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摘要: 分离野生金线莲内生真菌，考察它们系统发育地位; 构建菌苗共同生长的体系，通过生长指标

和有效成分变化评价菌株促生效应; 监测金线莲中若干酶的活性变化，并对共生真菌促生机制进行探讨．
结果显示，筛选的 12 株内生真菌分别归于 10 个种属，亲缘关系较远． 其中多数内生真菌能够促进金线莲

株高和黄酮含量，但降低了多糖和游离氨基酸含量． 用熵权法对其中的 cw-10 和 cw-4 菌株进行评分，数值

接近，但菌株 cw-10 对提高金线莲黄酮和多糖含量分别为菌株 cw-4 的 1. 38 和 1. 60 倍，因而选定 cw-10 为

优良促生菌株． 促生真菌对金线莲多酚氧化酶 ( PPO) 和苯丙氨酸解氨酶 ( PAL) 活性没有太大影响，但

显著提高了过氧化物酶 ( COD) 、4-香豆酸辅酶 A 连接酶 ( 4CL) 和查尔酮异构酶 ( CHI) 活性． 研究表明，

促生真菌通过刺激黄酮合成酶活性增加金线莲黄酮的累积，其深入机制值得进一步探讨．
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Abstract: Endophytic fungi were isolated from wild A. roxburghii by plate culture and their
phylogenetic tree was constructed based on molecular identification． Endophytic fungi were cultured
with A. roxburghii，and the promoting effects of endophytic fungi were evaluated by plant growth in-
dicators and medicinal components． Furthermore，enzymatic activities of A. roxburghii cultured with
cw-4 and cw-10 strains were detected for analyzing promoting mechanism of the endophytic fungi．
Ｒesults showed that the 12 selected endophytic fungi strains belonged to 10 different genera respec-
tively． Most endophytic fungi improved stem length and flavonoid content of A. roxburghii，while
decreased contents of polysaccharide and free amino acid． cw-4 and cw-10 strains were proposed as
growth-promoting endophytic fungi for A. roxburghii simultaneously because of high evaluating values
by entropy method． However， flavornoid and polysaccharide contents in A. roxburghii incubated
with cw-10 strain were 1. 38 and 1. 60 times higher than cw-4 strain respectively． Finally，cw-10
was suggested to be the best growth-promoting endophytic fungi． And the two strains had not obvi-
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ous effects on polyphenol oxidase ( PPO) and phenylalanine ammonia-lyase ( PAL) but increased
activities of peroxidase ( COD ) ，4-coumaric acid CoAligase ( 4CL ) and chalcone isomerase
( CHI) ． The study indicated that the growth-promoting endophytic fungi improved flavonoid content
of A. roxburghii through stimulating activities of flavonoid synthetase，which needed to be studied
profoundly．

Key words: A. roxburghii; endophytic fungi; flavonoid; entropy method

金线莲是一种兰科传统中草药，由于野生资源稀少，人工种植成为商品金线莲的主要来源． 然

而，人工栽培金线莲面临存活率和药用品质低下的问题，其推广应用受到制约． 研究表明，接种适宜

的内生真菌可以提高栽培金线莲存活率［1］、形态增长［2］以及有效成分的合成，如黄酮、多糖和氨基

酸等［3 － 4］． 因此，上述指标变化可作为内生真菌促生效应的判断依据．
黄酮类化合物通过植物次生代谢途径产生，是金线莲重要活性成分［5］． 其中，PAL 是连接初生

代谢和次生代谢的关键酶，催化苯丙氨酸脱氨基形成肉桂酸［6］． 4CL 催化香豆酸与 CoA 的酯化反应，

形成反式香豆酰 CoA［6］． 此后在 CHI 催化下查尔酮异构化形成柚皮素，其他黄酮类化合物由此进一

步转化形成［7］． 因此，上述酶活性的变化能够反映植物体黄酮合成的活跃程度． 目前，金线莲内生

真菌促生机制方面的研究不多，大都局限于金线莲形态结构的影响． 虽然也有少数研究关注内生真菌

对药用成分的促进作用或生理酶活性变化，但对其如何促进金线莲生长或药用成分产生，没有明确答案．
现有内生真菌促生效应评定大都凭研究者经验判断，由于评判的指标较多，容易产生偏差． 主成

分分析、因子分析、灰色关联法、模糊综合评价法或熵权法等被广泛应用于农作物品质分析［8 － 11］，

可借鉴于金线莲促生真菌的筛选． 其中，熵权法的权重易计算，对评估指标数量没有太大限制，适宜

于内生真菌促生效应评判．
因此，本研究从野生金线莲中分离内生真菌，并对菌苗共生培养后金线莲形态和生理指标变化进

行主观评估和熵权法计算，筛选促生真菌． 进一步通过分析金线莲接菌后相关酶活性的变化，尤其是

黄酮合成代谢通路关键酶活性的变化，对内生真菌的药用植物促生机制做有益探讨．

1 材料与方法

1. 1 材料

野生金线莲采集自福建省南平地区，金线莲组培苗为邵武二都国有林场提供的福建尖叶金线莲．
1. 2 内生真菌的分离鉴定

1. 2. 1 内生真菌的分离

取野生健壮的金线莲，将根部切成小段; 在无菌条件下，于 75% 酒精、0. 1% 氯化汞依次消毒，

经无菌水清洗后切片置于 PAD 平皿; 25 ℃恒温培养，待菌丝从根段内长出后挑取，并纯化培养数代．
1. 2. 2 内生真菌的分子鉴定

试剂盒 ( 上海生工生物工程股份有限公司) 提取内生真菌 DNA，以 ITS1 和 ITS4 为正反引物扩增

真菌 ITS 序列，送至上海生工生物工程股份有限公司测序，并通过 NCBI 数据库进行同源性比对，最

后应用 MEGA7. 0 软件构建系统发育树．
1. 3 金线莲接菌培养及其效应

1. 3. 1 菌苗培养体系建立

选取同一批次长势基本一致的金线莲组培苗移栽至改良 MS 共生培养基［12］中; 活化不同菌株，

将其切成小块接种于培养瓶中央，同时设置不接菌的空白对照，每种处理重复 5 瓶; 置于人工培养箱

培养 ( 温度 25 ℃、光照周期 12 /12 h、光照强度 1 600 lx) ．
1. 3. 2 金线莲生长指标和有效成分监测

菌苗培养 2 个月后，测量不同处理组培苗的株高、鲜质量和最大叶宽; 同时采用苯酚-硫酸法测
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定多糖含量［13］，紫外分光光度法测定总黄酮含量［14］，茚三酮显色法测定游离氨基酸含量［15］．
1. 3. 3 生理酶活性检测

金线莲 PAL 和 CHI 活性测定参照 Lister 等的方法［16］; 4CL 活性测定参照 Knoblock 和 Hahlbrock
的方法［17］; PPO 活性测定参照 William 等的方法［18］; POD 酶活性测定采用愈创木酚比色法［19］．
1. 4 熵权法综合评价

通过隶属函数处理数据，熵权法确定权重，计算促生真菌评价得分． 其中 i ( i = 1，2，…，n)

为不同真菌接菌处理，j ( j = 1，2，…，m) 为促生指标，Xij为第 j 菌株处理下 i 促生指标的数值，计

算公式如下:

( 1) 数据的非负数化处理

X ＇
ij =

Xij － min( X1j，X2j，…，Xnj )
max( X1j，X2j，…，Xnj ) － min( X1j，X2j，…，Xnj )

+ 1;

X ＇
ij =

max( X1j，X2j，…，Xnj ) － Xij

max( X1j，X2j，…，Xnj ) － min( X1j，X2j，…，Xnj )
+ 1．

( 2) 计算第 i 菌株接菌处理第 j 项指标的比重

Pij =
Xij ＇

∑
n

i = 1
Xij ＇

．

( 3) 计算信息熵及其冗余度

ej = － k* ∑
n

i = 1
Pij log( Pij ) ，k = 1 / lnn;

gj = 1 － ej ．
( 4) 计算指标权重

Wj =
gi

∑
m

j = 1
gi

．

( 5) 计算各指标评价得分

Sj = ∑
m

j = 1
Wj* Pij ．

1. 5 数据统计分析

采用 Excel 软件进行数据处理与熵权法计算，不同处理金线莲生长数据采用 SPSS 22. 0 进行单因

素方差分析，Origin 8. 0 进行制图．

2 结果与分析

2. 1 内生真菌的分离结果及其形态观察

从野生金线莲根部成功分离 20 株内生真菌，排除 8 株菌丝过发达真菌． 显微观察表明，余下 12
株真菌菌丝呈锐角的二叉分支状，菌丝有隔膜，部分菌丝隔膜在分支不远处形成 ( 图 1) ． 这与已报

道的兰科植物内生真菌菌丝有隔、分支几近直角等特征的相似性较高，可初步确定其为兰科共生真

菌［20］．
2. 2 内生真菌同源性比较

系统发育分析表明，12 株内生真菌分属子囊菌门、担子菌门和接合菌门 ( 图 2) ． 其中 7 株菌为

子囊菌门，包括坐囊菌属 ( cw-5 ) 、Cladophialophora sp. ( cw-11 ) 、Cladosporium haerospermum ( cw-
2) 、Exophila pisciphila ( cw-8) 和 Pezicula ericae ( cw-22) ，而 cw-12 菌株仅确定到粪壳菌纲，cw-10 菌

株与炭垫属真菌相似度为 91% ． 担子菌门菌株 cw-6、cw-13、cw-21 菌株与 Tanatephorus sp． 或 Ｒhizoc-
tonia sp． ITS 序列相近，结合其形态特征，将这些菌株鉴定为 Ｒhizoctonia sp． ． cw-4 确定为担子菌烟
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图 1 部分内生真菌形态观察 ( 40 × )

Fig. 1 Morphology of endophytic fungi ( 40 × )

管菌属 Bjerkandera adusta． ，cw-1 为接合菌门伞形霉属 Umbelopsis dimorpha．
可见，各内生真菌亲缘关系较远，其中子囊菌门真菌占优势． 子囊菌门 7 株真菌聚在一大支上．

其中，cw-8 与 cw-11 菌株亲缘关系较近，聚在同一簇． 然而，cw-10 与 cw-12 菌株聚在另一簇． 其余

菌株分属的担子菌门菌株与接合菌门的遗传距离较近，聚在同一支上，其中隶属担子菌门的 cw-6、
cw-13、cw-21 菌株聚在一较小分支，经鉴定同为丝核菌属．
2. 3 接菌后金线莲生长状况

接菌培养 8 周，12 株内生真菌表现出不同的效应 ( 图 3) ． 其中 cw-6、cw-13、cw-21 菌落在菌苗

体系里迅速占据生存空间，植株下部叶发黄、茎部较细且易断，但并未致死． 第 3 周时，cw-22 菌株

处理的幼苗下部已全部腐烂死亡． cw-8 菌株虽与幼苗共生状态良好，但其根部发红、软化． 其余处

理幼苗共生状况良好，且生长速率不一． 然而，前 4 周对照组金线莲的生长速率普遍高于接菌处理，

这可能是由于金线莲对内生真菌的侵入不适所致．
2. 4 内生真菌的促生效应及其主观评价

不同内生真菌对金线莲幼苗促生效果差异显著 ( 表 1) ． 较对照，与菌株 cw-2、cw-4 和 cw-10 一

起培养的单株苗平均增高分别达到 148. 50% ( P ＜ 0. 01) 、164. 60% ( P ＜ 0. 01) 和 135. 86% ( P ＜
0. 05) ，显著促进了株高增长． 但内生真菌对金线莲鲜质量没有太大影响，对照鲜质量同样没有明显

变化 ( 数据未显示) ，可能与移栽后环境条件的改变有关． 同时，各菌株对金线莲叶宽影响也不显

著，仅 cw-4 菌株对于叶宽有一定的促进作用． 从有效药用成分考虑，接菌处理金线莲的总黄酮含量

均高于对照组，其中 cw-10 菌株明显刺激了总黄酮和多糖含量增长，分别是对照组的 154. 64% ( P ＜
0. 01) 和 117. 33% ( P ＜ 0. 01) ，而 cw-1、cw-6、cw-8 和 cw-13 菌株只对总黄酮有显著的促进作用．
内生真菌明显抑制了金线莲游离氨基酸含量，大部分呈显著负相关 ( P ＜ 0. 01) ，低于对照．

由于内生真菌对金线莲游离氨基酸含量普遍具有抑制作用，对金线莲鲜质量及叶宽的作用也不明

显，因此选择总黄酮、多糖以及株高作为内生真菌促生作用的核心指标． 总黄酮和多糖为金线莲主要

活性成分，株高代表金线莲生长状况，以这 3 项指标判断内生真菌的促生效应较为合理． 虽然 cw-10
菌株对金线莲株高的增长作用不如 cw-4 菌株，但对总黄酮和多糖含量的刺激效应更强，推荐 cw-10
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图 2 基于 ITS 序列同源性的 12 株内生真菌系统发育树

Fig. 2 Phylogeny tree of 12 endophytic fungi based on their ITS sequences
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菌株为金线莲最优促生真菌．

a1. 初始幼苗 ( 2017-06-01) ; a2. cw-2 接菌处理幼苗 ( 2017-06-11) ; a3. cw-2 接菌处理幼苗 ( 2017-06-26) ; a4. cw-2 接菌

处理幼苗 ( 2017-08-01) ; b. cw-6 接菌处理幼苗 ( 2017-08-01) ; c. cw-22 接菌处理幼苗 ( 2017-08-01) ; d. cw-10 接菌处理

幼苗 ( 2017-08-01) ; e. cw-4 接菌处理幼苗 ( 2017-08-01) ; f. 空白对照 ( 2017-08-01)

图 3 接菌苗生长状况

Fig. 3 Growth of A. roxburghii inoculated with endophytic fungi
表 1 内生真菌对金线莲的共生效应

Tab. 1 Effects of endophytic fungi on A. roxburghii

处理
单株苗平均增高

cm %
最大叶宽

cm %
总黄酮 /% 多糖 /%

游离氨基酸 /
%

cw-1 1. 99 1. 16 2. 35 － 8. 50 1. 20＊＊ 27. 25 0. 54 ＊＊

cw-2 2. 58 ＊＊ 1. 48 2. 50 － 9. 10 1. 06 20. 30＊＊ 0. 77＊＊

cw-4 2. 69 ＊＊ 1. 65 2. 95 1. 07 1. 09 21. 15＊＊ 0. 92
cw-5 1. 63 0. 94 2. 60 － 0. 95 1. 03 27. 47 0. 67＊＊

cw-6 1. 52 － 0. 87 2. 85 1. 04 1. 21＊＊ 22. 65＊＊ 0. 84
cw-8 1. 57 － 0. 90 2. 50 － 0. 91 1. 21＊＊ 26. 06 0. 68 ＊＊

cw-10 2. 35* 1. 36 2. 50 － 0. 91 1. 50＊＊ 33. 71＊＊ 0. 67＊＊

cw-11 1. 59 － 0. 92 2. 25 － 0. 82 1. 06 30. 27 0. 56＊＊

cw-12 2. 00 1. 15 2. 60 － 0. 94 1. 00 28. 26 0. 46＊＊

cw-13 1. 84 1. 06 2. 15 － 0. 78 1. 14* 25. 43* 0. 55＊＊

cw-21 1. 76 1. 02 2. 45 － 0. 89 1. 04 28. 01 0. 50＊＊

CK 1. 73 2. 75 0. 97 28. 73 0. 88

注: CK 为不接菌对照; ＊＊为差异极显著 ( P ＜ 0. 01) ，* 为差异显著 ( P ＜ 0. 05)

2. 5 熵权法结合主观评价评定促生真菌

依据熵权法计算，金线莲株高增长量、游离氨基酸、总黄酮、多糖和最大叶宽等指标的权重分别

为 0. 267、0. 207、0. 188、0. 172 和 0. 166． 据此计算各菌株评价得分，排名前 5 的菌株得分依次为
cw-10、cw-4、cw-2、cw-6 和 cw-1，与实际共生状况基本相符 ( 表 2 ) ． 由上述可知，菌株 cw-10 和

cw-4 对金线莲的促生效果最好． 鉴于总黄酮和多糖在金线莲药用品质中的重要作用，对 cw-10 和 cw-
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4 菌株处理金线莲的总黄酮和多糖含量进行比较． cw-10 菌株综合得分虽与 cw-4 相近，但它的多糖和

总黄酮含量分别为 cw-4 菌株的 1. 38 倍和 1. 60 倍，株高也显著增长． 综合熵权法与主观评判，将 cw-
10 菌株评定为金线莲优良促生真菌．

表 2 内真生菌促生效应综合排名

Tab. 2 Growth-promoting rankings of endophytic fungi based on entropy method

处理 得分 排名

cw-1 0. 088 5
cw-2 0. 096 3
cw-4 0. 110 2
cw-5 0. 085 7
cw-6 0. 093 4
cw-8 0. 087 6
cw-10 0. 113 1
cw-11 0. 080 11
cw-12 0. 085 8
cw-13 0. 080 10
cw-21 0. 081 9

2. 6 促生真菌对金线莲酶活性的影响

为探讨内生真菌促生机制，对 cw-4 和 cw-10 菌株共生金线莲的酶活性进行分析 ( 图 4) ． 接种促

生真菌对金线莲 PPO 活性没有太大影响，cw-4 菌株反而降低了 PPO 活性． PPO 与植物体抵御病原微

生物侵染有关［21］，结果可能反映金线莲适应 2 株内生真菌的共生． 菌株共生大幅度提升了金线莲

POD 活性，cw-4 和 cw-10 菌株共生与对照比较均达到极显著水平． 由于 POD 参与植物体诸多生理过

程，表征某一时期植物体基础代谢的活跃程度［22］． 因此，cw-4 和 cw-10 菌株共生金线莲的株高增长

可能与 POD 活性提升有关． 值得注意的是，金线莲黄酮合成不同阶段酶对菌株共生的响应存在差别．
不同处理间 PAL 活性几乎没有差异，菌株共生明显刺激了 4CL 活性，而对 CHI 活性的提升均达到极

显著水平． 由此可知，促生真菌通过提高黄酮合成酶活性，尤其是合成中后期的酶活性，增加金线莲

黄酮产量．

图 4 促生真菌对金线莲酶活性的影响

Fig. 4 Effects of endophytic fungi on enzymatic activities
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3 讨论

迄今，已被分离的金线莲内生真菌的种类较少，大多隶属瘤菌根菌属或丝核菌属． 预选的 12 株

金线莲内生真菌，仅 3 株为丝核菌属，其余 9 株分布的种属均未作为金线莲内生真菌被报道过． 它们

大多分属子囊菌门或担子菌门，这与已分离的兰科内生真菌的分类学地位一致［23］． cw-10 菌株初步被

判断为炭垫属，目前该属的相关研究较少，与兰科植物的共生关系则未见报道． 本研究分离的金线莲

内生真菌种属与其他研究差异较大，可能与野生金线莲的生长年限、采集地点以及季节变化引起的真

菌对植物体的定殖能力有关［24］． 结果表明，金线莲内生真菌种属分布可能比已报道的种类要广泛得

多，因此目前对它们的归属认知存在一定缺陷，未来需要就金线莲内生真菌多样性展开深入研究．
熵权法的计算结果较好地表征了内生真菌与金线莲之间的共生效应，与主观判断的结论较为一

致． 由于熵权法主要依据数据的离散程度来确定权重，仅代表数据间的差异，与实际情况是否相符有

待具体考证． 就本研究而言，虽然接种内生真菌均提高了金线莲的总黄酮含量，但是由于不同菌株间

数据分布较为均匀，使得总黄酮指标总体权重偏低． 表明应用熵权法评定真菌促生效应时必须分析其

评判结果，如果与实际情况出现偏差应及时纠正调整．
植物次级代谢需要初生代谢提供物质和能量． 本研究表明，大部分菌苗培养降低了金线莲多糖和

氨基酸的含量，可能与次生代谢途径的激活有关． 由于大量的多糖与氨基酸被分解消化，参与金线莲

次生合成代谢，造成累积量减少． 比较苯丙氨酸、莽草酸作为黄酮类化合物的前体更为有效［25］，说

明金线莲黄酮合成过程可能存在绕过 PAL 作用的途径． 这个理论可解释本研究菌苗共生对 PAL 活性

没有影响的现象． 然而是否为金线莲黄酮合成过程的普遍现象，还需要进一步调查． 同时，CHI 对金

线莲黄酮的累积相当敏感，在研究金线莲黄酮合成中应当引起关注．
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