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国产羊肚菌菌株的RAPD鉴别。 

陈吉岳 ， ，一，刘培贵 ，付建国 ，李 玉 ． 
(1中国科学院昆明植物研究所，云南 昆明 650204；2吉林农业大学菌物研究所，吉林 长春 130118； 

3中国科学院研究生院，北京100039) 

摘要：对国内各地收集和采集分离到的15个羊肚菌菌株和 1个子实体对照进行了RAPD分 

析，实验筛选的6个引物对宽圆羊肚菌 (MorcheUa robusta Bond．)子实体及其分离菌株的 

DNA指纹完全相同，引物OPD一08扩增的RAPD谱带能够将 15个供试羊肚菌菌株完全区别 

开来；聚类分析结果显示：其中一菌株与别的菌株相似系数极低，可能为一杂菌菌株；其余 

菌株在相似系数0．7544时，可分为6个大的类群，说明供试菌株间存在较大的遗传差异。 
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Ab出md：In this岫 ，15 isolates of Morchdla(Aseomyeota)and one ascocarp of Morchdla robusta 

Bond．had been aIlalyzed by RAPD． DNA fingerprint pattern ofaseocarp of MorcheUa robusta Bond． 

was the sslne as its isolate usi 6 nmdom primers． 15 tested isolates of Morchella could be differenti． 

ated by One pi'iiner(OPD一08)．One isolate，which has la噼 difference from the other iSO~e8，may be 

a stained k~olate．AⅡthe other isolates had been divided into 6 groups when the slmil~fity coettlcient w88 

0．7544。which indicated a higher genetic diversity among the tested isolates． 

Key wolds-"Morchd／a；Isolates；RAID；Dis islI 

羊肚菌类是一类珍稀野生名贵食药用真菌，具有很高的营养和药用价值 (刘波， 

1978；应建浙等，1987)；关于羊肚菌的研究迄今已有 100多年的历史，人们从一般的记 

载、采食，到它的分布、分类、生态和栽培做了不少的探索性研究 (沙业雄，1990 a，b； 
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兰进等，1999)。近年来，对羊肚菌的研究更为深入，主要集中在营养成分分析、培养技 

术、细胞学和生物化学与分子生物学等方面 (陈向东等，2OO2)。 

目前，RAPD技术已广泛应用于食、药用真菌的菌株鉴别 (刘祖同和罗信昌，2002； 

吴少慧等，2000)。笔者在开展羊肚菌深层发酵和栽培试验之前，利用RAPD技术对全国 

各地收集和采集分离的菌株进行了鉴别，其实验结果如下。 

l 材料与方法 

1．1 供试菌株 

本实验所选用的羊肚菌试验菌株分别由作者之一在吉林农业大学菌物所分离获得、从国内几家食用 

菌公司购买和由高校同行馈赠 (表 1)。试验菌株现存放于吉林农业大学菌物研究所和中国科学院昆明植 

物研究所菌种保藏室内。 

表1 供试菌株 

I le l Tested isolates of Morchella 

*分离得到的菌株名称与凭证标本的名称一致 (凭证标本保存在吉林农业大学菌物标本馆HMJAU)；购买和馈赠的菌 

株名称是由提供者提供的。 

*The rlaIues ofisolates by oursc|ves were ac gtothe voucher spec~ (voucher spcc~ are keptinHMJAU)．The rlaIues of 

otherisolates were obtained fromthe providers． 

1．2 菌株培养 

1．2．1 培养基 采用PDA加富培养基。 

1．2．2 菌株分离 

(1)选取新鲜、没有虫蛀和裂缝、完整的子实体，除去表面异物及菌柄基部泥土；在超净工作台上 

将子实体掰开，用刀尖轻轻挑取内表面约O．5 cm大小的菌块接入平板培养基上；经过多次纯化得到分离 

菌株 (表1中3、6、9、13号菌株的分离)。 

(2)在没有新鲜、完好无损的羊肚菌子实体情况下，用75％酒精或 1％o升汞处理后进行常规组织分 

离；经过多次纯化获得分离菌株 (表 1中7、8号菌株的分离)。 

1．3 总DNA的提取 

采用CrAB法 (奥斯伯等，1998)。取1 纯化后的总DNA，用O．8％的琼脂糖凝胶电泳检测其纯度。 
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用紫外分光光度计测定提取的不同菌株的【Ⅱ 浓度 

1．4 RAm 分析 

l 4．】 扩增反应 供扩增的6个随机引物由40个10bp随机引物 (购自北京鼎国生物公司，包括A系列和 

D系列各∞个)筛选而得，分别是OPA—Dl、OI：'A一07、OPEl一02、OPD一07 OPD一08、OPD一11(表2)。 

襄2 引蜘序列 

Table 2 ‰  ofimmet 

25 反应体系含DNA模板 20 ng(对照反应不 

蜘)、m x PCR缓冲液2，5 、 1．5 mnmUL、 

dm 备0．2mm L、引物0．8,urml／L、TaqDNA聚 

合酶 (购自上海宝生物公司)I u、加ddl-h0至25 

f也 扩增反应程序为：95℃预变性2rain后，进行 

4o个循环的扩增。循环程序为：94℃变性 50 8， 

盯 复性60 s，72℃延伸 踟s。最后 72℃补平 8 

min ．反应结束后．取8 扩增产物．加2 上样 

缓冲液，经 I．5％琼脂糖凝腔电泳升离 (电诛时果用Lamada DNMEcoRI+Hindm为DNA er指示扩增 

片段的大小)，溴化乙锭染色后置于LNP凝胶成像系统照相．打印并存盘 

1．4．2 数据处理 将每一引物扩增每一样品产生的谱带作为性状看待．当在某一样品中有该谱带出现时 

编码为 l” 否则为 “0”，构成二态性状；利用I"OPC,ENIZ EILStON l，3l软件包．以样品间柱同谱带的 

有无、多少来计算遗传距离系数D，即Nei和u的公式：D=1一 ／(N +NY)(其中 盯为两样品间 

共有的谱带数；N 为样品x的潜带数；N 为拌品Y的谱带数) 计算各个菌株和子实体问的相似系散， 

以LrpGMA进行聚类．即可自动生成相似性系数矩砗和树状图一 

2 结果与讨论 

2．1 分离菌株的斜面培养性状 

分离的菌株中．采用菌株分离方法 (】)获得的菌株生长迅速，在6 8 d长满斜面，菌 

丝粗壮。值得一提的是，l3号菌株在后期的培养中有菌核形成，这在羊肚菌生活循环中是 
一 个显著的阶段 (Volk＆Leon．．a'd，1990)，因此，本实验选取该菌株的来源子实体一l4号作 

为菌株对照，而采用菌株分离方法 (2)分离的菌株生长相对缓慢，在 1O 14 d长满斜面。 

且菌丝细弱。方法 (1)与方法 (2)相比具有污染率低、纯化简单、菌丝复壮快等优点 (任 

桂梅等，2002)。从实验结果可以看出．方法 (1)适合于羊肚菌属的菌株分离。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1O 11 M CK 12 13 14 15 16 

图】 引物OPI)一08对l5个菌株和 子实体的RAPD图谱 

I一16：表l中的各菌株．M：PCRM日I_k ，cK：未加入模板DN̂ 

Fig． 1 RAPD patients gendrated by priu~x OPD一08 among tes~,n：l isohaes and 1 aseoea~ 

l一16：Morehc／／a isolateslistedintable1
． M：PcR Narker．CK：∞ templetDNA 
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2．2 扩增结果 

供扩增的6个随机引物，对供试的15个菌株和 1个子实体样品都产生了清晰、稳定 

的DNA扩增谱带，而在对照 (未加入模板 DNA)中没有DNA谱带的出现。经重复实验， 

各引物的扩增谱带在重复间基本相同。 

在6个引物的扩增图谱中，除14号样品子实体与其组织分离物一13号菌株DNA扩增 

谱带在所有引物的扩增图谱中完全相同之外，各引物对 15个供试羊肚菌菌株的扩增谱带 

都有所差异 (如图1所示为随机引物OPD一08的扩增图谱)，即每个羊肚菌菌株对同一引 

物都有其独特的谱带。实验中筛选出一个引物 (引物OPD一08)即可将 15个羊肚菌菌株 

完全区分开。 

2．3 聚类分析 

从6个引物RAPD分析所获得的相似系数矩阵得知，12号菌株与别的菌株相似系数很 

低 (为0．2778)，这与该菌株菌落培养特征与其他菌株差别显著相吻合，可能为一杂菌菌 

株；其他供试菌株在相似系数为O．7544时 (图2虚线所示位置)，可分为6个大的类群 

(图2中I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、V、Ⅵ所示)，说明供试羊肚菌菌株间遗传差异较大，彼此之间 

分化程度较高。从聚类分析树状图 (图2)上可看出，几株名称相同的菌株分布在不同的 

大类群中。 

O．3 0．4 o．5 o．6 o．7 o．8 o．9 1
． o 

Similarity coefficient 

Ⅱ 

Ⅲ 

Ⅳ 

V 

VI 

图2 15个菌株和 1个子实体对照间的相似系数 IIP( A法聚类图 

． 2 The dend唧 produced by UPGMA ofNei’s similarity coefficients among15testedisolates andl ascocarp 

14号宽圆羊肚菌子实体与其分离获得的菌株 13号相似系数高达 1．0，在聚类分析树 

状图上重叠于一点，表明实验通过新鲜子实体组织分离法获得的菌丝培养物m13号菌株 
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确系宽圆羊肚菌的菌株。 
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