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（ｋｇ），投料含水率为 Ａ（％）满足线性关系，则有：ｙ＝ａ×ｘ×
Ａ＋ｂ。试验初步计算堆肥渗滤液产生量与堆肥投料质量线
性关系，后期试验中将对该关系函数进行验证，并加以修正。

通过２次堆肥试验，得出在含水率为５５％条件下，
（ｘ１，ｙ１）＝（１５．１３，７３．６７）；（ｘ２，ｙ２）＝（１６．９２，７４．５）。
可以得出 ａ＝０．８４３，ｂ＝６７．４８５，则 ｙ＝０．８４３×ｘ×Ａ＋

６７．４８５（图７）。

３　结论与讨论

本研究表明，２次堆肥启动后２４ｄ已基本腐熟。堆肥过
程中，２次堆肥温度均可超过５５℃。其中堆肥高温在 ５０℃
以上持续了５～７ｄ，ｐＨ值最终稳定在７．０～８．０，满足了堆肥
高温无害化卫生标准。堆肥过程中渗滤液排放表现为：初期

排放量较大，之后逐渐降低。２组试验中堆肥渗滤液排放总
量在７５ｍＬ左右，初步得出堆肥渗滤液产生量与堆肥投料质
量线性方程为ｙ＝０．８４３×ｘ×Ａ＋６７．４８５。
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华木莲叶中内生真菌的群落结构
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　　摘要：为了解我国特有珍稀植物华木莲叶片的内生真菌菌群结构特征，以华木莲叶片为材料，采用组织分离法分
离华木莲的内生真菌。结果表明，ＰＤＡ改良培养基（ＰＤＡ培养基内加２０ｇ／Ｌ华木莲叶汁液、３０ｍｇ／Ｌ链霉素）的分离
效果最好。从华木莲的叶中共分离得到８７株内生真菌，经显微形态鉴定，鉴定菌株７４株，为４目５科１０属，分别为
青霉属、木霉属、曲霉属、小孢霉属、交链孢属、枝孢属、长蠕孢属、镰孢霉属、拟茎点霉属、丝核菌属，结果显示叶中内生

真菌菌群多样性较丰富，优势属为无性丝孢类菌群中青霉属、木霉属、交链孢属和无性腔孢类拟茎点霉属；分离率分别

为１７．２％、１２．６％、１０．４％和１１．５％，对开发和利用植物内生真菌及丰富真菌的物种具有重要意义。
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作者简介：刘紫英（１９７９—），女，江西万年人，硕士，副教授，从事药用
植物内生真菌活性成分研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｉｎｇｚｉｌｉｕ２００８＠１６３．ｃｏｍ。

　　华木莲（ＳｉｎｏｍａｎｇｌｉｅｔｉａｇｌａｕｃａＺ．Ｘ．ＹｕｅｔＱ．Ｙ．Ｚｈｅｎｇ），
别称落叶木莲，为木兰科单种属植物，是我国江西省宜春市

特有的珍稀濒危新树种，仅狭域分布于宜春市境内明月山山

地，落叶乔木，１９９５年被列入国务院公布的“国家重点保护野
生植物名录”中国家Ｉ级重点保护植物［１－３］，同时被英国皇家

植物园收编在册，华木莲保护工程已被列入国家重点植物２１
种极小种群的保护工程。目前，国内外对华木莲的报道主要

集中在华木莲生物学特性及繁殖技术、保护生物学、遗传多样

性及群落种间联结性等方面［４－６］，施建敏等对华木莲叶黄酮

类化合物抗氧化作用、多糖的提取及其抗氧化作用进行了研

究，结果显示，华木莲叶内多糖和黄酮类化合物有较好的抗氧

化性，华木莲具有潜在的利用价值［７－８］。

植物内生真菌是近３０年国内外真菌资源多样性和分类
学的研究热点之一。在许多药用植物和重要价值植物体内，

内生真菌的组成和分布得到了比较深入的研究［９－１１］，但是植

物内生真菌具有丰富的多样性，特有植物可能具有特殊的内

生真菌区系组成。现有研究表明，内生真菌能够产生与宿主

植物相同或相似的化学成分［１２］。因此，开发和利用植物内生

真菌对于丰富真菌的种类、探讨真菌和宿主的相互作用和协

同进化等都具有重要意义，在保护植物种质资源、分离新的产
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物和新的活性成分等方面都具有重要的价值。到目前为止，

对华木莲内生真菌国内外还没有研究报道，因此笔者以珍稀

植物华木莲叶为试验材料，分离鉴定其内生真菌，为华木莲叶

中内生真菌种群多样性分析提供基础，同时保护珍稀植物为

江西省的植物资源开发开辟了新途径。

１　材料和方法

１．１　试验材料
材料为华木莲新鲜健康叶片，取于江西省宜春市明月山风

景区周边林木种植场。叶片摘取后，用自来水冲洗干净备用。

１．２　培养基
采用改良ＰＤＡ培养基：２００ｇ马铃薯（煮汁）＋２０ｇ葡萄

糖＋２０ｇ华木莲叶（煮汁）＋２０ｇ琼脂，加水定容至
１０００ｍＬ。临用前加入３０ｍｇ／Ｌ氯霉素。
１．３　内生真菌分离

选用健康植株的叶片，用自来水冲洗干净，切段；超净工

作台上，无菌水清洗２～３次；７５％乙醇消毒２ｍｉｎ，无菌水清
洗４次；０．１％ ＨｇＣｌ２消毒，消毒时间设１、２、２．５、３、３．５、４ｍｉｎ
等６个梯度，以考察其最佳消毒时间，无菌水清洗６次，无菌
滤纸吸干水分；用无菌刀片将叶片切成５ｍｍ×５ｍｍ的小片，
分别置于培养基中，２６℃恒温培养５～７ｄ，待组织块周围菌
丝生长旺盛时再挑取部分菌丝转接到新鲜培养基上进行纯化

培养。设无消毒对照和空白对照，将表面消毒后的叶片不作

切割处理并放置在相同条件下培养，以确定是否彻底消毒。

根据培养时间、菌落的生长速度和真菌的生长种类确定最佳

消毒时间进行扩大培养；并对菌株进行编号，华木莲的叶分离

所得内生真菌分别标记为ＳＬ１、ＳＬ２、…、ＳＬ８７。
１．４　内生真菌的鉴定

采用点植法、胶带粘贴法、真菌学插片培养法及真菌玻片

培养法制成玻片，置于高级数码生物显微镜 ＳＫ－ＤＭ５００光
学摄像仪下摄像，观察菌丝形态、产孢结构及孢子形态，鉴定

真菌种类［１３－１４］。对在人工培养条件下较少产孢的菌株采用

菌落造伤、近紫外灯照射、冰箱短暂冷藏等方法诱导产孢。

２　结果与分析

２．１　ＨｇＣｌ２消毒时间的确定
０．１％ ＨｇＣｌ２的消毒时间梯度处理结果显示，在 ０．１％

ＨｇＣｌ２消毒１ｍｉｎ的培养基内可以观察到部分明显的细菌菌
落，２ｍｉｎ以上的消毒效果较好，明显优于１ｍｉｎ，而４ｍｉｎ对
鲜嫩叶的组织损害较大。２、２．５、３ｍｉｎ为比较合适的消毒时
间，综合分离菌群所得多样性和消毒效果，试验选取 ０．１％
ＨｇＣｌ２处理２．５ｍｉｎ作为消毒处理时间，既能除去表面可能带
有的杂菌，又可避免因消毒时间过长而伤害组织，还能尽可能

分离更多的内生真菌群落。

２．２　华木莲内生真菌鉴定
用改良ＰＤＡ平板培养基分离菌株，从菌落形态、菌体显

微形态２方面对所分离的内生真菌进行观察，对照《真菌鉴
定手册》根据菌株的菌落形态特征、颜色、质地、生长培养基

颜色变化以及菌丝体和孢子的形态特征进行鉴定，总共分离

到内生真菌８７株，已鉴定菌株７５株，为４目５科１０属，均属
丝孢纲，分别为青霉属、木霉属、曲霉属、小孢霉属、交链孢属、

枝孢属、长蠕孢属、镰孢霉属、拟茎点霉属、丝核菌属（表１），
可见华木莲叶中内生真菌菌群多样性丰富。

２．２　华木莲内生真菌群落结构分析
表２显示，华木莲内生真菌均属丝孢无性型真菌和腔孢无

性型真菌。在目分类水平上，以丝孢目（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ）为优
势菌群，占６５．５％。在科的分类水平上，丛梗孢科（Ｍｏｎｉｌｉａｃｅ
ａｅ）、暗梗孢科（Ｄｅｍａｔｉａｃｅａｅ）和球壳孢科（Ｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｄａｃｅａｅ）为
优势菌群，分别占总菌株数量的４４．８％、１５．０％、１１．５％。在属
的水平上分类，丝孢无性型真菌中青霉属、交链孢属、木霉属和

腔孢类无性型真菌的拟茎点霉属分别占所分离菌株数的

１７２％、１０．４％、１６．１％和１１．５％，为华木莲内生真菌的优势种
群。因实验室培养条件下不产孢，有８株菌株无法鉴定到归属
的无孢菌群。这与传统的真菌菌种鉴定主要通过菌落及显微

形态学观察而作出判断的局限性有关，因而在以后工作中将结

合分子生物学以分离的内生真菌总 ＤＮＡ为研究对象，用 ＩＴＳ
序列分析法对华木莲的内生真菌进行进一步鉴定。

３　结论与讨论

内生真菌在植物体内分布不均衡，随着外界环境的改变，

在植物中内生真菌分布的种类、数量及生长状况有所不

同［１５］。所以，在分离时要尽量模拟内生菌在其宿主体内自然

状态下的生活环境，以便能够最大量地分离出内生菌。本研究

对ＰＤＡ培养基进行了改良，改良ＰＤＡ培养基中添加了宿主植
物华木莲叶汁液，补充了华木莲内生真菌可能需要的特殊营

养，通过培养基筛选的前期试验发现，在这种改良ＰＤＡ培养基
上华木莲内生真菌菌群较丰富，但不能保证所有生活在组织内

的真菌全部分离出来，可能有的内生真菌不能在人工培养基上

生长，或者只能在其他选择性培养基上生长。因此，尽量选择

多种分离培养基获得多种群的内生真菌是必要的。

华木莲内生真菌菌群较丰富，分属于青霉属、木霉属、曲

霉属、小孢霉属、交链孢属、枝孢属、长蠕孢属、镰孢霉属、拟茎

点霉属、丝核菌属。其中，丝孢无性型真菌的青霉属、交链孢

属、木霉属和腔孢类无性型真菌的拟茎点霉属分别占所分离

菌株数的１７．２％、１２．６％、１１．５％和１４．９％，为华木莲内生真
菌的优势种群。植物内生真菌的生物多样性受多种因素影

响，同一植物在不同的地理区域或位点具有不同的内生菌类

群。华木莲仅生长于江西省宜春市明月山风景区，所以分离

华木莲叶中不存在不同地域种群的差异。
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表１　华木莲叶中内生真菌的菌落特征及分类

菌株号 形态学特征 科属

ＳＬ１、ＳＬ２、ＳＬ３、ＳＬ４、ＳＬ５、ＳＬ６、ＳＬ７、
ＳＬ８、ＳＬ９、ＳＬ１０、ＳＬ１１、ＳＬ１２、ＳＬ１３、
ＳＬ１４、ＳＬ１５

菌落圆形，绒毡状，绿色，背面黄绿色；分生孢子梗从菌丝上垂直生出，单

个发生或不常成束，有横隔膜，顶端生排列成帚状的间枝，分枝１次或多
次，顶层为小梗，分生孢子串呈不分枝的链状。

丝孢目丛梗孢科青霉属

ＳＬ１６、ＳＬ１７、ＳＬ１８、ＳＬ１９、ＳＬ２０、
ＳＬ２１、ＳＬ２２、ＳＬ２３

菌落圆形，从内到外形成绿色，黄色，白色的同心环，边缘整齐；菌丝体产

生色素，并有射线状的凹痕，背面的培养基颜色变为灰绿色或深绿色，菌

丝体表生，较短，菌丝细长；分生孢子梗多数无隔，顶端膨大成球形，分生

孢子串生于小梗顶，单个孢子球形。

丝孢目丛梗孢科曲霉属

ＳＬ２４、ＳＬ２５、ＳＬ２６、ＳＬ２７、ＳＬ２８、
ＳＬ２９、ＳＬ３０、Ｓ３１、ＳＬ３２、ＳＬ３３、
ＳＬ３４、ＳＬ３５、ＳＬ３６、ＳＬ３７　

菌落圆形，绒毡状，军绿色，背面绿色；菌丝分枝，近直角。 丝孢目丛梗孢科木霉属

ＳＬ３８、ＳＬ３９ 内生菌菌丝呈透明状，菌丝结构较散，只有顶端有孢子。 丝孢目丛梗孢科小孢霉属

ＳＬ４０、ＳＬ４１、ＳＬ４２、ＳＬ４３、ＳＬ４４、
ＳＬ４５、ＳＬ４６、ＳＬ４７、ＳＬ４８

培养基上长势迅速，菌落初期为淡褐色，后渐变成褐色；菌丝带有褐色，

分枝，质地为絮状，直径达培养皿边缘，营养菌丝有分隔；分生孢子梗暗

褐色，通常较短，分隔，分生孢子为倒棍棒状，暗色，具有横隔和纵隔，顶

端常延长为喙状，向顶着生成分生孢子。

暗梗孢科交链孢属

ＳＬ４９、ＳＬ５０ 菌落放射状生长，边缘整齐，初期白色，渐分泌红色色素；培养基背部可

见红色或紫红色；内生真菌菌丝密集如毡，细长，有隔；分生孢子梗长而

直立，多不分枝，分生孢子在分生孢子梗顶端单个生成，分生孢子纺锤

形，略弯，浅褐色，具横切的隔膜，光滑，基部圆形平截，具有明显的暗色

脐或瘫痕。

丝孢目暗梗孢科长蠕孢属

ＳＬ５１、ＳＬ５２ 菌落小且形状不规则，墨绿色，绒毡状，向培养基内缢缩，在菌落表面形

成山脊样形态；分生孢子梗暗色，直立，在顶部或中部分支，成簇或单生；

分生孢子暗色，１～２个细胞。

丛梗孢目暗梗孢科枝孢

霉属

ＳＬ５３、ＳＬ５４、ＳＬ５５、ＳＬ５６、ＳＬ５７ 边缘整齐，菌落棉絮状，菌落中部淡橙色，边缘白色；菌丝细长，分枝，分

隔；分生孢子无色，大型孢子多细胞，镰刀形，微弯或两端尖而弯曲显著。

丝孢目瘤座孢科镰孢霉属

ＳＬ５８、ＳＬ５９、ＳＬ６０、ＳＬ６１、ＳＬ６２、
ＳＬ６３、ＳＬ６４、ＳＬ６５、ＳＬ６６、ＳＬ６７

菌落初期白色，随着培养时间的延长菌体逐渐变暗，后期在培养基表面

产生许多黑色颗粒状凸起物，表面伴有黏稠状的橙黄色液滴；分生孢子

梗无色，细长或短，有隔或无隔，产孢细胞无色。

球壳孢目球壳孢科拟茎点

霉属

ＳＬ６８、ＳＬ６９、ＳＬ７０、ＳＬ７１、ＳＬ７２、
ＳＬ７３、ＳＬ７４、ＳＬ７５

菌落呈辐射状；气生菌丝黄白色，菌丝分枝成直角或锐角，在其起源处缢

缩；分枝菌丝在离其起源不远处有桶状隔膜，不产孢子。

无孢目无孢科丝核菌属

表２　华木莲叶片内生真菌种群组成

类型 目 科 属
数量

（个）

分离率

（％）
丝孢无性型真菌 丝孢目（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ） 丛梗孢科（Ｍｏｎｉｌｉａｃｅａｅ） 青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ） １５ １７．２

曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ） ８ ９．２
木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ） １４ １６．１
小孢霉属（Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｍ） ２ ２．３

暗梗孢科（Ｄｅｍａｔｉａｃｅａｅ） 交链孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ） ９ １０．４
枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ） ２ ２．３
长蠕孢属（Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍ） ２ ２．３

瘤座孢科（Ｔｕｂｅｒｃｕｌａｒｉａｒｉａｃｅａｅ） 镰孢霉属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ） ５ ５．７
腔孢类无性型真菌 球壳孢目（Ｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｄａｌｅｓ） 球壳孢科（Ｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｄａｃｅａｅ） 拟茎点霉属（Ｐｈｏｍａ） １０ １１．５

无孢目（Ａｇｏｎｏｍｙｃｅｔａｌ） 无孢科（Ａｇｏｎｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ） 丝核菌属（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ） ８ ９．２
无孢菌群 未鉴定的内生真菌 １２ １３．８

总计 ８７ １００．０
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