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　　摘要：基于相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）建立地木耳菌株的特定序列扩增
（ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｇｉｏｎｓ，ＳＣＡＲ）标记。通过随机引物组合筛选获得ＥＭ１８－ＭＥ７作为ＳＲＡＰ标记引物，
扩增地木耳基因组后获得１．２ｋｂ大小的特异性条带，经克隆、测序，根据测序结果利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计出２对特
异性引物，其中引物Ｆ－９－Ｆ１、Ｆ－９－Ｒ１经ＳＣＡＲ－ＰＣＲ扩增出约１．１ｋｂ大小的特异性片段，说明成功构建了“菌株
３”的指纹图谱。
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　　地木耳（ＮｏｓｔｏｃｃｏｍｍｕｎｅＶａｕｃｈ）俗称地皮菜、地耳、地软、
地衣、地捡皮等，是一种固氮型蓝细菌，属细菌界蓝细菌门念

珠蓝细菌属光能自养微生物，在全国广泛分布，特别适宜在潮

湿阴暗处生长。地木耳富含蛋白质、多糖、维生素等，特别是

蛋白质含量占干质量的２０％以上，营养价值极高［１－２］，中国

多地均有将其入菜的习惯。已有研究发现，地木耳提取物还

具有一定的抗氧化、抑菌以及提高免疫力的功效，甚至具有抑

制老年痴呆以及抗肿瘤的功效，《本草纲目》《中国药典》亦记

载了地木耳的药用价值［３－４］。这主要是由于地木耳中的黄

酮、多糖、藻蓝蛋白等活性成分在起作用，研究人员分别对这

些物质的理化性质及分离提取进行了研究。刁毅等发现从地

木耳中提取的脂溶性物质对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等６
种细菌有较好的抑制作用［５］；钱森和等研究同样证明了地木

耳提取物对常见微生物具有较好的抑制作用［６］。张唐伟等

通过研究地木耳多糖的抗氧化作用，发现其对·ＯＨ、ＤＰＰＨ
自由基有较强的清除作用，但对 Ｏ－２·和亚硝酸盐的清除作用
较小；同样，该研究也发现，地木耳多糖对枯草芽孢杆菌、大肠

杆菌等微生物有一定的抑制作用［４］。Ｐｌｏｕｔｎｏ等发现，地木耳
的活性物质具有抑制人鼻咽癌及直肠癌肿瘤细胞的效

果［７－８］。张唐伟等采用 Ｌ９正交试验研究时间、液料比、温度
对地木耳多糖提取的影响，得到最佳提取工艺：控制温度为

９０℃、液料比６０ｍＬ∶１ｇ的条件提取５次，提取时间为 ３ｈ，
得率可达１３．７５％［９］。厉荣玉等通过研究得到地木耳总黄酮

提取的最佳工艺：控制温度为８０℃、乙醇浓度为７０％、料液
比为１ｇ∶２０ｍＬ的条件下提取２次，提取时间为２．５ｈ，得率
可达６．８４％［１０］。梁文裕建立了通过盐析、离子交换层析、凝

胶过滤层析的分离纯化地木耳藻蓝蛋白α、β亚基的程序［１１］。

李三相等利用羟基磷灰石的柱层析以及盐析、透析的方法分

离得到地木耳的藻蓝蛋白［１２］。

由此可见，地木耳是一种很好的食品开发资源。李贤煜

等研发出普通型地木耳蛋白饮料、酸性地木耳蛋白饮料２种
配方［１３］；张宗舟开发了辣味地木耳酱，具有口味好、营养价值

高等特点［１４］。

地木耳虽然分布广泛，但是对生长环境要求较为严苛，野

生资源难以满足市场需求，阻碍了其大规模开发。因此，部分

学者对地木耳的人工栽培进行了研究。王东明等通过研究打

浆后的地木耳在一定条件下的栽培情况发现，浆体所含的片

段可逐渐恢复生长［２］。邓中洋等研究跑道式培养池规模化

培养地木耳结果表明：在适宜条件下，可以实现地木耳的人工

栽培［１５］。同时，利用地木耳对环境因素敏感的特点，地木耳

可以运用到环境污染的监测中。杨学山等利用地木耳挂袋法

监测大气ＳＯ２污染
［１６］；马骥等利用地木耳的 ｐＨ值监测大气

污染的试验［１７］均证明此观点。

目前，地木耳在分子标记方面的研究很少，仅有赵惠玲等

利用随机引物及简单重复序列区间（ＩＳＳＲ）引物初步研究地
木耳的分子生物学特性［１８］。特定序列扩增（ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｇｉｏｎｓ，ＳＣＡＲ）分子标记有别于传统的分子
标记技术，具有遗传一致、序列已知、高效且重复性好等特点，

已经广泛运用到黑木耳［１９］、棉花［２０］、草鱼［２１］等抗病育种以及

分类鉴定中。本研究拟通过基于相关序列扩增多态性（ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）分子标记的
ＳＣＡＲ标记技术建立地木耳菌株的指纹图谱，为地木耳菌株
的快速鉴别、种质资源分类等提供便利。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　地木耳菌株　供试地木耳菌株由丽水职业技术学院
王东明老师提供，共１０株，具体特征见表１。
１．１．２　仪器与试剂
１．１．２．１　仪器　ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｅｒｓｏｎａｌＰＣＲ仪，德
国；ＷＥＡＬＴＥＣＤｏｌｐｈｉｎ－ＤＯＣ凝胶成像系统，美国；ＤＫ－Ｓ２４
电热恒温水浴锅，中国；ＨＥＲＭＬＥＺ３００Ｋ高速冷冻离心机，德
国；ＳＨＩＭＡＤＺＵＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎＵＶ－１７００紫外分光光计，日本。
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表１　供试菌株特征

菌株编号
特征

（颜色、形态）
菌株编号

特征

（颜色、形态）

１ 黑色、球状 ２ 绿色、小球状

３ 绿色、球状 ４ 红棕色、球状

５ 绿色、带状 ６ 黑色、小球状

７ 棕色、小球状 ８ 绿色、大块状

９ 黑色、耳状 １０ 黄色、块状

１．１．２．２　试剂　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ：Ｔｒａｎｓ２ｋ，北京全式金生物技术
有限公司；ＥａｓｙＰｕｒｅ ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ试剂盒，北京全式金
生物技术有限公司；Ｔａｑ酶；ＥａｓｙＴａｑ，北京全式金生物技术有
限公司；其他试剂均为分析纯。

１．２　方法
１．２．１　地木耳基因组的提取　用 ＥａｓｙＰｕｒｅ ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
Ｋｉｔ试剂盒提取地木耳基因组，用琼脂糖凝胶电泳及 ＵＶ－
１７００紫外分光光度计检测ＤＮＡ的浓度及质量。
１．２．２　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系及程序　参照李媛媛等研
究［１９，２２］，设计地木耳ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增体系及程序，经实际验
证后，确定扩增体系：２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、
０．８Ｕ Ｔａｑ酶、４０ｎｇＤＮＡ、２μＬ１０×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，
０．３μｍｏｌ／Ｌ上游引物，０．３μｍｏｌ／Ｌ下游引物，用无菌蒸馏水
将总体积补至２０μＬ。ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增程序：９４℃ ５ｍｉｎ；
９４℃１ｍｉｎ，３６℃ １ｍｉｎ（退火温度视引物Ｔｍ值而定），７２℃
１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。
１．２．３　引物筛选　ＳＲＡＰ引物序列见表２、表３，引物由北京
全式金生物技术有限公司合成。随机组合正、反向引物对地

木耳基因组进行ＰＣＲ扩增，筛选出能扩增出特异性条带的引
物组合。

表２　正向引物序列

编号
序列

（５′→３′）
编号

序列

（５′→３′）

Ｍｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ Ｍｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ
Ｍｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ Ｍｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ
Ｍｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ Ｍｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ
Ｍｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ Ｍｅ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ
Ｍｅ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡ

表３　反向引物序列

编号
序列

（５′→３′）
编号

序列

（５′→３′）

Ｅｍ１ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ Ｅｍ２ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ
Ｅｍ３ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ Ｅｍ４ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ
Ｅｍ５ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ Ｅｍ６ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ
Ｅｍ７ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ Ｅｍ８ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ
Ｅｍ９ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ Ｅｍ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ
Ｅｍ１１ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＴＣＧ Ｅｍ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＧＴＣ
Ｅｍ１３ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＧＧＴ Ｅｍ１４ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ
Ｅｍ１５ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ Ｅｍ１６ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＧ
Ｅｍ１７ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ Ｅｍ１８ ＧＡＣＴＧＣＧＡＣＧＡＡＴＴＴＣＣ

１．２．４　ＳＣＡＲ特异性条带测序及引物设计　利用筛选出的
引物组合扩增１０个地木耳基因组ＤＮＡ，选择明亮、清晰的特
异性条带进行胶回收、克隆并测序。根据测序结果，用

Ｐｒｉｍｅｒ－５．０软件设计特异性引物转化生成ＳＣＡＲ标记。
１．２．５　ＳＣＡＲ标记的建立　利用获得的 ＳＣＡＲ标记扩增１０
个地木耳基因组，验证所获得的 ＳＣＡＲ标记。参考丁炜东等
研究［２１，２３］，优化地木耳 ＳＣＡＲ－ＰＣＲ反应体系：２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２、１２０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、１．０ＵＴａｑ酶、４０ｎｇＤＮＡ、２μＬ
１０×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，各０．４μｍｏｌ／Ｌ上下游引物，补水至总体
积为２０μＬ。优化后的程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，６１℃
４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃保存。

２　结果与分析

２．１　引物组合的筛选
随机组合表２、表３中的正反向引物，以菌株 １基因组

ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增并电泳检测，结果见图１。从中
筛选出能扩增出条带较多且清晰、明亮的一系列引物组合：

ＥＭ６－ＭＥ５、ＥＭ１８－ＭＥ８、ＥＭ１８－ＭＥ７、ＥＭ１２－ＭＥ７、
ＥＭ１５－ＭＥ９。　

２．２　特异性条带的筛选及测序
进一步利用所筛选的引物组合对 １０株菌株的基因组

ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，最终筛选出能扩增出特异性条带的引物
组合 ＥＭ１８－ＭＥ７。利用筛选出的引物组合 ＥＭ１８－ＭＥ７进
行ＳＣＡＲ－ＰＣＲ扩增，扩增结果见图 ２。在扩增出的位点
（ＤＮＡ条带）中，挑选出１个条带清晰、明亮且特异性明显的
ＤＮＡ扩增位点（１．２ｋｂ），胶回收后交予南京百斯凯科技有限
公司测序，成功获得 １个序列，详见图 ３，该序列长度共
计 １２１１ｂｐ。

２．３　ＳＣＡＲ特异性引物的设计与合成
根据测序结果，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计２对特异性引

物。引物组合１：Ｆ－９－Ｆ１：５′－ＧＴＡＴＧＴＡＣＴＧＡＧＴＡＧＴＡＧＣＣ－
３′；Ｆ－９－Ｒ１：５′－ＴＧＡＴＣＣＡＴＴＧＡＣＡＴＧＧＣＧＴＣ－３′。引物组
合２：Ｆ－９－Ｆ２：５′－ＧＣＡＡＣＧＡＡＧＴＴＧＡＴＴＧＣＣＴＣ－３′；Ｆ－
９－Ｒ２：５′－ＴＧＡＣＴＧＡＣＡＡＣＴＧＡＣＴＧＡＧＣ－３′。
２．４　ＳＣＡＲ标记的建立

分别利用２对引物对１０个供试菌株的基因组进行ＰＣＲ
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扩增，其中引物组合Ｆ－９－Ｆ１、Ｆ－９－Ｒ１成功在泳道“菌株
３”中扩增出１条１．１ｋｂ的特异性条带（图４），说明成功构建
了“菌株３”的指纹图谱；而Ｆ－９－Ｆ２与 Ｆ－９－Ｒ２组合未能
扩增出ＳＣＡＲ标记。

３　结果与讨论

本研究随机组合ＳＲＡＰ引物，对１０个地木耳基因组进行
ＳＲＡＰ－ＰＣＲ，筛选获得能扩增出特异性条带的引物组合
ＥＭ１８－ＭＥ７，进一步通过 ＰＣＲ获得１条１．２ｋｂ的特异性条
带，经胶回收、克隆及测序后，利用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计２对
特异性引物：Ｆ－９－Ｆ１，Ｆ－９－Ｒ１；Ｆ－９－Ｆ２，Ｆ－９－Ｒ２，通
过ＳＣＡＲ－ＰＣＲ扩增 １０个地木耳基因组，其中引物组合
Ｆ－９－Ｆ１、Ｆ－９－Ｒ１在“菌株３”处成功扩增出１条１．１ｋｂ的
特异性条带，说明ＳＣＡＲ标记转化成功，并成功构建了其指纹
图谱，证明该方法是鉴定地木耳种内、种间差异的有效手段。

目前，有些文献资料把地木耳归为植物，有些将其归为微

生物，但根据其细胞结构［２４］应属原核微生物，因此认为其归

属细菌界蓝细菌门念珠蓝细菌属光能自养微生物更为科学。

在ＳＣＡＲ标记转化过程中，经常会出现转化不成功的现象，究
其原因可能是引物设计不合理、序列相似或者多拷贝以及甲

基化作用等［２５］，甚至 ＰＣＲ反应条件也会影响最终结果。本
研究设计了２对特异性引物，最终仅Ｆ－９－Ｆ１／Ｆ－９－Ｒ１引
物组合成功转化成ＳＣＡＲ标记，可能在引物设计及反应条件
上出现了问题。

随着地木耳经济价值的日渐显现，相信对于地木耳的研

究将更加深入，本研究结果将为地木耳的抗病筛选、遗传育种

以及分类鉴定等提供一定的理论依据。
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棚栽培６个月后多糖含量为９．６９％，而二倍体苗在大棚栽培
６个月后多糖含量仅为８．７７％，可见在相同栽培环境下，多倍
体植株栽培６个月多糖含量高于二倍体植株。由此可知，多
倍体金线莲的多糖含量高于二倍体植株，得出多倍体苗多糖

含量高于二倍体植株，这与多倍体营养成分增加的特点一致，

多倍体瓶苗多糖含量高于二倍体瓶苗，这与 Ｏｌｉｍｐｉｅｎｋｏ等研
究发现四倍体铁皮石斛的可溶性糖含量高于二倍体的研究结

果［２７］一致。

测得二倍体苗、多倍体苗总黄酮含量分别从 １．１７％、
１．２４％上升到１．２７％、１．３８％。得出多倍体苗总黄酮含量高
于二倍体植株，这进一步证明了多倍体营养成分增加的特点，

测得大棚栽培６个月的二倍体栽培苗、多倍体栽培苗总黄酮
含量分别为１．４７％、１．９２％，栽培６个月时多倍体植株多糖、
总黄酮含量高于二倍体植株（多倍体苗总黄酮含量接近野生

苗的１．９７倍）。对赤壁金线莲组培苗和栽培苗进行总黄酮
含量的测定，发现其均含有黄酮类物质，这与曾建军等研究认

为金线莲组培苗富含黄酮类物质的报道［８］一致。组培苗黄

酮含量随着培养时间延长而增多，移栽后总黄酮含量进一步

增加，黄酮是植物体内的次生代谢产物，其含量变化受外界条

件影响，如光照刺激等对其合成有帮助［２８－２９］。将金线莲移栽

到光照等条件较好的外界环境中，有利于黄酮积累。
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