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健康与罹病三七内生真菌的分离鉴定及其群落特征差异分析
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摘要:[目的]本文旨在探究健康与罹患根腐病三七内生真菌群落特征差异及在不同植株部位的分布特征与随生长年限的

变化规律ꎮ [方法]选取 １ 年、２ 年生健康与罹患根腐病的三七植株ꎬ采用组织分离法对其根、茎部位的内生真菌进行分离ꎬ
基于形态特征和 ＩＴＳ 序列分析对分离得到的菌株进行分类鉴定ꎬ并对内生真菌群落组成及多样性特征进行分析ꎮ [结果]
共分离获得 ９６６ 株内生真菌ꎬ经鉴定隶属于 ３ 门、５ 纲、１４ 目、２５ 科、３１ 属ꎮ 从菌株分离数及分离率看:罹病植株>健康植株ꎬ
２ 年生>１ 年生ꎬ根部>茎部ꎮ 健康和罹病三七的可培养内生真菌组成存在明显差异ꎬ其中曲霉属、耙齿菌属、毛壳属和青霉

属在健康三七内生真菌群落中占主导ꎬ而镰刀菌属、曲霉属、篮状菌属、毛壳属和木霉属是罹病三七内生真菌的优势属ꎮ 植

株部位对三七内生真菌群落组成具有明显影响ꎬ其中罹病三七根部镰刀菌属的分离频率高达 ５２％ꎬ显著高于其茎部的

１１.２％ꎬ且在罹病三七根部大量分离到木霉属和篮状菌属等有益真菌ꎬ其分离频率分别为 １１.０％和 １４.５％ꎬ而三七茎部内生

真菌群落多样性、丰富度和均匀度均高于根部ꎮ 此外ꎬ随着生长年限的增加ꎬ三七内生真菌群落的发育更加完善ꎬ健康和罹

病三七内生真菌群落组成及多样性特征也随之变化ꎬ其中尖孢镰刀菌和腐皮镰刀菌在罹病三七植株中的分离频率大幅增

加ꎬ达到 １４.５％和 ３２.９％ꎮ 健康三七内生真菌多样性、丰富度和均匀度随生长年限增加逐渐上升ꎬ而罹病三七内生真菌多样

性和均匀度逐渐降低ꎮ [结论]三七植株内生真菌多样性丰富ꎬ健康和罹病三七可培养内生真菌定殖数量及群落组成具有

显著差异ꎬ且植株部位与生长年限均对三七可培养内生真菌群落特征具有显著影响ꎮ
关键词:三七ꎻ内生真菌ꎻ根腐病ꎻ多样性ꎻ生长年限
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ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬｒｉｃｈｎｅｓｓꎬａｎｄ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｓｔｅｍｓ ｏｆ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｒｏｏｔｓ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｙｅａｒｓꎬｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣
ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ａｌｓｏ ｃｈａｎｇｅｄꎬａｎｄ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ａｎｄ Ｆ􀆰 ｓｏｌａｎｉ ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒｅａｔｌｙꎬｒｅａｃｈｉｎｇ １４.５％ ａｎｄ ３２. ９％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｒｉｃｈｎｅｓｓꎬａｎｄ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｇｒｏｗｔｈ ｙｅａｒꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｗｅｒｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｌｉｎｅｄ. [ Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｈａｒｂｏｒｅｄ ａ ｒｉｃｈ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣
ｄｉｓｅａｓｅｄ ｐｌａｎｔｓ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ａｇｅｓ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ.　
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇꎻｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎻｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅꎻｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻｇｒｏｗｔｈ ｙｅａｒ

植物内生菌(ｐｌａｎｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ)是指其生活史的一定阶段或全部阶段生活于健康植物组织内部ꎬ但不

引起宿主植物病症的一类微生物ꎬ包括内生细菌、内生真菌和内生放线菌[１]ꎮ 内生菌是植物微生态系统

的重要组成部分ꎬ其与宿主植物在长期协同进化过程中形成了互惠共生的关系[２]ꎮ 研究表明ꎬ内生菌不

仅能够促进宿主植物生长、增强宿主植物抗逆性ꎬ还能提高宿主植物抗病虫害能力、调控宿主植物次生代

谢过程ꎬ对宿主植物的生长发育、健康及其品质形成具有重要的影响[３－５]ꎮ Ｇｏｎｚ􀅡ｌｅｚ 等[６]从健康西瓜植株

中分离得到 ３５０ 株内生真菌ꎬ研究发现木霉菌(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐ.)能够广谱性地抑制多种土传病原菌ꎬ并能

有效降低瓜类作物的病害发生率ꎮ 江曙等[７]从 ４ 个产地明党参植株中共分离到 ８ 属 １１６ 株内生真菌ꎬ研
究发现接种镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ.)能够显著促进明党参细胞生长和多糖积累ꎮ 因此ꎬ植物内生真菌作为一

类可持续利用的微生物资源ꎬ在保障农业绿色发展和促进药用植物有效成分积累方面具有广阔的应用

前景[８]ꎮ
三七[Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ(Ｂｕｒｋ.)Ｆ. Ｈ. Ｃｈｅｎ]为五加科人参属多年生草本植物ꎬ以干燥根和根茎入药ꎬ

具有散瘀止血、消肿定痛等功效ꎬ是我国独有的传统名贵中药材[９]ꎮ 根腐病是三七种植过程中危害最为

严重的病害ꎬ可在三七生长的各个阶段发生ꎬ常年发病率为 ５％ ~２０％ꎬ严重时可致绝收[１０]ꎮ 目前ꎬ以根腐

病高发频发为主要特征的连作障碍问题已成为制约三七产业可持续发展的关键瓶颈[１１]ꎮ 因此ꎬ深入研究

三七内生真菌的群落组成及其演替规律可为分离根腐病高效生防菌提供重要线索ꎮ 现有研究表明健康状

况对三七内生真菌群落组成及其多样性具有显著影响ꎬ其中健康三七内生真菌多样性高于罹患根腐病三

七[１２]ꎻ亦有研究比较了健康和罹病三七内生真菌群落组成的差异ꎬ发现镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)、赤霉属

(Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ)、青霉属(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)、被孢霉属(Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ)、木霉属(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ)、篮状菌属(Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ)和
毛壳属(Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ)的相对丰度在患病三七中高于健康三七[１３]ꎮ 除宿主植物健康状况以外ꎬ其所处生

境、生长阶段以及植株部位等因素均会对内生真菌群落组成造成影响[２ꎬ１４－１５]ꎮ 当前ꎬ健康、罹病三七内生

真菌群落组成在不同植株部位的分布特征以及随生长年限的变化规律尚不清楚ꎬ有待进一步研究ꎮ
本研究以不同种植年限的健康与罹患根腐病三七植株为研究对象ꎬ采用组织分离法ꎬ结合形态特征和

分子生物学鉴定技术对三七根、茎部位的可培养内生真菌群落组成及多样性进行比较分析ꎬ旨在明确健康

和罹病三七可培养内生真菌群落特征差异ꎬ阐明其在不同部位的分布特征及其随生长年限的变化规律ꎬ为
后续开展功能研究ꎬ研发促进三七根腐病绿色防治和药材品质提升的技术措施提供菌株资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

供试三七植株采自云南省文山苗乡三七科技有限公司的种植示范基地(２３°４２′Ｎꎬ１０４°１６′Ｅ)ꎮ 该基地

地处亚热带气候区ꎬ海拔约 １ ５１４ ｍꎬ年均气温 １５ ~ １７ ℃ꎬ年降水量 １ １００ ~ １ ３１９ ｍｍꎬ土壤类型为黄棕

壤[１６]ꎮ 在基地中毗邻的不同种植年限三七园内ꎬ按照五点法取样原则ꎬ随机采集健康和罹患根腐病的

１ 年生和 ２ 年生三七植株若干ꎬ分别装入自封袋后用冰盒运回实验室ꎮ 用无菌水将三七植株洗净后ꎬ通过

根部病斑观察筛选ꎬ共确定 ５６ 株三七植株用于后续内生真菌分离试验ꎬ其中 １ 年生三七患病植株 １２ 株ꎬ
２ 年生三七患病植株 １８ 株ꎬ１ 年生三七和 ２ 年生三七健康植株各 １３ 株ꎮ

供试培养基为马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基ꎬ购于青岛高科技工业园海博生物技术有限公司ꎬ用

０９６
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于内生真菌的分离和纯化ꎻ真菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(Ｅ. Ｚ. Ｎ. Ａ.® Ｆｕｎｇａｌ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ)购于美国

Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司ꎻＰＣＲ 扩增引物 ＩＴＳ１ｆ 和 ＩＴＳ４ 由南京金斯瑞生物科技股份有限公司合成ꎮ
１.２　 三七内生真菌的分离纯化

采用组织块分离法[１７]分离三七内生真菌ꎮ 首先将洗净的三七植株叶片剪掉ꎬ然后将根和茎分离后放

入超声水浴锅内超声清洗 ３ 次ꎬ每次超声 ２０ ｓꎬ用 ７５％(体积分数)乙醇漂洗 ２ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ３ 次ꎻ用
５.５％的次氯酸钠溶液浸泡 ２ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ３ 次后用无菌滤纸吸干表面水分ꎬ取最后一次无菌水冲洗液

作为空白对照ꎮ 在超净工作台用灭菌刀片将已消毒的三七根和茎样品切成 ５ ｍｍ×５ ｍｍ 大小的组织块ꎬ
从每一植株的根和茎样品中各随机选取 １０ 个组织块ꎬ共计 １ １２０ 个组织块用于三七内生真菌分离ꎮ 将选

取的组织块均匀放置于含链霉素(１００ ｍｇ􀅰Ｌ－１)的 ＰＤＡ 平板上ꎬ封口后置于 ２８ ℃恒温培养箱中黑暗培养

７ ｄꎬ于接种组织块第 ８ 天统计内生真菌的数量ꎮ 用接种环挑取颜色、形态不一的菌丝转接至新的 ＰＤＡ 平

板上进行纯化培养ꎬ如此反复数次ꎬ直至形成单一菌落ꎬ于 ４ ℃斜面保存待用ꎮ
１.３　 三七内生真菌的分类鉴定

参考«真菌鉴定手册» [１８]对纯化得到的内生真菌进行初步分类ꎬ并对特征不同的菌株进行分子生物

学鉴定ꎮ 挑取约 １００ ｍｇ 纯培养菌株菌丝至 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ采用真菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取真菌基

因组 ＤＮＡꎬ利用通用引物 ＩＴＳ１ｆ ( ５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′) 和 ＩＴＳ４ ( ５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴ￣
ＡＴＧＣ￣３′)对真菌 ＩＴＳ 区域进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增反应体系为 ２０ μＬ:引物 ＩＴＳ１ｆ 和 ＩＴＳ４ 各 １ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ
聚合酶 １０ μＬꎬ真菌 ＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μＬꎮ 扩增程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １ ｍｉｎꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃
１ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经 １０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测后送安徽通用生物有限公司进

行测序ꎬ并使用 ＮＣＢＩ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)对所测得的内生真菌 ＩＴＳ 序列进行

ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ根据相似度( ｉｄｅｎｔｉｔｙ)确定所测样品序列的分类地位ꎮ 若目标序列和参考序列相似性高

于 ９５％ꎬ则暂定到参考序列所在的属ꎻ若相似性高于 ９９％(包括 ９９％)ꎬ则暂定到种ꎮ 为了更好地从功能角

度展开讨论ꎬ本文中分离得到的对植物生长有利的常见真菌属被认为可能是有益菌ꎬ而常见的与根腐病相

关的真菌属被认为可能是病原菌ꎮ
１.４　 数据统计分析

Ｄｓ、Ｄｒ、Ｈｓ、Ｈｒ 分别表示罹病三七茎部、罹病三七根部、健康三七茎部和健康三七根部ꎻＤ１、Ｄ２、Ｈ１、Ｈ２
分别表示 １ 年生罹病三七、２ 年生罹病三七、１ 年生健康三七和 ２ 年生健康三七ꎮ 参照孙思胜等[１９]的方法

对内生真菌的分离率和分离频率进行统计分析ꎻ采用 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数、Ｍａｒｇａｌｅｆ 丰富度指数和 Ｐｉｅｌｏｕ’ｓ
均匀度指数对内生真菌的多样性特征进行分析[２０]ꎻ采用层次聚类和韦恩图对内生真菌群落组成的相似性

以及其在不同部位及年际间的演化进行分析ꎮ
１)分离率( ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬＩＲ)ꎬ用于衡量植物组织中内生真菌的丰富程度和每个组织块受多重定殖的

发生频率ꎮ 其公式:
ＩＲ＝(Ｎ / Ｍ)×１００％ (１)

式中:Ｎ为样品组织块中分离得到的内生真菌总数ꎻＭ为样品组织块总数ꎮ
２)分离频率( ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬＩＦ)ꎬ用于反映不同种类的内生真菌在群落中的优势程度ꎮ 定义 ＩＦ>

５％的内生真菌类群为优势类群ꎮ 其公式:
ＩＦ＝(ｎ / Ｍｓ)×１００％ (２)

式中:ｎ为某一群落中特定类型内生真菌的菌株数ꎻＭｓ为该群落中所有内生真菌的菌株总数ꎮ
３)Ｓｈａｎｎｏｎ 指数(Ｈ′)、Ｍａｒｇａｌｅｆ 指数(Ｒ)和 Ｐｉｅｌｏｕ’ｓ 指数(Ｊ)分别用于评估内生真菌群落的多样性、丰

富度和均匀度特征ꎮ 其公式:

Ｈ′＝ － ∑
Ｓ

ｉ ＝ １
Ｐ ｉ􀅰ｌｎ Ｐ ｉ (３)

Ｒ＝ Ｓ
－１

ｌｎ Ｎ
(４)

Ｊ＝ Ｈ′
ｌｎ Ｓ

(５)

式中:Ｓ为分离得到的内生真菌种类数ꎻＰ ｉ 为第 ｉ 种内生真菌菌株数与全部内生真菌菌株总数的比值ꎻ
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Ｎ为分离得到的内生真菌总数ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 健康和罹病三七内生真菌组成及多样性差异

从 ５６ 株植株 １ １２０ 个三七组织块中共分离得到 ９６６ 株内生真菌ꎬ分离率为 ８６.３％(表 １)ꎮ 其中 ２７１
株内生真菌分离自健康三七植株ꎬ分离率为 ５２.１％ꎬ占内生真菌分离总数的 ２８.１％ꎻ６９５ 株内生真菌分离自

罹病三七植株ꎬ分离率为 １１５.８％ꎬ占内生真菌分离总数的 ７１.９％ꎮ 根据 ＢＬＡＳＴ 比对结果ꎬ所有菌株隶属于

３ 门、５ 纲、１４ 目、２５ 科、３１ 属(另有 １ 个未知属)、６７ 种(另有 １６ 个未知种)ꎮ
表 １　 健康和罹患根腐病三七根部和茎部分离得到的内生真菌数量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｓｔｅｍｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ

植株状态
Ｐｌａｎｔ ｓｔａｔｕｓ

１ 年生三七 Ｏｎｅ￣ｙｅａｒ ｏｌｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
根部 Ｒｏｏｔ 茎部 Ｓｔｅｍ 总计 Ｔｏｔａｌ

２ 年生三七 Ｔｗｏ￣ｙｅａｒ ｏｌｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
根部 Ｒｏｏｔ 茎部 Ｓｔｅｍ 总计 Ｔｏｔａｌ

总计
Ｔｏｔａｌ

健康三七 Ｈｅａｌｔｈｙ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ６４ １５ ７９ １２７ ６５ １９２ ２７１
罹病三七 Ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ８０ ６２ １４２ ４１０ １４３ ５５３ ６９５
总计 Ｔｏｔａｌ １４４ ７７ ２２１ ５３７ ２０８ ７４５ ９６６

图 １　 健康与罹病三七内生真菌在纲(Ａ)、目(Ｂ)和属(Ｃ)水平的分离频率(≥１％)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ(≥ １％)ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ(Ａ)ꎬｏｒｄｅｒ(Ｂ)ａｎｄ ｇｅｎｕｓ(Ｃ)

ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
　 　 在各分类水平上ꎬ分离频率<１％的真菌类群归并为“Ｏｔｈｅｒｓ”ꎮ 下同ꎮ Ａｔ ｅａｃｈ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎬ ｆｕｎｇａｌ ｔａｘａ
ｗｉｔｈ ＩＦ<１％ ｗｅｒｅ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎｔｏ “Ｏｔｈｅｒｓ” . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

　 　 由图 １ 可知ꎬ健康和罹患根腐病三七的内生真菌组成存在明显的差异ꎮ 在纲水平上ꎬ健康三七的优势

纲为散囊菌纲 ( Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ)、 伞菌纲 ( Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ)、 粪壳菌纲 ( Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ) 和座囊菌纲
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(Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ)ꎬ其分离频率分别为 ４１.３％、３３.９％、１８.８％和 ５.９％ꎻ而罹病三七内生真菌中粪壳菌纲的

分离频率最高ꎬ达到 ５９.６％ꎬ其次是散囊菌纲和伞菌纲ꎬ分离频率分别为 ３０.８％和 ５.６％(图 １－Ａ)ꎮ 在目水

平上ꎬ健康三七的优势目为散囊菌目(Ｅｕｒｏｔｉａｌｅｓ)、多孔菌目(Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ)、粪壳菌目(Ｓｏｒｄａｒｉａｌｅｓ)、格孢腔

菌目(Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ)和肉座菌目(Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ)ꎬ其分离频率分别为 ４１.３％、３３.２％、９.２％、５.５％和 ５.２％ꎻ罹病

三七的优势目为肉座菌目(４８.９％)、散囊菌目(３０.８％)、粪壳菌目(８.６％)和多孔菌目(５.２％) (图 １－Ｂ)ꎮ
在属水平上ꎬ曲霉属(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ)、耙齿菌属( Ｉｒｐｅｘ)、毛壳属(Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ)和青霉属(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)在健康三

七内生真菌群落中占主导ꎬ其分离频率分别为 ３３.２％、１８.１％、９.２％和 ７.０％ꎻ而镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)在罹病

三七内生真菌中的分离频率最高ꎬ达到 ４０.０％ꎬ其次依次为曲霉属、篮状菌属(Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ)、毛壳属和木霉

属(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ)ꎬ其分离频率分别为 １９.３％、１０.９％、８.５％和 ７.８％(图 １－Ｃ)ꎮ 罹病三七内生真菌中的镰刀

菌属主要为腐皮镰刀菌(Ｆ􀆰 ｓｏｌａｎｉ)和尖孢镰刀菌(Ｆ􀆰 ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)ꎬ其分别占镰刀菌属的 ６９.４％和 ２９.９％ꎮ
除优势内生真菌存在差异外ꎬ分离频率在 １％~５％的内生真菌在健康和罹病三七中也存在明显差异ꎮ

由图 ２ 可见ꎬ有益菌耙齿菌属和青霉属真菌在健康三七中的分离数和分离频率均明显高于罹病三七ꎻ
而病原菌镰刀菌属、有益菌篮状菌属和木霉属真菌则呈现相反的趋势ꎬ其中罹病三七中分离到的镰刀菌属

真菌数量为 ２７８ 株ꎬ显著高于健康三七中的 ６ 株ꎮ 有益菌毛壳属真菌在健康三七中的分离数低于罹病三

七ꎬ但分离频率差异不大ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ健康与罹病三七内生真菌的香农指数差异不大ꎬ罹病三七内生真

菌的丰富度较健康三七高ꎬ但健康植株均匀度高于罹病植株ꎮ

图 ２　 健康与罹病三七内生真菌中常见病原菌和有益菌的分离数与分离频率

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｆｕｎｇｉ
ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ

表 ２　 健康和罹患根腐病三七内生真菌的多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ

植株状态 Ｐｌａｎｔ ｓｔａｔｕｓ 香农指数(Ｈ′)Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ 丰富度(Ｒ)Ｍａｒｇａｌｅｆ ｉｎｄｅｘ 均匀度(Ｊ)Ｐｉｅｌｏｕ’ｓ ｉｎｄｅｘ

　 健康三七 Ｈｅａｌｔｈｙ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ２.６７４ ６.０６９ ０.７５２
　 罹病三七 Ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ２.６７３ ６.４１８ ０.７１１

２.２　 植株部位对健康和罹病三七内生真菌群落特征的影响

由表 １ 可知ꎬ不同三七植株部位中内生真菌的数量存在较大差异ꎬ从三七根部分离得到的内生真菌数

量远多于其茎部ꎬ其中 Ｄｒ 的内生真菌分离率高达 １６３.３％ꎬ而 Ｄｓ 的内生真菌分离率为 ６８.３％ꎮ 如图 ３－Ａ
所示ꎬ从 Ｄｓ、Ｄｒ、Ｈｓ 和 Ｈｒ 中分别分离到 １４、１１、１７ 和 １８ 个真菌属ꎬ其中 Ｈｒ 和 Ｈｓ 的共有属数为 １２ 个ꎬ而
Ｄｒ 和 Ｄｓ 的共有属数仅为 ６ 个ꎬ且 Ｄｓ、Ｄｒ、Ｈｓ 和 Ｈｒ 中的特有属数分别为 ６、２、４ 和 ３ꎬ表明与健康植株相比ꎬ
患病能够加剧三七根、茎之间内生真菌群落组成的差异ꎬ且这种差异主要是由于其茎部塑造了一个特异化

的内生真菌群落ꎮ 聚类分析(图 ３－Ｂ)表明ꎬ健康三七植株根部和茎部的内生真菌群落结构相似ꎬ其中 Ｈｒ
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中分离到的优势属为曲霉属(４０.８％)、耙齿菌属(１５.２％)、毛壳属(７.９％)和青霉属(６.８％)ꎻ而 Ｈｓ 中具有

同样的优势属ꎬ其中耙齿菌属、曲霉属、毛壳属和青霉属的分离频率分别为 ２５.０％、１５.０％、１２.５％和 ７.５％ꎮ
Ｄｒ 中分离到的优势属为镰刀菌属、篮状菌属、木霉属和曲霉属ꎬ其分离频率分别为 ５２.０％、１４.５％、１１.０％和

７.８％ꎻ而 Ｄｓ 中优势属的种类及分离频率均与 Ｄｒ 存在差异ꎬ分别为曲霉属(４６.８％)、毛壳属(２３.４％)和镰

刀菌属(１１.２％)ꎮ 健康和罹病三七根部和茎部的优势属均包含曲霉属ꎬ表明该属是三七内生真菌的优势

属ꎮ 耙齿菌属、毛壳属和青霉属均是 Ｈｒ 和 Ｈｓ 的共有优势属ꎬ而镰刀菌属是 Ｄｒ 和 Ｄｓ 的共有优势属ꎮ

图 ３　 健康与罹病三七不同部位内生真菌 Ｖｅｎｎ 图(Ａ)及分离频率图(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ(Ａ)ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｂａｒｇｒａｐｈ(Ｂ)ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
　 　 Ｈｒ 和 Ｈｓ 分别表示健康三七的根部和茎部ꎬＤｒ 和 Ｄｓ 分别表示罹病三七的根部和茎部ꎮ 下同ꎮ Ｈｒ ａｎｄ Ｈｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｏｏｔ
ａｎｄ ｓｔｅｍ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ Ｄｒ ａｎｄ Ｄｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ
Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

由图 ４ 可知ꎬ在罹病植株中分离得到的尖孢镰刀菌与腐皮镰刀菌主要在其根部大量富集ꎬ其分离频率

分别为 １６.１％与 ３５.７％ꎻ有益菌木霉属和篮状菌属真菌在 Ｄｒ 的分离数和分离频率均明显高于其他部位ꎬ
其中分离数分别为 ５４ 和 ７１ 株ꎬ分离频率分别为 １１.０％与 １４.５％ꎮ 耙齿菌属在 Ｄｒ 中的分离数最高ꎬ与 Ｈｒ
和 Ｈｓ 的差异不大ꎬ但 Ｈｒ 和 Ｈｓ 的分离频率较 Ｄｒ 高ꎮ 毛壳属真菌在 Ｄｓ 中的分离数和分离频率均明显高

于其他部位ꎬ而青霉属真菌在 Ｈｒ 中的分离数最高ꎬ但其分离频率与 Ｈｓ 相当ꎮ

图 ４　 健康与罹病三七不同部位内生真菌常见病原菌和有益菌的分离数与分离频率

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐａｒｔｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ
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表 ３　 三七植株不同部位内生真菌多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ
Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｐａｒｔｓ

植株部位
Ｐｌａｎｔ ｐａｒｔ

香农指数(Ｈ′)
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

丰富度(Ｒ)
Ｍａｒｇａｌｅｆ ｉｎｄｅｘ

均匀度(Ｊ)
Ｐｉｅｌｏｕ’ｓ ｉｎｄｅｘ

Ｈｒ ２.４２６ ４.５６９ ０.７５４
Ｈｓ ２.６７２ ４.７９２ ０.８６５
Ｄｒ ２.３０３ ４.０３６ ０.７０７
Ｄｓ ２.４００ ５.２６０ ０.７１３

　 　 多样性分析(表 ３)结果显示ꎬＨｓ 的内生真菌多

样性和均匀度指数最高ꎬ分别为 ２.６７２ 和 ０.８６５ꎬ而
Ｄｒ 的内生真菌多样性和均匀度指数最低ꎬ分别为

２.３０３ 和 ０.７０７ꎮ 不同三七植株部位内生真菌的丰富

度指数差异较大ꎬ为 ４.０３６ ~ ５.２６０ꎬ从大到小依次为

Ｄｓ、Ｈｓ、Ｈｒ、Ｄｒꎮ
２.３　 生长年限对健康和罹病三七内生真菌群落特征

的影响

由表 １ 可知ꎬ不同生长年限三七植株内生真菌的数量存在较大差异ꎬ从 ２ 年生三七分离得到的内生真

菌数量多于 １ 年生三七ꎬ其中 Ｄ２ 植株内生真菌的分离率高达 １５３.６％ꎬ而 Ｄ１ 植株内生真菌的分离率仅为

５９.２％ꎮ 如图 ５－Ａ 所示ꎬＤ１、Ｄ２、Ｈ１ 和 Ｈ２ 分离得到的内生真菌可分别归类至 ８、１８、１１ 和 １７ 个属ꎬ其中

Ｄ１、Ｄ２、Ｈ１ 和 Ｈ２ 中具有的特有属数分别为 １、７、３ 和 ８ꎬ表明随着三七的生长ꎬ健康和罹病三七内生真菌

群落组成变得更为复杂ꎬ且差异化也在逐渐增大ꎮ 聚类分析(图 ５－Ｂ)显示ꎬ健康和罹病三七内生真菌的

群落组成随生长年限的增加而发生演替ꎬ其中 Ｈ１ 内生真菌中的优势属为曲霉属、链格孢属、炭疽菌属与

木霉属ꎬ分离频率分别为 ６０.８％、１２.７％、５.１％和 ５.１％ꎻ而 Ｈ２ 内生真菌中的优势属包括耙齿菌属、曲霉属、
毛壳属、青霉属和孔韧菌属(Ｐｏｒｏｓｔｅｒｅｕｍ)ꎬ其分离频率分别为 ２３.９％、２０.５％、１０.７％、８.８％和 ５.９％ꎮ Ｄ１ 内

生真菌中的优势属分别为曲霉属、毛壳属、木霉属和镰刀菌属ꎬ其分离频率分别为 ３３.１％、２６.８％、２３.９％和

１０.６％ꎬ而 Ｄ２ 内生真菌中的优势属为镰刀菌属、曲霉属和篮状菌属ꎬ其分离频率分别为 ４８.７％、１６.１％和

１３.５％ꎮ

图 ５　 不同生长年限健康与罹病三七内生真菌 Ｖｅｎｎ 图(Ａ)及分离频率图(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ(Ａ)ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｂａｒｇｒａｐｈ(Ｂ)ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ

ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ
　 　 Ｈ１ 和 Ｈ２ 分别表示 １ 年生和 ２ 年生三七健康植株ꎬＤ１ 和 Ｄ２ 分别表示 １ 年生和 ２ 年生三七罹病植株ꎮ 下同ꎮ Ｈ１ ａｎｄ Ｈ２
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ １￣ｙｅａｒ￣ｏｌｄ ａｎｄ ２￣ｙｅａｒ￣ｏｌｄ ｈｅａｌｔｈｙ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ Ｄ１ ａｎｄ Ｄ２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ １￣ｙｅａｒ￣ｏｌｄ ａｎｄ ２￣ｙｅａｒ￣ｏｌｄ ｒｏｏｔ
ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

从图 ６ 可见ꎬ１ 年生和 ２ 年生三七中ꎬ镰刀菌属均是罹病三七内生真菌的优势属ꎬ表明该属可作为评

价三七健康与患病的内生真菌指示属ꎮ 随着生长年限的增加ꎬ镰刀菌属在罹病植株中的分离数和分离频

率均大幅增加ꎬ其中尖孢镰刀菌的分离频率从 ２.１％增加至 １４.５％ꎬ而腐皮镰刀菌的分离频率从 ７.７％增加

至 ３２.９％ꎮ 木霉属的分离数和分离频率在 Ｄ１ 植株中最高ꎬ分别为 ３４ 和 ２３.９％ꎻ而篮状菌属的分离数和分

离频率在 Ｄ２ 植株中最高ꎬ分别为 ７３ 和 １３.２％ꎮ 耙齿菌属和青霉属真菌在 Ｈ２ 植株中的分离数和分离频

率最高ꎬ而毛壳属真菌在 Ｄ１ 植株中的分离数和分离频率最高ꎮ
由表 ４ 可知ꎬ随着种植年限的增加ꎬ健康三七内生真菌群落的多样性指数、丰富度指数和均匀度指数

随之增加ꎬ而罹病三七内生真菌群落的多样性指数和均匀度指数呈现相反的趋势ꎮ 此外ꎬＤ２ 植株的内生

真菌群落丰富度指数较 Ｄ１ 植株高ꎬ为 ４.５９２ꎮ

５９６
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图 ６　 不同生长年限健康与罹病三七内生真菌常见病原菌和有益菌的分离数与分离频率

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｒｏｔ￣ｄｉｓｅａｓｅｄ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ

表 ４　 不同生长年限三七内生真菌多样性指数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｐ􀆰 ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ

植株 Ｐｌａｎｔ 香农指数(Ｈ′)Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ 丰富度(Ｒ)Ｍａｒｇａｌｅｆ ｉｎｄｅｘ 均匀度(Ｊ)Ｐｉｅｌｏｕ’ｓ ｉｎｄｅｘ

Ｈ１ ２.０３９ ３.６６２ ０.７２０
Ｈ２ ２.４６４ ４.３７５ ０.８４０
Ｄ１ ２.５５９ ４.０３６ ０.７７５
Ｄ２ ２.３８０ ４.５９２ ０.７００

３　 讨论

健康状况是影响植物内生真菌数量、群落组成及其多样性特征的重要因素[２１]ꎮ 在本研究中ꎬ在罹病

三七植株中共分离得到内生真菌 ６９５ 株ꎬ分离率达 １１５.８％ꎬ均远高于健康三七(２７１ 株ꎬ５２.１％)ꎮ 这可能

与三七罹患根腐病后ꎬ其根部出现损伤ꎬ有利于根际微生物进入植株并定殖有关[２２]ꎮ 文永均等[１３]利用高

通量测序技术研究健康与罹病三七内生真菌群落的特征差异ꎬ发现镰刀菌属、赤霉属、青霉属、被孢霉属、
木霉属、篮状菌属和毛壳属的相对丰度在罹患根腐病三七植株中均高于健康三七ꎮ 这与本研究结果类似ꎬ
即健康和罹病三七内生真菌群落组成具有明显差异ꎬ其中罹病三七内生真菌中的优势属为镰刀菌属、曲霉

属、篮状菌属、毛壳属和木霉属ꎬ而曲霉属、耙齿菌属、毛壳属和青霉属在健康三七内生真菌群落中占优势

地位ꎮ 研究表明ꎬ镰刀菌属和赤霉菌属真菌是三七根腐病的常见致病菌[１６ꎬ２３]ꎮ 曲霉属、青霉属、被孢霉

属、篮状菌属和毛壳属的某些微生物类群具有分泌抗生素、几丁质酶等的作用ꎬ可有效抑制多种植物病原

菌ꎻ而木霉属真菌对病原菌的拮抗主要通过竞争作用、重寄生作用、诱导抗性及协同拮抗作用等来实

现[２４－２８]ꎮ Ｄｕａｎ 等[２９]研究发现ꎬ白耙齿菌(耙齿菌属)能够分泌多种生物活性物质ꎬ具有广谱抗菌能力ꎮ
这些结果表明ꎬ有益真菌在健康三七内生真菌群落中占主导ꎬ可能是抑制病原菌种群增殖、维持三七植株

健康的重要因素ꎬ而三七患病以后ꎬ其可通过分泌特定次生代谢产物促进有益微生物如木霉属、篮状菌属

真菌在根际富集并向植株内定殖ꎬ以抵御病原菌的侵害[３０－３１]ꎮ 本研究还发现健康三七内生真菌群落的均

匀度高于罹病三七ꎬ而丰富度较罹病三七低ꎮ 这可能由于罹病三七植株中镰刀菌属真菌占据绝对优势地

位ꎬ同时三七患病以后有利于其他真菌类群进入植株定殖ꎬ在一定程度上表明均衡的内生真菌群落对于维

持寄主植物健康至关重要ꎮ 此外ꎬ健康三七内生真菌群落多样性指数与罹病三七差异不大ꎬ这与 Ｔａｎ
等[１２]的研究结果不一致ꎬ原因可能是本研究采用的是分离培养的方法ꎬ而 Ｔａｎ 等[１２]采用的是高通量测序

方法ꎮ
有研究表明ꎬ植物内生真菌的定殖数量、群落组成及多样性特征与分离组织部位密切相关[３２－３３]ꎮ 本

研究发现ꎬ健康和患病三七根部分离得到的内生真菌数量及分离率均远高于其茎部ꎬ这与孙思胜等[１９] 的

研究结果一致ꎬ可能与根际的可利用碳、氮源丰富及有大量微生物定殖有关ꎮ 同时ꎬ健康和罹病三七内生

真菌群落在根部和茎部的分布特征均存在差异ꎬ其中 Ｈｒ 和 Ｈｓ 内生真菌的共有属数明显高于罹病三七ꎬ

６９６



　 第 ４ 期 林于蓝ꎬ等:健康与罹病三七内生真菌的分离鉴定及其群落特征差异分析

且优势属相同ꎬ群落结构也更为相似ꎬ而 Ｄｒ 和 Ｄｓ 中内生真菌群落的优势属种类及分离频率均显著不同ꎬ
且 Ｄｓ 中具有数量最多的特有属ꎬ表明三七罹病后植株根、茎间的内生真菌群落结构分异增大ꎬ且感病因素

对茎部内生真菌群落的影响更大ꎮ 这与安娜􀅰卡列尼娜定律表达的观点一致ꎬ即健康植株的微生物群落更

为相似ꎬ而罹病植株的微生物群落各有差异[３４]ꎮ 镰刀菌属在 Ｄｒ 中的分离频率高达 ５２.０％ꎬ而在 Ｄｓ 中的

分离频率仅为 １１.２％ꎬ这可能与罹病三七根部病原菌的定殖量大有关ꎮ 耙齿菌属、青霉属等能够分泌活性

抗菌物质的有益真菌在 Ｈｒ 富集ꎬ表明这些菌株在维持植株根际健康、抵御根腐病菌侵染方面具有重要作

用[２５ꎬ２９]ꎮ 具有拮抗活性的木霉属和篮状菌属真菌主要在 Ｄｒ 富集ꎬ这与 Ｄｒ 中病原菌丰度较高且需要更多

拮抗微生物才能有效发挥抑病功能有关[３１]ꎮ 此外ꎬ健康和罹病三七茎部内生真菌群落的多样性均高于其

根部ꎬ与吕佳等[１５]的研究结果类似ꎬ其发现肉桂叶部的真菌多样性最高ꎬ其次是枝、根和皮部ꎮ
还有一些研究发现ꎬ植物生长年限对其内生真菌群落特征具有较大的影响[１４]ꎮ 在本研究中ꎬ随着生

长年限的增加ꎬ三七内生真菌的定殖数量和分离率逐渐增加ꎬ且这种趋势在罹病三七植株中更显著ꎮ 健康

和罹病三七中ꎬ２ 年生三七内生真菌可归类到属的数量以及具有的特有属数均高于 １ 年生三七ꎬ这可能与

三七内生真菌群落的发育程度与生长年限有关ꎬ即随着生长年限的增加ꎬ三七内生真菌群落的发育更加完

善ꎬ群落组成更为复杂ꎬ差异化逐渐增大[３５]ꎮ Ｔａｎ 等[１２]研究发现ꎬ不同生长年限三七内生真菌的群落特征

存在差异ꎬ这与本研究的结果一致ꎬ其中 １ 年生健康三七内生真菌群落中有益的优势属为木霉属ꎬ而 ２ 年

生健康三七内生真菌群落中有益的优势属包括耙齿菌属、毛壳属和青霉属ꎬ表明维持三七健康的内生真菌

优势属随其生长年限增加而不断演替ꎮ 在罹病三七中ꎬ镰刀菌属真菌的分离频率从 １ 年生三七的 １０.６％
大幅增加至 ２ 年生三七的 ４８.７％ꎬ其中尖孢镰刀菌和腐皮镰刀菌的分离频率分别增加了 ６.９ 和 ４.２ 倍ꎬ这
可能与罹病 ２ 年生三七根际土壤中尖孢镰刀菌和腐皮镰刀菌的种群数量高于 １ 年生三七有关[１６]ꎮ 同时ꎬ
罹病三七植株中有益真菌的种类也随生长年限的增加而变化ꎬ其中 １ 年生罹病三七中木霉属真菌的分离

数和分离频率最高ꎬ而 ２ 年生三七以篮状菌属真菌占主导ꎮ 此外ꎬ在本研究中ꎬ随着生长年限的增加ꎬ健康

三七内生真菌群落多样性、丰富度和均匀度指数随之增加ꎬ而罹病三七内生真菌群落多样性和丰富度指数

随之下降ꎬ这与 Ｔａｎ 等[１２]的研究结果趋势一致ꎬ表明当三七植株处于健康状态时ꎬ会不断地从根部招募真

菌至其植株体内定殖ꎬ从而增加植株整体内生真菌的多样性ꎻ而当三七植株处于发病状态时ꎬ少数病原菌

在根部迅速增殖后占据主导地位ꎬ因此削弱其他内生真菌在群落中的比例ꎬ降低了内生真菌的多样性ꎮ
综上所述ꎬ三七内生真菌丰富多样ꎬ健康状况、生长年限及其组织部位均会对内生真菌的数量、群落组

成及其多样性特征产生影响ꎬ其中内生真菌的定殖数量和分离率随生长年限的增加而不断增加ꎬ且根部定

殖的内生真菌数量远高于茎部ꎮ 健康和罹病三七内生真菌群落在根部和茎部的分布特征也明显不同ꎬ其
中镰刀菌属在罹病三七根部的分离数和分离频率显著高于其茎部ꎬ且木霉属和蓝状菌属等有益真菌的分

离频率与致病菌同频增长ꎮ 随着生长年限的增加ꎬ健康和罹病三七内生真菌群落组成随之变化ꎬ其中罹病

三七中镰刀菌属的分离数和分离频率均大幅上升ꎮ 此外ꎬ健康三七内生真菌多样性随生长年限的增加而

上升ꎬ而罹病三七内生真菌多样性的变化趋势则相反ꎻ且健康和罹病三七茎部内生真菌群落的多样性、丰
富度及均匀度均高于根部ꎮ 本研究结果为进一步了解健康、罹病三七内生真菌在不同组织部位的分布特

征以及其随生长年限的变化规律提供了数据支撑ꎮ
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