珠海红树林内生真菌的分离和形态学分子学的初步鉴定
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摘 要  红树林内生真菌能产生多种代谢产物，具有抗菌、抗肿瘤等药用价值。红树林植物内生真菌的研究和开发具有重要意义。从珠海红树林植物中采集了海桑、卤蕨、阔苞菊、木榄、无瓣海桑、秋茄、桐花树、银叶树等八种植物的根、茎、叶、花和果等样品，从中已分离到209株内生真菌，选取不同来源有代表性的菌株进行发酵培养，对其代谢产物进行抗菌抗肿瘤检测，从中挑选出具有强抗菌抗肿瘤活性的菌株进行形态学以及分子学初步鉴定。红树林的内生真菌是抗菌活性物质的一个潜在的、丰富的资源库，值得进一步研究和开发。
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前言 

海洋微生物是一个寻找天然活性物质的巨大宝库，其特殊的生活环境和生态系统，使其代谢产物具有很多新颖的结构和令人惊喜的生物活性，人们在海洋中找到了抗菌、抗病毒、抗肿瘤等大量结构新颖，且活性很强的生物活性物质[1] [2]；植物内生菌作为一种特殊生境的微生物也同样具有丰富的生物功能多样性，因此内生菌及其代谢产物在生物控制、无公害农业和医药开发方面有着很好的开发前景[3]。红树林是一种生长于陆地与海洋交界带的滩涂浅滩，是陆地向海洋过度的特殊生态系统，该系统的特殊性使生长在其植物中的内生菌及其产物有着相当的研究价值[4] [5]。

1、材料与方法

1.1  试验材料
1.1.1  采样树种，地点和时间
2007年8月7日从珠海淇澳岛红树林植物中采集了海桑（Sonneratia）、卤蕨(Brine fern)、阔苞菊（Pluchea）、木榄（Bruguiera gymnorrhiza）、无瓣海桑（Apetalous Sonneratia）、秋茄（Kandelia candel）、桐花树（Aegiceras corniculatum）、银叶树（Heritiera littoralis）等八种植物的根、茎、叶、花和果等样品，，采集后放于冰盒中保存，在4个小时内处理样品，进行内生真菌的分离，分离到的菌株用作红树林内生真菌代谢产物的活性研究及具有强抗菌抗肿瘤活性的菌株进行形态学以及分子学初步鉴定。

1.1.2  培养基
下列培养基除特别注明外，均为121℃，20min灭菌，
（1） PDA 培养基（主要用于分离、培养植物内生真菌）
马铃薯（去皮）200g 葡萄糖20g 蒸馏水1000ml  pH7.0-7.2  琼脂 8g
（2）孟加拉红培养基

PDA 培养基加33mg/L的孟加拉红（rose bengal）可有效抑制在培养期生长过快的真菌，以免掩盖生长较慢的真菌，从而影响分离。

以上培养基用于分离时加50µgml-1硫酸链霉素+50 µgml-1氨苄青霉素抑制细菌生长。

（3）真菌发酵培养基

葡萄糖10g 蛋白胨2g 酵母膏1g 海盐3g水 1000ml氢氧化钠0.2g               

（4）促孢培养基

磷酸二氢钾1g 硝酸钾1g 七水硫酸镁0.5g 氯化钾0.5g 淀粉0.2 g 

葡萄糖0.2 g 蔗糖0.2 g 琼脂15 g 水1000 ml
1.1.3 试剂盒、抗生素及其它主要试剂
基因组DNA提取的试剂盒（E.Z.N.A. Fungal DNA Kit）购自Omega 公司。

Taq DNA 聚合酶、dNTP、DNA Marker、T4 DNA Ligase、X-gal、IPTG 均为TaKaRa 公司产品。链霉素、氯霉素均为 AMRESCO 产品，购自上海华舜生物工程有限公司。
1.1.4 主要仪器
Fluor-S multimager 凝胶成像系统（Bio-Rad） 2400 型PCR 仪（PE 公司）DNA 电泳槽（北京市六一仪器厂） DF-D11 恒压恒流电泳仪（北京东方特力科贸中心） 全温振荡培养箱（哈尔滨东联电子技术开发有限公司） DK-8D型电热恒温水槽（上海精宏实验设备有限公司） GS-15R 型台式冷冻离心机（Beckman）高速台式离心机(Eppendorf)  SW-CT-1F 超净工作台(苏净集团安泰公司)
1.2  实验方法
1.2.1 红树林内生真菌的分离，纯化及鉴定

1.2.1.1 表面消毒方法
叶、叶脉、茎、树皮、根、果、花等样品（大约6－10×2－4cm）用自来水冲洗掉泥土，然后进行严格的表面消毒程序：依次浸泡在75％酒精1 分钟，3－5％有效氯的次氯酸钠溶液3 分钟，75%的酒精0.5 分钟， 然后再用无菌水冲洗3 遍。晾干后，将其剪成约0.5cm2 小片。
1.2.1.2 植物内生真菌的分离纯化
将处理好后剪成的小片分别铺于PDA平板，在26 ℃培养箱培养2至3个星期来分离内生真菌。这些平板在第一周要每天检查一次，然后可以3、4 天检查一次。一旦发现有菌丝从组织小块长出，应马上将其转接到另一新的平板上，经几次纯化后，真菌保存于PDA斜面。
1.2.1.3 真菌的鉴定

1.2.1.3.1 真菌的生长速度及其菌落形态的观察
将纯化后的真菌接到新PDA平板上，在26 ℃培养箱培养一到两周，这些平板每天观察一次，拍其正面及反面菌落照片，记录菌落的大小和菌落生长的状况、形态、颜色以及其产物颜色。不产孢子的菌株，需使用促孢培养基或紫外线照射来诱导孢子的产生。

1.2.1.3.2 真菌菌丝及其孢子观察
将纯化后的真菌接到新PDA平板上，在26 ℃培养箱培养两周后，用灭过菌的牙签在平板培养基表面挑出小许菌丝或孢子轻放于无菌载玻片上的无菌水滴上，然后盖上无菌盖玻片，用灭过菌的镊子将盖玻片轻轻压紧，拿到显微镜下观察并拍照记录。

1.2.2 内生真菌的分子鉴定
将分离得到的内生真菌接种到PD液体培养基中，于28℃摇瓶培养4 天，收集菌丝体。用Omega公司的真菌基因组提取试剂盒来提取真菌的基因组。用引物扩增真菌rDNA的间隔序列。将PCR 产物纯化后直接送上海生工生物工程技术服务有限公司，用引物ITS1F 测序。所得序列在Genebank 中用Blast 进行相似性分析，用Clustal 进行排列比较，用Phylip 软件进行系统树的构建。
二、结果与分析
2.1 珠海红树林植物共分离到189株内生真菌
2.2 真菌的生长速度及其形态的观察
2.2.1 选取产物活性较为良好的ZH116(6.2N-A)、ZH62(7J-A)、ZH64(8N-B)、ZH65(8P-A)、ZH75(5G-B)、ZH79(13L-A)六株真菌分别接到PDA平板上在26 ℃培养箱培养。

2.2.2 真菌的生长状况观察
2.2.2.1 厚板PDA培养基的真菌的生长状况观察

接种后第一天（不算接种当天），ZH116开始长出菌丝，其余的均无变化。 

接种后第二天，ZH116菌落直径达2cm~3cm，白色菌丝稀疏分布且匍匐生长，菌落边缘平滑，表面呈浅青色，背面为前黄绿色；其余的均无变化。

接种后第三天，ZH116菌落直径达7cm，菌丝透明，稀疏匍匐生长，表面有白色丝状突起；其余的均无明显变化。

接种后第五天，ZH116铺满平板表面，菌丝透明，出现类似溶丝的状况，菌落表面浅绿色，背面绿色；其余的均无变化。

接种后第六天，ZH116背面中心呈红色，向四周递浅。其余的均无明显变化。

接种后第八天，ZH116正面呈红色，出现白色绒状菌丝，背面为鲜红色；其余的均无变化。

接种后第九天，ZH116正面密集铺满白色絮状菌丝，呈地毯状，背面为红色；背面为红色；其余的均无变化。

接种后第十天，ZH116正面密集铺满的白色絮状菌丝变为浅褐色，背面为红色并出现颗粒状产物；其余的均无变化。

接种后第十二天，ZH116正面密集铺满的浅红色绒状菌丝，背面为深红色；其余的均无变化。

接种后第十四天，ZH116正面为密集的深红色绒状菌丝，背面为红黑色；其余的均无变化。

接种后第十五天，ZH116正面为深红色，菌丝透明，表面湿润，背面为红黑色；其余的均无变化。

之后的继续观察中，六种菌均无变化。
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接种后第五天，ZH116正面          接种后第九天，ZH116反面         接种后第十二天，ZH116反面      

2.2.2.2 厚板促孢培养基的真菌的生长状况观察
由于之前的实验过程中除ZH116和ZH64有生长外，其余均无生长，而且ZH64经其它实验估计为菌种被污染，待进一步的相关验证及处理。所以厚板促孢培养基的使用及观察对象为ZH116。

接种后第一天（不算接种当天），菌落直径约1cm，菌丝透明，稀疏，背面无色。

接种后第二天，菌落直径约2cm，边缘平整，菌丝透明无色，稀疏，紧贴培养基表面呈辐射状。

接种后第四天，菌落直径约为5cm~5.5cm，菌丝无明显变化，底部无色。

接种后第五天，菌落直径约为6.5cm~7cm，其他均无明显变化。

接种后第七天，菌丝基本覆盖平板，稀疏，菌落直径约为8cm，背面无颜色。

接种后第十一天，菌丝完全覆盖平板，较为密集，其它均无明显变化。
接种后第二十一天，菌落表面出现零星小黑点，背面无颜色。

接种后第三十二天，菌落表面小黑点的数目增多，体积增大，表面中心出现小片浅茶色，背面为浅黄绿色，有零星黑点。

接种后第四十八天，菌落中心长出绒毛状小量菌丝，其它均无明显变化。
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接种后第五天，ZH116反面         接种后第三十二天，ZH116反面        接种后第四十八天，ZH116反面    
2.2.3 ZH116(6.2N-A)的生长曲线
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薄板PDA培养基ZH116(6.2N-A)的生长曲线           厚板PDA培养基ZH116(6.2N-A)的生长曲线          促孢培养基ZH116(6.2N-A)的生长曲线
2.2.4 促孢培养基培养的ZH116(6.2N-A)的显微观察
图一为培养基表面上的菌丝照       图二为黑色小点（菌丝囊）内的菌丝照
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2.3 ZH116(6.2N-A)、ZH62(7J-A)、ZH64(8N-B)、ZH65(8P-A)、ZH75(5G-B)、ZH79(13L-A)的分子鉴定结果

经分子鉴定ZH116(6.2N-A)属于肉座菌目(Hypocreales sp)  镰刀菌属(Fusarium sp )。              

经分子鉴定ZH62(7J-A)属于格孢腔菌科(Pleosporaceae sp) 突脐孢属（Exserohilum rostratum）。

经分子鉴定ZH64(8N-B)属于子囊菌纲（Ascomycete sp）。
经分子鉴定ZH65(8P-A)属于葡萄座腔菌属（Botryosphaeria parva）。

经分子鉴定ZH75(5G-B)属于球毛壳菌（Chaetomium globosum）。

经分子鉴定ZH79(13L-A)属于拟茎点霉属（Phomopsis sp）。 

2.4 ZH116(6.2N-A)、ZH62(7J-A)、ZH64(8N-B)、ZH65(8P-A)、ZH75(5G-B)、ZH79(13L-A)的产物活性

ZH116(6.2N-A)的产物对铜绿假单孢菌、白色葡萄球菌、乙酰胆碱酯酶、hTopoI酶有抑制作用

ZH62(7J-A) 的产物对绿脓杆菌、铜绿假单孢菌、蜡状芽孢菌、白色葡萄球菌、乙酰胆碱酯酶有抑制作用

ZH64(8N-B) 的产物对铜绿假单孢菌、乙酰胆碱酯酶、hTopoI酶有抑制作用

ZH65(8P-A) 的产物对铜绿假单孢菌、乙酰胆碱酯酶有抑制作用

ZH75(5G-B) 的产物没有作用

ZH79(13L-A) 的产物只对hTopoI酶有抑制作用
三、讨论
3.1 ZH116(6.2N-A)的形态学鉴定与分子鉴定
PDA培养基培养的ZH116(6.2N-A)没有发现孢子及其相关结构，促孢培养基培养的ZH116(6.2N-A)出现的小黑点经压碎后于显微镜下观察发现其中均为菌丝没有孢子结构，经过分子鉴定发现它们属于可产孢子的有丝孢菌（Mitosporic fungi，旧称半知菌）。这是因为这些半知菌大多是子囊菌的不完全发育阶段（无性世代），因此它们在一定的发育阶段是观察不到它们的无性孢子，也可能是因为内生真菌在植物体内长期的存在和进化后，其产孢条件发生改变，因而在一般的实验条件下它并不会产生孢子[6]。

半知菌是指那些只有无性阶段或在自然条件下尚未发现有性阶段的真菌。也许是缺乏相对亲和的异宗配合菌丝，或者真菌发育的不同阶段往往是在不同的时间或地点，人们只找到无性阶段而没有发现有性时期，从而只了解生活史的一半，所以把这类真菌称为半知菌[7]。

3.2 ZH62(7J-A)、ZH64(8N-B)、ZH65(8P-A)、ZH75(5G-B)、ZH79(13L-A)的形态学鉴定

经对照，该次ZH64(8N-B)在薄板PDA培养基的菌落形态与刚采样纯化后的菌落形态完全不同，而且该次四个ZH64(8N-B)的薄板PDA培养基仅有一个生长，厚板PDA培养基全没生长。随后分别将薄板PDA培养基和接种管ZH64(8N-B)的重接于四个培养基，经过26℃培养三周后，薄板PDA培养基转接过来ZH64(8N-B)菌落形态与本次试验的相同，接种管转接过来的ZH64(8N-B)其中三个皿没有生长，一个皿里所长出的菌落形态与本次试验相同。因此大体估计为ZH64(8N-B)接种管已被污染或纯化不全，但不否定在保存过程中菌种存在变异的可能性或由于培养条件的不同菌落的形态也有所不同，其真正原因仍待进一步的相关验证及处理。

ZH62(7J-A)、ZH65(8P-A)、ZH75(5G-B)、ZH79(13L-A)均无生长，经两次重接到PDA培养基上均无生长，估计为接种管中菌种已死。主要原因为保存温度不当和没有及时重新转接保种。

四、结论

从珠海红树林植物中分离到209株内生真菌，分子鉴定26株已有初步结果，已传送至NCBI的GENBANK库中。ZH116(6.2N-A)属于肉座菌目镰刀菌属其产物对铜绿假单孢、白色葡萄球菌、拓扑异构酶I、乙酰胆碱酯酶均具有明显抑制效果；ZH62(7J-A)属于格孢腔菌科突脐孢属，其产物对绿脓杆菌、铜绿假单孢菌、蜡状芽孢菌、白色葡萄球菌、乙酰胆碱酯酶有抑制作用；ZH64(8N-B) 属于子囊菌纲，其产物对铜绿假单孢菌、乙酰胆碱酯酶、hTopoI酶有抑制作用。ZH65(8P-A) 属于葡萄座腔菌属其产物对铜绿假单孢菌、乙酰胆碱酯酶有抑制作用；ZH75(5G-B) 属于球毛壳菌其产物没有作用；ZH79(13L-A) 属于拟茎点霉属其产物对hTopoI酶有抑制作用。
红树林的微生物不仅多种多样，而更是蕴涵着巨大价值的的天然活性物质宝库，有待人们的进一步研究与开发。
参考文献
1 Christian, Pullen, Petra, Schmitz. New and bioactive compounds from Streptomyces strains residing in the wood of Celastraceae. Planta, 2002, 216: 162-167.
2 林永成，周世宁. 海洋微生物及其代谢产物.2003. 北京: 化学工业出版社.
3   邓祖军.红树林内生真菌生物多样性及其代谢产物生物活性的研究.中山大学硕士学位论文(2005)

4   林鹏. 中国红树林研究进展. 厦门大学学报( 自然科学版) ，2001，40(2):592-603.

5   刘爱荣，吴晓鹏，徐同. 红树林内生真菌研究进展. 应用生态学报，2007，4：912-918.
6   戴芳澜. 真菌的形态和分类. 北京: 科学出版社,  1987: 13031.

7   陆家云. 植物病原真菌学[M] . 北京: 中国农业出版社, 1997 : 33235.
Isolation and abecedarian phylogenetic, morphological analysis of fungal endophytes from Zhuhai mangrove plants
Minhua Lao

School of Chemistry and Chemical Engineering, Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510275
Abstract    Fungal endophytes from mangrove plants can produce diversiform production which have antibacterial and antifungal activities. Fungal endophytes were isolated from Sonneratia,Brine fern,Bruguiera gymnorrhiza,Apetalous Sonneratia,Kandelia candel,Aegiceras corniculatum,Heritiera littoralis, Avicennia mariana,Pongamia pinnata and other some mangrove plants. Selected fungal endophytes which had antibacterial and antifungal activities markedly then had the Phylogenetic analysis and morphological analysis.Two hundred and nine strains of endophytic fungi were isolated from Zhuhai mangrove plants. Twenty-six of endophytic fungi had been authenticated with morphological analysis.Mangrove fungal endophytes were potential and rich resources of antimicrobial compounds, which need to explore further.
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