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摘要　用组织分离技术从野生红菇 ( Russula sp. )子实体中分离得 3个菌株。用随机扩增多态性 DN A( RAPD)对

红菇子实体和分离菌株的 DN A多样性进行分析 , 以确定 3个分离菌株与子实体之间的亲缘关系。实验使用 16个

随机引物检测 40多个位点 , 计算它们之间的相似性。实验结果表明 3个分离菌株和红菇子实体之间的 DN A相似

性非常高 , 红菇子实体和对照菌株 [凤尾菇 ( Pleurotus sajor -ca ju ) 和金针菇 (Flammulina velutipes ( Fr )

Sing ) ]之间的 DN A相似性差距基本上反映了红菇与对照菌株之间的种属差距。推测 3个红菇分离菌株同一个

种。
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Abstract　 Three st rains w ere obtained from the sporocarp of wi ld Russula using tissue culture

isolation. Random amplified polymorphic DN A ( RAPD) w as used to approach genetic div ersity of

wild Russula and three strains, so as to decide the relation betw een three st rains and spo rocarp.

Over forty g enetic si tes w ere checked by using six teen random primers, and the genetic similarity

betw een three strains andRussula sporecarp w as studied. The result show ed that they w ere great ly

similar and the simi larity gap of DNA between Russula sporocarp and the checked strains show ed

the interspecies distance. A preliminary conclusion can be draw n from the experiment that the three

st rains were isolates of Russula.
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　　许多珍稀、名贵的食用菌绝大多数属外生菌根真

菌 , 目前人工培养子实体尚未成功
[ 1]
, 因此对用组织

分离获得的食用菌菌根真菌的菌株 ,尚难以用经典回

接的试验方法验证其真伪。分子生物技术的深入发

展 , 使得对大型真菌进行分子水平的研究成为可能。

DNA作为遗传物质 , 要比表型特征更能真实地反映

真菌的系统发育及其血缘关系。而由 PCR技术发展

而来的随机扩增多态性 DNA ( RAPD)适用于种下水

平的分类研究学。RAPD具有用量小、鉴定迅速、可重

复性等特点 [2 ]。因此 RAPD在大型真菌分离菌株的

鉴定、大型真菌之间的种群关系等研究中具有广阔的

应用前景。本实验采用 RAPD技术对食用菌菌根真

菌红菇子实体和其通过组织分离得到的菌株的 DNA

进行分析 ,以探讨通过组织分离得到的菌株与红菇子

实体之间的亲缘关系。以期为外生食用菌菌根真菌的

组织分离菌株找到一个快速、方便而又科学的分析鉴

别实验方法。

1　材料与方法

1. 1　材料与菌种

野生红菇 ( Russula sp. ) 子实体于 1998年 9月采

自广西浦北山区 ,经鉴定为鳞盖红菇 ( Russula lepida

Fr)。3个实验菌株是本实验室组织分离纯化得到 , 分

别编为 1号、 2号、 3号菌株 , 对照菌株凤尾菇

( Pleurotus sajor-caju)、金针菇 (Flammulina velutipes

( Fr) Sing )是本实验室保存菌种。RAPD所用引物为

华美公司产品 , 编号为 S1-S80。PCR仪为美国 PE公

司产品。

1. 2　DNA的制备与保存

按文献 [3 ]的方法提取总 DNA, 260 nm /280 nm

检测纯度 , 以一定比例稀释 ,保存于 4℃冰箱中备用。

1. 3　RAPD分析

按文献 [4, 5]方法 , PCR扩增总体积为 25μl,
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反应液组成: 10× buffer 2. 5μl, 2. 5 mmol的 dN TP

2μl, 4μmol的随机引物 1μl, 1μ的 Tag酶 , 15 ng模

板 DNA, 用重蒸馏水补足最终体积为 25μl。

PCR扩增程序反应设制 35个循环 , 每个循环

包括 94℃变性 1 min, 37℃复性 1 min, 72℃延伸 1 min

30 s, 在循环之前加 94℃ 5 min的预变性 , 循环结束

后 , 72℃延伸 5 min。

扩增产物在 0. 5倍 TBE缓冲液中进行电泳 ,琼脂

糖凝胶浓度为 1. 2% , 电泳结束后溴化乙锭染色 , 然

后拍照分析。

1. 4　数据分析

根据扩增带的有无作二项级统计 , 有 DNA谱带

的用 “ 1” 表示 , 无谱带用 “ 0” 表示 , 记录那些谱带

清晰的 RAPD标记 , 采用 Nei-Li ( 1979)方法 [6 ]计算

百分相似性。

百分相似性 Sxy = 2N x y /(N x+ N y )其中 N xy

为两个个体共享的 RAPD标记 , Nx , N y为个体 x和

个体 y拥有的 RAPD标记。

2　结果与分析

2. 1　 DNA的提取与检测

采用液氮研磨和酚氯仿抽取法获得的总 DNA

片段 , 经紫外光吸收测量结果显示 , 样品的 OD260 /

OD280值为 1. 6左右 , 这说明 DNA样品仍存在少量

的蛋白质和 RNA, 但实践证明用于 RAPD分析对实

验结果影响不大。

2. 2　引物的筛选

本实验使用长度为 10bp的随机引物进行扩增 ,

从这 80个随机引物中筛选出 16个扩增带型清晰明亮 ,

产物相对稳定 , 重复性好的引物进行实验。

2. 3　DNA的多态性分析

使用 16个随机引物进行扩增 ,平均每个样品共扩

增得到 44. 8条多态性标记 , 平均每个引物扩增出 2. 8

条带 , 扩增片段长度在 546 bp～ 4 361 bp之间。统计

样品之间的 N x ,N y ,N xy ,它们之间的相似性列于

表 1。

　　从结果来看 , 3个分离菌株及红菇子实体之间的

相似性都很高 , 均在 0. 90以上。而它们之间的差异很

小 , 这种差异可能是同种内不同个体之间的差异。本

实验选用的参考菌株 (金针菇 , 凤尾菇 )和红菇是不

同的属 , 它们之间相似性相对较低 , 均在 0. 40以下 ,

这个差距反映了它们的属间差距。3个分离菌株和红

菇子实体之间的 DNA相似性很高 , 差距不大 ; 而且

它们和参照菌株之间的距离基本一致 ,从这可以分析

出 3个分离菌株是鳞盖红菇。

2. 4　图谱分析

本实验采用 Nei-Li方法对扩增图谱进行分析 ,

统计图谱上相同和不同的谱带 ,以此计算样品间的相

似值 ,分析它们之间的种缘关系。如图 1 ( A、 B)所示 ,

3个分离菌株和红菇子实体的谱带基本一致 , 而图 1

( A)中的第 1条谱带 (参考菌株凤尾菇 ) , 图 1 ( B)中

的第 2条谱带 (参考菌株金针菇 ) 都和相应引物扩增

出的红菇子实体谱带基本一致 , 造成此原因可能是:

( 1)由于参照菌株和样品之间是属间差距 , DN A序列

相差较大 , 容易造成用相同引物扩增出的 DNA片段

分子量相同 , 而序列不同的情况 , 这种情况会使图

表 1　样品之间的相似性矩阵系数

Tabl e 1　 The simil arity coef f icient betweem sampl es

红菇子实体
Russula

spor oca rp

1号菌株

Strain 1
2号菌株

Strain 2
3号菌株

St rain 3
金针菇

Flammulina
velutipes

( Fr ) Sing

凤尾菇
Pleurotus
sajor-caju

红菇子实体
Russula spo roca rp

1

1号分离菌株

Strain 1
0. 988 1

2号分离菌株
Strain 2

0. 977 0. 976 1

3号分离菌株

Strain 3
0. 930 0. 930 0. 930 1

金针菇 Flammulina
velutipes ( Fr ) Sing

0. 307 0. 307 0. 282 0. 256 1

凤尾菇 Pleurotus
sajor-ca ju

0. 341 0. 341 0. 318 0. 273 0. 375 1
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谱上的条带电泳结果相同 , 带来实验误差
[7 ]
; ( 2)由

于引物作用位点正好是样品间相同的 DNA区域 , 所

以扩增出的结果一样 ,这说明该引物作用在该样品的

DNA片段不存在多态性。为了减少误差 ,参照菌株最

好是在种的水平上选择
[8 ]
,同时要对引物进行严格筛

选 , 以使实验结果更能反映出物种间 DNA多态性。

　　图 1　引物 S58 ( A)和 S16 ( B)扩增的 RAPD图谱

　　 Fig. 1　 Th e RAPD pa tterns g enerated by primers S58 ( A )

and S16 ( B)

M为分子量标准 ( DNA /HindⅢ ) , 1～ 6依次为凤尾菇 , 金针菇 , 菌

株 1号、 2号、 3号 , 红菇子实体 Lan e M: DN A /HindⅢ markers, Lanes

f rom 1 to 6: Pleurotus sajor-ca ju, Flammul ina velutipes ( Fr ) Sing,

st rains 1 to 3, Russula sporocarp.

3　讨论

RAPD技术现在已发展到一个相当成熟的阶段 ,

虽然其作为一种生物分类手段还存在一些缺陷 [9 ] ,但

作为一种鉴定手段却广泛应用于疾病鉴定 ,物种亲缘

关系分析等方面。本实验应用 RAPD技术鉴定大型

真菌的分离菌株 , 结果表明已达到了分离鉴定的目

的。为了使该实验手段更完善 , 可以用 RAPD对待检

测的大型真菌基因组进行检测 ,构建基因组指纹图谱

库 ,找出代表种间差异的特异性谱带 , 再对其进行测

序 ,并在此基础上设计出特殊引物 ,用标准 PCR扩增

来达到更快速、 准确鉴定大型真菌分离菌株的目的。
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1984年天然林优良种源为佛罗里达的 2号 (爱斯

堪比亚 )、 11号 (利维 )、 16号 ( Pensacole) , 阿拉巴马

州 14号 ( Galew ood) ,路易斯安那州 17号 (泉山 )。因它

们来源于天然林 ,未经遗传改良 ,与台山湿地松种子

园相比 , 增益不显著。

4　结语

湿地松种源间生长、 冠幅、干形、 结实等性状差

异显著 ,种源的生长性状的变异属地理渐变型 ,其它

性状多表现为随机型。影响湿地松生长量的主导气象

因子是热量 , 随种源原产地年平均气温升高而下降 ,

以北部种源生长较好 , 南部种源较差。优良种源分布

在东南部沿海的佛罗里达州、佐治亚州、南卡罗来那

州、北卡罗来那州和阿拉巴马州等 5个州。湿地松种源

间生长差异稳定 , 年度的重复试验表明无交互作用 ,

早晚相关显著 , 因此 ,在中国南方低丘台地发展湿地

松 ,选择美国东南部沿海的优良种源 , 将比广东台山

湿地松在单株材积上获得 23. 38%的增益。
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