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基于多个核基因序列的１株皮伞属菌株的鉴定
李　芳

（滨州学院化学工程系，山东滨州２５６６００）

　　摘要：提取在北京市房山地区野外环境中采集的１株野生菌子实体的基因组 ＤＮＡ，并以此为模板进行 ＩＴＳ、ＬＳＵ
和ＳＳＵ片段的扩增、测序及比对分析。结果发现，从菌丝体基因组ＤＮＡ中扩增获得了７００ｂｐ左右的ＩＴＳ片段、８５０ｂｐ
左右的ＬＳＵ片段和１８００ｂｐ左右的ＳＳＵ片段，经序列测定及比对，表明该真菌是Ｍａｒａｓｍｉｅｌｌｕｓ属菌株。建立了一种野
生真菌快速、准确的鉴定方法。
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　　我国地域广阔，野生食用菌资源丰富、种类繁多、分布广
泛、蕴藏量大。野生食用菌分类鉴定是涉及资源保护利用及

产业发展的一项基础性研究工作［１］。随着分子生物学技术

的广泛应用，从分子的层面上对野生菌进行快速、有效的鉴

定，为野生菌的鉴定、开发及利用提供了很大的便利［２］。本

研究对北京市房山地区采集的１株野生菌进行分子鉴定，并
通过多个核基因序列的测定及比对分析，从而对该野生菌株

的遗传地位进行解析，为该野生菌的开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　子实体，采集自北京市房山区东湖港风景
区的野生菌。

１．１．２　试剂　基因组ＤＮＡ提取试剂盒ＤｎｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ
和凝胶回收试剂盒ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ购自德国ＱＩＡ
ｇｅｎ公司；ＴａＫａＲａＰＣＲＭｉｘ购自大连宝生物公司；琼脂糖购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．３　仪器　ＰＣＲ仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ，ｍｙｃｙｃｌｅｒ）、凝胶成像系统
（ＢＩＯ－ＲＡＤ）、电泳仪（北京六一 ＤＹＹ－Ⅲ －１２Ｂ）、离心机

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１８）、移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）等。
１．２　方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取　取少量子实体于１．５ｍＬ离心
管中，加入少量液氮，研磨棒研磨至粉末状后，利用 Ｄｎｅａｓｙ
ＰｌａｎｔｍｉｎｉＫｉｔ试剂盒（ＱＩＡｇｅｎ，货号：６９１０４）说明书进行 ＤＮＡ
的提取。

１．２．２　ＩＴＳ－ＰＣＲ扩增　选取 ＩＴＳ５（５′－ＧＧＡＡＧＴＡ
ＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′）和 ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′）为引物［３］，以所提基因组 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增。扩增程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５６℃
１ｍｉｎ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；７２℃ ７ｍｉｎ；降至４℃结束。反
应体系为５０μＬ。然后进行电泳检测。
１．２．３　ＬＳＵ－ＰＣＲ扩增　选取 ＬＲ５（５′－ＴＣＣＴＧＡＧＧ
ＧＡＡＡＣＴＴＣＧ－３′，ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｆｕｎｇｉ／ｍｙｃｏｌａｂ／
ｐｒｉｍｅｒｓ．ｈｔｍ）和 ＬＲＯＲ（５′－ＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＴＡＡＧＣ－３′，
ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｆｕｎｇｉ／ｍｙｃｏｌａｂ／ｐｒｉｍｅｒｓ．ｈｔｍ）为引物，
以所提基因组 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。扩增程序为：
９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５６℃ １ｍｉｎ，７２℃ ６０ｓ，３０个
循环；７２℃１０ｍｉｎ；降至４℃结束。反应体系为５０μＬ。然后
进行电泳检测。

１．２．４　ＳＳＵ－ＰＣＲ扩增　选取 ＮＳ１（５′－ＧＴＡＧＴＣＡＴＡＴＧＣＴ
ＴＧＴＣＴＣ － ３′，ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｆｕｎｇｉ／ｍｙｃｏｌａｂ／
ｐｒｉｍｅｒｓ．ｈｔｍ）和 ＮＳ８（５′－ＴＣＣＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣＧＧＡ－３′，
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ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｆｕｎｇｉ／ｍｙｃｏｌａｂ／ｐｒｉｍｅｒｓ．ｈｔｍ）为引物，
以所提基因组 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增：９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５６℃ １ｍｉｎ，７２℃ ９０ｓ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ；降至４℃结束。反应体系为５０μＬ。然后进行电泳检测。
１．２．４　ＰＣＲ产物测序及分析　ＰＣＲ产物经过切胶回收后，
委托生工生物工程（上海）股份有限公司利用 ＰＣＲ扩增引物
为测序引物进行测序。测序结果经过 ＤＮＡＭＡＮ５．２．９和
ＣｈｒｏｍａｓＰｒｏ软件进行碱基修正与拼接，最终获得的 ＩＴＳ、ＬＳＵ
和ＳＳＵ序列提交到 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ），并与数据库中已知的相关序列进行比对。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
以所获得的基因组ＤＮＡ为模板，以材料与方法中所列的

引物进行ＰＣＲ扩增，结果如图１所示，所得ＩＴＳ产物片段大小
为７００ｂｐ左右，ＬＳＵ产物片段大小为８５０ｂｐ左右，ＳＳＵ产物
片段大小为１８００ｂｐ左右，与预期结果相一致。

２．２　序列测定及提交
上述 ３个 ＰＣＲ产物进行凝胶电泳，电泳条带经过

ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回收后，委托生工生物工程（上
海）股份有限公司进行序列测定。测序结果经过ＣｈｒｏｍａｓＰｒｏ
软件进行碱基修正，修正后的正向引物的测序结果和反向引

物的测序结果经过 ＤＮＡＭＡＮ５．２．９软件进行拼接，最终获得
ＩＴＳ序列 ６３４ｂｐ，ＬＳＵ序列８３４ｂｐ和 ＳＳＵ序列１７５８ｂｐ。将
上述序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ，获得 ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为：
ＫＪ５４５４３２、ＫＪ５４５４３３和ＫＪ５４５４３４。
２．３　ＢＬＡＳＴＮ比对分析

在ＮＣＢＩ网站上用 ＢＬＡＳＴＮ程序进行比对。ＩＴＳ序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＫＪ５４５４３２）的比对结果显示，该序列与 Ｕｎ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｒｏｏｔ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｕｎｇｕｓｃｌｏｎｅＳＣ０ＩＩｃ２３Ｐ（ＦＪ３６２１１０）、
ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＡｇａｒｉｃａｌｅｓｃｌｏｎｅＪ２ｃ８６３Ｈ（ＧＱ９２４０１５）和 Ｃｒｉｎｉｐｅｌｌｉｓ
ａｆｆ．ｉｏｐｕｓＪＦＫ－２００９ａｉｓｏｌａｔｅｎ７７４（ＦＪ１６７６３６）的相似性系数
为１００％，与 ＭａｒａｓｍｉｅｌｌｕｓｐａｌｍｉｖｏｒｕｓｉｓｏｌａｔｅＣ１（ＪＱ６５３４４３）的
相似性系数为９７％；ＬＳＵ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＫＪ５４５４３３）的
比对结果显示，该序列与 ＭａｒａｓｍｉｅｌｌｕｓｐａｌｍｉｖｏｒｕｓｉｓｏｌａｔｅＣ６
（ＪＱ６５４２３６）和 ＭａｒａｓｍｉｕｓｒｕｆｏｒｏｔｕｌａｖｏｕｃｈｅｒＢＲＭＮ７１４６７４
（ＦＪ９１７６１２）的相似性系数为 １００％，与 Ｍｏｎｉｌｉｏｐｈｔｈｏｒａｓｐ．
ＵＴＣ２５３８２４（ＪＮ６９２４８３）的相似性系数为９８％；而 ＳＳＵ序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＫＪ５４５４３４）的比对结果显示，该序列与 Ｍｏ
ｎｉｌｉｏｐｈｔｈｏｒａｓｐ．ＭＣＡ２５００（ＡＹ９１６７５３）和 Ｍａｒａｓｍｉｕｓｓｐ．
ＭＣＡ１７０８（ＡＹ９１６７１９）相似性系数为 １００％，与 Ｃｒｉｎｉｐｅｌｌｉｓ

ｚｏｎａｔａｓｔｒａｉｎＯＫＭ２５４５０（ＡＹ９１６６９１）的相似性系数为９９％。
由于 ＳＳＵ比对分析结果中发现目前还没有 Ｍａｒａｓｍｉｅｌｌｕｓｓｐ．
序列提交，导致比对结果中没有 Ｍａｒａｓｍｉｅｌｌｕｓｓｐ．菌株的 ＳＳＵ
序列信息。

因此综合以上比对结果，将本研究所用的菌株鉴定为

Ｍａｒａｓｍｉｅｌｌｕｓｓｐ．菌株。

３　讨论

由于ＩＴＳ序列比５．８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ和２８ＳｒＲＮＡ更容
易突变累计，被认为是在物种或物种内水平最有用的累计突

变区域［４］。ＩＴＳ目前已经被认为是真菌分子鉴定的条形
码［５］。但是相关研究表明，ＩＴＳ对于种内的区分不是很理想，
因此，有必要结合其他的序列作为辅助的条形码，对物种进行

鉴定［６］。

核糖体小亚基（ｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔ，ＳＳＵ）序列 ｒＲＮＡ基因是编
码ｒＲＮＡ的基因，是高度重复串联序列。因此，核糖体小亚基
ｒＲＮＡ基因的测序与分析在物种鉴定与系统发育演化方面的
应用越来越广泛［７］。然而ＳＳＵ序列较长，一般为 １８００ｂｐ左
右，扩增所用时间较长，测序则需要３个反应才能测通获得全
长序列。

ＬＳＵ核糖体大亚基（ｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔ，ＬＳＵ）基因组的序列是
位于２５～２８Ｓ的ＲＮＡ序列。大多数分子系统学研究中都选
择部分片段进行分析，相对比较保守［８］。本研究只采用 ＬＳＵ
序列５′端９００ｂｐ的片段，获得了较好的鉴定结果，因此根据
本研究的结果，皮伞属较为适合的条形码为ＩＴＳ＋ＬＳＵ。
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