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　　摘要：为了给灵芝的生产、驯化及遗传育种提供种质资源，采用酯酶同工酶技术、分子标记技术（ＩＳＳＲ），结合出菇
形态学分析了３０个野生灵芝菌株的遗传多样性及农艺性状，构建了聚类树状图。酯酶同工酶分析结果表明，当相似
系数在０．７０９时，可以将３０个野生灵芝菌株分为７类；ＩＳＳＲ分析结果表明，当相似系数在０．７２８时，可以将３０个菌株
分为６类。出菇试验结果表明，３０个菌株中有２５个菌株能出菇，按形态特征，在欧氏距离为３．９２时可将２５个灵芝菌
株分为五大类群，３种方法存在一致性。通过驯化栽培及农艺性状比较分析筛选出５个产量较高、品相较好的菌株。
３０个野生灵芝菌株具有较为丰富的遗传多样性。
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　　灵芝是我国传统的中药材，深受消费者喜
爱［１］。现代研究表明，灵芝含有多种活性成分，如

灵芝多糖、三萜、麦角甾醇、生物碱等［２］，在抗癌、防

癌、抗糖尿病、提高免疫力和抗氧化等方面有极高

的药用价值［３－７］。灵芝属于中高温栽培种类，野生

资源广泛分布于东亚的暖温带和亚热带地区，在我

国自然分布于河北、山东、河南、安徽、江苏、浙江、

江西、湖北、湖南、四川和云南等地［８］。长期以来，

可供人工栽培和加工利用的灵芝品种比较单一，不

能满足多样化的市场需求。因此，野生灵芝种质资

源的开发利用及其人工驯化研究具有重要意义。

酯酶同工酶技术和分子标记技术（ＩＳＳＲ）检测手段
简单、高效，广泛应用于食用菌的菌种选育、分类鉴

定和种质资源评价等研究［９－１０］。灵芝属的多数种

类生长在阔叶树的腐木上，河南省南召县森林覆盖

率达６６．４９％，为灵芝提供了良好的生存环境。目
前，笔者未见国内外文献对南召县灵芝资源的开发

利用和系统深入地研究。因此，本试验对河南省南

召县的野生灵芝进行调查收集，通过生化、分子标

记技术和形态学鉴定３种方法对其亲缘关系进行初

步的研究，通过人工驯化筛选优良品种，以期为灵

芝生产栽培和遗传育种提供种质资源。

１　材料和方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　供试野生灵芝菌株３０个，均于
２０１８年８月从河南省南召县采集，由河北工程大学
食用菌实验室分离和保藏，菌株编号见表１。
１．１．２　供试培养基　（１）马铃薯葡萄糖琼脂
（ＰＤＡ）培养基。（２）木屑培养基：木屑（煮汁）
２００ｇ、豆粕（煮汁）３０ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂粉２０ｇ、
蛋白胨４ｇ、硫酸镁１ｇ、磷酸二氢钾３ｇ。（３）原种培
养基：小麦９５．５％、石灰２％、石膏１％、磷酸二氢钾
１％、硫酸镁 ０．５％。（４）栽培种培养基：棉籽壳
８６％、麦麸１２％、石灰１％、石膏１％。
１．２　试验方法

试验于２０１９年１１月至２０２０年１２月在河北工
程大学食用菌实验室完成。酯酶同工酶分析采用

垂直板聚丙烯酰胺活性凝胶电泳方法［１１］。ＩＳＳＲ分
子引物从 ２８个常用引物［均由生工生物工程（上
海）有限公司合成］中筛选合适的引物，对３０个灵
芝菌株进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增，ＰＣＲ扩增
体和电泳条件参照文献［１２－１３］所述方法。形态
学鉴定将活化好的菌种定量（５ｍｍ２）接种到 ＰＤＡ
综合培养基上，置于２５℃恒温培养箱培养，观察菌
丝形态，记录菌丝生长性状。出菇形态采用熟料栽

培，常规出菇试验，观察子实体形态，记录子实体形
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表１　供试菌株

编号 菌株名称 编号 菌株名称 编号 菌株名称 编号 菌株名称 编号 菌株名称

１ ＹＬ－１５ ７ ＹＬ－１２ １３ ＹＬ－７２ １９ ＮＺ－２７－１ ２５ ＹＬ－８２

２ ＹＬ－６５ ８ ＹＬ－６８ １４ ＹＬ－９０ ２０ ＹＬ－８９ ２６ ＹＬ－５３

３ ＹＬ－８ ９ ＹＬ－８３ １５ ＹＬ－３１ ２１ ＹＬ－３７ ２７ ＹＬ－７７

４ ＹＬ－５７ １０ ＹＬ－４９ １６ ＮＺ－３３ ２２ ＹＬ－７９ ２８ ＹＬ－８１

５ ＹＬ－９３ １１ ＹＬ－５１ １７ ＹＬ－４０ ２３ ＮＺ－２８ ２９ ＹＬ－１４

６ ＹＬ－４２ １２ ＹＬ－６１ １８ ＹＬ－８８ ２４ ＹＬ－７６ ３０ ＹＬ－１８

态特征，测量菌盖直径、菌盖厚度、菌柄长度、生物

转化率等。

１．３　数据处理
利用 ＮＴＳＹＳｐｃ分析软件构建各菌株的亲缘关

系树状图。按易腾飞等的方法［１４］计算遗传多样性

指数（Ｈ′），利用ＤＰＳ７．０５软件进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　酯酶同工酶结果分析
如图１所示，菌株的酶谱迁移率（Ｒｆ）主要介于

０．１１～０．８１之间，３０个菌株共扩增出３０条不同酶

带，多态性较高。对其电泳图谱进行相似性聚类分

析，由图２可知，３０个灵芝菌株两两间相似系数的
分布范围是０．６５～０．９３，当相似系数在０．７０９时，
可以将３０个野生灵芝菌株分为７类：第１类包括２０
个菌株，分别为 ＹＬ－１５、ＹＬ－８、ＹＬ－４２、ＹＬ－１２、
ＹＬ－７２、ＮＺ－３３、ＹＬ－５３、ＹＬ－７９、ＮＺ－２７－１、
ＹＬ－３７、ＹＬ－８２、ＹＬ－７７、ＹＬ－６８、ＹＬ－８３、ＹＬ－
４９、ＹＬ－５１、ＹＬ－４０、ＹＬ－３１、ＹＬ－６１；第 ２类为
ＹＬ－１８；第三类为ＹＬ－９０、ＹＬ－６５；第４类为 ＹＬ－
５７和ＹＬ－９３；第５类为ＹＬ－８８和ＹＬ－８９；第６类为
ＮＺ－２８和ＹＬ－７６；第７类为ＹＬ－８１和ＹＬ－１４。

２．２　３０个野生灵芝菌株 ＩＳＳＲ分子鉴定结果与
分析

通过对２８个常用引物进行 ＩＳＳＲ分析，筛选出
７个对灵芝菌株ＤＮＡ扩增重复性好、条带清晰且有
明显多态性片段的引物，引物序列见表２。
　　用这７个引物对３０个灵芝菌株的基因组进行
扩增，可获得多态性强、稳定性好且具有一定特异

性的ＤＮＡ指纹图谱，部分引物扩增结果见图３。经
统计，７个引物共扩增出８５条清晰的多态性片段，
ＤＮＡ片段的大小介于３００～８０００ｂｐ之间，平均每
个引物对野生灵芝菌株基因组扩增的条带为１２１
条。将３０个野生灵芝菌株的ＩＳＳＲ图谱转换为数字
矩阵，用 ＮＴＳＹＳ软件进行聚类分析，得到供试菌株
的亲缘关系树状图（图４），３０个灵芝菌株遗传系数

在０．６２～０．８９之间。相似系数在０．７２８时，３０个
菌株可以分为６类：第１类包括２３个菌株，分别为
ＹＬ－１５、ＹＬ－５７、ＹＬ－９３、ＹＬ－４２、ＹＬ－４９、
ＹＬ－１２、ＹＬ－６８、ＮＺ－３３、ＹＬ－７９、ＹＬ－３７、ＹＬ－
９０、ＹＬ－８、ＹＬ－４０、ＹＬ－８８、ＹＬ－８９、ＹＬ－３１、ＮＺ－
２８、ＹＬ－７６、ＹＬ－８１、ＹＬ－７７、ＹＬ－１４、ＹＬ－８２和
ＹＬ－５３；第２类为ＹＬ－８３、ＹＬ－５１和ＹＬ－６１；第３
类为ＹＬ－１８；第４类为ＹＬ－７２；第５类为ＮＺ－２７－
１；第６类为ＹＬ－６５。说明这３０个野生灵芝菌株具
有丰富的遗传多样性。

２．３　形态学鉴定
２．３．１　菌丝形态　不同灵芝菌株的菌丝形态差异
较大，可将３０个菌株的形态类型分为四大类，部分
代表菌株形态如图５所示，分类结果和描述见表３。
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表２　引物序列及编号

编号 序列（５′→３′）

Ｐ１ ＴＧＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ

Ｐ２ ＧＴＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ

Ｐ１９ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＴ

Ｐ２２ ＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣ

Ｐ２３ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣＴ

Ｐ２５ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣＣ

Ｐ２６ ＣＡＣＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ

２．３．２　子实体农艺性状　对３０个野生灵芝进行驯
化栽培，成功得到２５个灵芝菌株的子实体，部分子

实体形态见图６。对其４个数量性状和２个质量性
状进行记录，结果见表４。多样性分析结果（表５）
表明，数量性状遗传多样性指数以生物转化率（Ａ４）
最高，为２１１０６，其次依次为菌盖直径（Ａ１，１．９８１５）、
菌柄长度（Ａ３，１．９７８７）、菌盖厚度（Ａ２，１．７７９５）；质
量性状中颜色的遗传多样性指数（１．２４２５）高于形
状的遗传多样性指数（０．８３３４）。
　　如表５所示，不同菌株间变异系数存在很大差
异，菌盖厚度的变异系数最大，为 ４０％，变幅为
０．５０～２．１７ｃｍ；变异系数最小的是菌盖直径，为
１４９％，变幅为３．５３～６．４５ｃｍ。
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表３　３０个灵芝菌株菌丝形态描述

分类 特征描述 包含菌株

第１类 绒毛状、洁白，有的后期有黄斑 ＹＬ－７９、ＹＬ－８２、ＹＬ－１２、ＹＬ－５１、ＹＬ－１８、ＹＬ－１５、ＹＬ－４０、ＹＬ－３１、
ＹＬ－８８、ＹＬ－８９、ＹＬ－８１、ＹＬ－７７、ＹＬ－５７、ＹＬ－６８、ＹＬ－８、ＮＺ－３３、
ＹＬ－５３、ＹＬ－８３、ＹＬ－９３

第２类 絮状、洁白，有的后期有黄斑 ＹＬ－４２、ＹＬ－９０、ＹＬ－４９、ＹＬ－６１、ＹＬ－６５、ＹＬ－３７

第３类 分枝状、洁白、边缘不整齐、稀疏，有的后期有黄斑 ＮＺ－２８、ＹＬ－７２、ＹＬ－１４、ＹＬ－７６、

第４类 霜状、灰白、边缘整齐、稀疏 ＮＺ－２７－１

２．３．３　农艺性状的聚类分析　本研究采用最长距
离法对不同灵芝菌株的欧氏距离进行聚类分析，绘

制聚类树状图。如图７所示，在欧氏距离为３．９２时

可将２５个灵芝菌株分为五大类群：第１类包括１１
个菌株，这一类多为紫褐色肾形或扇形灵芝，产量

较低，生物转化率仅为２．２２％～５．０３％；第２类有４
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表４　不同灵芝菌株代料栽培子实体农艺性状及产量比较

编号 菌株名称
菌盖直径

（Ａ１，ｃｍ）
菌盖厚度

（Ａ２，ｃｍ）
菌柄长度

（Ａ３，ｃｍ）
生物转化率

（Ａ４，％）
颜色（Ａ５） 形状（Ａ６）

１ ＹＬ－１５ ３．６４±０．０４９９ ０．６６±０．１０８０ ３．８０±０．３４８４ ３．９３±０．７７８５ ３ Ａ

３ ＹＬ－８ ４．７８±０．２８５２ １．７１±０．０５９１ １．９２±０．４００９ ４．７９±０．６４１１ ３ Ａ

４ ＹＬ－５７ ５．３６±０．５４４７ １．６４±０．１１５９ １．８２±０．３７０１ ５．４７±０．４０７４ ３ Ｂ

５ ＹＬ－９３ ４．４７±０．６６８３ １．５２±０．０４２４ ２．４４±０．３３４４ ５．０９±０．５２５７ ２ Ｂ

６ ＹＬ－４２ ６．４５±０．６８５１ ０．８５±０．２６６６ ２．６２±０．４２４８ ４．９５±０．５４１３ １ Ａ

７ ＹＬ－１２ ３．６９±０．０２９４ ０．６９±０．１５６３ ３．２７±０．４０４３ ４．８３±０．２４１４ ３ Ａ

８ ＹＬ－６８ ４．６７±０．２７１８ ０．８７±０．０５８９ １．１０±０．０７５９ ３．１２±０．３１５８ ３ Ａ

９ ＹＬ－８３ ５．２８±０．６７２５ １．４２±０．１０３４ ２．９３±０．４３３２ ４．２３±０．４７９７ １ Ｂ

１０ ＹＬ－４９ ４．２９±０．２０６１ ０．８３±０．１４７０ ３．２９±０．１２２８ ４．８０±０．３２９３ ３ Ａ

１１ ＹＬ－５１ ５．６６±１．０７２６ １．６６±０．１５３０ ３．４６±０．５３２７ ６．３０±０．６５０６ ３ Ｂ

１２ ＹＬ－６１ ４．３０±０．５２８０ １．４９±０．１５１１ ２．００±０．５８７３ ３．８６±０．３４４６ １ Ｂ

１３ ＹＬ－７２ ４．９０±０．４９４０ ０．６１±０．０５４４ ２．０７±０．５５７３ ３．６２±０．５５１５ ３ Ｂ

１５ ＹＬ－３１ ４．７９±０．９９０９ １．６６±０．２０９５ ４．４３±１．１２７９ ６．５３±０．１９１５ ４ Ａ

１７ ＹＬ－４０ ４．５８±０．３５４９ １．６９±０．０８６０ ３．８５±０．２６９１ ６．０８±０．５３２６ １ Ａ

１８ ＹＬ－８８ ４．３５±０．１０３４ ０．９６±０．１３３０ １．４１±０．２４０９ ３．１３±０．５３５３ ４ Ｂ

２０ ＹＬ－８９ ５．３２±０．７４９９ ２．１７±０．１１０９ ４．３５±１．１３６３ ６．３７±０．４０７４ ３ Ａ

２１ ＹＬ－３７ ３．５３±０．６００２ １．５１±０．０８９９ ３．１６±１．１７６２ ４．１６±０．５７９４ ２ Ｂ

２３ ＮＺ－２８ ４．６２±０．３８７９ １．３１±０．３９１６ ４．００±０．３８６９ ７．３５±０．５３９５ ２ Ｂ

２４ ＹＬ－７６ ４．２３±０．４１５３ １．８９±０．４４８９ ２．１２±０．４１４８ ４．４５±０．３６９８ ４ Ａ

２５ ＹＬ－８２ ４．９３±０．４２９３ ０．７０±０．０４０８ １．８５±０．２１２１ ３．６５±０．１９８１ １ Ｂ

２６ ＹＬ－５３ ４．１２±０．６３１７ ０．８０±０．０８０６ ３．３３±０．３６５９ ５．０３±０．８２３２ ３ Ａ

２７ ＹＬ－７７ ４．２３±０．０４７１ ０．５０±０．００４７ ４．１１±０．３３６３ ２．２２±０．２９８６ ３ Ａ

２８ ＹＬ－８１ ５．０９±０．０９４６ ０．６５±０．０８６０ ４．２３±０．１８８３ ４．３６±０．１２２７ １ Ｂ

２９ ＹＬ－１４ ３．６８±０．３７９２ ０．７７±０．１８４１ ２．７２±０．０８３８ ３．９０±０．６５６７ ３ Ｂ

３０ ＹＬ－１８ ３．８３±０．１９５７ １．７２±０．１０２７ ５．１９±１．３４００ ５．３３±０．８１４４ ４ Ｃ

　　注：颜色列中１＝黄褐色，２＝红褐色，３＝紫褐色，４＝黑褐色；形状列中Ａ＝肾形，Ｂ＝扇形，Ｃ＝鹿角。
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表５　供试灵芝种质资源农艺性状的遗传多样性分析

性状 平均值 最小值 最大值 标准差 极差
变异系数

（％）
遗传多样性

指数（Ｈ′）

Ａ１（ｃｍ） ４．５９ ３．５３ ６．４５ ０．６８４２ ２．９２ １４．９０ １．９８１５

Ａ２（ｃｍ） １．２１ ０．５０ ２．１７ ０．４８４３ １．６７ ４０．００ １．７７９５

Ａ３（ｃｍ） ３．０２ １．１０ ５．１９ １．０４７７ ４．０９ ３４．７１ １．９７８７

Ａ４（％） ４．７０ ２．２２ ７．３５ １．１８２２ ５．１２ ２５．１４ ２．１１０６

Ａ５ １．２４２５

Ａ６ ０．８３３４

个菌株，这一类多为黄褐色扇形灵芝；第３类有６个
菌株，包括红褐色扇形灵芝，产量最高高，生物转化

率最高可到７．３５％；第４类包括ＹＬ－４２、ＹＬ－４０和
ＹＬ－８１等３个菌株，为黄褐色灵芝，产量较高；第５
类为１株黑褐色的鹿角灵芝。

３　结果与讨论

本研究以南召县３０个野生灵芝菌株为供试材
料，从生化、ＩＳＳＲ分子标记和形态学３个方面研究
了其亲缘关系。菌株的酯酶同工酶谱 Ｒｆ值主要介
于０．１１～０．８１之间，３０个灵芝菌株两两间相似系
数的分布范围是０．６５～０．９３，当相似系数在０．７０９
时，可以将３０个野生灵芝菌株分为７类。ＩＳＳＲ筛
选出的７个引物共扩增出８５条清晰的多态性片段，
ＤＮＡ片段的大小介于３００～８０００ｂｐ之间，３０个灵
芝菌株遗传相似性在０．６２～０．８９之间，相似系数在
０７２８时，３０个菌株可以分为６类。通过６个主要
农艺性状对２５个驯化成功的灵芝菌株进行聚类，结
果显示，当欧氏距离为３．９２时，可将２５个灵芝菌株

分为五大类群。本研究中，酯酶聚类（图 ２）、ＩＳＳＲ
聚类（图４）和实体形态分类（图７）等３种方法都把
ＹＬ－１５、ＹＬ－８、ＹＬ－１２、ＹＬ－６８、ＹＬ－４９、ＹＬ－５３
和ＹＬ－７７这７个菌株聚为一类，同时也把鹿角灵
芝ＹＬ－１８分为一类。为增加结果的准确性，可以
联合使用３种分类方法对野生灵芝菌株亲缘关系进
行鉴定。通过驯化栽培及农艺性状比较分析，筛选

出５个产量较高、品相较好的菌株 ＮＺ－２８、ＹＬ－
３１、ＹＬ－８９、ＹＬ－５１和ＹＬ－１８。

本研究有５个菌株未驯化成功，其中 ＮＺ－３３
有原基产生，但是后期未分化成子实体；其余４个菌
株ＹＬ－６５、ＹＬ－９０、ＮＺ－２７－１和 ＹＬ－７９未出现
原基。除ＮＺ－２７－１外，其余４个菌株菌丝生长性
状良好，未出菇原因有待进一步研究。本研究为河

南省南召县野生灵芝资源的保护和合理开发利用

提供了理论依据，同时也为建立野生灵芝种质资源

数据库奠定了基础。
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　　摘要：针对长红枣滴灌新型沼液复合微生物肥过程中存在的问题，通过分析不同水肥供应条件对长红枣生长发育
及其质量产量产生的不同作用，研究长红枣优质高效生产的灌水施肥条件，提出新型沼液复合微生物肥合理的灌溉施

肥方案。试验以灵武长红枣为试材，采用２因素３水平完全组合式设计方法，试验数据显示，中水中肥和中水高肥处
理下叶片叶绿素含量及光合特性总体优于其他处理，产量构成指标也最好，中水高肥处理坐果率为１１．２４％，中水中

肥处理产量高达１３８８２．５ｋｇ／ｈｍ２，比低水低肥处理高３１９９．５ｋｇ／ｈｍ２；中水肥条件下利于长红枣糖分合成，能够形成
良好的糖酸比，长红枣风味品质更佳；低水中肥与低水高肥处理下有效磷累积过多，而其他处理有效磷含量基本与土

壤本底值持平，在生产过程中应适当减少磷肥额投入。综合以上结果，宁夏灵武市淡灰钙土沼液复合微生物肥在灌水

量４５００ｍ３／ｈｍ２，施肥量３０００ｋｇ／ｈｍ２处理下和灌水量４５００ｍ３／ｈｍ２，施肥量３９００ｋｇ／ｈｍ２处理下能改善长红枣品
质，改良土壤理化性状。
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环利用研究。Ｅ－ｍａｉｌ：Ｊｉｌｉ５２１０１０＠１６３．ｃｏｍ。

　　宁夏回族自治区灵武长红枣是当地优质且具
备当地特性的果树种类，以其个大、长椭圆形、味酸

甜、营养丰富而得名，灵武长红枣产业也是宁夏灵

武市促进地方经济发展的特色优势产业［１］。随着

灵武长红枣种植规模的逐步扩大，其产业发展已由

“量的扩张”阶段全面进入“质的提升”阶段［２］，但是

宁夏灵武长红枣在种植中仍存在水肥管理不科学

的问题［３］，由于长期单一偏施化肥导致土壤板结、

水肥利用率低，这是限制宁夏长红枣可持续发展的

重要因素，导致宁夏长红枣枣树出现落花落果严

重、商品性低且品质不佳等情况，成为制约长红枣

产业发展的瓶颈。沼液微生物肥营养丰富，含有大

量的高分子有机酸、有机物质及氮、磷、钾等较多作

物发育及成熟必需的养分及多类中微量元素，可有

效增加作物产品数量，提升作物产品质量，提高作

物出现的优良抗逆性状［４－８］，同时，可以使果树高效

汲取营养［９－１０］，还能够增强土壤微生物活性，优化

土壤结构，保证土壤健康［１１］。灌水和施肥是影响农

业生产的两大可调节控制的关键因素，现代农业生

产中作物优质高产需要供应适合的水分和营养，二

者缺一不可。众所周知，以水促肥，以肥调水，二者

相辅而行，水肥耦合是获得高产、高效的必经之
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