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内蒙古中东部草原羽茅 !"#$%&’(属内生真菌的分布
及 79:5;<=>序列系统发育

张] 欣，李] 熠，魏宇昆，王银华，林] 枫，任安芝，高玉葆!
（南开大学生命科学学院，天津] 8###"5）

摘要：对内蒙古中东部地区分布的羽茅 6 个地理种群的染菌率进行了调查，采集种子并从中分离得到不同形态型的内生真菌，

选取其中的 59 株进行 K[-$:+&,片段的扩增、克隆、测序和系统发育分析。结果表明：（5）6 个样地羽茅种群内生真菌感染率除

西乌旗为 961 "^外，其他 ; 个样地均为 5##^，表明内生真菌侵染羽茅并非偶然现象，二者之间存在一种稳定的共生关系。（!）

+&,和 ;1 7,序列得到的 -:2树显示，相对于 !"#$%&’(属的其他参考菌株，不同地理种群羽茅中的内生真菌聚为一类，形成一个

具有 9"^支持强度的分支。由此推测，不同地理种群羽茅中的内生真菌具有相同的起源点。（8）结合形态观察结果和 K[-$:

+&,序列分析结果可以看出，羽茅内生真菌种群的优势种亲缘关系较近，可能起源于同一种内生真菌；但由于其地理分布广、气

候差异大、群落类型差别也较大，从而造成不同地理种群内生真菌形态上的分化以及种群间明显的遗传分化和较高的遗传多

样性。
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内生真菌（=.2)#!H"’）一词由 M’ P-6H于 SXTT 年首次提出，是指一类生长在植物体内的真菌，这些真菌包
括子囊菌纲、麦角菌科（@*-8,(,#,"-(’-’）、瘤座菌族（P-*-.1,’-’）的许多种类［S］。香柱菌属 /0&"#123
（A1()/H()"-；@*-8,(,#,"-(’-’）真菌和它的无性型 6,25-0#27&)*属真菌是冷季型禾草中的共生真菌，这些真菌
存在于宿主地上部分的组织中，与植物的关系是一个从拮抗关系（-."-+).,1",(）到互利共生（/0"0-*,1",(）的连
续体［\，J］。感染了内生真菌的禾本科和莎草科植物常常会表现出典型的香柱病（(!)Q’ 2,1’-1’），对宿主造成
不利影响。而有些冷季型禾草感染的内生真菌则可以增强宿主植物的竞争力，提高宿主抗旱性，促进宿主获

取养分，增强宿主对植食动物以及其他病原菌的抗性等［] ^ X］。

目前，6MNA?:O9序列分析已经被广泛应用于推测各种内生真菌之间的系统发育关系［Y，SK］以及它们与宿
主植物之间的协同进化关系［SS］。本文在对内蒙古中东部地区分布的羽茅（!"#.45#,()* %&’&(&")* （I&）_’.+）
T 个种群内生真菌侵染率进行调查的基础上，分离了羽茅种子中的内生真菌，并对它们的形态和 6MNA?:O9 序
列进行分析，从而了解羽茅中内生真菌的分布以及系统发育关系。

)* 材料和方法
)& )* 研究区域概况、内生真菌染菌率调查和植物材料采集
‘ ‘ 选取内蒙古中东部草原为考察区域，自西向东共设置 T 个采样地点，其地理位置和自然概况见表 S。其
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中，定位站样地位于中国科学院内蒙古草原生态系统定位研究站北沙地，羊草样地即中国科学院内蒙古草原

生态系统定位研究站羊草样地。

表 !" 研究区域地理位置和自然概况

#$%&’ !" ()*$+,)- $-. .’/*0,1+,)- )2 /$31&,-4 /,+’/

采样地点

/-0#*,.+ 1,"’1

经纬度

2)(-",). ())34,.-"’1

56 57

海拔高度

6*’8-",).
（0）

年降水

9..:-* #3’(,#,"-",).
（00）

年均温

;’-. "’0#’3-":3’
（<）

样地植被类型

=’+’"-",). ">#’

定位站 ?;@6A/BC9/ DDE& FGD HI& JDF DDKG IJG D& EG 沙地植被

羊草样地

!"#$%& ’()*"*&)& #*)"
)L "!’ ?;@6A/BC9/

DDE& JII HI& JGG DMJH IJG D& EG 典型草原

西乌旗 N, OP,0Q,. R, DDF& EEF HH& JII DDMS IHG D& JG 草甸草原

霍林河 T:*,.+)* DDK& DSI HJ& EDF KKD IHG D& HF 典型草原

阿尔山 931!-. DDK& KEF HF& DSI DDIH HEG U I& DG 林缘草甸

海拉尔 T-,*-3 DDK& FGG HK& MGG EDK IJG U M& GG 草甸草原

" " 表 5" 用于 06789:#; 序列分析的内生真菌菌株、取样地点以及在

<’-=$->中的序列号

#$%&’ 5 " ?-.)1@A+’ ,/)&$+’/ B@,*@ B’0’ $11&,’. +) 06789:#;

/’CD’-*’ $-$&A/,/，+@’,0 /$31&,-4 /,+’/ $-. <’-=$-> $**’//,)-

-D3%’0/"

内生真菌

分离株

6.4)#!>"’
,1)*-"’1

采样地点

/-0#*,.+ 1,"’1

@’.V-.W
序列号

@’.V-.W
-((’11,).
.:0X’31

?V 定位站 ?;@6A/BC9/ YREFJJFH

2V
羊草样地 !"#$%& ’()*"*&)&
#*)" )L "!’ ?;@6A/BC9/

YRSJJMEK

2C
羊草样地 !"#$%& ’()*"*&)&
#*)" )L "!’ ?;@6A/BC9/

U

22
羊草样地 !"#$%& ’()*"*&)&
#*)" )L "!’ ?;@6A/BC9/

U

N9 西乌旗 N, OP,0Q,. R, YREFJJFF

NV 西乌旗 N, OP,0Q,. R, YREFJJFS

NY 西乌旗 N, OP,0Q,. R, YREFJJFK

N6 西乌旗 N, OP,0Q,. R, U

NZ 西乌旗 N, OP,0Q,. R, YREFJJSG

N@ 西乌旗 N, OP,0Q,. R, YREFJJSD

T9 霍林河 T:*,.+)* YRSJJMFG

T6 霍林河 T:*,.+)* YREFJJFE

99 阿尔山 931!-. YREFJJSM

9V 阿尔山 931!-. YREFJJSI

9C 阿尔山 931!-. YREFJJSH

9Y 阿尔山 931!-. YREFJJSJ

69 海拉尔 T-,*-3 YREFJJSE

6V 海拉尔 T-,*-3 YREFJJSF

6C 海拉尔 T-,*-3 YREFJJSS

MGGJ 年 S 月 MF 日 [ K 月 DG 日在每个地点设置
一个 JG0 \JG0的样地，在其中选取羽茅植株 IG 株，
其间隔大于 I 0 以保证每个材料属于不同植株的分
蘖。采集时将植物的地上部分全部收集，特别注意保

证叶鞘的完整性（内生真菌主要分布在植物叶鞘组

织），以利于检测内生真菌侵染状况。内生真菌的检

测参照 2-"(! 等的方法［DM］。不同植株的种子分开保
存，用于分离内生真菌。

!& 5" 内生真菌的分离和形态观察
内生真菌的分离和鉴定参照魏宇昆等的方

法［DI］。分离得到的内生真菌按照菌落形态进行分

类，对分离得到的不同形态的菌株进行 3Y79B?]/ 分
子系统学分析（表 M）。
!& E" 内生真菌总 Y79的提取、3Y79B?]/序列的扩增
和克隆测序

分离纯化后的内生真菌接种到 ^Y9 培养基上，
MJ5C暗培养 I 至 H 周。参照 @:)等［DH］的方法提取内
生真菌总 Y79，并根据测得的 _Y 值将其稀释至
DG.+ $ !*。
选用‘!,"’等［DJ］设计的引物 ?]/J（J’B@@99@]9

999@]C@]99C99@@BI’）和 ?]/H （J’B]CC]CC@C
]]9]]@9]9]@CBI’）（上海生工）对 3Y79B?]/ 片段
进行扩增。反应体系 JG!*，含有 DG00)* $ 2 ^CA 缓冲
液，D& J00)* $ 2 ;+C*M，引物 ?]/H 和 ?]/J 分别为
DJG.0)* $ 2，49]^、4]]^、4@]^、4C]^ 分别为 MGG
!0)* $ 2，M& JO +,- Y79 聚合酶（上海生工），DGG.+ 基
因组 Y79。^CA（̂ 3)+3-00-X*’ ]!’30-* C)."3)**’3 ^]CBDGG；;a A’1’-3(!，?.(&，‘-"’3")%.，;9）反应程序设

EGKM b 生b 态b 学b 报b b b MF 卷b
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置如下：/012预变性 34,.；/012变性 567，0812退火 067，9812延伸 :67，30 个循环；最后 9812延伸 ;64,.。部
分 <2=产物经 ;>琼脂糖凝胶电泳分离鉴定，溴化乙锭染色后的 ?@A在紫外灯下显示清晰的条带，阳性条带
大小约为 :66B#。
剩余 <2=产物经 ;>琼脂糖凝胶电泳分离后，用无菌手术刀将含有目的 ?@A 片段的胶块切下，使用

?@A纯化试剂盒（上海申能博彩生物科技）对其进行回收和纯化。使用 <2= 产物克隆试剂盒（上海生工）将
纯化后的片段与 !C24DE载体连接，反应体系 ;6!*，包括：;6 F连接缓冲液 ;!*，06> <GH5666 ;!*，!C24DE载
体 *!*，纯化后的 <2=产物 :!*，E5 ?@A连接酶 ;!*。连接反应在 ;:12进行 8!至过夜。连接产物转化进大肠
杆菌 ?I0"感受态细胞（感受态细胞用 2-2*8法制备，冻存于 J 9612冰箱）。转化后的大肠杆菌在含有氨苄青
霉素的 KL平板（06!* ;664+ $ 4*的 A4#，5& 9:M!* 8664+ $ 4* 的 N<EH，866!* 864+ $ 4* 的 OD+-*）上进行蓝白筛
选。挑取白斑摇菌，小量提取质粒 ?@A。提取的质粒 ?@A用 <7" N（上海生工）单酶切鉴定，酶切产物用 ;>琼
脂糖凝胶电泳检测，阳性重组子片段大小约为 :66B#。挑阳性重组子菌落于液态培养基中培养过夜，菌液送
至天津生物芯片技术有限责任公司测序。

!& "# 序列数据分析
以每个菌株的 NEP 和 0& MP 序列作为靶序列，在 H’.L-.Q 中用 LKAPE 程序搜索同源序列，挑选与菌株序

列相近的参考序列用于系统发育分析（表 3）。

表 $# 系统发育分析中使用的参考菌株及其 %&’()*+,序列在 -./01/2中的登记号

+134. $# 5.6.%./7. ./89:;<=. >?941=.? 1/8 =;.>% -./01/2 177.??>9/ /@A3.%? @?.8 >/ =;>? ?=@8<

种名

P#’(,’7
菌株

N7)*-"’
宿主

I)7"
H’.L-.Q序列号
H’.L-.Q -((’77,). .R4B’S7

"!#$%&’( )*)+#&&),- ;:3 .$%,)/%0+1* -#2#+#$1* AT3M0866
"3 2+)$%40&4/+# G;650 5+)$%40&4/+1* 0+0$/1* K9M8/:
"3 2+’*#$’&) G068 5+’*1- 0+0$/1- K9M8/0
"3 $&)+6## AE22/6;:M 7’&$1- &),)/1- K9M8//
"3 0&4*# G0: "&4*1- 8),)90,-#- K69;3;
"3 :0-/1$)0 ’38 ;0-/1$) +12+) O:8/M9
"3 <&4$0+#)0 G899 =&4$0+#) -/+#)/) K9M368
"3 -4&>)/#$) G063 5+)$%4!’9#1* -4&>)/#$1* K9M365
"3 /4!%#,) G85:; ?)$/4&#- <&’*0+)/) K8636:
@0’/4!%’9#1* $%#-’-1* （A(!&） ;/: .$%,)/%0+1* -#2#+#$1* AT3M0863
@3 $%#-’-1*（P&） ;:5 A/#!) 0*#,0,- AT3M086;
@3 $’0,’!%#)&1* ;/ ;0-/1$) )+1,9#,)$0) O:6;M0
@3 &’&## ’8 B’&#1* !0+0,,0 K69;36
@3 ’$$1&/),- K48 B’&#1* *1&/#:&’+1* AT;9:8:0
@3 /0*2&)90+)0 ?G8866 ;0-/1$) )+<0,/#,) AT3M0869
@3 /4!%#,1* U-S& $),)+#0,-0 K(5 B’&#1* $),)+#0,-0 AT;9:8:6
@3 1,$#,)/1* ’;60 ;0-/1$) !+)/0,-#- K69;8M
8&)>#$0!- !1+!1+0) 0;; A!)+/#,) ),<&#$) AV3;;/0;

将 0& MP基因和 NEP区序列通过 2*R7"-* O;& M3 进行序列间的匹配排序，匹配排序后的数据用于最大简约
法（W-X,4R4 <-S7,4).Y）分析，运算过程在 <AC< 5& 6B;6 软件上进行［;:］。应用启发式搜索（!’RS,7",( 7’-S(!）
作为获得最大简约树的方法，通过 ;666 次重复获得的自展检验（B))"7"S-#）数值标记在分支上。用 ES’’U,’% O
（U’S7,). 6& 0& 6）观察得到的系统发育树。

?@A 序列同时在 WGHA 3& ; 中进行邻接法（@’,+!B)SDZ),.,.+）分析。通过 [,4RS-双参数模型方法进行不
同序列间遗传进化距离的计算，每次搜索进行随机 ;666 次重复。
B# 实验结果
B& !# 内生真菌染菌率调查和形态观察

: 个样地羽茅内生真菌感染率除西乌旗为 /:& 9>外，其他 0 个样地均为 ;66>。染菌率不随经纬度、海
拔、年降水、年均温和植被类型而变化。
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从 / 个样地分离得到的内生真菌形态差别较大，每个样地得到的不同形态型内生真菌的数目也不一致，
例如定位站样地只分离得到一种形态型的内生真菌，而西乌旗样地一共分离得到 / 种形态型的内生真菌。此
外，定位站（01）、羊草样地（21）、阿尔山（34）和海拉尔（51）种群分离得到的内生真菌的优势种形态相似。
!& !" 678390:;序列分析
从 <= 个内生真菌分离株中共测得 </ 个不同的 678390:; 序列，序列间相似性很高，信息位点仅有 > 个。

其中定位站的 01、羊草样地的 21、阿尔山的 34以及海拉尔的 51具有完全相同的 678390:;序列，海拉尔的
54 也与它们只有一个碱基的差别。24和 ?5的序列比较相近，在 @’.1-.A中的 123;:结果显示它们属于子
囊菌门真菌，与引起小麦颖枯病的小麦颖枯病病菌 !"#$%&’( )%*%&+, 1’6A&的有性阶段有很高的相似性，是一
种病原真菌。22的 123;:结果显示，它也是子囊菌门的一种病原真菌。鉴于上述 B 个菌株并非本文所讨论
的与冷季型禾草共生的 -#’./0%1属内生真菌，故不在此作具体分析，将其他 </ 个菌株的 678390:; 序列提交
到 8410的 @’.1-.A中，相应的序列号见表 C。

D 图 <D 根据 0:;E>& F; 序列，采用邻接法（8’,+!G)69H),.,.+）得到的

89I树，显示羽茅中分离得到的 </ 个内生真菌分离株与参考菌株

的系统发育关系，20(3’."#4 #+&#+&"( 为该树的外群；分支上的数值

表示大于或等于 >JK的 G))"L"6-#值

M,+& <D 8’,+!G)69H),.,.+ "6’’ G-L’N ). 0:;E>& F; L’OP’.(’L，

6’#6’L’.",.+ #!Q*)+’.’",( 6’*-",).L!,#L )R ’.N)#!Q"’L ,L)*-"’N R6)S

5./)($/"&+, 4’6’&’.+, -.N -NN,",).-* ,L)*-"’L；20(3’."#4 #+&#+&"( %-L

PL’N -L )P"+6)P#；8PSG’6L -LL)(,-"’N %,"! G6-.(!’L -6’ G))"L"6-#

LP##)6" #’6(’."-+’L（">JK）-LL’LL’N %,"! <JJJ 6’#*,(-",).L

将 </ 个内生真菌分离株的 678390:;序列与表 B 中的参考序列进行分子系统发育关系分析（图 <），发现
从羽茅中分离得到的 </ 株内生真菌与从针茅属 !$’#( 0%6($(和 !7 ",’)")4中分离到的内生真菌一起形成了一
个具有 =TK支持强度的分支。用邻接法构建的系统发育树与最大简约法得到的系统发育树的拓扑结构基本

相同，在此仅列出邻接法的结果（图 <）。
#" 讨论
#& $" 内生真菌在天然宿主羽茅中的分布
D D 内生真菌广泛分布于我国内蒙古草原天然植物种

群［<T］。本文所调查的 / 个种群地理跨度较大，群落类
型多样，包括沙地植被、典型草原、草甸草原和林缘草

甸。羽茅染菌率的检测结果显示，内生真菌在 / 个样地
中均以接近于 <JJK的高染菌率普遍并稳定存在，表明
内生真菌侵染羽茅并非偶然现象，二者之间形成了一种

稳定的共生关系。对于通过种子传播的内生真菌而言，

高染菌率表明相对于非染菌植株，感染内生真菌可以增

强宿主的竞争力［<F］，这可能是由于感染内生真菌增强

了宿主对病虫害以及其他取食动物的抵抗力，也可能是

由于感染内生真菌提高了宿主对某些非生物胁迫的

抗性。

;(!P*"!’LL和 M-’"!［<=］从 > 个地理种群天然禾草亚
利桑那羊茅（8"4$+.( (&’9%)’.(）的叶片中共分离得到
UJJ 多株不同的内生真菌菌株，其中 :"%$;#/%*’+, 4$(&&’’
和其他 <B 个形态型的内生真菌占相对较大的比例，而
大多数菌株都仅仅被分离出 < 次，表明天然禾草中内生
真菌的分布格局与乔木中的内生真菌相似，并且其多样

性要远远高于人工栽培禾草。本文中 / 个样地分离得
到的内生真菌形态多样性较高，但其远远低于亚利桑那

羊茅，这是由于实验中使用羽茅的种子进行内生真菌的

分离，而种子中的内生真菌多样性要远远低于叶片。

#& !" 678390:;序列系统发育分析
到目前为止，仅有少数几种分子标记被应用到内生
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真菌的分子系统发育分析中［/0］。其中，12345678 序列分析被证实是研究麦角菌科真菌系统发育分析的一种
有效工具［9］，广泛应用于 !"#$%&’(和 )*’+,"%’-#./内生真菌的系统发育研究中［9，::，/:，//］。多数情况下，12345
678 序列分析得到的系统发育树与另一种分子标记———!微管蛋白基因（+.0/）的非编码片段分析得到的结果
是一致的，它们的分析结果支持 !"#$%&’( 内生真菌的不同交配型与宿主植物间的协同进化［::］。此外，12345
678和 +.0/ 序列分析相结合，还可以证实一些内生真菌的杂交起源［/;，/<］。
本实验中，羽茅内生真菌分离株的 12345678序列多态性并不随样地的分布而呈现出一定的规律性。阿

尔山和海拉尔与定位站和羊草样地分别位于 = 个样地的东端和西端，但在这 < 个样地分离到了 12345678 序
列完全相同的菌株，是这 < 个样地中内生真菌的优势种，与形态观察结果相一致。4. 等［:0］在 :99/ 年也曾经
用相同的方法分析了 9 个样地亚利桑那羊茅的 12345678 序列，结果得到了 ; 个不同的序列，其中序列 ’6 广
泛分布于所有的样地，而序列 ’66和 ’666并不常见，它们在进化上与序列 ’6 有着不同的起源。羽茅中分离得
到的 := 个内生真菌分离株 12345678序列差别不大，根据 678>?& @8序列得到的 35A树显示，它们形成了一个
具有 9BC支持强度的分支，据此推测羽茅中的内生真菌具有相同的起源。各个样地羽茅中内生真菌的高染
菌率以及它们相似的 12345678序列都表明，羽茅5内生真菌共生体是一种稳定的共生体。
魏宇昆等［:;］通过形态学和 D4E2方法对定位站、羊草样地、西乌旗和霍林河 < 个样地所含的 /B 个内生

真菌菌株的遗传多样性进行了研究，结果表明羽茅内生真菌在形态和基因水平上均表现出较高的遗传多

样性。

尽管定位站、羊草样地、阿尔山和海拉尔 < 个样地地理跨度大、群落类型相差很大，但是分离得到的内生
真菌优势种形态相似，疑似同一种内生真菌。结合 12345678序列分析结果可以推测，羽茅内生真菌种群的优
势种亲缘关系较近，可能起源于同一种内生真菌，但由于其地理分布广、气候差异大，从而造成不同地理种群

内生真菌形态上的分化以及种群间明显的遗传分化和较高的遗传多样性。
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