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［摘要］　目的：为疑似 “灵芝”属样品基原探究提供性状和分子鉴定证据。方法：在基于传统形态特征初步鉴

定基础上，对疑似灵芝属两样品ＺＺ和ＳＳ的ｒＤＮＡＩＴＳ区序列进行ＰＣＲ扩增，经克隆测序后，与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中
序列进行ＢｌａｓｔＮ比对，样品及最相似物种ＩＴＳ序列对齐后使用ＭＥＧＡ６０软件构建系统发育树。结果：测序得到样
品ＺＺ和ＳＳ的ｒＤＮＡＩＴＳ区序列分别为７５２、７５３个碱基，与已发表极硬红皮孔菌（Ｐｙｒｒｈｏｄｅｒｍａａｄａｍａｎｔｉｎｕｍ）ｒＤＮＡ
ＩＴＳ区序列相似度达９９０％，并在系统发育树中与极硬红皮孔菌聚为一支，而与紫芝、树舌灵芝遗传距离较远。结
合样品ＺＺ和ＳＳ的子实体形态和扫描电镜观察鉴定结果判断其为极硬红皮孔菌。结论：基于 ｒＤＮＡＩＴＳ区序列分析
和系统发育树构建药用真菌分子鉴定方法，为疑似样品基原鉴定提供理论依据和技术支持。

［关键词］　分子鉴定；极硬红皮孔菌；ＩＴＳ序列
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药用真菌含有多种有效成分，具有抗肿瘤［１］、

免疫调节［２］、抗菌［３］、抗病毒［４］、解毒保肝［５］、抗

氧化［６］等多种药理活性。在市场上药用真菌常存在

“同名异物”或 “以假乱真”现象，因此对其基原
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准确鉴定是保证中药临床用药安全的重要基础。目

前药用真菌主要依赖传统形态学鉴定，包括对子实

体等宏观形态特征及孢子、菌丝等微观特征的观察。

由于真菌形态特征复杂且随着分布地域变化较大，

即同一物种的外部形态会随分布区域的不同发生较

大变异，如野生赤芝在中国的分布由北向南逐渐减

少，且形态、颜色以及内部结构均有所变化，海南

的赤芝多不像北方那样典型，通常菌盖较小、菌柄

细长［７］，这体现了赤芝种群间的变化；另一方面，

部分真菌样品采集后即不育且很难采集到孢子，因

而丧失了部分鉴定特征。上述诸因素均限制了传统

形态学方法在药用真菌鉴定中的应用。

由于ＤＮＡ分子标记不受环境因素、生物体发育
阶段、器官组织差异的影响，且个体中的任一体细

胞均含有相同的遗传信息，因而具有微量、准确、

特异性好的优点，被广泛用于真菌物种鉴定［８１０］。

近年来，已有利用ｒＤＮＡＩＴＳ序列对大型真菌等进行
分类鉴定、纯培养菌种鉴定和分子系统发育研究的

报道［１１１６］。

本研究分别在湖南省采集了两个样品，在野外

调查中根据子实体的形态特征，对这两个样品进行

初步鉴定，其中湖南省株洲市淦田县东冲村样品可

能为灵芝科灵芝属紫芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｓｉｎｅｎｓｅ，湘乡市梅
桥镇井峰村采得样品可能为灵芝科灵芝属树舌灵芝

Ｇａｎｏｄｅｒｍａａｐｐｌａｎａｔｕｍ。在前期野外鉴定的基础上，
进一步通过对子实体和孢子的微观特征观测，发现

其与 《中国真菌志》中记载的紫芝与树舌灵芝特征

不一致，并对样品 ＩＴＳ序列进行扩增和分析，建立
了 “形态 ＋分子”结合的鉴定方法判断两样品基
原，以期为药用真菌疑似样品鉴定提供技术支持。

１　材料

１１样品

供试样品采自湖南省，新鲜子实体采集后去除

表面泥沙杂物，子实体的采集信息及编号见表１。

表１　供试样品采集信息及子实体编号
编号 野外初步鉴定 采集地 海拔／ｍ

ＺＺ 灵芝科灵芝属紫芝 湖南株洲淦田县东冲村 １７６

ＳＳ灵芝科灵芝属树舌灵芝 湖南湘乡市梅桥镇井峰村 ９１８

１２试剂

ｐＥＡＳＹＴＭＴ５ＺｅｒｏＣｌｏｎｉｎｇｖｅｃｔｏｒ和 Ｔｒａｎｓ１Ｔ１感

受态细胞购自北京全式金生物技术有限公司；琼脂

糖购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＭｉｇｈｔｙＡＭＰＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、
２ｘＭｉｇｈｔｙＡＭＰＢｕｆｆｅｒ、２０００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购自
ＴａＫａＲａ公司；其他试剂均为国产分析纯。ｒＤＮＡＩＴＳ
分析所用的引物 ＩＴＳ５（５′ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡ
ＣＡＡＧＧ３′）和 ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ
３′）［１５］由生工生物工程有限公司合成。

２　方法

２１子实体形态观察

用ＰｅｎｔａｘＫ７单反相机拍摄记录供试标本的菌
盖表面、菌管表面及菌盖剖面，并用直尺进行测量。

２２扫描电镜观察

采用Ｑｕａｎｔａ２００ＥＳＥＭ（ＦＥＩ）扫描电子显微镜观
察供试标本的担孢子显微结构。

２３子实体基因组ＤＮＡ的提取

所有供试材料均取子实体的菌盖部分来提取基

因组ＤＮＡ。基因组ＤＮＡ的提取采用ＣＴＡＢ法［１６］。

２４ＰＣＲ扩增

ＩＴＳ５Ｆ４Ｒ反应体系总体积为２５μＬ，包括Ｍｉｇｈｔ
ｙＡｍｐＤＮＡ聚合酶 ０８μＬ，２×ＭｉｇｈｔｙＡｍｐＢｕｆｆｅｒ
１２５μＬ，ＩＴＳ５Ｆ０５μＬ，ＩＴＳ４Ｒ０５μＬ，灭菌蒸馏
水９７μＬ，子实体 ＤＮＡ１０μＬ。反应条件：９５℃
预变性 ５ｍｉｎ，然后进入循环，９５℃变性 ３０ｓ，
５６℃退火 １ｍｉｎ，７２℃复性 １００ｓ，共 ４０个循环；
最后７２℃延伸７ｍｉｎ，终止温度为４℃。两样品均
平行实验３次。

２５目的片段的克隆及测序

将ＩＴＳ的 ＰＣＲ产物与 ｐＥＡＳＹＴＭＴ５ＺｅｒｏＣｌｏｎｉｎｇ
ｖｅｃｔｏｒ连接，转化到 Ｔｒａｎｓ１Ｔ１感受态细胞中，在含
有氨苄青霉素的 ＬＢ平板上进行培养，经 ＰＣＲ鉴定
后随机选择８个阳性克隆，送北京睿博兴科生物技
术有限公司进行测序。

２６ＩＴＳ序列分析

将测得的 ＩＴＳ序列去掉 ５′和 ３′端的载体序列，
转换为ＦＡＳＴＡ格式。将去除载体后的序列使用 Ｂｉ
ｏＥｄｉｔ分析软件进行分析和校对处理。在 ＧｅｎＢａｎｋ数
据库中进行ＢＬＡＳＴＮ分析，并用 ＭＥＧＡ６０６软件包
进行系统发育树的构建。用 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ模式
计算遗传距离，所有对位排列结果中的空位或缺失
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数据做完全删除处理，进化距离分析采用邻位相连

法（ＮＪ，ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）。系统树的每个分支的统计
学显著性分析以自展法进行检验，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复次
数为１０００次。

３　结果与分析

３１样品子实体形态观察

３１１供试样品 ＺＺ　担子果硬骨质，柄状基部。菌
盖单生，近圆形，７５ｃｍ×８１ｃｍ，厚约 １０ｃｍ，

剖面近三角形。菌盖表面浅灰褐色，有明显黑色皮

壳，具同心环纹及不明显的沟纹，光滑，边缘圆钝、

完整。菌肉浅黄褐色，硬木栓质，菌管浅灰褐色，

较菌肉色淡，呈纤维质。见图１。
３１２供试样品 ＳＳ　担子果硬骨质，无菌柄。菌盖
单生，菌盖近扇形，４５ｃｍ×４８ｃｍ，厚约１２ｃｍ，
剖面近三角形。菌盖表面灰褐色，有明显黑色皮壳，

具同心环纹及不明显的沟纹，光滑，边缘圆钝、完

整。菌肉黄褐色，菌管表面浅灰色，纤维质。见图１。

注：Ａ１、Ａ２为ＺＺ和ＳＳ的菌盖表面；Ｂ１、Ｂ２为ＺＺ和ＳＳ的菌管表面；Ｃ１、Ｃ２为ＺＺ和ＳＳ的菌盖

剖面。

图１　供试标本子实体形态特征

３２扫描电镜观察
采用扫描电镜观察两供试样品的担孢子的形态特

征，扫描电镜观察结果表明两供试样品担孢子显微特征

基本一致，担孢子近球形，表面平滑，薄壁。供试样品

ＺＺ的担孢子大小为５１μｍ×４９μｍ（见图２Ａ）；供试
样品ＳＳ的担孢子大小为５０μｍ×４８μｍ（见图２Ｂ）。

注：Ａ供试样品ＺＺ；Ｂ供试样品ＳＳ。

图２　供试样品担孢子扫描电镜图
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３３供试样品的ＰＣＲ扩增、测序及分析

从２个样品子实体的基因组 ＤＮＡ中，引物
ＩＴＳ５Ｆ／４Ｒ对均成功地扩增出单条带，即位于样品
ｒＤＮＡＩＴＳ区（ＩＴＳ１５８ＳＩＴＳ２）的一段ＩＴＳ序列，序列
长度约为７５０ｂｐ（见图３）。

图３　ＺＺ与ＳＳ标本子实体的ＰＣＲ扩增结果

将ＰＣＲ产物连接到 ｐＥＡＳＹＴＭＴ５Ｚｅｒｏ克隆载体
上，随机挑选８个阳性克隆进行测序，并对序列信

息进行分析。各样品 ８个阳性克隆的序列均一致。
样品 ＺＺ序列长度为 ７５２ｂｐ，ＧＣ质量分数为
３８７０％；样品ＳＳ序列长度为７５３ｂｐ，ＧＣ质量分数
为３８５０％；两样品ＩＴＳ序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中发
表的极硬红皮孔菌 Ｐｙｒｒｈｏｄｅｒｍａａｄａｍａｎｔｉｎｕｍ（登录
号：ＦＪ４８１０４０１）序列相似度均达到９９０％。

３４系统发育分析

从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中获得权威机构提交的灵芝、
紫芝、树舌灵芝及极硬红皮孔菌的 ＩＴＳ序列，与测
序获得的 ２条序列，用 Ｂｉｏｅｄｉｔ软件多重对位排列
后，利用对位序列中共包括空位在内的６４９个碱基
用于系统发育树构建。基于 Ｍｅｇａ６０构建的系统树
如图４所示。从进化树中，ＳＳ和ＺＺ两供试样品 ＩＴＳ
序列首先聚为一分支，然后与极硬红皮孔菌

Ｐａｄａｍａｎｔｉｎｕｍ 聚 为 一 个 大 的 分 支，而 灵 芝
Ｇｌｕｃｉｄｕｍ、 紫 芝 Ｇｓｉｎｅｎｓｅ 和 树 舌 灵 芝

Ｇａｐｐｌａｎａｔｕｍｄ单独聚为一分支。以上结果说明，ＳＳ
和ＺＺ两供试样品与极硬红皮孔菌亲缘关系最近，而
与紫芝和树舌灵芝亲缘关系较远，结合前期的序列

相似度分析结果，提示这两个供试标本最相似物种

为极硬红皮孔菌。

图４　基于供试样品ｒＤＮＡＩＴＳ区碱基序列构建的ＮＪ系统发育树

４　讨论

４１疑似灵芝属样品的鉴定结果

本研究利用扫描电镜对供试样品 ＺＺ和 ＳＳ进行
了担孢子形态的观察，结果发现两样品外观形态和

担孢子显微特征基本一致：菌盖单生，近圆形，菌

盖表面浅灰褐色，有明显黑色皮壳，具同心环纹及

不明显的沟纹，光滑，边缘圆钝、完整。菌肉浅黄

褐色，硬木栓质，菌管浅灰褐色，较菌肉色淡，呈

纤维质；担孢子近球形，表面平滑，薄壁。前期野

外鉴定结果认为样品 ＺＺ可能为紫芝，而 ＳＳ可能为
树舌灵芝，对照外观形态和担孢子的观察结果，发

现样品ＺＺ表面无漆样光泽且无明显柄，只有柄状基

部，而样品担孢子和文献中记载的紫芝 “担孢子卵

圆形，双层壁，具明显小刺”等特征差异较大；供

试样品 ＳＳ形态特征与文献记载树舌灵芝也有差
异［７］，样品具黑色皮壳，基部具放射状菌丝束，而

样品担孢子亦不具备树舌灵芝 “担孢子卵圆形双层

壁，外壁无色、平滑，内壁有小刺”等特点。这表

明两个样品实际上可能来源于同一种真菌，而前期

野外鉴定结果有误。

为进一步确定两个样品的来源，本研究对样品

进行了 ｒＤＮＡＩＴＳ序列的扩增 和 比 对。Ｒｅｎｓｋｅ
Ｌａｎｄｅｗｅｅｒｔ等［１７］在对土层中外生菌根菌丝进行分子

鉴定时，提出将供试品ｒＤＮＡＩＴＳ序列在ＧｅｎＢａｎｋ上
进行ＢｌａｓｔＮ分析，如相似度≥９９％，可以鉴别为相
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同种；序列相似性为 ９５％ ～９９％，可以鉴别为相同
属；序列相似性≤９５％，可以鉴别为相同科。两样
品ｒＤＮＡＩＴＳ序列ＢｌａｓｔＮ结果均为最相似物种是极硬
红皮孔菌，且相似度达到９９％，结合系统发育树结
果，判断两样品均为极硬红皮孔菌，且两样品的子

实体、担孢子显微结构与极硬红皮孔菌的特征也均

一致［１８］。

４２分子鉴定是药用真菌疑似样品性状鉴定的重要
补充

　　目前，对药用真菌的鉴定主要依赖传统形态鉴
定，而分子鉴定是药用真菌传统性状鉴定的重要补

充。在药用真菌的分子鉴定中，主要以基因组 ＤＮＡ
序列片段作为分子标记，其中ＩＴＳ１和ＩＴＳ２［１９２０］在保
守性上表现为种内相对一致、种间差异明显，故

ｒＤＮＡＩＴＳ序列适合并已成功运用于真菌种及种内系
统发育分析以及物种的分子鉴定［２１２２］。然而基于

ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析并不能对所有真菌都精准地鉴定
到属或种水平，原因主要包括：１）ＩＴＳ区序列虽然
可变，但不同物种其变异程度不同，有些可能不足

以用于进行属、种和居群的鉴定；２）ＩＴＳ序列分析
结果受ＢｌａｓｔＮ比对分析时所使用参考核酸数据影响，
故真菌核酸数据库的不完善也可能影响鉴定的结果。

因此，需要同时采用性状和分子鉴定两种手段，互

相验证以保证鉴定结果的准确性。

致谢：中国科学院微生物研究所张小青研究员对本实验

中形态和显微结构鉴定提供指导，特此致谢！
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