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马尾松内生真菌产油脂菌株的分离、筛选和鉴定
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摘要: 采用组织块法从马尾松(Pinus massoniana Lamb.)根、茎和叶片中分离获得内生真菌,初步筛选出产油脂菌株

且对其油脂含量进行了分析;并采用形态学及分子生物学方法对产油脂菌株进行了分类鉴定。 结果显示:从马尾

松植株中共获得 21 株内生真菌菌株,其中分离自根、茎和叶片的菌株分别为 4 株、6 株和 11 株。 有 14 株菌株的菌

丝中有油滴;其中,分离自叶片的菌株 ZP-1、分离自根的菌株 ZP-2 和分离自茎的菌株 ZP-3 的菌丝内油滴较多且

油脂含量较高,平均油脂含量分别达到 29. 12% 、25. 03% 和 30. 56% ,差异极显著(P<0. 01)。 不同菌株的菌落颜

色、菌丝和分生孢子形态特征明显不同,菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 的形态分别与拟青霉属(Paecilomyces Bainier)、
生赤壳菌属(Bionectria Speg.)和镰刀菌属(Fusarium Link)菌种的形态相似。 与 GenBank 中相关真菌 ITS 序列的比

对以及 NJ 系统树分析结果显示:菌株 ZP-1 与拟青霉属、菌株 ZP-2 与生赤壳菌属、菌株 ZP-3 与镰刀菌属间的 ITS
片段序列相似性均达到 99% ,在各自的 NJ 系统树上它们也分别聚在一起。 初步确定菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 分

别属于拟青霉属、生赤壳菌属和镰刀菌属。
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Abstract: By means of tissue block method, endophytic fungi were obtained from root, stem and leaf of
Pinus massoniana Lamb., and producing lipid strains were preliminarily selected out and their lipid
contents were analyzed. And these lipid strains were also classified and identified by morphological and
molecular biological methods. The results show that 21 strains of endophytic fungi have been obtained
from P. massoniana, in which, the number of strains isolated from root, stem and leaf is 4, 6 and 11
strains, respectively. There are oil bodies in mycelia of 14 strains, in which, the number of oil body is
more and lipid content is higher in mycelia of strain ZP鄄1 from leaf, strain ZP鄄2 from root and strain ZP鄄
3 from stem, and average lipid content reaches to 29. 12% , 25. 03% and 30. 56% , respectively, with
the extremely significant difference (P<0. 01). Colony color, morphological characteristics of mycelium
and conidium of different strains are obviously different, and morphology of strains ZP鄄1, ZP鄄2 and ZP鄄3
is similar to that of fungus species in genera of Paecilomyces Bainier, Bionectria Speg. and Fusarium
Link, respectively. The results of alignment with related fungus ITS sequences in GenBank and analysis
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of NJ phylogenetic tree show that the sequence similarity of ITS fragment of strain ZP鄄1 with
Paecilomyces, strain ZP鄄2 with Bionectria, strain ZP鄄3 with Fusarium all reaches to 99% , and they are
gathered respectively in their own NJ phylogenetic tree. It is preliminarily determined that strains ZP鄄1,
ZP鄄2 and ZP鄄3 belong to genera of Paecilomyces, Bionectria and Fusarium, respectively.

Key words: Pinus massoniana Lamb.; endophytic fungus; lipid content; morphological characteristics;
ITS fragment; fungus identification

摇 摇 植物内生真菌泛指那些在其生活史中的某一阶

段或在整个生活史中都生活在植物组织内部,但并没

有引起植物组织明显病害症状的一类真菌[1-2];大量

研究结果表明植物内生真菌能产生与其宿主相同的

代谢产物[3-4]。 按照协同演化理论[5],宿主植物与其

内生真菌长期共生并相互影响,内生真菌极有可能具

有与宿主植物相同的次生代谢产物合成途径,其形成

机制为:一是相关基因的直接传递,这种传递可发生

在寄生生物与寄主间或共生生物与寄主间的相互作

用过程中;二是在共同生活的环境中长期接触而传递

遗传物质[6-7]。 油脂植物内生真菌能否产生与其宿主

相同的代谢产物? 许多研究者对此进行了相关研究,
并从油脂植物内生真菌中筛选出产油菌株。 游玲

等[8]对油樟也Cinnamomum longepaniculatum (Gamble)
N. Chao ex H. W. Li页的产油脂内生真菌进行了初步

研究;戴传超等[9] 对大戟科(Euphorbiaceae)4 种药用

植物及其内生真菌的脂肪酸组分进行了比较研究;作
者所在的研究团队曾对桉树(Eucalyptus sp.)和雷公藤

(Tripterygium wilfordii Hook. f.)等树种的内生真菌进

行了较为广泛的研究[10-13]。
马尾松 ( Pinus massoniana Lamb.) 是国产松属

(Pinus Linn.)中分布最广的重要用材树种,富含松脂,
是中国主要的产脂树种。 内生真菌与马尾松协同进

化,有可能产生与其宿主相同的代谢产物,但有关马

尾松内生真菌产油脂的研究未见报道。 为此,作者对

马尾松不同部位的内生真菌进行分离,从中筛选出产

油脂菌株;并采用形态学和分子生物学鉴定方法对菌

种进行初步鉴定,以期为马尾松内生真菌的开发利用

奠定研究基础。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

马尾松样株种植于福建省漳平五一国有林场,于
2011 年 6 月挑选 15 株生长性状良好、无病虫害症状

的健康植株,各株分别采集根、茎和叶片;其中根、茎
样品均采集 10 cm 以上的条段,用沾水的棉花包住根

的两端和枝条底部带回实验室,备用。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 内生真菌的分离、培养和菌体收集 摇 参照文

献[14-16]采用组织块法分离内生真菌。 将马尾松

根、茎和叶片分别剪成 3 ~ 5 cm 小段,用蒸馏水冲洗

干净后用体积分数 75%乙醇表面消毒 2 ~ 5 min,然后

再用体积分数 0. 1%HgCl2进一步消毒 10 ~ 30 s,最后

用无菌水冲洗 3 次。 无菌条件下吸干表面水分,用刀

片将根和茎切成 3 mm伊3 mm 的小片、将叶片切成

3 mm 的小段,接入 PDA 培养基平板上,置于 27 益培

养箱中避光培养 3 ~ 7 d。 待组织块周围长出菌丝后,
挑取尖端菌丝移至新的 PDA 培养基中,逐步纯化获

得纯培养物。 分离纯化后的菌株接种于斜面培养基

上保存、备用。
挑取菌丝块接种于 200 mL 马铃薯葡萄糖液体培

养基中,于 27 益、125 r·min-1条件下培养 7 d;用 4 层

纱布过滤菌体后用蒸馏水充分洗涤,于 65 益烘干至

恒质量,备用。
1. 2. 2摇 产油脂菌株的初步筛选摇 参照文献[17]进行

内生真菌油脂含量的初步检测。 取少许振荡培养的

菌丝,吸干液体培养基后加入苏丹黑染液(参照文献

[18]配制)1 ~ 2 mL,于室温染色 5 min,然后将菌丝用

水洗涤 5 min;挑取菌丝制作临时装片,镜检观察菌丝

内油滴的数量、大小和颜色[7]。
1. 2. 3 摇 油脂提取及含量测定 摇 用酸热法[19] 提取油

脂。 称取一定量菌体,按 1 g 菌体加入 10 mL 的比例

加入 4 mol·L-1HCl,振荡混匀后室温放置 30 min,
沸水浴处理 10 min 后立即于-20 益速冷 30 min;加入

2 倍体积 V(三氯甲烷) 颐V(甲醇)= 1颐1 提取液,充分振

荡后于 5 000 r·min-1 离心 5 min;取三氯甲烷层,
加 等 体 积 质 量 分 数 0. 1% NaCl 溶液 ,混匀后于

5 000 r·min-1离心 5 min;将三氯甲烷层挥发除去溶

剂后获得油脂,称取油脂质量。 油脂质量与菌体干质
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量的百分比即为油脂含量[7]。 实验重复 3 次。
1. 2. 4摇 菌种的形态学鉴定摇 挑取纯化的真菌菌丝接

种于 PDA 培养基上,采用 3 点接种法培养,肉眼观察

菌落正反面特征;采用直接挑取制片法或载玻片培养

法对孢子进行显微观察。 根据菌丝体和孢子的形态

特征、参照文献[20]对菌株进行初步鉴定。
1. 2. 5摇 菌种的分子生物学鉴定摇 利用核糖体 ITS 片

段对菌种进行分子生物学鉴定

1. 2. 5. 1 摇 基因组 DNA 提取摇 采用 CTAB 法[21-22] 提

取基因组 DNA,稍作改进。 待测菌株用 100 mL 马铃

薯葡萄糖培养液摇瓶培养 5 ~ 6 d,4 层纱布过滤,吸干

培养基后将菌丝体冷冻干燥。 将干燥的菌丝体在液

氮中研磨 3 次至粉状,加入 2 mL 事先预热至 65 益的

CTAB 提取液及 20 滋L 巯基乙醇,混匀后于 65 益温浴

1 h;加入等体积的 V(苯酚) 颐V(三氯甲烷) 颐V(异戊

醇) = 25颐24颐1 混合液,10 000 r·min-1离心 10 min,上
清液重复 1 次上述步骤;于上清液中加入 0. 7 倍体积

异丙醇,4 益静置 10 min 后,于 10 000 r·min-1离心

10 min,沉淀用预冷的体积分数 70%乙醇洗涤 2 次后

吸干溶剂,获得的 DNA 用 200 滋L DDW 溶解;用质量

分数 0. 8% ~ 1. 2% 琼脂糖(50 mL 琼脂糖加入 1 滋L
EB)电泳检测 DNA 纯度。
1. 2. 5. 2摇 PCR 扩增和测序摇 参照文献[23]进行 ITS
片段扩增。 PCR 扩增引物为真菌核糖体 DNA 通用引

物 ITS5 (5忆-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3忆)和

ITS4(5忆-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3忆) (上海生工

生物技术有限公司),用 ABI 9700 型 PCR 仪进行 PCR
扩增。 PCR 扩增反应体系总体积 25 滋L,包含 10 伊
PCR Buffer 2. 5 滋L (Mg2+ free)、 50 mmol·L-1 Mg2+

0. 8 滋L、10 mmol·L-1 dNTPs 0. 5 滋L、10 滋mol·L-1

ITS5 0. 5 滋L、10 滋mol·L-1 ITS4 0. 5 滋L、5 U·滋L-1

Plantinum Taq DNA 聚合酶 0. 2 滋L、模板 DNA 1 滋L 和

重蒸水 19 滋L。 扩 增 程 序 为: 95 益 预变性 3 min;
95 益变性 30 s、55 益退火 30 s、72 益延伸 50 s,共 38
个循环;最后于 72 益延伸 10 min。

PCR 产物用质量分数 1. 5% 琼脂糖电泳检测,电
泳产物用 Axygen 凝胶回收试剂盒(美国 Axygen 公

司)回收纯化(操作步骤按照产品说明书进行);纯化

产物由上海英骏生物技术有限公司采用 ABI 3730 型

测序仪测序。
将测序得到的 ITS 片段序列与 GenBank 核酸数

据库中相应的序列进行 BLAST 分析,利用 ClustalX

2. 1 软件进行多序列比对[24];应用 MEGA 5. 0 软件中

的 Neighbor-joining(NJ)法构建系统发育树[25-26],自
展值设为 1 000。

2摇 结果和分析

2. 1摇 内生真菌分离结果

从马尾松根、茎和叶片中分离出 21 株不同形态

的真菌菌株。 其中,从根中分离出 4 株,占总菌株数

量的 19. 05% ;从茎中分离出 6 株,占总菌株数量的

28. 57% ;从叶片中分离出 11 株,占总菌株数量的

52. 38% 。 从叶片中分离获得的真菌菌株数量最多。
2. 2摇 产油脂菌株的初步筛选及油脂含量比较

鉴定结果显示:在分离获得的 21 株马尾松内生

真菌菌株中,有 14 株内生真菌的菌丝内有油滴存在;
其中,油滴较大较多的 3 株菌株分别为 ZP-1、ZP-2
和 ZP-3,分别分离自马尾松的叶片、根和茎。

菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 的油脂含量见表 1。
结果显示:菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 的平均油脂含量

分别为细胞干质量的 29. 12% 、25. 03% 和 30. 56% ,
其中分离自茎的菌株ZP-3的平均油脂含量最高,
3 株内生真菌的平均油脂含量均在 20% 以上。 方差

分析结果表明:在 琢 = 0. 01 水平上,F(2, 6)= 10. 92,
F=96. 48, 表明 3 株菌株的油脂含量差异极显著。

表 1摇 分离自马尾松叶片、根和茎的 3 株内生真菌油脂含量比较
Table 1 摇 Comparison of lipid content in three strains of endophytic
fungi separated from leaf, root and stem of Pinus massoniana Lamb.

菌株号
No. of
strain

分离部位
Separated
part

菌体干
质量 / g

Dry weight
of thallus

油脂
质量 / g
Lipid
weight

油脂
含量 / %
Lipid
content

平均油脂
含量 / %
Average of
lipid content

ZP-1 叶片 Leaf 3. 73 1. 09 29. 22 29. 12
4. 02 1. 18 29. 35
2. 95 0. 85 28. 81

ZP-2 根 Root 4. 61 1. 16 25. 16 25. 03
4. 34 1. 08 24. 88
3. 95 0. 99 25. 06

ZP-3 茎 Stem 4. 72 1. 46 30. 93 30. 56
5. 43 1. 69 31. 12
3. 68 1. 09 29. 62

2. 3摇 菌株的分类鉴定结果

2. 3. 1摇 菌株的形态学鉴定结果 摇 分离自马尾松叶

片、根和茎的内生真菌菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 的菌
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落形态见图 1。 菌株 ZP-1 的菌落呈淡紫色,短绒毛

状且较致密;分生孢子梗呈近球形,在菌丝端或短茎

上轮 生, 初 步 鉴 定 菌 株 ZP - 1 属 于 拟 青 霉 属

(Paecilomyces Bainier)。 菌株 ZP-2 的菌落呈白色,绒
毛状;分生孢子椭圆形或圆柱形,初步鉴定菌株 ZP-2

属于生赤壳菌属(Bionectria Speg.)。 菌株 ZP-3 的菌

落呈桃红色,表面潮湿、菌丝密集,气生菌丝发达并呈

绒毛状;小型分生孢子呈卵圆形或纺锤形,大型分生

孢子呈镰刀形,初步鉴定菌株 ZP-3 属于镰刀菌属

(Fusarium Link)。

1. 菌株 ZP-1 菌落正面 Colony front of strain ZP鄄1; 2. 菌株 ZP-1 菌落背面 Colony back of strain ZP鄄1; 3. 菌株 ZP-2 菌落正面 Colony front of strain
ZP鄄2; 4. 菌株 ZP-2 菌落背面 Colony back of strain ZP鄄2; 5. 菌株 ZP-3 菌落正面 Colony front of strain ZP鄄3; 6. 菌株 ZP-3 菌落背面 Colony back of
strain ZP鄄3.

图 1摇 马尾松内生真菌菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 的菌落形态比较
Fig. 1摇 Comparison of colony morphology of endophytic fungus strains ZP鄄1, ZP鄄2 and ZP鄄3 of Pinus massoniana Lamb.
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2. 3. 2摇 菌株的分子生物学鉴定结果摇 用真菌通用引

物 ITS5 和 ITS4 对分离自马尾松叶片、根和茎的内生

真菌菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 的核糖体 DNA ITS 片

段进行扩增,获得的 ITS 序列与 GenBank 中的相关序

列进行比对分析。 研究结果表明:菌株 ZP-1 与拟青

霉属种类的 ITS 序列相似性达到 99% ;菌株 ZP-2 与

生赤壳菌属种类的 ITS 序列相似性达到 99% ;菌株

ZP-3 与镰刀菌属种类的 ITS 序列相似性达到 99% 。
Landeweert 等[27] 认为: ITS 序列相似性大于或等于

99% ,鉴别为相同种;ITS 序列相似性大于 95% 但小

于 99% ,鉴别为相同属;ITS 序列相似性序列相似性

小于或等于 95% ,鉴别为相同科。 根据这一标准,可
对 3 株菌株的菌种进行鉴定。

菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 与相似真菌的 NJ 系统

树分别见图 2、图 3 和图 4。 在各自的系统树上菌株

ZP-1 与 Purpureocillium lilacinum (KC790527. 1) 聚在

同一个分支 (图 2 ), 菌株 ZP - 2 与 Bionectria sp.
EXMQ-9 (FJ233188. 1)聚在同一个分支(图 3), 菌

分支上的数值代表 1 000 次重复抽样检测的自展支持率 The datums on the branches indicate the bootstrap value of 1 000 replications.

图 2摇 基于 ITS 序列分析的马尾松内生真菌菌株 ZP-1 与相似真菌的 NJ 系统树
Fig. 2摇 NJ phylogenetic tree of endophytic fungus strain ZP鄄1 of Pinus massoniana Lamb. and similar fungi based on ITS sequence analysis

分支上的数值代表 1 000 次重复抽样检测的自展支持率 The datums on the branches indicate the bootstrap value of 1 000 replications.

图 3摇 基于 ITS 序列分析的马尾松内生真菌菌株 ZP-2 与相似真菌的 NJ 系统树
Fig. 3摇 NJ phylogenetic tree of endophytic fungus strain ZP鄄2 of Pinus massoniana Lamb. and similar fungi based on ITS sequence analysis

13摇 第 2 期摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 邓慧华, 等: 马尾松内生真菌产油脂菌株的分离、筛选和鉴定



分支上的数值代表 1 000 次重复抽样检测的自展支持率 The datums on the branches indicate the bootstrap value of 1 000 replications.

图 4摇 基于 ITS 序列分析的马尾松内生真菌菌株 ZP-3 与相似真菌的 NJ 系统树
Fig. 4摇 NJ phylogenetic tree of endophytic fungus strain ZP鄄3 of Pinus massoniana Lamb. and similar fungi based on ITS sequence analysis

株 ZP-3 与 Fusarium sp. JJP-2009a (FJ210605. 1)和
Fusarium sp. R2 (JX391934. 1)聚在同一个分支(图
4),表明它们之间均有密切的亲缘关系。

综合分析分子生物学和形态学鉴定结果,初步鉴

定菌株 ZP-1 属于半知菌亚门(Deuteromycotina)丝孢

纲(Hyphomycetes) 丝孢目 (Hyphomycetales) 丝孢科

(Hyphomycetaceae)拟青霉属菌种;菌株 ZP-2 属于子

囊菌门(Ascomycota)子囊菌纲(Ascomycetes)肉座菌

目(Hypocreales)生赤壳科(Bionectriaceae)生赤壳菌

属菌种;菌株 ZP-3 属于镰刀菌属,镰刀菌属又称镰孢

霉属,无性时期属于半知菌亚门(Deuteromycotina)丝
孢纲(Hyphomycetes)瘤座孢目(Tuberculariales)瘤座

孢科( Tuberculariaceae),有性时期属于子囊菌亚门

(Ascomycota),有性态常为赤霉属(Gibberella Sacc.)。

3摇 讨摇 摇 论

上述研究结果表明:马尾松不同器官内生真菌的

数量差异较大,其中从叶片中获得的内生真菌菌株数

量多于根和茎,这与其他树种不同器官内生真菌的分

布规律有差异。 宋萍等[13] 的研究结果显示:从雷公

藤枝中分离获得的内生真菌菌株数量多于根和叶;高
智辉等[28] 的研究结果显示:在核桃 ( Juglans regia
Linn.)的根、茎和叶中,从茎部获得的内生真菌最多,
从根部获得的内生真菌最少; 窦学娥[29] 从桑树

(Morus alba Linn.)根部分离获得的内生真菌数量最

多,茎部次之,桑树叶片中内生真菌最少。 在马尾松

内生真菌的分离过程中,由于其根和茎会分泌较多油

脂,阻碍了根、茎组织块与 PDA 培养基的接触,而且

散布在培养基表面的油脂对内生真菌的生长也不利,
因而,从马尾松根和茎获得的内生真菌较少。 而从马

尾松根部获得的内生真菌数量最少,与根系分泌物对

根际微生物生长的影响有一定关系[12]。 如何消除马

尾松根、茎内油脂分泌对内生真菌分离的影响? 则有

待进一步研究。
植物内生真菌的数量和种类还与寄主植物种类、

生长年限、生长环境、气候条件、取样时间、取样数量

以及分离方法等因素有关。 本研究中,由于采样数量

和采样地点有限,马尾松内生真菌的数量和种类也存

在一定的局限性。
内生真菌与宿主长期协同进化,极有可能具有与

宿主植物相同的次生代谢产物合成途径,所以,从油

脂植物内生真菌中寻找产油菌株是一条可行的途

径[7]。 马尾松富含松脂,是中国主要产脂树种,内生

真菌与马尾松长期共生,可能产生与其宿主相同的代

谢产物。 研究结果表明:马尾松内生真菌中存在大量

产油菌株,其中的菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 的油脂含

量均在 20%以上。 一般认为,油脂含量超过其生物体

总量 20%的微生物为产油微生物[30],因而,马尾松内

生真菌菌株 ZP-1、ZP-2 和 ZP-3 可确定为产油脂内
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生真菌,它们是可用于微生物油脂生产的物种新资

源,为进一步开发生物柴油的新油源奠定了基础。 但

这些菌株所产油脂的化学组成是否与松脂相似? 是

否可以直接用马尾松内生真菌的油脂提取物研制松

脂? 则有待进一步研究。 内生真菌在植物生长发育

和系统演化过程中有重要作用,其代谢物能够促进植

物生长并能增强植物的抗逆性,但产油脂内生真菌与

马尾松松脂产生的关系则有待进一步确定。
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