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　　摘要：以辽宁省主栽的１６个滑菇菌株为研究对象，应用ＩＳＳＲ分子标记技术对其遗传多样性进行了分析，从２０条
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　　滑菇（ＰｈｏｌｉｏｔａｎａｍｅｋｏＩｔｏｅｔＩｍａｉ）别称光帽鳞伞、光帽黄
伞、滑子蘑、光滑环锈伞、光盖环锈伞、光盖库恩菇、珍珠菇，是

一种较为常见的低温型食用菌，具有丰富的营养成分和很强

的药理活性。滑菇是世界上五大人工栽培的优质食用菌之

一。我国是滑菇的主要生产和消费大国，产量居世界首位，每

年大量对外出口，国内市场滑菇价格高于香菇和平菇等其他

菌类价格。目前滑菇栽培所用的菌株同名异物和同物异名现

象严重，因此对滑菇菌株进行有效的分类和亲缘关系鉴定是

滑菇育种成功与否的首要因素。

ＩＳＳＲ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，它是在 ＳＳＲ基础上发展起来的
技术，根据基因组广泛存在 ＳＳＲ的特点，利用 ＳＳＲ本身设计
引物，无需预先克隆和测序［１］。ＩＳＳＲ通常为显性标记，呈孟
德尔式遗传，具有很好的稳定性和多态性，ＤＮＡ用量少、技术
要求低、成本低廉、通用性好，已成功地运用于居群生物学研

究、菌株鉴定、物种的分类系统学比较，并作为构建遗传图谱

的工具［２］。

在食用菌方面，ＩＳＳＲ技术较多用于种群内、种群间、物种
间的系统发育和遗传多样性研究。秦莲花等利用 ＩＳＳＲ标记
结合ＩＴＳ分析，以豹皮香菇和虎皮香菇为外群，对１２个香菇
菌株进行遗传分析，结果认为此方法是鉴别香菇菌株的良好

方法［３］。王子迎等用１３个 ＩＳＳＲ引物对２６个安徽野生香菇
和６个栽培菌株进行了遗传多样性分析，并根据ＩＳＳＲ分析选
择遗传距离远近不同的亲本进行杂交，评价了其杂种优

势［４］。马志刚等基于重复序列（ＴＡＴＧ），设计了７条引物，对
侧耳属的２２个菌株和１株双抱蘑菇菌株的基因组ＤＮＡ进行
ＩＳＳＲ分析，验证了重复序列（ＴＡＴＧ）４在侧耳属中的存在

［５］。

Ｚｈａｎｇ等设计２个锚定ＩＳＳＲ引物，将１７个香菇菌株很好地鉴

别开［６］。但在滑菇方面，尚无相关研究报道。本研究应用ＩＳ
ＳＲ－ＰＣＲ分子标记的方法对滑菇菌株遗传多样性进行分析，
以期为滑菇的分类鉴定及遗传育种亲本的选配提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
本研究以辽宁省主栽的 １６个滑菇菌株为研究对象

（表１）。　

表１　供试菌株

编号 菌种名称 来源

ＰＩ１ Ｃ３１ 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ２ １１２ 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ３ 辽滑１ 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ４ 西羽 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ５ 申１４ 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ６ ＨＳＨ 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ７ 早壮 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ８ Ｄ工羽３ 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ９ 延滑 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ１０ ＥＨ 葫芦岛农函大玄宇食用菌野驯繁育有限公司

ＰＩ１１ 曲新 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ１２ 华３ 辽宁省农业科学院食用菌研究所

ＰＩ１３ 丹９ 辽宁省丹东市林业科学研究所

ＰＩ１４ Ｎ１０３ 大连宝野农业发展有限公司

ＰＩ１５ Ｎ１０８ 大连宝野农业发展有限公司

ＰＩ１６ Ｎ１０９ 大连宝野农业发展有限公司

１．２　培养基
ＰＤＢ综合培养基用于总 ＤＮＡ提取的菌丝培养，配方：马

铃薯４００ｇ，葡萄糖４０ｇ，磷酸二氢钾６ｇ，硫酸镁３ｇ，蛋白胨
６ｇ，水２０００ｍＬ，ｐＨ值不需要调整。
１．３　试剂和仪器

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应所用的ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ｄＮＴＰ、１０×
ｂｕｆｆｅｒ、Ｍｇ２＋购自北京鼎国昌盛公司，ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）、
引物购自 ＴａＫａＲａ（大连）有限公司。ＰＣＲ仪为德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ
公司的 Ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ型。
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１．４　引物
本研究使用的２０个引物见表２。

表２　２０个引物序列

引物

编号
序列（５′→３′）

引物

编号
序列（５′→３′）

Ｐ１ ＴＧＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ Ｐ１１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡＣ
Ｐ２ ＧＴＧＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ Ｐ１２ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣ
Ｐ３ ＧＴＧＡＣＧＡＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴ Ｐ１３ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣＧ
Ｐ４ ＧＧＡＴＧＣＡＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ Ｐ１４ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＧ
Ｐ５ ＣＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴ Ｐ１５ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴＡ
Ｐ６ ＡＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴ Ｐ１６ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡ
Ｐ７ ＣＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧ Ｐ１７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ
Ｐ８ ＧＧＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧ Ｐ１８ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣ
Ｐ９ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧ Ｐ１９ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＴ
Ｐ１０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ Ｐ２０ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＴＧ

１．５　菌丝体培
将活化的菌丝切下０．５ｃｍ２菌块，接种于 ＰＤＢ综合培养

基，２３℃摇床培养，转数为１５０ｒ／ｍｉｎ。将培养好的菌液，无
菌水洗涤２次，汲干菌丝体表面的水分，－２０℃保存备用。
１．６　总ＤＮＡ提取及检测

采用改良的ＣＴＡＢ法［７］提取基因组总 ＤＮＡ，０．２％琼脂

糖凝胶电泳检测质量。

１．７　ＰＣＲ反应及电泳
引物参照加拿大哥伦比亚大学公布的ＩＳＳＲ引物序列［８］，

由ＴａＫａＲａ有限公司（大连）合成。
ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：模板 ＤＮＡ２００ｎｇ／μＬ，ｄＮＴＰｓ

２００μｍｏｌ／Ｌ，引物０．７５μｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５Ｕ，Ｍｇ２＋

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补至总体积２０μＬ。
扩增程序为：９４℃预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，４５～

５５℃ 退火 １ｍｉｎ（退火温度因不同引物而定），７２℃延伸
２ｍｉｎ，３８个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ产物在２．０％琼脂糖凝胶上电泳，用 ＧｅｌＤｏｃ－Ｉｔ型
凝胶成像系统照相。

１．８　数据处理
电泳结果采取 ０／１赋值记带，将在琼脂糖凝胶上出现

ＤＮＡ片段的记为１，不出现的记为 ０，统计后输入电脑，用聚
类分析软件ＮＴｓｙｓ进行聚类分析，并计算遗传相似度。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ提取
１６个滑菇菌株基因组ＤＮＡ图谱见图１。

２．２　引物筛选
从２０条ＩＳＳＲ引物中筛选出９条多态性丰富、谱带清晰

且重复性好的引物，对１６个供试菌株进行了 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩

增。９条引物共扩增出１０１条带（图２至图５），其中多态性条
带为９２条，多态位点百分率为９１％。每条引物扩增出大约
１１条带，ＤＮＡ片段大小为２５０～２０００ｂｐ。

２．２　基于ＩＳＳＲ分析结果构建树状图
１６个菌株间的遗传相似系数变化范围在 ０．５９～０．９０之

间。当遗传相似系数为 ０．６９时，供试菌株被聚类成５个类
群：第１类为早壮、Ｎ１０９；第２类为Ｎ１０３、Ｎ１０８、延滑；第３类
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为丹９、申１４、Ｃ３１、西羽、ＥＨ、曲新、Ｄ工羽３、ＨＳＨ，其中丹９
和申１４亲缘关系最近，遗传相似系数达到 ０．９；第 ４类为

１１２、辽滑１；第５类为华３，与其他菌株亲缘关系最远，遗传距
离为０．５９（图６）。

３　结论与讨论

选择杂交亲本是食用菌杂交育种中最为重要的环节之

一。一直以来，育种工作者都是通过表型分析的 ＤＵＳ（ｄｉｓ
ｔｉｎｃｔｎｅｓｓ，ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ，简称ＤＵＳ）测试来鉴定和选择
亲本。这种方法耗时费力，鉴定结果也易受环境的干扰。随着

分子生物学技术的发展，在分子水平上进行亲本菌株的选择势

在必行。目前，关于滑菇分类鉴定多局限于传统分类法和同工

酶分析研究［９］，应用分子标记鉴定的研究报道较少。

本研究应用ＩＳＳＲ－ＰＣＲ分子标记的方法对滑菇菌株遗
传多样性进行了分析，从２０条引物中筛选出９条多态性丰
富、谱带清晰且重复性好的引物进行了 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增。结
果显示９条引物均能将供试菌株区分开，表明ＩＳＳＲ分子标记
对滑菇菌株遗传多样性分析是可行的。１６个滑菇菌株遗传
相似性较高，遗传背景比较一致，部分品种间亲缘关系较近，

可能与来源同一地区有关。
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