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摘要：采用常规形态学原理，结合核糖体ＤＮＡ转录间隔区（ＩＴＳ）序列分析技术，对我国４个羊肚菌主
要栽培菌株和５个主要采集自川渝地区的野生分离物进行菌株鉴定和系统发育分析，研究遵循羊肚
菌ＭＬＳＴ数据库的序列鉴定程序，基于系统研究过的可靠序列信息，对获得的 ＩＴＳ序列进行逐一比
对，选取相似度靠前的信息，构建系统发育树．结果表明，目前我国大面积种植的羊肚菌分别为梯纹
羊肚菌、六妹羊肚菌和七妹羊肚菌；５个野生种质分别鉴定为梯纹羊肚菌和高羊肚菌．
关键词：羊肚菌；ＩＴＳ序列分析技术；菌种鉴定；系统发育；种质资源
中图分类号：Ｑ９３；Ｓ５６７．３　　文献标志码：Ａ　　ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５－４７６Ｘ．２０１５．３／４．００６

Ｓｔｒａｉｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｅｄａｎｄ
ｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｓｏｆＭｏｒｃｈｅｌｌａｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏＥｌａｔａＣｌａｄｅｉｎＣｈｉｎａ

ＨＥＰｅｉｘｉｎ１，　ＬＩＵＷｅｉ１，２，　ＣＡＩＹｉｎｇｌｉ２，　ＨＥＸｉｎｓｈｅｎｇ３

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＬｉｇｈｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００１，Ｃｈｉｎａ；
２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＨｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｗｕｈａｎ４３００７２，Ｃｈｉｎａ；
３．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｙｃｏｌｏｇｙ，ＨｕａｚｈｏｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｈａｎ４３００７１，Ｃｈｉｎａ；
４．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｍｉａｎｙａｎｇ６２１００２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＡｐｐｌｙｉｎｇｒｅｇｕｌａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ，ｔｈｅｉｄｅｎｔｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ４ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓａｎｄ５ｗｉｌｄｍｏｒｅｌｉｓｏｌａｔｅｓｍａｉｎｌｙｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ
ＳｉｃｈｕａｎｐｒｏｖｉｎｃｅａｎｄＣｈｏｎｇｑｉｎｇｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔ．Ｔｈｅｓｔｕｄｙｆｏｌｌｏｗｅｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｒｅｑｕｉｒｅｄｂｙｄａｔａｂａｎｋｏｆｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ（ＭＬＳＴ）．Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｗａｓｃｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｌｉａｂｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＢＬＡＳＴｏｎｅｂｙｏｎｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｍｏｒｅｌｖａｒｉｅｔｉｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＭｏｒｃｈｅｌｌａｉｍｐｏｒｔｕｎａ，Ｍ．ｓｅｘｔｅｌａｔａａｎｄＭ．ｓｅｐｔｉｍｅｌａｔａ．Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ，５ｗｉｌｄｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＭ．ｅｌａｔａａｎｄＭ．ｉｍｐｏｒｔｕｎａ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ；ＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｔｅｃｈｎｉｑｕｅ；ｓｔｒａｉｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ；ｇｅｒｍｐｌａｓｍｒｅｓｏｕｒｃｅ



何培新，等：我国人工栽培和野生黑色羊肚菌的菌种鉴定及系统发育分析

０　引言

羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ）隶属于子囊菌亚门（Ａｓｃｏｍｙ
ｃｏｔｉｎａ），是世界性分布的珍稀名贵食用菌，具有较大
的食用和药用价值［１］．虽然羊肚菌野生种质资源比
较丰富，但是仅靠人工采集仍难以满足市场需求，

且大量采集也会破坏羊肚菌的自然生态，造成种质

资源的不断减少．近年来，我国人工栽培羊肚菌（主
要是黑色羊肚菌支系的种类）取得了突破性进展，

特别是川渝一带的“大田人工羊肚菌栽培技术”［２］，

推广面积不断扩大．然而，目前我国羊肚菌的人工
栽培也面临着很多亟待解决的问题，其中，还未确

定广泛栽培品种的分类地位等问题比较突出，在一

定程度上制约了羊肚菌产业的健康、稳定和长远

发展．
基于宏观和微观形态特征的传统分类所造成

的羊肚菌同物异名和异物同名的现象比较严重［１］．
核糖体 ＤＮＡ转录间隔区 ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ
ｓｐａｃｅｒ）序列分析技术广泛用于真菌的分子鉴定和
系统发育分析［３－４］，然而，由于基因库（Ｇｅｎｂａｎｋ）ＩＴＳ
数据是由不同作者提交的，可能存在着定种不准确

等问题，影响基于 ＩＴＳ序列分析的鉴定结果．鉴于
此，Ｊ．Ｗ．Ｔａｙｌｏｒ等［５］采用多基因谱系一致性系统发

育学物种识别法，通过分析多个基因的ＤＮＡ序列来
界定物种，使分类与鉴定结果更加科学和客观．该
技术有效地应用于羊肚菌的分类和系统发育分析，

提出羊肚菌属由黄色羊肚菌支系（ＥｓｃｕｌｅｎｔａＣｌａｄｅ）、
黑色羊肚菌支系（ＥｌａｔａＣｌａｄｅ）和变红羊肚菌支系
（ＲｕｆｏｂｒｕｎｎｅａＣｌａｄｅ）构成［６－８］；开发了羊肚菌多基

因序列模标数据库 ＭＬＳＴ（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐ
ｉｎｇ），收录了大量准确鉴定的羊肚菌分子信息［９］．本
文拟采用常规形态学原理，结合ＩＴＳ序列分析技术，
对目前我国广泛使用的黑色羊肚菌支系的４个栽培
品种和５个主要采集于川渝地区的野生分离物进行
分子鉴定和系统发育分析，以期为规范我国羊肚菌

人工栽培及野生羊肚菌驯化和菌种选育等提供

参考．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
主要材料：羊肚菌野生分离物 Ｍ－４，Ｍ－１２，

Ｍ－１４，Ｍ－１５和Ｍ－１９，组织分离自各地采集的野

生子囊果，子囊果发生地详见图 １．栽培菌株 Ｍ－
１６，Ｍ－１７，Ｍ－１８和Ｍ－２０的商业名称分别为羊肚
菌１号、３号、６号和７号，由重庆市彭水县诚志食用
菌股份合作社提供，其余标出基因号的材料均来自

基因库．
试剂：酵母粉、胰蛋白胨，均为生化试剂，北京

双旋微生物培养基制品厂产；Ｔｒｉｓ碱、ＥＤＴＡ，均为分
析纯，上海生工生物工程有限公司产；琼脂糖、琼脂

粉，均为生化试剂，西班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ公司产；葡萄糖、
氯化钠、冰乙酸和氢氧化钠，均为分析纯，国药上海

化学试剂公司产；真菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒
（Ｅｚｕｐ）、ＰＣＲ扩增试剂盒（Ｔａｑ）、柱式 ＤＮＡ胶回收
试剂盒（ＵＮｌＱ－１０）、Ｔ－载体 ＰＣＲ产物克隆试剂
盒、染色剂和凝胶上样缓冲液，均购自上海生工生

物工程有限公司；ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４特异扩增引物，均由
上海生工生物工程有限公司合成；ＤＬ２０００ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ，宝生物工程（大连）有限公司产．

仪器：ＣＦ１６ＲＸＩＩ高速冷冻离心机，日本株式会
社日立制作所产；ＰＣＲ仪（Ｐ×２），美国ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃ
ｔｒｏｎ产；ＵＶ２０００紫外／可见分光光度计，上海凤凰光
学科仪有限公司产；ＢｉｏＲａｄ３０００双恒电泳仪，美国
ＢｉｏＲａｄ公司产；ＢＳ２００Ｓ电子分析天平，北京赛多利
斯天平有限公司产；ＵＬＴＲＡ－ＬＵＭＯＭＥＧＡ１０凝胶
成像系统，美国ＯＭＥＧＡ公司产；ＨＨ－４电热数字恒
温水浴锅，常州国华电器有限公司产；ＳＰＸ－１６０Ｂ－
２恒温培养箱，上海福玛实验设备有限公司产；
１０１Ａ－１电热恒温鼓风干燥箱，上海市实验仪器总
厂产；ＤＳＸ－２８０Ａ不锈钢手提式灭菌锅，上海申安
医疗器械厂产；ＳＮ－ＣＪＩＦＤ超净化工作台，苏净集
团苏州安泰空气技术有限公司产；ＺｅｉｓｓＡ１显微镜，
德国Ｚｅｉｓｓ公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　形态学鉴定　供试分离物首先通过菌丝形
态、产色素情况和菌核性状等进行初步鉴定，并结

合子囊果宏观形态和子囊、侧丝、子囊孢子等微观

形态特征，进行传统分类学鉴定［１１］．
１．２．２　分子鉴定和系统发育分析　羊肚菌菌丝体
培养、基因组ＤＮＡ提取、ＩＴＳ序列扩增与测序、序列比
对分析等参见文献［１２］．序列测定后，通过测序峰图
去掉两端低质量的测序碱基，并进行合并拼接，获得

完整的ＩＴＳ序列数据．将拼接完整的数据与经过系统
研究的相关基因序列一起进行系统发育分析．系统发
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育分析采用ＣｌｕｓｔａｌＸ和ＭＥＧＡ５．０软件进行：原始数
据首先通过ＣｌｕｓｔａｌＸ比对对齐，获得ａｌｎ文件；通过
ＭＥＧＡ５．０读取ａｌｎ文件，转换为ｍｅｇ格式，构建泊松
检测系统发育树．发育树构建采用ＮＪ法（邻近遗传距
离法），泊松值设定为１０００，种子选定为“随机”，其他
参数均设定为软件默认参数［１３］．

２　结果与讨论

图１为黑色羊肚菌支系栽培及野生种类的系统
发育聚类图．常规形态学特征结合 ＩＴＳ序列分析鉴
定结果表明，羊肚菌１号和羊肚菌３号为梯纹羊肚
菌（Ｍ．ｉｍｐｏｒｔｕｎａ），羊肚菌 ６号为六妹羊肚菌（Ｍ．
ｓｅｘｔｅｌａｔａ），羊肚菌７号为七妹羊肚菌（Ｍ．ｓｅｐｔｉｍｅｌａ
ｔａ）．它们均被聚类于黑色羊肚菌支系．

梯纹羊肚菌目前在我国栽培应用最为广泛，占

种植面积的９５％以上．王波等［２］对成都市大邑县、

崇州市、郫县和涪城区的羊肚菌栽培品种进行了鉴

定，发现栽培品种都是梯纹羊肚菌．羊肚菌１号是目
前我国推广应用最广的品种，该品种原基初期细

长，高５～８ｍｍ，直径２～３ｍｍ，豆芽状，浅白色或米
白色；原基发育２～３ｄ后，分化出菌盖和菌柄，表现
为二者分离，菌盖灰白色、浅灰色，菌柄基部有细绒

毛；３～５ｄ后，菌盖颜色加深，表现为黑褐色、灰黑
色，开始分化形成脊，菌柄基部稍膨大，有沟痕出

现；原基出现后１５～２５ｄ子实体成熟（气温不同，子
实体成熟需要的时间不等）．成熟子囊果菌盖颜色
比幼嫩时稍浅，呈浅灰色、灰黑色或浅褐色，脊竖直

排列，与菌盖等表面横隔，与脊垂直，呈梯格状．羊
肚菌１号菇型稳定，变异度小；适应６～２３℃较宽温
度范围，出菇周期长．羊肚菌３号主要在原基形态和
分化时间方面与 １号品种不同：原基短粗，高 ３～
５ｍｍ，直径２～３ｍｍ；菌盖与菌柄分化较早，通常在

图１　黑色羊肚菌支系栽培及野生种类的系统发育聚类图
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能观察到原基的时候，菌盖已经开始分化；此外，

３号品种是爆发性出菇，出菇密度较高．
六妹羊肚菌和七妹羊肚菌是近年来才被描述

的两个品种［８－９，１４－１５］，呈欧洲 －东亚 －美洲间断式
分布．二者的宏观和微观形态没有明显差异，但 ＩＴＳ
等保守基因序列却差异较大，因此被定义为两个不

同的品种［１４］．这两种羊肚菌同属于黑色羊肚菌支
系，主要形态特征为：子囊果中等偏大（８～１４ｃｍ）；
随着子囊果的成熟，菌盖颜色由棕黄色、金黄色逐

渐加深；菌柄与菌盖之间的连接处有细微可辨的凹

痕．我国六妹羊肚菌和七妹羊肚菌主要自然生长于
云南省，曾被认为是“最易成功栽培”的喜火烧地的

黑色羊肚菌种类［１，１４，１６］；然而这两种羊肚菌目前在

我国的栽培面积不大，但其产量与梯纹羊肚菌相

当，因而具有很好的开发利用前景．
野生羊肚菌自然种质中，自然生长于四川绵阳

的Ｍ－４和安徽六安的 Ｍ－１２为高羊肚菌（Ｍ．ｅｌａ
ｔａ），重庆彭水的２个分离物（Ｍ－１４和Ｍ－１５）与来
自四川绵阳的Ｍ－１９为梯纹羊肚菌（图１），表明我
国川渝地区羊肚菌自然种质资源非常丰富，这与前

人的报道一致［９，１７］．高羊肚菌野生种质资源也比较
丰富，是有待于进一步开发利用的另一个种类．

３　结论

本文采用常规形态学原理，结合 ＩＴＳ序列分析
技术，将目前我国广泛人工栽培的羊肚菌品种鉴定

为梯纹羊肚菌、六妹羊肚菌和七妹羊肚菌，其中，梯

纹羊肚菌为主要的栽培种类，六妹羊肚菌和七妹羊

肚菌的人工栽培有待于进一步推广应用；５个野生
种质分别被鉴定为梯纹羊肚菌和高羊肚菌．分析鉴
定结果表明，我国蕴含着丰富的野生羊肚菌种质资

源，可为人工驯化栽培和菌种选育提供大量素材，

有利于我国羊肚菌产业的持续和长远发展．
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