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摘  要：【目的】对广藿香各部位内生真菌的类群结构及多样性进行系统分析，筛选出对青枯菌

具拮抗活性的菌株。【方法】采用组织块分离法从广藿香健康植株的根、茎、叶中分离内生真菌，

结合形态学和基于 ITS-rDNA 序列分析鉴定方法分析广藿香内生真菌的类群结构及多样性，并利

用双层平板拮抗法筛选对青枯菌具有抑制活性的菌株。【结果】从广藿香中共分离获得 313 株内

生真菌，隶属于 30 个属，其中链格孢属(占 28.75%)、拟茎点霉属(占 23.00%)和炭疽菌属(11.82%)

为优势类群，此外还分离到炭皮菌属、弯孢聚壳属、Gibellulopsis、新萨托菌属、葡萄座腔菌属、

篮状菌属等较为少见的类群。茎、叶内生真菌的定殖率和分离率明显高于根，而根部多样性指数

为 2.64，要高于茎(2.00)和叶(1.97)；广藿香茎与叶、根与茎、根与叶之间的内生真菌相似性指数

分别为 0.35、0.20、0.19，均小于 0.5，显示各部位之间的内生真菌组成不相似程度高。从        

313 株广藿香内生真菌中通过拮抗实验筛选到 16 株对青枯菌有拮抗活性的菌株，其中 GHXR07、

GHXR27 和 GHXR29 的拮抗活性尤为显著，分别被鉴定为 Talaromyces sp.、Myrothecium roridum 

Tode 和 Talaromyces wortmannii (Klöcker) Benjamin。【结论】广藿香内生真菌具有丰富的物种多

样性且其类群分布具有一定的组织特异性，其中部分菌株对青枯菌具有明显的拮抗活性。 
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Diversity and the antagonistic activities of endophytic fungi from 
patchouli against Ralstonia solanacearum 

XIE Hua-Rong1  XU Zai-Chao2  LIU Jun2  SHI Ya-Nan2   
YUAN Bao-Hong2  DENG Zu-Jun2* 

(1. School of Traditional Chinese Medicine, Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou, Guangdong 510006, China) 
(2. School of Basic Courses, Guangdong Provincial Key Laboratory of Pharmaceutical Bioactive Substances, Guangdong 

Pharmaceutical University, Guangzhou, Guangdong 510006, China) 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to analyze the taxonomic structure and biodiversity of 
the endophytic fungi from patchouli and screen the antagonistic endophytic fungi against Ralstonia 



1172 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.5 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

solanacearum. [Methods] The endophytic fungi were isolated from the roots, stems, and leaves of the 
healthy patchouli using the tissue isolation method. The taxonomic structure and biodiversity of the 
endophytic fungi from patchouli were explored based on the morphological traits, and fungal ITS 
region sequence analysis. And the antagonistic endophytic fungi against Ralstonia solanacearum were 
screened by double plate antagonistic method. [Results] In the results, 313 strains belonging to      
30 genera of endophytic fungi were isolated from patchouli. The dominant groups of the endophytic 
fungi were Alternaria (28.75%), Phompsis (23.00%) and Colletorichum (11.82%), respectively. In 
addition, there were some rare fungal endophytes taxa such as Biscogniauxia, Eutypella, Gibellulopsis, 
Neosartorya, Neofusicoccum, Talaromyces were also isolated. The colonization rates and the isolation rates 
of endophytic fungi in patchouli stems and leaves were higher than those in roots. However, the diversity 
index of fungal endophytes in roots (2.64) was higher than those in stems (2.00) and leaves (1.97). The 
similarity coefficients of fungal endophytes between stems and leave, roots and stems, roots and leaves was 
0.35, 0.20, and 0.19, respectively, indicating that the species composition of fungal endophytes in patchouli 
roots, stems and leaves were not very similar each other. In addition, 16 strains of endophytic fungi showed 
the antagonistic activities to Ralstonia solanacearum. Among the 16 strains, GHXR07, GHXR27 and 
GHXR29 showed the best antagonistic activities, and they were identified as Talaromyces sp., Myrothecium 
roridum Tode and Talaromyces wortmannii (Klöcker) Benjamin, respectively. [Conclussion] The 
endophytic fungi in patchouli were very diverse and their distribution showed the tissue specificity, and 
the antagonistic strains against Ralstonia solanacearum were also demonstrated. 

Keywords: Patchouli, Endophytic fungi, Diversity, Ralstonia solanacearum, Biological control 

广藿香[Pogostemon cablin (Blanco) Benth]是唇

形科(Lamiaceae)刺蕊草属(Pogostemon)植物，以叶、

梗入药，具芳香化湿、和胃止呕、祛暑解表的功效，

是广东道地药材，著名的“十大南药”之一[1]。广藿

香为多年生草本，以广藿香为主药组成的成方制剂

达 30多种，如著名的国家中药保护品种“藿香正气丸

(胶囊、水)”和“抗病毒口服液”，从广藿香中提取的精

油可用于配制各种剂型的化妆品、定香剂和杀虫剂

等，其已成为医药工业和轻化工业的重要原料[2-3]，

目前国内外对广藿香的需求量极大[4-5]。由青枯菌

[Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi]侵染引起

的青枯病是广藿香种植过程中危害最为严重的系

统性病害，严重威胁广藿香产业的生存与发展[6-7]。

对广藿香青枯病的防治目前主要以化学农药为主，

但效果有限，难以控制病害蔓延，而且易产生耐药，

制约了高产、优质、低残留药材的生产[4]。利用转基

因、辐射诱变等现代生物技术培育广藿香抗病新品

种的研究虽有开展[8-9]，但仍未获得具有应用前景的

稳定的广藿香抗病品种[4]。因此，寻找新的安全有效

的青枯病防治方法对于推广广藿香的种植、解决广

藿香资源紧缺、发展广藿香产业具有重要的意义。 

植物内生真菌一般是指在全部或部分生活周

期内生活在植物体内，但对宿主植物组织不引起明

显病害症状的一类真菌[10]。现有研究表明内生真

菌与宿主植物在漫长的进化过程中已建立密切的

联系，并能通过多种机制，如产生抗菌物质、铁载

体、发生营养竞争、诱导植物的系统抗性等，提高

植物的抗病害能力[11-12]。有报道显示，内生真菌

Colletotrichum gloeosporioides和 C. rosea接种到可

可树幼苗后，均能显著降低其黑荚果腐病和冻荚果

腐病的发病几率，并减轻其发病症状[13]；内生真菌

Cladorrhinum foecundissimum S8的接种可使棉花根

腐病的发生率降低 45.5%−70.0%[14]，显然内生真菌

在植物病害生物防治中具有良好的应用前景。再

者，由于其生长微环境的特殊性以及与宿主长期的

协同进化过程，内生真菌的次生代谢产物十分丰

富，其中有许多不仅具有特殊结构或新颖的生物活

性，而且往往还存在与其宿主植物相同或相似生理

活性的次生代谢产物[15]，因此植物内生真菌已成为

筛选新化合物和新药的重要资源库[16-17]。 

广藿香提取物已被发现具有调节胃肠道功能、

抗虫、抗菌、抗病毒、抗肿瘤等多种生物活性[18-20]，
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有研究者从一些广藿香内生真菌菌株，如 Diaporthe 

longicolla A616、Myrothecium roridum A553 和

Bipolaris sorokiniana A606的代谢产物中也分离到

一些具有抗肿瘤活性的化合物[21-23]，然而目前对广

藿香内生真菌的生物多样性缺乏全面的认识，对于

其在广藿香青枯病防治中的潜在作用也尚未涉及。

本研究拟采用组织块培养法从广藿香植株分离内

生真菌，结合形态学及分子生物学方法对内生真菌进

行鉴定，系统分析广藿香各部位内生真菌的类群分布

及多样性，并从中筛选对青枯菌具拮抗活性的菌株，

为全面挖掘广藿香内生真菌的药用资源以及构建“内

生真菌-广藿香”青枯病生防系统提供前期基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  广藿香植株：供试植株为处于营养生长期阶

段(没有开花)、株高 50 cm左右的健康广藿香植株，

于 2015年 11月 30日(20 °C，相对湿度 55%−80%)

采集自广州市广东药科大学大学城校区中药园

(N23°03′31.9″，E113°24′31.8″)。采样地区处于南亚

热带，属南亚热带典型的季风海洋性气候，全年平

均气温 22−23 °C，平均相对湿度约 77%，年均降水

量介于 1 623 mm−1 900 mm之间。采样时将整株植

物拔出，用无菌塑料袋装好后放入冰盒中送至实验

室，再置于 4 °C保存，2 h内进行内生真菌的分离。 

1.1.2  青枯病病原菌：青枯菌(Ralstonia solanacearum)

菌株 GIM1.70由广东省微生物研究所提供。 

1.1.3  主要试剂和仪器：引物 ITS1F、ITS4、NL1、

NL1，生工生物工程(上海)股份有限公司；2×EasyTaq 

PCR SuperMix，北京全式金生物技术有限公司。真

菌 DNA 提取试剂盒 E.Z.N.A.® Fungal DNA Midi 

Kit，Omega公司。ETC811基因扩增仪，北京东胜

创新生物科技有限公司；JY-C电泳仪，北京君意东

方电泳设备有限公司；ZF-258凝胶成像分析仪，上

海嘉鹏科技有限公司；LRH-150生化培养箱，上海

一恒科技有限公司。 

1.1.4  培养基：PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，

葡萄糖 20.0，琼脂 15.0，氯霉素 0.1，pH 6.0；LB

培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉膏粉 3.0，氯化钠

5.0，pH 7.3；半固体营养琼脂(g/L)：蛋白胨 10.0，

牛肉膏粉 3.0，氯化钠 5.0，琼脂粉 7.0，pH 7.3；促

孢培养基(g/L)：磷酸二氢钾 1.0，硝酸钾 1.0，硫酸

镁 0.5，氯化钾 0.5，淀粉 0.2，葡萄糖 0.2，蔗糖 0.2，

琼脂 15，pH 6.0。 

1.2  方法 

1.2.1  内生真菌的分离与纯化：采用文献[24]中的

组织块方法分离广藿香内生真菌：将采集到的健康

广藿香的根、茎、叶样品，用自来水冲洗掉表面残

留的泥土等杂质，将其切成 2 cm 左右的小段，在

超净台将其依次浸泡在 75%酒精 1 min，3%−5%有

效氯的 NaClO溶液 3 min，75%的酒精 0.5 min，然

后再用无菌水冲洗 3遍，用无菌滤纸吸干多余的水

分，晾干，将其剪成约 0.5 cm×0.5 cm的小片。将

处理好后剪成的小片铺于 PDA平板上，在 26 °C恒

温培养箱中培养 2−3周，待菌丝从组织材料切口处

长出，及时将其转接到另一新的 PDA 平板上，纯

化 2−3 次后接种于 PDA 固体斜面培养基上保存。

同时收集表面消毒后最后一次冲洗样品的水样按

照文献[25]进行表面消毒效果的检查。 

1.2.2  内生真菌的形态学特征：采用载玻片法培养

真菌[24]，然后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，根据《真菌鉴

定手册》[26]进行分类鉴定。该培养条件下不产孢子

的菌株可使用促孢培养基培养或紫外线照射来诱

导孢子的产生，仍不产孢者将其归为不产孢类，有

待后续的分子鉴定来确认其具体的种属类别。 

1.2.3  内生真菌的分子鉴定：通过形态学鉴定获得

内生真菌的类群信息后，从每个类群中随机挑取

3−5 株菌通过分子鉴定进一步确认内生真菌的种属

类别(不产孢类的菌株则全部都要进行分子鉴定)。

采用真菌 DNA提取试剂盒提取内生真菌总 DNA，

然后利用引物 ITS1F (5′-CTTGGTCATTTAGAGAA 

GTAA-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTAGATATGC-3′)

扩增其内转录间隔区序列(Internal transcribed spacer，

ITS)，利用 NL1 (5′-GCATATCAATAAGCGGAGGAA 

AAG-3′)和NL4 (5′-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′)

扩增核糖体大亚基基因序列(Large subunit，LSU)。
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ITS 及 LSU 扩增的 PCR 反应体系(50 μL)为：

2×EasyTaq PCR SuperMix 25 μL，10 μmol/L正反引

物各 1 μL，模板 DNA 1 μL，用 ddH2O定容至 50 μL。

PCR反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，55 °C     

30 min，72 °C 90 s，30个循环；72 °C 10 min。获得

的 PCR 产物送生工生物工程(上海)股份有限公司测

序。将 ITS (或 LSU)序列的测序结果在 NCBI数据库

中进行BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

比对，从而获得分子鉴定结果。对青枯菌有拮抗活

性的内生真菌，利用 BLAST获得高相似性的菌种序

列信息(可初步判断待测菌株所在的属水平)，同时参

考文献[27-31]选取与高相似性序列同属不同种的模

式菌株序列作为参考序列，并选取与待测菌株亲缘

关系适中的同科不同属的序列作为外类群，然后使

用MEGA 7.0软件，采用邻接法构建系统发育树。 

1.2.4  青枯菌拮抗菌株的筛选：采用双层平板拮抗

法筛选具有青枯菌拮抗活性的内生真菌[32]：将受试

菌接种在 PDA平板上，28 °C培养 5−7 d后往长菌

的 PDA平板上倾注 10 mL半固体营养琼脂培养基

(温度 40 °C)，待其凝固后即制成上层培养基。最后

将 100 μL 青枯菌悬液(1×106 CFU/mL)均匀涂布于

上层培养基上，37 °C培养 48 h后观察并测量受试

菌对青枯菌的抑菌圈。 

1.2.5  数据分析：采用定殖率(Colonization rate，CR)

分析广藿香不同组织受到内生真菌侵染的程度，用

分离率(Isolation frequency，IF)分析在一个特定的植

物组织样品中内生真菌的丰度以及植物组织样品

中多重侵染的频率，用相对分离频率 (Relative 

frequency，RF)分析及确定各部位内生真菌的优势

类群，用 Shannon-Wiener多样性指数(H′)分析广藿

香各部位内生真菌的多样性，用均匀度指数(E)分析

内生真菌类群在各部位分布的均匀程度，用相似性

指数(Cs)分析不同部位内生真菌多样性的差异。相

关计算公式[33]如下： 

CR (%)=出现内生真菌的组织块数/总分离组织

块数×100； 

IF (%)=分离到内生真菌的总株数/总分离组织

块数×100； 

RF (%)=样本中分到的某种内生真菌的菌株数/

分离到的总菌株数×100； 

H′=−ΣPi×lnPi； 

E=H′/ln(S)； 

Cs=2j/(a+b) 
其中，Pi是指某特定种类内生真菌的菌株数占

分离到内生真菌菌株总数的比值；S 为物种数，    

N为个体总数；j为两个部位共有的内生真菌属数；

a、b 是两个部位各自有的内生真菌属数。根据

Jaccard相似性系数原理，当 Cs介于 0.00−0.25时为

极不相似；Cs介于 0.25−0.50 时为中等不相似；Cs

介于 0.50−0.75 时为中等程度相似；Cs 介于

0.75−1.00时为极为相似。 

采用针对两个百分数样本差异比较的 t 检验方

法[34]分析广藿香不同部位的定殖率、分离率、多样

性指数等是否存在显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  广藿香内生真菌的定殖率与分离率 

将表面消毒后样品最后一遍冲洗液涂布 PDA

平板，26 °C 培养 14 d 后均无菌落长出。同时取

15 株已分离获得的代表性真菌菌株的菌丝体(根、

茎、叶分离物各 5株)，分别按相同的表面消毒程序

处理后再接种到 PDA平板上，26 °C培养 14 d后，

所有平板均未见真菌生长蔓延。以上结果表明，经

过表面消毒过程后样品表面附生菌已被消除，分离

到的菌株来自样品内部，属于广藿香内生真菌。 

从 402个广藿香组织块中分离到 313株内生真

菌，其中来自根 98株、茎 104株和叶 111株(表 1)。

样品内生真菌总的定殖率和分离率分别为 76.37%

和 77.86%，内生真菌在广藿香叶中的定殖率最高为

94.74%，其次为茎部(91.07%)，而根的定殖率最低，

为 55.11%。各部位内生真菌的分离率与定殖率呈现

相同的变化规律，从高到低依次为叶(97.37%)、   

茎(92.85%)、根(55.68%)。 

2.2  广藿香各部位内生真菌的种类组成 

从广藿香共分离到的 313株内生真菌，经形态

学特征观察和 rDNA-ITS序列分析，鉴定归为 30个

属，其主要类群为链格孢属(Alternaria)和拟茎点霉 
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表 1  广藿香不同组织内生真菌的定殖率和分离率 
Table 1  The colonization rate and isolation rate of 

endophytic fungi in different parts of patchouli 
项目 

Item 

根 

Root 

茎 

Stem 

叶 

Leaf

总计

Total

组织块数 

Numder of tissue segments 

176 112 114 402

长菌组织块数 

Numder of tissue segments 

with fungi 

97 102 108 307

菌株数 

Number of fungal strains 

98 104 111 313

定殖率 

Colonization rate (%) 

55.11b 91.07a 94.74a 76.37

分离率 

Isolation frequency (%) 

55.68b 92.85a 97.37 a 77.86

注：不同小写字母表示不同部位的定殖率或分离率具有显著性

差异(P<0.05). 
Note: Different small letters indicate that the comparison 
differences in the colonization rate or isolation rate are significant 
(P<0.05) under the different parts of patchouli. 
 

属(Phomopsis)，分别占分离菌株总数的 28.75%和

23.00% (表 2)。不同部位内生真菌的组成及其优势

类群具有一定的差异：根部内生真菌分属于 19个属，

其中链格孢属(Alternaria)和棒孢霉属(Corynespora)

为优势类群，分别占根部内生真菌总数的 32.65%和

12.24%；茎一共分离到 10个属的内生真菌，其优势

类群为链格孢属(49.04%)、炭疽菌属(Colletotrichum，

占 17.31%)和腐皮壳属(Diaporthe，占 15.38%)；叶

中共分离到 12个属，以拟茎点霉属(50.45%)和炭疽

菌属(17.12%)为优势类群(表 2)。 

2.3  广藿香不同部位内生真菌的多样性和相似

性分析 

从 Shannon-Wiener多样性指数(H′)来看，广藿

香总体的 H′为 2.32，根、茎和叶的 H′值分别为 2.64、

2.00和 1.97，其中根部内生真菌的多样性最高；而

3个部位的均匀度指数(E)则与多样性指数呈现不同

的变化规律，叶(0.72)和茎(0.74)的 E 值明显高于根

部(0.66)，这表明根部内生真菌虽然种类较为丰富，

但各类群的分布却不均匀(表 3)。 

比较根、茎和叶 3个部位之间的真菌种类的相

似性指数 (Cs)发现，茎与叶的相似性指数         

(Cs stem-leaf=0.35)最高，其次是根与茎(Cs root-stem=0.20)，

根与叶(Cs root-leaf=0.19)的最低(表 3)。根据 Jaccard相

似性系数原理，茎与叶两个部位的内生真菌类群组

成为中等不相似，而根与茎、根与叶之间的群落组

成均为极不相似。广藿香共分离到 30 种不同类群

的内生真菌，其中除了链格孢属、拟茎点霉属、炭

疽菌属、腐皮壳属、小丛壳属(Glomerella)等 5个属

在 3种组织都存在，黑孢霉属(Nigrospora)存在于茎

和叶中外，其余 24 个类群只分布于其中某一特定

组织，例如葡萄座腔菌属(Botryosphaeria)、毛壳属

(Chaetomium)和弯孢聚壳属(Eutypella) 3 个属只在

茎部分离到，而截顶炭团菌属(Annulohypoxylon)、

炭皮菌属(Biscogniauxia)、枝孢属(Cladosporium)、

球座菌属(Guignardia)、巨座壳科(Magnaporthaceae)

和炭角菌科(Xylariaceae) 6个类群只在叶中分离到，

根部则存在 15个特有的内生真菌类群(表 2)。 

2.4  具青枯菌拮抗活性广藿香内生真菌菌株的

筛选与鉴定 

发现 16 株内生真菌对青枯菌有抑制活性(表

4)，其中菌株 GHXR07、GHXR27和 GHXR29的抑

菌效果较为显著，其抑菌圈相对半径分别达到 2.8、

1.1和3.0 cm。将菌株GHXR07、GHXR27和GHXR29

的 ITS-rDNA序列提交 GenBank数据库，获得的登

录号分别为 KX870936、KX870937和 KX870938。

然后在 GenBank中进行一致性搜索，选择一致性较

高且具代表性的菌株 ITS序列进行多序列比对，构

建系统发育树获得其分子鉴定信息，并结合形态学

特征对高活性菌株进行鉴定。根据 BLAST 结果可

知，菌株GHXR07的 ITS和 LSU序列均与GenBank

中 Talaromyces 属的序列最为相似，其最高相似性

分别为 97%和 99%。在基于 ITS基因分析的系统发

育树中(图 1)，GHXR07与 Talaromyces radicus亲缘

关系相对较近，而在基于 LSU基因分析的系统发育

树(图 2)中，其与 Talaromyces rugulosus关系最为密

切，但它在这两个发育树中均能与 Talaromyces 属

的参考序列很好地聚类在一起，结合 GHXR07菌落

形态及孢子特征(图 3A)可将其鉴定为 Talaromyces 

sp.。菌株 GHXR27 的 ITS 序列与漆斑菌属中的

Myrothecium roridum (HQ115647.1)的一致性高达 
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表 2  广藿香根、茎、叶中内生真菌的种群构成(相对分离频率，%) 
Table 2  The taxa of endophytic fungi in patchouli roots, stems and leaves (relative frequency, %) 

真菌种类 

Species of fungal 

根(98株) 

Root (98 strains） 

茎(104株) 

Stem (104 strains） 

叶(111株) 

Leaf (111 strains) 

合计(313株) 

Total (313 strains) 

犁头霉属 Absidia 1.02 0.00 0.00 0.32 

链格孢属 Alternaria 32.65 49.04 6.30 28.57 

截顶炭团菌属 Annulohypoxylon 0.00 0.00 0.90 0.32 

曲霉属 Aspergillus 2.04 0.00 0.00 0.64 

炭皮菌属 Biscogniauxia 0.00 0.00 1.80 0.32 

葡萄座腔菌属 Botryosphaeria 0.00 0.96 0.00 0.32 

毛壳属 Chaetomium 0.00 0.96 0.00 0.32 

枝孢属 Cladosporium 0.00 0.00 0.90 0.32 

炭疽菌属 Colletotrichum 1.02 17.31 17.12 12.14 

棒孢霉属 Corynespora 12.24 0.00 0.00 3.83 

腐皮壳属 Diaporthe 1.02 15.38 2.70 6.39 

弯孢聚壳属 Eutypella 0.00 0.96 0.00 0.32 

镰刀菌属 Fusarium 5.10 0.00 0.00 1.60 

小丛壳属 Glomerella 1.02 0.96 1.80 1.28 

Gibellulopsis 1.02 0.00 0.00 0.32 
球座菌属 Guignardia 0.00 0.00 13.51 4.79 

壳球孢属Macrophomina 1.02 0.00 0.00 0.32 

巨座壳科Magnaporthaceae 0.00 0.00 1.80 0.64 

单链孢属Monocillium 1.02 0.00 0.00 0.32 

漆斑菌属Myrothecium 4.08 0.00 0.00 1.28 

新萨托菌属 Neosartorya 1.02 0.00 0.00 0.32 

新壳梭孢属 Neofusicoccum 0.00 0.96 0.00 0.32 

黑孢霉属 Nigrospora 0.00 3.85 1.80 1.92 

拟青霉属 Paecilomyces 9.18 0.00 0.00 2.88 

青霉属 Penicillium 7.14 0.00 0.00 2.24 

拟茎点霉属 Phomopsis 6.12 9.61 50.45 23.00 

炭角菌科 Xylariaceae 0.00 0.00 0.90 0.32 

篮状菌属 Talaromyces 9.18 0.00 0.00 2.88 

木霉属 Trichoderma 2.04 0.00 0.00 0.64 

丝核菌属 Rhizoctonia 2.04 0.00 0.00 0.64 
 

表 3  广藿香根、茎、叶中内生真菌的多样性 
Table 3  The diversity of endophytic fungi in patchouli roots, strems, and leaves 

多样性指标 

Divesity index 

根 

Root 

茎 

Stem 

叶 

Leaf 

总菌株数 Number of fungal strains (N) 98 104 110 

物种数 Number of fungal species (S) 27 15 16 

Shannon-Wiener多样性指数 Shannon-Wiener diversity index (H′) 2.64a 2.00a 1.97a 

均匀度指数 Evenness index (E) 0.66b 0.74a 0.72a 

相似性指数-根 Similarity index-root (Cs root) 1.00 0.20 0.19 

相似性指数-茎 Similarity index-stem (Cs stem) − 1.00 0.35 

相似性指数-叶 Similarity index-leaf (Cs leaf) − − 1.00 

注：不同小写字母表示不同部位某一项指数之间具有显著性差异(P<0.05). 
Note: Different small letters indicate that the comparison differences under the different parts of patchouli are significant (P<0.05). 
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表 4  具青枯菌拮抗活性的广藿香内生真菌菌株 
Table 4  Some antagonistic patchouli endophytic fungi 

against to Ralstonia solanacearum 

菌株编号 

Strain No. 

抑菌圈相对半径* 

The relative radius of inhibition zone* (cm)
GHXL17 0.2 
GHXL12 0.2 
GHXL26 0.2 
GHXS16 0.2 
GHXR06 0.4 
GHXR07 2.8 
GHXR16 0.6 
GHXR17 0.2 
GHXR19 0.6 
GHXR26 0.3 
GHXR27 1.1 
GHXR29 3.0 
GHXR33 0.5 
GHXR35 0.9 
GHXR36 0.5 
GHXR37 0.9 

注：*：抑菌圈相对半径=抑菌圈半径−真菌菌落半径. 
Note: *: The relative radius of inhibition zone = the inhibition zone 
radius − fungal colony radius. 
 

99%，其在系统发育树上与 4个Myrothecium roridum

序列形成一个支持度为 82%的支(图 4)，同时结   

合其菌落与孢子形态特征(图 3B)，可以将其鉴定为

Myrothecium roridum Tode。GHXR29的 ITS序列与

篮状菌属中的 Talaromyces wortmannii (KF984827)

的一致性高达 99%，在系统发育树中与 3 个

Talaromyces wortmannii序列形成一个支持度为 98%

的支(图 5)，同时结合其形态学特征(图 3C)，可将其

鉴定为 Talaromyces wortmannii (Klöcker) Benjamin。 

3  结论与讨论 

从采集自广东药科大学大学城校区中药园的

广藿香共分离到 30个属的内生真菌，内生真菌总的

定殖率和分离率分别为 76.37%和 77.86%，其总多

样性指数为 2.32，表明该区域生长的广藿香蕴含着

丰富的内生真菌资源。本研究中广藿香内生真菌定

殖率和多样性指数与其他同处亚热带或热带区域

的植物较接近[35-36]，但明显高于北方温带地区生长

的药用植物[37-38]，这可能与宿主植物所处地区的

环境和气候有关，热带和亚热带地区比温带地区

具有更加丰富的物种多样性，并且降水较多，湿

度较大，更有利于内生真菌在植物体内的侵染和定

殖[35,39-40]。同时本研究还在广藿香中分离到一些在

其他药用植物中未曾分离到的较为新颖和少见的

内生真菌类群[41]，如炭皮菌属(Biscogniauxia)、弯

孢聚壳属(Eutypella)、Gibellulopsis、新萨托菌属

(Neosartorya)、新壳梭孢属(Neofusicoccum)和篮 
 

 
图 1  基于 ITS rDNA 序列构建的 GHXR07 系统发育树 

Figure 1  Phylogenetic tree based on the ITS rDNA gene sequence of GHXR07 
注：建树方法为邻接法；外类群为 Trichocoma paradoxa CBS788.83 (JN899398)；系统树分支点处的数字为系统树的自展值(1 000次

重复)；标尺长度代表遗传距离；括号中编号为所用菌株在 GenBank中的登录号. 
Note: The phylogenetic tree was constructed by Neighbour-Joining method; Trichocoma paradoxa CBS788.83 (JN899398) was used as the 
out-group; The number in each branch point indicates the number of trees from 1 000 bootstrap replications in which the branch occurs; 
Scale length represented genetic distance. GenBank accession numbers were shown in the parentheses. 
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图 2  基于 LSU rDNA 序列构建的 GHXR07 系统发育树 

Figure 2  Phylogenetic tree based on the LSU rDNA gene sequence of GHXR07 
注：建树方法为邻接法；外类群为 Trichocoma paradoxa IAM14601(AB047220)；系统树分支点处的数字为系统树的自展值(1 000次

重复)；标尺长度代表遗传距离；括号中编号为所用菌株在 GenBank中的登录号. 
Note: The phylogenetic tree was constructed by Neighbour-Joining method; Trichocoma paradoxa IAM14601 (AB047220) was used as the 
out-group; The number in each branch point indicates the number of trees from 1 000 bootstrap replications in which the branch occurs; 
Scale length represented genetic distance. GenBank accession numbers were shown in the parentheses. 
 

 
图 3  内生真菌 GHXR07 (A)、GHXR27 (B)、GHXR29 

(C)的菌落及孢子形态 
Figure 3  The colony and spores morphology of endophytic 
fungi GHXR07 (A), GHXR27 (B), and GHXR29 (C) 
注：a：菌落的正面；b：菌落的背面；c：孢子及菌丝. 
Note: a: The front of the colony; b: The back of the colony; c: 
Spore and hyphae. 
 

状菌属(Talaromyces)，这些真菌在广藿香特异性地

分布或许可能与广藿香体内所具有的独特微环境

有关[41]。大量研究表明植物内生真菌的次生代谢产

物存在许多具有新结构或新活性的物质，目前已成

为新药开发的重要资源库[16-17,42]，因此本研究对广

藿香内生真菌的分离及其类群的系统分析将为广藿

香内生真菌代谢产物的后续开发和挖掘奠定基础。 

广藿香根部内生真菌的种类数量及生物多样

性指数均明显高于茎和叶，在一些其他植物的内生

菌研究中也得到了相似的结果[38,43-45]。土壤微生物

生物量大且种类丰富[46]，它们也是植物内生菌的主

要来源[47-48]。植物根系的能量和物质代谢异常活跃

且与土壤微生物存在直接和紧密的相互作用，其受

到土壤真菌侵染的机会较多[49]，因此根部内生真菌

的多样性相对较高是极易理解的。虽然茎和叶部内

生真菌的种类少于根部，但其定殖率及分离率却高

于根部，这可能与广藿香叶和茎部的空间和养分相

对于根部较为充足，更有利于内生真菌定殖和繁衍

有关[38]，而广藿香多数由扦插繁殖而成，其根系并

不发达，提供的营养和空间有限。 

内生真菌在广藿香不同部位的类群结构与分

布具有一定的差异性和专一性：根部的优势类群为

链格孢属(32.65%)和棒孢霉属(12.24%)，茎为链格

群相似性指数均小于 0.5，这表明它们的类群不相

似程度较高。广藿香 3 个部位共分离到 30 个不同

类群的内生真菌，其中 24 个类群只分布于某一特

定组织内，例如棒孢霉属只在根中分离到，球座菌

属只在叶中分离到，而葡萄座腔菌属只在茎中分离

到，这一结果可能与广藿香不同部位的组织结构及

营养条件不同所导致的体内微环境差异有关[50-51]。

链格孢属、拟茎点霉属和炭疽菌属的内生真菌在广藿

香体内有较高的分离率，已有研究报道它们在其他药

用草本植物中也有广泛的分布[41]，这可能与链孢属

(49.04%)、炭疽菌属(17.31%)和腐皮壳属(15.38%)， 
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图 4  基于 ITS rDNA 序列构建的 GHXR27 系统发育树 

Figure 4  Phylogenetic tree based on the ITS rDNA gene sequence of GHXR27 
注：建树方法为邻接法；外类群为 Fusarium oxysporum strain ATCC MYA-444618S (FJ172291)；系统树分支点处的数字为系统树的

自展值(1 000次重复)；标尺长度代表遗传距离；括号中编号为所用菌株在 GenBank中的登录号. 
Note: The phylogenetic tree was constructed by Neighbour-Joining method; Fusarium oxysporum strain ATCC MYA-444618S (FJ172291) 
was used as the out-group; The number in each branch point indicates the number of trees from 1 000 bootstrap replications in which the 
branch occurs; Scale length represented genetic distance. GenBank accession numbers are shown in the parentheses. 
 

 
图 5  基于 ITS rDNA 序列构建的 GHXR29 系统发育树 

Figure 5  Phylogenetic tree based on the ITS rDNA gene sequence of GHXR29 
注：建树方法为邻接法；外类群为 Trichocoma paradoxa CBS788.83 (JN899398)；系统树分支点处的数字为系统树的自展值(1 000次

重复)；标尺长度代表遗传距离；括号中编号为所用菌株在 GenBank中的登录号. 
Note: The phylogenetic tree was constructed by Neighbour-Joining method; Trichocoma paradoxa CBS 788.83 (JN899398) was used as the 
outgroup; The number in each branch point indicates the number of trees from 1 000 bootstrap replications in which the branch occurs; Scale 
length represented genetic distance. GenBank accession numbers are shown in the parentheses. 
 

 

而叶为拟茎点霉属(50.45%)和炭疽菌属(17.12%)；

根、茎、叶 3 个部位之间的内生真菌类格孢属、拟

茎点霉属及炭疽菌属真菌的侵染和定殖对宿主及生

长微环境具有较强的适应性有关[52]。链格孢属真菌

主要分布于植物的茎和叶中，根部较为少见[53-54]，

而本研究从广藿香根部分离到较高比例的链格孢属真

菌，其他研究者也在沙棘、芦荟、绒毛草等植物的根部

分离到较高比例的链格孢属内生真菌[55-57]，这可能与

这些植物根部存在适合链格孢属真菌生长和繁殖的营

养成分、组织结构及其他微环境有关。 

青枯菌侵染可导致多种植物比如番茄、烟草、

辣椒、香蕉、广藿香出现青枯病。研究者已从植物

根际土壤中分离到多种对番茄、辣椒、烟草青枯菌

具有较好抗性的细菌，如芽胞杆菌、越南伯克氏菌

等，并在盆栽试验中取得了一定的防治效果[58-59]。

但根际细菌在应用过程中较易受到土壤土著微生

物竞争、原生动物的吞噬以及其他环境因子的影

响，造成效果不稳定[60-61]。相对于细菌，真菌呈菌
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丝生长，接触面积广，生物量大，在环境中具有极

强的适应能力[62]，因而内生真菌可能更容易与宿主

植物形成紧密的共生关系，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

植物抗病害能力[11-12]。本研究从广藿香内生真菌分

离到 16株对青枯菌具有拮抗活性的菌株，其中 3株

内生真菌的拮抗活性尤为显著，作为广藿香青枯病

潜在的生防菌，值得进一步研究。我们的前期研究

还发现内生真菌可在逆境环境下促进宿主植物生长

并降低其地上部分重金属含量[63]。因此，广藿香-内

生真菌防治系统有望在预防青枯病的同时，在缩短

广藿香生产周期、降低重金属残留、改善药材质量

等方面发挥作用，这对于广藿香种植产业具有重要

的应用价值，有必要开展进一步的深入研究。 
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