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摘  要：采用传统培养法和宏基因组学技术对比了 2017 年新收获稻谷和将其仓储一年后稻谷中的真

菌菌相差异。结果显示，稻谷中的真菌菌群由各类田间真菌转变为曲霉类和青霉类等仓储型真菌为主

的优势菌群，并且两种方法的检测结果有着高度的一致性。可为稻谷在长距离运输期间的霉变防控提

供重要的指导依据。 
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Abstract: This study compared the fungal flora of newly harvested rice in 2017 and that stored for 1 year by 

traditional culture method and metagenomics techniques. Results showed that the fungi flora in rice changed 

from various field fungi flora to the storage fungi dominant florasuch as Aspergillus and Penicillium. The 

results of the two used methods are highly consistent. Exploring the composition and transformations of 

fungal flora of newly harvested rice and that stored for 1 year can provide important guidance for the 

prevention of mildew during long-distance transportation. 
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2018 年，我国稻谷总产量为 2.12 亿 t，其中

东北地区占据了很大份额。黑龙江地区一直以来

都是我国最主要的粳稻种植区域，其粳稻产量高

达数千万吨，大米供给量也达到了上千万吨[1]。 
在长期的仓储过程中，稻谷难免会产生发霉

的现象，霉变不仅导致稻谷的腐败和品质劣变，

更严重的是霉菌产生的剧毒真菌毒素严重危害消
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费者的身心健康。关于稻谷中的霉菌总数限值，

国标中尚未作出明确的规定。有研究表明，在一

定条件下，霉菌量在 104 cfu/g 以下，稻谷能够安全

储藏，达到 105 cfu/g 时，霉变开始发生，超过 106 
cfu/g，稻谷已发生严重霉变[2]。谷物的霉变程度常

常与带菌量相关，但是并不能从带菌量判断真菌毒

素水平超标，这与霉菌的种类和环境因素有关[3-5]。 
在不同的储粮生态区，稻谷中的霉菌菌相具

有显著的差异性，主要与各储粮生态区的气候环

境有关。吴红萍采集了海南各市县农户的储粮，

发现海南的霉菌主要为单端孢霉属、镰刀霉属、

木霉属、头孢霉属、交链孢霉属和曲霉属；而且

东部、中部和西部市县的储粮带菌量呈现逐渐降
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低的关系，菌量与含水量呈正相关关系[6]。奚萌

发现江苏泰州的中储粮直属库中以曲霉菌为主，

霉菌的种类在粮仓中呈现纵向的变化，最上层黄

曲霉菌占比最高，自上而下逐渐降低，中层稻谷

中灰绿曲霉菌占比最大，白曲霉菌占比最小。下

层稻谷以白曲霉菌占比最大，黄曲霉菌占比最小[7]。

和肖营分析了吉林省梅河口市储藏 4 个月的稻谷

粮仓中的南墙、北墙附近稻谷中霉菌区系的演替情

况，传统培养法分析结果表明，南墙和北墙的稻谷

中的菌系以曲霉为主且无明显区别[8]。方宝庆在不

同季节对储粮进行了详尽的研究，发现来自粮堆外

部的气温变化是引起储粮中的菌量呈现空间性动

态变化最主要的因素[9]。Sinha 提出将粮仓作为一个

类生态系统的概念，在粮仓的不同区间有着各自的

微生态环境。他还指出谷物类型和品质、真菌种群

和群落结构、霉菌毒素的产生和害虫的侵染等因素

都是相互关联的，而温度、水分活度和气体组成是

导致真菌感染和真菌毒素产生的关键环境因素[10]。 
研究混合菌种的体系，最直接的方法是将各

种菌类分离后再进一步研究。传统的微生物平板

培养是分离样品中菌种经典的方法，但对于霉菌

这种形态多样且多变的菌属，从形态判断种属经

常出现较大的分歧，往往需要借助一定的分子生

物学手段。但获得纯培养物再进行测序的方法往

往会导致样品中微生物多样性丢失，在一定程度

上影响结果的准确性。随着现代分子生物学的发

展，基于宏基因组学的方法越来越多被应用到混

合菌群分析体系中。真菌的内转录间隔区（Internal 

Transcribed Spacer，ITS）往往会表现极为广泛的序

列多态性，且序列在 1 000 pb 到小于 300 pb 大小不

等，长度适中，可以从中获得足够的信息用于属

内种间或种内群体的系统学区分研究[11-12]。 

实验采用传统分离法和宏基因组学法相结合

的方法研究了新采收稻谷和仓储一年的稻谷中的

菌相构成，为稻谷在长距离运输期间的霉变防控

提供重要的数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  仪器 
霉菌培养箱：上海森信实验仪器有限公司；

灭菌锅：上海申安医疗器械厂；PCR Purification 
Kit：Promega 公司；PCR 仪：Biometra 公司；Gel- 
Doc2000 凝胶成像分析仪：Bio-Rad 公司。 
1.1.2  材料与试剂 

Ex Taq DNA Polymerase 等扩增试剂：TaKaRa
公司；ITS1/ITS4 引物：上海生工公司；孟加拉红

培养基：海博生物技术有限公司；PBS 缓冲液：

北京 Labgic 有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品的采集及预处理 
粳稻：来自牡丹江某粮库 2017年新收购稻谷，

置于微生物采样袋中，于 4 ℃条件下运至实验室，

隔年再次在此粮库进行随机取样用于本实验。 
1.2.2  传统培养法分离纯化与鉴定 
1.2.2.1  菌落的纯化  参照 GB 4789.15—2016 的

方法培养稻谷中的霉菌。将不同形态的霉菌菌株

进行纯化培养 3 代，纯化菌株送往北京博友顺生

物技术有限公司进行鉴定。 
1.2.2.2  DNA 提取与分析  取 25 μL 菌液，加入

25 μL 的真菌裂解液，在 85 ℃下裂解 15 min。提

取的基因组 DNA 在浓度为 1.5%的琼脂糖凝胶电

泳中检测（105 V，45 min），然后用溴化乙锭（EB）

染色。 
1.2.2.3  ITS 基因片段的 PCR 扩增与测序  选择真

核生物 ITS 通用扩增引物扩增 ITS 区域，引物名称：

ITS1/ITS4（ITS1：CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA；

ITS4：TCCTCCGCTTATTGATATGC），扩增程序：

94 ℃变性 3 min；94 ℃变性 1 min，50 ℃退火

1 min，72 ℃延伸 2 min，30 个循环；72 ℃延伸

5 min。 
1.2.2.4  PCR 扩增体系  DNA（70 ng/μL），模板

2 μL；dNTPMixture（2.5 mM）2.5 μL；ITS1(20 μM) 
1.5 μL；ITS4（20 μM）1.5 μL；10 × Ex Taq Buffer
（Mg2+ plus）5 μL；Ex Taq 酶（5 U/μL）0.2 μL；

补足 ddH2O 到 50 μL。PCR 扩增产物经 1.5%的琼

脂糖凝胶电泳检测，溴化乙锭（EB）染色后保存

于 4 ℃备用。 
1.2.2.5  目的 DNA 序列测序  PCR 扩增产物采

用 Promega 纯化试剂盒纯化后用于测序。获得序

列后在 NCBI 数据库中进行 BLAST 比对分析，最

终确定菌株的种属类别。 
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1.2.3  稻谷表面微生物多样性检测 
取 10 g 稻谷，加入 50 mL PBS 缓冲液，150~ 

200 r/min 振荡 30 min;超声 5 min，用 0.22 μm 滤

器过滤菌液，重复 3 次。委托百迈客生物科技有

限公司进行微生物多样性检测，检测所用引物为

ITS1/ITS4 序列。 

2  结果与分析 

2.1  稻谷中纯化菌落的形态学鉴定 

形态学鉴定主要是观察菌落的形态、颜色、质

地、生长状态及生长速率等。如图 1 所示，从 
新收获的稻谷中分离出 5 株真菌。单菌落在 27 ℃

培养 7~10 d，观察各株菌的生长状态。A1 生长迅

速，在 3 d 时间内即可覆盖整个平皿，菌落整体为

蓬松白色绒状气生菌丝，生长后期中间塌陷，中间

菌丝转变为淡黄色，外部菌丝没有变化。A2 生长

迅速，在 5 d 时间内即可铺满整个平皿，菌落底部

为白色密实菌丝，顶部为金黄色球体，整体呈现为

圈状金黄色与白色交替出现。A3 生长缓慢，7 d 长

至直径 3~5 cm，菌落平坦，中间微微隆起，有棕黄

色菌丝簇，边缘为白色菌丝，中层为棕黑色，表面

呈现为粉末状。A4 生长缓慢，7 d 长至直径 1~2 cm，

菌落整体为棕褐色，径向有沟壑，表面呈现为粉末

状。A5 生长缓慢，7 d 长至直径 2~3 cm，菌落整体

为白色，隆起，中间下陷呈现淡黄色，菌丝质地紧实。 

 

 
 

图 1  新收获稻谷中的真菌形态 

 
从储藏 1 年的稻谷中分离出 5 株真菌，如图

2 所示，单菌落在 27 ℃培养 7~10 d，观察各株菌

的生长状态。B1 生长缓慢，7 d 长至直径 3~4 cm，

菌落为白色，表面平坦、紧实，分布淡黄色颗粒。

B2 生长缓慢，7 d 长至直径 1~2 cm，菌落中间隆

起，有黄色菌丝簇，边缘为白色气生菌丝，径向

有沟壑，表面呈现为粉末状。B3 生长缓慢，7 d

长至直径 2~3 cm，菌落中间下陷为灰白色，边缘

为白色气生菌丝，径向有沟壑，表面呈现为粉末

状。B4 生长缓慢，7 d 长至直径 2~3 cm，菌落中

间下陷，有青色菌丝簇，边缘为白色气生菌丝，

径向有大量沟壑，表面呈现为粉末状。B5 与 A3
呈现相同的形态特征，从形态学可以判断为同一

种霉菌。 
 

 
 

图 2  储藏一年的稻谷中的真菌形态 

 
2.2  稻谷样品表面微生物的生物学鉴定 

现代分子学技术可以准确鉴定到真菌的种

属。图 3 为稻谷真菌 ITS 基因电泳图，图 3A 所

示，新收获的稻谷中的菌株经 PCR 扩增获得的

ITS 序列在 550~650 bp，在 NCBI 中进行 BLAST
比对，菌株 A1 与 Nigrospora oryzae（KX985959）

同源性最高，相似度达到 100%，A2、A3、A4 和

A5 与 Trichoderma longibrachiatum（KY495196）、
Aspergillus sydowii（MG991624）、Epicoccum nigrum

（KM507768）和 Cladosporium anthropophilum

（MF472933）同源性最高，相似度均为 99%。图

3B 所示，储存 1 年的稻谷中的菌株经 PCR 扩增 
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图 3  稻谷真菌 ITS 基因电泳图 
 

获得的 ITS 序列长度在 550~600 bp。在 NCBI 中
进行 BLAST 比对，菌株 B1、B2、B3 和 B4 与

Aspergillus candidus（MH865265）、 Aspergillus 
jensenii （ MH725588 ）、 Aspergillus versicolor
（KJ527011）和 Penicillium brocae（MH475444）
同源性最高，相似度均为 100%。依据真菌的分子

分类鉴定原则，通过对 ITS 区域核苷酸序列进行

比对，序列相似性大于 99%的菌株为同种；序列

相似性小于 99%大于 95%的为相同属；序列相似

性小于 95%的鉴定为相同科[13]。Nigrospora oryzae
（稻黑孢霉）在我国分布广泛，可侵染多种农作

物。它对碱性条件敏感，在 20~35 ℃环境下均可

生长，最适生长温度为 30 ℃，在高于 35 ℃的温

度时菌丝生长受到显著抑制 [14]。 Trichoderma 
longibrachiatum（长柄木霉）对多种田间真菌有

明显的拮抗作用，其发酵滤液可以有效抑制病原

菌的菌丝生长，是一种有益的田间真菌 [15]。

Aspergillus sydowii（聚多曲霉）是一种耐高渗透

压的霉菌，有着很强的发酵能力[16]。有研究者发

现其发酵液对田间害虫有一定的毒杀作用[17]，也

有研究者报道聚多曲霉会引起皮肤感染和支气管

曲霉病[18-19]。Epicoccum nigrum（黑附球菌）黑

附球菌产生的酶类物质会通过降低其他菌类细胞

膜的通透性或降解细胞壁中的成分来抑制其他菌

类生长，因此黑附球菌分生孢子是用于植物病害

生物防治的首选接种体，目前主要采用固体发酵

生产[20]。田间真菌对稻谷生长同时存在着积极和

消极的作用，从收获到入库是田间真菌影响稻谷

可食用性的关键过程，控制入库时稻谷水分状态

可 以 有 效 抑 制 此 类 真 菌 的 生 长 。 Aspergillus 
candidus（亮白曲霉）是储粮中常见的曲霉类真菌，

在我国各地均有所发现。詹耀等人的研究证明了

高压处理可以显著降低稻谷中亮白曲霉的存活

率，且保压时间越长存活量下降幅度越明显[21]。

Aspergillus versicolor（杂色曲霉）广泛分布于空

气、土壤、腐败的植物体、贮藏的粮食和多种工、

农业产品上，是一种耐高渗透压的菌株，在 25~ 
35 ℃均可生长，最适生长温度为 28 ℃[22]。当粮

仓粮温和环境湿度异常时仓储型真菌可能会大量

生长，影响稻谷的可食用性的，甚至产生真菌毒素。 
获得纯培养物再测序往往导致样品中微生物

多样性丢失，宏基因组能够更全面的反映微生物

物种的组成状态。物种多样性分析和传统培养法

的结果存在着统一而互补的关系。结果显示（图

4），在当年采收的稻谷中，田间真菌占主导地位，

而仓储一年后曲霉类和青霉类等仓储型真菌成为 
 

 
 

图 4  新采收（A）与储藏一年（B）的稻谷外部菌相分布 
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稻谷中的优势菌群。田间真菌多源自于水稻的生

长环境，稻黑孢霉是稻曲病菌最主要的一种伴随

菌，黑附球菌则来自于土壤和空气。田间真菌往

往在收割过程中侵染谷物，在粮食入库时需要注

意这一类真菌的生长[23]。为了贮藏谷物，需严格

控制环境处于较低温湿度，而曲霉和青霉等的仓

储型真菌往往有着耐高渗透压、耐干等特性，因

此，这一类真菌逐渐转化为优势菌群。根据这种

转变，殷蔚申等人[24]认为真菌菌系特点可以一定

程度反应谷物的新鲜程度。 

3  结论 

仓库储藏一年后，稻谷中的优势菌群由多种

田间真菌转变为曲霉类和青霉类的仓储型真菌，

曲霉和青霉是危害稻谷仓储安全的主要霉菌种

类。田间真菌侵染于收获到入库的过程中，且在

储藏前期表现为优势菌群，控制稻谷入库时的水

分状态往往可以有效控制此类真菌的生长；而以

曲霉为代表的仓储型真菌是一类在干燥的环境下

也可以生长的嗜干性霉菌，在储运时以此类霉菌

为优势菌群的稻谷需要更多的关注。在运输时应

有针对性地采取不同的防控手段和运输措施。 
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