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摘　要

吳舒雅、陳以錚、鍾文全、鍾文鑫。2017。臺灣牛樟樹內生真

菌之多樣性調查與防治植物病害潛力評估。植物醫學 59(3):13-

26。

牛樟樹 (Cinnamomum kanehirai; Syn. C. micranthum) 為台

灣本土特有之闊葉樹種。本研究之目的為調查牛樟樹中內生真

菌之多樣性、篩選具拮抗能力之菌株，並分析有效物質成分

與種類。自惠蓀林場內牛樟樹分離到分屬13科22屬共189株內

生真菌菌株；自國立自然科學博物館內牛樟樹則分離到7科7屬

共35株。內生真菌菌相的族群分布與密度會因枝條部位、氣候

環境之不同而有所差異。測試224株內生真菌對植物病原真菌

之拮抗能力，僅有6株對供試病原真菌具有不同程度之抑制作

用，其中CKL005菌株可抑制8種植物真菌病原，一種卵菌病原

及4種病原細菌。根據形態及分子親緣性之特性，CKL005菌株

與Colletotrichum屬種類較相似。CKL005菌株發酵液經乙酸乙

酯萃取後，不具有效抗生物質；然而，菌絲萃取液對草莓灰黴

病菌、十字花科黑斑病菌、芒果及白菜炭疽病菌的抑制效果顯

著。菌絲萃取物經管柱層析、高效能液相層析 (HPLC) 分離、

純化之後，進行NMR與GC/MS分析，得知具有活性的主要成

分包括β-胡蘿蔔素、單棕櫚甘油酸、乙酸去氫皮質醇、麥角

固醇、蟾蜍他靈、皮質類固醇、洋地黃毒苷及吉勃素，其中以

酯類蟾蜍他靈的相對含量最高。CKL005菌株亦能產生揮發性

氣體以抑制白菜炭疽病菌菌絲生長。GC/MS分析結果得知：可

能有抗菌作用的氣體成分為二種BHT (Butylated hydroxytoluene) 

類脂溶性抗氧化劑（2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione,2,6-bis(1,1-

dimethylethy)-methylphenol 與2,6-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-

methylphenol及3,6,7-thimethoxy- isobenzofuran-1(3H)-one。

CKL005菌絲萃取液稍可提高白菜種子發芽率及幼苗鮮重量。

於溫室防治試驗中得知，無論於接種白菜炭菌病孢子2小時之

前或之後，施用菌絲萃取液均可有效降低炭菌病罹病度。

關鍵詞：牛樟、內生真菌、生物活性、二次代謝物、生物防治

J. Plant Med. Vol. 59 No. 3, 2017    13

DOI:10.6716/JPM.201709_59(3).0002

緒  言
內生菌（endophytes）的概念是由De Bary(12) 於1886年最早

提出，係指生活在植物組織內的微生物。爾後歷經多位學者

的修正，將內生菌定義為：能於植物體內完成生活史或其生

活史中某一階段可與植物共存，即使寄主植物內部有被侵染

的現象，也不會產生病徵之真菌或細菌，則稱之內生菌(7, 24, 27, 

47)。前人研究認為每種植物內部都存在至少一種內生真菌，且

在不同植物間有很大差異性，其中木本植物中可存在著上百

或上千種內生真菌(14, 27)。內生真菌會因寄主種類、地理環境

及溫度與氣候的變化而有差異(3, 19)；目前內生真菌被依據其分

類地位、寄主範圍、纏據寄主組織的區域、於寄主組織內部

的廣泛性、生物多樣性、傳播方式及環境適應性等特性分成4

大群(31, 43)。第一群是以麥角菌科（Clavicipitaceae）為主的內生

真菌，寄主範圍窄，主要分布於寄主之莖部與根圈容易被分

離，生物多樣性不高，可進行水平或垂直傳播。第二群內生

真菌具有在寄主植物中行系統性感染的特性，寄主範圍廣，

主要屬擔子菌或子囊菌。第三群內生真菌僅分布在寄主植物

的枝條上，盤據範圍較小，僅能行水平式傳播，常見如子囊

菌中的盤菌綱 （Pezizomycetes）、錘舌菌綱 （Leotiomycetes）

等，擔子菌中的傘菌亞門（Agaricomycotina）、餅鏽菌亞門

（Pucciniomycotina）及黑粉菌亞門（Ustilaginomycotina）亦

屬於此群。第四群內生真菌主要生長於植物根部，具有深黑

色的隔膜，這些內生真菌常與菌根共存而被稱為假菌根真菌

（pseudomycorrhizal fungi）。

    內生真菌可與植物維持互利共生的關係，也可產生

多種二次代謝物質 (39)。目前已知的內生真菌二次代謝物依

化學結構可分成生物鹼（alkaloids）、固醇類（steroids）、

萜 類 （ t e r p e n o i d s ） 、 異 香 豆 素 衍 生 物 （ i s o c o u m a r i n 

derivatives）、類黃酮（flavonoids）、醌類 (quinones）、苯

丙烷類（phenylpropanoids）與木酚素類 （ligans）、肽類 

(peptides）、酚及酚酸類（phenol and phenolic acid）、脂肪

族化合物 (aliphatic compounds）及含氯代謝物（chlorinated 



材料與方法

牛樟樹樣品的採集與內生真菌的分離

攜本研究所使用的牛樟樹，樹齡約20年左右，蒐集自惠

蓀林場（GPS 24.090723, 121.030047）與國立自然科學博物館

（GPS 24.158107, 120.667168），採集時間為2010年4月、2011

年1月、8月、10月及12月。每個樣點各選9株植株，每株隨機

採取末梢帶嫩綠葉片（直徑小於0.3公分）之年輕健康枝條1枝

與直徑為1公分左右之成熟健康枝條1枝。樣本經自來水洗淨

後，依序置於 75 % 的酒精溶液中1分鐘，3.25% 的次氯酸鈉

（NaClO）中浸泡10分鐘(5)，續以無菌蒸餾水漂洗三次，以滅

菌濾紙吸去多餘水分，並將植物組織切成0.3-0.5公分小塊後，

置於內含50 μg/ml之streptomycin玉米粉瓊脂培養基（Corn meal 

dextrose agar, Difco, USA）於 28℃不照光下進行培養，待內寄

生真菌自植物組織內長出後，切下菌絲尖端移至馬鈴薯蔗糖培

養基（Potato sucrose agar, PSA）進行單一菌落（single colony）

純化培養。

真菌菌株鑑定

真 菌 的 鑑 定 方 法 ， 分 為 形 態 學 觀 察 與 分 子 生 物 學 兩

種。Colletotrichum  之鑑定則參考Prihastuti氏等人(29) 與Su

氏等人(40) 所發表之Colletotr ichum屬形態特徵描述，並與

C. musae、C. siamense、C. asianum及C. fructicola等菌株

相比較。形態觀察則以孢子大小與形狀、 菌落形態、寄生

方 式 及 菌 絲 生 長 速 率 為 主 。 真 菌 總 量 D N A 之 抽 取 ， 依 W u

氏等人 (48) 所發表的方法。分子鑑定所用序列，包括rDNA 

internal transcribed spacer（ITS）、large-subunit（LSU）、

Partial actin（ACT）、β-tubulin（TUB2）及glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase （GPDH），均以聚合酶連鎖反應 

(PCR) 增幅。引子對ITS1 (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

-3 ' )  /  ITS4 (5 ' -TCCTCCGCTTATTGATATGC -3 ' )  用以增

幅 ITS。引子對NL1 (5 ' -  GCATATCAAT AAGCGGAGG 

AA AAG -3 ' )  /  NL4 (5 ' -CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

- 3 ' )  則 用 以 增 幅  L S U  D 1 / D 2  領 域 。 其 它 所 用 之 引 子

對 ： AC T 512F （ 5 ' - AT GT GC AAGGC C G GT T T C G C - 3 ' ）

/  A C T 7 8 3 R （ 5 ' - T A C G A G T C C T T C T G G C C C A T - 3 ' ） ；

Bt2a (5 ' -GGTAACCAAATCGGTGCTG CTTTC-3 ' )  /  Bt2b 

( 5 ' -ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3 ' )；GDF1  (5 ' -

G C C G  T C A A C G A C C C C T T C A T T G A - 3 ' )  /  G D R 1  ( 5 ' -

GGGTGGAGTCGTACTTGAGCAT GT-3')，則參考 Prihasturi 氏

等人(29) 所發表對 Colletotrichum 屬的分子鑑定序列而設計。

所得PCR產物送至源資生物科技有限公司（Tri-I Biotech, Inc., 

Taiwan）進行解序，所得序列切除二端引子序列後，輸入美國

生物技術中心 (National Center of Biotechnology Information）網

站（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）利用 BLAST 與基因庫中的序

列進行比對。
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metabolites）等類型；然仍有許多的代謝物質尚未被鑑定，值

得進一步深入探討研究(39)。對植物而言，內生菌可能影響植

物代謝產物的組成，因而扮演著直接或間接防禦的功能；而

對內生菌而言，植物則是提供內生菌存活之營養所需與庇護

空間(44)。有許多學者認為內生菌是植物有效代謝天然產物的

來源(25)。某些內生真菌代謝產物具有生物農藥的功能，如麥

角生物鹼類（ergot alkaloids）中的 ergonovine、ergocryptine、

agroclavine及elymoclavine等可在實驗室中降低甜菜夜蛾幼

蟲的重量與取食葉片的能力。在熱帶雨林中分離到內生真

菌 Pestalotiopsis jester 能產生對 Pythium sp. 等多種植物病原

菌具抑制效果之醌類化合物（jesterone）(37)。實驗室合成之 

jesterone 與其異構物和對人類癌細胞具抑制作用的二聚體(16)。

近年研究也開始探討內生真菌在農產業上的應用。Popay氏等

人(28)成功的將 Neotyphodium sp. 產製生物鹼的能力除去，生產

兩種含不同內生菌品系之黑麥草（ryegrass）種子，並生產銷

售。Miller氏等人(23) 也成功的將能產生 rugulosin 的內生真菌接

種至雲杉（Picea glauca）以防治雲杉色卷蛾（Choristoneura 

fumiferana） 的侵害。於熱帶雨林錫蘭肉桂（Cinnamomum 

zeylanicum）內分離到之Muscodor albus 能產生揮發性物質抑制

多種植物病原菌的生長；此菌株已被開發成生物燻蒸劑，用來

防治儲藏性病害，延長作物儲藏壽命(13, 36)。

微生物具有易於培養與繁殖的特性，且能夠進一步工業化

生產，因此，內生菌可成為尋找有益於人類新天然活性成分的

最佳來源之一。根據 Strobel 與 Daisy 兩氏(39) 認為篩選內生菌

可依寄主生存的環境條件為依據：1) 植株來自獨特環境，且生

態環境較為特別與原始者佳；2) 具有特殊用途的植物，如應用

於藥物、驅蟲或有特殊氣味者佳；3) 植株已經在當地存在相當

長的時間，屬於風土型植物者佳；4) 植株生長地區生物多樣性

越高，體內內生菌的多樣性越高。

吾人對牛樟樹（Cinnamomum kanehirai）中內生真菌的族

羣形態了解甚微。樟科（Lauraceae）多屬木本植物，含有豐

富的活性物質。目前已知有多種樟科植物可用來作為精油提

煉 （樟樹、羅文沙葉及花梨木等）、藥用（肉桂、天台烏藥

及山倉子等）及非農藥防治（樟樹）(35)。樟樹、菲律賓樟及土

肉桂等具有抗發炎、抗氧化、抗真菌、抗細菌及抗病毒等功

能(19)。牛樟樹為台灣本土特有且稀有的闊葉樹種，具有多種

生物活性物質，如脂肪醇（fatty alcohol）、薄荷烷類（trans-

p-menthane-1,4-diol）、松香醇（terpineol）、 阿魏酸二十烷

酯（n-eicosyl ferulate）、 木酚素類（1-(3,4-(methylenedioxy) 

phenyl) -2,3-epoxypropan-1-ol）及 2-6 and 2,4-diaryl-3,7-

dioxabic[3.3.0]octanes等(19)。此外，牛樟木在自然界為牛樟芝

（Taiwanofungus camphoratus; Syn. Antrodia cinnamomea and A. 

camphorata）之主要寄主。本研究之目的在於調查牛樟樹中內

生真菌的族羣菌相，並探討內、外部環境對其影響；另外，篩

選具拮抗植物病原菌之內生菌株，進一步分析最具生物活性菌

株之有效物質成分與種類，並評估其防治白菜炭疽病之效果。
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植物病原菌及其培養方式

本 實 驗 所 使 用 之 植 物 病 原 眞 菌 包 括 ： 芒 果 炭 疽 病 菌

（Colletotrichum gloeosporioides NG8-3）、草莓灰黴病菌 

(Botrytis cinerea GBS1-104）、十字花科黑斑病（Alternaria 

brassicicola ABA31）、百合萎凋病（Fusarium oxysporum f. 

sp. lilii Fol-41）、番茄萎凋病（F. oxysporum f. sp. lycopersici 

Fol-04）、菜豆萎凋病（F. oxysporum f. sp. tracheiphilum PMF-

05）、白菜炭疽病（C. higginsianum PA01）、十字花科幼

苗立枯病（Rhizoctonia solani AG-4 RST-04）及茄科疫病菌

（Phytophthora capsici PC151）。植物病原眞菌依需求，培養

於馬鈴薯葡萄糖瓊脂（potato dextrose agar, PDA）或馬鈴薯葡

萄糖培養液（potato dextrose broth, PDB）。供試植物病原細菌

包括：軟腐病菌 (Erwinia carotovora subsp. carotovora Ec4）、

十字花科蔬菜黑腐病菌(Xanthomonas campestris pv. campestris 

Xcc17）、甘薯青枯病菌（Ralstonia solanacearum NC01）及茄

科青枯病菌（R. solanacearum PW2）。植物病原細菌則培養於

營養瓊脂（Nutrient agar, NA），28℃。所用之植物病原菌均分

離自罹病植株，並經單一菌落純化後以30%甘油保存於-80℃供

後續實驗使用。

對植物病原真菌菌絲生長抑制能力測試

將牛樟枝條中所分離224株內生真菌，分別以對峙培養法

測試其抑制植物病原眞菌菌絲生長的效果。以內直徑 8 mm 的

打孔器分別切取待測病原菌與供試內生真菌菌絲塊，先將病

原菌菌絲塊置於 8-9 cm大小 PDA 培養皿左方 1/4 處，而內生

菌株菌絲塊則置於培養皿右方 1/4 處，二者相距約 4 公分。於 

28 ℃ 的定溫培養箱內不照光培養 3-10 天，觀察供試內生真菌

菌株是否具有抑制植物病原菌菌絲生長的能力。除植物病原 

Botrytis cinerea GBS1-104 培養於20 ℃，其餘皆培養於25℃。

於培養3-8天後測量供試菌株菌落邊緣至病原真菌菌落邊緣之

抑制寬度。抑制區（mm）與抑制指數的對應關係，抑制指數

0：當病原真菌生長接觸供試菌株時，視為無抑制區； 1: 抑制

區介於0-10 mm時；2: 抑制區介於10-15 mm時；3: 抑制區大於

15 mm時。測試揮發性氣體抑制作用時，則將內生眞菌供試菌

株培養於PDA平板3日後，與已培養1日之 C. higginsianum 進行

對蓋培養，以正常培養之 C. higginsianum 作為對照組，置於

28℃不照光定溫箱，觀察其菌菌絲生長的抑制率，計算方法如

下： 

         

不同碳氮素源對內生真菌生長與拮抗活性之影響

為了瞭解不同營養來源是否影響內生真菌的生長與拮抗

活性，本研究以液態培養方式測試不同碳及氮素源對內生真

菌的菌絲生長及內生真菌對芒果炭疽病菌（Colletotrichum 

gloeosporioides NG8-3)菌絲生長抑制能力的影響。菌絲生長實

驗以液態培養方式，拮抗活性實驗則以固態培養方式為之。

碳素源實驗以Thom (1910)  修改調整過的察氏培養基

（Czapek's medium）為基礎培養基(42)。菌絲生長實驗係於配製

好的察氏培養液中分別添加濃度為30g/L medium 的9種不同碳

素源包括單醣類的葡萄糖（glucose）和果糖（fructose）；雙醣

類包括乳糖 (lactose）、蔗糖（sucrose）、麥芽糖（maltose）

及海藻糖（trehalose）；三醣類的棉子糖（raffinose）；戊醛

糖類的木醣（xylose）；脫氧醣類的鼠李糖（rhamnose）等，

成為不同碳素源培養液，並以馬鈴薯葡萄糖養液（PDB）及不

含碳素源之察氏培養液為對照組。配製好之養液以500 mL之

三角燒瓶分裝，每瓶中裝有250 mL之養液，每處理3重複；再

經高溫高壓滅菌（121℃, 15 lb, 20min）後，置入以內徑0.8 cm 

之打孔器切取之經PDA培養基培養14天之內生真菌菌落邊緣

菌絲塊完成接種。接種後以室溫震盪培養（100 rpm）10天，

將培養液以2層紗布過濾菌絲體，再將菌絲體裝入以秤重之

微量離心管中離心（10,000 rpm, 5 min），去除上清液，再將

離心管移至50 ℃烘乾24hr，取出秤取總重量以得到菌絲乾重

（biomass）。拮抗活性實驗將前述不同碳素源培養液添加20 g/

L濃度之瓊脂（agar）後經高溫高壓滅菌，冷卻後製成直徑9 cm

之平板。以內徑8 cm之打孔器切取培養於PDA 14天之內生真菌

與芒果炭疽病菌菌絲塊，分別置於同一平板內兩側離邊界1.5 

cm處成為對峙培養，再置於28℃不照光定溫箱，觀察其菌絲

生長情形並測量培養5天後，內生真菌對芒果炭疽病菌之抑制

率。

氮素源實驗則以前述方法測試內生真菌經12種不同氮素源

培養10天後之菌絲乾重及在平板上對芒果炭疽病菌對峙培養5

天後的抑制率。12種氮素源分別為為: 6種含氮鹽類包括硝酸

鈉（sodium nitrate）、氯化銨（ammonium chloride）、硫酸銨

（ammonium sulfate）、尿素（urea）、磷酸氫銨（diammonium 

hydrogen phosphate）和硝酸銨（ammonium nitrate）；6種胺基

酸包括組胺酸（histidine; His）、精氨酸（arginine; Arg）、

丙氨酸（alanine; Ala）、穀氨酸（glutamate; Glu）、甘氨酸

（glycine; Gly）和天冬氨酸（aspartic acid; Asp），並以PDB及

不含氮素源之察氏培養基為對照組。添加方式若氮素原為鹽類

則直接加入基礎培養基中（3g/L medium）高壓滅菌；胺基酸

類則先配置成10,000 ppm濃度之濃縮液，再經0.22µm之微孔過

濾膜過濾後，加入經高壓滅菌之基礎培養基中，調整胺基酸濃

度為 3g/L medium。本實驗每處理3重複。

進一步，本試驗選擇前述兩試驗中對病原菌抑制效果較好

之碳素及氮素源處理，以上述方式配製成碳氮素源混合培養

基，並比較對內生真菌菌絲生長及內生真菌對芒果炭疽病的抑

制能力之差異。

抑菌成分之分離與其抑菌效果分析

將內生眞菌培養於PDA平板上，於 28 ℃無照光環境下培

抑制率(%)＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　   ×100
對照組菌絲生長半徑－處理組菌絲生長半徑

對照組菌絲生長半徑　
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養14日後，以內直徑8 mm打孔器切取培養菌落邊緣菌絲塊5

片，移入已滅菌300 ml PDB培養液中進行前培養，於28℃不

照光下以120 rpm震盪培養14-20天後，將產物以雙層紗布過

濾，分離菌絲體與發酵液。後將菌絲體於 50 ℃ 下烘乾去除水

分，經定量稱重後以液態氮磨碎，接著以適量乙酸乙酯（ethyl 

acetate, HPLC級）覆蓋磨碎之菌絲體後，於室溫下浸泡3天為

內生眞菌之活性產物粗萃取液；粗萃取液以減壓濃縮機進行縮

乾與定量。發酵液則先加入精鹽直到飽和後，再加入與飽和精

鹽發酵液同體積之乙酸乙酯進行液相-液相分配萃取（Liquid-

liquid partition），進一步將所分離之乙酸乙酯層產物進行縮乾

與定量。將菌絲及發酵液的乙酸乙酯萃取產物解溶於Dimethyl 

sulfoxide（DMSO）後，再以高溫高壓滅過菌之蒸餾水配製成

產物濃度5,000mg/L之濃縮母液。另配製馬鈴薯瓊脂，滅菌後

於凝固前再加入濃縮母液調整成含有0、1、10、100及500 mg/

L菌絲萃取物的PDA，搖勻後倒入9公分培養皿中製成平板。

將長滿9公分培養皿之待測病原真菌菌株以打孔器切取直徑

3 mm 的菌絲塊置於不同濃度菌絲萃取物之培養基上培養於28 

℃不照光定溫箱，記錄菌絲生長直徑，並計算其EC50值（half 

maximal effective concentration）。測試植物病原細菌之抑制能

力時，則將單一細菌菌落塗抹於NA培養24小時，以無菌水將

菌落洗下製成懸浮液，於波長620 nm下調整濃度至吸光值為

0.3。將細菌懸浮液以玻璃噴霧器均勻噴於NA上5次，後於培養

基中央置入濾紙片（Toyo Roshi Kaisha)，並滴上30 μl濃度為

500 mg/l的菌絲萃取液，於28℃無光照下培養1天後，觀察抑制

圈的大小並記錄。實驗重複4次。

高效能液相層析（ h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d 
chromatography, HPLC）分析

內生眞菌之菌絲萃取物，進一步以填充silica gel的管柱分

離、純化。silica gel管柱先以正己烷潤洗後，再將乙酸乙酯

層的產物經2倍重量的silica gel吸附後再填入管柱。之後，以

不同比例之正己烷（H）、乙酸乙酯（E）與甲醇（M）混合

為不同極性之序列沖提液（H:E:M; v:v:v; 100:0:0、90:10:0、

80:20:0、70:30:0、60:40:0、50:50:0、40:60:0、30:70:0、

20:80:0、10:90:0、0:100:0，0:90:10、0:80:20、0:70:30、

0:30:70 和 0:0:100），由100 %正己烷開始沖提，每種沖提劑

收集2瓶各250 ml。各分層之產物經減壓濃縮後稱重定量，

取部份回溶於 100 %之甲醇溶液中，並以濾紙測定法測試抑

菌（C. higginsianum或C. gloeosporioides）活性。將有活性

之管柱層析分離樣品經減壓濃縮機縮乾後稱重定量，以甲

醇稀釋至10 mg/ml後，以HPLC 分析。HPLC分離系統為紫外

光檢測器（UV Detector），紫外光檢測器及壓力幫浦均為

Agilent 1200 型（Agilent 1200 series vacuum degasser G1322A and 

quaternary pump G1311A, Agilent, Germany），管柱採用C18管

柱（Cosmosil 5 µm, 250×10 mm）；用甲醇沖提，流速為0.5 ml/ 

min。以陣列式波長檢測器（Agilent 1260 Infinity diode array 

detector, Germany）於波長218、230及254 nm偵測標的物。收集

之沖提液以濾紙測定法測試抑菌活性。具有活性的成份則以核

磁共振光譜（Nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR）分

析其氫譜 (1H)、碳譜 (13C) 及 DEPT（Distortionless Enhancement 

by Polarization Transfer），以確定化合物的結構。

氣相層析質譜儀（G a s  C h r o m a t o g r a p h y - M a s s 
Spectrophotometer，GC-MS）分析

在 進 行 G C - M S 分 析 前 ， 首 先 將 樣 品 進 行 減 壓 濃 縮 乾

燥，視樣品量加入吡啶（pyridine）與1/4倍吡啶體積之N-甲

基-N-(三甲基硅烷)三氟乙酰胺〔N-methy-N-(trimethylsilyl) 

t r i f luoroacetamide,  MSTFA〕，於60°C下反應1個小時後，

減 壓 濃 縮 乾 燥 ， 再 以 氦 氣 吹 乾 後 ， 以 乙 酸 乙 酯 溶 解 ， 注

入 Hewlett-Packard - HP G1800A GCD Series II 之 GC-MS ( 

Agilent Technologies ) 進行分析。所使用的管柱為 DB-5MS 

（Crossbond 5% phenyl methylpolysiloxane），長度為30 m，

內徑為0.25  μm，載送氣體氦氣流速為1 ml /min，分流比

（splitting ratio）為1: 60，注射孔溫度為270℃，離子化電壓為

70 eV，質譜範圍（Mass range）m/z 為50-650 a.m.u.。所使用

的起始溫度為50℃，持溫1 min後，以15℃/min的升溫速度至

130℃，持溫10 min；續以5℃/min的升溫速度至280℃。成分鑑

定上使用National Institute of Standards and Technology（NIST）

和Wiley 7.0資料庫的質譜比對，並使用標準品進行共注射確定

之。此外，也使用Kovats indices（KI）進行比對。內生眞菌菌

株所產生的揮發性氣體，進一步亦以GC-MS分析。簡言之，

將菌株置於PDA培養基上，於28℃培養14天後。刮取約1克的

菌絲置於樣本瓶中，以石蠟膜封口後，置於60℃水浴處理30分

鐘，再以220℃預先熱脫附30分鐘的活性碳吸附針，插入瓶中

的氣相區吸附菌株所揮發的氣體30分鐘後，將吸附針注入GC-

MS，仿上述之條件進行分析。

菌絲萃取液防治白菜炭疽病害

病害防治試驗於溫室中進行，以不結球三鳳白菜為供試

植株，而供試病原菌為C. higginsianum PA01。將白菜種子均

勻灑布於10公分高之泥炭土中，續覆上薄層泥碳土，5-7天後

將發芽長出兩片新葉小苗移植至 4 吋圓形育苗盆中，每天定

時澆水，每週施用花寶2號 1,000 倍一次，4週後取生長大小一

致的植株進行試驗。供試接種源為濃度 2×105 spores/ml之 C. 

higginsianum 孢子懸浮液，另配製濃度為10與100 mg/l 的菌絲

萃取液，進行處理。試驗項目為：單獨施用菌絲萃取液；施用

菌絲萃取液2小時前，接種 C. higginsianum 孢子懸浮液；接種

2小時後，施用菌絲萃取液；以水與孢子懸浮液作為正與負對

照組。於接種 7 天後，觀察各處理組的罹病指數並計算罹病

度。罹病指數之評估方式依 Lin氏等人(22) 所發表：0 級為無

病斑；1 級為病斑面積為葉片的 0~10%；2 級的病斑分布面積

為 11~25%；3 級的病斑分布面積為 26~50%；4 級的病斑分布



面積為 51~100%。罹病度計算方式如下：

 

本實驗每一處理為3株植株， 4重複，實驗重複兩次。

統計分析

本研究所得之實驗數據以 SPSS 統計軟體進行分析，並使

用鄧肯氏分析 (Duncan's multiple range test) 各處理間之顯著性

差異 (P=0.05)。

結　　果

內生真菌之分離、鑑定

本研究自惠蓀林場內牛樟樹分離到189株內生真菌菌株；

亦自國立自然科學博物館內牛樟樹分離到35株。經形態與分子

生物學鑑定，得知來自惠蓀林場牛樟樹所分離之菌株可分成13

科22屬，其中以 Phomopsis、Colletotrichum、Pestalotiopsis、

Nigrospora、Xylaria 及 Guignardia 等六屬為主要菌相（表

一）。此外還有Botryosphaeriaceae 科的 Botryosphaeria、

Neofus icoccum、Nodul ispor ium  及 Phyl los t ic ta  等屬；

Pleosporaceae 科的 Cladosporium、Pleosporales 及 Stemphylium 

等屬；Xylariaceae 科的 Annulohypoxylon、Hypoxylon  及 

Daldinia 三屬；其他如 Corynespora、Diaporthe、Fusarium、

Physalospora、Mycoleptodiscus、Trametes、Penicillium 等

單一科屬，另外還有31株內生真菌無法以形態與分子生物學

鑑定。科博館內生真菌僅可分為7科7屬，依分離率高低依次

為 Nigrospora、Colletotrichum、Phomopsis、Guignardia、

Exserohilium、Torula 及 Rhodotorula，僅有1株無法以形態及

分子生物學鑑定。

內生真菌的菌相依取樣部位與時間而相異

比 較 惠 蓀 林 場 內 牛 樟 樹 成 熟 與 嫩 綠 枝 條 、 直 徑 1 公

分 左 右 健 康 成 熟 枝 條 與 0 . 3 公 分 以 下 嫩 綠 枝 條 內 生 菌 菌
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罹病度(Disease severity)%＝　　　　　　　　　　　　　　×100
Σ (罹病指數 × 該指數葉片總和)

總調查葉數× 4

表一、自蕙蓀林場與自然科學博物館內牛樟樹中所分離之內生真菌的種類

TABLE 1. Fungal endophytes collected from Cinnamomum kanehirae grown in Hui-sun forest and National Museum of Natural Science

Amphisphaeriaceae

Botryosphaeriaceae

　

　

　

Corynesporascaceae

Diaporthaceae

Glomerellaceae

Hypocreaceae

Hyponectriaceae 

Magnaporthaceae

Pleosporaceae

　

　

Saccharomycetaceae

Trichocomaceae

Trichosphaeriaceae

Xylariaceae

　

　

　

Sporidiobolaceae

Polyporaceae

Unknown

Total

 0 

 3 (8.6%)

 0 

 0 

 0 

 0 

 0 

 5 (14.3%)

 7 (20.0%)

 0 

 0 

 0 

 0 

 1 (2.9%)

 0 

 0 

 1 (2.9%)

 0 

 16 (45.7%)

 0 

 0 

 0 

 0 

 1 (2.9%)

 0 

 1 (2.9%)

 35

Pestalotiopsis

Guignardia 

Botryosphaeria

Neofusicoccum 

Nodulisporium

Phyllosticta

Corynespora

Phomopsis 

Colletotrichum

Fusarium 

Physalospora

Mycoleptodiscus

Cladosporium 

Exserohilum

Pleosporales

Stemphylium

Torula

Penicillium

Nigrospora 

Annulohypoxylon

Hypoxylon 

Daldinia

Xylaria 

Rhodotorula

Trametes

Fungal family Fungal genus

Number of endophytic isolates

 22 (11.6%)   

 14 (7.4%)

 3 (1.6%)

 2 (1.1%)

 2 (1.1%)

 1 (0.5%)

 1 (0.5%)

 32 (16.9%)

 22 (11.6%)

 5 (2.6%)

 1 (0.5%)

 1 (0.5%)

 1 (0.5%)

 0

 1 (0.5%)

 1 (0.5%)

 0

 1 (0.5%)

 19 (10.0%)

 2 (1.1%)

 5 (2.6%)

 3 (1.6%)

 18 (9.5%)

 0

 1 (0.5%)

 31 (16.4%)

 189

13

 7

 1

 2

 1

 1

 1

19

10

 5

 1

 0

 1

 0

 0

 0

 0

 0

10

 1

 3

 2

 4

 0

 0

11

93

 9

 7

 2

 0

 1

 0

 0

13

12

 0

 0

 1

 0

 0

 1

 1

 0

 0

 9

 1

 2

 1

14

 0

 1

20

96

Hui-sun forest (year)

Combined 
(2010)

Mature 
(2011)

Young 
(2011)

Museum 
(2010)



相 分 布 ， 結 果 得 知 ， 兩 枝 條 中 的 內 生 真 菌 菌 相 數 目 差 異

不 大 。 然 某 些 屬 內 生 真 菌 僅 能 自 成 熟 枝 條 處 分 離 ， 包 括

Neofusicoccum、Phyllosticta、Corynespora、Fusarium、

Physalospora及Cladospor ium；反之Mycoleptodiscus、

Pleosporales、Stemphylium、Trametes  及 Penicillium  則

只 能 自 嫩 綠 枝 條 處 被 分 離 （ 表 一 ） 。 另 比 較 不 同 採 樣 時

期 牛 樟 樹  內 生 真 菌 菌 相 與 氣 候 環 境 之 關 係 ， 結 果 顯 示 除 

Pestalotiopsis、Colletotrichum、Nigrospora 及 Phomopsis 等

4 屬 為 全 年 出 現 之 菌 相 外 ， 其 餘 各 時 間 所 分 離 之 菌 相 有 明

顯不同。Corynespora、Fusarium、Stemphylium、Trametes 

及 Annu lohypoxy lon  屬於4月份被分離；Phy l lo s t i c ta、

Mycoleptodiscus、Cladosporium、Pleosporales 及 Penicillium 

於1月份被分離；Nodulisporium 及 Physalospora 則於8月份被

分離。

篩選、測試內生真菌之拮抗能力

用平板對峙培養法測試後發現：牛樟樹組織中所分離

224株內生真菌，僅有6株（CKL005、CKS008、CKS013、

CKB004、CKB006及CKB007），對C. gloeosporioides NG8-3、

B. cinerea GBS1-104 及 F. oxysporum f. sp. lilii Fol-41具生長抑

制效果。依ITS核苷序列之比對結果卻無法得知CKL005菌株

可能的屬與種。依LSU核苷酸序列進行比對，CKL005 菌株與 

Colletotrichum asianum (JN940407)、CKS008 與 Pestalotiopsis 

f o e d a n s  ( J N 9 4 0 8 3 4 ) 、 C K S 0 1 3  與  C .  g l o e o s p o r i o i d e s 

(AJ301972)、CKB004 與 C. nymphaeae (JN939911) 及CKB007 

與 Rhodptorula sp. (FJ896010) 之相似度最高。CKB006 菌株以

LSU比對後，無法確定所屬。然而，CKB006之ITS核苷序列之

與 Torula caligans (JQ246356) 之相似度最高。

內生真菌CKL005、CKS008、CKS013及CKB004菌株可抑

制供試之8株植物病原真菌與1株卵菌菌絲生長（表二）。其中

抑制指數最佳為CKL005菌株，其次為CKS008菌株。CKB006

與CKB007兩菌株對供試植物病原菌的抑制效果不顯著。之

後試驗則以CKL005為主。生理測試顯示：CKL005最適生長

溫度範圍介於24-32℃，最佳酸鹼值 pH 6~6.5。於 Czapek's

液態培養基中，以 glucose 或 sucrose 為主要碳素源，可明

顯促進CKL005生長。其餘測試碳素源 (Raffinose、Xylose、

Trehalose、Rhamose 及 Fructose) 皆無促進菌絲生長之效果(圖一

A）。CKL005培養於PDA上對 C. gloeosporioides 生長抑制率

（55.9%）比在 Czapek's 上較佳。於固態 Czapek's 培養基中，

以glucose （53.0%）或 maltose（52.4%）為主要碳素源，亦有

相當之抑制生長效果（圖一B）。改變 Czapek's中之氮素源，

對CKL005之生長無顯著影響，且各氮素源間無明顯差異（圖

一C）。對 C. gloeosporioides 菌絲生長抑制率，亦較於在PDA

上為低（圖一D）。綜合而言，CKL005培養於PDA上，生長與

抗生活性均比在合成培養基Czapek's上效果較好。在合成培養

基中，若以maltose + (NH4)2SO4、maltose + CO(NH2)2 及 maltose 
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表二、內生真菌對植物病原真菌生長之抑制效果

TABLE 2. The inhibition index of fungal endophytes against phytopathogens

1 Inhibition index：0: no inhibition zone; 1: ≦10 mm; 2: between 10 and 15 

mm; 3: ≧15 mm.

Botrytis cinerea 

Alternaria brassicicola 

Fusarium oxysporum f. sp. lilii 

F. oxysporum f. sp. lycopersici 

F. oxysporum f. sp. tracheiphilum 

Colletotrichum gloeosporioides 

C. higginsianum 

Rhizoctonia solani 

Phytophthora capsici 

1

1

1

1

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

1

1

1

1

1

1

1

2

1

2

3

1

2

1

Phytopathogen
Inhibition index 1

CKS008 CKS013CKL005 CKB004 CKB006 CKB007

圖一、不同碳氮素源對內生真菌CKL005菌株生長 (A、C和E) 及對芒果

炭疽病菌抑制率 (B、D和 F) 的影響。

Fig. 1. Effect of different carbon and nitrogen sources on biomass (A, C, and 

E) and bioactive of enfophytic fungi CKL005 against the causal agent 

of mango anthracnose, Collectotrichum gloeosporioides NG8-3. (B, 

D, aand F); G = glucose; F = fructose; L = lactose; S = sucrose; M 

= maltose; T = trehalose; R = raffinose; X = xylose; Rh = rhamnose; 

SN = Sodium nitrate; AC = Ammonium chloride; AS = Ammonium 

sulfate; Ur = Urea; Dh = Diammonium hydrogen phosphate; AN = 

Ammonium nitrate; His = histidine; Arg = arginine; Ala = alanine; 

Glu = glutamate; Gly = glycine; Asp = aspartic acid; PD = potato 

dextrose medium as positive control; CK = Czapek’s medium as 

negative control.



+ NH4NO3 為主要碳及氮素源，對 C. gloeosporioides 生長抑制

率則分別可達54.8、51.6、52.0及48.6 %（圖一E和F）。綜合上

述結果，並考量不同配方之效果及其來源簡便，後續分析及培

養實驗仍以PDA為主要培養基。

鑑定CKL005菌株

CKL005菌株於PDA平板上生長緩慢，菌落初呈現米色至

米黃色，底部則呈現黃褐色至橘紅色色素。菌落形狀近乎圓

形，隨培養時間增加菌落會變成深褐色至灰褐色並產生分生孢

子。孢子形態為短橢圓形、一端略尖的橢圓形及較長的桿狀。

孢子大小為13.24 × 5.29 µm，範圍與Colletotrichum屬的接近。

比較CKL005與Colletotrichum屬之C. musae、C. siamense、C. 

asianum及C. fructicola的菌落生長形態並不完全相同。CKL005

菌絲生長速度與 C. asianum 類似，但較其它Colletotrichum屬

真菌緩慢。

以ITS序列進行比對，無法判別CKL005之種類。續以

LSU (D1/D2) 、ACT、TUB2 及 GPDH 進行增幅與定序。結

果顯示：CKL005之LSU rDNA D1/D2序列與Colletotrichum 

asianum（JN940407.1）的相似度達99%；CKL005之 ACT 序

列與C. hippeastri（GQ856788.1） 的相似度達91%；CKL005

之β-tubulin序列與Microsphaeropsis proteae（JN712651.1）

的相似度達82%；CKL005之GPDH序列與C. gloeosporioides 

（HQ846744.1） 的相似度達97%。進一步以近鄰結合法 (NJ) 

分析 CKL005之ITS、LSU及ACT與GenBank中的Glomerellaceae

科但不同屬菌株之親緣性。ITS序列親緣性分析結果顯示：

CKL005與Glomerellaceae科各屬可區分為兩個不同的族群，未

具有明顯親緣關係 （圖二A）。在LSU D1/D2序列親緣性分析

結果得知，CKL005 菌株雖與Colletotrichum屬歸屬同一分子

群，親緣性較相近，但可信度僅59 %，且其中有兩株不同屬的

Australiasca queenslandica與Cylindrotrichum gorii也歸屬於同

一分子群（圖二B）。而ACT序列的親緣分析結果指出，菌株

CKL005菌株落在Glomerellales目中的菌株群，與C. musae的親

緣關係最近，bootstrap值為100 %（圖二C）。

CKL005菌株之抑菌成分分離與分析

CKL005菌絲體與發酵液經乙酸乙酯初歩萃取後，僅菌

絲萃取物具抑制C. gloeosporioides菌絲生長效果（EC50＞

7.84 mg/l），而發酵液萃取物之抑制效果不佳（EC50＞100 

mg/l）。CKL005菌絲萃取液對供試植物病原細菌（Erwinia 

carotovora subsp. carotovora、Xanthomonas campestris pv. 

campestris、Ralstonia solanacearum）均有抑制效果，抑制

圈介於25–43 mm。菌絲萃取液亦可抑制部分但非所有植

物病原真菌之生長。CKL005菌絲萃取液對 F. oxysporum f. 

sp. lilii、F. oxysporum  f. sp. lycopersici、F. oxysporum f. sp. 

tracheiphilum及R. solani AG4抑制效果並不顯著（EC50＞500 

mg/l）。對P. capsici之生長抑制效果亦不顯著 （EC50＝282.53 

mg/l）。然而，菌絲萃取液對B. cinerea、A. brassicicola、C. 

gloeosporioides及C. higginsianum的抑制效果良好，其EC50值分

別為50.7、17. 6、7.8及14.4 mg/l（表三）。

CKL005菌絲經乙酸乙酯萃取，管柱層析後，取部份回溶

於 100 % 甲醇中。調節其濃度為100 mg/l後，以濾紙測定法測

試對C. gloeosporioides及C. higginsianum生長抑制效果。結果

得知：沖提液比例為90 %乙酸乙酯與10 %的甲醇的分離部，對

兩植物病原真菌生長有抑制效果。將有活性之分離部經HPLC

進一步分離，收集滯留時間（retention time）24、25、27及35

分鐘時之4個沖提液，減壓濃縮後再以濾紙測定法，測試其對

兩植物病原真菌生長抑制情形，結果發現，只有35分鐘沖提

液（fraction 4）具有抑制效果（圖三）。根據NMR分析結果

得知：35分鐘沖提液可能含有糖苷鍵結、脂肪酸及雙環鍵結
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圖二、使用近鄰結合法分析CKL005菌株於ITS領域（A）、LSU rDNA 

D1/D2（B）、Partial actin （C）序列與其他同屬或同科真菌之親

緣性。

Fig. 2. Phylogenic relationships of the fungal endophyte CKL005 collected 

from Cinnamomum kanehirai based on the conserved rDNA internal 

transcribed spacer ITS）(A), large-subunit (LSU) D1/D2 regions (B), 

and partial actin genes to other fungi belonging to Glomerellales, 

whose sequences are available in the database. Their accession 

numbers are shown in parentheses. The phylograms were constructed 

by neighbor-joining analyses.



化合物。進一步將此沖提液先行衍生化處理後，進行GC-MS

分析。將其圖譜所呈現的波峰 >1.0 % 積分面積與NIST資料

庫進行比對，發現與下列物質相似：類萜類之β-胡蘿蔔素

（β-carotene，滯留時間32.33 min）、脂肪酸類之單棕櫚甘油

酸（glycerol 1-palmitate，31.58 min）、固醇類之乙酸去氫皮質

醇（prednisolone acetate，42.98 min）、麥角固醇（ergosterol，

44.03 min）、酯類的蟾蜍他靈（gammabufotalin，32.43 min）、

固醇類之皮質類固醇（hydrocortisone acetate，31.08 min）、

糖苷類之洋地黃毒苷（digitoxin，31.33 min）酯類之吉勃素

（gibberellin，28.61 min）。其中又與蟾蜍他靈具有最高的積分

面積。

鑑定CKL005所產生之揮發性氣體

CKL005與C. higginsianum對蓋處裡（plate-to-plate assays） 

5天後，C. higginsianum的生長並未有明顯受抑制，然菌落生

長的形態則明顯不同。C. higginsianum可能受到CKL005菌株

所產生之揮發性氣體影響，菌落顏色呈現較淡的粉橘色。持

續培養15天之後，C. higginsianum菌絲生長則明顯受到抑制，

且菌落顏色呈現黑色。以打孔器切取菌落外圍6片菌絲塊（直

徑3 mm）移至新的PDA平板進行培養，則無法再長出菌絲。

因為CKL005與C. higginsianum培養於不同的平板上，未有實

體的接觸，因此推測CKL005可能產生有毒的氣體，而對C. 

higginsianum具有致死的作用。

以 G C - M S 分 析 C K L 0 0 5 所 產 生 揮 發 性 氣 體 ， 結 果 得

知其主要成分為octame thy l - cyc lo t e t r a s i bxane  ( 12 . 1%)、

2 , 5 - c y c l o n e x a d i e n - 1 - o n e  6 - b i s  ( 1 , 1 - d i m e t h y l e t h y l ) - 4 -

methylene (7.5 %)、decamethyl-cyclopentasiloxane, (7.2 %)、

2-(triethylsilylethynyl)bromobenzene (6.7%)、4-isopropyl-5-

methylhexa-2,4-dien-1-ol (6.3%)、1-methylrthenyl-benzene 

(6.0%)及2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol (butylated 

hydroxytoluene)  (6 .0%)。此外，還有少量常見的揮發精油

成分：trans-opinocarveol（1.3%）與酯類[bis](trimethylsilyl)

oxy[phosphinyl]acetic acid trimethylsilyl ester（3.8%）、benzoic 

acid 2,6-bis(trimethylsiloxy)-trimethylsilyl ester（2.2%）及

4-hydroxy-4-methyl hex-5-enoic acid, tert-butylester（2.1%）等

（表四）。

   

CKL005菌絲萃取物對溫室中白菜炭疽病發生之影響

在溫室防治試驗中顯示，施用不同濃度菌絲萃取液，白菜

未呈現藥害徵狀。接種 C. higginsianum 孢子懸浮液之白菜植

株，罹病度高達52. 8 %。但是，施用菌絲萃取液者，其病徵明

顯減弱且罹病度均較低。先施用10或100 mg/l 菌絲萃取液於白

菜植株上，2小時之後再接種孢子懸浮液，植株罹病度大約為

25.0%。若先接種孢子懸浮液，再施用10或100 mg/l 菌絲萃取

液，植株之罹病度分別為11.1%與19.4%（圖四）。

  

討　　論

從惠蓀林場內牛樟樹分離到189株內生真菌，分屬於13科

22屬；自國立自然科學博物館內牛樟樹分離到35株，分屬於

7科7屬，初步顯示生長環境可能影響牛樟樹內生真菌菌相變

化。根據內生真菌的分類規則(31)，得知惠蓀林場中的牛樟內生

真菌有2科屬於第1群，2科屬於第2群，其餘9科皆屬於第3群；

而分離自科博館的牛樟內生真菌則皆屬於第3群，第3群的內生

真菌在寄主內部拓展較受限制，僅能於寄主植物枝條上纏據，

但其多樣性高且對環境變化較能適應，故其分離率相對較高。

根據前人研究報告顯示，內生真菌的菌相會受到人為活動的影

響而有所差異(4)。比較採集地環境，惠蓀林場內的牛樟樹生長
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表三、內生真菌CKL005之菌絲萃取物對植物病原真菌生長之抑制效果

與EC50值

TABLE 3. The inhibition rate and EC50 of mycelial extrat of fungal 

endophytes CKL005 to mycelial growth of fungal phytopathogens

1 Inhibition rate (%) = [(mycelial growth of pathogen on PDA) – (mycelial 

growth of pathogen on treatment)/ mycelial growth of pathogen on 

PDA]×100 (%)

Botrytis cinerea 

Alternaria brassicicola 

Fusarium oxysporum f. sp. lilii 

F. oxysporum f. sp. lycopersici 

F. oxysporum f. sp. tracheiphilum 

Colletotrichum gloeosporioides 

C. higginsianum 

Rhizoctonia solani 

Phytophthora capsici 

60.9

65.9

23.4

29.4

23.2

79.4

75.9

24.4

42.6

 65.2

 71.0

 30.6

 37.1

 23.7

100.0

 78.3

 36.3

 51.3

 50.66±0.08

 17.56±0.07

>500

>500

>500

  7.84±0.09

 14.39±0.07

>500

282.53±0.07

40.3

47.9

25.4

22.2

19.6

60.0

52.5

 9.9

27.8

14.1

27.2

 4.8

 4.4

10.2

19.7

17.6

 9.4

 5.7

Phytopathogen
Inhibition rate (%) of mycelial extract1

10 1001 500 (mg/L) EC50 (mg/L)

圖三、高效能液相層析分析之分離部對病原菌菌絲生長抑制結果。A: 

芒果炭疽病菌；B: 白菜炭疽病菌。

Fig. 3. Antagonistic effect of mycelium extracts against Colletotrichum 

gloeosporioides NG8-3 (A) and C. higginsianum PA01 (B). 

Mycelium extracts were separated by HPLC and four fractions were 

collected, placed on paper discs, and tested for inhibitory activities.



於半人工林，氣候條件與人工栽培環境不同於博物館內的牛樟

樹。再者，林場種植之牛樟樹可能提供內生真菌較多傳播的途

徑，內生真菌可藉寄主本身與不同植物接觸或由不同媒介將其

攜帶進入寄主，進而增加寄主體內菌相之多樣性。自原始與生

物多樣性較高的森林區或熱帶雨林區，所分離的內生真菌也較

具多樣性(39)。

此外，內生真菌於牛樟樹不同部位的菌相也不同，顯示，

除外在環境可影響菌相外，內在環境亦可能影響內生真菌菌

相。寄主內部環境與外部生態環境之氣候條件，包括溫度、濕

度、熱帶、溫帶、沙漠、臨海區或森林區等，能影響內生真菌

族群的分布與多樣性(8)。兩種內生真菌 Rhabdocline parkeri 與

Phyllosticta sp. 可存在於花旗松（Pseudotsuga menziesii）的

針葉中，但於嫩枝上卻無法被分離得到(34)。此外，Bayman氏

等學者(4) 指出Xylaria屬內生真菌於植物開花結果後的種子部

位分離率為8%，而於枝條之分離率可高達54%。Li氏等學者
(20) 更指出棗樹於不同生育期，如越冬、發芽、開花及結果等

時期，其內生真菌菌相差異大。證實了同一寄主植物的不同部

位，由於內部組成或功能性不同，分布的菌相差異很大，推測

原因為內生真菌與植物組織具有專一性，植物組織營養環境

差異會限制某些內生真菌的消長。本研究於不同時間點採集

牛樟樹枝條比較溫度對內生真菌之消長，只有Pestalotiopsis、

Colletotrichum、Nigrospora及Phomopsis等4屬可於全年被分

離，其餘各時間所分離之菌相明顯不同。Colletotrichum、

Phomopsis、Phyllosticta及Xylaria這類溫度適應範圍較廣，且

生長速度較快的內生真菌屬被分離機率較高(17)。Wei氏等人(46) 

亦指出Pestalotiopsis屬的真菌，可廣泛分布於熱帶與亞熱帶，

在多種不同植株上能被分離，包括印度的紅樹（Rhizophora 

apiculata）、巴西的椰子（Cocos nucifera）及中國大陸的16種

不同作物上。此外，Nigrospora屬的真菌亦為常見內生真菌，

廣泛存在於不同環境中，該屬真菌亦可存在於海洋(51)。由於該

四屬內生真菌具有生長快速、溫度適應範圍較廣及寄主範圍廣

的特性，因此可能會以較高密度族群存在於植物體內。 

測試內生真菌對植物病原菌之拮抗活性，僅篩選出6株具

抑制病原菌生長能力的菌株，分別為惠蓀林場與科博館各三

株，該6株菌株對9種植物病原菌菌絲生長的抑制效果也有不

同。根據Tejesvi氏等人(41) 指出欖仁（Terminalia arjuna）中的

Pestalotiopsis同屬或來自同種植物內之菌株，其拮抗能力也有

極大差異。Zhao氏等人(53) 亦提出，不同地區之同種寄主所分

離的內生真菌，於有效物質的產生或累積亦有高度差異性。雖

然自牛樟樹中分出的內生真菌，大多數並未具拮抗病原菌的能

力，然後續或可針對其他功能性進行測試，如誘導作物抗病或
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圖四、於溫室條件下評估內生真菌CKL005菌株菌絲萃取液防治白菜炭

疽病之效果。

Fig. 4. Effect of mycelial extract (ME) from fungal endophyte CKL005 on 

controlling anthracnose of Chinese cabbage caused by Colletotrichum 

higginsianum PA01 in green house. [W = water control; P = Pathogen 

(PA01) control; A and B = spraying plants with PA01 after treatment 

with 10mg/L (A) or 100 mg/L (B) of ME for 2 hr; C and D = spraying 

plants with 10mg/L (C) or 100 mg/L (D) of ME after treatment with 

the pathogen (PA01) for 2 hr.]

表四、CKL005菌株所產揮發性氣體之成分分析與相對含量

TABLE 4. Volatile compounds released by the CKL005 isolate.

1 RT, Retention time
2 KI, Kovat's index in relation to n-alkanes（C9-C24）after separation in a DB-

5MS column.
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3.77

1.01

1.79
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是促進植物生長等。

自惠蓀林場所分離的CKL005菌株拮抗病原菌的活性最

佳，然該菌株於PDA平板上生長緩慢。依孢子形態、LSU及

Actin基因序列顯示，CKL005菌株與Colletotrichum屬的真菌較

具親緣性。然ITS序列分析指出，CKL005菌株與Colletotrichum

屬菌株之分子親緣性較遠。ITS序列常用於鑑定真菌的屬與

種，在分類鑑定上是相當有用的高保留度基因區域。然某些真

菌種類不能以ITS序列區別，如Xie 氏等人(49) 報告草莓上兩種

炭疽病菌C. gloeosporioides與C. acutatum無法藉由ITS序列區

分。根據CKL005孢子形態特性與LSU和Actin基因序列分析結

果，推論菌株CKL005可能屬於Glomerellales目，Glomerellaceae

科下之Collrtotrichum屬，至於種目前無法確定。

CKL005菌株的最適生長溫度介於24-32℃，當溫度達36℃

時菌絲生長明顯變慢。CKL005在溫度32℃時菌絲生長直徑最

大，然菌絲生長形態卻明顯與低溫不同，菌絲較為稀疏且顏色

呈現明顯褐白相間輪狀。前人研究報告指出，炭疽病菌的菌絲

生長直徑與菌絲體的乾重並不一定成正比，所以最適溫度除測

量菌絲生長直徑外，仍須考慮生長形態、產孢情形及菌絲量
(54)。CKL005菌株乃自牛樟幼嫩枝條中所分離，綜而言之，其

最適生長、產孢溫度及酸鹼值均與前人對於Colletotrichim屬真

菌之研究結果甚為相近(45, 54)。

於Czapek's培養基中，以D-glucose或sucrose當作碳素源

可增加CKL005菌絲生長量，然PDB培養結果卻比任何碳素源

佳。Colletotrichim屬之菌株對於碳素源的利用並不相同，碳素

源的利用除能促進菌絲生長，亦可能影響產孢。Hegde氏(15) 證

明檳榔炭疽病菌（C. gloeosporioides）菌絲生長最佳碳素源為

右旋葡萄糖（dextrose）與蔗糖；而Sangeetha氏(33) 則指出芒果

炭疽病菌菌絲生長的最佳碳素源為甘露糖、葡萄糖及蔗糖，但

以麥芽糖作為碳素源能有效增加病原菌的產孢量。而在固態培

養實驗中，得知菌株在添加不同碳素源培養基上之抗生活性明

顯不同。本研究也發現glucose與maltose能促進CKL005之拮抗

作用。一般真菌利用糖類的順序為葡萄糖、果糖、蔗糖、最後

才是麥芽糖，然CKL005於添加果糖與蔗糖的培養基中菌絲生

長較麥芽糖差，對病原菌的抑制率亦較麥芽糖低。在氮素源添

加培養基中的菌絲生長量差異不顯著。添加不同氮素源對病原

菌抑制效果也未顯著増加。前人研究指出真菌生長常會因氮

素源添加的不同而有差異，此外某些氮素源無法被利用，如C. 

gloeosporioides無法利用亞硝酸鉀/鈉(9)；而C. indicum在含有硫

酸銨或尿素的培養基上則會生長不佳(30)，顯示並非所有氮素源

都可被利用。

試驗結果得知：相較於發酵液，由CKL005菌絲體所萃取

之物質，具有較佳抑制病原菌生長的效果。可能因為CKL005

於液態培養下無法大量誘導拮抗物質排出體外所致。然而，

於固態培養下，CKL005可表現抑制能力，顯示菌體內某些拮

抗物質可分泌出體外。許多真菌的有效成分，如多醣體，主

要儲存於細胞內，無法以液態培養的方式分泌到胞外(52)。推測

CKL005之有效代謝產物，並非全屬二次代謝產物，可能對菌

體仍有某種用途而被保留於菌體內。綜而言之，CKL005菌絲

萃取物對4種供試病原細菌皆有抑制效果；然對9種供試株病原

真菌抑制效果差異大，其對植物葉部與貯藏病原菌的抑制效果

較佳，但對土壤傳播病原菌較差。

菌絲之乙酸乙酯萃取物經管柱層分離純化，以90 %乙酸乙

酯與10 %甲醇所沖提之分離部，對芒果與白菜炭疽病菌有顯著

抑制效果。以較高極性的甲醇來萃取菌絲，所得之萃取物對病

原菌菌絲生長並無抑制作用（結果未顯示）。雖然經HPLC分

離、純化後，能得到具有抑制芒果炭疽病的分離液，然相較於

粗萃取液，其抑菌效果明顯偏低。粗萃液對芒果與白菜炭疽病

菌菌絲生長之EC50大約介於7.8–14.4 mg/l，而分離部物質對兩

種炭疽病菌菌絲生長之EC50均高於500 mg/l。顯示：菌絲粗萃

取液中含有多種有效抑菌成分，對抑制病原菌絲生長具有協力

作用，即混合狀態的萃取物較純化沖提後分離所得物質抑菌效

果強。

根據1H、13C及DEPT NMR與GC/MS可知分離部4 （retention 

time 35分鐘）包括多種混合物。NMR分析顯示此化合物中可

能含有糖苷鍵結、脂肪酸及雙環鍵結物質。進一步以GC-MS分

析比對，得知主要成分為類萜類之β-胡蘿蔔素（β-carotene）

與對水中魚類極具毒性的脂肪酸類單棕櫚甘油酸（glycerol 

1-palmitate）。其餘分析所得化合物皆具抗菌作用，如二種

固醇類中的乙酸去氫皮質醇（prednisolone acetate）與皮質類

固醇（hydrocortilsoreacetate）可作為藥物使用。乙酸去氫皮

質醇可使用於眼部與皮膚，具有良好的消炎及抗菌作用，

皮質類固醇則是皮膚抗菌用藥，此兩類物質目前皆為人工

合成為主，並未有以微生物生產之例子；另外一類固醇類為

麥角固醇（ergosterol），屬天然固醇類，常存於菇類（牛樟

芝、巴西蘑菇及冬蟲夏草等）、真菌（Claviceps purpurea 

Tulasne）或酵母菌（Saccharomyces cerevisiae）細胞膜中，

是維生素D 2的中間體，經照光或熱可生成維生素D2，目前

對於麥角固醇的研究著重於其強抗氧化能力及對前列腺癌細

胞株具有強抑制活性的研究(32)。分析得知：有效成分中以酯

類蟾蜍他靈（gammabufotalin）的相對面積百分比最高，此

一化學物質為蟾蜍耳後腺及皮膚腺所分泌的白色漿液的成分

之一，可由蟾蜍提取，對多種人體病原菌皆有抑制作用，也

具抗癌功能(2)。近來，有研究顯示在藥用植物百合科之海蔥

（Urginea maritima L.）中亦可萃取出蟾蜍他靈，且具有抗

赤擬穀盜幼蟲（Tribolium castaneum）之作用(26)。另成分中

亦分析到醣苷類的洋地黃毒苷（digitoxin）可存在於玄參科

（Scrophulariaeeae）洋地黃（Digilalis Purpurea L.）植物中，

功能為增加心臟收縮力與改進心肌張力，由於該物質具細胞毒

性，可抑制癌細胞，效果十分顯著(22)。

除上述成分外，分析中亦得知分離部4的物質中含有屬

酯類生長素的吉勃素（gibberellin , GA）。多種真菌皆能產生

GA，如引起水稻徒長病的Gibberella fujikuroi，GA能促進莖葉
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生長，增加作物產量，但亦會抑制根部的生長(6)。CKL005菌絲

萃取物可提高白菜種子發芽率，並增加小苗的淨重。這可能與

CKL005能夠產生GA的能力有關。David氏(11) 研究指出，經GA

處理之43種澳洲西部原生植物的種子，均能提高其發芽率。內

生真菌所產生的活性物質與寄主種類有關，例如存活於種子內

的內生真菌具有分泌生物鹼（alkaloids）的特性，尤其是能避

免昆蟲或動物取食的生物鹼(10)。本研究所調查的對象牛樟木，

本身具有多種的芳香醇類、酯類及木酚素類等，這些成分常有

天然抗菌作用，而與其共生的內生真菌必需能抵禦這類物質。

然而，目前從CKL005菌株所分析到的活性化合物與牛樟樹本

身的成分似無相關性。

CKL005菌株亦可產生揮發性氣體抑制病原菌菌絲生長。

經GC/MS分析比對之後，得知其揮發性氣體中包括多種成分。

其中[bis](trimethylsilyl)oxy[phosphinyl] acetic acid trimethylsilyl 

ester 及 decamethyl -cyclopentasiloxane,是常見的含矽化學溶劑，

可用於化妝品添加與其他（乾洗劑、消泡劑、農藥界面活性

劑）工業上的應用。這類物質極易釋放於環境中，也可能進入

真菌細胞中。此類揮發性氣體亦曾在蟲生真菌（Paecilomyces 

cicadae）中被偵測到(21)。CKL005菌株所產生之揮發性氣體

含高量的八甲基環四硅氧烷（octamethyl-cyclotetrasibxane）。

此物質會揮發至空氣中，並存於土壤與生物體內。報告曾指

出：某些汙泥中的細菌（Pseudomonas sp.）可以八甲基環四

硅氧烷為唯一的碳源(1)。CKL005菌株所產生之揮發性氣體中

包含BHT (butylated hydroxytoluene) 類抗氧化劑，其中之一為

2,5-cyclohexadiene-1,4- dione,2,6-bis(1,1-dimethylethy)。此物質

屬脂溶性抗氧化劑，可添加於食品中，具有殺菌作用，在藥

用植物菊科植物中的天山雪蓮（Saussurea involucrata）與八

楞木（Saussurea japonica）皆有此成分存在(50)。CKL005菌

株所產生之揮發性氣體中含有3,6,7-thimethoxy-isobenzofuran-

1(3H)-one，是一種芳香呋喃環化合物（isobenzofuran）類的抗

氧化劑，且具有很強的抗菌功能。從德國鳶尾（Terminalia 

morobensis）分離到之內生真菌 Pestalotiopsis microspore 也產

生類似之1,3- dihydro isobenzofuran (Pestacin)，抑制 Pythium sp. 

的生長(38)。

CKL005菌絲萃取液施用於白菜後，皆能有效降低炭疽病

罹病度。試驗結果顯示：接種後施用菌絲萃取液的防治效果

較為明顯，推測可能原因為，CKL005菌絲萃取液無法有效地

殘存於植株上，導致先施用萃取液植株防治效果較差。也可

能CKL005菌絲萃取液必需直接與病原菌孢子接觸才有抑制效

果。CKL005菌絲萃取液於自然界中的穩定性，有待進一步測

試。

由於真菌擁有培養容易、生長週期短、培養成本低廉等優

點，具有開發成新型藥物或萃取與寄主相同有效成分的應用潛

力(39)。且內生真菌可能參與植物產生代謝物的途徑，並產生與

其寄主植物類似的衍生物或者相同的生物活性物質。牛樟樹

不僅為台灣本土特有且稀有的闊葉樹種，本身能產生多種生

物活性物質，在自然界更為有多種藥用活性牛樟芝之主要寄

主(18)。本試驗成功篩選出具有產生抑菌揮發性氣體與拮抗作用

的CKL005菌株，而主要抗菌物質應該屬類固醇、酯類及糖苷

類。於溫室試驗中，CKL005菌株菌絲萃取物不僅能有效提高

白菜種子發芽率與幼苗重量，且降低白菜炭疽病罹病度
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ABSTRACT
Wu, S. Y., Chen, Y. J., Chung, W. C., and Chung, W. H.  2017. 

Diversity of fungal endophytes in Cinnamomum kanehirae in Taiwan 

and control assessment on crop diseases. J. Plant Med. 59(3): 13-25.

Cinnamomum kanehirai  (Syn.  C. micranthum )  i s  an 

indigenous arbor in Taiwan. The objectives of this study are to 

investigate the distribution and diversity of fungal endophytes in C. 

kanehirai and environmental factors influencing their diversities, and 

to identify strains that have bioactivity against plant pathogens. Of 

224 fungal endophytes isolated from C. kanehirai trees grown in two 

different locations, 189 were from Hui-Sun Forest, Nantou, Taiwan, 

belonging to 13 families and 22 genera and 35 from inside the 

National Museum of Natural Science, Taichung, Taiwan, belonging 

to 7 families and 7 genera. It appears that fungal endophytes have a 

higher diversity in trees grown in natural habitats. The diversity was 

also observed in the samples collected from different tissues of the 

same tree. Of 224 isolates examined, only 6 displayed antagonistic 

activities against Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea, 

and Fusarium oxysporum f. sp. lilii. Among them, CKL005 had the 

most impressive ability to suppress additional pathogens, including 

Phytophthora capsici, Alternaria brassicicola, F. oxysporum f. sp. 

lycopersici, F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, C. higginsianum, 

Rhizoctonia solani, Erwinia carotovora subsp. carotovora, 

Xanthomonas campestr is  pv .  campestr is ,  and Ralstonia 

solanacearum. Judging from morphological and phylogenetic 

analyses, CKL005 was likely a Colletotrichum sp. Ethyl acetate 

extracts derived from mycelia but not culture filtrate displayed strong 
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antagonistic activities. Purification and analysis through silica gel, 

HPLC, NMR and GC/MS revealed that the bioactive components 

contained β-carotene, glycerol 1-palmitate, prednisolone acetate, 

ergosterol, hydrocortilsore acetate, gammabufotalin, digitoxin, and 

gibberellin with gammabufotalin being the highest. In addition, 

CKL005 could produce volatile 2,5-cyclohexadiene-1,4- dione,2,6-

bis(1,1-dimethylethy)-2,6-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol 

and 3,6,7-thimethoxy-isobenzofuran-1(3H)-one, which were likely 

toxic to plant pathogens. CKL005 mycelial extracts could promote 

the germination of cabbage seeds and increased seedling fresh 

weight. Most importantly, spray application of CKL005 mycelial 

extracts onto cabbage seedlings before or after inoculation of C. 

higginsianum effectively reduced disease severity.

Keywords: fungal endophyte, bioactivity, secondary metabolites, 

biocontrol


