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冬虫夏草粉红菌株的分子鉴定
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　　摘要：在冬虫夏草真菌培养过程中，菌株ＳＨ－１菌丝产生粉红色变化的现象，粉红菌株ＺＨ－１与正常菌株ＳＨ形
态存在很大差异。菌株ＳＨ－１与粉红菌株ＺＨ－１的ＩＴＳ序列比对鉴定结果表明，１１株 ＳＨ－１和２株 ＺＨ－１都能扩
增出条带，条带清晰且稳定，分布在５００～７５０ｂｐ范围内，１３株菌株在ＧｅｎＢａｎｋ中应用Ｂｌａｓｔ比对都与Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．
Ｃｓ－４（ＥＵ３２８１８７）的相似性达到了１００％。用３种方法对１３株菌株ＩＴＳ序列与分离自冬虫夏草的３２株真菌ＩＴＳ序列
（下载自ＧｅｎＢａｎｋ）构建系统进化树，３种方法都显示１３株菌株与蝙蝠蛾拟青霉分为１支，可以确定粉红菌株 ＺＨ－１
与正常菌株ＳＨ－１为同一个种，即蝙蝠蛾拟青霉。
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　　冬虫夏草［Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｉｎｅｎｓｉｓ（ＢｅｒＫ．）Ｓａｃｃ．］属真菌界
（Ｆｕｎｇｉ）子囊菌纲（Ａｓｏｃｍｙｃｏｔｅｔｅｓ）肉座菌目（Ｃｌａｖｉｃｉｐｉｔａｌｅｓ）麦
角菌科（Ｃｌｖａｉｅｉｐｉａｃｔｅａｅ）冬虫夏草属（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ）的冬虫夏草
菌（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｉｎｅｎｓｓ）寄生在蝙蝠娥科昆虫幼虫上的子座及幼
虫尸体的复合体［１］，《中华人民共和国药典》对其功用的描述

是：“补肺益肾，止血化痰。用于久咳虚喘，阳痿遗精，腰膝酸

痛”。冬虫夏草主要分布在我国的青海、西藏、四川、甘肃等

省（区）海拔３０００～５０００ｍ的部分地区，冬虫夏草是主产区
群众经济财源的重要组成部分［２］。近年来冬虫夏草采挖严

重过度，使冬虫夏草野生资源濒临枯竭，野生冬虫夏草生产面

积正在逐年缩小，产量也随之大降［３］。

冬虫夏草人工培育的菌丝体成分、含量与天然冬虫夏草

非常相似，是天然冬虫夏草最适替代品［４－６］。在本实验室静

止培育冬虫夏草菌株ＳＨ－１的过程中，发现部分培养瓶内菌
丝体生长到一定时期，从中间开始转化成粉红色，逐步蔓延到

瓶壁，原先的粗糙表面变成有张力、有韧性的光滑表面，富含

水分，周围又形成多层毛刺状结构，生长瓶内培养物往往形成

一个整体，周围与瓶壁紧密结合，培养物颜色鲜艳，整体呈果

冻状。把产生变化后的粉红色菌株编号为ＺＨ－１。
基因序列在生物进化过程中的改变速率是一定的，目前

对真菌分子系统学研究的基础方法之一是对菌体的某一段

ＤＮＡ序列进行同源性比较，构建系统树，以此探讨它们的系
统演化关系。本研究利用 ＩＴＳ１－５．８Ｓ－ＩＴＳ２序列构建系统
进化树来验证正常菌株 ＳＨ－１与粉红菌株 ＺＨ－１的亲缘关
系，为探讨产生粉红菌株的机理提供数据支持和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料、仪器、试剂
（１）供试菌种：冬虫夏草菌由青海省畜牧兽医科学院纯

化培养，编号为 ＳＨ－１，由 ＳＨ－１转变来的粉红菌株编号
ＺＨ－１，保存于笔者所在研究室。（２）主要仪器：组培瓶、高压
灭菌锅、超净工作台、多功能光照培养箱、ＦＡ１００４电子分析天
平。（３）分离用固体培养基（改良 ＰＤＡ培养基）：马铃薯
２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂１５～２０ｇ，牛肉膏３ｇ，自来水补足至
１０００ｍＬ，自然ｐＨ值。（４）培养用液体培养基：每２００ｍＬ溶
液中含马铃薯２０ｇ，胡萝卜１０ｇ，氮源Ａ４５ｍＬ，氮源Ｂ５ｇ，葡
萄糖８ｇ，ＭｇＳＯ４０．１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．４ｇ。
１．２　方法
１．２．１　总基因组 ＤＮＡ的提取　（１）样品的处理：取新鲜样
品１００ｍｇ，用适量的液氮重复研磨 ３次，并加入溶液 Ａ
２００μＬ，用玻璃研磨器适当研磨，加入２０μＬＲＮａｓｅＡ，再加入
１００ｍｇ玻璃珠，在高速振荡器上振荡５ｍｉｎ。干品须在烘箱
中干燥 ２ｈ，取 ５０ｍｇ进行上述操作。（２）加入 ２０μＬ
１０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶Ｋ，充分混匀，５５℃水浴消化３０ｍｉｎ。消
化期间可颠倒离心管混匀数次，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ。将
上清转移到１个新的离心管中，如有沉淀，可再次离心。（３）
在上清中加入２００μＬ溶液Ｂ，充分混匀，如出现白色沉淀，可
于５５℃水浴５ｍｉｎ，沉淀即会消失，不影响后续试验；如溶液
未变清亮，说明样品消化不彻底，可能导致提取的 ＤＮＡ量少
而不纯，还有可能导致上柱后堵柱子，可增加消化时间。（４）
再加入２００μＬ无水乙醇，充分混匀，此时可能会出现絮状沉
淀，不影响ＤＮＡ的提取，将溶液和絮状沉淀都加入吸附柱中，
放置２ｍｉｎ。（５）１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，去除废液，将吸附
柱放入收集管中。（６）向吸附柱中加入 ７００μＬ漂洗液，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，去除废液，将吸附柱放入收集管中。
（７）向吸附柱中加入 ５００ｍＬ漂洗液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１ｍｉｎ，去除废液，将吸附柱放入收集管中。（８）１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ，将吸附柱置于室温或５０℃温箱放置数分钟，目的
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是将吸附柱中残余的漂洗液去除，否则漂洗液中的乙醇会影

响后续试验，比如酶切、ＰＣＲ等。（９）将吸附柱放入１个干净
的离心管中，向吸附膜中央悬空滴加５０～２００μＬ经６５℃水
浴预热的洗脱液，室温放置５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。
（１０）离心所得洗脱液再加入吸附柱中，室温放置 ２ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，即可得到高质量的基因组ＤＮＡ。
１．２．２　ＩＴＳｒＤＮＡ片段ＰＣＲ扩增　利用真菌通用引物 ＩＴＳ４／
５，以提取的总基因组 ＤＮＡ为模板，把 ｄＮＴＰ、ｂｕｆｆｅｒ、引物、无
菌蒸馏水及聚合酶混匀后放入 ＰＣＲ仪扩增。初始变性温度
为９４℃，退火温度为４０℃，共３５个循环，获得产物是ＩＴＳ４／５
ｒＤＮＡ片段，经过琼脂糖凝胶电泳纯化后测序。引物［７］序列

如下：ＩＴＳ５：５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′；ＩＴＳ４：
５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′。
１．２．３　系统发育树的构建　从 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中
下载 冬虫夏草及虫草属相关菌株的ＩＴＳ序列（表１）。２株

表１　冬虫夏草及虫草属菌株ＩＴＳ序列ＧｅｎＢａｎｋ登录号

菌种或菌株 学名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号
冬虫夏草有性型 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｉｎｅｎｓｉｓ ＡＢ０６７７１５

ＡＢ０６７７１８
ＡＢ０６７７２１
ＡＹ７２５７９１
ＥＦ３７８６１０
ＡＢ０６７７１６

冬虫夏草菌 Ｏｐｈｉｃｏｒｄｙｃｅｐｓｓｉｎｅｎｓｉｓｉ ＥＵ５７０９１５
ＥＵ５７０９４０
ＥＵ５７０９５０
ＥＵ５７０９５２
ＥＵ５７０９５９
ＨＭ５９５９７６
ＨＭ５９５９７７
ＨＭ５９５９８３

中国被毛孢 Ｈｉｒｓｕｔｅｌｌａｓｉｎｅｎｓｉｓ ＡＪ２４３９７９
ＡＪ２４３９８０

宛氏拟青霉 Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｖａｒｉｏｔｉｉ ＡＦ０３３３９５
中国弯颈霉 Ｔｏｌｙｐｏｃｌａｄｉｕｍｉｎｆｌａｔｕｍ ＡＪ７８６５９９
头孢霉 Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ． ＪＱ３４６２２２

ＫＦ３６７５３３
蝙蝠蛾拟青霉 Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｈｅｐｉａｌｉ ＨＭ１３５１７０

ＥＵ３２８１８７
ＥＦ５５５０９７

蝙蝠蛾被毛孢 Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｉｎｅｎｓｉｓ ＨＥ８０５１１６
ＥＵ２７２５２７
ＨＱ９１８２９０

虫草棒束孢 Ｉｓａｒｉａｆａｒｉｎｏｓａ ＫＰ０２７０４３
绿僵菌 Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ＫＪ５７３５２０
细脚拟青霉 Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｔｅｎｕｉｐｅｓ ＡＹ０３７３０１
明尼苏达被毛孢 Ｈｉｒｓｕｔｅｌｌａｍｉｎｎｅｓｏｔｅｎｓｉｓ ＥＦ１９４１４４
砖红镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍｌａｔｅｒｉｔｉｕｍ ＡＦ３１０９８０
尖头虫草菌 Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｏｘｙｃｅｐｈａｌａ ＡＪ５３６５５３
菌株ＳＨ－１ ＰＲ＿４２

ＰＲ＿５１
ＰＲ＿６１
ＰＲ＿７１
ＰＲ＿８１
ＰＲ＿９１
ＰＳ＿１０１
ＷＲ＿１
ＷＲ＿２
ＷＲ＿３
ＷＲ＿４

粉红菌株ＺＨ－１ ＷＲＦ＿１１
ＷＲＦ＿１２

ＺＨ－１、１１株ＳＨ－１与３２个从 ＧｅｎＢａｎｋ得到的相似序列文
件经ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０软件掐头去尾编辑后，由 ＢｉｏＥｄｉｔ７．０软件
转换为Ｆａｓｔａ格式，再由ＭＥＧＡ６．０软件进行比对分析并构建
系统发育树，并进行１０００次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验［８］。发育树构建

方法有邻位相连法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ）、最大简约法
（ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ）和最大似然法（ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉ
ｈｏｏｄｍｅｔｈｏｄｓ）［９－１４］。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增电泳结果
使用真菌 ＤＮＡ基因组提取试剂盒提取 ２株粉红菌株

ＷＲＦ－１１、ＷＲＦ－１２和１１株ＳＨ－１菌株的ＤＮＡ，其ＩＴＳＰＣＲ
产物经凝胶电泳均能扩增出目的条带，条带清晰且稳定，扩增

产物大小均在５００～７５０ｂｐ之间（图１）。

２．２　ＩＴＳ序列测序和比对结果
从系统发育树（图２）和各比对指标确定距离与同源性

（表２至表５），可以看出粉红菌株 ＺＨ－１和菌株 ＳＨ－１在
ＧｅｎＢａｎｋ中的相似序列都较多，最具鉴定意义的序列是
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｃｓ－４（ＥＵ３２８１８７．１），同源性达到了最高
（Ｂｌａｓｔ中 ｍａｘｉｄｅｎｔ都为 １００％）；与其他蝙蝠蛾拟青霉
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｈｅｐｉａｌｉ（ＥＦ５５５０９７、ＡＦ４６１７４３、ＫＦ２９７２０９）的相似
性也在９９％，可以认定菌株 ＳＨ－１、粉红菌株 ＺＨ－１在分类
学上与Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｃｓ－４菌株是同种的，属于拟青霉属
真菌蝙蝠蛾拟青霉。

３　讨论

利用分子生物学手段鉴定真菌的类别，首要的前提是样

本的保存和提取质量好的真菌 ＤＮＡ。由于冬虫夏草人工培
育阶段的菌株ＳＨ－１和ＺＨ－１有性孢子获取困难，对鉴定是
否是同一个种有一定的难度，所以选择比较容易的真菌菌丝

提取ＤＮＡ。提取过程中发现，在液体培养基中培养 ３周左
右，菌丝体ＤＮＡ的产量较高，对后期检测比较有利。

对２株ＺＨ－１菌株和１１株 ＳＨ－１菌株的 ＤＮＡ分析中
发现，虽然ＺＨ－１菌株和ＳＨ－１菌株以及ＳＨ－１菌株之间在
液体培养时形态上有或多或少的差别，但是在分子水平上１３
个菌株的ＩＴＳ保守序列差异极小，可以确定为同一个种。表
明真菌存在形态多样性，在特定的环境中，真菌在形态和成分

上会发生变化，但在遗传上没有太大变化。那么菌种变化的

幅度有多大，需要经过多少时间、传多少代会失去活力变成另
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表２　粉红菌株ＷＳＦ＿１１ＩＴＳ序列的有意义比对序列

菌种 最大比分 总比分 覆盖度（％） Ｅ值 相似性（％） 登录号

Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｃｓ－４ １０８６ １０８６ １００ ０．０ １００ ＥＵ３２８１８７．１
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｕｎｇｕｓ １０７９ １０７９ ９９ ０．０ ９９ ＫＦ２９７２０９．１
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｈｅｐｉａｌｉ １０７９ １０７９ ９９ ０．０ ９９ ＥＦ５５５０９７．３
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｆｕｍｏｓｏｒｏｓｅｕｓ １０７９ １０７９ ９９ ０．０ ９９ ＡＦ４６１７４３．１

表３　 粉红菌株ＷＳＦ＿１２ＩＴＳ序列的有意义比对序列

菌种 最大比分 总比分 覆盖度（％） Ｅ值 相似性（％） 登录号

Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｃｓ－４ １０８６ １０８６ １００ ０．０ １００ ＥＵ３２８１８７．１
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｕｎｇｕｓ １０７７ １０７７ ９９ ０．０ ９９ ＫＦ２９７２０９．１
Ｉｓａｒｉａｆａｒｉｎｏｓａ １０７７ １０７７ ９９ ０．０ ９９ ＨＱ１１５７２４．１
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｈｅｐｉａｌｉ １０７７ １０７７ ９９ ０．０ ９９ ＥＦ５５５０９７．３

表４　菌株ＰＲ＿４２－ＰＲ＿９１序列的有意义比对序列

菌种 最大比分 总比分 覆盖度（％） Ｅ值 相似性（％） 登录号

Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｃｓ－４ １０８６ １０８６ １００ ０．０ １００ ＥＵ３２８１８７．１
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｕｎｇｕｓ １０７５ １０７５ ９９ ０．０ ９９ ＫＦ２９７２０９．１
Ｆｕｎｇａｌｓｐ．ＡＰＡ－２０１３ １０７５ １０７５ ９９ ０．０ ９９ ＫＦ２１２３２６．１
Ｆｕｎｇａｌｓｐ．ＡＰＡ－２０１３ １０７５ １０７５ ９９ ０．０ ９９ ＫＦ２１２３２５．１
Ｉｓａｒｉａｆａｒｉｎｏｓａ １０７５ １０７５ ９９ ０．０ ９９ ＨＱ１１５７２４．１

表５　菌株ＷＲ＿１－ＷＲ＿４序列的有意义比对序列

菌种 最大比分 总比分 覆盖度（％） Ｅ值 相似性（％） 登录号

Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｃｓ－４ １０８６ １０８６ ９９ ０．０ １００ ＥＵ３２８１８７．１
Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｕｎｇｕｓ １０７７ １０７７ ９９ ０．０ ９９ ＫＦ２９７２０９．１
Ｉｓａｒｉａｆａｒｉｎｏｓａ １０７７ １０７７ ９９ ０．０ ９９ ＨＱ１１５７２４．１
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｈｅｐｉａｌｉ １０７７ １０７７ ９９ ０．０ ９９ ＥＦ５５５０９７．３

外一种形态？是不是菌种形态的变化也是一种生存策略，而

不是因为退化老化？是不是存在菌株间的杂交引起的变化，

或者是病害引起的变化？这些问题有待进一步研究。

２种性状的冬虫夏草菌株在同样的培养条件下，生长量
是不一样的。前期（５～７ｄ内）菌株ＳＨ－１开始生长，菌丝体
附着在瓶壁向内开始延伸，在菌丝体形成的平面中央闭合形

成菌盖，并向上、下２个面继续生长。中期（７～２６ｄ）一小部
分正常菌丝尚未形成闭合状菌盖时，浸入到液体内的菌丝体

由白色绒毛状变成透明状，再变为粉红状，这种菌丝体沿着从

中心到瓶壁的方向把正常菌丝逐渐变成为粉红菌丝；一小部

分正常菌丝形成菌盖后，由中部某一个点上发生这种变化，但

大部分能够正常生长。后期（２６～６０ｄ）已转变成粉红色的菌
株ＺＨ－１在外力破坏其生长环境时，如摇床等，部分可重新
转变为为菌株ＳＨ－１生长，而未变化的菌株ＳＨ－１很少会出
现粉红变化。同一种菌的形态转变是否跟环境胁迫有关联、

是否与冬虫夏草形成过程中多菌联合侵染有关联，这些问题

还有待进一步观察。
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