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　　平菇营养丰富，味道鲜美，具有较高的营养价值和保健功
能，是人们喜爱的食用菌之一。平菇抗逆性强、适应性好、产

量高、易栽培，是我国栽培规模最大、产量最高的一种食用菌。

目前，生产上平菇菌种混杂、种源不清、同物异名严重，严重制

约平菇产业的发展。随着科学技术的迅猛发展，许多生化和

分子生物学手段已在食用菌种质资源研究中得到了广泛应

用。微卫星间区分子标记技术具有多态性丰富、稳定可靠、试

验重复性好等优点，在食用菌种质鉴定方面得到了广泛的应

用。张金霞等利用ＩＳＳＲ技术对侧耳属菌株进行研究［１－２］；李

辉平等利用ＩＳＳＲ技术研究木耳菌株的遗传多样性［３－４］；李莹

等研究杏鲍菇的ＩＳＳＲ标记多态性［５］；秦莲花等用 ＩＳＳＲ鉴别
香菇生产用种［６－７］。本试验采用ＩＳＳＲ分子标记技术，对河北
省冀中南地区１６个平菇生产菌株进行鉴别及遗传多样性分
析，可为解决平菇品种混乱、对平菇进行资源利用和品种选育

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试菌株及来源
供试平菇菌株共１６个，分别收集于河北省冀中南地区，

由笔者所在实验室保存。菌株编号、名称见表１。
１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　ＰＤＡ培养基平板上铺玻璃纸隔膜培养菌
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表１　供试菌株

序号 原号

１ ８９
２ 夏抗８
３ 早秋６１５
４ 白平菇

５ 双抗黑平

６ 满城野生

７ 冀农１１
８ ＨＰ－１－１
９ 新平１０６
１０ 四季美

１１ 紫孢

１２ 高平８８
１３ ５５８
１４ 特抗黑平

１５ 平菇２０６
１６ ９９

丝，液氮研磨菌丝后用 ＤＮＡ提取试剂盒提取菌株 ＤＮＡ，
０．８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ质量，紫外分光光度计测定
其Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ，去离子水稀释到２０ｎｇ／μＬ左右，－２０℃保
存备用。

１．２．２　引物筛选　所用引物及扩增程序参考李辉平的研
究［８］，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，引物序列

见表２。

表２　引物序列

引物
序列

（５′→３′）
引物

序列

（５′→３′）

Ｐ１ ＴＧＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ Ｐ９ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧ
Ｐ２ ＧＴＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ Ｐ１０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ
Ｐ３ ＧＴＧＡＣＧＡＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴ Ｐ１１ ＣＡＣＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡ
Ｐ４ ＧＧＡＴＧＣＡＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ Ｐ１２ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ
Ｐ５ ＣＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴ Ｐ１３ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ
Ｐ６ ＡＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴ Ｐ１４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴ
Ｐ７ ＣＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧ Ｐ１５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡ
Ｐ８ ＧＧＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧ Ｐ１６ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴ

１．２．３　ＰＣＲ反应体系　２５μＬ反应体系：２μＬＤＮＡ模板（约
５０ｎｇ），２．５μＬ１０×ＴａｑＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ，０．８μＬｄＮＴＰｓ
（各０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬ引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬＴａｑＤＮＡ
聚合酶（５Ｕ／μＬ），１８．５μＬ双蒸水。
１．２．４　扩增程序　９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃
退火４０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃补齐１０ｍｉｎ；
４℃终止反应。
１．２．５　琼脂糖凝胶电泳　配制１．４％琼脂糖凝胶，缓冲液为
１×ＴＡＥ，ＰＣＲ产物在电压１００Ｖ下电泳７０ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
１６个菌株基因组ＤＮＡ提取结果见图１。由于采用了基

因组ＤＮＡ提取试剂盒，与传统的ＤＮＡ提取方法相比，得到的
ＤＮＡ比较纯净，条带清晰、杂质较少，在紫外分光光度计上测
定其Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ。可以看出，Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ值均在１．８～２．０

之间，可用于ＰＣＲ扩增。
２．２　引物的筛选

本试验从供试的１６个ＩＳＳＲ引物中筛选出８个扩增效果
较好的引物，可扩增出所有供试菌株的 ＤＮＡ条带，且条带清
晰、稳定、分布合理、重复性好，而在对照中没有扩增出 ＤＮＡ
条带。这些引物分别为Ｐ２、Ｐ３、Ｐ５、Ｐ６、Ｐ７、Ｐ８、Ｐ１１、Ｐ１３。
２．３　ＩＳＳＲ扩增图谱分析

用筛选出的８个引物对１６个平菇菌株进行 ＩＳＳＲ扩增，
共扩增出７８个多态性位点（图２），且分布均匀，大小在２００～
３０００ｂｐ之间。以凝胶ＤＮＡ片段的有无分别记为１或０，用
统计软件ＮＴＳＹＳｐｃ计算菌株间的遗传相似性系数，进行遗传
相似性分析。由图 ３聚类分析结果可知，遗传相似水平在
０．７５左右，１６个菌株分为６个组群：第１组（Ⅰ）包括为以８９
为代表的 ５个菌株；第 ２组（Ⅱ）包括白平菇菌株；第 ３组
（Ⅲ）包括以冀农１１为代表的４个菌株；第４组（Ⅳ）包括５５８
菌株；第５组（Ⅴ）包括以９９为代表３个菌株；第６组（Ⅵ）包
括夏抗８为代表的２个高温菌株。

３　结论与讨论

ＩＳＳＲ分子标记技术是１９９４年由 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等创建的一
种简单序列重复区间扩增多态性分子标记，其技术原理是在

ＳＳＲ序列的３′端或５′端加锚１～４个随机的碱基为引物，对两
侧具有反向排列的简单序列间的基因片段进行扩增，不仅多

态性好、稳定性高，而且简单、快速、通用性好，在食用菌种质

资源研究中得到了广泛的应用［９］。笔者所在课题组在前期

工作中收集了冀中南地区５４个不同栽培平菇菌株，并进行了
拮抗与酯酶同工酶测定，将５４个菌株分为１２个营养不亲和
群［１０］。本试验在此基础上选取１６个代表菌株进一步进行
ＩＳＳＲ分析。结果表明，用筛选出的８个引物对平菇菌株ＤＮＡ
进行 ＩＳＳＲ扩增，共扩增出 ７８个多态性位点，大小在 ２００～
３０００ｂｐ之间，且分布均匀。聚类分析结果表明，同一营养亲
和群的平菇８９和早秋６１５、双抗黑平和新平１０６、以及９９、特
抗黑平和平菇２０６菌株群内ＩＳＳＲ图谱完全相同，不同营养亲
和群菌株ＩＳＳＲ图谱存在差异，进一步说明 ＩＳＳＲ分析在食用
菌菌株鉴定方面的可靠性。
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