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摘要：【目的】研究传统药用植物烟草(Nicotiana tabacum L.)内生真菌的丰富度，揭示其种群多样性和群

落结构，为烟草内生真菌资源的有效利用奠定基础。【方法】采用组织分离法进行烟草内生真菌的分离，

通过形态学和分子生物学相结合的方法进行菌株分类鉴定，以香农多样性指数及相对分离频率反映内生

真菌物种多样性及分布规律。【结果】从不同组织部位、不同生长时期、不同海拔样地的健康烟草中共

分离获得 539株内生真菌，根据 rDNA-ITS系统发育分析鉴定为 31属 73种，香农多样性指数为 2.78，

曲霉属 Aspergillus 和镰孢属 Fusarium 为优势菌群，其相对分离频率分别为 22.63%和 12.99%。其分布

规律表现为茎部内生真菌的多样性高于叶部和根部；随着生育期的延长，内生真菌多样性逐步增多；随

着海拔高度升高，内生真菌的种类和数量呈现降低的趋势。【结论】烟草内生真菌具有丰富的生物多样

性，其分布表现出组织、生长时期、海拔高度专化性。阐明内生真菌在烟草中的分布规律，可以为烟草

内生真菌在农业生产领域的开发应用提供科学依据。 
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植物内生真菌(plant endophyte)是指与植物体

共存但不引起植物产生病害的一类真菌，其分布

广泛，种类多样[1]。从其发现至今的 100余年，内

生真菌由于其自身及其代谢产物对宿主及微生态

系统的良性作用受到广泛的关注[2]。内生真菌由于

长期生活在植物体内的特殊生态环境中，在演化

过程中与宿主发生协同进化，通过建立植物体-菌

互作体系形成了互惠共生关系。一方面植物体生

长发育过程中产生的营养成分可以供给内生真

菌的生长需要，另一方面内生真菌通过合成次生

代谢产物形成化学防御机制，在宿主的生长发

育、抵御病害及系统演化等过程中发挥了重要的

作用[3–4]。已有研究证明，内生真菌在植物体生长

发育及在植物抗生物和非生物胁迫中发挥着积极
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作用，在植物生长促进剂、植物抗病性诱导剂、

提高植物体对重金属的耐受性、降低重金属对植

物的不良影响等方面具有显著作用[5]。 

烟草(Nicotiana tabacum L.)属茄科草本植物，

具有悠久的种植历史，其作为模式植物在遗传学、

细胞学、育种学、形态学、有机物代谢等植物学

领域发挥着积极作用。烟草作为传统的药用植物，

蕴含着丰富的内生真菌资源[6]。作为烟田微生物生

态系统的重要组成部分，烟草内生真菌在促进烟

草生长、提高烟叶品质和抗逆性(抗病、抗重金属

和干旱胁迫)等方面具有重要的作用。目前关于烟

草内生真菌的研究已有一定基础，但主要集中在

云南、河南 2个植烟区[7–8]。如韩伟从云南烟草中

分离获得内生真菌 186株，鉴定为 7属 10种。在

种群结构上，发现柑橘链格孢 Alternaria citri是优

势菌株，存在于烟草的整个生育期。而黑痣菌属

的 Phyllachora nicotiae和 P. nicoticola仅分离于叶

中，茎点霉属的 Phoma epiccocina和 P. pomorum

只分离于茎中，具有组织专化性。在种群分布上，

发现烟草内生真菌种群分布与生育期的延长呈正

相关，成熟期的内生真菌数量最多，种类最丰富[7]。

裴洲洋以河南省 9 个烟草品种为材料，共从中分

离了 977株菌株，鉴定为 15属，发现内生真菌的

分布与烟草生育期、烟草组织部位、年际变动均

有一定相关[8]。在农业生产方面，烟草内生真菌对

烟草生长的促生作用、生物防治作用、抗重金属

作用等也有相关报道[8–9]。 

本研究以湖北恩施州烟草为研究对象，进

行烟草内生真菌多样性的探究。恩施州位于湖

北省西南部(108°23′12″−110°38′08″E，29°07′10″− 

31°24′13″N)，是湖北省最大的烟叶产区，具有“烟

草王国”的称号[10]。本研究对恩施州烟草中的内生

真菌资源进行发掘，对其多样性及种群结构进行探

究。深入研究烟草内生真菌多样性具有重要的科学

意义，可为烟草内生真菌在农业生产上的应用提供

资源，为开发内生真菌的生物学功能提供依据，也

可为内生真菌与宿主互作的研究提供基础。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 

烟草样品为普通栽培种云烟 87，于 2017年 5月

至 8月采集于湖北恩施州。采用随机取样法采集不同

组织部位(根、茎、叶)、不同生长时期(苗期、团棵期、

旺长期、成熟期)、不同海拔样地(600、1000、1300 m)

的健康烟株。每个样品采集数目>10株，分离的组织

块>50块。样品采集后立即装入无菌袋中带回实验室

4 °C保存，并在 24 h内进行内生真菌的分离。 

1.2  内生真菌的分离纯化 

将采集的样品在自来水下充分冲洗，除去表

面的泥土。然后将冲洗的烟草组织按“75%乙醇  

(1 min) -2.5%次氯酸钠(30 s) -75%乙醇(1 min)”三

步消毒法进行表面灭菌，之后用无菌水冲洗 3遍。

将组织切成 0.5 cm×0.5 cm的小块，将切口插入含

有 0.5%氯霉素的 PDA培养基上，28 °C恒温培养

箱内培养 3−30 d。待培养基中组织切口处有菌丝

长出，用灭菌的接种环挑取菌丝至新的 PDA培养

基上纯化直至获得纯培养[6]。已纯化的菌株置于

40%的甘油中保存。为保证内生真菌分离的准确

性，实验设置 2组对照：(1) 设置未经表面消毒的

组织作为对照 1，然后通过组织印迹法来检验表面

消毒效果[6]；(2) 采用漂洗液检验法，取最后一次

表面消毒的无菌水涂布到 PDA培养基上培养作为

对照 2，验证表面消毒效果[4]。 

1.3  内生真菌的分类鉴定 

采用形态学和分子生物学相结合的方法进行
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菌种鉴定。在培养过程中，观察菌株的生长速度、

菌落大小、质地、边缘等形态特征，及其分生孢

子或菌丝体的显微结构特征。同时，采用 CTAB

法提取纯化菌株的基因组 DNA[11]，DNA 完整性

利用 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测，电泳条件：电

压 120 V，时间 15−20 min；Maker：λDNA/Hind  Ⅲ

marker，DNA浓度和纯度利用 Nanodrop检测。利

用通用引物 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCG 

G-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)

扩增菌株的 ITS序列。PCR扩增体系为：0.3 μL Taq 

DNA聚合酶(5 U/μL)，5.0 μL Taq缓冲液(10×PCR 

buffer)，3.0 μL MgCl2 (25 mmol/L)，1.0 μL dNTPs 

(每种碱基各 10 mmol/L)，1.5 μL ITS1引物，1.5 μL 

ITS4 引物，3.0 μL 模板 DNA，34.7 μL 超纯水   

(pH 8.0)。PCR反应程序：95 °C 15 min；95 °C 30 s，

56 °C 30 s，72 °C 1 min，30个循环；72 °C 10 min；

25 °C 10 min，4 °C保存。扩增成功的 PCR产物纯

化后经上海生工生物工程技术服务有限公司进行

测序。将测序成功的 ITS序列在 NCBI上进行 NR

比对，搜索与 PCR 产物序列相似的序列片段，初

步确定物种的分类地位。结合 NCBI上已有的近缘

物种的序列，使用 DNAMAN工具对序列进行比对

分析，根据相似度来判断其与已知序列的同源性。 

1.4  数据统计分析 

用香农多样性指数(H′)来反映烟草内生真菌

物种多样性，用相对分离频率衡量某种内生真菌

的优势度。香农多样性指数公式和相对分离频率

公式分别如公式(1)、(2)所示。 

i iln
k

i
H P P                    公式(1) 

其中，k为烟草内生真菌种类的总数，Pi为某

种烟草内生真菌的菌株数占全部内生真菌菌株数

的百分数。 

(RF,%) =

100%

对 频

内 数

内 总 数

相 分离 率

分离到的某种 生真菌的菌株
分离到的全部 生真菌 的菌株

 
公式(2)

 

其中，相对分离频率(RF)≥10%的内生真菌为

优势菌，RF≥1%的内生真菌为常见菌，RF<1%的

为稀有菌。 

2  结果和分析 

2.1  烟草内生真菌的多样性及菌群组成 

从湖北省恩施州采集的烟草不同组织部位

(根、茎、叶)、不同生长时期(苗期、团棵期、旺

长期、成熟期)、不同海拔样地(600、1000、1300 m)

共分离到内生真菌 539株，共鉴定为 31属 73种

(表 1)，香农多样性指数为 2.78。基于属水平来看，

曲霉属 Aspergillus和镰孢属 Fusarium为优势菌

群，其相对分离频率分别为 22.63%和 12.99% 

(图 1)；常见内生真菌 13 属，分别为刺盘孢属

Colletotrichum、茎点霉属 Phoma、链格孢属

Alternaria、青霉属 Penicillium、弯孢属 Curvularia、

附球菌属 Epicoccum、拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis、

踝节菌属 Talaromyces、黑孢属 Nigrospora、亚隔

孢壳属 Didymella、毛壳属 Chaetomium、球座菌属

Guignardia和木霉属 Trichoderma；稀有内生真菌

16 属，分别为派伦霉属 Peyronellaea、皮司霉属

Pithomyces、半内果菌属 Hamigera、色二孢属

Diplodia、双极霉属 Bipolaris、灵芝属 Ganoderma、

耐碱酵母属 Galactomyces、棒孢属 Corynespora、

端梗孢属 Acrophialophora、Setophoma (未检索到

中文名称)、叶点霉属 Phyllosticta、并头状菌属

Syncephalastrum、梭孢壳属 Thielavia、旋孢腔属

Cochliobolus、枝孢属 Cladosporium 和被孢霉属

Mortierella (表 2)。 
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表 1.  湖北烟草内生真菌种群组成 

Table 1.  The composition of tobacco endophytic fungi from Hubei province 
Order Family Genus Species 

Pleosporales Pleosporaceae Alternaria 6 

Bipolaris 1 

Curvularia 4 

Cochliobolus 1 

Pithomyces 1 

Didymellaceae Didymella 3 

Epicoccum 2 

Phoma 3 

Peyronellaea 1 

Phaeosphaeriaceae Setophoma 1 

Corynesporascaceae Corynespora 1 

Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Phyllosticta 1 

Diplodia 1 

Guignardia 1 

Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum 5 

Trichosphaeriales Trichosphaeriaceae Nigrospora 3 

Xylariales Sporocadaceae Pestalotiopsis 2 

Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma 2 

Nectriaceae Fusarium 6 

Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium 1 

Thielavia 1 

Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus 12 

Penicillium 4 

Hamigera 1 

Trichocomaceae Talaromyces 3 

Saccharomycetales Dipodascaceae Galactomyces 1 

Polyporales Polyporaceae Ganoderma 1 

Mortierellales Mortierellaceae Mortierella 1 

Mucorales Syncephalastraceae Syncephalastrum 1 

Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium 1 

incertae sedi* incertae sedi* Acrophialophora 1 

Total 18 31 73 

*: indicates the classification is unidentified. 
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图 1.  烟草内生真菌在属水平的优势度 

Figure 1.  Dominance of tobacco endophytic fungi in genus. 
 

表 2.  烟草常见内生真菌的相对分离频率 

Table 2.  Relative frequency (RF) of common endophytic fungi in Nicotiana tabacum (%, RF≥1%) 

Genera 
600 m 1000 m 1300 m 

Total 
Root Stem Leaf Root Stem Leaf Root Stem Leaf 

Colletotrichum sp. 0.93 0.74 2.23 0.19 0.37 1.86 – 0.37 0.56 7.24 

Phoma sp. 0.19 1.30 1.67 – 0.56 0.56 – 0.56 0.37 5.19 

Alternaria sp. 0.56 2.04 0.74 – 1.11 0.74 – – 1.30 6.49 

Aspergillus sp. 1.48 4.45 4.45 1.30 3.15 1.86 1.30 2.41 2.23 22.63 

Penicillium sp. 0.74 1.48 0.37 0.74 0.93 0.56 1.11 1.11 0.37 7.42 

Fusarium sp. 2.41 2.60 – 1.11 2.23 1.11 0.56 2.04 0.93 12.99 

Curvularia sp. 1.48 0.93 0.37 0.74 1.30 1.11 0.19 0.37 0.19 6.68 

Epicoccum sp. – 0.93 0.74 0.19 1.30 – – 0.56 – 3.71 

Pestalotiopsis sp. – 1.11 0.74 – 0.74 0.19 – 0.37 – 3.15 

Talaromyces sp. – 0.93 1.11 – 1.11 0.19 0.37 0.19 0.19 4.08 

Nigrospora sp. 0.56 0.93 0.93 0.56 0.19 0.37 0.74 0.19 0.37 4.82 

Didymella sp. 0.37 0.93 0.56 0.37 0.56 0.19 – 0.37 0.74 4.08 

Chaetomium sp. – 0.56 0.37 – – 0.19 – 0.37 – 1.48 

Guignardia sp. 0.19 0.37 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 1.86 

Trichoderma sp. – 0.37 – – 0.56 – – 0.19 – 1.11 

Rare taxa: Peyronellaea sp. (0.74%), Diplodia sp. (0.56%), Bipolaris sp. (0.56%), Corynespora sp. (0.56%), Acrophialophora sp. 
(0.56%), Mortierella sp. (0.56%), Pithomyces sp. (0.37%), Hamigera sp. (0.37%), Galactomyces sp. (0.37%), Setophoma sp. (0.37%), 
Phyllosticta sp. (0.37%), Syncephalastrum sp. (0.37%), Thielavia sp. (0.37%), Cladosporium sp. (0.37%), Ganoderma sp. (0.18%) and 
Cochliobolus sp. (0.18%). –: not detective. 
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2.2  不同组织部位烟草内生真菌的多样性 

经分离纯化培养，从根中分离获得内生真菌

118 株，从茎中分离获得 244 株，叶中分离获得

177株。在内生真菌的种类上，根部分离到内生真

菌 19个属，茎部分离到 24个属，叶部分离到 18个

属(图 2)。在属水平的丰富度上，茎中内生真菌的

丰富度最高。根的优势属为 Aspergillus 和

Fusarium，茎和叶的优势属为 Aspergillus。在常见

属水平，根、茎、叶中内生真菌分别有 12属、15属、

14属，其中，Trichoderma仅存在于茎部。在稀有

属方面，不同部位表现出一定的组织偏好性。其中，

根部出现 6个特有属，分别是 Hamigera、Bipolaris、

Ganoderma 、 Galactomyces 、 Setophoma 、

Mortierella；茎部出现 5 个特有属，分别是

Pithomyces、Diplodia、Phyllosticta、Cochliobolus、

Cladosporium；叶部仅出现 1个特有属 Thielavia。

由烟草根、茎和叶组织的内生真菌种类分布表明，

内生真菌的分布具有一定的组织偏好性，不同组

织中内生真菌的种群结构具有一定的差异性。特

别在稀有属方面，不同组织内的内生真菌均具有

相应特有属。导致其出现的原因可能与不同组织

所处生态位不同有关。根际土壤环境具有湿度高、

光照低且有机质含量高的特点，而茎、叶所处环

境具有紫外线强、营养物质匮乏的特点，因此导

致其内生真菌种群结构存在显著差异[9]。 

2.3  不同生长时期烟草内生真菌的多样性 

从分离获得的内生真菌数量上，苗期共分离

得到 72株内生真菌，团棵期分离到 125株，旺长

期分离到 148株，成熟期分离到 194株。从分离到

的内生真菌的种属多样性上，苗期共分离到 8 个

属，团棵期 15个属，旺长期 21个属，成熟期 23个

属 (图 3 )。其中， 4 个生育期的优势属均为

Aspergillus。苗期分离到的 8个属在团棵期、旺长

期、成熟期均有出现。Curvularia、Pestalotiopsis、

Talaromyces 3个属自团棵期至成熟期均有出现，

而 Nigrospora、Didymella、Guignardia 3个属仅出

现在旺长期及成熟期，Trichoderma、Peyronellaea

和 Pithomyces 3 个属仅出现在团棵期及旺长期。 

 

 
 

图 2.  烟草不同组织内生真菌的多样性比较 

Figure 2.  The comparison of the diversity of the tobacco endophytic fungi in different tissues. 
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图 3.  不同生长时期烟草内生真菌的多样性比较 

Figure 3.  The comparison of the diversity of tobacco endophytic fungi at different growth stages. 

 
此外，除苗期外，团棵期、旺长期和成熟期均有

特定属检出。Hamigera只存在于团棵期，Diplodia、

Bipolaris、Ganoderma和 Galactomyces 4个属只存

在于旺长期，Corynespora等 9个属只存在于成熟

期(图 3)。以上研究表明，烟草内生真菌的分布随

生育期的延长而发生变化，从烟草的苗期至成熟

期，内生真菌的数量和菌群丰度均呈上升趋势。

除苗期外，内生真菌在烟草不同生育期均存在特

定属，表现出生长专化性。 

2.4  不同海拔高度烟草内生真菌的多样性 

如表 3 所示，海拔高度 600 m处分离得到

252 株内生真菌，1000 m处分离到 165 株内生

真菌，而 1300 m处仅分离到 122 株内生真菌。

在属水平上，600 m 海拔处共分离到内生真菌

30 个属，1000 m 海拔处共分离到 28 个属，    

1300 m海拔处分离到 22 个属。3 个海拔高度的

优势菌群均为 Aspergillus。600 m和 1000 m海

拔 处 均 发 现 特 定 属 ， Syncephalastrum 和

Cochliobolus只在 600 m海拔分离到，Ganoderma

只在 1000 m海拔分离到。从香农多样性指数上

看，内生真菌的丰富度随着海拔高度升高而呈

降低趋势。 

 
表 3.  不同海拔烟草内生真菌多样性比较 

Table 3.  The comparison of the diversity of the tobacco endophytic fungi under different altitudes 

Altitudes/m Numbers Genera Common genera Rare genera Endemic genera Shannon-Weiner

600 252 30 15 15 2 1.63 

1000 165 28 15 13 1 1.20 

1300 122 22 15 7 0 0.95 

Total 539 31 15 16 3 2.78 
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3  讨论 

植物内生真菌种类丰富，数量庞大，并且与

其宿主植物之间具有紧密、特别的生态关系，目

前在已知的所有植物中均发现了内生真菌的存

在，内生真菌的种属多样性和生存的普遍性为内

生真菌的研究提供了基础。目前研究者已对多种

药用植物中的内生真菌进行了多样性分析，如杨

瑞先等对芍药(Paeonia lactiflora Pall.)内生真菌的

种群多样性进行了分析，分离获得了 52株内生真

菌，隶属于 7目、13科、15属，发现小球腔菌属

Leptosphaeria、土赤壳属 Ilyonectria 和镰孢属

Fusarium 为优势种群[4]；谢华蓉等对广藿香各部

位内生真菌的类群结构及多样性进行了分析，共

分离获得 313株内生真菌，隶属于 30个属，其中

链格孢属、拟茎点霉属和炭疽菌属为优势类群[12]；

伍晓丽等从玄参不同组织部位中(根、主茎、侧枝、

叶片)分离内生真菌，并进行了种群多样性分析，

共分离得到内生真菌 58株，其优势属为刺盘孢属

Colletotrichum[13]。深入研究植物内生真菌多样

性和种群结构具有重要的科学意义和应用价值，

可以为植物内生真菌在农业生产上的应用提供

资源，为开发内生真菌的生物学功能提供依据，

也可为内生真菌与宿主互作及机制的研究提供

基础。 

烟草作为传统的药用植物，其内生真菌的研

究相对较少且不系统，目前仅有云南、河南 2 个

植烟区的研究。由于地理环境因素不同，云南、

河南省烟草内生真菌的种类和分布特征完全不

同，据此推测湖北省烟草内生真菌多样性可能会

与其他省之间存在差异。因此，本研究选取湖北

恩施州的烟草进行了内生真菌的分离，并选取不

同组织、不同生长时期和不同海拔高度作为生理

及生态因素，系统研究不同因素下烟草内生真菌

的分布规律，发现其分布随着组织部位、生育期、

海拔高度的不同均表现出一定的专化性。该分布

规律与云南、河南产区烟草内生真菌的分布相

似，但是在优势属方面存在特异性。在湖北产区，

Aspergillus 和 Fusarium 为优势菌群；在河南产

区，Alternaria和 Chaetomium为优势属；云南产

区，Phoma、Alternaria和 Fusarium 3个属为优

势菌群。以上研究表明，内生真菌的分布同时具

有地域专化性，其优势菌群随着地理环境的变化

而改变。 

目前关于烟草内生真菌的研究结果均表明，内

生真菌在烟草组织中的分布存在组织专化性[8–9]。

在同一海拔水平，烟草根、茎、叶的内生真菌多

样性也存在差异。已有研究结果表明，在河南产

区，烟草内生真菌分布规律表现为叶中种类和数

量最多，其次为茎，根最少。本研究中，湖北产

区烟草内生真菌在属水平的丰富度上，呈现出茎>

叶>根，表现出一定的地域特性。并且综合不同的

海拔高度，发现根、茎、叶中都不同程度地分离

到特有属，也反映了内生真菌的分布具有组织偏

好性。 

烟草不同生育期的内生真菌多样性存在较大

差异。有的菌群在整个生育期都存在，而有的菌

群只出现在某一段生育期。有研究表明，内生菌

群在植物体内的定殖、生长、繁殖、代谢等受到

宿主的影响[14]。目前推测原因有三方面：一是当

某一生育期的植株体内环境不能满足菌群的需要

时，内生菌就无法实现在植株中的定殖；二可能

是随着生育期的延长，烟株体内处于相对优势的

菌群逐渐占据绝对优势，部分内生真菌处于竞争

弱势而无法生存；三是在长期的进化过程中，烟

草不同生育阶段与不同的菌株建立了互利共生关
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系，更利于自身的生长发育。而以上推测目前尚

缺乏试验证明。本研究中，在烟草的团棵期、旺

长期、成熟期均分离到了特有属，说明在生育期

上，内生真菌也具有生长时期专化性。 

植物内生真菌的一条重要来源途径是根际真

菌通过植物侧根的裂缝进入植物中[14]，经过长期

的协同进化作用，与宿主植物建立了和谐的共生

关系，即成为内生真菌。研究表明，随着海拔升

高，土壤微生物群落香农多样性指数和丰富度指

数呈下降趋势[15–16]。本实验中，3个海拔高度的内

生真菌多样性存在差异，且随着海拔的上升，丰

富度呈下降的趋势，可能与土壤中微生物群落的

减少有关。并且，土壤的理化性质也会随着海拔

的升高发生变化[17–18]，从而影响到根际土壤中微

生物菌群的种类[19]，所以在不同海拔高度均有特

有属的出现。 

4  结论 

烟草内生真菌具有丰富的生物多样性，从不

同组织部位、不同生长时期、不同海拔样地的健

康烟株中分离到 539 株内生真菌，鉴定为 31 属

73种。其中，Aspergillus和 Fusarium为优势菌群，

其相对分离频率分别为 22.63%和 12.99%；常见内

生真菌 13 属，稀有内生真菌 16 属。内生真菌的

分布随着组织部位、生育期、海拔高度的不同均

表现出专化性。不同组织中的内生真菌多样性表

现为茎>叶>根，表现出组织偏好性；随着生育期

的延长，内生真菌的丰富度呈增加的趋势，并且

除苗期外，内生真菌在烟草不同生育期均存在特

定属，表现出生长专化性；随着海拔的升高，分

离到的内生真菌的丰富度降低。不同组织、不同

生育期、不同海拔中内生真菌的多样性差异主要

体现在稀有属上，表明特定的内生真菌在宿主的

定殖上具有选择性。该选择性可能与特定内生真

菌的生物学功能或者生理活性有关，其活性及与

宿主的相关关系值得深入探究。 
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Biodiversity and community structure of endophytic fungi 
isolated from Nicotiana tabacum L. 
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Abstract: [Objective] In order to systematically investigate the richness of endophytic fungi derived from the 

medicinal plant Nicotiana tabacum L., and to reveal their biodiversity and community structures, the resource 

library of the tobacco endophytic fungi has been established, to provide a foundation for the development and 

effective use of the fungal endophytes. [Methods] The tobacco endophytic fungi were isolated by tissue separation 

method and identified with morphology and molecular biology methods. The Shannon index (H′) and relative 

frequency (RF) were used to reflect the biodiversity and distribution of the tobacco endophytic fungi. [Results] A 

total of 539 strains were isolated under different tissues, developmental periods, and altitudes. According to 

morphological characteristics and rDNA-ITS sequences, they were identified as 73 taxa in 31 genera, of which the 

genera Aspergillus sp. and Fusarium sp. were confirmed as the dominant flora, with the relative frequency values of 

22.63% and 12.99%, respectively. Meanwhile, the Shannon diversity index was 2.78, indicating considerable 

richness of the fungal endophytes. The diversity of the endophytic fungi in stems was higher compared with those 

of in roots and leaves. With the extension of the developmental period, the diversity of the fungal endophytes 

increased gradually, whereas the trend of the species diversity index of the fungal endophytes was downward with 

altitude. [Conclusion] Tobacco endophytic fungi have abundant biodiversity, and their distribution shows the 

specialization of tissues, developmental periods, and altitudes, respectively. To illustrate the distribution of 

endophytic fungi in tobacco will provide scientific basis for the development and application of the fungal 

endophytes in agricultural industry. 
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