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棉袜中微生物菌落结构分析及分离鉴定
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摘 要：为了探究居民穿过的棉袜表面微生物的种类和菌群结构，以广东地区为例，通过高通量测

序技术分析棉袜表面的真菌群落组成，并结合培养基划线分离纯化对棉袜表面的优势真菌进行鉴

定。从棉袜表面初步分离鉴定出５种不同的真菌，并对真菌核糖体ＤＮＡ内部转录间隔区序列进行
分析，确定其为烟曲霉、黑曲霉、短柄帚霉、杂色曲霉和球孢枝孢。采用高通量测序技术分析真菌

群落组成，发现棉袜中占绝对优势的真菌门为子囊菌门和担子菌门，平均相对丰度大于５％的真菌
属为枝孢菌属、红酵母属、假丝酵母属和曲霉菌属。采用 ＦＵＮＧｕｉｌｄ进行功能预测，发现棉袜中真
菌群落的功能以腐生为主。研究结果为抑菌袜的研发和真菌交叉感染的预防提供参考。

关键词：棉袜；高通量测序；菌落结构；纯化与鉴定；序列分析

中图分类号：ＴＳ１１６；Ｓ４３５．６２　文献标志码：Ａ　文章编号：２０９６－１９２８（２０２４）０５－０３７７－０７

Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭｉｃｒｏｂｉａｌＣｏｌｏｎｙＳｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎＣｏｔｔｏｎＳｏｃｋｓ

ＷＡＮＧＭｅｎｇｄｉ１，　ＲＥＮＺｅｈｕａ１，　ＷＡＮＧＴｉｎｇｘｉａ１，　ＦＡＮＧＧｕａｎｙｕ２，
ＬＩＵＹｉｎｇｘｉｎ１，　ＹＡＮＧＱｉｎｇｂｏ３，　ＬＩＵＪｉａｎｌｉ１

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＴｅｘｔｉｌｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＪｉａｎｇｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｘｉ２１４１２２，Ｃｈｉｎａ；２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄａｎｄＨｅａｌｔｈ，
ＺｈｅｊｉａｎｇＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１１３００，Ｃｈｉｎａ；３．ＷｕｘｉＬｉｔｔｌｅＳｗａｎＥｌｅｃｔｒｉｃａｌＡｐｐｌｉａｎｃｅＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｗｕｘｉ２１４０３５，
Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｃｏｔｔｏｎｓｏｃｋｓｗｏｒｎｂｙｒｅｓｉｄｅｎｔｓ，
ｔａｋｉｎｇＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅａｓａｎｅｘａｍｐｌｅ，ｔｈｅｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｃｏｔｔｏｎｓｏｃｋｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ａｎｄｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｆｕｎｇｉｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｃｏｔｔｏｎｓｏｃｋｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．Ｆｉｖｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｃｏｔｔｏｎ
ｓｏｃｋｓｂｙ１８ＳｒＤＮＡＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｙｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ，Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ，
Ｓｃｏｐｕｌａｒｉｏｐｓｉｓｂｒｅｖｉｃａｕｌｉｓ，ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖａｒｉｅｇａｔｕｓａｎｄＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐｈａｅｒｏｓｐｏｒｕｍ．Ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕ
ｎｉｔｙｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｂｙｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔＡｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓａｎｄＢａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅｓｗｅｒｅｔｈｅ
ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｆｕｎｇａｌｐｈｙｌａｉｎｃｏｔｔｏｎｓｏｃｋｓ，ａｎｄＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ，Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ，ＣａｎｄｉｄａａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｗｅｒｅｔｈｅｆｕｎｇａｌｇｅｎｅｒａ
ｗｉｔｈａｖｅｒａｇｅａｂｕｎｄａｎｃｅｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎ５％．ＦｕｎＧｕｉｌｄｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｉｎ
ｃｏｔｔｏｎｓｏｃｋｓｉｓｍａｉｎｌｙｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｃｋｓ
ａｎｄｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇａｌｃｒｏｓｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｔｔｏｎｓｏｃｋｓ，ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｃｏｌｏｎｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

在袜子与足部构成的微环境中存在大量微生

物，它们与足部皮肤和袜子形成共生系统。该系统

中，足部分泌的汗液、脱落的皮肤角质层以及鞋－
袜－足三者之间形成的闷热环境为微生物提供了适



宜的生存条件和丰富的营养物质，从而导致微生物

的大量滋生和繁殖［１２］。各种细菌、真菌的快速生

长直接影响到足部的舒适及人体的健康，细菌的滋

生会分解皮脂中的角蛋白和汗液中的乳酸成分，产

生含有各种气味的代谢物，导致脚臭、异味［３４］；而

致病真菌的产生也会引起脚部瘙痒、足癣等真菌感

染类皮肤病，甚至由于生活习惯的原因造成病菌交

叉感染，严重危害人体健康［５７］。

棉织物是袜子品类中最常见的材质。棉织物

舒适、透气且亲肤透湿，但也正因如此，成了微生物

繁衍的温床［８］。广东是中国的南部沿海地区，属于

热带季风气候，年平均温度较高，降水量较大，具有

温暖潮湿的气候特点。在此环境条件下，纺织品上

极易滋生微生物。棉袜上滋生的微生物主要包括

细菌和真菌，然而目前绝大多数抗菌材料是以抑制

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为主要研究方向［９１０］，

对纺织品上真菌微生物的研究相对较少。因此，文

中选择生活中常见且必需的纺织品———棉袜为研

究对象，以广东地区居民穿过的棉袜为试样，采用

高通量基因测序技术开展菌落结构分析和功能预

测，并结合传统的平板划线法对棉袜表面的真菌进

行分离纯化，通过内部转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎ
ｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）测序分析，实现棉袜上真菌的种
属鉴定，为棉袜靶向抑菌、抗菌提供实验支持。

１　样本与方法
１．１　样本与仪器
１．１．１　样本收集　面向广东省居民收集日常穿着
且未清洗的棉袜，收集时间为２０２３年６月。收集到
来自广东省广州市、揭阳市、湛江市、东莞市、茂名市

和佛山市６个地级市的居民棉袜共１２双（每个地级
市收集男袜、女袜各１双），收集地涵盖了广东省东、
西、中部地区。１２名志愿者年龄处于２０～３０岁之
间，其将袜子连续穿着３天，每日穿着时间大于１０ｈ。
１．１．２　仪器　ＡＸ４２０２ＺＨ／Ｅ电子天平，奥豪斯仪器
（常州）有限公司制造；ＢＳＤ－ＹＦ２２００立式双层精密
摇床、ＤＺＦ－６０５０真空干燥箱、ＹＸＱ－ＬＳ－７５Ｇ立式压
力蒸汽灭菌锅，均由上海博讯实业有限公司制造；

ＬＨＳ－８０ＨＣ－ＩＩ恒温恒湿箱，上海一恒科学仪器有限
公司制造；ＮＵ－４２５－４００Ｓ生物安全柜，美国 Ｎｕａｉｒｅ
公司制造。

１．２　方法
１．２．１　样本的准备　将所有样本以地级市为单位
划分为６份，用无菌剪刀将袜子脚趾及前后脚掌部
分裁剪为１ｃｍ×１ｃｍ的织物碎片，将碎片按地级市

分类后，逐一混合均匀存放至无菌袋内密封备用，

并做好标记。将磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）与孟加拉红培养基用高压灭菌锅在
１２１℃条件下灭菌２０ｍｉｎ。
１．２．２　样本高通量测序　将同一地级市的织物碎
片等量混合，取２５ｇ混合样本，加入２２５ｍＬ的ＰＢＳ；
将混合后的溶液放入摇床，设置摇床参数（２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ），振荡 ３０ｍｉｎ，而后在无菌环境下吸取
２．０ｍＬ溶液至灭菌处理过的 ＥＰ管（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，是
一种微量离心管）中，使用封口膜将ＥＰ管封好，用干
冰保存后送往天津诺禾致源生物信息科技有限公司

进行高通量测序。样本信息见表１。
表１　样本信息

Ｔａｂ．１　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

采集样本地级市 样本编号 备份编号

广州 ＧＺ ＧＺ－１
揭阳 ＪＹ ＪＹ－１
湛江 ＺＪ ＺＪ－１
东莞 ＤＧ ＤＧ－１
茂名 ＭＭ ＭＭ－１
佛山 ＦＳ ＦＳ－１

１．２．３　数据处理及分析　测序得到的原始数据存
在一定比例的干扰数据，需对原始数据进行拼接、

过滤，得到有效数据，再使用 ＤＡＤＡ２（ｄｉｖｉｓｉｖｅ
ａｍｐｌｉｃｏｎｄｅｎｏｉｓｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍ２）进行降噪［１１］，从而获

得最终的特征序列，称为 ＡＳＶｓ（ａｍｐｌｉｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｖａｒｉａｎｔｓ）。采用ＱＩＩＭＥ２软件，基于ＵＮＩＴＥ（ｖ８．０）数
据库对每个ＡＳＶ序列进行比对和分类学注释，并分
析物种组成和多样性指数［１２１３］。计算不同组棉袜

样本群落的香农（Ｓｈａｎｎｏｎ）指数、辛普森（Ｓｉｍｐｓｏｎ）
指数、Ｃｈａｏ１指数、毗卢（Ｐｉｅｌｏｕ）指数以及覆盖率
（ｇｏｏｄ＇ｓｃｏｖｅｒａｇｅ）指数，并绘制出对应的稀释曲线。
１．２．４　菌株的分离纯化　参照 ＧＢ４７８９．１５—２０１６
《食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵

母计数》［１４］中真菌的分离纯化方法，称取１０ｇ混合
均匀的样本加入 ９０ｍＬＰＢＳ中，在（２８±２）℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床振荡２４ｈ，制成含菌量与 ＰＢＳ
体积比为１∶１０的菌液，并在无菌环境下进行梯度稀
释，共稀释成 ６个梯度。在各梯度条件下均吸取
０．１ｍＬ菌液至孟加拉红培养基上，用一次性涂布棒
均匀涂布，每个梯度做 ３个平行样品，将其置于
（２８±２）℃、８５％相对湿度件下的真菌培养箱中倒
置培养５ｄ。随后，观察平板中菌落的大小、颜色以
及形态，挑取不同菌种的少量菌丝分别划线接种于

孟加拉红培养基，在（２８±２）℃、８５％相对湿度条件下
培养５～７ｄ。最后挑选典型的真菌菌落点植接种到
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培养基中，重复分离纯化２～３次，得到形态单一的纯
菌种。

１．２．５　菌落形态观察　将纯化的菌种用无菌环接
种于孟加拉红培养基平板中，在（２８±２）℃、８５％相
对湿度条件下置于真菌培养箱中倒置培养７ｄ，在
此过程中观察真菌菌落的生长状况、颜色、表面高

度以及形态大小等特点。根据《真菌鉴定手册》［１５］

进行初步鉴定。

１．２．６　多聚酶链式反应扩增测序及序列分析　基
于ＩＴＳ测序对分离纯化得到的菌株进行分子鉴定，
选用引物为 ＩＴＳ１（５＇－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－
３＇）和ＩＴＳ４（５＇－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３＇）［１６］。
采用多聚酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）技术选取 ５０μＬ反应体系，包含模板引物
１μＬ，ＩＴＳ１和ＩＴＳ４引物各１μＬ，脱氧核糖核苷三磷
酸１μＬ，Ｔａｑ酶缓冲液５μＬ，氯化镁５μＬ，标签酶
０．５μＬ，加入双蒸水 ３５．５μＬ。ＰＣＲ反应流程为：
９５℃下预变性３ｍｉｎ，９４℃下变性２０ｓ，７２℃下延
伸５０ｓ，以此循环３５次后，在７２℃下保温５ｍｉｎ。
样本的序列测定由天霖生物科技（上海）有限公司

完成。

将测序结果输入美国国家生物技术信息中心

（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）
核酸序列数据库中，采用序列对比工具 ＢＬＡＳＴ
（ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ）进行同源性对
比，挑选出与检测菌株同源性高于９９％且分类地位
明确的真菌菌株［２］。运用 ＭＥＧＡ１１．０软件中的邻
接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统进化树，并通过自
举分析（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行置信度检测，自举数据集次
数为１０００次［１７］。

２　结果与分析

２．１　棉袜中真菌群落结构分析
２．１．１　微生物α多样性分析　稀释曲线可以体现
样本测序数据量的合理性，样本有效序列计算后的

Ｓｈａｎｎｏｎ稀释曲线如图１所示。由图１可以看出，６

份样本的稀释曲线随着测序数量的增加逐渐达到

平缓，说明测序数据量充足，样本中绝大部分微生

物的物种信息可以被反映。

图１　样本中真菌的稀释曲线
Ｆｉｇ．１　Ｄｉｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｆｕｎｇｉｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ

α多样性指数可以反映样本内微生物群落的丰
富度和多样性，常用的 α多样性指数包括 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、Ｃｈａｏ１、Ｐｉｅｌｏｕ指数、覆盖率指数
等。其中，Ｃｈａｏ１用于表示群落的丰富度；Ｓｈａｎｎｏｎ
指数和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数用来表示群落的多样性；Ｐｉｅｌｏｕ
指数用于表征群落的均匀度；覆盖率指数体现物种

测序深度，其数值越接近１，样本中序列被测出的概
率越高。表２为真菌群落多样性指数。由表 ２可
知，覆盖率指数均大于０．９，说明样本中的序列基本
被测出，能够表征样本中微生物的真实情况。ＪＹ样
本的 Ｃｈａｏ１指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ指数最高，表明其丰富
度和多样性最高；ＭＭ样本的Ｐｉｅｌｏｕ指数最高，表明
其菌落均匀度最好。图２为不同地级市样本真菌
的韦恩图，用于分析不同组之间共有、特有的ＡＳＶｓ。
图２中，每个圈代表１组样本，圈和圈重叠部分的数
字代表样本组之间共有的ＡＳＶｓ个数。由图２可知，６
个地级市的棉袜样本共有４个ＡＳＶｓ，ＪＹ、ＺＪ、ＧＺ、ＭＭ、
ＤＧ、ＦＳ特有的ＡＳＶｓ分别为１６９，３１，５２，２２，２３，３９个，
分别占序列总数的９０．３７％，５０．８１％，７１．２３％，
４５．８３％，５４．７６％，５６．５２％。

表２　真菌群落多样性指数
Ｔａｂ．２　Ｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｅｓ

样本 Ｃｈａｏ１ ＡＳＶｓ Ｐｉｅｌｏｕ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ 覆盖率

ＪＹ ３４５．４３３ １８７ ０．６６５ ５．０１９ ０．９２９ ０．９４２
ＺＪ ６２．５００ ６１ ０．６６７ ３．９５３ ０．８６７ ０．９９８
ＧＺ ８０．３３３ ７３ ０．６９３ ４．２９０ ０．８８７ ０．９９３
ＭＭ ５３．０００ ４８ ０．７３４ ４．０９８ ０．９０４ ０．９９７
ＤＧ ５１．０００ ４２ ０．７１８ ３．８７２ ０．９１０ ０．９９５
ＦＳ ８８．４２９ ６９ ０．７１０ ４．３３７ ０．９００ ０．９９０
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图２　不同地级市样本真菌的韦恩图
Ｆｉｇ．２　Ｖｅｎｎｍａｐｏｆｓａｍｐｌｅｆｕｎｇｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｆｅｃ

ｔｕｒｅｌｅｖｅｌｃｉｔｉｅｓ

２．１．２　棉袜微生物群落在门和属水平上的组成分
析　所有测序样本 ＩＴＳ序列经过滤优化后共获得
３１３０６６条高质量序列，序列平均长度为 ２３５碱基
对。经对比分析ＡＳＶｓ，棉袜中的微生物群落共鉴定
出６门、２６纲、５２目、９３科、１３２属、１５３种。

图３为棉袜样本中真菌群落组成情况。由图３
（ａ）可以看出，广东居民日常穿着后的棉袜表面优
势真菌主要集中在６个门，按照物种丰度依次为子
囊菌门、担子菌门、被孢霉门、罗兹菌门、壶菌门、梳

霉门。其中，子囊菌门和担子菌门占绝对优势，平

均相对丰度分别为５５．６６％和３１．８５％，其余真菌群
落丰度均小于５％。在单独的每组样本中，子囊菌
门和担子菌门同样处于绝对优势。

在真菌群落属水平上，统计了平均相对丰度前

１０的物种属，结果如图３（ｂ）所示。按照丰度对真
菌群落属进行排序，由高到低依次为枝孢菌属（平

均相对丰度为１２．３６％）、红酵母属（平均相对丰度
为７．４２％）、假丝酵母属（平均相对丰度为５．８４％）、
曲霉菌属（平均相对丰度为５．７４％）、节担菌属（平
均相对丰度为４．５６％）、马拉色菌属（平均相对丰度
为４．４９％）、Ｔａｕｓｏｎｉａ（平均相对丰度为 ３．７１％）、
Ｓａｉｔｏｚｙｍａ（平均相对丰度为２．９８％）、青霉属（平均
相对丰度为 ２．１０％）、篮状菌属（平均相对丰度为
１．８４％）。其中，枝孢菌属、红酵母属、假丝酵母属、
曲霉菌属以及节担菌属在６组样本中均存在，表明
在穿过的棉袜中，这些菌属的存在具有普遍性。但

在不同样本中各菌属的相对丰度有一定差异，枝孢

属在 ＪＹ样本和 ＤＧ样本中的相对丰度分别为
１．７１％和０．６５％，其远低于其他组；红酵母属在 ＧＺ
样本中的相对丰度比较高，为３６．１７％，而在其他５

组样本中则相对均衡；假丝酵母属在ＺＪ样本中的相
对丰度最高，为 ２１．８９％，明显高于其他地级市样
本；曲霉属在ＤＧ样本中的相对丰度为２５．０１％，与
其他地区样本相比略高；节担菌属在 ＦＳ样本中尤
为突出，相对丰度为２６．６１％。出现菌群属水平比
例差异的原因可能是志愿者身体生理特征不同、足

部微环境健康状况的差异以及所处生活环境的温

湿度不同等［１８］。

图３　棉袜样本中真菌群落组成
Ｆｉｇ．３　Ｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｃｏｔｔｏｎｓｏｃｋ

ｓａｍｐｌｅｓ

属分类研究结果表明，枝孢菌属是穿过的棉袜

中丰度最高的优势菌属。已有研究证实，枝孢属是

环境中最丰富的菌属之一，对多种植物具有严重危

害，也会导致农产品、纺织品腐烂［１９］；少数枝孢菌会

引起人体疾病，导致皮肤真菌感染、过敏等［２０］。除

枝孢属外，假丝酵母属和曲霉菌属在棉袜中的丰度

也相对较高。假丝酵母属中最常见的便是白念珠

菌，其细胞表面的黏附素、侵入素和生物膜的形成

以及水解酶的分泌等都会成为致病因素，在人体免

疫力较低时，易引起各种黏膜损伤甚至全身感

染［２１］。曲霉属是引起多种物质霉腐的主要微生物

之一，具有较强的产酸能力和纤维素活性［２２］，会对
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棉纤维造成一定的侵蚀，从而缩短棉袜穿着寿命。

因此，研究绿色、有效且具有针对性的抑菌方式对

维持人体健康以及提高纺织品使用寿命具有重要

意义。

２．１．３　棉袜中真菌群落ＦＵＮＧｕｉｌｄ功能预测分析　
通过ＦＵＮＧｕｉｌｄ功能了解和预测棉袜中真菌群落的
功能。根据数据库注释结果，统计ＦＵＮＧｕｉｌｄ方面功
能丰度，结果如图４所示。研究表明，棉袜中真菌功
能类群主要分布于未指定类（占比３７．８３％）、未定
义腐生真菌（占比２７．９６％）、内生－植物病原菌（占
比１２．４５％）、动物内共生真菌－未定义腐生真菌（占
比７．４２％）、动物病原菌－未定义腐生真菌（占比
４．５０％）、真菌寄生菌－未定义腐生真菌（占比
３．９１％）、植物病原菌（占比１．２５％）、动物病原菌－
内生真菌－木材腐生菌（占比０．７３％）、未定义腐生
真菌－木材腐生菌（占比０．５２％）。腐生真菌能够分
解和利用棉袜表面残留的人体皮脂成分以及棉纤

维中所含纤维素，并转化为其他无机盐和有机物

质，使棉袜表面真菌不断繁殖［２３］。因此，棉袜穿着

过程中出现的异味、足部瘙痒等问题极有可能与腐

生真菌有关，在棉袜真菌防控过程中需要加强对腐

生真菌的关注。

图４　真菌群落ＦＵＮＧｕｉｌｄ功能预测统计
Ｆｉｇ．４　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＦＵＮＧｕｉｌｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓｆｏｒ

ｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

２．２　棉袜中真菌的分离纯化
２．２．１　形态学分析　按照不同地级市，将广东居民
棉袜样本分别在孟加拉红培养基中进行划线分离

与纯化，共分离出１６株真菌。根据菌落的生长状
况、颜色、表面高度以及形态大小等特点，初步判定

为５种真菌，依次编号为Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ。Ａ菌株生长
初期为白色，生长过程中菌落中心变为灰绿色，并

逐渐变大，边缘微微泛白，菌体上附有白绒菌丝；Ｂ
菌株在培养基内生长速度很快，初期菌落以白色厚

绒毛放射状生长，之后表面产生黑色孢子；Ｃ菌株起
初为白色绒毛状，菌落中间微有凸起，随着菌落的

生长逐渐变为黄褐色粉末状，边缘颜色逐渐过渡为

浅黄色；Ｄ菌落中间呈现出浅绿色，往外圈变为墨绿
色，边缘为白色，菌落表面有灰白色绒丝；Ｅ菌株为
橄榄绿色，表面平展，有辐射状沟纹，中央有绒状皱

起，边缘颜色逐渐淡化为浅绿色，菌落反面为黑褐

色。５种真菌生长７ｄ后的菌落形态如图５所示。
对菌落进行形态学分析，依据《真菌鉴定手册》将其

初步鉴定为３个属：Ａ，Ｂ，Ｄ菌株为曲霉属，Ｃ菌株
为帚枝霉属，Ｅ菌株为枝孢属。

图５　分离菌株菌落形态
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ

２．２．２　真菌核糖体ＤＮＡ的ＩＴＳ序列分析鉴定　根
据测序结果，将获得的ＩＴＳ基因测序结果输入 ＮＣＢＩ
数据库进行ＢＬＡＳＴ同源对比，选取同源性较大的菌
株序列，利用 ＭＥＧＡ软件进行序列对比，确定菌种
名称，最终构建菌株系统进化树，结果如图６所示。

注：红线代表未知菌株Ａ～Ｅ与ＮＣＢＩ
数据库中已知菌株间的分支长度。

图６　基于真菌核糖体ＤＮＡ基因序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ．６　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１８ＳｒＤＮＡ ｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图６中，进化树的数值为自展值，是一种放回式

·１８３·　第５期 王梦娣，等：棉袜中微生物菌落结构分析及分离鉴定



抽样统计，它与分支长度两者综合便反映了相互之

间的同源性，数值越大、分支越短说明亲缘关系越

近，反之则亲缘关系越远。经过鉴定，认为Ａ～Ｅ菌
株分别为烟曲霉、黑曲霉、短柄帚霉、杂色曲霉和球

孢枝孢，具体结果见表３。由表３可知，曲霉属所占
比例最高，其次是枝孢属。陶娅妃等［２４］研究表明，

黑曲霉和杂色曲霉会腐蚀棉纤维造成孔洞，缩短棉

袜穿着寿命。另外，有研究表明，曲霉属（特别是烟

曲霉）会对人类健康造成严重威胁，引起侵袭性感

染［２５］。因此，对于穿过的棉袜，不要随意丢放，应及

时清洗，避免与其他衣物混合，以减少不必要的人

体健康伤害。

表３　分离菌株的生物学鉴定结果
Ｔａｂ．３　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号 鉴定结果 属 同源性／％ 分离菌株数／个 占比／％
Ａ 烟曲霉 曲霉属 ９９．６４ ２ １２．５０
Ｂ 黑曲霉 曲霉属 １００．００ ３ １８．７５
Ｃ 短柄帚霉 帚枝霉属 ９９．３２ ２ １２．５０
Ｄ 杂色曲霉 曲霉属 ９９．２１ ３ １８．７５
Ｅ 球孢枝孢 枝孢属 ９９．８０ ６ ３７．５０

３　结 语

文中通过高通量测序技术对棉袜中的微生物

群落结构进行分析，采用实验室培养方法对穿过棉

袜上的真菌进行分离，并利用形态观察法和 ＩＴＳ测
序分析对分离得到的真菌进行鉴定。研究结果显

示，所有样本中共检测出１３２个属，其中枝孢菌属、
红酵母属、假丝酵母属和曲霉菌属在棉袜菌群中的

相对丰度大于５％，为优势菌属。ＦＵＮＧｕｉｌｄ功能预
测结果表明，棉袜中的真菌群落主要具有腐生功

能。通过分离纯化培养得到５种真菌，分别为烟曲
霉、黑曲霉、短柄帚霉、杂色曲霉和球孢枝孢，其中

曲霉属和枝孢属真菌株数较多，所占比例分别为

５０％和３７．５％，处于相对优势地位；其他绝大多数
真菌未能通过实验室培养得到，说明实验室分离纯

化的局限性。实验室培养能够直观观察菌落的形

态，同时为后续微生物的生理化性质分析提供菌

种，但无法涉及棉袜中微生物多样性和菌群丰度的

分析。综上可知，穿过的棉袜中微生物群落丰富，

其中平均相对丰度较高的曲霉属、假丝酵母属以及

马拉色菌属对人体健康存在着一定威胁，分离纯化

得到的烟曲霉、短柄帚霉也均为机会致病菌，在机

体免疫力低时极易引起感染。因此，消费者需要对

棉袜进行科学洗护，维持足袜微环境的健康，保证

穿着舒适性。

在后续研究中，将扩大样本量，研究不同年龄、

不同职业人群穿过棉袜的微生物多样性，为靶向抗

菌、抑菌提供实验支持。
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