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摘  要：采用传统组织培养法从银杏根、叶片和茎中分离内生真菌，以相对频率作为指标分析其多样性，通过

显色反应、薄层层析(TLC)、高效液相色谱(HPLC)等方法对内生真菌的发酵产物进行初步分析，筛选能够产黄酮类物

质的内生真菌，并通过分光光度法测定总黄酮产量；同时根据菌株的形态学特征，结合真菌 rDNA的居间序列(internal 

transcribed spacer, ITS)的系统进化分析进行菌株鉴定。结果表明：共分离得到 217株内生真菌，分属于 5纲、8目、

10科、13属；经初步筛选，2株分离自根组织的内生真菌 GF111和 GF521具有产黄酮类化合物的能力，发酵液总黄

酮产量分别为(14.50 ± 1.30) mg/L和(21.10 ± 1.30) mg/L；初步鉴定 2株产黄酮内生真菌 GF111和 GF521分别为卷枝毛

霉 Mucor circinelloides和尖镰孢菌 Fusarium oxysporum。可见，内生真菌在银杏不同部位在数量、种群及其组成上存

在着较大差异，并且菌株 GF111 和 GF521 产黄酮能力较高，可作为生物发酵生产黄酮类物质的备选菌株。本研究为

更好地开发和保护银杏资源提供了依据。 
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植物内生菌是指生活史部分或全部定殖于活体健

康植物组织内，而不引起植物明显病害的微生物[1]。

植物内生菌广泛分布于植物体的根、茎、叶、花、果

实和种子等器官组织的细胞或细胞间隙中。在不同环

境条件和生长阶段的植物组织中，内生菌的种类、数

量不同，而且在植物中的分布也不相同。植物内生

菌不仅将植物作为其栖息场所，而且对宿主植物具

有多种有益作用，例如，固氮(主要是内生细菌)、
促生长(如分泌 IAA 等植物生长激素物质)、抗逆境
(如干旱等)[2]、抗动物(昆虫、线虫、食草哺乳动物
等)摄食[3]、抗病原真菌和细菌以及他感[4]等作用。近

些年来，内生菌不仅在农牧业生产和环境净化领域有

良好应用效果，而且在植物病虫害防治、新型无公害

农药研发、保持植物微生态系统的生物多样性以及维

护农田生态平衡等方面都得到了广泛应用[5]。 
银杏 Ginkgo biloba L.，又名白果，是仅存的孑遗

植物之一，也是世界上传统而珍贵的药用植物资源。

银杏中的药用成份主要是黄酮类和内酯类化合物[6]。

黄酮类化合物是一类天然多酚化合物，具有抗氧化、

清除自由基的功效，目前已证实其对动脉粥样硬

化、骨质疏松症、糖尿病和某些癌症都有一定的治

疗效果[7]。研究表明，植物内生菌能够产生与宿主相

同或相似成分的活性物质[8]。近几年，钱龙等[9]、韩

晓丽等[10]及 Qiu 等[11]都从银杏中分离出多株产黄酮

类物质的内生真菌，但黄酮类物质的产量较低。本研

究以药用植物银杏为研究对象，拟从其各部位分离内

生真菌，并筛黄酮类物质产量较高的菌株，为最终利

用发酵法大规模生产黄酮类物质提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验材料    采自江苏省泰兴市银杏基地，选
取健康的银杏植株，剖开土壤采集离地表 20 cm处的
侧根，剪取长势良好的枝条并收集其叶片，用 75%
乙醇对采集到的根、茎和叶进行简易消毒处理，放入

保鲜袋，48 h内进行内生菌分离。 
1.1.2  培养基    马玲薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基：
马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 15 g，水补足 1 000 ml； 



136 土      壤 第 47卷 

 

马丁氏(MMN)培养基：葡萄糖 10 g，胰蛋白胨 5 g，
K2HPO4 1 g，MgSO4⋅7H2O 0.5 g，孟加拉红 0.033 g，
琼脂 15 g，调节 pH至 5.1，补水至 1 000 ml；两种培
养基用前按 30 mg/L加入链霉素。 
1.2  方法 
1.2.1  银杏内生真菌分离    方法参照杨瑞先等[12]

的方法，略有改进：将采集的新鲜银杏根、茎和叶样

品用流水冲洗，风干表面水分，无菌水漂洗 3次，75% 
酒精浸泡 1 min，无菌水漂洗 3 次，再在 0.03 g/ml 
NaClO溶液中分别浸泡 1、2、3、4、5 min，无菌水
漂洗 3次，转入 75% 酒精中浸泡 30 s，接着用无菌水
漂洗 3次，待水干后将样品剪成 0.5 cm的小段平放于
PDA和MMN平板上，28℃培养 3 ~ 7天。同时，取
最后一次漂洗液涂布于PDA和MMN平板上作为空白
对照，与其他平板相同条件培养，验证表面消毒是否

彻底。参照 Lacap等[13]的方法进行菌株的分离与纯化。 
1.2.2  内生真菌菌株初步鉴定    挑取纯化的菌株
前端菌丝，接种于 PDA 培养基上，培养一段时间后
观察菌落特征；取 PDA上培养的菌体制片[14]，置显

微镜(OLYMPUS，CX21)下观察菌丝体和分生孢子的
形态等特征，参考《真菌鉴定手册》[15]和《中国真

菌志》[16]对真菌形态进行初步鉴定。 
1.2.3  银杏内生真菌多样性分析    以菌株总数和
相对频率(relative frequency, RF)为参考指标，初步分
析银杏内生真菌的多样性。相对频率(RF)是指分离到
的某一指定类型内真菌的菌株数占分离得到的内生

菌的菌株总数的百分率，用其来判断该类型内生菌是

否为植物内生的优势菌群[17]。 
1.2.4  检测样品的制备    将制备的 100 ml PDA培
养基装入 250 ml三角瓶中，用直径 8 mm的打孔器
在长满菌丝的 PDA培养基上打孔，每瓶接入 3块菌
丝块，28℃，180 r/min条件下培养 5 ~ 7天，抽滤分
离菌体和发酵液。取 50 ml发酵液，用 20 ml ︰氯仿

甲醇(v︰v，10︰1)溶液萃取，后将萃取液于 45℃旋
转蒸发浓缩至干，加入 2 ml甲醇溶解，过 0.22 μm
滤膜，待用；菌丝于 55℃烘干，取 2 g于 50% 甲醇
溶液中充分研磨，20 ml氯仿︰甲醇(v︰v，10︰1)溶
液萃取，45℃旋转蒸发浓缩至干，2 ml甲醇溶解，过
0.22 μm滤膜，待用。 
1.2.5  显色反应[18]    ①三氯化铝(AlCl3)反应：取
样品 40 μl点于滤纸上，喷洒 0.02 g/ml的 AlCl3乙醇

溶液，吹干后，放在紫外灯下观察；②盐酸–镁粉
(HCl-Mg)反应：取样品 1 ml 置于试管中，加入适量
镁粉，然后滴加浓盐酸数滴，看有无颜色变化；③浓

氨水反应：取样品 40 μl 点于滤纸上，放在浓氨水上 

熏蒸 1 ~ 10 min，立即放在紫外灯下观察；④三氯化
铁(FeCl3)反应：取样品 l ml置于试管中，加入 0.02 g/ml
的 FeC13溶液数滴，看有无酒红色出现；⑤氢氧化钠

(NaOH)反应：取样品 l ml置于试管中，加入 0.04 g/ml
的 NaOH溶液数滴，看有无黄色出现。 
1.2.6  薄层层析(TLC)    将颜色反应为阳性的样
品点于硅胶板上进行薄层层析。展开系统：展开剂

为 v 甲醇︰v 醋酸︰v 水= 90︰5︰5；显色剂为 0.02 g/ml
三氯化铝乙醇溶液，紫外灯下观察结果。对照品为  
0.2 mg/ml 的槲皮素和山奈酚标准品(购自中国食品
药品检定研究所)。 
1.2.7  高效液相色谱(HPLC)    色谱条件：色谱柱
C18柱(25 cm × 4 mm ID)，柱温 50℃；检测波长 360 nm，
流动相为v甲醇︰v水︰v磷酸= 45︰55︰0.1，流速0.8 ml/min；
进样量 20 μl。对照品为芦丁、槲皮素和山奈酚标准
品(购自中国食品药品检定研究所)。 
1.2.8  内生真菌黄酮类物质总量的测定    采用氯
化铝比色法对内生真菌中黄酮类化合物总量进行测

定。吸取供试发酵液 1.0 ml，加 0.01 g/ml AlCl3水溶

液至 10 ml，摇匀，10 min后在 Specord 紫外分光光
度仪测定 420 nm处的吸光度(OD420)，重复 3 次，以
0.01 g/ml AlCl3为对照。计算公式：  

( )mg =黄酮苷  420 320
1 000

VOD
V

×
× 总  (1) 

式中：V总为样品溶液总体积，V为吸取样品体积，320
为系数，即吸光度值为 1.0 时，相当于黄酮苷含量
320 μg[19]。 
1.2.9  rDNA-ITS序列分析    采用 CTAB法提取真
菌基因组总 DNA[20]，以 ITS1:5′-TCCGTAGGTGAA 
CCTGCGG-3′、ITS4:5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ 
为特异性引物(上海英维捷基生物科技有限公司合成)。
PCR 反应体系(25 μl)： 10×PCR 缓冲液 2.5 μl，dNTP  
(2.5 mmol/L)2.5 μl，Mg2+(25 mmol/L)2.5 μl，引物
ITS1/ITS4(25 pmol/μl)各 0.5 μl，Taq DNA 聚合酶
(5U/μl)0.5 μl，模板DNA 10 ~ 200 ng，三蒸水加至 25 μl。 
PCR 扩增条件：94℃预变性 5 min，94℃变性 1 min，
55℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，35个循环，72℃
终末延伸 10 min，10℃保温 10 min。扩增片段用 DNA
胶回收试剂盒(上海生工生物工程技术服务公司)回
收后，与 pMD19-T 载体(TaKaRa，大连)16℃连接过
夜。将酶连产物转化至大肠杆菌感受态细胞 DH5α(实
验室自备)，阳性克隆经菌落 PCR和质粒提取鉴定正
确后，交由南京金斯瑞生物科技有限公司完成序列测

定。测序结果提交 GenBank 进行序列比对分析，选
取同源性较高的序列，利用 MEGA5.0软件，基于邻
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接法(neighbor joining method)构建菌株系统发育进化
树，bootstrap检验值≥50%，1 000次重复。 

2  结果与分析 

2.1  银杏内生真菌的分离 
空白对照平板上无真菌生长，表明表面消毒彻

底，所分离的真菌为内生真菌。通过空白平板上有无

真菌的生长，确定次氯酸钠对根、茎和叶样品的最佳

消毒时间分别为 5、3 和 1 min。从银杏根、茎和叶
片中共分离出内生真菌 217株，其中根、茎、叶中分 

别为 60、85和 72株。 
2.2  银杏内生真菌多样性分析 

对分离到的 217 株内生真菌进行菌落以及菌丝
和孢子形态等特征观察，鉴定其分属于 5纲、8目、
10科、13属(表 1)，少数真菌没有明显特征没有鉴定
出，未列在表 1 中。从目的分类水平看，从梗孢目
Moniliales 为优势菌群，RF 值为 22.60%；从属的分
类水平上看，镰刀菌属 Fusarium、链格孢属 Alternaria
和拟茎点霉属 Phomopsis 为优势菌群，分别为 49、
35和 27株，RF值为 22.58%、16.13% 和 12.44%。 

表 1  银杏内生真菌种群组成 
Table 1  Components of endophytic fungi in Ginkgo biloba L. 

纲 目 科 属 RF(%) 

丛梗孢目 瘤痤孢科 镰刀菌属 22.58 

 黑霉科 棒孢属 16.13 

半知菌纲 

  链格孢属 4.608 

 壳霉目 杯霉科 腐皮镰孢属 12.44 

   匍柄霉属 0.461 

  球壳孢科 拟茎点霉属 0.922 

子囊菌纲 肉痤目 丛赤壳科 丛赤壳菌属 0.461 

 煤炱目 球腔菌科 假尾孢菌属 1.843 

   尾孢属 5.069 

 痤囊菌目 小球座科 球座菌属 0.922 

接合菌纲 毛霉目 毛霉科 毛霉属 1.843 

担子菌纲 球壳目 腐皮壳科 腐皮壳属 1.382 

卵菌纲 霜霉目 腐霉科 林栖腐霉 0.461 

 
从根部组织共分离出 60 株真菌，占菌株总数的

27.65%，有 6 属，其中优势菌群为镰刀菌属，占根部
组织分离总株数的 31.67%，其中从赤壳菌属(Nectria)、
毛霉属(Mucor)、腐皮镰孢属(Fusariumsolani)为根中所
特有的菌种；从茎部组织中分离到内生真菌 85 株，
占总株数的 39.17%，有 5属，以镰刀菌属(Fusarium)
和拟茎点霉属(Phomopsis)为优势菌属，分另占茎部总
株数的 33.33% 和 30.56%，其中棒孢属(Corynespora)
和腐皮壳属(Diaporthe)为茎中特有菌属；叶组织部位
分离到 72 株内生真菌，占总株数的 33.18%，有 7
属，其优势菌群为链格孢属(Alternaria)，占叶组织
总菌数的 29.41%，其中尾孢属(Cercospora)和葡柄霉
属(Stemphylium)为其特有菌属(图 1)。 

从分离得到的内生菌的总数来看，茎部组织>
叶部组织>根部组织，这一结果与甘金莲[21]等的研

究有差异，可能原因有：不同的采样地点、不同的

采样时间以及内生菌分离过程中人为因素等。随采

样地域的不同、季节差异银杏内生菌的组成表现出

很大的差异性[22]。 

 

图 1  银杏不同部位内生真菌数量及种类分布 
Fig.1  Quantities and distributions of endophytic fungi from 

different parts of Ginkgo biloba L. 
 

2.3  产黄酮内生真菌的筛选 
经显色反应只有 2 株从根中分离得到的菌株 GF111

和 GF521 的发酵液 5 种反应均为阳性，可能含有黄
酮类物质。薄层层析发现菌株 GF111和 GF521的发
酵液和菌体样品与标准品在紫外光下具有迁移率相

同、颜色一致的黄绿色荧光斑点(图 2)，表明这 2 株
内生真菌可产黄酮类物质。进一步进行 HPLC验证，
结果显示，菌株 GF521 的发酵液和菌丝的提取液有
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与芦丁和山奈酚相对应的峰，说明菌株 GF521 可产
芦丁和山奈酚两种黄酮苷元，而菌株 GF111 的菌丝
和发酵液的提取液均有与芦丁和槲皮素相对应的

峰，说明其能产芦丁和槲皮素苷元(图 3、图 4)。另
外，HPLC图谱上还显示有除标准品以外的吸收峰，
表明发酵液中还含有其他的苷元。紫外分光光度法

测定菌株GF521和GF111发酵液黄酮类物质总量分
别为(21.10 ± 1.30) mg/L和(14.50 ± 1.30) mg/L。 

 

(1：槲皮素标准品；2：山奈酚标准品；3：菌株 GF521菌丝提取
物；4：菌株 GF521发酵液提取物；5：菌株 GF111菌丝提取物；

6：GF111发酵液提取物) 
图 2  两株内生真菌样品薄层层析法显色反应 
Fig. 2  Chromatogram of thin-layer chromatography  

 

(A：芦丁标准品； B：槲皮素标准品；C：山奈酚标准品) 
图 3  3 种标准样品 HPLC 图谱 

Fig. 3  Profile of HPLC of the flavonoids makers  

 

(A：菌株 GF521发酵液提取物；B：菌株 GF521菌丝提取物；C：
菌株 GF111菌丝提取物；D：菌株 GF111发酵液提取物) 

图 4  产黄酮内生真菌菌株 HPLC 图谱 
Fig. 4  Profile of HPLC of the flavonoids produced by endophytic fungi  

2.4  产黄酮内生真菌的鉴定 
2.4.1  两株产黄酮真菌的形态观察    菌株 GF521
在 PDA 培养基中生长较快，菌落圆形，气生菌丝白
色絮状(图 5A)，分枝不规则或着生一圈小梗，在孢
子座上单生或成群，分生孢子顶端细胞较长渐尖，为

典型镰刀形；小型分生孢子单胞，卵圆形或长圆形，

假头状着生(图 5B)，初步鉴定为镰刀属；菌株 GF111
生长较快，菌落无固定形状，初为白色菌丝薄层，后

菌丝逐渐边缘生长密集，且颜色逐渐变成浅黄色(图
5C)，孢子成熟后菌落呈浅黄带褐色茸毛状，菌落反
面黄色；菌丝无横隔，分枝；孢子梗直立无色，不分

枝，梗上无菌丝孢子；孢子囊顶生，含大量孢子，顶

端着生球形孢子囊，无囊托(图 5D)，孢子呈椭圆形，
初步鉴定为毛霉属。 

 

(A：菌株 GF521菌落形态；B：菌株 GF521菌丝和分生孢子；C：
菌株 GF111菌落形态；D：菌株 GF111分生孢子(标尺=25μm) 

图 5  产黄酮内生真菌菌落与菌丝体形态(放大倍数：640 倍) 
Fig. 5  Colonies and microscopic characters of strain GF521 and 

GF111 
 

2.4.2  两株产黄酮内生真菌基于 ITS 序列的系统发
育分析    以内生真菌基因组 DNA 为模板，ITS1/ 
ITS4为特异性引物，扩增 2株内生真菌的 rDNA-ITS
序列，其中包括 5.8S rDNA。琼脂糖凝胶电泳图谱显
示总 DNA大小为 23 kb左右(图 6A)，分别在 500 bp和
600 bp 附近有清晰单一的条带(图 6B)，克隆、测序结
果表明 GF111、GF521通过 PCR扩增得到的 ITS-5.8S
序列长度分别为 595 bp和 518 bp(图 6B)，将两条序
列提交 GenBank 获得登录号分别为 KJ130049、
KJ130050。将两株真菌的 ITS 碱基序列与 GenBank
上已知真菌的 ITS 序列进行聚类分析，结果显示，
菌株 GF111 与卷枝毛霉 Mucor circinelloides 关系最
近，相似性为 99%(图 7)；菌株 GF521的 ITS序列与
尖镰孢菌 Fusarium oxysporum关系最近，其相似性高 
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(A：总 DNA；B：ITS-5.8S rDNA；1：菌株 GF521；2：菌株 GF111；
M：Hind Ⅲ Marker、DL2000 Marker) 

图 6  2 株内生真菌总 DNA 与 ITS-5.8S rDNA 序列凝胶

电泳图 
Fig. 6  Total DNA and ITS-5.8S rDNA gene of 2 strains of 

endophytic fungi  

达 100%(图 8)。 
Renske 等[23]提出，在进行 ITS 的同源性比对

时，序列相似性≥99%，可鉴定为相同种；序列相
似性在 95% ~ 99%，可鉴定为相同属；序列相似性
≤95%，可鉴定为相同科。因此，根据 2株内生真
菌菌落的生长速度、菌丝、分生孢子等的形态学特

征，结合 ITS 碱基序列的聚类分析结果，初步确
定菌株 GF521 属于瘤座孢目 Tuberculariales、瘤座
孢科 Tuberculariaceae、镰孢属 Fusarium、尖镰孢菌
F. oxysporum；菌株 GF111 属于毛霉目 Mucorales、
毛霉科 Mucoraceae、毛霉属 Mucor、卷枝毛霉 M. 
circinelloides。 

 

图 7  基于 rDNA ITS 序列采用邻接法构建的银杏内生真菌 GF111 菌株与相关种的系统发育树 
Fig. 7  ITS-rDNA phylogenetic tree of endophytic GF111 isolated from Ginkgo biloba L. by neighbor-joining method 

 

图 8  基于 rDNA ITS 序列采用邻接法构建的银杏内生真菌 GF521 菌株与相关种的系统发育树 
Fig. 8  ITS-rDNA phylogenetic tree of endophytic GF521 isolated from Ginkgo biloba L. by neighbor-joining method 

 

3  讨论 

1993 年，Stierle 等 [ 2 4 ]从短叶红豆杉 Taxus 
brevifolia 中分离出 1 株能产生新型抗癌药物紫杉醇
的内生真菌――安德鲁紫杉菌 Taxomyces andreanae，
从此人们对植物内生菌的研究产生了极大的兴趣。 

目前已从珙桐 Davidia involucrata Baill.[25]、喜树

Camptotheca acuminata Decne[26]和绶草 Spiranthes 

sinensis[27]等多种药用植物中分离出具有产黄酮能力

的内生真菌。真菌不仅能在简单的培养基上良好生长，

发酵周期短，能产生大量的发酵产物，还可以在生物 



140 土      壤 第 47卷 

 

反应器中人为控制各种参数，并可通过诱变育种等手

段来提高菌种性能[28]。银杏黄酮类物质主要从银杏

叶中提取，对珍贵的银杏资源消耗较大，而且对满

足市场需求不利[29]。如果能利用内生真菌，实现银

杏黄酮的微生物体外发酵，则可使银杏黄酮的工业

化生产不受植物资源的限制，并可防止银杏资源的

日益短缺。 
本研究表明，银杏内生真菌在不同组织部位的种

类和数量组成不同，这与王梅霞[30]和郭建新等人[31]

的研究一致，导致这种差异可能与气候、环境、降雨

量等外在条件的地域差异有关。但是决定植物内生真

菌菌群分布、组成特征和演替变化的因素和作用机制

较为复杂，还需继续深入研究。 
本研究从银杏中分离出 2 株具有产生黄酮类物

质能力的内生真菌，经形态学与分子生物学初步鉴定

菌株 GF111、GF521分别为卷枝毛霉 M. circinelloides
和尖镰孢菌 F. oxysporum。菌株 GF111是首次从银杏
中分离出的能够产黄酮类物质的毛霉属真菌，其发酵

液和菌丝中均含有芦丁和槲皮素两种苷元，总黄酮产

量达到(14.50 ± 1.30) mg/L。韩晓丽等[10]分离出的 3
株镰孢属内生真菌，总黄酮产量最高达到 6.20 mg/L，
Qiu 等[11]分离到的 2 株曲霉真菌，其总黄酮产量最
高达 12.50 mg/L，而本试验分离得到的菌株 GF521
其总黄酮的产量高达(21.10 ± 1.30) mg/L。本研究获
得的 2 株银杏内生真菌的黄酮产量相对较高，可作
为黄酮类物质体外发酵的备选菌株，具有一定的潜

在应用价值。 
目前 PDA 培养基被广泛应用于银杏内生真菌的

分离，因其营养成分丰富，大部分真菌在其中都能生

长良好。但 PDA 培养基成分不明确，真菌在不同的
培养基和培养条件下，其次级代谢产物的种类及其

产量也不相同。王梅霞等[32]对其分离到的 1株产黄
酮银杏内生真菌 EG4培养发现，以乳糖为碳源、亚
硝酸盐为氮源能明显提高内生真菌的黄酮产量。赵

庆云[33]研究银杏产黄酮内生真菌A2的培养基条件时
发现，其最佳碳源、氮源、生长因子分别为葡萄糖、

硝酸铵和 Vc。因此有必要对产黄酮内生真菌菌株
GF111 和 GF521 的最佳培养基以及其培养条件进行
优化。 

已报道的可产黄酮类物质的内生真菌还有刺盘

孢属[34]、青霉属[27]、曲霉属和茎点霉属[9]等，但菌株

的传代稳定性差，黄酮类物质的产量都比较低，严重

限制了液体发酵。因此，要继续筛选产量较高并且体

外传代稳定的内生菌，研究其黄酮类物质的代谢途

径，并通过诱变育种，优化培养基配方，优化发酵条

件等方法，提高内生菌体外培养的传代稳定性，进一

步提高黄酮类物质的产量，使利用菌种发酵生产黄酮

类物质真正成为可能。 
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Distribution and Identification of Flavonoid-producing  
Eendophytic Fungi in Ginkgo biloba L. 

ZHANG Hai-long1, LI Shan-chun2,3, LU Wei-hao1, LEI Yan-ping 1, CAO Fu-liang2, CAO Hui1* 
(1 Key Laboratory of Microbiology Engineering of Agricultural Environment, Ministry of Agriculture, College of Life Science, 
Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China; 2 College of Forest Resources and Environment, Nanjing Forestry 

University, Nanjing  210037, China; 3 Nanjing Landscape & Garden Science Institute, Nanjing  210037, China) 

 

Abstract: In order to reserve the resource of Ginkgo biloba L. and to seek for alternatives of flavonoids, the flavonoid- 

producing endophytes were isolated and selected from the root, stem and leaf samples of Ginkgo biloba. Firstly, endophytic 

fungus was obtained through the PDA and Martin medium. Secondly, their diversities were analyzed. Thirdly, whether these 

strains could yield flavonoid were tested by the ways of characteristic color reaction of flavonoid, thin layer chromatography 

(TLC) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). In the end, the production of flavonoids was measured by 

UV-spectrophotometry, and these strains according to the morphological characteristic and the similarity of the nucleotide 

sequence of internal transcribed spacer (ITS) between rDNAs were identified. The results showed that 217 strains were isolated 

from the samples, which were classified into 8 orders, 10 families and 13 genera by morphological study. Among the strains, the 

strains named GF111 and GF521 were proved to produce flavonoids. The amounts of total flavonoids in GF111 and GF521 were 

(14.50 ± 1.30) mg/L and (21.10 ± 1.30) mg/L, respectively. The strains named GF111 and GF521 were classified as Mucor 

circinelloides and Fusarium oxysporum. The results indicated the distribution of the endophytic fungi varied with different parts 

of Ginkgo biloba. The strains named GF111 and GF521 had a higher production of flavonoids, so these strains could be used as 

the alternative fungus for bio-fermentation of flavonoids. 

Key words: Ginkgo biloba L.; Flavonoid; Endophytic fungus; HPLC 
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