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宽阔水自然保护区３种类型土壤的真菌多样性
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　　摘要：利用稀释平板法和基于ＩＴＳｒＤＮＡ基因序列的分析方法对宽阔水自然保护区３种类型的土壤进行真菌的分
离鉴定，共分离得到３５３株真菌，归为３４个不同的属。对土壤真菌多样性进行评估，结果表明：紫色土真菌优势属为
酵母菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ），黄棕壤真菌优势属为酵母菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）和被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ），黄壤真菌优势属
为青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）和木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）。土壤真菌Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数（Ｒ）最高的是黄壤，最低的是黄棕壤；
Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ多样性指数（Ｈ′）最高的是紫色土；Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数（Ｊ）黄棕壤最高；Ｊａｃｃａｒｄ相似性指数（Ｃｊ）为

０４４４～０．５３６，表明３种类型土壤的真菌多样性均具有一定差异。
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　　宽阔水自然保护区位于贵州省遵义市绥阳县境内，总面
积２６２３１ｋｍ２，海拔在６５０～１７６２ｍ之间，地形切割强烈，除
中南部以中低山谷地为主的侵蚀地貌外，保护区东、西部及北

部多为典型的喀斯特地貌。宽阔水保护区的森林植被主体为

亮叶水青冈林与常绿阔叶树种构成落叶常绿阔叶混交林，林

下土壤发育良好，具有较丰富的腐殖质积累［１］。由于特殊的

气候及地质土壤条件，宽阔水自然保护区为森林野生动植物

及微生物的生长繁育提供了有利的栖息场所，形成了复杂多

样的生境类型。与动植物的分布类似，微生物的分布是确定

性（环境）和随机性（扩散）的共同结果。由于微生物个体较

小，可以通过孢子抵御长距离传播中的不良环境，在适宜条件

下以多种繁殖方式存活下来，这种巨大的分散潜力和对小环

境的敏感性，是微生物群落结构与大型生物群落结构之间的

区别。土壤真菌作为微生物群落结构中的一个重要组成部

分，其多样性程度与土壤肥力和生态状况密切相关，同时生态

系统的物质循环及环境变化，也直接影响到真菌物种多样性

和空间分布情况［２－４］。

本研究采用传统分离方法对宽阔水自然保护区３种不同
土壤的真菌多样性进行调查，结合微生物多样性的分析方法，

对该地区真菌菌群的基本特征、空间分布状况和物种多样性

进行调查，为进一步揭示微生物和环境之间的关系奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
土样采自宽阔水自然保护区。马丁氏培养基、马铃薯琼

脂培养基、沙氏培养基均按标准方法配制，所用试剂为国产分

析纯。真菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒购于北京索莱宝科技有
限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　土样采集　选取宽阔水自然保护区内的红沙地、花生
地、太阳山、煤场湾、天鹅湖、珙桐沟和一线天７个区域，ＧＰＳ
记录采集地的地理位置，采集地环境描述（表１）。采用对角
线型路线多点采集腐殖质层土壤样品于灭菌袋中，进行编号，

４℃保存。
１．２．２　土壤真菌的分离及纯化　分离培养基为马丁氏琼脂
培养基、改良沙氏孟加拉红培养基和马铃薯孟加拉红培养基，

均在使用前加入链霉素，使培养基中含链霉素３０μｇ／ｍＬ。
用稀释涂布法分离土壤真菌。称取１０ｇ土壤于 ９０ｍＬ

含少量玻璃珠的无菌水中，充分振荡混匀，按１０倍稀释法稀
释到１×１０－３，取４００μＬ菌悬液于培养基上，均匀涂布，２８℃
培养５ｄ，进行菌落计数。
１．２．３　ＩＴＳ序列分子鉴定
１．２．３．１　真菌基因组 ＤＮＡ的提取　基因组 ＤＮＡ提取按照
试剂盒操作说明书进行。

１．２．３．２　ＩＴＳ序列的 ＰＣＲ扩增　（１）引物序列如下：ＩＴＳ１：
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ；ＩＴＳ４：ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴ
ＧＣ。（２）ＰＣＲ反应体系：扩增反应体系为２５μＬ（表２）。配
制完成后，充分混匀，稍加离心使体系在ＰＣＲ管底部，再置于
ＰＣＲ仪上进行扩增。（３）ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃引物退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循
环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．２．３．３　ＰＣＲ扩增产物的检测　反应结束后，分别取３μＬ
ＰＣＲ产物和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ点于１％ 琼脂糖凝胶的点样孔中进
行电泳，结束后使用凝胶成像系统进行观察，若条带单一且明

亮清晰则表明扩增成功，样品可用于进一步测序。

１．２．４　序列测定与分析方法
１．２．４．１　测序　ＰＣＲ产物经纯化后用全自动ＤＮＡ测序仪进
行测序，获得ＩＴＳ序列。
１．２．４．２　序列及真菌种群分布分析　将已测定的序列在
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表１　土壤采集地环境描述

采集地 纬度（Ｎ） 经度（Ｅ） 海拔（ｍ） 土壤类型 土壤ｐＨ值 生境类型

红沙地 ２８°１３′１０″ １０７°９′１７″ １４８６～１５１０ 紫色土 ５．５ 灌木丛

花生地 ２８°１３′２６″ １０７°９′４３″ １５０３～１５１７ 黄棕壤 ６．０ 竹林地

太阳山 ２８°１４′９″ １０７°９′３７″ １５９２～１７２２ 黄棕壤 ６．０ 方竹

煤场湾 ２８°１３′５６″ １０７°９′４２″ １５５５～１５７９ 黄壤 ６．５ 灌木丛

天鹅湖 ２８°１３′４５″ １０７°９′４３″ １５１５～１５２４ 黄壤 ７．０ 灌木丛

珙桐沟 ２８°１３′５９″ １０７°１０′１″ １５８２～１６２９ 黄壤 ６．５ 灌木丛

一线天 ２８°１４′１１″ １０７°１１′１２″ １４１１～１４５５ 黄壤 ６．５ 灌木丛

表２　ＰＣＲ反应体系组分

反应组分 体积（μＬ）
引物ＩＴＳ１ １
引物ＩＴＳ４ １
模板 ２

２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ １２
ｄｄＨ２Ｏ ９

ＧｅｎＢａｎｋ上使用 Ｂｌａｓｔ（ｂａｓｉｃｌｏｃａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ，Ｂｌａｓｔ
２．２．３１）进行序列比对分析、鉴定。
１．２．５　真菌多样性分析方法　采用物种个体数量（Ｎ）、物种
数（Ｓ）、种群优势度（ｄ）、Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数（Ｒ）、Ｓｈａｎｎｏｎ－
Ｗｉｅｎｅｒ的多样性指数（Ｈ′）、Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数（Ｊ）和 Ｊａｃｃａｒｄ
相似性指数（Ｃｊ）对宽阔水保护区不同土壤真菌群落多样性
进行分析［５－７］。

种群优势度：ｄｉ＝Ｎｉ／Ｎ；
Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数：Ｒ＝（Ｓ－１）／ｌｎＮ。
Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ多样性指数：Ｈ′＝－∑ＰｉｌｎＰｉ（ｉ＝１，２，

３，…，ｎ）；
Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数：Ｊ＝Ｈ′／ｌｎＳ。

式中，Ｐｉ＝ｄｉ，表示第ｉ种个体数占总个体数的比例。
Ｊａｃｃａｒｄ相似性指数：Ｃｊ＝ｃ／（ａ＋ｂ＋ｃ）。

式中，ａ和ｂ分别为２种生境地中真菌的种数或属数，ｃ为２
种生境地中共有的真菌种数或属数。Ｊａｃｃａｒｄ相似性系数
（Ｃｊ）用于比较２个生境中真菌种类组成的相似程度，根据其
原理：当Ｃｊ为０．００～＜０．２５时，为极不相似；当Ｃｊ为０．２５～
＜０．５０时，为中等不相似；当 Ｃｊ为０．５０～＜０．７５时，为中等
相似；当Ｃｊ为０．７５～１．００时，为极相似。

２　结果与分析

２．１　总体土壤真菌的群落组成
在宽阔水自然保护区的不同区域共采集了２８份土壤样

品，包含紫色土、黄棕壤和黄壤３种土壤类型，采用传统方法
分离得到３５３株真菌。根据ＩＴＳ序列进行分析将３５３株真菌
归为３４个属（表 ３），分别为青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、木霉属
（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、酵母菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、被孢霉属（Ｍｏｒ
ｔｉｅｒｅｌｌａ）、柄孢壳菌属（Ｐｏｄｏｓｐｏｒａ）、棘壳孢菌属（Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅ
ｔａ）、隐球菌属（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、肉座菌属（Ｈｙｐｏｃｒｅａ）、小不整球
壳属（Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ）、枝孢霉菌属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、篮状菌属
（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）、黏鞭霉属（Ｇｌｉｏｍａｓｔｉｘ）、绿僵菌属（Ｍｅｔａｒｈｉｚ
ｉｕｍ）、腐质霉属（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、壳二孢属
（Ａｓｃｏｃｈｙｔａ）、微座孢菌属（Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ）、枝顶孢属（Ａｃｒｅｍｏ
ｎｉｕｍ）、座囊菌属（Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）、曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、茎霉
属（Ｃｈａｕｎｏｐｙｃｎｉｓ）、毛孢子菌属（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ）、毛壳菌属

（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）、轮枝孢属（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ）、鹿虫草属（Ｅｌａｐｈｏ
ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ）、假丝酵母属（Ｃａｎｄｉｄａ）、棒孢酵母属（Ｃｌａｖｉｓｐｏｒａ）、
拟青霉属（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ）、威克汉逊酵母属（Ｗｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙ
ｃｅｓ）、黏帚霉属（Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍ）、Ｍｙｒｍｅｃｒｉｄｉｕｍ、三毛孢属（Ｒｏｂｉｌ
ｌａｒｄａ）、拟盾壳霉属（Ｐａｒａｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍ）、假小尾孢属（Ｐｓｅｕｄｏ
ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ）。
２．２　不同土壤真菌群落组成及优势度分析

根据庞雄飞等研究，某物种占整体物种的百分比≥１０％
为优势属，＞１％～＜１０％为常见属，≤１％为稀有属［８］。由表

３可见，宽阔水自然保护区紫色土真菌优势属为酵母菌属
（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）。其中绿僵菌属（Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ）、枝顶孢属
（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）、座 囊 菌 属 （Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）、黏 帚 霉 属
（Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍ）、Ｍｙｒｍｅｃｒｉｄｉｕｍ、黏鞭霉属（Ｇｌｉｏｍａｓｔｉｘ）、拟盾壳
霉属（Ｐａｒａｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍ）为该类型土壤真菌的特有类群，其中
Ｍｙｒｍｅｃｒｉｄｉｕｍ为稀有属。

黄棕壤真菌优势属为酵母菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）和被孢霉
属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）。棘壳孢菌属（Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ）、轮枝孢属
（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ）为其特有类群，其中棘壳孢菌属（Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ）
为稀有属。

黄壤真菌优势属为青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）和木霉属
（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）。腐质霉属（Ｈｕｍｉｃｏｌａ）、拟青霉属（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙ
ｃｅｓ）、微座孢菌属（Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ）、威克汉逊酵母属（Ｗｉｃｋｅｒｈａ
ｍｏｍｙｃｅｓ）、假小尾孢属（Ｐｓｅｕｄｏｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ）、三毛孢属（Ｒｏｂｉｌｌａｒ
ｄａ）真菌为黄壤中的特有类群，其中威克汉逊酵母属（Ｗｉｃｋｅｒ
ｈａｍｏｍｙｃｅｓ）为稀有属。
２．３　不同土壤真菌群落多样性差异

生境条件越适宜，丰富度指数和多样性指数越高，多样性

指数也可反映出群落稳定性大小。均匀度反映的是群落中不

同物种分布的均匀程度［９－１０］。由表４可见，真菌单菌落数量Ｓ
为黄壤 ＞紫色土 ＞黄棕壤，物种数（属数）Ｎ为紫色土 ＞黄
壤＞黄棕壤，Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数 Ｒ黄壤 ＞紫色土 ＞黄棕壤，
Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ多样性指数Ｈ′紫色土＞黄壤＞黄棕壤，Ｐｉｅｌｏｕ
均匀度指数 Ｊ黄棕壤 ＞黄壤 ＞紫色土。紫色土和黄棕壤的
Ｊａｃｃａｒｄ相似性指数Ｃｊ为０．５３６，中等相似；紫色土和黄壤Ｃｊ为
０．５００，中等相似，黄棕壤和黄壤Ｃｊ为０．４４４，中等不相似。

３　讨论

本研究采用种群优势度、丰富度指数、多样性指数、均匀

度和相似度指数，对宽阔水自然保护区３种不同土壤的真菌
群落多样性进行了分析。结果表明，从群落组成来看，各类土

壤的优势种属、常见种属和稀有种属均有较大差异，其中有一

些属为其相应土壤所特有。宽阔水自然保护区土壤中大量存
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表３　３种土壤中真菌归属情况

属名
紫色土 黄棕壤 黄壤

菌落数 优势度 菌落数 优势度 菌落数 优势度

柄孢壳菌属 ５ ０．０３９４ ４ ０．０４４４ ０ ０．００００
棘壳孢菌属 ０ ０．００００ ６ ０．０６６７ ０ ０．００００
隐球菌属 １ ０．００７９ ２ ０．０２２２ １ ０．００７４
被孢霉属 １ ０．００７９ １２ ０．１３３３ １２ ０．０８８２
肉座菌属 ２ ０．０１５７ ８ ０．０８８９ ６ ０．０４４１
青霉属 ９ ０．０７０９ ８ ０．０８８９ ２７ ０．１９８５
小不整球壳属 ４ ０．０３１５ １ ０．０１１１ ３ ０．０２２１
轮枝孢属 ０ ０．０００ ３ ０．０３３３ ０ ０．００００
酵母菌属 ３３ ０．２５９８ ２１ ０．２３３３ １２ ０．０８８２
鹿虫草属 １ ０．００７９ ２ ０．０２２２ ０ ０．００００
假丝酵母属 １ ０．００７９ ０ ０．００００ １ ０．００７４
棒孢酵母属 １ ０．００７９ ０ ０．００００ １ ０．００７４
枝孢霉菌属 ７ ０．０５５１ ３ ０．０３３３ ９ ０．０６６２
木霉属 ９ ０．０７０９ ８ ０．０８８９ １６ ０．１１７６
篮状菌属 ５ ０．０３９４ ０ ０．００００ ６ ０．０４４１
绿僵菌属 ４ ０．０３１５ ０ ０．００００ ０ ０．００００
腐质霉属 ０ ０．００００ ０ ０．００００ １２ ０．０８８２
拟青霉属 ０ ０．００００ ０ ０．００００ ２ ０．０１４７
镰刀菌属 ６ ０．０４７２ １ ０．０１１１ ６ ０．０４４１
壳二孢属 ３ ０．０２３６ ０ ０．００００ ３ ０．０２２１
微座孢菌属 ０ ０．０００ ０ ０．００００ ２ ０．０１４７
枝顶孢属 ５ ０．０３９４ ０ ０．００００ ０ ０．００００
座囊菌属 ４ ０．０３１５ ０ ０．００００ ０ ０．００００
威克汉逊酵母属 ０ ０．００００ ０ ０．００００ １ ０．００７４
曲霉属 １０ ０．０７８７ ６ ０．０６６７ ６ ０．０４４１
黏帚霉属 ３ ０．０２３６ ０ ０．００００ ０ ０．００００
茎霉属 ２ ０．０１５７ ２ ０．０２２２ ０ ０．００００
Ｍｙｒｍｅｃｒｉｄｉｕｍ １ ０．００７９ ０ ０．００００ ０ ０．００００
毛孢子菌属 ３ ０．０２３６ １ ０．０１１１ ２ ０．０１４７
毛壳菌属 １ ０．００７９ ２ ０．０２２２ ３ ０．０２２１
假小尾孢属 ０ ０．００００ ０ ０．００００ ２ ０．０１４７
三毛孢属 ０ ０．００００ ０ ０．００００ ３ ０．０２２１
黏鞭霉属 ４ ０．０３１５ ０ ０．００００ ０ ０．００００
拟盾壳霉属 ２ ０．０１５７ ０ ０．００００ ０ ０．００００
总计 １２７ ９０ １３６

表４　３种类型土壤真菌群落多样性

土壤类型 Ｓ（Ｎ） Ｒ Ｈ′ Ｊ
紫色土 ２６（１２７） ５．１６０８ ２．７７５６ ０．８５１９
黄棕壤 １７（９０） ３．５５５７ ２．４６８２ ０．８７１２
黄壤 ２２（１３６） ４．２７４７ ２．６７６１ ０．８６５８

在的酵母菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、被孢霉
属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）、拟 青 霉 属 （Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ）、绿 僵 菌 属
（Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ）、黏帚霉属（Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍ）等，具有较高的利用价
值和应用前景，可作为农林病害防治和可持续开发的资

源［１１－１５］。此外，不同土壤真菌群落多样性存在一定差异，

Ｍａｒｇａｌｅｆ丰富度指数最高的是黄壤真菌，最低的是黄棕壤；３
种土壤真菌群落的 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ多样性指数在 ２．４６～
２７８之间，紫色土最高，黄棕壤最低；黄棕壤的 Ｐｉｅｌｏｕ均匀度
指数最高，紫色土最低；Ｊａｃｃａｒｄ相似性指数为 ０．４４４ ～
０５３６，表明３种土壤相似性介于中等相似和中等不相似之间。
造成不同土壤真菌群落多样性的差异原因比较复杂，除了土壤

质地和土壤肥力外，还与其对应生境地的光照、降雨量、植被类

型等有关［１６－１７］。同时由于其中一些种属的菌株具有生防功

能，且不同微生物群落之间产生的相互作用使网络结构发生改

变，因此在一定程度上也影响了环境中的真菌多样性［１８］。

由于传统培养方法的局限性，大量不可培养微生物无法

通过分离获得，菌株数量十分有限。因此还需尝试多种不同

的分离方法，结合以分子生物学为基础的相关技术进行多样

性分析，才能更加全面地了解宽阔水保护区的土壤真菌多样

性分布特征以及与环境之间的相互关系。
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