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铜尾矿库白羊草内生真菌的分布及

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ系统发育

曹苗文１，贾彤１＊，景炬辉２，柴宝峰１

（１．山西大学黄土高原研究所，山西 太原０３０００６；２．山西大学生物技术研究所，山西 太原０３０００６）

摘要：对北方铜业铜矿峪矿十八河尾矿库的优势植被白 羊 草 内 生 真 菌 染 菌 率 进 行 调 查，采 集 活 体 植 株 进 行 叶 鞘 内

生真菌分离，并对白羊草内生真菌的形态特 征 及 孢 子 形 态 进 行 描 述，同 时，选 取 其 中１６株 进 行５．８Ｓ－ＩＴＳ扩 增、测

序和系统发育分析。结果表明，从生长在４个不同恢 复 年 限 子 坝 的 白 羊 草 中 分 离 出 形 态 不 同 的 内 生 真 菌，其 中 以

白色菌落居多，生长速 度 位 于５．５１５～１２．５４８ｍｍ／ｄ之 间。孢 子 形 态 以 球 型 和 椭 圆 型 为 主，大 小 介 于２．０８５～

７．０７２μｍ之间。分子鉴定结果显示１６种内生真菌属于３个属，为赤霉属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、青霉

属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ），恢复３０年与５年的子坝白羊草内生真菌遗传距离最小，亲缘关系最近，恢复４５年与１５年的子坝

白羊草内生真菌亲缘关系最远。铜矿库不同恢复年限的土壤环境可能导致白羊草感染内生真菌的多样性，这为进

一步丰富铜尾矿库内生真菌资源，揭示生活在铜尾矿的白羊草内生真菌的生态功能提供理论依据。

关键词：铜尾矿库；重金属；白羊草；内生真菌　　
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十八河尾矿库位于山西运城垣曲县，其坝体为人工堆积，将库区近坝体尾矿推至坝前，通过碾压处理将其压

实，上覆黄土，形成坝体［１］。自１９６９年建坝以来，随着植被修复的进行，逐渐形成不同演替阶段的植物群落，其

中，白羊草（Ｂｏｔｈｒｉｏｃｈｌｏａ　ｉｓｃｈａｅｍｕｍ）是其优势种之一。白羊草是禾本科孔颖草属多年生丛生禾草，属于暖季型

草本；短根状茎，疏丛型，株高在２５～８０ｃｍ之间；品质好，适口性强，耐旱及再生能力强，对土壤酸碱度要求不高，

是黄土高原地区的主要牧草。通常作为优势种生长于斜坡、路边、田边和干旱多石等区域，在山西主要分布在晋

城、晋中、运城、临汾［２－４］。

内生真菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ）在１８６６年由Ｄｅ　Ｂａｒｙ首次提出［５］，后定义为生活在植物组织中，但不会让植物产生可

见症状的真菌。内生真菌种类众多，分布在各种植物体内，从苔藓，藻类，蕨类到种子植物，从寒带植物到热带植

物，从农作物到热带雨林植物都有发现［６］。从红树林、马齿苋（Ｐｏｒｔｕｌａｃａ　ｏｌｅｒａｃｅａ）中分离出的镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉ－

ｕｍ）［７－８］，胡杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ　ｄｉｖｅｒｓｉｆｏｌｉａ）中的青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）［９］，食用菌中分离出的丛

赤壳菌（Ｎｅｃｔｒｉａｃｅａｅ）［１０］，甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ　ｕｒａｌｅｎｓｉｓ）中分离出的赤霉菌属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）［１１］，从马齿苋中还分离

出附球菌属（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ）［８］以 及 从 披 碱 草（Ｅｌｙｍｕｓ　ｄａｈｕｒｉｃｕｓ）、羽 茅（Ａｃｈｎａｔｈｅｒｕｍ　ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ）、羊 草（Ｌｅｙｍｕｓ

ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）中分离 出 的Ｅｐｉｃｈｌｏё属 内 生 真 菌。比 如，天 然 禾 草 羊 草 中 存 在 的Ｅｐｉｃｈｌｏёｂｒｏｍｉｃｏｌａ，羽 茅 中 的

Ｅｐｉｃｈｌｏёｓｉｂｉｒｉｃａ，Ｅｐｉｃｈｌｏёｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ［１２－１７］。但是对天然禾草白羊草中内生真菌的研究还未见报道。

本研究所在样地存在严重的镉、铅、铜污染问题，但是白羊草依然能够在此处正常生长，成为优势种，其原因

鲜有报道。有研 究 指 出，在 高 羊 茅（Ｆｅｓｔｕｃａ　ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ）中 接 种 内 生 真 菌 能 够 促 进 植 物 在 镉 胁 迫 环 境 中 生

长［１８］。深色有隔内生真菌通过提高植物光合作用，改变植物根际微生物，促进植物矿质元素的吸收和有机养分

的吸收来提高植物耐重金属的能力［１９］。那么，白羊草是否因感染内生真菌使其能够很好地适应重金属污染环境

呢？因此，在铜尾矿库开展白羊草内生真菌多样性的研究具有重要意义。本实验通过形态学描述和分子鉴定的

方法，结合铜尾矿库土壤理化性质，对重金属污染环境中的白羊草是否感染内生真菌及内生真菌特征进行初步研

究。旨在探究重金属污染背景下的植物中内生真菌的多样性，为后续研究白羊草内生真菌在铜尾矿库恢复中的

作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　研究区概况及土壤理化性质测定

选取山西省运城市垣曲县北方铜业铜矿峪矿十八河尾矿库为研究地点，该地年均气温１３．５℃，年均降水量

６３１ｍｍ。从１９７２年４月使用至今现已筑１２级子坝［１］。各个子坝的植被恢复年限不同，从高到低恢复年限逐渐

增加。各子坝常见植被有：白茅（Ｉｍｐｅｒａｔａ　ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ）、白羊草、白莲蒿（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ　ｓａｃｒｏｒｕｍ）、冷 蒿（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ

ｆｒｉｇｉｄａ）、狼尾草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ　ａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ）等。于２０１５年７月进行采样，自上而下共设置了４个不同恢复年

限（４５、３０、１５、５年）的 样 地，采 集 白 羊 草 和 土 壤。回 到 实 验 室 后 对 各 样 地 的 土 壤 进 行 了 理 化 性 质 测 定。ｐＨ 值

（土∶液＝１∶２．５）用酸度计（ＨＩ３２２１ｐＨ／ＯＲＰ／ＩＳＥ　ｍｅｔｅｒ，ＨＡＮＮＡ，Ｉｔａｌｙ）测定［２０］。粒度用粒度仪（Ｍａｓｔｅｒｓｉ－

４６１ ＡＣＴＡ　ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥ　ＳＩＮＩＣＡ（２０１７） Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．５



ｚｅｒ　３０００，Ｍａｌｖｅｒｎ，ＵＫ）测定。总氮（ＴＮ），总碳（ＴＣ），总硫（ＴＳ）的测定，首先用球磨仪将其磨成粉末状，然后用

元素分析仪（Ｖａｒｉｏ　ＭＡＣＲＯ，Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）测定。重金属含量的测定首先用强氧化物对土壤进行消解，

再将消解产物用等离子体发射光谱仪（ｉＣＡＰ　６０００，Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ，ＵＫ）测定［２１］。

１．２　白羊草染菌情况调查

在每个样地采集不少于３０株白羊草地上部分，对叶鞘内表皮进行撕片染色，染色剂用苯胺蓝（１０ｇ苯酚，１０

ｇ乳酸，２０ｇ甘油，０．０２５ｇ苯胺蓝，１００ｍＬ蒸馏水）［１２］，染色大约５ｍｉｎ，盖上盖玻片，放在显微镜下观察，并计算

染菌率（染菌率＝染菌植株数／检菌植株总数）。

１．３　内生真菌分离及孢子观察

将白羊草叶鞘剪成约１ｃｍ的小段，首先进行植物表面灭菌。放入７０％的酒精中５ｓ，再用５％的次氯酸钠浸

泡７ｍｉｎ，在浸泡过程中不断摇晃，倒掉次氯酸钠加入无菌水，用无菌水清洗至少３次，每次３０ｓ。将表面灭菌后

的茎段横放或插入配制好的马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ｐｏｔａｔｏ　ｄｅｘｔｒｏｓｅ　ａｇａｒ，ＰＤＡ，不含抗生素）中（以上过程均

在超净台操作），置于２５℃培养。待真菌从培养基上长出来后，选择形态不一的菌落分别进行纯化，纯化４代后，

菌落形态保持世代不变后进行孢子形态观察。将苯胺蓝染色液稀释１０倍，滴在载玻片上，挑取菌丝置于染色液

上，染色５ｍｉｎ，盖上盖玻片用数码成像显微系统（Ｍｏｔｉｃａｍ　Ｐｒｏ　２０５Ａ，Ｍｏｔｉｃ，Ｇｅｒｍａｎｙ）观察。染菌情况调查和内

生真菌分离在采集回来后及时进行了实验。

１．４　内生真菌的分子鉴定

内生真菌ＤＮＡ提取［１２］。提出来的ＤＮＡ用多功能酶标仪（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００Ｐｒｏ　ＮａｎｏＱｕａｎｔ，ＴＥＣＡＮ，Ａｕｓｔｒｉ－

ａ）测定其浓度 和 纯 度，并 用１％的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 观 察 提 取 结 果。ＰＣＲ反 应：将 提 出 来 的 ＤＮＡ 稀 释 至１０

ｎｇ／μＬ，选用ＩＴＳ５～ＩＴＳ４作为引物（ＩＴＳ５：５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′；ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ－

ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）［５］。反应体系５０μＬ，含 有：Ｔｅｍｐｌａｔｅ　１０μＬ，ＩＴＳ４、ＩＴＳ５　０．７５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ）（上 海 生

工），１０×ＥａｓｙＴａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　４μＬ，ＥａｓｙＴａｑＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　２９μＬ。反

应条件：９５℃，３ｍｉｎ；９５℃，４０ｓ；５２℃，５０ｓ；７２℃，６０ｓ；７２℃，１０ｍｉｎ，共３５个循环。将ＰＣＲ产物经琼脂糖凝

胶电泳确定ＰＣＲ结果，选择最佳的ＰＣＲ产物送至华大基因有限公司测序。

１．５　序列数据分析

首先把测序结果前端和后端的杂峰序列去除，然后在Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）

数据库进行ＢＬＡＳＴ，选 择 相 似 性 高 的 序 列 与 测 出 来 的 序 列 进 行 比 对 并 进 行 系 统 发 育 分 析。比 对 时，先 使 用

ＭＥＧＡ６校准，然后去除 比 对 序 列 两 端 多 余 的 部 分，使 序 列 等 长。然 后 运 用 最 大 似 然 法（Ｍａｘｉｍｕｍ－Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ

法）进行系统发育分析，制作系统进化树，同时计算遗传距离。

２　结果与分析

２．１　土壤理化性质及白羊草染菌率调查

根据土壤环境质量三级标准（ＧＢ１５６１８－１９９５），本地区的土壤中镉（１ｍｇ／ｋｇ）、铅（５００ｍｇ／ｋｇ）严重超标，而

３０年子坝的铜（４００ｍｇ／ｋｇ）严重超标。ｐＨ值位于７．５～８．８之间，为碱性土壤。土壤平均粒径位于０．０５～０．２５

ｍｍ之间，属于细砂粒。由总氮可以看出，该地土壤养分低，并且４个梯度间土壤理化性质明显不同（表１）。

２．２　内生真菌菌落及孢子形态

从４层子坝白羊草中共分离纯化出１６种内生真菌，菌落颜色大多为白色，圆形，棉状，少数呈褐色或淡黑，淡

紫。另外，菌落边缘有的较为整齐，有的比较不规则，而且其生长速度不一且孢子形态不同。白羊草内生真菌生

长速度位于５．５１５～１２．５４８ｍｍ／ｄ之间，孢子大小位于２．０８５～７．０７２μｍ之间，孢子形态有柱型、椭圆、球型（图

１，表２）。根据菌落形态及孢子特征初步得出：这１６种菌有可能属于镰刀菌属、木霉属、赤霉属、青霉属、丛赤壳

属［２２－２４］。
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Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｏｉｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ａｎｄ　ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ

理化性质

Ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

植被恢复４５年子坝

Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ

４５ｙｅａｒｓ

植被恢复３０年子坝

Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ

３０ｙｅａｒｓ

植被恢复１５年子坝

Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ

１５ｙｅａｒｓ

植被恢复５年子坝

Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ　ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ

５ｙｅａｒｓ

ｐＨ　 ７．８８９±０．０５９ｃ ８．３６２±０．０４４ｂ ８．７６８±０．０２３ａ ８．２１１±０．０２６ｂ

平均粒径Ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｓｉｚｅ（μｍ）１１２．０３３±９．５７６　 １４５．４６７±２７．５３３　 １５０．２６７±３１．０１９　 １１９．９００±１２．１９２

Ｃ（％） １．５７０±０．０３４ａ ０．９２３±０．０６０ｂ ０．６４２±０．０３５ｃ ０．７１８±０．０２０ｃ

Ｎ（％） ０．０３１±０．００７ａ ０．０２６±０．００３ａ ０．０１０±０．０００ｂ ０．０２１±０．００３ａ

Ｓ（％） ０．０４４±０．００１ａ ０．０４０±０．００１ｂ ０．０４４±０．００２ｂ ０．０３７±０．０００ｂ

Ｃ／Ｎ　 ８１．２２４±１８．０８２ａ ３８．００４±３．４９６ｂ ６７．０９９±４．７３４ａ ４１．００８±５．４５６ｂ

Ａｓ（ｍｇ／ｋｇ） ２．５±０．００９　 １４．０±０．００５　 １１．５±０．０１０　 ６．０±０．０１１

Ｃｄ（ｍｇ／ｋｇ） ３．５±０．００２　 ３．０±０．０００　 ３．０±０．０００　 ６．０±０．０１１

Ｃｒ（ｍｇ／ｋｇ） ３７．５±０．０００　 ５６．０±０．００４　 ５３．５±０．００５　 ４８．５±０．００３

Ｃｕ（ｍｇ／ｋｇ） １８６．８±０．００３　 ５３２．０±０．００４　 ２８６．５±０．００３　 １６１．５±０．００５

Ｎｉ（ｍｇ／ｋｇ） ３３．５±０．００５　 ３４．０±０．００９　 ４３．０±０．００５　 ３４．０±０．００４

Ｐｂ（ｍｇ／ｋｇ） １０８９．５±０．０２０　 １１１４．０±０．０１１　 ８５２．０±０．０６１　 ７２７．５±０．０４１

Ｚｎ（ｍｇ／ｋｇ） ９１．０±０．０００　 ９６．０±０．００２　 ６８．０±０．００１　 ５６．０±０．０００

染菌率Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ（％） １２．８　 ２０．０　 １５．４　 １１．１

　表中数据为平均值±标准误，同行数据不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　Ｄａｔａ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｔａｂｌｅ　ａｒｅ　ａｓ　ｍｅａｎ±ＳＥ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｒｏｗ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　Ｐ＜０．０５ｌｅｖｅｌ．

图１　分离得到的内生真菌菌落及孢子形态

Ｆｉｇ．１　Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ　ｆｕｎｇａｌ　ｃｏｌｏｎｙ　ａｎｄ　ｓｐｏｒｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

　１～７为从４５年子坝白羊草中分离出的内生真菌，８～１２为５年子坝白羊草分离出的内生真菌，１３～１４为３０年子坝白羊草中分离出的内生真菌，

１５～１６为１５年子坝白羊草分离出的内生真菌。１－７ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｂ．ｉｓｃｈａｅｍｕｍｏｆ　４５ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ，８－１２ｆｏｒ　５ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ，１３－１４ｆｏｒ

３０ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ，１５－１６ｆｏｒ　１５ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ．

２．３　ＰＣＲ结果及其测序结果的系统进化分析

在对内生真菌提取ＤＮＡ后，对ＤＮＡ的５．８Ｓ－ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ　ｓｐａｃｅｒ）进行扩增并测序，将测序结果

６６１ ＡＣＴＡ　ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥ　ＳＩＮＩＣＡ（２０１７） Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．５

表１　土壤理化性质及染菌率情况
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在ＮＣＢＩ数据库进行了ＢＬＡＳＴ比对，挑选出与分离菌株相似的序列，用于系统发育分析。ＰＣＲ产物进行１％琼

脂糖凝胶电泳检测，显示ＰＣＲ产物特异，没有其他杂核苷酸产生，片段长度约为６００ｂｐ，确定为目的条带（图２）。

测序结果发现２～１４及１６号菌５．８Ｓ－ＩＴＳ序列相似率达９９％以上，所以用１，２，１５号菌的序列进行ＢＬＡＳＴ比

对，结合形态学比对结果得出的与实验菌相似程度达９７％以上的为赤霉属、镰刀菌属、青霉属。镰刀菌属在无性

时期属于半知菌亚门，瘤座菌目（Ｔｕｂｅｒｃｕｌａｒｉａｌｅｓ），有性时期为子囊菌亚门（Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ），赤霉属。青霉属

属于子囊菌（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ）。

图２　白羊草内生真菌基因组ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　５．８Ｓ－ＩＴＳ　ｆｒｏｍ　ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｂ．ｉｓｃｈａｅｍｕｍ

　１～１６代表图１的１６个菌落。１－１６ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　１６ｃｏｌｏｎｉｅｓ　ｉｎ　Ｆｉｇｕｒｅ　１．

　

实验菌序列与相似序列进行系统进化分析，发现２号与１５号菌进化关系较近，而１号菌相对较远 （图３）。

研究发现真菌中的鲁氏毛霉菌（Ｍｕｃｏｒ　ｒｏｕｘｉｉ），少根根霉菌（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ａｒｒｈｉｚｕｓ）和白腐真菌（Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｖｅｒｓｉｃｏ－

ｌｏｒ）对重金属镉有生物吸附能力，其中白腐真菌的吸附能力达到了１６５．２ｍｇ／ｇ［２５］；另外绿色木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ

ｖｉｒｉｄｅ）［２６］，小球壳孢菌（Ｍｉｃｒｏｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｓ　ｓｐ．），稻根曲霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ　ｏｒｙｚａｅ），琉球曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｌｕｃｈｕｅｎ－

ｓｉｓ），塔宾曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｕｂｉｎｇｅｎｓｉｓ），秀丽单顶孢（Ｍｏｎａｃｒｏｓｐｏｒｉｕｍ　ｅｌｅｇａｎｓ），棒孢拟盘多毛孢（Ｐｅｓｔａｌｏｔｉ－

ｏｐｓｉｓ　ｃｌａｖｉｓｐｏｒａ）［２７］，毛霉属ＣＢＲＦ５９（Ｍｕｃｏｒ　ｓｐ．ＣＢＲＦ５９），少根根霉菌［２８］等内生真菌也已经证明对重金属有

吸附能力。把分离出的实验菌与已知的吸附重金属的内生真菌进行系统进化分析发现，Ｉ１与绿色木霉有比较近

的亲缘关系，其他实验菌与这些吸附重金属的菌关系较远（图４）。从表３可以看出，３０年子坝与５年子坝的白羊

草内生真菌遗传距离最小，亲缘关系最近。４５年子坝与１５年子坝遗传距离最大，亲缘关系最远。

图３　对ｒＤＮＡ－ＩＴＳ测序结果进行系统进化分析（Ｍａｘｉｍｕｍ－Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ法）

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒＤＮＡ－ＩＴＳ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ（ＭＬ　ｍｅｔｈｏｄ）

　Ｉ１、Ｉ２、Ｉ１５对应图１的１、２、１５；分支上的数字代表大于或等于５０％的ｂｏｏｔｓｔｒａｐ。下同。Ｉ１，Ｉ２，Ｉ１５ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ　ｔｏ　１，２，１５ｉｎ　Ｆｉｇ．１，ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ

ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｒａｎｃｈ　ｉｓ　ｇｒｅａｔｅｒ　ｔｈａｎ　ｏｒ　ｅｑｕａｌ　ｔｏ　５０％ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｏｏｔｓｔｒａｐ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｂｅｌｏｗ．　
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表３　４个子坝之间的遗传距离矩阵

Ｔａｂｌｅ　３　Ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｍａｔｒｉｘ　ａｍｏｎｇ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ｓｕｂ－ｄａｍｓ

样地Ｓａｍｐｌｅｓ　 ４５年子坝４５ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ　 ３０年子坝３０ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ　 １５年子坝１５ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ

３０年子坝３０ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ　 ０．１４０２

１５年子坝１５ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ　 ０．１８００　 ０．０３９７

５年子坝５ｙｅａｒｓ　ｓｕｂ－ｄａｍ　 ０．１４０２　 ０．００１９　 ０．０３８３

图４　白羊草内生真菌与已知吸附重金属的内生真菌系统进化树分析（Ｍａｘｉｍｕｍ－Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ法）

Ｆｉｇ．４　Ｂ．ｉｓｃｈａｅｍｕｍｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ　ａｎｄ　ｈｅａｖｙ　ｍｅｔａｌ　ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ（ＭＬ　ｍｅｔｈｏｄ）

　

３　讨论

３．１　内生真菌在白羊草中的分布

本研究所调查的４个内生真菌种群分布在同一地区，空间距离较近。调查结果显示白羊草在该地区的染菌

率不高。内生真菌的类型与感染率随不同种群变化而变化［２９］。从土壤理化性质可以看出５年 和３０年 子 坝 的

Ｃ／Ｎ与ｐＨ基本没有差异，这可能是造成这两个样地白羊草内生真菌完全相同的原因，因为土壤Ｃ／Ｎ和ｐＨ会影

响土壤真菌的生长［３０］，而土壤微生物群落会影响植物内生真菌的结构［３１］。１５年和４５年子坝土壤Ｃ／Ｎ差异不

明显，ｐＨ有极显著差异，这会导致这两个样地白羊草内生真菌产生差异［３０］。另一个导致内生真菌差异的原因是

由于白羊草所处的植物群落不同，不同的植被群落代表多样的凋落物类型，而凋落物是内生真菌宿主的主要营养

来源［３２－３３］，营养的多样性造成内生真菌繁殖体的多样性［３４］。在恢复１５年的样地中，植被以矮小的草本和零星低

矮的灌木为主，如冷蒿，曲枝委陵菜（Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ　ｙｏｋｕｓａｉａｎａ），杠柳（Ｐｅｒｉｐｌｏｃａ　ｓｅｐｉｕｍ）等，且植被覆盖度低，种类

少。而４５年子坝的植被以较高的荆条（Ｖｉｔｅｘ　ｎｅｇｕｎｄｏ　ｖａｒ．ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ），狼尾草为主，植被盖度基本为１００％，

植物多样性高。２０１２年在对云南会泽的铅锌矿废渣研究中也从其上生长的植物中分离出镰刀菌属和青霉属的

内生真菌［３５］。在四川汉源铅锌矿区植物中也得出相似的结果［３６］。这与该铜尾矿库白羊草内生真菌的分离结果

有相同之处。

３．２　内生真菌培养特征及孢子多态性

根据实验结果可以看出，内生真菌菌落大多呈圆形、白色，有少数为红色或褐色，还有些许发黑的情况。菌落

表面似毡状覆盖，质地疏松，生长速度不一。白羊草内生真菌生长速度位于５．５１５～１２．５４８ｍｍ／ｄ之间，比分离

自内蒙古中东部羽茅０．２２～２．８６ｍｍ／ｄ［１３］和红菇（Ｒｕｓｓｕｌａ　ｖｉｎｏｓａ）１．８９～２．６３ｍｍ／ｄ［１０］中的内生真菌生长速度

快，孢子大小位于２．０８５～７．０７２μｍ之间，与羽茅（４．８～９．８μｍ）、光稃早熟禾（Ｐｏａ　ｐｓｉｌｏｌｅｐｉｓ）（２．７～５．０μｍ）
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的内生真菌孢子大小相近［１３］，而比麦冬（Ｏｐｈｉｏｐｏｇｏｎ　ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）内生真菌的孢子（７．２～１１．０μｍ）小
［３７］。从不同

恢复年限的子坝中分离出形态各异的内生真菌，首先，可能由于恢复年限不同导致白羊草的生境差异，从而不仅

影响白羊草的生长，也间接影响了白羊草内生真菌群落结构；其次，可能是由于白羊草所含营养物质不同，不同真

菌对营养物质的需求有一定差异，从而影响内生真菌的侵染和生长［３８］；再者，宿主植物基因型不同，所含内生真

菌的种类也不同，说明有些内生真菌存在宿主特异性［３９］。

３．３　白羊草中内生真菌的系统发育关系

虽然分离出的内生真菌形态和序列均不同，但是分析各子坝白羊草中的内生真菌发现，它们的聚类分析基本

都可以 聚 在 一 起，亲 缘 关 系 较 近。子 坝 间 的 遗 传 距 离 最 大 的 是４５年 子 坝 和１５年 子 坝 的 白 羊 草 内 生 真 菌，为

０．１８。这可能是因为子坝 上 植 被 恢 复 年 限 间 隔 较 长，但 其 空 间 距 离 较 小，因 而 对 内 生 真 菌 的 基 因 交 流 影 响 较

小［１３］。但子坝之间白羊草内生真菌的遗传距离不完全为０，说明恢复年限带来的环境变化对子坝之间内生真菌

的遗传距离还是有一定影响。分离得到的内生真菌表型有１６种，但是５．８Ｓ－ＩＴＳ序列只有３种。导致这一结果

的原因可能是，同一属不同种的真菌，基因组５．８Ｓ－ＩＴＳ区虽然差异不大，但仍表现出不同的菌落形态及孢子特

征。

３．４　尾矿库白羊草内生真菌与已知吸附重金属内生真菌的系统发育分析

把白羊草内生真菌与已知吸附重金属的内生真菌做系统进化树分析（图４）发现，Ｉ１与绿色木霉有相近的亲

缘关系，绿色木霉对镉有良好的吸附作用［２７］，与它亲缘关系相近的Ｉ１能够生活在镉超标土壤的植物体内，是否

对镉也有吸附作用还需进一步研究。而其他菌虽然与这些已知的吸附重金属的内生真菌亲缘关系相对较远，但

是在这种尾矿库环境下依然能够在白羊草内正常生存，其能够耐受这种环境的原因及其是否也具有吸附重金属

的能力还有待进一步研究。

４　结论

利用ＰＤＡ培养基分离的方法，从４个不同恢复年限的子坝白羊草中共分离出１６种不同形态内生真菌。各

菌落形态各异，生长速度位于５．５１５～１２．５４８ｍｍ／ｄ之间，孢子形态以球型和椭圆型为主，孢子大小介于２．０８５～

７．０７２μｍ。

分子鉴定结果显示１６种内生真菌的５．８Ｓ－ＩＴＳ序列有３种类型，分别属于镰刀菌属、赤霉属、青霉属。通过

计算遗传距离得出，子坝之间白羊草内生真菌的基因交流影响较小，同时，不同恢复年限对子坝之间内生真菌的

遗传距离也存在一定的影响。

将白羊草内生真菌与已知的吸附重金属的内生真菌做系统进化分析发现，Ｉ１与吸附镉的绿色木霉亲缘关系

较近。
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