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摘　要：【目的】鉴定	1	株在粤北韶关学院内采集的疑似大白口蘑（Tricholoma giganteum）野生菌株，并

筛选其菌丝适宜培养基，为丰富其生物资源、开发利用该菌株提供依据和参考。【方法】以该疑似大白口蘑野

生菌株为试材，采用组织分离法，从野生子实体中分离纯化得到纯菌丝体；通过子实体形态特征分析、菌丝生

物学特性分析和 ITS 序列克隆与分析对其进行鉴定；并在 PSA 培养基、酵母膏培养基和棉籽壳培养基中进行菌

丝培养试验，筛选菌丝适宜培养基。【结果】该菌株与 GenBank 中报道的大白口蘑具有较高的相似性、Ident 在

82.23%~90.06% 之间，其中与序列 JX041888.1 相似性最高、Ident 为 90.06%。结合传统形态学分析，鉴定该菌株

为野生大白口蘑，命名为 Tsg1。菌丝体均可在 PSA 培养基、酵母膏培养基和棉籽壳培养基中培养，但在棉籽壳

培养基中菌丝体最为浓密粗壮、长势最好，其菌丝生长速度为 3.68	mm/d。【结论】该菌株为野生大白口蘑，棉

籽壳培养基是其菌丝培养适宜培养基。
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Identification of A Strain of Suspected Wild Tricholoma
 giganteum and Screening of Mycelium Culture Medium 
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Abstract：	【Objective】A	wild	 strain	of	 suspected	Tricholoma giganteum	 collected	 in	Shaoguan	University,	

Northern	Guangdong	Province	was	identified	and	the	suitable	mycelium	culture	medium	was	screened,	which	provided	basis	

and	reference	for	the	enrichment	of	its	biological	resources	and	the	development	and	utilization	of	the	strain.	【Method】	

Using	the	wild	strain	of	the	suspected	T. giganteum as	tested	material,	the	pure	mycelium	was	isolated	and	purified	by	tissue	

isolation	from	the	wild	strain	fruiting	body.	 	Identification	was	carried	out	by	the	morphological	characteristics	analysis	of	

fruiting	bodies,	biological	characteristics	analysis	of	mycelium,	and	ITS	sequence	cloning	and	analysis.	In	order	to	screen	the	

most	suitable	mycelium	culture	medium,	mycelium	culture	experiment	was	carried	out	in	PSA	medium,	yeast	extract	medium	

and	cottonseed	shell	medium,	respectively.【Result】The	cloning	and	analysis	of	ITS	sequence	showed	that	the	suspected	

wild T. giganteum	had	high	similarity	with	the	T. giganteum	that	reported	in	GenBank	and	Ident	was	between	82.23%	and	

90.06%,	The	sequence	showed	highest	similarity	with	sequence	JX041888.1	and	its	Ident	was	90.06%.	Combined	with	



38

【 研 究 意 义 】 大 白 口 蘑（Tricholoma 
giganteum）又称为巨大口蘑、洛巴伊口蘑，是一

种大型簇生的食、药用真菌，隶属于担子菌门、

伞菌纲、伞菌目、口蘑科、口蘑属［1］。大白口

蘑的营养价值极高，其粗蛋白和多糖含量分别是

115.9	g/kg 和 365.9	g/kg，含有 18 种氨基酸，其中

人体必需氨基酸 74.4	g/kg，满足 FAO/WHO 最高

蛋白质的需求［2］。大白口蘑含有丰富的矿物质元

素，如锌、钾、钙、铁、钠、镁等［3］；还具有防

突变、增强免疫力、抗肿瘤、抗氧化、抗艾滋病毒、

抗真菌、降血糖血脂血压和保护肝脏等功能［4-9］。

大白口蘑是一种簇生的野生珍稀食药用菌，菇体

肥大、菌肉鲜美、口感极佳，具有很高的食药用

价值，而且不易褐变和腐烂，耐贮运性好，有很

好的开发价值和应用前景［10］。大白口蘑属于高

温品种，可在夏季市场短缺菇的情况下抢占市场，

具有良好的发展前景［11］。韶关学院“食用菌生

态循环栽培技术及产业化创新服务团队”在韶关

学院校园内的荒地杂草丛中（旁有苦楝树和海南

蒲桃树）发现	1	株疑似大白口蘑野生菌。本研究

结合形态学特征与 ITS 序列分析鉴定其分类学地

位，并筛选该菌株适宜的菌丝培养基，旨在丰富

其种质资源，也为其驯化、栽培和育种提供依据

和参考。【前人研究进展】大白口蘑是由法国真

菌学家 Hiem 发现于非洲，于 1970 年定名，被称

为“菌中新秀”［12］。文献报道了从不同地方分

离纯化得到的野生大白口蘑新品系：卯晓岚［13］

于 1992 年在香港中文大学校内凤凰木树旁草地采

集到	1	株；郭翠英等［14］在福建省热带植物研究

所（厦门）、上官舟建等［15］在荆西地区、汤洪

敏等［16］在云南楚雄、邓优锦等［17］在福建福州、

黎金锋等［18］在广西南宁、张国广等［19］在厦门大学、

刘月廉等［20］在湛江海洋大学校园内均采集到野

生菌株，并进行了分离鉴定和驯化等方面的研究。

莫美华等［10］在广州先后分离到	4	株大白口蘑

新品系，分别命名为 SCAUI、Dongguanzhuang、

SCAU2 和 SCAU3，并对它们的生物学特性、栽培

学特性和品质特性等进行了研究，经过驯化及优

化栽培，获得了 4.5 万 ~7.5 万 kg/hm2 的产量，而

且得到抗杂菌能力强的菌株。粤北具有丰富的野

生大型真菌种质资源，毕志树等在粤北地区采集

并鉴定包括担子菌和子囊菌等大型真菌 529 种，

其中野生食药用菌 113 种［21］。据报道，目前粤

北地区已知野生食药用菌共有 145 种［22］，但没

有发现野生大白口蘑的文献报道。大白口蘑的商

业化栽培范围较窄，大部分地区仍处于试栽培阶

段，生产规模较小，制约了该菌的大规模推广［23］。

【本研究切入点】本团队在粤北韶关学院校园内

中发现	1	株疑似大白口蘑野生菌株，旁有苦楝和

海南蒲桃树。采集并从子实体组织中分离纯化得

到纯菌丝体，菌株命名为 Tsg1。本研究结合形态

学特征与	ITS	序列分析进行鉴定，并通过在 PSA

培养基、酵母膏培养基和棉籽壳培养基中的培养

试验，筛选该菌株菌丝培养最合适的培养基。【拟

解决的关键问题】通过 ITS 序列克隆和分析，结

合形态学，对野生菌株 Tsg1 进行鉴定，丰富其生

物种质资源；并通过菌丝培养基筛选试验和野生

环境分析，为其开发利用提供参考。

1  材料与方法

1.1  试验材料

1.1.1	 供试菌株	 野生大白口蘑 Tsg1，采自广东

韶关学院校园内荒地杂草丛中，通过组织分离法

分离培养得到纯化的菌丝体。

1.1.2  试剂  PSA培养基：马铃薯200	g，蔗糖20	g，

琼脂粉 15	g，蒸馏水定容至 1	L，自然 pH。酵母

膏培养基：麦芽糖 26	g，酵母膏 2	g，MgSO4	2.7	g，

KH2PO4	1.8	g，维生素 B	116	mg，琼脂粉 15	g，蒸

馏水定容至 1	L，自然 pH。棉籽壳培养基：棉籽

壳 150	g，麸皮 20	g，蒸馏水 1	L，煮沸 20	min，

过滤；滤液中加葡萄糖 20	g，琼脂粉 20	g，煮沸

后蒸馏水定容至 1	L，自然 pH。

traditional	morphological	analysis,	 the	strain	was	 identified	as	wild	T. giganteum	and	named	as	Tsg1.	The	mycelium	could	

be	cultured	in	PSA	medium,	yeast	extract	medium	and	cottonseed	shell	medium.	But	the	mycelium	was	the	densest	and	the	

strongest	in	the	cottonseed	shell	medium,	with	the	growth	rate	of	3.68	mm/d.【Conclusion】This	strain	is	a	wild	T. giganteum,	

and	cottonseed	shell	medium	is	the	most	suitable	medium	for	mycelium	culture.

Key words：	Northern	Guangdong;	Tricholoma giganteum;	wild	strain;	ITS	identification;	morphological	 identification;	

screening	of	culture	medium	
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1.1.3  引 物 设 计 与 选 择  菌株 Tsg1 的 ITS 序

列 PCR 扩 增 采 用 真 菌 ITS 通 用 引 物：ITS1，

5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'；ITS4，

5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'。

1.2  试验方法

1.2.1  野生菌株的采集和分离  	2016 年 7 月 16

日，在韶关学院西区的荒地上采集到	1	株野生大

型真菌，采用食用菌组织分离法：取 1 块黄豆大

小的菌盖与菌柄交界部位的菌肉接种于 PSA 固体

培养基上，30	℃下培养 6	d，然后将得到的纯菌

丝体转入PSA斜面培养基中，命名为Tsg1，备用。

1.2.2  野生菌株的鉴定  （1）形态观察和鉴定。

观察野生菌株子实体的菌盖、菌褶、菌柄、菌环

和菌托等主要构成部分，观察菌丝体在固体培养

基上菌落的形状、大小、味道、颜色、生活力等，

同时采用平板斜插盖玻片法［24-25］观测菌丝细胞

大小、形态、锁状联合结构等。（2）ITS 鉴定。

采用 FDEB 法［26］提取 Tsg1 基因组 DNA，ITS 区

序列 PCR 扩增主要参考 Ahlawat 等［27］的方法。

以真菌 ITS 通用引物 ITS1 和 ITS4 进行 PCR 扩增：

10×buffer（无Mg2+	）5	μL，MgCl2（25	mmol/L）2.0	

μL，ddH2O	33	μL，Primer（IST1，4）4	μL，

dNTPs（各 2.5	mmol/L）2	μL，DNA 模板 3	μL，

Taq 酶（5	U/μL）1	μL，总体积 50.0	μL。PCR

扩增程序：预变性 94	℃	5	min，变性 94	℃	45	s，

退火 56	℃	1	min，延伸 72	℃	1	min，以上共 32 个

循环，最后 72	℃延伸 10	min。

将 PCR 产物送交生工生物工程（上海）

股份有限公司进行正反序列测定。将该序列在

GenBank 核酸数据库中进行 BLAST，在 DNA 序列

数据库中搜索同源性高的序列进行比对分析，并

用 MEGA	7.2 软件对 Tsg1 的 ITS 序列进行 NJ 法聚

类分析［28］。构建系统发育树，分析G含量、C含量、

遗传距离和遗传进化关系等［29］。

1.2.3  菌丝培养基的筛选  选取一管生长良好的

母种，活化后再进行转接。用接种钩划取一黄豆

大小的菌块，接入 PSA 培养基、酵母膏培养基和

棉籽壳培养基中，30	℃下培养 12	d 后，观察测量

菌丝的生长速度、色泽、密度和爬壁能力等情况。

试验数据采用 SPSS19.0 软件进行 t 检验统计

学分析。

2  结果与分析

2.1  形态观察和鉴定

该野生蘑菇大型，簇生，初期为半球形或伞

形，菌盖厚，边缘平滑内卷；后期平展，表面光滑，

棕白色，菌盖直径 5.0~16.0	cm、厚 1.9~6.1	cm，

平滑或稍粗糙，微粘。菌肉白色至微棕色、厚实、

坚韧、嫩脆、有浓厚的蘑菇香味，伤不变色。菌

褶白色至浅黄色，直生或弯生，稍密，初期窄后

变宽。菌柄中生或偏生，基部往往连合成一丛，

实心粗壮，圆柱或倒棒状，长 10.0~25.0	cm、粗

3.5~9.0	cm，棕白色，基部肥大略弯，无菌环与菌

托（图 1）。孢子表面光滑，球圆或椭圆形，孢

子印白色。

	

图 1  野生大白口蘑（Tsg1）子实体
Fig. 1  The fruiting bodies of wild Tricholoma giganteum

由图 2 可知，在 PSA 平板中菌丝体呈白色，

絮状，气生菌丝较多且较致密，但菌丝生长较缓

慢，菌丝体 3	d 后开始扩展。显微观察显示菌丝

细胞有隔膜，无色透明，均一，分枝均匀，菌丝

图 2  野生大白口蘑菌丝锁状联合
Fig. 2  Clamp connection of wild Tricholoma 

         giganteum （1 000×）



40

直径 2.5~4.0	μm，锁状联合明显。综上所述，根

据菌株的形态学特征，并参考《中国大型真菌》［30］，

初步判断 Tsg1 与大白口蘑相似，暂定为“拟野生

大白口蘑”。

2.2  ITS序列分析与鉴定

采用真菌 ITS 通用引物 ITS1 和 ITS4，对疑似

野生大白口蘑菌株 Tsg1 基因组 DNA 的 ITS 序列

进行 PCR 扩增，扩增结果用 1% 琼脂糖凝胶电泳

进行检测（图 3）。PCR 产物送至生工生物工程

（上海）股份有限公司进行正反序列测定。将获

得的正反向序列使用 DNAStar 软件包中的 SeqMan

进行拼接、编辑，获得完整的 ITS 序列（序列长

度为 650	bp，GenBank 登记号为 MK660795）。

通 过 NCBI 在 线 BLAST	N 检 索， 该 序 列

与 GenBank 中 报 道 的 大 白 口 蘑 JX041888.1、

JX068526.1、MK024240.1、MH053153.1、

MG867660.1、JX193694.1、KY744346.1、

KJ463732.1、JN006792.1、KJ463731.1 等 菌 株 序

列相似性较高，其Ident约为90%，且E	value为 0。

通过软件 MEGA7.2 分析 Tsg1 与 GenBank 中

报道的大白口蘑（共 25 株）的 GC 含量，结果显

示 GC 含量在 39.0~45.3 之间，而 Tsg1 的 GC 含

量较低，与 HM120872.1 极为相近、皆为 41.8。

选择“Krima2-Paramenter”核酸距离模式进行

数据处理，获得遗传距离矩阵（图 4）。显示

Tsg1 与其他大白口蘑菌株之间的遗传距离矩阵较

小，有着很近的亲缘关系。采用 N-J（Neighbor-

Joining）法构建系统发育树（图 5）进行聚类分

析，结果显示 Tsg1 序列与 GenBank 中报道的大白

口蘑（24 株）序列具有较高的相似性、Ident 在

82.23%~90.06% 之间，其中与序列 JX041888.1 相

似性最高、Ident 为 90.06%，与序列 KT154007.1

相似性较低、Ident 为 82.23%。因此，结合形态

学鉴定可确定 Tsg1 为大白口蘑新菌株。

2.3  菌丝培养基的筛选

Tsg1 菌丝在 3 种培养基中 30	℃培养 12	d，

生长情况如图 6（彩版见封三）和表 1。图 6 和表

1 显示，Tsg1 菌丝在 3 种培养基中均能生长，菌

丝的长势存在明显不同，其生长速度表现为棉籽

壳培养基＞酵母膏培养基＞ PSA 培养基，爬壁能

力表现为棉籽壳培养基＞酵母膏培养基＝ PSA 培

图 4  大白口蘑的遗传距离矩阵
Fig. 4  Genetic distance matrix of Tricholoma giganteum

M：DNA	Marker	3，T：Tsg1

图 3  ITS序列 PCR扩增结果
Fig. 3  Result of ITS PCR amplification

M

800	bp
500	bp

T
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KJ463732.1
KJ463731.1

KJ463733.1
KJ463730.1

MH014646.1

HM120872.1

MK024240.1

KY744346.1

MH053153.1

JN006792.1

LK932287.1
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图 5  新菌株 Tsg1与其他大白口蘑的进化树
Fig. 5  The phylogenetic tree of new strain Tsg1 and Tricholoma giganteum related species

表 1  Tsg1在 3种培养基上菌丝的生长情况
Table 1  The mycelium  growth situation of Tsg1 in three culture media

培养基
Medium

菌丝浓密度
Mycelium	density

菌丝颜色
Mycelium	colour

菌丝粗壮度
Mycelium	roughness

菌丝爬壁能力 Wall	climbing	
ability	of	mycelium

菌丝生长速度 Mycelium	
growth	rate（mm/d）

PSA 培养基		PSA	medium 较浓 较白 较粗壮 较弱 2.32±0.18	a

酵母膏培养基 Yeast	extract	medium 较稀疏 较白 较纤细 较弱 2.95±0.18	b

棉籽壳培养基 Cottonseed	shell	medium																									 浓密 雪白 粗壮 强 3.68±0.23	c

	 	 注：同列数据后小写英文字母不同者表示差异显著。
	 	 Note:	The	different	lowercase	letters	in	the	same	column	represent	significant	differences.

A：PSA 培养基，B：酵母膏培养基，C：棉籽壳培养基

A:	PSA	medium;	B:	Yeast	extract	medium;	C:	Cottonseed	shell	medium

图 6  Tsg1在 3种培养基上的菌丝生长情况
Fig. 6  The growth situation of Tsg1 in three mycelium culture media

A B C
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养基，菌丝浓密和粗壮度表现为棉籽壳培养基＞

PSA 培养基＞酵母膏培养基。其中在棉籽壳培养

基中菌丝的生长速度最快、长势最好，菌丝雪白，

爬壁能力强，致密健壮。

3  讨论

对野生大型真菌种质资源的收集、驯化是

当前科研工作的重点之一。然而，以往对野生大

型真菌的鉴定大多依据形态学分类，由于这些依

据指标存在一定的主观性，且有些特征会随着生

长条件的改变而发生变化，这给传统分类带来了

困难，特别是对于那些形态特征非常相近的种，

更是难以准确区分［31］。分子生物学的快速发展

为野生真菌的鉴定提供了准确而便捷的方法，采

用分子方法进行物种间的分类和鉴定，分析物种

间的同源性，更加贴近生物的本原。目前关于真

核微生物的鉴定，通常利用其高度保守区 rDNA

间隔转录区间（ITS）特征进行鉴定［32］，因为

rDNA 的 ITS 区同时具有保守区和多变区，在真菌

系统发育分析以及物种鉴定方面，ITS 序列也作

为一个有效鉴定真菌种类的分子标记而被广泛采

用［33］。18S、5.8S和28S的序列在进化中趋于保守、

种间变化少；然而，内转录间隔区 ITS1 和 ITS2

作为非编码区，最终不加入成熟核糖体，受到的

选择压力较小，进化速度快且变异速度存在较大

的种间差异，适合种及种以下水平的分类研究［34］。

本研究在形态学的基础上，通过 ITS 序列分

析，结合 GenBank 已有的大白口蘑基因序列特

征，最终确定 Tsg1 为大白口蘑。近年在香港、

云南、广东、湖南、福建等多个地方的夏秋季都

发现了野生大白口蘑，在凤凰木树旁、羊蹄甲树

旁、榕树下、竹林中的沃土或草地上丛生［14-20］。

本次发现的野生大白口蘑是在苦楝和海南蒲桃树

旁的杂草中，地处粤北的韶关学院校园内。ITS

序列分析显示，该菌株与其他发现的野生菌株

存在一定差异，与莫美华等［10,	35］在广州发现的

菌 株（JX041888.1、JX068526.1、JX068527.1 和

JX193694.1）较为相似，其 Ident 分别为 90.06%、

89.63%、89.47% 和 89.58%，这对丰富大白口蘑

的野生资源具有积极意义，有利于对本地野生巨

大口蘑资源的保护、开发和育种。同时，培养基

筛选试验显示棉籽壳培养基是该菌株菌丝培养合

适的培养基，这为后期相关研究奠定了基础。

4  结论

本研究团队在粤北韶关学院内苦楝和海南蒲

桃树旁的杂草中采集到 1 株疑似大白口蘑野生菌

株，采用组织分离法，从野生子实体中分离纯化

得到纯菌丝体。通过 ITS 序列克隆与序列分析，

结合传统形态学分析，鉴定该菌株为野生大白口

蘑，命名为 Tsg1。棉籽壳培养基是其菌丝培养适

宜培养基。
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