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封面图说: 站立的仓鼠———仓鼠为小型啮齿类动物,栖息于荒漠、荒漠草原等地带的洞穴之中。 白天他们往往会躲在洞穴中睡

觉和休息,以避开天敌的攻击,偶尔也会出来走动,站立起来警惕地四处张望。 喜欢把食物藏在腮的两边,然后再走

到安全的地方吐出来,由此得仓鼠之名。 它们的门齿会不停的生长,所以它们的上下门齿必须不断啃食硬东西来磨

牙,一方面避免门齿长得太长,妨碍咀嚼,一方面保持门牙的锐利。 仓鼠以杂草种子、昆虫等为食。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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云南会泽铅锌矿废弃矿渣堆常见植物内生真菌多样性

李东伟,徐红梅,梅摇 涛,李海燕*

(昆明理工大学生命科学与技术学院,昆明摇 650500)

摘要:从云南会泽铅锌矿废弃矿渣堆上的常见植物硬毛南芥(Arabis hirsuta)、毛萼香茶菜(Rabbosia eriocalyx)和倒挂刺(Rosa
longicuspis)等 6 种植物的 690 个组织块中共分离得到内生真菌 495 株,内生真菌的分离频率在 0郾 42—0. 93 之间,平均为 0. 72,

所有植物茎内生真菌的分离频率都明显高于叶(P<0. 05)。 经形态学鉴定,内生真菌分属于茎点霉属(Phoma )、交链孢属

(Alternaria)和派伦霉属(Peyronellaea)等 20 个分类单元,其中茎点霉属和派伦霉属为该废弃矿渣堆上常见植物的优势内生真菌

属。 6 种植物内生真菌的多样性指数在 1. 05—2. 29 之间,与其它非重金属污染环境植物内生真菌的多样性指数相似,说明在

重金属污染地区仍然存在多种重金属耐受的内生真菌种类。 6 种植物内生真菌的相似性系数(0. 455—0. 833)表明,会泽铅锌

矿区植物内生真菌的宿主专一性较小。
关键词:铅锌矿废弃矿渣堆;植物内生真菌;多样性;派伦霉属;茎点霉属

Diversity of endophytic fungi from six dominant plant species in a Pb鄄Zn mine
wasteland in China
LI Dongwei, XU Hongmei, MEI Tao, LI Haiyan*

Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Yunnan 650500, China

Abstract: The fungi which cause asymptomatic infections in living plant tissues are called endophytic fungi. They comprise
diverse groups of fungi and may protect their host plants against the insect pests and phytopathogens, as well as increase
hosts fitness in extreme environments. In order to document the ecological relationship between endophytic fungi and their
host plants which grown in heavy metal contaminanted soils, the endophytic fungal diversity, the dominant fungi and their
host specificity of six dominant plant species (Arabis hirsuta, Acacia decurrens, Symplocos paniculata, Rabbosia eriocalyx,
Arenaria serpyllifolia and Rosa longicuspis) collected from the Huize Pb鄄Zn mine wasteland of Yunnan Province, southwest
China, were investigated. A total of 495 culturable endophytic fungi were isolated from 690 stems and leaf segments of the
six plant species. The isolation rate of the endophytic fungi in the six plant species ranged from 0. 42 to 0. 93, and the mean
isolation rate was 0. 72. The highest isolation rate appeared in R. eriocalyx, and the lowest isolation rate appeared in Ro.
longicuspis. It was found that the isolation rate of the endophytic fungi in the stems was significantly higher than that in the
leaves (P<0. 05, t test) in the six plant species. Based on their morphological characteristics, the way of spore production
and spore characteristics, the sporulating isolates were identified to genus level. Non-sporulating isolates were identified as
mycelia sterile and sorted into different groups based on the colony surface texture, hyphal pigmentation and growth rates
after two months sporulation. The fungi were identified to 20 taxa, of which Phoma and Peyronellaea were the dominant
endophytic fungi. The endophytic fungal richness of the six plant species was different. The highest endophytic fungal
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richness appeared in Ara. hirsuta, R. eriocalyx and Ro. longicuspis, from which 13 endophytic fungal taxa were obtained.
While, the lowest richness appeared in Aca. decurrens and only nine taxa were found in it. Each plant species harboured
one to two dominant fungi. The dominant fungi of Ara. hirsuta, Aca. decurrens and R. eriocalyx were Phoma and
Peyronellaea, the relative frequency of them were 47. 22% and 27. 78% , 73. 33% and 16% , 48. 21% and 27. 68% ,
respectively. Alternaria was the dominant fungi of S. paniculata, the relative frequency was 46. 67% . The dominant fungi
of Are. serpyllifolia were Alternaria and Peyronellaea, the relative frequency was 26. 74% and 25. 58% , respectively. The
dominant fungi of Ro. longicuspis were Phoma and Alternaria, the relative frequency was 33. 34% and 15. 56% ,
respectively. The diversity index of endophytic fungi in the six plant species ranged from 1. 05 to 2. 29, which was similar to
the diversity index of other non-polluted environments, suggesting that there are various heavy metal-resistant endophytic
fungi in heavy metal contaminated areas. Besides, the diversity index of endophytic fungi from stems was 0. 98—2. 13, it
was higher than that from leaves (0. 69—1. 79). Furthermore, we also found that the similarity index of the endophytic
fungi in the six plant species ranged from 0. 455 to 0. 833, and the highest similarity index appeared in S. paniculata and
Ro. longicuspis (0. 833), and the lowest similarity index appeared in Aca. decurrens and Ro. longicuspis, it was only
0郾 455. These results indicated that the host specificity of these endophytic fungi in the Pb鄄Zn mine wasteland was lower.

Key Words: Pb鄄Zn mine wasteland; endophytic fungi; diversity; Peyronellaea; Phoma

植物内生真菌(Plant Endophytic Fungi)是指那些在其生活史的一定或全部阶段生活于健康植物组织和器

官内部,而不使宿主植物表现出明显感染症状的真菌[1]。 它普遍存在于各种陆生和水生植物中,具有分布

广、种类多等特点,是真菌中急待研究开发的宝贵资源。 国内外学者自 20 世纪 80 年代开始,对热带、亚热带

和温带植物[2鄄4]、盐碱地和海洋红树林植物[5鄄7]、萨王纳(Savanna)植被等不同生境植物内生真菌多样性进行

了调查研究[8],取得了丰硕的研究成果。 然而,目前有关重金属污染地植物内生真菌多样性及其生态学功能

研究的报道却相对较少。
会泽铅锌矿位于云南省东北部,是我国重要的铅锌矿产资源,300 多年连续不断地开采,造成了大面积严

重的重金属污染,导致了周围地区植被的破坏。 本研究对采自云南省会泽县者海镇废弃矿渣堆上 6 种常见植

物进行了内生真菌的分离、纯化和形态学鉴定,目的在于探索云南矿区植物内生真菌的群落组成、物种多样性

及生态分布规律,同时收集一批来自重金属污染地的植物内生真菌资源,为该区域耐铅锌内生真菌菌株的筛

选、重金属污染的植物鄄微生物联合修复奠定基础。
1 材料和方法

1. 1摇 样地

云南会泽铅锌矿土法冶炼遗址。 位于云南省曲靖市,会泽县者海镇(东经 103毅03忆—103毅55忆,北纬 25毅
48忆—27毅04忆之间)。 该遗址以土法冶炼后遗留的铅锌矿渣和煤炭炉渣为基质,占地面积 8000 多平方米,距今

已有 250 多年历史,属县级文物保护单位。 裸露的矿渣堆的铅锌镉含量较高,虽然经过两百多年的自然恢复

过程,但是只有很少的草本植物,极少有灌木和大型木本植物生长。
1. 2摇 样品处理

硬毛南芥(Arabis hirsuta)、鱼骨松(Acacia decurrens)、白檀(Symplocos paniculata)、毛萼香茶菜(Rabbosia
eriocalyx)、蚤辍(Arenaria serpyllifolia)和倒挂刺(Rosa longicuspis)6 种植物样本于 2009 年 4 月 11 日采于云南

省会泽县者海镇窝岩厂村。 采样方法:在 50 m2 样地里,每种植物随机选取健康植株 10 株,剪下 3 段 2—3 年

生、带有叶片的茎段,取样后立即放入塑料袋中,贴上标签带回实验室,4 益冰箱保藏并在 2 d 内处理完毕。
1. 3摇 内生真菌的分离纯化

从每种植物样品中随机选取 15 段带有叶片的小茎段在自来水下冲洗干净,按下列程序进行表面消毒:体
积分数 75%乙醇漂洗 2 min、无菌水冲洗 3 次;25%的 NaClO 溶液漂洗 2 min、无菌水冲洗 3 次,置于无菌滤纸
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上吸干水分。 将表面消毒后的样品剪成 0. 5 cm伊0. 5 cm 的片段,从每种植物样品中随机选取 66 个茎片和 66
个叶片贴到 PDA 平板上,置于 27 益恒温培养箱中黑暗培养 3—30 d,隔天观察,发现组织块周围有菌落长出,
则将菌转接入斜面,经纯化后得到内生真菌菌株[2]。
1. 4摇 内生真菌的鉴定

依据菌落形态、产孢方式、孢子形态特征和产孢结构进行鉴定[9]。 不产孢的菌株则接种到促孢培养基上

进行促孢培养,并定期检查其产孢情况,产孢后按上述方法进行鉴定。 经促孢培养后仍不产孢的菌株则根据

菌落表面特征、菌丝颜色、菌丝生长速率等分为无孢类群的不同组。
1. 5摇 统计分析方法

内生真菌的分离频率可以衡量植物组织中内生真菌的丰富程度和组织块受多重侵染的频率,而相对分离

频率可以衡量植物组织中某种内生真菌的优势度,分别按以下方法计算[10]:

分离频率 = 样本组织块中得到的菌株数
全部供试样本组织块数

相对分离频率(% ) = 样本中分到的某种内生真菌的菌株数
分离到的总菌株数

6 种植物叶内生真菌的分离频率与茎内生真菌的分离频率之间的比较采用 SPSS 软件,进行 t 检验,当 P<
0. 05 时认为差异显著。

多样性指数(H忆)可以反映每种植物内生真菌的物种多样性程度,按 Shannon鄄Weiner 指数公式计算[11]:
H忆= -移P i伊lnP i,其中 Pi 是指某种内生真菌的菌株数占全部内生真菌菌株数的百分数。

相似性系数(CS)可以比较两种植物之间内生真菌种类组成的相似程度,按 Sorenson 系数公式计算[11]:
CS=2j / (a+b),其中 j 是两种植物共同具有的内生真菌种类数,a 是一种植物内生真菌的种类数,b 是另一种

植物内生真菌的种类数。
2摇 结果

2. 1摇 内生真菌分离结果

从硬毛南芥、毛萼香茶菜和倒挂刺等 6 种植物的 690 个组织块中共分离得到内生真菌 495 株,分离频率

在 0. 42—0. 93 之间,平均分离频率为 0. 72。 其中毛萼香茶菜内生真菌的分离频率最高,为 0. 93,倒挂刺内生

真菌的分离频率最低,为 0. 42,6 种植物茎内生真菌的分离频率都明显高于叶内生真菌的分离频率(P<0. 05)
(表 1)。

表 1摇 6 种云南铅锌矿废弃矿渣堆植物内生真菌的分离频率

Table 1摇 Isolation rate of fungal endophytes from 6 plant species in a wasteland of Huize Pb鄄Zn mine of Yunnan

宿主植物
Host Plant

科
Family

组织块数
Tissue Number

叶
Leaf

茎
Stem

合计
Total

菌株数
Strain Number

叶
Leaf

茎
Stem

合计
Total

分离频率
Isolation Rate

叶
Leaf

茎
Stem

合计
Total

硬毛南芥 Ara. hirsuta 十字花科 Brassicaceae 60 54 114 35 37 72 0. 58 0. 69 0. 63

鱼骨松 Aca. decurrens 茜草科 Rubiaceae 36 54 90 5 70 75 0. 14 1. 30 0. 83

白檀 S. paniculata 灰木科 Symplocaceae 60 66 126 19 86 105 0. 32 1. 30 0. 83

毛萼香茶菜 R. eriocalyx 唇形科 Labiatae 54 66 120 23 89 112 0. 43 1. 35 0. 93

蚤辍 Are. serpyllifolia 石竹科 Caryophyllaceae 66 66 132 24 62 86 0. 36 0. 94 0. 65

倒挂刺 Ro. longicuspis 蔷薇科 Rosaceae 54 54 108 21 24 45 0. 39 0. 44 0. 42

2. 2摇 内生真菌的组成

经鉴定,495 株内生真菌分属于茎点霉属(Phoma)、交链孢属(Alternaria)和派伦霉属(Peyronellaea)等 20
个分类单元(表 2)。 其中硬毛南芥、毛萼香茶菜和倒挂刺中内生真菌种类最多,有 13 种;白檀和蚤辍中有 11
种;而鱼骨松中最少,仅有 9 种。
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茎点霉和派伦霉是硬毛南芥、鱼骨松和毛萼香茶菜的优势内生真菌,其相对分离频率分别为 47. 22% 、
73. 33% 、48. 21%和 27. 78% 、16% 、27. 68% ;白檀的优势内生真菌为交链孢,相对分离频率为 46. 67% ;蚤辍

的优势内生真菌为交链孢和派伦霉,相对分离频率分别为 26. 74%和 25. 58% ;倒挂刺的优势菌为茎点霉属和

交链孢属,相对分离频率分别为 33. 34%和 15. 56% (表 2)。
硬毛南芥、鱼骨松、白檀、毛萼香茶菜、蚤辍和倒挂刺 6 种植物内生真菌多样性指数分别为 1. 90、1. 05、

1郾 77、1. 72、1. 97 和 2. 29。 6 种植物茎内生真菌的多样性指数在 0. 98—2. 13 之间,都明显高于相应植物叶内

生真菌的多样性指数(0. 69—1. 79)(表 2)。

表 2摇 6 种植物内生真菌的相对分离频率和多样性(H忆)

Table 2摇 Relative frequency and diversity(H忆) of fungal endophytes from 6 dominant plant species in Huize Pb鄄Zn mine wasteland

分类单元
Taxa

内生真菌的相对分离频率 Relative frequency / %
硬毛南芥
Ara. hirsuta

茎
Stem

叶
Leaf

合计
Total

鱼骨松
Aca. decurrens

茎 叶 合计

白檀
S. paniculata

茎 叶 合计

毛萼香茶菜
Ra. eriocalyx

茎 叶 合计

蚤辍
Are. serpyllifolia

茎 叶 合计

倒挂刺
Ro. longicuspis

茎 叶 合计

Ascomycete 15. 00 6. 67
Mitosporic fungi
Phoma sp. 1 36. 84 35. 29 36. 11 72. 60 70. 67 12. 09 14. 29 12. 38 48. 31 13. 04 41. 07 18. 97 10. 71 16. 28 16. 00 15. 00 15. 56
Phoma sp. 2 2. 63 1. 39 1. 37 1. 33 2. 20 7. 14 2. 86 1. 12 0. 89 3. 45 3. 57 3. 49 12. 00 25. 00 17. 78
Phoma sp. 3 2. 94 1. 39 1. 37 1. 33 2. 25 1. 79
Phoma sp. 4 7. 89 8. 82 8. 33 1. 10 0. 95 5. 62 4. 46 6. 90 4. 65
Alternaria sp. 2. 63 2. 94 2. 78 4. 11 4. 00 47. 25 42. 86 46. 67 5. 62 21. 74 8. 93 13. 79 53. 57 26. 74 28. 00 15. 56
Steganosporium sp. 7. 89 4. 17 7. 69 6. 67 12. 00 6. 67
Rhizopus sp. 50. 00 1. 33 2. 25 4. 35 2. 68
Aspergillus sp. 10. 53 5. 56 1. 37 1. 33 3. 57 1. 16
Cladosporium sp. 2. 20 1. 90 1. 72 7. 14 3. 49 4. 00 2. 22
Penicillium sp. 5. 88 2. 78 1. 37 1. 33 1. 12 4. 35 1. 79 5. 17 3. 49
Peyronellaea sp. 15. 79 41. 18 27. 78 15. 07 50. 00 16. 00 12. 09 7. 14 11. 43 21. 35 52. 17 27. 68 29. 31 17. 85 25. 58 8. 00 10. 00 8. 89
Fusarium sp. 1 5. 26 2. 78 1. 12 0. 89
Fusarium sp. 2 1. 12 0. 89 4. 00 2. 22
Phomopsis sp. 6. 59 5. 71 4. 00 2. 22
Trichoderma sp. 5. 26 2. 78 5. 00 2. 22
Gloeosporium 8. 99 7. 14 3. 45 2. 33
Monocillium 2. 63 2. 94 2. 78 14. 29 1. 90 4. 35 0. 89 4. 00 25. 00 13. 33
Yeast 2. 63 1. 39 2. 74 2. 67 7. 69 7. 14 7. 62 13. 79 9. 30 4. 00 2. 22
Mycelia sterilia 1. 10 7. 14 1. 90 1. 12 0. 89 3. 45 3. 57 3. 49 4. 00 5. 00 4. 44
Diversity (H忆) 1. 99 1. 42 1. 90 0. 98 0. 69 1. 05 1. 71 1. 67 1. 77 1. 64 1. 35 1. 72 1. 98 1. 43 1. 97 2. 13 1. 79 2. 29

2. 3摇 植物内生真菌的相似性系数

从表 3 可以看出,6 种矿区植物内生真菌的相似性系数在 0. 455—0. 833 之间,其中白檀与倒挂刺的相似

性系数最高,为 0. 833,而鱼骨松与倒挂刺的相似性系数最低,为 0. 455。

表 3摇 6 种植物内生真菌的相似性系数

Table 3摇 CS of fungal endophytes from 6 dominant plant species in Huize Pb鄄Zn mine wasteland

硬毛南芥
Ara. hirsuta

鱼骨松
Aca. decurrens

白檀
S. paniculata

毛萼香茶菜
Ra. eriocalyx

蚤辍
Are. serpyllifolia

倒挂刺
Ro. longicuspis

硬毛南芥 Ara. hirsuta
鱼骨松 Aca. decurrens 0. 727
白檀 S. paniculata 0. 667 0. 500
毛萼香茶菜 Ra. eriocalyx 0. 692 0. 636 0. 583
蚤辍 Are. serpyllifolia 0. 667 0. 700 0. 727 0. 667
倒挂刺 Ro. longicuspis 0. 615 0. 455 0. 833 0. 538 0. 583
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3摇 讨论

从云南会泽铅锌矿废弃矿渣堆上 6 种常见植物中共分离到内生真菌 495 株,内生真菌的分离频率在

0郾 42—0. 93 之间,平均为 0. 72,与已报道的一些非矿区植物内生真菌的分离频率相比却并不算低。 如干热河

谷植物内生真菌的分离频率在 0. 61—0. 92 之间[12],我国北方常见药用植物内生真菌分离频率在 0. 70—0. 93
之间[13],高寒植物内生真菌的分离频率在 0. 23—0. 47 之间[14],这说明在重金属污染植物中也广泛定殖有植

物内生真菌,这些内生真菌是否具有较强的重金属耐受性,是否能增强宿主植物重金属的耐受性还有待进一

步研究。 此外,我们发现所有植物茎内生真菌的分离频率均明显高于叶(表 1),与之前关于叶内生真菌分离

频率高于茎的报道是不同的[12],推测这可能是由于植物叶中积累了更多的重金属从而影响了内生真菌在叶

内的定殖、生长和蔓延所致[15鄄17]。
内生真菌分属于 20 个分类单元(表 2)。 其中,茎点霉是会泽铅锌矿废弃矿渣堆植物中分布最广的内生

真菌,在所有被调查植物的茎、叶中都有分布,且相对分离频率都超过了 16. 19% ,在毛萼香茶菜和鱼骨松中

甚至高达 48. 21%和 73. 33% ,通过形态特征初步确定有 4 个种,显示了一定的物种多样性。
派伦霉是会泽铅锌矿废弃矿渣堆常见植物中另一个优势内生真菌类群,从每种植物的茎、叶中都分离得

到,相对分离频率高达 27. 78% ,但在之前的研究中,却很少从其它非矿区植物中分离得到[18]。 因此,它在重

金属污染矿区的生态学功能值得进一步研究,已经开展了派伦霉属真菌菌株对铅、锌、镉重金属的耐受性、积
累特征和回接植物后对植物重金属耐受性的相关研究,以期为该区域的植物鄄微生物联合修复打下基础。

云南会泽铅锌矿区植物内生真菌多样性指数在 1. 05—2. 29 之间(表 2),与已报道的非矿区植物内生真

菌多样性指数相似。 如柴新义等[19] 报道不同样地野生青檀内生真菌多样性指数在 2. 05—2. 32 之间,
Suryanarayanan 等[20]报道中美洲热带落叶林植物红鸡蛋花在不同月份内生真菌多样性指数在 1. 67—2. 6 之

间,Paulus 等[21]报道澳大利亚热带雨林 4 种常见植物内生真菌的多样性指数在 2. 96—3. 76 之间。 考虑到植

物物种的不同,应该说矿区植物的内生真菌多样性是相当高的。 由此可以推测在重金属污染地区仍然存在多

种重金属耐受的内生真菌种类,而这些内生真菌的存在对矿区的生物修复具有重要意义。 当然,由于本研究

采用传统组织块培养法分离内生真菌,在培养基中生长缓慢或不长的菌株就可能被忽略,无孢类群菌株也没

有通过分子生物学方法进一步鉴定到属,内生真菌多样性可能会比实际稍微偏低。 在今后的研究中,可直接

利用 DNA 序列分析法分析样品,并利用 DNA 测序鉴定无孢类群菌株,以便更确切的反映会泽铅锌矿区植物

内生真菌的多样性[22鄄25]。
从内生真菌相似性分析结果来看,除了鱼骨松与倒挂刺内生真菌的相似性系数小于 0. 5 外,其它植物之

间内生真菌的相似性都较高,表明铅锌矿区植物内生真菌的宿主专一性较小。
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