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　　摘要：通过对采自甘肃甘南藏区的１６株野生羊肚菌菌株进行分子生物学分析，对ｒＤＮＡ基因内转录间隔区（ＩＴＳ）
片段进行ＰＣＲ扩增并测序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ比对，鉴定得知，１６株供试羊肚菌共归纳为５种，分别
为黑脉羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａａｎｇｕｓｔｉｃｅｐｓ）、羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｓｃｕｌｅｎｔａ）、高羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｌａｔａ）、粗腿羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ
ｃｒａｐｓｓｉｐｅｓ）和尖顶羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｏｎｉｃａ）。根据采用最大简约法（ＭＰ）和邻接法（ＮＪ）构建的分子进化树得知，２种分
子进化树拓扑结构相似，并且Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ验证显示，系统发育树各分支都有很高的支持率，说明其系统关系有很高的可
信度。结果可为该地区羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｓｐｐ．）的系统分类提供较为准确的分子性状依据。
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　　羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｓｐｐ．）是羊肚菌科羊肚菌属
所有种类的总称，是一类经济价值很高的珍稀野生

食（药）用真菌，具有较高的营养价值和药用价

值［１］。据有关资料显示，羊肚菌含有多种生理活性

物质，尤其是蛋白质含量极为丰富，同时还含有人

体必需的各类氨基酸、维生素和铁、锌等多种矿质

元素［２－３］。在羊肚菌的分类学研究中，由于其形态

特征具有很大的可塑性和人为性，给分类研究工作

带来很多困难，单纯依靠传统形态分类方法很难解

决羊肚菌的系统学问题，分子生物学的飞速发展为

从分子水平解决羊肚菌的系统学问题提供了新的

技术方法和研究平台［４－６］。针对我国羊肚菌主产地

之一的甘肃甘南藏区，到目前为止，除２０世纪８０年
代有学者开展过有关当地羊肚菌资源学方面的研

究报道外［７－８］，至今鲜见有关该地区羊肚菌分子系

统学方面的研究。鉴于上述问题，本研究试图从传

统形态分类学以及分子系统学角度来探讨甘肃甘

南境内野生羊肚菌的系统发育关系。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
供试菌株为２０１７年４—５月在甘肃甘南境内的

迭部县、舟曲县收集到的野生羊肚菌菌株。供试菌

株总共１６株，结合《中国大型真菌原色图鉴》［９］对
菌株进行鉴定并分别编号为 ＧＮ－Ｍ１、ＧＮ－Ｍ２、
ＧＮ－Ｍ３、ＧＮ－Ｍ４、ＧＮ－Ｍ６、ＧＮ－Ｍ９、ＧＮ－Ｍ１０、
ＧＮ－Ｍ１２、ＧＮ－Ｍ１４、ＧＮ－Ｍ１７、ＧＮ－Ｍ１９、ＧＮ－Ｍ２２、
ＧＮ－Ｍ２５、ＧＮ－Ｍ２７、ＧＮ－Ｍ３１、ＧＮ－Ｍ３２（图１）。
１．２　主要试剂

ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）裂解缓冲液
（ｐＨ值为８．０，美国 Ｇｅｎｖｉｅｗ公司）；２×ＰＣＲｍｉｘ（上
海时代生物科技有限公司）；ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
（日本 Ｔａｋａｒａ公司）；琼脂糖（上海艾研生物科技有
限公司）；ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸）、氯仿、异戊醇、无
水乙醇、盐酸、乙酸钠、氯化钠、Ｔｒｉｓ（三羟甲基氨基
甲烷）均为国产分析纯。扩增 ＩＴＳ片段（内转录间
隔区）所用的引物由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成，具体为上游引物ＩＴＳｌ：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧ
ＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′；下游引物ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′。
１．３　总ＤＮＡ提取

取供试菌株羊肚菌子实体的菌盖部分，参照白

永宏等的研究方法［１０］，经多次改进、验证，探索出适
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合本试验的 ＤＮＡ提取技术。（１）称取浸泡、冲洗、
消毒后的羊肚菌子实体菌盖约０．５ｇ，切碎置于无菌
预冷的研钵中，加入适量液氮，研磨至粉末状。（２）
迅速将其转入２ｍＬ离心管中，加入１．５ｍＬ预热至
６５℃的ＣＴＡＢ（ｐＨ值为８０）裂解缓冲液，缓慢颠倒
混匀后，置于６５℃下水浴１．５ｈ，每隔１０ｍｉｎ颠倒
混匀１次。（３）在 １２０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，将
上清液移至新的离心管中。（４）加入等体积的苯酚
和氯仿，缓慢摇匀，在 １２０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，
将上清液移至新的离心管中。（５）加入等体积的氯
仿和异戊醇，缓慢摇匀，在 １２０００ｒ／ｍｉｎ下离心
１０ｍｉｎ，将上清液移至新的离心管中。（６）加入２倍
体积预冷的无水乙醇，轻轻混匀，在 －２０℃下静置
３．０ｈ后在１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心 １０ｍｉｎ，弃去上清
液，留ＤＮＡ沉淀。（７）用７５％乙醇洗涤ＤＮＡ沉淀２
次，弃去上清液。（８）离心、真空抽干得到 ＤＮＡ，每
管加入适量无菌水溶解沉淀ＤＮＡ，在－２０℃下低温
保存备用。

１．４　ＰＣＲ扩增
１．４．１　ＰＣＲ扩增反应体系　ＰＣＲ扩增反应体系为
５０μＬ，含１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ；ｄＮＴＰｓ１．０μＬ；模
板ＤＮＡ１．０μＬ；ＩＴＳ１１．０μＬ；ＩＴＳ４１．０μＬ；Ｔａｑ聚合
酶１．０μＬ；双蒸水４０．０μＬ。
１．４．２　ＰＣＲ扩增程序　ＰＣＲ扩增程序为９４℃预
变性２ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，５５℃退火６０ｓ，７２℃延
伸１００ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，终止温度为
４℃。采用０．８％的琼脂糖凝胶电泳检测ＩＴＳ－ＰＣＲ
扩增产物，用凝胶成像系统拍照并记录电泳谱带。

１．５　ＩＴＳ片段测序
ＰＣＲ扩增产物经电泳检测后，使用上海基康生

物技术有限公司提供的 ＵＮＩＱ－１０柱式 ＤＮＡ回收
试剂盒进行回收和纯化，并将样品报送上海基康生

物技术有限公司进行测序。将获得的菌株序列结

果在 ＧｅｎＢａｎｋ上进行 ＢＬＡＳＴ分析，利用软件
ＣＬＵＳＴＡＬＸ１．８１删除缺失位点和残缺位点，然后进
行同源性比较，最后用软件ＭＥＧＡ６．０６通过最大简
约法 （ｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ，ＭＰ）和邻位相连法
（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）分别构建分子系统发育树，
明确供试菌株的种属及分类地位［１１－１３］。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
１６株野生羊肚菌 ＩＴＳ片段 ＰＣＲ扩增结果见

图２。
２．２　ＩＴＳ序列测序及ＢＬＡＳＴ比对分析

本试验中的１６株羊肚菌标本所测得的 ＩＴＳ序
列长度和ＧＣ含量见表１。登陆Ｇｅｎｂａｎｋ数据库，将
所测得的序列进行 ＢＬＡＳＴＮ比对分析。结果发现，
ＧＮ－Ｍ１、ＧＮ－Ｍ２、ＧＮ－Ｍ６和 ＧＮ－Ｍ１０的核苷酸
序列与登录号为 ＪＱ６９１４８５、ＤＱ２５７３３８、ＡＪ６９８４７６、
ＪＸ０６９６２５的黑脉羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａａｎｇｕｓｔｉｃｅｐｓ）ＩＴＳ
序列相似度达９９％；ＧＮ－Ｍ３、ＧＮ－Ｍ４、ＧＮ－Ｍ９和
ＧＮ－Ｍ１２与登录号：Ｕ５１８５１、ＡＪ５４３７４１的羊肚菌
（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｓｃｕｌｅｎｔａ）ＩＴＳ序列相似度达９９％；ＧＮ－
Ｍ１４、ＧＮ－Ｍ２２、ＧＮ－Ｍ１７和ＧＮ－Ｍ１９与登录号为
ＧＱ２４９３７８、ＧＱ２４９３８３、ＥＵ８３４８２ 的 高 羊 肚 菌
（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｌａｔａ）ＩＴＳ序列相似度达 ９７％ ～９８％；
ＧＮ－Ｍ２５和ＧＮ－Ｍ３１与登录号为 ＥＵ７０１００２的粗
腿羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｉｐｅｓ）ＩＴＳ序列相似度达
９９％；ＧＮ－Ｍ２７和 ＧＮ－Ｍ３２与登录号：ＡＭ２６９５０１
的尖顶羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｏｎｉｃａ）ＩＴＳ序列相似性达
９７％～９８％。
２．３　基于ＩＴＳ序列系统树的构建

为了更好地探讨甘肃甘南藏区野生羊肚菌的

系统发育关系，从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库下载了与本研究
相关的羊肚菌科钟菌属（Ｖｅｒｐａ）的３个ＩＴＳ序列（登
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表１　１６株羊肚菌ＩＴＳ序列测定结果

泳道号 编号
ＩＴＳ序列大小
（ｂｐ）

ＧＣ含量
（％） 供试菌株

１ ＧＮ－Ｍ１ ７３２ ５０．３３ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａａｎｇｕｓｔｉｃｅｐｓ

２ ＧＮ－Ｍ２ ７３８ ５０．１４ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａａｎｇｕｓｔｉｃｅｐｓ

３ ＧＮ－Ｍ３ １１３８ ５５．３３ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｓｃｕｌｅｎｔａ

４ ＧＮ－Ｍ４ １１３８ ５６．８０ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｓｃｕｌｅｎｔａ

５ ＧＮ－Ｍ６ ７３６ ５０．６４ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａａｎｇｕｓｔｉｃｅｐｓ

６ ＧＮ－Ｍ９ １１３８ ５５．８５ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｓｃｕｌｅｎｔａ

７ ＧＮ－Ｍ１０ ６７５ ５０．９２ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａａｎｇｕｓｔｉｃｅｐｓ

８ ＧＮ－Ｍ１２ １１３８ ５５．６１ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｓｃｕｌｅｎｔａ

９ ＧＮ－Ｍ１４ ６７９ ５０．２９ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｌａｔａ

１０ ＧＮ－Ｍ２２ ６７５ ５０．１９ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｌａｔａ

１１ ＧＮ－Ｍ１７ ６７５ ５０．６１ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｌａｔａ

１２ ＧＮ－Ｍ１９ ６７３ ５０．５３ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｅｌａｔａ

１３ ＧＮ－Ｍ２５ １１３１ ５５．４１ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｐｉｅｓ

１４ ＧＮ－Ｍ２７ ７３７ ５０．７０ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｏｎｉｃａ

１５ ＧＮ－Ｍ３１ １２０９ ５５．１３ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｐｉｅｓ

１６ ＧＮ－Ｍ３２ ７３８ ５０．３８ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｏｎｉｃａ

录号分别为 ＧＵ５５１６７０、ＧＵ５５１６７２、ＪＮ０４３３１１）以及
羊肚菌属中的普通羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）、小海
绵羊 肚 菌 （Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｓｐｏｎｇｉｏｌａ）、半 开 羊 肚 菌
（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｓｅｍｉｌｉｂｅｒａ）、变 红 羊 肚 菌 （Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ
ｒｕｆｏｂｒｕｎｎｅａ）（登录号分别为 ＡＦ０００９７１、ＪＱ６９１４８０、
ＡＦ００８２３３、ＤＱ３５５９２１）的 ＩＴＳ序 列，对 其 进 行
ＢＬＡＳＴＮ比对分析后，分别采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）和最大简约法（ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ，ＭＰ）
构建分子进化树，结果分别见图３和图４。

　　由图３和图４可以看出，ＮＪ和 ＭＰ这２种方法
构建的系统发育树拓扑结构相似，并且 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ验
证显示，系统发育树各分支都有很高的支持率，说

明系统关系的可信度高。结合测序结果分析，本试

验中１６株羊肚菌经分子鉴定最终归类为５种，分别
为黑脉羊肚菌（ＧＮ－Ｍ１、ＧＮ－Ｍ２、ＧＮ－Ｍ６、ＧＮ－
Ｍ１０）、羊肚菌（ＧＮ－Ｍ３、ＧＮ－Ｍ４、ＧＮ－Ｍ９、ＧＮ－
Ｍ１２）、高羊肚菌（ＧＮ－Ｍ１４、ＧＮ－Ｍ２２、ＧＮ－Ｍ１７、
ＧＮ－Ｍ１９）、粗腿羊肚菌（ＧＮ－Ｍ２５、ＧＮ－Ｍ３１）和尖
顶羊肚菌（ＧＮ－Ｍ２７、ＧＮ－Ｍ３２），这５种羊肚菌主要
归类于黄羊肚菌类群（羊肚菌、粗腿羊肚菌）和黑羊

肚菌类群（尖顶羊肚菌、黑脉羊肚菌、高羊肚菌）。
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　　通过对系统发育树的分析发现，登录号为
ＧＵ５５１６７０和ＧＵ５５１６７２的钟菌属（Ｖｅｒｐａ）的２个菌
种聚为一支，但登陆号为 ＪＮ０４３３１１的钟菌属
（Ｖｅｒｐａ）的１个菌种却和羊肚菌聚为一类；登录号为
ＡＦ０００９７１的普通羊肚菌和登陆号为ＪＱ６９１４８０的小
海绵羊肚菌与羊肚菌（ＧＮ－Ｍ３、ＧＮ－Ｍ４、ＧＮ－Ｍ９
和ＧＮ－Ｍ１２）、黑脉羊肚菌（ＧＮ－Ｍ１、ＧＮ－Ｍ２、
ＧＮ－Ｍ６、ＧＮ－Ｍ１０）亲缘关系较近，可以聚为一类；
登录号为 ＤＱ３５５９２１的变红羊肚菌与尖顶羊肚菌
（ＧＮ－Ｍ２７、ＧＮ－Ｍ３２）、粗腿羊肚菌（ＧＮ－Ｍ２５、
ＧＮ－Ｍ３１）大体聚为一类；登录号为ＡＦ００８２３３的半
开羊肚菌与其他羊肚菌遗传距离较远，似乎可与钟

菌属（Ｖｅｒｐａ）的２个菌种ＧＵ５５１６７０和ＧＵ５５１６７２聚
为一类，究其原因还有待进一步深入研究。

３　结论

经分子生物学研究得知，１６株供试羊肚菌菌株
可归纳为５种，分别为黑脉羊肚菌（ＧＮ－Ｍ１、ＧＮ－
Ｍ２、ＧＮ－Ｍ６、ＧＮ－Ｍ１０）、羊肚菌（ＧＮ－Ｍ３、ＧＮ－
Ｍ４、ＧＮ－Ｍ９、ＧＮ－Ｍ１２）、高羊肚菌（ＧＮ－Ｍ１４、
ＧＮ－Ｍ２２、ＧＮ－Ｍ１７、ＧＮ－Ｍ１９）、粗腿羊肚菌
（ＧＮ－Ｍ２５、ＧＮ－Ｍ３１）和尖顶羊肚菌（ＧＮ－Ｍ２７、
ＧＮ－Ｍ３２），且这５种羊肚菌主要归类于黄羊肚菌
类群（羊肚菌、粗腿羊肚菌）和黑羊肚菌类群（尖顶

羊肚菌、黑脉羊肚菌、高羊肚菌）。通过分子进化树

分析得知，利用最大简约法（ＭＰ）和邻接法（ＮＪ）２种
方法构建的系统发育树拓扑结构相似，并且

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ验证显示，系统发育树各分支都有很高的
支持率，说明其系统关系有很高的可信度，同时也

说明本研究结果可为该地区羊肚菌的系统分类提

供较为明确的分子性状依据。本研究中的羊肚菌

经分子鉴定后的结果与依据形态学分类的结果有

一定差异，分析原因可能是该地区羊肚菌子实体的

形态变化多样，其菌种的形态特征和生理生化指标

又受多种外界因素的影响，这对其进行形态学分类

具有很大的限制性。至于当前甘肃甘南境内还分

布有该属多少种羊肚菌，还有待今后全方位地采集

更多新鲜样品进行分离鉴定。此项工作的开展不

但可以丰富该地区羊肚菌多样性分析的菌种资源

库资料，还可为当地羊肚菌的人工栽培及其今后的

开发利用提供科学理论与依据。
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