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黄河源区矮生嵩草根际真菌多样性及近渐绿木霉
促生活性测定
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摘要：初步探究黄河源区矮生嵩草根际真菌多样性，筛选促生活性菌株，为后续开发微生物菌肥提供基础材料。从

黄河源区 5 个不同海拔地区采集矮生嵩草根际土壤样本，经分离纯化并结合形态学与分子生物学方法进行分类鉴

定；并测定优势种近渐绿木霉（Trichoderma paraviridescens）的促生活性。共分离得到 207 株真菌，隶属 18 属，其中

镰孢菌属（Fusarium）和木霉属（Trichoderma）分离株数为 67 和 55 株，分离频率为 32% 和 27%，均为优势属；多样性

指数分析表明，共和县（3208 m）真菌多样性最高（H′=0. 9381），玛多县（4512 m）最低（H′=0. 3378），整体区域真

菌多样性较为单一（H′=2. 0809）。矮生嵩草根际土壤真菌多样性指数和均匀度指数均随着海拔的上升呈先减少

后增大的趋势。对 55 株近渐绿木霉的促生活性分析表明，53 株菌株具有产纤维素酶能力，51 株菌株具有产蛋白酶

能力，32 株菌株有溶磷能力，6 株菌株有产铁载体能力，4 株菌株有解钾能力。本研究为黄河源区矮生嵩草根际真

菌资源开发及微生物菌肥的研发提供了理论依据和菌种资源。
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Abstract：This study conducted a preliminary investigation on the rhizosphere fungi diversity of Kobresia humi⁃
lis in the source region of the Yellow River， aiming to screen plant growth-promoting strains and provide basic 
materials for the future development of microbial fertilizers.  Rhizosphere soil samples of K.  humilis were col⁃
lected from five different altitude sites in the source region of the Yellow River.  Fungal strains were isolated and 
purified， then identified based on morphological and molecular biological methods.  The plant growth-promot⁃
ing activities of the dominant species Trichoderma paraviridescens were evaluated.  A total of 207 fungal strains 
belonging to 18 genera were isolated.  Among them， Fusarium and Trichoderma were the dominant genera， 
with 67 and 55 strains isolated， respectively， corresponding to isolation frequencies of 32% and 27%.  Diversity 
index analysis revealed that the fungal diversity was the highest in Gonghe County （3208 m； H′=0. 9381） and 
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lowest in Maduo County （4512 m； H '=0. 3378）.  The overall fungal diversity in the study area was relatively 
low （H '=2. 0809）.  Both the diversity index and evenness index of rhizosphere fungi showed a trend of initial 
decrease followed by an increase with rising altitude.  Analysis of the plant growth-promoting activities of the 55 
T.  paraviridescens strains indicated that 53 strains had the ability to produce cellulase， 51 strains possessed abil⁃
ity to produce protease， 32 strains had the ability to dissolve phosphorous， 6 strains had the ability to produce 
siderophores， and 4 strains had the ability to release potassium.  These findings provide a theoretical basis and 
microbial resources for the exploitation of rhizosphere fungal resources of K.  humilis and the development of 
microbial fertilizers in the source region of the Yellow River.
Key words：the Source Region of the Yellow River；Kobresia humili；Fungal diversity；Trichoderma paraviridescens

黄河源区位于青藏高原东部腹地，地处北纬 33°
30′~35°40′、东经  95°25′~99°25′，是青藏高原的主

体部分［1］。黄河源区地势高而辽阔，四周高山环抱，

海拔高度在 3000~5200 m 之间，气候特征具有明显

的高原大陆性气候。黄河源区内植被以高寒类型

的草甸和草原为主［2］，湿冷生的矮生嵩草（Kobresia 
humilis）和西藏嵩草（K.  tibetica）等典型的高寒草

甸特征植物为本区植被的建群种。嵩草属（Kobre⁃
sia）为莎草科多年生草本植物，包括矮生嵩草、西藏

嵩 草 、高 寒 小 嵩 草（K.  pygmaea）、藏 北 嵩 草（K.  
littledalei ）和线叶嵩草（K.  capillifolia）等。嵩草植

物主要分布于北半球的温带至寒带，一般常见于海

拔 2500~5000 m。矮生嵩草秆密丛生，纤细，具有

较强的再生能力、耐牧性强，从返青到植株枯黄，

马、牛和牦牛均喜食，其营养价值较高，夏季放牧牲

畜增重明显，是马和羊的抓膘牧草，属于优等牧

草［3-4］。植物根际是土壤-微生物-植物相互作用的

主要区域，作为植物根系与土壤间能量交换和物质

代谢的直接界面，被认为是地球上最复杂的生态系

统之一［5］。土壤微生物种类繁多，是土壤中最活跃、

最丰富的生物群落［6］，对陆地养分循环至关重要［7］。

这些微生物与植物根部营养关系密切，能直接为植

物提供各类无机营养和有机营养，从而促进植物生

长［8-10］，某些微生物还能抑制植物病害的发生。根

际土壤中存在具有固氮、溶磷、分泌植物激素、产生

铁载体和抗生素等能力的有益微生物，能发挥促生

抗病功能及改善土壤污染问题，这类微生物称为植

物根际促生菌［11-13］。因此，筛选高效植物根际促生

菌是植物根际土壤微生物研究的热点之一。

长期以来，对于植物根际促生细菌的研究报道

较多，如芽孢杆菌属（Bacillus）、假单胞菌属（Pseudo⁃
monas）、不动杆菌属（Acinetobacter）和泛菌属（Pan⁃
toea）等都为常见的植物根际促生细菌［14-17］。而植物

根际促生真菌的作用同样不容忽视，具有促生能力

的土壤真菌主要有木霉属（Trichoderma）、绿僵菌属

（Metarhizium）、曲霉属（Aspergillus）、毛壳属（Chae⁃
tomium）和青霉属（Penicillium）等［18-21］。木霉属菌株

可以稳定定植在植物根部，调节植物新陈代谢、增加

养分利用率、诱导植物抗性、促进植物生长和提高作

物产量［18-19］。其中，哈茨木霉（T.  harzianum）可通过

空间竞争、寄生、分泌抗生素抑制病原菌，并诱导植

物产生抗病信号、增强植物的免疫力［22］。这些具有

促生能力的根际土壤真菌不仅在理论研究中展现出

良好的应用潜力，在实际生产中，它们也是微生物菌

剂中重要的真菌类群，其功能和作用机制已得到广

泛验证和应用。赵玳琳等［23］的研究结果表明，棘孢

木霉（T.  asperellum）对草莓幼苗具有明显的促生效

果；Zhou 等［24］的研究发现 T.  pseudoharzianum 对尖

孢镰孢菌（Fusarium oxysporum）有显著抑制作用，并

且 对 山 杨（Populus davidiana）和 银 白 杨（P.  alba 
var.  pyramidalis）杂交种幼苗的促生作用也较好；张

雁君等［25］研究发现接种摩西斗管囊霉（Funnelifor⁃
mis mosseae）和根内根孢霉（Rhizophagus intraradi⁃
ces）能提高镉胁迫下鱼腥草的叶绿素含量和生物量。

目前，对于高寒区优质牧草根际促生菌的研究

主要关注点在于细菌［11-12，15］，黄河源区矮生嵩草根

际真菌多样性和促生活性，以及海拔是否对真菌种

类和分布产生影响尚不清楚。因此，本研究以黄河

源区矮生嵩草为研究对象，首先分离鉴定不同海拔

高度采样点矮生嵩草根际土壤真菌，并探究矮生嵩

草根际土壤真菌多样性对海拔变化的响应规律；其

次，分析优势种近渐绿木霉（T.  paraviridescens）的
促生活性，为后续开发微生物菌肥提供基础材料，

也为深入探讨矮生嵩草根际土壤真菌多样性与生

态系统功能的关系提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　矮生嵩草根际土壤样本的采集

在黄河源区 3208~4932 m 海拔高度的高山草
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甸设置 5 个海拔梯度采样点（3208，3520，4027，4512
和 4932 m），采用样方取样法（1 m×1 m）采集矮生

嵩草根际土壤样品，采样深度 0~15 cm，样品置于

无菌袋，编号后保存于车载冰箱（4℃）并及时带回实

验室。使用 GPS 仪记录采集地海拔和经纬度（表

1）。每个海拔梯度范围内设置 10 个样方，样方间距

20 m，选择健康、生长一致的矮生嵩草，采集其根际

样本 10 份，共计 50 份样本进行根际土壤真菌的

分离。

1. 2　培养基配方

马铃薯葡萄糖琼脂（Potato dextrose agar，PDA）

培养基、马丁氏培养基、察氏培养基、土壤浸提液培

养基、沙氏培养基、纤维素刚果红培养基、蛋白酶活

性测定培养基及铬天青（CAS）固体培养基制备参

照文献［26-29］进行配置。

无机磷培养基：葡萄糖 10. 0 g，（NH4）2SO4 0. 5 
g，NaCl 0. 2 g，KCl 0. 2 g，FeSO4·7H2O 0. 003 g，
MnSO4 0. 03 g，MgSO4·7H2O 0. 03 g，酵母提取物

0. 5 g，Ca3（PO4） 25. 0 g，琼脂 17. 0 g，蒸馏水定容

1. 0 L，pH 6. 8~7. 0。
解钾培养基：葡萄糖 10. 0 g，Na2HPO4 0. 2 g，

MgSO4·7H2O 0. 2 g，NaCl 0. 2 g，CaSO4·2H2O 0. 2 g，
CaCO3 5. 0 g，琼脂 15. 0 g，钾长石粉 2. 5 g，蒸馏水

1. 0 L，pH 7. 2；

1. 3　矮生嵩草根际真菌的分离和保存

采用 5 种选择性培养基（PDA、马丁氏培养基、

察氏培养基、土壤浸提液培养基和沙氏培养基）进行

真菌的分离。抖落植物根系根际以外的土后，用灭

菌毛刷轻轻刷下根际土壤，称取 1 g 根际土壤放入

100 mL无菌水中，置于摇床 150 r·min-1震荡 30 min，
即制得土壤悬浮液。后续采用平板涂布法分离根

际真菌［30］，并采用菌丝尖端纯化法［27］纯化真菌。采

用滤纸片保存法-20℃保藏土壤真菌［31］。分离得到

的青霉菌株使用冻存管于冰箱 4℃保藏。

1. 4　矮生嵩草根际真菌种类鉴定

1. 4. 1　形态学鉴定　菌株形态学鉴定参照《中国

真菌总汇》［32］。

1. 4. 2　分子生物学鉴定　采用 CATB 法［31］提取基

因组 DNA。采用真菌通用引物 ITS1（5′-TCCG⁃
TAGGTGAACCTGCGG-3′）和 ITS4（5′-TCCT-
CCGCTTATTGATATGC-3′）［33］进行 rDNA-ITS
序列扩增鉴定。对分离保存的木霉属真菌进一步

扩增翻译延伸因子（translation elongation factor-1α，
TEF-1α）和 RNA 聚合酶 Ⅱ 的第 2 亚基基因序列

（RPB2），鉴定至种水平。TEF-1α 基因扩增引物为

EF-1（5′-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3′）

和 EF-2（5′-GGARGTACCAGTSATCATGTT-
3′）［34］。RPB2 基因扩增引物为 fRPB2-5f（5′-GAY⁃
GAYMGWGATCAYTTYGG-3′）和 fRPB2-7cR
（5′-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3′）［35］ 。

PCR 反应程序：95℃ 5 min，95℃ 1 min，55℃ 1 min，
72℃ 2 min，30 个循环，72℃ 10 min。用 0. 8% 的琼

脂糖凝胶电泳检测产物，PCR 扩增产物纯化后直接

送北京擎科新业生物技术公司进行双向测序。使

用软件 MAFFT 对正反向序列进行拼接，拼接序列

用 MEGA V. 6. 0. 6 软 件 进 行 校 正 。 使 用

PAUP*v. 4. 0 alpha 软件构建系统发育树，采用启发

式 算 法（heuristic searches）进 行 运 算 。 以 Botrytis 
cinerea（GenBank 登录号：MW820601. 1）作为外群，

运算重复 1000 次［36］。 38 株参照菌株序列下载自

NCBI 数据库。 207 株真菌 rDNA-ITS 序列 Gen⁃
Bank 登录号为 PV926865~PV927071；55 株近渐绿

木霉 TEF-1α 基因登录号为 PX204643~PX20468
9，RPB2 基因登录号为 PX204690~PX204733。
1. 4. 3　统计分析方法　参照梁露等［37］的方法，具

体如下：

分 离 频 率 （Isolation fequency， IF） =
分离获得某属矮生嵩草根际土壤真菌菌株数

分离获得矮生嵩草根际土壤真菌总株数
×

100%，用于反映不同属的矮生嵩草根际真菌在总

菌群中的优势程度。IF>10% 的属定义为优势属，

IF≥1% 为常见属，IF<1% 的为稀有属。

香农-威纳多样性指数（Shannon-Wiener index，
H '）：H '= -∑( Pi ln Pi )，Pi 是指某属真菌菌株数量

表  1　不同采样地海拔和经纬度

Table 1　Altitude， longitude and latitude of different 
sampling sites

采样地点

Sampling sites
共和县  Gonghe County
兴海县  Xinghai County
兴海县  Xinghai County
玛多县  Maduo County

巴颜喀拉山

Bayan Har Mountains

海拔

Altitude/m
3208
3520
4027
4512
4932

经纬度

Longitude and latitude
36°33'07.45" N，100°43'48.29" E
35°45'45.90" N，99°53'41.52" E
33°43'31.18" N，99°20'26.43" E
34°19'38.89" N，97°55'30.23" E
34°07'55.19" N，97°39'27.49" E
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占分离到真菌菌株总数量的百分比，用来分析矮生

嵩草根际真菌中真菌的属的多样性。

种类丰富度指数（Margalef′s index，D）：D=
S - 1
ln N ，S 代表真菌属的总数，N 代表真菌个体总数。

用来分析真菌属的丰富度。

均匀度指数（Evenness index，E）：E = H '
ln S，式

中 H′为 Shannon-Wiener 指数，S 代表真菌属的总

数，用于分析真菌分布的均匀程度。

1. 5　矮生嵩草根际土壤近渐绿木霉促生活性测定

1. 5. 1　 产 纤 维 素 酶 和 蛋 白 酶 活 性 测 定［28］　 将在

PDA 平板上生长 5 d 的菌株，使用打孔器取得直径

为 0. 5 cm 的菌饼后，分别接种于纤维素刚果红培养

基和蛋白酶测定培养基上，25℃培养 7 d，每株菌 3
个重复。在菌落周围出现透明水解圈的菌株为阳

性菌株，即产酶菌株。用十字交叉法测量透明水解

圈的半径。

1. 5. 2　溶磷和解钾活性测定［29，38］　将真菌分别接

种于无机磷培养基和硅酸盐培养基上，通过菌株在

培养基上的生长情况和有无透明圈来判断菌株是

否具溶磷和解钾活性。

1. 5. 3　产铁载体活性测定［39］　将菌株接种至铬天

青培养基上，观察菌株周围是否出现橙色铁载体晕

圈，有橙色晕圈为产铁载体菌株。

2　结果与分析

2. 1　黄河源区矮生嵩草根际土壤真菌多样性

从 50 份黄河源区矮生嵩草根际土壤中分离得

到 207 株真菌，经形态学和分子生物学鉴定发现 207
株真菌分别属于 18 属（图 1）。镰孢菌属（Fusarium）

真菌分离个数最多，为 67 株，分离频率为 32%，木霉

属（Trichoderma）真菌 55 株，分离频率为 27%，镰孢

菌属和木霉属为优势属。被孢霉属（Mortierella）、
链 格 孢 属（Alternaria）、螺 旋 聚 孢 霉 属（Clonos⁃
tachys）、枝孢属（Cladosporium）、亚隔孢壳属（Didy⁃
mella）、Corniculantispora、小 穴 壳 菌 属（Dothio⁃
rella）和青霉属（Penicillium），分离频率在 2%-8%
之间，是常见属。其余 9 属均为稀有属，其中短梗蠕

孢（Trichocladium）3 株，壳多孢属（Stagonospora）和
光黑壳属（Preussia）各为 2 株；紫孢菌属（Purpureo⁃

cillium）、曲霉属（Aspergillus）、Psiloglonium、尾孢

属（Cercospora）和弯颈霉属（Tolypocladium）均分离

得到 1 株。

对矮生嵩草根际土壤真菌多样性进行分析（表

2），发现 5个海拔梯度矮生嵩草根际真菌多样性指数

介 于 0. 3378~0. 9381 之 间 ，丰 富 度 指 数 介 于

2. 4136~1. 2314 之 间 ，均 匀 度 指 数 在 0. 1885~
0. 3912范围内。共和县采集的矮生嵩草根际真菌多

样性指数和丰富度指数最高（0. 9381 和 2. 4136），说
明共和县矮生嵩草根际真菌种类较丰富；玛多县多样

性指数最低（0. 3378），说明矮生嵩草根际真菌群落多

样性较小；巴颜喀拉山丰富度指数最低（1. 2314），说
明该采样地的矮生嵩草根际真菌种类较为稀少。随

着海拔的升高，矮生嵩草根际土壤真菌多样性指数和

均匀度指数均呈现先减少后增大的趋势，而丰富度指

数随海拔的升高呈现递减的趋势。黄河源区全部采

样地矮生嵩草根际真菌物种多样性指数为 2. 0809，丰
富度指数为 3. 1879，均匀度指数为 0. 7199，说明黄河

源区矮生嵩草根际真菌种类较为单一。

不同属菌株菌落形态和分生孢子形态差异较

大（图 2，表 3）。菌丝颜色呈白色、灰色、淡绿色、粉

红色或黑色等；菌落呈绒毛状、毛毡状或粉状等。

小穴壳菌属观察到厚垣孢子，弯颈霉属、壳色多隔

孢属、枝孢霉属、曲霉属、螺旋聚孢霉属、木霉属、青

霉属、镰孢菌属、链格孢属和亚隔孢壳属具无色至

褐色、呈卵形、椭圆形或圆筒形等形态的分生孢子。

其余 6 属真菌未观察到孢子形态。

图 1　黄河源区矮生嵩草根际土壤真菌种类及分离个数

Fig. 1　Species and isolation numbers of rhizosphere soil 
fungi of Kobresia humilis from the Source Region of the 

Yellow River
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2. 2　矮生嵩草根际土壤真菌系统发育分析

根据根际土壤真菌形态学特征和 rDNA-ITS
序列分析结果，合并形态和序列相同的菌株，选取

38 株代表菌株，以在 NCBI 公布 rDNA-ITS 序列的

39 株菌株作为参照菌株，构建系统发育树，确定土

壤真菌的分类地位（图 3）。在大于 50% 的支持率

下，38 株代表菌株与 39 株参照菌株被划分为 32 个

小分支。菌株 S1-4-3、S1-6-12、S4-11-4、S5-12-10
分别与高山被孢霉（Mortierella alpina）、产黄青霉

（Penicillium chrysogenum）、丛赤壳属真菌 Neonec⁃

tria candida、灰 短 梗 蠕 孢 菌（Trichocladium gri⁃

seum）为同一分支，亲缘关系最近。菌株 S1-9-17 与

草本枝孢菌（Cladosporium herbarum）、菌株 S1-6-5
与粉红螺旋聚孢霉（Clonostachys rosea），以及菌株

S1-4-8 与链孢粘帚霉（Clonostachys rosea f.  catenu⁃

lata）聚为同一大分支。菌株 S1-6-10 与 Corniculan⁃

tispora psalliotae、菌 株 S4-11-3 与 极 细 枝 孢 霉

（Cladosporium tenuissimum），以及菌株 S4-4-2 与枝

状枝孢霉（Cladosporium cladosporioides）聚为同一

分支。菌株 S4-12-8、S2-8-8、S1-5-1、S1-6-13、S5-

表 2　黄河源区矮生嵩草根际真菌多样性指数

Table 2　The diversity index of rhizosphere fungi of Kobresia humilis from the Source Region of the Yellow River
采样地点

Sampling sites
共和县  Gonghe Country
兴海县  Xinghai County
兴海县  Xinghai County
玛多县  Maduo Country

巴颜喀拉山  Bayan Har Mountains
全部海拔  All Altitudes

多样性指数

Shannon-Wiener index (H’)

0.9381
0.5426
0.4928
0.3378
0.5436
2.0809

丰富度指数

Margalef’s index (D)

2.4136
2.0020
1.9689
1.7299
1.2314
3.1879

均匀度指数

Evenness index
0.3912
0.2610
0.2370
0.1885
0.3034
0.7199

图 2　黄河源区矮生嵩草根际真菌菌落和显微形态特征

Fig. 2　Colony and micromorphology characteristics of fungi from Kobresia humilis in the Source Region of the Yellow River
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7-5、S2-8-4、S3-6-1 分别与灰黄青霉（Penicillium 

griseofulvum）、吉 隆 毛 霉（Trichocladium jilon⁃

gense）、芳香镰孢菌（Fusarium redolens）、腐皮镰孢

菌（Fusarium solani）、Preussia dubia、黑曲霉（Asper⁃

gillus niger）、棘孢青霉（Penicillium aculeatum）聚在

同 一 大 分 支 上 。 菌 株 S4-11-2 与 假 枝 状 枝 孢

（Cladosporium pseudocladosporioides），以及 S1-7-9
与三线镰孢菌（Fusarium tricinctum）聚在同一大分

支上，亲缘关系相近。菌株 S1-13-9 与尖孢镰孢菌

（Fusarium oxysporum），以及 S1-12-6 与锐顶镰孢菌

（Fusarium acuminatum）聚在同一分支上。菌株 S5-
8-1、S5-6-3、S1-11-9、S3-7-2 分 别 与 近 渐 绿 木 霉

（Trichoderma paraviridescens）、交 链 孢 霉（Alter⁃

naria alternata）、日本链格孢（Alternaria japonica）、

柔毛镰孢菌（Fusarium flocciferum）聚在同一大分支

上 。 菌 株 S2-11-3、S4-11-7、S1-7-6、S1-4-6、S4-
12-1、S1-5-4 分 别 与 Tolypocladium cylindrospo⁃

rum、夏孢生枝孢（Cladosporium uredinicola）、聚生

小 穴 壳 菌（Dothiorella gregaria）、燕 麦 镰 孢 菌

（Fusarium avenaceum）、Cadophora malorum、淡紫

拟青霉（Purpureocillium lilacinum）聚在同一大分支

上。菌株 S1-6-4 与葡萄茎枯病菌（Didymella glom⁃

erata），以及菌株 S1-5-3 与楸子茎点霉（Didymella 

pomorum）聚在同一分支上，亲缘关系最近。

为进一步明确优势属，即木霉属真菌的分类地

位，对 55 株菌株进行 TEF-1α 和 RPB2 基因序列扩

增，在 NCBI 网站上经过序列比对发现，55 株菌株

的 TEF-1α 和 RPB2 基因序列与近渐绿木霉的序列

相似性≥99%。选取 10 株代表菌株进行多基因联

合系统发育分析（图 4），以在 NCBI 上公布 rDNA-
ITS、TEF-1α 和 RPB2 序列的近渐绿木霉、绿色木

霉（T.  viride）和哈茨木霉（T.  harzianum）作为参

照菌株，并以交链格孢（A.  alternata）作为外群，构

建系统发育树。发现代表菌株与近渐绿木霉聚为

同一分支，亲缘关系最近。因此，经形态学和分子

生物学鉴定，55 株木霉属菌株均为近渐绿木霉。

2. 3　黄河源区矮生嵩草根际土壤近渐绿木霉促生

活性测定

通过对分离自黄河源区矮生嵩草根际土壤的

55 株近渐绿木霉进行促生活性分析（表 4），揭示了

高寒环境下木霉菌株的促生活性。对 55株菌株进行

表 3　黄河源区矮生嵩草根际可培养真菌菌落和孢子形态

Table 3　The colony and spore morphology of rhizosphere fungi of Kobresia humilis in the source region of the Yellow River
菌株名称

Isolates name
弯颈霉属  Tolypocladium[40]

紫孢菌属  Purpureocillium[40]

壳色多隔孢属  Stagonospora

小穴壳菌属  Dothiorella[41]

枝孢霉属  Cladosporium[42]

曲霉属  Aspergillus[42]

螺旋聚孢霉属  Clonostachys[43]

木霉属  Trichoderma[44]

青霉属  Penicillium[42]

镰孢菌属  Fusarium[45]

链格孢属  Alternaria[42]

亚隔孢壳属  Didymella[46]

Psiloglonium[42]

尾孢属  Cercospora[47]

短梗蠕孢属  Trichocladium[48]

光黑壳属  Preussia[48]

被孢霉属  Mortierella[48]

Corniculantispora

菌落形态

Colonial morphology
菌落呈淡黄色

菌落呈粉红色

菌落呈灰白色

菌落中心为黑色，边缘为淡橘红色

菌落呈黑色

菌落呈黑色

菌落呈淡黄色

菌落棉絮状，呈绿色

菌落呈深青色或青绿色、干燥、粉末状

菌落呈白色

菌落褐色至灰色，绒毛状

菌落致密、灰褐色

菌落中心为黑色，边缘白色，绒毛状

菌落呈橘红色

菌落致密、黑色

菌落呈白色

菌落呈白色、绒毛状

菌落呈白色，表面粗糙

孢子形态

Spore morphology
具无色、卵形或长棍棒形分生孢子

具无色、椭圆形分生孢子

具圆筒形或长圆形，橄榄色至褐色分生孢子，具 2 至多个横、纵

隔膜

具褐色、椭圆形或卵形的厚垣孢子

孢子具 0~3 个隔膜，球形，卵形或棍棒形，浅褐色至深褐色

具典型的分生孢子头，并产生黑色、球形分生孢子

具无色、圆形至卵形分生孢子

具椭圆形、淡绿色分生孢子

具有扫帚状结构的分生孢子梗和圆形、淡青色的分生孢子

具典型的镰孢型、多隔膜大型、无色分生孢子和卵形、单孢小型分

生孢子

具淡褐色至褐色，呈棍棒形至圆筒形分生孢子，分生孢子具多个

横、纵隔膜

产生卵形分生孢子

/
/
/
/
/
/

注：/ 表示未观察到

Note： / indicates not observed
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图 3　黄河源区矮生嵩草根际真菌代表菌株基于 rDNA--ITS 序列构建的系统发育树

Fig. 3　Phylogenetic tree of representative rhizosphere fungal isolates of Kobresia humilis from the Source Region of the Yellow 
River based on rDNA-ITS sequences

注：括号内序号为 GenBank 登录号；比例尺表示替换数

Note： The numbers in parentheses are GenBank accession numbers； the scale indicates the number of substitutions
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产纤维素酶和蛋白酶活性测定，发现 53 株菌株能在

纤维素刚果红培养上产生透明水解圈（图 5A），51 株

菌株能在蛋白酶活性测定培养基上产生透明水解圈

（图 5B），表明这些菌株具有产纤维素酶和蛋白酶的

能力。其中，菌株 S5-9-21 产蛋白酶的能力最强，透

明圈半径为 2. 5 cm。将菌株接种至无机磷培养基和

硅酸盐培养基上，结果显示 38 株菌株在无机磷培养

基上产生透明圈（图 5C），说明这 38株菌株具有溶磷

能力，4 株菌株 S5-10-3、S5-10-8、S5-12-11 和 S5-9-
10 在硅酸盐培养基上可产生透明圈，说明其具有解

钾能力（图 5D）。6 株菌株 S2-4-4、S5-10-9、S5-10-
5、S5-9-2、S5-9-27 和 S5-9-10 在铬天青培养基上能

产生透明圈（图 5E），说明其具有产铁载体的能力。

4 株菌株 S5-10-3、S5-10-8、S5-10-5 和 S5-9-10
较其他菌株具有较丰富的促生活性（表 4）。菌株

S5-10-3 和 S5-10-8 具有产纤维素酶、蛋白酶、溶磷

和解钾能力；S5-10-5 具有产纤维素酶、蛋白酶、铁

载体和溶磷能力；S5-9-10 具有产纤维素酶、蛋白

酶、铁载体和解钾的能力。

3　讨论

3. 1　黄河源区植物根际土壤真菌多样性

黄河源区地处青藏高原腹地，是我国重要的生

态屏障。高寒草甸作为黄河源区草地重要组成部

分，具有涵养水源、固碳释氧和调节气候等一系列

生态功能［49］，并且高寒草甸生态系统是三江源区主

要的生态系统之一。密丛性短根茎蒿草属为高寒

草甸重要的组成植物，也是优质牧草。现如今在全

球气候变化的影响下，三江源区呈现出生态系统稳

定性降低、植被退化和生物多样性下降等问题［50］，

遏制高寒草甸生态系统负面变化态势迫在眉睫。

真菌是陆地生态系统中土壤微生物群落的重

要组成部分，在植物与土壤的相互作用中发挥着重

要作用［51］。李文辛等［52］从青藏高原蕨麻（Argen⁃
tina anserina）根际土壤中共分离获得可培养真菌 56
株，其中优势属有青霉属、曲霉属和枝孢霉属。张

永娟等［53］从西藏高寒草原藏麻黄（Ephedra saxati⁃

图 5　近渐绿木霉促生活性测定产生的透明圈

Fig. 5　The transparent zones produced by Trichoderma paraviridescens strains which were used for
注：A，产纤维素酶活性测定； B，产蛋白酶活性测定；C，产铁载体能力测定；D，溶磷能力测定；E，解钾能力测定

Note：A， Determination of cellulase activity； B， Determination of protease activity； C， Determination of iron carrier capacity； D， Determination 
of phosphorus solubilization capacity； E， Potassium removal capacity determination

图 4　近渐绿木霉代表菌株基于 rDNA--ITS、TEF--1α 和

RPB2 基因序列构建的系统发育树

Fig. 4　Phylogenetic tree of representative Trichoderma 
paraviridescens isolates

注：比例尺表示替换数

Note： The scale indicates the number of substitutions
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表 4　矮生嵩草根际土壤近渐绿木霉促生活性测定

Table 4　Evaluation of plant growth-promoting effect of Trichoderma paraviridescens from rhizosphere soil of Kobresia humilis

菌株名称

Isolates name
S5-9-24
S5-10-4
S5-9-19
S5-9-20
S2-4-4
S5-11-3
S5-9-22
S5-9-21
S5-11-4
S5-10-3
S5-10-8
S5-9-18
S5-12-1
S5-4-3
S5-10-9
S5-10-18
S5-10-10
S2-8-5
S5-13-2
S2-8-6
S5-12-3
S5-10-11
S5-10-5
S5-10-2
S5-9-16
S5-9-9
S5-9-5
S5-9-2
S5-9-17
S5-8-8
S2-4-8
S5-9-4
S5-9-13
S5-9-3
S5-9-6
S5-9-12
S5-9-7
S5-9-1
S5-9-11
S5-8-1
S5-9-27
S5-12-11
S5-9-26
S5-12-8
S5-9-10
S5-11-5
S5-12-5
S5-13-9
S3-8-1
S5-8-2
S5-12-6
S5-12-7
S5-9-25

产纤维素酶

Produce cellulase
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

产蛋白酶

Produce protease
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

溶磷

Solubilize phosphate
+
+
-
-
+
+
+
-
+
+
+
-
+
-
-
-
-
+
+
+
+
-
+
+
-
+
+
-
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
+
+
-
+
+
+
-
+
+
+
+

解钾

Release potassium
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-

产铁载体

Produce siderophores
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-

注：“+”代表该菌株具有相应的活性，“-”代表没有相应活性

Note："+" indicates that the strain has the corresponding activity， and "-" indicates no corresponding activity
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lis）根际土壤样本中共分离、纯化得到真菌 49 株，经

鉴定发现有青霉属、被孢霉属、镰孢菌属、白僵菌属

（Beauveria）和 Paraboeremia，其中青霉属和被孢霉

属丰度最高，为优势属。本研究通过对黄河源区 5个

海拔梯度矮生嵩草根际土壤真菌的分离及形态学和

系统发育分析，揭示了该区域真菌群落结构的独特

性—以镰孢菌属（32. 83%）和木霉属（26. 79%）为优

势属。通过系统发育分析发现，18 属真菌分为不同

的分支，38 株代表菌株分为 32 个小分支（图 3），说明

18 属真菌的属间分类界限清晰，且 38 株代表菌株的

遗传多样性丰富。为将木霉属真菌鉴定至种水平，

对其进行多基因联合系统发育分析（图 4），发现 10株

渐近绿木霉代表菌株与绿色木霉亲缘关系较近，而

与哈茨木霉亲缘关系较远。本研究通过对 5 个海拔

梯度（3208~4932 m）的系统采样，揭示了黄河源区

矮生嵩草根际土壤真菌多样性随海拔变化的独特规

律：真菌多样性指数和均匀度指数随海拔升高呈“先

降低后升高”的非线性响应模式，而丰富度指数则整

体呈递减趋势。这一结果表明，高海拔极端环境（低

温、强紫外线、养分贫瘠）对真菌群落具有显著筛选

效应，促使优势类群（如镰孢菌属和木霉属）占据主

导地位，有研究表明气温随海拔上升而降低，产生的

生理胁迫会抑制微生物生长［54］，导致真菌丰富度达

到一定海拔高度呈现降低趋势。而中低海拔区域

（如共和县 3208 m）因水热条件相对适宜，形成了相

对复杂的根际微生态网络，真菌多样性显著高于其

他采样点，这与德却拉姆［55］的研究结果一致。

3. 2　木霉属菌株的促生特性

镰孢菌是一类分布极广、生态功能多样的真

菌，其在自然和农业生态系统中扮演着多重角色。

镰孢菌广泛存在于土壤和植物残体中，是重要的腐

生真菌；许多镰孢菌对植物病原物具有显著抑制作

用，可在农业生产上发挥重大作用［56］。但因镰孢菌

也为重要的植物根腐病菌［57］，因此本研究中未选用

镰孢菌作为促生活性分析菌株。

化学农药的长期使用易引发残留超标、生态破

坏及抗药性等问题，与绿色农业要求不适应，而能

有效抑制病原菌生长且兼具防病、促生和增产等功

能的木霉菌剂已成为植物保护研究热点［58-59］。木霉

属作为黄河源区矮生嵩草根际的第二大优势真菌

类群，其功能多样性分析显示出显著的生态价值。

该属真菌具有良好的代谢调节能力，能够通过感应

环境变化（营养和氧气限制）产生一系列的酶来降

解同多糖和异多糖，木霉属菌株已被证实具有抑制

植物病原菌、促进植物生长、激发植物免疫和修复

土壤污染的能力［60］。本研究分离获得的 55 株近渐

绿木霉菌株，经促生活性测定表明具有产纤维素

酶、产蛋白酶、溶磷、解钾及产铁载体的综合能力。

这一结果与近渐绿木霉的已知功能研究吻合，例

如，分离自韩国淡水的近渐绿木霉具有产纤维素酶

活性［61］；分离自奥地利林地的近渐绿木霉具有产铁

载体的能力［62］；分离自滇牡丹（Paeonia delavayi）的
内生近渐绿木霉具有促生活性［63］。此外，近渐绿木

霉还具有很好的生防效果，可以防治多种农作物病

害，如水稻白叶枯病［64］和烟草疫病等［65］。因此，本

研究分离得到的近渐绿木霉可以作为微生物菌肥

开发的材料，为绿色农业生产提供更多真菌资源。

本文以黄河源区矮生嵩草根际真菌为研究对

象，初步厘清该地区可培养真菌的种类及其多样

性，并为高寒草甸生态修复提供重要的微生物资

源。近渐绿木霉展现的复合促生活性，使其成为开

发适用于青藏高原微生物菌肥的理想材料。后续

研究将进一步关注近渐绿木霉对矮生嵩草的野外

促生效果、促生机理及菌肥的开发。

4　结论

从黄河源区矮生嵩草根际土壤分离得到 207 株

真菌，经鉴定发现镰孢菌属与木霉属占据显著优势

地位，成为该区域根际土壤真菌的核心类群；短梗

蠕孢属、壳多孢属和紫孢菌属等 9 属为稀有属。经

促生活性分析发现，近渐绿木霉具有产纤维素酶、

蛋白酶、溶磷、解钾和产铁载体的能力。通过解析

黄河源区矮生嵩草根际土壤真菌的多样性组成与

促生活性，为高效微生物菌肥的研发提供了关键菌

株资源与理论基础。。
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