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摘    要：为了研究土生空团菌的遗传多样性，对来自中国、美国、瑞士和法国等菌株的 rDNA ITS 区进行序列分析，

利用 Popgene32 和 phylip 软件进行数据计算和聚类分析。序列分析表明土生空团菌 rDNA  ITS 区的序列长度为

422–447bp，遗传距离在 0.000–0.051 之间。居群结构和聚类分析结果表明：（1）土生空团菌有一定的遗传多样性，

且遗传差异主要来自于居群内；（2）基因流 Nm>1，遗传漂变不是导致土生空团菌居群遗传分化的主要因素；（3）

土生空团菌的遗传分化受到地理环境的影响，而与宿主来源没有明显相关性。 
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Abstract: To analysis  the genetic diversity of Cenococcum geophilum,  the  sequences of  rDNA  ITS  region were aligned 

among C. geophilum  strains  from China, USA, Switzerland and France,  the data  calculation and phylogenetic analyses 

were performed by Popgene32 and PHYLIP  softwares.  Sequence  analyses  showed  that  the  rDNA  ITS of C. geophilum 

ranged  from  422  to  447  nucleotides  in  length,  and  their  genetics  distance  were  from  0.000  to  0.051.  Population 

structure  and  phylogenetic  analysis  showed  that:  (1)  C.  geophilum  has  certain  degree  of  genetic  diversity,  and  the 

genetic variation  is mainly within populations; (2) Nm>1, and the genetic drift  is not the principal factor that results  in 

genetic  variation  of  C.  geophilum;  (3)  The  effects  of  host  origin  on  C.  geophilum  genetic  diversity  are  not  obvious, 

however, geographic environment influences genetic differentiation of C. geophilum. 
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土生空团菌 Cenococcum geophilum Fr.属子

囊菌门空团菌属（Spatafora et al. 2012）。该菌

可与松属 Pinus、云杉属 Picea、铁杉属 Tsuga、

冷杉属 Abies、黄杉属 Pseudotsuga、桦木属

Betula、虎榛子属 Ostryopsis、山毛榉 Fagus、

杨属 Populus、柳属 Salix、栎属 Quercus 和椴树

属 Tilia 等植物形成黑色的外生菌根，生境范围

非常广泛，在恶劣条件下常为优势菌根真菌

（Pigott 1982a；Shinohara et al. 1999；Tedersoo 

et al. 2010；王亭和陈立红 2012；乌仁陶格斯等

2012）。国外报道表明土生空团菌种群内存在

遗传分化（Coleman et al. 1989；LoBuglio et al. 

1991；Panccione et al. 2001）。如 Shinohara et al.

（1999）、Douhan & Rizzo（2005）和 Douhan et 

al.（2007a，2007b）利用 rDNA ITS 区 PCR‐RFLP、

甘油醛‐3‐磷酸脱氢酶（gpd）基因和核糖体 DNA

序列分析等方法研究北美和欧洲土生空团菌的

遗传多样性；Goncalves et al.（2007）采用 AFLP

方法比较葡萄牙蛇纹岩土和非蛇纹岩土上冬青

栎根际土生空团菌的多样性分布；Jany  et  al.

（2002）用 RAPD、rDNA  ITS 区的 PCR‐RFLP 及

SCAR 分子标记证明法国东北部山毛榉林中土

生空团菌种群具有丰富的遗传多样性；Wu et al.

（2005）利用 SSR 分子标记方法研究了日本次

生裸地柳树林中土生空团菌的遗传结构等。中

国有丰富土生空团菌的资源，我们以前的工作

对国内菌株的多样性进行了初步分析（Chen et 

al. 2007；王亭和陈立红2012）。本研究采用 rDNA 

ITS 序列来分析土生空团菌的多样性以及遗传

分化与地理和宿主因素的关系，为筛选菌种和

发挥其共生体最大的生态效益奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

大青山采样地点位于内蒙古呼和浩特北侧

（东经 111°65'，北纬 40°35'），贺兰山采样地

点位于内蒙古贺兰山自然保护区（东经

105°40'，北纬 38°10''），乌拉山采样地点位于

内蒙古巴盟东南部（东经 108°2'，北纬 40°9'），

菌株信息详见表 1。本研究 39 个土生空团菌

rDNA  ITS 序 列 GenBank 登 录 号 为

KC967372–KC967410，已发表序列 GenBank 登

录号见文献（Shinohara et al. 1996；Shinohara et 

al. 1999；Douhan & Rizzo 2005；Spatafora et al. 

2012；王亭和陈立红 2012）。 

1.2  基因组 DNA 的提取 

将冰箱保存的菌株转接，用 Pach 培养基在

26℃下暗培养 2 个月后，采用 CTAB 法提取基因

组 DNA。 

1.3 rDNA ITS 区域的 PCR 扩增 

用真菌 rDNA 转录间隔区（ITS）的通用引

物 ITS1（5′‐TCCGTAGGTGAACCTGCGG‐3′）和 ITS4

（5′‐TCCTCCGCTTATTGATATGC‐3′）对供试菌株

的基因组 DNA 进行了 PCR 扩增。扩增反应体系

（ 25µL）如下： 2µL  2.5mmol/L  dNTP， 1µL 

25mmol/L  MgC12，1µL  10µmol/L 引物 ITS1 和

ITS4，0.5µL 25U/L TaqTM酶，2.5µL 10×buffer，1µL 

5ng/µL 模板 DNA，17µL ddH2O。扩增条件：94℃

预变性 1min；94℃变性 0.5min，50℃退火

0.5min，72℃延伸 2min，共 30 个循环；最后

72℃延伸 10min。 

1.4  聚类分析 

由生工生物工程（上海）有限公司进行 PCR

产物测序，在 DNAMAN 软件中进行序列比对并

由人工校对。利用 PHYLIP 软件计算 Kimura′s 

two‐parameter 遗传距离并构建 UPGMA 聚类树

（Felsenstein  1993），由 TREEVIEW 出聚类树

（Page 1996）。用 Popgen32 软件计算 Nei′s 遗

传多样性指数（h）、Shannon 信息指数（I）、总

群体的基因多样性（Ht）、群体内基因多样性
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（Hs）、群体间基因多样性（Dst）、基因分化系

数（Gst）和基因流（Nm）。 

2  结果与分析 

2.1 rDNA ITS 区序列聚类分析 

对供试菌株 rDNA  ITS 区序列比对的结果显

示土生空团菌 rDNA  ITS 区长度有差异，变化在

422–447bp之间。其中 ITS1长度变化在 86–95bp

之间，5.8S rDNA 长度变化在 193–204bp 之间，

ITS2 长度变化在 139–150bp 之间。所有供试菌

株 rDNA ITS 区的遗传距离在 0.000–0.051 之间，

其中 88个菌株的遗传距离在 0.000–0.040之间。

总体而言，土生空团菌 rDNA ITS区序列是保守的。 

聚类分析由图 1 可知，94 个菌株分为 15 个

聚类组，其中每个地区的菌株都有一定的多样

性，而且聚在一起的菌株基本上都是来源于相同

的 地 区 。 所 有 美 国 菌 株 的 遗 传 距 离 在

0.000–0.040之间，其中加利福尼亚的 27 个菌株

主要在聚类组 5 和 15 中，只有菌株 2‐2‐1 在组 1

中；俄勒冈的 5 个菌株在组 4、组 6和组 15 中；

纽约州的 5个菌株都在组 2 中。中国菌株的遗传

距离在 0.000–0.051之间，其中大青山的 20 个菌

株主要在组 1 和组 14，只有菌株 YANG1 在组 5

中；贺兰山的 14 个菌株在主要组 11 和组 12，

只有菌株 3‐4 在组 14 中。法国的 5 个菌株在组

1、组 8 和组 13 中，遗传距离在 0.000–0.024之

间；瑞士的 5 个菌株在组 2、组 3、组 9 和组 10

中，遗传距离在 0.003–0.037 之间。本研究发现

也有少数不同地区的菌株聚在一起的现象，如法

国菌株 CG417、美国菌株 2‐2‐1 和MC149 与中国

菌株聚在一起（组 1），瑞士菌株 CGTAR 与美国

菌株聚在一起（组 2），加拿大菌株 R‐26 与美国

菌株聚在一起（组 4），中国菌株 YANG1 与美国

菌株聚在一起（组 5），葡萄牙菌株 619M 与中

国菌株聚在一起（组 12），还有在组 8 中法国、

荷兰和美国菌株聚在一起。 

聚类分析结果还表明土生空团菌的亲缘关

系与宿主来源没有明显相关性，来源于不同宿

主的菌株可以聚在一起。如在聚类组 1 中菌株

Spop1、Spop2、Spop3、Spop4、Spop5、Spop6、

MY、SB2、SB5、SO5、2‐2‐1 和 MC149 的宿主

分别是山杨、油松、白桦、虎榛子、蓝橡树和

花旗松；在组 2 中的美国菌株 ALB‐2、S8‐1、

HUNT8、HUNT9、HUNT‐B2、155 和 A177 的宿

主分别是毛果冷杉、白云杉、红云杉、圆叶柳、

北美大果铁杉、美洲白橡和矮小桦树；在组 11

中菌株 Spicea、1‐1、1‐2、1‐3、2‐9、2‐10、2‐13、

WL、3‐2 和 SB1 的宿主分别是云杉、山杨、油

松和白桦；在组 12 中菌株 YUN、2‐1、2‐2、2‐3、

2‐5、3‐3 和 619M 的宿主分别是云杉、山杨、

油松和冬青栎；在组 14 中菌株 Dabai、O1、O2、

O4、O5、SO1、SO4 和 3‐4 的宿主分别是白桦、

虎榛和油松。同一地区相同宿主的 C. geophilum

菌株也有遗传分化，相同宿主的菌株可在不同

的聚类组中。如美国加利福尼亚的 27 个菌株的

宿主都是蓝橡树，聚在 3 个组中。中国贺兰山

宿主为油松的菌株 3‐2、3‐3 和 3‐4 分别在组 11、

组 12 和组 14 中，宿主为云杉的菌株 1‐1、1‐2、

1‐3 和 YUN 分别在组 11 和组 12 中，宿主为山

杨的菌株 2‐1、2‐2、2‐3、2‐5、2‐9、2‐10 和 2‐13

也分别在组 11 和组 12 中，没有与大青山菌株

Spop1、Spop2、Spop3、Spop4、Spop5、Spop6、

YANG1 和乌拉山菌株 WL 聚在一起。中国大青

山宿主为白桦的 4个菌株 SB1、SB2、SB5和 Dabai

分别在组 1、组 11 和组 14 中。 

2.2  居群结构及其遗传分化 

供试菌株绝大部分来自中国、美国、法国

和瑞士，应用 Popgen32 软件对 rDNA ITS 区的分

析结果表明土生空团菌的 Nei 遗传多样性指数

和 Shannon 信息指数分别为 0.1572 和 0.2755。 
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表 1  用于本研究的土生空团菌菌株 

Table 1 Strains of Cenococcum geophilum examined in this study 

菌株编号 
Strain No. 

寄主 
Host 

来源 
Origin 

YANG1, SPOP1, SPOP2, SPOP3, SPOP4, SPOP5, SPOP6  山杨  Populus davidiana  中国，大青山  Daqing Mountain, China

O1, O2, O4, O5, SO1, SO4, SO5  虎榛子 Ostryopsis daidiana  中国，大青山  Daqing Mountain, China

MY  油松 Pinus tabulaeformis  中国，大青山  Daqing Mountain, China

SB1, SB2, SB5, Dabai  白桦 Betula platyphylla    中国，大青山  Daqing Mountain, China

SPICEA  云杉 Picea asperata  中国，大青山  Daqing Mountain, China

WL  山杨 Populus davidiana    中国，乌拉山 Wula Mountain, China 

1‐1, 1‐2, 1‐3, YUN  云杉 Picea asperata    中国，贺兰山 Helan Mountain, China

2‐1, 2‐2, 2‐3, 2‐5, 2‐9, 2‐10, 2‐13  山杨 Populus davidiana    中国，贺兰山 Helan Mountain, China

3‐2, 3‐3, 3‐4  油松 Pinus tabulaeformis    中国，贺兰山 Helan Mountain, China

CG, CG5, CG54, CG417  Unknown  法国  France 

AM1‐1  欧洲山毛榉 Fagus sylvatica  法国  France 

CGTAR  Unknown  瑞士  Tarasp, Switzerland   

CGPIL  Unknown  瑞士  Pilatus, Switzerland   

CGLESPAC  Unknown  瑞士  Les Pacots, Switzerland   

CGWEG  Unknown  瑞士  Weglosen, Switzerland 

CGMONT  Unknown  瑞士  Montricher, Switzerland 

010, 011  脂松 Pinus resinosa  美国，马萨诸塞州  Massachusetts, 
USA 

028  圆叶柳  Salix rotundifolia  美国，阿拉斯加州  Alaska, USA 

A177  矮小桦树  Betula nana  美国，阿拉斯加州  Alaska, USA 

155  美洲白橡  Quercus alba  美国，佐治亚州  Georgon, USA 

ALB‐2  毛果冷杉  Abies lasiocarpa  美国，纽约州  New York, USA 

S8‐1  白云杉  Picea glauca  美国，纽约州  New York, USA 

HUNT‐8  红云杉  Picea rubens  美国，纽约州  New York, USA 

HUNT‐9  圆叶柳  Salix rotundifolia    美国，纽约州  New York, USA 

HUNT‐B2  北美大果铁杉   

Tsuga mertensiana 

美国，纽约州  New York, USA 

1‐1‐4, 1‐1‐5, 1‐7‐7, 1‐7‐8, 1‐7‐11, 1‐16‐2, 1‐17‐2, 
1‐19‐1, 2‐2‐1, 2‐3‐1, 2‐6‐1, 2‐9‐1, 2‐10‐3, 2‐11‐1, 
2‐11‐2, 2‐13‐2, 2‐14‐4, 3‐2‐5, 3‐7‐3, 3‐8‐2, 3‐9‐2, 
3‐10‐2, 3‐10‐3, 3‐11‐1, 3‐18‐1, 3‐19‐2, 1‐5‐4 

蓝橡树  Quercus douglasii  美国，加利福尼亚州  California, 
USA 

3‐4‐II  蓝橡树  Quercus douglasii  美国，马里兰州  Maryland, USA 

I‐2, I‐3, BTREE1  白栎  Quercus garryana  美国，俄勒冈州  Oregon, USA 

349  美国白皮松  Pinus albicaulis 美国，俄勒冈州  Oregon, USA 

A145  花旗松 Pseudotsuga menziesii 美国，俄勒冈州  Oregon, USA 

MC149  花旗松 Pseudotsuga menziesii 美国，华盛顿  Washington, USA 

R‐26  北美短叶松  Pinus banksiana  加拿大，阿尔伯塔省  Alberta, Canada

619M    冬青栎  Quercus ilex  葡萄牙  Portugal 

54CG  Unknown  荷兰  Holland 

Ve‐95‐12  Unknown  Unknown 

28  Unknown  Unknown 
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图  1  土生空团菌 rDNA ITS 序列 UPGMA 聚类树      节点的数字是重复总数为 1 000 的自展支持率，只标出大于 50%

的自展支持率. 

Fig. 1 UPGMA Phylogenetic  tree based on  rDNA  ITS  sequences  from Cenococcum geophilum  strains.  The numbers  at 
branch points represent bootstrap values with 1 000 replicates. Only bootstrap values greater than 50% are shown. 
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不同地区土生空团菌居群总的基因多样度

Ht=0.1592，其中存在于居群内的基因多样度

Hs=0.1281 ， 居 群 间 的 基 因 多 样 度

Dst(Ht–Hs)=0.0311。不同地区居群间的基因分

化系数 Gst=0.1957，即有 80.43%的遗传变异存

在于居群内，19.57%的遗传变异存在于居群间。

以上结果说明土生空团菌有一定的遗传多样

性，并且遗传差异主要来自于居群内，同时，

居群间存在一定程度的分化。基因流（Nm）是

影响群体间和群体内遗传变异程度的一个重要

因素，当 Nm>1 时，基因流就能够抵制居群内

遗传漂变的作用，防止种群分化的发生；当

Nm<1 时，遗传漂变就成为居群遗传分化的主导

因素（Slatkin  et al. 1985a，1985b）。本文根据

rDNA  ITS 区序列估算的基因流为 2.0552，说明

遗传漂变不是导致土生空团菌居群遗传分化的

主要因素。 

3  讨论 

我们前面已经采用 RAPD 和 PCR‐RFLP 方法

对中国大青山分离的菌株进行鉴定，对鉴定出

的 20 个土生空团菌菌株进行多样性分析，由于

受菌株数量和采集地点的限制，没发现土生空

团菌的遗传分化与地理因素和寄主来源之间的

关联。Shinohara et al.（1999）用 rDNA ITS 区的

PCR‐RFLP 方法分析美国和欧洲菌株，只是发现

菌株的聚类和地理来源有一些相关性。所以本

文对中国大青山和贺兰山菌株 rDNA  ITS 区序列

进行分析，结合已发表的数据深入研究土生空

团菌的遗传分化与地理区域和宿主来源的关

系，分析结果显示地理环境可能是影响土生空

团菌遗传分化的重要因素。基于 rDNA  ITS 区的

聚类分析表明亲缘关系近的菌株多数来源于相

同或相邻地区。如图 1 中组 1 和组 14 中的菌株

几乎都来源于中国大青山，组 11 和组 12 中的

菌株几乎都来源于中国贺兰山。组 2 的 8 个菌

株中 7 个来源于美国，其中有 5 个纽约菌株

（ALB‐2、S8‐1、HUNT8、HUNT9 和 HUNT‐B2）、

1 个佐治亚菌株（155）、1 个阿拉斯加菌株

（A177）。组 5 中除 YANG1 外的其他菌株都来

源于美国加利福尼亚；组 15 中的菌株都来源于

美国西部加利福尼亚和俄勒冈，加利福尼亚和

俄勒冈相邻，地理环境和气象因素比较接近。

Douhan et al.（2007a）用甘油醛‐3‐磷酸脱氢酶

（gpd）基因序列分析来自北美和欧洲土生空团

菌的遗传多样性，结论是在同一聚类组中的菌

株大多数来源于相同区域，这与本研究的分析

结果相符。基于 rDNA  ITS 区的分析结果还表明

来源于同一地区的菌株也有遗传多样性。如美

国加利福尼亚菌株 1‐7‐7和 1‐7‐8来自同一采样

地点，在不同的聚类组中，它们之间的遗传距

离为 0.037；中国大青山菌株 SPOP1 和 YNAG1

也在不同的聚类组中。对土生空团菌居群结构

的分析结果与此相符，即土生空团菌有一定的

遗传多样性，并且遗传差异主要来自于居群内。

结果还显示有些来自不同地区的菌株亲缘关系

较近，这可能是由于苗木的调运将菌株携带到

不同的地方，目前对土生空团菌长距离传播的

途径还不清楚。 

本研究选用来源于 20 种宿主植物的土生

空团菌菌株，分别属于桦木科 Betulaceae 的桦

木属和虎榛子属、杨柳科 Salicaceae 的杨属和

柳属、壳斗科 Fagaceae 的栎属和山毛榉以及松

科 Pinaceae 的松属、云杉属、铁杉属、冷杉属

和黄杉属。这些植物根系分泌物和凋落物对根

际土壤的影响有差别，然而分析结果没有显示

出土生空团菌的亲缘关系与宿主来源有相关

性，来源于不同宿主菌株的亲缘关系可以比较
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近，而有些相同宿主菌株的亲缘关系却比较远

（如 1‐7‐7 和 1‐7‐8），说明土生空团菌没有明

显的宿主特异性，显示宿主植物对土生空团菌

遗传分化的影响作用很小。土生空团菌比其他

外生菌根真菌对干旱有更强的适应能力

（Coleman et al. 1989；Jany et al. 2003），Pigott

（1982a，1982b）报道土生空团菌与心叶椴 Tilia 

cordata 形成外生菌根的菌套和哈蒂氏网结构

致密，菌丝套外层细胞的细胞壁较厚，这种结

构可使菌丝体和菌根在干旱情况下存活，从而

减少干旱对宿主植物的影响。另外，由于土生

空团菌可促进宿主植物对多种必要物质的利用

（Rodriguez  et  al.  1984；Bae &  Barton  1989；

Haselwandterk & Winkelmann 2002），在长期的

自然选择过程中更多的植物会倾向与土生空团

菌建立共生关系，这可能是该菌宿主范围非常

广泛的原因。 
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