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摘　 要: 为了获得天贵卷瓣兰各组织间内生真菌ꎬ探究其促生特性及对幼苗的促生作用ꎬ该研究以广西雅长

兰科植物国家级自然保护区内分布的野生天贵卷瓣兰植株为试验材料ꎬ采用传统的组织分离法对其内生真

菌进行分离纯化ꎬ通过形态学和分子生物学方法进行鉴定ꎬ对分离得到的内生真菌开展溶磷及产 ＩＡＡ 能力

测定ꎬ并通过盆栽实验验证其对天贵卷瓣兰幼苗的促生作用ꎮ 结果表明:(１)从天贵卷瓣兰不同组织中共获

得真菌 ７４ 株ꎬ根部、横走茎、假鳞茎和叶片中分离的菌株分别为 ５ 株、１４ 株、３０ 株和 ２５ 株ꎬ分离频率分别为

１２.５％、３５.０％、７５.０％、６２.５％ꎮ (２)根据菌落形态以及显微结构特征ꎬ把同一海拔、同一器官部位分离的相

同菌株归为同一菌株后ꎬ共获得 １６ 株ꎻ经分子生物学鉴定ꎬ其隶属于 ２ 门 ４ 纲 ７ 目 ８ 科 ８ 属ꎮ (３)在所分离

到的 １６ 株内生真菌中ꎬ４ 株具有溶有机磷能力ꎬ４ 株具有溶无机磷能力ꎬ３ 株具有产 ＩＡＡ 能力ꎮ (４)将部分

菌株发酵液喷施于天贵卷瓣兰幼苗表面ꎬ发现菌株 ＹＪ２ 的发酵液整体促生效果最好ꎮ 该研究分离获得了天

贵卷瓣兰不同组织内生真菌ꎬ并筛选获得具有促生特性的内生真菌ꎬ为天贵卷瓣兰种苗栽培提供了宝贵的

微生物资源ꎬ为后续探究病原菌的拮抗作用奠定了基础ꎮ
关键词: 天贵卷瓣兰ꎬ 内生真菌ꎬ 分离ꎬ 鉴定ꎬ 促生特性
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个或一段生命周期内都能够在健康寄主植物器官

内生活ꎬ并且不引起宿主植株产生不良疾病的菌

群(李姝臻等ꎬ２０２４)ꎬ包括部分潜伏性病原真菌和

菌根真菌等ꎮ 自然界中ꎬ内生真菌主要分布于植

物的根、茎、叶片、种子等细胞间ꎬ能够与大多数植

物共存( Ｃａｒｒｏｌｌꎬ１９８８)ꎮ 植物内生真菌的存在不

仅对植物的生长发育具有一定的促进作用并提高

植物抗逆性(巨凤等ꎬ２０２１)ꎬ而且其代谢产物还具

有抗肿瘤、抗氧化、抗菌等功能ꎬ在医药、农业、环
境保护等方面应用广泛ꎬ可作为抗生素、抗癌药物

以及农药的研究ꎬ具有重要的经济价值ꎮ 兰科植

物作为单子叶植物的一大科ꎬ其因生境等原因内

生真菌更为丰富(Ｄｅａｒｎａｌｅｙꎬ２００７)ꎮ 自然条件下ꎬ
兰科植物种子的萌发以及幼苗阶段完全依赖真菌

为其提供养分来进行生长发育ꎬ并且兰科植物内

生真菌具有一定的专一性ꎬ受到共生真菌的分布

限制( Ｓｔöｃｋｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ杨建文等ꎬ２０１８)ꎬ这种

高度特化的共生关系对野生兰科的生存至关重

要ꎮ 因此ꎬ深入研究其内生真菌的特点ꎬ对珍稀濒

危兰科植物种群的生态恢复具有重要意义(盖雪

鸽等ꎬ２０１４)ꎮ 目前ꎬ已有多种兰科植物内生真菌

研究的相关报道ꎬ如石斛属(Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)、白

及属(刘准等ꎬ２０１３)、金线莲属(郭顺星等ꎬ２０００)
等ꎬ多数集中于根系内生真菌多样性及促生功能等

方面研究(王美娜等ꎬ２０２１)ꎮ 其内生真菌种类主要

隶属 于 担 子 菌 门 ( Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ )、 子 囊 菌 门

(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)及毛霉门(Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ)ꎬ担子菌门

是最为常见也是最早被发现的兰科菌根真菌门

( Ｅｒｃｏｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ )ꎬ 包 括 瘤 菌 根 菌 属

(Ｅｐｕｌｏｒｈｉｚａ)、角担菌属(Ｃｅｒａｔｏｂａｓｉｄｉｕｍ)、Ｓｉｓｔｏｔｒｅｍａ、
胶膜菌属(Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａ)等(王美娜等ꎬ２０２１)ꎮ

天贵卷瓣兰(Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｉａｎｇｕｉｉ)属于兰科

(Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ)石豆兰属(Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ)附生草本

植物ꎬ其花色艳丽夺目ꎬ花形奇特ꎬ姿态优美典雅ꎬ
具有较高的观赏价值与药用价值(郎楷永和罗敦ꎬ
２００７ꎻ肖妮洁ꎬ２０２３)ꎮ 然而ꎬ自然状态下其种子结

实率低且对生境有较强的依赖性等原因ꎬ导致野

外种群较少(赵熙黔等ꎬ２０１３ꎻ蒋强等ꎬ２０２０ꎻ柴胜

丰等ꎬ２０２２)ꎬ目前已被列入«广西壮族自治区重点

保护野生植物名录»及«中国生物多样性红色名

录—高等植物卷»ꎮ 尽管目前已有对该植物组织

培养的报道ꎬ但仍存在无菌苗及驯化苗生长缓慢

的问题(王雅珂等ꎬ２０２４)ꎮ 因此ꎬ内生真菌的分离

鉴定及其促生作用分析对促进其种苗繁育ꎬ以及

种质资源的保护具有重要意义ꎮ 目前国内外对石

３５１ 期 王雅珂等: 天贵卷瓣兰内生真菌分离鉴定及其促生作用研究



豆兰属植物内生菌的研究已经有所展开ꎮ 其中ꎬ
高景凯等(２０１９)、苗永美等(２０２２)对广东石豆兰

(Ｂ.ｋｗａｎｇｔｕｎｇｅｎｓｅ)的内生细菌进行了分离鉴定以

及抑菌活性分析ꎮ Ｌｉａｎｇ 等(２０２２)对天贵卷瓣兰

的根、根状茎和根际土壤中的真菌群落和菌根真

菌组成通过直接提取 ＤＮＡ 测序进行了群落分析ꎬ
但未对具体种类进行分离和鉴定ꎮ 同时ꎬ目前也

有对于尼尔吉里石豆兰(Ｂ. ｎｅｉｌｇｈｅｒｒｅｎｓｅ)、短耳石

豆兰 ( Ｂ. ｃｒａｓｓｉｐｅｓ)、 Ｂ. ｅｘｉｇｕｕｍ、 Ｂ. ｂｒａｃｔｅａｔｕｍ 和

Ｂ. ｓｈｅｐｈｅｒｄｉｉ 等石豆兰属不同组织间的内生真菌种

类差 异 性 进 行 研 究 ( Ｓｕｄｈｅｅｐ ＆ Ｓｒｉｄｈａｒꎬ ２０１２ꎻ
Ｓａｗｍｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＡｄｉｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２２)ꎬ但其内生真

菌对植株的促生作用并未深入开展ꎮ
鉴于此ꎬ本研究采用组织块分离法对生长于

不同海拔条件下天贵卷瓣兰内生真菌进行分离鉴

定ꎬ拟解决以下问题:(１)分离并获得天贵卷瓣兰

不同组织内生真菌ꎻ(２)对不同组织内生真菌促生

特性进行筛选ꎻ(３)探究内生真菌对天贵卷瓣兰移

栽苗的生长是否具有促进作用ꎮ 本研究以期获得

一些具有潜在应用价值的内生真菌菌株ꎬ为进一

步探讨天贵卷瓣兰与内生真菌的相互作用提供理

论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

天贵卷瓣兰(包括根、横走茎、假鳞茎、叶片)
于 ２０２３ 年 １１ 月采自广西雅长兰科植物国家自然

保护区 (地理坐标为 ２４° ４４′ １６″—２４° ５３′ ５８″ Ｎ、
１０６°１１′３１″—１０６° ２７′０４″ Ｅ) ２ 个不同海拔 (山腰

９５０ ｍ 和山顶１ ２０８ ｍ)种群ꎮ 共 ２ 个样地ꎬ每个样

地采集 １０ 株左右ꎮ 自然生境见图 １ꎮ
１.２ 试验方法

１.２.１ 植物组织表面消毒 　 将植物表面清洗干净

后吸干表面水分ꎬ称取植株根、横走茎、假鳞茎、叶
片 ４ 种器官各 １ ｇꎮ 在超净工作台中ꎬ将准备好的

材料分别用 ７５％的酒精浸泡 ３０ ｓꎬ用无菌水清洗 ３
次ꎬ再用 ０.１％升汞分别浸泡 ３、５、７ ｍｉｎꎬ用无菌水

冲洗 ５ 次(吸取 ２００ μＬ 最后 １ 次洗涤水涂布于

ＰＤＡ 平板ꎬ培养 ３ ~ ５ ｄꎬ以检查植株表面消毒效

果)ꎬ最后用无菌滤纸吸干组织表面水分ꎬ备用ꎮ
１.２.２ 内生真菌分离纯化　 按照 １.２.１ 所得出的最

佳消 毒 时 间 进 行 表 面 消 毒 后ꎬ 参 考 刘 艳 萍 等

Ａ. 天贵卷瓣兰居群ꎻ Ｂ. 天贵卷瓣兰单株ꎮ
Ａ. Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ. ｔｉａｎｇｕｉｉꎻ Ｂ. Ｓｉｎｇｌｅ ｐｌａｎｔ ｏｆ Ｂ. ｔｉａｎｇｕｉｉ.

图 １　 天贵卷瓣兰野外生境照片
Ｆｉｇ. １　 Ｗｉｌｄ ｈａｂｉｔａｔ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｉａｎｇｕｉｉ

(２０２４)的方法利用组织块分离法进行内生真菌分

离ꎬ利用解剖刀切取植物组织ꎮ 其中ꎬ根和横走茎

切成长度为 ０.５ ｃｍ 的小段ꎬ假鳞茎切成 ０.５ ｃｍ ×
０.５ ｃｍ × ０.５ ｃｍ 的小块ꎬ叶片切成 ０.５ ｃｍ × ０.５
ｃｍ 的小块ꎬ将切下的组织块分别接种到 ＰＤＡ 培养

基上ꎬ每个器官各 ５ 个平板ꎬ每个平板放置 ４ 个组

织块ꎬ采自山顶、山腰的样本各选取了 ８０ 个组织

块ꎬ共 １６０ 个组织块ꎮ 置于培养箱中 ２８ ℃恒温培

养ꎬ５ ~ １０ ｄ 后ꎬ挑取组织边缘长出的菌丝转接至新

ＰＤＡ 平板上进行纯化ꎮ 若菌落形态有异ꎬ则进行

二次转接ꎬ如此反复直至得到纯菌ꎬ再接种至

ＰＤＡ 平板上继续培养ꎬ４ ℃ 冰箱保藏ꎬ将每个组

织块分离出的内生真菌进行统计ꎬ记录不同组织

分离内生真菌的频率ꎬ其中分离频率(％) ＝ (某

组织块中分离到的内生真菌总数 /某组织总组织

块数) ×１００ꎮ
１.２.３ 内生真菌的形态学鉴定 　 将纯化后得到的

菌种进行分离培养 ５ ~ ８ ｄ 后ꎬ参照刘艳萍等

(２０２４)的方法观察并记录培养得到的内生真菌菌

落形态ꎬ指标主要包括菌落颜色、形状、生长特征

４５ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



等ꎮ 采用直接挑取制片法ꎬ于德国徕卡 ＤＭ ２５００
显微镜下进行真菌形态观察ꎬ记录菌丝的特征及

结构ꎬ分生孢子的形态、大小等特征ꎮ
１.２.４ 内生真菌分子鉴定 　 将纯化后的菌株接种

至 ＰＤＡ 培养基上培养 １０ ｄ 左右ꎬ利用北京酷来搏

科技有限公司 ＣＴＡＢ 试剂盒提取内生真菌 ＤＮＡ 用

于 ＰＣＲ 扩 增ꎬ 扩 增 引 物 如 下: ＩＴＳ１ ( ５′￣
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′) 和 ＩＴＳ４ ( ５′￣
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′)ꎮ 采用 ５０ μＬ ＰＣＲ
扩增体系:２５ μＬ ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ上下游引

物各 ２ μＬꎬＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬ２１ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ 反应程

序如下:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃
退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３０ 次ꎬ７２ ℃终延

伸 ５ ｍｉｎꎬ最后 １６ ℃保温ꎮ 反应结束后取 ５ μＬ 反

应产物进行琼脂糖凝胶电泳检验ꎬ得到的 ＰＣＲ 产

物送至武汉擎科创新生物有限科技公司进行纯化

和测序ꎬ将测序所得菌株的 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列在美国

国家生物技术信息中心 ( ＮＣＢＩ 数据库 ｈｔｔｐｓ: / /
ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. Ｃｇｉ)中进行 ＢＬＡＳＴ 同

源性比对分析ꎬ挑选并下载吻合度较高 (大于

９７％)的序列用于初步分子鉴定ꎮ 将供试菌株与

所下载其他菌株序列置于 ＭＥＧＡ １２.０ 软件中构建

系统发育树ꎮ
１.２.５ 内生真菌溶磷能力测定 　 参考毛欣颖等

(２０２５)的方法ꎬ通过溶磷圈法测定菌株的溶磷能

力ꎬ挑取活化后的内生真菌菌块接种于有机磷(培
养基成分如下:葡萄糖 １０ ｇ、硫酸铵 ０.５ ｇ、酵母浸

粉 ０.５ ｇ、氯化钠 ０.３ ｇ、氯化钾 ０.３ ｇ、硫酸镁 ０.３ ｇ、
硫酸亚铁 ０.０３ ｇ、硫酸锰 ０.０３ ｇ、卵磷脂 ０.２ ｇ、碳酸

钙 １.０ ｇ、琼脂 １５ ｇ、蒸馏水定容至１ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７~
７.５)与无机磷(培养基成分如下:葡萄糖 １０ ｇ、硫
酸铵 ０.５ ｇ、酵母浸粉 ０.５ ｇ、氯化钠 ０.３ ｇ、氯化钾

０.３ ｇ、硫酸镁 ０.３ ｇ、硫酸亚铁 ０.０３ ｇ、硫酸锰 ０.０３
ｇ、卵磷脂 ０.２ ｇ、碳酸钙 １.０ ｇ、琼脂 １５ ｇ、蒸馏水定

容至１ ０００ ｍＬꎬｐＨ ７ ~ ７.５)培养基平板中ꎬ２８ ℃恒

温倒置培养ꎬ每株内生真菌设置 ３ 个重复ꎬ３ ~ ５ ｄ
内观察透明溶磷圈的出现并选出具有溶磷活性的

菌株ꎬ在第 ５ 天测定透明圈直径(Ｄ)和菌落直径

(ｄ)ꎬ计算内生真菌的溶磷指数ꎮ 其中ꎬ溶磷指

数 ＝Ｄ / ｄꎬ比值越大ꎬ溶磷能力越强ꎮ
１.２.６ 内生真菌产 ＩＡＡ 能力测定 　 采用 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ
比色法(周士家等ꎬ２０２４)将待测菌株分别接种于

含有 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｌ￣色氨酸的 ＰＤＢ 培养基ꎬ２８ ℃、

１５０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件下振荡培养 ５ ｄꎬ每株内生真菌设

置 ３ 个重复ꎮ ５ ｄ 后吸取 ５ ~ １０ ｍＬ 菌液置于离心

管中ꎬ将离心管放入离心机ꎬ室温下 １２ ０００ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎꎮ 取 １ ｍＬ 上清液和 ２ 倍体积的

Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色液(１.０１５ ｇ 六水氯化铁、１５０ ｍＬ 浓

硫酸、２５０ ｍＬ 蒸馏水)ꎬ混匀ꎮ 阴性对照为 １ ｍＬ 未

接菌的 ＰＤＢ 培养基ꎬ阳性对照为 １ ｍＬ ５０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

的 ＩＡＡ 溶液ꎮ 在黑暗环境下静置 ３０ ｍｉｎ 后观察颜

色变化ꎬ若颜色变成粉红色或红色ꎬ则说明菌株具

有产 ＩＡＡ 的能力ꎮ
１.２.７ 内生真菌促生作用验证 　 为进一步验证天

贵卷瓣兰内生真菌的促生作用ꎬ选择从天贵卷瓣

兰根部分离出的内生真菌以及从 １.２.５ 和 １.２.６ 中

筛选出的具有促生特性的部分内生真菌ꎬ利用培

养基打孔的方式将打下的长有真菌的培养基圆柱

投入 １５０ ｍＬ ＰＤＢ 液体培养基ꎬ每瓶液体培养基投

入 ５ 个培养基圆柱ꎬ２８ ℃、１２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１振荡培养 ７
ｄ 获得发酵液ꎬ利用移液枪吸取 １０ ｍＬ 真菌发酵

液ꎬ缓慢滴于天贵卷瓣兰幼苗的叶片、茎基部以及

周围基质ꎬ试验设 ６ 个处理组和 １ 个对照组ꎬ每个

处理 １０ 株ꎬ３ 个重复ꎬ共 ３０ 株ꎻ对照组喷施 ＰＤＢ
培养基ꎮ 每隔 １０ ｄ 用相同方式处理 １ 次ꎬ共处理 ３
次ꎮ 观察不同真菌发酵液对幼苗的整体促生效

应ꎬ实验所用幼苗为经过移栽驯化 ６ 个月且长势

基本一致的组培苗ꎻ移栽基质经过高压灭菌ꎬ配比

为蛭石 ∶ 珍珠岩 ＝ ２ ∶ １(体积比)ꎮ 实验期间定期

喷施无菌水保持基质水分ꎬ并进行隔离培养ꎮ ９０ ｄ
后随机选取 ５ 株天贵卷瓣兰幼苗ꎬ并对其株高、根
长、根数进行统计ꎬ同时记录生长大小一致(２ ~ ３.５
ｃｍ)叶片鲜重ꎬ计算平均值及方差ꎮ
１.３ 数据统计

试验数据采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６.０ 和 ＷＰＳ 软

件进行处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同器官最佳消毒时间的确定

采用 １.２.１ 所述方法对天贵卷瓣兰植物组织

表面进行消毒ꎬ结果发现当消毒时间达到 ３ ｍｉｎ
时ꎬ根部消毒彻底ꎬ假鳞茎、横走茎、叶片等部位有

污染现象ꎻ当消毒 ５ ｍｉｎ 时ꎬ假鳞茎、横走茎、叶片

等部位均消毒彻底ꎻ当消毒 ７ ｍｉｎ 时ꎬ根部平板并

未出现菌落ꎬ而假鳞茎、横走茎、叶片等部位平板
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菌落种类数量相对减少ꎮ 这表明根部最佳消毒时

间为 ３ ｍｉｎꎬ其他部位最佳消毒时间为 ５ ｍｉｎꎮ
２.２ 内生真菌的分离

经 １.２.２ 所述方法进行分离培养后在 ＰＤＡ 平

板上陆续长出大量形态存在差异的菌落ꎬ经分离

纯化培养后共得到 ７４ 株内生真菌ꎬ其中根、横走

茎、假鳞茎以及叶片中分别分离出 ５ 株、１４ 株、３０
株、２５ 株ꎬ４ 种不同组织的分离频率分别为１２.５％、
３５.０％、７５.０％、６２.５％ꎮ 依据菌落形态及显微结构

特征ꎬ对 ７４ 株内生真菌进行归纳分类ꎬ把同一海

拔、同一器官部位的相同菌株归为同一菌株ꎬ最后

共获得 １６ 种内生真菌ꎬ对其进行编号ꎮ 其中ꎬ从
假鳞茎中分离到的内生真菌种类最多ꎬ共 ７ 种

(ＤＪ１、ＤＪ２、ＤＪ３、ＹＪ１、ＹＪ２、ＹＪ３、ＹＪ４)ꎻ其次是叶片ꎬ
共 ５ 种(ＤＹ１、ＤＹ２、ＤＹ３、ＹＹ１、ＹＹ２)ꎻ横走茎及根

分离到的内生真菌菌株数量最少ꎬ均 ２ 种(ＤＨ１、
ＹＨ１、ＤＧ１、ＹＧ１)ꎮ
２.３ 内生真菌形态学鉴定

观察并记录培养过程中菌落的形态特征ꎬ菌
丝显微特征观察结果如图 ２ꎮ 各菌落的生长速度

不一致ꎬＤＨ１ 生长最慢ꎬ１.５ ｍｍ􀅰ｄ￣１ꎻＹＪ２ 生长最

快ꎬ１０.７ ｍｍ􀅰ｄ￣１ꎮ 将纯化后菌株的菌落生长特征

和菌丝特性与«真菌鉴定手册»进行比较ꎬ对分离

所得内生真菌进行初步鉴定ꎬ通过观察菌落及显

微镜菌丝形态ꎬ初步鉴定 ＤＧ１、ＤＹ３、ＹＨ１、ＹＪ４、
ＹＹ１ 属于镰刀霉属ꎬ在 ＰＤＡ 培养基中表现为白色

绒毛状ꎬ背面为黄色ꎬ菌丝细长、有隔膜ꎬ分生孢子

梗有分支或不分支ꎬ分生孢子多为镰刀形或圆柱

形ꎮ ＹＪ２ 属于木霉属真菌ꎬ在 ＰＤＡ 培养基中生长

迅速ꎬ绒毛状ꎬ初为白色ꎬ３ ｄ 后边缘逐渐为绿色ꎬ
菌丝细长、具有较多分支ꎬ分生孢子为圆形ꎮ 其余

几株菌株形态差异较大ꎬ难判断具体种类ꎮ 其中ꎬ
ＹＧ１ 和 ＹＪ１ 菌株表面相似ꎬ菌落圆形ꎬ３ ｄ 后菌落

中部呈现白色ꎬ往外依次为黑色、白色ꎬ５ ~ ７ ｄ 后逐

渐形成年轮状ꎬ紧贴培养基生长ꎬ通过显微镜观察

到其菌丝细长、浅褐色、有隔ꎬ分生孢子椭圆形ꎬ１０
ｄ 左右平板背面有菌核长出ꎮ ＤＨ１ 菌株菌落圆形ꎬ
在培养基正面呈现白色ꎬ背面中心为褐色ꎬ外部为

棕黄色ꎬ菌丝细长、有隔、有分支、分生孢子圆形ꎮ
ＤＪ１ 菌株菌落不规则ꎬ棉絮状ꎬ先为白色后变为黑

褐色ꎬ菌丝垂直生长迅速ꎬ有隔ꎬ分生孢子顶生、黑
色球形ꎮ ＤＪ２ 菌株生长缓慢ꎬ菌落圆形ꎬ５ ~ ７ ｄ 菌

落直径仅 １ ｃｍꎬ中心褐色绒毛状ꎬ边缘白色ꎬ紧贴

培养基生长ꎬ分生孢子器呈球形、梨形ꎬ单生或丛

生ꎬ顶部突起ꎮ ＤＹ２ 菌株菌落圆形ꎬ白色绒毛状ꎬ
在培养基平板表面形成一层较薄菌丝ꎬ具有一定

层次ꎬ菌丝较长ꎬ有隔ꎬ有分支ꎮ 另外ꎬＤＹ１、ＤＪ３、
ＹＪ３、ＹＹ２ 四个菌株生长状况类似ꎬ菌落圆形ꎬ呈绒

毛状ꎬ先为白色后为淡黄色ꎬ菌落年轮状ꎬ菌丝较

短、有隔、有分支ꎮ
２.４ 天贵卷瓣兰内生真菌分子鉴定

将纯化得到的 １６ 种菌株进行测序ꎬ将所得序

列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ结
果显示ꎬＤＧ１、ＹＨ１、ＹＪ４、ＹＹ１ 四种菌株分别与茄病

镰 刀 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ) ( ＭＮ６２５８４６.１、
ＰＰ９９０７０２.１、ＡＭ４１２６４３.１、ＭＴ５２９２６６.１)的一致性

最高ꎬ相似度为 ９７.７４％ ~ １００％ꎻ菌株 ＤＹ３ 与尖孢

镰刀菌(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ) (ＭＫ３９２０１５.１)一致性高达

１００％ꎻ ＹＧ１ 和 ＹＪ１ 两 种 菌 株 与 炭 疽 菌 属

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ａｒｘｉｉ(ＫＦ６８７７１７.１)相似度最高ꎬ分别

为 ９９.２１％ 和 ９９.０２％ꎻ ＤＨ１ 与 Ｅｄｅｎｉａ 属 Ｅ.
ｇｏｍｅｚｐｏｍｐａｅ ( ＭＦ４９５４５０. １ ) 相 似 度 最 高ꎬ 为

９９.２３％ꎻ ＤＪ１ 与 黑 孢 属 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｒｕｂｉ
(ＭＮ４８６５５３.１)相似度高达 １００％ꎻＤＪ２ 与须壳孢属

Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ ｓｐ. ＤｏＦ２０( ＪＱ３８８２６５. １)相似度达到

９９.６４％ꎻＤＪ３、ＹＪ３、ＤＹ１、ＹＹ２ 四种菌株均与巨座壳

属 Ｍｕｙｏｃｏｐｒｏｎ ａｌｃｏｒｎｉｉ(ＮＲ＿１６４０５２.１)相似度最高ꎬ
一 致 性 为 ９９.３４％ ~ ９９.６８％ꎻ ＹＪ２ 与 木 霉 属

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍ(ＭＨ９１１４１８.１)、ＤＹ２ 与脉革

菌属 Ｐｈｌｅｂｉａ ａｃｅｒｉｎａ(ＭＴ６０１９５２.１)的相似度均为

１００％ꎮ 以毛霉门(Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏｔａ)伞形霉科真菌二

型伞霉 Ｕｍｂｅｌｏｐｓｉｓ ｄｉｍｏｒｐｈａ(ＫＭ０１３４４０.１)为外类

群对照ꎬ构建系统进化树ꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ菌株

ＤＧ１、ＹＪ４、ＹＨ１、ＹＹ１ 与镰刀菌属真菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)
聚为小类ꎬ而 ＤＹ３ 与尖孢镰刀 菌 Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
( ＭＫ３９２０１５. １ ) 聚 为 小 类ꎮ ＹＪ１ 和 ＹＧ１ 与

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ａｒｘｉｉ(ＫＦ６８７７１７.１)聚为一类且与镰

刀菌属 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ) 菌株聚为 １ 个大类ꎮ ＤＨ１ 与

Ｅｄｅｎｉａ ｇｏｍｅｚｐｏｍｐａｅ(ＭＦ４９５４５０. １) 聚为一类ꎬＤＪ２
与 Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ ｓｐ. ＤｏＦ２０(ＪＱ３８８２６５.１)聚为一类ꎬ
而这 ４ 种菌株聚为 １ 个大类ꎬ判断其亲缘关系较

近ꎮ ＤＪ１ 与 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｒｕｂｉ(ＭＮ４８６５５３.１)聚为 １ 个

小 类ꎬ 并 与 木 霉 属 真 菌 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ａｃｅｒｉｎａ
( ＭＴ６０１９５２. １ ) 以 及 巨 座 壳 属 真 菌 Ｍｕｙｏｃｏｐｒｏｎ
ａｌｃｏｒｎｉｉ(ＮＲ＿１６４０５２.１)聚为 １ 个大类ꎮ 另外ꎬＤＹ２
与脉革菌属真菌 Ｐｈｌｅｂｉａ ａｃｅｒｉｎａ (ＭＴ６０１９５２.１)聚为
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Ａ－Ｐ 依次为 ＤＧ１、ＹＧ１、ＤＨ１、ＹＨ１、ＤＪ１、ＤＪ２、ＤＪ３、ＹＪ１、ＹＪ２、ＹＪ３、ＹＪ４、ＤＹ１、ＤＹ２、ＤＹ３、ＹＹ１、ＹＹ２ꎻ Ｉ. 正面ꎻ ＩＩ. 反面ꎻ ＩＩＩ. 菌丝
形态ꎮ
Ａ－Ｐ ａｒｅ ＤＧ１ꎬ ＹＧ１ꎬ ＤＨ１ꎬ ＹＨ１ꎬ ＤＪ１ꎬ ＤＪ２ꎬ ＤＪ３ꎬ ＹＪ１ꎬ ＹＪ２ꎬ ＹＪ３ꎬ ＹＪ４ꎬ ＤＹ１ꎬ ＤＹ２ꎬ ＤＹ３ꎬ ＹＹ１ꎬ ＹＹ２ ｉｎ ｏｒｄｅｒꎻ Ｉ. Ｆｒｏｎｔꎻ ＩＩ. Ｂａｃｋꎻ
ＩＩＩ. Ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ.

图 ２　 内生真菌菌落及菌丝形态
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｌｏｎｙ ａｎｄ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

一类且其为担子菌门真菌ꎬ因此单独聚为 １ 个

小类ꎮ
通过序列比对与进化树的构建ꎬ将以上菌株

进行综合分析发现ꎬＤＧ１、ＹＨ１、ＹＪ４、ＹＹ１ 四种菌株

相似度最高的菌株均为镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)茄病

镰刀菌(Ｆ. ｓｏｌａｎｉ)ꎬ将这四种菌株的菌落形态与生

长特性、菌丝特征以及序列进行比对ꎬ发现其菌株

形态与菌丝特征基本一致ꎮ 因此ꎬ综合考虑将这 ４
种菌株归为同一菌种(只是分布于不同海拔不同

组织块)ꎮ 同样将相似菌株进行分析后可将 ＹＪ１
与 ＹＧ１ 视为分布于同一海拔不同组织的同一菌

种ꎻＤＪ３、ＹＪ３、ＤＹ１、ＹＹ２ 四种菌株同样视为分布于

不同海拔的不同组织的同一菌种ꎮ 综上认为ꎬ可
将 １６ 株内生真菌分为 ９ 种ꎮ

２.５ 内生真菌分布特征

经形态学鉴定和 ＩＴＳ 序列分析ꎬ将所分离到的

内生真菌分布特征归纳如表 １ꎮ 从分离部位来说ꎬ
镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)真菌在不同器官中分布最为

广泛ꎬ在 ４ 个组织中均有分布ꎬ共有 ５ 种菌ꎻ其次

为巨座壳属(Ｍｕｙｏｃｏｐｒｏｎ)ꎬ含有 ４ 种菌ꎬ分布于假

鳞茎及叶片中ꎻ炭疽菌属 ( Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ) 真菌 ２
种ꎬ分布于根及假鳞茎中ꎮ 其他真菌仅分布于 １
个组织ꎬ其中木霉属(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ)分布于假鳞茎

中ꎬ Ｅｄｅｎｉａ 分 布 于 横 走 茎 中ꎬ 须 壳 孢 属

(Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ)和黑孢属(Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ)分布于假鳞

茎中ꎬ脉革菌属(Ｐｈｌｅｂｉａ)分布于叶片中ꎮ 从地理

位置来说ꎬ高海拔和低海拔地区均有 ８ 种真菌ꎮ
其中ꎬ镰刀菌属真菌与巨座壳属真菌的分布最为
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图 ３　 天贵卷瓣兰内生真菌 ＩＴＳ 序列的系统发育树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ
Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｉａｎｇｕｉｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

广泛ꎬ在高海拔地区与低海拔地区均有分布ꎮ
Ｅｄｅｎｉａ、须壳孢属、黑孢属以及脉革菌属真菌仅分

布于高海拔地区ꎬ炭疽菌属与木霉属真菌仅分布

于低海拔地区ꎮ
２.６ 内生真菌溶磷能力测定

采用 １.２.５ 中所述方法ꎬ５ ｄ 后对 ９ 种内生真

菌的溶磷能力进行检测ꎬ发现具有溶磷能力真菌

的平板上出现了不同大小的透明圈ꎬ而不具有溶

磷能力的真菌平板上并未产生溶磷圈ꎮ 由图 ４ 和

图 ５ 可知ꎬ从天贵卷瓣兰内生真菌菌株中筛选出

溶解无机磷以及有机磷的菌株均有 ４ 种ꎬ其中

ＤＨ１、ＤＹ２、ＤＹ３ 三种菌同时具有溶解有机磷和无

机磷能力ꎬ而 ＤＪ２ 菌株仅有溶解有机磷的能力ꎬ
ＤＧ１ 菌株仅有溶解无机磷能力且发现其在有机磷

培养基上并不生长ꎬ而另外几种真菌并不具有溶

磷能力ꎮ 对菌株溶磷指数进行计算(表 ２ꎬ不具有

溶磷能力的未进行统计)发现ꎬ菌株 ＤＨ１ 在有机

磷培养基中的 Ｄ / ｄ 值最大ꎬ为１.５２±０.０５ꎬ而菌株

ＤＹ２ 在无机磷培养基上的 Ｄ / ｄ 值最大ꎬ为 １. １２ ±
０.０４ꎮ 初步判定菌株 ＤＨ１ 具有较强的溶解有机磷

能力ꎬ而菌株 ＤＹ２ 具有较强的溶解无机磷能力ꎮ
２.７ 内生真菌产 ＩＡＡ 能力测定

采用 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色法对 ９ 种菌株进行产 ＩＡＡ
能力筛选ꎬ由显色结果(图 ６)可知ꎬ与对照( ＣＫ)
相比ꎬＤＪ２、ＹＧ１、ＤＨ１、ＤＧ１、ＤＹ２ 和 ＤＹ３ 六种真菌

的菌液反应液无明显颜色变化ꎬ而 ＤＪ１、ＤＪ３ 和 ＹＪ２
等 ３ 种真菌的反应液出现粉红色变化ꎬ说明这 ３ 种

真菌具有分泌 ＩＡＡ 的能力ꎮ 根据颜色深浅ꎬ可以

初步判断 ３ 个菌株的产 ＩＡＡ 能力高低依次为 ＹＪ２>
ＤＪ３>ＤＪ１ꎮ
２.８ 不同内生真菌对移栽苗促生作用的影响

选择部分内生真菌发酵液喷施于生长状况一

致的天贵卷瓣兰移栽苗ꎬ９０ ｄ 后观察内生真菌对

其生长状况影响ꎬ结果如表 ３ 和图 ７ 所示ꎮ 从叶片

鲜重上看ꎬ在生长 ９０ ｄ 后叶片鲜重变化幅度并不

大ꎬ总体保持在 ０.１５４ ~ ０.２２１ ｇ 之间ꎮ 然而ꎬ对比

未处理发酵液 ( ＣＫ) 与处理发酵液ꎬ可以看出ꎬ
ＤＧ１、ＹＪ２、ＤＪ２ 及 ＤＹ２ 四种菌的发酵液处理后的

鲜重高于 ＣＫꎬ而 ＹＧ１ 和 ＤＨ１ 菌株的发酵液处理

后的叶片鲜重低于 ＣＫꎮ 从根系生长情况上看ꎬ
ＹＪ２ 菌株的发酵液处理后的整体生长效应最好ꎮ
ＹＧ１ 次之ꎬ经过处理后植株的根长较长且分蘖较

多ꎬ而经过其他菌株发酵液处理后的根部生长情

况与 ＣＫ 的差异较小ꎮ 从株高上看ꎬＹＪ２ 菌株与

ＤＪ２ 菌株的发酵液对株高的影响更加明显ꎬ而其他

处理的影响不够显著ꎮ 综合以上分析ꎬ６ 种菌株中

ＹＪ２(木霉属)菌株的发酵液对天贵卷瓣兰的整体

促生效果最好ꎮ

３　 讨论与结论

表面消毒的方法对确保成功分离并验证内生

真菌的内生性至关重要ꎮ 消毒时间过短ꎬ往往无

法充分消灭附着在植物组织表面的微生物ꎬ消毒

时间过长ꎬ则可能破坏植物组织表面及其内部的

微生态环境ꎬ进而减少分离得到的内生真菌种类

和数量(赵文星等ꎬ２０２１)ꎮ 因此ꎬ在进行内生真菌

分离之前要先进行预实验ꎬ确定最佳消毒时间ꎮ
高景凯等(２０１９)和苗永美等(２０２２)对石豆兰不

同器官内生细菌进行分离鉴定时指出ꎬ用０.１％
ＨｇＣｌ２ꎬ 消毒 ８ ｍｉｎ 是石豆兰各器官表面消毒的最

８５ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



表 １　 天贵卷瓣兰内生真菌分布特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｉａｎｇｕｉｉ

门
Ｐｈｙｌａ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｅｒａ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ Ｎｏ.

来源组织
Ｓｏｕｒｃｅ ｔｉｓｓｕｅ

海拔
Ｈｅｉｇｈｔ (ｍ)

子囊菌门
Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ

丛赤壳科
Ｎｅｃｔｒｉａｃｅａｅ

镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

ＹＨ１、ＹＪ４、ＤＧ１、
ＹＹ１、ＤＹ３

根、横走茎、假鳞茎、叶片
Ｒｏｏｔꎬ ｒｈｉｚｏｍｅꎬ ｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂꎬ ｌｅａｆ １ ２０８、９５０

小丛壳科
Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｃｅａｅ

炭疽菌属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＹＧ１、ＹＪ１ 根、假鳞茎

Ｒｏｏｔꎬ ｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂ ９５０

巨座壳科
Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈａｃｅａｅ

巨座壳属
Ｍｕｙｏｃｏｐｒｏｎ ＤＪ３、ＤＹ１、ＹＪ３、ＹＹ２ 假鳞茎、叶片

Ｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂꎬ ｌｅａｆ １ ２０８、９５０

肉座菌科
Ｈｙｐｏｃｒｅａｃｅａｅ

木霉属
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ＹＪ２ 假鳞茎

Ｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂ ９５０

格孢菌科
Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｃｅａｅ Ｅｄｅｎｉａ ＤＨ１ 横走茎

Ｒｈｉｚｏｍｅ １ ２０８

丝座壳科
Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｒｉａｃｅａｅ

须壳孢属
Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ ＤＪ２ 假鳞茎

Ｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂ １ ２０８

梨孢假壳科
Ａｐｉｏｓｐｏｒａｃｅａｅ

黑孢属
Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ＤＪ１ 假鳞茎

Ｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂ １ ２０８

担子菌门
Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ

皱孔菌科
Ｍｅｒｕｌｉａｃｅａｅ

脉革菌属
Ｐｈｌｅｂｉａ ＤＹ２ 叶片

Ｌｅａｆ １ ２０８

图 ４　 溶有机磷的内生真菌
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｔｈａｔ ｄｉｓｓｏｌｖｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

图 ５　 溶无机磷的内生真菌
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｔｈａｔ ｄｉｓｓｏｌｖｅ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

佳时间ꎮ 国外多个文献报道ꎬ不同植株、不同器官

所需 消 毒 时 间 不 同 ( Ｓｕｄｈｅｅｐ ＆ Ｓｒｉｄｈａｒꎬ ２０１２ꎻ
Ｓａｗｍｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｃａｌｖｅｒｔꎬ ２０１７ꎻ Ａｄｉｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２)ꎮ 本试验选用 ０.１％ ＨｇＣｌ２对材料表面进行

消毒ꎬ结果显示天贵卷瓣兰根部最佳消毒时间为 ３
ｍｉｎꎬ横走茎、假鳞茎以及叶片消毒时间最好为 ５

ｍｉｎꎬ这种不同器官消毒时间的差异主要是由不同

植物以及不同器官表面质地不同引起的ꎮ 本试验

从天贵卷瓣兰组织块中共获得真菌 ７４ 株ꎬ根据菌

落形态以及显微结构特征ꎬ将分布于同一海拔、同
一器官部位的相同菌株归为同一菌株后ꎬ共获得

１６ 株内生真菌ꎬ隶属于 ２ 门 ４ 纲 ７ 目 ８ 科 ８ 属ꎬ 经

９５１ 期 王雅珂等: 天贵卷瓣兰内生真菌分离鉴定及其促生作用研究



表 ２　 不同内生真菌溶磷能力
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ Ｎｏ.

有机磷 Ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

溶磷圈直径
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｕｓ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｒｉｎｇ ( ｃｍ)

菌落直径
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ

( ｃｍ)
Ｄ / ｄ

无机磷 Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

溶磷圈直径
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｕｓ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｒｉｎｇ ( ｃｍ)

菌落直径
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ

( ｃｍ)
Ｄ / ｄ

ＤＧ１ ０ ０ ０ ３.５５±０.１１ｂ ３.４８±０.０２ １.０２±０.０９ｄ

ＤＪ２ ０.５５±０.０６ｄ ０.４３±０.０１ｂ １.２３±０.０１ｂ ０ ０ ０

ＤＨ１ ３.５２±０.０３ｂ ２.３１±０.１３ｃ １.５２±０.０５ａ ３.６１±０.０２ａ ４.４８±０.０１ １.０３±０.０７ｃ

ＤＹ２ ４.９１±０.１５ａ ４.５８±０.０４ａ １.０７±０.０１ｃ １.０２±０.０７ｄ ０.９１±０.０７ １.１２±０.０４ａ

ＤＹ３ ２.３３±０.０８ｃ ２.２７±０.２０ｄ １.０２±０.０４ｄ １.７７±０.１３ｃ １.６８±０.０５ １.０５±０.０８ｂ

　 注: 同列中不同小写字母表示显著性差异 (Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ６　 内生真菌的显色情况
Ｆｉｇ. ６　 Ｃｏｌｏｒ ｖｅｎｄｅｒｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ

表 ３　 内生真菌对组培苗的促生作用
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

( ｃｍ)

根数
Ｒｏｏｔ ｎｕｍｂｅｒ

株高
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

( ｃｍ)

长势
Ｇｒｏｗｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ＣＫ ０.１９５±０.０１２ｃ ２.２３±０.６９ｄ ７.０５±３.１３ｅ ５.０６±１.２７ｂ 一般 Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ

ＤＧ１ ０.２０２±０.０３７ｂｃ ２.７８±０.２０ｂｃ １５.１２±１.２４ｂ ４.３２±１.０６ｄｅ 一般 Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ

ＹＧ１ ０.１５４±０.０２７ｅ ３.１５±０.５１ｂ １２.３０±５.２３ｂｃ ３.５８±１.１５ｆ 部分 叶 片 凋 落ꎬ 根 长 较 长 Ｐａｒｔｉａｌ
ｌｅａｖｅｓ ｆａｌｌꎬ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ａｒｅ ｌｏｎｇ

ＤＨ１ ０.１７１±０.０１０ｄ １.３４±０.３４ｆ ８.１７±４.０２ｄ ４.７８±０.８９ｄ 一般 Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ

ＹＪ２ ０.２２１±０.０５６ａ ３.９８±１.３８ａ １７.６１±３.３７ａ ５.５９±１.３６ａ 最好ꎬ叶片深绿、假鳞茎膨大 Ｂｅｓｔꎬ
ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ａｒｅ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ ｗｉｔｈ
ｅｎｌａｒｇｅｄ ｐｓｅｕｄｏｂｕｌｂｓ

ＤＪ２ ０.２０５±０.０３５ｂ ２.０１±０.２７ｄｅ １０.０９±１.１５ｃ ５.３４±０.７８ａｂ 良好 Ｗｅｌｌ

ＤＹ２ ０.１９８±０.０４１ｃ ２.５６±０.７４ｃ ９.１１±１.２３ｃｄ ４.８９±０.９１ｂｃ 一般 Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ

过进一步分析ꎬ本研究中分离的真菌均不属于菌

根真菌ꎬ这一结果远少于 Ｌｉａｎｇ 等 ( ２０２２) 通过

ＤＮＡ 提取后直接测序获得的真菌数量ꎬ这主要是

分离培养本身难度大ꎬ很难分离出全部内生真菌ꎻ

０６ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



图 ７　 内生真菌对天贵卷瓣兰生长的影响
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｂｕｌｂｏｐｈｙｌｌｕｍ ｔｉａｎｇｕｉｉ

此外ꎬ也与本研究选择分离培养基种类较少以及

分离的样本数量少有关ꎬ前人已有类似报道(杨志

军等ꎬ２０１８)ꎬ因此今后在内生真菌的分离中应尝

试选用多种培养基种类进行分离培养ꎮ
本试验中ꎬ同种植物在不同海拔所分离出的

内生真菌种类有所不同ꎬ其中镰刀菌属以及巨座

壳属真菌在不同海拔中均有分布ꎬ而 Ｅｄｅｎｉａ、须壳

孢属、黑孢属以及脉革菌属真菌仅分布于高海拔

地区ꎬ炭疽菌属与木霉属真菌仅分布于低海拔地

区ꎮ 其原因可能是不同海拔生长的兰科植物会受

到土壤中温度、湿度以及氮(Ｎ)、磷(Ｐ)、钾(Ｋ)含
量不同的影响ꎬ这在 Ｌｉａｎｇ 等(２０２２)的研究中也有

所报道ꎮ 通过进一步分析发现ꎬ１６ 株菌以镰刀菌

属种类最多ꎬ为 ５ 株ꎬ在 ４ 个部位中均分离出ꎬ巨
座壳属 ４ 株ꎬ数量次之ꎮ 另外ꎬ黑孢属、木霉属、脉
革菌属等均分离得到少量菌株ꎮ 镰刀菌属种类多

样ꎬ其不仅可作为内生菌ꎬ也是引起多种植物病害

的病原菌(刘莹莹ꎬ２０２３)ꎬ广泛分布于其他兰科植

物当中ꎬ如白及( Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)、铁皮石斛(杨

鹤同ꎬ２０１５)、兜兰(裔景ꎬ２０１７)等ꎮ 本研究从横走

茎中分离出的菌株 ＤＨ１ꎬ经序列一致性表明ꎬ可能

是 Ｅｄｅｎｉａ ｇｏｍｅｚｐｏｍｐａｅꎬ而据崔岩等(２０１３)报道ꎬ
Ｅ. ｇｏｍｅｚｐｏｍｐａｅ 的次级代谢产物中可能含有具有

抗肿瘤活性的化合物ꎮ 张晓尘等(２０２４)和王凯等

( ２０２４ ) 研 究 指 出 哈 茨 木 霉 菌 ( Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ
ｈａｒｚｉａｎｕｍ)作为一种生防菌被广泛用于预防由病

原菌引起的植物病害ꎬ而本研究中从假鳞茎中分

离出的菌株 ＹＪ２ 与此菌种序列比对具有 １００％相

似度ꎮ 张富美和侯瑞 ( ２０２０) 指出槭射脉革菌

(Ｐｈｌｅｂｉａ ａｃｅｒｉｎａ)能够分泌木质素降解酶ꎬ用来处

理污水等ꎬ而本研究中从叶片分离出的菌株 ＤＹ２
与此菌种序列比对具有 １００％相似度ꎮ 因此ꎬ这些

菌株具有很高的潜在应用价值ꎬ可进一步开展后

续研究ꎮ
促生菌是指对植株的生长发育具有一定促进

作用的细菌、放线菌以及真菌的统称ꎮ 植物内生

真菌通过产生激素或信号分子、溶解土壤中难溶

性磷、增强植物对病原菌的抗性和忍耐力等方式

对植株的生长产生影响(沈仁芳和赵学强ꎬ２０１５)ꎮ
镰刀属真菌多数具有一定的溶磷能力( Ｂｉｓｗａｓ ＆
Ｓａｒｏｊｉｎｉꎬ２０２４)ꎬ这在本研究中同样有所发现ꎬ同时

本研究还发现 Ｅｄｅｎｉａ 属真菌、Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔａ 属真菌

以及射脉菌属真菌均具有一定的溶磷能力ꎮ 另外ꎬ
有报道指出黑孢属真菌(Ｓｏｄｈｉ ＆ Ｓａｘｅｎａꎬ２０２３)、木
霉属真菌(高雅新等ꎬ２０２３)具有一定产 ＩＡＡ 能力ꎮ
本研究同样发现黑孢属真菌以及木霉属真菌具有

一定的产 ＩＡＡ 能力ꎬ同时发现巨座壳属真菌也具

有一定的产 ＩＡＡ 能力ꎮ 最后ꎬ将分离得到的部分

内生真菌发酵液喷施于天贵卷瓣兰移栽苗ꎬ发现

木霉属真菌(ＹＪ２)的发酵液整体的促生作用最好ꎬ
对植株的生长发育具有显著影响ꎮ 序列一致性结

果表明ꎬＹＪ２ 菌株可能属于木霉属真菌中的哈茨木

霉菌ꎬ而该菌不仅被认为是防治作物真菌病害的

重要生防因子(张丽芳等ꎬ２０２４)ꎬ还对多种植物的

生长具有一定促进作用(路宁海等ꎬ２００７ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 因此ꎬ菌株 ＹＪ２ 与天贵卷瓣兰共生且
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促进其生长发育的内部机理还需要进一步深入

研究ꎮ
综上所述ꎬ本研究采用传统的组织分离法首

次对天贵卷瓣兰根、横走茎、假鳞茎以及叶片内生

真菌进行分离鉴定ꎬ共获得 １６ 株菌ꎬ隶属于 ２ 门 ４
纲 ７ 目 ８ 科 ８ 属ꎮ 通过溶磷及产 ＩＡＡ 能力的测

定ꎬ发现 ４ 株具有溶有机磷能力ꎬ４ 株具有溶无机

磷能力ꎬ３ 株具有产 ＩＡＡ 能力ꎬ其中菌株 ＹＪ２ 发酵

液对天贵卷瓣兰幼苗的整体促生作用最好ꎮ
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