
New Cell Mol Biotech
j.12/47 , 2022

Research  article

75

Scan online to view this article

Identification of Ganoderma lucidum reishi in  
herbal supplements by PCR using markers 

 of ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region 
Seyed Mohammad Hassan Modarressi1*, Hoda Jahandar2,  

Kimia Shankaie3, Elahe Motevaseli4 

 
1. Pharmaceutical Sciences Research Center, Tehran MedicalSciences, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
2. Department of Biotechnology, Faculty of Advanced Sciencesand Technology, Tehran Medical Sciences, 
Islamic Azad University, Tehran, Iran  
3. gene dorpham pars company,Tehran,iran 
4. Department of Molecular Medicine, School of Advanced Technologies in Medicine, Tehran University of 
Medical Sciences,Tehran,iran 
 

Abstract 
Aim and Background: Ganoderma lucidum is one of the most important therapeutic mushroom 
known in Iran and the world. In this study, due to the lack of standard and specific instructions for 
quality control of mushroom supplements, a molecular method based on Internal Transcribed Spacer 
(ITS) for detection of mushroom species in supplements has been presented. 

Material and methods: Eight samples of two commercial brands of G. lucidium mushroom 
supplements were prepared from pharmacies. PCR test was performed using DNA extracted from 
capsules. Then, sequencing was performed from PCR product and the results of sequencing were 
compared with Genbank and their phylogenetic tree was plotted with all known sequences from Iran 
in Genebank. 

Results: DNA extraction from the capsules for PCR were optimized and PCR products were 
observed on agarose gel coordinated to the expected sizes. Blast analysis and phylogenetic tree of the 
sequences showed that the mushroom in one of the commercial samples was in full accordance with 
its label which was (G. lucidum) and the other did not show this conformity and was G. resinaceum 
instead of G. lucidum. 

Conclusion: Due to the large differences in the quantity and quality of effective compounds in the 
various mushroom supplements available in the market, if the ingredients cannot be morphologically 
or biochemically confirmed, the best successful and cast effective method would be molecular method 
based on mushroom DNA and phylogenetic analysis to specify it species.  

Keywords: Ganoderma lucidum, polymerase chain reaction, ribosomal internal transcribed spacer, 
phylogenetic tree , Iau Science. 
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 چکیده

. انی شناخته شده در ایران و جهان استرمدهای چقار ترینمهم از (.uciduml G) لوسیدوم گانودرما قارچسابقه و هدف: 
روشی بر در کشورمان،  یقارچ هایمکملبه عدم وجود دستورالعمل ثابت و مشخص برای کنترل کیفی با توجه در این مطالعه

 ه است.دیگرد ارائهبرای استاندارد سازی و کنترل کیفی آن  پایه بررسی مولکولی
 استفاده با PCR آزمون .گردید تهیه هاداروخانه از لوسیدیوم قارچ های مکمل تجاری برند دو از نمونه هشت ها:وشر و مواد

 با یابیتوالی از حاصل نتایج و گرفت صورت یابی توالی PCR محصول از سپس پذیرفت. انجام هاکپسول از شده استخراج DNA از
Genbank بریمبتن فیلوژنی درخت و گرفته قرار مقایسه مورد ژنی پایگاه و ITS ایران از شده شناخته هایتوالی تمامی با هاآن 

 گردید. رسم
-اندازه اساس بر آگاروز ژل در PCR هایلمحصو و گردیدند بهینه PCR تست برای هاکپسول از DNA استخراج ها:یافته

 با تجاری هاینمونه از یکی در موجود قارچ کرد مشخص هاتوالی فیلوژنی درخت رسم و Blast .شد مشاهده انتظار مورد های
.G ) از .lucidum) (G جایبه و نداد نشان را تطابق این دیگر برند و بود (.lucidum G ) و داشته کامل تطابق آن برچسب

resinaceum) بود. شده استفاده  
 در موجود مختلف یقارچ هایمکمل هاینمونه رد ثرؤم هایترکیب مقادیر کیفی و کمی هایتتفاو بهتوجه با گیری:نتیجه

 به مقرون و موفق روش بهترین کرد، دییتأ ییایمیوشیب ای یکیمورفولوژ نظر از توانینم را دهنده لیتشک مواد که یهنگام بازار
 قارچی یها گونه تیهو احراز یبرا کیلوژنتیف لیتحل و هیتجز و DNA بریمبتن ژنتیکی مولکولی هایروش از استفاده صرفه
  ند.هست

 ،فیلوژنی درخت ی،بوزومیر یداخل ساز فاصله ینواح مراز،پلی زنجیرهای واکنش لوسیدوم، گانودرما قارچ کلیدی: هایواژه

Iau Science.
 

 مقدمه
ها های مولکولی و ژنوم گیاهان و قارچاستفاده از روش

 ،یماکروسکوپ یهانمونه ییشناسا یکارآمد برا یابزار
از ند. هستیی موارد نامشخص ایمیوشیو ب یسکوپکرویم

ی غذایی و هابسیاری از مکملشناسایی در  هااین روش
در  یاندهیطور فزاو به (0،8) نموداستفاده توان دارویی می

 در ییشناسا رقابلیغ ییمحصولات غذا اءمنش ییشناسا
(PMS) Post Marketing Survey های توسط سازمان

. گیردقرار میاستفاده کشورها مورد  (FDA)غذا و داروی 
DNA پس از دست دادن  یتواند مدت طولانیگونه م کی

استفاده از  لذا وجود داشته باشد خود یکیولوژیب تیفعال
جز به هبشده که  یموجودات زنده فرآور DNA یمحتوا
 یچشم اندازها ستند،ین ییقابل شناسا های مولکولیروش

-به. دارد (Quality Control) تیفیکنترل ک یبرا یادیز
دهنده و اجتناب از  لیمواد تشک تیاحراز هو یبرا خصوص



77

لی
کو

مول
ی  

لول
 س

ژی
ولو

کن
وت

 بی
ای

ه ه
تاز

له 
مج

 

برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

 

 یهاکه ممکن است باعث واکنش ییهایها و افزودنندهیآلا
 ارزشمند هستند. (3)مصرف کنندگان شوند  یبرا کیژآلر

ی بر اساس اهیگ یهاصنعت مکملبا مرتبط  ژهیوامر به نیا
های غذا و داروی کشورهای مختلف و حتی قوانین سازمان

سازنده را ملزم به بسیاری از موارد  خصوص دربهایران، 
، امری کندیمکمل م کی یو اثربخش یمنیاز ا نانیاطم

که  یکنندگان عیو توز دکنندگانیتول (.4،4) ضروری است
و  ییمواد غذا یحاو ییغذا یهامکمل یابیبه بازار لیما

 را مواد نیاکه ایمنی  ندهستموظف هستند  دیجدگیاهی 
 نیبر اساس ا لذادهند  گزارشبه سازمان غذا و دارو 

 ایکننده  دیتول تیمسئول نی، اهاقوانین و دستورالعمل
 یهامکملثره ؤماده مکند  یابیکننده است که ارز عیتوز
ه شده چیست و آیا به ئو گیاهی در محصول ارا ییغذا

 وجود دارند یا خیر. تولیدخطر  یبمیزان مناسب و 
دهنده  لیتمام مواد تشک قیدق ییاز شناسا دیکنندگان با

 یو هم برا یابیبازار تیمز به جهتمحصولات خود 
بنابراین  حاصل کنند نانیاطم ،یاخلاق یهایراننگ

دهنده  لیها، فهرست کامل مواد تشکگونه قیدق ییشناسا
از ثره ؤمواد م (Potency) میزان اثر قیو گزارش دق

 برخوردار است. ییبالا تیاهم

 .Gگونه بدون لاکتات؛3گونه شامل؛  7تاکنون 
applanatum, G. adspersum, and G. colossus  4و 

 .G. lucidum, G. resinaceum, Gونه لاکتات؛گ
tsugae and G. manoutchehrii ر ایران گزارش شدهد 

 قارچی (Ganoderma lucidum)یا  ریشیگانودرما (. 6)
 پوستان تابان (family) تیره از ساله یک

(Ganodermataceae )چینی سنتی طب در که است 
 یاهیگ یداروها نیتریمیقدداشته و از  دارویی مصرف

در  شود کهیزده م نیو تخم (7)است  خیثبت شده در تار
های گیاهی را شامل گردد از صنعت مکمل ٪8 دنیا حدود

ترین مزیت آن، برای عنوان یک ضد التهاب و مهم. به(2)
پس از  (.0،01) شودایمنی توصیه می سیستم تقویت

صورت لات ریشی بهها بر روی برنج، اکثر محصوکشت آن
های گیاهی عنوان مکملها بهآیند و در کپسولپودر در می

های  شوند. این قارچ اگرچه بدنهقارچی فروخته می
پوری قارچ  مانند پلی دهی براق، رنگی، چرمی و قفسه میوه

پس از ، اما های لاکاتی گانودرما متمایز است تازه از گونه
محیط برنج )که اغلب معمول همراه با طور بهپودر شدن 

درصد وزن خشک را برای فورمولاسیون نهایی  41بیش از 
عنوان نگهدارنده، به دهد(، یا حتی مواد دیگر تشکیل می

ها از نظر ماکروسکوپی، میکروسکوپی شناسایی افتراقی آن
در این  (.4،00) یا بیوشیمیایی بسیار دشوار خواهد بود

عنوان مثال، به اند وراستا تجربیات قبلی نیز منتشر شده

Wu  های بیوشیمی، با استفاده از روش (08(و همکارانش
مکمل ریشی تهیه شده از بازار  00% از 86تنها توانستند 

ن نمونه واقعی حاصل از عنواایالات متحده آمریکا را به
تأیید کنند. یکی از مواردی  (G. lucidum)قارچ ریشی 

افزاید، که به دشواری شناسایی این قارچ فرآوری شده می
. (03)بندی موجود در انواع گانودرما است پیچیدگی طبقه

به ظرافت ها، با توجهاین اساس برخی از تاکسونومیست بر
های گانودرما، ارزش محدودی را برای فنوتیپی بالای گونه

ها در نظر های ماکرومورفولوژیکی در شناسایی آنویژگی
ها تکیه تر بر روی خواص ژنوتایپی آنگیرند و بیش می
 21از حدود  کمابیشگانودرما  (Genus)نمایند. جنسمی
 .Gها شامل تشکیل شده است یکی از آن (Species)نه گو

lucidum نتایج تحقیقات بر روی قارچ (.03،04) است
های موجود دهد که گونههای گانودرمای ایرانی نشان می

تری های بیشهای اروپایی شباهتدر خاورمیانه به گونه
این  (04) های موجود در آسیای شرقیدارد تا گونه

های فیلوژنتیکی نیز هستند. چندین ها شامل تفاوتکلاس
تخریب چوب، برای   دلیل قابلیتاین قارچ گانودرما بهگونه 

مورد  (07)و زیست پالایی  (06)خمیرسازی زیستی 
دلیل مزایای اند. ولی به تحقیق و بررسی قرار گرفته

ساکاریدهای که بعضی از  ترپنوئیدها و پلی احتمالی تری
ها را دارند برای ارتقای سلامتی، های این قارچ آنگونه

 شوندارزشمندتر قلمداد می« قارچ دارویی»عنوان  به
ای در مناطق این قارچ از پراکنش گسترده (.02،00)

های گلی ایران برخوردار بوده و تاکنون از پوششجن
های گلستان، مازندران، گیلان، جنگلی مختلفی در استان

 .G (.81) اردبیل و آذربایجان شرقی گزارش شده است
lingzhi  تازه دارای سطوح بالاتری از تری ترپنوئیدها

است که ممکن است مسئول اثرات  G. lucidumبه نسبت
در ارتقای سلامتی  G. lingzhiفیزیولوژیکی پیشنهادی 

های فیلوژنتیک  طور خاص، تجزیه و تحلیلانسان باشد. به
 .Gترین خویشاوندان آن ) و نزدیک G. lucidumمولکولی 

oregonense ،G. tsugae  و G. carnosum وG. 
lingzhi) های بسیار نزدیک  که اهمیت دارویی دارند گونه

 (. 80،88)دهند  دیگر قرار می

 کی (ITS) یاهسته یبوزومیر یساز داخلفاصله ینواح
و شناسایی  یبارکدگذار یبرا قابل استفاده DNAمنطقه 

متشکل از دو بخش  نیا (.83،84)ها استو قارچ اهانیگ
جفت باز  841-811 کمابیش ریدهنده فوق متغ فاصله

 بزرگ() 82Sکوچک( و ) 02S واحد ریاست که توسط ز
rDNA 2/4 سطاند و تو احاطه شدهS rDNA اند جدا شده 

-اتصال به بخش یشده برا یطراح یمرهایپرا (.84،86)
 DNAهای مشترک یا قسمتحفاظت شده  اریبس یها
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شناسایی طور گسترده در به 82Sو  02S یواحدها ریز
ولی . (37) گیرندقرار می استفادهمورد ها و قارچ اهانیگ
معمول برای تشخیص و شناسایی اختصاصی یک طور به

 DNAکه توالی  یصخا یپرایمرهاگونه قارچ اختصاصی از 
دارد و نقارچ  یها گروهدیگر  ها تطابق با توالیژنومی آن

تطابق دارد استفاده خاص  با همان گونه یاختصاصطور به
دلایلی هقارچ ب DNAدر مواردی که  نیچن. همگرددمی

مانند قدیمی بودن یا حرارت یا مواد شیمیایی تخریب و 
بهتر و  یاختصاص یمرهایپرااین شکسته شده باشند 

-پاسخ می PCRثرتر درفرایند تکثیر قطعات ژنومی یا ؤم
های اختصاصی مناطق و براساس قارچپرایمرها  نیا دهند.

شناسایی مولکولی  یبراقبلی  هایهکشورها در مطالع
 یاهیگ یها مکملهای های برداشته شده از داروخانهنمونه
مورد  یقبل هایهدر مطالعطور محدود هبریشی قارچ 

-داده لیو تحل هیتجزالبته  (.2،87) اند استفاده قرار گرفته
های ی براساس دادهکیلوژنتیف یها روشها و لیی تواها

دست ههای محلی بقارچیابی توالی موجود در پایگاه داده
تواند در ارتقای متدهای و می استآمده در کشور ایران 

طور بههای مختلف این قارچ ارزشمند باشد و مولکولی گونه
دست ههای مختلف ببرای استاندارد سازی این داده یاساس
ساز فاصله ینواحه از مناطق مختلف جهان استفاده از آمد
عنوان یک زبان به (ITS) یاهسته یبوزومیر یداخل

های مذکور مورد توجه و مشترک در ثبت و شناسایی قارچ
 استفاده قرار گرفته است. 

 ییشناس ا  یب را مولک ولی  روش کارآم د   کی  ما  نجا،یدر ا
ه از ی اس تخراج ش د  ش  یر یاهی  مکم ل گ  دقیق و قطع ی 

ارائ  ه ه  ای گی اهی خری  داری ش ده از داروخان  ه را   مکم ل 
-با طراحی پرایمرهای مشترک و اختصاصی گونه. میکن یم

 PCR و انج ام  DNAاس تخراج   سازیچنین بهینهای، هم
 یه ا  از نمون ه  ITS هی  ناح DNAسکانس  نییتع همراهبه
حاص ل از   جینت ا موجود در مکم ل را انج ام داده و    یشیر

 یمولک  ول کی  لوژنتیف ک  ردیرو دورا ب  ا  BLAST نیبهت  ر
ه ای  ه ای گرفت ه ش ده از پایگ اه داده    ای با ت والی سهیمقا

ه ا و  بن دی ایران ی ت والی   لح ا  آن الیز و دس ته   مختلف به
ت  رین روش شناس  ایی محص  ول و ص  حت  رویک  رد دقی  ق

 نماییم.ه میئاراگذاری آن برچسب

 هاروشمواد و 
 یبردارنمونه
-داروخانهاز  شده ی داریخر ی گیاهیاه مکمل یها نمونه

ایرانی  کننده تولید دومربوط به تولیدات  های تهران،
از نمونه  هر دو(. 0)جدول  ند، تهیه گردیدهست زیمتما

بر اساس برچسب  یپودر کپسوله شده بودند که همگ

گانودرما بودند. مشخصات و  ای ریشی یمحصول حاو
( به تفکیک 8 های تهیه شده در )جدولمحتویات مکمل

 ه گردیده اند.ئارا

 DNA استخراج
کپسوله شده باز شده و پودر  یهانمونه ،هر مکمل یبرا

 ی. سپس براقرار گرفتاستفاده آن مورد موجود در داخل 
 گرم یلیم 011تا  31پودر در آورده شده،  DNAاستخراج 

 محلولکوچک  یاهیگ تیدر بافر استخراج ک خشک، ماده
0FG1 استخراج  ،یاز همگن ساز همگن شد. پسDNA 

 Fungi DNA Isolation یاهیگ ینیم تیبا استفاده از ک
Kit ( دانشگاه  ،مشهد، آسیا دنازیستطبق پروتکل سازنده

 فردوسی مشهد( انجام شد.

 توالی نییو تع PCR طراحی پرایمرها و
 ریسا ای یاهیگ DNA ریتکث زا یریجلوگ یپرایمرها برا

 ITS هایپرایمرحی گردیده اند. به روش زیر طراها  قارچ
 ( و اختصاصی گانودرماITS4Bو  ITS1F) کمشتر یقارچ
(G-ITS-F1  وG-ITS-R2برگرفته از مقالات قبلی ) 
ها با جزئی در توالی آن هایجایی و تغییرهبا جاب (82،80)

موجود  Databasesدست آمده از ههای بمقایسه با توالی
طراحی گردید.  PCRسازی به جهت بهینه NCBIدر 

ه گردیده ئارا 0ها در جدول توالی پرایمرها و مشخصات آن
 است. 

)توالی پایه از  PCRدول پرایمرهای مورد استفاده در . ج0 جدول
تغییر داده  PCRولی چند باز برای بهینه سازی  شده رفرانس گرفته
 شده است.(

 
DNA یها عنوان الگو در واکنشاستخراج شده به PCR 
مورد استفاده قرار گرفت. هر واکنش  یتریرولکیم 84

 4/8(، رمولا یلیم 84) MgCl2 تریکرولیم 4/8شامل 
 ;SinaClon) (01X؛ Mgبدون ) Bبافر Taq تریکرولیم

Iran)، 4/8 تریکرولیم dNTPs (4/8 بازاز هر  مولار یلیم ،)
 01الذکر )فوق یاز پرایمرها کیاز هر  تریکرولیم 4/8
( U/μL 4) مرازیپل Taq تریکرولیم 84/1(، رکرومولایم
(SinaClon; Iran و )μL 0،DNA تیاستخراج شده. تقو 

 ونیانجام شد: دناتوراس ریز یچرخه حرارت طیتحت شرا
و  قهیدق 3مدت به گرادیدرجه سانت 08 یدر دما هیاول

                                                      
ارای ترکیب خاص نمک و دترجنت بوده و باعث شکست دیواره د

  0 کند به ستون کمک می DNA سلولی شده و در اتصال
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 44 قه،یدق 0مدت به گرادیدرجه سانت 04 کلیس 4سپس 
 گرادیدرجه سانت 62 ه،یثان 44 یبرا گرادیدرجه سانت

 44مدت درجه به 04سیکل  31سپس  و هیثان 44 یبرا
درجه  62ثانیه،  44مدت گراد بهدرجه سانتی 44ثانیه 
در  ییمرحله گسترش نهاثانیه و  44مدت گراد بهسانتی

 PCRمحصولات  .قهیدق 4مدت به گرادیدرجه سانت 78
در  سایبرگرینشده با  یزیآم % رنگ4/0ژل آگارز  یرو

 اجرا شدند. سیناکلون(شرکت جفت باز ) 011کنار نردبان 

پس از تمیز شدن با استفاده از  PCR یها واکنشتک باند 
 یبا همان پرایمرهاکیت ستونی )شرکت ژن دفام پارس( 

قطعه  جهتدر هر دو طور مجزا هب PCRمورد استفاده در 
DNA  به روش سنگر توسط آزمایشگاه ژنوم با استفاده از
  شدند. یابی توالی  Applied Biosystems 8411اه دستگ

 هادادهها با کنترل توالی
 هایهدست آمده در دو جهت قطعهتوالی ب fastaفایل 

DNA افزار توسط نرمChromas  کنترل و نتایج حاصله
پس از اصلاح و کوتاهی دو انتهای نتایج توالی قطعه 

DNA با استفاده از برنامهBasic Local Alignment 
Search Tool (BLAST) در  ییعنوان روش شناسابه

 تمیهر نمونه از الگور یبرا NCBI Genbank -سایت
 یبرا یدیمجموعه نوکلئوت یجستجو یمگابلاست برا

 دست آمدههتوالی های بتطابق با  نیتر کینزد افتنی
 . نمودیماستفاده 

   .کیلوژنتیف لیو تحل هیتجز
های حاصله از ورد توالیبر اساس مقالات منتشر شده در م

ITS و جستجوی در های قارچ گانودرما از ایران گونه عانوا
Genbank Database - Nucleotide   مربوط بهNCBI 

ترازی آوری و با همهای ثبت شده از ایران جمعکلیه توالی
-توسط نرم (Multiple Alignment)ها چندگانه توالی

نالیز فیلوژنی تهیه و فایل مربوطه برای آ MEGA 11افزار 
 MEGA 11افزار براساس دستورالعمل با استفاده از نرم

-ههای ایرانی بدرخت فیلوژنی مربوطه با مقایسه کلیه داده
عنوان توالی های خارج از به Genbankدست آمده از 

های مکمل گیاهی و قرار دادن نمونه (Outgroup)خانواده 
(sampes) به( عنوان خانواده ژنیIngroup در درخت )

 یینماحداکثر درست لیو تحل هیتجزچنین ترسیم شد. هم
 در این مسیرانجام شد.  MEGA 11افزار نرمبا استفاده از 

تکرار  0111با استفاده از  عیسر یانداز راه تمیاز الگور
Bootstrap  مدل مورد استفاده . شداستفادهTNM  با نرخ

 سعیو بحث،  جینتا در طول ن،یبنابرایکنواخت بوده است. 
 Genbankطور که در همانها گونه یعلم یها تا نام شد

به ها از آن یاگرچه برخ ،شوده ئارا ،شده بودگزارش 
 .اند شده گذاری نامبه اشتباه  احتمال

 هایافته
 DNA استخراج

 8کپسول از  8از پودر حاصله از  DNAبرای استخراج 
کارخانه تولید کننده تجاری  های گیاهی از دونمونه مکمل

های متفاوت تهران، چند روش تهیه شده از داروخانه
مورد آزمایش قرار گرفت و پس از  DNAمعمول استخراج 

ها توضیح داده طور که در قسمت روشسازی همانبهینه
 8در  DNAغلظت  نیانگیمپودرهایی حاصل  ازشده است 

)محدوده  تریلمیکرونانوگرم در  0/34 طور متوسطهب نمونه
 کافی بودند. PCRکه برای انجام  بود( 8/074تا  0/3

PCR سکانس نییو تع 
استخراج شده  DNAاز  ITS هیناح زیآمتیموفق ریتکث

مشترک عمومی و پرایمر  مریجفت پرا دوبا ی قارچ
ها با نمونه PCR نتایج محصولاتانجام شد و اختصاصی 

ها نشان داده نو اندازه آمشاهده  کنترل،الکتروفورز ژل 
قابل منفرد  ینوارها PCRاز . جفت پرایمرها اند شده

 4 یبرا ITSمنطقه  یمشاهده با اندازه مورد انتظار را برا
های البته در نمونهکردند.  دیولنمونه پودر ت 2 نمونه از

DNA نمونه مکمل قارچی که حاوی  4 استخراج شده از
شاهده های اضافی هم مدو نوع گانودرما بودند بند

 یمرهایبا استفاده از پرا PCRمحصولات  .گردیدند
ها شدت باند آن شیگانودرما بر اساس افزا یاختصاص

و از ژل استخراج و سپس  انتخاب ،مرهایپرا ریبه سانسبت
 یبراها ذکر گردید بر اساس انچه در قسمت مواد و روش

های ی ارسال گردیدند. توالیزهایو آنال یابیتوالی نییتع
 نشان داده شده اند.  0ست آمده در شکل دهب

 و نتایج فیلوژنتیک هاداده تحلیل و تجزیه
های نمونه مکمل 2دست آمده از ههای بآنالیز توالی

 ITSها نشان دهنده دو توالی از داروخانهشده  یداریخر
 sample2و   sample1عنوانبود که به مجزا از نتایج

ند. هستنام تجاری نامگذاری شدند که مربوط به دو نوع 
بود که با  نیا نمونهاین دو  ییشناسا یبرا اقدام نیاول

 درBLAST تریم شده ITSکامل  توالیاستفاده از 
Genbank بر اساس آنچه در  تطابق نتیجه نیبهتر یبرا

ها ذکر گردیده بود انجام شد و نتایج آن در مواد و روش
  .ه گردیده استئارا 8جدول 

الذکر فوق BLASTکه چند باز در نتایج به اینبا توجه
 تیهو ترشیب یابیارز یبرادادند لذا عدم تطابق نشان می

ها و از داروخانه شده یآورشده و جمع یداریخر یهانمونه
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های ترازی چندگانه توالیارزیابی تکمیلی، از روش هم
ها های ایرانی استفاده شده است.این توالیحاصله از نمونه

های مختلف گانودرماهای روی انواع گونه هایهاز مطالع
دست هاز ژن بانک ب ITSایرانی با استفاده از پرایمرهای 

در  گانودرما هایگونه انواع توالی از 47آمده. در مجموع 
این مطالعه و مقایسه مورد استفاده قرار گرفته شده است. 

-به جهت امکان تحلیل و مقایسه بهتر از نتایج تطابق و هم
حاصله در رسم درخت فیلوژنی براساس آنچه در  ترازی

 لیو تحل هیتجزروش اجرا ذکر شده استفاده گردید. 
 را کامل نسبتبهجزئیات با  یدرخت یینماحداکثر درست

 زمتمای شاخه 40 از. داشت همراهها بهبرای شناسایی نمونه
با  G. lucidumکلاد  دو، نماییدرستدر درخت حداکثر 

طور به شامل که دارد توسط نتایج وجود قبولقابل پشتوانه 
است.  G.lucidumبا برچسب  یها همه نمونهی بتقری
اشتباه  احتمالبهکه  G.applanatumنمونه  یک البته

نمونه  Sample-2و وجود دارد شده است،  ییشناسا
 کی نچنیهم ما(. 8 عکسشده ) یداریخر قارچی مکمل
 .Gشامل ی توسط نتایجقو وانهبا پشتدیگر کلاد 

resinaceum که  میکرد یرا بازساز واقعیSample-1  در
-گیرد و چند شاخه نیز با فاصله قرار میاین کلاد قرار می

ذکر شده ولی تطابق با دیگر  G.lucidumگیرند که 
 (.8)شکل شاخه ها ندارند 

های فوق که حاصل از بنابراین براساس نتایج آنالیز توالی
BLASTنتیک بودند نشان داده ترازی و درخت فیلوژ، هم

 .Gقارچ  Sample-1های شد که در کپسول
resinaceum  وجود دارد که با برچسب تجاری نمونه

مکمل قارچی خریداری شده از داروخانه تطابق نداشت. اما 
های درکپسول G. lucidumوجود  Sample-2برای 
دادند های مکمل قارچی خریداری شده را نشان مینمونه

های خریداری شده برند مذکور سب تجاری نمونهکه با برچ
 تطابق داشتند. 

 بحث
بارکد  کی ITSکه منطقه  دهد یما نشان م مطالعهنتایج 

 یاهیگ یها مکمل یکارآمد براحساس، اختصاصی و 
-. همکند یارائه م شود یم یداریخر از داروخانهکه  ریشی

ه بر روی های انجام شدچنین از موارد مشابه بررسی
 توان به مطالعهمیهای قارچ گانودرما لوسیدوم مکمل

Gunnels های گانودرما و همکارانشان که به بررسی مکمل
نشان دادند  ITSدر آمریکا پرداخته توسط بررسی منطقه 

 .Gگیرد وگذاری اشتباه صورت میبرچسب یکه گاه
lingzhi جای بهG. lcidium (87) شودکار برده میهب. 

صورت گرفته پس از  Loydوسط دیگری که ت در مطالعه

یابی منطقه مکمل قارچ رایشی توسط توالی 41بررسی 
ITS که  هنشان داده شدG. lingzhi  در اکثر محصولات

وجود  زیگانودرما ن گرید یهاشد، اما گونه ییشناسا
 .G. applanatum،G ها بهآن ، از جملهندداشت

australe ،G. gibbosum ،G. sessile ن می توا و
  sinense G. (06.) اشاره کرد

از هر  تیبا موفق تکثیرقابل  ینومژ DNAدر این مطالعه 
که حاوی دو  8. در نمونه استخراج شد یدو نمونه پودر

قارچ متمایز بود در ژل آگاروز باندهای غیر اختصاصی دیده 
درستی صورت نپذیرفت اما یابی به( توالی0)شکل شدمی

و  Databaseیابی صورت گرفته شده با با مقایسه توالی
یابی، دست آمده از توالیهح توالی بر اساس نمودار باصلا
 8توان نتیجه گرفت که قارچ گانودرما موجود در نمونهمی

که ادعا داشت تنها  0از نوع قارچ لوسیدوم است. در نمونه 
مورد استفاده قرار گرفته در ژل آگاروز  G. lucidumقارچ 

ی یابو توالی( 0)شکل باند غیر اختصاصی دیده نمی شود
درستی صورت پذیرفت. در نتیجه آن مشاهده شد که به

-نبوده و به G. lucidum 8قارچ مورد استفاده در نمونه
 استفاده شده است. G. resinaceumجای آن از 

از بسیاری جهات از جمله  G. resinaceumاگرچه 
ترکیب و اثرات  است اما G. lucidumباردهی آن شبیه 

. در (30) مشخص نیست G. resinaceumفارماکولوژیک 
و همکاران انجام شده  S. Keypourای که توسط مطالعه

 G. resinaceumوجود تنوع ژنتیکی بالا در دو نوع قارچ 
نشان داده شده و بر این اساس احتمال  G. lucidum و

 د گردیده استبروز صفات مورفولوژیک  متفاوت پیشنها
-و همکاران مقدار کلی پلی Chenدر مطالعه  .(38)

 G. resinaceumها در دو قارچ ترپنوئیدها و تریساکارید
در  با این وجود (30) تفاوت اساسی ندارد G. lucidiumو 

به این موضوع ( 33)منتشر شده  8112ای که سال مطالعه
 G. lucidumبه نسبت G. resinaceumاشاره دارد که 

 بر (3)و همکاران  Newmaster. مطالعه استتر پاتوژنیک
 یها گونه دارای ٪40نشان داد که  یاهیگ یها مکمل یرو
 یمحصولات دارا نای از ٪33هستند و حدود  نیگزیجا

توانند یها ماز آن یکه برخیی،ها ندهیآلا ایها  پرکننده
، مصرف کنندگان داشته باشند یسلامت یبرا یخطرات

بر وهعلا اند برچسب محصول قرار نگرفته یهستند که بر رو
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              G. lucidum ،G. sineفقط سه گونه گانودرما )  آن

nse  وG. Tsugae(31) ( در فارماکوپه ملی طب چینی 
 یاهیگ یتجارمحصولات  DNA گذاریبارکد آورده شده.

خواهد بود،  دکنندگانیتول یبرا یچنان ابزار ارزشمندهم
 آن درکه  رایشیمانند  یاهیگ یها مکمل یبرا ژهیو به

 پودر با ییایمیو ش یکیمورفولوژ یها یژگیفقدان و
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 شده. یداریخر یدو برند تجار یقارچ یهاپودر از کپسول مکمل ینمونه ها یبرا یبرداراطلاعات نمونه. 8جدول 

ی ،نمونه2؛ ردیف Sample-1، 1ردیف  )سیناکلون(؛ M،Ladder 50bp: ردیف ITS .Aژن  توالی PCRمحصول  .0شکل 
  MZ506307.1 قارچ 

B 3: ردیف ،Sample-2 
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 و (Sample-1 & Sample-2)ها وخانهدارشده از  یداریخر یهاشامل نمونهفوق  Bootstrip یلوژنیحداکثر احتمال ف درخت کیلوژنتیف لیو تحل هیتجز: 8شکل  
 خط های تحتها و شاخهگونه .است شده گرفته - Genbank NCBI های قارچ گانودرما ثبت شده به نام ایران که از مجموعهانواع گونه ITSهای ی توالیهانمونه

یا مترادف با نمونه مکمل قارچ تجاری شماره  Sample-1اهت نسبی به گونه اصلی شبعنوان  ها به احتمال در امتداد شاخه و گرام با شاخه و کلاد منقطع غیر مشکی
 شاخه با گرام و کلاد منقطع مشکی خط تحت هایشاخه و هاکلاد بعدی یعنی گونه. استقارچ گانودرما  resinaceumکه شباهت اصلی گونه  نشان داده است را 0
قارچ گانودرما  lucidiumکه گونه  8 شماره تجاری قارچ مکمل نمونه با مترادف یا Sample-2 اصلی گونه به نسبی هتشبا عنوان به ها شاخه امتداد در احتمال و

 .است داده نشانرا  است
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و  BLAST جینتا یدارا میکرد یکه ما بررس ییها نمونه
 از به وضوح 0که نمونه  دهد یبودند که نشان م کیتلوژنیف

تعریف شده  8از اعضای گروه  8و نمونه  0گروه  یاعضا
از نظر  بودند. (04) و همکاران S. Keypour توسط
 کیلوژنتیو ف BLAST یها لیو تحل هیتجز ،یشناس روش

 داروخانهاز  شده یداریخر یها همه نمونه اءدر مورد منش
مکمل که  یزمان رسد کهنظر میهکارایی داشتند اما ب

تواند یمزمان باشد نتایج صورت همرچ بهدارای چند نوع قا
از  چه هنگامی که یطور کلما به جیباشد. نتا نندهگمراه ک

 شدهاصلاح  هیاز ناح ای کردیم واستفاده  ITSکل منطقه 
و  هیچندگانه و تجز های سکانس یتراز در هم یپوشانهم
 .Gبه جینتا هبود )هم یقو پس از آن کیلوژنتیف لیتحل

lucidum  لیدلحال، به نی(. با اکنند یاشاره م 0وه گردر 
 یهااز نمونه یاریمرتبط با بس یگذارموضوع نام
Genbankما از  جیرسد که نتاینظر م، بهG. lucidum  و

G. resinaceum به آوری شده در داخل کشور جمع
از  یریجلوگ یبرا Genbank یبنداصلاح طبقه تیاهم

تر نمونه از ایران بیشبا ثبت  ندهیآدر اشتباه  ییاشناس
 کند.یاشاره م

 کینزد یهاگونهتمام  انیدر م یبندطبقه یما برا مطالعه
موجود  ITSتوالی  یهاهم در جنس گانودرما که در دادهبه

ولی برای مقایسه  ستین ،(04،34) هستند Genbankدر 
از  یبرخ حال نیبا ا. استموارد ثبت شده بنام ایران مفید 

و  Blastدر گانودرما در رابطه با  Genbank یها نام
گروه  ندارند و در مقالات دیگر هم قیتطب هافیلوژنتیک آن

، .G. subambionense G. pesinaceum  G شامل 0
G. pfeifferi وم آن از ایران جمعکه گانودرما رسیناسی-

 .G. oregonense Gنیز شامل  8آوری شده در گروه 
valesiacum ،)آمریکا و کانادا(G. lucidum   ایران و(

این  نیز 8 در شکل (.04است ) )چین( G. tsugae اروپا(
 تربیشایرانی  G. resinaceumتطابق با این مطالعه که 

آوری شده که در ایران جمع G. lucidumدر یک گروه و 
 شود. میگیرند، دیده در یک گروه دیگر قرار می

-میامکان را  نیبه ما ا G. lucidumدر کلاد  ITS تنوع
شده در فروشگاه خود را  یداریخر یها که نمونه دهد

های توالیتنوع  هرچند .تر مشخص نماییمو دقیق ترشیب
- گونه اءمنش یابیرد یبرا تواند یم ITSدر  یا درون گونه

رایشی ارزشمند و قارچی  یاهیگ یها مکمل یبرخ های
 استفاده از باتاکید گردد که  دیبا بنظر می رسدد، اما باش
طور نمونه توسط هیی که بها گاهیجاهای اختصاصی و ژن

نیز  (IBRC) رانیا یستیو ز یکیژنت ریذخا یمرکز مل

پیشنهاد شده است البته در صورت ثبت انبوه نتایج در 
Genbank ارتقا داده را  رانیا یثبت یهاتوان استانداردیم

  یل نماید.و تکم

 گیرینتیجه
-ثر در نمونهؤم هایبه تفاوت فراوان مقادیر ترکیببا توجه

که مواد  یمختلف موجود در بازار هنگام مکمل های
 ای یکیتوان از نظر مورفولوژیدهنده را نم لیتشک

های بهترین روش استفاده از روش کرد، دییتأ ییایمیوشیب
 سکانس بریمبتن کیلوژنتیف لیو تحل هیتجزمولکولی و 

ITS  موجود درDNA به روش موفق و مقرون کقارچ، ی
کار رفته در هقارچ ب یها گونه تیاحراز هو یصرفه برا
 یها در صنعت مکمل تواند یم . این روشاستمکمل 

ها آن ییکه شناسا یاهیو گ یقارچ یها گونه یبرا یاهیگ
 نتایج این مطالعه برای اولین بار دشوار است، استفاده شود.

های تجاری موجود در بازار مشخص کرد بر روی مکمل
ها با مکمل های داخلو تطابق قارچکنترل کیفی جهت 

 نوع قارچ موجود در آن،اثبات و  هانآبرچسب تجاری 
 .استارزشمند استفاده از این روش مولکولی 

  سپاسگزاری
ثر کارکنان شرکت ژن درفام ؤوسیله از همکاری مبدین

یشگاه ژنوم جهت راهنمایی در انجام این پارس و آزما
 گردد. پروژه، کمال تشکر و قدردانی می
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