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摘  要：【背景】雪莲花(Saussurea involucrata)是一种生长在高原的珍稀濒危药用植物。对雪莲花

内生真菌冷适应性的研究尚未见报道。【目的】加深对雪莲花根内生真菌多样性及生物学特性的

认识。【方法】采用组织块分离法在 4 ℃和 15 ℃分离雪莲花根内生真菌；通过内转录间隔区(internal 
transcribed spacer, ITS)序列初步鉴定菌株；根据 ITS 序列相似性划分可操作分类单元(operational 
taxonomic unit, OTU)，进行物种多样性分析；挑选各个 OTU 的代表菌株，观察代表菌株形态，考

察代表菌株在不同温度的生长速度和对雪莲花幼苗生长的影响。【结果】共获得 142 株内生真菌，

4 ℃和 15 ℃分别获得 68 株和 74 株。142 株真菌隶属于 2 门 4 纲 5 目 7 科 9 属，聚类为 14 个 OTU。

4 ℃和 15 ℃分离分别获得了 10 个和 11 个 OTU，2 个群落的组成有极显著差异(P<0.01)。4 ℃分离

获得 3 个特有 OTU，优势属是链格孢属(Alternaria)。15 ℃分离获得 4 个特有 OTU，优势属是

Rhexocercosporidium。14株代表菌株中发现 10株深色有隔内生真菌(dark septate endophytes, DSEs)，
9 株具备耐冷菌或嗜冷菌特性。6 株代表菌株有促进雪莲花幼苗生长的作用，其中 5 株是 DSEs，
3 株是耐冷菌，2 株是嗜冷菌。菌株 S11 和 S12 在 15 ℃和 20 ℃都有促生作用，菌株 S01、S13 和

S14 只在 15 ℃有促生作用。菌株 S13 和 S14 是优势属 Rhexocercosporidium 的代表菌株，它们兼具

DSEs、耐冷菌和促生菌的特性。菌株 S01 和 S12 在 15 ℃时的促生作用更强。与 20 ℃相比，菌株

S01 和 S12 在 15 ℃共生时幼苗的根总长度提高 2.17‒2.27 倍(P<0.05)。【结论】4 ℃和 15 ℃分离获

得的雪莲花根内生真菌具有丰富的物种多样性。分离温度对所获内生真菌群落的组成和结构有影

响。低温分离有利于获得冷适应性 DSEs。 
关键词：雪莲花；内生真菌；冷适应性；深色有隔内生真菌；促进植物生长 
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Abstract: [Background] Saussurea involucrata is a rare and endangered medicinal plant growing 
in the alpine region. However, little is known about the cold adaptation of endophytic fungi (EFs) 
isolated from S. involucrata. [Objective] To well understand the diversity and biological 
characteristics of EFs isolated from S. involucrata roots. [Methods] EFs were isolated by tissue 
block culture at 4 ℃ and 15 ℃, respectively. All the strains were preliminarily identified based on 
the ITS sequences. According to the ITS sequence similarity, strains were clustered into OTU for 
the diversity analysis. The representative strain (RS) of each OTU was selected, and the 
morphology of RSs was observed. The growth rates of RSs and the effects of RSs on S. 
involucrata seedling growth were investigated at different temperatures. [Results] A total of   
142 strains of EFs were isolated, including 68 and 74 strains obtained at 4 ℃ and 15 ℃, 
respectively. The 142 strains were clustered into 14 OTUs, which belonged to 9 genera, 7 families, 
5 orders, and 4 classes of 2 phyla. At 4 ℃ and 15 ℃, respectively, 10 and 11 OTUs were obtained 
and indicated different taxa (P<0.01). The community at 4 ℃ included 3 unique OTUs, in which 
Alternaria was the dominant genus. The community at 15 ℃ included 4 unique OTUs, in which 
Rhexocercosporidium was the dominant genus. Ten strains of dark septate endophytes (DSEs) 
were identified from 14 RSs, and 9 of them were psychrophiles or psychrotrophs. There were    
6 RSs that could promote the growth of S. involucrata seedlings, 5 of which were DSEs, including 
3 psychrotrophs and 2 psychrophiles. S11 and S12 promoted the growth of seedlings at both 15 ℃ 
and 20 ℃, while S01, S13, and S14 promoted the seedling growth only at 15 ℃. S13 and S14, the 
RSs of dominant Rhexocercosporidium, were DSEs and psychrotrophs capable of promoting plant 
growth. The plant growth-promoting effects of S01 and S12 at 15 ℃ were stronger than those at 
20 ℃. Compared with those at 20 ℃, S01 and S12 increased the total root length of seedlings 
cultured at 15 ℃ by 2.17‒2.27 times (P<0.05). [Conclusion] The EFs isolated at 4 ℃ and 15 ℃ 
showed rich diversity. The isolation temperature affected the composition and structure of fungal 
communities. Lower temperatures were beneficial to the isolation of cold-adaptable DSEs. 
Keywords: Saussurea involucrata; endophytic fungi; cold adaptation; dark septate endophytes; 
plant growth promotion 

雪莲花(Saussurea involucrata)是一种菊科

(Compositae)多年生一次性开花结实的药用植

物。在《中国药典》(2020 版)[1]中，S. involucrata

对应的植物中文名为“天山雪莲”，同时，“天山

雪莲”也是药材名，来自该植物的干燥地上部分

是维吾尔族习用药材，用于治疗风湿性关节炎、
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关节疼痛、肺寒咳嗽、肾与小腹冷痛等。雪莲花

含有黄酮类、苯丙素类、香豆素、倍半萜类、挥

发油和多糖类等成分，具有抗炎、抗癌、抗肿瘤、

抗肥胖、抗氧化和抗衰老等药理作用，在药品、

保健品和化妆品等的研发方面有良好的前景[2-4]。

其分布于我国新疆的乌鲁木齐、博克达山、和硕

等地，2021 年被列为国家二级保护野生植物。

雪莲花生长在海拔 2 400‒4 100 m 的悬崖峭壁，

以及流石滩和冰渍岩等的石隙中，生长环境的

最热月平均气温仅 4 ℃左右，生活周期一般是

5‒6 年[5-6]。由于长期过度采挖，雪莲花的野生资

源已极度匮乏，加之其目前还不能规模化人工种

植。因此，天山雪莲药材资源短缺的问题十分突

出，是制约相关产业发展的关键因素之一。 
内生真菌(endophytic fungi, EFs)是指生活

在植物细胞中或在其生活史中的某一段时期生活

在植物组织内，不引起植物组织明显病害的一类

真菌[7-9]。植物与内生真菌共生能促进宿主植物

的生长，提高其抗逆性[10-12]。深色有隔内生真

菌(dark septate endophyte, DSE)是一类定殖在

植物根组织中的内生真菌，其典型形态特征是

菌丝颜色深、壁较厚、有明显的横隔；在根细

胞内或细胞间隙形成“微菌核”[13]。DSE 的宿主

植物及生态分布广泛，在高山植物、荒漠植物及

重金属污染土壤生长植物的根有很高的分离频

率[11,14]，提示 DSE 可能有利于植物在逆境条件下

的生存。本文作者分析不同研究者的报道后发现，

雪莲花根内生真菌数量多于其他组织[15-16]，且

DSE 是根部内生真菌的主要类群；DSE 的分离

频率随分离温度的降低而有较大幅度提高，目

前报道的最低分离温度为 15 ℃[15-17]。 
能在低温环境中生活的微生物具有冷适应

性 (cold-adaptation)，其中最适生长温度约为

15 ℃、最高生长温度低于 20 ℃、在 0 ℃可以

生长繁殖的一类被称为嗜冷菌；最适生长温度

高于 15 ℃、最高生长温度高于 20 ℃、在 0‒5 ℃
可以生长繁殖的一类被称为耐冷菌[18-19]。对冷

适应细菌的报道较多，研究主要集中在群落多

样性及促生长特性[19-22]。冷适应真菌主要从土

壤中分离获得，种群分布具有多样性[23]；偶见

寒冷生境植物内生真菌多样性及物种分布等报

道。冷适应微生物有适应极端低温的进化策

略，能抵御季节性的气候变化，并在寒冷生境

中保持生态功能[20-21]。雪莲花是寒冷生境的植

物，对雪莲花内生真菌的冷适应性缺乏系统研

究。雪莲花 DSE 菌株 EF-37 (Mycocentrospora 
sp.)在 5‒30 ℃均可以生长，最佳生长温度为

20 ℃[24]，表明菌株 EF-37 有冷适应性。菌株

EF-37 在 25 ℃能显著促进雪莲花幼苗生长[15,25]。

尚未见雪莲花内生真菌在更低温度下影响宿主

植物生长的报道。因此，本研究使用低温培养

的方法从雪莲花根组织中获得内生真菌，考察

它们的冷适应性；将内生真菌与雪莲花幼苗在

低温下共生培养，初步探讨它们对雪莲花幼苗

生长的作用及其作用特点，为揭示低温环境中

内生真菌对宿主植物的作用提供依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

雪莲花根部样品采集自新疆天山山脉，采样

地点位于巴音郭楞蒙古自治州和静县(42°35' N, 
85°07' E, 3 134‒3 171 m)和乌鲁木齐市乌鲁木齐

县(43°09' N, 87°07' E, 2 620‒2 661 m)。每地采集

雪莲花根部样品 3 份，冷藏保存。 
1.2  培养基 

真菌分离及培养用马铃薯葡萄糖琼脂

(potato dextrose agar, PDA)培养基[15,24]，品氏基

质、蛭石和锯末体积比为 2:1:1，加入适量去离

子水均匀混合，为共生基质。用 270 mL PC 塑

料组培瓶(Φ 70 mm×110 mm)分装基质，装量高
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度 30‒35 mm。基质经过 101 kPa 灭菌 180 min
后使用。 

1.3  主要试剂和仪器 
PlatinumTM Direct PCR Universal Master Mix

试剂盒，赛默飞世尔科技上海有限公司；真菌

rDNA ITS 基因扩增引物，苏州金唯智生物科技

有限公司；品式基质，品氏托普园艺(上海)有限

公司。 
恒温培养箱，上海精宏实验设备有限公司；

PCR 仪和凝胶电泳仪，Bio-Rad 公司；Leica 正

置显微镜，青岛中徕科技有限公司；台式高速离

心机和高压蒸汽灭菌锅，北京义博科技有限公

司；超净工作台，苏州净化设备有限公司；电子

天平，赛多利斯(上海)贸易有限公司。 

1.4  内生真菌分离与纯化 
雪莲花内生真菌的分离采用组织块分离法[17]，

每个含 PDA 培养基的培养皿中放 5 个根段。每

份样品接种 20 皿，共 100 个根段。将培养皿平

均分成 2 组，分别置于 4 ℃和 15 ℃暗培养。定

期观察，发现组织块边缘有菌丝生长时，及时挑

取菌丝并转接到新培养皿，置于 15 ℃培养。多

次重复转接，直至获得纯培养菌株。纯培养菌株

在 PDA 培养基上 15 ℃培养 10‒30 d，用于鉴定。 

1.5  内生真菌的初步鉴定 
通 过 核 糖 体 内 转 录 间 隔 区 (internal 

transcribed spacer, ITS)序列分析，对内生真菌进

行初步分子鉴定[26-28]。按照 PlatinumTM Direct 
PCR Universal Master Mix 试剂盒说明书提取真

菌 DNA。利用真菌通用引物 ITS1 (5'-TCCGTA 
GGTGAACCTGCGG-3')和 ITS4 (5'-TCCTCCG 
CTTATTGATATGC-3')扩增 ITS 序列 [29]。PCR
反应体系(20 µL)：2×Master Mix 10 µL，ITS1  
(10 µmol/L) 0.5 µL，ITS4 (10 µmol/L) 0.5 µL，

5×GC Enhancer 4 µL，ddH2O 4 µL，模板 DNA 
(50‒100 ng/µL) 1 µL。PCR反应条件：95 ℃ 5 min；

94 ℃ 45 s，53 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，40 个循环；

72 ℃ 10 min，4 ℃保存。用 1.0%琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 扩增产物，送至中国农业科学院作

物科学研究所测序。测序片段使用 CodonCode 
Aligner 11.0 软 件 去 除 低 质 量 序 列 后 ， 经

BLASTn 工具依次与 NCBI 数据库中已使用 ITSx 
script校正的真菌 ITS数据库[30]或nt数据库进行序

列比对，优先使用真菌 ITS 数据库比对结果。综

合覆盖度、相似性及 E 值对样品序列进行初步鉴

定[26-28]。测序的所有样品序列提交 GenBank 获取

序列登录号(OR286649‒OR286790)。用相对丰度

(relative abundance, RA)评价各分类水平的真菌

类群的优势度[31]。RA=某个类群菌株数量/总菌

株数量×100%。 

1.6  内生真菌的物种多样性分析 
根据菌株 ITS 序列，将相似性大于 97%的

序 列 归 为 一 个 可 操 作 分 类 单 元 (operational 
taxonomic unit, OTU)[27,32-33]。以 OTU 为运算分

类单位，分析内生真菌的丰富度和多样性。用

香 农 - 维 纳 (Shannon-Wiener) 多 样 性 指 数

(H')[31,34]、辛普森(Simpson)多样性指数(D)[35]和

物种均匀度(species evenness, J)分析在 4 ℃和

15 ℃分离获得内生真菌的物种多样性和均匀

性[31,34-35]。 

香农-维纳指数(H')： i i
1

( )ln( )
S

i
H P P

=

′ = −  

辛普森指数(D)： 2
i

1
1 ( )

S

i
D P

=
= −  

物种均匀度(J)：J=Hʹ/lnS 
式中：Pi 为频度，是第 i 个分类单元的个体数(Ni)
与 所 有 分 类 单 元 个 体 总 数 (N) 的 比 率 ， 即

Pi=Ni/N；i=1, 2, 3,……S；S 为分类单元数目。 
数据用 Excel 2016 整理，用 IBM SPSS 

Statistics 26 进行统计分析。使用 Fisher 确切概

率法对 2 种分离温度所获真菌序列类群对应株

数差异显著性进行检验[36-37]。用 GraphPad Prism 
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9 软件作图。 
用Cluster X软件进行多序列比较，利用MEGA 

X 软件[38]应用邻接法(neighbor-joining method)构建

系统发育树[39-42]，kimura 2-parameter model 计算进

化距离，1 000 次重复检验发育树的可靠性[42]。 

1.7  代表菌株的形态观察 
根据 1.6 的结果从每个 OTU 中选出一株分

离频数最高、菌落形态具有代表性的菌株作为

该 OTU 的代表菌株。观察代表菌株的菌落形态

和颜色等特征；显微镜观察菌丝、孢子及产孢结

构等的形态特征，初步确定 DSE 菌株。 

1.8  代表菌株的温度适应性 
用 5 mm 打孔器在代表菌株的菌落边缘打

出菌片，接种在 PDA 培养基上。每个菌株接种

18 个培养皿。培养皿平均分成 3 组，分别置于

4、15 和 25 ℃恒温培养箱中培养 30 d。期间定

期用十字交叉法测量各个培养皿中的菌落直

径，计算平均菌落直径。培养结束后计算培养

期间的菌落平均生长速率。 

1.9  代表菌株与雪莲花幼苗的共生培养 
用 10 mm 打孔器在代表菌株的菌落边缘打

出菌片。先将有 2 片叶、根长 0.8‒1.2 cm、苗

龄 10‒15 d 的雪莲花无菌实生苗接种在共生基

质上，每瓶接种 4 株苗；再向其中接入 1 片供

试菌株的菌片。每个供试菌株接种 4 瓶苗。用

不接种真菌、单纯培养的苗作为对照(CK)。 
将培养瓶平均分成 2 份，分别置于 15 ℃和

20 ℃的恒温培养箱中，光照强度 2 000 lx，光

周期 12 h/12 h。培养 40 d，培养结束仍可见绿

叶的苗视为存活苗。计数存活苗数量。对于存

活苗数量大于 3 的实验组，获取每株存活苗的

以下指标：测量根总长度；将叶和根分别于

60 ℃烘干，称量干重；计算根冠比[43]。t 检验

比较各指标在共生培养与纯培养之间，以及在

15 ℃与 20 ℃培养之间的差异显著性。 

2  结果与分析 
2.1  雪莲花根内生真菌的分离及鉴定  

共获得内生真菌菌株 142 株，其中 4 ℃分离

获得 68 株，分离率 22.7%；15 ℃分离获得 74 株，

分离率 24.7%，2 个分离温度下获得的菌株数量基

本一致。经 ITS 序列分析，初步鉴定 142 个菌株

隶属于 2 门 4 纲 5 目 7 科 9 属。141 株为子囊菌门

(Ascomycota)真菌，1 株为担子菌门(Basidiomycota)
真菌。3 株仅鉴定到门水平，为子囊菌门物种。子

囊菌门是雪莲花根内生真菌的优势门。锤舌菌纲

(Leotiomycetes)是优势纲，菌株相对丰度 58.45%，

其次是座囊菌纲(Dothideomycetes) (38.03%)。柔膜

菌目(Helotiales)是优势目(58.45%)，其次是格孢腔

菌目(Pleosporales) (35.92%)。链格孢属(Alternaria)
和 Rhexocercosporidium 是优势属，菌株相对丰度

均为 31.69%，其次是背芽突霉属 (Cadophora) 
(26.76%) (图 1A)。 

2.2  雪莲花根内生真菌物种多样性 
142 株真菌聚类为 14 个 OTU (表 1)。4 ℃

和 15 ℃分离分别获得 10 个和 11 个 OTU，2 个

群落的物种丰富度基本一致。与 4 ℃获得的群

落相比，15 ℃获得群落的香农-维纳指数(H′)和
辛普森指数(D)较高，表明该群落中物种的均衡

性和多样性更好，但 2 个群落之间多样性指数

无显著差异(P>0.05) (表 2)。4 ℃和 15 ℃获得群

落的物种均匀度(J)均趋近于 1，表明 2 个群落

中物种数量分布均匀，群落稳定性较高。 
分离温度对内生真菌的群落组成有影响。

4 ℃和 15 ℃的群落组成有极显著差异(P<0.01)。
OTU08、OTU10 和 OTU11 只在 4 ℃获得；

OTU03、OTU09、OTU12 和 OTU13 只在 15 ℃
获得(表 1)。4 ℃和 15 ℃获得的群落中有 7 个共

有 OTU ，合计相对丰度分别为 91.18% 和

87.84%，说明在 2 个分离温度下内生真菌群落
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中的主要物种是一致的。OTU02 在 4 ℃群落中

的相对丰度有明显提高，OTU06 和 OTU14 在

15 ℃群落中的相对丰度有明显提高，提示内生

真菌的分离频率受分离温度影响。在本研究中，

不同分离温度获得的 2 个内生真菌群落有不同

的优势类群(图 1B)。4 ℃群落中座囊菌纲是优势

纲(51.35%)，格孢腔菌目是优势目(51.47%)，链

格孢属是优势属(45.59%)。15 ℃群落中锤舌菌纲

是优势纲(74.32%)，柔膜菌目是优势目(74.32%)，
Rhexocercosporidium 是优势属(41.89%)。 

 

 
 

图 1  雪莲花根内生真菌的相对丰度   A：142 株内生真菌的相对丰度(从里到外依次为门、纲、目、科、

属). B：2 个分离温度获得的内生真菌在属水平的相对丰度 
Figure 1  Relative abundance of endophytic fungi isolated from Saussurea involucrata roots. A: RA of 142 
EFs (from inner ring to outer ring means: phylum, class, order, family, and genus). B: RA at the genus level of 
EFs isolated under two temperature conditions. 

 

表 1  雪莲花根内生真菌可操作分类单元及其分离频率 
Table 1  Operational taxonomic units and their frequencies of EFs isolated from Saussurea involucrata roots 
可操作分类单元 
OTUs 

分类群 
Taxa 

频数 Frequency 代表菌株 
Representative strains 4 ℃ 15 ℃ 合计 Total 

OTU01 Alpinaria sp. 2 1 3 S01 
OTU02 Alternaria sp.1 31 12 43 S02 
OTU03 Alternaria sp.2 0 2 2 S03 
OTU04 Ascomycota sp. 1 2 3 S04 
OTU05 Cadophora sp.1 6 8 14 S05 
OTU06 Cadophora sp.2 7 15 22 S06 
OTU07 Cadophora sp.3 1 1 2 S07 
OTU08 Cladosporium sp. 3 0 3 S08 
OTU09 Flavodon sp. 0 1 1 S09 
OTU10 Fusarium sp. 1 0 1 S10 
OTU11 Juxtiphoma sp. 2 0 2 S11 
OTU12 Lophiostoma sp. 0 1 1 S12 
OTU13 Rhexocercosporidium sp.1 0 5 5 S13 
OTU14 Rhexocercosporidium sp.2 14 26 40 S14 
Total 68 74 142 
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表 2  雪莲花根内生真菌的物种多样性 
Table 2  Species diversity of EFs isolated from 
Saussurea involucrata roots 
Item 4 ℃ 15 ℃ 
OTU 数量 
Number of OTUs 

10 11 

分离株数量 
Number of isolated strains 

68 74 

香农-威纳指数 
Shannon-Wiener index 

2.40 2.65 

辛普森指数 
Simpson’s index 

0.74 0.80 

物种均匀度 
Species evenness index 

1.04 1.10 

 
由于聚类为同一 OTU 的菌株处在系统发

育树的同一分支上，本研究仅显示采用 14 株代

表菌株的 ITS 序列与参考序列构建的系统发育

树(图 2 和图 3)。雪莲花根内生真菌主要与柔膜

菌目的 Rhexocercosporidium 和背芽突霉属真菌

系统关系较近，分支支持率均为 97%，与格孢

菌目真菌形成一个支持率较高的分支(100%)。
此外，OTU04 与不可培养的子囊菌门真菌聚为

一类，分支支持率为 100%，其分类学地位有待

进一步研究。 

2.3  代表菌株中的 DSEs 
对 14 株雪莲花根内生真菌代表菌株的形态观

察结果显示，有 10 株(菌株 S01、S02、S03、S05、
S07、S08、S11、S12、S13 和 S14)符合 DSEs 的形

态特征(占 71.43%)：菌落深色，暗灰色、褐色至深

褐色；菌丝颜色深，棕色、灰褐色、褐色、棕褐

色至黑色，菌丝分隔明显(图 4)。10 株 DSEs 中仅

4 株产孢。产孢菌株的分生孢子特征如下：菌株

S02 分生孢子褐色，倒棒状。菌株 S03 分生孢子

褐色，卵圆形。菌株 S08 分生孢子浅棕色，短圆

柱状成团。菌株 S11 分生孢子棕色，圆形。10 株

DSEs 中 背 芽 突 霉 属 、 链 格 孢 属 和

Rhexocercosporidium 各有 2 株。链格孢属菌株

S02 和 S03 对应 OTU02 和 OTU03 的相对丰度分

别为 30.28%和 1.41%。Rhexocercosporidium 属

菌株 S13 和 S14 对应 OTU13 和 OTU14 的相对丰

度分别为 3.52%和 28.17%。背芽突霉属菌株 S05
和 S07 对应 OTU05 和 OTU07 的相对丰度分别为

9.86%和 1.41%。可见，雪莲花根内 DSEs 中柔膜

菌目为优势目，链格孢属和 Rhexocercosporidium
为优势属。 

2.4  代表菌株的温度适应性 
在 4、15 和 25 ℃条件下，分别有 4、10 和     

4 株真菌的平均生长速率大于 1.5 mm/d，有 2、0 和

7 株真菌的平均生长速率小于 0.5 mm/d (图 5)。4 ℃
时菌株 S09 和 S12 平均生长速率 0.00‒0.01 mm/d，
几乎未生长。25 ℃时菌株 S01、S04 和 S07 平均

生长速率 0.00‒0.03 mm/d，几乎未生长。10 株真

菌(菌株 S01、S04‒S08 和 S11‒S14)在 15 ℃培养时

的平均生长速率最快，说明 15 ℃是最适生长温

度；除菌株 S12 外，其他 9 个菌株在 4 ℃培养的

平均生长速率比在 25 ℃培养得更快。 
九个菌株中菌株 S01、S04 和 S07 几乎不能

在 25 ℃生长，符合嗜冷菌的特征(表 3)；菌株

S01 和 S07 分属格孢腔菌目和柔膜菌目。菌株

S05、S06、S08、S11、S13 和 S14 在 25 ℃时能

够生长，平均生长速率 0.17‒0.96 mm/d，符合耐冷

菌的特征；菌株 S08 和 S11 分属于 Cladosporiales
和格孢腔菌目，其他 4 株属于柔膜菌目。3 株嗜

冷菌对应 OTU01、OTU04 和 OTU07 的相对丰

度分别为是 2.11%、2.11%和 1.41%，均为稀有

类群。6株耐冷菌中，菌株 S13和 S14对应 OTU13
和 OTU14 的合计相对丰度最高，为 31.69%，归

属于 Rhexocercosporidium；其次是背芽突霉属，

菌株 S05 和 S06 对应 OTU05 和 OTU06 的合计

相对丰度 25.35%；耐冷菌主要集中在柔膜菌目。

此外，3 株嗜冷菌中菌株 S01 和 S07 是 DSEs，
分别属于 Alpinaria 和背芽突霉属；6 株耐冷菌

中除菌株 S06 外的 5 个菌株都是 DSEs，分别属 
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图 2  基于 ITS 序列构建的雪莲花根内生真菌(子囊菌门)系统发育树(邻接法)   分支上的数字代表该分

支支持度. 分支长度代表遗传距离，遗传距离标尺为 0.050. GenBank 登录号标注在括号中 
Figure 2  The phylogenetic tree of EFs belonging to the Ascomycota isolated from Saussurea involucrata roots 
by ITS sequences using neighbor-joining method. Numbers on branches represent bootstrap values. Branch 
length reflects genetic distance, with scale bar indicating 5% genetic distance. GenBank accession numbers are 
shown in parentheses. 
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图 3  基于 ITS 序列构建的雪莲花根内生真菌(担子菌门)系统发育树(邻接法)   分支上的数字代表该分

支支持度. 分支长度代表遗传距离. 遗传距离标尺为 0.010. GenBank 登录号标注在括号中  
Figure 3  The phylogenetic tree of EFs belonging to the Basidiomycota isolated from Saussurea involucrata 
roots by ITS sequences using neighbor-joining method. Numbers on branches represent bootstrap values. 
Branch length reflects genetic distance, with scale bar indicating 1% genetic distance. GenBank accession 
numbers are shown in parentheses. 

 
 

图 4  代表菌株的菌落形态和菌丝形态   A‒J：菌落形态. A：S01；B：S02；C：S03；D：S05；E：S07；
F：S08；G：S11；H：S12；I：S13；J：S14. 标尺为 1 cm. a‒j：菌丝形态. a：S01；b：S02；c：S03；d：
S05；e：S07；f：S08；g：S11；h：S12；i：S13；j：S14. 标尺为 25 μm 
Figure 4  The colony morphology and hyphal morphology of the representative strains. A‒J: Colony 
morphology. A: S01. B: S02. C: S03. D: S05. E: S07. F: S08. G: S11. H: S12. I: S13. J: S14. Scale bar: 1 cm. 
a‒j: Hyphal morphology. a: S01. b: S02. c: S03. d: S05. e: S07. f: S08. g: S11. h: S12. i: S13. j: S14. Scale bar: 
25 μm. 
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图 5  代表菌株的生长速度   蓝色：4 ℃；橙色：15 ℃；红色：25 ℃  
Figure 5  The growth rate of representative strains. Blue: 4 ℃; Orange: 15 ℃; Red: 25 ℃.  
 

表 3  代表菌株在不同培养温度的生长特性 
Table 3  The growth characteristics of representative strains under different culture temperatures 
代表菌株 
Representative 
strains 

分离温度 
Isolation 
temperature (℃) 

是否 DSE 
DSE identification 

最适生长温度 
Optimum growth 
temperature (℃) 

在 4 ℃生长情况 
Growth at 4 ℃ 

在 25 ℃生长情况 
Growth at 25 ℃ 

S01 15 √ 15 + ‒ 
S02 15 √ 25 + + 
S03 15 √ 25 + + 
S04 15 × 15 + ‒ 
S05 15 √ 15 + + 
S06 4 × 15 + + 
S07 15 √ 15 + ‒ 
S08 4 √ 15 + + 
S09 15 × 25 ‒ + 
S10 4 × 25 + + 
S11 4 √ 15 + + 
S12 15 √ 15 ‒ + 
S13 15 √ 15 + + 
S14 4 √ 15 + + 
√：菌株是深色有隔内生真菌；×：菌株不是深色有隔内生真菌. +：菌株生长，菌落平均生长速率大于 0.10 mm/d；‒：菌

株不生长，菌落平均生长速率小于 0.10 mm/d 
√: The strain is a dark septate endophytic fungus; ×: The strain is not a dark septate endophytic fungus. +: The strain grows and 
the average colony growth rate is greater than 0.10 mm/d; ‒: The strain does not grow and the average colony growth rate is less 
than 0.10 mm/d. 
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于 Rhexocercosporidium、背芽突霉属、枝孢属和

Juxtiphoma。综上所述，雪莲花根内生真菌的代

表菌种中，具有嗜冷或耐冷特性的菌株主要集中

于柔膜菌目，其中耐冷 DSE 主要集中在

Rhexocercosporidium。 

2.5  代表菌株对雪莲花幼苗生长的影响 
雪莲花幼苗与菌株 S02、S03、S06、S09 和

S10 在 15 ℃和 20 ℃共生培养，与菌株 S05 在

15 ℃共生培养，以及与菌株 S07 和 S08 在 20 ℃
共生培养，培养 40 d 存活苗数量小于 3 株，表明

上述处理条件不利于雪莲花幼苗存活。培养 40 d
存活苗数量大于 3 株的处理组的结果见表 4。 

15 ℃培养 40 d，CK 存活 3 株苗，与菌株

S01 和 S12 共生培养的苗全部存活。CK 苗的根

总长度(16.07±9.69) mm，叶干重(2.1±1.0) mg，
根干重(0.6±0.1) mg，根冠比 0.30±0.08。与 CK
相比，与菌株 S01 共生苗的叶干重和根干重分别

提高 1.76 倍和 5.33 倍(P<0.05)；与菌株 S12 共

生苗的根总长度、叶干重和根干重分别提高

1.79、2.24 和 5.00 倍(P<0.05)。此外，与 CK 相

比，与菌株 S11 和 S14 共生的苗根干重有显著

提高，与菌株 S13 共生的苗叶干重和根总长度有

显著提高(P<0.05)。 
20 ℃培养 40 d，CK 存活 5 株苗，与菌株

S04 和 S12 共生培养的苗全部存活。CK 苗的根

总长度(17.15±3.13) mm，叶干重(5.0±0.4) mg，根

干重(0.6±0.1) mg，根冠比 0.17±0.10。与 CK
相比，与菌株 S04 共生苗的根总长度、根干重 

 
表 4  代表菌株对雪莲花幼苗生长的影响 
Table 4  The effects of representative strains on Saussurea involucrata seedling growth 
对照/处理组 
Control/Treatment 
group 

培养温度 
Culture 
temperature (℃) 

苗存活数 
Seedling’s survival 
number 

根总长度 
Total root  
length (mm) 

叶干重 
Dry weight  
of leaf (mg) 

根干重 
Dry weight  
of root (mg) 

根冠比 
Root shoot ratio 

CK 15 3 16.07±9.69 2.1±1.0 0.6±0.1 0.30±0.08 
20 5 17.15±3.13 5.0±0.4 0.6±0.1 0.17±0.10 

S01 15 8 53.65±17.49 5.8±0.5* 3.8±1.1*† 0.66±0.14*† 
20 4 26.92±17.91 4.5±1.4 1.2±0.4 0.30±0.14 

S04 15 5 34.33±5.19† 5.7±2.1 1.2±0.3 0.21±0.05† 
20 8 24.71±3.35# 4.0±0.4# 1.8±0.4# 0.43±0.05# 

S05 20 4 17.06±5.98 4.0±1.4 0.8±0.5 0.20±0.07 
S07 15 3 20.60±2.05 2.3±0.7 0.8±0.3 0.32±0.06 
S08 15 4 77.57±33.95 5.4±3.3 2.9±1.5 0.56±0.12 
S11 15 6 32.86±6.88 5.1±1.9 2.4±0.9* 0.52±0.09*† 

20 6 43.14±14.70# 5.2±0.9 1.3±0.2# 0.23±0.04 
S12 15 8 44.85±5.64*† 6.8±0.4* 3.6±1.3*† 0.55±0.22† 

20 8 25.18±3.39# 5.2±1.1 1.1±0.2# 0.21±0.05 
S13 15 6 49.89±14.54* 5.2±0.8* 2.0±1.0 0.45±0.14 

20 6 27.12±15.25 4.4±0.8 1.7±1.1 0.42±0.24 
S14 15 5 27.33±4.87 5.3±1.2 1.5±0.1* 0.30±0.18 

20 3 21.07±6.58 3.3±0.1# 0.9±0.2 0.26±0.08 
*：15 ℃培养，与 CK 相比有显著差异(P<0.05)；#：20 ℃培养，与 CK 相比有显著差异(P<0.05)；†：与 20 ℃相比有显著

差异(P<0.05) 
*: Compared with CK, there is a significant difference under 15 ℃ (P<0.05); #: Compared with CK, there is a significant 
difference under 20 ℃ (P<0.05); †: Compared with 20 ℃, there is a significant difference (P<0.05). 
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和根冠比分别提高 44.1%、2.00 倍和 1.53 倍

(P<0.05)；与菌株 S12 共生苗的根总长度和根干

重分别提高了 46.8%和 83.3% (P<0.05)。此外，

与 CK 相比，与菌株 S11 共生的苗根总长度和根

干重有显著提高(P<0.05)。 
比较相同处理在不同温度下的作用差异。单

独培养的幼苗(CK) 15 ℃和 20 ℃时的各项生长

指标之间无显著差异(P>0.05)。与菌株 S13 和

S14 共生培养的苗也是如此。与菌株 S12 共生，

15 ℃培养苗的根总长度和根干重分别比 20 ℃
培养提高 78.11%和 2.27 倍(P<0.05)。与菌株 S01
共生，15 ℃培养苗的根干重比 20 ℃培养提高

2.17 倍(P<0.05)。可见 15 ℃培养更有利于菌株

S01 和 S12 发挥作用。 

3  讨论与结论  
3.1  雪莲花内生真菌多样性 

雪莲花是一种珍稀濒危的高山药用植物，从

其根中分离获得内生真菌的数量常多于其他组

织。武利勤报道雪莲花根和叶组织中的内生真菌

时分别获得 31株和 9株[15]。Lv等[16]从雪莲花根、

茎、叶和花中分别获得内生真菌 29 株、11 株、

7 株和 2 株。雪莲花根内生真菌多样性十分丰富。

由于研究方法的差异，不同研究者报道的真菌群

落组成和结构差别较大[16]。陈娟等利用直接克

隆测序的方法分析雪莲花根不可培养内生真菌

多样性，报道了格孢腔菌目(26.9%)和柔膜菌目

(11.0%)是优势目[17]。本研究雪莲花根可培养内

生真菌多样性，取得了与之相似的结果，两个类

群的优势更突出，相对丰度分别是 58.5%和

35.9%。本研究和陈娟等均报道了链格孢属是

雪莲花根内生真菌的优势属。陈娟等报道的优

势属还包括小球壳孢属(Microsphaeropsis)和小

球腔菌属(Leptosphaeria)[17]。Lv 等在 25 ℃分离

雪莲花根可培养内生真菌，报道了柱孢属

(Cylindrocarpon) (24.1%) 和茎点霉属 (Phoma) 
(20.7%) 是 优 势 属 ， 它 们 分 属 于 肉 座 菌 目

(Hypocreales)和格孢腔菌目；有 1 株链格孢属真

菌[16]。本研究在 4 ℃和 15 ℃分离可培养内生真

菌，报道的优势属还包括 Rhexocercosporidium 
(31.7%)和背芽突霉属(26.8%)。综合上述报道，

雪莲花根中普遍存在格孢腔菌目和柔膜菌目真

菌 ； 格 孢 腔 菌 目 链 格 孢 属 和 柔 膜 菌 目

Rhexocercosporidium 有可能是雪莲花根内生真

菌的优势类群。 
DSEs 是一类多样且普遍存在的内生真菌类

群。目前发现的 DSEs 都是子囊菌，绝大多数被

划 分 在 柔 膜 菌 目 和 格 孢 腔 菌 目 ， 煤 炱 目

(Capnodiales)、肉座菌目(Hycpcreales)、散囊菌

目(Eurotiales)等目也有报道[11,13]。文献报道以及

本研究结果都表明了DSEs在雪莲花根内生真菌

群落中普遍存在[15-16]。Wu 等鉴定雪莲花根 DSEs
菌株 MF-37 和 MF-M 分别为 Mycocentrospora sp. 
(属格孢腔菌目)和 Leptodontidium sp. (属柔膜菌

目)，它们与雪莲花幼苗共生培养都有促进植物

生长的作用[25,44]。本研究从代表雪莲花根内生真

菌群落组成的 14 个菌株中发现 10 株 DSEs，柔

膜 菌 目 为 DSE 优 势 目 ， 链 格 孢 属 和

Rhexocercosporidium 是 DSE 优势属；5 株 DSEs
有促进幼苗生长的作用，其中 3 株为耐冷菌、   
1 株为嗜冷菌。同时，Rhexocercosporidium 代表

菌株 S13 和 S14 均有促进幼苗生长作用。因此，

本研究发现柔膜菌目 Rhexocercosporidium 在雪

莲花根内具有较高丰度，其代表菌株兼具 DSE、

耐冷菌和促生菌的特性，推测该属菌株具有较好

的低温适应性，并能在低温下发挥促进植物生长

的作用，丰富了对于雪莲花根内 DSEs 多样性的

认识。虽然本文未能检测所有 142 个菌株的温度

适应性、菌丝形态及促生长活性，但结合所筛选

出的代表菌株生物学特性及各 OTU 相对丰度，可
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以对低温分离雪莲花根部内生真菌的群落组成

及其潜在生物学特性有一个较系统的考察，并有

效聚焦于特定生态功能的真菌种类。 

3.2  冷适应性真菌多样性 
地球表面分布的低温生境包括南北两极地

区以及高山、冰川和冻土区域。4‒15 ℃是目前

常用的分离低温生境微生物时使用的温度，低温

分离能获得更多的冷适应真菌[45-47]。本文研究结

果显示了分离温度对冷适应内生真菌的多样性

有较大影响。Hagh 等报道了类似结果，从栎属

植物 Quercus brantii 分离的内生真菌包括 59 个

OTU，其中 8 个只能在 4 ℃分离获得，7 个能同

时在 4 ℃和 25 ℃获得，44 个只能在 25 ℃获   
得[45]。从低温沉积物中获得的真菌包括酵母菌

或丝状子囊菌，绝大多数子囊菌属于柔膜菌目和

格孢腔菌目[48]。对瑞士中部达玛冰川冰缘带形

成时间与微生物群落组成的研究发现，冰缘带形

成时间与土壤的盐基饱和度、酸碱度、碳含量、

氮含量及植物覆盖度密切相关，直接影响冰缘带

微生物群落组成；子囊菌的丰度会随着冰缘带形

成时间增加而减少[49]。Wang 等对青藏高原冰川

冷适应真菌多样性进行了研究，分离出 1 428 种

真菌，其中鉴定出 150 个物种，柔膜菌目是最常

见的类群[50]。丛枝菌根真菌(arbuscular mycorrhizal 
fungi, AMF)和 DSE 同时定殖在青藏高原扎当冰

川冰缘带 2 种优势植物根内，AMF 在喜马拉

雅蝇子草(Melandrium apetalum)根内占优势，

DSE 则在中亚早熟禾(Poa litwinowiana)根内占

优势[51]。大量研究表明，DSE 能提高宿主植物

的抗逆性，这与 DSE 具有细胞壁富集黑色素，

细胞内积累海藻糖等渗透物质的生物学特性相

关[11]。本研究获得内生真菌的主要类群同样是子

囊菌门柔膜菌目和格孢腔菌目，且 DSE 为优势

类群，与已报道低温生境及其植物根内的优势真

菌类群相吻合。表明柔膜菌目和格孢腔菌目可在 

全球低温生境广泛分布，是具有代表性的冷适应

类群。 

3.3  冷适应性真菌对植物生长的影响 
低温生境中与植物密切联系的冷适应性真

菌，可以在植物适应环境、耐受低温胁迫的过程

中发挥作用[52]，其中内生菌能通过养分交换促

进宿主植物生长[53]。许多研究发现，真菌为主

的地衣共生体促进了寒冷生态系统中初级生物

量的积累[54]。通过与植物共生，真菌能帮助植

物面对非生物(温度、pH 值、渗透压)和生物(细
菌、真菌、线虫和昆虫 )压力 [55]。金孢霉属

(Geomyce)和背芽突霉属真菌广泛存在于南极

洲[56]，在腐烂和养分循环中发挥着重要作用[57]。

分离自冰川的多种细菌、放线菌、酵母等微生物

均通过增加磷酸盐溶解，促进植物生长[58-60]。

Tapia-Vázquez 等[61]发现具有无机磷酸盐增溶作

用的嗜冷或耐冷菌株，可促进番茄种子萌发、并

在 15 ℃发挥促进幼苗生长的作用。真菌通过产

生有机酸增加磷酸盐溶解，其增磷效率高于细

菌[58]。Singh 等首次在北极土壤中报道了耐冷磷

酸盐增溶真菌[62]。Gawas-Sakhalkar 等从北极土

壤中获得青霉属菌株 PG162，可用于酸性磷酸酶

的工业生产[63]。同样，具有冷适应性的外生菌

根真菌能产生冷活性酸性磷酸酶[64]。此外，Jain
等从生长在喜马拉雅的药用植物软紫草(Arnebia 
euchroma) 根 中 分 离 获 得 一 株 内 生 真 菌

Penicillium sp. ARF9，该内生真菌在 20 ℃条件

下，具有增加磷和钾的水溶性、分泌植物激素

吲哚乙酸(indole-3-acetic acid, IAA)、1-氨基环

丙 烷 -1- 羧 酸 脱 氨 酶 (1-aminocyclopropane-1- 
carboxylate deaminase, ACCD)和铁载体，可有效

促进宿主植物生长[65]。本研究发现 9 株内生真菌

有冷适应性，能在 15 ℃快速生长；其中有 4 株

能在 15 ℃促进雪莲花幼苗生长，推测冷适应性

真菌帮助幼苗更好地适应低温条件，预示它们在
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雪莲花育苗阶段有良好的应用前景。由于时间所

限，本研究未开展这方面的工作。后续将从多个

方面研究菌株 S01 等冷适应菌株的冷适应机制，

以及它们促进雪莲花幼苗生长的作用机理。 
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