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摘要　目的：运用ＩＴＳ序列鉴别真菌类药材马勃Ｌａｓｉｏｓｐｈａｅｒａｃａｌｖａｔｉａ及其混伪品。方法：收集来自重庆、北京等９个地方
的２１份脱皮马勃、大马勃、紫色马勃样品，提取基因组 ＤＮＡ，经 ＰＣＲ扩增后双向测序。同时从 ＧｅｎＢａｎｋ上下载常见马勃
药材混伪品的序列。将所有序列进行剪切校准拼接后分析，基于Ｋ２Ｐ（Ｋｉｍｕｒａ２Ｐａｒａｍｅｔｅｒ）模型计算马勃及其混伪品的种
内和种间遗传距离，并构建ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）系统聚类树。结果：大马勃的ＩＴＳ序列种内最大Ｋ２Ｐ遗传距离为０；脱皮
马勃的ＩＴＳ序列种内最大Ｋ２Ｐ遗传距离为０００３；紫色马勃的ＩＴＳ序列种内最大遗传距离为０００３。大马勃与混伪品种间
最小Ｋ２Ｐ遗传距离为００１９，脱皮马勃与混伪品种间最小 Ｋ２Ｐ遗传距离为００３１，紫色马勃与混伪品种间最小 Ｋ２Ｐ遗传
距离为０６３４。大马勃、脱皮马勃、紫色马勃的种内最大遗传距离均小于它们与混伪品的种间最小遗传距离。ＮＪ树结果
显示大马勃、紫色马勃、脱皮马勃各自聚为一支，表现出良好的单系性，能够与混伪品明显的区别开来。结论：基于ＩＴＳ序
列的条形码技术可以将马勃药材及其混伪品有效进行鉴别。
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　　马勃Ｌａｓｉｏｓｐｈａｅｒａｃａｌｖａｔｉａ为灰包科真菌脱皮马
勃ＬａｓｉｏｓｐｈａｅｒａｆｅｎｚｌｉｉＲｅｉｃｈ、大马勃Ｃａｌｖａｔｉａｇｉｇａｎｔ
ｅａ（ＢａｔｓｃｈｅｘＰｅｒｓ）Ｌｌｏｙｄ、紫色马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｌｉｌａｃｉｎａ
（ＭｏｎｔｅｔＢｅｒｋ）Ｌｌｏｙｄ的干燥子实体，能够清肺利
咽、止血，用于治疗风热郁肺咽痛，音哑，咳嗽；外治

鼻衄，创伤出血［１］。马勃中所含马勃多糖被证实在

抗肿瘤方面有良好的效果［２］，大马勃中还含有丰富

的蛋白质和多种人体必需氨基酸［３］，且大马勃的菌

株在经过液体发酵培养后，其镇痛、抗炎的作用增

强［４］。由于菌类分布较广泛、形态简单难鉴别，故市
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售的马勃经常出现乱用、混用的现象。

图１　马勃药材照片

　　目前市面上常见的混伪品主要有小马勃 Ｌｙｃｏ
ｐｅｒｄｏｎｐｕｓｉｌｌｕｍＢａｔｓｃｈｅｘＰｅｒｓ［５］、豆包菌 Ｐｉｓｌｉｔｈｕｓ
ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ（Ｐｅｒｓ）Ｃｏｋｅｒ＆Ｃｏｕｃｈ［６］、头状秃马勃Ｃａｌ
ｖａｔｉａｃｒａｎｉｉｆｏｒｍｉｓ（Ｓｃｈｗ）Ｆｒｉｅｓ、网纹马勃 Ｌｙｃｏｐｅｒｄｏｎ
ｐｅｒｌａｔｕｍＰｅｒｓ［７］、白秃马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｃａｎｄｉｄａ（Ｒｏｓｔｋ）
Ｈｏｌｌｏｓ、梨形马勃 ＬｙｃｏｐｅｒｄｏｎｐｙｒｉｆｏｒｍｅＳｃｈａｅｆｆｅｓ
Ｐｅｒｓ、铅色灰球菌ＢｏｖｉｓｔａｐｌｕｍｂｅａＰｅｒｓ、树皮丝马勃
Ｍｙｃｅｎａｓｔｒｕｍｃｏｒｉｕｍ（ＧｕｅｓｓｅｘＤＣ）Ｄｅｓｖ、长根静灰
球菌Ｂｏｖｉｓｔｅｌｌａｒａｄｉｃａｔａ（ＤｕｒｅｔＭｏｎｔ）Ｐａｔ［８］。

ＤＮＡ条形码技术（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ）是利用基因
中一段特定的相对较短的，并且拥有高稳定性和重

复性的序列来进行物种鉴定的一种分子生物学技

术［９］。该技术作为传统鉴定技术的有效补充，可为

中药材的鉴定提供准确的结果［１０］。目前，该技术在

已经在植物分类、中药材鉴定等多个领域得到广泛

的应用，其准确性也已得到验证，并已成功应用于蔓

荆子、蟾皮、血竭、车前子、羌活等多种中药材的鉴别

中［１１～１５］，其对于控制药材市场药品的安全、准确具

有很重要的作用［１６］。

由于不同种类的真菌在外表上相对于动植物来

说难以区分，且许多真菌分布广泛、来源复杂，所以

使得真菌的鉴别更加困难［１７］。目前真菌类中药材

已经越来越多地应用于临床，为了保证药材的真实

有效以及用药安全，目前常规的鉴别手段也存在一

定的局限性，故我们急需更为准确的鉴定手段。研

究发现，ＩＴＳ序列在真菌鉴别中具有一定的优势，而
ＣＯＩ序列含有较多内含子，不利于扩增，并不适用于
成为全部真菌鉴定的条形码［１８］。通过比较 ＩＴＳ序
列与ＣＯＩ序列的应用，发现 ＩＴＳ序列在真菌中的鉴
别范围更加广泛［１９］，也表现出了更好的鉴别能

力［２０］。

本研究以马勃药材及其常见混伪品作为研究对

象，获得其ＩＴＳ序列，以准确鉴别真菌类药材马勃及
其混伪品。

１　材料与方法
１１　材料　本实验通过实地采集、药材市场购买等
方式收集马勃共３个物种 ２１份药材，分别来自重

庆、北京、河北等地，样品信息见表１。另从ＧｅｎＢａｎｋ
数据库下载３５条序列，详细信息见表２。

表１　样品信息表

药材名基原物种名 拉丁名 凭证标本号 样品来源

马勃 脱皮马勃 Ｌａｓｉｏｐｈａｅｒａｆｅｎｚｌｉｉ ＹＣ０７７７ＭＴ０８ 重庆

马勃 脱皮马勃 Ｌｆｅｎｚｌｉｉ ＹＣ０７７７ＭＴ０９ 北京

马勃 脱皮马勃 Ｌｆｅｎｚｌｉｉ ＹＣ０７７７ＭＴ１０ 河北安国

马勃 脱皮马勃 Ｌｆｅｎｚｌｉｉ ＹＣ０７７７ＭＴ１１ 内蒙古

马勃 脱皮马勃 Ｌｆｅｎｚｌｉｉ ＹＣ０７７７ＭＴ１２ 重庆

马勃 脱皮马勃 Ｌｆｅｎｚｌｉｉ ＹＣ０７７７ＭＴ１３ 广西玉林

马勃 脱皮马勃 Ｌｆｅｎｚｌｉｉ ＹＣ０７７７ＭＴ１４ 浙江杭州

马勃 大马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｇｉｇａｎｔｅａ ＹＣ０７７６ＭＴ０８ 北京

马勃 大马勃 Ｃｇｉｇａｎｔｅａ ＹＣ０７７６ＭＴ０９ 安徽亳州

马勃 大马勃 Ｃｇｉｇａｎｔｅａ ＹＣ０７７６ＭＴ１０ 河北安国

马勃 大马勃 Ｃｇｉｇａｎｔｅａ ＹＣ０７７６ＭＴ１１ 河北安国

马勃 大马勃 Ｃｇｉｇａｎｔｅａ ＹＣ０７７６ＭＴ１２ 河北安国

马勃 大马勃 Ｃｇｉｇａｎｔｅａ ＹＣ０７７６ＭＴ１３ 河北安国

马勃 大马勃 Ｃｇｉｇａｎｔｅａ ＹＣ０７７６ＭＴ１４ 河北安国

马勃 紫色马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｌｉｌａｃｉｎａ ＹＣ０８０９ＭＴ０１ 安徽亳州

马勃 紫色马勃 Ｃｌｉｌａｃｉｎａ ＹＣ０８０９ＭＴ０２ 湖北武汉

马勃 紫色马勃 Ｃｌｉｌａｃｉｎａ ＹＣ０８０９ＭＴ０３ 安徽亳州

马勃 紫色马勃 Ｃｌｉｌａｃｉｎａ ＹＣ０８０９ＭＴ０４ 湖北十堰

马勃 紫色马勃 Ｃｌｉｌａｃｉｎａ ＹＣ０８０９ＭＴ０５ 安徽亳州

马勃 紫色马勃 Ｃｌｉｌａｃｉｎａ ＹＣ０８０９ＭＴ０６ 广西玉林

马勃 紫色马勃 Ｃｌｉｌａｃｉｎａ ＹＣ０８０９ＭＴ０７ 新疆

１２　方法
１２１　ＤＮＡ的提取　取干燥马勃药材２０ｍｇ，用核
分离液（２％ＰＶＰ，２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１００ｍｍｏｌ／ＬｐＨ
８０ＴｒｉｓＨｃｌ和０７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）８００μＬ抽提２次，
利用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，
Ｃｈｉｎａ）提取ＤＮＡ。
１２２　ＰＣＲ扩增及测序　采用 ＩＴＳ通用引物 ＩＴＳ１
１８Ｓ（５＇ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣ３＇）和 ＩＴＳ４２８Ｓ
（５＇ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３＇）扩增，ＰＣＲ反应
体系为２５μＬ，包括 ２×ＴａｇＰＣＲＭｉｘ１２５μＬ，２５
μｍｏｌ／Ｌ引物各 １０μＬ，ＤＮＡ模板 ２０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
８５μＬ，扩增程序为９４℃ ８５ｓ，（９５℃ ３５ｓ，５５℃
５５ｓ，７２℃ ４５ｓ）循环３５次，７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩
增产物经１％琼脂糖电泳检测并纯化后，使用 ＡＢＩ
３７３０ＸＬ测序仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＣｏ，ＵＳＡ）进行双
向测序。

１２３　数据处理　测序峰图文件用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅ
ＡｌｉｇｎｅｒＶ４２（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＣｏ，ＵＳＡ）进行序列拼接和
剪切，去除低质量序列，获得 ＩＴＳ序列。将所得 ＩＴＳ
序列使用ＭＥＧＡ５０软件进行序列比对分析。基于
Ｋ２Ｐ（Ｋｉｍｕｒａ２Ｐａｒａｍｅｔｅｒ）模型计算种内种间遗传距
离，并对马勃药材及其混伪品进行遗传距离分析，并

构建 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）系统聚类树，采用 ｂｏｏｔ
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ｓｔｒａｐ重复１０００次进行检验。

表２　ＧｅｎＢａｎｋ下载序列

样品名 拉丁名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

白秃马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｃａｎｄｉｄａ ＫＦ６６８３２８
白秃马勃 Ｃｃａｎｄｉｄａ ＧＵ９３９６３２
头状秃马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｃｒａｎｉｉｆｏｒｍｉｓ ＤＱ１１２６２５
网纹马勃 Ｌｙｃｏｐｅｒｄｏｎｐｅｒｌａｔｕｍ ＫＰ３４０２００
网纹马勃 Ｌｐｅｒｌａｔｕｍ ＫＰ３４０１９９
网纹马勃 Ｌｐｅｒｌａｔｕｍ ＫＰ３４０１９４
网纹马勃 Ｌｐｅｒｌａｔｕｍ ＫＰ３４０１９７
网纹马勃 Ｌｐｅｒｌａｔｕｍ ＫＦ６６８３２２
网纹马勃 Ｌｐｅｒｌａｔｕｍ ＫＦ６６８３０９
网纹马勃 Ｌｐｅｒｌａｔｕｍ ＫＦ６６８３０６
小马勃 Ｌｙｃｏｐｅｒｄｏｎｐｕｓｉｌｌｕｍ ＡＢ０６７７２４
梨形马勃 Ｌｙｃｏｐｅｒｄｏｎｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ＡＦ４７９７６２
梨形马勃 Ｌｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ＫＭ６０９３９４
梨形马勃 Ｌｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ＫＪ７１３９８２
梨形马勃 Ｌｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ＫＰ４５４０３０
梨形马勃 Ｌｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ＫＰ４５４０２０
梨形马勃 Ｌｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ＡＹ８５４０７５
梨形马勃 Ｌｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ＡＪ２３７６２０
铅色灰球菌 Ｂｏｖｉｓｔａｐｌｕｍｂｅａ ＪＸ１８３６９４
铅色灰球菌 Ｂｐｌｕｍｂｅａ ＤＱ１１２６１３
铅色灰球菌 Ｂｐｌｕｍｂｅａ ＪＸ１８３６９５
铅色灰球菌 Ｂｐｌｕｍｂｅａ ＦＪ７５５２２６
铅色灰球菌 Ｂｐｌｕｍｂｅａ ＡＪ２３７６２９
树皮丝马勃 Ｍｙｃｅｎａｓｔｒｕｍｃｏｒｉｕｍ ＪＸ９８４５６８
树皮丝马勃 Ｍｃｏｒｉｕｍ ＥＵ８３３６６６
树皮丝马勃 Ｍｃｏｒｉｕｍ ＤＱ１１２６２８
长根静灰球菌 Ｂｏｖｉｓｔｅｌｌａｒａｄｉｃａｔａ ＤＱ１１２６０８
长根静灰球菌 Ｂｒａｄｉｃａｔａ ＡＪ２３７６２４
长根静灰球菌 Ｂｒａｄｉｃａｔａ ＦＪ４４１０２８
豆包菌 Ｐｉｓｌｉｔｈｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ＪＸ０３０１９３
豆包菌 Ｐｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ＫＪ８０９５６１
豆包菌 Ｐｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ＫＪ８０９５６０
豆包菌 Ｐｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ＫＪ８０９５５８
豆包菌 Ｐｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ＫＦ８８１８７７
豆包菌 Ｐｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ＫＦ８０２１７３

２　结果
２１　马勃及其混伪品的种内变异分析　脱皮马勃、
大马勃、紫色马勃、白秃马勃、头状秃马勃、网纹马

勃、小马勃、梨形马勃、铅色灰球菌、树皮丝马勃、长

根静灰球菌、豆包菌的ＩＴＳ序列长度、种内变异位点
数、ＧＣ含量等信息见表３。大马勃共７条序列，长
度为６０９ｂｐ，没有变异位点。脱皮马勃共７条序列，
长度为６０９ｂｐ，以ＹＣ０７７７ＭＴ１４为主导单倍型，在２２
ｂｐ处存在ＣＴ变异，在４９４ｂｐ处存在ＡＧ变异。紫
色马勃共７条序列，长度为６０７ｂｐ，以 ＹＣ０８０９ＭＴ０１
为主导单倍型，在３８８ｂｐ处存在 ＡＧ变异；在３９５
ｂｐ处存在ＧＡ变异。
２２　马勃种内、种间及其与混伪品的种间遗传距离

分析　基于Ｋ２Ｐ模型计算遗传距离见表４，大马勃、
脱皮马勃和紫色马勃的种内最大遗传距离小于它们

分别和混伪品的种间最小遗传距离，大马勃、脱皮马

勃和紫色马勃的种间最小遗传距离大于大马勃、脱

皮马勃和紫色马勃的种内最大遗传距离。

表３　马勃及其混伪品ＩＴＳ序列特征

物种名 拉丁名
ＩＴＳ序列
长度

ＧＣ平均
含量／％

种内变异位

点数

大马勃 Ｃｇｉｇａｎｔｅａ ６０９ｂｐ ４６９％ ０
脱皮马勃 Ｌｆｅｎｚｌｉｉ ６０９ｂｐ ４５２％ ２
紫色马勃 Ｃｌｉｌａｃｉｎａ ６０７ｂｐ ４５４％ ２
白秃马勃 Ｃｃａｎｄｉｄａ ６０３ｂｐ ４４３％ ９
头状秃马勃 Ｃｃｒａｎｉｉｆｏｒｍｉｓ ６４５ｂｐ ４４１％ ０
网纹马勃 Ｌｐｅｒｌａｔｕｍ ６５１ｂｐ ４４０％ ５
小马勃 Ｌｐｕｓｉｌｌｕｍ ６０９ｂｐ ４５０％ ０
梨形马勃 Ｌｐｙｒｉｆｏｒｍｅ ５３６ｂｐ ４５３％ １
铅色灰球菌 Ｂｐｌｕｍｂｅａ ５７５ｂｐ ４５４％ ２
树皮丝马勃 Ｍｃｏｒｉｕｍ ６５８ｂｐ ４７１％ ３
长根静灰球菌 Ｂｒａｄｉｃａｔａ ５７０ｂｐ ４４３％ ６
豆包菌 Ｐｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ５８９ｂｐ ５１７％ ２

表４　马勃药材种内、种间及其与混伪品的种间遗传距离分析

种内、种间Ｋ２Ｐ遗传距离
Ｋ２Ｐ

遗传距离

平均Ｋ２Ｐ
遗传距离

大马勃种内 ０ ０
脱皮马勃种内 ０～０００３ ０００１
紫色马勃种内 ０～０００３ ０００１

大马勃、脱皮马勃及紫色马勃种间 ００３９～０６４５ ０４３８
大马勃与混伪品种间 ００１９～０２１４ ００７４
脱皮马勃与混伪品种间 ００３１～０２２４ ００７６
紫色马勃与混伪品种间 ０６３４～０８１５ ０６９６

２３　马勃与其混伪品的ＮＪ树鉴定　基于 ＩＴＳ序列
构建马勃药材与其混伪品 ＮＪ树（图２），结果表明，
ＩＴＳ序列能够很好的将马勃药材与其混伪品区分开
来。

３　讨论
马勃药材为灰包科真菌脱皮马勃 Ｌａｓｉｏｓｐｈａｅｒａ

ｆｅｎｚｌｉｉＲｅｉｃｈ、大马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｇｉｇａｎｔｅａ（Ｂａｔｓｃｈｅｘ
Ｐｅｒｓ）Ｌｌｏｙｄ、紫色马勃 Ｃａｌｖａｔｉａｌｉｌａｃｉｎａ（Ｍｏｎｔｅｔ
Ｂｅｒｋ）Ｌｌｏｙｄ的干燥子实体，其形态与白秃马勃、头
状秃马勃、网纹马勃、小马勃、梨形马勃、铅色灰球

菌、树皮丝马勃、长根静灰球菌、豆包菌非常相近，容

易发生混用的现象。其中豆包菌又叫彩色豆马勃，

它是一种有益的外生菌根，能够增强树木的营养吸

收能力及抵抗力［２１］。因此，马勃药材的准确鉴定对

市场上马勃药材的使用和流通的安全性与规范性有

着非常大的意义。目前，对于马勃类药材的鉴别多

数为传统的形态鉴别、显微鉴别等手段［２２］，但这些
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技术手段存在一定局限性，而 ＤＮＡ条形码技术具有
很强的适用性与通用性，利用该技术，可以更加稳定

和准确保证马勃药材的质量，也保证了临床用药安

全。

图２　基于ＩＴＳ序列构建马勃药材及其混伪品的ＮＪ树
　　注：Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次重复，支上数值仅显示自展支持率≥５０％。

　　本研究收集了来自重庆、北京、河北、内蒙、广
西、浙江、安徽、湖北、新疆等地的马勃药材样品，选

用ＩＴＳ序列作为 ＤＮＡ条形码对马勃药材及其混伪
品进行鉴定研究。应用基于 Ｋ２Ｐ计算的遗传距离
对马勃药材种内、种间及其混伪品的种间遗传距离

进行比较、分析结果表明，马勃药材的种内最大Ｋ２Ｐ
遗传距离小于马勃药材与其混伪品的种间最小Ｋ２Ｐ
遗传距离，构建ＮＪ树，马勃药材和其混伪品各自聚
为一支，表现出良好的单系性，同时马勃药材与其混

伪品可以区分开来。因此，应用ＤＮＡ条形码技术能
够准确的鉴别马勃药材与其混伪品。
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