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摇 摇 摘要:摇 由于假松口蘑与松口蘑外观与口感相似,常被混入松口蘑中销售,严重影响松口蘑品质。 本研究基于

SRAP 分子标记从 300 对引物组合中筛选出 1 对假松口蘑具有特异性的引物,并将这对引物的扩增产物进行克隆、
测序以及重新设计引物,成功构建了假松口蘑的 SCAR 特异性分子标记(502 bp)。 通过进一步验证,该 SCAR 标记

只在假松口蘑个体中出现,表明所建立的 SCAR 标记可在分子水平上快速、准确地鉴定出假松口蘑。
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Development of SCAR ( sequence characterized amplified regions) specific
markers of Tricholoma bakamatsutake

LAN Xi,摇 WU Song鄄quan,摇 JIN Mei鄄yu,摇 QUAN Xue鄄li
(College of Agriculture, Yanbian University,Yanji 133000, China)

摇 摇 Abstract:摇 Quality of Tricholoma matsutake has been seriously influenced because it is often mixed with T. baka鄄
matsutake due to their similar appearance and taste. In this study, a pair of primers specific for T. bakamatsutake was
screened from 300 pairs based on sequence鄄related amplified polymorphism (SRAP) molecular markers. Then a SCAR
marker (502 bp) for T. bakamatsutake was successfully developed by cloning, sequencing and primers redesigning. The
SCAR marker was only presented in the individuals of T. bakamatsutake. In conclusion, the SCAR marker could quickly
and accurately identify T. bakamatsutake at molecular level.

Key words: 摇 Tricholoma matsutake; T. bakamatsutake; sequence鄄related amplified polymorphism ( SRAP);
sequence characterized amplified region (SCAR)

摇 摇 松口蘑 (Tricholoma matsutake)被誉为菌中之

王[1鄄2],目前还不能实现人工栽培[3]。 松口蘑营养丰

富,据不完全的资料数据显示它含有 17 种氨基酸和

多种维生素。 除了可食用外,松口蘑还具有很高的药

用价值。 它具有增强机体免疫力、平喘祛痰、镇咳、抗
氧化、抗过敏等疗效。 现代医学研究证明松口蘑还可

治疗 糖 尿 病, 并 具 有 抗 癌 作 用[4]。 假 松 口 蘑

(Tricholoma bakamatsutake)又称傻松口蘑、青红松茸、
栎松口蘑、傻松茸、栎松茸或青冈菌等,与松口蘑同为

口蘑属,属于典型的营养共生型外生菌根菌[5],主要

分布在中国四川、云南、吉林等地[6]。 假松口蘑个体

与松口蘑比较相对较小, 但形态、风味十分相近。 常

被混入松口蘑中销售,影响中国松口蘑品质。 近几年

用于区分两者的分子标记如基于 ITS 的 ISSR 标

记[6鄄8]以及基于 RAPD 转换的 SCAR 标记[9]陆续被开

发,但基于 SRAP 的假松口蘑的 SCAR 特异性标记的

尚未见到报道。 SRAP 具有设计简单,中等产量,在基

因组中分布均匀等特点,广泛应用于种质资源遗传评
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价、遗传图谱构建、基因转录图谱绘制[10]。 SCAR 标

记技术是在序列未知的 DNA 标记基础上, 对特异

PCR 片段扩增产物进行回收、克隆和测序,根据扩增

产物的碱基序列重新设计引物,使得扩增位点单

一[11]。 SCAR 用了 1 对互补到专一基因组位点上的

长引物和严格的 PCR 条件,排除了引物结合位点之

间的竞争,因而得到可靠、可重复的条带[12]。
本研究拟基于 SRAP 标记构建假松口蘑的

SCAR 特异性分子标记,以便在分子水平上快速、准
确地鉴定出假松口蘑。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

从黑龙江省牡丹江市、吉林省汪清县、吉林省安

图县采集的松口蘑和假松口蘑子实体经吉林省松口

蘑专家傅伟杰教授鉴定之后,放入-75 益超低保温

冰箱中保存备用。
1. 2摇 基因组总 DNA 提取

采用 CTAB 法提取松口蘑和假松口蘑子实体的

DNA[13]。
1. 3摇 SRAP 分析

1. 3. 1 摇 松口蘑和假松口蘑基因池的建立 摇 采用

BSA 方法[14],选取 5 个松口蘑子实体和 5 个假松口

蘑子实体,分别按每个样品 500 ng 等量混合成松口

蘑池和假松口蘑基因池。 松口蘑与假松口蘑来源如

表 1 所示。

表 1摇 试验材料及来源

Table 1摇 Samples and their origins

编号 名称 来源 编号 名称 来源

1 松口蘑子实体 (T . matsutake) 吉林省汪清县 6 假松口蘑子实体 (T . bakamatsutake) 吉林省安图县

2 松口蘑子实体 (T . matsutake) 吉林省汪清县 7 假松口蘑子实体 (T . bakamatsutake) 吉林省安图县

3 松口蘑子实体 (T . matsutake) 黑龙江省牡丹江市 8 假松口蘑子实体 (T . bakamatsutake) 吉林省安图县

4 松口蘑子实体 (T . matsutake) 黑龙江省牡丹江市 9 假松口蘑子实体 (T . bakamatsutake) 吉林省安图县

5 松口蘑子实体 (T . matsutake) 黑龙江省牡丹江市 10 假松口蘑子实体 (T . bakamatsutake) 吉林省安图县

1. 3. 2摇 SRAP 反应体系摇 总体积为 20郾 0 滋l,包括模

板 5 ng / 滋l DNA 2郾 0 滋l,2 滋mol 引物各 2郾 0 滋l,2
mmol dNTP 2郾 0 滋l,2郾 5 U / 滋l B Taq DNA 聚合酶 0郾 4
滋l(Toyobo 公司),10伊B Taq buffer 2郾 0 滋l,剩余用双

重蒸馏水补足。 PCR 扩增条件:预变性 94 益,5
min; 变性 94 益 1 min, 退火 35 益 1 min, 延伸 72
益 1 min,5 个循环;变性 94 益 1 min, 退火 50 益 1
min; 延伸 72 益 1 min, 36 个循环;最后延伸 72 益 5
min。 PCR 产物放在 1% 的琼脂糖凝胶上电泳,用
Dolphin 凝胶成像仪拍照保存。
1. 3. 3摇 特异性片断的回收、克隆和测序 摇 将目的

DNA 片断切下后,按照康为世纪公司胶回收试剂盒

说明书回收。 提取质粒 DNA 后,用 M13 引物进行

鉴定。 鉴定的阳性克隆委托上海英潍捷基贸易有限

公司进行测序。
1. 4摇 假松口蘑的 SCAR特异引物设计和 PCR扩增

根据测序结果和引物设计原则用 Primer premi鄄
er 5 设计假松口蘑的 SCAR 特异性上游引物 Tb鄄1

(5忆鄄TAAGCTGTGATGAGGGTGTC鄄3忆),下游引物 Tb鄄
2(5忆鄄TGAGTGTCGTCGTATGTAAGTAA鄄3忆)。 引物由

上海英潍捷基贸易有限公司合成。 PCR 反应总体

积为 20 滋l,除上、下游引物(2 滋mol)各 2 滋l,其余成

分与方法 1. 3. 2 PCR 反应体系相同。
假松口蘑的 SCAR 特异性 PCR 程序为:预变性

94 益 5 min;变性 94 益 30 s,退火 60 益 30 s,延伸

72 益 30 s,循环 30 次;最后延伸 72 益 5 min。

2摇 结果与分析

2. 1摇 SRAP 标记

以松口蘑和假松口蘑基因池 DNA 为模板从

300 对引物组合中(ME1 ~ ME10 和 EM1 ~ EM30),
筛选出 1 对对假松口蘑具有特异性的引物,即 ME1
(5忆鄄TGAGTCCAAACCGGATA鄄3忆)、 EM10 ( 5忆鄄TGTG鄄
GTCCG CAAATTTAG鄄3忆)。 用这对引物对构成松口

蘑和假松口蘑基因池 DNA 的每个单株进行扩增,结
果(图 1)显示,在假松口蘑中每个单株均能扩增出
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1 条1 100 bp 左右的条带,在松口蘑的单株中却没

有扩增出这一条带。

M:Marker ;1 ~ 5: 松口蘑;6 ~ 10:假松口蘑;箭头为假松口蘑特

异性片段。
图 1摇 引物对 ME1 / EM10 对松口蘑、假松口蘑的单株 PCR 图

Fig. 1摇 PCR results of T. matsutake and T. bakamatsutake with
the primer pair of ME1 / EM10

2. 2摇 目的片段的测序与分析

将目的条带回收克隆并经 PCR 鉴定的阳性克

隆委托上海英潍捷基贸易有限公司测序。 假松口蘑

特异性目的片段序列长度为 1 168 bp(图 2),与预

测的长度相近,表明假松口蘑特异性标记正确。
2. 3摇 假松口蘑的 SCAR 特异性分子标记的建立

根据测序结果设计了 1 对假松口蘑特异性引

物 Tb鄄1 和 Tb鄄2 (图 2),对松口蘑和假松口蘑基因

池 DNA 的每个单株重新扩增。 在 Tb鄄1 和 Tb鄄2 引

物扩增中,假松口蘑均能扩增出 502 bp 特征条带,
而松口蘑未能扩增出任何条带(图 3),与预测的

结果相同。

单下划线:ME1 和 EM10 的序列;双下划线:假松口蘑特异性引物 Tb鄄1 和 Tb鄄2 序列。
图 2摇 假松口蘑目的片段的碱基序列

Fig. 2摇 The base sequence of target fragment of T. bakamatsutake

2. 4摇 假松口蘑 SCAR 特异性分子标记的验证

摇 摇 为了进一步验证假松口蘑的 SCAR 特异性分子

标记,我们用假松口蘑的 SCAR 特异性引物(Tb鄄1、
Tb鄄2)对源自吉林省龙井市、云南省昆明市、日本、云
南省宝山镇等不同地区的松口蘑和源自云南省丽江

市、吉林省安图县、吉林省龙井市等不同地区的假松

口蘑进行了 PCR 扩增,结果(图 4)显示,假松口蘑

的 SCAR 特异引物在所检测的来源不同地区的假松

口蘑中均扩增出 502 bp 特异片段,而松口蘑未扩增

出任何条带,表明假松口蘑的 SCAR 特异性分子标

记的可靠性。

3摇 讨 论

松口蘑的营养价值远高于假松口蘑,由于不能

进行人工栽培,目前出售的松口蘑都是野生的,是一

种纯天然的食用菌,价格是假松口蘑的 10 倍。 从形

态上很难鉴定出松口蘑和假松口蘑,分子标记经常

用于鉴定物种的真伪,分子标记技术能够提供大量

的遗传信息, 是研究种质资源遗传多样性、植物进

化和近缘种亲缘关系的有效工具。 分子标记能有效
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M:Marker;1 ~ 5:松口蘑;6 ~ 10:假松口蘑;箭头为假松口蘑的

SCAR 特异性标记。
图 3摇 特异引物对 Tb鄄1 / Tb鄄2 对松口蘑、假松口蘑基因池 DNA

的每个单株的 PCR 图

Fig. 3 摇 PCR of individuals of T. matsutake and T. bakamat鄄
sutake with primer pairs of Tb鄄1 / Tb鄄2

M:Marker;1 ~ 4 是:来自吉林省龙井市、云南省昆明市、日本和

云南省宝山镇的松口蘑;5 ~ 7:来自云南省丽江市、吉林省安图

县和吉林省龙井市的假松口蘑;箭头所指为假松口蘑的 SCAR
特异分子标记。
图 4摇 特异引物对 Tb鄄1 / Tb鄄2 对松口蘑和假松口蘑的 PCR 图

Fig. 4摇 PCR of T. matsutake and T. bakamatsutake with primer
pairs of Tb鄄1 / Tb鄄2

地确定群体的起源和系统关系,可以准确地反应出

该种群或个体的本质特征[15],在表型难以区分的分

类群的遗传关系的确定方面尤为重要[11]。 分子标

记鉴定结果准确且成本低,实验操作方便,可以在实

验室操作,不需要等待生物生长的周期,也不受外界

环境条件的影响[16]。 目前区别不同物种的分子标

记的方法很多,如 RAPD、ITS、SRAP、SCAR 等。
沙涛等[4]利用松口蘑与假松口蘑已有的基因,根

据其长度的大小将松口蘑与假松口蘑区别开,而本试

验是基于特异基因序列的有无来鉴别松口蘑与假松

口蘑,相比之下本试验结果更可靠。 吴松权等[9] 在

RAPD 分子标记的基础上根据序列的有无建立了松

口蘑特异性 SCAR 标记,但本试验应用的 SRAP 方法

比 RAPD 方法可获得更多的多态性条带,试验的准确

性大大提高。 张微思等[7]和李强等[8]利用 ISSR 方法

分析松口蘑的多态性条带,确定其遗传多态性及近缘

种的同源性,但没有对松口蘑与假松口蘑进行区分。
本研究在 SRAP 分子标记基础上根据基因序列的有

无,发现了假松口蘑的特异序列,同时根据其特异序

列分别设计了 1 对特异引物,建立了假松口蘑的

SCAR 特异性的分子标记。
目前在区别松口蘑与假松口蘑的试验中,大部分

是针对松口蘑而建立的特异性标记,而针对假松口蘑

标记的报道还未见到。 因此,本试验首次建立了假松

口蘑的特异性标记。
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