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不同产地甘草内生真菌多样性及分离条件研究

陈 静, 许 贞, 张 雪, 李妍芃, 刘春生*

(北京中医药大学中药学院, 北京 102488)

摘要: 为探讨不同产地甘草内生真菌种群结构的差异及其最佳分离条件, 采用植物组织平板分离法分离来自甘

肃、宁夏、内蒙、新疆、北京等 5个产地甘草内生真菌, 通过考察次氯酸钠溶液不同浓度和灭菌时间优化最佳分离条

件, 通过形态学和分子生物学的方法鉴定菌株。实验结果显示次氯酸钠溶液浓度为5%、灭菌时间 5 min为最优表面

灭菌条件。5个产地 129株乌拉尔甘草中共分离得到 438株内生真菌, 归属于 5目 7属 11种, 其中有 4个分类单元首

次在中国地区的甘草中被分离出来; 镰孢属Fusarium为 5个产地内生真菌共有属; 相似性分析表明, 不同产地甘草

内生真菌的组成结构上存在差异; 多样性分析表明, 甘肃产地内生真菌多样性最高, 北京产地最低。综合分析认为

甘草组织的内生真菌具有多样性, 甘肃、宁夏、内蒙、新疆、北京等 5个产地内生真菌的数量、组成及种群间存在

差异。
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Diversity and isolation parameters of endophytes from
Glycyrrhiza uralensis of different habitats
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Abstract: In order to determine the differences in structure and optimum isolation conditions of Glycyrrhiza

uralensis endophytes from different habitats, plate-separation method was used to identify endophytes in G. uralensis

from Gansu, Ningxia, Inner Mongolia, Xinjiang, and Beijing. The isolation parameters were defined by investigating

various concentrations and sterilization time of NaClO solution. The strains were identified by morphological and

molecular biological methods. The results showed that 5% NaClO solution and sterilization time of 5 min were the

optimal surface sterilization conditions. Among 129 strains of G. uralensis from 5 producing areas, 438 strains of

endophytic fungi were isolated and belonged to 5 orders, 7 genera, and 11 species. Among them, 4 taxa were firstly

isolated from the licorice in China. Fusarium was a common genus among the 5 regions. There were differences in

the composition and structure of the endophytic fungi of G. uralensis from different habitats. Diversity analysis

showed that the endophytic fungi diversity in Gansu was the highest and that of Beijing was the lowest. The

comprehensive analyses indicated that the endophytic fungi of G. uralensis are diverse, and there were differences

among the number, composition and population of endophytic fungi in five producing areas of Gansu, Ningxia,

Inner Mongolia, Xinjiang and Beijing.
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甘草 (Glycyrrhiza uralensis) 属于豆科甘草属多年

生草本植物, 是最常用大宗药材, 具有补脾益气、清热

解毒、祛痰止咳的功效[1], 主要道地产区分布在宁夏、

甘肃、内蒙古, 新疆等地[2]。而不同产地甘草药材的品
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质有差异, 外部环境因子如产地气候、土壤等可能是造

成产地差异性的因素[3]。近年来, 关于甘草内生真菌

的研究逐渐引起了人们的重视。内生真菌 (endophytic

fungi) 是指那些在其生活史中的某段时期生活在植物

组织内, 对植物组织没有引起病害症状的真菌[4]。相

关研究表明, 从甘草内生真菌发酵提取物中检测到与

宿主相同的有效成分, 如甘草酸、甘草苷、异甘草苷、甘

草次酸、甘草素[5-9]。可见, 从甘草中分离内生真菌, 筛

选具有活性的内生真菌及其天然产物作为药用植物替

代资源的研究对于解决我国甘草野生资源匮乏具有重

要的意义。由于同一种植物生长在不同的环境, 其内

生菌的多样性及生物活性都有所不同[10]。此外, 前人

对甘草内生真菌的研究多集中于内生真菌的抑菌作

用[11,12]、抗氧化性[13,14]、次生代谢产物方面[15,16]。而对

其内生真菌的多样性研究较少, 且分离内生真菌所用

的甘草只来源于一个产地, 分离出来的菌株大部分只

鉴定到属 , 缺乏不同产地甘草内生真菌多样性的研

究[17,18]。鉴于此, 本研究将首次展开对不同产地甘草

内生真菌进行多样性研究。

在植物内生真菌分离过程中, 表面灭菌条件是内

生真菌分离关键因素, 表面灭菌条件掌握不当, 会造成

表生真菌混入或部分内生真菌被杀死, 且未发现前人

对于甘草表面灭菌方法进行过重点优化。因此, 本实

验将在研究不同产地甘草内生真菌过程中, 同时对其

内生真菌分离方法进行重点研究, 旨在为正确分离研

究植物内生真菌提供依据。

材料与方法

植物样本 分别采集甘肃 (临夏县榆林乡、武威

市民勤县、兰州榆中县、白银市景泰县)、宁夏 (吴忠市

盐池县)、内蒙古 (赤峰市、鄂尔多斯)、新疆 (库尔勒市、

图木舒克市)、北京 (望京药园、良乡药园)等几个产地

的新鲜健康乌拉尔甘草 (无病斑伤口或腐烂), 取甘草

根部于自封袋中, 4 ℃冰箱保藏。分离实验在采集后

48 h以内完成。经北京中医药大学刘春生教授鉴定为

乌拉尔甘草。

培养基[14-18] 马铃薯葡萄糖琼脂培养基 (PDA)。

甘草内生真菌表面灭菌条件优化 取 3年生甘草

的根 (取材于甘肃省白银市景泰县), 自来水冲洗干净

晾干置超净台, 用 75%的酒精浸泡 1 min, 无菌水冲洗

3次, 0.5%、2%、5%等 3个浓度次氯酸钠溶液分别浸泡

0.5、3、5和 10 min, 以无菌水冲洗 3次为对照。用无菌

刀切成0.5 cm×0.5 cm的小块, 分别置于PDA培养基表

面, 28 ℃恒温培养 7天。实验共 12组, 每组设 3个平

行, 各组灭菌条件见表 1。检验表面灭菌效果[18]采用

漂洗液检测和组织印迹法检测, 记录不同表面灭菌条

件下的甘草根的内生真菌分离效果。

不同产地内生真菌分离、纯化 采集甘肃、宁夏、

内蒙、新疆、北京等 5个省市不同产地的甘草, 分离纯

化培养同上优化的最佳条件。

内生真菌的形态显微鉴定 根据菌落在 PDA 培

养基上不同阶段生长的菌落形态、颜色、菌体延伸及生

长状况等特征, 依据《真菌鉴定手册》[19]和《中国真菌

志》[20]并结合分子生物学鉴定结果最终确定真菌类群。

内生真菌的分子鉴定 菌种的分子鉴定采用

ITS 通用引物[21], 用 MEGA 4 构建分子进化树 , 采用

Neighbor Joining 法 的 CompleteDeletion 模 式 建 树 ,

Bootstrap进行检验, 并重复 1 000次。ITS1 (5'-AGAA

GTCGTAACAAGGTTTC - 3'), ITS4 (5'- TCCTCCGCT

TATTGATATGC-3') (由上海生工生物工程有限公司合

成)。PCR 反应条件 : 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性

30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1 min, 30个循环; 72 ℃

后延伸5 min。PCR扩增产物经1%的琼脂糖胶电泳检

测后送至生工生物工程 (上海) 股份有限公司进行

测序。

数据分析 为了评价甘草样品中优势类内生真菌

组成、内生真菌的丰富程度和每个样品受多重侵染的

发生频率。分别统计内生真菌的分离率 (isolation

rate, IR)、定殖率 (colonization rate, CR)、相对分离频

率 (IF)、相对频率 (relative frequency, RF)、Shannon-

Wiener指数 (H') 和相似性系数 (Cs)。

分离率 (IR) 是指从样本组织块中得到的菌株数

与全部样本组织块数的比值。分离率 (%) = (组织块

中得到的菌株数/实验供试的总组织块数)×100%。用

于衡量植物组织中内生真菌的丰富程度。

定殖率 (CR) 指样本中受内生真菌侵染的组织

块数占全部样本组织块数的百分数。定殖率 (%) =

(有内生真菌侵染的组织块数/实验供试的总组织块

数)×100%。

相对频率 (RF) 是指样本中分离到的某种内生

真菌的菌株数占分离到总菌株数的百分数。相对分离

频率 (%) = (样本中分到的某种内生真菌的菌株数/分

到的总菌株数)×100%, 用于比较和判断优势菌群。

Table 1 Different test group numbers

Sterilization time/

min

0.5
3
5
10

0.5% NaClO

(low)

L1
L2
L3
L4

2% NaClO

(medium)

M1
M2
M3
M4

5% NaClO

(high)

H1
H2
H3
H4
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Shannon-Wiener指数 (Ｈ') 用于比较不同组间内

生真菌群落的多样性分析, 不能单独说明某个群落生

物多样性的高低。公式H' = -∑(Pi)(lnPi), Pi是指某种

内生真菌的菌株数占全部内生真菌菌株数的百分数。

计算公式表明指数数值越大, 表示多样性越高, 群落的

复杂程度越高。

Sorenson相似性系数 (Cs) 比较不同采样地之间

内生真菌群落组成的相似程度。计算公式为: Cs = 2j/

(a+b)。其中, 公式中的 j为两组共有的内生真菌种类

数, a表示为一组中分离到的内生真菌种类数, b表示

为另一个采样地中分离到的内生真菌种类数[22]。

以上数值的计算, 利用Microsoft Office Excel 2010

编程实现。

结果与分析

1 甘草内生真菌表面灭菌条件优化

通过对不同浓度次氯酸钠 (3个梯度浓度) 及其不

同浸泡时间 (4个时间梯度) 来考察甘草根表面灭菌效

果 (分组见表1), 实验结果是漂洗液检测法和组织印迹

检测法的培养基中皆未出现杂菌污染的只有M3、M4、

H3、H4实验组 (表2)。

由于次氯酸钠的杀菌消毒能力有渗透性, 对植物

内部的微生物亦有减低活性甚至杀灭的作用, 有效氯

含量越高, 浸泡时间越长, 次氯酸钠溶液容易损伤内生

真菌的活性 , 使内生真菌的分离和体外培养更加困

难[23]。因此同时考察次氯酸钠消毒剂的浓度及时间对

甘草根的内生真菌分离效果的影响。在记录和分析

PDA培养基上内生真菌菌株的数目时, 表面灭菌不彻

底的实验组无法区分污染菌和内生真菌, 不列入统计

范围。因此, 只对M3、M4、H3、H4实验组统计菌株数

目。结果是 H3 实验组 7 天后内生真菌数量最多 (8

株), 培养基上出现菌丝时间最早 (第3天) (图1)。

综上, H3实验组即次氯酸钠溶液浓度为 5%、灭菌

时间 5 min为最优表面灭菌条件, 即甘草内生真菌最

佳分离方法为在 75% 乙醇中浸泡 1 min, 无菌水冲洗

3 次 ; 5% 次氯酸钠溶液浸泡 5 min, 再用无菌水冲洗

3次; 用 75%乙醇漂洗 30 s, 无菌水冲洗 3次, 最后, 用

无菌滤纸吸干表面水分, 备用。

2 不同产地内生真菌分离、纯化

2.1 不同产区的内生真菌的分离率和定殖率 本研

究从甘肃、宁夏、内蒙、新疆、北京 5个地区的 129株乌

拉尔甘草中共分离得到 438株内生真菌, 分别分离到

内生真菌 96株、141株、76株、76株、49株。不同产地

甘草内生真菌的分离率和定殖率存在差异, 分离率依

次为宁夏 (85.5%)>甘肃 (63.2%)>新疆 (62.8%)>内蒙

(55.5%)>北京 (37.4%); 定殖率依次为宁夏 (80.0%)>甘

肃 (61.2%)>新疆 (56.2%)>内蒙 (53.3%)>北京 (36.6%)。

研究结果显示不同产地甘草内生真菌的分离率和定殖

率走势一致且具有差异性, 宁夏的分离率和定殖率都

最高, 北京的分离率和定殖率都最低 (图2)。

2.2 不同产区内生真菌组成及不同菌种的相对频率

组织分离法分离、纯化得到 438株甘草的内生真菌, 经

分子生物学和形态显微学鉴定最终可归为 5目 7属 10

种, 一株内生真菌 (Clonostachys rosea粉红粘帚菌) 形

态显微图如图 3。其中 Clonostachys rosea 粉红粘帚

菌、Neocosmospora 新赤壳属、Glomerales 球囊霉目、

Naganishia albida等 4个分类单元首次在中国地区的

甘草中被分离出来。鉴定到种的有11种: Clonostachys

Figure 1 The growth of endophytic fungi

Figure 2 The isolation rate and colonization rate of endophytic

fungi from different producing areas

Table 2 The sterilizing effect of different surface sterilization conditions. A: Method represents the rinse solution test; B: Method repre‐

sents the tissue imprinting test; －: Means no foreign bacteria; +: Means the presence of foreign bacteria

Detection method
A
B

L1
+
+

L2
+
+

L3
+
+

L4
－

+

M1
+
+

M2
－

+

M3
－

－

M4
－

－

H1
+
+

H2
－

+

H3
－

－

H4
－

－
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rosea粉红粘帚菌、Aspergillus niger黑曲霉、Aspergillus

fumigatus 烟 曲 霉 、Aspergillus nidulans 构 巢 曲 霉 、

Aspergillus awamori 泡盛曲霉、Aspergillus tubingensis

塔宾曲霉、Penicillium polonicum 波兰青霉、Fusarium

solani腐皮镰刀菌、Fusarium oxysporum 尖孢镰刀菌、

Fusarium subglutinans 顶腐病菌、Alternaria alternata

链格孢菌, 分别为 Aspergillus曲霉属、Penicillium青霉

属、Fusarium镰孢菌属及Alternaria链格孢属。其中镰

孢菌属、曲霉属分离的相对频率分别为 25.80%、

16.89%, 为优势菌属 (图4)。

不同产地甘草内生真菌群落组成也各不相同。甘

肃产地的96株甘草内生真菌归属于17个种属, 其中以

镰孢属和曲霉属为优势菌属 , 分别占菌株总数的

38.55% 和 34.40%; 新疆产地的 76株内生真菌隶属于

14个种属, 其中以镰孢属和曲霉属为优势类群, 分别

占菌株总数的 31.64%和 31.53%; 内蒙产地的 76株内

生真菌隶属于 13个种属, 其中以镰孢属和曲霉属为优

势类群, 分别占菌株总数的 36.95%和 30.23%; 宁夏产

地的 141株内生真菌隶属于 15个种属, 以镰孢属为优

势菌, 占菌株总数的 36.51%; 北京产地的 49株内生真

菌隶属于 8个种属, 优势菌为镰孢属真菌, 占菌株总数

的46.94%。

综上, 镰孢属、曲霉属为优势菌属, 但各产地之间

优势属真菌并不完全相同。甘肃、新疆和内蒙古都以

镰孢属和曲霉属为优势菌属, 而宁夏和北京是以镰孢

属为优势菌属 (图4)。

2.3 不同产区甘草内生真菌的多样性和相似性系数

Shannon-Wiener 多样性指数 (Ｈ ') 和 Sorenson 相似性

系数分析结果见表 3所示, 5个产区甘草内生真菌的多

样性指数较高, 分布在 1.7～4.81之间, 大小顺序为甘

肃 (4.81)>新疆 (2.40)>宁夏 (2.19)>内蒙 (2.10)>北京

(1.70), 即甘肃的甘草内生真菌多样性指数最高 (4.81),

北京的内生真菌多样性指数最低 (1.7)。不同产区的

甘草内生真菌的相似性系数见表 3, 其中宁夏与新疆

的相似性系数最高 (0.83), 甘肃与北京的相似性系数

最低 (0.56)。综上说明不同产地甘草内生真菌的种群

结构差异较大, 多样性不一。

讨论

本研究目的是考察不同产地甘草内生真菌多样

性, 在借鉴前人对甘草内生真菌分离方法的基础上, 根

据甘草材料的组织致密度并结合表面消毒有效性确立

了分离甘草内生真菌的最佳操作方法。结果显示次氯

酸钠溶液浓度为 5%、灭菌时间 5 min为最优表面灭菌

条件, 甘草表面灭菌效果最好。而Li等[24]分离乌拉尔

甘草表面灭菌条件是次氯酸钠溶液浓度为 2.5%、灭

菌时间 5 min, 分离出 26株内生真菌。Bai等[25]用 2%

NaClO漂洗 15 min分离甘草内生真菌 46株。Wu等[16]

用 2% 次氯酸钠浸泡甘草 3 min 分离出 83 株内生真

菌。Chen等[26]考察3种不同浓度NaClO消毒处理方法

对水稻内生真菌分离影响, 结果发现有效氯为 1%的

NaClO处理组中真菌分离数量偏少, 有效氯为 2.5%的

NaClO 处理组中真菌种类较多 , 而有效氯为 5% 的

NaClO处理组中几乎没有真菌生长。由此可见, 植物

组织表面消毒方法不同, 分离菌株数量差异性较大, 分

离植物体内生真菌有必要先优化其表面灭菌条件。此

外本实验对甘草内生真菌分离条件的研究主要是优化

甘草表面灭菌的条件, 未对分离的内生真菌的培养条

件进行优化。有研究报道, 对于一种植物而言, 仅可分

离培养的内生真菌和/或细菌就可以多达数十种甚至

Figure 3 A: Front view of the PDA of Clonostachys rosea; B:

Rear view of PDA of Clonostachys rosea; C-E: Micrograph of

Clonostachys rosea

Table 3 The Shannon-Wiener and similarity coefficient of endo‐

phytic fungi in Glycyrrhiza uralensis in different producing areas

Region

Gansu

Xinjiang

Inner Mongolia

Ningxia

Beijing

Gansu

－

－

－

－

－

Xinjiang

0.77

－

－

－

－

Inner

Mongolia

0.73

0.81

－

－

－

Ningxia

0.81

0.83

0.76

－

－

Beijing

0.56

0.64

0.67

0.61

－

H'/%

4.81

2.40

2.10

2.19

1.70
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数百种, 90%左右的内生菌至今还不可培养[27]。因此,

对于甘草内生真菌分离培养条件的优化有待进一步

研究。

本研究从甘肃、宁夏、内蒙、新疆、北京 5个地区的

129株乌拉尔甘草中共分离得到 438株内生真菌, 经分

子生物学和形态显微学鉴定最终可归为 5目 7属 11种

(见 2.2)。Yang等[28]从乌拉尔甘草中分离出 2株曲霉属

内生真菌。Wang等[29]从甘肃乌拉尔甘草中共分离出

16株内生真菌, 归 8个属, 分别为毛霉属、镰刀菌属、曲

霉属、长蠕孢霉属、头孢霉属、青霉属、束梗孢属、木霉

属。Wu等[30]从黑龙江乌拉尔甘草中分离出 46株内生

真菌, 分属于4个目、5个科、13个属, 分别为曲霉属、青

霉属、粉孢属、丝梗孢属、头孢属、轮枝孢属、木霉属、葡

萄孢属、长蠕孢属、链格孢属、棒束孢属、镰孢属、毛霉

属。Wang等[18]从内蒙古乌拉尔甘草中分离出 37株内

生真菌, 分属于 2 目、3科、6属, 分别属于镰孢霉属、青

霉属、拟青霉属、曲霉属、链格孢属、木霉属。Liu等[31]

从宁夏乌拉尔甘草中分离出 136株内生真菌, 分类为 2

纲4科6属, 黑葱花霉属、根霉、镰孢霉属、链格孢属、曲

霉属和青霉属。Bai等[25]从黑龙江甘草植株中分离到

了 46株内生真菌, 除四株因不产孢未鉴定外, 分别属

于 4目、5科、13属, 分别为青霉属、曲霉属、镰孢属、轮

枝孢属、棒束孢属、长蠕孢属、头孢属、丛梗孢属、葡萄

孢属、木霉属。

综上, 前人所研究的乌拉尔甘草内生真菌皆来源

于一个产地的甘草, 且大部分只鉴定到属。与前人所

分离的乌拉尔甘草内生真菌进行比较, 本研究新分出

Clonostachys rosea 粉红粘帚菌、Neocosmospora 新赤

壳属、Glomerales 球囊霉目、Naganishia albida 等 4 个

分类单元。其中 Clonostachys rosea 粉红粘帚菌特点

是: 无光照条件下白色, 分生孢子梗呈帚状分支, 分生

孢子长椭圆形 , 与《云南森林高等微真菌》[32]描述相

符 (图3)。

本研究对甘肃、新疆、内蒙、宁夏及北京 5个产地

的甘草内生真菌进行分离研究。研究结果显示 5个产

区分离率、定殖率、分离频率、多样性指数具有差异性,

但道地产区甘草内生真菌的分离率、定殖率、多样性指

数分别都比非道地产区北京高。此外 5个道地产区之

间的相似性系数 (Cs) 都比道地和非道地产区之间Cs

高。综上, 笔者推测甘草内生真菌与甘草道地性有密

Figure 4 Relative frequency of different strains in different producing areas. -: Indicating no; The total relative separation frequency refers to the

percentage of the total number of bacteria and the total number of bacteria in 5 producing areas
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切联系。Guo等[33]认为内生真菌是道地药材在特定区

域分布的重要原因之一, 是道地药材与非道地药材品

质差异的一个重要原因。Yu等[34]对不同产地仙鹤草

中内生真菌的种类和分布进行比较, 发现以浙江产的

仙鹤草内生真菌的种类最丰富, 而浙江产仙鹤草为道

地药材, 药用品质最佳。道地产区川芎的内生真菌多

样性较非道地产区更丰富, 且菌群结构更加稳定[35]。

Ning等[22]认为植物内生真菌能够影响中药材的道地

性, 能够提高药用植物对某些次级代谢产物的累积。

对于中药的道地性,人们在探索其形成机制方面做了

大量的工作, 传统观点认为道地药材是植物基因型和

环境相互作用的产物。但多集中于特定的地理因素或

气候因素等植物外环境的作用, 很少从药用植物内环

境方面进行考虑, 而内生菌则是植物内环境的重要组

成部分[16,36]。因此, 研究甘草的道地性, 甘草内生真菌

方面值得进一步研究。
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