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摘要　目的：筛选采用ＤＮＡ条形码技术鉴定药用多孔菌的有效条形码及该方法的可行性。方法：对２９种药用多孔菌的
６９份样品进行ＤＮＡ提取，通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增 ＩＴＳ序列并进行双向测序，去除低质量区和引物区，得到 ＩＴＳ
序列，通过ＢＬＡＳＴ比对及基于Ｋ２Ｐ遗传距离构建系统聚类ＮＪ树开展ＩＴＳ鉴定效率评价。结果：经过优化的ＤＮＡ提取方
法，可对所有样品成功提取到足量ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增产物测序并经过序列拼接剪切后均能得到高质量 ＩＴＳ序列；物种内 ＩＴＳ
最大遗传距离均远小于物种种间最小遗传距离；基于ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行ＢＬＡＳＴ比对，鉴定效率达到１００％；基于Ｋ２Ｐ遗
传距离构建ＮＪ树，结果显示相同物种均聚为一支。结论：ＤＮＡ条形码技术可以对多孔菌进行快速准确鉴定，ＩＴＳ序列可
作为药用多孔菌有效候选ＤＮＡ条形码。
关键词　药用多孔菌；ＤＮＡ条形码；真菌；ＩＴＳ
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　　多孔菌是子实体呈孔状且质地革质至木质的一
类大型担子菌，属于寄生或腐生生物，主要生长在木

材上，与高等绿色植物相比，多不常见。多孔菌包括

多种大型药用真菌，《神农本草经》中就有以灵芝、

茯苓、猪苓、雷丸等多孔菌药用的记载。人类认识和

利用真菌的历史在西方已有３５００年以上，我国则
超过６０００年，但真菌分类学的产生和发展却是在
近２００年左右。瑞典博物学家林奈在ＳｐｅｃｉｅｓＰｌａｎｔａ
ｒｕｍ［１］中，首次记载了８种多孔菌。ＣｈｒｉｓｔｉａａｎＨｅｎ
ｄｒｉｋＰｅｒｓｏｏｎ［２］将多孔菌归入裸果纲（Ｇｙｍｎｏｃａｒｐｉ）褶
体目（Ｈｙｍｅｎｏｔｈｉｉ）菇型类（Ａｇａｒｉｃｏｉｄｅｉ）中。Ｅｌｉａｓ
ＭａｇｎｕｓＦｒｉｅｓ［３］在 ＣｈｒｉｓｔｉａａｎＨｅｎｄｒｉｋＰｅｒｓｏｏｎ的分类
系统基础上，采用新的分类标准，进行了新的科属划

分。我国的多孔菌研究起步较晚，基础薄弱，胡先

先生将其最初采集的多孔菌送往国外进行物种鉴

定［４］。邓叔群［５］和戴芳斓［６］先后记载中国多孔菌

有５０个属。卯晓岚［７］、赵继鼎、张小青［８９］等对我

国的灵芝科、多孔菌科真菌也做了大量深入的研

究。与绿色植物以花和果实作为主要鉴定器官不

同，传统鉴定真菌的主要依据是菌丝和孢子的特

征，需要鉴定者有多年的经验积累，主观性较强。

同时多孔类真菌亲缘关系和进化趋向比较复杂，用

传统方法进行鉴定所需周期长，鉴定方法重现性较

差。因此，急需寻求一种客观且快速高效的鉴定方

法。

ＤＮＡ条形码技术摆脱了传统形态鉴定方法依

·１７７·世界中医药　２０１６年５月第１１卷第５期



赖长期经验的束缚，鉴定快速准确，易于实现标准

化，是传统生物鉴定方法的有效补充和重大突

破［１０］。真菌是数量仅次于昆虫的第二大真核生物

类群，与动、植物相比，真菌ＤＮＡ条形码研究鲜有报
道。为此，国际生命条形码组织专门为其设立了工

作组，并成立了国际真菌条形码专业委员会以组织

协调国际真菌 ＤＮＡ条形码相关研究工作。ＤＮＡ条
形码技术可准确辨别形态分类难以区分的真菌，任

何生长发育时期的真菌均可使用该技术进行鉴定，

是传统鉴定方法所不能比拟的［１１］。因真菌多寄生

或腐生，没有叶绿体，适用于植物叶绿体的 ｒｂｃＬ、
ｍａｔＫ、ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列不适用于真菌的鉴定，Ｃｏｎｒａｄ
ＬＳｃｈｏｃｈ等［１２］经过大量研究，推荐使用细胞核中的

ＩＴＳ基因片断作为真菌的条形码序列。目前，该体系
已广泛应用于各类植物及真菌的鉴定中，均表现出

较强的鉴定能力［１３３２］。本研究运用 ＤＮＡ条形码技
术对多种药用多孔菌进行鉴定研究，进一步评估ＩＴＳ
作为ＤＮＡ条形码鉴定多孔类真菌的可行性，以期筛

选多孔真菌通用条形码，为实现多孔类真菌的快速

准确鉴定奠定基础。

１　材料与方法
１１　材料　本研究共涉及２９种药用多孔菌的６９
份样品。其中，５１份来自北京陈康林野生药用真菌
研究院，５份来自大兴安岭漠河县，５份来自西藏林
芝，３份来自四川康定，１份来自四川攀枝花，４份来
自市场购买，以上样品经过大型真菌分类专家卯晓

岚教授鉴定，详细信息见表１。本研究中的６９份样
品均获得了ＩＴＳ序列，其序列均已提交至 ＧｅｎＢａｎｋ。
另外，从ＧｅｎＢａｎｋ下载了这２９个物种的 ＩＴＳ序列。
样品信息见表１。
１２　方法
１２１　样品 ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增和测序　样品
ＤＮＡ提取：用乙醇棉擦拭真菌后刮去真菌表面，取
靠近里面的组织（木耳等不适宜刮的真菌仅用乙醇

棉擦拭后即可取样），用刀片切成细块，称取样品约

４０ｍｇ。用高通量组织研磨仪（ＳｃｅｉｎｔｚＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，

表１　实验所用样品信息表

基原物种 所属科 样品数 采集地 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

香菇Ｌｅｎｔｉｎｕｌａｅｄｏｄｅｓ 多孔菌科 ６ 云南 ＫＵ８６３０３０３５，ＥＵ０２１４６３
桦褶孔菌Ｌｅｎｚｉｔｅｓｂｅｔｕｌｉｎｕｓ 多孔菌科 ７ 海南 ＫＵ８６３０３６４２，ＫＰ００４９８２
漆柄小孔菌Ｍｉｃｒｏｐｏｒｕｓｖｅｒｎｉｃｉｐｅｓ 多孔菌科 ４ 广东 ＫＵ８６３０４３４６，ＫＰ７１５５５１
豹皮新香菇Ｎｅｏｌｅｎｔｉｎｕｓｌｅｐｉｄｅｕｓ 多孔菌科 １ 黑龙江 ＫＵ８６３０４７，ＫＰ００４９２４
革耳Ｐａｎｕｓｒｕｄｉｓ 多孔菌科 ４ 西藏 ＫＵ８６３０４８５１，ＫＰ１３５３２９
漏斗多孔菌Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓａｒｃｕｌａｒｉｕｓ 多孔菌科 ２ 云南 ＫＵ８６３０５２５３，ＫＲ１８３７８７
褐多孔菌Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｂａｄｉｕｓ 多孔菌科 １ 四川 ＫＵ８６３０５４，ＫＣ５７２００６
猪苓Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｕｍｂｅｌｌａｔｕｓ 多孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０５５，ＨＱ２２５５０２
血红密孔菌Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓｃｏｃｃｉｎｅｕｓ 多孔菌科 ３ 吉林 ＫＵ８６３０５６５８，ＫＰ２５５８３９
槐耳菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｃｕｂｅｎｓｉｓ 多孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０５９，ＪＮ１６４９２２
雅致栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｅｌｅｇａｎｓ 多孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０６０，ＫＣ８４８２６４
偏肿栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ 多孔菌科 １ 黑龙江 ＫＵ８６３０６１，ＡＹ６８４１７６
槐栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｒｏｂｉｎｉｏｐｈｉｌａ 多孔菌科 ４ 辽宁 ＫＵ８６３０６２６５，ＨＱ８７６６０８
香栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｕａｖｅｏｌｅｎｓ 多孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０６６，ＦＪ８１０１８８
毛栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｔｒｏｇｉｉ 多孔菌科 １ 黑龙江 ＫＵ８６３０６７，ＨＭ０５０４１５
云芝Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ 多孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０６８，ＨＭ００８９３５
冷杉附毛孔菌Ｔｒｉｃｈａｐｔｕｍａｂｉｅｔｉｎｕｍ 多孔菌科 １ 四川 ＫＵ８６３０６９，ＡＹ７８１２７３
一色齿毛菌Ｃｅｒｒｅｎａｕｎｉｃｏｌｏｒ 多孔菌科 ３ 四川 ＫＵ８６３０７０７２，ＫＣ１７６３１６
茶色拟迷孔菌Ｄａｅｄａｌｅｏｐｓｉｓｃｏｎｆｒａｇｏｓａ 多孔菌科 ７ 黑龙江 ＫＵ８６３０７３７９，ＪＸ５６９７３１
宽鳞大孔菌Ｆａｖｏｌｕｓｓｑｕａｍｏｓｕｓ 多孔菌科 １ 四川 ＫＵ８６３０８０，ＦＪ８１０１２８
木蹄层孔菌Ｆｏｍｅｓｆｏｍｅｎｔａｒｉｕｓ 多孔菌科 ２ 四川 ＫＵ８６３０８１８２，ＪＸ１８３７２０
树舌灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａａｐｐｌａｎａｔｕｍ 灵芝科 １ 安徽 ＫＵ８６３０８３，ＫＣ５８１３１９
白肉灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｅｕｃｏｃｏｎｔｅｘｔｕｍ 灵芝科 ５ 西藏 ＫＵ８６３０８４８８，ＫＭ３９６２７２
灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ 灵芝科 １ 海南 ＫＵ８６３０８９，ＦＪ９４０９１９
松杉灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｔｓｕｇａｅ 灵芝科 ５ 黑龙江 ＫＵ８６３０９０９４，ＪＱ７８１８５３
粉肉拟层孔菌Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓｃａｊａｎｄｅｒｉ 拟层孔菌科 １ 四川 ＫＵ８６３０９５，ＤＱ４９１４１３
红缘拟层孔菌Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓｐｉｎｉｃｏｌａ 拟层孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０９６，ＧＵ７３１５５２
皱皮孔菌Ｉｓｃｈｎｏｄｅｒｍａｒｅｓｉｎｏｓｕｍ 拟层孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０９７，ＫＪ１４０５３９
硫磺菌Ｌａｅｔｉｐｏｒｕｓｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓｖａｒｍｉｎｉａｔｕｓ 拟层孔菌科 １ 吉林 ＫＵ８６３０９８，ＡＢ３０８１６９

　　注：ＧｅｎＢａｎｋ登录号前面标有的２９条序列均为从ＧｅｎＢａｎｋ下载序列。

·２７７· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．５



Ｃｈｉｎａ），在５０Ｈｚ频率下研磨２００ｓ，加入核分离液
（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８０），２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
（ｐＨ８０），０７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２％ ＰＶＰ４０，０４％ β
巯基乙醇）［３３］清洗２～４次（８００μＬ／次）至上清液
无色，用移液枪小心吸去上清液，留沉淀，加裂解液

后，置于５６℃水浴过夜（水浴约８ｈ），再采用植物
基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，Ｃｈｉ
ｎａ）提取样品总 ＤＮＡ。详细操作步骤参见２０１５版
中国药典“中药材ＤＮＡ条形码分子鉴定指导原则”
及试剂盒说明书。

ＰＣＲ扩增和测序：采用 ＩＴＳ序列通用引物
ＩＴＳ５Ｆ／４Ｒ进行扩增，ＩＴＳ序列ＰＣＲ扩增正向引物序
列为 ＩＴＳ５Ｆ：５ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ３；
反向引物序列为ＩＴＳ４Ｒ：５ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴ
ＧＣ３。ＰＣＲ反应体系：以 ２５μＬ为参照，２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＡｉｄｌａｂＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，Ｃｈｉｎａ）１２５
μＬ，正向和反向引物各１０μＬ（２５μｍｏｌ／Ｌ），模板
ＤＮＡ量为５０～１００ｎｇ（约４０μＬ所提的ＤＮＡ液），
再用 ｄｄＨ２Ｏ补至２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４°Ｃ变
性５ｍｉｎ；再进行３０个循环（每个循环均为：９４℃变
性１ｍｉｎ、５０℃退火１ｍｉｎ、７２℃延伸９０ｓ）；７２°Ｃ延
伸７ｍｉｎ。用琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ情况，对出
现清晰目的条带的样品进行纯化后，采用 ＡＢＩ
３７３０ＸＬ测序仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＣｏ，ＵＳＡ）进行
双向测序。

１２２　数据处理　使用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ３７１
（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＣｏ，ＵＳＡ）对测序序列进行质量分析和
校对拼接，去除低质量区，导出序列。运用 ＭＥＧＡ
６０（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓ，ＵＳＡ）
软件将９８条（包括实验的６９条和下载的２９条）ＩＴＳ
序列进行序列分析，并基于Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄ
ｅｌ（Ｋ２Ｐ）计算种内和种间遗传距离，用邻接法
（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统聚类树，并用自举检
验法Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次检验各分支的支持率［３４］。

２　结果与分析
２１　ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ扩增　样品 ＤＮＡ提取是开
展ＤＮＡ条形码研究的首要环节。药用多孔菌中普
遍含有大量的次生代谢产物，采用核分离液洗涤后，

可去除细胞核中大部分的多糖、多酚等物质，提高

ＤＮＡ纯度。将６９份样品用高通量组织研磨仪研磨
后，用核分离液洗涤２～４次（８００μＬ／次），至上清
液无色为止，再按ＤＮＡ提取试剂盒的操作步骤提取
样品ＤＮＡ，均能得到高质量的 ＤＮＡ，其 ＰＣＲ产物经

电泳后均能显示单一目的条带，扩增效率１００％。
２２　遗传距离分析　２９种药用多孔菌的９８条 ＩＴＳ
序列的种内和种间遗传距离见表２。由表２可知：
各物种的种内最大遗传距离均远小于物种间最小遗

传距离，各物种在遗传距离上差异明显。

２３　ＢＬＡＳＴ分析　将实验获得的６９条药用多孔菌
的ＩＴＳ序列在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 ＢＬＡＳＴ比对，
结果见表３：在２９种药用多孔菌中，１９个物种的最
大ＢＬＡＳＴ相似度为１００％，１０个物种的最大ＢＬＡＳＴ
相似度为９９％，在６９条序列中，只有漆柄小孔菌的
１条序列的最大 ＢＬＡＳＴ相似度为９８％。ＢＬＡＳＴ相
似度不是１００％的序列中，其最大 ＢＬＡＳＴ相似度对
应的物种均为所鉴定的基原物种。

２４　ＮＪ树分析　运用 Ｋ２Ｐ模型，选取实验获得的
６９条和从 ＧｅｎＢａｎｋ下载的２９条 ＩＴＳ序列，以邻接
（ＮＪ）法构建系统聚类树。见图１。结果显示，各物
种的ＩＴＳ序列均聚为一支。由此可知，运用 ＩＴＳ序
列能准确鉴定此类药用多孔菌，具有较强的鉴定能

力。

３　讨论
３１　ＤＮＡ提取　药用多孔菌的子实体中含有较多
的多酚、多糖类物质，研磨时，多酚极易氧化成醌类，

使提取出的 ＤＮＡ液带颜色，在纯化过程中很难去
除，影响后续ＰＣＲ反应。本研究通过多次反复实验
发现，对ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤进行优化后能获
得高质量 ＤＮＡ。具体优化步骤如下：１）取样：刮去
样品表皮，称取子实体里面的组织；２）洗涤：向每管
研磨好的样品中加核分离液清洗２～４次（８００μＬ／
次）至上清液无色，提高所提 ＤＮＡ的纯净度；３）水
浴：加裂解液后放入５６℃水浴锅中水浴约８ｈ，使样
品细胞中的ＤＮＡ充分溶出。
３２　鉴定　药用多孔菌形态多种多样，在不同发育
时期的形态差异较大，运用传统鉴定方法对其进行

鉴定较困难。并且，适用于植物叶绿体的 ｒｂｃＬ、
ｍａｔＫ、ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列不适用于叶绿体已退化的真
菌。因此，本研究选用细胞核中的 ＩＴＳ序列作为
ＤＮＡ条形码，鉴定药用多孔菌。本研究中，从不同
产地收集的６９份样品均可稳定获得其ＩＴＳ序列，各
样品种内最大遗传距离均远小于种间最小遗传距

离，所有样品在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中均能ＢＬＡＳＴ比对
到正确的物种。同时，ＮＪ树结果显示各物种的 ＩＴＳ
序列均聚为一支。由此可知，运用 ＩＴＳ序列能准确
鉴定此类药用多孔菌，具有较强的鉴定能力。
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表２　药用多孔菌种内及种间遗传距离表

基原物种 种内Ｋ２Ｐ遗传距离（平均） 种间Ｋ２Ｐ遗传距离（平均）

香菇Ｌｅｎｔｉｎｕｌａｅｄｏｄｅｓ ０～００１０５（０００３９） ０２９５６～０４４５５（０３６０４）
桦褶孔菌Ｌｅｎｚｉｔｅｓｂｅｔｕｌｉｎｕｓ ０～０００７１（０００３４） ００４９６～０３７２２（０２０００）
漆柄小孔菌Ｍｉｃｒｏｐｏｒｕｓｖｅｒｎｉｃｉｐｅｓ ０～００２１４（０００９１） ０１２９６～０３９０４（０２１５８）
豹皮新香菇Ｎｅｏｌｅｎｔｉｎｕｓｌｅｐｉｄｅｕｓ ０００１８ ０２０６９～０３８４７（０２６３２）
革耳Ｐａｎｕｓｒｕｄｉｓ ０～０００４７（０００２２） ０１９６９～０４１７１（０３０４７）
漏斗多孔菌Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓａｒｃｕｌａｒｉｕｓ ０００９９～００５３６（００３２６） ０１０４４～０３８３３（０２０１３）
褐多孔菌Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｂａｄｉｕｓ ００１５６ ０１７３３～０４１０５（０２４２３）
猪苓Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｕｍｂｅｌｌａｔｕｓ ０００５０ ０２０９７～０４２３５（０２７１６）
血红密孔菌Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓｃｏｃｃｉｎｅｕｓ ０～０００５３（０００１８） ００６２１～０３４４１（０１８６８）
槐耳菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｃｕｂｅｎｓｉｓ ０ ００７６２～０３５９５（０１８５８）
雅致栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｅｌｅｇａｎｓ ０ ００６２１～０３２３２（０１７０５）
偏肿栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ ０ ００４９６～０３６３１（０１９２２）
槐栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｒｏｂｉｎｉｏｐｈｉｌａ ０～０００５８（０００３４） ０１０２０～０３７１１（０１９５９）
香栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｕａｖｅｏｌｅｎｓ ０ ００４９３～０３３４５（０１７３６）
毛栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｔｒｏｇｉｉ ０ ０１１９８～０３４８４（０２００４）
云芝Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ ０００８６ ００４９３～０３３１５（０１７４１）
冷杉附毛孔菌Ｔｒｉｃｈａｐｔｕｍａｂｉｅｔｉｎｕｍ ０ ０２８２８～０４３７５（０３３４５）
一色齿毛菌Ｃｅｒｒｅｎａｕｎｉｃｏｌｏｒ ０ ０１９６９～０３９０４（０３０８１）
茶色拟迷孔菌Ｄａｅｄａｌｅｏｐｓｉｓｃｏｎｆｒａｇｏｓａ ０～０００９１（０００４０） ０１０３５～０３７２５（０１９７３）
宽鳞大孔菌Ｆａｖｏｌｕｓｓｑｕａｍｏｓｕｓ ００４５８ ０１７０３～０４３７５（０２６０６）
木蹄层孔菌Ｆｏｍｅｓｆｏｍｅｎｔａｒｉｕｓ ０～０００５５（０００３７） ０１１８５～０３２９１（０１９７２）
树舌灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａａｐｐｌａｎａｔｕｍ ０ ００５７２～０３５０８（０１８３８）
白肉灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｅｕｃｏｃｏｎｔｅｘｔｕｍ ０～０００１７（００００６） ０００７０～０３７４７（０１８４２）
灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ ０ ００５６２～０３８５９（０１８２３）
松杉灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｔｓｕｇａｅ ０～０００３２（００００２） ０００７０～０３７８１（０１８１５）
粉肉拟层孔菌Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓｃａｊａｎｄｅｒｉ ０００５２ ０１１６７～０３７００（０２５２１）
红缘拟层孔菌Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓｐｉｎｉｃｏｌａ ０００１８ ０１１６７～０３９０５（０２５１８）
皱皮孔菌Ｉｓｃｈｎｏｄｅｒｍａｒｅｓｉｎｏｓｕｍ ０ ０２０１０～０３８２３（０２６９５）
硫磺菌Ｌａｅｔｉｐｏｒｕｓｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓｖａｒｍｉｎｉａｔｕｓ ０００５８ ０２５１９～０４４５５（０３２８５）

表３　ＢＬＡＳＴ比对结果表

基原物种 ＢＬＡＳＴ相似度 基原物种 ＢＬＡＳＴ相似度

香菇Ｌｅｎｔｉｎｕｌａｅｄｏｄｅｓ ９９％～１００％ 云芝Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ ９９％
桦褶孔菌Ｌｅｎｚｉｔｅｓｂｅｔｕｌｉｎｕｓ ９９％～１００％ 冷杉附毛孔菌Ｔｒｉｃｈａｐｔｕｍａｂｉｅｔｉｎｕｍ １００％
漆柄小孔菌Ｍｉｃｒｏｐｏｒｕｓｖｅｒｎｉｃｉｐｅｓ ９８％～９９％ 一色齿毛菌Ｃｅｒｒｅｎａｕｎｉｃｏｌｏｒ １００％
豹皮新香菇Ｎｅｏｌｅｎｔｉｎｕｓｌｅｐｉｄｅｕｓ ９９％ 茶色拟迷孔菌Ｄａｅｄａｌｅｏｐｓｉｓｃｏｎｆｒａｇｏｓａ ９９％～１００％
革耳Ｐａｎｕｓｒｕｄｉｓ ９９％ 宽鳞大孔菌Ｆａｖｏｌｕｓｓｑｕａｍｏｓｕｓ ９９％
漏斗多孔菌Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓａｒｃｕｌａｒｉｕｓ ９９％ 木蹄层孔菌Ｆｏｍｅｓｆｏｍｅｎｔａｒｉｕｓ １００％
褐多孔菌Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｂａｄｉｕｓ ９９％ 树舌灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａａｐｐｌａｎａｔｕｍ １００％
猪苓Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓｕｍｂｅｌｌａｔｕｓ ９９％ 白肉灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｅｕｃｏｃｏｎｔｅｘｔｕｍ ９９％
血红密孔菌Ｐｙｃｎｏｐｏｒｕｓｃｏｃｃｉｎｅｕｓ ９９％ 灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ １００％
槐耳菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｃｕｂｅｎｓｉｓ １００％ 松杉灵芝Ｇａｎｏｄｅｒｍａｔｓｕｇａｅ １００％
雅致栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｅｌｅｇａｎｓ １００％ 粉肉拟层孔菌Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓｃａｊａｎｄｅｒｉ １００％
偏肿栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｇｉｂｂｏｓａ １００％ 红缘拟层孔菌Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓｐｉｎｉｃｏｌａ １００％
槐栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｒｏｂｉｎｉｏｐｈｉｌａ ９９％～１００％ 皱皮孔菌Ｉｓｃｈｎｏｄｅｒｍａｒｅｓｉｎｏｓｕｍ １００％
香栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｕａｖｅｏｌｅｎｓ １００％ 硫磺菌Ｌａｅｔｉｐｏｒｕｓｓｕｌｐｈｕｒｅｕｓｖａｒｍｉｎｉａｔｕｓ １００％
毛栓菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｔｒｏｇｉｉ １００％

３３　结论　依据真菌的形态特征、生长特性以及生
理生化指标进行分类鉴定的传统方法，重复性差，由

于受到许多主观因素影响，易于发生误判。并且，由

于真菌的鉴定不同于维管植物，分类特征微小，进化

更为复杂，需要鉴定者有较丰富的鉴定经验，给真菌

的传统分类鉴定带来了严峻挑战。ＤＮＡ条形码技
术作为一种分子鉴定技术，不受物种外部形态的影

响，对能提取出 ＤＮＡ的各类型样品均能进行鉴定。
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ＤＮＡ条形码技术经过１０余年的发展，已被用于中
药鉴定学、系统分类学、生态学、发育进化、生物多样

性保护等领域［３５］。ＳｃｏｔｔＥＭｉｌｌｅｒ称 ＤＮＡ条形码技
术推动了分类学的“文艺复兴”［３６］，能够给日渐萎缩

的传统形态分类学带来新的发展机遇。向丽等［３７］

使用ＩＴＳ序列对冬虫夏草进行了准确鉴定，ＣｏｎｒａｄＬ
Ｓｃｈｏｃｈ等推荐使用 ＩＴＳ基因片断作为真菌的有效
ＤＮＡ条形码序列。本研究对多种药用真菌的条形
码鉴定研究结果表明ＩＴＳ序列可作为潜在的多孔菌
通用条形码序列。

图１　基于ＩＴＳ序列构建的药用多孔菌邻接（ＮＪ）树
　　注：Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次重复，支上仅显示自展支持率≥５０％的数值。
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波长为 ２２０ｎｍ，而腺苷的最大吸收波长则为 ２６０
ｎｍ。天麻素和对羟基苯甲醇在２２０ｎｍ处的吸光度
分别为２６０ｎｍ处吸光度的１４４１倍和１２４６倍，而
腺苷在２６０ｎｍ处的吸光度为２２０ｎｍ处吸光度的
１６９倍（图１，图２）。为了提高检测方法的灵敏度，
本研究选择天麻素和对羟基苯甲醇的检测波长为

２２０ｎｍ，腺苷的检测波长为２６０ｎｍ。
致谢：本项目由四川省科技支撑计划项目（编

号：２０１１ＮＺ００５８）和成都中医药大学大学生科研实
践创新课题（编号：ｋｙ２０１６０１４）资助。
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