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摘   要：本研究采用RAPD 技术分析白平菇四个不同株系的DNA 序列多态性，用15 个随机引物对菌株基因组DNA

进行 PCR 扩增，其中3 个引物可以扩增出较好的多态性条带图谱，共产生66 条清晰稳定的带。通过对供试菌株

遗传相似系数的计算和系统聚类分析，构建了树状聚类图谱，在分子水平上分析了白平菇的种质遗传学差异，为

白平菇菌株鉴定提供快速有效的技术和方法。
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Abstract ：Four strains of Pleurotus ostreatus were analysised by RAPD (random amplified polymorphic DNA) to investigate

the polymorphism of their DNA sequences. The results showed that 3 of 15 arbitray primers could produce 66 obvious and

stable DNA bands. The dendrogram was constructed by the similarity coefficient calculation and phylogenetic analysis. This

is a rapid and efficient technique to identify the strains of P.floridanus, and analysis their genetic distance on molecular level.
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白平菇(Pleurotus ostreatus)是我国栽培面积最广的

食用菌品种，属伞菌目( A a g a r i c a l e s )，多孔菌科

(Polyporaceae)，侧耳属(Pleurotus)。白平菇肉白质

嫩，蛋白质、必需氨基酸含量高，并含有多种维生素

和人类必需的矿物元素。此外，白平菇在抗肿瘤、降

血压、降胆固醇等方面的作用也多有报道[1]。因此，白

平菇是大众喜欢的保健食品，具有较高的经济价值。但

是由于白平菇种类多，分布广泛，菌种命名十分混乱，

同名异物、同物异名现象严重。而其子实体外部形态

易受环境条件的影响，使得传统上单纯以形态特征为依

据进行分类比较困难，这为产业技术的规范、新菌种

的育种带来不便[2]。

分子标记作为分子生物学的一个重要技术，已广泛

地应用于人类真菌性疾病病原菌的分型及检测鉴定、真

菌分离培养菌株的鉴定分析、遗传图谱的构建、基因

定位、基因克隆及遗传多样性分析等方面的研究。食

用菌是最早被人类开发和利用的一类真菌，关于其分子

标记的研究也越来越广泛，其中以 R A P D 、R F L P s 、

AFLPs 最多[3]。

本研究应用分子生物学技术对液体培养的各白平菇

菌丝体基因组 D N A 进行 R A P D 分析，并通过聚类探讨

它们之间的亲缘关系，为白平菇的菌种鉴别提供了分子

水平的依据，并为遗传学研究和育种奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株　

所有菌种均由鲁东大学食用菌研究室提供，经过液

体培养，得到的菌丝体在－ 20℃冰箱内保存待用。供试

菌株及编号见表 1 。

1.1.2 培养基
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固体培养基(PDA 培养基)：马铃薯 200g，葡萄糖

20g，蛋白胨 2g，MgSO4 0.5g，K2HPO 4 1g，KH2PO 4

0.46g，琼脂20g，H2O 1L。不加琼脂即为液体培养基。

1.1.3 试剂

Taq DNA 聚合酶、10 × PCR 缓冲液、MgCl2、dNTP

和 DNA Marker(DL 2000)    大连宝生物工程有限公司

(Takara)；RNaseA    Promaga公司。

1.2 方法

1.2.1 菌株的液体培养

将适龄的斜面菌种接种到装有液体培养基的三角锥

瓶中，25℃振荡培养 6～7d。将培养好的菌丝体用纱布

过滤并挤干水分后，收集到 10ml 的离心管中，在无菌

冰箱中低温保存以备用。

1.2.2 基因组 D N A 的提取

将菌种活化后接种于 PDA 液体培养基中，于 25℃

摇床中 150r/min 培养 10d，用 400 目铜网收集菌丝，

－ 70℃保存备用。DNA 提取采用Lee & Taylor 法[4]，经

1. 0 % 琼脂糖凝胶电泳检测后，－ 20℃保存备用。

R A P D 引物筛选及扩增体系优化。分别对模板浓

度、dNTP 浓度、引物浓度和 Taq 酶浓度设置不同的浓

度梯度进行优化。

引物    选用上海生物工程技术有限服务公司生产的随

机引物S21-S40(表 2)。通过对20条随机引物进行PCR反

应，根据扩增条带的有无、条带的数量、可重复性、特

异性及谱带的强弱，选择3 个引物用于不同菌株的扩增。

对照为 d d H 2O 。

1.2.3 PCR 扩增程序及扩增产物检测

扩增程序为：94℃预变性 5min，94℃变性 1min，

36℃退火1min，72℃延伸80s，反应45个循环后，72℃

补平10min 结束反应。扩增产物用1.3% 琼脂糖凝胶(西

班牙产)电泳分离，以DNA Marker(DL，2000)为标准分

子量标记，经 E B 染色，用凝胶成像仪记录结果。

1.2.4 数据处理及聚类分析

根据某一条谱带在样品中的出现和不出现分别赋值

为 1 和 0，统计各菌株的扩增条带数，按照 U P G M A 算

法对 4 个菌株 R A P D 的综合统计结果进行聚类分析。

2 结果与分析

2.1 基因组 D N A 的提取

本实验采用 S D S 法提取了白平菇四个株系的总

DNA，经 1.3 % 的琼脂糖凝胶、1 × TAE 缓冲液电泳检

测，发现 D N A 条带清晰、整齐、无拖尾现象。由此

可见，提取的四个株系的基因组 D N A 完整性较好、纯

度较高，可用于本实验的研究。

2.2 R A P D 扩增结果

15条随机引物中有3条引物S23、S36和 S39的 RAPD

图谱呈现明显的多态性(见图1)，共产生66 条清晰、稳

定的条带，扩增片段集中分布在0.2～2.0kb 之间，表明

供试菌株表现出丰富的遗传多样性。

菌株名 烟白PL818 yt-4(Co60辐射) 大白P81 济白P96

编号 1 2 3 4

表1     供试菌株及编号

Table 1     Tested strains and their numbers

编号 序列(5'→3') 编号 序列(5'→3')

S21 C A G G C C C T T C S31 C A A T C G C C G T

S22 T G C C G A G C T G S32 T C G G C G A T A G

S23 A G T C A G C C A C S33 C A G C A C C C A C

S24 A A T C G G G C T G S34 T C T G T G C T G G

S25 A G G G G T C T T G S35 T T C C G A A C C C

S26 G G T C C C T G A C S36 A G C C A G C G A A

S27 G A A A C G G G T G S37 G A C C G C T T G T

S28 G T G A C G T A G G S38 A G G T G A C C G T

S29 G G G T A A C G C C S39 C A A A C G T C G G

S30 G T G A T C G C A G S40 G T T G C G A T C C

表2     随机引物编号及序列

Table 2      List of arbitrary primers and their sequences

扩增反应体系：总体积为25μl，其中10 × PCR 缓

冲液2.5μl、Mg2+(2.5mmol/L)1.5μl、dNTP(2.5mmol/L each)

2.0μl、随机引物(2.0μmol/L)5.0μl、Taq DNA聚合酶为

1U(大连宝生物工程有限公司)、DNA 模板 10ng，阴性

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213

S23 S36 S39

M.分子量标准(DL 2000)；1.为未加模板的空白对照。

图1  由引物 S23、S36、S39 扩增的4 个供试菌株的

DNA 指纹图谱

Fig.1     DNA fingerprint profiles of 4 strains tested amplified by
three arbitray primers of S23, S36 and S39 respectively

2.3 聚类分析

用Popgen32软件对所得扩增图谱的统计数据进行处

理，得出白平菇4 种株系之间的遗传相似系数矩阵(见表

3)。由表 3 可以看出，4 种菌株相互间的遗传相似系数

在0.4383～0.7778 之间，其中1号和3号的相似系数最

大，为0.7778，说明它们之间的亲缘关系较近；而2 号
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按照 UP G M A 法对供试菌株遗传多样性进行聚类分

析，得到聚类分析图(图 2)。从图中可以看出，当相性

达到0.7407 时，1 号(烟白PL818)、3 号(大白 P81)、4

号(济白P96)聚为一类；而经辐射育种的2号(yt-4)独立为

一类。前者又可被分为 2 个亚组：1 号和 3 号菌株聚为

一亚组；而 4 号菌株独自为一亚组。以上分析结果表

明，说明 1 号和 3 号菌株之间亲缘关系较近，而其余各

菌株之间亲缘关系较远。

段具有多态性，能够从 D N A 分子水平反映出物种的遗

传差异[5]。R A P D 技术已经成功地运用于一些真菌不同

种的区分[6- 9 ]，特别对于命名混乱、遗传背景知识缺乏

的菌种的区分和鉴定是一种十分有效的手段。本研究采

用RAPD 技术，探讨白平菇Pleurotus ostreatus栽培菌

株之间的遗传多样性以及它们相互之间的相似系数和遗

传距离，研究结果表明 RAP D 技术可用于白平菇不同品

种的快速区分和鉴定，三种引物的扩增图谱带形丰富、

差异明显，尤其是引物S23 和 S36 均有特异性条带,可以

很好的将 4 个种区分开。通过聚类得到的进化树表明目

前的当家品种大白P81 和烟白 PL818 归为一类，表明它

们的亲缘关系较近，它们可能与济白 P96 来源于一个共

同的株系，而辐射品种yt-4 则和它们亲缘关系较远。根

据Kurtzman(1987)在进行研究时，相似系数在0.7以上

的菌株同种的观点，并按照国际分类委员会的建议：

DN A 同源性 7 0 % 作为定种的界线，即大于等于 70 % 为

同一个种群，小于70% 为不同的种群[10]，可以推测yt-

4(辐射品种)为白平菇的一个变种。
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和 4 号的相似系数最低，为 0.43 8 3，亲缘关系最远。

表3    供试菌株基因间的相似性系数矩阵

Table 3     Similarity coefficient matrix based on RAPD of strains
tested

菌株编号 1 2 3 4

1 1.0000

2 0.4644 1.0000

3 0.7778 0.5185 1.0000

4 0.7407 0.4383 0.7526 1.0000

0.45 0.55 0.65 0.75 0.85 0.95

1

3

4

2

图2    供试菌株相似系数聚类分析图

Fig.2     Dendrogram generated from the similarity coefficient
matrix of strains tested

3 讨  论

食用菌菌株受环境条件等因素的影响，其大小、

形状、颜色、质地往往具有一定的不确定性，这给鉴

定和育种带来不便，而以遗传标记为手段的现代生物技

术则能较好地克服上述弊端。RA P D 技术是利用随机引

物对不同生物种群基因组 D N A 进行扩增，由于不同物

种或个体之间的总 D N A 序列由于插入、缺失、重组等

突变产生差异，其与引物的结合位点以及结合位点之间

的距离都会有所不同，因而经过 P C R 扩增后的 D N A 片
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