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摘 要:以贵州省黔西南、黔南州3个产地(BP、LD、XL)的米槁根际土壤为研究对象,采用纯培养

手段对米槁根际真菌进行纯化培养,探讨米槁根际土壤可培养真菌多样性和分离潜力,为后期促生

真菌的筛选和功能验证提供基础依据。结果表明,从不同产地米槁根际土壤中共分离到真菌367
株,鉴定为3门5纲17目38科57属。木霉属Trichoderma 是3产地共有的优势属,占总菌株的

20.98%。BP、LD和XL的共有属有9种且木霉属是BP(22.6%)和LD(27.3%)的绝对优势属,

XL的绝对优势属为青霉菌属(16.7%)。在属水平上,BP的菌群多样性和丰富度最高,LD的菌群

多样性最低,但其均匀度最高。不同产地米槁根际菌群的组成不同,其中除BP与XL之间中等不

相似,其余产地间极不相似。菌群多样性与土壤化学性质及酶活性存在显著相关性,全氮、速效氮、
有效钾和蔗糖酶活性是影响米槁根际菌群多样性的关键因子。
关键词:米槁;根际;可培养真菌;菌群多样性;土壤因子
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Abstract:The
 

rhizosphere
 

soils
 

of
 

Cinnamomum
 

migao
 

from
 

three
 

original
 

places
 

(Bapeng
 

Villiage,BV;
 

Naqing
 

Villiage
 

of
 

Luodian
 

County,LD;
 

Xiangle
 

Villiage,XL)
 

of
  

in
 

Qianxinan
 

and
 

Qiannan
 

prefectures
 

of
 

Guizhou
 

Province
 

were
 

taken
 

as
 

the
 

research
 

objects.The
 

soils
 

were
 

purified,and
 

cultured
 

to
 

investigate
 

the
 

diversity
 

and
 

separation
 

potential
 

of
 

rhizosphere
 

soil
 

culturable
 

fungi
 

to
 

provide
 

the
 

basic
 

information
 

for
 

screening
 

growth-promoting
 

fungi
 

and
 

functional
 

verification.The
 

results
 

showed
 

that
 

a
 

total
 

of
 

367
 

strains
 

of
 

fungi
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

soils,belonging
 

to
 

3
 

phyla,5
 

classes,17
 

orders,38
 

families,and
 

57
 

genera.Trichoderma
 

was
 

the
 

dominant
 

genus
 

shared
 

by
 

the
 

three
 

places
 

of
 

origin,accounting
 

for
 

20.98%
 

of
 

the
 

total
 

bacterial
 

strains.There
 

were
 

9
 

common
 

genera
 

of
 

BP,LD,and
 

XL,and
 

Trichoderma
 

was
 

the
 

absolutely
 

dominant
 

genus
 

of
 

BP
 

(22.6%)
 

and
 

LD
 

(27.3%),and
 

the
 

absolute
 

dominant
 

genus
 

of
 

XL
 

was
 

Penicillium
 

(16.7%).At
 

the
 

genus
 

level,BP
 

had
 

the
 

highest
 

microbiota
 

diversity
 

and
 

richness,while
 

LD
 

had
 

the
 

lowest
 

microbiota
 

diversity
 

but
 

the
 

highest
 

uniformity.The
 

composition
 

of
 

the
 

C.migao
 

rhizo-
sphere

 

flora
 

varied
 

from
 

different
 

origins,the
 

composition
 

dissimilarity
 

between
 

BP
 

and
 

XL
 

was
 

in
 

medium
 

level,while
 

between
 

other
 

origin
 

pair,the
 

dissimilarity
 

was
 

extremely
 

high.There
 

was
 

a
 

significant
 

correla-
tion

 

between
 

microbiota
 

diversity
 

and
 

soil
 

chemistry
 

and
 

enzyme
 

activities.Total
 

nitrogen,available
 

nitro-



gen,available
 

potassium,and
 

S-SC
 

activities
 

were
 

the
 

key
 

factors
 

influencing
 

the
 

Cinnamomum
 

migao
 

mi-
crobiota

 

diversity.
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  根际是植物-微生物-土壤相互作用的场所,生
活着大量各种类型的微生物[1]。其中,微生物在植

物整个生命周期中的生长和繁殖中起着至关重要的

作用[2-4]。而微生物群落多样性的变化也可以直观

反映土壤质量和环境状况的变化[5]。因此,了解米

槁根际土壤微生物群落的多样性,不仅有利于提高

土壤肥沃力与森林健康状况,还有利于植物的高效

生 产[5]。米 槁 (Cinnamomum
 

migao)为 樟 科

(Lauraceae)樟属常绿乔木,主要分布于我国滇、黔、
桂3省等西南地区[6-7]。其干燥果实是我国西南少

数民族地区的著名民族药材,具有理气止痛,温中的

功效[8-11]。此外,因其果实中油脂含量高而作为香

料等,可给当地带去经济和社会效益[12-13]。与此同

时,已有研究基于高通量测序结果证实根际真菌中

伞菌属(Agaricus)、镰孢菌属(Fusarium)、瓶霉属

(Phialophora)对米槁果实化学成分积累存在潜在

的促进作用[11,14-15],但是尚缺乏直接分离相关类群

接种验证,而微生物纯培养是获得目标菌株的关键

手段。因此,本研究采用纯培养手段对米槁根际真

菌进行纯化培养,探讨米槁根际可培养真菌多样性

和分离潜力,为后期促生真菌的进一步筛选和功能

验证提供基础。

1 材料与方法

1.1 土壤样品的采集

米槁根际土壤样品于米槁主要分布区贵州省黔

西南州望谟县典型天然种群和黔南州罗甸县人工种

群采集(表1)。在每个采样地随机选取5株长势一

致且健康的米槁挂果植株并用抖根法[16]采集根际

土壤,混合均匀后装入无菌样品收集袋,低温储存并

带回实验室。将土样分成3份:一份土样立即用于

真菌分离培养;另一份在过0.25
 

mm 筛后储存于

4
 

℃冰箱,用于测定土壤酶活性;最后一份自然风干

过2
 

mm和0.25
 

mm筛用于测定土壤化学性质。
表1 米槁根际土壤采集地点

Table
 

1 The
 

sampling
 

sites
 

for
 

the
 

Cinnamomum
 

migao
 

rhizosphere
 

soil

产地
 

经纬度 海拔/m

贵州·望谟县坝碰村(BP) 25°7'N,106°3'E 670
贵州·罗甸县纳庆村(LD) 26°15'N,106°31'E 790
贵州·望谟县祥乐村(XL) 25°10'N,106°5'E 570

1.2 真菌菌株的分离纯化

采用马丁氏-孟加拉红琼脂培养基(蛋白胨5.0
 

g/L,磷酸二氢钾1.0
 

g/L,硫酸镁0.5
 

g/L,葡萄糖

10.0
 

g/L,氯霉素0.1
 

g/L,孟加拉红0.033
 

3
 

g/L,
琼脂20

 

g/L,水1
 

000
 

mL,pH
 

7.0~7.4)进行根际

土壤真菌的分离,并在每100
 

mL培养基中加入1%
链霉素0.3

 

mL和1%青霉素0.3
 

mL来抑制细菌

的生长。采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)(马
铃薯淀粉5.0

 

g/L,葡萄糖20.0
 

g/L,琼脂15.0
 

g/

L,氯霉素0.1
 

g/L,pH5.8~6.2)进行菌种的纯化。
灭菌条件为121

 

℃,30
 

min。分离与纯化具体操作

参考李鹏[17]。菌种采用30%甘油冻存液进行保存。

1.3 分离菌株DNA的提取、扩增及测序

1.3.1 DNA的提取 根据真菌基因组DNA提取

试剂盒(北京百泰克生物技术有限公司)的方案进行

DNA提取。

1.3.2 PCR扩增及测序 所用引物为真菌通用引

物和PCR反应体系组成参考黄路婷[6]
 

。在PCR反

应体系的基础上,使用美国伯乐公司(Bio-Rad)梯度

PCR仪(T100型)设定8个退火温度梯度(分别为

48、49、50、51、52、53、54、55、56
 

℃)
 

,对所用引物逐

一进行温度梯度PCR,以确定每个引物的最佳退火

温度。PCR反应条件如下:在94
 

℃预变性2
 

min,
变性30

 

s,分别在8个设定温度下退火30
 

s,72
 

℃
延伸30

 

s,进行30个循环,循环结束后于72
 

℃延伸

2
 

min,4
 

℃保存。通过1%的琼脂糖凝胶电泳检测

扩增好的PCR产物,合格后送至北京天根生化科技

有限公司进行测序。

1.4 菌株的鉴定

形态鉴定:参照《真菌学辞典》第10版[18]对纯

化后的真菌初步进行形态学鉴定。
分子鉴定:将所得ITS序列导入NCBI(http://

blast.ncbi.nlm.nih.gov)进行BLAST比对搜索,
从结果中挑选相似度最高的参考序列并结合形态学

观察结果,进行待测菌株的种属鉴定。

1.5 根际土壤化学性质及酶活性的测定

测定TN、TP、TK、有机质以及5种土壤酶的风

干土样过0.149
 

mm筛。TN测定须称取1.0
 

g土

样并采用半微量开氏法;TP须称0.250
 

g土并采用

碱熔-钼锑抗比色法;TK须称0.250
 

g土并采用碱

熔-火焰光度法;有机质须称0.2
 

g土并采用重铬酸

钾氧化容量法;过氧化氢酶(S-CAT)须称0.02
 

g
土;纤维素酶(S-CL)须称0.25

 

g土;酸性磷酸酶(S-
ACP)须称0.1

 

g土;脲酶(S-UE)须称0.05
 

g土;蔗
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糖酶(S-SC)须称0.03
 

g土。土壤酶的测定方法与

计算采用北京索莱宝生物科学技术有限公司(solar-
bio.com)的试剂盒。测定pH、速效氮、有效磷和有

效钾的风干土样过2
 

mm筛。称10.0
 

g土并加入

25
 

mL新制备的纯水(去除CO2),用pH计测定经

振荡、静置后的上清液得pH;称2.00
 

g土,采用碱

解扩散法测定速效氮;称5.00
 

g土,采用乙酸铵浸

提-火焰光度法测定有效钾;称5.00
 

g土,采用乙酸

铵浸提-火焰光度法测定有效钾[19]。

1.6 数据处理

1.6.1 相对丰度 分离到的某一科(属)真菌菌株

数占分离到的总菌株科(属)数的百分率,用来判定

不同产地根际土壤中可培养真菌的优势类群[20]。

相对丰度(%)=
某一真菌分离株总数
所有真菌分离株总数×100%

1.6.2 多样性指数 
(1)Shannom-Wiener指数(H')

H'=-∑
S

i=1
(Pi)(lnPi) (1)

(2)Pielou指数(J)

J=H'/lnS (2)
(3)Margalef

 

丰富度指数(R)

R=(S-1)/lnN (3)
式中:Pi 表示为某一属占总菌株属的比值;S 表示

为属i所在样本中属的数目;N 是所有样本的菌株

属之和[21-22]。

1.6.3 Jaccard(Cj)相似性系数 通过比较样本之间

菌群组成的相似程度来判定真菌分布差异程度[23]。

Cj=
j

(a+b-j)
(4)

式 中:a和b分 别 为 样 品A 和 样 品B的 属 数;j为

2个样品间共有的真菌属数。

1.6.4 根 际 土 壤 化 学 性 质 及 酶 活 性 在 Excel
 

2020对 数 据 进 行 初 步 处 理,将 所 得 菌 株 采 用

MEGA6.0软件,以邻接(N-J)法建立以真菌的纲为

水平的系统发育树。在SPSS
 

20.0中采用单因素方

差分析和LSD方差显著性检验(P<0.05)对土壤

化学性质及酶活性的数据分析并通过 Origin
 

2018
进行统计分析和作图。

2 结果与分析

2.1 米槁根际土壤化学性质及酶活性特征

从表2可知,3产地米槁根际土壤的TN、速效

氮、有效钾和蔗糖酶(S-SC)活性均有显著性差异,
其中XL的TN、速效氮、有效钾和蔗糖酶活性均显

著高于BP和LD。BP的TK和纤维素酶(S-CL)活
性最高;LD的pH 和有机质最高;XL的 TP、有效

磷、过氧化氢酶(S-CAT)、酸性磷酸酶(S-ACP)和脲

酶(S-UE)活性最高。因此,3个产地部分土壤因子

之间存在显著差异。
2.2 米槁根际菌群组成

从3个产地米槁根际土壤中共分离到真菌367
株,鉴定为3门5纲17目38科57属。在纲水平

上,
 

BP的优势纲为粪壳菌纲(65.85%)、散囊菌纲

Eurotiomycetes(17.07%)(图1a);
 

LD的优势纲分

别为粪壳菌纲(70.13%)、散囊菌纲(10.39%),其中

图1b中有一属名鉴别为 Heterocephalums属的菌

株隶属于子囊菌亚门
 

,不属于子囊菌门下任何纲;
从图1c看出,XL的优势纲为粪壳菌纲(57.14%)和
散囊菌纲(28.57%)。在科水平上,种名鉴别为Un-
cultured

 

Bionectria 的 菌 株 能 鉴 定 到 生 赤 壳 科

Bionectriaceae,在属上还未有所分类。从图2a看,
表2 米槁根际土壤化学性质及酶活性特征

Table
 

2 Characteristics
 

of
 

chemical
 

properties
 

and
 

enzyme
 

activity
 

of
 

the
 

C.migao
 

rhizosphere
 

soil

产地 BP LD XL

pH 5.39±0.11
 

a 6.66±0.13
 

a 5.95±0.35
 

a

TP(g·kg-1) 9.35±0.86
 

a 8.20±0.92
 

a 14.08±2.25
 

a

有效磷(
 

mg·kg-1) 227.37±20.97
 

a 295.82±20.35
 

a 296.07±45.44
 

a

TN(g·kg-1) 0.36±0.03
 

b 0.4±0.03
 

b 1.02±0.08
 

a

速效氮(mg·kg-1) 130.55±6.56
 

b 103.81±7.34
 

b 251.88±19.78
 

a

TK(g·kg-1) 13.33±1.84
 

a 12.25±1.77
 

a 11.69±1.49
 

a

有效钾(mg·kg-1) 60.28±1.38
 

a 16.23±0.81
 

b 65.28±0.81
 

a

有机质(g·kg-1) 41.36±2.95
 

a 70.66±7.48
 

a 46.58±4.61
 

a

过氧化氢酶活性[ml/(g·20
 

min)] 12.78±1.74
 

a 16.16±3.38
 

a 19.08±4.85
 

a

纤维性酶活性[μmol/(d·g)] 12.38±1.11
 

a 11.70±0.90
 

a 11.90±0.44
 

a

酸性磷酸酶活性[μmol/(d·g)] 58.03±4.27
 

a 41.16±5.30
 

a 66.36±5.85
 

a
脲酶活性[NH3+-Nμg/(g·d)] 12.54±0.72

 

a 8.67±0.87
 

a 14.56±4.46
 

a

蔗糖酶活性[mg/(g·d)] 2.60±0.17
 

b 5.59±0.28
 

b 56.04±4.42
 

a

  注:同一列不同小写字母表示不同产地米槁根际土壤化学性质及酶活性之间差异(P<0.05)。
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图1 米槁根际菌群纲水平上的系统发育树

Fig.1 Phylogenetic
 

trees
 

at
 

the
 

class
 

level
 

of
 

the
 

C.migao
 

rhizosphere
 

flora

BP的优势科按照相对丰度大小依次为曲霉科 As-
pergillaceae(13.41%)<丛赤壳科(21.95%)<肉座

菌科(22.56%);LD 的优势科是肉座菌科,占比

28.57%;XL的优势科为虫草科 Ophiocordycipita-
ceae(14.40%)、肉 座 菌 科 (15.20%)和 曲 霉 科

(25.60%)。由图2b可知,木霉属类群在属水平上

是BP、LD、和XL
 

3产地中主要的真菌属,分别占

22.6%、27.3%和15.1%。相对丰度排在前五位的

真菌属分别为木霉属(15.1%~27.3%)、青霉菌属

Penicillium(4.9%~16.7%)、紫色拟青霉属Pur-
pureocillium(4.9%~14.3%)、粘帚霉属Clonos-
tachys(7.9%~9.1%)和 曲 霉 菌 属 Aspergillus
(1.3%~8.7%)。属名为枝顶孢属Acremonium 能

鉴别到属这一水平,但是还没有明确的科分类。
从图3可知,BP、LD和XL分别鉴定出31、26、

27种属,共有属9种,分别有木霉属、曲霉菌属、粘
帚霉属等。BP和LD还有Brunneochlamydospori-
um 属和小球腔霉属Leptosphaeria

 

2种共有属;BP
和XL还有7种共有属,分别是枝孢属Cladospori-
um、镰刀菌属 Fusarium、被孢霉属 Mortierella。

BP有毛壳菌属 Chaetomium、Chaetosphaeria 属、

Gliocladiopsis属等13种特有属;LD有15种特有

属,分别为枝顶孢属Acremonium、Albifimbria 属、
星核衣属Arthopyrenia 等;XL有11种特有属,分
别为 Acrocalymma 属、Auxarthron 属、Codinaea
属等。上述结果分析得知,不同产地的根际菌群组

成不仅具有丰富性还存在差异性。

2.3 米槁根际真菌的多样性差异分析

2.3.1 多样性分析 多样性指数越高表明该菌群

多样性越大。丰富度指数越高表明该群落越丰富;
均匀度指数越高,则表明该群落越均匀[24]。从多样

性指数分析得知,BP的多样性指数最高且菌群最丰

富,LD的菌群均匀度最高,说明不同产地根际菌群

的多样性具有一定差异。

2.3.2 相似性分析 根据Jaccard相似性原理[24],
从表4可看出,不同产地间菌群的相似系数都<
0.50。其中除BP-XL的相似系数为0.381,属于中

等不相似,其余产地之间属于极不相似,说明不同产

地米槁根际真菌的组成有所不同。

2.4 米槁根际菌群与土壤因子的关系

为探究米槁根际菌群多样性与土壤因子之间的

关系,对属水平上的相对丰度前5位的真菌属类群、
菌群多样性指数和土壤因子3者之间进行了相关性

分析。从图4得知,木霉属、青霉菌属、紫色拟青霉

属等类群与TN、速效氮、有效钾、蔗糖酶活性、丰富

度指数有着密切联系;TN、速效氮、蔗糖酶活性与丰

富度指数呈极显著负相关;有效钾与均匀度指数呈

极显著负相关;TN与速效氮呈极显著的正相关,且
两者与蔗糖酶活性呈极显著的正相关。上述分析得

知,TN、速效氮、有效钾和蔗糖酶活性这4个土壤因

子与菌群存在紧密联系。
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注:a表示真菌科水平上的相对丰度;b表示真菌属水平上的相对丰度。

图2 米槁根际菌群不同水平上的相对丰度

Fig.2 Relative
 

abundance
 

of
 

the
 

C.migao
 

rhizosphere
 

flora
 

at
 

different
 

levels

图3 米槁根际菌群属水平上的韦恩图

Fig.3 Venn
 

diagram
 

of
 

the
 

C.migao
 

rhizosphere
 

flora
 

at
 

the
 

genus
 

level

表3 不同产地米槁根际菌群的多样性

Table
 

3 The
 

C.migao
 

microbiota
 

diversity
 

from
 

different
 

places
 

of
 

origin

产地 真菌属数
多样性指数
(H')

丰富度指数
(R)

均匀度指数
(J)

BP 31 3.434 5.883 0.673

LD 26 3.258 5.755 0.750

XL 27 3.296 5.376 0.681

表4 不同产地米槁根际真菌相似系数比较

Table
 

4 Comparison
 

of
 

similarity
 

coefficients
 

of
 

C.migao
 

rhizosphere
 

fungi
 

from
 

different
 

places
 

of
 

origin

BP LD XL

BP 1 0.239 0.381

LD 1 0.205

XL 1

3 结论与讨论

本研究从3个产地共分离到367株真菌,鉴定

为57属160种。优势门为子囊菌门(89.65%),优

注:*表示P<0.05,**表示P<0.01,***表示P<0.001。

图4 米槁根际菌群与土壤因子的相关性

Fig.4 Correlation
 

between
 

the
 

C.migao
 

rhizosphere
 

flora
 

and
 

edaphic
 

factor
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势纲为粪壳菌纲(63.76%),优势目为肉座菌目

(49.04%),优势科为肉座菌科(21.25%)和丛赤壳

科(13.36%),优势属为木霉属(20.98%)。不同产

地米槁根际菌群的组成表现出较大差异性,可能是

不同产地的土壤养分和酶活性含量存在一定的差异

性所致[15]。根据Jaccard相似性系数表明,BP-XL
的菌群组成为中等不相似,其余产地间为极不相似,
说明群落组成存在着一定差异,同时还发现不同产

地的优势菌属有所差异,可能是属水平上的某一类

群与土壤某些养分相互偏好性选择的结果[25]。对

比3个产地分离培养出的真菌多样性发现,BP的多

样性、丰富度指数最高以及pH最低,一方面是因为

土壤真菌在低酸度环境下长势更好[26];另一方面土

壤pH与菌群呈负相关[27],土壤的酸化促使土壤养

分得以提升且活化效果显著[28-29],从而吸引更多微

生物的聚集,因而土壤微生物多样性较高[30-32]。

TN、速效氮、有效钾和蔗糖酶活性是本研究影

响米槁根际菌群多样性的关键因子。N、P和土壤

有机C是评价土壤肥力和健康的重要指标[33]。LD
的速效氮、TN和脲酶活性都较低,是因为该采样点

水土流失,与胡朋成等[34]的研究结果一致。LD的

有机质含量最高,是因为较低的脲酶活性导致土壤

供氮 不 足,这 时 需 要 大 量 的 有 机 质 矿 化 释 放 供

氮[35]。该产地的有机碳含量与菌群均匀度指数呈

正相关性,与何中声等[36]对戴云山南坡不同海拔森

林土壤微生物功能多样性特征及影响因素研究一

致。LD的多样性最低且均匀度最高,可能是因为

该产地是人工林,存在人为干扰的影响[37]
 

。而决定

N、P元素供应的关键是水热状况[38]。XL的菌群组

成不如BP丰富,但TN、速效氮、TP和有效磷含量

都是最高的,可能与当时采样时水热条件较适宜有

关系,土壤温度和湿度是影响土壤P素形态转化和

有效性的重要因子[39]。本研究中发现LD的有效

钾含量显著低于BP、XL,可能是该采样点雨水充沛

导致水土流失严重,冲走了土壤中的有效钾[40]。
土壤酶作为土壤中的活性物质,与土壤微生物

活动及养分状况有密切相关性[41-43]。过氧化氢酶活

性在BP中最低且该产地菌群最为丰富,说明该产

地的土壤根际真菌具有良好的生长环境,对植物的

毒害作用最小[44]。脲酶活性与TN、速效氮呈显著

正相关,是因为脲酶是氮素的主要来源,其活性可以

表征土壤氮素状况[45]。酸性磷酸酶活性和海拔高

度由小到大排序皆为LD<BP<XL,在一定范围

内,随着海拔高度降低,气温逐渐升高,使酸性磷酸

酶活性受到限制[46]。纤维素酶的活性变化趋势与

有机质含量变化一致[47-48],但本研究中纤维素酶活

性与有机质呈负相关,LD的有机质含量最高,纤维

素酶反而最低,这可能因为人工林的纤维素酶活性

低于天然林[49]。XL的蔗糖酶活性高得多,可能因

为该产地受人工干扰的程度最小,人为干扰与土壤

呼吸速率呈显著负相关,土壤呼吸强度又影响了蔗

糖酶活性[50]。李鑫等[39]表示菌群越丰富,蔗糖酶

的活性也越高,这一研究结果与本研究不一致,可能

是植物根系和土壤微生物吸收养分而产生竞争导致

蔗糖酶受到抑制[51]。
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