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摘要：【目的】研究药用植物芍药(Paeonia lactiflora Pall.)内生真菌的种群多样性，同时对其可能存在的

聚酮合酶(Polyketide synthase，PKS)和非核糖体多肽合成酶(Non-ribosomal peptide synthetase，NRPS)基

因多样性进行评估，预测芍药内生真菌产生活性次生代谢产物的潜力。【方法】采用组织分离法获得芍

药根部内生真菌菌株，结合形态学特征和 ITS 序列分析，进行鉴定；利用兼并性引物对内生真菌中存在

的聚酮合酶(PKS)基因和非核糖体多肽合成酶(NRPS)基因进行 PCR 扩增及序列测定分析，构建系统发育

树，明确芍药内真菌 PKS 基因序列和 NRPS 基因序列的系统进化地位。【结果】从芍药组织块中共分离

得到 105 株内生分离物，去重复后获得 52 株内生真菌，菌株 ITS 基因序列信息显示，52 株芍药内生真

菌隶属于 7 目、13 科、15 属，其中小球腔菌属(Leptosphaeria)、土赤壳属(Ilyonectria)和镰孢属(Fusarium)

为优势种群；从 52 株内生真菌中筛选获得 13 株含 PKS 基因片段的菌株，8 株含 NRPS 基因片段的菌

株，部分菌株功能基因的氨基酸序列与 GenBank 中已知化合物的合成序列具有一定的同源性，预示芍

药根部内生真菌具有合成丰富多样的次生代谢产物的潜力。【结论】药用植物芍药根部具有丰富的内生

真菌资源，且具有产生活性次生代谢产物的潜力，值得进一步开发研究和应用。 

关键词：芍药，内生真菌，多样性，聚酮合酶(PKS)，非核糖体多肽合成酶(NRPS) 
 

芍药(Paeonia lactiflora Pall.)隶属于芍药科

(Paenoiaeeae)芍药属(Paeonia)，是我国兼具观赏和

药用价值的著名传统草本花卉，芍药根中含有药

用成分芍药苷(Paeoniflorin)，具有扩张血管、降压

镇痛、清热解痉、抗炎、抗菌和抗癌等多种药用

功能，在医学领域被广泛应用[1]。目前多采用有机

溶剂回流法提取芍药组织中的芍药苷，其提取效

率低且提取过程复杂[2]。近年来，研究表明植物内

生菌广泛存在于宿主植物体内，与宿主长期协同

进化，由于基因转移及对内化学环境的适应性，

能够产生与宿主相同或相似的活性化学物质[3]，因

此从植物内生菌中获得丰富多样和具有生物学活

性的次生代谢产物，突破药用植物生长周期长、产

量低、不可再生等限制，已成为目前的研究热点。 
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植物内生真菌能够产生丰富的活性次生代谢

产物，主要包含萜类、生物碱类、芳香类、肽类

等化合物，且多具有抗菌、抗肿瘤、抗氧化、杀

虫、促生长等生物活性[4]。根据对应的生物合成酶

的特性，可以将这些作用效果多样、结构纷繁复

杂的化合物分为聚酮类化合物和非核糖体多肽类

化合物两大类。聚酮类化合物的生物合成过程是

在聚酮合酶(Polyketide synthase，PKS)的催化下完

成，聚酮合酶一般分为两类，一类为复合 PKS，

即 PKSⅠ，另一类为芳香 PKS，即 PKSⅡ[5]。真

菌聚酮合酶多属于Ⅰ型聚酮合酶，即以模块形式存

在的多功能酶，主要由酮基合成酶(Ketosynthase，

KS)、酰基转移酶(Acyltransferase，AT)和酰基载体

蛋白(Acylcarrier protein，ACP) 3 个核心功能域组

成，其中 AT 结构域负责挑选特异性的酰基辅酶 A

分子，ACP 负责在合成过程中锚定聚酮链，KS 结构

域负责催化碳链延伸反应，KS 区域在整个 PKS 体

系中序列最保守，适合设计兼并引物[6]。非核糖体多

肽类化合物由非核糖体肽合成酶 (Non-ribosomal 

peptide synthetase，NRPS)催化合成，NRPS 由腺

苷酰化(Adenylation，A)结构域、肽酰载体蛋白

(Peptidyl carrier protein ， PCP) 结 构 域 和 缩 合

(Condensation，C)结构域组成，三者通常以 C-A-PCP

的形式排列，A 结构域负责底物识别和活化，

PCP 结构域负责在合成过程中共价固定中间产

物，C 结构域负责催化肽键形成[7]。大多数 NRPS

的模块数为 3–15 个，最高可达 50 个，每一个模

块负责将一个特异性的氨基酸或芳香酸底物整合

到延伸的碳链中，因此模块的数量、排列顺序和

底物特异性决定了其最终的产物结构[8]。 

目前国内研究者已经对一些药用植物进行了

内生真菌的分离，并基于 PKS 和 NRPS 功能基因

定向筛选的方法，获得了丰富多样的聚酮类化合

物和非核糖体多肽类化合物。如 Wang 等利用 PKS

基因定向筛选技术，从一株盐生植物的内生真菌

发现了一个新的聚酮化合物 Penicitriketo[9]。因此

从 PKS 和 NRPS 功能基因的克隆入手，从分子水

平上筛选和预测菌株可能产生的化合物类型，发

现新的聚酮类和非核糖体肽类化合物是有效可

行的。本研究以传统药用植物芍药为材料，进行

内生真菌的分离，并利用形态学特征结合 ITS 序

列系统发育分析，进行内生真菌的鉴定；筛选含

有 PKS 和 NRPS 基因的功能菌株，预测其产生次

生代谢产物的能力，为寻找新的天然活性化合物

提供科学依据，并为探讨内生真菌功能基因与内

生真菌次生代谢产物间的相关性研究奠定理论

基础。 

1  材料和方法 

1.1   供试材料 

1.1.1  植物样品：于 2016 年 3–4 月间采自洛阳牡

丹国花园、隋唐遗址植物园、国家牡丹基因库和

洛阳理工学院芍药种植区，采用随机取样法收集

芍药健康根部组织，装入无菌袋内带回实验室，

用于内生真菌的分离。 

1.1.2  培养基：采用 PDA 培养基进行内生真菌的

分离和纯化。 

1.1.3  主要试剂：真菌基因组 DNA 提取试剂盒

购于北京索莱宝科技有限公司；DNA marker 和

2×Taq PCR Master mix 均购于北京康为世纪生物

科技有限公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒购于北京

天根生化科技公司；pM19-T 载体购于宝生物工程

(大连)有限公司；琼脂糖购自 Spanish 公司；PCR

扩增引物和克隆测序均由上海生工生物工程公司

完成。 
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1.2  内生真菌的分离和纯化 

将健康的芍药根部样本在自来水下冲洗干

净，晾干待用，剪切成 0.5 cm2 的小块混匀。采用

如下步骤进行消毒处理：75%乙醇表面消毒 30 s，

灭菌水冲洗 3 次；3%次氯酸钠表面消毒 5 min，

灭菌水冲洗 5 次(30 s/次)；置于无菌滤纸上吸干水

分。将处理过的根部样品切口面紧贴于 PDA 平板

上，置 25 °C 恒温培养箱中培养 5–10 d，3 d 后观

察组织块周围是否有菌落出现。待长出菌落后，

挑取尖端菌丝转接到新的培养基上进行纯化，经

纯化后获得内生真菌分离物。为了验证表面消毒

效果，取 100 μL 最后一次用于清洗表面消毒样品

的无菌水涂布到 PDA 培养基上，25 °C 培养以验证

表面消毒效果。同时，根据分离组织块数和获得的

内生真菌菌株数量计算分离率，分离率指分离获得

的菌株数量占分离样品组织块数的百分率。 

1.3  内生真菌的鉴定 

1.3.1  菌株形态和培养特征观察：根据内生真菌

在 PDA 培养基上的培养特征进行分类及去重复，

采用直接挑取菌丝法和插片培养法，镜检观察真

菌孢子、菌丝体、产孢结构和菌核等显微特征，

参考文献[10]进行内生真菌的初步分类。 

1.3.2  ITS 基因序列的 PCR 扩增与系统发育分

析：利用真菌基因组 DNA 提取试剂盒提取内生真

菌菌株的基因组 DNA，以通用引物 ITS1 (5′-TCCG 

TAGGTGAACCTGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCG 

CTTATTGATATGC-3′)[11]对菌株进行 ITS 区域扩

增。PCR 扩增体系为 50 μL：2×PCR mixture 25 μL，

ddH2O 20 μL，DNA template 1 μL，引物各 2 μL。

PCR 扩增条件为：94 °C 2 min；94 °C 30 s，55 °C 

30 s，72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 10 min。PCR

产物经胶回收后送至上海生工生物工程技术服务

有限公司进行测序。测序获得的 ITS 序列利用

GenBank 数据库中的 BLASTn 软件在线比对服务

进行同源性分析，选择与靶序列最相近的菌种序列

作参考，随后用 Clustal X 进行序列比对，最终运

用 MEGA 5.0 软件采用邻接法(Neighbour-Joining)

构建系统发育树，根据系统发育分析结果，分析芍

药根部内生真菌的系统发育地位及物种多样性。 

1.4  内生真菌 PKS 和 NRPS 基因检测和分析 

以内生真菌菌株基因组 DNA 为模板，分别采

用兼并引物 KAF1 (5′-GARKSICAYGGIACIGGIA 

C-3′)、KAR1 (5′-CCAYTGIGCICCRTGICCIGARA 

A-3′)[12]和 AUG003 (5′-CCGGCACCACCGGNAAR 

CCHAA-3′)、AUG007 (5′-CCGGACCATGTCGCCN 

GTBYKRTA-3′)[13]进行 PKS 和 NRPS 功能基因的筛

选和检测。PCR 扩增体系为 50 μL：2×PCR mixture 

25 μL，ddH2O 20 μL，DNA template 1 μL，引物各

2 μL。PCR 扩增条件为：94 °C 2 min；94 °C 30 s，

60 °C 30 s，72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 10 min。

利用胶回收试剂盒回收 PCR 产物，按照 pM19-T

说明书连接 T 载体与纯化后的 DNA 片段，转化

E. coli DH5α，通过氨苄青霉素筛选挑取阳性克隆

进行 PCR 检测，从检测合格的重组菌株中提取质

粒，送至上海生工生物工程技术服务有限公司进

行测序。利用 BLASTx 软件将获得的 PKS 和 NRPS

基因序列转化为氨基酸序列，在线进行序列的同源

性比对。NRPS 功能基因 A 结构域底物特异性预测

采用在线工具 NRPSpredictor2 (http://nrps.informatik. 

uni-tuebingen.de/Controller?cmd=SubmitJob) 进 行

分析[14]。根据氨基酸序列同源性比对结果，选择

与靶序列同源性最高的序列作参考，使用 Clustal X

进行序列同源性比对，最终运用 MEGA 5.0 软件

采用邻接法(Neighbour-Joining)构建系统发育树，

根据系统发育分析结果，分析芍药内生真菌 PKS

和 NRPS 基因片段的系统发育地位和丰富性。 



1570 Ruixian Yang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2017, 57(10) 

actamicro@im.ac.cn 

2  结果和分析 

2.1  芍药组织表面消毒结果评估 

取 100 μL 最后一次用于清洗表面消毒芍药组

织的无菌水涂布于 PDA 培养基上，25 °C 培养 7 d

后，观察发现没有微生物的生长，因而可以认定

分离得到的微生物为芍药内生真菌，而非外界环

境污染或植物表面的真菌。 

2.2  内生真菌的分离结果 

从 200 块芍药根部组织中共获得 105 株内生

真菌分离物，其分离率为 52.5%；纯化后将菌落

形态特征相似的菌株初步归类后，获得内生真菌

52 株，其菌落形态各异，分离结果表明芍药根部

组织中存在丰富的内生真菌种类。通过镜检观察，

发现部分菌株的显微形态相似，且数量较多，结

合 真 菌 鉴 定 手 册 将 其 初 步 归 为 小 球 腔 菌 属

(Leptosphaeria)、土赤壳属 (Ilyonectria)和镰孢属

(Fusarium)真菌，这 3 个属应为芍药根部内生真菌

的优势种群，其优势属代表菌株在 PDA 培养基上

的菌落特征及显微形态特征见图 1。 

2.3  内生真菌的鉴定和系统发育分析 

基于内生真菌菌落形态观察和显微形态观察，

采用扩增 ITS 序列测定的方法对芍药内生真菌进行

鉴定。PCR 扩增结果表明，52 株内生真菌均可获得

1 条约 500 bp 左右的条带，将序列测定结果上传至

GenBank，其序列登录号为 KY522672–KY522723。

利用 GenBank 数据库中的 BLASTn 软件比对序列

结果后，选取各个菌株的同源性序列，利用 MEGA 

5.0 软件构建芍药内生真菌菌株系统发育树，结合

菌株形态，确立了各菌株的种属关系。由系统发

育树(图 2)可以看出，52 株内生真菌的 ITS 序列均

与其同源性较高的菌株聚为一类，且隶属于 2 个

亚门、7 个目、13 个科、15 个属，其 7 个目分别 

 
 

图 1.  芍药根部内生真菌优势属代表菌株菌落特征及

显微形态 
Figure 1.  The colony morphology and morphological 
characteristics of dominant genus of endophytic fungi 
isolated from P. lactiflora roots. A, B and C represent 
colony, pycnidia and conidia of Leptosphaeria, 
respectively; D, E and F represent colony, 
conidiophores and conidia of Ilyonectria, respectively; 
G and H represent colony and conidia of Fusarium. 
 
为散囊菌目(Eurotiales)、肉座菌目(Hypocreales)、

格 孢 腔 菌 目 ( P l e o s p o r a l e s ) 、 葡 萄 座 腔 菌 目

(Botryosphaeriales)、无孢目(Agonomycetales)、伞

菌目(Agaricales)和煤炱目(Capnodiales)；13 个科

分 别 为 曲 霉 科 ( A s p e r g i l l a c e a e ) 、 发 菌 科

(Trichocomaceae)、丛赤壳科(Nectriaceae)、肉座菌

科(Hypocreaceae)、孢黑团壳科(Massarineae)、小

球 腔 菌 科 ( L e p t o s p h ae r i a c e a e ) 、 暗 球 腔 菌 科 

(Phaeosphaeriaceae)、孢腔菌科(Pleosporaceae)、亚

隔 孢 壳 科 ( D i d y m e l l a c e a e ) 、 裂 褶 菌 科

(Schizophyllaceae)、无孢菌科(Agonomycetaceae)、

葡萄座腔菌科(Botryosphaeriaceae)和枝孢霉科

( C l a d o s p o r i a c e a e ) ； 1 5 个 属 分 别 为 曲 霉 属 
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图 2.  芍药根部内生真菌 ITS 序列系统发育进化树 

Figure 2.  The phylogenetic relationship of endophytic fungi isolated from P. lactiflora roots based on ITS gene 
homology. The GenBank accession numbers of ITS sequences are given in the parentheses. The numbers at nodes 
represent the percentage levels of bootstrap support (%) (expressed as percentages of 1000 replications). The scale 
bar represents 0.050 nucleotide changes. 
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(Aspergillus) 、 踝 节 菌 属 (Talaromyces) 、 镰 孢 属

(Fusarium)、土赤壳属(Ilyonectria)、乳突赤壳属

(Thelonectria) 、 头 孢 霉 属 (Cephalosporium) 、

Acrocalymma 、 小 球 腔 菌 属 (Leptosphaeria) 、

Setophoma 、 链 格 孢 属 (Alternaria) 、 丝 核 菌 属

(Rhizoctonia)、裂褶菌属(Schizophyllum)、叶点霉

属 (Phyllosticta)、 茎 点 霉 属 (Phoma) 和 枝 孢 霉 属

(Cladosporium)。 

52 株芍药内生真菌在各个属的具体分布和

比例见表 1，其中 10 株芍药内生真菌属于小球

腔菌属(Leptosphaeria)，所占比例为 19.2%；属

于土赤壳属(Ilyonectria)的菌株有 8 株，所占比

例为 15.4%；属于镰孢属(Fusarium)的菌株有 6

株，所占比例 11.5%；其他属菌株数量相对较少，

所 占 比 例 均 在 10% 以 下 ， 表 明 小 球 腔 菌 属

(Leptosphaeria)、土赤壳属(Ilyonectria)和镰孢属

(Fusarium)真 菌 为 芍 药 根 部 内 生 真 菌 的 优 势 种

群，此结果与真菌显微观察结果相一致。该部分

研究结果表明，芍药根部内生真菌在种群上具有

多样性的特点，能够为进一步筛选具有生物活性

天然产物的真菌菌株提供丰富的菌种资源，值得

进一步开发利用。 

2.4  内生真菌的 PKS 和 NRPS 基因检测和系统发

育分析 

利用 PCR 扩增的方法筛选芍药内生真菌中包

含 PKS 和 NRPS 功能基因的菌株，扩增结果表明，

13 株内生真菌含有 PKS 功能基因，其阳性比率为

25%；8 株内生真菌含有 NRPS 功能基因，其阳性

比率为 15%；其中 2 个菌株 Sy23 和 Sy30 同时包

含 PKS 和 NRPS 功能基因。将扩增获得的 PKS 功

能基因中的 KS 结构域基因片段和 NRPS 功能基因

中的 A 结构域基因片段进行克隆测序，其 KS 结

构域基因片段大小均在 700–800 bp 之间，NRPS

功能基因中的 A 结构域基因片段约为 700 bp，PKS

序列和 NRPS 序列在 GenBank 中的序列登录号见

表 2。利用 NCBI 数据库中的 BLASTx 软件将获 
 

表 1.  芍药根部内生真菌的种群分布 
Table 1.  The population distribution of endophytic fungi isolated from P. lactiflora roots 

Taxa of endophytes Number of isolates Relative abundance/% 
Ascomycetes   
Aspergillus Sy1,Sy14 3.8 
Fusarium Sy2, Sy4, Sy7, Sy8, Sy12, Sy21 11.5 
Setophoma Sy3, Sy18, Sy29 5.8 
Cephalosporium Sy9 1.9 
Ilyonectria Sy10, Sy11, Sy19, Sy23, Sy26, Sy27, Sy33, Sy34 15.4 
Acrocalymma Sy15, Sy16, Sy38, Sy28 5.8 
Leptosphaeria Sy17, Sy20, Sy24, Sy25, Sy31, Sy32, Sy35, Sy36, Sy37, Sy39 19.2 
Talaromyces Sy22 1.9 
Thelonectria Sy30 1.9 
Alternaria Sy40, Sy41, Sy48, Sy49, Sy51 9.6 
Phyllosticta Sy44, Sy47, Sy50, Sy52 7.7 
Phoma Sy45 1.9 
Cladosporium Sy46 1.9 
Basidiomycetes   
Rhizoctonia Sy5, Sy6, Sy13 5.8 
Schizophyllum Sy42, Sy43 3.8 
Total 52 100.0 
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表 2.  芍药根部内生真菌 PKS 和 NRPS 基因 
Table 2.  PKS and NRPS genes in endophytic fungi isolated from P. lactiflora roots 

Gene 
Number of 
isolates 

Amino acid 
residues 

Accession 
number 

Top BLASTx match (GenBank accession 
No.)  

Identity/% 
Predicted binding pocket 
(amino acid substrate) 

PKS Sy1 276 KY629564 Polyketide synthase, Aspergillus ustus 
(KIA75874) 

139/268(52%) Not done 

PKS Sy9 239 KY629565 Related to polyketide synthase, 
Rhynchosporiuma gropyri (CZS97698) 

213/239(89%) Not done 

PKS Sy10 238 KY629566 Ketoacyl-synt-domain-containing protein, 
Coniochaeta ligniaria (OIW26903)  

201/240(84%) Not done 

PKS Sy19 238 KY629567 Ketoacyl-synt-domain-containing protein, 
Coniochaeta ligniaria (OIW26903) 

199/240(83%) Not done 

PKS Sy21 235 KY629568 Putative polyketide synthase, Fusarium 
foetens (ALQ32848) 

227/234(97%) Not done 

PKS Sy22 245 KY629569 Polyketide synthase, Colletotrichum 
incanum (OHW98789) 

132/248(53%) Not done 

PKS Sy23 238 KY629570 Ketoacyl-synt-domain-containing protein, 
Coniochaeta ligniaria (OIW26903) 

201/240(84%) Not done 

PKS Sy26 238 KY629571 Ketoacyl-synt-domain-containing protein, 
Coniochaeta ligniaria (OIW26903) 

201/240(84%) Not done 

PKS Sy30 260 KY629572 Polyketide synthase, Coccidioides 
posadasii (XP_003067740) 

164/263(62%) Not done 

PKS Sy33 238 KY629573 Ketoacyl-synt-domain-containing protein, 
Coniochaeta ligniaria (OIW26903) 

198/240(83%) Not done 

PKS Sy34 235 KY629574 Ketoacyl-synt-domain-containing protein, 
Coniochaeta ligniaria (OIW26903) 

199/237(84%) Not done 

PKS Sy44 240 KY629575 Polyketide synthase, Byssochlamys 
spectabilis (GAD98579) 

145/240(60%) Not done 

PKS Sy47 232 KY629576 Putative polyketide synthase protein, 
Neofusicoccum parvum (XP_007581405) 

165/233(71%) Not done 

NRPS Sy11 194 KY629582 Nonribosomal peptide synthetase 1, 
Neonectria ditissima (KPM37793) 

166/194(86%)  DIGFVGGIF-(Ile) 

NRPS Sy14 238 KY629577 Nonribosomal peptide synthase, 
Aspergillus ustus (KIA75709) 

205/238(86%) DVFAIGAII-(Phe)  

NRPS Sy23 251 KY629580 Similar to fatty acid transporter, 
Leptosphaeria maculans (XP_003836794)

223/251(89%) No prediction 

NRPS Sy25 248 KY629581 Similar to fatty acid transporter, 
Leptosphaeria maculans (XP_003836794)

225/248(91%) No prediction 

NRPS Sy28 234 KY629578 Nonribosomal peptide synthetase 3, 
Pyrenophora teres f. teres (AEZ55900) 

198/229(86%) --WLWNCEI- (Phe) 

NRPS Sy30 233 KY629583 Linear gramicidin synthase subunit D, 
Neonectria ditissima (KPM38180)  

201/233(86%) --WLWNVEV-(Asn) 

NRPS Sy38 237 KY629579 Nonribosomal peptide synthetase 3, 
Pyrenophora teres f. teres (AEZ55900) 

205/237(86%) --WLWNCEI-(Phe) 

NRPS Sy39 229 KY629584 Nonribosomal peptide synthetase, 
Cenococcum geophilum (OCK98900) 

200/229(87%) DVAFIGSIH-(Phe) 
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得的 PKS 和 NRPS 核苷酸序列转化为氨基酸序列，

进行同源性分析(表 2)，结果表明，芍药内生真菌

KS 结构域的部分氨基酸序列与已知真菌的同源

性在 52%–97%之间，其中菌株 Sy21 与镰孢属真

菌 Fusarium foetens 聚酮合酶序列的同源性为

97%，菌株 Sy1、Sy9、Sy22、Sy30、Sy44 和 Sy47

与其他真菌 PKS 氨基酸序列也具有一定的同源

性，但同源性均在 90%以下，表明这些芍药内生

真菌中存在丰富的 KS 结构域片段，且具有合成聚

酮类化合物的潜力；另外 6 株芍药内生真菌 Sy10、

Sy19、Sy23、Sy26、Sy33 和 Sy34 的 PKS 序列未

找到与其同源性较高的真菌聚酮合酶，主要与真

菌 Coniochaeta ligniaria 的 KC 结构域蛋白具有一

定的同源性。 

8 株芍药内生真菌 A 结构域的部分氨基酸序

列与已知真菌序列同源性在 86%–91%之间，其中

6 个菌株 NRPS 序列与已知真菌 NRPS 序列具有一

定的同源性，其同源性均在 87%以下，表明芍药

内生真菌中存在一定数量的 A 结构域，且具有一

定的新颖性，推测这些菌株具有催化合成非核糖

体多肽类化合物的潜力；2 个菌株 Sy23 和 Sy25

并未对应到真菌的 NRPS 序列，其与小球腔菌属

真菌 Leptosphaeria maculans 的脂肪酸转运蛋白具

有较高的同源性。利用在线软件 NRPSpredictor2

对芍药内生真菌 A 结构域的底物特异性进行预测

(表 2)，结果表明 6 株芍药内生真菌 A 结构域序列

中均包含由 7–9 个活性氨基酸残基组成的特异性

授予残基，并表现出对特定底物的选择性。菌株

Sy14、Sy28、Sy38 和 Sy39 虽由不同的活性氨基

酸残基组成，但其识别的底物均为芳香族氨基酸

苯丙氨酸(Phe)，表明不同的活性氨基酸残基可能

识别相同的底物；菌株 Sy11 活性氨基酸残基识别

的底物为异亮氨酸(Ile)；菌株 Sy30 活性氨基酸残

基识别的底物为天冬酰胺(Asn)；菌株 Sy23 和 Sy25

的 A 结构域未被预测到。 

根据芍药内生真菌 PKS 序列在 NCBI 中的

BLAST 结果，选择与其同源性较高的氨基酸序列

进行系统发育树的构建。由芍药内生真菌 KS 结构

域氨基酸序列和同源序列构建的发育树(图 3)可以

看出，其扩增获得的芍药内生真菌 PKS 均为重复

性Ⅰ型 PKS，且均为Ⅰ型 PKS 中的高度还原型 PKS 

(Reducing PKS)，其系统发育树有 2 个明显的分支，

将芍药内生真菌的 PKS 序列分为 2 个亚型，即

Reducing PKS clade Ⅱ和 Reducing PKS clade Ⅰ，

菌株 Sy9、Sy10、Sy19、Sy21、Sy23、Sy26、Sy30、

Sy33、Sy34、Sy44 和 Sy47 均归于 Reducing PKS 

clade Ⅱ；菌株 Sy1 和 Sy22 归于 Reducing PKS 

clade Ⅰ。与菌株 Sy47 和 Sy30 具有一定同源性的

氨基酸序列主要涉及洛伐他汀九酮合成酶基因

(Lovastatin nonaketide synthase，LovB)的合成；黄

曲霉属菌株 Sy1 的 PKS 序列与洛伐他汀二酮体合

成酶(Lovastatin diketide synthase，LovF)具有一定

的同源性；６株归于土赤壳属的真菌 Sy10、Sy19、

Sy23、Sy26、Sy33 和 Sy34 均与其他真菌 KC 结

构域蛋白具有较高的同源性，主要参与次生代谢

产物聚合酮的合成。该部分研究结果表明芍药内

生真菌具有丰富的 PKS 序列片段，且与聚合酮类

次生代谢产物的合成具有显著的同源性。 

芍药根部内生真菌 A 结构域的氨基酸序列与

其同源序列构建的系统发育树(图 4)表明，该系统

发育树有２个分支，菌株 Sy11、Sy14、Sy28、Sy30、

Sy38 和 Sy39 明显聚为一类，与其他真菌的非核

糖体聚合酶具有一定的同源性；菌株 Sy23 和 Sy25

单独聚为一类，主要与真菌的脂肪酸转运蛋白具

有一定的同源性。菌株 Sy39 与 HC-toxin 合成酶

具有较高的同源性，聚为一类；Sy28 和 Sy38 均 
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图 3.  芍药根部内生真菌Ⅰ型 PKSs 氨基酸序列系统发育进化树 
Figure 3.  The phylogenetic relationship of endophytic fungi isolated from P. lactiflora roots based on type Ⅰ 
PKSs amino acid sequences homology. The GenBank accession numbers of PKS amino acid sequences are given in 
the parentheses. The numbers at nodes represent the percentage levels of bootstrap support (%) (expressed as 
percentages of 1000 replications). The scale bar represents 0.10 amino acid changes. 
 
归于 Acrocalymma 属，两者 A 结构域的序列具有

较 高 的同源 性 ， 且 与 真 菌 短 杆 菌 酪 肽 合 成 酶

(Tyrocidine synthetase)具有一定的同源性；菌株

Sy30 与 真 菌 短 杆 菌 肽 合 成 酶 (Gramicidin 

synthase subunit)具有一定的同源性。该结果表明

芍药内生真菌中具有丰富的 NRPS 序列片段，且

与非核糖体多肽类次生代谢产物的合成具有显

著的同源性。 
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图 4.  芍药根部内生真菌 NRPSs 氨基酸序列系统发育进化树 
Figure 4.  The phylogenetic relationship of endophytic fungi isolated from P. lactiflora roots based on NRPSs 
amino acid sequences homology. The GenBank accession numbers of NRPS amino acid sequences are given in the 
parentheses. The numbers at nodes represent the percentage levels of bootstrap support (%) (expressed as 
percentages of 1000 replications). The scale bar represents 0.20 amino acid changes. 

 
2 株内生真菌 Sy23 和 Sy30 同时包含 PKS 和

NRPS 序列，根据 ITS 序列鉴定结果，Sy23 和 Sy30

归 于 土 赤 壳 属 (Ilyonectria) 和 乳 突 赤 壳 属

(Thelonectria)，但２个菌株的 PKS 序列和 NRPS

序列却与其他真菌具有较高的同源性。菌株 Sy23

的 PKS 序列与 Coniochaeta ligniaria KC 结构域蛋

白具有较高的同源性，NRPS 序列与 Leptosphaeria 

maculans 脂肪酸转运蛋白具有较高的同源性(表

2)；菌株 Sy30 的 PKS 序列与 Coccidioides posadasii 

PKS 序 列 具 有 较 高 的 同 源 性 ， NRPS 序 列 与

Neonectria ditissima 短杆菌肽合成酶具有较高的

同源性(表 2)。 
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3  讨论 

植物内生菌具有丰富的生物多样性和化学多

样性，是天然活性化合物的重要来源，尤其是药

用植物特殊的内环境，更是为具有独特生物活性

的微生物提供了来源。目前研究者已从多种药用

植物中分离获得了具有生物活性的内生菌，如

Zhang 等从青蒿素(Artemisia annua)中获得了 1 株

曲霉菌(Aspergillus terreus)，该菌能产生吲哚生物

碱的衍生物，这些物质经研究发现都具有较好的

抗肿瘤活性 [15]；Ebrahim 等从红树林植物海桑

(Sonneratia caseolaris)中分离获得 1 株内生真菌

Bionectria ochroleuca，其乙酸乙酯提取物能产生 2

种新的多肽类物质 Pullularins E 和 F，这 2 种物质

具有显著的抗癌活性[16]；Wellensiek 等研究发现来

自沙漠植物的内生真菌能够产生一些新颖的化合

物，这些代谢产物能够显著抑制人免疫缺陷病毒

HIV-1 的复制[17]。研究表明，来自植物内生菌种

类繁多的活性物质有许多还是未开发的新物质，

同时这些活性物质的毒性相当于已经通过了植物

体的筛选，所以对人类一般是低毒、安全和高效

的，因此通过药用植物内生菌的分离，从而发现

微生物源低毒活性的次生代谢产物具有一定的可

行性和重要意义。 

芍药作为中国传统的药用植物，目前关于其

内生菌的分离研究相对较少，仅有阿依努尔·阿不

都热合曼对新疆块根芍药(Paeonia anomala)中的

内生细菌进行分离，并获得了 1 株能够产生灵菌

红素的粘质沙雷氏菌(Serratia marcescens)，该物

质具有显著的抗菌、抗肿瘤和免疫抑制活性[18]。

目前尚无关于芍药组织中内生真菌的报道，本研

究从芍药根部组织中共分离获得了 52 株内生真

菌，隶属于 7 目、13 科、15 属，表明芍药根部内

生真菌的种群多样性和丰富性。目前，研究人员

已经从 83 科 212 种药用植物分离获得了 376 属以

上的内生真菌种类，涉及子囊菌、担子菌和无孢

类群等，具有丰富的物种多样性，其中归于子囊

菌亚门的有 372 属，为药用植物内生真菌中的优

势类群[19]。本研究中获得的 52 株芍药内生真菌有

5 株属于担子菌亚门，47 株属于子囊菌亚门，表

明子囊菌亚门真菌也是芍药内生真菌的优势类

群。研究发现子囊菌亚门中的镰孢属(Fusarium)、

链格孢属(Alternaria)、曲霉属(Aspergillus)和拟茎

点霉属(Phomopsis)真菌为大多数药用植物内生真

菌的优势属[20]。本研究对芍药内生真菌的种类鉴

定结果表明，镰孢属(Fusarium)真菌为芍药根部内

生真菌的优势种群，其分离频率为 11.5%，表明芍

药根部也存在大量的镰孢菌，镰孢菌是一大类广

泛分布在土壤和植物体内的丝状真菌，且大多数

为植物致病菌，在健康芍药根部组织中分离获得

大量的镰孢菌，推测这些镰孢菌可能为潜伏的植

物致病菌[21]，也可能在与植物共进化的过程中，

其致病性逐渐减低，与植物形成了共生关系。 

植物内生真菌种群多样性也受到宿主植物种

类的影响，不同的宿主其内生菌的种群构成不同，

本 研 究 结 果 发 现 芍 药 内 生 真 菌 中 小 球 腔 菌 属

(Leptosphaeria)真菌数量最多，其分离频率最高，

该 属 真 菌 在 其 他 药 用 植 物 如 西 藏 糙 苏 (Phlomis 

younghusbandii Mukerjee)[22]和银杏(Ginkgo biloba 

L.)[23]中被分离获得，但数量相对较少，表明小球

腔菌属真菌对芍药组织具有一定的偏好性，能够

在芍药根部大量定殖。土赤壳属(Ilyonectria)及其

无性型柱孢属(Cylindrocarpon)真菌广泛分布在木

本和草本植物的根部组织和土壤中，属于腐生真

菌 或 弱 寄 生 真 菌 [24] ， 目 前 从 一 些 植 物 如 烟 草

(Nicotiana tabacum L.)中被分离获得[25]。本研究中
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土赤壳属真菌的分离频率为 15.4%，为芍药内生

真菌的优势种群，推测芍药根部组织中该属真菌

可能来源于土壤，在长期协同进化过程中，侵入

植物体内，形成稳定的共生关系。本研究首次揭

示了芍药根部内生真菌的种群构成，对于丰富植物

内生微生物菌种库具有重要的理论意义，同时也能

够为活性次生代谢产物的来源提供更多的资源。 

药用植物内生真菌由于其特殊的生存环境，

能够产生更为丰富多样的次生代谢产物，基于

PKS 和 NRPS 功能基因的分析方法有助于研究者

从基因层面上预测化合物结构类型，快速甄别和

筛选出能够产生聚酮化合物和非核糖体多肽类化

合物的菌株，从而提高菌种的筛选效率。目前研究

人员根据真菌Ⅰ型 PKS 中催化合成聚酮链的还原

程度，将真菌Ⅰ型 PKS 分为非还原型(Non-reduced，

NR)、部分还原型(Partially reduced, PR)和高度还

原型(Highly reduced，HR) 3 类，采用不同的扩增

引物能够获得不同的 PKS 类型[26]。本研究主要采

用 KAF1 和 KAR1 进行芍药内生真菌中 PKS 序列

的扩增，引物 KAF1 和 KAR1 主要用于还原型 PKS

的扩增，因此本研究扩增获得的 PKS 均为还原型，

还原型 PKS 根据其核心结构域的不同，又分为 4

个亚型[27]。52 株芍药内生真菌中有 13 株内生真

菌扩增获得了 PKS 的 KC 结构域序列，且主要归

于 2 个亚型，11 株内生真菌的 PKS 序列归于

Reducing PKS subclade Ⅱ型，主要包含洛伐他汀

九酮合成酶(LovB)和桔霉素合成酶(Citrinin)，洛伐

他汀九酮合成酶参与降胆固醇类药物洛伐他汀聚

酮化合物的合成，在医学中应用广泛[28]。菌株 Sy30

和 Sy47 的 KC 结构域序列与洛伐他汀九酮合成酶

序列具有一定的同源性，聚为一类，推测这 2 个

菌株具有合成洛伐他汀类聚酮化合物的潜力。菌

株 Sy9 与 Rhynchosporiuma 属真菌的 PKS 序列具

有一定的同源性，Rhynchosporiuma 属真菌基因组

包含 18 个 PKS 序列，大多数 PKS 属于 Reducing 

PKS subcladeⅡ型，其 PKS 13 序列与曲霉属真菌

Lov B 序列具有 63.5%的相似性，表明 2 个酶能够

催化相同的反应[29]，这也间接证明 Sy9 具有合成

活性次生代谢产物的能力。菌株 Sy21 为镰孢属真

菌，其 PKS 序列与镰孢属真菌 PKS 序列具有较高

的同源性，镰孢属真菌 PKS 序列主要涉及多种聚

合酮类化合物的合成，如伏马菌素(Fumonisin)和

镰刀菌素 (Fusarin)等多种毒素的合成 [30] 。菌株

Sy44 与 Byssochlamys 真菌 PKS 序列具有一定的同

源 性 ， Byssochlamys 真 菌 主 要 产 生 展 青 霉 素

(Patulin)聚酮类化合物[31]。菌株 Sy1 的 PKS 序列

与黄曲霉属真菌洛伐他汀二酮体合成酶(LovF)具

有一定的序列同源性，表明 2 个酶具有合成相同

物质的能力。土赤壳属真菌 Sy10、Sy19、Sy23、

Sy26、Sy33、Sy34 其 PKS 序列主要与真菌 KC 结

构域蛋白序列同源性较高，虽然此段序列主要与

真菌的生物代谢过程有关，但并未具体表明合成

何种聚酮类化合物，推测一些真菌菌株虽然具有

PKS 序列，但并不一定参与聚酮类化合物的合成。

该研究表明，芍药内生真菌 PKS 序列丰富多样，

能够参与聚酮类次生代谢产物的合成，值得进一

步探讨其次生代谢产物的多样性和新颖性；同时

本研究仅选用了一对引物进行芍药内生真菌 PKS

序列多样性的调查，仅获得了还原型 PKS 类型，

其是否存在非还原型和部分还原型 PKS 类型，需

做进一步的研究。 

非核糖体肽合成酶(NRPS)主要催化合成非核

糖体肽类化合物(NRPs)，NRPs 具有广泛的生物活

性 ， 如 细 菌 产 生 的 多 肽 类 抗 生 素 杆 菌 肽

(Bacitracin)、万古霉素(Vancomycin)、短杆菌肽 S 

(Gramicidin S)和 Daptomycin 等，同时有些病原真
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菌能够产生一些毒素侵染寄主，从而建立寄生关

系，除此之外，一些多肽类物质也可作为铁载体

(Siderophores)，帮助微生物从寄主或者环境中获

取充足的铁离子[32]。本研究中获得了 8 株含 NRPS

序列的内生真菌，其中 6 个菌株与真菌的 NRPS

序列具有一定的同源性，表明芍药内生真菌具有

合成非核糖体多肽类化合物的潜力。菌株 Sy14 的

NRPS 序列与曲霉属真菌 NRPS Pes1 序列具有较

高的同源性，菌株 Sy11 的 NRPS 序列与 Neonectria

真菌的 NRPS 1 序列具有一定的同源性，Pes1 序

列和 NRPS 1 基因均参与铁载体的生物合成。目前

研究表明铁载体能够螯合环境中多余的铁离子，

该类化合物在生物医药、环境修复和健康食品等

领域具有广泛的应用前景[33]。目前，研究热点主

要集中于能够分泌铁载体的植物内生细菌的筛

选，且发现这类细菌在植物促生[34]和环境修复[35]

方面能够发挥重要的作用，关于植物内生真菌铁

载体产生菌的研究相对较少。从本研究可以推测，

黄曲霉属芍药内生菌 Sy14 和 Sy11 均具有合成铁

载体的潜力，其次生代谢产物具有极其重要的开

发意义。菌株 Sy39 的 NRPS 序列与真菌 HC-toxin

的产生具有一定的同源性，研究表明植物病原菌

能够产生丰富的毒素物质，如苹果斑点落叶病菌

(Alternaria alternata)产生的 AM-毒素[36]和玉米圆

斑病菌(Cochliobolus carbonum)[37]产生的 HC-毒素

是病原菌致病性的决定因素。植物内生真菌产生

的毒素类物质是否在真菌内生定殖过程中具有一

定的作用，需做进一步的分析和研究。系统发育

树分析表明菌株 Sy30 的 NRPS 序列与短杆菌肽

合成酶(Gramicidin synthase subunit)具有一定的

同源性，菌株 Sy28 和 Sy38 与短杆菌酪肽合成酶

(Tyrocidine synthetase)具有一定的相似性，短杆菌

肽合成酶和短杆菌酪肽合成酶主要催化环肽类抗

生素短杆菌肽和短杆菌酪肽的合成，这 2 种物质具

有强烈的抗菌活性，已被作为抗生素广泛使用[38]。

菌株 Sy23 和 Sy25 与真菌 NRPS 序列并未聚到一

类，主要与脂肪酸转运蛋白和酰基 CoA 合成酶

(acyl-CoA synthetase)序列具有高度的同源性，两

者均属于真菌腺苷酸结构域 (Adenylate forming 

domain)的重要组成部分，主要参与真菌生物代谢

过程[39]，尽管这 2 个真菌中均获得了 A 结构域序

列，但并未与已报道的真菌 NRPS 序列相一致，

其合成次生代谢产物的种类和性质，需做进一步

的研究和调查。 

综上所述，可以看出芍药根部蕴藏着种类丰

富的真菌资源，同时基于 PKS 和 NRPS 功能基因

定向筛选的方法，发现芍药根部内生真菌具有合

成丰富多样的聚酮类化合物和非核糖体多肽类化

合物的潜力，能够成为生物活性物质的重要来源。

此外，含有 PKS 和 NRPS 序列内生菌株活性次生

代谢产物的分离鉴定将是下一步研究工作的重

点，以期从这些菌株中筛选获得新颖的生物活性

物质，为芍药内生真菌的进一步开发应用提供理

论基础。 
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Fungal endophytes in Paeonia lactiflora and their secondary 
metabolites 
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Abstract: [Objective] To explore the biosynthetic potential of endophytic fungi isolated from medicinal plants 
Paeonia lactiflora, we studied their population diversity and detected richness of their putative polyketide synthase 
(PKS) and nonribosomal peptide synthetase (NRPS) gene sequences. [Methods] Culture-dependent method was 
used to obtain endophytes from the surface-sterilized plant samples. Endophytes were identified based on 
morphological characteristics and ITS gene phylogenies. PKS and NRPS gene fragments were PCR amplified from 
genomic DNA with degenerate primers. The biosynthetic potential of endophytes was accessed by bioinformatic 
and phylogenetic analyses of PKS and NRPS gene sequences. [Results] A total of 105 endophytic isolates were 
isolated from P. lactiflora root tissues, yielding a total of 52 endophytic fungi through dereplication. The analysis 
results of endophtytic fungi ITS gene sequences showed that they affiliated to 15 genera of 13 families in seven 
orders, and Leptosphaeria, Ilyonectria and Fusarium were the predominant genera. Thirteen PKSs and eight NRPSs 
gene fragments were detected in a total of 52 endophytic fungi. Some fungi amino acid translated fragments were 
similar to sequences of PKS and NRPS involved in the biosynthesis of the antifungal compound in GenBank. 
Analysis of the detected endophyte gene fragments afforded consideration of the possible bioactivity of the natural 
products produced by endophytes from P. lactiflora. [Conclusion] This study demonstrated that the endophytic 
fungi from P. lactiflora roots had great significant diversity and potential to synthesize bioactive secondary 
metabolite, therefore, their natural products are worth of further research and development. 

Keywords: Paeonia lactiflora, endophytic fungi, diversity, polyketide synthase, nonribosomal peptide synthetase 
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