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摘要  对分布于云南省 9个地市 13个县的 56个松口蘑(Tricholoma matsutake)子实体进行了 ITS序列、
IGS序列和反转录转座子PCR图谱比较分析, 发现 ITS序列只有一种单倍型, IGS序列有 3种单倍型, 反
转录转座子 PCR 图谱群体间的多态性不显著. 对比我国东北和日本松口蘑的研究结果发现, 云南松口
蘑的遗传多样性较低, 云南松口蘑和日本松口蘑同源, 但松口蘑可能不是起源于云南.  

关键词  松口蘑  ITS1  IGS1  反转录转座子间扩增多态性   
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松口蘑(Tricholoma matsutake (S. Ito et S. Imai) 
Singer)俗称松茸 , 是外生菌根真菌 [1,2], 主要分布  
在东亚的日本、韩国和中国等国家 . 由于其味道鲜
美、营养价值十分丰富, 是我国著名的食用真菌. 近
年 来, 由于国际市场需求量很大, 我国每年出口创
汇金额达 5000 多万美元. 由于松口蘑目前尚不能实
现人工栽培, 所有出口产品全靠自然采收. 加上采收
管理不当, 种质资源量正快速降低, 已被列为国家二
级濒危保护物种.  

云南是我国松茸的主产区之一 , 全省范围内都
有分布, 其松口蘑年出口量约占全国的 1/4, 年出口
产值约 3.2 亿元人民币, 是云南省的主要出口创汇农
产品之一 [3]. 由于云南省极为多样的气候和植被类
型为松口蘑的生长提供了丰富多样的生态位 , 一些
学者认为我国西南是松茸群的多度中心、多样性中心

和现代分布中心 [4], 因此也是研究松口蘑的起源和
遗传多样性的关键地区. 为了制定科学的保护对策, 
了解云南松口蘑不同地理类群(居群)间的亲缘关系
和遗传差异十分必要. 

ITS (internal transcribed spacer)目前被广泛应用
于不同水平的系统发育、进化和分类研究 [5]. 瑞典农
业科学大学(Uppsala)对亚洲松口蘑(Tricholoma ma-
tsutake)以及瑞典松口蘑(Tricholoma nauseosum)进行
了DNA的分析比较, 发现两地区的松口蘑ITS序列有
99%~100%的吻合度 [6]. IGS (intergenic spacer)是
rDNA中基因进化速度最快的区域, 常用来进行种内
群体比较 [7]. Guerin-Laguette等人 [8]发现了日本松口

蘑的IGS1限制性片段长度多态性(RFLPh )较高 . 反
转录转座子(retrotransposon)以高拷贝在真菌基因组
中广泛分布 , 可以通过纵向和横向分别在世代之间
和不同种之间传递 , 同一家族的反转录转座子具有
高度的异质性 . 因此 , 反转录转座子间扩增多态性
(inter-retrotransposon-amplified polymorphism, IRAP)
已成功地应用于多种生物 , 如大麦的遗传多样性分
析 [9]. Murata等人 [10]发现亚洲及美洲松口蘑的反转录

转座子呈现更高的多态性.  
本研究结合了上述 3种遗传标记, 研究云南省松

口蘑不同地理群体间以及与日本松口蘑的遗传差异, 
为进一步探索松口蘑与不同宿主植物间的共生机理, 
进而为生态恢复区接种松口蘑菌根菌 , 实施人工促
繁技术奠定基础.  

1  材料及方法 
(ⅰ) 材料.  松口蘑样品见表 1 和图 1, 假松口蘑

(Tricholoma bakamatsutake TF9)来源于昆明市嵩明县.  
(ⅱ) PCR引物.  ITS引物: ITS4 (5′-TCCTCCG- 

CTTATTGATATGC)/ITS5 (5′-GGAAGTAAAAGTC- 
GTAACAAGG-3′)[11]; IGS引物 : 5SA-Anderson (5′- 
CAGAGTCCTATGGCCGTGGAT-3′)/CNL12 (5′-CT- 
GAACGCCTCTAAGTCAG-3′)[8]; 反转录转座子引物: 
pS48 (5′-GAGGTGGGGAAAAATATGGGACGAAC- 
3′)/pL281 (5′-CTTCACATATACTGGGCATCAGCA- 
AGGG-3′)[10]. 以上引物由上海博亚生物技术有限公
司合成.  

(ⅲ) DNA 提取方法.  子实体总 DNA 的提取采
用 CTAB法. 
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图 1  云南省松口蘑样品来源示意图 
 

(ⅳ) PCR反应.  ITS扩增: 50 μL反应体系包括 5 
μL 10×缓冲液, 2 μL dNTP (25 mmol/L), 2 μL引物, 
0.25 μL Taq酶(5 U/μL, 大连宝生物工程有限公司), 1 
μL DNA 模板, 无菌去离子水补足 50 μL, Mineral oil
覆盖. 扩增程序: 94℃, 2 min; 94℃, 40 s, 52℃, 1 min, 
72℃, 1 min, 40个循环; 72℃延伸 5 min.  

IGS1区域(IGS1位于 rDNA 25S及 5S部位上)通
过 5SA/CNL12引物对扩增. 50 μL PCR反应体系包括
5 μL 10×缓冲液, 2 μL dNTP (25 mmol/L), 2 μL引物, 
0.25 μL Taq酶(5 U/μL, 大连宝生物工程有限公司), 1 
μL DNA 模板, 无菌去离子水补足 50 μL, Mineral oil
覆盖. 扩增程序: 94℃, 5 min; 94℃, 40 s, 63℃, 1 min, 
72℃, 3 min, 35个循环; 72℃延伸 10 min. PCR扩增产
物用 1.25%琼脂糖凝胶电泳检测, EB染色观察.  

反转录转座子扩增 : 引物 pS48/pL281, 50 μL 
PCR反应体系包括 5 μL 10×缓冲液, 4 μL dNTP (25 
mmol/L), 引物各 1 μL, 0.25 μL Taq酶(5 U/μL, 大连
宝生物工程有限公司), 30 ng DNA模板, 无菌去离子
水补足 50 μL, Mineral oil 覆盖. 扩增程序: 94℃ ,    
2 min; 94℃, 40 s, 62℃, 30 s, 72℃, 5 min, 25个循环; 
72℃延伸 10 min. PCR扩增产物 70 V 1.8%琼脂糖(西
班牙)凝胶电泳 2~3 h, EB染色观察. 

(ⅴ) 转化和克隆.  PCR扩增产物经试剂盒纯化
(方法同上, 上海华舜生物工程有限公司小量胶回收
试剂盒), 取 5 μL连接到 pMD18-T载体(大连宝生物
工程有限公司). 连接产物直接转化大肠杆菌 HB101, 

涂 Amp/IPTG/X-Gal 的 LB 平板, 挑白斑检测目的片
段并进行 DNA序列测定.  

(ⅵ) DNA序列测定与分析.  ITS和 IGS通用引
物扩增的目的片段用 WATSON 胶回收试剂盒回收并
纯化 DNA, ABI DNA3700分析仪测序. DNA序列经
NCBI 的 BLAST 进行序列搜索, 从 GenBank 获得相
关松口蘑序列. 用 DNAStar5.0 软件包中 SeqMan 和
MegAlign程序对序列进行编辑、校对和排序. 以假松
口蘑 TF9 (DQ323057)为外群, 基于 Kimura双参数模
型用 MEGA3 构建了邻接树(Neighbor-joining tree). 
树上主要节点的支持率通过 1000 次自展重复抽样
(Bootstrap)获得.  

(ⅶ) 反转录转座子数据处理.  每个样品, 同一
位点的产物, 按扩增阳性(1)和扩增阴性(0)记录电泳
谱带, 形成 0 和 1 数据矩阵, 用 POPGENE软件进行
分析. 根据 POPGENE遗传距离, 用 Mega3软件进行
UPGMA聚类, 构建居群间的系统树.  

2  结果 

2.1  ITS及 IGS序列分析 

对云南省 9个地市 13个县 56个松口蘑子实体的
ITS序列和IGS1 序列测定, 结果显示, ITS的 56 条序
列只呈现一个单倍型TF46 (登录号: DQ323063), 经
GenBank的BLAST搜索、比较, 发现与已报道日本松
口蘑的ITS序列一致. 在获得的IGS1序列中, 55个松
口蘑子实体为同一单倍型(登录号: DQ323058), TF89
为杂合子, 经克隆后得到 2个单倍型TF89c3 (登录号: 
DQ323060)和TF89c7 (登录号: DQ323062). 3个单倍
型序列与从GenBank获得的日本松口蘑 10 条单倍型
序列构建的系统发育树见图 2. 结果显示, 云南松口
蘑的 3 条单倍型序列与日本松口蘑处在同一个进化
枝上 , 这表明云南松口蘑与日本松口蘑是高度同源
的 . 对比Guerin-Laguette等人 [8]对日本松口蘑 IGS 
Cfr13Ⅰ酶切研究的结果, 并结合IGS序列的比较分
析发现, 云南松口蘑的 55 个子实体为IGS  Cfr13Ⅰ
酶切A类型, 子实体TF89为C类型. 

2.2  IRAP分析 

从图 3和 4可以看出, 云南松口蘑不同居群间的
亲缘关系聚类, 同一地区间的差异极小, 如迪庆州的
维西、中甸、德钦 3个县居群在 D = 0.0001处聚为一
枝; 丽江与大理州的永平、剑川在 D = 0.0000处聚为
一枝 ; 而保山的龙陵与临沧地区的临沧 , 楚雄州南  
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表 1  云南省松口蘑样品来源 
松口蘑子实体 地区 县 方位 

TF 31~35 迪庆藏族自治州 维西县 

TF 41, TF 43~46 迪庆藏族自治州 中甸县 

TF 100, TF 102~106 迪庆藏族自治州 德钦县 

TF 51, TF 53~56 丽江地区  

滇西北 

TF 61, 62, TF 65, TF 66 大理白族自治州 永平县 

TF 84, TF 87~89 大理白族自治州 剑川县 

TF 127 保山市 龙陵县 

TF 110, TF 112~114, TF 116 怒江傈僳族自治州 兰坪县 

TF 134~136 临沧地区 临沧县 

滇西 

TF 74~76, TF 78, TF 79 楚雄彝族自治州 南华县 

TF 154, TF 156~159 楚雄彝族自治州 禄丰县 

TF 94, TF 97~99 昆明市 禄劝县 

TF 140~142, TF 153 玉溪市 易门县 

滇中 

 

 
图 2  云南松口蘑与日本松口蘑的 IGS序列的邻接树 

AF280439, AF280443, AF280445, AF2804446, AF280449, AF280450, AF280451, AF280453, AF280454和 AF356188是日本松口蘑; TF49,  
TF89c3和 TF89c7是云南松口蘑; TF9是云南假松口蘑, 也是外群 

 

 
 

图 3  云南松口蘑反转录转座子 PCR图谱 
M示 DNA Marker; 数字为样品编号 
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表 2  13个松口蘑居群遗传多样性与遗传结构 a) 
居群 PPB(%) Na

 Ne
 H I Ht

 Hs
 Gst

 Nm
 

 11.11 1.1111 1.1105 0.0554 0.0769 0.0554 0.0527 0.0464 10.2779 
维西 11.11 1.1111 1.1039 0.0537 0.0751     
中甸 11.11 1.1111 1.1039 0.0537 0.0751     
丽江 11.11 1.1111 1.1111 0.0556 0.0770     
永平 11.11 1.1111 1.1111 0.0556 0.0770     
南华 11.11 1.1111 1.1059 0.0542 0.0757     
剑川 11.11 1.1111 1.1111 0.0556 0.0770     
禄劝 11.11 1.1111 1.0965 0.0517 0.0731     
德钦 11.11 1.1111 1.0986 0.0522 0.0737     
兰坪 11.11 1.1111 1.1087 0.0549 0.0764     
龙陵 11.11 1.1111 1.0786 0.0460 0.0672     
临沧 11.11 1.1111 1.0786 0.0460 0.0672     
玉溪 11.11 1.1111 1.0965 0.0517 0.0731     
禄丰 11.11 1.1111 1.1059 0.0542 0.0757     
a) Na, 观察的等位基因数量; Ne, 有效等位基因数量; H, Nei基因多样性 [12]; I, Shannon多样性指数 [13]; Gst, Nei基因差异系数; Nm, 从Gst的基

因流估计 

 
表 3  松口蘑 13个居群 Nei's遗传一致度(上三角)和遗传距离(下三角) 

pop ID 维西 中甸 丽江 永平 南华 剑川 禄劝 德钦 兰坪 龙陵 临沧 玉溪 禄丰 
维西 **** 1.0000 0.9990 0.9990 0.9966 0.9990 0.9941 0.9999 0.9998 0.9896 0.9896 0.9941 0.9966
中甸 0.0000 **** 0.9990 0.9990 0.9966 0.9990 0.9941 0.9999 0.9998 0.9896 0.9896 0.9941 0.9966
丽江 0.0010 0.0010 **** 1.0000 0.9993 1.0000 0.9979 0.9983 0.9997 0.9950 0.9950 0.9979 0.9993
永平 0.0010 0.0010 0.0000 **** 0.9993 1.0000 0.9979 0.9983 0.9997 0.9950 0.9950 0.9979 0.9993
南华 0.0034 0.0034 0.0007 0.0007 **** 0.9993 0.9996 0.9953 0.9980 0.9980 0.9980 0.9996 1.0000
剑川 0.0010 0.0010 0.0000 0.0000 0.0007 **** 0.9979 0.9983 0.9997 0.9950 0.9950 0.9979 0.9993
禄劝 0.0059 0.0059 0.0021 0.0021 0.0004 0.0021 **** 0.9924 0.9960 0.9994 0.9994 1.0000 0.9996
德钦 0.0001 0.0001 0.0017 0.0017 0.0047 0.0017 0.0076 **** 0.9994 0.9873 0.9873 0.9924 0.9953
兰坪 0.0002 0.0002 0.0003 0.0003 0.0020 0.0003 0.0040 0.0006 **** 0.9921 0.9921 0.9960 0.9980
龙陵 0.0105 0.0105 0.0050 0.0050 0.0020 0.0050 0.0006 0.0127 0.0079 **** 1.0000 0.9994 0.9980
临沧 0.0105 0.0105 0.0050 0.0050 0.0020 0.0050 0.0006 0.0127 0.0079 0.0000 **** 0.9994 0.9980
玉溪 0.0059 0.0059 0.0021 0.0021 0.0004 0.0021 0.0000 0.0076 0.0040 0.0006 0.0006 **** 0.9996
禄丰 0.0034 0.0034 0.0007 0.0007 0.0000 0.0007 0.0004 0.0047 0.0020 0.0020 0.0020 0.0004 **** 

 

 
 

图 4  13个松口蘑居群间的遗传聚类图 
 
华、禄丰 , 昆明地区的禄劝 , 玉溪地区都在 D = 

0.0000 处聚为一枝. 在大类的划分上, 似乎与海拔的
高低有关, 可能也与该区的(南北)地理有关. 如海拔
较高的迪庆与怒江的兰坪(海拔 2500~3500 m)在约 D 
= 0.0002处聚为一枝, 再在 D = 0.0005处与丽江、大
理 (海拔 2500~2900 m)的合为一枝 ; 昆明 (海拔
1700~1900 m)与楚雄(海拔 1900~2100 m)在约 D = 
0.0002处聚为一枝, 再在约 D = 0.0007处与保山(海
拔 2000~2500 m)、临沧(海拔 2100~2600 m)的聚为一
枝; 海拔稍高与海拔稍低的又在 D = 0.0023处合并. 

从表 2可以看出, 云南省松口蘑不同居群间具有
遗传变异性,分布于维西、中甸、丽江、永平、南华、

剑川、禄劝、德钦、兰坪、龙陵、临沧、玉溪和禄丰

13个县的居群, 具有很高的相似性, 其多态条带比率
(PPB)均为 11.11%; 其中平均每个位点的观测等位基
因数为 1.1111, 平均每个位点的有效等位基因数为
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1.1105; Shannon 多样性指数(I)估计的种内总遗传多
样性为 0.0769, 居群内的遗传多样性为 0.0741, 表明
在总的遗传变异中 , 有 96.4%存在于居群内 , 仅有
3.6%存在于居群间; 由Nei指数估计的种内总基因多
样性(Ht)为 0.0554, 居群内基因多样性(Hs)为 0.0527, 
居群间的基因分化系数 (Gst)为 0.0464, 表明有
95.36%的基因多样性存在于居群内, 有 4.64%存在于
居群间; Nm值表明, 居群间的每代迁移数为 10.2779, 
居群间存在广泛的基因交流.  

可见, 松口蘑总的遗传变异很小, 微小的变化由
居群内不同的个体产生. 这从表 3可以看出, 13个县
的居群间的相似系数都在 99%以上.  

3  讨论 
云南省松口蘑的ITS序列只有一种单倍型, 我们

的这一研究结果与Matsushita等人 [14]完全一致 . 
Guerin-Laguette等人 [8]应用Cfr13Ⅰ酶对IGS1 进行了
限制型酶切研究, 发现日本具有 8 个酶切类型; 2005
年Matsushita等人 [14]同样应用Cfr13Ⅰ酶对来自中国
吉林的 4个子实体和云南的 12株菌种的IGS1进行了
限制型酶切研究, 结果发现吉林的 4个松口蘑子实体
就有 3种酶切类型(A, B, C), 而在云南松口蘑中只检
测到A类型. A类型占日本松口蘑的 66.67%, 是日本
松口蘑的主要酶切类型. 本研究发现, 云南松口蘑的
IGS1序列具有 3个单倍型, 98.21% (55/56)为同一单
倍型, 经序列比对为Cfr13Ⅰ酶切IGS1 A类型, 另一
个为C类型(1/56). C类型经克隆后呈现 2 个单倍型. 
我们的研究结果提示云南松口蘑的遗传变异较低 . 
松口蘑主要与松科植物共生 , 吉林长白山地区和日
本的最主要寄主为赤松 (P. densiflora)[15,16], 而云南
为云南松(P. yunnanensis). 上述差异是否由于松口蘑
的寄主不同而产生, 还值得深入研究.  

有学者猜测 , 在我国西南部的横断山区东南  
部(青藏高原东南部、四川西部、云南中部及西北部、

贵州西北部)三角地区, 很可能是松茸群的现代分布
中心 [4], 而Chapel和Garbelotto[17]则报道 , 亚洲松口
蘑可能是由北美西部通过白令海峡迁移进入 . 一般
而言 , 物种的起源中心相比其他地区会有相对较高
的遗传多样性 [18]. 就目前我们对云南松口蘑的ITS序
列、IGS序列和IRAP的研究表明, 由于云南松口蘑和
日本松口蘑主要遗传类型具有较高的同源性 . 云南
松口蘑表现出较低的遗传多样性 , 而我国吉林和日

本松口蘑却表现较高的遗传多态性. 因此, 我们认为
云南可能不是松口蘑的起源地.  

致谢  感谢陈善元博士提供的宝贵建议.  
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