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天然冬虫夏草多菌共存生物体分子异质性的

检验与讨论
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(1香港理工大学应用生物与化学科技学系, 香港; 2清华大学深圳研究生院生命与健康科学学部, 深圳 518055; 
3香港理工大学深圳中药药学及分子药理学研究重点实验室, 深圳 518057) 

摘要      中药冬虫夏草数百年来用于滋补保健、疾病防治和病后康复 , 但有关冬虫夏草菌的

学术争议一直没有停止。中国被毛孢是冬虫夏草菌的无性世代学说较为流行 , 然而学界尚未获得

证实这一学说的直接证据。部分间接证据来自于分子系统学微观和宏观研究。该文回顾了冬虫夏

草分子系统学文献 , 讨论了微观研究和宏观研究的实验方法、数据分析方法及其结果。冬虫夏草

分子生物学微观研究不断获得新证据 , 证明天然冬虫夏草基因组DNA的多元异质性 , 揭示冬虫夏

草中含有的多种真菌和多种突变基因型冬虫夏草菌 , 证明冬虫夏草是多种真菌与蝙蝠蛾幼虫尸体

构成的复杂的菌虫物种复合体。随着冬虫夏草的成熟 , 在僵虫体和子座中多种菌物的差异存在巨

大的、非同步的动态变化。宏观分子系统学研究的丰度加权算法揭示在僵虫体、子座和子囊果中

分子标记多态性的高度差异及其在冬虫夏草成熟过程中的动态变化。这些分子系统学研究结果支

持冬虫夏草是“一个统一微生态系统”的学说。
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Abstract       Natural Cordyceps sinensis is a precious traditional Chinese herb and has been used as a folk 
medicine for hundreds of years for promoting health, combating diseases and facilitating post-disease recovery.  
However, the debate on the anamorph-teleomorph connection for Ophiocordyceps sinensis fungus has been 
undergoing for decades. Direct evidence is still lacking for the hypothesis that Hirsutella sinensis is the sole 
anamorph of O. sinensis. Some indirect evidence was derived from molecular systematics studies using either 
microcosmic or macrocosmic techniques. This paper reviewes the C. sinensis molecular systematics publications 
and discusses their experimental designs and methodologies, data analysis methods and the results. More and more 
new data from microcosmic molecular biology studies demonstrated the multiple genetic heterogeneity of the C. 
sinensis genomic DNA pool, indicating that natural C. sinensis contains multiple fungi and multiple genotypes 
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of O. sinensis, forming a natural fungi-insect complex. The fungi that differentially exist in the caterpillar body, 
stroma and ascocarps of C. sinensis undergo dynamic, asynchronous alterations during C. sinensis maturation.  
Macrocosmic analyses with using density-weighted algorithms demonstrated the dramatic differences in the integral 
molecular marker polymorphism in the different compartments of C. sinensis, and the dynamic alterations of the 
molecular marker polymorphism during C. sinensis maturation. All these results from molecular systematics studies 
supported the hypothesis of an integrated micro-ecosystem for natural C. sinensis. 

Keywords        natural Cordyceps sinensis; PCR amplicon heterogeneity; mutant genotypes of Ophiocordyceps 
sinensis; Hirsutella sinensis; Paecilomyces hepiali; microcosmic and macrocosmic molecular systematics

天然冬虫夏草是一味阴阳双补的名贵中药 , 数
百年来用于滋补保健、疾病防治和病后康复。现代

药理学研究验证了冬虫夏草及其替代产品的疗效 , 
特别是抗衰老功能[1-4]。天然冬虫夏草菌虫物种复

合体和纯化冬虫夏草菌使用同一拉丁名Cordyceps 
sinensis (Berkeley) Saccardo[5-6]。冬虫夏草菌已于

2007年更名为Ophiocordyceps sinensis (Berkeley)[7], 
但它是单一真菌还是一组真菌的总称仍有争议。有

文献描述中国被毛孢 (Hirsutella sinensis)是冬虫夏

草菌的唯一无性型 [5-6,8]。而Barseghyan等 [9]认为, 中
国弯颈霉和中国被毛孢同为冬虫夏草菌的无性型 ; 
GenBank将多种突变基因型冬虫夏草菌均注释为O. 
sinensis。在菌物、植物 /中药分类学家就天然冬虫

夏草的拉丁名达成共识之前 , 本文暂沿用天然冬虫

夏草现在的拉丁名Cordyceps sinensis。冬虫夏草产

于青藏高原海拔 3 500米以上的高山草甸和高山灌

丛带 [1,10-11], 具有复杂的生命周期。它的成熟状态与

其药效效能相关 , 成为冬虫夏草药材质量分级的标

准。

几十年来 , 有关冬虫夏草菌O. sinensis的学术争

议一直未停。中国被毛孢是冬虫夏草菌的无性世代

的学说广受尊重 [5-6,8,12]。但Hu等 [13]写道 : “Attempts 
at cultivating the fungus to produce fruiting bodies 
have consistently failed。”迄今 , 学界尚未获得确定

冬虫夏草无性型的直接证据 , 即严格按照科赫氏法

则 (Koch′s postulates)完成冬虫夏草有性子实体人

工诱发 : 经某种途径分离、纯化的菌株 (postulated 
anamorph假定无性型 )“经过人工培养或接种昆虫后

能够形成冬虫夏草有性型子实体, 产生子囊孢子, 才
可以确定其是冬虫夏草的正确无性型”[6,9,12-18]。这一

学说的间接证据主要来自 : (1)真菌分离培养、纯化

和产孢结构类型、分生孢子形态特征检验 ; (2)子囊

孢子微循环产孢试验 ; (3)分子系统学的宏观和微观

研究 [5-6,8,12,14-16]。然而 , 自然界中多数真菌至今还不

可培养 , 导致真菌分离培养、纯化和形态学检验以

及全基因测序的困难。而子囊孢子微循环产孢研究

亦受制于真菌分离培养的技术瓶颈 , 能否实现全部

子囊孢子微循环产孢过程尚有疑问 , 尤其是对那些

子囊孢子萌发和人工培养困难的真菌种[14,19]。因此

分子系统学研究就成为冬虫夏草菌物学的一个重要

的辅助研究手段[16]。分子生物学技术用于研究冬虫

夏草尚属较年轻的跨学科分支 , 近15年来有了长足

进展。

菌物学和分子系统学研究证明 , 冬虫夏草是多

种真菌共存共生 , 与蝙蝠蛾幼虫尸体组成的菌虫物

种复合体 , 从冬虫夏草中反复多次分离出涉及13个
属的22种真菌 [6,9-11,14-16,20-30]。张永杰等 [25-26]报道了冬

虫夏草中存在至少37个属的90多种可培养的真菌 , 
以及更多不可培养的真菌形成冬虫夏草菌物群区

系。另有研究揭示 , 冬虫夏草中存在至少7种突变基

因型冬虫夏草菌O. sinensis, 它们在冬虫夏草的不同

部位差异存在 , 其生物量随着冬虫夏草的成熟出现

巨大的、非同步的动态变化 [10,20-24,27-29]。据此 , 梁宗

琦等 [15]提出冬虫夏草是“一个统一微生态系统”的学

说, 以描述冬虫夏草作为一个整体, 在其生长、成熟

过程中的多菌共存共生的动态变化以及处在动态变

化中的多种真菌所派生的所有化学成分作为其药

理药效功能的基础 , 毕竟冬虫夏草最初发现是基于

其药效功能 [1-4]。至于众多无性型菌中 , 哪个或哪些

(GenBank列出多种)是冬虫夏草菌的正确无性型, 哪
些菌参与协同侵染蝙蝠蛾幼虫、子座萌发和生长成

熟、冬虫夏草菌从无性生长到有性生长的转变、搭

建子囊及其支持结构以及子囊孢子的生成、成熟(或
败育)和弹射(或不全弹射)[30-32,39], 诸如此类的问题留

待菌物学相关研究来回答 (本文虽有涉及 , 但不是本

文主题)。
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分子系统学研究方法主要有两类。第一类

以RAPD(random amplified polymorphic DNA)分
子标记多态性分析为代表 ,  研究菌物之间的宏

观、整体差异 , 分析样本间的整体相似度和聚类

关系 , 也用于研究生物体之间的遗传距离 , 即相异

度 [5,33-38]。此类研究方法还包括基于全基因组的限

制性内切酶片段长度多态性 (restriction fragment 
length polymorphism, RFLP)、扩增片段长度多态性

(amplified fragment length polymorphism, AFLP)、 序
列特异性扩增区域 (sequence characterized amplified 
regions, SCAR)、酶切扩增多态性序列 (cleaved 
amplified polymorphic sequence, CAPS)、DNA扩增

指纹谱 (DNA amplified fingerprints, DAF)、简单序

列重复分析 (simple sequence repeat, SSR)和简单重

复序列间区扩增分析 (inter-simple sequence repeat, 
ISSR)等[36-37]。

第二类分子系统学研究是微观比对编码核糖

体RNA的nrDNA(nuclear ribosomal DNA)的内转录

间隔区 ITS(internal transcribed spacer)片段序列 , 据
此确定菌物的系统分类学地位。随着第二代测序

技术的推广 , 全基因组测序揭示了大量真菌分子信

息[13]。由于全基因组测序和分析程序复杂、专业

性强、价格昂贵 , 用于物种间比较的常规研究尚有

困难。GenBank中注册的为数不多的冬虫夏草相

关菌物的全基因组分子信息有助于分析众多突变

基因型序列。此外 , ITS片段分子克隆、分子构象

分析、限制性酶切分析、Southern印记杂交以及

GenBank文库的生物信息学分析等也用于冬虫夏草

的微观研究[5,10-11,20,22-26,29,32,39]。单核苷酸多态性(single 
nucleotide polymorphism, SNP)质谱基因分型法用于

鉴定特定位点的等位基因突变 , 发现了多种突变基

因型冬虫夏草菌[10,22,27-28,32,39]。

宏观和微观真菌分子系统学研究构成一个整

体, 互为补充。前者优于生物体宏观的整体分析, 比
较样本间的整体相似度和聚类关系 , 但不确定样本

中单一菌物的分类学地位。而微观分子系统学研究

根据 ITS序列判断菌物的分类学地位。而对于冬虫

夏草这一多菌共存的复杂生物体而言, ITS序列仅提

示多菌共存生物体中的某个或某几个成分, 若以ITS
测序的结果延伸判断 , 则会导致 “盲人摸象 ”式的争

议。本文回顾微观和宏观分子系统学文献 , 分析其

研究方法和实验结果。

1   冬虫夏草分子系统学微观研究中的特

殊课题
十几年来 , 冬虫夏草的分子系统学微观研究从

实验设计、实验方法的选择、样本产区和成熟期的

选择、数据的处理、结果解释等方面已有了长足的

进展。此类研究多为运用PCR等分子生物学技术 , 
测定真菌的基因组DNA中具有种属特异性的DNA
片段序列。有学者用nrDNA 18S片段测序鉴定冬虫

夏草中的菌物 [40-41]; 但多数学者认为 , ITS序列更具

种属特异性 , 用以鉴定冬虫夏草中的多种菌物具有

优势 [5,10-11,20-29,32,42-52]。我们首先回顾真菌分子系统学

微观研究中的特殊课题。

1.1   天然冬虫夏草ITS片段扩增子的多元异质性

1999年以来 , 有多篇冬虫夏草 ITS片段测序论

文发表。早期研究 (冬虫夏草样本的采集时间和成

熟状态不详 )只检出中国被毛孢序列 , 从而推断中国

被毛孢是冬虫夏草菌的无性世代 [5,42-48]。但这一推

断值得商榷 : 既然学者们从冬虫夏草中分离出众多

真菌 , 那么如果应用通用引物 , 天然冬虫夏草的 ITS
扩增子是否应具有多元异质性？

通用引物PCR扩增子测序时最容易检出的序列

是扩增子中优势存在的DNA组分。然而这些组分

不一定来源于冬虫夏草中的优势菌基因组DNA, 而
是指数性扩增时扩增效率最高的真菌DNA组分 , 其
结构中没有可以导致测序失败的DNA高级结构–构
象。影响PCR扩增效率的因素包括 : (1)冬虫夏草所

含多种菌物在不同部位的差异存在和表达、各菌的

生物量在冬虫夏草不同成熟期出现不同步的动态变

化导致PCR模板拷贝数的多寡 ; (2)所用引物与不同

真菌DNA模板序列的同源性的差异 ; (3)真菌基因组

中可能存在数量不等的重复序列 , 导致各个真菌基

因组中目的序列的模板拷贝数的差异 ; (4)某些真菌

基因组DNA非转录区可能存在DNA高级结构–构象, 
影响引物与模板的结合或序列延伸 , 或导致延伸跳

跃 , 致使扩增子长度在目标条带的分子量范围之外

而被忽略 ; (5)PCR扩增子可能形成DNA高级结构–
构象 , 影响测序 ; (6)PCR扩增子可能有多种DNA组

分 , 但测序时仅获得一条序列而忽略对扩增子条带

的多元异质性的判断等。

2004年后的文献分别报道了采用克隆 –测序、

真菌特异性引物 PCR、巢式嵌套法 PCR、“touch-
down” PCR、真菌特异性探针Southern印记杂交和
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限制性酶切扩增子RFLP分析等分子生物学技术 , 陆
续从冬虫夏草僵虫体和子座的 ITS扩增子中检出中

国弯颈霉、蝙蝠蛾拟青霉、玫红假裸囊菌和其他

真菌序列 [10-11,21,23,29,49-51]。张永杰等 [25-26]采用 ITS扩增

子克隆加单链构象分析 (single-strand conformation 
polymorphism, SSCP), 从西藏和四川采集的冬虫夏

草 (样本采集时间和成熟状态不详 )菌膜、菌核和子

座的 ITS片段扩增子中检出至少37个属的90多种真

菌的 ITS序列和大量不可培养的真菌序列。Stensrud
等 [20]报道2007年以前GenBank文库中注册的3组冬

虫夏草菌序列以后 , 学者们采用了克隆 –测序法或

MassARRAY SNP质谱基因分型法从青海化隆和

四川康定采集 (5月至 6月采集 )的冬虫夏草子座和

僵虫体的 ITS扩增子中检出至少 7种冬虫夏草菌突

变基因型 , 包括5个转换点突变基因型 (2个GC偏倚

基因型 , 3个AT偏倚基因型 )和至少2个未知序列颠

换点突变基因型 [10,22-24,27-29,32]。GenBank中注册的多

组转换点突变冬虫夏草菌序列均注释为Cordyceps 
sinensis(旧名 )或Ophiocordyceps sinensis(2007年后

的更新名 )[7,20]。除了与AB067721序列有高同源性

(≥97%)的众多GC偏倚型注册序列外 , 还有具有共

同遗传学祖先的3组O. sinensis转换点突变AT偏倚型

序列(图1): (1)与AB067740序列有高同源性(≥97%)
的19个序列 (AB067739、AB067740、GU233806、
JQ753314、JQ900171、JQ900172、JQ900177、
JQ900179、JQ900180、KC305881、KC305882、
KC305883、KC305884、KC305886、KC305887、
KC305888、KC305889、KC305890和KJ729098); 
(2)与AB067744序列有高同源性 (99%)的12个序列

(AB067741、AB067742、AB067743、AB067744、
AB067745、AB067746、AB067747、AB067748、
AB067749、AJ786590、KC305891和KC305892); 
(3)EU555436和KJ720572, 同源性 98%[20,32]。Fast 
Minimum Evolution(pairwise alignment)聚类分析

构建的进化树图呈现两个聚类大群 : AT偏倚基因

型序列群 (AT群 )和GC偏倚型序列群 (GC群 )(图2)。
GC群内遗传距离小; 还可见其他菌汇于此群 , 它
们与GC群O. sinensis之间的遗传距离明显小于AT
群与GC群之间的距离 , 如Trichoderma harzianum 
KJ175255(图 2)[52]。而AT群内呈现几个分枝 : AT-
bias(B)和AT-bias(C)形成聚类小群 ; 再与AT-bias(A)
分枝汇合形成AT群。AT-bias(B)分枝内的序列同源

性达97%以上, 但仍形成2个分叶: AT-bias(B1)和AT-
bias(B2)。GC偏倚型菌 ITS1-5.8S-ITS2片段序列与

AT偏倚型序列比对 , 相似度仅有86%~89%, 具有明

显的种属差异 [10,20]。三组AT偏倚型冬虫夏草菌 (以
AB067740、AB067744和EU555436为代表 )ITS1-
5.8S-ITS2序列的相似度为90%~94%; 其中 , 5.8S片
段序列与AB067721为代表的GC偏倚型菌和其他大

量真菌比较, 相似度仅有86%~88%, 超出了物种科、

属(genera and family)水平的正常变异[20]。而不同种

的真菌间 (如中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉 )的5.8S片
段序列相似度却高达98%(尽管它们的 ITS1和 ITS2
序列相似度≤72%), 证明5.8S片段序列遗传进化的

保守性 [10,20,24,27]。上述分析表明 , 通用引物PCR所获

得的冬虫夏草ITS片段扩增子具有多元异质性, 验证

了菌物学研究从冬虫夏草中培养、鉴定出多种真菌, 
也鉴定出多种目前尚无法培养的真菌种。这些分子

系统学微观研究的结果支持梁宗琦等 [15]提出的冬虫

夏草是 “一个统一微生态系统 ”的学说 , 却不支持中

国被毛孢是冬虫夏草菌的唯一无性世代学说 [5-6]; 也
警示这一扩增子多元分子异质性在真菌条形码的研

究中应受到重视 , 以保证条形码的构成如实反映冬

虫夏草多物种复合体的整体。

毛雄民等 [53]报道不同产地冬虫夏草 (采集时间

和成熟状态不详)僵虫体组织培养物ITS序列多样性, 
伴有分生孢子形态差异。云南德钦冬虫夏草菌无性

型的分生孢子较大 , 为AT偏倚型AB067744基因型

菌 ; 而西藏当雄、青海果洛和四川康定冬虫夏草菌

分生孢子依次显著性减小 , 为AT型GU233806基因

型 (即AB067740型 )菌。他们未检出GC偏倚基因型

中国被毛孢 ITS序列 , 也未研究同株子座的基因型。

学界期待这些形态不同的分生孢子的单孢子培养和

系统学鉴定。该文还报道无性型菌丝 “H”形融合。

这一 “H”形融合是否与真菌生殖过程有关 , 其AT偏
倚的基因型属性与文献报道的GC偏倚基因型冬虫

夏草菌的 “同宗交配 ”学说有什么生物学关系 , 有待

深入研究[13,53-55]。

1.2   ITS片段扩增子中共存的多种冬虫夏草菌的

相对比例

基于冬虫夏草 ITS片段序列的分子异质性 , 我
们应用中国被毛孢特异性引物PCR获得 ITS扩增子

(~440 bp)[10,29]。GC偏倚基因型中国被毛孢(AB067721
为代表)在294~299碱基对位置为EcoR I酶切位点(图
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1)。由于299位点C→T点突变, AT偏倚基因型冬虫夏

草菌失去了这个EcoR I酶切点。扩增子RFLP检验发

现 , 经过PCR指数性扩增 , 于5月中旬在四川康定地

区采集的未成熟子座样本 (子座长度1~2 cm)中仅有

极少量的440 bp扩增子可被EcoR I酶解(GC偏倚型中

国被毛孢); 而不被EcoR I酶解的AT偏倚基因型菌占

绝对优势。随着冬虫夏草的成熟 (成熟中冬虫夏草 : 
6月初采集, 子座长度3.5~4.5 cm, 没有形成子座顶端

的膨大的子囊果; 成熟冬虫夏草: 6月末采集, 子座长

度>5 cm, 子座顶端膨大形成子囊果), 对EcoR I敏感

的GC偏倚型中国被毛孢的菌量逐渐增加[10,29]。

为了排除扩增子RFLP检验经指数性扩增导致

扩增子中各个真菌生物量天然比例的变化 , 我们应

用Southern印记杂交法定量分析四川康定地区采集

的天然冬虫夏草基因组中两组突变基因型冬虫夏

草菌的相对比例。冬虫夏草全基因组DNA经EcoR I

预处理后 , 应用真菌特异性探针(按GC偏倚型中国

被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉序列设计)进行Southern印记

杂交[10,29]。我们发现 , 蝙蝠蛾拟青霉、GC偏倚型中

国被毛孢和AT偏倚型冬虫夏草菌的 rDNA片段共存

于冬虫夏草全基因组中 , 在冬虫夏草子座和僵虫体

中差异存在 , 其生物量随着冬虫夏草的成熟呈现大

幅度的、非同步的动态变化 (图3)。图3左图显示5
月中旬从四川康定地区采集的未成熟冬虫夏草子座

(子座长度1~2 cm)中AT偏倚型冬虫夏草菌占绝对优

势 , 在僵虫体中几乎没有 ; 而GC偏倚型中国被毛孢

则相反。随着冬虫夏草的成熟 (成熟冬虫夏草样本

于6月末采集, 子座长度>5 cm, 子座顶端膨大, 形成

子囊果 ), GC偏倚型菌在子座中逐渐增加 , 但其总量

远低于AT偏倚型冬虫夏草菌 , 始终不是子座中的优

势成分 ; 而AT偏倚型菌则在僵虫体中大量增加 , 其
丰度与GC偏倚型菌相当 , 考虑到探针与GC偏倚型

AB067721代表GC偏倚基因型冬虫夏草菌中的一组(含中国被毛孢)。AB067744、AB067740和EU555436代表3组AT偏倚基因型冬虫夏草菌序列。

“-”代表相同碱基, 空格代表不相配的序列间隔。

AB067721 represents one group of GC-biased O. sinensis genotypes (including H. sinensis). AB067744, Ab067740 and EU555436 represent the 3 
groups of AT-biased O. sinensis genotypes. Hyphens indicate identical bases, and spaces denote unmatched sequence gaps.

图1   4组突变基因型冬虫夏草菌ITS序列比对

Fig.1   Alignment of 4 groups of mutant O. sinensis ITS sequences
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AT-bias
(AT=46%~55%)

GC-bias
(AT=35%~41%)

0.01

AT-bias (B2)

AT-bias (B1)

AT-bias (C)

AT-bias (A)

AT-bias (B)

应用NCBI GenBank BLAST提供的Fast Minimum Evolution(pairwise alignment)算法。上方为AT偏倚基因型冬虫夏草菌群, 由3个分枝组成: AT-
bias(A)、AT-bias(B)和AT-bias(C)。AT-bias(B)分枝又由AT-bias(B1)和AT-bias(B2)两个分叶汇集构成。下方为GC偏倚基因型冬虫夏草菌序列群。

Analyzed using Fast Minimum Evolution (pairwise alignment) algorithm provided by NCBI GenBank BLAST. The upper part shows the cluster of the 
AT-biased genotypes of O. sinensis, branching to 3 clades: AB-bias (A), AT-bias (B) and AT-bias (C). Clade AT-bias (B) is comprised of 2 leaves, AT-
bias (B1) and AT-bias (B2). The lower part shows the cluster of the GC-biased genotypes of O. sinensis.

图2  冬虫夏草突变基因型菌ITS序列的遗传进化关系

Fig.2   Phylogenetic relationship of mutant O. sinensis ITS sequences
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菌序列的相似性更高 , 成熟僵虫体中AT偏倚型菌的

实际生物量应该高于GC偏倚型菌。蝙蝠蛾拟青霉

在冬虫夏草各个部位基因组中的生物量变化趋势与

AT偏倚型冬虫夏草菌相似(图3右图), 提示迄今尚无

法人工培养的AT偏倚型冬虫夏草菌可能具有常温

菌的特征。扩增子RFLP检验、Southern杂交检验

和SNP质谱分型检验均发现 , 在冬虫夏草的成熟过

程中, 数个真菌和突变基因型冬虫夏草菌在僵虫体、

子座和子囊果部位的菌物差异表达出现动态的、非

同步的变化 [10,21-24,27-29,32]。从实验角度来看 , 子座中

绝对优势存在的AT偏倚型冬虫夏草菌 ITS扩增子呈

现低测序成功率和低克隆率 , 提示其基因组DNA的

ITS片段或邻近区域存在DNA高级结构 –构象影响

PCR, 或其 ITS扩增子可能形成DNA高级结构–构象

影响测序和克隆 [24,27]。冬虫夏草成熟过程中多菌种

在不同部位的大幅度的、非同步动态变化也提请学

界注意冬虫夏草条形码构成成分的量的动态变化。

1.3   中国被毛孢全基因组测序 
Hu等 [13]报道了中国被毛孢Co18分离株全基因

组测序结果。此前 , 该组曾尝试进行天然冬虫夏草

全基因组测序 [56]。由于天然冬虫夏草中共存的多种

突变基因型冬虫夏草菌序列中存在大量散在的转换

或颠换点突变, 也存在其他多种真菌序列, 导致天然

冬虫夏草全基因组测序时序列拼接困难 (已在会议

中交流 ), 因此该组将其研究策略从天然冬虫夏草全

基因组测序改为对纯化的GC偏倚基因型中国被毛

孢基因组测序 [13,56]。基于冬虫夏草全基因组测序时

序列拼接困难导致研究策略的转变佐证了天然冬虫

夏草全基因组DNA的多元异质性 , GC偏倚型中国

被毛孢序列只是冬虫夏草全基因组中的一小部分。

该文提交的序列 (ANOV00000000)[13]中并不包含

GenBank收录的多种AT-偏倚基因型冬虫夏草菌 ITS
片段序列(下文详述)。
1.4   冬虫夏草的编码基因和蛋白组学研究 

Hu等 [13]检测单一GC偏倚型中国被毛孢Co18
分离株 (文中未详述该分离株来自于哪个产区的冬

虫夏草 )的全基因组序列时发现了6 972个蛋白编码

基因。而Xiang等 [57]检测四川康定地区购买的 (采集

季节和成熟状态不详 )冬虫夏草菌虫物种复合体的

转录组时发现了34 289个表达的特异编码基因序列

(包括17 230独立子和17 059重叠群), 其中26 328个
有基因注释 , 7 961个没有注释。Hu等 [13]报道 , 应用

InterProScan软件分析全基因组序列, 确定了2 229个
表达的和不表达的蛋白基因。而Xiang等[57]报道, 应
用 InterPro法分析转录组序列 , 确定了7 229个表达

的、具有功能注释的特异序列。由此可见 , 天然冬

虫夏草转录组表达的基因 [57]数倍于纯化的单一基因

型冬虫夏草菌的全基因组编码的 (包括不表达的 )基
因总数[13], 这些组学结果比较提示, 天然冬虫夏草中

多菌共存。另一项冬虫夏草全蛋白组多态性研究发

现 , 在冬虫夏草的成熟过程中冬虫夏草 (样本购于四

川康定地区; 未成熟样本子座长度1~2 cm; 成熟样本

子座长度>5 cm, 形成子座顶端膨大的子囊果 )全蛋

白组多态性在僵虫体和子座出现巨大的、非同步的

动态变化 [58]。虽然Xiang等 [57]的论文中未记载所测

样本的成熟状态, 但全蛋白组多态性研究[58]提示, 同
一产区的冬虫夏草的成熟过程中可能存在复杂的全

转录组编码基因表达或沉寂的大幅度的动态变化。

Maturation stages:

AT-biased genotype
GC-biased genotype

18S internal control 18S internal control

Stroma StromaCaterpillar Caterpillar
PreM M PreM M PreM M PreM M

P. hepiali

左图上图: 应用中国被毛孢特异性探针杂交; 右图上图: 应用蝙蝠蛾拟青霉特异性探针杂交; 左、右两图下图: 应用非特异性18S内控探针杂交。

PreM表示未成熟冬虫夏草; M表示成熟冬虫夏草。

Upper-left panel: hybridized with the H. sinensis-specific probe; Upper-right panel: hybridized with the P. hepiali-specific probe. Both Lower-right and 
Lower-left panels: hybridized with the nonspecific 18S internal control probe. PreM refers to premature C. sinensis; M refers to mature C. sinensis.

图3  Southern印记杂交分析冬虫夏草成熟过程中冬虫夏草菌rDNA在子座和僵虫体中生物量的变化

(参考文献[10], 经过American Journal of Biomedical Science许可)
Fig.3   Southern blots of O. sinensis rDNA in the stroma and caterpillar body of C. sinensis during its maturation

 (reference [10], with permission from American Journal of Biomedical Science)
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这有待于通过全基因组、全转录组和全蛋白组的同

步比较研究来进一步证实。这些结果支持冬虫夏草

是多菌共存的天然菌虫物种复合体。不同成熟期在

子座和僵虫体中呈现动态变化的核酸成分、蛋白质

和小分子化合物连同脂质、多糖等成分 , 构成了冬

虫夏草全部药理功能的物质基础 , 也导致其药效效

能出现动态变化 , 毕竟冬虫夏草的最初发现是基于

其外观和药效功能 , 而且它的成熟状态是冬虫夏草

药材的质量分级标准[1-4,10,15,21-24,27-29,33]。

1.5   冬虫夏草中多菌种和多种突变基因型菌ITS
片段序列代表独立的真菌

冬虫夏草 ITS片段扩增子的多元异质性引发诸

多疑问 : 可能在遗传进化中具有共同祖先的多种突

变基因型是否共存于中国被毛孢基因组中 [13,20]？它

们的 ITS序列是否是中国被毛孢基因组DNA中 “失
活”的伪基因(pseudogenes, 又称假基因、拟基因)[59]？

Hu等[13]报道 , 中国被毛孢Co18菌株全基因组

序列ANOV00000000中存在 143个非加工复制伪

基因 (duplicated pseudogenes), 111个加工复制的

返座伪基因 (retrotransposed pseudogenes)和 856个
碎片残骸伪基因 (fragmented pseudogenes); 但该文

未检出其他转换和颠换突变基因型 ITS序列。从

ANOV00000000[13]序列中搜索GC偏倚型冬虫夏草

菌 ITS序列 , 仅在其中一个片段 (KE659721)查到一

段99%同源性的序列。而3个已知AT偏倚型冬虫夏

草菌ITS序列(以AB067740、AB067744和EU555436
为代表 )与该片段仅有 86%~89%同源性 , 未发现

ANOV00000000中含有其他高同源性片段 , 提示这

些AT偏倚型 ITS序列独立于GC偏倚型冬虫夏草菌

全基因组之外。克隆 ITS扩增子检测数个纯化的中

国被毛孢菌株时未测出其他突变基因型序列 [39]。与

Xiao等 [24]的判断相同 , 提示这些点突变基因型冬虫

夏草菌可能属于独立的真菌 , 将其 ITS序列解释为

GC偏倚型中国被毛孢全基因组中的伪基因尚无实

验依据。Li等 [59]报道 , GC型中国被毛孢序列与AT-
bias(B2)型序列(图2)共存于单子囊孢子培养物中; 而
该培养物与无性型中国被毛孢Co18株的区别有待

甄别。同时, 该研究证实, 未检出AT-bias(B2)基因型

以外的其他转换和颠换点突变基因型序列 , 提示这

些基因型序列独立于单子囊孢子基因组之外。需要

注意的是 , 中国被毛孢全基因组测序时获得了该菌

株基因组88.7%的序列 [13], 仍有11.3%的DNA序列缺

失。这一现象在解码人类全基因组时也常在DNA非

转录区遇到DNA高级结构–构象的困扰 , 造成某些

DNA片段测序失败。能否从缺失的序列中找到突变

基因型冬虫夏草菌ITS序列, 能否找到多种突变基因

型序列是GC型中国被毛孢基因组的 “伪基因 ”的证

据, 学界将翘首以待。

多种突变基因型冬虫夏草菌 ITS片段的生物量

在冬虫夏草不同部位以及在冬虫夏草成熟的数周时

间内出现非同步的大幅度动态变化 , 有些突变基因

型ITS片段的生物量随着冬虫夏草的成熟而上升, 有
些则下降甚至消失 [10,22-24,28-29]。这些转换和颠换点突

变基因型菌在短时间内出现非同步的动态变化 , 不
支持它们共存于同一个纯化的无性型单菌种基因组

中 , 也不符合孟德尔定律。而合理的解释是 : 这些

转换突变和颠换突变基因型 ITS序列存在于GC偏倚

基因型中国被毛孢之外的独立的无性型真菌基因组

中 , 随着各个内生菌物的增殖、降解和其他生物学

过程出现菌物表达的非同步的动态变化。

1.6   蝙蝠蛾拟青霉和中国被毛孢天然复合菌种

Li等[39]通过测定ITS序列发现, 蝙蝠蛾拟青霉和

中国被毛孢以天然菌种复合体的形式存在于蝙蝠蛾

(Hepialus armoricanus)幼虫活体肠道中。他们从蝙

蝠蛾幼虫肠道分离出两株菌—CH1和CH2, 这两

株菌对蝙蝠蛾幼虫的侵染效能是纯化的中国被毛孢

菌株的39倍之多。镜下观察这两株菌的形态是中国

被毛孢 , 但应用真菌特异性引物进行PCR测序和克

隆测序, 检出蝙蝠蛾拟青霉和中国被毛孢ITS片段序

列 ; 经多次固态↔液态培养 , 培养物呈现中国被毛

孢低温菌缓慢生长特征和常温菌蝙蝠蛾拟青霉快速

生长特征, 说明蝙蝠蛾拟青霉和中国被毛孢ITS片段

序列在CH1和CH2株菌中的共存并非代表真菌间的

DNA片段漂移 , 而是以真菌活菌复合体的形式天然

共存于蝙蝠蛾幼虫活体肠道中。Li等 [39]进一步应用

SNP质谱基因分型法检验 ITS片段序列 , 从这两个复

合菌种中检出了多个转换点突变和颠换点突变冬虫

夏草菌基因型。与此同时 , 他们检验了其他学者分

离、纯化的数株中国被毛孢菌株 , 也同样检出了蝙

蝠蛾拟青霉和中国被毛孢 ITS片段序列。由于蝙蝠

蛾拟青霉和中国被毛孢是以可分离的活菌形式共存

于CH1和CH2菌种复合体中, 且它们的ITS序列可以

分别从菌种复合体中和“纯化”的中国被毛孢菌株中

测出 , 这些研究结果不支持冬虫夏草菌具有共无性
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型形态 (dimorphism), 不支持同一真菌 (物种 )表现两

种形态的假想。

1.7   蝙蝠蛾拟青霉和多种突变基因型冬虫夏草菌

ITS序列共存于冬虫夏草子囊果和子囊孢子 
我们在研究冬虫夏草子囊果和子囊孢子时检

出蝙蝠蛾拟青霉和GC偏倚型冬虫夏草菌 (中国被毛

孢 )ITS序列共存于自然弹射的和半弹射的、挂于子

囊壳外的两类子囊孢子以及子囊果中 [32]。应用特异

性引物PCR直接测序、克隆测序及SNP质谱基因分

型技术 , 我们检出多个转换点突变 (GC偏倚基因型

和3种AT偏倚基因型)和未知序列的颠换点突变冬虫

夏草菌基因型 , 提示蝙蝠蛾拟青霉和数个突变基因

型冬虫夏草菌(包括GC偏倚型中国被毛孢)天然共存

于冬虫夏草子囊孢子和子囊果。Li等 [59]也报道 , AT-
bias(B2)基因型和GC偏倚基因型序列并存于单子囊

孢子培养物中。这些结果 , 加上冬虫夏草子囊孢子

相关真菌的培养技术尚未完全解决 , 引发学者们质

疑在现有技术条件下进行的冬虫夏草子囊孢子微循

环产孢试验能否模拟、实现在天然条件下的全部个

体发育生物学过程 [14,19], 也渴望获知子囊孢子和分

生孢子微循环产孢所产生的、形态相异的分生孢子

的基因型是否相同[12]。

以上综述了天然冬虫夏草的分子系统学微观

研究的一些特殊学术课题。虽然分子系统学微观研

究可通过测序判断受检样本的分类学地位 , 但其结

果却无法反映天然冬虫夏草这一多菌共存的菌虫物

种复合体的整体 , 无法进行样本间的整体差异比较 , 
而宏观分子系统学研究可以弥补这一不足。

2   冬虫夏草分子系统学的宏观整体研究 
—分子标记多态性的比较

PCR扩增子多态性的宏观、整体差异分析也

用于研究冬虫夏草, 与微观研究互补, 构成了冬虫夏

草分子系统学研究的整体。针对前述天然冬虫夏草

ITS片段扩增子高度异质性的复杂遗传背景, 为了避

免仅以微观研究的结果得出“盲人摸象”式的推论和

学术争议 , 学者们应用分子标记多态性的宏观分析

方法比较样本间的整体差异 [36-37], 其中RAPD分子标

记多态性分析法在冬虫夏草的研究中应用得最多。

例如 , 魏鑫丽等 [5]根据RAPD多态性研究结果 , 加上

微观的ITS测序结果, 推断中国被毛孢是冬虫夏草无

性型。下文以RAPD分子标记多态性研究为例, 分析

文献报道的宏观整体研究的实验设计、方法和结果。

2.1   随机引物的选择

RAPD分子标记多态性研究应用随机引物PCR, 
根据扩增子在琼脂糖凝胶电泳中的泳动速率和丰度

计算相似度及构建系统聚类树图。该法应用单引

物扩增 , 不同引物的RAPD多态性图形迥异。样本

间RAPD图形的差异反映因DNA模板序列不同产生

DNA扩增子的长度差异以及DNA模板序列的微小

差异造成DNA扩增子的构象差异 , 在非变性的琼脂

糖凝胶电泳中呈现泳动速率的差异。RAPD实验需

要应用多条随机引物 , 比较多个凝胶图谱的分子标

记多态性的集合相似度和聚类关系。所以 , 选择随

机引物的种类和数量对RAPD多态性的整体差异比

较至关重要[16]。

冬虫夏草RAPD研究论文报道了筛选20~65条不

等的随机引物 , 根据扩增子数目和目测丰度 , 选择发

表了其中8~29条引物(7%~63%)的RAPD结果[31-32,60-64]。

为避免引物选择的偏斜导致研究结果不能如实反映

受检样本分子标记多态性的整体, RAPD研究需应用

多条随机引物 (15~20条或更多 ), 而仅选用少数几条

引物可能导致RAPD研究结果的片面性 , 存在学术

风险隐患[5,16]。

我们应用文献 [5,35]报道的10条随机引物重复

RAPD研究[38], 发现李增智等[35]所用的8条随机引物(S7、
S10、S31、S69、S80、S23、S33、 S61)的RAPD图谱 , 
以扩增子非加权的Nei-Li公式(亦称Nei系数法)[65]计算

(下文分析该算法的科学性), 子囊果与中国被毛孢样本

分子标记多态性呈现低相似度(0.69), 与全部10条引物

的RAPD相似度(0.65)相近[38]。被文献[35]选用、但未

被文献[5]选用的5条随机引物(S7、S10、S31、S69、
S80)的RAPD图谱, 子囊果与中国被毛孢样本分子标

记相似度仅为0.60。而文献 [5]所用的5条随机引物

(S23、S33、S61、OPV14、OPW06)的RAPD图谱 , 
分子标记相似度高达0.78(+30%), 提示随机引物选

择可能出现偏斜而影响该文的结论 [38], 也证明选择

随机引物的种类和数量对RAPD分子标记多态性研

究的结果和解释至关重要[16]。

我们根据文献[5,35,60,63-64]增加随机引物至20
条, 重复实验[33]。与文献[34-35,60-64]报道相似, 20幅
RAPD图谱揭示了冬虫夏草不同部位样本的丰裕的

整体RAPD分子标记多态性, 也揭示了中国被毛孢与

天然冬虫夏草样本的分子标记多态性的相似度极低 , 
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仅有0.55~0.68, 提示遗传背景的巨大整体差异[33]。

2.2   多态性整体相似度的算法

分子标记多态性的宏观研究依赖于计算样本

间分子标记多态性的整体集合相似度和构建聚类

树。以往的RAPD分子标记多态性整体差异研究无

一例外地采用PCR扩增子丰度非加权算法Nei-Li公
式[65]计算相似度(S): 

S=(2NAB)/(NA+NB)                                         ①
其中 , NAB为泳道A和B共有条带的数目 , NA、

N B分别为泳道 A或泳道 B中的全部扩增子数目; 
NA+NB为两条泳道全部扩增子数目之和。这一算法

与丰度非加权Odum算法相同[25,66]。

该算法用于分子标记和蛋白组学多态性相似

度、电泳、色谱或质谱化学指纹谱相似度的宏观、

整体分析需要两个计算生物学前提 : (1)进入计算的

电泳泳道、色谱或质谱中的任何共有DNA条带、蛋

白质条带或其他化学成分具有同等或近似的丰度、

峰高或峰曲线下面积 ; (2)所有DNA条带、蛋白质条

带或其他化学成分可通过电泳、色谱或质谱等方法

与分子量相似 /构象相似、泳动速度或保留时间相

似的成分完全分离 [33,38]。这一丰度非加权算法适用

于 “全或无 ”的定性分析 , 特别是用于分析纯化菌物

限制性内切酶水解片段的基因突变研究 , 但用于研

究多菌共存的冬虫夏草复杂生物体则会出现偏差。

图 4为两个RAPD多态性整体比较的实例 [33]。应用

Nei-Li公式① [65]计算 , 图4左图S31图谱和右图OPB-
01图谱子囊果 (AC: ascocarp)和中国被毛孢菌丝体

Hs样本的相似度分别为0.50和0.29。由于Nei-Li公
式①忽略了图中高丰度扩增子在相似度计算中应有

的高权重(左图不同泳道的570, 1 700, 1 974 bp条带, 
和右图两条泳道共有的973 bp条带 ), 导致多条低丰

度扩增子在计算中获得相对过高的权重 , 而降低了

高丰度扩增子应有的高权重。

图 4提示 , 丰度非加权算法不适用于冬虫夏草

复杂生物体的研究。基于冬虫夏草PCR扩增子丰度

的差异 , 我们开发了丰度加权ZUNIX相似度系列公

式和应用软件 (http://www.ebioland.com/ZUNIX.htm; 
Beijing Bioland Technology, 2013), 用于冬虫夏草样

本RAPD分子标记多态性和蛋白组学多态性的相似

度比较 [33.38,58]。这一系列公式综合考虑 : (1)非共有

DNA(或蛋白 )条带及其丰度 ; (2)共有DNA(或蛋白 )
条带的丰度差异。ZUNIX公式②适用于比较两条泳

道样品的RAPD多态性相似度: 

                                                                           ②                                                                      
其中 , dik≥0, i=1,2; k=1,2, …, m。两条泳道的

共有DNA条带的丰度(d1k和d2k)的相似部分只是两者

丰度相同的部分: 2Min{d1k,d2k}; 而不相似的部分为: 
(d1k+d2k)–2Min{d1k,d2k}=Max{d1k,d2k}–2Min{d1k,d2k}。

ZUNIX公式③扩展公式②的功能 , 用于比较三

条泳道样品的RAPD多态性相似度[33.38]: 
③

其中, dik≥0, i=1,2,3; k=1,2, …, m。三条泳道的

共有DNA条带的丰度(d1k、d2k和d3k)的相似部分只是

三者丰度相同的部分: 3Min{d1k,d2k,d3k}。
ZUNIX公式④进一步扩展公式②③的功能 , 用

于比较多条泳道样品的RAPD多态性相似度[33,38,58]: 

                                                                           ④
其中dik≥0, i=1,2, …, n; k=1,2, …, m。

冬虫夏草子囊果部位和中国被毛孢菌丝体提取基因组DNA用于PCR
模板。AC表示成熟冬虫夏草的子囊果部位; Hs表示中国被毛孢菌丝体。

The genomic DNA used as the template for PCR was isolated from the 
ascocarp portion of mature C. sinensis and from H. sinensis mycelia. AC 
refers to the ascocarp portion of mature C. sinensis, and Hs refers to the 
H. sinensis mycelia.
图4  琼脂糖凝胶电泳检验引物S31(左图)和OPB-01(右图)

RAPD PCR扩增子(参考文献[33], 经过《北京大学学报(医
学版)》许可)

Fig.4   Agarose gel electrophoresis of the RAPD PCR 
amplicons with using Primers S31 (left panel) or OPB-01 

(right panel) [reference [33], with permission from Journal 
of Peking University (Health Sciences)]
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相异度Dissimilarity(DS)(有文献称其为“遗传距

离”)计算公式[38]为: 
DS=1–S                                                              ⑤
丰度加权ZUNIX相似度公式具有普遍性 (涵盖

丰度非加权Nei-Li公式①所适用的特殊各例 ), 用于

冬虫夏草RAPD多态性相似度分析 , 如实反映各个

扩增子丰度的权重 [33.38,58]。图4左图两样本RAPD多

态性相似度从丰度非加权Nei-Li公式①计算的0.50, 
降至丰度加权ZUNIX公式②计算的0.23(–54%); 而
右图相似度从Nei-Li公式①计算的0.29升至ZUNIX
公式②计算的0.83(+189%)[33]。结果证明, 由于冬虫

夏草中多菌共存 , 其样本的RAPD分子标记多态性

不能满足丰度非加权算法的两个计算生物学前提 , 
导致RAPD多态性的相似度计算结果出现误差 , 可
能导致错误的结论。而具有计算生物学普遍性的丰

度加权ZUNIX相似度系列公式可如实计算冬虫夏

草样本的RAPD分子标记和全蛋白组多态性的相似

度[33,38,58]。

2.3   丰度加权聚类法 
以往的冬虫夏草RAPD研究的聚类分析大多应

用PAUP4.0B(Swofford, 2002)、PHYLIP3.5(Sneath 
and Sokal, 1973)或NTSYS-pc Numerical Taxonomy 
System软件应用UPGMA(Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic Mean)丰度非加权聚类法构

建聚类树图 [5,34,60]。与前述相似度计算一样 , 宏观聚

类分析中应用丰度非加权算法构建聚类树图忽略

了高丰度和低丰度扩增子应有的权重差异 , 会导致

构建聚类图时出现偏差。为了便于比较 , Ni等 [38]应

用同一个软件PAU4.0B(Swofford, 2002)提供的丰度

非加权和加权聚类法 , 应用同一个算法 (Neighbor-
Joining distance method, 邻接距离法 ), 对同一组数

据进行聚类分析, 比较丰度非加权和加权两种算法。

丰度非加权和加权算法的两个聚类树图的差别仅仅

源于是否考虑RAPD扩增子的丰度在计算中的权重 , 
丰度加权聚类法纠正了丰度非加权法构建聚类树图

的偏差 [38]。从聚类关系上看 , 尽管中国被毛孢(分离

自四川产的冬虫夏草样本 )与成熟中冬虫夏草子座

(样本于5月初采自四川康定地区 )归入一个分枝 , 但
自展值(Bootstrap值)仅有53%; 与该分枝最近距离的

子囊果分枝 (样本于6月初采自四川康定地区 ), 自展

值更低(40%)[38]。Bootstrap(自助法)是一种基于实验

数据的模拟统计学算法 , 用于评估一组数据的概率

分布的特征, 提供数值变量的可信度, 即自展值。在

聚类分析构建进化树图时经过预设的重复次数 (至
少1 000次)的重新排列数据位点顺序、构建聚类树。

自展值100%为每次随机的数据重新排列后 , 该分枝

均出现。而自展值越小说明分枝的可信度越低。

虽然应用PAUP4.0B软件丰度加权聚类法构建

聚类树准确性高 , 但该软件的丰度加权聚类法只是

半定量方法 , 需要进行数据半定量赋值 [33,38,58]。Ni

应用SPSS 10.1软件提供的丰度加权聚类法(Complete Linkage method of hierarchical cluster analysis)分析文献[38]的全部10幅RAPD图谱PCR扩
增子信息。

The cluster tree for the PCR amplicons of all 10 primer RAPD gels[38] was constructed using the fully quantitative density-weighted, parametric 
algorithm provided by SPSS 10.1 software (Complete Linkage method of hierarchical cluster analysis). 

图5  RAPD图谱PCR扩增子全定量、集合丰度加权算法聚类树图

Fig.5   Integral cluster tree constructed using the fully quantitative density-weighted algorithm
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等 [38]进一步应用了其他聚类软件进行全定量丰度

加权聚类分析 : Cluster 3.0(Stanford University, CA 
and Human Genome Center, University of Tokyo)、
JMP9(The SAS Institute, Cary, NC)和SPSS 10.1(SPSS 
Inc., Chicago, IL)[38]。图5显示全定量丰度加权聚类

法聚类树图 (以SPSS软件提供的Complete Linkage
算法为代表 ), 呈现 4个冬虫夏草聚类分叶 (注 : 样
本采自四川康定地区 ; 未成熟和成熟中冬虫夏草

采于 5月中旬 ; 成熟冬虫夏草采于 6月中旬 ): 分叶

(1)成熟子座和子囊果 (mature stroma #6和 ascocarp 
portion #7)、分叶(2)未成熟僵虫体和子座(premature 
caterpillar #1和 stroma #4)、分叶 (3)成熟僵虫体

(mature caterpillar #3)和分叶(4)成熟中僵虫体和子座

(maturing caterpillar #2和stroma #5)。分叶(2)和(3)形
成小分枝, 与分叶(1)聚为聚类小群。分叶(4)以稍远

的距离(rescaled distance)汇入聚类小群, 形成一个聚

类大群。图5也显示中国被毛孢分枝以极远的距离

与冬虫夏草聚类大群远隔。

上述聚类法的比较证明应用丰度非加权

UPGMA聚类法无法全面捕捉样本RAPD扩增子的

全部分子信息 , 所构建的聚类树无法如实地反映样

本间量化聚类关系, 影响研究的结论, 不适用于多菌

共存的冬虫夏草研究。而丰度加权聚类法用于冬虫

夏草的研究具有优势 , 能全面地捕捉全部RAPD分

子信息 , 所构建聚类树图可如实反映样本间的量化

聚类关系 , 适用于冬虫夏草研究。全定量丰度加权

聚类法的软件操作简便, 量化准确, 但所有软件均不

提供自展值的计算程序。而半定量丰度加权聚类法

的PAUP软件提供自展值计算程序, 提示各个聚类分

枝、分叶的可信度 ; 但在半定量分级赋值时轻度降

低了量化计算的敏感度。全定量和半定量两种丰度

加权聚类法各有优势 , 均可用于冬虫夏草分子系统

学的宏观整体研究。

3   冬虫夏草真菌分子系统学的结语与展望
分子系统学的微观和宏观研究构成多菌共生

共存的冬虫夏草C. sinensis分子系统学研究的整体。

但以往的研究对冬虫夏草的整体认识、实验设计和

方法以及实验结果的分析方法等诸多方面存在局

限, 例如: 微观研究中ITS扩增子的多元异质性, 扩增

子多元异质性对真菌条形码构成的影响 , 多种真菌

ITS扩增子是否来源于同一种真菌的基因组, 量化分

析各个冬虫夏草内生菌物在冬虫夏草成熟过程中非

同步的动态变化 , 天然冬虫夏草全基因组测序、转

录组测序和蛋白组学研究的联合应用 , 冬虫夏草菌

O. sinensis是否是单一真菌的拉丁名 , 冬虫夏草物种

复合体 (中国药典 )中多菌共存以及它们之间的协同

共生关系以及宏观研究中RAPD随机引物的选择和

计算生物学方法的选择等。这些学术课题应适时引

起学界的关注 , 以避免对天然冬虫夏草的科学认识

的偏差[67]。

刘锡琎等 [8]创建的中国被毛孢是冬虫夏草菌的

无性型的学说广受重视 [5-6,12]。然而因为严格按照柯

赫氏法则Koch′s Postulates进行冬虫夏草有性子实体

和子囊孢子人工诱发实验不成功 , 这一学说至今还

缺少直接证据 [6,9,12-18]。如本文所述 , 因为实验设计、

研究方法和结果分析方法等原因 , 支持这一学说的

分子系统学微观和宏观研究的证据还有商榷之处。

图3所示Southern杂交试验(不经PCR指数性扩增)证
明 , 中国被毛孢在冬虫夏草子座中只是劣势存在。

如要证明劣势存在的中国被毛孢是冬虫夏草菌的真

正无性型 , 而优势存在的AT偏倚基因型冬虫夏草菌

不是 , 惟有通过严格按照柯赫氏法则完成冬虫夏草

有性子实体和子囊孢子人工诱发实验才能得出正确

结论 [14,16]。为此 , 探索AT偏倚基因型冬虫夏草菌的

培养条件、建立培养方法成为必要 [52], 也成为这一

学术课题的技术瓶颈。因为冬虫夏草菌O. sinensis
是一种真菌 [5-6]还是一组真菌的总称 [10,20-24,27-29,32,52]、

抑或是多种真菌的总称 [9,14,16,21,23-26,39,49-51]的学术争议 , 
导致 “One Fungus=One Name”[68-69]在冬虫夏草研究

中的应用为时尚早 , 尚需证明冬虫夏草菌确为 “One 
Fungus”。近年的冬虫夏草分子生物学研究不断有

新证据证实天然冬虫夏草C. sinensis是多种真菌、

多种突变基因型冬虫夏草菌与蝙蝠蛾幼虫尸体的物

种复合体 , 是“一个统一微生态系统”[15-16,25-26]。分子

生物学研究证实 , 蝙蝠蛾拟青霉和多种突变基因型

冬虫夏草菌的菌种复合体天然存在于蝙蝠蛾幼虫活

体肠道 , 也天然存在于冬虫夏草的子囊果和子囊孢

子 [32,39]。与纯化的中国被毛孢比较 , 这一菌种复合

体中的菌物协同共生 , 对蝙蝠蛾幼虫的侵染活性增

强39倍之多 [39]。我们期盼更多的天然冬虫夏草多菌

协同共生的研究证据, 彻底揭开天然冬虫夏草“统一

微生态系统”中多菌种共生之谜, 从理论上突破大规

模冬虫夏草人工培殖的技术难题[67]。
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