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　　摘要：羊肚菌是珍稀类食药兼用菌，兼具极高的药用价值和经济价值，然而作为土生真菌，却缺乏人工设施栽培羊
肚菌根际土壤优势菌群分析及主要影响其生长的土壤环境因子探索，其主要优势菌群的代谢通路研究更为鲜见。针

对未种植羊肚菌、种植１年羊肚菌以及种植４年羊肚菌的根际土壤样本，通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台Ｍｉｓｅｑ高通量测序仪对羊
肚菌根际土壤真菌群落进行测序，并使用ＦＵＮＧｕｉｌｄ和ＰＩＣＲＵＳｔ２进行真菌群落代谢通路分析。结果表明，在黏土中种
植羊肚菌后，其根际土壤中真菌群落丰度和多样性都一定程度上降低，且随种植年限增长而更为明显；３组样本排在
第１位的优势菌门均为羊肚菌所属的子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ），第一优势菌纲是粪壳菌纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ），且种植羊
肚菌后相对丰度随年限增长而逐年增加；样本间优势菌属具有明显差异，新赤壳属（Ｎｅｏｃｏｓｍｏｓｐｏｒａ）与毛壳菌属
（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）随种植年限增长成为优势菌属；冗余分析结果表明，子囊菌门与速效磷、速效钾呈显著正相关关系（Ｐ＜
０．０５），与磷酸单酯酶、有机质呈显著负相关关系。ＦＵＮＧｕｉｌｄ功能预测结果表明，真菌群落主要功能为腐生真菌代谢，
其相对丰度亦随种植年限增长而大幅增加；ＰＩＣＲＵＳｔ２功能预测结果表明，真菌主要代谢途径是由三磷酸腺苷酶
（ＡＴＰａｓｅ）经催化水解为无机磷，满足羊肚菌土生环境中所需的营养供给。明晰了人工栽培羊肚菌根际土壤真菌群落
结构，确定了影响真菌优势菌群的主要土壤环境因子及主要优势群落的代谢路径，为人工栽培羊肚菌产业的标准化提

供了科学的理论支撑。
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　　羊肚菌属子囊菌门 （Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）盘菌纲
（Ｐｅｚｉｚｏｍｙｃｅｔｅｓ）盘 菌 目 （Ｐｅｚｉｚａｌｅｓ）羊 肚 菌 科
（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｅａｅ）羊肚菌属（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ），是土生类真
菌，俗名羊肚菜，有“菌王之王”的美誉［１］。它富含

多糖、矿物质、蛋白质、微量元素（硒、有机锗）、氨基

酸等［２］，具备极高的药用价值和经济价值。基于生

物学特性研究，羊肚菌具有康体抗癌、促进机体免

疫活性等多种作用［３－６］，由于野生羊肚菌稀缺导致

羊肚菌市场供不应求、有价无市，故近年来人工栽

培羊肚菌发展势头迅猛［７－８］。我国现有３０个种类
的羊肚菌，占全球总类的一半（３０／６１），基于系统发
育学分类：羊肚菌黑色类群 １３个，黄色类群 １７
个［９－１０］。目前，我国人工栽培羊肚菌成功驯化的品

种主要集中在黑色类群中的六妹羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ
ｓｅｘｔｅｌａｔａ，编号：Ｍｅｌ－６）、七妹羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ
ｓｅｐｔｉｍｅｌａｔａ，编号：Ｍｅｌ－７）、梯棱羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ
ｉｍｐｏｒｔｕｎａ，编号：Ｍｅｌ－１０）［１１］。

研究表明，羊肚菌生长与土壤环境密切相

关［１２］，然而目前针对羊肚菌根际土壤的相关研究甚

少。国外羊肚菌相关研究现状趋于在分子生物学

水平上利用其生物学特性来研究羊肚菌的药用价

值［１３－１４］和基于系统发育学鉴定新的羊肚菌物

种［１５］；国内羊肚菌产业研究在野生羊肚菌及其生长

土壤生境相关方面取得一些进展，最新研究进展表

明，新疆昭苏县黑色腐质土上层（０～２０ｃｍ）羊肚菌
根际微生物多样性最丰富，且土样中富含多种固氮

菌［１６］。甘肃省野生羊肚菌所处生境中，土壤含水
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量、养分对其根际土壤细菌优势菌群影响程度较

大［１７］，速效钾、谷氨酰胺酶与真菌优势菌门（子囊菌

门）呈显著正相关关系［１８］。

前人研究中缺乏人工栽培羊肚菌根际土壤微

生物优势菌群与环境因子的关联性以及群落功能

代谢途径的研究。根据河北省羊肚菌产业现状［１９］，

土壤生境与设施环境调控是影响羊肚菌产量的两

大因素，本研究通过对根际土壤微生物群落进行高

通量测序，分析不同种植年限的土壤生境中种植羊

肚菌后的微生物群落多样性、群落组成、菌群同土

壤环境因子的互作关系，以及真菌群落主要代谢途

径，为探究羊肚菌根际微环境，制定适宜河北省人

工栽培羊肚菌生长的土壤生境标准提供科学的理

论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料基本信息
供试材料采样时间为２０２１年８月，试验田位于

河北省邢台市柏乡县（１１４°７０′Ｅ，３７°４８′Ｎ）。采样点
种植品种为六妹羊肚菌，试验分设３组采样：未种植
羊肚菌的对照样本（编号：ＣＫ）、种植１年羊肚菌的
样本（编号：ＯＹＣ）、种植４年羊肚菌的样本（编号：
ＦＹＣ），上述土壤质地分类参照《中国土壤》［２０］。分
别进行根际土壤取样［２１］，每组样品３次重复，共９
个样本，用干冰低温保存带回实验室后放入 －８０℃
冷冻柜储存备用。样本理化性质及酶活性详见

表１。

表１　样本根际土壤理化性质及酶活性

指标 ＣＫ ＯＹＣ ＦＹＣ

土壤质地 黏粒（＜０．００２ｍｍ），３０．９０％ 黏粒，３０．５７％ 黏粒，３０．２３％

硝态氮含量（ｍｇ／ｋｇ） ５１．４６±２１．９９ｂ １５．７５±４．７９ｃ ２４．８０±１．９９ｃ

铵态氮含量（ｍｇ／ｋｇ） ３．７８±０．４４ｃ ６．７８±０．３１ｂ ８．５９±０．９２ａ

ｐＨ值 ８．００±０．０６ａ ７．９２±０．０５ａｂ ７．８２±０．１４ｂ

电导率（μＳ／ｃｍ） １０６．３３±８．１４ｃ １６２．３３±１１．１５ｂ ２０２．００±１４．９３ａ

土壤阳离子交换量（ｃｍｏｌ／ｋｇ） ７３．１３±１．２９ｂ ８１．３２±３．８４ａ ７５．４６±１．６１ｂ

速效磷含量（ｍｇ／ｋｇ） ２１．６７±５．８０ｃ ２５．２７±５．５１ｃ ４７．０７±３．４０ｂ

速效钾含量（ｍｇ／ｋｇ） １４８．００±１７．５２ｂ １３４．００±５．２９ｂ １９９．００±２２．５２ａ

全磷含量（％） ０．０９±０．０１ｂ ０．１１±０．０１ａｂ ０．１１±０．０１ａ

全钾含量（％） １．９８±０．０４ａ ２．０１±０．０１ａ １．９９±０．０２ａ

全氮含量（ｇ／ｋｇ） ４．０５±０．７２ａ ４．６９±０．５７ａ ４．２５±０．１５ａ

有机质含量（ｇ／ｋｇ） １７．４４±３．５４ｂ ２０．０９±３．１３ａ １７．１９±０．６６ｂ

有机磷含量（ｍｇ／ｋｇ） ２３３．９６±２７．３５ａｂ ２５７．７１±１２．５２ａ ２４４．１７±１６．５６ａｂ

含水率（％） ０．１３±０．０１ａｂ ０．１２±０．０２ｂ ０．１４±０．００ａｂ

脲酶活性［ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］ ９．４２±１．１９ｂ ９．０５±０．３２ｂ １１．７６±０．８７ａ

磷酸单酯酶活性［ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］ ２８．８５±７．７２ａ ３０．７７±２．８３ａ ２９．３８±４．８５ａ

易氧化性有机碳含量（％） ３．０１±１．７１ａ １．３８±０．５７ａ １．３１±０．２１ａ

　　注：同行数据后标有不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

１．２　土壤理化性质与酶活性测定方法
采用光度法测定铵态氮含量；紫外分光光度计

法测定硝态氮含量；凯式定氮法测定土壤含氮量；

电位法测定土壤ｐＨ值；利用电导法测定电导率；利
用乙酸铵法测定土壤阳离子交换量；使用火焰原子

吸收仪测定速效钾含量；碳酸氢钠浸提法测定速效

磷含量；全磷、全钾的含量均使用火焰光度计基于

氢氧化钠熔融法测定；有机质含量由重铬酸钾容量

法测定；灼烧法测定有机磷含量；尿素残留量法测

定土壤脲酶活性；磷酸单酯酶活性的测定采用对硝

基苯磷酸盐法；易氧化性有机碳含量的测定基于高

锰酸钾氧化法［２２－２３］。

１．３　样本ＤＮＡ抽取、ＰＣＲ扩增及高通量测序
使用试剂盒 ＭＰ－ｓｏｉｌ抽提样本土壤微生物群

落全部ＤＮＡ后，将利用１％琼脂糖凝胶电泳提取的
基因组 ＤＮＡ通过使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分光
光度计（编号：ＮＤ－２０００）对其浓度进行测定；使用
ＭｉＳｅｑＰＥ３０平台，对真菌 ＩＴＳ１Ｆ＿ＩＴＳ２Ｒ区域利用
ＰＣＲ扩增引物：ＩＴＳ１Ｆ（５′－ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡ
ＡＧＴＡＡ－３′）和ＩＴＳ２Ｒ（５′－ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡ
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ＴＧＣ－３′）［２４］。ＰＣＲ扩增设计：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃
３０ｓ，退火温度 ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３５个循环；７２℃
１０ｍｉｎ，停止于１０℃。将各样本重复３次后，利用
２％琼脂糖凝胶电泳检测其混合后的 ＰＣＲ产物，后
采用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒高效回收。
１．４　数据分析

基于统计学使用贝叶斯算法对 ＯＴＵ代表序列
（相似水平９７％）进行分类运算以获得每个 ＯＴＵ对
应的物种分类信息；使用Ｕｎｉｔｅ数据库［２５］，对微生物

群落进行了α多样性分析；利用 Ｒ语言工具，分析
微生物群落结构组成、属水平物种丰度聚类分析；

通过ＶＩＦ方差膨胀因子分析和ＲＤＡ分析，反映样本
的真菌优势菌群与土壤环境因子之间的相关

关系［２６］。

２　结果与分析

２．１　羊肚菌根际土壤真菌群落多样性及组成分析
２．１．１　羊肚菌根际土壤真菌多样性分析　由表２
可知，３组样本的真菌群落覆盖率都达到９９．９％，极
大地保证了本次数据分析结果的有效性和准确性。

与未种植羊肚菌的对照样本 ＣＫ相比，种植１年的
ＯＹＣ和种植４年的 ＦＹＣ这２组样本中真菌 Ａｃｅ指
数、Ｃｈａｏ１指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数显著降低（Ｐ＜０．０５），
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数相对较高，说明种植羊肚菌后的土壤
生境中真菌群落丰度、多样性均有一定程度的

降低。

表２　羊肚菌根际土壤真菌α多样性分析

样本 Ａｃｅ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ 覆盖率

（％）

ＣＫ ７３５．５７±６６．６１ａ ７２７．１８±６４．８８ａ ４．２６±０．３３ａ ０．０３５±０．０１６ａ ９９．９

ＯＹＣ ４４６．１２±１３．４７ｂｃ ４５３．３６±１３．４９ｂｃ ３．９６±０．２５ｂｃ ０．０５２±０．０２４ａ ９９．９

ＦＹＣ ３４１．４１±１４２．９６ｃ ３４５．７２±１４８．２６ｃ ３．４０±０．１９ｃ ０．０８７±０．０２７ａ ９９．９

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．１．２　羊肚菌根际土壤真菌群落组成分析　门水
平上，共检测到１３个真菌群落。由图１可知，ＣＫ的
优势菌门包括子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）（７９．８９％）、被
孢霉门（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ）（９．３８％）和担子菌门
（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）（６．４０％）；样本ＯＹＣ的优势菌门为
子囊 菌 门 （９３．１２％）、ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｋ＿Ｆｕｎｇｉ
（５４５％）；样本 ＦＹＣ的优势菌门仅有子囊菌门
（９５．６０％）。各类样本中排名第１位的优势菌门都
是子囊菌门，也是羊肚菌本身所属的菌门，在 ＯＹＣ
和ＦＹＣ样本中，子囊菌门的相对丰度与ＣＫ相比，分
别增加了１３．２３百分点和１５．７１百分点。说明随着
种植年限增加，子囊菌门的菌群丰度逐年提升。

　　由图２可知，纲水平上，共检测到４２个真菌群
落。粪壳菌纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）（５３．３５％）、散囊菌
纲 （Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ） （９．３８％）、被 孢 霉 纲

（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ）（９．１５％）是ＣＫ的优势菌纲，样
本ＯＹＣ的优势菌纲包括粪壳菌纲 （５９．８５％）、座囊
菌纲 （Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）（１５．７１％）和散囊菌纲
（１０００％），样本 ＦＹＣ的优势菌纲为粪壳菌纲
（６８７５％）、散囊菌纲（９．１７％）。各类样本中排名
第１位的优势菌纲均为粪壳菌纲，其相对丰度在
ＯＹＣ和ＦＹＣ样本中较ＣＫ，分别提升了６．５０百分点
和１５．４０百分点。说明随种植年限增加，粪壳菌纲
的菌群丰度逐年提升。
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２．２　羊肚菌根际土壤真菌群落聚类分析
对３组样本基于属水平进行物种分类，选择总

丰度前２０的物种，依据相对丰度将其分块聚集，并
结合物种所属的纲水平更为明晰地展现优势菌群。

被孢霉属（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ）作为 ＣＫ的优势菌属，它隶属
于被孢霉纲，且相对丰度为９．１５％。样本 ＯＹＣ的
优势菌属为拟棘壳孢属（Ｐｙｒｅｎｏｃｈａｅｔｏｐｓｉｓ），隶属于

座囊菌纲，相对丰度为１２．０５％。样本 ＦＹＣ中的优
势菌 属 新 赤 壳 属 （Ｎｅｏｃｏｓｍｏｓｐｏｒａ）、毛 壳 菌 属
（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ），同属于粪壳菌纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ），
相对丰度分别为１６．４３％、１３．４６％。说明３组样本
的优势菌属具有很大差异性，且各组样本优势菌属

的相对丰度都高于其他 ２组该菌属的相对丰度
（图３）。　

２．３　羊肚菌根际土壤真菌优势菌群与土壤环境因
子相关性分析

２．３．１　ＶＩＦ方差膨胀因子分析　在 ＲＤＡ分析之
前，首先将土壤环境因子进行 ＶＩＦ方差膨胀因子分
析，筛选后保留多重共线性较小的土壤环境因子

（ＶＩＦ＜５）为速效钾含量、磷酸单酯酶活性、有机质
含量、含水率、铵态氮含量和速效磷含量（表３）。
２．３．２　真菌与土壤环境因子的冗余分析　选取相

表３　ＶＩＦ方差膨胀因子分析筛选后的ＶＩＦ

土壤环境因子 ＶＩＦ

速效钾含量 １．１３０４

磷酸单酯酶活性 １．４０３８

有机质含量 １．４２０８

含水率 １．９６８９

铵态氮含量 ２．７９６１

速效磷含量 ３．９５５０

对丰度前５的真菌优势菌门，且土壤环境因子对其
影响程度表现为含水率 ＞铵态氮含量 ＞有机质含
量＞速效磷含量＞速效钾含量 ＞磷酸单酯酶活性。
优势菌门排名第１位的子囊菌门与速效钾含量、速
效磷含量、铵态氮含量、含水率呈正相关关系，且与

速效磷、速效钾含量显著正相关，而与磷酸单酯酶

活性、有机质含量呈显著负相关关系；分别排在第

２、３位的被孢霉门和担子菌门均与含水率、磷酸单
酯酶活性呈正相关关系，与铵态氮含量等其他４个
环境因子呈负相关关系，捕虫霉门（Ｚｏｏｐａｇｏｍｙｃｏｔａ）
与铵态氮含量、速效磷含量、速效钾含量呈正相关

关系，而与含水率、有机质含量、磷酸单酯酶活性呈

负相关关系（图４）。
２．４　羊肚菌根际土壤真菌群落代谢通路分析

通过ＦＵＮＧｕｉｌｄ对真菌进行功能分类，主要功能
是腐生真菌代谢，说明腐生营养型真菌大量存在，
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其主要作用是加速土壤腐殖质的形成和分解，促进

碳、氮循环。各样本功能预测中排名第１的均是未
定义的腐生真菌（ＵｎｄｅｆｉｎｅｄＳａｐｒｏｔｒｏｐｈ），其相对丰
度在 ＣＫ、ＯＹＣ、ＦＹＣ样本中分别是 ２３．５７％、

２９７７％、３８．７７％，ＯＹＣ、ＦＹＣ样本与 ＣＫ相比，其相
对丰度分别增加了６．２０百分点、１５．２０百分点，说
明种植羊肚菌更能促进腐生真菌代谢效率（图５）。

　　通过ＰＩＣＲＵＳｔ２对 ＩＴＳ测序数据进行功能预测
和丰度统计，由图６可知，各样本中相对丰度最高的
是ＥＣ编号为３．６．１．３的酶，基于 ｂｒｅｎｄａ酶数据库
（ＢＲＥＮＤＡＥｎｚｙｍｅＤａｔａｂａｓｅ，ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｂｒｅｎｄａ－

ｅｎｚｙｍｅｓ．ｉｎｆｏ）进行查询统计，三磷酸腺苷酶（酶编
号：ＥＣ３．６．１．３，简称 ＡＴＰａｓｅ），属于水解酶，作用于
酸酐，在含磷酸酐中，催化水解三磷酸腺苷（ＡＴＰ），
产物为二磷酸腺苷（ＡＤＰ）和无机磷酸，即为羊肚菌
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提供土壤生长环境中可吸收的无机磷。

３　讨论与结论

早期研究表明，植物根际是一个动态环境，植

物种类和土壤类型两大主要因素决定作物根系附

近微生物群落结构，且根际微生物群落组成与植物

互相影响［２７－２９］。羊肚菌作为草腐菌，不同于木腐菌

生长与林木具有菌根关系［３０］，而人工栽培羊肚菌，

缺乏森林、草木等多元环境，必然更多受到土壤理

化性质、微生物优势菌群等多种自然因素及人为施

用农田投入品因素的影响。本次研究结果表明，在

北方ｐＨ值呈碱性土壤中种植羊肚菌不同年限后，
其根际土壤真菌菌群组成发生变化，物种多样性大

幅降低，相较于陈诚等在四川酸性土壤中得出的羊

肚菌栽培后真菌多样性降低的结论［３１］，说明种植羊

肚菌后真菌多样性降低这一结果可能与土壤 ｐＨ值
没有直接关联。未种植羊肚菌时，优势真菌门包括

子囊菌门、被孢霉门及担子菌门，而种植羊肚菌后，

随着年限增长，子囊菌门趋向于最优势菌群。通过

对比赵玉卉等在甘肃野生羊肚菌根际土壤样本中

得出的优势菌群为子囊菌门和担子菌门［１８］这一结

论，表明在野生羊肚菌与人工栽培羊肚菌这２种不
同生境中，羊肚菌所在的子囊菌门始终占优势，且

其下的粪壳菌纲随种植年限增长，其优势型亦更为

明显，表明土壤中的真菌多样性随种植年限的增加

而逐渐趋于单一化。

已有研究表明，羊肚菌子实体生长需要大量养

分摄入，保持土壤中氮、磷等元素的平衡可促使羊

肚菌出菇［３２－３３］。本次研究结果表明，含水率、铵态

氮含量、有机质含量、速效磷含量、速效钾含量、磷

酸单酯酶活性这些土壤环境因子对羊肚菌生长确

实具有显著影响，且速效磷、速效钾含量与羊肚菌

所在的子囊菌门呈显著正相关关系，而磷酸单酯酶

活性、有机质含量与其呈显著负相关关系。目前，

报道的研究成果中，阎威文等研究发现，影响吉林

辽源地区羊肚菌根际真菌优势菌群的最重要的土

壤环境因子是全氮、有机碳［３４］。全氮是土壤当中全

部的氮养分，而铵态氮是土壤中无机氮里最易被作

物直接吸收的活性氮，故本研究结果有更进一步的

细化，同时也作为甘肃野生羊肚菌根际土壤中子囊

菌门与速效钾含量、谷氨酰胺酶活性、脲酶活性等

呈正相关关系这一结论的差异对比及内容补充［１８］。

在同一地块连续多年种植羊肚菌后，腐生真菌

随着年限增长，土壤中腐生营养型真菌相对丰度增

长了６２０百分点（样本 ＯＹＣ）、１５．２０百分点（样本
ＦＹＣ），腐生真菌易携带病原体，说明土壤病虫害隐
患增加，故在田间管理中需注意土传病害感染的预

防，应选择适宜的土壤调理剂品类，在今后的研究

中将作进一步探究。且真菌功能作用的主要代谢

途径为三磷酸腺苷酶（ＡＴＰａｓｅ）通过催化水解释放
能量的过程，即转化营养物质供羊肚菌吸收。ＡＴＰ
酶配体相互作用，土壤中有机物对酶活性产生抑制

或活化作用，基于功能预测结果中腐生真菌的大量

衍生，可以猜测腐生真菌对ＡＴＰ酶具有活化作用。
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综上，本研究作为人工栽培羊肚菌根际土壤相

关研究的重要发现，探讨了土壤环境与种植年限导

致羊肚菌根际土壤真菌群落多样性与群落组成变

化，发现了人工栽培过程中对真菌优势菌群最具影

响的土壤环境因子，明确了真菌优势菌群主要功能

及酶代谢途径，对今后河北省羊肚菌人工栽培管理

措施的标准化制定具有重要意义。
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［３４］阎威文，赵凤云，刘淑艳．吉林省辽源地区羊肚菌根际土壤真菌
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