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小黄花茶内生真菌的多样性分析及抑菌活性初筛
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( 四川大学 生命科学学院ꎬ 成都 ６１００６５ )

摘　 要: 为探究小黄花茶内生真菌种类和种群分布规律以及对植物病原真菌的抑制作用ꎬ该研究采用组织

分离法对小黄花茶内生真菌进行分离纯化ꎬ基于形态学和分子生物学进行鉴定并结合统计学分析评价其多

样性ꎬ再通过平板对峙法筛选出具有抑菌活性的菌株ꎮ 结果表明:(１)从小黄花茶 ３２４ 份组织块中分离得到

内生真菌 ２６１ 株ꎬ隶属 １ 门 ５ 纲 ９ 目 ２２ 属ꎬ其中优势属包括炭疽菌属 ( Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)、间 座 壳 属

(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)、拟盘多毛孢属(Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ)ꎬ分离频率分别为 ２１.８４％、１６.８６％、１０.３４％ꎮ (２)研究发现小黄花

茶内生真菌在不同季节分布不同ꎬ冬季分离出的菌株数量最多ꎬ为 ７２ 株(占 ２７.５９％ꎬ隶属 １６ 个属)ꎬ春季 ６２
株(隶属 １３ 个属)ꎬ夏季 ５９ 株(隶属 １５ 个属)ꎬ秋季 ６８ 株(隶属 １３ 个属)ꎬ冬季的香农－维纳指数(Ｈ′)、辛普

森指数(Ｄ)、Ｐｉｅｌｏｕｓ 均匀度指数(Ｅ)和 Ｍａｒｇａｌｅｆｓ 丰富度指数(Ｍ)最高ꎬ春季与冬季内生真菌种类相似性较

高ꎬ夏季与秋季内生真菌种类相似性较高ꎮ (３)小黄花茶内生真菌不同部位分布不同ꎬ茎中内生真菌的分布

最多ꎬ有 １０２ 株(占 ３９.０８％ꎬ隶属 １５ 个属)ꎬ根 ６１ 株(隶属 １０ 个属)ꎬ叶 ９８ 株(隶属 １５ 个属)ꎻ茎的 Ｈ′、Ｄ、Ｅ、
Ｍ 最高ꎬ叶部与茎部内生真菌种类最为相似ꎮ (４)平板对峙结果显示ꎬ在 ３５ 株供试内生真菌中ꎬ有 ２６ 株内

生真菌至少对 １ 种植物病原真菌有抑制作用ꎬ占 ７４.２９％ꎬ其中 ＣＪ￣Ⅱ￣２、ＸＹ￣Ｖ￣３、ＱＹ￣Ⅱ￣４、ＱＪ￣Ⅲ ２̄、ＤＪ￣Ｉ￣２ 对 ８
种植物病原真菌均有不同程度的抑制作用ꎬＸＹ￣Ｖ￣３ 对 ８ 种植物病原真菌的抑制效果最佳ꎬ抑菌率均高于

５０％ꎬＸＹ￣Ｖ￣３ 和 ＱＪ￣Ⅲ￣２ 对 ２ 株小黄花茶病原真菌的抑菌率高于 ５０％ꎬ具备防治小黄花茶自身病害的潜力ꎮ
综上所述ꎬ小黄花茶内生真菌多样性丰富ꎬ部分菌株表现出较好的抑制植物病原真菌的作用ꎬ为生物防治产

品的研发和小黄花茶病害的防治奠定了基础ꎮ
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ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ｗｈｉｃｈ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｃ. ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａꎬ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 植物内生真菌是指生活史中的某一阶段或整

个阶段ꎬ寄生在健康植物组织内部ꎬ但不会使宿主

植物出现明显病害症状的微生物 ( Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎮ 内生真菌与宿主植物形成互惠共生体ꎬ植
物为内生真菌提供营养物质和栖息场所ꎬ内生真

菌能够产生抑菌活性物质和促生性物质ꎬ保护宿

主植物抵御病虫害ꎬ促进宿主植物的生长ꎬ两者协

同进化ꎬ相互作用(Ｍａｒｔｉｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 研究发

现ꎬ植物内生真菌种类繁多ꎬ分布广泛ꎬ其多样性

体现在同一地区内同种植物在不同年龄段、不同

部位以及所处的季节不同ꎬ分离得到的内生真菌

种类和数量都不同ꎮ 例如ꎬ王京等(２０１７)发现不

同年龄段的侧柏(Ｐｌａｔｙｃｌａｄｕｓ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ)鳞叶内生

真菌的多样性和相似性存在一定差异ꎻ李梦歌等

(２０１８)发现陕西宜君核桃( Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ)不同季

节和不同组织部位其内生真菌多样性和相似性均

不同ꎮ 除此之外ꎬ不同地区的同种植物分离得到

的内 生 真 菌 种 类 和 数 量 也 不 相 同ꎬ 如 周 婀 等

(２０２３)统计分析了红河谷和蒿坪两地野生桃儿七

(Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ ｈｅｘａｎｄｒｕｍ)内生真菌的多样性ꎬ
发现蒿坪野生桃儿七内生真菌多样性要高于红河

谷ꎮ 因此ꎬ根据当地植物生长特点分析其内生真

菌的多样性ꎬ筛选出优势菌株和特有菌株ꎬ是挖掘

具有生防作用和其他功能性作用菌株的基础ꎮ 内

生真菌既可以产生抗病原真菌的次生代谢产物ꎬ
如萜类、生物碱、黄酮等(Ａｌｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎬ也能通

过抢占生态位点和营养物质等竞争方式ꎬ抑制病

原真菌的生长(宋金秋和田璨熙ꎬ２０２０)ꎮ 同时ꎬ利
用植物内生菌进行生物防治ꎬ具有无污染、无耐药

性、安全可持续的优点ꎮ
小黄花茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ)ꎬ我国特有珍稀

植物ꎬ隶属山茶科( Ｔｈｅａｃｅａｅ)山茶属(Ｃａｍｅｌｌｉａ)ꎬ
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目前主要分布在贵州赤水市、四川古蔺县、长宁县

等地区(杨雪ꎬ２０１４ꎻ陈锋和王馨ꎬ２０１６)ꎮ 小黄花

茶花色金黄ꎬ叶片宽厚ꎬ因其性状独特ꎬ具有较高

的观赏价值ꎬ在园林绿化、盆栽、鲜切花领域都有

不错的发展前景(邹天才ꎬ２０００)ꎮ 然而ꎬ小黄花茶

病害严重ꎬ油茶饼病和鬼帚病是危害其植株健康

的主要病害ꎬ对其经济和观赏价值造成了严重影

响(刘清炳等ꎬ２００５)ꎮ 目前ꎬ针对小黄花茶病害的

防治并没有得到深入的研究ꎬ如何安全有效地防

治小黄花茶的病害ꎬ同时对其生境不造成破坏ꎬ是
目前亟须解决的问题ꎮ 小黄花茶作为濒危植物ꎬ
对其内生真菌的多样性和抑菌活性进行研究ꎬ一
方面能够回答其内生真菌由哪些种类组成ꎬ不同

组织部位和不同季节的内生真菌的分布及多样性

如何ꎬ哪些内生真菌属于优势菌株ꎮ 加强对小黄

花茶内生真菌资源的了解ꎬ为其内生真菌资源的

开发做铺垫ꎮ 另一方面ꎬ由于小黄花茶数量稀少ꎬ
其病害的防治显得尤为重要ꎬ通过抑菌试验筛选

出具有生防潜力的菌株ꎬ不仅能够为小黄花茶的

病害防治开辟一条新的路径ꎬ同时还能缓解因化

学防治对小黄花茶生境造成的影响ꎮ
因此ꎬ本研究以小黄花茶为对象ꎬ采用组织分

离法和分子生物学等方法ꎬ对小黄花茶内生真菌进

行分离鉴定ꎬ分析其内生真菌的多样性ꎬ筛选出优

势菌株和特有菌株ꎬ并通过小黄花茶内生真菌对植

物病原真菌抑制作用的探究ꎬ筛选出具有广谱抑菌

活性的菌株ꎬ为小黄花茶病害的防治以及小黄花茶

内生真菌资源的进一步利用提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

１.１.１ 供试植物 　 小黄花茶样品于春( ２０２１ 年 ４
月)、夏 ( ２０２１ 年 ７ 月)、秋 ( ２０２１ 年 １０ 月)、冬

(２０２２ 年 １ 月)４ 个季节采自四川省古蔺县桂花乡

汉溪村(海拔 ９０１ ｍꎬ１０５°４１′１７″ Ｅ、２８°１０′５２″ Ｎ)ꎬ
随机选择 ５ 株健康的小黄花茶ꎬ每株采集其根、枝
条、叶片各 ３ 份ꎬ装入无菌样品袋放入冰盒ꎬ带回

实验室后于 ４ ℃环境保存ꎮ
１.１.２ 供试病原菌 　 ８ 种供试植物病原真菌分别为

茶叶 轮 斑 菌 ( Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｔｈｅａｅ )、 尖 孢 镰 刀 菌

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)、串珠镰刀菌(Ｆ. ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ)、
草莓炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒａｇａｒｉａｅ)、油菜菌核菌

(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ )、 西 瓜 枯 萎 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍ ) 、 小 黄 花 茶 致 病 菌

( Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃｌｉｖｉｉｃｏｌａ、 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ) ꎬ由

四川大学生命科学学院微生物实验室提供ꎮ
１.１.３ 主要仪器 　 立式压力蒸汽灭菌器 ( ＬＤＺＸ￣
５０ＫＢＳꎬ上海)、全温振荡器(ＨＺＱ￣ＱＸꎬ哈尔滨)、智
能生化培养箱 ( ＳＰＸꎬ宁波)、电热恒温水浴锅

(ＨＳＧ￣ＩＣ￣２ꎬ浙江)、台式高速离心机(Ｈ１６５０￣Ｗꎬ湖
南)、旋转蒸发仪(ＲＥ￣５５２２ꎬ上海)ꎮ
１.１.４ 主要试剂 　 无水乙醇、次氯酸钠溶液、乳酸

酚棉蓝染色剂、马铃薯葡萄糖水(ＰＤＷ)、真菌基因

组 ＤＮＡ 快速抽提试剂盒[生工生物工程(上海)股
份有限公司]、Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ 预混液 ( ２Ｘ 含蓝染

料)、通用引物 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４[生工生物工程(上海)股
份有限公司]、马铃薯葡萄糖琼脂( ＰＤＡ)培养基

(ｓｏｌａｒｂｉｏꎬ美国)ꎮ
１.２ 试验方法

１.２.１ 小黄花茶内生真菌的分离与纯化 　 首先ꎬ将
小黄花茶根、茎、叶洗净后ꎬ进行表面消毒ꎬ将消毒

后的组织切段ꎬ斜插入 ＰＤＡ 培养基中ꎬ２８ ℃ 恒温

暗培养ꎮ 然后ꎬ待菌落长出后ꎬ挑取菌落边缘形态

质地不同的菌丝于新的 ＰＤＡ 培养基单独培养ꎬ反
复操作 ２ ~ ３ 次ꎬ直至得到单一菌落ꎬ编号后拍照记

录菌落特征ꎮ 最后ꎬ将菌丝接入 ＰＤＡ 斜面ꎬ２８ ℃
培养一段时间后置于 ４ ℃保存ꎮ

表面消毒效果的检测:把最后一遍清洗液涂

布在 ＰＤＡ 培养基上ꎬ２８ ℃培养 ７ ｄ 后未发现有菌

落长出ꎬ说明表明消毒彻底ꎬ分离得到的菌株全部

来自植株内部ꎬ属内生真菌ꎮ
１.２.２ 小黄花茶内生真菌的鉴定

１.２.２.１ 形态学鉴定 　 定期观察 ＰＤＡ 培养基上的

菌落生长状况和形态特征ꎬ包括形状、质地、颜色、
生长速度等ꎮ 菌落生长初期ꎬ挑取菌落边缘的菌

丝孢子于载玻片上ꎬ用乳酸酚棉蓝染色剂进行染

色ꎬ制成玻片后于光学显微镜下观察菌丝形态特

征、是否产孢、产孢结构的形态特征、产孢方式及

孢子形态、大小、颜色等ꎮ 根据观察结果ꎬ参照«真
菌鉴定手册»(魏景超ꎬ１９７９)和 Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｇｅｎｅｒａ ｏｆ
ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ ｆｕｎｇｉ(Ｂａｒｎｅｔｔ ＆ Ｈｕｎｔｅｒꎬ １９９８)ꎬ结合张永

杰等(２０１０)的方法进行鉴定ꎮ 将鉴定后的内生真

菌进行编号ꎬ前两位表示季节和部位的首字母缩

写ꎬ中间的罗马数字表示所采植物的编号ꎬ最后一

位数字表示所属组织块的编号ꎮ
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１.２.２.２ 分子生物学鉴定 　 内生真菌 ＤＮＡ 用真菌

基因组 ＤＮＡ 快速抽提试剂盒进行提取ꎬ于－２０ ℃
保存ꎮ 采用通用引物 ＩＴＳ１ (５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣ
ＣＴＧＣＧＣ￣３′)和 ＩＴＳ４(５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴ
ＧＣ￣３′)对提取的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将扩增后的

ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ条带明亮清晰的

产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行

测序ꎮ
１.２.３ 小黄花茶内生真菌的系统进化分析 　 测序

后的内生真菌 ＩＴＳ 序列在 ＮＣＢＩ 数据库中进行

ＢＬＡＳＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)比

对分析ꎬ在 ＭＥＧＡ １１ 软件中使用邻接法( ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建系统发育树ꎬ重复计算 １ ０００ 次ꎬ
确定真菌的分类地位(Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
１.２.４ 小黄花茶内生真菌的多样性分析 　 分别统

计小黄花茶内生真菌的定殖率( ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ
ＣＲ)、 分 离 率 ( ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ＩＲ )、 分 离 频 率

( ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬ ＩＦ)、辛普森指数 ( Ｓｉｍｐｓｏｎｓ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＤ)、 香 农 － 维 纳 指 数 ( Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅｉｎｅｒ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎬＨ′)、Ｐｉｅｌｏｕｓ 均匀度指数 ( Ｐｉｅｌｏｕｓ
ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘꎬ Ｅ )、 Ｍａｒｇａｌｅｆｓ 丰 富 度 指 数

(Ｍａｒｇａｌｅｆｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘꎬＭ)ꎬ并基于小黄花茶内

生真菌的种类组成ꎬ使用 ＳＰＳＳ ２４.０ 软件对不同季

节和部位的内生真菌进行聚类分析ꎮ 通过以上数

据分析小黄花茶内生真菌的多样性、优势种群、分
布的均匀程度、丰富度ꎬ以及不同季节和部位间的

相似水平ꎮ
定殖率(ＣＲ):长真菌的组织块数量与分离的

组织块总数的比值ꎬ反映植物受真菌浸染的程度ꎮ
分离率( ＩＲ):某一类菌株的数量与分离的组

织块总数的比值ꎬ用于度量组织中真菌的丰度以

及组织块受浸染的频率ꎮ
分离频率( ＩＦ):某一类菌株的数量与分离得

到的菌株总数的比值ꎬ反映不同种类内生真菌的

优势程度ꎮ
辛普森指数(Ｄ):反映群落中物种的优势度或

多样性ꎮ

Ｄ＝ １－∑
Ｓ

ｉ＝ １
Ｐ２

ｉ ꎬＰ ｉ ＝
Ｎ ｉ

Ｎ
ꎮ

香农－维纳指数 ( Ｈ′):反映群落种类的多

样性ꎮ

Ｈ′＝ －∑
Ｓ

ｉ＝ １
Ｐ ｉ×ｌｎ Ｐ ｉꎬＰ ｉ ＝

Ｎ ｉ

Ｎ
ꎮ

Ｍａｒｇａｌｅｆｓ 丰富度指数(Ｍ):反映群落中物种

的丰富度ꎮ

Ｍ ＝ Ｓ－ １
ｌｏｇ２Ｎ

ꎮ

Ｐｉｅｌｏｕｓ 均匀度指数(Ｅ):反映物种在群落中

分布的均匀程度ꎮ

Ｅ ＝ Ｈ′
ｌｎＳ

ꎮ

以上式中:Ｎ ｉ表示不同季节或部位内生真菌 ｉ
的数量ꎻＮ 为菌株总数ꎻＳ 为物种数ꎮ
１.２.５ 小黄花茶内生真菌抑菌作用 　 采用平板对

峙培养法测定小黄花茶内生真菌的抑菌活性ꎬ用
直径为 ６ ｍｍ 的打孔器将 ３５ 株供试内生真菌和 ８
株病原菌菌株打菌饼ꎬ再将 ８ 株病原菌菌饼与 ３５
株内生真菌菌饼一一对应ꎬ接种至同一 ＰＤＡ 培养

基的对称位置ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ以单独接种病

原菌的 ＰＤＡ 培养基作为对照ꎬ２８ ℃ 暗培养 ７ ｄꎮ
之后用十字交叉法测量病原菌对峙培养的趋向半

径( ｒ)和单独培养的半径(Ｒ)ꎬ计算抑菌率并筛选

出具有抑菌性的内生真菌ꎮ

抑菌率 ＝ Ｒ － ｒ
Ｒ

× １００％ꎮ

分级标准:抑菌率 > ７５％为强ꎬ５０％ ~ ７５％为

中ꎬ１０％ ~５０％为低ꎬ<１０％为无ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 小黄花茶内生真菌的分离

从小黄花茶 ３２４ 份组织块中分离得到内生真菌

２６１ 株ꎬ由表 １ 可知ꎬ小黄花茶内生真菌的总定殖率

和总分离率分别为 ７１.３０％和 ８０.５５％ꎮ 从定殖率来

看ꎬ不同部位内生真菌定殖率不同ꎬ最高的部位为

茎 ( ８８. ８９％)ꎬ 其 次 为 叶 ( ８１. ４８％)ꎬ 根 最 低

(４３.５２％)ꎻ不同季节定殖率也不同ꎬ 冬季最高

(７５. ３１％)ꎬ 秋 季 第 二 ( ７２. ８４％)ꎬ 其 次 为 春 季

(６９.１４％)ꎬ夏季最低(６７.９０％)ꎮ 分离率从高到低

依次为茎(９４.４４％) >叶(９０.７４％) >根(５６.４８％)ꎬ冬
(８８.８９％)>秋(８３.９５％)>春(７６.５４％)>夏(７２.８３％)ꎮ
分离频率茎最高ꎬ占 ３９.０８％ꎻ叶其次ꎬ占 ３７.５５％ꎻ根最

低ꎬ占 ２３.３７％ꎮ 按季节从高到低依次为冬(２７.５９％)>
秋(２６.０５％)>春(２３.７５％)>夏(２２.６１％)ꎮ
２.２ 小黄花茶内生真菌的种群组成

将提取出的真菌基因组 ＤＮＡ 以 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４
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表 １　 小黄花茶不同季节和部位内生真菌统计结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｅａｓｏｎｓ ｓａｎｄ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

部位 /
季节
Ｐａｒｔ /
Ｓｅａｓｏｎ

组织块数
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ
ｔｉｓｓｕｅ

ｓｅｇｍｅｎｔｓ

长菌
组织
块数

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ
ｓｅｇｍｅｎｔｓ

ｗｉｔｈ
ｆｕｎｇｉ

内生
真菌数
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ
ｅｎｄｏ￣
ｐｈｙｔｉｃ
ｆｕｎｇｉ

定殖率
Ｃｏｌｏｎｉ￣
ｚａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ
(％)

分离率
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

分离
频率

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
(％)

根
Ｒｏｏｔ

１０８ ４７ ６１ ４３.５２ ５６.４８ ２３.３７

茎
Ｓｔｅｍ

１０８ ９６ １０２ ８８.８９ ９４.４４ ３９.０８

叶
Ｌｅａｆ

１０８ ８８ ９８ ８１.４８ ９０.７４ ３７.５５

春
Ｓｐｒｉｎｇ

８１ ５６ ６２ ６９.１４ ７６.５４ ２３.７５

夏
Ｓｕｍｍｅｒ

８１ ５５ ５９ ６７.９０ ７２.８３ ２２.６１

秋
Ａｕｔｕｍｎ

８１ ５９ ６８ ７２.８４ ８３.９５ ２６.０５

冬
Ｗｉｎｔｅｒ

８１ ６１ ７２ ７５.３１ ８８.８９ ２７.５９

为引物进行扩增ꎬ得到长度为 ５００ ~ ７５０ ｂｐ 的扩增

片段ꎻ经测序后将测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ根据比对结果利用 ＭＥＧＡ １１ 软

件ꎬ取相似性大于 ９９％的序列构建系统进化树(图
１)ꎻ结合纯化后菌落的颜色、形态、质地以及显微

镜下孢子和菌丝的形态ꎬ鉴定为 ３５ 个种ꎬ隶属 １
门 ５ 纲 ９ 目 ２２ 属(小黄花菜内生真菌组成如表 ２
所示ꎬ显微形态图和菌落图如图 ２ 和图 ３ 所示)ꎮ

由表 ２ 可知ꎬ小黄花茶内生真菌全部来自子囊

菌门(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)ꎮ 以纲为单位划分ꎬ其中粪壳菌

纲(Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ) 为优势纲ꎬ共有内生真菌 １９７
株ꎬ 占 总 菌 株 数 的 ７５.４８％ꎻ 散 囊 菌 纲

(Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ)共有内生真菌 ２０ 株ꎬ占总菌株数

的 ７.６６％ꎻ座囊菌纲(Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ)共有内生真

菌 ２１ 株ꎬ 占 总 菌 株 数 的 ８.０５％ꎻ 锤 舌 菌 纲

(Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ)共有内生真菌 ２０ 株ꎬ占总菌株数的

７.６６％ꎻ刺盾炱纲(Ｃｈａｅｔｏｔｈｙｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ)共有内生真

菌 ３ 株ꎬ占总菌株数的 １.１５％ꎮ 小黄花茶内生真菌

在目水平上的组成包括 ９ 个目ꎬ分别为炭角菌目

(Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ)、肉座菌目(Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ)、间座壳菌目

(Ｄｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ)、刺盘孢目(Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｌｅｓ)、散囊菌目

(Ｅｕｒｏｔｉａｌｅｓ )、 煤 炱 目 ( Ｃａｐｎｏｄｉａｌｅｓ )、 格 孢 腔 目

( Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ)、柔膜菌目 ( Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ)、刺盾炱目

(Ｃｈａｅｔｏｔｈｙｒｉａｌｅｓ)ꎮ 其中ꎬ优势目为炭角菌目、刺盘

孢目、间座壳菌目ꎬ分别占总菌株数的 ２６. ４７％、
２１.８４％、１８.７７％ꎮ 小黄花茶内生真菌在属水平上的

组成包括拟盘多毛孢属(Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ)、炭团菌属

(Ｈｙｐｏｘｙｌｏｎ)、Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ、炭角菌属(Ｘｙｌａｒｉａ)、
毛壳菌属(Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ)、多节孢属(Ｎｏｄｕｌｉｓｐｏｒｉｕｍ)、
色孢 子 节 菱 孢 菌 属 ( Ａｒｔｈｒｉｎｉｕｍ )、 镰 刀 菌 属

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ )、 土 赤 壳 属 ( Ｉｌｙｏｎｅｃｔｒｉａ )、 间 座 壳 属

(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)、拟茎点霉属 ( Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ)、炭疽菌属

(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)、青霉属 ( Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)、隐囊菌属

(Ａｐｈａｎｏａｓｃｕｓ)、背芽突霉属(Ｃａｄｏｐｈｏｒａ)、叶点霉属

( Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ )、 枝 孢 菌 属 ( Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ )、
Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ、柔盘菌属 ( Ｈｙｍｅｎｏｓｃｙｐｈｕｓ)、 柱霉属

( Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ )、 无 柄 盘 菌 属 ( Ｐｅｚｉｃｕｌａ )、
Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅ 共 ２２ 个属ꎮ 其中ꎬ优势属为炭疽

菌属、间座壳属、拟盘多毛孢属ꎬ分别占菌株总数的

２１.８４％、１６.８６％、１０.３４％ꎮ
２.３ 小黄花茶内生真菌生态分布

２.３.１ 不同季节内生真菌分布 　 如图 ４ 所示ꎬ春季

分离出的内生真菌包含 １３ 个属ꎬ夏季包含 １５ 个

属ꎬ秋季包含 １３ 个属ꎬ冬季包含 １６ 个属ꎮ ４ 个季

节共有属分别是隐囊菌属、炭疽菌属、间座壳属、
镰刀菌属、炭团菌属、炭角菌属、拟盘多毛孢属、无
柄盘菌属、叶点霉属ꎮ 仅于春季组织中分离到的

属有 １ 个ꎬ为柔盘菌属ꎻ仅于夏季组织中分离到的

属 有 ３ 个ꎬ 分 别 为 柱 霉 属、 Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ、
Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅꎻ仅于秋季组织中分离到的属为

Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎꎻ仅于冬季组织中分离到的属有 ２
个ꎬ分别为毛壳菌属、色孢子节菱孢菌属ꎮ 春季分

离 出 的 特 有 菌 株 为 Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ ｓｐ. 和 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
ｄｉｓｃｏｉｄｉｓｐｏｒａꎻ 夏 季 分 离 出 的 特 有 菌 株 为

Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅ ｓｐ. ２ ＫＯ￣２０１３、 Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ
ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｉｃｏｌａ、 Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ ｍｅｄｉｃａｇｉｎｉｓꎻ秋季分离

出 的 特 有 菌 株 为 Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ ｓｔｙｇｉｕｍ 和

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃａｍｅｌｌｉａｅꎻ冬季分离出的特有菌株为

Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｓｕｂａｆｆｉｎｅ、 Ａｒｔｈｒｉｎｉｕｍ ａｒｕｎｄｉｎｉｓ、
Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｃｈａｍａｅｒｏｐｉｓ、Ｐ. ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａꎮ 春季和夏

季的共有菌株有 １２ 种ꎬ春季和秋季的共有菌株有

１６ 种ꎬ春季和冬季的共有菌株有 １５ 种ꎬ夏季和秋

季的共有菌株有 １１ 种ꎬ夏季和冬季的共有菌株有

１４ 种ꎬ秋季和冬季的共有菌株有 １４ 种ꎮ
２.３.２ 不同部位内生真菌分布 　 如图 ４ 所示ꎬ茎部

分离出的内生真菌包含 １５ 个属ꎬ 叶部包含 １８ 个

６８３ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



图 １　 基于小黄花茶内生真菌 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列构建的 ＮＪ 系统发育树
Ｆｉｇ. １　 ＮＪ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

属ꎬ根部包含 １０ 个属ꎮ ３ 个部位共有的属分别是隐

囊菌属、炭疽菌属、间座壳属、炭团菌属、土赤壳属、
无柄盘菌属、炭角菌属ꎮ 从根分离到的特有属为柔

盘菌属和 Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅꎻ茎分离到的特有属为

Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａꎻ 叶 分 离 到 的 特 有 属 为 柱 霉 属、
Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ、毛壳菌属、色孢子节菱孢菌属ꎮ 根分

离出的特有菌株为 Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ ｓｐ.和 Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅ

ｓｐ. ２ ＫＯ￣２０１３ꎻ茎分离出的特有菌株为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
ｄｉｓｃｏｉｄｉｓｐｏｒａ、 Ａｃｒｏｃａｌｙｍｍａ ｍｅｄｉｃａｇｉｎｉｓ、 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｐｓｅｕｄｏｍａｊｕｓꎻ 叶 分 离 出 的 特 有 菌 株 为 Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ
ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｉｃｏｌａ、 Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ ｓｔｙｇｉｕｍ、 Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ
ｓｕｂａｆｆｉｎｅ、Ａｒｔｈｒｉｎｉｕｍ ａｒｕｎｄｉｎｉｓꎮ 根和茎的共有菌株有

１０ 种ꎬ根和叶的共有菌株有 ８ 种ꎬ茎和叶的共有菌

株有 ２０ 种ꎮ
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表 ２　 小黄花茶内生真菌的种类组成
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

分类名称
Ｃａｔｅｇｏｒｙ ｎａｍｅ

代表菌株
Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎ
ＢＡＬＳＴ 相似性最高菌株
Ｔｏｐ ＢＡＬＳＴ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｔｒａｉｎ

登录号
Ｎｏ. Ａｃｃ.

同源性
Ｈｏｍｏｌｏｇｙ

(％)

分离频率
ＩＦ

(％)

分离率
ＩＲ

(％)
子囊菌门 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ
刺盾炱纲 Ｃｈａｅｔｏｔｈｙｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ
刺盾炱目 Ｃｈａｅｔｏｔｈｙｒｉａｌｅｓ
Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅ ＸＧ￣Ｖ￣２ Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅ ｓｐ. ２ ＫＯ￣２０１３ ＡＢ８４７００８.１ ９９ ０.３８ ０.３１
背芽突霉属 Ｃａｄｏｐｈｏｒａ ＱＧ￣ＩＶ￣３ Ｃａｄｏｐｈｏｒａ ｏｒｃｈｉｄｉｃｏｌａ ＭＧ０６２７７５.１ １００ ０.７７ ０.６２
锤舌菌纲 Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ
柔膜菌目 Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ
柔盘菌属 Ｈｙｍｅｎｏｓｃｙｐｈｕｓ ＣＧ Ⅱ̄￣１ Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ ｓｐ. ＫＸ４４０１５８.１ ９９ ０.３８ ０.３１
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图 ２　 小黄花茶部分内生真菌孢子和菌丝显微形态图
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｐｏｒｅｓ ａｎｄ ｍｙｃｅｌｉａ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

图 ３　 小黄花茶内生真菌菌落图
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

２.３.３ 小黄花茶内生真菌的多样性分析 　 根据小

黄花茶不同季节内生真菌的多样性指数结果(图

５)可知ꎬ Ｄ 从 高 到 低 的 顺 序 为 冬 ( ０. ９４４) > 春

(０.９２９ ) > 秋 ( ０. ９２６ ) > 夏 ( ０. ９１９ )ꎻ Ｈ′ 为 冬

(３.０２７) >春( ２. ８２０) >秋( ２. ８１３) >夏( ２.６７０)ꎻＭ
为 冬 ( ３. ７２８ ) > 春 ( ３. ３５９ ) > 秋 ( ３. ２８５ ) > 夏

(２.８９０)ꎻＥ 为冬(０.９５２) >春(０.９２６) >夏(０.９２３) >
秋(０.９０６)ꎮ 根据小黄花茶不同部位内生真菌的

９８３２ 期 易航等: 小黄花茶内生真菌的多样性分析及抑菌活性初筛



图 ４　 小黄花茶内生真菌不同季节和部位属的相对丰度
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ ａｎｄ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

图 ５　 小黄花茶内生真菌多样性分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

多样性指数结果(图 ５)可知ꎬＤ 从高到低的顺序为

茎( ０. ９４７ ) > 叶 ( ０. ９３６ ) > 根 ( ０. ８８７ )ꎻ Ｈ′ 为 茎

(３.１１６)>叶(２.９５８)>根(２.３３７)ꎻＭ 为茎(３.８９７)>叶

(３.６２８) >根(２.０２３)ꎻＥ 为茎(０.９４５) >叶(０.９１９) >
根(０.９１１)ꎮ 小黄花茶内生真菌不同季节间ꎬ冬季

种群数量最丰富且均匀程度高ꎻ不同部位间茎部

０９３ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



图 ６　 基于种类组成的小黄花茶内生真菌
不同季节和部位的聚类图

Ｆｉｇ. ６　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｅａｓｏｎｓ ａｎｄ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

种群数量最丰富且均匀程度高ꎬ根部内生真菌菌

群单一且稳定性弱ꎮ
２.３.４ 小黄花茶内生真菌相似性分析结果 　 基于

小黄花茶内生真菌种类组成ꎬ以欧式平方距离为

标准ꎬ采用组间连接法进行聚类分析ꎬ衡量不同季

节和部位间小黄花茶内生真菌组成的相似性ꎮ 由

图 ６ 可知ꎬＪ、Ｙ、Ｇ 分别代表茎、叶、根ꎬＣ、Ｄ、Ｘ、Ｑ
分别代表春、冬、夏、秋ꎬ其中 Ｊ、Ｙ、Ｇ 集聚为一类ꎬ
Ｃ、Ｄ、Ｘ、Ｑ 聚集为一类ꎬ显示为部位和季节两大类

别ꎬ这两大类别小黄花茶内生真菌组成差异明显ꎮ
在部位类别中ꎬ茎部和叶部的内生真菌组成相似

性最高ꎬ根部和这两个部位内生真菌组成差异明

显ꎻ在季节类别中ꎬ春季和冬季内生真菌组成相似

性较高ꎬ夏季和秋季内生真菌组成相似性较高ꎬ春
冬两季和夏秋两季内生真菌组成差异明显ꎮ
２.４ 小黄花茶内生真菌抑菌作用结果

平板对峙结果(表 ３)表明ꎬ在 ３５ 株供试内生

真菌中ꎬ有 ２６ 株内生真菌至少对 １ 种病原真菌有

抑制作用ꎬ占 ７４.２９％ꎮ 对茶叶轮斑菌、串珠镰刀

菌、草莓炭疽菌、尖孢镰刀菌、西瓜枯萎菌、油菜菌

核菌、Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃｌｉｖｉｉｃｏｌａ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ 具

有抑 菌 活 性 的 菌 株 分 别 占 总 数 的 １７. １４％、
２５.７１％、 ３７. １４％、 ２５. ７１％、 ２０. ００％、 ３４. ２９％、

４２.８６％、２５.７１％ꎮ 有 ５ 株内生菌抑菌性较强且具

有广谱抑菌作用ꎬ分别为 ＣＪ￣Ⅱ￣２、ＸＹ￣Ｖ￣３、ＱＹ￣Ⅱ￣
４、ＱＪ￣Ⅲ￣２、ＤＪ￣Ｉ￣２ꎮ 其中ꎬＸＹ￣Ｖ￣３ 对 ８ 种病原真菌

的抑菌率均高于 ５０％ꎬ对草莓炭疽菌、西瓜枯萎

菌、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ 的抑制作用最强ꎬ抑菌率分

别为 ７６.３１％、８０.６４％、７７.４９％ꎻＤＪ￣Ｉ￣２ 对油菜菌核

菌和草莓炭疽菌的抑制作用最强ꎬ抑菌率分别为

８２.１６％和７８.４３％ꎻＱＪ￣Ⅲ￣２ 对串珠镰刀菌的抑制作

用最强ꎬ抑菌率高达 ７５.４１％(图 ７)ꎮ

３　 讨论与结论

本研究分 ４ 个季节从小黄花茶根、茎、叶 ３ 个

部位分离得到内生真菌 ２６１ 株ꎬ通过形态学特征、
显微观察以及 ＩＴＳ 序列分析鉴定为 ２２ 个属ꎬ其中

优势属为炭疽菌属、间座壳属和拟盘多毛孢属ꎬ这
一结 果 与 山 茶 科 山 茶 属 植 物 油 茶 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｏｌｅｉｆｅｒａ) 内 生 真 菌 的 优 势 菌 属 相 似 ( 张 婷 等ꎬ
２０１７)ꎮ 小黄花茶内生真菌与同一纬度相邻地区

的贵州赤水桫椤保护区桫椤( Ａｌｓｏｐｈｉｌａ ｓｐｉｎｕｌｏｓａ)
内生真菌所共有的属包括色孢子节菱孢菌属、枝
孢菌属、炭疽菌属、镰刀菌属、炭团菌属、拟盘多毛

孢属、拟茎点霉属、炭角菌属共 ８ 个属(刘永兰等ꎬ
２０２１)ꎬ而与采自自贡的茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)的

内生真菌共有属只有 ４ 个ꎬ即毛壳菌属、炭疽菌

属、镰刀菌属、青霉属(游见明ꎬ２００９)ꎬ由于地理位

置相距较远ꎬ小黄花茶的内生真菌和所处同一属

植物茶树的内生真菌组成差异较大ꎬ而与生长环

境相近的桫椤的内生真菌组成更相似ꎬ说明环境

对于植物内生真菌的组成具有较大的影响ꎮ 小黄

花 茶 分 离 出 的 ３５ 个 菌 株 中ꎬ 除 Ａｐｈａｎｏａｓｃｕｓ
ｖｅｒｒｕｃｏｓｕｓ ( ＱＹ￣Ⅱ￣６) 和 Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｉｃｏｌａ
(ＸＹ￣Ｖ￣３)外ꎬ有 ３３ 株在其他植物内生真菌中有

分布ꎮ
小黄花茶内生真菌总的定殖率和分离率分别

为 ７１.３０％和 ８０.５５％ꎬ与同为南方地区的植物白花

曼 陀 罗 ( Ｄａｔｕｒａ ｍｅｔｅｌ ) 和 南 方 红 豆 杉 ( Ｔａｘｕｓ
ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａ ｖａｒ. ｍａｉｒｅｉ) 的定殖率相近 (臧威等ꎬ
２０１４ꎻ冯美茹ꎬ２０２１)ꎬ但略高于北方地区生长的植

物ꎬ可能与南方热带和亚热带地区降水量大ꎬ空气

湿度高ꎬ更适宜内生真菌在植物体内浸染定殖有

关(Ｐｏｒｒａｓ￣Ａｌｆａｒｏ ＆ Ｂａｙｍａｎꎬ ２０１１)ꎮ 小黄花茶叶

部和茎部内生真菌定殖率和分离率相似ꎬ 高于根
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表 ３　 小黄花茶内生真菌对 ８ 株病原真菌的抑制作用统计
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｎ ｅｉｇｈｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｌｕｔｅｏｆｌｏｒａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

茶叶轮斑菌
Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ

ｔｈｅａｅ

串珠镰刀菌
Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ

草莓炭疽病菌
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

ｆｒａｇａｒｉａｅ

尖孢镰刀菌
Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

西瓜枯萎菌
Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ

ｆ. ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍ

油菜菌核菌
Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕａ
ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｃｌｉｖｉｉｃｏｌａ

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔａ

ＣＧ Ⅱ̄￣１ － － － － － － － －

ＣＧ￣ＩＶ￣１１ － － － － － － － －

ＣＹ Ⅲ̄￣３ － － ＋ － － － － －

ＣＪ￣ＩＶ￣６ － － － － － － ＋ －

ＣＪ Ⅱ̄￣２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋

ＣＪ￣Ｖ￣１ － － － － － ＋ － －

ＣＪ￣Ｉ￣８ － ＋ － － － － － －

ＸＧ Ⅲ̄￣４ － － ＋ － － － － ＋

ＸＧ￣Ｖ￣２ － － － － － － － －

ＸＹ Ⅲ̄￣５ － － － － － － － －

ＸＹ￣Ｖ￣３ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋

ＸＹ￣Ｉ￣７ － － － － － － ＋ －

ＸＹ Ⅱ̄￣２ － － － － － － － ＋

ＸＪ Ⅱ̄￣１ － － － － － － － －

ＱＧ￣ＩＶ￣３ － － － ＋ － － － －

ＱＹ Ⅱ̄￣６ － － － － ＋ － － －

ＱＹ Ⅱ̄￣４ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋

ＱＹ￣ＩＶ￣３ － － ＋ － － ＋＋ － －

ＱＪ￣Ｉ￣８ － ＋ － － － － ＋ －

ＱＪ Ⅲ̄￣２ ＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

ＱＪ￣Ｖ￣４ － － － － － － － －

ＱＪ￣ＩＶ￣７ － － ＋ － － － ＋ －

ＤＧ￣Ｉ￣１１ － － － － － － － －

ＤＹ￣ＩＶ￣１ － － － － － ＋＋ － －

ＤＹ￣ＩＶ￣１２ － － ＋ ＋＋ － ＋＋ ＋ ＋

ＤＹ￣Ｖ￣３ ＋ ＋ ＋＋ ＋ － ＋ － ＋＋

ＤＹ Ⅱ̄￣１ － － ＋ － － － － －

ＤＹ Ⅲ̄￣５ － － － － － － ＋ －

ＤＪ Ⅲ̄￣９ － － ＋ － － ＋ － －

ＤＪ￣Ｉ￣２ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋

ＤＪ￣Ｉ￣４ － ＋ － － － － － －

ＤＪ Ⅱ̄￣１ － － － － ＋ － － －

ＤＪ￣Ｖ￣５ － － － － － － － －

ＤＪ￣ＩＶ￣４ － － － ＋ － ＋ ＋＋ －

ＤＪ￣ＩＶ￣１０ － ＋ － － － ＋ － －

　 注: ＋＋＋表示抑制率≥７５％ꎻ ＋＋表示 ５０％≤抑制率<７５％ꎻ ＋表示 ２５％≤抑制率<５０％ꎻ －表示无抑制作用ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＋＋ ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ≥７５％ꎻ ＋ ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ５０％ ≤ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ < ７５％ ꎻ ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ２５％ ≤ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ < ５０％ꎻ
－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ.

２９３ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



Ａ. ＸＹ￣Ｖ￣３ 对西瓜枯萎菌ꎻ Ｂ. ＸＹ￣Ｖ￣３ 对 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａꎻ Ｃ. ＸＹ￣Ｖ￣３ 对草莓炭疽病菌ꎻ Ｄ. ＤＪ￣Ｉ￣２ 对草莓炭疽病菌ꎻ Ｅ. ＤＪ￣Ｉ￣２
对油菜菌核菌ꎻ Ｆ. ＱＪ Ⅲ̄￣２ 对串珠镰刀菌ꎮ
Ａ. ＸＹ￣Ｖ￣３ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｎｉｖｅｕｍꎻ Ｂ. ＸＹ￣Ｖ￣３ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａꎻ Ｃ. ＸＹ￣Ｖ￣３ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒａｇａｒｉａｅꎻ Ｄ. ＤＪ￣Ｉ￣２ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ Ｃ. ｆｒａｇａｒｉａｅꎻ Ｅ. ＤＪ￣Ｉ￣２ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍꎻ Ｆ. ＱＪ￣Ⅲ￣２ ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ.

图 ７　 部分菌株的平板对峙图
Ｆｉｇ. ７　 Ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｓｔｒａｉｎｓ

部ꎬ多样性指数排序为茎部>叶部>根部ꎬ说明小黄

花茶内生真菌对小黄花茶组织部位具有一定的偏

好性ꎬ可能是由于小黄花茶叶和茎的养分与空间

更加充足ꎬ更适宜内生真菌浸染定殖ꎮ 小黄花茶

不同季节中ꎬ秋冬季的内生真菌定殖率和分离率

大于春夏季ꎬ多样性指数也是秋冬季大于春夏季ꎬ
与贵州马尾松( Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ) (罗鑫和于存ꎬ
２０２１) 和贵州艾纳香 ( Ｂｌｕｍｅａ ｂａｌｓａｍｉｆｅｒａ) (唐青

等ꎬ２０１７)内生真菌多样性研究结果相近ꎬ小黄花

茶耐阴喜湿ꎬ分布于四川古蔺与贵州赤水接壤的

地区ꎬ该地区秋季降雨量大ꎬ９—１２ 月平均气温 １７
℃(翁玲等ꎬ２０１０)ꎬ同时秋冬季为小黄花茶的花果

期(郭能彬等ꎬ２００６)ꎬ植物内部营养物质积累和激

素水平变化较大(孙红梅等ꎬ２０１７)ꎬ可能也是小黄

花茶内生真菌在秋冬季生长更活跃的一个原因ꎮ
小黄花茶内生真菌聚类分析结果显示ꎬ春季和冬

季内生真菌组成相似性较高ꎬ夏季和秋季内生真

菌组成相似性较高ꎬ春冬两季和夏秋两季内生真

菌组成差异明显ꎬ植物内部环境随季节的变化而

变化ꎬ间接影响植物内生真菌的组成ꎬ这是植物内

生真菌随季节环境不断变化而长期协调进化的结

果(张林平等ꎬ２０１３)ꎮ 茎部和叶部的内生真菌组

成最相似ꎬ与根部的组成差异较大ꎬ这是由于植物

不同组织器官之间的微环境不同ꎬ包括化学成分、

空间大小和通气状况等ꎬ直接影响了植物不同组

织器官内生真菌的类群组成 ( Ｖｅｓｔｅｒｌｕｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎮ

平板对峙结果表明ꎬ有 ２６ 株内生真菌至少对

１ 种植物病原真菌有抑制作用ꎬ有 ５ 株内生真菌对

８ 种植物病原菌均有不同程度的抑制作用ꎬ分别为

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ ( ＣＪ￣Ⅱ￣２ )、 Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ
ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｉｃｏｌａ( ＸＹ￣Ｖ￣３)、Ｈｙｐｏｘｙｌｏｎ ｆｒａｇｉｆｏｒｍｅ ( ＱＪ￣
Ⅲ￣２ )、 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ( ＤＪ￣Ⅰ￣２ ) 和

Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ ｓｔｙｇｉｕｍ ( ＱＹ￣Ⅱ￣４ )ꎮ Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ
ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｉｃｏｌａ(ＸＹ￣Ｖ ￣３)对 ８ 株病原真菌均有较强

的抑 制 作 用ꎬ 抑 菌 率 均 高 于 ５０％ꎮ Ａｈｍａｄ 等

(２０２０)发现柱霉属真菌 Ｓ. ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｍ 能够产生具

有抗真菌活性的生物碱、黄酮类、脂肪酸等次生代

谢产物ꎮ 由此可推断ꎬ柱霉属真菌的次生代谢产

物丰富多样ꎬ在抑制其他真菌的生长方面具有较

强的作用ꎮ 本研究表明 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ(ＤＪ￣
Ⅰ￣２)对油菜菌核菌和草莓炭疽菌的抑制作用较

强ꎬ对油菜菌核菌的抑制率为 ８２. １６％ꎮ 付洁等

(２００６)发现 Ｆ. ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ 的次生代谢产物对油

菜菌核菌有较强的抑制作用ꎬ与本研究的结果相

近ꎮ Ｊｉｎ 等(２０２２)发现ꎬ与 Ｈｙｐｏｘｙｌｏｎ ｆｒａｇｉｆｏｒｍｅ 同

属的山核桃(Ｃａｒｙａ ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ)内生真菌 Ｈｙｐｏｘｙｌｏｎ
ｓｐｐ.的次生代谢产物能抑制 ３ 株植物病原真菌的
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生长ꎻ Ｂｅｃｋｅｒ 等 ( ２０２０) 发 现ꎬ与 Ａｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ
ｓｔｙｇｉｕｍ 同属的真菌 Ａ. ｖｉｒｉｄｉｓｔｒａｔｕｍ 的次生代谢产

物对白色念珠菌(Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ)和冻土毛霉菌

(Ｍｕｃｏｒ ｈｉｅｍａｌｉｓ)等真菌有较强的抑制作用ꎮ 这说

明ꎬＡｎｎｕｌｏｈｙｐｏｘｙｌｏｎ 和炭团菌属真菌的次生代谢产

物具备生物防治的潜力ꎮ 因此ꎬ后续可进一步对

这 ５ 株内生真菌的抑菌机理进行研究ꎬ从而为其

开发利用以及小黄花茶病害的防治提供理论支

撑ꎮ 本研究的 ８ 株植物病原真菌中ꎬＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｃｌｉｖｉｉｃｏｌａ 和 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ 为小黄花茶的致病

菌ꎬＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃｌｉｖｉｉｃｏｌａ 能使小黄花茶叶片产生

黄白色斑点ꎬＡｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ 引起小黄花茶叶片

发黑ꎬ出现黑色斑块(代玉煊ꎬ２０２１)ꎮ Ｓｃｙｔａｌｉｄｉｕｍ
ａｕｒｉｃｕｌａｒｉｉｃｏｌａ 和 Ｈｙｐｏｘｙｌｏｎ ｆｒａｇｉｆｏｒｍｅ 对

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃｌｉｖｉｉｃｏｌａ 和 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ 的抑制

率均高于 ５０％ꎬ对小黄花茶自身病害的防治具有

较好的作用ꎬ在小黄花茶生物防治的开发上值得

更深入的研究ꎮ
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