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摘  要：【背景】植物内生真菌对宿主植物促生长、抗旱和增强抗病能力等方面有着重大的研究和利

用价值，尤其对兰科植物的生长起到重要的作用。【目的】通过对掌裂兰根部内生真菌和根际土真菌多

样性进行系统分析，掌握掌裂兰根部内生真菌与根际土真菌群落结构，为进一步探究掌裂兰植物与真菌

共生规律提供参考。【方法】采用 Illumina MiSeq 高通量测序技术分析掌裂兰根部内生真菌和根际土真

菌多样性。【结果】掌裂兰根部内生真菌隶属于 7 门 89 属，优势菌属为瘤菌根菌属(Epulorhiza) (16.93%)、
头梗霉属(Cephaliophora) (10.41%)、酵母属(Saccharomyces) (5.73%)、角担菌属(Ceratobasidium) (5.32%)
和镰刀菌属(Fusarium) (5.12%)，其中 Epulorhiza 和 Ceratobasidium 为兰科植物菌根真菌；根际土真菌隶

属于 11 门 269 属，优势菌属为镰刀菌属(Fusarium) (8.09%)、丛赤壳属 (Neonectria) (6.79%)、
Plectosphaerella (3.39%)和被孢霉属(Mortierella) (3.01%)。通过比较可知，掌裂兰根际土真菌的多样性明

显高于根部内生真菌，存在明显差异。【结论】揭示了内蒙古地区掌裂兰根部内生真菌和根际土真菌类

群组成，丰富了掌裂兰内生真菌资源，为推动资源紧缺型药用植物内生微生物研究及野生资源保护与开

发发挥了重要作用。  
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Abstract: [Background] Endophytic fungi capable of promoting plant growth, enhancing plant 
tolerance to drought, and improving plant resistance to diseases have significant research and 
utilization values, especially for the growth of orchid plants. [Objective] To systematically 
analyze the diversity and reveal the community structure of fungi in the roots and rhizosphere 
soil of Dactylorhiza hatagirea, so as to provide a reference for further exploring the associations 
between D. hatagirea and fungi. [Methods] The Illumina Miseq high-throughput sequencing 
was employed to analyze the diversity of fungi in the roots and rhizosphere soil of D. hatagirea. 
[Results] The endophytic fungi in the roots of D. hatagirea belonged to 89 genera of 7 phyla, 
with the dominant genera being Epulorhiza (16.93%), Cephaliophora (10.41%), Saccharomyces 
(5.73%), Ceratobasidium (5.32%), and Fusarium (5.12%), among which Epulorhiza and 
Ceratobasidium were mycorrhizal fungi in orchid plants. The fungi in the rhizosphere soil 
belonged to 269 genera of 11 phyla, with the dominant genera being Fusarium (8.09%), 
Neonectria (6.79%), Plectosphaerella (3.39%), and Mortierella (3.01%). The diversity of fungi 
in the rhizosphere soil of D. hatagirea was significantly higher than that in the roots. 
[Conclusion] This study revealed the fungal composition in the roots and rhizosphere soil of D. 
hatagirea in Inner Mongolia, enriching the endophytic fungi resources of this medicinal plant. 
The findings help to promote the research on endophytic microorganisms in the medicinal plants 
with limited resources, alleviate the shortage of Chinese medicinal herb resources, and protect 
and reasonably develop wild medicinal plant resources.  
Keywords: Dactylorhiza hatagirea; fungi in the roots; fungi in rhizosphere soil; diversity 

掌裂兰 Dactylorhiza hatagirea (D. Don) Soó
为兰科(Orchidaceae)掌裂兰属(Dactylorhiza Neck. 
ex Nevski)多年生草本植物，蒙医常替代手参入

药，味甘、性平，具有补肾益精、生津止咳等功

效，可用于治疗阴虚痨热、烦躁口渴、不思饮食

和月经不调等症[1-2]。现代研究表明掌裂兰含有糖

类、酚类、黄酮类和氨基酸等多种化合物，具有

抗氧化、抗菌、抗癌和增强免疫等药理活性[3-5]。

然而，掌裂兰药材资源主要依赖野生资源，加之

其自然繁殖效率低以及乱采挖和自然生境被破坏

等因素导致其野生资源急剧减少，现被《国际自

然保护联盟濒危物种红色名录》收载，并列为《濒

危野生动植物种国际贸易公约》Ⅱ级珍稀植物[6]。 
植物内生真菌是指栖息在植物器官中的真

菌，能够与植物相互作用，并不会对宿主造成明

显的伤害。植物内生真菌对宿主植物有促生长、
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抗旱和增强抗病能力等作用，并且会产生与宿主

植物相同或相似的药理活性[7-8]。例如，罗阳兰[9]

利用高通量测序技术和纯培养方法对蕙兰

(Cymbidium faberi)内生真菌进行多样性分析，共

检测到 8 门 113 属真菌，其中一株真菌木霉属

(Trichoderma sp.) NZ5 对蕙兰具有显著促生作用。

丁锐等[10]从羊耳蒜(Liparis japonica)根部分离到内

生真菌 201 株，分为 5 属 4 个不同形态，发现其

中促进兰科植物生长发育的典型兰科菌根真菌

Tulasnella。 
迄今，对掌裂兰资源分布、化学成分和药理

活性等方面已有大量研究，但对掌裂兰内生真菌

还鲜有报道，了解掌裂兰内生真菌及根际土真菌

群落组成，研究与宿主植物的共生规律等对掌握

掌裂兰植物生长规律及后期开展人工繁育工作

具有非常重要的意义。本研究通过高通量测序法

对掌裂兰的根部内生真菌和根际土真菌多样性

进行分析，为该植物资源保护、生态种植和内生

真菌资源的开发与利用提供科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

于 2021 年 7 月，从内蒙古自治区通辽市科

左后旗采集健康供试植物，由内蒙古民族大学蒙

医药学院曹乌吉斯古楞副教授鉴定为掌裂兰

(Dactylorhiza hatagirea)。每株之间最少间隔 100 cm，

随机选取 6 株掌裂兰，及时取下根部，将取样的

6 份掌裂兰根部样品均装入无菌袋，放进冰袋，

保持新鲜 6 h 内送至实验室保存在 4 °C 冰箱备

用。土壤样品采集于取样植株的根际 10−20 cm
处土壤，每株取一份 5−7 g 的土样，除去杂草根

系等，共采集 6 份土壤样品均装入无菌袋中，送

至实验室低温保存。 
Phusion Hot Start Flex 2×Master Mix，上海

仪涛生物仪器有限公司；DL2000 DNA Marker，

TaKaRa 公司；土壤基因组 DNA 提取试剂盒和

高效植物基因组 DNA 提取试剂盒，北京索莱宝

科技有限公司；NovaSeq 6000 SP Reagent Kit 
(500 cycles)，Illumina 公司。常温离心机，上海艾

本德生物科技有限公司；冷冻离心机，上海桑戈

生物科技有限公司；旋涡振荡仪，太仓市华利达

实验设备有限公司；三温三控恒温水浴锅，上海

博迅实业有限公司；PCR 仪，杭州朗基科学仪

器有限公司；电泳仪和凝胶成像仪，Tanon 公司；

超低温冷冻储存箱，中科美菱低温科技股份有限

公司。 

1.2  掌裂兰根部及根际土样处理 
将健康掌裂兰抖掉根部泥土，取下待分离的

根部器官用水冲洗 3−4 遍，冲去表面泥土和灰

尘，然后在清水中浸泡，浸泡时注意 1−2 min 换

一次水。无菌滤纸吸干表面水后在 5%次氯酸钠

中浸泡 1.5 min，再在 75%乙醇中浸泡 1 min，最

后无菌水冲洗 2−3 次后用无菌滤纸吸干表面水

分。将根际土过 2 mm 筛去除固形物，装入无菌

袋，待用。 

1.3  掌裂兰样品 DNA 的提取及高通量测序 
将处理好的掌裂兰根际土样本(6 份重复样

品)和根部样本(6 份重复样品)的 DNA 分别用土

壤基因组 DNA 提取试剂盒和高效植物基因组

DNA 提取试剂盒提取，用 1%琼脂糖凝胶电泳对

提取的 DNA 纯度及浓度进行检测。利用引物

ITS1F12 (5′-GTGARTCATCGAATCTTTG-3′) 和
ITS2 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)PCR
扩增 ITS 片段[11-12]。PCR 反应体系(25 μL)：
Phusion Hot Start Flex 2×Master Mix 12.5 μL，正、

反向引物 (10 µmol/L)各 2.5 μL， DNA 模板     
(50 ng/μL) 1 μL，ddH2O 补足 25 μL。PCR 反应条

件：98 ℃ 30 s；98 ℃ 10 s，54 ℃ 30 s，72 ℃    
45 s，32 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。2%
琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，纯化后的 PCR
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产物送至上海百趣生物医学科技有限公司进行

检测。 

1.4  数据分析 
本研究中，首先使用 QIIME2 平台的

cutadapt 插件去除原始数据中的引物。然后，利

用 QIIME2 平台的 DADA2 插件对所有 reads 进

行合并、去噪、过滤嵌合体、去冗余和预测生物

序列等操作，获得特征表和代表性序列[13-14]。每

个扩增子序列变异 (amplicon sequence variant, 
ASV)定义为序列相似性为 100%的 reads 簇。每

个 ASV 都使用 QIIME feature-classifier 插件基于

Unite 数据库进行物种注释并计算 α 多样性指数

(Shannon、Simpson、Chao1 和 ACE)，利用 Venn
图揭示不同部位间共有、特有的真菌 ASV 数目，

直观地表现出样品间 ASV 的重合情况；在 β 多

样性研究中，使用 Bray-Curtis 距离算法进行

Adonis 分析和 NMDS，比较两组之间的差异性；

使用真菌数据库 Release v6.0 对菌群群落结构进

行门水平和属水平的分类学统计分析。另外，根

据样品物种丰度表采用 Kruskal-Wallis test 进行

物种差异检验寻找不同部位中的差异真菌。 

2  结果与分析 
2.1  掌裂兰根部内生真菌和根际土真菌测

序数据统计与 α 多样性分析 
从掌裂兰根部和根际土中共得到 931 243条

高质量 reads，其中根部(R) 465 702 条和根际土

(S) 465 541 条。稀释曲线结合测序深度估算表

明，测序深度已经足够大，可以获得样品中大部

分真菌的多样性特征(图 1A)。共检测到 1 975 个

真菌 ASV，使用 Venn 图展示了 2 个样本中共有

和独有的 ASV 数目，其中根际土真菌与根部内

生真菌共有 155 个 ASV，根际土(S)和根部(R)的
独有 ASV 为 1 725 个和 95 个(图 1B)，另外，根

际土(S)相关的内生真菌丰富度和多样性均高于

根部(R) (表 1)。 
 

 

 
 
 

图 1  基于 ASV 的掌裂兰根部及根际土的稀释曲线图(A)与 Venn 图(B)   R：根部. S：根际土. 下同 
Figure 1  Dilution curve plot (A) and Venn plot (B) of Dactylorhiza hatagirea root and rhizosphere soil 
samples based on ASV. R: The root. S: The rhizosphere soil. The same below. 
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表 1  掌裂兰根部内生真菌和根际土真菌的 α 多样

性分析 
Table 1  Alpha diversity analysis of endophytic fungi in 
the root and rhizosphere soil of Dactylorhiza hatagirea 
样本 
Sample 

R S  

有效序列 
Valid tags 

61.67 524.50 

Chao1 指数 
Chao1 index 

63.62 528.53 

Shannon 指数 
Shannon index 

3.06 6.52 

Simpson 指数 
Simpson index 

0.70 0.96 

覆盖度 Coverage 1.00 1.00 
 

2.2  掌裂兰根部内生真菌及根际土真菌的

β 多样性分析 
基于 Bray-Curtis 相似性系数对掌裂兰样品

群落数据进行 NMDS 分析，结果如图 2 所示。

两 组 样 品 主 要 位 于 非 度 量 多 维 尺 度 分 析

(non-metric multidimensional scaling, NMDS)中
心，根部和根际土类群中各样点间的距离相对比

较接近，两组中既存在特有部分也存在重叠部分，

表明掌裂兰根部内生真菌和根际土真菌群落组成

既有共有菌群又有专属菌群。基于 Bray-Curtis 距

离矩阵的 Adonis 分析，R2 值为 0.17，表明 2 个

分组有显著性差异，具有统计学意义(P<0.01)。 

2.3  掌裂兰根部内生真菌及根际土真菌群

落组成分析 
基于高通量测序分析，掌裂兰根部内生真菌

隶属于 7 门 23 纲 43 目 64 科 89 属，根际土真菌

隶属于 11 门 40 纲 88 目 164 科和 269 属(图 3)。
在门水平上，子囊菌门(Ascomycota)是根部内生

真菌(46.6%)与根际土真菌(61.94%)的共有优势

菌门，其次，担子菌门(44.8%)也是根部内生真

菌的优势菌门(图 3A)。在纲水平上，掌裂兰根

部内生真菌主要有伞菌纲(Agaricomycetes)和盘

菌纲(Pezizomycetes)，分别占 32.6%和 10.9%；掌裂

兰根际土真菌主要为 Agaricomycetes，占 10.19%；

粪壳菌纲(Sordariomycetes)在根部(13.28%)和根际

土(35.07%)中相对丰度均较高，为共有优势纲(图
3B) 。在目水平上，鸡油菌目 (Cantharellales, 
23.23%)、盘菌目(Pezizales, 10.9%)和肉座菌目

(Hypocreales, 9.08%)为掌裂兰根部内生真菌优

势类群；Hypocreales 和 Ascomycota_unclassified
为掌裂兰根际土真菌优势类群(图 3C)。在科水

平上，赤壳科 (Nectriaceae) 为根部内生真菌

(8.17%)和根际土真菌(16.82%)的共同优势菌科(图
3D)。在属水平上，瘤菌根菌属(Epulorhiza) (16.93%)、
头 梗 霉 属 (Cephaliophora) (10.41%) 、 酵 母属

(Saccharomyces) (5.73%)、角担菌属(Ceratobasidium) 
(5.32%)为根部的优势菌属；镰刀菌属 8.09%、

Plectosphaerella (3.39%)和被孢霉属 (Mortierella) 
(3.01%)为根际土真菌的优势菌属(图 3E)。 

2.4  掌裂兰根部内生真菌及根际土真菌的

物种差异分析 
对属水平的物种进行差异分析，筛选P<0.05

的前 10 个属绘制柱状图，结果表明(图 4)，在掌 
 

 
图 2  基于 Bray-Curtis 距离算法下掌裂兰根部内

生真菌和根际土真菌在属水平上的 NMDS 分析   
Figure 2  NMDS analysis of endophytic fungi in the 
root and rhizosphere soil fungi of Dactylorhiza 
hatagirea at genus level based on Bray-Curtis distance 
algorithm.  
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图 3  掌裂兰根部内生真菌和根际土真菌在不同水平上的柱状图   A：门水平. B：纲水平. C：目水平. D：

科水平. E：属水平 
Figure 3  Relative abundance of endophytic fungi in the root and rhizosphere soil in Dactylorhiza hatagirea at 
different levels. A: Phylum level. B: Class level. C: Order level. D: Family level. E: Genus level. 
 

 
 

图 4  掌裂兰根部内生真菌和根际土真菌在属水

平上的差异分析图    
Figure 4  Analysis of species differences at the 
genus level between endophytic fungi in the roots 
and rhizosphere soil of Dactylorhiza hatagirea.  

裂兰根际土真菌中除了未归的两个物种外，

Plectosphaerella、被孢霉属(Mortierella)、支顶孢

属(Acremonium)、Didymocyrtis、葡萄穗霉属菌

(Stachybotrys)、赤霉属 (Gibberella)、漆斑菌属

(Myrothecium)和核瑚菌属(Typhula)等属的丰富

度显著高于根部内生真菌中的丰富度。 

3  讨论与结论 
本研究采用高通量测序技术对濒危植物掌

裂兰根部内生真菌和根际土真菌进行了群落结

构及多样性分析。结果显示，根际土真菌多样性

指数和丰富度指数均高于根部内生真菌，表明掌

裂兰生长的生境需要有极丰富的真菌参与共生。

群落组成分析表明掌裂兰根部内生真菌和根际

土真菌具有相似性，既有共有菌群又有专属菌

群。植物根际土真菌与根在长期的相互作用过程

中选择性地进入植物体内成为内生真菌[14-15]参与

植物生长，表明掌裂兰的生长可能需要特定真菌
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类群的参与。本研究中检测到子囊菌门是该植物

根部内生真菌和根际土真菌的共有优势菌门，这

与 兰 科 其 他 植 物 如 扇 脉 杓 兰 (Cypripedium 
japonicum)、手参(Gymnadenia conopsea)等植物

的优势菌门一致[15-17]。在属水平上，瘤菌根菌

属、头梗霉属、酵母属和角担菌属为掌裂兰根

部优势菌属。据报道，角担菌属可促进兰科植

物种子萌发及原球茎生长[18-19]，提示这些优势

菌类群对掌裂兰植物生长中可能有重要地位和

作用。 
药用植物内生真菌是尚未充分利用的微生

物资源，具有重大的研究和利用价值[20]。对其

群落结构及多样性进行分析，进而指导筛选功能

性菌株可以更好地实现药用植物资源的可持续

利用。兰科植物是典型的菌根植物，在其完整的

生活史中都离不开与菌根真菌的密切互作[21-22]。

本研究在掌裂兰根部样品中检测到角担菌属和

瘤菌根菌属等兰科菌根真菌类群。菌根真菌类的

分离培养条件尤为重要，例如根部表面消毒剂的

浓度、作用时间和培养基的选择等[23-25]。高越[18]

利用单菌丝团法和组织块分离法获得 8 株手参菌

根真菌菌株。陈娟等[26]将手参样品在 75%乙醇

中灭菌 30 s，无菌水冲洗 2 次，再 3%次氯酸钠

溶液灭菌 3−5 min 后得到 3 株菌根真菌。田佳  
妮[27]在 70%乙醇中灭菌 30 s，再选用 2% HClO
溶液消毒 7−15 min 后用无菌水冲洗 5 次的条件

下分离到 3 株菌根真菌，而王倩[25]将样品先 70%
酒精消毒 30 s，再用 0.1% HgCl2消毒 6−8 min，无

菌水冲洗 4−6 次，也获得了 2 株不同属的菌根真

菌。对植物根部表面进行消毒处理可以提高菌根

真菌的分离效率，但消毒剂的作用时间及浓度是

菌根真菌分离的重要影响因素；消毒时间短或消

毒剂浓度低会导致得到非菌根菌，相反地，消毒

时间长或消毒剂浓度高得到的真菌数量会变少。

姜喜铃等[28]通过 6 种不同培养基对兰科植物原

球茎共生真菌进行分离，发现 MMN 培养基的真

菌分离效果最好，其次是 CAM 培养基和 PDA
培养基，表明培养基的选择也是得到适用真菌的

重要影响因素。因此，可以从分子手段入手，明

确优势菌根真菌，再通过不同分离培养条件获得

理想的菌根真菌。 
掌裂兰野生资源短缺，加之其自然繁殖率低

以及生境被破坏、盗采乱挖等因素导致该植物濒

危，因此，利用菌根真菌与植物种子或组织进行

人工共培养可能会促进该植物的种子萌发抑或

推动兰科濒危植物人工繁育技术的研究，从而为

解决资源短缺而遏制中医药发展的瓶颈问题提

供重要线索。 
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