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秦莲花7，" 张 红8 陈明杰" 谭 琦"" 潘迎捷"

（7 南京农业大学生命科学学院 南京 "7##CD）

（" 上海市农业科学院食用菌研究所 农业部食用菌遗传育种重点开放实验室 上海市农业遗传育种重点开放实验室 上海 "#77#5）

（8 上海市种子繁育中心 上海 "#75#7）

摘 要：以（/)/F）! 重复序列为引物对香菇属的 8 个种 78 个菌株的微卫星区 G.) 进行 HIJ 扩增，7KDL的琼脂糖

凝胶电泳，获得了 "D 个条带，并且在供试菌株上表现出多态性，可以实现遗传分类研究。为了验证微卫星分子标

记实验准确性，又用 J)HG 技术对 78 个供试菌株进行了实验。9 个引物在 78 个菌株上共获得了 7#" 条多态性条

带。通过聚类分析，J)HG 获得的分类结果与微卫星分子标记获得的结果一致。此外，为了证明微卫星分子标记获

得的条带不是假阳性，在实验中回收了 .&(7# 菌株的 HIJ 扩增产物，进行克隆测序。测序结果显示有（/)/F）B 基

序存在，并且达到了微卫星基序重复数量的最低限度。通过本实验可知，香菇中是存在微卫星（/)/F）B 基序的，且

基序的多态性可以用于香菇的遗传分类研究。
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香菇产业在农业中占有重要的地位。7CC! 年，

我国食用菌产量为 "5!K7 万吨，占世界食用菌总产

量的 D8K$L，其中香菇产量为 58K" 万吨，占世界香

菇产量的 95KDL；7CC9 年，我国食用菌总产量发展

到 !## 万吨，其中香菇为 $# 万吨；7CC$ 年，我国食用

菌总产量为 !89 万吨，香菇为 788K$ 万吨；7CCC 年，

我国食用菌产量达到 !D# 万吨，香菇产量上升到

7D!K8 万吨；到 "### 年，鲜香菇的产量已经超过 "##
万吨，占全球香菇总产量的三分之二，是我国重要的

出口创汇农产品之一［7］。香菇菌种是香菇生产中最

重要的基础生产资料，是香菇生产发展的前提、关

键，菌种优劣决定产量和质量。因此，准确、有效的

鉴定香菇菌株是香菇产业长足发展的重要条件之

一。

现在用于香菇菌种鉴定的方法主要有 ! 种：（7）

经验型的外观观察，以菌丝生长速度，菌落形态，子

实体的形成以及形态特征作为不同菌株区分的依

据。（"）以香菇不同菌株间不亲和性为基础的拮抗

反应。（8）基于“一个酶一个基因”学说上的同工酶

差异区分法。（!）以 G.) 多态性为基础的分子检测

技术。在食用蕈菌遗传育种研究中应用较多的分子

检测技术主要是 J2NH 和 J)HG［"］。近年来发展起

来的建立在 HIJ 基础上的第二代分子标记———OOJ
（O<;P’0 ,0E*0BA0 Q0P03-,，简单序列重复）标记，又称

微卫星（R<AQ&,3-0’’<-0），是基因组研究中的一种主要

的分子标记技术。由于该技术具有简便、快速、稳定

性高和等位基因多样性高等特点，已经广泛地用于

遗传图谱的构建［8］、比较基因组研究、遗传多样性分

析和系统分类学研究［!］。在担子菌中，OOJ 在外生

菌根真菌和一些植物病原真菌中有过报道［D，5］。对

于目前的栽培食用菌，只有法国在双孢蘑菇上做过，

并获 得 了 栽 培 食 用 菌 中 的 第 一 个 微 卫 星 基 序

（/)/F）B，同时将该基序在一些侧耳菌上进行了验

证［9］。

本文 将 这 一 微 卫 星 基 序 在 香 菇 属 的 8 个 种

78 个菌株中进行了验证，以探讨该基序是否同样存

在于香菇中，且其多态性是否适用于香菇遗传多样

性的研究。

% 材料和方法

%&% 供试菌株

研究中所用菌株列于表 7。



表 ! 供试菌株

!"#$% & ’()"*+, -,%. *+ (/% ,(-.0
12.% 3%4")5,
627& !"#$%#&’ (")%*"&’
6278 !"#$%#&’ (")%*"&’
6279 !"#$%#&’ $%+,%#&’
627: !"#$%#&’ $%+,%#&’
627; !"#$%#&’ "*-*"’，<244%)<*"$ ,()"*+
627= !"#$%#&’ "*-*"’，<244%)<*"$ ,()"*+
627> !"#$%#&’ "*-*"’，?*.% ,()"*+
627@ !"#$%#&’ "*-*"’，?*.% ,()"*+
627A !"#$%#&’ "*-*"’，?*.% ,()"*+
627&B !"#$%#&’ "*-*"’，<244%)<*"$ ,()"*+ $2+CDE%C%("(*+C F%)*2.
627&& !"#$%#&’ "*-*"’，<244%)<*"$ ,()"*+
627&8 !"#$%#&’ "*-*"’，<244%)<*"$ ,()"*+
627&9 !"#$%#&’ "*-*"’，<244%)<*"$ ,()"*+ /*C/D(%4F%)"(-)%

!"# 主要试剂和仪器

G+*(D&B 柱式 H6I 胶回收试剂盒：由上海生工生

物技术服务有限公司提供；随机引物 ’:BD’=B：来自

上海生工生物技术服务有限公司合成的随机引物

’&D’=B 系列；J13 仪器：J!1D&BB。

!"$ 菌丝培养

将低温保藏的香菇菌种转接到 JHI 斜面上，

8;K下培养。&:. 后接到 &BB4L JH 液体培养基中，

8;K下 &BB)M4*+ 振荡培养 &:.，收集菌丝，放入D8BK
冰箱保藏备用。

!"% 基因组 &’( 的提取

用改进的 1!IN 法提取基因组 H6I。 O 8BK冷

冻干燥的香菇菌丝研磨成粉末，加入 =;K预热的

8 P 1!IN 抽 提 液［ 8Q（ RMS）1!IN；&BB442$ML
!)*,·T1$，FT@UB；8B442$ML VH!I，FT@UB；&U:42$ML
6"1$］，=;K 保温 :;4*+ 以上，间或轻摇混匀，然后

&8BBB)M4*+室温离心 8B4*+；取上清加入等体积的氯

仿：异戊醇（8: W &），轻轻混匀 9B4*+ 以上，&8BBB)M4*+
室温离心 8B4*+；上清夜移入新离心管中，加入 8M9
体积的 O 8BK预冷的异丙醇，轻轻摇动 ;4*+，@BBB)M
4*+ 室温离心 &B4*+；去掉上清，用 >;Q乙醇 &B442$M
L XI1 抽 提 8 Y 9 次，每 次 @BBB)M4*+ 室 温 离 心

&B4*+，再加入预冷的 A;Q的乙醇，轻轻上下颠倒，

&8BBB)M4*+室温离心 8B4*+；弃去乙醇，真空抽干或自

然晾干，加入 8BB!L !V #-ZZ%)，轻轻敲打使沉淀溶解，

加入 &!L &B4CM4L 36",%（由 N2-..%) 公司提供）9>K
水浴，保温 &/，去除 36I。H6I 提取物于 O 8BK冰

箱贮藏备用。

!") （*(*+）, 序列的验证

以 ;[D!I!\!I!\!I!\!I!\D9[序列设计引物（上

海生工生物技术服务有限公司合成）。J13 扩增体

系：&B P J13 #-ZZ%) 8U;!L，8;442$ML ]C1$8 8!L，

&B442$ML .6!J BU8!L，;GM!L ./0H6I 酶 BU;!L，

8B!42$ML ’’3 引 物 8!L，模 板 H6I &!L（ 浓 度

8B Y 9B+CM!L），..T8^ &=U@!L。J13 反应条件：A:K
94*+；A:K &4*+，9@K &4*+，>8K 84*+，:B 个循环；

>8K ;4*+。

!"- （*(*+）, 序列分析

琼脂糖凝胶电泳检测 J13 产物，用切胶铲从琼

脂糖 凝 胶 上 切 割 目 标 条 带（大 约 :BB#F），然 后 用

G+*(D&B 柱式 H6I 胶回收试剂盒快速回收目标条带。

J13 纯化产物送于上海生工生物技术服务有限公司

进行克隆测序。

!". /(0& 扩增

J13 扩增体系：&B P J13 #-ZZ%) 8U;!L，8;442$ML
]C1L8 8!L，&B 442$ML .6!J BU8;!L，;GM!L ./0H6I
酶 BU8!L，99+CM!L 随机引物（’:BD’=B）BU8!L，模板

H6I &!L（浓 度 8B +C Y 9B+CM!L），..T8^ &@U@;!L。

J13 反 应 条 件：A8K &4*+，9;K &4*+，>8K 84*+，

:; 个循环；>8K ;4*+。

琼脂糖凝胶电泳检测 J13 扩增结果。将在琼

脂糖凝胶上出现 H6I 片段的计为 &，不出现的计为

B，统计后输入电脑，用 6!D’_’ 聚类分析软件体系进

行聚类分析，构建遗传相关聚类图谱。

# 结果和分析

#"! 菌丝培养和 &’( 的提取

香菇菌种在液体振荡培养条件下，培养时间要

比虎皮和豹皮菇的时间长。香菇一般为 8B Y 8;.，

而虎皮和豹皮菇一般为 >. 左右。由于香菇多糖含

量比较多，用一般的氯仿苯酚法抽提不容易去除，本

实验采用改进的 1!IN 法提取时，获得了质量比较

高的总 H6I（图略）。

#"# 微卫星核心序列区 &’(（&(1&）02/ 扩增

本试验最初是以法国做双孢蘑菇的 J13 反应

体系进行扩增的。该体系只在香菇的某些菌株上扩

出条 带，且 泳 道 上 弥 散 严 重。优 化 反 应 条 件，在

.6!J 浓度降为 ;B!42$ML 时，香菇菌种有良好的多态

性条带扩出，&U;Q的琼脂糖凝胶电泳共获得了 8;
个条带，经过多次实验表现出很好的重复性和多态

性（图 &）。由图 & 可看出，以（!I!\）: 重复序列为引

物对香菇微卫星区 H6I（HI]H）直接 J13 扩增，可

在这 &9 个供试菌株上获得多态性条带，其中627&、
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!"#$、!"# % 各有 & 个条带；!"# ’ 没有；!"# (、!"# )、

!"#*、!"#&&、!"#&$、!"#&% 各有 $ 个条带；!"#+、!"#
,、!"# &- 各有 % 个 条 带。由 电 泳 图 谱 还 可 看 出，

!"#$与 !"#% 的条带位置相似，都在 ’--./ 左右；!"#
(、!"# )、!"# *、!"# &$、!"# &% 的条带位置相似，两个

条带的位置都分别在大于 $0. 处和 &0. 左右处；!"#
&、!"# ’、!"# +、!"# ,、!"# &-、!"# && 的条带位置与其

他菌株条带位置差异性比较大。由此可见（1213）4

基序的多态性可以用作香菇的遗传分类研究。

图 ! 香菇 "#$"%&’( 电泳图谱

567#& 2789":; 7;< ;<;=>9"/?"9;>6= 848<@:6: "A B2CBDEFG
C# &--./ B!2 <8HH;9；&IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"# & :>9864；

$IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"# $ :>9864；%IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K
!"#% :>9864；’IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"# ’ :>9864；(IB2CBDEFG
/9"HJ=> A9"K !"# ( :>9864；+IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"# + :>9864；

,IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"# , :>9864；)IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K
!"#) :>9864；*IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"#* :>9864；&-IB2CBDEFG
/9"HJ=> A9"K !"#&- :>9864；&&IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"#&& :>9864；

&$IB2CBDEFG /9"HJ=> A9"K !"# &$ :>9864；&%IB2CBDEFG /9"HJ=>
A9"K !"#&% :>9864#

)*+ 测序

从 !"# &- 菌株回收到 %)-./ 长度的核酸片段

（图 $）。由测序结果可知，EFG 扩增产物不是假阳

性的，香菇中有（1213）4 基序存在。根据微卫星基

序允 许 有 一 个 碱 基 突 变 的 特 性［)］，统 计 可 知，在

%)-./ 长度的核酸序列中该基序一共出现了 $% 次，

约占 $’L。

图 ) 从 ,-.!/ 菌株回收到的 +0/12 片段序列

567#$ 1?; %)-./ 4J=<;">6H; :;MJ;4=;: "A !"#&- :>9864

)*3 (#&" 扩增

本实验用 N’-DN+- 共 $& 个随机引物对供试菌

株进 行 G2EB 扩 增，其 中 N()、N(+、N(%、N(&、N’)、

N’,、N’$ 等 , 个引物在所有供试菌株上都有多态性

条带扩出，其它的只是在某些菌株上有条带扩出，多

态性不高。图 % 显示的是引物 N(% 对 &% 个菌株扩

增出的 B!2 片段。

图 + 随机引物 45+ 扩增结果

567#% B!2 A987K;4>: 8K/<6A6;H .@ 984H"K /96K;9 N(%
C#&--./ B!2 <8HH;9；&IEFG /9"HJ=> A9"K !"#& :>9864；$IEFG /9"HD
J=> A9"K !"#$ :>9864；%IEFG /9"HJ=> A9"K !"#% :>9864；’IEFG /9"HJ=>
A9"K !"# ’ :>9864；(IEFG /9"HJ=> A9"K !"# ( :>9864；+IEFG /9"HJ=>
A9"K !"# + :>9864；,IEFG /9"HJ=> A9"K !"# , :>9864；)IEFG /9"HJ=>
A9"K !"# ) :>9864；*IEFG /9"HJ=> A9"K !"# * :>9864；&-IEFG /9"HJ=>
A9"K !"#&- :>9864；&&IEFG /9"HJ=> A9"K !"#&& :>9864；&$IEFG /9"HD
J=> A9"K !"#&$ :>9864；&%IEFG /9"HJ=> A9"K !"#&% :>9864#

图 3 (#&" 聚类分析图谱

567#’ B;4H9"798K "A &% :>9864: .8:;H "4 G2EB >;=?4"<"7@

根据 EFG 扩增结果获得 G2EB 聚类图谱（图

’）。从图谱可以看出，在 -I(+- 水平上，这 &% 个菌

株可分为 % 个大类群。!"# & 自成一类；第二类为

!"#’、!"#$ 和 !"#%；其他的 * 个菌株为第三类，包括

!"#(、!"#+、!"# ,、!"# )、!"# *、!"# &-、!"# &&、!"# &$、

!"#&%。除 !"# $ 外，由 G2EB 获得的其他菌株的分

类情况与菌株来源处提供的分类信息基本一致。此

外，由图谱我们还可知，第二类中 !"#$ 与 !"#% 相似

系数为 )’I%L；第三类中，!"# ( 与 !"# &$ 的相似系

数为 )&I*L，!"# ) 与 !"# * 相 似 系 数 达 *%I&L，

!"#&$ 和 !"#&%相 似 系 数 达 到 了 *(I&L，!"# ) 和

+,’ 微 生 物 学 报 ’’ 卷



!"#$与 !"#%& 和 !"#%’ 之间的相似系数都在 ()*以

上，!"# + 与 !"# %’ 的相似系数为 ($,-*，其他的菌

株之间相似系数比较低，一般在 .)* / ()*之间。

0123 的实验结果与微卫星扩增获得的结果一致，

由此可知，微卫星分子标记是适用于香菇的遗传分

类研究的。

! 讨论

香菇的遗传育种研究一直是香菇产业的重要内

容之一，获得优良的菌种是香菇生产的重中之重。

但是由于香菇多为无性繁殖，菌种出现不少同一菌

株而不同编号或同一编号而实为不同菌株的现象，

这不仅极大损害了育种者和广大菇农的利益，也加

速了我国香菇生产菌种的退化，极大地阻碍了我国

香菇产业的发展。在此情况下，从分子水平上建立

科学可靠、简便快速的菌种鉴定体系，解决香菇的种

间分类问题，获得准确的分类关系，以便于远缘杂交

育种获得具有更好性状的香菇菌种，就显得尤为重

要。

微卫星标记是目前发展迅速的分子标记中比较

有用的一个。它相较于目前使用比较广泛的分子标

记 0452 和 0123 来说，有着很多优越之处。它随

机、均匀、广泛地存在于真核基因组中，侧面特异序

列在属 内 保 守，呈 孟 德 尔 式 遗 传，多 样 性 指 数 比

0452和 0123 要高。0123 标记虽然简单，但其稳

定性差；0452 标记虽然稳定性好，但需要转膜、标记

探针，且需要大量的模板 3!1。660 由于基序在每

个位点的重复数量不同而表现出大量的长度多态

性，而且是特异扩增，具有良好的稳定性，且所需

3!1 的数量少、质量要求低，实验过程不需要标记

探针和转膜等繁琐的过程，可以快速、简便、有效地

对供试材料进行鉴定［&，%) / %&］。已经证明，660 引物

不仅在同一属内的不同种间能扩增出重复序列，而

且在同一种的不同个体间也存在着多态性［$］。660
最早是在人类基因组研究中发现的［%% / %’］，它及其丰

富地分布在整个基因组中，后来在一些植物基因组

研究中也筛选出 660 序列。现在这一技术已广泛

地用于包括人类、其他哺乳动物、植物、某些丝状真

菌的遗传研究中［(，%&］。本实验首次将这一技术用于

香菇的遗传分类研究中，通过用（7178）- 引物对香

菇 %’ 个菌株的微卫星区 3!1 直接进行扩增，用

%,+*的琼脂糖凝胶电泳分析获得了 &+ 个条带，若

用分辨率更高的聚丙烯酰胺电泳分析，将获得更多

的 660 多态性条带。由此，可以看出 660 技术是可

以用于香菇的遗传分类研究的。

在本实验研究过程中，我们先用（7178）- 引物

在本研究所提供的双孢蘑菇菌株上进行了 290 扩

增，重复了法国 8:;<;= > 博士的实验，然后在香菇菌

株上进行扩增。通过对反应体系的多次优化，最终

在 %’ 个供试菌株上获得了多态性条带，并通过回收

扩增产物克隆测序，证明获得的多态性条带不是假

阳性的。通过实验结果可看出，该微卫星基序在 %’
个供试菌株上存在着多态性，而且不仅不同的香菇

菌种如豹皮菇、虎皮菇和香菇种之间的菌株存在着

明显的差异，同一种内的菌株如 !"# & 和 !"# %、!"# -
和 !"#’ 以及香菇菌株之间也存在着明显的多态性。

为了进一步说明该结果的可靠性，我们又用 0123
技术进行了分析。将 0123 实验结果与微卫星实验

结果比较可知：%’ 个供试菌株由 0123 分析分为的

’ 大类中，第一类中的 !"#% 菌株在微卫星电泳图谱

中只有一条特异性条带，且位置显著不同于其他的

菌株；第二类中的 !"# & 和 !"# ’ 菌株相似系数达到

?)*以上、!"#- 菌株与两者之间的相似系数相对比

较低，在微卫星电泳图谱中表现为 !"# & 和 !"# ’ 菌

株具有 % 条相近位置的多态性条带，且条带位置与

第三类中的菌株条带位置不同，!"# - 菌株没有条

带；第三类中 !"#+、!"#?、!"#$、!"#%&、!"#%’ 等菌株

之间的相似系数在 ()*以上，而 !"#.、!"#(、!"#%)、

!"#%% 等菌株与该类中的其他菌株之间的相似系数

在 ()*以下，在微卫星电泳图谱中表现为 !"#+、!"#
?、!"# $、!"# %&、!"# %’ 具有 & 条相近位置的条带，

!"#.、!"#(、!"#%)、!"#%% 各自具有一条或多条特异

性条带。由此可见，由 0123 确定的供试菌株的多

态性与由该微卫星重复序列确定的多态性一致，这

也从侧面进一步说明了微卫星分子标记是可以用于

香菇的遗传分类研究的 。本实验是在香菇中建立

660 分子标记体系的初步性实验，是对 660 标记用

于香菇遗传育种研究可行性的初步探索。
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