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摘  要  为了解翘鳞肉齿菌[Sarcodon imbricatus (L. ex Fr.) Karst.]子实体内生菌的多样性，以西藏、吉林的新鲜野生翘鳞
肉齿菌子实体为材料，采用可培养方法分离并鉴定其中的内生细菌与真菌. 共从中分离出52株细菌、26株真菌. 鉴定
结果显示，所有内生细菌分别隶属于变形菌门（Proteobacteria）及厚壁菌门（Firmicutes），变形菌门占96.2%，处绝对优
势. 其中伯克氏菌属（Burkholderia）最多，占40.4%，假单胞菌属（Pseudomonas）次之，占23.1%. 26株真菌共分为14个
属，Phaeomoniella 最多，占26.9%，隐球菌属（Cryptococcus）其次，占11.5%. 从菌柄及菌盖中分离的细菌、真菌种类及
数量均有差异. 本研究分离的这些菌株具有很大的潜在利用价值，可为筛选具有特殊功效的菌株提供新的材料来源，
同时也可为探索外生菌根菌与共生植物之间的物质交换与菌根合成打下基础. 图2 表1 参30
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Abstract   This study aimed to understand the diversity of endophytic microorganisms in fresh bodies of Sarcodon imbricatus 
(L. ex Fr.) Karst. All together 10 wild fresh S. imbricatus samples were collected from the Tibetan Autonomous Region and Jilin 
Province. The diversity of endophytic microorganisms was investigated by culture-dependent method.  A total of 52 strains of 
endophytic bacteria and 26 strains of endophytic fungi were isolated and identified from the friuiting bodies of S. imbricatus. 
All bacteria could be classified as Proteobacteria and Firmicutes, with Proteobacteria (96.2%) being the dominant phylum in the 
fruiting bodies of S. imbricatus, while Burkholderia (40.4%) the most in the level of genus, followed with Pseudomonas (23.1%). 
The 26 strains of fungi could be classified into 14 genera, with Phaeomoniella (26.9%) being the dominant genus, followed by 
Cryptococcus (11.5%). The species and quantities of bacteria and fungi isolated from the stipe and pileus varied significantly. 
The results suggested that these strains have great potential value. The study provides a new source to screen strains with special 
effect, and lays a foundation for exploring material exchange between ectotrophic mycorrhiza fungi and symbiotic plants.
Keywords  Sarcodon imbricatus; fruiting bodies; endophytes; diversity; ectotrophic mycorrhiza

翘鳞肉齿菌[Sarcodon imbricatus (L. ex Fr.) Karst.]，俗称

黑虎掌菌，其担子果大型，菌肉肥厚，味香浓郁，是味道鲜

美的珍贵食用菌 [1-2].  该菌营养价值丰富，富含蛋白质、氨基

酸、维生素及多种微量元素[3-6]；在我国具有长期采集食用的

历史，除了作为珍品食用外，民间还利用来防止食品腐败和

药用，在我国医学中用，该菌性平味甘，有追风散寒、舒筋活

血、降低血液中胆固醇和防癌保健等功效，有利于人体的强

壮和病体康复，具有很高的食用和药用价值[6-8]. 最近研究表明，

该菌含多种生物活性物质，具有抗氧化[7]、防癌、抗癌[8-10]、降低

胆固醇、增强人体免疫力的功能 [11-13].  该菌在国内主要分布

于甘肃、青海、新疆、内蒙、四川、安徽、西藏和云南等地. 

翘 鳞肉齿菌属于外生菌根菌，人 工驯化 难度大 [14].  目

前，国内外对此菌的研究主要集中于其生物活性物质的提取

及功效研究，对其担子果内生菌群的研究鲜见报道. 本研究
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采用可培养方法分离并鉴定吉林、西藏的野生翘鳞肉齿菌子

实体内生细菌及真菌，以期了解其内生菌群结构，为筛选具

有防腐、抑菌等功能的微生物提供新的思路及材料来源，同

时为研究翘鳞肉齿菌与共生树种之间的物质交换及菌根的

合成提供参考，对翘鳞肉齿菌的开发利用及人工栽培等都将

有十分重要的意义. 

1  材料与方法

1. 1  材 料
1.1.1  样 品　　样品于2014年8月、9月采集于西藏林芝地区

（东经94°24′40″，北纬29°31′05″；海拔3 264-3 352 m）及吉林

延边州（东经128°45′06″，北纬43°00′01″；海拔566-601 m）. 每

个地区采集不同海拔、不同生境的5株成熟期子实体用于内

生菌的分离. 样品装于无菌封口袋中，并保存于冰盒，带回实

验室4 ℃保藏. 
1.1.2  培养基及培养条件　　分离培养基采用马铃薯葡萄

糖培养基（PDA：土豆200 g，葡萄糖20 g，琼脂20 g，自来水
1 000 mL），LB固体培养基（胰蛋白胨10 g，酵母提取物5 g，
NaCl 10 g，琼脂15 g，自来水1 000 mL，pH 7.0），高氏一号培

养基（可溶性淀粉20 g，KNO3 1 g，K2HPO4 0.5 g，MgSO4• 
7H2O 0.5 g，NaCl 0.5 g，FeSO4• 7H2O 0.01 g，琼脂20 g，自来水
1 000 mL，pH 7.2-7.4）. 分离培养温度为28 ℃，菌株纯化后，

真菌培养温度为 28 ℃，细菌及放线菌培养温度为37 ℃. 

1.2  内生菌的分离和纯化
将采集的翘鳞肉齿菌子实体用蒸馏水清洗干净，放置于

超净台晾干. 将晾干的翘鳞肉齿菌子实体用75%的酒精浸泡1-3 
min，再用3%次氯酸钠浸泡2 min，75%乙醇浸泡3 min. 最后用

无菌水冲洗3-4次，然后取最后一次清洗的无菌水100 μL涂布

到 LB平板上，37 ℃倒置培养72 h，检测表面灭菌效果 [15-16]. 

将表面灭菌后的翘鳞肉齿菌菌柄及菌盖用灭菌的解剖

刀剖开，然后用灭菌的镊子分别取菌柄及菌盖内部组织0.5 
g，置于灭菌的研钵中，加入2 mL无菌水，然后将其捣碎，吸

取研磨液，稀释平板涂布法分别涂布于分离培养基中，28 ℃
倒置培养. 划线分离法对菌株进一步的纯化分离，斜面4 ℃
保存，根据菌落的大小、形状、边缘、光泽、质地、颜色和透

明程度等形态特征对内生菌进行初步鉴定. 

1.3  内生细菌分子鉴定
采用Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒（上海生工）

提取内生细菌基因组DNA. 细菌16S rRNA gene PCR扩增采

用通用引物 [17]：27F：5′-AGAGTTTTATCNTGGCTCAG-3′和
1492R：5′-GGYTACCTTGTTA CGACTT-3′. PCR采用50 μL反

应体系，其中 2 × Taq PCR 混合液25 μL，10 μmol L-1的引物

各1 μL，DNA模板1 μL，超纯水（ddH2O）补齐至50 μL. PCR
反应程序为：95 ℃变性5 min，94 ℃变性1 min，54 ℃退火1 
min，72 ℃延伸 1 min，35 个循环，然后72 ℃延伸10 min. PCR
产物用1%的琼脂糖凝胶电泳检测，检测完毕后用含有0.5 μg/
mL的溴化乙锭1 × TAE溶液染色约20 min，再用清水漂洗10 
min. 然后用凝胶成像系统观察、拍照. 并用PCR胶回收试剂

盒回收纯化目的条带，送上海生工生物技术公司测序. 序列

提交GenBank数据库（http://www. ncbi. nlm. nih. Gov），登录

号为KP726298-KP726309. 并用 Blast 软件在GenBank网站上

进行相似性搜索，获取相近典型菌株的16S rDNA基因序列，

用CLUSTAL-X进行多重序列比对. 

1.4  内生真菌分子鉴定
采 用 D 3 3 9 0 - 0 2  E . Z . N . A .T M  F u n g a l  D N A  K i t

（2 0 0）真 菌 D N A 提 取 试 剂 盒（O M E G A）提 取 内 生 真

菌 基 因 组 D N A .  真 菌 I T S序 列 扩 充 采 用 通 用 引 物 [18 ]：
I T S 4（5 ′ -T C C T C C G C T TAT T G ATAT G C -3 ′）和 I T S 5
（5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3′），PCR采用50 μL
反应体系，其中2 × Taq PCR Master Mix 25 μL，10 μmol /L的

引物各1 μL，DNA模板1 μL，ddH2O补齐至50 μL.  PCR反应

程序为：95 ℃变性5 min，94 ℃变性1 min，54 ℃退火1 min，
72 ℃延伸1 min，35个循环，然后72 ℃延伸10 min. PCR产物

用1%的琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带纯化后送上海生

工生物技术公司测序. 序列提交GenBank数据库，登录号为
KP726310-KP726325. 序列比对方法同细菌分子鉴定. 

1.5  分子系统发育分析
采用BLAST和DNAMAN序列分析软件对测序结果进行

序列一致性分析在GenBank中搜索同源序列，调出相关菌株

的ITS、16S rRNA序列片段，利用MEGA5进行多序列比对，用
Neighbor-Joining法，Maximum Composite Likelihood模型构建

系统进化发育树，Bootstrap（1 000次）重复检验. 

2  结果与分析

2.1  翘鳞肉齿菌子实体内生细菌多样性
从吉林和西藏采集的10株翘鳞肉齿菌子实体菌柄及菌

盖中共分离出52株细菌（表1，图1），经16S rRNA序列比对，

所有内生细菌共分为两个门——变形菌门（Proteobacteria）
及厚壁菌门（Firmicutes），其中变形菌门占96.2%，处绝对优

势. 厚壁菌门仅有杆菌纲（Bacilli）的两株细菌——类芽孢

杆菌（Paenibacillus sp.）及芽孢杆菌（Bacillus sp.），而变形

菌门内生细菌又分属两个纲——β-变形菌纲（44%）及γ-变形

菌纲（56%）. 从属的分类水平上来看，分离到的伯克氏菌属

（Burkholderia）最多，占40.4%，假单胞菌属（Pseudomonas）
次之，占23.1%，接着是 爱文菌属（Ewingella）及沙雷氏菌

属（Serratia），分别占15.4%和7.7%.  而泛菌属（Pantoea）、

拉 恩氏菌属（Rahnella）、藤黄色杆菌属（Luteibacter）和
Pigmentiphaga在翘鳞肉齿菌中分布较少，分别分离到了1株. 

2.2  翘鳞肉齿菌子实体内生真菌多样性
从 翘 鳞 肉 齿 菌 子 实 体 内 共 分 离 到 2 6 株 真 菌（ 表

1，图 2），经 I T S 序 列 比 对，大 致 可 分 为 14 个 属 ：其 中
Phaeomoniella最多，占26.9%；隐 球菌属（Cryptococcus）
其次，占11.5%；然后是 假 丝酵母属（Candida）、青霉菌属

（Penicillium）、弯孢聚壳属（Eutypella），均占7.7%；其他

如伞状霉属（Umbelopsis）、丛 赤壳属（Nectria）、木霉属

（Trichoderma）、轮枝孢属（Verticillium）等各仅分离到1株. 

2.3  翘鳞肉齿菌子实体不同部位内生细菌多样性差异
从翘鳞肉齿菌菌柄及菌盖分别分离到25株、27株内生

细菌，从菌株的分离数量上来看，没有太大差异，但种类具

有一定的差别. 从菌柄分离出8种，其中伯克氏菌属占36%，
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图1  翘鳞肉齿菌内生细菌代表菌株16S rRNA基因序列的系统发育树. 
Fig. 1  Phylogenetic analysis of representative endofungal bacteria associated with Sarcodon imbricatus 16S rRNA gene.

表1  翘鳞肉齿菌菌柄、菌盖内生菌群数量（N）和比例（P）分布
Table 1  Quantities (N) and percentage (P) of endophytes from stipe and pileus of Sarcodon imbricatus

内生菌
Endophyte

相似度
Blast Ident.

(P/%)

内生菌比例 Proportion of endophytes
菌柄 Stipe 菌盖 Pileus

N P/% N P/%

真菌
Fungi

Asterotremella albida (AM265554) 100 0 0 1 2.56
Candida kruisii (HM627126) 100 0 0 1 2.56
Candida santamariae (GQ911489) 99 1 2.56 0 0
Chaetothyriomycetidae sp. (KP202995) 99 1 2.56 0 0
Cryptococcus music (AB126586) 100 1 2.56 2 5.13
Phaeomoniella effusa (GQ154598) 99 4 10.25 3 7.69
Eutypella sp. (FJ172283) 99 0 0 2 5.13
Herpotrichiellaceae sp. (JX966560) 99 1 2.56 0 0
Irpex lacteus (JX290578) 99 1 2.56 0 0
Nectria cinnabarina (HM037991) 99 1 2.56 0 0
Penicillium glabrum (GU565126) 100 0 0 1 2.56
Penicillium sp. (EF200092) 99 1 2.56 0 0
Purpureocillium lilacinum (HQ607867) 100 0 0 1 2.56
Trichoderma atroviride (HQ115671) 100 1 2.56 0 0
Umbelopsis sp. (FJ884191) 100 1 2.56 0 0
Verticillium insectorum (AB214655) 99 1 2.56 0 0
Uncultured fungus (JX174873) 99 0 0 1 2.56

细菌
Bacteria

Bacillus sp. (JN819614) 99 1 2.56 0 0
Burkholderia sp. (KM253245) 99 9 23.08 12 30.77
Enterobacteriaceae bacterium (AY618905) 100 1 2.56 0 0
Ewingella Americana (KJ534469) 100 3 7.69 5 12.82
Luteibacter sp. (KF287734) 100 1 2.56 0 0
Paenibacillus sp. (JQ419635) 98 1 2.56 0 0
Pantoea agglomerans (KC355300) 99 0 0 1 2.56
Pigmentiphaga litoralis (NR_044530) 99 0 0 1 2.56
Pseudomonas sp. (KF720926) 100 5 12.82 7 17.95
Rahnella sp. (LC008364) 99 0 0 1 2.56
Serratia entomophila (EU250329) 99 1 2.56 0 0
Serratia proteamaculans (NR_074820) 99 3 7.69 0 0

总计 Total 39 100% 39 100
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假单胞菌属占20%，沙雷氏菌属占16%，爱文菌属占12%.  两

株杆菌纲的细菌类芽孢杆菌及芽孢杆菌都是从菌柄中分离

得到的. 而从菌盖中仅分离到6种细菌，其中伯克氏菌属占
44.4%，假单胞菌属占25.9%，爱文菌属占18.5%. 从分离情况

上看，沙雷氏菌属仅存在于菌柄中，而且菌柄及菌盖都存在

一些特殊种类微生物，如从菌柄中分离到Luteibacter菌，而

从菌盖中则分离到泛菌属及拉恩氏菌属.

2.4  翘鳞肉齿菌子实体不同部位内生真菌多样性差异
从翘鳞肉齿菌菌柄及菌盖分别分离到14株、12株内生

真菌. 其中菌柄中分离的真菌分属于8个属，Phaeomoniella
最多，占25%，隐球菌属及丛赤壳属其次，均占16.7%；从菌

盖中分离到11个属，Phaeomoniella最多，占28.6%. 同样，菌

盖与菌柄中均存在独特种类的菌株，比如弯孢聚壳属仅存在

菌柄中，而伞状霉属、丛赤壳属、木霉属、轮枝孢属等仅从菌

盖中分离到.

3  讨 论

有些内生菌在寄主生长发育过程中发挥着重要作用，可

以参与寄主的代谢过程，合成重要的生物大分子，有促生、

抑菌作用，甚至还能影响寄主的产量与品质[19-20]. 同时，由于

与寄主长期协同进化，内生菌已经成为提取生物活性物质的

重要来源[21-23]. 但目前对内生菌的研究主要集中于植物方面，

对大型真菌的内生菌研究则鲜见报道. 很多珍贵的大型真

菌生活史复杂，对环境要求苛刻. 掌握它们的内生菌群落结

构，对实现珍贵野生食用菌驯化栽培意义重大. 

由于翘鳞肉齿菌具有多种生物活性功能，但人工驯化难

度大，产量有限. 从其子实体中筛选出具有特殊功效的菌株

是一个新的思路. 同时也可为进一步研究内生菌在翘鳞肉齿

菌与共生植物之间的物质交换以及菌根合成中发挥的作用

打下基础. 本文从西藏及吉林地区采集不同海拔、不同生境

的子实体用于内生菌的分离，由于子实体地理及生态环境差

异大，来源相对广泛，使其内生菌群的结构具有一定的代表

性. 本研究共从翘鳞肉齿菌子实体分离出52株细菌、26株真

菌，证明翘鳞肉齿菌子实体内生菌具有一定多样性. 同时，从

其中分离的细菌数量比真菌多，说明翘鳞肉齿菌子实体内可

培养细菌在种群数量上存在一定的优势. 但细菌的种类相较

真菌则较少，细菌的优势种群比较集中，这表明，这些优势

种群可能较为适应这种环境，同时也可能在翘鳞肉齿菌生命

过程中发挥着一定的作用. 由于很多大型真菌菌柄及菌盖发

生了一定程度的分化，其营养成分及矿质元素的含量存在差

图2  翘鳞肉齿菌内生真菌代表菌株ITS 基因序列的系统发育树. 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of representative endophytic fungi associated with Sarcodon imbricatus ITS sequences.
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异 [24-25]，而本研究从翘鳞肉齿菌菌盖及菌柄中分离出的内生

菌的种类及数量显现出一定的差异，这可能与两个部位不同

的代谢环境有关，但这种分布差异形成的机理及导致的结果

尚需验证. 

这些分离出的菌株，据报道有一定的利用价值. 伯克氏

菌在农业上作为生物降 解、生物控制及促 进植物生长的根

圈微生物，作为优势菌在翘鳞肉齿菌生长过程中发挥的作用

有待进一步研究. 研究报道，爱文菌属广泛存在于新鲜的双

孢蘑菇中，它可导致蘑菇菌柄的坏死，这可能是翘鳞肉齿菌

的病原菌[26]. Serratia proteamaculans、Pantoea agglomerans、
Trichoderma atroviride这些在翘鳞肉齿菌子实体中广泛分布

的菌群，据报道可以产生一系列的生物活性物质，具有抑菌

活性，可作为生物防治菌剂抑制植物病原真菌的生长，也是

抗菌药物的新型来源[27-29]. Rahnella sp.具有广谱促生能力，可

用于促进植物生长 [30]，但它在翘鳞肉齿菌子实体内是否发挥

同样的作用，有待进一步验证. Phaeomoniella sp.是翘鳞肉齿

菌中种群数量最多的真菌，其功能及代谢特点尚不清楚. 本

研究结果可以为翘鳞肉齿菌的人工驯化提供参考. 
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