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氧化石墨烯对黑麦草种子内生真菌群落结构和多样性
的影响
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摘要：为了探究氧化石墨烯（ＧＯ）对黑麦草种子内生真菌群落结构和多样性的影响，将黑麦草种子在 ０．４％、０．８％和 １．２％水平的

ＧＯ 溶液中胁迫 ４ ｄ，采用高通量测序技术，分析 ＧＯ 胁迫下黑麦草种子内生真菌群落组成和多样性的变化。 结果显示，４ 个样本

所有样品共分离获得 ３０３ 种真菌，归属于 １０ 门 ３９ 纲 ８４ 目 １６０ 科 ２４０ 属。 在门分类水平上，子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）和担子菌门

（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）是主要的内生真菌类群；在属分类水平上，各处理的共有优势菌属为链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）。 不同 ＧＯ 处理黑麦

草种子内生真菌群落结构存在差异，随着 ＧＯ 浓度的增加，子囊菌门的丰度出现下降，０．８％和 １．２％ＧＯ 处理较对照分别显著降

低了 １９％和 ２０％（Ｐ＜０．０５）；所有 ＧＯ 处理的担子菌门丰度均显著高于对照（Ｐ＜０．０５）；１．２％处理链格孢属的丰度较对照显著降

低了 ３７．３６％。 与对照相比，１． ２％ＧＯ 处理内生真菌的丰富度和多样性显著增加，ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分别增加了

１２３．５％、１２７．４％和 １１７．５％（Ｐ＜０．０５）。 主坐标分析（ＰＣｏＡ）分析表明，１．２％ＧＯ 处理内生真菌群落结构与其他处理有较大差异；
线性判别分析（ＬＥｆＳｅ）分析发现， 各处理差异指示种明显不同。 可见，ＧＯ 改变了黑麦草种子内生真菌群落的组成和多样性，尤
其是高浓度处理（１．２％）。 研究可为碳纳米材料暴露对共生物种的潜在影响研究提供参考。
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作为一种重要的石墨烯衍生物，氧化石墨烯（ＧＯ）是很多石墨烯基纳米材料（ＧＢＮｓ）合成的前体；独特的

理化性质使其在很多领域有着广泛的应用［１—２］。 因此，在加工、运输和使用过程中，ＧＯ 会不可避免地释放到

环境中，其潜在的环境风险随着生产和使用量的增加而增加，其毒性研究受到普遍关注［３—４］。
目前，关于 ＧＯ 对微生物毒性的研究主要集中在对土壤微生物毒性和群落结构研究上。 研究表明，ＧＯ 对

大多数细菌具有抗菌活性［５—６］，其毒性机制普遍认为是 ＧＯ 对细胞膜的物理损伤和 ＧＯ 诱导的氧化损伤［７］。
ＧＯ 对细菌造成物理损伤的途径主要包括粘附在细胞表面、包裹细胞阻止细胞繁殖、穿透细胞等等［８—９］，导致

细胞形态和结构发生变化、溶质渗出及细胞膜功能受损［１０］。 ＧＯ 与微生物相互作用时，会攻击蛋白质、核酸和

细胞膜等，破坏细胞的抗氧化和氧化平衡，导致细胞内酶和其他物质分泌异常，最终引起细胞损伤，甚至细胞

死亡［１１］。 在一项调查 ＧＯ 接触 ４ 种细菌（大肠杆菌、变形链球菌、金黄色葡萄球菌和粪大肠杆菌）的杀菌潜力

研究中，发现 ＧＯ 显著降低了细菌的活力，其抗菌性呈浓度依赖性，在高的 ＧＯ 浓度（３００ 和 ５００ μｇ ／ ｍＬ）下观

察到最高的杀菌活性［５］。 Ｅｖａｒｉｓｔｅ 等［１２］研究发现，１ ｍｇ ／ Ｌ ＧＯ 对细菌生长有较强的抑制作用，影响了与硅藻

相关的细菌群落组成。 Ｈａｏ 等［１３］研究表明，土壤中的微生物数量随着 ＧＯ 浓度的增加而减少。 Ｄｕ 等［１４］研究

发现，ＧＯ 显著改变了土壤细菌群落的组成和结构，导致一些固氮菌和铁还原菌的增加。 Ｆｏｒｓｔｎｅｒ 等［１５］研究表

明，所有剂量的 ＧＯ 均显著影响了土壤细菌和真菌群落的组成。
植物内生真菌是指其生活史的一定阶段或全部阶段定殖于健康植物的组织内而对寄主植物无明显致病

性的一类真菌，存在于种子、根、茎、叶等器官组织内部和细胞间隙［１６］。 内生真菌与宿主植物在长期的协同进

化过程中，形成了互利共生的关系［１７］。 宿主植物为内生真菌提供生存空间和营养物质，内生菌可产生一些代

谢物，如生长激素等可以促进植物的生长，有些活性代谢产物可以增强宿主植物对各种胁迫的抗逆性，提高植

物的抗病虫害能力［１８—２０］。 如印度梨形孢（Ｐｉｒｉｆｏｒｍｏｓｐｏｒａ ｉｎｄｉｃａ）是一种多功能内生真菌，其定殖在根系能促进

宿主植物生长和光合作用，并通过增加茉莉酸的积累和防御基因的表达提高甘薯对食草性昆虫采食的能

力［２１］。 ＡＩ Ｈｕｓｎａｉｎ 等［２２］研究发现，海榄雌（Ａｖｉｃｅｎｎｉａ ｍａｒｉｎａ）中存在的内生真菌对大多数番茄病原菌具有抑

制作用，能控制它们所引起的病害。
植物内生菌通常由种子传播并为其宿主植物提供有益作用［２３］。 种子内生菌对种子的生长发育至关重

要，可以提高种子萌发率，影响子代植株中菌群的定殖等［２４］；还可进行固氮和磷增溶来促进植物的生长。 迄

今为止，碳纳米材料对植物内生菌群落影响的研究很少。 Ｈａｏ 等［２５］ 研究表明，即使在 １０ ｍｇ ／ Ｌ 浓度下，水稻
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内生真菌对碳纳米材料暴露都很敏感，２５０ ｍｇ ／ Ｌ 多壁碳纳米管和 Ｃ６０显著改变了内生真菌的群落组成。 Ｄｕ
等［２６］的研究发现，ＧＯ 暴露降低了水稻根系内生细菌群落的多样性、均匀度和丰富度，有益细菌种群的相对丰

度也降低。 但无论如何，还未见 ＧＯ 对植物种子内生菌群落影响的相关报道。
多年生黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍ ｐｅｒｅｎｎｅ Ｌ．），禾本科黑麦草属，是全球重要的牧草和草坪植物，具有很高的经济价

值。 禾本科牧草和草坪草种子普遍被内生真菌所感染，早在 １９ 世纪末，就在多年生黑麦草上发现了内生真

菌［２７］。 而关于黑麦草内生真菌的研究多集中在促生、抗逆和抗病等方面［２８—２９］。 鉴于内生真菌通过种子传

播，将有益微生物代代相传，并且为宿主植物提供诸多益处，本文以黑麦草种子为实验材料，采用高通量测序

技术，研究 ＧＯ 暴露下黑麦草种子内生真菌群落组成和多样性的变化，以期了解碳纳米材料暴露对共生物种

的潜在影响。

１　 材料与方法

１．１　 供试材料

多年生黑麦草种子购自百绿（天津）国际草业有限公司，品种为顶峰。 ＧＯ 购自苏州恒球石墨烯科技有限

公司，为褐黄色粉末，纯度大于 ９５％，片层直径 １０—５０ μｍ，平均厚度 ３．４—８．０ ｎｍ，比表面积 １００—３００ ｍ２ ／ ｇ。
１．２　 研究方法

分别将 ０．２４ ｇ、０．４８ ｇ 和 ０．７２ ｇ ＧＯ 粉末，溶于 ６０ ｍＬ 的超纯水中配成浓度为 ０．４％（ＧＯ１）、０．８％（ＧＯ２）和
１．２％ＧＯ（ＧＯ３）的 ＧＯ 悬浮液，超声 ３０ ｍｉｎ 使 ＧＯ 纳米片分散均匀。

在直径 １０ ｃｍ 的培养皿中加入两层无菌滤纸，然后分别加入 ６ ｍＬ 不同浓度的 ＧＯ 悬浮液，用无菌水作为

对照（ＣＫ）。 每个容器均匀放置 １ ｇ 黑麦草种子，室温状态下培养，每个处理 ４ 次重复。 每天向培养皿中补充

相应浓度的 ＧＯ 溶液，连续胁迫 ４ ｄ。
经 ＧＯ 处理的种子用流水冲洗 １０ ｍｉｎ，随后通过无菌操作对样本表面进行杀菌消毒处理。 在 ７５％酒精中

浸泡 ４０ ｓ，无菌水漂洗 ３０ ｓ，２％次氯酸钠溶液浸泡 ５ ｍｉｎ，再用无菌水冲洗 ６ 次。 取 ２００ μＬ 最终漂洗过种子的

无菌水，涂布在马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基上培养，检测消毒效果［３４］。 用无菌滤纸吸干种子表面水分，
置于无菌离心管中，－８０ ℃冷冻保存。
１．３　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增和高通量测序

黑麦草种子 ＤＮＡ 的提取采用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［３０］，之后利用琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ
的纯度和浓度，取适量的样本 ＤＮＡ 于离心管中，使用无菌水稀释样本至 １ ｎｇ ／ μＬ。 以稀释后的基因组 ＤＮＡ 为

模 板， 使 用 Ｂａｒｃｏｄｅ 的 特 异 引 物 ＩＴＳ１Ｆ （ ５′⁃ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ⁃ ３′） 和 ＩＴＳ２ （ ５′⁃
ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ⁃ ３′） 及 Ｐｈｕｓｉｏｎ  Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ （ Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ）高效高保真酶进行真菌内转录间隔区（ＩＴＳ）的 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系（３０ μＬ）：Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（２×）１５ μＬ，引物（２ μＭ）各 ３ μＬ，ｇＤＮＡ（１ ｎｇ ／ μＬ）１０ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ２ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９８ ℃ 预变性 １ ｍｉｎ；９８
℃ １０ ｓ，５０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ。

ＰＣＲ 产物用 ２％琼脂糖凝胶进行电泳检测，对检测合格的 ＰＣＲ 产物进行纯化，构建文库，经过 Ｑｕｂｉｔ 定量

和文库检测合格后，利用 ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台（北京诺禾致源生物信息技术有限公司）进行高通量测序。 将测

序得到的数据进行质控和过滤，具体步骤如下：根据 Ｂａｒｃｏｄｅ 序列拆分各样品数据，使用 ＦＬＡＳＨ（ｖ１．２．７）对每

个样本的测序片段（ｒｅａｄｓ）进行拼接，得到原始标签数据。 然后用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ （ｖ０．３３）软件，对 Ｒａｗ ｔａｇｓ 进行

过滤，得到高质量的 Ｔａｇｓ 数据；利用 ＱＩＩＭＥ（ ｖ１． ９． １）鉴定并去除嵌合体序列，得到最终的有效数据。 用

ＵＰＡＲＳＥ（ｖ７．０．１００１）对全部有效序列进行聚类，在 ９７％序列相似度水平上计算操作分类单元（ＯＴＵ）的数量进

行物种注释分析，获得分类学信息，并在各个分类水平上统计各样本的群落组成。
１．４　 数据分析

在数据序列 ＯＴＵ 聚类分析的基础上，利用 ＱＩＩＭＥ 软件计算 Ａｌｐｈａ 多样性指数，包括 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和
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Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数反映真菌群落的多样性、Ｃｈａｏ１ 指数和 ＡＣＥ 指数反映群落丰富度。 采用主坐标分析（ＰＣｏＡ），基
于未加权（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ） ＵｎｉＦｒａｃ 距离利用 Ｒ 语言 Ｖｅｇａｎ 包（Ｖ２．５．３）分析不同处理之间内生真菌群落结构的相

似性。 利用线性判别分析法（ＬＥｆＳｅ）设定显著差异的 ＬＤＡ 值为 ４． ０，寻找各分类水平上组间丰度差异显著

物种。
利用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件对数据进行单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）和 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较，来确定真菌群

落丰度在不同处理间的差异显著性（Ｐ＜０．０５）。

图 １　 不同 ＧＯ 处理下黑麦草种子内生真菌群落 ＯＴＵｓ韦恩图

　 Ｆｉｇ．１　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ＯＴＵｓ ｉｎ Ｌ． ｐｅｒｅｎｎｅ

ｓｅｅｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＧＯ：氧化石墨烯；ＯＴＵｓ：操作分类单元；ＣＫ：对照；ＧＯ１：０．４％ＧＯ；

ＧＯ２：０．８％ＧＯ；ＧＯ３：１．２％ＧＯ

２　 结果与分析

２．１　 不同 ＧＯ 处理对黑麦草种子内生真菌 Ａｌｐｈａ 多样

性的影响

测序所得样品数据经质控后，共获得 ７７０３５７ 条有

效序列，以≥９７％的相似性聚类得到 ８４４ 个 ＯＴＵｓ，其中

１．２％ＧＯ 处理黑麦草种子内生真菌 ＯＴＵ 数量最多，为
７０１。 由韦恩图（图 １）可知，对照组、０．４％、０．８％、１．２％
四个处理共有的 ＯＴＵ 数有 １１４ 个，特有的 ＯＴＵ 数分别

为 ４０、２８、２２ 和 ４１５ 个，可见 １．２％ＧＯ 处理与其他处理

相比，内生真菌群落多样性显著增加。
根据黑麦草种子内生真菌群落 Ａｌｐｈａ 多样性指数

（表 １）可知，４ 个处理的覆盖度均大于 ９９．９％，表明测序

数据基本覆盖了 ４ 个处理所有内生真菌的生物信息。
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数体现每个处理种子内生真菌群落多样性，
ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ１ 指数反映物种的丰富度，指数越大，丰富

度越高。 ０．４％和 ０．８％处理对内生真菌 Ａｌｐｈａ 多样性指

数没有显著影响，但高浓度 ＧＯ（１．２％）处理下，各指数显著增加，由此可知，１．２％ＧＯ 处理下内生真菌有着较

高的丰富度和多样性。

表 １　 不同 ＧＯ 处理下黑麦草种子内生真菌 Ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｌ． ｐｅｒｅｎｎｅ ｓｅｅｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ＡＣＥ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ 覆盖度

Ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＣＫ １８６．６±１２．３ｂ １８２．０±１３．４ｂ １．８３±０．６４ｂ ０．４３±０．１８ｂ １．０００

ＧＯ１ １５３．１±４５．０ｂ １４８．６±４０．８ｂ １．６３±０．３３ｂ ０．４１±０．０８ｂ １．０００

ＧＯ２ １９４．０±２９．１ｂ １８７．０±２７．３ｂ ２．２１±０．３３ｂ ０．５５±０．０８ａｂ １．０００

ＧＯ３ ４１７．１±２１１．９ａ ４１３．８±２１１．２ａ ３．９８±１．４５ａ ０．７６±０．１６ａ ０．９９９

　 　 ＧＯ：氧化石墨烯；ＣＫ：对照；ＧＯ１：０．４％ＧＯ；ＧＯ２：０．８％ＧＯ；ＧＯ３：１．２％ＧＯ；不同字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 不同 ＧＯ 处理对黑麦草种子内生真菌群落组成的影响

通过对测序结果的物种注释，从 ４ 个处理的黑麦草种子中共获得 １０ 门、３９ 纲、８４ 目、１６０ 科、２４０ 属和 ３０３
种内生真菌。 如图 ２ 所示， 在门水平上， 各处理的优势菌门为子囊菌门 （ Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ ） 和担子菌门

（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），各处理子囊菌门的相对丰度以对照组为最高（９０．０７％），其次为 ０．４％处理（８４．６１％），１．２％
处理为最低（７０．０６％）；担子菌门丰度以 ０．８％处理为最高（２２．３７％），对照组最低（１．０５％）。 随着 ＧＯ 浓度的

升高，子囊菌门的丰度呈下降趋势，０．８％和 １．２％ＧＯ 处理显著低于对照，降低了 ２０％左右（Ｐ＜０．０５）；而各浓度

ＧＯ 处理担子菌门的丰度则显著高于对照（Ｐ＜０．０５）。
对目水平分析后发现，ＧＯ 改变了黑麦草种子内生真菌目的种类和丰度。 格孢腔菌目（Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ）为优
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势菌目，对照组丰度最高（８４．６８％），随着 ＧＯ 浓度的升高，其丰度出现下降，１．２％处理显著低于对照 ４４．４８％
（Ｐ＜０．０５）。 除了格孢腔菌目外，对照组优势菌有古根菌目（Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ，４．０７％）；而 ＧＯ 处理优势菌

包括锁掷酵母目（Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌａｌｅｓ）和线黑粉菌目（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｌｅｓ），以 ０．８％处理为最高，相对丰度为 １１．６７％和

８．４０％；在 １．２％处理中优势菌肉座菌目（Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ），其相对丰度高达 ２３．６６％。
在属水平上，４ 个处理黑麦草种子内生真菌主要由链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）组成，对照、０．４％、０．８％和 １．２％

ＧＯ 处理其丰度占比分别为：７３．８５％、７６．１２％、６５．２０％和 ３６．４９％；１．２％处理显著降低了链格孢属的丰度，较对

照降低了 ３７．３６％（Ｐ＜０．０５）。 除链格孢属外，对照组优势属还包括附球菌属（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ，９．０２％）和古根菌属

（Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ，４．０７％）；而掷孢酵母属（Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓ）和线黑粉酵母属（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ）是 ３ 个 ＧＯ 处理的

共有优势属，处理间差异并不显著；枝孢菌属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）和 Ｐａｒａｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒａ 是 ０．８％和 １．２％处理的共有

优势属，处理间差异不显著；麦角菌属（Ｃｌａｖｉｃｅｐｓ）和镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）是 １．２％处理的特有优势属，丰度占比

分别为 １４．２５％和 ６．６３％。 可见，ＧＯ 处理可以改变黑麦草种子内生真菌的丰富度和多样性，从而改变其群落

结构。

图 ２　 不同 ＧＯ 处理下门、目和属水平黑麦草种子内生真菌群落组成

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ， ｏｒｄｅｒ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｌ． ｐｅｒｅｎｎｅ ｓｅｅｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＧＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ：子囊 菌 门； Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ： 担 子 菌 门； Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ： 被 孢 霉 门； Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ： 球 囊 菌 门； Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ： 罗 兹 菌 门；

Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ：壶菌门；Ｂｌａｓｔｏｃｌａｄｉｏｍｙｃｏｔａ：芽枝菌门；Ｏｌｐｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ：油壶菌门；Ｋｉｃｋｘｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ：梳霉门；Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ：毛霉门；Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ：

格孢腔菌目；Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ：肉座菌目；Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌａｌｅｓ：锁掷酵母目；Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｌｅｓ：线黑粉菌目；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ：古根菌目；Ｍｅｌａｎｏｓｐｏｒａｌｅｓ：

黑孢壳目；Ｃａｐｎｏｄｉａｌｅｓ：煤炱目；Ｓｏｒｄａｒｉａｌｅｓ：粪壳菌目；Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｌｅｓ：被孢霉目；Ｇｌｏｍｅｒａｌｅｓ：球囊菌目；Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ：链格孢属；Ｃｌａｖｉｃｅｐｓ：麦角菌

属；Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ：附球菌属；Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓ：掷孢酵母属；Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ：线黑粉酵母属；Ｆｕｓａｒｉｕｍ：镰刀菌属；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ：古根菌属；Ｈａｒｚｉａ：哈

氏菌属；Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ：枝孢菌属

物种丰度聚类热图可以反映不同处理间物种的组成和差异。 由图 ３ 分析可知，在属水平上，黑麦草种子

内生真菌的群落结构表现为：对照组和 ０．４％处理组可聚为一类，表现出相似的群落结构，而 １．２％处理组则相

对独立，真菌群落结构和其他 ３ 个处理差异较明显。
２．３　 不同 ＧＯ 处理对黑麦草种子内生真菌 Ｂｅｔａ 多样性的影响

主坐标（ＰＣｏＡ）分析可以比较不同处理间物种多样性的相似程度。 由图 ４ 可知，两个主坐标共解释了

５１．４３％的差异，其中，ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 分别解释了 ３１．０６％和 ２０．３７％的差异。 ０．４％和 ０．８％ＧＯ 处理黑麦草种子内
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图 ３　 不同 ＧＯ 处理下属水平上黑麦草种子内生真菌物种丰度聚类热图

Ｆｉｇ．３　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ Ｌ． ｐｅｒｅｎｎｅ ｓｅｅｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ：未分类的；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ：古根菌属；Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ：附球菌属；Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ：链格孢属；Ｈａｒｚｉａ：哈氏菌属；Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓ：掷孢酵母属；

Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ：线黑粉酵母属；Ｔｉｌｌｅｔｉｏｐｓｉｓ：腥掷孢菌属；Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ：枝孢菌属；ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ｔｒｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ＿ｓｐ：未分类的银耳纲；ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿

Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ＿ｓｐ：未分类的罗兹菌门；Ｎｅｏａｓｃｏｃｈｙｔａ：异壳二孢属；Ｃｌａｖｉｃｅｐｓ：麦角菌属；Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓ：管柄囊霉属；Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ：毛壳菌属；

Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ：赤霉菌属；ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｌｅｓ＿ｓｐ：未分类的被孢霉目；Ｆｕｓａｒｉｕｍ：镰刀菌属；ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ＿ｓｐ：未分类的子囊菌门

生真菌菌群多样性较为相似；而 １．２％ＧＯ 处理内生真菌菌群多样性与其他处理差异较大。
２．４　 不同 ＧＯ 处理组间差异物种分析

为了比较各分类水平下组间物种差异，在 ＬＤＡ 阈值＝ ４ 时，进行了 ＬＥｆＳｅ 分析。 由图 ５ 可知，对照组黑麦

草种 子 内 生 真 菌 有 ５ 个 显 著 差 异 类 群， 分 别 为 古 根 菌 纲 （ Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔｅｓ ）、 古 根 菌 目

（Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ）、古根菌科（Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ）、古根菌属（Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ）和 Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ

＿ｓｐ；０．８％ＧＯ 处理显著富集的生物标记物（ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ）是担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、银耳纲（Ｔｒｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ）、

线黑粉菌目 （ Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｌｅｓ）、线黑粉菌科 （ Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｃｅａｅ）、线黑粉酵母属 （Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ） 和 Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ ＿

ｓｔｅｐｐｏｓｕｍ；１．２％ＧＯ 处理显著差异的 ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ 是粪壳菌纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、肉座菌目（Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ）、麦角菌

科（Ｃｌａｖｉｃｉｐｉｔａｃｅａｅ）、麦角菌属（Ｃｌａｖｉｃｅｐｓ）和麦角菌（Ｃｌａｖｉｃｅｐｓ＿ｐｕｒｐｕｒｅａ）；０．４％ＧＯ 处理无差异显著的物种。

３　 讨论与结论

种子能将微生物从母本植物传播到下一代，种子内生真菌在调节植物生长中至关重要，对环境条件很敏

感。 本研究首次采用高通量测序技术对 ＧＯ 胁迫下黑麦草种子内生真菌群落结构和多样性进行分析。 研究

发现，ＧＯ 可以改变黑麦草种子内生真菌的种类和丰度，从而改变其群落结构。 与本研究结果相一致，子囊菌

门和担子菌门被发现是植物种子的优势菌门［２３］；许多子囊菌能和植物形成稳定的共生关系。 也有研究发现，
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图 ４　 不同 ＧＯ 处理下黑麦草种子内生真菌群落 ＰＣｏＡ 分析

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ Ｌ． ｐｅｒｅｎｎｅ ｓｅｅｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＰＣｏＡ 分析：主坐标分析 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

子囊菌门是高羊茅体内丰富度最高的内生真菌，担子菌门是种子中的优势真菌［３１］。 随着 ＧＯ 浓度的升高，子
囊菌门的丰度呈现下降趋势，担子菌门的丰度则显著上升，说明作为最主要类群的子囊菌门对纳米材料的响

应很敏感，而 ＧＯ 处理碳含量提高，为担子菌门中菌群的发展提供了更好的营养和生长发育条件［３２］。 Ｃｈｅｎ
等［３３］发现在 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ 多壁碳纳米管处理下，根际土壤中子囊菌门的相对丰度最低，与之相反，担子菌门的

相对丰度增加。 穆耀辉等［３４］的研究表明，喷施纳米硅使烟叶的子囊菌门比例有所下降，而担子菌门的有所升

高。 从属水平群落结构看，ＧＯ 改变了黑麦草种子内生真菌的种类和丰度，作为最丰富的链格孢属在 １．２％ＧＯ
处理丰度显著下降，说明链格孢属对碳纳米材料很敏感；链格孢属是一种重要的植物病原菌，能引起多种植物

病害，其丰度的降低对植物本身是有益的；同样，对照组优势菌群附球菌属和古根菌属也较敏感，在 ＧＯ 暴露

后则消失了。 而掷孢酵母属和线黑粉酵母属成为所有 ＧＯ 处理的优势菌群，麦角菌属、枝孢菌属和镰刀菌属

成为 １．２％ＧＯ 处理的优势属，说明这些菌属对 ＧＯ 具有较强的适应力，更容易在 ＧＯ 存在下生长。 ＧＯ 具有较

强的化学活性［３５］，其暴露会引发黑麦草种子内部微生态环境的变化，从而改变内生真菌的群落结构［２６］。
在氧化石墨烯的暴露下，黑麦草种子内生真菌的多样性有所改变。 本研究中，０．４％和 ０．８％ＧＯ 处理对

ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ１ 指数没有显著影响，但 １．２％ＧＯ 处理 ＡＣＥ 和 Ｃｈａｏ１ 指数显著增加，这可能是由于 Ｃｈａｏ１ 指数对

稀有物种很敏感，推测 １．２％ＧＯ 胁迫下一些稀有菌种，如麦角菌属、镰刀菌属和掷孢酵母属大量繁殖所导

致［３６］。 Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数反映菌群的多样性，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数对物种丰富度和稀有种更敏感，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数对物种均匀度和富集种更敏感［３７］。 可以推测本研究中 １．２％ＧＯ 处理 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数的增加是由于某些稀有

真菌急剧增长成为优势菌属所致。 众所周知，环境条件的改变会引起植物内生真菌群落的变化［３８］。 Ｘｕ
等［３９］研究发现，页面喷施 ＺｎＯ 纳米材料后，南瓜根系的内生真菌多样性增加，一些有益菌显著富集。 另外，
ＰＣｏＡ 的分析结果进一步证实了 ＧＯ 对黑麦草种子内生真菌群落的影响与浓度相关，高浓度下影响较大。

综上所述，暴露于不同浓度的氧化石墨烯会引起黑麦草种子内生真菌群落组成和多样性的变化。 高浓度

（１．２％）的 ＧＯ 作用下，优势菌的种类和丰度发生明显改变，内生真菌的丰富度和多样性增加，从而改变了内

生真菌的群落结构。

６５５３ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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图 ５　 不同 ＧＯ 处理黑麦草种子内生真菌群落 ＬＥｆＳｅ 分析

Ｆｉｇ．５　 ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ Ｌ． ｐｅｒｅｎｎｅ ｓｅｅｄｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（ＬＤＡ≥４． ０）

Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ：古根菌科；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｓ：古根菌属；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ：古根菌目；Ａｒｃｈａｅｏｒｈｉｚｏｍｙｃｅｔｅｓ：古根菌纲；Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｌｅｓ：

线黑粉菌目；Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｃｅａｅ：线黑粉菌科；Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ：线黑粉酵母属；Ｔｒｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ：银耳纲；Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ：担子菌门；Ｃｌａｖｉｃｅｐｓ＿ｐｕｒｐｕｒｅａ：

麦角菌；Ｃｌａｖｉｃｉｐｉｔａｃｅａｅ：麦角菌科；Ｃｌａｖｉｃｅｐｓ：麦角菌属；Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ：肉座菌目；Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ：粪壳菌纲
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