
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.4 

108 

 

野生虫草无性型分离株分子鉴定及遗传多样性的 

研究 
 

冯德龙
1,2
，胡惠萍

2
，黄龙花

2
，谢意珍

2
，吴清平

2
，霍光华

1 

（1.江西农业大学生物科学与工程学院，江西南昌 330045）（2.广东省微生物研究所，省部共建华南应用微生物

国家重点实验室，广东省菌种保藏与应用重点实验室，广东省微生物新技术公共实验室，广东广州 510070） 

摘要：虫草具有较高的食用与药用价值，本文以 19 株野生虫草分离株为研究材料，利用 ITS 引物进行 PCR 扩增、测序，并从

Genbank 上下载虫草属相关序列，构建系统发育树，并对 19 株虫草无性型分离物进行 ERIC-PCR 扩增，同时还检测了上述无性分离

物发酵液中虫草素的含量。系统发育分析表明在分子水平上 19 株虫草的无性型分离菌株，都为蛹虫草（Cordyceps militaris）。与高雄

山虫草(C.takaomontana)、蝉花(C.cicadae)、古尼虫草(C.gunnii)以及冬虫夏草(C.sinensis)平均遗传距离分别为 0.1269、0.1228、0.2251

和 0.2354，在遗传距离上，与高雄山虫草和蝉花较近，与冬虫夏草较远。ERIC-PCR 相似系数在 0.8 水平上，可以将 19 个蛹虫草菌株

分为 3 组，相似系数在 0.9 水平上 19 株蛹虫草菌种可以分为 8 组。对蛹虫草发酵液中虫草素含量检测发现，所有蛹虫草无性型分离

物发酵液都含有虫草素，最高的可达到 126.33 mg/L，为现有的蛹虫草生产菌株 JD 的 119 倍。 
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Abstract: Cordyceps has high edible and medicinal values. Using nineteen wild Cordyceps isolates as the experimental material, internal 

transcribed spacer (ITS) universal primers were used for polymerase chain reaction (PCR) amplification and the products were sequenced. 

Cordyceps-related sequences were downloaded from GenBank to construct a phylogenetic tree, the enterobacterial repetitive intergenic 

consensus (ERIC)-PCR amplification of 19 Cordyceps asexual isolates was conducted, and the cordycepin content of fermentation broths of the 

isolates was determined. Phylogenetic analysis showed that all 19 Cordyceps asexual isolates were C. militaris. The average genetic distances of 

C. militaris from C. takaomontana, C. cicadae, C. gunnii, and C. sinensis were 0.1269, 0.1228, 0.2251, and 0.2354, respectively. In terms of 

genetic distance, C.militaris was relatively close to C. takaomontana, and far from C. sinensis. ERIC-PCR results showed that the 19 C. militaris 

strains could be divided into three distinct groups with a similarity coefficient of 0.8, and could also be divided into eight groups with a similarity 

coefficient of 0.9. Measurement of the cordycepin contents of the fermentation broths of the isolates showed that cordycepin could be detected in 

all broths, and the highest content reached 126.33 mg/L, which was 119 times as much as that of the existing production strain JD. 
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虫草隶属于子囊菌门 (Ascomycota)肉座菌目

(Hypocreales) 虫 草 菌 科 (Ordycipitaceae) 虫 草 属

(Cordyceps)[1]。因虫草中含有丰富的多糖、虫草素、

虫草酸及腺苷等成分而具有较强的抗菌、抗肿瘤、降

血糖等作用[2~5]，而备受人们关注并成为国内外研究热

点[5]。尤其是冬虫夏草（Cordyceps sinensis）近些年来

过度采挖，使得天然冬虫夏草资源更加紧缺，因此如

何选育出更好的虫草菌种，用于人工大规模产业化生

产，以取代日益枯竭的虫草资源就显得尤为重要。详

细了解虫草菌株之间的亲缘关系能为将来高产优质的

无性分离物的育种提供丰富的遗传材料，所以研究虫

草无性型菌株的遗传多样性有着重要的意义。 
随着分子进化论的发展，研究者可以在分子水平

上研究物种的亲缘关系。ITS 是 rDNA 的内转录间隔

区，不加入成熟核糖体，受到的选择压力较小，进化

速度较快，在绝大多数真核生物中有着极为广泛的序

列多态性。另外 ITS 序列种内同源性高，而在种间又

有不同程度的变异，这些优点使得 ITS 序列成为理想

的种间鉴定分子标记方法，并已广泛地应用于真菌分

子分类学、遗传多样性及菌株鉴定等方面的研究[6,7]。

ERIC(enterobacterial repetitive intergenic consensus)是
一种肠杆菌基因间重复共有序列，在染色上的分布和

拷贝数有着种间的特异性，从而被广泛应用于细菌分

型、流行病学调查和分子微生态学研究[8,9]。近年来

ERIC-PCR 技术在一些真菌以及大型食用菌上成功应

用[10,11]。本研究拟以 rDNA ITS 序列和 ERIC-PCR 标

记来探讨虫草菌的无性分离物间的亲缘关系，同时，

检测了这些菌株发酵液中的虫草素，并将检测结果与

其亲缘关系进行比较，以期为虫草资源的开发利用奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

本研究从自然保护区分离出 18 株虫草菌株进行

实验，见表 1。 
表1 供试虫草菌株 

Table 1 Cordyceps isolates used in this study 

菌株编号 地理来源 拉丁名 登录号 

W141437 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351799 

W141434 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351800 

W141451 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351801 

W141449 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351802 

W141433 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351803 

W141456 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351804 

W141904 四川海螺沟 Cordyceps.sp KU351805 

W141457 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351806 

W141432 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351807 

W141458 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351808 

W141436 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351809 

E141314 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351810 

E142054 湖北神农架国家自然保护区 Cordyceps.sp KU351811 

E141327 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351812 

E141313 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351813 

E141315 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351814 

I140012 吉林左家自然保护区 Cordyceps.sp KU351815 

M150613 安徽天堂寨国家自然保护区 Cordyceps.sp KU351817 

JD 广东省微生物研究所 Cordyceps militaris KU351816 

-- 日本长野 Cordyceps militaris AB027379* 

NIFTS HF774 日本 Cordyceps takaomontana AB189444* 

AMV1504  Cordyceps takaomontana KF937322* 

4644 -- Cordyceps cicadae JX488484* 

   转下页 
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4646 -- Cordyceps cicadae JX488475* 

K(M) 澳大利亚 Cordyceps gunnii AJ309344* 

YC0171MT08 -- Cordyceps gunnii KF003087* 

G97022 -- Cordyceps gunnii AJ309340* 

L95D05(5137) 中国云南 Cordyceps sinensis AJ309357* 

L95D04(RZ) 中国云南 Cordyceps sinensis AJ309354* 

ASI-7004 韩国 Ganoderma lucidum JQ520167* 

注：*为来自 GenBank 的序列。 

1.2  仪器设备和试剂 

PCR 仪，Thermo 公司；核酸电泳仪，Bio-Rad 公

司；超净工作台，苏净安泰公司；控温培养箱，广东

环凯微生物科技有限公司；凝胶成像系统，英国

UVITEC 公司；恒温水浴锅，广东环凯微生物科技有

限公司；安捷伦高效液相色谱仪 1200，美国安捷伦科

技有限公司；琼脂糖凝胶、TE buffer、2000bp marker、
PCR Taq mix、异戊醇和 CTAB，上海生工公司；氯仿，

广州化学试剂厂。 

1.3  培养基 

1.3.1  菌丝培养培养基 
CPDA(g/L)：去皮土豆 200，葡糖糖 20，KH2PO4 

1.5，MgSO4·7H2O 0.5，琼脂 20，pH 自然；1×105 Pa
灭菌 20 min。CYM(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 2，酵母

膏 2，KH2PO4 1.5，MgSO4·7H2O 0.5，琼脂 20，pH 自

然；1×105 Pa 灭菌 20 min。 
1.3.2  摇瓶培养基 

液体CYM培养基(g/L)：葡萄糖20 g，蛋白胨2 g，
酵母膏 2 g，KH2PO4 1.5 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，pH 自

然；1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.4  方法 

1.4.1  菌丝培养 
菌种在 CPDA 斜面培养基上 25 ℃活化，待斜面

长满，将菌种接至铺好噻洛芬膜的菌丝培养平板上，

25 ℃培养 7~10 d，从噻洛芬膜上刮下菌丝，冷冻干燥，

-20 ℃保存备用。 
1.4.2  DNA 提取和纯化 

菌丝使用液氮研磨，使用 CTAB 法提取 DNA，

氯仿：异戊醇（24:1）除杂、异丙醇沉淀 DNA，75%
乙醇洗涤，干燥，最后用 TE 缓冲液溶解 DNA。提取

的 DNA 通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。 
1.4.3  ITS-PCR 扩增及产物分析 

ITS-PCR 扩增采用真菌核糖体基因间隔区通用引

物 ITS1F 5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′和 ITS 4 
5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′对虫草 ITS 序列进

行扩增[6]。ITS-PCR 扩增体系：2×PCR Taq mix 25 μL，
DNA 模板 1 μL，ddH2O 20 μL，引物（10 μmol/L）各

2 μL，总体积 50 μL。ITS-PCR 扩增条件：94 ℃预变

性 4 min；94 ℃变性 30 s；55 ℃ 45 s，72 ℃延伸 50 s，
共循环 30 次，最后 72 ℃、10 min，PCR 产物 4 ℃保

存。 
ITS-PCR 扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，

在凝胶成像系统下成像保存。PCR 扩增产物回收纯化

后，送至上海生工生物技术服务有限公司测序。双向

序列用 BioEdit 软件拼接后提交至 GenBank。 
1.4.4  ERIC-PCR 扩增及产物分析 

ERIC-PCR 扩增，采用 ERIC1R 5′-ATGTAAGCTC 
CTGGGGATTCAC-3′； ERIC2 5′-AAGTAAGTGAC 
TGGGGT GAGCG-3′引物[8]对虫草进行 ERIC-PCR 进

行扩增。ERIC-PCR 扩增体系：Taq 酶 1.5 U，DNA 模

板1 μL，引物（10 μmol/L）各2 μL，dNTPs 0.3 mmol/L，
Mg2+ 3 mmol/L，ddH2O 补足，10×PCR buffer，共 25 μL。
ERIC-PCR 扩增条件：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性

1 min；51 ℃、1 min；72 ℃延伸 3 min；共 35 次循环，

最后 72 ℃、10 min，PCR 产物 4 ℃保存。 
ERIC-PCR 产物通过 1.8%琼脂糖凝胶电泳，电压

4 V/cm，电泳 60 min。以电泳图谱中 DNA 片段在某

样品中出现赋值“1”，不出现赋值“0”为依据，计算样

品间相似系数，采用 UPGMA 聚类分析法，利用

NTSYS pc (version 2.10e)版软件自动生成聚类图。 
1.4.5  系统发育树构建 

测得序列在 GenBank 上 Blast，根据已有的虫草

属真菌的 ITS 序列信息，确定测得的 19 个菌株 ITS
序列。同时结合 GenBank 中 10 个虫草属菌种的 ITS
序列，利用ClustalX软件进行多重序列比对，由MEGA 
Version 6.05 软件进行分析。系统发育树构建：按照

NJ（neighbor-joining）法，基于 Kimura 双参数模型，

以灵芝（Ganoderma lucidum）为外类组群（outgroup），
经 bootstrap（1000 次循环）检测系统可靠性。 
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1.4.6  摇瓶培养及虫草素测定 
将菌种在 CYM 平板 25 ℃活化后，分割成黄豆大

小，接种到 250 mL 摇瓶含有 100 mL CYM 液体培养

基中，25 ℃、135 r/min 培养 20 d，收集菌丝体烘干称

质量测生物量，发酵液过滤后 4 ℃保存备用，将处理

好的样品进行 HPLC 检测[12]。 

2  结果与讨论 

2.1  ITS 序列的结构和变异分析 

 
图1 19株虫草ITS-PCR扩增产物电泳图谱 

Fig.1 Electrophoresis images of ITS-PCR amplified products of 

19 Cordyceps strains 

如图 1 所示 19 个虫草 ITS-PCR 产物大小相近为

500 bp 左右，将测定的 19 个虫草 ITS 序列与 11 个来

自 Genbank 相关种的 ITS 序列对位排列，共有 589 个

碱基位点。ITS 的 GC 含量变化很大，48.3%~64.2%。

ITS 序列发生插入和缺失的频率比较高，保守位点 253
个，可变位点 322 个，变异率为 54.66%，简约信息位

点 187 个，虫草 ITS 序列包含较多遗传信息。 

2.2  ITS 序列系统发育的构建与分析 

 
图2 虫草分离菌株ITS序列系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic tree indicating relationships among 

Cordyceps isolates based on ITS region sequences 

注：*表示来自 GenBank 的序列。 

由图 2 可知，虫草子实体和虫草分离物的 ITS 序

列与 GenBank 中的蛹虫草 ITS 序列几乎没有差异，所

有的虫草全部聚成一类，而且 19 株虫草无性型 ITS
序列测序后经 NCBI 上 blast 结果比对都是蛹虫草，本

研究中虫草的无性分离物即为蛹虫草的无性型。蛹虫

草之间的 ITS 序列差异不大，菌株 E141327 与

W141904、E141315、JD、M150613 之间的遗传距离

为 0.004，另外菌株 JD 作为商业栽培种与野外采集种

W141434、W141451、W141432、W141458、E142054
以及 E141327 之间的距离都为 0，与吉林采集的野生

菌种 W141451、W141449、W141433、W141456、
W141457、W141432、W141436、E141314 的遗传距

离为 0.02，与四川采集的野生菌种 W1411904 的遗传

距离为 0.04，说明蛹虫草遗传距离与地域差异之间存

在一定的关系，进一步研究蛹虫草遗传多样性与地域

差异之间关系，需要更为广泛的实验材料。蛹虫草与

虫草属的高雄山虫草、蝉花、古尼虫草以及冬虫夏草

以置信度值 99%被分开，与其遗传距离分别为 0.127、
0.123、0.222 和 0.235，蛹虫草在遗传距离上与高雄山

虫草、蝉花和冬虫草夏草相比较遗传距离最远的是冬

虫夏草。 

2.3  ERIC-PCR 指纹图谱分析 

 
图3 蛹虫草分离菌株ERIC-PCR扩增产物的电泳图谱 

Fig.3 Electrophoresis pattern of ERIC-PCR products of 

Cordyceps militaris isolates 

 
图4 ERIC-PCR聚类图 

Fig.4 Dendrogram of Cordyceps militaris test isolates based on 

ERIC-PCR data 

从图 3 可知，ERIC-PCR 产物大小 0.15~1.5 kb，
各菌株扩增条带数为 5~12 条，平均每个菌株扩增 8
条带。从图谱分析，蛹虫草条带特征丰富，表明蛹虫
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草具有丰富的遗传多样性，菌种采自吉林地区的

W141437、W141432 和 W141436 具有相似的带型，

采自吉林的 W141449 与吉林地区的 W141437、
W141432、W141436 在 1.3 kb 和 1.8 kb 的位置上具有

两条特征带，分别采集自湖北的 W142054 和采集自四

川的 W141904 地域上虽不是同一地区，但二者分别在

8.6 kb、6.6 kb、3.1 bp 和 2.1 kb 处都具有相似的带型

出现，与采集自安徽的 M150613 相比，只在 5.0 kb
处少一条带。 

从图 4 可以看出相似系数在 0.8 水平上，

ERIC-PCR 可以将蛹虫草 19 个菌株分为 3 组，

W141449 为一组，第二组：W141434、W141456 和

JD；第三组：W141437、W141432、W141436、I140012、
W141451、W141904、W141457、E141314、E142054、
E141327、M150613、W141458、W141433、E141313
和 E141315。相似系数在 0.9 水平上 19 株蛹虫草菌种

可以分为 8 组。可见蛹虫草的无性型菌株的遗传基础

较宽，并显示出较丰富的遗传多样性。 

2.4  虫草素测定及分析 

 
图5 菌丝体（a）和发酵液（b）HPLC分析图谱 

Fig.5 HPLC chromatograms of mycelium (a) and fermentation 

broth (b) 

注：1 表示尿苷 Uridine；2 表示鸟苷 Guanosine；3 表示腺

苷 Adenosine；4 表示虫草素 Cordycepin。 

从图 5 可知，菌丝体的核苷成分比发酵液的成分

复杂，发酵液核苷成分单一，但其中虫草素的含量远

高于菌丝体。 
从表 2 可知，所有的蛹虫草菌株的发酵液中均含

有虫草素，菌株发酵液虫草素含量最高的是含量最低

的 119 倍，在吉林左家采集到的菌种较多，但同时发

酵液中含虫草素的含量差异很大；吉林左家采集的蛹

虫草菌种与四川海螺沟、湖北神农架、安徽天堂寨采

集到的蛹虫草菌种在发酵液虫草素含量的比较上看，

不能说明那个省份采集到的菌种一定比另外某个省份

采集到的菌种性状优良。也进一步说明采集到的蛹虫

草菌种具有丰富的种内多样性，其中分离自吉林左家

自然保护区的菌株E141313发酵液的虫草素含量达到

126.33 mg/L 为现有的蛹虫草生产菌株 119 倍，具有很

好开发应用前景。 
表2 菌株发酵液中虫草素含量比较 

Table 2 Comparison of the yields of cordycepin in the 

fermentation broth of each strain 

编号 发酵液虫草素产量/(mg/L) 

W141449 7.75 

W141434 3.08 

I140012 1.67 

W141458 34.41 

E141313 126.33 

W141433 4.27 
W141451 56.08 
E141314 52.05 

W141456 109.33 

JD 1.06 

E141327 14.97 

W141904 90.97 

W141457 51.33 
W141436 23.40 
E141315 15.27 

W141432 60.29 

W141437 34.44 

E142054 47.08 

M150613 48.34 

3  结论 

3.1  本文运用ITS序列对供试菌株进行系统发育分析，

将供试菌株聚成 5 组，聚成同一组的虫草菌株 ITS 序

列与蛹虫草同源性非常高，为 99%，从分子水平鉴定

了采集的虫草菌株为蛹虫草。ITS 区的碱基变异为区

分虫草属的不同种提供了充分的信息，但是种内菌株

的同源性很高，往往只是在少数几个位点上发生了变

异，这与之前唐传红等利用 rDNA ITS 序列发现蛹虫
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草具有很小遗传分化的结果一致[13]。所以要对蛹虫草

种内多样性分析还需要借助更精确的分子标记技术进

行研究。 
3.2  ERIC-PCR 被广泛应用于细菌分型、流行病学调

查和分子微生态学研究[8,9]。陈迎春等以大肠杆菌

MG1655 为研究对象对 ERIC-PCR 产物形成规律进行

研究，认为如果细菌基因组中含有 ERIC 序列，那么

ERIC-PCR 的扩增产物通常一端含有 ERIC 序列，而

另一端则是随机匹配；如果细菌基因组中不存在ERIC
序列，ERIC-PCR 就成为一种较特殊的随机扩增[14]。

因此可产生具有较高重复性和一定特异性的指纹图谱。

从而认为 ERIC-PCR 是一种半随机性质的 PCR。本文

对蛹虫草 ERIC-PCR 研究表明，相似系数在 0.9 水平

上 19 株蛹虫草菌种可以分为 8 组。这与唐传红等利用

ERIC-PCR 对虫草分型的结果类似：相似系数在 0.8
水平可以将 19 个蛹虫草菌株分为 8 组。ERIC-PCR 的

方法在虫草的无性分离物遗传多样性研究中可以有效

的将供试的虫草菌株分开，而且由于实施这一试验只

需一对引物，且稳定性好，因此可以用于相关真菌的

遗传多样性研究。 
3.3  从虫草素检测结果看，虫草无性分离物的发酵液

中均含有虫草素，结合 ERIC-PCR 分型，相似系数在

1 的两组中，W141437、W141432、W141436 和 I140012
这四个采自吉林地区的菌株中除 I140012 发酵液中虫

草素含量（1.67 mg/L）较低外，其余三株虫草发酵液

虫草素含量相近平均为 39.37 mg/L；另外一组

W141451、E141314、E141327、E142054、W141904
和 W141457 中，W141904 采自四川地区含量较高

(90.97 mg/L)，而采自吉林地区的 E141327 较低（14.97 
mg/L），其他四株发酵液虫草素含量均相近，平均为

51.63 mg/L。发酵液虫草素含量最高的 E141313 达到

126.33 mg/L，与发酵液虫草素含量次高的 W141456 
15.27 mg/L 两株均采集自吉林左家自然保护区，但二

者在ERIC-PCR分型上差异较大。分离株从ERIC-PCR
分型和在相同条件下产虫草素含量差异可以看出蛹虫

草种内的多样性。另外，筛选出采集自吉林地区的

E141313 虫草素含量 126.33 mg/L 是现有生产菌株 JD
的 119 倍，为后续开发高产虫草素发酵生产或是栽培

提供了优良的菌种资源。 
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