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摘要:【目的】 从蛹虫草线粒体 ＤＮＡ 中寻找适于遗传多样性研究的分子标记ꎮ 【方法】 通过 ＰＣＲ 扩增和序

列分析ꎬ比较了 ２０ 个蛹虫草菌株在 １２ 个线粒体 ＤＮＡ 片段和 ３ 个细胞核 ＤＮＡ 片段上的序列变异ꎮ 【结果】
蛹虫草在线粒体 ＤＮＡ 上的变异水平高于核 ＤＮＡꎬ主要表现为线粒体基因内含子的插入缺失多样性和较多

的碱基变异位点ꎮ 不同线粒体 ＤＮＡ 片段的变异水平也有差异ꎬ而且内含子蛋白比外显子编码的蛋白质更易

发生氨基酸的改变ꎮ 增加使用的分子标记数目ꎬ其所揭示的遗传多样性程度也在逐渐提高ꎮ 【结论】 我们依

次推荐 ｎａｄ３￣ｃｏｘ２、ｃｏｘ２￣ｎａｄ５、ｃｏｘ２、ｃｏｘ３、ｃｏｂ 和 ｃｏｘ１ 这 ６ 个线粒体 ＤＮＡ 位点用于今后蛹虫草遗传多样性或群

体遗传结构的分析ꎮ
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　 　 蛹虫草[Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ. ) Ｌｉｎｋ]是虫草属

的模式种ꎬ主要寄生阔叶林或混交林地表土层中鳞

翅目昆虫的蛹或幼虫ꎮ 作为世界广布种ꎬ蛹虫草是

目前研究最多的虫草之一ꎮ 作为一种重要的真菌资

源ꎬ蛹虫草富含多种生物活性物质(如虫草素和多

糖)ꎬ其丰富的化学成分同时也体现出广泛的生理

活性ꎬ包括抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗氧化、抗炎和免

疫调节等[１￣４]ꎬ因此ꎬ具有极高的医疗保健功效和经

济价值ꎮ 与冬虫夏草菌相比ꎬ蛹虫草菌生长较快、容
易人工培养产生子实体ꎬ因而人们常把蛹虫草作为

冬虫夏草的替代品开发利用ꎮ
除在人工栽培和药理作用方面的兴趣外ꎬ科研

人员近年来还从基因组学[５]、转录组学[６￣７] 和蛋白

质组学[７]的角度对蛹虫草进行研究ꎮ 然而ꎬ蛹虫草

种内遗传多样性的研究非常少ꎬ由于缺乏高效的分

子标记其群体遗传结构尚不清晰ꎮ 蛹虫草菌虽然具

有广泛的地理分布和多样的寄主范围[８]ꎬ但从已有

的报道看ꎬ其遗传分化程度尚不及仅在青藏高原分

布的冬虫夏草高ꎮ 例如ꎬ英国、中国、日本、韩国和挪

威来源的蛹虫草菌株在 ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ(细胞核核糖体

ＤＮＡ 内转录间隔区) 序列间的遗传距离小于

０ ０１[９]ꎬ而从中国的西藏、青海、四川、云南来源的冬

虫夏草菌在 ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列间的遗传距离就可能达

到 ０ ０４[１０]ꎮ 研究蛹虫草的群体遗传结构需要寻找
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其他的分子标记ꎮ 最近ꎬ蛹虫草的线粒体基因组序

列已经发表[１１]ꎬ这为从线粒体基因组中筛选蛹虫草

的分子标记提供了良好的契机ꎮ
线粒体基因组具有自己特定的基因组成、遗传

密码和复制方式ꎬ是研究物种起源与进化的有力工

具[１２]ꎮ 与核基因组相比ꎬ线粒体基因组具有分子量

小、序列变异相对迅速等特点[１３]ꎬ因此ꎬ更适于区分

亲缘关系较近的物种ꎬ探究较近发生的进化事件ꎮ
实际上ꎬ在进化生物学领域ꎬ线粒体 ＤＮＡ 已被广泛

用于理解重要的进化事件[１４￣１５] 和作为群体遗

传[１６￣１７]或区分物种[１８￣２０]的分子标记ꎮ
为了筛选蛹虫草适宜的分子标记ꎬ本文使用一

组不同来源的蛹虫草菌株比较其在 １２ 个线粒体

ＤＮＡ 片段和 ３ 个细胞核 ＤＮＡ 片段中的变异情况ꎮ
我们最终找出 ６ 个变异相对较大的线粒体 ＤＮＡ 片

段ꎬ可望用于今后蛹虫草遗传多样性或群体遗传结

构的分析ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 蛹虫草菌株培养及 ＤＮＡ 提取

本研究使用 ２０ 个不同来源的蛹虫草菌株(表
１)ꎮ 这些菌株接种到铺有玻璃纸的 ＰＤＡ(马铃薯葡

萄糖琼脂)培养基平板中央ꎬ在 ２５℃黑暗培养 １０ ｄꎬ
收集菌丝体后用 ＣＴＡＢ(十六烷基三甲基溴化铵)法
提取基因组 ＤＮＡ[２１]ꎮ

表 １. 本研究使用的蛹虫草菌株及序列登录号

Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｍｉｌｉｔａｒｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

Ｉｓｏｌａｔｅ Ｓｏｕｒｃｅ
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ ＭＡＴ１￣１￣１ ＭＡＴ１￣２￣１

Ｖ２６￣１６ Ｃｏｍｐａｎｙ ＫＰ７２２５１１ ＫＰ７２１２３６ — ＫＰ７２１２７３
Ｖ２６￣１７ Ｃｏｍｐａｎｙ ＫＰ７１９０９７ ＫＰ７２１２３７ ＫＰ７２１２５６ —
Ｖ４０￣４ Ｃｏｍｐａｎｙ ＫＰ７２２５１２ ＫＰ７２１２３８ ＫＰ７２１２５７ —
Ｖ４０￣５ Ｃｏｍｐａｎｙ ＫＰ７２２５０１ ＫＰ７２１２３９ — ＫＰ７２１２７４
ＣＭ０９￣９￣２４ Ｐａｎｊｉｎꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ ＫＰ７２２４９６ ＫＰ７２１２４０ ＫＰ７２１２５８ ＫＰ７２１２７５
ＣＭ０９￣３１￣２８ Ｐａｎｊｉｎꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ ＫＰ７２２５１３ ＫＰ７２１２４１ — ＫＰ７２１２７６
ＣＭ５５２ Ｂｅｎｘｉꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ ＫＰ７２２５０２ ＫＰ７２１２４２ ＫＰ７２１２５９ ＫＰ７２１２７７
ＣＭ５５６ Ｓｉｃｈｕａｎꎬ Ｃｈｉｎａ ＫＰ７２２５０３ ＫＰ７２１２４３ ＫＰ７２１２６０ ＫＰ７２１２７８
ＣＭ４９４ Ｓｉｃｈｕａｎꎬ Ｃｈｉｎａ ＫＰ７２２５０４ ＫＰ７２１２４４ ＫＰ７２１２６１ ＫＰ７２１２７９
ＣＭＡ Ｊｉｎｚｈｏｕꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ ＫＰ７２２４９７ ＫＰ７２１２４５ ＫＰ７２１２６２ —
ＣＭ０１ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７１９０９６ ＫＰ７２１２４６ ＫＰ７２１２６３ —
ＣＭ０２ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２５０８ ＫＰ７２１２４７ ＫＰ７２１２６４ —
ＣＭ０５ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２５０９ ＫＰ７２１２４８ ＫＰ７２１２６５ —
ＣＭ０６ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２５００ ＫＰ７２１２４９ ＫＰ７２１２６６ ＫＰ７２１２８０
ＣＭ０７ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２４９８ ＫＰ７２１２５０ ＫＰ７２１２６７ —
ＣＭ０８ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２５１０ ＫＰ７２１２５１ ＫＰ７２１２６８ —
Ｆ０１ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２４９９ ＫＰ７２１２５２ ＫＰ７２１２６９ ＫＰ７２１２８１
Ｆ０２ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２５０５ ＫＰ７２１２５３ ＫＰ７２１２７０ —
Ｆ０３ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２５０６ ＫＰ７２１２５４ ＫＰ７２１２７１ —
ＣＭＢ Ｕｎｋｎｏｗｎ ＫＰ７２２５０７ ＫＰ７２１２５５ ＫＰ７２１２７２ —

１ ２　 候选基因片段的扩增和测序

本研究比较了不同蛹虫草菌株在 １２ 个线粒体

ＤＮＡ 片段和 ３ 个细胞核 ＤＮＡ 片段序列上的差异ꎮ 这

１２ 个线粒体 ＤＮＡ 片段是在比较 ３ 个蛹虫草菌株的完

整线粒体基因组序列的基础上找出的(另文发表)ꎮ
ＰＣＲ 扩增体系(５０ μＬ)包括 １０ μＬ ＰＣＲ 水ꎬ２５ μＬ
２ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ＫＯＤ ＦＸꎬ１０ μＬ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰꎬ

１ ５ μＬ 正、反向引物ꎬ１ μＬ ＫＯＤ ＦＸ(１ Ｕ / μＬ)和１ μＬ
ＤＮＡꎮ 各片段扩增的引物序列、退火温度和预期

扩增片段长度见表 ２ꎮ 扩增产物由北京诺赛基因

组研究中心有限公司利用 ＰＣＲ 引物进行测序ꎻ如
遇较长片段用 ＰＣＲ 引物双向测序仍无法测通时ꎬ
则在已有序列基础上设计新的测序引物ꎬ直至完

全测通ꎮ

７２８
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表 ２. 本研究使用的引物及扩增条件

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ / ℃

Ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｓｉｚｅ / ｋｂ

Ｎｏｔｅ

ｃｏｂ ｃｏｂ￣Ｆ ＡＴＡＧＴＡＣＣＣＡＡＧＣＴＡＧＴＧＣＧＴ
ｃｏｂ￣Ｒ ＴＴＴＡＡＧＡＴＡＡＴＧＧＡＧＧＡＡＴＣＧＡＡＣＣ

５３￣５０ １ ６ / ２ ９ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｃｏｘ１ ｃｏｘ１￣Ｆ３ ＧＧＡＴＧＴＴＡＣＧＣＡＣＧＣＣＴＡＴＴ
ｃｏｘ１￣Ｒ６ ＧＡＡＧＴＡＴＴＡＡＧＣＴＣＴＧＣＣＡＴＴＧＡＧ

５４￣５１ ２ ０ / ３ ０ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｃｏｘ２ ｃｏｘ２￣Ｆ ＧＡＴＧＧＡＧＧＴＧＧＧＴＧＴＧＣＴＡＴ
ｃｏｘ２￣Ｒ ＣＡＴＴＣＧＴＡＧＴＧＴＣＴＴＧＴＴＣＴＡＣＣＡＴ

５５￣５２ ０ ９５ / ２ ０ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｃｏｘ３ ｃｏｘ３￣Ｆ１ ＴＧＴＴＣＧＡＴＴＣＡＴＴＴＴＡＧＡＡＡＣＣＡＴ
ｃｏｘ３￣Ｒ１ ＧＴＧＧＡＡＣＧＣＴＡＴＴＧＴＴＴＴＡＣＣＴＴＴ

５３￣４９ １ ０ / ２ ３ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｒｎｌ￣ｉ１ ｒｎｌ￣ｉ１Ｆ１ ＴＡＡＡＧＴＴＡＧＡＣＣＣＧＡＡＧＣＣＴＡＧＴ
ｒｎｌ￣ｉ１Ｒ１ ＴＴＴＧＣＣＡＴＴＣＣＧＡＧＴＣＴＡＣＡＴ

５４￣５０ ０ ３ / １ ５ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｒｎｌ￣ｉ２ ｒｎｌ￣ｉ２Ｆ１ ＡＡＡＴＴＧＧＧＧＡＡＴＣＧＴＧＡＡＧ
ｒｎｌ￣ｉ２Ｒ１ ＴＧＧＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴＡＴＡＴＴＧ

５２￣４９ ０ ３ / １ ５ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｒｎｌ￣ｉ３ ｒｎｌ￣ｉ３Ｆ１ ＴＴＣＧＧＧＡＴＡＡＧＴＡＧＧＧＣＴＣＡＴ
ｒｎｌ￣ｉ３Ｒ１ ＡＧＣＴＧＣＡＴＡＧＧＧＴＣＴＴＣＴＣＧ

５５￣５２ ０ ４ / １ ３ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｒｎｌ￣ｉ４ ｒｎｌ￣ｉ４Ｆ１ ＧＣＡＧＧＧＣＡＴＡＧＧＡＴＣＡＣＡＡＧ
ｒｎｌ￣ｉ４Ｒ１ ＡＡＣＡＧＧＧＣＡＴＡＴＡＡＡＣＡＡＣＡＧＧＴ

５４￣５１ ０ ４ / ２ ２ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ ｒｎｓ￣Ｆ２ ＡＡＡＴＡＧＡＴＧＴＣＧＧＴＴＣＧＡＴＧＣＴ
ｃｏｘ３￣Ｒ２ ＴＣＴＴＧＡＡＡＡＴＧＧＣＴＴＣＴＴＧＴＴＧ

５３￣４９ ０ ５ / １ ２ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｃｏｘ２￣ｎａｄ５ ｃｏｘ２￣Ｆ１ ＧＡＴＴＣＡＧＡＴＴＴＡＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴ
ｎａｄ５￣Ｒ２ ＡＣＣＴＡＣＴＴＧＴＧＡＡＣＴＴＴＴＡＧＣＣＡＴＴ

５４￣５０ １ ５ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｎａｄ３￣ｃｏｘ２ ｎａｄ３￣Ｆ１ ＴＡＡＣＴＧＣＡＧＧＧＴＴＴＧＴＡＴＴＣＧ
ｃｏｘ２￣Ｒ３ ＴＣＴＡＴＴＡＡＴＣＣＴＴＣＣＡＴＴＴＧＴＧＧＡＧ

５３￣４９ ０ ９ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｃｏｘ３￣ｔｒｎＳ ｃｏｘ３￣Ｆ２ ＧＣＣＧＧＴＡＴＴＴＴＡＴＡＴＴＧＡＣＡＴＴＴＴＧ
ｔｒｎＳ￣Ｒ１ ＴＣＧＡＡＣＧＧＡＴＧＣＡＧＧＴＴＴＡＴ

５３￣４９ １ ３ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ＭＡＴ１￣１￣１ ＭＡＴ１￣Ｆ１ ＡＧＣＡＣＡＡＣＣＴＴＴＣＣＴＧＴＴＣＧ
ＭＡＴ１￣Ｒ１ ＣＣＴＧＡＧＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＴＡＡＴＴＴＣ

５４￣５１ １ ７ Ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＭＡＴ１￣２￣１ ＭＡＴ２￣Ｆ１ ＣＴＣＣＡＴＴＴＣＣＴＣＣＡＧＣＡＴＴＣ
ＭＡＴ２￣Ｒ１ ＴＣＴＣＡＴＣＣＡＧＣＴＡＣＧＣＣＴＣＴ

５３￣５０ １ １ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ
ＩＴＳ５ ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ
ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

５４ ０ ６ Ｓａｍｅ ａｓ ａｂｏｖｅ

Ｆｏｒ ｔｈｏｓｅ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ａ ｄａｓｈꎬ ＰＣＲ ｗａｓ ｆｉｒｓｔ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ５ ｃｙｃｌｅｓꎬ ｔｈｅｎ ａｔ ａ

ｌｏｗｅｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｃｙｃｌｅｓ. Ｅｘｃｅｐｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ＩＴＳ５ / ＩＴＳ４[２２] ꎬ ａｌｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｔａｂｌｅ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ.

１ ３　 序列分析

得到测序结果后ꎬ参照测序峰图去掉序列文件

两端不准确的碱基部分ꎮ 对于较长的序列ꎬ使用

Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ １１ ０[２３]软件包中的 ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ 模块将

多次测序结果拼接起来ꎮ 将不同菌株同一基因片段

的序列放在一起ꎬ 利用 ＭＥＧＡ ６ ０[２４] 软件中的

Ｍｕｓｃｌｅ[２５]算法进行比对ꎬ统计碱基变异位点数ꎮ 对

于含有内含子的 ＤＮＡ 片段ꎬ分别比较外显子区和内

含子区的碱基变异ꎮ 外显子序列和内含子 ＯＲＦ 序

列利用遗传密码表 ４ 翻译成氨基酸ꎬ进而比较蛋白

质序列的差异ꎮ
利用 ＤｎａＳＰ ５ １０[２６]软件将蛹虫草菌株区分成

不同的等位基因或基因型ꎮ 利用 ＭＥＧＡ ６ ０ 计算各

ＤＮＡ 片段不同等位基因序列间的 Ｋ２Ｐ(Ｋｉｍｕｒａ￣２￣
ｐａｒａｍｅｔｅｒ)遗传距离ꎬ对比对产生的 ｇａｐ 按“成对删

除” ( ｐａｉｒｗｉｓｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ)方式处理ꎮ 利用 ＭｕｌｔｉＬｏｃｕｓ
１ ３ｂ[２７] 绘制遗传多样性与分子标记数目之间的线

性关系ꎮ 本研究所涉及序列的登录号见表 １ꎮ

２　 结果和分析

２ １　 不同 ＤＮＡ 片段的序列变异情况

我们成功从 ２０ 个蛹虫草菌株中扩增出 １２ 个线

粒体 ＤＮＡ 片段和 ＩＴＳ 片段ꎬ并测得其序列ꎮ 对于两

个交配型基因ꎬ我们只从 １７ 个菌株中扩增到 ＭＡＴ１￣
１￣１ꎬ从 ９ 个菌株中扩增到 ＭＡＴ１￣２￣１ꎻ从 ６ 个菌株中

８２８
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同时扩增到两种交配型基因(表 １)ꎮ 由于有或无内

含子ꎬ不同菌株在 ｃｏｂ、ｃｏｘ１、ｃｏｘ２、ｃｏｘ３、ｒｎｌ￣ｉ１、ｒｎｌ￣ｉ３
和 ｒｎｌ￣ｉ４ 的扩增产物大小上有明显差异ꎻ片段 ｒｎｌ￣ｉ２
中虽然也存在内含子ꎬ但所有测试菌株都含有该内

含子ꎮ 不同菌株在片段 ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ 上存在两种不同长

度(４０２ ｂｐ 或 １０９５ ｂｐ)的序列ꎬ而且这两种序列在

中间的差异部分(１７４ ｂｐ ｖｓ. ８６２ ｂｐ)缺乏序列同源

性ꎮ 在 ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ 较长的序列中存在一个未知功能的

开放阅读框(３２７ ｂｐ)ꎬ而在较短序列中没有该开放

阅读框ꎮ 其他 ＤＮＡ 片段如果存在序列长度差异ꎬ则
主要是由碱基的插入缺失突变造成的ꎮ

不同的蛹虫草菌株在 ｃｏｂ、 ｃｏｘ１、 ｃｏｘ２、 ｃｏｘ２￣

ｎａｄ５、ｎａｄ３￣ｃｏｘ２ 上存在较多的碱基变异位点ꎬ在 ｒｎｌ￣
ｉ３ 上没有碱基差异(表 ３)ꎮ 相对于线粒体 ＤＮＡ 片

段ꎬ核 ＤＮＡ 片段存在的变异位点非常少ꎮ 两个交配

型基因(ＭＡＴ１￣１￣１ 和 ＭＡＴ１￣２￣１)中虽然各有 ２ 个内

含子ꎬ但本研究并未发现有丢失其中任一内含子的

菌株ꎮ 本研究的蛹虫草菌株在大部分线粒体 ＤＮＡ
片段上可区分成 ３ － ７ 种不同的等位基因ꎮ 综合分

析所有线粒体 ＤＮＡ 片段ꎬ本研究使用的 ２０ 个蛹虫

草菌株存在 ９ 种不同的线粒体基因型ꎬ最优势基因

型包含 ６ 个菌株ꎮ 此外ꎬ根据最大遗传距离值ꎬ不同

等位基因的菌株在片段 ｃｏｘ２、 ｃｏｘ３、 ｃｏｘ２￣ｎａｄ５ 和

ｎａｄ３￣ｃｏｘ２ 上较在其他片段上存在更大的遗传分化ꎮ

表 ３. 不同 ＤＮＡ 片段的核苷酸变异

Ｔａｂｌｅ ３. Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ
Ｎｏ.
ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｌｅｎｇｔｈ ｒａｎｇｅ
/ ｂｐ

Ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅａ

Ｔｏｔａｌ ｎｏ. ａｌｌｅｌｅｓ
( ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ
ｄｏｍｉｎａｎｔ ａｌｌｅｌｅ)

Ｍａｘ. ｇｅｎｅｔｉｃ
ｄｉｓｔａｎｃｅ

ｃｏｂ ２０ １４５４ － ２７１１ １９ (１３ꎬ ６) ５ (１０) ０ ００８
ｃｏｘ１ ２０ １８１１ － ２８６２ １５ (９ꎬ ６) ７ (１０) ０ ００４
ｃｏｘ２ ２０ ８３７ － １９６３ １５ (１０ꎬ ５ ) ６ (１０) ０ ０１１
ｃｏｘ３ ２０ ９４３ － ２１５６ １１ (０ꎬ １１) ３ (１５) ０ ０１２
ｒｎｌ￣ｉ１ ２０ １７３ － １３６５ ６ (４ꎬ ２) ４ (１０) ０ ００６
ｒｎｌ￣ｉ２ ２０ １４３７ － １４４３ ３ (３ꎬ ０) ４ (１３) ０ ００２
ｒｎｌ￣ｉ３ ２０ ２９４ － １１８７ ０ (０ꎬ ０) ２ (１９) ０ ０００
ｒｎｌ￣ｉ４ ２０ ２７９ － ２１０７ ７ (３ꎬ ４) ６ (９) ０ ００１
ｒｎｓ￣ｃｏｘ３＿Ｌｏｎｇｂ １６ １０９５ １ (０ꎬ １) ２ (１５) ０ ００１
ｒｎｓ￣ｃｏｘ３＿Ｓｈｏｒｔｂ ４ ４０２ ０ (０ꎬ ０) １ (４) ０ ０００
ｃｏｘ２￣ｎａｄ５ ２０ １３５２ － １３５３ １７ (１７ꎬ ０) ４ (１１) ０ ０１１
ｎａｄ３￣ｃｏｘ２ ２０ ７７４ － ７８４ １６ (１６ꎬ ０) ４ (１０) ０ ０１９
ｃｏｘ３￣ｔｒｎＳ ２０ １３７６ － １３９５ １０ (１０ꎬ ０) ３ (１５) ０ ００７
Ｔｏｔａｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

ｅｘｃｌｕｄｉｎｇ ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ｃ
２０ １２５８２ － １９３１８ １１９ (８５ꎬ ３４) ９ (６) ０ ００６

ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ ２０ ５２８ １ (０ꎬ １) ２ (１９) ０ ００２
ＭＡＴ１￣１￣１ １７ １４８０ ５ (４ꎬ １) ４ (１１) ０ ００３
ＭＡＴ１￣２￣１ ９ ８２０ ２ (２ꎬ ０) ２ (７) ０ ００２

ａＶａｌｕｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ ｓｉｔｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
ｂＦｏｒ ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ꎬ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ( ｒｎｓ￣ｃｏｘ３＿Ｌｏｎｇ) ａｎｄ ｔｈｅ ｓｍａｌｌｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ( ｒｎｓ￣ｃｏｘ３＿Ｓｈｏｒｔ) ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｌａｃｋ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｔｙ.
ｃＤｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ￣ｌｅｎｇｔｈ ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ ｗａｓ ｎｏｔ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｗｈｅｎ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ａｌｌ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ.
Ｉｎ ｆａｃｔꎬ ｅｖｅｎ ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｒｎｓ￣ｃｏｘ３ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ.

２ ２　 外显子区和内含子区的序列变异比较

对于有内含子的线粒体 ＤＮＡ 片段ꎬ我们比较

了外显子区和内含子区的序列变异情况(表 ４) ꎮ
就外显子区而言ꎬ蛋白编码基因比核糖体 ＲＮＡ
基因具有相对较大的变异ꎬ而且随着菌株的增

多ꎬ蛋白编码基因外显子区的变异位点数也在增

多ꎮ 就内含子区而言ꎬ蛋白编码基因与核糖体

ＲＮＡ 基因差异不大ꎮ 对蛋白编码基因ꎬ外显子区

和内含子区的变异相当ꎻ对核糖体 ＲＮＡ 基因ꎬ内
含子区变异水平高于外显子区ꎮ 相对于外显子

编码的氨基酸ꎬ内含子蛋白似乎更容易发生氨基

酸突变ꎮ
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表 ４. 不同蛹虫草菌株在线粒体 ＤＮＡ 片段外显子区和内含子区的序列变异比较

Ｔａｂｌｅ ４. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃ. ｍｉｌｉｔａｒｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｎ ｅｘｏｎｉｃ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ
ｉｎｔｒｏｎｓ

Ｅｘｏｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎａ Ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎａ

Ｌｅｎｇｔｈ /
ｂｐ

Ｖａｒｉａｂｌｅ
ｓｉｔｅｓ

Ｉｎｄｅｌ
ｓｉｔｅｓ

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｃｈａｎｇｅｓ

Ｌｅｎｇｔｈ /
ｂｐ

Ｖａｒｉａｂｌｅ
ｓｉｔｅｓ

Ｉｎｄｅｌ
ｓｉｔｅｓ

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｃｈａｎｇｅｓ

ｃｏｂ １１ １１６１ ２ (８) ０ (０) ０ (０) １２５６ － １２５７ ６ １ ２
ｃｏｘ１ １４ １５９３ ４ (９) ０ (０) ０ (０) １０５１ ４ ０ ０
ｃｏｘ２ １１ ７５０ ６ (９) ０ (０) ０ (０) １１２５ ４ ０ ０
ｃｏｘ３ １ ８１０ (１１) — (１) １２１３ — — —
ｒｎｌ￣ｉ１ １０ １７３ １ (１) ０ (０) — １１９１ － １１９２ ５ １ １
ｒｎｌ￣ｉ２ ２０ ２０２ ０ (０) ０ (０) — １２３５ － １２４１ ３ ６ ２ ＋ ２ｂ

ｒｎｌ￣ｉ３ １ ２９４ (０) — — ８９３ — — —
ｒｎｌ￣ｉ４ １９ ２７９ ０ (０) ０ (０) — １８２１ － １８２８ ７ ７ ２

ａ Ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｅｘｏｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓꎬ ｗｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｆｏｒ ｂｏｔｈ ｉｎｔｒｏｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｉｓｏｌａｔｅｓ (ｏｕｔｓｉｄｅ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ) ａｎｄ ａｌｌ ２０ ｉｓｏｌａｔｅｓ ( ｉｎｓｉｄｅ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ) . Ｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓꎬ ｗｅ ｏｎｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｆｏｒ ｉｎｔｒｏｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｈｏｓｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ. Ｉｔ’ｓ ｎｏｔｅｗｏｒｔｈｙ ｔｈａｔ ｓｏｍｅ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ
ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｏｒ ｓｏｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓꎬ ｂｕｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｏｓｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｔａｂｌｅ.
ｂ Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｎｕｍｂｅｒ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ “ ＋ ” ｓｉｇｎ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ “ ＋ ” ｓｉｇｎ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｎｄｅｌｓ.

２ ３　 遗传多样性与分子标记数目的关系

对遗传多样性和位点数目做图ꎬ结果显示任

意 ６ 个线粒体位点能够反映约 ７９ ８％ 的遗传多样

性(图 １)ꎮ 考虑到即便使用 １２ 个位点ꎬ其最大遗

传多样性也才只有 ８６ ８％ ꎬ６ 个线粒体位点反映

的遗传多样性已经足够高了ꎮ 结合前面不同位点

碱基变异的比较结果ꎬ我们推荐今后分析蛹虫草

遗传多样性或群体遗传结构时ꎬ可以使用(依照优

先顺 序) ｎａｄ３￣ｃｏｘ２、 ｃｏｘ２￣ｎａｄ５、 ｃｏｘ２、 ｃｏｘ３、 ｃｏｂ 和

ｃｏｘ１ 这 ６ 个位点ꎮ

图 １. 分子标记数目与遗传多样性的对应关系

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｓｓａｙｅｄ ｌｏｃｉ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｅａｃｈ ｄａｔａ ｐｏｉｎｔ
ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｒｏｍ
１０００ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｔｏｏ ｓｍａｌｌ ｔｏ
ｂｅ ｖｉｓｉｂｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ.

３　 讨论

线粒体 ＤＮＡ 由于具有较快的进化速率ꎬ已被广

泛用于进化、系统发育、种群遗传结构、遗传漂流、杂
交和生物地理学等方面的研究ꎮ 线粒体基因组不同

区域的进化速率存在差异ꎬ适于解决不同的科学问

题ꎮ 保守性高的区域可用于系统发育研究[２８]ꎬ而变

异较大的区域可用于鉴别不同的物种或个体[２９￣３０]ꎮ
在真菌学领域ꎬ线粒体 ＤＮＡ 片段已被用于真菌遗传

多样性或群体遗传结构的分析ꎮ 例如ꎬ Ｃａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ 在线粒体复制起始位点周围的序列上存在

较大变异[３１]ꎻｎａｄ２、ｎａｄ４、ｎａｄ５、ａｔｐ６、ｃｏｘ１￣ａｔｐ８ 这五

个线粒体 ＤＮＡ 片段可用于 Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｔｔｉｉ 的群

体遗传分析[１７]ꎻＲｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ ｉｒｒｅｇｕｌａｒｉｓ 不同菌株的

线粒体基因组大小存在差异ꎬ据此可设计鉴别不同

菌株的线粒体分子标记[３２]等ꎮ 本研究发现ꎬ由于内

含子的插入缺失多样性ꎬ不同蛹虫草菌株的线粒体

基因组大小可能不同ꎬ而且不同线粒体 ＤＮＡ 片段的

核苷酸变异情况也存在较大差异(表 ３)ꎮ 本研究所

发现的线粒体 ＤＮＡ 具有比细胞核 ＤＮＡ 更大遗传变

异的结果(表 ３)ꎬ与之前利用 ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列发现

蛹虫草具有很小遗传分化的结果一致[９]ꎮ
除不同区域变异水平有异外ꎬ线粒体基因内含

子区与外显子区的变异水平也可能不同ꎮ 内含子和

外显子类似“寄生物”与“宿主”的关系ꎬ二者的进化

起源和进化速率可能存在不同ꎮ 本研究发现对于蛋

白编码基因ꎬ外显子区和内含子区的变异水平相当ꎻ
而对于核糖体 ＲＮＡ 基因ꎬ内含子区变异水平高于外

显子区(表 ４)ꎮ 对于后者ꎬ可能的原因之一是本研

究只扩增了核糖体基因 ｒｎｌ 内含子周围的部分外显

子序列ꎮ 事实上ꎬ蛹虫草 ｒｎｌ 外显子全长 ３１８９ ｂｐꎬ而
本研究扩增的 ４ 段 ｒｎｌ 外显子序列总长也才只有

０３８



张永杰等: 适于蛹虫草遗传多样性研究的线粒体分子标记的筛选. /微生物学报(２０１５)５５(７)

９４８ ｂｐꎮ 蛹虫草线粒体基因内含子与外显子是否同

时起源ꎬ是否能够反映一致的系统发育关系ꎬ这些是

值得今后深入研究的内容ꎮ
通常ꎬ随着使用的分子标记数目的增多ꎬ所反映

的遗传多样性也在提高ꎬ但分子标记数目增加到一

定程度ꎬ遗传多样性提高的程度会变缓ꎮ 本研究发

现任意 ６ 个线粒体位点能够反映约 ７９ ８％ 的遗传

多样性ꎬ而即便使用 １２ 个线粒体位点时遗传多样性

也才只有 ８６ ８％ (图 １)ꎮ 综合考虑线粒体 ＤＮＡ 片

段的变异程度和测序成本ꎬ我们推荐今后分析蛹虫

草遗传多样性或群体遗传结构时ꎬ可以选择使用

(依照优先顺序) ｎａｄ３￣ｃｏｘ２、 ｃｏｘ２￣ｎａｄ５、 ｃｏｘ２、 ｃｏｘ３、
ｃｏｂ 和 ｃｏｘ１ 这 ６ 个位点ꎮ 这几个位点中ꎬｎａｄ３￣ｃｏｘ２
和 ｃｏｘ２￣ｎａｄ５ 扩增的主要是两个线粒体基因之间的

区域ꎬ而 ｃｏｘ２、ｃｏｘ３、ｃｏｂ 和 ｃｏｘ１ 扩增的是对应的线粒

体基因区域ꎮ 值得注意的是ꎬ这些片段是对不同蛹

虫草菌株筛选得出的ꎬ主要用于蛹虫草菌的遗传多

样性和群体遗传分析ꎬ在其它真菌中需要通过实验

检测后方能使用ꎮ

致谢:感谢中国科学院上海植物生理生态研究所王

成树研究员、中国农业大学张国珍教授和中国科学

院微生物研究所文华安研究员提供研究菌株ꎮ
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ＢＭＣ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ９: ２９０.

[１１]　 Ｓｕｎｇ ＧＨ. Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍｕｓｈｒｏｏｍ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｍｉｌｉｔａｒｉｓ ( Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａꎬ
Ｃｏｒｄｙｃｉｐｉｔａｃｅａｅ). Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡꎬ ２０１５ꎬ ＤＯＩ:
１０ ３１０９ / １９４０１７３６ ２０１３ ８５５７５４.

[１２]　 Ｄｅｓｍｏｎｄ Ｅꎬ Ｂｒｏｃｈｉｅｒ￣Ａｒｍａｎｅｔ Ｃꎬ Ｆｏｒｔｅｒｒｅ Ｐꎬ Ｇｒｉｂａｌｄｏ Ｓ.
Ｏｎ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｃｅｓｔｏｒ ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ: ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｒｉｂｏｓｏｍｅｓ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １６２(１): ５３￣７０.

[１３]　 Ａｌｅｘｅｙｅｖ Ｍꎬ Ｓｈｏｋｏｌｅｎｋｏ Ｉꎬ Ｗｉｌｓｏｎ Ｇꎬ ＬｅＤｏｕｘ Ｓ. Ｔｈｅ
ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ—ｃｒｉｔｉｃａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｕｐｄａｔｅ. Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｉｎ
Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ５(５): ａ０１２６４１.

[１４]　 Ａｇｕｉｌｅｔａ Ｇꎬ ｄｅ Ｖｉｅｎｎｅ ＤＭꎬ Ｒｏｓｓ ＯＮꎬ Ｈｏｏｄ ＭＥꎬ
Ｇｉｒａｕｄ Ｔꎬ Ｐｅｔｉｔ Ｅꎬ Ｇａｂａｌｄｏｎ Ｔ. Ｈｉｇｈ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｅ ｏｒｄｅｒ ａｍｏｎｇ ｆｕｎｇｉ. Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１４ꎬ ６(２): ４５１￣４６５.

[１５]　 Ｂｕｌｌｅｒｗｅｌｌ ＣＥꎬ Ｌａｎｇ ＢＦ. Ｆｕｎｇａｌ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ: ｔｈｅ ｃａｓｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｖａｎｉｓｈｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ８(４): ３６２￣３６９.

[１６]　 Ｑｉｎ Ｚꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｋａｎｇ Ｌꎬ Ｙａｎ Ｓꎬ Ｃｈｏ Ｋꎬ Ｃａｉ Ｘꎬ Ｌｕ Ｙꎬ
Ｚｈｅｎｇ Ｈꎬ Ｚｈｕ Ｄꎬ Ｆｅｉ Ｄꎬ Ｌｉ Ｓꎬ Ｊｉｎ Ｌꎬ Ｌｉ Ｈ. Ａ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｖｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｒｌｙ ｈｕｍａｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ
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Ｙｏｎｇｊｉｅ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

Ｔｉｂｅｔａｎ Ｐｌａｔｅａｕ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｇｌａｃｉａｌ
ｍａｘｉｍｕｍ. Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ａｎｔｈｒｏｐｏｌｏｇｙꎬ
２０１０ꎬ １４３(４): ５５５￣５６９.

[１７]　 Ｘｕ ＪＰꎬ Ｙａｎ Ｚꎬ Ｇｕｏ Ｈ. Ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅꎬ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｙｅａｓｔ Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｔｔｉｉ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ
２００９ꎬ １８(１２): ２６２８￣２６４２.

[１８]　 Ｈｅｂｅｒｔ ＰＤＮꎬ Ｐｅｎｔｏｎ ＥＨꎬ Ｂｕｒｎｓ ＪＭꎬ Ｊａｎｚｅｎ ＤＨꎬ
Ｈａｌｌｗａｃｈｓ Ｗ. Ｔｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｏｎｅ: ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ
ｒｅｖｅａｌｓ ｃｒｙｐｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｏｔｒｏｐｉｃａｌ ｓｋｉｐｐｅｒ
ｂｕｔｔｅｒｆｌｙ Ａｓｔｒａｐｔｅｓ ｆｕｌｇｅｒａｔｏｒ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ
２００４ꎬ １０１(４１): １４８１２￣１４８１７.

[１９]　 Ｋｏｕｖｅｌｉｓ ＶＮꎬ Ｓｉａｌａｋｏｕｍａ Ａꎬ Ｔｙｐａｓ ＭＡ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＩＴＳ ｒｅｇｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｆｉｒｍ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｅｃａｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｍｙｃｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００８ꎬ １１２(７): ８２９￣８４４.

[２０]　 Ｓｏｓａ￣Ｇóｍｅｚ Ｄꎬ Ｈｕｍｂｅｒ Ｒꎬ Ｈｏｄｇｅ Ｋꎬ Ｂｉｎｎｅｃｋ Ｅꎬ
Ｓｉｌｖａ￣Ｂｒａｎｄãｏ Ｋ. Ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＳＳＵ
ｒＤＮＡ ｏｆ Ｎｏｍｕｒａｅａ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｅｎｔｏｍｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ. Ｍｙｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉａꎬ ２００９ꎬ １６７
(３): １４５￣１５４.

[２１]　 Ｚｈａｎｇ ＹＪꎬ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｌｉｕ ＸＺꎬ Ｗｅｎ ＨＡꎬ Ｗａｎｇ Ｍ. Ａ
ｓｉｍｐｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｕｌｋ ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ５１(１): １１４￣１１８.

[２２]　 Ｗｈｉｔｅ ＴＪꎬ Ｂｒｕｎｓ Ｔꎬ Ｌｅｅ Ｓꎬ Ｔａｙｌｏｒ ＪＷ. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｉｒｅｃｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ. / / Ｉｎｎｉｓ ＭＡꎬ Ｇｅｌｆａｎｄ ＤＨꎬ Ｓｎｉｎｓｋｙ ＪＪꎬ
Ｗｈｉｔｅ ＴＪ. ＰＣＲ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ: Ａ Ｇｕｉｄｅ ｔｏ Ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ: Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓꎬ １９９０.

[２３]　 Ｌｕ Ｇꎬ Ｍｏｒｉｙａｍａ ＥＮ. Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩꎬ ａ ｂａｌａｎｃｅｄ ａｌｌ￣ｉｎ￣ｏｎｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｉｔｅ. Ｂｒｉｅｆｉｎｇｓ ｉｎ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ
２００４ꎬ ５(４): ３７８￣３８８.

[２４]　 Ｔａｍｕｒａ Ｋꎬ Ｓｔｅｃｈｅｒ Ｇꎬ Ｐｅｔｅｒｓｏｎ Ｄꎬ Ｆｉｌｉｐｓｋｉ Ａꎬ Ｋｕｍａｒ
Ｓ. ＭＥＧＡ６: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｖｅｒｓｉｏｎ ６ ０. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１３ꎬ ３０

(１２): ２７２５￣２７２９.
[２５]　 Ｅｄｇａｒ ＲＣ. ＭＵＳＣＬＥ: ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｗｉｔｈ

ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００４ꎬ ３２(５): １７９２￣１７９７.

[２６]　 Ｌｉｂｒａｄｏ Ｐꎬ Ｒｏｚａｓ Ｊ. ＤｎａＳＰ ｖ５: ａ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ
ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｄａｔａ.
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ２００９ꎬ ２５(１１): １４５１￣１４５２.

[２７]　 Ａｇａｐｏｗ ＰＭꎬ Ｂｕｒｔ Ａ. Ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｌｉｎｋａｇｅ
ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｎｏｔｅｓꎬ ２００１ꎬ １ (１￣
２): １０１￣１０２.

[２８]　 Ｂｕｌｌｅｒｗｅｌｌ ＣＥꎬ Ｇｒａｙ ＭＷ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ: ｐｒｏｔｉｓｔ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ａｎｉｍａｌｓꎬ
ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｐｌａｎｔｓ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００４ꎬ ７(５): ５２８￣５３４.

[２９]　 Ｇｈｉｋａｓ Ｄꎬ Ｋｏｕｖｅｌｉｓ Ｖꎬ Ｔｙｐａｓ Ｍ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｔｏｍｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｕｓ
Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ ｖａｒ. ａｎｉｓｏｐｌｉａｅ: ｇｅｎｅ ｏｒｄｅｒ ａｎｄ
ｔｒｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｒｅｖｅａｌ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｏｕｒｓｅ ｆｏｒ
ａｌｌ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ ｓｈｏｗ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ. Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １８５ ( ５ ):
３９３￣４０１.

[３０]　 Ｋｏｕｖｅｌｉｓ ＶＮꎬ Ｇｈｉｋａｓ ＤＶꎬ Ｔｙｐａｓ ＭＡ. Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｌｅｃａｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｍｕｓｃａｒｉｕｍ ( ｓｙｎｏｎｙｍ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｌｅｃａｎｉｉ) ｓｕｇｇｅｓｔｓ ａ
ｍｉｎｉｍｕｍ ｃｏｍｍｏｎ ｇｅｎｅ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｔＤＮＡｓ ｏｆ
Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ: ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｆｕｎｇａｌ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ ４１(１０): ９３０￣９４０.

[３１]　 Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｇｕｏ Ｈꎬ Ｓｕｎ Ｓꎬ Ｘｕ Ｊ. Ａｂｕｎｄａｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｓｔｉｃ ｙｅａｓｔ ｐａｔｈｏｇｅｎ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ
ｆｒｏｍ ａ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｉｓｌａｎｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｆｕｎｇａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ
Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ４４(１０): ９９１￣１００１.

[３２]　 Ｆｏｒｍｅｙ Ｄꎬ Ｍｏｌｅｓ Ｍꎬ Ｈａｏｕｙ Ａꎬ Ｓａｖｅｌｌｉ Ｂꎬ Ｂｏｕｃｈｅｚ Ｏꎬ
Ｂｅｃａｒｄ Ｇꎬ Ｒｏｕｘ Ｃ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ ｉｒｒｅｇｕｌａｒｉｓ ￣ ｓｙｎ.
Ｇｌｏｍｕｓ ｉｒｒｅｇｕｌａｒｅ ￣ ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ
２０１２ꎬ １９６(４): １２１７￣１２２７.
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Ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｍｉｌｉｔａｒｉｓ

Ｙｏｎｇｊｉｅ Ｚｈａｎｇ１∗ꎬ Ｌｉｈｏｎｇ Ｇｕｏ１ꎬ Ｓｈｕ Ｚｈａｎｇ１ꎬ Ｘｉｎｇｚｈｏｎｇ Ｌｉｕ２

１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｓｈａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６ꎬ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｙｃｏｌｏｇｙꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１０１ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｍｉｌｉｔａｒｉｓ
ｆｒｏｍ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｗｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ １２ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ３ ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ
ｅａｃｈ ｏｆ ２０ Ｃ. ｍｉｌｉｔａｒｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅｓｅ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｗｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ
ｇｒｅａｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ. Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙꎬ Ｃ. ｍｉｌｉｔａｒｉｓ
ｉｓｏｌａｔｅｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎｔｒｏｎ ｐｒｅｓｅｎｃｅ / ａｂｓｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｓｏｍｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｓｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ａｌｓｏ ｖａｒｉｅｄ ｂｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｆｒａｇｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｅｅｍｅｄ ｔｏ ｂｅ ｍｏｒｅ ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅ ｔｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｔｈａｎ ｅｘｏｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｓｅｄ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｗｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｕｓｉｎｇ (ｉｎ ｏｒｄｅｒ) ｎａｄ３￣
ｃｏｘ２ꎬ ｃｏｘ２￣ｎａｄ５ꎬ ｃｏｘ２ꎬ ｃｏｘ３ꎬ ｃｏｂꎬ ａｎｄ ｃｏｘ１ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ Ｃ. ｍｉｌｉｔａｒｉｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｍｉｌｉｔａｒｉｓꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

(本文责编:张晓丽)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (８１１０２７５９ꎬ ３１１４００１３)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ
Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ (２０１０１４０１１２０００７) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ (２０１４０２１０３０￣２)
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