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基于高通量测序技术对市售柏子仁表面真菌多样性的研究

李 婷 1, 姜 丹 1, 胡小松 1, 常晓茜 1, 许 贞 1, 巩 颖 2, 华国栋 2*, 刘春生 1*

(1. 北京中医药大学中药学院, 北京 102488; 2. 北京中医药大学东方医院药学部, 北京 100078)

摘要: 为了分析市售柏子仁表面真菌群落的结构组成, 揭示其表面真菌生物多样性和结构差异。收集了河南、

山东、香港 3个地区的柏子仁药材, 对其进行DNA抽提, 并对DNA中 ITS片段进行PCR扩增, PCR产物经质检合格

后进行 Illumina Hiseq 2500平台上Miseq测序, 得到序列OTU聚类后进行生物信息学分析。三个地区的柏子仁样品

肉眼均观察不到微生物群落, 测序结果显示其表面微生物群落均具有较高的生物多样性, 但物种组成上存在明显差

异。7份柏子仁样品得到 345 947条有效序列, 划分为 267个OTU聚类, 分 3门, 18纲, 40目, 82科, 120属, 191种真

菌。在属水平上, 曲霉属丰度占比最高, 达到 (93.36 ± 6.01)%, 为优势菌属。7份样品均被黄曲霉菌污染, 污染程度

分别为 14.58%、15.98%、17.64%、16.44%、0.97%、23.39%、18.86%。除 5号样品筛曲霉丰度占比较高, 其余 6份样品

均以黑曲霉、烟曲霉以及黄曲霉为核心菌群。通过分析不同产地柏子仁真菌分布的多样性, 充分了解了柏子仁表面

真菌的情况, 为黄曲霉菌的污染及其毒素污染进行早期的风险预警奠定基础, 为柏子仁质量安全提供理论依据。
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Abstract: The structural composition of the surface fungal community of commercially Platycladi semen was

analyzed to reveal the surface fungal biodiversity and structural differences. Platycladi semen was collected from

Henan, Shandong and Hong Kong, their DNA was extracted, ITS fragments in DNA were amplified by PCR.

Miseq was sequenced on Illumina Hiseq 2500 platform after the PCR products were qualified for quality inspec‐

tion. The sequence OTU cluster was obtained and bioinformatics analysis was carried out. Microbial communities

were not observed in the eyes of the Platycladi semen in the three regions. Sequencing results showed that the

surface microbial community had high biodiversity, but there were significant differences in species composition.

Seven samples o Platycladi semen obtained 345 947 valid sequences, which were divided into 267 OTUs, 3 phylums.

18 classes, 40 orders, 82 families, 120 genus, 191 species fungi. At the genus level, Aspergillus is the dominant

species, accounting for the highest proportion, reaching (93.36 ± 6.01)%. Seven samples were contaminated by

Aspergillus flavus, and the pollution levels were 14.58%, 15.98%, 17.64%, 16.44%, 0.97%, 23.39% and 18.86%.

Except sample No. 5, Aspergillus cibarius was the most abundant, the other six samples were Aspergillus niger,
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Aspergillus fumigatus and Aspergillus flavus as the core microflora. By analyzing the diversity of fungi distribution

in different habitats, we can fully understand the fungi on the surface of Platycladi semen, lay a foundation for

early risk warning of Aspergillus flavus contamination and its aflatoxin contamination, and provide a theoretical

basis for the quality and safety of Platycladi semen.
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柏子仁是侧柏Platycladus orientalis (L.) Franco的

干燥成熟种仁, 有着养心安神、止汗、润肠的功效, 在临

床上主要用于治疗虚烦失眠、心悸怔忡、阴虚盗汗、肠

燥便秘等[1]。其主要成分为脂肪油、柏子仁苷、柏木

醇、双萜类成分以及少量的挥发油、皂苷、维生素A、蛋

白质等[2]。现代药理学表明柏子仁苷能治疗阿尔茨海

默病[3], 柏子仁脂肪油、挥发油等能改善睡眠[4]等。

柏子仁被环境中复杂的微生物侵染着, 这些微生

物群落对药材品质起着不同的作用[5,6]。一些真菌可

能引发药材质量问题进而威胁人类健康, 如黄曲霉菌。

柏子仁在种植、采收、加工、运输及储藏过程中, 极易滋

生黄曲霉菌[7]。黄曲霉菌的大量繁殖产生的代谢物为

黄曲霉毒素, 黄曲霉毒素能诱发致癌、致畸和免疫抑制

等结果, 严重时可致死。然而至今没有较好的办法解

决柏子仁黄曲霉菌污染的问题, 因此研究柏子仁药材

表面微生物群落结构组成具有很重要的意义, 有助于

发现新的微生物, 进而抑制潜在病原体的生长。

一直以来大多数微生物在营养基中可培养性低

(占总数的 5%微生物)[8]或不能被培养, 严重制约了微

生物多样性的研究, 新一代的测序技术有利于微生物

的群落更深入、全面地分析[9]。高通量测序凭借其速

度快、耗时少、成本低、准确度高等优势, 已经成功地应

用于分析各类样本, 如土壤[10]、白头翁[11]、黄芩汤[12]等,

但尚未有高通量测序研究柏子仁相关的报道。

目前关于柏子仁的研究多集中在药材鉴别[13]、化

学成分的药效[3]等方面, 没有关于柏子仁表面微生物

群落结构组成的报道。因此, 本研究采用高通量测序

技术对 3个地区的柏子仁药材表面真菌进行分析, 为

明确市售柏子仁表面真菌群落结构组成奠定基础, 此

项研究丰富了对柏子仁表面真菌多样性的认识, 有助

于开发新的生物防治剂, 制定新的生物防治策略以克

服毒素污染, 同时为柏子仁的质量安全提供参考。

材料与方法

材料 柏子仁药材由河北省药品检验研究院段吉

平老师提供, 收集于河南、山东以及香港, 每份样品收

集到两批, 混匀记为一份样品, 收集到的样品表面微生

物群落肉眼均不可见。样品编号、分组及采集信息见

表 1, 经北京中医药大学刘春生教授鉴定为柏子仁正

品, 于-20 ℃保存备用。

DNA提取及检测 取样品 1 g, 用无菌水 5 mL均

质 30 min, 对无菌水中的微生物进行DNA提取。参照

E.Z.N.A. ®soil 试剂盒 (Omega Bio-tek, Norcross, GA,

US) 说明书进行提取总DNA, 并利用NanoDrop2000进

行纯度与浓度检测, 再采用 1%琼脂糖凝胶电泳进行

DNA完整性检测。电泳条件: 5 V·cm-1, 时间: 20 min。

PCR扩增及荧光定量 经检验合格的DNA进行

PCR 扩增。PCR 反应体系 20 μL: 正反引物各 0.8 μL,

10×Buffer 2 μL, 2.5 mmol·L-1 dNTPs 2 mL, rTaq Poly‐

merase 0.2 μL, BSA 0.2 μL, Template DNA 10 ng, 补

ddH2O至 20 μL。其中引物 ITS1F: 5'-CTTGGTCATTT

AGAGGAAGTAA-3', ITS2R: 5'-GCTGCGTTCTTCAT

CGATGC-3'。PCR反应条件: 95 ℃ 3 min; 95 ℃ 30 s,

55 ℃ 30 s, 72 ℃ 45 s, 35个循环; 72 ℃ 10 min, 10 ℃

停止。每个样本重复 3次, 将同一样品的 PCR产物混

合取 3 μL, 经 2%琼脂糖凝胶电泳检测。参照电泳初

步定量结果 , PCR 产物用 QuantiFluorTM-ST 蓝色荧光

定量系统定量检测, 之后按照样本测序要求进行相应

比例的混合。

Miseq文库的构建及测序 使用 2%琼脂糖凝胶

回收 PCR 产物 , 利用 AxyPrep DNA Gel Extraction Kit

(Axygen Biosciences, USA) 进行纯化, Tris-HCI缓冲液

洗脱, 2%琼脂糖电泳检测; 氢氧化钠变性, 产生单链

DNA片段, 再进行Miseq测序。

生物信息学分析 将Miseq测序得到的 PE reads

首先根据 overlap关系进行拼接, 同时对序列质量进行

质控和过滤。根据≥97%的相似性, 将获得的高质量序

Table 1 Platycladi semen sample grouping and information table

Sample

name

1
2
3
4
5
6
7

Group

name

XG
XG
XG
SD
SD
HN
HN

Collection site

Zengfuji, HongKong
Noring company, HongKong
Yong'an, HongKong
Shunwangcheng, Shandong
Tai'an, Shandong
Yuzhou, Henan
Huixian, Henan

Date of

collection

2012.09
2012.09
2012.09
2012.09
2012.09
2012.09
2012.09
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列合并、过滤成不同的操作单元 (OTU)。采用 RDP

classifier贝叶斯算法对 97% 的相似水平下的 OTU 进

行生物信息学统计分析 , 并分别在各个分类学水平:

域 (domain), 界 (kingdom), 门 (phylum), 纲 (class), 目

(order), 科 (family), 属 (genus), 种 (species) 进行每个

样本群落组成的统计。利用 mothur计算不同随机抽

样下的多样性指数, 采用Alpha多样性来反映微生物

群落的丰度和多样性, 其中 Sobs、Chao、Ace指数反映

群落的丰富度; Shannon、Simpson、Coverage指数反映

群落的多样性。采用R语言工具统计 3组样本中所共

有和独有的物种以及进行群落组成分析, 根据 beta多

样性距离矩阵进行层级聚类分析, 使用UPMGA算法

构建树状结构。

结果与分析

1 DNA质检及PCR扩增

来自 3个地区的 7份柏子仁样品扩增条带浓度正

确, 大小合适, 可适合后续的建库测序。

2 生物信息学分析

2.1 样本信息

7 份样品共有序列 399 480 条 , 其中有效序列

345 947条, 序列长度在207～553 bp, 平均长度在248～

281 bp, 其中 1号样本的序列数为最多, 达到 59 966条,

6号样本的序列数最少为49 995条。

2.2 物种注释与评估

2.2.1 OTU 分析 7 份样品经测序 , 结果划分为 267

个OUT, 3门, 18纲, 40目, 82科, 120属, 191种。统计

每个样本中每个OTU所含的序列数, 将所含有的序列

条数由大到小等级排序 , 以 OTU 的排序等级为横坐

标, OTU中序列数的相对百分含量为纵坐标作排列分

布-丰度曲线图, 排列分布-丰度曲线是用来解释物种

丰度和物种均匀度。由图 1可知, HN组与 SD组的曲

线较宽, 曲线较平缓即说明这两组物种丰度越高, 物种

分布越均匀。相比这两组, XG组曲线开始急剧下降,

说明其存在着优势菌群占有一定优势, 而后曲线平缓,

说明物种分布比较均匀。

2.2.2 Alpha 多样性分析 采用 Shannon、Simpson、

Chao、Ace等指数揭示柏子仁样品表面真菌的 α多样

性。其中Chao指数以及Ace指数代表物种的数量, 数

值越大 , 表示菌群物种的数量越多 ; Shannon 以及

Simpson 指数用于衡量物种多样性 , Shannon 指数越

大, 群落多样性越高, 而 Simpson指数越大, 群落多样

性越低。由表 2可知, 1号样品的 Ace以及 Chao指数

最低, 说明其表面真菌物种数量较其他组少。6号样

品 Shannon指数最高 , 5号样品 Simpson指数最高 , 说

明这两组样品表面真菌的物种多样性程度较高。7份

样品 OTU覆盖率 Coverage均接近 1, 说明 7份样品表

面真菌群落被检出的概率高。

2.3 物种组成分析

7份柏子仁样品得到 3门、18纲、40目、82科、120

属共191种真菌。在属水平上, 如图2, 被鉴定出来的有

曲霉属 (Aspergillus)、葡萄座腔菌属 (Neofusicoccum)、

青霉属 (Penicillium)、发菌属 (Trichothecium)、裸节菌

属 (Talaromyces)、交链格孢属 (Altemaria)、短梗霉属

(Aureobasidium) 等 , 其中曲霉属丰度占比最高 , 为

(93.36 ± 6.01)%。由图 3可知, 在种水平上被鉴定出的

种有黑曲霉 (Aspergillus niger)、烟曲霉 (Aspergillus

fumigatus)、黄 曲 霉 (Aspergillus flavus)、Aspergillus

piperis、筛 曲 霉 (Aspergillus cibarius)、帚 状 曲 霉

(Aspergillus penicillioides)、浅 蓝 灰 曲 霉 (Aspergillus

caesiellus)、孔曲霉 (Aspergillus ostianus)、粉红单端

孢 (Trichothecium roseum) 以及未鉴定出的某些曲霉

属的真菌 (unclassified_g_Neofusicoccum)、未鉴定出

的曲霉 (unclassified_g_Aspergillus)、未鉴定出的青

霉 (unclassified_g_Penicillium)、未鉴定出的裸节菌

(unclassified_g_Talaromyces)、某种交链格孢 (unclas‐

sified_g_Alternaria)、某 种 短 梗 霉 (unclassified_g_

Aureobasidium)、未鉴定出的小戴卫霉 (unclassified_

f_Davidiellaceae) 等。

Figure 1 Seven distribution of the sample - abundance curve

Table 2 Seven samples Alpha diversity table

Sample

name

1

2

3

4

5

6

7

Alpha diversity

Ace

82.425 98

111.954 4

137.312 7

169.270 7

159.167 9

138.341

152.836

Chao

78.75

96.25

141.5

162.714 3

156.25

139.076 9

147.142 9

Shannon

1.427 024

1.992 88

1.992 154

1.989 04

1.335 843

2.169 674

1.829 005

Simpson

0.308 058

0.436 994

0.203 827

0.221 86

0.551 18

0.171 792

0.252 825

Coverage

0.999 864

0.999 641

0.999 541

0.999 443

0.999 534

0.999 757

0.999 576

·· 2102



李 婷等: 基于高通量测序技术对市售柏子仁表面真菌多样性的研究

7份样品除5号样品中筛曲霉 (Aspergillus cibarius)

占比73.76%, 帚状曲霉 (Aspergillus penicillioides) 占比

9.92%, 而黄曲霉 (Aspergillus flavus) 仅仅占比 0.97%。

其余 6份样品丰度占比前三的真菌分别为黑曲霉、烟

曲霉以及黄曲霉菌 , 丰度占比情况见表 3。由表 3 可

知 , 6 份样品中黄曲霉菌占着一定的比例 , 分别为

14.58%、15.98%、17.64%、16.44%、23.39%、18.86%, 预

示着柏子仁表面存在着严重的黄曲霉菌污染进而会产

生黄曲霉毒素超标的问题。

2.4 样本比较分析

为呈现不同环境样本中微生物进化的差异程度,

根据 beta 多样性距离矩阵进行层级聚类分析 , 使用

UPGMA算法构建树状结构, 如图 4。由图可知, XG组

的三份样品聚为一小支, 说明在科水平上具有很高的

相似度, SD组样品也有着较高的相似度。

Figure 2 Species composition at genus level in 7 samples (Different colors represent different species, and the length of the patch indicates

the relative abundance ratio of the species; the species with low abundance merge into others, and the unclassified indicates the species that

are not taxonomically annotated)

Figure 3 Species composition at species level of seven samples

Table 3 6 samples abundance accounted for a relatively high pro‐

portion of colonies

Sample

number

1

2

3

4

6

7

Fungi with high abundance

Aspergillus

niger

39.45

62.66

23.34

21.91

22.51

23.46

Aspergillus

fumigatus

35.49

11.92

32.44

36.99

21.73

39.56

Aspergillus

flavus

14.58

15.98

17.64

16.44

23.39

18.86

Total

proportion

89.52

90.56

73.42

75.34

67.63

81.88
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讨论

近两年微生物群落的研究备受关注, 目前研究者

主要集中于研究植物内生真菌, 其目的之一是生产寄

主本身的有效成分, 或能产生或转化新的化学成分, 例

如有报道从贯叶连翘中分离出来的内生真菌可以产生

大黄素, 有一株还可以合成金丝桃素[14]。柏子仁作为

常用中药, 未有关于其表面微生物群落多样性的报道。

近年来, 高通量测序技术得以快速发展并得到广泛应

用[15]。本研究采用的高通量测序技术对柏子仁表面的

真菌群落多样性进行分析, 7份柏子仁样品得到 3门、

18纲、40目、82科、120属共 191种真菌, 说明高通量测

序技术能较真实、准确的反映柏子仁表面微生物群落

种类及丰度情况。

药材是许多微生物的寄主, 是微生物生命周期中

的主要栖息地和能源[16], 微生物群落能直接影响药材

的健康状态。一些真菌如曲霉、青霉等对药材有着潜

在的危害[17,18], 相反一些真菌却对宿主产生有益的影

响, 如酵母菌等。研究表明, 病原菌的生物防治剂很大

一部分是从微生物群落中分离出来的, 也就是说药材

表面微生物种群与生物防治之间存在着一定的关

系[5,6]。因此, 更好地了解药材表面的微生物组成将为

探索新的对抗病原体的生物防治剂增加机会。本研究

收集到的 7份柏子仁样品表面微生物群落肉眼均观察

不到, 采用高通量测序对柏子仁药材表面真菌群落组

成的分析发现, 3个地区的柏子仁表面真菌有着明显

差异。在属水平上, 曲霉属真菌为核心菌群, 丰度占比

达到 (93.36 ± 6.01)%, 这与曲霉属真菌易在低水分的

基质、高温和潮湿的环境条件下生长繁殖的报道一

致[19]。5号样品中筛曲霉 (Aspergillus cibarius) 为优势菌

群, 其余 6份样品均以黑曲霉 (Aspergillus niger)、烟曲

霉 (Aspergillus fumigatus) 以及黄曲霉菌 (Aspergillus

flavus) 为优势菌群,推测可能与柏子仁产地的环境如

温湿度、柏子仁加工方式如烘干温度等有关。

对种水平上的真菌进行分析发现 , 3 个地区的

柏子仁样品表面黄曲霉菌仍然有一定地占比 , 表明

黄曲霉菌污染问题仍很严重。但 5 号样品中筛曲霉

(Aspergillus cibarius) 占有极大的比例, 黄曲霉菌占比

例较小, 是否筛曲霉在某种程度上抑制了黄曲霉菌的

生长, 后期还需加大样品数量进行研究。其余样品黑

曲霉以及烟曲霉占有着很大的比例, 是否能将黑曲霉

以及烟曲霉用于抑制黄曲霉菌后期将是一项极有意义

的研究, 将能为解决黄曲霉污染及其黄曲霉毒素超标

问题做出极大贡献。此外, 通过对柏子仁药材表面真

菌群落组成结构的分析, 极大程度上推动了药材表面

真菌的快速检测与动态监控的发展, 能对药材进行早

期霉菌污染的预警, 进而制定霉菌污染策略以防治毒

素污染。
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