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　　摘　要：对三七（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ）内生真菌进行了系统的分离，并以三七根腐病主要病原
真菌坏损柱孢菌（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ　ｄｅｓｔｒｕａｎｓ）和三七黄腐病菌（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ　ｄｉｄｙｎｕｍ）为对象，
对１０８株三七［Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋ．）Ｆ．Ｈ．Ｃｈｅｎ］内生真菌及其次生代谢产物进行了抑菌
活性检测。结果表明：有２９株内生菌至少对１种病原菌有抑制作用，１４株内生菌对２种病原菌
都有抑制作用；２１株内生菌的次生代谢产物至少对１种测试菌有抗菌活性，其中的２株对坏损柱
孢菌具有很强的抑制作用。说明从三七内生真菌中可以筛选出对三七根腐病主要原真菌具有良
好抑制作用的菌种。
关键词：三七；内生真菌；根腐病病原真菌；抑菌活性
中图分类号：Ｓ　５６７．２３＋６　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）２３－０１３０－０３

　　三七［Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ （Ｂｕｒｋ．）Ｆ．Ｈ ．Ｃｈｅｎ］为
五加科人参属多年生草本植物，是名贵中药材，是我国
特有植物种类，其花鲜美且花期长，具有一定的园艺价
值。由于对环境要求的特殊性，三七主要集中分布于
云南和广西。其中，云南是目前公认的三七道地药材
的主产区，占三七年产量的９５％［１－２］。三七为多年生免
耕作草本植物，生产中连作问题和病虫害发生比较严重。

导致连作障碍的原因有三方面，包括病原微生物和土
传病害增加、土壤盐分累积和酸化、养分失衡和植物自
毒效应等。其中，病害在所有连作障碍原因中占８５％
左右，特别是土传病害，是连作障碍的主要因子［２－４］。
根腐病是一种严重的土传病害，三七因根腐病害的常
年损失达５％～２０％，严重的达７０％，所造成的损失占
各种三七病害的７０％～８５％，成为制约三七产业可持
续发展及农业生态环境建设的重要屏障［３］。导致三七
根腐病的主要病原真菌是坏损柱孢菌（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ
ｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ） 和 三 七 黄 腐 病 菌 （Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ
ｄｉｄｙｎｕｍ）［５］。Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎｓｐｐ．是一类常见的土壤
真菌，也可引致包括人参和西洋参在内的多种植物的
根腐病，传统化学防治施用大量农药难以控制，且易造
成三七园地生态菌群失调、
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等恶性循环。

　　植物内生真菌是生长于植物根、茎、叶等组织的细
胞间隙或细胞内的一类真菌，是植物微生态系统中的
重要组成成分。植物内生真菌中广泛分布着抗菌活性
菌株，其在进化过程中形成了丰富的代谢系统，能产生
众多的抗菌产物，并在一定条件下成为植物病原菌的
拮抗菌，却不会引起宿主植物明显的病症。现对三七
的内生真菌进行了分离，并对其进行了抗根腐病病原
菌活性研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料
三七采自文山县苗乡三七实业有限公司砚山基

地，分别采集１ａ、２ａ、３ａ生健康三七共４８棵。

根腐病病原菌：坏损柱孢菌（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ
ｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ） 和 三 七 黄 腐 病 菌 （Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ
ｄｉｄｙｎｕｍ），均由文山学院微生物实验室分离得到并参
考资料鉴定确认［５－６］。

１．２　试验方法

１．２．１　内生菌分离纯化　内生真菌分离培养基为

ＰＤＡ－抗生素培养基，纯化及测试菌培养基为ＰＤＡ 培
养基。分离方法参考ＳｉｌｖａｎｉＶＡ 等［７］：取新鲜健康三七
的根、茎、叶，流水冲洗干净后进行表面消毒处理（７０％
酒精浸泡２ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４遍；次氯酸钠浸泡

５ｍｉｎ，无菌水冲洗４～５次）；处理完毕在无菌条件下，

用灭过菌的手术刀切去表层组织，将中间部分切成约

０．５ｃｍ大小接种于ＰＤＡ培养基上，置２５°Ｃ培养；观察
材料边缘有菌落长出，将不同的菌落分别挑至ＰＤＡ培
养基中；将菌种在培养基中培养，逐步进行分离纯化，

直至得到纯化的单菌株。将得到的菌株转接到ＰＤＡ
斜面培养基保存。

１．２．２　内生真菌液体培养及发酵液处理　液体培养
采用ＰＤＡ液体培养基，取菌丝块接种２５℃、１２０ｒ／ｍｉｎ
培养７～１４ｄ。发酵液经冻融、匀浆后４　０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，取上清液，过滤除菌得发酵液。

１．２．３　抑菌试验　首先采用对峙培养的方法进行初
筛。将病原菌点植在培养皿的中央，将待测菌点植在
外周，每皿筛选３株，经２０℃培养观察待测菌株对病原
菌有无抑制作用［６］。采用滤纸片法［８］检测抑制性菌株
的发酵液对根腐病病原菌的生长有无抑制作用。将斜
面培养的病原菌用无菌水洗下其孢子，与适量培养基
混匀（孢子终浓度约为１０６个／ｍＬ），倒平板。待培养基
凝固后，将无菌滤纸片（Ф＝５ｍｍ）用内生真菌发酵液
浸湿，贴放于培养基上，２０℃培养４８ｈ，测量抑菌圈直

径。纸片扩散法：将各内生真菌代谢产物的发酵液

５倍浓缩然后提前４ｈ将滤纸片浸泡于其中，使其充分
吸收，略微风干后，平放于含有病原菌孢子的培养基
上，各内生真菌对２种病原菌分别作３个重复，用空白
培养基作对照。将制备好的培养皿于２０℃恒温培养

２～４ｄ后观察，测抑菌圈直径（Ф）。

２　结果与分析

２．１　三七内生菌的分离
从健康三七根、茎、叶中共分离得内生真菌

１０８株。

２．２　三七内生真菌的抗根腐病病原真菌活性
由表１可知，１０８株供测内生真菌中有２９株对

１～２种根腐病病原菌有抑制作用，表明三七内生真菌
中存在着广泛的抗病真菌资源。表１列出２９株抗性
菌株代谢产物对２种根腐病病原菌的抑制作用强弱。

其中２１株三七内生菌可以通过代谢产物作用于病原
真菌，其余８种可能通过直接接触或生长竞争等途径
对病原菌产生抑制作用。通过滤纸片法测试，从根和
叶内筛选到２株内生真菌对三七根腐病主要病原菌坏
损柱孢菌（Ｃ．ｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ）有很强的抑制作用。

　　表１ 三七内生真菌及其代谢产物对

２种测试菌的抑菌活性

菌株编号 组织来源
坏损柱孢菌

（Ｃ．ｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ）

三七黄腐病菌

（Ｃ．ｄｉｄｙｎｕｍ）
６ 根 ＋＋ ＋＋
９ 根 ＋＋＋＋ ＋
１０ 根 － －
１３ 根 ＋ ＋＋＋
１４ 根 － ＋＋
１７ 根 ＋ ＋
２１ 根 ＋＋ －
２４ 根 － ＋
２９ 根 ＋ －
３７ 茎 － －
３９ 茎 ＋ ＋＋
４１ 茎 ＋ －
４２ 茎 ＋＋ ＋＋
４５ 茎 － －
４６ 茎 － －
５１ 叶 ＋ ＋＋
５３ 叶 － －
５４ 叶 ＋＋ －
５９ 叶 ＋ ＋
６０ 叶 ＋ ＋
６３ 叶 － －
６５ 叶 ＋ ＋＋＋
６６ 叶 － －
７６ 叶 ＋＋＋＋ ＋＋
７７ 叶 ＋ ＋＋
８０ 叶 － ＋
８２ 叶 － －
９８ 叶 ＋＋ ＋
１０５ 叶 ＋ ＋

　　注：－，＜６ｍｍ；＋，６ｍｍ≤≤１０ｍｍ；＋＋，１０ｍｍ＜≤１６ｍｍ；＋＋＋，

１６ｍｍ＜≤２０ｍｍ；＋＋＋＋，＞２０ｍｍ。
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３　小结
植物内生真菌指的是生长在植物体的根、茎及叶

等组织中的细胞间隙或细胞内，与植物建立无害的共
生关系的一类真菌，是植物微生态系统中的天然组成
成分。植物内生真菌在进化过程中与宿主建立了和谐
的生态关系，并可通过其代谢产物调节宿主的抗虫、抗
病性和对不良因子的耐受性。由于真菌基因组复杂代
谢途径多样，其次生代谢产物是十分丰富的，是天然产
物的重要来源［９］。该研究首次对三七内生真菌进行了
分离培养。结果表明，三七植物体内存在大量的内生
真菌资源，经筛选显示其中有大量的抗病活性菌株。

植物病原真菌的感染是引起植物病害，造成作物减产
的重要原因。目前，对植物病害的防治均采用化学农
药杀灭病原菌，而化学农药对人畜的毒副作用和残留
问题至今仍难以解决。随着越来越多抗药性植物病原
菌的出现，寻找其它可替代的、毒副作用小，安全有效
的农药来防治植物病害成了农业可持续发展的焦点问

题。以上结果表明，高活性菌株在内生真菌中占有一
定比例。而抑菌作用最强的菌株，对坏损柱孢菌（Ｃ．
ｄｅｓｔｒｕｃｔａｎｓ）的平板抑菌圈直径达３９ｍｍ，值得进一步
研究。因此，植物内生真菌是重要的抗菌药用资源。

开发植物内生真菌，寻找新的抗菌活性物质具有广阔
的前景。
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