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印度血桐（Macaranga indica）种子中与神

经酸累积相关的内生真菌 

姚雨玲1，2, 郭 娟 2，强 奇 2，庞志强 2，李绍朋 3,田 波 2 

（1 云南中医药大学 中药学院, 昆明 650500；2 中国科学院西双版纳热带植物园, 云南勐

腊 650223；3 滇西应用技术大学 普洱茶学院, 云南 普洱 671006） 

摘要：为了探究印度血桐（Macaranga indica）种仁中可培养内生菌的多样性，并挖掘与神

经酸合成相关的内生菌资源。采用不同的培养基对印度血桐种仁及其种仁油进行培养，将

分离纯化的内生菌通过 16sRNA 和 ITS 扩增子测序进行分子鉴定。对纯化获得的内生真菌

进行脂肪酸检测，进一步在培养基中添加芥酸作为底物培养后检测其脂肪酸组成。本研究

共分离到细菌 151 株，分属于 16 个属，26 种；真菌共 173 株，分属于 27 个属，47 种。内

生真菌的脂肪酸组成以棕榈酸、油酸和亚油酸为主，未检测到神经酸，但有 5 个内生真菌

检测到芥酸。添加芥酸作为底物进行培养，内生真菌 MOF171（Aspergillus candidus）菌株

能够产生 1.32%的神经酸。本研究结果表明，印度血桐种子中富含种子内生菌，内生真菌

可能在促进印度血桐种子神经酸累积中起到作用，从种仁油中有更多的真菌在油中富集。

研究结果为印度血桐种子内生菌资源的开发利用提供了数据支持，同时也为神经酸合成相

关微生物的筛选和生产神经酸的方法提供了新的研究方向。 
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Abstract： This study aims to explore the diversity of cultivable endophytic bacteria in the seeds 

of Macaranga indica and explore endophyte resources related to nervonic acid biosynthesis. 

Different medium were used to culture the seed tissue and seed oil of Macaranga indica . Endophyte 

were identified using 16S rRNA and ITS amplicon sequencing respectively. And a phylogenetic tree 

was constructed to determine the speceis of each endophytic fungi. Fatty acid composition of each 

endophytic fungi were detected. Furtherly erucic acid was added as a substrate in the medium and 

the fatty acid composition after cultivation was detected . A total of 151 bacterial strains ,belonging 

to 16 genera and 26 species，and a total of 173 fungi, belonging to 27 genera and 47 species, were 

isolated in this study . No nervinic acid was detected in all endophytic fungi but erucidic acid was 

detected in five endophytic fungus. The fatty acid composition of endophytic fungi is mainly 

composed of palmitic acid, oleic acid, and linoleic acid . When cultivated in medium with erucidic 

acid as substrate the endophytic fungi MOF171 (Aspergillus candidus) strain contained 1.32% of 

nervonic acid. The results of this study indicated that the seeds of Macaranga indica are riching in 

endophytic fungi, which may play a role in promoting the accumulation of nervonic acid in 

Macaranga indica seeds. Moreover more fungus were enriched in the oil from the seed kernel. The 

research results provide data support for the development and utilization of endophyte resources in 

Macaranga indica seeds, and also provide new research directions for the screening of nervonic 

acid synthesis related microorganisms and methods for producing nervonic acid. 

Keywords：Endophyte; Isolation identification; Fatty acid; Nervonic acid; Macaranga indica 

1 前言 

神经酸是一种特殊的超长链单不饱和脂肪酸（C24:1），化学名为顺-15- 二十四碳烯酸 

(cis-15-tetracosenic acid)。现代药理学研究表明，神经酸具有神经保护作用，能够减轻神经



细胞的损伤，延缓神经退行性疾病（如帕金森病、阿尔茨海默病等）的发展[1-3]。神经酸的

来源有鲨鱼油、化学合成和植物油等途径，由于捕猎鲨鱼安全隐患大，化学合成产生的副

产物多且提取困难，目前主要依赖于少数特殊的多年生木本植物种子[4-6]。但是木本植物生

长周期长，且种子产量易受环境变化影响，导致原料供应不稳定，限制了神经酸的开发与

利用。因此，探索更加高效的神经酸来源成为有待研究的方向。 

利用微生物生产油脂是一种实现特殊油脂大规模生产的新途径，植物各种组织和器官

内部普遍存在与其共生的内生菌，在植物和微生物协同进化过程中，通过平行基因转移、

相互适应等过程，内生真菌能产生与宿主植物相似的代谢物，某些能产生与宿主相同脂肪

酸的特殊内生真菌已被发现，少数内生真菌油脂含量能达到 60% [7]。 

近年来，能产生与宿主相同脂肪酸的内生真菌不断被发现，在香榧产油内生真菌中发

现了一株能产生和累积宿主特殊功能性脂肪酸金松酸的内生真菌[7]；月见䓍中分离到一株

内生真菌能产生与宿主相同的γ-亚麻酸，且含量达到总油脂的 22.08%[8]；马尾松中分离到

4 株高油脂产量的内生真菌，油脂中不饱和脂肪酸含量达到 46%[9]；28 株产油内生真菌分

别从大戟科乌柏、大戟、泽漆、重阳木４种植物中被分离得到[10]。 

印度血桐（Macaranga indica）为大戟科血桐属多年生乔木，为神经酸含量最高的物种

之一，其种仁油含量约60%，油中神经酸含量约 45%[11]）。本研究以印度血桐种仁为研究对

象，分离其内生菌并鉴定其内生菌群落。研究采用多种培养基对种仁及其种子油中的内生

菌进行分离培养，并通过 16S rRNA 和 Internal Transcribed Spacer（ITS）序列分析对菌株进

行鉴定，分析内生菌的多样性。在此基础上，进一步筛选了能够利用外源底物合成神经酸

的真菌。 

2 材料与方法 

2.1 实验材料 

印度血桐成熟种子采集于中国科学院西双版纳热带植物园（E101°16′35.53″ 

N21°55′16.55″），剥去种皮后所得种仁用于匀浆和组织块培养，通过家用榨油机冷榨获得种

仁油。 

2.2 仪器和试剂  

G154DS 立式自动压力蒸汽灭菌锅（致微厦门仪器有限公司），SWCJ-A 超净工作台

（上海新苗医疗器械制造有限公司），SHP-250 生化培养箱（上海精宏实验设备有限公司），

HH-2 数显恒温水浴锅（常州澳华仪器有限公司），DHG-9053A 型电热恒温鼓风干燥箱（上

海一恒科学仪器有限公司），QL-861 涡混合器（其林贝尔仪器制造公司），Cl arus680FID 气



相色谱仪（RkinElmer 公司），TDZ5-WS 低速离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），

榨油机（贝雨斯顿）。 

试剂：无水乙醇、次氯酸钠、硫酸链霉素、芥酸、四丁酚醇、正己烷、甲醇、Takara

裂解液（Lysis Buffer for Microorganism to Direct PCR 9164）。 

所用培养基包括：马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)、马铃薯葡萄糖水（PDB）、ISP 系列培养

基、联合固氮培养基、葡萄糖天冬门素培养基、葡萄糖酵母提取物琼脂培养基、酵母甘露

醇肉汤培养基、胰蛋白胨大豆琼脂培养基，培养基均购置于青岛海博生物技术有限公司

（表 1）。 

2.3 实验方法 

2.3.1 印度血桐内生菌的分离 

选取三棵树采集的黑色成熟的种子为三个生物学重复，进行表面灭菌：75%的乙醇浸

泡 30 s，10%的次氯酸钠浸泡 15 min，无菌水冲洗三次。表面灭菌后的种子在研钵内敲开种

皮，挑出种仁，所得种仁分别用于涂布培养、组织块培养、种仁油添加培养。 

种仁涂布培养 称取 1 g种仁研磨，无菌水稀释成 10-1、10-2、10-3三个不同浓度的稀释

液，依次取三个浓度的稀释液 100 μL 均匀涂布于不同类型的培养基上进行。 

种仁组织切块培养 取剥出的种仁在无菌的培养皿中对半切开，切面贴于培养基放置，

每个培养基约 12 块种仁组织进行。 

种仁油培养 破壁机用 75%酒精擦拭后，放入超净工作台中紫外照射 15 min，将灭菌

处理后的种子采用机械破壁法剥取种仁榨取种仁油，最后于 4℃条件下保存。将种仁油与

灭菌后冷却到 55℃左右的培养基混匀（种仁油的添加浓度为 5%），待培养基凝固后放入培

养箱。 

将处理的平板 30℃恒温倒置培养；其中 PDA 和 CDA 两种加入细菌抗生素，为了防止

细菌生长过快影响真菌生长，培养基中硫酸链霉素的浓度为 50 mg/mL；根据不同的种类微

生物对底物偏好不同，分离细菌和真菌选用的培养基种类有所差异，涂布培养和组织培养

使用的培养基种类见表 1。 

依据菌落大小、颜色、形状等形态挑出各类培养基上形态不同的菌落，各培养基上形

态相同菌落选取三个菌落进行纯化，采用划线法接种到新的 10T 培养基上进行培养，真菌

使用 PDA 培养基，划线纯化 2~3 次，待菌落生长出来后观察记录其生长形态，直到最后在

平板上得到形态大小一致的单菌落。 

表 1 内生菌分离使用的培养基种类 



Table 1 The types of culture media used for the isolation of endophytic bacteria 

简称 中文名 培养方式 

10T 胰蛋白胨大豆琼脂 

匀浆涂布培养 

assi 联合固氮培养基 

TSA 胰蛋白胨大豆琼脂 

YMB Yeast Estract Mannitol Broth 

GAM 葡萄糖天冬门素培养基 

GYEA 葡萄糖酵母提取物琼脂培养基 

ISP2 ISP 培养基 2 

ISP3 ISP 培养基 3（燕麦培养基） 

ISP5 ISP 培养基 5 

ISP6 ISP 培养基 6 

PDA+ 马铃薯葡萄糖琼脂+抗生素 

种仁组织块培养、 

种子油培养 

PDA 马铃薯葡萄糖琼脂 

CDA+ Czapek Dox Broth Medium+抗生素 

CDA Czapek Dox Broth Medium 

2.3.2 DNA 的提取与鉴定 

用 10 μL 枪头挑取肉眼可见大小的新鲜菌体，混入有 50 μLTAKARA 裂解液的 PCR 管

中，放入PCR仪80℃裂解15 min，裂解得到菌落的DNA粗提物，以所得的粗提物为模板，

对 内 生 细 菌 16S rRNA 的 V1-V5 区 域 进 行 扩 增 ， 引 物 为 27F:5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'/1492R: 5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3'，扩增程序为

94 ℃预变性 3 min，94℃变性 30 s，55℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，35 次循环，72℃延

伸 7 min，4℃保 存 。 对 真 菌 的 ITS 区 进 行 扩 增 ， 引 物 为 ITS1F: 5'-

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'/ ITS2R: 5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3'。扩增程序

94℃预变性 4 min，94℃变性 40 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，35 次循环，72℃延伸

10 min，4℃保存。 

PCR 扩增产物由生工生物有限公司进行一代测序，测序结果经 BioEdit（7.0.9）软件人

工修饰去除首尾参差不齐的部分序列，再通过 NCBI 网站 BLASTN 比对，确定微生物物种

分类。  



2.3.3 真菌培养 

将真菌菌丝挑取至含有 50 mL PDB 液体培养基的三角瓶中，于 30℃、200 r/min 条件下

过夜培养后，加入 300 μL 四丁酚醇溶液（四丁酚醇与乙醇体积比为 1:5）和 10 μL 芥酸溶液

（0.5 mol/L 芥酸乙醇溶液），继续培养 4 天。培养结束后，收集菌体，经真空冷冻干燥后保

存备用。 

2.3.4 脂肪酸检测 

取干燥菌体 50 mg 于 10 mL 带螺纹盖试管中，加入 2 mL 的 2%硫酸甲醇；85℃水浴两

小时；冷却后加入 2 mL的 0.9%氯化钠溶液；加入 4 mL正己烷，涡旋振荡 30 s，3 000 r/min

离心 5 min，转移上清至新的试管，在沉淀中加入 4 mL 正己烷，重复操作。合并上清于一

新管中，置于氮吹仪吹干。最后加入 1.5 mL正己烷，转入 1.5 mL进样瓶中[11]。气相色谱仪

升温程序参照[12]）所使用程序。 

3 结果与分析 

3.1 印度血桐种子内生菌分离鉴定 

通过对匀浆涂布的培养基进行计数，发现不同培养基的菌落生长情况差异较大。

GYEA、ISP2、TSA 和 ISP6 四种培养基富集到的微生物较少，富集的菌落数在 1~20 个之

间，YMB、GAM、ISP5、ISP3 和 assi 富集菌落的在 100~3 360 个菌落，如表 2 所示 

表 2 不同培养基菌落数 

Table 2 Colony count on different culture media 

 培养基种类 XT-1 XT-2 XT-3 

涂布培

养 

GYEA 7 9 1 

ISP2 10 10 1 

TSA 11 18 7 

10T 992 15 1 911 

ISP6 10 17 1 

YMB 451 928 2 729 

GAM 751 940 2 182 

ISP5 1 394 2 553 3 360 

assi 172 408 1 995 

ISP3 1 220 1 605 3 290 

注：XT-1、XY-2 和 XT-3 为三个重复样品编号。 

为了鉴定印度血桐中的微生物分布特征，我们通过涂布、组织培养和种子油三种分离



培养的来源的微生物进行分析。经过 BLASTN 比对分析后共分离出 16 个细菌属和 27 个真

菌属，并且发现不同分离方法所得到的微生物类群不同（图 1）。涂布培养分离出的微生物

为细菌，主要是芽孢杆菌属（Bacillus）丰度最高，该属细菌共分离出 32 株，其次为

Calidifontibacillus，鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas）和蔓生根瘤菌属（Bradyrhizobium）

（图 1A）。采用种仁培养中分离出的微生物主要是真菌，真菌 5 个属（图 1B）。在种子油

中分离出的真菌青霉属（Penicillium）44 株，篮状菌属（Talaromyces）39 株，拟青霉属

（Purpureocillium）14株（图 1C）。芽孢杆菌属在不同的分离方法中都是优势属，而种子油

中分离的真菌相较于种仁分离的多样性和丰度较高。 

 

注：A：种仁匀浆涂布培养，B：种仁组织培养，C：种子油培养。圆形为细菌门，六边形为真菌门。 

A: Kernel spread plate method, B: Seed Organization culture, C: seeds oil culture. The circular shape represents 

the phylum of bacteria, the hexagonal shape represents the phylum of fungi. 

图 1 印度血桐种子通过不同分离方法获得的内生菌种类 

Figure 1 Microbial composition of endophytic bacteria and fungi under different treatments 

将不同的分离方法得到的共生菌中所有真菌进行属水平的系统归类并统计各类菌株占

比情况，所有分离出的真菌中，种子油培养的真菌共 167 株，种仁组织中分离出 6 株，而

种仁涂布培养的培养基中并不适合真菌生长（图 1）。青霉属在种仁组织中的占比为 33.33%，

其他真菌属在种仁中的分布情况没有明显的差别，占比均为为 16.67%（图 2A）。在种子油

培养的真菌中，青霉属和篮状菌属为优势菌群，分别占 26.35%和 23.35%。其次是镰刀菌属

（Fusarium）和拟青霉属，占比分别为 7.78%和 8.38%（图 2B）。在种子油中生长的真菌更



能凸显优势真菌属。 

 

图 2 种仁组织块培养(A)和种子油培养(B)真菌物种组成 

Figure 2 Fungal composition of cut-kernel culturing (A) and seeds oil culture (B) 

为了明确微生物群落的物种组成，根据比对结果确定真菌分类种属关系，其中细菌分

属于 16 个属，26 种；真菌共 173 株，分属于 27 个属，47 种。由于霉菌具有丰富的油脂成

分，后续选取以下青霉属和曲霉属的真菌进行脂肪酸检测[13]（表 3）。 

表 3 脂肪酸检测真菌物种 

Table 3 Fatty acid detection of fungal species 

鉴定 登录号 菌株编号 

Aspergillus fumigatus MT635279.1 MiF101 

Aspergillus niger MT541880.1 MOF26 

Penicillium sclerotiorum MT582789.1 MOF140 

Penicillium citrinum MN788117.1 MOF45 

Penicillium coprophilum MT410465.1 MOF131 

Penicillium fuscoglaucum NR163669.1 MOF124 

Penicillium janthinellum KX090302.1 MOF116 

Aspergillus candidus NR135429.2 MOF171 

3.2 内生真菌脂肪酸检测 

通过对分离出的真菌进行脂肪酸检测发现这些真菌自身并没有合成神经酸的能力，并

且主要的脂肪酸成分为主要以棕榈酸（C16:0）、油酸（C18:1）和亚油酸（C18:2）为主，

其他脂肪酸成分含量较低，并且在不同的真菌中的含量有差异（表 4）。其中的霉菌通常具

有较高的油脂含量，且其脂肪酸组成中富含多不饱和脂肪酸[14]。MOF26、MiF101 等真菌

脂肪酸中具有神经酸合成的前体物质 C22:1，但含量都较低。后续通过补充 C22:1培养探究

是否能促进芥酸后续碳链加长反应。 



 

表 4 真菌脂肪酸组成及相对含量 

Table 4 Composition and relative content of fungal fatty acids 

脂肪酸 
脂肪酸含量（%） 

MOF45 MOF131 MOF140 MOF116 MOF171 MiF101 MOF26 MOF124 

十四烷酸 C14:0 0.28±0.02 0.33±0.00 0.24±0.09 0.39±0.00 0.37±0.00 0.33±0.04 0.26±0.01 0.29±0.01 

十五烷酸 C15:0 0.35±0.05 0.01±0.00 0.40±0.19 0.54±0.01 0.67±0.02 0.23±0.03 1.27±0.01 0.02±0.00 

棕榈酸 C16:0 18.44±0.49 30.98±0.17 17.30±3.14 33.87±0.10 28.94±1.41 13.50±10.98 18.47±0.14 30.75±3.69 

硬脂酸 C18:0 -- 4.69±0.04 5.25±0.20 6.24±0.05 2.73±0.40 7.57±0.99 3.82±0.03 8.22±2.27 

油酸 C18:1 48.31±3.73 29.13±0.25 38.68±4.98 37.95±0.32 11.99±2.64 56.93±7.54 32.62±0.25 18.15±0.43 

亚油酸 C18:2 30.32±4.09 30.92±0.15 33.92±8.35 18.44±0.11 51.59±1.28 18.81±2.45 39.76±0.29 29.88±5.16 

亚麻酸 C18:3 0.34±0.19 0.22±0.02 0.71±0.33 -- 0.02±0.04 0.15±0.03 0.85±0.01 2.32±0.37 

花生酸 C20:0 0.55±0.06 0.79±0.36 0.57±0.11 0.47±0.01 0.02±0.04 0.49±0.27 0.36±0.01 -- 

二十一烷酸 C21:0 0.21±0.03 0.39±0.01 0.29±0.07 0.72±0.54 0.75±0.16 0.07±0.04 0.11±0.07 -- 

山嵛酸 C22:0 0.45±0.03 -- 0.31±0.10 0.44±0.00 0.29±0.32 0.54±0.08 0.32±0.14 0.87±0.06 

芥酸 C22:1 -- 1.14±0.02 0.76±0.52 0.05±0.01 0.13±0.11 -- 0.59±0.67 -- 

二十四烷酸 C24:0 0.92±0.07 -- 1.13±0.25 0.68±0.02 2.00±0.48 1.08±0.10 1.27±0.02 8.03±0.92 



3.3 MOF171 可以利用芥酸合成神经酸 

为了筛选可以产生神经酸真菌，本研究使用添加芥酸（Erucic Acid）的液体培养基

（PDB）培养真菌后并检测脂肪酸含量。结果发现 MOF171 的芥酸含量有微量增长，并且

有 1.32%的 C24:1 产生（图 3）。其他脂肪酸成分变化显著，其主要成分以亚油酸为主

（66.58%）。与对照组相比，其十四烷酸到硬脂酸之间的组分含量显著降低，亚麻酸

（C18:3）、山嵛酸和神经酸的含量显著升高。 

 

注：数据用平均值±标准差表示，n=3，**表示 P<0.01。 

EA is erucic acid. The data is presented as mean ± standard deviation, * represents P<0.05, **represents 

P<0.01. 

图 3 MOF171 脂肪酸成分 

Figure 3 The MOF171 fatty acid composition 

为进一步验证 MOF171是否产生神经酸物质，将 MOF171在含有芥酸（C22:1）的培养

基下饲喂 4 天，通过 GC-MS 检测其体内产物为神经酸（C24:1）（图 4）。以上结果表明，

MOF171 是产生神经酸的共生真菌，其体内可能具有催化芥酸合成神经酸的关键功能酶。 

 

图 4 MOF171 神经酸 GC-MS 离子流图 

Figure 4  MOF171 Neuronal acid GC-MS relative intensity diagram



4 讨论 

为了全面分离培养印度血桐种子内生菌，本研究使用 10 种细菌培养基对种子匀浆进行

涂布培养，4 种真菌培养基分别对种子组织块和种子油进行培养，印度血桐种子内生细菌

丰富。不同培养基所培养到的细菌类群存在较大差异，不同培养方式富集的内生真菌群落

数量差异显著，可能与不同内生菌对营养条件偏好不同相关。对于印度血桐的分离情况来

看，采用 10T 培养基富集到的内生菌种类更丰富，对于真菌来说，添加了抗生素更有利于

真菌的生长。采自三个不同个体的种子培养获得的内生菌多样性也存在差异，可能与生境

和种子成熟度差异有关[15, 16]；使用的培养基种类对内生菌的富集情况也有所不同[17]，因此

采用多种不同的培养基更急有利于内生菌的资源收集。从印度血桐分离出的细菌中以芽孢

杆菌属占比最大，为优势属（图 1）。芽孢杆菌（Bacillus velezensis）通过产生几丁质酶和

挥发性物质表现出对镰刀菌属等植物病原菌有抑制作用[18, 19]。印度血桐为热带先锋树种，

对环境适应性强，芽孢杆菌的富集可能对增强印度血桐种子的抗病原菌能力和萌发力有关。 

本研究从种子油中分离出的真菌相对于种仁组织块丰度和多样性更高，可能由于某些

真菌更偏向于种子油的生态环境中，添加种子油有利于分离培养油料植物种子内生真菌。

大多产油微生物为真菌，本研究重点对分离到的部分霉菌的脂肪酸组成进行检测，结果显

示这些真菌油脂主要是由 C16 和 C18 两类脂肪酸组成，而其它的脂肪酸成分含量较低，如

C15:0、C17:0、C20:0 等[20]。目前神经酸合成相关的真菌逐渐被发现，例如在真菌

Mortierella capitata 中，其神经酸积累量为细胞总脂肪酸的 6.94%；在神经酸含量较高的蒜

头果中也具有能利用底物产神经酸的真菌 Penicillium olsonii  [21, 22]。在分离的真菌中，菌株

MOF171（Aspergillus candidus）检测到一定量的芥酸，但未检测到神经酸，而在添加芥酸

作为底物后培养能产生神经酸，而且芥酸含量也有增加。印度血桐种子油中芥酸含量较高，

推测 MOF171 能利用芥酸作为底物合成神经酸，但神经酸含量仍较低，其利用芥酸合成神

经酸的分子机制和提高神经酸含量的分子操作还需进一步研究。微生物在植物代谢调控中

发挥重要作用，植物内生菌与植物的生长和代谢密切相关，通过外源添加底物，利用植物

内生真菌发酵提高神经酸产量具有较大的发展潜力[23, 24]。 

5 结论 

本研究共分离到细菌 151株，分属于 16个属，26种；真菌共 173株，分属于 27个属，

47 种。其中芽孢杆菌属细菌的数量占据主导，真菌青霉属和篮状菌属为主。研究结果显示，

相较于种子，更多的微生物在种子油中被富集。在这些真菌中通过添加神经酸合成的前体

物质芥酸后，MOF171（Aspergillus candidus）的脂肪酸检测结果中脂肪酸成分的变化较为

显著，并且有 1.32%的神经酸产生。 
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