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摘 要%测定了来自中国不同地区的 -个剧毒鹅膏菌的核糖体内转录间隔区 , A1B /核苷酸序列 > 以湖南鹅膏为
外类群0 用 A1B序列构建了系统进化树 > 结果表明% 两个不同产地的欧氏鹅膏存在一定的差异0 但仍可聚为同
一组’ 欧氏鹅膏与其它几种剧毒鹅膏的亲缘关系较远’ 两个根据形态特征鉴定为灰花纹鹅膏的标本可能是两
个不同的种’欧氏鹅膏、致命鹅膏和黄盖鹅膏白色变种这 4 个产生白色子实体的种系统演化上不是同源的 >
关键词% A1B序列’鹅膏菌’系统树
中图分类号% C-+-> 4# 文献标识码% D 文章编号% !""(&(.+( ,#""$ /B!&"!!"&"+

鹅膏菌属 , !"#$%&# / 隶属于真菌界、担子菌
门、担子菌纲、蘑菇目、鹅膏菌科 > 全世界已报道
的大约有 )""种 > 鹅膏菌属中0 有些是著名的食
用菌0但是必须引起重视的是0鹅膏菌科中有些种
类是剧毒的 > 每年世界各地都有人因误食毒菌而
死亡0 其中大多数是因误食有毒鹅膏菌引起的 >
在我国常见的剧毒鹅膏菌有致命鹅膏 !’ ()%&%#*%+
EFG H> I7<J K 1> L> H8、灰花纹鹅膏 !’ ,-*%.%$(#

L@<J@、欧氏鹅膏 !’ /0(12%$3*(1#$# EFG H> I7<J K
I@MF86> N@8、黄盖鹅膏 !’ +-04-$5-%**(# B> A678 及
其 白 色 变 种 !’ +-04-$5-%**(# O7P> #*0# EFG
H> I7<J> 这几个种都属于鹅膏菌中的 67#**/%8(#(
这个 B2?;8@<Q! R >
传统的真菌分类主要是根据子实体宏观或微

观的形态结构特征0但表型特征受环境影响较大0
这就使得在不同环境条件下生长的同一种真菌经
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表 ! 供试材料
"#$%& ! ’()* +, )#-.%&)

常表现出较大的形态差异# 给分类和鉴定带来困
难 $ 与此相反#以 %&’核苷酸序列为基础的基因
型则相对稳定#因而以 %&’分子序列进行物种鉴
别# 其结果更加准确可靠$真核生物 ()&’*核糖
体 )&’+ 的内转录间隔区 * ,-./(-01 .(0-23(,4/5
2603/(# 789+ #是!:9;<=9核核糖体 %&’*-(%&’+转
录单位的一个部分 # 它包括"个部分 > ?$ :9 亚基
*在进化上高度保守的一段序列 +、789!和 789<两
个间隔区$ 789序列很短 *不到@AA 46 + # 能够直接
用 BC)扩增# 具有高度重复性# 在长度上高度保
守性和在科、属、种水平上的高度特异性# 因此已
经被广泛应用作一种分子标记# 进行系统发育研
究和物种鉴定 $

本研究以采自中国各地的 D个鹅膏菌标本为
研究对象#包括不同产地的同名鹅膏菌、同一产地
的不同菌株# 用 789序列作为分子标记# 通过比较
分析 789序列# 从分子水平深入探讨这几个剧毒
鹅膏菌的系统演化关系 $

! 材料与方法

!/ ! 材料
!$ !$ ! 供试样品
供试的D个剧毒鹅膏菌标本均由作者从野外

采集#根据形态和显微特征进行鉴定$供试材料的
拉丁文学名、产地来源、标本采集号如表!所示$

学名 * 93,/-.,E,3 -0F/ +

’$ !"#$#%&#’
’$ ()&#*#+!% ,-+*-
’$ ()&#*#+!% ,-+*-
’$ -./!01#+2&!0%+%
’$ -./!01#+2&!0%+%
’$ ’).3)+4)#&&!%
’$ ’).3)+4)#&&!% /%05 %&.%
’$ ’).3)+4)#&&!% /%05 %&.%
’$ ’).3)+4)#&&!% /%05 %&.%
’$ 6)+%+!+’#’

!$ !$ < 引物
BC)扩增采用 789G# 789?双引物 H < I $ 789G的

序列为 ?J;8CC 8CC KC8 8’8 8K’ 8’8 KC;"J #
789? 的序列为 ?J;KK’ ’K8 ’’’ ’K8 CK8 ’’C
’’K K;"J$
!$ !$ " 质粒及感受态细胞
转化载体采用 80L0(0 公司的 BM%!:;8 N/3;

.O(质粒#感受态大肠杆菌为实验室自制 $
!$ !$ G 试剂盒

%&’ 回收和质粒提取采用安比奥生物技术
公司试剂盒 BP(6(/6 K/1 QR.(03.,O- S,. 和 BP6(/6
B102F,5 M,-,6(/6 S,.$
!/ 0 方法
!$ <$ ! 样品总 %&’提取

%&’提取采用 C8’T法# 样品采用硅胶干燥
的子实体#提取步骤参考 UO10-等 H " I $
!$ <$ < BC)扩增 789序列
扩增反应体系 * ?A !V系统 + > !A W BC) 4PEE/(

? !V# !A FFO1 X V 5&8B ! !V# 789G < !V# 789? <
!V# <? FFO1 X V MYC1< " !V# ? Z X !V 80[酶 A$ ?

!V# 模板 ! !V# 加双蒸水至 ?A !V$ 反应条件> DG
\ ? F,-# DG \ ! F,-# ?< \ ! F,-# @< \ ?A 2#循
环 "G次]最后 @< \延伸 !A F,-$
!$ <$ " BC)产物克隆

BC) 产物经!^琼脂糖凝胶电泳 # 切下含目
的 %&’ 的胶条 # 采用安比奥生物技术公司的试
剂盒回收其中的 %&’# 回收步骤按试剂盒操作
指南$回收后 %&’的连接到 BM%!:;8质粒上#再
转化到大肠杆菌感受态细胞# 阳性克隆用液体 VT
培养基培养 $
!$ <$ G 测序
将具有插入片断质粒的阳性克隆菌株送上海

英骏生物技术公司测序#测序仪采用 ’T7"@"A$
!$ <$ ? 数据分析
所得序列采用 %&’F0-软件进行排序# 然后

构建系统进化树 $

0 结果与分析

0/ ! 1"2序列扩增及测序结果
以 789G和 789? 为引物# 从 D 个样品的基因
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标本号 *NOP3_/( +

UB;<@:
UB;G?D4
UB;!?A
UB;"<=
UB;G@@
UB;"<@
UB;<!G
UB;"":
UB;G:@4
UB;?!A

中文名 * C_,-/2/ -0F/ + 产地 * VO301,.‘ +

广州市

湖南莽山

湖南长沙

湖南张家界

湖南莽山

湖南张家界

吉林长白山

湖南张家界

湖南莽山

湖南莽山

致命鹅膏

灰花纹鹅膏

灰花纹鹅膏

欧氏鹅膏

欧氏鹅膏

黄盖鹅膏

黄盖鹅膏白色变种

黄盖鹅膏白色变种

黄盖鹅膏白色变种

湖南鹅膏 *外类群 +
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组 %&’中分别扩增到一条 $## ( )## *+的片段,
经克隆测序,得到这 -个样品的 ./0序列 1
!" ! 系统进化树构建结果
以湖南鹅膏的 ./0序列为外类群, 把以上 -

个 ./0序列载入 %&’234软件分析, 得到系统树
如图 !1

# 讨论

#" $ %个样品总体分析
%&’234软件分析显示, - 个样品的总体相

似性 5 .674898: ;为 )#1 <!= , 在系统树中, 相对于外
种群湖南鹅膏来说 , 以 !##= 的内部支持率
5 *>>8?8@3+94A ; 分在同一分支 1 这说明, 从遗传进
化角度来看,这 -个样品均可分入同一分类阶元,
这个结果与形态学分类上把这 -个样都分在同一
个组 5 ?7B89>4 ;的结果一致 C ! D 1 另外, 总体上看, 相
对于湖南鹅膏外类群来看, -个样品中有 )个以
--=的内部支持率分在同一大支, 只有另外两个
样品以 !##=的内部支持率分在同一支, 这两个
样品就是来自张家界和莽山的欧氏鹅膏 1 据毒素
分析的研究表明,欧氏相对本研究中其它鹅膏菌
来说,毒性较低 C E D ,实际可以不划入“剧毒”行列1
而另外)个样品,才算真正的“剧毒鹅膏菌”1从这
里看出,毒性大小与遗传进化的系统位置似乎也
有着必然的联系1至于欧氏鹅膏是否应该被排除
在 !"#$$%&’(#( 这个 07B89>4 之外 , 由于本文还缺
少其它几个 07B89>4的数据,目前还不能下结论1
#" ! 张家界和莽山的欧氏鹅膏比较分析
从 ./0序列分析结果看, FGHI"$和 FGHE))这

两个分别采自湖南张家界和莽山的欧氏鹅膏以

!##=的内部支持率分在同一分支, 可以认为, 这

两个地方的欧氏鹅膏为同一个种 1 但二者 .67489H
8: J )K1 I<,可见欧氏鹅膏种内遗传变异较大 1
#" # 莽山和长沙的灰花纹鹅膏比较分析

FGH!<# 和 FGHE<-* 这两个标本分别是采自
湖南长沙和湖南莽山,根据形态和显微特征将二
者都鉴定为灰花纹鹅膏,二者形态基本一样,只是
后者的子实体较大一些1 但 ./0 序列分析的结果
与传统分类的结果却有差别,二者的序列相似性
仅为$<1 K!= ,聚类分析的结果也无法将二者聚在
同一分枝,二者之间的差异已经大于种间差异1这
种差异是由于同一物种分布于不同的生态环境

后,经过长期进化产生的遗传差异,还是这两个标
本本来就是不同的物种, 尚需要更多标本和其它
方面的证据来证实 1
#" & #个产地的黄盖鹅膏白色变种的比较分析
本研究中有采自东北、张家界和莽山 I个产

地的黄盖鹅膏白色变种, 分别是 FGH"!E、FGHIIK
和 FGHEK)*1 从 %&’234分析的结果看,三者总体
相似性为 )I1 !#= , 但是分开来看, 东北黄盖鹅膏
白色变种与张家界黄盖鹅膏白色变种的相似性为

)"1 -!= ,具有较高的一致性L但是东北、张家界黄
盖鹅膏白色变种与莽山黄盖鹅膏白色变种的相似

性分别只有 $$1 !<= 和 $$1 K<= , 一致性相对较
低 1 从系统树看, 也没将莽山黄盖鹅膏白色变种
与前两者分在同一支 1 因此, 莽山黄盖鹅膏白色
变种相对于东北黄盖鹅膏白色变种与张家界黄盖

鹅膏白色变种已经产生了比较大的遗传变异 1 系
统树并不支持把三者放入同一种名称下 1 三者是
不是同一个种,有待进一步的考察和鉴定 1
#" ’ 广州的致命鹅膏与其它品种的关系
广州致命鹅膏与本组实验中其它单个样品的

一致性都比较低L在系统树中,与最邻近的东北黄
盖鹅膏白色变种分在同一小支, 但内部支持率仅
为 "$= L 在系统树中, 相对于外种群湖南鹅膏来
看, 又以 --=的内部支持率与其它几个剧毒品种
分在同一大支 1 因此,从遗传角度来分析,致命鹅
膏是 !"#$$%&’(#(这个 07B89>4中一个独立的种 1
#" ( 关于 )*+序列在分子系统学研究中应用的
讨论

由于 ./0 序列具有高度重复性,在长度上高
度保守性和在科、属、种水平上的高度特异性,因
此已经被广泛应用作一种分子标记,进行系统发
育研究和物种鉴定1但是,在不同的生物类群中,
./0 序列所含信息的价值是不一样的1 因为不同

图 $ 基于 )*+ 序列分析构建的鹅膏菌 % 个材料的系
统树

,-." $ /0123.4546-7 6844 39 % :;47-<45: =>:4? 35 )*+
:4@A4574 ?>6>
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类群的起源及进化 #变异分化 $的概率是不一样
的%本研究中&不同产地的灰花纹鹅膏 ’()序列有
比较大的差异&不同产地的黄盖鹅膏白色变种的
’()序列的差异更大&也支持这种说法%但是这些
在形态学上定义为异域分布的同一物种是不是在

遗传上也是同一物种& 还有待进一步研究 % 我们
认为& 在鹅膏菌属中& 单靠 ’()序列提供的遗传信
息& 不足以鉴定亲缘关系很近的种和亚种水平的
分类阶元 % 在鉴定种以内的分类阶元时& 可综合
应用其它分子标记和采用分辨率更高的手段 % 如
基因间区序列 # ’*) $ & 微卫星 +,-#)).$指纹谱技
术等 %
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