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黄伞种质资源遗传多样性的 ＲＡＰＤ 分析
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　　摘　要：利用ＲＡＰＤ分子标记技术对９个黄伞菌株进行遗传多样性分析。结果表明：ＲＡＰＤ
技术是准确评估黄伞遗传多样性的有效方法。５０条ＲＡＰＤ引物中筛选出８条多态性引物，共检
测出２２６条带，其中多态性条带１４３条，多态率为６３％。菌株之间遗传相似系数（ＧＳ）变幅范围为
０．６１８１～０．９３０６，平均ＧＳ值为０．７４６，表明黄伞遗传变异较丰富。聚类分析结果表明，在相似系
数０．７６３处可将９个黄伞菌株划分为４类。
关键词：黄伞；种质资源；遗传多样性；随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）
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　　黄伞（Ｐｈｏｌｉｏｔａ　ａｄｉｐｏｓａ（Ｆｒ．）Ｑｕéｌ．）属球盖菇科鳞
伞属，又名多脂鳞伞或肥鳞伞［１］，其子实体菌肉肥厚、
营养丰富，菌盖表面有一层粘液，是一种核酸物质，具
有恢复人体精力和脑力的特殊作用，从中提取的多糖
具有强烈抗癌活性，是一种药膳同功的珍稀食用
菌［２－３］。野生黄伞在我国分布广泛，尤以北方地区常
见，每年春季５～６月和秋季８～１０月生长于杨、柳及
桦等倒木或枯枝上［４］。目前国内对黄伞的研究主要停
留在野生驯化、生物学特性及人工栽培技术等方面，对
黄伞种质资源分类和鉴定研究未见报道。

ＲＡＰＤ是分子标记中比较方便、快捷的标记方法，
仅用１０ｂｐ左右的引物就可以对整个基因组进行标记，
而且多态性较高，呈显性遗传。现以９个黄伞菌株为材

料，采用ＲＡＰＤ技术对其遗传多样性及亲缘关系进行分
析，为黄伞种质鉴定、资源保护和育种提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试菌株：Ｐａ－１、２、３为天津野生黄伞组织分离获

得，Ｐａ－４、５、６购于福建三明市真菌研究所，Ｐａ－７购于江
苏江都天达公司，Ｐａ－８购于湖北华中农业大学，Ｐａ－９
购于北京吉蕈公司。菌株编号顺序为１～９。供试培
养基及试剂：ＰＤＡ固体培养基，ＰＤＭ 液体培养基，%－
ＨｉｎｄⅢ、ｄｉｇｅｓｔ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ购自鼎国生物公司；Ｔａｑ
酶、１０ｘｂｕｆｆｅｒ、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ为ＴａＫａＲａ公司产品，随
机引物为上海生工公司产品。

１．２　试验方法
１．２．１　菌丝体液体培养及收集　将活化后的供试菌
株分别接种于含有１００ｍＬ无菌ＰＤＭ液体培养基的
２５０ｍＬ三角瓶内，２５℃恒温、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养１０ｄ，
用２层纱布过滤，蒸馏水冲洗干净后收集菌丝体
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ＮＨ４ＮＯ３ａｎｄ　ｂｅｅｆ　ｐａｓｔｅ．Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｃａｒｂｏｎ　ｔｏ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｒａｔｉｏ　ｗａｓ　２０∶１．Ｔｈｅ　ｍｙｃｅｌｉａ　ｏｆ　Ｍｏｒｅｈｅｌｌａ　ｄｅｌｉｃｉｏｓａ　ｗｅｒｅ
ｆｉｔｔｉｎｇ　ｔｏ　ｇｒｏｗ　ｉｎ　ｎｅｕｔｒａｌ　ｔｏ　ｌｏｗ　ａｃｉｄ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｐＨ　ｗａｓ　６．
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置－２０℃贮存备用。

１．２．２　ＤＮＡ提取　参照ＣＴＡＢ法从９个黄伞菌株的
菌丝体提取基因组ＤＮＡ，并用紫外分光光度仪检测提
取ＤＮＡ的质量和浓度［５］。

１．２．３　ＲＡＰＤ扩增引物　从５０条随机引物（ＲＡＰＤ
Ｐｒｉｍｅｒｓ）中筛选出８条扩增效果好，且可重复性高的
１０碱基引物，其核苷酸序列见表１。

　　表１ 随机引物编号及核苷酸序列

　　Ｔａｂｌｅ　１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｎｄｏｍ　ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称 引物序列 引物名称 引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅｓ　 Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　 Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅｓ　 Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｓ５ ＴＧＣＧＣＣＣＴＴＣ　 Ｓ２３ ＡＧＴＣＡＧＣＣＡＣ

Ｓ６ ＴＧＣＴＣＴＧＣＣＣ　 Ｓ６２ ＧＴＧＡＧＧＣＧＴＣ

Ｓ１７ ＡＧＧＧＡＡＣＧＡＧ　 Ｓ８０ ＡＣＴＴＣＧＣＣＡＣ

Ｓ２２ ＴＧＣＣＧＡＧＣＴＧ　 Ｓ１００５ ＴＴＧＣＡＧＧＣＡＧ

１．２．４　ＲＡＰＤ扩增条件　反应体系：扩增反应的总体
积为２５μＬ，各组成成分为：１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，

ＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，随
机引物（１０μｍｏｌ）０．５μＬ，模板ＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ）１μＬ，

Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）１μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足体积。
反应条件：扩增反应在ＰＣＲ扩增仪上进行，９４℃预变
性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ、３５℃复性１ｍｉｎ、７２℃延伸
２ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃补平１０ｍｉｎ，终止温度
为４℃。

１．２．５　ＰＣＲ扩增产物检测　取１０μＬ　ＤＮＡ反应液，
于１．５％的琼脂糖凝胶（含ＧｏｌｄＶｉｅｗＴＭ核酸染料）、

１００Ｖ电压电泳４ｈ后，于紫外凝胶成像系统上拍照。

１．２．６　数据处理　ＤＮＡ指纹分析的结果为二元性
状，同一位置上的带属于同一个位点，在每个位点上，
有带的样品记为１，无带的样品记为０，所得的位点按
分子量从大到小排列。数据输入聚类分析软件
ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ进行分析，并选定 ＵＰＧＭＡ聚类方法，自
动生成聚类图。

２　结果与分析
２．１　ＲＡＰＤ标记的遗传多态性分析
筛选出的８个随机引物对９个黄伞菌株进行ＰＣＲ

反应，共扩增出２２６条带，其中多态性带１４３条，多态
率达到６３％，呈现出较为丰富的遗传多样性（表２）。
不同引物扩增出的ＤＮＡ片段数从１３～２３条不等，部
分ＲＡＰＤ电泳图谱见图１。

　　表２ ＲＡＰＤ引物的多态性分析

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｕｓｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒａｎｄｏｍ　ｐｒｉｍｅｒｓ

引物 扩增总带数 多态性带数 多态率

Ｐｒｉｍｅｒ　 Ｔｏｔａｌ　ｂａｎｄｓ／条 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ｂａｎｄｓ／条 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｒａｔｅ／％

Ｓ５　 ２３　 １６　 ７０

Ｓ６　 ３３　 １９　 ５８

Ｓ１７　 ３０　 ２３　 ７７

Ｓ２２　 ２４　 １６　 ６７

Ｓ２３　 ３６　 ２１　 ５８

Ｓ６２　 ３９　 ２０　 ５１

Ｓ８０　 ２６　 １５　 ５８

Ｓ１００５　 １５　 １３　 ８７

总和Ｔｏｔａｌ　 ２２６　 １４３　 ６３

图１　引物Ｓ２２、Ｓ６２对９个黄伞菌株的ＲＡＰＤ扩增电泳
Ｆｉｇ．１　ＲＡＰＤ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｎｉｎｅ　Ｐｈｏｌｉｏｔａ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｓａｍｐｌｅｓ

ｕｓｉｎｇ　ｐｒｉｍｅｒ　Ｓ２２ａｎｄ　Ｓ６２
注：Ｍ－分子质量标准（１００ｂｐ梯度）；１～９供试样品。

Ｎｏｔｅ：Ｍ－ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ（１００ｂｐ　ｌａｄｄｅｒ）；１～９Ｓａｍｐｌｅｓ　ｔｅｓｔｅｄ．

２．２　菌株间的遗传相似系数比较
采用 ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件处理 ＲＡＰＤ二元数据结

果，计算出９个黄伞菌株两两间相似系数（Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，ＧＳ），并组成相似系数矩阵（表３）。供试菌
株间ＧＳ值变化范围为０．６１８１～０．９３０６，平均相似系
数为０．７４６。福建引入的３个菌株遗传距离相近，其中
Ｐａ－５与Ｐａ－６的 ＧＳ值最大（０．９３０６）；ＧＳ值最小为
０．６１８１，出现在Ｐａ－７、Ｐａ－８和Ｐａ－４菌株之间；天津地区
采集的野生菌株之间的 ＧＳ值也较高，在０．７９８６～
０．８９５８之间。

　　表３　 ９个黄伞菌株遗传相似系数矩阵

　　Ｔａｂｌｅ　３ Ｍａｔｒｉｘ　ｏｆ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｂｅｔｗｅｅｎ　９　Ｐｈｏｌｉｏｔａ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

菌株Ｓｔｒａｉｎｓ　 Ｐａ－１ Ｐａ－２ Ｐａ－３ Ｐａ－４ Ｐａ－５ Ｐａ－６ Ｐａ－７ Ｐａ－８ Ｐａ－９

Ｐａ－１　 １．００００
Ｐａ－２　 ０．８３３３　 １．００００
Ｐａ－３　 ０．７９８６　 ０．８９５８　 １．００００
Ｐａ－４　 ０．７０１４　 ０．７４３１　 ０．７０８３　 １．００００
Ｐａ－５　 ０．７１５３　 ０．７５６９　 ０．７３６１　 ０．９１６７　 １．００００
Ｐａ－６　 ０．７４３１　 ０．８１２５　 ０．７９１７　 ０．８６１１　 ０．９３０６　 １．００００
Ｐａ－７　 ０．６３８９　 ０．７３６１　 ０．７５６９　 ０．６１８１　 ０．６４５８　 ０．６８７５　 １．００００
Ｐａ－８　 ０．６２５０　 ０．６９４４　 ０．７１５３　 ０．６１８１　 ０．６４５８　 ０．６８７５　 ０．８４７２　 １．００００
Ｐａ－９　 ０．７２９２　 ０．７８４７　 ０．７７７８　 ０．７０８３　 ０．７３６１　 ０．７９１７　 ０．７０１４　 ０．７５６９　 １．００００
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２．３　ＲＡＰＤ聚类结果分析
利用ＵＰＧＭＡ法进行聚类分析，结果如图２所示。

当聚类水平为０．７６３时，可将９个黄伞菌株划分为４
类，即采自天津地区的野生菌株被聚为１类；购自北京
的菌株单独聚为１类；引自福建的菌株聚为１类；第４
类包括从江苏、湖北引入的菌株。
各类群之间表现出较丰富的遗传多样性，每个群

内的菌株间遗传上相似程度较高，如Ｐａ－５和Ｐａ－６之间
ＧＳ大于０．９３，说明二者在ＤＮＡ水平上具有极高的相
似性。３个天津野生菌株间遗传变异较少，亲缘关系
较为接近，它们与引自其它地区栽培种的ＧＳ值均小
于０．８１２５，显示出一定的遗传差异（表３），可能是由于
地理隔离导致的结果。

图２　９个黄伞菌株的聚类分析
Ｆｉｇ．２　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｃｌｕｓｔｅｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ

ＲＡＰＤ　ｄａｔａ　ｆｒｏｍ　ｎｉｎｅ　Ｐｈｏｌｉｏｔａ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论
ＲＡＰＤ技术具有简便、快速、费用低、分子识别率

高、对环境污染小等优点，因而它在食用菌研究中被广
泛应用［６］。该研究利用分子生物学方法研究黄伞种质
资源，从ＤＮＡ水平揭示了菌株间遗传差异，其结果与酯
酶同工酶分类基本一致（研究结果待发表），表明了
ＲＡＰＤ技术能够准确可靠地用于黄伞菌株的鉴定。
该试验的黄伞菌株来源于全国各地，大部分为国

内主要栽培菌株，少数为天津地区采集分离的野生菌
株。从聚类图可看出，野生菌株间相似性系数较高，变
异较小，而与其它栽培菌株之间亲缘关系较远，表明天
津野生菌株的种质资源多样性与地理分布具有一定相

关性。但是从各地引入的栽培菌株之间的遗传差异和
其来源地的地理位置却未体现出必然联系，可能是由
于这些菌株在长期人工驯化和引种栽培过程中获得了

更丰富遗传多样性的结果。
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