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研究报告 

宁夏枸杞深色有隔内生真菌的侵染特征及多样性 

胡丽杰  闫思远  孙牧笛  李文学  顾沛雯* 
宁夏大学农学院  宁夏 银川  750021 

摘  要：【背景】枸杞是享誉中外的名贵药材，深色有隔内生真菌(Dark septate endophytes，DSE)是枸

杞内生真菌的重要组成部分。【目的】从宁夏枸杞栽培品种和野生品种的根系分离获得 DSE 菌株，研

究枸杞 DSE 的群落组成、物种多样性及在宿主植物内的侵染定殖情况。【方法】从宁夏枸杞栽培园采

集栽培品种宁杞 1 号、宁杞 3 号、宁杞 5 号、宁杞 6 号、宁杞 7 号、宁杞 8 号以及野生品种黄果枸杞

和黑果枸杞共 8 个枸杞品种的根系，分离 DSE 菌株，运用形态学特征、rDNA-ITS 序列分析进行菌株

鉴定，采用回接试验方法确定 DSE 真菌。【结果】DSE 在枸杞根系能形成大量“微菌核”典型结构。从

8 个枸杞品种根系中共分离获得 DSE 菌株 279 株，分属于 18 个属，具有丰富的物种多样性。镰刀菌

属 (Fusarium)为各品种的共有属和优势属，相对频率最高达 85%。Monosporascus、蓝状菌属

(Talaromyces)和俄氏孔菌属(Earliella)为枸杞内首次报道的 DSE。枸杞不同品种中 DSE 群落物种多样

性指数、均匀度指数和 Simpson 指数差异显著。【结论】DSE 在枸杞栽培品种及野生品种中具有丰富

的生物多样性，能够与枸杞根系形成良好的共生关系，增强了枸杞对生态环境的适应性。 

关键词：深色有隔内生真菌，侵染特征，群落组成，物种多样性 

Infection characteristics and diversity of dark septate endophytic 
fungi isolated from Lycium barbarum in Ningxia 
HU Li-Jie  YAN Si-Yuan  SUN Mu-Di  LI Wen-Xue  GU Pei-Wen* 

School of Agriculture, Ningxia University, Yinchuan, Ningxia 750021, China 

Abstract: [Background] Lycium barbarum is a traditional edible herb, and dark septate endophytes (DSE) is 
an important component of endophytic fungi in L. barbarum. [Objective] DSE strains were isolated from the 
roots of cultivated and wild varieties of L. barbarum in Ningxia. In order to analyze the diversity and the 
community constitution of DSE associated with L. barbarum and understand the colonization and 
distribution of DSE in L. barbarum. [Methods] The roots of Ningqi-1, Ningqi-3, Ningqi-5, Ningqi-6, 
Ningqi-7, Ningqi-8, L. barbarum var. auranticarpum and L. ruthenicummurr were collected from Ningxia 
wolfberry cultivation garden. Strains were identified by morphological characteristic and rDNA-ITS 
sequence, and DSE of roots from L. barbarum were validated by Koch’s Rule. [Results] DSE live as 
mircosclerotia in the roots of L. barbarum. In this paper, 279 DSE were isolated from roots of eight kinds of 
L. barbarum, belonging to 18 genera, which are rich in species diversity. Fusarium were a common and 
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dominant genus in various breeds. The relative frequency was up to 85%. Monosporascus, Talaromyces and 
Earliella were firstly reported in L. barbarum. There were significant differences in biodiversity index, 
evenness index and Simpson’s index of DSE community among different varieties of L. barbarum. 
[Conclusion] DSE of L. barbarum were rich in resources of cultivated and wild varieties of L. barbarum, 
DSE could form a symbiotic relationship with L. barbarum and enhance the adaptability of wolfberry to the 
ecological environment. 

Keywords: Dark septate endophytic fungi, Infection characteristics, Community composition, Species 
diversity 

植物内生菌被认为普遍存在于陆生植物中，在

所调查过的陆生植物组织中均发现有植物内生菌

的定殖[1]。植物内生菌种类繁多，主要包括内生细

菌、内生真菌和内生放线菌三大类，植物内生真菌

因其丰富的真菌资源及其多样的生态学功能尤为

人们所关注[2]。近年来探讨和挖掘内生真菌作为生

防菌逐渐成为该领域的一个研究热点[3]。 

深色有隔内生真菌(Dark septate endophytes，

DSE)是指一群定殖于植物根表皮、皮层和维管组织

细胞内或细胞间隙的一类内生真菌，其主要特征是

菌丝深色，具有明显横隔膜，能够在植物组织内形

成菌丝网络、胞间菌丝和“微菌核”等结构，但不会

在根组织内形成病原真菌所引起的病理学特征[4]。

与菌根真菌植物共生体相似，DSE 与植物共生体的

作用也多种多样，不仅能提高宿主植物对 N、P、

K 等营养元素的吸收，而且能提高宿主植物的抗逆

性[5]。国内外有关 DSE 的报道较少，Addy 等[6]认

为在极端温度和干旱的胁迫条件下，DSE 能够产生

大量深色菌丝和“微菌核”来增强宿主植物的抗旱

性。Diene 等[7]从日本的森林树木中分离出一株 DSE

菌株 Pseudosigmoidea，该菌能使大白菜在低 pH 下

生长。国内对 DSE 的研究起步较晚，主要集中在特

殊生境和特色植物中。2010 年张杰[8]从云南两个重

金属矿区分离出的 DSE 菌株 Z113 在重金属胁迫下

能提高玉米的生物量。2017 年蓝桃菊等[9]从广西大

石围天坑群原始森林分离的 DSE 菌株中获得了能

提高任豆(Zenia insignis)和苏木(Zenia insignis)抗旱

能力的菌株。有研究发现，DSE 不仅能分泌黑色素

吸附土壤中的重金属离子，还能产生次级代谢产物

抑制病原菌、昆虫及食草动物的危害，增强宿主植

物在胁迫环境中的抗逆性[10]。 

枸杞(Lycium barbarum)属茄科枸杞属，多年生

落叶灌木，在宁夏、青海、甘肃等地大面积种植，

是享誉中外的名贵药材。目前广泛栽植的枸杞栽培

品种主要是宁杞系列 1−8 号，野生品种主要为黄果

枸杞和黑果枸杞。目前国内外对枸杞的研究主要集

中于其抗逆性、抗氧化性和化学成分等方面[11]，对

枸杞中 DSE 真菌的研究有少量的报道。2012 年

Zhang 等 [12]从宁夏枸杞根系中分离得到一株菌

LBF-2，分子鉴定发现与菊异茎点霉(Paraphoma 

chrysanthemicola)的相似度达到 96%，能够诱导宿

主根系生理活性的改变，增强根系活力，促进枸杞

生长。2015 年石志刚等[13]发现 DSE 菌株 LBF-2 和

LBF-27 对枸杞的侵染率都在 65.81%以上，能提高

枸杞叶片中游离脯氨酸的含量，提高枸杞抗逆性；

2017 年，徐全智[11]从宁夏枸杞根部分离的 NQ3GF1

菌株使枸杞苗净生长量达到 1.87 g，是对照的 1.7 倍，

根条数是对照的 2.3 倍。枸杞 DSE 是枸杞内生真菌

的重要组成部分，本研究在前期初步探究枸杞内生

真菌多样性及抑菌活性的基础上，通过调查 6 个宁

夏枸杞栽培品种和 2 种野生枸杞根内 DSE 侵染特征

和多样性，了解枸杞根际 DSE 的分布规律，以便利

用枸杞 DSE 资源，为功能菌株的开发利用提供理论

依据。 

1  材料与方法  

1.1  样品采集  

2017 年 11 月从宁夏农科院枸杞品种园和宁夏

银川市森淼枸杞园采集宁杞 1 号、宁杞 3 号、宁杞

5 号、宁杞 6 号、宁杞 7 号、宁杞 8 号等 6 个栽培

品种和黄果枸杞、黑果枸杞 2 个野生枸杞品种的根
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样。具体采集方法是：每品种随机选取健康植株

3 株，每株随机按东西南北 4 个方位取枸杞根样，除

去 5 cm 厚的表层土和枯枝落叶后，采集 5 cm−20 cm

深的与主根相连的须根，筛除土样，将新鲜根段编

号放入保鲜袋，用 4 °C 冰盒带回实验室。在室内迅

速将根样剪成 2 cm−5 cm 的小段，分成 2 份，一份

固定于 FAA 的固定液(福尔马林 5 mL，冰醋酸 5 mL，

70%乙醇 90 mL)中，另一份随即用于 DSE 分离。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 

马铃薯琼脂培养基、氢氧化钾、过氧化氢、酸

性品红，国药集团化学试剂有限公司；2×EcoTaq 

PCR SuperMix (+dye)，北京全式金生物公司；真菌

DNA 提取试剂盒，BioFlux 公司。正置荧光显微镜，

Olympus 有限公司；凝胶成像系统，Azure Biosystems

公司；Simpli Nano 超微量分光光度计，GE Healthcare

公司；梯度 PCR 仪，Bio-Rad 公司；DYY-C6 电泳

仪，北京市六一仪器厂。 

1.3  枸杞 DSE 侵染特征的观察 

参照 Phillips 等[14]的染色方法，具体做法如下：

将根段从 FAA 固定液中取出，无菌水冲洗 5 次，

用剪刀将根段剪成 5 mm 长的小段，选取直径小于

2 mm 的细根加入到装有 10% KOH 溶液的指形管

中，90 °C 水浴 1 h。将 KOH 溶液倒掉，在指形管

中加 10%碱性 H2O2 于室温下放置 30 min。将碱性

H2O2 倒掉，加入 1% HCl 溶液浸泡 5 min，倒去 HCl

溶液后加入 0.5%酸性品红染色，室温过夜。之后将

根样放到乳酸甘油混合液中脱色 12 h，随机选取根

段放在载玻片上，盖上盖玻片，轻轻敲打盖玻片，

使根段组织均匀地分散在载玻片上，挑选典型标本

于显微镜下观察拍照。 

1.4  枸杞 DSE 菌株的分离培养与纯化 

DSE 的分离依据常规的内生真菌分离法[14]。具

体方法如下：用自来水将采集的枸杞根样表面的土

冲洗干净，用无菌水冲洗 3 次。使用无菌刀片将根

系切割成 2 cm 长的根段，放置于 75% (体积比)的

酒精内 1 min，消除表面气泡，用 5% (质量体积比)

的次氯酸钠溶液消毒 5 min，用无菌水清洗 3 次，

之后用无菌吸水滤纸将根样表面水分吸干，用已灭

菌的剪刀将根段剪成 5 mm 左右的小根段，用灭菌

的镊子将根转移到 PDA 培养基上，每皿放置 9 个

根段，3 次重复，最后一遍无菌水洗涤液涂板检测

有无杂菌污染。在 28 °C 培养 7 d 后，选取菌落边

缘颜色较深的菌株，切取菌丝到新的 PDA 培养基

上进行纯化。4 °C 保存菌种。 

根据李宝库[4]对 DSE 的判别标准(表 1 及表 2)

对所分离的枸杞内生真菌进行分类，确定 DSE 菌株。 
 

表 1  DSE 菌落形态学观察要点 
Table 1  The observation points of DSE colonial morphology 

观察要点 

Observation points 

特点 

Characteristics 

菌落大小 

Colony size 

直径 

Diameter (mm) 

菌落颜色 

Colony color 

表面颜色和背面颜色；色素是否渗入培养基 

Surface and back colors; whether pigments penetrate the medium 

菌落表面纹饰 

Colony surface decoration 

同心环、辐射沟纹、皱纹、菌落疏松或致密 

Concentric rings, radiation grooves, wrinkles, loose or dense colonies 

渗出物 

Exudate 

菌落表面有无液滴以及液滴的颜色 

Colony surface with or without droplets and colour of droplets 

菌落高度 

Colony height 

隆起、凸起、扁平、菌落中心部分状况等 

Apophysis, bulge, flat, status of the central part of the colony, etc 

菌落质地 

Colony texture 

毡状、绒毛状、毯状、粉粒状、棉絮状、有无成束状或绳状气生菌丝等 

Panniform, villiform, carpet like, powdery granular, flocculence, whether there are bundles or 
ropes of aerial hyphae, etc 

菌落边缘 

Colony edge 

全缘、树枝状、辐射状、锯齿状等 

Whole edge, arborization, radial, zigzag, etc 
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表 2  DSE 微观形态观察要点 
Table 2  The observation points of DSE microstructure 

观察要点 

Observation points 

特点 

Characteristics 

菌丝特征 

Hyphae characteristics 

表面性状光滑或粗糙，宽度等 

Surface properties are smooth or rough, width, etc 

分生孢子形态 

Conidia morphology 

形状、大小、样式；聚集方式链状或聚集成簇；表面状况 

Shape, size and style; the aggregation pattern is chained or clustered; surface condition 

产孢结构的形态特征 

Morphological characteristics of 
sporulation structure 

形状、大小、样式；孢子着生位置、轮生、单生或互生 

Shape, size and style; spore position, whorl, solitary or alternate 

分生孢子梗 

Conidia peduncle 

分枝情况复杂或简单，轮生或单生；长短；基部光滑或粗糙 

The branching situation is complex or simple, whorl or solitary; long or short; base smooth or rough
 

1.5  枸杞 DSE 菌株回接试验与形态观察 

参考孟庆果[15]内生真菌在根部的回接方法进

行。操作步骤如下：选择枸杞组培苗作为回接宿主，

将冷藏于 4 °C 的枸杞 DSE 菌株接种到 PDA 培养基

上进行活化，3 d 后用无菌打孔器打 6 mm 菌饼，在

距生长于 MS 培养基上的无菌枸杞组培苗 2 cm处接

种菌饼，3 d 后取枸杞根部，观察 DSE 菌株在枸杞

根部的侵染定殖情况。观察方法参照 1.3。 

1.6  枸杞 DSE 菌株形态与分子系统学特征 

用直径为 6 mm 的打孔器挑取纯化菌株接种到

直径为 9 cm 的 PDA 平板上，28 °C 黑暗培养，每

2−3 d 观察并记录菌落表面形态、大小、颜色、质

地、生长速率等形态特征。 

利用真菌 rDNA-ITS 序列通用引物 ITS1 (5′-TC 

CGTAGGTGAACCTGCGC-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCC 

GCTTATTGATATGC-3′)对菌株进行分子鉴定。根据

形态学特征，合并形态相同的 DSE 菌株作为一个菌

种，每个菌种在 PDA 平板上 28 °C 黑暗培养 7 d 后，

刮取新鲜菌丝 10 mg 置于 Eppendorf 管中，加液氮

研磨充分后，采用真菌基因组 DNA 提取试剂盒提

取菌丝 DNA 进行 PCR 扩增，将所得 PCR 原液进

行测序。登录 NCBI，将测序结果进行 BLAST 比对，

将所有菌种的 DNA 都进行测序，之后依据测序结

果合并序列相同的菌株，将分子生物学与形态学特

征都相同的菌种作为一个参考菌株，采用邻接

(Neighbor-Joining)法，用 DNAMAN 6.0.3.48 软件构

建系统发育树，确定菌株的分类地位。 

1.7  枸杞 DSE 多样性测度 

定殖率(%)=(定殖根段数/总根段数)×100%； 

分离率(IR%)=(分离 DSE 菌株数/分离总根段

数)×100%； 

分离频率(IF%)或相对频率(RF%)=(某种真菌

菌株数/分离所得总菌株数)×100%； 

多 样 性 指 数 (Shannon-Weiner index) ：  H  

i i1
ln


S

i
P P ，式中 i i /P N N ，即第 i 种真菌菌株

数占样地分离所得总菌株数 N 的比例；S 是品种物

种数目； 

均匀度指数(Pielou)： / lnJ H S ； 

优势度(Simpson)： 2
i1

1
S

i
D P


 - ； 

相似性系数(Sorenson’s similarity coefficient，简

称 CS)：CS=2j/(a+b)，式中 j 是 2 个品种共同分离到

的 DSE 属数，a 为一品种内分离的 DSE 属数，b 为

另一品种内分离的 DSE 属数。 

2  结果与分析  

2.1  枸杞 DSE 侵染定殖的形态特征 

利用碱解离酸性品红染色法对枸杞根系进行

染色，结果表明 DSE 菌丝能够侵染枸杞的根系，主

要在胞间或胞内定殖，形成多种侵染结构。“微菌核”

可充满单个皮层细胞(图 1A)或分布在多个细胞中

(图 1B 和 1C)，同时有大量深色有隔菌丝平行分布

在根皮层细胞(图 1D 和 1E)，并存在一些菌丝特化

结构，如在植物细胞内形成的透明“微菌核”圈结构

(图 1F)或深色的“微菌核”结构(图 1G)，颗粒状(图 1H)、 
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图 1  枸杞根系 DSE 定殖形态特征 
Figure 1  Morphological characteristics of DSE colonization in L. barbarum roots 
注：A：“微菌核”可充满单个皮层细胞；B 和 C：DSE 叶状“微菌核”；D 和 E：深色有隔菌丝平行分布在根皮层细胞；F：浅色及透

明的“微菌核”圈；G：深色的“微菌核”；H：深色的颗粒状“微菌核”；I：深色的带状“微菌核”；J：深色的球状“微菌核”；K：根系

皮层细胞中分布的类似附着胞的结构；L：类似厚垣孢子结构在表皮细胞中的分布. 
Note: A: Microsclerotia can be filled with a single cortical cell; B and C: DSE leafy Microsclerotia; D and E: Dark septate mycelia parallel 
distributed in the root cortex cells; F: Light and transparent Microsclerotia circle; G: Dark Microsclerotia; H: Dark granular Microsclerotia; I: 
Dark banded Microsclerotia; J: Dark globular Microsclerotia; K: Appressorial-like structure in root cortex cells; L: Chlamydospore-like 
structure in epidermal cells. 
 

带状(图 1I)、脑状(图 1J)和叶状等“微菌核”(图 1B

和 1C)。有些菌丝顶端细胞膨大、突起，形成不规

则类似附着孢的结构(图 1K)，此外还能观察到类似

厚垣孢子的聚集(图 1L)。 

2.2  枸杞 DSE 的分离数量 

根据李宝库[4]对 DSE 的判断标准，8 个枸杞品

种中共分离 DSE 菌株 279 株。由表 3 可知，宁杞

1 号 34 株，宁杞 3 号 68 株，宁杞 5 号 20 株，宁杞

6 号 32 株，宁杞 7 号 39 株，宁杞 8 号 20 株，黄果

枸杞 35 株，黑果枸杞 31 株，DSE 平均总定殖率分

别为 25.18%、48.89%、14.81%、23.70%、28.89%、

14.81%、25.93%和 22.96%。定殖率和分离率大致

相同。其中，各品种 DSE 菌株分离率各不相同，其

中宁杞 3 号最高，为 50.37%；宁杞 5 号和宁杞 8 号

最低，均为 14.81%。品种间 DSE 分离率和定殖率

都表现为宁杞 3 号>宁杞 7 号>黄果枸杞>宁杞 1 号>

宁杞 6 号>黑果枸杞>宁杞 5 号=宁杞 8 号。 

2.3  枸杞 DSE 群落组成 

利用形态学特征、回接试验和分子生物学鉴

定，将形态相同的菌株进行归类，共获得不同种的

DSE 菌株 22 株。这 22 株 DSE 菌株纯培养菌落颜色

以灰白色(图 2A、2B 和 2C)、黑色(图 2D)、灰褐色 
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表 3  枸杞不同品种 DSE 的侵染情况 
Table 3  Infection of dark septate endophytic fungi in different varieties of L. barbarum 

品种 

Varieties 

总根段数 

Total root number 

DSE 定殖率 

DSE colonization rate (%) 

DSE 分离率 

DSE isolation rate (%) 

宁杞 1 号 Ningqi-1 135 25.18 25.18 

宁杞 3 号 Ningqi-3 135 48.89 50.37 

宁杞 5 号 Ningqi-5 135 14.81 14.81 

宁杞 6 号 Ningqi-6 135 23.70 23.70 

宁杞 7 号 Ningqi-7 135 28.89 28.89 

宁杞 8 号 Ningqi-8 135 14.81 14.81 

黄果枸杞 L. barbarum var. auranticarpum 135 25.93 25.93 

黑果枸杞 L. ruthenicummurr 135 22.96 22.96 

 

 
 

图 2  深色有隔内生真菌的形态特征 
Figure 2  Morphological characteristics of endophytic fungi in dark 
注：A−I：宁杞 7 号、宁杞 5 号、宁杞 3 号、黄果枸杞、黑果枸杞、宁杞 1 号、黑果枸杞、宁杞 7 号和宁杞 6 号的 DSE 菌落形态. 培

养条件：28 °C 在 PDA 上暗培养.  
Note: A−I: Fungal morphology of DSE of Ningqi-7, Ningqi-5, Ningqi-3, L. barbarum var. auranticarpum, L. ruthenicummurr, Ningqi-1, L. 
ruthenicummurr, Ningqi-7 and Ningqi-6. Condition of growth: 28 °C, dark culture on PDA. 

 
(图 2E、2F 和 2G)和暗绿色(图 2H 和 2I)为主，形状

呈圆形或近圆形，表面隆起或褶皱(图 2D、2F 和 2I)，

常被覆绒毛(图 2A 和 2C)或絮状绒毛(图 2B)。回接

试验进一步证实所分离的菌株为 DSE 菌株，根系中

存在多种 DSE 菌株侵染结构(图 3)，“微菌核”(图

3A、3B、3C 和 3D)和深色有隔菌丝(图 3E)广泛分

布在 8 个枸杞品种的细胞中，其中根皮层细胞内分

布最多且形态各异，有透明零散状(图 3F)、脑状(图

3G)、纺锤状(图 3H)和棒状(图 3I)等微菌核。 

所 分 离 的 D S E 菌 株 主 要 由 镰 刀 菌 属

(Fusarium)、小不整球壳属(Plectosphaerella)、毛葡

孢属(Botryotrichum)、蓝状菌属(Talaromyces)和附球

菌属(Epicoccum)等 18 个属组成(图 4)，其中镰刀菌

属(Fusarium)为优势属，分离率达到了 70.15%； 
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图 3  回接试验枸杞根系深色有隔内生真菌结构特征 
Figure 3  Structural characteristics of dark septate endophytic in root of L. barbarum in return test 
注：A、B、C 和 D：深色“微菌核”在局部根系皮层细胞中的侵染；E：深色菌丝分布在根系细胞中；F：透明的零散状“微菌核”；G：

深色的脑状“微菌核”；H：深色的纺锤状“微菌核”；I：深色的棒状“微菌核”. 
Note: A, B, C and D: Infection of dark Microsclerotia in local root cortical cells; E: Distribution of dark mycelia in root cells; F: Transparent 
scattered Microsclerotia; G: Dark brain-like Microsclerotia; H: Dark spindle-like Microsclerotia; I: Dark rod-like Microsclerotia. 

 

 
 

图 4  枸杞根内 DSE 的组成分布 
Figure 4  Composition and distribution of DSE in L. 
barbarum roots 
 

小不整球壳属(Plectosphaerella)为常见属，分离率为

9.26%；附球菌属(Epicoccum)、丝核菌属(Rhizoctonia)、

蓝状菌属(Talaromyces)、毛壳菌属(Chaetomium)、

炭疽菌属(Colletotrichum)和 Acrocalymma 均为稀有

属，分离率仅为 0.36%。说明枸杞根系 DSE 菌株具

有丰富的多样性。 

将 22 株 DSE 菌株的 PCR 产物进行测序，从

GenBank 下 载 与 这 些 菌 株 序 列 相 似 性 高 的

rDNA-ITS 序列，用于系统发育分析，构建系统发

育树(图 5)。 

按 rDNA-ITS 基因序列相似性大于 97%的菌株

归于同一个种，相似率 70%以上的归为一簇的规

则[4]，从系统发育树上可见(图 5)，22 株 DSE 代表

菌株分为 7 簇。菌株 NQ1GI8、NQ3GI18、NQ7GIII1

和 NQ6GIII20 分别与 Paraphoma chlamydocopiosa、

交链格孢菌(Alternaria alternata)、Setophoma terrestris

和 Acrocalymma vagum 在同一发育分支 A 簇上，亲

缘关系最近，rDNA-ITS 序列相似性在 97.8%−100%

之间。菌株 NQ1GII4、NQ8GIII4、NQ1GII16、NQ3GII5、

NQ3GIII19、NQ8GI6、HUGI11、NQ7GIII3、HUGI19、

NQ5GI3 和 HUGI17 分别与腐皮镰孢菌(Fusarium  
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图 5  基于 rDNA-ITS 序列构建的系统发育树 
Figure 5  Phylogenetic analysis tree constructed based on rDNA-ITS sequence 
注：建树方法为邻接法；系统树分支点处的数字为系统树的自展值(1 000 次重复)；标尺长度代表遗传距离；括号中编号为所用菌株

在 GenBank 中的登录号. 
Note: The phylogenetic tree was constructed by Neighbour-Joining method; The number in each branch point indicates the number of trees 
from 1 000 bootstrap replications in which the branch occurs; Scale length represented genetic distance; GenBank accession numbers were 
shown in the parentheses. 
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solani)、红贝俄氏孔菌(Earliella scabrosa)、Fusarium 

nematophilum、普通镰刀菌(Fusarium commune)、串

珠 镰 刀 菌 (Fusarium verticillioides)、 芬 芳 镰 刀 菌

(Fusarium redolens)、Dactylonectria macrodidyma、

球 毛 壳 菌 (Chaetomium globosum) 、 Botryotrichum 

murorum、刺盘孢菌(Colletotrichum pisi)和小不整球

壳菌(Plectosphaerella cucumerina)在同一发育分支

B 簇上，亲缘关系最近，rDNA-ITS 序列相似性在

94.7%−100%之间。菌株 NQ6GIII15 和 Monosporascus 

eutypoide 在同一发育分支 C 簇上，亲缘关系最近，

rDNA-ITS 序列相似性为 89.9%。菌株 NQ6GIII11、

NQ7GII17 和 NQ8GIII6 分别与 Talaromyces variabilis、

奥 尔 森 青 霉 (Penicillium olsonii) 和 黑 附 球 菌

(Epicoccum nigrum)在同一发育分支 D 簇上，亲缘

关系最近，rDNA-ITS 序列相似性在 98.8%−99.5%

之间。菌株 HGI10、NQ5GIII2 和 NQ5GI13 分属于

E、F 和 G 簇，分别与正极细枝孢(Cladosporium 

tenuissimum)、高山被孢霉(Mortierella alpina)和立枯

丝核菌 (Rhizoctonia solani)在同 一 进 化 分 支 上 ，

rDNA-ITS 序 列 相 似 性 分 别 为 99.2%、 98.8%  

和 94.8%。 

2.4  不同枸杞品种 DSE 多样性分析 

2.4.1  不同枸杞品种 DSE 的相对频率 

由表 4 可知，8 个枸杞品种的共有属和优势属

均为镰刀菌属(Fusarium)，但不同品种间 DSE 相对

频率差异显著，其中宁杞 3 号最高，为 24.37%；

宁杞 5 号和宁杞 8 号最低，为 7.17%；品种间表

现为宁杞 3 号>宁杞 7 号>黄果枸杞>宁杞 1 号>  

 
表 4  不同枸杞品种中深色有隔内生真菌的相对频率 
Table 4  The relative frequency of dark septate endophytic of different separated variety from L. barbarum (%) 

属名 

Genus 

野生枸杞品种 

Varieties of wild medlar 

栽培枸杞品种 

Varieties of cultivated medlar 

黄果枸杞 

L. barbarum var. 
auranticarpum 

黑果枸杞 

L. ruthenicummurr

宁杞 1 号

Ningqi-1

宁杞 3 号

Ningqi-3

宁杞 5 号 

Ningqi-5

宁杞 6 号

Ningqi-6 

宁杞 7 号

Ningqi-7

宁杞 8 号

Ningqi-8

镰刀菌属 Fusarium 51.43 54.84 82.35 69.10 60.00 84.38 79.49 85.00 

毛葡孢属 Botryotrichum 2.86 0.00 2.86 0.00 0.00 3.13 2.56 0.00 

Monosporascus 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.25 0.00 0.00 

异茎点霉属 Paraphoma 0.00 0.00 5.93 0.00 0.00 0.00 2.56 0.00 

附球菌属 Epicoccum 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.00 

枝孢属 Cladosporium 5.72 12.90 2.94 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

青霉属 Penicillium 0.00 0.00 2.94 0.00 0.00 0.00 2.56 0.00 

蓝状菌属 Talaromyces 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.13 0.00 0.00 

柱孢属 Cylindrocarpon 2.94 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

俄氏孔菌属 Earliella 0.00 3.23 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 10.00 

小不整球壳属 

Plectosphaerella 

28.57 12.90 2.94 7.35 25.00 0.00 5.13 0.00 

Setophoma 5.71 3.23 0.00 1.47 0.00 0.00 2.56 0.00 

被孢霉属 Mortierella 2.85 3.23 0.00 20.59 5.00 0.00 2.56 0.00 

链格孢属 Alternaria 0.00 6.45 0.00 1.47 0.00 0.00 0.00 0.00 

毛壳菌属 Chaetomium 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.56 0.00 

炭疽菌属 Colletotrichum 2.86 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Acrocalymma 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.13 0.00 0.00 

丝核菌属 Rhizoctonia 0.00 0.00 0.00 0.00 12.50 0.00 0.00 0.00 

合计 Total 12.54 11.11 12.19 24.37 7.17 11.47 13.98 7.17 
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宁杞 6 号>黑果枸杞>宁杞 5 号=宁杞 8 号。品种间

分离种类宁杞 7 号和黄果枸杞 DSE 种类最多，黑

果枸杞次之。Monosporascus、蓝状菌属(Talaromyces)

及 Acrocalymma 仅存在于宁杞 6 号中，相对频率为

3.13%。此外，附球菌属(Epicoccum)仅存在于宁杞

8 号中，相对频率为 5.00%；柱孢属(Cylindrocarpon)

及炭疽菌属(Colletotrichum)仅存在于黄果枸杞中，

相对频率均为 2.94%；毛壳菌属(Chaetomium)仅存

在于宁杞 7 号中，相对频率为 2.56%；丝核菌属

(Rhizoctonia)仅存在于宁杞 5 号中，相对频率为

12.50%。说明 DSE 具有一定的寄主专化性。 

2.4.2  枸杞 DSE 属水平多样性测度 

多样性指数反映了枸杞 DSE 数量和种类的丰

富程度；均匀度指数指一个群落中全部物种个体数

目分配的均匀程度；优势度指数反映优势种集中的

程度。由表 5 可知，不同品种枸杞 DSE 多样性指数

差异显著，在一定程度上反映出枸杞品种间 DSE

群落总数及分布数量的不同。其中，多样性指数最

大值出现在黄果枸杞中，为 1.37；最小值出现在宁

杞 8 号中，为 0.52，说明了黄果枸杞 DSE 种群数量

具有丰富的多样性。宁杞 5 号的均匀度指数和优势

度指数均最大，分别为 0.42 和 1.00，说明宁杞 5 号

DSE 种群中各属的数量和种类分布均匀，且优势种

群集中。 

相似性系数能反映品种间遗传变异程度的高

低或亲缘关系的远近[16]。由表 6 可知，8 个枸杞

品种间 DSE 相似性系数介于 0.17−0.83。其中，

黑果枸杞和宁杞 3 号相似性系数最高，可能两品

种在生存生境或遗传背景方面具有一定的相似

性；宁杞 8 号和黄果枸杞、黑果枸杞和宁杞 6 号

的相似性系数最低，为 0.17，可能来源于不同的

遗传背景。 

 
表 5  不同枸杞品种中 DSE 的多样性测度 
Table 5  The diversity measure of dark septate endophytic of different separated variety from L. barbarum (%) 

指数 

Index 

野生枸杞品种 

Varieties of wild medlar 

栽培枸杞品种 

Varieties of cultivated medlar 

黄果枸杞 

L. barbarum var. 
auranticarpum 

黑果枸杞 

L. ruthenicummurr

宁杞 1 号

Ningqi-1

宁杞 3 号

Ningqi-3

宁杞 5 号

Ningqi-5

宁杞 6 号 

Ningqi-6 

宁杞 7 号

Ningqi-7 

宁杞 8 号

Ningqi-8

多样性指数

Shannon-Wiener index (H') 

1.37 1.35 0.74 0.90 1.25 0.64 0.90 0.52 

均匀度指数 Pielou 0.38 0.39 0.21 0.22 0.42 0.18 0.25 0.17 

优势度 Simpson 0.99 1.00 0.99 0.97 1.00 0.99 0.99 1.00 

 
表 6  枸杞不同品种间 DSE 的相似性系数 
Table 6  The similarity coefficient of dark septate endophytic of different separated variety from L. barbarum 

 
宁杞 1 号 

Ningqi-1 

宁杞 3 号 

Ningqi-3 

宁杞 5 号

Ningqi-5

宁杞 6 号

Ningqi-6

宁杞 7 号

Ningqi-7

宁杞 8 号 

Ningqi-8 

黄果枸杞 

L. barbarum var. 
auranticarpum 

宁杞 3 号 Ningqi-3 0.36       

宁杞 5 号 Ningqi-5 0.40 0.67      

宁杞 6 号 Ningqi-6 0.36 0.20 0.22     

宁杞 7 号 Ningqi-7 0.71 0.62 0.50 0.31    

宁杞 8 号 Ningqi-8 0.22 0.25 0.57 0.25 0.18   

黄果枸杞 

L. barbarum var. auranticarpum 

0.57 0.62 0.46 0.29 0.59 0.17  

黑果枸杞 

L. ruthenicummurr 

0.46 0.83 0.55 0.17 0.53 0.40 0.67 
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3  讨论与结论   

3.1  DSE 的侵染特征、群落组成和物种多样性 

DSE 广泛分布于枸杞栽培品种及野生品种中，

目前全世界已发现 600 余种植物根内都有 DSE 的定

殖[17]。虽然 DSE 能被分离纯培养，但体外培养条

件无法还原 DSE 在植物体内的生境，导致 DSE 菌

株不产孢，使得仅通过形态学特征难以鉴定其分类

地位[18]，分子生物学技术已应用于 DSE 的分类研

究。按照 Sieber 等[19]对 DSE 的定义，本研究分离

的 279 株菌均有 DSE 典型黑化结构。 

对 8 个枸杞品种的 1 080 个根段进行 DSE 分离

培养，能够反映 8 个品种中 DSE 群落组成情况，对

分离得到的 279 株菌进行形态学及分子生物学的鉴

定，初步确定其是 DSE 菌株，后在回接试验中发现

菌株在枸杞根部形成了“游走菌丝”和“微菌核”等结

构，进一步证实了上述结果。在分离到的菌株中，

俄氏孔菌属(Earliella)、毛葡孢属(Botryotrichum)、

Setophoma 和 Acrocalymma 等均是未发现报道的

DSE 菌株，其中 M. eutypoides 和 T. variabilis 仅在

宁杞 6 号中发现，E. nigrum 仅在宁杞 8 号中存在，

柱孢属(Cylindrocarpon)仅在黄果枸杞中发现，表明

枸杞 DSE 在不同品种中具有丰富的多样性，不同品

种 DSE 多样性指数为黄果枸杞>黑果枸杞>宁杞 5 号>

宁杞 7 号=宁杞 3 号>宁杞 1 号>宁杞 6 号>宁杞 8 号。

研究还发现，宁杞 3 号与黑果枸杞中的 DSE 相似性

系数达到了 0.83，二者可能具有相似的遗传背景。

此外，DSE 在枸杞不同品种之间具有一定的偏好

性，野生品种分离的 DSE 菌株属数量大于栽培品

种，这可能由于野生枸杞品种内所含的营养成分相

对较丰富，从而间接影响了 DSE 的分布[12]。 

3.2  DSE 与植物生态适应性的关系 

有研究表明，DSE 能够促进植物对营养物质的

吸收，提高植物自身的抗病性及在胁迫环境中的抗

逆性[20]，与 Zhang 等[12]的研究结果对比，本试验的

DSE 平均定殖率普遍较高。Mandyam 等[20]研究发

现，与植物有良好共生关系的内生真菌可以促进植

物对生存环境的适应能力，而且宿主植物进化与

DSE 丰富度协同一致。本试验从枸杞不同品种中分

离得到高山被孢霉(M. alpina)、红贝俄氏孔菌(E. 

scabrosa)、B. murorum 及黑附球菌(E. nigrum)等一

些重要的 DSE 资源，具有重要的应用价值，如高山

被孢霉(M. alpina)能够产生花生四烯酸[21]；红贝俄

氏孔菌(E. scabrosa)的发酵液对大肠杆菌及金黄色

葡萄球菌均有明显的抑制作用 [22]；黑附球菌(E. 

nigrum)对马铃薯晚疫病具有明显的防治作用[23]；

B. murorum 菌株为耐盐菌株，能在高盐环境中稳定

定殖于植物[24]。由此可见，枸杞根内蕴藏的丰富的

DSE 资源有待开发和利用。此外，枸杞 DSE 菌株

在与宿主协同进化的过程中产生的次生代谢产物

尚不明确，有待于进一步深入研究。 
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