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应用 RAMP 技术对猴头菌属菌种鉴定

谭旭华 1，2，高 明 2，宋 慧 1 #，张 明 2

(1.吉林农业大学生物技术学院，长春 130118；2.吉林省农业科学院)

摘 要：采用 RAMP 技术对 6 个猴头菌株 DNA 进行 PCR 扩增，发现各菌株在图谱上均有丰富的表达，

并呈现很强的特异性，其差异程度也各不相同。且在 Rf=0.63 处出现一条稳定一致的基本条带，进一步采用

模糊聚类分析法进行数量分析表明，各菌株间隶属度在 0.50～0.83。通过对亲缘关系树状图进行分析，得出

各菌株的遗传相似性。以期为我省猴头菌的种质保藏、栽培和开发利用提供参考依据。
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1994年我国食用菌产量为264.1万t，占世界食用菌总产量的53.8%，到1999年食用菌产量发展到

450万t。我国食用菌栽培品种是从国外引进或科研单位选育而成，但日趋退化，且引种混乱。为此，对

食用菌进行菌种鉴定，比较品种特性和遗传相似程度，以期指导杂交育种和生产栽培。

猴头菌(Hericium erinaceus)在分类学上隶属菌物界，担子菌门，担子菌纲，猴头菇目，猴头菇科，猴

头菇属[1～2]。我国猴头菌属有 4 个菌种[1]，除猴头菌外，还有小刺猴头菌、假猴头菌和珊瑚状猴头菌 3 个

近缘种。

RAMP(Random amplified microsatellite polymorphism)是Wu[3～4]等1994年提出的一种分子标记技术，它

利用5'端锚定的与SSR引物互补的寡核苷酸和随机引物的组合，对基因组DNA中的微卫星进行随机扩

增。与RAPD相比，RAMP更能真实反映物种的亲缘关系[5]，而且更适合遗传背景尚不太清楚的物种。目

前，RAMP仅见应用于转基因水稻 [6]和甘蔗 [7]等种质鉴定以及大麦 [8]、桃 [9]、鱼腥草 [10]、黑麦 [11]、仲彬草 [12]

及葡萄[13]等植物资源的遗传多样性的研究中。本文主要利用RAMP技术对猴头菌属菌种鉴定。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料共 6 种，均由吉林农业大学宋慧博士提供，包括小刺猴头、猴头(王柏)、珊瑚猴头、 双

猴、猴 2- 3、猴头 8 号。

1.2 基因组 DNA 的提取

每个菌种选3～4管，刮取表面菌丝，于液氮中研磨，加入8 mL细胞提取液65℃水浴20 min，转到30

mL冷冻离心管中 ，加5 mol/L KCl 8 mL冰浴20 min，其间来回颠倒数次，取出离心管4 000 r/min离心20

min，取出上清液向其中加入等体积酚- 氯仿，轻轻混匀后4℃ 12 000 r/min离心5 min，向上清液中加等体

积氯仿混匀后4℃ 12 000 r/min离心5 min，向上清中加等体积异丙醇混匀后4℃ 12 000 r/min离心5 min，

弃上清空气中干燥，用70%乙醇洗3次，干燥后用50 μL TE溶解[14]，加入RNAnase 10 μL 37℃水浴0.5～1

h，加TE至500 μL，再加等体积酚- 氯仿室温抽提10 min，上清液中加等体积氯仿室温离心10 min，小心

取出上清加2倍体积无水乙醇沉淀DNA，离心弃上清沉淀室温干燥后溶于40 μL TE - 20℃保存。

1.3 PCR 扩增
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应用RAMP技术对所提基因组DNA进行PCR扩增，用5'端锚定的低聚核苷酸GC(CA)4、GT(CA)4、GC(TG)4

和GT(TG)4与20个随机引物组合对材料进行扩增筛选，PCR扩增参照Cheng等[15]方法。反应总体积25 μL，其

中含1U Taq酶、1×buffer、1.5 mmol/L MgCl2、200 μmol/L dNTPs、200 nmol/L引物和25 ng模板DNA。上面

覆盖22 μL液体石蜡油后，按照如下程序进行 PCR反应：94℃预变性2 min，每个循环94℃ 1 min、45℃

1 min、72℃ 2 min，共进行45个循环，循环完成后，在72℃延伸10 min。

1.4 电泳检测

扩增产物经 2%的琼脂糖凝胶电泳检测，电极缓冲液为 0.5×TBE(pH8.0)，稳压 80V。将琼脂糖凝

胶放入凝胶成像仪中照相保存。

2 结果与分析

2.1 RAMP 技术图谱分析比较

猴头菌各菌株 PCR 图谱如图 1 所示 ，6 个 猴 头 菌 株 在

RAMP 图谱上均有丰富的表达，且条带分布比较均匀。在整个

条带分布区间内各菌株产生条带的数量和强弱有一定的差

异，这表明各菌株之间还是存在一定的遗传距离。图谱上

Rf=0.63 处，各菌株拥有同一条带，虽然条带强弱不同，但仍可

看作能够表现猴头菌属基本特征的基础条带。

2.2 猴头菌丝图谱模糊聚类分析

根据所得图谱资料绘制图表，利用 ntsys 软件处理数据，获

得不同菌丝相似系数 Sj 矩阵(表 2)。把 Sj 矩阵转换为模糊等

价矩阵后，进行模糊聚类得出 6 个猴头菌株亲缘关系树状图

(图 2)。模糊聚类结果显示，6 个猴头菌株间隶属度为 0.50～

0.83，变异较大。6 个猴头菌株大致可聚为 3 类。由树状图可

看出：a(小刺猴头)与 f(猴头 8 号)在 0.75 处相聚为第 1 类；d

(双猴)与 e(猴 2- 3)在 0.83 处相聚后与 b[猴头(王柏)]在 0.67

处相聚为第 2 类； c(珊瑚猴头)与其他菌株遗传距离最远为

第 3 类。

2.3 物种间遗传关系

根据对酶谱的直观分析和模糊聚类分析，6 份材料可聚

为 3 类，珊瑚猴头与其他物种间的遗传距离较大，单独为一

类，属珊瑚状猴头菌。小刺猴头 a 和猴头 8 号两个菌株聚在

一起，同属小刺猴头菌，它们分布在长白山较为潮湿的地方，

形态上较为相近，在形态学试验上两者产生的拮抗线较为模

糊。猴头(王柏)、猴 2- 3、双猴菌株聚为第 3 类，同属猴头菌。该类物种在形态学试验上相互之间产生的

拮抗线也较为模糊，而且在同工酶电泳试验中聚类的结果相同，在形态上也非常相似，株高、颜色、子

实体的大小也是极其相近。本研究与形态学和同功酶电泳的分析结果完全一致。

图 1 6 个猴头菌株电泳图谱

表 1 6 个猴头菌电泳图谱分析数据

a b c d e f

1 0 0 0 0 1

0 1 1 0 0 0

1 1 0 1 1 1

1 1 1 1 1 1

1 0 1 1 0 1

0 0 0 0 0 1

0 0 1 1 1 0

0 0 1 0 0 0

0 0 0 1 1 0

1 0 0 0 0 0

0 0 0 0 1 0

0 0 1 0 0 1

电泳条带从右至左依次是 : 小刺猴头(a)、

猴 头 (王 柏 ) (b)、珊 瑚 猴 头 (c)、双 猴 (d)、猴

2- 3(e)、猴头 8 号(f)
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3 讨 论

同属不同种的猴头菌图谱之间既具有某些

相同的特点，又各自具有自身的特征，反映出了

猴头菌属间的相互联系与区别。

猴头菌种间虽然有丰富的种质变异，但其共

同的属性表达在图谱Rf=0.63处，这处条带在图谱

上表现得比较稳定、一致。它是亲缘关系的纽带，

揭示了猴头菌的共同起源。

我国猴头菌人工栽培始于1959年，到70年代

开始推广。猴头菌的奇特功效，使其栽培发展迅

速。目前，在食用、制药和栽培方面已有的品种可

达几十种，其营养成分和药效成分各不相同，对生长环境的要求也有所差异，而且名称较混乱，其特

征也各说不一。这给引种、栽培和开发利用均带来较大的困难[16]。到目前为止，利用RAMP技术对猴头

菌属菌种进行聚类分析尚未见报道，本试验参考了前人在其他真菌方面所作的研究，根据我省真菌的

发酵工艺现状和长白山地区野生菌株生长情况，扩大了选材范围，从长白山地区共收集了6个菌株。

本文应用RAMP技术及模糊聚类分析的方法对其亲缘关系进行鉴定，在结果分析上采用了较先进的

模糊聚类分析方法，提高了结果的准确性。遗传相似系数和聚类分析表明，猴头菌属菌种的遗传变异

与形态和地理分布相关，利用RAMP技术对猴头菌属菌种鉴定与形态学、生化技术研究的结论一致。

由此可见，RAMP标记是评价猴头菌属种间关系和遗传多样性的一种很有效的分子标记技术。
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图 2 6 个猴头菌株亲缘关系聚类
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