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摘要：从 38 株野生金线莲中共分离获得 29 株菌根真菌，其中丝核菌类（Rhizoctnia sp.）真菌 7 株，结合菌株形态、融合群测

定及 5.8S rDNA-ITS 序列分析，鉴定结果如下：J1、F1、F7属于双核丝核菌 AG-P 融合群，F1、F7 为AG-P 融合群中的同一亚群，

J1 为不同的亚群；G1、G3、G5、G6 为多核丝核菌，初步推断为兰科丝核菌类的念珠菌根菌（Moniliopsis）。 
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Abstract: 29 strains of endophytic fungi were isolated from A.roxburghii, and 7 strains belonged to Rhizoctnia sp. Basing on the culture 

modality of Rhizoctnia sp, tests of anastomosis group and analysis of 5.8S rDNA-ITS, J1, F1, F7 were found to belong to binucleate Rhizoctonia 

AG-P. F1and F7 were in the same sub-group, and J1 was in a single sub-group. G1, G3, G5 and G6 were pilot concluded belonging to 

Moniliopsis of multinucleate Rhizoctonia from orchid. 

Key words: A.roxburghii; Rhizoctnia sp; anastomosis 

 

金线莲在自然界中与真菌共生。郭顺星等[1]多次

从野生金线莲菌根部分共分离得到 26种内生真菌，其

中丝核菌类真菌约占 1/3，其后郭顺星等对分离菌株

进行生物活性测定，结果表明 2 株丝核菌类真菌及 1

株开唇兰小菇属真菌能够明显促进金线莲生长，并形

成菌根结构。作者也曾从野生金线莲菌根部位分离出

几株丝核菌，发现其对金线莲种子的萌发有明显的促

进作用。 

为了获得更多更优良的菌根真菌，作者再次从福

建、广西等地采集野生金线莲，并对其菌根真菌进行

分离与鉴定，为实现人工培育金线莲共生苗打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌根真菌的分离 

采集福建及广西野生金线莲，取其下茎段，用洗 

收稿日期：2012-08-19 

基金项目：东莞市高等院校科研机构科技计划项目(2007108101106) 

作者简介：江绮晴（1984-），硕士研究生，研究方向：食品微生物 

通讯作者：郑贵朝，研究员，研究方向：生物技术 

衣粉溶液浸泡，自来水冲洗干净后切割，保留茎节段，

75%酒精浸泡 10~20 s，0.1%升汞浸泡2~3 min，无菌

水冲洗 5 次，最后将茎节段置于PDA (含 100 µ/mL硫

酸链霉素)平板中，28 ℃培养。待真菌菌丝从茎节内

长出后，挑取尖端菌丝纯化培养。 

1.2  菌根真菌的鉴定 

根据培养特征及菌丝差异，将所分离菌株初步鉴

定到属，并采用番红O-KOH细胞核染色[2]、菌丝融合

测定[3]及5.8S rDNA-ITS[4,5]序列分析作进一步的分类。

其中菌丝融合测试包括分离菌株间的互相融合及分离

菌株与标准菌株间的融合。采用了丝核菌标准菌株

AG-1-IA、AG-1-IC、AG-2-1、AG-2-2IV、AG-2-IIIB、

AG-3、AG-4、AG-5、AG-6、AG-8、AG-9、AG-9-S21，

由华南农业大学周而勋教授提供。其余多核丝核菌标

准菌株及双核丝核菌标准菌株因缺乏而无法进行全面

的测试。 

1.3  5.8S rDNA-ITS 序列分析 

1.3.1  DNA提取 

采用庄彩云等[6]的改良 SDS 提取法。 
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1.3.2  PCR 扩增 

采用真菌rDNA特异性扩增通用引物 ITS1、ITS4，

参照于金凤[7]的 5.8SrDNA-ITS 区特异性 PCR 反应体

系及条件，成功扩增后将PCR 产物送往广州景瑞生物

技术公司进行纯化、克隆、转化，最后双向测序。 

1.3.3  序列分析 

在 GenBank 上下载各测序序列同源率最高的 ITS

序列，以及立枯丝核菌融合群、玉蜀丝核菌、双核丝

核菌部分菌株 ITS 序列。所有序列经过 ClustalX1.8 软

件比对 ，掐头掐尾后 用 MEGA4.0 软件构 建

Neighbor-Joining（NJ）系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  金线莲菌根真菌分离情况 

从38株野生金线莲中共分离获得29株菌根真菌，

分离率达76.3%。根据培养特征及菌丝形态差异，将相

同的种类合并，共获得纯化的菌根真菌有15种，其中

丝核菌类真菌有7种[8~10]。由于丝核菌类真菌为目标菌，

故本文只对丝核菌类真菌作进一步的鉴定。  

2.2  细胞核染色与融合测定 

经过番红O-KOH细胞核染色结果（图1），可将7

株丝核菌类菌株分为两大类：双核丝核菌（J1, F1,F7）、

多核丝核菌（G1,G3,G5,G6）。在培养过程中，G1、G5

菌落形态变化很大，生长速度快慢不一，而其余菌株

变化甚小。 

 
图1 丝核菌细胞核染色结果（a-双核 ×400 ；b-多核 ×400） 

Fig.1 Nucleolus coloration of Rhizoctionia sp. 

融合测试中，双核丝核菌测试菌株J1与F1、F7不

完全融合，F1与F7完全融合，说明三者均来自同一融

合群，其中F1、F7为同一亚群，J1为不同的亚群；多

核丝核菌测试菌株之间及其与各立枯丝核菌标准菌株

之间均不融合，表明所分离多核丝核菌之间互不为同

一融合群，也不属于所测试立枯丝核菌标准菌株的任

一融合群。 

2.3  5.8S rDNA-ITS序列分析 

采用真菌ITS通用引物ITS1与ITS4成功扩增7株丝

核菌菌株，长度在684 bp~706 bp之间（含引物）。所有

分离菌株序列提交至GenBank，进行序列相似性检索，

得到各样品的最相似序列的种属及相似度（表1）。 

表1 GenBank中与分离菌株5.8S rDNA-ITS核苷序列相似度最高的

序列 

Table 1 Highest similarity sequences to each isolate from the 

GenBank datebase 

样 

品 

最相似序列 

登记号 种属 寄主 来源 
相似 

率/% 

J1 DQ885776 Ceratobasidium sp.AG-P unknown China 98 

F1 AB286941 Ceratobasidium sp.AG-P unknown Japan 97 

F7 AB286941 Ceratobasidium sp.AG-P unknown Japan 97 

G1 AJ318435 Rhizoctonia solani orchids Singapore 95 

G3 DQ301760 Ceratobasidium sp.AG-P kale Brazil 94 

G5 DQ301760 Ceratobasidium sp.AG-P kale Brazil 95 

G6 AJ318435 Rhizoctonia solani orchids Singapore 95 

下载上述同源率最高的几个序列，以及立枯丝核

菌融合群、玉蜀丝核菌、双核丝核菌部分菌株ITS序列，

用ClustalX及MEGA构建NJ系统发育树。 

从构建的NJ发育树上可见（图2），测试菌株、立

枯 丝 核 菌 融 合 群 （ 有 性 世 代 为 Thanatephorus 

cucumeris）、除AG-P外的双核丝核菌融合群（有性世

代为Ceratobasidium）、兰科双核丝核菌（有性世代为

Tulasenlla）、稻谷斑玉蜀黍丝核菌（有性世代为Waiter 

cicinata）均独立成枝，表明测试菌株间的遗传差异较

小而与其它已知菌株遗传差异较大。局部上，7个分离

菌株又分为三个枝，其中双核丝核菌J1、F1、F7与AG-P

聚为一枝，多核丝核菌G1、G6、G5与AJ318434、

AJ318435、DQ301760聚为一枝，G3单独一枝。可见，

G3在测试分离菌株中遗传上差异最大。 

从总体上，基于5.8S rDNA-ITS序列分析构建的

NJ发育树的分类与融合群测定结果基本相符。根据

Sharon[11]研究结果-如果测试菌株与已知融合群菌株

ITS序列相似率在95%以上，且遗传发育树上两者聚为

同一枝，则两者极有可能为同一融合群或同一亚群。

结合NJ发育树、融合群测定结果及菌株形态，可推出

J1、F1、F7属于AG-P融合群，其中F1、F7为AG-P中的

同一亚群，与J1则为不同的亚群。多核丝核菌中包括立

枯丝核菌，水稻玉蜀黍丝核菌及兰科丝核菌中的念珠

菌根菌。从NJ发育上看，本文所分离的多核菌株G1、

G3、G5、G6与立枯丝核菌各融合群、稻谷斑玉蜀黍丝

核菌各自成枝，遗传差异较大，这与融合群测定中4株

多核菌株与立枯丝核菌融合群互不融合的结果是相符

的。在形态上，上述4个菌株与立枯丝核菌、稻谷斑玉

蜀黍丝核菌差异又较大。因此，根据NJ发育树、融合

测定结果及菌株形态，推断G1、G3、G5、G6可能为同

样为多核的念珠菌根菌。虽然在NJ发育树上G1、G6与
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标注为立枯丝核菌的AJ318435归为一枝，相似率达

95%，但由于AJ318435也从兰科植物中分离所得，结

合比对结果，推断AJ318435归入立枯丝核菌可能有误。 

 
图2 基于丝核菌5.8SrDNA-ITS序列构建的NJ发育树 

Fig.2 NJ tree based on 5.8SrDNA-ITS analysis of Rhizoctnia sp. 

3  结论 

3.1  丝核菌是一个非常复杂庞大的种群，其分类目前

还比较混乱。常采用的方法有细胞核分类法及融合群

测定法，目前5.8S rDNA-ITS序列分析也较多用在其鉴

定中[12,13]。但是，兰科丝核菌菌落变化较大，且难以建

立其融合群[11]，加上对兰科丝核菌ITS序列分析的报道

较少，因此其鉴定非常困难。 

3.2  在本次分类鉴定中，所遇到的的两个最大的困难：

一是融合群标准菌株难以找到，融合群测定不能完全

进行；二是相关兰科丝核菌5.8S rDNA-ITS序列分析报

道较少，即使有在基因库中其分类通常以有性世代来

标注，然而单从有性世代来看是难以判断其属于原丝

核菌模式种还是属于兰科丝核菌中的角菌根菌或者是

念珠菌根菌，这对分子鉴定造成了极大的困难。通过

ITS序列构建NJ系统发育树的结果在总体上支持传统

分类法，这与Sharon[11]的研究结果一致，但个别双核菌

株与多核菌株聚在一枝，如双核菌株DQ301760与多核

菌株G5聚在一起。说明了丝核菌的鉴定仅仅依靠单一

的手段不完全可靠，而是需要通过细胞核数目、生理

生化、及分子水平等多种手段相结合，才能使分类更

准确更全面。本实验中，我们结合菌株形态、融合群

测定结果及ITS序列分析初步将G1、G3、G5、G6归为

念珠菌根菌，但这一分类是否正确，还需结合菌丝隔

膜结构观察才能得到定论。 
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