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摘　要：本试验对采自青岛崂山景区的紫丁香蘑（Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ）新 鲜 子 实 体 进 行 组 织 分 离、纯 化 与 鉴 定，获 得 紫 丁

香蘑纯培养菌丝体。挑选无病虫害，朵形正常紫丁香蘑子实体，选取菌盖与菌柄交界处进行组织分离获得菌丝，提

取基因组扩增ＩＴＳ序列，根据ＩＴＳ序列聚类分析进行菌株鉴定。经ＩＴＳ序列聚类分析证实其为紫丁香蘑。紫丁香

蘑菌丝生长最适培养基：黄豆粉培养基，在该培养基上菌丝生长速度快、淡紫色菌丝致密。该方法获得了紫丁香蘑

的纯培养菌株，为进一步开发和利用紫丁香蘑提供了科学依据。
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　　紫丁香蘑（Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ（Ｂｕｌｌ．：Ｆｒ）Ｃｏｏｋｅ）又
名紫晶蘑、裸口蘑［１］，在真菌分类中隶属于担子菌亚

门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔｉｎａ），伞 菌 目（Ａｇａｒｉｃａｌｅｓ），白 蘑 科

（Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｔａｃｅａｅ），香 蘑 属 （Ｌｅｐｉｓｔａ），与 松、榛、
山杨形成外生菌根［２］。紫丁香蘑是一种名贵的药食

皆用的野生真菌，黑龙江省分布范围较广，但是数量

稀少，由于长期的、大量的采摘，野生紫丁香蘑的数

量连年下降，为满足市场需求，人工栽培已成为必然

趋势。

紫丁香蘑，口味鲜嫩甜美，有浓郁、独特的菇香，
子实体中含有人体必须氨基酸、维生素及矿质元素，
具有较高的营养价值［３］，是一种珍稀的野生食用菌。

Ｗｕ［４］等研究紫丁香蘑提取物有较好的抑制癌细胞

生长的作用，并具有潜在的天然抗氧化性。有研究

表明，紫丁香蘑提取物对小白鼠肉瘤１８０和艾氏癌

的抑制率分别为９０％和１００％，具有较高的防癌、抗
癌应用价值［５］，使紫丁香蘑具有广泛的市场应用前

景。但紫丁香蘑野生数量较少，人工栽培困难，未实
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现规模化人工栽培，市场供不应求。本试验获得野

生紫丁香蘑菌 丝 体 纯 培 养，并 通 过ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序

列分析确定为紫丁香蘑，确定青岛崂山地区存在野

生紫丁香蘑，为今后紫丁香蘑的栽培驯化奠定科学

基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　供试菌株

２０１６年９月采 自 崂 山 北 九 水 的 野 生 紫 丁 香 蘑

新鲜子实体，组织分离纯化获得的紫丁香蘑纯培养

菌株作为供试菌株，命名为ＬＮ－１。

１．１．２　培养基

（１）ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼
脂２０ｇ，水１　０００ｍＬ，ｐＨ自然

（２）黄豆粉培养基：黄豆粉４０ｇ，蔗糖２０ｇ，蛋白

胨２ｇ，酵母粉２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，
琼脂２０ｇ，水１　０００ｍＬ，ｐＨ６．５

（３）玉米粉培养基：玉米粉４０ｇ，蔗糖２０ｇ，蛋白

胨１０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４４ｇ，ＭｇＳＯ４２．５ｇ，琼 脂２０ｇ水

１　０００ｍｌ，ｐＨ自然

１．２　试验方法

１．２．１　组织分离与纯化

采用新鲜野生紫丁香蘑子实体进行组织分离，
选取无病虫害，朵形正常，生长健壮的子实体。在超

净工作台中，用７５％乙醇将子实体消毒２～３遍，无

菌挑取菌柄 菌 盖 连 接 处 组 织 块，接 种 于ＰＤＡ培 养

基、黄豆粉培养基和玉米粉培养基平板中。每个平

板放３块组织块，于２５℃恒温培养，５ｄ后进行菌种

纯化获得紫丁香蘑菌株纯培养。

１．２．２　菌株形态学鉴定

测量紫丁香蘑野生子实体菌盖直径，菌柄长度

等指标，依 据 野 生 子 实 体 形 态 特 征，参 照《中 国 蕈

菌》［６］进行初步鉴定。

１．２．３　菌株ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析

１．２．３．１　菌丝体ＤＮＡ提取

采用 Ｅｚｕｐ柱 式 真 菌 ＤＮＡ 抽 提 试 剂 盒 提 取

ＤＮＡ。
（１）从菌丝体固体平板上刮取约１００ｍｇ菌丝，

在加有液氮的研钵中研磨至粉末状，迅速将粉末转

移至已预冷的１．５ｍＬ离心管中，并加入６００μＬ缓

冲液ＦＧ１，剧烈混匀。
（２）将样品６５℃温育１０ｍｉｎ，温育期间颠倒离

心管两次使样品混匀。

（３）加 入１４０μＬ 缓 冲 液 ＦＧ２，并 剧 烈 混 匀，

１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。
（４）小心吸取澄清的裂解液于新的离心管中，切

勿吸到杂质或任何碎片。加入０．７倍体积的异丙醇

并旋涡使ＤＮＡ沉淀。
（５）１０　０００ｒ／ｍｉｎ离 心２ｍｉｎ，使ＤＮＡ形 成 块

状沉淀。
（６）小心弃掉上清液，将离心管倒置于吸水纸上

使残留液体流干。
（７）加入３００μＬ预热至６５℃的无菌水并旋涡

以重悬沉淀，加入４μＬ　ＲＮａｓｅ并混匀。
（８）加入１５０μＬ缓 冲 液ＦＧ３以 调 整 样 品 的 结

合条件，然后加入３００μＬ无水乙醇并旋涡以获得均

匀混合物。
（９）将全部样品（包括可能形成的沉淀）转移至

ＨｉＢｉｎｄ　ＤＮＡ纯化柱中（ＨｉＢｉｎｄ　ＤＮＡ柱提前置于２
ｍＬ收集 管 中），１０　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１ｍｉｎ以 结 合

ＤＮＡ，弃掉收集液。
（１０）向 ＨｉＢｏｎｄ　ＤＮＡ纯化柱中加入７００μＬ已

用无 水 乙 醇 稀 释 过 的 ＤＮＡ 洗 脱 缓 冲 液，１０　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃掉收集液。

（１１）再加入７００μＬＤＮＡ洗脱缓冲液重复洗脱

步骤，弃掉收集液。
（１２）将空柱１３　０００ｒ／ｍｉｎ离 心２ｍｉｎ，以 干 燥

ＤＮＡ。
（１３）将 ＨｉＢｉｎｄ　ＤＮＡ纯化柱放入新的１．５ｍＬ

离心管中，加 入１００μＬ已 预 热 至６５℃的Ｅｌｕｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ室温温育２～３ｍｉｎ，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ
洗脱ＤＮＡ。

（１４）将洗脱液重新加入纯化柱中再洗脱一次，
以获得ＤＮＡ溶液，后置于－２０℃／－８０℃保存。

１．２．３．２　样品ｒＤＮＡ　ＩＴＳ区的ＰＣＲ扩增

采用上海生工生物工程技术服务有限公司合成

的真菌核糖体基因间隔区通用引物ＩＴＳ１（５’ＴＣＣＧ－
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３’）和ＩＴＳ４（５’ＴＣＣＴＣ－
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３’）进 行 扩 增。ＰＣＲ扩 增

反应体系为：２×Ｔａｑ　ＰＣＲ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ　１５μＬ，通 用

引 物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４分 别１μＬ，模 板 ＤＮＡ　１μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ　１２μＬ。轻轻摇晃使其混合均匀，置于ＰＣＲ
仪中进行ｒＤＮＡ　ＩＴＳ区段的ＰＣＲ扩增［７］。

ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变

性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，共３５个

循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ扩增完成 后，产 物 经１．５％的 琼 脂 糖 凝 胶
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电泳检测，电压为１００Ｖ，产物和 Ｍａｒｋ上样量均为

５μＬ，电泳结 果 于ＢｉｏＤｏｃ－Ｉｔ　ＵＶＰ凝 胶 成 像 系 统

成像。

１．２．３．３　ＩＴＳ扩增产物的序列测定

将１．２．３．２中 得 到 的 样 品ＩＴＳ扩 增 产 物 直 接

送至有关公司测序，测序引物为ＰＣＲ引物。

１．２．３．４　ＩＴＳ扩增产物序列对比及分析

将测序 得 到 的 序 列，通 过 ＮＣＢＩ在 线Ｂｌａｓｔ，与

ＧｅｎＢａｎｋ中已被 测 序 成 功 的 羊 肚 菌 序 列 进 行 同 源

性比对。将样品序列于比对相似性高的相关基因序

列一起 进 行 聚 类 分 析。聚 类 分 析 采 用 ＭＥＧＡ７．０
软件进行；采 用 ＮＪ法（邻 近 遗 传 距 离 法）进 行 构 建

泊松检测聚类分析图，泊松值设定１　０００，种子选定

为“随机”，其他参数均为软件默认参数［８］。

２　结果分析

２．１　组织分离结果

紫丁香蘑组织分离，在三种不同培养基上培养

情况如表１。在ＰＤＡ培养基中紫丁香蘑菌株ＬＮ－
１菌丝生长缓慢，菌丝较细，淡黄色。在黄豆粉培养

基中菌丝粗壮，生长速度较快，菌丝淡紫色。在玉米

粉培养基中，菌丝较细，生长速度缓慢。图１中，（ａ）
（ｂ）是紫丁香蘑在ＰＤＡ平板的生长状态，（ｃ）是在黄

豆粉培养基的生长状态，在此培养基上菌丝密度最

大，菌丝生长态势最好，菌丝边缘比较整齐，确定黄

豆粉培养基为最适培养基。

表１　紫丁香蘑ＬＮ－１在三种培养基中生长情况

Ｔａｂｌｅ　１　Ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ＬＮ－１ｉｎ　ｔｈｒｅｅ　ｍｅｄｉｕｍ

培养基

Ｍｅｄｉｕｍ

菌丝密度

Ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ｄｅｎｓｉｔｙ

菌丝长势

Ｈｙｐｈａｅ　ｇｒｏｗ

颜色

Ｃｏｌｏｒ

菌落边缘整齐度

Ｃｏｌｏｎｙ　ｅｄｇｅ　ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ

ＰＤＡ培养基 ＋＋ ＋ 淡黄色 ＋＋

黄豆粉培养基 ＋＋＋ ＋＋＋ 淡紫色 ＋＋＋

玉米粉培养基 ＋＋＋ ＋＋ 淡紫色 ＋

　　备注：１、菌丝密度：＋ 较稀疏；＋ ＋ 稀疏；＋ ＋ ＋ 较密；＋ ＋ ＋ ＋ 浓密。

２、菌丝长势：＋ 较弱；＋ ＋弱 ；＋ ＋ ＋ 一般 ；＋ ＋ ＋ ＋ 强。

３、整齐度：＋不整齐；＋ ＋ 整齐；＋ ＋ ＋ 较整齐；＋ ＋ ＋ ＋ 最整齐。

图１　紫丁香蘑菌丝的生长情况

Ｆｉｇ．１　Ｍｙｃｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌ．ｎｕｄａ

２．２　野生菌株鉴定结果

菌株ＬＮ－１野生子实体群生，菇菌盖直径３．０
～５．０ｃｍ，扁半球形，菌盖大部分淡紫色，边缘内卷，
无条纹。菌肉带淡紫色，薄菌柄与菌盖同色，内实，
基部略有弯曲，长２．０～７．０ｃｍ，菌柄直径０．５～２．０

ｃｍ。菌褶较稀，淡紫色，直生或弯生，不等长。孢子

印带粉红色，孢子无色、表面具麻点至粗糙，椭圆形

或近卵圆形，双核菌丝具有锁状联合结构。初步鉴

定菌株ＬＮ－１为紫丁香蘑。
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图２　紫丁香蘑形态特征

Ｆｉｇ．２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌ．ｎｕｄａ

２．３　１８ｓｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析结果

测序得 到１８ｓｒＤＮＡ－ＩＴＳ区 段 的 基 因 片 段 长

度６６３ｂｐ，将获得的紫丁香蘑ＩＴＳ序列与ＮＣＢＩ的

ＧｅｎＢａｎｋ数据库进 行ＢＬＡＳＴ检 索 比 对，得 到 结 果

见表２，ＩＴＳ序列与基因库中的Ｌ．ｎｕｄａ的相似度最

高为９９％，确定该菌株为紫丁香蘑。

２．４　ＮＪ法构建聚类分析图

根据图３紫丁香蘑ＬＮ－１聚类分 析 结 果，ＬＮ
－１与Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ　ｊｈｐ２亲缘关系比较近，确定ＬＮ
－１为紫丁香蘑。

表２　ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行ＢＬＡＳＴ结果

Ｔａｂｌｅ　２　ＢＬＡＳＴ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｆｏｒ　ＮＣＢＩ’ｓ　ＧｅｎＢａｎｋ　ｄａｔａｂａｓｅ
序号

Ｎｕｍｂｅｒ
学名

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ｎａｍｅ
相似度

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
保藏号

Ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

１　 Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ　ｓｔｒａｉｎ　ｄｄ０８０４０　 ９９％ ＦＪ８１０１５４．１
２ Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ　 ９９％ ＫＴ９３２７０９．１
３　 Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ　ｓｔｒａｉｎ　ＣＺ５１６　 ９９％ ＦＪ７５５２２５．１
４　 Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ　ｓｔｒａｉｎ　ｊｈｐ２　 ９９％ ＫＪ５７７４７４．１

图３　紫丁香蘑ＬＮ－１聚类分析结果

Ｆｉｇ．３　ＬＮ－ｃｌｕｓｔｅｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｙｒｉｎｇｏｍｙｃｅｓ

３　讨论

食用菌菌种的分离与纯化，对野生食用菌的驯

化栽培意义重大。采用组织分离法进行野生紫丁香

蘑菌株的分离纯化，方法简单，成功率高，在生产实

践中被广泛应用。本试验对采自崂山的一株野生紫

丁香蘑ＬＮ－１进行了组织分离与菌种纯化获得了

紫丁香蘑的母种，通过对紫丁香蘑分离组织在不同
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培养基上的培养结果发现，黄豆粉培养基较适合该

菌株的生长。紫丁香蘑菌丝在黄豆粉培养基中生长

速度快，菌丝粗壮，淡紫色，是由于紫丁香蘑对氮源

的需求量比较大，黄豆粉供给紫丁香蘑充足氮源，所
以生长状况较好。

在真菌的分类中，传统的形态学分类造成该属内

同名异物和同物异名现象严重，因此现多采用形态学

分类和分子鉴定相结合的方式进行，确定菌株种类。
其中ＩＴＳ序列分析法因准确性高，简便易行而具有很

大的实用价值［９］。由于ＩＴＳ区不加入成 熟 核 糖 体，
所以ＩＴＳ片段在进化过程中承受的自然选择压力非

常小，因此能容忍更多的变异，在绝大多数的真核生

物中表现出了极为广泛的序列多态性，即使是亲缘关

系非常接近的２个种都能在ＩＴＳ序列上表现出差异，
显示最近的进化特征［１０］。香蘑属真菌的种间形态相

似性较高，单靠传统的分类学手段难以鉴定。本研究

对香蘑属子实体的分类鉴定是在形态学分类的基础

上，再利用ＩＴＳ序列分析法并构建聚类分析图，确定

ＬＮ－１与Ｌｅｐｉｓｔａ　ｎｕｄａ　ｓｔｒａｉｎ　ｊｈｐ２菌 株 相 似 度 为

９９％，且亲缘关系最近，从分子水平上反映香蘑属种

内和种间的遗传亲缘关系，并最终确定了供试子实体

ＬＮ－１的种属归类，所得结论与形态鉴定结果一致并

可相互印证，确定其为紫丁香蘑。青岛崂山地区紫丁

香蘑野生子实体的发现，丰富了对崂山野生真菌品种

的认识，为进一步研究崂山真菌种类奠定基础。
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