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摘要: 【目的】系统分析和比较野生与人工栽培铁皮石斛 Dendrobium officinale 内生真菌的多样性，并从中筛选抗炭疽

病活性的菌株。【方法】利用组织块分离法分离铁皮石斛内生真菌，采用载玻片培养法和基于 rRNA内转录间隔区基

因 (rDNA-ITS)的分子鉴定法对它们进行鉴定，采用平板对峙法筛选抗炭疽病内生真菌。【结果】从铁皮石斛中分离到

236株内生真菌，其中 132株分离自野生植株,104株分离自人工栽培植株，野生植株内生真菌的总定殖率 (50.46%)、

总分离率 (61.11%)及多样性指数 (2.95)均明显高于人工栽培植株 (其相应数值分别为 39.35%、48.14%和 2.49)；筛选

到 34株对胶孢炭疽菌 Colletotrichum gloeosporioides 具抑制活性的内生真菌菌株，其中菌株 F102(蜡孔菌 Ceriporia
sp.)、F27(硬孔菌 Rigidoporus sp.)、F103(蚁巢伞菌 Termitomyces sp.)和 F122(伏革菌 Peniophora sp.)的抑制效果较好，

抑菌率分别为 93.06%、88.20%、87.48%和 84.57%。【结论】野生与人工栽培铁皮石斛内生真菌的生物多样性和类群结

构具有明显差异，并且其中蕴含着丰富的抗炭疽病活性菌株，这为人工栽培铁皮石斛药材品质的改良及其炭疽病的生

物防治奠定了基础。
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Biodiversity comparison of endophytic fungi from wild and
artificially cultivated Dendrobium officinale and screening

of fungal strains with anti-anthracnose activities
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2 School of Basic Medical Sciences, Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510006, China)

Abstract: 【Objective】To  systematically  analyze  and  compare  the  diversity  of  endophytic  fungi  from

wild  and  cultivated  Dendrobium  officinale,  and  screen  fungal  strains  with  anti-anthracnose  activities.

【Method】Endophytic  fungi  of D.  officinale  were  isolated  by  tissue  block  separation  method,  and  they  were

identified by slide culture method and molecular identification method based on internal transcribed spacer regions

of  ribosomal  DNA  (rDNA-ITS).  Screening  for  endophytic  fungi  against  anthracnose  was  carried  out  by  plate

method.【Result】Totally 236 endophytic fungal strains were isolated from D. officinale(132 from wild plants and

104  from  artificially  cultivated  plants).  Total  colonization  rate  (50.46%)，total  isolation  rate  (61.11%)  and 
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diversity  index  (2.95%)  of  endophytic  fungi  in  wild  plants  were  significantly  higher  than  those  in  artificially

cultivated  plants  (the  corresponding  values  were  39.35%,  48.14%  and  2.49,  respectively).  We  screened  out  34

strains  of  endophytic  fungi  with  inhibitory  activities  against Colletotrichum  gloeosporioides.  Amomg  them,  the

strains Ceriporia sp. F102, Rigidoporus sp. F27, Termitomyces sp. F103 and Peniophora sp. F122 showed higher

inhibitory  effects,  and  their  inhibition  rates  were  93.06%,  88.20%,  87.48%  and  84.57%,  respectively.

【Conclusion】The biodiversity and community structure of endophytic fungi of wild D. officinale and artificially

cultivated  D.  officinal  had  significant  differences,  and  abundant  strains  with  anti-anthracnose  activities  were

obtained  from  them,  which  lays  the  foundation  for  improving  the  quality  of  medicinal  materials  of  artificially

cultivated D. officinal and the biocontrol of D. officinale anthracnose.
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铁皮石斛 Dendrobium officinale 是隶属于兰科

Orchidaceae石斛属 Dendrobium 的多年生附生草本

植物，为我国传统名贵中药[1]。铁皮石斛入药部分

是其新鲜或干燥茎, 具有益胃生津、滋阴清热的功

效[1]。已有研究表明，铁皮石斛的主要活性成分 (如
石斛多糖、生物碱等) 具有降血糖、降血脂、降血压、

提高机体免疫力的作用，其在医药保健方面应用越

来越广，需求量急剧上升[2]。但铁皮石斛的种子极

小、无胚乳, 自然条件下萌发率低，实生苗栽培较难,
再加上人为过度采挖及生境破坏，野生铁皮石斛资

源已濒临灭绝[3]。目前铁皮石斛主要来源于人工栽

培，但人工栽培植株脱离原有生态环境, 药材品质

与野生型存在一定的差异。汪群红等[4] 研究表明，

野生铁皮石斛茎中多糖含量和总氨基酸含量优于

人工栽培植株。而且人工种植过程中，铁皮石斛较

易受到微生物病害的侵染。由病原真菌胶孢炭疽

菌 Colletotrichum gloeosporioides 侵染所致的炭疽

病是铁皮石斛种植过程中的严重病害之一，它主要

引起植株叶片圆形或类圆形凹陷性枯萎，可造成铁

皮石斛减产和品质降低[5]。因此，如何提高人工栽

培铁皮石斛的药材品质以及有效防治种植过程中

的炭疽病已成为铁皮石斛产业面临的重要课题。

植物内生菌是指在植物中度过全部或部分生

命周期, 对宿主植物产生一定间接或直接作用，一

般不引起植株病害的一类微生物, 主要包括真菌和

细菌 [6 ]。宿主植物可为内生菌提供生存所需的环

境、营养和能量等，同时内生菌依靠自身的生命代

谢活动对宿主植物产生影响[7]。已有大量研究表明

内生菌具有促进植物生长、增强宿主氮吸收、提高

植物抗逆性及抗病性等作用[8]。也有研究结果表明

药用内生真菌可以提高药用植物的主要药用活性

成分，与其道地性的形成密切相关[9]。但目前对于

野生型与人工栽培型铁皮石斛内生真菌的比较缺

乏系统研究，而且关于内生真菌对铁皮石斛炭疽病

的生物防治研究也鲜有涉及[10]。因此，本研究拟系

统分析不同生境下铁皮石斛 (野生型和人工种植栽

培型)内生真菌多样性，获得其差异类群数据，并从

中筛选具有对石斛炭疽菌具有抑制作用的活性菌

株，从而为应用内生真菌于人工栽培铁皮石斛品性

改良及炭疽病的生物防治奠定基础。

1   材料与方法

1.1    药用植株

野生铁皮石斛 ( 6 株 )，采集自广东省清远

(23°20′49″N, 113°12′ 11″E),其株高 10~15 cm,生长

状态良好；人工栽培铁皮石斛 (6 株) 采集自饶平铁

皮石斛人工种植基地 (23°10 ′49″N,113°21 ′9″
E)，株高 20~35 cm，生长状态良好。采样时将整株

植物挖出，用无菌塑料袋装好，放入冰盒中运送至

实验室, 再置于 4 ℃ 冰箱保存, 2 h内进行内生真菌

的分离。

1.2    培养基和试剂

马铃薯葡萄糖琼脂 (PDA) 培养基购自于广东

环凯。T5×2 Premix(Tsingke)购自于广东擎科生物；

真菌基因组提取试剂盒 (Magen)购自于上海玉博生

物有限公司；引物 ITS1(5′-TCCGTAGGTGAACCT
GCGG-3′) 和 ITS4(5′-TCCTCCGCTTATTGATA
TGC-3′)由华大基因合成。

1.3    试验菌株

本研究使用的致植物炭疽病的炭疽菌为半知

菌亚门 Deuteromycotina腔孢纲 Coelomycetes黑盘

孢目Melanconiales炭疽菌属 Colletotrichum 胶孢炭

疽菌 C. gloeosporioides, 由广州中医药大学药学院

张桂芳老师提供。

1.4    内生真菌的分离和纯化

参考文献 [11] 的方法对铁皮石斛植株进行

内生真菌的分离与纯化：用自来水冲洗掉铁皮石
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斛植株上的泥土后，将其根、茎、叶剪切成约 2 cm
的小段 , 依次浸泡在体积分数为 75% 的乙醇溶

液 2 min, NaClO 溶液 (10.91~ 65.45 g/L)5 min，无
菌水冲洗 3遍或以上, 晾干后将其剪成约 0.5 cm×
0.5 cm 的小片置于 PDA 平板上 , 28 ℃ 条件下培

养 2~4 周。待菌丝从组织块切口处长出 , 挑出菌

丝转接到新的 PDA 平板上，2~3 次纯化后保存。

同时收集表面消毒时最后 1 次冲洗样品的水样，

进行消毒效果的检测。

1.5    内生真菌的鉴定

采用载玻片法[11] 培养真菌, 在显微镜下观察真

菌的菌丝、孢子及子实体结构, 同时结合其菌落特

征进行分类。应用真菌基因组 DNA kit(Magen) 完
成真菌 DNA 提取工作。以提取的内生真菌 DNA
为模板，扩增 rRNA 内转录间隔区基因 (Internal
transcribed spacer regions of ribosomal DNA, rDNA-
ITS)；10 g/L 的琼脂糖凝胶电泳 (80 V,30 min) 鉴定

PCR 产物后，送上海美吉生物有限公司测序，最后

将测序序列在 Blast(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
blast.cgi)中比对。

1.6    铁皮石斛内生真菌抗胶孢炭疽菌活性的筛选

采用平板对峙法将胶孢炭疽菌和内生真菌转

接到 PDA板上，28 ℃ 条件下活化培养，7 d后用打

孔器获取 0.5 cm×0.5 cm 的菌饼；以单接胶孢炭疽

菌菌饼的 PDA 板为对照组，3 次重复；试验组中内

生真菌菌饼和胶孢炭疽菌菌饼接种在同一 PDA 板

上，2个菌饼中心连线过 PDA板中点，间距为 5.5 cm，
每种拮抗菌做 3 次重复；所有菌株在 28 ℃ 恒温环

境下培养，每天观察菌株生长情况；在第 7 天测量

对照组胶孢炭疽菌生长半径和试验组胶孢炭疽菌

指向内生真菌方向的菌株半径。按下列公式计算内

生真菌对胶孢炭疽菌的抑菌率：抑菌率= (病原菌对

照菌落半径−病原菌指向拮抗菌半径) /病原菌对照

菌落半径× 100%。

1.7    数据处理

参考文献 [11] 的方法对野生和人工种植铁皮

石斛内生真菌的定殖率 (Colonization rate, CR)、分
离率 ( Isolat ion frequency,   IF)、相对分离频率

(Relative frequency, RF)、Shannon-Wiener多样性指

数 (H')、均匀度指数 (E)、相似性指数 (C) 进行计算

及分析。采用 Excel、SPSS 软件进行数据整理统

计,利用 Duncan’s法分析铁皮石斛不同部位的定殖

率、分离率、多样性指数等是否存在差异, 采用 t 检
验分析不同生境下的数据是否存在差异。

2   结果与分析

2.1    野生与人工栽培铁皮石斛内生真菌的分离

将最后一遍冲洗石斛样品的水样涂布 PDA 平

板, 28 ℃ 条件下培养 14 d 后无菌落生长。将从根、

茎、叶分离出的内生真菌各取 5 株代表性真菌菌丝

体进行相同程序的表面消毒后置于 PDA 平板上培

养, 14 d后未见真菌生长。以上结果表明, 表面消毒

过程已将样品表面的附生菌消除, 分离到的菌株来

自于样品内部, 属于铁皮石斛内生真菌。

如表 1 所示，本研究从 432 个铁皮石斛组织块

 

表 1   铁皮石斛内生真菌的定殖率和分离率1)

Table 1    The colonization rate and isolation rate of endophytic fungi in Dendrobium officinale
 

生境

Habitat
器官

Organ

组织块数目

No. of tissue
segments

长菌组织块数目

No. of tissue segments
with fungi

内生真菌数

No. of endophytic
fungal strains

定殖率/%
Colonization rate

分离率/%
Isolation rate

野生

Wild
根 Root   72    41    49  56.94Ab 68.06Ab

茎 Stem   72    52    62  72.22Aa 86.11Aa

叶 Leaf   72    16    21  22.22Bc 29.17Bc

整株 Whole plant 216  109  132  50.46     61.11    

人工栽培

Artificial
cultivation

根 Root   72    18    24  25.00Bc 33.33Bb

茎 Stem   72    31    40  43.06Bb 55.56Ba

叶 Leaf   72    36    40  50.00Aa 55.56Aa

整株 Whole plant 216    85  104  39.35     48.15    

　1)相同生境同列数据后的不同小写字母表示不同器官间差异显著(P<0.05，Duncan’s法)；相同器官同列数据后的不同大写字

母表示不同生境间差异显著(P<0.05，t检验)
　1) Different lowercase letters in the same column of the same habitat indicate significant differences among different organs
(P<0.05, Duncan’s test); Different capital letters in the same column of the same organ indicate significant differences between
different habitats (P<0.05, t test)
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中分离到 236 株内生真菌，其中 132 株来自野生铁

皮石斛，104 株来自人工栽培铁皮石斛。野生植株

内生真菌在茎中的定殖率最高 (72.22%)，其次为根

部 (56.94%)，而叶的定殖率最低 (22.22%)，各部位

内生真菌的分离率与定殖率呈现相同的变化规律,
分离率从高到低依次为茎 (86.11%)、根 (68.06%)、
叶 (29.17%)。人工栽培植株内生真菌在叶中的定殖

率最高 (50.00%)，其次为茎部 (43.06%)，而根的定

殖率最低 (25.00%)，各部位内生真菌的分离率从高

到低依次为叶 (55.56%)、茎 (55.56%)、根 (33.33%)。
野生样品内生真菌总定殖率和总分离率均高于人

工栽培植株，具体到部位，野生型植株内生真菌的

根、茎的定殖率和分离率显著高于人工栽培植株，

而叶部则相反，人工栽培植株叶部内生真菌的定殖

率和分离率显著高于野生型。

2.2    野生与人工种植铁皮石斛内生真菌的类群结构

本研究从野生和人工栽培铁皮石斛中共分离

到 236 株内生真菌，先利用菌落形态、孢子及子实

体结构对其进行分类，然后从各类中挑出 1~4 株典

型菌株进行分子鉴定，综合分析结果显示，它们分

属于 30个属，具体列于表 2。
 

 

表 2   代表性铁皮石斛内生真菌的分子鉴定

Table 2    Molecular identification of representative endophytic fungi from Dendrobium officinale
 

菌株编号

Strain number
器官

Organ
Genbank中最相似菌株

The most similar strain in Genbank
相似度/%
Similarity

鉴定属名

Identified genus

F07 叶 Leaf Fusarium proliferatum LrSF11(MG543691.1) 99 镰刀菌属 Fusarium

F201 叶 Leaf Fusarium oxysporum Z9(EF611088.1) 99 镰刀菌属 Fusarium

F209 叶 Leaf Fusarium proliferatum LrBF48 (MG543766.1) 99 镰刀菌属 Fusarium

F231 叶 Leaf Talaromyces verruculosus A1S1-6(KJ767062.1) 99 踝节菌属 Talaromyces

F412 叶 Leaf Grammothele fuligo MEL:2382748(KP012931.1) 99 Grammothele

F26 叶 Leaf Rigidoporus vinctus NZD-mf190(KM277965.1) 99 硬孔菌属 Rigidoporus

F45 叶 Leaf Phanerochaete sp. (MK791719.1) 99 显革菌属 Phanerochaete

F04 叶 Leaf Schizophyllum commune HE2742 (KC505580.1) 99 裂褶菌属 Schizophyllum

F96 叶 Leaf Ascomycota sp. 3454 (FJ544248.1) 99 子囊菌属 Ascomycota

F84 叶 Leaf Fusarium oxysporum SXLWF11(MG461555.1) 100 镰刀菌属 Fusarium

F70 叶 Leaf Aspergillus flavus C7-7(MG818938.1) 99 曲霉属 Aspergillus

F75 叶 Leaf Diaporthe goulteri P8(MN823638.1) 99 间座壳属 Diaporthe

F303 茎 Stem Neofusicoccum parvum WH-15710(KY111851.1) 99 新梭孢属 Neofusicoccum

F301 茎 Stem Trichoderma sp. SDAS203714(MK871051.1) 99 木霉属 Trichoderma

F212 茎 Stem Gibberella sp. SCSGAF0028(JN850990.1) 99 赤霉菌属 Gibberella

F441 茎 Stem Pilatoporus ibericus LE-BIN 3922(MG722742.1) 99 Pilatoporus

F10 茎 Stem Rigidoporus vinctus SCAU046(KY827376.1) 99 硬孔菌属 Rigidoporus

F18 茎 Stem Aureobasidium melanogenum 7-1(MF939079.1) 99 短梗霉属 Aureobasidium

F38 茎 Stem Phanerochaete sp. T(MK791719.1) 99 显革菌属 Phanerochaete

F62 茎 Stem Leiotrametes lactinea Cui 7084(JN048769.1) 99 栓菌属 Leiotrametes

F03 茎 Stem Schizophyllum commune SCAU12(MF061788.1) 99 裂褶菌属 Schizophyllum

F87 茎 Stem Penicillium sclerotiorum SCAU155(MF135518.1) 99 青霉属 Penicillium

F23 茎 Stem Irpex lacteus BYSTW1(MG820083.1) 99 耙齿菌属 Irpex

F73 茎 Stem Colletotrichum gloeosporioides (KJ563297.1) 99 炭疽菌属 Colletotrichum

F08 茎 Stem Phomopsis sp. Cef-S1(KX960809.1) 96 拟茎点霉属 Phomopsis

F20 茎 Stem Perenniporia sp. TD95(KY849400.1) 99 卧孔菌属 Perenniporia
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如表 3 所示，野生植株中共分离到 132 株菌，

属于 24 个属，其优势类群为硬孔菌属 Rigidoporus
(12.88%)、显革菌属 Phanerochaete(10.61%)、短梗霉

属 Aureobasidium(9.85%)、栓菌属 Trametes(9.09%)、
裂褶菌属 Schizophyllum(8.33%)、炭疽菌属 (6.82%)、
青霉属 P e n i c i l l i u m ( 4 . 5 5 % ) 和蜡孔菌属

Ceriporia(4.55%)。野生铁皮石斛各部位内生真菌

类群分布存在明显的差异：根部内生真菌属于

18 个属，其优势类群为裂褶菌属 (16.33%)、硬孔菌

属 (14.29%)、短梗霉属 (10.20%)、栓菌属 (10.20%)、
蜡孔菌属 (8 .16%)、显革菌属 (6 .12%)、蚁巢伞

属 Termi tomyces (6 .12%)、隔孢伏革属 Penio -
phora(6.13%)；茎部分离到 19 个属，其优势类群

为硬孔菌属 (12.90%)、显革菌属 (12.90%)、炭疽菌

属 ( 12 .90%)、短梗霉属 ( 8 . 07%)、拟茎点霉属

Phomopsis(6.45%)、栓菌属 (6.45%)；叶部共分离到

11 个属，优势菌群为短梗霉属 (14.29%)、显革菌属

(14.29%)、栓菌属 (14.29%)、子囊菌属 Ascomycota
(14.29%)、硬孔菌属 (9.52%)、青霉属 (9.52%)。

硬孔菌属、短梗霉属、显革菌属和栓菌属这 4 个属

在根、茎、叶均为优势菌属，隔孢伏革属、拟层孔菌

属、酵母属 M e y e r o z y m a 和 S u b u l i c y s t i d i u m
只在根中分布，而伏革菌属 Phlebiopsis、曲霉属

A s p e r g i l l u s、茎点霉属 P h o m a 和浅黄囊孔属

Flavodon 只在茎中分布，间座壳属 Diaporthe 只在

叶中有分布。

从人工栽培样品根、茎、叶中总共分离到 104株
内生真菌，经鉴定归为 16 个属 (表 3)，其优势类群

为镰刀菌属 (21.14%)、青霉属 (11.54%)、木霉属

Trichoderma(11.54%)、曲霉属 (9.62%)、耙齿菌属

(9.62%)。人工植株各部位的内生真菌类群结构也存

在较大的差异：根部内生真菌分属于 8个属，其优势

类群为木霉属 (25.01%)、曲霉属 (16.67%)、青霉属

(16.67%)；茎部内生真菌分为 10 个属，优势类群为

镰刀菌属 (45.00%)、耙齿菌属 (15.00%)；叶中共分离

到 12 个属，优势菌属为青霉属 (15.00%)、镰刀菌属

(10.00%)、曲霉属 (10.00%)、木霉属 (10.00%)、耙齿

菌属 (10.00%)、显革菌属 (10.00%)和 Grammothele

 

 

续表 2　Continued table 2

菌株编号

Strain number
器官

Organ
Genbank中最相似菌株

The most similar strain in Genbank
相似度/%
Similarity

鉴定属名

Identified genus

F72 茎 Stem Ascomycota sp. 3456 (FJ544249.1) 97 子囊菌属 Ascomycota

F12 茎 Stem Phlebiopsis sp. XSM1(KF534499.1) 99 伏革菌属 Phlebiopsis

F83 茎 Stem Aspergillus sclerotiorum SCAU092(MF061754.1) 99 曲霉属 Aspergillus

F97 茎 Stem Phoma multirostrata A2S1-D32(KJ767077.1) 100 茎点霉属 Phoma

F49 茎 Stem Flavodon flavus SK(S8)(KY703429.1) 100 浅黄囊孔属 Flavodon

F09 根 Root Rigidoporus vinctus SCAU046(KY827376.1) 99 硬孔菌属 Rigidoporus

F25 根 Root Aureobasidium pullulans (JX156360.1) 99 短梗霉属 Aureobasidium

F37 根 Root Phanerochaete sp. ATT215(HQ607891.1) 99 显革菌属 Phanerochaete

F16 根 Root Trametes sp. WZ-150 (MN872487.) 99 栓菌属 Trametes

F31 根 Root Trametes hirsuta CL05(MT085752.1) 99 栓菌属 Trametes

F15 根 Root Schizophyllum commune SCAU126(MF061788.1) 99 裂褶菌属 Schizophyllum

F102 根 Root Ceriporia lacerata SCAU096(MF061758.1) 99 蜡孔菌属 Ceriporia

F22 根 Root Irpex lacteus BYSTW1(MG820083.1) 99 耙齿菌属 Irpex

F74 根 Root Phomopsis sp. Vtm1(MN733019.1) 99 拟茎点霉属 Phomopsis

F05 根 Root Phomopsis sp. DS55(KX010804.1) 98 拟茎点霉属 Phomopsis

F02 根 Root Perenniporia tephropora (KJ780755.1) 99 卧孔菌属 Perenniporia

F110 根 Root Peniophora crassitunicata He3814(MK588770.1) 99 隔孢伏革属 Peniophora

F36 根 Root Phlebia subserialis WZ-90(MN856249.1) 99 射脉菌属 Phlebia

F66 根 Root Fomitopsis palustris TYP-6137(KJ995920.1) 99 拟层孔菌属 Fomitopsis

F112 根 Root Meyerozyma guilliermondii (MN371912.1) 99 酵母属 Meyerozyma

F68 根 Root Subulicystidium longisporum ZJ4(JQ905612.1) 99 Subulicystidium
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表 3   铁皮石斛根、茎、叶中内生真菌不同属的占比
 

Table 3    Genus proportions of endophytic fungi in roots, stems and leaves of Dendrobium officinale %
 

生境　　　　

Habitat　　　　

属名

Genus
根

Root
茎

Stem
叶

Leaf
整株

Whole plant
野生

Wild
硬孔菌属 Rigidoporus 14.29 12.90   9.52 12.88

短梗霉属 Aureobasidium 10.20   8.07 14.29   9.85

显革菌属 Phanerochaete   6.13 12.90 14.29 10.61

栓菌属 Trametes 10.20   6.45 14.29   9.09

裂褶菌属 Schizophyllum 16.33   3.23   4.76   8.33

青霉属 Penicillium   2.04   4.84   9.52   4.54

蜡孔菌属 Ceriporia   8.16   3.23   0.00   4.54

蚁巢伞属 Termitomyces   4.08   1.61   0.00   2.27

耙齿菌属 Irpex   4.08   3.23   4.76   3.79

炭疽菌属 Colletotrichum   0.00 12.90   4.76   6.82

拟茎点霉属 Phomopsis   2.04   6.45   4.76   4.54

卧孔菌属 Perenniporia   2.04   1.61   0.00   1.52

隔孢伏革属 Peniophora   6.13   0.00   0.00   2.27

子囊菌属 Ascomycota   2.04   3.23 14.29   4.54

伏革菌属 Phlebiopsis   0.00   4.84   0.00   2.27

射脉菌属 Phlebia   2.04   4.84   0.00   3.03

镰刀菌属 Fusarium   2.04   1.61   0.00   1.52

拟层孔菌属 Fomitopsis   4.08   0.00   0.00   1.52

曲霉属 Aspergillus   0.00   4.84   0.00   2.27

酵母属 Meyerozyma   2.04   0.00   0.00   0.76

间座壳属 Diaporthe   0.00   0.00   4.76   0.76

茎点霉属 Phoma   0.00   1.61   0.00   0.76
Subulicystidium   2.04   0.00   0.00   0.76

浅黄囊孔属 Flavodon   0.00   1.61   0.00   0.76

合计 Total 100.00   100.00   100.00   100.00  

人工栽培

Artificial cultivation
镰刀菌属 Fusarium   0.00 45.00 10.00 21.14

曲霉属 aspergillus 16.67   5.00 10.00   9.62

青霉属 Penicillium 16.67   5.00 15.00 11.54

新梭孢属 Neofusicoccum   0.00   5.00   0.00   1.92

木霉属 Trichoderma 25.01   5.00 10.00 11.54

耙齿菌属 Irpex   0.00 15.00 10.00   9.62

栓菌属 Trametes   8.33   0.00   5.00   3.85

硬孔菌属 Rigidoporus   8.33   0.00   0.00   1.92

裂褶菌属 Schizophyllum   8.33   0.00   5.00   3.85

显革菌属 Phanerochaete   0.00   5.00 10.00   5.77

踝节菌属 Talaromyces   8.33   5.00   5.00   5.77
Grammothele   0.00   0.00 10.00   3.85

赤霉菌属 Gibberella   0.00   5.00   0.00   1.92
Pilatoporus   0.00   5.00   0.00   1.92

炭疽菌 Colletotrichum   0.00   0.00   5.00   1.92

隔孢伏革属 Peniophora   8.33   0.00   5.00   3.85

合计 Total 100.00   100.00   100.00   100.00  
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(10 .00%)。曲霉属、青霉属、木霉属、踝节菌属

Talaromyces 在根、茎、叶均有分布；镰刀菌属、耙齿

均属、显革菌属只分布在茎、叶部；栓菌属、裂褶菌

属、隔孢伏革属只分布在根和叶部；硬孔菌属只在根

部分布；新梭孢属 Neo fus i coccum、赤霉菌属、

Pilatoporus 只在茎部分布；Grammothele、炭疽菌属

只在叶部分布。

2.3    铁皮石斛不同部位内生真菌的多样性和相似

性比较

由表 4 可知，野生铁皮石斛内生真菌的多样

性指数 (H′)为 2.95，根、茎、叶的内生真菌 H′分别

为 2.70、2.82、2.28，茎中内生真菌多样性最高；

根、茎、叶的均匀度指数 (E) 分别为 0.92、0.94、
0.95，统计无显著差异，3 个部位内生真菌类群分

布均匀。野生植株中茎与根相似性最高 (C茎−根=
0.72)，其次是茎与叶的相似性 (C叶−茎=0.65)，根与

叶的相似性最低 (C根−叶=0.60)；根据 Jaccard 相似

性系数原理判断标准，野生铁皮石斛根、茎、叶

3个部位两两之间的内生真菌类群组成均为中等

相似。人工栽培铁皮石斛内生真菌的 H′为 2.49，
根、茎、叶的内生真菌 H′分别为 1.98、1.84、2.42；
根、茎、叶的 E 分别为 0.95、0.80、0.97，说明叶中

的内生真菌多样性最高，且类群最均匀，茎中多

样性指数最低，且类群最不均匀；人工栽培植株

中根与叶相似性最高 (C根−叶=0.70)，其次是茎与

叶的相似性 (C叶−茎=0.64)，根与茎的相似性最低

(C根−茎=0.44)；根据 Jaccard 相似性系数原理判断

标准，人工栽培铁皮石斛植株内生真菌类群在根

叶和茎叶中均为中度相似，根茎中为中度不相似。

2.4    抗炭疽病活性菌株的筛选

图 1 为胶孢炭疽菌与铁皮石斛内生真菌共培

养 7 d 后的部分菌落形态。通过共培养试验，从内

生真菌中筛选到 34 株对胶孢炭疽菌具明显拮抗效

应的菌株 (表 5)，它们对胶孢炭疽菌的抑制率均超

过 50%。这 34 株菌分属于 20 个属，其中占比最高

的是显革菌属 (11.76%)，其次为裂褶菌属 (8.82%)
和拟茎点霉属 ( 8 . 8 2% )。菌株 F 1 0 2 (蜡孔菌

Ceriporia sp.)、F27(硬孔菌 Rigidoporus sp.)、F103
(蚁巢伞菌 Termitomyces   sp . ) 和 F122(伏革菌

Peniophora sp.) 对胶孢炭疽菌的抑制效果较好，其

抑菌率分别达到 93.06%、88.20%、87.48% 和

84.57%。

 

A B C

D E F 
A 为胶孢炭疽菌株生长 7 d 后的菌落形态；B、C、D、E、F 分别为胶孢

炭疽菌株与 F84、F123、F31、F100、F05菌株共培养 7 d后的菌落形态

A shows the colony morphology of C. gloeosporioides strains growing
for 7 days;  B, C, D, E and F are  the colony morphologies of C.
gloeosporioides growing with strains F84, F123, F31, F100 and F05,
respectively, for 7 days

图 1    铁皮石斛内生真菌对胶孢炭疽菌生长的影响

Fig. 1    The effects of fungal endophytes from Dendrobium
off ic inale  on  the  growth of  Col le to tr ichum
gloeosporioides

 

表 4   铁皮石斛根、茎、叶中内生真菌的多样性1)

Table 4    The diversity of endophytic fungi in roots, stems and leaves of Dendrobium officinale
 

生境　

Habitat　
器官　　

Organ　　

真菌物种数

Number of fungal
species (S)

多样性指数

Shannon-Wiener
diversity index (H′)

均匀度指数

Evenness index (E)

相似性指数 Similarity index(C)
根

Root
茎

Stem
叶

Leaf
野生

Wild
根 Root 18  2.70a 0.92a 0.72 0.60
茎 Stem 19  2.82a 0.94a 0.72 0.65
叶 Leaf 11  2.28b 0.95a 0.60 0.65
整株 Whole plant 24  2.95  

人工栽培

Artificial
cultivation

根 Root   8  1.98b 0.95a 0.44 0.70
茎 Stem 10  1.84b 0.80b 0.44 0.64
叶 Leaf 12  2.42a 0.97a 0.70 0.64
整株 Whole plant 16  2.49  

　1)相同生境同列数据后的不同小写字母表示不同器官间差异显著(P<0.05，Duncan’s法)
　1) Different lowercase letters in the same column of the same habitat indicate significant differences among different organs
(P<0.05, Duncan’s test)
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3   讨论与结论

本研究发现野生铁皮石斛内生真菌的总体定

殖率、分离率及多样性指数均高于人工栽培植株。

由于植物内生菌主要来源于环境微生物，因而这可

能是两者的生境不同导致的：野生铁皮石斛多生长

在气候湿润、植被丰富的山地环境中，周边及土壤

中微生物多样性丰富[12-13]，而大棚环境下的人工栽

培植株的物种较为单一，栽培基质经过消毒等处

理，因而其生长环境的微生物多样性较低[14]。虽然

野生型植株内生真菌总体分离率和定殖率高于人

工栽培型，但人工栽培植株叶部的内生真菌分离率

和定殖率却高于野生型。与根、茎相比，植物叶部内

生真菌的重要来源是空气微生物[15]，而且叶部表面

积大，叶部内生真菌丰度受周边环境条件 (湿度、温

度) 影响更直接。人工栽培环境下植株水的喷洒量

 

表 5   野生铁皮石斛内生真菌对胶孢炭疽菌的抑制作用1)

Table 5    Inhibitory effects of endophytic fungi of wild Dendrobium officinale on Colletotrichum gloeosporioides
 

菌株编号　　

Strain number　　

属名　　

Genus　　

菌株半径/cm
Colony radius

抑菌率/%
Inhibition rate

对照 Control 炭疽菌属 Colletotrichum 5.80±0.12 
F102 蜡孔菌属 Ceriporia 0.52±0.04  93.06±0.94*  
F27 硬孔菌属 Rigidoporus 0.68±0.04  88.20±0.88*  
F103 蚁巢伞属 Termitomyces 0.73±0.03  87.48±0.27*  
F122 隔孢伏革属 Peniophora 0.89±0.05  84.57±1.09*  
F100 显革菌属 Phanerochaete 1.03±0.03  82.19±0.32*  
F24 硬孔菌属 Rigidoporus 1.15±0.08  80.15±1.47*  
F97 茎点霉属 Phoma 1.24±0.03  78.54±0.74*  
F92 子囊菌属 Ascomycota 1.33±0.03  77.11±0.71*  
F75 间座壳属 Diaporthe 1.35±0.07  76.70±1.50*  
F134 炭疽菌属 Colletotrichum 1.36±0.30  76.34±5.11*  
F67 拟层孔菌属 Fomitopsis 1.45±0.03  74.97±0.85*  
F135 炭疽菌属 Colletotrichum 1.46±0.26  74.65±5.01*  
F06 蚁巢伞属 Termitomyces 1.53±0.03  73.56±0.29*  
F115 显革菌属 Phanerochaete 1.53±0.02  73.54±0.70*  
F74 拟茎点霉属 Phomopsis 1.59±0.09  72.55±1.20*  
F84 镰刀菌属 Fusarium 1.62±0.06  72.11±1.06*  
F42 显革菌属 Phanerochaete 1.67±0.03  71.26±0.29*  
F55 裂褶菌属 Schizophyllum 1.73±0.03  70.09±0.81*  
F80 青霉属 Penicillium 1.79±0.05  69.04±1.34*  
F31 栓菌属 Trametes 1.79±0.05  69.04±1.34*  
F112 酵母属 Meyerozyma 1.81±0.00  68.82±0.62*  
F125 显革菌属 Phanerochaete 1.83±0.04  68.50±0.23*  
F124 子囊菌属 Ascomycota 1.93±0.04  66.70±0.84*  
F131 拟茎点霉属 Phomopsis 1.93±0.43 66.50±8.07*  
F03 裂褶菌属 Schizophyllum 2.00±0.06  65.45±1.68*  
F132 射脉菌属 Phlebia 2.00±0.30  65.31±5.87*  
F101 裂褶菌属 Schizophyllum 2.01±0.07  65.30±1.67*  
F123 子囊菌属 Ascomycota 2.03±0.03  64.92±0.88*  
F02 卧孔菌属 Perenniporia 1.28±0.04  64.92±0.88*  
F66 拟层孔菌属 Fomitopsis 2.07±0.07  64.30±1.82*  
F54 耙齿菌属 Irpex 2.28±0.03  60.89±0.98*  
F36 射脉菌属 Phlebia 2.33±0.03  59.78±1.28*  
F05 拟茎点霉属 Phomopsis 2.67±0.09  53.92±2.41*  
F25 短梗霉属 Aureobasidium 2.88±0.06  50.24±1.56*  

　1)表中数据为平均值±标准误(n=3);“*”表示与对照相比差异显著(P<0.05，t检验)
　1)The data in table are means±standard deviations (n = 3); “*”indicates significant difference from the control (P<0.05, t test)
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大，环境湿度和温度更稳定，从而导致人工栽培植

物叶部被水携带的空气真菌侵染的几率更大，湿度

和温度也更利于真菌在叶部的繁殖，因而其分离率

和定殖率相对于野生型更高。也有研究发现人工栽

培植株和野生型植株叶部的化学成分 (多糖、氨基

酸和生物碱) 存在一定差异，这些差异成分也可能

有利于内生真菌在其体内的定殖[4-16]。有研究表明，

道地药材在其特定生境中形成的内生菌群可以通

过影响宿主植物药用活性物质的合成，从而参与到

药材道地性的形成过程[17]。本研究结果发现，野生

型铁皮石斛内生真菌类群结构与人工栽培植株具

有较大的差异：野生植株的优势菌群为硬孔菌属

等，人工栽培植株的优势菌群为镰刀菌属等。隔孢

伏革属、拟层孔菌属和酵母属、Subulicystidium 只在

野生铁皮石斛根部分离到，伏革菌属、曲霉属、茎点

霉属、浅黄囊孔属只在野生铁皮石斛茎中分离到，

间座壳属只在野生铁皮石斛叶中分离到。这些野生

型铁皮石斛与人工栽培植株内生真菌类群的差异

信息将为人工栽培铁皮石斛的药材品质的改良提

供前期基础。

胶孢炭疽菌是引起珠三角地区人工栽培铁皮

石斛炭疽病的主要菌株[5]。目前对于棚栽区炭疽病

主要采用化学农药等进行防治[5]。化学农药虽然具

有一定的防治效果，但病菌容易产生耐药性，防治

效果并不稳定，而且还容易造成农药残留，影响石

斛的质量，因此急需寻找新的安全有效的石斛炭疽

病防治方法[18]。内生真菌可与宿主植物形成紧密的

共生关系，并对其产生持续、稳定的作用。已有研究

发现，内生真菌可通过多种机制提高植物抵抗生物

病害的能力，并已成功应用到多种植物病害的防治

研究中，如内生菌 Epicoccum nigrum ASU11可降低

马铃薯黑腐病的严重程度[19]，小麦根部内生菌链霉

菌 Streptomyces sp. DEF 09菌株可使小麦赤霉病严

重程度降低 60%[20]，因此内生真菌在植物病害的生

物防治中具有良好的应用前景。本研究从铁皮石斛

中筛选到 34株具有拮抗炭疽菌的内生真菌，它们对

胶孢炭疽菌的抑制率均高于 50%，其中菌株 Ceriporia
sp. F102、Rigidoporus sp. F27、Termitomyces sp.
F103和 Peniophora sp. F122的抑菌效果较好，其抑

菌率分别为 93.06%、88.20%、87.48% 和 84.57%。

这些菌株将为铁皮石斛炭疽病的生物防治提供潜

在的生防菌资源，其在田间的生防效果有待后续进

一步研究。
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