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摘 要：利用苦豆子健康植株中分离鉴定的８株内生真菌菌株为真菌诱导子，分别制备灭活菌丝和菌液浓缩
物，研究内生真菌诱导子不同种类、浓度和诱导时间对苦豆子无菌苗和愈伤组织的生长以及喹诺里西啶生物碱含

量的影响。结果表明：８株苦豆子内生真菌诱导子中，菌液浓缩物的诱导效果要强于灭活菌丝。菌株 ＨＭＧＫＤＦ１菌
液浓缩物和灭活菌丝都能明显促进愈伤组织的生长，净生长率是对照的１．８２和１．４２倍；菌株 ＮＤＺＫＤＦ１３菌液浓缩

物对愈伤组织生物碱的合成效果明显，生物碱含量为０．５４８３ｍｇ·ｇ－１，是对照的２３．８倍；在一定浓度范围内（０．０１～
１．０ｍｇ·Ｌ－１），苦豆子内生真菌诱导子能够促进宿主植物喹诺里西啶生物碱的合成。内生真菌诱导子处理苦豆子
无菌苗１２ｄ时，喹诺里西啶生物碱含量最高，是对照的２．６５倍。在苦豆子无菌苗或愈伤组织中添加一定量的苦豆
子内生真菌诱导子，对宿主的生长以及提高喹诺里西啶生物碱含量是一种有效的方法。
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近年来，利用真菌诱导子刺激植物组织提高次

生代谢物产量的研究一直是个热点。真菌诱导子是

来源于真菌的一种特定的化学信号［１］，具有诱导植

物细胞中防卫基因表达、诱发植物过敏反应和促进

植物细胞中特定次生代谢产物的合成等多种功

能［２］。大量研究结果表明，真菌诱导子能够有效地

促进植物和某些微生物次生代谢产物的合成和积

累［３－４］，其作用效果与细胞的生长阶段［５］、诱导子的

浓度［６］和作用时间等多种因素有关［７］。为了有效提

高植物次生代谢产物的含量，在栽培或组织培养过程

中加入真菌诱导子被认为是一种有效的手段［８－９］。

植物内生真菌是指在生活史的某段时期生活于

植物组织内部，对宿主没有造成明显病害症状的真

菌。研究表明，内生真菌与宿主植物在长期的生态

系统演化过程中形成了互惠共生关系，内生真菌可

促进植物生长、增强抗病能力、提高抗逆性、促进宿

主植物活性成分的积累等作用［１０］。２００９年，方芳
等［１１］通过添加内生真菌诱导子，促进了茅苍术悬浮

细胞的生长及挥发油积累。２０１０年，张瑞芬等［１２］发
现在盾叶薯蓣无菌苗或细胞培养中添加一定量的内

生真菌灭活菌丝或菌液浓缩物对于提高薯蓣皂苷元

含量和产量是一种有效的方法。２０１５年，王亚洲
等［１３］筛选得到一株产黄青霉代谢产物内生真菌诱

导子对纳他霉素生物合成的促进效果最强，较原始

产量提高２３１．６％。
苦豆子（ＳｏｐｈｏｒａａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．）豆科槐属多年

生草本植物，是我国西北荒漠化地区广泛分布的一

种重要沙生药用植物，是我国传统常用大宗中药材

品种之一，药用历史悠久，具有清热解毒、祛风燥湿、

止痛杀虫、增强免疫等多种功效［１４－１５］。喹诺里西

啶生物碱是其主要的活性成分，目前国内外对于苦

豆子品质及其道地性的研究主要集中于化学成分、

遗传多样性、药理药效分析以及外部环境（气候因

子、光照、土壤、水分）等方面，而忽视了苦豆子植物

体内环境的作用，特别是植物体内生真菌的作用。

２０１２年，顾沛雯等［１６］从宁夏野生苦豆子中分离得到
２１４株内生真菌，筛选抑菌高活性菌株；２０１３年，余
永涛等［１７］从宁夏苦豆子中分离筛选得到产苦参碱

的内生真菌；周星辰等［１８］初步筛选得到产喹诺里西

啶生物碱的内生真菌。但到目前为止，利用苦豆子

内生真菌为诱导子提高宿主植物中次生代谢物产量

的研究还鲜见报道。本试验以苦豆子内生真菌灭活

菌丝和菌液浓缩物为诱导子，研究其对宿主植物喹

诺里西啶生物碱等活性成分积累的影响，从而有助

于探索内生真菌与苦豆子药材道地性之间的相关

性，为苦豆子的持续发展利用探索新的途径。

１ 材料与方法

１．１ 试验材料

苦豆子无菌苗：挑选健康的苦豆子种子，经严格

消毒后，无菌水吸胀，置于铺有无菌滤纸的培养皿

中，培养３～５ｄ进行催芽。再次消毒后，接种于 ＭＳ
基本培养基（即不添加任何激素），用于无菌苗的继

代培养和相关的研究。培养条件为２５℃，每天连续
光照１２ｈ，光强为１０００ｌｘ，无菌苗每２５天继代１次。

苦豆子愈伤组织：以苦豆子子叶为外植体，经严

格消毒后，在培养基ＭＳ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ·Ｌ－１＋６－ＢＡ
１．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４－Ｄ０．５ｍｇ·Ｌ－１上诱导愈伤组织，
在ＭＳ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ·Ｌ－１＋６－ＢＡ４．０ｍｇ·Ｌ－１＋２，４
－Ｄ１．０ｍｇ·Ｌ－１培养基上继代培养。培养条件为
２５℃，每天连续光照１２ｈ，光强为１０００ｌｘ，愈伤组织
每２５天继代培养１次。

苦豆子内生真菌菌株：本实验室２０１３—２０１４年
从健康苦豆子植株中分离鉴定保存（表１）。内生真
菌的分离、保存和鉴定参照本研究小组的方法和相

关文献［１９－２１］。

氧化槐果碱（批号：１３０１２９０７）、氧化苦参碱（批
号：１３０２１９０２）、槐定碱（批号：１３０３２００２）、槐果碱（批
号：１３０８２７）、苦参碱（批号：１３０２１９４）对照品（纯度＞
９９％）均为上海融禾医药科技有限公司购置。
１．２ 方法

１．２．１ 内生真菌诱导子的制备 将苦豆子内生真

菌菌株接种到马铃薯葡萄糖液体培养基中，２５℃，
１５０ｒ·ｍｉｎ－１在摇床中暗培养，７ｄ后收获，分别得到
８株内生真菌菌株的发酵液，发酵液进行高压抽滤
分离菌丝和菌液。收获的菌丝冰冻干燥至恒重，研

磨成粉，菌液减压浓缩。称量一定量的菌丝干粉或

菌液浓缩物，加入到无菌苗或愈伤组织培养基中，终

浓度为１．００ｍｇ·Ｌ－１，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，备用。
１．２．２ 内生真菌诱导子多糖含量测定 用蒽酮比

色法测定制备的菌丝和菌液真菌诱导子中多糖的含

量，单位为ｍｇ·Ｌ－１。
１．２．３ 内生真菌诱导子的筛选

（１）内生真菌灭活菌丝和菌液浓缩物的筛选
以苦豆子无菌苗和第２次继代培养的愈伤组织

为研究对象，添加浓度 ２０％（ｖ／ｖ）的内生真菌灭活
菌丝和菌液浓缩物作为诱导子，使培养基中诱导子

含量的终浓度为 １．００ｍｇ·Ｌ－１（多糖计），培养条件
为２５℃，每天连续光照１２ｈ，光强为１０００ｌｘ，处理１５
ｄ后取样。
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表１ 苦豆子内生真菌菌株

Ｔａｂｌｅ１ ＥｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉｏｆＳ．ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．

菌株号

Ｆｕｎｇｉｎｕｍｂｅｒ
鉴定种类

Ｓｐｅｃｉｅｓ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＸＫＧＫＤＦ１１
芬芳镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍｒｅｄｏｌｅｎｓ

产喹诺里西啶生物碱菌株

ＰｒｏｄｕｃｅＱｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ
ｓｔｒａｉｎ

ＸＫＺＫＤＦ２１
三线镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍｔｒｉｃｉｎｃｔｕｍ

产喹诺里西啶生物碱菌株

ＰｒｏｄｕｃｅＱｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ
ｓｔｒａｉｎ

ＸＫＹＫＤＦ４０
外瓶霉

Ｅｘｏｐｈｉａｌａｓｐ．

产喹诺里西啶生物碱菌株

ＰｒｏｄｕｃｅＱｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ
ｓｔｒａｉｎ

ＦＪＪＫＤＦ４１
枝顶孢

Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｓｔｒｉｃｔｕｍ
高抑菌活性菌株

Ｈｉｇｈａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｓｔｒａｉｎ

ＸＫＺＫＤＦ２７
三线镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍｔｒｉｃｉｎｃｔｕｍ
高抑菌活性菌株

Ｈｉｇｈａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｓｔｒａｉｎ

ＸＫＧＫＤＦ３３
尖孢镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
优势菌株

Ｄｏｍｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎ

ＨＭＧＫＤＦ１
腐皮镰刀菌

Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ
优势菌株

Ｄｏｍｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎ

ＮＤＺＫＤＦ１３
细极链格孢

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ
优势菌株

Ｄｏｍｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

（２）诱导子添加浓度的筛选
以苦豆子无菌苗为研究对象，分别添加浓度

５％，１０％，１５％，２０％和 ２５％（Ｖ／Ｖ）的内生真菌
ＮＤＺＫＤＦ１３菌株菌液浓缩物作为真菌诱导子，使培养
基中诱导子含量的终浓度依次为０．０１ｍｇ·Ｌ－１，０．０２
ｍｇ·Ｌ－１，０．７５ｍｇ·Ｌ－１，１．００ｍｇ·Ｌ－１和 １．２５ｍｇ·Ｌ－１

（多糖计），２５℃，每天连续光照 １２ｈ，光强为 １０００
ｌｘ，处理１５ｄ后取样。

（３）诱导时间的筛选
以苦豆子无菌苗为研究对象，添加 ２０％（Ｖ／Ｖ）

的内生真菌 ＮＤＺＫＤＦ１３菌株的菌液浓缩物作为真菌
诱导子，使培养基中诱导子含量的终浓度为１．００ｍｇ
·Ｌ－１（多糖计），２５℃，每天连续光照 １２ｈ，光强为
１０００ｌｘ，每３ｄ取样１次，共取样５次。
１．２．４ 苦豆子培养物生长的测定 在组培瓶中加

入５０ｍＬＭＳ基本培养基，每瓶接种１ｇ苦豆子无菌
苗；在组培瓶中加入 ５０ｍＬＭＳ继代培养基，每瓶接
种１ｇ苦豆子愈伤组织，光照培养箱中培养 １５ｄ后
收获，用吸水纸吸干表面水分，分别称量后计算平均

值即得鲜重。

１．２．５ 苦豆子无菌苗和愈伤组织中喹诺里西啶生

物碱含量的测定

（１）样品与喹诺里西啶生物碱标品的制备
精确称取１ｇ的苦豆子无菌苗和愈伤组织，加

入４ｍＬ无水乙醇于研钵中充分研磨，超声震荡处理
３０ｍｉｎ，置于４℃冰箱冷藏溶解２４ｈ后，于１００００ｒ·

ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液置于新离心管并旋转蒸
发，溶解于１ｍＬ甲醇（色谱级），过０．４５μｍ滤膜后，
即为样品制备液，于４℃冰箱中保存。

分别精确称取氧化槐果碱、氧化苦参碱、槐定

碱、苦参碱、槐果碱标品 ０．０２ｇ，置于 １０ｍＬ容量瓶
中，用甲醇溶解并稀释，制成含的２ｍｇ·ｍＬ－１的混合
标准溶液，备用。

（２）色谱条件
色谱柱为：Ｕｌｔｉｍａｔｅ○ＲＡＱ－Ｃ１８（４．６×２５０ｍｍ，

５μｍ）；流动相：０．０１ｍｏｌ·Ｌ
－１磷酸缓冲液（Ｋ２ＨＰＯ４＝

５．５９ｇ·Ｌ－１，ＫＨ２ＰＯ４＝０．４１ｇ·Ｌ－１，ｐＨ为７．５）－甲醇
（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）；检测波长：２１６ｎｍ；柱温：３５℃；流速：
１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

（３）线性关系的确定
利用氧化槐果碱、氧化苦参碱、槐定碱、苦参碱、

槐果碱标准样品作为对照（图 １），并考察 ５种单碱
标准品标准曲线的线性关系，Ｒ２值均在 ０．９９９９及
以上（表２）。

１．氧化槐果碱；２．氧化苦参碱；３．槐定碱；４．槐果碱；５．苦参碱

１．Ｏｘｙｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ；２．Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ；３．Ｓｏｐｈｏｒｉｄｉｎｅ；４．Ｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ；

５．Ｍａｔｒｉｎｅ

图１ ５种生物碱标准品混合液ＨＰＬＣ检测色谱图

Ｆｉｇ．１ ＦｉｖｅｋｉｎｄｓｏｆａｌｋａｌｏｉｄｓｓｔａｎｄａｒｄｍｉｘｔｕｒｅｂｙＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

２ 结果与分析

２．１ 内生真菌灭活菌丝和菌液浓缩物对苦豆子培

养物的影响

２．１．１ 内生真菌灭活菌丝和菌液浓缩物对苦豆子

愈伤组织的影响 由表３可知，８种菌液浓缩物中，
ＨＭＧＫＤＦ１，ＮＤＺＫＤＦ１３菌液浓缩物能促进愈伤组织的
生长，净生长率分别为 １８２．４８％和 １０２．６０％，是对
照的１．８２和１．０２倍。其他６种菌液浓缩物对苦豆
子愈伤组织的生长有一定的抑制作用，净生长率均

低于对照组。由表４可以看出，经 ＳＡＳ方差分析（Ｆ
＝９２．５０，Ｐ＜０．０００１），各处理组与对照组间差异极
显著，说明８种菌液浓缩物均能提高愈伤组织中喹
诺里西啶生物碱的含量，其中 ＮＤＺＫＤＦ１３菌液浓缩物
处理组与其他处理组间差异显著，愈伤组织生物碱

含量最高，为０．５４８３ｍｇ·ｇ－１，是对照的２３．８０倍。
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表２ 标准曲线

Ｔａｂｌｅ２ Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

名称

Ｎａｍｅ
回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
决定系数 ｒ２

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
线性范围／（ｍｇ·ｍＬ－１）

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

氧化槐果碱 Ｏｘｙｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ ｙ＝２３２５．６ｘ＋５９．６７７ １．０００ ０．１００～２．０

氧化苦参碱 Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ ｙ＝２００６．４ｘ＋１３．６５９ ０．９９９ ０．００２～２．０

槐定碱 Ｓｏｐｈｏｒｉｄｉｎｅ ｙ＝１９６０．１ｘ＋１２．５８４ ０．９９９ ０．００２～２．０

槐果碱 Ｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ ｙ＝３４７８．１ｘ＋２０．９８８ ０．９９９ ０．００２～２．０

苦参碱 Ｍａｔｒｉｎｅ ｙ＝２９２０．０ｘ＋２４．８２４ ０．９９９ ０．００８～２．０

表３ 内生真菌灭活菌丝和菌液浓缩物对苦豆子愈伤组织生长的影响

Ｔａｂｌｅ３ ＧｒｏｗｔｈｒａｔｅａｓａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅｉｎｃａｌｌｕｓｏｆＳ．ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．

内生真菌诱导子

Ｔｈｅｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｆｕｎｇａｌｅｌｉｃｉｔｏｒ

平均接种鲜重／ｇ
Ａｖｅｒａｇｅｗｅｉｇｈｔ
ｏｆｖａｃｃｉｎａｔｅ

平均收获鲜重／ｇ
Ａｖｅｒａｇｅｗｅｉｇｈｔ
ｏｆｒｅｓｕｌｔｓ

净生长量／ｇ
Ｎｅｔｇｒｏｗｔｈ

净生长率／％
Ｎｅｔｇｒｏｗｔｈｒａｔｉｏ

空白对照 ＣＫ １．０００ ２．２３３ １．２３３ １００．００

ＸＫＺＫＤＦ１１

ＸＫＺＫＤＦ２１

ＸＫＺＫＤＦ２７

ＸＫＧＫＤＦ３３

ＸＫＹＫＤＦ４０

ＨＭＧＫＤＦ１

ＮＤＺＫＤＦ１３

ＦＪＪＫＤＦ４１

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ １．７３３ ０．７３３ ５９．４５

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ １．８９８ ０．８９８ ７２．８３

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ １．９２３ ０．９２３ ７４．８６

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ １．８８３ ０．８８３ ７１．６１

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ １．７６３ ０．７６３ ６１．８８

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ １．８５５ ０．８５５ ６９．３４

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ ２．１０５ １．１０５ ８９．６２

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ ２．２１０ １．２１０ ９８．１３

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ １．７０７ ０．７０７ ５７．３４

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ １．７７４ ０．７７４ ６２．７７

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ ３．２５０ ２．２５０ １８２．４８

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ ２．７５０ １．７５０ １４１．９３

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ ２．２６５ １．２６５ １０２．６０

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ ２．２７３ １．２７３ １０３．２０

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ １．０００ １．９４０ ０．９４０ ７６．２４

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ １．０００ ２．０３３ １．０３３ ８３．７８

此外，８种灭活菌丝中，ＨＭＧＫＤＦ１，ＮＤＺＫＤＦ１３灭

活菌丝对苦豆子愈伤组织的生长有一定的促进作

用，净生长率分别为 １４１．９３％和 １０３．２０％，是对照
的１．４１和１．０３倍。其他６种灭活菌丝对愈伤组织
的生长有抑制作用，净生长率均低于对照组（表３）。
经ＳＡＳ方差分析（Ｆ＝２５．６３，Ｐ＜０．０００１），各处理组
与对照组间差异极显著（表 ４），说明 ８种灭活菌丝
均能提高愈伤组织中喹诺里西啶生物碱的含量，其

中ＮＤＺＫＤＦ１３灭活菌丝处理组与其他处理组间差异

显著，苦豆子愈伤组织中生物碱含量增加较为明显，

为０．１９３１ｍｇ·ｇ－１，是对照的 ８．３５倍；ＸＫＺＫＤＦ１１，

ＸＫＺＫＤＦ２７，ＨＭＧＫＤＦ１和ＦＪＪＫＤＦ４１菌液浓缩物处理组

间差异不显著。

２．１．２ 内生真菌菌液浓缩物对苦豆子无菌苗的影响
由表５可知，８种菌液浓缩物中，ＮＤＺＫＤＦ１３菌液浓
缩物能促进无菌苗的生长，净生长率为１０２．８２％，是
对照的１．０３倍，其他７种菌液浓缩物对无菌苗的生
长有一定的抑制作用，净生长率均低于对照。经ＳＡＳ
方差分析（Ｆ＝１５６．２０，Ｐ＜０．０００１），各处理组与对照
组间差异极显著（表６），说明８种菌液浓缩物均能不
同程度地提高苦豆子无菌苗中喹诺里西啶生物碱的

含量，其中 ＸＫＹＫＤＦ４０菌液浓缩物处理组与其他处理
组间差异显著，苦豆子无菌苗中生物碱含量增加较为

明显，为２．８２８３ｍｇ·ｇ－１，是对照的２．０１倍；ＮＤＺＫＤＦ１３，
ＸＫＺＫＤＦ１１和ＸＫＺＫＤＦ２７菌液浓缩物处理组间差异不显

著，喹诺里西啶生物碱含量分别为２．４９２８、２．４８１４和
２．４５４２ｍｇ·ｇ－１，分别是对照的１．７７、１．７６和１．７４倍。
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表４ 内生真菌灭活菌丝和菌液浓缩物对苦豆子愈伤组织中喹诺里西啶生物碱合成的影响

Ｔａｂｌｅ４ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓａｓａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａａｎｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅｉｎｃａｌｌｕｓｏｆＳ．ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．

内生真菌诱导子

Ｔｈｅｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｆｕｎｇａｌｅｌｉｃｉｔｏｒ

５种喹诺里西啶生物碱含量／（ｍｇ·ｇ－１）
Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ５ｋｉｎｄｓｏｆＱｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ

氧化槐果碱

Ｏｘｙｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ
氧化苦参碱

Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ
槐定碱

Ｓｏｐｈｏｒｉｄｉｎｅ
槐果碱

Ｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ
苦参碱

Ｍａｔｒｉｎｅ

总碱／（ｍｇ·ｇ－１）
Ｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓ

空白 ＣＫ ０．０１７１ ０．００３７ ０．０００２ ０．０００３ ０．００１７ ０．０２３０±０．００４Ｅｅ

ＸＫＺＫＤＦ１１

ＸＫＺＫＤＦ２１

ＸＫＺＫＤＦ２７

ＸＫＧＫＤＦ３３

ＸＫＹＫＤＦ４０

ＨＭＧＫＤＦ１

ＮＤＺＫＤＦ１３

ＦＪＪＫＤＦ４１

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．１５４８ ０．００５０ ０．００２２ ０．００３２ ０．０３７６ ０．２０２８±０．０１７Ｃ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．０９０７ ０．０４０９ ０．０１４４ ０．００１３ ０．００２５ ０．１４９８±０．０２１ｂ

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．１５２９ ０．０１３０ ０．００２２ ０．００２０ ０．０１７９ ０．１８８０±０．０１１ＣＤ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．０３２７ ０．００８１ ０．００４９ ０．００３８ ０．００１２ ０．０５０７±０．０１１ｄｅ

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．１３５０ ０．０３２６ ０．０１４５ ０．００３４ ０．００５８ ０．１９１３±０．０１８ＣＤ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．１０４６ ０．００４６ ０．００１１ ０．００２０ ０．０３２７ ０．１４５１±０．０２５ｂ

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．１７３９ ０．０００７ ０．０１０４ ０．００３６ ０．００７４ ０．１９５９±０．０３２ＣＤ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．０４９５ ０．００１４ ０．０００８ ０．００２３ ０．０１８６ ０．０７２５±０．０１１ｃｄ

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．１６２１ ０．００７１ ０．０１０８ ０．００４２ ０．００７９ ０．１９２２±０．００４ＣＤ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．０７２９ ０．００４１ ０．００１２ ０．０００４ ０．０１８９ ０．０９７４±０．０１０ｃ

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．２８９０ ０．００５１ ０．００５３ ０．０１１３ ０．００４７ ０．３１５３±０．００２Ｂ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．０９９６ ０．０２３６ ０．００１１ ０．００２１ ０．０２０７ ０．１４７２±０．００７ｂ

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．５０７４ ０．０１２５ ０．０１３９ ０．００７１ ０．００７４ ０．５４８３±０．０８３Ａ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．０６６１ ０．１１１３ ０．００１２ ０．００１１ ０．０１３４ ０．１９３１±０．０２３ａ

菌液浓缩物 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅ ０．１１２２ ０．０１６４ ０．０１４４ ０．００２４ ０．００２５ ０．１４８０±０．０１４Ｄ

灭活菌丝 Ａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａ ０．１０７２ ０．００１５ ０．００２４ ０．０００６ ０．０２３８ ０．１３５４±０．０３４ｂ

注：大写字母代表各菌液浓缩物处理组间的差异水平，同列中不同的大写字母代表差异显著（Ｐ＜０．０００１）；小写字母代表各灭活菌丝处理

组间的差异水平，同列中不同的小写字母代表差异显著（Ｐ＜０．０００１）。

Ｎｏｔｅ：Ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌａｍｏｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ（Ｐ＜０．０００１）；

Ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌａｍｏｎｇａｕｔｏｃｌａｖｅｄｍｙｃｅｌｉａｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ（Ｐ＜０．０００１）．

表５ 内生真菌菌液浓缩物对苦豆子无菌苗生长的影响

Ｔａｂｌｅ５ ＧｒｏｗｔｈｒａｔｅａｓａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅｉｎｔｈｅｓｔｅｒｉｌｅｓｅｅｄｉｎｇｏｆＳ．ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．

内生真菌诱导子

Ｔｈｅｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｆｕｎｇａｌｅｌｉｃｉｔｏｒ
平均接种鲜重／ｇ

Ａｖｅｒａｇｅｗｅｉｇｈｔｏｆｖａｃｃｉｎａｔｅ
平均收获鲜重／ｇ

Ａｖｅｒａｇｅｗｅｉｇｈｔｏｆｒｅｓｕｌｔｓ
净生长量／ｇ
Ｎｅｔｇｒｏｗｔｈ

净生长率／％
Ｎｅｔｇｒｏｗｔｈｒａｔｉｏ

空白对照 ＣＫ １．０００ １．６３７ ０．６３７ １００．００
ＸＫＺＫＤＦ１１ １．０００ １．４８２ ０．４８２ ７５．６７
ＸＫＺＫＤＦ２１ １．０００ １．３６５ ０．３６５ ５７．３０
ＸＫＺＫＤＦ２７ １．０００ １．３９５ ０．３９５ ６２．０１
ＸＫＧＫＤＦ３３ １．０００ １．２８６ ０．２８６ ４４．９０
ＸＫＹＫＤＦ４０ １．０００ １．５０８ ０．５０８ ７９．７５
ＨＭＧＫＤＦ１ １．０００ １．１６２ ０．１６２ ２５．４３
ＮＤＺＫＤＦ１３ １．０００ １．６５５ ０．６５５ １０２．８２
ＦＪＪＫＤＦ４１ １．０００ １．２６７ ０．２６７ ４１．９２

２．２ 添加不同浓度内生真菌菌液浓缩物对苦豆子

无菌苗的影响

如图２可知，不同浓度真菌诱导子对苦豆子无
菌苗生物碱含量有一定的影响，低浓度的真菌诱导

子有利于苦豆子生物碱的合成，在一定范围内（诱导

子含糖量０．０１～１．００ｍｇ·Ｌ－１），苦豆子无菌苗中喹
诺里西啶生物碱的含量与真菌诱导子的浓度呈正相

关。当真菌诱导子的浓度超过 １．００ｍｇ·Ｌ－１时，抑
制苦豆子无菌苗的生长，生物碱含量下降，可见诱导

子浓度对苦豆子无菌苗喹诺里西啶生物碱合成的影

响很大。

２．３ 不同诱导时间对苦豆子无菌苗的影响

如图３可知，不同的诱导处理时间对苦豆子无
菌苗中喹诺里西啶生物碱合成的影响不同，其促进
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作用不同。在诱导处理 ９～１２ｄ时，喹诺里西啶生
物碱含量呈直线上升，处理 １２ｄ生物碱含量最高，

为３．０７２１ｍｇ·ｇ－１，是对照的２．６５倍。

表６ 内生真菌菌液浓缩物对苦豆子无菌苗中喹诺里西啶生物碱合成的影响

Ｔａｂｌｅ６ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓａｓａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ
ｆｉｌｔｒａｔｅｉｎｔｈｅｓｔｅｒｉｌｅｓｅｅｄｉｎｇｏｆＳ．ａｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．

真菌诱导子

Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｆｕｎｇａｌｅｌｉｃｉｔｏｒ

５种喹诺里西啶生物碱含量
Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ５ｋｉｎｄｓｏｆＱｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ

氧化槐果碱

Ｏｘｙｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ
氧化苦参碱

Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ
槐定碱

Ｓｏｐｈｏｒｉｄｉｎｅ
槐果碱

Ｓｏｐｈｏｃａｒｐｉｎｅ
苦参碱

Ｍａｔｒｉｎｅ

总碱

Ｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓ
／（ｍｇ·ｇ－１）

空白 ＣＫ ０．００００ ０．００００ ０．４９２０ ０．４４２８ ０．４７３７ １．４０８５±０．０４２Ｇ
ＸＫＺＫＤＦ１１ ０．７８０６ １．２５４９ ０．１７５６ ０．１１８３ ０．１５２１ ２．４８１４±０．０４３Ｂ
ＸＫＺＫＤＦ２１ ０．８５６０ ０．６５８２ ０．４０５６ ０．２１５５ ０．１５８４ ２．２９３７±０．０４８Ｃ
ＸＫＺＫＤＦ２７ １．０７８２ ０．９８７１ ０．２４２２ ０．０３４５ ０．１１２２ ２．４５４２±０．１７７Ｂ
ＸＫＧＫＤＦ３３ ０．００００ ０．００００ ０．５６４５ ０．６７６０ ０．７０８２ １．９４８８±０．０３１Ｄ
ＸＫＹＫＤＦ４０ １．２７５２ １．０９３９ ０．０１５３ ０．０３３９ ０．４１００ ２．８２８３±０．０４０Ａ
ＨＭＧＫＤＦ１ ０．００００ ０．００００ ０．４６２３ ０．５１５６ ０．５５４４ １．５３２３±０．０３４Ｆ
ＮＤＺＫＤＦ１３ ０．００００ ０．００００ ０．８４４１ ０．８１１０ ０．８３７７ ２．４９２８±０．００７Ｂ
ＦＪＪＫＤＦ４１ ０．００００ ０．００００ ０．６４６８ ０．５９３３ ０．５４８５ １．７８８６±０．０１１Ｅ

注：大写字母代表各组间的差异水平，同列中相同的大写字母代表差异不显著（Ｐ＜０．０００１）
Ｎｏｔｅ：Ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｏｆｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒａｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ（Ｐ＜０．０００１）

图２ 不同浓度内生真菌菌液浓缩物对苦豆子无菌苗喹

诺里西啶生物碱类生物碱含量的影响

Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｆｉｌｔｒａｔｅｏｎ
Ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｓｅｐｔｉｃ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓｏｆＳ．ａｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．

图３ 不同诱导时间对苦豆子无菌苗喹诺里

西啶生物碱含量的影响

Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ
ｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｓｅｐｔｉｃｓｅｅｄｌｉｎｇｓｏｆＳ．ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓＬ．

３ 结论与讨论

Ｚｈａｏ等［２２］认为，在长期的协同进化过程中，内
生真菌能够产生与宿主植物相同或相似的活性代谢

产物。长期以来，真菌诱导子广泛应用于植物细胞

培养中，被认为是提高次生代谢产物产量最有效的

途径之一［２３］。真菌诱导子可以对植物无菌苗、愈伤

组织、毛状根、悬浮细胞培养物生长产生明显的影

响，可以诱导培养物产生和积累次生代谢产物，其诱

导效果与诱导子的种类、浓度、添加时间、处理时间、

培养条件等因素有关［２４］。到目前为止，已有大量关

于经高温灭菌处理的真菌菌丝、菌液或孢子促进植

物培养物次生代谢产物生产的例子。赵建娜等［２５］

发现野生春兰和华石斛根部分离的内生真菌菌丝提

取物可以促进象牙白种子萌发形成的原球茎的生长

和分化。袁亚菲等［２６］人的研究表明，内生青霉菌

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）的菌液和菌丝能较好的促进黄花蒿
组培苗的生长，促进青蒿素的合成。在茅苍术细胞

悬浮培养体系中添加灭活菌丝和菌液混合物，可以

提高苍术素的产量［２４］。

本研究发现８株内生真菌诱导子均能提高宿主
苦豆子喹诺里西啶生物碱的含量，与对照组相比差

异极显著。部分内生真菌如菌株 ＮＤＺＫＤＦ１３（Ａｌ
ｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）和菌株 ＸＫＹＫＤＦ４０（Ｅｘｏｐｈｉａｌａｓｐ．）
能有效地提高宿主植物培养物（愈伤组织和无菌苗）

的生长和喹诺里西啶生物碱的含量。由于无菌苗中

的生物碱含量明显高于愈伤组织细胞，内生真菌对

无菌苗中生物碱的提高也更明显。菌株 ＸＫＹＫＤＦ４０
中的菌液浓缩物的生理效应要明显强于灭活菌丝，

推测活性成分主要存在于菌液浓缩物中，具体是哪

些成分起作用值得深入研究。研究表明，大部分内

生真菌的灭活菌丝和菌液浓缩物对苦豆子无菌苗和

愈伤组织细胞的生长有抑制作用，说明内生真菌中
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存在一定量的抑制活性成分（如真菌毒素等）［２７］。

添加不同浓度内生真菌菌液浓缩物作为诱导子，对

苦豆子无菌苗喹诺里西啶生物碱含量有一定的影

响，低浓度的真菌诱导子有利于苦豆子生物碱的合

成，在０．０１～１．０ｍｇ·Ｌ－１浓度范围内，苦豆子无菌苗
生物碱的含量与真菌诱导子的添加量呈正相关，当

浓度为 １．０ｍｇ·Ｌ－１时，诱导效果最好。此外，诱导
子处理时间对苦豆子无菌苗的影响较大，处理 ９ｄ
起喹诺里西啶生物碱含量迅速增加，处理１２ｄ达到
最大值，这与文涛等［２８］的研究结果相似。

近年来，人们陆续从黑麦草、疯草、苦豆子等禾

本科、豆科植物中分离到能够产生宿主植物生物碱

的内生真菌，确定该类内生真菌与宿主植物生物碱

的合成密切相关［２９－３０］。类似的结果在其它的培养

物中也有发现，在长春花（Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ）细胞
培养中选取的 ３种真菌，绿色木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｖｉｒ
ｒｉｄｅ）诱导子最有利于阿马里新的积累［６］。在长春花
细胞培养中，畸雌腐霉（Ｐｙｔｈｉｕｍｉｒｒｅｇｕｌａｒｅ）对阿马里
新的合成最有利，而镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）对长春
质碱的诱导效果最好［８］。不同的真菌诱导子对不同

的培养物具有不同的效果。迄今为止，还没有找到

普遍适用的某一类或某一种真菌，这使得研究者必

须寻找针对某种培养物具有最佳诱导效果的真菌诱

导子，因此，真菌种类的选择至关重要［２３］。

总之，在苦豆子无菌苗或细胞培养物中添加一

定量的内生真菌灭活菌丝或菌液浓缩物，对于提高

宿主喹诺里西啶生物碱的含量是一种有效的方法。

研究也暗示了通过内生真菌调控宿主植物次生代谢

产物的可能性，为进一步研究内生真菌促进宿主植

物生长及次生代谢的调控机制奠定了基础。
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