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摘要：【目的】对双孢蘑菇培养料“后发酵”期间内的细菌群落结构进行了初步的研究，希望利用现代分子生

态学的方法能快速、准确地对培养料发酵过程中的微生物群落结构进行动态的检测。【方法】采用变性梯度

凝胶电泳（L(=,9+*A=M N*,OA(=9 N(> J>(C9*<:8<*(?A?，LNNJ），对取自双孢蘑菇培养料“后发酵”不同时期的七份样
品的特异性扩增细菌 230 *L1P的 Q&可变区进行分析。【结果】双孢蘑菇培养料中的细菌组成要远远丰富于
人们用传统的分离方法所获得的类群，“空气调节”时期的培养料中不仅检测到了前人用经典培养方法获得

的 .$"&**/0 属嗜热细菌，还发现了一些未曾报道的 R,CA>>A 门的成员，如 1’&"2("(""/0 属、3*$-("(""/0 属和
4$’5(62$-(- 属，以及!FS*<9(<),C9(*A, 亚纲。而在“后发酵”刚开始和即将结束的培养料中分别检测到了
127’8/0 #27’8(62&*/0 和"FS*<9(<),C9(*A,亚纲的细菌，这些是近年来利用分子生物学方法在各类高温堆肥中发
现的新类群；【结论】发现双孢蘑菇培养料“后发酵”过程中细菌的群落结构发生了明显的变化，在 双孢蘑菇

培养料“后发酵”过程中还发现了大量目前尚未获得培养的细菌类群。
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“后发酵”是双孢蘑菇［ !+$’&"/0 )&06(’/0（U,*M(）
0A=M］培养料制备工艺中的一项关键技术，通过室内
控温的堆肥过程，控制各种嗜热微生物的生理代谢

和群落衍替可以进一步促进培养料成为有利于蘑菇

菌丝吸收、利用的“选择性”栽培基质。在这一过程

中，各种嗜热微生物的生理代谢和群落衍替发挥了

至关重要的作用，微生物的群落衍替是决定双孢蘑

菇培养料发酵成功与否的关键因素之一。但是至今

为止，后发酵培养料的好坏还没有定性的指标加以

判断，只能依靠技术员的经验对培养料后发酵的好

坏加以判断。本试验运用 S4TF L(=,9+*A=M N*,OA(=9

N(> J>(C9*<:8<*(?A? 结合的现代分子生态学方法，对
“后发酵”期间双孢蘑菇培养料内的细菌群落结构进

行了初步的研究，希望利用现代分子生态学的方法

能快速、准确地对培养料发酵过程中的微生物群落

结构进行动态的检测，为今后培养料后发酵的定性

判断指标的建立提供基础。

! 材料和方法

!"! 供试的双孢蘑菇培养料
双孢蘑菇培养料，取自山东省九发食用菌股份

有限公司的培养料制备车间。



!"!"! 培养料配方：如表 !。 !"!"# 样品编号及取样的时间：见表 "。

表 ! 双孢磨菇培养料的配方
#$%&’ ! ()*+),’,-. )/ -0’ 1)*+).- /)2 !"#$%&’( )%(*+$’(
()*+),’,- 3’- 4’560-786 9:*5;5-<7= >5-2)6’, 2$-5) #)-$& >5-2)6’, 1),-’,-786 #)-$& 1$2%), 1),-’,-786
30’$- .-2$4 "?@@@ !! @A? !BC CD!@
(0518’, *$,:2’ "!@@@ D@ EAC B@C !BE@
6<+.:* !F@@
:2’$ !G@@ E? ?C
#)-$& EFCG@ G!D !!@G@
#)-$& 1)*+).- 1),-$5, (= H BGA" >= H !A?G (7> H "!AE 3$-’2 1),-’,- ：DG=

I$-$ 1)&&’1-’; /2)* 1)*+).- 4)28.0)+ +2);:1-5), 2’1)2;.J #)-$& >5-2)6’, 1),-$5, H >5-2)6’, 2$-5) K -)-$& ;2< 4’560- )/ 1)*+).-，(=，>= 4$. 1$&1:&$-’; %< ;2<
4’560- J

表 # 双孢磨菇培养料取样编号和取样时间
#$%&’ " I’-$5&. )/ -0’ L$*+&’. -’.-’; 5, -05. .-:;<
L$*+&’ ,:*%’2 -5*’ 5,-’2M$& N52 -’*+’2$-:2’ 7.:%.-2$-’ -’*+’2$-:2’7O P’25); 5, P0$.’!
(! @ BBA!7E@AB Q’65, )/ P0$.’!
(" BGAG 0 GGA?7GDAF Q’/)2’ +$.-’:25R$-5),

(B !"AG 0 G?AB 7GCAB N/-’2 +$.-’:25R$-5),

(E "E 0 G"A@7GGAG #0’ /25.- ;$< )/ $52 $;S:.-*’,-

(G EF 0 G@A?7GBA? #0’ #025; ;$< )/ $52 $;S:.-*’,-

(? EF0 EFAD7ECA? #0’ /5/-0 ;$< )/ $52 $;S:.-*’,-

(D B! 0 ""AG7"BAD T,; )/ P0$.’ UU
()*+).- -’*+’2$-:2’ 5. ;’-’2*5,’ 5, -0’ 1’,-’2 )/ 1)*+).- 40510 5. $ &5--&’ ;5//’2’,- 45-0 .$*+&’ -’*+’2$-:2’J

!"# 培养料的采集
从距培养料顶端约 G@ 1*处采集样品约 G@@ 6，

放入液氮中速冻后于 V "@O保存。
!"$ 双孢蘑菇后发酵培养料样品 %&’ 的提取与分
析

按照文献［!］中描述的方法对双孢蘑菇后发酵
培养料样品 I>N进行提取，用于 IWWT 分析的细菌
!?L 2I>N XB 区的扩增参见文献［"］。按照文献［B］
中描述的方法，对样品进行 IWWT分析。按照文献
［E］中描述的方法，对 IWWT 胶上某些条带进行割
胶、回收、克隆、测序。测序工作由上海博亚生物技

术有限公司完成。

!"( 序列的系统发育分析
序列在 W’,Q$,8数据库中进行 Q&$.-比对，检索

相近序列。对本试验获得的序列及数据库中的相近

序列应用 (&:.-$&Y软件计算其亲缘关系，用 Z’6$" 软
件构建系统发育树。

# 结果

#"! )$*+,-扩增的琼脂糖凝胶电泳
将 !?L 2I>N的 XB[P(\扩增产物进行 !AG=琼

脂糖凝胶电泳，电泳结果如图 !，D个样品（(![(D）均
扩增获得约 "G@ %+ 的目的片段。电泳图谱中 ! 为

P(\扩增的负对照（在 P(\扩增时采用等体积的无
菌重蒸水替代加入样品的 I>N模板）没有扩增出条
带，证明反应体系没有受到外源 I>N的污染。

图 ! 采用 )$*+,-对样品进行扩增后产物的琼脂糖凝
胶电泳图谱

]56J! #0’ ’&’1-2)+0)2’.5. )/ XB[P(\ +2);:1-.J ZJ IW^"@@@ Z$28’2，

!A P(\ ,’6$-5M’ 1),-2)& " _ FA P(\ $*+&5/51$-5), 2’.:&-. /)2 (! _ (D

.$*+&’.J

#"# ) $*+,-产物的 %../图谱
不同细菌类群的 XB区域，片段大小基本一致，但

其 I>N的序列组成存在差异，利用 IWWT可以将片
段大小相同但序列组成不同的不同细菌类群的 XB区
域进行分离。如图 "所示，在 BG= _ ?G=的变性梯度
范围内，D份取自不同发酵时期的培养料样品，其 XB[
P(\扩增产物都实现了较好的分离。从 IWWT电泳
图谱可以看出整个“后发酵”过程中细菌的多样性极
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为丰富，且群落组成存在明显的衍替过程。

图 ! 采用 "#$%&’对样品进行扩增后产物的 ())*图
谱

!"#$% &’’( )* +,-."*"/0 12 *3+#,/456$ 789：:78:9 6+,-./6$ ;，<，

:，&，(，!，’ +40 = +3/ 0),"4+45 >+406 *)3 *?35@/3 -?3"*"A+5")4 +40

6/B?/4A/$

!+# ())*图谱中主要条带的序列测定
!+#+, 目的条带的验证：分别从目的片段的克隆文
库中挑选了 C个阳性克隆，进行 &’’( 的验证。由
于 D:E扩增中产生的单链等原因使得验证过程中

假阳性较严重。如图 2所示目的条带 (的 C个阳性
克隆经验证仅发现 FGH的克隆携带目的片段（图中
箭头所指为携带的目的片段）。

图 # 阳性克隆的 "#$%&’$())*验证（部分）
!"#$ 2 :),-+3"6)4 )* 128D:E8&’’( A),,?4"5I -+55/346 J"5@ 6"4#./

-3)0?A56 "6).+5/0 *3), -3)*"./ +40 3/+,-."*"/0 *3), 5@/ -)6"5"K/ A.)4/6

L+,-./ 78M，C，N +3/ -)6"5"K/ A.)4/ )* >+40 ( *3), &’’( +4+.I6"6，

L+,-./ 9 "6 &’’( 3/6?.56 *)3 6+,-./ :FO

!+#+! 目的条带的测序结果：不同序列组成的 &P;
片段可能具有相同的 Q,值，使得 &’’( 电泳中会
出现一个条带代表多种不同微生物类群的情况［7G］；

因此，每一目的条带挑取 2个已验证的阳性克隆进
行序列测定。对于序列一致（NNH以上同源）的克
隆，取其一进行统计分析，测序结果及 <R;LQ比对
获得的系统发育信息如表 2。

表 # 目的条带的序列比对结果
Q+>./ 2 L/B?/4A/ +40 -@I.)#/4/5"A +**"."+5")46 )* &P; 3/A)K/3/0 *3), &’’( #/.

<+40 :.)6/65 3/.+5"K/

P)$ ’/4>+4S
;AA/66")4 P)$ L",".+3"5I T3#+4"6, ’/4>+4S

;AA/66")4 P)$ D@I.)#/4/5"A +**"."+5")4 L)?3A/

;87 &UGC%C9G 7GGH !"#$%&’($)%& )#%&*’"#+,-. ;V W%G7W% :@.)3)*./X"
;8% &UGC%C97 NNOWFH /#%&*-. )#%&*’"#+,-. ;Y9CCGN7 &/"4)A)AA"
< &UGC%C9% C9H Z4A?.5?3/0 >+A5/3"?, A.)4/ [N<+WN ;YMG97C7 Z4A.+66"*"/0 >+A5/3"+ ;4)X"A 3"A/ *"/.0
:87 &UGC%C92 N7H Z4A?.5?3/0 >+A5/3"?, A.)4/ [N<+WN ;YMG97C7 Z4A.+66"*"/0 >+A5/3"+ ;4)X"A 3"A/ *"/.0

:87 &UGC%C9W NGH Z4A?.5?3/0 :@.)3)*./X"A >+A5/3"?,
A.)4/ ;\Y’NNN ;YN%7NGW Z4A.+66"*"/0

:@.)3)*./X" !+3, 6)". +0]+A/45 5) + 6".+#/ 65)3+#/

:8% &UGC%C9W NGH Z4A?.5?3/0 :@.)3)*./X"A >+A5/3"?,
A.)4/ ;\Y’NNN ;YN%7NGW Z4A.+66"*"/0

:@.)3)*./X" !+3, 6)". +0]+A/45 5) + 6".+#/ 65)3+#/

&87 &UGC%C9F NCH 0$&1’"#$2’2 $ )%2-% [9G27F <+A".."
&8% &UGC%C9M 7GGH 3$4+,,-. .+,5%.)&+. ;VGGMGCM <+A".."

(87 &UGC%C99 7GGH 3$4+,,-. 6-$ LQ<N ;YMG2G9N <+A".." <")0/#3+0+5")4 )* -/53)./?, @I03)A+38
>)46 >I "40"#/4)?6 5@/3,)-@"."A >+A5/3"+

!87 &UGC%C9C 7GGH 6,$2’4’44-. 6-$ V’G9 ;!7WW9FG <+A".." \)3/+4 53+0"5")4+. */3,/45/0 6/+*))0

!8% &UGC%C9N 7GGH Z4A?.5?3/0 ’3+,8-)6"5"K/ >+A5/3"?, ;YWWWC2W Z4A?.5?3/0 ’3+,8
-)6"5"K/ >+A5/3"?,

’87 &UGC%CCG N7H Z4A?.5?3/0 :@.)3)*./X"A >+A5/3"?,
A.)4/ ;\Y’NNN ;YN%7NGW Z4A.+66"*"/0

:@.)3)*./X" !+3, 6)". +0]+A/45 5) + 6".+#/ 65)3+#/

’8% &UGC%CC7 NGH Z4A?.5?3/0 >+A5/3"?, A.)4/ [N<+WN ;YMG97C7 Z4A.+66"*"/0 >+A5/3"+ ;4)X"A 3"A/ *"/.0
=87 &UGC%CC% N%H 0#,’&’7,%8-. $-&$2)+$4-. ;V2GCFG7 :@.)3)*./X" =I-/36+."4/ ,"A3)>+A5/3"?, ,+56
=8% &UGC%CC2 N2H Z4A?.5?3/0 >+A5/3"?, A.)4/ ’2% ;!WG99GF Z4A.+66"*"/0 >+A5/3"+ (4K"3),/45+. 6+,-./
=8% &UGC%CC2 N%H 0#,’&’7,%8-. $-&$2)+$4-. ;V2GCFG7 :@.)3)*./X" =I-/36+."4/ ,"A3)>+A5/3"?, ,+56

; ^ = +3/ 4?,>/3 )* 5+3#/5 >+40 -"AS *3), &’’(，7，% +3/ 5@/ A.)4/ 4?,>/3 *)3 +4+.I6"6$
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!"#"# 目的条带的系统发育分析：对获得的序列以
及数据库中的相近序列经 !"#$%&"’软件计算其亲缘
关系，用 ()*&+软件创建系统发育树，如图 , 所示，
在构建的系统发育树中 -../条带代表的细菌类群
可分为两大分支：一是以 !"#$%%&’ 属为代表的 0&12""2
纲，该分支的细菌主要活跃在“空气调节”阶段，传

统的分离培养法和一些分子生物学检测手段都显示

以 !"#$%%&’ ’()"*+(,)*-+.,$%&’ 为代表的专性嗜热细菌
是高温堆肥中最为重要的一类细菌，然而近来不少

报道显示 !"#$%%&’ 属的其他类群也广泛地分布于高
温堆肥中，如 3)%)4［5］等在食物废料的堆肥中检测到

了 /0)&*$0$1"#$%%&’ 以 及 !*)2$1"#$%%&’，而 (216)"
0"&71［88］等则在败叶和木屑组成的堆肥中发现了
!"#$%%&’ 3$*-&’。检测到的 !"#$%%&’ ’$%2)’(*$’ 也是首次
报道存在于高温堆肥中。还有较大一部分是非

!"#$%%&’ 属的 0&12""2纲成员，如 4"*5+.,"0+0 属，以及
6%"0+#+##&’ 属；另一分支其细菌类群较为复杂：条带
9代表的 4,%+*+3%)7&’ "&*"0($"#&’，同 :;8克隆代表的
8.,")*+1"#()* (,)*-+.,$%&’ 均是 !6"<4<=")’2 门的成员；
条带 0、!、. 所代表的一类目前尚未获得培养的
!6"<4<=")’2门细菌，同以上的和 -)27<1<112 门构成了
-../系统发育树中的另一大分支。

图 $ %&&’ 主要条带的系统发育分析
>2*?, 36@"<*)7)%21 &7&"@$2$ <= %6) A4)B<C27&7% D&7B$ 27 %6) -../ A4<=2") ? E6) F#CD)4 27 %6) D4&1G)% 2$ $)H#)71)

&11)$$2<7 7#CD)4 27 .)7D&7G，%6) "&D)" 27B21%)B %6)4) &4) 8I B2==)4)71) <7 %6) 7#1")&4 &12B $)H#)71)?

# 讨论
从 -../的电泳图谱中发现“后发酵”刚开始

时，在变性梯度胶的底部即高变性梯度处有一条极

为明显的条带，在“后发酵”过程中该条带逐渐减弱，

直至最后消失。由此推测，有一类（. J !）含量较高
的细菌在“后发酵”前期处于生长优势，随着“后发

酵”的进行，该类细菌逐渐消亡；对比“空气调节”的

不同阶段，发现“空气调节”的前期以一些（. J !）含
量中等的细菌类群占优势，随后一些（. J !）含量较

KL+ M26<7* 9) )% &" ? N/#(" 9$#*+1$+%+:$#" 8$0$#"（+KKO）,O（+）



低的类群快速繁衍，逐渐占据了优势地位；“降温”

（!""#$%&）后的培养料其细菌组成也与“空气调节”时
期的差异较大，这与“降温”过程中培养料的温度迅

速从“空气调节”时的约 ’()降到低于 *’)的发酵
工艺是相符的。“后发酵”过程中由于温度等环境条

件的迅速变化，细菌的群落组成发生了明显的变化。

+,,-图谱中，目的条带 .为“后发酵”刚开始
时独有的一个条带，序列测定的结果，克隆 ./0 与
!"#$%&’($)%& )#%&*’"#+,-. 的序列 0((1同源，克隆 ./*
与 /#%&*-. )#%&*’"#+,-. 221 同源。0223 年 456##"
76889［3］等在各类堆肥中分离出一类不产芽孢的杆
状、革兰氏阴性菌，营养物质利用情况鉴定、总蛋白

图谱分析以及 03: 5+;.的 <=>?分析，都显示其与
/#%&*-. )#%&*’"#+,-. 具有极高的同源性，目的条带 7
所代表的是一类还未获得培养的细菌类群，且

,6%79%@数据库中已知序列与其的同源性普遍较
低，最高的也仅为 AB1。从 +,,-图谱中可知条带
7代表的是一类（, C !）含量较高的细菌，是“后发
酵”前期的优势菌，随着“后发酵”的进行，该类群逐

渐减少至消亡；目的条带 !是 +,,-图谱中分布于
“巴氏消毒”和“空气调节”时期的重要条带，在“空气

调节”后期该条带逐渐减弱消失；出料时期 +,,-图
谱的该位置再次出现明显条带，推测可能为不同的

细菌类群，为区别于条带 !，将此条带命名为 ,。然
而如表 D序列分析的结果显示，目的条带 !和 ,是
分布于不同时期的同一类细菌，并且同条带 7所代
表的细菌极有可能是同一大类的细菌，因为在已知

序列中与它们同源性最高的是同一序列群，即

E%FG#HG56I J9FH65$GK F#"%6 L279M2 和 E%FG#HG56I
!N#"5"8#6O$F J9FH65$GK F#"%6 .PQ,222。不同的是条带
!和 ,与这组已知序列的同源性为 2*1，相比 7条
带高一些。以此推测在培养料的“后发酵”过程中极

有可能存在一类还未报道的优势细菌类群；+,,-
图谱中，“空气调节”时期的优势细菌是一些（, C
!）含量较低的类群。测序结果显示 D 条主要条带
+、-、= 代表的均是 79F$##$ 纲的成员。+/0 克隆与
0$&1’"#$2’2 )%2-% 2A1同源；而 +/*克隆与条带 -代
表的均是 3$4+,,-. 属的细菌，+/* 克隆与 3$4+,,-.
!+,5%.)&+. 0((1同源，- 条带的序列与 3$4+,,-. RST
:472 0((1同源；3$4+,,-. 属一直被认为是高温堆肥
中最为重要的一类嗜热细菌［B U 2］，在有机物的降解

过程中发挥着重要的作用；目的条带 =与 79F$##$纲
的 6,$2’4’44-. RST V,(B 的序列 0((1同源；=/* 与一
未获得培养的革兰氏阴性菌 0((1同源。目的条带

W代表的可能是 0#,’&’7,%8-. 属的一个新成员，因为
在已知的序列中与其同源性最高的是一类还未获得

培养的细菌，而在已培养的微生物中与其同源性最

高的是 0#,’&’7,%8-. $-&$2)+$4-.，二者的同源性也仅为
2*1。+,,-条带的测序结果中，虽然受 +,,-电泳
有效分离片段大小的限制，该试验中扩增的细菌 XD
可变区片段大小仅 *(( JS左右，以此反映的系统发
育信息来确定微生物的分类地位还有待进一步验

证［0(］；此次测试分析的仅是取自离堆料顶约 ’(FK
处的堆料样品，由于堆肥的表层、中间和深层的微生

物类群差异较大，因此，本文结果只能反应堆料中部

分细菌的主要类群和变化过程，但这个初步的结果

就发现在培养料的“后发酵”过程中极有可能存在一

类还未报道的优势细菌类群，反映出双孢蘑菇“后发

酵”中的细菌类群要远远丰富于以往人们用纯培养

方法分离所确定的类群。

综上所述，XD/?!</+,,-的结果说明了在整个
“后发酵”过程中细菌的群落结构发生了较大变化：

在“前发酵”结束，“后发酵”刚开始时 !"#$%&’($4)%&
)#%&*’"#+,-. 和 /#%&*-. )#%&*’"#+,-. 两类专性嗜热细
菌为培养料中的优势微生物。从系统发育的角度而

言 !N#"8"8#6O$门和 +6$%"F"FF$门的细菌是“后发酵”刚
开始时的优势类群；随着“巴氏消毒”的进行其优势

地位逐渐被一些尚未培养的 !N#"8"8#6O$门细菌替代；
而在“空气调节”阶段 7$F$##$纲的各类群大量繁殖，
成为培养料中新的优势类群；“降温”阶段 !N#"5"8#6O$
纲的细菌又重新成为主要类群。
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