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海南粗榧内生真菌的分离与初步鉴定 
陈  苹  戴好富  解修超  吴  娇  廖文彬  梅文莉* 

(中国热带农业科学院 热带生物技术研究所  海口  571101) 

 
 

摘  要: 从海南粗榧(Cephalotaxus hainanensis L.)健康的树皮、枝、叶中分离得到 72 株内生真菌。

依据其菌落形态和显微特征, 将其中 68 株归为半知菌类, 即产孢的 33 株鉴定为 5 个属, 未产孢的

35 株中除 1 株鉴定为丝核菌属外, 其余 34 株暂归为无孢菌群。还有 4 株属于担子菌纲。结果表

明, 海南粗榧内生真菌对宿主具有一定的组织专一性, 树皮的真菌在数量、种群及其组成方面与

枝、叶的相比存在较大差异。 
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Isolation and Primary Identification of Endophytic Fungi 
from Cephalotaxus hainanensis L. 
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Abstract: Seventy-two strains of endophytic fungi were isolated from the healthy bark, branches and leaves 
of Cephalotaxus hainanensis L.. Sixty-eight of them were morphologically classified into Fungi Imperfecti, 
thirty-three sporulated were identified to five genera. For those did not sporulate, one was identified to 
Rhizoctonia sp., the rest were tentatively classified into Mycelia Sterilia. Four were identified to Basidiomy-
cetes. The result indicated the endophytic fungi of C. hainanensis show a degree of tissue specificity. There 
were significant differences about the quantity, genera and composition between the fungi isolated from bark 
and those from branches and leaves. 
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 海南粗榧(Cephalotaxus hainanensis L.)为三尖

杉科(Cephalotaxaceae)三尖杉属(即粗榧属) (Cepha- 

lotaxus)植物, 别名薄叶三尖杉、红壳松、薄叶蓖子

杉[1]。该科仅有三尖杉 1属共 9个种, 主要分布在亚

洲东部至南亚次大陆, 我国分布最为集中, 有 7 个

种和 3 个变种。该属的海南粗榧、三尖杉(C. for-

tunei)、中国粗榧(C.sinensis)、篦子三尖杉(C.oliveri)

等多种植物中含有三尖杉酯碱、高三尖杉酯碱、异

三尖杉酯碱和脱氧三尖杉酯碱等具有抗癌活性的三

尖杉酯类生物碱成分, 其中高三尖杉酯碱和三尖杉

酯碱已成为治疗白血病的临床药物[2]。海南粗榧是

三尖杉属中分布最南的一个种, 研究表明其抗癌活

性成分含量在国产种中是最高的 [3], 但因其生长缓

慢 , 加之过度采伐 , 目前数量稀少 , 已成为国家二
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级保护植物。由于半合成路线长、总收率偏低等原

因, 临床使用的三尖杉酯碱和高三尖杉酯碱的实际

生产仍然主要从三尖杉属植物中提取 [2], 而可供药

用的植物资源已经极其有限。以中国人民解放军第

一八七医院为主要研发单位研制成功的海南粗榧生

物碱抗癌针剂, 由于生产原料的奇缺和限制而被迫

停产多年。巨大的临床需求与有限的天然资源的矛

盾激发人们不断寻找新的药用资源。植物内生真菌

作为一类应用前景广阔的资源微生物正受到越来越

多的关注。已有研究表明内生真菌普遍存在于植物

体中 [4], 且有可能产生与宿主植物相同或具有相似

生理活性的代谢产物[5,6]。目前已有报道从三尖杉属

其他植物中分离到内生真菌, 并筛选到具有抗肿瘤

活性的菌株[7]。本文首次对海南粗榧的树皮、枝和

叶进行内生真菌的分离鉴定, 希望从中筛选到产三

尖杉酯类生物碱或其他抗肿瘤活性成分的菌株。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  来源：海南粗榧(Cephalotaxus hainanensis L.)
健康的树皮、枝、叶, 于 2005年 6月采自海南省尖
峰岭自然保护区内海拔 800 m 的热带雨林, 由中国
热带农业科学院热带生物技术研究所代正福副研究

员鉴定, 凭证标本 (No. CE20050612) 保存在中国
热带农业科学院热带生物技术研究所。 
1.1.2  培养基：马铃薯葡萄糖培养基(PDA), 其中分
离培养基中添加链霉素(50 U/mL)抑制细菌生长。 

1.2  方法  
1.2.1  内生真菌的分离：取海南粗榧健康的树皮、

枝、叶, 洗净晾干后在无菌条件下用 75%乙醇浸泡 
3 min, 无菌水漂洗, 再用 0.1%升汞浸泡 10 min ~  
15 min, 无菌水漂洗 5 次, 无菌滤纸吸干水分后备
用。将树皮切成 0.5 cm × 0.5 cm 的小块, 枝及叶切
成 1 cm 左右的小段接入新鲜的加有链霉素的 PDA
培养基, 置 28℃培养箱中培养 3 d ~ 7 d。待切口处
长出菌丝, 即转接至新鲜 PDA 培养基, 采用菌丝顶
端纯化法逐步纯化。同时做对照实验：将表面消毒

后的树皮、枝、叶不作切割置相同条件下培养, 结
果无任何微生物长出, 证明表面消毒彻底, 分离到
的真菌是海南粗榧的内生真菌。 
1.2.2  分类鉴定：根据内生真菌主要的群体形态特

点(包括菌落大小、颜色、表面特征、质地)和个体
形态特点(包括菌丝、子实体和孢子形态), 参考文献
[8]和[9]对其分类地位进行了鉴定。 

2  结果 

 从海南粗榧植物中共分离获得 72株内生真菌。
经菌落特征与显微形态观察, 将其中 68株归为半知
菌类 , 产孢的 33 株鉴定为  5 个属 , 以刺盘孢属 
(Colletotrichum sp.)和镰孢霉属 (Fusarium sp.)为优
势种群; 未产孢的 35 株中有 1 株鉴定为丝核菌属
(Rhizoctonia sp.), 其余的暂定为无孢菌群。另 4 株
在 PDA固体培养基上长出子实体, 将其归为担子菌
纲。初步的鉴定结果见表 1, 部分真菌的菌落特征与
显微形态特征见图 1与表 2。 

海南粗榧树皮所分离的内生真菌与其枝、叶的

相比, 无论在数量上还是在种群组成上都有较大差
异(表 1)。从树皮分离到的内生真菌最多, 共 37 株, 
已鉴定 22 株, 涉及半知菌类的 5 个属, 其中镰孢霉
属 (Fusarium sp.)为优势种群 , 共 10 株 , 担子菌
(Basidiomycetes)和葡萄孢属(Botrytis sp.)为亚优势
种群, 各有 4 株。枝和叶分离到的内生真菌分别为
17株和 18株, 枝所鉴定的 9株内生真菌全部是刺盘
孢属(Colletotrichum sp.); 而叶所鉴定的 7株内生真
菌涉及 2个属, 6株属于刺盘孢属(Colletotrichum sp.), 
1株属于丝核菌属(Rhizoctonia sp.)。 

3  讨论 

本研究表明, 海南粗榧的树皮、枝、叶均有内
生真菌存在, 并且对宿主具有一定的组织专一性。
树皮中分离到的内生真菌种群较为丰富, 所鉴定的
类群中以镰孢霉属(Fusarium sp.)为优势种群, 而枝
和叶中分离到的内生真菌种类较少 , 以刺盘孢属
(Colletotrichum sp.)为优势种群。此外, 各部位均有
较高比例的不产孢菌株存在。有资料显示海南粗榧

树皮中的生物碱含量最高, 而枝及叶的生物碱含量
很低 [3], 这是否与其不同部位中的内生真菌在种类
和数量上的差异存在一定关系, 还有待于进一步的
研究确证。 

本次研究的海南粗榧采集自热带雨林地区, 其
内生真菌多样性与文献报道的产于温带地区宁陕秦

岭的中国粗榧的内生真菌多样性相比具有差异。海
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南粗榧内生真菌优势种群为刺盘孢属和镰孢霉属 , 
树皮内生真菌种群最为丰富。中国粗榧内生真菌的

优势种群为链格孢属和镰孢霉属 ,  叶部的最为丰 
富[10]。这与刺盘孢属是常见的热带地区植物内生真

菌, 链格孢属是常见的温带地区植物内生真菌 [4]的

报道一致, 体现了同属植物的内生真菌类群的分布
在不同气候条件地区的差别。同时, 从这两种植物
中均分离鉴定到丰富的镰孢霉属真菌, 说明此属真
菌可能普遍存在于该属植物中。可以推断, 植物内
生真菌的数量和种类既与植物自身状况, 也与其所
处环境密切相关。 

已有研究表明三尖杉属植物内生真菌能够产生

具抗肿瘤活性的化合物[11,12]。何玉华等[11]已从分离

自粗榧的内生真菌HCCB1621中获得 1个具有抗肿
瘤活性的杂环类单体化合物。方美娟等 [12]采用

HPLC-MS-MS 等技术分析确认三尖杉植物内生真
菌 C56 和 C65 的发酵液中含有抗肿瘤化合物
Brefeldin A。我们对海南粗榧内生真菌的发酵产物
进行了生物碱检测 , 并用高三尖杉酯碱为标准品 , 
经薄层层析和 HPLC检测[13]筛选到一些可能含有高

三尖杉酯碱或其类似化合物的菌株。我们已对其中

的 S26 菌株进行了化学成分研究, 并分离到异香豆
素、麦角甾醇等类型的化合物[14]。对其他菌株的化

学成分研究仍在继续。 
 

表 1  海南粗榧内生真菌的种群、数量与种类分布 
Table 1  Quantity, genera and composition of endophytic fungi from C. hainanensis 

分离部位/株 Isolated section / Strains 纲 
Class 

目 
Order 

科 
Family 

属 
Genus 树皮 Bark 枝 Branches 叶 Leaves 

合计/株 
Total/Strains 

青霉属(Penicillium sp.) 1 0 0 1 
从梗孢科 

葡萄孢属(Botrytis sp.) 4 0 0 4 

暗梗孢科 弯孢属(Curvularia sp.) 1 0 0 1 
从梗孢目 

瘤座孢科 镰孢霉属(Fusarium sp.) 10 0 0 10 

黑盘孢目 黑盘孢科 刺盘孢属(Colletotrichum sp.) 2 9 6 17 

丝核菌属(Rhizoctonia sp.) 0 0 1 1 

半知菌类 
Fungi Imper-

fecti 

无孢菌群 
 15 8 11 34 

担子菌纲 
Basidiomycetes 

   4 0 0 4 

总计/株 
Total/Strains 

   37 17 18 72 

 

表 2  海南粗榧内生真菌形态特征描述 
Table 2  Description about morphological characters of endophytic fungi from C. hainanensis 

属 
Genus 

菌落特征 
Colony character 

显微形态特征 
Microscopical morphological characters 

刺盘孢属 
Colletotrichum 

菌落初为白色, 多渐变为灰黑色 
 

分生孢子盘中有暗色刚毛 , 分生孢子梗不分枝 , 分生孢子单细
胞, 椭圆形 

镰孢霉属 
Fusarium 

菌落为红、黄色, 气生菌丝棉絮状 
 

大型分生孢子多细胞 , 微弯或两端尖而弯曲显著 , 镰刀形; 小
型孢子多数单细胞, 卵形或长圆形 

葡萄孢属 
Botrytis 

菌落淡黄色, 菌丝紧密 
 

分生孢子梗单枝以至树状分枝。分生孢子丛生于枝端, 单细胞, 
球形、椭圆形或圆筒形, 无色或淡褐色 

青霉属 
Penicillium 

菌落初白色, 渐变为墨绿色, 易生绿色孢子粉
 

分生孢子梗从菌丝上垂直长出 , 顶端排列成帚状 , 一轮或多轮
分枝, 分生孢子串生, 无色, 球形 

丝核菌属 
Rhizoctonia 

菌落边缘白色, 中部淡褐色, 菌丝疏松 
 

菌丝在分枝处略缢束, 离此不远处形成隔膜, 菌核从菌丝生出, 
褐色, 表面粗糙, 内外颜色一致, 不形成无性孢子 

弯孢属 
Curvularia 

菌落边缘白色, 中部粉红色, 菌丝疏松 
 

分生孢子暗色, 梭形, 3 ~ 5 个细胞, 两端细胞色较淡, 多数弯
曲, 中部的 2 ~ 3个细胞较大, 色较浓 
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图 1  海南粗榧内生真菌菌落及显微形态照片 
Fig. 1  Photoes of colony and microscopical morphological characters of endophytic fungi from C. hainanensis 
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