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摘要：【目的】了解中国主栽银耳配对香灰菌的分类地位及遗传多样性，为香灰菌资源利用和育种提供分子

生物学依据。【方法】采用 18S-28S rDNA 间隔区(ITS4/ITS5) 的 PCR 扩增和内部简单重复序列多态性(ISSR) 分

子标记，对中国主栽银耳配对香灰菌的遗传多样性进行分析。【结果】16 株供试菌株 ITS 序列分析表明,供试菌

株与 Annulohypoxylon stygium 关系最为接近，同源性高达 99%。从 70 个 ISSR 引物中筛选出了 11 个多态性好     

的引物，共获得 62 条 ISSR 标记。以相关系数 0.7 为阈值，将 16 株菌划为 5 个遗传组，菌株间遗传差异较大，

遗传多样性较高。【结论】中国主栽银耳地区的香灰菌遗传资源较为丰富，这为利用香灰菌资源选育新品种提供了

可能。 
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Abstract: 【Objective】 The aim of this paper is to study the classification and genetic diversity of Xianghui and to provide 
biological information on utilization and breeding of Xianghui. 【Method】 The phylogeny of 16 strains of Xianghui, which were 
collected from different provinces and paired with cultivated Tremella, was determined by ITS sequences analysis. Furthermore, the 
genetic diversity of these strains was analyzed by inter-simple sequence repeat (ISSR). 【Result】 The ITS sequences of the 16 strains 
were analyzed and the phylogenic tree was constructed, and the results revealed that the homology between Xianghui and 
Annulohypoxylon stygium was 99%. Among the 70 ISSR primers, 11 with high polymorphism were selected and a total of 62 ISSR 
markers were obtained. At 0.7 similarity distance, cluster analysis revealed the existence of five distinct genetic groups. 
【Conclusion】 The 16 strains of Annulohypoxylon spp. investigated showed low genetic similarity and genetic variations at DNA 
level significantly.   
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0  引言 

【研究意义】银耳（Tremella fuciformis Berk.）为

中国著名传统食药兼用真菌，中医认为，银耳具有补

肾、润肺、生津、止咳之功效，现代医学证实银耳能

提高人体免疫能力[1-2]。与大多数生产栽培的食用菌种

类不同，银耳生活史的完成必须有伴生菌香灰菌的协

同作用[3]，香灰菌的活力与银耳产量直接相关，但生

产中银耳与香灰菌的严格配对关系及香灰菌分类地位

的不确定，为银耳新品种选育带来了巨大障碍[4]，探

析香灰菌的遗传差异，明确香灰菌的分类地位，对保

障银耳产业的健康发展具有重要意义。【前人研究进
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展】杨新美提出，香灰菌是绿粘帚霉，其有性世代为

碳团菌属的一种（Hypoxylon sp.），随后，认为其为

碳团菌属 Hypoxylon 的无性阶段，学名初步鉴定为

Gliocladium virens[5]；臧穆将其发现的与银耳共同生长

的香灰菌新种定名为香灰拟锁担菌（Filobasidiella 
xianghuijun Zang）[6]，但也有人认为香灰菌可能不是

单一的物种，可能隶属于碳团属和碳豆属，有 3—4
种，其中一种经鉴定初步认为是阿尔碳团（Hypoxylon 
archeri）[7]。谢宝贵等通过对 1 株香灰菌 ITS 序列分

析，认为在 DNA 水平上，该香灰菌与 Hypoxylon 
stygium 很相似[8]。目前有关香灰菌的研究较少，仅限

于不同菌株生长特性差异研究[9-10]、培养性状的观察、

对银耳生长的影响[11]及香灰菌黑色素方面[12-13]等，在

香灰菌分类地位、遗传多样性及种质资源方面存在较

多的争议和研究空白。【本研究切入点】香灰菌的分

类地位是其中悬而未决的问题之一。由于香灰菌菌丝

体结构相对简单，一直未能确定其有性阶段，传统分

类研究受到了较多的局限，利用分子标记技术进行  
香灰菌的分类研究重要性凸显。【拟解决的关键问  
题】利用 ITS 序列分析和 ISSR 技术，分析香灰菌的

系统发育，并进行遗传多样性分析，以期为香灰菌与

银耳的相互作用机理、银耳及香灰菌品种选育等提供

依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

收集了中国不同地区主栽银耳的配对香灰菌 16
株，供试菌株的编号、来源等见表 1。 

 
表 1  供试香灰菌株 

Table 1  Strains of Xianghui tested in this study 

菌株编号  
Strain code 

菌株  
Strain 

来源  
Origin 

1 wsw07-1 四川省农业科学院土壤肥料研究所 Soil and Fertilizer Institute, Sichuan Academy of Agricultural Sciences

2 xhnj03 四川省南江县 Nanjiang County, Sichuan Province  

3 xhtj524 四川省农业科学院土壤肥料研究所 Soil and Fertilizer Institute, Sichuan Academy of Agricultural Sciences

4 101 香灰 101 Xianghui 四川省通江县涪阳 Fuyang, Tongjiang County, Sichuan Province  

5 1-2 香灰 1-2 Xianghui 通江银耳科学研究所 Institute of Tremella, Tongjiang Academy  

6 3#香灰 3# Xianghui 通江银耳科学研究所 Institute of Tremella, Tongjiang Academy  

7 Hp-Sp001 福建农林大学 Fujian Agriculture and Forestry University  

8 银环香灰 Yinhuan Xianghui 通江银耳科学研究所 Institute of Tremella, Tongjiang Academy  

9 05/08 Xianghui 武汉新宇食用菌研究所 Institute of Edible Fungi of Wuhan Xinyu  

10 88 Xianghui 福建 Fujian Province  

11 9901 福建三明真菌研究所 Institute of Fungi of Fujian Sanming  

12 Henan Xianghui 河南泌阳真菌研究所 Institute of Edible Fungi of Henan Biyang  

13 2007 通江 2007 Tongjiang 四川通江栽培银耳配对香灰 Tongjiang, Sichuan, cultivated strains  

14 23 香灰 23 Xianghui 福建省古田县 Gutian County, Fujian Province  

15 玉林 03 Yulin 03 华中农业大学 Huazhong Agricultural University  

16 T29 福建古田 Gutian County, Fujian Province 

 
1.2  试剂 

本试验所用 Taq DNA 聚合酶、dNTPs 购自立陶宛

的 MBI Fermentas 公司，ISSR 引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成。其它试剂购自成都市长征

化学试剂公司。 
1.3  香灰菌的培养与菌丝体收集 

香灰菌斜面菌种接入含 25 mL 马铃薯蔗糖液体培

养基（土豆 20%，蔗糖 2%，水 1 000 mL）的三角瓶

中，25℃培养 10 d。将培养好的菌丝体用无菌滤纸吸

干水分，-20℃保存备用。  
1.4  DNA 提取 

菌丝体 DNA 的提取参照 CTAB 法[14]进行，略作

改进。取 50 mg 菌丝，加入液氮研磨成粉末状，加入

600 µL CTAB 抽提液（2% CTAB，100 mmol Tris-HCl 
（pH 8.0），20 mmol EDTA，1.4 mol NaCl，pH 8.0，
2% β-巯基乙醇）中，65℃温浴 1 h。在抽提液中加入
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650 µL 氯仿-异戊醇（24﹕1），混匀后离心取上清，

同法再抽提 1 遍。在上清中加入 1 mL CTAB 沉淀液

[1% CTAB，50 mmol Tris-HCl（pH 8.0），10 mmol 
EDTA]，室温沉淀 30 min，12 000 r/min 离心 4 min，
倒上清，将沉淀溶于 400 µL 高盐  TE[10 mmol 
Tris-HCl（pH 8.0），0.1 mmol EDTA，1 mol NaCl]，
37℃30 min 溶解。加入两倍体积-20℃无水乙醇在

-20℃沉淀 2 h，12 000 r/min 离心 5 min，风干后加入

80 µL TE。取 4 µL DNA 在 1.5% 琼脂糖凝胶上电泳，

剩余 DNA-20℃保存备用。 
1.5  ITS 分析 

以 ITS 通用引物 ITS4/ITS5 对 16 株香灰菌进行

PCR 分析。ITS4：5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′，
ITS5：5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3′。扩

增反应体系为 30 µL 反应液，dNTPs 0.3 mmol·L-1，Ex 
Taq DNA 聚合酶 1 U，模板 DNA 40 ng，3 µL 10×
Buffer[200 mmol·L-1 Tris-HCl；100 mmol·L-1 (NH4)2SO4；

200 mmol·L-1KCl；15 mmol·L-1 MgCl2]，ITS4/ITS5 引
物 0.2 µmol·L-1。反应程序为：94℃ 5 min，然后      
94℃30 s，54℃45 s，72℃ 1min，35 个循环，最后

72℃下延伸 6 min。扩增产物 1.5%琼脂糖凝胶中电泳，

委托 Invitrogen 公司对 ITS PCR 产物直接测序，应用

MEGA4.0 软件进行序列分析。 
1.6  ISSR-PCR 

扩增反应体系为 20 µL 反应液，dNTPs 0.2 
mmol·L-1，Primer 0.2 µmol·L-1，Ex Taq DNA 聚合酶 1 
U ，模板 DNA 40 ng ， 2 µL 10 ×  Buffer[200 
mmol·L-1Tris-HCl ； 100 mmol·L-1 (NH4)2SO4 ； 200 
mmol·L-1 KCl；15 mmol·L-1 MgCl2]。从 70 个 ISSR 引

物中，共筛选出多态性好、扩增条带清晰的引物 11
个（表 2）。反应程序为：94℃ 预变性 5 min，然后

94℃30 s，相应退火温度 45 s，72℃ 1.5 min，35 个
循环，最后 72℃下延伸 6 min。扩增产物 1.5%琼脂糖

凝胶中电泳。 
1.7  数据分析 

系统发育树状图用 MEGA 4.0 分析软件，用 NJ 
法构建；对电泳谱带进行记录，在相同位置出现条带

的记为 1，无条带的记为 0，构建初始数据矩阵，用

NTSYSpc 2.1 专业版软件用平均连锁法 UPGMA 进
行聚类分析，得出聚类图谱。 

2  结果 

2.1  ITS 序列同源性分析及系统发育树的建立 

表 2  筛选出的 11 个 ISSR 引物及其退火温度 
Table 2  The 11 selected ISSR primers and their annealing 

temperature 
引物编号 
Primer No. 

序列(5'-3')   
Sequence (5'-3') 

退火温度(℃) 
Annealing temperature

UBC817 (CA)8A 52 

UBC818 (CA)8G 54 

UBC827 (AC)8G 54 

UBC830 (TG)8G 54 

UBC831 (ACC)6 62 

UBC832 (AGC)6 62 

UBC835 (CCG)6 75 

UBC837 (GGC)6 75 

UBC851 GGGT(GGGGT)2G 62 

UBC864 (CAC)4GC 46 

UBC865 (AG)8CC 52 

 
供试菌株的 ITS 测序结果显示，序列长度为 880

—891 bp 不等，所得 16 个菌株的序列都已提交

GenBank，获得注册号分别为 FJ848850—FJ848865。
应用 MEGA4.0 软件对 ITS 序列进行比对分析。结果

表明，16 株菌序列差异很小，中间 876 bp 相同，仅序

列首尾有较小变化，说明从 ITS 水平 16 株菌可视为

一个种。从 16 株菌中选出 XH1 作为代表，与 GenBank
数据库中获取相应菌株的 ITS 序列进行比较，以确定

香灰菌的系统发育地位。用 MEGA4.0 构建系统发育

树（图 1）。从图 1 可看出，香灰菌与 Annulohypoxylon 
stygium（EU272517）遗传距离最近，相似性达 99%。 
2.2  ISSR 聚类分析 

从 70 个引物中筛选出 11 条引物，可扩增出清晰

且多态性好的 62 条 ISSR 标记，扩增后标记出的

DNA 片段的分子量大小变化范围为 250—2 000 bp，
其中 27 号引物对 16 株香灰菌的扩增结果如图 2 所
示。ISSR 聚类分析结果显示，16 株香灰菌的相似系

数在 0.62—0.89 范围内，未发现遗传背景完全相同的

菌株。在遗传相似系数 0.7 处，可将 16 株香灰菌分

为 5 个 ISSR 遗传组（图 3）。其中 A 组由 7 个菌

株构成，包括四川主栽银耳的配对香灰菌株 wsw07-1 
香灰、xhnj03、xhtj524、101 香灰、2007 通江等，从

图 3 可以得出它们的遗传相似系数为 0.74；B、C、E 组
均由 2 个菌株构成，B 组中的 Hp-Sp001、T29 均来

自福建，它们的相似系数为 0.74；C 组的 88、9901
均来自福建，相似系数为 0.71；E 组的 23 香灰和玉

林 03 相似程度最大，相似系数达 0.89；D 组由 3 个 
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图 1  以 ITS 序列为基础的系统发育树状图 

Fig. 1  The phylogenetic tree based on ITS sequences 

 

 
 
M: DL2000; 1—16 号泳道: 1—16 号菌株   
M: DL2000; lanes 1-16: strains No.1 to No.16 

 

图 2  引物 27 号扩增供试香灰菌的 ISSR 指纹图谱 

Fig. 2  ISSR fingerprinting profiles of Annulohypoxylon spp. 

strains amplified with primer 27 

菌株构成，包括 1-2 香灰、3#香灰及银环，它们均来

自四川通江银耳科学研究所。 

3  讨论 

1954 年以来，有关香灰菌的分类地位一直未有定

论，分子生物学技术的发展为真菌的分类鉴定开辟了

新的途径。rDNA 的内转录间隔区 ITS1和 ITS2作为非

编码区，承受的选择压力较小，相对变化较大，在绝

大多数的真核生物中表现出了极为广泛的序列多态

性，基本上表现为种内相对一致，种间差异比较明显。

这种特点使 ITS 适合于真菌物种的分子鉴定以及属

 

 

 

图 3  16 株香灰菌株的 ISSR 遗传分析聚类图 

Fig. 3  Dendrogram of cluster among 16 Annulohypoxylon spp. strains based on ISSR analysis 
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内物种间或种内差异较明显的菌群间的系统发育关

系分析，已被广泛应用于真菌的系统发育研究[15-16]。 
本研究结果表明，16 株香灰菌通过 MEGA4.0 软

件进行序列的对齐（aligment），构建系统发育树，显

示 16 株菌 ITS 具有很高的同源性，其中 876 bp 相同，

仅首尾几个碱基有差异，可以认为属于种内不同菌株

间的正常差异范围，在 ITS 水平上，基本可判定所有

供试菌株为同一个种。这表明中国当前银耳生产中所

采用的香灰菌大多属于同一个生物种。这与黄年来曾

提出，香灰菌可能不是单一的物种，有 3—4 种的观点

是不一致的。由于本研究采用的供试菌株为生产中  
主栽银耳的配对香灰菌菌株，所以野生香灰菌菌株  
是否与当前主栽菌株存在“种”的差异，香灰菌是否

存在 1 个以上的种，需要扩大供试菌株的范围，才能

确定。 
通过 ITS 序列聚类分析，供试的 16 个菌株与

GenBank 序列比对的结果表明，供试香灰菌菌株与

Annulohypoxylon stygium 遗传距离最近，相似度高达

99%，基本可以判定为同一种。根据 Hsieh 等研究结

果，认为 Annulohypoxylon stygium 即为 Hypoxylon 
stygium[17]。本项研究结果支持谢宝贵认为香灰菌与

Hypoxylon stygium 很相似的观点[8]。 
中国银耳生产长期沿用“同穴的银耳和香灰才能

配对”的制种模式[7]。这种模式对银耳育种工作造成

了一定的困扰，一方面构建的银耳杂交菌株，因缺乏

适宜的香灰菌与之配对而不能用于生产，另一方面优

良香灰菌也常因找不到配对的银耳而失去应用价值。

研究中，因银耳与香灰菌的配对机理不清，育种工作

中配对常是盲目的，效率低，工作量大。中国银耳产

区目前均出现不同程度的银耳、香灰菌老化、退化现

象，对银耳产量造成明显影响，就与此研究的不足有

一定的直接联系。 
笔者推测，一些香灰菌不能与银耳配对出耳，可

能是不同来源的香灰菌本身存在一定的特异性，这种

特异性包括酶系的特异性、代谢产物的特异性和遗传

的特异性等诸多方面。而遗传的特异性是需要关注的

重要内容之一，从分子水平分析不同来源的香灰菌遗

传差异，对促进配对机理研究具有积极的意义。 
ISSR 标记技术是利用真核生物基因组内广泛存

在的简单重复序列，设计单一的简单重复序列作为引

物对基因组 DNA 进行扩增的方法，是一种简便易行

且能更好揭示多态性的分子标记[18]。近几年该技术已

受到生物学家的高度重视，并在黑木耳[19]、小菊[20]、

青麻[21]、烟草[22]、大麦[23]、黄麻[24]、油菜[25]等多种生

物遗传多样性分析中成功应用。 
本研究利用 ISSR 首次对中国香灰菌资源进行遗

传多样性分析。结果表明，中国主栽银耳配对的香灰

菌显示了较高的遗传多样性，未发现遗传相似性 100%
的菌株，最高相似性 89%。同时，供试菌株显示了在

地理分布上的特异性，在遗传相似系数 0.7 处，可将

供试菌株分为 5 个 ISSR 遗传组，从福建银耳产区收

集的以袋料银耳栽培为主的菌株，全部集中在 B、C、
E 组。四川通江银耳产区，以椴木栽培为主的菌株主

要分布在 A 和 D 组。表明同一区域内的菌株遗传相似

程度高于不同区域来源的香灰菌。笔者在研究中发现，

供试的香灰菌与银耳交叉配对，均不能形成子实体。

推测遗传差异导致基因表达的差异，这种差异导致酶

系的差异和代谢产物的差异，最终限制了配对银耳的

选择。在进一步的工作中，对银耳菌株的遗传差异进

行分析，将有助于配对机理的研究。 

4  结论 

本研究采用分子生物学方法，确定中国主栽银耳

的配对香灰菌均为同一个种即 Annulohypoxylon 
stygium。研究结果显示，供试菌株存在丰富的遗传多

样性，菌株间遗传分化明显。同时供试菌株也具有地

理分布的特异性，不同产区的香灰菌分别聚为不同的

ISSR 遗传组。推测香灰菌的遗传差异与银耳配对能

力具有一定的相关性。 
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