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人参内生真菌的分离及其体外抗真菌、抗肿瘤活性

徐丽莉，韩　婷，李　琳，秦路平

第二军医大学药学院生药学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：分离人参内生真菌，并探讨其代谢产物粗提物的体外抗真菌、抗肿瘤活性。方法：首次对５年生园参和１５年生

移山参内生真菌进行了分离，以稻瘟霉（ＰｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅＰ２ｂ）为筛选模型，采用微量稀释法筛选人参内生真菌体外抗病原真

菌活性，ＭＴＴ法检测其体外抗肿瘤活性。结果：从人参中共计分离得到内生真菌４８株，其中１６株（３３．３％）能完全抑制稻瘟霉

活性。１６株具有活性的内生真菌中１１株（２２．９％，１１／４８）抗白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）、新生隐球菌（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）、

红色毛癣菌（Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎｒｕｂｒｕｍ）、薰烟曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ）活性较好；５株（１０．４％，５／４８）抗胃癌细胞（ＭＫＮ４５）、肠癌

细胞（ＬＯＶＯ）、肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）、白血病细胞（ＨＬ６０）活性较好。其中，以园参２５（Ｙｕａｎ２５）抗真菌活性最佳，其抗红色毛癣菌的

ＭＩＣ８０为４ｍｇ／Ｌ，与阳性对照氟康唑的抗菌活性相当；园参２７（Ｙｕａｎ２７）抗肿瘤活性最优，其抗肿瘤细胞的ＩＣ５０均与阳性对照阿霉

素较接近。结论：分离得到的人参内生真菌具有潜在的抗肿瘤、抗真菌活性，值得进一步研究和开发。
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　　人参为五加科（Ａｒａｌｉａｃｅａｅ）人参属植物人参
（ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣ．Ａ．Ｍｅｙｅｒ）的根，始载于《神农本
草经》，是传统名贵中药［１］。人参含有人参皂苷、氨
基酸、肽多糖、维生素、脂肪酸、甾醇及挥发油等成
分。人参对中枢神经系统、心血管系统、消化系统、
免疫系统、内分泌系统及泌尿生殖系统有广泛的作
用，能增强机体对有害刺激的非特异性抵抗力［２］。
内生真菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉ）是指那些在其生活史中

某一段时期生活在植物组织内，对植物组织没有引
起明显病害症状的真菌，包括那些在其生活史中的
某一阶段营表生的腐生真菌和对宿主暂时没有伤害

的潜伏性病原真菌和菌根菌［３］。植物内生真菌能产
生新的天然产物，甚至可以产生与宿主植物相同或
相近的代谢产物，因而成为天然产物的重要来源［４］。

　　为了从药用植物内生真菌中寻找更多的活性菌
株，同时进一步探讨活性菌株与其宿主植物的相关
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性，本研究从园参、移山参中分离了内生真菌并进行
了体外抗真菌、抗肿瘤活性的研究，筛选出具有显著
生物活性的菌株，为发现新型药物提供更多资源。

１　材料和方法

１．１　样品　药材于２００７年６月采自吉林省抚松
县，经第二军医大学药学院生药学教研室秦路平教
授鉴定为５年生园参和１５年生移山参，拉丁名为

ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣ．Ａ．Ｍｅｙｅｒ。

１．２　菌株及细胞株　稻瘟霉（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅ
Ｐ２ｂ）由第二军医大学基础部生物化学与分子生物
学教研室提供；白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）、新生
隐球菌（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）、红色毛癣菌
（Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎｒｕｂｒｕｍ）、薰烟曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）由第二军医大学长海医院真菌室提供；
胃癌细胞（ＭＫＮ４５）、肠癌细胞（ＬＯＶＯ）、肝癌细胞
（ＨｅｐＧ２）、白血病细胞（ＨＬ６０）由第二军医大学药
学院药理学教研室提供。

１．３　培养基及培养液　ＰＤＡ培养基（土豆，葡萄
糖）；ＫＮ 培养基［（ＮＨ４）２ＳＯ４，ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ，Ｃａ（ＮＯ３）２·４Ｈ２Ｏ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ，蔗糖］；查氏培养基（ＦｅＳＯ４，ＮａＮＯ３，ＮａＣｌ，

ＭｇＳＯ４，ＫＨ２ＰＯ４，蔗糖）；萨氏培养基（蛋白胨，麦芽
糖）；ＰＹ培养基（ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，蛋白胨，
酵母粉，葡萄糖）；真菌发酵培养基（马铃薯，葡萄糖，
蔗糖）；ＳＤＡ 培养基（氯霉素，蛋白胨，葡萄糖）；

ＹＥＰＤ培养液（氯霉素，酵母浸膏，蛋白胨，葡萄糖）；

ＲＰＭＩ１６４０培养液（ＲＰＭＩ１６４０，ＮａＨＣＯ３，吗啡啉
丙磺酸）。

１．４　药品、试剂与仪器　酮康唑（ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ）、氟康
唑（ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）均由第二军医
大学药学院有机化学教研室提供；二甲亚砜（ＤＭＳＯ，
国药集团化学试剂有限公司）。ＴＳ１００型倒置显微镜
（Ｎｉｋｏｎ）；ＳＷＣＪ１Ｄ型单人净化工作台（江苏苏净集
团）；ＨＹＧＡ型全温摇瓶柜（江苏太仓试验设备厂）；
隔水式电热恒温培养箱、ＴＨＺ８２Ａ台式恒温振荡器
（上海跃进医疗器械厂）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶标分析仪
（ＬａｂｓｙｓｔｅｍｓＤｒａｇｏｎ）。

１．５　内生真菌的分离　挑选新鲜、健康园参及移山
参，去掉参须、芦头，将根的表面洗净、晾干水分后，
进行如下表面消毒：在无菌操作台中用７５％乙醇漂
洗（２０～３０ｓ）→ 无菌水冲洗４次→５％ＮａＣｌＯ溶液
或０．１％升汞溶液漂洗（１、３、５、７、１０ｍｉｎ）→无菌水
冲洗４次→７５％乙醇漂洗（２０～３０ｓ）→无菌水冲洗

４次。无菌滤纸片吸干水分，切成５ｍｍ×５ｍｍ×１

ｍｍ的小块接种于培养基上，每个培养皿中接种４
块，置２８℃恒温培养箱中培养３～３０ｄ，观察到培养
基上从各植物组织块内部向周围长出菌丝时，采用
尖端菌丝挑取法把真菌转移到新的培养基上继续培

养、转接，待纯化后转移到ＰＤＡ（最常用的真菌培养
基，广泛用于保存菌种）斜面试管中，编号，备用［５］。
分离过程中设置对照组，采用经表面消毒的组织块
在空白培养基上滚动，使组织块各表面接触到培养
皿，与接种好的培养皿一起培养，对照培养皿上未长
出菌落，说明表面消毒彻底。

　　经过预实验，选择７５％乙醇漂洗（２０～３０ｓ）→ 无
菌水冲洗４次→５％ＮａＣｌＯ溶液漂洗５ｍｉｎ→无菌水
冲洗４次→７５％乙醇漂洗（２０～３０ｓ）→无菌水冲洗４
次为最佳表面消毒条件，进行内生真菌的分离。

１．６　内生真菌代谢产物粗提物的制备　于２５０ｍｌ
的三角瓶中加入８０ｍｌ液体培养基，将内生真菌接
种在培养液中，摇床（２８℃、１８０次／ｍｉｎ）振荡培养

６～７ｄ。待真菌发酵成熟，过滤去菌丝体，滤液用乙
酸乙酯萃取３次，合并、浓缩后称质量，即为乙酸乙
酯粗提液供试样品。

１．７　稻瘟霉模型筛选　稻瘟霉菌种接种在ＰＤＡ斜
面上，２８℃培养７～１０ｄ。每支试管分次加入约１５
ｍｌ双蒸水，刮下孢子，振摇片刻，用双层纱布过滤，
镜检调整至孢子数为４×１０ＣＦＵ／ｍｌ（ＣＦＵ，菌落形
成单位），孢子液中加２％酵母提取液３００μｌ。将样
品分别用１０％甲醇溶液稀释，取５０μｌ加入９６孔微
量板第一行中；以甲醇为阴性对照，阴性对照孔每孔
加１０％甲醇５０μｌ；空白对照孔每孔加５０μｌ无菌水；
阳性对照为５０μｌ酮康唑。所有孔均加孢子悬液５０

μｌ，上述试样及对照均进行倍半稀释，使最终浓度分
别为５００、２５０、１２５、６２．５、３１．３、１５．６、７．８μｇ／ｍｌ。将

９６孔板于培养箱中２７℃、８５％湿度培养１４～１６ｈ，
在倒置显微镜下观察稻瘟霉孢子萌发、菌丝生长及
形态变化情况［６］。根据稻瘟霉模型筛选结果，选择
完全抑制稻瘟霉孢子萌发的菌株进行抗真菌、抗肿
瘤活性筛选。

１．８　抗病原真菌实验　取处于指数生长期后期的
新生隐球菌、白念珠菌菌液至１ｍｌＹＥＰＤ培养液
中，于３５℃，２５０次／ｍｉｎ振荡培养，活化１６ｈ后，用
血细胞计数板计数，以ＲＰＭＩ１６４０培养液调整菌液
浓度至１×１０３～５×１０３／ｍｌ。

　　将熏烟曲霉菌、红色毛癣菌接种至ＳＤＡ斜面，
于３０℃，熏烟曲霉菌培养１周，红色毛癣菌培养２
周。以上２种菌按本方法活化２次后，加适量ＲＰＭＩ
１６４０培养液于ＳＤＡ斜面，用吸管吹打菌落，使真菌
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孢子游离于ＲＰＭＩ１６４０培养液中，然后经四层无菌纱
布过滤。培养液经血细胞计数板计数后，加 ＲＰＭＩ
１６４０培养液调整孢子浓度至１×１０３～５×１０３／ｍｌ。

　　受试药物分别用 ＤＭＳＯ配成６．４ｇ／Ｌ溶液，

－２０℃保存。实验前，将药液取出置３５℃温箱融化
备用。取无菌９６孔板，于每排１号孔加ＲＰＭＩ１６４０
１００μｌ作空白对照；３～１２号孔各加新鲜配制的菌液

１２０μｌ；２号孔分别加菌液１６０μｌ和受试化合物溶液

１．６μｌ。２～１１号孔１０级４倍稀释，使各孔中的药
物终浓度分别为６４、１６、４、１、０．２５和０．０６２５、

０．０１５６、０．００３９、０．０００９７、０．０００２４ｍｇ／Ｌ，各孔中

ＤＭＳＯ含量均低于１％；１２号孔不含药物，作阳性对
照。各药敏板于３５℃培养［７］。

　　白念珠菌、新生隐球菌、红色毛癣菌及熏烟曲霉
菌的药敏板分别于３５℃培养２４ｈ、７２ｈ、７ｄ和４ｄ
后，用 ＭＫ３全自动酶标仪测各孔６３０ｎｍ 光密度
（Ｄ）值，计算 ＭＩＣ８０。

１．９　抗肿瘤活性检测　样品用ＤＭＳＯ溶解后，加
入ＰＢＳ（－）配成１ｍｇ／ｍｌ的溶液或均匀的混悬液，
然后用含ＤＭＳＯ的ＰＢＳ（－）稀释。

　　选择胃癌细胞（ＭＫＮ４５）、肠癌细胞（ＬＯＶＯ）、
肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）及白血病细胞（ＨＬ６０）作为检测

细胞株，用 ＭＴＴ法测定样品抗肿瘤活性。９６孔板
每孔加入密度为４×１０４～６×１０４／ｍｌ的细胞悬液

１００μｌ，置３７℃，５％ＣＯ２培养箱内。２４ｈ后加入样品
液１０μｌ／孔，设双复孔，于３７℃、５％ＣＯ２作用７２ｈ。

　　９６孔板的每孔加入５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ溶液２０

μｌ，作用４ｈ后加入溶解液１００μｌ／孔，置培养箱内，
溶解后用 ＭＫ３全自动酶标仪测５７０ｎｍＤ值，计算

ＩＣ５０。

２　结　果

２．１　内生真菌分离结果　本实验从人参中共计分
离到内生真菌４８株，园参中分离得到２７株，移山参
中分离到２１株，所占比例分别为５６％、４４％。２种
人参中分离到的真菌形态各异，但都存在着内生真
菌分离较缓慢、最适培养基为ＰＤＡ培养基的特点，
从接种的组织块上长出真菌的时间为１０～３０ｄ。

２．２　稻瘟霉模型筛选结果　能完全抑制稻瘟霉孢
子萌发的有１６株真菌代谢产物，表明这些内生真菌
具有潜在的生物活性。活性菌株占菌株总数的

３３．３％，其中园参菌株９株，移山参菌株７株。结果
见表１。

表１　稻瘟霉模型筛选结果

Ｔａｂ１　ＡｎｔｉＰｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉ

Ｓａｍｐｌｅｓ
ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）

５００．０ ２５０．０ １２５．０ ６２．５ ３１．３ １５．６ ７．８
Ｙｕａｎ４ × ＋     
Ｙｕａｎ８ × × × ×   
Ｙｕａｎ２２ × × ×    
Ｙｕａｎ２３ × × × × × × 
Ｙｕａｎ２５ × × × × × × ×
Ｙｕａｎ２７ × ×     
Ｙｕａｎ２９ × ×     
Ｙｕａｎ３０ × ×     
Ｙｕａｎ３１ ×      
ＹＳＳ１ × ×     
ＹＳＳ３ ×      
ＹＳＳ４ ×      
ＹＳＳ７ ×      
ＹＳＳ８ ×      
ＹＳＳ１３ × ×     
ＹＳＳ２０ × ＋     

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ       
Ｍｅｔｈａｎｏｌ       
ＫＣＺａ × × × × × × ×

　ａ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ（ＫＣＺ）ｓｅｒｖｉｎｇａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｓｙｍｂｏｌｓ：Ｎｏａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎ；＋：Ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎ；：Ｍｏｄｅｒａｔｅａｎｔａｇ

ｏｎｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎ；：Ｓｔｒｏｎｇａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎ；×：Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄ

２．３　抗病原真菌实验结果　结果（表２）表明，共计 １１株内生真菌粗提物具有抗真菌活性。其中，
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园参２５（Ｙｕａｎ２５）、园 参２７（Ｙｕａｎ２７）、园 参３１
（Ｙｕａｎ３１）活性较显著。

表２　体外抗真菌活性实验结果 ＭＩＣ８０

Ｔａｂ２　ＩｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉＭＩＣ８０
［ρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）］

Ｓａｍｐｌｅ Ｃａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ

Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ

Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ
ｒｕｂｒｕｍ

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｆｕｍｉｇａｔｕｓ

Ｙｕａｎ４ １２８ ＞１２８ ＞１２８ ＞１２８
Ｙｕａｎ８ １２８ １２８ ＞１２８ ＞１２８
Ｙｕａｎ２３ １２８ ＞１２８ ＞１２８ ＞１２８
Ｙｕａｎ２５ ８ ２ ４ ＞６４
Ｙｕａｎ２７ １５ ６４ ＞１２８ ＞１２８
Ｙｕａｎ２９ １２８ ＞１２８ ＞１２８ ＞１２８
Ｙｕａｎ３０ ＞１２８ ＞１２８ １２８ ＞１２８
Ｙｕａｎ３１ ＞１２８ ８ １２８ ＞１２８
ＹＳＳ１ ＞１２８ １２８ ＞１２８ ＞１２８
ＹＳＳ１３ ＞１２８ １２８ ＞１２８ ＞１２８
ＹＳＳ２０ ＞１２８ ＞１２８ ６４ ＞１２８
ＡＭＢａ ０．２５ ０．５ ４ ＞６４

　ａ：ＡｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ（ＡＭＢ）ｓｅｒｖｉｎｇａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．４　抗肿瘤实验结果　表３数据显示，５株内生真
菌抗肿瘤活性较好，其中园参２７（Ｙｕａｎ２７）的抗肿
瘤细胞活性较显著。

表３　抗肿瘤实验筛选结果ＩＣ５０

Ｔａｂ３　ＩｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉＩＣ５０
［ρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）］

Ｓａｍｐｌｅｓ ＭＫＮ４５ ＬＯＶＯ ＨｅｐＧ２ ＨＬ６０

Ｙｕａｎ２５ ３９．３５ ２７．３６ １００ ３１．７８
Ｙｕａｎ２７ ０．０８３４ １．３５８０ ０．０６９５ ０．００６７
Ｙｕａｎ３１ ＞１００ ８４．５３ ＞１００ ０．３３１
ＹＳＳ３ ７８．５２ ５０．７２ ９２．７４ ０．０７８０
ＹＳＳ８ ７．８０ １０．３３ ６０．１０ ８．０５
ＤＯＸａ ０．０６２２ ０．０１２５ ０．０３５０ ＜０．００１

　ａ：Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（ＤＯＸ）ｓｅｒｖｉｎｇａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

３　讨　论

　　抗稻瘟霉实验结果显示：１６株内生真菌具有潜
在的抗真菌、抗肿瘤活性，占菌株总数的３３．３％，其
中园参内生真菌９株，移山参内生真菌７株。将这

１６株真菌代谢产物进行抗病原真菌实验及抗肿瘤
细胞实验，数据显示园参２５（Ｙｕａｎ２５）、园参２７
（Ｙｕａｎ２７）、园参３１（Ｙｕａｎ３１）等１１株（２２．９％）内
生真菌的抗病原真菌活性较好，园参２７（Ｙｕａｎ２７）、
移山 参３（ＹＳＳ３）、移 山 参８（ＹＳＳ８）等 ５ 株
（１０．４％）内生真菌的抗肿瘤活性较好。其中，以园
参２５（Ｙｕａｎ２５）次生代谢产物抗真菌活性最佳，其
抗红色毛癣菌的 ＭＩＣ８０为４ｍｇ／Ｌ，与阳性对照氟康

唑的抗菌活性相当；园参２７（Ｙｕａｎ２７）次生代谢产
物抗肿瘤活性最好，其抗４种肿瘤细胞株的ＩＣ５０均
与阳性对照多柔比星较接近，且发酵培养后产量较
大，目前正在对其进行柱色谱分离，希望能从中发现
具有抗肿瘤活性的化合物。

　　近年来，关于内生真菌产生的重要生物活性物
质的筛选是目前内生真菌研究领域的一个热点。植
物内生真菌由于其所处的特殊环境，有次生代谢过
程的复杂性与灵活性，会产生一些结构新颖、活性显
著的成分［８］，可以缓解植物资源的短缺、生态平衡的
破坏。药用植物内生真菌开发较少，是应用前景广
阔的微生物资源，相关研究将有利于我国微生物药
物、天然产物的开发和珍稀植物资源的保护［９］。

　　本研究首次对园参及移山参的内生真菌进行了
分离及活性测试，利用稻瘟霉模型、抗真菌实验及抗
肿瘤实验，筛选出了若干活性较好菌株，下一步研究
工作是进行活性菌株代谢产物的积累，并进行化学
分离，期望能得到结构新颖、生物活性显著的单体化
合物，扩大药用资源。
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