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不同产地玄参内生真菌种群结构的比较分析 
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摘  要：目的  研究不同产地玄参内生真菌的种群结构差异。方法  通过形态和分子手段相结合的方式对来自浙江磐安、陕

西安康、湖北武穴、湖南邵东、四川达州和安徽亳州共 6 个产地的玄参进行内生真菌的分离、鉴定及种群结构分析。结果  共
分离得到 3 052 株内生真菌划分为 153 个形态型，经分子系统学分析，共划分为 84 个分类单元，分属于 25 个属，其中间座

壳属、镰刀菌属、黑孢属、链格孢属、茎点霉属、棒孢属、附球菌属、枝孢属为 6 个产地内生真菌共有属，各产地的优势属

不同。相似性分析表明，不同产地玄参内生真菌的组成结构上存在差异。Shannon-wiener 多样性指数及 Simpson 指数分析表

明浙江磐安产地玄参内生真菌多样性较高，四川达州产地的多样性稍低。结论  系统研究玄参内生真菌的多样性与群落结构，

阐明内生真菌在植物组织中的分布规律，可为玄参内生真菌的开发利用提供基础资料和科学依据。 
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Abstract: Objective  To analyze the distribution of endophytic fungi in Scrophularia ningpoensis from different habitats. Methods  
The endophytic fungi in S. ningpoensis from six localities (Pan’an of Zhejiang Province, Ankang of Shaanxi Province, Wuxue of 
Hubei Province, Shaodong of Hunan Province, Dazhou of Sichuan Province, and Bozhou of Anhui Province) were isolated, 
identified, and analyzed according to the morphology and ITS sequences. Results  A total of 3 052 strains of endophytic fungi were 
isolated from S. ningpoensis in six localities. A total of 84 fungal taxa were identified according to the morphology and ITS sequences, 
these strains were belong to 25 genera. Thereinto Diaporthe, Fusarium, Nigrospora, Alternaria, Phoma, Corynespora, Epicoccum, and 
Cladosporium were common genera to S. ningpoensis from six localities, but the dominant genus was different: Fusarium was the 
dominant genus from Anhui, Hubei, Hunan, and Shaanxi; Alternaria was the dominant genus from Sichuan; Diaporthe was the 
dominant genus from Zhejiang. According to the similarity coefficient, the composition of the endophytic fungi was distinctly different 
between six localities. The Shannon-wiener diversity index and Simpson index of endophytic fungi in S. ningpoensis from Zhejiang 
were found higher than others. The diversity of endophytic fungi in S. ningpoensis from Sichuan was lower than others. Conclusion  
Systematic studying the diversity and community structure of endophytic fungi in S. ningpoensis and clarifying their distribution 
regularity in plant tissues can offer basic data and scientific basis for their development and utilization. 
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玄参 Scrophularia ningpoensis Hemsl. 是我国

常用的大宗药材，市场需求巨大，主产于浙江、湖

北、陕西、湖南、四川等地，其中浙江磐安为道地

产区[1]。玄参野生品少，多为人工栽培，在生产中

易出现连作障碍[2]、化肥投入量过大、病虫害严重[3]

等问题，从而影响玄参药材的品质。 
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目前，植物内生真菌作为一种新的生物资源引

起了广泛的关注。植物内生真菌是指其全部或部分

的生长发育过程在健康植物的茎干或叶片等组织

中，而不引起明显病害症状的一类真菌[4]。内生真

菌除了可以产生与宿主相同或相似的物质[5]，促进

药用植物生长发育之外[6]；还能够提高药用植物对

生物和非生物胁迫的抵抗能力，主要表现在提高药

用植物在致病微生物[7]、啃食昆虫[8]、干旱[9]、高盐

浓度[10]等条件下的生存能力。因此，探索内生真菌

对宿主次生代谢产物的影响将对阐明中药有效成

分的积聚机制以及道地药材的成因提供一种新的

研究思路。 
目前有关玄参内生真菌的研究极少，伍晓丽

等 [11]对武隆产区和重庆市区栽培玄参进行内生真

菌的分离，研究表明不同产地、不同组织部位所含

的内生真菌群落结构和数量不同。内生真菌种类、

数量及分布等菌群结构特征受到药用植物种类、地

理环境、季节气候、生长时期和组织部位等方面的

影响[12-15]。因此，本实验系统研究不同主产地玄参

内生真菌的多样性与群落结构，阐明内生真菌在植

物组织中的分布规律，为玄参内生真菌的开发利用

提供基础资料和科学依据；也为进一步研究不同产

地玄参内生真菌群落结构特征与药材品质之间的

相关性奠定基础。 
1  材料与试剂 
1.1  材料 

2017 年 11～12 月分别于浙江磐安、陕西安

康、湖北武穴市、湖南邵东市、四川达州市和安

徽亳州市采集栽培玄参各 15 株（表 1），植株健

康，根茎叶俱全。栽培玄参经浙江中医药大学药

学 院 秦 路 平 教 授 鉴 定 为 玄 参 Scrophularia 
ningpoensis Hemsl.。 
1.2  试剂与仪器 

无水乙醇（分析纯，国药集团），次氯酸钠（分 
表 1  6 个产地样品采集的地理位置 

Table 1  Location of six collection sites 

采集时间 采集地点 纬度 经度 样品株数 

2017-11 浙江磐安大盘镇 29°0′N 120°33′E 15 

2017-11 陕西安康旬阳县 32°50′N 109°21′E 15 

2017-11 湖北武穴余川镇 30°05′N 115°43′E 15 

2017-12 湖南邵东流泽镇 27°17′N 110°52′E 15 

2017-12 四川达州宣汉县 31°21′N 107°43′E 15 

2017-12 安徽亳州谯城区 33°52′N 115°46′E 15 

析纯，国药集团），青霉素（上海索宝来有限公司），

PDA 培养基（马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 
g，水 1 000 mL，pH 自然）；Takara9770A 和 RR003A
试剂盒购自宝生物工程有限公司；SW-CJ-1D 超净

工作台（苏州净化有限公司）；YXQ-LS-75S II 立式

压力蒸汽灭菌器（上海博讯有限公司）；恒温培养

箱、手术剪、手术刀、滤纸等。DYCP-31DN 琼脂

糖水平电泳槽（北京六一有限公司）；ABI（Proflex）
型 PCR 仪（赛默飞世尔科技中国有限公司）；

GelDocXR 凝胶成像仪（北京科誉兴业科技发展有

限公司）；Eppendorf 5427R 离心机（Eppendorf 中国

有限公司）。 
2  方法 
2.1  内生真菌的分离与纯化 

将采集的栽培玄参的根、主茎、侧枝和叶在自

来水下冲洗 3～6 h 除去表面的泥土和其他杂质，用

灭菌处理的滤纸吸干其表面水分，进行“75%乙醇- 
2.5%次氯酸钠-75%乙醇”的 3 步表面消毒处理（根：

75%乙醇 1 min，2.5%次氯酸钠 5 min，75%乙醇 1 
min；主茎、侧枝：75%乙醇 1 min，2.5%次氯酸钠

3 min，75%乙醇 1 min；叶：75%乙醇 30 s，2.5%
次氯酸钠 1 min，75%乙醇 30 s）。消毒后，材料表

面用灭菌处理的滤纸吸干，用消毒后的剪刀或手术

刀分别将根、主茎、侧枝与叶剪切成小的组织块（0.5 
cm×0.5 cm），分别从 4 个部位中各随机挑取 8 个

组织块，每 4 个组织块为一组置于含有青霉素（50 
mg/L）PDA 培养基的平板中。密封后 25 ℃培养，

定期观察内生真菌菌丝的生长和菌落的形成情况。

待菌丝从组织块周围长出后，挑取尖端菌丝转移到

新的 PDA 培养皿上培养至菌丝形态单一，即得到

纯化的菌株。根据菌株菌丝的形态和群落的培养特

征将分离纯化的内生真菌划分为不同的形态型。分

离纯化后的菌株接种至 PDA 试管斜面培养基上培

养，待培养基长满菌丝后置于−20 ℃冰箱保存。 
2.2  形态鉴定 

按照真菌经典分类方法，平板培养之后观察菌

落特征及菌种孢子的显微形态，依据真菌的形态分

类学原理[16]进行鉴定。 
2.3  DNA 提取及 PCR 扩增 

采用 Takara9770A 试剂盒对分离出的内生真菌

进行基因组 DNA 提取。PCR 扩增采用引物 ITS4
（ 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAAGG-3’ ） 和 ITS5
（5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）进行 PCR 扩
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增。PCR 反应体系（50 μL）组成：模板 DNA，2 μL；
引物 ITS4，1 μL；引物 ITS5，1 μL；2×TapPCR 
MasterMix（含染液），25 μL；ddH2O，21 μL。PCR
反应循环参数与步骤：95 ℃初始变性 3 min；94 ℃
变性 40 s；52 ℃退火 50 s；72 ℃延伸 1 min；变性-
退火-延伸循环 35 次；最后 72 ℃延伸 10 min。扩增

产物经琼脂糖凝胶电泳检测后送上海生工生物有

限公司进行序列测定。 
2.4  序列数据分析 

登陆 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）利

用 BLAST 将测序获得的各菌株 ITS 和 5.8 S 基因序

列与 GenBank 中的已知序列进行比对，查找相似性

最高的菌种，结合形态学特征，确定分离菌株的分

类地位。 
2.5  内生真菌多样性及相似性分析 

相对频率（relative frequency，RF）是指所有

样品中分离到的某种内生真菌的菌株数占分离到

总菌株数的百分数。 
采用 Shannon-Wiener 多样性指数（H’）和

Simpson 多样性指数（I）分析内生真菌的生物多样

性。采用 Pielou 均匀度指数（E）分析同一地区不

同物种分布的均匀程度；采用 Sorenson 相似性系数

（Cs）比较 2 个产地之间内生真菌种类组成的相似程

度 [17-18]。 
3  结果与分析 
3.1  PCR 扩增及菌种鉴定 

菌株 PCR 扩增后，点样于 1%琼脂糖凝胶，120 
V 条件下电泳 30 min 进行检测。从浙江磐安分离得

到的部分菌株的 PCR 扩增图，见图 1。 
菌种鉴定基于 3 个准则：形态特征、系统进化

分析及与参考菌株间的序列相似性，用与同属的参

考菌株的碱基序列相似性进行形态型分类地位的 

 

图 1  浙江磐安分离得到的部分玄参内生真菌的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of some endophytic fungi in S. 
ningpoensis from Zhejiang Panan by universal primer ITS 
and 5.8 S rDNA 

确定。当一个特殊序列与参考序列间的相似性高于同

属间时，该序列则被认为与参考菌株是同种[19]。与参

考菌株的碱基序列相似性大于或等于 97%的菌株

被鉴定到种水平[20]，如 2 个或 2 个以上菌株序列与

同 1 个参考菌株序列在系统发育树中聚在一起形成

分支且与参考序列相似性都大于或等于 97%，与参

考菌株序列相似性大的菌株就被鉴定到种水平，其

余的菌株则被鉴定到属水平。本研究的序列已经提

交 到 GenBank 数 据 库 ， 对 应 的 序 列 号 为

MH782551-MH782634。 
3.2  不同产地玄参内生真菌的分布情况 

从 6 个产地的玄参中共分离得到内生真菌

3 052 株。不同组织部位分离得到的内生真菌差异

显著，叶片中分离得到 1 572 株，侧枝中分离得到

782 株，主茎中分离得到 625 株，块根中分离得到

73 株，内生真菌数量：叶片＞侧枝＞主茎＞根。这

表明玄参不同部位（块根、主茎、侧枝和叶）中内

生真菌的侵染程度有显著的差异。根据菌株群落的

培养特征将上述内生真菌划分为 153 个形态型，对

153 个形态型菌株 ITS 和 5.8 S 基因与 GenBank 中

的参考序列进行分子系统学分析，共划分为 84 个

分类单元。其中 38 个鉴定到种水平，39 个到属水

平，4 个到科水平，3 个到目水平以上，45.24%的

分类单元鉴定到种，而另外 54.76%鉴定到属以上水

平。84 个分类单元归属为真菌界 1 个门 3 个纲 10
个目 25 个属。 

6 个产地中最优势纲 2 个（RF＞1/3，即 RF＞
33.33%）：粪壳菌纲（Sordariomycetes，RF＝50.19%）

和座囊菌纲（Dothideomycetes，RF＝49.66%）；最

优势目 3 个（RF＞1/10，即 RF＞10%）：间座壳菌

目（ Diaporthales ， RF ＝ 12.71% ）、肉座菌目

（Hypocreales，RF＝21.69%）、格孢菌目 Pleosporales
（RF＝40.23%）；最优势属 9 个（RF＞1/25，即

RF＞4.00%）：间座壳属 Diaporthe（RF＝12.71%）、

镰刀菌属 Fusarium （ RF ＝ 20.31% ）、黑孢属

Nigrospora（RF＝7.40%）、链格孢属 Alternaria
（RF＝10.94%）、茎点霉属 Phoma（RF＝6.59%）、

棒孢属 Corynespora（RF＝8.81%）；附球菌属

Epicoccum（RF＝7.80%）；刺盘孢属 Colletotrichum
（RF＝5.34%）；枝孢属 Cladosporium（RF＝4.52%）；

最优势种 33 个（RF＞1/84，即 RF＞1.13%）。 
6 个产地的玄参内生真菌在属水平上的优势类

群有差异。如表 2 所示，6 个产地共有属有 8 个， 

M 1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

500 bp 
700 bp 

1 000 bp 
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表 2  不同产地玄参内生真菌共有属 
Table 2  Dominant genus related to localities 

产地 
占比/% 

间座壳属 黑孢属 链格孢属 茎点霉属 棒孢属 附球菌属 镰刀菌属 枝孢属 
安徽亳州 2.32 1.38 1.05 0.85 1.38 0.59 3.57 0.49 
陕西安康 2.06 0.65 1.70 1.44 1.51 0.52 3.41 0.52 
湖南邵东 1.90 1.61 1.87 0.79 1.28 0.69 3.37 0.20 
湖北武穴 1.70 2.00 2.23 1.18 1.02 1.05 3.21 0.79 
四川达州 1.24 0.65 3.51 1.61 1.90 2.72 2.65 1.61 
浙江磐安 3.21 1.05 1.54 0.69 1.74 1.44 3.01 0.85 

 
分别为间座壳属、镰刀菌属、黑孢属、链格孢

属、茎点霉属、棒孢属、附球菌属、枝孢属。6
个产地中，安徽亳州、陕西安康、湖南邵东和

湖北武穴产地的优势属均为镰刀菌属四川达州

产地的优势属为链格孢属，浙江磐安的优势属

为间座壳属。  
3.3  内生真菌的多样性及丰度分析 

对不同产地分离出的玄参内生真菌进行多样

性分析，计算不同产地玄参内生真菌的多样性指数

及丰度，见表 3。 

表 3  不同产地玄参内生真菌多样性指数 
Table 3  Diversity index of endophylic fungi in S. 
ningpoensis from different regions 

产地 H’ I E 

安徽亳州 3.892 0 0.974 6 0.929 0 

陕西安康 3.697 6 0.965 1 0.885 8 

湖南邵东 3.673 0 0.964 3 0.900 8 

湖北武穴 3.654 0 0.970 1 0.946 7 

四川达州 3.515 5 0.962 7 0.903 3 

浙江磐安 3.992 7 0.975 4 0.936 7 
 

H’在 3.515 5～3.992 7，以浙江磐安产的玄参

内生真菌种群多样性较高，四川达州产地的多样性

较低。I 范围在 0.962 7～0.975 4，浙江磐安产地的

较高，四川达州产地的较低。E 在 0.885 8～0.946 7，
湖北武穴产地的均匀度较高，陕西安康产地的较

低。这表明同一种植物在不同生活环境下，内生真

菌菌群的分布及组成会有所不同。 
3.4  不同地区相似性比较 

Cs用于比较 2个产地之间内生真菌种类组成的

相似程度。6 个产地的 Cs在 0.521 7～0.823 5。浙江

磐安与安徽亳州的相似度最高，浙江磐安与四川达

州的相似度最低。见图 4。 

表 4  不同地区玄参内生真菌菌群 
Table 4  Similarity coefficients of endophytic fungi from S. 
ningpoensis from different localities 

产地 
Cs 

安徽亳州 陕西安康 湖南邵东 湖北武穴 四川达州 浙江磐安 

安徽亳州 1.000 0      

陕西安康 0.624 4 1.000 0     

湖南邵东 0.592 0 0.677 4 1.000 0    

湖北武穴 0.694 9 0.719 3 0.685 2 1.000 0   

四川达州 0.601 8 0.696 4 0.660 4 0.791 7 1.000 0  

浙江磐安 0.823 5 0.615 4 0.769 2 0.776 5 0.521 7 1.000 0 
 
4  讨论 

不同产地玄参内生真菌的菌株种类组成和菌

株数量存在差异，其中安徽亳州 522 株、陕西安康

466 株、湖南邵东 456 株、湖北武穴 504 株、浙江

磐安 588 株和四川达州 516 株。6 个产地的内生真

菌根据序列比对共划分为 84 个分类单元（安徽亳

州 65 个、陕西安康 66 个、湖南邵东 59 个、湖北

武穴 49 个、浙江磐安 70 个和四川达州 47 个）。 
在 6 个产地中，浙江磐安与安徽亳州的相似度

最高，浙江磐安与四川达州的相似度最低。这表明

在不同的微生境内生真菌侵染潜力存在差异[21]，内

生真菌的种类组成受地理因素的影响显著[22]。此

外，内生真菌种群结构还受其他一些环境因素的影

响，如采集地的湿度[23]、温度[24]、海拔高度[25]、周

围其他植物类群[26]等。 
安徽亳州、陕西安康、湖南邵东和湖北武穴产

地的优势属均为镰刀菌属。镰刀菌属广泛分布于自

然界中，是人类发现的最重要的植物病原菌之一。

它可侵染多种植物（粮食作物、油料作物、经济作

物、药用植物及观赏植物），造成植物萎蔫、根腐、

穗腐等各种类型的腐烂病，导致严重的减产，从而
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造成重大的经济损失；但有些菌株也可寄生在昆虫

或其他真菌上，作为生防菌而被利用[27-28]。四川达

州产地的优势属为附球菌属、链格孢属，为世界上

普遍存在的真菌类群，广泛存在于土壤及植物组织

中，在杜仲[29]、铁皮石斛[17]、南方红豆杉[30]等多种

植物中都有发现。 
根据 H’、I 和 E 表明浙江磐安产地的玄参内生

真菌种类最丰富，均匀度高，优势属为间座壳属。

间座壳属内生真菌常作为优势种群出现在部分植

物中，不仅具有高度的生物多样性，还拥有丰富的

代谢产物以及蛋白酶资源，除此之外，该属真菌还

能辅助寄主植物抵御昆虫等的捕食[31-33]。浙江为玄

参药材的道地产区，其药用品质最佳，这可能与其

内生真菌的菌群结构有关。 
因此，在下一步的工作中将重点研究玄参内生

真菌对药用植物生长发育的作用，对药用部位活性

物质形成、含量变化和临床药效的影响，以及与药

材道地性的关系。 
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