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摘要：通过对 "# 株粉拟青霉（!"#$%&’()$#* +",%-’*.*）+,-* . )/ ’- . +,-"（ 0123）区域序列测定，确定了粉拟青霉 +,-

序列，而韩国学者测定的粉拟青霉 +,- 序列应为细脚拟青霉（!/ 0#-.%1#*）的序列。序列比较发现，韩国 " 株未定名

的拟青霉（!"#$%&’()$#* 455/）菌株（6377&#"*8、6377&#""*）应为粉拟青霉。基于本研究构建的邻接树推断，粉拟

青霉的有性型可能是一种虫草。粉拟青霉的起源应为单源的。不同的粉拟青霉菌株的 +,- 序列具有多态性，源于

同一地区的菌株的 +,- 变异也较大。+,- 序列的证据表明，粉拟青霉菌株间的差异与地理来源及寄主均无相关性。
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! ! 粉拟青霉（!"#$%&’()$#* +",%-’*.*）是一种世界常
见的土栖性真菌，据研究，它可以侵染几乎所有目的

昆虫（-MU4>B，*8Y&）。因其广泛的寄主和广布的地
域，粉拟青霉被视为极有应用前景的生物防治的后

备菌种。

-MU4>B 等认为该种的某些重要的分类性状存
在高度变异（如：菌株具孢梗束或无）（ -MU4>B，
*8Y&；-MU4>B #0 "&/，*8’’），但 7@AO #0 "&/（*88’）
研究认为，根据对采自加拿大东部的不同菌株的研

究，不能将孢梗束的有无作为进一步划分粉拟青霉

菌株类型的依据。因此，划分菌株类型的依据可能

是寄主或是地理来源。

近年来，飞速发展的分子技术尤其是测序技术，

为研究系统发育关系提供了有效的手段。编码核糖

体 Z234 的 123 序列已被普遍用于真菌中各个分
类阶元的系统关系和遗传差异的研究，而其中的内

转录间区（ +,-）由于变异性较强，适用于通过序列
分析研究真菌的种级分类。早在 *88* 年 2M[M0 等
就发现用 +,- 序列的差异可以鉴定和区分黑白轮枝
孢（ C#,0%$%&&%.( "&5’D"0,.(）和大丽花轮枝孢（ C/
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./012/3）这两种重要的植物病原真菌（%/4/# !" #$ 5，
,66,），迄今有许多国内外学者用此区域的序列研
究真菌的种间系统发育关系和分子分类，并在种间

的亲缘关系和疑难种的确定上得到了大量有价值的

结论（7288 !" #$5，9::,；王宏凯等，9::,；(;<0211 =
>#28?/.，9::9；7/"@ !" #$5，9::9；陈永青等，9::9；章
初龙，徐同，9::9）。
对于虫生真菌来说，该方法的成功应用解决了

长期以来颇有争议的绿僵菌属（%!"#&’()(*+）的分类
难题。$#2?3# 等将 ’(), 和 ’()9 的序列作为绿僵菌
属分类的第一依据，确认了甚有疑义的白色绿僵菌

（%, #-$*+），并将原来只有各 9 个变种的黄绿绿僵
菌（%, .$#/0/(&(1!）和金龟子绿僵菌（%, #2(304$(#!）
分别划分为 A 个变种和 * 个变种（ $#2?3# !" #$5，
9:::）。此外在布氏白僵菌（5!#*/!&(# -&0262(#&"((）

不同菌株的 ’() 序列变异的研究中发现，’(), 和
’()9 区域点突变都较大，因此该种可能存在隐含种
（%3;?3@128 !" #$5，,66*）。
本研究的目的是通过 "#$%& ’(), B A5 +) B ’()9

区域（以下简称 "#$%& ’() 区）序列来考察粉拟青
霉菌株的遗传差异是与寄主相关还是与地理来源相

关，以及了解粉拟青霉的遗传的单一性。

!" 材料与方法

!# !" 菌株来源
供试 的 9: 株 粉 拟 青 霉 以 及 细 脚 拟 青 霉

（7#!8($0+98!3 "!2*(4!3）、蛹拟青霉（7, +($("#&(3）和蝉
拟青霉（7, 8(8#1#!）由安徽农业大学经济昆虫菌物
研究所分离和保存。其寄主及来源地见表 ,。

表 !" 供试的 $% 株粉拟青霉菌株和其他 & 种拟青霉的来源
(/C13 ,- ’"83D< 0E8<8 /". @3E@#/F02D E#2@2"8 EG 9: <38<3. 28E1/<38 EG 7#!8($0+98!3 .#&(203*3 /". <0#33 8F3D238 EG 7#!8($0+98!3

菌株号

’8E1/<3 DE.3
寄主

HE8<
采集地

IED/<2E"
登录号

&DD3882E" "E5

,5粉拟青霉 7#!8($0+98!3 .#&(203*3
- JKL>6M 鳞翅目幼虫 I3F2.EF<3#/ 云南 N;""/" &>O!+M6*
- JKL>66 油松毛虫 :!21&0$(+*3 "#-*$#!.0&+(3 北京 P32Q2"@ &>O!+M6A
- JKL>,:O 鳞翅目幼虫 I3F2.EF<3#/ 北京 P32Q2"@ &>O!+M6!
- JKL>**! 鳞翅目幼虫 I3F2.EF<3#/ 安徽潜山 R2/"80/"，&"0;2 &>O!+M6M
- JKL>*A: 鳞翅目幼虫 I3F2.EF<3#/ 安徽宣州 S;/"40E;，&"0;2 &>O!+M+6
- JKL>!O9 蚂蚁 >E#T2D2./3 安徽岳西 N;3U2，&"0;2 &>O!+M++
- JKL>!*: 象鼻虫 K;#D;12E"2./3 安徽岳西 N;3U2，&"0;2 &>O!+M+:
- JKL>!*M 隐翅虫 )</F021E.3/ 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M+,
- JKL>!A, 小蠹虫 )DE1V<2./3 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M+!
- JKL>!A9 蜂 HVT3"EF<3#/ 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M69
- JKL>!AA 椿象 W3"</<ET2./3 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M+9
- JKL>!A! 十眼盘瓢虫 KEDD2"3112./3 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M+M
- JKL>!M9 耳叶蝉 I3.#2./3 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M+O
- JKL>!MO 黑蚂蚁 >E#T2D2./3 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M+*
- JKL>!M6 鳞翅目幼虫 I3F2.EF<3#/ 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+MM+
- JKL>!+: 蜘蛛 &#/D0"2./ 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+MM6
- JKL>!+A 虎甲 K2D2".312./3 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M6O
- JKL>!6! 鳞翅目幼虫 I3F2.EF<3#/ 安徽天堂寨 (2/"</"@40/2，&"0;2 &>O!+M+A
- JKL>MMO 鳞翅目幼虫 I3F2.EF<3#/ 云南 N;""/" &>O!+M6,
- JKL>MM* 鳞翅目蛹 I3F2.EF<3#/ 云南 N;""/" &>O!+M6:

95细脚拟青霉 7#!8($0+98!3 "!2*(4!3

- JKL>9:6 鳞翅目蛹 I3F2.EF<3#/ 安徽霍山 H;E80/"，&"0;2 &>O!++:+

O5蛹拟青霉 7#!8($0+98!3 +($("#&(3

- JKL>9:9 鳞翅目蛹 I3F2.EF<3#/ 安徽霍山 H;E80/"，&"0;2 &>O!++:M

*5蝉拟青霉 7#!8($0+98!3 8(8#1#!

- JKL>,6, 蝉 K2D/.3/ 浙江 X03Q2/"@ &>O!++:,



!"#$$ 生 物 多 样 性 $ $ !"#$"%&’(")* +,"&-,& %% 卷

!" #$ %&’ 提取
&’() 培养基，#*+培养 , 天。刮取长在玻璃

纸上的平板培养物后采用氯化苄法提取 ’-(（朱衡
等，%..!）。
!" ($ )*%&’ +,-! . /0 1- . +,-# 区的扩增及序列
分析

扩增绿僵菌属 /0’-( 12& 区所用引物为 23"%
（*456222776(2(6626((77267584）和 (9#"（ *45
(2(26722((6227(676662584）（ 7:00;/ &) ./<，
%..!），引物由 &;/=>/ 公司合成。?7@ 反应体系（#*
!A）含有：#< * !A %B C 2;D 酶缓冲液（ &;/=>/ 公
司），E-2?（?0>FG=; 公司）各 #BB !F>H I A，J=7H# %< *
FF>H I A，引物 B< %# /=，2;D 酶 %< * K（ &;/=>/ 公司），
模板 ’-( %B /= L % !=，加 8B !A 石蜡油覆盖。扩增
反应在英国 2GMNO/G 公司生产的 ?7@ 仪上进行：
.*+ 8 FO/，% 个循环；.!+ % FO/，*#+ % FO/，,#+
# FO/，8* 个循环；最后 ,#+ %B FO/。扩增产物在
%< #P琼脂糖凝胶（含 Q9）中电泳 # N 检测。

?7@ 扩增产物用 3OR;0E2J ?7@ ?0GST ’-( ?:0O5
UOM;VO>/ &WTVGF 纯化试剂盒纯化，方法按 ?0>FG=; 公
司提供的操作步骤进行。纯化的 ?7@ 扩增产物和
25XGMV>0 的体外连接方法如下：取自制的 25XGMV>0 %
!A，纯化的 ?7@ 扩增产物 %< * !A，2! 连接酶 9:UUG0
% !A，2! 连接酶（" K I !A）B< # !A，补水至 %B !A，
%*+下温育 ! N。重组质粒的热激转化的方法参照
&;FY0>>Z &) ./<（%.".）所描述的方案进行。用灭菌
的 2OS 头挑可能含有目的 /0’-( 12& 的重组白斑单
菌落 # L 8 个，于 ! FA A9 培养基（含抗生素）中，
8,+下以 #*B 0SF 剧烈摇晃培养过夜。可能的阳性
重组质粒 ’-( 的提取采用碱裂解法，具体步骤与
&;FY0>>Z &) ./<（%.".）所描述的方案基本相同，用
?X: 酶切鉴定。每个样品选取一个含有目的片段的
克隆，由上海基康生物技术有限公司进行 ’-( 序列
测定。其方法为：质粒的纯化采用 ?Q6 纯化法；
’-( 测序采用双脱氧测序法，选用通用引物 2, 和

28 在 (91 8,BB 型测序仪上进行双向测序。
!" 2$ 数据分析

’-( 序列的排定（ ;HO=/FG/V）使用 7H:TV;H 3 程
序（2N>FST>/ &) ./<，%..! ）。以嗜热子囊菌属中的
01&’2#.(,3( ,’3().,&3( 为外群，用 -GO=NY>05[>O/O/= 方
法构建系统树。邻接树的生成和重复抽样分析

（ Y>>VTV0;S ;/;HWTOT）使用 20GGM>/ 软件包中的 20GGM>/

3。

#$ 结果与讨论

#" !$ 粉拟青霉 )*%&’ +,- 序列及其邻接树的构建
测序所得粉拟青霉 #B 个菌株的 /0’-( 12& 区

的准确序列已全部在 6G/9;/Z 中注册，其序列号见
表 %。各菌株的 /0’-( 12& 区片段总长在 !." L *B%
YS 范围，其中 12&%、*< "& 和 12&# 0’-( 的长度范围
分别为 %," L %"% YS、%*" YS 和 %\% L %\# YS。这表
明它们之间的长度变异是很小的。从 6G/9;/Z 中
查寻到虫草属所在的麦角菌科其他属的 /0’-( 12&
区的序列，包括麦角菌属（4/.%",&5(）、香柱菌属（65"7
,1/#&）、丛赤壳属（8&,)’".）、线囊座菌属（!./.-(".）、
新赤壳属（8&#,#(2#(5#’.）、6,1"-#$#)1"(、9*’"#:&-#(7
5#’. 等 , 属的 %# 个种，结合我们所测的细脚拟青霉
（;< )&-3"5&(）、蛹拟青霉（;< 2"/").’"(）和蝉拟青霉
（;< ,",.$.&）以及韩国学者登录的 % 株细脚拟青霉
（(]##!\".）、% 株粉拟青霉（(]#8,\\!）和 # 株未鉴
定到种的拟青霉（^(77!B#%.、̂ (77!B##%）的相应
序列，构建了粉拟青霉及部分其他种的邻接树（见

图 %）。该邻接树显示，这 #B 株粉拟青霉呈现高度
的序列相似性。

#" #$ 韩国学者（34*5，64 7 899）测定的粉拟青霉
)*%&’ +,- 序列的正确性
我们于 %.." 年开始对拟青霉属部分种的

/0’-( 12& 区进行克隆测序，此时在 6G/9;/Z 上未
发现有此类真菌的序列登录，韩国学者 ?;0Z 等于
#BBB 年 8 月 8B 日登录了拟青霉属部分种的 /0’-(
12& 区的序列，其中包括粉拟青霉和细脚拟青霉。
然而本研究结果和 ?;0Z 等登录的序列有一定的差
异：?;0Z 等登录的粉拟青霉（登录号 (]#8,\\!）与
他们自己测定的细脚拟青霉序列（(]##!\".）仅有
# 个碱基的差异，与本研究测定的细脚拟青霉
（(]8\""B"）比 较 也 只 相 差 * 个。图 % 显 示，
(]#8,\\!、(]8\""B" 和本研究测定的细脚拟青霉
聚为一类。因此，?;0Z 等登录的粉拟青霉序列实际
上是细脚拟青霉的序列。另一方面，?;0Z 等登录的
# 株 未 鉴 定 到 种 的 拟 青 霉（ ^(77!B#%.、
^(77!B##%）和粉拟青霉菌株 @7Q]\*\ 的 /0’-(
12& 区的序列相比分别仅缺失 % 个和 # 个碱基；
^(77!B##% 与本研究中的粉拟青霉差异最大的菌
株 @7Q]!*B 仅有 " 个碱基不同（图 #），只占其整个
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图 !" 基于粉拟青霉及其部分拟青霉种和麦角菌科部分种的 #$%&’ ()*! + ,- .* + ()*/ 区域序列构建的邻接树（分支上的数
值为自展分析支持率，其中右上方有星号的为我们测定的序列）

./01 2- & "3/04567#896/"/"0 :#33 5;<3= 6" "#$%& ’()2 > ?1 +) > ’()@ #30/6" <3A73"B3< 6C !"#$%&’()$#* <DD1 ;"= 6:43# <D3B/3< 6C
EF;G/B/D/:;B3;31 %7H53#< ;56G3 :43 5#;"B43< /"=/B;:3 566:<:#;D G;F73<1 );HDF3< I/:4 ;<:3#/<J I3#3 <3A73"B3= 5K :43 D#3<3": ;7:46#<1

’() 序列的 @1 *L。我们曾对本研究中的所有粉拟
青霉菌株进行过仔细的形态学鉴定，发现它们的形

态完全符合原描述。另外在我们对大别山进行的为

期一年的虫生真菌资源调查中还发现，粉拟青霉竟

占所采虫生真菌标本总数的@!1 M?L。鉴于这种真菌
的常见性、供试菌种形态和原描述的一致性以及它

们 "#$%& ’() 区序列的同源性，可以断定我们所研
究 的 菌 株 确 系 粉 拟 青 霉。尽 管 我 们 不 了 解

N&EE*O@2M、N&EE*O@@2 这两个韩国菌株的形态特
征，但可以推测，这 @ 株未鉴定到种的拟青霉均为粉
拟青霉。

/0 1" 粉拟青霉有性型的推测
粉拟青霉是世界上常见的虫生真菌之一，其有

性型尚无明确报道。有报道 +,%$"-%" &’./%,#* 和 +0
,1&2%."3" 的有性型分别是虫壳 4’--15%#&&" /’.)&#3%$%6

7" 和 40 ,1&2%."3"（P3:B4，2M,Q；R;/"<，2M*M），而这
两种 +,%$"-%" 皆被 );H<6" 视为粉拟青霉的异名
（);H<6"，2MQ*）。);H<6"（2MQ*）对粉拟青霉的有性
型是虫壳的推论表示怀疑，其理由有二：一是虽然这

两种虫壳的分生孢子变幅落在粉拟青霉的范围内，

但多少要大于典型的粉拟青霉菌株；二是 +,%$"-%"
和 4’--15%#&&" 之间并没有培养的证据。从邻接树分
析，所 有 @@ 株 粉 拟 青 霉（ 包 括 N&EE*O@2M、
N&EE*O@@2）和蛹虫草（ 8’-7)$#,* (%&%3"-%*）的无性
型蛹拟青霉、蝉花（80 $%$"7"#）的无性型蝉拟青霉及
高雄山虫草（80 3"9"’(’.3"."）的无性型细脚拟青
霉聚为一类，其支持率为 2OOL。除虫草属外，麦角
菌科中可查寻到 ’() 序列的 Q 个属 2@ 个种全部聚
为一类，支持率也达 Q!L。以粉拟青霉 SET.!?!
菌株为例，它与细脚拟青霉及蛹虫草的碱基差异分



!"!## 生 物 多 样 性 # # !"#$"%&’(")* +,"&-,& $$ 卷

图 !" 粉拟青霉菌株 #$% 序列比对中的多态性位点
%&’( )# *+, -./01.2-+&3 4&5,4 &6 7*8 9/&’61,654 .: ./&,"0#1*,&( 2/’"-#(3(

别是 ;<=和 !;=，而细脚拟青霉和蛹虫草的碱基差
异为 ;;=。以上分子证据说明粉拟青霉和细脚拟
青霉、蝉拟青霉及蛹拟青霉的差异实质上是属内不

同种的差异。因此就目前研究看，粉拟青霉的有性

型可能是一种虫草。

遗憾的是，我们尚未能测定出虫壳属（4#’’35"&06
0/）任何种的 62>?@ 7*8 区序列，因此，本研究也不
能排除粉拟青霉有性型是虫壳的可能性。

!& ’" 粉拟青霉的系统发育分析及 ()*+, #$% 的多
态性

就本文中所有粉拟青霉菌株的采集地看，彼此

最远的直线距离可达 ABBB 多公里（云南和韩国），
其寄主包括蛛形纲和昆虫纲的鳞翅目、鞘翅目、半翅

目、同翅目及膜翅目在内的至少 $A 种节肢动物，来
源差异很大。邻接树表明，所有 )) 株粉拟青霉都很
好地聚为一类，其支持率高达 $BB=，和其他 A 种拟
青霉处在不同的分支。因此，粉拟青霉的起源显然

是单源的。

所有粉拟青霉菌株（包括韩国的 ) 株）在62>?@
7*8 区的序列十分相似，总共在 )A 个位点发生变
异，其中有 ;C= 的突变是转换，包括 $A 个转换（$B
个 D E *，A 个 @ E F），A 个颠换（$ 个 * E F，$ 个 D E @，$
个 @ E *）和 C 个插入或缺失。这表明这些序列是在
近期才发生歧变的。在这些变异位点中，7*8$ 比
7*8) 区域更易发生突变，各有 $! 个和 " 个突变位
点；然而，;( "8 2G?@ 基因除 GDH% <I< 菌株有 $ 个

突变位点外，其他所有的粉拟青霉菌株完全保守不

变（图 )）。所涉及的 )) 株粉拟青霉的 7*8 中，有 $<
种 7*8 类型，占总数的 CA=，这表明了粉拟青霉的
7*8 的多态性。如果菌株间的 7*8 只要有一个碱基
差异就被视为不同的基因型，那么在所涉及到的 ))
个菌株中，就有 $< 个基因型。虽然本研究的供试菌
株多是经过挑选的，尽量选择地理来源和寄主各不

相同的菌株，但也还是能够说明自然界中粉拟青霉

菌株在遗传上是具多态性的。

!& -" 从 ()*+, #$% 序列分析粉拟青霉菌株间差异
和地理来源及寄主的相关性

从图 $ 中可看出，来自安徽金寨县天堂寨的 $$
株粉 拟 青 霉，有 C 种 7*8 型，其 中 GDH%<;)、
GDH%<;;、GDH%<;< 和 GDH%<CI 为同一类型的 7*8，
GDH%<;$ 和 GDH%<!C 为另一种 7*8 型，其余 ; 个菌
株为不同的 7*8 型，这反映了同一地区的粉拟青霉
种群的多样性。然而，在天堂寨采集的 GDH%<;)、
GDH%<;;、GDH%<;< 和 GDH%<CI 虽然具同一类型的
7*8，而它们的寄主却各不相同，分别是膜翅目的蜂
类、半翅目蝽象、鞘翅目瓢虫和鳞翅目的蛹，这说明

同一菌株的粉拟青霉在同一生态系中可以侵染不同

目的昆虫，而且，GDH%<;) 这一类群是该地区的优
势菌株。与此相反，来源地不同但寄主同为鳞翅目

的 I 个菌株，却有 I 种 7*8 型。以上两方面证据充
分说明，粉拟青霉菌株间的差异和寄主没有相关性。

这和我们通过 G@J> 研究得出的结论一致（黄勃
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等，.//0）。如果菌株差异和地理来源相关的话，来
自同一地区的菌株应有相同或相似的 ’()，而来自
不同地区的菌株应有不同的 ’()；距离越远，’() 变
异越大。然而，本研究的结果并非如此。从序列排

序比较看，本研究所有菌株的 ’() 最大差异为 1 个
碱基，而同为天堂寨的 2345!1! 和 2345!+/ 碱基
差异竟高达 + 个之多；相反，来自云南的 234566*、
来自安徽岳西的 2345!7. 和来自安徽天堂寨的
2345!,. 却共有一种 ’() 型，且 2345!,. 与韩国的
8&33*/.01 仅有 0 个碱基的差异。从这些证据看，
粉拟青霉菌株间差异与地理来源并不相关。这与我

们先前通过 2&9$ 研究得到的结果不一致（黄勃
等，.//0），究其原因可能是用于 2&9$ 研究的菌株
较少，代表性不强所致。在对金龟子绿僵菌小孢变

种（!"#$%&’(’)* $+’,-./’$" :;#< $+’,-./’$"）的 ’() 序
列测定中也同样发现，来自不同大陆的菌株具相同

的 ’() 序列（$#=:># "# $/<，.///）。
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