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研究报告 

羊肚菌白霉病发生对土壤真菌群落结构的影响 

陈诚 1  李强 2  黄文丽 2  王剑 1  伏荣桃 1  罗曦 1  卢代华 1* 
(1. 四川省农业科学院植物保护研究所  四川 成都  610066) 

(2. 四川省农业科学院生物技术核技术研究所  四川 成都  610066) 

 
 

摘  要：【目的】了解羊肚菌白霉病发生对土壤真菌群落结构的影响。【方法】采用 Illumina MiSeq 

高通量测序技术，对未栽培羊肚菌土壤、正常生长羊肚菌和染白霉病羊肚菌根际土真菌群落

结构进行研究。【结果】9 个样品共得到 393 347 条有效序列。未栽培羊肚菌土壤真菌多样性

指数和丰度显著大于羊肚菌根际土，染病羊肚菌根际真菌丰度和多样性大于正常生长的羊肚

菌，各样品的群落组成和优势类群有较大差异。【结论】羊肚菌栽培后真菌多样性降低，白霉

病发生后根际真菌种类增多，土壤真菌群落结构发生变化，优势真菌类群也产生了较大变化。 
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Effects of Morchella white mold disease on soil fungal  
community structure 
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Abstract: [Objective] To understand the effect of the Morchella white mold on soil fungal 
community structure. [Methods] Illumina MiSeq high throughput sequencing technology was used 
to analyze the fungal community structure of control soil, rhizosphere soil of diseased and healthy 
Morchella. [Results] The results showed that a total of 393 347 valid sequences were obtained from 
9 samples collected. The fungal abundance and diversity of control soil were the highest among all 
the samples, followed by that of diseased Morchella, which were significantly higher than that of 
healthy Morchella. The community composition and dominant taxa of different samples varied 
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significantly. [Conclusion] The diversity of soil fungi decreased in the field of cultivated Morchella. 
While, the occurrence of white mold disease lead the abundance of rhizosphere fungi increased, the 
community structure changed, and the dominant fungi groups varied. 

Keywords: Morchella, White mold, MiSeq high-throughput sequencing, Fungal community 

羊肚菌(Morel)属子囊菌亚门Ascomycota盘菌纲

Discomycetes盘菌目Pezizales羊肚菌科Morchellaceae

羊肚菌属Morchella，是一类名贵的食药两用真菌[1]。

羊肚菌含有丰富的人体必需氨基酸、多糖和萜类化

合物，具有增强免疫、抗氧化、抗肿瘤、保肝保肾

等活性作用[2-6]。随着栽培规模的扩大，病虫害成

为限制羊肚菌产业发展的重要因素之一。白霉病因

其在田间发生的症状而得名，是在羊肚菌子实体菌

柄或菌盖部位表现白色绒毛的症状，由长毛拟青霉

(Paecilomyces penicillatus)引发[7]，是羊肚菌栽培最

常见的病害，严重影响了羊肚菌的产量和品质。因

此，研究白霉病发生后土壤的微生物群落结构，可

以为该病害的发生机制和生物防治研究提供一定

的基础数据。 

羊肚菌不适宜连作，连作会造成产量降低，白

霉病发病更严重。然而农作物连作障碍和病害高发

又与土壤的微生物群落结构有密切的联系[8]。土壤

中的微生物包括有益微生物和有害微生物，作物连

作导致病害高发的原因主要是有益微生物减少和

病原菌的积累[9]。根际是植物生态系统和土壤生态

系统交叉形成的特殊区域，根际微生物可通过竞

争、拮抗和诱导系统抗性等机制抑制病原菌，也

可通过病原菌的积累导致植物死亡[10]。如张丽娟

等[11]对大蒜根际土壤微生物群落多样性进行研究

表明，根际土壤微生物与大蒜根腐病存在一定的相

关性。 

随着羊肚菌栽培规模的不断扩大，白霉病对羊

肚菌产量和品质的影响日益突出，其发病率由

2013 年的 10%增加到 2015 年的 60%−80%，该病

害发生在子实体整个生长时期乃至储藏期，但其发

生的机制仍不明确，且尚无对白霉病有效的防治办

法[7]。本研究运用高通量测序技术研究未栽培羊肚

菌土壤和羊肚菌栽培地白霉病发病子实体和未表

现白霉病子实体的根际土壤的真菌群落结构，探讨

白霉病发生对栽培地真菌群落结构的影响，为羊肚

菌白霉病的防控提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

土壤样品采集于四川省成都市温江区羊马镇

羊肚菌栽培基地，选用随机取样的办法，采集白霉

病发病子实体和正常生长子实体各 12 株，按 Cui

等[12]的方法采集子实体根际土，正常生长的子实

体根际土样编号记为 Soil-1，染病子实体根际土样

编号记为 Soil-2，每个处理采集 3个样品。以相同

环境下未栽培羊肚菌的土壤为对照，对照土样标号

记为 CK-1。将土样装入无菌 EP管，用冰盒保存，

立即带回微生物实验室。  

1.2  主要试剂和仪器 

DNA提取试剂盒(E.Z.N.A.® Soil DNA Kit)，

杭州西顿生物科技有限公司；胶回收试剂盒

(DP209-02)，北京天根生化科技有限公司；引物合

成，上海派森诺生物科技有限公司； Q5® 

High-Fidelity DNA Polymerase (MO491L)，北京

NEB 有限公司。2700 型 PCR 扩增仪，美国 ABI

公司；DYY-6C电泳仪，北京六一生物科技有限公

司；MiSeq PE300测序平台，美国 Illumina公司。 

1.3  DNA 提取、PCR 扩增及高通量测序 

基因组 DNA按试剂盒操作说明进行。实验采

用 18S V4 区作为目标 DNA 序列，扩增引物为

0817F (5′-TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA-3′)
和 1196R (5′-TCTGGACCTGGTGAGTTTCC-3′)[13]。

PCR反应体系(25 μL)为：5×Reaction buffer 5 μL，

5×GC buffer 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL，正反向

引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA模板(20 ng/μL) 2 μL，
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ddH2O 8.75 μL，Q5 DNA聚合酶(2 U/μL) 0.25 μL。

PCR反应条件为：95 °C 2 min；95 °C 45 s，55 °C 

45 s，72 °C 45 s，32个循环；72 °C 10 min。PCR扩

增完成后用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，电压 100 V，

电泳时间为 20 min。PCR 产物检测合格后，将样

品送至上海派森诺生物科技有限公司在 Illumina 

MiSeq平台进行高通量测序。 

1.4  数据分析 

采用滑动窗口法对原始数据的双端序列逐一

做质量筛查，利用 FLASH软件[14]对通过质量初筛

的双端序列根据重叠碱基进行配对连接。运用

QIIME软件[15]识别疑问序列，通过 Mothur软件[16]

调用 UCHIME 检查并剔除嵌合体序列[17]。使用

QIIME软件，调用 UCLUST这一序列比对工具[18]，

对获得的高质量序列按 97%的序列相似度进行归

并和 OTU 划分，采用 Silva 数据库对序列进行比

对[19]。获得 OTU丰度矩阵之后绘制稀疏曲线[20]。

采用 Mothur软件分析真菌样品的 Alpha多样性，

包括 Chao1指数[21]、ACE指数[22]、Simpson指数[23]

和 Shannon指数[24]。使用 R软件，对丰度前 50位

的属进行聚类分析并绘制热图。PCA 分析采用

Ramette的方法[25]。柱状图制作采用 Exclle (2007)，

试验数据采用 SPSS (19.0)[26]进行方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  测序结果及真菌多样性分析 

通过 Illumina MiSeq高通量测序，9份样品总

共得到 393 347条有效序列，经过过滤和去除嵌合

体之后得到 384 732条优质序列。优质序列的长度

在 153−447 bp，多集中在 320−340 bp。样品的稀释

曲线(图 1)显示，随着测序数据量的增大，样品的稀

释曲线趋于平坦，说明测序结果基本覆盖了样品中

绝大多数真菌的生物学信息，可用于后续分析。 

样品的 Alpha多样性指数结果(表 1)表明，未

栽培羊肚菌的真菌丰富度明显高于羊肚菌栽培地

土壤真菌，发生白霉病的羊肚菌根际土壤中的真

菌 OTU 数比未表现出白霉病症的羊肚菌的根际 

 
 

图 1  各样品测序稀释曲线 
Figure 1  Rarefaction curve of the sequenced samples 
注：图表示 OTU数随着样本测序深度而变化. CK-1为对照土

样；Soil-1为正常生长的子实体根际土；Soil-2为白霉病染病

子实体根际土. 各 3个重复，下同. 

Note: The figure shows that the number of OTUs varies with the 
number of sequence reads. CK-1: Control soil; Soil-1: Rhizosphere 
soil of healthy Morchella; Soil-2: Rhizosphere soil of diseased 
Morchella. Three replicates of each sample, the same below. 

 
土壤中多。未栽培羊肚菌土壤的 Chao1指数和 ACE

指数显著高于羊肚菌根际土，其中有白霉病症的羊

肚菌 Chao1 指数和 ACE 指数均大于正常生长的羊

肚菌根际土。综合考虑了真菌群落的丰富度和均匀

度，未栽培羊肚菌土壤的 Simpson 指数和 Shannon

指数显著大于羊肚菌生长的土壤，正常生长的羊

肚菌根际土的 Simpson 指数和 Shannon 指数小于

染病的羊肚菌根际土，说明羊肚菌栽培地区土壤

真菌多样性降低，相比于正常生长羊肚菌，染病

羊肚菌子实体根际土的真菌多样性更高。 

 
表 1  样品 Alpha 多样性指数 

Table 1  Alpha-diversity values of samples 

Items CK-1 Soil-1 Soil-2 

OTUs 160.33±36.20a 86.00±13.23b 98.67±13.65b 

Chao1 112.00±43.15a 47.67±8.82b 57.00±13.65b 

ACE 161.91±27.01a 67.90±12.05b 71.00±11.39b 

Simpson 0.797±0.031a 0.094±0.045b 0.189±0.134b 

Shannon 3.860±0.362a 0.437±0.179b 0.752±0.462b 

注：同一行中不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: Different letters in the same row indicate significant 
difference (P<0.05). 
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2.2  土壤群落分析 

根据分类结果，所测样品由 5 个门的真菌组

成，包括子囊菌门、担子菌门、接合菌门、壶菌门

和 Rozellomycota (图 2)。各样品子囊菌门的种类所

占的比例都较大，接合菌门和壶菌门的真菌在未栽

培羊肚菌的土壤中所占比例都显著高于羊肚菌根

际土，说明羊肚菌栽培后该类群的真菌受到了抑

制。Rozellomycota 的真菌在羊肚菌子实体根际土

的比例比对照土壤的比例大，这可能是羊肚菌的栽

培有利于该类群真菌的生长。此外，担子菌门的真

菌在羊肚菌染病子实体根际土的比例最大，其次是

对照土壤，在正常生长子实体根际土的比例最小，

显示羊肚菌的栽培可能抑制了此类真菌，而白霉病

发生后，该类群的真菌比例又一定程度地增长。 

通过 UNITE数据库比对，统计各样本在各个

分类等级水平的群落组成。选择 Soil-1 和 Soil-2

含量大于 0.1%且 CK土壤中含量大于 1%的真菌分

类单元为代表类群，其余部分合并为 Others (其他)，

获得各样品的群落组成(图 3)。由图 3可以看出，

对照土样的优势类群主要包括 Trichoderma、

Rhynchosporium、Staphylotrichum、Cyphellophora、

Myriangiales和 Microascaceae。Soil-1样品中占比

最高的类群为 Morchella，所占比例达到 96.207%， 

 

 
 

图 2  门水平上各样品的真菌群落组成 
Figure 2  The composition of the samples at the level of 
the phylum 
注：不同颜色代表不同真菌门，纵坐标代表各真菌门所占百

分比，在门水平未被注释的真菌种用 Unidentified表示. 

Note: Different colors represent different phylum of fungus, the 
ordinate represents the percentage of each phylum. Sequences could 
not be classified into any groups were assighed as unidentified. 

 
 

图 3  各样品的真菌群落组成 
Figure 3  The composition of the samples  
注：不同颜色代表不同真菌属，若在属水平上未被注释则以

上一级分类单元表示，以此类推；纵坐标代表各真菌属所占

的百分比. 

Note: Different colors represent different genus. Sequences could 
not be classified into genus were given names of the upper level 
and so on. The ordinate represents the percentage of each genus. 

 
其他优势类群有 Trichoderma、Rozellomycota、

Myriangiales 和 Polyporales。Soil-2 样品中占比最

高的类群也是 Morchella，所占比例为 89.949%，

其他优势类群有 Trichoderma、 Ascomycota、

Rozellomycota 、 Myriangiales 、 Mortierella 、

Polyporales和 Ceratobasidiaceae。 

通过统计发现，羊肚菌栽培后，有 23个类群

的真菌丰度降低或消失，包括 Onygenales、

Myceliophthora 、 Arthrinium 、 Stachybotrys 、

Glomerellaceae、 Trichocomaceae、 Verticillium、

Phaeoacremonium 、 Devriesia 、 Clonostachys 、

Mycothermus、Neoaleurodiscus、Graphium、Lectera、

Sphaerulina 、 Phaeosphaeriaceae 、 Lulwoana 、

Chaetomiaceae、Codinaeopsis、Eurotiales、Sordariale、

Pseudeurotium 和 Cordyceps。有 11 个类群的真菌

仅在对照土壤和正常生长的羊肚菌根际子实体中

被检测到，在染病子实体根际土中消失，包括
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Chytridiomycota、Cladophialophora、Thermoascus、

Microascus、Periconia、Humicola、Spizellomyces、

Cryptococcus 、 Simocybe 、 Cylindrocarpon 和

Thermomyces。此外，有 6 个类群的真菌仅在白霉

病 染 病 子 实 体 根 际 土 中 被 检 测 到 ， 包 括

Halosphaeriaceae、Candida、Arachnomycetaceae、

Rhodotorula、Ochroconis和 Cordycipitaceae。可见，

羊肚菌栽培和白霉病发生对土壤真菌群落结构有

较大的影响。 

2.3  真菌群落结构聚类分析 

利用 Heatmap 图通过颜色梯度及相似程度来

反映各处理在各分类阶元水平上真菌群落组成的

相似性、多样性及丰富度，其中红色代表在对应样

本中丰度较高的属，绿色代表丰度较低的属；纵向

是样品的聚类情况，反映各样品在属水平上群落组

成的相似性(图 4)。从图 4结果看出，对照土壤和 

 

 
 

图 4  各样品真菌聚类分析热图 
Figure 4  Heatmap of samples clustering 

注：横向为各样本的聚类结果，纵向为各分类单元的聚类结果. 红色代表在对应样本中丰度较高的属，绿色代表丰度较低的属. 

Note: The clustering results for each sample were in the horizontal direction and the clustering results for the taxonomic units were in the 
vertical direction. Red represents the genus with higher abundance in the corresponding sample, and green represents the genus with 
lower abundance. 
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羊肚菌根际土的优势类群有较大差异，染病子实体

根际土和未表现病害的羊肚菌根际土的优势类群

也有一定差异。对照土样中有 2个及以上处理表现

出有较高丰度的属有 Conocybe、Cyphellophora、

Sagenomella、Hypocrea、Ascobolus、Trichoderma、

Lecanicillium和 Rhizophydium。正常生长的羊肚菌

子实体根际土中有 2 个及以上处理表现较高丰度

的属有 Morchella、Ascobolus、Chaetomium 和

Rhizophydium。白霉病发病子实体根际土中有 2个

及以上处理表现出较高丰度的属有 Morchella、

Aspergillus 、 Aureobasidium 、 Paecilomyces 、

Conocybe和 Pseudaleuria。可见，白霉病发生地土

壤的优势真菌类群产生了一定的变化。 

2.4  真菌群落结构的主成分分析 

PCA 分析通过线性变换，将原始的高维数据通

过线性变换组合，投影到维度较低的空间坐标系(即

主成分)中，从而达到降维、简化数据结构的目的，

展现样本的自然分布。每个点代表一个样本，不同

颜色的点属于不同样本(组)，两点之间的距离越近，

表明两个样本之间的微生物群落结构相似度越高，

差异越小。坐标轴括号中的百分比代表了对应的主

成分所能解释的原始数据中差异的比例。从图 5 结 

 

 
 

图 5  各样品真菌的主成分分析 
Figure 5  Principal component analysis of fungal 
diversity of samples 

果可看出，未栽培羊肚菌土壤的真菌群落结构与羊

肚菌子实体根际土的真菌群落结果有较大的差异；

有 2 个染病和正常生长的羊肚菌子实体根际土的

真菌群落结构存在重叠的现象，说明两者的真菌群

落相似性很高，差异很小；同时，各有一个白霉病

染病子实体和正常生长的羊肚菌子实体根际真菌

群落结构与其他样品有较大差异，说明白霉病发生

后，土壤真菌群落结构产生了一定变化。 

3  讨论 

可培养的方法观察到的微生物不到微生物群

落的 1%[27]，无法全面反映微生物的真实状况。

Illumina MiSeq测序技术作为新一代测序技术，能

够直观地反映微生物群落组成，而且具有高通量、

价格低、运行周期短的优势，已被广泛应用于微生

物群落结构研究[28]。本实验中各样品测序的稀释

曲线都趋于平缓，能够真实全面地反映各样品真菌

群落结构的组成情况。从土壤真菌多样性指数可看

出，未栽培羊肚菌土壤的真菌丰度和多样性显著高

于羊肚菌根际土真菌多样性，这与前人的研究结果

一致[29]，可能与土壤中优势的羊肚菌种群对其它

种群的抑制有关。此外，染病子实体根际土真菌丰

度和多样性大于正常生长的羊肚菌根际土，这可能

是白霉病病原菌的侵袭打破了羊肚菌的优势地位，

促进了其他羊肚菌根际真菌的繁殖，也有可能是

多种病原真菌在羊肚菌根际聚集扩散，从而导致

羊肚菌发病，具体机制需进一步研究。 

土壤真菌群落结构分析中，木霉属和多腔菌目

的真菌在 3种样品中均是优势类群，说明羊肚菌栽

培和白霉病发生对其影响较小。被孢霉属和角担菌

科的真菌仅在白霉病染病子实体中表现为优势类

群，被孢霉属的真菌被广泛用于脂质合成[30]，而

角担菌科的真菌能造成植物的多种病害[31-32]，可能

它们加快了羊肚菌白霉病发病的进程。羊肚菌白霉

病发生后，有 11个类群的真菌消失，有 6个类群

的真菌仅在染病子实体根际土中被检测到，可能是

病原菌入侵后特定类群的真菌受到了抑制而消亡，

同时又促进一些类群真菌的生长，原因有待进一步
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分析。从单一样品的角度分析各处理的群落组成结

果可看出，有 6个属的真菌在 2个以上的重复样品

中表现较高的丰度，其中包括拟青霉属的真菌。羊

肚菌白霉病是由拟青霉属的长毛拟青霉引发[7]，可

能白霉病的病原菌是通过根部侵染而导致子实体

发病。 

主成分分析结果中，未栽培羊肚菌土壤真菌与

羊肚菌根际真菌差异很大，有 2个染病子实体和正

常生长的子实体根际真菌群落结构存在重叠，表明

羊肚菌栽培对土壤真菌群落结构具有较大影响，可

以塑造土壤真菌的群落，而单个样品的差异可能与

白霉病病原菌的入侵有关，接下来将对羊肚菌白霉

病的发生、传播规律和病原菌的侵染机制进行深入

研究，从而推动对羊肚菌白霉病的防控。 

4  结论 

通过 Illumina MiSeq高通量测序，9份样品总

共得到 393 347条有效序列，经过过滤和去除嵌合

体之后得到 384 732条优质序列。未栽培羊肚菌土

壤真菌 OTU数、Chao1指数、ACE指数、Simpson

指数和 Shannon 指数最大，染病子实体根际土次

之，正常生长羊肚菌子实体根际土最小；各个处理

的真菌群落结构和优势真菌类群有较大差异。可

见，羊肚菌栽培后真菌多样性降低，白霉病发生后

根际真菌种类增多，土壤真菌群落结构发生变化，

优势真菌类群也产生了较大差异。 
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