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摘  要：通过测量菌丝直径和干重对松乳菇（rcb-74）和靓丽乳菇（rll-107，rmsh-118）进行最适菌丝生

长培养基的筛选。结果表明所有菌株均在改良的 biotin-aneurine-folic acid（BAF）培养基上表现出较大的

菌丝直径以及最大菌丝干重。用改良的 BAF 培养基制备乳菇液体菌丝，接种云南松、马尾松和油松，并

在 13–30d 后发现 rcb-74 与云南松和油松形成菌根，rll-107 与马尾松形成菌根，rmsh-118 与云南松形成

菌根。 
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Abstract: Optimum culture medium for Lactarius deliciosus rcb-74, L. vividus rll-107 and L. vividus rmsh-118 

was screened by measuring diameter and dry weight of mycelia. The results showed that all isolates had 

relatively large diameter of mycelia and the maximum dry weight on modified biotin-aneurine-folic acid (BAF) 

medium. Lactarius mycelium cultured in modified BAF liquid medium was inoculated to Pinus yunnanensis, P. 
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massoniana and P. tabuliformis, and mycorrhizae were observed in combinations of L. deliciosus rcb-74 with P. 

yunnanensis and P. tabuliformis, combination of L. vividus rll-107 with P. massoniana, as well as combination 

of L. vividus rmsh-118 with P. yunnanensis in 13–30 days. 

Key words: Lactarius, media, mycorrhizal synthesis 

 

乳菇属 Lactarius Pers.的所有种均为外生菌

根真菌，主要与松科、壳斗科和桦木科等经济树

种形成外生菌根。松乳菇组 Lactarius sect. 

Deliciosi 是乳菇属中的一个单系群，该组成员包

括大部分可食用或药用且美味的乳菇（戴玉成和

杨祝良 2008；戴玉成等 2010），这些乳菇具有

红、橙黄或蓝色的乳汁，且大多数子实体伤后变

蓝绿色（Nuytinck & Verbeken 2007；王向华 

2008），主要生长于高山、亚高山带的针叶林。

广为采食且具有抗肿瘤等功能的松乳菇 L. 

deliciosus (L.) Gray、红汁乳菇 L. hatsudake Nobuj. 

Tanaka和橙红乳菇 L. akahatsu Nobuj. Tanaka等具

有商业价值的美味乳菇都属于该组成员（Wu et 

al. 2019）。Poitou et al.（1989）用松乳菇接种海

岸松，首次获得松乳菇子实体。此后对松乳菇的

栽培研究有了不断的进展，且人工合成菌根成

为实现乳菇栽培的重要途径。新西兰植物与食

品研究所从 90 年代末开始研究松乳菇的栽培，

通过接种方法的改进实现了松乳菇与辐射松

Pinus radiata 的菌根合成，并在菌根苗移栽后的 1

年半成功获得松乳菇子实体（Wang et al. 2002），

此后种植园内的松乳菇产量也在不断上升

（Guerin-Laguette et al. 2014）。除了松乳菇，

Yamada et al.（2001）在实验室条件下合成了橙

红乳菇 L. akahatsu 与赤松 P. densiflora 的菌根，

并在半自然环境下获得了子实体。靛蓝乳菇 L. 

indigo 与新热带界松树菌根的成功合成在一定程

度上弥补了靛蓝乳菇菌根研究方面的匮乏，同时

为靛蓝乳菇用于中美洲再造林计划提供了可能

性（Flores et al. 2005）。 

Nuytinck & Verbeken（2007）的工作表明松

乳菇组在世界范围内包括 38 个分类群，其中中

国西南地区包括 9 个（Nuytinck et al. 2006），除

常见的松乳菇和红汁乳菇以外，一些新种近年来

陆续被发表（Wang et al. 2015；Wang 2016；Han 

et al. 2019），对于该组成员的分类工作还在进行

中。中国西南地区有着丰富的乳菇资源，作为

一类贸易量较大的群众喜食的野生食用菌，乳

菇在分类、菌丝发酵和营养成分等方面都有着

大量的研究（计红芳等 2006；杨颖等 2013；

傅雁辉等 2017）。在栽培方面，现已有许多关于

乳菇菌根合成的文章发表，主要集中于松乳菇和

红汁乳菇（杨艳美 2011；薛振文等 2014），但

缺乏相应的形态和分子证据。另外谭著明等

（2006，2008）20 年前在湖南建立了超过 65 公

顷的红汁乳菇和马尾松种植园，据报道年产量超

过 675 公斤/公顷，但除此之外再没有相关的报

道。为了实现乳菇的栽培与持续利用，本研究选

择了松乳菇和靓丽乳菇 L. vividus X.H. Wang, 

Nuytinck & Verbeken 作为研究对象，首先比较了

菌丝在不同培养基内生长速率和干重，接着使用两

种快速且易于观察的无土菌根合成方法（Guerin- 

Laguette et al. 2000），对这两种乳菇与 3 种中国

松树种进行了菌根合成，旨在选出合适的菌丝生

长培养基和宿主植物，为松乳菇组的乳菇菌根

化苗的生产奠定基础，也为其他种类乳菇的栽培

提供科学依据。 

1 材料与方法  

1.1 材料 

1.1.1 真菌材料：松乳菇（rcb-74）于 2015 年 6 月

29 日购买于云南省昆明市茨坝农贸市场；靓丽乳

菇（rll-107）于 2015 年 9 月 3 日采自贵州省龙里

县龙山镇新场村春菜园；靓丽乳菇（rmsh-118）
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于 2015 年 9 月 10 日购买自昆明市木水花野生菌

市场。凭证标本均存放于中国科学院昆明植物研

究所隐花植物标本馆（HKAS）。 

1.1.2 种子材料：云南松（Pinus yunnanensis，PY）

购买自昆明；油松（P. tabuliformis，PT）购买自

江苏；马尾松（P. massoniana Lamb.，PM）采自

贵州。 

1.1.3 培养基：M+P[MMN（Marx 1969）与 PDA

等量混合]，modified BAF [BAF 培养基（Moser 

1960），微量元素营养液（Wong & Fortin 1989），

25mmol/L 的 MES 缓冲液]，PDA，MYA（Endo et al. 

2014）。培养基组成成分见表 1。 

1.2 方法 

1.2.1 乳菇子实体组织分离与培养：轻拭乳菇表

面杂物，切除菌柄，用 75%的酒精对菌盖表面简

单消毒。超净台内用无菌手术刀轻划乳菇菌盖表

面，然后掰开子实体，切取菌肉置于 M+P 培养

基上。将接种好的培养基置于 23℃培养箱中黑

暗培养。 

1.2.2 不同培养基上菌丝的生长：一个月后，选

择生长状态良好的菌丝在 M+P 琼脂培养基上再

培养。再培养的菌丝生长 1 个月后，配置 M+P、

modified BAF、PDA 和 MYA 琼脂培养基，待培养

基凝固后，在其表面放上直径为 7cm 的无菌玻

璃纸。打孔器切取菌丝块置于不同培养基上，

不同菌丝与不同培养基的组合各 5 个重复。所

有培养基均置于 23℃培养箱中黑暗培养。1 个

月后，用十字交叉法测量菌丝直径，然后将菌丝

从玻璃纸上取下置于 80℃的烘箱中 24h 烘干，

称其干重。 

1.2.3 种子萌发：种子用蒸馏水浸泡 48h，取出种

子后用 30%的 H2O2 浸泡 10min 表面消毒，再用

无菌水冲洗种子以去除表面残留的 H2O2。灭过

菌的蛭石和珍珠岩按 1:1的体积比混合均匀后平

铺于育苗盆中，放入种子后再铺上厚薄均匀的一

层基质。 

表 1 不同培养基中营养成分的组成 

Table 1 Composition of nutrient in different media 

成分 

Compounds 

PDA MYA M+P Modified BAF

氯化钠 NaCl (g) − − 0.0125 0.025 

氯化钙 CaCl2 (g) − − 0.025 0.05 

硫酸镁 MgSO4 (g) − − 0.05 0.15 

磷酸二氢钾 

KH2PO4 (g) 

− − 0.25 0.34 

氯化铵 NH4Cl (g) − − − 0.56 

磷酸氢二铵 

(NH4)2HPO4 (g) 

− − 0.125 − 

2-(N-吗啉)乙磺酸 

MES (g) 

− − − 1.95 

肌醇 Inositol (g) − − − 0.05 

硫胺素 VB1 (mg) − − 0.025 0.1 

微量营养 

Morizet (mL) 

− − − 0.2 

1%柠檬酸铁 

1% ferric citrate (mL)

− − 0.75 3 

酵母提取物 

Yeast extract (g) 

− 1 0.25 0.2 

麦芽提取物 

Malt extract (g) 

− 10 0.25 − 

马铃薯提取物 

Potato extract (g) 

200 − 100 − 

蛋白胨 Peptone (g) − − − 2 

葡萄糖 Glucose (g) 20 − 20 20 

注：所有营养成分的量均为 1L 培养基中所含的量；培养基

的 pH 均用 5mol/L 的 HCl 或 NaOH 调试至 5.6–6.0 

Note: Quantity of all compounds are given for 1L of media; pH 

of media was adjusted to 5.6–6.0 with HCl or NaOH (5mol/L). 
 

1.2.4 菌根合成：袋内菌根合成：（1）液体菌丝

的制备：根据 1.2.2 中不同培养基上菌丝生长的

结果，选择最适的培养基配置液体培养基。将生

长良好的菌丝以 1cm3 的大小切块后置于培养皿

（9cm）内，每个培养皿内放入 4–6 块菌丝块。

加入液体培养基，加入的量刚好没过菌丝块，置

于 23℃培养箱暗培养。（2）菌根合成：种子萌发

2 个月后，选择侧根发达的松苗进行接种。液体培
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养基内菌丝生长 1 个月后，选择生长状态良好的

菌丝进行接种。无菌水清洗松苗根部，去除根上

的基质。将培养菌丝的液体培养基倒出，冲洗菌

丝数遍后将菌丝切成大约 1cm3大小。松苗根部放

入装有无菌层析纸的 PVC 自封袋内，用无菌镊子

把松苗的侧根展开，把切好的菌丝块（3–5 块）小

心放到松苗侧根附近，最后加入 25mL MES 缓冲

液。所有自封袋放入不透光的容器中，并在人工

气候箱内进行培养（光照 18h，温度 23℃；黑暗

6h，温度 18℃；光合有效辐射：100μmol-2/s）。不

同菌种与不同树种的组合为：rcb-74×PY/PT/PM、

rll-107×PY/PT/PM、rmsh-118×PY/PT/PM，每种组

合各 3 个重复。对照组为不接种的 PY、PT、PM，

每个对照各 3 个重复。 

培养皿内菌根合成：基质配制：蛭石:珍珠岩:

草炭:松树皮=4:2:2:1（体积比），基质按比例混合

后 121℃下灭菌 60min，间隔 3–4d 后再灭一次。

菌根合成：液体菌丝的处理与上文袋内菌根合

成类似。将松苗放入 10cm×10cm 的方形无菌培

养皿中，把清洗好的菌丝块（3−5 块）小心放

到松苗侧根附近，然后倒入一薄层灭好菌的基

质，加入 10mL MES 缓冲液。将培养皿封口后

放入不透光的容器中，在人工气候箱内进行培养

（18h 光照，23℃；6h 黑暗，18℃；光合有效辐

射：100μmol-2/s）。 

1.2.5 菌根形态及分子鉴定：定期在体式显微镜

下观察袋内及培养皿中菌根合成的情况。乳菇菌

根颜色为浅黄色、亮黄色、橙黄色至橙红色，菌

根表面有或长或短的囊状体，显微镜下可观察到

浅黄色、亮黄色、橙黄色或橙红色乳汁细胞

（Guerin-Laguette 1998；Guerin-Laguette et al. 

2000a；Wang et al. 2002）。试剂盒提取菌根 DNA，

并扩增其 ITS 片段。扩增引物为 ITS1F：5′-GGTCAT 

TTAGAGGAAGTAA-3′，ITS4：5′-TCCTCCGCTTATTGATA 

TGC-3′。25μL PCR 体系中包含 1μL DNA，正反向

引物（5μmol/L）各 1μL，2.5μL 10× buffer（Mg2+），

1.5μL dNTPs（10μmol/L），1μL BSA（1%），0.5μL 

MgCl2（25mmol/L），0.3U Taq 酶。PCR 条件为：

95℃ 5min；94℃ 1min，50℃ 1min，72℃ 1min，

35 个循环；72℃ 10min。PCR 产物经 1.2%的凝胶

电泳检测后，送生物公司进行测序。 

1.2.6 数据分析：不同培养基上菌丝的直径和干

重用 SPSS 13.0 进行单因素方差分析（ANOVA）。

用于接种的乳菇子实体，菌丝以及合成的菌根均

进行 DNA 鉴定，并使用 BLAST 对获得的所有序列

与 GenBank 中的序列进行比对，相似度大于 98%

的作为一个 OTU。使用 Sequencher（4.1.4）拼接与

编辑序列，在 BioEdit v7.0.9 中进行比对和自动排

序，排好的序列用 MEGA 6.0 中的 Neighbor-Joining

建系统发育树。 

2 结果与分析 

2.1 不同培养基上菌丝生长情况 

对不同培养基上生长的菌丝（图 1）进行直

径和干重的测量，测量结果见表 2、图 2、图 3。

根据结果可知 4 种培养基上的菌丝直径与生物量

的测定结果不一致。 

rcb-74 的菌丝直径表现为：MYA>PDA>modified 

BAF>M+P，MYA 培养基上菌丝的直径最大，且与

另外 3 种培养基的差异达到极显著水平

（P<0.01）。其次为 PDA，然后为modified BAF（PDA

与 modified BAF 上的菌丝直径差异不显著，

P>0.05），菌丝直径最小的为 M+P；rcb-74 的菌丝

干重表现为：M+P>modified BAF>PDA>MYA，菌丝

直径最小的 M+P 培养基上菌丝干重最大，其次为

modified BAF（M+P 与 modified BAF 上的菌丝干

重差异不显著）。在 MYA 培养基上生长的菌丝干

重最低。 

rll-107 和 rmsh-118 的菌丝直径都表现为

MYA>modified BAF>M+P>PDA。MYA 培养基上的菌

丝直径最大，且与另外 3 种培养基的差异达到极

显著水平（P<0.01）。 
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图 1 A–C：松乳菇（A：rcb-74）和靓丽乳菇（B：rll-107，C：rmsh-118）；D–F：M+P 培养基（D：rcb-74，E：rll-107，F：

rmsh-118）；G–I：Modified BAF 培养基（G：rcb-74，H：rll-107，I：rmsh-118）；J–L：PDA 培养基（J：rcb-74，K：rll-107，

L：rmsh-118）；M–O：MYA 培养基（M：rcb-74，N：rll-107，O：rmsh-118） 

Fig. 1 A–C: Lactarius deliciosus (A: rcb-74) and Lactarius vividus (B: rll-107, C: rmsh-118); D–F: M+P medium (D: rcb-74, E: rll-107, 

F: rmsh-118); G–I: Modified BAF medium (G: rcb-74, H: rll-107, I: rmsh-118); J–L: PDA medium (J: rcb-74, K: rll-107, L: rmsh-118); 

M–O: MYA medium (M: rcb-74, N: rll-107, O: rmsh-118). 

 
表 2 不同菌种在 4 种培养基上的菌丝直径以及菌丝干重 

Table 2 Mycelial diameter and dry weight of different isolates on four media 

培养基 

Media 

Lactarius deliciosus rcb-74 L. vividus rll-107 L. vividus rmsh-118 

直径 

Diameter (cm) 

干重 

Dry weight (g) 

直径 

Diameter (cm) 

干重 

Dry weight (g)

直径 

Diameter (cm) 

干重 

Dry weight (g) 

M+P 5.030.251 0.1430.0005 4.130.115 0.1360.0012 5.060.115 0.1360.0005 

Modified BAF 5.630.153 0.1410.0015 5.130.058 0.1470.0025 5.100.000 0.1460.0021 

PDA 5.730.115 0.1400.0017 3.200.000 0.1370.0015 4.030.251 0.1340.0025 

MYA 6.430.115 0.1250.0032 6.530.058 0.1120.0020 6.570.115 0.1030.0025 
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图 2 不同菌种在 4 种培养基上的菌丝直径 

Fig. 2 Mycelial diameter of different isolates on four media. 
 

 
 

图 3 不同菌种在 4 种培养基上的菌丝干重 

Fig. 3 Mycelial dry weight of different isolates on four media. 

 
rll-107 的菌丝干重表现为：modified BAF> 

PDA>M+P>MYA，modified BAF 培养基上菌丝干重

最大，且与另外 3 种培养基的差异达到极显著水

平（P<0.01）。rmsh-118 的菌丝干重表现为：

modified BAF>M+P>PDA>MYA。modified BAF 培养

基上菌丝干重最大，且与另外 3 种培养基的差异

达到极显著水平（P<0.01）。 

以生长速度相对较快、生物量高的培养基作

为标准（孙磊等 2015），选择 modified BAF 作为

菌根合成实验的最适培养基。 

2.2 菌根合成 

根据不同培养基菌丝生长的实验结果，选择

modified BAF 作为液体培养基培养菌丝。菌丝接

种 3 种不同树种后的 13–30d，袋内 rcb-74/PT、

rll-107/PM、rmsh-118/PY 形成菌根（图 4A–4C）。

13–30d 后培养皿内 rcb-74/PY 、 rll-107/PM 、

rmsh-118/PY 形成菌根（图 4D–4F）。菌根颜色为

浅黄色、黄色、亮黄色至棕色，表面光滑至长满

短针状囊状体菌丝（图 4），显微镜下清晰可见浅

黄或黄色乳汁细胞（图 2）。菌根周围有黄色或绿

色的菌索（图 4K，4L）。菌根 ITS PCR 扩增产物测

序后与 GenBank 中的序列进行比对，将菌根、子

实体和菌丝的序列进行排序后用 Mega 建 NJ 树

（图 5），外类群为 Lactarius rufus。菌丝和菌根

的序列均提交 GenBank 并获得相应的序列号 

（表 3）。 

3 讨论 

本研究通过分析不同乳菇菌种在不同培养

基上的菌丝直径和干重，筛选出了松乳菇和靓丽

乳菇菌丝生长的最适培养基，根据实验结果，两

种乳菇菌丝都在营养丰富的 modified BAF 培养基

上表现出较快的生长速度和最大生物量。在 MYA

培养基上，所有菌丝的生长速度最快，但菌丝均

表现为稀疏、细弱和颜色暗淡，最终生物量均小

于另外 3 种培养基。实验中所有培养基的 pH 均

设为 5.5–6.0，菌丝生长温度设为 23℃，这是根

据乳菇采集地点土壤的 pH 以及 Guerin-Laguette 

et al.（2000）的报道设置的。但是为了获得更

加准确的信息，实现标准化的生产，后期将对

pH 和温度进行优化，挑选更合适的菌丝生长条

件。在本研究中，利用两种易观察的方法，将两

种乳菇的菌丝与 3 种中国松树树种进行菌根合

成，并在 13–30d 内获得了松乳菇与云南松和油

松的菌根，靓丽乳菇与云南松和马尾松的菌根。

菌根合成实验有助于确定真菌-植物宿主相容性

（Giomaro et al. 2005），且菌根的形成与优劣决

定了接种后的菌根真菌是否有能力与其他土壤

中的菌根真菌进行竞争，并适应环境和顺利形

成子实体（Kennedy 2010）。菌丝的质量、宿主

植物的选择、培养基质或土壤都是影响菌根生

长的重要因素（Zambonelli et al. 2010，2015； 
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图 4 A–C：袋内菌根（A：rcb-74/PT，B：rll-107/PM，C：rmsh-118/PY）；D–F：培养皿内菌根（D：rcb-74/PY，E：rll-107/PM，

F：rmsh-118/PY）；G：袋内形成菌根的根系（箭头处为菌根）；H：培养皿内形成菌根的根系（箭头处为菌根）；I：囊状体

菌丝（箭头）；J：乳汁管（箭头）；K，L：菌索（箭头）. 标尺：I，J=0.5mm；A–H，K，L=1mm. PT：油松；PM：马尾松；

PY：云南松 

Fig. 4 A–C: Mycorrhizae in sack culture (A: rcb-74/PT, B: rll-107/PM, C: rmsh-118/PY); D–F: Mycorrhizae in plate culture (D: 

rcb-74/PY, E: rll-107/PM, F: rmsh-118/PY); G: Root system with mycorrhizae in sack culture (arrow mycorrhizae); H: Root system 

with mycorrhizae in plate culture (arrow mycorrhizae); I: Cystidia-like hyphae (arrow); J: Laticifer (arrow); K, L: Rhizomorph 

(arrow). Bars: I, J=0.5mm; A–H, K, L=1mm. PT: Pinus tabuliformis; PM: Pinus massoniana; PY: Pinus yunnanensis. 

 
Iotti et al. 2012，2016）。松乳菇组的成员主要生

长于高山、亚高山带的针叶林，本研究选择了松

属的 3 个种，分别是西南地区的本土树种云南松

（陈飞 2012）、广布于华中、华南地区的马尾松

（张雷等 2011）以及北方广布种油松（郭泉水

和阎洪 1995）。实验得到了能够形成良好菌根的

真菌×树种组合。Gomes et al.（2016）的研究表

明松乳菇可以与杜鹃花科的草莓树 Arbutus 

unedo 形成菌根，且菌根在基质中的生长表现出

了持久性。这在很大程度上丰富了乳菇的宿主范

围，为宿主植物的选择提供更多可能性。本研究

使用的两种菌根合成方法是参照 Guerin-Laguette 

et al.（2000）的方法加以改进的，这两种方法有

助于观察菌根的形成，并能快速判断真菌与树种

形成菌根的可能性。下一步我们会尝试更多的真

菌树种组合，挑选最优的基质，将菌根苗移栽野 



研究论文  22 July 2020, 39(7): 1346-1355   Mycosystema  ISSN1672-6472  CN11-5180/Q 

 

菌物学报 1353

 

 
 

图 5 以 Lactarius rufus 为外类群，基于乳菇子实体、菌丝与菌根的 ITS 构建的 Neighbor-Joining 进化树   PT：油松；PM：

马尾松；PY：云南松 

Fig. 5 Neighbor-Joining phylogenetic analysis based on Lactarius fruiting bodies, mycelium and mycorrhizae, with Lactarius rufus 

as outgroup. PT: Pinus tabuliformis; PM: Pinus massoniana; PY: Pinus yunnanensis. 
 

表 3 乳菇菌丝与菌根的序列在 GenBank 中的序列号 

Table 3 GenBank accession numbers of Lactarius mycelium and mycorrhiza 

序号 No. 菌丝 Mycelium 菌根 Mycorrhiza 

编号 No. wr-74 wr-107 wr-118 mwr-74 mwr-107 mwr-118 

序列号 Accession No. KY661913 KY661923 KY661925 MG457173 MG457174 MG457175 

 
外，对其生长和菌根的持久性进行监测，为乳菇

的栽培和种植园的建立提供科学依据。 
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