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摘 要：利用 F1G序列分析技术对中国栽培灵芝菌株进行了亲缘关系分析。结果发现中国栽培灵芝菌株分布于 E
个聚类组，其中树舌亚属、紫芝组的菌株各自聚成一组，灵芝组的菌株分成 0组，5EH"I灵芝组菌株均聚于同一组，
表明树舌亚属、紫芝组和灵芝组间的遗传差异较大，灵芝组内虽然存在着一定的遗传差异，但总体上亲缘关系比较

近，遗传多样性并不丰富。聚类结果也表明仅仅根据形态学特征并不能将灵芝属菌株进行有效的分类，利用分子

生物学的技术手段对灵芝菌种进行分类是一种更有效的方法。
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灵芝是中医药学宝库中的珍品，在我国已有悠

久的应用历史。灵芝属（!"#$%&’("）是由芬兰学者
LA M-+>N); 于 #55# 年所建立，并以灵芝 ! A )*+,%*(
（OAP,+A (+ A）M-+>N A作为本属的代表种［#］。随着对灵
芝的生物学功效的不断了解，以其为原料开发的产

品越来越多，销售量也越来越大，灵芝原料的质量越

来越受到重视。近年来，随着灵芝各种产品的商品

化，大大推动了灵芝栽培生产的迅速发展，同时灵芝

种质资源也在不断扩大，但是由于我国食药用菌品

种登记制度尚未完善，因此灵芝的生产用菌种比较

混乱，同种异名和异名同种的现象在栽培生产上非

常普遍，这不仅给菌种的管理带来了难度，也给以灵

芝为原料的保健品及药品等的相关产业造成了一定

的经济损失［$］。目前因为菌种问题常常造成我国灵

芝产品质量难以稳定的局面，也严重地阻碍了我国

灵芝产品走出国门，走向国际市场的步伐。

在灵芝科中，传统的分类鉴定主要依据子实体

的形态学特征来进行，包括担孢子的大小和子实体

真皮菌丝的形态特征，但是子实体的许多形态学特

征往往随着生长条件的不同而发生变化，而且许多

鉴别性特征经常是几个种所共有的，这给传统的分

类学带来了很大的困难，因此造成灵芝属内有许多

的同物异名（>.;@;.7>），复合种，甚至有错误命名的

情况发生［0］。一些分类学家已经注意到灵芝属正处

于分类混乱中［! & ’］。

分子生物学技术的发展，为研究者在分子水平

上研究物种的亲缘关系提供了技术保证。近年来，

QRK序列分析已经被真菌学研究人员广泛用于各
类真菌的系统发育学研究。目前，真菌 QRK序列研
究大多数集中在 +QRK上，其中 F1G区已广泛用于许
多真菌的属内种间或种内群体的系统学研究［"］。

S@;B-2T@等和 G78N:等通过 +QRK的 F1G序列对灵芝
科的菌株进行了一些分类研究［!，E］。

本研究针对 +QRK F1G 区来探讨我国栽培灵芝
属菌株间在分子水平上的区别和关系，期望能为灵

芝属菌株的分类鉴定及政府今后对菌种加强管理工

作提供科学依据。

( 材料和方法

()( 材料
()()( 供试菌株：本研究所用菌株包括 0! 株国内
的栽培菌株和 ## 株来自 K1PP 的菌株。所有菌株
经本实验室栽培后，获得的子实体经李泰辉博士根

据形态学特征对其进行了鉴定。菌株的名称及来源

见表 #。



表 ! 供试菌株
!"#$% & !%’(%) *’+$"(%’ +, !"#$%&’(" ’--.

/-%0*%’ 1’+$"(%’ 23*4*5’
!"#$%&’(" )*+,%*( 67& 89:*，;<%=*"54

67> ?*@*" A%’%"30< B%5(%3 +, C)*#$% D954*，E%5"5

67F C54*5%%3*54 B%5(%3 +, C)*#$% D954*，15’(*(9(% +, G*+$+4:，
E%5"5 H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’

67&& 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，/<"54<"* H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’
67&> 15’(*(9(% +, J$"5( J3+(%0(*+5，D9=*"5 H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’
67>K /<"54<"* H43*09$(93"$ B+$$%4%
67>L 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，/<"54<"* H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’
67>F /<"54<"* H43*09$(93"$ B+$$%4%
67LK E9#%* 15’(*(9(% +, M*03+#*+$+4:
67LL /*0<9"5 H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’
67LN E%*$+54=*"54 15’(*(9(% +, M*03+#*+$+4:
67LO E%#%* 15’(*(9(% +, M*03+#*+$+4:
67LP E%#%* 15’(*(9(% +, M*03+#*+$+4:
67QQ 6"+:+9 15’(*(9(% +, D954*，R*"54’9
67QS T+54#%* 15’(*(9(% +, C)*#$% "5) M%)*0*5"$ D954*，E%*$+54=*"54
67FS ?*5:9 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，89<"5，E9#%*
67SL E9"5:9 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，R*":9，E9#%*
67SS R*5@*"54 15’(*(9(% +, D954*，/<"5)+54
67&K& R*5@*"54 15’(*(9(% +, D954*，/<"5)+54
67&KO R*5@*"54 15’(*(9(% +, D954*，/<"5)+54
67&KS R*5@*"54 15’(*(9(% +, D954*，/<"5)+54
67&QN R*"54’9 H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’
67&FP 69"54)" A%’%"30< B%5(%3 +, C)*#$% D954*，/<"5)+54
67&N& 69"54)" A%’%"30< B%5(%3 +, C)*#$% D954*，/<"5)+54
67&NN U"("* 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，R*5V<+9，7*"+5*54
67&OQ B<+54I*54，/<"54<"*
67&OO 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，/<"54<"* H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’
67&>> H!BB L>QO&
67&>F H!BB NQQPP
67&>N H!BB >KKFSO
67&>P H!BB L>QO>

!"#$%&’(" -&#*& 6!CW>Q 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，/<"54<"* H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’
!"#$%&’(" .,#&#.& 6/S> E9"5:9 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，R*":9，E9#%*

6/SN E9"5:9 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，R*":9，E9#%*
6/&&& R*5@*"54 15’(*(9(% +, D954*，/<"5)+54
6/&OF 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，/<"54<"* H0")%I: +, H43*09$(93"$ /0*%50%’

!"#$%&’(" "//)"#"-*( 6H&&O H+)+54 15’(*(9(% +, C)*#$% D954*，R*$*5
6H&NF 69"54)" A%’%"30< B%5(%3 +, C)*#$% D954*，/<"5)+54

!"#$%&’(" -.*0"& 6!&LK H!BB ONFQ>
6!&L> H!BB QNOFQ
6!&LL H!BB NQOSQ
6!&LF H!BB NQQPF

!"#$%&’(" .*1"(1$,#&#.& 6/XG&LN H!BB F>Q&S
6/XG&LO H!BB F>Q>K

!"#$%&’(" $&’.-&%,, 62&LP H!BB F>QKS
H!BB：HI%3*0"5 !:-% B9$(93% B+$$%0(*+5.

!"!"# 培养基：马铃薯液体培养基每升含马铃薯
>KK4，葡萄糖 >K4，-E自然。
!"!"$ 主要试剂和仪器：2"3 酶（J3+I%4"）；引物合
成（15Y*(3+4%5）；TWH 凝胶回收试剂盒（Z[4%5%）；JBA
仪（C--%5)+3,）。

!"# 菌丝培养和 %&’提取
菌丝培养和 TWH 提取同唐传红等［P］的方法

进行。

!"$ ()*区扩增
采用真菌核糖体基因间隔区通用引物 1!/&D和

>& /X B<95[$* &- ") . \4+-" 5,+’$1,$)$0,+" 6,#,+"（>KKO）QO（&）



!"#$ 进行 %&’ 扩增。反应条件：($) *+,-；($)
./0，1*) 230，4*) .+,-，*5个循环；4*) /+,-。
!"# $%&扩增产物的序列测定

%&’扩增产物经 678凝胶回收试剂盒纯化后，
委托大连宝生物公司测序，以 %&’ 引物为测序引
物，分别从正反链测序。菌株 9:*2、9";7*$、9#.4/
的扩增产物直接测序时，测序末尾部分发生噪音干

扰，因此将这 2 个菌株的扩增产物克隆到 <9;=>
"?@0A载体上转化大肠杆菌 6B/!，测得其全序列。
!"’ $%&序列分析
根据 9?-C@-D中已有灵芝属菌株的 !"#序列资

料，确定 !"#序列的 !"#.、!"#*和 /E5#的序列范围。
根据常用兼并碱基代码：= F 8G&，’ F 8G9，HF 8G"，
# F 9G&，I F &G"，J F 9G"等将序列中所含的杂合位
点进行重编码，并结合 9?-C@-D中已报道的一些灵
芝属的 !"# 序列，以樟芝（ !"#$%&’( )(*+,%$(#(）和虎
皮香菇（-."#’"/0( #’1$’"/2）作为外类群，利用 &KL0M@KN
.E5 软件对 678序列进行排列分析后，由 =;98 *E.
软件对上述序列进行分析，建立系统发育树。

( 结果

("! 灵芝属菌株 $%&的长度和序列变异分析
本研究共测定了 $/个灵芝属菌株的 !"#序列，

有部分菌株的 !"#序列中存在一些杂合位点，表明
这些菌株是异核体［(］，这些位点经重编码后再进行

序列分析。另外菌株 9:*2、9";7*$ 存在两种相差
两个碱基的 !"# 序列，将他们都用于系统分析中。
各菌株的 !"# 序列已提交到 9?-C@-D（序列号是
6O$*$(1(>6O$*/3./）。

$/个供试灵芝属菌株的 !"#序列和 .5 条来自
9?-C@-D的灵芝属一些种的 !"# 序列（图 .）对位排
列共有 /4(个碱基位点。!"#序列的长度变异较大，
相差 *3P<，在 /$. Q /1.P<之间。!"#.的序列长度为
.(( Q *3/P<，!"#*的序列长度为 .5$ Q *33P<，/E5#的
序列很保守，长度均为 ./5P<。灵芝属菌株 !"# 区
9&含量在 $1E/R Q /3R之间，!"#* 的 9& 含量比
!"#.的变化稍大，分别为 $1E4R Q /*E$R和 $4E*R
Q /.E5R。灵芝属菌株的 !"#序列发生插入和缺失
的频率比较高，!"#. 有 .5 个插入和缺失位点，!"#*
有 *5个插入和缺失位点。序列排列的结果显示，
!"#.的变异位置主要位于 !"#.区的中部，而 !"#*则
分布在两端。

灵芝属菌株 !"#各区的序列对位排列长度、变
异位点，信息位点及序列变异率见表 *。从表 * 可

知灵芝属菌株的 /E5#基因很保守，只有两个碱基发
生了变异。!"#.，!"#*的变异较大，两区的碱基变异
率很接近，!"#. 稍高一些，!"#. 信息含量也要比
!"#*多一些，分别占 23E3$R和 *4E$3R。

表 ( 灵芝属菌株 $%&序列的变异情况
"@PK? * #,M? S@T,@M,U- V,MW,- !"# T?X,U- 0?YL?-Z?0

U[ 3("%&.$*( ,0UK@M?0

’?X,U-0
"UM@K -L+P?T

U[ 0,M?0
ZU+<@T?\GP<

7L+P?T
U[ S@T,@PK?

0,M?0

7L+P?T U[
,-[UT+@M,S?

0,M?0

%?TZ?-M@X? U[
0?YL?-Z?

S@T,@M,U-GR
!"#. *.2 43 1$ 2*E51
/E5# ./5 * . .E*4
!"#* *35 1$ /4 23E44

"UM@K !"# /4( .21 .** *2E$(

研究结果显示，灵芝属菌株间 !"#序列变异位
点是转换多于颠换，且转换率较高，平均转换G颠换
的比率为 *E/，!"#.区尤其高，平均转换G颠换的比率
达到 2E/，!"#* 区比 !"#. 低，为 .E5。CTL-0 和 #]@TU
曾报道灵芝属真菌的核 T678基因偏爱 "、&间的转
换［.3］，但是在本研究中，灵芝属菌株 T678 !"#序列
中 "、&间的转换并没有占多数，和 8、9间的转换大
致相当。

("( $%&序列的聚类分析
根 据 =;98*E. 软 件 中 的 7?,XWPULT>^U,-,-X

+?MWU\0，以樟芝和虎皮香菇作为外类群，对 $4个本
研究测得的和 **个来自 9?-C@-D的 !"#序列进行聚
类分析，建立基于 !"# 序列的聚类分析树状图（图
.），结果将供试菌株分成 5个聚类组。
从图 .可以看到，2$个中国栽培灵芝菌株分布

于 /个聚类组：紫芝组（9TUL</ ：9#(*，9#(1，9#...，
9#.4/）及树舌亚属（9TUL<$：98..4，98.1/）的菌株各
自聚成一组，灵芝组的菌株分成 2 组：（9TUL<*：
9:..，9:.11）；（9TUL<2：9:*2，9";7*$）；其它 5/E4R
的灵芝组菌株均聚于同一组（9TUL<.），也是中国栽
培灵芝的主要栽培菌株。9:..、9:.11与来自 8"&&
的 3 _ %.$2#.&’’ 菌株 9‘.25、3 _ #2/1(. 菌株 9".2* 、
9".22及 6O*31(5/ 聚在一起，9:.. 和 9‘.25 同源
相似性高达 .33R，9:.11 和 9".2* 、9".22 、
6O*31(5/ 的同源相似性也很高（((E.R，((E2R，
((E2R）；9:*2 与 3 _ #."/. 菌株 9";7*$ 聚成一起，
同源相似性达 .33R。据报道，灵芝属 !"#序列种间
的序列差异大于 1R，种内的差异小于 *R［$］，说明
9:..、9:.11 和 9:*2 可能分别属于 3 _ %.$2#.&’’、3 _
#2/1(.和 3 _ #."/.。这些结果提示根据形态学特征
对它们的鉴定存在着一定的偏差，仅仅依据形态学

2.苏春丽等：基于 T678 !"#序列探讨中国栽培灵芝菌株的亲缘关系 _ G微生物学报（*334）$4（.）



图 ! 灵芝属菌株 "#$序列聚类分析树状图
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ ",0".1-",# /+)1-"*,2’"3 14*,# "2*)1-+2 *5 !"#$%&’(" 612+0 *, 789 /+#"*, 2+:;+,.+2$ <**-2-/13 =1);+2，4*/+ -’1, >?@ 5/*4

%??? /+3)".1-"*,，1/+ 2’*A, *, .*//+23*,0",# 6/1,.’+2$ 789 2+:;+,.+2 *6-1",+0 5/*4 B+,<1,C 1/+ 41/C+0 A"-’ 12-+/"2C2 1- -’+ +,0 *5 23+."+2 ,14+2$

D% 9E F’;,G)" &) "* $ H+,)" -.,’$/.$*$0.," 1.#.,"（I??>）D>（%）



特征难于准确和一致地区分不同的种，这可能是造

成同种异名或异名同种现象经常发生的原因。本研

究的结果说明利用分子生物学的技术手段对灵芝菌

种进行分类是一种更有效的方法。

本研究证明，利用 !"#区可以准确地把中国栽
培菌株分成树舌亚属、紫芝组和灵芝组三大类群，其

中灵芝组又可以分为 $组。树舌亚属、紫芝组和灵
芝组之间的遗传差异较大，在灵芝组中，虽然各组间

存在着一定的遗传差异，但总体上亲缘关系比较近。

! 讨论
在本研究中，为了能较真实地反映中国栽培灵

芝菌株的亲缘关系，我们先在统一的条件下获得了

所有供试菌株的子实体，以期在同等条件下消除野

外环境对子实体形态方面的影响，通过传统的分类

学手段，对这些菌株进行了鉴定，所涉及的一些种的

形态学特征见表 $。根据形态学特征，灵芝属被分
为树舌亚属、紫芝组和灵芝组三大类群。在本研究

中基于 !"#序列的聚类分析也将灵芝属分为这三大
群，但是 !"#序列能更加准确地将灵芝组内几个种
进行区分，而仅仅根据形态学特征并不能将灵芝属

菌株进行有效的分类，因为灵芝属有些种的子实体

形态特征相近，而且这些特征易受环境因素的影响。

因此，寻找不受环境因素影响的分类方法，搞清楚不

同商品名菌株间的关系，将为我国灵芝产业的进一

步发展提供必要的基础研究数据。另外，建立起快

速有效的分类鉴定的方法，对我国灵芝产业的进一

步发展是非常必要和迫切的。

表 ! 灵芝属一些种的主要形态学特征
"%&’( $ )%*+, -+,./+’+012%’ 2/%,%23(,4 +5 2(,3%16 !"#$%&’(" 4..7

)+,./+’+012%’
2/%,%23(,4 ! 7 )*+,%*( ! 7 -&#*& ! 7 -.*/"& ! 7 .,#&#.& ! 7 "00)"#"-*(

#8&43,%3( %9/(41+6 431.13%3( 431.13%3( 431.13%3( 431.13%3( 4(441’(
:1’(84 48,5%2( ’%22%3( ’%22%3( ’%22%3( ’%22%3( 98’’
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由于 !"#区不加入成熟核糖体，所以受到的选
择压力较小，进化速率较快，在绝大多数的真核生物

中表现出了极为广泛的序列多态性；同时 !"# 序列
长度适中，从人类到酵母的各种真核生物中 !"# 的
序列长度可以大到约 FLLL&.，小到小于 $LL&.，大小
不等，因此可以从不太长的序列中获得足够的信息，

其已受到真菌分类学者的广泛关注［K］。,OPQ的 !"#
区在核基因组内是中等重复的，而且通过不等交换

和基因转换，这些重复单位已高度相似或一致化，这

就为对 :?R产物进行直接测序提供了可能；同时用
于扩增 !"#区的保守引物已经设计成功［FF］，这些优
点都使得 ,OPQ的 !"#序列成为用于探讨真菌种内
变异和属内种间分子系统关系的重要分子标记。

在灵芝属的分类研究中，)+62%’S+ 等［M］通过对
!"#和 GD# ,OPQ的 OG 可变区序列的分析，将具有漆

状光泽的灵芝属菌株分为 M个相关族（2’843(,）。本
研究运用 !"#序列分析技术对中国的栽培灵芝菌株
进行了亲缘关系分析，可以成功地将树舌亚属、紫芝

组和灵芝组菌株区分开来，灵芝组的各个种也是可

以分开的。结果表明利用 !"#序列分析技术来区分
灵芝属的不同种是一种有效的手段。

FJJI年，T4(8等［I］应用 RQ:O技术对群下关系
进行研究，证实 RQ:O 可以用来区别具有相同 !"#
序列的菌株，但是不能作为 !"# 测序的替代方法。
GLLL年，#-13/等［D］对澳大利亚灵芝属 D 个种的 !"#
序列进行了分析，将澳大利亚的灵芝菌株分为 D个
末枝（3(,-16%’ 2’%9(），并且认为系统发育分析比统计
序列的变异更适合于种的描述。本研究基于 !"#序
列，对供试菌株进行系统发育分析，将供试菌株聚成

B组。聚成一组的菌株的 !"# 序列同源性非常高
（JBCDU E FLLU），但是组间的同源性相对比较低，
在 KJCMU E JLCMU之间，这说明 !"#区的碱基变异
为区分灵芝属的不同种提供了充分的信息。但是种

内菌株的同源性很高，往往只是在少数几个位点上

发生了变异，所以要进行种内菌株的鉴定，还要在此

基础上应用其他的分子标记技术做进一步的研究。

本实验室已经开展了一部分这方面的研究［B］。

另外，基于我们的研究，以 !"# 为靶基因，建立
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快速鉴定灵芝属菌株的种特异性 !"#法是完全可
能的，这种方法的建立将为我们在菌种保护立法方

面提供必要的菌种鉴定方法。
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