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　　海鲜菇别称真姬菇，在分类学上隶属白蘑科玉
蕈属［１］，为药食两用菌，其营养丰富，味道鲜美，海

鲜菇多糖具有提高免疫力、抗老化、降血脂等功

效［２－３］。在海鲜菇工厂化生产中，栽培料的应用具

有悠久的历史［４］，其质量、数量直接关系到海鲜菇

的产量、质量。栽培料主要营养提供者为农业废弃

物，发酵时间相对较长，需要３个月左右，对环境要
求高，这就大大增加了海鲜菇工厂化生产的场地空

间、人工成本，从而导致企业生产成本增加。有研

究表明，栽培料在天然堆肥条件下，微生物菌落生

长受温度变化的影响较大［５－６］，研制出既适合海鲜

菇生长，又能缩短堆料时间的菌剂显得尤其重要，

而开展海鲜菇栽培料中微生物群落研究具有更重

要的意义［７－９］。目前，国内外对海鲜菇栽培料主要

研究其配比优化，对海鲜菇栽培料细菌群落的研究

鲜见报道。

　　高通量测序技术是目前相对比较成熟的检测
手段，被广泛应用于微生物群落多样性的研究。自

２００７年Ｏｒｓｏｕｗ等初次对玉米采用高通量测序技术
进行测序［１０］开始，便开启了测序新世界的大门，

２０１１年完成对橡胶树、可可树等多种植物的测
序［１１－１２］。本研究利用高通量测序技术，分析海鲜菇

栽培料中的微生物群落组成和多样性，剖析各类微

生物的数量比例，明确优势菌群，了解优势菌群在

栽培料中的主要作用，为主动控制堆肥发酵过程、

缩短堆料周期、减少企业生产成本、提高海鲜菇产

量和质量提供可靠的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试材料　堆料３个月的海鲜菇栽培料，其
配比为玉米芯３％、甘蔗渣３％、木屑３％、麦麸１％、
豆粕０．５％、玉米粉０．５％、生石灰０．０２５％，由昆山
正兴食用菌有限公司提供。

１．１．２　试剂　ＤＮＡ提取试剂盒 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｓｏｉｌ
ＤＮＡＫｉｔ，由ＯＭＥＧＡ公司生产；Ｑｕｂｉｔ３．０ＤＮＡ检测
试剂盒，由 Ｌｉｆｅ公司生产；２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ，由
Ｖａｚｙｍｅ公司生产；ＭａｇｉｃＰｕｒｅＳｉｚｅＳｅｌｅｃｔｉｏｎＤＮＡ
Ｂｅａｄｓ，由Ｔｒａｎｓｇｅｎ公司生产。
１．１．３　仪器与设备　台式离心机，由ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司生产；混匀型干式恒温器，由深圳拓能达科技

有限公司生产；电泳仪、电泳槽，由北京六一仪器厂

生产；凝胶成像系统，由 ＵＶＰ公司生产；Ｑｕｂｉｔ ３．０
荧光计，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产；ＰＣＲ仪，由 ＢＩＯ－
ＲＡＤ生产；移液器，由Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产。
１．２　测定内容与方法
１．２．１　理化指标　分别参照《食品安全国家标准
　食品中水分的测定》（ＧＢ５００９．３—２０１６）、《食品
安全国家标准　食品中灰分的测定》（ＧＢ５００９．４—
２０１６）、《食品安全国家标准　食品 ｐＨ值的测定》
（ＧＢ５００９．２３７—２０１６）、《食品安全国家标准　食品
中蛋白质的测定》（ＧＢ５００９．５—２０１６）、《食品安全

—８４１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第５期



国家标准　食品中氨基酸态氮的测定》（ＧＢ
５００９２３５—２０１６）测定海鲜菇栽培料的水分、灰分、
ｐＨ值、蛋白质含量、氨基酸态氮含量。采用 ＤＮＳ法
测定还原糖、总糖含量。

１．２．２　微生物指标　分别参照《食品安全国家标
准　食品微生物学检验　菌落总数测定》（ＧＢ
４７８９２—２０１６）、《食品安全国家标准　食品微生物
学检验　大肠菌群计数》（ＧＢ４７８９．３—２０１６）、《饲
料中细菌总数的测定》（ＧＢ／Ｔ１３０９３—２００６）测定海
鲜菇栽培料中的菌落总数、大肠菌群数、细菌总数。

１．２．３　微生物多样性
１．２．３．１　样品处理　取栽培料原始样品２００ｍｇ，
放入无菌的２ｍＬＥＰ管中，加入浓度为７０％的乙醇
１ｍＬ，混合，振荡；室温１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，丢
弃上浆；添加 １×磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ溶液），混
匀，室温１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，丢弃上层液体；倒
置ＥＰ管在吸湿纸上１ｍｉｎ，直到没有液体流出，将
样品管置于烘箱中５５℃干燥１０ｍｉｎ，使残留乙醇完
全挥发。

１．２．３．２　ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增　采用试剂盒提取
海鲜菇栽培料中的细菌基因组 ＤＮＡ，提取的基因组
ＤＮＡ在细菌１６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ３～Ｖ４区进行２轮 ＰＣＲ
扩增；待反应完全结束，用１％琼脂糖凝胶电泳检测
ＰＣＲ产物，可得到清晰的条带（图１），ＤＮＡ浓度达
到扩增所需要求，可用于后续的研究分析。

１．２．３．３　测序数据处理优化　运用 Ｑｉｉｍｅ１．８．０
软件过滤序列，去除３′端的引物接头、引物错配比
率＞０．１的序列、样本中序列尾部质量值 ＜２０的碱
基、含Ｎ的序列、长度 ＜２００ｂｐ的序列、嵌合体序
列，使用Ｍｏｔｈｕｒ１．３０．１软件中的 Ｕｃｈｉｍｅ去除嵌合
体序列。

１．２．３．４　多样性分析　采用Ｕｓｅａｒｃｈ５．２．２３６软件
对９７％相似水平下的操作分类单元（ＯＴＵ）进行聚

类分析，选择丰度最高的序列作为 ＯＴＵ代表性序
列；采用 Ｍｏｔｈｕｒ１．３０．１软件分析得出 Ｓｈａｎｎｏｎ指
数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、Ｃｏｖｅｒａｇｅ指数等群落分布多样性
指数及 Ｃｈａｏ１指数、ＡＣＥ指数等群落分布丰度
指数。

１．２．３．５　群落结构分析　采用序列比对分析软件
Ｂｌａｓｔｎ工具将ＯＴＵ序列与对应数据库进行比对，筛
选出ＯＴＵ序列的最佳比对结果，并对比对结果进行
过滤，获得样品在门、纲、目、科、属不同分类水平上

的分类学比对情况。

２　结果与分析

２．１　海鲜菇栽培料的理化性状及微生物指标
　　试验结果表明，海鲜菇栽培料中水分含量、灰
分含量、ｐＨ值、蛋白质含量、氨基酸态氮含量、还原
糖含量、总糖含量分别为 ６０．２７％、２．４４％、７．２０、
３．９８％、０．０２３％、０．１８％、２６．７０％，菌落总数、细菌
总数分别为１．３×１０７、１．２×１０８ＣＦＵ／ｇ，大肠菌群未
检出。

２．２　海鲜菇栽培料中的微生物多样性
　　试验结果表明，从１６ＳｒＤＮＡ基因的Ｖ３～Ｖ４测
序中获得５６４２２个序列，平均长度为４６２．２６ｂｐ，质
控后，共有５２１９２个序列，平均长度为４２４．２６ｂｐ；
对９７％相似水平下的序列进行ＯＴＵ统计分析，共获
得１０５８８个 ＯＴＵ数；经软件分析，ＡＣＥ、Ｃｈａｏ１、
Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｃｏｖｅｒａｇｅ指数分别为４８０７７９．６１、
１５１０６０．５０、４．５９、０．１０、０．８１，说明栽培材料中微生
物群落的多样性、总体丰富程度相对较高［１３］。

２．３　海鲜菇栽培料细菌群落在不同分类学上的
分布

２．３．１　门、纲　试验结果表明，海鲜菇栽培料中共
鉴定 出 １１个 细 菌 门，主 要 的 有 变 形 菌 门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、硝化螺
旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、浮霉菌
门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、软壁菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）、酸杆菌
门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）９个细菌门，占比分别为９２．７１％、
３．６３％、３．３７％、０．１９％、０．０２％、０．０１％、０．０１％、
００１％、０．０１％、０．０１％。由图２可见，变形菌门中
的γ－变形菌纲占比相对最高，为７５．７７％，是细菌
的主要种类。

２．３．２　目、科　由图３、图４可见，海鲜菇栽培料中
共鉴定出超过２０种细菌目，其中，假单胞菌目
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（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）的比例相对最高，达到６９．７６％，
而 伯 克 氏 菌 目 （Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ）、红 细 菌 目
（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ）分别为１１．５７％、４．７２％，说明从
目水平上看，假单胞菌目最为占优；在科水平上，莫

拉氏 菌 科 （Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ）、丛 毛 单 胞 菌 科

（Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ）分别属于假单胞目、伯克氏菌
目，所占比例分别为６８．７３％、１１．４６％，而红细菌目
中红杆菌科（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）仅为４．７２％，说明莫
拉氏菌科最为占优。

２．３．３　属　由图５可见，海鲜菇栽培料中共鉴定
获得超过 ４９个细菌属，主要有不动杆菌属
（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、丛毛单胞菌属（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ）、芽孢
杆菌属（Ｇｅｍｍｏｂａｃｔｅｒ）、黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
希 瓦 氏 菌 属 （Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ）、寡 养 单 胞 菌 属
（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ），占比分别为 ６６．３０％、９．５６％、

３．４３％、２．９９％、１．５５％、１．４９％，其中，不动杆菌属
最为占优。

３　结论与讨论

　　食用菌栽培料中的含水量一般控制在６０％ ～
６５％［１４－１５］；灰分含量的高低会直接影响海鲜菇中矿
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物质含量的多少；ｐＨ值偏低，拌料操作中往往加入
１％的石灰来调控［１６］，ｐＨ值偏高，可以在栽培料中
添加含氮量较高的物质。本试验结果表明，海鲜菇

栽培料中的水分含量、灰分含量、ｐＨ值分别为

６０．２７％、２．４４％、７．２０，满足海鲜菇工厂化生产的需
求。栽培料中微生物生长有一部分是依靠其分解

栽培料中的糖，糖含量高低至关重要，而发酵时间

越长，糖含量会越少，因此，在早期发酵阶段，应尽
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可能满足微生物的生长需求，使其充分发酵［１７－１８］。

本试验结果表明，海鲜菇栽培料中蛋白质含量、氨

基酸态氮含量、还原糖含量、总糖含量分别为

３９８％、０．０２３％、０．１８％、２６．７０％，能较好满足海鲜
菇生长对养分的需求。

　　海鲜菇生长所需养料是靠微生物分解栽培料
中的营养物质获得，微生物扮演着重要的角色。

γ－变形菌亚群在变形菌门中是重要的菌群，而变
形菌门是革兰氏阴性菌的主要组成部分［１９］。Ｐｅｔｅｒｓ
等分析由玉米秸秆、木屑组成的堆肥材料中的细菌

群落发现，其中存在大量的 γ－变形菌亚群［２０］。假

单胞菌目在栽培料发酵过程中对加快腐熟发挥着

重要的作用，王胜认为，一个好的腐熟环境可以加

快碳、氮、磷、钾、硫等分解而被植物吸收，并在秸秆

腐熟中加入沼泽红假单胞菌以创造好的发酵环

境［２１］。不动杆菌是兼性厌氧菌，能降解纤维素，在

自然发酵过程中，栽培料中的氧含量会相对较低，

对不动杆菌而言可提高堆肥中纤维素的分解效

率［２２－２３］。本试验采用高通量测序、微生物多样性检

测技术分析海鲜菇栽培料中的细菌群落结构和多

样性，结果表明，共获得 ５２１９２条序列，１０５８８个
ＯＴＵ数；栽培料中共鉴定得到细菌菌落１１个门、２０
个目、４９个属，栽培料中的优势菌群分别是变形菌
门、γ－变形菌纲、假单胞菌目、莫拉氏菌科、不动杆
菌属，其相应占比分别为 ９２．７１％、７５．７７％、
６９７６％、６８．７３％、６６．３０％，说明栽培料中菌群有较
好的多样性和丰度，对海鲜菇生长十分有利。

　　须补充的是，本次试验中未检出大肠杆菌，说
明海鲜菇栽培料被粪便污染的可能性很小，存在肠

道病原微生物的可能性微乎其微，这在一定程度上

减少了不利菌群对栽培材料潜在的危害。
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