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小花棘豆(Oxytropis glabra DC)内生真菌的分布特点
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摘要:【目的】为探明小花棘豆不同组织中内生真菌带菌率及其种属分布特点，对采自内蒙古阿拉善盟草原
的小花棘豆各组织内生真菌进行检测与分离。【方法】制作小花棘豆不同组织临时装片，通过染色观察与分
离鉴定方法研究小花棘豆各组织中内生真菌分布形态、带菌率以及内生真菌种属分布情况。【结果】通过临
时装片染色技术从小花棘豆茎、叶、叶柄及种子中均检测到内生真菌并观察到其在各组织中的分布特点;采
用普通分离方法从小花棘豆四种组织中分离出 79 株内生真菌，鉴定为 5 个种。比较小花棘豆各组织内生真
菌带菌率与分离率发现种子 ＞叶 ＞茎 ＞叶柄，且小花棘豆内生真菌的主要优势种(相对分离频率)为疯草内
内生真菌 ( Undifilum oxytropis) (77. 32% )，砖格孢属 ( Embellisia sp． ) L12 (64. 00% )，镰刀菌属 ( Fusarium
equiseti)(50. 00%)。【结论】小花棘豆各组织中普遍存在内生真菌，其在各组织中的形态分布各异，内生真
菌数量与种属分布存在组织差异性，种子和叶是内生真菌侵染和定殖的主要部位。
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小 花 棘 豆 ( Oxytropis glabra DC ) 为 豆 科
(Leguminosae)蝶形花亚科棘豆属 ( Oxytropis)多年
生草本植物，俗称醉马草，是我国西部天然草地重要
的疯草(Locoweed)类植物［1 － 2］，主要分布于内蒙古、
新疆、陕西、甘肃、宁夏、山西等省区［3］。多生于草
原、荒漠草原及荒漠区低湿地、湖盆边缘和沙地的盐
湿低地、芨芨草盐生草甸群落中，被认为是荒漠区和
草原区盐生草甸的特征种之一［4 － 5］。小花棘豆也是
重要的中药和蒙药原料，有麻醉、镇静和止痛等功
效［6］。小花棘豆生境特殊，使其在不断演化中具有
耐干旱、耐寒、耐贫瘠与耐盐碱等抗性，因此再生能
力和适应性较强，具有防风固沙、固土护坡和水土保

持作用以及增强土壤肥力之效，极具重要的生态学
价值［7］。小花棘豆本地动物一般不会主动采食，只
有当放牧草地可食牧草缺乏时，由于小花棘豆抗性
较强，枯竭晚，返青早，动物因饥饿而被迫采食后引
起中毒。研究表明，小花棘豆、甘肃棘豆、黄花棘豆、
变异黄芪等疯草类植物主要毒性成分是苦马豆素
( swainsonine)，可抑制动物体内 a-甘露糖苷酶活性，
使组织细胞发生广泛的空泡变性，造成细胞功能紊
乱而引起慢性中毒［8 － 9］。长期以来由于草地干旱、
超载过牧、盲目开垦等自然和人为因素的影响，牧草
逐渐减少，草地大面积沙化和毒草化，草地逆行演
替，小花棘豆已成为荒漠化草地危害畜牧业最严重
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的毒草，被列为草原四害之一［1，10］。
内生真菌(Endophytic fungi)是指在其生活史中

某一段时期内或整个生命时期生活于植物组织内
部，对其宿主不引起明显疾病的一类真菌，还包括腐
生真菌、病原真菌和菌根菌［11］。研究发现，内生真
菌与疯草长期协同进化过程中，彼此形成了互惠互
利的共生关系，植株为内生真菌创造适宜的生存环
境，提供光合产物及矿物质，而内生真菌或其代谢物
能刺激植物生长发育，提高宿主植物对生物胁迫和
非生物胁迫的抵抗力［12］。近年来，国内外学者已从
不同生境的多种疯草中分离获得产苦马豆素的内生
真菌，并对内生真菌与疯草间的相互作用关系进行
了研究，发现疯草内生真菌与疯草抗逆性及疯草毒
素的产生有密切关系［13］。卢萍等［14］、霍红雁等［15］

从不同地理种群的小花棘豆中分离获得产苦马豆素
的内生真菌———埃里砖格孢属 ( Embellisa sp． )真
菌;Gao 等［16］从内蒙古小花棘豆中分离获得产苦马
豆素的疯草内生真菌 ( Undifilum oxytropis);卢围
等［17］、Lu 等［18］从小花棘豆中分离获得可产苦马豆
素的内生真菌—镰刀菌属(Fusarium sp． )真菌。然
而，有关小花棘豆内生真菌的种属与分布特点尚未
见报道，本研究旨在通过临时装片技术检测与常规
分离鉴定方法观察内生真菌在小花棘豆各组织中的
分布特征，并确定小花棘豆中内生真菌的主要种属
类型，为小花棘豆内生真菌多样性研究提供基础资
料。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 植物样品:新鲜健康小花棘豆地上部分全草
及其茎、叶、种子等样品，2011 年 8 月采集于内蒙古
阿拉善左旗天然草地 ( N:38°49' 803″，E:105° 42'
015″)，植株采集后立即放入装有变色硅胶的保鲜袋
中脱水处理，带回实验室 4℃冰箱保藏备用。
1. 1. 2 培 养 基: PDA 双 抗 培 养 基，即 马 铃 薯
200 g /L，葡萄糖20 g /L，琼脂15 g /L。灭菌后加入
150 μg /mL青霉素钾和120 μg /mL硫酸链霉素以抑
制细菌生长。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:霉菌培养箱 (MJP-150)、
4℃ 冰 箱 ( FRESTECH SC-208A )、超 低 温 冰 箱
(SANYO MEDICAL FREEZER)、普通光学显微镜

(重庆光电仪器有限公司)、显微照相机 (MOTIC)、
高速冷冻离心机( SIGMA 3K15)、普通 PCR 仪(Bio-
Red)、全自动凝胶成像系统(SYNGENE)等。
1. 2 植物组织预处理

选取脱水保藏的小花棘豆各部位组织，用流水
冲洗干净后，于无菌水中浸泡过夜，使组织细胞充分
吸水复原，用吸水纸吸干组织表面水分后进行内生
真菌检测与分离培养。
1. 3 各组织内生真菌的检测

从预处理的小花棘豆样品中随机选取一定数量
的茎、叶、叶柄与种子进行内生真菌检测。检测茎时
取靠近叶柄或穗轴端一段长约 2 － 5 cm 的茎轴，用
解剖刀纵向切成两半，用刀尖轻轻刮取少量茎髓质，
于载玻片上展开，加 1 滴乳酸酚棉蓝染液染色约 30
s;检测叶片和叶柄时用解剖刀横向轻轻划破叶片内
表皮，用眼科镊夹起叶脉边缘顺叶脉生长方向至上
而下轻轻撕下内表皮，或纵向削取叶柄薄片，将表皮
组织及叶柄薄片置于载玻片上，加 1 － 2 滴乳酸酚棉
蓝染液，染色约 30 － 90 s;检测种子时将种子置于
30 mL 5% NaOH 溶液中浸泡过夜，自来水洗去种子
表面残留的 NaOH，将其置于载玻片上，用解剖刀将
种子切开并用眼科镊剥开种皮、糊粉层及胚乳等相
关组织，滴 1 滴乳酸酚棉蓝染液，染色 1 － 3 min;染
色结束尽量摊开组织，盖上盖玻片压平，用滤纸吸去
周围多余染液，排尽组织周围气泡后于普通光学显
微镜(400 × )下观察各组织中内生真菌菌丝体分布
情况并统计带菌率［19］。
1. 4 内生真菌分离培养

随机选取染色检测后带菌的小花棘豆各组织，
采用 75%酒精和 2% NaClO 进行表面消毒，消毒后
将茎和叶柄剪成 5 mm 小段，叶剪成 5 mm × 5 mm 小
块，种子分成 4 份，分别置于 PDA 培养基表面，切口
面紧贴培养基，每个平板接种 6 － 7 块组织。28℃下
恒温培养，待切口边缘长出菌丝后，采取尖端菌丝挑
取法纯化菌株 2 － 3 次，得到纯化菌株后编号。将纯
化菌株分别接种于新鲜 PDA 培养基上，记录长出菌
落的形态、颜色差异及生长速率等特征，采用插片法
观察菌丝显微结构，最终根据有关资料初步确定菌
株种属地位［20］。
1. 5 分离菌株的系统发育学分析
1. 5. 1 PCR 扩增:将纯化菌株于 PDA 培养基上扩
增培养 15 － 40 d 后收集菌丝，用改良 CTAB 法提取
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菌株基因组 DNA［18］。采用 White 设计的 ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3') 和 ITS4 ( 5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')真菌通用引物扩增
其 5. 8 S rDNA-ITS 序列［21］。PCR 扩增反应体系为
25 μL，含 DNA 模板 3 μL，10 μmol /L ITS 1 和 ITS 4
各1 μL，2 × EasyTaq PCR SuperMix 12 μL，ddH2 O
8 μL。反应程序:95℃ 5 min;95℃ 30 s，55℃ 30 s，
72℃ 45 s，35 个循环; 72℃ 10 min。 PCR 产物经
1. 2%琼脂糖凝胶电泳检测后回收克隆与测序。
1. 5. 2 系统发育学分析:序列在 GenBank 数据库中
与已有 5. 8S rDNA-ITS 序列进行在线同源比对，选取
比对后指标靠前的相似序列和分类比较相近种属的
序列，应用 ClustalX1. 83 version 和 MEGA5. 0 软件，采
用邻接法(Neighbor-joining，NJ)构建系统发育树，以
自展数据集 1000 次检测发育树，结合菌株形态学特
征与系统发育树中组群关系确定菌株分类地位。

2 结果和分析

2. 1 各组织中内生真菌形态与分布特点
茎髓质中，菌丝沿髓组织细胞间隙自然弯曲或

线状纵向分布，有时跨过维管束，有时菌丝体粗细与
弯曲程度很不均匀，但很少有分叉现象;叶片中，菌
丝主要平行分布于海绵组织细胞周围，靠近气孔，纵
向排列在植物细胞间隙，有时紧贴细胞壁，菌丝体相
对较粗，线状或波浪状;叶柄中，内生真菌菌丝较少，
偶见沿细胞间隙线状弯曲分布，菌丝较细，弯曲度
小、无分支;种子中菌丝体较多，主要分布在种皮栅
栏组织与薄壁组织两层的细胞间隙，菌丝体粗细均
匀、线状、有隔膜、稍弯曲、无分叉，但种子胚体部分
未见到内生真菌菌丝体分布(图 1)。

图 1． 菌丝体在小花棘豆组织中的形态(400 × )
Figure 1． Morphological characters of hyphae within different tissues of Oxytropis glabra DC (400 × ) ． A: Hyphae within stem medulla; B:

Hyphae within leaf; C: Hyphae within petiole; D:Hyphae within seed．

本研究从小花棘豆茎、叶、叶柄与种子中均检测
到内生真菌(表 1)。从表 1 可以看出，内生真菌在
小花棘豆茎、叶、叶柄与种子中的分布(带菌率)存
在一定差异，小花棘豆内生真菌主要分布于种子
( IR = 80. 00% )，其次是叶 ( IR = 65. 73% )，而茎和
叶柄的带菌率相当，但四种组织中内生真菌带菌率
均大于 50%，表明小花棘豆组织中存在内生真菌，
但数量分布表现组织差异性。

表 1． 小花棘豆各组织中内生真菌带菌率
Table 1． Infection rate of endophyte fungi in different

tissues of Oxytropis glabra DC

Detection

tissue

Detection

number

Infection

number

Infection

rate( IR) / %
Stem 125 71 56. 80
Leaf 143 94 65. 73
Petiole 100 52 52. 00
Seed 85 68 80. 00

2. 2 内生真菌分离结果
从小花棘豆茎、叶、叶柄及种子共 201 块组织中

分离到 79 株内生真菌，分离率为 39. 3%。根据菌
落形态、颜色、生长速率及菌丝显微结构特点初步合
并为 5 种形态菌(图 2)，依次编号为 XJ-J1-1，XJ-J1-
2，XJ-J1-4，XJ-Y1-2，XJ-P1-4。根据菌落、菌丝显微
特点及国内外报道资料可初步确定 XJ-J1-1 为
Undifilum sp．真菌，是目前疯草中主要的内生真菌，
但本研究中菌丝显微结构未发现分生孢子等特殊结
构;菌株 XJ-P1-4 菌丝顶端具有少量分枝，在菌丝分
支处或顶端有大量的分生孢子，有时孢子聚集成团，
有时在菌丝顶端形成孢子链，分生孢子暗色，椭圆形
或卵形，可初步确定为链格孢属 ( Alternaria sp． )内
生真菌;其余 3 株内生真菌仅从形态学特征未能鉴
定其种属情况，但所有菌株均需进行分子生物学鉴
定才能确定其分类地位。
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图 2． 小花棘豆内生真菌菌落与菌丝形态(菌丝照 400 × )
Figure 2． Morphology of colonies and hyphae of fungi from Oxytropis glabra DC ( hyphae 400 × ) ． A1，A2 : The colony and hyphae of XJ-J1-1; B1，

B2 : The colony and hyphae of XJ-J1-2; C1，C2 : The colony and hyphae of XJ-J1-4; D1，D2 : The colony and hyphae of XJ-Y1-2; E1，E2 : The colony

and hyphae of XJ-P1-4．

从内生真菌分离培养结果可以看出，内生真菌
在小花棘豆四种组织中的分布具有一定规律性(表
2)。由表 2 可知，小花棘豆内生真菌主要分布于叶
和种子中，分离率分别为 56. 82% 和 42. 37%，且在
叶和种子中的优势菌株均为 XJ-J1-1，相对分离频率
分别为 76. 00%和 86. 21%，这与临时装片检测结果
相同，表明小花棘豆叶和种子中内生真菌数量与种
属分布具有一致性。此外，小花棘豆各组织内生真

菌的分离率除叶外，其他组织分离率均远低于
50%，这与临时装片检测结果差异很大，可能因分离
内生真菌时采用的消毒剂浓度不当或消毒时间过长
引起，也可能是小花棘豆组织中存在大量共生的但
不能用普通培养基分离培养的内生真菌。从分离结
果可知，小花棘豆内生真菌种属分布也表现组织差
异性。

表 2．小花棘豆不同组织内生真菌分离结果
Table 2． Endophytic fungi from the different tissues of Oxytropis glabra DC

Tissues Tissues umber Colony number Isolation rate / % Dominant strains Isolation frequency / %
Stem 60 19 31. 67 XJ-J1-1 68. 42
Leaf 44 25 56. 82 XJ-J1-4． 76. 00
Petiole 38 10 26. 32 XJ-J1-2 50. 00
Seed 59 25 42. 37 XJ-J1-1 86. 21

2. 3 内生真菌系统发育分析
从 5 种小花棘豆内生真菌基因组 DNA 中均扩

增获得 500 bp 左右的 5. 8S rDNA-ITS 序列。将 PCR
产物测序结果在 NCBI 上进行 BLAST 比对，选取比
对后相似系数较高的种属序列用邻接法构建系统发
育树(图 3)。由图 3 可知，小花棘豆内生真菌 XJ-
J1-1、XJ-J1-4、XJ-P1-4 形成一个大的支持率为 100
的聚类，该聚类下又分为两个小的分支，XJ-J1-4 与
XJ-P1-4 在同一分支上，支持率为 72%，说明这两株
菌间亲缘关系相对较近，且它们与各自比对菌株序

列同源性均大于 99%。其中，XJ-J1-4 与编号分别
为 AY345356 和 AY228650 的 Embellisia sp． 亲缘关
系密切，据国内外研究报道可知小花棘豆内生真菌
XJ-J1-4 为 Embellisia sp． L12。XJ-J1-1 与编号分别
为 FJ357318 和 FJ357320 的 Undifilum oxytropis 亲缘
关系最近，同源性为 99%，结合形态学特征可确定
XJ-J1-1 为 Undifilum oxytropis。XJ-Y1-2 在 NCBI 上
进行 BLAST 比对时，仅与编号为 FR733810 的
Aspergillus fumigatiaffinis 菌株的相似性较高，进化分
析后其同源性为 100%。XJ-J1-2 与编号分别为
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JQ690085 和 DQ166549 的 Fusarium sp． 亲缘关系最
近，同源性为 100%，结合形态学特征比较后确定为
Fusarium equiseti。XJ-P1-4 根据其进关系与菌丝、分
生孢子显微结构可确定为 Alternaria porri。目前，已
将菌株 Embellisia sp． L12 和 Undifilum oxytropis 提交

中国工业微生物菌种保藏管理中心(CICC)，并获菌
株保藏号分别为 CICC2492 和 CICC2493。由表 2 可
知，疯草内生真菌(Undifilum oxytropis)、木贼镰刀菌
(Fusarium equiseti)和埃里砖格孢菌 (Embellisia sp．
L12)3 株为小花棘豆内生真菌的主要优势菌株。

图 3．基于 5． 8S rDNA-ITS 序列由邻近法构建的系统发育树
Figure 3． Neighbor-joining (NJ) tree based on 5． 8S rDNA-ITS sequences． The number at each branch points

indicate the percentage of bootstrap supporting with bootstrap values calculated from 1000 resampling． Numbers in

parentheses represent the sequences' accession number in GenBank． The scale bar indicates 5% substitutions per

nucleotide position．

3 讨论

内生真菌菌丝体系统地分布于植物茎杆、叶鞘、
叶片、花序、果实和种子等器官、组织的细胞或细胞
间隙［7］。1978 年，Patriquin 等发现苯胺蓝可将真菌
原生质体染成蓝色，便最早建立了苯胺蓝染色检测
植物组织内生真菌的方法［22］。随后，Kelemu 等采
用苯胺蓝染色法染色检测到珊状臂形草感染有内生
真菌［23］。我国学者南志标［24］、王志伟等［25］也利用
苯胺蓝染液对我国部分国产和引进的禾本科植物中
内生真菌分布开展了大量研究，均取得显著成果。
本研究在上述方法的基础上根据小花棘豆组织学特
点，采用乳酸酚棉蓝染色法对小花棘豆不同组织进
行处理观察组织中内生真菌分布情况，并统计各组
织中内生真菌带菌率。结果发现，小花棘豆茎、叶、
叶柄及种子中存在内生真菌，侵染率均大于 50%，
且内生真菌菌丝体在不同组织中的分布规律与禾本
科植物相应组织中相似［26］，在疯草种子种的分布与

Oldrup 等报道的结果一致［27］，而在其他组织中的分
布未见报道。

内生真菌的分离培养是植物内生真菌检测的另
一重要手段。本研究采用普通分离培养法研究样品
中内生真菌种属分布情况，发现各部位分离率及总
体分离率均远小于临时装片检测时的感染率，除叶
外其他组织中内生真菌分离率均小于 50% (表 2)，
说明在检测到含有内生真菌的组织中仍有大量内生
真菌未被分离出来。此方法的不足之处在于不同植
物不同组织部位采用的消毒时间不确定，消毒时间
过长会杀死组织中内生真菌，而消毒时间不足则又
会引入大量表生菌。此外，植物体内的许多共生真
菌不能在人工培养基上生长，或分离培养过程中组
织内生长快的内生真菌长出后就抑制了慢生菌的生
长，不能将植株中所有内生真菌分离出来。因此，通
过组织分离培养法研究植物内生真菌群落分布时，
针对不同组织类型选择最佳表面消毒时间和最佳培
养条件是必要的。

从两种检测方法均可发现，小花棘豆四种组织
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中内生真菌的侵染程度依次为种子 ＞ 叶 ＞ 茎 ＞ 叶
柄。此外，从内生真菌分离频发现，不同组织中侵染
的主要内生真菌类型不同，茎和种子的优势菌株均
为 Undifilum oxytropis，分离频分别为 68. 42% 和
86. 21% ( 平 均 77. 32% )，叶 的 优 势 菌 株 为
Embellisia sp． L12，分离频为 76% (平均 64. 00% )，
叶柄为 Fusarium equiseti(50. 00% )，表明内生真菌
在侵染或定殖植物组织时具有组织选择性，这可能
与疯草内生真菌主要通过菌丝生长进入子房和胚
珠，经种子传播的方式有关［28］，或叶组织的特性和
在环境中暴露较大的表面积有利于孢子附着与沉
积，在适宜时间和条件下就可能使内生真菌生存。

本研究获得的 3 株优势菌株分别与卢萍等［14］、
Gao 等［16］和 Lu 等［18］等对我国小花棘豆内生真菌的
研究结果相符。Alternaria porri 广泛存在于自然界
和植物体内，其与 Embellisia sp．亲缘关系较密切，本
次从小花棘豆中分离出来可能来自环境中也可能为
小花棘豆内生真菌，或出现 Braun 等首次发现疯草
中的 Embellisia sp．真菌时将其确定为 Alternaria sp．
的现象［29］。另外，本研究通过内生真菌分离鉴定技
术从小花棘豆中分离获得的优势菌株 Undifilum
oxytropis 和 Embellisia sp． L12 也是国外疯草中发现
的主要内生真菌［30 － 31］。从叶中分离到 Aspergillus
fumigatiaffinis 为首次报道，在其他组织或其他棘豆
属疯草中是否也存在该属内生真菌，仍需进一步研
究。

资料表明，疯草内生真菌具有多样性［13］。本研
究借鉴禾草内生真菌检测技术［20］，首次应用于制作
棘豆属疯草(小花棘豆)各组织临时装片，通过乳酸
酚棉蓝染色法与分离培养法相结合能够更准确、全
面地阐明小花棘豆各组织内生真菌分布情况。此方
法的建立将有待用于研究我国西部草地其他疯草类
植物内生真菌，为尽快探清我国疯草内生真菌在不
同组织器官中的分布规律，进一步培育无菌疯草植
株研究内生真菌与疯草抗性关系提供了理论和技术
依据。
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Distribution of endophytic fungi in Oxytropis glabra DC

Qiwu Zhou1，Hao Lu1，Ping He1，Dujian Yan1，2，Baoyu Zhao1* ，Liang Zhang1，
Weili Wen1，Xiaowen Yang1
1 College of Veterinary Medicine，Northwest A＆F University，Yangling 712100，China
2 AKS Vocational and Technical College，Aksu 843000，China

Abstract:［Objective］ Endophytic fungi were detected and isolated from the stems， leaves，petioles and seeds of
Oxytropis glabra DC sampled from Alashan of Inner Mongolia to investigate the infection rate and species distribution in
different tissues． ［Methods］ The endophytic fungi infection rate and distribution of species in different tissues were
investigated by making temporary slides，staining，isolation and identification． ［Results］Endophytic fungi were detected
and observed from all parts ( stems，leaves，petioles and seeds) of the plant by temporary slides staining． A total of 79
isolates were cultivated from 4 different tissues by common separation methods，which belonged to 10 genera after
identification． The infection rate and separation rate were seeds ＞ leaves ＞ stems ＞ petioles． Undifilum oxytropis，
Embellisia sp． L12 and Fusarium equiseti were the dominant species in this plant with the relative isolate frequency
77. 32%，64. 00% and 50. 00%，respectively． ［Conclusion］Endophytic fungi were commonly found in the all parts of
Oxytropis glabra DC． There was an obviously difference in quantity，species and distribution of the endophytic fungi
between different parts of plant． Seeds and leaves were the most vulnerable to infection and colonization by the endophytic
fungi．
Keywords: Oxytropis glabra DC，endophytic fungi，detection，isolation and identification，distribution
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