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　　摘要：对印度块菌接种美国山核桃合成菌根苗技术进行研究。结果表明：用印度块菌孢子接种美国山核桃无菌
苗，３个月后形成根尖淡乳色的、基部淡黄色的、黄褐色外生菌根。外生菌根为单轴状和羽状结构，外延菌丝为透明、
半透明、近直角分支、絮状着生在菌根表面，菌根横切面上能观察到形状像马蹄形的哈蒂氏网结构。在ＬｅｉｃａＳ６Ｄ解剖
镜测量单根菌根平均长为０．１６ｃｍ，平均直径为０．０３９ｃｍ。分子测序ＩＴＳ序列同源性为１００％，同时采用的是ＰＣＲ产
物直接测序，测序峰图清晰、无重叠峰，由此可以确定美国山核桃形成菌根的只有印度块菌。
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　　块菌为子囊菌类中的块菌目（Ｔｕｂｅｒａｌｅｓ）块菌科
（Ｔｕｂｅｒａｃｅａｅ）块菌属（Ｔｕｂｅｒｓｐｐ．）的一类地下珍贵食用真
菌［１］。营养丰富且具有奇异香味，其营养价值和商业价值为

世人所瞩目，因产量有限，国际市场上供不应求，价格昂贵，并

始终排在所有食用菌之首［２］，被誉为 “餐桌上的钻石、地下

黄金”［３］。　
攀枝花是商业印度块菌的天然理想产区之一，野生块菌

最高产量可达１００ｔ／年，在我国块菌外贸出口中占有重要地
位，成为山区农民增收致富的主要来源，在四川省米易县、盐

边县和仁和区的一些采集块菌的村子，平均每户年收入２０００
元左右，最高的可达６万元。由于其市场价格极高而市场需
求日甚，人们超强度采挖，导致块菌资源显著减少，濒临灭绝，

已经危及到块菌的可持续发展和永续利用。因此，发展块菌

的人工栽培势在必行，而块菌菌根苗培育是实现块菌人工栽

培的前提。现国内已报道的果树与块菌共生的树种仅有板栗

和榛子，２种树种都是中高海拔的植物，而对低海拔的经济果
树与块菌共生的研究未见报道。美国山核桃［Ｃａｒｙａｉｌｌｉｎｏｅｎ
ｓｉｓ（Ｗａｎｇｅｎｎ．）Ｋ．Ｋｏｃｈ］属胡桃科高大乔木，是世界上四大
坚果之一［４］。美国山核桃壳薄，易取仁，出仁率５０％ ～７０％，
含油率７０％～８０％，不饱和脂肪酸含量６０％左右，且不饱和
脂肪酸和对人体有益的各种氨基酸比油橄榄高。美国山核桃

定植后４～５年开始挂果，１０年开始盛产，盛产期５０～７０年，
产量达１５００～３７５０ｋｇ／ｈｍ２，国际市场上６～８美元／ｋｇ，国内
超市６０～１２０元／ｋｇ，是普通核桃的４～６倍，是唯一一个适合

低海拔栽培的核桃品种。

块菌属于菌根真菌，它必须与适合的宿主植物形成共生关

系，否则无法形成子实体［５］。根据“适树适菌”的原则，为实现

美国山核桃和块菌栽培效益的最大化，本试验开展了印度块菌

接种美国山核桃合成菌根技术的研究，采用形态学及分子生物

学的方法确定印度块菌与美国山核桃能形成菌根［６］，并观察在

菌根生长过程中的形态变化，建立了美国山核桃与印度块菌合

成菌根苗的显微检测方法，为实现印度块菌人工栽培提供科学

依据。本研究为印度块菌的人工栽培提供新的共生树种，填补

了低海拔区域没有果树与块菌共生的空白，对实现块菌与果树

栽培效益的最大化有重要的现实意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　块菌菌种　在攀枝花市场上购买成熟度高、个头大、
外型好、无损伤、香味相对较浓的印度块菌子实体作为菌种

（图１、图２）。
１．１．２　供试树种　从云南大理的漾濞购买美国山核桃种子
（图３）。
１．２　试验方法
１．２．１　块菌的处理和菌种的制备　将收集的印度块菌先用牙
刷轻轻洗净表面泥土，在７５％乙醇中浸泡３ｍｉｎ，然后在超净工
作台上用乙醇灯火焰快速灼烧后与１２１～１２６℃高温高压灭菌
２ｈ的河沙混合密封，并于３～５℃的温度下冷藏保存备用。将
块菌子实体取出，用粉碎机粉碎成直径小于 １ｍｍ的颗粒，与
高温高压灭菌２ｈ后用烘箱烘干的细土按照１∶１０的比例混
合，放置在３～５℃的冰箱中保存备用。
１．２．２　育苗基质的处理　接种前培育幼苗所用的基质按照
珍珠岩 ∶蛭石 ＝１∶１的比例均匀混合装入布袋中，在１２１～
１２６℃下灭菌２ｈ。移植和接种苗培育基质按照腐殖土 ∶蛭
石 ∶河沙＝１∶１∶２的比列混合均匀，再用１ｍｏｌ／Ｌ的生石灰
溶液调ｐＨ值至７左右装入布袋中，在１２１～１２６℃下灭菌２ｈ。
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１．２．３　接种前幼苗培育　将美国山核桃种子用清水冲洗
干净，再用０．３％高锰酸钾溶液浸种消毒４８ｈ，清水冲洗干
净，用纱布包好放置在３０℃的恒温箱中进行催芽，坚持每
天用清水冲洗，防治杂菌滋生，并捡出裂口的种子，未裂口

的继续放入恒温箱中催芽。将裂口的种子播种于处理好的

基质中，在攀枝花市农林科学研究院温室大棚中进行育苗

管理，待苗木生长到３个月达到一定的木质化即茎秆由绿色
转为褐色可接种（图４）。
１．２．４　块菌接种方法　接种时选择根系发达、苗色较好的
幼苗，用经过消毒的剪刀剪去主根。在黑色硬塑料杯中先

装入１／３的上述灭菌基质，将苗放入杯中，再将配置好的印
度块菌菌种按照每株含２００万 ～７００万个块菌子囊孢子的
剂量接种在幼苗根上，使幼苗根系与菌种紧密结合，最后添

加灭菌基质，压实。接种后浇透定根水，挂牌并标明接种时

间、接种菌名。接种时设置相应的未接种对照，将接种的幼

苗和未接种的幼苗放置于攀枝花市农林科学研究院温室大

棚中培养，接种苗按常规管理，使基质保持湿润，控温不超

过３５℃，温度过高要加遮阳网或喷水降温。
１．２．５　试验设计与观察　本试验采用印度块菌接种美国
山核桃无菌苗，苗木接种３个月后开始每个月按５％随机抽
样在 ＬｅｉｃａＳ６Ｄ解剖镜下观察菌根的感染情况；接种６个月
后，按照接种苗木数量的１０％进行随机抽样，根部用清水洗
净泥土，再用解剖镜 ＬｅｉｃａＳ６Ｄ检查根部感染情况，随机选
取３０个菌根测量菌根的长度和粗度，随意选取任意一株切
取菌根的根尖作切片，在显微镜 ＯＬＹＭＰＹＳＢＸ－４１４０倍下
观察菌根的外延菌丝、马赛克现象、菌套，记录其特征并

照相。

１．２．６　菌根分子检测　从已接种印度块菌６个月后的美
国山核桃菌根上采取２０个左右，在 ＬｅｉｃａＳ６Ｄ解剖镜下用
软毛刷刷掉泥土，清洗干净后用改进的ＣＴＡＢ法提取菌根的
ＤＮＡ，方法参照文献［７］，通过测定其菌根 ＩＴＳ序列的办法
鉴定菌根上的真菌，ＩＴＳ序列ＰＣＲ扩增引物为ＩＴＳ４（５′－ＴＣ
ＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）和 ＩＴＳ５（５′－ＧＧＡＡＧＴＡ
ＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′），扩增片段测序后与接种用的印
度块菌的序列进行比较，以确定形成菌根菌的是否是印度

块菌。

２　结果与分析

２．１　美国山核桃印度块菌菌根特征与感染率检测
对接种印度块菌３个月的美国山核桃树苗进行菌根特

征与感染率检测，在ＬｅｉｃａＳ６Ｄ解剖镜４０倍下观察，未接种
的美国山核桃未见任何菌根形成，仅见粗短的根毛，营养根

不膨大，先端尖锐（图５）；接种的根较粗壮，基部淡黄色，顶
端淡乳色、发亮的单轴和羽状的菌根形态（图６），印度块菌
与美国山核桃树形成的菌根其外延菌丝呈棉絮状（图７、图
８）、透明、半透明的。ＯｌｙｍｐｕｓＣＸ４１显微镜下作菌根切片
１０倍 ×４０倍下观察到外延菌丝近直角分支（图９），菌丝是
从根系表皮细胞间隙向皮层伸展，并在皮层细胞之间交织

成网状，可清晰看到菌丝在营养根表面繁殖，层层交织形成

菌套（图１０），用 ＯｌｙｍｐｕｓＣＸ４１显微镜下作菌根切片１０×

４０倍下观察，印度块菌接种美国山核桃的菌根横切面上能
观察到形状像马蹄形的哈蒂氏网结构（别称马赛克现象，图

１１）。在 ＬｅｉｃａＳ６Ｄ解剖镜下测量单根菌根长０．１６ｃｍ，直径
为０．０３９ｃｍ。在接种１０个月后部分菌根开始老化，变成黄
褐色至黑色；接种１２个月以后，菌根老化，可见暗褐色及萎
缩的老化菌根（图１２）。
　　对试验苗木接种３个月后的菌根进行检测，印度块菌菌
根感染率为 ４０％左右。接种 ６个月后的菌根检测结果显
示，菌根量较丰富，感染率为９５％以上。
２．２　美国山核桃印度块菌菌根的微观结构形态（分子检测）

通过对美国山核桃菌根的分子检测，ＰＣＲ扩增显示，从
美国山核桃菌根提出的 ＤＮＡ能得到较单一的７００ｂｐ左右
的条带。测序结果表明，与美国山核桃形成的菌根真菌为

印度块菌。ＩＴＳ序列同源性为１００％，同时采用的是 ＰＣＲ产
物直接测序，测序峰图清晰、无重叠峰。因此，与美国山核

桃形成菌根的只有印度块菌，没有其他菌根类真菌。

３　结论与讨论

印度块菌孢子接种到美国山核桃３个月开始形成淡乳
色的菌根尖，６个月后菌根感染效果较好，感染率达９５％以
上菌根量较大，说明美国山核桃是印度块菌很好的宿主植

物。本研究采用形态学和分子检测２种方法确定印度块菌
与美国山核桃能形成菌根，在块菌栽培研究中具有重要的

研究意义和极高的应用价值。美国山核桃是唯一一个适合

低海拔栽培的核桃品种，美国山核桃印度块菌菌根苗接种

成功填补了低海拔区域没有经济树种块菌菌根苗的空白。

美国山核桃和印度块菌都是２个具有较大发展前景的产业，
美国山核桃接种印度块菌的成功，迈出了两大产业高效有

机结合的第一步，美国山核桃块菌菌根苗栽培成功将实现

产值翻番。因此，美国山核桃块菌菌根苗栽培易推广，市场

前景广阔。
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