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不同羊肚菌菌株的遗传差异性与胃黏膜 
保护作用的比较研究

魏 巍1，余梦瑶1，许晓燕1，江 南1，叶利明2，罗 霞1,*
（1.四川省中医药科学院 中药细胞与分子生物学实验室，四川 成都 610041；

2.四川大学华西药学院，四川 成都 610041）

摘  要：为研究不同羊肚菌菌株之间的遗传差异性和比较不同菌株的胃黏膜保护作用。采用简单重复序列区间

（inter-simple sequence repeats，ISSR）分子标记技术，对羊肚菌进行了遗传差异性分析；以菌丝体干质量为指标，

比较不同菌株液体发酵的菌丝体生物量；研究不同菌株对酒精引起的小鼠急性胃黏膜损伤的保护作用。结果表明： 

16 株羊肚菌菌株可分为2 组，羊肚菌M1～M10生物量较高，羊肚菌M1、M2、M3的胃黏膜保护作用最好。不同羊

肚菌菌株在液体发酵生物量和胃黏膜损伤的保护作用方面存在较大的差异。
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Genetic Differences and Gastric Protective Effect of Morchella Strains
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Abstract: In this study, inter-simple sequence repeats (ISSR) molecular labeling technology was used to explore the genetic 

diversity of Morchella strains on the basis of mycelium biomass in submerged culture, and their gastric protective effects on 

ethanol-induced acute gastric mucosal injury model in mice were compared. Results showed that 16 Morchella strains were 

divided into two groups. The biomass of M1－M10 was higher than that of other strains, and the gastric protective effect of 

M1, M2 and M3 was better than that of other strains. Mycelium biomasses and gastric protective effects varied in different 

Morchella strains.
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我国羊肚菌资源丰富，分布广泛，据记载，在中国发

现的羊肚菌有8 个种，在全国20多个省均发现。羊肚菌不

仅味道鲜美而且具有极高营养保健价值。《中华本草》记

载：羊肚菌消食和胃，化痰理气。主治消化不良，痰多咳

嗽。还可以增强免疫[1]、抗辐射[2]、抗肿瘤[3]、保肝[4]、促进

胃排空与加强小肠推进[5-6]。最近的研究报道，尖顶羊肚菌

对多种实验型动物胃溃疡具有保护作用[7-8]，但是尚无文献

报道这种胃黏膜保护作用是否在菌株之间存在差异。本实

验利用分子生物学的手段研究了16 株野生羊肚菌的遗传差

异性，并比较了这16 株野生羊肚菌对酒精引起的胃黏膜损

伤的保护作用，研究了胃黏膜保护作用在菌种之间的差异

性，为开发具有功效的羊肚菌新产品在菌株选择上提供理

论依据。 

1 材料与方法

1.1 菌株和培养基

羊肚菌M1～M16于2004—2006年在四川省攀枝花、

阿坝州与甘孜州等地采集，通过组织或孢子分离而得，
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4 ℃条件下保存于PDA综合培养基上，每6 个月活化传代

一次（表1）。羊肚菌子实体为市场购买尖顶羊肚菌。

表 1 菌株信息表

Table 1 Information about Morechella strains

菌株编号 采集地点 采集年份 分离方法

M1 攀枝花 2004 孢子分离

M2 攀枝花 2004 孢子分离

M3 攀枝花 2004 组织分离

M4 阿坝州 2005 孢子分离

M5 攀枝花 2004 组织分离

M6 阿坝州 2005 组织分离

M7 攀枝花 2004 组织分离

M8 攀枝花 2004 组织分离

M9 攀枝花 2004 组织分离

M10 攀枝花 2004 组织分离

M11 攀枝花 2004 组织分离

M12 攀枝花 2004 组织分离

M13 攀枝花 2004 组织分离

M14 攀枝花 2004 组织分离

M15 甘孜州 2006 孢子分离

M16 甘孜州 2006 孢子分离

1.2 引物

所用引物参照加拿大哥伦比亚大学UBC公司公布的

第9套简单重复序列区间（inter-simple sequence repeats，
ISSR）引物序列（http://www.biotech.ubc.ca/services/naps/
primers/Primers.pdf），共100 个引物。

1.3 动物

昆明种小鼠，雌雄各半，18～22 g，由四川省中医

药科学研究院动物室提供（SPF级，合格证号：SCXK

（川）2005-19），动物实验前适应性饲养3 d。

1.4 ISSR聚类分析

1.4.1 DNA提取

采用十六烷基三甲基溴化铵（hexadecyltrimethy 

ammonium bromide，CTAB）法提取DNA[9]。

1.4.2 聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，

PCR）扩增

PCR反应体系[10]：模板DNA（100 ng/μL）1 μL、
10×PCR Buffer  （Mg 2+ f ree）2.0  μL、 ISSR引物

（10 μmol/L） 0.2 μL、Opti-Taq （2.5 U/μL）0.4 μL、
dNTPs Mixture （each 2.5 mmol/L）1.6  μL、Mg2+ 

（25 mmol/L）1.6 μL、ddH2O 13.2 μL。PCR扩增反应

程序：94 ℃充分变性5 min；94 ℃变性45 s，50 ℃退火

45 s，72 ℃延伸1 min，35 个循环；72 ℃延伸10 min；反

应完成后，PCR产物采用2%琼脂糖凝胶进行电泳，EB染

色后利用凝胶成像系统成像。

1.4.3 引物的筛选

根据条带清晰度、多态性以及重复性进行PCR反应，

以对100 个ISSR引物进行筛选，筛选获得引物见表2。

表 2 ISSR所用引物

Table 2 Primers used in ISSR

引物 5’→3’序列
条带数

多态率/%
总数 多态条数

807 TAT ATA TAT ATA TAT AG 20 20 100

808 ATA TAT ATA TAT ATA TYA 25 25 100

809 TAT ATA TAT ATA TAT ART 22 22 100

827 GGA TGG ATG GAT GGA T 21 21 100

842 DBD ACA CAC ACA CAC AC 20 20 100

855 TCT CTC TCT CTC TCT CRA 15 15 100

859 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 19 19 100

864 CTC TCT CTC TCT CTC TG 22 22 100

884 TCT CTC TCT CTC TCT CRG 22 22 100

885 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 25 25 100

886 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 21 21 100

888 ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA 27 27 100

889 GAT CAA GCT TNN NNN NAT GTG G 24 24 100

890 CAT GGT GTT GGT CAT TGT TCC A 21 21 100

891 GGG TGG GGT GGG GTG 20 20 100

总数 324 324 100

平均 21.6 21.6 100

1.4.4 PCR产物的电泳图谱分析

对各个分子标记的PCR产物的电泳图谱进行分别分

析。具有条带记为“1”，没有条带记为“0”，对每一

菌株和每一引物进行数据转换，进而将电泳图谱转化一

个仅包含“0”“1”的矩阵。采用NTSY Spc version 2.1

软件，运用非加权组平均（unweighted pair-group method 

with arithmetic means，UPGMA）法进行聚类分析。

1.5 生物量的测定与样品的提取

1.5.1 菌丝体的制备

使用前将保存菌种转入新鲜斜面活化，于25 ℃活化1

周；将活化的斜面琼脂块（1 cm2）接入液体种培养基中，

于25 ℃、150 r/min摇床培养7 d[10]。液体种子按体积分数

10%接入发酵培养基中，于25 ℃、150 r/min摇床培养7 d。

1.5.2 生物量的测定

发酵液3 000 r/min离心10 min，收集菌丝体，用蒸馏

水洗涤菌丝3 次，离心后菌丝体冷冻干燥后，置于干燥器

中保存。

1.5.3 样品提取

菌丝体冷冻干燥后，以20、15、10、10 倍蒸馏水在

功率800 W，超声提取4 次，每次30 min，超声时间5 s，

间隔5 s。将4 次提取液混合，60 ℃减压浓缩至0.1 g/mL（即

每0.1 g羊肚菌菌丝提取后浓缩至1 mL），－20 ℃保存。

1.6 胃黏膜保护作用比较

130 只KM种小鼠，雌雄各半，随机分为13 组，给

药组每日灌胃羊肚菌水提液或子实体水提液2 g生药/kg

（即提取液20 mL/kg），空白组和模型组给予等量蒸馏

水，小鼠连续灌胃9 d，实验前1 d 禁食不禁水24 h，第10

天各组灌胃样品30 min后，除空白组外，各组灌胃95%乙
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醇10 mL/kg，1 h后颈椎脱臼处死取胃，用磷酸盐缓冲液

冲洗胃内杂质，每只灌注3 mL福尔马林固定液后结扎幽

门，置入福尔马林固定液固定2 h。沿胃大弯剪开胃，在

解剖镜下记录观察胃黏膜损伤情况。按Guth评分标准，

计算胃黏膜损伤指数，并计算损伤抑制率[12]。

/% 100	

为比较各个菌株之间的胃黏膜保护作用的差别，统

计采用单因素方差分析，P＜0.05认为有显著差异，各组

之间的比较采用Duncan’s新复极差法比较。

2 结果与分析

2.1 ISSR多态性分析

将表2中15 个引物应用于正式实验。通过15 条引物

对16 个样本的扩增（图1），共得到扩增产物324 条，无

共有条带，多态性100%。

Marker   1    2     3    4    5    6    7    8    9   10   11    12   13   14    15   16  MarkerA

Marker   1    2     3    4   5   6    7    8    9   10   11   12   13   14   15   16  Marker  B

Marker     1    2    3    4    5    6    7   8    9   10   11   12   13   14   15   16  MarkerC

A. 引物807；B. 引物808；C. 引物886。

图 1 16 株羊肚菌扩增ISSR图谱分析结果

Fig.1 ISSR profile of 16 Morchella strains

2.2 聚类分析

采用UPGMA法构建了系统发育树。由图2可知，在

相似系数0.51处截取聚类线，可将16 株羊肚菌菌株可分

为2 组，即M15、M7、M13、M2、M1、M4、M5、M9

等8 株菌株一组，M16、M14、M12、M10、M8、M6、

M3等8 株菌株一组。
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图 2 16 株羊肚菌ISSR聚类树

Fig.2 Dendrogram of 16 Morchella strains based on ISSR bands

2.3 液体发酵生物量比较
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图 3 16 株羊肚菌液体发酵生物量比较

Fig.3 Comparison of biomass among 16 Morchella strains

由图3可知，16 株羊肚菌的液体发酵生物量差异较

大，其中羊肚菌M1的生物量最高，达9.4 g/L，其次为

羊肚菌M2～M10，生物量在6～8 g/L之间，可以进行液

体发酵培养，羊肚菌M11～M16生物量较低，最高仅有

2.12 g/L，M14～M16几乎法进行液体培养。因此，在对

酒精引起的急性胃黏膜损伤的保护作用比较实验中，只

选用生物量较高的羊肚菌M1～M10。

2.4 胃黏膜保护作用比较
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小写字母不同表示显著差异（P＜0.05）。

图 4 小鼠胃黏膜损伤指数（n=10）

Fig.4 Lesion index of gastric mucosa in mice (n=10)

由图4可知，灌胃羊肚菌M1、M2、M3、M7、M9以

及羊肚菌子实体水提液的小鼠胃黏膜损伤指数明显低于

模型组（P＜0.05），其抑制率分别为82.39%、73.58%、

73.58%、40.87%、32.71%和50.49%，羊肚菌M1、M2、

M3效果最好，3 组之间无显著差异（P＞0.05）。羊肚菌

M4、M5、M6、M8、M10损伤指数虽然低于模型组，但

是与模型组比较无显著差异（P＞0.05）。
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3 讨 论

羊肚菌的人工栽培虽然已有成功报道[13-14]，但是成

本高、工序复杂、重复性差等问题，至今仍无法大面积

的推广和应用。而羊肚菌液体发酵技术比较成熟[15-17]并且

有着：原料来源广泛，价格低廉；生产周期短；污染率

低；无季节性等诸多优势，适合工业化生产，具有替代

子实体开发的潜力。结果中也发现部分液体发酵菌丝体

的胃黏膜保护作用较子实体强，其作用机制与增加胃黏

液的分泌和抗氧化作用有关[18]。但是菌种之间的药理作

用是否具有差异尚未有研究报道。

通过对16 株羊肚菌采用ISSR分子标记的扩增产物

表明，ISSR多态性丰富，重复性较高。采用UPGMA法

对ISSR结果进行分析发现2 组羊肚菌的遗传差异较大。

遗传背景上存在差异，导致它们代谢产物或活性物质存

在差异，引起药效的差异，有研究[19]表明，灵芝不同菌

株间在主要成分和药效上就存在明显的差异。提示各组

间羊肚菌在功效上也可能存在较大的差异。在其胃黏膜

保护作用的比较研究发现，羊肚菌的这种生物活性在

菌株间也存在较大差异，其中保护作用较强的有羊肚

菌M1、M2和M3，保护作用较弱的羊肚菌菌株有M4、

M5、M8和M10。通过后续的研究，经形态学和内转录

间隔区序列（internal transcribed spacer，ITS）的鉴定方

法将其中保护作用较强的羊肚菌M1鉴定为尖顶羊肚菌 

（M. conica）[20]。这种在亲缘关系很接近的菌株中存在生

物活性的较大差异的现象，可能是由于生长条件、生长方

式和生长阶段的不同导致的，具体原因尚有待研究。
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