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桃儿七茎叶组织内生真菌多样性
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４ 中国科学院生态环境研究中心，北京　 １０００８５

摘要：通过用两种传统培养基（ＰＤＡ、ＳＤＡ）分离方法对 ５ 个自然野生分布的桃儿七群落（分布于青海省、甘肃省和四川省）茎叶

组织内的内生真菌多样性进行研究，并用形态学与分子生物学的方法鉴定菌株。 实验结果显示，７２０ 个茎叶组织块中共分离到

１４１ 株内生真菌。 依据真菌在培养基上的形态初步划分为 ５２ 个分类单元，经鉴定归属于 １９ 属，其中茎组织中 １６ 属＞叶组织中

６ 属，桃儿七茎叶组织中的真菌优势属为拟青霉属，相对分离频率为 ２６．３４％。 ５ 个采样点间内生真菌的香浓维纳多样性指数为

０．７１—１．４１，Ｓｏｒｅｎｓｏｎ 相似性系数为 ０．１３—０．５０，定殖率为 １４．５８％—２８．４７％。 通过对 ＰＤＡ、ＳＤＡ 两种培养基以及茎、叶组织的定

殖率进行统计，结果显示： ＰＤＡ（１７．５０％）＜ＳＤＡ（２１．６７％），茎（２９．７２％）＞叶（９．４４％）。 研究结果表明，桃儿七茎叶组织中内生真

菌的多样性较低，不同采样点间宿主植物内内生真菌群落的相似性较低，真菌群落结构存在差异。 研究为进一步扩大从桃儿七

中筛选产鬼臼毒素等活性物质内生真菌提供了一种新的思路。

关键词：桃儿七；内生真菌；多样性；定殖率；真菌群落结构
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ｓｔｕｄｙ ｏｆｆｅｒｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｖａｌｕａｂｌｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｓ． ｈｅｘａｎｄｒｕｍ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ ｈｅｘａｎｄｒｕｍ （ Ｒｏｙｌｅ ） Ｙｉｎｇ； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ； ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　

植物内生真菌是指其生活史的一定阶段或全部阶段定殖在宿主植物体内，而不引起植物发生明显病变的

一类真菌总称［１］。 早在 １９ 世纪中期，科学界就已经发现某些健康的植物组织中有微生物的存在，但对于这些

微小生物体在植物中所发挥的作用却不得而知。 现代研究表明，内生真菌定殖在植物体内是自然界长期进化

选择的结果，两者形成一种共生或互生关系。 其相互作用受到内部因子（宿主植物种类）和外部因子（气候条

件、地理位置、温度、湿度、海拔高度等）因素的影响［２］。 许多植物内生真菌具有重要的生物学和生态学功能，
如产生生物活性物质、抗逆促生、抗病抗虫、降解凋落物等［３⁃６］，有的研究还表明植物内生真菌能够影响中药

药材的道地性，能够提高药用植物对某些次级代谢产物的累积［７⁃８］。
桃儿七（Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ ｈｅｘａｎｄｒｕｍ （Ｒｏｙｌｅ） Ｙｉｎｇ）又名鬼臼、小叶莲等，属小檗科（Ｂｅｒｂｅｒｉｄａｃｅａｅ）桃儿七

属（Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ）多年生草本植物，是我国重要的传统中药材。 桃儿七生长于海拔 ２７００—４３００ ｍ 的林下

或灌丛中，在我国主产于青海、甘肃、四川西部、西藏、云南西北部、陕西等地［９］。 桃儿七用药部位主要为果

实、根及根状茎，藏医体系以果实入药，可调经活血、保胎、消肿、止痛等治疗妇科疾病，中医体系以根及根状茎

入药，具有祛痰止咳、抗肿瘤、抗免疫等作用［１０］，现代医学以提取根及根茎中的鬼臼毒素为原料用于抗病毒

（治疗尖锐湿疣）及抗肿瘤药物的合成（ＶＰ⁃ １６、ＶＭ⁃ ２６、ＮＫ６１ 等） ［１１］。 由于近年来市场对鬼臼毒素化合物需

求急剧增长，导致老百姓大规模无序采挖桃儿七地下部位，造成桃儿七野生资源急剧锐减，加之藏医以其果实

入药，更加削弱了桃儿七群体的天然繁殖能力。 早在 １９９２ 年桃儿七植物已被列入《中国珍稀濒危保护植物名

录》，为国家三级保护植物，因此转移依靠桃儿七植物资源获取天然药物来源方式势在必行。 目前，利用植物

内生真菌代谢产物筛选生物活性物质的研究非常引人关注。
研究认为，从植物产天然化合物的组织部位提取分离的内生真菌，其次生代谢产物与宿主植物产的天然

药物相同或化学结构式相近的概率较大［１２］。 目前，有关桃儿七植物内生真菌的研究均集中于根部内生真菌

的分离研究，分离到能产鬼臼毒素的内生真菌［１３⁃１８］，但这些真菌中没有一株产量能够达到工业生产水平的要

求。 究其原因，一是可供开发利用的菌种种类太少，为诱变育种和基因工程育种增加了难度。 二是分离内生

真菌的部位局限于根部，导致菌种中 ＤＳＥ（深色有隔内生真菌类群）内生真菌较多［１９］，不利于菌种的扩大筛

选。 研究表明鬼臼毒素在桃儿七中的分布具有一定的规律性，在根及根茎中含量最高，茎叶次之［２０］。 另有研

究表明，桃儿七植物不同产地、不同营养器官中鬼臼毒素的含量差异较大，某些地区茎中鬼臼毒素含量高于根

中［２１］。 由此可见，对于桃儿七植物除了研究根部还应研究茎叶组织等不同器官，扩大菌株筛选部位，为进一

步扩大筛选有价值菌种奠定基础。

８５１５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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鉴于此，本研究对桃儿七茎叶组织中的内生真菌多样性展开研究。 采集青藏高原东缘桃儿七生长最适宜

区的青海、甘肃和四川境内 ５ 个自然野生分布点的桃儿七茎叶组织，研究茎叶组织内生真菌群落结构的多态

性，探讨不同产地桃儿七茎叶组织中的菌群结构差异，以期掌握桃儿七茎叶组织内生真菌资源状况，为后续研

究内生真菌对桃儿七道地性的影响提供理论依据；同时，分离、保存获得的内生真菌菌株，为进一步扩大筛选

产鬼臼毒素活性物质的菌种研究奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集

于 ２０１４ 年 ９ 月初，样品分别采自青海省、甘肃省和四川省境内的 ５ 个桃儿七自然分布点。 其中，青海省 ３
个采样点，甘肃省和四川省各一个采样点（表 １）。 采样时每个采样点选取成年健康植株 ３ 株，根据随机取样

原则，取样的株距在 ３０—５０ ｍ 之间，所有样品共 １５ 株。 样品采集后装入干净塑料袋，置入便携式保温箱中，
编号、标记后带回实验室备用。 实验室内所有样品的处理时间不超过 ４８ ｈ。

表 １　 桃儿七采样地点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｓ．ｈｅｘａｎｄｒｕｍ

采样地
Ｓｉｔｅ

海拔 ／ ｍ
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ

纬度 Ｎ
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

经度 Ｅ
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

采样地
Ｓｉｔｅ

海拔 ／ ｍ
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ

纬度 Ｎ
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

经度 Ｅ
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

青海·湟中县 ２７０２ ３６ °１６′ １０２ °４１′ 甘肃·夏河县 ２７１７ ３５ °１３′ １０２ °４４′

青海·乐都县 ２８３５ ３６ °４２′ １０２ °２４′ 四川·若尔盖县 ３３４７ ３３ °３６′ １０３ °１１′

青海·大通县 ２６３４ ３７ °１７′ １０１ °３３′

１．２　 分离纯化内生真菌

新鲜样品采回后，洗净桃儿七茎叶表面泥土，自来水冲洗 ３０ ｍｉｎ，取出样品置于无菌烧杯中用无菌水漂洗

３ 次，置于无菌操作台中。 无菌操作台中的样品表面灭菌过程具体方法如下［１６］：将样品浸入 ７０％酒精 １ ｍｉｎ，
再浸入 ５％的次氯酸钠 ５ ｍｉｎ，最后无菌水漂洗 ３ 次。 在超净工作台中用无菌吸水纸吸取表面多余水分后，将
材料剪切成约 １ ｃｍ×１ ｃｍ 小圆片，置于直径为 ９０ ｍｍ 的马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）和沙氏葡萄糖琼脂

培养基（ＳＤＡ）的平板中（茎和叶共 ７２０ 个组织块），于 ２５℃恒温培养箱中暗培养 ４ 周。 每隔 １ｄ 检查培养基内

有无真菌长出，若有真菌长出及时将真菌转接至新的 ＰＤＡ 培养基中，纯化两次，直至获得单菌落。 为保证外

植体表面灭菌彻底，将第 ３ 次漂洗过组织的无菌水抽取 １ ｍＬ 平板涂布在 ＰＤＡ 培养基上，此外，将漂洗干燥后

的外植体轻压在 ＰＤＡ 培养基上 ２０ ｍｉｎ 后取出。 两组无菌对照在相同的培养条件下培养，培养 ４ 周后培养基

内无真菌长出，说明材料外植体表面灭菌彻底。
１．３　 内生真菌的鉴定

分离出的单菌落真菌通过分子生物学和形态学相结合的方法予以鉴定。
分子生物学鉴定：表面刮取纯化后的单菌落真菌菌丝体至无菌的 １．５ ｍＬ 离心管中，编号。 用液氮研磨收

集的各菌株菌丝体，采用 ＯＭＥＧＡ 公司生产的真菌提取试剂盒提取真菌的总基因组 ＤＮＡ。 用真菌通用引物

ＩＴＳ１（５′⁃ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ⁃ ３′）和 ＩＴＳ４ （５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃ ３′） 扩增真菌的 ＩＴＳ 序列。
ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μｌ，反应条件如下：９５℃预变性 ３ ｍｉｎ，９５℃变性 ３０ ｓ，５６℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ，共 ３５
个循环，７２℃延伸 ７ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 反应得到的产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后，扩增出的 ＩＴＳ 序列送至生工

生物工程（上海）股份有限公司进行测序。 测序后获得的序列，拷贝校正后，采用 Ｂｌａｓｔ 程序在 ＮＣＢＩ 数据库进

行同源性对比，使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ １．８３ 软件进行多序列比较， 然后用 ＭＥＧＡ ５．０ 软件构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 系统发

育树，将内生真菌鉴定到属［２２］。
形态学观察鉴定：根据菌落的在 ＰＤＡ 培养基上不同阶段生长的菌落形态、颜色、菌体延伸及生长状况等

特征，依据《真菌鉴定手册》 ［２３］和《中国真菌志》 ［２４］并结合分子生物学鉴定结果最终确定真菌类群。

９５１５　 １５ 期 　 　 　 宁祎　 等：桃儿七茎叶组织内生真菌多样性 　
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１．４　 数据统计处理

为了评价青藏高原东缘桃儿七茎叶组织内优势类内生真菌组成、组织块中内生真菌的丰富程度和每个组

织块受多重侵染的发生频率。 分别统计内生真菌的相对分离频率（ ＩＦ）和定殖率。
相对分离频率（％） ＝ （样本中分到的某种内生真菌的菌株数 ／分到的总菌株数）×１００％

定殖率＝ （有内生真菌侵染的组织块数 ／实验供试的总组织块数）
不同地域内生真菌群落的多样性分析根据 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数（Ｈ′）来计算。

Ｈ′ ＝ － ∑（Ｐ ｉ）（ｌｎＰ ｉ）

式中，Ｐ ｉ为分离到的某种内生真菌的菌株数占分离到的全部内生真菌菌株数的百分数。 为了比较不同采样地

之间内生真菌群落组成的相似程度，采用 Ｓｏｒｅｎｓｏｎ（Ｃｓ）相似性系数进行比较。
ＣＳ ＝ ２ｊ ／ （ａ＋ｂ）

式中，ｊ 为两个采样地间共有的内生真菌种类数，ａ 表示为一个采样地中分离到的内生真菌种类数，ｂ 表示为另

一个采样地中分离到的内生真菌种类数。

２　 结果

２．１　 桃儿七茎叶组织内生真菌的组成

从青藏高原东缘 ３ 个省份的 ５ 个采样点采集的桃儿七茎叶 ７２０ 个组织块中，共分离到 １４１ 株内生真菌，
依据生长形态初步分为 ５２ 个分类单元，经分子生物学结合形态学鉴定最终可归为 １９ 属（表 ２，图 １）。 ５ 个采

样点中除若尔盖县采样点分离的 １０ 个属真菌之外，其余 ４ 个采样点间分离的内生真菌属数较为接近。 具体

为大通 ６ 属、乐都 ６ 属、湟中 ５ 属和夏河 ５ 属。 综合 ５ 个采样点的结果来看，桃儿七茎叶组织内生真菌群落中

的优势类真菌为拟青霉属和小球腔菌属，相对分离频率分别为 ２６．２４％和 １４．８９％（表 ２）。

表 ２　 桃儿七茎叶内生真菌的群落组成及分离频率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ （ ＩＦ） ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ｏｆ Ｓ． ｈｅｘａｎｄｒｕｍ

门 Ｐｈｙｌｕｍ 纲 Ｃｌａｓｓ 目 Ｏｒｄｅｒ 科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ ＩＦ ／ ％

子囊菌门
Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ

散囊菌纲
Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ

从梗孢目
Ｍｏｎｉｌｉａｌｅｓ

丛梗孢科
Ｍｏｎｉｌｉｃｅａｅ

拟青霉属
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ ２６．２４

曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ４．９６

青霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ４．９６

木霉属 Ｈｙｐｏｃｒｅａ ２．８４

葡萄孢属 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ３．５５
暗梗孢科
Ｄｅｍａｔｉａｃｅａｅ

交链孢属
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ０．７１

座囊菌纲
Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ

格孢菌目
Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ

小球囊菌科
Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ

小球腔菌属
Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ １４．８９

座囊菌目
Ｄｏｔｈｉｄｅａｌｅｓ

短梗霉科
Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉａｃｅａｅ

短梗霉属
Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ ４．９６

座囊菌科
Ｄｏｔｈｉｄｅａｃｅａｅ

根球虫属
Ｒｈｉｚｏｓｐｈａｅｒａ １．４２

座囊菌属
Ｄｏｔｈｉｄｅａ ０．７１

煤炱目
Ｃａｐｎｏｄｉａｌｅｓ

球囊菌科
Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｉｄａｅ

球囊菌属
Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ０．７１

壳针孢属
Ｓｅｐｔｏｒｉａ ９．２２

未分类
ｉｎｃｅｒｔａｅ ｓｅｄｉｓ

枝孢属
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ２．８４

球壳孢目
Ｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｄａｌｅｓ

球壳孢科
Ｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｄａｃｅａｅ

核座孢属
Ｐｌｅｎｏｄｏｍｕｓ ３．５５
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续表

门 Ｐｈｙｌｕｍ 纲 Ｃｌａｓｓ 目 Ｏｒｄｅｒ 科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ ＩＦ ／ ％

茎点霉属
Ｐｈｏｍａ ３．５５

粪壳菌纲
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ

肉座菌
目 Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ

虫草科
Ｃｏｒｄｙｃｉｐｉｔａｃｅａｅ

侧齿霉属
Ｅｎｇｙｏｄｏｎｔｉｕｍ ６．３８

核菌纲
Ｐｙｒｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

炭角菌目
Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ

锤毛壳科
Ｃｏｉｏｃｈａｍａｃｅｉｉｅ

锥毛壳属
Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａ ４．９６

锤舌菌纲
Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ

柔膜菌目
Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ

未分类
ｉｎｃｅｒｔａｅ ｓｅｄｉｓ

背芽突霉属
Ｃａｄｏｐｈｏｒａ ０．７１

担子菌门
Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ

伞菌纲
Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ

伞菌目
Ａｇａｒｉｃａｌｅｓ

鬼伞科
Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａｃｅａｅ

小鬼伞属
Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ ２．８４

图 １　 桃儿七茎叶内生真菌 １８Ｓ ｒＤＮＡ 序列系统发育树状图

Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １８Ｓ ｒＤＮＡ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓ． ｈｅｘａｎｄｒｕｍ
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在门水平上，子囊菌门占绝对优势，有 １８ 个属为子囊菌门，１ 个属为担子菌门。 而在纲的分类水平上，优
势类真菌分别为座囊菌纲和散囊菌纲，各占 ９ 个属和 ６ 个属；在目的分类水平上，优势类真菌为丛梗孢目

Ｍｏｎｉｌｉａｌｅｓ（３１．５８％）；在科的水平上，丛梗孢科 Ｍｏｎｉｌｉａｃｅａｅ（２６．３２％）为优势类真菌；属的水平上以拟青霉属

Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ 和小球腔菌属 Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ 为优势属内生真菌，分别占到分离内生真菌总数的 ２６．２４％和１４．８９％。
分离结果还显示，内生真菌在桃儿七茎叶组织中的分布是不同的，茎和叶组织中共有的内生真菌有 ３ 属，分别

为拟青霉属、小球腔菌属和曲霉属，而壳针孢属、葡萄孢属和枝霉属真菌只存在于叶中，其余的真菌如短梗霉

属等 １３ 个属真菌只存在于茎组织中。

图 ２　 内生真菌的定殖率

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

（ａ）表示为不同采样点间内生真菌的定殖率；（ｂ）表示为桃儿七地上部分茎和叶内生真菌定殖率的差异；（ｃ）表示为不同采样点间内生真菌

定殖率对不同培养基类型的响应

２．２　 不同采样地内生真菌定殖率的比较

由实验结果可得，桃儿七茎叶组织内生真菌定殖率相对较低（１９．５８％）。 ５ 个采样点间内生真菌的定殖

率存在差异，其中四川省若尔盖县采样点的定殖率最大（２８．４７％），青海省湟中县境内的定殖率最小 １４．５８％
（图 ２ａ）。 定殖率在茎叶组织间的分布为茎（２９．７２％）＞叶（９．４４％），不同采样点间茎的定殖率表现为：四川若

尔盖（４８．６１％）＞青海乐都（３８．８９％）＞青海大通（３１．９４％） ＞青海湟中（１８．０６％） ＞甘肃夏河（１１．１１％），叶的定

殖率表现为：甘肃夏河（２５．００％）＞青海湟中（１１．１１％） ＞四川若尔盖（８．３３％） ＞青海乐都（２．７８％） ＞青海大通

（０）。 从采样点间来看，除甘肃夏河之外，其余四个采样点均为茎组织内生真菌的定殖率高于叶组织，而青海

大通采样点叶组织中没有分离到内生真菌（图 ２ｂ）。 研究结果显示，不同的培养基类型对于内生真菌定殖率

的影响不同。 总的来说，ＳＤＡ 培养基上内生真菌的定殖率（２１．６７％）要高于 ＰＤＡ 培养基（１７．５０％），但是不同

的采样点对不同的培养基类型偏好性不同，位于青海省境内的 ３ 个采样点均偏好于 ＰＤＡ 培养基，而位于甘肃
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省境内和四川省境内的采样点却偏好于 ＳＤＡ 培养基（图 ２ｃ）。
２．３　 不同采样地内生真菌的多样性和相似性

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数分析结果如表 ３ 所示，５ 个采样点内生真菌多样性指数较低，分布在 ０．７１—
１．４１之间。 多样性最高的采样点为若尔盖，而多样性最低的为夏河。 不同采样点间的相似性指数分布在

０．１３—０．５０ 之间，其中青海省境内的乐都和大通两个采样点间的相似性最高，为 ０．５０，而青海省境内的湟中与

四川省境内的若尔盖相似性最低，为 ０．１３。 总的来说，不同采样地之间桃儿七茎叶内生真菌的相似性较低，说
明不同采样地间菌群组成具有较大的差异。

表 ３　 采样点间内生真菌的相似性和多样性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｓ． ｈｅｘａｎｄｒｕｍ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｔｅｓ

样点 Ｓｉｔｅ 乐都 大通 湟中 若尔盖 夏河 Ｈ′

乐都　 １．００ ０．９３

大通　 ０．５０ １．００ ０．７４

湟中　 ０．１８ ０．３６ １．００ ０．７１

若尔盖 ０．３８ ０．２５ ０．１３ １．０００ １．４１

夏河　 ０．３６ ０．１８ ０．４０ ０．２７ １．０００ ０．８４

２．４　 不同采样地内生真菌的组成

对不同采样地分离出的内生真菌种群进行分析可得，夏河、大通和乐都以拟青霉属为优势属，所占频率分

别为 ４２．３１％，５６．５２％和 ３３．３３％，若尔盖以小球腔菌属为优势属，占该地内生真菌总数的 ２６．８３％，而湟中的优

势属则为壳针孢属，占该地内生真菌总数的 ３８．１０％（表 ４）。

表 ４　 不同采样地分离的内生真菌菌株数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｔｅｓ

序号 Ｎｕｍｂｅｒ 属名 Ｇｅｎｕｓ
采样地 Ｓａｍｐｌｅ

乐都 大通 湟中 若尔盖 夏河

１ 拟青霉属 Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ １０ １３ ３ ０ １１
２ 曲霉属 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ０ ０ ０ ４ ３
３ 青霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ０ ２ ２ ３ ０
４ 木霉属 Ｈｙｐｏｃｒｅａ ０ ０ ０ ４ ０
５ 葡萄孢属 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ０ ０ ０ ５ ０
６ 交链孢属 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ０ １ ０ ０ ０
７ 小球腔菌属 Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ １０ ０ ０ １１ ０
８ 短梗霉属 Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ ４ ２ ０ １ ０
９ 根球虫属 Ｒｈｉｚｏｓｐｈａｅｒａ ０ ０ ０ ２ ０
１０ 座囊菌属 Ｄｏｔｈｉｄｅａ ０ １ ０ ０ ０
１１ 球囊菌属 Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ １ ０ ０ ０ ０
１２ 壳针孢属 Ｓｅｐｔｏｒｉａ ０ ０ ８ ０ ５
１３ 枝孢属 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ０ ０ ０ ０ ４
１４ 核座孢属 Ｐｌｅｎｏｄｏｍｕｓ ０ ０ ０ ５ ０
１５ 茎点霉属 Ｐｈｏｍａ １ ４ ０ ０ ０
１６ 侧齿霉属 Ｅｎｇｙｏｄｏｎｔｉｕｍ ４ ０ ０ ２ ３
１７ 锥毛壳属 Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａ ０ ０ ７ ０ ０
１８ 背芽突霉属 Ｃａｄｏｐｈｏｒａ ０ ０ １ ０ ０
１９ 小鬼伞属 Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ ０ ０ ０ ４ ０

合计 Ｔｏｔａｌ ３０ ２３ ２１ ４１ ２６

１４１
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　 　 此外，本研究中没有发现某一类内生真菌能够同时出现在 ５ 个采样点中，分离频率最高的内生真菌拟青

霉属只存在于除四川若尔盖采样点之外的其余 ４ 个采样点中（表 ４）。 某些类群的内生真菌只存在于一个采

样点中，如若尔盖桃儿七茎组织中的核座孢属、木霉属、小鬼伞属、根球虫属及叶组织中的葡萄孢属，湟中采样

点中的锥毛壳属和背芽突霉属，大通采样点中的茎点霉属和座囊菌属，乐都采样点中的球囊菌属，夏河采样点

中的枝孢属。 这表明内生真菌群落结构与宿主植物桃儿七所处的生境有关，外部环境条件决定了一些特有的

真菌类群的定殖。

３　 讨论

３．１　 内生真菌的群落结构与生境相关性

本研究对青藏高原东缘 ３ 个省份，５ 个采样点的桃儿七茎叶组织内生真菌进行分离研究。 结果显示，优
势属真菌为拟青霉属，但各采样点间优势属真菌不完全相同，夏河、大通和乐都以拟青霉属为优势属，而若尔

盖和湟中则分别以小球腔菌属和壳针孢属为优势属。 对比前人对桃儿七根茎组织内生真菌研究：如李海燕

等［２５］对云南中甸县桃儿七地下茎内生真菌进行分离，结果分离内生真菌 ２８ 株，可归属为 ５ 目、６ 科、９ 属，优
势属真菌为丛梗孢属；张琨等［１７］对陕西太白山桃儿七地下茎内生真菌进行研究，分离内生真菌菌株 ２０ 株，归
属于 ２ 目、３ 属，优势属为毛霉属；毕江涛等［２６］从宁夏泾源县桃儿七根、茎、叶中分别分离到内生真菌 ２２ 株、１８
株和 ９ 株，归属于 ２ 目、３ 科、９ 属，其中梭孢霉属为优势属真菌；祝英等［２７］从甘肃兴隆山桃儿七地下茎中分离

内生真菌 ２０ 株，优势属真菌为曲霉属、Ｅｕｃａｓｐｈａｅｒｉａ、白僵菌属和镰刀菌属。 可见，不同采样地桃儿七内生真

菌优势属真菌差别明显，内生真菌的群落组成也存在着较大差异。 本研究中，除不同采样地优势属真菌不完

全相同外，内生真菌的群落相似性同样较低。 这些结果表明，内生真菌的群落结构与宿主植物所处的生境密

切相关，局部微环境是影响桃儿七内生真菌种群形成的主要原因。 有研究认为影响植物内生真菌群落结构的

主因在于根系周围的土壤微生物，认为土壤中的真菌入侵植物组织内部造成群落结构各有不同［２８］。 也有研

究认为区域的植被类型和气候特征是造成内生真菌群落结构差异的主要因素［２９］。 总之，宿主植物生境的不

同决定着定殖在植物体内内生真菌的群落结构，至于何种生境因子起关键作用还需要系统、全面的深入研究。
此外，本研究中内生真菌定殖率为 １４．５８％—２８．４７％，多样性指数为 ０．７１—１．４１。 研究结果与同处于相近

纬度或热带地区维管植物内生真菌的定殖率和多样性指数相比较低。 前人研究表明，陆生植物地上部分定殖

率在 １１％—１００％之间［６，３０］，如 Ｈｕａｎｇ 等［３１］对中国不同地域 ２９ 种传统药用植物内生真菌进行研究，结果显示

内生真菌的定殖率在 ３６．７％—１００％之间。 Ｓｕｎ 等 ［３０］对北京植物园内的 ６ 种药用植物茎叶组织内生真菌进行

研究，结果显示内生真菌的定殖率在 ６ 种植物间为 ４７．９％—６３．１％之间。 定殖率和多样性代表着植物中内生

真菌的丰富程度，本研究中内生真菌的多样性和定殖率较低可能和所处的青藏高原特殊地理气候有关，青藏

高原是世界上海拔最高、面积最大的高原，高海拔、强辐射、昼夜温差大和寒冷是这一地区的普遍特征［３２］。 内

生真菌的定殖率和多样性会随着宿主植物所处环境的海拔、湿度、降雨量和温度的不同呈现明显的变化［２］。
３．２　 桃儿七茎叶内生真菌的应用潜力

５ 个采样地中的 １５ 株桃儿七植株茎叶组织采用两种培养基共分离出 １９ 属内生真菌。 其中，交链孢

属［１３］、青霉属［１４］均是已被证明过的能够产生鬼臼毒素的自桃儿七中分离到的内生真菌。 本研究中，这些真

菌均不是优势属真菌，它们在真菌群落所占频率较低，但鉴于它们有产生鬼臼毒素的研究历史，这两类真菌将

是我们此后筛选产生鬼臼毒素内生真菌的首要研究对象。 此外，研究还发现，某些内生真菌首次作为桃儿七

内生真菌被报道，如优势属真菌拟青霉属和小球腔菌属等 １３ 属真菌，这些真菌均可以作为新的筛选资源，为
从中发现新的菌株和有活性的代谢产物提供了广泛的研究空间。

此外，优势属的真菌拟青霉属和次优势属真菌小球腔菌属，它们在桃儿七植株的茎叶组织中均有分布。
这两种内生真菌是常见的内生真菌，在许多植物和环境地域均被分离报道，其次生代谢产物表现出药用价值

和应用价值，如产抗癌活性物质、拮抗病原性真菌、产新型化合物等［３３⁃３６］。 并且，研究还显示拟青霉属真菌是
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自然界中一类重要的昆虫病原性真菌，可以有效的控制害虫的种群数量和繁殖［３７］，本研究中拟青霉属在桃儿

七茎叶中广泛定殖，可能对桃儿七种群抵御自然环境中的虫害具有一定的生态学作用。 此外，青霉属、木霉

属、曲霉属、茎点霉属和交链孢属是自然界常见的植物内生真菌类群，它们在宿主植物中广泛分布，这些真菌

具有重要的生物学和生态学功能［３８］，对于这些真菌的开发利用，亦是我们今后工作的研究重点。 目前，对于

桃儿七茎叶内生真菌的研究较少，大量的内生真菌资源还有待挖掘和开发，本研究对扩大桃儿七植株内生真

菌种源筛选提供了新的思路。 此外，选取桃儿七茎叶组织为研究对象，这样在得到内生真菌的同时也不破坏

野生桃儿七种群，可以更加充分的保护桃儿七自然资源。
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