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青海省冬虫夏草的遗传变异及亲缘关系的形态性状和ISSR分析
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摘要：目的探讨青海省不同地区冬虫夏草的鉴定方法，并评价其遗传变异、亲缘关系及地域分布。方法利用

形态性状和ISSR标记分析青海省11个县的冬虫夏草样品。结果青海省不同地区的冬虫夏草无论是形态性状还

是ISSR多态性都存在很大的遗传变异。根据形态性状数据，青海省的冬虫夏草大致分成3个组，即分别产于环青

海湖地区、青海中东部和南部，但仅基于形态性状来鉴定特定的冬虫夏草十分费力且不可靠。根据ISSR指纹图谱

能够鉴定不同产地的冬虫夏草，而且ISSR分析表明青海省的冬虫夏草可分成产于环青海湖地区和其他地区两大

类，其他地区一大类又可分成青海省南部、中部和东部产区3个平行分支。结论青海省的冬虫夏草在分布上表现

出明显的地域性。ISSR分子标记对于冬虫夏草的鉴定和亲缘关系检测是非常有效的手段，与形态性状分布相结合

效果更佳。
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Abstract：Objective To identify Cordyceps sinensis from different habitats in Qinghai Province of

China and estimate their genetic variation．affinity，and regional distribution．Methods Morphological

characters and inter simple sequence repeat(ISSR)markers were analyzed among the C．sinensis samples

from 1 1 Counties in Qinghai Province．Results Significant genetic variations were detected in both

morphological characters and ISSR polymorphisms among these C．sinensis samples．Data from

morphological analysis showed that these C．sinensis samples could be approximately divided into three

groups，which distributed around the Qinghai Lake，middle east，and south areas in Qinghai Province，

respectively．However it was arduous and ambiguous to identify the specific samples only by morphological

characters．Based on the analysis of ISSR markers，C．sinensis of Qinghai Province could be classified into

tWO major groups．One included the samples from the areas around the Qinghai Lake and another from the

other two areas，one of which could be further divided into three subgroups，well correlated with the

different habitats of south，center，and east areas in Qinghai Province，respectively．Conclusion C．

sinensis with genetic variation and affinity in Qinghai Province distributes widely according to their living

environment．ISSR analysis is an effective tOOI in identifying C．sinensis samples and determining their

genetic affinity particularly when combined with the analysis of morphological characters．
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真菌寄生在鳞翅目蝙蝠蛾科昆虫幼虫上所形成的子

座及幼虫尸体的复合体““3，具有补肺益肾、止血化

痰等功效，是我国珍稀名贵中药材之一。青海省是我

国冬虫夏草的主要产地之一，分布在3 000～5 100

m的高寒草甸区。由于过度采挖，其资源已濒临枯

竭。为有效地保护青海省的冬虫夏草资源。使其能可

持续地开发利用，有必要对青海省不同地区的冬虫

夏草资源进行鉴定和遗传多样性的评价分析。陈永

久等“3用RAPD标记研究了青藏高原部分地区冬

虫夏草的遗传分化，没有专门评价青海省冬虫夏草

资源的遗传关系。此外，由于冬虫夏草价格昂贵，各

种来源的虫草涌人市场，使得市场鱼龙混杂。如何科

学、准确地鉴定冬虫夏草真伪及道地性就变得十分

重要。

简单序列重复(inter—simple sequence repeat，

ISSR)区间扩增多态性口”3是利用生物基因组中常

出现的简单序列重复SSR(simple sequence repeat)

设计引物，检测多态性的一种分子标记。ISSR分子

标记技术具有操作简单、无须预先知道DNA序列、

比RAPD标记更为灵敏、稳定且实验重复性好等优

点，已用于甘蔗、乐昌含笑、怀地黄、华木莲等的鉴定

和遗传多样性的检测分析o““。

本研究的目的：1)采用形态特征和ISSR分析

对采自青海省11个县的冬虫夏草进行鉴定；2)评价

其遗传变异和亲缘关系，探讨青海省冬虫夏草资源

的分布格局。

1材料和方法

1．1试验材料：冬虫夏草样品分别采自青海省的

11个县和西藏的2个县(图1)，并由青海省畜牧兽

医科学院徐海峰鉴定为Cordyceps sinensis(Berk．)

Saec．。西藏的样品和由安徽农业大学提供的中国被

毛孢Hirsutella sinensis x．J．Liu和中国拟青霉

Paecilomyces sinensis Chen et Xiao菌丝体菌粉作为

对照。

1．2形态特征的观察测定：从各县的冬虫夏草样品

中随机选取10条虫草，测定虫草单株质量、虫体长

度、子座长度、虫体直径、子座直径、观察子囊孢子发

育状态。

1．3基因组DNA的提取：上述每个县的10个虫

草分别取子座10 mg，中国被毛孢和中国拟青霉的

菌丝体菌粉各取20 mg提取DNA。样品用液氮研磨

后转入离心管中，加入600 btL预热的CTAB缓冲

液(2％CTAB、1．4 mol／I．NaCl、0．2％肛巯基乙

醇、100 mmol／L Tris HCl、20 mmol／I。EDTA，pH

oML

ZD一杂多YS一玉树MQ一玛沁HN一河南XH一兴海

GN贵南GH一共和Hz湟中GC一刚察TJ一天峻

QL一祁连Lz林芝ML一米林

ZD—Zaduo YS—Yushu MQ Maqin HZ Henan XH-Xinghal

GN Guinan GH—Gonghe HZ—Huangzhoug GC—Gangcha

TJ—Tianjun QL—Qilian LZ—Linzhi ML Milin

圈1青海省冬虫夏草样品分布圈

Fig．1 Distribution of C．sinensis

from Qlnghal Province

8．0)，65 vc保温1 h。加入600止氯仿一异戊醇

(24：1)，轻摇混匀5 min，室温12 000 r／min离心

10 min。取上清，加入500皿氯仿一异戊醇(24：1)，

轻摇混匀10 min，12 000 r／min离心10 min。取上

清，加入1／10体积的3mol／LNaAc和2倍体积的

预冷的无水乙醇，颠倒混匀后在一20℃中保存30

min。10 000 r／rain离心5 min，取沉淀，用70％乙醇

清洗，5 000 r／min离心5 min。取沉淀干燥后用100

pL TE缓冲液(10 mmol／L Tris—HCL，1 mmol／L

EDTA，pH 8．0)溶解，用0．7％的琼脂糖凝胶检测

DNA质量。

1．4 ISSR引物筛选和PCR扩增：分别将上述提取

的每个县的10个虫草DNA混合，作为该县冬虫夏

草DNA模板。用其中的4个DNA样品筛选100条

ISSR引物(The University of British Columbia

(UBC SSR Primer(RAPD)Synthesis Project

Oligonueletide Set 100／9)。反应体积20“L含：2

mmol／I。MgCl2、0．25 mmol／L dNTPs、0．2 vmol／I。

引物、10“g模板、1×buffer和0．75U ExTaqDNA

聚合酶(TaKaR)。使用Eppendorf Mastercycler

Gradient PCR仪进行扩增反应，扩增条件为94℃

预变性5 min；40个循环：94℃变性45 s，48～55℃

退火45 s(退火温度随引物变化，见表1)，72℃延伸

45 s；最后72℃延伸10min。

扩增产物在1．5％琼脂糖凝胶中电泳分离(以

100 V恒压电泳35 min)，以100 bp DNA Ladder
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Plus(MBI Fermentas)作为分子量标准，用l pg／

mL溴化乙锭染色后于UVP--GDS8000自动成像

仪中拍照、观察、记录并保存电泳图片。

从100条ISSR引物中选出扩增条带清晰、重

复性好的14条引物(表1)，用于所有样品的扩增。

裹1 14条ISSR引物的PCR扩增结果

Table 1 Fragments amplified with 14 ISSR

primers by PCR

引物 序列
退火温总条多态性多态

度／c带数条带数率／％

1．5 数据处理：形态性状：用SPSSll．5统计软

件[133计算各县冬虫夏草形态性状的平均值、标准差

(standard deviation)，用最小显著差数法(LSD法)

比较、评估样本间的差异。对各变量(性状)标准化处

理后的数据得出6个变量的相关矩阵，并进行主成

分分析(PCA分析)。

ISSR：根据ISSR扩增条带的有无分别用⋯1’和
“o”表示。用Jaccard法(a肪一d)计算相似性系数，a

为两样品都有的条带，d为两样品都没有的条带，n

为多态性条带总数。UPGMA法聚类分析以及系统

树状图的绘制均采用NTSYS—pc Numerical

Taxonomy System分析软件进行[1“。

2结果

2．1形态性状分析：青海省11个县的冬虫夏草的

6个形态性状数据归纳在表2。同一产地的冬虫夏草

样品内，从标准差可以看出6个形态性状的差异程

度不同。其中单株质量的差异最大，特别是HN和

ZD的样品。相对于其他性状，子囊孢子形态的变化

明显要小。不同产地的虫草样品之间用最小显著差

数法分析表明，其形态性状差异显著，尤其是单株质

量、虫体长度和子囊孢子形态。

衰2青海省11个县的冬虫夏草样品的形态性状特征及差异显着性分析

Table 2 Morphological characters and significant difference of C-sinensis from 11 Counties in Qinghai Province

样品编号同图l于囊孢于形态：O一于囊孢于不明显，l一子囊疆于较小，2一f囊孢于较肥太，3一于曩孤子肥太t 4。子襞孢于极太M一平均值

ST-标准差标有不同字母舯同列平均值在5％水平上呈显著差异(最小显著差数法)。

Sample cod㈣⋯ame"to Fig．1 Ascus spore form：O unobvious，1 smaller，2-little big，3-big，4一extremely big M mean．ST standard

deviation Means labelled in different letters within sanle eolume are statistically different at 0．05 level of significance based o“protected least

significant difference t∞t

主成分分析表明前2个主成分的特征值分别为 上可以看出，青海省11个县的冬虫夏草可分成3个

4．55和0．97，累计贡献率为91．95％(表3)。第1主 组(图2)。QL、GC、TJ和GH构成一个比较紧凑的

成分的贡献率为75．83％，其中贡献较大的是单株 组(第1组)，第1和第2主成分都为负值；HZ、XH、

质量、虫体长度、虫体直径和子囊孢子形态。第2主 GN、HN构成一个比较松散的组(第2组)，第1主

成分的贡献率为16．12％，贡献较大的是子座长度。 成分接近于o，第2主成分都为正值，其中HZ、XH

冬虫夏草的6个形态特征在分类中都起着非常重要 和GN比较接近；第3期由YS、ZD和MQ组成，第

的作用。从第1主成分和第2主成分作成的散点图 1主成分都为正值，第2主成分接近于0，YS和ZD
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非常靠近，MQ则离得较远。青海省的冬虫夏草存在

明显的地域分布的差异，产地对冬虫夏草的分类起

一定的作用。

表3青海省11个县的冬虫夏草6个形态

性状相关矩阵的特征位

Table 3 Eigenvalues of correlation matrix for six morpho—

logical characters on samples of C．sinensis

from 11 Counties in Qinghal Province

莲
鼍
制
隶
褪
州

垛

≤ 》
。。

⑦ 迂 岁

Mq Ys zI)0】，Hz Gc TJ GH xH(1N HN Lz ML NqH BMB marker

．3 000

=}黜
：1；器
}700

NQM冲国拟青霉BMB-中国被毛孢 Marker一100 bp DNA

Ladder Plus其余样品编号同图1

NQM P．sinensis BMB—H．sinens“ Marker 100 bp DNA

Ladder Ptus Other sample codes are same to Fig．1

圈3 ISSR引物889扩增出的冬虫夏草指纹圈谱

Fig．3 Fingerprint
of C．sinensis amplified

by ISSR Primer 889

上和青海省其他产地的冬虫夏草明显分开。另一个

分支又可以分成3个小支，1)即MQ、YS和ZD；2)

xH、GN和HN；3)HZ。作为对照样品的西藏米林

县和林芝县的冬虫夏草以及中国被毛孢均在相似性

系数0．67的水平上和青海省的样品分开，但差异并

不太。而中国拟青霉则远离其他样品，在相似性系数

0．36水平上明显分开。
r————一Jv【V忙装

篚霎——厂——1二三巍
0 60 0 80 1 00

系数

图4基于ISSR数据用UPGMA法构建的

冬虫夏草亲缘关系的聚类分析树状围

Fig．4 UPGMA dendrogram of genetic affinity of

C．sinensis based on Jaccard similarity

coefficient from ISSR data

3讨论

3．1 冬虫夏草的遗传变异和鉴定：冬虫夏草是菌虫

复合体。迄今为止。国内外学者已从冬虫夏草中分离

鉴定了10个属10多个种的无性型菌株o”；其寄生

蝙蝠蛾目前已报道的有5属38种之多”““。冬虫夏

草的鉴定一直是一个非常复杂的问题。市场上各种

似是而非的替代品层出不穷。因此，迫切需要建立一

个可用于准确鉴定冬虫夏草的有效方法和标准。此

外，对冬虫夏草的遗传多样性和亲缘关系仍缺乏

了解。

青海省11个县的冬虫夏草的6个形态性状尽

”如¨∽：宝∞哪圳：竿圳
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管在同一地方的样品内存在不同程度的差异，但有

些形态性状在不同地方的样品间的差异则更明显。

这表明不同地方的冬虫夏草间的遗传变异较大。虫

体长度在同一地方的样品内差异较小，而在不同地

方的样品间差异极大，且相对稳定，这可能与不同寄

主蝙蝠蛾种群以及生存环境有关。虫体长度可考虑

用于地区间冬虫夏草的分类。但所测得的形态性状

还不能作为鉴定某一特定地方冬虫夏草的指标。

与形态性状相比，用ISSR标记鉴定冬虫夏草

更有效。从ISSR分析结果可以看出，根据DNA指

纹图谱能够鉴定不同产地的冬虫夏草。中国被毛孢和

中国拟青霉也可通过ISSR标记明显地区分开来。因

此，ISSR标记对冬虫夏草的鉴定和亲缘关系以及冬

虫夏草无性型的有效检测都是非常有效的手段。

3．2冬虫夏草的亲缘关系和地域分布：根据形态性

状的主成分分析，将11个县的冬虫夏草大致分成3

个组，其地理位置与纬度有关，分别是环青海湖地

区、青海中东部和南部的虫草产区。这和陈永久等“]

的结果一致，他们认为青藏高原的冬虫夏草的遗传

分化发生于南北方向，即不同纬度之间。

基于笔者目前的1SSR数据分析，青海省的冬

虫夏草自成一类，有别于2个西藏的样品。环青海湖

地区的冬虫夏草的亲缘关系非常接近，形成一个分

支。而其余7个县的冬虫夏草在系统树状图中另成

一分支，其中又可细分为3个小支，分布包括了青海

省南部、中部和东部产区的冬虫夏草。ISSR分析和

形态性状分析结果大致吻合，表明青海省的冬虫夏

草在分布上表现出明显的地域性。

青海省的冬虫夏草在传统意义上一直被划分为

两大产区；即青南地区和环青海湖地区。笔者的研究

在遗传关系上对传统的产区划分提供了有力的支

持，同时也提出了新的见解。环青海湖地区的冬虫夏

草无论在形态形状还是亲缘关系上都与其他产地有

明显的差异，自成一产区。其虫草的特点为虫体小、

子座短、子囊孢子不明显。而传统意义上的青南产

区，根据本研究的结果又可分为2到3个区域。从形

态性状上可分为青海中部和青海南部2个区域，其

中HZ(湟中县)被分在青海中部区域。青海南部的

虫草虫体大、子座适中、子囊孢子明显，而青海中部

的虫草虫体中等、子座偏大、子囊孢子尚明显。Hz

属于环青海湖地区与青海东部(海东)地区的交界

处，由于中间受到日月山的间隔，其气候和植被都具

有自身的特点，其虫草的形态特征与青海中部产区

相似。ISSR分子标记分析认为，传统意义上的青南

产区至少可以分为青海省南部、中部和东部3个产

区。特别是海东地区的虫草在遗传上应该是并行于

“青南地区”和“青海中部地区”的第三个分支。因此，

青海省的冬虫夏草除了在不同纬度上形成了从南到

北的遗传分化外，特定区域的虫草也存在着一定的

遗传分化。

冬虫夏草不同种类寄主的分布主要是由生境中

植物群落决定的[“3，加上蝙蝠蛾的迁移能力不强等

原因，昆虫间存在种间隔离现象。据称青海省冬虫夏

草的寄主昆虫大致有8个种，进一步对其寄主昆虫

的遗传多样性的研究对阐明冬虫夏草遗传分化的原

因具有极其重要的意义。尽管用形态性状检测某一

特定产地的冬虫夏草依然十分困难，但是考虑到形

态性状在检测冬虫夏草的遗传变异和遗传关系方面

能起到一定的作用，因此将形态性状和分子标记结

合起来用于冬虫夏草的鉴定和亲缘关系检测效果更

佳。本研究根据形态性状和ISSR分析获得的青海

省冬虫夏草的地域分布资料为今后冬虫夏草资源的

保护和合理利用提供科学依据。
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茛菪发根培养体系的建立

陆倍倍1，张磊-，开国银z，张汉明1，丁如贤1，陈万生3’

(1．第二军医大学药学院生药教研室，上海200433；2，上海交通大学植物生物技术研究中心农业与生物学院复旦

交大一诺丁汉植物生物技术研发中心生命科学技术学院。上海200030；3．第二军医大学长征医院，上海200003)

摘 要：目的 建立莨菪Hyoscyamus niger的发根培养体系。方法 分别用A4、LBA9402和C58C1三种发根农杆

菌菌株转化莨菪子叶受体，获得发根-测定发根的生长酋线和比较不同因素对发根生长量的影响；PCR鉴定转化发

根；莨菪发根中生物碱类含量的测定，结果首次利用发根农杆菌A4、LBA9402、C58C1三种菌株成功从莨菪中诱

导出发根，并建立了莨菪发根摄优的培养体系；经PCR鉴定证明Ri质粒的T—DNA已转化进莨菪的发根中。结论

莨菪发根培养体系的建立为利用遗传代谢工程手段调节莨菪次生代谢物含量和进行药用活性成分的工业化生产

奠定了基础。

关键词：莨菪；发根农杆菌；发根
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Establishment of hairy root culture of Hyoscyamus niger

LU Bei beil，ZHANG Leil，KAI Guo—yin2，ZHANG Han min91，DING Ru—xianl，CHEN Wan—shen91

(1．Department of Pharmacognosy，Sehool of Pharmacy，The Second Military Medical University，Shanghai 200433·

China：2．Plant Bioteehnology Research Center of Shanghai Jiao Tong University．School of Agriculture and Biology，

Fudan SJTU—Nottingham Plant Biotechnology Reaearch and Development Center．School of Life Science and Technology，

Shanghai 200030，China；3．Changzheng Hospital of the Second Military Medical University，Shanghai 200003，China)

Abstract：Objective To establish the cuhural system for hairy root of Hyoscyamus niger．Methods

Hairy root of H．niger was obtained from cotyledon explants after infected with Agrobacterium rhizogenes

strains A4，LBA9402，and C58C1，respectively．The growth curves were determined and the effects of

different factors on the growth of hairy root were compared．The transformation of Ri T—DNA was

examined by PCR．And the contents of alkaloids in hairy root were determined．Results The hairy root of

H．niger was successfully induced by using A．rhizogenes strains A4，LBA9402，and C58C1 for the first

time and the best system of hairy root culture was established．The transformation of T—DNA from Ri

plasmid to the hairy root was confirmed by PCR analysis．Conelusion The establishment of cultural

system for hairy root of H．niger lays foundation for regulating the secondary metabolism of H．niger by

genetic engineering technique and for the large—scale production of active drug components．

Key words：Hyoscyamus niger L．；Agrobacterium rhizogenes；hairy roots

自从发根农杆菌Ri质粒被人们发现和认识以 来，它在许多领域都显示出极其广泛的应用前景。药
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