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红汁乳菇 、半血红乳菇及橙色乳菇的
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摘要:从分子角度对红汁乳菇(Lactarius hatsudake)、半血红乳菇(Lactarius semisang ui f luus)及
橙色乳菇(Lactarius akahatsu)的分类地位进行了阐述。利用真菌通用引物对湖南衡阳的红汁乳
菇 rDNA 的转录间隔区(ITS)进行扩增 、测序。所得序列与 GenBank中的半血红乳菇及橙色乳菇

的 ITS序列比较 ,最后得出 Lactarius semisangui f luus 和 Lactarius hatsudake 是同物异名 ,而
Lactarius semisangui f luus和Lactarius akahatsu 则不是同种的结论;试验中还发现 GenBank中

的 AF096988 Lactarius semisangui f luus 是错误的命名种 ,应该是乳菇属中的松乳菇。
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rDNA ITS Analysis of Lactarius hatsudake ,
Lactarius semisangui f luus and Lactarius akahatsu
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Abstract:The rDNA ITS o f Lactarius hatsudake f rom Hengyang ,Hunan Province w as amplif ied

using common primers of fungi and sequenced , the sequnce of w hich w as compared w i th those of

Lactarius semisangui f luus and Lactarius akahatsu f rom GenBank.The result show ed that Lac-
tarius semisangui f luus is the same species to Lactarius hatsudake , and Lactarius semisangui -

f luus i s different f rom Lactarius akahatsu.Besides , the AF096988 Lactarius sem isangui f luus in

GenBank w as w rong ly named and should be Lactarius deliciosus.
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　　红菇科中的乳菇属(Lactarius)是一类肉质细

嫩 ,味道鲜美独特 ,营养丰富的食 、药两用经济真菌 。

其中部分种的多糖提取物对肉瘤-180 和艾氏腹水

癌有抑制作用[ 1] 。传统真菌分类的主要依据是子实

体宏观或微观的形态结构特征 ,但表型特征受环境

影响较大 ,这就使得在不同环境条件下生长的同一

种真菌经常表现出较大的形态差异 ,造成以形态结

构特征分类结果具有一定的局限性 。现代生物技术

表明 ,以 DNA 核苷酸序列为基础的基因型则相对

稳定 ,因此 ,采用 DNA分子序列进行物种分类和鉴

别 ,结果更加准确可靠。王向华
[ 2]
根据显微结构及

外部形态讨论了红汁乳菇(Lactarius hatsudake)、

半血红乳菇(Lactarius sem isangui f luus)及橙色乳

菇(Lactarius akahatsu)的分类关系 ,认为 Lactari-

us sem isangui f luus 为Lactarius akahatsu 的异名 ,

并与 Singe r 的看法一致;同时 ,认为毕志树等[ 3] 将

Lactarius semisangui f luus 作为 Lactarius hat-

sudake的异名处理不合适。针对上述 3 种乳菇分

类存在的分歧 ,利用 PCR和基因测序技术对它们的

核糖体 DNA 的 ITS 区序列进行分析 ,阐述了它们
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的分类地位及相互关系。

1　材料和方法

1.1　材料

试验用 Lactarius hatsudake 材料 (编号:
lihe016)采自湖南衡山 ,经中南林业科技大学周国

英教授鉴定。

1.2　方法
1.2.1　子实体 DNA 的提取　用硅胶干燥 Lact-

arius hatsudake 子实体至硅胶无颜色变化:①样品

+石英砂+PV P ,在液氮中冷冻后迅速研磨至粉末
状;②加入预热的 4×CTAB(混有 PVP 、巯基乙醇)

700μL , 65℃水浴 2 h;③加入等体积的氯仿-异戊

醇混合液(24∶1)700μL ,轻摇 3 ～ 5min , 13 000 r/
min离心10min 后取上清 ,重复 1次;④加700×2/

3μL 的异丙醇(预冷-20 ℃)抽提 ,加入 NaAC 轻摇 、

13 000 r/min 离心 10min ,弃上清;⑤200μL 70%乙
醇洗 2 次 , 13000 r/min 离心 2min 弃 上 清;

⑥200μL 100%乙醇洗 1 ～ 2 次 , 13 000 r/min 离心

2min弃上清 , 放入 37℃烘箱干燥;⑦加双蒸水

30μL ,2μL RNA 酶 ,在 DNA 样品中混合均匀 ,放

入 36 ℃烘箱保温大于 30min ,除去 RNA 。
1.2.2　rDNA ITS PCR扩增

1.2.2.1　引物　本试验采用引物为真菌通用引物 ,

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成 。
ITS1:TCCG TAGG TGAACCTGCGG

ITS4:TCCTCCGCTTA TTGA TATGC

1.2.2.2　PCR 反应体系(25μL)　10×缓冲液
2.5μL , dNTP (各 2.5mmo l/L)1μL ,引物各 1μL ,

Taq酶 (5μ/μL)0.25μL , 模板 DNA1μL , ddH 2O

18.25μL。
1.2.2.3　PCR反应条件　95℃变性 5min;95 ℃变

性 30 s , 56 ℃退火 30 s , 72 ℃延伸1min ,共 40个循

环;72℃延伸 10min。
1.2.3　PCR扩增产物测序 　将 PCR扩增产物纯

化后克隆至 PMD18-T 质粒上 ,再转化至 E.col i

感受态细胞中 ,采用含 X-Gal , IPTG , Amp LB 蓝

白斑平板法筛选克隆成功的菌落 ,阳性克隆用液体

LB培养基培养 。挑取白色菌落培养做 PCR检测 ,

剔除假阳性菌株 ,对克隆成功的菌株送上海生工生
物工程技术服务有限公司做正反双向测序 ,以保证

测序的准确率 ,利用 Bioedi t软件拼接得完整序列。

1.2.4　rDNA ITS序列分析　在 GenBank 核酸序

列数据库(ht tp://www .ncbi.nlm .nih)中搜索并

下载它们 Lactarius hatsudake , Lactarius sem isan-

gui f luus和 Lactarius akahatsu 及乳菇属其他部分

种的 ITS 序列(含 5.8S 区)与本试验所测的衡阳

Lactarius hatsudake (编号:lihe016)rDNA ITS 序

列利 用 ClustalX 软 件 将 序 列匹 配 排 列 , 用
MEGA 3.1软件基于 Kimura2-pa rameter 模型计算

遗传距离 , 并采用近邻归群法(neighbo r-joining ,

NJ)构建系统发育树 ,以红菇属中的 Russula vino sa

作为外群 ,经 boo tst rap法 ,1 000次循环检验系统树

的可靠性。

2　结果与分析

2.1　rDNA ITS区 PCR扩增结果

Lactarius hatsudake 的 rDNA ITS 区(含 5.8S

区)PCR扩增电泳结果见图 1。从图 1可以看出 ,

ITS 区 PCR 扩增的条带特异 、效果好 。 rDNA 用

TIANGEN公司生产的 TIANquick Midi Purification

DNA 纯化试剂盒纯化后用于下一步的克隆 、测序。

图 1　rDNA ITS区 PCR扩增电泳图谱

2.2　rDNA ITS区测序结果

Lactarius hatsudake 的 rDNA ITS区测序所用

测序仪器为 ABI PRISM 3730 ,测序试剂为 BigDye

terminato r v3.1。 lihe0016 号菌 rDN A ITS 区段

(含5.8S区)长度为 686bp ,序列结果如下:
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2.3 　Lactarius hatsudake 与 Lactarius semisan-

gui f luus和 Lactarius akahatsu ITS 遗传距离

Renske 等[ 4]认为 ,通过 ITS 区域比对 ,序列相

似性大于 99% ,鉴别为相同种;序列相似性大于

95%,且小于 99%,鉴别为相同属;序列相似性小于
95%,鉴别为相同科。把本次所测衡阳 lihe016 号

Lactarius hatsudake 的 ITS 区序列与 GenBank 中

的 Lactarius sem isangui f luus 和 Lactarius akaha-
tsu ITS 序列利用 MEGA3.1软件计算遗传距离 ,结

果见表 1。
表 1　Lactarius hatsudake 与其他乳菇 ITS区序列遗传距离

项目 [ 1] [ 2] [ 3] [ 4] [ 5] [ 6] [ 7] [ 8]

[ 1]

[ 2] 0.013

[ 3] 0.028 0.033

[ 4] 0.033 0.038 0.008

[ 5] 0.026 0.031 0.005 0.006

[ 6] 0.026 0.030 0.010 0.010 0.005

[ 7] 0.026 0.030 0.010 0.010 0.005 0.000

[ 8] 0.035 0.035 0.035 0.040 0.037 0.035 0.035

　注:[ 1] EF141556 L.akahatsu , [ 2] EF141544 L.akahatsu, [ 3]
EF141555 L.hatsudake , [ 4] lihe016 L.hatsudake , [ 5] EF141545
L.hatsudake , [ 6] DQ116911 L.semisangui f luus, [ 7] DQ116910

L.semisangui f luus, [ 8] AF096988 L.semisangui f luus

从表 1可以看出 , [ 3] 、[ 4] 、[ 5] 、[ 6] 、[ 7]号等 5

株菌之间的遗传距离为 0 ～ 0.010 ,即同源性大于

99%,说明这 5株菌亲缘关系非常近 ,提示 Lactari-

us semisang ui f luus 菌可能是 Lactarius hatsudake

的异名;[ 1] 、[ 2] 号 Lactarius akahatsu 与其他菌株

的遗传距离为 0.026 ～ 0.038 ,即同源性小于 99%,

说明这两株菌与其他菌株关系较远 ,提示 Lactarius

akahatsu不太可能是 Lactarius semisangui f luus的异

名;[ 8]号 AF096988 Lactarius semisangui f luus 菌株

与其他菌株的遗传距离为 0.035 ～ 0.040 ,提示 Gen-

Bank中的 AF096988 Lactarius semisangui f luus可能

是一个错误的命名种。

2.4　乳菇属系统发育树的构建

通过构建系统树也是一种很好的鉴定种的方

法 , Taylo r等提出的 GCPS (Gcncalogical Concor-

dancc Phylog cnctic Spccics Rcc ogni tion)方法对鉴

定种更具有科学严谨性
[ 5]
。从 GenBank 中下载乳

菇属部分种的 ITS 序列与本试验所测得 Lactarius

hatsudake的 ITS 序列构建 NJ系统发育树 ,见图 2。

从 NJ 系统树中可以看出 Lactarius hatsudake 和

Lactarius semisangui f luus以1 00%的高置信度聚

在一支上 ,说明它们是同一个乳菇种 ,即 Lactarius

semisangui f luus 是 Lactarius hatsudake 的异名 ,
这与毕志树等[ 3] 将 Lactarius semisangui f luus作为

Lactariushatsudake的异名一致;同时还可以看出

图 2　基于乳菇属 rDNA ITS序列构建的 NJ系统发育树

Lactarius akahatsu簇在系统树中独立于 Lactarius

sem isangui f luus簇之外 ,并不支持它们归为同一个

种 ,国内有文献将 Lactarius sem isangui f luus 作为

Lactarius akahatsu 的异名处理 ,显然这一归并是不

合适的;此外 ,从系统树中还可以看出 GenBank 中

的 AF096988 Lactarius semisangui f luus以 99%的

高置信度与 Lactarius deliciosus 归为一支 ,而不与

其它的 Lactarius sem isangui f luus聚类 ,提示它可

能是一个错误的命名种 ,应该是乳菇属中的松乳菇

种 Lactarius deliciosus 。

3　结论

ITS(internal t ranscribed spacers)是 rDNA 中

介于 18S 和 5.8S 之间(ITS1)以及 5.8S 和 26S 之

间(ITS2)的非编码转录间隔区 。它包括 3个部分:

5.8亚基 、ITS1 和 ITS2两个间隔区。该区可以直

接用于 PCR扩增 ,具有高度重复性 ,在长度上高度

保守性和在科 、属 、种水平上的高度特异性 , 因此已

经被广泛应用作一种分子标记 ,进行系统发育研究

和物种鉴定[ 6] 。本试验基于乳菇的 ITS 序列构建

系统发育树 , 发现 Lactarius semisangui f luus 和

Lactarius hatsuda 是同一个种 , (下转第 109页)
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由表 3 可看出 , 第一主成分的贡献率为

65.29%,特征根为 3.917 3 ,特征向量以瘦肉率(x6)

最大;说明第一主成分值越大 ,瘦肉率越高 ,称之为

瘦肉因子 。第二主成分的贡献率为 17.04%,特征

根为 1.0224 , 特 征向量以屠 体率(x1)最 大

(0.9112),且与其他性状间的相关程度很弱 , 可单

独描述鸭的屠宰性能特征 ,称之为特征因子。第三

主成分的贡献率为 12.62%,特征根为 0.7571 ,特

征向量以腿肌率(x5)最大 ,说明第三主成分值越大 ,

腿肌率越大 ,称之为腿肌因子 。
2.3　杂交效果分析

本研究选取前 3个主成分 ,将不同杂交组合各

性状标准化表型值的平均数分别代入主成分表达

式 ,得到相应的主成分值 P i ,从而计算出不同杂交

组合的杂交效果综合值Y k ,见表 4。由表 4可知 ,在

3个杂交组合中 ,以 LBLY 即(绿×北)×(绿×樱)

组合最好 , LBY即(绿×北)×樱组合次之 , LBLJ 即

(绿×北)×(绿×江)组合较差。 LBY 瘦肉率高于

LBLY ,但其他指标较低;而 LBLJ则所有指标都较

LBLY低 。

表 4　标准化主成分值及杂交效果综合排序

杂交组合 P1 P2 P 3 Y k 排序

LBLY 0.8980 0.9854 -0.269 9 0.7201 1

LBLJ 0.8530 0.9777 -0.261 6 0.6905 3

LBY 0.8898 0.9531 -0.245 5 0.7124 2

3　讨论

该项研究利用主成分分析把 6个指标综合成了

3个复合指标 ,3个特征根的累计贡献率达94.95%,

完全反映了原指标的信息;并以此为基础 ,建立了综

合评定杂交效果的线性方程 ,对 3个杂交组合杂交

效果进行了排序 。综合排序结果表明 , LBLY 的杂

交效果最好 ,这是因为其既保持了北京鸭和樱桃谷

鸭瘦肉率高的优点 ,其含有的 1/2绿头野鸭血统又

使其继承了绿头野鸭肉质好的特点 ,相对于 LBY较

暗淡的肉色和 LBLJ较低的瘦肉率而言 ,不失为最

佳的杂交组合。但对于品系(品种)培育而言 ,还需

要在后代中保持这种优势的稳定性 ,需要进一步的

选育。
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Lactarius semisangui f luus 和 Lactarius akahatsu

是两个不同的种 ,GenBank中的 AF096988 Lactar-

ius sem isangui f luus 可能是一个错误的命名种 ,而

是乳菇属中的 Lactarius deliciosus 。
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