
第 ３８ 卷第 １８ 期

２０１８ 年 ９ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１８
Ｓｅｐ．，２０１８

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：国家自然科学基金项目（３１６００３０８）； 山西省应用基础研究项目（２０１６０１Ｄ０２１１０１）； 山西省回国留学人员科研资助项目（２０１６⁃００６）；

山西省教育厅研究生创新计划项目（２０１７ＳＹ００５）

收稿日期：２０１８⁃０１⁃２５； 　 　 修订日期：２０１８⁃０５⁃３１

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｉａｔｏｎｇ＠ ｓｘｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０１８０１２５０２０２

贾彤，王瑞宏，曹苗文．白羊草 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌的分离鉴定及其重金属耐受性．生态学报，２０１８，３８（１８）：　 ⁃ 　 ．
Ｊｉａ Ｔ， Ｗａｎｇ Ｒ Ｈ， Ｃａｏ Ｍ Ｗ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｐｉｃｈｌｏë ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｆｒｏｍ Ｂｏｔｈｒｉｏｃｈｌｏａ ｉｓｃｈａｅｍｕｍ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ．Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ
Ｓｉｎｉｃａ，２０１８，３８（１８）：　 ⁃ 　 ．

白羊草 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌的分离鉴定及其重金属耐
受性

贾　 彤∗，王瑞宏，曹苗文
山西大学黄土高原研究所，太原　 ０３０００６

摘要：通过对北方铜业铜矿峪矿十八河尾矿坝的优势植被白羊草进行叶鞘内生真菌分离，并对白羊草内生真菌的形态特征及孢

子形态进行描述，同时，选取其中 ７ 个菌株进行 ａｃｔＧ、ｔｅｆＡ 和 ｔｕｂＢ 扩增、测序和系统发育分析。 结果表明，从白羊草中分离出的

内生真菌属于为 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属，菌落正面呈白色，背面浅黄色，白羊草内生真菌生长速度较慢，孢子大小为 １．２０８—８．０４８ μｍ 之间，
孢子形态椭圆、球型。 根据分子系统发育学分析结果，将白羊草内生真菌鉴定为 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｉｂｉｒｉａ。 通过对白羊草内生真菌进行

不同浓度的重金属胁迫处理，发现其对重金属具有一定耐受性，具体表现为：Ｚｎ２＋（１２０ ｍｇ ／ Ｌ）、Ｃｕ２＋（１６０ ｍｇ ／ Ｌ）、Ｐｂ２＋（２４０ ｍｇ ／ Ｌ）
和 Ｃｄ２＋（８ ｍｇ ／ Ｌ）。 对丰富天然禾草内生真菌资源，以及铜矿区生态修复过程中，白羊草内生真菌提高宿主抗性方面的应用具

有重要意义。
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内生真菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）为“生活在活体植物地上部分的组织中，而不引起宿主植物明显病害症状的真

菌” ［１］。 草本、灌木、针叶树和藻类等都可成为内生真菌的宿主，其中最常见的宿主是禾本科植物。 在温带天

然禾草中，约十分之一植物感染内生真菌［２］，早熟禾亚科约有 ３０％植物感染内生真菌［３⁃４］。 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真

菌与冷季型禾草共生，全世界至少有 ３０ 个属的禾草感染这种内生真菌，也是目前研究最为广泛的内生真菌之

一［５⁃６］，已命名的与天然禾草共生的 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌共有 ４３ 种［７］。 例如，王志伟等从华东、华北以及西北

等地区的鹅观草属（Ｒｏｅｇｎｅｒｉａ）植物中发现 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｙａｎｇｚｉｉ［８］ 和 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｉｎｉｃｕｍ［９］ 两种不同的特异性内生真

菌。 李春杰等从醉马草（Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ ｉｎｅｂｒｉａｎｓ）中得到 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ［１０］。 羽茅（Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ）在
自然种群中感染的两种优势菌株为 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 和 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｉｂｉｒｉｃａ［１１］。 朱敏杰等［１２］ 从羊草（ Ｌｅｙｍｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）中分离得到 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｂｒｏｍｉｃｏｌａ 内生真菌。 此前，本课题组已对天然禾草白羊草 （ Ｂｏｔｈｒｉｏｃｈｌｏａ
ｉｓｃｈａｅｍｕｍ）中内生真菌的分布调查发现，白羊草中感染的 １６ 种内生真菌分别为赤霉属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）、镰刀菌属

（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ） ［１３］，但对白羊草中 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌的研究还未见报道。
关于内生真菌提高栽培禾草的抗生物与非生物胁迫的研究较多，但关于尾矿区内生真菌感染对天然禾草

的重金属抗性研究还相对较少。 微量金属离子可满足微生物正常生长，过量则会产生毒害作用。 高重金属环

境中，有些微生物对多种重金属具有抗性，这些微生物在重金属污染的生物修复过程中发挥重要作用。 大多

数抗重金属微生物的研究集中于根际和非根际土壤微生物，对植物内生真菌重金属抗性的研究报道较少。 有

研究发现，紫霉属（Ｐｕｒｐｕｒｅｏｃｉｌｌｉｕｍ）内生真菌可以在铜胁迫条件下促进秋茄红树林生长［１４］。 Ｚｈａｎｇ 等［１５］ 研究

３ 种深色有隔内生真菌（Ｈ９３、Ｈ１２５ 和 Ｈ１１４）都对 Ｐｂ 和 Ｃｄ 具有耐受性。 康宇等发现接种深色有隔内生真菌

能改善重金属 Ｃｄ 胁迫下紫茎泽兰的生长状态［１６］，并且深色有隔内生真菌通过调节植物激素平衡以及光合作

用强度使玉米中 Ｃｄ 含量降低，进而促进玉米生长［２，１７⁃１８］。 相对于菌根真菌，内生真菌存在于植物的地上部

分，同时内生真菌感染对宿主植物的生长具有促进作用［１６］，染菌植物可能借助于菌丝本身对重金属的积累，
使宿主具有较高生物量且根系活动加强，进而在修复重金属污染土壤中发挥作用。 内生真菌宿主范围较广且

可分离培养，例如青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）以及镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）等都是植物

体内常见的内生菌。 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌也能够提高寄主禾草对 Ａｌ［１９］、Ｚｎ［２０］ 和 Ｃｕ［２１］ 的耐受性。 内生真菌

还可以影响宿主禾草对 Ｆｅ、Ｚｎ、Ｃｕ、Ｃａ 和 Ｐ 等矿质元素的吸收和运输［１９，２２］。 李川等研究发现，感染内生真菌

可以提高宿主植物羽茅和高羊茅（Ｆｅｓｔｕｃａ ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ）对重金属锌的耐受性［１８，２３］。 醉马草感染的 Ｅｐｉｃｈｌｏë
ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 内生真菌可提高宿主的抗旱性、耐盐性［２４］、和对重金属胁迫的耐受性［２５⁃２６］。

白羊草为禾本科孔颖草属多年生牧草，属于喜温性中旱生植物［２７］，属于根茎疏丛型下繁禾草，具有短根

茎、根系发达、分蘖能力强、能形成大量基生叶丛的特点［２８］。 叶片无毛或少毛，茎顶着生有 ４～多数总状花序，
颖果，具有有性及无性繁殖能力，寿命长达 １０ 年以上。 适口性强，是一种优良水土保持型的牧草资源。 白羊

草群落是我国暖温带森林草原区有代表性的植被类型，也是落叶阔叶林区森林破坏后出现的次生植被类

型［２９］，白羊草广泛分布于黄土高原东南部和南部的低山丘陵、梁峁顶部的温暖带地段［３０］。 本实验通过形态

学描述和分子鉴定的方法，对铜尾矿库白羊草内生真菌进行分离和鉴定，探究与白羊草共生的 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内

生真菌特点，并通过对内生真菌进行不同重金属胁迫处理，探究与白羊草共生的 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌重金属

耐受性潜力，这为丰富禾草内生真菌资源，以及内生真菌资源在重金属污染土壤修复中发挥作用提供科学

基础。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

本研究试验样地位于山西省垣曲县，该地年均气温 １３．５℃，年均降水量 ６３１ ｍｍ。 北方铜业铜矿峪矿十八
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河尾矿坝，沟口筑坝，坝体呈梯形。 始建于 １９６９ 年，初期坝高 ２３．０ ｍ，坝顶高程 ５０９．０ ｍ。 现已筑 １４ 级子坝，
坝顶高程 ５６４．２—５７０．８ ｍ，平均坝高 ４３．０ ｍ，坝顶长度 １７１４．８ ｍ［３１］。 尾矿库坝体为人工堆积，将库区近坝体

矿砂推至坝前，通过碾压处理将其压实形成坝体，其成分主要为尾矿土、尾矿砂和人工覆盖的黄土。 各个子坝

植物群落以白羊草为优势种。 ２０１５ 年 ７ 月，自上而下共设置 ９ 个不同恢复年限的样地，在每个样地采集白羊

草 ３０ 株。 将白羊草带回实验室进行内生真菌的分离与鉴定，研究结果发现，不同子坝白羊草内生真菌为赤霉

属、镰刀菌属、青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ） ［１３］以及 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属。 通过用强氧化物对白羊草地上部分进行消解，再将消

解产物用等离子体发射光谱仪（ｉＣＡＰ ６０００， Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ， ＵＫ）测定其重金属含量［３２］。 重金属进行检测，结
果发现 Ａｓ 含量为 ０．４６ ｍｇ ／ Ｌ，Ｃｄ 含量为 ３．０７ ｍｇ ／ Ｌ，Ｃｒ 含量为 ６５８．５５ ｍｇ ／ Ｌ，Ｃｕ 含量为 １５３．２９ ｍｇ ／ Ｌ，Ｐｂ 含量

为 １９４．８２ ｍｇ ／ Ｌ，Ｚｎ 含量为 ６２．３５ ｍｇ ／ Ｌ。
１．２　 内生真菌分离及孢子观察

首先进行植物表面灭菌，将白羊草叶鞘剪成约 １ ｃｍ 的小段，放入 ７０％的酒精中 ５ ｓ，再用 ５％的次氯酸钠

浸泡 ７ ｍｉｎ，在浸泡过程中不断摇晃，倒掉次氯酸钠加入无菌水，用无菌水清洗至少 ３ 次，每次 ３０ ｓ。 将表面灭

菌后的茎段横放或插入配制好的马铃薯葡萄糖琼脂培养基（Ｐｏｔａｔｏ Ｄｅｘｔｒｏｓｅ Ａｇａｒ，ＰＤＡ）中，置于 ２５℃培养［１２］。
待真菌从培养基上长出来后，对单一菌落进行纯化，纯化 ４ 代后，菌落形态保持世代不变后进行孢子形态观

察。 将无菌水滴在载玻片上，挑取菌丝置于载玻片上，盖上盖玻片用数码成像显微系统（Ｍｏｔｉｃａｍ Ｐｒｏ ２０５Ａ，
Ｍｏｔｉｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ）观察［９］。
１．３　 内生真菌的分子鉴定

内生真菌 ＤＮＡ 提取［８］：提出来的 ＤＮＡ 用多功能酶标仪（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００Ｐｒｏ ＮａｎｏＱｕａｎｔ，ＴＥＣＡＮ，Ａｕｓｔｒｉａ）测
定其浓度和纯度，并用 １％的琼脂糖凝胶电泳观察提取结果［１３］。 ＰＣＲ 反应：将提出来的 ＤＮＡ 稀释至 １０ ｎｇ ／
μＬ，选用引物见表 １［５］。 ａｃｔ 反应体系 ５０ μＬ，含有：Ｔｅｍｐｌａｔｅ １０ μＬ，ａｃｔ－Ｆ、ａｃｔ－Ｒ 各 １．０ μＬ（１０μｍｏｌ ／ Ｌ）（上海

生工），１０×ＥａｓｙＴａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ２．５ μＬ，ＥａｓｙＴａｑＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０．５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ３０ μＬ。 根

据曹苗文等所设置的条件进行调整［１３］，下同，反应条件为：９４℃，９ ｍｉｎ；９４℃，１ ｍｉｎ；５２℃，１ ｍｉｎ；７２℃，２ ｍｉｎ；
７２℃，５ ｍｉｎ，共 ４０ 个循环；Ｔｕｂ 反应体系 ５０ μＬ，含有：Ｔｅｍｐｌａｔｅ １０ μＬ，Ｔｕｂ－Ｆ、Ｔｕｂ－Ｒ 各 ０．８ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
（上海生工），１０×ＥａｓｙＴａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ５μＬ，２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ２．５ μＬ，ＥａｓｙＴａｑＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０．５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ３０．４
μＬ。 反应条件：９４℃，９ ｍｉｎ；９４℃，１ ｍｉｎ；５４℃，１ ｍｉｎ；７２℃，２ ｍｉｎ；７２℃，５ ｍｉｎ，共 ４０ 个循环；ｔｅｆ 反应体系 ５０
μＬ，含有：Ｔｅｍｐｌａｔｅ １０ μＬ，ｔｅｆ ⁃Ｆ、ｔｅｆ⁃Ｒ 各 １．０ μＬ（１０μｍｏｌ ／ Ｌ）（上海生工），１０×ＥａｓｙＴａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ５μＬ，２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰｓ ２．５ μＬ，ＥａｓｙＴａｑＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０．５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ３０ μＬ。 反应条件：９４℃，９ ｍｉｎ；９４℃，１ ｍｉｎ；６０℃，１ ｍｉｎ；
７２℃，２ ｍｉｎ；７２℃，５ ｍｉｎ，共 ４０ 个循环［７⁃８］。 经琼脂糖凝胶电泳确定 ＰＣＲ 结果，选择最佳 ＰＣＲ 产物送至华大

基因有限公司测序。

表 １　 用于 ｔｕｂＢ、ｔｅｆＡ 和 ａｃｔＧ ＰＣＲ 扩增的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ＰＣＲ ｏｆ ｔｕｂＢ， ｔｅｆＡ ａｎｄ ａｃｔＧ

扩增基因
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｇｅｎｅｓ

引物编号
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎｕｍｂｅｒ

引物序列（５′⁃ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增基因
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｇｅｎｅｓ

引物编号
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎｕｍｂｅｒ

引物序列（５′⁃ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｅｆＡ ｔｅｆ１⁃ｅｘｏｎ１ｄ⁃ １ ５′⁃ＧＧＧ ＴＡＡ ＧＧＡ ＣＧＡ ＡＡＡ ＧＡＣ ＴＣＡ⁃３′ ｔｕｂＢ ｔｕｂ２⁃ｅｘｏｎ１ｄ⁃ １ ５′⁃ＧＡＧ ＡＡＡ ＡＴＧ ＣＧＴ ＧＡＧ ＡＴＴ ＧＴ⁃３′

ｔｅｆ１⁃ｅｘｏｎ５ｕ⁃ １ ５′⁃ＣＧＧ ＣＡＧ ＣＧＡ ＴＡＡ ＴＣＡ ＧＧＡ ＴＡＧ⁃３′ ｔｕｂ２⁃ｅｘｏｎ４ｕ⁃ ２ ５′⁃ＧＴＴ ＴＣＧ ＴＣＣ ＧＡＧ ＴＴＣ ＴＣＧ ＡＣ⁃３′

ａｃｔＧ ａｃｔ１⁃ｅｘｏｎ１ｄ⁃ １ ５′⁃ＴＡＡ ＴＣＡ ＧＴＣ ＡＣＡ ＴＧＧ ＡＧＧ ＧＴ⁃３′

ａｃｔ１⁃ｅｘｏｎ６ｕ⁃ １ ５′⁃ＡＡＣ ＣＡＣ ＣＧＡ ＴＣＣ ＡＧＡ ＣＡＧ ＡＧＴ⁃３′

１．４　 重金属胁迫处理

向 ＹＭ 液体培养基（每 １ Ｌ 蒸馏水中有麦芽糖 ３ ｇ，酵母粉 ３ ｇ，蛋白胨 ５ ｇ 和葡萄糖 １０ ｇ）中加入不同浓度

的重金属溶液，基于前期对铜尾矿坝土壤及白羊草叶片和根重金属的背景调查，分别利用 ＺｎＳＯ４，ＣｕＳＯ４，
ＰｂＳＯ４，ＣｄＣｌ２母液设置重金属胁迫梯度为 Ｚｎ２＋（０、２０、４０、６０、８０、１２０ ｍｇ ／ Ｌ），Ｃｕ２＋（０、２０、４０、８０、１２０、１６０ ｍｇ ／
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Ｌ），Ｐｂ２＋（０、６０、１２０、１８０、２４０、３００ ｍｇ ／ Ｌ），Ｃｄ２＋（０、２、４、６、８ ｍｇ ／ Ｌ），每个浓度设置 ３ 个重复。 无菌条件下，从活

化后的内生真菌液体培养基上吸取 ３５０ μＬ 菌悬液于 ＹＭ 培养基中，将其放置到恒温培养振荡器（ ＺＷＹ⁃
２００Ｄ）中培养（２００ ｒｐｍ，２５℃），根据白羊草内生真菌生长曲线的结果，本实验将内生真菌生长的测定时间确

定为 １５ 天。 培养结束后，用灭菌滤纸过滤收集内生真菌，放入烘箱 ６５℃烘干称重，计算菌丝生长量。 菌丝体

干重的计算：过滤菌液前将滤纸标号并称重，在烘箱中至恒重后用电子天平称滤纸干重，烘干后滤纸的干重与

过滤前滤纸差值即为菌丝体干重。
１．５　 分子系统学分析

对于序列数据，首先把测序结果前端和后端的杂峰序列去除，然后在 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对。 先使用 ＭＥＧＡ６ 校准，然后去除比对序列两端多余的部分，使序

列等长，然后运用最大似然法（Ｍａｘｉｍｕｍ⁃Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 法）进行系统发育分析，制作系统进化树，同时计算遗传

距离。
１．６　 统计分析

不同重金属胁迫下内生真菌生长量的均值比较采用 ＳＰＳＳ １９．０ 进行单因素方差（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）分析，
并进行 Ｄｕｎｃａｎ 显著性检验，结果采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １２．５ 进行作图。

２　 结果与分析

２．１　 白羊草内生真菌形态学特征

菌落在 ２５℃、ＰＤＡ 培养基上生长 ４ 周的直径为 ２３．２—３９．１ ｍｍ。 菌落白色、棉质、紧实、在培养基表面突

出、无回旋或呈轻微回旋状；气生菌丝透明、丰富、光滑；菌落背面浅黄色。 培养条件下孢子丰富，产孢细胞在

气生菌丝上侧向生长，分生孢子透明，椭圆形或肾形，大小为 １．２—８．０ μｍ（图 １，表 ２）。

图 １　 白羊草中 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｉｂｉｒｉａ 的菌落（ａ）和分生孢子形态（ｂ，ｃ）

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｌｏｎｙ（ａ） ａｎｄ ｃｏｎｉｄｉａ（ｂ，ｃ） ｏｆ Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ． ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｂ． ｉｓｃｈａｅｍｕｍ

照片拍摄于菌株（Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．）在 ＰＤＡ 培养基上黑暗培养 ３ 周后。 左：标尺＝ １ ｍｍ；中：标尺＝ １０ 为 μｍ

表 ２　 内生真菌生长速率及其孢子大小

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｏｒｅ ｓｉｚｅ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

孢子大小 ／ μｍ
Ｓｐｏｒｅ ｓｉｚｅ

生长速率
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ／
（ｍｍ ／ 周）

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

孢子大小 ／ μｍ
Ｓｐｏｒｅ ｓｉｚｅ

生长速率
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ／
（ｍｍ ／ 周）

Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．０１ （１．２０８⁃３．６４２） × （１．７０３⁃３．６４２） ８．２４８±１．０１１ Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．０５ （２．０３６⁃３．１１５） × （２．０３６⁃５．２６０） ９．７８８±２．４３２

Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．０２ （３．０２５⁃３．０２５） × （３．０２５⁃５．１２２） ６．２３９±０．１６４ Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．０６ （２．０６７⁃４．９３１） × （２．０６７⁃７．７１８） ８．２４８±１．８３５

Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．０３ （１．８７６⁃２．６２６） × （１．８７６⁃５．２８１） ７．１８０±０．２０４ Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．０７ （１．３６０⁃３．０５４） × （１．３６０⁃６．７７３） ６．３３２±０．１６６

Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．０４ （１．９９７⁃４．１８８） × （１．９９７⁃８．０４８） ５．８１０±０．１２０
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２．２　 白羊草内生真菌部分 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｐ．菌株 ｔｕｂＢ、ｔｅｆＡ 和 ａｃｔＧ 扩增结果

用Ｍｏｏｎ 等［２３，２５］设计的引物（表 １），分别对白羊草内生真菌 ａｃｔＧ、ｔｅｆＡ 和 ｔｕｂＢ 进行扩增，结果显示：３ 对引物在

所有菌株的 ａｃｔＧ、ｔｅｆＡ 和 ｔｕｂＢ 扩增中，都得到了清晰的片段，大小分别为 １６００ ｂｐ， ８００ ｂｐ 和 ９４０ ｂｐ 左右（图 ２）。

图 ２　 部分白羊草内生真菌 ａｃｔＧ、ｔｅｆＡ 和 ｔｕｂＢ 扩增结果

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｓｏｍｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａｃｔＧ， ｔｅｆＡ ａｎｄ ｔｕｂＢ ｆｒｏｍ

ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｂ． ｉｓｃｈａｅｍｕｍ

２．３　 白羊草内生真菌系统发育分析

从不同白羊草叶鞘中分离得到的内生真菌在菌落

形态和生长速度上都具有典型的 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌

的特征 （图 １）。 将白羊草叶鞘分离出的内生真菌对

ａｃｔＧ， ｔｕｂ Ｂ 和 ｔｅｆ Ａ 片段进行 ＰＣＲ 扩增并测序，将测序

结果在 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对，结果发现，这些

内生真菌与 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属菌相似性达到 ９７％以上。 将这

些菌株序列与白羊草内生真菌进行系统发育分析。 从

ａｃｔＧ 系统发育树可以看出，白羊草内生真菌与羽茅和醉

马草中的 Ｅ． ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 和羽茅中的 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉｃａ 相似可能

性较大（图 ３）；从 ｔｅｆ Ａ 系统发育树结果可知，白羊草内

生真菌与 Ｅ． ｓｉｎｉｃｕｍ 系统发育距离最近，其次为 Ｅ．
ｃｈｉｓｏｓｕｍ，而与 Ｅ． ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 和 Ｅ． ｂｒｏｍｉｃｏｌａ 形成了一个

亚枝（图 ４）。 ｔｕｂ Ｂ 的系统发育树结果显示，白羊草内生真菌首先与鹅观草属植物中 Ｅ． ｓｉｎｉｃｕｍ 聚合在一起，
然后与来自日本两种冰草属（Ａｇｒｏｐｙｒｏｎ ｃｉｌｉａｒｅ 和 Ａｇｒｏｐｙｒｏｎ ｔｓｕｋｕｓｈｉｅｎｓｅ）菌株形成一亚枝（图 ５）。

图 ３　 根据 ａｃｔＧ 序列，使用最大似然法（ＭＬ）构建系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ （ＭＬ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｃｔＧ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

进化枝上显示的数字（≥５０％）表示 １０００ 次自展检验后的置信度

５　 １８ 期 　 　 　 贾彤　 等：白羊草 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌的分离鉴定及其重金属耐受性 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ４　 根据 ｔｅｆＡ 序列，使用最大似然法（ＭＬ）构建系统发育树

Ｆｉｇ．４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ （ＭＬ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｅｆＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

进化枝上显示的数字（≥５０％）表示 １０００ 次自展检验后的置信度

２．４　 白羊草内生真菌对重金属的耐受性

由图可知，随着 Ｚｎ２＋浓度的增加，内生真菌干重呈现先下降后上升的趋势，在 Ｚｎ２＋浓度为 ２０ ｍｇ ／ Ｌ 是内生

真菌干重达到最低值为 ０．１２ ｇ，在浓度为 ８０ ｍｇ ／ Ｌ，干重达到最大值为 ０．２８ ｇ（图 ６）。 随着 Ｃｕ２＋浓度升高，内生

真菌干重呈现先升高后下降的趋势，Ｃｕ２＋浓度为 ４０ ｍｇ ／ Ｌ 时，内生真菌干重达到最大，且显著高于对照组。 浓

度从 ４０ ｍｇ ／ Ｌ 到 １２０ ｍｇ ／ Ｌ 时菌丝干重缓慢降低（图 ６）。 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌对 Ｐｂ２＋胁迫的响应表现为，当
Ｐｂ２＋为 ２４０ ｍｇ ／ Ｌ，菌丝干重达到最大值，并且显著高于其他各浓度下菌丝重量（图 ６）。 对于 Ｃｄ２＋胁迫而言，各
个梯度下内生真菌干重均无显著差异（图 ６）。

３　 讨论

本研究首次从白羊草中检测并分离得到 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属内生真菌。 ｔｕｂＢ 和 ｔｅｆＡ 序列系统发育分析表明，白羊

草内生真菌与来自羽茅的 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉａ 非常相似，支持率分别达 ９９％和 ９８％，与冰草属禾草上的 Ｅｐｉｃｈｌｏë 菌株以

及雀麦属（Ｂｒｏｍｕｓ）禾草上分离到的 Ｅ． ｂｒｏｍｉｃｏｌａ 相似可能性较大，进化树上自展率为 ９４％。 在通过 ａｃｔＧ 基因

序列得到的 ＭＬ 系统发育树中，白羊草内生真菌与来自羽茅上的 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉａ 和 Ｅ． ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 菌株相似性较高，
支持率分别达 ９９％和 １００％，但白羊草内生真菌的形态特征与羽茅中 Ｅ． ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ 不尽一致，具体表现为：从
羽茅中分离纯化的内生真菌在 ＰＤＡ 培养基上生长速度快，并且菌落表面更加光滑和致密［１１⁃１２］，而本研究中，
白羊草内生真菌生长速度缓慢，并且与羽茅中 Ｅ．ｓｉｂｉｒｉａ 内生真菌的特征描述相似。 通过形态学和分子系统发

育学分析，将白羊草内生真菌鉴定为 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｉｂｉｒｉａ。 前期研究结果发现，不同恢复年限分离得到的白羊草内
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图 ５　 根据 ｔｕｂＢ 序列，使用最大似然法（ＭＬ）构建系统发育树

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ （ＭＬ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｕｂＢ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

进化枝上显示的数字（≥５０％）表示 １０００ 次自展检验后的置信度

生真菌分别为赤霉属、镰刀菌属、青霉属［１３］以及 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属。 把白羊草内生真菌与已知吸附重金属的内生真

菌做系统进化树分析，发现 Ｅｐｉｃｈｌｏë 属和白腐菌有较近的亲缘关系，白腐菌对镉有良好的吸附作用，白羊草能

够生活在镉污染土壤的植物体内，可能由于 Ｅｐｉｃｈｌｏë ｓｉｂｉｒｉａ 对镉也有吸附作用。 分子鉴定结果揭示与白羊草

共生的内生真菌特点，为今后研究白羊草⁃内生真菌共生体的生理生态特征提供科学基础。
Ｖｉｖａｓ 等在锌污染的土壤中筛选到抗 １００ ｍｇ ／ Ｌ Ｚｎ２＋的短芽孢杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ），羽茅内生真菌在 Ｚｎ２＋

胁迫下的半致死浓度为 ８０ ｍｇ ／ Ｌ［３５］，与已报道的细菌和内生真菌的重金属抗性相比，本研究中白羊草内生真

菌在 １２０ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ｚｎ２＋胁迫处理下能继续生长，说明白 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉａ 内生真菌自身对 Ｚｎ２＋具有较高抗性。 Ｗｕ 等

在铅锌尾矿土中筛选到对 １００ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋和 ３００ ｍｇ ／ Ｌ Ｐｂ２＋都有较强抗性的固氮菌属和芽孢杆菌，本试验中铜

尾矿坝白羊草 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉａ 内生真菌表现出对 ２４０ ｍｇ ／ Ｌ Ｐｂ２＋和 １６０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｕ２＋都有一定抗性，这可能是由于植物

内生真菌专性寄生于宿主体内，长期以来形成密切的共生关系，与细菌相比，真菌呈丝状生长且生长快，生物

量大，因而抗重金属能力优于内生细菌［３６］。 已有研究发现，高羊茅内生真菌和羽茅内生真菌对 Ｃｄ２＋胁迫的耐
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图 ６　 不同重金属胁迫下白羊草内生真菌的菌丝干重

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ Ｂｏｔｈｒｉｏｃｈｌｏａ ｉｓｃｈａｅｍｕｍ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

受浓度分别为 １ ｍｇ ／ Ｌ 和 ５ ｍｇ ／ Ｌ［３５］，而白羊草内生真菌对 Ｃｄ２＋胁迫的耐受浓度为 ８ ｍｇ ／ Ｌ。 本研究中分离纯

化得到的铜尾矿坝白羊草 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉａ 内生真菌，对重金属 Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋、Ｐｂ２＋和 Ｃｄ２＋具有较高水平的抗性。 这可能

是内生真菌通过表面的吸附作用，或是菌丝分泌出多糖物质的结合作用使重金属的毒性降低［３７］。 因此，白羊

草内生真菌在多种重金属污染的土壤修复过程中可能会有更大的适用性，特别是在铜矿区生态修复过程中，
白羊草内生真菌可能对提高宿主抗性方面具有一定潜力。

４　 结论

利用 ＰＤＡ 培养基分离的方法，从白羊草中分离出的菌株菌落正面呈白色，背面浅黄色。 菌落质地致密，
形状为中间突出。 生长速度较慢，位于 ５．８１０—９．７８８ ｍｍ ／周之间，孢子大小为 １．２０８—８．０４８ μｍ 之间，孢子形

态椭圆、球型。 通过进行 ａｃｔＧ、 ｔｅｆＡ 和 ｔｕｂＢ 扩增、测序和系统发育分析 将白羊草内生真菌鉴定为 Ｅｐｉｃｈｌｏë
ｓｉｂｉｒｉａ。 铜尾矿坝白羊草 Ｅ． ｓｉｂｉｒｉａ 内生真菌对重金属 Ｚｎ２＋（１２０ ｍｇ ／ Ｌ）、Ｃｕ２＋（１６０ ｍｇ ／ Ｌ）、Ｐｂ２＋（２４０ ｍｇ ／ Ｌ）和
Ｃｄ２＋（８ ｍｇ ／ Ｌ）具有耐受性。
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