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　　摘要：旨在阐明污染小麦的真菌的结构组成并分析污染小麦的真菌与麦粒中呕吐毒素（ＤＯＮ）浓度之间的关系。
采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定麦粒中的ＤＯＮ含量，选取ＤＯＮ浓度为高、中、低［ＤＯＮ含量分别为（２９８２±１５３４）、
（９７２±２５１）、（４２±１）μｇ／ｋｇ］的小麦样品各１２份，抽提３组小麦微生物 ＤＮＡ进行真菌测序。结果表明，通过基因组
ＤＮＡ提取、高通量测序、生物信息学分析后，共得到８２０个运算分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，简称ＯＴＵ）。基于
不同分类水平的分析可知，其优势菌门为子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），平均相对丰度分别为
４６９６４０％、０．７２２１％；优势菌属为链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、附球菌属（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ），分别占１６．９８７９％、５．５７０１％。３组
小麦中的真菌物种数量有显著差异（Ｐ＜０．０５）。由研究结果可知，小麦中存在一定的病原真菌污染，如链格孢属
（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、葡萄孢属（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ），有必要对携带真菌毒素ＤＯＮ小麦中的真菌结构进行检测，并分析两者间的关系。
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　　小麦是三大谷物之一，是一种在世界各地被广泛种植的
禾本科植物，起源于中东新月沃土地区，是世界上人们最早栽

培的农作物之一，其营养丰富，经济价值较高［１］。作为我国

重要的粮食作物，小麦的种植区域非常广阔，北到黑龙江，南

到海南岛［２］。但是由于受到地理位置及气候的影响，一些地

区所产小麦会受到真菌污染，徐文静等于２０１５年对安徽省５
个地级市小麦的真菌污染情况进行调查发现，其污染率为

１００％［３］。真菌在适宜的条件下可能会产生有毒的代谢产

物———真菌毒素，目前研究发现的３００多种真菌毒素中约有
２０种对人类和动物有确定的毒性作用［４］。其中脱氧血腐镰

刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，简称ＤＯＮ），又称呕吐毒素，是小麦
中常见的污染真菌毒素，ＤＯＮ毒性较稳定，在加工过程中也
很难将其毒性破坏，进入食物链后，会对人畜的健康造成一定

的威胁［５］。因此，有必要对小麦呕吐毒素和真菌污染情况进

行调查，并分析两者之间的关系。高效液相色谱法具有高压、

高速、高效、高灵敏度、应用范围广的“四高一广”特点，可以

用此方法检测小麦样品中呕吐毒素的含量。高通量测序技术

的出现克服了一些试验技术具有的通量低、信息量小、成本高

的缺陷［６］，随着其快速发展，目前已经成为微生物群落研究

中非常重要的工具［７］。

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
１．１．１　样品来源与试验设计　取浙江省２０１６年产小麦，依

据呕吐毒素含量分成高（Ｈ）、中（Ｍ）、低（Ｌ）３组，每组１２份
样品，用于分析其中的真菌结构，小麦呕吐毒素 Ｈ、Ｍ、Ｌ组平
均含量分别为（２９８２±１５３４）、（９７２±２５１）、（４２±１）μｇ／ｋｇ。
１．１．２　仪器　高效液相色谱仪，安捷伦科技有限公司；荧光
分光光度计，上海精密仪器仪表有限公司；Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序仪，
Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司；ＰＣＲ扩增仪，德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司。
１．２　ＤＮＡ的提取及扩增

采 用 ＺＲ Ｆｕｎｇａｌ／ＢａｃｔｅｒｉａｌＤＮＡ ＭｉｎｉＰｒｅｐＴＭ （Ｚｙｍｏ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ）对小麦的ＤＮＡ进行提取。用２％琼脂糖凝胶电泳
进行进一步检测。以提取的 ＤＮＡ为模板，用 ＩＴＳ２引物
ＩＴＳ３－２０２４Ｆ（５′－ＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧＣ－３′）和
ＩＴＳ４－２４０９Ｒ（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）对小麦
真菌ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，对 ＰＣＲ产物进行内转录间隔区
（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，简称ＩＴＳ）测序分析。
１．３　ＤＮＡ测序和质量控制

用荧光分光光度计测得提取的 ＤＮＡ浓度，选取浓度在
４０～１００ｎｇ／μＬ、Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ在 １．８～２．０之间的 ＤＮＡ，用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ平台高通量技术进行测序。
１．４　生物信息学分析

采用Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序技术对小麦中真菌ＩＴＳ的ＩＴＳ２区域进
行扫描测序，得到的图像数据经 ＢａｓｅＣａｌｌｉｎｇ转化为序列数
据，再用 ＱＩＩＭＥ软件 （ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＩｎｓｉｇｈｔｓＩｎｔｏＭｉｃｒｏｂｉａｌ
Ｅｃｏｌｏｇｙ，Ｖ１．７．０，ｈｔｔｐ：／／ｑｉｉｍｅ．ｏｒｇ／ｓｃｒｉｐｔｓ／ｓｐｌｉｔ＿ｌｉｂｒａｒｉｅｓ＿
ｆａｓｔｑ．ｈｔｍｌ）对序列进行质控和过滤，得到高质量的 ＤＮＡ序
列［８－９］。根据相似性≥９７％的原则将通过质控的有效序列聚
类成为操作分类单元 （ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，简称
ＯＴＵ）［１０］，基于ＯＴＵ聚类分析结果，进行香农指数分析，基于
分类学信息，分别在门、属水平上进行小麦真菌菌群结构的统

计与分析。

１．５　统计分析
采用ＳＰＳＳ统计软件进行方差分析（ＡＮＯＶＡ），来比较不
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同ＤＯＮ浓度的小麦真菌相对丰度的差异，对有显著性差异的
处理进行ｔ检验。

２　结果与分析

２．１　小麦中真菌物种的丰度及多样性
通过小麦基因组ＤＮＡ提取、高通量测序、生物信息学分

析后共得到８２０个ＯＴＵｓ，根据相似性≥９７％的原则，以抽取
的序列数与它们所能代表的ＯＴＵ数构建曲线，即稀释性曲线
（ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ）［１１］，绘制的曲线均趋于平缓（图１），说明小
麦样品测序数据量合理，能够覆盖小麦中的所有真菌并能真

实反映物种的多样性组成。

２．２　基于门、属水平对小麦上携带的真菌群落结构的分析
２．２．１　门水平的小麦真菌群落结构分析　从微生物分类门
的水平可知，本研究收集的小麦样品中主要包含子囊菌门

（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、担 子 菌 门 （Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）、纤 毛 亚 门
（Ｃｉｌｉｏｐｈｏｒａ）、接 合 菌 门 （Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ）和 球 囊 菌 门

（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ）等。其中子囊菌门、担子菌门是小麦真菌的
优势菌门，均１００％被检出，其相对丰度分别为４６．９６４０％（变
化范围为１２．３９９６％～８２．４９６１％）、０．７２２１％（变化范围为
０．１０３２％～１．８７７３％），详见表１。

表１　在门水平上小麦的主要真菌群落结构相关分析

名称
平均相对丰度

（％）
检出数

（门）

检出率

（％）
检出率中位数

（％）
检出率范围

（％）

子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ） ４６．９６４０ ３６ １００ ２１．５２１７ １２．３９９６～８２．４９６１
担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ） ０．７２２１ ３６ １００ ０．１０５３ ０．１０３２～１．８７７３
纤毛亚门（Ｃｉｌｉｏｐｈｏｒａ） ０．００５０ ２５ ６９ ０ ０～０．０６２８
接合菌门（Ｚｙｇｏｍｙｃｏｔａ） ０．０００７ ４ １１ ０ ０～０．０２０２
球囊菌门（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ） ０．０００１ １ ３ ０ ０～０．００４３
其他 ５２．３０８０ ３６ １００ ７８．３７３０ １６．７８９２～８６．７６６５

２．２．２　属水平的小麦真菌群落结构分析　从属的水平上分
析可知，小麦中真菌最大丰度排名前３５的属中，１７个真菌属
在小麦中１００％被检出，检出率 ＞９０％的真菌属有２４个，其
中优势菌属为链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、附球菌属（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ），
平均相对丰度分别为１６．９８７９％、５．５７０１％，中位数分别为
４．６３４２％（变化范围为２．６３４６％～４１．０５０２％）和２．３５８６％
（变化范围为０．７７８６％～１６．３４１４％），详见表２。
２．３　基于门、属水平对小麦中真菌和ＤＯＮ关系的分析
２．３．１　样品测序概况　测序后进行菌群结构的多样性分析，
由图２可以看出，３种不同浓度ＤＯＮ处理的小麦样品平均分
别获得（１３１±２３）、（１１７±１３）、（１１８±１３）个 ＯＴＵｓ，其中 Ｈ
组小麦真菌的物种数量与Ｍ、Ｌ组有显著差异（Ｐ＜０．０５）；菌
群多样性指数（香农指数）在３组间无显著差异（图２）。
２．３．２　基于门水平对小麦中真菌相对丰度和ＤＯＮ关系的分
析　从门的水平上分析可知，小麦中高浓度 ＤＯＮ组（Ｈ组）
的子囊菌门、担子菌门的平均相对丰度分别为（４０．２８７８±
９．０６７９）％、（０．６８８６±０．０３５３）％，均低于中浓度 ＤＯＮ组
（Ｍ组）的（５１．７８４４±３．１７０１）％、（０．７５５７±０．０６９２）％和

低浓度ＤＯＮ组（Ｌ组）的（４８．８１９９±４９．０５２０）％、（０．７２２０±
０．４２７２）％。Ｈ组和 Ｍ组的子囊菌门相对丰度有显著差异
（Ｐ＜０．０５）；纤毛亚门、接合菌门和球囊菌门的相对丰度在３
组间均无明显差异，详见图３。
２．３．３　基于属水平对小麦中真菌相对丰度和ＤＯＮ关系的分
析　如图４所示，从属水平上分析可知，小麦中真菌最大丰度
排名前３５的属中，前１２个属中链格孢属的丰度相对较高，Ｌ
组的平均相对丰度为（２２．５７３２±２．１２６９）％，高于 Ｍ组
［（１９．４４８２±４４７７９）％］、Ｈ组［（８．９４２４±１．７０８７）％］
组，Ｈ组链格孢属与Ｌ、Ｍ组间均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。附
球菌属的平均丰度次之，Ｌ组与Ｍ、Ｈ组间均有显著差异（Ｐ＜
０．０５）。此外，本研究的检测结果显示，存在一定量葡萄孢
属、镰刀菌属的病原真菌。Ｍｏｎｏｇｒａｐｈｅｌｌａ、隐球菌属、曲霉属、
短梗霉属、掷孢酵母属、Ｐｙｒｅｎｏｐｈｏｒａ和匍柄霉属的相对丰度
在３组间均无明显差异。
２．４　小麦样品的主坐标分析

根据３组中各个小麦样品的 ＯＴＵ计算样品间的加权
ＵｎｉＦｒａｃ距离，再进行主坐标分析（ＰＣｏＡ）。由图５可见，
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表２　小麦中丰度排名前３５的属

属名
平均相对丰度

（％）
检出数

（属）

检出率

（％）
检出率中位数

（％）
检出率范围

（％）

链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ） １６．９８７９ ３６ １００ ４．６３４２ ２．６３４６～４１．０５０２
附球（真）菌属（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ） ５．５７０１ ３６ １００ ２．３５８６ ０．７７８６～１６．３４１４
Ｍｏｎｏｇｒａｐｈｅｌｌａ ０．６６５０ ３６ １００ ０．０７７６ ０．０５２１～５．３２９８
隐球菌属（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ） ０．４４３６ ３６ １００ ０．０４９５ ０．０４４７～１．３２９５
曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ） ０．３１２８ ３６ １００ ０．０２６１ ０．００４３～６．１３６０
短梗霉属（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ） ０．２５１６ ３６ １００ ０．０６５９ ０．０５６４～０．８５３０
掷孢酵母属（Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓ） ０．１８１８ ３６ １００ ０．０３６２ ０．０２２３～０．５８０７
Ｐｙｒｅｎｏｐｈｏｒａ ０．０８９４ ３６ １００ ０．００９６ ０．００７４～１．５７７３
葡萄孢属（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ） ０．０７６０ ３６ １００ ０．０２６１ ０．０１９１～０．３８０８
匍柄霉属（Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍ） ０．０７５３ ３６ １００ ０．０２３９ ０．０１２８～０．３９３５
镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ） ０．０６４５ ３６ １００ ０．００７４ ０．００３２～０．６９１３
离蠕孢霉属（Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ） ０．０５５８ ３６ １００ ０．０２０２ ０．００６４～０．１６８１
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ０．０３５６ ３６ １００ ０．０１０１ ０．００４３～０．１４８９
Ｂｕｌｌｅｒｏｍｙｃｅｓ ０．０２３８ ３５ ９７ ０．００２１ ０～０．１１５９
Ｄｉｏｓｚｅｇｉａ ０．０１９６ ３５ ９７ ０．００５８ ０～０．０４１５
弯孢（霉）属（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ） ０．０１６９ ３６ １００ ０．００９６ ０．００２１～０．０５２１
拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ） ０．０１６０ ３５ ９７ ０．００９０ ０～０．０９０４
节担菌属（Ｗａｌｌｅｍｉａ） ０．０１３９ ３３ ９２ ０．０００５ ０～０．１０５３
Ｏｐｈｉｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ０．０１２０ ３６ １００ ０．００２１ ０．００１１～０．０５２１
腥黑粉菌属（Ｔｉｌｌｅｔｉａ） ０．０１１５ ３１ ８６ ０．００２７ ０～０．０８５１
小球腔菌属（Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ） ０．０１１４ ３６ １００ ０．００６９ ０．００２１～０．０３１９
疱霉属（Ｐｈｏｍａ） ０．０１０３ ３３ ９２ ０．００７４ ０～０．０９４７
明脐菌属（Ｅｘｓｅｒｏｈｉｌｕｍ） ０．００９６ ３６ １００ ０．００３７ ０．００１１～０．０４８９
赤霉属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ） ０．００８０ ３４ ９４ ０．００４８ ０～０．０７１３
布勒掷孢酵母属（Ｂｕｌｌｅｒａ） ０．００７５ ３４ ９４ ０．００２７ ０～０．０４５７
Ｕｄｅｎｉｏｍｙｃｅｓ ０．００４３ ２７ ７５ ０ ０～０．０２０２
Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ ０．００１７ １８ ５０ ０ ０～０．０２４５
Ｓｈｉｒａｉａ ０．００１６ １５ ４２ ０ ０～０．０２０２
瓶霉属（Ｐｈｉａｌｏｐｈｏｒａ） ０．００１４ ３ ８ ０ ０～０．０５２１
嗜热真菌属（Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓ） ０．００１４ １６ ４４ ０．０００５ ０～０．０１６０
假裸囊菌属（Ｐｓｅｕｄｏｇｙｍｎｏａｓｃｕｓ） ０．０００８ ７ １９ ０ ０～０．０２２３
Ｐａｒａｐｈｏｍａ ０．０００８ ９ ２５ ０ ０～０．０１６０
被孢霉（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ） ０．０００７ ６ １７ ０ ０～０．０２０２
Ｔｕｂａｒｉａ ０．０００５ ３ ８ ０ ０～０．０１７０
Ｌｅｃｔｅｒａ ０．０００４ ４ １１ ０ ０～０．０１４９

ＰＣｏ１、ＰＣｏ２分别解释了１７．７８％、１０．６７％的差异性。各处理
样可以分为２个大集合，可以很明显地看出，Ｌ组与 Ｈ、Ｍ组
间的差异较大，Ｈ组和 Ｍ组可视为一簇，即污染毒素浓度低

的小麦中的真菌菌群丰度（Ｌ组）与污染毒素高的小麦中的真
菌菌群丰度（Ｈ组和 Ｍ组）存在差异。小麦中的呕吐毒素与
其真菌菌群丰度呈一定的相关性。

３　讨论

呕吐毒素是一种真菌毒素，主要分布在谷物中，尤其是小

麦中，人和动物长期大量食用被ＤＯＮ污染的小麦后会抑制蛋
白质的合成，导致呕吐、腹泻、厌食、神经紊乱等毒性效

应［１２－１４］。因此，被ＤＯＮ污染的小麦存在一定的膳食风险，应
进一步对小麦进行真菌菌群结构的研究分析。

基于分类学门的水平上分析可知，小麦样品中子囊菌门

和担子菌门为优势菌门，这与史亚千等的研究结果［１５］相符。

子囊菌门、担子菌门真菌属于病原真菌，研究发现，有些土壤

真菌可能引起植物病害、影响作物产量甚至导致植物死

亡［１６］。张敏等对小麦根际土壤真菌群落结构进行分析发现，

子囊菌门和担子菌门为优势菌门［１７］，说明土壤可能是小麦污
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染病原真菌导致其病害的原因之一。

基于分类学属水平的分析显示，小麦样品中的链格孢属

和附球菌属为优势菌属。链格孢属真菌是一类广泛分布在自

然界中的真菌，除了可引起农作物病变外，还可使农产品腐烂

变质，并危及农产品的食用安全［１８］。有些链格孢属真菌还具

有一定的产毒能力，是农作物的主要致病菌之一，人或动物一

旦摄入被链格孢毒素污染的食物，可能导致急性或慢性中毒，

某些链格孢毒素还有致畸、致癌、致突变作用［１９］。从小麦中

检测发现的葡萄孢属真菌属于一种广泛分布的植物病原真

菌［２０］，此外，在许多不同的寄主上发现了许多葡萄孢新

种［２１－２３］，它们可导致多种作物灰霉病的发生。镰刀菌属和其

有性阶段的赤霉属均被检出，都可产生 ＤＯＮ，它们都是具有
破坏性的植物病原真菌，可引起小麦的赤霉病。

４　结论

本研究用高效液相色谱法测定了３６份麦粒中的ＤＯＮ含
量。通过基因组ＤＮＡ提取、高通量测序、生物信息学分析后
共得到８２０个ＯＴＵｓ。基于不同分类水平的分析可知，小麦中
的优 势 菌 门 为 子 囊 菌 门 （Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）、担 子 菌 门
（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ），其平均相对丰度分别为 ４６．９６４０％、
０．７２２１％。优势菌属为链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、附球菌属
（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ），分别占１６．９８７９％、５．５７０１％。可以看出，小麦
中存在一定的病原真菌污染，应引起重视。
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ｔｈｅＡｌｔｅｒｎａｒｉａｍｙｃｏｔｏｘｉｎＡｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙｉｎＶｉｔｒｏ，２０１２，
２６（６）：９１５－９２３．

［２０］吴明德．葡萄孢属植物病原菌真菌病毒研究［Ｄ］．武汉：华中农
业大学，２０１２．

［２１］ＺｈａｎｇＪ，ＷｕＭＤ，ＬｉＧＱ，ｅｔａｌ．Ｂｏｔｒｙｔｉｓｆａｂｉｏｐｓｉｓ，ａｎｅｗｓｐｅｃｉｅｓ
ｃａｕｓｉｎｇｃｈｏｃｏｌａｔｅｓｐｏｔｏｆｂｒｏａｄｂｅａｎｉｎｃｅｎｔｒａｌＣｈｉｎａ［Ｊ］．
Ｍｙｃｏｌｏｇｉａ，２０１０，１０２（５）：１１１４－１１２６．

［２２］ＺｈａｎｇＪ，ＺｈａｎｇＬ，ＬｉＧＱ，ｅｔａｌ．Ｂｏｔｒｙｔｉｓｓｉｎｏａｌｌｉｉ：ａｎｅｗｓｐｅｃｉｅｓｏｆ
ｔｈｅｇｒｅｙ ｍｏｕｌｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｏｎ Ａｌｌｉｕｍ ｃｒｏｐｓｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．
Ｍｙｃｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０１０，５１（６）：４２１－４３１．

［２３］ＬｉＸ，ＫｅｒｒｉｇａｎＪ，ＣｈａｉＷ，ｅｔａｌ．Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃａｒｏｌｉｎｉａｎａ，ａｎｅｗｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｂｌａｃｋｂｅｒｒｙｉｎＳｏｕｔｈＣａｒｏｌｉｎａ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｌｏｇｉａ，２０１２，１０４
（３）：６５０－６５８．

—２３２— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１２期


