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植物菌根块菌分子鉴定及菌丝培养基优化的研究
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摘　 要: 块菌属(Ｔｕｂｅｒ)是由真菌感染其适宜植物根系形成ꎬ部分块菌如法国黑孢块菌(Ｔ. ｍｅｌａｎｏｓｐｏｒｕｍ)和

中国印度块菌(Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ)等为珍稀药食两用菌ꎬ具有很高的经济价值ꎮ 对块菌的过度挖掘造成野生块菌

资源匮乏ꎬ块菌人工栽培技术则是实现块菌产业可持续性发展的重要基础ꎮ 目前国内外人工栽培主要采用

块菌子实体匀浆制成的子囊孢子悬浮液ꎬ与人工种植苗木根系共生ꎮ 利用块菌菌丝替代子实体孢子悬浮液

进行接种ꎬ具有减少对块菌子实体的依赖性和生产成本、保护林下块菌野生资源、促进块菌人工繁育进程的

积极意义ꎬ但需要成熟高效的菌丝培养技术ꎮ 该研究从云南、陕西等地林下采取块菌样品ꎬ在 ＩＴＳ 分子鉴定

并纯化得到纯种菌丝的基础上ꎬ以菌丝直径为指标ꎬ经单因素实验和 ４ 因素 ３ 水平正交实验 Ｌ９(３
４)ꎬ筛选得

出最适宜的菌丝生长培养基ꎮ 结果表明:(１)形态和 ＩＴＳ 分子鉴定得到的 １３ 份块菌样品分属印度块菌

(Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ)和假凹陷块菌(Ｔ. ｐｓｅｕｄｏｅｘｃａｖａｔｕｍ)两种ꎮ (２)纯化的印度块菌菌丝培养基的最佳碳源为马铃

薯浸出液ꎬ最佳氮源为酵母膏ꎬＶＢ１ 对印度块菌菌丝生长并无显著性促进作用ꎮ (３)最佳的碳源、氮源、无机

盐组合为马铃薯浸出液 １５０ ｇＬ￣１、酵母膏 ３ ｇＬ￣１、ＭｇＳＯ４ ２ ｇＬ￣１、ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇＬ￣１ꎮ ２５ ℃ꎬ自然 ｐＨ 下培

养 ８ ｄ 菌丝直径可达 ４９.４４ ｍｍꎮ
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　 　 块菌属(Ｔｕｂｅｒ)是由土壤真菌感染其共生的植

物根系形成(王曙光和林先贵ꎬ２００１)ꎮ 全世界已

知块菌种类超过 １８０ 种ꎬ主要分布在法国、意大利

(Ｂｏｎｉｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)以及中国的四川、云南、新疆、
西藏等地(张介平和刘培贵ꎬ２０１５)ꎮ 块菌富含蛋

白质、维生素、氨基酸和矿物质等营养物质ꎬ风味

独特(陶恺和刘波ꎬ１９９０)ꎬ其含有的 α￣雄烷醇、块
菌多糖具有提升免疫力、抗肿瘤与抗氧化等重要

功效(曹晋忠等ꎬ２０１１)ꎬ价格昂贵ꎬ异常珍稀ꎬ是重

要的经济真菌(邓晓娟等ꎬ２０１９)ꎮ
近年来由于开发过度ꎬ野生块菌产量显著减

少ꎬ开展其人工栽培是其必然趋势ꎮ 目前国内外

主要采用块菌子实体匀浆制成的子囊孢子悬浮

液ꎬ接种于适宜的人工种植宿主苗木根系共生ꎬ模
拟野生生长环境来进行半人工栽培ꎮ 但是ꎬ子实

体中的害虫和病原体以及其他菌根真菌会污染植

物根系ꎬ影响块菌菌根形成ꎮ 并且每株植物根系

均接种多个孢子ꎬ且子囊孢子是有性孢子ꎬ因此ꎬ
其菌根成分可能互不相同ꎬ难以适应特定的土壤

和气候条件( Ｉｏｔｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 特别是由于块菌

本身价值就很高ꎬ造成子实体匀浆接种成本也高ꎬ
存在过程繁琐、周期长、产量低、对自然环境条件

依赖严重等问题 (胡炳福等ꎬ２０１０)ꎮ Ｉｏｔｔｉ ｅｔ ａｌ.
(２０１６)报道将勃氏块菌的纯培养菌丝代替子实体

匀浆孢子悬浮液ꎬ接种于宿主苗木获得菌根ꎬ并成

功产生子实体ꎮ 该技术不仅降低了其根系污染的

风险ꎬ而且极大地节约了生产成本ꎮ 印度块菌作

为中国主要商业块菌ꎬ采用印度块菌菌丝接种而

获得菌根及子实体的案例ꎬ目前尚未有报道ꎮ 因

此ꎬ本研究从块菌的分子鉴定着手ꎬ通过筛选优良

的印度块菌母种菌丝培养基ꎬ获得优良菌丝ꎬ旨在

为后续的印度块菌菌丝接种植物根系、获得菌根

和子实体提供理论依据和支持ꎬ对降低成本、加快

其人工栽培进程具有重要价值ꎬ还促进了林下块

菌菌根的资源保护ꎮ

１ 材料与方法

１.１ 试验材料

从陕西、云南等地林下采取块菌子实体见图

１ꎮ 宿主苗木见表 １ꎬ经初步形态鉴定后组织分离

培养获得纯种菌丝ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 菌丝分离纯化　 以 ＰＤＡ 为纯化培养基ꎬ采用

组织分离法进行(周建平等ꎬ２０１７)ꎮ
１.２.２ 基于 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列的分子鉴定

１.２.２.１ 样品 ＤＮＡ 提取及 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列扩增　 采

用植物 ＤＮＡ 提取试剂盒 (天根生化北京有限公司)
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Ａ.子实体整体图ꎻ Ｂ. 子实体切面图ꎮ
Ａ. Ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｏｖｅｒａｌｌ ｐｉｃｔｕｒｅꎻ Ｂ. Ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｃｕｔａｗａｙ ｐｉｃｔｕｒｅ.

图 １　 部分块菌子实体图片
Ｆｉｇ. １　 Ｓｏｍｅ ｔｒｕｆｆｌｅ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｐｉｃｔｕｒｅｓ

表 １　 ＩＴＳ 序列比对及种鉴定
Ｔａｂｌｅ １　 ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎬ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

宿主
Ｈｏｓｔ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ
(ｂｐ)

最大相似序列 ＩＤ
Ｍａｘｉｍｕｍ ｓｉｍｉｌａｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＩＤ

序列同源性
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｈｏｍｏｌｏｇｙ
(％)

种分类
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１ 云南松 Ｐｉｎｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ６２０ ＤＱ３７５５２６.１ ９９ 中国块菌 Ｔｕｂｅｒ ｓｉｎｅｎｓｅ

２ 云南松 Ｐ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ６５４ ＧＵ９７９０３９.１ ９９ 假凹陷块菌 Ｔ. ｐｓｅｕｄｏｅｘｃａｖａｔｕｍ

３ 马尾松 Ｐ. ｍａｓｓｏｎｉａｎａ ６２０ ＧＵ９７９０８０.１ ９９ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

４ 云南松 Ｐ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ６２０ ＤＱ３７５５２６.１ ９９ 中国块菌 Ｔ. ｓｉｎｅｎｓｅ

５ 马尾松 Ｐ. ｍａｓｓｏｎｉａｎａ ６２０ ＧＵ９７９０７６.１ １００ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

６ 华山松 Ｐ. ａｒｍａｎｄｉｉ ６２０ Ｕ８９３６２.１ １００ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

７ 青冈栎 Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ ｇｌａｕｃａ ６２０ ＧＵ９７９０７６.１ １００ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

８ 华山松 Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ ６２０ Ｕ８９３６２.１ １００ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

９ 槲栎 Ｑｕｅｒｃｕｓ ａｌｉｅｎａ ６２０ ＧＵ９７９０８０.１ １００ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

１０ 马尾松 Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ ６２０ ＧＵ９７９０７６.１ ９９ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

１１ 青冈栎 Ｃｙｃｌｏｂａｌａｎｏｐｓｉｓ ｇｌａｕｃａ ６２０ Ｕ８９３６２.１ １００ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

１２ 青冈栎 Ｃ. ｇｌａｕｃａ ６２８ ＧＵ９７９０８０.１ １００ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

１３ 槲栎 Ｑｕｅｒｃｕｓ ａｌｉｅｎａ ６２０ ＧＵ９７９０７６.１ ９９ 印度块菌 Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ

提取块菌子实体组织 ＤＮＡꎮ 采用真菌 ＩＴＳ 序列通

用引物 ＩＴＳ１(５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′)和
ＩＴＳ４ ( ５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) 对 样 品

ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列进行扩增ꎮ ＰＣＲ 体系:２ ×ｐｒｉｍｅｓｔａｒ
Ｍｉｘ 高保真酶 ２５ μＬ、模板 ２ μＬ、引物各 ２ μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬꎮ 扩增程序:９８ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎬ３５
个循环(９８ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸

１０ ｓ)ꎬ７２ ℃再延伸 ２ ｍｉｎꎬ１２ ℃ 保存ꎮ １％琼脂糖

凝胶电泳检测条带大小ꎬ凝胶回收目的条带ꎮ
１.２.２.２ 目的条带的载体构建、测序及序列比对分

析　 采用 Ｔ４ Ｑｕｉｃｋ Ｂｌｕｎｔ 试剂盒(诺唯赞生物科技

有限公司)连接目的条带至 Ｔ４ 载体中ꎬ由上海生

工生物工程技术服务有限公司测序ꎮ 将所测 ＩＴＳ
序列利用 ＢＬＡＳＴ 程序与 ＮＣＢＩ 中的核酸数据库进

行同源性比对ꎬ以相似性比对得分最高的参考序

列确定所测样品的物种ꎮ
１.２.３ 单因素试验 　 碳源筛选:分别以葡萄糖 ２０
ｇＬ￣１、马铃薯 ２００ ｇＬ￣１、蔗糖 ２０ ｇＬ￣１、麦芽糖

２０ ｇＬ￣１作为碳源ꎮ 其他成分:蛋白胨 ２ ｇＬ￣１ꎬ
ＫＨ２ＰＯ４１ ｇＬ￣１ꎬＭｇＳＯ４ １ ｇＬ￣１ꎬＶＢ１ ０.０５ ｇＬ￣１ꎬ
琼脂粉 ２０ ｇＬ￣１ꎮ

氮源筛选:分别以蛋白胨 ２ ｇＬ￣１、酵母膏

０９２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ １－１３. １３ 个块菌样品的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ １－１３. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ １３ ｔｒｕｆｆｌｅ ｓａｍｐｌｅｓ.

图 ２　 １３ 个块菌样品的 ＩＴＳ 扩增
Ｆｉｇ. ２　 ＩＴＳ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １３ ｔｒｕｆｆｌｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２ ｇＬ￣１、牛肉膏 ２ ｇＬ￣１、氯化铵 ２ ｇＬ￣１、硝酸铵

２ ｇＬ￣１作为氮源ꎮ 其他成分:葡萄糖 ２０ ｇＬ￣１ꎬ
ＫＨ２ＰＯ４１ ｇＬ￣１ꎬＭｇＳＯ４ １ ｇＬ￣１ꎬＶＢ１ ０.０５ ｇＬ￣１ꎬ
琼脂粉 ２０ ｇＬ￣１ꎮ

ＶＢ１ 筛选:将 ＶＢ１ 作为变量ꎬ分别设置空白对

照组与 ＶＢ１ 组ꎮ 其他成分:葡萄糖 ２０ ｇＬ￣１ꎬ蛋白

胨２ ｇＬ￣１ꎬＫＨ２ＰＯ４ １ ｇＬ￣１ꎬＭｇＳＯ４ １ ｇＬ￣１ꎬＶＢ１
０.０５ ｇＬ￣１ꎬ琼脂粉 ２０ ｇＬ￣１ꎮ

各设置 ３ 个重复ꎬ自然 ｐＨꎬ置于 ２５ ℃培养(马
欣燕等ꎬ２０１６)ꎬ７ ｄ 后统计菌丝生长直径ꎮ 数据统

计及显著性分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件及

ＳＰＳＳ ２２.０ 软件的 ＡＮＯＶＡ 方法完成ꎮ
１.２.４ 正交试验 　 将单因素试验筛选出的最佳因

子ꎬ结合前人研究表明对食用菌菌丝有促进作用

的 ＭｇＳＯ４及 ＫＨ２ＰＯ４两个因素(何明霞等ꎬ２００９ꎻ马
欣燕等ꎬ２０１６)进行正交试验ꎬ以筛选各因素的最

佳组合ꎬ各设置 ４ 个重复ꎬ培养条件同上ꎮ 正交试

验极差分析采用 Ｍｉｎｉｔａｂ １７ 软件完成ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 基于 ＩＴＳ 序列分子鉴定

以子实体提取的 ＤＮＡ 为模板ꎬ采取真菌通用

引物 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ１３ 个样品均扩

增出清晰条带ꎬ大小约 ６００ ｂｐ(图 ２)ꎮ 将样品序列

在 ＮＣＢＩ 核酸数据库中进行比对ꎬ共匹配出 ３ 种块

菌:印度块菌 ( Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ)、假 凹 陷 块 菌 ( Ｔ.
ｐｓｅｕｄｏｅｘｃａｖａｔｕｍ)和中国块菌( Ｔ. ｓｉｎｅｎｓｅ) (表 １)ꎮ
由于目前中国块菌和印度块菌已被鉴定为同种

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎬ故本次调查获得的块菌实际

只有 ２ 个种ꎮ
２.２ 块菌菌丝分离

菌丝提取 ＤＮＡ 后ꎬ进行 ＩＴＳ 序列鉴定比对后

确定为印度块菌ꎮ
２.３ 单因素试验不同碳源对印度块菌菌丝生长的

影响

以菌丝直径为衡量指标ꎬ判断不同碳源对印

度块菌菌丝生长的影响(图 ３)ꎮ 发现 ４ 种碳源均

能较好地被印度块菌所利用ꎬ而马铃薯浸出液培

养基和麦芽糖培养基上的菌丝直径明显大于葡萄

糖与蔗糖培养基(图 ３:Ａ)ꎮ 其中ꎬ马铃薯浸出液

组、麦芽糖组与葡萄糖组在 α＝ ０.０１ 水平上具有极

显著差异ꎻ马铃薯浸出液组与麦芽糖组在 α ＝ ０.０５
水平上也具有显著性差异ꎬ故马铃薯浸出液为本

试验中块菌最佳碳源ꎬ采用马铃薯进行后续正交

试验(图 ３:Ｂ)ꎮ
２.４ 单因素试验不同氮源对印度块菌菌丝生长的影响

因食用菌对无机氮源和有机氮源均能进行吸

收利用ꎬ且部分食用菌对无机氮源利用率更高(牛
玉蓉等ꎬ２０１３)ꎬ故本次以菌丝直径为衡量指标ꎬ以
蛋白胨为对照ꎬ 对两类氮源均进行了试验(图 ４)ꎮ
有机氮源和无机氮源对菌落直径的影响在 α＝ ０.０１
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Ａ. ４ 种碳源培养基中印度块菌菌丝ꎻ Ｂ. ４ 种碳源培养基中印度块菌菌丝直径ꎮ . 在 α＝ ０.０５ 水平有显著性差异ꎻ . 在 α ＝ ０.０１ 水

平有极显著差异ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｈｙｐｈａｅ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｄｉａꎻ Ｂ. Ｈｙｐｈａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｔ. ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｄｉａ. . Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ α＝０.０５ ｌｅｖｅｌꎻ . Ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ α＝０.０１ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 ４ 种碳源培养基中印度块菌菌丝
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｙｐｈａｅ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｄｉａ

　 　
Ａ. ５ 种氮源培养基中印度块菌菌丝ꎻ Ｂ. ５ 种氮源培养基中印度块菌菌丝直径ꎮ
Ａ. Ｈｙｐｈａｅ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｆｉｖｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｄｉａꎻ Ｂ. Ｈｙｐｈａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｆｉｖｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｄｉａ.

图 ４　 ５ 种氮源培养基中印度块菌菌丝
Ｆｉｇ. ４　 Ｈｙｐｈａｅ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｆｉｖｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｄｉａ

水平上极显著差异ꎬ前者的效果明显好于后者ꎬ但
牛肉膏的效果要逊于蛋白胨和酵母膏ꎮ 在无机氮

源中ꎬ硝酸铵的效果要优于氯化铵ꎬ在 α ＝ ０.０５ 水

平上显著差异ꎮ 综上结果表明ꎬ印度块菌对 ５ 种

氮源的吸收利用率为酵母膏>蛋白胨>牛肉膏>硝
酸铵>氯化铵ꎬ因此ꎬ本研究采用酵母膏进行后续

正交试验ꎮ
２.５ ＶＢ１ 对印度块菌菌丝生长的影响

前人研究证明ꎬＶＢ１ 对某些食用菌如鸡枞菌

丝、草原白蘑菌丝等生长有促进作用(王小丹等ꎬ
２０１１ꎻ马荣山和方蕊ꎬ２０１１)ꎮ 但是在本试验中ꎬ
ＶＢ１ 对块菌的生长并无显著性促进作用(图 ５)ꎮ

因此ꎬ从实际生产利用的成本出发ꎬ在培养母种菌

丝时ꎬ未将 ＶＢ１ 纳入后续正交试验ꎮ
２.６ 正交试验筛选最佳培养基

将单因素试验所得的最佳碳源、最佳氮源ꎬ以
及前人研究所得的 ＭｇＳＯ４ 及 ＫＨ２ ＰＯ４ 按 Ｌ９(３４) ４
因素 ３ 水平设计正交试验ꎬ复选优化印度块菌菌

丝生长的固体培养基(表 ２)ꎮ 极差 Ｒ 的大小代表

各个因素在不同水平时对菌丝直径影响程度的大

小ꎬ其中极差 Ｒ 越大ꎬ则此因素在不同水平对菌丝

直径的影响就越大(Ｇｒｅｇｏｒｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ故碳源

马铃薯浸出液对印度块菌菌丝生长直径影响最

大ꎬＭｇＳＯ４次之ꎬ 再次为酵母膏ꎬ 最后为 ＫＨ２ＰＯ４ꎮ
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Ａ. 印度块菌在对照组和 ＶＢ１ 培养基中菌丝ꎻ Ｂ. 印度块菌在对照组和 ＶＢ１ 培养基中菌丝直径ꎮ
Ａ. Ｈｙｐｈａｅ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＶＢ１ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｂ. Ｈｙｐｈａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＶＢ１ ｍｅｄｉｕｍ.

图 ５　 空白组与 ＶＢ１ 培养基中的印度块菌菌丝
Ｆｉｇ. ５　 Ｈｙｐｈａｅ ｏｆ Ｔｕｂｅｒ ｉｎｄｉｃｕｍ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＶＢ１ ｍｅｄｉｕｍ

表 ２　 Ｌ９(３
４)正交试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌ９(３
４) ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

试验编号
Ｔｅｓｔ ｃｏｄｅ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

马铃薯浸出液
Ｐｏｔａｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ
( ｇＬ ￣１)

(Ａ)

酵母膏
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ
( ｇＬ ￣１)

(Ｂ)

ＭｇＳＯ４

(ｇＬ ￣１)
(Ｃ)

ＫＨ２ＰＯ４

(ｇＬ ￣１)
(Ｄ)

水平组合
Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

菌丝直径
Ｈｙｐｈａｌ

ｄｉａｍｅｔｅｒ (ｍｍ)

１ １５０ ２ １ １ Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１ ４８.７５
２ １５０ ２.５ １.５ １.５ Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２ ４７.８１
３ １５０ ３ ２ ２ Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３ ４９.４４
４ ２００ ２ １.５ ２ Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３ ４６.３７
５ ２００ ２.５ ２ １ Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１ ４６.９４
６ ２００ ３ １ １.５ Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ ４７.００
７ ２５０ ２ ２ １.５ Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２ ４７.２５
８ ２５０ ２.５ １ ２ Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３ ４６.６９
９ ２５０ ３ １.５ １ Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ１ ４６.６２
ｋ１ ４８.６７ ４７.４６ ４７.４８ ４７.４４
ｋ２ ４６.７７ ４７.１５ ４６.９３ ４７.３５
ｋ３ ４６.８５ ４７.６９ ４７.８８ ４７.５０

极差 Ｒａｎｇｅ (Ｒ) １.９０ ０.５４ ０.９４ ０.１５

ｋ 值代表同一因素不同水平对菌丝直径的影响ꎬ其
中 ｋ 值较大者代表此水平对菌丝直径有较好的促

进作用(陈文强等ꎬ２００５)ꎬ因此ꎬ本研究中的印度

块菌菌丝生长的最佳培养条件为 Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ３ꎬ即马

铃薯浸出液 １５０ ｇＬ￣１、酵母膏 ３ ｇＬ￣１、ＭｇＳＯ４ ２

ｇＬ￣１、ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇＬ￣１ꎮ

３　 讨论与结论

块菌营养物质丰富ꎬ但因资源稀缺、采摘难度

大等多种因素ꎬ造成其价格极昂贵ꎬ人工培育将成

为其必然发展趋势(郭尚等ꎬ２０１４)ꎮ 块菌菌丝对

比子实体匀浆孢子悬浮液ꎬ具有易获得、易保存、
纯化程度高、成本低等优点ꎮ 本研究获得了印度

块菌菌丝最适宜母种培养基ꎬ该结果不仅促进了

印度块菌的人工培育进程ꎬ而且能促进林下块菌

菌根的资源保护ꎮ
在多数食用菌碳源筛选中ꎬ最佳碳源多为葡

萄糖、蔗糖以及麦芽糖等(陈文强等ꎬ２００２ꎻ徐瑞雅

等ꎬ２００７ꎻ何明霞等ꎬ２００９)ꎮ 葡萄糖是多数食用菌
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良好同化利用的碳源ꎬ但并非是所有食用菌最好

的碳源ꎮ 马铃薯浸出液的主要成分为淀粉物质ꎬ
据报道ꎬ葡萄糖经高温灭菌后还原糖含量降低ꎬ而
可溶性淀粉经高温灭菌处理后产生复杂变化ꎬ还
原糖含量升高ꎬ更容易被一些食用菌菌丝吸收利

用ꎬ例如ꎬ香菇、柳松茸在高温灭菌的可溶性淀粉

为唯一碳源的培养基中生长最快ꎬ蛹虫草在间歇

灭菌的可溶性淀粉为唯一碳源的培养基中生长最

快(何培新等ꎬ２００３)ꎮ 本研究中ꎬ印度块菌培养基

的最适碳源为马铃薯浸出液ꎬ可能是印度块菌菌

丝能产生高活性的淀粉酶快速分解淀粉ꎮ 另外据

报道ꎬ马铃薯含有多种营养物质、酶类、生理活性

物质以及矿物质等微量元素(吕巨智等ꎬ２００９ꎻ丁
红瑾ꎬ２０１３)ꎬ具有丰富的营养价值ꎮ 邓晓娟等

(２０１９)在印度块菌子囊果内细菌的群落结构研究

中ꎬ发现其细菌物种丰富ꎬ群落结构复杂ꎬ包括 ４
属 ４０ 种ꎬ其中变形菌门、拟杆菌门和放线菌门的

物种占总物种数的 ９９.７％ꎬ是其优势细菌ꎮ 其中

放线菌门产生的多种酶类ꎬ变形菌门的固氮细菌

有效固氮ꎬ多种细菌产生的复杂影响有利于印度

块菌的菌丝生长和子囊果的形成(Ｓｔｒｅｉｂｌｏｖá ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 马铃薯作为印度块菌的最适碳源ꎬ可能是

马铃薯浸出液中的有关酶类等生物活性物质ꎬ以
及矿物质等微量元素弥补了块菌子囊果中细菌产

生的有效活性物质ꎬ从而促进印度块菌菌丝的生

长ꎮ 块菌菌根是与其适宜苗木的根系共生而形

成ꎬ马铃薯块茎作为一种变态茎ꎬ其中可能含有与

块菌共生苗木根系的类似成分ꎬ而促进块菌菌丝

的生长ꎬ这暗示也许可从植物的根茎中分离出可

促进块菌菌丝生长的物质ꎬ我们将在以后的工作

中进行实验探索和验证ꎮ
本研究结果表明ꎬＶＢ１ 对印度块菌的菌丝生

长并无促进作用ꎬ相反ꎬＶＢ１ 对某些食用菌如鸡枞

菌丝、草原白蘑菌丝等生长则有促进作用(王小丹

等ꎬ２０１１ꎻ马荣山和方蕊ꎬ２０１１)ꎮ 目前块菌尚无相

关研究涉及维生素的应用机理ꎬ猜测可能是印度

块菌长期与宿主植物根系共生ꎬ多种细菌影响子

囊果的生态适应性ꎬ使得形成无需 ＶＢ１ 的独特性

质ꎬ但具体的机理等还需进一步研究ꎮ
综合本研究结果ꎬ最后得出印度块菌优化母

种培养基配方为马铃薯浸出液 １５０ ｇＬ￣１、酵母膏

３ ｇＬ￣１、ＭｇＳＯ４ ２ ｇＬ￣１、ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇＬ￣１ꎬ在 ２５
℃下培养 ８ ｄ 后可使菌丝直径达 ４９.４４ ｍｍꎮ 本研

究为印度块菌利用菌丝代替子实体匀浆孢子悬浮

液接种于宿主根系产生子实体提供了研究基础ꎬ
可解决子实体匀浆孢子悬浮液的高成本、过程繁

琐以及子实体匀浆孢子中其他真菌污染植物根系

等问题ꎮ 同时ꎬ如何将优化固体培养基上长出的

印度块菌菌丝运用于后续的人工接种及栽培还需

进一步研究ꎮ
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