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简  报 

云南干巴菌子实体内可培养微生物 

王冉  于富强* 
(中国科学院昆明植物研究所 资源植物与技术重点实验室  云南 昆明  650201) 

 
 

摘  要：【背景】微生物在菌根真菌的孢子萌发、菌丝体生长、菌根形成以及子实体发育等过

程中起到一定作用。【目的】对采自云南省昆明市嵩明县和楚雄彝族自治州禄丰县的 8 个干巴

菌子实体内的微生物进行分离培养鉴定，为后期研究微生物与干巴菌之间的相互作用奠定基础。

【方法】采用传统平板分离法从干巴菌子实体内分离获得微生物群落，t 检验分析不同地区采

集的干巴菌子实体内微生物菌落总数的差异，16S rRNA 基因和 ITS 序列进行系统发育树构建

和微生物多样性分析。【结果】采自嵩明县和禄丰县的 8 个干巴菌子实体内共分离获得 282 株

可培养的细菌，两个地区的细菌菌落总数无显著差异(P=0.22)。所有细菌分属 2 门 12 属 15 种。

其中 80%的细菌属于变形菌门，且以 γ-变形菌为优势菌群，假单胞菌属(Pseudomonas)为优势菌

属。其余 20%的细菌属于拟杆菌门。从干巴菌子实体中分离获得 114 株真菌，两个地区的真菌

菌落总数无显著差异(P=0.65)。所有真菌分属 2 门 10 属 10 种。其中 62%的真菌属于子囊菌门

(Ascomycota)，并以分离自禄丰县干巴菌子实体内的 Lophiostoma 为优势属。38%的真菌属于担

子菌门(Basidiomycota)，并以 Asterotremella 为优势属。【结论】两个不同地区采集的干巴菌子

实体内细菌和真菌在菌落总数上无显著差异。所有细菌都以 γ-变形菌为优势菌群，假单胞菌属

为优势菌属。嵩明干巴菌子实体内真菌以担子菌门为优势菌群，Asterotremella 为优势属。而禄

丰干巴菌子实体内真菌则以子囊菌门为优势菌群，Lophiostoma 为优势属。 

关键词：干巴菌，内生菌群，真菌，细菌，多样性 
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Abstract: [Background] Microorganisms have a role in spore germination, hyphal growth, mycorrhiza 
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formation and basidiocarp development of mycorrhizal fungi. [Objective] Microorganisms of    
eight basidiocarps of Thelephora ganbajun which were collected from Songming County, Kunming 
and Lufeng County, Chuxiong Yi autonomous Prefecture, Yunnan Province, SW China was studied, 
which lay a foundation for follow-up studies on the interaction between microorganisms and T. 
ganbajun. [Methods] The dilution plate method was carried out to obtain the microbial isolates from 
basidiocarps of T. ganbajun. The difference of microbial quantity of T. ganbajun which were 
collected from different sites was analyzed by t-test. Diversity of microorganisms was analyzed by 
16S rRNA gene and ITS amplification, sequencing and establishment of phylogenetic tree. [Results]     
A total of 282 culturable bacterial isolates of eight basidiocarps from Songming County and Lufeng 
County belonged to 15 species and 12 genera in 2 phyla. 80% of bacteria were affiliated to the 
Proteobacteria and dominated by γ-Proteobacteria and Pseudomonas. The other 20% were affiliated 
to the Bacteroidetes. A total of 114 culturable fungal isolates belonged to 10 species and 10 genera in 
2 phyla. 62% of fungi were affiliated to the Ascomycota, dominated by Lophiostoma which was only 
isolated from Lufeng County. 38% of fungi were affiliated to the Basidiomycota, dominated by 
Asterotremella. [Conclusion] There was no significant difference in the number of CFU of bacteria 
(P=0.22) and fungi (P=0.65) among basidiocarps of T. ganbajun which were collected from different 
sites. All bacteria isolates were dominated by γ-Proteobacteria and Psedomonas. Fungi were 
dominated by Basidiomycota and Asterotremella in Songming, whereas fungi were dominated by 
Ascomycota and Lophiostoma in Lufeng. 

Keywords: Thelephora ganbajun, Endogenous microbes, Fungi, Bacteria, Diversity 

菌根真菌是自然生态系统中最重要的功能群

之一，大多数的陆生植物都存在与菌根真菌共生的

情况[1]。在自然界中，菌根真菌要顺利侵染植物营

养根形成菌根，菌丝体要顺利生长分化最终形成子

实体，不仅取决于其周围的非生物因素，如土壤、

气候、光照等，也取决于一些生物因素，如土壤微

生物。某些土壤微生物可通过与菌根真菌的相互

作用，以特殊的方式影响菌根的形成并对宿主植物

产生作用[2-4]。迄今为止，研究者们已经从不同的菌

塘土壤、菌根根际、健康的菌根和子实体等中分离

获得丰富的微生物信息[5-8]，并不断探索着这些微生

物与菌根真菌之间的互作关系。Burke 等 [9]利用

T-RFLP和16S rRNA基因序列分析技术对与多种不

同菌根真菌共生的花旗松菌根进行分析，结果表明

α-变形菌与拟杆菌门的细菌为花旗松菌根中主要的

微生物类群。Kumari等[10]采集了喜马拉雅西北部地

区的鸡油菌属的不同子实体，实验结果表示不同子

实体内细菌菌落数量为(0.5−1.1)×103 CFU/g，包括

变形菌门的 γ-变形菌、β-变形菌和厚壁菌门的细

菌。Garbaye[11]在 1994 年首次提出了菌根促生细

菌(Mycorrhization helper bacteria，MHB)的概念：

即 MHB 是可以促进菌根真菌在宿主植物根部的

定殖、生长，从而间接促进植物生长的细菌。革

兰氏阴性和阳性细菌中的大部分细菌都可以作为

MHB促进菌根的形成，孢子的萌发和子实体的生

长等[12]。同时，一些特定细菌的存在是真菌散发

特殊气味的重要原因，比如 Tuber borchii上散发的

噻吩挥发物就是由其子实体内寄居的微生物产生

的，且挥发物显著地与优势类群 α-变形菌和次要

类群拟杆菌门(Bacteroidetes)的丰富度有关[13]。 

相比丰富的细菌群落，伴生真菌群落的报道

相对较少，但伴生真菌依然在菌根真菌的生活史

中扮演着重要的角色。万山平[14]利用传统平板分

离法及毛细管电泳筛选，从白块菌菌塘土壤中获得

74 株真菌，并以子囊菌门的真菌为优势类群。陈

桂梅等[15]的研究表明菌根伴生真菌菌丝体可以作

为营养物质供外生菌根真菌生长，并诱导其产生中

性蛋白酶。 

干巴菌(Thelephora ganbajun)又名干巴革菌，

是云南著名的名贵野生食用菌，隶属于担子菌门

(Basidiomycota)革菌科 (Thelephoraceae)革菌属

(Thelephora)。干巴菌为外生菌根真菌，能与云南
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松、思茅松和油杉等植物形成共生关系[16]。朱启

顺等[17]在 1995 年报道了干巴菌根际土壤微生物

的几大类群，1997年杨大智等[18]从干巴菌子实体

中分离到少量真菌，此后关于与干巴菌伴生的微

生物的研究一直处于空白。而对于干巴菌的人工栽

培，由于纯培养菌丝体难以获得，所以一直未见成

功[19]。鉴于微生物在菌根真菌生活史中的重要作

用，本研究对采自两个地区的干巴菌子实体内微生

物进行了多样性的研究，这将有助于对干巴菌生活

史的了解，填补研究的空白，同时为后期栽培研究

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

2015 年 9 月，分别于云南省昆明市嵩明县阿

子营村(T1−T4)和楚雄彝族自治州禄丰县(T5−T8)

随机采集新鲜干巴菌子实体共 8个。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 

细菌菌株分离与培养使用胰蛋白胨大豆琼脂

培养基(TSA)，真菌菌株分离与培养使用马丁培养

基，各培养基配方参照《微生物学实验》[20]。上

述培养基于 1×105 Pa灭菌 30 min后备用。 

溶菌酶、引物，生工生物工程(上海)股份有限

公司；Taq酶，大连宝生物工程有限公司；无机试

剂，昆明仁科商贸有限公司。高通量组织研磨器，

宁波新芝生物科技股份有限公司；PCR 仪，杭州

博日科技有限公司。 

1.3  干巴菌子实体内微生物的分离与培养 

选择新鲜、幼嫩、无扇状分支或少分支的干巴

菌子实体，清除表面泥土和松针，用 75%的酒精

表面消毒。在超净台中徒手掰开子实体，用无菌手

术刀切取 0.5 g的菌肉放入装有 4.5 mL灭菌生理液

(0.85%氯化钠)的离心管中，用高通量组织研磨器

(60 Hz，1 800 r/min)将菌肉破碎至无成型组织块，

并将组织液于 37 °C、120 r/min培养 30 min。超净

台内将组织液分别稀释至 10−2−10−6 g/mL。吸取

50 μL 10−4、10−5、10−6 g/mL浓度的组织液分别均匀

涂于 TSA培养基上，每个浓度 3个重复，并于 28 °C

进行培养。10−2、10−3、10−4 g/mL 浓度的组织液涂

于马丁培养基上，每个浓度 3个重复，并于 26 °C

下进行培养[21]。2−7 d后，对不同培养基内的微生

物进行单菌落计数，将单菌落挑取接种至装有液体

TSA培养基和马丁培养基的离心管中进行培养。 

1.4  可培养微生物的分子鉴定 

1.4.1  细菌 DNA 提取与扩增[22] 

5 000 r/min离心 10 min，弃上清液，加入 TES 

buffer (20 mmol/L Tris，50 mmol/L EDTA，150 mmol/L 

NaCl，pH 7.9)，13 000 r/min 离心 2 min；再加入    

1.2 mL TES buffer重悬；加入300 μL溶菌酶(5 mg/mL)

裂解细胞，并将其置于 37 °C下 60 min。16S rRNA

基因扩增引物[11]为 63f (5′-CAGGCCTAACACATG 

CAAGTC-3′)和 1495r (5′-CTACGGCTACCTTGTTA 

CGA-3′)；25 μL PCR体系：DNA 1 μL，正、反向

引物(5 μmol/L)各 1 μL，10×Buffer (Mg2+ free) 2 μL，

dNTPs (10 μmol/L) 1 μL，BSA (1%) 0.5 μL，MgCl2 

(25 mmol/L) 1.5 μL，5 U/μL Taq酶 0.3 μL，ddH2O 

16.7 μL。PCR反应条件：95 °C 5 min；94 °C 1 min，

60 °C 1 min，72 °C 1 min，27个循环；72 °C 10 min。 

1.4.2  真菌 DNA 提取与扩增 

CTAB法提取真菌 DNA[23]。扩增引物为 ITS1F 

(5′-GGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′)和 ITS4 (5′-TC 

CTCCGCTTATTGATATGC-3′)。25 μL PCR 反应体

系：DNA 1 μL，正、反向引物(5 μmol/L)各 1 μL，

10×Buffer (Mg 2+) 2.5 μL，dNTPs (10 μmol/L) 1.5 μL，

BSA (1%) 1 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 0.5 μL，Taq酶  

(5 U/μL) 0.3 μL，ddH2O 16.2 μL。PCR条件：95 °C   

5 min；94 °C 1 min，50 °C 1 min，72 °C 1 min，35个

循环；72 °C 10 min。 

1.5  数据分析 

使用BLAST对获得的序列与GenBank中的序

列进行比对，相似度大于 98%的作为一个 OTU。

使用 ContigExpress 拼接与编辑序列，在 BioEdit 

v7.0.9 中进行比对和自动排序，排好的序列用

MEGA 6.0中的 Neighbor-Joining构建系统发育树。 
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干巴菌 8个子实体内微生物群落数量用 SPSS 

13.0进行独立样本 t检验(t-test)。 

2  结果与分析 

2.1  干巴菌子实体内的微生物菌落总数 

阿子营采集的 4 个新鲜干巴菌子实体内细菌菌

落总数为 4.0×107−5.2×107 CFU/g，禄丰县采集的干巴

菌子实体内细菌菌落总数为 3.0×107−3.6×107 CFU/g 

(表 1)。不同地区的子实体内细菌菌落总数没有显

著性差异(P=0.22)。 

阿子营采集的 4个新鲜干巴菌子实体内真菌菌

落总数为 0−3.0×104 CFU/g，禄丰县采集的干巴菌

子实体内真菌菌落总数为0−3.3× 104 CFU/g (表2)。

不同地区的干巴菌子实体内真菌菌落总数没有显

著性差异(P=0.65)。 

2.2  干巴菌子实体内的微生物种类多样性 

2.2.1  分离的细菌种属 

两个不同地区采集的 8 个干巴菌子实体内共

获得 282株可培养的细菌，其中来自嵩明县的 4个

子实体(T1−T4)共获得 154株细菌，分属 2门 8属

11 种。来自禄丰县的 4 个子实体(T5−T8)共获得

128株细菌，分属 2门 7属 10种(图 1)。 

80%的细菌隶属于变形菌门(嵩明 125株，禄

丰 101 株)，其余 20% (嵩明 29 株，禄丰 27 株)

的细菌隶属于拟杆菌门。变形菌门的细菌中，94%

的细菌属于 γ-变形菌(嵩明 117株，禄丰 96株)，

并以假单胞菌属为优势菌属(嵩明 74 株；禄丰

49 株) (图 2，图 3)。其中假单胞菌属包括 4个种：

P. rhizosphaerae、P. fluorescens、P. tolaasii 和

P. psychrophila。γ-变形菌中还包括自然水体中常

见的不动杆菌属 (Acinetobacter)、拉恩氏菌属

(Rahnella)的细菌以及肠杆菌属(Enterobacter)、

寡养单胞菌属(Stenotrophomonas)、Cedecea属、

泛菌属(Pantoea) 的部分细菌。除了 γ-变形菌外，

还分离到少量的 β-变形菌，包括嵩明干巴菌子实

体内分离到的 Janthinobacterium 属，草螺菌属 

 
表 1  干巴菌子实体内细菌菌落数量 
Table 1  Number of bacteria isolates from eight basidiocarps of T. ganbajun 
采集地 

Region 

干巴菌子实体 

T. ganbajun basidiocarps 

Total colony 
(×107 CFU/g)

菌株数量 

Number of isolates
OTUs

β-变形菌 

β-Protebacteria 

γ-变形菌 

γ-Protebacteria 

拟杆菌门 

Bacteroidetes

嵩明县 

Songming 
County 

T1 7.1±4.7 24 7 0 19 5 

T2 4.3±4.0 36 7 0 27 9 

T3 6.0±4.8 47 8 5 38 9 

T4 8.6±5.2 47 8 0 39 8 

禄丰县 

Lufeng 
County 

T5 4.9±3.5 30 5 3 27 3 

T6 4.5±3.5 32 4 0 21 11 

T7 8.2±3.0 33 7 0 28 5 

T8 5.1±3.6 33 8 2 24 9 
 

表 2  干巴菌子实体内真菌菌落数量 
Table 2  Number of fungi isolates from eight basidiocarps of T. ganbajun 
采集地 

Region 

干巴菌子实体 

T. ganbajun basidiocarps 

Total colony 
(×104 CFU/g)

菌株数量 

Number of isolates
OTUs

子囊菌门

Ascomycota

担子菌门 

Basidiomycota 

不可培养的真菌

Uncultured fungi

嵩明县 

Songming 
County 

T1 2.2±0.17 15 0 0 0 15 

T2 0.0 0 0 0 0 0 

T3 1.7±0.30 28 3 7 21 0 

T4 0.6±0.03 4 1 4 0 0 

禄丰县 

Lufeng 
County 

T5 0.0 0 0 0 0 0 

T6 2.2±0.33 37 2 16 8 0 

T7 1.6±0.50 6 1 6 0 0 

T8 3.6±2.00 24 5 18 6 0 
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图 1  基于干巴菌子实体内(T1−T8)可培养细菌的 16S rRNA 基因构建的 Neighbor-Joining 进化树 
Figure 1  Neighbor-Joining tree of culturable bacteria in T. ganbajun basidiocarps (T1−T8) based on 16S rRNA gene 
partial sequences 
注：序列的登录号位于圆括号内；系统发育树分支点处的数字表示基于 1 000次重复的 Bootstrap支持率(>50%)；标尺表示 100个

核苷酸中有 5个被替换. 
Note: The accession number is shown in parenthesis; Numbers at the branch points indicated the level of bootstrap support based on       
1 000 re-samplings (>50%); The scale bar corresponds to 0.05 substitutions per nucleotide position. 
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图 2  T1−T4 子实体内细菌所在属的分布 
Figure 2  Distribution of bacterial genera in T. ganbajun 
basidiocarps (T1−T4) 
 

(Herbaspirillum)的细菌以及禄丰干巴菌子实体内

分离到的 Delftia 属的细菌。拟杆菌门中 90%的细

菌(嵩明 24 株，禄丰 27 株)都属于金黄杆菌属

(Chryseobacterium)，另外从嵩明干巴菌子实体内

分离少量产黄杆菌属(Flavobacterium)的细菌。 

2.2.2  真菌多样性 

两个不同地区的 8 个干巴菌子实体内共获得

114株可培养的真菌，其中来自嵩明县的 4个子实 

 
 

图 3  T5−T8 子实体内细菌所在属的分布 
Figure 3  Distribution of bacterial genera in T. ganbajun 
basidiocarps (T5−T8) 
 

体共获得 47株真菌，分属于 2个门 4个属 4个种。

来自禄丰县的 4个子实体共获得 67株真菌，分属

于 2个门 7个属 7个种(图 4)。 

嵩明采集的子实体内 66%的真菌属于担子菌门

(31株)，34%的真菌属于子囊菌门(16株)。担子菌门

中包括以 Asterotremella 属(19 株)为优势菌属的真

菌以及 Tremellales 属(12 株)的真菌。子囊菌门中包

括木霉属(Trichoderma)和念珠菌属(Candida)的真菌 

 

 
 

图 4  基于干巴菌子实体内(T1−T8)可培养真菌的 ITS 构建的 Neighbor-Joining 进化树 
Figure 4  Neighbor-Joining tree of culturable fungi in T. ganbajun basidiocarps (T1−T8) based on nearly complete ITS sequences  
注：序列的登录号位于圆括号内；系统发育树分支点处的数字表示基于 1 000次重复的 Bootstrap支持率(>50%)；标尺表示 100个

核苷酸中有 10个被替换. 
Note: The accession number is shown in parenthesis; Numbers at the branch points indicated the level of bootstrap support based on       
1 000 re-samplings (>50%); The scale bar corresponds to 0.1 substitutions per nucleotide position. 
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(图 5)。禄丰采集的子实体内 74%的真菌属于子囊菌

门(50株)，26%的真菌属于担子菌门(17株)。子囊菌

门中以 Lophiostoma为优势菌属(25株)，其次还包括

茎点霉属(Phoma)，新萨托菌属(Neosartorya)，青霉

属(Penicillium)和盾壳霉属(Coniothyrium)的真菌。担

子菌门的真菌包括掷孢酵母属(Sporobolomyces)和

Asterotremella属(图 6)。两个不同地区的子实体内

真菌种类上表现出较大差异。 

3  讨论与结论 

对来自云南省两个不同地区的干巴菌子实体

内微生物进行了分离培养和鉴定，从中获得 282株

细菌和 114 株真菌。两个不同地区的干巴菌子实

体内细菌菌落数量差异不显著，且细菌种类上都以

γ-变形菌为优势类群，假单胞菌属为优势菌属。已

有研究显示与干巴菌伴生的优势细菌类群有芽孢

杆菌属(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)和节

杆菌属(Arthrobacter)等的一些种[16]，而假单胞菌属 

 

 
 

图 5  T1−T4 子实体内真菌所在属的分布 
Figure 5  Distribution of fungal genera in T. ganbajun 
basidiocarps (T1−T4) 

 

 
 

图 6  T5−T8 子实体内真菌所在属的分布 
Figure 6  Distribution of fungal genera in T. ganbajun 
basidiocarps (T5−T8) 

的细菌对真菌孢子的形成、菌丝的生长和子实体的

形态建成均有一定促进作用[24-25]。除了假单胞菌

属，γ-变形菌中还包括拉恩氏菌属、寡养单胞菌属、

肠杆菌属和不动杆菌属的一些细菌。这些属的细菌

在鸡油菌、白块菌等真菌子实体中也曾被分离获得

过 [10,26]，而嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonas 

maltophilia)对白块菌和华山松菌根的形成有极显著

的抑制作用[15]。少量 Cedecea 属和泛菌属的细菌也

被分离得到，但关于这些属的细菌与菌根真菌之间

的相关研究未见报道。研究中还分离到少量的 β-变

形菌，包括草螺菌属、Janthinobacterium属和 Delftia

属的细菌。β-变形菌在外生菌根表面为常见的细菌

类群[27]。除了变形菌门，干巴菌子实体内还分离到

拟杆菌门的大量细菌，主要为金黄杆菌属的细菌，

此类细菌在松口蘑菌塘土壤内也曾被分离得到[28]。 

在本研究中，我们还从干巴菌子实体内分离到

一定数量和种类的真菌，并发现不同地区的真菌菌

落数量差异不显著，但真菌种类上却有很大差别。

嵩明县干巴菌子实体中分离到的真菌以担子菌门为

优势类群，Asterotremella 属为优势菌属。此外还分

离到 Tremellales 属和子囊菌门的念珠菌属、木霉属 

的真菌。禄丰县干巴菌子实体中分离到的真菌则以

子囊菌门为优势类群，Lophiostoma属为优势菌属。

此外还包括新萨托菌属、青霉属、盾壳霉属、茎点

霉属和担子菌门的 Asterotremella属、掷孢酵母属的

真菌。已有的研究中，干巴菌组织直接接种后分离

到毛霉、赤霉、交链孢霉属等的 6 属 6 种真菌[18]，

这些真菌与本研究中分离到的真菌无重合。不同的

采集生境可能由于土壤性质，植被分布，海拔气候

等原因对真菌群落的组成产生较大影响。 

除了子实体，菌塘、菌根、菌根根际土壤等中

均存在丰富的微生物群落，而已有的研究表明这些

微生物在数量和种类上均存在较大差异[8,29]。为了

完善微生物多样性的研究，在后续实验中将从干巴

菌菌塘土壤、菌根等中分离微生物，并对多个不同

生境下采集的干巴菌子实体进行对比，深入探讨微

生物群落的多样性。 
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