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表９　添加碳调节剂对小白菜幼苗根系特征参数的影响
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基于形态学特征和 ＩＴＳ序列分析秦巴山区
天麻萌发菌的亲缘关系

虞小燕１，邓百万１，２，陈文强１，２，杨海旭１，解修超１，２

（１．陕西理工学院生物科学与工程学院，陕西汉中７２３００１；２．陕西省食药用菌工程技术研究中心，陕西汉中 ７２３００１）

　　摘要：利用拮抗试验，萌发试验和ＩＴＳ序列分析技术对秦巴山区１２个天麻萌发菌菌株进行了亲缘关系分析。结
果表明：１２个萌发菌菌株分为两大类，其中８１０３－４、８１０３－６、８１０３－７、８１０３－８这４个菌株与其他菌株拮抗反应明
显，并且ＩＴＳ序列分析显示在同一个分支上，亲缘关系相近；萌－３、萌－７、萌ＭＤ－２、萌发菌、石斛 －１、石斛 －２、萌 －
云南此８个菌株拮抗反应不明显，ＩＴＳ序列分析显示在同一个分支上，８１０３－３、萌发菌与标准菌种Ｍｙｃｅｎａｃｉｔｒｉｎｏｍａｒｇｉｎ
ａｔａ亲缘关系相近，萌ＭＤ－２、石斛小菇－１、萌－３、萌－７、石斛小菇－２、萌－云南与Ｍｙｃｅｎａｐｕｒｐｕｒｅｏｆｕｓｃａ亲缘关系相近。
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　　 萌发菌隶属于担子菌纲 （Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｅｅｔｅｓ）伞菌目
（Ａｇａｒｉｅａｌｅｓ）口蘑科（Ｔｒｉｅｈｏｌｏｍａｔａｅｅａｅ）小菇属（Ｍｙｅｅｎａ）［１］，主
要包括紫萁小菇（Ｍ．ｍｏｓｍｕｎｄｉｃｏｌａ）、石斛小菇（Ｍ．ｍｄｅｎ
ｄｒｏｂｉｉ）和开唇小菇（Ｍ．ｍａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌａ）三大类属。天麻萌发
菌主要分布于我国陕西、云南、甘肃、河南、河北、湖南、湖北、

贵州、新疆、四川、安徽、黑龙江、吉林、广西、海南、福建、内蒙

古、西藏及台湾等省区［２］，为天麻（Ｇａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａ）有性繁殖
时的必要共生菌。天麻种子细小如粉尘，无胚乳及其营养贮

备，无外源营养供给，种子不能发芽。它的萌发靠小菇属

（Ｍｙｃｅｎａ）一类真菌菌丝侵染种胚提供营养，促使其萌发［３］。

随着天麻药用需求不断增加，野生资源日益匮乏，且人工栽培

中以无性繁殖来连续种植，天麻球茎明显退化，侧芽发芽率低

等原因，经过有性繁殖培育０代天麻或１代天麻，再通过无性
繁殖扩大种植已成为天麻稳产和高产的重要途径［４－５］。目

前，国内外对天麻萌发菌种质资源研究报道较少，且主要集中

于地区优良栽培品种的筛选和生物学特性的研究，如冉孝琴
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等对贵州天麻萌发菌优良菌株进行了筛选［６］；李方安等对紫

萁小菇生物学特性进行了初步研究［７］。

由于天麻萌发菌菌株市场上命名混杂，且物种间形态差

异不大，通过形态鉴定较为困难。目前，秦巴山区天麻萌发菌

菌种的亲缘关系尚无相关研究报道，萌发菌菌种的种源关系

不明确，缺少适宜地域栽培生长的天麻萌发菌菌种，对于培育

出适合秦巴山区栽培的优良高产菌种的难度较大。利用

ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析技术［８］，可以直接提取蕴含于基因组内的

遗传信息，检测和比较传统形态学无法区分的相似菌株种间

或种内差别，具有快速、灵敏、准确的优点。笔者选取秦巴山

区８１０３－３、８１０３－４、８１０３－６、８１０３－７、８１０３－８、萌 －３、
萌－７、萌ＭＤ－２、萌发菌、石斛 －１、石斛 －２、萌 －云南共１２
个天麻萌发菌主要栽培菌株，对其形态特征及核糖体转录间

隔区（ＩＴＳ）进行序列分析，并进一步对ＩＴＳ序列进行核酸序列
数据库 ＧｅｎＢａｎｋ同源性检索比对，构建系统发育树，以期为
基于传统形态特征对秦巴山区天麻萌发菌菌株之间的亲缘关

系提供分子依据，为天麻萌发菌建立种质资源库及优良菌种

的选育提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　８１０３－３、８１０３－４、８１０３－６、８１０３－７、
８１０３－８、萌－３、萌 －７、萌 ＭＤ－２、萌发菌、石斛 －１、石斛 －
２、萌－云南共１２株萌发菌菌株：由陕西省资源生物重点实验
室食药用菌菌种保藏中心提供。

１．１．２　改良 ＣＰＤＡ培养基　包括马铃薯 ２００．０ｇ，玉米粉
５０．０ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４５．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ３．０ｇ，
ＮＨ４ＮＯ３５．０ｇ，维生素 Ｂ１ １０ｍｇ，琼脂 １５．０ｇ，加水至
１０００ｍＬ，ｐＨ值自然。ＣＰＤＡ液体培养基，根据上述改良 ＣＰ
ＤＡ培养基配制，但不加添琼脂。
１．２　方法
１．２．１　拮抗试验　制备试管斜面培养基，活化各菌株，每株
３管；取试管活化菌株在同一培养皿上对称接种２个菌株，
２４℃ 恒温培养７ｄ，观察菌丝间的拮抗反应情况。
１．２．２　萌发试验　青冈木树叶浸泡２４ｈ后，平铺在培养皿
表面，接种各萌发菌菌株，每株３个，２４℃ 恒温培养７ｄ，选取
未开裂、颜色较深、富有弹性且大小相近的天麻果实，均匀播

撒在培养皿中，２４℃ 恒温培养６０ｄ，期间定期定量加水，观察
萌发情况。

１．２．３　液体发酵　制备 ＣＰＤＡ液体培养基，分装于２５０ｍＬ
三角瓶中，每瓶装液量 １５０ｍＬ，于 １．０３４×１０５ Ｐａ灭菌
３０ｍｉｎ，冷却后将活化的菌株接种至液体摇瓶中，静置２４ｈ
后，２４℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７～１２ｄ。用３层无菌纱布过
滤菌丝球，再用无菌水洗涤过滤２～３次，最后用无菌滤纸吸
干水分收集菌丝体。４℃冰箱保存，备用。
１．２．４　ＤＮＡ的提取及扩增　采用 ＣＴＡＢ法提取供试菌丝体
的基因组ＤＮＡ［１０］；ＰＣＲ扩增：ＩＴＳ引物：ＩＴＳ１（５′－３′）ＴＣＣＧ
ＴＡＧＧＴＧＡＡ－ＣＣＴＧＧＧ，ＩＴＳ４（５′－３′）ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡ－
ＴＡＴＧＣ。ＰＣＲ反应体系：２×ＴａｑＰＣＲＧｒｅｅｎＭｉｘ１５μＬ，引物
ＩＴＳ１、ＩＴＳ４各２μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，加灭菌双蒸水至３０μＬ。
ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃ 退

火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。采用
１％的琼脂糖凝胶进行４５ｍｉｎ电泳。
１．２．５　测序及构建系统进化树　经琼脂糖凝胶电泳检测的
上述ＰＣＲ产物由上海生工生物技术服务有限公司进行双向
测序。将所测的序列用Ｃｌｕｓｔａｌ－Ｗ软件进行对位排列，然后
手工适当校正。随后将调整后的序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ数据库
并进行Ｂｌａｓｔ检索，下载同源性较高的序列。利用 Ｍｅｇａ６软
件构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　１２株天麻萌发菌的拮抗反应
１２株天麻萌发菌通过相互之间的两两接触性试验，结果

见图１、表１，分析得出８１０３－４、８１０３－６、８１０３－７、８２０３－８
之间无拮抗反应或反应不明显，与其他菌株之间拮抗反应明

显，故此４株菌亲缘性相近；萌 －３、萌 －７、萌发菌、石斛 －１、
萌－云南之间无拮抗反应或反应不明显，与 ８１０３－３，萌
ＭＤ－２，石斛－２之间拮抗反应微弱，故可将此８株菌分成２
组来进一步研究。

２．２　１２株萌发菌对天麻种子萌发研究
１２株天麻萌发菌与天麻种子伴栽后萌发情况见图２、表

２。萌－３、萌－７、萌发菌、石斛－１、萌－云南５株菌中天麻种
子萌发数量多，萌发均匀，天麻生长健壮，色泽鲜艳；８１０３－４、
８１０３－６、８１０３－７、８２０３－８这４株菌中天麻种子萌发数量稀
少或没有，天麻瘦小萎蔫，色泽暗淡；８１０３－３、萌 ＭＤ－２、石
斛－２中天麻种子萌发数量较少，天麻种子萌发不均匀，天麻
生长良好，色泽鲜艳。

２．３　供试菌株ＩＴＳ－ＰＣＲ扩增后电泳结果
取５μＬＰＣＲ产物，用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶（ＴＢＥ缓冲液）

电泳检测，于Ｔａｎｏｎ３５００Ｒ凝胶成像系统（中国 ＴＡＮＯＮ公司
产品）拍照，电泳结果见图３。
　　由图 ３可见，１２个天麻萌发菌菌株的基因组 ＤＮＡ经
ＰＣＲ扩增后获得了单一的条带，菌种的ｒＤＮＡＩＴＳ区域的序列
片段长度大小为６００ｂｐ。将所获得的１２个 ＩＴＳ序列提交给
ＮＣＢＩ公共数据 ＧｅｎＢａｎｋ进行比对，分析得到 ８１０３－３、
８１０３－４、８１０３－６、８１０３－７、８１０３－８、萌 －３、萌 －７、萌 ＭＤ－
２、萌发菌、石斛 －１、石斛 －２、萌 －云南收录号依次为：
ＫＴ１４９１５４、ＫＴ１４９１５５、ＫＴ１４９１５６、ＫＴ１４９１５７、ＫＴ１４９１５８、ＫＴ１４９１５９、
ＫＴ１４９１６０、ＫＴ１４９１６１、ＫＴ１４９１６２、ＫＴ１４９１６３、ＫＴ１４９１６４、ＫＴ１４９１６５。
２．３　系统发育树分析

从ＧｅｎＢａｎｋ上进行Ｂｌａｓｔ检索，下载同源性较高的菌株序
列，用Ｃｌｕｓｔａｌ－Ｗ软件对所有序列进行人工校正，再用ＭＥＧＡ
６采用临近相邻法聚类，经自举法检验（１０００次重复）构建系
统发育树。结果（图４）显示，１２个菌株大致分为２类，其中
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表１　１２株天麻萌发菌之间拮抗分布

菌株 ８１０３－３ ８１０３－４ ８１０３－６ ８１０３－７ ８１０３－８ 萌－３ 萌－７ 萌ＭＤ－２ 萌发菌 石斛－１ 石斛－２ 萌－云南
８１０３－３ －
８１０３－４ ＋＋ －
８１０３－６ ＋＋ ＋ －
８１０３－７ ＋＋ － ＋ －
８１０３－８ ＋＋ － － － －
萌－３ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －
萌－７ － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ － －
萌ＭＤ－２ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋
萌发菌 － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － － － －
石斛－１ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － － － ＋ －
石斛－２ － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － ＋ －
萌－云南 － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ － － ＋ － － ＋ －

　　注：“＋＋”表示拮抗明显；“＋”表示拮抗不明显；“－”表示无拮抗反应或反应极不明显。

表２　１２株天麻萌发菌之间萌发情况

菌株 菌丝特征 天麻长势特征 种子出芽快慢

８１０３－３ 洁白，致密，绒毛状 分布不均匀，个体差异大，出现畸形，色泽鲜艳，分支多 缓慢

８１０３－４ 洁白，稀疏，绒毛状 分布均匀，个体瘦小萎蔫，色泽暗淡 较快

８１０３－６ 洁白，稀疏，绒毛状 分布均匀，个体瘦小萎蔫，色泽暗淡 较快

８１０３－７ 洁白，稀疏，绒毛状 分布均匀，个体瘦小萎蔫，色泽暗淡 较快

８１０３－８ 洁白，稀疏，绒毛状 分布均匀，个体瘦小萎蔫，色泽暗淡 较快

萌－３ 洁白，致密，绒毛状 大小均一，生长健壮，色泽鲜艳，分支多，分布均匀 快

萌－７ 洁白，稀疏，绒毛状 大小均一，生长健壮，色泽鲜艳，分支多，分布均匀 快

萌ＭＤ－２ 洁白，稀疏，绒毛状 分布不均匀，个体差异大，出现畸形，色泽鲜艳，分支多 缓慢

萌发菌 洁白，稀疏，绒毛状 大小均一，生长健壮，色泽鲜艳，分支多，分布均匀 快

石斛－１ 洁白，致密，绒毛状 大小均一，生长健壮，色泽鲜艳，分支多，分布均匀 快

石斛－２ 洁白，稀疏，绒毛状 分布不均匀，个体差异大，出现畸形，色泽鲜艳，分支多 缓慢

萌－云南 洁白，致密，绒毛状 大小均一，生长健壮，色泽鲜艳，分支多，分布均匀 快

８１０３－４、８１０３－６、８１０３－７、８１０３－８这４个菌在同一个分支

上，亲缘关系密切，与已知序列相似度为９９％，但在进化树上
形成了单独的分支，这可能是新的分类单元；８１０３－３、萌－３、
萌－７、萌 ＭＤ－２、萌发菌、石斛 －１、石斛 －２、萌 －云南这８
个菌在同一个分支上，其中８１０３－３、萌发菌与标准菌Ｍｙｃｅｎａ
ｃｉｔｒｉｎｏｍａｒｇｉｎａｔ亲缘关系比较近，萌 ＭＤ－２、石斛小菇 －１与
标准菌种Ｍｙｃｅｎａｐｕｒｐｕｒｅｏｆｕｓｃａ亲缘关系非常近。

３　讨论与结论

真菌的拮抗反应是体细胞不亲和的直接体现。在真菌

界，体细胞不亲和现象普遍存在。此方法具有简单、快捷、直

观等优点。是常用的真菌菌种鉴定方法；ＩＴＳｒＤＮＡ区进化速
率较快，在绝大多数真核生物中表现出极为广泛的序列多态

性，对高等植物和大型真菌鉴定有很好的准确性和灵敏性，适
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用于不同真菌鉴定及系统发育分析。结合拮抗反应和ＩＴＳ序
列分析对天麻萌发菌进行亲缘关系分析具有极高的准确性。

本研究应用拮抗反应和萌发特性对萌发菌菌株进行研

究，对其中菌丝粗壮，菌落致密，生长速度快萌发效果好的菌

种进行标记筛选，通过对１２株天麻萌发菌间的拮抗反应以及
与天麻种子萌发试验的分析，大致将１２株萌发菌分为３类：
萌－３、萌－７、萌发菌、石斛－１、萌－云南，此５株菌株长势相
同，萌发效果好，株长势相同，与其他菌株拮抗反应明显，萌发

效果不理想；１０３－３、萌ＭＤ－２、石斛 －２此３株菌与８１０３－
４、８１０３－６、８１０３－７、８１０３－８拮抗反应明显与其他菌株拮抗
反应不明显，萌发效果较好。应用ＩＴＳ序列分析技术，对秦巴
山区天麻萌发菌菌种进行了测序分析，将其分为２类，其中
８１０３－４、８１０３－６、８１０３－７、８１０３－８这４个菌在同一个分支
上，相似度为１００％，亲缘关系相近，但在进化树上形成了单
独的分支，形成了新的分类单元；萌－３、萌 －７、萌 ＭＤ－２、萌
发菌、石斛小菇 －１、石斛小菇 －２、萌 －云南８个菌在同一个
分支上，其中８１０３－３、萌发菌与标准菌 Ｍｙｃｅｎａｃｉｔｒｉｎｏｍａｒｇｉｎ
ａｔａ亲缘关系比较近，萌 ＭＤ－２、石斛 －１、萌 －３、萌 －７、
石斛－２、萌－云南与标准菌株Ｍｙｃｅｎａｐｕｒｐｕｒｅｏｆｕｓｃａ亲缘关系
较近。这与拮抗试验及萌发试验得到的结论大致相同。由于

在实际生产种存在突变、变异、进化的原因，菌株间存在物种

多样性的影响，对秦巴山区１２个天麻萌发菌供试菌株进行
ＲＡＰＤ和酯酶同工酶指纹图谱的分析还有待进一步研究。
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