
·园林花卉·植物 北方园艺 2010(16):108～ 111

第一作者简介:陶诗(1986-),男 ,本科在读, 研究方向为植物内生

真菌。

通讯作者:黎勇(1968-),男,硕士,副教授 ,研究方向为微生物学与

环境工程微生物学。

收稿日期:2010-04-27
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　　摘　要:采用改良 PDA分离培养基 ,通过切片法从春兰(Cymbidium goeringi i Rchb·f·)菌

根中分离内生真菌 ,并用打孔法分离得到纯化菌株。初步鉴定为6株内生真菌(LC-1 、LC-2、LC-

3、LC-4、LC-5、LC-6)。结果表明:切片分离时的表面消毒条件和方法以及分离培养基的选用 ,均

直接影响菌根真菌的分离纯化结果 ,及分离得到的内生菌的多样性。以 75%酒精处理 30 s+

0.1%升汞处理 5 min进行表面消毒 ,效果稳定 ,配合改良的 PDA培养基分离内生菌 ,可以分离出

较多的内生菌种类。
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　　兰科植物为多年生草本 、亚灌木 ,全世界约有700属

近20 000多种以及大量的变种。中国约有 173属 1 240

多种左右 ,主要分布于长江流域和华南 、西南以及台湾

各省的山区
[ 1-2]

。兰科植物有 2个重要特征:第一 ,种子

细小且不含胚乳 ,是分化不全的胚细胞;第二 ,原球茎分

化成幼苗的过程中 ,依赖真菌建立共生体系 ,或在基质

中加入特定的营养物质以代替真菌的作用[ 3] 。在自然

条件下 ,兰科植物的根与真菌共生 ,形成兰科菌根(Or-

chidmycorrhizae),菌根真菌对促进种子萌发 ,提高兰花

组培苗裔的成活率 ,促进兰花营养生长有重要作用 ,菌

根真菌的分离对春兰的商品化生产有重要的现实意义。

徐锦堂等
[ 4]
已经成功筛选出促进天麻种子萌发和生长

的菌根菌并进行了效果良好的侵染试验。因此 ,了解与

兰根共生的真菌种类 ,以及其培养特性的研究有利于进

一步探讨兰科植物与真菌间的相互作用机制 ,将为自然

条件下兰科植物的栽培提供有价值的理论依据。

中国兰花指产于我国的兰科(Orchidaceae)兰属

(Cymbidium)植物 ,而且主要指其中的地生兰[ 5] 。春兰

是其中较重要的一种。该试验主要以内江师范学院组

培春兰的试验成果为参照 ,对盆栽春兰中的菌根菌加以

分离 ,以期为提高组培春兰幼苗移栽成活率及生长势提

供参考依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

1.1.1　供试植物　盆栽春兰 ,取自内江师院特色农业资

源研究与利用重点实验室种植园圃 ,选择长势良好的盆

栽春兰 5盆。

1.1.2　分离菌根菌所用的培养基　PDA-抗生素培养

基:(马铃薯 200 g ,琼脂20 g , 蛋白胨 10 g , 磷酸氢二钾

(K2HPO4)1 g ,磷酸二氢钾(KH2PO 4)0.5 g , 七水硫酸

镁(MgSO4 ·7H2O)0.1 g , 水1 000 mL;改良 PDA培养

基:在以上培养基的基础上加入少量酒石酸铵以及微量

元素溶液(每 1 000 mL 微量元素混合液含有 8.45 g

H3BO3 ,5.00 g MnSO4 ,0.63 g CuSO4 ·5H2O ,6.00 g FeSO4 ,

2.27 g ZnSO4 ,0.27 g(NH4)2MoO4)。

1.2　主要仪器设备

DNP-9272-1A电热恒温培养箱 ,BL-50立式压力蒸

汽灭菌器筒 ,SW-CJ-1CU 双人单面净化工作台 , LDZ4-

0.8自动平衡微型离心机 ,微波炉。

1.3　试验方法

1.3.1　菌根真菌的分离及纯化培养　分离方法参照郭

顺星
[ 6]
等的关于菌根菌的分离方法 ,略作改进。自根尖

取兰科植物新鲜营养根 8 ～ 10 cm ,清水洗净 ,用 75%酒

精处理 30 s ,无菌水冲洗3次 ,滤纸吸干。再用 0.1%的

升汞溶液分别处理1 、3 、5、7 min ,无菌水冲洗 3次 ,滤纸

吸干。最后 1次洗液备用。用灭菌解剖刀在培养皿中

将根横切成薄片 ,薄片置 PDA 培养基上 ,每个培养皿

2 ～ 3个 ,以每个灭菌时间为 1个梯度 ,每个梯度接种 10

套平板(2种培养各 5套),24℃恒温培养。最后 1次洗

液各接种 5套平板 ,以作为灭菌程度的对照。薄片边缘

长出菌落后 ,切取菌落边缘的培养基小块 ,转移至另一
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平板纯化培养 ,培养 2 ～ 3 d后 ,置于 4℃冰箱中保存

备用。

1.3.2　分离验证及培养特征观察　在分离成功后 ,以上

述试验结果为基础。基本方法不变 ,做重复分离 ,以对

上述结果加以验证。菌株用打孔法扩大繁殖 ,培养于

24℃恒温条件下 ,观察形态特征。

2　结果与分析
2.1　试验方法的影响

2.1.1　升汞灭菌时间对菌落数量形成的影响　由于春

兰的根有典型的兰科植物菌根结构 ,菌根真菌菌丝团主

要分布在兰根中部的皮层细胞中[ 7] ,所以在灭菌时根据

其材料的特性做适当的调整 ,通过该试验证明用升汞处

理时最好保持在5 min为宜 ,配合以酒精处理时间维持

30 s时 ,效果更为明显 ,而且由于在相关文献中报道在

根基和根尖中存在的内生菌较少 ,所以在取材时也应注

意尽量选取根中部的材料做切片。从表 1可以看出 ,不

同的时间处理 ,感染的概率有明显差异。在 1 、3 min处

理条件下 ,有较多杂菌感染 ,主要为细菌 ,有个别为霉

菌。由此看出 ,在 1、3 min处理下 ,明显灭菌未彻底。在

5 、7 min处理下 ,仅有极个别平板长菌 ,可能为接种感染

杂菌所致 ,而对照中并无杂菌长出 ,说明灭菌较为彻底 ,

可以确定试验组长出的真菌为内生真菌 ,而非菌根外部

附属菌或杂菌。

　　表 1　　升汞灭菌时间对菌落数量形成的影响
时间/min 长菌皿数量/个 未长菌皿数量/个 长菌率/ %

1 14 6 70

3 10 10 50

5 2 18 10

7 2 18 10

　　注:以上数据是3次重复试验的平均值,表 2同。

　　表 2 升汞灭菌时间以及培养基对菌根真菌生长的影响

时间/ min
PDA抗生素培养基 改良 PDA培养基

长菌皿数/个 未长菌皿数/个 出菌率/ % 感染情况 长菌皿数/个 未长菌皿数/个 出菌率/ % 感染情况

1 5 0 100 严重 5 5 100 严重

3 5 0 100 严重 5 5 100 严重

5 3 2 60 基本无感染 4 1 80 基本无感染

7 2 3 40 无感染 3 2 60 无感染

　　表 3　　升汞灭菌时间以及培养基对菌根

　　　真菌多样性的影响
时间

/ min

PDA 抗生素培养基 改良 PDA培养基

菌株种类/株 感染情况 菌株种类/株 感染情况

1 较多 感染严重 较多 感染严重

3 较多 感染严重 较多 感染严重

5 2 基本无感染 5 基本无感染

7 2 无感染 3 无感染

　　注:以上数据为3次平板数据总和;在 1号基本无内生真菌生长,基本均为细

菌 ,在 3号中仅有少数有真菌菌落生长,大部分为细菌。

2.1.2　升汞灭菌时间以及培养基对菌根真菌生长和真

菌多样性的影响　表2中在 1 、3 min中虽然每个平板都

长有菌 ,但是大部分为细菌 ,杂菌较多。从表2 、3中分析

得出 ,5 min处理条件中的出菌率远远高于 7 min ,同时

前者菌株多样性与后者也有明显差异。综上述 ,不同的

时间处理对内生真菌的多样性有显著影响。该试验中

5 min处理较为适宜 ,但仍有较多需要探索改进的地方 ,

以便寻求更加适合的浓度时间。国内目前采用的消毒

方式较为单一 ,大多采用 0.1%HgCl2 与 75%乙醇相结

合的方式 ,部分采用 5%NaClO与 75%乙醇相结合的方

法。前者存在毒性残留与对环境危害较大等问题 ,需要

不断探索 ,以寻求新的消毒剂加以代替。

2.2　分离出的典型菌根真菌培养特征

经分离 ,得到的 6株菌根真菌 ,分别命名为 LC-1 、

LC-2 、LC-3 、LC-4 、LC-5 、LC-6 ,各菌株培养特点如下。

菌落早期为白色 ,其后逐渐转变为微黄 ,较干燥 ,边

图 1　LC-1培养形态(左:正面;右:背面)

缘锯齿状。背面颜色较浅 ,正背面颜色相差不大。菌丝

分布不均匀 ,在菌落周围气生菌丝较多 ,成茸状 ,向上生

长。生长时间为3 d(图1)。

图 2　LC-2培养形态特征(左:正面;右:背面)

菌落一直为灰白色 ,背面颜色微黄 ,菌丝分布不均

匀 ,在菌落中心有较少气生菌丝 ,外周部分有大量气生

菌丝 ,毛状 ,平铺生长。生长时间 4 ～ 5 d(图 2)。

菌落为白色 ,正背面颜色差距较小 ,菌落形状圆形 ,
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边缘整齐。菌丝较细 ,无明显分支。整个菌落菌丝分布

均匀 ,周围有较多气生菌丝 ,毛状 ,平铺生长。生长时间

为3 ～ 4 d(图 3)。

菌落纯白色 ,菌丝较多且长 ,有明显分支 ,正背面颜

色几乎无差异 ,大量气生菌丝 ,毛状 ,平铺生长。整个菌

落菌丝分布均匀 ,边缘锯齿状 ,生长时间为 3 ～ 4 d ,较易

分离(图 4)。

图3　LC-3 培养形态特征(左:正面;右:背面)

图4　LC-4 培养形态特征(左:正面;右:背面)

菌落较湿润 ,微黄 ,边缘锯齿状。菌丝较粗 ,有明显

分支 ,菌丝弯曲生长 ,分布不均匀 ,正背面颜色一致。无

明显气生菌丝 ,生长时间较长 ,一般5 d左右(图 5)。

图5　LC-5 培养形态特征(左:正面;右:背面)

菌落圆形 ,呈明显的辐射状 ,菌落颜色灰白 ,几乎与

培养基颜色一致 ,正 、背面无差距。菌丝较细 ,看不到明

显分支 ,无明显气生菌丝 ,整个菌落光滑平整。生长时

间较长 ,大约5 d(图 6)。

图6　LC-6 培养形态特征(左:正面;右:背面)

说明:以上为各典型菌株试验照片 ,前 4株为分离

照片 ,后2株为纯化培养后的照片。

3　讨论
研究过程中 ,观察比较用 PDA 培养基与改良的

PDA培养基分离春兰内生真菌 ,可看出二者对于内生菌

的分离有很大差异。前者分离的菌株明显少于后者 ,加

入的酒石酸铵和特定的微量元素在一定程度上对菌根

真菌的生长有良好作用 ,具体情况仍需进一步探讨。

表面灭菌试剂及不同时长处理 ,对内生真菌的分离

也有很大影响。材料消毒措施的力度(消毒剂的杀菌

力 、使用浓度、消毒时间等)越大 ,灭菌就越彻底 ,污染力

就越低。但是消毒剂对植物组织细胞都是有毒的 ,因此

组织细胞的损伤也越重 ,成活率也就越低
[ 8]
。从试验中

可以看出 ,升汞作用时间过长 ,将导致根内真菌的分离

效果差 ,所以应根据具体的试验材料对表面灭菌时间做

出相应调整 ,选择适宜的灭菌时间是进行内生菌分离时

应该仔细考虑的问题。

分离得到的菌根真菌的培养过程观察发现 ,春兰内

生真菌不同种类的生长情况差异很大。LC-1、LC-3 、LC-

4生长比较快 ,2 d就能长出菌落。LC-2 、LC-5、LC-6则

生长缓慢 ,要3 d后才会长出来。这可能由真菌本身的

生长特性或者这种菌的种群数量决定。

内生真菌(特别是小型丝状真菌)分离鉴定用的培

养基有 Martin琼脂培养基 、PDA培养基 、察氏琼脂培养

基 、麦芽汁培养基 、牛肉浸汁(血)琼脂 、曲汁培养基、

Pfeffer液体培养基 、Sabouraud琼脂培养基 、玉米粉琼脂

和燕麦粉琼脂等[ 9] 。可试验表明春兰内生真菌的分离

采用传统的平板培养方法也可以取得很好的效果。该

方法简便 、经济 ,也容易普及。兰草内生菌的分离对于

组培苗的驯化与适应能力 ,或者兰草在自然条件下的栽

培均可能起到很好的帮助。兰科内生真菌与真菌形成

共生联合体 ,深入了解兰科菌根的特点 ,筛选优良的兰

科内生真菌资源 ,加强对防御和次生代谢相关酶的研

究 ,将菌剂技术应用于兰科植物工业化生产上 ,对解决

兰科植物的种植方面的问题有重大意义
[ 10]
。因此 ,开展

兰科植物内生菌的分离与其培养特性的研究对生产实

践都具有重要的现实意义。
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　　摘　要:分别于 2007 ～ 2009年对双蕊兰的生境进行了调查 ,旨在了解双蕊兰的生活习性 ,为

其找到无性繁殖的途径提供理论依据。
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　　双蕊兰(Diplandrorchis sinica S.C.Chen)为兰科双

蕊兰属植物 ,是兰科植物中最原始的孓遗植物 ,在世界

上唯有老秃顶子自然保护区独有物种[ 1] ,由于其分布区

域及其狭窄 ,种群数量逐年出现减少现象 ,处于濒危境

地 ,被列为国家二级保护植物[ 2] 。因此 ,双蕊兰的保护

和管理已成为野生植物保护和科研部门迫切需要解决

的问题。

物种是由居群和居群系统构成的 ,是和环境相互适

应长期进化的产物。科学的保护措施规定 ,依赖于对物

种与环境关系的深入了解。关于双蕊兰的研究较少 ,祝

业平等[ 2]对双蕊兰生物习性种群分布区域进行了调查

研究 ,张丽杰等[ 3] 对双蕊兰的生物学特征以及双蕊兰的

特点 、研究价值进行了探讨。但对双蕊兰的适生环境还

缺乏系统的调查和研究。现通过对双蕊兰的生境进行

调查研究 ,旨在为双蕊兰的科学保护以及探索一条无性

繁殖途径提供理论依据和参考价值。
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