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摘要：初步探讨了虎杖来源真菌 )*#+ 与虎杖悬浮细胞之间的共培养关系及其白藜芦醇的积累特征。通过肉眼和

光学显微镜观察真菌 )*#+ 与虎杖悬浮细胞的形态结构及生长情况，并用 ,-./ 检测其白藜芦醇的积累特征，结果

表明，两者均能在共培养体系中正常生长，且生长量可达 $0+&12，但白藜芦醇的含量下降了 (&!234.，而真菌接种量

的大小可与虎杖悬浮细胞共培养建立一种动态平衡体系，由此推测真菌 )*#+ 与虎杖悬浮细胞可能为共生状态。
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关于共生状态的植物与微生物的研究，国内外

学者主要集中在微生物在生物防治方面的作用以

及微生物所产生的次生代谢物［!，"］，而对于微生物

与植物在长期协同进化过程中彼此构成的稳定生

态关系的认识上，则不同学者有不同的见解，有的

将其描述为与植物互惠互利的共生关系；有的认为

是特殊的寄生关系，这种寄生一般不引起植物的相

关病症，而当植物衰老或受到环境胁迫时又会变成

病原菌而引起植物病害，即微生物和植物之间是一

种处于动态平衡的拮抗关系［#］。根据微生物与植

物的亲和关系，可将其分为专一性和非专一性［$］。

为进一步了解微生物与植物共生关系的生理特点、

发生机理与规律，寻找利用微生物与植物共培养来

提高相关高价值次生代谢物质的工业化生产的可

能性途径，对真菌 )*#+ 与虎杖悬浮细胞进行共同培

养，并对共培养的生物量以及虎杖悬浮细胞中的白

藜芦醇积累特征进行了研究。

= 材料

=>= 菌种

真菌 )*#+（>$/()(##(-3 P )7.9,"%$/-3），分离于虎

杖愈伤组织培养过程。菌种由湖南省林产化工工

程重点实验室卢成英教授鉴定。
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!"# 主要培养基

!" 液体培养基，马铃薯培养基。

图 # 共培养中不同接种量的生长代谢特征

图 $ 共培养中不同接种量的白藜芦醇代谢特征

图 % 共培养中不同培养时间的生长代谢特征

图 & 共培养中不同培养时间的白藜芦醇代谢特征

!"$ 主要试剂

乙腈，甲醇，乙酸乙脂，’()*$（均为分析纯）。白

藜芦醇标准对照品（"+(,- 公司 ../）。

!"% 主要仪器

高效液相色谱仪（日本岛津 0)1.23），往复式振

荡培养箱（45&#），万分之一分析天平（3671$$2），人

工气 候 箱（中 国 广 东 08’1$927"），旋 转 蒸 发 仪

（869&213: 型），倒置显微镜（日本 4!;$1##）。

# 方法

#"! 虎杖悬浮细胞的准备［&］

选取健壮无病的虎杖植株根茎芽，洗净、晾干

表面水，<9/ 酒精消毒 %2= 冲洗 # 次，再用 2>#/
’()*$ 溶液消毒 #2,+? 冲洗 < 次后晾干，切成 2>9@,

A 2>9@, 的小块，作为诱导愈伤组织的外植体，接入

!" 固体培养基，在 $9B，#$22 0C= 下进行培养，每 $2
D 继代一次。将 &9(E0 虎杖愈伤组织置于 !" 液体

培养基后，于 $9B，F2GE ,+? 往返式振荡式培养箱

培养 #$D 得悬浮培养细胞。以上操作均在超净工作

台内进行，无菌生理盐水冲洗。

#"# 菌种的活化及孢子液的制备

取冰箱中冷藏的菌种接于马铃薯固体平板培

养基上 $FB下培养 9D，再经过数次平板转接活化。

将接有菌种的平板培养 9D 后，孢子用灭菌生理盐水

洗下，92222G E,+? 离心 9,+?，沉淀加灭菌生理盐水

悬浮使孢子含量为 #29 @H**=E,0 I #2J @H**=E,0［J］。

#"$ 基本参数的检测

#"$"! 生长量的测定：采用定量滤纸抽滤后称重。

#"$"# 白藜芦醇的提取及检测：发酵液取出后，超

声波处理 %2,+? 以使其细胞壁破碎，再按照参考文

献［<］白藜芦醇提取及检测。采用面积归一法计算

样品的含量。

#"% 真菌 ’($) 与虎杖悬浮细胞共培养生长状态的

观察

装有虎杖悬浮细胞的培养皿［F，.］中添加 2>#/
的真菌 K1%. 孢子液，石蜡密封后于 $JB，#22GE,+?
下培养 <D，每隔 $&L 取样观察。目测观察培养液、

悬浮细胞、菌体颜色、悬浮细胞的分散程度等，再将

培养物摇匀，用移液枪吸取 2>29,0，用 2>9/ ;GMN-?
K*OH 染色 #,+? 在光学显微镜下观察细胞团数、破裂

细胞数、死亡细胞数（染成蓝色）、畸形细胞数、正常

细胞数（不着色）、细胞颜色、碎片多少等情况。

#"& 真菌 ’($) 接种量对共培养的影响

依次取 2/、2>#/、2>$/、2>%/、2>&/、2>9/
的真菌 K1%. 孢子液，分别接种到 !" 液体培养基

中，每组均添加 #( 虎杖悬浮细胞，设相应接种量的

真菌 K1%.，#( 虎杖悬浮细胞为空白对照组，于 $JB，
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!""#$%&’ 下培养 () 取出样品，测出其生物量和白藜

芦醇含量。

!"# 共培养中不同培养时期的代谢特征

将已配制好的 *+ 培养液分为 , 组，- 组为真菌

对照组，加入 "./0孢子液，- 组为虎杖悬浮细胞对

照组，加入 !1 虎杖悬浮细胞，- 组为真菌 2 虎杖悬

浮细胞实验组，加入 "./0孢子液和 ! 1 虎杖悬浮细

胞，于 /34，!""#$%&’ 下分别培养 -)、3)、,) 后取出

样品，测出其生物量和白藜芦醇含量。

$ 结果与分析

$"% 真菌 &’$( 的不同接种量对共培养的影响

当孢子液接种量!".-0时，共培养组的总生物

量下降；而当孢子液接种量为""./0时，共培养组

的总生物量上升，尤其是接种量为 "./0时，共培养

组的生长最好，生物量最大（图 !）。但在共培养体

系中，白藜芦醇的含量比对照组有明显下降，接种

量为 ".-0 时，其含量比对照组下降了约 5"!1$%6
（图 /）。由此推测，菌株接种量的大小能决定其在

特定生存环境下是否能够迅速成为抢占空间与食

物的优势种，是否能与虎杖悬浮细胞势均力敌，竞

争力相当，同时还影响着虎杖悬浮细胞的生长、分

裂与分化的速度及各自的新陈代谢，因此共培养微

生态体系中充满了和谐与竞争。

$"! 共培养中不同培养时期的代谢特征

共培养组共同培养 -)、3)、,) 后发现：随着时间

的延长，共培养组生长旺盛，生物量增加；共培养 ,)
后，共培养体系还处于一种稳定状态（图 -）。虽单

一培养虎杖悬浮细胞或真菌 78-, 的对照组生物量

相对较小，但白藜芦醇的含量均是单一培养虎杖悬

浮细胞的对照组最高（图 9）。

$"$ 真菌 &’$( 与虎杖悬浮细胞共培养的形态观察

根据肉眼直接观察和显微镜观察表明（表 !）：

随着时间的推移，无论是实验组还是对照组，虎杖

悬浮细胞颜色逐渐由淡黄色变为黄褐色或棕褐色，

细胞死亡率、细胞破裂率、细胞畸形率均呈上升趋

势，而且在 ! : ". "5 水平上均无显著性，但正常活

细胞率为 350 ; ("0 左右，居主导地位。在培养

初、中期，共培养组的细胞死亡率、细胞破裂率、细

胞畸形率均呈上升趋势，但在培养后期，这三个因

子的数值起伏不大，可能由于微生物的入侵起初对

植物细胞的生存有一定抑制作用，后期两者则趋于

稳定。和对照组相比，共培养组的细胞团数在培养

过程中普遍较高，可能由于真菌菌丝体在培养过程

中能够迅速生长，快速繁殖，且将虎杖悬浮细胞紧紧

包裹，使得细胞团无法分开，并且 () 后肉眼几乎看不

见有游离状态的虎杖悬浮细胞。而对照组随着振荡

时间的推移，细胞团平均数明显下降（图 5、3）。

表 % 真菌 &’$( 与虎杖悬浮细胞共培养的悬浮细胞生长情况（#! ) "，# * +）

试验组

<#=>?@

细胞畸形率

AB’=#%CD&EF #CEG =H IGDD@

细胞破裂率

7#GCJ&’1 #CEG =H IGDD@

细胞死亡率

KGCEL #CEG =H IGDD@

细胞团数

M>%BG# =H IGDD %C@@

虎杖悬浮细胞 2 真菌 78-, +>@?G’@&=’ IGDD C’) 78-, H>’1>@ ,.-9 N !.5( (.(, N -.// !"."9 N /.O, !9.39 N ".-5

虎杖悬浮细胞 +>@?G’@&=’ !"#$%"&’( )’*+,-./’( IGDD (.,- N !.59 9./- N /.5/ ,.,O N /.(9 O.5- N 9.OO

注：以上 9 个因素在 ! : "."5，! : ". "! 水平上均无显著性

, 讨论

通过实验研究发现：在真菌 78-, 与虎杖悬浮细

胞共培养的过程中，两者均能正常生长且相互促进

生长。此 实 验 结 果 与 +&GBG# 等［!"］对 大 叶 槭（ 0)12
(.)2"+3$##’(）愈伤组织与其内生菌双重培养的研究

结果有些不同。他们发现，寄主愈伤组织的存在对

内生菌的生长具明显促进作用，相反，内生菌则对

寄主愈伤组织的生长产生抑制作用。PGEG#@ 等［O］研

究的 - 种内生菌与其寄主及非寄主植物愈伤组织

共培养时的相互作用，也得出与他们同样的结果。

虽本实验结果与之有所不同，但由此可以推测，在

共培养期间由于植物细胞在生长时会分泌真菌生

长所需要的物质，而真菌在利用植物细胞外分泌物

的同时，相应地产生了 QR/、无机营养、以及生长因

子等，从而改善了植物细胞的微环境，促进了植物

细胞的生长，使其生物量增加。

根据 +IL>DS 等人通过对落叶松和大麦两种植物
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图 ! 共培养的显微图片（ " #$$）

注：% 共培养中的虎杖悬浮细胞，& 被 $’!( )*+,-. &/01 染成蓝色

的真菌 &234 菌丝体。

图 5 共培养的生长图片

注：6 被真菌 &234 菌丝体包裹的虎杖悬浮细胞，7 共培养中的真

菌 &234 菌丝体团

的内生菌及病原菌感染引起的寄主防卫性次生产

物以及大量内生菌次生产物的分析，结合内生菌与

寄主愈伤组织共培养等一系列研究结果的分析发

现，内生菌能产生对寄主有毒害的次生产物，内生

菌的侵染同样会引发宿主的防卫反应［4］。本实验

结果与之有相似之处，真菌 &234 对虎杖次生代谢产

物白藜芦醇也有一定的抑制作用，使其共培养中的

白藜芦醇含量降低。在共培养过程中，真菌 &234 可

能通过自身 的 代 谢 产 物 或 存 在 本 身 借 助 于 信 号

传导作用对虎杖悬浮细胞施加影响，使虎杖悬浮细

胞产生了抑制虎杖次生代谢产物白藜芦醇产生的

负面作用。

从植物和内生菌的微生态系统来看，植物体本

身可以看作是一个复杂的微生态系统。在这个系

统中，各种不同的内生菌之间能建立一种动态的平

衡体系，并且植物体就可以看作是一个由自身的活

体组织和定殖在体内的内生菌共同构成的生态体

系，而且在植物生活史的整个过程中维持着动态平

衡［##］。由此初步推测，真菌 &234 与虎杖悬浮细胞

之间是处于一种平衡态的拮抗关系。

本研究为模拟植物和内生菌的生长环境来探

索其复杂的微生态关系奠定了基础，为寻找利用微

生物与植物共培养来提高相关高价值交生代谢物

质的工业化生产的可能性途径提供了依据。
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