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摘要： 为研究 EF-1a 基因在毛壳菌（Chaetomium Kunze）属内种间的鉴别能力，采用 23 株毛壳菌进行 EF-1a 基因序

列分析。 通过碱基变异结果分析可发现 23 株毛壳菌的 EF-1a 基因体现出较大的变异性，通过邻近法构建 EF-1a 基
因的系统发育树，23 株毛壳菌被划分在 8 个分枝上，分别归属于 7 个不同的种。 EF-1a 基因不仅可以用来区分毛壳
菌属的一些形态差异较大的种，如粪生毛壳（C. funicola），大果毛壳（C. megalocarpum）、球毛壳（C. globosum）和马德

拉斯毛壳 （C. madrasense），还可以用来区分一些形态上非常相似的种 ，如 ：印度毛壳 （C. indicum）、粪生毛壳 （C.
funicola）和（C. erectum）、球毛壳（C. globosum）和近缘毛壳（C. subaffine）类群。同时，对一些通过形态特征不能确定的
种也可以进行初步鉴定。 因此，EF-1a 基因可用于毛壳菌属内不同种的鉴定。
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Evolutionary analysis of Tibetan Chaetomium based on EF-1a gene sequence
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Abstract: In order to discover identification ability of EF-1a in the genus Chaetomium Kunze, 23 strains were studied by
sequence analysis. The results showed that 23 strains of Chaetomium spp. indicated great variability in EF -1a gene.
Phylogenetic tree of EF-1a gene was constructed by neighbor-joining method. 23 strains were divided into 8 branches and

belonged to seven different species. EF -1a gene can be used not only to distinguish some species with different
morphological differences, such as C. funicola, C. megalocarpum, C. globosum, and C. madrasense, but also to distinguish
between very similar morphological species, such as C. indicum, C. funicola and C. erectum, C. globosum and C.

subaffine. Also, EF-1a gene can be used for identification of some species which could not be identified by morphological
characteristic. EF-1a gene was suitable for identification of species within Chaetomium spp..
Key words: EF-1a gene sequence; Chaetomium spp.; phylogenetic analysis
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毛壳菌属（毛壳菌，Chaetomium Kunze ）为子囊
菌门 （Ascomycota）核菌纲 （Pyrenomycetes）粪壳目
（Sordariales）毛壳菌科（Chaetomiaceae） 真菌 ，分布
在各种含纤维素的基质上， 能够产生大量的纤维素
酶［1］，具有拮抗多种微生物的作用。 1817年由 Kunze
建立了毛壳菌属。 随着人们对毛壳菌分类标准的日
趋统一，1881 年产生了第一部毛壳菌专著。 该书中
仅记录了 10个毛壳菌种。在真菌字典第 9版中记载
了 81个不同种［2］。 2008年最后由 Kirk确定为 95个
种。 陈庆涛于 1959 年对我国的毛壳菌进行首次研
究，报道了 2个新种［3］。1979年戴芳澜在中国真菌总
汇里记录了 30 个毛壳菌不同种 ［4］；孙广宇等报道了
3 个新种 ［5］；谭悠久记载了 1 个新种 ［6］；王雪薇对中
国毛壳菌科真菌进行系统研究，共报道了毛壳菌 31
个种，含 5 个中国新记录种和 2 个新种［7］；刘富江对
我国部分地区的毛壳菌资源进行研究，共发现了 14
个种，其中包括 1 个新记录种［8］。 截至目前，我国发
现并记载的毛壳菌共有 31个种。
随着分子生物学技术的发展，DNA 序列分析技

术被广泛应用于真菌分类和鉴定中。其中 rDNA-ITS
序列应用最为广泛，但其提供的遗传信息有限，而且
对亲缘关系较近的真菌物种分辨率不够高， 一些功
能基因如细胞色素氧化酶亚基Ⅰ （cytochrome
oxidase subunit Ⅰ，CO1） 和翻译延伸因子 （transla-
tionelongation factor，TEF）基因的序列在一些真菌种
类鉴定中成为更好的分子标记［9-11］。 其中，翻译延伸
因子 EF-1a基因表达调控十分保守， 其分子进化过
程与生物物种的整体进化过程一致， 可以较好地表
现种一级的关系 ［12-13］。 由于毛壳菌种群中各种之
间 rDNA-ITS 序列基因碱基变化较小，因此，在解决
毛壳菌种内的遗传关系上分辨力较弱。 笔者采用
EF-1a 基因序列对毛壳菌进行系统发育分析， 为我
国毛壳菌种内分类鉴定提供科学依据。

1 材料与方法
1.1 菌株来源
供试的 23个菌株，分属于毛壳菌属 7个不同的

种，其中 1个为不确定种，均来自西藏农牧学院植物
病理学与微生物学实验室，菌株信息见表 1。14个标
准菌株为 genbank数据库里的菌株。

1.2 PCR扩增和序列测定
DNA 的提取方法主要参考 Nakada 等 ［14］ 的方

法，并略有改进。EF-1a基因序列的 PCR引物对序列
为 ［15］ EF983：5′ -AGTTCGAGGCTGGTATCTCC-3′ ，
EF2218R：5′-CCTTGACGGAGACGTTCTT-3′，由上海
美吉生物科技有限公司合成。反应体积为 25 μL。其
中，10×PCR 缓冲液 2.5 μL，DNA 模板为 10 ng， 2.5
mmol/L dNTP2.0 μL，10 μmol/L 引物共 1.0 μL，5 u/
μL Taq 酶 0.2 μL。 反应程序：扩增 EF-1a 基因序列
的PCR 反应程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 30
s，56 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 40 s，为 1 个循环，扩增
35个循环；72 ℃最后延伸 10 min。 PCR 产物的纯化
和序列测定均由上海美吉生物科技有限公司完成。
1.3 序列分析及系统发育树的构建
将供试的 23个菌株的 EF-1a基因序列测序结果

在 GenBank 中申请接受号（表 1），利用 Blast 进行同
源序列查找，选择 14个所需的相关种的序列（表 1）。
用 Clustal X 1.8软件，对所测定的核苷酸序列进行校
排（alignment）后，用 Bioedit 软件将序列两端切割整
齐，保存为 fastal 格式，利用 DnaSP Version 5.0 软件
对供试的 23 个菌株进行 EF-1a 基因序列多态性分
析，分别统计序列间每对碱基的平均差异（Pi）、多态位
点数目（S）、单倍型数目基因型多样性（h）和核苷酸差
异的平均值（k）。用 MEGA5.0软件构建 EF-1a基因系
统进化树（选择 Achaetomium strumarium为外群）。

2 结果与分析
2.1 碱基变异分析
对供试的 23 株毛壳菌分别进行 EF-1a 基因片

段扩增，获得 590 bp 左右大小片段，用 Bioedit 软件
将序列两端切割整齐得到 534 bp大小片段。 从表 2
可以看出，供试的 23个菌株共有 86个变异位点，12
种单倍型，单倍型多样度为 0.947，核苷酸多样性指
数为 0.058 63， 核苷酸平均差异数为 30.779，23 株
毛壳菌的 EF-1a基因体现出较大的碱基变异性。
2.2 系统发育分析
从 Genbank 中选择 14 个所需的相关种的序

列，利用 MEGA4.0软件构建 EF-1a 基因系统发育进
化树（供试的 23 个菌株加黑显示），结果显示，供试
的 23个菌株被划分在 8个分枝上，各分支的支持强
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菌株编号 种 名 来 源 EF-1a 基因 Genbank 接受号

LSZ0001 粪生毛壳（C. funicola） 土壤，拉萨 KY316245
LZZ0042 粪生毛壳（C. funicola） 土壤，林芝县 KY316246
2-2-1 粪生毛壳（C. funicola） 土壤，西藏林芝 KY316252
22-3-3 粪生毛壳（C. funicola） 朽木，西藏林芝 KY316273
39-6-2 粪生毛壳（C. funicola） 土壤，墨脱 KY316282
39-2 粪生毛壳（C. funicola） 土壤，墨脱 KY316283
39-7-1 粪生毛壳（C. funicola） 土壤，墨脱 KY316284
90-10 粪生毛壳（C. funicola） 土壤，昌都 KY316290
39-7-2 球毛壳（C. globosum） 土壤，墨脱 KY316278
25-9-2 球毛壳（C. globosum） 牛粪，西藏林芝 KY316265
23-41 球毛壳（C. globosum） 树叶，西藏林芝 KY316266
24-3-2 球毛壳（C. globosum） 土壤，西藏林芝 KY316267
56-2 球毛壳（C. globosum） 土壤，拉萨 KY316287
41-4 球毛壳（C. globosum） 土壤，墨脱 KY316289
LZT0042 印度毛壳（C. indicum） 树枝，林芝县 KY316247
Z24-12 近缘毛壳（C. subaffine） 树叶，林芝县 KY316276
LZZ0012 近缘毛壳（C. subaffine） 树叶，林芝县 KY316240
Z24-13-1 马德拉斯毛壳（C. madrasense） 树叶，林芝县 KY316272
92-35 大果毛壳（C. megalocarpum） 树叶，昌都 KY316299
LZT0021 毛壳菌（Chaetomium sp.） 土壤，林芝县 KY316242
LZZ0045 毛壳菌（Chaetomium sp.） 树叶，林芝县 KY316243
Z30-4 毛壳菌（Chaetomium sp.） 土壤，林芝县 KY316271
LZT0041 毛壳菌（Chaetomium sp.） 土壤，林芝县 KY316248
CBS140.56（T） 直立毛壳（C. erectum） 欧芹，美国 KC485018
CGMCC3.12900 直立毛壳（C. erectum） 土壤，山东 KC485019
CBS159.52（Epitype） 粪生毛壳（C. funicola） 德国 KC485013
CGMCC3.12918 粪生毛壳（C. funicola） 羊粪，青海 KC485012
CBS212.74 印度毛壳（C. indicum） 草食动物粪便，肯尼亚 KC485007
CBS860.68 印度毛壳（C. indicum） 空气，德国 KC485008
CBS148.51 球毛壳（C. globosum） 储存棉花，美国 KC485028
CGMCC3.12922 球毛壳（C. globosum） 土壤，山东 KC485029
CBS315.74 马德拉斯毛壳（C. madrasense） 未知 KF001741
CBS637.91 近缘毛壳（C. subaffine） 未知 KF001727
CBS149.59 大果毛壳（C. megalocarpum） 未知 KF001738
CGMCC3.9443 大果毛壳（C. megalocarpum） 未知 KF001739
CGMCC3.3595 大果毛壳（C. megalocarpum） 未知 KF001740
CBS333.67（T） 嗜热子囊菌（Achaetomium strumarium） 土壤，印度 KC503252

表 1 供试毛壳菌（Chaetomium spp.）菌株来源及 14 个标准菌株

基因
比对长度
（bp）

变异位点数
（S）

单倍型总数
（H）

单倍型
多样度（Hd）

核苷酸多样
性度（Pi）

核苷酸平均
差异数（K）

中性
检测

中性显著
检验性

EF-1a 534 86 12 0.947 0.058 63 30.779 0.766 48 P＞0.10

表 2 EF-1a 基因在 23 株毛壳属(Chaetomium sp.)真菌中的核苷酸多样性
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39-2 Chaetomium funicola

100

CBS 159.52（Epitype） Chaetomium funicola
CGMCC 3.12918 Chaetomium funicola
39-7-1 Chaetomium funicola
LZZ0042 Chaetomium funicola
LSZ0001 Chaetomium funicola
39-6-2 Chaetomium funicola
90-10 Chaetomium funicola
22-3-3 Chaetomium funicola

98
CBS 860.68 Chaetomium indicum
CBS 212.74 Chaetomium indicum
LZT0042 Chaetomium indicum
LZT0041 Chaetomium sp.

87

67
99
64

99

97

CGMCC 3.12900 Chaetomium erectum
CBS 140.56（T） Chaetomium erectum
LZT0021 Chaetomium sp.

2-2-1 Chaetomium funicola
Z30-4 Chaetomium sp.
LZZ0045 Chaetomium sp.

CGMCC 3.3595 Chaetomium megalocarpum
100

93 99
97

95
100

58

100

75

0.01

CBS 149.59 Chaetomium megalocarpum
CGMCC 3.9443 Chaetomium megalocarpum
92-35 Chaetomium megalocarpum

LZZ0012 Chaetomium subaffine
CBS 637.91 Chaetomium subaffine

Z24-12 Chaetomium subaffine
Z24-13-1 Chaetomium madrasense
CBS 315.74 Chaetomium madrasense

41-4 Chaetomium globosum
24-3-2 Chaetomium globosum
23-41 Chaetomium globosum
25-9-2 Chaetomium globosum
39-7-2 Chaetomium globosum
56-2 Chaetomium globosum
CBS 148.51 Chaetomium globosum
CGMCC 3.12922 Chaetomium globosum

CBS 333.67（T） Achaetomium strumarium

图中编号加黑者为供试的 23 个菌株；示分支处数值为自举值。 尺标为每个核苷酸位点上的 0.01 替换值

图 1 基于 EF-1a 基因序列构建的系统发育树

度均达 64%以上（图 1）。 其中，10 个菌株在 99%相
似水平上与粪生毛壳（C. funicola）聚在一起，分别划
分在 2 个分枝上；2 个菌株在 98%相似水平上与印
度毛壳 （C. indicum） 聚在一个分枝上；1 个菌株在
99%相似水平上与直立毛壳（C. erectum）聚在一个
分枝上；1 个菌株在 100%相似水平上与大果毛壳
（C. megalocarpum） 聚在一个分枝上 ；2 个菌株在
99%相似水平上与与近缘毛壳（C. subaffine）聚在一
个分枝上；1 个菌株在 100%相似水平上与马德拉斯
毛壳（C. madrasense）聚在一个分枝上；6 个菌株在

100%相似水平上与球毛壳（C. globosum）聚在一个
分枝上；形态上未定种的菌株 LZT0041 与印度毛壳
（C. indicum）聚在一个分枝上，形态上未定种的菌株
LZT0021 与直立毛壳（C. erectum）聚在一个分枝上，
形态上未定种的菌株 Z30-4和 LZZ0045与粪生毛壳
（C. funicola） 聚在一起，23 个菌株通过 EF-1a 基因
构建的系统发育树彼此可以很好地分开。

3 结论与讨论
毛壳菌种的形态鉴定主要以子囊果、 子囊孢子
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和子囊果壁表观结构等特征为基础， 子囊果附属丝
的形态作为辅助性状， 但通过传统方法很难鉴定一
些形态特征极为相似的种，如印度毛壳（C. indicum）
和粪生毛壳（C. funicola）类群，球毛壳（C. globosum）
和近缘毛壳（C. subaffine）类群，必须结合分子生物
学方法才能进行准确鉴定。
本文通过 EF-1a 基因对来源于西藏的 23 个菌

株进行 EF-1a基因核酸多样性和分子进化分析。 从
碱基变异分析的各项指标可以看出，23 株毛壳菌的
EF-1a 基因核酸变异较大， 适合于毛壳菌种内的分
析。 从系统发育树上可以看出，EF-1a不仅可以用来
区分毛壳菌属的一些形态差异较大的种， 如粪生毛
壳（C. funicola）、大果毛壳（C. megalocarpum）、球毛
壳（C. globosum）、马德拉斯毛壳（C. madrasense），还
可以区分一些形态上非常相似的毛壳菌种， 如印度
毛壳（C. indicum）、粪生毛壳（C. funicola）、直立毛壳
（C. erectum）、球毛壳（C. globosum）和近缘毛壳（C.
subaffine）类群。 同时，对一些通过形态特征不能确
定的种也可以进行初步鉴定， 比较适合于毛壳菌属
内种间的鉴定。
目前，EF-1a 基因序列已在真菌分类中广泛应

用， 一些研究表明 EF-1a基因序列在镰刀菌种的水
平上信息丰富，是鉴定镰刀菌的理想基因，可提高鉴
定的准确性［16-17］。同时，也可提高小新壳梭孢菌和毛
壳菌科真菌鉴定的准确性 ［18-19］。 笔者通过 EF-1a 基
因对西藏毛壳菌的研究发现， 该基因同样适用于毛
壳菌种的鉴定，对毛壳菌属内不同种的分辨力较强。
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