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林木外生菌根真菌彩色豆马勃巢式PCR检测*

周爱东  吴小芹**  叶建仁
（南京林业大学森林资源与环境学院  南京  210037）

摘  要   为探讨林木外生菌根真菌的分子检测方法，利用真菌通用引物ITS1-F/ITS4-B扩增了外生菌根真菌彩色豆马勃

的核糖体DNA内转录间隔区并进行了序列测定. 通过序列比较，设计了一对彩色豆马勃特异性引物PtF/PtR. 利用该对

特异性引物与ITS1-F/ITS4-B组合进行巢式PCR，能从供试的彩色豆马勃10个菌株中特异性地扩增出1条347 bp的条带，

而供试的其他6个参比菌株未出现扩增产物. 经分析，该巢式 PCR检测技术的灵敏度可达到10 fg的DNA，是常规PCR

检测的1 000倍. 利用该技术从马尾松苗木菌根中检测到目的外生菌根真菌. 这表明采用本研究设计的特异性引物，利

用巢式PCR技术可以灵敏、准确地从林木外生菌根中检测出彩色豆马勃. 图4 参20
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Detection of Forest Ectomycorrhizal Fungi-Pisolithus tinctorius 
by Nested PCR*
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Abstract   For investigating a suitable molecular approach to detect ectomycorrhizal fungi (EMF), the internal transcribed 

spacer (ITS) region of the EMF Pisolithus tinctorius was amplified with universal primers ITS1-F/ITS4-B and sequenced. 

Based on the conserved sequence determined by alignment using Clustal W, a pair of specific primers named PtF/PtR were 

designed by Primer premier 5.0. The specificity of the primer pair was then analyzed in 10 P. tinctorius strains together with 

6 reference strains, and a 347 bp product was amplified from all P. tinctorius strains but there was no product from the 6 

reference strains. A nested PCR procedure using ITS1-F/ITS4-B as the first-round primers followed by PtF/PtR increased 

detection sensitivity 1 000-fold to 10 fg DNA template. The target EMF from the mycorrhiza of Pinus massoniana potted 

seedlings inoculated with P. tinctorius was detected by this technique. The results indicated that the nested PCR assay could be 

used as a sensitive and accurate way to detect forest EMF P. tinctorius. Fig 4, Ref 20
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外生菌根是真菌与植物根系相互作用形成的互惠共生

体，是大多数森林植物正常生长不可或缺的组成部分，具有

重要的生态环境效益和经济价值 [1]. 准确描述和鉴定外生菌

根真菌（Ectomycorrhizal fungi，EMF）是探索外生菌根在自

然森林生态系统中功能的最基本要求之一，特别是在进行外

生菌根种类和分布状况的野外调查时，对菌根真菌的监测也

需要鉴别EMF. 同时，对EMF鉴定也可应用于检测接种了外生

菌根食用真菌的植物质量，以确保被接种的植物在生产过程

中没有被其它真菌污染 [2~3]. 传统的EMF鉴定是通过真菌子实

体颜色、形状和其它的宏观特征进行鉴定，后来辅以菌索和

真菌细胞的显微结构等进行鉴定 [4]. 但是，由于大多数EMF

种类在野外或离体培养时不易形成子实体，因此对EMF进行

形态学描述及鉴定存在一定困难. 另外，相近种的EMF所形

成的菌根往往具有相似的形态学结构，容易混淆 [5]，所以探

寻合适的检测EMF的方法是目前亟待解决的一个重要问题. 

真菌核糖体DNA（Ribosomal DNA，rDNA）的内转录间隔区

（Internal transcribed spacer，ITS）是一段中度或高度保守序

列，其保守性表现为种内相对一致，种间差异比较明显，因

此为真菌的分子检测提供了理想的靶序列 [6]，再加上分子生
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物学和生物信息学的发展，许多真菌的rDNA ITS区序列被测

定并且向GenBank等三大数据库提交，为通过ITS区序列来

研究EMF的分子检测提供了方便. 

彩色 豆马勃（Pisolithus t inctorius）是 一种地 理分布

广 泛、寄主范围 广、对 林 木 有益 的 EMF，分布于 世 界三十

多个国家，能够与松树（Pinus）、桉树（Eucalyptus）、栎树

（Quercus）、桦木（Betula）等多种林木形成菌根，在苗圃育

苗、树木移栽和人工造林时具有提高幼苗成活率、促进树木

营养吸收、提高树木抗病和抗逆境胁迫的能力[7~9]. 对彩色豆

马勃进行准确检测有利于更好地发现和利用彩色豆马勃资

源以及对该EMF的实际应用效果进行评价. 近年来，许多分

子生物学检测方法被应用到EMF的检测中，然而应用巢式

PCR（Nested PCR）技术对彩色豆马勃的检测尚未见报道. 本

研究以彩色豆马勃rDNA的ITS区为靶序列，通过设计特异性

引物，以期利用巢式PCR技术检测松树外生菌根中的彩色豆

马勃，为林木EMF的快速准确检测和评估其在野外生境中的

丰度等提供参考依据. 

  1  �����材料与方法

1.1  供试真菌菌株及菌根化松苗
选 取 彩色 豆马 勃10 个 菌 株，其 中1~2号 2个 菌 株 由南

京林业 大学森 林 病 理实验 室保存，3~10号8个菌株购自中

国 林 业微 生物 菌 种 保 藏 管 理中心；同 时 选 取黄色 须 腹 菌

（Rhizopogon luteolus）、紫金蜡蘑（Laccaria amethystea）、

劣味 乳菇（Lactarius insulsus）和裂 褶菌（Schizophyllum 
commune）纯 培 养菌 种以及 红菇（Russula sp.）、小 马 勃

（Lycoperdon pusillus）子实体作为参考菌株，其中除红菇、

小马勃子实体采自江苏省林业科学研究院马尾松林，其余菌

种均由南京林业大学森林病理实验室保存. 供试彩色豆马勃

2号菌株（代号：Pt2）是本实验室筛选出的对松树具有较好

促生、抗病作用的优良菌株，因此本研究以Pt2作为检测的阳

性菌株. 

选取经彩色豆马勃2号菌株（Pt2）菌根化处理的湿地松

（Pinus elliottii）、赤松（Pinus densiflora）组培苗[10]，以及马

尾松（Pinus massoniana）4年生菌根化盆栽实生苗[11]为供试松

树菌根化苗. 

1.2  供试菌株及松苗DNA的提取和ITS扩增
供试菌株及松苗DNA的提取参考Gardes等的十六烷基

三甲基溴化铵（CTAB）法 [12]. 在进行松树组培苗和实生苗菌

根DNA提取时，当DNA溶于100 μL TE溶液后，再次加入200 
μL CTAB重复提取一次. 所提取DNA经紫外分光光度计和

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测. 以Pt2的DNA为模板，用真菌通用

引物ITS1-F（5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'）∕ ������ITS4-B

（5'-CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3'）对Pt2进行PCR扩

增，反应体系20 μL：10×PCR buffer（Mg2+ Free）2 μL；MgCl2

（25 mmol/L）1.3 μL；dNTP Mixture（各2.5 mmol/L）1.6 μL；

引物各1 μL；rTaq酶（5 U/μL）0.1 μL；模板DNA 2 μL；加无菌

去离子水至20 μL. PCR反应条件为：94 ℃���预变性4 min；94 ℃

变性1 min，57.8 ℃��退火30 s，72 ℃��延伸1 min，共35个循环；72 

℃��延伸10 min.   

1.3  PCR产物克隆与测序
将Pt2的ITS区PCR产物经E.Z.N.A.TMCycle-Pure Kit回

收，连接pMD19-T载体，转化 JM109，挑选阳性克隆 经插入

片段验证后送上海美吉公司测序. 本试验所用TaKaRa DNA 

Fragment Purification Kit、E.Z.N.A.TMCycle-Pure Kit、DNA聚

合酶、dNTP、pMD19-T 载体、DNA Marker等购自大连宝生物

公司. 试验所用引物由南京金斯瑞公司合成. 

1.4  特异性引物设计
在GenBank上获得彩色豆马勃及其同属其余种的ITS序

列16条，连同供试Pt2的ITS序列进行Clustal W多重序列比

对，利用Primer premier 5.0设计了一对彩色豆马勃的特异性引

物：PtF（5'-GGGACCTGTGCGTTTCGT-3'）/PtR（5'-CATGCC

CACCCGCTAATG-3'），扩增产物大小为347 bp. 

1.5  常规PCR和巢式PCR扩增
巢 式 PCR第一轮 PCR反 应的引物为通用引物 ITS1-F/

ITS4-B，按照1.2中的体系和步骤进行PCR扩增. 常规PCR和

巢式PCR第二轮反应以特异性引物PtF/PtR为引物，巢式PCR

第一轮PCR产物稀释50倍，取 2 μL作为第二轮反应模板，

PCR反应体系与第一轮相同，PCR反应条件为：94 ℃预变性4 

min；94 ℃变性1 min，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，共35个

循环；72 ℃延伸10 min. 

1.6  巢式PCR产物回收测序
为了进 一步确认 PCR产物的特异性，用TaKaRa DNA 

Fragment Purification Kit将巢式PCR电泳产物进行切胶回收，

连接pMD19-T载体，转化JM109，挑选阳性克隆经插入片段

验证后送上海美吉公司测序，测序后与目的序列比对来确认

扩增产物的正确性. 

  2  �����结果与分析

2.1  彩色豆马勃巢式PCR引物的特异性分析
本研究以彩色豆马勃rDNA的ITS区为靶序列，设计了用

于巢式PCR检测彩色豆马勃的特异性引物PtF/PtR，将所设计

的引物放回GenBank中的Primer-Blast比对，只有彩色豆马勃

的两个基因登陆序列AF374717、AF374710能产生347 bp的片

段，说明了该对引物在目前GenBank中的特异性. 此外，采用

该对引物对供试10株彩色豆马勃，4种松林中常见EMF黄色

须腹菌、紫金蜡蘑、劣味乳菇、红菇，以及2种松林中常见真

菌裂褶菌、小马勃进行巢式PCR，所有彩色豆马勃菌株扩增
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结果都为阳性，获得大小为347 bp的扩增产物，其他EMF和非

EMF扩增结果为阴性（图1）. 采用真菌ITS通用引物对所有供

试真菌DNA进行PCR，都获得了800 bp左右大小的产物. 结果

表明该对巢式PCR引物只能对彩色豆马勃进行特异性扩增，

其他真菌DNA不能获得相应扩增产物. 
巢式PCR产物凝胶回收测序结果表明，347 bp大小的扩

增产物与Pt2 ITS区中的一段序列完全匹配. 这表明，引物PtF/
PtR能特异性地扩增出EMF彩色豆马勃ITS区347 bp的片段，

而对其他真菌没有扩增产物. 

2.2  彩色豆马勃巢式PCR检测的灵敏度分析
为了评 估巢 式PCR检 测彩色 豆马勃的灵敏 度，将彩色

豆马勃DNA稀释为10个梯度，20 μL PCR反应体系中分别含

DNA模板100 ng、10 ng、1 ng、100 pg、10 pg、1 pg、100 fg、

10 fg、1 fg、100 ag，分别用特异性引物进行常规PCR和巢式

PCR，结果显示常规PCR只能检测到10 pg的DNA（图2-A），

巢式PCR最低能检测到10 fg的DNA（图2-B），巢式PCR检测

灵敏度是常规PCR的1 000倍，表明巢式PCR在彩色豆马勃的

检测中具有灵敏、高效的特点.

2.3  巢式PCR检测松树组培苗菌根中彩色豆马勃
为了评价本研究所开发的EMF彩色豆马勃巢式PCR检

测在实际应用中的效果，首先以本实验室所培育的施用Pt2
的组培苗进行巢式PCR检测. 结果显示，菌根化的湿地松和

赤松组培苗菌根都能获得阳性扩增结果，而未施用Pt2的湿

地松和赤松组培苗根及松针和阴性对照都没有扩增产物（图

3）. 结果表明，本研究所开发的特异性引物可以用于不同松

树组培再生植株菌根苗中EMF彩色豆马勃的检测. 

2.4	 巢式PCR检测温室条件下盆栽松苗菌根中彩色豆
马勃
对施用Pt2的4年生菌根化盆 栽马尾松实生苗进行巢式

PCR检测，以进一步验 证本研究所 设计特异性引物的检测

图1  彩色豆马勃巢式PCR引物特异性分析
Fig. 1  Specificity assessment of the nested PCR primers for P. tinctorius

M，Marker DL 1000；1~10，彩色豆马勃；11，黄色须腹菌；12，紫金蜡蘑；13，劣味乳菇；14，红菇；15，裂褶菌；16，小马勃；17，双蒸水

Lane M, Marker DL 1000; 1~10, Pisolithus tinctorius; 11, Rhizopogon luteolus; 12, Laccaria amethystea; 13, Lactarius insulsus; 14, Russula sp.; 15, 

Schizophyllu commune; 16, Lycoperdon  pusillus; 17, ddH2O

图2  特异性引物PtF/PtR常规PCR（A）和巢式PCR（B）扩增彩色豆马勃DNA灵敏度检测

Fig. 2  Sensitivity of regular PCR (A) and nested PCR (B) with the specific primers PtF/PtR for detection of P. tinctorius using 
different quantity of DNA

M，Marker DL 1000；1~10，20 μL PCR反应体系中分别含DNA模板100 ng、10 ng、1 ng、100 pg、10 pg、1 pg、100 fg、10 fg、1 fg、100 ag；11，双蒸水

Lane M, Marker DL 1000; 1~10, Products amplified DNA at quantity of 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg, 100 ag in 20 μL PCR reaction 

system respectively; 11, ddH2O
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效果. 结果显示，施用Pt2的马尾松菌根检测结果为阳性，未

施用Pt2的马尾松根、松针以及阴性对照都没有扩增产物（图

4）. 试验结果表明，该巢式PCR检测技术可以检测温室条件

下盆栽松树菌根中的彩色豆马勃，从而为自然生境中彩色豆

马勃的调查和鉴定及其它EMF资源的研究提供了一种可行的

参考方法. 

  3  �� �讨� � �论

近 年 来 ，一 系 列 基 于 rDNA I T S区 的 分 子 生 物 学 检

测 外 生菌 根 的 方 法 应 运而生，主 要的 分 子 生物 学 方 法如

运用限制性片段长度多态性（Restriction fragment length 
polymorphism）[13~14]、简单重复序列（Simple sequence repeat，

SSR）[15]、序列扩增特征区（Sequence characterized amplified 

region，SCAR）[16]，还有设计特异性引物扩增ITS区 [8, 17]和设

计专一性探针进行分子杂交检测和鉴定EMF [18]，这使得对

EMF的检测脱离了对形态学的依赖 . 但是这些方法也存在

一些不足，如费用比较昂贵，检测对象DNA质量不高或DNA

浓度太小时难于分析等，因此开发准确、灵敏的分子检测方

法是非常重要的. 本研究通过合成彩色豆马勃特异性引物，

运用巢式PCR技术，成功从彩色豆马勃离体培养物、松树菌

根化组培苗及4年生实生苗菌根中检测出彩色豆马勃. 研究

结果表明，巢式PCR具 有准确、快速、灵敏度高等优点，是

EMF检测的一种高效可行的方法. 
土壤中存 在多种PCR扩增 抑制剂，如腐 殖 酸 等，会对

PCR扩增产生严重影响，另外，从植物菌根中只能获得少量

的真菌DNA [19]，这些因素给EMF的分子检测带来了不便. 巢
式PCR是基于内部引物，进行两轮PCR扩增，能增加DNA扩

增片段的浓度，对PCR抑制物质起到稀释作用，因此可以避

免低DNA浓度和PCR抑制化合物对检测的影响. 此外，当模

板结构复杂或序列高度相似的情况下，直接PCR可能会导致

非特异性扩增，产生假阳性结果 . 巢式PCR的第二轮扩增是

在第一轮扩增的基础上进行的，因此即使第一轮PCR出现了

假阳性产物，也可以通过第二轮扩增纠正 [20]. 本研究设计的

特异性巢式PCR引物PtF/PtR最低能检测到10 fg的DNA，是

常规PCR检测的1 000倍，并且能从两种不同松树的组培苗菌

根和盆栽实生苗菌根中成功检测到目的EMF，说明了本巢式

PCR检测方法是准确高效的. 
因此，本 研 究 所 开发的基于 ITS区特 异性引物的巢 式

PCR检测技术为EMF彩色豆马勃的检测提供了一种有效的工

具，也为其他林木EMF，尤其是一些食用价值很高的外生菌

根食用菌的鉴定和检测提供了参考；同时，在森林生态研究

中对于EMF的自然分布及种群丰度的评 估监测等也具 有良

好的参考和应用价值. 

图3  巢式PCR检测两种松树组培苗菌根中彩色豆马勃

Fig. 3  Detection of P. tinctorius from the tissue culture seedings of two pine species inoculated with Pt2 by the nested PCR assay
M，Marker DL 1000；1，100 ng DNA的阳性对照；2~5，菌根化湿地松根；6~9，菌根化赤松根；10，未菌根化湿地松根；11，未菌根化赤松根；12，湿地松松针；

13，赤松松针；14，双蒸水

Lane M, Marker DL 1000; 1, 100 ng positive control DNA of Pt2; 2~5, Pinus elliottii roots inoculated with Pt2; 6~9, P. densiflora roots inoculated with Pt2; 10, P. 

elliottii roots; 11, P. densiflora roots; 12, P. elliottii needles; 13, P. densiflora needles; 14, ddH2O

图4  巢式PCR检测盆栽马尾松实生苗菌根中彩色豆马勃
Fig. 4  Detection of P. tinctorius from the potted P. massoniana seedlings inoculated with Pt2 by the nested PCR assay

M，Marker DL 1000；1，100 ng DNA的阳性对照；2~5，菌根化马尾松根；6，未菌根化马尾松根；7，马尾松松针；14，双蒸水

Lane M, Marker DL 1000; 1, 100 ng positive control DNA of Pt2; 2~5, P. massoniana roots inoculated with Pt2; 6, P. massoniana roots; 7, P. massoniana 

needles; 8, ddH2O
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