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摘   要：【背景】青海云杉(Picea crassifolia)是中国特有植物，具有极高的生态价值，是西北地区

重要的森林更新树种和荒山造林树种，其生长发育及其抗逆性与根系共生真菌多样性密切相关。

【目的】从青海云杉根系分离并鉴定定殖的可培养共生真菌，阐明青海云杉根系可培养共生真菌

的种类组成，为共生真菌在青海云杉育苗、造林及生态恢复的应用研究提供依据。【方法】采用根

段直接分离培养法，对青海云杉根系共生真菌进行分离培养，描述菌落形态特征。结合 rDNA ITS

序列分析的方法，对分离的真菌进行鉴定。【结果】从青海云杉根系中分离获得 65 株真菌，隶属    

1 门 4 纲 8 目 13 科 16 属 18 种，均属于子囊菌门(Ascomycota)；属水平上，以瓶头霉属(Phialocephala)

分离频率最高，占分离菌株总数的 31%；种水平上，以 Phialocephala lagerbergi 分离频率最高(22%)，

Cadophora interclivum、Pleotrichocladium opacum、福廷瓶头霉(Phialocephala fortinii)和 Alfoldi sp.

次之，分别为 18%、17%、9%和 9%。从不同发育阶段的青海云杉根系分离得到的共生真菌的种类和

数量不同，其中幼树阶段分离频率最高(52%)，幼苗阶段次之(28%)，成树阶段最低(20%)。【结论】宁

夏贺兰山青海云杉根系可培养的共生真菌种类丰富，其种类和数量在植株不同发育阶段差异较大。

本实验分离的真菌种类均为青海云杉中首次获得。本研究结果是以往相关研究的重要补充，为进

一步挖掘青海云杉根系共生真菌资源、探索青海云杉适应本地高寒与干旱逆境的共生微生物组作

用机制奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Picea crassifolia, an endemic plant with great ecological value in China, is an 

important tree species for forest regeneration and afforestation in desert mountain areas in Northwest 

China. The diverse symbiotic fungi in the roots of P. crassifolia contribute to its growth, development, and 

stress resistance. [Objective] The culturable symbiotic fungi were isolated from the roots of P. crassifolia 

on Helan Mountain and identified to reveal the fungal community composition. The results provide basic 

data for seedling breeding, afforestation, and ecosystem restoration of P. crassifolia. [Methods] The 

culturable symbiotic fungi in the roots of P. crassifolia were isolated directly from root tips and identified 

based on the morphological characteristics of colony and the rDNA ITS sequence. [Results] A total of  

65 fungal strains were isolated from the roots of P. crassifolia, belonging to 18 species, 16 genera,     

13 families, 8 orders, 4 classes of 1 phylum (Ascomycota). Phialocephala was the genus with the highest 

isolation frequency, with the isolates accounting for 31% of the total isolates. Phialocephala lagerbergi 

was the species with the highest isolation frequency (22%), followed by Cadophora interclivum (18%), 

Pleotrichocladium opacum (17%), Phialocephala fortinii (9%) and Alfoldi sp. (9%). The species and 

number of the symbiotic fungi varied at different development stages of P. crassifolia. The fungal 

isolation frequency in the roots of saplings, seedlings, and adult trees was 52%, 28%, and 20%, 

respectively. [Conclusion] The symbiotic fungi in the roots of P. crassifolia on Helan Mountain in 

Ningxia were diverse, the species and number of which varied at different development stages of the tree. 

All the isolated fungi in this study were obtained from P. crassifolia for the first time. The results are an 

important supplement to previous related studies, laying a foundation for further investigating the 

resources of culturable symbiotic fungi in the roots of P. crassifolia and exploring the role of symbiotic 

fungi in the process of P. crassifolia adapting to the alpine and arid environment. 

Keywords: Helan Mountain in Ningxia; Picea crassifolia; symbiotic fungi; isolation and culture; 
identification 

青海云杉(Picea crassifolia)为松科(Pinaceae)

云杉属(Picea)的植物，中生乔木，主要分布于

我国青海、甘肃、内蒙古和宁夏贺兰山等地；

在海拔 1 750−3 100 m 的阴坡或半阴坡高山地

带，青海云杉常组成纯林或与白桦、山杨形成

混交林[1]。青海云杉是贺兰山区森林群落主要

的建群树种，分布范围大，空间分异明显，具

有非常重要的生态价值和研究意义[2]。作为贺

兰山主要优势树种，青海云杉在海拔 2 000 m

以上形成大片景观带，对于当地水土保持和生

物多样性维持都具有非常重要的作用[3]。 

研究者们通常将能与植物建立互惠共生关
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系的真菌统称为植物互惠共生真菌，主要包括

外生菌根真菌、丛枝菌根真菌、兰科菌根真菌

和欧石楠菌根真菌、暗隔内生真菌、印度梨形

孢 (Piriformospora indica)、木霉 (Trichoderma 

spp.) 、 白 僵 菌 (Beauveria spp.) 和 绿 僵 菌

(Metarhizium spp.)等[4]。菌根真菌可促进寄主植

物的养分吸收和生长发育[5]。其中，外生菌根

真菌种类 丰富，全球约 2 万种外生菌根真菌

定殖于 6 000 余种木本植物[6]，我国已分离到

40 科 80 属近 600 种[7]。丛枝菌根真菌与宿主植

物所形成的互惠共生体是生态系统中分布 广

泛的共生体系之一[8]，目前全球已描述的丛枝

菌根真菌 314 种[9]，能够与 20 余万种植物的根

系共生，并不断有新种被报道[10-11]。兰科菌根

真菌伴随着兰科植物从种子萌发到开花结果的

整个生活史，所有的兰科植物都与真菌共生[12]，

我国已分离的兰科菌根真菌约 100 种[7]。暗隔内

生真菌是能够纯培养的一类植物共生真菌[13]，

具有促进植物利用有机氮、磷和硫源，增强植

物的抗逆性，以及在胁迫环境下促进植物生长

等生态功能[14]。目前有 114 科 320 属近 600 种

植物被暗隔内生真菌侵染[15]，几乎从温带、热

带[16-17]、荒漠[18]、极地和高山[19]等所有生境中

均有暗隔内生真菌的发现。白僵菌和绿僵菌在

传统认知上一直被认为是昆虫病原真菌，但近

年来的研究发现，这两类真菌同时大量存在于

植物根际土壤环境并兼具腐生性，对植物根系

的发育和植株生长有促进作用[20-21]。综上可见，

植物互惠共生真菌种类繁多，所发挥的生理生

态作用巨大，该领域已受到越来越多生物学家

及生态学家们的关注。 

针对青海云杉的互惠共生真菌，国内采用

分子技术重点开展了其外生菌根真菌物种多样

性研究。如：通过菌根形态鉴定和高通量测序，

樊永军等[22]首次报道了 11 种内蒙古贺兰山地

区青海云杉外生菌根真菌；樊永军等[23]自贺兰

山内蒙古段的南寺和哈拉乌沟 2 个区域鉴定出

与青海云杉共生的外生菌根真菌 239 个 OTU，

隶属于 18 科 31 属，其中优势属为蜡壳耳属

(Sebacina)、棉革菌属 (Tomentella)、滑锈伞属

(Hebeloma)和威氏盘菌属(Wilcoxina)；伊如汗[24]

采用 454 高通量测序技术获得了内蒙古贺兰山

青海云杉 255 个外生菌根真菌 OTU 序列，隶属

于 3 门 6 纲 10 目 19 科 24 属，其中鉴定到科水

平的 OTU 共 96 个，火丝菌科(Pyronemataceae)、

革菌科(Thelephoraceae)和蜡壳耳科(Sebacinaceae)

为优势科，鉴定到属水平的 OTU 共 127 个，蜡

壳耳属 (Sebacina)和棉革菌属 (Tomentella)为优

势菌属；魏杰等[25]从内蒙古阿拉善和赤峰地区

的青海云杉的菌根样品中分离得到一种浅棕色

外生菌根，具有棉革菌属(Tomentella)外生菌根

的形态特征；杨岳[26]对内蒙古代表性树种根围

土壤外生菌根真菌群落结构进行研究时，获得

的青海云杉外生菌根真菌序列归属于 316 个

OTU，隶属于 2 门 5 纲 11 目 23 科 29 属，优势

属依次为丝膜菌属 (Cortinarius)、蜡壳耳属

(Sebacina)和丝盖菌属(Inocybe)。以上研究均主

要集中于青海云杉外生菌根真菌类群，目前还

缺乏对青海云杉根系其他互惠共生真菌状况的

了解。本研究采用传统的分离培养技术对宁夏

贺兰山青海云杉根系共生真菌进行分离和鉴

定，以期为进一步研究青海云杉与其共生真菌

间的共生互作机制提供资料和依据。 

1  材料与方法 

1.1  研究地区概况 
宁夏贺兰山自然保护区是宁夏三大天然林

区之一，是中国三大沙漠(毛乌素沙漠、乌兰布

和沙漠﹑腾格里沙漠)与银川平原的分界线，也

是西北地区 后一道生态屏障[27]。贺兰山地理
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坐标为东经 105°49′−106°41′，北纬 38°19′−39°22′，

南北长 170 km，东西宽 20−40 km，保护区总面

积为 193 535.68 hm2 [28]。贺兰山具有典型大陆

性气候特征，年平均气温 8.6 °C，年均降水量约

209.2 mm，年降水分布不均，多集中于 7−9 月[29]。

受气候、土壤、海拔等因素的影响，贺兰山植

被具有明显的垂直分布特征，随海拔升高依次

为山地草原带(1 400−1 600 m)、山地疏林草原带

(1 600−2 000 m)、山地针叶林带(1 900−3 000 m)、

亚高山灌丛和草甸带(3 000−3 556 m)，与之对

应的是短花针茅 (Stipa breviflora) 和猪毛蒿

(Artemisia scoparia)群落、蒙古扁桃(Amygdalus 

mongolica)和狭叶锦鸡儿(Caragana slenophylla)

群落﹑油松(Pinus tabuliformis)群落、油松和山

杨(Populus davidiana)群落、山杨和青海云杉  

(P. crassifolia)群落及高寒草甸群落[30]。 

1.2  样品采集 
在宁夏贺兰山自然保护区苏峪口国家森林

公园内，选取 3 个典型青海云杉、山杨混交林

作为试验样地(表 1)。根据丁国民等 [31]青海云

杉种群径级结构的划分标准，结合贺兰山青海

云杉种群的实际生长情况，以 3 个不同发育阶

段(1 龄级幼苗阶段：胸径<2 cm；2 龄级幼树

阶段：2 cm≤胸径<5 cm；3 龄级成树阶段：    

5 cm≤胸径<17 cm)的青海云杉作为研究对象，

分别于 2019 年 9 月和 2020 年 9 月，在 3 个样

地内分别采集不同发育阶段的青海云杉根系样

品 4 份，总计采集 72 份根系样品。 

采集根样时，先用铁锹除去林木基部周围

的地表覆盖物，再掘取靠近主根的侧根，将整

个侧根挖出，装入密封袋内(携带少量土壤用于

根系保鲜)，于当天带回实验室，置于 4 °C 冰箱

中保藏(根样保藏时间不超过 1 周)。在实验室将

根样置于培养皿内，加入清水浸泡，待根样表

面土壤松软后，用细小毛刷小心地移除根表面

的土壤并剔除杂草等其他植物根系，蒸馏水冲

洗根系 3−5 次。根系清洗干净之后置于清水中，

用于根系共生真菌的分离。 

1.3  方法 
1.3.1  根系共生真菌的分离纯化 

采用根段直接培养法进行根系共生真菌分

离。分离和纯化采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(PDA)[32]，具体操作步骤：在超净工作台内，

将准备好的根系于 75%无水乙醇中浸泡 1 min，

无菌水漂洗 3−5 次；再于 0.1%氯化汞中浸泡   

3 min，无菌水漂洗 3−5 次，用无菌滤纸吸干水

分；随后将根系切成 0.5−1.0 cm 的根段，每个

PDA 培养基平板上放 5−6 个根段，置于 25 °C

黑暗培养。待菌落在平板上长出后，挑取少量

菌丝转接至 PDA 培养基平板上，培养 7 d 后观

察菌落形态的一致性和均匀性。若菌落形态有

差异，则进行二次分离转接，如此反复直至获

得纯化菌株。将纯化菌株接种至 PDA 培养基平

板上置于 25 °C 黑暗培养，同时制作斜面培养 

 
表 1  样地基本信息 
Table 1  Sample site information  

采样点 

Sample site 

样地大小 

Plot size (m×m) 

地理位置 

Location 

海拔 

Elevation (m)

林木类型 

Vegetation type 

土壤类型 

Soil type 

1 50×50 105°54′37″E 

38°44′7″N 

2 210 青海云杉、山杨混交林 

Mixed forest of Picea crassifolia and aspen 

灰褐土 

Grey-brown soil

2 50×50 105°54′33″E 

38°43′39″N 

2 630 青海云杉、山杨混交林 

Mixed forest of Picea crassifolia and aspen 

灰褐土 

Grey-brown soil

3 50×50 105°54′28″E 

38°43′26″N 

2 660 青海云杉、山杨混交林 

Mixed forest of Picea crassifolia and aspen 

灰褐土 

Grey-brown soil
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基进行菌种临时保藏。2−3 周后对菌落形态特

征稳定的菌株观察记录。菌落形态特征描述依

据 McLean 等[33]和 Johansson 等[34]的方法。指标

包括菌落颜色、质地、外形、是否有分泌物、

边缘颜色及形状、直径等。 

1.3.2  根系共生真菌的分子鉴定 

(1) 真菌 DNA 提取 

在超净工作台内，从纯化培养的菌落上收

集菌丝体约 0.5 g，放入已灭菌的陶瓷研钵中，

加入液氮将真菌菌丝研磨成粉末，采用真菌基

因组抽提试剂盒抽提菌株基因组 DNA，具体操

作步骤按照试剂盒说明书进行。提取的 DNA 置

于−20 °C 保存或直接用于后续试验。 

(2) 真菌 rDNA ITS 序列 PCR 扩增 

以得到的真菌基因组 DNA 为模板，采用真

菌通用引物 ITS1F (5′-TCCGTAGGTGAACCT 

GCGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATA 

TGC-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)：

基因组 DNA 2 μL，ITS1F/ITS4 引物(10 μmol/L)

各 1.5 μL，2×Hieff PCR Master Mix 25 μL，

ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；

94 °C 1 min，52 °C 1 min，72 °C 1 min，共     

30 个循环；72 °C 10 min。用 1%琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 产物，并对检测合格的样品送至生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

(3) ITS 序列分析 

测序所得的 ITS 序列，采用 Contig Express 

(V3.0.0)软件进行拼接和质控，提交至 GenBank

数 据 库 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

进行 BLAST 序列比对分析，并从 NCBI 中下载

已知同源序列和模式序列，运用 MAFFT 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software) 软件进

行比对和人工校正，采用 RAxML (windows 

executables V8.2.10)软件以 大似然法(maximum 

likelihood，ML)构建系统发育树。 

1.4  根系共生真菌数量统计分析 
采用分离频率统计青海云杉根系共生真菌

不同种类的数量和所占比例。 

分离频率=分离得到的某种共生真菌的菌株数/

分离到的总菌株数×100%。 

2  结果与分析 

2.1  根系共生真菌菌落特征观察 
从青海云杉根系中分离纯化出 65 株真菌，

依据菌落形态特征分为 18 个类型(表 2、图 1)。

菌落有圆形、近圆形，颜色有白色、灰色、黄

色或黑色，部分产生色素，生长速度差异较大，

多生长缓慢。其中，H1、H9、H12 的菌落形状

呈椭圆形，其余全部都是圆形；H9 和 H12 的菌

落质地是厚蜡状和薄蜡状，其余都为绒毡状；

H4 的菌落边缘颜色是白色，H9 的菌落上有黑

色蜡状分泌物；H3、H11 和 H18 生长速度 快，

纯化 30 d 后菌落直径分别为 5.8−7.5 cm、

6.6−7.5 cm 和 6.8−7.5 cm， 快长满平板。H1

和 H13 生长速度 慢，纯化 30 d 后菌落直径分

别为 1.8−2.7 cm 和 1.9−2.6 cm。 

2.2  根系共生真菌分子鉴定结果 
对分离获得的 65 个菌株的 rDNA ITS 片段

进行测序，将测序所得序列用 Contig Express

软件进行拼接和质控，提交至 GenBank 数据库

中进行 BLAST 比对，青海云杉根系共生真菌的

rDNA ITS 序列与 GenBank 中真菌序列的相似

度为 92.87%−100% (表 3)。 

2.3  真菌 rDNA ITS 序列分析 
将 65 株真菌的 rDNA ITS 序列与从 NCBI

下载的同源序列、参考模式菌株以及分类学文

献支撑的序列进行多序列比对。从 18 个菌落形

态类型中挑选了 34 个代表菌株的 rDNA ITS 序

列，与数据库下载序列共同构建系统发育树   

(图 2)。根据建树结果，用于构建系统发育树的 
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表 2  PDA 培养基上生长 30 d 的菌落形态特征 
Table 2  Colony characteristics of strains after 30 days culture on PDA medium 

类型 

Type 

菌落颜色 

Colony color 

菌落质地 

Colony texture 

菌落形状 

Colony 

shape 

边缘颜色

Margin 

color 

分泌物 

Exudation 

边缘形状 

Margin shape 

菌落直径 

Colony 

diameter (cm)

H1 乳白色 Milky-white 绒毡状 Felted 椭圆形 Oval 无 No 无 No 不规则 Irregular 1.8−2.7 

H2 灰白到黑色 

Gray to black 

绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 6.1−7.1 

H3 深灰色 Dark-grey 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 光滑全缘 Smooth entire 5.8−7.5 

H4 黑色 Black 绒毡状 Felted 圆形 Circle 白色White 无 No 光滑全缘 Smooth entire 1.9−2.8 

H5 深灰色 Dark-grey 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 6.4−7.2 

H6 白色 White 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 光滑全缘 Smooth entire 6.5−7.4 

H7 浅黄色 Light-yellow 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 5.6−7.4 

H8 灰白色 Grey-white 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 6.5−7.2 

H9 黑色 Black 厚蜡状 

Thick waxy 

椭圆形 Oval 无 No 黑色蜡状 

Black waxy

不规则 Irregular 1.6−4.8 

H10 灰色 Grey 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 3.2−4.3 

H11 黑白色 Black-white 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 6.6−7.5 

H12 浅红色 Light-red 薄蜡状 Thin waxy 椭圆形 Oval 无 No 无 No 不规则 Irregular 2.8−4.3 

H13 白色 White 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 1.9−2.6 

H14 黄色 Yellow 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 光滑全缘 Smooth entire 6.3−7.3 

H15 白色 White 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 3.2−4.9 

H16 浅黄色 Light-yellow 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 1.5−3.9 

H17 白色 White 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 不规则 Irregular 2.8−4.1 

H18 灰白色 Grey-white 绒毡状 Felted 圆形 Circle 无 No 无 No 光滑全缘 Smooth entire 6.8−7.5 

 

 
 
图 1  在 PDA 培养基上生长 30 d 后的菌落形态特征 
Figure 1  Morphology of fungal colony isolated from roots after 30 days culture on PDA medium. 



 
肉斯塔木·艾买提等: 宁夏贺兰山青海云杉根系共生真菌的分离与鉴定 455 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 3  青海云杉根系共生真菌 rDNA ITS 序列的 BLAST 结果 
Table 3  BLAST results of rDNA ITS sequences of symbiotic fungi Picea crassifolia 

菌落类型 

Colony type 

代表菌株 

Strain No. 

相似真菌 

Similar fungal species (GenBank 

accession No.) 

相似性 

Similarity 

(%) 

菌株数量

Strain 

amount 

分离频率 

Isolation 

ratio (%) 

参考菌株编号 

Reference strain No.

H1 B51 Polyphilus sieberi (KT269499) 97.10 1 1.54 MG719688[35] 

H2 A16, A57 Dactylonectria macrodidyma 

(MK841907) 

99.60 2 3.08 − 

H3 A37, B10, 

B30, B40 

C. interclivum (MF979577) 99.44 12 18.46 MF979577-Holotype

H4 B65, B19 Varicosporium sp. (KX100406) 95.21 2 3.08 JQ412864 

H5 B11, B15, B18 P. fortinii (LC206662) 99.50 6 9.23 NR103577-Isotype 

H6 B43 Cladosporium cladosporioides 

(MT635286) 

100.00 1 1.54 NR119839-Neotype

H7 B37 Penicillium raistrickii (MK450710) 99.78 1 1.54 NR119493-Neotype

H8 A2, A6, B21, 

B52 

P. opacum (MT294424) 99.65 11 16.92 NR155696-Epitype 

H9 A7, A15, B17, 

B56 

Alfoldia vorosisii (NR171211) 94.85 6 9.23 NR171211-Holotype

H10 B31 Pleosporales (LT821464) 99.58 1 1.54 − 

H11 B42 Xylaria sp. (KF871461) 95.47 1 1.54 − 

H12 B58 Lecanicillium fungicola (KY400076) 100.00 1 1.54 NR119653-Epitype 

H13 B64 Monocillium constrictum 

(MG827006) 

92.87 1 1.54 NR157501-Holotype

H14 B3 Neonectria ramulariae (KM249079) 100.00 1 1.54 JF735313[36] 

H15 B24, B66 Ilyonectria crassa (MT573482) 100.00 2 3.08 JF735275[36] 

H16 A10 Dactylonectria novozelandica 

(MN817697) 

100.00 1 1.54 NR121499-Holotype

H17 B12, B22, B32 P. lagerbergii (AB190400) 99.80 14 21.54 − 

H18 B27 Paecilomyces sp. (KF871460) 100.00 1 1.54 − 

注：−：在数据库中未查询到该种模式菌株序列  

Note: −: The sequence of model strain is not inquired in the database. 

 
34 个代表菌株(黑色加粗字体标出)归属于 1 门 

4 纲 8 目 13 科 16 属 18 种，其中鉴定到种水平

的有 12 个、鉴定到属水平的有 5 个、仅鉴定到

目水平的有 1 个(表 4)。分离得到的青海云杉根

系共生真菌全部隶属于子囊菌门，其中 B12、

B22、B32、A37、B10、B30、B40、B65、B19、

B11、B15、B18、B51 这 13 个菌株的序列聚在

分支Ⅰ上，隶属于锤舌菌纲 (Leotiomycetes)；

B42、B27、B58、B64、A57、A16、A10、B24、

B66、B3 这 10 个菌株的序列聚在分支Ⅱ上，隶

属于粪壳菌纲(Sordariomycetes)；A2、A6、B21、

B52、A7、A15、B17、B56、B31、B43 这 10 个

菌株的序列聚在分支Ⅳ上，隶属于座囊菌纲

(Dothideomycetes)。B37 序列单独聚在分支Ⅲ

上，隶属于散囊菌纲(Eurotiomycetes)。 

2.4  根系共生真菌的分离频率 
综合菌落形态特征和 rDNA ITS 序列分析，

分离得到的 65 株根系共生真菌被鉴定为 12 种

(表 4)。不同种类的真菌其分离数量和分离频率

差别较大(表 3)，分离频率比较高的种有 5 个， 
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图 2  基于根系共生真菌及其近似种 rDNA ITS 序列采用最大似然法构建的系统发育树   分支上的数

字表示支持率；黑体编号代表本次实验分离得到菌株序列；O. ellipsospora (NR172385)和 O. tonghaiensis 

(NR172397)是外类群 

Figure 2  The phylogenetic tree based on rDNA ITS sequences of root symbiotic fungi and related species 
using maximum likelihood. The number at the branching point indicates bootstrap; The bold numbers 
represented the cultures isolated in this study. Orbilia ellipsospora (NR172385) and Orbilia tonghaiensis 
(NR172397) are outgroup. 
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表 4  青海云杉根系可培养共生真菌鉴定结果  
Table 4  Identification results of culturable symbiotic fungi in the roots of Picea crassifolia 

编号 

No. 

门 

Phyla 

纲 

Class 

目 

Order 

科 

Family 

属 

Genus 

种 

Species 

1 子囊菌门

Ascomycota 

座囊菌纲

Dothideomycetes 

格孢菌目

Pleosporales  

Melanommataceae Pleotrichocladium P. opacum  

2    Amorosiaceae Alfoldia    

3   Cladosporiales 枝孢霉科

Cladosporiaceae 

枝孢菌属

Cladosporium 

枝状枝孢菌 

C. cladosporioides 

4  锤舌菌纲

Leotiomycetes 

斑痣盘菌目

Rhytismatales  

Calloriaceae Polyphilus P. sieberi  

5   柔膜菌目

Helotiales  

暗皮皿科

Mollisiaceae 

瓶头霉属

Phialocephala 

P. lagerbergii 

6      福廷瓶头霉 

P. fortinii 

7    Ploettnerulaceae 背芽突霉属

Cadophora  

C. interclivum 

8    Hydrocinaceae Varicosporium  

9  散囊菌纲

Eurotiomycetes 

散囊菌目

Eurotiales 

曲霉科

Aspergillaceae 

青霉菌属 Penicillium  雷氏青霉 

P. raistrickii    

10  粪壳菌纲

Sordariomycetes 

炭角菌目

Xylariales 

炭角菌科

Xylariaceae 

炭角菌属 Xylaria  

11   Sordariales Aspergillaceae 拟青霉属Paecilomyces   

12   肉座菌目

Hypocreales 

Cordycipitaceae 蜡蚧菌属Lecanicillium  L. fungicola        

13    Niessliaceae 单链孢属 Monocillium  

14    Nectriaceae Dactylonectria D. macrodidyma 

15      D. novozelandica 

16     Ilyonectria I. crassa 

17     丛赤壳科 Neonectria N. ramulariae 

 
分别为 P. lagerbergii、C. interclivum、P. opacum、

P. fortinii 和 Alfoldia sp.，分离频率依次为 22%、

18%、17%、9%和 9%。瓶头霉属(Phialocephala)

菌株的分离频率为 31%，是分离频率 高的优

势属，在 3 个样地的 32 份样品中均分离到该属

的真菌。 

不同发育阶段的青海云杉根系分离获得的

共生真菌的数量和分离频率明显不同(表 5)。从

青海云杉幼苗根系分离得到共生真菌 18 株，分

离频率为 28%；幼树阶段分离得到根系共生真

菌 34 株，分离频率高达 52%；成树阶段分离得

到根系共生真菌 13 株，分离频率 20%。在青海

云杉的不同发育阶段，根系共生真菌的分离频

率由高到低依次为幼树>幼苗>成树。 

3  讨论与结论 

已有研究结果表明，采用高通量测序技术研

究青海云杉根系互惠共生真菌组成时，外生菌根

真菌是其重要组分，在青海云杉根系互惠共生真

菌群落中占据重要地位，其中丝盖菌属(Inocybe)、

蜡壳耳属(Sebacina)、丝膜菌属(Cortinarius)和棉

革菌属(Tomentella)为优势属[37-39]。本研究采用 
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表 5  不同发育阶段青海云杉根系共生真菌的数

量和分离频率 
Table 5  Number and isolation frequency of 
culturable symbiotic fungi in roots at different 
development stages Picea crassifolia   
不同发育阶段 

Stage of development 

菌株数量 

Strain amount 

分离频率 

Isolation ratio (%)

幼苗 Seedlings 18 28 

幼树 Sapling 34 52 

成树 Adult trees 13 20 

 
根段直接分离培养法，根据菌落形态特征及

rDNA ITS 序列分析表明，青海云杉根系可培养

共生真菌种类丰富，以深色有隔内生真菌(dark 

septate endophytes，DSE)为主要类群，其中瓶

头霉属(Phialocephala)为优势属，P. lagerbergii

和 C. interclivum 为优势种。本研究分离鉴定的

根系共生真菌均在青海云杉中首次报道。  

Walsh 等[40]从加拿大亚高山森林白云杉根

系中分离出背芽突霉属(Cadophora)的 2 种培养

物 C. meredithiae 和 C. interclivum，并发现它们

的内部转录间隔(internal transcribed spacer，ITS)

序列与 GenBank 中植物根系生态研究中的多个

序列具有较高的相似性，而且这些相似性序列

来源广泛，从兰科植物[41-42]、草本植物[43]到云

杉等高大的乔木[44-45]根系均有分布，据此推测

C. meredithiae 和 C. interclivum 广泛定殖于植物

根系。杜海燕等[46]采用分子生物学技术对天山雪

岭云杉菌根真菌进行鉴定，鉴定到 21 种菌根真

菌，其中 P. lagerbergii、背芽突霉属(Cadophora)

和丛赤壳属(Neonectria)这 3 种菌根真菌与本

实验鉴定到的共生真菌相同。根据已有研究

和本研究结果，我们发现 P. lagerbergi 和     

C. interclivum 普遍定殖于云杉属植物根系中，并

成为该属根系共生真菌的优势种。P. lagerbergi

和 C. interclivum 可能对云杉属植物的生长和发

育存在潜在的影响。 

瓶头霉属真菌是一种能够侵染多种植物的

有益共生真菌，与不同生态系统中的多种植物

建立共生关系，在大小兴安岭地区落叶松林[47]、

汤旺河国家森林公园的阔叶红松混交林[48]和净

月潭国家森林公园的红松林[49]、马尾松[50]等针

叶林，以及浙江大盘山保护区的映山红[51]、大

兴安岭北部地区野生笃斯越橘[52]和灰背杜鹃[53]

等杜鹃花科植物中均有报道。本研究发现，在

鉴定出的真菌中，瓶头霉属真菌的分离频率

高，其是青海云杉根系共生真菌的优势真菌属，

而且与以上报道中瓶头霉属真菌的菌落形态特

征一致。瓶头霉属真菌促进植物生长、改善根

系对水和矿质营养元素的吸收与利用，能够极大

地提高植物抗逆能力[54-57]。青海云杉主要分布于

寒冷、干旱的高海拔地区，瓶头霉属作为青海云

杉根系共生真菌的优势真菌属，我们推测其对青

海云杉适应严酷的生活环境具有重要意义。 

本研究发现，不同发育阶段青海云杉根系

共生真菌的数量和分离频率都存在差异。在幼

树阶段分离获得的青海云杉根系共生真菌的种

类和数量 多，在成树阶段明显低于其他发育

阶段。贾岩[58]在锁阳与其寄主白刺内生真菌微

生态及不同发育期的生态演替规律研究中发

现，旺盛期分离到的锁阳与其寄主白刺内生真

菌 多(22.41%)，其次从高到低依次为衰败期

(17.39%)、冬藏期(15.05%)、萌发期(12.37%)，

而生长期(锡林郭勒 9.36%，通古淖尔 10.02%)

分离到的 少。以上研究结果表明，植物共生

真菌在不同发育阶段的分布均有所差异。因此，

对植物互惠共生真菌进行分离时，选择的样品

应涵盖植物的整个生长周期，这样才能更加真

实地反映种类组成状况。 

近年来，随着高通量测序技术的广泛应用，

关于青海云杉根系共生真菌的研究已取得了重

要成果，揭示了青海云杉根系共生菌的群落结
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构及其多样性特征。前人在关于青海云杉根系

共生真菌的研究中，采用高通量测序等现代分

子生物学手段提供了大量多样性数据，本试验

则是对前人研究的重要补充。目前，植物共生

真菌在农林生产、生物多样性保护、生态平衡

维持等方面具有不可替代的作用，其分离和鉴定

是研究生态应用的基础，收集、保护和利用共生

真菌资源具有重要的生态意义和经济价值[59]。

本研究采用根段直接培养法首次对青海云杉根

系可培养共生真菌进行了分离与鉴定，研究结

果为完善青海云杉根系共生真菌多样性以及与

共生真菌间的共生互作机制研究提供了基础数

据，也为青海云杉菌根化育苗、造林和生态系

统的恢复等应用提供了科学依据。 
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