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马齿苋内生菌橘青霉和波兰青霉中抗青枯菌的活

性物质 
 

张倩, 黎平, 何子康, 颜健* 
(华南农业大学资源环境学院，农业农村部华南热带农业环境重点实验室，广州 510510) 

 

摘要：为了挖掘农作物病害生物防治新资源，以药用植物马齿苋(Portulaca oleracea)为材料，通过培养基种植法分离和纯化

其根、茎、叶中的内生菌，以青枯菌(Ralstonia solanacearum)的抑菌试验评价其活性，采用菌落形态观察和 ITS 序列分析鉴

定菌种。结果表明，从马齿苋筛选出 2 种具有抑制青枯菌的内生菌橘青霉(Penicillium citrinum)和波兰青霉(P. polonicum)，采

用液相与四极杆飞行时间串联质谱(UPLC-QTOF-MS)鉴定 2 种内生菌的主要活性物质为橘霉素，其对青枯菌的抑制效果比链

霉素更好。因此，这为植物青枯病的生物防治提供科学依据。 
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Bioactivity Metabolite from the Endophytics Penicillium citrinum and P. 

polonicum of Portulaca oleracea Against Ralstonia solanacearum 
 

ZHANG Qian, LI Ping, HE Zi-kang, YAN Jian* 
(College of Natural Resources and Environment, South China Agricultural University; Key laboratory of Agro-Environment in the Tropics, Ministry of 

Agriculture and Rural Affairs, Guangzhou 510510, China) 

 

Abstract: To investigate the diversity of endophytics in medicinal plant Portulaca oleracea and explore potential 

biological resources to prevent and control crop diseases, the endophytes from its roots, stems and leaves were 

isolated by medium cultivation method, their bioactivities were evaluated against Ralstonia solanacearum, and 

they were identified by colonial morphology and ITS sequence. The results showed that the crude extracts of two 

endophytics Penicillium citrinum and P. polonicum displayed strong activities against the phytopathogen R. 

solanacearum. One of active metabolite (citrinin) was identified based on UPLC-QTQF-MS. Moreover, the 

activity of citrinin had more strong antibacterial property than that of streptomycin, which was a common agent in 

agriculture to prevent bacterial wilt. So, these would provide scientific basis for biological control of bacterial 

wilt. 
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青枯病是一种由青枯菌(Ralstonia solanacearum)

引起的毁灭性土传病害，发病植物茎叶萎蔫下垂直

至全部枯死，是世界上危害最大、分布最广、造成

损失最严重的植物病害之一，至今尚没有有效的化

学农药和防治办法, 因此青枯病被称为植物的“癌

症”。植物青枯菌可侵染 40 多科 200 多种植物，仅
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次于农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)，包括番茄

(Lycopersicon essculentum)、马铃薯(Solanum tube- 

rosum)、花生(Arachis hypogaea)、甘薯(Dioscorea 

esculenta)、烟草(Nicotiana tabacum)、辣椒(Capsicum 

annuum)、茄子(Solanum melongena)、生姜(Zingiber 

officinale)、草莓(Fragaria ananassa)、香蕉(Musa 

nana)以及一些贵重药材和花卉植物，青枯病已成为

许多农产品生产的重要限制因素，在世界各地均有

分布。青枯病菌是一个复杂的群体，有明显的生理

分化，不同地区和不同寄主来源的菌株，在寄主范

围、致病力、生化型、血清型等细菌学特性上差异

很大，因此增加了对此病害防治研究的难度[1]。 

近几年来，人们从不同角度对青枯菌进行了

多方面的研究，目前预防和治疗青枯病的方法和

手段主要有农业防治、药剂防治和生物防治。农

业防治包括实行轮作、改良土壤、优化栽培方式、

培育壮苗、喷施微肥；化学防治是指在作物生长过

程中或种植前喷洒特定药剂；生物防治包括无致病

力青枯菌菌株的利用[2]、有益根际微生物的利用、

有益真菌的利用、噬菌体的利用、生物农药的生产

利用、抗性植株的构建等。但由于抗病品种抗性低

且抗性容易丧失，以及一些农业防治的手段会受地

域条件的限制而且农产品的农药残留和剧毒农药

会直接对人类生存环境造成严重污染，危及人类和

其他生物的安全，所以拥有可持续农业和可持续植

保观念的生物防治越来越受到人们的重视，其研究

和开发成为目前防治青枯病的重点和热点。 

植物内生菌是指一定阶段或全部阶段生活于

健康植物的组织和器官内部的真菌或细菌，普遍存

在于高等植物中，木本、草本植物，单子叶植物和

双子叶植物内均有内生菌，目前已成为生物防治中

有潜力的微生物农药、增产菌或作为潜在的生防载

体菌而加以利用。植物内生菌在国外广受关注，始

于禾本科(Gramineae)植物内生真菌以及林木内生

真菌的特殊作用。产紫杉醇的红豆杉 (Taxus 

chinensis)内生真菌被报道后，植物内生菌研究在生

理活性物质领域开始暴发式的增加[3]。 

马齿苋(Portulaca oleracea)为马齿苋属一年生

肉质草本植物，可做野生蔬菜食用，广布全世界温

带和热带地区。马齿苋是常用的中草药之一，据《本

草纲目》记载，马齿苋具有散血消肿、清热解毒、

止痢消炎等功效，有“天然抗生素”的说法。现代研

究指出，马齿苋还具有抑菌[4]、降血糖[5]、耐缺氧

与防治病虫害等生物学活性，这些功效与其含有多

糖、生物碱、黄酮类、萜类、有机酸、多酚和蒽醌

苷等生物活性成分有关[6–8]。几乎每种植物都有内

生菌，在自然选择下会产生与宿主植物相同或相似

的天然生理活性物质，如抗菌、抗病毒、抗癌、抗

虫、免疫抑制与抗氧化物质等次级代谢产物 [9–13], 

这些次级代谢产物大多具有重要的生物学作用，可

广泛用于医药、生物、农业与工业等领域，并越来

越受到国内外研究者的关注[14]。本研究以药食两用

植物马齿苋为材料，发掘和筛选具有抑制青枯菌生

长的内生菌，探明其作用的物质基础，为农业的生

物防治、绿色防治提供科学依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

试验材料    马齿苋(Portulaca oleracea)采集

于广东省广州市，青枯菌(Ralstonia solanacearum)

由华南农业大学生态系蔡昆争教授提供。 

培养基    马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基购

买于广东环凯微生物科技有限公司，每升含马铃薯

300 g，葡萄糖 20 g，琼脂 15 g，氯霉素 0.1 g。马

铃薯葡萄糖水(PDB)购买于广东环凯微生物科技有

限公司，每升含马铃薯 300 g，葡萄糖 20 g。青枯

雷尔氏菌培养基(CPG), 每升含胰蛋白胨 10 g，葡萄

糖 10 g，酪蛋白水解物 1 g (固体培养基硬胶另加

18 g 琼脂粉，软胶另加 9 g 琼脂粉)。 

设备    生化培养箱(上海一恒科学仪器有限

公司)，ZHWY-103D 恒温培养箱(上海智城分析仪器

制造有限公司)，G6540B 液相与四极杆飞行时间串

联质谱仪 (美国安捷伦科技有限公司 )，色谱柱

(ACQUITY UPLC, BEH C18 2.1 mm×50 mm i.d., 

1.7 μm，美国沃特世科技有限公司)。 

试剂    真菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒(生

工生物工程股份有限公司)，硫酸链霉素(生工生物

工程股份有限公司)，色谱甲醇、乙腈、甲酸等(美

国 Fisher 公司)，其他有机分析纯试剂(广州化学试

剂厂)。 

 

1.2 方法 

内生真菌的分离、纯化    茎、根、叶用自来

水洗净，晾干，75%酒精浸泡 2 min，无菌水冲洗，

0.1%氯化汞浸泡 1.5 min (叶浸泡 30 s)，无菌水冲
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洗。用最后的无菌水涂板(PDA)，作为空白对照, 根、

茎、叶切成小块接种于 PDA 培养基上，28℃培养

箱培养[15]。无菌条件下用平板画线法把菌落不断挑

纯，直到变成单一菌落。 

内生菌粗提物获取及病原菌菌液获取    将

已纯化的内生菌菌落挑入 PDB 培养基中, 在 28℃，

180 r min–1 摇床上培养 7 d，过滤取上清液，加入等

体积的乙酸乙酯萃取，取有机相至 250 mL 圆底烧

瓶中，置于旋转蒸发仪上 45℃蒸发浓缩，过 0.22 µm

滤膜，用色谱甲醇配制成 10 mg mL–1 贮存液。取保

种的青枯菌，倒入 CPG 液体培养基中，在 30℃, 

220 r min–1 摇床上培养 24 h，用紫外分光光度计测

其 OD 值[16]。 

活性筛选    内生真菌的抗病原菌活性筛选

采用双层平板法，重复 3 次。在超净工作台上先于

灭菌培养皿中倒一层 CPG 硬胶，软胶凉至 45℃ (不

烫手时)与青枯菌(终浓度为 OD600=0.05)混合倒于

凝固的硬胶上，待培养基全部凝固，用直径 8 mm

的打孔器在软胶上打孔，在孔中加入 10 μL 内生菌

粗提物贮存液，以 1 mg mL–1 的链霉素为阳性对照, 

所有平板置于恒温培养箱中 28℃培养，观察抑菌圈

大小并用十字交叉法对抑菌圈直径进行测量 2 次, 

取平均值，3 个菌落再次取平均，以抑菌圈大小表

示抗菌活性，分为 4 个等级：无抑菌圈为“-”，直径

小于 1.0 cm 为“+”，直径 1.1~1.5 cm 为“++”，直径

大于 1.5 cm 为“+++”[15]。 

培养菌液对青枯菌的抑制作用    在无菌环

境下取 PDA 培养基上已纯化的内生菌菌落，挑入

PDB 培养基中于 28℃，180 r min–1 摇床上培养 7 d,

用灭菌纱布过滤取上清液，取若干已灭菌的 15 mL

离心管, 分别吸取 0、500、1 000、1 500、2 000 μL

菌液与 PDB 培养基混合定容至总体积为 8 000 μL

后与青枯菌混合，使其终浓度为 OD600=0.05，离心

管置于 30℃，220 r min–1 摇床上培养 24 h，用紫外

分光光度计测其 OD600值，记录数据并分析。 

内生真菌测序鉴定    将已纯化的内生菌菌

落挑入 PDB 培养基中, 在 28℃，180 r min–1 摇床上

培养 7 d，过滤取菌渣，加液氮研磨成粉末，按真

菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒上的方法提取内生

真菌的 DNA，然后进行 PCR 扩增。PCR 反应体系

总体积 20 μL：包含 2×Taq Plus Master Mix，10.0 μL；

5p ITS4，0.8 μL；5p ITS5，0.8 μL；DNA 模板，1.0 μL 

(0.1 μg)；无菌水补足。PCR 反应程序：95℃预变性

5 min；95℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸

30 s，72℃复性 10 min，共 35 个循环。PCR 产物采

用凝胶电泳检测，切割目的条带进行纯化并测序[17]。 

活性内生菌的活性化合物    内生菌粗提物

用色谱甲醇配置成 1 mg mL–1的样品溶液, 经 0.22 μm

滤膜过滤上质谱仪分析。分析条件为流动相 0.1%甲

酸水(A)和乙腈(B)，洗脱梯度：0~1 min, 90%A，1~ 

3 min, 90%A~80%A, 3~5.5 min, 80%A~40%A; 5.5~ 

7 min，40%A~10%A；7~9 min，10%A~5%A；9~ 

10 min，5%A~90%A，流速为 0.4 mL min–1，柱温

35℃，进样体积 5 μL。采用电喷雾离子化(ESI)；干

燥气温度 300℃；干燥气体流量 8.0 L min–1, 鞘气温

度 350℃；碎片电压 120 V, 检测范围为 m/z 100~ 

1 000 的正负态模式，正负态的毛细管电压分别设

定为 3.0 kV 和 2.5 kV。 

 化合物含量测定    无菌条件下将已纯化的内

生菌菌落挑入 PDB 培养基中，置于 28℃，180 r min–1

摇床上培养，每天取培养液 1.5 mL 存于–40℃冰箱, 

共 14 d，最后 1 d 将所有样品室温解冻后用 0.22 μm

滤膜过滤，用液质联用仪检测化合物含量。 

 

2 结果和分析 

 

2.1 马齿苋内生菌的分离、鉴定和活性评价 

分离获得 2 株马齿苋内生菌，用双层平板法进

行抗青枯菌试验，显示“+++”活性。利用 No051 16S 

rDNA ITS (ITS4、ITS5)序列进行 BLAST 搜索, 选

取与序列相近的种或菌株进行比对，确定菌株种名, 

分别是橘青霉(Penicillium citrinum, 图 1)和波兰青

霉(Penicillium polonicum, 图 2)，都是青霉属菌。对

青枯菌抑制作用试验结果表明，橘青霉和波兰青霉

粗提物浓度越高或培养液体积越大，抑菌效果越明

显(图 3, 4, 表 1)。 

 

2.2 橘青霉和波兰青霉的活性成分 

取 10 mg mL–1 的贮存液，用色谱甲醇配制成

1 mg mL–1 的样品溶液，经 0.22 μm 滤膜过滤，用液

质联用仪分析粗提物，得到橘青霉和波兰青霉的液 

相质谱图。2 种内生菌提取物中的共有峰 1 含量相

对较高，尤其在波兰青霉中是主要成分，推测峰 1

可能为主要的活性成分。经高分辨质谱分析，正负

态准分子离子峰 m/z 251.092 3 [M + H]+和 m/z 

249.077 1 [M - H]–, 及正离子加钠离子 m/z 273.073 6
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为[M + Na]+，确定峰 1 的分子式为 C13H14O5。根据

菌种鉴定结果，查阅 Scifinder 数据库和同属报道的

化学成分，化合物橘霉素的分子式与峰 1 的分子式

相同，进一步用液相质谱对比分析橘霉素标准品与

峰 1，具有相似的保留时间和离子碎片，因此，确

定峰 1 为化合物橘霉素(图 5)。 

 

 

图 1 橘青霉和 ITS 序列 

Fig. 1 Penicillium citrinum and ITS sequence 

 

 

图 2 波兰青霉、孢子和 ITS 序列 

Fig. 2 Penicillium polonicum, spores and the ITS sequence 

 

 

图 3 橘青霉粗提物及培养菌液抑制青枯菌效果。*: P< 0.05; **: P< 0.01。 

Fig. 3 Antibacterial activity of crude extract and liquid culture of Penicillium citrinum. *: P< 0.05; **: P< 0.01. 
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图 4 波兰青霉粗提物及培养菌液抑制青枯菌效果。*: P< 0.05; **: P< 0.01。 

Fig. 4 Antibacterial activity of crude extract and liquid culture of Penicillium polonicum. *: P< 0.05; **: P< 0.01. 

 

表 1 橘青霉粗提物对青枯菌的抑菌活性 

Table 1 Antibacterial activity of crude extract of Penicillium citrinum  

 
浓度 Concentration 

 (mg mL–1) 

抑菌圈直径 Inhibition 

zone diameter (cm) 

粗提物 Crude extract 0.1 0a 

 0.5 0a 

 1 0a 

 5 1.90±0.100b 

 10 2.33±0.057 7c 

链霉素 Streptomycin 1 1.77±0.057 7d 

不同的小写字母表示差异显著(P< 0.05); n=3。下表同。 

Data followed different letters indicate significant difference at 0.05 level, 

n =3. The same is following Table. 

2.3 活性化合物抑菌活性 

为探讨橘青霉和波兰青霉代谢产物橘霉素的

抑菌活性，将橘霉素标准品配制成 0、1、2.5、5 和

10 mg mL–1 溶液，以 1 mg mL–1 链霉素为阳性对照，

用双层平板法进行抑制青枯菌试验，结果表明 , 

1 mg mL–1 的橘霉素抑菌圈直径为(3.01±0.102) cm, 

比阳性对照[(0.89±0.167) cm]大(表 2)，说明橘霉素

具有比链霉素更强的抑制青枯菌活性。另外，橘青

霉培养时间越长，化合物橘霉素含量越高，培养 10 d

达最大值(14.45±2.813) mg mL–1 (图 6)，这对后期获

得高浓度的化合物具有重要的参考价值。 

 

 

图 5 UPLC-QTOF-MS 分析内生菌的活性成分  

Fig. 5 Bioactive compound of endophytics by UPLC-QTOF-MS 
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表 2 橘霉素对青枯菌抑菌活性 

Table 2 Antibacterial activity of citrinin 

 
浓度 Concentration 

(mg mL–1) 

抑菌圈直径 

Inhibition zone 
diameter (cm) 

橘霉素 Citrinin 0 0a 

 1 3.01±0.102b 

 2.5 3.18±0.020 8c 

 5 3.92±0.030 0d 

 10 5.04±0.032 1e 

链霉素 Streptomycin 1 0.89±0.167f 

 

 

图 6 橘霉素在橘青霉培养过程中的含量变化 

Fig. 6 Change in content of citrinin in Penicillium citrinum with cultivation 

time 

 

3 结论和讨论 

 

从植物不同组织部位分离获得的内生菌种类

不同，分离频率不同也可能得到不同的内生菌种

类。目前从马齿苋分离的内生真菌有附球菌属

(Epicoccum) 、镰刀菌属 (Fusarium) 、青霉菌属

(Penicillium)、毛壳菌属(Chaetomium)、彼得壳属

(Petriella)[18]；内生细菌有肠杆菌(Enterobacter saka- 

zakil)、短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)、无色杆菌

(Achromobacter spp.)、类芽孢杆菌属 (Paenibaci- 

llus)、赖氏细菌属(Leifsonia)和 Rhodanobacter[19], 这

些菌可以抵抗金黄色葡萄球菌、变形杆菌、大肠杆

菌、铜绿假单胞菌[15]。本研究首次从马齿苋中分离

得到内生菌橘青霉和波兰青霉，丰富了马齿苋内生

菌的种类。 

橘青霉用途广泛，可以生产壳聚糖[20]、内葡聚

糖酶[21]、角蛋白[22]、工业核苷酸[23]、纤维素酶[24]

以及抗肿瘤的抗生素[25]；另外，橘青霉可以刺激

辣椒 (Capsicum annuum)生长并诱导对炭疽病的

抗性[26]，以及用于废水处理等[27]。而对波兰青霉

的研究则相对较少，波兰青霉的活性物质也具有

多种生物活性，如抗肝癌、体外增加葡萄糖摄取

的作用[28–29]；还有抑制单胺氧化酶家族的作用，单

胺氧化酶抑制剂是治疗抑郁症的处方药，使用历史

悠久，也可治疗帕金森病等[30]。另外，高效可见光

诱导波兰青霉合成的银纳米粒，对血清型伤寒沙门

氏菌、鲍曼不动杆菌具有抑制作用[31–32]。这些表明

橘青霉和波兰青霉具有广阔的应用前景，还有待于

深入研究。 

目前对橘霉素的活性功能研究相对较少，主要

活性是对革兰氏阳性菌有抗菌作用，而对革兰氏阴

性菌无抗菌作用，还具有抗梨形四膜虫[33]和结核杆

菌的作用，其他方面未见报道。本研究首次报道橘

霉素具有抗青枯菌活性。但有报道橘霉素具有一定

毒性，大量注射或口服可以致死[34]。关于橘霉素是

否能够应用于实际生产生活中，应从其是否能被植

物吸收，通过食物进入人体后的影响等方面来考

虑，还有待深入研究。 
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