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基于高通量测序技术的濒危植物黄瑞香Daphne giraldii Nitsche
根部内生真菌多样性研究

贺 元, 慕祺瑞, 白贞芳, 姜 丹, 任广喜, 刘春生*

(北京中医药大学中药学院, 北京 102488)

摘要: 通过研究濒危植物黄瑞香根部真菌种类的多样性, 为濒危植物黄瑞香真菌库的建立及筛选促进黄瑞香生

长和提高其活性成分祖师麻甲素含量的内生真菌提供科学依据。以甘肃、山西两省的 9份野生黄瑞香植株为研究

对象, 利用 Illumina高通量测序技术对其测序并进行生物信息学分析, 共获得 632 766条有效序列, 包括 348个OTU,

4门, 20纲, 48目, 108科, 154属, 208种, 丰度占比前 3的真菌属之和能够占到总丰度的 65%以上, 最高可以达到

98.4%, 链格孢属 (Altemaria)、茎点霉属 (Phoma) 为黄瑞香的核心菌属, 链格孢属为优势属; 黄瑞香根部内生真菌多

样性丰富, 不同产区内生真菌多样性依次为: 甘谷县 > 五台县 > 宕昌县。
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The diversity of endophytic fungi in endangered medicinal
material Daphnes Cortex as determined by high-throughput

sequencing technology

HE Yuan, MU Qi-rui, BAI Zhen-fang, JIANG Dan, REN Guang-xi, LIU Chun-sheng*

(School of Chinese Pharmacy, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 102488, China)

Abstract: In order to provide a scientific basis for the establishment of a Daphnes Cortex medicinal material

fungus library and the screening of endophytic fungi that promote the growth of Daphnes Cortex and increase the

content of daphnetin, we used Illumina high-throughput testing technology to analyze 9 Daphnes Cortex samples

from Gansu and Shanxi provinces. A total of 632 766 valid sequences were obtained, including 348 OTUs, 4 phyla,

20 classes, 48 orders, 108 families, 154 genera, and 208 species. The sum of the first 3 fungal genera account for more

than 65% of the total abundance, with the highest reaching 98.4%. Alternaria and Phoma are the main genuses of

Daphne giraldii Nitsche, and Altemaria is the dominant genus. The endophytic fungi community of Daphnes

Cortex is rich in diversity, and the order of fungal diversity in different producing areas is: Gangu County > Wutai

County > Tanchang County.
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濒危植物黄瑞香Daphne giraldii Nitsche属于瑞香

科瑞香属, 其干燥根皮入药, 药材名为祖师麻; 性温, 味

辛、苦, 有小毒[1], 具有祛风湿、活血止痛之功效; 用于

治疗胃痛、风湿疼痛、腰痛、跌打损伤及骨折等症, 民间

所言:“疼得满地爬, 就用祖师麻”; 其主要活性成分是

祖师麻甲素。以黄瑞香为主要原料的中成药祖师麻

片、祖师麻贴膏等在治疗关节炎、类风湿性关节炎疗效

显著, 是临床常用成药。目前黄瑞香均为野生资源, 但

因其地理位置和生长环境的特殊性及人为因素[2,3], 其
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资源蕴藏量正急剧下降, 药材市场供不应求。因此, 除

了宏观角度 (种植技术) 以外, 从植物微观角度 (内生

菌) 层面研究黄瑞香、探究内生菌对黄瑞香生长过程

是否有影响, 能否提高祖师麻甲素的含量对解决黄瑞

香资源匮乏问题具有十分重要的意义, 那么第一步就

是对黄瑞香内生菌进行整体的分析, 为后续的研究工

作铺垫。

内生菌 (主要包括真菌、细菌等) 广泛存在于植物

组织或器官, 参与植物体内营养物质的合成, 影响药用

植物的生长和发育[4-6], 并产生与药用植物有效成分相

近的次生代谢产物。如Wu等[7]发现三七内生菌的丰

富度大小对植株正常发育产生影响; Zhou等[8]在丹参

中筛选的 1株内生真菌对丹参生长发育以及丹参中的

活性成分都有显著提高。因此, 可以类比推测, 黄瑞香

在生长过程中, 其主要成分祖师麻甲素也可能会受到

内生真菌的影响, 只有明确黄瑞香植物内生菌的分布

以及多样性, 后续个体菌的筛选以及探究含量与菌种

的关系才更有说服力, 所以探究黄瑞香内生真菌多样

性的是很重要的一个环节。

高通量测序技术是新一代测序方式, 具有测序速

度快、信息量大、准确率高的优点, 将此技术应用于揭

示微生物的物种和群落多样性具有很强的优势[9]。如

Wang等[10]采用高通量测序技术对重楼根际土及不同

部位的真菌研究发现, 根内生菌多样性大于叶, 各个群

落间的多样性差异显著。因而, 高通量测序技术也可

能是研究黄瑞香内生真菌多样性的首选方法。

本论文采用高通量测序技术, 分析了黄瑞香根部

内生真菌物种组成、优势属及内生真菌多样性, 以期为

濒危植物黄瑞香真菌库的建立及筛选促进黄瑞香生长

和提高祖师麻甲素含量的内生真菌提供科学依据。

材料与方法

材料 在甘肃宕昌县、甘谷县和山西五台县分别

采集野生黄瑞香植株 (表 1)。每个样地各选择 3株黄

瑞香植株, 采样时除去表土, 挖取黄瑞香根部, 保证黄

瑞香根完整。将黄瑞香样品装入无菌袋中并编号记录

采样时间、地点、环境条件等。样品带回实验室后, 立

即流水冲洗掉表面粘连的土壤, 无菌吸水纸吸干水分。

将根在超净工作台内用 5%次氯酸钠表面消毒 15 min,

样品-80 ℃超低温冰箱保存。经北京中医药大学刘春

生教授鉴定为黄瑞香Daphne giraldii Nitsche。

仪器 超微量分光光度计 (NanoDrop2000, Thermo‐

Fisher Scientific 公司); PCR 仪 (ABI GeneAmp® 9700

型, ABI公司); MISEQ测序仪 (Illumina Miseq, Illumina

公司); 移液器 (EppendorfN13462C, Eppendorf公司)。

样品处理方法 取鲜黄瑞香根样品, 置于无菌超

净工作台中进行表面灭菌处理, 后将 3个产地的黄瑞

香根用无菌水冲洗外表至干净, 滤纸吸干表面的水分,

后在 75%乙醇溶液中浸泡 30 s, 用无菌镊子及解剖刀

轻轻刮去表皮层, 再用无菌水冲洗样品表面 3次, 无菌

滤纸吸干, 最后用无菌小刀将黄瑞香根皮切成小块, 将

每个产地的样品置于无菌 2 mL离心管中冰盒保存, 样

本号分别为甘肃宕昌样本 (TC)、甘肃甘谷样本 (GG)、

山西五台样本 (WT)。

DNA提取及 PCR扩增方法 取样品 1 g, 用无菌

水5 mL均质30 min,进行DNA提取。参照E.Z.N.A.®soil

试剂盒 (Omega Bio-tek, Norcross, GA, US) 说明书提

取总DNA, 并利用NanoDrop2000检测纯度与浓度, 再

采用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性。电泳条件:

5 V·cm-1, 时间: 20 min。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, 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 ℃ 60 s, 31个循环; 72 ℃ 10 min, 10 ℃停

止。每个样本3个重复, 将同一样品的PCR产物混合, 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混合。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。之后进行

Miseq测序。

MiSeq 文库构建及测序方法 采用 TruSeq TM

DNA Sample Prep Kit 制备测序文库 , 并进行 Illumina

测序[11]。

生物信息学分析 将Miseq测序得到的PE读长序

列 (paired-end reads) 根据重叠关系进行拼接, 根据软件

对序列进行筛选, 删去低质量序列。根据 97%的相似

Table 1 Sample information

Sample name
TC 1-3
GG 4-6
WT 7-9

Sample origin
Tanchang County, Longnan City, Gansu Province
Gangu County, Tianshui City, Gansu Province
Wutai County, Xinzhou City, Shanxi Province

Soil type
Leached soil
Leached soil
Cinnamon soil

Plant growth environment
Bush
Woodside
Bush and Woodside

Location
E104.09408, N34.03393
E106.04549, N34.25655
E113.50293, N38.95615
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性水平, 将获得的高质量序列合并、过滤成不同的操作

单元 (OTU)。对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。采用Alpha

多样性来反映微生物群落的丰度和多样性, 其中Chao、

Ace指数反映群落的丰富度; Shannon、Simpson指数反

映群落的多样性。

结果与分析

1 质量分析

2个地区的 9份黄瑞香样品条带浓度正确, 大小合

适。通过Miseq测序 3个产地 9份黄瑞香根皮样本 [甘

肃宕昌样本 (TC1-3)、甘肃甘谷样本 (GG4-6)、山西五

台样本 (WT7-9)], 具体信息如表 2所示。共获得有效

序列 632 766条, 序列长度在 141～521 bp, 平均长度在

227 bp, 其中7号山西五台县样本的序列数为最多, 达到

72 805条, 1号甘肃宕昌县样本的序列数最少为 45 303

条。

2 黄瑞香根皮内生真菌种类组成比较

从Venn图结果可以看出, 三种不同产地黄瑞香根

样品含有的共有和各自特有的菌种数目, 同时展示出

不同样品间菌种的重叠情况。从GG (甘谷县) 黄瑞香

样品中分析出内生真菌 132个种, 从 WT (五台县) 黄

瑞香样品中分析出内生真菌 153个种, 从TC (宕昌县)

黄瑞香样品中分析出内生真菌 46个种。其中, GG和

WT共有 80个菌种, 占比 38.46%。GG与TC共有 35个

菌种 , 占比 16.83%; TC 和 WT 共有 40 个菌种 , 占比

19.23%。GG、WT和TC共有 32个菌种, 三者共有菌种

占比15.38% (图1)。

3 OTU等级丰度图

利用高通量测序技术分析不同产黄瑞香根皮的 9

份样品, 结果划分为 348个OTU, 4门, 20纲, 48目, 108

科, 154属, 208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 2可

知, GG组与WT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 ,

TC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。

4 Alpha多样性分析

采用 Shannon、Simpson、Chao、Ace等指数揭示黄

瑞香样品根皮内生真菌的 α多样性。其中 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; 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。由表 3可知, 1号

样品的Ace以及Chao指数最低, 说明其真菌物种数量

较其他组少。9号样品的Ace以及Chao指数最高, 说

明其真菌物种数量较其他组多。4号样品 Shannon 指

数最高, 1号样品 Simpson指数最高, 说明 4号样品真

菌的物种多样性程度较高, 1号样品真菌的物种多样

性程度较低。

Table 2 Sample test sequence information

Sample

info

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Seq

num

45 303
56 711
47 317
66 711
64 656
62 971
72 805
71 118
72 312

Base

num

10 752 191
13 083 913
11 129 807
14 935 315
14 842 222
14 226 243
16 016 547
15 686 203
15 674 809

Mean

length/bp

237.339 491 9
230.712 084 1
235.217 934 4
223.880 844 2
229.556 761 9
225.917 374 7
219.992 404 4
220.565 862 4
216.766 359 7

Min

length/bp

186
149
195
178
187
183
142
141
147

Max

length/bp

289
521
290
520
318
307
313
443
470

Figure 1 Venn diagram of endophytic fungi species of different

samples in different origins

Figure 2 The curves of rank-abundance
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5 不同分类水平下各样本内生真菌组成

9份黄瑞香样品得到 4门, 20纲, 48目, 108科, 154

属, 共 208种真菌。在属水平上, 被鉴定出来的有链格

孢属 (Alternaria)、瓶霉菌属 (Phialophora)、茎点霉属

(Phoma)、附球菌属 (Epicoccum)、线黑粉酵母属 (Filo‐

basidium)、轮枝孢属 (Verticillium)、枝孢属 (Clado‐

sporium)、担孢酵母属 (Erythrobasidium)、壳月孢属

(Selenophoma)、核盘菌属 (Sclerotinia)、掷孢酵母属

(Sporobolomyces)、镰刀菌属 (Fusarium) 等。其中链格

孢属丰度占比最高 (图3)。在属水平上还发现, 宕昌县黄

瑞香内生真菌种类较少, 优势菌种为链格孢属, 与OTU

等级丰度图和Alpha多样性显示的结果相吻合。在种

水平上被鉴定出的种有黑附球菌 (Epicoccum nigrum)、

大线黑粉酵母菌 (Filobasidium magnum)、云状轮枝菌

(Verticillium nubilum)、熟食枝孢霉 (Cladosporium deli‐

catulum)、核盘菌 (Sclerotinia sclerotiorum)、茄病镰刀菌

(Fusariumsolani)、大蒜叶枯病菌 (Stemphyliumvesicarium)

等 (图 4)。未被鉴定出的有链格孢属真菌 (unclassfied_

g__Alternaria), 亚隔孢壳科中的一种真菌 (unclassfied_

f__Didymellaceae); 一 种 泡 质 盘 菌 (unclassfied_g__

Peziza), 一种子囊菌 (unclassfied_P__Ascomycota), 瓶

霉菌属一种真菌 (unclassfied_g__Phialophora) 等。

9 份样品中 , 瓶霉菌属 (Phialophora) 是 7 号样品

五台县特有的, 丰度占比达到 70.20%, 推测原因有可

能为个体土壤的差异或者与其他植物处于共生环境

中, 或有可能是瓶霉菌属菌株污染所导致, 结果还需要

后续加大样本量和重复实验做进一步验证。其余 8份

样品丰度占比前 3的真菌属为链格孢属、茎点霉属以

及亚隔孢壳科中未鉴定出的真菌属 (unclassified_f__

Didymellaceae), 丰度占比如表 4所示, 排名前 3的真菌

属之和能够占到总丰度的 65% 以上 , 最高可以达到

98.4%, 体现了黄瑞香植物内生的核心菌属。

6 样本比较分析

为呈现不同环境样本之间相似性, 根据beta多样性

距离矩阵对 9份样品进行层级聚类分析, 使用UPGMA

算法构建树状结构, 如图 5所示, 由图可知, 甘谷、宕昌

2地的黄瑞香样品能够聚为一支, 五台中的样品 8、9也

能聚为 1支, 说明样品在个体在同一环境上具有高相

似度。

Table 3 The Alpha diversity table of samples

Sample

name

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Alpha diversity

Shannon

0.474 416

1.005 242

0.809 373

2.205 913

1.247 084

1.429 155

1.052 228

1.860 85

1.180 16

Simpson

0.785 035

0.456 815

0.597 888

0.210 882

0.411 125

0.293 837

0.526 893

0.328 697

0.618 823

Ace

40.662 633

90.783 955

53.191 323

132.216 445

79.565 326

70.019 302

84.606 575

112.214 356

159.029 799

Chao

28.6

84.2

38.25

132.5

82.166 667

68.909 091

83

111

160.5

Figure 3 Species composition at genus level in 9 samples (Different colors represent different genus, and the length of the patch indicates

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

not taxonomically annotated)
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讨论

植物内生菌群落的多样性在最近是植物微生物研

究领域中的一个热点, 研究植物内生菌, 其目的有生产

寄主本身的有效成分, 或转化新的化学成分, 如有报道

从秦艽中分离出来的内生真菌可以产生龙胆苦苷[11];

紫草根中分离并筛选出的内生真菌可以产生紫草素,

成为紫草素的新型来源[12]; 有同时增加生长特性指标

和关键化学成分, 如有研究说明铁皮石斛中内生菌显

著增加了其中茎厚度, 醇提取物含量以及药用化学成

分[13]; 也有将内生真菌与土壤的根际真菌联合分析并

且研究其对植物生长的影响[14,15], 从而提高植物的种

植效率。

黄瑞香作为常用民间中药祖师麻的来源植物, 目

前未有关于其微生物多样性的报道。本研究采用高通

量测序技术明确了黄瑞香根内生真菌群落组成和优势

菌群, 分析了菌群多样性。从图 3结果可以看出, 内生

真菌群落多样性十分丰富, 链格孢属 (Altemaria) 为其

优势属, 同属植物仅有对甘肃瑞香内生真菌的多样性

进行了研究[16], 该种多样性同样丰富, 但优势种群为青

霉属, 与黄瑞香的优势种区别明显。青霉属广泛存在

于植物体内, 对环境条件具有很强的耐受能力, 且其种

群丰富。因此, 这种内生真菌和不同植物自身基因调

Figure 4 Species composition at species level in 9 samples (Different colors represent different species, and the length of the patch indi‐

cates 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 5 Hierarchical clustering tree on species level of 9 sam‐

ples (The length of the branches represents the distance between

the samples)

Table 4 Eight samples abundance accounted for a relatively high

pro-portion of colonies

Sample

number

1

2

3

4

5

6

8

9

Fungi with high abundance/%

Alternaria

88.22

61.48

75.66

17.50

58.66

39.44

15.99

16.92

Unclassified_f__

Didymellaceae

1.93

10.66

2.89

35.95

24.28

28.11

50.21

64.96

Phoma

8.01

26.26

14.40

12.41

2.34

1.53

2.60

6.98

Total

proportion

98.16

98.4

92.95

65.86

85.28

69.08

68.8

88.86
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控的相互作用有可能是黄瑞香难移栽难种植, 成为濒

危植物, 而甘肃瑞香相对容易移栽成功、没有成为濒危

植物的原因之一。

在属水平中, 除优势属链格孢属之外, 核心菌属还

有亚隔孢壳科中未鉴定出的真菌属以及茎点霉属, 茎

点霉属真菌是一种重要的病原菌, 有强烈的纤维素酶

活性, 会引起植物的茎腐, 枝枯[17]; 另一核心菌所属亚

隔孢壳科 (Didymellaceae) 2009年才被建立, 目前对其

研究很少, 根据研究, 亚隔孢壳属 (Didymella) 是唯一

与茎点霉属真菌正确关联的有性型属[18],这种在植物

水平功能的相似性以及危害, 有可能是本课题组前期

进行黄瑞香扦插实验失败的重要原因之一。五台地区

样本中亚隔孢壳科的菌属丰度占比比甘肃两地的占比

要高, 而根据课题组前期资源调查, 甘肃两地的黄瑞香

资源蕴含量则比五台地区要高, 推测此菌属会对黄瑞

香生长分布产生一定影响。

在种水平中, 有较多的菌种未能被鉴定, 一方面体

现了黄瑞香植物中内生真菌具有多样性, 一方面说明

黄瑞香植物的内生真菌还有很多未被研究, 值得深入

挖掘以及微生物分类学鉴定。6号样品中黑附球菌占

比为 23.86%, 远高于其他样品中的黑附球菌, 黑附球

菌为非致病菌, 并且能够产生以生物碱为主的次生代

谢产物[19], 因此后续在加大样本验证实验结论的同时

探究各菌属的分布大小是否会对植物的有效成分产生

影响也很有意义。

综上所述, 本文首次利用高通量测序技术对濒危

药材黄瑞香的内生真菌多样性进行了研究, 此研究结

果为后续祖师麻药材真菌库的建立, 筛选促进黄瑞香

生长的内生真菌以及生物防治提供科学依据。
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