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橘皮表面真菌群落结构多样性分析 
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摘  要：【目的】研究鲜橘皮表面真菌群落结构多样性，为探讨橘皮经贮藏陈化为陈皮真菌群

落的变化奠定基础。【方法】在广东、四川、广西、江西、重庆 5 个柑橘主产地采集橘栽培变

种茶枝柑、大红袍等的鲜橘皮，在 Illumina HiSeq 平台上扩增橘皮表面真菌 ITS 区进行高通量

测序，分析真菌物种注释及丰富度，并应用 α与 β多样性分析(Alpha & Beta diversity)对真菌群

落结构组成进行分析。【结果】8 批橘皮样品的有效序列可分类至 35 个属，不同产地茶枝柑、

大红袍等品种橘皮表面真菌群落由 7 类真菌群落组成，种类一致，其中担孢酵母属

(Erythrobasidium)、青霉属(Penicillium)、曲霉属(Aspergillus)、红酵母属(Rhodotorula)、球腔菌

属(Mycosphaerella)为最大相对丰度排名前 5 的属，首次在橘皮表面发现枝氯霉属和短梗霉属真

菌。【结论】明确了橘皮表面真菌群落结构组成，为橘皮在贮藏过程中真菌群落变化与药材品

质变化相关性研究奠定基础。 

关键词：橘皮，真菌，高通量，真菌群落结构，真菌多样性 

Community structure analysis of fungi isolated from citrus surfaces 
ZHANG Xin  LIU Su-Juan  WANG Zhi-Lei  WANG Fu  CHEN Lin 

CHEN Hong-Ping*  LIU You-Ping* 
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Abstract: [Objective] To study the structural diversity of the fungal communities on the surface of 
fresh citrus peel, with an aim to establish foundation for exploring the changes of the fungal 
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community when the citrus peel became the citri reticulatae pericarpium (CRP) during storage and 
aging. [Methods] The fresh citrus peel from the Citrus cultivar –Citrus reticulata ‘Chachi’ and 
Citrus reticulata ‘Dahongpao’ was collected from 5 main citrus origins, namely, Guangdong, 
Sichuan, Guangxi, Jiangxi, and Chongqing. The fungal internal transcribed spacer (ITS) domain on 
the citrus peel surface was amplified on the Illumina HiSeq platform for high-throughout sequencing 
for the first time, the species annotations and abundance of the fungi were analyzed, and the 
structural composition of the fungal communities was analyzed based on the analysis of Alpha & 
Beta diversity. [Results] The effective sequences of the 8 citrus peel samples could be classified into   
35 genera. The fungal communities on the citrus peel surface of cultivars like ‘Chachi’ and 
‘Dahongpao’ with various origins were consistently made up of 7 genera, among which, 
Erythrobasidium, Penicillium, Aspergillus, Rhodotorula, Mycosphaerella were the top 5 genera in 
terms of the maximum relative abundance. In addition, it was the first time to discover 
Aureobasidium and Ramichloridium on citrus peel surface. [Conclusion] This research had 
determined the structural composition of the citrus peel surface fungal communities, which had 
established foundation for the correlation research on the fungal community changes and the quality 
changes of the crude medicine during the storage of citrus peel. 

Keywords: Citrus peel, Fungi, High throughput, Fungal community structure, Fungal diversity 

橘皮为芸香科植物橘(Citrus reticulata Blanco)

及其栽培变种的成熟果皮，鲜橘皮经干燥、贮藏陈

化后作为陈皮药用。陈皮始载于《神农本草经》，

列为上品，具有理气健脾、燥湿化痰之功[1]，为大

宗中药材。陈皮为中药“六陈”之一，传统中医理论

认为陈皮“陈久者良”[2-3]，目前已有较多研究对这一

说法进行科学验证，均证明久贮陈皮活性成分发生

变化，但其科学内涵的研究有待深入。 

本课题组前期提出陈皮表面微生物长期代谢

产生成分变化的假设，报道了陈皮霉变可引起黄酮

类成分增加[4]，通过反接试验筛选出主要引起黄酮

类成分增加的真菌为黑曲霉，证实黑曲霉等真菌可

引起陈皮中黄酮类成分的增加，首次将微生物与陈

皮药材品质相结合证明在陈化过程中真菌参与了

陈皮药材品质的变化，但鲜橘皮与陈化为陈皮后表

面真菌群落结构的分析未见报道。因此本文在前文

基础上首次研究了橘的果皮表面真菌群落的结构

组成。既往基于纯培养对橘皮致病真菌与霉菌的分

离鉴定和生物学特征上进行了研究[5-7]，但真菌种类

繁多，且其生长、生理生化特征会随着环境的变化

而不稳定，因此采用纯培养方式对真菌进行正确分

类存在较大困难，难以明确整体真菌群落结构。 

近年来，内转录间隔区 (Internal transcribed 

spacer，ITS)已被广泛应用于真菌分类鉴定中[8-10]，

利用 HiSeq 平台对 ITS1 区进行测序，具有测序深

度高、利于鉴定低丰度群落物种及费用低的特   

点[11-12]。高通量测序不仅能获得样品中的微生物群

落组成，还能将其相对含量进行数字化，为环境样

品中微生物群落的多样性分析提供一种可靠有效

的方法。目前高通量测序技术在土壤[13-14]、人类皮

肤[15]、葡萄表面[16]等样品中的微生物多样性分析得

到广泛应用。微生物群落多样性研究主要的技术包

括扩增子测序和宏基因组测序，扩增子测序主要通

过对特定长度的 PCR产物进行测序分析，针对环境

样本，ITS 扩增子测序是研究环境微生物多样性及

群落组成差异的重要技术手段之一。因此本研究利

用 ITS扩增子测序技术对鲜橘皮进行表面真菌多样

性和群落结构分析，旨在明确橘皮表面的优势、特

有菌群，为进一步探讨真菌与陈皮药材品质间的相

关性研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品信息 

在四川、广东、广西、江西、重庆 5个柑橘主

产地采集 8批橘皮样品，采集后迅速保存于−80 °C。

样品均经成都中医药大学药学院中药鉴定教研室

严铸云教授鉴定，鉴定结果见表 1。 
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表 1  样品采集信息表 
Table 1  Samples information 

编号 No. 品种名 Variety name 采样地点 Sampling sites 采样时间 Sampling time

WL 樟头红 C. reticulate Blanco cv. Zhangshuensis Hort. 江西省南昌市湾里区 2015.10.30 

DY 大红袍 C. reticulata ‘Dahongpao’ 四川省成都市大邑县 2015.11.14 

PJDX 大红袍 C. reticulata ‘Dahongpao’ 四川省蒲江县大兴镇 2015.11.29 

XH 茶枝柑 C. reticulata ‘Chachi’ 广东省广州市新会区 2015.11.30 

CX 大红袍 C. reticulata ‘Dahongpao’ 四川省广元市苍溪县 2015.12.10 

BS 大红袍 C. reticulata ‘Dahongpao’ 重庆市璧山区健龙镇 2015.12.16 

LSJ 南丰蜜橘 C. kinokuni Tanaka 广西壮族自治州宜州市刘三姐镇 2015.12.21 

PJHS 大红袍 C. reticulata ‘Dahongpao’ 四川省蒲江县鹤山镇 2015.12.22 

 

1.2  主要试剂和仪器 

建库试剂盒 TruSeq® DNA PCR-Free Sample 

Preparation Kit，Illumina公司；QIAquick胶回收试

剂盒，QIAGEN公司；Phusion® High-Fidelity PCR 

Master Mix with GC Buffer、高效高保真酶，New 

England Biolabs公司。PTC200PCR仪，美国Bio-Rad

公司；HiSeq 2500测序系统，Illumina公司。 

1.3  DNA 测序方法 

1.3.1  基因组DNA的提取与PCR扩增：采用口腔

拭子基因组的取样方式，使用无菌棉签在橘皮表

面擦拭，以擦拭面积计 5 cm×5 cm用 20根棉签，

擦拭完后用剪刀将棉签部分从其杆上剪下，采用

CTAB 法对其基因组 DNA 进行提取，利用琼脂糖

凝胶电泳检测 DNA 的纯度和浓度，取适量的样品

于离心管中，使用无菌水稀释样品至 10−6 g/L。以

稀释后的基因组 DNA 为模板，根据测序区域的选

择，使用带 Barcode 的特异引物， Phusion® 

High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer和高

效高保真酶进行 PCR，确保扩增效率和准确性。 

引物对应区域 ITS5-1737F和 ITS2-2043R。PCR

反应体系(30 μL)：Phusion Master Mix (2×) 15 μL，正

反引物(2 μmol/L)各 1.5 μL，gDNA (1 mg/L) 10 μL，

H2O 2 μL。PCR 反应程序：98 °C 1 min；98 °C 10 s，

50 °C 30 s，72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 5 min。 

1.3.2  PCR 产物的混样和纯化：PCR产物使用 2%

浓度的琼脂糖凝胶进行电泳检测；根据 PCR 产物

浓度进行等量混样，充分混匀后使用 2%的琼脂糖

凝胶电泳检测 PCR 产物，对目的条带使用胶回收

试剂盒回收产物。 

1.3.3  文库构建和上机测序：使用 TruSeq® DNA 

PCR-Free Sample Preparation Kit建库试剂盒进行文库

构建，构建好的文库经过Qubit和Q-PCR定量，文库

合格后，使用HiSeq 2500 PE250进行上机测序。 

1.4  数据分析方法 

1.4.1  测序数据处理：根据Barcode序列和 PCR扩

增引物序列从下机数据中拆分出各样品数据，截

去 Barcode 和引物序列后使用 FLASH v1.2.7[17]对 

每个样品的 Reads进行拼接，得到的拼接序列为原

始 Tags数据(Raw tags)，Raw tags经过滤处理[18]得

到高质量的 Tags 数据(Clean tags)。参照 QIIME 

v1.7.0[19]对 Tags 进行质量控制，将处理后得到的

Tags序列通过 UCHIME algorithm[20]与数据库 Unite 

database 进行比对检测嵌合体序列，去除其中的嵌

合体序列[21]，得到最终的有效数据(Effective tags)。 

1.4.2  OTU 聚类和物种注释：利用 UPARSE 

v7.0.1001[22]软件对所有样品的全部 Effective tags

进行聚类，默认以 97%的一致性将序列聚类成为

OTUs (Operational taxonomic units)，同时选取

OTUs 的代表性序列，依据其算法原则，筛选出

OTUs 中出现频数最高的序列作为 OTUs 的代表序

列。用 QIIME 软件中的 BLAST 方法[23]与 Unit 数

据库[24]对OTUs代表序列进行物种注释分析，并分

别在各个分类水平统计各样本的群落组成。以样

品中数据量最少的为标准对各样品的数据进行均
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一化处理，后续的Alpha多样性分析和Beta多样性

分析都是基于均一化处理后的数据。 

1.4.3  样品复杂度分析(Alpha diversity)、多样品

比较分析(Beta diversity)：使用 QIIME 软件计算

Observed-species、Chao1、Shannon、Simpson、ACE

和 Goods-coverage 指数，应用非加权组平均法

(Unweighted pair-group method with arithmetic 
means，UPGMA)构建 UPGMA样品聚类树。使用 R

软件 v2.15.3 绘制非度量多维尺度分析(Non-metric 

multi-dimensional scaling，NMDS)图。 

2  结果与分析 

经过对所有样品的测序结果进行分析处理，去

掉测序质量差的序列后，每个样品得到的优化序列

及序列平均长度见图 1。NMDS分析将橘皮样本中

所包含的真菌物种信息以点的形式反映在多维空

间上，基于 OTU水平的 NMDS分析结果见图 2，

图 2中相同产地的样品点与点的距离较小，表明平

行样品间真菌群类结构相似度高，结合 UPGMA聚

类分析结果(图 3)，证明研究所采集样品中相同产地

间的样品能够聚为一类，且 MRPP 组间差异分析 

(表 2)结果也证明研究样品中组间差异大于组内差

异(A>0)，说明实验样本能真实地反映不同产地样品

的真菌群落组成多样性。 

研究所采集的橘皮样品通过高通量测序及分

析得到可分类 OTUs 数目共 17 724 个，于不同分

类水平分属于 7个门、34个纲、35个目、35个科、

35 个属。在门的分类水平上(图 4)，不同产地样品

间真菌群落组成一致，均由 7类真菌群落组成，分

别 为 子 囊 菌 ( A s c o m y c o t a ) 、 担 子 菌 

(Basidiomycota)、球囊菌(Glomeromycota)、接合菌

(Zygomycota) 、 壶 菌 (Chytridiomycota) 、

Rozellomycota 和未分类真菌 (Others/Unclassified 

fungi)，其中子囊菌、担子菌、球囊菌和未分类真

菌占整体的比例约为 68.7%、25.7%、0.5%和 5.0%，

其余三者为 0.1%。根据各类真菌在整体中所占比例，

在门分类水平上将真菌群落分为优势菌群、常见菌

群和稀有菌群三大类。优势菌群为比例超过 30%的

真菌群落，包括子囊菌；常见菌群指那些比例小于

30%，但在大多数样品中均出现的真菌群落，包括担

子菌和球囊菌。接合菌、壶菌与 Rozellomycota虽然

在研究的样品中存在，但所占比例均小于 0.5%，因

此将其归为稀有菌群。在属的分类水平上，根据每

个样品的物种分类结果，筛选出所有样品中的优势

属，分别为担孢酵母属(Erythrobasidium)、青霉属

(Penicillium)、曲霉属 (Aspergillus)、红酵母属

(Rhodotorula)、球腔菌属(Mycosphaerella)、枝氯霉属

(Ramichloridium) 、 Cyphellophora 、 短 梗 霉 属

(Aureobasidium)、德巴利酵母属(Debaryomyces)。 
 

 

 
 

图 1  各样品的 OTUs 聚类和注释情况统计 
Figure 1  Statistic analysis of the tags and OTUs number of each samples 

注：第一纵坐标(Tags number)分别指 Total tags (红色)，Unique tags (橙色)，Taxon tags (蓝色)和 Unclassified tags (茶绿色)的数目；第

二纵坐标(紫色)指每个样品得到的 OTUs数目. 

Note The Y1-axis titled “Tags number” means the numbers of tags; “Taxon tags” (Orange bars); “Unclassified tags” (Orange bars); The 
Y2-axis titled “OTUs numbers” (Purple bars) in the above picture to identify the numbers of OTUs in different samples. 
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图 2  NMDS 分析 
Figure 2  NMDS analysis 

注：图中的每个点表示一个样品，点与点之间的距离表示差异程度，同一个组的样品使用同一种颜色表示. Stress小于 0.2时，表明

NMDS分析具有一定的可靠性. 

Note: Each point represents a sample, plotted by the second principal component on the Y-axis and the first principal component on the 
X-axis, which was colored by group. 
 

 
 

图 3  基于 Unweighted unifrac 距离的 UPGMA 聚类树 
Figure 3  UPGMA tree based on unweighted unifrac 

注：A：UPGMA聚类树结构；B：各样品在门水平上的物种相对丰度分布图. 

Note: A: Plotted with UPGMA tree; B: The relative phylum-level abundance map . 
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表 2  MRPP 组间差异分析 
Table 2  Analysis of differences between groups MRPP 

Group A Observed-delta Expected-delta Significance 

CX-PJHS 0.163 6 0.695 3 0.831 3 0.1 

CX-LSJ 0.207 7 0.636 6 0.803 5 0.1 

LSJ-PJHS 0.325 4 0.470 4 0.697 4 0.1 

CX-DY 0.205 6 0.634 6 0.798 9 0.1 

DY-PJHS 0.342 0 0.468 5 0.712 0 0.1 

DY-LSJ 0.415 6 0.409 8 0.701 2 0.1 

CX-XH 0.179 5 0.645 7 0.786 9 0.1 

PJHS-XH 0.321 4 0.479 5 0.706 6 0.1 

LSJ-XH 0.391 4 0.420 8 0.691 5 0.1 

DY-XH 0.337 7 0.418 9 0.632 5 0.1 

CX-WL 0.059 9 0.771 4 0.820 6 0.2 

PJHS-WL 0.193 3 0.605 3 0.750 3 0.1 

LSJ-WL 0.267 5 0.546 6 0.746 2 0.1 

DY-WL 0.202 1 0.544 6 0.682 6 0.1 

WL-XH 0.162 3 0.555 6 0.663 3 0.1 

CX-PJDX 0.130 1 0.724 1 0.832 5 0.1 

PJDX-PJHS 0.170 0 0.558 0 0.672 3 0.1 

LSJ-PJDX 0.283 8 0.499 3 0.697 1 0.1 

DY-PJDX 0.218 5 0.497 3 0.636 4 0.1 

PJDX-XH 0.240 3 0.508 4 0.669 1 0.1 

PJDX-WL 0.137 1 0.634 1 0.734 8 0.1 

BS-CX 0.151 6 0.671 7 0.791 7 0.1 

BS-PJHS 0.276 8 0.505 5 0.699 0 0.1 

BS-LSJ 0.337 6 0.446 8 0.674 5 0.1 

BS-DY 0.326 7 0.444 9 0.660 7 0.1 

BS-XH 0.325 3 0.455 9 0.675 7 0.1 

BS-WL 0.172 1 0.581 6 0.702 5 0.1 

BS-PJDX 0.237 2 0.534 4 0.700 6 0.1 

注：Observe-delta值越小说明组内差异小，Expect-delta值越大说明组间差异大. A值大于 0说明组间差异大于组内差异，A值小于 0

说明组内差异大于组间差异. Significance值小于 0.05说明差异显著. 

Note: Smaller value of Observe-delta represents small differences in the group and the greater value of Expect-delta shows that the great 
differences between groups. The value of A greater than 0 represents the differences between groups is greater than the difference in the 
group. The differences in the group is greater than the difference between groups, conversely. Significance value which is less than 0.05 
shows significant difference. 
 
 

根据MRPP组间差异分析结果(表 3)，不同产地

之间橘皮表面真菌群落组成无显著差异(P>0.05)。但

不同产地样品间 OTUs 种类数目各不相同：LSJ 为  

2 877、BS为 2 836、PJHS为 2 522、PJDX为 2 220、

XH为 2 096、WL为 1 754、CX为 1 711、DY为 1 708；

其中 24份样品共同包含的 OTU共有 65个，仅占各

产地的 2%−3%。所有样品特有的 OTU 所占比例分

别为WL 2.0%、DY 1.5%、PJDX 1.8%、XH 2.2%、
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CX 0.6%、BS 5.5%、LSJ 5.3%、PJHS 3.2%，这说明

不同产地间橘果皮表面真菌群落组成结构相似，存

在部分差异。在属的分类水平上，橘皮表面真菌群

落组成种类及优势菌群在各产地间的相对丰度各不

相同，根据所有样品在属水平的物种注释及丰度信

息(图 5)，根据其在每个样品中的丰度信息，分析并

统计了各批次样品中的优势菌属，选取丰度排名前 5

的属，结果见表 3。 

 
 

 
 
 

图 4  门水平上的物种相对丰度柱形图 
Figure 4  Species relative abundance in the classification level of phylum 

注：Others：图中这 10个门之外的其他所有门的相对丰度之和. 

Note: Others: Total relative abundance of the rest phylum besides the top 10 phylum. 

 
 

表 3  8 批样品优势菌属分布情况 
Table 3  The distribution of dominant fungi genera in 8 batch samples 

样品编号 

Sample No. 

优势菌属 

The predominant genera 
WL 曲霉属 Aspergillus、青霉属 Penicillium、球腔菌属Mycosphaerella、枝孢属 Cladosporium、枝氯霉属 Ramichloridium 

DY 红酵母属 Rhodotorula、担孢酵母属 Erythrobasidium、短梗霉属 Aureobasidium、假丝酵母属 Candida、枝孢属

Cladosporium  
PJDX 担孢酵母属 Erythrobasidium、Tilletiopsis、球腔菌属 Mycosphaerella、掷孢酵母属 Sporobolomyces、红酵母属

Rhodotorula  
XH 路德酵母属 Lodderomyces、红酵母属 Rhodotorula、假丝酵母属 Candida、短梗霉属 Aureobasidium、棘壳孢菌属

Pyrenochaetopsis 
CX 德巴利酵母属 Debaryomyces、腹膜孢酵母属 Saccharomycosis、汉逊酵母属 Hanseniaspora、青霉属 Penicillium、

球腔菌属Mycosphaerella  

BS 青霉属 Penicillium、红酵母属 Rhodotorula、联邦属Micarea、Biatora、担孢酵母属 Erythrobasidium  

LSJ Cyphellophora、掷孢酵母属 Sporobolomyces、枝孢属 Cladosporium、担孢酵母属 Erythrobasidium  

PJHS 枝氯霉属 Ramichloridium、球腔菌属 Mycosphaerella、横断孢属 Strelitziana、兰伯盘菌 Lambertella、光黑壳属

Preussia  
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图 5  物种丰度聚类图 
Figure 5  Species abundance heatmap 

注：纵向为样品信息，横向为物种注释信息，图中左侧的聚类树为物种聚类树. 

Note: Plotted by sample name on the X-axis and the Y-axis represents the genus. The cluster tree on the left side of the graph is a species 
cluster tree. 
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3  讨论 

既往报道主要在橘皮表面致病菌的分离鉴定

和生物学特征上，对橘皮表面真菌群落结构组成研

究未见报道。本研究首次利用高通量测序技术分析 

了 8个不同产地 24批药用橘皮样品中真菌多样性，

结果表明不同产地、批次橘皮样品中真菌群落组成

相似度较高，无显著差异(P>0.05)，因此定殖于药用

橘皮表面的真菌类群相似度高，受产地和品种影响 

小。高通量测序结果共得到 17 724个 OTUs，有效

序列可分类至 35 个属，其中优势菌群为子囊菌

Ascomycota，常见菌群为担子菌和球囊菌，担孢酵

母属(Erythrobasidium)、青霉属(Penicillium)、曲霉

属(Aspergillus)、红酵母属(Rhodotorula)、球腔菌属

(Mycosphaerella)为最大相对丰度排名前 5的属。 

本研究结果表明橘皮表面真菌结构组成相似，

其中青霉属、曲霉属为相对丰度较大的属，课题组

前期在陈皮表面鉴定了黑曲霉、黄曲霉、烟曲霉、

桔青霉和朱黄曲霉 5种真菌，分属于青霉属与曲霉

属。可见青霉属与曲霉属真菌在橘皮和陈皮中的检

出率较高，分析葡萄表面和黑茶[25]中的真菌结构多

样性，发现青霉属与曲霉属在葡萄、茶叶中均有分

布，为广分布真菌。本研究首次在橘皮表面发现短

梗霉属和枝氯霉属真菌，短梗霉属真菌与酵母菌经

常栖息在一起，一般通称为“类酵母真菌”，分布于

植物和土壤中[26]。枝氯霉属真菌是一种植物病原 

菌[27-28]，附生于橘皮表面形成黑色污斑引起柑橘煤

污病。此外，还发现了球腔菌属真菌等常见的柑橘

病原[29-30]，鉴定了红酵母 Rhodotorula[31]、汉逊酵母

属Hanseniaspora、假丝酵母属Candida[32]等在水果、

蔬菜以及果园土壤中常见的真菌。 

上述青霉属、曲霉属真菌虽是橘或陈皮在存放

过程中常见的致病菌和霉菌，但也有大量文献报 

道[33-36]黑曲霉、桔青霉、指状青霉等真菌广泛应用

于微生物转化，尤其是在植物次生代谢产物的研究

方面取得了一定的进展，具有较大的应用前景，前

期研究也报道了陈皮药材品质变化与真菌的相关

性，初步证实陈皮中的真菌会引起陈皮药效物质基 

础的变化，证明在陈化过程中真菌参与了陈皮药材

品质的变化，因此研究陈化过程中真菌的优势类群具

有重要意义，而橘皮在陈化过程中经历了贮藏环节，

在本研究基础上，应对橘皮在贮藏过程中真菌群落变

化进行研究，以阐释陈皮“陈久者良”提供科学依据。 
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