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摘要　目的：伞菌类真菌物种繁多、生物多样性丰富，包括多种重要的药用、食用真菌以及有毒真菌。因此，对该类群的快
速、准确鉴定，对于新的药用食用真菌资源的发现，以及对真菌毒素危害的防治都具有重要意义。方法：本研究以伞菌类

１３个科２３个属５０个物种，共计８４份样本的真菌为研究对象，采用真菌通用引物ＩＴＳ５和ＩＴＳ４，对其核糖体ＤＮＡ的内转录
间隔区（ＩｎｔｅｒｎａｌＴｒａｎｓｃｒｉｂｅｄＳｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）进行 ＰＣＲ扩增和测序。通过比较不同真菌的序列长度、碱基构成，同时利用
ＢＬＡＳＴ比对法和建树法对其进行鉴定。结果：伞菌类真菌的序列长度在４６３～７５１ｂｐ之间，平均 ＧＣ含量在３７１％ ～
５９４％之间。通过与ＧｅｎＢａｎｋ中序列的比对分析以及系统进化邻接（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）树结果，可以在种级水平上鉴定
各个真菌物种。结论：基于ＩＴＳ序列的ＤＮＡ条形码可以快速、准确鉴定伞菌类真菌，具有重要的应用价值。
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　　伞菌目（Ａｇａｒｉｃａｌｅｓ）又称蘑菇目，为担子菌一个
大目，特点是具有菌盖和菌柄，呈蘑菇状。伞菌类真

菌多成世界性分布，从北极至热带的多林地带都有

发现。目前，伞菌目已有３３个科，４１３个属，１３０００
余个物种已被识别，我国已报道的物种约占全世界

已知物种的１／５［１］。在伞菌类真菌中，包括有味道
鲜美而具有较高营养价值的食用菌，如侧耳科侧耳

属的刺芹侧耳、白灵侧耳等；有重要的药食两用真

菌，如侧耳科侧耳属的金顶侧耳和光柄菇科小包脚

菇属的草菇等；此外，伞菌类真菌还包括较多含有毒

性的真菌，如球盖菇科垂幕菇属的簇生黄韧伞、白蘑

科杯伞属的白杯伞以及鹅膏菌科鹅膏属的致命鹅膏

等［２５］。由此可见，伞菌类真菌具有丰富的物种多样

性，实现对该类群的快速、准确鉴定，对于新的药用

食用真菌资源的发现，以及对有毒真菌的预防等都

具有重要意义。

ＤＮＡ条形码从基因角度解释了药用动植物物
种鉴定的问题［６］。近年来，随着该方法的深入研究

与普及，该方法已经成为传统鉴定方法的有效补充，

并成为药用动物、植物鉴定的重要方法［６，８１２］。如，

ＤＮＡ条形码技术对名贵真菌类药材冬虫夏草、灵芝
及其混伪品等［１３１７］。传统的伞菌类真菌分类与鉴定
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多是根据子实体以及孢子等的形态特征，但有时会

受到环境影响，真菌的形态差异会有较大差异，给鉴

定带来一定困难［１８］。此外，一些真菌的培养物只有

菌丝体，而不产生孢子，更加大了鉴定的难度［１９］。

近年来，研究者们采用ＤＮＡ条形码技术对真菌的分
类与鉴定展开了大量的研究［２０２２］。在对菌物 ＤＮＡ
条形码标准序列筛选的过程中发现，ＩＴＳ序列适宜的
真菌类群范围较广，引物通用性强，ＰＣＲ扩增、测序
以及鉴定成功率都相对较高。此外，在 ＧｅｎＢａｎｋ等
数据库中存有大量的真菌 ＩＴＳ序列，更便于真菌序
列的比对研究［１９］。在第四届国际生命条形码大会

上正式推荐了 ＩＴＳ作为真菌的首选 ＤＮＡ条形
码［４，１９］。本研究应用ＩＴＳ序列，以伞菌类１３个科２３
个属５０个物种，共计 ８４份样本为研究对象，探索
ＩＴＳ序列对伞菌类真菌鉴定的可行性与可靠性。
１　材料和方法
１１　实验材料　本研究以本研究以伞菌类１３个科
２３个属５０个物种，共计８４份样本的真菌为研究对
象，进行ＤＮＡ条形码鉴定研究，实验材料经中国科学
院微生物研究所卯晓岚研究员鉴定。凭证标本存放

于中国中医科学院中药研究所，详细研究材料见表１。
１２　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序　用７５％乙醇擦
拭真菌后，刮去其表面，取其内部组织约３０ｍｇ，用高
通量组织研磨仪（宁波新芝，中国）研磨 ２００ｓ（５０
Ｈｚ）后，利用真菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＢｉｏＴｅｋｅ
公司，中国）提取总 ＤＮＡ。扩增 ＩＴＳ序列正向引物
ＩＴＳ５Ｆ：５ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ３，反向引
物 ＩＴＳ４Ｒ：５ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３。ＰＣＲ反
应体积２５μＬ，ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，包括２×Ｔａｇ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，正反向引物各 １μＬ，ＤＮＡ
模板２～３μＬ，其余体积以 ｄｄＨ２Ｏ补充。序列扩增
及测序均依照中药材 ＤＮＡ条形码分子鉴定标准操
作流程（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇＳＯＰ）进行［２３２４］。

１３　数据处理　测序峰图使用 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ
Ｖ３７１（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＣｏ，ＵＳＡ）进行质量校对与拼
接，去除低质量序列及引物区，进行多序列比对并人

工校验。将所有获得的 ＩＴＳ序列用 ＭＥＧＡ６０（Ｃｅｎ
ｔｅｒｆｏｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅａｎｄＩｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，ＵＳＡ）
（ＭＵＳＣＬＥｏｐｔｉｏｎ）进行序列分析比对。最后采用相
似性搜索法（ＢＬＡＳＴ），以及构建系统进化邻接树
（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）的方法来考察 ＩＴＳ序列鉴
定的成功率。

２　结果
２１　伞菌类真菌 ＩＴＳ序列特征　实验结果表明，

ＩＴＳ序列在伞菌类真菌样本中显示出较好的通用性，
ＰＣＲ扩增效率和测序成功率均为 １００％。比较 ８４
条ＩＴＳ序列后发现：各个物种的序列长度各有差异
（表１），其中蜡伞科（Ｈｙｇｒｏｐｈｏｒａｃｅａｅ）的 Ｈｙｇｒｏｐｈｏ
ｒｕｓｑｕｅｒｃｅｔｏｒｕｍ序列长度最短，为 ４６３ｂｐ；膨瑚菌科
（Ｐｈｙｓａｌａｃｒｉａｃｅａｅ）科的假蜜环菌 Ａｒｍｉｌｌａｒｉａｔａｂｅｓｃｅｎｓ
序列长度最长，为７５１ｂｐ。各物种的平均 ＧＣ含量
在３７１％～５９４％之间，蜡伞科（Ｈｙｇｒｏｐｈｏｒａｃｅａｅ）科
的Ｈｙｇｒｏｐｈｏｒｕｓｑｕｅｒｃｅｔｏｒｕｍ最低，而光柄菇科（Ｐｌｕｔｅ
ａｃｅａｅ）科的草菇 Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａｖｏｌｖａｃｅａ平均 ＧＣ含量最
高。

２２　相似性搜索结果　本文采用比对法（ＢＬＡＳＴ）
对８４条实验序列进行鉴定，结果表明在属水平上鉴
定成功率为 １００％；在物种水平上，鉴定成功率为
８９％，有９个真菌样本在 ＧｅｎＢａｎｋ中未能搜索到相
同序列，仅能比对到属，这些真菌包括芳香杯伞 Ｃｌｉ
ｔｏｃｙｂｅｆｒａｇｒａｎｓ、大白桩菇 Ｌｅｕｃｏｐａｘｉｌｌｕｓｇｉｇａｎｔｅｕｓ、侧耳
Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ、 Ｈｙｐｈｏｌｏｍａｄｉｓｐｅｒｓｕｍ、 Ｈｙｇｒｏｐｈｏ
ｒｕｓｑｕｅｒｃｅｔｏｒｕｍ、灰紫鳞丝盖伞 Ｉｎｏｃｙｂｅｇｒｉｓｅｏｌｉｌａｃｉｎａ、
Ｉｎｏｃｙｂｅｊａｃｏｂｉ以及Ｌｙｃｏｐｅｒｄｏｎｃａｕｄａｔｕｍ。
２３　系统进化树鉴定结果　从基于 ＩＴＳ序列的系
统进化ＮＪ树看出（图１），ＩＴＳ序列可以鉴定实验研
究所用的伞菌类的１３个科２３个属５０个物种。其
中，在ＢＬＡＳＴ比对法中仅能比对到属水平的９个物
种在ＮＪ树中也都能够与其他同属物种分开，并各自
为一支。此外，具有较高营养价值的真菌，如侧耳科

（Ｐｌｅｕｒｏｔａｃｅａｅ）侧耳属的刺芹侧耳（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｅｒｙｎｇｉｉ）、
白灵侧耳（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｎｅｂｒｏｄｅｎｓｉｓ）等；重要的药食两用
真菌，如侧耳科侧耳属的金顶侧耳（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｃｉｔｒｉｎｏ
ｐｉｌｅａｔｕｓ）和光柄菇科（Ｐｌｕｔｅａｃｅａｅ）小包脚菇属的草菇
（Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａｖｏｌｖａｃｅａ）等，以及有 毒 的 鹅 膏 菌 科
（Ａｍａｎｉｔａｃｅａｅ）科的鹅膏菌属（Ａｍａｎｉｔａ）真菌、球盖菇
科（Ｓｔｒｏｐｈａｒｉａｃｅａｅ）科垂幕菇属（Ｈｙｐｈｏｌｏｍａ）真菌以
及丝盖伞科（Ｉｎｏｃｙｂａｃｅａｅ）科的丝盖伞属（Ｉｎｏｃｙｂｅ）
真菌等均能够与其他的真菌区分开。由此可见，采

用基于 ＩＴＳ序列的系统进化 ＮＪ树可以鉴定实验研
究中的５０种伞菌类真菌。
３　讨论

据统计，全世界的真菌物种多达１５０万余种，其
数量和种类在生物界中仅次于昆虫而位列第二［２５］。

真菌丰富的生物多样性、重要的生态作用以及巨大

的药用、食用价值使其在生物中占有举足轻重的地

位。传统的真菌鉴定方法主要以其形态特征、生理

学特征以及生态学特征等作为判定依据。但是真菌
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表１　伞菌类实验材料信息

科名 拉丁名 样本数 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 来源 序列长度ｂｐ 平均ＧＣ含量％

Ｌｙｏｐｈｙｌｌａｃｅａｅ Ｈｙｐｓｉｚｙｇｕｓｍａｒｍｏｒｅｕｓ ６ ＫＵ８３６５３９～ＫＵ８３６５４４ 市场购买 ６０６ ４５７
Ｌｙｏｐｈｙｌｌｕｍｃｏｎｎａｔｕｍ １ ＫＵ８３６５５８ 西藏 ５７５ ４７
Ｌｙｏｐｈｙｌｌｕｍｉｎｆｕｍａｔｕｍ ２ ＫＵ８３６５５９～ＫＵ８３６５６０ 四川康定 ５８０ ４６
Ｌｙｏｐｈｙｌｌｕｍｓｈｉｍｅｊｉ １ ＫＵ８３６５６１ 云南 ５９１ ４６２

Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｔａｃｅａｅ Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｖｉｒｇａｔｕｍ １ ＫＵ８３６５７８ 四川康定 ５９７ ４２５
Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｍａｔｓｕｔａｋｅ ４ ＫＵ８３６５７９ 云南 ５９５ ４４３

ＫＵ８３６５８０～ＫＵ８３６５８１ 西藏林芝

ＫＵ８３６５８２ 西藏

Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｐｏｐｕｌｉｎｕｍ ３ ＫＵ８３６５８３～ＫＵ８３６５８５ 内蒙古自治区 ６０８ ４３６
Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｓｑｕａｒｒｕｌｏｓｕｍ １ ＫＵ８３６５８６ 四川康定 ５９１ ４４
Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｐｓａｍｍｏｐｕｓ １ ＫＵ８３６５８７ 四川康定 ５９６ ４４８
Ｃｌｉｔｏｃｙｂｅｆｒａｇｒａｎｓ １ ＫＵ８３６５１７ 四川康定 ６０９ ４３３
Ｃｌｉｔｏｃｙｂｅｐｈｙｌｌｏｐｈｉｌａ ２ ＫＵ８３６５１８～ＫＵ８３６５１９ 四川康定 ６０８ ４３５
Ｌｅｐｉｓｔａｎｅｂｕｌａｒｉｓ ２ ＫＵ８３６５４９ 黑龙江 ５８１ ４４６

ＫＵ８３６５５０ 四川康定

Ｌｅｐｉｓｔａｎｕｄａ １ ＫＵ８３６５５１ 云南 ５９１ ４０９
Ｌｅｕｃｏｐａｘｉｌｌｕｓｇｉｇａｎｔｅｕｓ １ ＫＵ８３６５９２ 黑龙江 ６４２ ３７９
Ｌａｃｃａｒｉａｐｒｏｘｉｍａ １ ＫＵ８３６５９３ 四川康定 ６０５ ４２５

Ｐｌｅｕｒｏｔａｃｅａｅ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｃｉｔｒｉｎｏｐｉｌｅａｔｕｓ ５ ＫＵ８３６５６５～ＫＵ８３６５６９ 黑龙江 ５８５ ４６１
Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｅｒｙｎｇｉｉ ２ ＫＵ８３６５７０ 福建 ５８７ ４４３

ＫＵ８３６５７１ 市场购买

Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｎｅｂｒｏｄｅｎｓｉｓ ２ ＫＵ８３６５７２～ＫＵ８３６５７３ 市场购买 ５８９ ４４２
Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ １ ＫＵ８３６５７４ 西藏 ５７９ ４３７

Ｓｔｒｏｐｈａｒｉａｃｅａｅ Ｓｔｒｏｐｈａｒｉａｒｕｇｏｓｏａｎｎｕｌａｔａ １ ＫＵ８３６５９５ 四川 ５９０ ４０７
Ｈｙｐｈｏｌｏｍａｃａｐｎｏｉｄｅｓ １ ＫＵ８３６５３５ 四川康定 ６１０ ４０８
Ｈｙｐｈｏｌｏｍａｄｉｓｐｅｒｓｕｍ １ ＫＵ８３６５３６ 四川康定 ６１７ ４１２
Ｈｙｐｈｏｌｏｍａｆａｓｃｉｃｕｌａｒｅ ２ ＫＵ８３６５３７～ＫＵ８３６５３８ 西藏 ６１１ ４０１
Ｐｈｏｌｉｏｔａｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ １ ＫＵ８３６５６２ 黑龙江 ６００ ４１
Ｐｈｏｌｉｏｔａｓｑｕａｒｒｏｓａ ２ ＫＵ８３６５６３～ＫＵ８３６５６４ 西藏 ６１０ ４０４

Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌａｃｅａｅ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ ３ ＫＵ８３６５７５～ＫＵ８３６５７７ 吉林 ５６９ ４７３
Ｈｙｇｒｏｐｈｏｒａｃｅａｅ Ｈｙｇｒｏｐｈｏｒｕｓｑｕｅｒｃｅｔｏｒｕｍ ２ ＫＵ８３６５２９～ＫＵ８３６５３０ 四川康定 ４６３ ３７１

Ｈｙｇｒｏｐｈｏｒｕｓｒｕｓｓｕｌａ ４ ＫＵ８３６５３１～ＫＵ８３６５３３ 四川 ５０１ ３７８
ＫＵ８３６５３４ 吉林长白山

Ｍａｒａｓｍｉａｃｅａｅ Ｇｙｍｎｏｐｕｓａｑｕｏｓｕｓ １ ＫＵ８３６５２７ 四川康定 ５４６ ３９２
Ｇｙｍｎｏｐｕｓｃｏｎｆｌｕｅｎｓ １ ＫＵ８３６５２８ 四川康定 ７２８ ４２６
Ｍｙｃｅｎａｐｏｌｙｇｒａｍｍａ １ ＫＵ８３６５９１ 云南 ６１８ ４４３

Ａｍａｎｉｔａｃｅａｅ Ａｍａｎｉｔａｂａｔｔａｒｒａｅ ４ ＫＵ８３６５１３～ＫＵ８３６５１６ 四川康定 ５０３ ４３２
Ｐｈｙｓａｌａｃｒｉａｃｅａｅ Ａｒｍｉｌｌａｒｉａｔａｂｅｓｃｅｎｓ １ ＫＵ８３６５９０ 吉林 ７５１ ４４９

Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ １ ＫＵ８３６５９６ 市场购买 ６４２ ５０２
Ｉｎｏｃｙｂａｃｅａｅ Ｉｎｏｃｙｂｅｇｒｉｓｅｏｌｉｌａｃｉｎａ １ ＫＵ８３６５４５ 四川康定 ６２１ ４５２

Ｉｎｏｃｙｂｅｊａｃｏｂｉ １ ＫＵ８３６５４６ 四川康定 ６４２ ４１１
Ｉｎｏｃｙｂｅｍｉｘｔｉｌｉｓ １ ＫＵ８３６５４７ 四川康定 ５２６ ４２２

Ｉｎｏｃｙｂｅｓａｌｉｃｉｓｈｅｒｂａｃｅａｅ １ ＫＵ８３６５４８ 四川康定 ５３９ ４３
Ｃｏｒｔｉｎａｒｉａｃｅａｅ Ｃｏｒｔｉｎａｒｉｕｓｉｌｌｕｍｉｎｕｓ １ ＫＵ８３６５２０ 四川 ６１５ ４１８

Ｃｏｒｔｉｎａｒｉｕｓｂａｄｉｏｌａｔｕｓ １ ＫＵ８３６５２１ 四川康定 ６０２ ４２７
Ｃｏｒｔｉｎａｒｉｕｓｃａｎｉｎｕｓ １ ＫＵ８３６５２２ 四川康定 ５７０ ４０４
Ｃｏｒｔｉｎａｒｉｕｓｃｌａｒｉｃｏｌｏｒ ２ ＫＵ８３６５２３～ＫＵ８３６５２４ 四川康定 ６０８ ４２３

Ｃｏｒｔｉｎａｒｉｕｓｐｉｃｅｉｄｉｓｊｕｎｇｅｎｄｕｓ １ ＫＵ８３６５２５ 四川康定 ５２６ ４４３
Ｃｏｒｔｉｎａｒｉｕｓｓｃａｕｒｕｓ １ ＫＵ８３６５２６ 四川康定 ６１０ ４１６

Ｐｌｕｔｅａｃｅａｅ Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａｖｏｌｖａｃｅａ ２ ＫＵ８３６５８８～ＫＵ８３６５８９ 云南 ６３３ ５９４
Ａｇａｒｉｃａｃｅａｅ Ｃａｌｖａｔｉａｇｉｇａｎｔｅａ １ ＫＵ８３６５５２ 吉林 ６４９ ４５５

Ｈａｎｄｋｅａｕｔｒｉｆｏｒｍｉｓ ２ ＫＵ８３６５５３～ＫＵ８３６５５４ 内蒙 ６４５ ４５
Ｌｙｃｏｐｅｒｄｏｎｃａｕｄａｔｕｍ １ ＫＵ８３６５５５ 四川康定 ６２７ ４３９
Ｌｙｃｏｐｅｒｄｏｎｐｅｒｌａｔｕｍ ２ ＫＵ８３６５５６～ＫＵ８３６５５７ 四川康定 ６４２ ４４４
Ｃｏｐｒｉｎｕｓｃｏｍａｔｕｓ １ ＫＵ８３６５９４ 云南 ５８７ ４３４
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图１　基于ＩＴ序列构建的伞菌类５０个物种的系统进化邻接树

种类繁多，个体多态性显著或物种之间形态十分相

似，易受培养条件等外界因素的影响，为真菌的鉴定

带来了一定的困难。与传统分类鉴定方法不同，

ＤＮＡ条形码克服传统形态学表型相似或差异大、鉴
定人员需具备较为扎实的专业知识等困难，从基因

角度背景阐明物种来源，目前已成为物种快速鉴定
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的重要途径。

由于真菌丰富的生物多样性，研究者们对真菌

ＤＮＡ条形码标准序列的选择也做了大量的研究工
作。其中ＣＯＩ和ＩＴＳ序列被证明是在真菌鉴定工作
中成功率较高的两条序列［２６２７］。研究表明，ＣＯＩ基
因是内含子含量较多的序列，有时其片段长度超过

２０ｂｐ，会影响 ＰＣＲ扩增而不利于获取 ＤＮＡ序
列［２８］。而ＩＴＳ序列引物通用性强，扩增成功率较
高，更便于高通量测序与分析，因此更适合作为真菌

鉴定的首选条形码［１９］。

本研究采用ＩＴＳ序列对伞菌类１３个科２３个属
５０种真菌进行鉴定研究。通过比较各个物种 ＩＴＳ
序列发现，不同物种在序列长度以及碱基构成方面

的差异。ＢＬＡＳＴ比对结果表明，除个别物种外，
ＤＮＡ条形码鉴定结果与前期形态鉴定结果基本一
致。结合ＮＪ树结果，则能将这５０种伞菌类真菌物
种鉴定到种级单元，并可确定同物异名的真菌。此

外，侧耳属等重要药用、食用真菌以及鹅膏属、杯伞

属等有毒真菌均可与其他真菌物种明显区分。因

此，ＩＴＳ序列在伞菌类真菌中鉴定的可行性，对未来
伞菌类真菌的鉴定、有毒真菌与无毒真菌鉴定区分，

以及药用食用真菌的生产栽培以及开发利用都具有

重要的意义。
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