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　　摘要：旨在借助分子标记手段对草菇菌株进行鉴别。利用１７条扩增条带清晰、稳定的随机扩增多态性 ＤＮＡ
（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，简称ＲＡＰＤ）、简单重复序列区间（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＩＳＳＲ）引物对
２０株草菇菌株基因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，分析草菇菌株的遗传差异。结果表明，１７条引物共扩增出１２３条清晰的
ＤＮＡ片段，其大小为２５０～２０００ｂｐ，其中多态性片段９２条，平均多态性位点占比为７４．８０％。ＤＮＡ电泳结果表明，所
有供试菌株间的ＤＮＡ指纹均存在差异。
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　　草菇［Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａｖｏｌｖａｃｅａ（Ｂｕｌｌ．ｅｘＦｒ．）Ｓｉｎｇ．］
别称苞脚菇、兰花菇、麻菇、贡菇、秆菇、中国菇等，

是一种喜温、喜湿、自然发生于稻草上的草腐真菌，

因而得名。草菇原产于我国热带及亚热带地区，在

我国各地都有栽培。草菇栽培原料广泛，味道鲜

美，营养价值丰富［１－４］，深受广大消费者喜爱。草菇

属于高温型菌类，栽培原料及栽培方式多样化，但

是由于低产、不稳产等原因，制约了草菇的发展。

真菌的鉴定方法主要有形态学方法及分子标记方

法等，草菇的形态学区别不大，而分子标记鉴定可

以克服形态学鉴别的不足。随着分子生物技术的

发展，如序列特征化扩增区域（ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｅｄ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｇｉｏｎ，简称 ＳＣＡＲ）简单重复序列区间
（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＩＳＳＲ）、随机扩
增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，
简称 ＲＡＰＤ）、简单重复序列 （ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）等分子标记技术已被广泛应用到
鲍鱼菇、草菇、香菇、金针菇、杏鲍菇、双孢蘑菇、黑

木耳、野生蘑菇等食用菌遗传多样性、品种鉴定和

育种研究中［５－２０］。ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ这２种分子标记技
术具有简单、快速、稳定性强的特点，已经被广泛用

于食用菌的遗传多样性、品种鉴定、系统进化等研

究中。本研究对收集的２０株草菇菌株进行 ＩＳＳＲ、
ＲＡＰＤ遗传多样性分析，旨在为草菇鉴定及育种提
供分子依据。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
２０株试验菌株见表１，均保藏于福建省食用菌

种质资源保藏管理中心。

表１　２０株供试草菇菌株的基本信息

序号 菌株编号 来源　

１ Ｖ００２４ 福建农林大学菌物研究中心

２ Ｖ１２９６ 福建农林大学菌物研究中心

３ Ｖ００６２ 福建农林大学菌物研究中心

４ Ｖ１１７２ 福建农林大学菌物研究中心

５ 屏优一号 福建农林大学菌物研究中心

６ Ｖ１２９５ 福建农林大学菌物研究中心

７ Ｖ２３８ 福建农林大学菌物研究中心

８ Ｖ００２２ 福建农林大学菌物研究中心

９ Ｖ００３８ 福建农林大学菌物研究中心

１０ Ｖ６６８ 福建农林大学菌物研究中心

１１ ＶＦ００１（上海草菇） 福州市农业科学研究所

１２ Ｖ６６３ 福建农林大学菌物研究中心

１３ Ｖ００３２ 福建农林大学菌物研究中心

１４ Ｈ１５２１ 福建农林大学菌物研究中心

１５ Ｖ９０１ 章丘市农业科学研究所

１６ Ｖ９７１ 章丘市农业科学研究所

１７ 银丝草菇 北京吉蕈园科技有限公司

１８ Ｖ３２ 北京吉蕈园科技有限公司

１９ Ｖ３４ 北京吉蕈园科技有限公司

２０ ＶＦ００２（江田草菇） 福州市农业科学研究所
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１．２　试剂与仪器
十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ

ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称 ＣＴＡＢ）抽提液：２％ ＣＴＡＢ
（５０～１００ｍｇ／Ｌ），１００ｍｍｏＬ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值
８．０；２０ｍｍｏＬ／Ｌ乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ
ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，简称 ＥＤＴＡ）；Ｂｉｏ－ＲａｄＣ１０００ＰＣＲ
仪；ＤＹＹ－１２型电泳仪，北京六一仪器厂；ＧＬ－
２０Ｇ－Ⅱ 高速冷冻离心机，上海安亭科学仪器厂。
１．３　草菇菌丝体的制备

将草菇马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）试管菌种接种
在ＰＤＡ液体培养基中，３５℃摇床培养８ｄ，收集菌丝，
称取１ｇ菌丝用滤纸包好，保存于－２０℃备用。
１．４　基因组ＤＮＡ的提取

取１ｇ菌丝放入研钵中，加入液氮迅速研磨成
粉末，将粉末转入７ｍＬ离心管中，用 ＣＴＡＢ法提取
ＤＮＡ，于 －２０℃保存备用，具体操作参考熊芳等的
试验方法［５－６］。

１．５　ＰＣＲ扩增
　　供试的 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ引物序列参照江玉姬等的
研究［７］。ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ这２种标记的 ＰＣＲ反应体系
组分见表２。ＲＡＰＤＰＣＲ程序设定如下：９４℃预变
性 ７ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，３５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延
伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ，４℃保温。
ＩＳＳＲＰＣＲ程序设定如下：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性 １ｍｉｎ，５３℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保温。电泳扩增方法：
取 １０μＬ扩增产物进行１．２％琼脂糖凝胶电泳，保

持１６０Ｖ恒压，电泳时间为１．５ｈ，通过紫外凝胶成
像系统观察并拍照。

表２　２５μＬＰＣＲ反应体系

成分 原浓度
体积

（μＬ） 使用浓度

模板 １００ｎｇ／μＬ １．０ ４ｎｇ／μＬ

ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋） １０× ２．５ １×

ｄＮＴＰ ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ １．５ ０．３ｍｍｏｌ／Ｌ

引物 １０μｍｏｌ／Ｌ １．０ ０．４μｍｏｌ／Ｌ

ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ５Ｕ／μＬ ０．３ ０．０６Ｕ／μＬ

１．６　聚类分析
根据电泳图上的扩增片段进行统计，有相应多

态性条带的记为“１”，无相应多态性条带的记为
“０”，将统计形成的“０－１”数据表输入 ＮＴＳＹＳ－ＰＣ
Ｖ２．１０数据统计分析软件中，采用平均连锁法
（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析，生成遗传聚类图。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增全模板电泳结果
选用１７条扩增条带清晰、稳定的 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ

引物，通过 ＰＣＲ扩增获得 ＤＮＡ指纹图谱（图１、图
２）。可以看出，每个引物对不同菌株扩增得到的
ＤＮＡ条带数不等，一般为３～１３个，绝大多数扩增片
段大小为２００～２０００ｂｐ；部分扩增产物片段为所有
菌株共有，说明草菇菌株基因组的相应结合位点比较

保守，该区域可作为草菇菌株物种特征遗传信息。

２．２　ＰＣＲ扩增产物的多态性分析
　　采用１７条引物对２０个草菇菌株进行遗传多样
性分析，结果显示，１７条引物均能扩增出稳定性强、
可重复性高且多态性丰富的带型。由表３可见，不
同引物所扩增条带的多态性频率不同，引物 Ｓ２２７、
Ｓ３８０、Ｓ１０１０、８１１、８６４、８６８所扩增条带的多态性位
点频率均达到１００．００％，１７条引物所扩增条带的平
均多态性频率为７３．１８％。另外，由１７条随机引物

扩增得到的共１２３个 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ位点中，有９２个
位点具有多态性，其多态性频率为７４．８０％。试验
结果表明，草菇菌株之间具有丰富的遗传多样性。

２．３　基于ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ的系统综合聚类结果
通过ＮＴＳＹＳ－ＰＣ聚类分析软件分析得出，草菇

菌株之间的遗传多样性比较丰富。此外，借助

ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ分子标记技术可以将２０株菌株完全区
分开。由图３可以看出，亲缘关系较近的菌株有１３
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表３　供试菌株的ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ多态性位点统计结果

随机引物
ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ位点数

（个）

多态性位点数

（个）

多态性比率

（％）

Ｓ３３ ８ ４ ５０．００

Ｓ１４７ ５ ３ ６０．００

Ｓ２２７ ６ ６ １００．００

Ｓ２３０ ３ １ ３３．３３

Ｓ２３４ ４ ２ ５０．００

Ｓ３８０ ５ ５ １００．００

Ｓ１０１０ ７ ７ １００．００

Ｓ２１１１ ４ ３ ７５．００

８０８ １２ ５ ４１．６７

８０９ ８ ３ ３７．５０

８１１ ９ ９ １００．００

８３４ １２ １１ ９１．６７

８６４ ８ ８ １００．００

８６８ ５ ５ １００．００

８７３ １３ １２ ９２．３１

８９１ ８ ５ ６２．５０

８９３ ６ ３ ５０．００

合计 １２３ ９２ ７３．１８

号、２０号；１１号草菇（上海草菇）菌株与其他草菇菌
株之间的亲缘关系较远。在相似系数为０．２１左右
处，可以将２０株菌株分为１３类；有１１株菌株为单
独的１类，分别为１、７、８、５、１０、１４、１５、１９、１８、１７、１１
号菌株；第１２类为２、９号菌株；第１３类为３、４、６、
１６、１２、１３、２０号菌株。

３　讨论

草菇是我国重要的食用菌品种之一，属于高温

菌，目前对草菇遗传物质的研究尚较少。草菇是初

级同宗结合的食用菌，与其他食用菌相比，其有性

后代存在更加广泛的遗传变异。余志晟等利用

ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ方法对国内１２株草菇栽培菌株进行分
析，结果表明，菌株间的平均相似系数为０．７０７［１７］；
江玉姬等利用ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、相关序列扩增多态性

（ＳＲＡＰ）３种分子标记对来自不同地区的７４株草菇
菌株进行遗传多样性分析，结果表明，菌株之间的

相似系数范围为０～０．７９，具有较丰富的遗传多样
性［７］。韦仕岩等借助筛选到的９个 ＩＳＳＲ引物对１７
株草菇菌株基因组ＤＮＡ进行了遗传差异分析，结果
表明，草菇菌株之间的相似系数为０．６３～０．９５［１８］。

４　结论

本研究选用 １７条多态性高、分辨率强的
ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ引物对收集到的 ２０份草菇种质 ＤＮＡ
进行扩增，结果表明，草菇 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ带型表现出
较高的多态性，多态性带型占７４．８０％。可见草菇
菌株之间虽然存在差异性，但是差异较小，缺少差

异性较大的资源，因此今后应加强草菇种质资源的

挖掘。本研究结果为草菇菌株聚类分析及品种选

育提供了分子水平的依据。
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不同施肥水平对设施番茄中微量元素吸收的影响

廉晓娟，王　艳，梁新书，杨　军，王正祥
（天津市农业资源与环境研究所，天津３００１９２）

　　摘要：通过田间小区试验的方法，研究不同施肥水平对设施番茄中微量元素吸收的影响，结果表明，不同处理中微
量元素的吸收量总体表现为叶＞茎＞果，叶片的中微量元素的吸收量表现为Ｃａ＞Ｍｇ＞Ｆｅ＞Ｍｎ＞Ｚｎ＞Ｃｕ，茎和果实的
Ｃａ、Ｍｇ吸收量较高，其次为Ｚｎ、Ｆｅ吸收量，Ｍｎ、Ｃｕ吸收量较低。高肥力土壤，氮磷钾施用量低的处理Ｔ１茎、叶的中微
量元素含量和吸收量大多明显高于施肥量高的处理Ｔ２、处理Ｔ３，不施肥处理Ｔ４的植株中微量元素含量较高，但由于
干物质积累量较低，元素吸收量也低，因此施肥量过高或不施肥都会影响植株对中微量元素的吸收，应根据番茄吸肥

特性和土壤肥力条件确定氮、磷、钾施用量。
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　　番茄是人们喜爱的蔬菜品种，是目前设施栽培
最广泛的蔬菜品种之一［１］，富含维生素和氨基酸等

人体必需的营养物质，其产量和品质与施肥密切相

关［２］。在实际生产中，由于缺乏合理的养分管理措

施，过量施用氮磷钾肥料现象普遍，导致作物营养

失调、果实品质和肥料利用率下降［３－５］，进而可能影

响中微量元素的有效供应［６］。微量元素在作物体

内含量虽少，但它是植株体内酶或辅酶的组成部

分，具有很强的专一性，是作物正常发育所不可缺

少或不可替代的一部分。因此，当作物缺乏任何一

种微量元素时，生长发育都会受到抑制［７］。目前国

内研究主要集中于不同施肥条件对番茄产量、品质
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