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摘要： 鉴定河南省郑州市郊区发生的羊肚菌标本 ，并分析羊肚菌属真菌的系统发育关系。采用内转录间隔 

区(Internal transcribed sequence，ITS)序列分析进行分子鉴定，结果表明，郑州市郊区发生的羊肚菌为粗柄羊肚菌 

(Morchella cr~$ipes)，与形态鉴定结果一致；系统发育分析结果表明，羊肚菌属真菌整体上至少可以分为4个类群： 

第 1类群包括高羊肚菌( elata)、黑脉羊肚菌( angusticeps)、肋脉羊肚菌( costata)、尖顶羊肚菌( con$ca) 

和M．脚∞等种类；第Ⅱ类群包括羊肚菌(M．esculenta)、粗柄羊肚菌和小海绵羊肚菌(M．spongiola)等；第Ⅲ类群 

仅包括红褐羊肚菌( rufobrunnea)1个种；半开羊肚菌( semilibera)被归为第Ⅳ类群，与其他类群进化距离更 

远。ITS 序列分析可以用于羊肚菌属种类鉴定和系统发育分析。 
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M olecular Identification of Morchella crassipes and Phylogenetic Analysis 

of Morchella Fungi 

HE Pei—xin． LIU Wei 

(SchoolofFood andBiologicalEngineering，Zhengzhoul~thuteofLightIndustry，Zhengzhou 450002，China) 

Abstract： To identify a morel sample collected from the suburbs of Zhengzhou，Henan Province and to study the 

phylogenetic relationships of fungi of genus Morchella，internal transcribed sequence(ITS)analysis was applied．The mo— 

rel mushroom identified is Morchella crassipes，which is consistent with morphological identification．Phylogenetic analysis 

reveals all Morchella strains can be divided into four groups．Th e first group includes M．elata。M．angusticeps，M．costa— 

ta，M．conica and M．#gas the second group includes M．esculenta，M．crassipes and M．spongiola；the only species M． 

rufobrunnea belongs to the third group，and the fourth group，which also includes only one species of semilibera，has 

bigger distance with other groups．The sequence analysis of ITS  can be used in species identification and study of phyloge- 

netie relationships of genus Morchella． 
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用真菌，市场价格昂贵。百余年来，围绕羊肚菌的分 

类鉴定、生态分布、遗传生理、驯化栽培等进行了大 

量研究，但仍有很多问题没有解决，其中包括羊肚菌 

的分类和鉴定。羊肚菌传统分类主要以其菌盖的大 

小及颜色、脊脉的特征、凹陷的大小、菌柄的大小及 

颜色、菌盖与菌柄的着生情况、子囊、子囊孢子以及 

侧丝的形态特征等为主要依据 ]̈，不同时期、不同 

学者有着不同的认识，因而产生了一定程度的混乱： 
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目前对羊肚菌属种的划分从 3个种到 28个种不 

等l2 J，真菌学词典第十版记载羊肚菌属 36种 』。 

针对这种混乱状况，Bunyard等根据羊肚菌的总体 

形态将其分为3个类群：黑羊肚菌 [包括黑脉羊肚 

菌( angusticeps)、尖顶羊肚菌( conica)和高羊 

肚菌( elata)]，黄羊肚菌 [包括小羊肚菌( 

deliciosa)、粗柄羊肚菌( cra$sipes)]和半开羊肚 

菌( semilibera)，此外，还有 1个菌柄变红的类 

群，包括红褐羊肚菌( rufobrunnea)、危地马拉羊 

肚菌( guatemalensis)和硬羊肚菌( rigida)[4 J。 

随着分子生物学技术的发展，内转录间隔区序列 

(Internal transcribed sequence，ITS)分析已经普遍用 

于真菌属种水平的分类关系研究 J，成为一种真 

菌分类鉴定的有效技术。本研究利用 ITS序列分析 

技术，对 1株野生羊肚菌进行了鉴定，同时分析羊肚 

菌属真菌的系统发育关系，探讨该技术在羊肚菌属 

真菌类群划分和类群以下种鉴定中的应用。 

l 材料与方法 

1．1 供试菌株 

本研究供试菌株包括 1 1个分类单元和 2个没 

有鉴定到种的菌株共 82份材料。其中，FJ860052 

为河南省郑州市南郊十八里河自然发生羊肚菌的孢 

子分离菌株。根据外艰形态特征，该真菌被鉴定为 

粗柄羊肚菌 J。本试验对该菌株的 ITS序列进行测 

定。其余材料的ITS序列均来自GenBank中。 

1．2 ITS序列测定 

供试菌株菌种活化培养后，取菌丝块接种于土 

豆液体培养基(土豆250 g，葡萄糖10 g，蛋白胨5 g， 

水1 000 m1)，25℃静置培养 7 d。捞取菌丝体，用 4 

层无菌纱布挤干游离水分。取1 g左右菌丝体，加 

液氮充分研磨成粉末，迅速转移至 1．5 m1离心管 

中，提取基因组 DNA。基因组 DNA提取、ITS 区域 

的特异性 PCR扩增等操作方法参见文献[9]。PCR 

扩增产物直接测序。序列测定由上海生工生物工程 

有限公司完成。 

1．3 系统发育分析 

将测定的羊肚菌I 序列提交到 NCBI数据库， 

获得基因号。搜索 NCBI GenBank中羊肚菌属真菌 

的ITS序列，下载较为完整的序列信息。将82份序 

列用 Clustal X软件进行初步比对，剔除 ITS 序列前 

后的18S和28S序列，使序列信息尽可能一致。用 

MEGA3．1软件做进化分析，UPGMA(非加权组平均 

法)聚类分析，对得到的进化树进行自举法分析 

(Bootstrap analysis)(1 000次重 复 )，随机种 子 

(Seed)缺省构建系统发育树 m川 。 

2 结果与分析 

测定菌株的 ITS序列提交 GenBank，获得基因 

号 FJ860052。将该序列提交 NCBI数据库进行 

BLAST比对分析，结果显示与基因库中15个粗柄羊 

肚菌ITS序列同源性均在99％以上，表明与形态分类 

结果一致，试验菌株为粗柄羊肚菌。基于 82份 ITS 

序列材料，对羊肚菌属真菌进行进化分析，获得该属 

真菌的系统发育树(图1)。从图1可以看出，本研究 

试验菌株 FJ860052被聚类在第 2类群 中。在该类 

群，16份粗柄羊肚菌材料中的l5份在较高的遗传距 

离上聚在一起。因而，与形态鉴定结果和 ITS 序列比 

对分析结果一致，测定菌株为粗柄羊肚菌。 

羊肚菌属真菌的ITS 系统发育树在大于0．10 

的遗传距离上被分为2大类群 I、Ⅱ和2小类群Ⅲ、 

1V(图1)。类群 I中包括全部的高羊肚菌、黑脉羊 

肚菌、肋脉羊肚菌 ( costata)、尖顶羊肚菌、 

g 和 1个未鉴定到种的 SC0428菌株，另外有 4 

个羊肚菌( esculenta)散乱地分布在本类群中。 

高羊肚菌、肋脉羊肚菌、尖顶羊肚菌和黑脉羊肚菌的 

聚类没有表现出种问特异性，相互穿插聚类在这个 

大类 群 之 间，它 们 之 间 的 最 远 遗 传 距 离 为 

0。023 48； gigas和本群中的其他菌株都相距较 

远，遗传距离为 0．086 04，在整体上和羊肚菌属中 

的其他菌株遗传距离更大。类群I与类群Ⅱ之间的 

遗传距离较小(0．101 34)，与类群Ⅲ之间的遗传距 

离稍远(0．118 86)，与类群Ⅳ之间的遗传距离较远 

(0．719 38)。本研究中类群 I主要包括黑羊肚菌种 

类，与 Bunyard等 的研究结果“黑脉羊肚菌、尖顶 

羊肚菌与高羊肚菌可能分别属于同一生物学种的 

早、中、晚3个发育阶段”基本一致。散乱地分布在 

类群 I中的4个羊肚菌材料(Eu60024O、EU600241、 

AJ544202、AJ698475)的 ITS 碱基数均在 650 bp左 

右，而该种其他大部分聚类在类群Ⅱ的ITS 材料的 

碱基数均在1 050 bp左右。据报道，羊肚菌不同菌 

株的 ITS 序列存在长度差异，但应在1 200 bp左 

右u Hj。因而，这4个聚类混乱的羊肚菌的 ITS序 

列材料或分类命名可能是不准确的。 
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0．8 0．6 0．4 0．2 0 

DO257329Morchella elata 
EF017946 Morchella elata 
AJ544201 Morchella elata 
DO243909Morchellaelata 

EU600241Morchellaelata 
AJ698477 Morehella e／ata 

AJ698476Morchellaangusticeps 
EF081000Morchella elata 

EF080997MorchellaCOStata 
DO257334MorchellaCOStata 

EFb80998 Morchella C08fata 
Morchellacostata 
Morchellacostata 
Morchellaescu nta 

FJ235140 Morchella sD．SOC428 
AJ544203 Morchella angusticeps 
AJ698474 Morchella elata 
EF080996Morchellaelata 

EF062475 Morche／／ae／ata 
AJ544200Morchella elata 

AJ698478 Morchella costata 

AF000970 Morchella angusficeps 
AJ698475Morchellaesdulenta 
AM 269501 Morchella conica 
AJ544198 Morchella conica 

AJ544197 Morchella COnfcd 
AJ544194 Morchella COrlfca 

FJ594059 Morchella COTIica 
MCU51852 Morchella COHfca 

AJ543743 Morchella#gas 
AJ543742Morchellagigas 
AJ539477 MorchellaSl~ngiola 
AJ539474 Morchella spongiola 
AJ539478 Morchella ongiola 
AJ539476 Morchella印ongiola 

39475 MorchellawonR／o／a 
00823、Morchella spongiola 

AJ539473 Morchella spon2i0|口 
AM397272 Morchellaesculenta 
AJ54374O Morchella cross 
MEU51851Morchella esculenta 

AJ543737 Morchellaesc12lenta 
AJ543739Morchella esculenta 
AF000971 Morchellavulgaris 

DO257341 Morchella esc“／enta 
EU086776Morchellaesculenta 
EU086775 Morchella esculenta 

AJ543741 Morchella esculenta 

AJ543738 Momhella esculenta 

图1 羊肚菌属真菌 ITS序列系统发育分析聚类图 

Fig．1 Phylogenetic analysis of Morchella spp．based on ITS sequences 
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本研究中，类群 Ⅱ包括全部的小海绵羊肚菌 

( spongiola)和粗柄羊肚菌，以及大部分羊肚菌 

(17个材料中的 13个)，另外还有 1个普通羊肚菌 

( vulgaris)、1个小海绵羊肚菌变种和1个未鉴定 

到种的MA4SSI7菌株。其中小海绵羊肚菌、粗柄羊 

肚菌和大部分的羊肚菌分别在种间可以清晰地聚为 

独立的小类群。类群 Ⅱ与类群Ⅲ之间的遗传距离较 

小 (0．188 67)，与类群 Ⅳ之间的遗传距离较大 

(0．789 19)。本研究将黄羊肚菌(普通羊肚菌)种 

类，即小羊肚菌、羊肚菌和粗柄羊肚菌等聚类在1个 

类群，与 Kellner等的报道 一致。该研究分析了 

德国和法国的羊肚菌多样性，指出普通羊肚菌可能 

是羊肚菌的同物异名。有报道认为，黄羊肚菌类群 

的一些种类可能是相同的物种，同功酶多态性研究 

表明，小羊肚菌与美味羊肚菌属于同 1个种  ̈” ； 

菌丝融合研究表明，小羊肚菌、羊肚菌和粗柄羊肚菌 

即使不是同1个种，在遗传上也必定存在密切关 

系  ̈；酶联免疫吸附分析表明，小羊肚菌、羊肚菌和 

粗柄羊肚菌属于同 1个种  ̈。本研究没有涉及到 

小羊肚菌的ITS序列信息，因而无法对其进行比较 

分析。但小海绵羊肚菌、粗柄羊肚菌和羊肚菌的 

ITS遗传相似性分析表明，即使在较低的遗传距离 

(0．016 25)三者可以聚类为黄羊肚菌类群，但它们 

仍然是独立的种，相互之间有清晰的遗传差异。该 

结果与Kellner等的研究一致  ̈。该研究通过ITS／ 

RFLP聚类分析，可以很清晰地把小海绵羊肚菌、粗 

柄羊肚菌和羊肚菌区分为3个独立的种。 

本研究将 2个红褐羊肚菌聚类为类群Ⅲ，也是 

首次将菌柄变红的红褐羊肚菌聚为独立的类群Ⅲ。 

该类 型 2 份 材 料，一 个 来 自 中 东 以 色 列 

(DQ355921)，一个来自南美洲墨西哥(DQ355922)， 

二者只有3个碱基的差异。在进化距离上，它们和 

其他羊肚菌属材料相差较大，在0．118 6和 0．188 7 

的遗传距离上才能与类群I和类群Ⅱ聚在一起。菌 

柄变红的羊肚菌主要分布于热带和亚热带地区，类 

似的种还有危地马拉羊肚菌和硬羊肚菌。由于无法 

找到危地马拉羊肚菌和硬羊肚菌的 ITS序列，所以 

没有研究菌柄变红羊肚菌之间的系统发育关系。 

本研究中，半开羊肚菌被聚类在 1个遗传距离 

最远的独立类群Ⅳ，且与黑羊肚菌、黄羊肚菌以及菌 

柄变红羊肚菌类群之间的遗传距离较远。半开羊肚 

菌很早就被视为独立的类群 ，形态学、细胞学 

等方面的研究也支持半开羊肚菌为 1个独立的分类 

群 引。ITS RFI 分析可以很容易将半开羊肚菌与 

黑羊肚菌和黄羊肚菌区分开来 ，与本研究 ITS序 

列系统发育分析结果一致。 
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