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　　摘要：我国茶叶特别是发酵茶叶中含有许多有益真菌，其代谢产物具有抗菌、抗癌、降脂、降压的功能。目前，关于
茶叶中真菌功能的研究很多，但在畜牧业中尚无相关应用研究。取湖南安化金花茯砖茶、天福南糯山熟饼、天福茗茶、

天福白茶、安吉普洱茶、天福普洱、祁门红茶和金茯茶共８种茶叶进行真菌分离、纯化，共得到２３株菌株，通过形态学
和ＩＴＳ基因序列的鉴定，共得到拟茎点霉菌１株，变色栓菌１株，枝状枝孢菌１株，黑曲霉２株，曲霉菌１株，冠突曲霉
２株，阿姆斯特丹曲霉６株，棕曲霉２株，格孢菌１株，扩展青霉菌１株，拟盘多毛孢菌１株，球孢枝孢菌２株，变色曲霉
２株。结果为这些真菌的进一步研究和在生产实践中的应用提供了物质基础。并且将其中的优势菌属冠突散囊菌进
行扩大培养，为后期的生产实践做好准备。
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　　茶叶种类繁多，不同国家的茶叶分类方法各有
不同。我国根据出口茶类别，将茶叶一共分为７类，
分别是绿茶、红茶、黄茶、黑茶、白茶、青茶。祁门红

茶属于红茶，茯砖茶、普洱茶和天福南糯山熟饼属

于黑茶，天福白茶属于白茶。

我国多种茶中存在有益的真菌，尤其是渥堆发

酵的茶叶，其代谢产物具有降血脂［１－３］、抗动脉粥样

硬化［４－６］、抗菌以及抗氧化［７］等多种功能，冠突散囊

菌就是其中之一，它是茯砖茶中的主要优势菌种，

是茯砖茶后段发酵的益生菌，可在茶叶上形成菌

苔，呈金黄色，俗称“金花”。冠突散囊菌能够在高

温下存活并能产生各种胞外酶，能有效地催化茶叶

中多酚、氨基酸和多糖等成分发生降解和转化［８］。

温琼英证实了冠突散囊菌能分解茶中单宁物质和

淀粉，减少茶叶的苦涩口感，使茶味香醇［９］。黄群

等的研究表明，冠突散囊菌有助于人体消化吸收淀

粉和蛋白质［１０］。目前这些研究主要集中于茶叶学

和医学领域，而在畜牧学方面的应用研究很少。本

试验于２０１９年在扬州大学动物医院进行，拟从茶叶
中分离出有益的真菌，研究其代谢产物和过程，并

将其应用于畜牧学领域。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　茶叶来源　试验所用的茶叶均通过网购或
者在茶叶店购买获得，有湖南安化金花茯砖茶

（２００７）、天福南糯山熟饼、天福茗茶、天福白茶、安
吉普洱茶、天福普洱茶、祁门红茶和湖南安化金茯

茶（２０１４）共８种茶叶。
１．１．２　主要器材　超净工作台（苏州净化设备有
限公司），ＭｉｎｉＰｌｕｓ小型离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），
ＰＣＲ仪［爱普拜斯应用生物系统贸易（上海）有限公
司］，ＤＹＹ－８Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器厂），冰
箱，恒温培养箱（上海福玛实验设备有限公司），电

子天平（上海舜宇恒平科学仪器有限公司），电热恒

温金属浴（上海比朗仪器有限公司）等。

１．１．３　主要试剂和培养基　８０万 Ｕ／支注射用青
霉素钠、１００万 Ｕ／支注射用硫酸链霉素（山东鲁抗
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医药股份有限公司）；ＦｕｎｇｉＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ试
剂盒［宝生物工程（大连）公司］；ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡＫｉｔ试剂盒、ＳｕｐｅｒＧｅｌＲｅｄＴＭ１００００×（苏州宇
恒生物科技有限公司）；马铃薯葡萄糖琼脂粉（上海

中科昆虫生物技术开发有限公司）；Ｄ（＋）－无水葡
萄糖（国药集团化学试剂有限公司）；马铃薯浸粉

（青岛日水生物技术有限公司）；Ｔｒｙｐｔｏｎ、Ｙｅａｓｔ
Ｅｘｔｒａｃｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），Ａｇａｒ（南京百
斯凯科技有限公司）等。

１．２　方法
１．２．１　真菌培养
１．２．１．１　培养基的配制　ＰＤＡ培养基：马铃薯葡
萄糖琼脂粉３９ｇ，加超纯水定容至１Ｌ，１２１℃高压
灭菌 １５ｍｉｎ；改良 ＬＢ培养基：Ｔｐｙｐｔｏｎｅ４ｇ，Ｙｅａｓｔ
Ｅｘｔｒａｃｔ４ｇ，葡萄糖１６ｇ，琼脂粉６ｇ，１２１℃ 高压灭
菌１５ｍｉｎ。
１．２．１．２　茶叶样本的处理　取购得的湖南安化金
花茯砖茶（２００７）、天福南糯山熟饼、天福茗茶、天福
白茶、安吉普洱茶、天福普洱、祁门红茶和湖南安化

金茯茶（２０１４），各５ｇ于１５ｍＬ离心管中，标记为
１～８，备用。用超纯水溶解青霉素钠和硫酸链霉素
至终浓度分别为 ５０μｇ／ｍＬ和 １００μｇ／ｍＬ，取
５．５ｍＬ加入上述８个离心管中，常温孵育３ｈ。
１．２．１．３　真菌的培养　取２００μＬ上清液分别接种
涂布于 ＰＤＡ固体平板和改良 ＬＢ平板上，２８℃，保
湿培养。

１．２．２　真菌纯化　蘸取分离培养得到的每种真菌
的单个菌落，接种于 ＰＤＡ固体培养基中央，分别纯
化培养，共分离纯化培养３次，直至形成单个菌落。
１．２．３　真菌鉴定
１．２．３．１　真菌ＤＮＡ提取　取纯化培养３次后的真
菌，每个样都取火柴头大小，放入灭菌的１．５ｍＬ离
心管中，加入１ｍＬ高压灭菌后的磷酸缓冲盐（ＰＢＳ）
溶液，充分振荡混匀，加入直径为０．５ｍｍ的磁珠，
用振荡仪振荡研磨 ３ｍｉｎ后，观察样本是否被充分
研磨。如果仍然有大块的样本未被研磨破碎，则采

取水煮裂解法，裂解１０ｍｉｎ后，再次用振荡仪研磨，
直至样本被研磨至无肉眼可见的大的团块。以

１２０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心 ２ｍｉｎ，取上清液置于灭菌
后的１ｍＬ离心管中标号，保存于 －２０℃冰箱中
备用。

１．２．３．２　ＰＣＲ反应扩增　试验所需的真菌基因组
ＤＮＡ可通过试剂盒 ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ提

取，提取产物采用 ０．８％的琼脂糖凝胶进行电泳
鉴定。

用于ＩＴＳ序列扩增的反应体系见表１。扩增条
件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５３℃退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸
５ｍｉｎ。将获得的阳性样本的 ＰＣＲ扩增产物送至南
京金斯瑞生物科技有限公司进行测序，使用 Ｓｅｑ
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ和 ＳｅｑＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ进行 ＤＮＡ测
序。测序引物序列为ＳｅｑＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ：５′－ＧＡＧＣ
ＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ－３′；ＳｅｑＦｏｒｗａｒｄ
Ｐｒｉｍｅｒ：５′－ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′。

表１　ＰＣＲ反应体系

反应液　　 使用量

（μＬ）

模板ＤＮＡ ５

ＰＣＲＰｒｅｍｉｘ ２５

ＩＴＳＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ ０．５

ＩＴＳＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ ０．５

ｄＨ２Ｏ １９

１．２．４　冠突散囊菌的扩大培养
１．２．４．１　液体培养基配制　ＰＤＡ液体培养基：取
４９ｇ马铃薯浸粉，溶于１０００ｍＬ蒸馏水中，１２１℃高
压灭菌１５ｍｉｎ，备用；马铃薯安化茶汤培养基：将洗
干净的马铃薯去皮切块，称取 ２００ｇ，加水煮沸
３０ｍｉｎ，用纱布过滤，取滤液，加葡萄糖２０ｇ，用去离
子水定容至１Ｌ，１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，备用。
１．２．４．２　扩大培养　将纯化好的冠突散囊菌分别
接种于装有３００ｍＬＰＤＡ液体培养基和马铃薯安化
茶汤培养基的锥形瓶中，于２８℃下保湿培养。

２　结果与分析

２．１　真菌形态学鉴定
分离菌株纯化后的菌落形态见图１和表２。

２．２　真菌分子鉴定结果
２３株分离株ＤＮＡ经ＰＣＲ扩增后的电泳结果见

图２、图３。
　　测出序列后，将所得基因序列用 ＥｄｉｔＳｅｑ生物
软件正确打开后，进入ＮＣＢＩ网站主页，选择 ＢＬＡＳＴ
中的ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＢＬＡＳＴ进行序列比对分析，再结合
表型特征确定分离到的真菌的种类。其中，由于第

６种茶叶天福普洱茶中未分离出真菌，因此没有测
序结果。将获得的基因序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ上，得
序列号 ＭＨ３９５１５２～ＭＨ３９５１７２和 ＭＨ４２４４５２～
ＭＨ４２４４５３（表３）。
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表２　２３株真菌的菌落形态

菌种编号
培养第６天时
直径（ｍｍ）

培养第９天时
直径（ｍｍ） 菌落形态

１－１ ６．２ ８．０ 菌落呈白色，菌丝生长呈发散状，边缘不规则，后期菌落中央出现零散黑色，背面呈黄白

色，有地方呈黄色甚至棕色

１－２ ４．１ ７．５ 菌落呈白色，后期菌丝生长浓密程度不同，长成稍密、疏、密３圈

１－３ １．０ １．６ 菌落呈深绿色，形状不规则，背面呈黑色

２－１ ６．８ ８．６ 菌落初始为白色，后表面出现深灰褐色颗粒物，菌落背面为白色

２－２ ２．６ ４．５ 菌落初始为白色，后呈现３种颜色，由内到外依次为褐色、黄色、白色，菌落周围的培养基
出现茶褐色，中央表面出现褐色水珠

２－３ ０．９ ２．４ 菌落初始为白色，后呈现３种颜色，由内到外依次为黄褐色、黄色、白色，菌落表面有放射状皱褶

２－４ ２．６ ４．１ 菌落初始为白色，后呈现３种颜色，由内到外依次为黄褐色、黄色、白色

３－１ ６．４ ８．６ 菌落初始为白色，后中央逐渐出现绿色，并向周围扩散，中央颜色加深至灰绿色，表面有

树叶状纹路，背面呈土黄色

３－２ １．７ ３．１ 菌落初始为白色，后呈现３种颜色，由内到外依次为黄绿色、黄色、白色

３－３ ０．９ １．６ 菌落初始为白色，后呈现３种颜色，由内到外依次为黄绿色、黄色、白色

３－４ ２．７ ４．０ 菌落初始为嫩黄色，后呈现３种颜色，由内到外依次为黄棕色、黄色、白色

４－１ ４．０ ６．８ 菌落呈现白色，表面产生淡黄色孢子，背面呈白色，中央呈褐色

５－１ １．２ １．８ 菌落形状不规则，颜色为淡粉色，较为坚硬，有皱褶，中间有凸起，会逐渐往上生长，拱起

成小山状，背面中央逐渐呈褐色

５－２ １．１ １．７ 菌落初始周边呈淡粉色，中央呈白色，中央有小凸起，后形状不规则，背面呈偏黄，中央呈

黄色

５－３ ０．８ １．１ 菌落初始形状不规则，颜色呈白色，后中央向上拱起，颜色呈白绿色，背面中央呈白色，周

边呈淡黄褐色

７－１ ０．９ １．４ 菌落初始形状不规则，颜色为灰绿色，后形状不平整，中央向上拱起，背面中央呈黄绿色，

周边呈深绿色

７－２ ０．８ ２．３ 菌落初始形状不规则，颜色为白色，不平整，后中央向上拱起，周边呈淡白色

７－３ ３．８ ６．４ 菌丝颜色为白色，表面长有黄色孢子，背面呈白色，中央呈褐色

７－４ １．８ ３．２ 菌落较厚，白色，中央出现黄色，表面有放射状皱褶

７－５ １．４ ３．２ 菌落较厚，白色，中央出现黄色，表面有放射状皱褶

８－１ ２．４ ４．１ 菌落初始为白色，后中央慢慢变为淡黄色，周边有一圈透明带

８－２ ２．４ ４．１ 菌落初始为白色，后中央慢慢变为黄色，逐渐分为４个颜色环，由内向外分别是棕色、黄
棕色、金黄色、白色，周边有一圈透明带

８－３ １．３ ３．７ 菌落初始为白色，后呈现３种颜色，由内到外依次是褐色、黄色、白色，菌落周围的培养基
变为茶褐色，中央表面出现褐色水珠
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２．３　冠突散囊菌扩大培养结果
静置培养５ｄ后，２种培养基中均出现菌落（图

４、图５），但是马铃薯安化茶汤液体培养基中的菌落
比ＰＤＡ液体培养基中的菌落长得更快更多，能形成
菌苔。

３　讨论与结论

本试验中茶叶真菌首先采用改良 ＬＢ培养基和
ＰＤＡ培养基一起培养，纯化时均采用ＰＤＡ培养基培
养。经试验，所有菌株都生长良好。同一种茶叶中

分离培养所得菌株，经分子学鉴定后为同一种真菌

的形态也有所不同，如２－３和２－４以及３－２、３－
３和３－４，它们为同一种真菌，但在 ＰＤＡ培养基上
菌落形态不一致，因此用形态学方法很难进行具体

区分，具体的鉴定还需要用分子生物学的方法。

在分离到的２３种真菌中，主要的优势菌属为黑
曲霉、冠突曲霉菌、阿姆斯特丹曲霉、棕曲霉和变色

曲霉。在天福南糯山熟饼和天福茗茶中都分离到

了黑曲霉；在天福茗茶和湖南安化金茯茶（２０１４）中

都分离到了阿姆斯特丹曲霉；在天福白茶和祁门红

茶中都分离到了棕曲霉，由于以上３种真菌都是曲
霉菌属，可以得出，本试验的大优势菌属就是曲霉

菌属。接下来将对优势菌的代谢产物和代谢过程

进行研究，评价其抑菌和抗癌作用，为其在畜牧业

生产中的应用打下基础。枝孢属真菌是植物病原

菌，分布广泛，可以从土壤、空气及各种有机质中分

离得到。本试验在湖南安化金花茯砖茶（２００７）、祁
门红茶中均有分离到枝孢属真菌，普洱茶发酵和贮

藏中也发现有枝孢属真菌［１１］，目前对枝孢属真菌的

研究较少，有待进一步研究。拟茎点霉属真菌既是

重要的植物病原，可引起多种病害，又是植物的一

种内生真菌，可与植物相互作用，目前已作为致病

菌在多种植物中分离到［１２－１３］，本试验在湖南安化金

花茯砖茶（２００７）和安吉普洱中也有发现，表明茶叶
在生产过程中并未能完全抑制植物病原菌的生长，

且有这类真菌的茶叶中冠突散囊菌等优势真菌明

显较少，这些病原菌是否对茶叶的制作过程以及是

否具有潜在毒性还需进一步研究。
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表３　真菌鉴定结果

茶叶 分离株 结果 基因序列号

湖南安化金花茯 １－１ 拟茎点霉菌 ＭＨ３９５１５２

砖茶（２００７） １－２ 变色栓菌 ＭＨ３９５１５３

１－３ 枝状枝孢菌 ＭＨ３９５１５４

天福南糯山熟饼 ２－１ 黑曲霉 ＭＨ３９５１５５

２－２ 曲霉菌 ＭＨ３９５１５６

２－３ 冠突散囊菌 ＭＨ３９５１５７

２－４ 冠突散囊菌 ＭＨ３９５１５８

天福茗茶 ３－１ 黑曲霉 ＭＨ３９５１５９

３－２ 阿姆斯特丹曲霉 ＭＨ３９５１６０

３－３ 阿姆斯特丹曲霉 ＭＨ３９５１６１

３－４ 阿姆斯特丹曲霉 ＭＨ３９５１６２

天福白茶 ４－１ 棕曲霉 ＭＨ３９５１６３

安吉普洱茶 ５－１ 拟盘多毛孢菌 ＭＨ３９５１６４

５－２ 格孢菌 ＭＨ３９５１６５

５－３ 扩展青霉菌 ＭＨ３９５１６６

祁门红茶 ７－１ 球孢枝孢菌 ＭＨ３９５１６７

７－２ 球孢枝孢菌 ＭＨ３９５１６８

７－３ 棕曲霉 ＭＨ３９５１６９

７－４ 变色曲霉 ＭＨ３９５１７０

７－５ 变色曲霉 ＭＨ３９５１７１

湖南安化金茯茶 ８－１ 阿姆斯特丹曲霉 ＭＨ３９５１７２

（２０１４） ８－２ 阿姆斯特丹曲霉 ＭＨ４２４４５２

８－３ 阿姆斯特丹曲霉 ＭＨ４２４４５３

　　冠突散囊菌作为茶叶中的优势菌属，且有降
脂、抗菌、抗氧化等多种功能，对其进行扩大培养，

结果发现，马铃薯安化茶汤液体培养基更适合冠突

散囊菌的生长，生长速度明显高于成品的ＰＤＡ液体
培养基，这可能是由于茶汤中含有更适于冠突散囊

菌生长的营养物质，对此进一步研究可以优化冠突

散囊菌的培养条件。
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