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同一生境下白及与黄花白及内生菌群差异的初步研究
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摘　 要: 为揭示白及与黄花白及内生菌群落特征异同的内在机制ꎬ该文运用末端限制性酶切片段长度多态

性分析技术对白及和黄花白及叶、茎、块茎、根等组织中内生细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ、内生真菌 ＩＴＳ 区进行检测ꎬ分析

内生菌丰度及多样性指数ꎬ运用主成分分析、聚类分析和相关性分析对比白及与黄花白及内生菌差异ꎮ 结

果表明:(１)白及和黄花白及各组织内生细菌 Ｈ 指数为 １.７７ ~ ２.５１ꎬ内生真菌 Ｈ 指数为 １.７９ ~ ３.１８ꎮ (２)内
生细菌表现为茎、块茎和根中相似ꎬ叶中差异较大ꎻ内生真菌则表现出明显的特异性ꎮ (３)白及药用部位多

糖含量与内生细菌中的 ７ 个 Ｔ￣ＲＦｓ、内生真菌中的 ２ 个 Ｔ￣ＲＦｓ 呈相关性ꎬ黄花白及药用部位多糖含量与内生

细菌中的 ３ 个 Ｔ￣ＲＦｓ、内生真菌中的 ６ 个 Ｔ￣ＲＦｓ 呈相关性ꎮ 综上结果表明ꎬ同一生境下ꎬ白及和黄花白及内

生细菌除叶组织外ꎬ其他组织相似ꎬ内生真菌则差异显著ꎬ部分内生菌和药用部位多糖含量存在相关性ꎮ
关键词: 内生菌ꎬ 白及ꎬ 黄花白及ꎬ Ｔ￣ＲＦＬＰꎬ 白及多糖
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　 　 白 及 属 ( Ｂｌｅｔｉｌｌａ ) 是 温 带 地 生 兰 科

(Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ)多年生草本植物ꎮ 我国有白及属植

物 ４ 种ꎬ分别是白及 ( Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ)、华北白及

(Ｂ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ)、小白及 (Ｂ. ｆｏｒｍｏｓａｎａ) 和黄花白及

(Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ)(中国植物志编委会ꎬ１９９９)ꎮ 其中ꎬ白
及是我国传统中药材ꎬ药用已有上千年历史ꎬ广泛

用于治疗咳血吐血、外伤出血、皮肤破裂、肺结核咳

血和溃疡病出血等(国家药典委员会ꎬ２０００)ꎮ 白及

以块茎入药ꎬ含粘胶质、菲衍生物、蒽醌衍生物等成

分ꎬ其中粘胶质富含的白及多糖是其主要药效成分

(韩广轩等ꎬ２００１)ꎮ 虽然黄花白及花黄色或淡黄

色ꎬ与白及的紫色花差别大ꎬ但其块茎(假鳞茎)性

状及大小与白及相似ꎬ外皮纵皱ꎬ棕黄色或黄色ꎬ较
难与白及区分(仇硕等ꎬ２０１７)ꎮ 加之ꎬ二者特征指

纹图谱难以区分(陈美君等ꎬ２０１７)ꎬ有时黄花白及

的多糖含量高于白及(朱新焰等ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ有
黄花白及收入药典作为白及药材的另一来源的说

法ꎬ同时市场上已经有大量的黄花白及作为白及的

替代品在销售(陈美君等ꎬ２０１７ꎻ仇硕等ꎬ２０１７)ꎮ 因

此ꎬ二者相似性与差异性的研究对于白及与黄花白

及的开发利用具有重要的指导意义ꎮ
内生菌是指生长于植物活体组织内部ꎬ但不

引起明显负面影响的细菌或真菌(Ｗｉｌｓｏｎꎬ１９９５)ꎮ
近年来ꎬ植物内生菌作为生物活性物质筛选的重

要来源已成为研究的热点(Ａｌｖｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 内

生菌与宿主长期共生的过程中ꎬ由于基因转移ꎬ内
生菌可能与宿主具有合成次级代谢产物的相似途

径ꎬ可以生成与宿主相同的部分活性物质ꎬ甚至于

植物的某些活性物质的合成与内生菌密切相关

(Ｗａｎｇ ＆ Ｄａｉꎬ２０１１)ꎮ 已有的研究表明ꎬ内生菌对

兰科植物具有重要的生物学功能ꎬ在种子萌发、植
株生长、增强抗逆性及生防等方面都有促进作用

( Ｔｓａｖｋｅｌｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ程萍等ꎬ ２００８ꎻ俞婕等ꎬ
２０１０ꎻＳｔöｃｋｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 白及假鳞茎块根部分

内生细菌的组成及优势菌群主要是鞘脂单胞菌

属、地杆菌属、盐单胞菌属和土壤杆菌属(陈泽斌

等ꎬ２０１６)ꎬ而黄花白及的内生细菌的组成与优势

菌群还未见相关报道ꎮ 植物内生菌的群落结构组

成不仅与植物本身的遗传特性相关ꎬ还与植物生

长年限、生境气候条件、土壤特性等密切相关

( Ａｎｄｒｅｏｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻＷａｇｎｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 因

此ꎬ在尽可能一致的条件下对比白及与黄花白及

内生菌的群落结构对阐明二者的差异与相似特征

具有重要的指导意义ꎮ
基于此ꎬ本研究以陕西省安康市旬阳县境内

同一生境下、相同生长年限、相同田间管理模式下

的白及(Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ) 和黄花白及(Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ)为材

料ꎬ运用末端限制性酶切片段长度多态性分析

( ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ
Ｔ￣ＲＦＬＰ)对两种白及的不同组织部位内生细菌和

内生真菌的群落结构进行对比ꎬ分析白及和黄花

白及内生菌差异状况ꎬ并进一步探讨内生菌与多

糖含量的相关性ꎬ以期为研究两种白及内生菌群

落特征的异同提供一定的参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 采样和表面消毒

采样地点位于陕西省安康市旬阳县境内

(１０９°２０′４６″Ｅ、３２°５８′１３″Ｎ)ꎬ海拔 １ ７８３ ｍꎮ ２０１２
年 ７ 月ꎬ采集同一生境下两年生人工培育白及和

黄花白及作为研究材料ꎮ 该采样点地处陕西省秦

岭山区东段ꎬ汉江横贯其中ꎬ位于北亚热带温暖区

域ꎬ属湿润山地气候ꎮ 年均降雨量为 ８５１ ｍｍꎬ年

４７１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



平均气温为 １５.４ ℃ ꎬ地貌以山为主ꎮ 白及和黄花

白及处于开花期ꎬ根据不同花色区分白及和黄花

白及ꎮ 随机选取 ５ 个采样点ꎬ保留根部土壤并用

湿布覆盖ꎬ整株植物保存于低温下ꎬ立即带回实验

室做表面消毒处理ꎮ 首先ꎬ叶、茎、块茎、根自来水

冲洗 ３ 次去除黏附土壤ꎬ７０％乙醇浸泡 １ ｍｉｎꎻ然
后ꎬ新鲜配置的次氯酸钠溶液清洗 ４ ｍｉｎ(块茎和

根)、３ ｍｉｎ(叶和茎)ꎬ７０％乙醇漂洗 ３ 次各 ３０ ｓꎻ最
后ꎬ用无菌去离子水冲洗 ３ 次ꎬ无菌滤纸擦干ꎮ 随

机选取白及和黄花白及各 ５ 株ꎬ按叶、茎、块茎和

根不同组织剪成小段ꎬ液氮速冻后ꎬ－８０ ℃保存用

于 ＤＮＡ 提取ꎮ 其余白及和黄花白及样本ꎬ自然风

干后ꎬ粉碎过筛ꎬ－２０ ℃保存用于有效成分测定ꎮ
１.２ 多糖提取和含量测定

取黄花白及和白及块茎部位ꎬ参考徐花荣

(２００６)的方法ꎬ采用碱水提醇沉法提取多糖ꎮ 采

用苯酚硫酸法(１００ μＬ 多糖溶液＋１２０ μＬ ６％苯酚

溶液＋６５０ μＬ 浓硫酸混合)ꎬ４９０ ｎｍ 处测定吸光度

值ꎬ与葡萄糖标准曲线对照ꎬ计算多糖含量ꎮ
１.３ 宏基因组提取及 ＰＣＲ 扩增

取白及与黄花白及各组织(叶和茎 ０.５ ｇꎻ块茎

和根 １.０ ｇ)进行液氮研磨ꎮ 用 ＣＴＡＢ (ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙ￣
ｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ)法提取总 ＤＮＡꎮ 得到的 ＤＮＡ
用 ２００ μＬ ＴＥ 缓冲液 ( １０ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ １
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＥＤＴＡꎬｐＨ ８.０)溶解ꎮ

真菌 ＩＴＳ 区扩增:ＩＴＳ１Ｆ ３′￣ＡＡＴＧＡＡＧＧＡＧＡＴＴＴ
ＡＣＴＧＧＴＴＣ￣５′ (ＦＡＭ)ꎬ ＩＴＳ４Ｒ ３′￣ＣＧＴＡＴＡＧＴＴＡＴＴＣ
ＧＣＣＴＣＣＴ￣５′ꎮ ＰＣＲ 反应体系 ２５ μＬꎬ含 ４ μＬ (１００
ｎｇ )模板 ＤＮＡꎬ首尾引物各 １ μＬ (２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)ꎬ
ＰＣＲ ｍｉｘ(ＴａＫａＲａ) １２.５ μＬꎬ加去离子水补足到 ２５
μＬꎮ 扩增程序如下:９５ ℃ ５ ｍｉｎ １ 个循环ꎻ９５ ℃
３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ５０ ｓꎬ２５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎ
１ 个循环ꎮ 块茎组织比较特殊ꎬ采取的扩增程序如

下:９５ ℃ ５ ｍｉｎ １ 个循环ꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ ５０ ｓꎬ３２ 个循环ꎬ７２ ℃ ５ ｍｉｎ １ 个循环ꎮ

细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增:６３Ｆ ３′￣ＣＴＧＡＡＣＧＴＡＣＡ
ＣＡＡＴＣＣＧＧＡ￣５′ꎬ １４９４Ｒ ３′￣ ＣＡＧＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡＴＹ
ＧＧＣＡＴ￣５′ (ＨＥＡ)ꎬ ＰＣＲ 反应体系 ２５ μＬꎬ含 ４ μＬ
(１００ ｎｇ )模板 ＤＮＡꎬ首尾引物各 １ μＬ (２０ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１)ꎬＰＣＲ ｍｉｘ(ＴａＫａＲａ) １２.５ μＬꎬ加去离子水补足

到 ２５ μＬꎮ 扩增程序如下:９５ ℃ ５ ｍｉｎ １ 个循环ꎻ
９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ５０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃
５ ｍｉｎ １ 个循环ꎮ 块茎组织比较特殊ꎬ采取的扩增

程序如下:９５ ℃ ５ ｍｉｎ １ 个循环ꎬ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ ５０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎ １ 个循环ꎮ
每个样本重复 ３ 次ꎬＰＣＲ 产物混匀ꎬ１０ ｇ􀅰Ｌ￣１琼脂

糖凝胶电泳分离ꎬ溴化乙锭(ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬＥＢ)
染 色 后 紫 外 光 下 参 考 ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ
(ＴａＫａＲａ)切下目标条带ꎬ回收纯化ꎮ
１.４ 酶切

ＰＣＲ 扩增产物用限制性内切酶 Ｍｓｐ Ｉ 或 Ｈａｅ Ⅲ
(ＴａＫａＲａ)在 ３７ ℃水育下消解 ４ ｈꎬ设置 ３ 个重复ꎮ
７５ ℃ １０ ｍｉｎ 灭活处理后ꎬ混匀 ３ 个平行样本ꎬ１.５
ｇ􀅰Ｌ￣１琼脂糖凝胶电泳分离ꎬ其余步骤同上ꎮ 参照

５０ ｂｐ 的 ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ 确定酶切片段的碱基长度ꎬ小
于 ３０ ｂｐ 的片段不回收ꎮ 分离纯化标记的片段ꎬ在
ＧｅｎｅＳｃａｎ 模式下ꎬ使用 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ３１０ 毛细管测序

仪(Ｓｈａｎｇｈａｉ ＧｅｎｅＣｏｒｅ ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｃｏ.ꎬＬｔｄ .)检
测ꎮ 随后ꎬ用软件 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ ３.７ 对荧光图进行分

析ꎬ确定终端限制片段(Ｔ￣ＲＦｓ)的峰值大小、面积和

高度ꎮ 合格酶切片段的大小为 ３０ ~ ５００ ｂｐꎬ荧光强

度在 １００ 个单位以上ꎬ峰面积超过总体峰面积的

０.５％ (在 ０. ５％ 以下认为是背景噪音)ꎮ Ｓｐｅｃｉｅｓ
ｒｉｃｈｎｅｓｓ 是用同一个文件中总的 Ｔ￣ＲＦｓ 数来计算(大
小为 ３０~５００ ｂｐꎬ不同大小的 Ｔ￣ＲＦｓ)ꎮ

Ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ( Ｈ ) ＝
－∑ｐ ｉ×ｌｎｐ ｉꎮ

式中:ｐ ｉ 指群落中第 ｉ 物种个体峰高与所有峰

值高度之和的比例ꎮ
Ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ ｅｖｅｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ(Ｅ)＝ Ｈ / Ｈｍａｘꎮ
式中:Ｈｍａｘ ＝ ｌｎＳꎻ Ｓ 是每个样本中 Ｔ￣ＲＦｓ 的

数量ꎮ
１.５ 统计分析

所有统计分析都是使用软件 ＳＰＳＳ １８.０ 完成ꎮ 对

于 Ｔ￣ＲＦＬＰ 分析ꎬ将 Ｔ￣ＲＦｓ 归一化峰值用于主成分分

析(ＰＣＡ)和聚类分析ꎮ ＭｉＣＡ ＰＡＴ ＋在线分析工具用

于比对每个 Ｔ￣ＲＦｓ 代表的占主导地位的细菌或真菌ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 酶切产生的 Ｔ￣ＲＦｓ 数量

用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ３.７ 软件分析 Ｍｓｐ Ｉ 或 Ｈａｅ Ⅲ酶

切产生的荧光图谱ꎬ得到白及与黄花白及共 ８ 个

组织样本的 Ｔ￣ＲＦｓ 数量ꎬ各组织样本中 Ｔ￣ＲＦｓ 的均

值介于 ５ ~ ３７ 之间(表 １)ꎮ 就内生细菌而言ꎬ白及

和黄花白及都是叶组织产生的 Ｔ￣ＲＦｓ 最多ꎬ但各
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组织间差异不大(Ｐ>０.０５)ꎮ 就整株而言ꎬ黄花白

及产生的 Ｔ￣ＲＦｓ 数量略多于白及ꎮ 而就内生真菌

而言ꎬＭｓｐ Ｉ 酶切产生的Ｔ￣ＲＦｓꎬ在白及和黄花白及

根组织中显著高于其他组织(Ｐ<０.０５)ꎬ而两者之

间无显著差异 ( Ｐ > ０. ０５)ꎮ Ｈａｅ Ⅲ酶切产生的

Ｔ￣ＲＦｓꎬ白及 根 组 织 中 显 著 高 于 其 他 组 织 ( Ｐ <

０.０５)ꎬ而黄花白及根组织与其他组织之间无显著

差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 对比 Ｍｓｐ Ｉ 和 Ｈａｅ Ⅲ酶切结果ꎬ
白及和黄花白及各组织内生细菌和内生真菌都是

Ｍｓｐ Ｉ 较 Ｈａｅ Ⅲ多ꎮ 因此ꎬ从多样性检测的结果来

看ꎬＭｓｐ Ｉ 较 Ｈａｅ Ⅲ好ꎬ所以我们选择 Ｍｓｐ Ｉ 的 Ｔ￣
ＲＦＬＰ 数据来进行 ＭｉＣＡ ＰＡＴ＋在线比对分析ꎮ

表 １　 白及和黄花白及内生菌酶切的 Ｔ￣ＲＦｓ 数量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔ￣ＲＦｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ ａｎｄ Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅｓ

样本
Ｓａｍｐｌｅｓ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ

Ｍｓｐ Ｉ Ｈａｅ Ⅲ

真菌
Ｆｕｎｇｉ

Ｍｓｐ Ｉ Ｈａｅ Ⅲ

黄花白及
Ｂ.ｏｃｈｒａｃｅａ

叶 Ｌｅａｆ ２８.６７±１５.０４ａ ２７.００±１７.５８ａ １６.００±３.６０ｂｃｄ １７.６７±２.５２ｂｃｄ

茎 Ｓｔｅｍ ２４.６７±４.５１ａ ２３.３３±１１.１５ａ ２２.３３±２.５２ｂｃ ２４.６７±２.５１ａｂ

块茎 Ｔｕｂｅｒ ２１.６７±４.０４ａ １７.００±１.００ａ ２４.００±４.００ｂ １３.００±６.００ｂｃｄ

根 Ｒｏｏｔ ２５.３３±４.１６ａ １４.３３±２.５２ａ ３５.６７±５.５０ａ １９.３３±１.５２ａｂｃ

白及
Ｂ.ｓｔｒｉａｔａ

叶 Ｌｅａｆ ２３.００±６.５６ａ １８.００±６.２４ａ １０.００±３.００ｄ ５.００±１.００ｄ

茎 Ｓｔｅｍ ２１.３３±３.７９ａ １４.００±７.５５ａ １３.３３±２.５２ｃｄ １１.００±５.２５ｃｄ

块茎 Ｔｕｂｅｒ ２１.００±１０.１５ａ １６.６７±４.０４ａ １３.３３±３.７９ｃｄ １２.６７±４.１６ｃｄ

根 Ｒｏｏｔ ２２.６７±６.６６ａ １６.００±１.７３ａ ３７.３３±３.０６ａ ２９.３３±６.０２ａ

　 注: 数值为平均值±标准误ꎮ 不同字母表示不同样本中的 Ｔ￣ＲＦｓ 数量有显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎬ采用单因素方差分析和图基检验
(Ｔｕｋｅｙ ｔｅｓｔ)的多重比较ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｘ±ｓｘ(ｎ ＝ ３) . Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｔ￣ＲＦｓ ｉｎ Ｔ￣ＲＦＬＰ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｔｕｋｅｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.２ 生物多样性指数分析

为了更加清楚地反映黄花白及和白及各组织

内生菌群结构ꎬ我们基于 Ｔ￣ＲＦＬＰ 数据统计分析了

各组织内生菌的 Ｈ、Ｅ 指数 (表 ２)ꎮ 白及和黄花

白及各组织内生细菌 Ｈ 指数介于 １. ７７ ~ ２. ５１ 之

间ꎬ其中ꎬ叶组织的 Ｈ 指数较其他组织高ꎬ但差异

不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 各组织的 Ｅ 指数相差不大ꎮ 两

种白及内生真菌 Ｈ 指数在 １.７９ ~ ３.１８ 之间ꎬ根组

织的 Ｈ 指数较其他组织高ꎬ但白及和黄花白及根

组织之间无显著差异ꎮ 白及和黄花白及各组织之

间细菌分布相对均匀ꎬ而真菌则在块茎组织中的

分布相对集中ꎮ 整体来看ꎬ白及和黄花白及各组

织内生细菌、内生真菌多样性的状况相一致ꎬ都表

现为内生细菌多样性从地下部分向地上部分增

加ꎻ内生真菌从地上部分向地下部分增加ꎮ
２.３ 白及和黄花白及内生菌的主成分分析和聚类分析

基于白及和黄花白及各组织部位内生细菌、内
生真菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 峰面积ꎬ进行主成分分析(ｐｒｉｎｃｉｐａｌ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＰＣＡ)和聚类分析ꎮ 内生细菌部

分 ＰＣＡ 结果显示ꎬ８ 个组织聚成三类ꎮ 第一类由黄

花白及茎、块茎、根和白及茎、块茎、根组成ꎻ第二类

由黄花白及叶单独组成ꎻ第三类由白及叶单独组成

(图 １:ａ)ꎮ 聚类分析结果表明ꎬ黄花白及块茎和白

及块茎先聚为一支ꎬ然后和黄花白及根聚为一支ꎬ
白及根和白及茎聚为一支(图 １:ｂ)ꎮ 这表明黄花白

及和白及块茎、根等组织内生细菌菌群更为相似ꎮ
黄花白及叶和白及叶没有聚为一支ꎬ表明黄花白及

和白及叶内生细菌菌群差异较大ꎬ且与其组织也有

较大差异ꎮ 内生真菌部分 ＰＣＡ 结果显示 ８ 个组织

聚成四类ꎬ第一类由白及叶、茎、块茎组成ꎻ第二类

由黄花白及叶、茎、块茎组成ꎻ第三类由白及根单独

组成ꎻ第四类由黄花白及根单独组成(图 １:ｃ)ꎮ 聚

类分析表明ꎬ黄花白及叶、茎和块茎聚为一支ꎬ白及

叶、茎和块茎聚为一支ꎬ接着两组重新聚为一支ꎮ
黄花白及根和白及根则没有聚为一支(图 １:ｄ)ꎬ与
ＰＣＡ 结果相符合ꎮ 黄花白及和白及的内生真菌表
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表 ２　 白及和黄花白及内生菌的 Ｈ、Ｅ 指数
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ (Ｈꎬ Ｅ) ｏｆ Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ ａｎｄ Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ

样本
Ｓａｍｐｌｅｓ

细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ

Ｈ (Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ
ｉｎｄｅｘ)

Ｅ (Ｓｈａｎｎｏｎ ｅｖｅｎｎｅｓｓ
ｉｎｄｅｘ)

真菌 Ｆｕｎｇｉ

Ｈ (Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ
ｉｎｄｅｘ)

Ｅ (Ｓｈａｎｎｏｎ ｅｖｅｎｎｅｓｓ
ｉｎｄｅｘ)

黄花白及
Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ

叶 Ｌｅａｆ ２.１２±０.１７ａ ０.５４±０.０３ａ ２.６７±０.３３ａｂ ０.７７±０.０５ａ
茎 Ｓｔｅｍ ２.０１±０.０４ａ ０.５２±０.０３ａ ２.７７±０.６５ａｂ ０.７９±０.０８ａ

块茎 Ｔｕｂｅｒ １.９７±０.０５ａ ０.５４±０.０１ａ ２.６５±０.４０ａｂ ０.７３±０.１０ａｂ
根 Ｒｏｏｔ １.８８±０.０９ａ ０.５１±０.０３ａ ２.９８±０.４１ａ ０.７４±０.０９ａｂ

白及
Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ

叶 Ｌｅａｆ ２.５１±０.７３ａ ０.６８±０.１９ａ ２.２７±０.３２ａｂ ０.８４±０.０６ａ
茎 Ｓｔｅｍ １.７７±０.３３ａ ０.５０±０.０６ａ ２.９３±０.０９ａｂ ０.７７±０.０８ａ

块茎 Ｔｕｂｅｒ １.９２±０.１６ａ ０.５３±０.０６ａ １.７９±０.３４ｂ ０.５５±０.１１ｂ
根 Ｒｏｏｔ ２.０４±０.０８ａ ０.５６±０.０５ａ ３.１８±０.３４ａ ０.７６±０.０５ａｂ

ａ. 内生细菌的 ＰＣＡ 分析ꎻ ｂ. 内生细菌的群落聚类分析ꎻ ｃ. 内生真菌的 ＰＣＡ 分析ꎻ ｄ. 内生真菌的群落聚类分析ꎮ ＢＯ. 黄花白及ꎻ
ＢＳ. 白及ꎮ
ａ. ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｂａｃｔｉｒａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙꎻ ｂ. Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｂａｃｔｉｒａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙꎻ ｃ. ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｅｎｄｏｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙꎻ ｄ. Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ. ＢＯ. Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａꎻ ＢＳ. Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ.

图 １　 黄花白及和白及内生细菌、内生真菌的主成分分析和聚类分析
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＡ ａｎｄ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｂａｃｔｉｒａｌ

ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ ａｎｄ Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ
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现出明显的特异性ꎮ
２.４ 内生菌与多糖含量的相关性分析

对黄花白及和白及药用部位块茎多糖含量进

行检测ꎬ结果见表 ３ꎮ 每克黄花白及块茎中所含的

纯多糖为 ６.５０ ｍｇꎬ每克白及块茎中所含的纯多糖

为 ７.７５ ｍｇꎬ两种白及块茎的多糖含量有统计学差

异(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 ３　 多糖含量测定
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

样本 Ｓａｍｐｌｅｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ (ｍｇ)

黄花白及 Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ ６.５００ ± ０.１２５

白及 Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ ７.７５０ ± ０.３７５∗

　 注: Ｍ 指每克白及或黄花白及中纯多糖的含量ꎻ ∗代表显著
性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｍ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｇ ｉｎ ｐｕｒｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｆ
Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ ｏｒ Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａꎻ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ｔｈｅ
０.０５ ｌｅｖｅｌ.

　 　 黄花白及和白及的内生细菌和内生真菌与多

糖含量的相关性分析结果显示ꎬ黄花白及块茎内

生细菌中有 ３ 个 Ｔ￣ＲＦｓ 与多糖含量呈显著相关ꎻ白
及叶、茎和块茎内生细菌中有 ３ 个、３ 个和 １ 个

Ｔ￣ＲＦｓ与多糖含量呈显著或极显著相关ꎮ 黄花白

及叶和根内生真菌中有 １ 个和 ５ 个 Ｔ￣ＲＦｓ 与多糖

含量呈显著相关ꎻ白及茎和块茎内生真菌中各有 １
个 Ｔ￣ＲＦ 与多糖含量呈显著或极显著相关(表 ４)ꎮ

对表 ４ 中的 Ｔ￣ＲＦｓ 进行 ＭｉＣＡ ＰＡＴ ＋在线比

对ꎬ 结 果 见 表 ５ꎮ 白 及 茎 中 的 短 波 单 胞 菌 属

( Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ )、 块 茎 中 的 窄 食 单 胞 菌 属

(Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ)、黄花白及块茎中的盐单胞菌

属(Ｈａｌｏｍｏｎａｓ)可能与多糖含量存在相关性ꎮ

３　 讨论与结论

野生白及资源的枯竭与日益递增市场需求之

间的突出矛盾迫使黄花白及资源开发和白及人工

保育迫在眉睫ꎮ 本研究中白及和黄花白及在同一

环境下生长ꎬ都处于花期ꎬ检测叶、茎、块茎和根四

种不同组织部位内生菌ꎬ土壤环境也基本一致ꎮ
结果显示白及和黄花白及内生细菌除叶中差异较

大外ꎬ整体较为相似ꎬ且多样性呈现出从地上部分

向地下部分降低趋势ꎮ 内生真菌整体差异较大ꎬ

尤其是根ꎬ多样性表现出从地下部分向地上部分

降低趋势ꎮ 首先ꎬ叶组织上的气孔作为空气中细

菌进入植物内的门户ꎬ可能是导致白及和黄花白

及内生细菌多样性呈现从地上部分向地下部分降

低趋势的主要原因ꎻ根尖部位分生组织的裂隙可

能是导致白及和黄花白及内生真菌多样性呈现从

地下部分向地上部分降低的趋势的主要原因

(Ｍｃｃｕｌｌｙꎬ ２００１ꎻ Ｓøｒｅｎｓｅｎ ＆ Ｓｅｓｓｉｔｓｃｈꎬ ２００７ )ꎮ 其

次ꎬ植物会倾向选择有利于自身生态位和进化的

微生 物 共 生 ( Ｃｏｍｐａｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｓøｒｅｎｓｅｎ ＆
Ｓｅｓｓｉｔｓｃｈꎬ２００７)ꎮ 外源微生物无论从根尖或叶气

孔进入植物内部ꎬ由于宿主内环境差异( ｐＨ、离子

浓度等)和分泌抗菌物质类别的不同(萜类化合

物ꎬ苯并恶嗪酮ꎬ特别是类黄酮和异黄酮类) (Ｂａｉｓ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)ꎬ宿主植物对大多数的外源微生物加

以清除ꎬ但适合自身的竞争性内生菌保留( Ｔｈｒａｌｌ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ并迅速在细胞间隙大量繁殖(Ｄｏｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００３ꎻＺａｋｒｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 这可能是造成白及

和黄花白及叶内生细菌、根内生真菌差异较大的

原因ꎮ 现有研究显示ꎬ白及和黄花白及根部的内

生真菌虽然都属于担子菌门和子囊菌门ꎬ但白及

根部内生真菌主要为梨形孢属ꎬ而黄花白及根部

有顶孢霉属、柱孢属、镰刀菌属、轮枝孢属、瘤菌根

菌属、Ｒｈｅｘｏｃｅｒｃｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ 属和腊壳菌属真菌ꎬ真菌

类群组成存在巨大差异(刘准等ꎬ２０１３ꎻ席刚俊等ꎬ
２０１７)ꎮ 植物￣假单胞菌的关联实验发现ꎬ生长于

相同生境下ꎬ两种不同植物亚麻和番茄只选择了

所涉及的假单胞菌属的特定少量“菌株”作为二者

共有内生菌ꎬ而不是整个假单胞菌群落的菌作为

共有菌( Ｌｅｍａｎｃｅａｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９５)ꎮ 关于白及和黄

花白及对内生菌选择倾向差异的相关机制ꎬ还需

进一步研究ꎮ
根据与多糖含量存在相关性的 Ｔ￣ＲＦｓ 不同ꎬ仅

能推测与白及和黄花白及药用部位多糖含量积累

相关的内生菌存在差异ꎮ 原因在于以下两个方

面ꎮ 第一ꎬＴ￣ＲＦＬＰ 技术产生的 Ｔ￣ＲＦｓ 所代表的是

一种或者一类菌的集合ꎬ若对内生菌种属进行进

一步的鉴定还需要通过克隆实验或者高通量宏基

因组测序ꎬ以获取内生细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ、内生真菌

的 ＩＴＳ 序列信息( Ｓｉｑｕｅｉｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 第二ꎬ由
于 ＭｉＣＡ ＰＡＴ＋在线分析工具的局限性ꎬ细菌部分

仅能比对到 Ｔ￣ＲＦｓ 片段可能对应的细菌种属信

息ꎬ真菌部分的数据库不完善ꎬ无法比对到 Ｔ￣ＲＦｓ
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表 ４　 内生菌群与多糖含量相关的 Ｔ￣ＲＦｓ
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｔ￣ＲＦｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ ｔａｘａ ａｎｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

内生菌
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ

种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｔ￣ＲＦｓ

叶 Ｌｅａｆ 茎 Ｓｔｅｍ 块茎 Ｔｕｂｅｒ 根 Ｒｏｏｔ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ

黄花白及
Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ

无 ＮＯ 无 ＮＯ ＸＨＫＪ￣１０∗
ＸＨＫＪ￣１６∗∗
ＸＨＫＪ￣６６∗∗

无 ＮＯ

白及
Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ

ＸＺＹ￣２２∗
ＸＺＹ￣４３∗
ＸＺＹ￣６８∗∗

ＸＺＪ￣２０∗
ＸＺＪ￣３９∗
ＸＺＪ￣６３∗

ＸＺＫＪ￣３０∗ 无 ＮＯ

真菌
Ｆｕｎｇｉ

黄花白及
Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ

ＺＨＹ￣２４∗ 无 ＮＯ 无 ＮＯ ＺＨＧ￣２７∗
ＺＨＧ￣３１∗
ＺＨＧ￣４４∗
ＺＨＧ￣５８∗∗
ＺＨＧ￣８６∗

白及
Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ

无 ＮＯ ＺＺＪ￣７∗ ＺＺＫＪ￣２１∗ 无 ＮＯ

　 注: ＸＨＫＪ 代表黄花白及块茎中内生细菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎻ ＺＨＹ 代表黄花白及叶中内生真菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎻ ＺＨＧ 代表黄花白及根
中内生真菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎻ ＸＺＹ 代表白及叶片中内生细菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎻ ＸＺＪ 代表白及茎中内生细菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎻ ＸＺＫＪ 代表白
及块茎中内生细菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎻ ＺＺＪ 代表白及茎中内生真菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎻ ＺＺＫＪ 代表白及块茎中内生真菌的 Ｔ￣ＲＦｓ 编号ꎮ ∗∗代
表极显著性差异(Ｐ<０.０１)ꎻ ∗代表显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＸＨＫＪ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｎｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｔ￣ＲＦｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ ｔｕｂｅｒꎻ ＺＨＹꎬ ＺＨＧ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｎｄｏｆｕｎｇａｌ Ｔ￣ＲＦｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
Ｂ. ｏｃｈｒａｃｅａ ｌｅａｆꎬ ｒｏｏｔꎻ ＸＺＹꎬ ＸＺＪꎬ ＸＺＫＪ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｎｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｔ￣ＲＦｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ ｌｅａｆꎬ ｓｔｅｍꎬ ｔｕｂｅｒꎻ ＺＺＪꎬ ＺＺＫＪ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｎｄｏｆｕｎｇａｌ Ｔ￣ＲＦｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｂ. ｓｔｒｉａｔａ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｕｂｅｒ. ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ｔｈｅ ０.０１ ｌｅｖｅｌꎻ ∗
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ｔｈｅ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

表 ５　 Ｔ￣ＲＦｓ 细菌比对结果
Ｔａｂｌｅ ５　 ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｔ￣ＲＦｓ

Ｔ￣ＲＦ 编号
Ｔ￣ＲＦ ｎｕｍｂｅｒ

预测大小
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

检测大小
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ

收录编号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

菌名
Ｎａｍｅ

黄花白及块茎￣１６
ＸＨＫＪ￣１６

５０ ４９.２１ ＥＵ３０８３３２.１.１５３４ Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ＦＩＢ２８＿１

ＥＵ３０８３３３.１.１５３４ Ｈａｌｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ＦＩＢ２８＿２

白及茎￣３９
ＸＺＪ￣３９

９４ ９３.７３ ＡＪ２２７７８２.１.１４１６ Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ

ＡＪ２２７７９９.１.１４１８ Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ ｓｐ. ＭＣＳ１７

白及块茎￣３０
ＸＺＫＪ￣３０

６４ ６４.２５ ＡＪ１３１７８０.１.１５０２ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ

　 注: 限制性内切酶 Ｍｓｐ Ｉ 的 Ｔ￣ＲＦＬＰ 数据ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔ￣ＲＦＬＰ ｄａｔａ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ｍｓｐ Ｉ.

片段对应的真菌种属信息ꎮ 因此ꎬ从比对到的结

果来看ꎬ与白及多糖含量存在相关性的内生细菌

可能是短波单胞菌属(Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ)、窄食单胞

菌属( Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ)等ꎬ与黄花白及多糖含量

存在 相 关 性 的 内 生 细 菌 可 能 是 盐 单 胞 菌 属

(Ｈａｌｏｍｏｎａｓ)ꎮ
白及和黄花白及虽同为兰科白及属植物ꎬ但

内生菌存在差异ꎬ尤其是内生真菌部分ꎮ 因此ꎬ在
对白及和黄花白及保育策略制定、资源合理开发

上区别对待可能更为合理ꎮ
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