的却较少[16-17].当前有关青海省沙棘内生真菌的研究报道还较少,沙棘内生真菌资源未

得到开发和利用.因此,从沙棘中筛选对多种农作物病原菌具有生防作用和产纤维素酶的内生

真菌,旨在丰富沙棘内生生防菌株资源,为后续开发沙棘生防内生真菌制剂提供基础材料.

1 材料与方法

1.1 健康沙棘组织的采集

2021年5—8月从青海省西宁市大通县和湟中县采集健康沙棘组织样本,置于车载冰箱,
带回实验室及时分离内生真菌.
1.2 培养基配制

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)[18-19]:200g马铃薯,20g葡萄糖,18g琼脂,用蒸馏水定

容至1L,并在121℃的高压蒸气灭菌20min,待用.
刚果红培养基[20]:CMC-Na2g/L,(NH4)2SO42g/L,NaCl0.5g/L,K2HPO41g/L,

MgSO4·7H2O0.5g/L,刚果红0.4g/L,琼脂18g/L;蒸馏水定容至1L,121℃高压蒸气灭

菌20min,备用.
1.3 沙棘内生真菌的分离、纯化和保藏

用自来水清洗沙棘叶片和果实上黏附的泥土颗粒、微生物或其他可溶性杂物,分别将其浸

入3.5%次氯酸钠溶液中消毒3min,期间用酒精消过毒的镊子不停搅拌,后用无菌水冲洗3次,
完成表面消毒.采用组织研磨法分离内生真菌[17].将消毒后的沙棘组织放入灭菌后的研钵内,
充分研磨后,使用移液枪吸取汁液200μL均匀涂到PDA平板,在无菌操作台内充分吹干后放

于25℃恒温培养箱中培养72~96h.待长出单个菌落后挑至PDA平板上,菌落若不纯则继续

纯化,直至长出单菌落得到纯化菌株.采用滤纸片保存法保藏内生真菌[21].
1.4 活性菌株的筛选

采用皿内对峙培养法筛选拮抗菌株.将分离得到的沙棘内生真菌与8株病原真菌接种至

PDA平板上,25℃培养5d,用0.5cm打孔器打孔;将病原菌和内生真菌菌饼分别接种到9cm
培养皿的两侧,距边沿1cm处,每个菌株重复3次,接种后置于25℃培养箱培养;待对照病

原菌长满平皿后测定抑菌带大小并拍照记录.
用于拮抗试验的病原真菌:TJZ-120(玉米链格孢叶斑病菌)[22]、PA-6(玉米镰刀菌叶枯病

菌)[23];QK-1(青稞条纹病菌)、DTR-3(玉米麦根腐平脐蠕孢叶斑病菌)[24]、XMDT-12(小麦枝
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孢霉叶斑病菌)、XMDT-7(小麦链格孢叶斑病菌)、XMDT-2(小麦赤霉病菌)和XMDTR-11(小
麦麦根腐平脐蠕孢叶斑病菌)病原菌均由青海大学植物保护实验室分离、保藏和鉴定.
1.5 活性菌株鉴定

1.5.1 活性菌株形态学鉴定

将菌株接种在PDA平板上,放置于25℃培养箱中培养7d,挑取孢子制成临时玻片,在

40×光学显微镜下观察孢子形态.菌株在PDA平板上生长5d后,用打孔器取得直径0.5cm的

菌饼,接于PDA平板上,每个菌株重复3次,且每皿培养基的厚度要保持一致,放置于25℃
培养箱中培养7d后观察其菌落形态.
1.5.2 活性菌株分子生物学鉴定

1)DNA的提取.采用CTBA法提取目标菌株DNA[25].步骤如下:

①刮取在PDA平板上培养了5d的菌落气生菌丝,用液氮研磨后置于DNA提取离心管中.
②在离心管中加入2×CTAB抽提液600μL,混合均匀,65℃孵育30min,每隔10min颠

倒混匀1次.
③孵育完成后,取出离心管,待其冷却至室温后,加入等体积的酚∶氯仿∶异戊醇(25∶

24∶1)的DNA提取液,充分混匀后,12000rpm,4℃,离心15min.
④吸取500μL上清液于1.5mL灭菌离心管中,加入等体积的酚∶氯仿∶异戊醇(25∶

24∶1),充分混匀后12000rpm,4℃,离心15min.之后再吸取400μL上清重复抽提1次.
⑤取上清300μL,加入0.6倍体积的异丙醇,-20℃沉淀30min.
⑥12000rpm,4℃,离心15min.
⑦弃上清,用70%的乙醇洗沉淀2次,烘干,用25μL的TE/RNase溶解,-20℃保存.
2)PCR扩增及其测序

活性菌株rDNA-ITS序列扩增引物为:ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)和

ITS4(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’).
PCR反应体系(25μL):TaqMix(12.5μL)、引物ITS1(10μmol/L)1μL、引物ITS4

(10μmol/L)1μL、DNA模板1μL和ddH2O9.5μL.
PCR反应条件:95℃预变性5min,95℃变性30s,55℃ 退火30s,72℃延伸1min

(30个循环),72℃10min.
测序:PCR产物在0.8%琼脂糖凝胶电泳1×TAE缓冲液体系中电泳,上样量为3μL,电

泳结束后在EB溶液中染胶10min,并在凝胶电泳成像仪上观察并照相.
将PCR产物送至北京擎科生物技术有限公司进行测序,测序采用正反向引物双向测序.参

照李婕等[26]的方法构建系统发育树.16株菌株GENBANK登录号为OR770057-OR770072.
1.6 产酶菌株的筛选

将18株活性菌株在PDA培养基上接种培养,放置25℃恒温培养箱中培养5d.将培养菌

株打孔后,把菌块(d=0.5cm)分别接种于刚果红培养基平板,每个菌株做3个重复,最后在

25℃的恒温培养箱中培养7d,观察并记录菌株产生消解圈的情况,并用直尺测量菌落的透明

圈半径[27].使用EXCEL数据处理软件求得菌株半径平均值.

2 结果与分析

2.1 沙棘生防内生真菌的筛选

在沙棘叶片和果实中共分离得到97株内生真菌,从中筛选出16株高抑菌活性菌株(图1
和图2),其余菌株没有抑菌活性.菌株SJ-52,SJ-67,J-76,SJ-83和SJ-116对8种病原真菌均
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具有抑菌活性,其中菌株SJ-83和SJ-116拮抗作用最好,抑菌带宽度为3.5~28.5mm.16株菌

株对玉米链格孢叶斑病菌TJZ-120、玉米镰刀菌叶枯病菌PA-6、玉米麦根腐平脐蠕孢叶斑病菌

DTR-3和小麦麦根腐平脐蠕孢叶斑病菌XMDTR-11均具有拮抗活性,对小麦枝孢霉叶斑病菌

XMDT-12的抑菌效果较差,只有6株内生菌对其具拮抗活性.SJ-93对TJZ-120和PA-6的抑

菌带最大,为11.5mm和38.5mm;SJ-116对DTR-3的抑菌带最大,为23.5mm;SJ-83对XM-
DTR-11的抑菌带最大,为28.5mm.

  A~H分别为内生真菌SJ-83对玉米链格孢叶斑病菌、玉米镰刀菌叶枯病菌、青稞条纹病

菌、玉米麦根腐平脐蠕孢叶斑病菌、小麦枝孢霉叶斑病菌、小麦链格孢叶斑病菌、小麦赤霉病菌

和小麦麦根腐平脐蠕孢叶斑病菌的抑菌效果.

图1 内生真菌SJ-83对8株病原真菌的拮抗效果

图2 16株沙棘内生真菌对8株病原真菌拮抗效果测定

2.2 沙棘内生生防真菌的鉴定

对16株内生真菌的形态特征进行观察,发现内生真菌可以分为6类(图3).菌株SJ-98和

SJ-93菌落颜色较深,SJ-98不产生分生孢子,菌株SJ-93产生具有横纵隔膜、呈褐色的分生孢

子,初步判断为链格孢属真菌.菌株SJ-79、SJ-58和SJ-52菌落颜色较浅,SJ-79能产生无色、

棍棒状细长的分生孢子,菌株SJ-58和SJ-52无分生孢子产生.菌株SJ-83菌丝棉絮状,中间颜
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色较深,边缘颜色较浅,能产生褐色具横隔的分生孢子,初步判断为平脐蠕孢属真菌.

A:内生真菌菌落形态;B:内生真菌显微形态.

图3 沙棘活性内生真菌形态特征

经BLAST比对,基于16株沙棘内生真菌的rDNA-ITS序列构建系统发育树(图4).结果

显示,SJ-52、SJ-55、SJ-99与DidymellaglomerataRC-4-2-2-2W 位于同一发育分支,支持率

为99%;SJ-98与Phyllostictasp.X43位于同一分支,支持率为99%;SJ-83与Bipolarissoro-

kiniana W2位于同一分支,支持率为100%;SJ-93、SJ-96、SJ-116与 Alternariaalternata
Y123-LY-SY位于同一分支,其支持率为100%;SJ-79与CoprinellusxanthothrixLL-Y-1位

于同一分支,支持率为100%;SJ-76、SJ-100、SJ-58、SJ-102、SJ-67、SJ-95和SJ-109与Val-

sanivea WS23位于同一分支,支持率为100%.

图4 16株沙棘内生真菌基于rDNA-ITS序列构建的系统发育树
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2.3 沙棘产纤维素酶活性菌株筛选

对16株沙棘高活性内生生防真菌进行产纤维素酶活性筛选.从中筛选出13株产纤维素酶

活性较高的菌株,分别是菌株 SJ-99、SJ-93、SJ-96、SJ-102、SJ-98、SJ-116、SJ-52、SJ-58、

SJ-95、SJ-55、SJ-100、SJ-76和SJ-67.这13株菌株的消解圈明显,半径较大,平均半径为

0.8cm;其中SJ-116透明圈最大,半径为1.6cm(图5和图6).其余3株生防真菌无消解圈产生.

图5 产纤维素酶活性菌株透明圈半径

图6 沙棘内生活性菌株产纤维素酶筛选

3 结论与讨论

内生真菌是构成植物微生态系统中的一个重要组成部分,也是一种非常重要的微生物资

源,能够产生多种活性物质,并且还有很多没有发掘的新物质,其中某些活性物质在抗菌、促

进植物生长、产酶、除草等方面具有较高活性,各种生物活性物质与人类的生产和生活等方面

紧密相关[28].植物内生真菌产生的各种酶类,除了具有很强的专一性之外,还具有耐高温、耐

酸碱、耐辐射、高效和易纯化等优点[29].
筛选抑菌效果好且作用稳定的内生真菌时,只选取1种或少数几株病原菌不足以说明内生
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真菌的生物防治价值.因此,在筛选生防内生菌时应选取多种病原菌作为靶标菌株,对内防真

菌进行综合评价,以提高筛选效率.本研究共分离得到97株内生真菌,从中筛选出16株、8种

农作物病原真菌具有抑菌活性的菌株,获得活性菌株的比例为16.5%;其中产纤维素酶活性较

高菌株有13株,占总菌株的13.4%.对16株活性内生真菌进行形态学和分子生物学鉴定,发

现SJ-52、SJ-55和SJ-99属于亚隔孢壳属,SJ-58、SJ-67、SJ-76、SJ-95、SJ-100、SJ-102和SJ-

109属于黑腐皮壳属,SJ-93、SJ-96、SJ-116属于链格孢属,SJ-83属于平脐蠕孢属,SJ-98属于

叶点霉属.蒋莉莹等[30]对从贮藏期间患黑斑病的甜瓜中分离出的3株真菌 A2015、A2018、

A2019进行形态学鉴定,结果表明,这3株菌株均属链格孢属,其中A2015菌株的产纤维素酶

活性最高.
纤维素酶可以直接作用于植物细胞壁,破坏细胞结构,使植物腐败,用于杂草腐败和病原

菌抑制[31].王欣宇[32]利用纤维素刚果红平板透明圈试验法以及纤维素酶活性测定法筛选出6株

具有一定降解纤维素的能力的菌株,最终确定1株能够高效降解纤维素的菌株R4,表明R4具

有特异性降解纤维素酶的能力,为农林废弃物的有效利用提供了新思路;苏杭等[33]研究分离到

5株细菌对半夏立枯病病原菌具有拮抗活性半夏内生细菌,其中B2-7对半夏立枯病病原菌具

有较好的抑制作用,是防治半夏立枯病的潜力菌株,具有良好的应用前景.宋艳雨等[34]从腐烂

的树木样品中分离到一株高效纤维素降解菌CBSX2,经形态学及遗传分析鉴定CBSX2菌株为

链格孢属.本研究采用透明圈法在刚果红培养基上进行产纤维素酶活性测定筛选发现,菌株SJ-

116产纤维素酶的活性最高,通过形态学和分子生物学分析,鉴定SJ-116属于链格孢属.
本研究初步明确青海省西宁市野生沙棘内生生防菌株的种类并筛选得到纤维素酶活性菌

株,为后续研究青海野生沙棘内生真菌多样性及其生物防治应用研究提供了理论依据.
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