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摘  要: 采用分离自野生春兰(Cymbidium goeringii)根部的真菌 CL-3 菌株, 进行了春兰内生菌根

真菌的人工接种、再分离及其共生培养研究。通过对 CL-3 菌株形态学观察和 ITS 序列同源性分

析, 发现该菌株 ITS 序列与 Acremonium strictum 的亲缘关系最为接近, 序列同源性为 100%。用

CL-3菌株接种春兰组培苗, 接种后 2个月可从组培苗中再分离获得该菌株, 且 CL-3菌株处理苗的

鲜重增长率达 80.5%, 经方差分析, 与对照相比有显著差异。通过石蜡切片和染色, 在已接种的组

培苗的根部组织中可观察到CL-3菌株存在, 表明CL-3菌株能与组培幼苗成功建立共生培养体系。 
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A mycorrhizal fungi CL-3 from Cymbidium goeringii:  
characterization and establishment of symbiotic  

associations 
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Abstract: The fungal strain CL-3 was isolated from the root of wild Cymbidium goeringii with using 
conventional isolation method. The inoculum of strain CL-3 was used to study its interaction with its 
host plant. According to the morphological features examination and rDNA ITS sequence analysis, the 
closest relative of the strain was Acremonium strictum, with the similarity of 100%. After two months of 
symbioses culture, the fresh biomass of C. goeringii inoculated with CL-3 increased by 80.5%, and the 
endophytic CL-3 was re-isolated from the seedlings. The statistics showed that the difference between 
inoculation group and control group was significant. The presence of the fungus in the tissues was stud-
ied with paraffin-cut section. The results showed that the fungus was observed in inner tissues of roots, 
indicating that the symbiosis relationship between Cymbidium goeringii and fungi could be established. 
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春 兰 (Cymbidium georingii) 属 于 兰 科 兰 属
(Cymbidium), 是分布最广的一种国兰, 其叶、花形
态多样, 香气居群芳之首。不仅如此, 春兰还具有药
用性能, 据报道春兰全草有治神经衰弱、驱蛔虫和
治痔疮等功能[1], 因此春兰是集观赏、药用于一体的
兰科植物, 具有很高的观赏、经济和文化价值。 

随着市场对春兰需求量的日益增长, 天然春兰
资源日见匮乏, 许多春兰品种已成为珍稀濒危植物, 
被列入《野生动植物濒危物种国际贸易公约》的保

护范围[2]。因此, 无论从经济利用的角度, 还是作为
春兰研究和保育工作中的重要组成部分, 春兰的大
规模扩繁(组织培养)已成为春兰产业发展的必然要
求和途径。但是, 人工条件下进行春兰大规模扩繁
时, 往往因缺少适宜的菌根真菌的共生, 移栽的无
菌苗成活率低、生长缓慢、开花迟缓、花小甚至不

开花 [3], 成为目前春兰产业发展的主要制约瓶颈之
一。深入开展菌根真菌的研究, 尽早对组培苗进行
高效菌根真菌的人工接种, 实现菌根化, 已成为春
兰众多相关研究中极为重要的内容。但整体来看 , 
国内这方面的工作开展相对较晚, 研究成果报道较
少。伍建榕等[4]对春兰菌根真菌的筛选进行了报道, 
筛选得到的春兰共生菌根真菌 CLB111、CLB113和
MLX102 通过接菌处理后, 春兰苗的鲜重增长率分
别为 70.6%、70.2%和 68.6%。吕梅等[5]对春兰菌根

的显微结构进行了观察, 通过光学显微镜和电子显
微镜连续切片观察发现, 春兰菌根结构与普通营养
根的结构基本相同, 但在菌根的皮层组织细胞中有
着色较深、形状不一的菌丝结。Richardson[6]用电镜

观察和 EDS (Energy-dispersive spectrometry)证实: 
在胞内菌丝团进入液化和消解阶段时, 部分液化的
菌丝里含有高浓度的磷脂聚合物, 而且可以检测到
Mg2+、Ca2+、K+等物质。 

本研究报道分离自野生春兰根部的 CL-3 菌株, 
经形态学观察和 ITS 序列同源性分析, 初步鉴定为
紧密枝顶孢(Acremonium strictum), 在国内外未见同
类报道。通过回接 CL-3培养物的方式构建了春兰组
培苗共生体系, 并证实了CL-3是侵染春兰根系的菌

根真菌。该研究成果对丰富兰花菌根真菌的研究及

春兰的栽培应用具有一定价值。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
菌株: CL-3, 分离自野生春兰(Cymbidium goer-

ingii)菌根, 本院微生物实验室保存。 
春兰组培苗: 由本院植物组培室提供。 

1.2  培养基 
PDA培养基: 去皮马铃薯 200 g切成 1 cm3的小

块, 加入适量水煮沸 30 min, 取其滤液加入葡萄糖
20 g, 琼脂 20 g, 加水至 1 L, 加热融化, 分装, 于
1×105 Pa灭菌 30 min备用, pH自然。 

生根培养基(1 L): 琼脂 10 g, 蔗糖 20 g, 活性炭
5 g, IBA 1.0 g, NAA 0.5 g, 100×微量元素母液 10 mL, 
100×有机物母液 10 mL, 100×铁盐母液 10 mL, 
1 mol/L KNO3 15 mL, 1 mol/L NH4NO3 8 mL, 1 mol/L  
CaCl2 2.0 mL, 1 mol/L KH2PO4 1.5 mL, 1 mol/L 
MgSO4 1.0 mL, pH 5.8, 1×105 Pa灭菌 20 min。 

菌-苗共生培养基 I (1 L): 蔗糖 5 g, 琼脂 10 g, 
活性炭 5 g, 100×微量元素母液 10 mL, 100×有机物
母液 6.5 mL, 100×铁盐母液 10 mL, 1 mol/L KNO3 
15 mL, 1 mol/L NH4NO3 8 mL, 1 mol/L CaCl2 
2.0 mL, 1 mol/L KH2PO4 1.5 mL, 1 mol/L MgSO4 
1.0 mL, pH自然, 1×105 Pa灭菌 20 min。 

菌-苗共生培养基 II (1 L): 蔗糖 10 g, 其余成
分同上。 

菌-苗共生培养基 III (1 L): 蔗糖 15 g, 其余成
分同上。 

1.3  试剂 
引物、Taq 酶、PCR 产物纯化试剂盒等购自上

海生物工程有限公司。 

1.4  形态学观察及鉴定 
参照真菌鉴定手册 [7]的分类标准和系统, 观察

记录菌落特征, 并用数码显微镜观察和拍照微观产

孢子结构并进行鉴定。 

1.5  PCR 扩增和 DNA 测序 
菌种在 PDA 培养基上 25 °C 培养 3−5 d, 取新
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鲜培养物, 参照龙良鲲等[8]的方法提取总 DNA。 
引物为 ITS 序列通用引物(ITS1: 5′-TCCGTAG 

GTGAACCTGCGG-3′, ITS4: 5′-TCCTCCGCTTATT 
GATATGC-3′)。PCR反应体系为(50 µL): 5 μL 10× 
Taq buffer, 4 µL dNTPs混合物(2.5 mmol/L), 0.5  µL 
Taq DNA聚合酶(5 U/µL), 5 µL MgCl2 (25 mmol/L), 
0.5 µL 上游引物 (10 µmol/L), 0.5 µL 下游引物
(10 µmol/L), 0.5 µL模板, 补水至 50 µL。PCR反应
程序: 94 °C 5 min; 94 °C 30 s, 54 °C 45 s, 72 °C 60 s, 
30个循环; 72 °C 10 min。 

取 PCR 产物 5 µL, 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测, 
于 UVI凝胶成像系统观察。 

扩增产物送上海英骏生物技术有限公司进行

测序。 

1.6  GenBank 比对 
将得到的碱基序列通过因特网在 GenBank等国

际核酸序列数据库内进行同源序列搜索 (BLAST), 
找出该菌株与数据库中同源性最高的模式菌株或在

美国典型菌种保藏中心(ATCC)或国际菌种保藏中
心(DSM)的保藏菌株。 

1.7  兰花组培苗接种、培养和生物量的测定 
选择植株大小比较一致的兰花组培苗编号, 然

后将组培苗在无菌环境下取出, 用无菌水冲洗粘附
在根上的培养基, 无菌吸水纸吸干水分, 称取鲜重
后移入共生培养基中, 每培养瓶 3 株, 培养 1 周后, 
确定无污染, 用于接菌。 

从已长满 CL-3菌丝的 PDA平板上取圆形接种
小块(直径约 0.5 cm), 接种在植株根附近, 每瓶接 1
块, 设置对照(不接菌), 每处理重复 5瓶。兰花苗在
25 °C恒温下培养, 光照强度 2 000 Lux, 每日光照
12−14 h。培养 3个月后, 将苗取出, 按上述再次称
取苗的鲜重 , 同时取苗的根段 , 进行菌根菌的重
分离。  

为减少试验因幼苗的个体大小差异引起的误

差 , 采用鲜重增长率(%)作为生物量增长指标 , 即

(处理后鲜重－处理前鲜重) ×100/处理前鲜重[9]。 

1.8  菌根真菌的重分离 
将幼苗的根切成约 2 mm 的小段, 然后将小段

植于 PDA培养基平板上, 25 °C恒温黑暗培养 5−7 d, 

至皮层细胞内长出菌丝, 形成菌落。挑取菌落边缘
的菌丝移接到另一平板上, 待菌落长成后, 重复取
菌落边缘部分进行转接纯化, 最后得到纯菌种进行
鉴定。 

1.9  菌根石蜡切片的制作 
自新鲜营养根的根尖截取 4 cm 长根段, 流水

冼净, 切成 5 mm 长的小段, FAA 固定, 系列脱水, 
石蜡包埋, 旋转切片机连续切片, 厚度 8 µm, 番红固
绿对染, 中性胶封片, 光学显微镜观察并照相[10]。 

2  结果 

2.1  CL-3 菌株的形态鉴定 
CL-3菌株在 PDA培养基上 25 °C培养 7 d, 菌

落直径 4.5 cm, 粉红色, 边缘齐, 质地绒毛状至粉
状 , 背面棕色。菌丝匍匐生长 , 分枝 , 分隔。分生
孢子梗散生, 直立, 不分枝。分生孢子顶生或侧生, 
常在产孢细胞顶端聚集或集成孢子球。孢子椭圆形

(图 1)。 
根据以上形态观察结果, 通过检索《真菌鉴定

手册》 [7], 其主要形态特征符合枝顶孢霉属
(Acremomium)的形态特征。  

 

 

图 1  CL-3 菌株在 PDA 培养基的菌落形态(A)及菌体特

征(B)  
Fig. 1  Colony (A) and conidiophores (B) of CL-3 strain on 
PDA medium 

 

2.2  CL-3 菌株的分子鉴定 
以提取 CL-3菌株 DNA为模板进行 ITS序列扩

增 , 并对此片段进行序列测定。将测得的序列在
GenBank (登录号为 AY083232)进行 BLAST 分析, 
结果表明, 所测序列与 Acremonium strictum的同源
性达 100%。 

综合同源性比对结果, 从 GenBank 中选择了 6
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个菌株的 ITS基因序列, 应用 Treedrawing软件进行
多重比较后构建系统发育树(图 2)。结果表明, CL-3
菌株与 Acremonium strictum在一个分支中, 与此菌
株的进化距离最近, 初步将菌株CL-3鉴定为紧密枝
顶孢霉 Acremonium strictum。 

2.3  CL-3 菌株和兰花组培苗共培养体系 
将 CL-3菌株接种春兰组培苗共生培养基。在 3

种含糖浓度不同的菌-苗共生培养基上, CL-3菌株菌
丝生长较慢且气生菌丝不发达, 在培养基表面有较
薄的菌丝体形成。 

如 表 1 所 示 , 处 理 苗 的 植 株 成 活 率 在
71%−100%, 叶色正常, 植株长势健壮, 新根多, 有
的还长新叶。2个月后, 3种不同菌-苗共生培养基中
处理苗的平均鲜重增长率分别为 40.2%、80.5%和
44.7%, 经方差分析 , 与对照均已达到显著差异
(P<0.05), 其中菌-苗共生培养基Ⅱ达到极显著差异

(P<0.01)。 
将处理苗根段表面消毒后 , 均能重分离到真

菌菌株(表 1)。对重分离的菌株进行形态和 ITS 序
列分子鉴定(同上), 结果表明 , 重分离的菌株所测
序列与 CL-3 菌株的同源性达 100%, 且形态特征与

CL-3 菌株一致(数据略), 说明重分离的菌株的确为
CL-3 菌株, 即 CL-3 菌株已与植株的根形成了菌根
共生关系。 

2.4  处理苗菌根结构显微观察 
将 CL-3接菌处理苗的菌根进行显微观察。在连

续石蜡切片中观察到皮层细胞中有较明显的菌丝结

结构(图 3A)。菌丝结常常分布在靠近细胞核的部位, 
菌丝结在形态和着色反应上与细胞核有明显区别 , 
菌丝结大而不规则 , 着色较深 , 呈绿色; 而细胞核
小而圆, 为红色(图 3B), 这与前人观察到的结果一
致[11]。 

3  讨论 

3.1  兰科菌根真菌的分离与鉴定 
在兰科菌根真菌的应用中, 通过接种菌根真菌

的方法, 促进兰科植物种子胚的萌发以及萌发后幼
苗的生长发育, 是有效提高组培苗出瓶成活率的一
条途径 ,  对兰花的栽培是一个很有发展前景的措
施。因此, 对兰科菌根真菌的分离筛选及资源调查
日益引起人们的重视, 成为研究热点。范黎和郭顺
星[12]从产于我国云南和福建的 19 种兰科植物根中 

 

 

图 2  基于 rDNA ITS 序列的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of Acremonium spp. based on the rDNA ITS sequence 

 
表 1  CL-3 菌株和兰花组培苗在共生培养基上的共培养结果 

Table 1  The co-culture result of seedlings and fungus on symbiotic culture medium 
植株成活率 

Survival rate (%) 
平均鲜重增长率 

Increment of fresh biomass (%) 
重分离菌株 

Re-isolated strains 菌株编号 
Strain 

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

CL-3 100 100 71  40.2*   80.5**  44.7* + + + 

CK 90 100 100 20.5 24.2 29.3 − − − 

Note: * P<0.05; ** P<0.01. 
 



陈敏等: 春兰菌根真菌 CL-3菌株的鉴定及共生体系的构建  33 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 3  组培苗菌根的显微结构 
Fig. 3  Microstructure of the mycorrhizal root of tissue-cultured seedling 

注: A: 染菌的皮层细胞; B: 染菌皮层细胞放大. VE: 根被; CO: 皮层; P: 菌丝结; N: 细胞核. 
Note: A: Cortex with pelotons; B: Higher magnification of the cortical cells infected by fungi. VE: Velamen; CO: Cortex; P: Peloton; N: 
Nucleus. 

 
分离到内生担子菌 26 个, 均为不育菌丝, 无锁状联

合, 其特征类似于兰科丝核菌类, 将其确定为 Cera-

torhiza、Epulorhiza 和 Moniliopsis 的种。侯天文[13]

对云南地区兰花菌根真菌的多样性进行了调查, 共

获得菌根真菌 41 种, 经系统发育树构建结果显示, 

子囊菌为优势种类。段春芳[14]首次从采自云南的大

雪素和小雪素中分离到兰花菌根真菌, 并从墨兰中

分离到格孢腔菌属(Pleospora)真菌, 在国内未见报

道。胡陶等[15]结合传统形态学特征和菌丝隔膜超微

结构观察, 将分离自不同地理分布的 5 种中国兰属

植物的共生菌根真菌鉴定为无性态的瘤菌根菌属真

菌。鉴定结果表明, 瘤菌根菌是可与中国兰属植物

形成菌根结构的最普遍的菌根真菌种类。到目前为

止 , 已分离的兰科菌根真菌主要有无孢目丝核菌

属、担子菌纲以及子囊菌纲和半知菌类的一些腐生

类群和不育菌丝群[16]。本研究从野生春兰营养根中

分 离 的 CL-3 菌 株 , 经 鉴 定 为 枝 顶 孢 霉 属

(Acremomium)的紧密枝顶孢霉 (Acremonium stric-

tum), 在国内外还未见同类报道 , 这对丰富兰花菌

根真菌的研究具有一定的参考价值。 

3.2  兰科植物与菌根真菌的共生关系 
兰科植物和菌根真菌的共生关系主要在于菌根

真菌有助于兰根吸收无机养分, 其作用类似于丛枝

菌根。Cameron [17]在研究兰科植物菌根时发现, 菌

根能够促进植株生长和对 N、P 元素的吸收。近年

来, 采用 14C 试验也已证明, 即使某些兰科植物已

经长出绿叶能独立制造养料, 14C仍是从菌根真菌向

宿主方向移动。这说明此时的兰科植物依旧需要菌

根真菌补充一部分的碳水化合物。此外, 兰科菌根

形成后, 菌根真菌成为有益菌群, 能释放拮抗物质, 

有效地阻止其它病原菌侵入兰根, 从而大大减轻了

兰根遭受病害的危险, 间接提高幼苗的成活率, 促

进植株的生长。丁晖等[10]用 3 株分离自野生卡特兰

的丝核菌菌株接种卡特兰组培苗, 结果处理苗鲜重

增长率分别为 67.5%、67.3%和 62.4%。我们的研究

结果表明, CL-3 菌株接种春兰组培幼苗, 经 2 个月

的共生培养, 兰苗叶色正常, 根系生长良好。经春兰

苗生长量测定, 鲜重增长率达 80.5%, 而不接菌的

对照仅为 24.2%, 与对照差异达显著水平。这些结果

都表明, 与兰科植物共生的菌根真菌对兰花生长有

促进作用。 

但是, 在人工培养条件下要建立兰科植物和真

菌的共生关系, 培养基的选择至关重要。很多情况

下, 如果选择的培养基使真菌生长过盛, 那么对植

株健康生长乃至共生关系的形成都是不利的, 因为

研究已经发现, 许多兰科菌根真菌其实是植物病原

菌, 如立枯丝核菌(Rhizoctonia. solani)、斑叶兰丝核

菌(Rhizoctonia goodyeraerepentis)等, 这些真菌的过

量生长不但不能形成共生关系, 反而导致兰科植株

致病, 兰苗容易出现根腐现象。本试验所设计的 3
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种共生培养基是减量碳源和氮源的改良 MS培养基, 

3 种培养基的主要差异是蔗糖浓度不同。一般来说, 

培养基中糖浓度高, 易造成真菌生长旺盛, 严重侵

染植株, 使植株的成活率低下, 菌苗共生体系难以

建立, 而较低糖浓度的培养基中更有利于兰科植物

与内生真菌共生[18], 但也有例外, 类似 CL-3菌丝不

发达类型的真菌, 受培养基糖浓度的影响较小。从

实验结果看, CL-3 菌株与春兰组培苗的最佳共生培

养基是菌-苗共生培养基 II, 此时不仅菌和苗形成共

生菌根, 且能极大促进组培苗的生长, 与对照相比, 

植株的平均鲜重增长率达 80.5%, 效果显著。 
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