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　 　 摘要:　 野生灵芝资源在连云港境内有着广泛的分布ꎬ本研究使用全基因组重测序技术对具有不同形态特征

和生境特点的灵芝基因组进行测序及分析ꎬ以期解析连云港地区野生灵芝的生物学特性及基因组特征ꎮ 结果表

明ꎬ从不同区域采集的野生灵芝种质资源菌丝具有锁状联合ꎬ具备形成子实体的条件ꎬ生物学特性存在较大差异ꎻ
通过主成分分析将 １２ 株野生灵芝菌株种质资源聚为 ３ 类ꎬ其中第Ⅲ类具有更丰富的遗传多样性ꎻ比较单核苷酸多

态性(ＳＮＰ)、插入或者缺失(ＩｎＤｅｌ)在 １２ 株灵芝菌株基因组中的分布情况发现ꎬ第 １ 条染色体中的 ＳＮＰ 最多ꎬ占比

为 ４６􀆰 ０７％ꎬＳＮＰ 中转换颠换比(Ｔｓ / Ｔｖ)为 ２􀆰 ０３ꎬ说明变异以转换为主ꎬ插入或缺失导致的基因差异在第 １ 条染色体

上最多ꎬ占总 ＩｎＤｅｌ 数的 ４４􀆰 ３１％ꎮ 研究结果说明ꎬ连云港地区灵芝具有丰富的遗传多样性ꎬ可以用于进一步挖掘更

多的功能基因和进行品种选育ꎮ
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　 　 灵芝是一种大型药食两用真菌[１]ꎬ是驰名中外

的珍稀中药材之一[２]ꎬ其药理成分丰富ꎬ且无毒副

作用ꎬ有效成分包括灵芝多糖[３]、多肽[４]、三萜类[５]

及 １６ 种氨基酸[６]等ꎮ 灵芝能降低中枢神经系统的

兴奋性ꎬ有一定镇痛作用[７]ꎬ此外还有解毒[８]、降血

糖[９]、抗辐射[１０]、提高免疫力[１１]、治疗哮喘[１２] 和抗

肿瘤[１３] 等作用ꎮ 灵芝还具有极高的文化观赏价

值[１４]ꎬ可将之培育成外形美观的观赏盆景[１５]ꎮ
连云港位于江苏北部ꎬ境内山海齐观ꎬ河湖、丘

陵、滩涂、湿地、海岛俱备[１６]ꎬ具有丰富的生物多样

性ꎬ在菌物资源方面ꎬ连云港境内已报道的大型真菌

资源有 ５０ 余种[１７]ꎬ其中野生灵芝资源丰富、类型多

样ꎬ当地村民多采集野生灵芝作为普通农产品或中

药材在市场上销售ꎬ但相关研究甚少ꎮ 本研究团队

近几年对连云港地区野生灵芝资源开展了一系列育

种研究ꎬ在采集、鉴定、驯化栽培、栽培条件优化及抗

逆等方面做了一部分工作ꎬ探索并实践了代料栽培、
椴木栽培和近地保护方式的仿野生栽培ꎬ但没有科

学有效地从遗传学角度选择性地对这部分资源进行

研究、开发和保护ꎬ对连云港地区不同区域采集的灵

芝资源的生物学特性、基因组特征和遗传多样性尚

不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究拟选取具有代表性的野生灵

芝菌株进行分离、鉴定ꎬ对不同菌株间菌落生长速

度、液体发酵生物量、液体发酵 ｐＨ 值和人工栽培吃

料速度等生物学特性进行研究ꎬ首次采用全基因组

重测序方法对不同灵芝菌株之间基因组特征及遗传

多样性进行分析ꎬ以期明确其在分子水平上的遗传

多态性与亲缘关系ꎬ为后期通过分子标注技术与灵

芝生物学特性、表型性状评价相结合创造优质种质

资源及挖掘关键功能基因提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本项目组于 ２０２２ 年 ６－９ 月在江苏省连云港市范

围内采集获得野生灵芝标本ꎬ根据形态特征、生境特点

选取具有代表性的标本 １２ 个ꎬ野生灵芝标本信息如表

１ 所示ꎮ 将采集的野生灵芝进行组织分离得到菌株ꎬ保
存于连云港市农业科学院的食用菌菌种库中ꎮ

表 １　 野生灵芝的标本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｍｅｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ

菌株编号 形态特征 生境特点

ｌｙｎｋ００１ 子实体无柄ꎬ呈红褐色ꎻ菌盖近半圆形ꎬ边缘肥厚ꎬ呈淡黄色ꎬ有轮纹 生于阔叶林中的立木干基部朽木上

ｌｙｎｋ００２ 子实体无柄ꎬ呈白色ꎻ菌盖边缘不规则ꎬ薄ꎬ呈淡黄褐色ꎬ有轮纹 生于阔叶林中地下枯树桩上

ｌｙｎｋ００３ 子实体无柄ꎬ呈红褐色ꎻ菌盖近圆形ꎬ边缘不规则ꎬ呈淡黄色ꎬ有轮纹 生于阔叶树腐木桩上

ｌｙｎｋ００４ 子实体有柄ꎬ呈红褐色ꎬ有漆样光泽ꎻ菌盖不规则ꎬ边缘薄ꎬ呈淡黄色 生于阔叶树倒木上

ｌｙｎｋ００５ 子实体有柄ꎬ呈红褐色ꎻ菌盖近似椭圆形ꎬ边缘不规则 生于阔叶林中地下腐木上

ｌｙｎｋ００６ 子实体为幼嫩阶段ꎬ近球形ꎬ黄色 生于阔叶林中的立木干基部枯树根上

ｌｙｎｋ００７ 子实体为幼嫩阶段ꎬ有 ２ 个分支ꎬ有漆样光泽ꎬ近球形ꎬ顶端呈淡黄色 生于阔叶树腐木桩上

ｌｙｎｋ００８ 子实体近扇形ꎬ白色ꎬ有轮纹 生于阔叶林中地下腐木上

ｌｙｎｋ００９ 子实体有柄ꎬ近扇形ꎬ红褐色ꎬ有轮纹 生于阔叶树朽板根上

ｌｙｎｋ０１０ 子实体有柄ꎬ半圆形ꎬ暗红褐色ꎬ有轮纹 生于阔叶林中地下腐木上

ｌｙｎｋ０１１ 子实体有柄ꎬ子实体为幼嫩阶段ꎬ扇形ꎬ呈黄色ꎬ边缘肥厚规则 生于阔叶林中地下腐木桩周围地上

ｌｙｎｋ０１２ 子实体有短柄ꎬ子实体为幼嫩阶段ꎬ近半圆形ꎬ呈黄色ꎬ边缘肥厚 生于阔叶林中地下腐木木桩上

　 　 试验试剂:马铃薯葡萄糖水培养基ꎬ购自青岛海

博生物公司ꎻ马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基ꎬ购
自北京陆桥技术股份有限公司ꎻ蛋白胨ꎬ购自生工生

物工程(上海)股份有限公司ꎻ酵母浸粉、琼脂粉ꎬ购
自北京奥博星生物技术有限责任公司ꎮ

试验仪器:ＣＸ４３ 显微镜ꎬ购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公
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司ꎻ超净工作台ꎬ购自德国 Ａｉｒｔｅｃｈ 公司ꎻＰＣＲ 仪、
ＭＤ￣５５０ 离心机ꎬ购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 灵芝菌株基因组的提取及分子鉴定　 采用真菌

基因组 ＤＮＡ 快速提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡꎬ采用真

菌通用引物 ＩＴＳ１(５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′)和
ＩＴＳ４(５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′)进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ 扩增条件如下:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
６０ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎꎮ 对 ＰＣＲ 产物进行测序ꎬ用ＭＥＧＡ ７.０ 对所测内

转录间隔区(ＩＴＳ)序列进行比对ꎬ用邻接(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇ)法构建系统发育树[１８]ꎮ
１.２.２　 灵芝菌株生物学特性比较分析

１.２.２.１　 菌丝体干质量的测定　 量取 ５０ ｍｌ 灵芝发

酵液倒入离心管中ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ将离心

后获得的菌丝体转移到已干燥且确保恒质量的称量

瓶中ꎬ８０ ℃烘干ꎬ称量ꎬ计算菌丝体干质量ꎮ 每个试

验设 ２ 个重复ꎮ
１.２.２.２ 　 ｐＨ 值的测定 　 在超净台中ꎬ无菌操作取

１５ ｍｌ 发酵液于 ５０ ｍｌ 烧杯中ꎬ用 ｐＨ 计进行测定ꎬ测
定前 ｐＨ 计需要校准ꎬ每个试验设 ２ 个重复ꎮ
１.２.２.３　 菌落直径及菌落生长速率的测定　 用打孔

器定量ꎬ将各菌株接种于直径 ９０ ｍｍ 的培养皿中ꎬ
用马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基在 ２５ ℃避光培

养 ５ ｄꎬ测量菌落直径ꎮ 菌落生长速率 ＝菌落直径 /
培养天数ꎮ 每个试验设 ２ 个重复ꎮ
１.２.２.４　 菌丝吃料长度及吃料速率的测定　 将各菌

株接种于直径为 １２ ｃｍ 的菌棒中ꎬ于 ２５ ℃避光培养

１３ ｄꎬ测量吃料长度ꎮ 吃料速率 ＝吃料长度 /培养天

数ꎮ 每个试验设 ３ 个重复ꎮ
１.２.３　 灵芝全基因组重测序分析 　 全基因组重测

序试验流程包括 ＤＮＡ 样品检测、文库构建、文库质

控和上机测序等ꎮ
１.２.３.１　 样品检测　 为保证文库构建质量ꎬ对基因

组 ＤＮＡ 进行检测ꎬ待样品合格后进行文库构建ꎮ 检

测标准如下:琼脂糖凝胶电泳检测结果显示基因组

ＤＮＡ 主带完整清晰ꎬ且无降解或 ＲＮＡ 污染ꎻＮａｎｏ￣
ｄｒｏｐ 检测所得 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值为１.８~ ２􀆰 ２ꎬ无蛋白质

或肉眼可见的杂质污染ꎻＱｕｂｉｔ ３.０ 检测 ＤＮＡ 样品质

量浓度大于 ４０ ｎｇ / μｌꎬＤＮＡ 总量大于 ２ μｇꎮ
１.２.３.２　 文库的构建　 样品基因组 ＤＮＡ 检测合格

后ꎬ严格按照 ＮＥＢＮｅｘｔ 􀅺 ＵｌｔｒａＴＭⅡＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ

Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 􀅺中提供的标准流程进行文库构建ꎬ
主要试验步骤如下:将基因组 ＤＮＡ 用 ｂｉｏｒｕｐｔｏｒＵＣＤ￣
２００ 处理成２００~５００ ｂｐ 的片段ꎻ对片段化的 ＤＮＡ 进

行末端修复并加 Ａ 尾巴ꎬ然后连接测序接头ꎻ根据

预期的文库选择特定比例的 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ Ｂｅａｄｓ 进行

目标片段选择ꎬ纯化去除接头污染ꎻ通过 ＰＣＲ 富集

目标 ＤＮＡ 片段并用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ Ｂｅａｄｓ 进行纯化ꎬ即
完成测序文库的构建ꎮ
１.２.３.３　 文库质控　 文库构建完成后ꎬ对其进行质

量检测ꎬ检测结果达到要求后方可进行上机测序ꎬ检
测方法如下:用 Ｑｕｂｉｔ ３.０ 进行初步定量ꎻ用 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００ 对文库的插入片段大小(Ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ)进行检测ꎬ
Ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ 符合预期且无接头污染才可进行下一步

试验ꎻ用德国 ＡＮＡＬＹＴＩＫＪＥＮＡ(耶拿) ＱＴＯＷＥＲ 实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪对文库的有效浓度进行准确定

量ꎬ即有效浓度>２ ｎｍｏｌ / Ｌ为合格文库ꎮ
１.２.３.４　 上机测序　 按照目标下机数据量对文库进

行 Ｐｏｏｌｉｎｇ(集中)ꎬ用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 平台对 ＤＮＡ 分

子两端分别测序 １５０ ｂｐꎮ
１.２.４　 统计方法　 用 ＳＰＳＳ、Ｅｘｃｅｌ 软件对数据进行处

理分析ꎬ用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法对组间差异显著性

进行分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义ꎬ用 Ｐｈｏ￣
ｔｏｓｈｏｐ 软件处理图片ꎬ用 Ｏｒｉｇｉｎ ９.１ 软件对所得数据

作图ꎬ用 ＭＥＧＡ ７.０ 对内转录间隔区序列构建系统发

育树ꎬ用 ＳＩＭＣＡ １４.１ 软件进行主成分分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 野生灵芝菌株的分离及保存

本研究采集的野生灵芝详见图 １ꎬ生境植被为

麻栎、板栗等阔叶树种ꎬ幼嫩灵芝子实体呈近球形或

近半圆形ꎬ已形成菌盖的灵芝厚度不一ꎬ菌盖上轮纹

明显ꎬ大部分幼嫩子实体为淡黄色ꎬ菌盖边缘为淡黄

色ꎬ本研究分离到 １ 株白肉灵芝和 １ 株树舌灵芝ꎬ详
见图 １Ｂ、图 １Ｈꎮ
　 　 经分离获得灵芝菌株 １２ 株(图 ２Ａ 至图 ２Ｌ)ꎬ在
马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基中ꎬ菌落近圆形ꎬ
菌落周边菌丝表面平整ꎬ菌丝色泽为淡黄色或白色ꎬ
菌丝均匀、浓密ꎬ无气生菌丝ꎮ 通过奥林帕斯显微镜

观察发现菌丝分支密度不高(图 ２Ｍ)ꎬ且菌丝粗壮

(图 ２Ｏ)ꎬ有隔膜ꎬ可见锁状联合(图 ２Ｎ)ꎬ无杂菌ꎮ
孢子呈球形(图 ２Ｐ)ꎬ直径为４.５１~ １３􀆰 ５２ μｍꎮ 将分

离获得的菌株用试管斜面保存于 ４ ℃冰箱ꎮ

５２２纪　 伟等:连云港地区野生灵芝生物学特性及基因组特征分析



２.２　 灵芝菌株基因组 ＤＮＡ 的提取及分子鉴定

使用真菌基因组 ＤＮＡ 快速提取试剂盒分别提

取分离获得的 １２ 株灵芝菌株基因组 ＤＮＡꎬ基因组

ＤＮＡ 的电泳结果见图 ３Ａꎮ 将提取的基因组 ＤＮＡ 低

温保存ꎬ用于 ＩＴＳ 分子鉴定和全基因组重测序ꎻ通过

ＩＴＳ 测序ꎬ使用邻接法构建系统发育树(图 ３Ｂ)ꎮ 从

进化树可以看出ꎬ１２ 株野生灵芝被聚成 ３ 大类ꎬ其
中第Ⅰ类有 ４ 株ꎬ占总株数的 ３３􀆰 ３％ꎬ第Ⅱ类有 ３
株ꎬ占总株数的 ２５􀆰 ０％ꎬ第Ⅲ类有 ５ 株ꎬ占总株数的

４１􀆰 ７％ꎮ 由分支情况可知ꎬ每个分类的近交程度较

低ꎬ其中第Ⅲ类表征遗传多样性的参数都高于其他

２ 类(Ⅰ、Ⅱ)ꎬ表明其遗传性更丰富ꎮ

Ａ 至 Ｌ 对应编号为 ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２(见表 １)的野生灵芝子实体ꎮ
图 １　 野生灵芝子实体

Ｆｉｇ.１　 Ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ

Ａ~Ｌ:编号为 ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２(见表 １)的灵芝菌落形态ꎻＭ~Ｐ:灵芝菌丝和孢子的显微形态ꎮ
图 ２　 灵芝菌落形态和显微结构

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ

Ａ 图中ꎬＭ:ｍａｒｋｅｒꎻ１~１２:编号为 ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２(见表 １)的灵芝基因ꎮ
图 ３　 灵芝基因组电泳结果(Ａ)和内转录间隔区(ＩＴＳ)序列的系统发育树(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｏｍｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ (Ａ) ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ (ＩＴＳ) ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ (Ｂ)
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２.３　 灵芝菌株生物学特性的比较分析

对 １２ 株灵芝菌株进行生物学特性测试ꎬ由图 ４
可知ꎬ不同菌株之间的菌落直径、菌落生长速率呈现

较明显的分化ꎬ其中菌株 ｌｙｎｋ００２ 的菌落直径、菌落生

长速率最高ꎬ分别为 ８􀆰 ３９ ｃｍ、１􀆰 ６８ ｃｍ / ｄꎬ其次是菌株

ｌｙｎｋ０１０ꎬ其菌落直径、菌落生长速率均显著高于菌株

ｌｙｎｋ００５、ｌｙｎｋ００６、ｌｙｎｋ００７ 和 ｌｙｎｋ００８ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ菌株

ｌｙｎｋ００７ 的菌落直径、菌落生长速率最低ꎮ 对不同菌

株液体发酵生物量进行统计发现ꎬ菌株 ｌｙｎｋ０１０ 的菌

丝体干质量最高ꎬ为 １３􀆰 １２ ｇ / Ｌꎬ其次为菌株 ｌｙｎｋ００２ꎬ
菌株 ｌｙｎｋ００３ 的菌丝体干质量最低ꎬ菌株 ｌｙｎｋ０１０ 的

菌丝 体 干 质 量 显 著 高 于 菌 株 ｌｙｎｋ００１、 ｌｙｎｋ００３、

ｌｙｎｋ００４、ｌｙｎｋ００５、ｌｙｎｋ００６、ｌｙｎｋ００７、ｌｙｎｋ００８、ｌｙｎｋ０１１ 和

ｌｙｎｋ０１２ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 对不同菌株液体发酵的 ｐＨ 值进

行统计发现ꎬ菌株 ｌｙｎｋ００５ 的 ｐＨ 值最高ꎬ为 ５􀆰 ２９ꎬ其
次为菌株 ｌｙｎｋ００７ꎬｐＨ 值为 ５􀆰 ２７ꎬ菌株 ｌｙｎｋ００２ 的 ｐＨ
值最低ꎬ为 ４.４５ꎬ菌株 ｌｙｎｋ００５ 的 ｐＨ 值显著高于菌株

ｌｙｎｋ００２、 ｌｙｎｋ００８、 ｌｙｎｋ００９、 ｌｙｎｋ０１０ 和 ｌｙｎｋ０１２ (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 对不同菌株菌丝的吃料长度、吃料速率进行

统计发现ꎬ菌株 ｌｙｎｋ０１０ 菌丝的吃料长度、吃料速率分

别为 ７􀆰 ２７ ｃｍ、０􀆰 ５６ ｃｍ / ｄꎬ其次是菌株 ｌｙｎｋ００２ꎬ菌株

ｌｙｎｋ０１０ 菌丝的吃料长度、吃料速率显著高于菌株

ｌｙｎｋ００５、ｌｙｎｋ００６、ｌｙｎｋ００７ 和 ｌｙｎｋ００８ 菌丝(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

Ａ:菌落直径ꎻＢ:菌落生长速率ꎻＣ:菌丝体干质量ꎻＤ:ｐＨ 值ꎻＥ:菌丝吃料长度ꎻＦ:菌丝吃料速率ꎮ ａ:ｌｙｎｋ００１ꎻｂ:ｌｙｎｋ００２ꎻｃ:ｌｙｎｋ００３ꎻｄ:ｌｙｎｋ００４ꎻｅ:
ｌｙｎｋ００５ꎻｆ:ｌｙｎｋ００６ꎻｇ:ｌｙｎｋ００７ꎻｈ:ｌｙｎｋ００８ꎻｉ:ｌｙｎｋ００９ꎻｊ:ｌｙｎｋ０１０ꎻｋ:ｌｙｎｋ０１１ꎻｌ:ｌｙｎｋ０１２ꎮ ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２ 见表 １ꎮ 不同处理间标有不同小写字母表

示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 灵芝菌株的生物学特性比较

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ ｓｔｒａｉｎｓ

２.４　 测序数据统计分析

用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 平台对有效数据进行测序ꎬ结
果显示ꎬ高质量的有效读取数总计为２６３ ４４８ ３５８
条ꎬ总碱基数为７９ ０３４ ５０７ ４００ ｂｐꎬ平均每条测序有

效读取长度为 ３００ ｂｐꎬ有效读取数、总碱基数最多的

是菌株 ｌｙｎｋ００９ꎬ最少的是菌株 ｌｙｎｋ００８ꎬ测序 Ｇ＋Ｃ
含量为４８.０４％~ ５８􀆰 ４５％ꎬ质量数大于 ２０ 的碱基所

占比例 (Ｑ２０)、质量数大于 ３０ 的碱基所占比例

(Ｑ３０)的平均值分别为 ９４􀆰 ５５％、８８􀆰 ９５％ꎬ说明测序

出错率低ꎬ质量符合要求ꎬ建库成功ꎬ可用于后续

ＳＮＰ 标记挖掘ꎬ详细数据统计结果见表 ２ꎮ
２.５　 比对率统计分析

以 Ｌｉｕ 等[１９]报道的灵芝单核菌株 ＤＨ￣８ 的全基

因组为参考基因组进行比对ꎬ由表 ３ 可以看出ꎬ在唯

一位 点 比 对 率 方 面ꎬ 菌 株 ｌｙｎｋ００２、 ｌｙｎｋ００３ 和

ｌｙｎｋ００８ 对应的测序数据唯一位点比对率较低ꎬ其他

菌株的唯一位点比对率为２０.６７％~３３􀆰 ４０％ꎬ平均唯

一位点比对率为 ２２􀆰 ６３％ꎻ多位点比对率为０.８１％~
５􀆰 ６８％ꎬ平均比对率为 ３􀆰 ６８％ꎮ 本研究采集的灵芝

菌株与已报道的灵芝菌株 ＤＨ￣８ 基因组的比对率较

７２２纪　 伟等:连云港地区野生灵芝生物学特性及基因组特征分析



低ꎬ说明本研究中的菌株与已报道的菌株之间的遗

传距离较远ꎮ
２.６　 覆盖度、覆盖深度的统计分析

由图 ５ 可以看出ꎬ在覆盖率方面ꎬ菌株 ｌｙｎｋ００２、
ｌｙｎｋ００８ 较低ꎬ其他菌株的覆盖率较接近ꎬ覆盖率为

３４.２３％~ ３６􀆰 ７８％ꎬ平均覆盖率为 ３０􀆰 ４０％ꎮ 在覆盖

深度方面ꎬ菌株 ｌｙｎｋ００２、ｌｙｎｋ００３ 的覆盖深度相对较

低ꎬ分别为 １８􀆰 ８０、１９􀆰 ０４ꎬ菌株 ｌｙｎｋ００９ 的覆盖深度

最高ꎬ为 ８４􀆰 ４９ꎬ平均覆盖深度为 ５０􀆰 ６８ꎮ
２.７　 变异类型分析

单核苷酸多态性(ＳＮＰ)的类型及插入缺失标记

(ＩｎＤｅｌ)长度统计结果详见图 ６ꎮ 在本研究中ꎬ共获

得了７０５ ７４２个变异位点ꎬ其中５９８ ８６４个为 ＳＮＰꎬ
１０６ ８７８个 为 ＩｎＤｅｌꎮ ＳＮＰ 数 量 统 计 结 果 显 示ꎬ
４０１ ００１个 ＳＮＰ 是转换类型(Ａ / Ｇ 和 Ｃ / Ｔꎬ为嘌呤之

间或嘧啶之间的交换)ꎬ１９７ ８６３个 ＳＮＰ 是颠换类型

(Ａ / Ｃ、Ａ / Ｔ、Ｃ / Ｇ 和 Ｇ / Ｔꎬ为嘌呤和嘧啶之间的交

换)ꎬ转换颠换比(Ｔｓ / Ｔｖ)为 ２􀆰 ０３ꎮ ＩｎＤｅｌ 数量统计

结果显示ꎬ长度小于或等于 １０ ｂｐ 的 ＩｎＤｅｌ 占比达到

９７􀆰 ９７％ꎬ长度大于 １０ ｂｐ 的 ＩｎＤｅｌ 占比为 ２􀆰 ０３％ꎬ长
度为 ２ ｂｐ 的 ＩｎＤｅｌ 数量最多ꎬ为３５ １０４个ꎮ

表 ２　 测序数据统计结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

菌株编号
有效读取数

(条)
总碱基数

(ｂｐ)
Ｇ＋Ｃ 含量

(％)
Ｑ２０
(％)

Ｑ３０
(％)

ｌｙｎｋ００１ ２７ １６８ ３３５ ８ １５０ ５００ ５００ ５２.７６ ９５.５０ ９０.０７

ｌｙｎｋ００２ １５ ８３２ ３９７ ４ ７４９ ７１９ １００ ４８.０４ ９５.８９ ９０.５８

ｌｙｎｋ００３ ２７ ５３４ ８９０ ８ ２６０ ４６７ ０００ ５０.４７ ９５.２１ ８９.８１

ｌｙｎｋ００４ ２３ １８０ １８８ ６ ９５４ ０５６ ４００ ５４.６５ ９５.３８ ９０.３５

ｌｙｎｋ００５ ２７ ３８４ ５３１ ８ ２１５ ３５９ ３００ ５４.６８ ９３.６８ ８８.０８

ｌｙｎｋ００６ ２７ ９９９ １２２ ８ ３９９ ７３６ ６００ ５４.７８ ９５.４４ ９０.１８

ｌｙｎｋ００７ １４ ２３１ １８０ ４ ２６９ ３５４ ０００ ５２.６２ ９３.９８ ８７.６７

ｌｙｎｋ００８ １３ ００８ ６９８ ３ ９０２ ６０９ ４００ ５８.４５ ９０.４０ ８３.９１

ｌｙｎｋ００９ ２９ ２５３ ７８２ ８ ７７６ １３４ ６００ ５３.８１ ９５.７２ ９０.５０

ｌｙｎｋ０１０ １３ ８８１ ８９０ ４ １６４ ５６７ ０００ ５５.０７ ９４.１７ ８８.５３

ｌｙｎｋ０１１ ２３ ４５９ ６０６ ７ ０３７ ８８１ ８００ ５４.５４ ９５.９５ ９０.８４

ｌｙｎｋ０１２ ２０ ５１３ ７３９ ６ １５４ １２１ ７００ ４９.１７ ９３.２５ ８６.９０

平均 ５３.２５ ９４.５５ ８８.９５
Ｑ３０:质量数大于 ３０ 的碱基所占比例ꎻＱ２０:质量数大于 ２０ 的碱基所
占比例ꎮ ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２ 见表 １ꎮ

表 ３　 测序数据比对率统计结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

菌株编号 唯一位点
比对数(个)

唯一位点
比对率(％)

多位点
比对数(个)

多位点
比对率(％)

未比对数
(个)

未比对率
(％)

ｌｙｎｋ００１ ７ ９９５ ５９１ ２９.４３ １ ３７１ ３９９ ５.０５ １７ ８０１ ３４６ ６５.５２

ｌｙｎｋ００２ ３９８ ７３３ ２.５２ １７８ ９７７ １.１３ １５ ２５４ ６８８ ９６.３５

ｌｙｎｋ００３ ２ ４１２ ４４８ ８.７６ ６８３ ６０３ ２.４８ ２４ ４３８ ８３９ ８８.７６

ｌｙｎｋ００４ ７ ７４１ ７０４ ３３.４０ １ ３１７ ２８７ ５.６８ １４ １２１ １９７ ６０.９２

ｌｙｎｋ００５ ７ ５１５ ８５９ ２７.４５ １ １０９ ６４８ ４.０５ １８ ７５９ ０２４ ６８.５０

ｌｙｎｋ００６ ９ ０９４ ３４６ ３２.４８ １ ２４３ １６８ ４.４４ １７ ６６１ ６０８ ６３.０８

ｌｙｎｋ００７ ３ ３０１ ９６６ ２３.２０ ４８６ ４９３ ３.４２ １０ ４４２ ７２２ ７３.３８

ｌｙｎｋ００８ ４６７ ３１８ ２.２８ １６５ ２４９ ０.８１ １９ ８８１ １７２ ９６.９２

ｌｙｎｋ００９ ９ ４０８ ９９７ ３２.１６ １ ５５６ ６８８ ５.３２ １８ ２８８ ０９８ ６２.５２

ｌｙｎｋ０１０ ３ ７８７ ２８３ ２７.２８ ６３４ ９６５ ４.５７ ９ ４５９ ６４２ ６８.１４

ｌｙｎｋ０１１ ７ ４８４ ０２８ ３１.９０ １ １５７ ４９５ ４.９３ １４ ８１８ ０８３ ６３.１６

ｌｙｎｋ０１２ ２ ６８９ ２６２ ２０.６７ ２９８ ６８６ ２.３０ １０ ０２０ ７５０ ７７.０３

平均 ５ １９１ ４６１ ２２.６３ ８５０ ３０５ ３.６８ １５ ９１２ ２６４ ７３.６９
ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２ 见表 １ꎮ

２.８　 变异在基因组上的分布

如表 ４ 所示ꎬ ５ 条染色体中 ＳＮＰ 总数量为

５９８ ８６４个ꎬ在染色体 Ｃｈｒ０１ 中ꎬＳＮＰ 最多ꎬ数量为

２７５ ９００个ꎬ占比为 ４６􀆰 ０７％ꎬ同时染色体 Ｃｈｒ０１ 对应

的 ＳＮＰ 密度也最高ꎻ插入或缺失导致的基因差异在

染色体 Ｃｈｒ０１ 上表现得较明显ꎬＩｎＤｅｌ 数量为４７ ３５５
个ꎬ占总 ＩｎＤｅｌ 数量的 ４４􀆰 ３１％ꎬ同时对应的 ＩｎＤｅｌ 密
度也最高ꎮ
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以 ２０ ｋｂ 窗口为单位进行统计ꎮ ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２ 见表 １ꎮ ａ:染色体 １ꎻｂ:染色体 ２ꎻｃ:染色体 ３ꎻｄ:染色体 ４ꎻｅ:染色体 ５ꎮ
图 ５　 测序数据对基因组的覆盖度、覆盖深度分布

Ｆｉｇ.５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｖｅｒａｇｅ ａｎｄ ｄｅｐｔｈ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

９２２纪　 伟等:连云港地区野生灵芝生物学特性及基因组特征分析



Ａ:ＳＮＰ 类型ꎻＢ:ＩｎＤｅｌ 长度ꎮ
图 ６　 插入缺失标记(ＩｎＤｅｌ)长度和单核苷酸多态性(ＳＮＰ)类型统计结果

Ｆｉｇ.６　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｒ ｄｅｌｅｔｉｏｎ (ＩｎＤｅｌ) ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｔｙｐｅ

表 ４　 变异数量及密度统计结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｙ

染色体
长度
(Ｍｂ)

ＳＮＰ 数量
(个)

ＳＮＰ 密度
(个ꎬ１ Ｍｂ)

ＩｎＤｅｌ 数量
(个)

ＩｎＤｅｌ 密度
(个ꎬ１ Ｍｂ)

１ １３ ３５２ １４８ ２７５ ９００ ２０ ６６３.３４ ４７ ３５５ ３ ５４６.６２

２ １０ ３３０ ６９４ １２３ ９６８ １１ ９９９.９７ ２２ ３０８ ２ １５９.３９

３ １０ ４６８ ３０４ ８８ ８４５ ８ ４８７.０５ １６ ７９８ １ ６０４.６５

４ １０ １３２ ８８７ ７０ ６４１ ６ ９７１.４６ １２ ８９９ １ ２７２.９８

５ ５ ２４５ ００９ ３９ ５１０ ７ ５３２.８８ ７ ５１８ １ ４３３.３６

合计 ４９ ５２９ ０４２ ５９８ ８６４ １２ ０９１.１７ １０６ ８７８ ２ １５７.８９

２.９　 主成分分析

为总体分析灵芝菌株之间的遗传关系ꎬ对测序

数据进行主成分分析ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ贡献度排前 ２
位的主成分 １、主成分 ２ 的特征值分别为 ５８􀆰 ４％、
２８􀆰 ２％ꎬ合计贡献率为 ８６􀆰 ６％ꎮ 根据菌株分布情况ꎬ
大致可以分为 ３ 簇(或 ３ 类)ꎬ第Ⅰ簇位于第 １ 象限ꎬ
共 ３ 个菌株ꎬ为 ｌｙｎｋ００２、 ｌｙｎｋ００３ 和 ｌｙｎｋ００８ꎬ其中

ｌｙｎｋ００２ 和 ｌｙｎｋ００８ 分布得更集中ꎻ第Ⅱ簇位于第 ３
象限ꎬ共 ３ 个菌株ꎬ为 ｌｙｎｋ００７、ｌｙｎｋ０１０ 和 ｌｙｎｋ０１２ꎬ
其中 ｌｙｎｋ００７ 和 ｌｙｎｋ０１０ 分布得相对较近ꎻ第Ⅲ簇位

于第 ２ 象限和第 ４ 象限交汇处ꎬ共 ６ 个菌株ꎬ为
ｌｙｎｋ００１、 ｌｙｎｋ００４、 ｌｙｎｋ００５、 ｌｙｎｋ００６、 ｌｙｎｋ００９ 和

ｌｙｎｋ０１１ꎮ

３　 讨 论

有研究发现ꎬ除金针菇、黑木耳等少数单核菌丝

可以形成子实体外ꎬ多数食用菌只有双核菌丝才能

形成子实体ꎬ双核菌丝体与单核菌丝体相比ꎬ具有分

支快、菌丝健壮和稳定性好等优势ꎬ因此在食用菌生

产中ꎬ菌株大多选择双核菌丝[２０]ꎮ 本研究分离的灵

ＰＣ１:主成分 １ꎻＰＣ２:主成分 ２ꎮ ｌｙｎｋ００１~ ｌｙｎｋ０１２ 见表 １ꎮ
图 ７　 灵芝菌株的主成分分析

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ
ｓｔｒａｉｎ

芝菌株具有锁状联合ꎬ而锁状联合是双核菌丝的鉴

定标准ꎬ因此本研究采集的菌株具备形成子实体的

条件ꎮ 菌落生长速率、液体发酵菌丝体干质量和菌

丝吃料速率等参数反映了菌丝的活力ꎬ而且呈正相

关ꎬ菌株活力也关系着菌株优劣、后续出菇好坏、栽
培时间和子实体产量等[２１]ꎮ 韩鹏等[２２] 以羊肚菌菌

丝生长速度、长势作为菌株优劣的评价标准ꎬ董玉兰

等[２３￣２４]分别结合菌丝萌发活力、生物量对白灵菇、
桑黄菌株的活力进行评价ꎮ 本研究结果显示ꎬ在连

云港不同区域采集的野生灵芝种质资源ꎬ菌株之间

的生物学特性存在较大差异ꎬ菌落生长速率、液体发

酵菌丝体干质量和菌丝吃料速率最高值分别是最低

值的 １􀆰 ４９ 倍、１􀆰 ７７ 倍和 １􀆰 ４０ 倍ꎬ差异程度达到显

著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ三者之间呈正相关趋势ꎬ而与发

酵液的 ｐＨ 值呈负相关趋势ꎮ
　 　 Ｂｒｏｗｎ 等[２５]对 ３２ 个花生品种进行了全基因组

重测序ꎬ对品种间基于系谱和基于 ＳＮＰ 的遗传相似

性进行对比ꎬ发现基于全基因组重测序数据获得的

结果更加准确ꎬ具有高度相关性的品种紧密地聚在
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一起ꎬ可见重测序在探索品种的遗传多样性、鉴定未

知来源材料方面具有不可比拟的优越性ꎮ 郭敏杰

等[２６]发现ꎬ基因型数据更能准确地反映品种内在遗

传基础ꎮ 本研究通过 ＩＴＳ 聚类分析ꎬ将 １２ 株野生灵

芝种质资源聚成 ３ 大类ꎬ通过主成分分析ꎬ根据菌株

在坐标上的分布情况ꎬ同样将这 １２ 个菌株分为 ３
类ꎬ其中聚类分析的第 ２ 类与主成分分析的第Ⅱ簇

完全吻合ꎬ而聚类分析的第Ⅰ、Ⅲ类与主成分分析的

第Ⅰ、Ⅲ簇存在一定出入ꎬ聚类分析中第Ⅰ类中的

ｌｙｎｋ００６、ｌｙｎｋ００９ 在主成分分析中聚为第Ⅲ簇ꎬ聚类

分析中第Ⅲ类中的 ｌｙｎｋ００２ 在主成分分析中聚为第

Ⅰ簇ꎬ由于主成分分析数据基于全基因组重测序数

据ꎬ该方法更可靠ꎬ上述 ２ 种分析方法的第Ⅲ类表征

遗传多样性的参数都高于其他 ２ 类(Ⅰ、Ⅱ)ꎬ说明

第Ⅲ类具有更丰富的遗传多样性ꎮ
目前基于二代测序的全基因组重测序技术已作

为主流方法应用于很多物种 ＳＮＰ 标记的开发[２７]ꎮ
Ｓｈｅｎ 等[２８]揭示了四倍体棉花的 ＳＮＰ 和 ＩｎＤｅｌ 多样

性ꎬＺｈａｎｇ 等[２９]确定了辣椒第 １ 花节的候选基因ꎬ但
灵芝这方面的研究还未见相关报道ꎮ 本研究所测序

列的 Ｑ２０、Ｑ３０ 占比较高ꎬ说明测序出错率很低ꎬＧＣ
分布正常ꎬ数据量达到预期目标ꎬ本研究采集的灵芝

菌株与已报道的灵芝菌株 ＤＨ￣８ 的基因组比对率较

低ꎬ说明本研究中的菌株与已报道的菌株之间遗传

距离较远ꎮ １２ 株灵芝中的 ＳＮＰ 数量为５９８ ８６４个ꎬ
ＩｎＤｅｌ 数量为１０６ ８７８个ꎬ在第 １ 条染色体中 ＳＮＰ 最

多ꎬ占比 ４６􀆰 ０７％ꎬ ＳＮＰ 中转换颠换比 ( Ｔｓ / Ｔｖ ) 为

２􀆰 ０３ꎬ说明变异以转换为主ꎬ插入或缺失导致的基因

差异在第 １ 条染色体上表现得较为明显ꎬ占总 ＩｎＤｅｌ
数的 ４４􀆰 ３１％ꎬ表明可能有更多的功能基因在第 １ 条

染色体上ꎬ第 １ 条染色体可以用于进一步挖掘更多

功能基因ꎮ

４　 结 论

本研究对连云港范围内野生灵芝生物学特性进

行分析ꎬ使用全基因组重测序技术对灵芝基因组进

行测序ꎬ并进行序列特征分析和主成分分析ꎮ 结果

表明ꎬ从不同区域采集的野生灵芝种质资源在菌落

生长速率、液体发酵液生物量和菌丝吃料速率等生

物特性方面展现出较大差异ꎻ通过主成分分析将 １２
株野生灵芝种质资源聚为 ３ 类ꎬ其中第Ⅲ类具有更

丰富的遗传多样性ꎮ 在 １２ 株灵芝基因组中ꎬ第 １ 条

染色体的 ＳＮＰ 最多ꎬ变异以转换为主ꎬ插入或缺失

导致的基因差异在第 １ 条染色体上表现得明显ꎬ说
明可能有更多功能基因在第 １ 条染色体上ꎬ第 １ 条

染色体可以用于进一步挖掘更多的功能基因ꎮ 本研

究结果可为后期分子标注技术与灵芝生物学特性、
表型性状评价相结合ꎬ创造优质种质资源和挖掘优

质基因提供科学的理论基础ꎮ
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