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生长率与芽增殖系数之间并不存在线性关系，平均增长率高

的试验组，芽增殖系数并不一定高，反之亦然。因此，在进行

最佳培养条件确定时，需要综合材料的培养状况，选择适宜生

产最优质培养材料的培养方案。
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金针菇菌株遗传多样性的 ＲＡＰＤ分析
李　红，李　超，张　敏

（辽宁省农业科学院食用菌研究所，辽宁沈阳１１０１６１）

　　摘要：采用ＲＡＰＤ分子标记技术对３５株来源不同的金针菇菌株进行遗传多样性分析，从２２条引物中筛选出８条
多态性丰富、谱带清晰且重复性好的引物进行了ＲＡＰＤ－ＰＣＲ扩增。结果表明：８条引物共扩增出６８条条带，其中多
态性条带为５６条，多态位点率为８２％，遗传相异系数变化范围为０～０．７１。在遗传相异系数为０．６０时，可将３５个金
针菇菌株划为五大类群，为今后金针菇的分类鉴定及遗传育种亲本的选配提供了理论依据。
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食药用菌菌种选育及栽培研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉ７９ｈｏｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。
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究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｎｎｋｙｌｘｙ＠１６３．ｃｏｍ。

　　金针菇［Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ（Ｆｒ．）Ｓｉｎｇｅｒ．］隶属于真菌
门担子菌亚门层菌纲无隔担子菌亚纲伞菌目口蘑科小火焰菌

属，因形似金针菜而得名。金针菇是古今中外著名的食用菌

之一，金针菇蛋白质含量高，氨基酸种类丰富，具有抗癌功能，

经常食用具有预防高血压、治疗肝病和胃溃疡等功效。金针

菇特别以富含赖氨酸而著称，可以活化神经细胞，促进智力发

育，素有“增智菇”之美称，是当今市场上十分走俏的天然保

健食品之一。随着金针菇产业的迅速发展，金针菇新品种选

育已成为食用菌育种研究的重要内容之一，为此，开展金针菇

菌株的遗传多样性分析及了解菌株间遗传差异就具有重要

意义。

随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ，简称ＲＡＰＤ）标记以基因组ＤＮＡ为模板，以１个随机的

寡核苷酸序列（通常为１０个碱基对）作引物，通过 ＰＣＲ扩增
反应，产生不连续的 ＤＮＡ产物，用以检测 ＤＮＡ序列的多态
性。它具有程序简单、ＤＮＡ用量少、随机引物没有严格的种
属界限、不须要事先知道基因组的任何分子信息就能快速检

测大量遗传多态性等优点。在食用菌领域常用于品种鉴定、

遗传关系分析、分子遗传的构建及基因定位等研究。Ｋｈｕｓｈ
等用ＲＡＰＤ技术分析双孢蘑菇的野生和栽培品种，在８个异
核体中识别出７个不同的基因型。说明ＲＡＰＤ标记在遗传研
究中的通用性和对菌株指纹识别的有效性［１］。Ｚｈａｎｇ等用
ＲＡＰＤ标记对１５个香菇菌株行分析，其中１３个菌株的 ＤＮＡ
指纹各异，２个菌株谱带一致，说明ＲＡＰＤ标记可用于鉴别香
菇菌种，并可用于香菇育种和菌种改良［２］。詹才新等以金针

菇不同亲本菌株及其杂交种为材料进行 ＲＡＰＤ分析后，认为
ＲＡＰＤ技术可鉴别出真伪杂种［３］。Ｃａｓｔｌｅ等曾以 ＲＦＬＰ为标
记进行双孢蘑菇及大肥菇种内和种间多态性研究。王翠等应

用ＲＡＰＤ技术对滇西北地区冬虫夏草、阔孢虫草和蛹虫草进
行遗传分化研究，表明虫草群体中存在着显著的地区差异

性［４］。本研究应用ＲＡＰＤ－ＰＣＲ分子标记的方法对金针菇菌
株遗传多样性进行分析，以期为金针菇资源遗传多样性及遗
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传育种亲本的选配提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
各供试菌株的具体情况见表１。

表１　供试菌株

编号 菌种名称 子实体颜色 来源

Ｌ１ ＢＪ－１１ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ２ ＢＪ－１３ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ３ ＢＪ－１４ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ４ 黄金５０３２ 黄 山东省寿光市食用菌研究所

Ｌ５ 白金２ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ６ 白金１６ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ７ 白金４８ 白 江苏省高邮市科学食用菌研究所

Ｌ８ 川金３ 黄 山东省寿光市食用菌研究所

Ｌ９ 金１９ 黄 山东省寿光市食用菌研究所

Ｌ１０ 白金１ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ１１ 千曲 白 大连双兴现代农业发展有限公司

Ｌ１２ 韩金５１ 白 韩国

Ｌ１３ 恒生金 白 沈阳恒生生物科技发展有限公司

Ｌ１４ 日白金 白 日本

Ｌ１５ 高产２ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ１６ 金８５１ 白 四川省农业科学院

Ｌ１７ 韩金 白 韩国

Ｌ１８ 金新美１５ 白 江苏省江都天达食用菌研究所

Ｌ１９ 金玉２２ 黄 江苏省江都天达食用菌研究所

Ｌ２０ ７３８ 黄 江苏省高邮市科学食用菌研究所

Ｌ２１ 白金８ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ２２ 白金１０ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ２３ 白金３ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ２４ ４１１ 白 四川省农业科学院

Ｌ２５ 珍玉８ 白 江苏省江都天达食用菌研究所

Ｌ２６ ９１３ 白 江苏省高邮市科学食用菌研究所

Ｌ２７ Ｆ２１ 白 浙江省农业科学院

Ｌ２８ ４０６ 黄 江苏省江都天达食用菌研究所

Ｌ２９ 寿光５ 白 山东省寿光市食用菌研究所

Ｌ３０ 纯白６８ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

Ｌ３１ ＦＶ８０ 白 贵州习水县习酒镇食用菌研究中心

Ｌ３２ 金４３ 黄 江苏省江都天达食用菌研究所

Ｌ３３ 特丰６ 白 山东省寿光市食用菌研究所

Ｌ３４ 黄金５５ 黄 山东省寿光市食用菌研究所

Ｌ３５ 金１３１２ 白 辽宁省农业科学院食用菌研究所

１．２　培养基
ＰＤＢ综合培养基：马铃薯４００ｇ，葡萄糖４０ｇ，磷酸二氢钾

６ｇ，硫酸镁３ｇ，蛋白胨６ｇ，水２０００ｍＬ，ｐＨ值自然。用于总
ＤＮＡ提取的菌丝培养。
１．３　试剂和仪器

ＲＡＰＤ－ＰＣＲ反应所用的 ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ｄＮＴＰ、
１０×ｂｕｆｆｅｒ、Ｍｇ２＋ 购自北京鼎国昌盛公司，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００）、引物购自宝生物工程（大连）有限公司。ＰＣＲ仪
为德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司Ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ。
１．４　引物

各引物的具体情况见表２。
１．５　试验时间和地点

试 验于２０１７年３月在辽宁省农业科学院食用菌研究所

表２　２２个引物序列

引物编号
序列

（５′→３′）
引物编号

序列

（５′→３′）

Ｓ１ ＡＡＴＣＧＧＧＣＴＧ Ｓ１２ ＧＡＣＧＧＡＴＣＡＧ
Ｓ２ ＡＣＴＴＣＧＣＣＡＣ Ｓ１３ ＧＧＧＡＡＴＴＣＧＧ
Ｓ３ ＡＧＧＧＧＴＣＴＴＧ Ｓ１４ ＧＧＧＴＡＡＣＧＣＣ
Ｓ４ ＡＧＴＣＡＧＣＣＡＣ Ｓ１５ ＧＧＴＧＡＴＣＡＧＧ
Ｓ５ ＣＡＡＴＣＧＣＣＧＴ Ｓ１６ ＧＴＧＡＣＧＴＡＧＧ
Ｓ６ ＣＡＧＧＣＣＣＴＴＣ Ｓ１７ ＧＴＧＡＧＧＣＧＴＣ
Ｓ７ ＣＣＣＡＴＧＧＣＣＣ Ｓ１８ ＧＴＧＡＴＣＧＣＡＧ
Ｓ８ ＣＣＧＡＴＡＴＣＣＣ Ｓ１９ ＧＴＴＧＣＣＡＧＣＣ
Ｓ９ ＣＣＧＣＡＴＣＴＡＣ Ｓ２０ ＴＣＧＧＣＧＡＴＡＧ
Ｓ１０ ＧＡＡＡＣＧＧＧＴＧ Ｓ２１ ＴＧＡＧＴＧＧＧＴＧ
Ｓ１１ ＧＡＣＣＧＣＴＴＧＴ Ｓ２２ ＴＧＣＣＧＡＧＣＴＧ

进行。

１．６　菌丝体培养
将活化的菌丝切下０．５ｃｍ２菌块，接种于 ＰＤＢ综合培养

基，２３℃摇床培养，转速为１５０ｒ／ｍｉｎ。将培养好的菌液用无
菌水洗涤２次，用无菌滤纸汲干菌丝体表面的水分，－２０℃
保存备用。

１．７　总ＤＮＡ提取及检测
采用改良的ＣＴＡＢ法提取基因组总ＤＮＡ，０．１％琼脂糖凝

胶电泳检测质量。

１．８　引物筛选
引物筛选是进行ＲＡＰＤ分析的一个关键环节。用来筛选

引物的模板采用４个具有典型性状、亲缘关系较远的材料，这
样筛出的引物才具有代表性，ＲＡＰＤ－ＰＣＲ扩增出的结果多态
性较高且可能每份供试材料都能扩增出丰富的多态性位点。

　　引物参照 ＮＹ／Ｔ１７４３—２００９《食用菌菌种真实性鉴定
ＲＡＰＤ法》公布的２２条引物序列，由宝生物工程（大连）有限
公司合成。

１．９　ＰＣＲ反应及电泳
　　ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：模板 ＤＮＡ２００ｎｇ／ｕＬ，ｄＮＴＰｓ
２００μｍｏｌ／Ｌ，引物０．４μｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１．５Ｕ，Ｍｇ２＋

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补至总体积２５μＬ。
扩增程序为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，Ｔｍ退火１ｍｉｎ（退

火温度因不同引物而定），７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃
１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ产物在１．０％琼脂糖凝胶上电泳，用 ＧｅｌＤｏｃ－Ｉｔ型
凝胶成像系统照相。

１．１０　数据处理
电泳结果采取 ０／１赋值记带，将在琼脂糖凝胶上出现

ＤＮＡ片段的记为１，不出现的记为０，将统计形成的“０－１”数
据表输入ＤＰＳｖ６．５５版数据统计分析软件中，采用 Ｊａｃｃａｒｄ聚
类距离采用类平均法（ＵＰＧＭＡ）进行“０－１”聚类分析，并计
算遗传相似度。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ提取
由图１可以看出，每一样品在电泳时均形成明显的１条

整齐带，并且条带比较亮，无弥散的荧光区出现，说明ＤＮＡ样
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品没有降解。用 ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ色泽近白色或无色。
说明大多数酚类、多糖、蛋白质等物质已被较彻底去除，纯度

比较高。

２．２　引物筛选
从２２条引物中筛选出８条多态性丰富、谱带清晰且重复

性好的引物，分别为Ｓ１５、Ｓ９、Ｓ６、Ｓ１６、Ｓ１８、Ｓ１０、Ｓ４、Ｓ１１，如图２

所示。

２．３　ＰＣＲ反应
利用筛选出来的８条引物对３５个供试菌株进行ＲＡＰＤ－

ＰＣＲ扩增，共扩增出６８条条带（图３、图４、图５），其中多态性
条带为５６条，多态位点率为８２％。每条引物扩增出约９条
条带，ＤＮＡ片段大小为５００～２０００ｂｐ。
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２．４　基于ＲＡＰＤ分析结果构建树状图
如图６所示，３５个菌株间的遗传相异系数变化范围在

０～０．７１之间。当遗传相异系数为０．６０时，供试菌株被聚类
成５个类群：第１类为ＢＪ－１１、ＢＪ－１２、ＢＪ－１３、日白金、韩金、
珍玉８、４１１、白金２、千曲、白金４８、９１３、白金１、恒生金、白金
１６、高产２、ＦＶ８０、金８５１、白金３、金新美１５、Ｆ２１、纯白６８、特
丰６、寿光５、金１３１２、韩金５１、白金８、白金１０，全部为白色品
种；第２类为黄金５０３２、川金３、７３８；第３类为金玉２２；第４类
为４０６、黄金５５；第５类为金１９、金４３。第２、第３、第４、第５
类都是黄色金针菇品种，说明 ＲＡＰＤ分析结果与菌株农艺性
状结果趋同。

３　结论与讨论

食用菌菌种、菌株的质量好坏直接关系到食用菌产业能

否良性发展。目前食用菌市场缺乏统一管理，菌种管理混乱，

菌种退化、老化，品种混杂，同种异名、同名异种等问题严重。

分子标记技术为这一难题提供了快速、准确的鉴定手段，可以

快速、灵敏、准确地用于食用菌的菌种、菌株鉴定。

选择杂交亲本是食用菌杂交育种中最为重要的一个环节

之一。一直以来，育种工作者都是通过形态学分析测试来鉴

定和选择亲本。这种方法耗时费力，鉴定结果也易受环境干

扰。随着分子生物学技术的发展，在分子水平上进行亲本菌

株的选择势在必行［５］。

本研究应用ＲＡＰＤ－ＰＣＲ分子标记的方法对金针菇菌株
遗传多样性进行分析，从２２条引物中筛选出８条多态性丰
富、谱带清晰且重复性好的引物进行 ＲＡＰＤ－ＰＣＲ扩增。结
果显示，８条引物均能将供试菌株区分开，表明ＲＡＰＤ分子标
记对金针菇菌株遗传多样性分析是可行的，并能把白色金针

菇和黄色金针菇区分开来，与菌株农艺性状结果趋同。

但是，ＲＡＰＤ－ＰＣＲ分子标记技术也有缺点，即稳定性和
重复性不好，为了克服这些缺点，下一步的工作将开发由

ＲＡＰＤ标 记 转 化 的 特 定 序 列 扩 增 （ＳＣＡＲ，ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｇｉｏｎ）标记，相对于 ＲＡＰＤ标记［６］，

ＳＣＡＲ标记所用引物较长且引物序列与模板 ＤＮＡ完全互补，
可在严谨条件下进行扩增，因此结果稳定性好、可重复性

强［７－８］，用ＳＣＡＲ标记分析金针菇种质资源更可靠。
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