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蛇足石杉 Huperzia serrata（Thunb.）Trev.（千
层塔）属蕨类石杉科石杉属植物，它含有的石杉

碱甲（Huperzine A，Hup A）是一种倍半萜生物
碱，为高效、高选择性、可逆性的乙酰胆碱酯酶
（AChE）抑制剂［1］，具有提高学习记忆力和改善

老年人记忆功能的效果，对治疗重症肌无力和早

老性痴呆有显著疗效［2］. 石杉碱甲制剂（哈伯
因），现已应用于临床，用于治疗老年人记忆减

退和早期老年性痴呆症［3］. 近年研究还证明 Hup
A有神经保护和预防化学武器的潜力，引起世界
各国药学工作者广泛关注和研究［1］. 但是石杉碱
甲的构造复杂，人工合成十分困难，且合成产物
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摘 要： 采集不同生境的药用植物蛇足石杉， 运用不同灭菌方法处理外植体， 并用 PDA 平板培养基及孟加拉
红培养基进行内生真菌的分离纯化. 经过几种灭菌方法的摸索和比较研究， 发现蛇足石杉外植体的灭菌十分
困难 （尤其是其茎部）， 难以在保持植物鲜活状态下达到一次彻底灭菌， 有必要二次灭菌. 通过二次灭菌分离
得到的 9 株内生真菌中， 来自蛇足石杉茎部的 6 株，来自叶片的 3 株. 蛇足石杉的 9 株内生真菌在平板培养时
生长极其缓慢， 仅一株可在培养时产生孢子.
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Abstract：Huperzia serrata was collected from different environment for the isolation of endophytic fungi
and finding the effective sterilizing method. The result showed that the epiphytic fungi were difficult to be
sterilized thoroughly for one time sterilization，and the second time sterilization was needed，especially for
the stem. Of nine endophytic fungi strains isolated from healthy H. serrata with conventional isolation
method，6 strains were from stems and 3 strains were from leaves. The isolated fungi grew slowly on culture
medium，and only one strain was observed to have spores.
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有副作用，因此石杉碱甲的主要来源还是少数石

杉科植物的提取［4］. 而该类植物都是古老的蕨类
植物，大多已经灭绝，现存植物对生长环境要求

苛刻，生产缓慢，可利用野生资源极其有限［5］. 因
此研究石杉科植物的外植体组织培养和石杉碱

甲资源的新来源显得尤为重要. 内生真菌是指生
活在植物体内或在其生活史的一定阶段处于植

物体内形成不明显侵染的一类真菌［6］. 已有研究
表明，石杉科植物内生真菌具有产石杉碱甲的能

力［7］. 本实验采用严格的外植体灭菌方法对蛇足
石杉的内生真菌进行分离，并对植物与真菌的关

系作初步研究，为下一步研究共生真菌能否产石

杉碱甲及能否促进植物组织培养提供材料.

1 材料与方法

1.1 材料 采自湖南省古丈县及湖南省八大公
山自然保护区.
1.2 培养基 培养基为植物组织培养基（M S）、
马铃薯葡萄糖培养基（PDA）、孟加拉红培养基.
1.3 外植体灭菌方法
将新鲜千层塔用自来水冲洗干净，75%乙醇

漂洗 2～3 min；一次灭菌：用 20%饱和浓度的次
氯酸钠溶液分别灭菌 5、15、25 min，或者用 0.1%
的氯化汞溶液分别灭菌 10、15、20 min；二次灭
菌：用 0.1%的氯化汞溶液灭菌 15 min.
1.4 内生真菌的分离与纯化
一次灭菌后的外植体用无菌水冲洗 4～5次，

用无菌刀片将根切成 5×5×5 mm小块，将茎切成
长 5 mm的小段，将叶片切成 5 × 5 mm的小片，
接在 PDA培养基上和孟加拉红培养基上，观察
样品边缘部分是否有菌丝长出，用接种针挑取不

同部位的边缘菌丝，分别接种于 PDA培养基平
板上，30 ℃恒温培养，长出新的菌落后，再挑取
其尖端菌丝转到 PDA培养基平板上重复纯化 4
次以上，然后接到试管斜面上保存，供鉴定用.
一次灭菌后用无菌水冲洗，将茎段、叶片、不
定根和孢子分别种植于 MS 培养基上，置 28 ℃
恒温箱培养 1周后再重复氯化汞灭菌一次，无菌
水冲洗 4～5次，后面操作同前. 将经过一次和二

次表面灭菌处理的材料不作切割并分别置于同

样条件下培养，检查表面消毒是否彻底，辨别真

菌是否为内生.

2 结果与讨论

2.1 外植体的灭菌方法
本实验采用 20%饱和浓度的次氯酸钠溶液

和 0.1%氯化汞溶液作一次灭菌，灭菌时间不同，产
生的灭菌效果也不相同. 采用次氯酸钠灭菌 5 min，
外植体一周内多数被污染，说明时间过短，灭菌

不彻底；灭菌 15 min，污染率为 30%，植物体保持
鲜绿状态；灭菌 25 min，污染率 10%，但植物体颜
色发白死亡，推断对其内生真菌会产生影响，不

利分离. 采用 0.1%氯化汞溶液灭菌 10 min，一
周后污染率 50%，时间过短，灭菌不彻底；灭菌
15 min，污染率 10%，植物体保持鲜绿状态；灭
菌 20 min，污染率 2%，植物体颜色发白死亡，
不利于内生真菌分离. 以上结果证明无论采用哪
种方法，都难以在植物体尤其是茎部保持鲜活状

态下，一次彻底灭菌，因而二次灭菌是有必要的.
确定内生真菌分离的最佳外植体灭菌方法为

0.1%氯化汞溶液灭菌 15 min，并用于二次灭菌.
2.2 内生真菌在植物中的分布
经过严格的灭菌处理，确定 9株真菌为内生
真菌. 不同植物体内分离到的内生真菌数量不
同，少则十几种，多则近百种，平均每种寄主有

4～5种寄生菌［8］，本实验结果表明蛇足石杉的内

生真菌数量相对较少.所获内生真菌全部分离自生
长于海拔 600～800 m，植株高于 20 cm的蛇足石杉.
而海拔高于 1 000 m 的植株高度在 9～10 cm，没
有分离出内生真菌. 海拔 600～800 m，高度低于
20 cm的植株也未分离出内生真菌，植物体内内
生真菌的分布可能与植物的生长年限及生长环

境有关. 大量研究表明，多数情况下，内生真菌
在叶鞘和种子中分布量最多，而叶片和根含量极

微［9］. 本实验分离得到的 9株内生真菌，包括茎
部 6株、叶片 3株. 说明蛇足石杉内生真菌在茎
部分布最多.

表 1 内生真菌宿主植株高度及分离部位
Table 1 The height of the host and the part where endophytic fungi were isolated

Strain No. 87654321 9

Height / cm
Part

28.0
Stem

25.5
Stem

25.0
Leaf

24.5
Stem

30.0
Stem

27.0
Leaf

27.0
Stem

21.5
Leaf

22.0
Stem
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2.3 内生真菌生长特性和形态特征
分别用孟加拉红培养基和 PDA培养基对所

分离 9株内生真菌在植物体外进行平板培养，结
果显示在孟加拉红培养基菌落生长较快. 接种一
周后，开始呈现菌落生长状态；两周后菌落直径

1.0～1.5 cm；一个月后，菌落直径达 4.0～5.0 cm.
可见内生菌在体外生长速度相当缓慢. 菌落大多
平坦，颜色较浅；气生菌丝不发达，多呈棉絮状

或是致密绒毛状菌丝；菌株 6和 7的菌落结实坚
硬，有明显的角质化特性. 显微镜下观察，菌株
1有锁状联合繁殖现象，可断定为担子菌. 只有
菌株 5有孢子生成，其菌落外部形态呈致密绒
状，中央稍隆起，表面呈近黑绿色，具有放射状

沟纹，反面黑色；其分生孢子梗直立、分隔、有短
枝，褐色或暗绿色；分生孢子为单细胞，有的具

有一个分隔，椭圆形到长椭圆形. 根据菌株 5的
以上特征，查阅有关文献进行初步鉴别，将该菌

株鉴定为枝孢霉（Cladosporium sp）. 其他菌株没
有孢子产生，有待进行分子鉴定.

3 结论

植物内生真菌是一类相对来说开发较少、次
生代谢产物丰富、应用前景广阔的微生物资源.
目前已从内生真菌中分离到多种具有生物活性

的代谢产物，主要有黄酮、生物碱、萜类、甾体、醌
类、环肽、脂肪酸等化合物［10，15］. 本研究中分离出
的内源真菌中是否可产生石杉碱甲，是否可能成

为石杉碱甲的来源，都尚需进一步实验论证.
另外，蛇足石杉组织培养的大量实验表明，

这类较低等且伴有内源真菌的蕨类植物离体培

养十分困难［4］，可以从内生真菌对组织培养的影

响着手研究，实现蛇足石杉外植体的工业化大规

模生产，提高石杉碱甲的产量，但目前还有大量

的基础工作需要作进一步深入的研究.
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