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虫草属真菌经植物环节 宿主跳跃 的初步研究
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摘要: 从酿酒葡萄( Vitis v inif er a L. )和番荔枝( Annona squamosa L. )中分离并鉴定两株植物内生来源的虫草属真菌

和一株拟青霉,并就已知昆虫、块菌来源的虫草属真菌 IT S 分子序列建立了在不同宿主体内的虫草属真菌系统发育树,

重现了其物种在协同进化历程中在不同宿主体内发育的现象. 发现虫草属真菌在进化过程中除了昆虫与块菌外可能还

经由植物的 宿主跳跃 环节.
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内生生物与宿主之间的相互关系是目前内生生物

研究的热点之一,特别是植物内生真菌与其宿主之间

的利益关系、作用机制.研究表明, 植物内生真菌与其

宿主之间存在专一性, 包括宿主科的水平上的专一

性
[ 1]
和宿主种的水平上的专一性

[ 2]
, 甚至一些种类可

以具有宿主组织的专一性[ 3] .这些专一性是由内生真

菌生活史特点所决定的, 为了识别并进入宿主、避免宿

主免疫系统伤害、在特殊微环境下生长扩散, 内生真菌

就必须有一套独特的机制来应对. 亦即内生真菌必须

不断通过水平传播来存活与繁殖, 即频繁的接触并感

染新的宿主,建立新的内生关系.所以目前我们所观察

到的宿主特异性是基于下面两个因素的长期进化结

果:已存在内生关系的维持和通过随机的宿主迁移扩

大生态领域
[ 4]

.

到目前为止,有两个公认的假说来阐述内生关系

及影响其形成的因素, 宿主关系假说 [ 4] 和 宿主环境

假说 [ 5] .前一观点认为 宿主迁移 方向依赖于宿主的

品系,这能解释为什么一些较低分类水平上相关的宿

主拥有相似的内生生物群落; 后一观点认为 宿主迁

移 方向依赖于宿主所能提供的微生态环境和营养环

境,此观点能解释为什么经常发现一些较高分类水平

上不相关的宿主拥有比较相似的内生生物群落.

由于 宿主迁移 都是发生在长期的进化史中, 人

们很难具体重建此过程. 但 基因水平传递 [ 6] 及 内共

生理论 [ 7]认为由于在长期的进化中,宿主和内寄生生

物之间存在基因水平的适应,即内寄生生物可以调节

自己的部分基因来适应宿主对自身的选择, 因此可以

用逆向追溯的方法, 通过分析不同宿主某一特定内生

生物基因的差异,重现此内生生物的系统发育史[ 8] .

虫草属真菌是一类宿主特异性比较强的真菌, 通

常属于昆虫内生菌, 属于子囊菌门、子囊菌纲、粪壳菌

亚纲、肉座菌目、麦角菌科、虫草菌属的一种, 其拉丁学

名为 Cordy cep s sinensi s ( Berkeley) Saccardo, 无性系

包括 Paeci lomyces sp. [ 9 10] 、Synnematium sp. [ 11] 等.

Niko h 和 Fukatsu等通过建立不同宿主的虫草属真菌

系统发育树,阐明了虫草属真菌在开拓新的生态领域

过程中,在不同昆虫以及块菌宿主体内不断进行 宿主

跳跃 的现象[ 8] .

目前尚未见从植物内分离到虫草属真菌的报道,

本文报道利用植物内生来源、昆虫和块菌内生来源的

虫草属真菌基于 IT S 间区序列建立系统发育树,研究

虫草属真菌在其进化历史中是否经历了植物宿主环节

的 宿主跳跃 .

1 材料与方法

1. 1 材 料

酿酒葡萄( Vi ti s vini f er a L. )采自黄土高原(北纬

34!,东经 105!) , 番荔枝 ( A nnona squamosa L. ) 植物

根、茎、叶、韧皮部采自福建厦门 (北纬 24!, 东经

118!) .
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表 1 不同宿主来源的虫草属真菌序列信息

T ab. 1 T he sequences of Cordy cep s sp. fr om different hosts

宿主 种属 来源
DDBJ/ EM BL / G enBank

数据库序列号

块菌 Cordy cep s cap itata 日本高松, 香川县 A B027364

块菌 Cordy cep s j ez oensis 日本宫津, 京都 A B027365

块菌 Cordy cep s j ap onica 日本大阪 A B027366

蝉幼虫 Cordy cep s p r olif ica 日本财田, 德岛 A B027370

蝉幼虫 Cordy cep s ramosop ulv inata 日本鹤冈, 山方 A B027372

蛾蛹 Cordy cep s militar is 日本鹤冈, 山方 A B027379

蛾蛹 Paecilomyces tenuip es 日本宫津, 京都 A B027380

/ * Beauver ia bronginar tii 日本大阪 A B027381

/ * Beauver ia bassiana 日本大阪 A B027382

沫蝉 Cordy cep s tr icentr i 日本财田, 德岛 A B027376

蚧虫 Cordy cep s coccidiicola 日本宫津, 京都 A B031196

甲虫幼虫 Cordy cep s konnoana 日本室兰, 北海道 A B031193

蝙蝠蛾 H ir sutell a s inens is 中国广东 A J243979

蝙蝠蛾 H ir sutell a s inens is 中国北京 A J243980

/ * . 文献未标明具体宿主,直接归到蛾分支( moth clade) [ 8] .

其他宿主序列来源根据N ikoh 和Fukatsu等人文

章序列登陆号, 见表 1[ 8, 12] .

1. 2 方 法

1. 2. 1 菌丝体的获得、DNA提取、扩增、测序

菌株在 28 ∀ 经 PD液体摇床振摇( 120 r/ min)培

养 72 h获得菌丝体, 用改进的 CTAB法获得 DNA [ 13]

用真菌通用引物 ITS4、IT S5
[ 14]
对 ITS 间区序列进行

扩增,扩增程序为 95 ∀ 预变性 4 m in; 95 ∀ 变性 20

s, 55 ∀ 退火 20 s, 72 ∀ 延伸30 s, 35个循环; 72 ∀ 延

伸 7 min. PCR产物由上海生工测序.

1. 2. 2 系统发育树的建立

采用 DN Astar 软件对 DNA 序列进行加工, 用

MEGA4. 0软件(集成了 Clustal W )中的 N eighbor

joining 法对虫草属真菌建立系统发育树, 序列两端截

取对齐, bootst rap重复 1 000次计算.

2 实验结果

从酿酒葡萄和番荔枝的植物组织中共分离得到

586株植物内生真菌. 其中植物内生真菌 B6分离自酿

酒葡萄根部, A18、C6分离自番荔枝韧皮部,经 IT S 测

序 鉴 定 分 别 为: B6 Cordy cep s sinensi s, A18

Cor dy cep s sinensi s ( EF488439) 和 C6 Paeci lomyces

sp. ( EF488414) .

经 M EGA4. 0 处理, 得到不同宿 主来源的

Cor dy cep s真菌基于 IT S 间区序列的系统发育树 (图

1) .

通过图 1 可看 出, 菌株 Beauver ia bassiana

AB027382与菌株 B . brong inar it ii AB027381以 97%

的支持率形成一个小的分化支, Paecilomyces te

nuip es AB027380 与 Cor dy cep s mi li tari s AB027379

以 80%的支持率形成另外一个小的分化支, 同时这两

个小分化支以 99%的高支持率形成一个较大的分化

枝,由于这 4株菌均是蛾类寄生,故这一较大的分化支

称为 蛾分支 ( moth clade) ; 以此类推,其他菌株依据

发育树中的位置、支持率和宿主来源,分别形成另外 4

枝 # # # 蝉分 支 ( cicada clade )、块 菌分 支 ( t ruff le

clade)、甲虫 蚧虫 蝙蝠蛾分支 ( scale beetle hepiaidae

clade)和植物分支( plant clade) . 其中, 较引人注目的

是两株本实验室分离的植物内生来源的虫草属真菌

Cor dy cep s . sinensis A 1 8、Cor dy cep s . sinensi s B 6以
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图 1 基于 IT S 序列的虫草属真菌系统发育树(右边为宿主)

Fig . 1 Phylog enetic r elatio nship of Cordy cep s sp. based o n identification o f IT S sequences ( the hosts w ere sho wed in the r ig ht

side)

及一株拟青霉 ( Paecilomyces sp. ) C6同样以 99%的

高支持率单独形成一支,即植物分支( plant clade) ,而

且其亲缘关系距甲虫 蚧虫 蝙蝠蛾分枝更近.

3 讨 论

近年来在植物内生菌多样性研究领域有诸多研究

成果发表,多数为子囊菌[ 15] .虽然 肉座菌目中的丛赤

壳科为许多植物的优势内生菌, 但仍未见有关从植物

组织内分离获得内生的虫草菌. 虫草菌因其药用价值

常被从土壤中分离. 本实验按照植物内生菌分离的方

法,可以确保这 3个菌株不是表生于植物根部和土壤

中的真菌.

Nikoh 和 Fukatsu等通过比较不同宿主来源的虫

草属真菌的细胞核、线粒体内的 SSU r DNA、LSU rD

NA ,用不同方法建立系统发育树, 发现虫草属真菌在

其发育历史上曾经在不同的昆虫、块菌寄主之间进行

过反复的 宿主跳跃 [ 8] . 本研究基于 IT S 间区序列,

获得了与 Nikoh 、Fukatsu 等一致的实验结果, 都表

明来自不同宿主的虫草属真菌各自形成独立类群, 其

中m oth clade和 cicada clade 在发育树上距离较近,这

些虫草属真菌的宿主来源于发育相关的同一群昆虫,

这比较符合 宿主关系假说 的观点; 但与 Nikoh 和

Fukatsu等的研究结果比较, 本文研究中 cicada clade

和 t ruf f le clade之间不存在相互交叉的 cicada t ruff le

clade, 未能完全验证虫草属真菌从 cicada clade 向

tr uf f le clade 进行 宿主跳跃 的观点, 这可能是与本文

研究采用的样本量较小、IT S间区序列较短(小于 700

bp)所致,也可能与建树比较过程中比较因素不全等

原因有关.但结果表明, IT S间区较短的序列足以证明

植物内生来源的虫草属真菌与虫源和菌源的分离.

植物内生来源的虫草属真菌同样以高支持率单独

聚成一枝,表明植物内生来源的虫草属真菌与昆虫、块

菌来源的虫草属真菌相比有较强的独立性, 在虫草属

真菌的发育史上极有可能经历了植物宿主这一环节.

已有证据清晰地表明虫草属真菌曾经从蝉等宿主 跳

跃 迁移到块菌等宿主,值得注意的是蝉生活史的幼体

阶段位于地下, 以植物特别是树根的木质部汁液为生,

而块菌是树木的菌根菌, 整个生活史均在地下的树根

部附近,可能正是由于这种与树木的紧密联系,促进了

虫草属真菌从蝉到块菌的 宿主跳跃 [ 8] . 由于蝉、蝉幼

体和块菌都与树木紧密相关,存在频繁的营养交流及

紧密的物理接触,在此过程中虫草属真菌极有可能从

蝉幼体或(和)块菌迁移到树中,完成向植物宿主的 跳

跃 , 或先从蝉幼体向植物体再向块菌的迁移,从而扩

大了其生态范围以至完成动物、植物以及菌物多重性

协同进化的过程,这符合 宿主环境假说 的观点. 但由

于样本量的限制,本文目前还不能获得虫草属真菌经
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植物 宿主跳跃 的全面证据,无法确定植物内生的虫

草属真菌与蝉幼体和块菌之间的内在关系, 因而本文

的意义仅在于报道首次发现植物内生虫草属真菌, 以

及它们在系统发育中与蝉幼体和块菌来源的虫草属真

菌所处的相对独立的分支地位.
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A Primary Study of Cordyceps sp. About "Host Jumping" Through Plants
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Abstract:M ost species of the g enus Cordy cep s sp. a re endoparasitic o r endophytic fung i of insect s and other ar thro po ds. U p to now

it w as g uessed that t he inter king dom host jumping is o nly possible fr om A nimalia to F ung i. T wo endophytic Cordy cep s sp. and one

Paecilomyces sp. wer e isolated fro m V itis v inif er a L . and the pha rmazeutical plant Annona squamosa L . and then ident ified. T he

phy log enet ic relationship o f Cordy cep s sp. , or ig inat ing fro m different ho sts, w as found based o n the IT S sequences from insect s, truf

fles and plants. T he result r eflects the pheno meno n that Cordy cep s sp. co ev olves in differ ent ho sts. During t he pro cess of its evo lu

tion Cordy cep s sp. could be obser ved "host jumping" among insects, tr uff les and plants as w ell.

Key words: endophytic fung i; Cord y cep s sp. ; host jumping
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