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１　引言

真菌种类繁多，其形态性状复杂多变且易受环

境影响，仅依靠形态、生化等表形特征加以鉴别显得

较为困难且易出现偏差，尤其是真菌形态鉴定中占

有重要地位的孢子，很多植物内生真菌孢子不能在

一般实验室条件下形成，这一点给分类鉴定带来困

难。随着分子生物学技术的发展，基于ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒ

ｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）区的多态性，ＩＴＳ区的

序列分析近来已广泛应用于真菌种属水平的分类和

系统发育方面的研究［１－４］。

内生真菌（犈狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳狌狀犵犻）一般是指共生于

健康植物组织内部、不引发植物产生明显病症的一

类真菌，但在植物衰老或外界刺激条件下，因为植物

自身免疫力下降，也可能会引发某些病症［１］。通常

情况下内生真菌不仅可以促进植物的生长发育，增

强宿主的抗逆性，还可以产生多种生物活性物质，在

生物防治和药物先导物开发方面有着重要的应用前

景［５－８］。近年来关于植物内生真菌的研究已成为微

生物学研究中的热点。红树林作为热带与亚热带海

区潮间带的重要和特殊的生态系统，对其内生真菌

生物多样性及其代谢产物研究引起了人们广泛的关

注［９－１３］。前期工作中我们开展了红树林植物桐花

树———内生真菌的类群分布研究［１３］，发现桐花树内

生真菌中存在大量的未产孢类群，较难通过传统的

分类方法进行鉴定，为更全面地了解桐花树内生真

菌的类群组成和分布，本研究对桐花树几类主要未

产孢真菌类群进行形态分型，并对它们的ＩＴＳ区基

因序列进行比较分析，从形态和分子水平对其进行

了进一步的分类和鉴定。

２　材料与方法

２１　材料

２１１　培养基

（１）ＰＤＡ 固体培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖

２０ｇ，琼脂１５ｇ，５０％人工海水１０００ｍＬ。

（２）促孢培养基：ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＫＮＯ３１ｇ，Ｍｇ

ＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，淀粉０．２ｇ，葡萄糖

０．２ｇ，蔗糖０．２ｇ，琼脂１５ｇ，水１０００ｍＬ。

（３）ＰＤ液体培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，

５０％人工海水１０００ｍＬ。

２１２　植物来源

在深圳福田红树林自然保护区（２２°３２′Ｎ，

１１４°０３′Ｅ）一块０．５ｋｍ２的面积内选取５棵成熟的桐

花树（高度大约为１．５～２．０ｍ，它们基本上是处于

相同的环境条件下，如潮水冲刷频率、土壤性质、周

围植被）作为采样的对象。



２１３　试剂盒及其他主要试剂

基因组ＤＮＡ提取的试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｆｕｎ

ｇａｌＤＮＡＫｉｔ）购自Ｏｍｅｇａ公司；质粒ＤＮＡ提取纯

化试剂盒购自上海华舜生物公司；ＰＣＲ产物克隆试

剂盒（ｐＧＥＭＴｅａｓｙＶｅｃｔｏｒ）、ＰＣＲ产物纯化试剂盒

购自Ｏｍｅｇａ公司。ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ，ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ，Ｘｇａｌ，ＩＰＴＧ均为ＴａＫａ

Ｒａ公司产品。水饱和酚（ｐＨ８．０）、三氯甲烷、ＢＩＯ

ＷＥＳＴ琼脂糖购自上海生工生物工程技术服务有

限公司。

２２　方法

２２１　植物内生真菌的分离

叶、叶脉、茎、树皮（韧皮部）等样品用自来水冲

洗掉泥土，然后严格按程序进行表面消毒：依次浸泡

在７５％酒精１ｍｉｎ，３％～５％有效氯的次氯酸钠溶

液３ｍｉｎ，７５％的酒精０．５ｍｉｎ，然后再用无菌水冲

洗３遍。晾干后，在超静台将其剪成约０．５ｃｍ×

０．５ｃｍ的小片。将处理好后剪成的小片铺于ＰＤＡ

平板上，并加入氯霉素与链霉素各５０μｇ／ｃｍ
３以抑

制细菌的生长，在２６℃培养箱中培养２～３ｈ分离

内生真菌。这些平板在第１周每天检查１次，然后

可以三四天检查１次。一旦发现有菌丝从组织小块

长出，马上将其转接到另一新的平板上，经几次纯化

后保存于ＰＤＡ斜面。

２２２　表面消毒效果检查

依据参考文献［１４］中所描述的方法观察表面消

毒效果。

２２３　内生真菌的鉴定

使用ＰＤＡ培养基，采用载玻片法培养内生真

菌，根据《真菌鉴定手册》［１５］中描述的真菌形态特

征进行鉴定。对于不产孢子的菌株，需使用促孢培

养基或紫外线照射来诱导孢子产生，如果还不产孢

子，则根据其菌落及生长特点来分组，对分离株数较

多的组将其命名，如无孢类群Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ等，数量少

者统归为其他无孢类群。

２２４　不产孢类群的分子鉴定

将分离得到的内生真菌接种到ＰＤ液体培养基

中，于２８℃摇瓶培养４ｄ。收集菌丝体。用Ｏｍｅｇａ

公司的真菌基因组提取试剂盒来提取真菌的基因

组。用引物ＩＴＳ１Ｆ（ｆｕｎｇｕｓｓｐｅｃｉｆｉｃ：５′ＣＴＴＧＧＴ

ＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ３′）和ＩＴＳ４（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ：

５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）扩增真菌

ｒＤＮＡ的间隔序列（含ＩＴＳ１区、５．８Ｓ区、ＩＴＳ２区）

序列［１６］。ＰＣＲ反应条件为：９４℃变性５ｍｉｎ，然后

９４℃３０ｓ→５５℃４０ｓ→７２℃１ｍｉｎ３０ｓ进行３０

个循环扩增，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物

纯化后直接送上海生工生物工程技术服务有限公

司，用引物ＩＴＳ１Ｆ测序。所得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中

用Ｂｌａｓｔ进行相似性分析，用 Ｃｌｕｓｔａｌ进行排列比

较，用Ｐｈｙｌｉｐ软件进行系统树的构建。

３　结果分析

３１　桐花树内生真菌的分离结果及其无孢类群的

形态学分型

　　实验中从桐花树总共分离到５２９株内生真菌，

其中无孢类群２０１株，占总数的３８．０％。根据它们

在ＰＤＡ平板上的生长特征可将其分为五大类（表

１），其中无孢类群Ａ，Ｂ各占９．５％，无孢类群Ｃ占

１９．４％，Ｄ占１１．４％，其余为其他形态各异的无孢

类群（表１）。无孢类群Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ为主要类群，占分

离的无孢内生真菌数量的４９．８％，占总分离内生真

菌数量的１８．５％。

表１　主要无孢类群的菌落特征及其所占比例

生长速度 菌落形态 数量及所占比例

无孢类群Ａ 生长快，７ｄ菌落可达８～９ｃｍ 菌丝呈辐射状，菌丝较低。菌落正面中央为白色，边缘

菌丝略黄，背面呈淡黄色
１９

９．５％

无孢类群Ｂ 生长缓慢，１０ｄ菌落才２ｃｍ左右 菌丝质地较硬，边缘菌丝不平整。正面中间为浅褐色，

边缘为浅白色，背面无色

１９

９．５％

无孢类群Ｃ 生长速度一般，１５ｄ菌落约为７ｃｍ 菌丝呈地毯状，边缘菌丝较整齐，正面菌落为灰白色，夹

杂黄色，背面呈黄褐色

３９

１９．４％
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续表１

生长速度 菌落形态 数量及所占比例

无孢类群Ｄ 生长迅速，７ｄ菌落可达９ｃｍ 菌落表面干燥，有菌丝呈绒状卷起。菌落正面为淡绿

色，背面为青绿色，中间有一深色的凸圈

２３

１１．４％

其他不产孢类 包括多种类型，但各类型数量不多，统归于此类 １０１

５０．２％

总计 ２０１

１００％

３２　主要无孢类群的ＩＴＳ基因的扩增及测序

从桐花树无孢类群Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ四类中各随机取

出５株（表２）进行分子鉴定。本研究用引物ＩＴＳ１Ｆ

和ＩＴＳ４扩增其ＩＴＳ区序列，得到大约６００ｂｐ大小的

ＰＣＲ片断，部分扩增结果见图１。将ＰＣＲ产物纯化

后送上海生工生物工程技术服务有限公司直接测序。

对于纯化产物无法直接测序的ＰＣＲ样品，通过Ｔ／Ａ

克隆到质粒上，经纯化后再测序。

表２　待分子鉴定的桐花树内生真菌

１ ２ ３ ４ ５

不产孢类Ａ ＴＢＳ１１ ＴＢＳ２７ ＴＢＳ３７ ＴＢＳ５８ ＴＢＳ８０

不产孢类Ｂ ＴＬＷ１ ＴＬＷ２０ ＴＬＷ４０ ＴＬＷ４８ ＴＬＷ６０

不产孢类Ｃ ＴＬＷ１４ ＴＬＷ３６ ＴＭＷ２２ ＴＸＷ１７ ＴＸＷ２９

不产孢类Ｄ ＴＢＷ３ ＴＢＷ２３ ＴＢＷ３６ ＴＢＷ７０ ＴＢＷ８１

图１　各类型部分内生真菌菌株ｒＤＮＡＩＴＳ区 的ＰＣＲ产物电泳结果

带１为阴性对照；带２～１１分别为ＴＢＳ１１（Ａ），ＴＢＳ８０（Ａ），ＴＢＳ５８（Ａ），ＴＬＷ２０（Ｂ），ＴＬＷ４８（Ｂ），ＴＬＷ１４

（Ｃ），ＴＸＷ２９（Ｃ），ＴＢＷ２３（Ｄ），ＴＢＷ７０（Ｄ），ＴＢＷ８１（Ｄ）ＩＴＳ基因的ＰＣＲ产物；带 Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

３３　无孢类群犃和犇组真菌的分子鉴定

从无孢类群Ａ和Ｄ类真菌中，总共得到１０个

ＩＴＳ序列，在ＧｅｎＢａｎｋ上通过Ｂｌａｓｔ查找其最相似

序列时发现，它们的最相似序列主要集中在腐皮壳
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菌目（Ｄｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ），黑腐皮壳科（Ｖａｌｓａｃｅａｅ）下的

拟茎点菌属和犇犻犪狆狅狉狋犺犲（腐皮壳属，它的无性世代

为犘犺狅犿狅狆狊犻狊）里。根据Ｂｌａｓｔ结果选取与各个待分

析序列最相似的１～２个序列，另加相关属犈狀犱狅

狋犺犻犲犾犾犪，犔犲狌犮狅狊狋狅犿犪，犃犿狆犺犻狆狅狉狋犺犲，犃狀犻狊狅犵狉犪犿犿犪

的部分序列，共３４个序列，以犆狉狔狆犺狅狀犲犮狋狉犻犪犲狌犮犪

犾狔狆狋犻［ＡＹ１９４１０６］为外类群，利用Ｐｈｙｌｉｐ软件包进

行系统学分析，用邻接法构建系统树（图２）。从系

统树可以看出，不产孢Ａ和Ｄ类群真菌的１０个序

列均 很 好 地 聚 类 在 犘犺狅犿狅狆狊犻狊 属 中。ＴＢＳ８０，

ＴＢＳ１１，ＴＢＳ５８，ＴＢＳ３７，ＴＢＳ２７，ＴＢＷ７０，ＴＢＷ８１

与犘犺狅犿狅狆狊犻狊ｓｐ． ＤＺ２７ （ＥＵ２３６７０４），犘犺狅犿狅狆狊犻狊

ｓｐ．ＰＨＡｇ（ＡＹ６２０９９９）形成一个大的聚类，其中Ａ

类群中的５个序列（ＴＢＳ８０，ＴＢＳ１１，ＴＢＳ５８，ＴＢＳ３７，

ＴＢＳ２７）与犘犺狅犿狅狆狊犻狊ｓｐ．ＤＺ２７［ＥＵ２３６７０４］形成一个

有８４％的末端聚类，ＴＢＷ７０，ＴＢＷ８１能形成一个支

持率为９７．２％的末端聚类。ＴＢＷ２３和ＴＢＷ２６也构

成一个有９９．７％支持率的末端分枝类群，并能与

犘犺狅犿狅狆狊犻狊犪狏犲狉狉犺狅犪犲［ＡＹ６１８９３０］形成一个支持率为

９０．０％的聚类，而ＴＢＷ３和犘犺狅犿狅狆狊犻狊狆犺狔犾犾犪狀狋犺犻犮狅犾犪

［ＡＹ６２０８１９］、犘犺狅犿狅狆狊犻狊犾狅狉狅狆犲狋犪犾犻 ［ＡＹ６０１９１７］、

犘犺狅犿狅狆狊犻狊ｓｐ．ＤＦ５０４０［ＡＦ３１７５８４］、犘犺狅犿狅狆狊犻狊犾犻狇

狌犻犱犪犿犫犪狉犻［ＡＹ６０１９１９］构成一个大聚类（ｔｅｒｍｉｎａｌ

ｃｌｕｓｔｅｒ）。以上结果分析说明这１０株菌株都属于拟

茎点菌属。由此我们推断，无孢类群Ａ和Ｄ中的菌

株都属于拟茎点菌属，但它们分布在拟茎点菌属３

个不同的大聚类中，这说明它们在该属中的进化起

源可能有所不同。

图２　桐花树内生真菌不产孢类Ａ和Ｄ的ｒＤＮＡ的ＩＴＳ区碱基序列系统树的构建

构树方法为邻接法；外类群为犆狉狔狆犺狅狀犲犮狋狉犻犪犲狌犮犪犾狔狆狋ｉ［ＡＹ１９４１０６］；括号中为所用菌株在ＧｅｎＢａｎｋ中的收录号

３４　无孢类群犅的分子鉴定

将无孢类群Ｂ类真菌的５个序列通过Ｃｌｕｓｔｅｒ

排序发现它们的序列十分相似：ＴＬＷ１，ＴＬＷ２０，

ＴＬＷ４０，ＴＬＷ６０四个序列完全一样，而ＴＬＷ４８与

它们相比只有一个位点的插入。取 ＴＬＷ１ 和

ＴＬＷ４８做Ｂｌａｓｔ２发现它们的相似率达到９９％（见

图３），因此它们可能属于同一个物种，其中ＴＬＷ４８

很可能是这个物种的一个变种，其序列上有一个插

入突变。由于ＩＴＳ区大部分是不编码区，所以对该

真菌的生物性状和功能影响不大。

将ＴＬＷ１和ＴＬＷ４８的ＩＴＳ序列结果在Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中进行Ｂｌａｓｔ分析发现，它们与子囊菌纲（Ａｓ
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ｃｏｍｙｃｏｔａ）的犖犲狅狀犲犮狋狉犻犪属及其无性型属（ａｎａｍｏｒ

ｐｈ）柱孢属的ＩＴＳ区的ｒＤＮＡ序列具有高度的相似

性，选取１３个犖犲狅狀犲犮狋狉犻犪狊和８个ａｎａｍｏｒｐｈｓ序列

（即 犆狔犾犻狀犱狉狅犮犪狉狆狅狀），以 犆犪犾狅狀犲犮狋狉犻犪 犪狊犻犪狋犻犮犪

［ＡＹ７２５６５８］为外类群，应用ＣｌｕｓｔａｌＷ 进行ＤＮＡ

排序，用Ｐｈｙｌｉｐ软件包进行系统学分析，用邻接法

构建系统树（图３）。从图中可以看到，ＴＬＷ１，

ＴＬＷ４８可以和犖犲狅狀犲犮狋狉犻犪属及犆狔犾犻狀犱狉狅犮犪狉狆狅狀的

２０种构成一个 ９６．４％ 支 持率 的一个大 聚类。

ＴＬＷ１（ＴＬＷ２０，ＴＬＷ４０，ＴＬＷ６０与ＴＬＷ１完全相

同）、ＴＬＷ４８和 犆狔犾犻狀犱狉狅犮犪狉狆狅狀犻犪狀狋犺狅狋犺犲犾犲ｖａｒ．

犿犻狀狌狊［ＡＹ６７７２８０］也能形成一个有８６．３％支持率

的一个末端聚类。ＴＬＷ１和 ＴＬＷ４８具有相同的进

化距离。根据上面的分析可知无孢类群Ｂ属于柱

孢属，而且与犆狔犾犻狀犱狉狅犮犪狉狆狅狀犻犪狀狋犺狅狋犺犲犾犲ｖａｒ．犿犻

狀狌狊［ＡＹ６７７２８０］关系密切。

图３　桐花树内生真菌不产孢类Ｂ的ｒＤＮＡ的ＩＴＳ区碱基序列系统树

构树方法为邻接法；外类群为犆犪犾狅狀犲犮狋狉犻犪犪狊犻犪狋犻犮犪［ＡＹ７２５６５８］；括号中为所用菌株在ＧｅｎＢａｎｋ中的收录号

３５　无孢类群犆的分子鉴定

无孢类群 Ｃ的５个序列经 Ｃｌｕｓｔｅｒ分析后发

现，它们是同一个序列，由于这五个序列是从不产孢

类Ｃ类群随机挑选的，我们初步推断不产孢类Ｃ里

的菌株都是同一个物种。选取其中一个序列在

ＧｅｎＢａｎｋ中Ｂｌａｓｔ发现它和犡狔犾犪狉犻犪犾犲犪狀ｓｐ．ＭＳ７８６

［ＡＦ１５３７３８］具有１００％ 的相似率 ［Ｓｃｏｒｅ＝９８３

ｂｉｔｓ（４９６），Ｅｘｐｅｃｔ＝ ０．０，Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ＝ ４９６／４９６

（１００％），Ｓｔｒａｎｄ＝ Ｐｌｕｓ／Ｐｌｕｓ］，由此可以推断它

属于炭角菌目，但尚不能具体到属和种。

４　讨论

从桐花树总共分离到５２９株内生真菌，其中无

孢类群２０１株，在其内生真菌总数中的比例高达

３８．０％，这与以往植物内生真菌的研究报道中无孢

菌群比例较高的现象基本一致。例如，Ｆｉｓｈｅｒ等
［１７］

对英格兰、马略卡岛、瑞士三地的犙狌犲狉犮狌狊犻犾犲狓Ｌ．

叶子和树枝中的内生真菌进行研究发现无孢菌群占

总分离菌株的４１．３％；陈苹等
［１８］从海南粗榧中分离

得到了７２株内生真菌，其中有３４株为无孢菌群；李

治滢等［１９］从岩白菜分离到７９株内生真菌，其中无
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孢类群３２株，占３６．０％；刘小莉等
［２０］从古银杏分离

到５５株内生真菌，其中２８个分离菌株在ＰＤＡ培养

基上不产孢子，占总分离菌株的５０．９％。

对于植物内生真菌中出现的高比例的无孢类群

由于缺少孢子和子实体的结构特征依据，仅依靠菌

落形态学鉴定菌种显得依据不足，尚需借助分子生

物学手段加以佐证。基于ｒＤＮＡＩＴＳ的多态性（包

括长度多态性和序列多态性）的序列分析，人们可以

从不太长的核酸序列（一般真菌的ＩＴＳ序列长约

６００ｂｐ）中获得相对足够的信息用来反映生物亲缘

关系与分类情况［２１］，因而可广泛用于属内种间或种

内群体的系统学研究。本研究对桐花树主要无孢类

群的完整的ＩＴＳ基因（包括ＩＴＳ，５．８ＳｒＤＮＡ及部分

１８Ｓ和２８ＳｒＤＮＡ）序列分析结果表明：无孢类群Ａ，

Ｄ均属于拟茎点菌属；无孢类群Ｂ为柱孢属；无孢

类群Ｃ属炭角菌。拟茎点菌属的内生真菌除了从

红树林植物经常分离到外［２２］，在岩白菜、云南美登

木、印楝等陆生植物中也被分离到［１９，２３－２４］。关于在

桐花树等红树林植物中有柱孢属的内生真菌未见报

道，但在其他陆生植物中被分离到［２５－２６］。炭角菌内

生真菌在红树林和古银杏、印楝、石斛等其他植物中

均分离到［２０，２７－２８］。

在本研究中用传统方法鉴定为无孢类群的真

菌，经过分子鉴定发现它们属于可产孢子的有丝孢

菌（犕犻狋狅狊狆狅狉犻犮犳狌狀犵犻，旧称半知菌），如无孢类群Ａ

和Ｄ为拟茎点菌属，不产孢类Ｂ属于柱孢属。这可

能与该属真菌产孢条件较为复杂有关，如拟茎点菌

属可能在添加植物材料的培养基上更易于产生孢

子［２９］。这也可能是与真菌来源有关，内生真菌在植

物体内长期的存在和进化后，在人工培养条件下通

常为无孢菌群，有的菌株即使进行相当烦琐费时的

产孢诱导处理，在人工培养基上也不产生有性或无

性孢子［２０］。在无孢类群Ｂ的系统进化树中发现，柱

孢属中的犆狔犾犻狀犱狉狅犮犪狉狆狅狀犳犪犵犻狀犪狋狌犿（ＡＹ６７７２７７）

与 其 相 似 属 犖犲犮狋狉犻犪 属 中 的 犖犲犮狋狉犻犪 狆狌狀犻犮犲犪

（ＡＹ６７７２６０）亲缘关系非常近，用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｉｎｇ法评

估重复１０００次有９２２次聚在一起，而与其同属的

其他序列亲缘关系相对较远，造成这种现象的可能

解释是在传统形态学分类中，形态性状的选取受主

观因素的影响较大，不同的分类理论侧重于不同的

性状而难以找到客观统一的标准［３０］。目前ｒＤＮＡ

ＩＴＳ序列分析并不能对所有真菌的属种或组群进行

鉴别，某些物种ＩＴＳ相对保守，并不足以用来分析

其属种或组群间的差异；ＩＴＳ序列分析结果还受到

比对使用的基因库完善程度的影响［３１］，因此建议将

ＩＴＳ序列分析结果与传统的真菌形态学鉴定结果

（真菌培养特征、镜检特征等 ）相结合来对真菌进行

科学鉴定。
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