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Abstract 

We Separated the endophytes from the bulbs and roots of Lilium davidii var. unicolor by tissue se-
paration method, then the preliminary classification was made according to morphological cha-
racter; 13 strains of endophytes were randomly selected, then the activity of hydroxyl (·OH) radi-
cals and superoxide anion ( 2O− ⋅ ) radicals was determined by Fenton reaction and the antioxidant 
activity of the strains was determined by the radical scavenging rate of hydroxyl (·OH) radicals 
and superoxide anion ( 2O− ⋅ ) radicals. The results showed that 26 strains of endophytes were iso-
lated from the stems, bulbs and roots of Lilium davidii var. unicolor and we found that AJ-2 strain 
had the highest scavenging rate of hydroxyl (·OH) radicals, up to 85% and the scavenging rate of 
superoxide anion ( 2O− ⋅ ) radical is also the highest, up to 90% or more, so AJ-2 strain can be used 
as a further study of the object. 
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摘  要 

以兰州百合为试验材料，采用组织分离法从其鳞茎及根中分离内生菌，依据形态进行初步分类；随机选

取13株内生菌采用Fenton清除反应测定羟基(·OH)自由基活性和超氧阴离子( 2O− ⋅ )自由基活性，以羟基

(·OH)自由基和超氧阴离子( 2O− ⋅ )自由基清除率为指标，测定菌株的抗氧化活性。结果表明：从兰州百合

表面消毒的鳞茎及根中共分离出内生菌26株，发现AJ-2菌株对羟基(·OH)自由基的清除率最高，可达85%
以上；AJ-2菌株对超氧阴离子( 2O− ⋅ )自由基的清除率也是最高，可达90%以上，所以可将AJ-2菌株作为

进一步研究的对象。 
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1. 引言 

兰州百合(Lilium davidii var. unicolor)为百合科百合属川百合的变种，是一种多年生鳞茎类草本植物。

分析研究表明，兰州百合不但含有丰富的糖类、蛋白质和脂肪，而且含有秋水仙碱，随着人口老龄化的

加剧以及人们对抗氧化衰老产品的日益需求，成了全社会所共同关心的热点。现代生物关于活性氧和体

内自由基增多是促进衰老进程的主要原因的研究越来越引人注目，衰老的自由基学说被越来越多的实验

证实。因此，寻找能够高效清除自由基的天然抗氧化物[1] [2]的研究越来越引起人们的重视。 
植物内生菌(Endophyte) [3] [4]是指那些在其生活史的一定阶段或全部阶段生活于健康植物的种组织

和器官内部的一类微生物，而宿主植物一般不表现出外在的症状。所有植物中几乎都存在内生菌，可通

过组织学方法或从严格表面消毒的植物组织中分离得到，一直被人们认为是生物活性物质的主要来源。 
许多研究结果证明百合多糖是百合的主要功效成分，具有良好的抗氧化活性[5] [6]，但从兰州百合分

离出内生菌及其抗氧化活性的研究尚未见报道。本研究利用组织分离法对兰州百合内生菌进行分离纯化，

并进一步对 12 株兰州百合内生菌的发酵产物进行抗氧化活性测定，对兰州百合更好的开发利用提供参考，

并为开发新的抗氧化活性生物资源提供基础和依据。 

2. 材料与试剂 

2.1. 材料 

兰州百合 

2.2. 试剂 

试剂名称：公司名称 
硫酸亚铁：天津市化学试剂厂 
水杨酸：天津市化学试剂厂 
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95%乙醇：天津市化学试剂厂 
30%过氧化氢溶液：天津市化学试剂厂 
邻苯三酚：成都市科龙化工试剂厂 
浓盐酸：新光化工试剂厂 
试剂均为分析纯。 

2.3. 培养基 

1) 分离培养基：高氏 I 号培养基、营养琼脂培养基、高盐查氏培养基、PDA 培养基。 
2) 液体摇瓶培养基：营养肉汤培养基。 

2.4. 仪器及设备 

名称 型号 生产厂家 

超净工作台 1285 REL#6 OUTLETS 

振荡培养箱 QHZ—98A 北京信达恒信科技有限公司 

低速台式离心机 TDL—50B 上海安亭科学仪器厂 

显微镜 CXZI 日本奥林巴斯 

恒温培养箱 ZHP—250E 海佰好仪器有限公司 

高压灭菌锅 MLS—3750 SANYO 

恒温鼓风干燥箱 DHG—9246A 上海精宏实验设备有限公司 

电冰箱 BCD—212KA 海尔 

电子天平 BS2/OS 北京赛多利斯天平有限公司 

电热恒温水浴锅 DK—S24 型 上海精宏实验设备有限公司 

3. 方法 

3.1. 百合内生菌的分离 

将采集的百合样品用自来水冲洗去掉表面的泥沙，用无菌滤纸吸干百合表面的水分，对样品进行适

当的修剪，使其鳞茎及根分开，然后在无菌超净台中进行处理。首先将百合组织鳞茎及根分别用浓度为

0.1%的 Tween-20 浸泡 5 分钟，无菌水冲洗干净。75%的酒精浸泡 5 分钟，无菌水冲洗 3 次将表面的酒精

冲洗干净。用 2%的次氯酸钠消毒 5 分钟，无菌水冲洗 3 次，但要留下最后一次冲洗百合鳞茎及根的无菌

水，装于无菌小烧杯中，待用(作为对照)。再将百合进行研磨，在研钵中加入一定量的无菌蒸馏水，静置

用微量移液器吸取 200 μl，用涂布棒将菌液均匀的涂布在平板上，用封口膜封住放入 37℃恒温培养箱中

培养。 

3.2. 内生菌的分离纯化 

挑取平板上长出的菌落进行划线分离，直至在平板上长出单菌落。 

3.3. 内生菌的保藏 

斜面低温保藏法[7]：将分离所得菌种在适宜的固体斜面培养基上，待菌充分生长后，塞子部分用牛

皮纸包好，移至 4℃冰箱中保藏。 
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3.4. 兰州百合内生菌发酵产物的抗氧化活性测定 

3.4.1. 试样的准备 
在 150 ml 的锥形瓶中加入 50 ml 营养肉汤培养基，灭菌后，将已培养好的内生菌接种于营养肉汤培

养基中。在 37℃，180 r/min 条件下，摇床振荡培养 3 d。 

3.4.2. 清除羟自由基(·OH)活性的测定 
采用 Fenton 反应[8]-[13]其原理是 Fe2+催化 H2O2 产生羟自由基(·OH)，加入水杨酸捕捉·OH 产生有色

物质在 510 nm 波长处有吸收峰，因此测吸光度 A510 值表示样品清除羟自由基(·OH)能力大小 A 值越高，

说明样品清除羟自由基(·OH)能力越弱。 
在 10 ml 离心管中依次加入 6 mmol/L 硫酸亚铁溶液 1 ml，6 mmol/L 水杨酸—乙醇溶液 1 ml 后，把

不同菌株的发酵提取液 1 ml 分别加入试管中，然后加入 0.1%的过氧化氢溶液 1 ml，总体积 5 ml，以双

蒸水补足体积，摇匀后在 37℃水中温浴 30min，7000 r/min 离心 3 min，在 510 nm 处测定吸光度值 Ai，

以相应溶剂代替样本作为空白对照，吸光度为 Amax，相应样品溶液的吸光度 A0，3 次重复取平均值。 
自由基清除率按下式计算：·OH 清除率： ( ) ( )0 max% 1 100%iE A A A = − − ×  ； 
公式中引入 A0 是为了消除供试品本身颜色对测定的干扰，清除率越大，抗氧化活性越高。 

3.4.3. 对 2O− ⋅自由基清除能力的测定 
超氧阴离子清除作用的测定采用邻苯三酚自氧化法，参照迟晓星报道的方法并略有改动[14]。在 10 ml

离心管中依次加入，4.5 ml PH = 8 的 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液放入 25℃水浴中加热 20 min，分别加入 1 ml
不同菌株的发酵提取液和 0.4 ml 25 mmol/l 邻苯三酚溶液，混匀后于 25℃水浴中反应 5 min，加入 80 
mmol/L HCL 1 ml 终止反应，并摇匀，反应 3 min，7000 r/min 离心 3 min，在波长 420 nm 处测吸光度 Ai，

以相应溶剂代替样品作为空白对照，测吸光度为 Amax，相应样品溶液的吸光度 A0，3 次重复取平均值。 2O− ⋅

清除率： ( ) ( )0 max% 1 100%iE A A A = − − ×  。 
本实验数据分析是以菌株对羟基自由基(·OH)和超氧阴离子( 2O− ⋅ )清除率的大小来分析的，具体试验

结果如下： 

4. 结果 

4.1. 兰州百合内生菌分离结果 

兰州百合表面消毒的最后一次浸泡的无菌水涂布在营养琼脂平板上，平板上未长菌，说明兰州百合

表面的微生物已消毒干净，平板上长出的菌均为兰州百合的内生菌。 
从兰州百合鳞茎及根分离出内生菌共 26 株，其中百合鳞茎 13 株内生菌、从百合根部分离出 13 株内

生菌。 

4.2. 13 株兰州百合内生菌对·OH 的清除作用 

随机选取兰州百合内生菌 13 株，测定其对·OH 的清除作用，结果见图 1。 
由图 1 可知，13 株菌对·OH 自由基都有一定的清除作用，其中 AJ-2 菌株对·OH 自由基的清除率最

高，可达 85%以上。其他多数菌株大部分也都高达 60%以上，说明百合的内生菌对·OH 自由基有一定的

清除作用。 

4.3. 13 株菌兰州百合内生菌对 2O− ⋅的清除作用 

随机选取兰州百合内生菌 13 株，测定其对 2O− ⋅的清除作用，结果见图 2。 
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Figure 1. The scavenging rate of ·OH radicals in 13 strains. In the figure: A—Actinomycetes culture medium; C—Coates 
medium; F—Nutrient AGAR medium; E—PDA medium; G—Lily root; Y—Lily bulbs leaf; J—Lily bulbs stems; Numbers 
represent endophytic fungi from lily, lowercase letters represent endophytes isolated strains 
图 1. 13 株菌对·OH 自由基的清除率。图中：A—高氏培养基；C—高盐察氏培养基；F—营养琼脂培养基；E—PDA
培养基；G—百合根；Y—百合鳞茎叶；J—百合鳞茎茎；数字代表从百合中分离出的第几株内生菌，小写字母代表

亚株 
 

 
Figure 2. The scavenging rate of 2O− ⋅  radicals in 13 strains 
图 2. 13 株菌对 2O− ⋅自由基的清除率 
 

由图 2 可知，13 株菌对 2O− ⋅自由基都有一定的清除作用，其中 AJ-2 菌株对 2O− ⋅自由基的清除率最高，

可高达 90%以上，而且其对·OH 自由基的清除率也高达 85%以上。从图中可以看出百合大部分内生菌对

自由基的清除均有一定的作用。 

5. 讨论 

5.1. 自由基的清除 

目前关于活性氧的研究越来越引起人们的关注，国内外学者发现有机体的多种疾病都直接或间接的

与自由基对机体的氧化损伤有关，因此寻找高效天然抗氧化剂显得十分重要[15] [16]。关于内生菌的抗氧

化活性已有报道，如赵云涛等[17]在红树林内生真菌的抗氧化作用研究中，利用 Fenton 反应、邻苯三酚

自养化法测定浓度为 100 mg/ml 的红树林内生真菌发酵产物对羟自由基和超氧阴离子的清除作用，结果
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表明测定的 18 株内生真菌中，具有清除羟自由基的菌株有 9 株，抑制率最高达 85.49%；具有清除超氧

阴离子自由基的菌株有 10 株，抑制率最高达 68.85%能够同时对羟自由基和超氧阴离子自由基都具有清

除能力的有 5 株。候奎等[18]在葛的根、茎、果实中分离出 128 株内生真菌，并采用 DPPH 自由基酶标

仪法对其清除自由基活性进行检测，结果表明分离出的葛内生真菌普遍具有清除自由基的活性，且分离

部位不同产地不同所具有的活性也不同。同一部位分离出的不同菌株之间活性亦不同，其中菌株在浓度

215 mg/ml 的清除自由基活性达到 92.3%。本研究随机挑选的 13 株菌均有一定清除自由基的能力，大部

分具有良好的抗氧化活性。 

5.2. 抗氧化活性 

自从 1993 年美国学者首次从短叶红豆杉的韧皮部分中分离到一株产紫杉醇的内生真菌以来，关于植

物内生菌的研究就一直为学者所关注，但关于内生菌的大部分研究主要是集中在其抗肿瘤和抗菌方面，

相对于抗氧化活性的研究相对较少。本研究以甘肃本地特产兰州百合为实验材料，采用组织分离法得到

26 株内生菌。随机选取的 13 株菌均有一定的清除自由基的能力，具有潜在的开发利用价值，尤其是 AJ-2
菌株表现出较强的清除自由基的能力，加之较易培养，因此被定为本实验的最优良菌株，可作为进一步

研究的对象。 

5.3. 内生菌分离 

在内生菌的分离过程中，表面消毒是内生菌分离的关键步骤，既要彻底杀死供试材料表面的菌，又

不伤及供试材料内部的内生菌，过轻或过重都会影响植物内生菌的分离。在植物内生菌分离过程中用 PDA
培养基、高氏培养基、高盐察氏培养基、营养琼脂培养基可以最大限度分离出尽可能多的内生菌。在进

行测定菌株清除羟基自由基和超氧阴离子自由基实验时，两组实验是分开进行的，由于菌株是在固体斜

面培养基上保存的，到后期菌株代谢活力减慢，因此不能很好的在液体培养基内生长，所以测定百合内

生菌抗氧化活性实验选取的是生长状态较好的 13 株进行的。 

6. 结论 

从兰州百合分离出 26 株内生菌，其中百合鳞茎叶分离出 5 株、百合鳞茎茎分离出 8 株、从百合根部

分离出 13 株菌。随机挑选的 13 株百合内生菌菌均有一定清除自由基的能力，都具有良好的抗氧化活性，

其中 AJ-2 菌株对·OH 自由基的清除率最高，可达 85%以上；其他多数菌株对·OH 自由基的清除率都高达

60%以上；AJ-2 菌株对 2O− ⋅自由基的清除率达 93.88%，而且其对·OH 自由基的清除率也高达 85.39%，可

作为进一步研究对象。 
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