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摘  要：【背景】药用植物蜘蛛香(Valeriana jatamansi Jones)有着悠久的用药历史，应用广泛，然

而关于蜘蛛香内生真菌及其根际土壤真菌群落多样性方面的研究尚未见报道。【目的】探究蜘蛛

香不同组织部位内生真菌及根际土壤真菌多样性及结构类群，为蜘蛛香真菌资源的开发与利用奠

定基础。【方法】基于真菌 rRNA 基因 ITS1 区，应用 Illumina MiSeq PE250 高通量测序技术测定

蜘蛛香根、茎、叶内生真菌和根际土壤真菌，并结合生物信息学分析蜘蛛香内生真菌和根际土壤

真菌群落结构。【结果】蜘蛛香根、茎、叶、根际土壤 4 个样品共获得 1 776 731 条有效序列，7 399 个

OTU，分属于 17 门 65 纲 146 目 331 科 767 属 1 269 种；这 4 个样品中，真菌丰富度排序为根际

土壤>茎>根>叶，多样性为根际土壤>茎>叶>根。这 4 个样品共有的 OTU 为 192 个，特有的 OTU
排列呈现根际土壤>茎>根>叶。在门水平上，根、茎、叶内生真菌和根际土壤真菌群落的优势菌均

为子囊菌门(Ascomycota)和担子菌门(Basidiomycota)；在属水平上，汉纳氏菌属(Hannaella)为叶和

茎中的优势菌属，小不整球壳属(Plectosphaerella)为根中的优势属，根际土壤中未分类的真菌

(unclassified_fungi)占比较高。真菌网络关系显示，每个属在平均丰度上存在一个甚至多个与其存

在关联的属，大多数属间存在正相关关系。【结论】蜘蛛香中存在较为丰富的真菌资源，且不同

组织器官内生真菌和根际土壤真菌群落组成存在明显差异。本研究探讨了药用植物蜘蛛香内生真

菌和根际土壤真菌的生物信息，为蜘蛛香的资源保护及真菌资源的开发利用提供了理论依据。 
关键词：蜘蛛香；内生真菌；高通量测序；根际土壤真菌；多样性 
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Fungal diversity in the plant and rhizosphere soil of Valeriana 
jatamansi Jones 
GU Yumei, SHEN Min, ZHAO Shuang* 

College of Traditional Chinese Medicine, Yunnan University of Chinese Medicine, Kunming 650500, Yunnan, China 

Abstract: [Background] Valeriana jatamansi Jones has a long history of medical use and is 
widely used. However, the fungal diversity in the plant and rhizosphere soil of V. jatamansi 
remains to be reported. [Objective] To explore the diversity and structures of endophytic fungal 
communities in the rhizosphere soil and different tissues of V. jatamansi and lay a foundation for 
the development and utilization of endophytic fungal resources in this plant. [Methods] The ITS1 
region of fungal rRNA gene was sequenced by the Illumina MiSeq PE250 platform to analyze the 
endophytic fungi in the root, stem, leaf, and rhizosphere soil samples of V. jatamansi. The 
bioinformatics tools were used to analyze the sequencing results and reveal the fungal community 
structures in the plant and rhizosphere soil of V. jatamansi. [Results] A total of 1 776 731 valid 
sequences and 7 399 OTUs were obtained from the root, stem, leaf, and rhizosphere soil samples 
of V. jatamansi, belonging to 1 269 species, 767 genera, 331 families, 146 orders, 65 classes of 17 
phyla. The richness of endophytic fungi followed the trend of rhizosphere soil>stem>root>leaf, 
and the diversity was in the order of rhizosphere soil>stem>leaf>root. There were 192 common 
OTUs shared by the four samples, and the number of unique OTUs showed the trend of 
rhizosphere soil>stem>root>leaf. At the phylum level, the dominant fungi in the root, stem, leaf, 
and rhizosphere soil samples were Ascomycota and Basidiomycota. At the genus level, Hannaella 
was the dominant genus in the leaf and stem samples, Plectosphaerella was the dominant genus in 
the root samples, and the unclassified_fungi accounted for a relatively high proportion in the 
rhizosphere soil samples. The fungal network showed that each genus was associated with one or 
more genera in the average abundance, most of the genera were positively correlated with each 
other. [Conclusion] There were abundant endophytic fungal resources in V. jatamansi, and the 
endophytic fungal community composition showed significant differences in different tissues and 
rhizosphere soil of the plant. This study explored the biological information of endophytic fungal 
resources in V. jatamansi, providing a theoretical basis for the protection of V. jatamansi 
resources and the development and utilization of endophytic fungal resources. 
Keywords: Valeriana jatamansi Jones; endophytic fungi; high-throughput sequencing; fungi in 
rhizosphere soil; diversity 

蜘蛛香(Valeriana jatamansi Jones)为败酱科

缬草属植物，又名马蹄香、鬼见愁、雷公七、香

草子、臭药等[1]；蜘蛛香始载于李时珍的《本草

纲目》，在 1977、2010、2015、2020 年版《中

华人民共和国药典》中均有记载，一直是我国传

统中药和民族药用植物。多种中成药如香果健消

片[2]、仙人掌胃康胶囊[3]、醒脾养儿颗粒[4]等中

均含有蜘蛛香。 
内生菌是指在生活史中的某一阶段或整个阶

段生活在植物组织内且不会引起明显病害症状的 
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微生物[5]，可分为内生真菌、内生细菌和内生放线

菌。有研究表明，植物内生真菌普遍存在于植物

组织中，形成了植物体内的微生态体系[6]。内生真

菌与宿主形成共生关系，宿主为内生真菌提供场

所和营养，而内生真菌能够促进宿主生长[7]和分泌

次级代谢产物[8]，具有多方面的研究价值。高通量

测序技术可以直接检测出宿主植物组织中内生菌

的基本情况，具有测序速度快、测序基数大、准

确率高等优点，可准确反映植物内微生物的物种

组成和比例[9]，为全面分析植物组织中微生物多样

性提供了便利，已广泛应用于微生物多样性及群

落分析等研究。目前已对多花黄精[10]、虎耳草[11]、

灯盏花[12]等多种药用植物结合高通量测序方法分

析了内生真菌多样性。 
随着市场对蜘蛛香需求量的增加，其野生资

源被过度采挖，并且由于蜘蛛香开花少、结果少、

花落籽落的特点导致很难利用种子繁殖，然而利

用根茎繁殖则须耗用大量可用资源，因此寻找蜘

蛛香药用资源可持续的替代途径十分必要。近年

来，国内外对蜘蛛香的研究主要集中在化学成分

分析和药理活性等方面，而关于其内生真菌及根

际土壤真菌方面的研究尚未见报道。本研究采用

高通量测序方法分析蜘蛛香根、茎、叶部位的内

生真菌及根际土壤部位真菌，探讨蜘蛛香中真菌

多样性及群落组成，初步分析其优势菌属，为蜘

蛛香真菌资源的开发与利用奠定基础，希望能够

为缓解蜘蛛香资源紧缺寻找到可替代的途径。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

蜘蛛香采自贵州省毕节市，经云南中医药大

学赵爽副教授鉴定为缬草属蜘蛛香(V. jatamansi)。 

1.2  主要试剂和仪器 
土壤、植物通用真菌基因组 DNA 试剂盒，天

根生化科技(北京)有限公司；2× PCR Buffer for 
KOD FX Neo，dNTPs，KOD FX Neo，东洋纺(上

海)生物科技有限公司；SanPrep 柱式 DNA 胶回收

试剂盒、引物合成，生工生物工程(上海)股份有限

公司；PBS 溶液，云南罗德宝生物科技有限公司。 
高速冷冻离心机，赛默飞世尔科技有限公

司；电泳仪和凝胶成像系统，赛智科技有限公

司；Illumina MiSeq PE250 测序平台，北京百迈

客生物科技有限公司。 
1.3  蜘蛛香植物组织处理 

选取 3 株健康蜘蛛香植株，用 70%乙醇冲洗干

净蜘蛛香表面的灰尘及泥土，用无菌滤纸吸干水分

后在无菌条件下从蜘蛛香上取下新鲜的根、茎、叶

并剪切成小块，保存于 2 mL 旋盖冻存管中标注编

号后迅速于液氮中冷冻 3 h，用于后续实验。 
1.4  蜘蛛香根际土壤处理 

手动摇晃采集的蜘蛛香植株，去除根部大部

分松散的土壤，取根际周围 1‒2 mm 的土壤，收

集得到根际土壤，将根际土壤放入盛有无菌 PBS
溶液的无菌瓶中振荡，将清洗下来的土壤同 PBS
溶液一起倒入 50 mL 无菌管中并标注编号，

4 ℃、6 000 r/min 离心 15 min 去上清，获得表面

无菌的样品，将样品置于液氮中冷冻 3 h 用于后

续真菌 DNA 的提取。 
1.5  ITS 文库的构建及高通量测序 

使用土壤、植物通用真菌基因组 DNA 试剂

盒提取各样本 DNA，经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检

测浓度和纯度，使用 ITS1F (5′-CTTGGTCATTTA 
GAGGAAGTAA-3′)和 ITS2R (5′-GCTGCGTTCT 
TCATCGATGC-3′)引物进行 PCR 扩增。PCR 反

应体系(10 μL)：DNA 模板(30 ng/μL) 1 µL，正、

反向引物(10 µmol/L)各 0.3 µL，2× PCR Buffer for 
KOD FX Neo 5µL，dNTPs (2 mmol/L each) 2 µL，

KOD FX Neo (1 U/μL) 0.2 µL，ddH2O 补足 10 µL。
PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，50 ℃  
30 s，72 ℃ 40 s，25 个循环；72 ℃ 7 min。PCR
产物经 1.8%琼脂糖凝胶电泳检测，利用 SanPrep
柱式 DNA 胶回收试剂盒进行产物纯化，并使用
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ABI Step One Plus 实时 PCR 系统进行定量。纯化

后的扩增子送北京百迈客生物科技有限公司利用

Illumina MiSeq PE250 平台进行双端测序。 
1.6  数据处理和分析 

测序获得的原始数据通过 FLASH v1.2.11
软件进行拼接，使用 Trimmomatic v0.33 对拼

接得到的序列进行质量过滤并去除嵌合体，得

到高质量的 reads，使用 UPARSE 软件在≥97%
的相似度下聚类为 OTU。使用 QIIME2 2020.6
对样品进行 α 多样性分析，通过 Spearman 秩

相关分析数据构建相关性网络。 

2  结果与分析 
2.1  蜘蛛香根、茎、叶内生真菌及根际土

壤真菌测序结果分析 
对蜘蛛香根、茎、叶及根际土壤共 4 个样本

(每个样本 3 个重复)进行 ITS 高通量测序，共获

得 1 790 941 对 reads，原始数据进行双端 reads
质控、拼接后共产生 1 776 731 条 clean reads，
序列读长分布为 190−460 bp。ACE 指数、Chao1
指数用于表示样品真菌丰富度；Shannon 指数、

Simpson 指数用于表示样品真菌多样性。箱线图

(图 1)通过中位线高低判断不同样本组之间的 α
多样性指数大小。供试样品 α 多样性指数如表 1
所示，根际土壤真菌的 Chao1 指数、ACE 指数、

Simpson 指数和 Shannon 指数均高于根、茎、叶

样品中的真菌，分别为 1 559.33、4 678、0.97
和 7.52；而叶的 Chao1 指数和 ACE 指数最低，

分别为 549.67 和 1 649；根的 Simpson 指数和

Shannon 指数最低，分别为 0.93 和 5.37。由此可

知，蜘蛛香根、茎、叶和根际土壤的真菌丰富度

排序为根际土壤>茎>根>叶，多样性为根际土

壤>茎>叶>根。 
样品稀释曲线可用于验证测序数据量是否足

以反映样品中的物种多样性，并间接反映样品中物

种的丰度程度。图 2 为蜘蛛香不同组织及根际土壤

部位样品稀释曲线图，从图 2 中可以看出 4 个样本

急剧上升到一定高度后趋于平缓，表明测序数据量

充足、测序深度已基本覆盖样品中的所有物种。 

2.2  蜘蛛香根、茎、叶及根际土壤部位

OTU 分布 
Venn 图可以展示样品间共有和特有特征的数

目，直观地表现样品间特征的重合情况。由图 3

可知，蜘蛛香根、茎、叶和根际土壤 4 个样本中

的真菌共划分为 7 399 个 OTU，4 个部位的 OTU

数量分别为根 1 971 个、茎 2 312 个、叶 1 317 个、

根际土壤 3 633 个，根际土壤>茎>根>叶；检测

到的真菌共有 OTU 为 192 个，占所有 OTU 数

的 2.59%。根、茎、叶和根际土壤 4 个样本中

特有 OTU 分别为 1 186、1 546、734 和 2 772 个，

分别占真菌总 OTU 的 16.03%、20.89%、9.92%、

37.46%。表明 4 个样品中特有 OTU 占比较高，

不同样品中特有的真菌群落组成有较大的差

异，根际土壤部分真菌的特有 OTU 数量最多，

为 2 772 个；叶中的最少，为 734 个。除共有

物种和特有物种外，不同组织之间存在相同或

相似的物种。 

2.3  蜘蛛香根、茎、叶内生真菌和根际土

壤真菌群落结构分析 
2.3.1  门水平群落结构 

对蜘蛛香样品丰度前 10 的真菌门类进行注

释。由图 4 可以看出，蜘蛛香根、茎、叶和根际

土壤中真菌门类主要包括子囊菌门(Ascomycota)、 

担 子 菌 门 (Basidiomycota) 、 被 孢 霉 门

(Mortierellomycota)、毛霉门(Mucoromycota)、罗兹

菌门(Rozellomycota)、壶菌门(Chytridiomycota)、
球囊菌门(Glomeromycota)、油壶菌门(Olpidiomycota)、
梳 霉 门 (Kickxellomycota) 、 未 分 类 的 真 菌

(unclassified_fungi)及其他物种(others)。 
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图 1  多样性指数分组箱线图   G、J、Y、GJ 分别表示根、茎、叶、根际土壤. 下同 
Figure 1  Diversity index grouping box plot. G, J, Y and GJ represent root, stem, leaf, and rhizosphere soil, 
respectively. The same below. 
 

 

表 1  蜘蛛香根、茎、叶内生真菌及根际土壤中真菌的 α 多样性指数 
Table 1  Alpha diversity index of endophytic fungi in roots, stems and leaves of Valeriana jatamansi and fungi 
in rhizosphere soil 
样品 
Sample  

Chao1 指数 
Chao1 index 

ACE 指数 
ACE index 

Simpson 指数 
Simpson index 

Shannon 指数 
Shannon index 

覆盖度 
Coverage rate (%) 

G  805.66 2 417 0.93 5.37 1 

J 930.67 2 792 0.96 7.35 1 

Y 549.67 1 649 0.93 7.35 1 

GJ 1 559.33 4 678 0.97 7.52 1 
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图 2  蜘蛛香根、茎、叶及根际土壤样品的稀释曲线    
Figure 2  Dilution curve of roots, stems, leaves, and 
rhizosphere soil samples of Valeriana jatamansi.  

 
 
 

图 3  真菌 OTU 分布 Venn 图    
Figure 3  Venn diagram of fungal OTUs 
distribution.  

 
 

 
 
 

图 4  蜘蛛香 4 个样本中真菌门水平上物种组成    
Figure 4  Species composition at the level of fungal phylum in four samples of Valeriana jatamansi. 
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蜘蛛香各样本真菌的主要优势菌门均为子

囊菌门和担子菌门，在蜘蛛香根、茎、叶和根际

土壤中，子囊菌门的平均相对丰度分别为

72.02%、60.86%、46.97%和 59.02%，呈现根>

茎>根际土壤>叶的趋势，担子菌门的平均相对

丰度分别为 21.37%、25.49%、39.42%和 14.82%，

呈现叶>茎>根>根际土壤的趋势；被孢霉门在根

际土壤中平均相对丰度为 13.56%，仅次于子囊

菌门和担子菌门，而在根中平均相对丰度仅占

0.37%。从门水平上的物种组成分析出蜘蛛香

根、茎、叶和根际土壤 4 个样本中真菌群落结构

组成具有组织差异性。 

2.3.2  属水平群落结构 
由图 5 所示，蜘蛛香根、茎、叶和根际土壤中

真菌属类主要分布有汉纳氏菌属(Hannaella)、未分

类的真菌 (unclassified_fungi) 、小不整球壳属

(Plectosphaerella) 、 未 分 类 的 子 囊 菌 门

(unclassified_Ascomycota) 、 枝 霉 孢 属

(Cladosporium) 、 未 分 类 的 肉 座 菌 目

(unclassified_Hypocreales)、镰刀菌属(Fusarium)、

曲霉属(Aspergillus)、Modicella 及其他物种(Others)，

同时各样品中均有未识别的属。其中汉纳氏菌属为 

 
 

 
 
 

图 5  蜘蛛香 4 个样本中真菌属水平上物种组成    
Figure 5  Species composition of endophytic fungi in four samples of Valeriana jatamansi at genus level.  
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茎(14.56%)和叶(29.20%)中的优势菌属，小不整

球壳属(14.82%)为根中的优势菌属，未分类的真

菌(11.03%)为根际土壤中的优势属。从图 5 可知，

蜘蛛香根、茎、叶和根际土壤 4 个样品在属水平

上的真菌群落组成具有较大的差异。 

2.4  蜘蛛香不同部位菌群差异显著性分析 
通 过 LDA 差 异 贡 献 (linear discriminant 

analysis effect size, LEfSe)分析，筛选出蜘蛛香根、

茎、叶和根际土壤 4 个样品的差异真菌群落。分

析结果如图 6 所示，在目水平上，被孢霉目

(Mortierellales)显著富集于根际土壤，刺盾炱目

(Chaetothyriales)、鸡油菌目(Cantharellales)显著

富集在根中，未被定义到目的 Ascomycota 富集

于茎中，枝孢目 (Cladosporiales)、散囊菌目

(Eurotiales)、银耳目 (Tremellales)、毛霉菌目

(Mucorales)显著富集在叶中。在科水平上，被孢

霉科(Morierellaceae)为根际土壤部位与其他 3个

部 位 相 区 别 的 生 物 标 记 物 ， 小 疱 毛 壳 科

(Herpotrichiellaceae) 、 角 担 菌 科

(Ceratobasidiaceae)为根部位与其他 3 个部位相

区别的生物标记物，火丝菌科(Pyronemataceae)
为茎部与其他 3 个部位相区别的生物标记物，枝

孢 菌 科 (Cladosporiaceae) 、 曲 霉 菌 科

(Aspergillaceae) 、 毛 霉 科 (Mucoraceae) 、

Bulleribasidiaceae为叶部位与其他 3个部位相区

别的生物标记物。 

2.5  真菌网络关系 
筛选相关性最高的前 50 个属绘制真菌网络

关联图，研究同菌属间相互作用的关系。从图 7 可

知，汉纳酵母属(Hannaella)、子囊菌门未分类属

(unclassified_Ascomycota)、曲霉属(Aspergillus)、
小不整球壳属(Plectosphaerella)的平均丰度远 

 

 
 

图 6  蜘蛛香内生真菌 LEfSe 分析进化分枝图   o、f、g、s 分别表示目、科、属、种 
Figure 6  Evolutionary branch diagram of LEfSe analysis of endophytic fungi in Valeriana jatamansi. o, f, g 
and s represent order, family, genus and species, respectively. 
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图 7  蜘蛛香内生真菌网络关系图 
Figure 7  Endophytic fungi network diagram of Valeriana jatamansi. 
 

大于其他属。每个属在平均丰度上存在一个甚至

多个与其存在关联的属，其中汉纳酵母属

(Hannaella)、曲霉属(Aspergillus)和多个不同的属

之间存在相关性，同时也有不存在相关性的属，

如葡萄穗霉属(Stachybotrys)和肉座菌目未分类

属 (unclassified_Hypocreales) 、 小不整 球壳 属

(Plectosphaerella)和汉纳酵母属(Hannaella)等少

数几个属之间呈负相关关系。 

3  讨论与结论 
真菌作为微生物中的重要组成部分，在宿主

和生态系统中发挥着重要的作用，群落结构的组

成是其功能发挥的基石，因此，研究真菌的群落

结构有助于挖掘和分析其生态功能。本研究通过

高通量测序技术对蜘蛛香不同组织部位内生真

菌及根际土壤真菌群落组成和多样性进行分析，

结果表明，根际土壤部分的真菌多样性及丰富度

最高，特有的 OTU 数量也最多，可能由于植物

根际分泌物含有利于微生物生长的有益元素，有

助于土壤中微生物的聚集和繁殖。不同组织中茎

的内生真菌多样性最高，叶中次之，而根中最低，

表明蜘蛛香不同组织中内生真菌群落的丰富度和

多样性存在一定差异，这与铁皮石斛[13]、烟草[14]、

女贞[15]中内生真菌的分布相一致。据文献报道，

内生菌在宿主植物体内可不断流动在各组织部

位间[16]，OTU 图及群落结构分析表明，蜘蛛香

根际土壤和不同组织部位之间的真菌既存在相

似性，又存在差异性和独立性。微生物菌群可能

在植物不同部位和根际土壤间进行着不断的更

换和重组，从而形成一个独特的微生态环境。 
将蜘蛛香根、茎、叶内生真菌和根际土壤

真菌这 4 个样本进行物种注释，分属于 17 门

65 纲 146 目 331 科 767 属 1 269 种。其中子囊菌

门和担子菌门为优势菌门，这与大多数植物中真
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菌优势菌门的报道 [11-12,17]一致。在属水平上，

Hannaella 为叶和茎中的优势菌属，Yang 等[18]发现

Hannaella 对苹果青霉病具有防治效果，文献报道

Plectosphaerella 在其他植物内具有生防作用[19-20]，

Fusarium[6]、Aspergillus[21]在其他物种中也有发

现，其中 Aspergillus 在橡胶树红根病生防菌剂的

选择中具有较好的生防潜力，但这些优势菌属在

蜘蛛香中是否具有相同作用还需进一步研究验

证。通过 LEfSe 分析，初步探索蜘蛛香根、茎、

叶内生真菌与根际土壤真菌定殖偏好性，真菌的

差异化定殖可能在植物的生长发育、代谢物质的

产 生 等 方 面 具 有 一 定 的 作 用 ， 如 茎 中 的

Pyronemataceae 相对丰度显著高于其他 3 个部

位。同时发现，蜘蛛香中存在着大量的未分类菌

群，一方面说明了高通量测序在鉴定微生物中具

有一定的优势，可以检测到一些现存的数据库中

尚未分类的门、属等；另一方面也说明蜘蛛香中

含有大量的未知菌群种类有待探索，而这些新发

现的未分类菌群是否对宿主植物的生长、代谢物

的产生起调控作用，值得进一步深究。 
本研究应用高通量测序技术对药用植物蜘

蛛香根、茎、叶内生真菌和根际土壤真菌进行了

多样性分析，发现其富含丰富的真菌资源。在此

次结果中发现样本中个别重复差异较大，经过仔

细对比分析，发现有差异的重复均来自同一植株

样本。由于蜘蛛香为多年生草本植物，而本次采

集的样本为同一产地、同一种群的野生植株，无

法确定其生长年限，导致测序结果中个别重复差

异较大。后续会对不同生长年限、不同产地的蜘

蛛香真菌资源进行全面分析，同时对蜘蛛香中的

真菌进行分离培养，筛选出具有促生长作用或潜

在药用价值的目标菌株，为蜘蛛香真菌资源的保

护和开发利用提供参考依据。 
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