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基于高通量测序的龙胆草根际土壤真菌群落结构分析

高　嵩，孙文松，于春雷，李　玲，张天静
（辽宁省经济作物研究所，辽宁辽阳１１１０００）

　　摘要：为了探究药用植物种植年限对土壤根际真菌多样性的影响和根际群落结构的差异，从根系与土壤微生物关
系角度为药用植物的生产实践提供理论基础，采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序平台分析不同种植年限龙胆草根际土壤的真菌
群落。结果表明，测序获得的１５４１个ＯＵＴ分属于１１门２８纲５９目１０９科１７３属。与未种植龙胆草的土壤相比，龙胆
草土壤根际真菌群落的丰度和多样性指数降低，并且随着种植年限的增加，多样性与生长年限呈负相关，根际真菌群

落丰度和多样性指数的下降趋势明显。种植年限影响根际真菌群落结构的改变，种植２、３年龙胆草土壤根际真菌群落
结构相似，与种植１年的根际真菌群落结构差距较大。随着种植年限的增加，根际真菌优势种群由未种植中小球腔菌属
（Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ）等有益菌属为主转变为种植３年的炭疽菌属（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）等致病菌属。可以看
出，种植龙胆草影响了根际真菌群落多样性和群落结构，随着种植的年限增加，有益菌属丰度下降，致病菌属丰度增加。
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　　龙胆草（ＧｅｎｔｉａｎａｓｃａｂｒａＢｕｎｇｅ）为龙胆科多年
生草本植物［１］，以其根茎入药，龙胆是我国传统的

中药材，其味苦、性寒，归肝、胆经，有清热燥湿、泻

肝胆实火的功效［２］。关龙胆是辽宁省抚顺市清原

满族自治县的国家地理标志产品，其产量占全国北

龙胆药材市场的８３％［３］。

植物根际土壤中存在大量微生物，根系微生物

通过植物根系分泌物、黏液和脱落的根细胞直接影

响根系活力［４］。土壤微生物在土壤功能和植物健

康中起着重要作用［５］，土壤中的微生物多样性和群

落组成与土壤传播的疾病高度相关［６］。土壤微生

物区系的改变会影响土壤的生态功能和作物的生

长［７－９］。土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部

分，被认为是土壤质量不可缺少的组成部分［１０－１１］。

对于以根、根茎入药的药用植物，根际微生物对药

用植物的产量与质量至关重要［１２］。

目前，关于龙胆草药材的研究主要集中在化学

成分、生理生化、药理药效及分子生物学等方

面［１３－１７］，有关龙胆草根际土壤微生物多样性的研究

较少。本研究以辽宁省抚顺市清原满族自治县椽

子沟村不同种植年限龙胆草的根际土壤为研究对

象，采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ高通量测序技术分析根际真
菌群落的组成及多样性差异，试图挖掘龙胆草根际

土壤中的有益真菌资源，为探讨种植年限对药用植

物土壤微生物结构和群落多样性差异的影响提供

参考，旨在从根系与土壤微生物互作关系方面入手

为药用植物的生产实践提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　研究区设置
本研究对象为辽宁省抚顺市清原满族自治县

椽子沟村（１２５°０６′７３．７１″Ｎ，４２°０８′９３．４８″Ｅ）山地的
栽培龙胆，共选取３块样地，即当年种植龙胆草的样
地（Ｒ１）、种植龙胆草２年的样地（Ｒ２）、种植龙胆草
３年的样地（Ｒ３），以距离采龙胆草样品约５０ｍ且
未种植过龙胆草的土壤作为对照（ＣＫ）。该地区属
中温带大陆性季风气候，年平均气温为５．３℃，无霜
期为１１０～１２０ｄ，全年总日照时数为２４１９ｈ，年平
均降水量为８０６．５ｍｍ。在耕作与植物生长过程中
进行正常水肥管理。

１．２　根际土壤样品的采集
于２０１８年１０月１５日龙胆草盛花期在３块样
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地分别采集龙胆草根际土壤样品。根际土壤采用

“抖根法”取样，先将植物根系从土壤中挖出，抖掉

与根系结合松散的土壤，再用毛刷轻轻刷下根系表

面土壤。按“Ｓ”形采样方法，随机选取５个点的样
品后混合。根际土样用冰盒带回实验室并于

－８０℃ 保存，用于土壤微生物 ＤＮＡ的提取及后续
测试。

１．３　土壤ＤＮＡ的提取和高通量测序
采用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）方法［１８］提

取土壤基因组 ＤＮＡ。使用 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司的 Ｉｏｎ
ＰｌｕｓＦｒａｇｍｅｎｔＬｉｂｒａｒｙＫｉｔ４８ｒｘｎｓ建库试剂盒进行文
库的构建，构建好的文库经 Ｑｕｂｉｔ定量和文库检测
合格后进行上机测序。

１．４　菌群组成分析和差异分析
使用Ｑｉｉｍｅ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．９．１）计算 Ａｃｅ指

数、Ｃｈａｏ１指数、香农指数和辛普森指数等多样性指
数；使用 Ｒ软件绘制稀释曲线、Ｒａｎｋａｂｕｎｄａｎｃｅ曲
线、物种累积曲线并使用 Ｒ软件进行 Ａｌｐｈａ多样性
指数的组间差异分析［１９］。用 Ｕｐａｒｓｅ软件对所有样
品的全部 ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ进行聚类，默认按９７％的一
致性将序列聚类成为 ＯＴＵｓ，同时选取 ＯＴＵｓ的代表
性序列，依据其算法原则，筛选 ＯＴＵｓ中出现频数最
高的序列作为ＯＴＵｓ的代表序列。用ＳＰＳＳ２．０软件
进行数据统计分析。

２　结果与分析

２．１　稀释曲线
稀释曲线可直接反映测序数据量的合理性，并

间接反映样本中物种的丰富程度。当曲线趋向平

坦时，说明测序数据量满足试验要求，能够表征土

壤样品中微生物的多样性［２０］。分别随机抽取真菌

测序样品的ＩＴＳ１序列读数，以其属或种类数为纵坐
标、ＩＴＳ１序列读数为横坐标，获得真菌的稀释曲线。
如图１所示，当测序量超过８０００读长时，仍然会有

新ＯＴＵｓ出现，但是曲线逐渐趋于平缓，说明测试量
达到饱和，真菌群落结构的置信度比较高，能够比

较真实地反映根际土壤中真菌群落的多样性，即测

序深度足以反映本试验样本所包含的真菌群落多

样性。

２．２　真菌群落丰富度多样性统计分析
由表１可知，各样品测序深度指数覆盖率均在

０．９９８以上，说明测序量足以覆盖样品的菌落组成。
按９７％相似性归并后，４组样品所含真菌 ＯＵＴ数量
分别为５９９、４１９、３８２、３２４个，种植不同年限龙胆草
的根际土壤ＯＵＴ数量排序为ＣＫ（未种植）＞Ｒ１（一
年生）＞Ｒ２（二年生）＞Ｒ３（三年生）。利用 Ａｌｐｈａ
多样性分析土壤中真菌群落的丰富度和多样性，得

出不同种植年限龙胆草根际真菌群落丰富度

（Ｒｉｃｈｎｅｓｓ）指数（Ａｃｅ）、群落多样性（Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）指数
香农指数和辛普森指数存在并呈现如下规律：ＣＫ＞
Ｒ１＞Ｒ２＞Ｒ３。结果表明，对照土壤中的真菌多样
性比种植龙胆草的根际土壤丰富，可能是由于龙胆

草根系对根际土壤真菌具有选择性；随着种植年限

增加，多样性指数均呈现明显下降的趋势，说明种

植龙胆草明显降低了土壤真菌的多样性，种植使土

壤真菌群落的种类趋于单一化，且种类数量降低。

表１　龙胆草根际土壤真菌群落丰富度及多样性指数

处理 ＯＴＵ数量（个） 覆盖率 Ａｃｅ指数 Ｃｈａｏ１指数 香农指数 辛普森指数

ＣＫ ５９９ ０．９９９ ６３６．９９０ ６３７．９２７ ７．１５９ ０．９８４

Ｒ１ ４１９ ０．９９９ ４６５．１５９ ４５４．５１１ ６．３１７ ０．９７６

Ｒ２ ３８２ ０．９９９ ４３２．６８５ ４１４．５２９ ５．６７６ ０．９５６

Ｒ３ ３２４ ０．９９８ ４１６．８６６ ５１２．６４６ ４．８８８ ０．９２１

２．３　土壤真菌群落结构分析
物种组成分析能够反映样品在分类学水平的

群落结构。４个处理不同年限龙胆草根际土壤中的
真菌分属于１１门２８纲５９目１０９科１７３属。如图２
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所示，不同种植年限龙胆草根际土壤的最主要类群

均为子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ），相对丰度排序为 Ｒ２
（６６．３８％）＞Ｒ３（６５．７０％）＞Ｒ１（５６．５３％）＞ＣＫ
（５３．９９％）；其次是担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），相对
丰度在 １％ ～５％之间。另外还有相对丰度约为
３０％左右的待定真菌（Ｆｕｎｇｉ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ）等类群在
ＧｅｎＢａｎｋ中没有被明确分类。如图３所示，散囊菌
纲（Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、粪壳菌纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、圆
盘菌纲（Ｏｒｂｉｌｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、座囊菌纲（Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）、
锤舌菌纲（Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）等真菌组成了土壤群落中
真菌纲的优势菌纲群，总相对丰度排序为 Ｒ２
（６５７９％）＞Ｒ３（６５．２６％）＞Ｒ１（５３３８％）＞ＣＫ
（５０．９５％）；另外还有待定真菌（Ｆｕｎｇｉ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ）
等类群在ＧｅｎＢａｎｋ中没有被明确分类，其相对丰度
排序 为 ＣＫ（４６．９６％）＞Ｒ１（４１３８％）＞Ｒ２
（３３０６％）＞Ｒ３（２８．０１％）。

２．４　不同年限土壤真菌菌群的分类学组成分析
使用Ｒ软件，选取土壤真菌菌群丰度排名前３５

的属，根据其在各个土壤处理中的丰度信息，从真

菌菌群种类、土壤处理２个层面进行聚类，根据聚类
结果对分类单元和样品分别进行排序绘制成热图。

通过聚类，能够区分高丰度和低丰度的分类单元，

红色、蓝色代表菌属的丰度，越偏向红色表明丰度

越高，越偏向蓝色表明丰度越低。

对不同年限龙胆草根际真菌在属种水平上进

行分析。如图４所示，根据进化关系，真菌群落ＯＵＴ
在纵向上可以聚类为两大类，根据变化趋势可分为

４类，菌群 Ｉ在 Ｒ１组的丰度最高，Ｒ２、Ｒ３组次之，
ＣＫ组最低；菌群Ⅱ在 Ｒ３组的丰度最高，Ｒ２、Ｒ１组
次之，ＣＫ组最低。菌群Ⅰ、菌群Ⅱ聚为一类。菌群
Ⅲ中ＣＫ组的丰度显著高于其他３组，菌群Ⅳ在 Ｒ２
组的丰度最高。３５个属中有２个担子菌门、１个毛
霉门（Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ），其他均为子囊菌门。

随着龙胆草种植年限的增加，土壤环境随之改

变，进而影响土壤真菌的种群数量及群落结构。由

图４可以看出，菌群Ⅰ中赤霉菌（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）、砖隔腔
菌 （Ｃａｐｒｏｎｉａ）、 Ａｃｒｏｐｈｉａｌｏｐｈｏｒａ、 伞 状 霉 属

（Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓ），菌群Ⅱ中炭疽菌属（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、
Ｓａｉｔｏｚｙｍａ、拟球腔菌属（Ｐａｒａｐｈａｅｏｓｐｈａｅｒｉａ）和木霉属
（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）均表现为随种植年限增加菌群丰度
增加，并且在种植至３年时炭疽菌属成为优势菌属。
炭疽属和拟球腔菌属中的部分真菌为致病菌。菌

群Ⅲ中的菌属均表现为随种植年限的增加而菌群
丰度显著减少，具体有小球腔菌属（Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ）、
螺 旋 聚 孢 霉 （Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）、水 生 真 菌

（Ｔｅｔｒａｃｌａｄｉｕｍ）、油脂酵母（Ｌｉｐｏｍｙｃｅｓ）、Ｃａｌｏｐｈｏｍａ、
Ｃｕｔａｎｅｏｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、地丝霉属
（Ｇｅｏｍｙｃｅｓ）、莫勒盘菌 （Ｍｏｅｌｌｅｒｏｄｉｓｃｕｓ）、漆斑菌
（Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ）、浅色尾孢属（Ｐａｌｌｉｄｏｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ）、青
霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、棒束孢属（Ｉｓａｒｉａ）、拟盾壳霉属
（Ｐａｒａｃｏｎｉｏｔｈｙｒｉｕｍ）、异茎点霉属（Ｐａｒａｐｈｏｍａ）等。
其中螺旋聚孢霉、异茎点霉属为有益菌属，具有抑

菌作用。

　　为了寻找样本之间优势物种的差异，使用 Ｒ软
件ｖｃｄ包 ｔｅｒｎａｒｙｐｌｏｔ命令进行 Ｔｅｒｎａｒｙｐｌｏｔ分析。选
取不同种植年限龙胆草处理在种水平上平均丰度

排名前１０的物种，生成 ｔｅｒｎａｒｙｐｌｏｔ三元相图。图中
３个顶点代表３个处理分组，圆圈代表物种，圆圈大
小与相对丰度成正比，圆圈离哪个顶点越近，表示

真菌群落种类在这个分组中的含量越高，以便直观

地查看不同种植年限龙胆草与未种植龙胆草土壤

根际真菌优势物种在种水平上的差异。如图５、图６
所示，ＣＫ组的优势菌属为虫花棒束孢（Ｉｓａｒｉａ＿
ｆａｒｉｎｏｓａ）、羊毛状青霉 （Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｌａｎｏｓｕｍ）和
Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ＿ｐｏｌｙｇｏｎｉ－ｃｕｓｐｉｄａｔｉ，丰度较高，与Ｒ１、
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Ｒ２和Ｒ３组间差异显著；Ｒ３组的优势菌组为隐球菌
（Ｓａｉｔｏｚｙｍａ ｐｏｄｚｏｌｉｃａ）、钩 状 木 霉 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｈａｍａｔｕｍ），其丰度较其他组高。值得关注的是，在
Ｒ２组到 Ｒ３组 ２组数据的比较中，茄镰孢菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）表现为上升趋势，最终成为 Ｒ３组
的优势菌株，而茄镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）能够在多
种作物中引发真菌病害。

２．５　Ｂｅｔａ多样性分析
无度量多维标定法 （ｎｏｎ－ｍｅｔｒｉｃｍｕｌｔｉ－

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｃａｌｉｎｇ，ＮＭＤＳ）［２１］是基于 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ
距离进行分析的非线性模型，根据不同种植年限龙

胆草土壤中包含的真菌群落信息，以点的形式反映

在二维平面上。通过点与点间的距离，反映样本的

组间、组内差异等。基于不同年限龙胆草根际真菌

测序所得 ＯＴＵ水平的 ＮＭＤＳ分析结果见图７，同一
组样本使用同种颜色表示。当 Ｓｔｒｅｓｓ小于０．２时，
说明ＮＭＤＳ可以准确反映样本间的差异程度。在
整体情况下，不同组间具有明显差异。ＣＫ组的位
置与Ｒ１、Ｒ２和Ｒ３组之间的距离较远，并且分布在

不同象限内。各种植组内数据点间的距离较近，且

在同一区域内，不同年限处理间的分布相对较均匀。

以上结果说明，种植龙胆草能够改变土壤真菌群落结

构，并且随着种植年限的增加，群落结构逐渐改变。

　 　 基于 ＵｎｗｅｉｇｈｔｅｄＵｎｉｆｒａｃ距离进 行 ＰＣｏＡ
（ＰｒｉｎｃｉｐａｌＣｏ－ｏｒｄｉｎａｔｅｓＡｎａｌｙｓｉｓ）分析，选取贡献率
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最大的主坐标组合进行作图。处理间距离越接近，

表示真菌群落组成结构越相似，因此群落结构相似

度高的处理聚集在一起，群落差异很大的样本则远

远分开。如图８所示，不同年限龙胆草根际真菌群
落变化与ＮＭＤＳ分析结果一致，ＣＫ组的位置与Ｒ１、
Ｒ２和Ｒ３组之间的距离较远。Ｒ３组表现出明显的
组内聚集，表明同一处理的土壤样品具有极相似的

真菌群落结构，并且二年生龙胆草土壤和三年生龙

胆草土壤距离较近，说明二、三年生龙胆草土壤中

的真菌群落结构具有较高的相似性。一年生龙胆

草处理与二、三年生龙胆草处理各点距离较远，说

明一年生和二、三年生龙胆草土壤细菌群落结构的

相似性较低。

３　结论与讨论

本研究使用高通量测序技术从辽宁省抚顺市

清原满族自治县不同年限龙胆草根际土壤中获得

真菌ＩＴＳ１序列分别隶属于１１门２８纲５９目１０９科
１７３属，稀释曲线表明，测试量达到饱和，能够比较
真实地反映根际土壤中真菌群落的多样性，测序深

度足以反映该群落样本所包含的真菌群落多样性。

本研究通过对不同年限种植龙胆草和未种植龙胆

草根际土壤真菌ＯＵＴ数量及多样性指数比对发现，
未种植龙胆草土壤ＣＫ组中的真菌多样性较种植龙
胆草的根际丰富，而种植龙胆草土壤根系真菌群落

多样性指数随年限增加呈明显下降趋势，种植３年
的龙胆草多样性指数最低，且丰度最低。植物根系

对根际微生物具有选择性将导致根际微生物群落

组成和结构的显著差异［１３］。植物根系对根际土壤

真菌具有一定的选择性［２２］，没有种植苎麻的根际土

壤真菌多样性较种植苎麻的土壤丰富，不同根型苎

麻对根际定殖的真菌类群仍存在选择性［２３］。研究

结果表明，种植龙胆草年限增加影响了土壤真菌群

落的多样性和丰度，趋势呈负相关，土壤真菌群落

变得种类简单且丰度降低，与前人的研究结果一致。

根际微域内土壤微生物群落结构与根系活动

关系密切［２４］，有研究发现，土壤根际真菌多样性及

群落构成变化使真菌多样性指数显著降低，群落结

构失衡，可能导致西洋参根腐病发生［２５］。生物炭添

加使马铃薯根际土壤中担子菌门数量呈下降趋势，

这可能会对植物生长有益［２６］。连作土壤微生物环

境由细菌型转向真菌型［２７－２８］，人参、三七作为药用

植物中研究得较详细的作物，基于真菌ＩＴＳ１测序分
析对连续种植过程中根际土壤真菌群落结构和多

样性的研究结果表明，根际微生物群落结构对于人

参、三七可持续管理和生产至关重要［２９－３１］。随着地

黄种植年限的增加，其根际致病真菌尖孢镰刀菌、

木霉和黄曲霉等真菌种类和数量显著增加［３２－３３］。

本研究结果表明，随着种植年限增加，龙胆草根际

土壤真菌群落结构改变差异显著。差异分析结果

显示，炭疽菌属和茄镰孢菌由未种植时丰度极低的

装填转变成为优势菌属，其他种植３年的优势菌属
Ｓａｉｔｏｚｙｍａ、Ｐａｒａｐｈａｅｏｓｐｈａｅｒｉａ和木霉属的丰度显著
高于其他处理根际土样，炭疽菌属和茄镰孢菌在其
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他物种上已被证明为致病真菌，可能是龙胆草根腐

病发生的病原菌，可能是由于这些真菌的积累导致

药用植物的质量和品质下降，这几个属的真菌可能

对龙胆草叶枯病的发生具有重要意义，在后续研究

中应重点关注。
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