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禾草内生真菌生物碱的研究进展

高嘉卉，南志标!

（兰州大学草地农业科技学院，兰州V "W$$!$）

摘要：综述了国内外近 !$F 以来在禾草内生真菌生物碱方面的研究进展。目前，已发现至少 6 大类 :$ 余种生物碱与内生真菌

有关。各类生物碱中典型代表物的分子结构已完全清楚，部分内生真菌在离体条件下可产生除黑麦草碱外的生物碱，但产碱量

较其在植物体中所产生的低很多，可相差 :;$ 余倍之多。随着生物技术的发展，美国、新西兰等国在波胺、麦角碱和 101D5@ 的生

物合成途径方面已有了初步的进展，对个别具有重要功能基因以及其所编码的酶已有了深入研究。各种生物碱的致毒机理尚

未完全清楚，除饱和吡咯化合物为新陈代谢类毒素和神经性毒素外，其余 W 类生物碱均为神经性毒素。生物碱可增加禾草对

6$ 余种害虫的抗性，并可增加对某些线虫和病害的抗性。诸多因素均可影响寄主植株中生物碱的种类和浓度，包括寄主植株：

种群和生态型，植物品种和基因型，植株的部位和生长期；环境：气候因素，土壤养分，季节和年度变化；内生真菌菌株和草地管

理利用方式等。用于生物碱检测的主要方法为预分离检测法和直接检测法，其中高效液相色谱法以其分离能力强、选择性高、

测定灵敏度高，操作简单，可在室温下进行，应用范围极广的优点而广泛应用。目前，国际关于禾草内生真菌生物碱研究的重点包

括创造不含对家畜有毒素的有益禾草9内生真菌共生体，开展基因工程研究以及合理利用生物碱，使其成为新一代的“生物农药”。
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禾草内生真菌（+2-11 ’.0)#!5"’；6:.+-* ’.0)#!5"’；’.0)#!5",( 6:.+,）是指生长在植株体内并完成全部或大

部生活周期，而禾草不显示外部症状的一大类真菌。目前全世界已正式报道的内生真菌均为 !"#$%&’#()*+
属，共 >? 种［>，@］，其中数种已知其有性阶段为香柱菌属（,&)-’.#/）真菌。另有数十种新的禾草7内生真菌共生

体已被发现，有待于进行种的分类学鉴定和命名［A B C］。该类真菌与其寄主植株互惠共生，并且绝大多数在其

寄主植株内产生生物碱。早在 >DEE 年就发现，羊采食了多年生黑麦草（0#.)*+ &"1"22"）后出现类似麦角中毒

的症状［D］；F:..,.+!-3 在其随后的报道中指出，引起这些中毒症状的禾草并未受任何病害侵染。此后相继有

多篇高羊茅（3"4$*-5 51*2()25-"5）引致家畜中毒的报道，并详细描述了“=’1(:’ =))"”的症状［>G］。@G 世纪 HG
年代，从高羊茅和多年生黑麦草中分离出数种生物碱 ［>>］，但之后数年，关于生物碱的产生原因及其合成机制

方面的研究均报道较少［>@］。I-(). 等人在 >DJD 年首次报道内生真菌（!"#$%&’#()*+ -#"2#&’)5.*+）离体培养

条件下可产生生物碱。进一步研究发现，带有生物碱的多年生黑麦草种子可使家畜产生与黑麦草蹒跚病类似

的症状，并通过人工饲喂试验确定了生物碱是引起黑麦草蹒跚病的原因所在［>A］。随后 K)2"’2 和 I-(). 等分

别对几种有毒禾草中内生真菌进行了系统研究，并在离体条件下建立了由四种不同内生真菌（!6 "&)-’.#/，
!6 -.57)-"&4，!6 ’"22)284)525，!6 4$1528*.524）和香柱菌（,&)-’.#/ $%&’)25）所产生的棒麦角碱型生物碱体

系［>E］。此后新西兰、美国先后报道了在多年生黑麦草和高羊茅中存在的多种生物碱，但大量研究集中在生物

碱的分离、提纯、鉴定及其分子结构等方面。目前在以下几方面有了初步进展：生物碱使寄主产生抗性的机

制，尤其是抗虫性；不同内生真菌产生生物碱的类型及其对家畜的毒性；影响生物碱浓度的因素；生物合成途

径等［>?］。

我国禾草内生真菌的研究始于 @G 世纪 DG 年代初，主要集中于内生真菌的调查及生理生态机制［>，>H B @G］，

尚未开展禾草内生真菌生物碱的研究。我国对于生物碱的研究当前多集中于药用植物和谷类作物［@>，@@］。

本文拟分 A 个部分介绍禾草内生真菌生物碱的研究进展：即禾草中生物碱的产生、类型、毒性、使其寄主

产生的抗性及生物合成途径；影响植株体内生物碱浓度的因素；和检测生物碱浓度的方法。

)* 禾草内生真菌生物碱

目前，已发现至少 >G 余种生物碱与内生真菌有关，可分为以下 E 类（表 >）。各类生物碱母核的基本结构

已研究清楚，其代表性生物碱分子结构如图 > 所示。

)& )* 离体条件下生物碱的产生

目前已知部分内生真菌如：!"#$%&’#()*+ -#"2#&’)5.*+、!6 .#.))、!6 $%&’)2*+ 和 香柱菌等在人工培养条件

下可单独产生 L)*,"2’3 I，波胺和多种麦角碱［>，>E，@A，AG B AA］。但其生物碱浓度远较内生真菌与禾草共生体产量

低（表 @ ）。由此给生物碱的研究带来了一定的困难，对于内生真菌体外产碱的培养条件尚需进一步的摸索。

还未发现任何内生真菌可在人工培养条件下产生黑麦草碱。

山梨醇、色氨酸（425#")#!-.）、苹果酸等物质可促进大部分内生真菌体外产碱［AC］。由于内生真菌生长缓

@A?@ M 生M 态M 学M 报M M M @J 卷M
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表 !" 禾草内生真菌生物碱的分类

#$%&’ !" (&)$&*+, -./’0 $1, 2’/2’0’1-$-+3’ 4*5/*61,0

生物碱类型 /*0-*),1 "2#’ 主要代表物 3’#4’5’."-",6’ ()7#)8.1 文献 3’9’4’.(’

吲哚双萜类 :.1)*1,"’4#’.’ 震颤素 ;)*,"4’7 <
*)*,"4’7 /，*)*,"4’7 =

［>?］

［>@］

吡咯并吡嗪类 A244)*)#24-B,.’ 波胺 A’4-7,.’ ［>C］

麦角碱类

D4+)" -*0-*),15

麦角酰胺

/7,.’ -*0-*),15
D4+).)6,.’
’4+,.’（;25’4+,( -(,1 -7,1’）

［>E］

［>F］

麦角肽 D4+)#’#",.’5 D4+)"-7,.’
’4+)(4,5",.’
’4+)5,.’

［>G］

饱和吡咯化合物 A244)*,B,1,.’ 黑麦草碱（;),.’）HI9)472**)*,.’
HI-(’"2**)*,.’ HI7’"!*2*)*,.’
HI-(’"2*.)4*)*,.’

［>?］

图 JK @ 种代表性生物碱的分子结构式［>L］

K M,+& JK N"48("84-* 9)478*- )9 4’#4’5’."-",6’ ()7#)8.15 )9 ’-(! -*0-*),1

+4)8# 9)8.1 ,. +4-55 $ ’.1)#!2"’ 527O,)"-［>L］

" " 表 7" 自 ! " #$%&$’()*+,- 离体培养和高羊茅或多年生黑麦草叶

片内获得的生物碱含量

#$%&’ 7" #8’ 5’$1 4*14’1-2$-+*10 *9 3$2+*60 $&)$&*+,0 ’:-2$4-’,

92*5 -$&& 9’046’ *2 /’2’11+$& 2.’;2$00 +19’4-’, <+-8 !"

#$%&$’()*+,- $1, 92*5 !" #$%&$’()*+,- )& .)/0$ 46&-62’0（7+ $ 0+）

生物碱

/*0-*),15

检测对象 DP"4-("’1 94)7

高羊茅或

多年生黑麦草

Q-** 9’5(8’ )4
#’4’..,-* 42’+4-55

培养基

:. 6,"4) (8*"84’

文献

3’9’4’.(’

;)*,"4’7 < >& FC R& JG
［?@］

［?C］

A’4-7,.’ >R S R& JC
［?E］

［?F］

D4+)6)*,.’ >R?@ J>& C ［?C］

;)*,.’ >FJ — ［?F］

慢，离体条件下使内生真菌产碱需很长时间。为了尽量缩短时间，通常先将内生真菌接种到适应菌丝体生长

的液体培养基中（TJR>，T@?，TLE 等见表 ?）震荡培养 > 至 @ 周，当菌丝体的量足够时再转入可促进产碱的

液体培养基中（TJR@，NT，U=T 等见表 ?）继续震荡培养 > 周，之后黑暗静置培养。@ 至 G 周时可检测到生物

碱，其含量随培养时间而增加，但在第 G 周之后生物碱有降解的现象［?>，??，?L］。对于不同的内生真菌亦要选择

不同的培养基和培养时间。

除上表中所列出的 ? 种内生真菌菌丝体生长培养基外，马铃薯葡萄糖琼脂培养基（#)"-") 1’P"4)5’ -+-4，
A=/）亦被广泛使用，是一种经济、简单的培养基。但该培养基的各成分及其含量的控制难以十分精确，在对

内生真菌产生的化合物等精确试验中应慎重选择［?G］。

!& 7" 禾草中生物碱的产生

内生真菌与禾草形成的同一种共生体能产生多种生物碱（表 @），同一种生物碱可由不同的共生体产生，

如麦角碱中的一种麦角酸可由受麦角菌 （!"#$%&’() (*+(*+’#）侵染的植株产生，也可由受 ,#"#-)%#’ 或 ./
&0’-0(1%#"*2 侵染的高羊茅共生体产生［@R V @>］。生物碱在各寄主中的分布没有一一对应的关系。一般在内生

真菌与禾草所形成的共生体中可检测到一种或多种生物碱，但绝大多数含有多种生物碱 （表 @）。在捷克斯

洛伐克的调查表明，当地带菌植物 @ 类主要的产碱类型以波胺最为普遍，而黑麦草碱和 D4+)6-*,.’ 仅在受内

生真菌 3/ 4’)5*&#’，./ &0’-0(1%#"*2，或 ./ *-&%-#5*2 侵染的寄主中检测到［?J］。就同一类生物碱而言，在含

有生物碱 *)*,.’ 的共生体中普遍存在 HIM)472**)*,.’，而在含有麦角类生物碱的共生体中可普 遍检测到

??C>K E 期 K K K 高嘉卉K 等：禾草内生真菌生物碱的研究进展 K
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/0+)1-*,.’，而 /0+)2,.’ （/3），/0+)"-4,.’ （/5），/0+)(06#",.’ （/7），/0+).)1,.’ （/8），和 *62’0+,( -(,9 -4,9’ （:55）

也经常出现［;<］。

表 !" 适合内生真菌菌丝体生长和利于产碱的培养基及其组成 ［=>］

#$%&’ !" ()*+),-.-)/ )0 ,’*-1’0-/’1 *’1-$ 2,’1 0)3 .4’ 52&.23’ )0 !" #$%&$’()*+,［=>］

组分
7)4#).’."2

菌丝体生长培养基
?’9,- @)0 !6#!-* #0)9A(",).

?B= ?<C ?DE;

产碱培养基
?’9,- @)0 ’0+)" -*F-*),92 #0)9A(",).

?DEBG 3? 7H?

甘露醇 ?-..,")*（+ $ :） DE
山梨醇 3)0I,")*（+ $ :） DEE DEE DEE
蔗糖 3A(0)2’（+ $ :） =E =E =E
淀粉 3"-0(!（+ $ :） DJ
葡萄糖 K*A()2’（+ $ :） BE BE BE
麦芽精膏 ?-*" ’L"0-("（+ $ :） ;E DE ;E
酵母精膏 M’-2" ’L"0-("（+ $ :） ;& J ; D =& E D& E
蛋白胨 N’#").’（+ $ :） D ;
琥珀酸 8OB 2A((,.-"’（+ $ :） E& C> DE& E DE& E
谷氨酸 K*A"-4,( -(,9（+ $ :） DE
色氨酸 G06#")#!-.（+ $ :） E& > E& >
?+3PB·QO;P（+ $ :） E& J E& = E& = E& =
R7*（+ $ :） E& J
RO;NPB（+ $ :） D D& E D& E
烟碱酸 8,()",.,( -(,9（4+ $ :） E& DB
硫胺 G!,-4,.’SO7*（4+ $ :） E& ;
维生素 TC M0,9)L,.’（4+ $ :） E& ;
#O C& E C& E C& E J& C J& C J& C

表 6" 生物碱在部分寄主中的分布 ［;<］

#$%&’ 6" 7&8$&)-1 +3)0-&’, 0)3 $ 9$3-’.: )0 ;3$,,<’/1)+4:.’ $,,)5-$.-)/［;<］

寄主
O)2" +0-22

内生真菌
/.9)#!6"’

生物碱 5*F-*),92!（4+ $ F+）

/ : :? N
共生体的形成
522)(,-",). "6#’

!"#$%&’ ’(%)*+)’&"’ ,- &.")./0+’1%2 E& J DDEE E ; 自然 8-"A0-*
!- ’(%)*+)’&"’ ,- 1.1++ D& ; E ;= D> 人工 50",@,(,-*
3.1+%2- /"("))" ,- 1.1++ D& = E B& Q D< 自然 8-"A0-*
3- /"("))" ,- &.")./0+’1%2 ;& J DEEE E ;< 人工 50",@,(,-*
3- /"("))" 4/+&01.5 $6/0+)’ E E E J= 自然 8-"A0-*
3- /"("))" ,- 1.1++ U 4- $60+)’ B& > E E& B ;; 自然 8-"A0-*
!- /(’$")#+# ,- %)&+)’$%2 E JCEE E E 自然 8-"A0-*
!- 7+7’)$"’) 4- 8"#$%&’" E =EE E B 自然 8-"A0-*
!- 1.)7+8.1+’ 4- 8"#$%&’" E& < E B& E ;; 自然 8-"A0-*
!"#$%&’ (%9(’ #%9#/- (%9(’ 4- 8"#$%&’" D& ; E E E 自然 8-"A0-*

V V !/，/0+)1-*,.’；:，黑麦草碱 :),.’；:?，震颤素 :)*,"0’4 T；N，波胺 N’0-4,.’

另一方面，人们积极在自然界中寻找或通过人工侵染和杂交技术创造新的禾草S内生真菌共生体或内生

真菌菌系，以得到具有抗逆性又对家畜无有害影响的理想共生体。目前美国、新西兰已从自然界中检测筛选

得到只产生对昆虫有毒（N’0-4,.’）而不产生对哺乳动物有毒（:)*,"0’4 T）的生物碱的禾草S内生真菌共生

体［;B］。而在人工侵染和杂交方面，虽然创造了新的禾草S内生真菌共生体或内生真菌系，但尚未得到理想的

共生体。有趣的是，研究中发现内生真菌对禾草的侵染并形成共生的过程两者似乎存在着互相识别的机制，

如人工侵染试验表明内生真菌 ,- 1.1++，:1+.&1’*+%2S*,F’ 2#& ，;0+’1./0.(’S*,F’ 2#& 和香柱菌均可侵染黑麦草，

但 ,- &.")./0+’1%2 却不能。该机制还有待进一步的研究明确［B=，BB］。

=& !" 生物碱的生物合成途径

近年来，随着分子生物技术的发展，美国、新西兰等国都已开始在分子水平深入研究上述四类主要的生物

B=J; V 生V 态V 学V 报V V V ;Q 卷V
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碱，并取得了一定的成果，尤其在波胺、麦角碱和 *)*,.’ 的生物合成途径方面已有了初步的进展，如麦角碱部

分生物合成途径见图 /。对这几种生物碱合成途径中的整个基因簇还未见完整的报道，但对个别具有重要功

能基因以及其所编码的酶已有了深入研究（表 0）。

表 !" 生物碱生物合成途径中重要的基因及其所编码的酶

#$%&’ !" (’)’*$& +,-.*/$0/ 1’0’2 $03 4.3’2 /5’ ’067,’ 4$**7 .0 $&8$&.+3 %+.270/5’2+2 -$/59$7

基因

1’.’
编码的酶

2.345’
调控的生物碱合成

6*7-*),89
文献

:’;’<’.(’

85-= >?6@ 94."!-9’ 麦角碱 2<+)" -*7-*),89 ［AB］

!"#$ C49’<+4* #’#",8’ 94."!’"-9’ 麦角碱 2<+)" -*7-*),89 ［AD］

!%!$ 不编码任何酶，调控作用 :’+E*-",). 黑麦草碱 C)*,.’ ［0F］

!%!& 不编码任何酶，调控作用 :’+E*-",). 黑麦草碱 C)*,.’ ［0F］

GGAG H# 的基因簇 IJ5’"!4*J"<-.9;’<-9’ 波胺 K’<-5,.’
［0L］IMNO 1’.N-.7

（IPQ66R?FLFFF/SL）

由于麦角碱对哺乳动物的强烈毒性及其独特的药理作用，因而较早的受到了人们的关注。T’,.9"’,. 等从

麦角 菌 （&!’()*+"# 9#& ）中 提 取 纯 化 了 以 下 这 种 酶：8,5’"!4*-**4*J #4<)#!)9#!-"’ ［CJ "<4#")#!-. 8,5’"!4*-**4*
"<-.9;’<-9’ （>?6@ 94."!-9’）］，同时展示了 >?6@ 的合成是麦角碱生物合成途径中的第一步，并且具有关键

性的调节作用［AD］。随后 @9-, 等克隆了编码该酶的基因，,-’. 基因，从麦角菌中得到了它的 (>I6 并通过将

其转化至酵母中，使其表达并对 ,-’. 基因的 (>I6 进行了测序［0F］。@E834.97, 等通过对麦角菌可在无菌培

养基中产碱的菌株进行克隆，鉴定了编码 8,5’"!4*-**4*"<4#")#!-. 合成酶 （>?6@U）的 *",L 基因，该步是麦角碱

生物合成中起催化作用的特殊步骤［0L］。在麦角菌中麦角胺的生物合成途径已经清楚，对其它麦角碱的生物

合成途径已知其中的关键性生物反应以及其主要的调控酶及其编码的基因，尤其是 ,-’. 和 !"#$ 这两个重要

基因的序列已经公布［A0，0/，0V］。另外，在基因的调控和表达方面业已开展了大量的研究［AS，0A］。

:& ;" 生物碱的毒性

对各种生物碱的致毒机理尚未完全清楚，只对四大类生物碱有初步研究（表 G）。对上述四类生物碱在昆

虫和哺乳动物毒性的研究表明：除波胺以外的其余 V 类生物碱均对哺乳动物具有毒性，其中毒性最强的是麦

角碱和 *)*,"<’5 N，分别是引致牛的狐茅中毒症和羊的蹒跚病的主要原因［L，/A］；对昆虫均有不同程度的毒性，毒

性最强的是 #’<-5,.’ 和黑麦草碱。带有内生真菌的高羊茅和黑麦草中通常同时存在着多种麦角碱，他们共

同作用不仅使所采食的动物中毒，还可改变其部分生理指标如：体表温度、血浆中催乳激素含量、牛奶产量、肌

肉纤维产量及体重，重者可导致死亡，甚至可在其牛奶中检测到几种麦角碱，造成间接中毒［0G W GV］；其中麦角新

碱和麦角酰胺两种生物碱是导致家畜中毒的重要毒素［AB，GV W GG］。C)*,"<’5 N 也可降低家畜的体重［GS］。

除吡咯并吡嗪类生物碱目前只发现波胺一种以外，每类都含有几种生物碱，而且每种生物碱的生理作用及

其程度都有所不同。由于麦角碱有明显的毒理作用和医药作用，对各种麦角碱的毒理及相互关系研究较深入，

如对 2<+).)X,.’、2<+)X-*,.’ 和 2<+)"-5,.’ 的研究表明，2<+).)X,.’ 可显著抑制 I- Y $ Z Y 6@K-9’ 和 ?+/ Y 6@K-9’
的活性，但后者较弱［GD］。带菌的高羊茅中 2<+)"-5,.’ 和 2<+).)X,.’ 可与 >/>)#-5,.’ 相结合从而抑制 6?K 循

环，而饱和吡咯化合物类生物碱则不能［SF］。与此相比，其他生物碱的作用还有待进一步研究。

:& !" 生物碱对寄主抗性的影响

内生真菌的侵染给禾草带来了生物和非生物抗逆性，如抗虫、抗干旱、抗病等［SL W SV］。目前，已明确与生物

碱有关的有抗虫性、阻止食草动物（家畜和野生动物）的采食优势以及抗病性。

在早期研究中，就发现与不带内生真菌的同种禾草相比，带内生真菌的禾草具有抗虫性。但直至生物碱

的发现，才进一步证明是禾草中内生真菌产生的生物碱对动物的胃等消化系统产生不良影响，从而使寄主具

有抗虫或阻止食草动物的采食优势。南志标和李春杰在其综述中列出了了目前已报道的受带有内生真菌的

禾草影响的害虫种类［L］。
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图 /0 麦角酸 ’1+)2-*,.’ 和麦角酰胺的生物合成途径［33］

4,+& /0 5,)67."!’6,6 #-"!%-7 )8 ’1+)2-*,.’ -.9 ’1+,.’［33］

图 5 为麦角碱的 : 位点的生物合成途径
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表 !" 四类生物碱对家畜的制毒机理

#$%&’ !" ()*+,+*+’- ./ $&0$&.+1- +2 &+,’-*.)0

生物碱

/*0-*),12
毒素类型

34#’ )5 ")6,(
制毒机理

/(",7,",’2
文献

8’5’9’.(’

吲哚双萜类

:.1)*1,"’9#’.’
神经性毒素

;’<9)#-"!,( ")6,(
与神经受体相结合，抑制 = > 通道 /55,.,"4 5)9 .’<9,*’??-*
9’(’#")92 ") 2")# = > (!-..’*2

［@A］

吡咯并吡嗪类

B499)*)#49-C,.’
神经性毒素

;’<9)#-"!,( ")6,(
与肠胃道受体相结合，抑制营养吸收 /55,.,"4 5)9 9’(’#")92
)5 2?-** ,."’2",.’ ") 2")# -22,?,*-",.+ .<"9,",).

［DE］

麦角碱类

F9+)" -*0-*),12
神经性毒素

;’<9)#-"!,( ")6,(
G& 降低家畜血浆中泌乳刺激素的浓度，间接减少牛奶和

体重的产量 @& 抑制 ;- > $ = > /3B-2’ 和 H+@ > /3B-2’ 的

活性 I& J@ 1)#-?,.’ 相 结 合 从 而 抑 制 /HB 循 环 G&
J’(9’-(’ "!’ #9)1<(",). )5 ?,*0 -.1 K)14 %’,+!" K4
9’1<(,.+ #9)*-(",. *’7’*2 ,. K*))1@& :.!,K," -(",7,"4 )5 ;- > $
= > /3B-2’ -.1 H+@ > /3B-2’I& /55,.,"4 5)9 J@ 1)#-?,.’
9’(’#")92 ") ,.!,K," (4(*,( /HB

［DL］

［DA］

［ML］

饱和吡咯化合物

B499)*,C,1,.’
新陈代谢毒素

神经性毒素

;’<9)#-"!,( -.1
?’"-K)*,( ")6,(

G& 与 !N@N-19’.’9+,( 或血清素受体相结合，抑制 /HB 循

环 @& 与肠胃道受体相结合，抑制营养吸收 G& /55,.,"4 5)9
!N@N-19’.’9+,( )9 2’9)").’9+,( 9’(’#")92 ") ,.!,K," (4(*,(
/HB@& /55,.,"4 5)9 9’(’#")92 )5 2?-** ,."’2",.’ ") 2")#
-22,?,*-",.+ .<"9,",).

［@A］

O 类生物碱都不同程度的对昆虫有毒性，如波胺 B’9-?,.’ 、P)*,.’、P)*,"9’? Q 和部分麦角碱（F9+)7-*,.’，

F9+)*,.’，F9+)#’#",.’）均使其寄主具有抗虫性 ［MO R MD］。不同种类的生物碱对不同害虫的毒性程度不同，而生物

碱浓度与其寄主抗虫性的相关性尚无定论［DE］。生物碱在植物地上部分，尤其是在茎基部、叶鞘、花序和种子

等组织中的浓度较高，这或许可反映生物碱浓度和抗虫性的一定联系。

生物碱亦可增加寄主植物抗某些线虫的能力。目前已知在带有内生真菌的高羊茅生长的土壤内，其螺旋

线虫（!"#$%&’(#")%*+, -$*(,’"./）、根 结 线 虫 （0"#&$-&1()" 2/.1#/)-$）、根 斑 线 虫 （3/./’(#")%*+, ,%.$4)".$）、35
6.&7"%’+, 和 8(#")%*&.*()%*+, /%+’+, 等群体数量显著低于不带菌禾草生长的土壤［MM］。

由于除 #’9-?,.’ 以外的其余 I 类生物碱均对哺乳动物有毒性，尤其是麦角碱和 *)*,"9’? Q，因此在自然条

件下可阻止家畜［SD，SM，ME，MA］和鼠类、鸟类等野生动物的采食［EL R E@］，从而为带菌禾草的物种延续提供了支持。

某些生物碱亦增加寄主的抗病性，主要表现为抑制病原菌的生长、抑制孢子的萌发、阻止传媒介体昆虫

等。离体条件下内生真菌的纯培养对某些病原真菌菌落的生长及其产孢有一定的抑制作用，目前已证实内生

真菌产生的生物碱或毒素等物质对其有抑制作用，但试验未对诘抗结果作显著性比较，并且具体机制尚不明

了［EI R EE］。值得注意的是，虽然内生真菌所产生的生物碱可使寄主产生抗性，但有时也使其寄主的发育速率

降低［EA］。

3" 影响生物碱的因素

影响生物碱种类和浓度的因素很多，如寄主植株的品种、生态型、基因型，内生真菌的种、菌株，植株生长

的温度、土壤水分、营养状况以及管理措施等都可能有一定的作用。在诸多因素中，T,** 等人认为生物碱浓度

受不同寄主和内生真菌形成共生体的影响很大。但亦有试验表明，寄主的生态型对生物碱浓度影响较共生体

更大［OG］。也有学者认为就植株基因型和内生真菌菌株两个因素而言，植株基因型对生物碱浓度的影响较大

且效果显著［AL］。

目前的研究多集中在对植株体内生物碱浓度的测定，对离体条件下内生真菌菌系产生生物碱的测定还很

少见。而在同一种共生体中某一种生物碱的浓度个体差异很大，以麦角类生物碱的浓度变化最为显著，如麦

角碱在高羊茅两个个体中的浓度差异极大：种子中的浓度分别为，EDSA?+ $ 0+ 和 I?+ $ 0+；在秸秆中的浓度分

别为，G@DE?+ $ 0+ 和 E?+ $ 0+；前者分别是后者的 @EED 和 GSE 倍。因此分析数据时差异常常不显著［AG］。由于

内生真菌一般在寄主植株内产生的生物碱种类较多，就目前研究的几种主要生物碱而言，对不同种类的生物
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碱其影响因素的相关重要性也会随之变化。

!& "# 寄主植物

!& "& "# 种群及生态型

/-’"! 等人对美国 01 个地区受 !"#$%&’#()*+ 侵染的多年生黑麦草中的麦角类生物碱（23+).)4,.’，23+,.’，

56)*76’3+,( -(,8 -9,8’6）的检测表明，不同种群其生物碱浓度差异显著，其中只有一个种群 :; 其平均总生物碱

浓度与地理分布成线性关系。有趣的是有些种群的带菌率虽为 0<<= ，但却不产生生物碱［>?］。在对受同种内

生真菌侵染的天然针草（@’’8*’+3-66）的个体生物碱检测（麦角碱类和 *,.’）时，也发现某些带菌植株体不含任

何生物碱［1A］。受同一内生真菌侵染的不同种群植物体内的生物碱浓度各异。如 B’-3.’7 等人对两种不同生

态型受 !"#$%&’#()*+ ,#,)) 侵染的多年生黑麦草中生物碱浓度研究表明，对于 23+)4-*,.’，两种生态型分别有

1<= 和 CD= 的种群浓度高于平均值，而对于 E)*,"3’9 F 一种生态型的全部种群及另一生态型 ?A= 的种群高于

平均值［>D］。

!& "& !# 植物品种及基因型

不同植物品种中生物碱浓度变化较大，甚至差异极显著［>G］。研究表明，高羊茅不同品种间生物碱浓度具

有显著差异［0?］。但也有研究表明，不同基因型的高羊茅和黑麦草中生物碱的含量变化甚微［0?，>C，>H］。F-** 等

人用 I;EJ（I,+!K#’3L)39-.(’ *,MN,8 (!3)9-")+3-#!7）测定了感染内生真菌 !"#$%&’#()*+ ,#,)) 的多年生黑麦草

两种基因型的生物碱（E)*,"3’9 F）浓度，结果表明，不同基因型的黑麦草生物碱浓度因部位而变化，一种在植

株衰老或死亡的叶鞘和叶片中浓度最高，另一种则在种子中浓度最高［>1］。

!& "& $# 植株的部位及生长期

与内生真菌在植株体内的分布相似，生物碱也主要分布在植株的地上部分，尤其是在茎基部、叶鞘、花序

和种子等组织中的浓度高。在高羊茅中，麦角碱在种子中的浓度最高，并显著高于在其它部位中的浓度
［D，0?，>A］。多年生黑麦草中，E)*,"3’9 F 和波胺的浓度也有相同的趋势，叶鞘的基部浓度最高，1C= 的生物碱都

集中在地上 C(9 内的植株基部；其次是生殖枝和种子，在根中浓度最低；而越老的叶片其浓度越高［>1，>>，0<<］（图

D）。

图 DO 波胺和 *)*,"3’9 F 在多年生黑麦草各部位的浓度

/,+& DO J).(’."3-",). )L #’3-9,.’ -.8 *)*,"3’9 F ,. 8,LL’3’." ()9#).’."6 )L !- ,#,))K,.L’("’8 #’3’..,-* 37’+3-66

根据文献［0<<，>1］绘制 O P’K83-%. L3)9 3’+L’3’.(’6 0<< -.8 >1

就不同生长期而言，高羊茅在温室试验中麦角碱浓度在出苗后 ? 至 G 周时达到最高，之后逐渐降低，H 周

以后达到稳定；在大田试验中也有相同趋势，在放牧期时达到最高，当植物进入成熟期时植株茎和叶片中生物

碱浓度迅速降低，而花序和种子中的生物碱浓度反而会增加［0?，0<0，0<?］（图 G）。植株体内生物碱浓度存在较大

的个体差异，尤其是在植物生长初期，随着生长季节的变化其个体差异减小［>G］。影响生物碱在植物不同生长

期分布的主要因素是：内生真菌菌丝体含量的分布，以及该生物碱在植物体内的转运和降解。
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/ 图 0/ 波胺，1)*,"2’3 4 （4）和 52+)6-*,.’（5）在多年生黑麦草不同

生长期的浓度（7）

8,+& 0/ 9).(’."2-",). ): #’2-3,.’（7），*)*,"2’3 4（4）-.; ’2+)6-*,.’

（5）)6’2 "!’ <’-<). ,. !" #$#%%=,.:’("’; #’2’..,-* 2>’+2-<<

根据文献［?@A］绘制/ 2’=;2-%. :2)3 2’:’2’.(’［?@A］

!& !" 环境

!& !& #" 气候因素

气温和湿度均可影响植物体内某种生物碱的浓度。

B’,.!)*C 等人通过温室和田间试验研究表明，在相同的

地理条件下温度的升高（?DE白天 $ ?@E夜晚和 FDE白

天 $ ?GE夜晚）可使多年生黑麦草的根、叶片、叶鞘中生

物碱（*)*,"2’3 4）的浓度显著升高，其含量甚至可达到

低温时的 D 倍。但在完全相同的条件下植株生物碱浓

度个体差异仍很大。这可能是内生真菌产生生物碱的

机能不能被外界条件完全激发所致［?@0］。在捷克的田

间试 验 表 明，温 度 的 升 高 和 降 雨 的 增 多 均 可 使 受

!&$’()*$+%,- <##& 侵染的多年生黑麦草中的 52+)6-*,.’ 浓

度升高，但另一种生物碱裸麦角碱（9!-.)(*-6,.’）的浓度却

无很大变化［0?］。水分胁迫会促使生物碱浓度升高，但部分生物碱也有相反的试验结果。高羊茅在水分胁迫下

其麦角碱（52+)#’#",.’ -*H-*),;）、波胺和 1)*,"2’3 4 的浓度升高，相反的另一生物碱 #>22)*,C,;,.’ 的浓度降

低［AD，?@I］。可能由于不同生物碱在寄主不同生理反应中起着一定的作用，寄主可改变其自身生理过程，影响生

物碱的含量，进而提高其抗逆性。

!& !& !" 土壤养分

土壤含水量和营养成分的浓度亦可影响生物碱的浓度，但影响甚微，目前尚未发现明显规律［G@］。

试验表明，土壤中的磷与高羊茅根中生物碱的累积量存在正线性关系［?0］。但亦有研究发现磷和钾可大

幅减少生物碱 7’2*)*,.’ 在高羊茅植株体内的生物合成，而氮会增加其生物合成［?F］。

!& !& $" 季节与年度变化

植物体内生物碱浓度受季节变化的影响，但不同生物碱其变化规律各异。试验证明，多年生黑麦草中

1)*,"2’3 4 的浓度冬季时很低，春季时升高而晚秋有所下降。麦角碱类在 J 月份和 G 月份的浓度显著高于其

它月份［GF］。与此不同，高羊茅的叶片和叶鞘中 52+)6-*,.’ 的浓度一年中在 ?F 月最高，每年冬末 A 月份其浓度

降低幅度可达 KIL ［GG，?@J］。52+)6-*,.’ 在茎和种子中的浓度随年份变化很大，但由于个体差异较大其平均值

近似，也有报道它们之间无规律可循［0?，G?］。

在美国密苏里州种植的高羊茅在 ?GGG 至 F@@@ 年 52+)6-*,.’ 浓度是 0I03+ $ H+，而次年浓 度 下 降 为

?DI3+ $ H+［?@J］。在新西兰种植的黑麦草 ?GG? 年 ?? 月 1)*,"2’3 4 的浓度是 ?& F3+ $ H+，而次年浓度上升为

DM @3+ $ H+，是上一年的将近 I& K 倍［GD］。受 !&$’()*$+%,- .$&/$)*%0#,- 侵染的高羊茅秸秆中 52+)6-*,.’ ?GG? 与

?GGF 年的平均浓度差异显著，但在种子中的浓度相似［G?］。于 F@@?、F@@F、F@@A 年检测受 !&$’()*$+%,- 侵染的

多年生黑麦草种群中麦角类生物碱（52+).)6,.’，52+,.’，N<)*><’2+,( -(,; -3,;’<），F@@? 年与 F@@F 年相比，除

52+,.’ 以外包括总生物碱的其他麦角类生物碱浓度差异显著，F@@F 年与 F@@A 年相比，包括总生物碱在内全部

生物碱浓度都差异显著［GF］。

自然条件下，水分、温度、营养等因素均较难严格控制，种群生物碱浓度差异虽然显著，但影响的因素亦难

以分析。

!& $" 内生真菌菌株

同一内生真菌菌株在不同种寄主中可产生同种生物碱，如内生真菌 !&$’()*$+%,- 可在 G 种不同的寄主中

产生 52+)6-*,.’，但其浓度各异［?@D］。

相同寄主中不同的内生真菌种类不但会产生不同或相同的生物碱，并且每种生物碱的浓度也会随之变

化。从紫羊茅（1&2’,.0 3,430）中分离出了 A 种不同的内生真菌均可产生生物碱，但其中两种在植物体内所产
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生的麦角碱浓度较高，另一种产生的 /)*,"0’1 2 较高［34］。

!& "# 草地管理

刈割频率和留茬高度都可影响生物碱的浓度。温室条件下频繁刈割可降低植物体内生物碱浓度。每周

刈割 5 次比每两周 5 次的高羊茅体内麦角碱类生物碱浓度低，相同条件下多年生黑麦草中的麦角碱和其它两

种生物碱的浓度均具有下降趋势［564］。同一刈割频度下，高羊茅和多年生黑麦草中生物碱的浓度随刈割高度

而升高［75，568］。

除草剂可有效的降低植物体内的生物碱浓度，90’:",;+’ 等人对已建成的草地分别适量施除草剂百草枯

（9-0-<=-"）和草甘膦（>*?#!):-"’），植物生长剂（9-(*)@="0-A)），结果证明只有百草枯可有效的降低多年生黑麦

草中的生物碱 /)*,"0’1 2 的浓度［556］。利用杀菌剂降低禾草中内生真菌侵染率也可间接降低草地的生物碱浓

度［555］。多种杀菌剂如：丙氯灵（90)(!*)0-A），B,(*)@="0-A)*，90)(?1,;).’，90)#,().-A)*’，三唑酮（C0,-;,1’D).），

E1-A-*,*，苯莱特（2’.)1?*），FG?(-0@)G,.，C0,D)0,.’ 等，只有用丙氯灵处理的多年生黑麦草种子中内生真菌完

全受到抑制，90)#,().-A)*’ 虽不能完全控制但也可收到良好的效果。如将杀菌剂直接喷在植株叶片上处理，

只有 90)#,().-A)*’ 对内生真菌的生长有一定的抑制作用。其他杀菌剂效果不显著［4H］。

另外，干草中生物碱的浓度大大低于鲜草［5I，56J］。经过青贮处理的高羊茅中麦角碱 K0+)L-*,.’ 的浓度无

显著变化，但高羊茅在孕穗期比种子成熟期处理后的麦角碱浓度显著降低［55I］。

$# 生物碱的检测

在禾草内生真菌生物碱研究的初期阶段，简单的显色反应是检测产碱量和筛选突变体的常用技术，如曾

用 M-. N0O 反应检测麦角碱［55P，557］。但由于此类检测技术的灵敏度低，只能根据反应液颜色的深浅大体的将

样品分为高含量、中含量、低含量和不含有生物碱，而无法进行定量研究，现已不用。目前，生物碱的检测主

要有分离检测法和直接检测法（Q9/R），这两种方法各有优缺点，且可相互借鉴、补充。

利用直接检测法———色谱分析法进行生物碱的提取、纯化和定量已有了比较成熟的方法［IP］。一般实验

流程为：取待测物研磨打碎，用合适的溶剂提取（如甲醇、乙醇、氯仿、酒石酸、乳酸、乙醚等），经离心、萃取、层

析等方法反复纯化，如对提取物的纯度要求很高也可用酶系统进一步纯化（S?.-#"):)1-* TC9-:’ K.A?1’
S?:"’1），之后用色谱法定量［55J］。在生物碱的提取和纯化中不可避免的问题是生物碱的降解、氧化、表异构化

等，从而影响测定的最终结果。为了降低试验误差，生物碱的收集工作最好在室温低于 IJUR、柔和的黄光或

荧光下进行，提取纯化后于棕色瓶中低温保存，以防进一步的降解［I4，J6，553 V 554］。根据生物碱种类的不同，选择

的检测方法也有所不同，常用方法归纳于表 H。

表 %# 禾草内生真菌生物碱含量的主要检测方法

&’()* %# +’,- .*/0123 14 2*/*5/,-6 ’)7’)1,23

生物碱

T*O-*),;:
典型代表物

W’#0’:’."-",L’ ()1#)=.;:
检测方式!

X’"!);

最低检测值（1+ $ O+）

X,.,1=1 ().(’."0-",).
)@"-,.’;

文献

W’D’0’.(’

吲哚双萜类

E.;)*;,"’0#’.’
/)*,"0’1 2

Q9/R
荧光检测器

6& 65
［P7］

［IP］

吡咯并吡嗪类

9?00)*)#?0-A,.’
9’0-1,.’

C/R（K!0*,(!Y: 0’-+’."） — ［PJ］

Q9/R（荧光或紫外检测器）
5

6& J
［P3］

麦角碱类

K0+)" -*O-*),;:
K0+).)0,.’

Q9/R
（荧光或紫外检测器）

56 Z8

56 Z3 ［PH］

饱和吡咯化合物

9?00)*,A,;,.’
/)*,.’ R-#,**-0? >R （[EB 或 XS） 56 ［P4，P8］

\ \ ! Q9/R：高 效 液 相 色 谱 法 Q,+!]#’0D)01-.(’ *,<=,; (!0)1-")+0-#!?；C/R：薄 层 析 法 C!,.]*-?’0 (!0)1-")+0-#!?；>R：气 相 色 谱 法 >-:

(!0)1-")+0-#!?；[EB：火焰电离法 [*-1’ ,).,A-",). ;’"’(",).；XS：质谱法 X-:: :#’("0)1’"0?

值得注意的是，随着分子技术的渗透以及对内生真菌生物合成途径的逐步了解，利用分子技术直接在真
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菌基因中检测的新手段正在兴起。无疑该检测方法将更加简洁、方便和精确，但目前还不够成熟［/0］。

!& "# 预分离检测法

目前，多采用薄层或柱层进行预分离，取待测组份按比色法、分光光度法（包括可见、紫外、荧光）测定，也

可直接在薄层板上按上述方法测定［/1］。大多数生物碱的分离采用薄层层析，它是一种简便、快速、微量的层

析方法。但是若单独使用纸层析法、离子对色谱法、薄层层析法，难以获得准确的定性定量结果。相对于柱层

析而言，此法步骤繁多且耗时［/1］。

!& $# 直接检测法

高效液相色谱法（2345）是 60 世纪 70 年代末 80 年代初发展起来的一项新颖快速的分离分析技术。目

前已在我国广泛应用。液相色谱分析引进了气相层析的理论，具有气相层析的全部优点：高压、高速、高效、高

灵敏度。由于 2345 分离能力强、选择性高、测定灵敏度高，操作简单，可在室温下进行，应用范围极广，无论

是极性还是非极性，小分子还是大分子，热稳定还是不稳定的化合物均可用此法测定。对生物碱、蛋白质、核

酸、氨基酸、类固醇和类脂等尤为有利，对于挥发性生物碱组分最好用 2345 方法［91，/6，/9］。

表 %# 利用 &’() 检测生物碱通常所用的流动相

# # *+,-. %# /+01 23-450312 53 63--37 3153 &’() 638 9.5.:501; +-<+-3092

生物碱种类

:*;-*),<=

流动相 >*?",). =)*?",).

有机相

@A+-.,( =)*?",).
无机相

B.)A+-.,( =)*?",).

文献

C’D’A’.(’

吲哚双萜类

4)*,"A’E

乙腈、二氯甲烷

:(’").,"A,*’，

5265*6
—

［F0］

［11G］

［110］

吡咯并吡嗪类

3’A-E,.’
乙腈

:(’").,"A,*’

碳酸胍水溶液

H?-.,<,.’ (-AI).-"’
=)*?",).

［11G］

［11J］

麦角碱类

>A+).)K,.’
乙腈

:(’").,"A,*’

乙酸胺水溶液

L2/@:(
=)*?",).

［11J］

用 2345 分离检测禾草中的生物碱，须根据所测

生物碱混合物的特殊物化性质设计适合该生物碱的

分离条件。通常采用有机溶液和无机缓冲水溶液或

其混合液作为流动相，对于不同种类生物碱流动相的

浓度和 #2 值不同，尚需进一步研究，但都大同小异

（表 J）［// M /8］。大多数生物碱的检测通常用荧光或紫

外检测，其紫外吸光范围为 690 至 960.E；荧光激发

波长和检测波长分别是 910.E，/10 .E［/J，/G］。

由于内生真菌N禾草共生体中生物碱成分较复

杂，因此，从 60 世纪 J0 年代初与质谱检测法相结合

广泛的应用于对带菌禾草中生物碱的检测，尤其是高

羊茅中麦角类生物碱和黑麦草中 4)*,"A’E 等生物碱的

检测和纯化［160 M 166］。目前对于主要的几种生物碱的检测技术均已成熟，但用 2345 分离时仍存在线性影响太

差、峰拖尾、洗脱液组成复杂等问题，目前正积极在技术方面寻求解决方法，部分问题已得到解决；另一方面随

着对检测物质的灵敏度及精确度要求不断的提高，对仪器的要求也随之提高［169，16/］。

=# 展望

目前，对禾草N内生真菌共生体中所含的生物碱已有了高度的重视，并且借助分子生物学技术已经对几种

生物碱生物合成途径有了一定的了解，相信在不久的将来必定会使各种生物碱的整个合成途径展现在世人眼

前。关于内生真菌及其相关理论研究总体向两个大的方面发展：（1）明确以生物碱为中心，包括禾草N内生真

菌共生体、食草动物以及其相关食物链在内的各组分在草地生态系统中的作用和影响生物碱浓度及其种类的

非生物因素。进一步明确每种因素之间的关系以及在该系统中各因素的相关重要性，如共生体对生物碱种类

和在植物各组织内的分布的影响；生物碱在种类和植物体内空间的分布规律与生物（害虫、家畜、野生动物等

食草动物的采食及其食物链）或非生物（温度、湿度、土壤中的矿物质等）因素的相关性；生物碱对植物的生理

反应以及植物对内生真菌的代谢途径的影响等。（6）就生物碱本身而言，已知的四类生物碱中又包含了多

种，并且还有新的生物碱被不断地发现，对每种生物碱的毒性以及之间的关系还有待深入研究。另外，在生物

碱合成调控方面还需在其基因调控、表达和合成途径中某些大分子化合物（蛋白质、多肽、螯合化合物等）或

小分子物质的重要作用等方面深入研究。

另外在应用方面，带菌禾草中生物碱对哺乳动物的毒害无疑是畜牧业生产中的巨大威胁。可从 9 方面入

手解决该问题：第一，寻找、人工培育或用分子技术得到对哺乳动物无毒的禾草N内生真菌共生体。第二，加强
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草地的人工管理使生物碱浓度降到可接受的程度。第三，培育具有抗生物碱的家畜品种或制造抗生物碱的疫

苗等药物解毒。综合而言，第一种方法无疑是最经济、简洁的，而且目前已经得到了这种共生体，但有待于推

广［//，00，123，112，145］。综上所述，生物碱所带给寄主植物的优势是值得关注的，并将可以人为的调控各种优势，使

内生真菌及其代谢物生物碱成为新一代的“生物农药”。

!"#"$"%&"：
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