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摘要! 杓兰属
657$-7+8-#9

植物因具较高的观赏和药用价值而长期被过度采集! 已成为濒危植物% 菌根真菌是其栽

培和保育能否成功的重要协同因子% 采用免培养技术对滇西北
4

个不同居群的黄花杓兰
657$-7+8-#9 ('&2#9

毛根的

真菌进行核糖体脱氧核糖核酸内转录间隔区"

6789 :;<

&区段扩增% 结果表明$ 从
4

个居群的毛根中共克隆得到
,33

个真菌
:;<#=>?>

! 其中白水河居群
1,

个! 石卡雪山居群
1&

个! 天生桥居群
!&,

个! 纳帕村居群
#&

个' 黄花杓兰毛

根系统中存在丰富多样的菌根真菌类型! 分别涉及胶膜菌属
:#'&3%+''&

! 伏革菌属
6"$4-;-#9

! 瘤菌根菌属
<7#'"$*-=&

和丝核菌属
>*-=";4"-& 4

个属及一类归属未定的真菌(

@0A@B=@6C' DEA(66F)G>B H@0I)

&' 胶膜菌属对于黄花杓兰具有一定

的寄主专一性特征! 可能对黄花杓兰的生长有促生作用% 以上结果为菌肥的研制和黄花杓兰植物的栽培与保育工

作提供科学依据% 图
!

表
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参
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黄花杓兰
3"&$)&'4)*+ ,-./*+

属兰科
A)(0'<2(>2>

杓兰属
3"&$)&'4)*+

植物" 为中国特有种" 分布于

云南西北部# 西藏东南部# 四川# 甘肃南部和湖北西部的高海拔地区" 是一种典型的多年生高山草本植

物$

#

%

& 因其花型独特# 色彩艳丽" 是整个兰科植物中最具特色的类群之一" 极具观赏价值& 然而" 人类

对杓兰野生环境的日益破坏" 使得黄花杓兰种群数量急剧下降& 该种已处于濒危状态" 亟待保护$

!!B

%

&

目前" 在杓兰属植物保育工作中" 因多数自花不育导致自然结实率较低" 种子微小" 多采取分株繁殖和

组织培养方式进行扩繁种苗$

C!$

%

& 在此过程中存在一个很大的瓶颈' 在扩繁种苗过程中" 杓兰幼苗出现

生长缓慢# 死亡率高等常见问题" 极大地限制了濒危植物杓兰的保育工作$

D!E

%

& 前人的研究表明' 兰科

植物对菌根真菌具有较高的依赖性" 菌根可能成为杓兰营养代谢的重要协同因子$

F

%

& 在自然条件下" 兰

属植物必须与真菌建立共生关系" 其种子萌发# 幼苗生长发育以及成年兰属植物营养的获取才得以实

现$

G

%

&

H2),>.

等$

F

%于
#GFB

年首次证实杓兰和真菌是互利的关系& 同时
H2<,>.

等$

#%

%也认为' 平衡的共生关

系可在一定条件下变为寄生关系" 接种根际促生菌可显著提高杓兰幼苗的成活率&

;0'&4)2

等$

##

%的研究

表明' 两者可能是斗争的关系" 但通过前期的斗争" 一旦真菌与杓兰建立共生关系后" 可互利共生& 王

瑞苓等$

#!

%通过对黄花杓兰植株根的生长周期切片观察" 也证实菌根真菌与黄花杓兰是互惠互利的共生关

系& 臧穆等$

#B

%在黄花杓兰的根际和根皮层细胞内发现了不同阶段的小型菌核" 菌核的存在表明' 杓兰和

真菌是协同的关系& 侯天文等$

#C

%研究发现' 四川黄龙沟杓兰的菌根真菌多样性随生长季节转换呈现的变

化规律与营养需求规律是基本一致的& 高倩等$

#$

%对黄花杓兰" 云南杓兰
3"&$)&'4)*+ "*22.2'21'I

西藏杓

兰
3"&$)&'4)*+ 5)6'5)7*+

和斑花杓兰
3"&$)&84)*+ 9*55.5*+

的菌根结构及其周年动态变化进行了研究" 发

现真菌的新近入侵# 开始被消解# 消解后的残余及消解后的物质
C

个阶段在这
C

种杓兰的生活周期中周

而复始地进行& 上述前人的研究主要集中于菌根解剖结构特征观察和真菌的入侵方式等方面" 有关杓兰

属植物菌根真菌多样性的研究还缺乏报道& 本研究前期调查发现" 黄花杓兰在滇西北高海拔区域分布较

多" 这为研究杓兰属植物菌根真菌提供极好的试验材料& 本研究以黄花杓兰毛根为材料" 提取总
678

"

采用免培养巢式聚合酶链式反应(

JKL

)技术扩增其真菌核糖体脱氧核糖核酸内转录隔离区(

)678 9:;

)区

段" 并对不同居群黄花杓兰的菌根真菌多样性进行分析" 为杓兰属植物的保育和开发利用方面提供科学

依据&

#

材料与方法

*+*

试验材料

采样地的地理位置信息详见表
#

& 采集时间为杓兰花盛开期(

!%#B

年
D

月
#%

日)& 黄花杓兰为地生

兰" 生于林缘" 样地为腐殖质土壤& 根据采样地点分为
C

个不同的居群" 对每种选样植株(居群)中随机

选取
$

株进行取样" 在黄花杓兰的根尖处选取毛根段
#%

个*株!#

" 长约
# (&

& 用水洗净根尖土壤" 置于

装有十六烷基三甲基溴化铵(

K:8M

)缓冲液的
#N$ &O

离心管中" 避光低温储存&

表
*

滇西北黄花杓兰采样居群表

:2+,> # ;2&P,> (*,,>(@'*5 *3 3"&$)&84)*+ :-./*+ 2@ 7*)@0Q>?@ *3 R45525

编号 居群名称 采样地点 经纬度 海拔
S&

坡度
S

(

"

) 样方中分布数量
S

株(

T" &#T" &

)

T

白水河 丽江白水河
GG"TC$BBU 7

"

!E"%E$!CVCU W ! GE% #F #C

!

纳帕村 香格里拉纳帕村
GG"BE$$#U 7

"

!E"$#$C%U W B BCG !% CB

B

天生桥 香格里拉天生桥
GG"CG$#!U 7

"

!E"CF$#BU W B BED #G #D

C

石卡雪山 香格里拉石卡雪山
GG"#D$B$U 7

"

!E"$G$##U W C CGG !! !D

*+,

方法

#V!V#

样品总
678

的提取 采用天根
678

试剂盒提取各样品中的总
678

&

#V!V!

样品
)678 9:;

区段扩增和多样性分析 采用
7>?@ JKL

方法扩增" 第
#

轮
JKL

扩增引物为
7;9#

和
7OMC

(

7;9#

'

$$%X8::X88:XXK::8X:X8X%B$

"

7OMC

'

$$%XX8::K:K8KKK:K:8:X8%B$

)& 反应体系

F#D



第
!"

卷第
#

期

为!

$%& !'

模板
()*

"

$%& !' )+,$

"

$%& !' )'-.

"

/%# !'

双蒸水#

001

"

2

$"

$"%# !' 34567 +8*9 :;<

()* 34765<

%

"!

&' 反应条件为
= /> " !& ?

"

@& " # ?

"

A" " $& ?

"

!&

次循环"

A" " $ 65B

'

第
"

轮
3C9

扩增引物为
)+,$#D

和
,8+.

#

)+,$#D

!

#$#C88EE8C*888*E*EE**E8**#!$

"

,8+.

!

#$#

8CC8CCEC88*88E*8*8EC#!$

&' 反应体系为!

$%& !'

第
$

轮
)7?F 3C9

产物做模板
()*

"

$%& !' )+,$#

D

"

$%& !' ,8+.

"

/%# !' 001

"

2

"

$"%# !' 34567 +8*9 :;< ()* 34765<

#

"%

&' 反应条件为
= /> " $& ?

"

## " # ?

"

A" " $& ?

"

!&

次循环"

A" " $ 65B

'

将扩增出的
3C9

产物分别用限制性内切酶
15BG$

和
*HI$

进行酶切分析' 反应体系为!

!%& !' 3C9

产物"

$%& !'

内切酶缓冲液#

$&!

&"

$%& !'

内切酶"

#%& !'

双蒸水'

!A "

水浴
. J

' 经电泳检测" 分析

限制性片段长度多态性#

9D'3

&带型' 将代表不同的
9D'3

带型的单克隆样品挑出" 连接载体
KL*+M#

-HIBF

转入
84;B?$#8$

感受态细胞中" 挑取阳性克隆" 用菌液
3C9

法#

:$!D

(

:$!9

引物& 鉴定重组子"

确认包含重组子的克隆" 送上海生工公司用
:$!D

和
:$!9

引物测序' 测序结果用
()*6;B

去除载体后

使用在线软件
)C-, -H;?F

进行比对分析'

$%"%!

多样性指数计算 集中性测度!

!N

!

)

!

"

#

!

"

&$

&

O!

#

!&$

&*+ 多样性测度!

#'$&

!

)

!

"

%

!

"

&$

&

O!

%

!&$

&*" 公式中
!

为样方中物种总体个数"

!

"

为第
"

种个体数'

"

结果与分析

!"#

黄花杓兰毛根中真菌
$%&' ()*

区段聚合酶链反应!

+,-

"扩增结果

黄花杓兰部分毛根总
()*

的提取电泳结果如图
$*

所示" 其真菌
4()* ,8+

区段扩增结果如图
$-

所示" 表明提取的总
()*

条带清晰" 采用巢式
3C9

可较好地扩增得到
4()* ,8+

区段" 大小均在
A#&

PK

左右'

图
$

黄花杓兰毛根中真菌
4()* ,8+ 3C9

扩增的电泳结果

D5QI47 $ *Q;4R?7 Q7H 7H7SF4RKJR47?5? 47?IHF? RG 4()* ,8+ 3C9 ;6KH5G5S;F5RB K4R0ISF? RG 6TSR44J5U;H GIBQ5 G4R6 $%&'"&()"*+ ,-./*+

!.!

黄花杓兰毛根中真菌
()*

序列分析结果

从
.

个不同居群黄花杓兰的毛根中直接提取的总
()*

" 通过
)7?F 3C9

扩增及克隆建立了
.

个克隆

库" 总共得到了
!@@

个单克隆" 其中从白水河居群中得到
/!

个单克隆" 从石卡雪山居群中得到
/&

个单

克隆" 从天生桥居群中得到
$&!

个单克隆" 从纳帕村居群中得到
>&

个单克隆'

!./

不同居群黄花杓兰
()*

序列多样性分析

从表
"

可见! 白水河居群涉及
!

个真菌属" 分别属于瘤菌根菌属
0&*-1'2"3.

" 归属未定真菌%

VBSIH#

FI470 6TSR44J5U;H GIBQ5

&和胶膜菌属
4*-.56(--.

" 均属典型的兰科菌根真菌类型' 其中" 瘤菌根菌属占大多

数" 频率为
#>%$W

" 同源性为
/AW

" 其次是胶膜菌属" 与美胞胶膜菌
4*-.56(--. 7.-15&1'.

的同源性高达

/>W

" 可初步确定为美胞胶膜菌' 集中性指数
!'&%.>/

" 多样性测度
#'&%#$$

+ 石卡雪山居群涉及
!

个

真菌属" 分别属于胶膜菌属( 丝核菌属
82"31791".

和瘤菌根菌属' 其中" 胶膜菌属占大多数" 频率为

缪福俊等! 黄花杓兰菌根真菌
4()* ,8+

的多样性
>$A
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! 同源性为
*+)

! 其次是丝核菌属" 集中性指数
!!%',$%

! 多样性测度
!!%'-$%

# 天生桥居群涉及

,

个真菌属! 分别属于胶膜菌属! 伏革菌属
"#$%&'&()

和瘤菌根菌属" 胶膜菌属占大多数 ! 频率为

-*'*)

! 同源性为
*.)

! 其次是伏革菌属" 集中性指数
!!%'$-+

! 多样性测度
!!%'&,!

# 纳帕村居群涉及

#

个真菌属! 全部属于胶膜菌属! 与美胞胶膜菌的同源性高达
**)

" 集中性指数
!!%'-&%

! 多样性测度

!!%',-%

"

表
!

黄花杓兰菌根真菌
"#$% &'(

序列的
)*+,-

比对结果

/0123 ! 42056 7358265 9: 7;<= >/? 53@83AB35 9: CDB977EFG02 :8AHF :79C "*+$&+,-&() ./01()

居群 单克隆数 真菌种类 单克隆数 频率
I) J3A40AK

中比对菌名及登录号 相似度
I)

缺失或插入比例
I)

瘤菌根菌属
$& $+'# 2+(/#$3&40 5L' =M,#,&&$'# -!,I-&#

$

*.

%

$I-&#

$

%

%

白水河
*,

胶膜菌属
,$ ,.'- 5(/067,//0 '0/#6+#$0 =N-&,+"&', $+!I$*(

$

*+

%

"I$*(

$

"

%

归属未定真菌
& &',

87'(/%($,- )*'#$$3&40/ .(79&

;O.*".*,'(

$"&I$($

$

*+

%

"I$($

$

"

%

胶膜菌属
,. &('( 5(/067,//0 '0/#6+#$0 =N-&,+"&', $+!I$*(

$

*+

%

"I$*(

$

"

%

石卡雪山
*"

丝核菌属
,( ,&'& :3&4#'%#&0 5L' =P!""$!"'( +&"I+$"

$

**

%

"I+$"

$

"

%

胶膜菌属
.! -*'* 5(/067,//0 5L' =N,.,!+$'( $.+I$*$

$

*.

%

$I$*$

$

"

%

天生桥
(",

伏革菌属
!* !+'( "#$%&'&() 60/)#7&'#/#$ QR&,$"(('( .(-I.,$

$

*.

%

(,I.,$

$

(

%

纳帕村
+"

胶膜菌属
+" ("" 5(/+#067,//0 '0/#6$0 =N-&,+"&', $+,I$*(

$

**

%

"I$*(

$

"

%

瘤菌根菌属
!! !&'& 2+(/#$3&40 5L' MP*".-"('( $$*I$."

$

*+

%

"I$."

$

"

%

瘤菌根菌属
! !'" 2+(/#$3&40 5L' MP*".-"('( $-"I$..

$

*.

%

.I$..

$

(

%

./0

不同居群黄花杓兰菌根真菌类型

从表
,

可见&

&

个居群的黄花杓兰菌根系统中涉及
&

个真菌属! 其中胶膜菌属' 瘤根菌属和伏革菌

属隶属于担子菌亚门
405SF9CDB96FA0

! 丝核菌属隶属于半知菌亚门
;386379CDB96FA0

! 还有一类归属未定

的真菌! 所占频率最少! 为
('")

( 说明不同居群的黄花杓兰菌根系统中可能存在丰度不同的真菌菌落

结构! 如白水河居群真菌群落丰富多样! 涉及
,

个真菌属! 但在纳帕村黄花杓兰居群只有胶膜菌属! 其

多样性较为单一) 胶膜菌属在每一个居群中都出现且占有较大的比例! 高达
-('!)

"

表
1

黄花杓兰菌根不同属真菌的比例

/0123 , <8C137 706F9 :79C SF::373A6 H3A85 9: CDB977EFG02 :8AHF :79C "; ./01()

编号 真菌种类 单克隆数 频率
I)

(

胶膜菌属
5(/067,//0 !!& -('!

!

瘤菌根菌属
2+(/#$3&40 .+ !(',

,

丝核菌属
:3&4#'%#&0 ,( +'$

&

伏革菌属
"#$%&'&() !* +'"

$

非培养菌
87'(/%($,- )*'#$$3&40/ .(79& & ('"

,

结论与讨论

本研究首次采用微生物免培养技术对滇西北
&

个不同居群的黄花杓兰植物的毛根总
;<=

进行提取!

用真菌
>/?

区
!

对引物
<?>(I<T4&

和
<?>("PI>/?&

直接扩增毛根中真菌的
>/?

区段! 免去了微生物纯培

养的过程" 从
&

个不同居群的黄花杓兰毛根中总共克隆得到
,--

个真菌
>/?"60U0

! 与
<V4>

数据中的菌

根真菌进行比对! 表明均属菌根真菌类型" 说明黄花杓兰菌根系统中存在丰富多样的真菌类型! 此方法

能较好地反应黄花杓兰菌根中真菌多样性水平! 能快速的获得菌根真菌生态系统中的真菌群落类型"

目前研究已知! 感染兰科植物根部并能与之共生的真菌类型约有担子菌亚门的
.

个属*瘤菌根菌属!

胶膜菌属! 腊壳菌属
<,=0'&70

! 念珠菌根菌属
>#7&/&#+6&6

! 角担菌属
",$0%#=06&-&()

! 层孔菌属
?#),6

和

伏革菌属%# 半知菌亚门的
(

个属*丝核菌属%和子囊菌亚门的
(

个属*毛壳菌属
"30,%#)&()

%

+

(-#(+

,

) 而本

研究发现&

&

个居群黄花杓兰菌根真菌类型*胶膜菌属- 瘤菌根菌属' 丝核菌属和伏革菌属%为典型的兰

+(+
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科植物菌根真菌! 均在兰科植物菌根真菌系统中已报道" 其中! 胶膜菌属在每一个居群中都占有较大的

比例! 且在每个居群中都出现! 说明胶膜菌属可能是黄花杓兰菌根真菌系统中的优势种群! 存在着一定

的寄主特异性" 这与已有的研究结果一致" 对胶膜菌属的美孢胶膜菌进行研究发现! 该菌能促进兰科植

物#石斛
!"#$%&'()* +,#-(-)*

和地宝兰
."&-&%)* ")/&01(&(-"2

$的种子萌发! 可能对兰科植物的定植和

生长有促进作用%

$%

&

" 在本研究的另外
!

个居群中都涉及到瘤菌根菌属真菌! 所占比例仅次于胶膜菌属!

说明有瘤菌根菌属对黄花杓兰也有着一定的寄主特异性" 相关研究也表明! 分离自兰科植物的瘤根菌属

和胶膜菌属真菌共同促进兰科植物的生长发育%

"&!"$

&

"

'()*+),-

等 %

""

&对巴西
.

种兰花不同居群的菌根真菌

进进行菌群多样性研究发现! 其根内生真菌主要为腊壳菌属! 高达
/$01$2

! 对这
.

种兰花有着寄主专

一性" 另外! 在
!

个居群的黄花杓兰菌根系统中涉及
!

种类型的真菌! 说明不同种的真菌能促进同一种

杓兰植物生长发育" 这很可能是因为这些真菌皆能提供兰科植物萌发生长所需要的营养物质! 它们之间

存在营养专一性%

"!!".

&

! 此结论还有待进一步研究证实"

.
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