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　　摘要：开展思茅松菌根内生真菌多样性研究，为促进思茅松的生长及品质改良提供理论基础。采用组织分离法对
思茅松菌根内生真菌进行分离纯化，再对分离得到的菌根内生真菌进行形态显微结构观察及ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析。结
果表明，从思茅松菌根中共分离得到６７株菌根内生真菌，隶属于１３个属１６个种。１７株为 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．，１２株为
Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓｓｐ．，１０株为Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ，分离比率分别为２５．３７％、１７．９１％、１４．９３％。思茅松菌根内生真菌
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　　思茅松（Ｐｉｎｕｓｋｅｓｉｙａｖａｒ．ｌａｎｇｂｉａｎｅｎｓｉｓ）是云南省特有树
种，主要分布于云南省的思茅林区［１］，具有种植面积广、生长

速度快、木材蓄积量多、产脂量高等特点［２－３］。思茅松木材广

泛应用于建筑、家具、造纸与工业等方面，其松脂又是松香和

松节油生产的原材料，在胶黏剂、涂料、油墨、合成橡胶以及食

品与医药的研发与生产中具有很大的应用价值和潜力［４－７］。

因此思茅松在云南省林业产业结构占有举足轻重的地位，对

云南省经济的可持续发展有重要的意义。近年来由于人类对

思茅松的过量采伐及思茅松采脂强度的不断增加，使得现存

的思茅松天然林面积锐减，产量低而不稳定，不利于经济的可

持续发展，亟待进行高效优质的思茅松高产脂林的营

建［８－１０］。现阶段对高产脂优树的研究主要集中于遗传改

良［１１－１３］、育苗造林［１４－１５］及病虫害防治［１６－１９］等方面开展。而

目前从微生物角度出发对思茅松种质资源提高的研究未有报

道。菌根（ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｓ）是植物根系与菌根真菌形成的互惠共
生体，菌根通过促进思茅松养分吸收，改善土壤理化性质，提

高思茅松水分的利用效率来改善思茅松的生长环境，增加思

茅松抗逆性，进而提高思茅松品质，增加思茅松的出货率和产

量［２０］。内生真菌生活环境独特，它能够促进宿主植物的生

长，即产生抗药性物质［２１］，增强宿主植物抗旱性、提高宿主植

物对重金属的耐受性等［２２］。采用纯培养技术、形态学和

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析对思茅松菌根内生真菌进行分离鉴定，
筛选出优势菌株，为思茅松的生长、松脂产量的提高及木材品

质的改善提供更有价值的理论基础，并为营建高效优质的思

茅松高产脂林的生态恢复与重建中的应用提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试思茅松根系采自云南省林业科学院普文林场，采集

根样时选取须根，避免破坏主根，将样根连同泥土装入无菌袋

中，带回实验室置于４℃冰箱中保存备用。
马铃薯琼脂培养基（ＰＤＡ）配方见参考文献［２３］。孟加

拉红培养基配方见参考文献［２４］。马丁培养基配方见参看
文献［２５］。Ｅｚｕｐ柱式基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（真菌）及２×
ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ等均由生工生物工程（上海）股份有限公
司提供。

１．２　试验方法
１．２．１　思茅松菌根内生真菌的分离纯化　选取新鲜思茅松
须根，将须根用纱布包好经流动自来水冲洗干净后，用７５％
乙醇处理 ３０ｓ，无菌水 ２～３次，用 ０．１％ ＨｇＣｌ２溶液消毒
１５ｓ，无菌水刷洗４～５次，再用灭菌滤纸将根上的水吸干，无
菌解剖刀将须根切成３ｍｍ长的根段，舍弃须根两端根段，分
别接种于ＰＤＡ培养基、马丁培养基、孟加拉红培养基中，每个
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培养皿放４个根段，并设置空白对照试验，即用已灭菌镊子夹
取消毒完根段分别置于３种培养基上滚动数次，置于２８℃恒
温培养箱培养４ｄ，若无菌落生长，则表明样品根段消毒合
格［２６］。为抑制细菌及放线菌的生长，配置这３种培养基时于
灭菌前每升培养基中分别加入 １％氯霉素溶液 ３ｍＬ［２７］。
２８℃ 下恒温培养，经多次分离纯化培养后得到单一菌株，分
别转接于ＰＤＡ试管斜面培养基，４℃冰箱中保存备用。
１．２．２　菌根内生真菌形态观察　采用常规点接种法和插片
培养法观察菌根内生细菌的形态结构特征［２８］。参照《真菌鉴

定手册》［２９］及《中国真菌总汇》［３０］，初步确定内生真菌的种属

地位。

１．２．３　菌株ＤＮＡ提取及 ＩＴＳＰＣＲ扩增　采用 Ｅｚｕｐ柱式基
因组ＤＮＡ抽提试剂盒（真菌）提取思茅松菌根内生真菌基因
组ＤＮＡ，经０．８％琼脂糖凝胶电泳检测合格后，将其作为 ＩＴＳ
序列ＤＮＡ扩增的模板。ＩＴＳ序列ＰＣＲ扩增引物、体系及条件
参照赵欣宇等方法［３１］。取４．０μＬＰＣＲ扩增产物通过１．２％
琼脂糖凝胶进行电泳检测。其余产物送至生工生物工程（上

海）股份有限公司纯化并测序。采用 ＭＥＧＡ５．１软件进行多
序列的比对，比对结果进行系统发育树的构建，以确定菌株的

种属地位。

２　结果与分析

２．１　思茅松内生真菌分离结果
通过ＰＤＡ培养基、马丁培养基及孟加拉红培养基对思茅

松菌根进行内生真菌的分离纯化，共分离得到６７株菌根内生
真菌。每种培养基分离到的内生真菌数量、种数见表１。由
表１可知，培养基种类的不同，其内生真菌的分离率和种数差
异较大。ＰＤＡ培养基分离思茅松菌根内生真菌的效率最高，
分离率达到６５．６７％，种数为８。而使用马丁培养基分离思茅

松菌根内生真菌，其分离率及种数均明显减少，分离率为

８．９６％，种数为３。使用孟加拉红培养基分离出５种内生真
菌。因此３种培养基的有效利用使得分离出的思茅松菌根内
生真菌具有丰富的多样性。

表１　内生真菌分离结果

培养基
内生真菌总数

（株）

分离率

（％） 内生真菌种数

ＰＤＡ培养基 ４４ ６５．６７ ８
孟加拉红培养基 １７ ２５．３７ ５
马丁培养基 ６ ８．９６ ３

２．２　内生真菌形态鉴定
从思茅松菌根中共分离得到６７株内生真菌，经分离纯化

后将分离的内生真菌初步合并为 １６种形态型，命名为
ＳＭＳ０１～ＳＭＳ１６。根据菌落形态特征（图１）及菌丝或孢子（图
２）等显微结构特征（表２），初步判定ＳＭＳ０１与ＳＭＳ１１为 Ｔｒｉ
ｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．，ＳＭＳ０２为 Ｍｏｒｔｉｅｒｌｌａｓｐ．，ＳＭＳ０３为 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｓｐ．，ＳＭＳ０４与 ＳＭＳ０９为 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．，ＳＭＳ０５与 ＳＭＳ０８为
Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓｓｐ．，ＳＭＳ０６为Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｓｐ．，ＳＭＳ０７为Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ
ｓｐ．，ＳＭＳ１０为 Ｒｈｉｚｏｐｕｓｓｐ．，ＳＭＳ１２为 ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓｓｐ．，
ＳＭＳ１３为 Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓｓｐ．，ＳＭＳ１４为 Ｌｒｐｅｘｓｐ．，ＳＭＳ１５为
Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｓｐ．，ＳＭＳ１６为 Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．。部分菌株经形态
结构特征不易鉴定，因此需结合分子生物学进行鉴定。从表

２可以看出，分离的６７株菌根内生真菌中，菌株 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐ．、Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓｓｐ．、Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｓｐ．为优势菌群，分离比率分
别为２５３７％、１７．９１％、１４．９３％；菌株 Ｍｏｒｔｉｅｒｌｌａｓｐ．、Ｒｈｉｚｏｐｕｓ
ｓｐ．、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．及 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ．分 离 比 率 分 别 为
１０．４５％、７．４６％、５．９７％及５．９７％；其他种群的分离比率均
低于５．９７％。表明思茅松菌根内生真菌具有丰富的多样性。

２．２　内生真菌ｒＤＮＡＩＴＳ区段ＰＣＲ扩增
将分离出的思茅松菌根内生真菌进行ＤＮＡ的提取，检测

其浓度及纯度合格后，以真菌通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４进行 ＩＴＳ
区段的ＰＣＲ扩增，在１．２％的琼脂糖凝胶上进行电泳，４Ｓ
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表２　内生真菌形态学特征

菌株编号 主要特征
数目

（株）

分离比率

（％）

ＳＭＳ０１ 菌落密集如毡，布满整个培养皿；气生菌丝羊绒状，乳白色，背面黄色；厚垣孢子产生于幼嫩菌丝的侧枝上，单

生；分生孢子梗从菌丝侧枝生出，直立，分枝，小枝常对生，梗基部粗壮，顶端逐渐变细并呈螺旋状；分生孢子

绿色，椭圆形，表面光滑。

２ ２．９９

ＳＭＳ０２ 菌落致密，短绒毛状，气生菌丝不发达，菌丝匍匐潜生或紧靠基物表面生长，正面粉色，背面肉色；分生孢子梗

较长，孢囊梗直立，顶生孢子囊，孢子囊球形，无囊轴，膜易破，成熟时消融，孢子囊多孢子，孢子小；孢囊孢子

单细胞，球形，有刺。

７ １０．４５

ＳＭＳ０３ 菌落致密，初为白色，后期为黑色厚绒状，背面无色或中间略带黄褐色；菌丝发达，呈褐黑色；分生孢子梗长短

不一，从足细胞（厚壁而膨大的菌丝细胞）垂直向上生出，无隔膜，梗顶部膨大形成棍棒状至球形的顶囊，顶囊

上着生小梗，小梗单层或双层；分生孢子为球形，呈黑色或褐黑色。

３ ４．４８

ＳＭＳ０４ 菌落致密，绒毛状，边缘呈黄色，中央呈深绿色，背面呈深红色，并扩散于基质中；分生孢子梗无色，由菌丝上

直接生出，无足细胞；梗常呈扫帚状分枝；产孢瓶体顶生；分生孢子单胞，椭圆形至近球形，串生。

９ １３．４３

ＳＭＳ０５ 菌落致密，绒毛状，初为乳白色，后期为粉红色与乳白色相间，中间高，边缘低；菌丝发达，孢囊梗直立，较长，

多基部分枝，单生，顶生球形孢子囊。

６ ８．９６

ＳＭＳ０６ 菌落致密，绒毛状，灰白乳酪样菌落；有较多假菌丝，部分假菌丝为念珠状长椭圆形细胞，假菌丝芽生孢子，厚

膜孢子；卵圆形芽生细胞串生。

１０ １４．９３

ＳＭＳ０７ 菌落疏松，黄色柳絮状；气生菌丝发达，疏松网状的长菌丝，有隔膜、分枝、多核；分生孢子团黄色至淡橙色，串

生成链。

１ １．４９

ＳＭＳ０８ 菌落致密，天鹅绒状，边缘反卷；气生菌丝发达，孢囊梗多分支，较短，顶生球形孢子囊。 ６ ８．９６
ＳＭＳ０９ 菌落致密，绒状兼絮状，正面边缘呈深绿色，中间呈灰色，反面乳白色；分生孢子梗从菌丝垂直生出，无足细

胞，帚状枝不规则双轮生，叉开，在近末端或中间偶有副枝；分生孢子椭圆形至球形，壁粗糙或平滑；分生孢子

链长，纠缠。

８ １１．９４

ＳＭＳ１０ 菌落质地疏松，呈放射性生长，菌落初呈白色，后产生大量黑色孢子，菌丝生长较快，生长３ｄ可长满整个培养
皿；菌落正反面颜色无差异；孢囊梗与假根相对，生于匍匐丝节上，单生或丛生，孢子囊近球形，囊轴头状，内

含大量孢囊孢子，孢囊孢子为单胞，扁球状。

５ ７．４６

ＳＭＳ１１ 菌落致密，毡状，白色；菌丝匍匐潜生或紧靠基物表面生长；在分生孢子梗主根常不分枝，粗壮，顶端常生单一

瓶梗；瓶梗安瓿形，多轮生、少单生于分生孢子梗上；分生孢子绿色，较多，椭圆形至短柱形。

２ ２．９９

ＳＭＳ１２ 菌落致密，短绒毛状；正面呈灰白色，背面呈浅黄色。 １ １．４９

ＳＭＳ１３ 菌落致密，短绒毛状，布满整个培养皿；初为乳白色，后期为黄色；背面呈暗黄色，分泌黄色色素；气生菌丝发

达，有隔，偶有隔膜间膨大，呈结状体，互生；分生孢子梗轮状分枝，分生孢子顶生。

１ １．４９

ＳＭＳ１４ 菌落疏松，绒毛状，乳白色，长满整个培养皿；气生菌丝发达，菌丝有隔；分生孢子平滑，椭圆形。 １ １．４９
ＳＭＳ１５ 菌落致密，短绒毛状，乳白色，长满整个培养皿。 １ １．４９

ＳＭＳ１６ 菌落致密，绒毛状，初呈白色，后期呈紫色，分泌紫色色素，背面呈暗紫色；小型分生孢子较多，多为单胞，卵圆

形至肾形，散生于菌丝间；大型分生孢子较少，多胞，多有３个隔膜，纺锤形至镰刀形，厚垣孢子球形。
４ ５．９７

ＧｒｅｅｎＮｕｃｌｅＡｃｉｄ染色，在凝胶成像系统中观察扩增条带在
７００ｂｐ左右（图３）。

２．３　系统发育树的分析
所 得菌株ｒＤＮＡＩＴＳ序列在ＧｅｎＢａｎｋ中注册，获得
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ＧｅｎＢａｎｋ登录号（表３）。序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ进行 Ｂｌａｓｔ同
源比对，以同源性最高序列作为参照菌株。选取参照菌株序

列进行多序列比对，利用ＭＥＧＡ５．１软件构建系统发育树，确
定该菌株的种属地位，结果见图４。在系统发育树上，分离到
的内生真菌与聚在同一系统发育树上相应菌株的ＩＴＳ序列相
似度在９９．１％～１００％之间。根据系统发育树，进一步判定
菌根内生真菌ＳＭＳ０１～ＳＭＳ１６的种属地位，结果如表３所示。

表３　菌株序列登录号及相似性比对

菌株

编号
登录号 最大相似度菌株

相似度

（％）
菌株

编号
登录号 最大相似度菌株

相似度

（％）

ＳＭＳ０１ ＫＲ０８５９６０ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｉｒａｌｅ
（ＨＱ２２９９４７．１） １００ ＳＭＳ０９ ＫＲ０８５９６７ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｉｍｐｌｉｃｉｓｓｉｍｕｍ

（ＨＱ６０７８６６．１） ９９．５

ＳＭＳ０２ ＫＲ０８５９６１ Ｍｏｒｔｉｅｒｌｌａｓｐ．
（ＨＱ６０８１４３．１） １００ ＳＭＳ１０ ＫＲ０８５９６８ Ｒｈｉｚｏｐｕｓｏｒｙｚａｅ

（ＡＢ１０９７５４．１） １００

ＳＭＳ０３ ＫＲ０８５９７５ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ
（ＪＸ５０１３６５．１） １００ ＳＭＳ１１ ＫＲ０８５９６９ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｔｒｉｑｏｓｕｍ

（ＥＵ２８０１１４．１） ９９．１

ＳＭＳ０４ ＫＲ０８５９６２ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｐｉｎｏｐｈｉｌｕｍ
（ＡＢ４５５５１６．１） １００ ＳＭＳ１２ ＫＲ０８５９７０ ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｒｕｍ

（ＫＭ９７９９２７．１） １００

ＳＭＳ０５ ＫＲ０８５９６３ Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓｄｉｍｏｒｐｈａ
（ＫＣ４８９４７８．１） １００ ＳＭＳ１３ ＫＲ０８５９７１ Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓｓｐ．

（ＧＵ５９２００５．１） １００

ＳＭＳ０６ ＫＲ０８５９６４ Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ
（ＫＰ１３２４２６．１） １００ ＳＭＳ１４ ＫＲ０８５９７２ Ｌｒｐｅｘｌａｃｔｅｕｓ

（ＥＵ２７３５１７．１） １００

ＳＭＳ０７ ＫＲ０８５９６５ Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａｃｒａｓｓａ
（ＦＪ３６０５２１．１） １００ ＳＭＳ１５ ＫＲ０８５９７３ Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｓｏｒｄｉｄａ

（ＡＦ４７５１５０．１） １００

ＳＭＳ０８ ＫＲ０８５９６６ Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓｖｅｒｓｉｆｏｒｍｉｓ
（ＬＮ７１４６１８．１） １００ ＳＭＳ１６ ＫＲ０８５９７４ Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

（ＫＦ６２４７８１．１） １００

３　结论与讨论

本研究对从思茅松菌根中分离得到的６７株内生真菌进

行了多样性研究，经形态结构特征及ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析相结
合，结果表明分离得到的６７株菌根内生真菌隶属于１３个属
１６个种，说明思茅松菌根内生真菌具有丰富的多样性。其中

—２７３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１２期



Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．（２５．３７％）、Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓｓｐ．（１７．９１％）及
Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ（１４．９３％）可能为思茅松菌根内生
真菌的优势菌群，这有助于探索营林措施及防治病虫害的生

物防治途径，使思茅松在云南具有更高的经济和生态效益。

采用ＰＤＡ培养基、孟加拉红培养基、马丁培养基对菌根
内生真菌进行分离培养，结果３种培养基分离的菌根内生真
菌差异较大。ＰＤＡ培养基分离的菌株数量及种类要大于后２
种培养基，因此针对这３种培养基而言，ＰＤＡ培养基分离效
果最好，其原因可能是 ＰＤＡ培养基中含有丰富的碳水化合
物、蛋白质及大量维生素及矿物质［３２］更适于内生真菌的生

长，而孟加拉红及马丁培养基是针对性比较强的分离培养基，

其所含的营养物质只适于特定真菌的生长。因此综合利用３
种培养基对思茅松菌根内生真菌进行分离，其分离出的内生

真菌具有丰富的多样性。

本试验采用传统平板培养法对菌根内生真菌进行分离培

养，此法不能分离出所有内生真菌，９０％～９９％的内生真菌没
有办法分离出来［３３］。这些有可能受到采样地点、样品部位、

季节、培养基种类，甚至是样品消毒试剂、消毒时间、样品大小

等方面因素的限制［２２］，近年来分子生物学为植物内生真菌多

样性的研究提供了更有效的方法［３４］。

分离出的部分思茅松菌根内生真菌种群在其他植物菌根

中均有发现，这些内生真菌是宿主植物的菌根真菌。陈娅娅

等从鹅毛玉凤花中分离出木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．）、镰刀菌
属（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）等菌根真菌［２８］。田凡等从硬叶兜兰中分离

出镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．）等菌根真菌［３５］。但本研究中分离

出的菌根内生真菌不能断定是菌根真菌，有可能是思茅松根

系的内生真菌或其他种类的内生真菌。应依据科赫法则，将

分离得到的内生真菌回接到宿主植物中，待宿主植物形成菌

根及子实体后，再对其子实体进行分类鉴定。若该子实体的

种属地位与原有内生真菌种属地位一致，则可判定该内生真

菌可能为菌根真菌。
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