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小麦印度腥黑粉菌线粒体 !"# 提取及其 #$%& 基因

在真菌遗传发育分析中的应用

周业琴&，易建平$"，周国梁$，董 英&

（&江苏大学食品与生物工程学院 镇江 $&$%&0）（$上海出入境检验检疫局 上海 $%%&0#）

摘 要：小麦印度腥黑粉菌（!"##$%"& "’(")& N?+/;）是一种世界范围的重要检疫性有害真菌，该病原菌和近似种之间冬

孢子的形态特征极为相似，遗传关系非常相近。为了从分子水平上探讨小麦印度腥黑粉菌和近似种之间线粒体基

因序列的差异，从新鲜菌丝中提取总 1OP，经两次氯化铯密度梯度超速离心分离线粒体 1OP（>+1OP），提取的

>+1OP 纯度较高，可用于克隆、酶切分析和 QRS 扩增等分析。选取基因 P7Q（;T.J,D?J. +/?BE,DBE;+.）9 的序列，并结合

U.JV;JW 中相关种类的 P7Q9 基因 1OP 序列进行了系统发育分析。结果表明，线粒体基因 P7Q9 可用于科属水平的

分类鉴定。
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小麦印度腥黑粉菌 !"##$%"& "’(")& N?+/; 是一种

世界性的重要检疫性真菌。主要分布在印度、巴基

斯坦、伊朗、伊拉克、尼泊尔、阿富汗、巴西、墨西哥、

美国和南非等地［&，$］。长期以来小麦印度腥黑粉菌

因其检疫重要性一直是各国口岸检疫系统所关注的

有害生物［$ ( !］。该菌和近似种冬孢子之间的形态特

征非常相似，比如进境粮食类产品中常混杂的黑麦

草腥黑粉菌 !"##$%"& *&#+$,"、水稻腥 黑 粉 菌 !"##$%"&
-.,,"(& 和沙地牧草腥黑粉菌 !"##$%"& $-,-&,%&$ 等腥黑

粉病菌冬孢子，这几种病菌冬孢子的表面纹饰都是

疣状（瘤状）突起，容易误诊而造成粮食类产品的贸

易纠 纷［&，! ( ’］。应 用 光 学 显 微 镜 和 扫 描 电 镜 能 将

!"##$%"& "’(")& 与除 !"##$%"& *&#+$," 之外的其它近似种

区别开，但在区别 !"##$%"& "’(")& 与 !"##$%"& *&#+$," 方

面则有一定的局限性［3］。近年来国内外已经报道了

一系列的分子生物学检测方法［0，!，&% ( &0］，小麦印度腥

黑粉 菌 和 近 似 种 黑 麦 草 腥 黑 粉 菌 在 Y7Z（ ?J+./J;8
+/;JD*/?-.T DB;*./D）序列上只有一个碱基序列的差

异，这给病原菌的分子鉴定带来了一定的困难。由

于线粒体基因在真核生物中比较保守，且进化速度

是核基因的 # ( &% 倍［&!］，通过不同种线粒体基因序

列的同源性分析易于发现种间的亲缘关系，为分子

鉴定提供理论基础。

U.JV;JW 中腥黑粉菌的线粒体基因序列只有同

一个属的 !"##$%"& -/&#.01.,& #%%-B 的序列，黑粉菌目

有玉米瘤黑粉菌 20%"#&3. 4&/("0（1X&#""%%）>+1OP
的全序列，其和腥黑粉菌线粒体序列之间的相似性

不足 ’%[，根据线粒体基因片段设计 QRS 引物直接

从总 1OP 中扩增线粒体基因，不能得到预期的结

果。对 U.JV;JW 中现有的黑粉菌线粒体基因序列进

行分析发现，部分线粒体基因的序列比较少而难以

进行对比分析，部分基因序列的分析结果与传统分

类方法不符，P7Q 合成酶的第六亚基（P7Q Z@J+E;D.
DM-MJ?+ 9）与传统的分类方法一致。因此本文报道

了一种分离纯化小麦印度腥黑粉菌 >+1OP 的方法，

利用两次氯化铯密度梯度超速离心分离得到了小麦

印度腥黑粉菌的 >+1OP，克隆测序得到了其线粒体

基因组全序列，以其中 P7Q9 基因的 1OP 序列为分

析对象，结合 U.JV;JW 中相关种的 P7Q9 基因序列分

析了小麦印度腥黑粉菌的系统进化，为小麦印度腥

黑粉菌的分类与演化提供一些分子水平的证据，并

对科属水平的分类研究进行初步探讨。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 主要试剂和仪器：液氮、无水乙醇、溴化乙锭



（!"）、荧光染料 "#$%&’(#)#*&（+,&-.$/ 00123）、氯化铯

（4$45）、酶（"$/++、"$.6107、8$9、:;,/&#’<$& =、>?<$&）
（上海生工生物工程技术有限公司）、@;#$A+45；显微

镜（B!CDDAEF#,$/<;）、解剖镜（GHI8:JDADBK61）、恒温

培养 箱（DE?IG）、控 温 摇 床（+BLA4，空 气 浴 振 荡

器）、超速离心机（"&-M8<’ J5/;<-&’/;#NOP& KHAQR，转

子："&-M8<’ ?S@ QR）、凝 胶 成 像 系 统（DT’P&’& UA
%,F）、手持式紫外灯（D9&-/;,5#’&）、电泳仪（E)&;$.<)
"#,$-#&’-&* !:D0R6）、核酸蛋白含量测定仪（!99&’*,;N
"#,9.,/,)&/&;）、超低温冰箱（E’P&5<’/,’# #’*O$/;#&）。

!"!"# 菌种来源：试验用小麦印度腥黑粉菌菌株

V66 来源于上海出入境检验检疫局 6QQW 年接种小

麦发病得到的菌瘿，接种用冬孢子是从印度面粉中

截获的小麦印度腥黑粉菌冬孢子。

!"!"$ 培养基：固体培养基 :XE（琼脂粉、蔗糖、马

铃薯），液体培养基 :X"（蔗糖、马铃薯）。

!"# 菌丝培养

取菌瘿置于解剖镜下，用解剖针从菌瘿中挑取

病菌冬孢子，用灭菌水洗涤一次，漂白粉溶液（RY2Z
?<45G）表面消毒 0R $，灭菌水洗两次，挑取冬孢子置

于 1Z琼脂平板上，1R[ 61. 光照条件下培养 2 \
6R*，显微镜下观察有无冬孢子萌发。冬孢子萌发后

将萌发的单个冬孢子转移至 :XE 平板上，1R[培养

6R*，取菌丝块转入 :X" 中 1R[，6R3;])#’ 振荡培养

62 \ 1R*，6RRRR;])#’（"&-M8<’ E^<’/#@8A12，转子 _EA
6‘）离心 62)#’ 收集菌丝，吸干水分后 a WR[冰箱保

存备用。

!"$ 总 %&’ 提取

试验用 菌 丝 ‘RP 提 取 菌 丝 总 X?E，提 取 参 考

8,55&; 等［62］的方法进行。

!"( 线粒体 %&’ 提取

参考 >,%&;/ 等提取丝状真菌 )/X?E 的方法［67］，

并结合《分子克隆实验指南》中氯化铯A溴化乙锭梯

度平衡离心法纯化闭环 X?E 的方法［6W］，加以改进

后，使用氯化铯（4$45）密度梯度离心法分离 )/X?E，

并用荧光染料 "#$%&’(#)#*&（ b +,&-.$/ 00123，V5OM< ）

进行染色。)/X?E 提取步骤如下：配制 4$45 密度梯

度离心溶液：用 RY6 c @! 配制 4$45 溶液，其密度为

6Y22P])H，此溶液中还包括约 7Y‘)P 的总 X?E 和终

浓度为 61R!P])H 的荧光染料 "#$%&’(#)#*&。将 4$45
溶液分装于离心管（"&-M8<’ 0‘1‘61）中，每管 2)H

（用石蜡油封顶），将离心管热封后，放入超速离心机

（"&-M8<’ J5/;<-&’/;#NOP& KHAQR，转 子 "&-M8<’ ?S@

QR）中，1R[，W3RRRR;])#’ 离心 2.；取出离心管，用手

持式紫外灯照射离心管，在长波长（072’)）的紫外

光的照射下，可看到三条蓝白色的条带，最上面一条

很细的条带是线粒体 X?E（)/X?E），中间的条带是

核糖 体 X?E（ ;X?E），最 下 面 的 条 带 是 核 X?E
（’X?E）。用注射器（7 号针头）从 X?E 带的下方刺

破离心管壁，慢慢取出 )/X?E 和 ’X?E 的条带；为

了进一步纯化 )/X?E 和 ’X?E，将取出的条带分别

进行第二次 4$45 密度梯度离心。具体操作程序为：

将 )/X?E 分装于两个离心管，X?E 放入一个离心

管，用 4$45 溶液（此溶液只含 4$45 和 @!，其密度仍

为 6Y22P])H）补足 2)H（用石蜡油封顶），离心方法及

取样过程同第一次。

!") *+%&’ 和 ,%&’ 纯化

参考《分子克隆实验指南》中用有机溶剂抽提法

从 X?E 中除去溴化乙锭的方法［6W］，去除荧光染料

和 4$451。

!"- %&’ 浓度测定

提取得到的 )/X?E 和 ’X?E 溶液稀释后用核

酸蛋白含量测定仪（!99&’*,;N "#,9.,/,)&/&;）测定其

浓度及 !"17R’) ]!"13R’)比值，计算 )/X?E 和 ’X?E 的

浓度。

!". *+%&’ 和 ,%&’ 的酶切分析

用限 制 性 内 切 酶 "$/++（识 别 U4U4 序 列）、

"$.6107（识别 4U4U 序列）和 8$9（识别 44UU 序列）

分别酶切 )/X?E（RYW)P）和 ’X?E（6YR)P）。

X?E 经酶切后取全部反应产物，未酶切的 X?E
取 6!H 于琼脂糖凝胶中电泳（E)&;$.<) "#,$-#&’-&*
!:D0R6）检测。电泳缓冲液为 6 c @E!，琼脂糖凝胶

的浓度为 6YRZ，电压为 7RS，电泳时间为 ‘.。利用

凝胶成像系统（DT’P&’& UA%,F）进行分析。

!"/ *+%&’ 全序列的测定和 ’01- 基因的系统发

育分析

采用 D.,/PO’ 的方法构建 X?E 文库并测序（国

家人类基因组南方研究中心 4.#’&$& ?</#,’<5 +O)<’
U&’,)& 4&’/&; </ D.<’P.<#）。利用 "5<$/ 查询所测序

列的相似性，利用 X?ED/<; 软件包中的 !*#D&d 软件

对 X?E 序列进行同源性比较，利用 :EJ:‘YR 软件构

建 E@:7 基因的系统发育树。

# 结果和分析

#"! 总 %&’ 和 *+%&’ 提取

从 ‘RP 菌 丝 粉 中 提 取 得 到 7Y‘)P 总 X?E，其

363 B+GJ I&Ad#’ #$ %& e ]’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（1RRW）‘W（2）



!"!"# $!"!%#为 &’%#，浓度为 (!"’)*+$!,；进行两次氯

化铯密度梯度离心，得到 "(’"!+ -./01，-./01 约

为总 /01 含量的 &2。

!"! 超离次数对提取 #$%&’ 纯度的影响

从菌丝提取的总 /01 用氯化铯密度梯度离心

法进行 -./01 和 */01 的分离纯化，超离后 /01 在

氯化铯密度梯度中形成的 3 条 /01 条带，其中最上

面一条很细的条带是 -./01；中间的条带是核糖体

/01（4/01），和最下面的条带靠近，连成一个宽的

条带；最下面的一条带很亮，是核 /01（*/01）（图 &5
1），分别取出 -./01 和 */01，分别进行第二次氯化

铯密度梯度离心，-./01 经第二次超离，-./01 条

带比较亮，*/01 和 4/01 的条带比较弱，和第一次

离心效果相比，*/01 和 4/01 的条带明显减弱（图

&56）；同时 */01 经第二次超离，*/01 条带比较亮，

-./01 和 4/01 的条带比较弱，和第一次离心效果

相比，-./01 和 4/01 的条带明显减弱（图 &57）。离

心试验结果表明一次离心得到的 -./01 中有 */01
和 4/01 混杂，*/01 中有 -./01 和 4/01 混杂，两

次离心可以得到高纯度的 -./01 和 */01。

图 ( )*)+ 密度梯度离心形成的 %&’ 条带

89+: & /01 ;<*=> <?.@4 .A@ 7>7B$;9>;@*C9-9=@ =@*>9.D +4<=9@*.>

EB.4<F@*.49?E+<.9G*: 1：HA@ ?94>. 7>7B$;9>;@*C9-9=@ =@*>9.D +4<=9@*.>

EB.4<F@*.49?E+<.9G* G? .G.<B /01；6：HA@ >@FG*= 7>7B$;9>;@*C9-9=@ =@*>9.D

+4<=9@*.> EB.4<F@*.49?E+<.9G* G? -./01；7：HA@ >@FG*= 7>7B$;9>;@*C9-9=@

=@*>9.D +4<=9@*.> EB.4<F@*.49?E+<.9G* G? */01:

!", 酶切分析

提取的 -./01 和 */01 分别用识别 ) 个 I7 对

的限制性内切酶酶切 &A，经琼脂糖凝胶电泳 )A，得

到 /01 的酶切电泳图。用 #$%JJ、#$&&!3" 和 ’$(
完全酶切 */01 和 -./01 后，绝大部分 */01 被切

成 &’KL; 以下的小片段，而 -./01 形成 &# 个左右较

大的片段（图 !）。6>.JJ、6>A&!3" 和 M>N 酶切后的

片段大小之和分别为 K"’(L;、""’"L; 和 "!’&L;。根

据酶切电泳图中 -./01 被酶切的片段数目和大小，

估算出小麦印度腥黑粉病菌 -./01 序列的总长度

为 K# O P#L;。

图 ! #$%&’ 和 -%&’ 的酶切电泳图

89+:! 1+<4G>@ +@B @B@F.4GNAG4@>9> G? -./01 <*= */01 =9+@>.@= Q9.A

#$%JJ、#$&&!3" <*= ’$( : M&：/,!###；M!："5)*+= =9+@>.；M3：

/,&K###；,<*@& O 3：-./01 =9+@>.@= Q9.A #$%JJ、#$&&!3" <*= M>N；

,<*@ K O P：*/01 =9+@>.@= Q9.A #$%JJ、#$&&!3" <*= ’$(；,<*@ )：

E*=9+@>. -./01；,<*@ %：E*=9+@>. */01:

!". #$%&’ 全序列测定结果

采用 RAG.+E* 的 方 法 构 建 了 /01 文 库，测 出

-./01 的 全 序 列。 在 I@*6<*L 中 登 录，获 得

1FF@>>9G* 0E-;@4 /S((3&%)（未公布）。经序列分析，

选取 1HT" 基因进行系统发育分析。

!"/ ’012 基因的系统发育分析

对 ,*--.%*/ *+0*1/ 的 线 粒 体 基 因 1HT" 以 及

I@*6<*L 中的 &( 种共 !# 种高等担子菌 1HT" 基因的

/01 序列进行同源性比较。结果表明，种间同源性

高，为 %P’P2 O (P’"2。 ,*--.%*/ *+0*1/ 与 同 属 的

,*--.%*/ &2/-3$(34/ 及同科的53+*0*3$(343621.$ /24.$** 同

源性分别为 %%’"2和 %!’)2。根据 1HT" 基因 /01
序列的同源性，构建了 !# 个相关种 1HT" 基因 /01
序列的系统发育树（图 3），结果显示，7$%*-/83 属的

不同菌种 /9.+/.、$%4**:346*$、12+303+%*$、0/9*$** 根据同

源性的不同而相互区分开；同样，7$%*-/8*+/1./. 科的

不同菌种 ’3.$;*3621.$ .4*31/<-*、’3.$;*3621.$ =<--/%<$、
’.-/+3($*1&*<6 (.++$2-9/+*1<6 也可以相互区分开，而

,*--.%*/ *+0*1/ 先与同属的 ,*--.%*/ &2/-3$(34/ 聚集在一

起，再与同科的 53+*0*3$(343621.$ /24.$** 聚为一支，

然后分别与黑粉菌亚纲及担子菌门的聚集在一起。

从 7$%*-/83 属 以 及 7$%*-/8*+/1./. 科 的 分 析 可 知，

-./01 的 1HT" 基因可用于科属水平的分类研究。

(&%周业琴等：小麦印度腥黑粉菌线粒体 /01 提取及其 1HT" 基因⋯⋯ : $微生物学报（!##P）)P（K）



图 ! 线粒体 "#$% 基因 &’"序列的系统发育树状图

!"#$ % &’()*#+,+-". -/++ 0+/"1+0 2/*3 -’+ 456 7+89+,.+7 *2

3"-*.’*,0/":) #+,+ 6;&<$ 593=+/7 =+’",0 -’+ ):-", ,:3+7 /+>/+7+,- -’+

7+89+,.+7 :..+77"*, ,93=+/ ", ?+,@:,A$ ;’+ ,93=+/ :- +:.’ =/:,.’

>*",-7 "7 -’+ >+/.+,-:#+ 79>>*/-+0 =( =**-7-/:>$

! 讨论

有报道认为 3-456 只占总 456 的 BC D EFC，

本试验从总 456 中分离得到了小麦印度腥黑粉病

菌 3-456 约为总 456 的 EC。试验过程中进行了

两次氯化铯密度梯度离心，而且离心后吸取 456 带

时未能完全转移 3-456 带，在去除荧光染料和 G7G)
过程中也有部分 3-456 丢失，最后得到的 3-456 量

应该比实际含量偏小，因此小麦印度腥黑粉病菌

3-456 在总 456 中的比例应大于 EC。

到 BHH< 年 EH 月为止，?+,@:,A 数据库中有 IB
个真菌线粒体基因组全序列，其大小变化很大，从

!"#$ %$&’( )&#’$#"&’*+,& -.&,-/ 的 EJKL A= 到

0,"#"*$11"’ *$,#"2"+’& 的 EHLA=。通常真菌线粒体基因

组比较大，容易与 ,456 缠绕在一起而难以分开，这

就给提取高纯度的 3-456 带来一定的困难。试验

中进行氯化铯密度梯度离心时发现，离心次数对所

提 3-456 的纯度有一定的影响，两次离心要比一次

离心的效果更好，可以得到高纯度的 3-456，3-456
经第二次超离后仍可看见淡淡的 /456 和 ,456 条

带，说 明 了 一 次 离 心 后 3-456 中 还 有 一 定 量 的

/456 和 ,456（图 EM@）。第一次超离形成的 % 条

456 条带彼此靠近，其中最上面的条带是 3-456，

中间的 /456 与最下面的 ,456 条带靠的很近，形成

一条宽带，几乎分不开，所抽取的 3-456 条带很容

易被 /456 及 ,456 污染（图 EM6）。N*=+/- 等人报道

增加超速 离 心 的 次 数 可 以 更 好 地 分 离 3-456 和

,456［EB］，因此，本试验参考 N*=+/- 等人提取丝状真

菌 3-456 的方法［E<］，并结合《分子克隆实验指南》中

氯化铯M溴化乙锭梯度平衡离心法纯化闭环 456 的

方法［EO］，加以改进后，采用两次氯化铯密度梯度离

心，得到了高纯度的小麦印度腥黑粉菌 3-456，提取

出的 3-456 可适用于电泳、克隆、酶切分析和 &GN
扩增等研究。这种氯化铯密度梯度超速离心的方法

可以作为真菌线粒体分离纯化方法。

曾凡亚等用识别 I 个 ?G 对的限制性内切酶

)&$ 03+ 和 4’* 酶切担子菌总 456［EJ，EL］，认为总

456 经酶切后所形成的分子量较大的 456 条带来

源于 3-456。高等担子菌的 ,456 与 3-456 的碱基

组成有明显差异，,456 的 ?G 含量一般在 FHC D
JHC，存在大量识别 I 个 ?G 对的限制酶酶切位点；

3-456 的 ?G 含量小于 FHC，识别 I 个 ?G 对的限制

酶在 3-456 中的酶切位点相对较少。试验中用识

别 I 个 ?G 对的限制性内切酶 5’(PP、5’6EB%<、4’*
酶切 3-456，成功得到了 3-456 的酶切图谱，并根

据电泳图片中的可见条带预测小麦印度腥黑粉菌

3-456 的总长度为 FH D OHA=。用识别 I 个 ?G 对的

限制性内切酶 5’(PP、5’6EB%<、4’* 酶切 ,456 时，

绝大部分 ,456 被切成 EKFA= 以下的小片段；但酶

切总 456 时，未能得到 3-456 的条带，这可能与

3-456 占总 456 的比例太小有关。本实验所得结

果与前人的报道基本一致。

ELL< 年 !+//+"/: 等利用氯化铯密度梯度超速离

心方法从小麦印度腥黑粉菌总 456 中分离到了线

粒体 456［BH］，然 后 通 过 酶 切 3-456 得 到 了 一 段

BK%A= 的片段并进行了部分片段的测序。!/+0+/".A
等对 % 株 7"11$("& "#8"2& 和 % 株 7"11$("& !&19$," 的线粒

体 456 的 BK%A= 片 段 进 行 克 隆 和 测 序［I］，发 现

7"11$("& "#8"2& 和 7"11$("& !&19$," 有 LLC 以上的同源

性，两个种之间的差异不到 %C。但是我们分析后

发现，当时报道并在 ?+,@:,A 中公布的序列和已经

HBJ QPRS T+M8", $( &1 $ U:2(& 4"2,+;"+1+<"2& ="#"2&（BHHO）IO（F）



报道的其它生物种类的线粒体序列存在两个难以解

释的现象：一是 !" 含量和线粒体 !" 含量不符，线

粒体中 !" 含量大于 #$%，而 &’()(’*+, 等 报 道 的

!"##$%"& "’(")& 线 粒 体 片 段 的 !" 含 量 仅 为 -./-%
（!&012$3$）［-］；二是 45!6" 在线分析的结果表明，

此序列与线粒体基因序列并没有比较高的相似性，

而与一个蛋白序列具有一定的同源性。此外，我们

在试验中测定的 !"##$%"& "’(")& 线粒体基因组全序列

中没有找到与此序列相似性高的序列片段。因此可

以推测 &’()(’*+, 等人报道的 !"##$%"& "’(")& 线粒体片

段以及后来其他学者据此序列设计引物测定的一系

列的线 粒 体 序 列 都 不 是 真 正 的 线 粒 体 序 列。从

&(’’(*’7 和 &’()(’*+, 等人采用的试验方法分析［-，13］，

可能是试验中测定序列的 89! 片段是 :89! 而并

非 ;<89!，我们在试验中也证实了这种分析，利用

&(’’(*’7 和 &’()(’*+, 等人的线粒体引物可以从我们

试验分离到的 :89! 中扩增预期的产物，而不能从

;<89! 中得到扩增产物。其根本原因是分离纯化

得到的 ;<89! 中还有一定浓度的 :89! 污染，酶切

以后得到的是 :89! 酶切后的条带，最后测序得到

的也是 :89! 序列。试验中我们从 ;<89! 第二次

超速离心的结果发现，总 89! 第一次超速离心形成

的 ;<89! 条带中混有相当数量的 :89!（图 1=4），这

种现象可以解释 &(’’(*’7 和 &’()(’*+, 等人的试验误

差。真菌 ;<89! 只占总 89! 的 0% > 1#%，线粒体

基因组比较大，容易与 :89! 缠绕在一起而难以分

开，此外，超速离心形成的三条 89! 条带彼此靠近，

即最上面的 ;<89!，中间的 ’89! 与最下面的 :89!
条带，吸取 ;<89! 条带时容易被 ’89! 和 :89! 污

染。鉴于此，我们在试验过程中采用两次氯化铯密

度梯度离心的方法分离总 89! 以得到较为纯净的

;<89!，这为随后构建 ;<89! 测序文库提供了有效

保障。

根据线粒体基因 !"?3 的 89! 序列构建的分子

进化关系与传统的系统分类基本一致。*+%"#&,- 属

的不同菌种 &.$’&$、+%/""0-/1"+、)2’-(-’%"+、(&."+"" 可以

相互 区 分 开；同 样，*+%"#&,"’&)$&$ 科 的 不 同 菌 种

3-$+4"-12)$+ $/"-)&5#"、 3-$+4"-12)$+ 65##&%5+、
3$#&’-7+")8"51 7$’’+2#.&’")51 也可以相互区分开，而

本试验所研究的 !"##$%"& "’(")& 先与同属的 !"##$%"&
82&#-+7-/& 聚集在一起，再与同科的 9-’"("-+7-/-12)$+
&2/$+"" 聚为一支，然后分别与黑粉菌亚纲及担子菌

门的聚集在一起。构建的系统进化树所反映的系统

进化关系能分析到腥黑粉菌的属，其结果与传统的

系统分类非常一致，说明线粒体 !"?3 基因序列可

用于腥黑粉菌分类的研究。但由于 @(:47:, 中担子

菌种类 !"?3 基因序列的数量有限，特别是 "*AA(<*7
属的种类少，有关种的鉴定依据有待进一步研究。

目前，依据基因序列构建分子系统树进行分子

系统进化研究较多，构建分子系统树所依据的基因

不同，结果相差比较大。在分子系统学研究中，目的

基因的选择非常重要。一般选择进化过程中保守性

的基因序列作为分析对象，通常多选取 ’89! 序列

进行分析，近年来线粒体 89! 序列分析在担子菌类

的发育研究中得到了广泛的应用。67::(:B(’C 等研

究了 0D 个双孢蘑菇线粒体的基因型，发现 0D 个菌

株中有 . 种线粒体 89! 的基因型遗传差异小，并且

大部分菌株是同一种线粒体 89! 基因型［01］。此

外，有人利用 E&5? 技术研究了 #1 株收集自不同地

理种群的野生香菇菌株，发现根据地理区域不同，所

收集菌株间的线粒体 89! 有较多的类型。&F’G<(’
等对疫霉属 :82%-78%8-/& 真菌的 3 个种的线粒体

89! 进行了 E&5? 分析，发现这项技术不仅可以区

别种，甚至可以区别来自不同地理环境和寄主的种

以下的分类单元—亚群［00］。"7HAF’ 等应用线粒体

89! 的多态性对粗糙脉孢菌的 1D 株自然分离株进

化发育研究时，发现存在着明显的线粒体 89! 群体

的地域性差别［0.］。近年来越来越多的真菌线粒体

基因组全序列得到测定，这为进一步基于线粒体基

因进行分子系统学研究奠定了基础。
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