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封面图说: 水杉农田防护林中的小麦熟了———水杉曾广泛分布于北半球,第四纪冰期以后,水杉属的其他种类全部灭绝,水杉
却在中国川、鄂、湘边境地带得以幸存,成为旷世奇珍,野生的水杉是国家一级保护植物。 由于水杉耐水,适应力强,
生长极为迅速,其树干通直挺拔,高大秀颀,树冠呈圆锥形,姿态优美,自发现后被人们在中国南方广泛种植,不仅成
为了湖边、道路两旁的绿化观赏植物,更成为了农田防护林的重要树种。 此图中整齐划一的水杉防护林像忠实的哨
兵一样,为苏北农村即将成熟的麦田站岗。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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木蹄层孔菌不同居群间生长特性、木质素降解酶
与 SRAP 标记遗传多样性

曹摇 宇, 徐摇 晔, 王秋玉*

(东北林业大学生命科学学院, 哈尔滨摇 150040)

摘要:以帽儿山、长白山、凉水、本溪木蹄层孔菌(Fomes fomentarius) 4 个居群为研究对象,采用菌丝长度测量法比较 4 个地点木

蹄层孔菌菌株在 PDA 固体培养基上的生长速度,采用菌丝体干重法比较 4 个地点木蹄层孔菌菌株在 PDA 液体培养基中生物

量的变化,结果显示木蹄层孔菌在 23 益下生长速度显著高于 28 益,说明木蹄层孔菌的生长对温度较敏感,23 益更适合木蹄层

孔菌的生长。 在同一温度下培养,4 个地点的木蹄层孔菌生长速度无显著差异。 通过比色法检测 4 个地点的木蹄层孔菌木质

素降解相关酶(木质素过氧化物酶,锰过氧化物酶,漆酶)活性差异,结果显示同一种酶酶活性在 4 个地点间没有显著差异;在
不同培养基上培养时,3 种酶在 PDA 培养基上的活性均显著高于完全培养基。 同时,采用序列相关扩增多态性(Sequence鄄
related amplified polymorphism, SRAP)技术初探了木蹄层孔菌 4 个居群的遗传多样性和遗传分化, 结果表明木蹄层孔菌 4 个居

群中多态位点比率最高的是本溪,其次是帽儿山和凉水,而长白山最低;AMOVA 分析结果显示,居群间的遗传分化为 24. 74% ,
居群内的遗传分化为 75. 26% ,木蹄层孔菌的遗传分化主要发生在居群内部。 根据 Nei忆s 遗传距离对木蹄层孔菌 4 个居群进行

UPGMA 聚类分析,结果显示帽儿山和本溪居群最先聚类,其次聚类的是长白山居群,最后是凉水居群。
关键词:白腐菌;木质素过氧化物酶;锰过氧化物酶;漆酶;分子标记;遗传分化

Growth characteristics, lignin degradation enzyme and genetic diversity of Fomes
fomentarius by SRAP marker among populations
CAO Yu, XU Ye, WANG Qiuyu*

College of Life Science, Northeast Forestry University, Harbin, Heilongjiang 150040, China

Abstract: The four populations of Fomes fomentarius from Maoer Mountain, Changbai Mountain, Liangshui and Benxi were
studied. The growth rates of F. fomentarius from four locations were compared by measuring the hypha growth in the PDA
plate at 23益 and 28益, as well as the biomass by means of the mycelium dry weight in the PDA liquid medium at 23益 .
The results displayed that the average growth rate of the fungi from four locations was 0. 9cm / d at 23 益, and 0. 64cm / d at
28 益 . The growth rate of F. fomentarius at 23益 was notably faster than that at 28益 in the PDA plate, which indicated
that the growth of this fungal species was sensitive to the temperature, for that 23益 was more appropriate. F. fomentarius
from different locations had no significant difference in growth rate at the same incubation temperature. So did the biomass
of the fungi. The activities of three main lignin degradation enzymes ( laccase, lignin peroxidase, manganese peroxidase)
produced by F. fomentarius were detected by colorimetry. The results showed that the activity of three lignin enzymes
produced by F. fomentarius increased gradually during 12 day incubation. There was significant differences in the enzyme
activities cultured in different media, in which the activity of three enzymes in the PDA medium were significantly higher
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than that in complete medium. And also the activity of laccase was in the highest, manganese peroxidase in the second and
lignin peroxidase in the lowest. The activity of the same enzyme from different locations had no significant differences. The
sequence-related amplified polymorphism (SRAP) was used to evaluate genetic diversity and genetic differentiation among
four populations of F. fomentarius. The results showed that Benxi population had the highest genetic diversity among the
four populations, followed by Maoer Mountain and Liangshui, Changbai Mountain was the lowest. AMOVA analysis
revealed that the genetic differentiation was 24. 74% among populations, and 75. 26% within population, that meant the
genetic differentiation of F. fomentarius came up intra-populations mainly. Cluster analysis by UPGMA dendrogram based
on Nei忆s genetic distance revealed that the populations from Maoer Mountain and Benxi clustered first, Changbai Mountain
population was in the second, and Liangshui population was the last. This study will provide useful information for the
further research and utilization of lignin enzyme from the wood rot fungi, as well as lay the foundations of developing the
engineering strains of F. fomentarius in the future.

Key Words: white rot fungi; LiP; MnP; Lac; molecular marker; genetic differentiation

木材的腐朽大多数是由侵蚀木材的真菌所造成[1]。 木蹄层孔菌 Fomes fomentarius (L. ) J. J. Kickx 是一

种白腐菌,常寄生在阔叶树上,以桦树、杨树最为常见,造成树木心材腐朽,是一种重要的森林病原菌[2鄄4]。
然而,白腐菌因其特殊的代谢类型及其独有的细胞外降解特质,能降解各种难生物降解的有机污染物而

成为近年来国内外研究热点,其过氧化物酶系应用于工业上预处理某些原料以降低工业能耗实现清洁生产,
利用其对底物的非专一性降解污染物而应用于环境污染治理等[5]。 刘欣等[6]研究发现木蹄层孔菌具有改造

成造纸业原料处理的工程菌的潜在优势。 而且,木蹄层孔菌也是一种传统中药,可用于治疗消积、化淤[7鄄8],
木蹄层孔菌乙醇提取物(EEF)对肿瘤细胞有很强的抑制作用[9]。 因此,木蹄层孔菌是一种具有重要应用价值

的真菌。
序列相关扩增多态性(SRAP)是一种基于 PCR 的新型标记系统[10],该标记通过独特的引物设计对开放

读码对话框(ORFs)进行扩增,是一种简便且高效的分子标记方法,应用于图谱构建[10]、比较基因组学[11] 和

遗传多样性[12]等一系列不同目的的研究。
本文以帽儿山、长白山、凉水、本溪 4 个木蹄层孔菌居群为研究对象,对比其木质素降解相关酶活性,并利

用 SRAP 技术分析不同木蹄层孔菌居群的遗传多样性,为后续对木腐菌的进一步研究和木质素降解相关酶的

合理有效利用提供依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

木蹄层孔菌 Fomes fomentarius 子实体样品于 2007 年 9 月采自帽儿山、凉水、长白山、本溪 4 个地点,每个

地点随机采集 5 个菌株。
1. 2摇 菌株的分离纯化

采用组织分离法,即利用有生命力的子实体组织分离获得纯菌丝。 将实验所需器具提前紫外灭菌 30
min。 超净台无菌操作,切去木蹄层孔菌菌管部分,用 75%酒精将木蹄层孔菌子实体表面擦拭干净,解剖刀切

取小块干净的部分,分离出菌株子实体里面污染较少且生长旺盛的菌块(约 0. 5 cm),放入 75%酒精中浸泡 1
min,用无菌蒸馏水清洗 3 次,滤纸吸干后接种于 PDA 培养基上,在 23 益人工气候箱中试管斜面培养。 待菌

丝长满斜面,选择试管内无杂菌污染的菌株进行 2 次转接,获得纯菌株,4 益保存备用。
1. 3摇 PDA 培养基与完全培养基的配制

PDA 培养基,完全培养基的配制参见李慧蓉[13]和吕世翔[14]。
1. 4摇 4 个地点间木蹄层孔菌的生长特性比较

1. 4. 1摇 菌丝生长速度的测定

摇 摇 经预实验发现,同一地点不同菌株的生长特性无显著差异,故每个地点随机选定 1 个菌株进行生长测定。
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将来自 4 个地点的菌株组织分离获得的纯菌丝,分别接种到 PDA 培养基上的圆心位置平板(90 mm)培养,每
个菌株做 6 个平行试验,其中 3 个置于 23 益气候箱中培养,另 3 个于 28 益气候箱中培养,每 24 h 测量菌落

直径[15]。
1. 4. 2摇 菌丝体干重的测定

将来自 4 个地点的菌株组织分离获得的纯菌丝,每个地点 5 个菌株,每个菌株设置 42 个平行试验,分别

接种到 PDA 液体培养基中 23 益150 r / min 振荡培养。 每 24h 每菌株各取出 3 个平行样进行菌丝体干重测

定,用滤纸过滤,蒸馏水冲洗 3 次,放入 100益烘箱中烘至恒重[15],共测定 14 次。
1. 5摇 木质素降解相关酶活性的检测

1. 5. 1摇 粗酶液的制备

将来自 4 个地点的各菌株组织分离获得的纯菌丝,分别接种到装有 40 mL 完全培养液和 40 mLPDA 液体

培养液的 100 mL 三角瓶中,然后分别加入 1 g 白桦木屑[15],23益150 r / min 下振荡培养 4 d,8 d,12 d 时取出,
取得细胞外液[16]4 mL,15000 r / min 离心 10 min,4 益下操作,去除菌丝和孢子的污染,取其上清液[17] 测定

酶活。
1. 5. 2摇 木质素降解相关酶活性检测

木质素过氧化物酶( LiP) 和锰过氧化物酶(MnP) 活性测定参见文献[16],漆酶 ( Lac) 活性测定参见

文献[18]。
1. 6摇 木蹄层孔菌居群间 SRAP 标记检测

1. 6. 1摇 木蹄层孔菌 DNA 的提取

参见文献[19]提木蹄层孔菌菌丝体基因组 DNA。 0. 7%琼脂糖凝胶电泳检测提取产物,UPS 凝胶成像系统

照相。
1. 6. 2摇 PCR 程序

PCR 程序参见文献[20]:94 益预变性 5 min;94益变性 1 min,35 益退火 1 min,72益延伸 2 min,扩增 5 个循

环;将退火温度升至 50 益,其他条件不变,扩增 35 个循环;最后 72 益延伸 5 min。 扩增产物进行 1. 5%琼脂糖

凝胶电泳,140V 恒压,70 min,UPS 凝胶成像系统照相。
1. 6. 3摇 木蹄层孔菌 SRAP鄄PCR 反应体系优化及引物的筛选

(1)单一因素变量优化 SRAP鄄PCR 反应体系

实验选取引物、Mg2+、dNTP 3 个因素作为变量,以 dNTP 的浓度变化为体系 I,Mg2+浓度变化为体系域,引
物为体系芋,其中每个体系设置 3 个水平,共 9 个组合,其他因素含量依次为模板 DNA:20 ng,10伊PCR buffer:
2. 5 滋L,Taq 酶(5 U / 滋L):0. 25 滋L,ddH2O 补齐体系 25 滋L。 实验所用的引物组合为 me1—em4,所用的 DNA
模板来自本溪菌株。

(2)正交设计优化 SRAP鄄PCR 反应体系

实验所采用的正交设计表为 L9(33),即 3 因素 3 水平的正交设计表(表 1)。 实验所用的引物组合为

me4—em17,DNA 模板来自本溪菌株。

表 1摇 PCR 反应的因素水平 L9(33)正交设计

Table 1摇 L9(33) orthogonal design for the factors and levels of PCR reaction

编号
No.

Mg2+

/ (25mmol / L)
dNTP

/ (2. 0mmol / L)
引物 Primer
/ (4滋mol / L)

编号
No.

Mg2+

/ (25mmol / L)
dNTP

/ (2. 0mmol / L)
引物 Primer
/ (4滋mol / L)

1 2. 0滋L 2. 0滋L 1. 5滋L 2 2. 0滋L 1. 8滋L 1. 0滋L
3 2. 0滋L 1. 6滋L 2. 0滋L 4 1. 8滋L 2. 0滋L 1. 0滋L
5 1. 8滋L 1. 8滋L 2. 0滋L 6 1. 8滋L 1. 6滋L 1. 5滋L
7 1. 6滋L 2. 0滋L 2. 0滋L 8 1. 6滋L 1. 8滋L 1. 5滋L
9 1. 6滋L 1. 6滋L 1. 0滋L
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摇 摇 (3)引物筛选

用于 SRAP 的正向引物[18] 序列代号为 me1—me7,me9;反向引物[21] 序列代号为 em1—em10,em12—
em17,组成 8伊16 对引物组合,试验采用来自本溪的木蹄层孔菌基因组 DNA 为模板,分别对 8伊16 对引物组合

用优化后的 SRAP鄄PCR 反应体系进行 SRAP鄄PCR,筛选出分辨力高、重复性好、多态性丰富的 10 对引物组合

用于后续试验。
1. 6. 4摇 数据处理与统计分析方法

SRAP 分子标记是显性标记,不同样品同一引物扩增产物中电泳迁移率一致的条带被认为是共有带。 电

泳图谱中的每一条带均为一个分子标记,并代表一个引物结合位点。 根据各分子标记的迁移率及其条带的有

无统计得到所有位点的二元数据:有带(显性)记为 1,无带(隐性)记为 0,强带和弱带赋值均为 1,最后人工将

得到的 SRAP 位点形成 0 / 1 表型数据矩阵,利用 PopGene32 软件计算观测等位基因数(Na)、有效等位基因数

(Ne)、Shannon( I*)指数等能够反映木蹄层孔菌居群遗传多样性水平的遗传参数;ARLEQUIN2. 000 软件中的

AMOVA 程序分析居群的遗传分化程度;根据 PopGen32 生成的 Nei忆s 遗传距离,利用分子进化遗传分析软件

Mega 4. 0 对 4 个木蹄层孔菌居群进行 UPGMA 聚类分析。
1. 6. 5摇 常用遗传参数

(1)多态位点比率(PPB)

P = 多态位点数
检测到的位点总数

伊100%

(2)遗传一致度( I)

I = Jxy / Jx·Jy
式中,Jx = (1 / n)移移X ij

2,X ij 为 X 群体第 i 个位点第 j 个等位基因的频率;Jy = (1 / n)移移Yij
2,Yij 为 Y 群体第

i 个位点第 j 个等位基因的频率。
(3)Nei忆s 遗传距离(D)

D =- lnI
I 为 X 和 Y 两个群体在所有位点上的一致度。 I = 1,D = 0 时,表明两个群体间在所有检测到的基因位

点完全一致;I = 0,D =肄时,表明两个群体间在所有检测到的基因位点完全不同。
2摇 结果与分析

2. 1摇 4 个地点木蹄层孔菌生长速度的比较

2. 1. 1摇 PDA 固体培养基中菌落直径的测定

23 益培养条件下,2—3 d 开始形成白色圆形菌落,菌丝在培养基表面呈直线扩展,9—10 d 菌丝表面开始

出现褐色斑块。 不同温度下,4 个地点的木蹄层孔菌菌株生长速度(图 1)显示,来自于 4 个地点的木蹄层孔

菌菌株在同一温度下培养时,生长趋势基本一致,长白山菌株生长速度稍快于其他 3 个地点菌株。 对比不同

温度下同一地点菌株生长速度时,4 个地点的菌株在 23 益下生长速度均很快,菌落直径 10 d 左右就可达到 9
cm,平均生长速度为 0. 9 cm / d;而在 28 益下培养 14 d,菌落直径才可长至 9 cm,平均生长速度为 0. 64 cm / d。
4 个地点的木蹄层孔菌在 23 益下生长速度均较 28 益培养时快,说明木蹄层孔菌的生长对温度较敏感。 各菌

株生长速度的方差分析表明在同一培养温度下,不同地点的木蹄层孔菌生长速度无显著差异。
2. 1. 2摇 PDA 液体培养基中菌丝体干重的测定

PDA 液体培养基中 23 益培养时,4 个地点的木蹄层孔菌菌株生长趋势具有一致性(图 2),在最开始的

3 d 内属于生长延迟期,菌株在液体培养基中生长缓慢,处于孢子的萌发阶段;培养 5 d 左右菌丝体可生长至

0郾 2 g,进入对数期,菌丝体生长迅速;凉水菌株生长一直较快,其他 3 个地点的菌株在开始 8 d 内生长无明显

差异,从第 9 天开始,长白山菌株生长快于帽儿山和本溪菌株。 在经历了生物量的迅速提升之后,由于培养基

中营养物质被大量消耗,在 11 d 左右进入平台期,生物量短暂维持一段时间,从图中可以看到,生长平台期 4
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个地点菌株的菌丝体生物量差别不大。 随着营养物质的消耗殆尽、有毒代谢产物的不断积累,菌丝体生长受

到抑制,菌丝体开始代谢自身的结构物质,细胞死亡率增加,导致菌丝体干重在衰亡期开始下降。 方差分析表

明 4 个地点的木蹄层孔菌在 PDA 液体培养基中 23 益培养,生物量积累无明显差异。

图 1摇 4 个地点的木蹄层孔菌菌落在 PDA 固体培养基中生长

摇 Fig. 1 摇 Extension of the colony of Fomes fomentarius from

four locations

实心标记是在23益培养条件下测定,空心标记是在28益培养条件

下测定

图 2摇 4 个地点的木蹄层孔菌在 PDA 液体培养基中中生长

摇 Fig. 2摇 Growth of Fomes fomentarius from four locations in PDA

on PDA plate liquid medium

2. 2摇 木蹄层孔菌木质素降解相关酶活性的比较

4 个地点的木蹄层孔菌漆酶(Lac)、木质素过氧化物酶(Lip)、锰过氧化物酶(Mnp)活性比较见图 3—图

8。 4 个地点的木蹄层孔菌的 3 种酶酶活性在 12 d 内均逐渐增高。 在完全培养基中培养 12 d 内,只有本溪木

蹄层孔菌漆酶活性与其他 3 地点木蹄层孔菌漆酶活性存在一定差异;在 PDA 培养基中,4 个地点木蹄层孔菌

的 3 种酶在培养的 12 d 内酶活性均无显著差异。 从培养基类型来看:由纵坐标轴酶活性数值的范围可以很

直观的看到,PDA 培养基中 4 个地点木蹄层孔菌的 3 种酶酶活性均明显高于完全培养基,特别是漆酶和锰过

氧化物酶,其酶活性相差 2 倍左右。 原因可能在于 PDA 培养基的营养较完全培养基丰富,所以 3 种酶在 PDA
培养基上的活性均远大于完全培养基。 方差分析(表 2)表明,在完全培养基和 PDA 培养基中,因培养时间不

同导致木蹄层孔菌 3 种酶活性存在极显著差异。 但对不同地点间同种酶活性比较时,只有漆酶活性存在一定

差异,而木质素过氧化物酶,锰过氧化物酶活性在不同地点间差异不显著。

图 3摇 4 个地点的木蹄层孔菌 Lac 在完全培养基中活性

摇 Fig. 3 摇 The activities of laccase produced by Fomes fomentarius

from four locations in complete medium

图 4摇 4 个地点的木蹄层孔菌 Lac 在 PDA 培养基中活性

摇 Fig. 4 摇 The activities of laccase produced by Fomes fomentarius

from four locations in PDA medium

2. 3摇 木蹄层孔菌居群间 SRAP 标记遗传多样性

2. 3. 1摇 木蹄层孔菌 SRAP鄄PCR 反应体系优化及引物筛选

(1)单一因素变量优化 SRAP鄄PCR 反应体系(图 9)
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图 5摇 4 个地点的木蹄层孔菌 Lip 在完全培养基中活性

摇 Fig. 5 摇 The activities of lignin peroxidase produced by Fomes

fomentarius from four locations in complete medium

图 6摇 4 个地点的木蹄层孔菌 Lip 在 PDA 培养基中活性

摇 Fig. 6 摇 The activities of lignin peroxidase produced by Fomes

fomentarius from four locations in PDA medium

图 7摇 4 个地点的木蹄层孔菌 Mnp 在完全培养基中活性

摇 Fig. 7 摇 The activities of manganese peroxidase produced by

Fomes fomentarius from four locations in complete medium

图 8摇 4 个地点的木蹄层孔菌 Mnp 在 PDA 培养基中活性

摇 Fig. 8 摇 The activities of manganese peroxidase produced by

Fomes fomentarius from four locations in PDA medium

表 2摇 木质素酶活性双因素方差分析

Table 2摇 Two鄄way ANOVA of lignin degradation enzyme activities

木质素降解酶
Lignin degradation enzyme

完全培养基 Complete medium
Ftime Flocation

PDA 培养基 PDA medium
Ftime Flocation

Lac 52. 13** 4. 66吟 43. 44** 3. 251吟

Lip 43. 44** 3. 25 113. 13** 0. 534

Mnp 125. 59** 3. 26 493. 69** 1. 359

摇 摇 **琢<0. 01, *琢<0. 05,吟<0. 1

在体系玉中,随着 dNTP 浓度的降低,编号 3 的背景颜色较深,且条带较少,编号 1 和 2 背景颜色浅、条带

较清晰,说明 dNTP(2. 0mmol / L) 2. 0 滋L,1. 8 滋L 时都较合适;在体系域中,随着 Mg2+浓度的减少,背景颜色加

深,条带丰富度减少,说明 Mg2+(25 mmol / L) 2. 0 滋L 时电泳效果最佳;在体系芋中,随着引物浓度的降低条带

清晰度下降,编号 7 的浓度较适宜,即引物(4 滋mol / L)2. 0 滋L 时电泳效果较好。
(2)正交设计优化 SRAP鄄PCR 反应体系(图 10)
根据条带整齐、条带丰富、清晰度高、背景颜色浅的原则,确立木蹄层孔菌 SRAP鄄PCR 最佳反应体系为编

号 7 的组合:Mg2+(25 mmol / L)1. 6 滋L,dNTP(2. 0 mmol / L)2. 0 滋L,引物(4 滋mol / L)2. 0 滋L,DNA 20 ng,10伊
PCR buffer(含 K+)2. 5 滋L,Taq(5 U / 滋L)0. 25 滋L,ddH2O 补齐体系 25 滋L。

(3)引物筛选

分别对 8伊16 对引物组合用该反应体系进行 SRAP 电泳,筛选出多态性好的 10 对引物组合,分别为:
me1—em2,me2—em7,me2—em9,me2—em12,me2—em13,me3—em14,me3—em16,me4—em6,me5—em13,
me9—em17。
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图 9摇 单一变量 SRAP鄄PCR 电泳检测

Fig. 9摇 SRAP鄄PCR profile of single factor variable

摇 泳道编号与设计表中编号相对应。 M 为 DL2000 DNA Marker,泳

道 1—3 是 dNTP 浓度变化梯度,泳道 4—6 是 Mg2+浓度变化梯度,

泳道 7—9 是引物浓度变化梯度

图 10摇 正交设计 SRAP鄄PCR 电泳检测

Fig. 10摇 SRAP鄄PCR profile of orthogonal design

2. 3. 2摇 木蹄层孔菌遗传多样性

采用筛选出的 10 对 SRAP 引物扩增 4 个居群共 20 个样品,共扩增得到 906 条带,平均每对引物扩增的

条带数为 90. 6 条,位点分子量范围均在 100—1800 bp 之间(图 11)。 共检测 252 个位点,其中多态位点 163
个,总多态位点比率(PPB)为 64. 68% (表 3)。 所谓多态位点是指在该位点上扩增 DNA 片断出现的频率小

于 0. 99 的位点,而多态位点百分率是衡量物种遗传变异水平高低的一个重要指标,是度量遗传多样性的重要

参数。 通过对 4 个地点木蹄层孔菌居群的 SRAP鄄PCR 电泳图谱中多态位点和总位点数目的谱带计数和计算

得出 4 个木蹄层孔菌居群间遗传多样性比较,4 个居群间的多态位点百分率介于 58. 33%—69. 70% ,说明各

居群内的遗传多态性水平较高,居群间的多态性差异不大,其中本溪最高,长白山最低(表 4)。 另外,木蹄层

孔菌各居群间等位基因数、有效等位基因数和 Shannon 指数由大到小排列顺序与多态位点比率也基本相同,
均为本溪、帽儿山、凉水和长白山。

表 3摇 10 对引物扩增的多态位点数

Table 3摇 The number of polymorphic loci amplified from ten pairs of primers

引物对序号
Code of primer pairs

多态位点数
The number of
polymorphic loci

总位点数
Total number of
polymorphic loci

引物对序号
Code of primer pairs

多态位点数
The number of
polymorphic loci

总位点数
Total number of
polymorphic loci

me1—em2 12 25 me2—em7 15 26

me2—em9 13 21 me2—em12 18 28

me2—em13 14 27 me3—em14 15 21

me3—em16 7 21 me4—em6 24 29

me5—em13 22 28 me9—em17 23 26

总计 163 252

表 4摇 4 个木蹄层孔菌居群的遗传多样性比较

Table 4摇 Comparison of genetic diversity of Fomes fomentarius from four populations

居群
Population

位点总数
Number of

loci

多态位点总数
Number of

polymorphic loci

多态位点比率
Percentage of

Polymorphic / %

等位基因数
Number of
alleles

有效等位基因数
Effective number

of alleles

Shannon 指数
Shannon忆s

information index

本溪摇 66 46 69. 70 1. 1423 1. 1358 0. 2856

帽儿山 62 42 67. 74 1. 1367 1. 1302 0. 2471

凉水摇 64 40 62. 50 1. 1226 1. 1174 0. 2389

长白山 60 35 58. 33 1. 1169 1. 1054 0. 2037
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摇 图 11摇 SRAP鄄PCR 电泳图

Fig. 11摇 SRAP鄄PCR profiles of the four populations generated with primers me2—em13 and me5—em13

M 为 DL2000 DNA Marker,泳道 1—5 为凉水居群,泳道 6—10 为长白山居群,泳道 11—15 帽儿山居群,泳道 16—20 为本溪居群

2. 3. 3摇 木蹄层孔菌种群间的遗传分化

运用 AMOVA 对木蹄层孔菌居群的遗传分化分析结果表明(表 5),居群内方差分量的贡献率占 75. 26% ,
而群体间方差分量的贡献率占 24. 74% 。 这一结果与多态位点比率分析的情况相吻合。 由此可见,木蹄层孔

菌的遗传分化主要存在于居群内部。

表 5摇 居群遗传分化的 AMOVA 分析

Table 5摇 AMOVA analysis of genetic differentiation of the populations

变异来源
Source of variation

自由度
df

变异分量
Variance components

变异贡献率
Percentage of variation / %

群体间 Among populations 3 3. 14 24. 74
群体内 Within populations 16 9. 55 75. 26
总和 Total 19 12. 69
遗传分化指数 Fst 0. 247

2. 3. 4摇 4 个木蹄层孔菌居群间遗传关系

遗传一致度常用来判断居群之间的亲缘关系。 居群间遗传距离是遗传变异的尺度。 遗传一致度和遗传

距离从不同角度反映不同居群之间的遗传分化程度。 由表 6 可知,4 个木蹄层孔菌居群间的遗传一致度介于

0. 5342—0. 7376 之间,遗传距离介于 0. 2628—0. 4654 之间,表明 4 个木蹄层孔菌居群之间存在一定的遗传变

异。 由 Nei忆s 距离聚类结果(图 12)可判断,帽儿山、本溪、长白山的木蹄层孔菌居群与凉水木蹄层孔菌居群存

在较大遗传分化。

表 6摇 4 个木蹄层孔菌居群间遗传一致度和遗传距离

Table 6摇 Identity of gene and genetic distance of Fomes fomentarius among the four populations

居群
Location

帽儿山
Maoer Mountain

凉水
Liangshui

长白山
Changbai Mountain

本溪
Benxi

帽儿山 Maoer Mountain **** 0. 6216 0. 6836 0. 7376
凉水 Liangshui 0. 4281 **** 0. 5379 0. 5342
长白山 Changbai Mountain 0. 3135 0. 4623 **** 0. 5716
本溪 Benxi 0. 2628 0. 4654 0. 3787 ****

摇 摇 右上角为遗传一致度( I),左下角为遗传距离(D)
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图 12摇 4 个木蹄层孔菌居群遗传距离聚类图

摇 Fig. 12摇 UPGMA dendrogram for the four populations of Fomes

fomentarius based on Nei忆s genetic distance

3摇 讨论

周绪申等[22]报道木蹄层孔菌营养菌丝生长最适培

养温度为 28 益,而本研究结果表明木蹄层孔菌在 23 益
下培养生长更快,与刘欣等[23]研究结论相一致,原因可

能与本实验菌株生长在东北地区,长期适应于较低温

度,因而后续试验所用待测菌株均采用 23 益的培养温

度进行培养。
Persson 等[24] 研究表明居群内的基因多样性与取

样的数目成正比。 由于本研究取样数目较少,每一地点

取 5 个样品,这在一定程度上可能影响居群的多样性水平。 但是,由于真菌的繁殖特点有别于高等植物,加大

居群的取样数量是否能增加多样性水平还有待于进一步研究。
遗传多样性随着海拔的增加发生显著的变化[25]。 在利用 SRAP 标记研究木蹄层孔菌 4 个居群的遗传多

样性和遗传变异时,得到多态位点比率最高的是本溪,长白山最低,这一结果可能与海拔有关,由于在四个地

点中,长白山的海拔最高,而高海拔居群受到低温和紫外线胁迫等影响[25],并且长白山也已到了木蹄层孔菌

分布的最极限,其种群分布相对隔离。 但具体的木蹄层孔菌遗传变异是否与海拔等环境因素有关,还有待进

一步研究。
居群间的地理距离往往影响种群间遗传分化的分布[26]。 由 Nei忆s 遗传距离生成的聚类图(图 12)可知,

来自帽儿山和本溪的木蹄层孔菌首先聚在一起,然后与来自长白山的菌株聚为一大类,最后才与凉水菌株聚

类。 这一结果与它们的地理分布格局不相吻合,可能与它们之间的生境隔离和繁殖方式有关,更深入的研究

还有待于进行。
不同生物材料所适合的 SRAP 体系不同,李严和张春庆[27]利用 SRAP 技术对不同西瓜杂交种的 DNA 进

行检测,对 PCR 反应体系中 dNTPs、Mg2+、酶用量等因素进行优化并筛选得到适宜的 SRAP 反应体系。 本研究

也对 SRAP鄄PCR 体系进行了优化,在进行单一因素变量优化试验时,发现当 Mg2+,dNTP,引物均为 2. 0 滋L 时

PCR 电泳检测效果最好,但是通过正交试验发现若 3 个因素都选择 2. 0 滋L,却不是反应的最佳体系,说明各

因素间有交互作用,所以后续正交设计优化体系是有必要的。
SRAP 一般除用 6%的聚丙烯酰胺凝胶电泳外,也可用 2. 0%的琼脂糖凝胶分析多态性[28],但分辨的条带

较少,分辨率较低[29]。 本研究结果显示,由筛选出的 10 对 SRAP 引物扩增 4 个居群的 20 个样品,1. 5%琼脂

糖凝胶电泳检测到 906 条带,条带丰富,可分辨差异条带,所以无需使用聚丙烯酰胺凝胶电泳来分离检测,这
样既减少了工作量又能同时分析多个样品,并且还减少了毒性和环境污染。

本文研究了东北地区 4 个地点的木蹄层孔菌的木质素降解酶活性、4 个木蹄层孔菌居群的遗传多样性水

平,因本研究所调查的 4 个研究地点的木蹄层孔菌居群具有一定的典型性和代表性,可以代表整个东北地区

森林生态系统中的木蹄层孔菌,所以本研究结果为该地区木蹄层孔菌的进一步研究和利用提供重要依据。
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