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附子品种的抗病性及根表真菌多样性研究
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摘要　目的：在系统中药思想指导下，研究附子品种的抗病能力及与外界真菌系统多样性的关系。方法：使用高通量技术
构建附子品种的根表真菌文库，分析其多样性指数与附子抗病品质形成的关系。结果：小花叶与瓜叶子型附子之间，以及

健康与病害附子之间，其根表土壤的优势真菌种类、群落多样性均存在差异，附子根系影响了土壤真菌的结构组成，阿太

菌、总状毛霉等是附子根腐病的致病菌群，而被孢霉属、青霉菌属等又组成病害菌的拮抗菌群。结论：本结果为附子农业

的良好品质管理提供理论指导，也丰富了附子品种品质形成的系统学理论与分析方法。
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　　附子是毛茛科植物乌头（ＡｃｏｎｉｔｕｍＣａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉ）
的子根加工品，一种典型的道地性中药材，具有回阳

救逆，助阳补火，散寒止痛之功效［１］。附子又是乌头

植物、生药材等的统称，其野生资源生长于川藏高原

东缘起，向东遍历长江中、下游以及珠江流域上游各

省区的丘陵、高山地区，还分布于江苏向北经过山东

达到辽宁南部的广阔区域［２］；而作为中药农业作物，

其栽培历史逾１３００多年，主产于四川、陕西、云南、
贵州、重庆等地区，近年于四川地区的人工种植规模

在２～３万亩，产量占全国 ７０％以上，“江油附子”
“布拖附子”均获得国家地理标志产品保护［３４］。

系统中药理论认为，品种是中药品质形成的物

质基础和内部系统要素，而生境又与中药品种相互

影响，环境生态系统与生物内部系统的相互作用是

决定中药品质的主要结构因素［５］。附子的品种按叶

形区分为南瓜叶、大花叶、小花叶、鹅掌叶、莓叶子、

油叶子和冒氏苗等。目前，附子栽培品种又以瓜叶

子为主，混杂少量小花叶型。瓜叶附子以单产量高

的优势，受到附农偏爱，所谓 “江油附子个大质

优”即指瓜叶子品种［３］，但瓜叶附子对植物系统外

界的真菌更为敏感，极易受到根腐病等的侵染，以

四川江油为例，２０１４—２０１６年有农田根腐病感染
面积比例达 ５０％之多，附农减收严重，经济损失
巨大。相较于瓜叶子品种，小花叶附子虽然产量

小，其对外界系统根腐菌类的抗性能力较高，农田

感染比例也较小。我国目前针对附子品种与根腐病
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抗性关系的科学研究与学术报道不多，甚至附子根

腐病的致病原因尚未清楚，这种现状使得根腐病的

预防以及附子农业管理无所适从，影响了附农增产

增收，也制约了附子产业的现代化、标准化、规范

化发展。

本研究从品种内在系统与外部生境系统２个角
度，在整理附子主要栽培品种抗病能力的基础上，使

用ＨｉＳｅｑ２５００高通量测序技术检测其根表真菌群落
的生物多样性，以期从外部系统阐释附子品种的抗

病性差异以及致病原因，为附子良好农业品质的管

理提供理论指导，同时也丰富了附子品种品质形成

的系统学理论与分析方法。

１　材料与方法
１１　样品采集
１１１　附子植株样品采集　本研究所涉附子主要
栽培品种有南瓜叶、大花叶、小花叶，于２０１６年０６
月中旬采集于四川省江油市河西乡普照村 ＧＡＰ基
地（Ｎ３１°４４′′，Ｅ１０４°４２′）。按照叶形，对附子品种分
别进行拍照，根系带土采挖，并编号。

１１２　根表土样品采集　附子植株样品采挖后，小
心刮取每株附子根系的根表土约１００ｇ，多个实验重
复附子植株的土壤样品混合后烘干，通过四号筛过

滤掉木屑、石块等杂质，取约１０ｇ样品用于总 ＤＮＡ
提取和高通量测序。采集样品包括正常附子根表土

壤（编号Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５，统称Ｇ１）、大花叶型附子
根表土壤（编号Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４，统称Ｇ２）、患病大花
叶型附子根表土壤（编号 ＤＶ１、ＤＶ２、ＤＶ４，统称
Ｇ３）、小花叶型附子根表土壤（编号 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、
Ｘ５，统称Ｇ４）。
１２　土壤ＤＮＡ提取与 ＰＣＲ扩增　采用 ＳＤＳＣＴＡＢ
法［７］提取土壤样品总 ＤＮＡ，利用１％琼脂糖凝胶电
泳检测 ＤＮＡ的纯度和浓度。以稀释后的基因组
ＤＮＡ为模板，使用带 Ｂａｒｃｏｄｅ的 ＩＴＳ特异引物进行
ＰＣＲ，其反应体系为３０μＬ：Ｐｈｕｓｉｏｎ ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ，２×）１５μＬ，
Ｐｒｉｍｅｒ（２μＭ）３μＬ（６μＭ），ｇＤＮＡ（１ｎｇ／μＬ）１０μＬ
（５～１０ｎｇ），ｄｄＨ２Ｏ２μＬ。ＩＴＳ引物为：（ＩＴＳ５
１７３７Ｆ）５′ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ３′、
（ＩＴＳ２２０４３Ｒ）５′ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ
３′。ＰＣＲ反应程序为：９８℃预变性１ｍｉｎ，３０个循环
（９８℃，１０ｓｅｃ；５０℃，３０ｓｅｃ；７２℃，３０ｓｅｃ），７２℃延
伸５ｍｉｎ。
１３　真菌ｃＤＮＡ文库构建与物种注释分析　根据
ＰＣＲ产物浓度进行等浓度混样，充分混匀后使用１

×ＴＡＥ浓度２％的琼脂糖胶电泳纯化 ＰＣＲ产物，选
择主带大小在４００～４５０ｂｐ之间的序列，割胶回收
目标条带。使用 ＴｒｕＳｅｑ ＤＮＡＰＣＲＦｒｅｅＳａｍｐｌｅ
ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＫｉｔ建库试剂盒进行文库构建，构建好的
文库经过 Ｑｕｂｉｔ和 ＱＰＣＲ定量，文库合格后，使用
ＨｉＳｅｑ２５００ＰＥ２５０进行测序。高通量测序结果参照
Ｑｉｉｍｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ１７０）的Ｔａｇｓ质量控制流程［８］，进行

Ｔａｇｓ截取和长度过滤。Ｔａｇｓ序列通过 ＵＣＨＩＭＥＡｌ
ｇｏｒｉｔｈｍ［９］与数据库 Ｕｎｉｔｅｄａｔａｂａｓｅ进行比对检测嵌
合体序列，去除嵌合体序列得到最终有效数据［１０］。

利用Ｕｐａｒｓｅ对所有样品的有效数据在９７％水平上
进行聚类成为 ＯＴＵｓ（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵ
ｎｉｔｓ）［１２］，并对ＯＴＵｓ代表序列进行物种注释，并分别
在各个分类水平（界，门，纲，目，科，属，种）统计各

样本的群落组成。使用ＭＵＳＣＬＥ进行快速多序列比
对［１２］，得到所有 ＯＴＵｓ代表序列的系统发生关系。
将ＯＴＵ数值生成相对丰富度（％）进行物种分类树
统计，并使用ＳＰＳＳ（ｖ１９）统计结果。
１４　群落多样性与结构分析　利用 α多样性分析
土壤样品内真菌的丰富度［１３］，用 β多样性指数分析
土壤样品组间差异。本文重点研究了病态土壤与健

康土壤真菌多样性的差异，用 Ｑｉｉｍｅ软件以 Ｗｅｉｇｈ
ｔｅｄＵｎｉｆｒａｃ距离矩阵做ＵＰＧＭＡ聚类分析，并将聚类
结果与各样品在门、属、种水平上的物种相对丰度整

合展示。

２　结果与分析
２１　附子主要栽培品种及根腐病抗性　在四川江
油、布拖等主产地，附子栽培品种主要有南瓜叶、大

花叶与小花叶３种。同等苗龄的这３种附子，南瓜
叶型的附子叶形似南瓜叶般宽厚、油亮，叶齿平缓，

茎杆粗壮；小花叶型附子茎杆细弱易，有较多分蘖出

于叶腋中，叶面小、叶基狭长、叶尖尖锐，其形状如菊

科植物艾，故又称艾叶型（图１Ａ）；大花叶型附子的
茎杆也较粗，叶片规格介于南瓜叶与小花叶之间，叶

尖端也较尖锐，附农将之与南瓜叶型附子统称瓜叶

子或花叶子（图１Ｂ）。
瓜叶附子容易感染根腐病，其发病从根外至根

内、自地下而地上，根表皮初为水浸状病斑，逐渐扩

大至根组织内部，附子块根最后完全腐烂（图 １Ｆ、
Ｈ），而整个植株受害初期叶片萎蔫、下垂，似水烫
状，严重时患病植株叶片自下而上变黄褐色或红紫

色枯焦，甚至根茎结合处土面可见白色菌丝体与黑

褐色似油菜籽大小的菌核（图１Ｄ）。瓜叶附子生病
后，其病菌蔓延速度迅速，极难控制。相对于瓜叶子
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型品种，小花叶附子对根腐病的抵抗能力强，大田栽

培时其植株少有生病（图１Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ）。瓜叶子与小
花叶型附子对根腐病的明显抗性差异，为其优良品

质的培育提供了筛选材料，而根腐病的致病真菌群

落也是附子土壤生境系统的较佳研究对象。

图１　小花叶附子（左）与瓜叶子附子（右）

　　注：Ａ、Ｂ，正常植株叶形；Ｃ、Ｄ，小花叶附子茎基与染病瓜

叶附子茎基；Ｅ、Ｆ，小花叶附子与染病瓜叶附子；Ｇ、Ｈ，小花叶

附子与染病瓜叶附子横切

２２　土壤真菌数据库的构建与测序注释　本研究
通过分析土壤真菌 ＩＴＳ高通量测序技术，成功构建
了４组数据库，分别为对照正常土壤 Ｇ１、大花叶附
子根表土壤 Ｇ２、患病大花叶附子根表土壤 Ｇ３和小
花叶附子根表土壤Ｇ４，共１７个土壤样品。４组数据
库包含９９６６５３条序列，去除条形码引物后获得９７５
２１３条序列。根据ＱＣ和Ｎｏｃｈｉｍｅ分析，最终获得总
有效序列９４８８４３条（９５２５％），核苷酸１９５５８３４９５
个，平均每个片段含核苷酸 ２０６个。Ｑ３０值达到
９９３６％，说明测序质量良好。

所有土壤样品共获得１２２６６个 ＯＴＵｓ，各样品平

均ＯＴＵｓ数７２２个，表明附子生境系统中存在复杂的
共生真菌群落。经过注释分析，９９０３％的真菌序列
可以注释到界、门、纲、目、科、属、种７个分类等级，
如在门水平上（图２Ａ），土壤真菌主要分布在接合菌
门（Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ）、子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、担子菌门
（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）和壶菌门（Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）等，而在
属水平上（图２Ｂ，表１），土壤真菌主要为被孢霉属
（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）、踝节菌属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）、青霉菌属
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、阿太菌属（Ａｔｈｅｌｉａ）和毛霉属（Ｍｕｃｏｒ）
等。

２３　土壤真菌的多样性差异分析　对附子根表真
菌做物种丰富度、多样性分析，并构建聚类树，图２
结果显示，瓜叶子与小花叶型附子品种的根表土壤

系统中，真菌群落结构存在较明显的差异。由图２Ａ
可见，在门的水平上，正常健康土壤（Ｇ１）中接合菌
门、子囊菌门和担子菌门等分布比较均衡，而附子根

表的真菌群落结构发生了变化，如小花叶品种（Ｇ４）
以接合菌门为显著的根表优势菌群，瓜叶子品种

（Ｇ２、Ｇ３）以担子菌门为主，其次为接合菌门（或子囊
菌门）。同样为瓜叶子品种，健康附子与生病附子的

根表真菌系统也发生较显著的变化（Ｐ＜００５），表
现为接合菌门和担子菌门在染病土壤系统中含量增

加，而子囊菌门的丰度减小。可见，附子各品种的根

系均影响了周围正常土壤的真菌群落结构组成。

由图２Ｂ和表１可见，在属的水平上，对照土壤
组的真菌群落也最为均衡，物种丰富度也最高

（ｓｈａｎｎｏｎ指数＝５３２）。瓜叶子品种的根表真菌丰
富度有所降低，ｓｈａｎｎｏｎ指数分别为４９１、４７６，在小
花叶附子土壤中，被孢霉属真菌含量显著升高，达到

３６４％，这导致其真菌系统的丰富度最低。同样为
瓜叶子品种，生病土壤（Ｇ３）中阿太菌属真菌含量达
到１０３％，约为健康组（Ｇ２）的２６倍，而且Ｇ３组含
有更多毛霉属、被孢霉属类真菌，所占比例分别约为

Ｇ２组的１６和５４倍，表明生病附子的土壤生境中
存在更大的真菌群落结构失衡情况。

在物种水平上，本研究依据附子根表真菌序列

构建了ＵＰＧＭＡ树（图２），并将物种相对丰度、各附
子品种的该物种占比进行标注，图３和表２显示，除
了分类级别属水平上的群落结构差异，各附子品种、

健康与染病附子根表系统之间，其真菌的物种水平

也发生了较大的变化。如患病瓜叶子（Ｇ３）土壤中，
阿太菌（Ａｒｏｌｆｓｉｉ）、总状毛霉（Ｍｕｃｏｒｒａｃｅｍｏｓｕｓ）、被
孢 霉 属 的 Ｍｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒａ、青 霉 菌 属 的

Ｐｓｉｍｐｌｉｃｉｓｓｉｍｕｍ等含量，相较于对照土壤与小花叶
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土壤均显著增加，并且成为Ｇ３组的优势真菌。阿太
菌又称白绢病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍｒｏｌｆｓｉｉ），主要分布于温
暖潮湿地区，是导致土豆、向日葵、大豆和一些观赏

花卉植物根部腐烂的主要病菌［１４１５］，江油地区夏季

平均温度为３０～３３℃，雨水充沛，恰好适宜该菌生
长。有研究表明，总状毛霉可以导致小番茄根部软

化，是根腐疾病的致病菌之一［１６］。此外，某些丰度

较小的真菌，其在染病土壤系统中也明显改变。如

茎点霉属Ｐｈｏｍａａｄｏｎｉｄｉｃｏｌａ的含量在 Ｇ３组中升高
到Ｇ２组的４倍，研究表明该属许多真菌可以造成苜
蓿、大豆感染严重根腐病［１７］。

图２　４组土壤真菌的ＵＰＧＭＡ聚类树及其
在不同水平的相对丰富度

　　注：Ａ，左侧是 ＵＰＧＭＡ聚类树结构，右侧的是各样品真
菌在门水平上的相对丰度分布；Ｂ，各样品中真菌在属水平的
相对丰富度

表１　附子根表土壤真菌在属水平分布的相对丰富度

属名
根际土壤中的相对丰富度

Ｇ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４

Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ ００５６２７ ００２９３１７ ００７７４８４ ０３６４６５２
Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ ００６６６０７ ０００１９２ ００００８１２ ０００２５６５
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ００２９２１１ ００９４０６４ ００９１０１ ０００６６２４
Ａｔｈｅｌｉａ ００３８７４７ ００３８７０３ ０１０２８７ ０００１８４６
Ｍｕｃｏｒ ００６６２２８ ００１５６９４ ０１００７４３ ０００３５３９
Ｐｅｒｉｃｏｎｉａ ００００７５２ ００００９９６ ０００００４８ ００４４６１６
Ｍｙｃｏｃａｌｉａ ００２５１４３ ００００２６８ ０００００１４ ００００２４４
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ００００３８ ００００２４３ ００００１２４ ００２６３０４
Ｐｈｉａｌｏｓｉｍｐｌｅｘ ０００２９４５ ００１６９８４ ０００１１４９ ００００２１９
Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ０００７５７８ ００００２９４ ０００００７６ ０００３７０５
其他 ０７０６１３９ ０８０１５１６ ０６２５６７ ０５４５６８７

图３　附子根表土壤真菌的系统分类树及其
在不同土壤的分布比例

　　注：分类树绘制选择使用附子根表真菌数据库中含量丰
度最高的２０种真菌物种，以圆圈表示，其圆圈直径与其在真
菌群落中的相对丰度成正比，期在４组样品的相对比例又以
圆圈中不同颜色标示

表２　附子根表土壤部分真菌在种水平的相对丰富度

物种名
根际土壤中的相对丰富度

Ｇ１ Ｇ２ Ｇ３ Ｇ４

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｉｍｐｌｉｃｉｓｓｉｍｕｍ００２４４６２００８６４５５００７３２７２ ０００４９８９
Ａｔｈｅｌｉａｒｏｌｆｓｉｉ ００３８６７７００３８３６７０１０２８２８ ０００１７９７
Ｍｕｃｏｒｒａｃｅｍｏｓｕｓ ００５９９６７００１４３９８００９３５８４ ０００１９２５
Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒａ ００４１３８２００１０６４５ ００７３５２ ０００１８７９
Ｍｙｃｏｃａｌｉａｄｅｎｕｄａｔａ ００２５１４３００００２６８０００００１４ ００００２４４
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｔａｍａｒｉｉ ００００２１１００００１３４００００００７ ００２６０１
Ｐｈｏｍａａｄｏｎｉｄｉｃｏｌａ ００００３３９ ００００４９ ０００１９３４ ００００２３１
Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａａｍｂｉｇｕａ ００００７５６０００１４８２００００２１３ ００３２７３
Ｃｏｎｏｃｙｂｅｍａｃｒｏｓｐｏｒａ ０００２５７７０００８１５１００００２５５ ００００４９６
Ｃｏｎｏｃｙｂｅｃｏｐｒｏｐｈｉｌａ ０００８５４１ ００００７８ ０００００２８ ０００００５８
Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｉｎｇｅｎｉｏｓａ ００００５４５００００２９４０００１４８７ ０００２２３８
Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｈｙｐｓｉｃｌａｄｉａ ０００５５５５ ０００８９ ０００２１５４ ００００５２５

　　有意思的是，在染病附子根表真菌群落（Ｇ３）
中，被孢霉属的丰度也有较大的提高，该属是一类广

泛存在于热带雨林和温带农业地区的真菌，主要分

布于植物根表土壤，它们能够适应不同温度，可以拮

抗（抑制）阿太菌这类利用土壤传播的真菌［１８］。同

时，小花叶附子根表真菌群落（Ｇ４）中，被孢霉属含
量超过３６％，可见其对小花叶附子的抗根腐菌能力
起到重要作用。另外，Ｐｓｉｍｐｌｉｃｉｓｓｉｍｕｍ于抗病品种
小花叶附子土壤中含量相对较高，研究发现其是一

种促进植物生长，提高植物抗性的真菌［１９］，因此它

也应与该附子品种的抗病性状有关联。Ｇ４样品中
红酵母属的Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｉｎｇｅｎｉｏｓａ，也高于其他品种，
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该属真菌可以帮助甜菜抵御土壤立枯丝核菌（Ｒｈｉ
ｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）等的侵害［２０２１］，也是小花叶附子品种

抵抗根腐病的因素之一。

３　讨论
系统中药理论是研究中药材种质资源的理想理

论，它认为品种是中药品质形成的物质基础和内部

要素，土壤、微生物等生境条件是其外界系统要素，

而多维评价、自组织分析方法又兼顾到内外要素的

相互协同、突变与有序演化过程，而本文针对中药材

附子的实验研究及数据分析，从实践上阐释了该理

论。研究所涉的小花叶、瓜叶子等多品种抗病性状，

是其优良品质形成的客观内在要素，而附子自身及

该农业性状品质又与外在的土壤真菌系统存在相互

作用，一方面附子植物改变了对照土壤中平衡的接

合菌门、子囊菌门和担子菌门比例组成，致使小花

叶、瓜叶子根表土壤系统中出现了明显的优势菌群

（图２，表１）。另一方面，这些外在的真菌系统又影
响着附子品质变化，阿太菌等优势菌群导致Ｇ３组附
子发生根腐病害，被孢霉属菌类保护小花叶附子免

受致病菌感染（图３，表２）。此外，本研究结果还显
示附子外界生境的真菌系统中也存在着协同与拮抗

作用，如阿太菌外的其他致病菌也参与植物根腐病

的发生，而青霉菌属“有益菌”物种随着 Ｇ３组附子
根腐病的发生也有所增加，可能在附子抗病性方面

发挥着重要的外部作用。

本文主要外部系统入手，使用ＨｉＳｅｑ２５００高通
量测序技术检测附子根表真菌群落的多样性，以期

阐释附子品种的抗病性差异以及致病原因，为附子

良好农业品质的管理提供理论指导，发现阿太菌等

可能为附子根腐病的主要致病菌之一，课题组后期

已从病害材料中纯化获得该菌株，侵染实验也验证

了其致病性，这为附子根腐病的预防以及农业良好

品质管理工作奠定了坚实基础，同时也丰富了附子

品种品质形成的系统学理论于分析方法。然而，附

子内在品质的遗传物质与药效物质成分，在与外界

系统的相互关系中发挥着怎样的主导作用，以及附

子生命系统内部存在哪些协同、拮抗与演化因素，还

需要后续进一步研究。
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