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摘  要：【背景】近年来，药用植物内生菌多样性及其与代谢产物之间的相关性研究已成为中药资

源领域研究热点。名贵中药材西洋参内生菌资源研究非常薄弱。【目的】探究不同生长时期西洋参

内生真菌多样性及其与西洋参代谢物的相关性，筛选出具有促生活性的菌株，为挖掘西洋参内生

真菌资源和开发促生菌剂提供基础数据。【方法】运用高通量测序技术分析西洋参出苗前后内生真

菌多样性、共现网络分析及功能预测；运用代谢组学技术分析出苗前后代谢物的差异及其富集途

径；通过相关性分析筛选出与代谢物相关的内生真菌属，通过体外分离培养、溶磷、解钾等实验

筛选具有促生活性的内生真菌。【结果】西洋参出苗前后内生真菌群落存在多样性和差异性，子囊

菌门(Ascomycota)为 2 个时期的共同优势菌门。相关性分析表明，鲜重与曲霉属(Aspergillus)、青霉

属(Penicillium)、链格孢属(Alternaria)和篮状菌属(Talaromyces)等呈显著正相关。胚根长与木霉属

(Trichoderma)和粘帚霉属 (Clonostachys)等呈显著正相关 (P<0.05)。篮状菌属 (Talaromyces)与
IAA-Glu、Ala-Glu、L-组氨酸等呈显著正相关，青霉属(Penicillium)与吲哚-3-丁酸(indole-3-butyric 
acid, IBA)呈显著正相关，木霉属(Trichoderma)与 IBA、L-组氨酸和 L-赖氨酸(L-lysine)等呈显著正

相关，粘帚霉属(Clonostachys)与 Asp-Glu 和琥珀酸等呈显著正相关，曲霉属(Aspergillus)与瓜氨酸

(citrulline)、3′-腺苷一磷酸(3′-adenosine monophosphate, 3′-AMP)和甘油醛 3-磷酸等呈显著正相关

(P<0.05)。通过分离、鉴定及活性筛选获得 6 株具有促生活性的内生真菌，其中大前郁夫-安娜篮
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状菌(Talaromyces oumae-anna) S-20 具有溶磷能力，肺炎青霉菌(Penicillium aeneum) S-7 和钩状木

霉(Trichoderma hamatum) S-21 具有解钾能力，罗杰斯无性穗霉(Clonostachys rogersoniana) S-10、
Trichoderma hamatum S-21、黑曲霉(Aspergillus niger) S-25 和黄曲霉(Aspergillus flavus) S-27 具有产

铁载体能力。【结论】不同生长时期西洋参幼苗内生真菌和代谢物组成存在明显差异，与代谢物之

间存在显著相关性的内生真菌将为西洋参促生菌剂的开发奠定基础。 
关键词：西洋参；内生真菌；多样性；代谢；活性 
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Abstract: [Background] In recent years, the diversity of endophytic fungi in medicinal plants and 
its correlation with metabolites have become a research hotspot in the field of Chinese medicinal 
material resources. However, studies are limited regarding the endophyte resources of Panax 
quinquefolius. [Objective] To explore the diversity of endophytic fungi of P. quinquefolius at 
different growth stages and its correlation with metabolites and screen out the strains with plant 
growth-promoting activity, so as to provide basic data for mining endophytic fungal resources of   
P. quinquefolius and developing plant growth-promoting agents. [Methods] High-throughput 
sequencing was conducted to analyze the diversity of endophytic fungi in P. quinquefolius before 
and after seedling emergence, and then co-occurrence network analysis and functional prediction 
were carried out. The metabolomics technology was used to analyze the metabolites before and 
after seedling emergence and the associated pathways. The correlation analysis was performed to 
select the endophytic fungal genera related to metabolites. The in vitro isolation and culture, 
phosphate solubilization, and potassium solubilization experiments were carried out to select the 
fungal strains with plant growth-promoting effects. [Results] The endophytic fungi were diverse 
and different before and after the emergence of P. quinquefolius. Ascomycota was a common 
dominant fungal phylum both before and after seedling emergence. The correlation analysis showed 
that the fresh weight was positively correlated with Aspergillus, Penicillium, Alternaria, and 
Talaromyces. The radicle length was positively correlated with Trichoderma and Clonostachys 
(P<0.05). Talaromyces was positively correlated with IAA-Glu, Ala-Glu, and L-hisidine. 
Penicillium was positively correlated with indole-3-butyric acid (IBA). Trichoderma was positively 
correlated with IBA, L-hisidine, and L-lysine. Clonostachys was positively correlated with Asp-Glu 
and succinic acid. Aspergillus was positively correlated with citrulline, 3′-adenosine 
monophosphate (3′-AMP), and glycerol 3-phosphate (P<0.05). Through isolation, identification, 
and activity measurement, six strains of endophytic fungi with plant growth-promoting effects were 
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obtained. Among the six strains, Talaromyces oumae-anna S-20 had phosphate-solubilizing ability; 
Penicillium aeneum S-7 and Trichoderma hamatum S-21 had potassium-solubilizing ability; 
Clonostachys rogersoniana S-10, Trichoderma hamatum S-21, Aspergillus niger S-25, and 
Aspergillus flavus S-27 were capable of producing siderophores. [Conclusion] The endophytic 
fungi and metabolite composition of P. quinquefolius seedlings at different growth stages were 
significantly different. The endophytic fungi showing significant correlations with metabolites lay a 
foundation for the development of growth-promoting agents for P. quinquefolius. 
Keywords: Panax quinquefolius; endophytic fungi; diversity; metabolism; activity 
 
 

内生菌是指栖息在健康植物器官和组织

内，与植物形成良好的共生关系且不会对宿主

造成明显伤害的微生物类群[1]。研究表明，内

生真菌能通过多种机制促进植物对氮、磷、钾

等营养元素的吸收和利用，可通过产生生长素

等生长调节剂，以及调控植物代谢等促进植物

生长发育[2-5]，植物内生菌与其生长密切相关。 
中药西洋参源于五加科植物西洋参(Panax 

quinquefolius)的干燥根，始载于《本草从新》[6]，

具有补气养阴、清热生津之功效[7]，在我国已

有 300 多年的药用历史[8]。西洋参原产于美国和

加拿大[9]，20 世纪 80 年代在我国引种成功。西洋

参相关研究多集中在活性成分和药理活性[10]，其

内生真菌的研究及其应用相对薄弱。课题组前

期研究发现，西洋参植株不同部位内生菌群落

与结构存在明显差异性，并且与代谢产物之间

存在显著相关性[11]。有文献报道，当归[12]、小

花南芥[13]、小麦[14]和蚕豆[15]等植物幼苗中含有

丰富的内生菌资源，在蚕豆幼苗中筛选出具有

溶磷、解钾活性的内生真菌[15]，从玉米中分离

出具有产 IAA 和溶磷活性的内生真菌[16]。西洋

参幼苗内生真菌资源及其活性研究相对薄弱，深

入研究西洋参幼苗内生真菌资源并挖掘具有活

性的菌株对微生物菌剂的开发具有重要意义。 
本研究以西洋参幼苗为研究对象，通过高

通量测序研究西洋参出苗前后内生真菌多样

性、共现网络及功能预测等；运用代谢组学技

术分析出苗前后代谢物的差异性及其富集途径

等；通过相关性分析筛选出与幼苗生长与初生

代谢相关的内生真菌属；通过体外分离培养、

溶磷、解钾等活性测定实验筛选具有促生活性

的内生真菌，以期筛选出优良的促生内生真菌，

为西洋参幼苗内生真菌研究提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

西洋参种子采于山东省威海市文登区西洋

参主产区。选取大小均一、健康有活力的西洋

参种子为实验材料。 

1.2  主要试剂和仪器 
甲醇和甲酸，Thermo Fisher 科技公司；土

壤 DNA 提取试剂盒，MoBio 公司；Phusion® 
High-Fidelity PCR Master Mix，NEB 公司；

CTAB，北京诺博莱德科技有限公司。梯度 PCR
仪，Bio-Rad 公司；电泳仪，北京市六一仪器有

限公司；质谱仪、色谱仪、色谱柱和 NanoDrop 
2000 分光光度计，Thermo Fisher 科技公司；低

温离心机，Scilogex 公司；液相色谱质谱联用

仪，Agilent Technologies Inc.。 

1.3  培养基 
西洋参内生真菌的分离使用马铃薯葡萄糖

琼脂(potato dextrose agar, PDA)培养基 [17]、溶

磷活性测定使用蒙金娜无机磷(Pikovskaya, PVK)
培养基[18]、解钾活性测定使用解钾培养基[19]、产

铁载体活性定性测定使用铬天青(chrome azurol 
sulphonate, CAS)培养基[20]。活化发酵菌株采用

马铃薯葡萄糖肉汤(potato dextrose broth, PDB)
培养基[17]。King 培养基，青岛海博生物技术有

限公司。 
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1.4  种子萌发试验 
采用“三步消毒法”对种子进行表面消毒处

理[21]，将种子置于无菌的土壤中，于温度 24 ℃，

湿度 80%的培养箱中培养。取种子萌发胚根长

2 mm 左右 (SPⅠ期 )与幼苗地上部分长 4 cm   
(SPⅡ期) 2 个时期的西洋参整株幼苗作为实验

材料(图 1)。采用“三步消毒法”对植株表面进行

消毒，取消毒后的最后一次清洗液涂抹在 PDA
培养基上进行消毒效果检测，以 PDA 平板上

有无菌落生成确定是否消毒彻底，消毒结果已

提交到国家微生物科学数据中心，编号为
NMDCX0001781 (https://nmdc.cn/resource/attachment/ 
detail/NMDCX0001781)。 
1.5  幼苗生长指标的测定 

随机选取 50 粒长势健康且相似的幼苗，用

电子天平称量其鲜重后取平均值。随机选取 50 粒

长势健康且相似的幼苗，用游标卡尺测定其胚

根长度后取平均值。 
1.6  内生真菌DNA的提取及高通量测序 

按照土壤 DNA 提取试剂盒说明书提取西

洋参幼苗中内生真菌的总基因组 DNA。使用 
 

 
 
图 1  西洋参幼苗生长过程取样形态图   A：SPⅠ期；

B：SPⅡ期。 
Figure 1  Sampling morphology of Panax quinquefolius 
seedling growth process. A: SPⅠ stage; B: SPⅡ 
stage. 

NanoDrop 2000 分光光度计对 DNA 进行定量。

利用引物 ITS1F (5′-CTTGGTCATTTAGAGGAA 
GTAA-3′)和 ITS1R (5′-GCTGCGTTCTTCATCG 
ATGC-3′)扩增真菌 ITS1-1F 区域。PCR 反应体

系(30 µL)：模板 DNA (1 ng/µL) 10 µL，Phusion® 
High-Fidelity PCR Master Mix 15 µL，正、反向

引物(1 mol/L) 0.2 µL，无菌 ddH2O 补足 30 µL。
PCR 反应条件：98 ℃ 30 s；98 ℃ 15 s，50 ℃ 30 s，
6 个循环，每个循环降低 0.5 ℃；72 ℃ 30 s，98 ℃ 
15 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，29 个循环；72 ℃     
2 min。PCR 扩增产物经纯化回收后，利用 1%琼

脂糖凝胶电泳技术对提取的 DNA 进行检测。最

后委托北京诺禾致源科技股份有限公司完成基

于 Illumina NovaSeq 平台的 PE250 测序。 
1.7  内生真菌的分离与鉴定 

采用组织匀浆涂布法[22]进行内生真菌体外

培养与分离。分别取 2 个时期消毒后的整株幼

苗，在无菌研磨器中研磨成组织液，用无菌移

液枪吸取组织液到 PDA 培养基上，采用一次性

涂布棒均匀涂布，置于 27 ℃的恒温培养箱中培

养 5–7 d，其间根据菌落的形态特征进行分离并

纯化，最终纯化至单菌落后编号保存。经形态

学与分子生物学鉴定相结合的方法对分离到的

单菌落进行鉴定。采用埋片培养法[23]处理，在

光学显微镜下观察菌丝体和孢子体的形态，参

考《真菌鉴定手册》[24]进行形态学鉴定。采用引

物 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和
引物 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)
对内生真菌的 rDNA-ITS 序列进行 PCR 扩增，

委托济南天一生物科技有限公司完成。使用

MEGA 11.0 软件基于 NCBI 数据库进行比对及

同源性分析，选择相似性最高的近缘序列，以

稻瘟病菌(Pyricularia oryzae) HR (GenBank 登录

号为 PQ341094.1)作为外群，运算重复 1 000 次，

通过邻接法构建系统发育树。 
1.8  菌株促生活性的测定 

溶磷活性的测定：采用琼脂块法[25]筛选具

有促生活性的内生真菌。将待测菌株接种于
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PDA 培养基中，27 ℃活化培养 7 d。挑取 0.6 cm
活化的待测真菌菌块分别接种至解无机磷固体

培养基中，27 ℃恒温培养 7 d，测量溶磷圈直

径 D 与菌落直径 d，用 D/d 表征菌株溶磷的能力，

比值越大，溶磷能力越强。每个处理 6 个重复，

以接种 0.6 cm 的无菌 PDA 培养基为对照组。 
解钾活性的测定：将活化待测的内生真菌

菌块接种至解钾固体培养基上，27 ℃培养 7 d。
观察菌落周围透明圈，测量解钾透明圈直径 D 与

菌落直径 d，用 D/d 表征菌株解钾的能力，比

值越大，解钾能力越强。 
产 IAA 活性的定性测定：将活化待测的内

生真菌菌块接至 King 培养基上，27 ℃培养 7 d。
观察菌落周围透明圈，测量产 IAA 透明圈直径

D 与菌落直径 d，用 D/d 表征菌株产 IAA 的能

力，比值越大，产 IAA 能力越强。 
产铁载体活性的定性测定：将活化待测的

内生真菌菌块接种至 CAS 培养基中，27 ℃培养

7 d。观察菌落周围橙黄色晕圈，测量晕圈直径

D 与菌落直径 d，用 D/d 表征菌株产铁载体的

能力，比值越大，产铁载体能力越强。 
产铁载体活性的定量测定：采用铁载体活性

单位(SU)表示铁载体的产量[26]。将接种内生真菌

27 ℃、120 r/min 恒温培养 7 d 的 PDB 培养基和

未接种内生真菌的 PDB 培养基 8 000 r/min 离心

10 min，分别取上清液与 CAS 检测液等体积混

匀，暗处静置 1 h 后，分别测 OD630。铁载体含

量测定公式如下： 
SU=[(Ar–As)/Ar]×100%         (1) 

式(1)中：Ar 为铁载体检测液与 PDB 培养基混合

后测定的吸光值，As 为铁载体检测液与内生真

菌发酵液混合后测定的吸光值。 
1.9  代谢组学分析 
1.9.1  样品提取和制备 

将用于代谢组学分析的 SPI 和 SPII 样品分

别在液氮中研磨成粉末。代谢物提取步骤如下：

收集 100 mg 液氮研磨的组织样本置于 EP 管中，

加入 500 µL 80%的甲醇溶液混合并涡旋 10 s；涡

旋振荡后冰浴静置 6 min，15 000 r/min、4 ℃离

心 20 min。取上清液加质谱水稀释至甲醇含量为

53%，15 000 r/min、4 ℃离心 20 min，收集上清

液，用 0.22 µm 过滤器过滤，利用液质联用
(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
LC-MS/MS)技术进行分析，每个时期的样品 5 个

重复。 
1.9.2  色谱-质谱条件 

梯度由 0.1%甲酸(A)和甲醇(B)组成。色谱

条件：色谱柱：Hypesil Goldcolumn C18 柱；线

性梯度设置如下：0–1.5 min，2% B；1.5–3.0 min，
2%–85% B；3–10 min，85%–100% B；10–10.1 min，
100%–2% B；10.1–11 min，2% B；11–12 min，
2% B。柱温：40 ℃，流速：0.2 mL/min，进样量：

5 μL。质谱条件：扫描范围选择 m/z 100–1 500；
电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)源的设置

如下：喷雾电压，3.5 kV；雾化器压力，35 Psi；
鞘气温度，350 °C；极性，正离子、负离子；MS/MS
二级扫描为数据依赖性扫描。 
1.10  数据处理 

通过 Illumina NovaSeq 平台 PE250 测序得

到原始数据，经拼接和过滤后得到有效数据。

通过 DADA2 降噪处理后获得最终的扩增子序

列变体(amplicon sequence variant, ASV)用于后

续的分析，包括 Venn 图分析、物种的群落组成

分析、α 多样性分析(Chao1、Shannon 和 Simpson
指数)、β 多样性分析[非度量多维尺度(non-metric 
multi-dimensional scaling, NMDS)]及共现网络

分析。利用 LDA Effect Size (LEfSe)方法筛选出

具有统计学差异的内生真菌，并绘制线性判别

分析(linear discriminant analysis, LDA)值分布

柱状图及进化分支图。通过 FUNGuid 软件对内

生真菌的功能进行预测。采用 SPSS 软件进行

差异显著性检验并利用 GraphPad Prism 9.5 绘

制相关性热图。 
将 质 谱 检 测 离 机 数 据 导 入 Compound 

Discover 3.3 (CD 3.3)软件对代谢物进行定量分

析。使用主成分分析(principal component analysis, 
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PCA)和偏最小二乘法判别分析(partial least Squares 
discriminant analysis, PLS-DA)初步分析不同生

长时期西洋参幼苗的差异情况，判断不同样本

生物学重复代谢组的数据可靠性和稳定性。使

用 R 包 ggplot 2 绘制筛选差异代谢物的火山图。

对差异代谢物的 fold change 值以 2 为底做对数

转换并以此排序，并各取上、下调的前 20 个代谢

物绘制火柴秆图。采用 Pearson 相关系数对差异

代谢物之间的相关性进行分析，使用 R 语言中

的 corrplot 软件包绘制相关性热图。使用 R 包

ggplot 2 绘制气泡图，使用 KEGG 数据库对代

谢物的功能和参与的代谢途径进行分析。 

2  结果与分析 
2.1  不同时期西洋参幼苗生长情况 

SPI 期与 SPⅡ期分别代表西洋参幼苗不同

生长期，如图 1 所示。SPI 期幼苗鲜重及胚根长

分别为 49.02 mg 和 1.98 mm。SPII 期幼苗的相

应指数分别为 153.03 mg 和 23.12 mm。 
2.2  西洋参幼苗内生真菌的多样性分析 

Venn 图结果显示，SPI 期与 SPⅡ期共有内

生真菌 ASVs 21 个，SPⅡ期特有 ASVs 107 个 
(图 2A)。NMDS 结果显示，SPⅠ期和 SPⅡ期组内

重复样本群落表现出良好的分离效果，表明西

洋参出苗前后内生真菌群落存在显著差异

(P<0.05) (图 2B)。2 个时期内生真菌的 Chao1、
Shannon 和 Simpson 指数均存在显著性差异

(P<0.05)，表明不同时期西洋参幼苗内生真菌群

落的丰富度和多样性存在显著性差异(图 2C)。 
2.3  西洋参幼苗内生真菌群落组成分析 

不同分类水平的物种注释结果分析显示，在

门水平上共鉴定出 7 门，子囊菌门(Ascomycota)
为 2 个时期的优势菌门。SPⅠ期中子囊菌门

(Ascomycota)和被孢霉门(Mortierellomycota)的 
 

 
 
图 2  西洋参出苗前后内生真菌群落的 Venn 图(A)、NMDS 图(B)和 α 多样性(C)分析   不同小写字母

表示差异显著。 
Figure 2  Venn diagram (A), NMDS diagram (B) and alpha diversity (C) of endophytic fungal communities of 
Panax quinquefolius before and after emergence. Different lowercase letters indicate significant differences.
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相对丰度分别占 28.89%和 5.36%，在 SPII 期

中 Ascomycota和 Mortierellomycota的相对丰度

分别占 79.81%和 10.89% (图 3A)。在科水平上

共 鉴 定 出 20 科 ， 共 有 科 为 织 球 壳 科

(Plectosphaerellaceae)、被孢霉科(Mortierellaceae)
和黑盘孢科(Melanommataceae)，SPI 期特有科

为枝孢霉科 (Cladosporiaceae) 和毛孢子菌科

(Trichosporonaceae) (图 3B)。在属水平上共鉴

定出 81 属，物种相对丰度前 20 的拟球腔菌属

(Plectosphaerella)、毛孢子菌属(Cadophora)、林

内霉属(Linnemannia)和孢霉菌属(Sporidesmiella)
等菌属在幼苗出苗前后都存在。粘帚霉属

(Clonostachys)、链格孢属(Alternaria)、蛇孢霉属

(Polyscytalum)等菌属为SPI期中的特有菌属(图3C)。 
 

 
 
图 3  西洋参出苗前后内生真菌群落在门(A)、科(B)和属(C)水平上的相对丰度柱形图 
Figure 3  Histogram of relative abundance of endophytic fungal communities at phylum (A), family (B) and 
genus (C) levels before and after the emergence of Panax quinquefolius. 
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2.4  西洋参幼苗内生真菌群落 LEfSe
分析 

LEfSe 分析显示，SPI 期与 SPⅡ期内生真菌

群落中共筛选出 7 个具有显著性差异的生物标

识类群 (2<LDA<4, P<0.05)，其中毛孢子菌目

(Trichosporonales)、毛孢子菌科(Trichosporonaceae)、

孢腔菌科(Pleosporaceae)和链格孢属(Alternaria)
内 生 真 菌 群 落 在 SPI 期 富 集 ； 角 担 菌 科

(Ceratobasidiaceae)、鸡油菌目(Cantharellales)和亡

革菌属(Thanatephorus)内生真菌群落在 SPII 期富

集(P<0.05)，表明不同生长时期西洋参幼苗内生真

菌群落存在显著性差异的生物标识类群(图 4)。 
 

 
 
图 4  西洋参出苗前后内生真菌群落 LEfSe 分析   A：进化分支图；B：LDA 值分布柱状图。 
Figure 4  LEfSe analysis of endophytic fungal community of Panax quinquefolius before and after emergence. 
A: Evolutionary branch diagram; B: Bar chart of LDA value distribution. 
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2.5  西洋参幼苗内生真菌功能预测分析 
FunGuild 功能注释分析显示，SPI 期与 SPⅡ

期内生真菌的功能类群主要存在于 15 个营养模

式类群中。SPI 期和 SPII 期幼苗内生真菌的未

定义-腐生营养型分别为 6.56%和 21.24%，植物-
病原营养型分别为 15.53%和 1.98%，内生植物病

原体分别为 3.78%和 3.04% (图 5)，表明出苗前

后西洋参内生真菌群落的营养模式存在差异。 
2.6  西洋参幼苗内生真菌共现网络分析 

共现网络分析显示，内生真菌群落网络节

点间的相关关系均以正相关关系为主，说明西

洋参幼苗内生真菌间协同作用大于竞争作用。

内生真菌群落共现网络主要分布在子囊菌门

(Ascomycota)和担子菌门(Basidiomycota)中。其

中，亡革菌属 (Thanatephorus)、莱索孢菌属

(Rhexocercosporidium)、林内霉属(Linnemannia)、
头束霉属(Cephalotrichum)等菌属与多个不同的

属之间具有较强的正相关性，拟球腔菌属

(Plectosphaerella)与马拉色氏霉菌属(Malassezia)、
曲霉属(Aspergillus)、枝孢属(Cladosporium)等菌

属呈负相关(图 6，表 1)，以上结果说明不同菌

属之间存在一定的相互作用关系，共同维系内

生真菌群落稳定。 
2.7  西洋参幼苗内生真菌属与幼苗生

长指标的相关性分析 
Spearman 相关性分析显示，西洋参幼苗中

存在与幼苗生长指标具有相关性的内生真菌

属，并利用 GraphPad Prism 9.5 软件绘制相关性

热图发现，鲜重与曲霉属、Plectosphaerella、
青霉属(Penicillium)、链格孢属(Alternaria)和篮

状菌属(Talaromyces)呈显著正相关；胚根长与木

霉属(Trichoderma)和粘帚霉属(Clonostachys)等
菌属呈显著正相关(P<0.05) (图 7)。 
2.8  西洋参出苗前后代谢组学分析 
2.8.1  多元统计分析及差异代谢物筛选 

PCA 和 PLS-DA 显示，2 个时期样本分离

效果明显，表明出苗前后西洋参幼苗代谢物存

在显著差异(图 8A、8B)。进一步对差异代谢物

进行聚类分析，结果显示，出苗前后不同样本

之间存在显著差异(P<0.05) (图 8C)。通过火山

图分析结果发现，相较于 SPI 期，SPII 期中存

在 174 个代谢物显著上调，182 个代谢物显著 
 

 
 
图 5  西洋参出苗前后内生真菌 FunGuild 功能柱形图 
Figure 5  Functional histogram of endophytic fungi FunGuild before and after the emergence of Panax 
quinquefolius. 
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图 6  西洋参幼苗内生真菌群落的共现网络分析图   不同节点代表不同属；节点大小代表该属的平均

相对丰度；相同门的节点颜色相同；红色代表正相关；蓝色代表负相关。 
Figure 6  Co-occurrence network analysis of endophytic fungal community in Panax quinquefolius 
seedlings. Different nodes represent different genera, node size represents the average relative abundance of 
the genus, nodes of the same phylum have the same color, red represents positive correlation, blue represents 
negative correlation. 
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表 1  西洋参幼苗内生真菌共现网络拓扑结构 
Table 1  Topology of endophytic fungal co-occurrence 
network in Panax quinquefolius seedlings 
网络拓扑指标 
Network topology indicator 

内生真菌 
Endophyte 

Network diameter (ND) 3.00 
Modularity (MD) 0.76 
Clustering coefficient (CC) 0.99 
Graph density (GD) 0.06 
Average degree (AD) 9.45 
Average path length (APL) 1.03 
正相关占比 Proportion of positive correlation (%) 94.94 
负相关占比 Proportion of negative correlation (%) 5.06 

下调(图 8D)。根据差异代谢物绘制火柴秆图结

果显示，相较于 SPI 期，SPII 中上调了 D-果糖、

6-甲巯基嘌呤、L-蛋氨酸甲酯盐酸盐、1,N6-乙二

醇-2-脱氧腺苷等代谢物(图 8E)。 
2.8.2  西洋参出苗前后差异代谢物 KEGG
分析 

KEGG 富集分析显示，有 20 条通路被显著

富集(P<0.05)。相较于 SPI 期，SPII 期中半乳糖

代谢(galactose metabolism)、甘油磷脂代谢

(glycerophospholipid metabolism)、精氨酸类生

物合成(arginine biosynthesis)、苯丙氨酸代谢 
 

 
 
图 7  西洋参幼苗内生真菌属与幼苗生长指标的相关性热图 
Figure 7  Correlation heat map between endophytic fungi and seedling growth indices of Panax 
quinquefolius seedlings. 
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图 8  多元统计分析及差异代谢物的筛选   A：主成分分析(PCA)图；B：偏最小二乘判别分析(PLS-DA)图；

C：差异代谢物聚类热图；D：差异代谢物火山图；E：总差异代谢物排名前 20 的差异代谢物火柴秆图。 
Figure 8  Multivariate statistical analysis and screening of differential metabolites. A: Principal component 
analysis (PCA) diagram; B: Partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) chart; C: Differential 
metabolite cluster heat map; D: Volcanic maps of differential metabolites; E: Matchstick chart of the top 20 
differential metabolites in terms of total differential metabolites. 
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(phenylalanine metabolism)等代谢途径被显著

富集(图 9)。 
2.9  西洋参幼苗内生真菌属与初生代

谢物之间的相关性分析 
Spearman 相关性分析显示，西洋参幼苗中

存在与初生代谢物相关的内生真菌，其中篮状

菌属与 IAA-Glu、Ala-Glu 和 L-组氨酸等呈显著

正相关，与 D-(+)葡萄糖、α-D-葡萄糖-1,6-酮糖

等呈显著负相关(P<0.05)。青霉属与吲哚-3-丁
酸(indole-3-butyric acid, IBA)呈显著正相关，与

D-(+)葡萄糖、α-D-葡萄糖-1,6-酮糖等呈显著负

相关(P<0.05)。木霉属与 IBA、L-组氨酸和 L-赖
氨酸(L-lysine)呈显著正相关，与 3-异丙基苹果酸

(3-isopropylmalic acid)、L-天冬氨酸 (L-aspartic 
acid)和环二磷酸腺苷核酸糖(cyclic ADP-ribose)
呈显著负相关(P<0.05)。粘帚霉属与 Asp-Glu 和

琥珀酸(succinic acid)呈显著正相关(P<0.05)。曲

霉 属 与 瓜 氨 酸 (citrulline) 、 3′- 腺 苷 一 磷 酸

(3′-adenosine monophosphate, 3′-AMP)和甘油醛

3-磷酸(glycerol 3-phosphate)呈显著正相关，与

脱落酸葡萄糖酯(abscisic acid glucose ester)呈
显著负相关(P<0.01) (图 10)。 
2.10  西洋参幼苗内生真菌鉴定结果 

结合形态学与分子生物学的鉴定方法共鉴定

出 33 株内生真菌，分属于链格孢属(Alternaria)、
曲霉属(Aspergillus)、木霉属(Trichoderma)和毛

霉属(Mucor)等 13 个菌属。内生真菌形态图和

镜检图已提交国家微生物科学数据中心，编号

为 NMDCX0001781 (https://nmdc.cn/resource/ 
attachment/detail/NMDCX0001781)。系统发育

分析显示结果可信度高，发育树分支可信度多

为 100% (图 11)。33 株内生真菌的序列同源性比 
 

 
 
图 9  西洋参出苗前后差异代谢物的 KEGG 分析 
Figure 9  KEGG analysis of differential metabolites of Panax quinquefolius before and after emergence. 
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图 10  西洋参幼苗内生真菌菌属与初生代谢物的相关性热图 
Figure 10  Correlation heat map of endophytic fungi and primary metabolites in Panax quinquefolius 
seedlings. 
 
对结果已提交到国家微生物科学数据中心，编

号为 NMDCX0001781 (https://nmdc.cn/resource/ 
attachment/detail/NMDCX0001781)。内生真菌

的部分体外分离结果与高通量测序分析结果相

对应，其中链格孢属、曲霉属、木霉属、毛霉

属、青霉属、Plectosphaerella 和粘帚霉属共 7 个

菌属与高通量分析测序的结果相同。 

2.11  西洋参幼苗内生真菌促生活性筛选 
从 33 株内生真菌中共筛选出 10 株具有促

生活性的菌株(表 2)。其中菌株 S-20 在溶磷培

养基上出现透明圈，其 D/d 值为 1.2，表明该菌

株具有溶磷能力(图 12)。菌株 S-7 和 S-21 在解

钾培养基上出现透明圈，其 D/d 值分别为 1.5
和 2.5，表明其具有解钾能力(图 13)。菌株 S-4、
S-10、S-12、S-21、S-23、S-25、S-27、S-33 等

8 株内生真菌在 CAS 培养基的菌落周围形成大

小不一的黄色晕圈，表明其具有不同程度的产铁

载体能力，其中菌株 S-10 的产铁载体能力最强，

其 D/d 值为 16 (图 14)。33 株内生真菌在 King

培养基上未见透明圈，表明其无产 IAA 的能力。 
为验证菌株的发酵产物中铁载体含量，对

上述筛选到的 8 株具有产铁载体活性的内生真

菌进行铁载体含量测定。结果表明，菌株 S-10、
S-21、S-25 和 S-27 产铁载体的活性单位分别是

80.04%、38.64%、40.36%和 68.70%，其他菌株

未检测到含量(表 2)。 

3  讨论 
内生真菌在植物生长与代谢过程中发挥着

重要作用[27-28]。相关研究表明，内生真菌能有效

促进宿主植物幼苗生长[29-30]。本研究发现，曲霉

属(Aspergillus)、青霉属(Penicillium)和篮状菌属

(Talaromyces)与西洋参幼苗的鲜重呈显著正相关。

木霉属(Trichoderma)和粘帚霉属(Clonostachys)与
胚根长呈显著正相关。有文献报道，曲霉属中

的杂色曲霉(Aspergillus versicolor)能提高杜仲

幼苗的株高、最大叶长和最大叶宽，与对照相

比分别提高了 31.41%、23.71%和 12%[31]。青霉 
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图 11  33 株西洋参幼苗内生真菌菌株基于 rDNA-ITS 序列构建的系统发育树   括号内序号为 GenBank
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登录号；分支点上的数字是自展值，代表进化树分支可信度的百分比；标尺 0.10 表示 10%的序列分歧。 
Figure 11  Phylogenetic tree of 33 endophytic fungal strains of Panax quinquefolius seedlings based on 
rDNA-ITS sequence. The serial number in parentheses is GenBank accession number; The number on the 
branch point is the self-developing value, representing the percentage of the branch confidence of the 
evolutionary tree; The scale 0.10 indicates 10% sequence divergence. 
 
表 2  部分西洋参幼苗内生真菌的促生活性 
Table 2  Growth-promoting activity of endophytic fungi in some Panax quinquefolius seedlings 
Strain 
code 

溶磷 
Phosphate solubilization 

解钾 
Release potassium 

产铁载体 
Siderophore production 

产 IAA 
Production of IAA 

产铁载体含量 
Siderophore content (%) 

S-4 – – + – 0.00 
S-7 – + – – 0.00 
S-10 – – + – 80.04 
S-12 – – + – 0.00 
S-20 + – – – 0.00 
S-21 – + + – 38.64 
S-23 – – + – 0.00 
S-25 – – + – 40.36 
S-27 – – + – 68.70 
S-33 – – + – 0.00 
+：有该功能特征；–：无该功能特征。 
+: The functional characteristics; –: No such functional feature. 
 

 
 
图 12  西洋参幼苗内生真菌的溶磷效果 
Figure 12  Phosphorus solubilization effect of 
endophytic fungi in Panax quinquefolius seedlings. 
 
属 中 的 梅 农 氏 青 霉 (Penicillium menonorum) 
KNU-3 显著促进黄瓜幼苗生长，接种该菌株使根

和芽干生物量分别增加 57%和 52%[32]。篮状菌属

中 的 产 紫 篮 状 菌 (Talaromyces purpurogenus) 

SW-10 与玉米幼苗共培养后，其茎干重、根干

重和株高分别显著提高 37.93%、 31.25%和

13.03%[33]。木霉属中的深绿木霉(Trichoderma 
atroviride)显著促进米槁幼苗苗高及地下部分的

生长[34]。粘帚霉属中的粉红粘帚霉(Clonostachys 
rosea)通过分泌吲哚乙酸促进番茄根生长 20%[35]。

基于上述研究报道，推测西洋参中曲霉属、青

霉属、篮状菌属、木霉属和黏帚霉属等内生真

菌在西洋参幼苗的生长中发挥促进作用。 
文献[36]报道内生真菌能够参与调控植物

体内的代谢过程。本研究发现，曲霉属与西洋

参体内瓜氨酸(citrulline)、3′-AMP 和甘油醛 3-磷
酸呈显著正相关。青霉属与 IBA 呈显著正相关，

木霉属与 IBA、L-组氨酸和 L-赖氨酸呈显著正相

关(P<0.05)。据报道，接种曲霉属中的黑曲霉

(Aspergillus niger)显著提高绿豆对氮、磷、钾、

铁和锌的吸收率，分别提高 7%、9%、8%、17%
和 9%，株高、结节数和产量等指标也显著提高

(P<0.05)[37]。曲霉属中的焦曲霉(Aspergillus ustus)
通过调控生长素和赤霉素信号传导途径促进拟 
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图 13  西洋参幼苗内生真菌的解钾效果 
Figure 13  Potassium-removing effect of endophytic fungi in Panax quinquefolius seedlings. 
 

 
 
图 14  西洋参幼苗内生真菌的产铁载体效果 
Figure 14  Effect of siderophore on endophytic fungi of Panax quinquefolius seedlings. 
 
南芥幼苗生长[38]。青霉属中的 Penicillium sp. 
NICS01 通过调控激素信号途径促进花生幼苗

生长[39]。木霉属中的绿木霉(Trichoderma virens)
通过参与生长素运输途径促进拟南芥生长[40]。

由此推测，西洋参中曲霉属、青霉属和木霉属

等内生真菌参与了西洋参幼苗初生代谢。 
文献[41]指出内生真菌通过增强植物对营

养元素的吸收与利用来促进幼苗生长。本研究

从西洋参幼苗中分离出 33 株内生真菌，并对其

促生活性进行了初步筛选。筛选出 6 株具有促生

活性的内生真菌，其中大前郁夫-安娜篮状菌

(Talaromyces oumae-anna) S-20 具有溶磷活性，

肺炎青霉菌(Penicillium aeneum) S-7 和钩状木霉

(Trichoderma hamatum) S-21 具有解钾活性，罗

杰 斯 无 性 穗 霉 (Clonostachys rogersoniana) 
S-10 、 Trichoderma hamatum S-21 、 黑 曲 霉

(Aspergillus niger) S-25 和黄曲霉 (Aspergillus 
flavus) S-27 均具有产铁载体活性。 

磷通过参与能量转换过程、影响根系形态

及生理特性等途径促进植物生长[42-44]，具溶磷活
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性的内生真菌可通过分泌有机酸将土壤中难溶

性磷转化为可溶性磷，从而提高磷的利用率[45]。

磷的供给对西洋参幼苗的生物量及皂苷含量的

积累具有显著影响 [46]。本研究中分离鉴定的

Talaromyces oumae-anna S-20 表现出显著的溶

磷活性，还发现篮状菌属与 IAA-Glu、Ala-Glu、
鲜重和胚根长等呈显著正相关。据报道，篮状菌

属中的产紫篮状菌(Talaromyces purpureogenus)能
显著提高黄瓜幼苗地下鲜重、地下干重和地上鲜

重，较对照提高 40%、53%和 19% (P<0.05)[47]。

可见，Talaromyces oumae-anna S-20 可能通过其

溶磷活性对西洋参幼苗的生长产生促生作用，

其具体机制尚需将其回接到西洋参幼苗进行深

入验证。 
钾通过调节植物糖代谢相关酶的活性、信号

传导以及光合作用等生理过程影响植物生长[48-50]。

土壤中的钾大多以难溶的形式存在，具有解钾

活性的内生菌可分泌胞外聚合物和酶加快难溶

性钾的溶解，将其转化为植物可吸收的可溶性

钾[51]。钾对西洋参幼苗叶绿素含量及光合作用

相关参数具有显著影响[52]。本研究从西洋参幼

苗中分离鉴定的 Penicillium aeneum S-7 和

Trichoderma hamatum S-21 具有解钾活性，还发

现青霉属与 IBA、鲜重和胚根长呈显著正相关；

木霉属与 IBA、L-组氨酸、L-赖氨酸、鲜重和胚

根长等呈显著正相关。有研究表明，在青霉属

中的鲜绿青霉(Penicillium viridicatum)能显著提

高小麦幼苗鲜重、干重和根长[53]。接种木霉属中

的拟康宁木霉(Trichoderma koningiopsis)和盖姆

斯木霉(Trichoderma gamsii)可显著提高蒜头果

幼苗地上部分、全株鲜重及地上干重和叶绿素

含量[54]。由此推测，具有解钾活性的 Penicillium 
aeneum S-7 和 Trichoderma hamatum S-21 在西

洋参苗期具有良好的促生作用。 
铁离子在土壤中的溶解度普遍较低，导致

其生物有效利用率也较低[55]。内生真菌可通过

分泌铁载体来还原和螯合铁，增强植物对铁的

吸收[19]。缺铁会导致西洋参幼苗叶片出现明显

的失绿黄化现象[46]。本研究从西洋参幼苗中分

离出 4 株具有产铁载体活性的内生真菌黏帚霉

属 Clonostachys rogersoniana S-10、木霉属

Trichoderma hamatum S-21、Aspergillus niger 
S-25 和 Aspergillus flavus S-27，还发现黏帚霉

属、木霉属、曲霉属与西洋参初生代谢和幼苗

生长指标呈显著正相关。据报道，具有产铁载

体能力的西蒙斯木霉 (Trichoderma simmonsii) 
J12 对紫花苜蓿的株高、根粗和鲜重均表现出显

著促生作用(P<0.05)[56]。曲霉属中的 Aspergillus 
niger 能显著提高上海青幼苗的鲜重和叶片光

合色素含量[57]。有研究表明，通过拌种和叶面

喷洒绿色木霉(Trichoderma viride)菌株所制成

的生物菌剂能显著提高花生的产量，达到增产

效果[58]。可见，本研究筛选出的 4 株具有产铁

载体活性的菌株将为西洋参促生菌剂的开发提

供菌种资源。 

4  结论 
不同生长时期西洋参幼苗内生真菌和代谢

物组成存在明显差异，筛选出 6 株具有促生活

性的内生真菌，为西洋参促生菌剂的开发奠定

一定基础。 
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