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SmartRoot在蜜环菌菌索表型谱分析中的应用
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［摘要］ 目的：建立获取精确的表型谱数据研究平台，是目前中药资源研究亟待解决的技术难点。如传统的蜜环菌菌索

表型表征方式多为描述性文字，存在较大的主观性和经验性，亟需一种客观并准确的方法进行蜜环菌菌索表型的表征。方法：

基于图像处理软件 Image J 和根系识别插件 SmartRoot与 Synbiosis ProtoCol 3 影像分析仪相结合，对蜜环菌平板生长图片进行

分析，测定蜜环菌菌索长度、生长速度、分枝情况、新生菌索夹角等，建立蜜环菌菌索表型谱分析测量体系。结果：基于该文开

发的方法，可以在不影响蜜环菌生长情况下，实时分析蜜环菌菌索的生长长度、生长速度、分枝数、新生菌索夹角等表型谱变

化，继代后 9~12 d 的蜜环菌生长最为迅速，新生菌索与母体菌索之间夹角接近垂直。该方法与传统的蜜环菌生物量表型参数

干重呈现一定的相关性，具有较好的实际应用价值。结论：该研究建立了一套客观、准确、快捷和实时的蜜环菌菌索表型谱分

析测量体系，拓展了 SmartRoot的应用范围，可用于受控实验条件下中药资源的表型谱分析。
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［Abstract］ Objective：To establish a research platform for obtaining accurate phenotypic spectrum data

is a technical difficulty that needs to be resolved in the research of traditional Chinese medicine resources. For

example，the traditional phenotypic characterization method of Armillaria rhizomorph is mostly in a form of

descriptive text，which is subjective and empirical. There is an urgent need for an objective and accurate method

to characterize the phenotype of honey fungus rhizomorph. Method： Based on the image processing software

Image J and the root identification plug-in SmartRoot combined with the Synbiosis ProtoCol 3 image analyzer，

the growth picture of Armillaria spp. was analyzed，and the length，growth rate，branching situation，and angle of

nascent rhizomorph of Armillaria gallica were measured to establish a measurement system for the phenotypic

analysis of Armillaria rhizomorph. Result： Based on the method developed in this paper，the growth length，

growth rate，number of branches，angle of nascent rhizomorph，and other phenotypic changes can be analyzed in

a real-time manner without affecting the growth of Armillaria gallica. Armillaria spp. grew fastest at 9-12 days
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after generation，and the angle between the nascent rhizomorph and the parent rhizomorph was nearly vertical.

This method had a certain correlation with the dry weight of traditional Armillaria biomass phenotypic

parameters，with a high value in practical application. Conclusion： This study has established an objective，

accurate，fast and real-time phenotypic analysis and measurement system for Armillaria rhizomorph，which

expands the scope of application of SmartRoot and can be used for phenotypic analysis of traditional Chinese

medicine resources under controlled experimental conditions.

［Key words］ SmartRoot； phenotype profile； Armillaria gallica； rhizomorph； growth rate； total

length of rhizomorph

表型是指生物个体或群体在特定条件下所表

现出的可观察的形态特征［1-2］，是生命科学植物研究

的重要组成部分。在获得中药资源海量基因组信

息的基础上，高分辨、高效地揭示其基因功能、环境

响应及表型三者的相互作用机制已为一个全新的

挑战［3-4］。表型谱分析是表型组研究的主要工具，其

检测指标主要包括器官的形状、大小及影像数据等

结构类特征；样本的力量和反应速度、生理生化指

标等功能类特征［5］。精确的采集性状数据，并与遗

传工具相结合，将有助于加快中药材品种改良；但
由于存在多种环境取样和重复试验，如何实现有

效、自动化获取性状表型数据一直是表型谱分析面

临的挑战。

目前利用成像技术、数据分析和人工智能等可

建立高效的工作流程，包括图像捕获、数据存储和

管理、特征提取、机器学习/分类、模型/决策支持应

用程序，实现自动和快速的表型谱分析［6］。其中基

于 Image J 半自动化的 SmartRoot 图像分析插件可

以 将 矢 量 表 示 法 与 追 踪 演 算 法 相 结 合［7］ 。

SmartRoot 可以将像素坐标和灰度转化成有意义的

生物学属性，如分段的直径和方向、与其他任意分

段或拓扑位置的距离等，且不受空间间隔和原始图

片分辨率的限制。利用 SmartRoot 可以将复杂的根

系结构和生长状态进行量化，如橡胶树的细根长

度、表面积、体积和平均根直径等表型谱数据［8］以及

大豆根系形态［9］等的测定。本文拟将该软件拓展到

真菌菌索的表型谱研究中，使其应用范围更广。

蜜环菌是一种药用食用真菌，同时也是名贵药

材天麻和猪苓的共生菌［10-11］。作为天麻的主要营养

来源［12］，蜜环菌的生长状态决定了天麻的生长状态

和品质。目前有关蜜环菌研究主要包括鉴定分

类［13］、生理生化、遗传转化［14］等，且涉及蜜环菌生物

量表型时通常使用干重法或文字描述进行表征。

但上述方法存在一定的局限性，如文字描述存在较

大的主观性和经验性，表型差异很难分辨；而干重

法需要经过琼脂分离、烘干和称量等繁琐步骤、耗

时长，且干燥后材料不能再利用、无法测量生长速

度。本研究拟利用 Synbiosis ProtoCol 3 测量影像分

析仪拍摄蜜环菌生长状态图片，并通过 SmartRoot

软件测定蜜环菌菌索的分枝数、长度、生长速度等

指标，建立一套真菌菌索表型谱分析体系，为进一

步深入研究蜜环菌生长机制奠定基础。

1 材料

PDA 固体培养基：20 g·L-1 葡萄糖（北京化工

厂 ，批 号 20171016），4 g·L-1 马 铃 薯 浸 出 粉 ，

10 mmol·L-1 5-［N- 吗 啉 基］磺 酸（ 北 京 Solarbio

Science＆Technology 公司，批号分别为 20170728，

1120C024），琼脂粉 10 g·L-1（RT，批号 956103400），
pH 5.6~5.8。MMP 固体培养基：10 g·L-1 麦芽浸膏，

5 g·L-1 菌体蛋白胨（美国 Oxoid 公司，批号分别为

2410375，1737544），15 g·L-1 琼 脂（RT，批 号

956103400），pH 7.0。实验所用蜜环菌（Armillaria

gallica）菌株为本实验室分离纯化后保存的。

Synbiosis ProtoCol 3 型测量影像分析仪（英国

Synbiosis 公司），ProtoCol 3 Ink 软件，FDU-1110 型

冷 冻 干 燥 机（Eyela 公 司），Image J 软 件（National

Institutes of Health 开发），SmartRoot 软件［15］，SPSS

（IBM SPSS Statistics 24.0）。
2 方法

2.1 蜜环菌菌索培养与图片拍摄 在无菌环境下，

取成熟蜜环菌菌索 1 cm 左右，接种于 PDA 固体培

养基或 MMP 固体培养基上，25 ℃暗培养，每 20 d

进行一次继代培养［14］。接种后，每天上午 9：00 使用

Synbiosis ProtoCol 3 测量影像分析仪进行拍摄，图

片保存格式为“8 位 TIFF 图片文件”，备用。

2.2 菌索标记 对原始图片进行预处理，转化为

8-bit 灰度图像并设定分辨率为 191 pixels/inch。参

照文献［6］方法在预处理图片上手动或自动地放置

节点，跟踪描绘菌索。

2.3 蜜环菌生长速度的测定及计算 对同一盘蜜
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环菌逐日连续拍照，并使用 SmartRoot 对菌索进行

跟踪描绘；在每个菌索上放置标记点（Mark），输入

生长天数 ，数据导出时即可得生长速度。重复

13 次。

2.4 蜜环菌菌索长度与干重的相关性分析 取不同

生长程度的蜜环菌，拍照计算菌索总长度。同时使用

干重法，将该盘蜜环菌尽量剥离琼脂，在冷干机上冻

干直至重量不再增加为止，记录干重。重复 14次。

2.5 参数计算 对 SmartRoot 数据进行导出，导出

的后数据文件内有分枝数、菌索总长度（即所有菌

索长度之和）和平均直径，新生菌索夹角和标记点

长度等数据，计算单个菌索平均长度（菌索总长度/

分枝数）和生长速度（单位时间内菌索总长度生长

量/生长时间）等参数。

3 结果

3.1 应用 SmartRoot 测定蜜环菌菌索长度和分枝

数 蜜环菌在 PDA 平板上生长 15 d 时状况见图 1，

以 母 体 菌 索 为 中 心 呈 现 放 射 性 生 长 。 利 用

SmartRoot 软件对菌索进行自动跟踪和手动校正

（图 1b），并在相应天数进行标记（图 1c）；且利用该

软件对菌索弯曲处、重叠交叉处进行自动识别和跟

踪（图 1d）。

蜜环菌生长 20 d 后，利用 SmartRoot 对表型数

据进行统计，得出菌索平均分枝数为（23.33±0.47）
个，菌索总长度为（71.34±14.82）cm，单个菌索的平

均生长长度为（3.57±0.74）cm，菌索直径为（0.042±

0.014）cm。

为探索子菌索生长时与母体菌索的夹角是否

呈现一定的规律性，按照夹角区间［0，15］，（15，

30］，（30，45］，（45，60］，（60，75］，（75，90］对 362 个

菌索进行了频率统计，频率分别为 3.04，4.70，11.60，

14.09，20.17，46.41。结果表明约 50% 的子代菌索与

其母体菌索呈垂直关系，这可能与子代菌索形成机

制有关，有待进一步研究。

3.2 利用 SmartRoot获取蜜环菌生长长度与生长速

度 菌索总长度在继代后的 0~6 d 基本不变，第 7 天

逐渐增长，至第 15 天菌索总长度趋于稳定，直至不

再增加，见图 2a。计算每日生长速度，结果显示菌

索 0~6 d 未萌发，第 6~7 天开始萌发，第 9~12 天生长

较为迅速，其中第 12 天生长速度达到 22.65 cm·d-1，

生长至第 13 天时，生长速度急剧下降，菌索总长度

趋于稳定，达到 50.34 cm，直至停止生长，见图 2b。

由上述结果可知，蜜环菌的继代与转化可选择生长

12 d 至 15 d 菌索，该阶段菌索生长能力旺盛、分生能

力强，有利于提高蜜环菌生长活力。在 PDA 平板上

接种蜜环菌后，每 24 h 拍照并利用 SmartRoot 测得

10 个培养皿中的蜜环菌菌索总长度，见表 1。

a.Synbiosis ProtoCol 3 拍摄蜜环菌生长图片；b.SmartRoot 跟踪处理

后蜜环菌；c.SmartRoot 对菌索进行节点描绘，图中数字 10~15 为天

数标记；d.SmartRoot识别并标记多个交叉重叠的菌索

图 1 应用 SmartRoot跟踪蜜环菌菌索示意

Fig. 1 Schematic diagram of tracking Armillaria rhizomorph

with SmartRoot

a.菌索总长度；b.菌索总生长速度；c.菌索生长长度与干重相关性

图 2 菌索的生长趋势

Fig. 2 Rhizomorphl growth information
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3.3 蜜环菌菌索长度与干重的相关性分析 在实

验过程中，一般通过干重来表征蜜环菌的生物量，

然而干重法受限于培养基剥离、冻干程度等因素，

繁琐步骤，耗时长，误差大且无法测量生长速度。

而 SmartRoot 测定法可根据获取的图片进行处理，

从而快速获得准确、客观的菌索长度信息。为探索

以菌索长度代替干重来表征蜜环菌生物量的可行

性和可靠性，对不同生长时期、生长状态的菌索进

行长度与干重的相关性分析。结果如图 2c 所示，蜜

环菌的菌索长度与干重呈线性相关（Y=0.001X-
0.004 2，R2=0.923 4），表明利用 SmartRoot 测定蜜环

菌菌索长度，可表征蜜环菌的生物量。

3.4 基于 SmartRoot 的蜜环菌菌索表型谱变化分

析 经 查 阅 文 献 ，培 养 蜜 环 菌 主 要 使 用 PDA 与

MMP 固体培养基。为研究蜜环菌菌索在不同培养

基上生长时表型谱变化，通过 SmartRoot 软件处理

获得蜜环菌在 MMP 和 PDA 固体培养基上的菌索最

大生长速度、菌索总长度、菌索直径以及菌索分枝

数，统计结果显示不同培养基培养的菌素总长度、

生长速度存在明显差异（P<0.05）；分枝数、菌索直径

无差异。因此，如为了获取更多生长量的蜜环菌菌

索 ，应 选 择 PDA 固 体 培 养 基 进 行 培 养 。 见 图

3，表 2。

4 讨论

表型组学是近年来发展起来的一门新交叉科

学，主要对在不同环境下的基因型全部细胞表型进

行系统研究，其在基因型分析，临床和认知神经科

学快速发展的知识以及信息和计算机科学的发展

方面、复杂性状疾病的遗传基础研究、作物改良方

面都有广泛的应用，在功能基因组学，药物研究和

代 谢 工 程 领 域 有 潜 在 的 应 用 价 值［16］。 2011 年 ，

Robert Furbank 提出了表型研究的瓶颈问题，包括多

环境中对产量相关性状的多季重复测量、遥感技术

在田间监测中的误差、关键表型的高通量分析

等［17］。 直 到 2017 年 ，Francois Tardieu 和 Malcolm

Bennett共同提出了多层次表型组研究的构想［1］。

近年来，人工智能和图像识别技术逐渐被用于

表型谱分析，与传统测量方法相比，其效率显著提

表 1 菌索总长度（n=10）

Table 1 Total length of rhizomorph（n=10）

皿号

天数

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

1

-
-
-
-
-

0.73

5.93

16.73

32.77

46.10

55.35

63.24

67.77

72.16

75.63

82.58

84.63

85.31

85.88

85.98

2

-
-
-
-

0.11

0.64

2.45

10.78

24.53

40.40

55.95

70.77

79.64

88.19

95.98

103.31

108.42

110.92

112.20

112.88

3

-
-
-
-
-
-

0.01

0.02

2.10

8.59

19.98

32.33

36.96

40.88

43.79

46.47

48.44

48.90

49.18

49.40

4

-
-
-
-
-
-
-
-

4.98

9.65

16.06

27.03

31.95

36.51

38.73

40.50

41.74

42.76

43.53

43.89

5

-
-
-
-
-
-
-

0.17

8.00

17.13

26.53

37.82

43.24

48.09

50.30

51.19

51.81

51.98

52.12

52.31

6

-
-
-
-
-
-

0.01

0.14

2.78

9.90

21.34

31.73

34.63

36.62

37.10

37.65

37.94

38.03

38.15

38.28

7

-
-
-

0.02

0.04

0.05

0.98

13.95

32.97

49.98

63.66

74.11

76.41

77.38

78.58

78.80

79.60

79.69

79.82

79.92

8

-
-
-
-
-
-

0.12

2.54

13.81

23.01

33.36

44.11

45.77

46.39

46.54

46.80

47.11

47.32

47.39

47.48

9

-
-
-
-
-
-

1.06

7.72

15.46

19.30

22.56

25.92

26.82

27.17

27.81

28.12

28.35

28.65

28.78

28.89

10

-
-
-
-
-
-
-

1.08

6.74

15.81

30.54

53.19

60.23

64.83

66.03

66.26

66.46

66.62

66.73

66.85

（ x̄ ± s）
-
-
-

0.02

0.01±0.03

0.14±0.27

1.06±1.79

5.31±6.13

14.41±11.23

23.99±14.87

34.53±17.25

46.02±18.24

50.34±16.41

53.82±19.38

56.05±20.77

58.17±22.53

59.45±23.58

60.02±24.03

60.38±24.28

60.59±24.37
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高。SmartRoot 是一个专门为测量植物根系而设计

的软件，可自由设置参数多，并且可以实现操作的

半自动化。植物的根生长具有向地性，有明确的主

根和侧根关系，而蜜环菌菌索生长以母体菌索为中

心，呈现向四周平面扩散生长的特点，故本文将

SmartRoot 软件运用到蜜环菌菌索的测量上。本课

题组也尝试使用其他植物根系分析测量软件如

WinRHIZO，但结果表明其不能很好地运用到菌索

分析上。

作为食用菌和名贵中药材天麻和猪苓的共生

菌，蜜环菌的生长状况不仅会影响自身的品质与产

量，还会直接影响到天麻与猪苓的品质。另一方

面，蜜环菌还是森林的病害之一，其可以从活树上

吸收养分，当接触到树木根部时，其菌索将入侵树

根，长此以往导致树木死亡，造成极大的森林灾害。

基于 SmartRoot 软件中测量工具对菌索的手动及半

自动跟踪功能对蜜环菌菌索的生长状态进行数据

收集，菌索跟踪的准确度决定菌索测量的精度。在

菌索弯曲处增加节点的数量，可以提高软件对菌索

长度估算的准确性，而曲率较小的部分可以用较少

的节点连接。SmartRoot 的半自动模式可以自适应

地跟踪菌索并放置节点，用适当的节点数量与节点

分布跟踪菌索形状，从而准确地重绘菌索拓扑结

构，长度及分枝情况。然而，使用 SmartRoot 时需要

注意，在手动或半自动模式下跟踪特定菌索时，如

果选择的跟踪节点及路径上存在差异，测量结果会

有细微不同。如果照片的分辨率过低，SmartRoot

也不能准确的识别菌索；多次图片采集时，需保持

恒定的拍摄方式和拍摄距离，否则图片比例尺需重

新校正。为了更好的解决了分辨率、拍摄方式、拍

摄 距 离 等 问 题 ，本 研 究 将 SmartRoot 与 Synbiosis

ProtoCol 3 影像分析仪结合，使其适用于蜜环菌菌

索 的 表 型 谱 分 析 。 值 得 注 意 的 是 ，在 利 用

SmartRoot 跟踪描绘蜜环菌直径时，当节点不能与

蜜环菌菌索直径重合时，所得数据与真实数据将有

较大差异，需改进拍摄工具的分辨率，以增加数据

的准确性。

相较于传统的干重测量方法，使用 SmartRoot

分析蜜环菌的生长状态，只需每天拍摄照片即可实

时获得其生长状况，用做分析的材料未遭到破坏，

便于后续实验研究，具有客观、准确和快捷的优势。

运用 SmartRoot 软件，可以测量菌索的生长长度、生

长速度、分枝数等表型数据，能够为蜜环菌的品种

选育和表型谱分析奠定基础，并为其他中药资源表

型谱分析提供了参考。

a.MMP 固体培养基培养蜜环菌；b.PDA 固体培养基培养蜜环菌

图 3 不同培养基蜜环菌生长状态

Fig. 3 Growth status of Armillaria gallica in different media

表 2 不同培养基培养蜜环菌（n=4）

Table 2 Armillaria gallica was cultured in different medium（n=4）

表型指标

分枝数

菌索总长度/cm

菌索直径/mm

最大生长速度/cm·d-1

培养基

MMP

PDA

MMP

PDA

MMP

PDA

MMP

PDA

x̄± s

34.50±13.63

56.00±29.80

45.89±16.41

94.88±28.66

0.44±0.04

0.47±0.05

5.94±0.64

14.14±2.58

P

0.237

0.033

0.320

-5
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