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高温胁迫对蜜环菌生长特性的影响
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［摘要］ 目的：探究高温胁迫对不同蜜环菌生长特性的影响，为筛选耐高温的优良蜜环菌菌株提供指导。方法：以 14 株

不同天麻产区的蜜环菌为实验材料，观察各蜜环菌菌株的生长特性并进行表型分类；采用 rDNA-IGS 序列分析进行分子鉴定，

进一步确定供试菌株的亲缘关系；以 23 ℃条件为对照（CK），30 ℃为高温胁迫，记录各菌株生长速度，生物量，菌索长度等指

标。结果：14 株蜜环菌均与高卢蜜环菌 Armillaria gallica 相似性最高，亲缘关系最相近；但不同天麻产区的蜜环菌菌株生长特

性存在明显差异，将 14 株蜜环菌分为Ⅳ个类群，其中生长状态：第Ⅰ类群>第Ⅱ类群>第Ⅲ类群>第Ⅳ类群；高温胁迫后，各菌株

对高温的耐受性也存在明显差异，表现在菌索平均生长速度 GZ16>SX1>GZ1；相对菌索长度 GZ16>SX1>GZ3；相对生物量

GZ16>SX4>GZ1>HB1>AH2；生长状态 GZ16>SX1>GZ1。结论：高温胁迫下，GZ16 在生长速度，相对菌索长度，相对生物量及

生长状态等均最优，SX1，GZ1 菌株次之。表明菌株 GZ16，SX1，GZ1 耐高温能力较强，且这 3 个菌株在正常温度下生长特性也

优良，适宜全国主要天麻产区生产。
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［Abstract］ Objective：To explore the effects of high temperature stress on the growth characteristics of

different Armillaria strains，and to provide guidance for screening excellent Armillaria strains with high-

temperature resistance. Method： 14 strains of Armillaria from different G. elata producing areas were used as

experimental materials to observe the growth characteristics and conduct phenotypic classification for the strains.
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rDNA-IGS sequence analysis was used for molecular identification to further determine the genetic relationship

of the tested strains.The strain growth rate，biomass，mycelial length and other indicators under the condition of

23 ℃（CK）and 30 ℃ high temperature stress were recorded. Result：All the 14 strains of Armillaria had the

highest similarity and the closest relationship with Armillaria gallica，but there were significant differences in

growth characteristics among different G. elata producing areas. The 14 strains of Armillaria were classified into

Ⅳ groups，and the growth status was group Ⅰ >group Ⅱ >group Ⅲ >group Ⅳ . After treatment with high

temperature stress，the tolerance of each strain to high temperature also showed obvious differences，as shown in

the average growth rate of the mycelial was GZ16>SX1>GZ1. The rank of relative mycelial length was GZ16>

SX1>GZ3 and the relative biomass was GZ16>SX4>GZ1>HB1>AH2. Conclusion： Under high temperature

stress，GZ16 was best in growth rate，relative length of mycelial，relative biomass and growth state，followed by

SX1 and GZ1 strains. The results indicate that strains GZ16，SX1 and GZ1 have the strong resistance to high

temperature and excellent growth characteristics at normal temperature，so these three strains are suitable to be

produced in main G. elata producing areas in China.

［Key words］ Armillaria；Gastrodia elata；high temperature stress；growth characteristics

天麻 Gastrodia elata 为兰科天麻属植物，以干

燥块茎入药，是我国名贵中药材，具有祛风通络，息

风止痉等功效［1］；天麻为真菌异养型植物，无根无

叶，整个生长发育过程需与蜜环菌建立共生关系，

依靠蜜环菌为其提供营养［2］；蜜环菌属担子菌门

Basidiomycota 伞 菌 目 Agaricales 蜜 环 菌 属

Armillaria［3］。大量研究表明天麻的产量和品质与

蜜环菌有着密切的关系，其中生长速度快，菌索分

支多，菌索粗壮的蜜环菌菌株与天麻伴栽，天麻产

量高，品质好［4-5］；而生长较差的蜜环菌与天麻伴栽，

天麻瘦小甚至绝收［6］。

现今，天麻的人工种植有多个主产区，从南到

北，从低海拔到高海拔，环境气候、土壤各有千秋。

据报道，安徽金寨、陕西汉中、宁强、西乡等天麻主

产区夏季高温现象严重，夏季 7~8 月，高于 35 ℃的

高温天气长达数日；在低海拔地区，极端最高气温

甚至达 36 ℃以上［7-8］。

高温是影响生物生长发育的重要因素之一，在

真菌担子菌门中，高温胁迫导致双孢蘑菇子实体显

著缩小，变褐色［9］；香菇、灵芝菌丝活力下降，菌丝分

支减少，生长受到抑制甚至死亡［10-11］。对于蜜环菌，

在与天麻伴栽过程中其适宜生长温度为 20~25 ℃，

以 23~25 ℃最适宜［12-13］，当温度高于 30 ℃时，蜜环

菌的生长将受到抑制，活力退化，浸染天麻的能力

大大降低，长时间高温，可能造成天麻减产甚至绝

收。因此，筛选耐高温的优良蜜环菌以促进天麻产

量和质量的提高是亟待解决的问题。然而高温胁

迫对蜜环菌生长特性的研究目前尚未见报道，基于

此，本研究通过对不同天麻产区的蜜环菌菌株进行

高温胁迫处理，比较高温胁迫下不同蜜环菌的生长

速度，菌索长度，生物量等特性，以期筛选耐高温的

优良蜜环菌菌株，为天麻栽培选择优质的种质资源

以及提高天麻产量和质量提供科学参考。

1 材料

2019 年课题组分别从贵州毕节、铜仁、大方，湖

北黄冈、宜昌、武汉，陕西省汉中、宁强，云南昭通，

安徽六安、河南洛阳天麻种植产区及相关科研单位

采集 14 份蜜环菌菌株，其中 SX1，SX4，SX7 为商业

标准菌株，原命名分别为羌蜜 5-1、森蜜 6 号、陕

A25。

硫酸镁、葡萄糖（天津市永大化学试剂有限公

司，批号 20180419，20190801）；磷酸二氢钾（天津市

科密欧化学试剂有限公司，批号 20170110）；琼脂粉

（批号 909A024，索莱宝生物科技有限公司）；Ezup

柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒［生工生物工程

（上海）股份有限公司，批号 F109KA0747］；Mix 酶

Premix TaqTM（Ex TaqTM Version 2.0 plus dye）［宝生物

工 程（ 大 连 ）有 限 公 司 ］，引 物 CNL12（5'-

CTGAACGCCTCTAAGTCAG-3'），5SA（5'-CAGAG

TCCTATGGCCGTGGAT-3'）由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成。PDA 固体培养基、半固体培养

基均在 101 kPa，121 ℃下灭菌 25 min。

2 方法

2.1 蜜环菌的分离纯化 取蜜环菌菌索，自来水洗

净，超净工作台中依次用 75% 乙醇浸泡 45 s，1% 次

氯酸钠浸泡 6 min，无菌水冲洗 3~4 次，无菌滤纸吸

干水分，接种于 PDA 固体培养基中。

2.2 蜜环菌生长特性 将 14 份菌株分别接种于
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PDA 半固体培养基。每皿接种量为 3 段大约长

0.5 cm 的新生菌索，23 ℃暗培养。观察菌丝、菌索

萌发时间，20 d 后记录菌索颜色、粗细、分支状况及

菌索平均生长速度［生长速度=最长菌索长度/（培养

时间-菌索开始萌发时间）］等。 3 个以上生物学

重复。

2.3 蜜环菌分子生物学鉴定 DNA 抽提试剂盒提

取蜜环菌 DNA，扩增 rDNA-IGS 序列，与 GenBank

中的蜜环菌生物种序列进行比对，Mega6.0 软件构

建系统发育树，确定供试菌株的亲缘关系。

2.4 高温胁迫对各蜜环菌菌株生长的影响

2.4.1 温度处理 分别接种 14 株材料于 PDA 半固

体培养基中，以 23 ℃处理为对照，30 ℃处理为高温

胁迫。暗培养，记录各菌株菌丝、菌索的萌发时间，

20 d 后观察各菌株生长指标。每株 2 个处理，3 个以

上生物学重复。

2.4.2 菌索长度的测定 培养 20 d 测量菌索长度，

每个重复至少测量 5 段菌索，平均值为该菌株菌索

长；根据相对菌索长=（实验组平均菌索长-对照组

平均菌索长）/对照组平均菌索长×100%，比较高温

胁迫后各菌株相对菌索长度。

2.4.3 生物量的测定 将培养 20 d 的菌株取出，洗

掉培养基，滤纸吸干，50 ℃烘干，冷却后称其质量。

根据公式相对生物量=（实验组平均生物量-对照组

平均生物量）/对照组平均生物量×100%，比较高温

胁迫下各菌株的相对生物量。

2.5 数据处理 GraphPad Prism 5 作图及数据分

析，单因素方差分析（One-way ANOVA）进行数据显

著性分析。

3 结果与分析

3.1 分子生物学鉴定分析 系统发育树结果显示，

14 株蜜环菌均与高卢蜜环菌 Armillaria gallica 相似

性最高，亲缘关系最相近，见图 1。说明 14 株供试蜜

环菌主要由高卢蜜环菌进化而来，天麻伴生的蜜环

菌主要是高卢蜜环菌。

3.2 生长特性分析 供试菌株中，GZ1，AH2 菌株

菌丝最快 1 天萌发，菌索最快在 1~4 d 萌发；其余菌

株菌丝萌发时间均在 3 d 左右，菌索萌发时间在 4~

6 d。根据生长特性可将样本分为Ⅳ个类群；GZ1，

HB1，HB3，HB5，SX1，AH2，SX7 菌株生长特性较相

似，菌索大多为黄棕色，较粗，且菌索分支多，菌丝

量较多，生长较均匀，爆发力较强，为第Ⅰ类群，其

中以 GZ1 生长特性最好；GZ12，GZ16，HN1，GZ3，

YN1 5 株菌株中除 HN1，GZ3 分支相对较多外，其余

菌株菌索分支较少且较纤细，菌丝量少，生长特性

较好，为第Ⅱ类群；HB14 菌索黄白色，菌丝量多，菌

索粗壮但分支少，为第Ⅲ类群；SX4 菌索短且分支

少，生长状态最差，为第Ⅳ类群。整体结果显示：

第Ⅰ类 群 > 第Ⅱ类 群 > 第Ⅲ类 群 > 第Ⅳ类 群 ，见

表 1，图 2。

3.3 高温胁迫对菌株生长的影响 高温 30 ℃胁迫

下，14 株蜜环菌平均生长速度存在差异，其中菌株

GZ16 菌索生长速度最快，平均达到 0.53 cm·d-1；其
次 是 SX1，平 均 生 长 速 度 为 0.46 cm·d-1；GZ1 为

0.31 cm·d-1，但 GZ1 菌索萌发时间最快；SX4 菌株平

均生长速度最慢，仅为 0.03 cm·d-1，与 GZ16，SX1，

GZ1，GZ3 等菌株均呈显著差异，且其菌索萌发时间

最晚。在高温条件下，GZ16 菌索的生长受到抑制

程度最小，耐高温能力最强；菌株 SX1，GZ1 菌索的

生长受到抑制程度大于 GZ16，但小于其余 12 株菌

株，耐高温能力较好。见表 2。

菌索长度分析结果显示，与对照（23 ℃培养）相
比，30 ℃高温胁迫下，菌株 GZ16 菌索长度的抑制率

最小，为 0.21%，说明其耐高温能力最好；其次 SX1，

菌索长抑制率为 0.32%，耐高温能力次之，上述 2 株

蜜环菌与其余菌株相比有显著差异；GZ3，GZ12，

SX4，HB3，AH2，GZ1，HB1 7 株蜜环菌菌索长抑制

率在 59.31%~65.07%，耐高温能力中等；而 HB14，

HN1 菌 株 菌 索 长 抑 制 率 最 大 ，分 别 为 79.13%，

80.02%，说明高温严重影响其菌索伸长，耐高温能

力最差。

生物量分析结果显示，与对照（23 ℃培养）相
比，30 ℃高温胁迫下 GZ16，SX4，GZ1，HB1，AH2 菌

株 生 物 量 分 别 增 加 了 62.60%，53.94%，19.89%，

17.97%，11.61%，分析是高温胁迫下菌株通过增加

图 1 基于蜜环菌 IGS的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of IGS based on Armillaria
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次级菌索数，主分支变短变粗以求生存，总生物量

增加。其中 GZ16 生物量增加率最高，其耐高温能

力最好；其次为 SX4，次之则为 GZ1，HB1，AH2；耐
高温能力最差的是 HB14，生物量减少 70.10%。

30 ℃高温胁迫下，菌株生长性状共性表现为菌

索萌发时间变长，菌索变短而粗，主分支数变少，但

次级菌索数明显增多，菌丝生长较旺盛。差异表现

为菌株 GZ16，SX1，GZ1 生长状态较好，其中前 2 株

菌株生长特性相似，菌索黄白色，粗壮，分支多且

长，且主干上还有许多细小分支，生长均匀；SX4 生

长状态最差，只有少量菌丝，几乎不长新生菌索，见

表 1，图 2。

4 讨论

天 麻 各 产 区 之 间 天 麻 产 量 及 质 量 差 异 较

大［14-15］，除了种植方式和生长环境不同等因素外，蜜

环 菌 和 天 麻 种 源 差 异 也 是 一 个 重 要 的 影 响 因

素［16-17］。陈明义等［18］研究表明在生境、种麻等因素

相同时，采用生长速度快，菌索分支多，菌索粗壮的

蜜环菌与天麻伴栽更能得到质优高产的天麻。本

研究筛选评价的 14 株蜜环菌种质虽均来自高卢蜜

环菌，但生长特性各有千秋，其中菌株 GZ1 菌索分

支多较粗壮，生长特性最好；而 SX4 菌索分支少而

短，只长出少量新生菌索，生长特性最差；说明相同

种源的蜜环菌在不同的生长环境下其生长特性有

显著差异。

表 1 各蜜环菌菌株在 23 ℃及 30 ℃高温胁迫下的生长特性（x̄± s，n≥3）

Table 1 Growth characteristics of Armillaria strain at 23 ℃ and 30 ℃（x̄± s，n≥3）

菌株

GZ1

HB1

HB3

HB5

SX1

AH2

SX7

GZ12

GZ16

HN1

GZ3

YN1

HB14

SX4

菌丝

萌发

时间

/d

1

3

3

3

3~4

1

3

3

3~4

3

3

3

3

3~4

菌索

开始

生长

时间

/d

1~4

4~6

4~6

5~6

4~5

1~3

4~5

4~6

4

5~6

4

4~7

4~7

4~8

菌索平均生

长速度

/cm·d-1

0.63±0.11AB

0.60±0.08AB

0.63±0.14AB

0.56±0.09ABC

0.83±0.21A

0.53±0.14ABC

0.68±0.13AB

0.67±0.10AB

0.83±0.55A

0.69±0.12AB

0.59±0.14AB

0.61±0.09AB

0.30±0.09BC

0.09±0.06C

23 ℃培养下生长特性

菌索棕色，主分支很多，较粗，次级菌索也多，呈网状

分布，菌丝生长较旺，整体生长均匀，生长状态最好

菌索黄白色至黄棕色，主分支多，较粗，次级分支较

多，菌丝生长较旺，整体生长均匀，生长状态好

菌索黄棕色，主分支较多，较粗，次分支少，菌丝生长

较旺，整体生长均匀，生长状态好

菌索黄棕色，主分支多，较粗，次分支少，菌丝生长较

旺，整体生长均匀，生长状态好

菌索黄棕色，主分支较多，较粗，次分支多，菌丝生长

较旺，整体生长较均匀，生长状态好

菌索黄棕色，主分支较多，较粗，次分支较多，菌丝生

长较旺，整体生长较均匀，生长状态好

菌索黄棕色，主分支较多，较粗，次分支少，菌丝生长

较旺，整体生长较均匀，生长状态好

菌索黄棕色，主分支较多，较细，次分支少，菌丝较

少，生长较均匀，生长状态较好

菌索黄棕色，主分支较少，较细，次分支较多，菌丝

少，整体生长较均匀，生长状态较好

菌索黄棕色，主分支多，较细，次分支少，菌丝少，整

体生长较均匀，爆发力，生长状态较好

菌索黄棕色，主分支较多，较细，次级分支较多，菌丝

少，整体生长较不均匀，生长状态较好

菌索棕色，主分支较少，较细，次分支少，菌丝少，生

长较不均匀，生长状态一般

菌索黄白色，主分支少，粗壮，次分支多，菌丝生长旺

盛，整体生长不均匀，生长状态一般

菌索深棕色，分支极少，菌丝也少，生长状态差

30 ℃高温胁迫下生长特性

菌索棕色，主分支多，变短，菌丝量较多，生长状态

较好

菌索黄色，分支极多，较短，向四周分布，生长状态

一般

菌索棕色，主分支少，较细，无次级分支，菌丝量少，

生长状态较差

菌索黄白色至黄色，主分支较少，较短而粗壮，次级

分支多，菌丝较多，生长不均匀，生长状态一般

菌索黄白色，粗壮，主分支较多，次级分支多，生长

均匀，菌索部分卷曲，菌丝较多，生长状态较好

菌索黄白色，主分支少，较短而粗壮，次级分支多，

菌丝较多，生长不均匀，生长状态一般

菌索黄白色至黄色，主分支少而短，多为细小分支，

菌丝较多，生长不均匀，生长状态较差

菌索黄白色至黄色，主分支少，较短粗，次级分支较

多，菌丝较多，生长不均匀，生长状态一般

菌索黄白色，主分支较多，粗壮，次级分支多，生长

均匀，菌丝较多，生长状态较好

菌索黄白色至黄色，分支短，多为细小分支，菌丝较

多，生长不均匀，生长状态差

菌索黄白色至黄色，主分支少，较短，细小分支多，

菌丝较多，生长不均匀，生长状态一般

菌索黄色，分支短，多为细小分支，菌丝较多，生长

不均匀，生长状态差

菌索黄色，分支极少，菌丝较多，生长状态差

几乎不长新生菌索，只有少量菌丝，呈壳状，生长状

态最差

注：同列数据不同大写字母表示 P<0.05（表 2 同）。
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研究表明蜜环菌生长适宜在 20~25 ℃，高于

30 ℃，蜜环菌的生长受到抑制［12］，可知高温是蜜环

菌面临的逆境胁迫之一。本研究的高温胁迫适应

性考察结果证实，30 ℃高温胁迫下菌株生长速度下

降，菌索伸长受到抑制，主分支减少，生长不均匀，

生长状态变差。

然而，一些天麻产区夏季常遇到高温问题，为

了维持蜜环菌和天麻在高温天气中的正常生长，除

了生产上常采用搭棚遮荫或者灌溉降温等栽培措

施外，比较有效的措施是筛选耐高温的蜜环菌进行

生产。为此，本文对蜜环菌生产用种进行高温胁

迫，以生长速度、菌索长度、生物量及生长状态等综

合评价：发现 GZ16 菌株抗高温胁迫方面表现最突

出，菌株 SX1，GZ1 次之，而且这 3 个菌株在正常温

A.GZ16 菌株；B.SX1 菌株；C.GZ1 菌株；D.HB1 菌株；E.AH2 菌株；F.HB5 菌株；G.GZ12 菌株；H.GZ3 菌株；I.SX7 菌株；J.HN1 菌株；K.YN1 菌株；
L.HB3 菌株；M.HB14 菌株；N.SX4 菌株；1.对照（正常温度）；2.高温胁迫处理

图 2 各菌株在正常温度及高温胁迫下的生长特性比较

Fig. 2 Comparison of growth characteristics of Armillaria strains under normal temperature and high temperature stress

表 2 高温胁迫下各蜜环菌菌株生长特性比较（x̄± s，n≥3）

Table 2 Comparison of growth characteristics of Armillaria strains under high temperature stress（x̄± s，n≥3）

菌株

GZ1

GZ3

GZ12

GZ16

HB1

HB3

HB5

HB14

SX1

SX4

SX7

YN1

HN1

AH2

菌索开始萌发时间/d

2~3

5~8

5~6

5~8

4~6

4~5

5~6

6~7

4~8

6~12

4~6

4~7

4~7

3~5

平均菌索生长速度/cm·d-1

0.31±0.09B

0.28±0.05BC

0.25±0.05BCD

0.53±0.06A

0.23±0.02BCD

0.23±0.02BCD

0.19±0.05BCD

0.19±0.14BCDE

0.46±0.01A

0.03±0.01E

0.17±0.02CDE

0.15±0.04CDE

0.13±0.05DE

0.21±0.07BCD

相对菌索长度/%

-62.94±0.15B

-64.68±0.13B

-59.37±0.08B

-20.90±0.09A

-65.07±0.05B

-60.70±0.02B

-69.65±0.09B

-79.13±0.32B

-32.29±0.09A

-59.96±0.14B

-71.58±0.04B

-74.71±0.06B

-80.02±0.06B

-61.89±0.09B

相对生物量/%

19.89±0.42AB

-28.70±0.39AB

-24.24±0.34AB

62.60±0.93A

17.97±0.23AB

-35.44±0.35AB

-10.99±0.29AB

-70.10±0.32B

-14.58±0.70AB

53.94±1.35AB

-25.68±0.38AB

-23.00±0.45AB

-27.45±0.42AB

11.61±0.15AB
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度下生长特性也优良，可进一步通过天麻大田试验

验证后，作为优良新菌种选育。
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