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松材线虫侵染前后马尾松树体内
微生物多样性分析
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摘要：[目的 ] 以浙江省松材线虫病疫区健康和枯死马尾松（Pinus massoniana Lamb.）为研究对象，探究松材

线虫（Bursaphelenchus xylophilus）侵染前后马尾松树体内微生物群落结构的差异，同时为利用马尾松内生微生

物防治松材线虫病积累微生物种质资源。[方法 ] 采用组织分离法、形态学和分子生物学相结合的方法，对健

康和枯死马尾松不同组织内的（根部、干部和针叶）真菌和细菌进行分离鉴定。对分离的木霉菌株构建系统发

育树，并分析了松材线虫取食木霉对其种群数量的影响。[结果 ] 从健康和枯死马尾松树体内分别分离得到真

菌 19个属共 106个菌株和 10个属共 86个菌株，优势类群均为木霉属真菌。不同组织间真菌多样性水平存在

差异，干部和针叶的多样性指数高于根部。健康马尾松真菌的 Shannon-Wiener指数（H）、Simpson指数

（D）和均匀度指数（J）依次为 2.37、0.87和 0.51，高于枯死马尾松的 1.72、0.76和 0.39，二者的相似性指数

小于 0.5。从健康和枯死马尾松树体内分别分离得到细菌 13个属共 59个菌株和 12个属共 56个菌株，优势类

群均为伯克氏菌属、肠杆菌属和沙雷氏菌属细菌。健康和枯死马尾松中均为干部的细菌多样性最高，针叶的细

菌多样性最低，二者的相似性指数大于 0.5。木霉作为马尾松树体内的优势类群，本次共分离到 6个种，通过

取食实验发现木霉 FXY7显著抑制了松材线虫的种群数量。[结论 ] 健康马尾松树体内的真菌多样性高于枯死

马尾松，二者的真菌菌群相似性较低，而且不同组织间真菌菌群相似性也较低，但健康和枯死马尾松的细菌群

落具有一定的相似性。这表明松材线虫入侵会影响马尾松体内的真菌多样性，但对细菌的影响较小。本研究中

还分离到多株可能对松材线虫病具有生防潜力的内生菌，为探索松材线虫病的新型防控技术奠定了基础。
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植物体内含有多种微生物，其中许多微生物与

植物之间的相互作用对植物的生存、适应性和生态

系统功能等方面都有有益的影响[1-2]，大量研究表

明内生菌在提高植物免疫防御[3]、病害控制[4]、营

养获取[5] 和植物对非生物胁迫的耐受方面[6] 有明显

的促进作用。比如 Wu等人[7] 从野生蓝莓的内生菌

中分离到一株深色有隔真菌，将该菌接种到蓝莓上

可促进其根部生长和分枝，Carro-Huerga等人[8] 从

葡萄树体里分离到一株木霉，该菌可减少葡萄上病

原菌的定殖从而限制病害的发展。

松材线虫（Bursaphelenchus xylophilus）是全

球森林生态系统中最具危险性、毁灭性的有害生物

之一，具有极强的扩散性和破坏性，自 1982年入

侵我国后，先后在亚热带、热带、暖温带、中温带

以及秦岭等高海拔地区造成松林大面积枯死[9]，造

成了巨大的经济和生态损失，而且疫区仍在不断增

  
收稿日期：2021-05-17        修回日期：2021-08-06
基金项目：国家林业和草原局重大应急科技项目（ZD202001）。
作者简介: 温晓健，博士，助理研究员。主要研究方向：森林保护学。电话: 010-62888570 Email: wenxj@caf.ac.cn
* 通讯作者: 理永霞，博士，副研究员。主要研究方向：森林保护学。电话: 010-62888598 Email: liyongxiaxjs@163.com

2022，35（1）：48-58 林 业 科 学 研 究
http://www.lykxyj.com Forest Research

http://dx.doi.org/10.13275/j.cnki.lykxyj.2022.01.006
http://dx.doi.org/10.13275/j.cnki.lykxyj.2022.01.006
http://www.lykxyj.com


加。松材线虫侵入寄主后，首先取食松树的薄壁细

胞，当松树死亡后，开始取食树体内的真菌，使得

其种群得以维持和扩大[10]；松树内生微生物群落具

有提高树木防御能力的潜力，但也可能随着病害的

发展而转换角色，最终导致树木腐烂[11]。由此可

见，松树内生微生物在松材线虫病的发展过程中发

挥重要作用。充分了解松树体内微生物的群落结构

有助于了解松材线虫病的发病过程，也为认识寄主

和微生物的共生关系以及微生物资源的开发利用提

供参考和科学依据。

许多研究结果表明松材线虫入侵对寄主松树的

内生微生物群落多样性具有重要影响，而且松树的

许多内生菌也具有很大的生防潜力。曾凡勇等[12]

对不同健康状态黑松（Pinus thunbergii Parl.）树干

内真菌进行了分离，发现不同健康状态下真菌种群

没有显著差异，但是优势真菌及其比率不同。鲁国

华 [13] 分析了不同健康状态马尾松（P. massoniana
Lamb.）和黑松树干内真菌的种类变化，认为松材

线虫病影响了寄主松树真菌种群的变化。徐风

美[14] 通过对松材线虫病发生区和未发生区油松（P.
tabuliformis Carr.）根部真菌进行分离和鉴定，发

现根部外生菌根真菌和深色有隔内生真菌的相对丰

度不同，这可能与松树对松材线虫病的抗性有关。

Ma等人[15] 利用高通量测序技术研究了松材线虫侵

染前后黑松不同部位的细菌群落结构，发现健康树

和受害树针叶和根部细菌的群落结构不同，表明松

材线虫可以影响寄主的细菌群落结构。Ponpandian
等人 [16] 从赤松（P.  densiflora Sieb.  et  Zucc.）、刚

松（P.  rigida Mill.）、黑松和红松（P.  koraiensis
Sieb. et Zucc.）不同组织部位中分离得到 1 622株

内生细菌，从中筛选到 44株具有杀线活性的细

菌，其中窄食单胞菌属（Stenotrophomonas）和芽

孢杆菌属（Bacillus）细菌的杀线作用最突出。

Kim等人[17] 从分离到的 92株松树内生细菌中筛选

出 3株可诱导松树产生抗性的细菌，通过叶面喷洒

这 3株细菌的菌悬液均可显著降低松材线虫病的发

病程度。

马尾松作为我国南方重要的绿化造林树种，近

年来松材线虫病在马尾松林普遍发生，但关于马尾

松不同组织部位微生物群落多样性的认识还不全

面，对马尾松内生微生物的种类与功能缺乏深入的

研究，这就阻碍了防控研究的进一步开展。本研究

通过对松材线虫病疫区马尾松不同部位微生物的分

离，有助于了解松材线虫入侵前后马尾松体内微生

物的群落结构，同时可构建马尾松上可培养的微生

物种质资源库，为利用内生微生物防治松材线虫

病，探索松材线虫病的新型防控技术奠定基础。 

1　 材料与方法
 

1.1    样品采集

于 2019年 9月在浙江省富阳区（ 30°3 ′N,
119°58′E）和淳安县（29°36′N, 118°58′E）采集健

康马尾松和由松材线虫侵染引起的枯死马尾松各

4棵，枯死马尾松均为当年枯死树，经贝尔曼漏斗

法分离后每克木材中松材线虫数量大于 100头，健

康马尾松中没有分离到松材线虫，枯死树中均分离

到松材线虫，其中 3棵健康马尾松和 2棵枯死马尾

松来自富阳区，1棵健康马尾松和 2棵枯死马尾松

来自淳安县。所采集的马尾松均为 25～30年生，

胸径为 17～22 cm，树高为 16～20 m。分别采集马

尾松地下部分 10 cm深处的侧根、地上部分主干的

上、中、下 3段和 2年生针叶，编号后封存于保

鲜袋。 

1.2    试剂和引物

植物基因组 DNA提取试剂盒、细菌基因组

DNA提取试剂盒、2 × Taq PCR MasterMix，D2000
DNA Marker购自天根生化科技（北京）有限公

司；PCR引物对 ITS1/ITS4和 27F/1492R由北京六

合华大基因科技有限公司合成。 

1.3    样品处理

采用常规组织分离法分离马尾松不同部位的真

菌和细菌。侧根处理前先将根表面的土用无菌水冲

洗掉，再用灭菌滤纸擦干后备用。主干处理前先将

粗糙的表皮刮掉。所有样品用 75%的乙醇浸泡

1分钟后用无菌水冲洗 3次，取最后 1次的冲洗液

涂布于 PDA培养基（200 g去皮马铃薯，20 g葡萄

糖，15 g琼脂粉，去离子水 1000 mL）和牛肉膏蛋

白胨培养基（NA）（蛋白胨 10 g，氯化钠 5 g，牛

肉浸出粉 3 g，琼脂 15 g，去离子水 1 000 mL）平

板做表面消毒效果检测。用无菌滤纸擦干组织表面

的水分，用无菌枝剪剪去主干和根经酒精处理过的

表面组织，再将剩余的主干和根剪碎成约 3 mm ×
3 mm × 2 mm的木块，将针叶剪成约 6 mm长的片

段，用于后续分离。 
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1.4    微生物的分离 

1.4.1    真菌　用无菌镊子将剪碎的组织块置于 90
mm的 PDA培养基上，每个样品接种 25个组织

块，健康和枯死马尾松各 4棵，根、干和针叶各

200块，共 600个组织块，置于 25℃ 培养箱中黑

暗培养，待其长出菌落后用无菌接种针挑取菌落边

缘气生菌丝置于 PDA培养基上纯化培养。将菌落

特征相同的菌株进行归类统计，将分离纯化后的不

同菌落形态的菌株接种于 PDA培养基上，并对菌

株进行编号，保存备用。 

1.4.2    细菌　用无菌镊子夹取 1 g剪碎的组织块，

置于 5 mL的无菌水中，28℃，200 r· min−1 振荡培

养 1 h，混匀，吸取 100 μL培养液涂布于 NA培养

基上，28℃ 培养 24 h，挑取单菌落至 NA培养基

上纯化，挑取纯化后的细菌单菌落至牛肉膏蛋白胨

液体培养基（NB）（蛋白胨 10 g，氯化钠 5 g，牛

肉浸出粉 3 g，去离子水 1 000 mL）中，28 ℃，200
r· min−1 培养 24 h，4℃ 保存备用。 

1.5    微生物的鉴定 

1.5.1    DNA 提取　将 1.4.1保存的菌株重新接种

于 PDA培养基，25℃ 培养 7 d，挑取菌丝于 2 mL
离心管中，采用植物基因组 DNA提取试剂盒

（DP320）提取菌株 DNA。对于菌液 PCR无条带

的细菌菌株进行 DNA提取。取 1.4.2中细菌菌液

1  mL于 1.5  mL离心管中， 6 000  r·  min−1 离心 1
min，弃去上清液，采用细菌基因组 DNA提取试

剂盒（DP302）提取菌株的总 DNA。 

1.5.2    PCR 扩增　采用真菌核糖体 rDNA区通用

引物 ITS1/ITS4（5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3′/5 ′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ′）进行 PCR
扩增。PCR反应体系 25  μL包含：基因组 DNA
1 μL，2 × Taq PCR MasterMix（KT201） 12.5 μL，
引物 ITS1 0.5 μL，引物 ITS4 0.5 μL，ddH2O 10.5
μL。扩增程序：94℃ 预变性 3  min；94℃ 变性

30  s， 55℃ 退火 30  s， 72℃ 延伸 45  s， 35个循

环；72℃ 延伸 10 min。
采用细菌 16S  rDNA区通用引物 27F/1492R

（ 5 ′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ′/5 ′-TACGG
TTACCTTGTTACGACTT-3′）进行 PCR扩增。利

用 4℃ 保存的菌液或基因组 DNA作为 PCR模板，

PCR反应体系 50 μL包含：菌液或基因组 DNA2
μL，2 × Taq PCR MasterMix（KT201）25 μL，引

物 27F 1 μL，引物 1492R 1 μL，ddH2O 21 μL。扩

增 程 序 ： 94℃ 预 变 性 5  min； 94℃ 变 性 30  s，
55℃ 退火 30 s，72℃ 延伸 90 s，35个循环；72℃
延伸 10 min。 

1.5.3    基因序列测序及比对　取 5 μL PCR产物用

1.0%的琼脂糖凝胶电泳进行检测，将剩余的

PCR产物送至北京六合华大基因科技有限公司测

序，对拼接后的序列利用 BLAST软件进行序列相

似性比对。结合本研究分离到的木霉菌株，选取部

分代表菌株的 ITS序列，利用 MEGA 6.0软件的邻

接法构建系统发育进化树，自展值（Bootstrap
replications）为 1 000次。 

1.6    取食木霉（Trichoderma spp.）对松材线虫种

群数量的影响

将本研究分离到的 6种木霉属（Trichoderma）
真菌分别接种至 PDA平板上，于 25℃ 恒温培养

7 d。将实验室保存的松材线虫虫株 Nxy61接至培养

7 d的灰葡萄孢平板并置于 25℃ 恒温培养，7 d后

用无菌水将松材线虫从平板洗下，用无菌水重复换

洗 3遍后计数。分别吸取约3 000条松材线虫接种

于培养 7 的木霉和灰葡萄孢（Botrytis cinerea Pers.）
平板上，于 25℃ 恒温培养 7 d，7 d后用无菌水完

全冲洗平板，通过光学显微镜统计活体松材线虫的

种群数量。每个处理 5个重复，以灰葡萄孢培养松

材线虫作为对照。 

1.7    统计分析

采用分离率和分离频率分析马尾松不同部位分

离的真菌丰富程度及优势菌群，采用 Shannon-
Wiener指数 (H)、Simpson指数 (D)、均匀度指数

(J)分析分离真菌的多样性特征，用 Sorenson指数

(Cs)和 Jaccard指数 (Cj)分析不同组织和不同健康

状态马尾松的真菌种类组成的相似程度[18]。

H = −
s∑

i=1

PilnPi,

D =
∑

Pi
2,

J = −
s∑

i=1

PilnPi/lnS ,

Cs =
2 j

a+b
,

C j =
j

a+b− j
。
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式中：Pi 为第 i 种的个体数占总物种数 S 的

比例。

j 为两个组织或样本共有的真菌种数，a 和

b 分别为每个组织或样本中的真菌种数。

利用 SPSS 22.0对松材线虫取食不同真菌后的

种群数量进行单因素方差分析及 Duncan’s多重比

较（p<0.05）。 

2　 结果与分析
 

2.1    马尾松不同组织的微生物组成 

2.1.1    马尾松不同组织内的真菌组成　对浙江马尾

松进行内生真菌分离，经纯化后分离得到健康马尾

松内的真菌 106株，其中干部的分离率最高，为

55%（55株），其次为针叶和根部，分离率分别为

46%（46株）和 5%（5株）。经过 ITS序列比对将

分离菌株划分为 19个属，木霉属（Trichoderma）
为优势类群，占菌株总数的 25.47%，而且不同部

位的优势类群不同，根部优势属为毛色二孢属

（Lasiodiolodia），干部为木霉属（Trichoderma），
针叶为拟盾壳霉属（Paraconiothyrium）（表 1）。

枯死马尾松中分离得到真菌 86株，其中针叶的分

离率最高，为 44%（44株），其次是干部和根部，

分离率分别为 32%（32株）和 10%（10株）。经

过 ITS序列比对将分离菌株划分为 10个属，木霉

属（Trichoderma）也为优势类群，占菌株总数的

34.88%，分不同部位来看，根部和干部的优势属

为 木 霉 属 （ Trichoderma）， 针 叶 为 散 斑 壳 属

（Lophodermium）（表 2）。 

2.1.2    马尾松不同组织内的细菌组成　对浙江马尾

松进行内生细菌的分离，经纯化后分离得到健康马

尾松内的细菌 59株，经过序列比对将分离菌株划

分为 13个属，其中伯克氏菌属（Burkholderia）
18株为优势菌群，占分离细菌总数的 30.51%；沙

雷氏菌属（Serratia）和肠杆菌属（Enterobacter）
各 10株，占 16.95%；泛菌属（Pantoea）4株，占

6.78%；其它细菌占 28.81%。根据不同部位的分离

情况，根部、干部和针叶的优势菌群分别是伯克氏

菌属（Burkholderia）、肠杆菌属（Enterobacter）
和沙雷氏菌属（Serratia）（表 3）。从枯死马尾松

中分离得到细菌 56株，经过序列比对将分离菌株

划分为 12个属，其中伯克氏菌属（Burkholderia）
22株为优势菌群，占分离细菌总数的 39.29%；肠

杆菌属（Enterobacter）8株，占 14.29%；沙雷氏

菌属（Serratia）6株，占 10.71%；芽孢杆菌属

（Bacillus）5株，占 8.93%；其它细菌占 26.78%。

根据不同部位的分离情况，根部和干部的优势菌群

分别是伯克氏菌属（Burkholderia）和肠杆菌属

（Enterobacter）（表 4）。 

2.2    马尾松树体内真菌分布多样性及相似性

由表 1可知，健康马尾松不同组织间的真菌分

布存在较大差异，干部分离到的真菌有 13个属，

种类最多，Shannon-Wiener指数（H）为 1.81，针

叶分离的真菌有 8个属，H 为 1.68，根部分离的真

菌只有 2个属，H 为 0.50。Simpson指数（D）以

干部最高，为 0.78，根部最低，为 0.32；均匀度指

数（J）以干部最高，为 0.45，根部最低，为 0.31。
与健康马尾松相比，枯死马尾松不同组织分离到的

真菌种类较少，干部和针叶都分离到 5个属的真

菌，H 分别为 0.99和 1.09。Simpson指数（D）以

针叶最高，为 0.56，根部最低，为 0.32；干部和针

叶的均匀度指数（J）相同，为 0.29，根部最低，

为 0.22（表 2）。
从表 5可看出，健康和枯死马尾松根叶的相似

性均为 0，健康马尾松干叶的相似性最高，枯死马

尾松根干的相似性最高，但指数值均小于 0.5，表

明健康和枯死马尾松不同组织间的真菌菌群相似性

都较低。

由表 1和表 2可知，健康马尾松的真菌多样性

高于枯死马尾松， Shannon-Wiener指数（ H）、

Simpson指数（D）和均匀度指数（J）依次为 2.37、
0.87和 0.51，均高于枯死马尾松的 1.72、0.76和

0.39。从相似性指数来看，健康和枯死马尾松的真

菌菌群之间相似性较低，Sorenson指数 (CS)和
Jaccard指数 (Cj)分别为 0.48和 0.32，均小于 0.5。 

2.3    马尾松树体内细菌分布多样性及相似性

由表 3可知，健康马尾松不同组织间的细菌分

布存在较大差异，干部分离到 11个属（32株）的

细菌，种类最多，其次是根部的 5个属（21株），

最少的是针叶（4株），只分离到 3个属的细菌。

在枯死马尾松中，也是干部分离到的细菌种类最

多，有 10个属（27株），根部和针叶分别分离到

3个属（24株）和 2个属（4株）的细菌（表 4）。
健康和枯死马尾松中均为干部的细菌多样性最高，

针叶的细菌多样性最低。

健康和枯死马尾松中共有的细菌种类有 8个
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属，其中干部共有的类群有 8个属，根部有 2个，

针叶有 1个，Sorenson指数 (CS)和 Jaccard指数

(Cj)分别为 0.70和 0.53，表明健康和枯死马尾松的

细菌群落具有一定的相似性。
 

2.4    木霉属真菌的系统发育分析

本研究共分离到 6种木霉，在 6 cm培养皿内

的 PDA培养基上培养 4 d后菌落形态见图 1。以

Protocrea farinosa 为外族群，6种木霉的系统发育

进化树结果见图 2。6个种类的木霉在发育树中归

于 3个进化支，FXY7与 T. harzianum 亲缘关系最

近，FXY8与 T. spirale 亲缘关系最近，FXY37归

于 longibrachiatum分支，FXY19、FXY32和 FXY56
这 3种木霉归于同一分支。
 

2.5    取食木霉对松材线虫种群数量的影响

由图 3可知，不同木霉培养下的松材线虫种群

数量具有显著差异，取食木霉 FXY8的松材线虫数

表 1    健康马尾松不同部位内生真菌的组成及分离频率

  Table 1    The fungal composition and isolation frequency of different tissues in healthy Masson pine

编号
No. 属 Genus

根 Root 干 Stem 叶 Needle
菌株总数

Total number of
strains

相对频率
Relative

frequency/%
菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

1
木霉属
Trichoderma 0 0 23 21.70 1 0.94 24 22.64

2
链格孢属
Alternaria 0 0 2 1.89 5 4.72 7 6.60

3
小枝孢属
Brachysporiella 0 0 2 1.89 0 0 2 1.89

4
青霉属
Penicillium 1 0.94 7 6.60 0 0 8 7.55

5
散斑壳属
Lophodermium 0 0 0 0 7 6.60 7 6.60

6
拟盘多毛孢属
Pestalotiopsis 0 0 6 5.66 3 2.83 9 8.49

7
短柄霉属
Aureobasidium 0 0 1 0.94 0 0 1 0.94

8
炭疽菌属
Colletotrichum 0 0 0 0 8 7.55 8 7.55

9
拟盾壳霉属
Paraconiothyrium 0 0 0 0 19 17.92 19 17.92

10
毛色二孢属
Lasiodiolodia 4 3.78 0 0 0 0 4 3.77

11
被孢霉属
Mortierella 0 0 3 2.83 0 0 3 2.83

12
伞状霉属
Umbelopsis 0 0 5 4.72 0 0 5 4.72

13
炭团菌属
Hypoxylon 0 0 1 0.94 0 0 1 0.94

14
亚罗酵母属
Yarrowia 0 0 1 0.94 0 0 1 0.94

15
皮司霉属
Pithomyces 0 0 2 1.89 0 0 2 1.89

16
黑孢属
Nigrospora 0 0 0 0 2 1.89 2 1.89

17 Kirschsteiniothelia 0 0 1 0.94 0 0 1 0.94

18 Eurotiomycetes 0 0 1 0.94 0 0 1 0.94

19 Atractidochium 0 0 0 0 1 0.94 1 0.94

合计 Total 5 4.72 55 51.88 46 43.40 106 1

香农-威纳指数/H Shannon-Wiener index/H 0.50 1.81 1.68 2.37

辛普森指数/D Simpson index/D 0.32 0.78 0.76 0.87

均匀度指数/J Evenness index/J 0.31 0.45 0.44 0.51
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表 2    枯死马尾松不同部位内生真菌的组成及分离频率

  Table 2    The fungal composition and isolation frequency of different tissues in dead Masson pine

编号
No.

属
Genus

根 Root 干 Stem 叶 Needle
菌株总数

Total number
of strains

相对频率
Relative

frequency/%
菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

1
木霉属
Trichoderma 8 9.30 22 25.58 0 0 30 34.88

2
链格孢属
Alternaria 0 0 1 1.16 1 1.16 2 2.33

3
半帚孢属
Leptographium 0 0 4 4.65 0 0 4 4.65

4
小枝孢属
Brachysporiella 0 0 1 1.16 0 0 1 1.16

5
青霉属
Penicillium 2 2.33 0 0 0 0 2 2.33

6
长喙壳属
Ophiostoma 0 0 4 4.65 0 0 4 4.65

7
散斑壳属
Lophodermium 0 0 0 0 27 31.40 27 31.40

8
拟盘多毛孢属
Pestalotiopsis 0 0 0 0 10 11.63 10 11.63

9
微色二孢属
Microdiplodia 0 0 0 0 3 3.49 3 3.49

10
短柄霉属
Aureobasidium 0 0 0 0 3 3.49 3 3.49

合计 Total 10 11.63 32 37.21 44 51.16 86 1

香农-威纳指数/H Shannon-Wiener index/H 0.50 0.99 1.09 1.73

辛普森指数/D Simpson index/D 0.32 0.49 0.56 0.76

均匀度指数/J Evenness index/J 0.22 0.29 0.29 0.39

表 3    健康马尾松不同部位内生细菌的组成及分离频率

  Table 3    The bacterial composition and isolation frequency of different tissues in healthy Masson pine

编号
No. 属 Genus

根 Root 干 Stem 叶
Needle 菌株总数

Total number
of strains

相对频率
Relative

frequency/%
菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

1 伯克氏菌属 Burkholderia 15 25.42 3 5.08 0 0 18 30.51

2 沙雷氏菌属 Serratia 1 1.69 7 11.86 2 3.39 10 16.95

3 肠杆菌属 Enterobacter 0 0 9 15.25 1 1.69 10 16.95

4 拉乌尔菌属 Raoultella 1 1.69 2 3.39 0 0 3 5.08

5 泛菌属 Pantoea 0 0 4 6.78 0 0 4 6.78

6 欧文氏菌属 Erwinia 0 0 1 1.69 0 0 1 1.69

7 杆菌属 Bacterium 0 0 2 3.39 1 1.69 3 5.08

8 假单胞菌属 Pseudomonas 3 5.08 0 0 0 0 3 5.08

9 鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas 1 1.69 1 1.69 0 0 2 3.39

10 克吕沃尔氏菌属 Kluyvera 0 0 1 1.69 0 0 1 1.69

11 类芽孢杆菌属 Paenibacillus 0 0 1 1.69 0 0 1 1.69

12 Paraburkholderia 0 0 1 1.69 0 0 1 1.69

13 Uncultured bacterium 0 0 2 3.39 0 0 2 3.39

合计 Total 21 35.59 34 57.63 4 6.78 59 1
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量最多，达到 162 300条，显著高于灰葡萄孢培养

的松材线虫数量，取食木霉 FXY7的松材线虫数量

最少，只有 4 275条，最不利于松材线虫繁殖（F =
6.21，df = 6, 28，p<0.05）。其它 4种木霉的培养

效果与灰葡萄孢没有显著差异，但用 FXY19培养

得到的线虫数量明显多于 FXY56。 

3　 讨论

本研究从浙江健康和枯死马尾松中共分离出隶

属于 22个属的 192株真菌和 16个属的 105株细

菌，健康和枯死马尾松真菌菌群之间的相似性较

低，不同部位的优势菌群不同，但优势类群均为木

霉属真菌（表 1和表 2），而健康和枯死马尾松细

菌菌群之间的相似性较高，优势菌群均为伯克氏菌

属、沙雷氏菌和肠杆菌属，而且不同部位的优势类

群也较为一致（表 3和表 4）。从物种多样性来

看，健康马尾松的真菌和细菌多样性都高于枯死马

尾松，尤其是真菌，这表明由于松材线虫的侵染，

降低了马尾松内生真菌的多样性。Zhang等人[19] 利

用高通量测序技术对浙江健康和枯死马尾松的内生

真菌和细菌群落结构进行分析，发现健康马尾松中

优势真菌为青霉属、拟盘多毛孢属和木霉属真菌，

在枯死马尾松中这三类真菌的丰度有所下降，而优

势细菌在健康和枯死马尾松中的分布较为一致。他

们还发现枯死马尾松的内生细菌和真菌的丰富度和

多样性都低于健康马尾松，尤其是真菌，这与我们

的分离结果也是一致的，表明我们的分离结果可以

反映浙江健康和枯死马尾松内生真菌和细菌的菌群

结构。

曾凡勇[20] 对浙江健康、衰弱和枯死马尾松树

干的内生真菌进行了分离，木霉均为优势菌，且衰

弱木中分离到的真菌数量最多，枯死木中最少。肖

育贵等[21] 分析了四川不同健康状态马尾松树干木

居真菌的种类，分离出的真菌种类主要有木霉属、

镰刀菌属和多毛孢属等，健康木分离到的真菌数量

最少。鲁国华等[22] 对安徽省不同健康状态马尾松

表 4    枯死马尾松不同部位内生细菌的组成及分离频率

  Table 4    The bacterial composition and isolation frequency of different tissues in dead Masson pine

编号
No.

属
Genus

根 Root 干 Stem 叶 Needle
菌株总数

Total number
of strains

相对频率
Relative

frequency/%
菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of
strains

分离频率
Frequency/

%

菌株数量
Number of strains

分离频率
Frequency/

%

1 伯克氏菌属 Burkholderia 19 33.93 3 5.36 0 0 22 39.29

2 沙雷氏菌属 Serratia 2 3.57 4 7.14 0 0 6 10.71

3 芽孢杆菌属 Bacillus 3 5.36 0 0 2 3.57 5 8.93

4 肠杆菌属 Enterobacter 0 0 8 14.29 0 0 8 14.29

5 果胶杆菌属 Pectobacterium 0 0 3 5.36 0 0 3 5.36

6 拉乌尔菌属 Raoultella 0 0 1 1.79 0 0 1 1.79

7 泛菌属 Pantoea 0 0 3 5.36 0 0 3 5.36

8 欧文氏菌属 Erwinia 0 0 1 1.79 0 0 1 1.79

9 克雷伯氏菌属 Klebsiella 0 0 1 1.79 0 0 1 1.79

10 杆菌属 Bacterium 0 0 2 3.57 2 3.57 4 7.14

11 Paraburkholderia 0 0 1 1.79 0 0 1 1.79

12 Uncultured bacterium 1 1.79 0 0 0 0 1 1.79

合计 Total 25 44.64 27 48.21 4 7.14 56 1

 

表 5    健康和枯死马尾松不同部位真菌菌群相似性系数

Table 5    The similarity indexes of fungal community of
different tissue from healthy and dead Masson pine

健康马尾松
Healthy Masson pine

枯死马尾松
Dead Masson pine

根 Root 干S tem 针叶 Needle 根 Root 干 Stem 针叶 Needle

根 Root 0.07 0.00 0.17 0.00

干 Stem 0.13 0.17 0.29 0.11

针叶 Needle 0.00 0.29 0.00 0.2

注：表中对角线以上为Jaccard指数，以下为Sorenson指数。
The values above the diagonal in the table were Jaccard index, and the
values below were Sorenson index.
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a. b. c.

d. e. f.

注：A：FXY7；B：FXY8；C：FXY19；D：FXY32；E：FXY37；F：FXY56.

Notes: A：FXY7；B：FXY8；C：FXY19；D：FXY32；E：FXY37；F：FXY56.

图 1    6种木霉的菌落形态

Fig. 1    Colony morphology of six Trichoderma species
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T. koningiopsis CBS 119075 (NR_131281)

T. koningiopsis WZ-233 (MN856356)

T. koningii GJS 00-156 (DQ323433)
FXY19 (MZ496434)

FXY32 (MZ496435)

FXY56 (MZ496437)

T. koningiopsis NECC30678(MK430436)

T. koningiopsis Tkois2 (MT102395)

T. erinaceum ATCC MYA-4844 (NR_111837)
T. erinaceum 580849 (MK387944)

T. erinaceum ECPX-FS09 (KR296864)

T. erinaceum CS20 (MH748164)

T. koningii PPRI 15736 (KY673221)

T. koningii ATCC 64262 (NR_138456)

T. koningii ACCC32835 (MF780846)
T. atroviride NBRC 101776 (NR_077207)

T. asperellum CBS 433.97 (NR_130668)

T. hamatum JAHLH2 (MN880214)
T. asperellum MNF-MAS-7 (MH688914)

T. hamatum DAOM 167057 (NR_134371)

FXY37 (MZ496436)

T. orientale BKO29 (MK020687)
T. orieniale CBS 130428 (NR_111317)

T. longibrachiatum MIAE00830 (KM225908)

T. longibrachiatum PC1 (MK910052)

T. orientale S187 (JQ685873)

T. longibrachiatum (NR_120298)

T. reesei (NR_120297)

T.reesei 10-56 TD1 (KY025557)

T. spirale DAOM 183974 (NR _077177)

T. spirale CBS 120963 (FJ442608)

T. spirale DIS 384A (FJ442668)

FXY8 (MZ496433)

T. virens CBS 109339 (NR_138428)

T. virens G.J.S.95-194 (AF328552)

FXY7 (MZ496432)
T. harzianum G.J.S. 92-61 (AF443925)

T. harzianum CBS 226-95(AF057606)

Protocrea farinosa CBS 121551 (NR_119700)

T. harzianum CBS 130681 (MH865865)

图 2    基于 ITS序列构建的木霉系统发育进化树

Fig. 2    Phylogenetic tree of Trichoderma strains inferred from ITS gene sequences
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树干内的真菌种类进行了研究，发现健康马尾松树

干的优势真菌为镰刀菌和木霉，濒死马尾松和死亡

马尾松均为长喙壳和木霉，健康马尾松上分离到的

真菌数量最少。本研究中对树干的真菌分离结果显

示健康木的真菌种类和数量均高于枯死马尾松，这

可能与采集枯死马尾松的时间和状态有关，树木的

腐烂程度会影响树体内真菌的群落结构[23-24]。邓慧

华[25] 对福建省健康马尾松不同组织的内生真菌进

行了分离，叶部分离到的内生真菌数量和种类最

多，茎部次之，根部最少，毛霉属和木霉属是马尾

松内生真菌中的优势属。结合本研究和前人的分离

结果可知，木霉属是马尾松体内的优势真菌。

松树体内的真菌种群与松材线虫病的发生和发

展密切相关。吕全等[26] 研究了 3个马尾松树栖真

菌菌株对媒介昆虫携带松材线虫数量的影响，发现

不适宜松材线虫繁殖的真菌能促进松材线虫群体内

更多个体转化为扩散型虫态，不同真菌对蛹室中线

虫种群大小有显著影响。Maehara和 Futai[27] 发现

在只接种 Trichoderma sp.的木段上天牛携带的线虫

数量很少，另外在木段上接种 Trichoderma sp. 3可

以抑制蓝变菌的扩散，从而减少天牛携带的线虫数

量[28-29]，由此可见，木霉对松材线虫种群的扩散也

有一定的抑制作用。本研究中共分离到 6种木霉，

通过取食实验可知，FXY7显著抑制了松材线虫的

种群数量。木霉属真菌是一类高效的拮抗、促生

菌，对松材线虫也具有一定的致死作用。钩状木

霉 Trichoderma hamatum 孢子悬浮液对松材线虫毒

性较强，致死率可以达到 85.6%[30]。木霉菌株 T-

28的乙酸乙酯提取物在 72  h校正死亡率达到

100%[31]。木霉的挥发性化合物对松材线虫也具有

一定的杀虫活性 [32-33]。本研究分离到的木霉对松

材线虫病是否具有其它生防作用还需进一步展开

研究。

关于马尾松内生细菌群落结构的研究较少，袁

文婷对健康马尾松茎部的内生细菌进行了分离，共

分离到 20株细菌，通过内生性验证后对其中 7个

菌株进行了种类鉴定，并未对群落结构进行描述。

尹诗恒等[34] 研究了松材线虫侵染下马尾松苗不同

部位内生细菌菌群的结构变化，发现松干部位菌群

结构变化极显著，其次是松针，根部基本不受影

响。前人也从马尾松体内分离出一些具有生防作用

的内生细菌，李亮亮等[35] 从马尾松茎部分离到一

株松材线虫拮抗细菌短小芽孢杆菌，并通过荧光标

记法证明了该菌株在马尾松体内的内生性，为该菌

今后的实际应用提供了理论依据。Song等人[36] 从马

尾松顶芽和针叶中分离到一株 Pantoea eucalypti，根

据其基因组特征和携带质粒的功能推测该菌可促进

松树生长。沙雷氏菌属细菌也是马尾松中经常分离

到的一类细菌，从蛹室分离到的 Serratia marcescens
可以促进松褐天牛的死亡[37]。本研究中分离到多株

沙雷氏菌属和芽孢杆菌属细菌，这些菌株对松材线

虫病的控制作用还有待进一步研究。 

4　 结论

健康马尾松树体内的真菌多样性高于枯死马尾

松，二者真菌菌群相似性较低，而且不同组织间真

菌菌群相似性也较低；对于细菌来说，健康和枯死

马尾松的细菌群落具有一定的相似性。这表明松材

线虫入侵会影响马尾松树体内的真菌多样性，但对

细菌的影响较小。另外本研究中分离到多株可能对

松材线虫病具有生防潜力的内生菌，为探索松材线

虫病的新型防控技术奠定了基础。
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Microbial Diversity Analysis of Pinus massoniana Before and After
Infected by Pine Wood Nematode

WEN Xiao-jian1, WU Jian-jun2, LI Yong-xian2, WANG Xuan1, LI Yong-xia1, ZHANG Xing-yao1

(1. Key Laboratory of Forest Protection of National Forestry and Grassland Administrstion, Institute of Forest Ecology, Environment and
Nature Conservation, Chinese Academy of Forestry, Beijing　l00091, China; 2. Suichang County Ecological Forestry Development Center,

Suichang　323399, Zhejiang, China)

Abstract: [Objective] Taking  healthy  and  dead Pinus  massoniana Lamb.  in Bursaphelenchus  xylophilus  infected
area in Zhejiang province as research object to examine the differences in the microbial communities structure of P.
massoniana  trees  before  and  after  infected  by B.  xylophilus, and  to  accumulate  the  microbial  resources  for   con-
trolling pine wilt  disease by using endophytic microorganisms of P. massoniana. [Method] The methods of tissue
isolation, morphology and molecular biology were used to isolate and identify the fungi and bacteria in different tis-
sues (root,  stem and needle) of healthy and dead P. massoniana.  Phylogenetic tree was constructed for the isolated
Trichoderma strains, and the effect of Trichoderma spp. on B. xylophilus population was analyzed by feeding experi-
ments. [Result] 106 fungal strains belonging to 19 genera were isolated from healthy P. massoniana, and 86 strains
belonging to 10 genera were isolated from the dead pine, the dominant genera were both Trichoderma.  There were
differences  in  fungal  diversity  among  different  tissues,  the  diversity  indexes  of  stem  and  needle  were  higher  than
those of root. The Shannon-Wiener index, Simpson index and evenness index of fungal community from healthy pine
were 2.37, 0.87 and 0.51, respectively, they were all higher than those of dead pine, which were 1.72, 0.76 and 0.39.
The similarity indexes of fungal community in healthy and dead P. massoniana were less than 0.5. 59 bacterial strains
belonging to 13 genera were isolated from healthy P. massoniana, and 56 strains belonging to 12 genera were isol-
ated from the dead pine, the dominant groups were Burkholderia, Enterobacter and Serratia. The bacterial diversity
of stem was the highest in both the healthy and dead pine, and that of needle was the lowest. The similarity indexes of
bacterial community in healthy and dead P. massoniana were more than 0.5. Trichoderma was the dominant group in
P.  massoniana,  six  species  were  isolated  in  this  study.  The  feeding  experiment  showed  that  the  sample  FXY7  of
Trichoderma significantly inhibited the population of B. xylophilus. [Conclusion] The fungal diversity in healthy P.
massoniana is higher than that in dead P. massoniana, the similarity of fungal community between healthy and dead
pine is low, and the similarity of fungal community among different tissues is also low. However, the bacterial com-
munities of healthy and dead pine are similar to some extents. This indicates that the invasion of B. xylophilus will af-
fect the fungal community diversity in P. massoniana, but there is a little effect on the bacterial community. In addi-
tion, a number of endophytic bacteria with bio-control potential against pine wilt disease were isolated in this study,
which is helpful for exploring prevention and control technology of pine wilt disease.
Keywords: Bursaphelenchus xylophilus; Pinus massoniana; fungi; bacteria; diversity
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