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沙地榆 DSE 真菌的分离鉴定和抑菌活性 
田慧敏，王秀艳，李晓兰  

(赤峰学院化学与生命科学学院，内蒙古 赤峰 024000) 

摘 要：为了研究沙地榆深色有隔内生真菌 DSE(dark septate endophytes)的种类及抑菌作用，寻找潜在的可开发

利用的生防菌，采用组织分离法从沙地榆分离 DSE 真菌，运用形态学与 ITS 测序方法进行鉴定，以常见病害灰

霉病(灰葡萄孢 Botrytis cinerea)、瓜类枯萎病(尖刀镰孢菌黄瓜转化型 Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerinum)和炭

疽病(胶孢炭疽菌 Colletotrichum gloeosporioides)的病原菌为指示菌，采用对峙培养菌丝生长速率法测定其抑菌活

性。结果表明：从沙地榆须根筛选到 1 株具有较高抑菌活性的 DSE 真菌(编号 Upr105)，该菌初期菌落呈白色绒毛

状、稀疏、菌落背面呈浅橘色，随着菌落扩大加厚，背面渐呈亮橘色，后期菌落变为深褐色，培养后期菌落可形

成不明显的“环形带”结构；显微特征为菌丝棕色、具隔膜，不形成有性或无性繁殖结构，显微形态呈形态各异的

“念珠状”膨大细胞；根据形态学特征和 rDNA–ITS 测序鉴定其为薄毛盘菌(Tricharina sp.)。抑菌试验结果发现，该

菌对 3 种指示菌有不同程度的抑制作用，从接种第 2 天开始抑菌率逐渐上升，培养至第 7 天时对灰葡萄孢 Botrytis 

cinerea、尖刀镰孢菌黄瓜专化型 F. oxysporum f. sp. Cucumerinum 和胶孢炭疽菌 C. gloeosporioides 的抑菌率达到最

大值，分别为 68.6%、61.5% 和 42.9%，对 3 种菌的平均抑菌率分别为 52.8%、44.5%和 22.8%，说明该菌株具有

较强的抑菌活性，是枯萎病、灰霉病和青枯病防治的潜在生防菌。 
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Isolation, identification of a dark septate endophytes from Ulmus pumila L.  
and function examination of antagonism to plant pathogenic fungi 

TIAN Huimin，WANG Xiuyan，LI Xiaolan 

(Chemical and Life Science of Chifeng University, Chifeng, Inner Mongolia 024000, China) 
 

Abstract: In order to develop new and cultivable fungi isolates with biocontrol function, we performed isolation, 

identification and antagonism of special dark septate endophytes(DSE) from fibrous roots of Ulmus pumila by tissue 

isolation, morphology and ITS sequencing methods. Then the antagonism were tested by inhibition rates to the pathogens 

of common and important diseases such as fusarium wilt(Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerinum), gray mold(Botrytis 

cinerea) and plant anthracnose(Colletotrichum gloeosporioides)by mycelial growth rate assay. The results showed that 

one DSE fungi(Upr105) was obtained from Ulmus pumila root. The colony was white fluffy, sparse, and light orange in 

the back, as the colony expanded and thickened, the back gradually became bright orange, and then turned dark brown 

and formed an inconspicuous “ring band” structure in the later stage on the medium, characterized by brown hyphae with 
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a septum, showing “candida” enlarged cells in different shapes and not having sexual or asexual structure under the 

microscope. It was identified as Tricharina sp according to morphology and ITS sequencing, which taxonomically 

belonged to Tricharina, Pyronemataceae and Pezizales. The results of the antagonism test found that this isolate had 

different levels of inhibitory effects on the three indicating isolates, at the second day after inoculation. The inhibitory 

rates to B. cinerea, F. oxysporum f. sp. Cucumerinum and C. gloeosporioides were gradually increasing and reached the 

highest level 68.6%, 61.5% and 42.9% until the seventh days on, with average inhibitory rate respectively 52.8%, 44.5% 

and 22.8%. The screened isolates featured separatable, cultivate characters, with high inhibition rates to the indicative 

isolates. These isolates could serve as potential developable biocontrol fungus on common plant diseases.  

Keywords: Ulmus pumila; dark septate endophytes; isolation and identification; antagonism 

 

深色有隔内生真菌(dark septate endophytes，

DSE)主要定殖于植物根表皮、皮层以及维管组织细

胞内或细胞间隙，能够在植物组织内形成菌丝网

络、胞间菌丝和“微菌核”等结构，但不会在植物根

组织内表现由病原真菌所引起的病理学特征[1]。

DSE 真菌不是 1 个分类单元，而是 1 个可能涵盖了

众多形态学种的分类群，在子囊菌、接合菌、担子

菌、半知菌类都有分布，以子囊菌为主[2–3]。该类

真菌具有类似菌根的潜在生态功能，可促进宿主矿

质元素和有机养分的吸收，提高宿主抗逆性和抗病

性[4–6]。DSE 真菌能在不利于菌根生长的胁迫环境

中分布并大量存在，且可在培养基上分离培养，易

于获得，在胁迫生境的生态保护和修复、植被的恢

复和重建、植物病虫害生物防治等多个领域具有潜

在的应用价值[3]。然而，DSE 真菌在培养基上大多

以无形态形式存在，而且大部分 DSE 真菌不产孢，

只有少数种可诱导产孢，这给该类真菌的形态鉴定

带来了很大的困难。随着分子生物技术的发展，分

子标记技术在 DSE 真菌的研究应用逐渐增多，如简

单 序 列 间 重 复 (ISSR) 、 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

(RFLP)、核糖体 DNA 基因内转录间隔区(rDNA–ITS)

等均可作为 DSE 真菌鉴定的辅助手段 [7]。真菌

rDNA–ITS 区域遗传信息非常丰富，已经成为公认

的鉴定菌物的通用条形码，成为了 DSE 真菌的分子

鉴定最常见的方法之一，并大量应用于 DSE 真菌物

种多样性和亲缘关系的研究[8–11]。 

沙地榆(Ulmus pumila var. sabulosa)是白榆(Ulmus 

pumila)的 1 个变种，属榆科(Ulmaceae)榆属(Ulmus)

落叶乔木，主要分布在浑善达克沙地、科尔沁沙地

和吉林西部松嫩平原等沙漠地带，可经受风沙侵

袭、霜寒雪冻等各种自然灾害，是防风固沙的先锋

树种。以沙地榆为核心组成的榆树疏林是沙地环境

中最稳定、适应性最强的群落，具有较高的抗逆性

和抗病性，是干旱地区不可缺少的树种[12–13]。本研

究从沙地榆侧根内分离到 1 株不产孢的 DSE 真菌，

运用形态学和 ITS 测序鉴定技术对其进行鉴定，以

常见重要病原菌为指示菌进行抑菌活性研究，旨在

为 DSE 真菌的基础研究提供参考，为生防菌株的筛

选提供理论依据。 

1 材料和方法 

1.1 供试材料 

供试样品采自内蒙古自治区赤峰市巴林右旗

前进村沙地。在榆树疏林内设置 3 块样地，每块样

地内选取胸径大于 20 cm 的植株，水平方向选取 4

个不同半径(以样株为中心，半径分别为 1、3、5、

7 m)样环，在 5～30 cm 深处顺着宿主植物主根进行

挖掘，采集带有细根的根系，保证所取根系与所选

植物的主根相连，并尽量采取带根尖的根段，将样

品装入塑料袋密封后带回实验室，备用。 

1.2 供试菌株的分离和纯化 

将采回的样品用自来水冲洗干净、晾干，用 0.1%

氯化汞漂洗 10～30 s，然后用无菌水反复冲洗，再

用 75 %乙醇漂洗 0.5～1 min，最后用无菌水冲洗数

次。将处理后的须根在无菌状态下切成 0.1~0.2 cm

的薄片，切口置于 PDA 培养基上，每皿接种 3 个

须根薄片，置于 26 ℃条件下黑暗培养 3~7 d。观察

培养皿中材料切口处长出的菌落，挑取切口处菌落

边缘菌丝转接到新的 PDA 平板上，经 2~3 次纯化，

得到纯化的菌株并编号(CFSZUpr105)保存。 
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1.3 供试菌株的形态学鉴定 

观察内生真菌在 PDA 培养基上的培养特征，

包括菌落形态、颜色、纹饰、质地、边缘形状以及

菌落背面颜色、形态等特征。 

挑取纯化培养后的菌株，做徒手切片，镜检菌

株的产孢结构，如分生孢子梗、分生孢子形态及大

小等。根据有无菌核、菌核特征、菌丝结构、菌落

形态特征等指标，鉴定非产孢内生真菌的属类。DSE

真菌菌落颜色较深，一般为棕色或黑色，形成菌核

或微菌核，显微镜下观察菌丝为深色，具隔膜[14–15]。 

1.4 供试菌株的 rDNA–ITS 鉴定 

将纯培养菌丝加入液氮，充分研磨至粉末，取

菌丝粉末约 30 mg，用真菌基因组提取试剂盒提取

基因组 DNA，用天根生化科技(北京)有限公司 Pfu 

PCRmix(Pfu DNA 聚合酶链反应预混液)进行 PCR

扩增，引物为 ITS1F/ITS4R (TCCgTAggTgAACCTg 

Cgg/TCCTCCgCTTATTgATATgC)，对所得 PCR 产

物进行切胶、纯化、回收(DNA 凝胶纯化试剂盒，

AXYGEN)，委托北京奥科生物技术有限公司完成

测序，所得序列用 DNAMAN 6.0 进行处理。 

1.5 抑菌试验 

1.5.1 指示菌 

病原菌灰葡萄孢菌 Botrytis cinerea Pers.(灰霉

病 ) 、 黄 瓜 尖 镰 孢 菌 Fusarium oxysporum f. 

sp.cucumerinum J.H.Owen(黄瓜枯萎病)、胶孢炭疽

菌 Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)Penz.& 

Sacc.(芍药炭疽病)来自赤峰学院微生物实验室；灰

葡萄孢菌(灰霉病)菌株来自赤峰学院菌物实验室。

1.5.2 试验方法 

采用对峙培养法测量菌丝生长速率[16]。在无菌

超净操作台上将指示菌菌块(直径约 0.6 mm)接种于

PDA 培养基(直径为 10 cm)中心，作为对照 CK；在

培养基中央接种指示菌(病原菌)菌块后，周围用 3
点接种法接种供试菌株，每个处理 3 次重复。全部

处理于 24 ℃倒置培养，在培养 2、4、7 d 时测量菌

落直径，根据公式(1)计算其抑菌率。 

A=(DCK－DX)/DCK×100%               (1) 
式中：A 为抑菌率；DCK 为对照病原菌菌落直

径；DX 为对峙培养后本病原菌菌落直径。 

1.6 数据处理 

采用 Excel 2017 进行数据处理。测得的 ITS 序

列拼接后运用 BLAST 程序在 NCBI(美国国立生物

技术信息中心)的 GenBank 数据库进行检索比对，

从结果中挑选出同源性较高的 DNA 序列，查找相

似性最高的物种，运用 MEGA 5.01 并按照最大似然

法构建系统进化树，确定分离菌株的分类地位。发

育树每个分支的统计学显著性分析重复次数为

1000 次。 

2 结果与分析 

2.1 DSE 真菌菌株的鉴定 

2.1.1 Upr105 菌落的形态鉴定 

菌株 Upr105 在 PDA 培养基上经 24 ℃黑暗培

养，初期菌落呈白色绒毛状，稀疏，菌落背面呈浅

橘色(图 1–A、图 1–B)；后期菌落扩大加厚(图 1–C)，
背面渐呈亮橘色(图 1–D)；培养第 10 天，菌落变为

深褐色，菌落形成不明显的“环形带”结构(图 1–E)，
背面呈灰褐色(图 1–F)。 

      
A 培养 3 d 后 PDA 上菌落形态；B 培养 3 d 后 PDA 上菌落背面形态；C 培养 5 d 后 PDA 上菌落形态；D 培养 5 d 后 PDA 上

菌落背面形态；E 培养 10 d 后 PDA 上菌落形态；F 培养 10 d 后 PDA 上菌落背面形态。  

图 1 Upr105 在 PDA 培养基上的菌落形态 
Fig.1 Colony morphology in PDA medium of Upr105 

B C DA E F
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2.1.2 菌株 Upr105 的显微形态结构 

从图 2–A 可以看出，菌株 Upr105 在人工培养

基上不产生无性繁殖结构(如分生孢子、分生孢子梗

等)，菌丝浅棕色、厚壁、有隔膜，直径 5.2~7.8 μm，

有时会在菌丝侧面产生念珠状细胞，有时堆积在一

起呈孢子堆状，孢子堆由膨大的孢子球组成，孢子

球成熟后大小为(16.8~27.6) μm×(14.4~21.6) μm，单

个细胞直径 7.7～12 μm。内含油滴，淡棕色，念珠

状细胞膨大后会破裂，产生分支(图 2–B，图 2–C)。 

 

     
A  球形念珠状细胞形成孢子堆；B  念珠状细胞从菌丝侧面长出；C  孢子球成熟脱落后单细胞内含油滴。 

图 2 Upr105 的显微形态特征 
Fig.2 Micromorphological characteristics of Upr105  

2.1.3 供试样品 rDNA-ITS 序列比对结果 

将 供 试 Upr105 测 得 的 ITS 序 列 经 NCBI 
GenBank 数据库检索比对，获得了 19 个与供试菌

株 ITS 序列具有较高相似度的物种。结果(表 1)表
明 ， 供 试 菌 株 与 3 株 黄 毛 薄 盘 菌 Tricharina. 

ochroleuca 相似度最高，分别为 99.82%、99.05%和

98.94%。与 2 个 Tricharina sp.序列相似度为 98.56%
和 98.16%，与 Tricharina 属其他序列相似度均在

95%以上。 

表 1 与供试菌株 Upr105 序列相似的物种 
Table 1 Species from GenBank with high sequence similarity to Upr105 

相似物种 登录号 
最大相似 

率/% 
来源 相似物种 登录号 

最大相似 
率/% 

来源 

T. ochroleuca MH028053 99.82 苏丹 T.hiemalis  NR_145376 95.23 荷兰 

T. ochroleuca MH861874 99.05 爱尔兰 T. groenlandica MH 861873 95.29 荷兰 

T. ochroleuca JQ124826 98.94 荷兰 T. indica MN385976 95.61 美国 

T. striiispora JQ836556 96.24 中国 T. glabra MN385975 95.11 美国 

T. striiispora MH425291 96.03 中国 T. aethiopica NR_166559 96.13 美国 

T. striiispora MN385979 95.43 美国 Tricharina sp. MF055701 98.16 英国 

T. gilva NR_160170 96.61 荷兰 Tricharina sp.  MH003426 98.56 荷兰 

T. gilva KY364019 95.05 美国 Tricharina sp.  MF398839 96.12 美国 

T. gilva  MN385965 94.89 美国 Ascorhizoctonia sp. KP641147 97.24 英国 

T. hiemalis MH857973 96.67 荷兰     
 

2.1.4 基于 rDNA-ITS 构建系统发育分析 

以 Scutellinia minor 作为外群，将菌株 Upr105
的 ITS 序列与相似度较高的火丝菌科 19 个序列构

建系统发育树。结果(图 3)表明，Upr105 与薄毛盘 
 
 

 

菌属多个种(Tricharina spp.)的序列聚在一起，亲缘

关系较近，且相似度均在 95%以上。结合测序分析

结 果 ， 将 Upr105 鉴 定 为 薄 毛 盘 菌 的 一 个 种

(Tricharina sp.)。 

A B C

20 μm 20 μm 20 μm
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图 3 菌株 Upr105 与相似物种的 ITS 序列构建的 NJ 系统发育树 

Fig.3 NJ phylogenetic tree of ITS for tested sample and the similar speices from Genbank  

2.2 Upr105 的抑菌效应 

用 Upr105 对黄瓜尖镰孢菌(F. oxysporum f. 
sp.cucumerinum)、胶孢炭疽菌(C. gloeosporioides)、
灰葡萄孢菌(B.cinerea Pers.)进行抑菌试验。结果(表
2、图 4)表明，菌株 Upr105 对病原菌均具有不同程

度的抑制作用。 
随着接种天数的增加，菌株 Upr105 对 3 种病

原菌的抑菌率不断提高，培养第 4 天时，抑制作用

明显；培养 7 d 后，对 3 种病原菌的抑菌率达到最

大值，菌丝已铺满培养基。对灰葡萄孢菌、尖刀镰

孢菌、胶孢炭疽菌的最大抑菌率分别达 68.6%、

61.5%、42.9%；对灰葡萄孢菌、尖刀镰孢菌、胶孢

炭疽菌的平均抑菌率分别为 52.8%、44.5%、22.8%。

对抑菌率进行方差分析，结果发现，接菌第 2 天，

菌株 Upr105 对 3 种病原菌的抑菌率差异显著(P＜

0.05)，对灰葡萄孢抑菌率、尖刀镰孢菌、胶孢炭疽

菌的抑菌率依次降低。接种第 4 天和第 7 天，菌

株 Upr105 对灰葡萄孢菌和尖刀镰孢菌的抑制作用

差异不明显，但均高于对胶孢炭疽菌的抑制作用。 

表 2 供试菌株 Upr105 对 3 种病原菌的抑制率 
Table 2 The inhibition rate of tested isolate to 3 pathogen                         % 

抑菌率 
指示菌株 

2 d 4 d 7 d 平均 

灰葡萄孢菌 (33.5±0.52)a (56.4±2.67)a (68.6±3.16)a 52.8c 

尖刀镰孢菌 (22.8±1.36)b (49.4±178)a (61.5±1.33)ab 44.5a 

胶孢炭疽菌 (9.8±0.21)c (15.6 ±0.56)b (42.9±0.18)b 22.8b 

同列数据后不同字母表示处理间的差异具有统计学意义(P＜0.05)。  
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A、B 分别为 Upr105 对灰葡萄孢菌的正面、背面抑菌效果；C、D 分别为 Upr105 对尖刀镰孢菌的正面、背面抑菌效果； E Upr105

对胶孢炭疽菌的正面抑菌效果。  

图 4 接菌 4 d 后供试菌株 Upr105 对 3 种病原菌的抑制情况 
Fig.4 The inhibitory effect of Upr105 on pathogen after 4 days of inoculation  

3 结论与讨论 

本研究从沙地榆须根分离到 1 株 DSE 真菌并进

行鉴定，结合培养特性、形态学特征和 ITS 序列分

析 及 系 统 发 育 树 结 果 ， 将 其 鉴 定 为 薄 毛 盘 菌

(Tricharina sp.)。根据文献[17–18]记载，中国薄毛

盘菌属(Tricharina)真菌有 8 种，本研究结果是该属

真菌物种鉴定、资源分布的补充。鉴别薄毛盘菌属

Tricharina 的主要依据是子囊盘、子囊、子囊孢子、

侧丝等有性繁殖结构的形态、大小、颜色等，但本

研究中未发现有性子实体。EGGER 等[19]运用限制

性片段多样性(RFLP)方法对大量菌根菌进行了研

究，证实除了少数变种外，绝大部分真菌从子实体

提取的 DNA 序列与从宿主分离的纯培养物中提取

的 DNA 序列相似度较高。PERRY 等[20]研究了火丝

菌科 Pyronemataceae 的系统发育树，发现包括薄毛

盘菌属(Tricharina)在内的 11 个属许多种的非单系

菌株 DNA 序列都是从宿主根部分离的纯培养物中

获得。TROCHA 等[21]从云杉(Picea asperata)幼苗分

离到定殖于根部的菌根菌中的子囊菌，包括黄薄毛

盘菌 Tricharina ochroleuca、威氏盘菌 Wilcoxina 
mikolae、土生空团菌 Cenococcum geophilum、群集

垫 盘 菌 Pulvinula constellatio 和 芬 兰 瓶 霉

Phialophora finlandia 等。说明 T. ochroleuca 亦为云

杉的内生菌。本研究从沙地榆须根分离到一株 DSE
真菌菌株 Upr105，结合 YANG 等[14–15]描述的薄毛

盘菌属(Tricharina)及子囊丝核菌(Ascorhizoctonia)
特征，将其初步鉴定为一种薄毛盘菌(Tricharina 
sp.)。本研究主要根据 Upr105 菌株的无性结构，如

菌落特征、菌丝及变态细胞、孢子球等的结构形态、

颜色和大小进行形态特征的鉴定，发现该菌株的无

性态与 T. pacex 无性态高度相似[22]，形态学鉴定结

果可靠。根据 BLAST 结果显示，Upr105 菌株与薄

毛盘菌属多个种(Tricharina spp.)相似度均在 95%以

上，与 T. ochroleuca 相似度高达 99.82%，综合以上

特征将其鉴定为薄毛盘菌属(Tricharina sp)。 
大量研究[3,6,10]表明，DSE 真菌对植物病害具有

生防作用。CHU 等 [23]将 DSE 真菌菊拟茎点霉

(Paraphoma chrysanthemicola)回接到松(Pinus spp.)
幼苗中，发现该菌大大降低了松枯萎病的严重度。

陈思杰等[24]从枸杞根部分离出的 DSE 真菌枝孢样

枝孢霉(Cladosporium cladosporioides)和交链孢菌

(Alternaria alternata) 对 枸 杞 根 腐 病 菌 (Fusarium 
oxysporum)抑制率达 91.45%。胡利杰 [25] 从枸杞

(Lycium barbarum)分离到的 DSE 真菌镰刀菌属

(Fusarium sp.)和蓝状菌属(Talaramyces sp.)真菌对

胶孢炭疽菌(Colletotrichum gloeosporioides)抑制率

最高可达 93%。显微结构观察发现，这些 DSE 真

菌能缠绕并穿透胶孢炭疽菌菌丝，使其菌丝膨胀崩

解。本研究中，Upr105 菌株对黄瓜尖刀镰孢菌(F. 
oxysporum f. sp.cucumerinum) 、 灰 葡 萄 孢 菌 (B. 
cinerea)和胶孢炭疽菌(C. gloeosporioides)表现出不

同程度的抑制作用，对灰葡萄孢菌的抑制率达

68.6%，抑菌效果较强，但其生防作用还须进一步

做回接试验加以补充证明。由于该菌易于分离培

养，适生性和抗逆性强，可以作为潜在的促生和生

防菌剂进行进一步研究。 
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