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对三种苹果病原菌具抑制作用的新疆野苹果
内生真菌的分离与鉴定

王亚红 1，李永丽 1，常 乐 1，余海如 1，周 洲 1*，曲良建 2*

（1河南科技大学林学院，河南洛阳 471023；2中国林业科学研究院森林生态环境与森林保护研究所·

国家林业和草原局森林保护重点实验室，北京 100091）

摘 要：【目的】通过分离鉴定对苹果枝干病害有抑制作用的新疆野苹果枝干内生真菌，为苹果病害生物防治提供新型

菌种资源。【方法】采用组织分离法从新疆野苹果枝干中分离内生真菌，平板对峙试验筛选对苹果树3种致病菌均具有

显著抑菌作用的菌株，结合形态学、分子生物学分析，确定菌株的分类地位。【结果】共分离获得内生真菌75株，从其中

筛选出对苹果树 3种病原菌均具较强抑菌作用的菌株 5株（E-m6、S-p5、S-m2、S-p6、E-p5）。对葡萄座腔菌Botryos-

phaeria dothidea的最高抑菌率为 73.39%，对胶孢炭疽菌Colletotrichum gloeosporioides的最高抑菌率为 73.52%，对苹

果拟茎点霉Phomopsis mali的最高抑菌率为82.19%。结合形态学和 ITS序列和TUB基因序列分析，菌株E-m6和S-p5

为黑曲霉Aspergillus niger，S-m2为黄曲霉Aspergillus flavus，S-p6为Rosellinia sp.，E-p5为球毛壳菌Chaetomium globo-

sum。【结论】从新疆野苹果枝条中筛选出具生防潜力的内生真菌菌株5株，为苹果枝干病害的生物防治提供了新的微

生物资源，同时也为新疆野苹果内生菌研究奠定了基础。
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Isolation and identification of endophytic fungi resistant to three apple
pathogens from the branches of Malus sieversii
WANG Yahong1, LI Yongli1, CHANG Le1, YU Hairu1, ZHOU Zhou1*, QU Liangjian2*

(1Forestry College, Henan University of Science and Technology, Luoyang 471023, Henan, China; 2Research Institute of Forest Ecology,

Environment and Protection, Chinese Academy of Forestry/Key Laboratory of Forest Protection, National Forestry and Grassland Ad-

ministration, Beijing 100091, China)

Abstract:【Objective】In order to provide new fungi resources for the biological control of apple dis-

eases, the endophytic fungi from healthy branches of Malus sieversii were isolated and identified.

【Methods】Endophytic fungi were isolated from branches of M. sieversii by tissue separation method.

Strains were screened out with significant antagonism activity against three pathogens (Botryosphaeria

dothidea, Colletotrichum gloeosporioides and Phomopsis mali) of apple trees. The morphology and mo-

lecular biology were applied to determine the classification of the strains.【Results】A total of 75 endo-

phytic fungi were isolated, among which 56 strains were from the phloem and 19 strains from the xy-

lem. Five strains (E-m6, S-p5, S-m2, S-p6 and E-p5) were screened out with strong inhibitive effects on

mycelia growth of three apple tree pathogens. The highest inhibitory rates of the selected strains against

B. dothidea, C. gloeosporioides and P. mali were 73.39% , 73.52% and 82.19% , respectively. The

lengths of ITS regions of E-m6, S-p5, S-m2, S-p6 and E-p5 were 593 bp, 554 bp, 585 bp, 430 bp and

575 bp, respectively; and the length of TUB gene of S-p6 was 420 bp. Combined with morphological,

ITS and TUB phylogenetic trees analysis, the strains E-m6 and S-p5 were identified as Aspergillus ni-
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植物内生真菌是在其生活史某一时期生活在

植物组织内，对植物组织没有引起明显病害的一类

真菌[1]。植物内生真菌与宿主之间共享复杂的关系

网，化石证据表明内生菌随着高等植物演变[2]与宿

主植物共生进化[3]，建立了互惠有益的联盟[4]。从干

旱荒漠地区的甘草Glycyrrhiza uralensis分离的内生

放线菌表现出耐盐碱、干旱等抗逆能力[5]。盐地碱

蓬 Suaeda salsa具强耐盐性特性，多个生态位微生

物群落结构及分布图谱分析发现其体内蕴含大量

且功能新颖的菌株[6]。

关于对植物病害具有防治作用的内生真菌相

关研究最近也有一些报道。例如，从山豆根 Sopho-

ra tonkinensis分离出内生真菌对3种三七Panax no-

toginseng病原真菌有显著的抑制活性[7]。一株银杏

内生真菌 Chaetomium globosum CDW7 在体外对 9

种植物致病真菌具有很强的抑制活性，其发酵液成

功抑制油菜体内感染 Sclerotinia sclerotiorum 的发

病 [8]。新疆野苹果（Malus sieversii）又名塞威氏苹

果，是我国重要的野生果树资源[9]，是现代栽培苹果

的原始祖先[10]，被列为中国二级重点保护植物和国

家生物多样性优先保护物种[11]；其遗传资源丰富多

样，在种质资源保护和利用方面具有重要价值 [12]。

但目前国内外关于新疆野苹果内生菌的研究鲜有

报道，李芳等[13]对新疆野苹果茎组织培养过程中出

现的11株内生真菌进行了分离，但关于用于生物防

治内生真菌的筛选尚无研究报道。苹果枝干病害

严重影响我国苹果产业发展，过度依赖化学农药的

弊端日益严重，开发环境友好的生物防治方法具有

重要的现实意义。新疆野苹果具有抗病虫等特性，

挖掘其内生真菌资源有望为苹果等果树的生物防

治提供新的微生物资源。

1 材料和方法

1.1 材料

新疆野苹果健康枝条于 2017年 7月采集于新

疆伊犁地区巩留县野果林。

苹果病害病原菌：葡萄座腔菌 Botryosphaeria

dothidea、胶孢炭疽菌Colletotrichum gloeosporioides

和苹果拟茎点霉Phomopsis mali均由河南科技大学

林学院林业生物技术试验室分离保存。

内生真菌分离培养基：PDA培养基[14]、MEA培

养基[15]、孟加拉红琼脂培养基（RBA）[16]、水琼脂培养

基（WA）[16]、MS培养基[17]。

1.2 方法

1.2.1 新疆野苹果枝干内生真菌的分离与纯化 采

用组织分离法分离新疆野苹果韧皮部和木质部内

生真菌。健康的新疆野苹果枝干韧皮部和木质部

剥离，分别剪成长宽为 5 mm×5 mm 左右的组织

块。组织块经 75%（φ）的酒精消毒 30 s，1%次氯酸

钠消毒 3 min，无菌水漂洗 3次后；组织块放置于含

氨苄青霉素（50 mg·L-1）的培养基表面[14]，于28 ℃恒

温培养箱中无光照培养；最后一次漂洗的无菌水作

为对照涂布于培养基表面。观察内生真菌生长情

况，待组织块周围长出菌丝，挑针挑取菌落边缘菌

丝或菌块，转移至新的培养基中进行纯化培养，经3

次纯化得到单一菌株保存备用。

1.2.2 具抑菌作用内生真菌的筛选 采用平板对峙

试验，测定内生真菌对葡萄座腔菌、胶孢炭疽菌、苹

果拟茎点霉生长抑制效果，筛选具有抑菌作用的内

生真菌。初次筛选：在PDA平板中央放置病原菌菌

饼（直径7 mm），四周距病原菌2.5 cm放置不同内生

真菌菌饼（直径 7 mm），3次重复；对照组不放置内

生真菌。2~3 d后，观察统计处理组内生真菌对应病

原菌菌落半径，得到具抑菌活性内生真菌。初次筛

选菌株进行再次筛选，操作方法与初次筛选基本相

同；不同地方为病原菌四周放置相同内生真菌。2~

3 d后，统计对照组和处理组病原菌半径，根据菌丝

生长速率法计算抑菌率，抑菌率/%= [（对照菌落半

径-处理菌落半径）/（对照菌落半径-菌饼半径）]×

100，筛选抑菌率高的内生真菌菌株。
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ger, S-m2 was identified as Aspergillus flavus, S-p6 was identified as Rosellinia sp., and E-p5 was iden-

tified as Chaetomium globosum.【Conclusion】In this study, five strains of endophytic fungi with biocon-

trol potential were screened out from M. sieversii branches, which could provide not only new microbi-

al resources for the biological control of apple stem diseases, but also a basis for the study on endo-

phytes of M. sieversii in the future.

Key words: Malus sieversii; Endophytic fungi; Antifungal activity; Botryosphaeria dothidea; Colletot-

richum gloeosporioides; Phomopsis mali
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1.2.3 菌株鉴定 （1）形态学鉴定。对筛选出的内

生真菌进行形态学观察。观察内生真菌在培养基

上菌落形状、颜色等。制作临时玻片观察菌丝、产

孢结构、孢子形态等特征，依据文献[18]中的方法初

步确定内生真菌种属地位。（2）ITS 和 TUB 序列测

定。灭菌刀片刮取新鲜内生真菌菌丝，利用CTAB

法提取内生真菌 DNA。PCR 扩增引物：ITS1（5’-

TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3’）和 ITS4（5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）；TUB2a（5’-GG-

TAACCAAATCGGTGCTGCTTTC- 3’）和 TUB2b

（5’-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’）。利

用 ITS引物对 5株内生真菌进行扩增，TUB引物对

菌株 S-p6 进行扩增。扩增程序为 95 ℃预变性 3

min；98 ℃变性10 s，52 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

共 35个循环；72 ℃延伸 7 min。PCR扩增片段，经

1%（w）的琼脂糖凝胶电泳检测后，由生工生物工程

（上海）股份有限公司对目的片段进行测序。

1.2.4 试验分析与统计方法 抑菌数据采用SPSS

19.0软件进行方差分析，Oneway ANOVA法进行显

著性比较；PCR产物测序结果在GenBank 数据库中

进行Blast相似性比对，使用Clustal X2进行多序列

比对，用MEGA 7.0软件采用邻接法（Neighbor-Join-

ing）构建系统发育树。

2 结果与分析

2.1 新疆野苹果枝干内生真菌分离结果

从5种培养基中共培养出新疆野苹果韧皮部和

木质部内生真菌 75株。不同培养基和枝条不同组

织中分离出内生真菌的数量差别明显（表 1），从韧

皮部共获得56株，木质部共获得19株，水琼脂培养

基未分离到木质部内生真菌，韧皮部和木质部在其

他培养基中均分离出内生真菌，木质部和韧皮部分

离内生真菌菌株数量比约为1∶3。

2.2 具抑菌作用内生真菌初次筛选和再次筛选

75株内生真菌初次筛选，得到 6株内生真菌对

葡萄座腔菌、胶孢炭疽菌、苹果拟茎点霉均表现出

较强抑菌作用，菌株编号为E-m6、S-p5、S-m2、S-p6、

E-p5 和S-p14。

内生真菌 E-m6、S-p5、S-m2、S-p6、S-p14、E-p5

经抑菌活力再次筛选，对葡萄座腔菌的抑菌率分别

为 68.42%±2.32%、73.39%±3.96%、58.48%±1.83%、

66.96%±2.82%、40.94%±1.34%、59.36%±0.51%；菌

株S-p5抑菌活性最强，抑菌率与其他菌株均存在显

著差异（p < 0.05）；其次是菌株E-m6和S-p6，第三为

S-m2和E-p5，最后是 S-p14。6株内生真菌对胶孢

炭疽菌抑菌率分别为 72.96% ± 0.86% 、73.52% ±

0.49% 、69.30% ± 2.13% 、73.52% ± 3.42% 、52.39% ±

0.49%、61.13%±2.24%；菌株 S-p6、S-p5和E-m6对胶

孢炭疽菌抑菌作用强，显著高于另外 3株菌株（p <

0.05），其次是菌株 S-m2 抑菌活性较强，再次为 E-

p5，菌株 S-p14 的抑菌作用最低。内生真菌 E-m6、

S-p5、S-m2、S-p6、S-p14、E-p5 对苹果拟茎点霉表现

的抑制活性略高于另外 2种供试病原，抑菌率分别

为 82.19%±5.47%、77.26%±1.90%、74.52%±2.85%、

78.36%±2.07%、64.93%±0.95%、78.90%±2.07%；E-

m6、E-p5、S-p6和E-p5对苹果拟茎点霉抑制作用最

强，显著高于另外2个菌株（p < 0.05），S-m2次之，S-

p14 抑菌作用最低。

6株内生真菌经再次筛选，记录对3种苹果病原

菌的抑菌作用（图1），统计抑菌率见图2。最终筛选

出 E-m6、S-p5、S-m2、S-p6、E-p5这5株内生真菌，均

很好地抑制了 3 种苹果病原菌的生长，表现出抑菌

活性高。

2.3 具抑菌作用内生真菌的鉴定

2.3.1 形态特征 菌株 E-p5在 PDA 培养基上，菌

落不规则圆形，初期白色，后期由暗黄色变为橄榄

绿色；卵圆形子囊果有附属丝，直径（73.33~106.67）

μm×（56.67~93.33）μm，子囊棍棒状，具柄，簇生。子

囊孢子两侧平滑，两端突起，孢子（8.33~11.67）μm×

（6.67~8.33）μm（图3-a~b）。初步将该菌定为球毛壳

菌Chaetomium globosum。

菌株E-m6和 S-p5菌落形态及显微结构相似，

菌落均为圆形，初期菌丝白色，产孢后表面突起为

毛绒状，菌落黑色，边缘粗糙；顶囊球形，着生大量

球形分生孢子，孢子直径为（2.5~3.33）μm（图 3-

c~d），初步确定菌株E-m6和S-p5为黑曲霉Aspergil-

lus niger。

表1 不同培养基和不同组织分离到的内生真菌菌株数量

Table 1 Number of endophytic fungal strains isolated

from different media and different tissues

组织

Tissue

韧皮部 Phloem

木质部 Xylem

培养基 Medium

PDA

9

1

RBA

5

2

MEA

15

12

MS

21

4

WA

6

0

总数 Total

56

19
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菌株S-m2菌落圆形，初期菌丝白色，后期表面

黄绿色，有同心圆轮廓，边缘粗糙，菌丝稀薄，菌落

由外向内为白色—暗黄色—绿色；显微镜中菌丝有

隔膜，有假根，菌丝顶端直接产生分生孢子梗，梗端

呈球形，分生孢子为光滑球形，直径（3.33~5.00）μm

（图 3-e~f）。此菌株与曲霉属中黄曲霉 Aspergillus

flavus形态特征吻合。

菌株S-p6菌落不规则圆形，菌丝白色棉絮状且

生长迅速，后期菌落表面有黑色颗粒产生，子囊孢

子（13.33~20.00）µm×（8.33~11.67）µm（图3-g~h），不

对称椭圆形，两端尖。初步确定为座坚壳属

Rosellinia。

2.3.2 菌株 ITS 和 TUB 基因序列分析 通用引物

ITS1和 lTS4扩增内生真菌目的基因片段，电泳检测

在 500 bp 左右显示明亮且单一条带。核苷酸序列

测定菌株E-m6、S-p5、S-m2、S-p6、E-p5片段大小分

别为 593、554、585、430、575 bp，通过 NCBI 数据库

中的BLAST同源进化分析，与GenBank中的已知序

列进行比对，构建系统发育树（图4-a），发现菌株E-

m6与A. niger（MK203789）位于同一系统发育分支，

S-p5 与 A. niger（MH748159）位于同一系统发育分

支，相似率均为100%；S-m2与A. flavus（MH279408）

a. 病原菌为葡萄座腔菌；b. 病原菌为胶孢炭疽菌；c. 病原菌为苹果拟茎点霉。

a. The pathogen was Botryosphaeria dothidea; b. The pathogen was Colletotrichum gloeosporioides; c. The pathogen was Phomopsis mali.

图1 6株内生真菌对3种苹果病原菌的抑菌作用

Fig. 1 Antibacterial effect of six endophytic fungi on three apple pathogens

图中数据为平均抑菌率±标准差。字母表示数据经 Duncan 氏新复极差法检验在 p < 0.05 差异显著。

The data in the figure means the average inhibition rate ± SD. The letters indicate that the data is significantly different at the 0.05 level by Duncan’s

new multiple range test.

图2 内生真菌对3种苹果病原菌的抑菌作用

Fig. 2 The inhibition effect of endophytic fungi to Botryosphaeria dothidea, Colletotrichum gloeosporioides and

Phomopsis mali
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位于同一系统发育分支，相似率为100%；E-p5与C.

globosum（JF817279）位于同一系统发育分支，相似

率为100%。S-p6与Rosellinia属位于同一系统发育

分支，S-p6菌株 ITS序列与菌株Rosellinia limonispo-

ra（MG780376）相似性最高为 99.75%（图 4-a），与

Rosellinia australis（AY908997）相似率为99.51%，但

不能确定其种名。

TUB基因序列进一步分析，S-p6的TUB核苷酸

序列为 420 bp，系统发育分析表明，S-p6 与菌株

Rosellinia aquila（KX271253）相似性率最高 ，为

92.89%（图4-b）；由于NCBI数据库中没有菌种R. li-

monispora 和 R. Australis 相关的 TUB 基因序列记

录，S-p6的TUB比对结果中未能包含R. limonispora

和R. Australis，说明目前Rosellinia属的研究还不够

深入，缺乏一些基础的基因序列信息，现有结果可

将菌株S-p6归入座坚壳属。

2.3.3 内生真菌鉴定 新疆野苹果内生真菌根据形

态特征和 rDNA-ITS 序列结果分析，最终鉴定E-m6

a. 菌株 E-p5 菌落；b. 菌株 E-p5 子囊孢子；c. 菌株 E-m6 和 S-p5 菌落；d. 菌株 E-m6 与 S-p5 菌落分生孢子；e. 菌株 S-m2 菌落；f. 菌株 S-

m2 分生孢子；g. 菌株 S-p6 菌落；h. 菌株 S-p6 子囊孢子。

a. Colony of strain E-p5; b. Ascospores of strain E-p5; c. Colony of strain E-m6 and S-p5; d. Conidia of strain E-m6 and S-p5; e. Colony of strain

S-m2; f. Conidia of strain S-m2; g. Colony of strain S-p6; h. Ascospores of strain S-p6.

图3 内生真菌菌落及孢子的形态特征

Fig. 3 Colony and spore morphology of endophytic fungi

a. ITS 基因序列；b. TUB 基因序列。括号里是 GenBank 登录号，●是待测菌株。

a. ITS gene sequence；b. TUB gene sequence。In parentheses is the GenBank accession number, ● is the strain to be tested.

图4 基于 rDNA-ITS、TUB 基因序列构建的系统发育树

Fig. 4 The phylogenetic tree based on sequences of rDNA-ITS and TUB gene
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和 S-p5 为黑曲霉，S-m2 为黄曲霉，E-p5 为球毛壳

菌；菌株 S-p6 与已公布的近似菌株在形态特征和

ITS、TUB序列上均存在一定差异，可能是一个暂未

报道的新菌种，暂记为Rosellinia sp.。

3 讨 论

笔者首次报道了从新疆野苹果枝干中分离的5

株具有强抑菌活性的内生真菌，对 3种重要的苹果

枝干病害病原菌均有强烈的拮抗作用，具有很大的

生防应用潜力。研究获得的 2株黑曲霉E-m6和S-

p5的抑菌作用最强，抑菌率超过70%。之前关于黑

曲霉的研究多是在食品发酵工业、酶制剂、生物饲

料、生物肥料、基因编辑上等领域[19-21]，近来也有少

量关于黑曲霉用于生物防治的报道。刘士平等[22]发

现了一株黑曲霉 JS-1对稻瘟病菌Pyricularia grisea

具有很强的拮抗作用，发酵液可用于制备稻瘟病抑

菌剂。张素等 [23]研究黑曲霉菌丝体超临界萃取物

（SE），发现能破坏链格孢细胞膜正常功能、影响细

胞结构和呼吸代谢等抑制其生长。牛军等 [24]从 10

株专性海洋真菌中筛选出一株黑曲霉COF01对棉

花枯萎病菌Fusarium vasinfectum、稻瘟病菌等 6种

植物病原菌均有较好的抑菌作用。李颂等[25]发现黑

曲霉次生代谢产物可以提高番茄根系几种防御酶

（苯丙氨酸解氨酶、多酚氧化酶、超氧化物歧化酶、

过氧化氢酶、过氧化物酶）的活性，能明显控制根结

线虫种群数量；关于黑曲霉在植物体内的定殖、促

进宿主生长、提高植物抗逆等研究还未见报道。内

生真菌在诱导植物生长发育及植物抗生物和非生

物胁迫过程中发挥着重要作用[26]，感染内生真菌的

宿主植物生长状况往往更具优势。笔者从新疆野

苹果枝干中分离出 5株具有强抑菌活性的内生真

菌，理论上这几株菌具有定殖在苹果树体内的先天

优势，后期有必要进一步开展在苹果苗木上的定殖

及防效试验，以及这些内生真菌对苹果病原菌的抗

病机制分析。

4 结 论

从健康的新疆野苹果枝干中共分离出 75株内

生真菌，从韧皮部得到 56株，木质部得到 19株，新

疆野苹果枝干韧皮部内生真菌的数量多于木质

部。经平板对峙试验初筛和复筛，获得 5株对 3种

苹果枝干病害均具较高抑菌作用。结合形态学及

分子生物学鉴定，内生真菌E-m6和S-p5为黑曲霉、

S-m2为黄曲霉、E-p5为球毛壳菌、S-p6为Rosellinia

sp.，为果树病害生物防治提供了新的真菌资源。
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