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基于高通量测序的紫花丹参与白花丹参

根际真菌群落结构研究

蒋靖怡１，２　杜用玺１　王铁霖１　池秀莲１　吕朝耕１　王　升１　康传志１　张　燕１　孙　楷１　郭兰萍１

（１中国中医科学院中药资源中心／道地药材国家重点实验室培育基地，北京，１００７００；２全国农业技术推广服务中心，北京，１００１２５）

摘要　目的：通过分析紫花丹参与白花丹参根际土壤真菌群落结构与差异性物种组成，为研究丹参根际微生态提供科学
依据。方法：该研究以同一地块种植的紫花丹参与白花丹参的根际真菌为研究对象，采用 ＩＴＳ高通量测序技术研究其菌
落特征及差异性物种。结果：紫花丹参与白花丹参在根际真菌上群落结构上存在显著差异。盘菌纲、盘菌目与肉座菌科

为其二者的差异性物钟。结论：紫花丹参与白花丹参对根际真菌的定殖具有选择性。
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　　丹参（ＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ）是唇形科鼠尾草
属的多年生草本植物，主要以其根和根茎入药，具有

祛瘀止痛，活血通经、凉血消痈等疗效，是我国大宗

常用的中药材［１］。一般以紫花丹参作为药用，而白

花丹参是紫花丹参的白花变型［２］。前人主要针对二

者的生物量积累速率［３４］、活性成分含量［５］以及根际

化感效应［６７］等方面进行比较研究。近年来，国内外

市场对丹参的需求逐渐增加，野生资源逐渐稀缺。

目前，市场上的丹参主要依靠人工栽培供给。但是

随着丹参的重茬连作，土壤生态环境日益恶化，地上

植株与地下根系生长逐渐偏小，土壤微生物群落结

构单一，病虫害加重，严重者出现大面积生理性死

苗。因此，连作障碍已成为丹参生产上的重大技术

难题［８］。

已有研究表明，丹参重茬连作后，其根际土壤的

真菌群落结构发生显著变化［９］。真菌是土壤生态系

统中的重要组成部分［１０］，对土壤中有机物的分

解［１１］、物质循环以及能量传递发挥着重要作用，是

土壤中一类极其重要的微生物［１２］。土壤中的真菌

还可通过分泌抑菌物质来抑制病原菌的生长，从而

降低植物病害的发生率［１３］。根际真菌在土壤生态

系统的发展、功能、稳定等诸多方面发挥着重要作

用［１４］。因此，了解植物根际土壤真菌的多样性及其

复杂的群落结构组成是土壤微生物生态学研究的核

心问题之一，对保障丹参优质高产及其连作障碍防

治具有重要意义。
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传统的土壤微生物研究方法会受到各种因素的

制约，例如纯培养技术中分离技术的限制以及 Ｂｉ
ｏｌｏｇ法中发酵条件的限制［１５］，这些通常都会导致过

低估计微生物的群落结构组成［１６］。随着分子生物

技术的发展，产生了高通量、高灵敏度、高准确性和

低运行成本的高通量技术（ＨｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＳｅｑｕｅｎ
ｃｉｎｇ）［１７］。将该技术应用于土壤根际微生物的研究，
可有效避免了传统的土壤微生物研究方法的弊端。

目前，该测序技术已成功应用于微生物多样性方面

的研究中［１８２０］。

因此，本研究以同一地块栽培的白花丹参与紫

花丹参为研究对象，采用 ＩＴＳ高通量测序技术研究
二者的根际真菌群落特征，旨在阐明紫花丹参与白

花丹参根际真菌群落的相似性与差异性，为进一步

研究丹参根际微生态特征、根际功能菌株的筛选和

应用提供依据，为人工调节丹参根际微环境、提升栽

培丹参的产量品质、改善栽培地生态环境、解决丹参

连作障碍等问题提供技术支持。

１　材料与方法
１１　土壤样品的采集　２０１８年６月于北京市百鸣
堂农场采集根际土壤样品，选择种植过程中未使用

任何肥料、农药与除草剂的丹参混合栽培地进行取

样。采集时随机选取二年生紫花丹参与白花丹参各

５株，将丹参植株与其下土体完整取出，抖落根系外
围土壤，取仍附着于根系表面的土壤作为根际土壤。

土样过８０目筛去除植物根系等杂质，立即存放于
－８０℃冰箱内备用。
１２　土壤微生物ＤＮＡ提取　采用 ＣＴＡＢ法提取土
壤样本总ＤＮＡ，将提取到的 ＤＮＡ样品溶于１００μＬ
的去离子水中，取５μＬＤＮＡ用２０％的琼脂糖凝胶
电泳检测，分析ＤＮＡ的完整性和相对浓度。
１３　ＩＴＳ基因扩增与测序　采用引物 ＩＴＳ１１ＦＦ
（５′ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ３′）／ＩＴＳ１１ＦＲ
（５′ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ３′）扩增真菌 ＩＴＳ１
区域。ＰＣＲ扩增体系如下：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃
变性１０ｓ，５５℃退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循
环，７２℃延伸７ｍｉｎ。获得ＰＣＲ产物后，进行琼脂糖
凝胶电泳检测后，使用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司 Ｇｅｎｅ
ＪＥＴ胶回收试剂盒回收 ＰＣＲ产物，使用 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ
公司的ＩｏｎＰｌｕｓＦｒａｇｍｅｎｔＬｉｂｒａｒｙＫｉｔ４８ｒｘｎｓ建库试
剂盒进行文库的构建，构建好的文库经过Ｑｕｂｉｔ定量
和文库检测合格后，使用 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ的 ＬｉｆｅＩｏｎ
Ｓ５ＴＭ或ＩｏｎＳ５ＴＭＸＬ进行上机测序
１４　数据分析　采用Ｃｕｔａｄａｐｔ［２１］先对ｒｅａｄｓ进行低

质量部分剪切，再根据 Ｂａｒｃｏｄｅ从得到的 ｒｅａｄｓ中拆
分出各样品数据，截去 Ｂａｒｃｏｄｅ和引物序列，初步质
控得到原始数据。经过以上处理后，得到的 Ｒｅａｄｓ
需要进行去除嵌合体序列的处理，Ｒｅａｄｓ序列通过与
数据库进行比对，检测嵌合体序列［２２］，并最终去除

其中的嵌合体序列［２３］，得到最终的有效数据。利用

Ｕｐａｒｓｅ软件（Ｕｐａｒｓｅｖ７０１００１），对所有样品的全部
ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ以９７％相似水平将序列聚类成为 ＯＴＵｓ
（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ）。用 Ｍｏｔｈｕｒ方法与
ＳＩＬＶＡ［２４］的ＳＳＵｒＲＮＡ数据库［２５］进行物种注释分析

（设定阈值为 ０８～１）。使用 Ｅｘｃｅｌ２０１３和 ＳＰＳＳ
１９０统计软件对相对丰度数据进行统计分析，并通
过制作箱形图描述不同分类水平下紫花丹参与白花

丹参根际真菌的优势类群。通过线性判别分析

（ＬｉｎｅａｒＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＬＤＡ）对根际真菌群落
进行 ＬＥｆＳｅ分析（ＬＤＡＳｃｏｒｅ３５），寻找紫花丹参与
白花丹参根际土壤真菌中有显著差异的物种。使用

Ｑｉｉｍｅ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１９１）计算 Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ
Ｗｉｅｎｅｒ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、ＡＣＥ（ａｂｕｎｄａｎｃｅｂａｓｅｄｃｏｖｅｒａｇｅｅｓｔｉ
ｍａｔｏｒ）等α多样性指数，并进行组间差异检验。利
用Ｑｉｉｍｅ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１９１）计算 Ｕｎｉｆｒａｃ距离，使
用Ｒ软件绘制ＮＭＤＳ图。
２　结果与分析
２１　紫花丹参与白花丹参根际真菌群落 ＯＴＵ分析
　　真菌 ＩＴＳ高通量测序共获得优化序列８１７００８
条，平均长度２２９９ｂｐ。见表１。１０个样本获得的
序列均超过５００００条ｒｅａｄｓ，所有样品的测序深度均
超过９６％，稀释曲线趋于平台期，测序效果理想。

表１　高通量测序数据概况

样本
原始序列

（条）

优化序列

（条）

平均长度

（ｂｐ）
测序深度

指数

白花丹参１ ８１８４０ ８０２０９ ２２９ ９８０１
白花丹参２ ８１９３０ ８０２５８ ２２８ ９７９６
白花丹参３ ８１５４９ ８０４１３ ２２８ ９８６１
白花丹参４ ８１３１８ ８００８４ ２２８ ９８４８
白花丹参５ ８１５４３ ８０４２４ ２２９ ９８６３
紫花丹参１ ８１５９１ ８０２２０ ２３２ ９８３２
紫花丹参２ ８１２９５ ８０２０２ ２３５ ９８６６
紫花丹参３ ８１４０２ ８００８５ ２３１ ９８３８
紫花丹参４ ８１２９０ ８０１２５ ２２９ ９８５７
紫花丹参５ ８３２５０ ８０１２２ ２３０ ９６２４

２２　紫花丹参与白花丹参根际真菌多样性指数分
析Ａｌｐｈａ多样性指数用于体现真菌群落的丰富度和
多样性。通过计算ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｃｈａｏ１、
ＡＣＥ等α多样性指数。见表２。对紫花丹参与白花
丹参根际土壤真菌群落进行 α多样性分析。Ｓｈａｎ
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ｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数与 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数常被用于估算群落
物种多样性，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数常用来估算物种均匀度，
ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数则常被用于估算物种的丰富
度，指数越大，表明样品中菌群的丰富度与均匀度越

高。估算样品中微生物的丰富度则常用 Ｃｈａｏ１指数
与ＡＣＥ指数，指数越大，表明菌群的丰富度越高。
ＡＣＥ指数可排除测序误差等干扰，用来衡量样本的
真实物种种类，ＡＣＥ值越大，样本的真实物种种类越
多。统计结果表明，紫花与白花丹参的各个多样性

指数差异均无统计学意义，说明紫花与白花丹参根

际土壤中真菌群落中菌群的丰富度与均匀度均较为

一致。

表２　紫花丹参与白花丹参根际土壤真菌多样性指数

物种 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ

白花丹参 ６７０５ ０９６０ ９５６１３７ ９５９５７３
紫花丹参 ７２４５ ０９８３ ９９８２１９ １００２９３８

２３　紫花丹参与白花丹参根际真菌群落结构分析
　　如图１所示，在门类水平上看，紫花丹参与白花
丹参根际真菌中仅被检测５个真菌门类，分别是：子
囊菌门、担子菌门、接合菌门、球囊菌门和壶菌门。

其中，紫花丹参与白花丹参根际优势菌门均为子囊

菌门，其相对丰度分别在紫花丹参与白花丹参根际

中为５５０４％和５３６８％。其次为担子菌门和接合
菌门，其相对丰度在紫花丹参与白花丹参根际中均

达到１０％以上。球囊菌门在紫花丹参与白花丹参
根际中仅在５％左右，壶菌门在紫花丹参与白花丹
参根际真菌中相对丰度最小（０３９％，０８２％）。

在纲水平上看，粪壳菌纲的相对丰度在紫花丹

参与白花丹参根际真菌中排在首位，相对丰度分别

为：３８４０％和３８４３％。紫花丹参与白花丹参根际
中排名前６的真菌纲类均一致，其相对丰度之和分
别在紫花丹参和白花丹参中达到 ８５８１％ 和
８９５８％。除去排名前６的真菌纲类，紫花丹参与白
花丹参根际开始表现出差异。盘菌纲在紫花丹参中

的相对丰度达到 ３５９％，排在第七，而在白花丹参
中其相对丰度为１１１％，比紫花丹参低２４８％，名
列第９。锤舌菌纲与散囊菌纲在紫花丹参根际中排
在第八，第九，而在白花丹参根际中排在第７，第８的
位置上。壶菌纲在紫花丹参根际中排在了第１０的
位置，但未进入白花丹参根际前１０的位置，而Ｉｎｃｅｒ
ｔａｅｓｅｄｉｓＡｓｃｏｍｙｃｏｔａ在白花丹参根际中排名第１０，
却未进入紫花丹参根际前１０。

在目类水平上看，紫花丹参与白花丹参根际真

菌群落表现出更多的差异。紫花丹参根际排名前

１０的类群中包含了盘菌目、伞菌目以及鸡油菌目，
而在白花丹参根际排名前１０的菌群均不包含上述
的３个目类菌群，而包含了紫花丹参根际排名前１０
中未出现的柔膜菌目、煤炱目和 Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａｌｅｓ。其
中，盘菌目在紫花丹参根际中相对丰度为 ２４０％，
而在白花丹参中仅为 ０５８％，比在紫花丹参中低
１８２％。肉座菌目在紫花丹参根际中排在首位，而
Ｃｙｓｔｏｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｌｅｓ在白花丹参根际中位于首位。肉
座菌目、Ｃｙｓｔｏｆｉｌｏｂａｓｉｄｉａｌｅｓ、Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｌｅｓ、粪壳菌目、
球囊霉目、格孢腔菌目在紫花丹参与白花丹参根际

中相对丰度均较高，均排在前６，其相对丰度之和在
紫花丹参与白花丹参中分别达到 ６２５３％ 和
６７２９％，但是其目类菌群在排名顺序上均存在
差异。

从科类水平上看，紫花丹参与白花丹参的根际

真菌排名前１０的菌群种类也存在差异。生赤壳科、
肉座菌科以及毛球壳科在紫花丹参根际中均属于优

势菌群，分别排在第６、第８及第１０，而在白花丹参
根际中的优势菌群不包含上述科类菌群。锥毛壳

科、格孢腔菌科和麦角（菌）科在白花丹参根际中排

在第６、第８及第９的位置，但不属于紫花丹参根际
的优势科类菌群。其中，肉座菌科在紫花丹参根际

中其相对丰度为 １４４％，而在白花丹参中仅只有
０５７％，比紫花丹参少０８７％。

在科水平上，囊担菌科和丛赤壳科的菌群相对

丰度均排在紫花丹参与白花丹参根际中的首位

（１４２５％，２２５９％）和第２（８７９％，８７６％）。其次
是被孢霉科、ＩｎｃｅｒｔａｅｓｅｄｉｓＨｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ和Ｇｌｏｍｅｒａｃｅ
ａｅ。前述３个科类菌群在紫花丹参与白花丹参根际
中排名存在差异，但是其相对丰度均较高，其相对丰

度之和分别达到１６４９％和１５１５％，分别占分类学
地位明确的科类菌群的２６２１％和２１９２％。
２４　紫花丹参与白花丹参根际真菌群落结构组成
　　为能更直观地反映出样品间的差异程度，对紫
花丹参与白花丹参根际真菌群落结构进行非度量多

维尺度（ＮＭＤＳ）分析，基于 ＢｒａｙＣｒｕｉｔｓ相异指数，将
其拟合到１０个丹参样本的ＮＭＤＳ排序图上，样品点
的排布代表了样品与样品之间的相似程度。见图

２。紫花丹参主要分布在 ＭＤＳ１轴的正端及 ＭＤＳ２
轴的正端，白花丹参主要分布在 ＭＤＳ１轴的负端及
ＭＤＳ２轴的负端，两者可明显地区分开，说明紫花丹
参与白花丹参在根际真菌上群落结构上差异有统计

学意义。
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图１　紫花与白花丹参根际真菌优势菌群相对丰度

图２　紫花丹参与白花丹参根际真菌群落
　　基于ＯＴＵ水平的ＮＭＤＳ分析

２５　紫花丹参与白花丹参根际真菌群落差异性物
种分析　采用ＬＥｆＳｅ方法对紫花丹参与白花丹参所
有根际土壤真菌类群分析主要差异性物种。图中

ＬＤＡＳｃｏｒｅ的值代表了差异物种的影响大小，ＬＤＡ
值越大，代表菌群差异性越大。ＬＤＡＳｃｏｒｅ预设值
３５，高于３５视为差异有统计学意义。见图３。盘
菌纲、盘菌目与肉座菌科这３类菌群在紫花丹参根

际中的相对丰度均显著高于白花丹参根际，且盘菌

纲的ＬＤＡ值最大，说明盘菌纲在紫花丹参与白花丹
参根际中差异最大。

图３　紫花丹参与白花丹参根际土壤细菌ＬＥｆＳｅ分析图

３　讨论
本研究采用高通量测序平台对紫花丹参与白花

丹参根际真菌群落多样性进行初步研究，初步获得

其根际在门、纲、目、科等不同分类水平的优势类群

和相对丰度。研究结果表明：α多样性指数显示紫
花丹参与白花丹参的根际真菌多样性差异无统计学

意义；β多样性组间分析表明紫花丹参与白花丹参
在根际真菌群落结构上差异显著。通过 ＬｅｆＳｅ差异
分析，发现肉座菌科、盘菌目与盘菌纲这３类菌群在
紫花丹参根际中均显著高于白花丹参。已有研究证

明，根际真菌会受到植物种类的调控，在植物根际会

选择性富集，从而导致植物根际微生物的群落组成

和结构差异有统计学意义［２６］。这一结果与 Ｌｉｕ等
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人研究结果一致［１４］。

土壤真菌可以通过释放土壤酶来催化土壤中的

各种生物化学反应，例如：氧化还原反应、有机质

矿化、腐殖质合成、污染物降解及生长活性物质释

放等，可促进土壤结构和质地的形成，加快土壤养

分的转化、提高土壤肥力和生物的有效性，保证土

壤微生物区系的平衡［２７］。本研究结果表明紫花丹

参与白花丹参根际中子囊菌门的相对丰度最大，位

于首位。本研究发现肉座菌目与粪壳菌目为紫花丹

参与白花丹参根际的优势菌目，尤其是肉座菌目，

其相对丰度达到２０％以上，前人研究表明子囊菌
门的肉座菌目、粪壳菌目具有降解腐烂有机质、降

解纤维素等作用［２８］，这可能与丹参根际土壤中的

养分转化和碳代谢相关［２９］。

综上所述，本研究首次采用高通量测序技术深

入研究紫花丹参与白花丹参的土壤真菌群落组成及

多样性，旨在揭示紫花丹参与白花丹参根际真菌群

落结构的差异，进一步揭示丹参根际微生态特征，

为阐释丹参土壤真菌之间的相互作用奠定基础，
为解决丹参连作障碍提供技术支持。
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