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摘  要: 【目的】对辽宁省盘锦市双台子河口国家自然保护区的盐生植物翅碱蓬(Suaeda 

heteroptera Kitag.)的内生真菌进行研究。【方法】利用传统分离方法对翅碱蓬的根、茎、

叶组织进行分离和纯化, 根据形态学和理化特征, 并结合 rDNA-ITS 序列分析对菌种进行

鉴定。【结果】共分离得到内生真菌 49 株, 这些内生真菌分属于 13 个属, 其中小丛壳菌

属(Glomerella)、链格孢属(Alternaria)、毛盘孢属(Colletotrichum)和枝孢属(Cladosporium)

为优势菌属。翅碱蓬的内生真菌分布具有一定的组织特异性, 两种不同生境中的翅碱蓬内

生真菌群落丰富度差异较小, 相似度较高, 但在某些种属上存在特异性。【结论】翅碱蓬

体内含有丰富的内生真菌资源, 其内生真菌具有很高的宿主特异性, 而且其分布受生境

影响。 
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Diversity of endophytic fungi of Suaeda heteroptera Kitag.  
NIU Xu-Guang*  SONG Li-Chao  HAN Mei  XIAO Yi-Nong 

(College of Land and Environment, Shenyang Agricultural University, Shenyang, Liaoning 110161, China) 

Abstract: [Objective] The populations of endophytic fungi from halophyte Suaeda heterop-
tera Kitag. grown in the salt flats in Shuangtaizi Estuary of Panjin, Liaoning province, China, 
were investigated. [Methods] Endophytic fungi were isolated and purified from the roots, 
stems and leaves of Suaeda heteroptera Kitag. with traditional method. Isolates were identi-
fied based on morphological, physiological and biochemical characteristics and rDNA-ITS 
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sequence analysis. [Results] Overall, 49 endophytic fungi strains were isolated and purified, 
these strains were classified into 13 different genera, in which Glomerella, Alternaria, Colle-
totrichum and Cladosporium were dominant genera. The distribution of endophytes of host 
plants have some degree of tissue preference, and though there was not significant difference 
of the abundance level in different habitats, habitat specificity of some endophytic fungi 
communities was presented. [Conclusion] Our results suggested that Suaeda heteroptera Ki-
tag. have abundant resouces of endophytic fungi, the species diversity of endophytic fungi 
communities is affected both by its host preference and by its different habitats. 

Keywords: Suaeda heteroptera Kitag., Halophyte, Endophytic fungi, Diversity 

植物内生真菌指寄生于植物的活组织内而不

引起任何明显的负影响的真菌。多数植物与菌根

真菌或内生真菌共生, 真菌与植物的互作至少有

4 亿年的历史[1]。内生真菌长期生活在植物体内

的特殊环境中, 并与宿主协同进化, 可通过自身

的代谢产物或借助信号转导作用对植物体产生

影响, 植物所处的环境, 特别是一些逆境条件, 

也会影响内生真菌的数量、种类和活性。 

生长于盐渍化土壤中的盐生植物(Halophyte)

是盐渍生境中的天然植物类群。翅碱蓬(Suaeda 

heteroptera Kitag.), 又名盐地碱蓬, 是年生真盐

生植物, 广泛分布于我国滨海盐碱地上, 具有耐

盐碱、耐旱、耐涝等特性, 种植翅碱蓬还可以降

低土壤含盐量, 增加土壤有机质含量[2]。翅碱蓬

既可生长在潮水经常浸没的潮间带, 也可生长在

内陆盐碱地。在潮间带生长的植株在整个生长期

地上部分皆为紫红色, 而在盐碱地生长的植株呈

绿色, 前者主要受高盐、缺氧及低温的影响, 后

者主要受盐和干旱的影响[3]。在盐渍条件下, 翅

碱蓬体内积累大量 Na+和 Cl−, 造成了一个高盐的

微环境, 这些微环境中的微生物在与植物协同进

化的过程中可能形成某些机制来提高宿主的抗

逆性, 这种由内生真菌所带来的抗逆性与其天然

生境密切相关[4]。除了天然的宿主植物, 这些内生

真菌也能定殖于其他植物, 并提高其抗逆性[4−5], 

这表明其在农业生产上具有很好的应用前景。  

目前国内外对盐碱地植物资源的研究主要集

中在抗逆基因的克隆及相关基因的转化[6−8], 对

其内生真菌的研究较为少见。为了深入了解内生

真菌在其宿主-翅碱蓬体内的生态功能和作用机

制, 更好地挖掘和利用翅碱蓬内生真菌资源,我

们在辽宁省双台子河口国家自然保护区分别选

择了生长在两种不同生境的翅碱蓬作为研究对

象, 分析了它们的内生真菌区系、种类组成及其

分布特点。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
盐碱地及潮间带生境翅碱蓬植株, 于 2008 年

7−10 月采自辽宁省盘锦市双台子河口国家自然

保护区的内陆盐碱地和滨海潮间带, 取样地的

化学特性如表 1 所示。取样方法参照 Rughia 的

方法[9], 植物和土壤样品用灭菌工具取出后放入

聚乙烯袋中, −4 °C 保存备用。  

1.2  实验方法 
1.2.1  内生真菌的分离与纯化: 将翅碱蓬根、茎、

叶清洗后用 70%乙醇 5 min, 2% NaClO 20 min, 

70%乙醇 5 min 进行表面消毒处理, 无菌水清洗 3

次, 将最后一次无菌水冲洗液涂布在固体培养基
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上培养, 观察有无菌落产生, 以检验表面消毒是

否彻底。将表面消毒后的植物样品切成小段, 放

置在 0.1×PDA 培养基(稀释 10 倍的 PDA, 加入链

霉素和青霉素抑制细菌), 或分别添加 2%、4%、

6% NaCl、翅碱蓬茎叶汁液的 0.1×PDA 培养基上, 

28 °C 培养[5]。待内生真菌长出菌丝后, 将边缘菌

丝切下转至 0.1×PDA 培养基上数次后获得纯培

养菌株。 

1.2.2  内生真菌的鉴定: 采用形态学鉴定方法结

合 ITS 序列分析进行。根据菌落培养特征和菌丝、

孢子及产孢结构等的形态特征进行鉴定[10]。ITS 序

列分析: 用 CTAB 法提取待鉴定真菌的 DNA, 利

用引物 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) 

和 ITS5 (5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3′)

扩增序列, PCR 产物回收, 并送交上海生工生物

工程公司进行测序, 测得序列提交到 GenBank, 

并在 http://www.ncbi.nlm.nih.gov 网站上进行序列

分析, 获得相似序列后用 MEGA 4.0 软件进行多

序列比对, 构建系统发育树。 

1.2.3  数据分析: 分离率(Isolation rate, IR)=(从
样品组织块中分离到某一指定类型内生真菌的

菌 株 数 / 全 部 样 品 组 织 块 数 )×100; 相 对 频 率

(Relative frequency, RF)=某种内生真菌的菌株数/
全部内生真菌菌株数×100; 定殖率(Colonization 
Rate, CR)=能分离出内生真菌的样品组织块数/全
部样品组织块数。多样性指数(Shannon index, H)= 

k
i ii-1

ln ,P P− ×∑  k: 某种植物内生真菌种类的总数; 

Pi: 某种内生真菌的菌株数占全部内生真菌株数

的 百 分 比 。 相 似 性 系 数 (Similarity coefficient, 
SC)=2j/(a+b), j: 两个部位共同具有的内生真菌种

类数; a: 一部位内生真菌种类数; b: 另一部位内

生真菌种类数[11]。 
 

表 1  取样土壤的基本化学性质 
Table 1  Basal chemical properties of sampling soil 

采样生境 
Sampling habitats 

有机质 
Organic matter (g/kg) 

全氮(N) 
Total nitrogen (g/kg)

全磷(P2O5) 
Total phosphorus (g/kg)

Na+ 

(g/kg) 
Cl− 

(g/kg) 
pH 
pH 

盐碱地 Saline inland 12.93 1.08 1.03 1.4 1.9 8.8 

潮间带 Intertidal zone 8.31 0.47 0.89 4.1 5.7 8.3 
 

2  结果 

2.1  翅碱蓬内生真菌的组成 
从翅碱蓬组织中共分离到 49 株内生真菌, 其

中 38 株能产生孢子, 通过菌落特征及显微观察, 

这 38 株真菌分别属于镰刀菌属(Fusarium)、小丛

壳菌属(Glomerella)、链格孢属(Alternaria)、枝孢

属(Cladosporium)、红酵母属(Rhodotorula)、茎点

霉属(Phoma)、木霉属(Trichoderma)和毛盘孢属

(Colletotrichum)等 8 个属。对不产孢的 11 株内生

真菌提取 DNA 后进行 ITS 序列的扩增和分析, 所

得序列在 NCBI 上进行 BLAST 比对, 结果表明, 

它们均起源于子囊菌, 从 GenBank 上下载这些序 

列的相关参考序列用于系统发育分析 , 选用

Rhizopus stolonifer 作为外类群, 构建系统发育

树。从系统发育树上可见(图 1), 11 株不产孢内生

真 菌 分 别 归 类 到 毛 盘 孢 属 、 小 不 整 球 壳 属

(Plectosphaerella)、肉座菌属(Hypocrea)、曲霉属

(Aspergillus) 、 枝 孢 属 、 链 格 孢 属 、 小 光 壳 属

(Leptosphaerulina)和匍柄霉属(Stemphylium)等 8

个属中。综合形态学和分子生物学鉴定结果, 分

离得到的内生真菌多属于子囊菌亚门(98%), 个

别属于担子菌亚门(2%)。其中以小丛壳菌属、链

格孢属、毛盘孢属、枝孢属为优势类群, 分别占总

菌株数的 28.6%、14.3%、14.3%和 14.3% (表 2)。 
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图 1  11 株内生真菌基于 ITS 序列的系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic tree derived from ITS sequences of 11 endophytic fungi 
注: Rhizopus stolonifer 作为外类群, 高于 50%的 Bootstrap 值在图中显示. 节点处的数字是 Bootstrap 值, 括号中的数字是序列

登录号. 
Note: Using Rhizopus stolonifer as outgroup, numbers below the branches are the bootstrap support percentage>50%. The numbers at 
the nodes are bootstrap values, The numbers in the brackets are accession numbers. 

 
2.2  翅碱蓬内生真菌分布的差异性 
2.2.1  内生真菌在翅碱蓬不同器官的分布(表 3): 
翅碱蓬不同器官中均有内生真菌分布, 所得到的

49 株内生真菌中, 根中 27 株, 茎中 11 株, 叶中

11 株。经计算得出, 翅碱蓬总内生真菌的定殖率

为 40.9%, 根、茎、叶分别为 22.5%、9.2%、9.2%。

根中分离到内生真菌 27 株分属于 11 个菌属, 茎

中分离到内生真菌 11 株分属于 6 个属, 叶中分

离到内生真菌 11 株分属于 7 个属, 翅碱蓬内生

真菌多样性指数为 2.13, 其中根、茎、叶内生真 
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表 2  翅碱蓬内生真菌的类群组成 

Table 2  The composition of endophytic fungi from the halophyte Suaeda heteroptera Kitag. 
真菌属 
Genus 

分离率 
Isolation rate (%) 

相对频率 
Relative frequency (%) 

Dothideomycete   

Cladosporium spp. 5.8 14.3 

Leptosphaerulina spp. 2.1 4.1 

Alternaria spp. 5.8 14.3 

Trichoderma spp. 0.8 2.0 

Hypocrea spp. 0.8 2.0 

Fusarium spp. 3.3 8.2 

Stemphylium spp. 0.8 2.0 

Eurotiomycetes   

Aspergillus spp. 0.8 2.0 

Sordariomycetes   

Plectosphaerella spp. 1.7 4.1 

Glomerella spp. 11.7 28.6 

Colletotrichum spp. 5.8 14.3 

Cystobasidiomycetes   

Rhodotorula spp. 0.8 2.0 

Coelamycetes   

Phoma spp. 0.8 2.0 

 
表 3  内生真菌在翅碱蓬植株内的分布情况 

Table 3  Distribution of endophytic fungi in Suaeda heteroptera Kitag. 
分离率 Isolation rate (%) 真菌属 

Genus 根 Roots 茎 Stems 叶 Leaves 

Cladosporium spp. 8.2 2.0 4.1 

Leptosphaerulina spp. 2.0 0 2.0 

Alternaria spp. 6.1 4.1 4.1 

Trichoderma spp. 2.0 0 0 

Hypocrea spp. 2.0 0 0 

Fusarium spp. 6.1 2.0 0 

Stemphylium spp. 2.0 0 0 

Aspergillus spp. 2.0 0 0 

Plectosphaerella spp. 2.0 2.0 0 

Glomerella spp. 16.3 10.2 2.0 

Colletotrichum spp. 6.1 2.0 6.1 

Rhodotorula spp. 0 0 2.0 

Phoma spp. 0 0 2.0 
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菌多样性指数分别为 1.49、0.6、0.75, 不同部

位间内生真菌相似性系数分别为 0.706 (根 vs
茎)、0.556 (根 vs 叶)和 0.615 (茎 vs 叶)。可见, 翅

碱蓬根中内生真菌的丰富度要远远超过茎和叶

片, 而且根与茎的内生真菌相似性较高。其中, 
根和茎的内生真菌的优势菌群均为小丛壳菌

属, 而叶中的优势菌群为毛盘孢属。有些真菌

类群表现出明显的器官(部位)特异性或偏好性, 
如匍柄霉属、曲霉属、肉座菌属和木霉属只在

根中有分布, 红酵母属和茎点霉属只在叶中有

分布。 

2.2.2  内生真菌在不同生境翅碱蓬体内的分布: 
从群落多样性的 Shannon 指数来看, 盐碱地和潮

间带翅碱蓬的内生真菌群落的丰富度相差很小, 
两种生境中内生真菌相似性系数为 0.631, 相似

性程度较高, 表明翅碱蓬内生真菌多样性受生境

的影响比受植株基因型的影响小。此外, 从表 4
可以看出, 两种生境的翅碱蓬植株内的内生真菌

在某些种属上存在特异性, 如木霉属、肉座菌属、

匍柄霉属、曲霉属和小不整球壳属只在盐碱地翅

碱蓬中分离到, 而红酵母属和茎点霉属只在潮间

带翅碱蓬植株中有分布。 

 
表 4  不同生境翅碱蓬内生真菌分布及群落生物多样性指数 

Table 4  Compositon and diversity of endophytic fungi isolated from Suaeda heteroptera Kitag. in different habitats
分离率 Isolation rate (%) 

真菌属 Genus 
盐碱地 Saline inland 潮间带 Intertidal zone 

Cladosporium spp. 4.2 1.7 
Leptosphaerulina spp. 0.8 0.8 
Alternaria spp. 3.3 2.5 
Trichoderma spp. 0.8 0  
Hypocrea spp. 0.8 0  
Fusarium spp. 0.8 3  
Stemphylium spp. 0.8 0  
Aspergillus spp. 0.8 0  
Plectosphaerella spp. 1.7 0  
Glomerella spp. 8.3 3.3 
Colletotrichum spp. 3.3 2.5 
Rhodotorula spp. 0 0.8 
Phoma spp. 0 0.8 
定殖率 Colonization rate 25.8 15 
Shannon 指数 Shannon index (H) 2.03 1.96 
相似性系数 Similarity coefficient 0.631 

 

3  讨论 

在植物内生真菌的研究中, 分离培养基的成

分会在很大程度上影响获得的内生真菌群落组

成[12]。由于植物体组织成分比较复杂, 难于模拟, 

因此常由于培养基不适合造成一些内生真菌人

工分离培养的困难, 为尽量保持内生真菌的多样

性, 本实验尝试采用在 0.1×PDA 的基础上添加

翅碱蓬茎叶汁液的培养基, 补充其内生真菌可

能的特殊营养需求, 获得了较为丰富的内生真

菌类群。 

尽管地球上几乎所有的被子植物都有内生真

菌[13], 但翅碱蓬作为一种真盐生植物, 其高盐、

低温或干旱的天然生境和植株自身对 Na+和 Cl−
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的累积, 使得其体内的环境并不适于微生物生

存。但我们的研究结果表明, 翅碱蓬体内也含有

丰富的内生真菌类群, 而且其他植物中常见的毛

盘孢属、枝孢属、小丛壳菌属和镰刀菌属等内生

真菌种属在翅碱蓬体内也有分布(表 2), 表明一

些真菌种属在长期的进化过程中已经适应了在

植物体内的内生生活。翅碱蓬的优势内生菌属包

括小丛壳菌属、链格孢属、毛盘孢属和枝孢属, 其

中毛盘孢属在囊果碱蓬(Suaeda fruticosa)的叶中

也是优势菌群[14], 而在印度的海滨碱蓬(Suaeda 

martitima)中也曾分离到枝孢属真菌 [15]。这与

Petrini 和 Carroll 的研究结果吻合, 内生真菌群落

尽管受宿主植物所处环境的影响, 但在宿主科的

水平上仍具有一定程度的专一性[16]。值得注意的

是 , 匍柄霉属和枝孢属等着色真菌 (Pigmented 
fungi)在其他盐生植物中也曾见报道[17−18], 这些

着色真菌可能在翅碱蓬等盐生植物的抗逆性中

发挥重要的作用。而在翅碱蓬中未分离到囊果碱

蓬 和 海 滨 碱 蓬 中 的 优 势 菌 属 壳 格 孢 属

(Camarosporium), 这种内生真菌群落在宿主种的

水平上的差异性、专一性特点与之前 Petrini 的研

究结果一致, 表明内生真菌的类群和分布可能受

到其与宿主植物的专一性, 互相识别、地理位置

和气候环境等因素的影响。另外, 我们在菌种鉴

定时在形态学鉴定的基础上针对一些不产孢真

菌进行了 ITS 序列分析, 结果发现一些真菌序列

与 NCBI 中序列的同源性低于 97%, 表明这些内

生真菌可能是已知菌属中的新种甚至更高的分

类单元。 

翅碱蓬内生真菌在各部位的分布表现出一定

的差异, 这充分体现在多样性指数上, 这与他人

的研究结果相吻合[11,19−20]。所分离到的内生真菌

中, 根中的多样性明显高于茎、叶中, 且各部位

都含有各自特有的专一性菌群, 造成这种差异性

和专一性的原因可能是各器官组织结构和生理

代谢不同, 也可能是环境因素对翅碱蓬各器官的

影响不同。研究中也发现了一些在不同器官中共

有的广布菌群, 如枝孢属、链格孢属、毛盘孢属

和小丛壳菌属在翅碱蓬的根、茎、叶都有分布, 而

且从数量上来看, 其中的小丛壳菌属在翅碱蓬中

也属于数量最多的优势类群。从各部位内生真菌

的相似性系数来看, 根和茎间的相似性较高, 而

根和叶间的相似性较低, 体现出一定的组织差异

性和专一性。尽管关于碱蓬属植物内生真菌的研

究很少, 但翅碱蓬体内无疑存在着丰富的内生真

菌资源。 

潮间带翅碱蓬主要受高盐、缺氧及低温的影

响, 而盐碱地翅碱蓬则主要受盐和干旱的影响[3], 

这两种生境中的碱蓬植株所受胁迫既有相似处, 

又有区别。有研究表明, 不同生境的翅碱蓬在对

逆境的适应机理方面存在差异, 主要体现在类囊

体垛叠程度、对盐离子(尤其是 Cl–)的积累或限制

能力及叶片抗氧化系统的差异等[21−22]。本研究中

发现两种生境中内生真菌的多样性指数无明显

差异, 而且相似性程度较高, 但盐碱地翅碱蓬的

内生真菌定殖率明显高于潮间带翅碱蓬, 而且各

自的内生真菌类群组成有一定的差异性。这表明

宿主植物生境上的差异可能在一定程度上影响

其内生真菌的分布情况, 这种内生真菌分布的差

异也可能对宿主产生影响, Redman 等认为, 逆境

环境生长的植物的内生真菌能提高宿主的抗逆

性[4−5], 这种作用与植物所处的天然生境密切相

关。例如, 地热环境植物体内分离的内生真菌能

提高抗热性, 高盐环境植物体内分离的内生真菌

能提高耐盐性。而从非胁迫环境分离的同种真菌

则没有这些功能[4], 不同生境的翅碱蓬所受逆境

胁迫不同, 其内生真菌的类群组成也不同, 其特

异的内生真菌类群可能与宿主植物对不同逆境

的耐受性有关, 这仍需进一步对内生真菌在翅碱

蓬的生长发育和抗逆性方面的作用进行测定。 
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